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摘  要 : 天然蛋白质在生物体内主要以线性形式存在，由于多数蛋白质 (酶) 热稳定性较差，制约了其在工业

催化、食品制造、医药领域的高效应用。自然界中发现的天然环肽类物质具有首尾相连的环化结构，使蛋白质

具有较高的稳定性，为改造酶的结构、提高其热稳定性及拓宽其应用范围提供了新思路。本文根据国内外在蛋

白质环化领域的新动态并结合本实验室的研究，系统介绍了内含肽介导的蛋白质反式剪接、表达蛋白连接、转

肽酶催化的转肽作用等几种传统蛋白质环化方法，着重介绍了基于新型超强分子粘合剂 SpyTag/SpyCatcher 介

导的蛋白质环化的研究。 

关键词 : 蛋白质反式剪接，表达蛋白连接，转肽作用，光催化内含肽，SpyTag/SpyCatcher 

Advances in protein cyclization 

Xinzhe Wang, and Guangya Zhang 

Department of Bioengineering and Biotechnology, Huaqiao University, Xiamen 361021, Fujian, China 

Abstract:  Proteins, which exist mainly in linear form in vivo, are easily affected by the change of ambient temperature 

and pH. The application of proteins (enzymes) in the fields of industrial catalyzing, food manufacturing and medicine are 

restricted due to their properties. The cyclic structure of natural cyclic peptides confers high thermal stability on itself; such 

mechanism can be referred to in further enhancement of the thermal stability and transformation of the structure of 

enzymes. This article reviewed the latest progress in the domestic and international studies on protein cyclization and 
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summarized the traditional methods (such as protein trans-splicing, expressed protein ligation and sortase-catalyzed 

transpeptidation) in protein cyclization. A novel method based on SpyTag/SpyCather-mediated enzyme cyclization was 

discussed in more detail. 

Keywords:  protein trans-splicing, expressed protein ligation, sortase-catalyzed transpeptidation, photocontrol intein, 

SpyTag/SpyCatcher 

众所周知，蛋白质 (酶) 在生物体内等温和

条件下能够较好地发挥其生理作用。但随着工

业生产中酶的广泛应用，酶在工业条件 (如高

压、高温、高机械强度、金属离子、有机溶剂) 下，

极易发生构象改变从而失去活性的缺点也逐渐

暴露。如何构建既具有稳定结构又具有较高活

性的酶成为研究者关注的焦点。较早前有研究

者发现了大量天然合成的环肽[1-2]。这种环化结

构使得天然环肽类物质具有较高的热稳定性和

结构稳定性，同时具有抗水解、在化学变性剂

条件下能保持完整生物活性的特性[3]。随着蛋白

质构效关系研究的深入，环肽结构的稳定性为

线性蛋白的改造以提高其稳定性的研究奠定了

基础。有研究者建立了研究其序列结构与功能

间关系的数据库 CyBase[4]，蛋白质环化也随之

成为了以分子生物手段改造酶结构的热点之一。 

蛋白质稳定性与蛋白质结构中的折叠状态 

(Folded state) 息息相关，研究表明，环化能够

降低蛋白折叠域与非折叠域的构象熵，进而增

加蛋白质稳定性，同时可增加蛋白质的受体亲

和力，其功能和活性几乎不受影响[5-7]。蛋白质

骨架环化是一种将线性肽的 C-端和 N-端通过酰

胺键进行首尾环合形成环状分子的过程。随着

对分子生物学及蛋白质工程学的深入研究，已

逐步建立起多种经生物法获得环状蛋白的方

法，其中较为常用的方法包括蛋白质反式剪接 

(PTS)、内含肽介导的蛋白表达连接 (EPL)、蛋

白酶催化的转肽作用等[8]。 

1  内含肽介导的蛋白质剪接作用 (Protein 

trans-splicing，PTS) 

内含肽是一种介导蛋白质剪接的作用元

件，蛋白质内含肽 (Protein-intein) 是指前体蛋

白中的一段插入序列。根据自身结构特征可将

其分为 3 类：大型内含肽 (Maxi-inteins)、小型

内含肽 (Minimal or mini-inteins) 和反式剪接内

含肽 (Trans-splicing inteins)。内含肽既能够作

用于氨基末端也能作用于羧基末端，它在蛋白

质翻译后的成熟过程中能够进行自我催化，使

自身从前体蛋白中切除，并将其两侧的多肽片

段以肽键进行连接，形成成熟的蛋白质[9]，其连

接过程见图 1[10]。蛋白质剪接 (Protein splicing)  

 

