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摘  要 : 泛素-蛋白酶体系统是细胞内蛋白质特异性降解的主要途径，参与并调控细胞周期、免疫应答、信号

传递和 DNA 修复等真核生物体内几乎所有的生命活动。去泛素酶的存在使泛素化修饰成为可逆过程，保证了

泛素系统及其相关生理过程的动态平衡，其表达紊乱也是诱发多种疾病的主要原因。对去泛素化酶进行系统、

全面的研究是理解其作用机制并将其作为治疗药物靶点的前提。蛋白质组学技术的快速发展为系统深入研究去

泛素化酶提供了条件，特别是在去泛素化酶的相互作用网络和底物特异性研究等方面发挥了独特的作用。因此，

文中结合课题组研究工作，对去泛素化酶的分类及功能进行介绍并总结了蛋白质组学在去泛素化酶研究中的应

用进展。 
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Application of proteomics in deubiquitinases research 
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Abstract:  As the major pathway mediating specific protein degradation in eukaryotes, ubiquitin-proteasome system 

(UPS) is involved in various physiological and pathological processes such as cell cycle regulation, immune response, 

signal transduction and DNA-repair. Deubiquitinases (DUB) maintain the balance of UPS and related physiological 

processes via reversibly removing ubiquitin from the covalently modified protein substrates, which have been implicated in 

various disease processes in case of their imbalance expression. Because DUB plays critical regulating roles in the UPS 

pathway, they may be also the ideal drug targets for severe and intractable human diseases, such as cancer and 

neurodegenerative disease. With the rapid development of proteomic technology, systematical investigation of specific 

substrates and interacting proteins of varied DUB via mass spectrometry approach may shed light on these DUB’s 

biological function and regulating roles in the physiological and pathogenic states. In this review, we briefly introduce the 

characteristics of DUB and summarize the recent application and progresses of proteomics in DUB research. 

Keywords:  ubiquitin-proteasome system, deubiquitinase, proteomics, interactome , mass spectrometry 

泛素(Ubiquitin, Ub)是一种含 76 个氨基酸，

序列高度保守且广泛存在于真核生物中的小分

子蛋白[1-3]。泛素 -蛋白酶体系统  (Ubiquitin- 

proteasome system, UPS) 作为真核生物内特异、

高效并依赖能量的蛋白质降解途径，参与了细

胞周期调控、免疫应答、信号传递和 DNA 修复

等众多重要的生命活动[4-7]。2004 年，以色列科

学家 Aaron Ciechanover、Avram Hershko 和美国

科学家 Irwin Rose 因发现泛素介导的蛋白质降

解途径而获得诺贝尔化学奖。 

泛 素 修 饰 是 可 逆 过 程 ， 去 泛 素 化 酶 

(Deubiquitinase, DUB) 的存在保证了 UPS 及其

相关生理过程的动态平衡稳定[4,8-11]。目前已知

酵母存在约 20 种 DUB，人类存在约 100 种

DUB。根据结构和催化机制，DUB 可分为 5 大

类，参与了泛素生成、修剪、回收和底物保护

等多个过程[8]。DUB 底物特异性主要表现为泛

素链形式 (Met1-linear fusion，K6、K11、K27、

K29、K33、K48 和 K63)[12]的特异性和底物蛋白

的特异性。如何系统研究众多 DUB 的特异性及

其调控规律已经成为该领域的热点，也是难点。

由于 DUB 是导致多种疾病的关键靶点，因此开

发 DUB 特异性的抑制剂来调控其在代谢通路中

的功能为药物开发提供了新思路。 

目前，以质谱技术(Mass spectrometry，MS)

为代表的蛋白质组学 (Proteomics) 在系统揭示

生命过程和解释基因表达调控分子机制中发挥

着重要作用[13-15]。随着高分辨率质谱的迅猛发

展，蛋白质组学深度测序和精确定量技术在

UPS 研究中展现出独特的优势并呈现出良好的

发展势头。2010 年国际首届蛋白质组学与泛素相

关会议 PPDUP (Proteomics of protein degradation 
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and ubiquitin pathways) 在加拿大温哥华举行[16-17]。

