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基于非天然氨基酸的蛋白质生物正交标记 
劼李     王杰    陈鹏* 

(北京大学化学生物学系  北京 100871) 

摘要  生物正交化学反应正日益成为在活体内对生物大分子进行特异标记的一种有效方法. 最近涌现出的一个突出的

例子是将金属钯催化的碳碳偶联反应这一在有机合成领域具有里程碑意义的反应拓展到生物大分子的标记上. 在活细

胞上进行生物正交反应的一个先决条件是需要将参与这类反应的正交官能团特异地引入到目标生物大分子当中. 遗传

密码子拓展技术是将多种生物正交活性基团引入到蛋白质当中的一种先进的手段; 最近发展出的基于吡咯赖氨酸氨酰

合成酶和 tRNA 的体系能够将携带有生物正交官能团的非天然氨基酸有效地引入到原核生物、真核生物, 甚至是动物

体内的蛋白质上. 在这一展望中, 我们首先介绍在生物正交反应和遗传密码子拓展这两个领域内的研究前沿与进展. 
接着我们将讨论将这些新发展的研究工具, 尤其是基于钯催化的生物正交反应和基于吡咯赖氨酸氨酰合成酶的遗传密

码子拓展技术, 应用于标记和修饰哺乳动物细胞蛋白质上的优势和诱人前景. 生物相兼容性更好的正交反应和更为灵

活的非天然氨基酸引入技术必将有力地增强和拓宽人们在活细胞环境下特异操纵蛋白质的能力.  
关键词  蛋白质标记; 生物正交反应; 钯催化; 碳碳偶联; 非天然氨基酸 

 

Unnatural Amino Acid Mediated Protein Bioorthogonal Labeling 
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Abstract  The bioorthogonal chemistry has become a valuable tool for specific labeling of biomolecules in living systems. 
One emerging example is to convert the palladium-mediated carbon-carbon bond formation reaction, a landmark reaction in 
organic synthesis, into the biocompatible reaction for biomolecule modifications. A prerequisite to enable such reactions to be 
executed on biological samples is to incorporate the corresponding bioorthogonal functional groups into target biomolecules. 
The genetic code expansion strategy is a leading technology on introducing diverse bioorthogonal functionalities into pro-
teins, and the most recently developed pyrrolysine system can now allow unnatural amino acids (UAAs) bearing bioorthogo-
nal handles into proteins in prokaryotic cells, eukaryotic cells and even in living animals. In this perspective, we will first 
introduce some of the forefronts of the bioorthognal reactions as well as the genetic code expansion strategy. We then will 
discuss the advantages and attractiveness of combining these newly emerged tools, Pd-mediated biomolecular labeling and 
pyrrolysine-based genetic code expansion system in particular, to specifically label and study proteins in living mammalian 
cells. More biocompatible reactions and more flexible UAA incorporation system will significantly strengthen and expand 
our ability to specifically manipulate proteins in their native cellular environment. 
Keywords  protein labeling; bioothorgonal; palladium catalyzed; cross coupling; unnatural amino acid 

