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Background



Background

泛素-蛋白酶体系统

蛋白质 降解 泛素蛋白酶体蛋白质降解系统

溶酶体蛋白质降解系统



Ubiquitin System

-泛素结合酶（E2s）是负责将泛素（Ub）附着到细胞蛋白质的三

重酶的中心参与者

-E2s主要参与两种类型的反应，如下：（1）转移（从硫酯转移

到巯基）和（2）氨解（从硫酯转移到氨基）

-E2s参与了细胞内很多细胞过程使得它成为药物靶点蛋白

-所有的E2都含有大约150个氨基酸的核心催化结构域，称为UBC

结构域。



Sturcture and function of UBE2S

接受来自E1复合物的泛素蛋白并催化其与其他蛋白质的共

价连接。催化‘Lys-11’连接的多泛素化。作为后期促进APC 

/ C的必需因子，APC / C是细胞周期调节的泛素连接酶，其

通过有丝分裂控制进展。通过在APC / C底物上特异性延长

由E2酶UBE2C / UBCH10引发的‘Lys-11’连接的多聚泛素链，

通过蛋白酶体增强APC / C底物的降解并促进有丝分裂退出。

残基修饰位点 描述

1 N端乙酰化位点

173 磷酸化位点

位点 变化 结果

95 C→S 功能丧失

117 K→A 泛素化活性降低

222 L→A 在APC / C复合物存在下损害多泛素

化，降低对底物的亲和力

https://www.uniprot.org/blast/?about=Q16763[1]&key=Modified residue
https://www.uniprot.org/blast/?about=Q16763[173]&key=Modified residue
https://www.uniprot.org/blast/?about=Q16763[95]&key=Mutagenesis
https://www.uniprot.org/blast/?about=Q16763[117]&key=Mutagenesis
https://www.uniprot.org/blast/?about=Q16763[222]&key=Mutagenesis


根据Switch View相关信息可以得

到与Ube2S发生互作的蛋白有88

个其自身的翻译后修饰位点有十

六个其互作网络：

亚细胞定位：在细胞

质及核中均有出现

APC / C复合物的组分，由至少14个不同的亚基组成，这些

亚基组装成至少19个链的复合物，其组合分子量约为

1.2MDa。在这个复合体内，直接与ANAPC2和ANAPC4互作

Protein information of Ube2S

关于Ube2S的

蛋白质组学
相关研究



包括了UBE2S蛋白的序列，通路，

蛋白相互作用，功能，表达，结

构，蛋白家族和结构域，蛋白质

组学，表征，作用机制等等方面。

如：“UBE2S可延长APC / C底物上

的泛素链，促进有丝分裂的结束。

UniProt还提供了多种多样的相关Ube2S的数据库：3D结构，蛋白-蛋白互作；PTM多态

性和突变；蛋白质组学；基因组注释；组织特异性；系统发生学；酶和通路数据库；

基因表达及家族和结构域数据库。

Annotation information of Ube2S



Experimental information

上游引物设计从第23位碱基开始的20个碱基，下游引物设计用反向配对序列第467至487位。

UBE2L3引物设计：上游 5’taagaaggagatatATGGCGGCCAGCAGGAGGCT 3’

下游 5’gtggtggtggtggtgGTCCACAGGTCGCTTTTCCCCAT 3’

