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摘要  天然蛋白质的翻译后修饰是表观遗传学的重要研究方向之一. 最近几年, 新型赖氨酸翻译后修饰模式的发现及

其对染色体结构和基因转录的重大调控作用是表观遗传学研究重点之一, 引起了生物学家的广泛关注. 目前发展了一

系列含有特定赖氨酸翻译后修饰蛋白质的制备新方法. 系统总结了制备含有新型赖氨酸翻译后修饰蛋白质的最新化学

生物学方法, 包括生物正交反应策略、非天然氨基酸引入策略、“非天然氨基酸修饰法”策略等, 并讨论其优缺点及

应用前景. 
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Chemical (Semi-) Synthesis and Applications of Lysine 
Post-Translationally Modified Proteins 
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Abstract  The study of native proteins with post-translational modifications (PTMs) is one of the main fields of epigenetics. 
The discovery of novel PTM models and their vital regulatory role for chromatin structure and gene transcription have been 
one of the current research focuses drawing attention of biologists especially in recent years. However, we still lack efficient 
strategies for the preparation of sufficient amount of native proteins with certain PTMs. The currently existing chemical biolo-
gy methods are reviewed, and their advantages and disadvantages are compared, including bioorthogonal reaction technique, 
non-canonical amino acid incorporation, etc. Furthermore, the draft will mainly focus on the application of bioorthogonal reac-
tions on unnatural functional groups for the incorporation of lysine PTMs. 
Keywords  chemical synthesis of proteins; post-translational modifications; non-canonical amino acid; bioorthogonal reac-
tion; proteome 

 

蛋白质的翻译后修饰指经过核糖体翻译后得到的

蛋白质发生共价化学修饰的过程. 这些翻译后修饰广泛

地存在于细胞核蛋白、胞质蛋白及胞膜蛋白上[1]. 由于

蛋白质组学与串级质谱技术的发展, 越来越多的新型翻

译后修饰模式被发现[2], 它们调控了细胞的结构与功能. 

例如组蛋白上含有的大量翻译后修饰, 其对染色体结 

构[3]和基因转录具有重大的调控作用[4]. 其中, 赖氨酸

侧链氨基可以进行烷基化、酰基化等一系列翻译后修饰. 

例如一种最为常见的赖氨酸烷基化修饰是甲基化(包括

单甲基化 Kme、双甲基化 Kme2 和三甲基化 Kme3)[5,6], 
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它广泛存在于组蛋白、转录因子和非组蛋白中[7]并起到

重要作用[8](图 1, a). 而酰基化具有极高的结构多样性, 

到目前为止人们已经发现至少有二十种不同的修饰模

式(图1, b)[9]. 例如最近由组学新发现的丁二酰化赖氨酸

广泛存在于多种模式生物的蛋白质组[10], 尤其是细胞

的代谢酶类和线粒体中参与三羧酸循环的酶类[11].  
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图 1  赖氨酸各类翻译后修饰的结构 
Figure 1  Structures of different Lys PTMs 

(a) Lys methylation as example of alkylation; (b) Lys acylation 

为了进一步在分子水平上探索翻译后修饰蛋白质

的作用机制[12], 首先需要获得足量的含有特定翻译后

修饰的蛋白质[13]. 但是, 这些翻译后修饰蛋白的天然含

量极低且分布分散, 很难直接分离纯化得到. 且翻译后

修饰通常处于高度动态变化中, 因此难以得到均一修饰

的蛋白质样品[14]. 同时, 传统的基因工程手段也很难从

基因转录上直接控制异源表达蛋白的翻译后修饰模式. 

利用生物化学的方法, 在细胞内过表达修饰酶[15]或细

胞外酶促反应[16], 可以实现一些目标蛋白质的翻译后

修饰[17], 但是由于已知的翻译后修饰酶的种类有限, 且

大部分酶对于氨基酸位点选择性很差, 酶法合成含有翻

译后修饰蛋白质的策略仅仅适用于少数几种特殊位置

的修饰[18], 尤其是对于赖氨酸这样在蛋白质中广泛存

在的氨基酸更是难以实现位置特异性地修饰.  

为克服翻译后修饰的蛋白质难以获取的问题, 合成

化学与化学生物学家们发展了以蛋白质的化学合成与

非天然氨基酸引入法为例的一系列解决方法. 具体地, 

包括: (1)蛋白质化学合成方法, 该方法基于自然化学连

接的全合成或者基于表达蛋白连接的半合成法; (2)基于

终止密码子改造的非天然氨基酸引入法[19]; (3)基于生物

正交化学反应以及其拓展[20]. 本文将总结赖氨酸翻译

后修饰蛋白质样品制备方法的最新研究进展, 特别是

“非天然氨基酸修饰法”, 即在目标蛋白中引入非天然氨

基酸后, 进而进行化学修饰的方法[21], 并讨论其在制备

含有翻译后修饰蛋白质特别是特殊和新型赖氨酸翻译

后修饰蛋白质[22]中的应用.  

1  蛋白质的化学全合成与半合成 

随着多肽与蛋白质合成化学的不断发展[23], 尤其

是以自然化学连接(NCL)反应及其衍生反应为代表的蛋

白质化学连接法[24]已得到长足的发展[25,26], 使得蛋白质

化学全合成或半合成理论上可以制备任何具有天然或

非天然结构的蛋白质[27]. 同时, 人们还发展了基于收敛

法的新型连接策略[28]. 目前, 化学全合成技术已经实现

了很多带有重要翻译后修饰(例如乙酰化修饰、泛素化

修饰)的蛋白质样品的制备[29]. 典型例子如 Ottesen 课题

组[30]利用三片段法首先合成了在 56 位含有乙酰化的组

蛋白 H3 (Scheme 1). 尤其是带有三甲基化赖氨酸结构

的蛋白质, 目前只有用蛋白质全合成手段进行有效制备

的报道[31]. 化学合成方法通常需要经过多肽连接反应, 

所合成得到的蛋白质粗品需要经过高效液相色谱

(HPLC)纯化, 该步骤导致总体效率降低. 而纯化后的蛋

白质通常需要复性后才能用于进一步的生物化学实  

验[32], 这使得化学合成方法通常比蛋白质的生物表达

更加繁琐而耗时. 当然, 随着多肽固相合成(SPPS)和蛋

白连接技术的日益完备, 人们可以轻易地在多肽链中引

入的翻译后修饰或其类似物的种类逐渐增加, 这也预示

着蛋白合成方法的应用范围将会越来越广. 

2  非天然氨基酸嵌入——部分保护联用策略 

对于含有翻译后修饰赖氨酸的蛋白质, 一个最为直

接的制备方法是在蛋白质的生物表达过程中直接引入. 

