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基于 Diels-Alder 生物正交反应的蛋白质快速位点特异性标记方法 
王玥     叶新山* 

(北京大学医学部天然药物及仿生药物国家重点实验室  北京 100191) 

摘要  蛋白质的位点特异性修饰近年来取得了重要进展. 本文对该领域新近发展的利用高张力烯烃或炔烃与四嗪类化

合物的 Diels-Alder 生物正交反应, 通过基因编码的方式在蛋白质中位点特异性地插入其中一个组分, 从而实现蛋白质

的快速荧光标记进行了介绍. 
关键词  蛋白质标记; 荧光探针; 生物正交反应; 四嗪; 基因编码; 非天然氨基酸 

 

Rapid Site-Specific Protein Labeling Based on Diels-Alder Bioorthogonal 
Reactions 

Wang, Yue    Ye, Xinshan* 
(State Key Laboratory of Natural and Biomimetic Drugs, Peking University Health Science Center, Beijing 100191) 

Abstract  In recent years, many achievements have been made in site-specific protein modifications. This review highlights 
the latest advances on protein labeling, which utilizes the inverse electron-demand Diels-Alder bioorthogonal reactions of 
highly strained alkenes or alkynes and tetrazines, by genetically encoding unnatural amino acids containing one of these 
functionalities into the specific sites of proteins, leading to the rapid fluorescence labeling of cellular proteins.  
Keywords  protein labeling; fluorescence probe; bioorthogonal reactions; tetrazine; genetic encoding; unnatural amino acid

   
发展对细胞内的蛋白分子实时可视化的标记方法

对于理解生命的分子基础有着重要的意义. 对蛋白的标

记目前主要使用荧光蛋白[1]、自标记蛋白(比如 SNAP 标

签)[2]、连接酶(比如硫辛酸连接酶)[3]和自标记标签(比如

四半胱氨酸)[4]等方法. 虽然这些方法可以实现快速标

记, 但是要在所关注的蛋白中引入额外的序列, 可能会

干扰蛋白的结构和功能, 从而对生物学的研究造成很大

的影响; 此外, 将这些探针分子插入到蛋白的任意位置

是很有挑战性的. 基因编码、位点特异性地在蛋白中插

入非天然氨基酸的方法为这些问题的解决提供了路 
径[5].  

多种含有生物正交功能基的非天然氨基酸已经被

用于位点特异性的蛋白标记中, 但是这些功能基与荧光

探针的偶联速率较低, 再加上一些偶联反应还存在着细

胞毒性的问题(如 Cu＋催化的点击反应), 从而限制了这

些方法在细胞内的有效应用. 就已有的蛋白标记方法而

言, 模型反应的速率通常在 10－2～10－4 M－1•s－1 范围 
内[6]; 而在没有 Cu＋催化的条件下, 氟代的高张力炔烃

与叠氮的反应可以获得较快的速率(k2＝1 M－1•s－1)[7]. 
虽然基因编码的腈基苯并噻唑缩合反应和光点击反应

的速率常数可以达到 1～10 M－1•s－1, 但是这两种反应 

有着各自的缺点, 在细胞内存在副反应或者需要短波长

的紫外光催化[8].  
最近, 有文献报道高张力的烯烃或炔烃可以快速特

异性地与四嗪(tetrazine)发生反转电性要求的 Diels- 
Alder反应(inverse electron-demand Diels-Alder reactions)
生成稳定的加合物[9]. 相对于已有的生物正交反应来说, 
这些反应的速率常数要高出几个数量级. 因此, 利用基

