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蛋白质化学修饰的研究进展
李文静  李利君*  吴 瑜  刘嘉男  巩建业  廖辉  刘小琴

(集美大学食品与生物工程学院, 厦门 361000)

摘要      蛋白质是生命的物质基础, 其特定的空间结构决定了蛋白质的功能。用化学修饰的

方法改变蛋白质结构和功能一直是蛋白质工程改造方面研究的热点。在越来越多的研究报道中, 
不仅有利用一系列酶对翻译后的蛋白质进行修饰的方法, 还有利用小分子物质缀合的修饰方法。

该文在分析和总结现有相关文献的基础上, 综述了蛋白质末端修饰、侧链上的巯基修饰、二硫键

修饰及磷酸化修饰的方法。
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Abstract       Protein is the basic substance of life and its specific spatial structures were very important for the 
function. Changing the structure and function of proteins by using chemical modification is always the focus in the 
study of protein engineering. In some reports, many enzymes and chemical modifiers have been used to modify and 
convert the characteristics of proteins. The former method altered the protein post-translated and the latter conjugat-
ed small molecules to protein. Therefor, on the basis of analyzing and summarizing the existing related literatures, 
we present the methods about chemical modification of protein, including terminal modification, side-chain modifi-
cation about thiol, disulfide bond and phosphorylation.
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蛋白质是一类有机大分子, 是构成细胞的基本

有机物质, 是生命的物质基础, 是生命活动的主要

承担者。蛋白质的生物活性是由其特定的化学结

构和空间结构决定的, 空间结构的微小变化可能都

会引起蛋白质生物活性的改变。化学修饰是指通过

改变蛋白质的化学结构使其空间结构发生变化从而

导致自身生物活性及功能的改变。蛋白质的化学修

饰有两种。一种是蛋白质翻译后受到一系列修饰酶

和去修饰酶的严格调控, 使得蛋白质表现出某种稳

定或动态的特定功能即蛋白质的翻译后修饰(post-

translational modifications, PTMs); 另一种是通过引

入或除去化学基团, 使蛋白质共价结构发生改变。

真核细胞中存在着各种各样的蛋白修饰方法, 
调控着细胞不同的生理及病理过程, 因此对蛋白质

的化学修饰需要更为深入的研究。自20世纪70年代

以来, 关于用有机合成的方法进行蛋白质化学修饰

的报道越来越多[1-2]。此后, 对蛋白质化学修饰的方

法研究更加深入, 使其能够赋予蛋白质新的特定功

能并且改善某些重要功能。如在生物医学方面, 化
学修饰可以改善药用蛋白质的免疫原性; 在生物技
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术方面, 酶经过化学修饰后可以在溶剂中发挥更高

效的催化作用, 并表现出特异的催化性能; 在食品加

工方面, 化学修饰可以在食品加工过程中提供食品

质量和稳定的各种功能。因此, 化学修饰是研究蛋

白质结构与功能的重要手段, 也是定向改造蛋白质

性质的一种方法, 在蛋白质工程中有着广泛的应用

前景。

1   蛋白质末端修饰
蛋白质的合成起始于N末端, 而蛋白质N末端的

性质决定了蛋白质的活性和稳定性等。对于许多蛋

白质来说, 共翻译和翻译后修饰发生在N末端[3], 而
在这些修饰中最常见的是N末端甲硫氨酸切除(N-
terminal methionine excision, NME)和N末端乙酰化

(N-terminal acetylation, NTA)。NME活性在所有生

物体中均能观察到, 真核生物中蛋白质的翻译起始

氨基酸均为甲硫氨酸(Met)。然而, 真核生物成熟后

的蛋白质第一个Met往往会被剪切掉, 其特异性取决

于Met之后的第二个残基的特性。通常, 如果第二个

氨基酸是甘氨酸(Gly)、丙氨酸(Ala)、丝氨酸(Ser)、
半胱氨酸(Cys)、苏氨酸(Thr)、脯氨酸(Pro)或缬氨

酸(Val)中的一个时, 则Met被特异性甲硫氨酸氨肽酶

(MetAPs)去除, 释放出新的N末端[4], 可进行进一步

的翻译后修饰。

N末端乙酰化修饰是乙酰转移酶(N-terminal 
acetyltransferase, NAT)催化乙酰辅酶A(AcCoA)的
乙酰基团转移到蛋白质N末端的α-氨基上。虽然

