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摘   要：α-1 抗胰蛋白酶 Z 型突变体蛋白(α-1 antitrypsin Z-mutant protein, ATZ)是引发 α-1 抗胰蛋

白酶缺陷症(α-1 antitrypsin deficiency, AATD)的主要原因，研究 ATZ 蛋白的泛素化修饰和降解对于

治疗 AATD 具有重要意义。STUB1 是一种重要的 E3 泛素连接酶，参与调节多种蛋白质的泛素化

修饰。然而，STUB1 是否参与 ATZ 的泛素化修饰尚未明确。本研究首先将 ATZ 和 STUB1 的编码

基因克隆到 pET28a质粒，构建了这 2个蛋白的表达质粒。随后，将重组质粒转入大肠杆菌表达系

统，在优化诱导条件实现了重组蛋白的异源表达。通过金属螯合亲和层析技术纯化得到目的蛋

白，并通过蛋白质谱分析验证了其氨基酸序列的准确性。利用纯化的 ATZ 和 STUB1 重组蛋白，构

建了一个体外泛素化修饰反应体系。实验结果显示，在 ATP、E1 泛素激活酶和 E2 泛素结合酶的

协同作用下，STUB1 成功催化了 ATZ的泛素化修饰。本研究提供了一种体外获得 Z型突变体 ATZ
纯化蛋白的方法，并确认了 STUB1 介导 ATZ 的泛素化修饰功能，推进了对 α-1 抗胰蛋白酶 Z 型

突变体蛋白在细胞内降解过程的调控机制的理解。 
关键词：α-1 抗胰蛋白酶；泛素化；E3 泛素连接酶；蛋白纯化；蛋白酶体 
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Abstract: The α-1 antitrypsin Z-mutant protein (ATZ) is the primary cause of α-1 antitrypsin 
deficiency (AATD). Studying the ubiquitination modification and degradation of ATZ protein is 
importance for developing treatments for AATD. STUB1 is an important E3 ubiquitin ligase that 
regulates ubiquitination modification of various proteins. However, whether STUB1 in involved 
in the ubiquitination modification of ATZ has not been fully elucidated. In this study, the ATZ and 
STUB1 coding genes were first cloned into the pET28a plasmid, constructing 2 protein 
expression plasmids. The recombinant plasmids were then transferred into the Escherichia coli for 
expression. With the optimization of induction temperature and IPTG dosage, the recombinant 
proteins were successfully expressed. The target proteins were then efficiently purified from cell 
lysates using metal-chelating affinity chromatography, and the accuracy of the amino acid 
sequence was verified through protein mass spectrometry analysis. Using the purified ATZ and 
STUB1, we established an in vitro ubiquitination reaction system. Experimental results showed 
that, in the presence of ATP, E1 ubiquitin-activating enzyme, and E2 ubiquitin-conjugating 
enzyme, STUB1 catalyzed the ubiquitination modification of ATZ. This study provides a method 
for obtaining the ATZ protein in vitro, elucidates the mechanism of STUB1 mediating ATZ 
ubiquitination, thereby advancing our understanding of the intracellular degradation mechanism 
of the α-1 antitrypsin Z-mutant. 
Keywords: α-1 antitrypsin; ubiquitination; E3 ubiquitin ligase; protein purification; proteasome 

 
 

α-1 抗胰蛋白酶(α-1 antitrypsin, AAT)是一种

由 SERPINA1 基因编码的重要蛋白酶抑制剂，

它主要在肝脏细胞中合成，并迅速从肝脏分泌

到血液中，然后传输到肺部。在肺部，AAT 的

主要功能是通过抑制肺中性粒细胞弹性蛋白酶

的破坏作用，保护肺组织 [1-2]。AAT 蛋白的全

长由 418 个氨基酸组成，其中 N 端含有 1 个由

24 个氨基酸组成的信号肽序列，用于在蛋白合

成时将其引导到正确的位置。该蛋白的抑制功

能主要依赖于其 C 端的中心环松散结构域

(central ring loose domain, RCL) (图 1)。在催化

过程中，RCL 会插入到蛋白酶活性中心，从而

抑制其水解活性[3]。 
α-1 抗 胰 蛋 白 酶 缺 乏 症 (α-1 antitrypsin 

deficiency, AATD)是由于 SERPINA1 基因的突变

导致的遗传性疾病，这些突变会引起 AAT 蛋白

的表达水平和功能改变，进而导致与肺部和肝

脏相关的疾病。其中，AAT 的 Z 型突变(ATZ)是
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AATD 症状最为严重的一种突变类型。它涉及该

