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摘要：参与葡萄糖醛酸代谢的尿苷二磷酸葡萄糖醛酸转移酶(UGT)是Ⅱ相代谢中最重要的酶，催化多种内源和外源性物质的代谢反应，对维持机体稳态平衡具有重要作用。UGTs之间的相互作用形成寡聚体后会在较大程度上改变酶的活性，而引起代谢能力的改变，甚至导致药物中毒。另外，研究UGTs之间的蛋白-蛋白相互作用及作用机制，可以为临床上实现个体化合理给药提供科学依据。本文综述了UGTs同源及异源寡聚体的形成对UGTs酶活性的影响及其机制，并简单介绍了寡聚体形成的影响因素，同时针对当前UGTs蛋白-蛋白相互作用的研究现状做出了展望。
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Abstract: The UDP-glucuronosyltransferases (UGTs) are the most important phase II drug metabolizing enzymes, which catalyze glucuronidation reactions of a variety of xenobiotics and endobiotics. These enzymes play a critical role in cellular defence and detoxification. The formation of UGTs oligomers will have an effect on the activity of the UGTs enzyme in a large extent,which leads to metabolic changes and even drug intoxication. In addition, it is important for personalized medicine to study the protein-protein interactions between UGTs. This review summarizes the advances in studies on the formation of UGTs oligomers，the mechanism，the influencing factors,and provides the prospect for further research.
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0 引言
    肝脏是人体内最重要的代谢器官,包含绝大部分的Ⅰ相和Ⅱ相代谢酶,在内源性和外源性物质的代谢解毒方面起着重要的作用。尿苷二磷酸葡萄糖醛酸转移酶(UGT)是一种重要的Ⅱ相代谢酶，主要催化葡萄糖醛酸结合反应。这个反应涉及很多重要的内源性化合物，包括胆红素，胆汁酸，脂肪酸，类固醇激素，甲状腺激素和脂溶性维生素等的代谢，并作为众多治疗类药物如镇痛药，非甾体抗炎剂，抗惊厥药，抗精神病药，抗病毒药和苯二氮卓类等药物的必要清除机制[1,2,3]。
 机体内各种生物大分子之间存在多种联系，通过彼此间的相互作用调节其生物功能。同样，药物代谢酶之间也是如此。一系列的研究表明UGTs会以同源或异源寡聚体的形式发挥酶的催化活性[4,5]。早在1982年，Matern等[6]就研究发现UGTs以寡聚体的形式存在，并且所纯化出酶的确是寡聚体。Gschaidmeier等[7]通过放射失活分析方法证实3，6-二羟基苯并[a]芘的单葡萄糖醛酸化由UGT寡聚体催化，而其二葡萄糖醛酸化由四聚体催化，这可能是药物代谢酶功能调节的独特机制。Operaña等[5]用荧光共振能量转移技术(fluorescence resonance energy transfer, FRET)首次在体证实UGT1A亚族多成员间形成同源及异源寡聚体。越来越多的证据表明，UGTs是以同源寡聚体或异源寡聚体的形式发挥其功能的，而寡聚体可能起到稳定UGT单体和微调UGTs酶活性的作用[8,9]。
UGTs之间存在着相互作用，且它们之间形成寡聚体后会在较大程度上改变酶的活性，这可能是一种独特的药物代谢酶功能调节机制。众多的研究表明，当野生型与其突变体共表达时，表现的酶活性往往比单表达的两种酶活性均降低，说明野生型与突变体发生相互作用后，改变了各自酶的结构，产生了活性更低的构象。当人体内也存在这样的情况下，可能表现为代谢能力降低而引起毒性增加，因此研究UGTs-UGTs之间的蛋白-蛋白相互作用及作用机制，可以为临床上实现个体化合理给药提供科学依据。
1 UGTs异源寡聚体的形成对UGT功能的影响
