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蛋白质翻译后修饰（PTM） 

More than 500 PTMs are listed in the Uniprot database - with phosphorylation, 
lysine acetylation, ubiquitination, and proteolytic processing being the most 
prominent ones. 

https://www.creative-proteomics.com/services/proteomic-analysis-of-post-
translational-modifications-service.htm 
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蛋白质的降解需要能量（ATP） 

 1953年，Melvin Simpson利用放射性同位素实验发现了“细胞内蛋白质降
解需要能量，即ATP水解反应”的现象。 

Rat liver 

Simpson, M.V. (1953) J. Biol. Chem. 251, 143-154 

问题：细胞内蛋白质是如何降解的？ 



溶酶体并非唯一的蛋白质降解场所 

 60年代初期，溶酶体被认为是蛋白质的降解场所；但是其非选择性降
解方式与蛋白质半衰期千差万别的现象存在矛盾。 

Goldberg, A.L., and St. John, A.C. (1976) 

Annu. Rev. Biochem. 45, 747-803.   



 随着溶酶体抑制剂的开发，经过抑制剂处理的细胞仍然存在恒定的
蛋白质降解现象。 

真核细胞内存在另外一种蛋白质降解途径 

溶酶体并非唯一的蛋白质降解场所 



泛素-蛋白酶体系统 

E1 E2 E3 

DUB 

Nature Reviews  
Molecular Cell Biology，2011 

ATP 

ATP 

Alexander Varshavsky 

Alfred L. Goldberg 

“泛素学说” 

Avram Hershko 

“泛素假说” 

坚实的生物学现象，是发现重要生命规律或理论的基础 



2000年，拉斯克基础医学奖 



2004年，诺贝尔化学奖 



E3 

DUB 

DUB 

泛素化系统与疾病 



Cell cycle Mitophagy 

泛素链的复杂性为功能的多样性提供结构基础 

K48/K11 chains 

Cell cycle 
regulator 

Meyer, H.J. and M. Rape. Cell, 2014. 



古秘鲁人的结绳文字（Quipus） 

《易．系辞下》：
“上古结绳而治” 

上古无文字，结绳以记事。 

泛素密码（Ubiquitin code） 

泛素链作为信息载体(messenger)蕴含丰富的生命内涵 



“泛素密码”解析的核心问题 

密码 

生成器 (Writer) 

识别器 (Reader) 

移除器 (Eraser) 

1.发现泛素链(经典与非经典)的新功能 

泛素结合蛋白 
（UBD） 

连接酶 
（E2-E3） 

去泛素化酶 
（DUB） 

泛素链 
（Ub chain） 

2.关键调控酶与泛素链的特异性关系研究 



蛋白质组学在泛素化研究中的关键环节 

蛋白质组 

泛素化 

富集 

修饰位点 
检测 

泛素链类型 

功能 

调控 

 丰度低，占蛋白质组的~1% 

 泛素链易被去泛素化酶移除 

 泛素化蛋白易被蛋白酶体降解 



Tagged Ub 

K 

Ub 
Ub 

Ub 
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Ub binding protein,Ab 

K 

Ub 

Ub 

Ub 

Ub 

K48 

Ub binding domain (UBD) 

K 

Ub 
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Ub 

K48 

Tag: 6x His, Biotin, Flag, Myc, HA 

K 

K 
K 

K 

Ub Ab 

K 

Ub 
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Ub 

K 

K 

K 

K 

经典的泛素化蛋白富集策略 

K GG 

K GG 

K-GG Ab 



UBD 能够保护Ub chains不被DUB切割 

基于泛素结合结构域（UBD）的富集策略 

Roland Hjerpe, et al. EMBO Reports,2009. 



Yeast  lysate(Light)  

UBD1 UBD2 UBD3 ……. 

Enrichment 

Ubiquitin conjugates 

SDS-PAGE 

Yeast  lysate(Heavy, K6)  

Ni-NTA 

Enrichment 

Ubiquitin conjugates 

Western blot 

Digestion 

Ub linkages ID & Quan 
By LC-MS/MS 

串联杂合UBD（ThUBD）高效富集泛素化蛋白 

A 

B 

C 

D 

E 



串联杂合UBD（ThUBD）高效富集泛素化蛋白 

Gao Yuan*, Li Yanchang*, et al, Mol Cell Proteomics,2016.  