蛋白质第 342 位点的谷氨酸-赖氨酸替代[4]，这种

变化会使 AAT 蛋白的结构改变，导致其在肝细

胞内聚集[4-6]。在肝脏细胞中突变体蛋白 ATZ 的

聚集可能导致细胞的不可逆损伤，最终引发肝

硬化，这也是 AATD 肝脏疾病的典型特征。 
针对 AATD 的治疗策略之一是通过促进

ATZ 蛋白的细胞内降解来减轻病症。在 ATZ
降解过程中，细胞内的两个主要降解系统发

挥重要作用：蛋白酶体和自噬溶酶体。一般

认为蛋白酶体主要负责可溶性的 ATZ 蛋白的

降解，而自噬溶酶体参与对不可溶的 ATZ 蛋

白聚集体的清除。泛素化修饰是 ATZ 有效降

解的先决条件，现已证明有多种泛素连接酶

参与了 ATZ 的泛素化修饰和降解调控，其中包

括 E3 泛素连接酶 gp78[7]和跨膜 E3 泛素连接酶

SYVN1/HRD1[8]。 
STIP1 同源性和 U-Box 结构蛋白 1 (STIP1 

homology and U-Box structural protein 1, STUB1)
是一个高度保守的蛋白质，包含 3 个结构域：

N端的 3个 TPR (triple tandem tetrapeptide repeat)
结构域、高电荷中间线圈(coiled-coil)结构域和

C 末端的 U-Box 结构域(图 1)[9]。已有实验证实

STUB1 具有 E3 泛素连接酶活性，并能催化多

种蛋白质的泛素化修饰，包括内切酶微管相关

蛋白 Tau、自噬转录因子 TFEB、信号转导和转

录激活子 SMAD3 等，从而促进它们的降解，

并影响多种细胞生物学过程[10-14]。最近的研究

表明，过量表达 STUB1 会显著降低 ATZ 蛋白

水平，而降低 STUB1 则导致 ATZ 蛋白过量积

累。这提示 STUB1 可能参与 ATZ 的泛素化修

饰和蛋白质水平调控。然而，由于缺乏 ATZ 的

体外表达和泛素化修饰体系的建立，目前尚不

能确认 STUB1 是否直接参与以及如何催化

ATZ 的泛素化修饰。 
本研究将编码 ATZ 和 STUB1 基因的片段

克隆至原核表达质粒中，并将这些质粒转化至

大肠杆菌中构建异源表达系统。通过优化 IPTG
浓度和温度，成功实现了蛋白的可溶性表达。

随后，利用镍离子亲和层析技术纯化了得到高

纯度的 ATZ 和 STUB1 蛋白样品。利用这些样

品，构建了 ATZ 在 STUB1 协助下进行泛素化

修饰的反应体系。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌种和载体 

大肠杆菌(Escherichia coli) DH5α、Escherichia 
coli strain BL21(DE3)、原核表达载体 pET28a 均

为本实验室保存。 
 

 
 
图 1  α-1 抗胰蛋白酶 AAT 和 E3 泛素连接酶 STUB1 的蛋白结构示意图 
Figure 1  Schematic diagram of the protein structure of α-1 antitrypsin (AAT) and E3 ubiquitin ligase 
STUB1. AAT consists of signal peptide (SP), N-terminal domain (NT), and C-terminal domain (CT). The 
reaction center ring (RCL) is close to the C-terminal of the protein. The STUB1 protein consists of 
N-terminal 3 tetratricopeptide repeat (TPR) domain, a highly charged middle coiled-coil domain (CC), and a 
carboxy-terminal U-box domain (U-box). 
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1.1.2  主要试剂和仪器 
试剂：胰蛋白胨[赛默飞世尔科技(中国)有