 
 

图 1  内含肽介导的蛋白剪接作用示意图[10] 

Fig. 1  Sheme of cyclization by intein-mediated protein 
trans-splicing[10]. 
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是由蛋白质内含子介导的在蛋白质水平上翻译

后的加工过程。内含肽在 N-末端和 C-末端剪接

位点催化高度协调的反应。该环化过程是一种

分子内程序，不需要其他蛋白和任何 ATP 等新

陈代谢能源类物质。 

蛋白质剪接的典型机制包括 4 个步骤：1) 

N-S或 N-O酰基重排代替上游带有酯键的肽键；

2) N-外显肽发生酰基转移作用，重新定位到下

游剪接位点，形成结合 N-外显肽的 C-外显肽酯

键；3) 内含肽 C-末端的天冬酰胺残基打破内含

肽和C-外显肽之间的键进行环化；4) S-N或O-N

酰基通过在下游剪接位点重排，通过肽键替换连

接 N-外显肽的 C-外显肽之间的酯键[11-13]。在外

显肽的全部氨基酸残基中，只有与 C-末端外显肽

相连的第一个残基参与整个剪接过程[14-15]。 

Gottfried[16]研究小组对以内含肽介导的末

端环化的 DnaB与天然线性的 DnaB进行一系列

蛋白结构、蛋白折叠率、构象熵等参数的测定

和比较。结果表明，与线性蛋白质相比较，环

化蛋白质在变性条件下具有更强的稳定性，并

能够通过环化来降低蛋白质的解折叠率及蛋白

解折叠域的构象熵以增加其稳定性。环化后的

蛋白质其解链温度也相应地有所提升。蛋白质

骨架环化带来的构象熵稳定性可以显著提高蛋

白稳定性，蛋白解链温度的提升则取决于野生

型蛋白非折叠域熵的大小以及蛋白质解折叠时

的热容改变量，解链温度的提升程度与该野生

酶解折叠域熵的大小成反比。经表征，环化的

蛋白质同时具有抗氨基和羧肽酶活性[17-18]。 

随着对内含肽的深入研究，陆续有研究者

发现了受光、温度、pH、氧化还原状态等外部

因素调节控制的内含肽。最近，加州大学

Huiwang Ai实验小组[19]将光控的半胱氨酸残基

用基因方法引入到念珠藻 DnaE结构域中，再将

这种光激发的内含肽插入到 RFP 和人酪氨酸激

酶中，形成一种不活跃的嵌合蛋白。经长波 (约

为 250–370 nm) 紫外光照射，发生光引发的光

化学反应，可以激发内含肽，继而引发蛋白剪

接。这种由基因编码的光控内含肽是一种对蛋

白质初级结构和功能研究有效的技术途径。 

Henning D. Mootz研究团队[20]也通过对蛋

白骨架结构和侧链的人工合成构建了一种光激

发型内含肽，这种新型由基因编码的光依赖型

内含肽通过在其结构内非催化结合位点引入邻

硝基苄基酪氨酸 (ONBY)——一种酪氨酸衍生

物来获得。该带有“光控开关”的光敏感型内含肽

ONBY75-intein在波长为 366 nm的紫外光照射

4 min后即可诱发蛋白剪接作用的发生，继续照

射即可达到约 70%的反应率，并可通过 His6标

记来分离纯化内含肽前体。其分离过程见图 2，

在第一次实现了对多肽环化过程中内含肽前体

纯化的同时，也实现了从成分复杂的细胞提取

物中有效分离纯化目标多肽的目标。实验结果

表明，此类由光催化的内含肽引发的蛋白剪接 

 

 
 

图 2  光敏感性基团参与的蛋白剪接作用及内含肽

前体分离示意图[20] 

Fig. 2  Sheme of protein splicing by the incorporation 
of a photolabile protecting group and the isolation of 
the unspliced precursor[20]. 
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作用既可在大肠杆菌也可在哺乳动物中发生，

为其在生物体内的应用奠定了基础[21-22]。 

内含肽对蛋白的剪接作用通常是一种不可

控的过程，但这种新型的光诱导的内含肽剪接

作用具有时间和空间上的灵活性，将为环化提

供可以根据需要来进行反应的有利条件。同时，

光激活内含肽对蛋白质的结构信息和生化过程

没有过多的限制，可以直接从氨基酸序列水平

对蛋白质进行调控，实现了对完全由基因编码

蛋白质的诱导。这一突破性成果将给蛋白质初

级结构和功能的研究带来新的希望[19,23]。尽管

如此，目前研究表明，还没有发现任何一种能

够在所有的位点结合序列中均能起到催化 PTS

作用过程的内含肽。由于 PTS 在作用过程中通

常需要在结合位点附近存在几个或多个突变结

合部位，这一特性制约了 PTS 方法的通用性。

若在 PTS 作用过程中能够找到有特定序列的内

含肽，或在反应过程中对内含肽序列的位点选

择具有更大的随机性的情况下，均能实现 PTS

在多种结合位点的有效连接，将使 PTS 的应用

具有更广泛的前景[9]。 

2  表达蛋白连接  (Expressed protein 

ligation，EPL) 