   
1  引言 

蛋白质是细胞内最丰富的生物大分子, 它几乎参与

所有的生命过程. 因此对蛋白质的结构、功能和相互作

用的研究是生命科学领域的一项重要任务. 为了对蛋白

质进行活体研究, 很多情况下需要对蛋白质在活细胞内

进行标记, 以便对目标蛋白进行实时观察. 其中绿色荧

光蛋白(GFP)及其变种的荧光蛋白(FPs)被广泛应用于体

内蛋白质的标记. 由于荧光蛋白具有荧光特性, 当 GFP
与目标蛋白融合时, 就可以通过荧光响应对目标蛋白的

表达、运输和定位进行研究[1]. 作为一种天然蛋白质探

针, GFP 的优点在于: 操作比较方便, 不需要额外的辅

助工具, 易于表达, 而且能够得到不同的突变体, 因而

在科学界得到了广泛应用. 虽然荧光蛋白在蛋白质标记

方面取得了很大的成功, 但其较大的空间位阻、对标记

位点的限制及荧光检测的灵活性等因素也在很大程度

上阻碍了其在某些研究中的应用. 针对这些问题, 通过

化学反应直接对蛋白质进行标记的方法也逐步发展起

来. 例如, 在20种天然氨基酸中赖氨酸和半胱氨酸由于

侧链上分别含有活泼的氨基和巯基, 因此可以与探针上
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的活性基团特异性反应, 从而达到标记蛋白的目的[2]. 
除了赖氨酸和半胱氨酸外, 也存在基于其他 18 种氨基

酸的蛋白质标记, 但相对较少. 这种利用天然氨基酸的

活性基团进行修饰的方法往往需要比较苛刻的反应条

件, 同时其对探针的引入没有特异性. 在自然界中, 蛋
白质还可以通过翻译后修饰(Post Translational Modifi-
cation, PTM)的方式向蛋白质氨基酸侧链中引入新的基

团. 模仿这种方式, 某些特定的酶可以被用来对目标蛋

白进行翻译后修饰, 从而达到特异标记目标蛋白的目 
的[3], 但是这类方法受限于所使用的标记化合物通常是

这类翻译后修饰酶的天然底物的类似物. 鉴于上述研究

方法的局限性, 生物正交反应在近十年里发展起来. 生
物正交反应是指具有生物体相容性的, 能够在生命体系

中对生物大分子进行调控和修饰的一系列方法的总称. 
这类反应的引入和发展极大地丰富了人们对蛋白质进

行标记和修饰的手段, 使蛋白质的特异性生物正交标记

成为可能[4].  

2  生物正交反应 

基于生物正交反应的标记(即生物正交标记), 需要

在目标蛋白中引入特定的生物正交基团, 然后通过生物

正交反应与含有互补基团的探针进行反应, 从而实现对

目标蛋白的特异标记. 生物正交反应包含两个组分, 即
生物正交反应对(Bioorthogonal Reaction Pair). 在生理

条件下生物正交反应对既相互反应, 又对周围分子保持

惰性. 到目前为止只有少数的几个反应可以满足这些条

件 . 例如由 Bertozzi 等 [2] 提出的将施陶丁格反应

(Staudinger Ligation)应用于生物样品, 由 Sharpless 等[5]

开 发 的 叠 氮 与 炔 基 的 环 加 成 反 应 (Azide-Alkyne 
Cycloaddition, AAC)等. 这其中, 由一价铜离子催化的

叠氮与炔基的环加成反应(CuAAC)[5], 也就是我们通常

说的“点击”化学反应(“Click” Chemistry), 已经成为

最为人所熟知的生物正交反应之一. 该反应已经在从生

物材料制备到活细胞成像等多个领域获得了广泛的应

用[6]. 然而, 一价铜离子所产生的细胞毒性是目前阻碍

该反应在生命体系中具有普适性应用的屏障[7]. 尽管随

后发展起来的无铜催化的“点击”化学反应(SPAAC)以
及反转电子要求的 Diels-Alder 反应已经成功地避免了

一价铜的使用, 使得该类反应能够在活细胞的表面上进

行[8]. 然而, 最近的部分研究却表明, 环张力型的炔或

者四嗪环能够在细胞中非特异性地和硫醇(巯基)或者是

蛋白质上的半胱氨酸反应, 从而极大地影响了该类反应

在细胞内进行的特异性[9]. 上述这些问题促使化学家们

去寻找合适的催化剂或者是起稳定作用的配体来减轻

一价铜对细胞的毒性. 美国斯克里普斯研究所的 Finn
教授和爱因斯坦医学院的 Wu 教授为此做出了很大的贡

献 . 他们开发和发展的基于 TBTA (tri-[(1-benzyl-1H- 
1,2,3-triazol-4-yl)methyl]amine)类的新型配体使得一价