A B 

E. 

F. 

~3000s ubiquitinated 
proteins 

~200s modified 
sites 

Michele Pagano,  
New York University, 
Chair, Biochemistry 

基于泛素化蛋白层面的富集，
能否提高修饰位点的鉴定能力？ 



基于镜像酶的泛素化修饰位点高效鉴定技术 



……R………K.......K....... 

Huesgen et al. Nat Methods. 2015 .  
Tallant, C., et al. J Biol Chem, 2006. 

……R………K.......K....... 

……R 
………K.......K 
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K....... 

K....... 

Trypsin digestion 

LysargiNase digestion 

K   methylated lysine 

K   un-modified lysine 

LysargiNase 

Trypsin 

高效稳定的胰蛋白酶镜像酶 

Yang Hao#, Li Yanchang #, et al., Mol Cell Proteomics, 2019 (#共一, Highlight). 



泛素化位点鉴定效率提升2-3倍 

Xiao Weidi, …, Li Yanchang* and Xu Ping*, Anal Chem, 2019.  

串联镜像酶切策略有效降低电荷和非修饰干扰 



串联杂合UBD高效无偏性泛素化信号检测技术 

ThUBD-based Far Western Blotting 
(TUF-WB) 

C 



TUF-WB相比抗体法灵敏度提升近5倍 



串联杂合UBD高效无偏性泛素化信号检测技术 

Xiao Weidi, …, Li Yanchang* and Xu Ping*,  Anal Chem, 2020.  

TUF-WB技术实现对泛素链的高灵敏、无偏性检测 



简便、灵敏，提升10倍以上，
免疫组化 

(Prepared) (Prepared) 

简便、灵敏，细胞原位 

辣根过氧化物酶（HRP） 
标记ThUBD 

  荧光素（Flu） 
标记ThUBD 

检测特异性、灵敏度 

检测标记效率 

① ② 

检测方式：
化学发光 

检测方式： 
荧光（488nm，绿色） 

高灵敏泛素化信号检测探针技术路线 



泛素化领域的挑战 

蛋白质组 

泛素化 

富集 

修饰位点 
检测 

泛素链类型 

功能 

调控 

? 

能否同时确定：“泛素链-底物修饰位点-调控酶-功能”？ 



体内研究不同DUB对不同泛素链偏好性的策略 



“泛素链-修饰位点-调控酶-功能”一体化研究策略 



“修饰位点”精确筛选 



“修饰位点”上泛素链功能的研究 



发展的DILUS为“泛素密码”
解析提供一体化研究策略 

技术角度： 

生物学角度： 

证明底物不同位点发生不同
泛素链的修饰，受到特定去
泛素化酶的精确调控，介导
不同的生物学功能 

去泛素化酶与泛素链特异性关系研究 

Li Yanchang#, Lan Qiuyan#, et al., iScience，2020. 

抑免蛋白 

转位 

降解 



围绕“泛素密码”核心问题开展研究工作 

泛素 
密码 

泛素链 
新功能 

关键调控酶
特异性关系 

利其器 善其事 

高灵敏泛素化检测技术体系 

K11泛素链的新
功能 

去泛素化酶与泛
素链特异性关系
研究 

Anal Chem, 2020 

Anal Chem, 2019 

Mol Cell Proteomics, 2019 

Mol Cell Proteomics, 2016 

Mol Cell, 2019 

iScience,2019 

修饰位点深度覆盖 

泛素化蛋白高效富集 

技术体系 

泛素链高灵敏检测 

JBC,2021 



抗真菌药物 
（三唑类） 

降脂药物 
（他汀类） 

胆固醇 麦角固醇 

Acetyl-CoA 

Lanosterol 

麦角固醇/胆固醇 

Squalene 

Farnesyl-PP 

Mevalonate 

Hmg-CoA 

Erg1 

HMGR Hmg2 

SM 

Toxic 
sterol 

Hrd1 

Doa10 

Gp78/Trc8 

Teb4 

真菌 人 

Foresti, et al. elife, 2013. 

