
!" 卷 # 期

#$$% 年 % 月

生 物 工 程 学 报

!"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12
&’()!" *’)#

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
+,-./ #$$%

收稿日期：#$$#0!$0!1，修回日期：#$$#0!#0#$。

基金项目：国家高科技研究发展计划项目资助（*’) 23%0!$#0$"0440$!）。

" 通讯作者。56(：230!$034271#27；8,9：230!$034271#27；:0;,<(：/(/=,>?@ ?6>6A<.B) ,.) .>

蛋白质剪切及其应用

宋利萍 黄华!
（中国科学院遗传与发育生物学研究所，北京 !$$!$!）

摘 要 蛋白质剪切是一种翻译后修饰事件，它将插入前体蛋白的中间的蛋白质肽段（C>A6<>，<>A6->,( D-’A6<> E-,?0
;6>A）剪切出来，并用正常肽键将两侧蛋白质多肽链（:9A6<>，E(,>F<>? D-’A6<> E-,?;6>AB）连接起来。在此过程中不需要

辅酶或辅助因子的作用，仅需四步分子内反应。C>A6<> 及其侧翼序列可以通过突变产生高度特异性的自我切割用

于蛋白质纯化、蛋白质连接和蛋白质环化反应，在蛋白质工程方面有广泛的应用前景。

关键词 蛋白质内含子，蛋白质剪切，环状肽，纯化，蛋白质工程

中图分类号 G3!1 文献标识码 H 文章编号 !$$$0%$3!（#$$%）$#0$#4"0$3

#$ 世纪 "$ 年代，蛋白质剪切的发现开辟了生物化学的

新篇章。自从第一个蛋白质剪切元件———芽殖酵母中的

&+H <>A6<> 基因被报道以来，在真细菌、古细菌、单细胞真核

生物中已经陆续发现了 !!2 种 <>A6<>［!］。蛋白质剪切元件

———<>A6<> 对于蛋白质工程来说是一个功能强大的工具。C>0
A6<>载体不仅可用于纯化，表达毒性蛋白，而且可以产生 CIJ

（C>A6<> ;6K<,A6K D-’A6<> (<?,A<’>）所需的活性末端，引入在核糖

体生物合成过程中不能加入的非天然的氨基酸（如磷酸化或

糖基化修饰）、标签、发色基团、部分修饰或标记的蛋白质，研

究结构—活性之间的关系。此外，<>A6<> 还可以有效的介导

蛋白质环化，提高蛋白质的稳定性。本文试从 <>A6<> 的结构、

蛋白质剪切机制、<>A6<> 在蛋白质纯化、蛋白质连接、蛋白质

环化等方面的应用作一概述。

! C>A6<> 的结构及蛋白质剪切的机制

C>A6<> 是一段存在于前体蛋白的蛋白序列，是在蛋白质

剪切过程中被剪切出来的片段。大部分 <>A6<> 均具有双功

能：蛋白质剪切活性和自导引核酸内切酶（L’;<>? 6>K’>=.(60
,B6）活性。自导引核酸内切酶活性是位点特异性的，在识别

序列和功能上与核酸内含子的自导引核酸内切酶类似，可以

在无 <>A6<> 的等位基因的双链 M*H 处定点切割，引起 <>A6<>
的插入［#］。

30% &+HC <>A6<> 的 N0射线晶体衍射图谱显示它具有双

结构域。结构!包含 <>A6<> 序列的 * 末端（前 !2# 个氨基酸）

和 O 末端（最后 44 个氨基酸），几乎均为"折叠，为剪切结构

域。结构#位于二者之间，为自导引核酸内切酶结构域［%］。

突变研究及序列数理统计研究表明 <>A6<> 普遍拥有这种双结

构域结构［4，7］。30% &+HC <>A6<> 以及 4/) P6.H <>A6<> 的自导

引核酸内切酶结构域的缺失可产生仅具有蛋白质剪切功能

的微 <>A6<>［3，1］。45% QR-H 在天然状态下就缺乏内切酶结构

域，但仍具有蛋白质剪切活性。这些发现提示 <>A6<> 的 O 端

及 * 端可组装成蛋白质剪切的功能性结构域，而位于中间

的结构域对于蛋白质剪切并不重要。但也有例外，在 IBD
I’(0C <>A6<> 内，核酸内切酶的结构域不同大小的缺失均可以

导致失去剪切活性［2］。

C>A6<>有 !$ 个保守的 <>A6<> 模体（图 !）［"］。其中 4 个位

于自导引核酸内切酶结构域中。C>A6<> 和下游 69A6<> 的第一