EPL 是一种以内含肽为基础的化学选择性

蛋白质半合成方法，最早被报道于 1998年，该

方法通过改变裂解条件以及对内含肽进行适当

修饰，利用蛋白剪接机制生成目标蛋白重组体

α-硫酯衍生物，再将 N-末端自由的半胱氨酸残

基与 C-末端 α-硫酯片段进行连接，这些片段可

进行共价修饰，在硫酯和半胱氨酸之间形成肽

键，从而将两种蛋白质连接起来用于氨基酸位

点特异性多肽的制备。后续也有研究者从温度、

pH、反应时间、反应结构域比率等因素对 EPL 

反应发生的条件进行探索。实验证明，在反应

域比率较低情况下，适当添加少量尿素有助于

提高连接效率，反应域比率较高的情况下，连

接效率自发提高，添加尿素失去了优势作用[24]。

EPL 可作为连接蛋白产物的同位素标签，被广

泛应用于生物物理学探针特异性位点的引入、非

天然氨基酸的合成以及翻译后修饰途径[25-28]。

不仅如此，通过 EPL 还实现了对金属蛋白中单

个氨基酸功能的全面分析和蛋白质功能的完

善，这些金属蛋白包含用来接受高度特异性金

属离子的结合位点，借以维持正常的生理功能。

同时，可通过 EPL 法改变金属离子的配位层 

(Coordination sphere)，以微调所需蛋白突变体的

性质[27]。 

EPL相对于NCL (天然化学连接) 具有化学

选择性、区域选择性以及合成的特异性。EPL

合成法克服了DNA重组和异源蛋白表达等方法

对蛋白大小和氨基酸数量的限制，将小型蛋白

或片段进行聚合，可以实现结合非编码氨基酸

的目标，可更高效地用于研究蛋白质结构和功

能的关系[25,29]。目前，EPL 已经逐渐发展成为

一种较为稳定的化学连接方法，但在研究开展

前期，由于在蛋白表达阶段细胞内就会发生目

标蛋白与内含肽间的自剪接作用，以及通过 EPL

方法得到最终蛋白连接产物步骤复杂，使影响

蛋白产率的因素增多，以致目标蛋白表达量较

低[30]。研究表明较高的 α-硫酯衍生物产率是得

到高蛋白连接率的关键。Zhao等[27]通过对人载

脂蛋白 (apoE) 的研究，使 aopE 以三联结构 
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(Triple-labeled) 进行连接反应，实现了对连接程