限公司]、酵母提取物[赛默飞世尔科技(中国)有
限公司]、氯化钠(上海麦克林生化科技有限公

司)、胶回收试剂盒[凯杰生物工程(深圳)有限公

司]、α-1 抗胰蛋白酶抗体(上海碧云天生物技术

有限公司)、His tag 抗体(上海碧云天生物技术有

限公司)、泛素抗体(上海碧云天生物技术有限公

司)、二抗羊抗兔[艾比玛特生物医药(上海)有限

公司]、蛋白 Marker (北京索莱宝科技有限公

司)、考马斯亮蓝染色液(北京索莱宝科技有限公

司)、限制性内切酶[赛默飞世尔科技(中国)公
司]、PCR 试剂盒(南京诺唯赞生物科技股份有限

公司)、质粒提取试剂盒[天根生化科技(北京)有
限公司]、IPTG (上海阿拉丁生化科技股份有限

公司)、E1 激活酶 UBE1 (上海碧云天生物技术有

限公司)、E2 结合酶 UBE2B (北京索莱宝科技有

限公司)、DM5000 DNA Ladder (北京吉普赛生

物技术有限公司)、ATP (北京索莱宝科技有限公

司)、泛素(上海源叶生物科技有限公司)。 
仪器：水浴锅(上海一恒科学仪器有限公

司)、PCR 仪(艾本德股份公司)、水平脱色摇床

(海门市其林贝尔仪器制造有限公司)、超净工作

台(苏州泰安科技有限公司)、离心机(艾本德股份

公司)、纯水仪[密理博(中国)有限公司]、37 ℃恒

温培养箱(上海福玛实验设备有限公司)。 

1.2  方法 
1.2.1  质粒构建及转化 

PCR 扩增：分别设计 ATZ 和 STUB1 包含酶

切位点的引物从表达载体上扩增 ATZ 和 STUB1
片段。设计上下游引物，见表 1。 

质粒转化：构建 pET28a-STUB1-His 和

pET28a-ATZ-His 质粒，转化大肠杆菌 E. coli 
DH5α 菌株。将目的片段与载体按照 5:1 的比例

混合，然后加入 5 μL Gibson 组装酶，混匀后在

PCR 仪中以 50 ℃进行连接催化反应 1 h。接着，

取出感受态细胞并在冰上解冻，将连接产物全部

转移到感受态细胞中，轻轻混匀。随后，在冰上

孵育 30 min，然后在 42 ℃水浴中热激 90 s，最

后在冰上放置 2 min。在超净工作台上，将 500 μL
不含氨苄青霉素的液体培养基加入感受态细胞

中。将培养基置于摇床上，以 37 ℃、220 r/min
的转速复苏 1 h。复苏后，3 000 r/min 离心 2 min，
去除300 μL上清。将余下的液体混匀后，取 60 μL
均匀涂布在培养板上，然后静置片刻。将培养

板倒置放入 37 ℃恒温培养箱中，进行过夜培

养，时长为 15 h。第 2 天，挑选单个克隆菌落，

将其放在摇床上，以 37 ℃、220 r/min 的速度培

养。从每个管中取出 2 μL 菌液进行 PCR 鉴定。

将 PCR 产物与核酸上样缓冲液混合后进行电

泳鉴定，最后挑选连接成功的菌株，送样进行

测序。 
1.2.2  蛋白表达与纯化 

准备 1 L 摇瓶洗净备用，每瓶中加入 400 mL
培养基高温灭菌。取 40 μL 菌液放入 50 mL 离心

管加卡那霉素(kanamycin)培养基 10 mL 过夜摇

菌 16 h。次日加 4 mL 菌液到 400 mL 含有卡那霉

素培养基中，混匀。37 ℃、220 r/min 摇床上孵育 
 
表 1  本文研究所用到的引物 
Table 1  Primers used in this work 
Plasmid Inserted gene Primer Sequences (5′→3′) 
pET28a-ATZ-His ATZ ATZ-F CAGCAΑAATGGGTCGCGGATCCGAGGATCCC 
  ATZ-R CCGCAAGCTTGTCGTTTTTGGGTGGGATTCAC 
pET28a-STUB1-His STUB1 STUB1-F AACAACCTCGGGGAATTCTGGAAATTTATGGGC 
  STUB1-R GGTGGTGGTGCTCGAGTTAGCCATCCGCGCGCATCTGAC 
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2.5 h。此时菌液浑浊，往摇瓶中加 0.6 mmol/L 
IPTG 诱导蛋白表达，16 ℃、220 r/min 过夜培