个残基提供了蛋白质剪切的几乎所有的必要条件。对 <>A6<>
的多重序列比较发现了 4 个在剪切邻近区域保守的残基。

（<）C>A6<> *0末端的半胱氨酸，苏氨酸或丙氨酸。（<<）C>A6<> O0
末端的天冬酰胺。（<<<）位于下游 69A6<> 的 * 末端第一个残

基处的半胱氨酸、苏氨酸或丝氨酸。此外 <>A6<> 倒数第二个

组氨酸可辅助 <>A6<> O 末端的切割反应［!$］。

蛋白质剪切有 % 个明显的特点：（!）蛋白质剪切完全由

蛋白质内含子的氨基酸介导。（#）蛋白质剪切是一个分子

内过程。（%）蛋白质剪切不需要辅酶或代谢能，其过程主要

涉及键的重排。

蛋白质剪切分为 4 步（图 #）：（!）在剪切体的上游，<>A6<>
的第一个残基半胱氨酸或丝氨酸（S6-!）的侧链发生 *0S 或

*0T 酰基重排，产生具有易断裂肽键的线性酯键中间体，在

中性 DL 条件下，酰胺键0巯酯键之间的平衡趋向于形成酰胺

键。这种巯酯键关联在巯基试剂存在的条件下，易发生亲核



图 ! 蛋白质内含子模体［"］
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置换，形成具有巯酯键末端的靶蛋白。如果替换 $()*$( 0 末

端的半胱氨酸或丝氨酸（E*2!），0 端剪切体肽键的切割就会

完全被封阻。（@）通过剪切位点 6 末端的半胱氨酸或丝氨

酸攻击线性酯键中间体形成分枝酯键中间体。剪切连接处

下游半胱氨酸的巯基或丝氨酸，苏氨酸的羟基亲核攻击上游

剪切处的前面的羰基碳原子，导致 0 端 *D)*$( 转移到 6 端 *D1
)*$( 第一个残基的侧链上。这种分支结构的形成是可逆的。

（F）’()*$( 6 末端剪切处的天冬酰胺环化形成琥珀酰亚胺环，

同时分枝酯键中间体断裂，产生带有 6 末端琥珀酰亚胺环的

$()*$(和通过酯键连接的两个 *D)*$(。倒数第二个氨基酸组

氨酸对于邻近天冬酰胺的环化有辅助作用。组氨酸替换成

其它氨基酸时，会影响 6 末端的切割反应。（A）琥珀酰亚胺

环水解，*D)*$( 之间的酯键发生 G10 或 E10 酰基重排，产生稳

定自然的肽键［!!］。

图 @ 蛋白质剪切的机制［"］
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! ’()*$( 介导的蛋白质纯化

’()*$(有很 多 通 用 的 模 体，提 示 它 们 有 共 同 的 进 化 起

源［"］。然而，每个 $()*$( 在其各自的宿主中都经过很长时间

的进化来优化剪切过程，因此对各自剪切位点邻近的氨基酸

有一定的喜好。对于这些在 $()*$( 中参与肽键形成、断裂的

残基的研究为 $()*$( 的应用打下了坚实的基础。’()*$( 与 *D1
)*$( 几乎没有序列同源性，天然的 *D)*$( 常常可以替换成外

源的蛋白质而不影响 $()*$( 的剪切活性。这一点是 $()*$( 作

为融合蛋白进行蛋白质纯化的理论基础。我们可以将靶基

因与 0 或 6 末端修饰过的 $()*$( 融合，纯化标签嵌在相反方

向或者 $()*$( 的内部，融合蛋白表达、纯化后，通过诱导 $()*$(
的切割活性，释放出靶蛋白（图 F）。基于 $()*$( 的蛋白纯化技

术与其它系统相比，该系统无需使用蛋白酶，避免了蛋白酶

切割所带来的非特异性酶解，也无需进一步纯化去除蛋白

酶，提供了一个省时经济的方法［!@］。根据蛋白质剪切位点氨

基酸替换的类型，蛋白质剪切可以分为 $()*$( 0 末端剪切和

$()*$( 6 末端剪切（图 F）。到目前为止，商业化的表达载体中

利用的 $()*$( 有 !"# BH2?、!$% I’I!、&’# JK?。下面就两种

纯化策略举例说明。

!"# 在靶蛋白的 $ 末端融合 %&’(%&，在 %&’(%& ) 末端剪切（图

* 左）

8.L=［!@］载体将靶蛋白融合在 E9* JK? $()*$( 的 0 端，几

丁质结合蛋白纯化标签 $()*$( 融合在 $()*$( 的 6 端。E9* JK?
$()*$( 6 末端剪切位点的天冬酰胺被突变成丙氨酸，封阻 $(1
)*$( 6 末端的自剪切，仅允许由半胱氨酸 01E 酰基转移介导

