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摘 要摘 要：N端规则通路是一种由泛素-蛋白酶体系统介导的，能通过识别蛋白质N端特定的残基对目标蛋白进行特异性降解的

一种蛋白降解方式。在N端规则通路中发挥关键性作用的残基被称为降解子(degron)，由于其往往是蛋白质N端的不稳定残

基，所以又被叫做N端降解子(N-degron)。目前在真核生物体内，已被发现的N端规则通路包括N端精氨酸化规则通路(Arg/

N端规则通路)、N端乙酰化规则通路(Ac/N端规则通路)、N端脯氨酸规则通路(Pro/N端规则通路)以及近年来最新发现的N

端甘氨酸规则通路(Gly/N端规则通路)。Ac/N端规则通路靶向含有N端乙酰化(Nt-乙酰化)残基的蛋白质；Arg/N端规则通路

则靶向一些未乙酰化的残基并涉及N端的精氨酸化；对于一些N端氨基酸为Pro和Gly的蛋白来说，它们既不能被乙酰化修

饰也不能通过Arg/N端通路被识别，因而主要通过Pro/N端规则通路和Gly/N端规则通路被识别和降解。通过N端规通路介

导的降解对特定蛋白质进行调节在大量生理和病理过程中发挥了重要作用，包括心血管发育，神经发生，生殖细胞减数分

裂、精子发生、HPV感染及细胞凋亡等。本文综述了已知的N端规则通路的作用和机制，并探讨其与疾病发生的关系。作

为一种独立的蛋白降解系统，N端规则通路仍包含了无数的生物学秘密等待着挖掘，对这些通路的全面理解可能会为各种疾

病揭示新的治疗靶点。
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Abstract: The N-end rule pathway is a protein degradation pathway mediated by the ubiquitin-proteasome system, which specifically 

targets and degrades target proteins by recognizing specific residues at the N-terminus of the proteins. The residues which play a 

crucial role in the N-end rule pathway are called degrons, also known as N-degrons, as they are usually unstable at the N-terminal end 

of the protein. Currently, several N-end rule pathways have been identified in the eukaryotes, including the Arg/N-end rule, Ac/N-end 

rule, and Pro/N-end rule pathways, as well as the recently discovered Gly/N-end rule pathway. The Ac/N-end rule pathway targets 

proteins containing N-terminal acetylation (Nt-acetylation) residues. The Arg/N-end rule pathway, on the other hand, targets certain 

unacetylated residues and involves N-terminal arginylation. For proteins with N-terminal proline (Pro) and glycine (Gly) residues, 

they are neither modified by acetylation nor recognized through the Arg/N-end rule pathway. Therefore, these proteins are primarily 

recognized and degraded through the Pro/N-end rule pathway and the Gly/N-end rule pathway. The regulation of specific proteins 

through N-end rule pathway-mediated degradation plays an important role in numerous physiological and pathological processes, 

such as cardiovascular development, neurogenesis, meiosis, spermatogenesis, HPV infection, and cell apoptosis. In this review, we 

summarize the role and mechanisms of several known N-end rule pathways and discuss their relationship with certain diseases. As an 

independent protein degradation system, the N-end rule pathways still hold countless biological secrets waiting for exploring. The 

comprehensive understanding of these pathways could potentially uncover novel therapeutic targets for various diseases.
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细胞内蛋白稳定性的调控对维持细胞内环境稳