在“终止密码子改造技术”中, 人们首先需要通过筛选

或改造得到特定的正交氨酰 tRNA合成酶/tRNA配对[33], 

进而抑制三种终止密码子之一的“琥珀密码子”(TAG)

以实现非天然氨基酸通过核糖体蛋白质合成机器的引
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图式 1  蛋白质化学全合成方法制备乙酰化的组蛋白 
Scheme 1  Preparation of acetylated histone via protein total synthesis

入[34]. 

随着终止密码子改造技术的发展, 到目前为止已有

约两百种不同的非天然氨基酸被位置选择性地引入到

蛋白质中(图 2)[35]. 由于结构与吡咯赖氨酸(1)的相似性, 

非天然氨基酸嵌入技术成功实现了一些结构简单的赖

氨酸翻译后修饰的引入[36], 例如乙酰化赖氨酸(2), 丙酰

化赖氨酸(3), 丙烯酰化赖氨酸(4), 丁酰化赖氨酸(5)等

传统的翻译后修饰[37]以及一些近年来发现的新型修饰

如反-丁烯酰化赖氨酸(6)和 β-羟基丁酰化赖氨酸(7)等
[38]. 但非天然氨基酸嵌入方法需要针对每一种非天然

结构筛选对应的氨酰 tRNA 合成酶, 该正反筛选过程耗

时耗力. 同时, 由于氨酰 tRNA 合成酶具有非极性的活

性位点, 因此很难实现带有负电荷的修饰, 如丙二酰

化、丁二酰化(琥珀酰化)以及戊二酰化等的定点引入. 

此外, 由于氨酰 tRNA 合成酶的活性位点空间有限, 该

酶无法识别结构复杂或体积巨大的翻译后修饰, 包括以

棕榈酰化为代表的长脂肪链的酰化修饰和以泛素化为

代表的多肽酰基化修饰等[39]. 因此, 我们需要发展新策

略实现这些特殊翻译后修饰的引入.  
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在传统的生物正交反应策略中, 我们可以将蛋白质

中的半胱氨酸都突变为丙氨酸而仅仅保留其中一个我

们感兴趣的半胱氨酸进行化学修饰[40]. 然而, 由于赖氨

酸的天然丰度远高于半胱氨酸, 故而无法直接通过将其

他赖氨酸突变的策略来保留一个特定位置的赖氨酸进

行修饰. 同时, 基于赖氨酸的突变也可能对蛋白质的基

本电荷属性如等电点(pI)及水溶性等产生太大影响. 所

以人们一直在研究如何能够实现特异化修饰单一赖氨

酸而不与其他赖氨酸侧链氨基或 N-末端氨基反应的化

学方法.  

一种可行的策略是通过在特定的位点引入一种带

有保护基团的赖氨酸, 并进行一步至多步的化学反应以

实现特定的修饰. 这些侧链带有特殊保护基的赖氨酸也

被称为“掩蔽赖氨酸”, 可以发生类似于脱保护反应的

“键切割反应”[41], 进而暴露出反应活性位点. “掩蔽赖

氨酸”法首先通过生物表达方法在赖氨酸修饰位点引入

一个含有特定保护基团的赖氨酸, 再进行一步脱保护处

理或进一步化学修饰得到目标翻译后修饰蛋白. 以下是

两个例子, 分别采取脱保护基法制备单甲基化赖氨酸和

双甲基化赖氨酸.  

2.1  脱保护基法制备单甲基化赖氨酸 

非天然氨基酸嵌入策略不仅可以实现Lys酰基化修

饰的定点引入, 也可以用于 Lys 烷基化修饰, 例如单甲

基化和双甲基化赖氨酸的引入. 但是, 由于单甲基化赖

氨酸与双甲基化赖氨酸的结构与天然赖氨酸非常相似, 

它们都难以被氨酰 tRNA 合成酶选择性识别, 故这些修

饰氨基酸不能直接通过非天然氨基酸策略引入. 为解决

这一问题, 2009 年 Chin 课题组[42]基于保护-脱保护的策

略. 首先实现了甲基化赖氨酸的引入. 他们首先使用非

天然氨基酸 Nε-叔丁基氧羰酰基-Nε-甲基-L-赖氨酸(8)为

单甲基化赖氨酸的前体, 引入到目标组蛋白 H3, 然后

通过酸脱保护出去叔丁基氧羰酰基(Boc)保护基直接得

到了含甲基化赖氨酸的目标蛋白 . 利用相同策略 , 

Schultz 课题组[43]引入了烯丙基氧羰酰基(Alloc)保护的

甲基化赖氨酸9到组蛋白H2B-K27中, 再利用钌催化的

Alloc 脱保护得到目标修饰蛋白. 此外, Liu 课题组[44]在

目标蛋白质中引入了一种光保护基团掩蔽的单甲基化

赖氨酸. 该课题组利用绿色荧光蛋白(GFP)为模型蛋白

来测试该氨基酸的引入效率, 而后者在紫外光脱保护下

得到甲基化赖氨酸 10. 此外, 还发展了多种新型的光保

护基团如对-缩醛-临-硝基苄氧羰基衍生物(PCK)保护

的甲基化赖氨酸 11. 例如 Chin 等[45]设计出新型光保护

基团, 可以在生物兼容性的条件下脱除形成天然的赖氨

酸 . 他们在模型蛋白有丝分裂源-激活蛋白(Mitogen- 

activated protein)激酶激酶(MEK)的保守序列的活性位

点上引入了这一光保护的赖氨酸以调控蛋白质活性

(Scheme 2). 此外 , 他们也将同样的光化学调控用于

RNA 聚合酶活性控制以调控基因转录[46]. 

2.2  脱保护基并转化法制备双甲基化赖氨酸 

除了上述直接脱保护得到修饰赖氨酸外, 还有一类

是在脱保护后得到官能团进行后续反应进而得到天然

修饰. 以双甲基化为例, 虽然上述直接脱保护的方法可

以有效地制备单甲基化赖氨酸, 然而 Nε,Nε-双甲基化赖

氨酸酸却不能用此法制备. 这是因为侧链保护后的双甲

基化赖氨酸将含有一个四级铵阳离子, 而氨酰 tRNA 合

成酶活性位点具有疏水的结构难以识别这一阳离子. 