NTA在原核生物中很少发生, 但在真核生物中发现

的蛋白质80%~90%是N末端乙酰化的[5]。通常情况

下, 乙酰化发生在N末端自由氨基和赖氨酸(Lys)侧链

氨基上。若发生NME后, 新的N末端的第一个氨基

酸是Ser、Ala、Met、Gly或Thr中的一个时, 也会发

生乙酰化修饰[5-6]。文献报道, NTA在蛋白质转运和

定位[7-8]、蛋白质复合体形成[9]及蛋白质降解[10]等方

面有着重要作用。另外, 对于小分子肽, 当其N末端

被修饰时, 亦可改变其生物学活性。最新研究报道, 
L1A(IDGLKAIWKKVADLLKNT-NH2)[11]是一种对革

兰氏阴性菌表现出选择性抗菌活性而不溶于血的

肽, 当其N末端被乙酰化时, 可穿透细胞膜, 并且改

变膜的机械性质, 促进形状变化, 同时在阴离子脂质

囊泡中的裂解活性显著提高, 从而导致细胞膜裂解。

此外, 研究者还发现, 引起地中海贫血的原因也与

NTA有关[12]。

N末端修饰除了PTMs的方法外, 还可以通过化

学手段添加修饰剂得到具有特定功能的蛋白质。如

向N末端添加荧光团类缀合物可以得到用于体内成

像的蛋白质[13-14], 添加药物类缀合物可以得到具有

增加血液循环的聚乙二醇化蛋白及用于靶向药物递

送的抗体等[15-16]。另外, 将细胞外基质蛋白固定化

到聚丙烯酰胺(polyacrylamide, PAAm)水凝胶上已

被广泛用于研究它们对细胞的生物化学和机械影

响。然而, 这种缀合的方法主要局限于残基选择性, 
例如通过赖氨酸的侧链进行连接, 会形成不同取向

的蛋白质, 这样会干扰细胞对基质材料的黏附并影

响其下游行为和功能。因此, Lee等[16]开发了一种2-
吡啶甲醛(2-pyridinecarboxaldehyde, 2PCA)功能化的

PAAm水凝胶, 2PCA是一种可以用于N末端特异性

蛋白质一步修饰的试剂[17], 从而可以通过N末端连

接蛋白质。与常规的添加赖氨酸的缀合物相比, 这
种N末端修饰有利于附着的胶原蛋白形成纤维, 以
及细胞重塑和纤维束形成。

相对于蛋白质N末端而言, 蛋白质C末端修饰的

相关研究较少, 目前常见的是C末端酰胺化和甲基

化修饰。C末端酰胺化后因疏水性增加, 结合力增强, 
导致多肽的生物学活性发生变化。研究发现, 蛋白

质C末端的羧基可发生甲基化, 如磷蛋白磷酸酶2A
的催化亚基的C末端发生甲基化后与调节亚基相互

作用, 从而调节神经可塑性[18]。此外, 已经发现了一

些C末端修饰的肽被广泛用作各种蛋白水解酶的底

物和抑制剂。

2   蛋白质侧链修饰
2.1   巯基修饰

生物体内, 蛋白质巯基主要是指蛋白质或多肽

的半胱氨酸残基上所带的巯基基团(RSH)。由于硫

原子半径较大以及S-H键的解离能较低, 使得半胱氨

酸的巯基具有其他天然氨基酸很难进行的亲核反应

和氧化还原功能, 从而促使半胱氨酸具有一些独特

功能, 如亲核、氧化还原反应以及变构调节等。

蛋白质上的半胱氨酸(Cys)的天然丰度较低, 这
意味着在蛋白质上更容易选择半胱氨酸进行修饰。

通过靶向天然的半胱氨酸残基, 或者通过点突变技

术将半胱氨酸引入蛋白质中的期望位点从而进行定

点修饰。2009年, Chalker等[19]总结了侧重于利用半
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胱氨酸作为蛋白质化学修饰前体的方法。天然化学