态及正常生理活动起着十分重要的作用。蛋白质降

解是指用酶将受损的蛋白质分解成多肽和氨基酸的

生化过程，这些多肽和氨基酸可以被细胞回收，以

用于新的蛋白质合成。一般来说，在真核细胞中，

受损的蛋白质或细胞器可以通过蛋白酶体途径或溶

酶体途径清除[1]。这两种途径相互独立却又相互关

联，具体来说，蛋白酶体途径主要是通过泛素-蛋白

酶体系统(ubiquitin-proteasome system, UPS)消除短

寿命蛋白质和可溶性错误折叠蛋白质[2]；UPS是真

核生物细胞中具有高度选择性的蛋白降解系统，真

核生物细胞内大多数蛋白的降解都被其调控[3‒5]。而

溶酶体则主要通过①内吞：细胞表面蛋白通过细胞

内吞被溶酶体降解；②吞噬：细胞吞噬入侵的细菌、

病毒等胞外物质形成吞噬泡进行降解；或③自噬：

错误折叠或受损的蛋白质形成自噬小体被溶酶体降

解[6]三种途径降解长寿命蛋白质、不溶性蛋白质聚

集体，细胞器、大分子化合物和细胞内寄生虫等[7]。

在真核生物体内，UPS对蛋白的降解主要涉及

E1泛素激活酶、E2泛素结合酶、E3泛素连接酶及

S26蛋白酶体的一系列反应。当降解目标出现时，

泛素分子首先被E1激活酶激活，激活后的泛素分子

通过E2泛素结合酶转移到可被E3泛素连接酶特异

性识别的底物蛋白的赖氨酸(Lys, K)上，并通过甘氨

酸(Gly)与底物中的赖氨酸残基共价结合[2]。而已经

共价修饰到底物蛋白上的泛素分子的赖氨酸残基还

可继续发生泛素化修饰，形成泛素链，因此泛素化

可分为单泛素化、多泛素化两种方式[8]。由于泛素

共含有七个不同位置的赖氨酸，不同位置的赖氨酸

形成的泛素链往往发挥着不同的功能，与蛋白酶体

相关的往往是K48泛素链，它的主要作用是将泛素

化的蛋白导向蛋白酶体，从而促进蛋白的泛素化降

解，负反馈调节蛋白的稳定性[9]。研究表明至少需

要 4个通过K48连接的泛素组成的泛素链才能将底

物蛋白导向蛋白酶体[10]，因而涉及UPS的泛素化修

饰是一种多泛素化修饰。

在对UPS的这一反应特异性的探索过程中，人

们发现了一条重要的规律，被称作“N端规则”(N-

end rule)：存在于多肽N端的降解子(degron)是E3泛

素连接酶对底物进行特异性识别的关键因子。这种

降解子通常被定义为蛋白质中足以被UPS识别和降

解的最小的氨基酸序列[11]，由于其最早于1986年被

发现于短寿命蛋白质的N端[12]，所以又将其称为N

端降解子(N-degron) [11]。通过识别N-degron来介导

蛋白降解的UPS途径则被称为N端规则通路，它将

蛋白质在体内的半衰期与其N端残基的序列特异性

联系起来[13, 14]。

作为UPS途径的一个重要分支，N端规则通路

被发现参与多种生理过程的调节[14‒16]，而N端规则

通路的功能异常则会导致疾病的发生[17‒19]。本综述

对目前发现的N端规则通路的机制和生理功能进行

了介绍，同时阐释了N端规则通路与某些人类疾病

的关系，最后对N端规则通路的功能进行了讨论并

对其在临床的运用做出展望。

11　　经典经典NN端规则通路端规则通路

N端规则最早于 1986年被Varshavsky及其同事

在酿酒酵母细胞中发现[12]，他们观察到带有某些N

端残基的底物蛋白被快速降解，而这些残基是由泛

素融合蛋白在被去泛素化酶切割后产生的，这种蛋

白降解的方式包括UBR家族E3泛素连接酶对底物

的特异性识别和蛋白质底物N端的精氨酸化[14, 20‒22]。

由于在该N端规则通路中精氨酸(Arg, R)是主要的降

解子，可以通过对N端氨基酸[天冬酰胺(Asn, N)，

谷氨酰胺(Gln, Q)，天冬氨酸(Asp, D)和谷氨酸(Glu, 

E)]的精氨酸化和脱酰胺修饰产生，因此又被称为

“N 端精氨酸化规则通路 (Arg/N-end rule pathway，

Arg/N端规则通路)”。

此后的 30 多年里，研究者在哺乳动物[23]、植

物[24, 25]乃至细菌[26]中发现了更多类型的N端规则通

路。截至目前，除了Arg/N端规则通路之外，还有

2条N端规则通路被人们所熟知，它们是N端乙酰

化规则通路(Ac/N-end rule pathway，Ac/N端规则通

路) [27, 28] 和 N 端脯氨酸规则通路 (Pro/N-end rule 

pathway，Pro/N端规则通路)[29, 30]。这些通路的底物

范围十分广泛，意味着大多数细胞蛋白可能都可以

通过特定的N端规则降解途径进行降解[31]。

11..11　　Arg/NArg/N端规则通路端规则通路

Arg/N端规则通路是一种由UBR家族E3泛素连

接酶所介导的，可识别N末端为精氨酸(Arg, R)、赖

氨酸(Lys, K)、组氨酸(His, H)、亮氨酸(Leu, L)、苯

丙氨酸(Phe, F)、酪氨酸(Tyr, Y)、色氨酸(Trp, W)、

异亮氨酸(Ile, I)、天冬氨酸(Asp, D)、谷氨酸(Glu, 

E)、天冬酰胺(Asn, N)、谷氨酰胺(Gln, Q)及半胱氨

酸 (Cys, C)的底物蛋白并对其进行修饰降解的N端

规则途径[20, 32]。Arg/N端规则通路的UBR E3泛素连
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接酶上有着可识别碱性残基(Arg、Lys、His)的 type1

结构域和识别庞大的疏水性残基(Leu、Phe、Tyr、

Trp、Ile)的 type2结构域，我们将这些能够被 type1

和 type2结构域识别的N端残基称为N端主要失稳

残基 [a primary (p) destabilizing N-terminal residue, 

Ndp] [32‒34]。与之相反，一些本来不可被E3泛素连

接酶识别的前N端残基被证明可在特定条件下转变

为可被识别的 N-degron [35]，Asp、Glu、Asn、Gln

和Cys便是这样一类残基。这种转变中最重要的一

步便是由 Arg-tRNA 蛋白转移酶 1 (arginyl-tRNA-

protein transferase 1，ATE1，又称R转移酶)介导的N

末端残基的精氨酸化，这种转化只能发生在真核生

物中，因为R转移酶在原核生物中不存在[36]。通过

R转移酶，Arg得以与蛋白质或短肽的N-末端Asp、

Glu或氧化后的Cys耦联，使得它们能够被E3泛素

连接酶识别[21, 37]，由于Asp、Glu和氧化后的Cys可

直接被R转移酶精氨酸化，因此我们称这三种残基

为Arg/N端规则通路的二级失稳残基[a secondary (s) 

destabilizing N-terminal residue, Nds]。而对于N端的

Asn 和 Gln 来说，它们不能直接与 R 转移酶 ATE1

发生反应，而是需要特定的 N-末端酰胺酶(Nt 酰

胺酶)将其转化为 Asp 和 Glu 后，再通过 R 转移酶

发生精氨酸化[38‒40]，因此，由于Asn和Gln在被E3

泛素连接酶识别前经过了两次修饰，我们将这

两种残基称为 Arg/N 端规则通路的三级失稳残基

[a tertiary (t) destabilizing N-terminal residue, Ndt] 

