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蛋白酪氨酸硫酸化修饰的研究进展
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摘　要：无机硫酸盐与生物分子的结合在生物体系中具有重要的作用，并且与疾病的发生直接相关。蛋白

酪氨酸硫酸化 (protein tyrosine sulfation, PTS)是一个普遍的翻译后修饰，从其第一次被报道至今已有 50余年。

然而，酪氨酸硫酸化在生理条件下的意义以及与疾病的关系在最近几年才逐渐受到关注。目前，只有极少

量的硫酸化蛋白质得以鉴定。现选择性地对蛋白酪氨酸硫酸化做一个简要的回顾，并总结了基本的生物化

学信息，包括酪氨酸蛋白硫酸转移酶的制备、蛋白酪氨酸硫酸化的测定方法、蛋白酪氨酸硫酸化的生物学

功能。这些信息是将来对蛋白酪氨酸硫酸化功能进一步探索的基础。
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Research progress on protein tyrosine sulfation
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Abstract: The combination of inorganic sulfate and biological molecules plays a significant role in biological 
systems, which is directly related to the occurrence of diseases. Protein tyrosine sulfation (PTS) is a common post-
translational modification which has been researched more than fifty years. However, the function of protein 
tyrosine sulfation and its relationship with the diseases begun to get attention in recent years. At present, only a 
small part of sulfated proteins has been identified. In this paper, we selectively make a brief review on protein 
tyrosine sulfation, including the preparation of tyrosylprotein sulfotransferase, the determination methods for 
protein tyrosine sulfation, and the biological functions of protein tyrosine sulfation. This knowledge is basic for the 
future exploration of the function of protein tyrosine sulfation.
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硫酸化是指无机硫酸盐在酶的催化下形成具有

生物活性的有机硫酸化物的生化过程。无机硫酸盐

形式的元素硫只有经过代谢活化后才能被生物利用

( 图 1)，如活化的硫酸化合物 5'- 腺苷磷酰硫酸

(adenosine-5'-phosphosulfate, APS) 和 3'- 磷酸腺苷 -5'-
磷酰硫酸 (3'-phosphoadenosine-5'-phosphosulfate, PAPS)。
PAPS 的合成是由 ATP (adenosine triphosphate) 硫酸化

酶和 APS 激酶两步催化而成。无机硫酸盐与 ATP
反应形成 APS 和焦磷酸盐；紧接着，APS 与 ATP
反应形成 PAPS 和 ADP (adenosine diphosphate)。硫酸

转移酶家族负责将激活的硫酸基团从 PAPS 转移到

各种生物分子，如激素、神经递质、碳水化合物和

蛋白质酪氨酸等的活性基团上。此外，APS 和

PAPS 也用于合成还原性的硫代谢物，如许多蛋白

质的成分——甲硫氨酸和半胱氨酸等。
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硫酸转移酶是催化生物硫酸化作用的酶，根

