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摘要:Neuralprecursorcell飊expresseddevelopmentallydownregulated8(NEDD8)是类泛素蛋白家族的一员,其
结构与泛素相似,通过 E1激活酶、E2结合酶和 E3连接酶等酶促级联反应对蛋白进行翻译后修饰,这一过程即

为neddylation。Neddylation异常已被证实与癌症、神经退行性疾病和先天性心脏病等多种疾病密切相关。近

年来,neddylation和deneddylation(底物上的 NEDD8在deneddylation酶的作用下被去除,称为deneddylation)

在心血管系统中的作用备受关注,本文将主要阐述neddylation的生物学过程及其在心脏生物学中的作用。

关键词:NEDD8暋neddylation暋deneddylation暋心脏疾病暋翻译后修饰
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Abstract:Neuralprecursorcell飊expresseddevelopmentallydownregulated8(NEDD8)isamem灢
berofubiquitin飊likeproteinfamilyanditsstructureissimilartothatofubiquitin.Neddylation
isapost飊translationalproteinmodificationthatconjugatesanubiquitin飊likeproteinNEDD8to
targetproteins,whichismediatedbyacascadeofthreeNEDD8specificenzymes,anE1activa灢
tingenzyme,anE2conjugatingenzymeandoneoftheseveralE3ligases.Neddylationabnor灢
malitieshavebeenconfirmedtobecloselyrelatedtovariousdiseasessuchascancer,neurode灢
generativediseasesandcongenitalheartdiseases.Inrecentyears,theroleofneddylationand

deneddylationinthecardiovascularsystem has
attractedmuchattention.Thisarticlewillmainly
describethebiologicalprocessesofneddylation
anditsroleincardiacbiology.
Keywords:NEDD8,neddylation,deneddylation,

cardiacdisease,post飊translationalmodification
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0暋引言