同样，蛋白质组学在 DUB 的相互作用网络研究

和抑制剂的开发等方面也取得了众多成果。因

此，本文将结合实验室的研究工作，对 DUB 进

行简要介绍并总结蛋白质组学在 DUB 研究中的

应用进展。 

1  去泛素化酶介绍 

1.1  去泛素化酶的分类 

根据催化机制，蛋白酶 (Protease) 包含天

冬氨酸、丝氨酸、苏氨酸、半胱氨酸和金属蛋

白酶 5 大类[18]。DUB 也属于蛋白酶，主要包括

半胱氨酸蛋白酶和金属蛋白酶 2 种。目前从酵

母和人类中分离鉴定出了多种 DUB，基于其结

构相似性和可能的作用机制，主要分为泛素羧

基末端水解酶 (Ubiquitin C-terminal hydrolase, 

UCH)、泛素特异性蛋白酶  (Ubiquitin-specific 

protease ， USP) 、 卵 巢 肿 瘤 蛋 白 酶 (Otubain 

protease，OTU)、Machado-Joseph disease 蛋白

酶 (MJD) 和 MPN(+)/JAMM 蛋白酶 (JAMM) 

五种类型，其中前 4 种属于半胱氨酸蛋白酶，

JAMM 为金属类蛋白酶。 

1.1.1  泛 素 羧 基 末 端 水 解 酶  (Ubiquitin 

C-terminal hydrolase, UCH) 

UCH 是最早被发现和表征的 DUB。已知酵

母中为 YUH1，人类中的 4 个 DUB 分别是

UCHL1、UCHL3、UCHL5 和 BAP1。UCH 通过

裂解 C 末端 76 位甘氨酸，将泛素分子从底物蛋

白上释放出来。研究显示该类 DUB 底物偏好分

子量较小的底物蛋白 (20–30 氨基酸)[9]。UCH

活性位点上的狭窄裂隙和环状结构直径的限制

在一定程度上起到了特异性识别小分子底物的

功能[19]。UCH 主要功能是将未成熟的串联泛素

前体或者泛素-核糖体蛋白复合物进行修剪得到

成熟的泛素。文献报道 YUH1 不仅在泛素生成

过 程 中 发 挥 作 用 ， 还 特 异 性 地 对 类 泛 素

NEDD8/RUB1 的生成起调控作用 [20]。UCHL1

特异性存在于神经元中，其活性与神经性疾病

帕金森症 (Parkinson’s disease，PD) 有关[21-23]。 

1.1.2  泛素特异性蛋白酶  (Ubiquitin-specific 

protease，USP) 

USP 家族是目前已知的去泛素化酶中成员

最多且结构最具多样性的一类。已知酵母中为

16 个，人类约为 60 个 USP。这些酶分子都含有

两个短而保守的催化片段，即半胱氨酸盒和组

氨酸盒，其中的催化三联残基 (半胱氨酸、组氨

酸、天冬氨酸) 能将泛素分子从底物蛋白上移 

除[24]。研究显示在进化进程上 USP 和 E3 的数

目呈现出一致性增加，提示两者在功能上存在

一定的联系 [23]。该类 DUB 中研究较多的如

USP7/HAUSP、USP2 和 USP28 等。USP7 通过

对 E3 酶 MDM2 和 p53 的去泛素化作用，使 p53

处于动态平衡，进而发挥抑癌作用 [19,25-27]。

USP28 在结肠癌患者与乳腺癌患者体内过量表

达，它通过抑制 SCF-Fbxw7 连接酶的泛素化活

性来稳定 cyclin E1 蛋白和 c-Myc 蛋白[28]。 

1.1.3  卵巢肿瘤蛋白酶 (Otubain protease，OTU) 

