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【摘要】 锌 脂 蛋 白 A20(A20)又 称 肿 瘤 坏 死 因 子 α诱 导 蛋 白3(Tumor
 

necrosis
 

factor
 

alpha-induced
 

protein
 

3,

TNFAIP3),其特殊的分子结构使得A20具有泛素连接酶和去泛素化酶的双重活性作用。当机体遭遇抗原刺激时,A20
利用其泛素编辑酶活性,调节NF-κB信号通路中的多个因子的相互作用关系,来对抗炎症或免疫性疾病,如炎症性肠病

(Inflammatory
 

bowel
 

disease,IBD)、系统性红斑狼疮(Systemic
 

lupus
 

erythematosus,SLE)、类风湿关节炎(Rheumatoid
 

arthritis,RA)等,因此A20是减轻机体受过度炎症作用而损伤的关键因子。本综述就A20的理化特性和分子生物学特

性、A20在NF-κB信号通路中的抑制作用以及与疾病的关系进行阐述。
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【Abstract】 Zinc
 

finger
 

protein
 

A20
 

(A20),alsoknown
 

as
 

Tumor
 

Necrosis
 

Factor
 

α-Induced
 

Protein
 

3
 

(TNFAIP3),which
 

special
 

molecular
 

structure
 

gives
 

A20
 

activities
 

of
 

ubiquitin
 

ligase
 

and
 

deubiquitinase.When
 

the
 

body
 

is
 

stimulated
 

by
 

exogenous
 

pathogen
 

or
 

autoantigen,A20
 

acts
 

on
 

multiple
 

steps
 

of
 

the
 

NF-κB
 

signal
 

pathway
 

through
 

its
 

ubiquitin
 

editing
 

enzyme
 

activities.
So

 

thar
 

the
 

body
 

successfully
 

combatinflammation
 

or
 

immunological
 

diseases
 

including
 

inflammatory
 

bowel
 

disease
 

(IBD),

systemic
 

lupus
 

erythematosus
 

(SLE)
 

and
 

rheumatoid
 

arthritis
 

(RA),et
 

al.Therefore,A20
 

is
 

a
 

key
 

factor
 

to
 

reduce
 

the
 

damage
 

caused
 

by
 

excessive
 

inflammation.This
 

review
 

describes
 

the
 

physical,chemical
 

and
 

molecular
 

biological
 

properties
 

in
 

detail,the
 

inhibitory
 

effects
 

of
 

A20
 

in
 

NF-κB
 

signal
 

pathway
 

and
 

its
 

relationships
 

with
 

diseases.
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***锌脂 蛋 白 A20(A20)又 称 肿 瘤 坏 死 因 子α诱 导 蛋 白3
(Tumor

 

necrosis
 

factoralpha-induced
 

protein
 

3,TNFAIP3),是
一种胞浆蛋白。1990年,由Dixit等[1]在阐述某种肿瘤坏死因

子(Tumor
 

necrosis
 

factor,TNF)改变内皮细胞功能的分子机

制时,A20作为促炎因子[如:肿瘤坏死因子α(TNFα)、白介素

(Interleukin,IL)-1β、脂多糖(Lipopolysaccharide,LPS)]的初级

应答基因在人脐静脉内皮细胞中被鉴定出。研究发现 A20是

一些免 疫 信 号 的 有 效 调 节 剂,可 调 节 肿 瘤 坏 死 因 子 受 体

(Tumor
 

necrosis
 

factor
 

receptor,TNF-R)、Toll样受体(Toll-
like

 

receptor,TLR)、核 苷 酸 结 合 寡 聚 化 结 构 域(Nucleotide-
binding

 