的 $()*$( 0 末端的切割。亲核试剂 M..、@1巯基乙醇或半胱氨

酸可以通过攻击巯酯键，诱导 $()*$( 0 末端的切割。将靶蛋

白融合在连有几丁质结合蛋白纯化标签的 $()*$( 的 0 末端，

通过几丁质柱纯化融合蛋白前体后，在还原试剂存在的条件

下诱导切割获得目的蛋白［!@］。

靶蛋白的产量取决于在细胞抽提物中获取的融合蛋白

的产量及其柱上结合后的切割效率。在大肠杆菌中表达异

源蛋白，尤其是当靶蛋白为真核生物来源的时候，常常会产

生包涵体或者由于密码子使用的偏好不同而导致不表达。

这些问题在 0 末端融合外源蛋白时就更加突出。低温诱导

可以减少包涵体的形成，提高融合蛋白的折叠及可溶性。切
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图 ! "#$%&# 介导的蛋白质纯化示意图［’’］

(&)* ! "#$%&# +%,&-$%, ./0$%&# .1/&2&3-$&0#［’’］

割效率主要受与 &#$%&# 切割位点邻近的靶蛋白的氨基酸序列

的影响。以麦芽糖结合蛋白为例，45 多种氨基酸中的绝大多

数氨基酸都不会影响融合蛋白的纯化及 677 介导的切割。

当靶蛋白 8 末端的氨基酸为天冬氨酸、谷氨酸、精氨酸、组氨

酸和苏氨酸时，体内切割效率提高，会导致融合蛋白的产量

下降。当靶蛋白 8 末端的氨基酸为亮氨酸、异亮氨酸、缬氨

酸时，只有在高温和长时间的诱导才能诱导融合蛋白的切

割。如果 &#$%&# 附近为脯氨酸、半胱氨酸或天冬酰胺时，677
诱导的切割根本无法进行［’4］。因此，在使用这种载体时，往

往需要向剪切位点附近添加额外的甘氨酸，降低体内的切割

效率，提高体外的切割效率。

!"! 在靶蛋白 # 末端融合 $%&’$%，在 $%&’$% ( 末端剪切（图 )
右）

.79:’’［’4］载体将 ;3% <=> &#$%&# 倒数第二个组氨酸突变

为谷氨酰胺，削弱了 &#$%&# 8 末端的天冬酰胺介导的切割反

应，同时将 8 端蛋白质 %?$%&# 的第一个氨基酸半胱氨酸突变

为丙氨酸，封阻体内剪切。亲和标签插入在 &#$%&# 自导引核

酸内切酶结构域处，不影响 &#$%&# 剪切结构域的结构和剪切

活性。此外，在 &#$%&# 的 @A末端还融合了一小段 ’5 个氨基酸

左右的 @ 端 %?$%&# 用来提供翻译起始位点来优化表达。靶蛋

白的 @ 末端紧邻 &#$%&# 的 8 末端。这种表达载体表达的融合

蛋白前体产量较高，体内不发生剪切反应，剪切位点的切割

完全在体外来进行。

靶蛋白 @ 末端的氨基酸会影响 &#$%&# 8 末端的剪切［’!］。

绝大多数氨基酸在 ’BC、D5E 或者 4!C、’BE，可以介导 F G5H
的切割，在 DC时，蛋氨酸、丙氨酸、谷氨酰胺可以介导有效的

切割，而缬氨酸、异亮氨酸、天冬氨酸、谷氨酸、赖氨酸、精氨

酸、组氨酸会抑制 &#$%&# 8 末端的切割。靶蛋白 @ 末端的色

氨酸、半胱氨酸和苏氨酸可以导致体内剪切，使融合蛋白的

产量下降［’4］。

) "#$%&# 介导的蛋白质连接（"IJ）和表达蛋白

连接（KIJ）