OTU 是根据生物信息学预测，最早在果蝇

卵巢内发现的一类 DUB[29]。酵母中有 2 个 OTU，

分别为 OTU1 和 OTU2；人类中约有 14 个 OTU。

该家族也具有由三联催化活性位点组成的核心

结构域，与 UBP 家族蛋白在结构上有很大相似

性，并且已证明能起到去泛素化的作用。该类

DUB 中研究较多的有 Cezanne、A20 和 VCIP135

等。它们分别参与了 NF-κB 信号通路调控、有

丝分裂中高尔基体重组等重要的生命过程[29]。 
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1.1.4  Machado-Joseph disease 蛋白酶 (MJD)  

MJD 同样是基于生物信息学预测鉴定的，

含有一个称为 Josephin 结构域的 DUB[30]。目前

有去泛素化酶活性的 MJD 只有 Ataxin-3，而其

他经预测发现的可能的 MJD 也含有保守的催化

核心，但实验发现催化活性很低。在酵母内还

没有 MJD 的报道。目前已发现 Ataxin-3 可以水

解泛素化溶菌酶，还可以与去泛素化酶抑制剂

Ubal 结合[30-31]。 

1.1.5  MPN(+)/JAMM 蛋白酶 (JAMM)  

JAMMs 是金属类蛋白酶。酵母的 RPN11

和哺乳动物细胞内的 POH1 为其典型代表，都

是构成 26S 蛋白酶体的重要组成部分[9,32]。其催

化中心包括两个保守的组氨酸残基和天冬氨酸

残基以及二价锌离子。其他重要的 JAMM 还有

AMSH 和 BRCC36 等，主要参与调控胞吞和细

胞周期检测点等过程[33-34]。 

1.2  去泛素化酶功能介绍 

DUB 利用其催化核心表面的亲核基团 (半

胱氨酸) 来攻击泛素的羧基末端，通过裂解切断

泛素链与底物蛋白之间的连接或者泛素链之间

的连接，使泛素分子从泛素化蛋白底物上或蛋

白酶体降解底物中脱离出来，重新进入细胞内

蛋白调节的循环中。 

1.2.1  去泛素化酶调控过程 

DUB 参与了 UPS 发生反应的的各个环节，

包括：①泛素前体处理；②回收错误连接到亲

核试剂如谷胱甘肽上的泛素；③编辑或拯救待

降解的泛素化蛋白；④拆卸非锚定的游离泛素

链，回收泛素。具体过程如图 1 所示[8]。 

上述每个过程都有多种特定的 DUB 参与，

这体现了其分工明确又互相协调的作用特点。

在泛素前体加工和成熟过程中，UCH 类的 DUB

发挥了重要作用[8,21]。在编辑或者拯救待降解蛋

白方面，大量的 DUB 特异性地参与了多种代谢

通路，体现出了 DUB 对泛素链或者底物的特异

性。如 USP7 特异性地参与了 p53 和 MDM2 (p53

的 E3) 的去泛素化过程，以阴阳协调的方式来

实现对 p53 的调控[10,25]。对于游离的非锚定泛

素链的回收，Wilkinson 研究团队[7,35]系统揭示 

 

 
 

图 1  去泛素化酶参与泛素加工的过程[8] 

Fig. 1  DUB involved in the ubiquition processing[8]. 
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了 IsoT (Isopeptidase)在该过程的作用。在酵母

中与 IsoT 同源的 DUB 是 UBP14，我们的研究

结果同样显示 UBP14 对游离的泛素链的特异性

现象，同时发现 UBP14 对不同链接形式存在一

定的偏好性 (另文发表)。 

1.2.2  去泛素化酶与疾病关联 

由于 UPS 参与调控了细胞内多种生命过

程，其表达紊乱会引起人体内的多种病理改

变，比如癌症、神经退行性病变以及免疫功能

紊乱等。由于 DUB 参与了泛素降解过程的各

个环节，作为致癌或抑癌 E3 连接酶的直接抑

制物，同样也可以作为抗癌治疗的作用靶点。

目前研究发现 DUB 参与并调控了众多疾病，

如表 1 所示。 

 