养 12−16 h 离心收集菌体并超声破碎。细胞裂

解液用 His-tag 亲和纯化方法纯化上清，用低浓

度咪唑缓冲液清除杂蛋白，高浓度 500 mmol/L
咪唑洗脱目的蛋白。分别取 20 μL 过柱前上清、

过柱后上清与纯化浓缩后的目的蛋白进行

SDS-PAGE 分析，鉴定目的蛋白的纯化情况。 
1.2.3  考马斯亮蓝染色 

电泳结束后将蛋白胶取出放入容器中，加

入 50 mL 双蒸水/去离子水高温加热 3 min 至沸

腾停止，弃去水溶液。倒去废液，加入配制好

的 25 mL 快速工作染色液混匀，高温加热至沸

腾状态 30−60 s。停止加热后继续在脱色摇床上

摇动 5−10 min，弃去染色液，此时蛋白条带可

见。加入 50 mL 双蒸水进行脱色，高温加热至

沸腾状态 30−60 s。倒去废液，重新加入 ddH2O
洗脱煮沸，如条带不清晰可多洗脱几次。继续

在脱色摇床上摇动 5−10 min，换水即可完成脱

色。取出蛋白胶置于干净白色底盘观察条带并

拍照。 
1.2.4  蛋白质 Western blotting 分析 

将蛋白样品和分子量标记物加入 8%或

12% SDS 聚丙烯酰胺凝胶的孔中，使用 80 V 电

泳分离胶 30 min，然后使用 120 V 电泳浓缩胶

70 min。接着，将蛋白胶转移到经甲醇激活的

PVDF 膜上，使用 200 mA 电泳转膜 120 min。
5%脱脂奶粉封闭膜，封闭时间为 2 h。加入不

同的一抗抗体后，将其在 4 ℃孵育过夜，然后

使用 TBST 缓冲液洗脱 3 次，每次 10 min。加

入二抗抗体后，在室温下孵育 1 h，二抗均按

1:5 000 稀释比例稀释。然后，使用 TBST 洗脱

液洗脱 3 次，每次 10 min。滴加显影液后，使

用化学发光成像仪显影，并使用 ImageJ 软件对

图像进行灰度分析。 

1.2.5  质谱分析 
从 SDS-PAGE 凝胶中切下目的条带，放入

1.5 mL 离心管中。加入 10 mmol/L DTT 在 97 ℃
下还原 10 min，加入 40 mmol/L 2-氯乙酰胺室

温下烷基化半胱氨酸上的巯基，反应 30 min，
后加入乙腈真空干燥 20 min。丢弃上清液，加

入适量 30 ng/L 胰蛋白酶消化蛋白，再补加碳酸

氢盐缓冲液 37 ℃过夜孵育。消化后的肽段加入

0.1% (FA)溶液，超声 10 min，真空浓缩样品。

移动 A 相含 0.1% (体积分数)甲酸和水，流动相

B 含 0.1% (体积分数)甲酸和 100%乙腈，流动

相 B 以 5%−95%梯度分离多肽，30 min 内肽在

色谱柱(75 µm×25 cm，1.9 µm C18-AQparticles)
上以 350 nL/min 的 流速分离。质谱仪在

DDA-PASEF 模式下工作。利用 MaxQuant 
v1.6.2.0 软件对质谱数据进行处理，并将质谱结

果与目的蛋白的理论氨基酸序列进行比较。 
1.2.6  体外泛素化试验 

反应在 50 μL 混合物中进行，其中含有   
2 μg His 标记的 STUB1 和 2 μg 的 ATZ 蛋白、

50 mmol/L Tris-HCl (pH 7.5)、2.5 mmol/L MgCl2、
10 mmol/L DTT、5 mmol/L ATP、10 mg 泛素、

500 ng 激活酶 UBE1 和 200 ng 结合酶 UBE2B。

反应在 37 ℃下进行 2 h，之后取出样品进行蛋

白质印迹分析。 

2  结果与分析 
2.1  pET28a-ATZ-His 和 pET28a-STUB1-His
重组质粒的构建 

获得高纯度 ATZ 和 STUB1 蛋白是实现

ATZ 的蛋白体外泛素化体系的前提条件。为了

获得 ATZ 的重组表达质粒，首先以前期工作构

建的 ATZ 表达载体(未发表工作)为模板，使用

特异性引物(表 1)进行 PCR 扩增以获得相应的

DNA 片段。扩增产物经过 1%琼脂糖凝胶电泳
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后，发现条带大小在1 500 bp左右(图2A泳道1)，
与ATZ序列理论分子量 1 257 bp大小相符合，表