2010 年 Chin 课题组[47]首先报道了一种多步蛋白质

化学反应的策略, 实现了第九位赖氨酸处含有双甲基化

赖氨酸的组蛋白 H3 (H3K9me2)的制备(Scheme 3, a). 该

方法先在需修饰位点引入 Nε-叔丁基氧羰酰基-L-赖氨酸 

 

图式 2  单甲基化赖氨酸的间接引入方法 
Scheme 2  Indirect incorporation of mono-methylated Lys via protected mono-methyllysine 
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图式 3  “全局性”保护赖氨酸策略以制备翻译后修饰赖氨酸示意图 
Scheme 3  Scheme for the preparation of post-translationally modified Lys via “Global” protection strategy 

(a) The site-specific installation of di-methyllysine; (b) the site-specific installation of ubiquitinated Lys  
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(12), 再在其他所有赖氨酸氨基上进行“全局性”的 Cbz

保护, 然后在酸作用下[V(TFA)∶V(H2O)＝9∶6]将 Boc

保护基脱基脱保护而释放得到特定位点的赖氨酸侧链

氨基, 新释放的氨基进一步与过量甲醛的还原氨基化反

应得到双甲基化赖氨酸(Scheme 3, a). 最后, 所有的Cbz

保护基统一脱除[V(TFMSA)∶V(DMS)∶V(TFA)＝1∶

3∶6]得到天然赖氨酸结构. 此外, Chin 课题组[48]报道了

另一个类似的“全局性”保护-脱保护策略合成含有第

29 位赖氨酸异肽键连接的双泛素蛋白. 在该策略中, 由

基于内涵肽的半合成策略制备所得的供体泛素蛋白含

有C-末端硫酯, 而所有的赖氨酸侧链都被Cbz保护基所

保护. 而受体蛋白除了第 29 位赖氨酸为 Nε-叔丁基氧羰

酰基- L-赖氨酸外其他位置的赖氨酸同样被 Cbz 完全保

护. 在进行银催化的多肽连接后, 他们脱除所有的 Cbz

保护基后得到了天然的双泛素结构并进一步用于去泛

素化酶的活性研究(Scheme 3, b). 

特别地, 虽然单甲基化和双甲基化赖氨酸都实现了

间接地引入, 但是三甲基化赖氨酸的特异性引入却仍然

是一个问题. 一方面, 正如前文多次提到, tRNA 合成酶

具有疏水的活性位点, 故季铵盐阳离子难以其被所识别

而直接引入. 另一方面, 基于还原氨基化或者还原烷基

化的间接引入策略也难以奏效, 类似的原因是无法形成

带有三个烷基取代基的亚胺阳离子前体并进行还原反

应.  

3  非天然氨基酸嵌入——生物正交反应策略 

3.1  蛋白质化学与生物正交反应 

除了上述直接脱保护得到修饰赖氨酸外, 随着最近

几十年的技术进展, 蛋白质化学与生物正交反应已经成

为了一个独立且丰富多彩的化学生物学分支学科 [49]. 

生物正交反应具有反应效率高、反应条件温和高效等特

点, 常常被用于生物大分子的定点修饰、交联、标记、

定位等[50], 是蛋白质化学生物学中一类无法替代的研

究手段[51]. 为获得翻译后修饰蛋白质, 首先发展了基于

天然氨基酸侧链的各类修饰方法[52]. 例如, 利用半胱氨

酸巯基的亲核取代反应进行烷基化(Scheme 4, a)或巯基

-烯反应, 可以实现赖氨酸翻译后修饰类似物的制备. 

但是这些类似物中含有硫原子, 在键长与键角上都与天

然的赖氨酸有所不同[53]. 其次, 人们发展了脱氢丙氨酸

策略用于翻译后修饰的引入. 正是由于最近发展出基于

金属催化的碳-碳键偶联反应[54], 脱氢丙氨酸修饰策略

可以有效地避免了硫原子的引入(Scheme 4, b)[55]. 但所

得的产物是消旋化的异构体[56].  

由于基于天然蛋白质氨基酸侧链的生物正交反应

有限, 并不能满足目前蛋白质化学的需求. 同时, 越来 
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图式 4  利用生物正交反应方法制备翻译后修饰赖氨酸类似

物示意图 
Scheme 4  Preparation of Lys modification mimics via 
bioorthogonal reactions 
(a) The synthesis of modified Lys mimic via Cys alkylation; (b) the direct 
incorporation of modified Lys via metal catalyzed cross-coupling reaction 
on Dha 

越多的有机化学反应从玻璃瓶中发展至生物体内, 成为

名副其实的生物正交反应[57]. 因此, 如果能够在表达蛋

白中引入唯一的一个非天然的反应基团, 进而在该基团

上发生生物正交反应, 有可能实现定点翻译后修饰蛋白

的制备. 得益于非天然氨基酸的引入技术的发展, 这些

官能团可以发生的生物有机化学反应得以极大地拓  

展[58]. 这种非天然氨基酸嵌入——生物正交反应方法

保留了非天然氨基酸引入策略与生物正交反应二者本

身的优点, 既将非天然的反应基团引入到蛋白质中任意

特定的位点, 同时修饰过程在近生理条件下进行, 以保

证蛋白质的天然结构与功能. 故而, 本方法可以极大地

拓展含有翻译后修饰蛋白质的合成能力[59], 并相对于

前文提到的其他方法具有不可替代的优越性, 尤其是针

对一些难以制备的新型翻译后修饰. 
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本文将这种利用生物正交反应与非天然氨基酸引

入技术相结合, 并用于制备赖氨酸翻译后修饰天然结构

及其类似物的策略命名为“非天然氨基酸修饰法”. 我

们将分类简要介绍其原理, 进而将分类讨论这类“非天

然氨基酸修饰法”在制备含有天然赖氨酸翻译后修饰蛋

白质的应用. 前文提到的“掩蔽赖氨酸”法也可视为第

一类最为单纯的“非天然氨基酸修饰法”, 即所引入的

氨基酸是仅带有一个特定的保护基团.  

3.2  基于醛基赖氨酸的还原氨基化反应制备赖氨酸烷

基化修饰 

考虑到第 2.2 节“全局性”策略中 Cbz 保护基的统

一保护与脱保护过程[V(TFMSA)∶V(DMS)∶V(TFA)＝

1∶ 3∶ 6]以及 Boc 保护基的酸脱保护 [V(TFA)∶  

V(H2O)＝9∶6]过程, 这些条件可能导致蛋白质变性等

问题, 人们仍然需要发展其他策略. Liu 课题组[60]设计

并合成了一类新型的非天然氨基酸 Nε-(4-叠氮苄氧羰

基)-δ,ε-脱氢赖氨酸(AcdK), 在还原条件下可以发生自

解离反应, 所得烯胺可以进一步水解形成醛基赖氨酸

(AlK). 而产物可以与外加的烷基胺类发生还原氨基化

反应得到对应的烷基化修饰赖氨酸. 利用本策略, 该课

题组成功地在模型蛋白绿色荧光蛋白及组蛋白 H3 第 4、

9 和 36 位点引入了双甲基化赖氨酸. 由于 Staudinger 还

原反应和还原氨基化反应都可以在生理条件下发生, 故

而该策略有效地避免了蛋白质变性的问题, 而产物蛋白

可以直接用于去甲基化酶的活性研究(Scheme 5, 13). 

值得一提的是, 此方法不仅仅适用于甲基化赖氨酸的引

入. 理论上说通过改变外加的烷基胺类化合物, 在还原

氨基化反应后均能制得对应的烷基化赖氨酸产物. 伴随

着日益增长数目的赖氨酸保护-脱保护策略, 越来越多

的氨基酸侧链可以实现选择性的调控[61]. 此策略在蛋

白质化学生物学中的应用性得到了极大地拓展[62]. 这

些新的方法为在不同的条件下制备各种不同的赖氨酸

翻译后修饰提供了可能性[63]. 