oligomerization
 

domain-containing
 

protein,NOD)样受

体的 免 疫 信 号[2-4],这 些 免 疫 信 号 能 激 活 核 因 子(Nuclear
 

factor,NF)-κB。A20的 单 核 苷 酸 多 态 性(Single
 

nucleotide
 

polymorphisms,SNPs)与 炎 症 性 肠 病 (Inflammatory
 

bowel
 

disease,IBD)、系统性红斑狼疮(Systemic
 

lupus
 

erythematosus,

SLE)、类风湿关节炎(Rheumatoid
 

arthritis,RA)以及其他多种

炎症或免疫性疾病的易感性密切相关[5]。

1 A20简介

1.1 A20的概述 A20的cDNA序列长度为4440
 

bp,开放阅

读框为2370
 

bp,编码一种含有790个氨基酸的蛋白质,分子质

量为90
 

kb。其cDNA中包含66个核苷酸的5􀆳-非翻译区和

2001个核苷酸的3􀆳-非翻译区,并在 mRNA的3􀆳-非翻译区内,

发现4个一致的多腺苷酸化信号序列 AATAAA以及4个重

复串联ATTTA序列[2],这样的序列结构存在于各种致癌基因

和细胞因子的 mRNA中,能使信息不稳定,并且ATTTA序列

使A20的 表 达 具 有 瞬 时 性。吴 丽 娟 等[6]通 过 ExPASy—

ProtParam
 

Tool分析得知,A20的分子质量单位为89
 

613.9,
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等电点(pI)8.61。氨基酸组成中带负电荷的残基(Asp和Glu)

87个,带 正 电 荷 的 残 基 (Arg 和 Lys)102 个,分 子 式 为

C3897H6108N1152O1162S60。

A20有多个重复的 Cys2/Cys2 锌指(Zinc
 

finger,ZnF)基

序,且每个ZnF基序含有11个氨基酸的指环结构域[2],而该类

的其他蛋白仅有不超过两个非等价指状结构,说明其与已知的

任何蛋白质无同源性。A20的羧基端(C端)(残基386-775)

内,以Cys-X4-Cys-X11-Cys-X2-Cys的形式存在6次,且有1次

以Cys-X2-Cys-X11-Cys-X2-Cys的形式存在,这样的结构使A20
具有E3泛素连接酶活性[7]。另一方面,A20的氨基端(N端)

(残基1-385)具有卵巢肿瘤(Ovairan
 

tumor,OUT)基序,属于

otubains超家族一员的特征性结构域,不包含重复序列,该结构

使 A20 具 有 去 泛 素 化 酶 活 性 (Deubiquitylating
 

enzyme,

DUB)[8]。

A20敲除小鼠确实能按孟德尔比例正常出生,但在出生后

不久即出现严重的炎症和恶病质且对LPS和 TNF都高度敏

感,过早地死亡[9]。A20作为 NF-κB信号通路中的关键因子,

对多种刺激有负反馈调节作用和调节TNF诱导细胞凋亡的双

重作用[10]。

1.2 A20的泛素化与去泛素化作用 泛素是一种76个氨基

酸组成的保守蛋白质,与靶蛋白共价结合;泛素化是在高度调

控下的三级酶促反应过程,逐步激活E1泛素激活酶、E2结合

酶和E3泛素连接酶的活性使蛋白质翻译后修饰,被认为是信

号转导的基本调控机制[10]并被用于调节免疫应答[11]。泛素以

头对尾(线性)的形式泛素化后形成一条多聚泛素链,由此具有

独特的构象,可调节多种细胞信号通路包括自噬和NF-κB免疫

途径[12]。在多泛素化过程中,多个泛素分子常与赖氨酸48
(Lysine48,K48)或赖氨酸63

 

