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摘　要 ：衣康酸是近年来被发现的参与到病原体 - 宿主相互作用中的炎症调控代谢物。衣康酸由于其亲电

性可以共价修饰蛋白质中的半胱氨酸，从而调控底物蛋白的功能并介导其在巨噬细胞中的抗炎活性。目前，

科学家们利用化学蛋白质组学技术大规模地鉴定了巨噬细胞与病原菌中的衣康酸修饰蛋白及位点，揭示了

衣康酸修饰在糖酵解、细胞死亡和炎性小体活化等过程中的重要调控作用。现就衣康酸修饰生物学功能及

其化学蛋白质组学分析方法的研究进展进行综述，并对该领域的研究难点进行探讨和展望。
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Abstract: Itaconate has been recently recognized as an immune-modulatory metabolite involved in the host-
pathogen interface. Itaconate, as an α,β-unsaturated dicarboxylic acid, could covalently modify cysteine and 
modulate protein function, contributing to its anti-inflammatory effect in macrophages. Chemoproteomics enables 
the large-scale identification of itaconated proteins and sites in macrophages and pathogens, revealing the important 
regulatory roles of itaconate in biological processes including glycolysis, cell death and inflammasome activation. 
This review summarizes the recent progresses on itaconation in terms of its biological functions and chemoproteomic 
profiling methods, and highlights the research challenges in this field.
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固有免疫在宿主抵抗外源病原菌入侵中起关键

作用，是人体免疫系统中的第一道屏障，而巨噬细

胞在固有免疫中扮演着非常重要的角色 [1]。一方面，

巨噬细胞可以识别并吞噬病原菌，形成吞噬小体

后与溶酶体融合产生吞噬溶酶体，而吞噬溶酶体

可以将病原菌裂解从而实现抗菌作用 [2]。另一方面，

感应到病原菌入侵的巨噬细胞会快速表达并分泌

一系列的炎性因子，这些炎性因子可以调控免疫系

统中其他细胞的功能，共同介导宿主对外源病原菌

的抵抗。

近年来，巨噬细胞在炎症状态下的代谢重编程

被认为在免疫响应过程中起重要作用 [3]。炎症刺激

下的巨噬细胞具有较高的葡萄糖摄取能力和糖酵解

水平，而三羧酸循环水平会受到抑制 [4-5]。一些三

羧酸循环中间体，如琥珀酸 [6]、富马酸 [7]、α- 酮戊

二酸 [8] 和衣康酸 [9]，最近被报道广泛参与调控免疫

过程。

衣康酸的发现可以追溯到 18 世纪，Samuel 
Baup 在研究细菌中柠檬酸降解时发现了衣康酸，

并且认为衣康酸是线粒体代谢系统中的中间体，但

它在哺乳动物细胞中是否存在一直不清楚。直到

2011 年，研究人员先后在感染了结核分枝杆菌的小

鼠肺部和脂多糖 (LPS) 刺激的巨噬细胞中发现了衣

康酸的大量产生 [10-11]。值得注意的是，衣康酸的浓

度在 LPS 刺激下迅速增加至毫摩水平。通过 13C 葡

萄糖标记追踪技术，Strelko 等 [11] 进一步发现衣康

酸是从顺式乌头酸衍生而来，而顺式乌头酸是在三

羧酸循环中由柠檬酸产生。2013年，Michelucci等 [12]