引入非天然的氨基酸来改变蛋白质的结构及功能，将会

大大提高我们对于蛋白质的理解，为生物医学研究提供新的

工具，创造出新的治疗药物。例如蛋白质的位点特异性磷酸

化修饰、引入荧光标签、自旋共振探针、交联试剂等可帮助我

们深入地了解生物学过程，然而目前引入非天然氨基酸的方

法仍然困难重重［’D］。在天然化学连接中，一个含有 @ 末端

的半胱氨酸的肽与一个拥有 8 末端巯酯键的蛋白质连接，在

连接位点形成天然肽键［’G］。然而，到目前为止，用于天然化

学连接的含有 8 末端巯酯键的的肽仅能通过化学合成来产

生，而该方法在技术上要求苛刻，且有片段大小的限制（ L
’GM6）。

蛋白质剪切可以产生重组的 8 末端巯酯键。蛋白质剪

切的第一步 @A;（或 @AN）酰基转移，@ 端 %?$%&# 转酯至位于 &#A
$%&# 氨基端的半胱氨酸O色氨酸O苏氨酸残基的 ;P 或 NP 侧链

上。基于这个原理，我们可以设计突变，使 &#$%&# 仅仅能促进

蛋白质的剪切的第一步［’B］。融合表达在这样的 &#$%&# 氨基

末端的蛋白可以通过分子内硫酯键的转酯反应被巯基试剂

（=K;@>，$E&0.E%#0Q）切割，产生重组的!巯酯键［’R］。含有氨

基端半胱氨酸残基的蛋白和拥有羧基端!巯酯键的肽在含

有巯基试剂的条件下可以产生巯酯键介导的化学浓缩，然后

;A@ 酰基转移，形成天然的肽键［’S］。这个过程叫 &#$%&# 介导

的蛋白质连接（"IJ）。

用于 "IJ 的蛋白片段既可以是化学合成的也可以是基

因表达产物。最初，"IJ 仅用于将拥有羧基端!巯酯键的重

组蛋白与合成的含有氨基端半胱氨酸残基的肽段相连接，形

成荧光标记的蛋白、特异性修饰的蛋白（如磷酸化），合成细

胞毒性蛋白质（T@-U%>，!"#"内切核酸酶）［’V，45］。=1&/［’D］用

KIJ方法产生含有磷酸化的酪氨酸肽段来研究磷酸化对于

U/3 酪氨酸激酶活性和构象的影响。

"IJOKIJ 的下一步飞跃是在天然条件下连接两个表达蛋

白［4’］即表达蛋白连接（KIJ，K?./%UU%, ./0$%&# Q&)-$&0#）（图 D），

运用该技术区段性用同位素标记蛋白，大大提高了 @=T 蛋

白质结构的分辨率。同时，连接多个合成或表达的肽段也成

为可能。以 8 末端片段起始，顺序地向其 @ 端加入片段，每

个片段必须拥有一个羧基端的!巯酯键和一个氨基端的被

屏蔽的半胱氨酸。当连接反应发生后，这个半胱氨酸通过蛋

白酶消化解屏蔽而进行下一轮的连接。

基于 &#$%&# 的蛋白质纯化载体通过产生具有反应活性末

端的蛋白质扩展了天然化学连接的应用范围。在核糖体生

物合成过程中不能加入的如磷酸化或糖基化的非天然的氨

基酸、标签、发色基团等等都可以使用 "IJ 技术引入到蛋白

质中去。"IJOKIJ 加速了对于腺体A配体结合、转录后修饰对

于酶活稳定性、亚单位相互作用的生化及生物物理分析的研

究进程。

* "#$%&# 介导的蛋白质环化

环化的蛋白质由于其 ! 个明显的优势而备受生物学家
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图 ! 表达蛋白连接