因编码在蛋白中插入含有上述活性基团的非天然氨基

酸, 对于发展蛋白的快速位点特异性标记方法是很有潜

力的.  
Deiters 和 Chin 小组利用吡咯赖氨酰-tRNA 合成酶/ 

tRNACUA 在大肠杆菌和哺乳动物细胞中实现了基因编

码含有降冰片烯(norbornene)结构单元的非天然氨基酸

1, 并且合成了一系列可以与降冰片烯反应的四嗪探针

分子 3e～3j(图 1)[10]. 作者以 5-降冰片烯-2-醇和四嗪探

针分子前体 3a～3b 为模型进行了动力学分析, 发现四

嗪探针分子前体 3d 和 5-降冰片烯-2-醇的反应速率常数

k2＝9 M－1•s－1, 而四嗪探针分子前体 3a 和 5-降冰片烯- 
2-醇的反应速率常数 k2＝1 M－1•s－1, 可见四嗪探针分子

的结构对反应速率有着较大的影响. 此外, 四嗪基团可

作为荧光淬灭剂, 当四嗪探针分子 3e, 3g 和 3i 与 5-降冰 
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图 1  通过基因编码含有降冰片烯结构的非天然氨基酸来实现位点特

异性的蛋白标记 
Figure 1  Genetically encoded norbornene-containing unnatural amino 
acid directs site-specific protein labeling 

片烯-2-醇发生环加成反应之后, 荧光基团的荧光强度

可以提高 5～10 倍, 这样就能够减少来自未反应的探针

分子背景荧光的影响. 作者分别在体外、复杂混合物中

以及哺乳动物细胞表面证明了此反应的有效性. 但总的

来说, 该反应的速率还不够理想. 
Mehl 小组成功地将含有四嗪结构的非天然氨基酸

5 位点特异性地插入到绿色荧光蛋白中形成蛋白 6, 然
后使用反式-环辛烯(trans-cyclooctene)衍生物 7 在体外

和大肠杆菌内实现了快速定量的标记, 反应的速率常数

分别达到 k＝(880±10) M－1•s－1 和 k＝(330±20) M－1• 
s－1. 当四嗪与绿色荧光蛋白相连的时候, 蛋白 6 的荧光

被淬灭; 而被反式-环辛烯衍生物 7 标记后, 蛋白 8 的荧

光被“开启(turn on)”(图 2)[11], 这对于模型的印证和动

力学常数的测定是很方便的. 但是该方法的实际应用有

限; 因为绝大多数蛋白不带有荧光, 因此该方法就不能

够像前面提到的将四嗪连接在荧光探针上那样充分地

发挥荧光“开关”的作用. 
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图 2  通过基因编码含有四嗪结构的非天然氨基酸来实现位点特异性

的蛋白标记 
Figure 2  Genetically encoded tetrazine-containing unnatural amino acid 
directs site-specific protein labeling 

Schultz和Lemke小组将含有反式-环辛烯及环辛炔

(cyclooctyne)结构的非天然氨基酸9和10插入到蛋白中, 
发现含有非天然氨基酸 9 和 10 的蛋白 11 和 12 都可以

与含有四嗪结构的荧光探针 13 快速反应, 在细胞裂解

液中的反应速率常数分别可以达到 k＝(35000±3000)  
M－1•s－1 和 k＝(400±200) M－1•s－1; 而含有叠氮的荧光

探针 14 只能够与含有非天然氨基酸 10 的蛋白 12 发生

反应, 这样即可实现与含有四嗪结构的荧光探针 13 的

正交标记反应(图 3)[12]. 此外 , 作者运用此方法还在

Hela 细胞中对核内蛋白进行了标记. 
Chin 小组也对反式-环辛烯、环辛炔同四嗪探针的

反应进行了动力学研究 .  含双环结构单元的小分子

[6.1.0]庚-4-炔基-9-甲醇(bicyclo[6.1.0]non-4-yn-9- 
ylmethanol, BCN)与四嗪探针分子前体 3a 和 3b 反应的