发现 LPS 诱导表达的衣康酸合成酶 IRG1 催化了衣

康酸的产生。在巨噬细胞的静息状态下，IRG1 基

本上不表达，而在被激活的巨噬细胞中其表达水平

升高了近 200 倍。除了在免疫细胞中存在 IRG1 的

表达，一些非免疫细胞中也发现了 IRG1 的表达，

包括寨卡病毒侵染后的神经元 [13]。

衣康酸可以在 IRG1 的快速表达下迅速增加，

而巨噬细胞中也存在可以降解衣康酸的通路，因此

衣康酸是一个高度动态可调控的代谢物。衣康酸可

以被代谢生成衣康酰辅酶 A 和柠苹酰辅酶 A ，而

哺乳细胞中负责这两步代谢的酶目前尚未被鉴定。

柠苹酰辅酶A可以被柠苹酰辅酶A裂解酶 (CLYBL)
降解为乙酰辅酶 A 和丙酮酸，该裂解酶缺失会导

致衣康酸的累积 [14]。除此之外，在病原菌入侵巨噬

细胞的过程中，大量的衣康酸还会被分泌到胞外以

及吞噬小体中，从而实现抗菌作用 [15]。与此相对应，

病原菌也发展了一套类似的降解衣康酸的系统。在

该系统中，衣康酸会被衣康酰辅酶 A 转移酶代谢为

衣康酰辅酶 A，进一步被衣康酰辅酶 A 水合酶代谢

为柠苹酰辅酶 A，最后被柠苹酰辅酶 A 裂解酶降解

为丙酮酸和乙酰辅酶 A。目前在多种病原菌中都发

现了这三个酶的基因，表明这是一个普适性的病原

菌抵抗宿主防御的系统。

为了研究衣康酸在病原菌宿主相互作用界面中

的调控功能，Lampropoulou 等 [16] 建立了 IRG1 敲

除的小鼠模型，发现在脂多糖刺激的情况下 IRG1
敲除小鼠的巨噬细胞会分泌更多的炎性因子，表明

衣康酸在炎症巨噬细胞中起到了抗炎作用；同时，

由于衣康酸和琥珀酸在结构上类似，作者发现衣康

酸可以竞争性地抑制琥珀酸脱氢酶的活性，导致琥
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珀酸的累积而抑制炎性因子的表达。