据其细胞定位以及对直接底物的选择性，硫酸转移

酶可以分为 3 个主要的家族 ：胞质硫酸转移酶、碳

水化合物硫酸转移酶和酪氨酸蛋白硫酸转移酶

(tyrosylprotein sulfotransferase, TPST)。其中胞质硫酸

转移酶具有水溶性，而碳水化合物硫酸转移酶和

TPST 是膜相关蛋白，水溶性较差。胞质硫酸转移

酶具有催化多种化合物硫酸化的作用，包括激素和

神经递质等内源性物质以及药物等外源性物质。胞

质硫酸转移酶有非常广泛的底物特异性，主要选择

酚类和醇类两种底物，因此，又分为芳基硫酸转移

酶和羟甾类硫酸转移酶两类。膜相关的硫酸转移酶

定位在反面高尔基体复合物中，可以分为碳水化合

物硫酸转移酶和 TPST 两类。碳水化合物硫酸转移

酶主要催化糖脂类、糖蛋白、蛋白聚糖等具有调节

细胞交流功能的生物分子的硫酸化作用 [1]。TPST
作为3个主要的硫酸转移酶家族中研究最少的一个，

具有 TPST1 和 TPST2 两种亚型，在生物体内具有

硫酸化蛋白酪氨酸的功能，是目前硫酸化研究领域

的热点。因此，本文也重点对TPST的研究进行综述。

蛋白质酪氨酸硫酸化 (PTS) 是一种常见的翻译

后修饰，是在酪氨酸蛋白硫酸化酶 (TPST)的催化下，

活化的硫酸基团从 3′- 磷酸腺苷 -5′- 磷酰硫酸向一

些蛋白质和多肽的酪氨酸残基转移形成的。然而，

其在生理条件下的意义及其与疾病的联系在最近几

年才开始受到关注。TPST 和酪氨酸硫酸化的蛋白

质参与许多生理过程 [2]，包括止血、白细胞在血管

内皮上的滚动、视觉功能、病毒进入细胞和一些配

体与受体结合等。很多蛋白质经过酪氨酸硫酸化后

能被识别，从而参与蛋白质 - 蛋白质相互作用 [3]。

到目前为止，被报道的蛋白酪氨酸硫酸化只有分泌

蛋白和跨膜蛋白，还没有关于核蛋白和胞质蛋白的

酪氨酸硫酸化修饰的报道。

1　酪氨酸蛋白硫酸转移酶的来源、制备、序

列和特性

1.1　活性酪氨酸蛋白硫酸转移酶在生物体内的分布

各种细胞和组织中均存在具有活性的 TPST，
最初的研究是在大鼠嗜铬细胞瘤 PC12 细胞溶解产

物中证明了酪氨酸硫酸化的存在 [4]。之后，在大量

的细胞系和组织中都鉴定到 TPST 的活性，包括哺

乳动物组织，如牛肾上腺髓质和心脏，大鼠大脑、

肝脏、胃黏膜和颌下唾液腺，人类的肝脏、胃黏膜、

唾液和血小板等。研究人员通过实时逆转录 PCR 
(polymerase chain reaction) 分析了各种人体组织 ( 肾
上腺、骨髓、脑、结肠、心脏、肾、肝、肺、胰腺、

外周白细胞、胎盘、前列腺、唾液腺、骨骼肌、小肠、

脊髓、脾、胃、睾丸、胸腺、甲状腺、气管和子宫 )
中 TPST 的水平 [5]，这些结果提供了人类 TPST 基

因在不同组织中的表达信息。研究发现，高尔基体

膜性小泡中 TPST 活性最高 [4]，酶的表面催化位点

朝向高尔基腔内，并且和高尔基体膜密切相关。因

此，许多研究工作将富集的高尔基体膜组分作为活

性 TPST 的组织来源 [6]。

各种植物，包括地榆、水稻、胡萝卜、西红柿、

烟草和拟南芥 [7] 中也检测出具有活性的 TPST。虽

然植物和哺乳动物的 TPST 具有相似的酶活性，但

序列相似性搜索没有发现任何同源性序列。

图1  无机硫酸盐的活化及其在生物体系中的同化作用
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1.2　酪氨酸蛋白硫酸转移酶的制备和纯化