3.3  自然化学连接修饰法制备赖氨酸酰基化修饰 

如上文所述, 一些天然的酰基化修饰由于其大的体

积导致空间位阻无法直接被氨酰 tRNA 合成酶所识别, 

尤其是最近才被发现的一大类通过异肽键连接的小蛋

白质修饰模式如泛素化(Ubiquitination)和类泛素蛋白化

修饰(如Neddylation)等. 泛素蛋白是一个具有76个氨基

酸的小蛋白, 其在多步酶促反应作用下被引入底物蛋白

的赖氨酸侧链形成异肽键[64]. 研究表明泛素化修饰对

底物蛋白的功能调控及命运具有重大的影响. 例如多泛

素化修饰导致底物蛋白被蛋白酶体降解[65]. 蛋白质全

合成与半合成[66]已经制备了在特定位置上含有泛素化 
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图式 5  含有保护基的官能团的非天然氨基酸AcdK用于制备

双甲基化赖氨酸示意图 
Scheme 5  Scheme for the preparation of di-methyllysine via 
AcdK with non-natural functional group 

修饰及其类似物的蛋白质. 但是, 目前利用非天然氨基

酸引入技术人们还无法实现.  

考虑到异肽键本质上还是一种赖氨酸侧链上的酰

胺键, 同样可以利用蛋白质全合成中的核心反应自然化

学连接[67]进行制备. 2009 年 Chan 课题组[68]首先在模型

蛋白钙调蛋白(Calmodulin)中引入了两个基于半胱氨酰

的非对映异构体吡咯赖氨酸类似物, 即 D-半胱氨酰化- 

ε-L-赖氨酸和 L-半胱氨酰化-ε-L-赖氨酸(14) (Scheme 6, 

a). 在该策略中, 他们首先利用蛋白质内含子的方法表

达出含有几丁质结合域(CBD)的泛素蛋白, 并通过几丁

质(Chitin)亲和柱进行纯化分离. 最终以 2-巯基乙基磺

酸钠(MESNa)反应将其转化为对应的多肽硫酯. 然后, 

他们在CaM的特异位点引入D-半胱氨酰化-ε-L-赖氨酸, 

并进行自然化学连接反应得到泛素化的 CaM. 该产物

与由酶催化制备的天然的泛素化 CaM 具有同样的生物

学活性. Chin 课题组[69]利用氨酰 tRNA 合成酶突变体引

入了同样的非天然氨基酸, 并用于半胱氨酸-氰基苯并

噻唑(CBT)对蛋白质进行荧光标记. 

另一个类似的策略是通过在赖氨酸侧链上引入一

个 δ-巯基官能团, 与其本身的 ε-氨基官能团共同组成类 
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图式 6  两种巯基化的赖氨酸通过自然化学连接用于制备酰基化赖氨酸示意图 
Scheme 6  Preparation of acylated Lys via NCL based on two thiol-containing Lys derivatives

似于 N-末端半胱氨酸的结构以发生硫酯交换反应. Chin

课题组[70]首先于 2011 年报道了引入 δ-巯基-L-赖氨酸与

δ-羟基-L-赖氨酸两个非天然氨基酸结构, 并用于合成异

肽键连接的泛素化蛋白质. 但是, 由于该结构与天然赖

氨酸类似, 他们并不能直接筛选出能够特异性识别的这

两种氨基酸的氨酰 tRNA 合成酶突变体. 因此, 他们设

计合成出了两种前体氨基酸 δ-巯基-Nε-(叔丁氧酰基)-L-

赖氨酸或者 δ-巯基-Nε-(p-硝基苯氧酰基)-L-赖氨酸(15) 

(Scheme 6, b). 通过简单的脱保护反应, 二者可以解离

保护基团并形成 δ-巯基-L-赖氨酸, 进而发生自然化学

连接反应形成异肽键. 重要的是, 所得的连接产物可以

进一步发生脱硫反应得到天然结构. 通过本策略, 该课

题组首次实现了具有天然结构的泛素二聚体与泛素化

的 SUMO (small ubiquitin-like modifier)蛋白的合成. 

自然化学连接及其相关反应被广泛用于赖氨酸的

酰基化反应. 最近, Kawashima 课题组[71]报道了一个基

于自然化学连接的赖氨酸酰基化策略以用于制备天然

或非天然的翻译后修饰. 此方法可以直接用于染色体上

赖氨酸的修饰. 类似地, 在蛋白质全合成与半合成领域, 

人们也大量地使用基于 NCL (native chemical ligation, 

自然化学连接)的蛋白质连接方法来制备泛素化蛋白, 

例如光敏感的辅基辅助的自然化学连接[72], γ-巯基辅

助自然化学连接并锌粉还原策略[73], γ-巯基辅助自

然化学连接并 N—O 键切割策略[74]等.  

3.4  无痕 Staudinger 反应修饰法 

除了利用自然化学连接反应外, 还有一系列其他的

多肽连接方法[75]. 这些水溶液的连接反应最终的结果

都是实现在两片段或多片段的多肽之间高效地形成酰

胺键, 故而具有生物正交反应的基本特点[76], 从而具有

利用到蛋白质化学中的可能性. Liu 课题组还报道了一

个基于叠氮基团的酰基化策略, 通过无痕 Staudinger 反

应转化为不同酰基化赖氨酸, 以实现在蛋白质中引入不

同的酰基化赖氨酸. 为此, Liu 课题组[77]首先进行了正

负双筛选以寻找特定的吡咯赖氨酸 tRNA 合成酶突变体

来高效地引入叠氮正亮氨酸(AznL) (16) (Scheme 7). 在

制备了含有叠氮正亮氨酸的蛋白质后, 他们将二苯基膦

烷基硫酯与之发生无痕 Staudinger 反应, 并将叠氮基团

转化为不同的酰基化赖氨酸. 本方法相对便捷, 可以通

过简单替换所使用的硫酯来制备不同种类的赖氨酸酰

基化. 例如, 利用二苯基膦烷基-乙酰基硫酯反应可以

在特定位点引入乙酰化赖氨酸. 然而直接使用二苯基膦

烷基-丁二酰基硫酯却得到缺乏位置选择性的产物, 这
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正是由于游离的末端羧基可能进攻硫酯而形成丁二酸

酐, 进一步与天然的赖氨酸侧链反应. 所以, 该课题组

设计了光保护的二苯基膦烷基-丁二酰基硫酯衍生物, 

以掩蔽其末端的游离羧基, 在无痕 Staudinger 反应后通

过紫外光照实现切割, 形成天然的丁二酰基化的赖氨

酸. 
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图式 7  叠氮正亮氨酸 AznL 通过无痕 Staudinger 反应用于制

备酰基化赖氨酸示意图 
Scheme 7  Preparation of acylated Lys via traceless Staudinger 
reaction on AznL 

值得一提的是, 对于丙二酰化、丁二酰化及戊二酰

化等修饰, 由于它们的侧链负电荷难以被含有疏水性活

性位点的吡咯赖氨酸 tRNA 合成酶所识别, 故难以直接

引入这些修饰. 这正是利用结合非天然氨基酸引入技术

与生物正交反应技术的“非天然氨基酸修饰法”在天然

蛋白质中间接引入丁二酰化赖氨酸的首例报道. Liu 课

题组在泛素蛋白上验证了方法的可行性后, 进一步在组

蛋白 H3 上进行测试. 他们选取 H3K4 位点并引入叠氮

正亮氨酸, 通过反应制备的丁二酰化蛋白可以在体外进

行折叠形成组蛋白 H3-组蛋白 H4 四聚体(H3K4su-H4). 