衣康酸具有一个亲电的 α,β- 不饱和羧酸结构，

理论上它可以通过迈克尔加成反应与蛋白质的半胱

氨酸残基反应，从而在不需要酶的辅助下产生蛋白

质衣康酸修饰。衣康酸对半胱氨酸的反应活性与富

马酸类似，而化学蛋白质组学技术揭示富马酸修饰

的蛋白质多达上百种 [17-18]，这暗示着衣康酸有可能

也具有较多的共价修饰蛋白，从而通过调控修饰蛋

白的功能介导衣康酸的抗炎作用。本文旨在对近年

来被发现的衣康酸修饰蛋白及其功能调控机制进行

总结 ( 表 1)，同时介绍并讨论针对衣康酸修饰蛋白

的化学蛋白质组学分析方法。

1　衣康酸修饰蛋白

第一个被发现的衣康酸共价修饰蛋白是

KEAP1[28]，它是抗氧化响应过程中非常重要的一个

调控蛋白。KEAP1 通常与转录因子 NRF2 结合并促

进 NRF2 的降解，敲除 KEAP1 可以稳定 NRF2 并

促进其迁移到细胞核中，从而激活 NRF2 的抗氧化

和抗炎信号通路。富马酸二甲酯可以共价修饰

KEAP1 的多个半胱氨酸，抑制 KEAP1 和 NRF2 的

相互作用，从而促进 NRF2 进入细胞核 [19]。2018 年，

Mills 等 [28] 发现衣康酸也可以共价修饰 KEAP1 的

多个半胱氨酸，以与富马酸二甲酯类似的方式激活

NRF2 的转录。敲除 NRF2 可以显著抑制衣康酸所

产生的抗炎作用，表明衣康酸的抗炎作用在很大程

度上是通过激活 NRF2 所介导的。与此同时，作者

利用无富集的非靶向蛋白质组学还鉴定到另外 7 个

内源的衣康酸修饰位点，包括糖酵解通路中的乳酸

脱氢酶 A (LDHA)。
除了修饰蛋白上的半胱氨酸，细胞中大量的谷

胱甘肽 (GSH) 上的巯基也可以与衣康酸反应，从而

造成细胞内的亲电压力环境 [20]。亲电压力环境除了

会激活 NRF2 通路外，还可以激活热压力响应和自

噬 - 溶酶体等压力响应通路。这些通路往往受到一

些调节因子的调控，其中衣康酸造成的亲电压力可

以有效地激活转录因子 ATF3 的表达和压力响应相

关蛋白的转录活性。同时，衣康酸也可以显著抑制

NF-κB 的活性，从而抑制相关炎性因子的产生。

除了以上两个衣康酸修饰底物，近年来还有多

个衣康酸修饰蛋白被陆续报道，包括负责溶酶体生

成的关键转录因子 TFEB。李新建课题组发现 TFEB
第 212 位半胱氨酸在细菌侵染过程中会发生衣康酸

修饰，从而拮抗第 211 位丝氨酸上的磷酸化修饰，

促进 TFEB 进入细胞核并通过其转录活性促进溶酶

体生成 [27]。有趣的是，另一项研究几乎同时报道

TFEB 的转录激活可以促进 IRG1 的表达和衣康酸

的产生，从而抑制巨噬细胞中细菌的生长 [27]。

2　利用竞争性ABPP策略鉴定衣康酸修饰位点

虽然衣康酸在 KEAP1 和 GSH 等底物上的无酶

催化修饰一定程度上揭示了衣康酸抗炎作用的机

制，大规模鉴定衣康酸修饰的其他底物蛋白有助于

更加全面地理解衣康酸在免疫响应中所发挥的作

用 [29-30]。然而，衣康酸较低的巯基反应活性理论上

会导致衣康酸在蛋白上的修饰水平较低，因此大量

未修饰的肽段会严重地干扰衣康酸修饰肽段的鉴

定。这一问题在数据依赖型的蛋白质组学采集模式

下尤其严重。因此，发展特异性富集衣康酸修饰蛋

白的方法变得至关重要。但目前还没有衣康酸修饰

的抗体被开发，这在很大程度上阻碍了衣康酸修饰

蛋白的鉴定以及相关功能的探索。

化学蛋白质组学技术通过将化学探针和蛋白质

组学方法有机结合，从而对蛋白质的功能进行大规

表1  已验证的衣康酸修饰蛋白及其功能调控机制

衣康酸修饰底物	 修饰位点	 功能调控	 文献

KEAP1	 Cys151、Cys257、 Cys288、Cys273	 激活NRF2转录	 [19]
GSH N/A	 引发胞内亲电压力	 [20]
ALDOA Cys73、Cys339	 抑制酶活和糖酵解	 [21]
GAPDH Cys22	 4-OI抑制酶活和糖酵解	 [22]
SDHA Cys84	 抑制酶活	 [19,21]
RIPK3 Cys360	 促进RIPK3磷酸化	 [23]
NLRP3 Cys548	 抑制炎性小体活化	 [23-24]
GSDMD Cys77	 介导炎性小体晚期耐受	 [23,25]
JAK1 Cys715、Cys816、Cys943、Cys1130	 抑制酶活和M2型极化	 [26]
TFEB Cys212	 促进转录活性和溶酶体生成	 [27]



生命科学 第35卷310

模的注释，并对生物活性小分子的蛋白靶标进行深

入挖掘。其中最常用的化学蛋白质组学技术是由

Scripps 研究所的 Benjamin Cravatt 教授开发的基于

活性的蛋白质分析技术 (activity-based protein profiling, 
ABPP)[31]。利用靶向半胱氨酸的碘乙酰胺化学探针，

Cravatt 课题组发展了基于同位素的串联正交蛋白水

解 -ABPP 技术 (isoTOP-ABPP)，实现了对蛋白质组

中半胱氨酸活性的大规模分析 [32]。更重要的是，基

于活性小分子对化学探针在特定半胱氨酸上的竞争

作用，该技术被进一步拓展至分析活性小分子在半

胱氨酸上的共价修饰 [33]。该竞争性 isoTOP-ABPP
技术已被广泛应用于鉴定半胱氨酸上的各类翻译后修

饰，包括脂源性亲电小分子修饰 [33]、富马酸修饰 [17]

