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摘要：翻译后修饰一直是表观遗传学的重要研究内容，尤其是近年来多种新型天然蛋白质中翻译后修饰被发现广泛

存在于蛋白质组中。细胞生物学证明这些翻译后修饰对染色体结构和基因转录功能有关，但是其中具体的分子生物

学机制还处于未知状态。为了后续的进一步研究，人们需要发展制备方法以求获取足量具有特定翻译后修饰的蛋白

质。本文将讨论利用生物正交反应的手段制备含有这些新型赖氨酸翻译后修饰的蛋白的探索，期对教学与科研有助。 
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Abstract:  As an important topic in epigenetic research, post-translational modifications (PTMs) have been drawing 

more and more attention recently. With the increasing number of novel PTMs discovered, they have been found 

widely existing in human proteome. Although cell biology research showed their significant roles in the regulation of 

chromatin structure and gene transcription functions, the more detailed functions are remaining unclear. For further 

biology research, chemical biologists need to develop synthetic strategies for the proteins with specific PTMs at 

desired sites. This manuscript will introduce the application of bioorthogonal reactions to protein chemistry for the 

incorporation of lysine PTMs. We hope it can contribute to the research and education ongoing.  

 

Key Words:  Post-translational modification;  Bioorthogonal reaction;  Proteome 

 

1  引言 
天然蛋白质的翻译后修饰在“后基因组”时代被逐渐发现。这些翻译后修饰模式广泛存在于细
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胞核蛋白质、胞质蛋白质及胞膜蛋白质上，它们可以参与一系列重要的生物化学过程，调控基因的

转录与表达，并最终实现对细胞的结构与状态的调控。近年来，新型蛋白质翻译后修饰被逐步发现，

以赖氨酸为例，除了已知经典的乙酰化与甲基化等广泛存在的修饰模式外[1]，人们还发现了很多新

型的酰基化修饰(图 1)。虽然这些翻译后修饰所具有的重要调控作用人们已经从细胞生物学的尺度上

进行了研究，但目前很多具体的作用机制与调控过程等问题尚不清楚[2]。 

 

 
图 1  赖氨酸各类翻译后修饰的结构 

 

为了对这些翻译后修饰模式进行深入研究，我们需要获得足量的具有特定翻译后修饰蛋白质。

但由于这些含有翻译后修饰的蛋白质在细胞中分布极为分散，而总体含量又较低，我们很难直接从

细胞中进行提取分离。不仅如此，同一个蛋白质上可能存在若干种不同的翻译后修饰模式，且这些

翻译后修饰通常处于高度动态变化中。故而，我们几乎无法直接获得[3]。而传统的基因工程手段又

难以从 DNA 层面直接控制所表达的蛋白质翻译后修饰模式。因此，通过引入化学生物学与合成生

物学以发展可行、有效且便于操作的制备方法，对于后续表观遗传学研究极为重要。为了解决这一

难题，近期生物学家与化学生物学家发展出多种技术。本文将讨论其中一种利用生物正交反应制备

赖氨酸翻译后修饰天然结构及其类似物的方法。我们首先简要介绍生物正交反应的原理，进而讨论

这些反应在制备含有赖氨酸翻译后修饰的蛋白质中的应用实例。 

生物正交反应是化学生物学的一个经典研究领域。其种类繁多，功能丰富，可以用于生物大分

子的交联、标记、定位等，在蛋白质的化学生物学中有重要的作用。其在对于含有特定位点非天然

结构的蛋白质的制备也有广泛的实用性。但是本部分内容在国内高校本科的化学系或生物系专业教

育中几乎没有涉及，期望本文对相关专业的科研与教学能够有所帮助。 

 