Sirtuin 是一类以 NAD 为辅酶的组蛋白去酰基化 酶[78]. 

前人报道 Sirtuin5 可以特异性地脱去丁二酰化修饰, 不

过该研究以含有丁二酰化赖氨酸的多肽模型为底物[79]. 

该课题组利用所得的组蛋白四聚体为底物证明 Sirtuin5

可以有效地脱去丁二酰化修饰, 而 Sirtuin2 却没有活性. 

丁二酰化是一类近来才发现的新型赖氨酸酰基化修饰

模式. 其在人体的蛋白质组中广泛存在, 尤其是线粒体

中的三羧酸循环代谢酶上[80]. 该策略为进一步研究丁

二酰化修饰对底物蛋白质的结构与功能调控提供了有

效的途径.  

值得注意的是, 由于叠氮正亮氨酸具有非极性的链

状, 其结构相似于甲硫氨酸, 故直接利用大肠杆菌的甲

硫氨酸-tRNA 合成酶也可以竞争性地引入叠氮正亮氨

酸[81], 进而用于蛋白质标记或形成蛋白质铰链产物用

于蛋白质组学研究[82]. 然而, 这种残基替换的方法可能

导致所有的甲硫氨酸都被替代, 这对于蛋白质合成化学

及蛋白质组学的目的是不符合的. 同时, 叠氮基团在化

学生物学领域乃至整个化学学科中具有极为广泛的用

途. 首先, 叠氮基团可以发生 Staudinger 还原反应得到

天然赖氨酸结构. 该反应高效快速, 作为一种赖氨酸保

护基与常见的酸脱保护 Boc 保护基、钯脱保护 Alloc 保

护基以及紫外脱保护的光保护基 , 脱保护条件都正   

交[83]. 其次, 叠氮基团可以发生铜催化的点击反应或无

铜点击反应, 在生命科学中已经得到了充分的应用. 综

上所述, 正是由于叠氮基团与醛基都是重要的化学生物

学官能团[84], Liu 课题组发展了两种非天然氨基酸, 可

进一步用于更为广泛的化学生物学领域.  

综上所述, 直接利用非天然氨基酸引入法只能实现

某些含有简单结构的酰基化赖氨酸蛋白质的制备. 通过

结合生物正交反应, 更多的赖氨酸翻译后修饰可以被位

置特异性地引入蛋白质中. “非天然氨基酸修饰法”起

源于“非天然氨基酸引入法”, 通过改变生物正交反应

的试剂, 适用范围大幅度提升. 不仅仅克服了筛选各自

的吡咯赖氨酸 tRNA 合成酶过程繁琐缺点, 而且可以用

于一系列无法直接引入的翻译后修饰模式, 例如丙二酰

化赖氨酸、丁二酰化赖氨酸(琥珀酰化赖氨酸)、戊二酰

化赖氨酸、棕榈酰化赖氨酸和泛素化赖氨酸等[85], 故在

方法学上极大地提升了我们的合成能力.  

从蛋白质化学的角度看, 传统的生物正交反应大多

单纯基于天然氨基酸侧链或 C-末端羧基与 N-末端氨基. 

由于自然界所使用的 20 种蛋白质氨基酸结构非常有限, 

即便添加第二十一硒代半胱氨酸或第二十二吡咯赖氨

酸, 仍然只有少数的亲核性基团如半胱氨酸可以被修

饰. 而赖氨酸对应的生物正交反应又无法实现位置的选

择性, 故人们只能使用半胱氨酸修饰法以制备翻译后修

饰赖氨酸类似物, 成为潜在的研究瓶颈. 在通过利用非

天然氨基酸技术引入更多的官能团后, 我们所能使用的

生物正交反应被极大地拓展, 并使得很多新型的有机化

学反应可以从玻璃瓶中进入蛋白质化学生物学领域[86].  

但是, 本方法的一个主要问题是生物正交反应的产

率与机制并非如此理想化. 大部分生物正交反应都需要

有机溶剂的参与, 产率不够高, 且产物与反应物具有结

构的相似性; 一般难以分离. 同时, 绝大多数生物正交

反应主要用于纯化的蛋白质的反应或细胞裂解液中的

反应, 少有生物正交反应可以用于活细胞内的过程[87]. 



   
Chinese Journal of Organic Chemistry REVIEW  

 
Chin. J. Org. Chem. 2018, 38, 2400～2411 © 2018 Chinese Chemical Society & SIOC, CAS http://sioc-journal.cn/     2409 

这对于进一步深入地研究翻译后修饰的生物作用是十

分不利的. 故发展新型的生物正交反应, 拓宽其在生命

科学中的应用是本领域的两大主要发展方向[88].  

4  结论与展望 

“后基因组”时代越来越多的发现表明, 蛋白质的各

类翻译后修饰对蛋白质结构与功能的重要调控作用, 对

精准翻译后修饰蛋白样品的需求也日趋迫切[89]. 随着

翻译后修饰蛋白相关的化学生物学技术的进一步发展

(包括基于天然氨基酸侧链的生物正交反应、蛋白质的

化学全合成与半合成及非天然氨基酸引入法等, 详见表

1), 将深入推进蛋白质修饰的生物功能研究[90]. 本文总

结了本领域在最近十年内的技术发展和应用进展, 详细

介绍近期基于非天然氨基酸嵌入技术和生物正交反应

联用策略实现Lys翻译后修饰蛋白样品制备和生物研究

实例 [91], 丰富蛋白质翻译后修饰研究的技术和手    

段[92,93]. 在蛋白质合成领域, 如何能更加高效快捷地制

备定点修饰的目标蛋白质仍是目前的主要研究方向之

一. 在优化人工蛋白合成技术的同时, 我们还需要在提

高分离效率等方面努力实现蛋白质的大量制备. 而对于

非天然氨基酸修饰法, 发展和引入新型官能团实现新的

生物正交反应仍然是一个主要研究方向. 最后, 结合人

工化学合成、非天然氨基酸嵌入技术以及生物正交反应

等蛋白质化学生物学技术后, 我们预期所得的修饰蛋白

质可以在生物化学和细胞生物学研究中得到更大规模

的利用[94,95]. 