序的简化和连接率的提升。 

3  转肽酶 A (Sortase A，SrtA) 催化的转

肽作用 

1999 年，Mazmanian 等[31]首次对分离自金

黄色葡萄球菌的 SrtA进行了定义，SrtA是一种

来源于革兰氏阳性菌，能够催化酰胺键合成的，

能够将细胞表面蛋白共价结合到细菌细胞壁的

转肽酶类。其在不同的细菌中具有不同的识别

序列  (Motif)，如在金黄色葡萄球菌中可识别

LPXTG序列，在酿脓链球菌中则能够有效识别

LPXTG/LPXTAA序列。SrtA可对 LPXTG序列

间的 Thr 和 Gly 进行切割，形成酰基酶中间化

合物，进而与 N-末端 Gly 残基进行结合形成酰

胺键。SrtA 具有作用条件温和，能够与细胞表

面结合的特点，在蛋白质连接方面应用潜力巨

大[32]。 

2004 年，Mao 等研究人员首次成功应用

SrtA 实现蛋白连接。Proft 将重组 C-末端带有

LPETG-His6 标签的绿色荧光蛋白 (GFP) 与多

肽进行连接，并证实转肽酶能够催化天然多肽、

非天然多肽及非多肽分子的连接。反应时间为  

6 h，连接效率约为 50%，反应时间大于 24 h后

连接效率达 90%以上[33]。 

富硫环肽类物质具有酶稳定性、热稳定、

抗化学攻击等性能，因此在药物设计方面具有

较为广泛应用。Craik团队[34]利用 SrtA成功环化

了多种小型富硫化物多肽，如 Kalata B1 (图 3)、

α-conotoxin Vc1.1 (α-芋螺毒素) 以及 SFTI-1 

(向日葵胰蛋白酶抑制剂 1) 等至少包含一个二

硫键的多肽。其中 SFTI-1是已知最小、最有效

的蛋白酶抑制剂。研究表明，这种利用 SrtA催

化的环化反应对目标蛋白没有结构选择性，即

目标蛋白的天然结构既可以是环状也可以是线

性。Wu 等[35]成功利用 SrtA 催化了糖基磷酸酰

肌醇 (GPI) 与绿色荧光蛋白 (GFP) 的连接。

GPI锚定蛋白在许多生化途径中均起重要作用，  

 

 

 
 

图 3  包含 SrtA 识别序列 (LVPTG) 的线性 kB1 经 SrtA 催化的转肽形成环状 kB1 示意图[34] 

Fig. 3  Scheme of the linear oxidized kB1 contains a SrtA recognition sequence (LPVTG) and undergoes a 
transpeptidation reaction catalyzed by SrtA to form cyclo-kB1[34]. 
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这一研究成果为合成大型复杂锚定蛋白提供了

新途径，同时也为 GPI 锚定位点和锚定蛋白的

生物学研究提供了有效途径。 

Bolscher 等[36]在对可促进再上皮化和伤口

愈合组胺素的研究中，利用 SrtA成功对其进行

环化，相对于传统化学方法约 3%的组胺素产

率，转肽酶介导的环化可以使产物得率达到

90%左右。且环化多肽摩尔分子活性  (Molar 

activity) 相对于线性多肽提高了近 1 000倍。 

此外，SrtA 还可催化具有双官能团的分子

内多肽和糖肽的从头合成。相对于化学酶合成

法，这种方法只要求目标蛋白在 N-、C-末端分

别存在一个 Gly 残基和一个短的信号肽。但这

种方法的局限性在于多肽中必须包含 LPETGG

及 GG 序列，从而能够在转肽酶作用下进行反

应。经证实所有的连接产物中都包含有 LPXTG

序列，而这个序列对蛋白结构和功能是否存在

影响也是一个需要探明的重要问题[37]。 

4  基于超强分子粘合剂 SpyTag/SpyCatcher

的蛋白环化 

随着环肽类物质对天然产物以及生物活性

物质结构功能研究的重要作用被证实，通过内

含肽来介导蛋白质剪接，以转肽酶催化蛋白进

行环化等非天然多肽的合成途径对蛋白类物质

的改造研究取得极大进展。随着环化蛋白与其

线性蛋白相比具有更高的稳定性、膜通透性等

优势的显露。找到更高效、更加具有突破性的

方法手段以更好地实现环肽类物质的从头合成

逐渐成为研究热点，而新近发现的超强分子粘

合剂则为蛋白的环化提供了全新的思路和研究

方向。 

Mark Howarth 研究团队[38]在 2009 年首次

在革兰氏阳性菌酿脓链球菌 St rep tococcus 

pyogenes 菌毛蛋白 (Pilin) Spy0128中分离了带

有 Lys残基的 Pilin-C和携带 Asn的异构肽键，

实验表明 Lys 能够和 Asn 侧链自发地进行共价

结合。在后续的研究中，该实验团队从酿脓链

球菌纤连蛋白 CnaB2 中分离了 N-末端带有

Lys31、C-末端带有 Asp117 的能够进行自发共

价结合的 SpyTag/SpyCatcher，其结构示意图见

图 4[39]。该反应能够在短时间内完成，并且不需

要任何特异性物质和离子进行催化，他们对这

种自发共价结合反应的条件进行了进一步验

证，结果显示，在一定范围内的不同的 pH、温

度、缓冲液以及去垢剂的条件下，反应均能发

生并具有优良的重组表达效果[40-41]。为验证这

种共价结合反应是否较容易发生逆反应，该实

验小组将 SpyCatcher 与 SpyTag-MBP 进行共价 

 

 
 

图 4  纤连蛋白 CnaB 结构中 SpyTag/SpyCatcher 反

应关键氨基酸结构示意图[39] 

Fig. 4  A cartoon of the key residues of SpyTag/ 
SpyCatcher for amide bond formation in CnaB2 shown 
in stick format[39]. 
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结合反应后，向反应环境中加入大量的 Cna 从