明扩增的条带为目的基因条带。同样以 STUB1
的 cDNA 为模板进行 PCR 扩增获得其 DNA 片

段(909 bp) (图 2A 泳道 2)。将以上 DNA 片段克

隆连接到 pET28a 载体上构成重组质粒 pET28a- 
ATZ-His 和 pET28a-STUB1-His (图 2B‒2D)，并

经过 DNA 测序验证其正确性。 

2.2  ATZ 蛋白诱导与表达条件的摸索 
将重组蛋白表达质粒 pET28a-ATZ-His 转

化进入 E. coli BL21(DE3)细胞中。通过调整诱

导条件，发现在当温度为 16 ℃、IPTG 浓度为

0.6 mmol/L 时，能够获得目的蛋白 ATZ-His 的

最大可溶性表达。对比诱导前后细胞裂解物中

的蛋白成分，发现添加 IPTG 能够诱导产生分

子量约为 50 kDa 的蛋白(图 3A)。值得注意的

是，在细胞裂解物的不可溶性组分中也发现了

相应的蛋白条带，表明该蛋白表达后部分可形

成包涵体(图 3B)，这可能与 ATZ 蛋白本身易于

聚集的构象特征相关 [4-6]。通过对细胞裂解物

上清组分使用 His-tag 抗体进行免疫印迹实验

分析，同样在分子量约为 50 kDa的位置发现了

一个特异性条带，此结果进一步证实了重组蛋

白 ATZ-His 的表达成功(图 3C)。 
 

 
图 2  重组质粒的构建 
Figure 2  Construction of recombinant plasmids. A: PCR amplification of ATZ coding DNA. M: DM5000 
DNA marker; Lane 1: ATZ PCR amplification product; Lane 2: STUB1 amplification product. B: PCR 
amplification of STUB1 coding DNA. Lane 1: Plasmid expressing STUB1-His protein; Lane 2: Plasmid 
expressing ATZ-His protein. C: Schematic of the recombinant pET28a-ATZ-His plasmid. D: Schematic of the 
recombinant pET28a-STUB1-His plasmid. 
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图 3  ATZ-His 重组蛋白的诱导表达 
Figure 3  ATZ-His expressed in Escherichia coli BL21(DE3). E. coli BL21(DE3) was transformed with 
pET28a-ATZ-His and induced for 16 h with 0.6 mmol/L IPTG at 16 ℃. The cellular extract was separated 
into soluble supernatant (A) and insoluble pellet fraction (B) and analyzed via SDS-PAGE. C: Soluble cell 
extract was analyzed by immunoblotting with anti-His antibody. The black arrow indicates the recombinant 
protein ATZ-His. 
 
2.3  突变体蛋白 ATZ 的纯化与鉴定 

根据上述最佳诱导条件，扩大 ATZ 蛋白表

达体系的培养与诱导，随后对诱导后产生的可

溶性细胞裂解物进行了镍离子柱亲和层析纯化。

对纯化过程中所有蛋白质样品进行 SDS-PAGE 分

析，成功地获得了分子量约为 50 kDa 的目标蛋

白，与重组蛋白 ATZ-His 的理论分子量 47 kDa
相吻合(图4A)。为了确认纯化所得的蛋白是ATZ，
切取目标蛋白条带，将蛋白消化成小肽，并进

行质谱检测分析。质谱检测的结果显示，包括

“YHSEAFTVNFGDTEEAKK”和 “DTEEEDFHV 
DQVTTVK” (图 4B)多个氨基酸肽段与 ATZ-His
蛋白的序列完全匹配(图 4C)。这一结果证明重