以及共价药物 [34] 在蛋白质组中的半胱氨酸修饰等。

利用乙酰化非天然糖探针在糖代谢标记过程中

和半胱氨酸的副反应 [35]，Qin 等 [21] 发展了一种新

型半胱氨酸探针 1-OH-Az，建立了一种高效的半胱

氨酸化学蛋白质组学分析新方法 ( 图 1)。与传统的

碘乙酰胺探针相比，1-OH-Az 探针由于与衣康酸具

有相似的巯基反应机理，因此其对半胱氨酸的标记

更容易被衣康酸所竞争。基于此探针，作者发展了

竞争性 isoTOP-ABPP 技术，用于衣康酸修饰位点

的组学鉴定。该技术的大致流程是：(1) 在巨噬细

胞裂解液中加入特定浓度的衣康酸，相同裂解液中

加入等量的 DMSO 作为对照；(2) 两组样品中分别

加入 1-OH-Az 探针进行半胱氨酸标记；(3) 两组样

品分别与轻、重同位素标记的可切割炔基生物素探

针进行“点击化学”(click chemistry) 反应，反应结

束后将两组样品混合 ；(4) 生物素标记的蛋白被链

霉亲和素磁珠 (streptavidin beads) 所富集；(5) 富集

的蛋白被胰蛋白酶切割为肽段，修饰肽段会保留在

磁珠上；(6) 修饰肽段通过第二次与胰蛋白酶正交

的切割反应从磁珠上释放，并通过液相色谱与串联

质谱联用 (LC-MS/MS) 对修饰肽段进行定性和定量

分析。如果某个半胱氨酸的 1-OH-Az 探针标记在加

入衣康酸后显著减少，说明该位点上存在衣康酸修

饰，并且标记减少的程度可以反映该位点上衣康酸

的相对修饰水平。

利用该方法，作者首次实现了衣康酸在巨噬细

胞蛋白质组内的半胱氨酸修饰位点的大规模鉴定。

该组学数据不仅涵盖了此前无富集蛋白质组学所鉴

定的 8 个衣康酸修饰位点中的 6 个，而且另外发现

了 250 多个高置信度的衣康酸修饰新靶点，其中包

括了糖酵解通路中的 3 个关键酶 ALDOA、GAPDH
和 LDHA。其中，最上游的 ALDOA 在其第 73 位

和 339 位半胱氨酸上被衣康酸所修饰，而作者也通

过质谱验证了 ALDOA 的这两个位点上都存在内源

的衣康酸修饰。值得一提的是，这两个位点虽然在

图1  基于1-OH-Az探针的竞争性isoTOP-ABPP技术大规模鉴定衣康酸修饰半胱氨酸
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序列上相隔甚远，但在空间结构上却非常的邻近。