(见图 1)。

值得注意的是，单纯的N端Cys并不是R转移

酶的直接底物，而是在NO和O2的参与下被氧化为

Cys亚磺酸[C3H7NO4S]或Cys磺酸[C3H7NO5S2]后

才 可 被 R 转 移 酶 进 一 步 精 氨 酸 化[41]。 RGS 

(Regulator of G protein signaling) 蛋白家族 (RGS4, 

RGS5, RGS16)便是这样一类底物[42]，只有当Cys被

氧化后它们才能够被精氨酸化，从而被E3泛素连接

酶UBR识别后降解；因此当NO或O2缺乏时，该类

蛋白的降解会受到抑制。作为 G 蛋白信号调节因

子，RGS蛋白介导了信号的传导，通过对RGS蛋白

的识别和降解作用，Arg/N端规则可能在动物体内

发挥着NO及O2传感器的作用[43]。研究人员在拟南

芥中也证实了这点，在常氧条件下，乙烯反应因子

VII组转录因子，包括缺氧反应元件1和2 (HRE1和

HRE2)以及与 AP2.12 相关的转录因子 (RAP2.12)，

通过Arg/N端规则通路降解而下调，然而，在低氧

条件下，这些低氧敏感的转录因子的降解被抑制，

图 1. Arg/N端规则通路示意图

Fig. 1. The Arg/N-end rule pathway. C*: C is oxidized with the participation of NO and O2; NTAN1: N-terminal asparagine 

amidohydrolase 1, which can recognize N-terminal asparagine (Asn) and convert it into aspartic acid (Asp); NTAQ1: N-terminal 

glutamine amidohydrolase 1, which functions to remove the amine group and convert N-terminal glutamine to glutamate; ATE1: 

arginyl-tRNA-protein transferase 1; UBR1, 2, 4, 5: ubiquitin protein ligase E3 component N-recognin 1, 2, 4, 5; R: Arg; K: Lys; H: 

His; L: Leu; F: Phe; Y: Tyr; W: Trp; I: Ile; D: Asp; E: Glu; N: Asn; Q: Gln; C: Cys.
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逐渐累积，促进无氧代谢和低氧生存的基因转录诱

导[44]，以适应低氧环境下的生存代谢反应[45]。

研究表明，动物体内Arg/N端规则通路功能的

缺失不仅会影响能量的代谢，还会阻碍精子的发

生，心血管的正常发育以及各种生理功能的失调甚

至造成死亡[18, 46]。

11..22　　AcAc//NN端规则通路端规则通路

2010 年人们发现了 Ac/N 端规则通路[27]，这是

一种涉及新生蛋白质N末端含有甲硫氨酸(Met, M)、

丙氨酸(Ala, A)、缬氨酸(Val, V)、丝氨酸(Ser, S)或

Cys (C)的乙酰化的通路[27, 28]。对于新生的蛋白质来

说，如果其N末端是Met而其第二位是Ala、Gly、

Ser、Cys、苏氨酸(Thr, T)、脯氨酸(Pro, P)或缬氨酸

(Val, V)，则会被核糖体结合的 Met- 氨基肽酶

(methionine aminopeptidases, MetAPs)修饰去除 N 端

Met从而暴露第二位氨基酸，反之Met则被保留[47]。

在真核生物中，被保留的N端Met和暴露的第二位

氨基酸在乙酰辅酶(Nt-乙酰化酶)的作用下发生乙酰

化，与肽链内部的乙酰化不同，这种发生在N末端

的乙酰化已被证明是不可逆的[48]。此后，这些被乙

酰化的N端蛋白大多数可与Ubc6和Ubc7 E2泛素结

合酶结合，被Doa10 E3泛素连接酶靶向识别并进行

泛素化和蛋白酶体介导的降解[20]。但值得注意的

是，被MetAPs切割后暴露的N端Gly (G)和Pro (P)