(Lysine
 

63,K63)结合形成多聚链

(分别称为K48或K63连接的聚泛素化)。K48和K63在多泛

素化过程中有各自的特点,K48的多泛素化会导致修饰蛋白的

蛋白酶体降解;K63(线性)连接的泛素链进行多聚泛素化时虽

不会使底物降解,但会介导含有特定泛素结合域的其他蛋白质

低亲和力结合,这可以稳定短暂的蛋白-蛋白的相互作用,被广

泛应用于NF-κB信号传递[13-14]。

A20是一个泛素编辑酶复合体。具有E3泛素连接酶的活

性,A20的C端特别是第四锌指(ZnF4)基序已被证明能结合

泛素链并有E3连接酶活性,催化受体相互作用蛋白(Receptor
 

interacting
 

protein,RIP)和 K48连接的泛素链进行泛素化连

接。ZnF7依赖性的坏死性凋亡抑制对体内A20抗炎功能至关

重要[15]。与磷酸化等蛋白质修饰相似,泛素化是由DUB逆转

的且DUB是一种从底物中切割泛素链的蛋白酶[16]。而 A20
已被证实能在NF-κB信号通路中从RIP上去除K63连接的泛

素链,达到负调控NF-κB激活的目的[8]。

2 A20的抗炎作用机制

2.1 NF-κB信号通路是炎症发生的中心环节 在静息细胞

中,NF-κB通过与IκB结合而保持静息状态,NF-κB是由一类

结构相关、进化保守的蛋白质(如:p65(RelA)和p50)以异二聚

体或同源二聚体的形式存在,IκB中以IκBα最为人所知。IκB
激酶(IKK)复合物的激活是 NF-κB信号通路中的关键,它由

NF-κB 的 必 需 调 节 剂———调 控 亚 基 (NF-κB
 

essential
 

modulator,NEMO)又称IKKγ,以及两个起催化作用的亚基

IKK1(IKKα)和IKK2(IKKβ)组成。激活的IκB激酶抑制IκB
的磷酸化,消除E3泛素连接酶和泛素蛋白酶体对IκB的依赖。

当机体遭受外源性或自身抗原刺激时,哺乳动物的免疫系统通

过TLR、NOD受体等各种受体检测病原体的存在,在胞质中进

行信号传导,IκBα磷酸化后被蛋白酶体泛素化和降解,释放出

NF-κB并诱导其进入核内介导靶基因转录,调控多种基因的表

达[17]。NF-κB的靶基因招募炎性细胞、调节细胞粘附或直接

用作促炎性介质或抗微生物肽[7]。NF-κB依赖性的基因表达

缺失和凋亡调控都会导致多种疾病,包括炎症和自身免疫性疾

病、神经疾病和癌症。因此,细胞采用多级调控系统来控制

NF-κB信号,通过不同正、负调节因子的联合作用微调控免疫

应答,A20则是在 NF-κB信号通路中的多个步骤发挥作用。

TLR、TNF-R和白细胞介素-1(Interleukin-1
 

receptor,IL-1R)的
受体通过调节NF-κB等不同转录因子的活性,在天然免疫中发

挥重要作用。

2.2 A20抑 制 TNF-R1介 导 的 信 号 通 路 在生理情况下,

TNF刺激TNF-R1,后者与E3泛素连接酶(UBC13)和cIAP1
和2结合并招募适配蛋白(如:TNF受体相 关 死 亡 域 蛋 白

(TRADD)、TRAF2/5、RIP
 

1和RIP
 

2),催化K63连接的多聚

泛素链与RIP1连接。这些泛素链作为一种支架,通过 NEMO
的泛素结 合 域,合 成 包 含 TAB

 

2和3以 及IKK 复 合 物 的

TAK1激 酶 复 合 物。TAK1 磷 酸 化 并 激 活IKK2(后 者 是

NEMO与K63连接的泛素化RIP1相结合而来),IKK磷酸化

IκBα,使IκBα与K48连接的泛素链结合并降解靶向蛋白酶体,

同时激活 NF-κB转移到核内促进靶基因的表达[16,18-19]。A20
先用DUBs活性从RIP1中去除 K63连接的多聚泛素链,再以

泛素连接酶活性,用K48连接的多聚泛素链与RIP1相结合取

代了K63连接的多聚泛素链。A20通过介导RIP
 

1的泛素化

和蛋白酶体降解而抑制 TNF受体信号转导,其中 RIP1是

TNF诱导NF-κB激活的关键[20]。此外,A20通过破坏 UBC13
和cIAP1/2之间的相互作用,将 K48连接的聚泛素链添加到

UBC13上并降解[21];A20依靠其第七锌指(ZnF7)与 NEMO
结合,阻止IKK通过其上游激酶TAK1的磷酸化等途径抑制

NF-κB的激活[15]
 

(图
 

1)。(注:UBC13(Ubiquitin-conjugating
 

enzyme
 

13)泛素连接酶13;cIAP(cellular
 

Inhibitor
 

of
 

Apoptosis
 

Proteins)细 胞 凋 亡 抑 制 蛋 白;TRAF(Tumor
 

necrosis
 

factor
 

receptor-associated
 

factor)
 