进一步研究证明，衣康酸在 ALDOA 上的修饰能够

显著抑制 ALDOA 的活性，并干扰糖酵解过程。除

了巨噬细胞，衣康酸对 ALDOA 和糖酵解的抑制作

用在压力条件下的精子细胞中也被进一步验证 [36]。

与此同时，近年另一项研究表明衣康酸类似物

4-octyl itaconate (4-OI) 也可以通过修饰 GAPDH 从

而抑制糖酵解 [22]。

3　衣康酸生物正交探针实现对衣康酸修饰位

点的直接鉴定

虽然基于 1-OH-Az 半胱氨酸探针的竞争性

isoTOP-ABPP 技术首次提供了衣康酸修饰位点的大

规模数据，但该方法并没有直接鉴定到衣康酸的修

饰位点，在灵敏度和特异性上也都存在着局限性。

首先，1-OH-Az 探针并不能标记所有的半胱氨酸，

因此探针标记以外的半胱氨酸上的衣康酸修饰无法

被检测。其次，即使在 1-OH-Az 能够标记的半胱氨

酸位点上，修饰程度较低的衣康酸修饰也可能无法

有效地竞争探针的标记。再次，衣康酸在特定半胱

氨酸位点上的修饰可能也会影响其邻近的其他半胱

氨酸上的探针标记，从而导致衣康酸修饰位点的错

误鉴定。最后，该技术只能在细胞裂解液中进行，

因此并不能最真实地反映衣康酸在活细胞中的修饰

底物。

为了在活细胞水平上直接捕捉衣康酸修饰蛋

白，北京大学王初课题组进一步发展了衣康酸生物

正交探针 ITalk[23]。ITalk 探针的结构与衣康酸类似

物 4-OI 类似，保留了衣康酸的半胱氨酸反应基团 

( 图 2)。同时，通过在 ITalk 探针上引入生物正交报

告基团，从而可以利用点击化学实现对衣康酸修饰

蛋白的富集。该探针具有与衣康酸及其类似物 4-OI
类似的抗炎活性和糖酵解抑制作用，并能成功捕获

已知的衣康酸修饰蛋白。ITalk 探针成功鉴定了更

广泛的衣康酸修饰蛋白及位点，为进一步探索衣康

酸的调控机制提供了丰富的数据库。基于该数据库，

进一步的实验表明衣康酸可以修饰细胞坏死通路中

的关键酶 RIPK3，影响其激酶活性并参与对细胞坏

死的调控。

基于 ITalk 探针的定量化学蛋白质组学分析

发现，很多重要免疫调节通路中的关键蛋白被衣

康酸所修饰，包括炎性小体组成蛋白 NLRP3 和细

胞焦亡关键蛋白 GSDMD。在此之后，Hooftman
等

[24] 证明 NLRP3 第 548 位半胱氨酸上确实存在衣

康酸修饰，而该修饰可以抑制炎性小体的活化。

Bambouskova 等 [25] 也发现 GSDMD 第 77 位半胱氨

酸上的衣康酸修饰介导了晚期 NLRP3 炎性小体活

化的耐受性。这些功能探索进一步验证了衣康酸修

饰蛋白数据库的可靠性。

由于衣康酸修饰目前还缺乏特异性抗体，因此

在生化实验中验证特定蛋白的衣康酸修饰还非常困

难，而 ITalk 探针提供了一个方便快捷技术工具，

可以用于在生化水平上验证衣康酸修饰位点。例如，

虽然 RIPK3 蛋白上被发现含有 3 个衣康酸修饰位

点，但只有突变第 360 位半胱氨酸才能显著抑制

RIPK3 蛋白上的 ITalk 探针标记，因此证明该半胱

氨酸是主要的衣康酸修饰位点 [23]。Runtsch 等 [26] 也

利用 ITalk 探针验证了激酶 JAK1 上的衣康酸修饰，

图2  ITalk探针实现活细胞中衣康酸修饰位点的直接鉴定
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并因此发现该修饰可以介导衣康酸对 M2 型巨噬细

胞活化的抑制作用。

与巨噬细胞相比，衣康酸对细菌中蛋白质的共

价修饰和功能影响还没有被广泛研究。目前普遍认

为衣康酸可以作为底物类似物以竞争性的形式抑制

特定代谢酶的活性 ( 例如异柠檬酸裂解酶 )[37]。通

过发展新型衣康酸生物正交探针 C3A，Zhang 等 [38]

