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泛素——蛋白酶体系统的发现历程

PROTAC概念的提出

PROTAC的应用

PROTAC的机遇与挑战
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郭晓强.蛋白质泛素化发现者——罗斯[J]. 自然杂志,2016,38(05):387-390.

1926

Iwrin Rose出生于纽
约布鲁克林的一个

犹太人家庭

1948

芝加哥大学获得了学
士学位

1952

芝加哥大学获得了博士学位，
并对酶的催化机制产生了兴

趣

1953

Severo Ochoa（1959年诺贝
尔生理学或医学奖获得者）

的指导下完成了博士后的工作

1954

耶鲁大学药学院
生物化学讲师

与Melvin Simpson成为
同事

1975

在一次会议上，遇见了以
色列科学家Avram 

Hershko

1977

Iwrin Rose
Avram Hershko

Aaron Ciechanover
于费城全面展开蛋白质降

解的工作

泛素——蛋白酶体系统的发现历程
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Neuron  2005, 45(3): 339-344.

√肽键的水解在热力学上是放热反应。

√已知的溶酶体降解蛋白途径不需要ATP。

泛素——蛋白酶体系统的发现历程
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泛素——蛋白酶体系统的发现历程

Alfred L. Goldberg

哈佛大学医学院

1. 细胞内是否存在不依赖溶酶体的蛋白质降解途径？

2. 蛋白质降解是否都不需要能量？

网织红细胞

哺乳动物的

成熟红细胞

不含细胞器！

Proc Natl Acad Sci USA, 1977, 74(3): 54-58.
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泛素——蛋白酶体系统的发现历程

Proc Natl Acad Sci USA, 1977, 74(3): 54-58.

在无溶酶体的情况下，

蛋白质也可以降解

在缺少葡萄糖供给的情况

下，错误合成的蛋白质降

解速度明显下降

蛋白质含量的下降，是否是因为抑

制了蛋白质合成？

放线菌酮

在无细胞裂解物条件下，

发现，ATP（内源）确实可

以加快错误合成蛋白质的

降解速度
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验证是否是ATP的供能促

进了蛋白质的降解。通

过验证ATP的代谢产物或

者类似物引起蛋白质降

解均不明显。

ATP（外源）的加

入，可以促进错误

合成蛋白质的降解。

Proc Natl Acad Sci USA, 1977, 74(3): 54-58.

ATP（外源）促进错误合成蛋白质

的降解，在弱碱性条件下效果最佳

（PH≈7.8）。

√ ATP正常水解PH≈7.4

√ 溶酶体最佳水解条件多为弱酸性

无细胞裂解物

的蛋白质降解

情况与正常细

胞无明显差异
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泛素——蛋白酶体系统的发现历程

Avram Hershko

具体机制 ?（不依赖溶酶体、需要耗能的蛋白降解途径）

Iwrin Rose

Biochem. Biophys. Res. Commun. 1978, 81, 1100-1105.

DEAD纤维素离子交换树脂
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泛素——蛋白酶体系统的发现历程

Biochem. Biophys. Res. Commun. 1978, 81, 1100-1105.

Fraction Ⅰ 未交换部分

Fraction Ⅱ 交换后，用高盐洗脱部分

√  纯裂解物，加入ATP，蛋白降解能力增加。

√  Fraction Ⅰ 无论ATP存在与否都不能降解蛋白。

√  Fraction Ⅱ 单独可降解蛋白，ATP加入后，降

解能力增加。

√  Fraction Ⅰ＆Ⅱ 在加入ATP后，降解能力提升

至与裂解液几乎同一水平。

Fraction Ⅰ 发挥辅酶作用

Fraction Ⅱ 发挥水解酶作用
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泛素——蛋白酶体系统的发现历程

Biochem. Biophys. Res. Commun. 1978, 81, 1100-1105.

√  Fraction Ⅰ促进Ⅱ 的蛋白降解能力。

√ 只能用洗脱剂和洗脱时间来说明Fraction Ⅰ中分离的物质。

√  Fraction Ⅰ热稳定性强（很特殊的性质）。

√ Fraction Ⅰ相对分子量≈9.0 kDa。8.0kDa以下认为是多肽。

√  Fraction Ⅰ是蛋白（不能透过半透膜、蛋白酶

可破坏其活性、盐析沉淀）。

√  Fraction Ⅱ 稳定性差（42℃即可失活）。
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泛素——蛋白酶体系统的发现历程

Proc Natl Acad Sci USA. 1979, 76, 3107-3110.

Fraction Ⅱ的组分？
Fraction Ⅱ 稳定性差是限制鉴定的主要原因。

重要突破：在洗脱剂中加入ATP可以，稳定Fraction Ⅱ 。

√ Fraction Ⅱ A 的分子质量

≈45kDa，Fraction Ⅰ≈9kDa

√ Fraction Ⅰ、ⅡA、ⅡB共同

发挥作用



12

泛素——蛋白酶体系统的发现历程

Proc Natl Acad Sci USA. 1979, 76, 3107-3110.