2  生物正交反应 
本部分主要介绍生物正交反应的原理与基本特征，并以一些典型实例分析利用生物正交反应对

天然蛋白质的修饰、交联与功能化。 

2.1  技术简介 

生物正交反应指一类生物大分子与功能小分子或生物大分子之间的化学反应，这些反应具备高

选择性、反应条件温和、反应效率高等特点[4]。与普通的有机反应需要高温或有机溶剂的条件不同，

生物正交反应可以发生在常温常压的近中性水溶液中[5]。正因如此，生物正交反应可以发生在具备

天然结构与功能的生物大分子上，如蛋白质、核酸等。 

发现与发展新型的生物正交反应是本领域一个重要的研究方向。尤其是最近，人们进一步改进

了一系列传统的有机化学反应，使得一些以前并不属于生物正交反应的反应也得以在生命体系中使
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用。例如传统的 Staudinger 反应，原本是一类古老的有机化学反应，近年来得到了重要的拓展。例

如多类无痕 Staudinger 反应的发展，并被广泛地应用于生命科学领域[6]。而近期新发现的亚铜离子

催化的叠氮-炔基环合成反应(CuAAC)及其相关反应已被广泛应用于蛋白质的功能化[7]。这些反应都

可以被应用于含有翻译后修饰蛋白质的制备中。 

2.2  技术特点 

考虑到蛋白质中天然氨基酸侧链结构多样性的限制，这些反应大多都只能在半胱氨酸的巯基上。

半胱氨酸的巯基相比于赖氨酸的侧链氨基或者多肽的 N 末端氨基具有较强的亲核性，故而可以与各

种亲电试剂反应进而形成赖氨酸翻译后修饰的类似物[8]。 

除了利用天然蛋白质上自然存在的氨基酸侧链进行反应外，人们还可以利用其他手段在蛋白质

上引入特定的官能团[9]。例如非天然氨基酸引入手段可以在蛋白质特定位点上植入一个非天然的反应

基团[10]。利用蛋白质标签的方法人们也可进一步用酶促反应对目标蛋白质进行功能化[11]。 

2.3  赖氨酸翻译后修饰 

随着新型生物正交反应逐渐应用于蛋白质化学生物学的各个领域，人们同时也发展出越来越多

的新的化学方法[12]。利用这些新的方法学，一大批赖氨酸类似物被制备出来，其结构与天然结构的

类似性也越来越高。 

赖氨酸是二十种天然蛋白质中唯一一个侧链带有 ε-氨基官能团的氨基酸。作为碱性氨基酸的代

表，赖氨酸在生理条件下携带正电荷，并可与其他带有负电荷的分子相互作用，例如 DNA。故而，

组蛋白上带有大量的赖氨酸以结合 DNA 共同形成核小体。近年来，人们发现赖氨酸上存在一系列

的翻译后修饰，这些翻译后修饰可以通过改变靶点蛋白质的赖氨酸电荷情况进而调控其与其他生物

大分子的相互作用，并最终影响基因的转录。这些翻译后修饰分布广泛，结构多样，含量却很低。

故而，引入包括生物正交反应在内的化学生物学方法是研究蛋白质翻译后修饰的主要途径。 

 