TNF受体相关因子;TAK(TGFβ
 

activated
 

kinase)
 

TGFβ 活 化 激 酶;TAB
 

(TAK1-binding
 

protein)TAK1结合蛋白)

2.3 A20抑制 TLR/IL-1R介导的信号通路 TLR或IL-1R
接收刺激后形成TLR4-MD2-CD14受体复合物并招募适配蛋

白 Mal、髓 系 分 化 因 子88(Myeloid
 

differentiation
 

factor
 

88,

MyD88)、TRAF6(一种由IRAK2激活的E3泛素连接酶)和白

介 素 受 体 相 关 激 酶 (Interleukin
 

receptor-associated
 

kinase,

IRAK)家 族 的 多 个 成 员[20]。K63 连 接 的 多 聚 泛 素 链 与

TRAF6和IRAK-1相结合,然后 TAB
 

2和 NEMO识别这些

K63连接的多聚泛素链,使TAK1介导的IKK复合物的激活,

磷酸化IκBα后对下游调控同上述TNF信号。此通路上,A20
发挥抗炎作用与在 TNF信号通路中相似,先用 DUB活性从

TRAF6中拆除K63连接的多聚泛素链,再用泛素连接酶功能
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使K48连接的多聚泛素链与RIP1结合来,达到抑制NF-κB活