暋暋泛素飊蛋白酶体系统(ubiquitin飊proteasomesys灢
tem,UPS)是 真 核 细 胞 降 解 蛋 白 质 的 主 要 途 径。

UPS介导的蛋白降解主要包括两个步骤:一是将小

分子量的泛素蛋白 (ubiquitin,Ub)连接到底物蛋白,
即底物蛋白的泛素化;二是蛋白酶体降解泛素修饰的

蛋白质,即靶蛋白的识别与降解。越来越多的研究证

实,UPS作为维持细胞稳态的关键过程,其功能异常

是导致心肌病、癌症、代谢障碍和神经退行性疾病等

多种疾病的危险因素[1]。

暋暋泛素与蛋白底物的连接是 UPS降解蛋白的关键

信号,决定靶蛋白的命运。泛素是泛素超家族中最具

代表性的成员,通过 E1激活酶、E2结合酶和 E3连

接酶等酶促级联反应与靶蛋白偶联。蛋白质的这种

泛素化修饰是可逆的,可通过去泛素化酶家族进行蛋

白质的去泛素化。除泛素之外,泛素超家族还含有

NEDD8、SUMO、FAT10、ISG15、ATG8、ATG1、

HUB1和FUB1等类泛素蛋白(ubiquitin飊likepro灢
teins)[1飊2]。这些类泛素蛋白不仅与泛素具有序列同

源性和相似的三级结构,而且还利用与泛素化修饰相

似的级联反应来修饰靶蛋白。类泛素蛋白通常为非

功能性前体蛋白,这些前体蛋白只有裂解 C末端氨

基酸成为成熟蛋白后,才能与 E1激活酶、E2结合酶

和E3连接酶形成临时复合物,使其靶蛋白底物被偶

联。这种类泛素化修饰的特异性是由 E3连接酶决

定的。与泛素化一样,类泛素化修饰也能被去偶联酶

从底物上去除[3]。

暋暋尽管类泛素化蛋白在蛋白质结构上与泛素具有

同源性和相似性,但每个类泛素蛋白都有其特异的生

物学功能。多个实验证实,基因敲除类泛素或类泛素

修饰关键酶可导致小鼠发育异常及胚胎期间早死。
在泛素超家族中,NEDD8在结构上与泛素同源性最

高,是生物过程中不可或缺的一个类泛素蛋白,其在

酶的作用下与靶蛋白的特异性结合过程被称为ned灢
dylation。本文首先将阐述neddylation的生物学过

程,进而讨论其在心脏中的生理病理学功能。

1暋NEDD8蛋白

暋暋1993年,研究者首次从小鼠胚胎脑组织中克隆

出 NEDD8[4]。在类泛素蛋白超家族中,NEDD8与

泛素的同源性最高,高达80%,并也包含1个毩飊螺旋

和3个毬飊薄层结构。NEDD8在进化上完全保守,人
类、小鼠和大鼠的同源性为100%。NEDD8在全身

各个组织脏器均有表达,但在心脏和骨骼组织中的表

达量最高[5]。

暋暋在哺乳动物中,NEDD8首先被合成为含有81
个氨基酸的前体蛋白[4]。NEDD8前体在水解酶的

作用下去除C末端的5个氨基酸,暴露76位的甘氨

酸,继而与底物赖氨酸残基结合,从而修饰底物蛋白。
多种 同 工 酶 能 够 催 化 NEDD8 水 解 成 熟,包 括

NEDD8特异性蛋白酶1(NEDD8飊specificdeneddy灢
laseNEDP1,也被称为 DEN1和SENP8),NEDD8、

Ub双 特 异 性 酶 USP21 和 泛 素 C 端 水 解 酶 LC3
(Ubiquitin C飊terminal hydrolase LC3,UCH飊
LC3)[5飊7]。NEDD8水解成熟一方面可防止未成熟

前体进入类泛素化修饰过程;另一方面,NEDD8前

体可作为 NEDD8的储备池,避免 NEDD8水平的波

动,而在某些应激环境下,NEDD8含量的变化可能

对细胞造成灾难性的后果。

2暋Neddylation和deneddylation

2.1暋Neddylation
暋暋Neddylation 过 程 中,成 熟 的 NEDD8 首 先 被

ATP依赖性的 NEDD8激活酶(NEDD8activating
enzyme,NAE,即E1)激活,NAE由异二聚体 NAE1
(也称为 APP飊BP1)和 UBA3组成,NEDD8与 NAE
在 ATP的作用下,通过硫酯键形成 NEDD8飊NAE加

合物。然后,NEDD8飊NAE加合物转移至 NEDD8结

合酶 UBC12(也称为 UBE2M 或 UBE2F,即 E2),二
者形成另一个硫酯键。最后,NEDD8连接酶(E3)短
暂地与带有 NEDD8的E2相互作用,通过在 NEDD8
C端甘氨酸与底物赖氨酸残基形成异构肽将 NEDD8
转移至底物上。然后 E3将 E2释放,接受下一个带

有 NEDD8的E2,进入下一个循环[8飊9]。腺苷氨基磺

酸盐类似物 MLN4924可特异性地抑制 E1,通过与

NEDD8形成不可逆的共价加合物,阻止 NAE 的

UBA3与 NEDD8形成硫酯键,从而抑制 NEDD8的

活化和neddylation。

暋暋迄今为止,只有NAE一个E1和两个NEDD8特

异性E2被发现,而NEDD8特异性E3连接酶有很多

种。在酵母中,DCN1 (defectiveincullinneddyla灢
tion1)是其E3连接酶;在哺乳动物细胞中,至少有5
种DCN1类似的蛋白(DCNL)作为其E3连接酶[10]。
另外,研究显示 Mdm2、c飊Cbl和IAP等泛素 E3连接