获得纯化的 TPST 对酪氨酸硫酸化的生物化学

性质的研究至关重要。虽然在多种生物体内和组织

中都观察到 TPST 的活性，但其丰度非常有限，并

且 TPST 是一种膜蛋白，所以需要先收集野生细胞

或转基因细胞的高尔基体膜，溶解膜蛋白以制备

TPST，再通过目前有限的纯化方法，通常是利用

TPST 抗体柱和其他亲和柱等处理方法获得纯化的

TPST ( 表 1)。
抗体柱主要是基于抗原抗体识别原理，将

TPST 的抗体固定在固相载体上，再特异性地对

TPST 蛋白进行富集。该类型的抗体柱可以用来纯

化大鼠肝脏 [9] 和颌下唾液腺 [10] 中高尔基体膜上的

TPST，也可以用于从人类唾液中纯化 TPST [12]。另

外，研究人员开发了多种亲和色谱柱，其中，底物

多肽亲和柱可在 3′- 磷酸腺苷 -5′- 磷酰硫酸或其类

似物 3′,5′- 二磷酸腺苷存在的情况下纯化 TPST。例

如，已知 α 微管蛋白具有一个公认的酪氨酸硫酸化

位点，欧洲分子生物学实验室的研究人员 Huttner
根据该区域的氨基酸序列，设计合成出 11 个氨基

酸的多肽 ( KAALEKDYEEV)，该合成肽段与 TPST
具有强的相互作用，因此，将此肽段固定于固相载

体上作为纯化来源于牛肾上腺髓质的 TPST 的亲和

柱 [8] ；类似地，日本名古屋大学的 Matsubayashi
团队发现，植物肽中含硫酸基的多肽 1 (PSY1) 前
体 (pPSY1) 的 15 个氨基酸模板也可作为从拟南芥

纯化 TPST 的亲和基质 [7]。

1.3　TPST序列和结构分析

由于直接关于 TPST 生化特性测试和评估的实

验和结果数据非常有限，所以，根据基因序列分析

预测 TPST 酶的特性就显得十分必要，而且通过对

TPST 基因序列的分析也可以间接揭示其重要的生

化特性 [16]。例如，人类 TPST 基因序列分析表明人

类的 TPST 具有两个亚型，分别是 TPST1 和 TPST2，

两者分别有 370 和 377 个氨基酸，预测的相对分子

质量分别是 4.22 × 104 和 4.19 × 104 [11]。人类 TPST1
和 TPST2 的氨基酸序列一致性高达 63%，在预测

的催化域残基处 (69~352) 更高 (77%)。两个亚型在

预测的跨膜螺旋处 ( 残基 26~68) 的序列一致性明显

较低。有趣的是，在人类和其他哺乳动物中的同一

种酶具有更高的序列一致性 (> 90%)。根据序列预

测出 TSPT1 和 TPST2 都具有 II 型跨膜拓扑结构、

8 个残基的 C 端胞质区、17 个残基跨膜区和 1 个高

尔基腔的催化结构域。通过序列和结构分析还发现，

TPST 的每一个酶的腔内域有 2 个潜在的 N 端糖基

化位点和 6 个保守的半胱氨酸残基形成的 3 个二

硫键 [17]。此外，植物 TPST 是 I 型跨膜蛋白，与动

物 TPST 没有丝毫序列相似性 [7]。这些信息也为进

一步理解 TPST 作为酪氨酸硫酸化的生物催化剂的

功能提供了基础知识。

2　蛋白酪氨酸硫酸化的检测

蛋白硫酸化和蛋白磷酸化具有极其相似的特

点，伴随着各种各样分析技术的出现，蛋白质磷酸

化在近几十年来得到了广泛的研究 [18]。然而，由于

蛋白酪氨酸硫酸化在生物体内具有更低的丰度，且

修饰的氨基酸残基种类较少，因此只有有限的工具

和方法可以用于蛋白酪氨酸硫酸化的研究，与蛋白

质磷酸化的检测方法形成鲜明对比 [19]。

2.1　蛋白酪氨酸硫酸化的检测方法

最常见的检测蛋白酪氨酸硫酸化的方法是将放

射性同位素 35S 合成到底物蛋白或多肽中，大多数

先前报道的硫酸化的蛋白质都通过放射性标记得到

证实。特异性针对硫酸化酪氨酸的单克隆抗体凭借

着其高特异性和免疫印迹整合的简单性，也可用于

蛋白酪氨酸硫酸化的检测 [20]。2014 年，Zhou 等 [21]

报道利用荧光方法对蛋白酪氨酸硫酸化进行检测。

二维凝胶电泳技术在蛋白质组学研究中也是一种比

表1  蛋白酪氨酸硫酸转移酶的纯化

物种 制备来源 处理方法 参考文献

牛 肾上腺髓质 多肽亲和柱 [8]
大鼠 肝脏、颌下唾液腺 TPST抗体柱 [9-10]
小鼠 HEK293-T细胞 亲和柱 [11]
人 唾液 TPST抗体柱 [12]
果蝇 大肠杆菌 亲和柱 [13]
拟南芥 酵母菌 多肽亲和柱 [7]
斑马鱼 COS-7细胞 亲和柱 [14]
线虫 HEK293-T 细胞 亲和柱 [15]
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较普遍用于样本预分离处理的技术，但已知的硫酸