 

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 化学系

博士研究生马新雨和 Erol Can Vatansever, 及生物系博

士研究生田杰对本文讨论部分提出的意见 , 感谢

University of Wisconsin-Madison 化学系博士研究生程农

壹对本文写作的建议. 

表 1  各种化学生物学技术在制备含有翻译后修饰蛋白质中的优缺点对比 
Table 1  Comparison of advantages and disadvantages for different chemical biology techniques in the preparation of proteins with 
PTMs 

技术 a 优点 缺点 

生物正交反应法 修饰天然氨基酸侧链, 无需蛋白质变复性 作为翻译后修饰类似物并非天然结构 
蛋白质化学合成 可以制备各种天然或非天然结构 一般适用于中或小型蛋白质, 且需要复性 

非天然氨基酸引入法 
直接通过生物表达引入天然的翻译后修饰结构, 便 
捷易操作 

需要筛选特定的 tRNA 合成酶, 且并不一定 
适用于一切翻译后修饰 

非天然氨基酸修饰法 
结合非天然氨基酸引入与生物正交反应特点, 形成 
天然翻译后修饰, 便捷且应用范围广 

反应需要优化, 所得产物难以分离提纯 

a 此处列举主要的化学生物学方法, 未包括多肽类似物法等.

References 

[1] Kouzarides, T. Cell 2007, 128, 693.  
[2] Li, Y.; Barløse, C.; Jørgensen, J.; Carlsen, B. D. Jørgensen, K. A. 

Chem.-Eur. J. 2017, 23, 38.  
[3] Dann, G. P.; Liszczak, G. P.; Bagert, J. D.; Müller, M. M.; Nguyen, 

U. T.; Wojcik, F.; Brown, Z. Z.; Bos, J.; Panchenko, T.; Pihl, R.; 
Muir, T. W. Nature 2017, 548, 607.  

[4] Latham, J. A.; Dent, S. Y. Nat. Struct. Mol. Biol. 2007, 14, 1017.  
[5] Hamamoto, R.; Saloura, V.; Nakamura, Y. Nat. Rev. Cancer 2015, 

15, 110.  
[6] Greer, E. L.; Shi, Y. Nat. Rev. Genet. 2012, 13, 343.  
[7] Wang, Z. A.; Cheng, N. Y.; Liang, Y. Y.; Ma, X. Y. Univ. Chem. 

2017, 32, 41 (in Chinese). 
(王志鹏, 程农壹, 梁妍钰, 马新雨, 大学化学, 2017, 32, 41.)  

[8] Chuikov, S.; Kurash, J. K.; Wilson, J. R.; Xiao, B.; Justin, N.; 
Ivanov, G. S.; McKinney, K.; Tempst, P.; Prives, C.; Gamblin, S. J. 
Nature 2004, 432, 353. 

[9] He, Q.; Li, J.; Qi, Y.; Wang, Z.; Huang, Y.; Liu, L. Sci. China Chem. 
2017, 60, 621.  

[10] Xie, Z.; Dai, J.; Dai, L.; Tan, M.; Cheng, Z.; Wu, Y.; Boeke, J. D.; 
Zhao, Y. Mol. Cell. Proteomics 2012, 11, 100.  

[11] Weinert, B. T.; Schölz, C.; Wagner, S. A.; Iesmantavicius, V.; Su, 
D.; Daniel, J. A.; Choudhary, C. Cell Rep. 2013, 4, 842.  

[12] Guan, C. J.; Wang, T.; Wang, J.; Yi, Y.-M. Chin. J. Org. Chem. 
2016, 36, 2763 (in Chinese). 

(管超建, 王涛, 王君, 李宜明, 有机化学, 2016, 36, 2763.) 
[13] Wang, Z.-P.; Wang, Y.-H.; Chu, G.-C.; Shi, J.; Li, Y.-M. Curr. Org. 

Synth. 2015, 12, 150.  
[14] Chen, B.; Zang, W.; Wang, J.; Huang, Y.; He, Y.; Yan, L.; Liu, J.; 

Zheng, W. Chem. Soc. Rev. 2015, 44, 5246.  
[15] Luo, J.; Li, M.; Tang, Y.; Laszkowska, M.; Roeder, R. G.; Gu, W. 

Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 2004, 101,  
[16] Martino, F.; Kueng, S.; Robinson, P.; Tsai-Pflugfelder, M.; van 

Leeuwen, F.; Ziegler, M.; Cubizolles, F.; Cockell, M. M.; Rhodes, 
D.; Gasser, S. M. Mol. Cell 2009, 33, 323.  

[17] Li, Y. M.; Li, Y. T.; Pan, M.; Kong, X. Q.; Huang, Y. C.; Hong, Z. 
Y.; Liu, L. Angew. Chem., Int. Ed. 2014, 53, 2198.  

[18] Tang, Y.; Zhao, W.; Chen, Y.; Zhao, Y.; Gu, W. Cell 2008, 133, 612.  
[19] Li, F.; Zhang, H.; Sun, Y.; Pan, Y.; Zhou, J.; Wang, J. Angew. 

Chem., Int. Ed. 2013, 52, 9700.  
[20] Zhang, G.; Zheng, S.; Liu, H.; Chen, P. R. Chem. Soc. Rev. 2015, 

44, 3405.  
[21] Chalker, J. M.; Bernardes, G. a. J.; Davis, B. G. Acc. Chem. Res. 

2011, 44, 730.  
[22] Chen, J.; Fu, H.; Chen, Y.; Zhao, Y. F. Chin. J. Org. Chem. 2002, 

22, 81 (in Chinese). 
(陈晶, 付华, 陈益, 赵玉芬, 有机化学, 2002, 22, 81.) 

[23] Chatterjee, C.; McGinty, R. K.; Fierz, B.; Muir, T. W. Nat. Chem. 
Biol. 2010, 6, 267.  

[24] Fang, G. M.; Li, Y. M.; Shen, F.; Huang, Y. C.; Li, J. B.; Lin, Y.; 
Cui, H. K.; Liu, L. Angew. Chem., Int. Ed. 2011, 50, 7645.  



   
有机化学 综述与进展 

 
2410      http://sioc-journal.cn/ © 2018 Chinese Chemical Society & SIOC, CAS Chin. J. Org. Chem. 2018, 38, 2400～2411 

[25] Zheng, J.-S.; Tang, S.; Qi, Y.-K.; Wang, Z.-P.; Liu, L. Nat. Protoc. 
2013, 8, 2483.  

[26] Zheng, J.-S.; Yu, M.; Qi, Y.-K.; Tang, S.; Shen, F.; Wang, Z.-P.; 
Xiao, L.; Zhang, L.; Tian, C.-L.; Liu, L. J. Am. Chem. Soc. 2014, 
136, 3695.  