E2泛素结合实验：



Sequence search



在NCBI的BLAST界面选择蛋白质 BLAST（protein blast），将UBE2B的氨基酸序列输入在数据库

选择框（Database）中选择Swissprot protein sequence（swissprot），在物种选择框

（Organism）中输入 Human，在数据库选择框（Database）中选择Swissprot protein 

sequence（swissprot），在物种选择框（Organism）中输入 Human，打开参数选择

（Algorithm parameters）窗口，将错误率（Expected threshold）由缺省值 10 调为 0.001，点击运

行 BLAST 按钮递交，共得37条结果。

Protein Blast of E2s



点击 UniProt 数据库主页Advanced ，打开高级检索窗口，

选择 Protein Name［DE］，输入E2酶的英文 ubiquitin-

conjugating enzymes，选择基因名 Gene Name［GN］，输

入E2酶的基因名缩写 UBE2*，选择物种名Organism［OS］，

输入 Human，选择Human［9606］，选择Reviewed，提交

检索策略，页面显示 UniProt 数据库中收录的E2酶序列条目，

共39条。

Database advanced search of E2s



GO,KEGG & Phylogenetic trees



• ubiquitin-dependent protein catabolic process

• protein polyubiquitination

• protein K63-linked ubiquitination

BP

(Biological Process)

• ubiquitin-protein transferase activity

• ATP binding

• ubiquitin conjugating enzyme activity

MF

(Molecular Function)

• replication fork

• nuclear chromatin

• cytoplasm

CC

(Cellular component)

Gene ontology     (UBE2B)



KEGG (UBE2B)

Catalytic activity: ATP + ubiquitin + protein 
lysine = AMP + diphosphate + protein N-
ubiquityllysine.

Function: Catalyzes the covalent attachment 
of ubiquitin to other proteins. Required for 
postreplication repair of UV-damaged DNA. 
Associates to the E3 ligase RAD18 to form 
the UBE2B-RAD18 ubiquitin ligase complex 
involved in mono-ubiquitination of DNA-
associated PCNA on 'Lys-164‘.

Disease: Male infertility

https://david.ncifcrf.gov/geneReportFull.jsp?rowids=7320

Gene ontology     (UBE2B)



UBE2B

Method:Neighbor-Joining
Bootstrap:1000
Model:p-distance

phylogenetic tree （UBE2B,UBE2C）



UBE2C

Method:Neighbor-Joining
Bootstrap:1000
Model:p-distance

Method:Neighbor-Joining
Bootstrap:1000
Model:Poisson

Method:Neighbor-Joining
Bootstrap:1000
Model:Equal Input

Method:Neighbor-Joining
Bootstrap:1000
Model:JTT matrix-based 
method

phylogenetic tree （UBE2B,UBE2C）



phylogenetic tree

将每个物种的每个家族中选择了一个直系同源基因。将蛋白质序列以相同的顺序连接以获得每
个物种一个序列。这种连接用于构建所研究物种的系统发育树。使用了四种算法（NJ，ML，MP
和BI），绘制了共识树。

Michelle, C., Vourc'h, P., Mignon, L., & Andres, C. R. (2009). Journal of molecular evolution, 68(6), 616-28.