几乎不能够发生乙酰化修饰 [49‒51]，因此也不会通过

乙酰化通路降解(见图2)。

Nt-乙酰化酶属于 GCN5 相关的 N-乙酰转移酶

(GCN5-related N-acetyltransferase, GCNT)家族，在

Ac/N通路中起到了将N端残基乙酰化的作用[52]。根

据底物特异性和亚基，其可分为 NatA、NatB、

NatC、NatD、NatE和NatF六种，其中NatA、NatB

和NatC主要作用于蛋白质N末端[53]。NatA 在细胞

增殖、基因沉默、抗应激性、交配过程、核糖体生

物发生、细胞凋亡、蛋白质折叠和解聚、光合作

用、发育和应激反应中起作用，NatA的缺失可能会

导致生物的生长发育缺陷甚至引起死亡[53, 54]。对于

人类而言，NatA的失调还会导致各种癌症和神经元

疾病[55]。而NatB在细胞生长中发挥作用，如响应各

种应激源，线粒体遗传，肌动蛋白的合成及植物发

育等[53, 56]；NatC主要影响细胞生长、蛋白质靶向、

病毒颗粒维持、应激反应、叶绿体发育等[53]。已知

人体中超过 80%的蛋白与Ac/N端规则通路介导的

降解有关联[27]。因此，Ac/N端规则通路在维持人体

正常生理活动中起着重要的作用。

11..33　　Pro/NPro/N端规则通路端规则通路

Pro/N端规则通路是由一种称为葡萄糖诱导降

解蛋白 (glucose-induced degradation protein, GID)的

多亚基E3泛素连接酶介导的[29, 57]，靶向降解N末端

为Pro的蛋白的N端降解通路。该系统的一个功能

是，当细胞返回到充满葡萄糖的状态时，通过对糖

异生酶的破坏，快速下调糖异生[29]。1998年，Wolf

等人证明 4 种酵母糖异生酶中果糖 1,6-二磷酸酶 1 

(fructose-1,6-bisphosphatase 1, Fbp1)、异柠檬酸裂解

酶1 (isocitrate lyase 1, Icl1)、苹果酸脱氢酶2 (malate 

dehydrogenase 2, Mdh2)的GID/蛋白酶体依赖性降解

是由它们共同具有的N末端 Pro残基介导的[58]。近

年来的研究证明了GID E3泛素连接酶的一个亚基

GID4，作为Pro/ N端规则通路的识别蛋白，它通过

与糖异生酶Fbp1、Icl1和Mdh2 (可能还有其他蛋白

质)的N端Pro残基和相邻序列基序的结合，对其进

行靶向降解[29, 30]。具体来说，GID4可以通过其蛋白

质结构中的特定基序CTLH结构域来识别蛋白质N

图 2. Ac/N端规则通路示意图

Fig. 2. The Ac/N-end rule pathway. MetAPs: methionine aminopeptidases; Ac: acetylation; M: Met; A: Ala; V: Val; S: Ser; C: Cys; T: 

Thr; V: Val; G: Gly; P: Pro.
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端的 Pro，CTLH 复合物由多个亚基组成，包括

WDR26、RanBPM、TWA1 和 RING 域蛋白等，而

GID4 作为 CTLH 复合物的一部分，其底物结合结

构域具有深的、封闭的和可配体的口袋，可以

识别蛋白质底物的N端Pro，介导其泛素化降解[59]。

而第四种糖异生酶磷酸烯醇式丙酮酸羧激酶 1 

(phosphoenolpyruvate carboxykinase 1, Pck1)在被氨

肽酶切割暴露N端Pro后也会通过泛素化的方式被

GID4识别降解[29, 60] 。糖异生酶的异常控制可能会

介导癌症、糖尿病和其他人类疾病[61, 62]，而最新的

研究也显示 GID4 蛋白在识别 N 端 Pro 的同时，还

能识别除 Pro 之外的其他疏水性 N 端残基。例如，

序列 Nt-IGLW (含 N 端异亮氨酸)与野生型人类

GID4的结合亲和力为 16 μmol/L，而相同序列但含

N端Pro的PGLW与GID4的结合更为紧密，亲和力

为 1.9 μmol/L。尽管 GID4 对 Nt-IGLW 与 Nt-PGLW

的亲和力存在差异，但研究发现GID4介导的Pro/N-

degron途径依然能够将含Nt-IGLW的蛋白质快速降

解[63]。因此，GID4介导的Pro/N端规则通路可能具

备着十分广泛的底物库，探明GID4蛋白与其底物

库之间的联系对人类健康有着巨大的潜在价值。

22　　最新发现的最新发现的 NN 端甘氨酸规则通路端甘氨酸规则通路((Gly/N-Gly/N-

end rule pathwayend rule pathway，， Gly/N Gly/N端规则通路端规则通路))