酶也可作为 NEDD8E3连接酶[11飊17]。

2.2暋Deneddylation
暋暋底物的neddylation是一个动态过程,底物上的

NEDD8在 deneddylation酶的作用下被去除,称为

deneddylation。Deneddylation酶包括 CSN (CDP9
362广西科学暋2018年6月暋第25卷第3期



signalosome)、NEDP1、USP21、Ataxin飊3、UCH飊L1
和 UCH飊L3,其中只有CSN和 NEDP1是 NEDD8特

异性 的,其 他 酶 也 能 调 节 泛 素 化 修 饰 的 去 泛 素

化[18飊19]。

暋暋CSN是最具代表性的deneddylation酶,可以将

NEDD8从 Cullin 蛋 白 和 非 Cullin 蛋 白 上 移 除。

CSN是由8个亚基(CSN1飊8)组成的锌金属蛋白

酶[20],这8个亚基都是保持其酶活性所必需的,任何

1个亚基的缺失都使 CSN 复合酶数量减少,并抑制

CSN的deneddylate功能[21飊24]。

暋暋NEDP1是一种半胱氨酸蛋白酶,在 NEDD8前

体的水解成熟过程以及从结合蛋白上去除 NEDD8
中都发挥作用。功能缺失研究显示,如果将 NEDP1
催化单元的半胱氨酸突变为丙氨酸,其从非 Cullin
蛋白 上 移 除 NEDD8 的 功 能 将 完 全 丧 失[25]。但

NEDP1是否能催化体内 Cullin蛋白的 deneddyla灢
tion仍然存在争议。

3暋Neddylation的心脏生物学功能

暋暋心脏是胚胎发育过程第一个形成并发挥功能的

器官,心脏结构和功能异常可诱发各种疾病。在正常

人胚胎初始发育30d内,胚胎心肌纤维形成肌小梁,
肌小梁间有小梁间隙,肌小梁和小梁间隙交织组成海

绵状结构。从胚胎发育5~8周开始,疏松的肌小梁

间隙由心外膜至心内膜、由心底部至心尖部逐渐消

失,使心室肌呈致密化改变。但如果在胚胎发育期间

致密化过程失败,使得肌小梁异常粗大、突出,小梁隐

窝持续存在,相应区域的致密心肌减少,心室壁肌层

保留疏松状态,将导致心肌致密化不全(LVNC)等多

种先天性心肌病。

暋暋与泛素化修饰不同,neddylation修饰靶蛋白并

不使之降解,而是活化底物蛋白的一种手段。Ned灢
dylation修饰在细胞代谢和增殖的调控、细胞信号转

导、蛋白质稳态、基因转录,甚至线粒体翻转等方面发

挥着重要作用。本实验室利用自行构建的心肌细胞

NAE1敲除(cardiomyocyte飊restrictedNAE1knock灢
out,NAE1CKO,NAE1flox/flox/毩MHCCre)小鼠模型和心