3  应用实例 
前文中我们简要介绍了生物正交反应技术应用于赖氨酸翻译后修饰及其类似物合成研究的必要

性和可行性。本部分将分三类系统地讨论本领域的研究进展。 

3.1  半胱氨酸烷基化修饰法 

作为自然界中唯一一种含有巯基的天然氨基酸，半胱氨酸与多种小分子都有反应性。这是由于

巯基本身作为强亲核性的“软碱”可以发生一系列的反应，如亲电取代反应、巯基-烯反应、二硫键

的形成反应等。另一个重要因素是半胱氨酸在自然界中天然蛋白质上的含量极低。这虽然对依靠半

胱氨酸进行链接的蛋白质的全合成很不利[13]，但却间接保证了生物正交反应的位置特异性。一方面，

由于天然的半胱氨酸含量很低，除了我们感兴趣的位点外一般不会有其他半胱氨酸的干扰。另一方

面，这些半胱氨酸一般处于非活性位点，人们常常将其他半胱氨酸突变后仅留下一个感兴趣的位点，

将其由天然的赖氨酸突变为半胱氨酸用于标记[14]。 

2007 年 Shokat 课题组[15]首次报道了其系统性地研究基于半胱氨酸的甲基化赖氨酸类似物的研

究进展。他们设计了多种甲基化赖氨酸类似物(MLAs)，而这些甲基化赖氨酸类似物可以由半胱氨酸

烷基化高效便捷地制备，且对于单甲基化、双甲基化和三甲基化赖氨酸都可以适用。由于 S-(2-氨乙

基)-L-半胱氨酸是赖氨酸良好的类似物，N-(单，双或三)甲基氨乙基氯被用于半胱氨酸的烷基化(图

2)。该反应在碱性条件下发生，可以在蛋白质的半胱氨酸处得到位置特异性的甲基化赖氨酸类似物。

这些类似物可以进一步被用于研究不同甲基化对染色体结构与功能的调控作用。 

此外，类似地 Davis 课题组报道了另外一些半胱氨酸修饰法以制备赖氨酸翻译后修饰类似物的

研究工作[16]。同样在 2007 年 Davis 课题组[17]报道了基于半胱氨酸二硫键的糖基化类似物的制备方

法。他们将两种正交的反应基团引入目标蛋白质中并进而分别用于标记。其中，一个位点用单点突

变的策略引入半胱氨酸；而另一个位点用氨基酸替代的方法引入叠氮高丙氨酸(Aha)。接下来他们用
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带有寡糖基团的二硫键形成试剂与双突变的蛋白质进行作用来形成半胱氨酸链接的 S-S 糖基化修饰，

并进一步利用铜催化的“点击反应”形成第二个寡糖修饰。这两步反应都具备高的转化率。Liu 课

题组[18]报道了一种新的由半胱氨酸烷基化的方法制备乙酰化赖氨酸类似物的途径。在该研究中，N-

乙烯基乙酰胺(N-vinylacetamide)被用于与组蛋白 H3 或 H4 中特定位点的半胱氨酸在紫外光的照射下

发生反应最终得到赖氨酸的类似物。所得的组蛋白产物在组蛋白 H3 的第 27 位与 H4 的 16 位带有赖

氨酸的类似物，并被进一步用于体外核小体折叠继而进行乙酰化功能实验。 

综上所述，半胱氨酸的直接烷基化修饰的方法是一个便捷而可靠的制备翻译后修饰赖氨酸类似

物的手段。尽管所得产物与天然的翻译后修饰有所不同，但半胱氨酸保留了本身 α-碳原子得到手性，

所得的产物也是对映异构体纯的。此外，为了保证本方法的位置选择性，蛋白质中只能有一个半胱

氨酸侧链。 

3.2  脱氢丙氨酸修饰法 

第二类主要的生物正交反应发生在脱氢丙氨酸(Dha)上，包括脱氢丙氨酸的形成与后续的原位(in 
situ)亲核进攻反应。脱氢丙氨酸作为一种 α,β-不饱和的氨基酸是良好的 Michael 加成受体分子，可以