除了上述 3种经典N端规则通路外，近年来最

新发现的 Gly/N 端规则通路也受到人们的广泛

关注[64]。

22..11　　Gly/NGly/N端规则通路的发现及其主要机制端规则通路的发现及其主要机制

Gly/N 端规则通路是一种由 E3 泛素连接酶

ZYG11B (zyg-11 family member B)/ZER1 (zyg-11 related 

cell cycle regulator)所介导的[64, 65]，识别并降解多肽

链N 端为甘氨酸(Gly, G)的一种N端规则降解通路，

该通路于2019年被发现[64, 66]。该通路目前被认为能

够对N端肉豆蔻酰化进行调控，N端肉豆蔻酰化即

肉豆蔻酸连接到真核蛋白亚群N端的过程。有趣的

是，N端肉豆蔻酰化只会发生在N端Gly上[67]，因

此ZYG11B/ZER1通过对N端Gly的识别作用可以及

时地将那些未能成功进行肉豆蔻酰化的N端Gly多

肽进行降解[64]。肉豆蔻酰化已被证明可用于癌症的

治疗[68, 69]，具有调节先天免疫功能的作用[70]，同时

还能够调节细胞凋亡[71]，在一项动物实验中，N端

肉豆蔻酰化所必需的 N 端肉豆蔻酰化转移酶 (N-

Myristoyltransferase, NMT)被证明可能影响心肌的损

伤修复[72]。因此，对于能够对N端肉豆蔻酰化进行

调控的Gly/N端规则通路来说，其对人类健康的价

值有着诸多待研究的可能性(见图3)。

22..22　　Gly/NGly/N端规则通路中的端规则通路中的EE33泛素连接酶泛素连接酶

22..22..11　　EE33泛素连接酶泛素连接酶ZYGZYG1111BB

ZYG11B 是属于 RING 家族的 E3 泛素连接酶，

是Cul2-RING泛素连接酶复合物的一部分，又叫做

细胞周期调节剂(cell cycle regulator)。ZYG11B可调

节减数分裂的进展和细胞极性的建立[73‒75]，介导有

丝分裂中细胞周期蛋白B1的降解，从而促进有丝

分裂的发生[76]，这对维持细胞正常的减数分裂十分

重要。在疾病方面，ZYG11B被认为和扩张性心肌

病有着一定的关联[77]；并能够识别严重急性呼吸综

合征冠状病毒 2 (SARS-CoV-2)的 ORF10 的 N 末

端[78, 79]。至于这些过程中ZYG11B是否发挥了N端

降解的功能仍未可知。

22..22..22　　EE33泛素连接酶泛素连接酶ZERZER11

ZER1 作为 Gly/N 端规则通路的 E3 泛素连接

酶，其最早被发现于人类的睾丸细胞中，由 766个

氨基酸残基组成[80]，其功能除了参与N端Gly的识

别介导相应蛋白质降解外，还被证明与生殖细胞

减数分裂、HPV 病毒的毒力及免疫应答、细胞凋

亡有关联。在男性生殖细胞减数分裂过程中ZER1

特异性表达，参与了精子的生成和发育[75, 80]。此

外，ZER1 被证明能够识别 HPV16 型病毒 E7 蛋白

的 C 端，从而加强 HPV16 病毒的致癌性，当改变

ZER1的识别位点后，HPV16所感染的细胞增殖能

图 3. Gly/N端规则通路示意图

Fig. 3. The glycine/N-end rule pathway. G: Gly.
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力明显降低[81]。ZER1还参与免疫应答反应和促进

细胞凋亡的过程[82]。

事实上，在Gly/N端规则通路中，ZYG11B对N

端Gly有着更高的亲和力，因而在对N端Gly的识

别中起主要的作用，而ZER1则更多地起到了辅助

ZYG11B识别N端Gly的功能[64]，其对除Gly之外的

一些小氨基酸如Ser，Thr，Ala以及Cys也有着较好

的亲和性[83]。

33　　NN端规则通路在生理过程中的作用及其与端规则通路在生理过程中的作用及其与

疾病发生的关系疾病发生的关系

N端规则通路的生理功能是广泛的，并且仍在

被继续探索。由N端规则通路调节的蛋白质降解介

导的生理过程包括对血红素[84]、NO、氧[43]的感知；

选择性消除错误折叠的蛋白[85]；DNA 修复的调

控[86]；染色体分离[87]；调节跨膜信号的转导[42]等。

在哺乳动物中，N端规则还与细胞凋亡[88]，脂肪代

谢[46]，心血管系统、神经系统[89]、生殖系统的器官

发育密切相关[19]。在本综述中，我们将主要介绍N

端规则通路在心血管系统，神经系统，生殖系统发

育 及 Johanson-Blizzard 综 合 征 (Johanson-Blizzard 

syndrome，JBS，又名鼻翼发育不良，甲状腺功能

减退，胰源性胃液缺乏和先天性耳聋综合征)发展中

的功能和作用。

33..11　　NN端规则通路与心血管系统端规则通路与心血管系统

33..11..11　　NN端规则通路通过调节心血管信号传导和肌原端规则通路通过调节心血管信号传导和肌原

纤维的结构调控心血管的发育纤维的结构调控心血管的发育

G蛋白信号通路是一种重要的细胞信号传导机

制，它参与调节细胞内外的多种生理过程。G蛋白

是一类跨膜蛋白，位于细胞质膜内侧，能够将外界

信号传递到细胞内。该信号通路可以被广泛地分为

G蛋白耦联受体(G protein-coupled receptors, GPCR)