化的目的[22](图1,2)。

图
 

1 A20
 

抑制TNF-R1介导的信号通路

Fig.1 A20
 

inhibits
 

TNF-R1-mediated
 

signaling
 

pathways

图
 

2 A20
 

抑制TLR/IL-1R介导的信号通路

Fig.2 A20
 

inhibits
 

TLR/IL-1R-mediated
 

signaling
 

pathways

2.4 A20抑制NOD2介导的信号通路 NOD2受体激活后,

RIP2被招募至与 K63连接的泛素链相结合泛素化cIAP1/2,

激活下游NF-κB信号。A20利用其DUB活性从RIP2中降解

K63连接的多聚泛素链来抑制NF-κB的激活[19]。

2.5 A20抑制T细胞受体介导的信号通路 T细胞受体接受

刺激后,丝氨酸-苏氨酸激酶(PKCθ)活化并诱导CARMA1的

磷酸化,激活 CBM 复合物(CARMA1-Bcl-10-MALT1),随后

TRAF2和6激活黏膜相关淋巴组织蛋白(Mucosa-associated
 

lymphoid
 

tissue
 

lymphoma
 

translocation
 

protein,MALT)1、Bcl-
10、NEMO并与 K63连接的多泛素化,从而激活IKK复合物

和NF-κB下游信号[4]。A20从 MALT
 

1中去除K63连接的多

聚泛素链,抑制 NF-κB的激活。然而,MALT
 

1也具有裂解和

失活A20的蛋白活性[23]。

3 A20的表达调控机制

作为NF-κB信号通路上的关键因子,A20的表达和活性受

到严密的调节。大多数细胞在正常情况下不表达或只表达少

量A20,但在NF-κB激活后A20能迅速大量表达[4,24]。A20启

动子中存在两个 NF-κB结合位点,Krikos等[25]用Jurkat
 

T细

胞进行转染实验,发现两个TNF诱导细胞凋亡所需的 NF-κB
模体,位于-54bp和-66bp。随后实验显示 TNF活化因子确实

能与含有两个A20
 

κB序列的末端标记探针产生特异性结合,

证实这一观点。A20的活性还可以通过磷酸化、甲基化(主要

见于淋巴瘤)、糖基化等来调节如:TNF以及 LPS刺激导致

IKK2在Ser381处磷酸化A20,通过 OTU结构域促进 K63连

接的聚泛素链断裂,并增强ZnF4介导的底物泛素化,从而增强

A20抑制NF-κB信号的能力;在高糖条件下,糖基化会增加

A20的泛素化从而促进其降解;启动甲基化可导致 A20失活。

在T细胞受体(TCR)和B细胞受体(BCR)诱导NF-κB激活的

情况下,A20被 MALT1蛋白水解处理,减弱了抑制 NF-κB能

力[4,26-28]。ABIN和TAX1BP1是 A20结合蛋白,它们通过直

接结合泛素将 A20招募到其泛素化底物或其他泛素化蛋白

上[20,29]。

4 A20在疾病中的作用

4.1 A20与炎症性肠病(IBD) 炎症性肠病尤其是克罗恩病

(Crohn’s
 

Disease,CD)的发生是宿主免疫系统与其共生菌群之

间相互调节失调的结果,是粘膜微生物群中对正常无害抗原的

异常反应。TLR在大多数类型的肠道免疫细胞中都有表达,

包括树突状细胞(Dendritic
 

cell,DC)和肠上皮细胞(IEC),在肠

道致病性感染的识别中起着重要作用[30]。A20作为上皮屏障

完整性和组织稳态所必需的保护因子,缺乏A20的小鼠会出现

多器官炎症,其中就包含IBD。一项由 Wellcome
 

Trust基金会

病例控制协会(Wellcome
 

Trust
 

Case
 

Control
 

Consortium)在英

国人群中进行的,针对7种最常见的炎症性疾病所做全基因组

关联研究(GWAS)显示,TNFAIP3基因与IBD存在关联
 [5],

A20调节人IBD的易感性。此外,对DC特异性敲除A20的小

鼠(A20fl/flCd11c-Cre小鼠)实验显示,15月龄小鼠均出现IBD
相关症状,其结肠直径增大、固有层有扩张的细胞群以及杯状

细胞减少。该实验还出现部分小鼠自发地产生类典型IBD相

关关节炎如:血清阴性关节炎、起止点炎和脊椎关节炎[31]。

4.2 A20与系统性红斑狼疮(SLE) 系统性红斑狼疮是一种

自身免疫性疾病,受遗传和环境因素影响。其特点是干扰素反

应失调和对细胞抗原失去自我耐受性,由于自身抗体的生成使

局部和全身产生炎症,甚至出现器官衰竭的症状。GWAS发现

SLE与 A20的变异体之间存在关联[5]。DC中缺失 A20的

A20fl/flCd11c-Cre小鼠产生了ds-DNA抗体、肾炎、抗磷脂综合

征、淋巴节脾肿大的SLE和髓外造血的特征。特异性敲除A20
的小鼠(A20fl/flCd19-Cre小鼠)试验中,A20缺失的B细胞对多

种刺激反应迅速且使CD
 

40信号诱导的NF-κB过度应答,该小

鼠具有较多的生发中心B细胞、自身抗体和肾小球免疫球蛋白

沉积等SLE患者中存在的症状
 [32-33]。

4.3 A20与类风湿关节(RA) 另一种自身免疫疾病则是类

风湿关节炎,这是一种慢性炎症性疾病,其特点是滑膜关节的

破坏,甚至导致严重残疾。GWAS研究发现 A20调节人 RA
的易感性[4]。骨髓细胞中特异性敲除 A20的小鼠可自发发展

为RA,以免疫细胞浸润、骨侵蚀和软骨破坏为特征,表现出脾

肿大和血液中单核细胞、中性粒细胞数量升高[15]。

5 结语
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A20具有双重泛素编辑酶活性,N端的卵巢结构域(OUT)

赋予其去泛素化酶活性使其能从底物中切割泛素链;C端的多

个重复锌指基序使 A20具有E3泛素连接酶活性。这样的生

物学结构,令A20成为负调控 NF-κB的关键并在信号通路的

多个步骤中起作用,其表达调控受机体的生理状态、两个 NF-
κB调控位点、与特定蛋白的结合等影响。A20已被研究证实

与炎症性肠病、系统性红斑狼疮、类风湿关节炎等疾病相关,因
此其对控制炎症,采取抗炎措施具有广泛应用前景。然而,目
前A20在NF-κB信号通路上的某些机制仍有待进一步的研究

得到明确,A20在其他信号通路上的作用机制也有待进一步研

究和发现,以更好为临床预防炎症疾病,对抗炎症疾病,防治炎

症扩散提供更好的思路。
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