首次在沙门氏菌中对衣康酸修饰蛋白进行了大规模

组学鉴定，发现其中最为显著的修饰靶标蛋白是异

柠檬酸裂解酶。后续的生化实验证明，衣康酸可以

通过对异柠檬酸裂解酶活性位点第 195 位半胱氨酸

上的共价修饰抑制酶活并介导其抗菌活性。

4　衣康酸修饰的生物学功能

衣康酸在巨噬细胞等免疫细胞中参与对多种通

路的调控，包括转录、代谢和细胞程序性死亡等 [39]。

除了免疫炎症调节功能之外，近年来衣康酸也被报

道具有显著的抗菌和抗病毒功能。衣康酸可以抑制

多种病原菌在宿主细胞内的复制，包括结核杆菌和

沙门氏菌等 [40]。在抗病毒方面，过表达 IRG1 或加

入衣康酸可以显著抑制寨卡病毒、流感病毒和新型

冠状病毒 SARS-CoV-2 等病毒对宿主细胞的侵染 [41]。

而衣康酸修饰及其底物的发现，为理解衣康酸复杂

的生物学功能提供了新的思路。

衣康酸被报道通过修饰多个底物蛋白参与转录

调控，其中最为经典的通路是衣康酸通过修饰

KEAP1 激活 NRF2 转录 [28]。NRF2 作为一个重要的

控制细胞内氧化还原环境的转录因子，促进了多个

抗氧化和抗炎因子的表达，并最终抑制干扰素响应

通路。另外，衣康酸对转录因子 TFEB 的修饰促进

了其核定位和转录过程，从而促进溶酶体的生物合

成，并抑制病原菌对宿主的侵染 [27]。

巨噬细胞在炎症刺激下会发生代谢重编程，氧

化磷酸化过程会被显著抑制，而糖酵解水平会显著

升高 [3-4]。高水平的糖酵解有利于巨噬细胞在炎症

状态下执行其生物学功能，而小分子药物可以通过

抑制巨噬细胞糖酵解水平而实现抗炎作用 [42]。糖

酵解水平的升高也为衣康酸的合成提供了大量的前

体，而衣康酸可以反过来通过修饰糖酵解关键酶而

抑制糖酵解水平 [21-22]。该负反馈调节机制有效地控

制了巨噬细胞内的代谢网络，并介导了衣康酸的抗

炎活性。另外，在 M2 型巨噬细胞活化过程中，衣

康酸对 JAK1 的修饰抑制了 STAT6 的磷酸化激活和

氧化磷酸化水平 [43]。最新研究表明，衣康酸也可以

抑制 CD8+ T 细胞中的天冬氨酸和丝氨酸 / 甘氨酸

的生物合成 [44]，虽然衣康酸修饰在此过程中的作

用还不清楚。

衣康酸也广泛参与对多种程序性死亡过程的调

控，包括细胞凋亡、坏死、焦亡和铁死亡等 [45]。其

中，细胞坏死过程中的关键蛋白 RIPK3 和焦亡过

程中的关键蛋白 GSDMD 都被报道具有衣康酸修

饰 [46-47]，并潜在地影响了巨噬细胞在炎症刺激下的

死亡过程。由于细胞坏死和焦亡等过程中细胞会释

放大量的炎性因子 [48]，衣康酸对细胞死亡的调控可

能成为其抗炎活性的新机制。然而，由于细胞死亡

通路的复杂性，目前关于衣康酸修饰对细胞死亡调

控的具体过程还有待进一步研究。

5　展望

化学蛋白质组学技术为挖掘衣康酸修饰蛋白并

解析衣康酸调控机制提供了强有力的技术支持。但

无论是竞争性 isoTOP-ABPP 技术还是衣康酸探针

策略，它们都需要外源加入衣康酸或其类似物，无

法检测内源的衣康酸修饰。因此，对以上方法鉴定

到的特定修饰蛋白进行功能探索前，最好能够通过

免疫沉淀的方法鉴定该蛋白上的内源衣康酸修饰，

以排除由于外源衣康酸或类似物带来的潜在的非特

异性干扰。值得注意的是，ITalk 的化学结构与 4-OI
类似，而最新的研究表明 4-OI 可能在反应活性和

特定生物学功能上与天然的衣康酸存在着一定的差

异 [49]。因此，未来发展直接捕捉内源衣康酸修饰的

蛋白质组学方法尤为重要。潜在的策略包括发展特

异性结合衣康酸修饰肽段的抗体，或者与衣康酸进

行特异性化学反应的化学捕捉探针。这样的方法可

以实现定量分析衣康酸修饰在特定炎症响应过程中

的动态变化，并将会显著推动对衣康酸功能的探索。

虽然化学蛋白质组学成功揭示了上千个潜在的

衣康酸修饰蛋白，但如何从庞大的数据库中挖掘出

功能性的衣康酸修饰也非常具有挑战性。尤其是衣

康酸的修饰过程不受酶的调控，从而可能存在一些

随机的非特异性的修饰蛋白。因此，除了发展衣康

酸修饰位点的鉴定方法，发展挖掘功能性衣康酸修

饰的组学方法将更具指导意义。鉴于非特异的无酶

催化修饰通常会具有较低的修饰程度
[50]，一个潜在

的策略是通过定量分析衣康酸修饰的修饰率，选取

修饰率较高的靶标蛋白进行功能分析。另外，可以

通过结合例如热稳定性分析技术 [51] 等功能蛋白质

组学技术，挖掘潜在的衣康酸调控蛋白。综上所述，
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发展新型化学蛋白质组学策略将会进一步推动对衣

康酸修饰靶标功能的理解，促进衣康酸调控免疫活

性的分子机制研究。
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