    研究表明异源寡聚体的形成往往会改变单一UGTs存在时的代谢行为。在体外共表达两种不同UGTs时，有可能发生代谢活性的增强，代谢活性的降低，或者代谢反应立体选择性的改变。Koiwai等[10]研究发现含UGT1A1的一个稀有突变体（第二外显子991核苷酸位点C突变为T），当与野生型UGT1A1共表达时，能与野生型UGT1A1相结合并抑制其活性。Ishii等[11]研究发现在COS-7细胞中体外共表达豚鼠UGT2B21和UGT2B22时，改变了UGT2B21对吗啡的代谢立体选择性。UGT2B21单表达时，代谢吗啡主要生成3`-吗啡葡醛酸结合物，当与UGT2B22共表达时，主要生成6`-吗啡葡醛酸结合物，而UGT2B22不代谢吗啡。Meech等[12]在COS-7细胞中体外共表达均无催化活性的UGT2B1突变体UGT2B1.493和UGT2B1.L363P时，发现其恢复了对睾酮的催化活性，表明无活性突变体间发生蛋白-蛋白相互作用产生功能互补。
    而近年来的一系列研究也证明了此观点。Bushey 等[13]发现了一种新的外显子缺失的剪接突变体，确定为UGT2A1（UGT2A1_i2），对它的功能特性及其与野生型UGT2A1（UGT2A1_i1）的相互作用进行了深入研究。免疫共沉淀实验的结果表明了UGT2A1_i1和UGT2A1_i2异源寡聚体和UGT2A1_i1同源寡聚体的形成；另外，UGT2A1_i1或UGT2A1_i2与UGT1A或UGT2B酶的共表达不会引起UGT1A或UGT2B葡萄糖醛酸酶活性的改变。这些数据表明，这个UGT2A1剪接突变体通过特异性蛋白质-蛋白质相互作用的调节UGT2A1介导的葡萄糖醛酸化反应活性，而且该突变体的表达在对烟草致癌物质的解毒作用中起到重要作用。Ménard等[14]通过免疫荧光实验和免疫共沉淀实验UGT2B7的两个不具有酶活性的两个亚型i2和i6与UGT2B7酶通过直接的蛋白-蛋白相互作用作为UGT2B7介导的葡糖醛酸化反应活性的一种新颖的自动调节机制。 Fujiwara 等[15]使用HEK293细胞双表达系统对UGT2B7和UGT1A酶之间的相互作用进行了研究。非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳结果显示，UGT2B7之间形成同源寡聚体，UGT2B7与UGT1As之间形成异源寡聚体。同时，免疫共沉淀实验及酶动力学试验也同时表明人类UGT2B7与UGT1A酶在人肝微粒体中的相互作用，显示出葡萄糖醛酸化反应的复杂性。Ikushiro 等[16]使用免疫纯化技术和化学交联技术考察了UGT的两种同工酶-UGT1s 和UGT2B1在大鼠肝微粒体中的相互作用形成寡聚体对于睾丸激素的磷酸化及UDP-N-乙酰氨基葡萄糖对UDP葡萄糖醛酸摄取的影响，证实了膜上的UGTs单体和寡聚体是具着不同动力学参数的两种功能状态的UGTs。
2 UGTs异源寡聚体形成导致酶活性发生变化的机制

UGTs形成寡聚体后是怎么造成活性变化的？UGTs寡聚体形成后对酶功能的影响可能是直接或者间接的，间接的意思是寡聚体中的一个分子没有参与另一个分子的葡醛酸化反应催化。Radominska等[17]提出寡聚体以两种形式对UGT的活性产生影响：一种是底物分子同时与寡聚体UGTs中的两个分子结合，也就是说每个UGT分子直接参与底物的结合；另一种假设是UGTs寡聚体的形成有利于将UDPGA从胞浆转运到其与酶结合的部位。Bichlmaier等[18]对这两种假设均提出了异议，对于前一种假设，他们认为UGTs之间不共享底物结合的位点；对于后一种假设，他们认为可能是需要四个或五个分子才能组成利于运输UDPGA的通道，而且已有研究发现其它蛋白参与UDPGA的运输[19,20]。Bichlmaier等认为UGTs寡聚体体系中，一种UGT对另一种UGT活性的影响主要通过构象改变来介导，产生例如活性改善的结果。但是，对与底物结合位点的改变是间接的，一个UGT分子可能通过改变蛋白与膜之间细微的相互作用而稳定了另一个UGT分子的活性构象。Luukkanen等[21]认为在UGTs寡聚体（不同UGT之间或UGT野生型与突变体之间）中，葡醛酸化活性差异的结果，可能不一定就简单地由底物与酶的结合造成。他们认为UDPGA是先于底物分子结合到酶上，因此可能存在因底物结合的方向改变而引起的活性差异。结合部位几何学上细微的改变，而非结合部位上氨基酸的改变，可能足够将底物分子上的OH呈现给UDPGA而产生合成的状态。