和非GPCR两大类[90, 91]。在GPCR信号通路中，信

号分子(如激素、神经递质等)作为配体与GPCR结

合，激活G蛋白。G 蛋白由 α、β和 γ三个亚单位组

成，激活后的G蛋白会使α亚单位从β和 γ亚单位上

解离，从而激活下游一系列的蛋白激酶、离子通道

或一些细胞内信号传导分子，最终调控细胞的功

能。在心血管健康中，G蛋白信号通路已被证明可

以通过调节血管平滑肌细胞及心肌细胞中的钙离子

水平来调节血管收缩和舒张及心肌的收缩及心

率[92, 93]；并能够通过GPCR的激活影响内皮细胞的

功能，包括通过增强血管生成因子(如VEGF)的信号

通路促进血管新生，或通过调控细胞间连接蛋白表

达和血管平滑肌细胞的收缩调节血管通透性[94]。

ATE1 是 Arg/N 端规则通路中介导 Nds 转变为

Arg的酶，ATE1−/−小鼠胚胎在妊娠中期死亡，并与

心脏发育和血管生成缺陷相关[18]。UBR1 和 UBR2

是 ATE1 依赖的精氨酸化途径的下游 E3 泛素连接

酶，可识别和降解RGS蛋白家族中的RGS4、RGS5

和RGS16 [42, 43]。RGS蛋白家族与G蛋白信号通路密

切相关。RGS通过与GPCR以及G蛋白亚单位的相

互作用，调控G蛋白信号传导的强度和持续时间，

RGS蛋白家族中的成员可以通过多种机制抑制G蛋

白信号通路，其中最重要的机制是通过促进GTP酶

活性促使Gα亚单位回到其不活化的GDP结合态。

这样一来，RGS蛋白可以迅速将Gα亚单位转变为

失活状态，从而减少下游信号级联反应的持续时间

和强度，调节细胞对外界刺激的响应。这种RGS蛋

白对G蛋白通路的负调控对于控制心肌生长、血管

成熟和完整性至关重要，在调控心脏和血管的生长

形成和信号传导过程中发挥了重要作用[42, 95‒98]。在

一项研究中，研究人员已证明在ATE1−/−小鼠中，由

于RGS4 (RGS5及RGS16)无法通过Arg/N端规则通

路及时降解从而导致 G 蛋白信号传导受损是造成

ATE1−/−小鼠心肌发育受损的主要原因[98]。同时，由

于这些蛋白在降解的过程中还需要有NO和O2的介

入，这说明Arg/N通路可能在心血管的信号传导和

生长发育中还充当着NO和O2的感受器[43]。因此，

该通路的一个功能是通过涉及 NO、O2、ATE1、

UBR1和UBR2的途径降解RGS4、RGS5和RGS16，

调节心脏和血管中信号传导从而影响心血管的生长

发育。

此外，ATE1缺陷的心脏肌原纤维也显示出超

微结构缺陷，包括Z带的弥散和整体肌原纤维的排

列紊乱和无序，这提示精氨酸化除了介导特定蛋白

质的降解外，还可能通过调节肌原纤维的结构参与

心血管发育[99] (见图4)。

33..11..22　　NN端规则通路与高血压端规则通路与高血压

已知RGS2是G蛋白的调节剂，通过减少Gα的

信号传导来降低血压。野生型 MQ-RGS2 (Met-Gln-

RGS2)是哺乳动物 Ac/N 端规则通路的一个靶向底

物，而其突变体ML-RGS2和MR-RGS2与人类高血

压病相关，并且也是Ac/N端规则通路的底物，它

们可被泛素连接酶Teb4 (一种内质网膜包埋的泛素

连接酶)识别后降解[100]。研究表明，相比 MQ-
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RGS2，ML-RGS2 和 MR-RGS2 突变的人更容易患