ATP是通过稳定Fraction Ⅱ发挥的作用，还是释放能量？（至关重要）

√ ADP、AdoPP[NH]P、AdoPP[CH2]P均有稳定

APF-2的作用，但是不具备促进蛋白水解的功能。

√ 消耗ATP，会使蛋白质的降

解速度显著下降。

√ APF-1、APF-2、APF-ⅡB

均发挥重要作用。

√ ATP既稳定APF-2的作用，

又可以促进蛋白质降解。
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Proc Natl Acad Sci USA. 1980, 25, 7525-7528.

具体研究APF-1、APF-2、APF-ⅡB的作用（APF-1的纯化）

√ APF-1纯化了2000倍。

√ Western blot 结果和紫外吸收结果，验证

APF-1的纯度，也进一步支持了APF-1是蛋白。

√ APF-1与之前报道过的泛素部分

性质类似。（分子量、氨基酸种类

和数量）
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泛素——蛋白酶体系统的发现历程

Proc Natl Acad Sci USA. 1980, 77, 1365-1368.

具体研究APF-1的作用

Proc Natl Acad Sci USA. 1966, 66, 1010-1017.

√ 泛素最初在胸腺中提取，发现与免疫功能相关。

√ 泛素和A-24蛋白是共价结合（-CO-NH-）

（对APF-1后续的研究颇有启示）。

Proc Natl Acad Sci USA. 1977, 74, 864-868.
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Proc Natl Acad Sci USA, 1980, 77, 1365-1368.

具体研究APF-1的作用

√ 在没加入ATP的情况下，APF-1出

现了与蛋白结合分子量增加的情况。

√ 在加入ATP的后，APF-1又重新出

现在了低质量区。

APF-1与蛋白可能是共价结合

（突破性进展）

√ APF-1与蛋白质的结合，同时需要

ATP和Fraction Ⅱ。
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泛素——蛋白酶体系统的发现历程

Proc Natl Acad Sci USA, 1980, 77, 1365-1368.

具体研究APF-1的作用

√  APF-1与蛋白结合可能与巯基有关（突破性进展）

√  蛋白质上的巯基与APF-1发生了反应（突破性进展）
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Proc Natl Acad Sci USA, 1980, 77, 1365-1368.

√ 100℃加热后，APF-1仍然与多种蛋白结

合。（最合理的解释就是共价结合）

√ 降解速度变化明显，最初

t1/2≈1min，最合理的解释是

APF-1与多种蛋白结合。
√ 碱性不会影响结合，大概

率不是氢键的作用。
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泛素——蛋白酶体系统的发现历程
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泛素——蛋白酶体系统的发现历程

APF-1共价结合的具体方式研究

Proc Natl Acad Sci USA, 1980, 77, 1783-1786.

√ 同一蛋白与APF-1结合，

可产生多个条带。

最可能的解释是，单个蛋

白与多个APF-1结合 ？
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√ 用已知的纯品蛋白，

制定标准曲线。

√ 测量C1~5的分子量。

√ 根据分子量的差异（APF-1≈8000）

和辐射强度变化的比例，确定了一分

子蛋白可以与多个APF-1结合。

APF-1是可以催化循环的？还是一次

性催化？。

√ 催化蛋白降解一次的APF-1，仍然

可以继续与蛋白结合。

√ 结合后，仍然具有催化活性。
Proc Natl Acad Sci USA, 1980, 77, 1783-1786.
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√  在PH9.0的条件下，抚育20h仍然稳定，让

作者认为是形成了酰胺键。

√ 多聚赖氨酸作为底物，也观察到了结合现

象。作者认为是蛋白质中的赖氨酸参与形成了

酰胺键。

√ 最后提出了APF-1催化的简化机理图，后续

实验也进一步证明了此假说的合理性

APF-1与蛋白结合时，具体发生了什么化学反应？

Proc Natl Acad Sci USA, 1980, 77, 1783-1786.

此前的研究认为是蛋白质的巯基参与了反应，但

是此时发现赖氨酸中的氨基也参与了反应？
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The Journal of Biological Chemistry, 1981, 25, 1525-1528.

APF-1与待降解蛋白的结合是氨基，那么

巯基与APF-1的反应？

√ 硼氢化钠可以降低辐射强度，说

明可以部分还原硫酯。

既然Fraction Ⅱ部分中的蛋白是提供巯基，APF-1

提供的是羧基，那么羧基的来源？（天冬氨酸or谷

氨酸或者是末端COOH）

高碘酸盐，氧化成甲醛 dimedon法沉淀

√  鉴定出是甘氨酸的羧基参与共价结合
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The Journal of Biological Chemistry, 1981, 25, 1525-1528.