铜在活体, 特别是哺乳动物细胞表面的特异性标记成为

可能[7,9,10].  
与此同时, 化学家们也开始对其他过渡金属的催化

偶联反应进行研究以期待发现新的生物正交反应. 最近

涌现出的一个突出的例子就是将钯催化的偶联反应用

于对蛋白质进行特异的化学修饰[11]. 钯催化的碳—碳偶

联反应对现代合成化学具有革命性的意义, 其对有机化

学的贡献受到了广泛的关注和认同, 并最终于 2010 年

获得了诺贝尔化学奖[12]. 部分钯催化的偶联反应, 尤其

像 Suzuki-Miyaura 交叉偶联反应, 能够兼容中性、水相、

室温等和细胞环境相似的温和条件[13]. 更为重要的是

对于目前已知的生命体系中还未发现钯离子的存在和

作用[14], 这使得钯成为了一种非常吸引人的生物正交

反应的催化剂. 因此, 将钯催化的交叉偶联反应扩展到

生物体系当中的设想, 在近年来引起了化学生物学家和

金属有机化学家极大的兴趣.  

3  生物正交基团向目标蛋白质的引入 

利用生物正交反应进行蛋白质标记的难点在于将

正交反应基团选择性地引入到目标蛋白质中, 这样才能

实现后续探针对于蛋白质的选择性标记. 科学家们已经

发展了多种方法向目标蛋白当中选择性地引入生物正

交反应官能团, 而其中大部分是以蛋白质修饰酶底物的

方式或者是以非天然氨基酸的方式引入. 以酶参与的生

物正交基团的引入方法和以残基定位法引入非天然氨

基酸的手段请参见综述[15]和我们近期的综述[4]. 这里我

们主要介绍一下基于基因密码子拓展技术的非天然氨

基酸定点引入技术.  
在理想情况下, 科学家希望将侧链带有正交反应基

团的非天然氨基酸以编码的形式引入到目标蛋白的某

个特定位置. 这一想法在 2000 年初被 Schultz 实验室通

过发展正交的氨酰 tRNA 合成酶-tRNA 对, 将非天然氨

基酸编码到对应的琥珀终止密码子或四碱基密码子上

成功加以实现[16]. 在这一技术中, 首先需要在体内引入

外源的氨酰 tRNA 合成酶(aaRS)-tRNA 对, 这些外源的

aaRS-tRNA对不会对内源aaRS-tRNA对产生干扰, 而且

外源的 aaRS 可以特异地识别某种非天然氨基酸并将之

通过氨酰化“结合”到对应的同源 tRNA 上. 之后这些

携带有非天然氨基酸的氨酰 tRNA 进入核糖体, 并通过

识别 mRNA 上特定的无义密码子, 将非天然氨基酸引

入到增长的肽链当中(图 1). 这些在某个特定位点以非

天然氨基酸形式携带有生物正交官能团的目标蛋白质

能够通过生物正交反应与标记物结合, 从而完成对其的

特异标记(图 2). 在大肠杆菌和酵母中通过定向进化的

方法改进外源 aaRS 对于非天然氨基酸的识别特性, 已
经得到了约 70 种具有不同生理功能的非天然氨基酸. 
在基因密码子拓展这一技术的发展上, 曾经在 Schultz
组工作过的华人科学家 Wang[16,17], Tian[18], Liu[19], 
Wang[20], Xie[21], Guo[22]等都做出了极为重要的贡献.  
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图 1  tRNA/合成酶复合物结构(a)和编码非天然氨基酸的原理示意(b) 
Figure 1  Structure of tRNA/synthetase complex (a) and mechanism of 
genetic incorporation of unnatural amino acids (b) 