组蛋白 ATZ-His 的成功纯化。 

2.4  E3 泛素连接酶 STUB1 蛋白的表达、

纯化与鉴定 
采用如前所述的诱导条件，对 STUB1 蛋

白进行了大规模的表达和纯化。在纯化过程

中，对所有样品进行了 SDS-PAGE 分析，并进

行了考马斯亮蓝染色。结果显示，经过纯化后

的蛋白质样品成分单一，其蛋白质分子量约为

35 kDa，这与重组蛋白 STUB1-His 的理论分子

量 35.4 kDa 基本一致(图 5A)。将纯化后的蛋白

样品切胶回收并结合胰蛋白酶消化之后进行蛋

白 质 谱 分 析 ， 在 样 品 中 检 测 到 包 括

HDKYMADMDELFSQVDEK 和 VGHFDPVTR 
(图 5C)等在内的多个短肽片段，这些短肽的氨

基酸序列与 STUB1 蛋白的部分氨基酸序列完

全吻合，由此可以证实 STUB1 的蛋白表达与

纯化取得成功。 

2.5  ATZ 泛素化修饰体系的建立 
前期的研究工作已经证明细胞内 STUB1

影响 ATZ 蛋白的泛素化修饰过程，并促进其随

后的降解。作为一种 E3 连接酶，理论上 STUB1
具有直接催化 ATZ 泛素化修饰的能力。蛋白质

泛素化修饰是一个复杂的过程，涉及 E1 泛素激 
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图 4  ATZ-His 重组蛋白的纯化与鉴定 
Figure 4  Purification and identification of recombinant protein ATZ-His. A: SDS-PAGE analysis of 
different samples taken during the purification process of the recombinant protein. Lane M: Protein marker. 
Lane 1: Crude soluble cell lysate containing ATZ-His; Lane 2: Flow-through faction from the Ni-NTA 
affinity sepharose column; Lane 3−5: Miscellaneous protein; Lane 6−9: Concentrated protein. B: Amino acid 
sequence of protein ATZ-His. C: MALDI-TOF peptide mass fingerprint (PMF) spectrum analysis of ATZ-His. 
The MS-MS spectra of the identified peptides YHSEAFTVNFGDTEEAKK and DTEEEDFHVDQVTTVK 
from ATZ-His protein. 
 
活酶、E2 泛素结合酶和 E3 泛素连接酶在消耗

ATP的条件下将泛素分子添加到蛋白质分子上。

为了验证 STUB1 是否直接催化 ATZ 的泛素化修

饰，将泛素、ATP、E1泛素激活酶UBE1、E2泛

素结合酶 UBE2B 以及 STUB1 与底物蛋白 ATZ
混合加入到一个50 μL的反应体系中。37 ℃反应

2 h 后，取出反应后的样品进行蛋白质印迹检测。

结果显示，在 ATP、泛素激活酶 E1 和泛素结合

酶E2的共同作用下，ATZ发生了泛素化修饰，因

为通过蛋白质印迹可以检测到 ATZ 蛋白分子量的

增加，而这正是由于蛋白发生泛素化修饰所引起

的(图 6A 泳道 2，图 6B 泳道 3)。此外，体外实

验也证实，ATZ 的泛素化过程依赖于 STUB1 和

泛素相关蛋白的共同作用，因为无论是单独添

加 E1 和 E2 (图 6A 泳道 1)还是单独添加 STUB1 
(图 6B 泳道 2)都无法实现 ATZ 的泛素化修饰。 
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图 5  STUB1-His 蛋白的纯化与质谱鉴定 
Figure 5  Purification and mass spectrometry identification of STUB1-His. A: SDS-PAGE analysis of 
different samples taken during the purification process of the recombinant protein. Lane M: Protein marker; 
Lane 1: Crude soluble cell lysate; Lane 2: Flow-through faction; Lane 3−4: Miscellaneous protein; Lane 5−8: 
Purified protein. B: The amino acid sequence of protein STUB1-His. C: MALDI-TOF peptide mass 
fingerprint (PMF) spectrum analysis of STUB1-His. The MS-MS spectra of the identified peptides 
HDKYMADMDELFSQVDEK and VGHFDPVTR from STUB1-His protein. 
 