速率常数 k 可以达到(437±13) M－1•s－1 和(1245±45)  
M－1•s－1, 同该小组之前报道的 5-降冰片烯-2-醇与四嗪

探针分子前体 3a 的反应速率相比快 1000 倍; 而反式-

环辛烯(trans-cyclooctene-4-ol, TCO)与四嗪探针分子前                
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图 3  使用分别含有四嗪和叠氮基的荧光探针 13(绿色球)和 14(红色球)进行正交标记反应 
Figure 3  Orthogonal labeling reactions with fluorogenic tetrazine-functionalized dyes 13 (green sphere) and azide-functionalized dyes 14 (red sphere)

体 3a 和 3b 的速率常数 k 可以达到(5235±258) M－1•s－1

和(17248±3132) M－1•s－1, 同 BCN 与四嗪探针分子前体

3a 和 3b 的反应速率相比进一步提高 10～15 倍. 含有双

环结构的小分子[6.1.0]庚-4-烯基-9-甲醇(bicyclo[6.1.0]- 
non-4-ene-9-ylmethanol, sTCO)与四嗪探针 3 的反应速率

更快, 至少是 TCO 与四嗪探针 3 反应速率的 50 倍; 但
不幸地是非天然氨基酸 22 在插入到蛋白的过程中, 由
于巯基的作用会发生异构化反应, 反式-环辛烯会部分

转化成无活性的顺式异构体, 因而限制了它的应用. 当
四嗪探针分子 3e, 3g 和 3i 与 BCN 发生环加成反应之后, 
荧光基团的荧光强度也可以提高 5～10 倍, 同样能够减

少来自未反应的探针分子背景荧光的干扰. 作者在哺乳

动物细胞内成功地表达了含有非天然氨基酸 18 和 9 的

蛋白, 无论对于细胞表面蛋白还是核内蛋白, 都实现了

快速标记(图 4)[13]. 应引起注意的是, 5-降冰片烯-2-醇和

TCO 同四嗪的反应可能生成一些非对映异构体和区域

异构体的混合物; 此外, 生成的二氢哒嗪也可能会发生

异构化反应. 而BCN与四嗪的反应生成单一的产物, 这
对于某些需要探针分子连接取向均一化的标记是很有

意义的. 
综上所述, 通过基因编码的方式在所关注的蛋白中

位点特异性地插入高张力的烯烃或炔烃, 使用带有四嗪

的荧光探针可以进行快速标记, 特别是在蛋白中插入反

式-环辛烯, 标记反应可以达到与目前常用的抗体标记

方法相比拟的抗体-抗原复合物形成的速率(kasso＝0.1～
3×106 M－1•s－1). 这种方法能够用于对活体细胞表面和

细胞内的蛋白进行标记, 但四嗪探针在体内的稳定性有

待改善[14], 至于在活体动物水平上进行上述标记反应还

有待探索. 然而, 含有反式-环辛烯的非天然氨基酸的

合成比较困难, 这在一定程度上限制了该方法的应用. 
另外, 对于单一位点标记而言这种方法是比较理想的, 
但是对于多个位点或者多种蛋白同时使用不同的荧光

标记来说, 仍然需要更多与上述反应正交的快速标记方

法.  
此外, 在本文修稿过程中, Wang 和 Lin 小组刚刚报

道了在哺乳动物水平上通过基因编码的方式在所关注

的蛋白中位点特异性地插入环丙烯的结果, 其与带有四

唑的探针可以发生光点击反应生成带有荧光的吡唑啉, 
从而实现了对蛋白的快速标记, 模型反应的速率常数可

以达到(58±16) M－1•s－1[15]. 同本文所描述的其它标记

反应相比, 光点击反应的潜在优势在于能够在哺乳动物

水平上实现时空特异性的蛋白标记, 也是值得关注的方

向.
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图 4  通过基因编码含有环辛炔或反式-环辛烯结构的非天然氨基酸来实现位点特异性的蛋白标记 
Figure 4  Genetically encoded cyclooctyne- or trans-cyclooctene-containing unnatural amino acid directs site-specific protein labeling 
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