 
图 2  活细胞内的生物正交反应的图示 
Figure 2  Bioorthogonal reaction in living cells 

作为目前唯一的可以对遗传密码进行扩展的方法, 
编码非天然氨基酸的方法一经问世, 就得到了广泛的关

注, 并取得了快速发展. 在目前可以定点引入的这些非

天然氨基酸当中, 相当一部分带有叠氮、炔基或羰基等

正交反应官能团. 通过对比可以发现, 与其他的蛋白标

记方法相比, 非天然氨基酸方式的生物正交标记, 可以

实现对目标蛋白的定点标记, 明显优于其他方法. 而且

由于它利用小分子对蛋白质进行标记, 一般也不会对目

标蛋白的结构和功能产生影响. 但需要注意的是, 许多

以前在大肠杆菌中开发的 aaRS 对哺乳动物细胞不兼容, 
或者能够适用于哺乳动物细胞的非天然氨基酸表达体

系又无法与大肠杆菌兼容, 从而无法在细菌中进行进

化. 总之, 建立一个可以在大肠杆菌和哺乳动物细胞间

自由穿梭的体系是十分必要的. 从2008年起, 一种基于

吡咯赖氨酸的穿梭系统逐步发展、成熟起来. 这一体系

能够使大肠杆菌中开发的 aaRS-tRNA 对可以直接导入

哺乳动物细胞, 并能够在原核、真核中同时编码非天然

氨基酸[23].  
吡咯赖氨酸[pyrrolysine (1), 图 3]被称为第 22 种天

然氨基酸, 在产甲烷古细菌(Methanogenic archae)的甲

胺甲基转移酶中被发现, 与传统的 20 种天然氨基酸不

同的是, 吡咯赖氨酸是由琥珀密码子 UAG 的有义编码

产生的[24]. 在生物体中, 每种标准氨基酸都有与之相对

应的 aaRS 以及 tRNA. 当翻译过程进行时, aaRS 识别与

之对应的氨基酸和 tRNA, 在 ATP 的作用下催化二者形

成氨酰 tRNA. 氨酰 tRNA 上的反密码子能够识别

mRNA上的密码子, 以保证氨基酸被准确地插入到延伸

的肽链上. 与之相对应的, 在产甲烷古细菌中发现了吡

咯赖氨酰 -tRNA 合成酶 (pyrrolysyl-tRNA synthetase, 
PylRS)以及吡咯赖氨酸 tRNA( pyl

CUAtRNA , PylT). 较为常

见的 PylRS 有两种 , 一种来自梅氏甲烷八叠球菌

(Methanosarcina mazei), 即 MmPylRS, 另一种来自巴氏

甲烷八叠球菌(Methanosarcina barkeri), 即 MbPylRS[25]. 
吡咯赖氨酰-tRNA( pyl

CUAtRNA )在结构上不同于典型的

tRNA[25], 使得它能够不被其他物种的内源 aaRS 识别. 
而 PylRS 也具有特殊的结构, 它是一种类型 IIc 的 aaRS, 
一般来讲, 同类型的 aaRS 在结构上具有同源性, 它们

作用的底物氨基酸在性质上也具有一定的相似性, 而类

型 IIc 的 aaRS 却相对特殊, 它们的反密码子结合结构域

(anticodon-binding domain)相互间没有同源性, 且其底

物氨基酸在化学性质上也表现出多样性. 在自然进化过

程中, 类型 II 的 aaRS 主要通过改变自身“结合口袋”