脏CSN8(eighthsubunitofCSN )基因敲除小鼠模

型[26飊29],获得大量关于neddylation和deneddylation
调控心脏生物学功能的证据。

3.1暋Neddylation调控心脏发育

暋暋在胚胎期和新生小鼠心脏内neddylation高度活

跃,成年后活性逐渐下调,而 neddylation受 NAE1
的调控。本实验室利用 NAE1flox/flox和 NAE1flox/+/

毩MHCCre小鼠配对出 NAE1CKO 小鼠模型,NAE1CKO

小鼠心脏内neddylatedcullin2、neddylatedcullin4和

neddylated总蛋白显著减少。与正常小鼠心脏相比,

NAE1CKO小鼠心脏/体重比显着增加,心脏尺寸明显

增大,且心肌细胞横截面积增加,Nappa,Nappb 和

Myh6等心肌肥厚重塑相关基因表达失调,提示

NAE1CKO小鼠心脏肥大[26]。

暋暋为评估 NAE1CKO小鼠心脏的功能,对出生1d
(P1)的 NAE1CKO小鼠进行超声心动图检测,结果显

示 NAE1CKO 小鼠的左心室收缩和舒张直径显著增

加,左心室收缩期壁厚显著减少,射血分数仅约为对

照心 脏 的 50%,其 心 率 也 显 着 低 于 对 照 小 鼠。

NAE1CKO小鼠普遍表现出心力衰竭症状,出生后48~
72h出现紫绀和周围性水肿,7d内死亡[26]。

暋暋为评估 NAE1CKO小鼠的产前心脏功能,我们对

18.5d的 NAE1CKO小鼠胚胎(E)进行超声心动图检

测。结果显示,E18.5的 NAE1CKO小鼠心脏功能明

显受损,左心室(LV)壁减薄,LV 和右心室(RV)扩
张,射血分数显著降低[26]。

3.2暋Neddylation调控心室壁发育

暋暋在E14.5时,NAE1CKO小鼠心脏具有完整的室

分离和流入、流出道结构,肌小梁和致密层的厚度正

常。在 E16.5时,NAE1CKO小鼠胚胎没有出现明显

的心力衰竭征状,但体积明显增大。然而,HE染色

和endomucin免疫染色显示 NAE1CKO 小鼠心脏的

LV致密心肌变薄、小梁层增厚[26]。

暋暋P1的正常心脏呈现厚且紧致的心外膜心肌层,
并有 少 量 心 内 膜 下 小 梁,表 明 心 室 壁 成 熟。而

NAE1CKO小鼠心脏的左、右心室中都显示出明显较薄

的致 密 层,非 致 密 层 与 致 密 层 比 值 明 显 增 加,与

LVNC的心室成熟障碍一致。这些结果表明 NAE1
敲除在妊娠后期导致心室发育不全和致密不完全,并
致围产期心力衰竭[26]。

3.3暋Neddylation调控心肌细胞增殖

暋暋心脏的发育在胚胎期主要通过心肌细胞的增殖

来完成,而心肌细胞增殖能力的破坏将影响小鼠心室

成熟并导致LVNC发生,因此我们研究neddylation
在发育过程中是否调节心肌细胞增殖。5飊乙炔飊2曚飊脱

氧尿苷(EdU)掺入实验显示,在 E14.5,NAE1CKO小

鼠心脏和心肌致密层的 EdU+ 心肌细胞明显少于对

照组。在E16.5,心肌细胞的增殖能力进一步受损

(E16.5下降约70%,E14.5下降约20%),致密层、
小梁层和隔膜中增殖心肌细胞进一步减少。在 P1
后,心肌细胞的增殖能力仍被抑制。而末端脱氧核苷

酸转 移 酶 介 导 的 dUTP 缺 口 末 端 标 记 测 定

(TUNEL)法实验结果显示,P1后的 NAE1CKO小鼠
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心脏中凋亡心肌细胞数量与对照组没有显著差异,提
示 NAE1 缺 乏 对 胚 胎 期 心 肌 细 胞 存 活 的 影 响