UGTs通过寡聚化来调节它们的酶活性。近年来，不断有科学家专注于药物代谢酶UGTs相互作用机制的研究，取得了一定的进展。Bellemare等[22]研究了亚型i2多肽对于 UGT1A酶介导的葡萄糖醛酸化反应的抑制机制，说明了像UGT1A_i2这种内源性的剪切子亚型是作为显性负抑制子来抑制UGT1A的酶活性，其中的分子机制就是UGT1A_i2蛋白与UGT1A发生了相互作用。这一观点将有可能用于解释细胞对内院或外源性刺激做出的反应，说明了蛋白-蛋白相互作用的重要性。但同时他们也指出，要想了解寡聚化形成所涉及到的结构域以及抑制作用与i2和i1的相对丰度之间的关系，需要进一步的研究。Foti等[23]考察了寡聚体对于人肝细胞葡萄糖醛酸化的影响，需要说明的是，当UGT2B7表达选择性地被抑制时，UGT1A9活性也降低，这意味着这两个亚型之间潜在的相互作用。Fujiwara等[24]更是通过免疫沉淀反应得到在人肝微粒体中，有92种蛋白与UGT2B7发生蛋白-蛋白相互作用，而其中42种可以与抗UGT2B7抗体发生免疫沉淀，表明这些蛋白可能形成复合物来发挥作用。要阐明这些蛋白在人UGTs酶活性中所起到的作用及其作用机制还需要进行大量的实验。
3 UGTs寡聚体形成的影响因素
3.1 UGTs结构对于寡聚体形成的影响
分析UGTs的二级结构得知，其氨基端（N端）差异明显，而羧基端（C端）同源性很高。所以UGT的N-末端部分被认为是底物特异性的的一个重要的决定因素，而其C-末端区域通过大约15-20个残基锚定到内质网膜上，缺乏这个残基序列的UGT2B1突变体酶活性要比野生型小得多[8,25]。那么关于UGTs上哪段结构域（N端和/或C端）参与了寡聚体的形成，研究者们对此各有结论。最早认为是UGTs的N端部分涉及寡聚体的形成[12]，而Operana等[5]认为UGT1A亚族成员是通过C端形成寡聚体，因为它们的C端是一样的。将UGTs寡聚体的形成区域纯粹认定是UGTs的N端或C端可能是过于简单了。Kurkela等[26]已经证实UGT1A9的一个突变体Y483D，在氨基酸序列上与之位置相对应的突变体是UGT1A1-Y486D和UGT1A6-Y485D，UGT1A9-Y483D突变体的活性比其它两者活性强很多，揭示了UGT1A亚族中完全相同的C端上同一位置的突变能导致显著性的活性差异，因此说明同一UGT分子内C端和N端有相互作用。UGT1A亚族内各成员的N端结构域有相似性但不相同，在同一分子内与其C端相互作用后可能影响了整个蛋白的形状，因而改变了各自分子的界面。UGT1A1的一个缺少跨膜区的剪切突变体UGT1A1-i2，能与野生型UGT1A1发生强相互作用[27]。但还是不能推断C端跨膜区对UGTs间的蛋白-蛋白相互作用完全不重要，因为不能肯定UGT1A1-i2和野生型UGT1A1之间的相互作用与两个野生型UGT1A1分子之间的相互作用是完全一样的。Melanie等[28]评估了可能涉及到相互作用的UGT结构域的缺失是否会对酶的活性造成影响，以及分子间二硫键和选定的半胱氨酸对于寡聚体形成的作用。免疫共沉淀的结果证明单单缺失信号肽或者缺失跨膜结构域的UGT1A1没有自我相互作用，但而仍与i2 相互作用。其他N端或C端结构域的缺失以及单个半胱氨酸残基的突变同样没能阻止寡聚体的形成。因此得出结论，UGTs与i2寡聚体的形成涉及到一个以上的结构域。
3.2外界因素对于UGTs寡聚体形成的影响
Ikushiro 等[16]应用免疫亲和实验和ELISA实验分析了pH对于UGTs寡聚体形成的影响，结果证明 UGT2B1 和 UGT1s异源寡聚体的形成对于pH变化很敏感，并且在pH超过8寡聚体即离解。而早在1990年，Dannenberg等[29]和Kavecansky等[30]就报道了高压处理微粒体可以诱导葡糖醛酸反应的激活，当时给出的解释是高压影响了UGT之间的相互作用进而造成寡聚体的离解和功能的变化。所以， Ikushiro 等猜想pH影响UGT功能的机制与高压是一致的，UGTs 酶在不同的pH条件下有着不同的结构和功能状态。而其他外界因素诸如磷酸化修饰或者其他化学修饰对于UGTs寡聚体形成的影响尚不清楚。
4 展望
UGTs寡聚体的形成会对UGT酶的结构，功能以及底物特异性等造成影响。目前大多数关于UGT蛋白-蛋白相互作用的研究都是在体外应用UGT重组酶进行的，而在这些研究中，一个很大的困难就是分离纯化得到有活性的UGTs寡聚体或者蛋白质单体。所以在未来的研究当中，阐明UGT的结构和特性将有助于我们对于UGTs蛋白-蛋白相互作用的理解[31]。而开发一些更为间接的方法来考察UGTs寡聚体的结构和功能也是人们关注的热点[32]。
总的来说，目前人们对于UGT的单一亚型活性的关注较多，而对UGT亚型异源寡聚体的活性的研究较少，因此其生理功能的改变及改变机制尚未完全阐明。药物代谢酶的相互作用将有可能作为解释不能从单核苷酸多态性角度出发理解的药物敏感性的个体间差异的主要机制之一。进一步了解UGTs 蛋白-蛋白相互作用对于药物敏感性的影响，可以为推进临床个体化合理给药提供理论依据。
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