有高血压[100]。这是因为ML-RGS2和MR-RGS2被更

快地降解，所以在体内的水平较低，这导致了通过

Gαq的信号传导增加，进而导致血压升高[100, 101]。因

此，Ac/N端规则通路在人体血压的调控中起到了重

要作用。

33..22　　NN端规则通路与端规则通路与JBSJBS

JBS 是一种常染色体隐性遗传疾病，包括先

天性外分泌胰腺功能不全、多种生理畸形 (如头

皮缺损、肛门闭锁、耳聋和甲状腺功能减退)和

智力发育迟缓 [102]。研究已证明 Arg/N 端规则通

路的 E3 泛素连接酶 UBR1 蛋白的突变或缺失是

导致 JBS 的原因 [19, 103]， JBS 主要由 UBR1 编码的

缺失、截断和错义所导致 [19]，其中单个或多个外

显子的缺失是导致 JBS 相关 UBR1 突变的一个主

要原因 [104]。

在一项研究中，研究人员在正常胰腺组织的腺

泡细胞中检测到高水平的UBR1蛋白，而在 JBS患

者的胰腺中未检测到 UBR1 蛋白[19]，同时对于

UBR1基因敲除的小鼠，其胰腺酶能够正常合成但

不能正常分泌，这说明UBR1是调控胰腺酶分泌的

重要调节因子[19]。由此可见，Arg/N端规则通路可

能在 JBS的发生中起到了重要的作用，其具体机制

还有待于进一步考证。

33..33　　NN端规则通路与神经系统端规则通路与神经系统

Arg/N 端规则通路除了会影响心血管发育外，

还在神经系统发育中发挥重要的作用，在一项研

究中，研究人员发现介导Arg/N端规则通路的E3泛

素连接酶 UBR1 和 UBR2 双敲除的 UBR1−/−UBR2−/−

小鼠发生了严重的神经发育缺陷。这些小鼠在第

11.5个胚胎日神经管发生严重的扭曲，神经上皮层

变得弯曲、变薄，厚度不一，并且神经前体细胞

在脑室区(VZ)和分化区(mantle)的分化细胞分布变

得紊乱，神经前体细胞数量减少[105]。进一步的研

究发现，在UBR1−/−UBR2−/− 小鼠胚胎中Cyclin D的

表达水平降低，这可能与神经前体细胞的数量下降

有关，同时 UBR1−/−UBR2−/− 小鼠胚胎中的 Notch 通

路由于转录激活子 Notch1 的表达减少而被抑制，

这也可能是神经发生受损的原因之一，此外，调

控细胞增殖、分化和凋亡的丝裂原活化蛋白激酶

(mitogen-activated protein kinase, MAPK)通路也受到

UBR1和UBR2缺失的影响，导致其激活水平大幅

增加，这也可能是导致神经细胞发育受损的原

因[89, 105] (见图5)。

虽然UBR可能通过对上述三种蛋白的调控去影

响神经细胞的发育，但其具体机制仍有待于进一步

的研究。

33..44　　NN端规则通路与生殖系统端规则通路与生殖系统

像许多其他生物过程一样，精子发生依赖于蛋

白质泛素化的蛋白降解来调节，N端规则通路对精

子生成影响的研究主要体现在精子细胞中组蛋白的

移除，减数分裂和生殖细胞凋亡几个方面[106]。

图 4. N端精氨酸化规则通路调节心肌细胞中G蛋白信号传导稳态的模型

Fig. 4. A model of Arg/N-end rule pathway regulating the homeostasis of G protein signaling in cardiomyocytes. GPCR: G protein-

coupled receptors; ATE1: arginyl-tRNA-protein transferase 1; MetAPs: methionine aminopeptidases; MC: methionine-cysteine; C: 

cysteine; C*: C is oxidized with the participation of NO and O2; RC: arginylated cysteine.
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33..44..11　　EE33泛素连接酶在精子细胞组蛋白的移除中发泛素连接酶在精子细胞组蛋白的移除中发

挥一定的作用挥一定的作用

在精子发生的过程中圆形精子细胞经历一系列形

态和分子改变，从而分化为长形精子细胞[107]。在这一

过程中染色质内的组蛋白被替换为鱼精蛋白以允许

DNA发生浓缩[108]。而在1988年组蛋白的泛素化已被

证明对其在减数分裂后的生殖细胞中降解非常重

要[109]。E2泛素结合酶UBC4已被证明与组蛋白降解

时睾丸内高水平的泛素化现象有一定关系[110]，通过筛

选能够泛素化组蛋白的UBC4依赖性E3泛素连接酶，

发现了一种 HECT 家族的 E3 泛素连接酶，称为

E3Histone，它能够泛素化所有核心蛋白，并能够形

成多泛素链，这提示它可能参与了精子细胞组蛋白的

降解。紧接着，研究人员对E3Histone的细胞特异性

表达进行了评估，发现其mRNA在出生后10天和20

天的大鼠睾丸中表达最高，并且随着年龄的增长而降

低，而其蛋白在粗线期精母细胞核中高表达，但在精

子细胞亚型中没有检测到组蛋白被泛素化和降解[111]，

这说明E3泛素连接酶在精子细胞组蛋白的移除中确

实发挥了作用，但其具体机制仍有待于进一步研究。

33..44..22　　EE33泛素连接酶介导对生精上皮连接复合体的泛素连接酶介导对生精上皮连接复合体的

调节调节

相邻支持细胞间的紧密连接是构成血睾屏障的

主要组织。血睾屏障将减数分裂后的生殖细胞与体

循环隔离开来，防止在免疫耐受建立后对这些细胞

产生免疫反应，为精子发生提供了合适的环境。在

睾丸中，二倍体精原干细胞及其分化过程中的精原

细胞紧贴基底膜，位于血睾屏障下方，这有助于它

们通过增殖和分化维持生育功能。与此同时，进行

减数分裂的精母细胞以及处于不同发育阶段的精子

细胞则位于血睾屏障的上方，这一空间布局确保了

它们能够在不受外界干扰的环境中完成其生命周

期。因此，一个复杂和动态的重组血睾屏障的过程

允许细线前期精母细胞和细线期精母细胞穿过血睾

屏障进入内腔室。这个过程受到多种机制的调节，

其中也包括UPS的参与。

Itch属于E3泛素连接酶HECT家族，在整个发

育过程中广泛表达于组织和器官，由一个N端脂质

结合C2结构域、4个内部WW蛋白结合域和一个C

端酶活性 HECT 结构域组成[112]。在大鼠睾丸中，

Itch介导紧密连接蛋白occludin的泛素化和蛋白降解

性破坏，而 occludin是构成血睾屏障的一个重要介

质，当紧密连接蛋白被破坏时，研究人员观察到

Itch的蛋白质水平增加，因此 Itch通过调节支持细

胞间紧密连接的降解达到调节血睾屏障功能，影响

精子发生[113] (见图6)。

图 5. UBR缺乏会导致小鼠神经系统的发育缺陷

Fig. 5. The UBR gene deficiency results in developmental abnormalities within the mouse nervous system. MAPK: mitogen-

activated protein kinase.