较小[26]。

暋暋为研究neddylation如何调节心肌细胞增殖,我
们对P1的 NAE1CKO小鼠心脏进行细胞周期基因的

qPCR阵列分析。与正常心脏相比,NAE1CKO小鼠心

脏的细胞周期活化因子Cnnd1和Cnnd3表达下调,
细 胞 周 期 抑 制 因 子 Brca1、Cdkn1a、Cdkn2b、Rb1、

Sfn、Trp63和Cdk5rap1的表达上调。MLN4924是

一种有效的特异性 NAE1抑制剂,可以消除 NAE1
介导 的 NEDD8 活 化 并 消 除 NADD。结 果 显 示,

MLN4924 显 著 地 减 少 新 生 大 鼠 心 室 心 肌 细 胞

(NRVCs)中的neddylated蛋白质,并使更多的细胞

周期基因表达水平异常,表明neddylation以细胞自

主的方式调节细胞周期因子表达[26]。

3.4暋Neddylation调控Hippo飊YAP通路

暋暋Hippo飊YAP途径通过调节心肌细胞增殖来控制

心脏形态发生。此途径中,Hippo激酶 Mst1、Mst2、

LATS1、LATS2 连 续 激 活,介 导 Yes 相 关 蛋 白

(YAP)127位的丝氨酸磷酸化并抑制其核转位和转

录活性。MLN4924处理的心肌细胞内表达异常的

Aukb、Cnna2、Cnnb1、Sfn 等基因均是 YAP的直接

靶点。与 正 常 对 照 组 相 比,NAE1CKO 小 鼠 心 脏 的

Mst1、LATS1、LATS2等 Hippo激酶及其伴侣蛋白

MOB1含量增多,LAST1/2、MOB1、YAP的磷酸化

增多,核定位的 YAP数量显著减少,YAP激活的基

因Auroka、Aurokb、Cdc20和Cdc25b下调,而 YAP
抑制的基因Cdkn1a、Trp63上调。这些现象表明,

NAE1CKO小鼠心脏中 YAP信号传导受损。体外实

验呈现类似结果:MLN4924处理的心肌细胞内 YAP
激活的基因下调,YAP抑制的基因上调,NRVCs增

殖减少约80%,表明抑制neddylation将激活 Hippo
激酶并抑制 YAP信号通路[26]。

3.5暋NEDD8底物 Cullin7调控 Mst1的泛素化和

降解

暋暋实验表明,MLN4924显著提高 NRVCs中 Mst1
和LATS2的稳定性,减少 Mst1泛素化,提示neddy灢
lation控制 Mst1的泛素化。而 NEDD8底物 Cullin
7(Cul7)沉默导致 NRVCs中 Mst1降解减慢、泛素化

Mst1减少、Mst1明显增多,表明 Cul7介导 Mst1的

泛素化和降解。同时,Cul7沉默使下游 LATS1/2、

MOB1和 YAP的磷酸化水平增高,Hippo信号通路

激活,显著抑制心肌细胞增殖。

暋暋上述结果表明,NEDD8底物Cul7充当泛素连接

酶以促进 Mst1降解,从而激活 YAP信号传导和心

肌细胞增殖(图1)[26]。

图1暋Neddylation通过抑制 Hippo飊YAP通路调控心脏成熟

Fig.1暋NeddylationregulatesheartdevelopingbyinhibitingHippo飊YAPpathway

4暋Deneddylation调控心脏结构和功能的完整

暋暋CSN8是最小和最不保守的 CSN 亚基。利用

Cre飊loxP技术,我们在围产期和成年阶段特异性去除

小鼠心肌细胞的CSN8基因。新生小鼠心脏CSN8
敲除使得CSN复合物形成障碍,从而蓄积大量ned灢
dylatedcullins蛋白质和neddylated非cullins蛋白

质,提 示 CSN8 在 deneddylation 中 发 挥 重 要 作

用[30]。研究显示,与正常心脏相比,CSN8缺陷型心

脏1周龄时无明显变化,2周龄时发生肥大,在3周

龄时迅速进展为扩张型心肌病,收缩力和舒张性显著

降低。新生CSN8缺陷小鼠在4周龄时最终死于心

力衰竭[30]。同 样,CSN8 缺 陷 使 得 成 年 小 鼠 心 脏

deneddylation修饰功能异常,导致快速心力衰竭和

死亡[31]。这些证据显示,CSN8调控的 deneddyla灢
tion是维持心脏结构和功能完整的关键。
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4.1暋CSN调控UPS介导的心脏蛋白水解