被各类亲核试剂进攻以形成赖氨酸类似物。人们已经发展了很多在蛋白质中产生脱氢丙氨酸的策略。

最为直接的方式是半胱氨酸的氧化消除反应(图 3a)，此过程天然存在于含有羊毛硫氨酸的天然活性

环肽(Lantibiotics)的生物合成中[19]。而脱氢丙氨酸的形成也同样发生在人体中[20]。除了半胱氨酸，

硒代半胱氨酸及其衍生物也可以被转化为脱氢丙氨酸[21]。例如，人们可以利用非天然氨基酸引入的

手段将含硒的前体分子如硒代赖氨酸(KSe)引入目标蛋白质中。一旦实现了硒代赖氨酸的引入，其亦

可进行氧化消除反应以生成脱氢丙氨酸[22]。另外，β-苯基硒代半胱氨酸也可作为脱氢丙氨酸的前体

分子直接通过多肽化学合成引入目标蛋白质中[23]。 

通过脱氢丙氨酸的引入，人们进而利用不同亲核试剂的 Michael 加成反应实现了一系列翻译后

修饰及其类似物的制备。Davis 课题组[24]于 2008 年首先报道了一种非氧化性的脱氢丙氨酸引入手段。

同样是利用蛋白质中的半胱氨酸侧链，他们将其与 O-均三甲苯磺酰羟胺酯(MSH)相互作用，半胱氨

酸进而发生 β-消除反应生成脱氢丙氨酸(图 3b)。该过程可以实现完全转化，且对蛋白质中所含的甲

硫氨酸具有耐受性而不会产生副反应。通过利用此方法，该课题组将脱氢丙氨酸引入一个仅含有单

一半胱氨酸的丝氨酸蛋白酶上，进而通过巯基-烯反应将其转化为不同的翻译后修饰如磷酸化、甲基化

和糖基化等(图 3d)。2011 年 Davis 课题组[25]又报道了另外一种便捷的脱氢丙氨酸合成方法。在该方

法中，半胱氨酸通过双烷基化-消除机理可以直接转化为脱氢丙氨酸。他们以含有单一半胱氨酸位点

的蛋白 Np276 为模型蛋白，通过与新型试剂 α,α’-二溴代-丁二酰胺的作用下生成脱氢丙氨酸并进

一步用于蛋白质标记(图 3c)。相比于该条件下使用 MSH 仅仅得到非特异性的氨基化产物。 

综上所述，尽管利用脱氢丙氨酸修饰的策略人们可以高效而便捷地制备理想的翻译后修饰类似

物，但这些产物中大多不可避免地含有硫原子。这个硫原子来自 Michael 加成反应中所使用的含硫

亲核试剂。这也使得本方法与前文提到的半胱氨酸烷基化修饰的方法得到同样的产物。同时，半胱

氨酸的烷基化修饰保留了半胱氨酸 α-碳原子的手性，而脱氢丙氨酸的形成就意味着手性的消失进而

图 2  半胱氨酸的烷基化修饰策略及制备甲基化赖氨酸类似物示意图
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得到蛋白质非对映异构体的混合物。虽然有以上两点不足，但本方法与半胱氨酸烷基化修饰相比还