[27] Tang, S.; Si, Y. Y.; Wang, Z. P.; Mei, K. R.; Chen, X.; Cheng, J. Y.; 
Zheng, J. S.; Liu, L. Angew. Chem., Int. Ed. 2015, 127, 5805.  

[28] Fang, G. M.; Wang, J. X.; Liu, L. Angew. Chem., Int. Ed. 2012, 51, 
10347.  

[29] Tang, S.; Liang, L. J.; Si, Y. Y.; Gao, S.; Wang, J. X.; Liang, J.; Mei, 
Z.; Zheng, J. S.; Liu, L. Angew. Chem., Int. Ed. 2017, 56, 13333.  

[30] Shimko, J. C.; North, J. A.; Bruns, A. N.; Poirier, M. G.; Ottesen, J. 
J. J. Mol. Boil. 2011, 408, 187.  

[31] Li, J.; Li, Y.; He, Q.; Li, Y.; Li, H.; Liu, L. Org. Biomol. Chem. 
2014, 12, 5435.  

[32] Howard, C. J.; Ruixuan, R. Y.; Gardner, M. L.; Shimko, J. C.; 
Ottesen, J. J. Top. Curr. Chem. 2015, 363, 193.  

[33] Zhang, W.; Wang, Y. Q.; Wang, J. Y. Prog. Biochem. Biophys. 2012, 
39, 378 (in Chinese). 
(张维, 王玥琦, 王江云, 生物化学与生物物理进展, 2012, 39, 
378.) 

[34] Wang, L.; Xie, J.; Schultz, P. G. Annu. Rev. Biophys. Biomol. Struct. 
2006, 35, 225.  

[35] Dumas, A.; Lercher, L.; Spicer, C. D.; Davis, B. G. Chem. Sci. 
2015, 6, 50.  

[36] Neumann, H.; Hancock, S. M.; Buning, R.; Routh, A.; Chapman, 
L.; Somers, J.; Owen-Hughes, T.; van Noort, J.; Rhodes, D.; Chin, 
J. W. Mol. Cell 2009, 36, 153.  

[37] Lee, Y.-J.; Wu, B.; Raymond, J. E.; Zeng, Y.; Fang, X.; Wooley, K. 
L.; Liu, W. R. ACS Chem. Biol. 2013, 8, 1664.  

[38] Kim, C. H.; Kang, M.; Kim, H. J.; Chatterjee, A.; Schultz, P. G. 
Angew. Chem., Int. Ed. 2012, 51, 7246.  

[39] Thinon, E.; Serwa, R. A.; Broncel, M.; Brannigan, J. A.; Brassat, 
U.; Wright, M. H.; Heal, W. P.; Wilkinson, A. J.; Mann, D. J.; Tate, 
E. W. Nat. Commun. 2014, 5, 1.  

[40] Simon, M. D.; Chu, F.; Racki, L. R.; Cecile, C.; Burlingame, A. L.; 
Panning, B.; Narlikar, G. J.; Shokat, K. M. Cell 2007, 128, 1003.  

[41] Li, J.; Chen, P. R. Nat. Chem. Biol. 2016, 12, 129.  
[42] Nguyen, D. P.; Garcia Alai, M. M.; Kapadnis, P. B.; Neumann, H.; 

Chin, J. W. J. Am. Chem. Soc. 2009, 131, 14194.  
[43] Ai, H. W.; Lee, J. W.; Schultz, P. G. Chem. Commun. 2010, 46, 

5506.  
[44] Wang, Y.-S.; Wu, B.; Wang, Z.; Huang, Y.; Wan, W.; Russell, W. K.; 

Pai, P.-J.; Moe, Y. N.; Russell, D. H.; Liu, W. R. Mol. BioSyst. 2010, 
6, 1557.  

[45] Gautier, A.; Deiters, A.; Chin, J. W. J. Am. Chem. Soc. 2011, 133, 
2124.  

[46] Hemphill, J.; Chou, C.; Chin, J. W.; Deiters, A. J. Am. Chem. Soc. 
2013, 135, 13433.  

[47] Nguyen, D. P.; Alai, M. M. G.; Virdee, S.; Chin, J. W. Chem. Biol. 
2010, 17, 1072.  

[48] Virdee, S.; Ye, Y.; Nguyen, D. P.; Komander, D.; Chin, J. W. Nat. 
Chem. Biol. 2010, 6, 750.  

[49] Wang, Z. A.; Li, J.; Li, Y. M. Chin. J. Org. Chem. 2013, 33, 1874 
(in Chinese). 
(王志鹏, 李娟, 李宜明, 有机化学, 2013, 33, 1874.) 

[50] Li, J. W.; Jie Chen, P. R. Acta Chim. Sinica 2012, 70, 1439 (in 
Chinese). 
(李劼, 王杰, 陈鹏, 化学学报, 2012, 70, 1439.) 

[51] Bertozzi, C. R. Acc. Chem. Res. 2011, 44, 651.  
[52] Yang, M. Y.; Chen, P. R. Acta Chim. Sinica 2015, 73, 783 (in 

Chinese). 
(杨麦云, 陈鹏, 化学学报, 2015, 73, 783.) 

[53] Seeliger, D.; Soeroes, S.; Klingberg, R.; Schwarzer, D.; Grubmüller, 
H.; Fischle, W. ACS Chem. Biol. 2011, 7, 150.  

[54] Yang, A.; Ha, S.; Ahn, J.; Kim, R.; Kim, S.; Lee, Y.; Kim, J.; Söll, 
D.; Lee, H.-Y.; Park, H.-S. Science 2016, 354, 623.  

[55] Wright, T. H.; Bower, B. J.; Chalker, J. M.; Bernardes, G. J.; 

Wiewiora, R.; Ng, W.-L.; Raj, R.; Faulkner, S.; Vallée, M. R. J.; 
Phanumartwiwath, A.; Davis, B. G. Science 2016, 354, 1465.  

[56] Wang, Z. A.; Liu, W. R. Chem. Eur. J. 2017, 23, 11732.  
[57] Prescher, J. A.; Bertozzi, C. R. Nat. Chem. Biol. 2005, 1, 13.  
[58] Zhang, G.; Zheng, S.; Liu, H.; Chen, P. R. Chem. Soc. Rev. 2015, 

44, 3405.  
[59] Chin, J. W.; Santoro, S. W.; Martin, A. B.; King, D. S.; Wang, L.; 

Schultz, P. G. J. Am. Chem. Soc. 2002, 124, 9026.  
[60] Wang, Z. A.; Zeng, Y.; Kurra, Y.; Wang, X.; Tharp, J. M.; 

Vatansever, E. C.; Hsu, W. W.; Dai, S.; Fang, X.; Liu, W. R. Angew. 
Chem., Int. Ed. 2017, 56, 212.  

[61] Wu, N.; Deiters, A.; Cropp, T. A.; King, D.; Schultz, P. G. J. Am. 
Chem. Soc. 2004, 126, 14306.  