计算分析后绘制的37种人E2酶的简化系统发育树。每个分支代表一个不

同的系列，其数量位于根部附近

phylogenetic tree

家族的系统发育树的例子，如家庭7（a），和复杂家庭，如家庭3（b）和4

（c）。每棵树代表四种算法（NJ，ML，MP和BI）的共识。仅显示至少三

种算法中存在的分支，而其他分支则隐藏。数字表示支持节点存在的算法

的数量



UBE2K_Hs

Ube2K_Mm

UbcD4_Dm

ubc-20_Ce

ubc-21_Ce

ubc-22_Ce

ubc-23_Ce

UBC1_Sp

UBC1_Sc

UBC27_At

Family 1

4

4

3

3

4
4

4

UBC1_At

UBC2_Sc

UBC2_Sp

UbcD6_Dm

ubc-1_Ce

Hr6bn_Mm

Ube2b_Mm

UBE2B_Hs

Ube2a_Mm

UBE2A_Hs

Family 2

4

3

3

3

3

4

3

UBE2G1_Hs

Ube2g1_Mm

CG40045_Dm

CG9602_Dm

UBC15_Sp

ubc-7_Ce

UBE2R1_Hs

Ube2r1_Mm

UBE2R2_Hs

Ube2r2_Mm

CG7656_Dm

ubc-3_Ce

UBC3_Sc

UBC13_At

UBC7_Sc

UBC3_Sp

ubc14_Ce

UbcD7_Dm

Ube2g2_Mm

UBE2G2_Hs

Family 3

4

3

3

4

4

4

4

4

4

3

4

4

3

4

4

4

作者发现在所有7种物种中仅存在10种直向同源基因。将这10个明确定义的序列连接起来并用于构
建系统发育树。五个家族的D. melanogaster基因比C. elegans成员更接近哺乳动物的基因，而只有
3个家族的C. elegans基因更接近哺乳动物的基因。采用简单多数规则，这与最近将昆虫放在最接
近哺乳动物的结果一致。研究结果也证实，大多数秀丽隐杆线虫（Ce）基因的进化速度比果蝇
（Dm）基因的速度更快。

phylogenetic tree



10个家庭在所有物种可能对应于最小数量的初始基因在真核生物的祖先。然而,更可能的

是,所有人的共同祖先3门已经拥有一组18祖先基因在16个家庭,考虑到拟南芥拥有16个家

庭的基因。秀丽隐杆线虫失去2家庭(家庭11和12),和酵母失去4家庭(家庭13到16)。拟南

芥是最富有的基因组酶E2基因,表明这个途径在植物的重要性。基因组重复的几个事件是

拟南芥谱系中这组丰富的UBC基因的起源（Adams和Wendel，2005）。

phylogenetic tree



structure and active sites of ubiquitin-
conjugating enzymes E2



活性E2具有核心蛋白缀合（UBC）结构域，其含有催化性Cys残基并与E1相互作用。在蛋白

E2变体（UEV）蛋白质也具有UBC结构域但缺乏活性位点Cys残基。不同的E2有同样UBC结

构域，具有高度的序列同源性，并且采用由四个α螺旋，由四股形成反平行的β折叠，和一

个短的3类似的结构螺旋。高度保守的活性位点Cys位于由连接α-螺旋2与α-螺旋3的短环形

成的浅沟槽和靠近活性位点的长环。

Ye, Y., & Rape, M. (2009). Nature reviews. Molecular cell biology, 10(11), 755-64.