(binding pocket)结构中氨基酸的侧链以达到识别不同氨

基酸底物的目的[26], 而这样一种特点为人们通过进化

的办法改变 PylRS 的专一性提供了途径. Blight 等于

2004 年将产甲烷古细菌中编码的基因 pylT 和编码

PylRS 的基因 pylS 在大肠杆菌中成功表达, 并利用大肠

杆菌的蛋白质表达系统将外源合成的吡咯赖氨酸引入

到了蛋白质中[27], 证明了吡咯赖氨酸不会被内源的其

他 aaRS识别, 而PylRS也不会识别其它天然氨基酸. 以
上这些工作说明了 PylRS/ pyl

CUAtRNA 具有很好的生物正

交性, 促进了基于吡咯赖氨酸的非天然氨基酸体系的建

立.  
在这一系列开拓性工作的基础上 , 英国科学家

Chin 和他的小组通过在大肠杆菌中成功地利用进化的

MbPylRS 向目标蛋白中引入乙酰化的赖氨酸, 从而证

明了PylRS可以通过直接进化的手段特异性地识别不同

的底物[28]. 而日本的 Yokoyama 小组则利用野生型和突

变性的 MmPylRS 分别在哺乳细胞中引入 Boc-lysine 和

Z-lysine (Nε-benzyloxycarbonyl)-L-lysine)[29]. Schultz 课

题组在 2009 年首次建立了一套实用的方法, 可以将在

大肠杆菌中筛选得到的PylRS突变体直接应用到哺乳动

物细胞当中[23].  
本文的作者陈鹏作为上述工作的共同第一作者, 首

先验证了 MmPylRS-tRNA 对在原核、真核细胞当中的

正交性. 进一步的, 他们在大肠杆菌中进化出一种能够

识别 Nε-光保护的赖氨酸类似物 ONBK (o-nitrobenzyl- 
oxycarbonyl-Nε-L-lysine)的 MmPylRS 突变体, 并成功地

将其直接运用到真核表达体系. 最近, Chin 小组更是将

这一技术拓展到了酵母以及模式动物线虫等真核体系

中[30]. 在这项技术不断发展进程中, 能够被 PylRS 和它

的突变体识别的非天然氨基酸越来越多, 这其中有很大

一部分带有生物正交反应的“把手”(图 3), 例如酮, 叠
氮, 炔, 烯等[4].  
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图 3  已有的基于吡咯赖氨酸的非天然氨基酸 
Figure 3  Pyrrolysine analogues 

另外的一些生物正交基团则被用作光调控, 光交联

等技术的应用[23,31]. 这些非天然氨基酸的引入为在生命

体系中进行特异性的蛋白修饰和调控提供了便利. 基于

以上的重要进展, 吡咯赖氨酸体系已经发展成为能同时

在原核及真核体系中特异性引入生物正交基团的重要

而常用的手段. 除此之外, 最近 Liu 小组[19b]报道了一种

新的 PylRS 突变体, 能够将多种基于酪氨酸的类似物引

入到蛋白质的特异位点, 这一发现又使得 PylRS 的应用

得到了进一步的拓宽.  

4  钯催化的蛋白质特异标记 

上面已经提到, 将钯催化的偶联反应用于对蛋白质

等生物大分子进行特异的化学修饰引起了科学家的广

泛兴趣. 尽管早在 2006 年日本的化学工作者[32]就已经

证实了钯催化的生物大分子偶联反应是可行的, 但长期

以来钯催化的蛋白质与小分子之间的偶联反应产率都

极低(表 1). 直到 2009 年牛津大学的 Davis 研究小组[11]

才利用基于 ADHP (2-氨基-4.6-二羟基嘧啶)配体的催化

体系实现了第一例高效的蛋白质与标记小分子之间的

偶联反应. 在这一催化剂存在的情况下, 带有碘苯基团

的目标蛋白质分子能和多种不同的芳基或烯基的硼酸

反应并实现完全转化(转化率大于 95%). 这种蛋白质上

的Suzuki-Miyaura交叉偶联反应随后与上面介绍的定点

引入非天然氨基酸的技术相结合实现了蛋白质上的基

于 Suzuki-Miyaura 交叉偶联的定点修饰. 另外, Davis 小
组[33]还发现了一种钯离子去除剂, 能够有效防止蛋白

对钯离子的非特异性吸附, 从而降低了重金属离子对蛋

白的聚沉和变性作用. 需要指出的是, 上述工作都是在

人工创造的“温和条件”下对纯蛋白的标记和修饰, 与
真实的细胞环境相比仍有很大的差别. 细胞内的环境充

满了大量的活性官能团, 对反应物种类非常敏感. 这些

钯金属离子介导的体外蛋白偶联反应能否在体内实现

还有待验证. 
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表 1  生命体系中的钯化学研究历程 
Table 1  Progress in palladium chemistry for biological system 