图 6. E3泛素连接酶 Itch通过调控occludin降解调控血睾屏障的功能

Fig. 6. The E3 ligase Itch modulates the function of the blood-testis barrier by regulating occludin degradation.
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E3泛素连接酶β-TrCP是功能性精子发生所必需

的，在哺乳动物中β-TrCP分为β-TrCP1和β-TrCP2两

种亚型，二者具有相似的生化性质[73, 74]。研究发现，

β-TrCP1−/−小鼠的精子发生和生育力受到中度破坏[114]，

而β-TRCP2−/−小鼠精子发生过程受到干扰，影响精原

细胞、精母细胞和精子细胞的正常发育和功能[115]。研

究发现，β-TrCP1和β-TrCP2水平的降低是由于转录

调节因子snail的稳定表达所导致的，snail是这两种亚

型的已知底物。在β-TrCP2发育不全的小鼠模型中，

观察到 snail水平的上升会导致E-cadherin表达减少，

进而破坏支持细胞与生殖细胞之间的黏着结构，这是

导致精子发生障碍的一个关键因素[115, 116] (见图7)。

综上所述，E3 泛素连接酶可以通过介导对血

睾屏障紧密连接的调节起到调控精子发生的作用。

33..44..33　　EE33泛素连接酶对精原细胞减数分裂的影响泛素连接酶对精原细胞减数分裂的影响

减数分裂是生物细胞中染色体数目减半的分裂

方式，也是精原细胞转变为精子的唯一途径。许多

E3泛素连接酶已被证明在精母细胞产生精子的过程

中起到重要调节因子的作用。

CUL4A (cullin 4A)是一种E3泛素连接酶，属于

泛素连接酶Cullin家族，也是哺乳动物中发现的最

大的连接酶家族[117]。它已被证明在精子的生成过程

中发挥了重要作用。Kopanja等人通过删除外显子

4~8制备了Cul4A−/−小鼠，发现雄性Cul4A−/−小鼠睾

丸重量显著下降，附睾和睾丸中的精母细胞数量减

少，精母细胞严重变形，活力极低。这些小鼠睾丸

中异常的多核生殖细胞增多，生殖细胞凋亡数量增

多[118]。而在另一项研究中，研究人员通过删除外显

子17~19制备了Cul4A−/−小鼠，也发现这些小鼠睾丸

中异常的多核生殖细胞增多，生殖细胞凋亡数量增

多，精子活力下降[119]。这些研究说明，CUL4A可

能通过促进生殖细胞的减数分裂和分化维持精子的

正常生长发育。

此外，E3泛素连接酶RNF8被认为在组蛋白泛

素化降解的过程中，与E2结合酶UBC13结合，使

组蛋白H2A和H2AX泛素化[120, 121]。在一项RNF8基

因缺陷小鼠的研究中发现，RNF8的缺失会阻碍精

子的发生，但却不影响卵巢的生长发育[122]。RNF8

对组蛋白的泛素化也被认为在减数分裂后生殖细胞

的核小体组蛋白的移除中发挥作用，使组蛋白被鱼

精蛋白取代[123]。

综上所述，我们认为E3泛素连接酶在精子发生

过程中发挥了十分重要的作用，而E3泛素连接酶又

是N端规则通路中不可或缺的一部分，这提示N端

规则通路在精子发生中发挥了作用。

33..55　　NN端规则通路对细胞凋亡的调控端规则通路对细胞凋亡的调控

Arg/N端规则通路被证明在抑制细胞凋亡的过

程中发挥重要作用，细胞凋亡往往由 caspase所介

导[124, 125]，在细胞凋亡的过程中 caspase将蛋白裂解

为很多的凋亡片段，caspase在哺乳动物细胞中切割

约 500~1 000种不同的蛋白质[126]。所得蛋白质片段

的一小部分包含具有促凋亡活性的多肽，它们对细

胞凋亡有着促进作用。事实上，已知的促凋亡蛋白

片段 Cys-RIPK1、Cys-TRAF1、Asp-BRCA1、Leu-

LIMK1、Tyr-NEDD9、Arg-BID、Asp-BCLX、Arg-

BIMEL、Asp-EPHA4和 Tyr-MET都具有不稳定的N

端残基，并且它们都是Arg/N端规则通路的短寿命

底物。很明显，促凋亡片段的N末端残基的不稳定

性在进化中总是保守的。进一步的研究发现，Cys-

RIPK1 的代谢稳定性显著提升了人细胞中效应

caspase-3的活性，这提示Arg/N端规则通过降解凋

亡蛋白片段起到抗凋亡作用[88] (见图8)。

图 7. E3泛素连接酶β-TrCP通过调控 snail降解保证精子的正常发生

Fig. 7. The E3 ubiquitin ligase β-TrCP regulates the degradation of snail to ensure proper spermatogenesis.
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44　　展望展望

自1986年被首次发现以来，N端规则通路已成

为一种主要的细胞蛋白降解系统，人体中大部分细

胞蛋白在其生命周期中至少都短暂地携带过N端不

稳定残基，这意味着大多数蛋白都可能通过N端规

则通路被加以调节。虽然数十年来对N端规则通路

的研究取得了极大的进展，但仍有许多潜藏的知识

等待着人们去发掘。随着越来越多的N端规则通路

被发现，这个古老的系统中所藏着的许多还未被发

现的生物学知识，也终将陆续呈现在我们的眼前。
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