√  放射性集中于沉淀中,甘氨酸共价结合。

√  乙醇胺和蛋白还原

水解后的产物出峰重合。 证明推测 ?
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Proc Natl Acad Sci USA, 1981, 78, 761-765.

√  APF-1可以促进ATP-PPi、ATP-

AMP的交换，依赖FractionⅡB。

√ APF-1，Fraction ⅡA＆B

三者共同发挥作用 。

√  ATP-PPi、ATP-AMP交换的程

度是一致的，推测可能是由同一种

酶催化。
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Proc Natl Acad Sci USA, 1981, 78, 761-765.

√  APF-1促进ATP-PPi的交换。

√  ATP-PPi、AMP的交换程度与蛋白质降解程度呈正相关。

√
√  Fraction ⅡB粗提取物有内源促进ATP-
PPi的交换的物质。
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Proc Natl Acad Sci USA, 1981, 78, 761-765.

√  APF-1与Fraction ⅡB结

合形成的共价键不耐碱性。

（间接支撑了硫酯键的假设）

√  共价键能被硼氢化钠、

羟胺切断。

（间接支撑了硫酯键的假设）
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The Journal of Biological Chemistry, 1982, 257, 2537-2542.

APF-1的作用基本阐释完全，Fraction Ⅱ A 和 B ？

√  泛素（APF-1）柱可以结合

掉E-SH。

√  与泛素柱结合的酶可以同时促进Ⅰa

和Ⅰb过程。但是不能结合的酶只能促

进Ⅰa过程。

是否为两种不相关的酶？
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The Journal of Biological Chemistry, 1982, 257, 2537-2542.

由于洗脱的位置几乎相同，更可能

是细微的结构差异，影响催化活性。

确定分离出的是不是已知酶

当时已知的酶都不能促进

PPi和ATP的交换，大概率是

一种全新的功能酶，而且与

泛素的功能相关。
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The Journal of Biological Chemistry, 1982, 257, 2543-2548.

√  待降解酶加入，会促进ATP水解。

√  二硫苏糖醇加入，也会促进ATP水解。
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The Journal of Biological Chemistry, 1982, 257, 2543-2548.

E是否有两个修饰位点？

√  巯基的修饰位点只有一个。

√  碘乙酰胺封闭巯基之后，AMP交换被抑制。

√  碘乙酰胺可以提

高，泛素-腺苷酸的

稳定性，说明硫酯的

生成是通过泛素-腺

苷酸中间体形成的。
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The Journal of Biological Chemistry, 1982, 257, 2543-2548.

×

√  证明和待降解蛋白质结合确

实需要活化酶的参与（1＆2）。

√  对2的定量分析，发现

1.5pmol泛素硫酸酯和

0.04pmol的泛素腺苷酸酯最后

形成了0.16pmol的异肽键（说

明泛素硫酸酯是蛋白质偶联的

供体）。

√  封锁巯基，明显抑制与待降

解蛋白的结合。
AMP-Ub的作用？。
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The Journal of Biological Chemistry, 1983, 258, 8206-8214.

√  改善洗脱方式，尽可能将活性部分（3部分）

依次洗脱，E1、E2（二硫苏糖醇洗脱）、E3

（高盐洗脱部分或者高PH）。

E2应该是形成了硫酯键。

E3应该是未形成化学键。

之前的假设缺乏说服力
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The Journal of Biological Chemistry, 1983, 258, 8206-8214.

√  保证分离纯化方

式没有问题。

√  证明了E2也与泛

素发生了共价结合。

（通过质量数差异，

证明，确是E2而不是

E1）

√  有一部分E2的质

量发生了明显增加

（35kDa→250kDa）

（可能是与某种蛋白

共价结合了，但是还

保留了活性）

有待后续解释
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The Journal of Biological Chemistry, 1983, 258, 8206-8214.

√  蛋白质与泛素共价结合，E1、E2、E3均需要。

√  提前封闭E3巯基对蛋白和泛素的共价集合影

响有限。（E3可能不发生共价结合）

√  封闭巯基，E1、

E2活性均下降（趋势

接近）。加之此前的

研究认为E2也与泛素

形成了共价键，推测

E2的共价键也是巯基。



35

泛素——蛋白酶体系统的发现历程

The Journal of Biological Chemistry, 1983, 258, 8206-8214.

√  泛素从E1、传递到E2，与ATP无关。

√  ATP只在E1和泛素结合时候，发挥作用。

√  E2与泛素结合后，在E3作用下，将泛素转移到蛋白。
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生物化学 化学生物学

目标蛋白

药物分子

E3（泛素连接酶）

泛素

蛋白酶体



感谢！