甾醇稳态研究的重要学术价值和临床意义 

耳念珠菌 

白
色

念
珠
菌
 

白假丝酵母菌 

超级真菌 

多重耐药性 
致死率高 

药靶少 

抗真菌药物、降脂药物的重要靶点 

去泛素化酶在甾醇稳态的调控机制尚不清楚 

泛素链接酶 



去泛素化酶Ubp3缺失对氟康唑敏感 

A B 

去泛素化酶Ubp3特异性参与甾醇稳态调控 

C 

氟康唑 



蛋白质组学揭示甾醇稳态通路全貌变化 



Ubp3缺失导致关键酶Erg1降解受阻 



关键酶Erg1降解受阻累积毒性甾醇 



Lan Qiuyan, Li Yanchang*, et al. J of Bio Chem, 2021. 

模型：去泛素化酶正向促进关键酶的降解 



“泛素密码”解析的核心问题 

密码 

生成器 (Writer) 

识别器 (Reader) 

移除器 (Eraser) 

1.发现泛素链(非典型)的新功能 

泛素结合蛋白 
（UBD） 

连接酶 
（E2-E3） 

去泛素化酶 
（DUB） 

泛素链 
（Ub chain） 

2.关键调控酶与泛素链的特异性关系研究 



定量蛋白质组学发现K11泛素链的新底物 

K11泛素链的已知功能 

Cell cycle K11 chains 

Cell cycle 
regulator 

Meyer, H.J. et al. Cell, 2014. 

P Xu, et al. Cell, 2009. 

主要功能是介导蛋白质的降解，
包括Cell cycle和ERAD关键蛋白 

利用深度覆盖的定量蛋白质
组学筛选K11修饰的底物 

实验设计 

L Wang, et al. Nature, 2019. 



基于定量蛋白质组学筛选K11链调控通路探究 

K11链缺失引起甲硫氨酸合成通路下调，
暗示其在转录活性调控的“新功能”？ 

转录因子Met4 



 转录因子Met4发生K11链修饰； 
 K11泛素链缺失导致Met4转录激活受阻. 

泛素链及其修饰位点靶向鉴定与定量 



K11链帮助打开转录因子的自抑制结构域，启动转录激活 

体内外结合实验探究K11链与Met4结合关系 



该工作揭示不同泛素链转换，可以作为生物学信号发挥重要的调
控功能，为深刻理解“泛素密码”提供了范例。 

Li Yanchang#, et al., Molecular Cell，2019. 

K11泛素链介导转录因子Met4激活 

 利其器 

 善其事 

K11泛素链 
新功能 

修饰位点深度覆盖 

泛素化蛋白高效富集 

泛素化检测技术体系 

泛素链高灵敏检测 

激活 抑制 



关于泛素化研究的思考 

富集 
非典型泛素链的富集技术 

检测 
混合泛素链检测 

功能 

调控 

蛋白质组 

泛素化 

 丰度低，占蛋白质组的~1% 

 泛素链易被去泛素化酶移除 

泛素化蛋白易被蛋白酶体降解 

特定E3/DUB与泛素链精确关系 

特定E3/DUB与底物调控机制 

不同PTMs的共富集技术 

修饰位点的高效鉴定 

非典型泛素链的新功能 

泛素化修饰与重要病理的关系 



总  结 

进一步发展针对特定泛
素链（如M1线性链）富

集技术 

进一步探究重要非典型
泛素链（K6）的新功能
与调控机制 

 泛素化基础研究与
临床医学相结合 

着力探究致病因子与泛素化
调控关系，基础科研紧密结
合临床医学 

 修饰位点深度覆盖 

 泛素化蛋白高效富集 

泛素化检测技术体系 

 泛素链高灵敏检测 

Anal Chem, 2019 

Mol Cell Proteomics, 2016 

 K11泛素链新功能研究 

 去泛素化酶与泛素链
特异性关系 

泛素功能机制研究 

 去泛素化酶调控抑免
蛋白新功能 

iScience, 2020 

Mol Cell, 2019 

Anal Chem, 2020 

Mol Cell Proteomics, 2019 

 利其器  善其事 

致病因子 

泛素化 
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