structure and active sites of ubiquitin-conjugating enzymes E2



E2 UBE2D2的核心为蛋白缀合

（UBC）结构域。UBC核心由四

个α-螺旋和由四个β-链形成的反

平行β-折叠组成。E1相互作用的

α-螺旋1以深蓝色显示，两个E3

相互作用的环以环1和环2显示。

structure and active sites of ubiquitin-conjugating enzymes E2



特写视图显示了活性位点Cys85和

Asn77的侧链的相对空间位置。

structure and active sites of ubiquitin-conjugating enzymes E2

测量原子间距离如图



UEV变体的结构，可以看
到依然有UBC结构域，α-
Helix，β-sheet和两个loop

structure and active sites of ubiquitin-conjugating enzymes E2

选取同样的位置 可以看到，没有了活性位点Cys残基



泛素缀合酶（E2）- 泛素激活酶

（E1）相互作用的结构模型。

显示的例子是E2 UBE2D2与E1 

UBE1（也称为UBA1）的复合物。

与相应的E1在蛋白折叠结构域

（UFD）复合的UBE2M（神经元

前体细胞表达的发育上调下蛋

白8（NEDD8）E2）的结构用作

参照

Binding sites of E2 and E1



放大视图显示UFD包含由酸性氨基酸形成的凹槽

Binding sites of E2 and E1



显示的实例是E2 UBE2L3与RING E3 casitas B系

淋巴瘤（CBL）的复合物。对于E1和E3，E2在

α-螺旋1上具有重叠的结合位点。还显示了与

RING结构域和催化Cys86接触的两个环。

所有E2都通过L1和L2环以及E2表面上的N-末

端α-螺旋1识别E3。这些基序中的轻微序列变

异有助于E3结合的特异性。例如，E2 UBE2L3

在L1环中使用Pro62和Phe63，在L2环中使用

Pro97和Ala98，在α-螺旋1中使用Arg5和Arg15

与E3 casitas B系淋巴瘤（CBL）相互作用，这

是一种原癌基因负调节受体Tyr激酶信号通路。

Binding sites of E2 and E3



这里列出了文献中不同的结合方式。

所有E2使用环1，环2和α-螺旋1与E3相互作用。

参与E3识别的残基的侧链是颜色编码的（环1中

的残基是黄色，环2中的残基是红色，α-螺旋1中

的残基是青色的）。对于CBL和TRAF6，RING结构

域外的E3元件（以绿色显示）参与E2结合。RING

结构域（或用于CHIP的U-Box）为橙色，同源E2

为蓝色。

Ye, Y., & Rape, M. (2009). Nature reviews. Molecular cell biology, 10(11), 755-64.

Binding sites of ubiquitin-conjugating enzymes E2



structure prediction of UBE2 E2



UBE2 E2接受来自E1复合物的泛素并催化其与其他蛋白质的共价连接。体外催化单泛素

化和'Lys-48'连接的多泛素化。可能参与了katenin的降解。其蛋白结构还没有实验室解析。

在Uniprot中获取UBE2 E2

的序列，提取该蛋白恒

定结构域7-183位序列，

在蛋白质结构预测网站

Phyre2中预测上述结构

域空间结构

structure prediction of UBE2 E2



可以看到有E2酶的结构域，4个α螺旋，4个β折叠和2个loop

structure prediction of UBE2 E2



选择其中一个结果，以c4ddiB为模板查看investigator结果

structure prediction of UBE2 E2



质
量
评
估

structure prediction of UBE2 E2

保
守
性
分
析

口袋



观察93位活性位点的半胱氨酸保守性和突变敏感性，可以看到氨基酸高度保守，突变敏感性也

比其他位置高很多。

structure prediction of UBE2 E2

突变敏感性分析



在两个loop区也可以看到相似的结果

structure prediction of UBE2 E2

突变敏感性分析



在两个loop区也可以看到相似的结果

structure prediction of UBE2 E2

突变敏感性分析



References



References
[1].Plechanovovã A, Jaffray E G, Tatham M H, et al. Structure of a RING E3 ligase and ubiquitin-loaded E2 primed for catalysis[J]. Nature, 2012, 

489(7414):115-120.

[2].Lechtenberg B C, Akhil R, Ruslan S, et al. Structure of a HOIP/E2~ubiquitin complex reveals RBR E3 ligase mechanism and regulation:[J]. Nature, 2016, 

529(7587):546.

[3].Swatek K N, Komander D. Ubiquitin modifications[J]. Cell Research, 2016, 26(4):399-422.

[4].Kravtsova-Ivantsiv Y, Ciechanover A. Non-canonical ubiquitin-based signals for proteasomal degradation. J. Cell Sci. 2012;125:539–548.

[5].Budhidarmo R, Nakatani Y, Day CL. RINGs hold the key to ubiquitin transfer. Trends Biochem. Sci. 2011 

[6].Plechanovová A, et al. Mechanism of ubiquitylation by dimeric RING ligase RNF4. Nature Struct. Mol. Biol. 2011;18:1052–1059. 

[7].Galanty Y, Belotserkovskaya R, Coates J, Jackson SP. RNF4, a SUMO-targeted ubiquitin E3 ligase, promotes DNA double-strand break repair. Genes Dev. 

2012;26:1179–1195.  

[8]. Michelle, C., Vourc'h, P., Mignon, L., & Andres, C. R. (2009). What was the set of ubiquitin and ubiquitin-like conjugating enzymes in the eukaryote 

common ancestor?. Journal of molecular evolution, 68(6), 616-28.

[9]. Ye, Y., & Rape, M. (2009). Building ubiquitin chains: E2 enzymes at work. Nature reviews. Molecular cell biology, 10(11), 755-64.

[10]. The Phyre2 web portal for protein modeling, prediction and analysis.Kelley LA et al.Nature Protocols 10, 845-858 (2015).



Thanks For Ur Attention