有位置特异性这一优势。正是由于脱氢丙氨酸可以通过非天然氨基酸引入的策略引入到蛋白质的特

定位点，而后续反应也就是位置特异性的[26]。 

3.3  金属催化碳碳键形成反应法 

前文所提到的两种方法都不可避免地具有一个问题，即产物中含有非天然的硫原子。虽然硫原

子在化学生物学中常常作为亚甲基的替代物，但其在键长与键角上都和亚甲基有显著区别。故而如

何能解决这一问题成为本领域的一个重大调整。 

最近，传统的脱氢丙氨酸制备翻译后修饰的策略又得到了新的发展。随着过渡金属催化碳-碳

缩合反应的发展，一系列新的有机化学反应被引入到蛋白质的生物正交反应中来，并可替代了已有

的巯基-烯反应以形成翻译后修饰的类似物。与前文提到的 Michael 加成类反应不同的是，利用金属

锌-铜(Zn-Cu)复合金属催化剂催化的交叉偶联反应可以在脱氢丙氨酸上形成碳-碳键联。值得注意的

是，虽然本方法属于基于脱氢丙氨酸修饰，但是利用的反应与 3.2 节中的经典反应完全不同，故而

单独分类。2016 年，Park 课题组[27]报道了双金属催化的碘代烷对脱氢丙氨酸的自由基加成反应，该

反应可以形成与天然结构更加相似的碳-碳键连产物以避免引入硫原子(图 3e)。利用此方法，他们合

成了带有在赖氨酸 79 位甲基化的组蛋白，并且研究了甲基化与乙酰化之间的相互调控作用

(cross-talk)与对基因转录的作用。Davis 课题组[28]也于同年报道了一个相似的工作，他们将这个策略

称作翻译后修饰突变法(posttranslational mutagenesis)，同样也是利用卤代烃与脱氢丙氨酸之间的自

由基机理碳-碳偶联反应以制备各类翻译后修饰结构。由于卤代烃可选用的种类多样，理论上说本方

法可以适用于各种翻译后修饰。总体说来，本方法与传统方法相比避免了在侧链上引入杂原子，因

而更加接近于天然结构。不过本方法并没有解决脱氢丙氨酸带来的 α-碳原子消旋化问题，而且所得

到的蛋白质产物也是含有一个 D/L 手性碳的非对映异构体。 

3.4  本方法的局限性 

如前文所述，通过生物正交反应法我们可以制备含有各类赖氨酸翻译后修饰结构与其类似物的

纯品蛋白质。该策略设计的方法多种多样，简便易行，具有广泛的适用性。然而，本方法的一个缺

图 3  利用脱氢丙氨酸修饰的策略引入含有天然或非天然翻译后修饰赖氨酸结构示意图 

(a) 半胱氨酸的氧化消除反应生成脱氢丙氨酸；(b) 半胱氨酸的 β-消除反应生成脱氢丙氨酸；(c) 半胱氨酸在 α,α’-二溴代-丁二酰胺的

作用下生成脱氢丙氨酸；(d) 脱氢丙氨酸在巯基-烯反应下生成翻译后修饰赖氨酸类似物；(e) 脱氢丙氨酸在巯金属催化偶联反应下生

成翻译后修饰赖氨酸类似物 
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点是所得的结构要么是天然结构的类似物，要么是消旋化混合物。这也在一定程度上影响了产物蛋白

的生物学应用。 

具体说来，半胱氨酸烷基化策略的前提条件是该天然蛋白质有且仅有一个天然的半胱氨酸，否

则将对原有序列进行突变。例如，如果含有多于一个半胱氨酸侧链，人们需要保留关键位点并将其

他半胱氨酸突变成其他氨基酸；如果序列中并没有天然的半胱氨酸，人们则需要在关键位点引入一

个半胱氨酸。而对于脱氢丙氨酸修饰法，首先需要通过基于半胱氨酸转化法形成脱氢丙氨酸，并进

而进行修饰。人们也可以利用非天然氨基酸引入法引入其他前体氨基酸并转化为脱氢丙氨酸。 

此外，利用生物正交反应的方法大多仅仅用于赖氨酸翻译后修饰蛋白质的合成，这是因为无论

使用半胱氨酸修饰法或者脱氢丙氨酸修饰法所得的链长度恰好与赖氨酸相近而长于其他天然氨基酸

侧链。 

值得一提的是，除了以上提到的基于天然氨基酸侧链的生物正交反应修饰法外，人们还发展了

结合非天然氨基酸引入法与生物正交反应修饰法的策略 [29]以引入一些具有复杂结构的翻译后修

饰[30]，并将其广泛应用于生命科学研究中[31]。 

 

4  结论与展望 
蛋白质赖氨酸翻译后修饰的制备是一个亟待合成化学家与化学生物学家解决的问题[32]。通过发

展生物正交反应以修饰表达蛋白质的技术，人们可以有效地在目标蛋白质中引入这些翻译后修饰及

其类似物。然而，国内在化学生物学相关专业的本科教学中对本领域几乎无涉及。这对于培养化学

生物学等跨学科研究人才是极为不利的。 

本文通过介绍近期利用生物正交反应向目标蛋白质中引入新型赖氨酸翻译后修饰及其类似物

的研究进展，探索尝试将前沿的生命科学问题引入本科生的基础教育中[33]。这种尝试可以有效地增

加学生的探索兴趣，拓宽学生的知识面，并巩固学生的基础知识[34]。期望本文对相关专业的基础教

学与科研有所帮助。 

致谢：感谢 University of Chicago 博士研究生邱天对本文构思提供的灵感。感谢 Texas A&M 

University 博士研究生 Erol Can Vatansever 对本文讨论部分提出的意见与建议。 
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