"#$%! &’()*++*, ()-.*#/ 0#$1.#-/

的青睐。（2）稳定性好。这是由于环化的蛋白质可减少非折

叠状态的构象熵值。（3）折叠速率快。这是由于其减少了折

叠途径的数目。（4）对于氨基端和羧基端的蛋白酶具有抗

性［33］。环化的蛋白因其不同寻常的热稳定性和生物活性在

医药和工业上备受重视。

5-0,*)6*)$ 1/, 7)*#$8.-/ 通过化学交联方法，形成肽骨架

9 末端和 7 末端的肽键而产生了第一个环化蛋白:牛胰腺胰

岛素抑制剂（;<=>）［34］，然而这种方法并不适用于结构并不

十分清楚的大蛋白质。最近，#/.*#/ 已经被用来介导蛋白质

或肽的环化。可以分为两种方式进行环化。

!"# 体外环化

图 ? >/.*#/ 介导的体外环化［3!］

"#$% ? !" #$%&’ @A@0#B1.#-/ (=C>9 DA+.*E［3!］

=8* =C>9 +A+.*E +1/,F#@8*+ 1 .1)$*. ()-.*#/（(）6*.F**/ .F- #/.*#/+ 1/,

@1/ ()-,G@* 1/ 9:.*)E#/10 @A+.*#/* 1/, 1 7:.*)E#/10 .8#-*+.*) -/ .8* +1E*

61@.*)#100A *’()*++*, ()-.*#/% <G)#H#@1.#-/ -H .8* ()*@G)+-) ()-.*#/ #+ +#E:

(0#H#*, 6A G+#/$ 1 7;I，F8#@8 6#/,+ .- @8#.#/ )*+#/% 70*1J1$* 1. .8* 7 .*):

E#/G+ -H >/.*#/ 2，)*0*1+*+ 1/ 9:.*)E#/10 @A+.*#/* -/ .8* .1)$*. ()-.*#/% K

.8#-0 )*1$*/. #/,G@*+ @0*1J1$* -H >/.*#/ 3 1/, )*0*1+*+ .8* .1)$*. ()-.*#/

F#.8 1/ 1@.#J1.*, 7:.*)E#/10 .8#-*+.*) % =F- )*1@.#-/ (1.8F1A+ @1/ -@@G)，

*#.8*) 1/ #/.*)E-0*@G01) )*1@.#-/ .81. 0*1,+ .- (-0AE*)#B1.#-/ -) 1/ #/.)1E-:

0*@G01) )*1@.#-/ .- $*/*)1.* 1 @#)@G01) ()-.*#/% >/ 6-.8 (-++#6#0#.#*+ 1 (*(:

.#,* 6-/, #+ H-)E*, ,G)#/$ .8* 0#$1.#-/ )*1@.#-/

其中一个方法便是在同一个表达蛋白中产生具有 9 #/:
.*#/:靶蛋白:7 #/.*#/ 形式的融合蛋白。在体外，经巯基试剂及

(L 诱导切割，产生 9 末端的半胱氨酸和 7 末端的巯酯键，然

后 9 末端和 7 末端反应，产生环化蛋白或串联蛋白［3!］。基

于这一原理的 (=C>9［3!］系统（图 ?）已经成功地环化了 ) % *’+$
硫氧还蛋白（23MI），麦芽糖结合蛋白（!3MI），脑结合肽（N11），

血小板凝集抑制剂 O5I（2P11），7IO:L4Q73（2R11）［22］。另一

种方法使用 #/.*#/ 9 末端的切割载体来表达靶蛋白。将位点

特异性的蛋白酶识别序列融合在靶蛋白 9 末端的半胱氨酸

的邻位，表达纯化出融合蛋白后，在体外经蛋白酶切产生 9
末端带有半胱氨酸的靶蛋白:#/.*#/:7;I 的融合蛋白，然后 9
末端半胱氨酸攻击 #/.*#/ 7 末端巯酯键，形成环化分子［22］。

这种自环化的反应的成功与否在很大程度上都取决于活性

位点的暴露情况和靶蛋白的折叠状态如何。

!"$ 体内环化

图 R >/.*#/ 介导的体内环化［3R］

"#$% R >/.*#/ E*,#1.*, $" #$#’ @A@0#B1.#-/（ D>7ST<<D）［3R］

K @8#E*)#@ $*/* #+ @)*1.*, .81. #/.*)(-+*+ 1/ #/.*)J*/#/$ +*UG*/@*（>VD，

.1)$*. ()-.*#/）6*.F**/ $*/*+ H-) .8* 7:#/.*#/（>7）1/, 9:#/.*#/（>9）

@-E(-/*/.+ -H 1/ #/.*#/% &’()*++#-/ #/ 1 +G#.160* 8-+. A#*0,+ 1 HG+#-/ ()-:

.*#/ .81. H-0,+ .- $*/*)1.* 1/ 1@.#J* #/.*#/% =8* #/.*#/ @1.10AB*+ .8* 1..1@M

-H 1 +#,* @81#/ /G@0*-(8#0* H)-E .8* @1)6-’A:.*)E#/G+ -H .8* >VD G(-/ .8*

@1)6-/A0 @1)6-/ -H .8* 1E#/- 1@#, 1. .8* 1E#/-:.*)E#/G+ -H .8* >VD .- $*/:

*)1.* 1 01@.-/* 01)#1. #/.*)E*,#1.*% =8* @A@0#@ ()-,G@. #+ 0#6*)1.*, 1+ 1 01@:

.-/* 6A @A@0#B1.#-/ -H .8* 1+(1)1$#/* )*+#,G* 1. .8* @1)6-’A:.*)E#/G+ -H >7

蛋白质和肽的体内环化对于在体内大规模产生环化的

蛋白质和肽至关重要。这个技术同时也为在体内产生大规

模的用于功能筛选和生物物理鉴定的环化肽库提供了可能。

因为它可以在生物体内产生更稳定的没有副产物的环化蛋

白，便于体内功能筛选和工业化生产［3?］。体外环化蛋白因其

需要通过在体外化学处理产生 7:末端的巯酯键中间体而受

到限制。这种困境可以通过利用人工或者是天然存在的分

裂的 #/.*#/ 的蛋白质的反式剪切活性得以解决。基因重建试

验说明 #/.*#/ 可以缺失自导引核酸内切酶结构域而不影响

*’.*#/的剪切活性，#/.*#/ 可以分开表达为两个多肽链，通过

非共价结合而重新获得剪切的活性。通过将靶蛋白的基因

表达在分裂内含子的中间，表达具有 7 端 #/.*#/:待环化的目
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标蛋白!" 端 #$%&#$ 结构的融合基因，在体内通过分子内的反

式剪切作用，靶蛋白的氨基端和羧基端在体内通过正常的肽

键连接而产生环化产物（图 ’）。这种方法叫做体内分裂 #$!
%&#$ 介导的肽或蛋白质的环化（()*+,--(）［./］。理论上讲，这

种策略不仅适用于天然分裂蛋白，也适用于具有相似结构的

人工改造蛋白。到目前为止报道的 #$%&#$ 中，仅有 0 个适于

在 体 内 产 生 高 水 平 的 环 化 靶 蛋 白： !"#$%&’%"()*( (+ 1
,--’2301 4$56 #$%&#$［/’］， ,".’/’//0( 789#:;8;1 -)!-78). #$!
%&#$［/’］，1 1 )02$./03’(*( 的 .$/4 #$%&#$［//］，其中 !"#$%&’%"()*( (+ 1
,--’2301 5#67 #$%&#$ 由于其两端的肽段具有固有的亲和

力，这种天然的 #$%&#$ 显然更适于介导体内环化［/<］。作者所

在实验室正致力于用 !"#$%&’%"()*( (+ 1 ,--’2301 5#67 #$%&#$
来介导重组单链抗体的体内环化。我们用分裂的 (;= 4$56
#$%&#$ 将靶蛋白夹在中间，在大肠杆菌中表达，期望获得稳定

的环化蛋白质。目前我们已经成功地证明了其在体内介导

的剪切作用，但环化仍有待于进一步证明。

! 结 论

)$%&#$ 是蛋白质肽链中插入的序列。作为蛋白质水平而

不是 >"? 水平剪切的结果，它们在核酸水平上存在，在成熟

的基因产物中消失。自从在 /3 世纪 @3 年代被发现，在 #$%&#$
的化学及结构基础方面以及 #$%&#$ 的应用等诸多方面已经取

得了令人瞩目的成就。对 #$%&#$ 的蛋白质剪切及切割活性的

调控为我们提出了蛋白质表达和操作的全新策略。改造的

#$%&#$ 已经用来产生独特的反应基团而广泛地应用于表达蛋

白纯化，连接，环化等方面。利用 #$%&#$ 区段性标记蛋白扩展

了 "A> 结构分析对于蛋白质大小的限制，并为应用 "A> 分

析特异区域的构象改变及大分子量的多体蛋白质提供了可

能［/<，/2］。)$%&#$ 介导的环化提高了蛋白质的稳定性及生物活

性。)$%&#$ 载体产生的蛋白质 * 末端的巯酯键在蛋白质化学

中具有重要的价值。尽管 #$%&#$ 的应用尚属起步阶段，但从

近几年发表的文章来看，#$%&#$ 已经迅速地成为一个多功能的

工具。我们拭目以待它在蛋白质工程方面作出更大的贡献。
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