化蛋白为分泌型和跨膜型蛋白，而且膜蛋白的特点

是具有疏水域，因此，在第一维度的等电点电泳时

容易受到沉淀和扰动的影响，从而干扰了它们被转

移到第二维度的过程，因此，二维凝胶电泳 (2DE)
并没有应用到硫酸化蛋白质组学的研究中。目前，

尽管质谱分析是研究蛋白质翻译后修饰最有力的工

具，但是由于硫酸基团不管是在阴离子模式还是在

阳离子模式的串联质谱 (MS/MS) 实验中都易分解

发生中性丢失现象，而导致可能的假阴性结果；此

外，由于硫酸化修饰基团 ( 相对分子质量 79.9568)
和磷酸化修饰基团 ( 相对分子质量 79.9663) 非常接

近，仅相差 0.0095，利用常规的低分辨质谱很难区

分硫酸化和磷酸化修饰。因此，将质谱技术应用于

酪氨酸硫酸化研究仍然是一个挑战
[22]。加州大学旧

金山分校的 Burlingame 实验室为区分硫酸化修饰和

磷酸化修饰，采用了傅里叶变换磁滞谱这一超高分

辨的质谱技术成功分辨出了硫酸化和磷酸化两种修

饰类型，降低了质谱检测分析出现的假阳性 [23]。此

外，利用抗体的特异性识别能力进行分析，也是对

细胞内酪氨酸修饰位点加以验证和区分酪氨酸磷酸

化修饰的主要手段。2016 年，内布拉斯加大学生化

工程系的 Guo 实验团队利用基因工程改造的 SH2 
(Src Homology) 结构域识别硫酸化酪氨酸 [24]。针对

已有的蛋白酪氨酸硫酸化修饰研究的方法，本文进

行了对比汇总，如表 2 所示。

2.2　蛋白酪氨酸硫酸化的预测方法

除了表 2 中的通过实验手段进行检测之外，蛋

白质的硫酸化作用也可以通过生物信息学工具进行

预测，这也是初步筛选潜在的蛋白质硫酸化作用位

点的最为简单且有用的方法。目前有三个最便利的

在线生物信息学分析工具：Sulfinator (http://www.
expasy.org/tools/sulfinator/)[27]、SulfoSite (http://sulfosite.
mbc.nctu.edu.tw/)[28] 和 PredSulSite (http://www.bioinfo.
ncu.edu.cn/inquiries_PredSulSite.aspx)[29]。这些工具还

结合了其他蛋白质属性，包括二级结构、氨基酸

的理化性质和基于硫酸化蛋白质的数据集等，以此

预测蛋白质硫酸化作用位点的氨基酸残基序列信

息。由于受到蛋白酪氨酸硫酸化可用实验数据的限

制，现有数据库的完整程度对于开发出高可靠性的

预测方法是远远不够的，所以，目前仍然不能保证

预测的靶蛋白在细胞中确实被硫酸化 [25]。然而，在

当前阶段，在繁琐的实验过程之前，生物信息学分

析仍然是初步预测潜在的硫酸化作用位点最简单的

方法。

2.3　蛋白酪氨酸硫酸化的富集方法

硫酸化多肽和蛋白质的富集方法对于检测细胞

内低水平的蛋白酪氨酸硫酸化具有非常关键的作

用。由于硫酸化和磷酸化修饰基团在化学结构和化

学性质上极其相似，所以，磷酸化多肽或蛋白质的

表2  蛋白酪氨酸硫酸化的检测方法

方法 检测目标 原理 优点 缺点 参考文献

放射性法 35S 放射性的 PAPS 为35SO3
-供体 高灵敏度 步骤繁琐 [25]