3  讨论与结论 
α-1 抗胰蛋白酶的 Z 型突变不仅导致 AAT

功能丧失和合成水平下降，从而引发肺炎和呼

吸障碍等肺部疾病，同时，ATZ 蛋白的聚集还

会导致肝脏细胞死亡，从而引发肝炎、肝硬化

甚至肝癌等致命疾病。在针对 AATD 的肺部疾

病方面，临床上已经开发了一些可行的治疗手

段，例如通过静脉注射向患者体内补充正常的 

活性 AAT 蛋白[3,15]。然而，这种方法并不适用

于由 ATZ 蛋白聚集引起的肝脏损伤。迄今为

止，除了肝脏移植等外科手术方法，尚无有效

治疗 AATD 相关肝病的方法。考虑到 ATZ 聚集

体在 AATD 肝病的发病机制中的重要作用，减

少折叠错误的 ATZ 合成或提高其溶解度可能是

延缓聚集进展、减轻肝损伤的可行策略。因此

全球范围内不同的课题组尝试了不同的策略，

包括抑制突变体的合成、增加功能活性 AAT 
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图 6  STUB1 体外催化 ATZ 的泛素化修饰过程 
Figure 6  STUB1-mediated ubiquitination of ATZ in vitro. In vitro ubiquitination assays were performed by 
mixing purified STUB1 and ATZ together with ATP, ubiquitin (Ub), E1 (UBE1), and E2 (UBE2B) in a 
reaction buffer containing 50 mmol/L Tris-HCl (pH 7.5) and 2.5 mmol/L MgCl2. The reactions were carried 
out for 2 h at 37 °C. Subsequently, the reaction mixtures were subjected to SDS-PAGE and immunoblotting 
analysis using the specified antibodies. A: STUB1 is required for ubiquitination of ATZ. B: STUB1 catalyzes 
the ubiquitination of ATZ in the presence of ATP, Ub, E1 and E2. 
 
的分泌、阻断聚合形成，以及诱导蛋白质聚集

体的降解[6,16-17]。 
显然，促进 ATZ 快速降解是治疗 AATD 的

有效策略之一。蛋白酶体降解通路是真核细胞

内负责蛋白质降解调控的主要通路，而泛素化

修饰是蛋白质快速降解的前提。在泛素化过程

中，泛素分子会在一系列的泛素修饰相关酶

(E1、E2、E3)的加成作用下被共价地结合到目

标蛋白分子上[18]。在哺乳动物细胞中，泛素 E1
和 E2 种类有限，而 E3 连接酶却有 400 多种，

这些不同的 E3 连接酶具有不同的底物偏好性，

负责对不同类型的蛋白的泛素化修饰并促进其

降解。因此，确认目标蛋白与其相互作用的 E3
连接酶是研究其蛋白降解机理的关键。 

大量证据表明，在 ATZ 的降解过程中，多个

E3 连接酶参与了其泛素化修饰。早在 2006 年，

Shen 等[7]发现 E3 连接酶 gp78 促进了 ATZ 的泛

素化修饰和降解。随后，Feng 等和 Wang 等又

发现 E3 连接酶 HRD1 参与诱导 ATZ 的泛素化

修饰和自噬依赖性的降解[8,19-20]。最近，本课题

组发现 STUB1 具有促进 ATZ 的泛素化修饰的

能力，因此，它也成为第三个能够调控 ATZ 降

解的 E3 连接酶。这一发现进一步展示了 ATZ
在胞内降解调控方面的复杂性。 

值得强调的是，目前有关 ATZ 的泛素化修

饰证据都是基于对细胞内表达 ATZ 的实验得出

的。由于细胞内存在众多蛋白质，且其相互作

用极为复杂，这给对 ATZ 的泛素修饰过程进行

精细解析的研究带来了一定的挑战。就 STUB1
而言，在细胞内，STUB1 本身拥有双重功能，

既是分子伴侣又是 E3 泛素连接酶[12-13]，因此其

底物范围非常广泛。已有实验证据表明被 STUB1
催化的底物有很多种，还有数据显示许多其他

潜在底物尚未被鉴定出来[10-12]。本研究前期通

过细胞内过表达或降低 STUB1 蛋白质水平的

实验，证实 STUB1 参与了 ATZ 泛素化修饰的



 
 

凌雪 等 | 体外重构 STUB1 介导 α-1 抗胰蛋白酶突变体 Z 蛋白泛素化修饰反应体系 
 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

527 

催化过程。然而，由于复杂的胞内环境，这些

实验无法排除 STUB1 通过催化其他分子间接

影响 ATZ 泛素修饰的可能性。因此，有必要利

用纯化的蛋白质来构建体外的泛素化修饰体

系。本研究使用纯化的 ATZ 蛋白和泛素修饰相

关蛋白，在体外建立泛素化修饰反应体系。在

这个体外体系中，只包含少数几种成分明确的

蛋白，如泛素激活酶 E1、泛素转移酶 E2 和泛

素连接酶 STUB1。因此，当在反应体系中观察

到 ATZ 的泛素化修饰结果时，可以明确这一催

化过程是由 STUB1 介导的，从而进一步证明了

STUB1 直接作用于 ATZ 并催化其修饰的事实。 
综上所述，本研究成功地验证了在体外研

究 ATZ 泛素化修饰的可行性，并确认了 STUB1
催化 ATZ 泛素化修饰的潜力。推测这一体外催

化系统还可以被扩展应用于研究包括 gp78 和

HRD1 在内的其他 E3 泛素连接酶，为进一步解

析 ATZ 蛋白的降解调控机制提供有力支持。 
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