表 1  去泛素化酶与疾病之间的关系 

Table 1  The relationship between DUB and diseases 

Deregulated proteins Substrates Tumour type/disease References

UCH-L1 – Parkinson’s disease, lung cancers [22–21] 

BAP1 BRCA1 Breast cancer [37–38] 

CYLD IKKγ Cylindromatosis [39–40] 

USP2 Fatty acid synthase Possibly an oncogene [28, 41] 

USP7/HAUSP p53, MDM2 Non-small-cell lung cancer lamphoma [27, 42] 

USP28 SCF-Fbxw7 Colon cancer，Breast carcinoma [28] 

UBP43 – Acute Myeloid Leukaemia [43] 

A20 RIP, NEMO Breast carcinoma [29] 
 
 
 
 

目前，以 UPS 内的多种酶 (主要是 E3、DUB

和 Proteasome) 为靶点，开发了一系列的诊断及

治疗方法来检测或治疗肿瘤。比如已经成功上

市的蛋白酶体抑制剂硼替佐米 (Bortezomib，商

品名 Velcade)，可以用来治疗多发性骨髓瘤等血

液系统肿瘤。其作用机制是可逆性地抑制 26S

蛋白酶体活性位点，阻止 NF-κB 抑制剂被蛋白

酶体降解来发挥抗癌作用[36]。Velcade 的成功带

动了一大批蛋白酶体抑制剂的研发，突出的例

子有 PR-171、NPI-0052 和 CEP-18770 等[44]。同

样，对 UPS 起重要调控作用的 DUB，也可以作

为众多疾病的治疗靶点。因此，开发针对不同

DUB 的特异性抑制剂可能是研究信号途径调控

和疾病分子机制的重要手段。如果能够在整体

水平上系统研究 DUB 的作用机制、底物特异性

以及生物学效应，将会为我们选择特定的 DUB

进行特异性抑制剂的筛选研究提供佐证。 

2  蛋白质组学在去泛素化酶研究中的应用 

经过近 20 年的发展，蛋白质组学已经成为

生命科学研究中的重要力量。目前，对蛋白质

组的深度测序、精确定量以及生物学功能研究

已经成为蛋白质组学研究发展的主流[13,15]。高

效液相色谱的分辨能力和高精度质谱的快速鉴

定能力极大地促进了蛋白质组学的发展[13,45-48]，

各种定量策略的开发提高了相对定量和绝对定

量的应用范围和定量精度[46-47]。同时，有效的

蛋白质翻译后修饰富集策略为蛋白质组的功能
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研究打下坚实的基础[49-50,54]。 