反应条件 
年份 小组 底物 反应类型 

T/℃ t/h 
环境 产率/% 

2005 Yokoyama et al. 蛋白质 Heck 5 50 缓冲液(pH 8.3) 2 
2006 Yokoyama et al. 蛋白质 Sonogashira 6 1.3 缓冲液(pH 8.3) 25 
2006 Francis et al. 蛋白质 Tyrosine alkylation r.t. 0.75 缓冲液(pH 8.5) 50～65 
2009 Davis et al. 蛋白质 Suzuki-Miyaura 37 0.5 缓冲液(pH 8.0) ＞95 
2011 Bradley et al. 小分子 Suzuki-Miyaura 37 48 海拉细胞内部 N.A. 
2011 Lin et al. 蛋白质 Sonogashira 37 0.5 缓冲液(pH 8.0) 93 

     4 大肠杆菌内部 N.A. 
2012 Davis et al. 蛋白质 Suzuki-Miyaura 37 1 大肠杆菌表面 N.A. 

 
最近, Davis研究小组还进一步将 Suzuki-Miyaura偶

联反应应用于标记大肠杆菌的外膜蛋白 OmpC 上[14]. 他
们利用前期工作中发现的ADHP作为配体, 通过钯催化

剂对活细菌表面的 OmpC 蛋白实现了高效、低毒的特异

标记. 由于这种基于ADHP配体的催化剂最初被用于有

机溶剂中无铜催化的 Sonogashira 偶联反应, 美国纽约

州立大学布法罗分校 Lin 和他的合作者们通过独立的研

究也确认了细菌体内的蛋白在二甲基化 ADHP 配位的

钯催化剂作用下能够在目标蛋白上实现 Sonogashira 偶

联反应[34]. 在此, 我们简要地对这些工作加以介绍(图
4). 

Davis 和他的合作者通过将他们的“标签和修饰”

(tag and modify)的策略引入到了天然的细胞环境中, 从
而确认了Suzuki-Miyaura偶联反应在大肠杆菌细胞表面

的相容性 .  他们首先选择了大肠杆菌重要的膜蛋白

OmpC 上四个利于标记的位点, 然后用基因密码子拓展

的策略分别在每个位点上插入了带有碘代芳基结构的

非天然氨基酸. 这些表达了含有碘苯的非天然氨基酸蛋

白 与 含 有 芳 基 硼 酸 官 能 团 的 荧 光 素 染 料 在

P d ( O A C ) 2 ( A D H P ) 2 的催化下在细菌表面实现了

Suzuki-Miyaura 反应. 总的来说, 这些反应是在 37 ℃, 
pH＝8 的缓冲溶液中, 将 1.6 mmol/L 的含硼酸官能团的

荧光素染料和 0.35 mmol/L 钯催化剂混合反应 1 h 完成

的. 初步实验成功后, 他们使用了荧光成像的方法研究

了包括“标签”位置, 温度, 反应时间, 硼酸及 Pd 催化

剂的浓度等因素对标记效率的影响. 实验数据显示, 随
着反应时间的延长, 标记效率显著提升, 而随着反应温

度的降低, 标记效率会显著的下降, 并且在室温的条件

下没有观测到标记反应的发生. 就投料的量对标记反应

的影响而言, 硼酸和钯催化剂表现的完全不同. 对于硼

酸, 可以观察到 S 型一次对数响应曲线, 也就是说, 在
低浓度的时候, 标记效率较低, 在浓度很高的时候, 标
记效率随之升高直到达到饱和. 相比之下, 在钯催化剂

浓度较低的时候, 观察不到标记反应的发生, 直到钯

 

图 4  钯催化的细菌外膜(a)及胞质(b)蛋白标记   
Figure 4  Bacterial surfaces (a) and intracellular (b) protein labeling catalyzed by palladium 
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催化剂的浓度达到或超过 330 μmol/L的时候, 标记效率

才随着钯催化剂浓度的增加有一个急剧的增长, 之后在

450 μmol/L 达到饱和. 毒性实验证明在工作浓度下, 催
化体系对大肠杆菌没有明显的毒性.  