[62] Zhang, G.; Li, J.; Xie, R.; Fan, X.; Liu, Y.; Zheng, S.; Ge, Y.; Chen, 
P. R. ACS Cent. Sci. 2016, 2, 325.  

[63] Spicer, C. D.; Davis, B. G. Nat. Commun. 2014, 5, 1.  
[64] Kamadurai, H. B.; Souphron, J.; Scott, D. C.; Duda, D. M.; Miller, 

D. J.; Stringer, D.; Piper, R. C.; Schulman, B. A. Mol. Cell 2009, 
36, 1095.  

[65] Mali, S. M.; Singh, S. K.; Eid, E.; Brik, A. J. Am. Chem. Soc. 2017, 
139, 4971.  

[66] Chatterjee, C.; McGinty, R. K.; Fierz, B.; Muir, T. W. Nat. Chem. 
Biol. 2010, 6, 267.  

[67] Mali, S. M.; Singh, S. K.; Eid, E.; Brik, A. J. Am. Chem. Soc. 2017, 
139, 4971.  

[68] Li, X.; Fekner, T.; Ottesen, J. J.; Chan, M. K. Angew. Chem., Int. 
Ed. 2009, 121, 9348.  

[69] Nguyen, D. P.; Elliott, T.; Holt, M.; Muir, T. W.; Chin, J. W. J. Am. 
Chem. Soc. 2011, 133 (30), 11418. 

[70] Virdee, S.; Kapadnis, P. B.; Elliott, T.; Lang, K.; Madrzak, J.; 
Nguyen, D. P.; Riechmann, L.; Chin, J. W. J. Am. Chem. Soc. 2011, 
133, 10708.  

[71] Amamoto, Y.; Aoi, Y.; Nagashima, N.; Suto, H.; Yoshidome, D.; 
Arimura, Y.; Osakabe, A.; Kato, D.; Kurumizaka, H.; Kawashima, 
S. A. J. Am. Chem. Soc. 2017, 139, 7568.  

[72] Chatterjee, C.; McGinty, R. K.; Pellois, J. P.; Muir, T. W. Angew. 
Chem., Int. Ed. 2007, 119 (16), 2872. 

[73] Weller, C. E.; Huang, W.; Chatterjee, C. ChemBioChem 2014, 15 
(9), 1263. 

[74] Weller, C. E.; Dhall, A.; Ding, F.; Linares, E.; Whedon, S. D.; Sen-
ger, N. A.; Tyson, E. L.; Bagert, J. D.; Li, X.; Augusto, O.; Chatter-
jee, C. Nat. Commun. 2016, 7, 12979.  

[75] Wu, J.; Ruiz-Rodríguez, J.; Comstock, J. M.; Dong, J. Z.; Bode, J. 
W. Chem. Sci. 2011, 2, 1976.  

[76] Noda, H.; Erős, G. b.; Bode, J. W. J. Am. Chem. Soc. 2014, 136, 
5611.  

[77] Wan, W.; Huang, Y.; Wang, Z.; Russell, W. K.; Pai, P. J.; Russell, D. 
H.; Liu, W. R. Angew. Chem., Int. Ed. 2010, 49, 3211.  

[78] Jing, H.; Lin, H. Chem. Rev. 2015, 115, 2350.  
[79] Du, J.; Zhou, Y.; Su, X.; Yu, J. J.; Khan, S.; Jiang, H.; Kim, J.; Woo, 

J.; Kim, J. H.; Choi, B. H.; Lin, H. Science 2011, 334, 806.  
[80] Weinert, B. T.; Schölz, C.; Wagner, S. A.; Iesmantavicius, V.; Su, 

D.; Daniel, J. A.; Choudhary, C. Cell Rep. 2013, 4, 842.  
[81] Ngo, J. T.; Schuman, E. M.; Tirrell, D. A. Proc. Natl. Acad. Sci. U. 

S. A. 2013, 110, 4992.  
[82] Mahdavi, A.; Segall-Shapiro, T. H.; Kou, S.; Jindal, G. A.; Hoff, K. 

G.; Liu, S.; Chitsaz, M.; Ismagilov, R. F.; Silberg, J. J.; Tirrell, D. A. 
J. Am. Chem. Soc. 2013, 135(8), 2979.  

[83] Yang, R.; Bi, X.; Li, F.; Cao, Y.; Liu, C.-F. Chem. Commun. 2014, 
50, 7971.  

[84] Gong, Y.; Pan, L. Tetrahedron Lett. 2015, 56, 2123.  
[85] Huang, H.; Lin, S.; Garcia, B. A.; Zhao, Y. Chem. Rev. 2015, 115, 

2376.  
[86] Pattabiraman, V. R.; Bode, J. W. Nature 2011, 480, 471.  
[87] Fang, X.; Fu, Y.; Long, M. J. C.; Haegele, J. A.; Ge, E. J.; Parvez, 

S.; Aye, Y. J. Am. Chem. Soc. 2013, 135, 14496.  
[88] Wang, L. New Biotechnol. 2017, 38, 16.  
[89] Wan, W.; Tharp, J. M.; Liu, W. R. Biochim. Biophys. Acta, Proteins 



   
Chinese Journal of Organic Chemistry REVIEW  

 
Chin. J. Org. Chem. 2018, 38, 2400～2411 © 2018 Chinese Chemical Society & SIOC, CAS http://sioc-journal.cn/     2411 

Proteomics 2014, 1844, 1059.  
[90] Müller, M. M.; Muir, T. W. Chem. Rev. 2014, 115, 2296.  
[91] Cigler, M.; Müller, T. G.; Horn‐Ghetko, D.; von Wrisberg, M. K.; 

Fottner, M.; Goody, R. S.; Itzen, A.; Müller, M. P.; Lang, K. Angew. 
Chem., Int. Ed. 2017, 56, 15737.  

[92] Hoppmann, C.; Wong, A.; Yang, B.; Li, S.; Hunter, T.; Shokat, K. 
M.; Wang, L. Nat. Chem. Biol. 2017, 13, 842.  

[93] Wang, Z. A.; Feng, T. S.; Cui, L. J.; Shi, Y. J.; Sha, Y. W. Sci. 

China: Life Sci. 2013, 43, 778 (in Chinese). 
(王志鹏, 冯天师, 崔丽嘉, 石玉洁, 沙耀武, 中国科学 C: 生命
科学, 2013, 43, 778.) 

[94] Pan, M.; Gao, S.; Zheng, Y.; Tan, X.; Lan, H.; Tan, X.; Sun, D.; Lu, 
L.; Wang, T.; Zheng, Q.; Liu, L. J. Am. Chem. Soc. 2016, 138, 
7429.  

[95] Wang, Z.; Xu, W.; Liu, L.; Zhu, T. F. Nat. Chem. 2016, 8, 698. 

(Li, L.; Fan, Y.) 