蛋白质组学在 UPS 的位点鉴定、泛素链修

饰形式以及底物特异的研究中发挥着重要的作

用。泛素亲和结构域 (Ubiquitin binding domain，

UBD)[50-52]和 K-εGG 抗体[53-54]的开发使泛素化

位点的鉴定突飞猛进。利用质谱选择反应监测

技术 (Selected-reaction monitoring，SRM) 实现了

对不同泛素链连接形式的鉴定与绝对定量[12,55]。

此外，蛋白质组学在泛素相关研究中的应用还

包括相互作用蛋白的鉴定和特定通路中泛素化

底物的筛选等诸多方面[49-54]。 

2.1  去泛素化酶的相互作用组 

2009 年，Sowa 等[56]在 Cell 杂志上发表了

系统研究人类 75 个 DUB 的功能和相互作用蛋

白鉴定的工作。作者将 75 个 DUB 分别构建到

带有 FLAG-HA (血凝素) 标记的质粒上，然后

转染到 293T细胞内，在非变性条件下亲和纯化，

利用 LC-MS/MS技术系统分析鉴定不同 DUB的

相互作用蛋白。为了得到高可信的相互作用蛋

白，他们还开发了生物信息软件 ComPASS 来区

分非特异性背景蛋白或者污染物。该研究鉴定

到了 774 个高可信的相互作用蛋白质。通过对

鉴定的相互作用蛋白质的功能分析，发现 DUB

及其相互作用蛋白参与了蛋白质降解、转录调

控、DNA 修复和内质网介导的降解等生物过程。

该工作利用蛋白质组学的方法第一次系统地揭

示了 DUB 在人体内的系统分布和相互作用关

系，为后续深入研究 DUB 的功能及其调控网络

提供了依据和方向。 

除此之外，利用蛋白质组学技术鉴定 DUB

相互作用蛋白的研究还有很多[57-61]。Xie 等[57]

利 用 iTRAQ (Isobaric tags for relative and 

absolute quantitation) 试剂分别标记 SMURF1正

常组和过表达组，定量比较分析 SMURF1 相关

的蛋白复合体，发现了与其有密切相互作用的

去泛素化酶 FAM/USP9X。该去泛素化酶能够拮

抗SMURF1自身的泛素化修饰从而保护SMURF1

不被蛋白酶体降解。Gomez-Ferreria 等[58]利用亲

和纯化技术得到 CEP192 相互作用蛋白，通过在

线液质联用技术鉴定到其与 K63 特异的去泛素

化酶 CYLD 存在相互作用。在敲除 CYLD 和

CEP192 的细胞中都发现了有丝分裂的纺锤丝

生成受抑制的现象，提示了 CEP192 通过去泛素

化酶 CYLD 在纺锤丝合成中的重要作用。 

2.2  去泛素化酶底物特异性鉴定 

DUB 底物的特异性主要表现在泛素链形式的

特异性和底物蛋白的特异性，亦或两者的结合[7]。

质谱技术在系统鉴定蛋白和识别各种泛素链连接

形式具有独特优势，因此蛋白质组学为系统研究

DUB 与底物之间的特异性关系提供了条件。 

Mevissen 等[59]在 Cell 杂志上发表了系统评估

16 个 OTU 家族 DUB 与泛素链之间的特异性关系

的工作。通过结合质谱鉴定泛素链组成的数据 

(未发表，E. Bennett，University of California, San 

Diego)，利用体外反应实验证明了 OTU 家族与泛

素链之间的特异性关系。他们发现 OTU 结构域上

S1’和 S2泛素结合位点决定了 OTU家族区分不同

泛素链形式的特异性。Fiil 等 [60]利用 SILAC 

(Stable isotope labeling by amino acids in cell 

culture) 定量策略，亲和纯化 Met1-ub 相关蛋白，

实验揭示了 OTU 家族去泛素化酶抑制泛素线性

连接形式 (Met1-Ub) 的聚集，同时通过亲和纯化

线性泛素链鉴定到 RIPK2 是 NOD2 (Nucleotide- 

oligomerization domain-containing protein 2) 相关

的主要底物，证明了 OTU 去泛素化酶能够抑制

Met1-Ub 在 RIPK2 的聚集，从而证实了 OTU 家
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族去泛素化酶通过去除底物 NOD2 上的线性泛素