暋暋蛋白酶体蛋白水解不充分是多种心脏疾病的重

要致病因素。CSN 能决定 CRL(cullinRINGubiq灢
uitinligases)的活性,被视为 UPS的调控因子。研

究显示,CSN8缺陷的小鼠心脏中蓄积大量 UPS底

物蛋白,同时泛素化蛋白、氧化蛋白及蛋白质聚集体

明显增多,提示CSN8缺陷显著影响 UPS功能[30飊31]。
而 Hsp25、Hsp90和晶状体蛋白B(CryAB)等伴侣蛋

白表达水平也明显升高,这可能是对蛋白毒性应激的

适应性反应[30]。可见,CSN介导的deneddylation是

心脏内蛋白酶体蛋白水解的关键,并可能与CSN8缺

陷小鼠的心脏表型有关。

暋暋哺乳动物19S蛋白酶体的去泛素化酶(DUB)亚
基RPN11将底物蛋白的泛素化和底物的蛋白酶体

降解偶联起来。RPN11在将底物转移至20S蛋白酶

体进行水解之前从底物上去除泛素。底物蛋白的去

泛素化阻止底物降解,使泛素池的流量最小化。因

此,RPN11是泛素化修饰快速高效降解底物所必需

的。最近发现,在应激环境下 NEDD8可以并入、覆
盖泛素链。CSN 在体内与蛋白酶体有相互作用,在
体外将NEDD8从泛素链断开。因此,CSN可以通过

以与RPN11处理泛素链相似的方式,将 NEDD8从

NEDD8飊泛素链中脱帽,从而促进错误折叠的蛋白质

降解。

4.2暋CSN调节心脏内自噬性蛋白降解

暋暋自噬是介导大量蛋白质降解的代谢过程。自噬

过程始于粗面内质网的双层膜延伸、包裹细胞内需降

解的细胞器、蛋白质等成分形成自噬体,并与溶酶体

融合形成自噬溶酶体,利用溶酶体酶降解其所包裹的

内容物。自噬的过度激活或抑制都可能导致心脏疾

病的发生。

暋暋Deneddylation能调节心脏自噬。CSN8缺陷通

过阻断自噬体清除,使得自噬体丰度增加,这一作用

与自噬激活无关[31飊32],而这种自噬体清除异常至少部

分与自噬体与溶酶体融合障碍有关。Ras相关蛋白

7(Rab7,小 GTP酶家族成员)是调节自噬体成熟的

关键蛋白,其下调可能导致CSN8缺陷心脏自噬体成

熟障碍[32]。上述结果表明,CSN 介导的deneddyla灢
tion是自噬降解的关键,CSN8缺陷小鼠的心功能不

全可能与自噬功能受损有关。

暋 暋 此 外,neddylation 也 能 调 控 自 噬 的 激 活。

mTOR通路激活抑制自 噬 发 生,而 NAE 抑 制 剂

MLN294使癌细胞的 CRL 失活、mTOR 抑制蛋白

Deptor积聚,导致 mTOR活性抑制和自噬激活[33]。
而CRL组分ROC1的沉默也可使Deptor累积,从而

抑制 mTOR活性并诱导自噬[34]。

5暋Neddylation与坏死

暋暋坏死是与凋亡不同的一种细胞死亡形式。在

CSN8缺陷小鼠的心脏中,观察不到凋亡细胞,却可

见大量的坏死心肌细胞,提示坏死可能是心脏功能障

碍的潜在机制。坏死心肌细胞在 CSN8缺陷小鼠心

脏的自噬囊泡内积累,提高自噬缺陷引起坏死性细胞

死亡的可能性。事实上,自噬抑制、坏死和心脏疾病

有关[35飊36]。而在肝脏细胞内,CSN8缺陷能诱导肝细

胞出现大量凋亡及功能受损[37飊38],这表明CSN8缺陷

诱导的细胞死亡可能是细胞类型特异性的。

暋暋坏死可以以高度调控和基因控制的方式发生。
最近研究发现,RIPK1飊RIPK3通路是 TNF毩诱导的

调控性坏死的潜在机制[39],抑制RIPK1飊RIPK3通路

可保护心脏免受损伤[40飊41]。值得注 意 的 是,新 型

NEDD8连接酶IAP介导的 NEDD8,能修饰RIPK1。
在以后的工作中,将对 CSN 是否通过调节心脏中的

RIPK1飊RIK3途径来调节坏死开展相关工作。

6暋展望

暋暋大量报道已经揭示neddylation在心脏中的作

用,但关于neddylation的研究仍有部分关键问题亟

待解决:(1)Neddylation是否参与心脏疾病的发生发

展,目前的研究结果都是基于细胞实验和动物模型,
需要临床证据的支持;(2)Neddylation调控心脏的哪

些信号通路,除 Hippo飊YAP 外,还有哪些通路在

neddylation异 常 时 参 与 心 脏 疾 病 的 发 生 发 展?
(3)NEDD8修饰心脏的哪些底物蛋白,以及这些修饰

如何 调 节 心 肌 细 胞 中 的 蛋 白 功 能。此 外,靶 向

NEDD8激活酶的抑制剂 MLN4924已进入治疗白血

病和实体瘤的临床试验,以药剂为靶点的 neddyla灢
tion可能是临床药物开发的候选加工者。
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