连接(native chemical ligation, NCL)是一种常见的巯

基修饰方法。NCL是通过多肽片段连接合成长序列

多肽及蛋白质的有效方法, 如通过采用N末端和C末
端具有特定化学结构、侧链功能基团等未加保护的

多肽片段为原料, 在液相合成条件下使多肽片段高

选择性地相互连接并形成天然肽键, 从而得到长序

列多肽及蛋白质。因此, 可利用NCL方法将硫酯与

N末端半胱氨酸残基进行化学选择性缩合[20], 使其

成为具有价值的多功能工具[21-22], 如作为有标记目

的的肽或蛋白质[23-24]等。

然而, 通过半胱氨酸残基将非蛋白质部分与蛋

白质缀合具有更广泛的应用前景。在该修饰中, S-
亚硝基化、Cys氧化及S-谷胱甘肽化是常见的修饰

方法。目前, 在生物检测领域, 可通过使用具有溴或

腈取代基的苄基化合物将腈基团引入蛋白质中以形

成红外探针[25]; 在生物医学领域, 可使用叶酸作为癌

症治疗的靶向部分[26], 带有溴代烷基的叶酸衍生物

与RNA酶A中的工程半胱氨酸残基缀合, 生成的均

匀复合物能够靶向癌细胞而不损失活性[27]。另外, 
由于巯基的氧化还原功能, 会生成硫氧蛋白(Trx)以
及硫氧蛋白还原酶(TrxR), Trx/TrxR的水平在参与调