由于之前提到的 ADHP 最初是被用于催化有机相

中的无铜 Sonogashira 反应, Lin 等[34]希望通过使用水溶

性很好的 ADHP 配体催化剂将无铜催化的 Sonogasihra
反应引入到蛋白质的标记和修饰中来. 尽管他们最初的

实验并未在ADHP的作用下得到任何偶联的产物, 但是

随后的基于吡啶环结构的配体的筛选使得他们发现了

N,N'-二甲基化的 ADHP 化合物, 这种配体催化的偶联

反应产率可以达到 90%以上. 在这套体系中, 他们选取

了含有炔丙基甘氨酸的多肽和通过残基定位的方法插

入炔丙基甘氨酸的泛素蛋白来与碘取代的荧光染料进

行反应, 从而验证了该方法对于不同的芳基碘代物都是

适用的. 通过 HPLC 或者 GC-MS 的定量分析可以得出, 
这些反应的产率都在 55%～95%之间. 在优化反应条件

的基础上, 他们将过表达含炔丙基甘氨酸的泛素蛋白的

M15A 细胞与 1 mmol/L 的钯催化剂, 100 μmol/L 的碘代

荧光素, 5 mmol/L 的 L-抗坏血酸钠混合, 用来检验在细

菌体内的泛素蛋白能否通过无铜催化的 Sonogashira 反

应所标记或者修饰. 在将他们的反应体系置于 37 ℃反

应 4 h 之后, 细胞在 365 nm的激发光之下被检测到绿色

的荧光, 而且荧光胶的分析结果也确认这种钯催化剂在

细菌体内选择性地实现了对含炔丙基甘氨酸的泛素蛋

白的标记.   
值得指出的是, 硼酸化合物良好的水溶性、反应浓

度下钯催化剂的低毒性, 都使得 Davis 等的这种方法在

一定程度上成为了适合于标记生命体系中蛋白质的高

效率和高选择性的方法. 这类方法也最终有可能应用于

细胞内部蛋白的标记. 事实上, 2011 年 Bradley 等[13]通

过固载的钯催化剂在 Hela 细胞内已经实现了小分子间

的 Suzuki-Miyaura 反应. 这项工作被视为是这个领域的

重要进展, 它预示着基于钯催化的生物大分子的修饰和

调控在不久的将来将成为现实.  

5  展望 

尽管前面介绍了一些令人振奋的进展, 但是已有的

钯催化的蛋白偶联反应只在细菌的体内得到了实现, 而
哺乳细胞体系还尚未涉足. 前面介绍的吡咯赖氨酸体系

能够成功地将非天然氨基酸同时引入到原核和真核的

体系, 这就为我们进一步将钯催化蛋白偶联反应拓展的

哺乳动物细胞体内提供了大量可供选择的底物.  
技术的发展离不开应用, 我们在“点击化学”之外

寻找另一种金属催化的生物正交反应的同时, 要为这种

崭新的化学生物学工具找到一个合适的生物学应用. 钯
催化的碳碳成键反应无疑已经在前沿的有机化学领域

发挥了重要的作用, 它在生物大分子的标记和调控中的

价值同样是不可估量的. 但是迫切的一点是比较它与其

他金属催化的标记反应的优势所在, 例如一价铜催化的

“点击化学”反应, 而不仅仅是成为“点击化学”的一个

替代品. 一个潜在的优势是, 与其他的反应相比, 碳碳

交叉偶联反应是第一例金属催化的生物正交碳碳成键

反应: 其成键的种类的丰富性远远超过一价铜催化的

“点击”化学形成单一的三氮唑. 我们有理由相信, 在不

久的将来, 它的这一特性会使其成为解决基本生物问题

的过程中重要的工具. 另一个潜在的优势在于钯催化涉

及到的反应中间体不会像一价铜那样在体内引起活性

氧等损伤, 使金属催化的生物正交反应在活细胞内的应

用成为可能.  
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