比色法 抗体 特异性抗体识别硫酸化蛋白 高通量 灵敏度低 [26]
荧光法 L-2,3-二氨基丙酸 酪氨酸硫酸化干扰了π-π共轭作用产生荧光 实时快速 低水平荧光不易检测 [21]
质谱法 质量变化 MS检测质量变化(-SO3

-) 高灵敏度 硫酸基团不稳定 [8]

图2  固定化金属离子亲和色谱法(IMAC-Ga)
富集硫酸的蛋白质或多肽

富集技术也可广泛应用于多肽和蛋白质的硫酸化分

析 [30-33]，如固定化金属离子亲和色谱法 (IMAC-Ga)。
IMAC-Ga 的结构及其与硫酸化酪氨酸的相互作用

如图 2 所示，但是这种方法对磷酸化的多肽也有富

集作用 [30]，从 IMAC-Ga 纯化的产品可以用超高分

辨率的质谱方法进一步区分硫酸化和磷酸化化合

物。俄克拉荷马大学健康科学研究中心的 Moore 实

验室发现，针对硫酸化酪氨酸的单克隆抗体对于结

合硫酸化的蛋白质具有较高的特异性，也可以用来

富集和分离目标物 [20]。
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3　蛋白酪氨酸硫酸化的生物学功能