控细胞识别、信号传导等生理过程中发挥重要作

用。如在癌细胞中, Trx/TrxR的水平较高, 而高水平

的Trx/TrxR可以抑制细胞凋亡, 促进细胞生长和抗

化疗, 因此, 有效降低Trx/TrxR水平将可能成为治疗

癌症的一种方法[28]。

由于巯基的高度亲核性, 该位点修饰是人们最

先研究的特异性修饰。而在近几年的相关应用中出

现了新的修饰方法, 通过巯基的氧化还原作用与游

离的半胱氨酸反应将其连接在蛋白质的侧链上, 这
种方法通常比生物合成技术更容易和简单。这意味

着简单的修饰依然可以有新的发展, 我们期待着该

位点修饰的进一步发展。

2.2   二硫键修饰

二硫键是一种常见的修饰方式, 主要是指是两

个半胱氨酸之间形成的共价键, 对于蛋白质的正确

折叠、稳定性和细胞质蛋白的活性非常重要[29-30]。

二硫键要么包埋在蛋白质的折叠区域, 要么暴露在

溶剂可及的表面上[31]。溶剂可及的二硫键主要赋

予蛋白质稳定性, 而位于蛋白质疏水口袋内的二硫

化物主要贡献生物活性。大多数治疗相关的蛋白

质具有至少一个靠近表面的二硫键[32], 明确地给予

了蛋白质化学修饰进而改变生物活性及功能的机

会。

自从Brocchini等[33]首次进行二硫键修饰之后, 
二硫化物官能化已经在位点选择性蛋白质修饰中获

得了广泛的应用, 以衍生各种肽/蛋白质杂化物, 扩
大了自然界中的所有组成成分。目前, 二硫键常见

的修饰方法是利用还原剂修饰。还原剂修饰通常是

利用还原剂打开二硫键后, 用带有生物素标记的烷

基化试剂如biotin-IAM、biotin-HPDP[34]等进行标记, 
这样可获得具有标记目的的肽或蛋白质。

在PTMs中, 可以利用高效活化的聚乙二醇

(polyethylene glycol, PEG)进行定点修饰, PEG化针

对蛋白质二硫键进行定点修饰的策略已成功应用于

多种细胞因子、酶及抗体片段的修饰, 修饰后的蛋

白质生物活性也得到较好的保持[35], 在药物化学领

域, 这种方法已经成功应用于干扰素、生长抑素、

天冬酰胺酶、谷胱甘肽等蛋白质药物的定点修饰。

同时, 基于蛋白质微环境和半胱氨酸修饰之间的相

容性, 可以利用形成的二硫化物设计更有效的药物

分子来治疗半胱氨酸的相关疾病[36]。

此外, 可以使用双砜将具有刚性的大分子基团

与蛋白质缀合。研究表明, 根据双砜官能团和马来

酰亚胺部分的反应动力学的差异, 通过pH控制两个

含巯基的生物大分子逐步进行位点特异性缀合[37]。

在pH6时, 马来酰亚胺与第一个巯基之间的第一步

加成反应迅速完成而不影响双砜官能团。通过将

pH值增加到8, 随着单砜的形成, 对甲苯亚磺酸进行

原位消除, 并且在温和条件下与另一个含巯基的大

分子发生加成反应。基于已建立的双砜化学, 可以

通过靶向二硫化物来扩展蛋白质的修饰并扩展可用

蛋白质生物混合物的库。因此, 该平台具有在生理

条件下以直接方式构建确定的蛋白质–肽、蛋白质–
蛋白质或蛋白质-DNA生物混合物的功能, 这对于量

身定制的生物治疗剂可能具有重要意义。

除了使用含巯基的分子与未修饰的蛋白质缀合

得到具有意义的缀合物之外, 还可以通过控制反应介

质的pH值, 使含有二硫醇的分子以逐步的方式结合

到已修饰的蛋白质中[38]。例如绿色荧光蛋白, 对于这

种已经引入了亲和标签以及发色团的蛋白质, 官能化

后可促进其分离和检测, 这种多组分反应解决了如纯

化和追踪化学修饰的蛋白质方面的问题。因为可以
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赋予多于一个的标签或标记, 这种多模式重组方法对