连接形式来调控免疫反应，并抵抗炎症信号。同

样，我们利用 SILAC 定量技术和质谱 SRM 技术

系统研究酵母内不同 DUB 对泛素链形式的特异

性，也发现该 DUB 对不同链接形式存在一定的偏

好性 (另文发表)。 

除了对泛素链形式的特异性选择外，特定代

谢通路中 DUB 特异性底物的鉴定也同样可以利

用蛋白质组学技术进行研究。如 Debelyy 等[61]利

用凝胶电泳分离和质谱鉴定技术分析了过氧化物

酶体的组成，发现去泛素化酶 UBP15 能够特异性

与其发生相互作用。通过体外验证实验证明了

UBP15 能 够 特 异 性 识 别 PEX5 (Peroxisomal 

targeting sequence receptor, Pex5p)，并在 PEX5 从

过氧化物酶体重新返回细胞质的过程中发生去泛

素化作用。本实验室同样开展了利用 LC-MS/MS

质谱平台系统鉴定 DUB 底物的工作，试图通过系

统鉴定不同 DUB 底物蛋白来揭示 DUB 与底物蛋

白的特异性关系 (另文发表)。 

2.3  基于化学方法的 DUB 功能的蛋白质组学 

2002 年，Borodovsky 等[62]结合蛋白质组学

和化学技术发展了一种“基于化学的功能蛋白

质组学”(Chemistry-based functional proteomics)

的方法，来鉴定 DUB 及其相互作用蛋白。他们

开发了一种称为 HA-Ub-derived probe 的功能探

针。该探针是在 N 端含红细胞凝集素标签

(Hemagglutinin-tag, HA-tag)的 Ub，C 末端再带

上一个半胱氨酸反应基团。该反应基团能与

DUB 共价结合，并固定特异目的蛋白。最后经

抗 HA 琼脂糖介质分离后利用质谱鉴定获取的

蛋白质。该方法成功鉴定了 24 种 DUB，还找到

19 种可能与 DUB 相互作用的蛋白。同样，

Hemelaar 等[63]利用该方法发现了包含 OTU 结

构域的 DUB，并用来评估 DUB 的活性。如果

结合现在已有的高精度蛋白质组学平台，这种

活性探针策略可在 DUB 发现及其相互作用蛋白

研究方面发挥更大的作用。 

2.4  去泛素化酶抑制剂 

正如前文所述，开发关于 DUB 的抑制剂能够

为我们更好地研究 DUB 在代谢通路中的功能提

供利器。如何将抑制剂开发成药物也是科研工作

者关注的焦点[18,64-68]。Altun 等[67]基于活性-化学

蛋白质组学 (Activity-based chemical proteomics) 

来鉴定和选择能够对特定 DUB 存在抑制活性的

抑制剂。他们选取了小分子广谱 DUB 抑制剂

PR-619 为对照，利用无标定量  (Label-free 

quantification) 的方法来评估 P22077 对各种

DUB 的抑制情况，发现其对 USP7 存在特异性

的抑制效应。由于 USP7 在癌症发生发展过程中

的重要作用，因此该抑制剂具有进一步发展为

癌症治疗药物的潜力。 

2012 年，Perry 等[68]借助质谱确定了蛋白酶

体相关去泛素化酶 USP14 为抑制剂 WP1130 的

作用靶点，发现使用 DUB 抑制分子 WP1130 能

显著抑制 Norwalk 病毒在鼠巨噬细胞内的复制。

因此，我们发现通过使用特殊的 DUB 抑制剂可

以特异地阻滞特定病毒感染，为抗病毒治疗提

供新靶点。 

3  前景与展望 

综上所述，UPS 内的 DUB 涉及到许多重要

的生理过程和部分疾病与肿瘤的发生。因此研

究针对 DUB 关键节点的调控成为抗癌治疗的重

点。借鉴抗癌药物 Velcade 抑制蛋白酶体活性的

思路，可为基于重要 DUB 作为靶点的抗癌药物

开发提供思路。为实现这个目标，要对 DUB 的
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功能及其在生物体内复杂的动态过程的作用进

行系统深入的研究。因此，将蛋白质组学技术

应用到 DUB 的研究中显得特别重要。 

随着蛋白质组学技术的快速发展，蛋白质

组的深度测序和精确定量已经成为可能。因此，

利用蛋白质组学技术可以对 DUB 及其相互作用

网络进行深度覆盖和精确定量，系统阐释 DUB

的功能与疾病调控机制。利用功能化的蛋白质

组学来揭示 DUB 底物特异性，更多地发现可能

的 DUB 调控规律与特点，通过开发特异的 DUB

抑制剂还可为研究 USP 相关疾病的治疗提供新

的技术手段。 
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