目前已知的酪氨酸硫酸化蛋白属于分泌、质膜

和溶酶体蛋白质类，这也反映了它们在细胞内的定

位。TPST 主要催化位于特定多肽序列上的酪氨酸

的硫酸化，这涉及到多种至关重要的生理活动。已

经报道的蛋白酪氨酸硫酸化的生物功能包括调节细

胞内转运过程和分泌蛋白的蛋白水解过程。同时，

它也是通过硫酸化蛋白质的识别而参与细胞外蛋白

质相互作用的关键调节器，从而调节激素水平、止

血、炎症和一些传染病 [34]。蛋白酪氨酸硫酸化具体

的生物功能包括以下几点。

3.1　趋化因子受体作为蛋白酪氨酸硫酸化位点

趋化因子是小的分泌蛋白，它可以通过 G 蛋

白偶联受体产生许多的生物功能，包括白细胞转运、

血管异常增生、血管正常再生、病毒感染和对抗

癌症的宿主免疫 [35]。一些趋化因子受体 (CCR5、
CXCR4、CCR2B、CX3CR1 和 CXCR3) 也已被证

明发生了硫酸化修饰 [36-40]。趋化因子受体 CCR5 的

翻译后修饰是氨基端酪氨酸的硫酸化，该修饰有助

于 HIV-1 gp120 与 CD4 复合物的结合，从而促进

HIV-1 进入表达 CCR5 和 CD4 的细胞。硫酸化酪氨

酸残基突变为苯丙氨酸和氯酸盐可以降低 50%~75%
的艾滋病毒感染。这些信息表明，抑制 CCR5 的蛋

白酪氨酸硫酸化可能为阻断 HIV-1 进入细胞的治疗

药物的设计提供依据。2016 年，美国国立卫生研究

院国家过敏症与传染病研究所合成了含有硫酸化酪

氨酸的 CCR5 的多肽类似物，可以阻断 HIV-1 感染

细胞的进程 [41]。

3.2　细胞黏附和免疫应答与蛋白酪氨酸硫酸化

PSGL-1 是在白细胞和内皮细胞上发现的一种

具有 P 选择素高度亲和性的糖蛋白。PSGL-1 的 N
端携带 3 个潜在的酪氨酸硫酸化作用的位点。

PSGL-1 上这些酪氨酸硫酸酯和特定聚糖是 P 选择

素结合的决定因素。白细胞上的 PSGL-1 和内皮细

胞上的 P 选择素的结合在炎症反应的白细胞黏附过

程中至关重要 [42]。芳基硫酸酯酶处理后的 PSGL-1
释放了酪氨酸上的硫酸基团，降低了其结合 P 选择

素的能力。因此，加州大学戴维斯医学院已将

TPST 作为治疗由慢性炎症引起的自身免疫性疾病

的靶点，如类风湿性关节炎和多发性硬化症等 [43]。

与 EV71 感染有关的一些疾病与 PSGL-1 密切

相关。EV71 毒株分为 EV71-PB 株 (PSGL-1 结合株 )
和 EV71- 非 PB 菌株 (PSGL-1 非结合株 )。PSGL-1

的 N 端酪氨酸残基的硫酸化作用有助于 EV71-PB
株的衣壳蛋白 (VP1) 的结合 [44]。EV71-PB 毒株的感

染可以导致脑炎、手足口病 [45] 等。

3.3　止血和抗凝

蛋白酪氨酸硫酸化也参与了止血和抗凝的生物

过程，它在许多血浆蛋白的相互作用中至关重要，

如水蛭素与凝血酶 [46]、纤连蛋白和纤维蛋白 [47]、

凝血因子和血管性血友病因子 (vWF) [48] 以及伴随

vWF 和凝血酶的糖蛋白 (GP) Ibα [49]。此外，血小板

黏附是靠 vWF 作为桥梁连接皮下胶原蛋白和血小

板膜蛋白 GP Ibα 实现的。vWF 和 GP Ibα 之间的结

合取决于 3 个酪氨酸的硫酸化作用位点 (276、278
和 279)。水蛭素是由水蛭的唾液腺分泌的一种有效

的抗凝蛋白，在抗凝治疗中，水蛭素酪氨酸 ( 位点

63) 的硫酸化使其与凝血酶的亲和力比未硫酸化的

提高 10 倍，从而起到抗凝的作用 [46]。

4　展望

在生物学领域，膜蛋白和分泌蛋白硫酸化修饰

的重要性是公认的，但是限于技术的发展，大部分

蛋白酪氨酸硫酸化的生物学功能还是未知的。本文

着重于蛋白硫酸化的生物化学研究方面，包括

TPST 的制备与纯化、蛋白酪氨酸硫酸化的测定方

法、蛋白酪氨酸硫酸化可以引起的蛋白质 - 蛋白质

相互作用以及随后的生物化学和生理学反应，因为，

这些是进一步理解其生物学作用的基础。尽管最近

报道了一些蛋白酪氨酸硫酸化功能上的重大进展，

但由于蛋白酪氨酸硫酸化检测技术的不足和检测手

段的缺乏，有关蛋白酪氨酸硫酸化的许多问题还没

有解决，比如 TPST 的特性、蛋白酪氨酸硫酸化的

底物和反应机理等。未来随着生物大分子质谱技术

的进一步发展，仪器的扫描速度、分辨率、灵敏度

将进一步提升，能显著提高对蛋白酪氨酸硫酸化的

鉴定深度和准确性。单晶衍射技术的提升也能进一

步促进和提高对 TPST 家族成员结构的解析能力，

从而为阐释 TPST 的作用机制的研究提供重要信息。

同时，随着对酪氨酸磷酸化修饰研究的不断深入，

以及实验数据的积累，进一步补充完善了现有的生

物信息学分析数据库，这也提高了对蛋白酪氨酸硫

酸化潜在靶点以及硫酸化修饰蛋白的生物功能的预

测能力。此外，特异性更高的酪氨酸硫酸化抗体的

开发和酪氨酸硫酸化修饰富集手段的不断改善，也

为该类型翻译后修饰的深入研究提供了更强有力的

支持。总之，对于探索新奇事物的化学家和生物学
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家来说，蛋白酪氨酸硫酸化作为一种广泛的蛋白质

翻译后修饰，是一个开放的和有吸引力的研究领域。

其中，硫酸化修饰蛋白及修饰位点鉴定解析、修饰

蛋白的生物学功能、该类型修饰与其他蛋白质翻译

后修饰的交互作用，以及该类型修饰在疾病发生发

展中的调控机制等将是未来硫酸化修饰的重要内

容。随着对蛋白酪氨酸硫酸化研究的深入开展和不

断创新，加之分析仪器性能的不断提升、分析技术

和手段的不断提高，以及生物信息学数据库的不断

完善，酪氨酸硫酸化修饰的研究内容和潜在问题终

将被逐渐解析，其在生物体内的功能将会被更完整、

深入地阐述和证明。
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