于制备精确的多功能杂交体具有巨大的潜力。 
2.3   磷酸化修饰

蛋白质磷酸化是指蛋白质在磷酸化激酶的催

化作用下把ATP或GTP的γ位磷酸基转移到蛋白质的

特定位点氨基酸残基上的过程。磷酸化是一种非常

重要且广泛存在于原核生物和真核生物中的翻译后

修饰调控方式, 细胞内至少有30%的蛋白质被磷酸

化修饰。

被磷酸化的蛋白质氨基酸可形成不同的化学

键, 磷酸基团与相应氨基酸之间形成的化学键有着

不同的热力学和动力学性质, 这些可能导致磷酸基

团的动力学稳定性和转移潜能的改变。此外, 这些

不同的化学性质可导致例如信号转导网络中生物学

功能的改变[39-42]。蛋白质磷酸化在许多信号转导途

径中占据重要地位, 其可通过含有蛋白激酶、磷酸酶

和磷蛋白感应蛋白的网络进行感测和传输信号[43-45]。

通过信号转导蛋白的级联, 磷酸盐可以在这些信号

转导网络中转移, 从而整合不同的调节网络[44,46-49]。

如细菌蛋白酪氨酸激酶家族中的BY激酶, 其活

性位点位于能够结合ATP并将其γ磷酸酯转移到酪氨

酸残基的羟基上的催化结构域上[50]。激酶上半保守

的C末端序列与几个成簇的酪氨酸代表自磷酸化位

点。当激酶酪氨酸簇上的残基磷酸化时, 八聚体解

离并形成允许与细胞底物相互作用和磷酸化的单体

BY激酶[51]。当脱磷酸化时, BY激酶形成八聚体, 其中

一个单体的酪氨酸簇位于相邻单体的催化位点。因

此, 酪氨酸簇的固有灵活性允许所有酪氨酸残基的

磷酸化。此外, 对于BY激酶来说, 不同类型的激酶

磷酸化后活性也不同。例如, 枯草芽孢杆菌BY激酶

PtkB(EpsB)的自体磷酸化抑制激酶活性[52], 而来自金

黄色葡萄球菌的BY激酶CapB2自磷酸化后具有活性。

细菌蛋白质的网络结构除了通过酪氨酸磷酸

化来调节外, 还能通过丝氨酸和精氨酸来调控[53-54]。

由于磷酸化的氨基酸残基有时因不同的机制和化学

差异而具有双重作用, 使得利用酪氨酸、丝氨酸或

精氨酸磷酸化的细菌蛋白质网络的性质显示出根本

的差异, 然而, 最近的研究表明, 这些不同的细胞磷

酸化系统似乎能够进行通信[55-56]。这些不同的磷酸

化系统因为具有独特和重叠的作用与机制, 不仅允

许快速的应激反应, 而且还可以被认为是多功能的

表观遗传反应系统。

2.4   其他侧链修饰

除了以上介绍的修饰方法之外, 还有甲基化、

糖基化、脂基化和乙酰化等修饰方法。组蛋白精氨

酸(Arg)的甲基化在基因转录调控中发挥着重要作

用, 并能影响细胞的多种生理过程, 包括DNA修复、

信号转导、细胞发育及癌症发生等[57]。糖基化的铁

转移蛋白是一种金属转运血清蛋白, 具有间接调节

铁离子平衡的作用[58]。近年来, 越来越多的研究表

明, 脂修饰在微生物感染、信号传导、免疫调控和

肿瘤发生过程中起着重要作用[59]。同时, 非组蛋白

乙酰化修饰研究也取得了一定成果, 如发现沙门氏

菌中代谢酶存在可逆性乙酰化现象[60], 揭示了蛋白

质乙酰化修饰对细胞自噬调控的分子机制[61]。

此外, 碳氢化合物修饰一直是研究人员攻克的

难点方向。在最近的研究报告中, Yu等[62]研究了一

种新的修饰方法, 通过金属催化剂与肽骨架的配位

促进了N末端丙氨酸残基的C-H芳基化。因为这份

开创性的报道, 让C-H键的直接官能化有了根本性

进展, 从而使特异性针对脂肪族残基修饰有了可行

的方法[63-67]。最新有研究报道了一种通过光敏激活

三级C-H键的例子, 如亮氨酸二肽的叔C-H键被激活

后直接叠氮化[68], 这种C-H键的官能化使有机和生物

分子的三级C-H键选择性标记具有不同化学和生物

物理性质的标签, 为蛋白质或肽的功能研究提供了

潜在的有价值的工具。因此, C-H功能化的新兴趋势

将有助于为脂肪族和芳香族氨基酸开发提供新的思

路。

3   前景与展望
化学修饰是一种重要的蛋白质设计手段。修饰

的肽和蛋白质的生物学重要性一直以来都是探索各

种化学修饰的强大动力。经过化学修饰的蛋白质不

仅能维持蛋白质较高的生物活性, 而且能够有效地

克服蛋白质免疫原性和毒性方面的缺点, 同时赋予

蛋白质一些新的优良性能, 将其与基因工程、蛋白

质工程相结合, 在生化药物研究与开发中将有更好

的发展前景。虽然现在对于化学修饰的研究越来越

多, 但是对修饰后的蛋白的认识还不够深入, 尤其是

对大部分脂修饰的蛋白和脂肪族修饰的蛋白的结构

和功能知之甚少。因此, 对修饰后的蛋白质的结构

和功能还需要进一步的研究。此外, 化学修饰的方

法需与时俱进, 不应局限于蛋白质的单一修饰方法, 
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而应结合不同修饰方法的优点, 制备更复杂的大分

子结构, 如高级蛋白结合物等。蛋白质修饰的转化

途径需具有革新现代有机合成的能力, 同时修饰后

的蛋白也能提供高价值的生物靶标以满足紧急的社

会需求。
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