而捕获自由的 SpyCatcher，进行过夜培养。实

验结果表明，SpyTag-MBP结构没有减少，也没

有 Cna多肽-SpyCatcher复合物的产生。经实验

表征，共价结合的 SpyTag/SpyCatcher异构肽键

一经形成即具有极强的化学稳定性和耐高温等

特性。这种能够在多种环境条件下均能自发反

应形成的异构肽键将为蛋白质结构的研究提供

更稳定可靠的研究模板。 

为了探究这种超强分子粘合剂 SpyTag/ 

SpyCatcher的共价结合对蛋白质的结构、功能、

热稳定性及蛋白生物活性的影响，该实验团队

通过基因融合，将含 13个氨基酸的 SpyTag与 β-

内酰胺酶 N-末端连接，将分子量约为 15 kDa的

SpyCatcher 与 C-末端连接，使 β-内酰胺酶自发

环化，其环化过程见图 5[42]。 

通常情况下该野生型酶在约 37 ℃的条件下

发生聚集失活，环化后的 β-内酰胺酶热稳定性

得到较大提升。为验证该方法是否适用于其他 

 

 
 
图 5  SpyTag/SpyCatcher 介导的 β-内酰胺酶环化过

程示意图[42] 

Fig. 5  A cartoon of the SpyTag/SpyCatcher-mediated 
cyclization of β-lactamase (BLA)[42]. 

酶类，后续对通过该方法环化的二氢叶酸还原

酶 (DHFR) 进行了热稳定性的测定，结果表明，

在 100 ℃的条件该酶仍然具有催化活性且反应

收率很高。通过 SpyTag/SpyCatcher共价结合的

方法较点突变及其他环化途径对酶热稳定性具

有较大幅度提高。SpyTag/SpyCatcher 对酶进行

环化以期改造其热稳定性，为酶的改造、提高

其生物活性提供了新思路和方法，但该方法通

用与否仍亟待深入研究[42]。 

本课题组近年来一直致力于 SpyTag/SpyCatcher

的研究，成功构建了基于超强分子粘合剂

SpyTag/SpyCatcher构建“Y型”拓扑结构的双酶，

并以ELPs为纯化标签实现双功能酶分离纯化及

固定化的集成；利用 SpyTag/SpyCatcher成功构

建了三臂 ELPs，其性状与线性 ELPs 有较大差

异，有望应用于一些新的领域。最近，本课题

组成功在地衣多糖酶两端分别融合 SpyTag 和

SpyCatcher，在温和条件下能自发共价结合实现

酶分子环化。经实验证实，与线性地衣多糖酶

相比，环化后的地衣多糖酶的温度稳定性有显

著提高，其最适反应温度由 55 ℃提高到了 60 ℃

左右，且最适反应温度范围有了大幅提高。在

100 ℃煮沸 10 min后，环化的地衣多糖酶酶活

回收率较线性相比提高了将近 4 倍。经一系列

酶活性、聚合温度以及高温冷却后酶活力恢复

情况的测定，证实利用 SpyTag/SpyCatcher能够

高效实现地衣多糖酶环化，在高温等条件下，

也保有相对较高的酶活力。该方法简单易行，

能够自发反应，且共价结合较稳定。然而，在

该过程中引入了新的基团，它是否会影响酶与

底物的亲和力？在热稳定大幅度提高的同时，

酶学性质及活力是否受到不利影响？其影响机

制以及如何高效构建拓扑结构合理的环化酶等
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问题仍有待深入研究，本课题组将会持续探究。 

5  总结与展望 

随着对环状多肽/蛋白结构和功能研究的深

入，越来越多的重要生物学功能被发现，用来

改造蛋白质结构的有效分子生物学方法不断地

被优化以提高蛋白质的稳定性、酶学活性等。

这些新的蛋白合成途径成功地替代了化学合成

方法，为分子改造提供了新的改造手段。研究

表明利用内含肽介导的蛋白剪切作用，表达蛋

白连接作用以及蛋白酶催化的转肽作用都能够

有效地实现蛋白的环化以提高其热稳定性以及

对化学物质、变性条件的耐受性。在过去几十

年里，研究者们探索和改进了多种蛋白环化方

法。上述方法也都具有各自的优缺点，在实际

应用时，需要根据目标蛋白的特性选择合适的

环化方法。表 1 列举了几种蛋白环化方法的应

用实例及各种方法的特性。 

与此同时，一些更有效、更简便的方法也

逐渐走入研究者的视野。SpyTag/SpyCatcher 在

酶环化中的应用，其反应的自发性、高效性给

蛋白环化带来了新突破，值得深入研究。 

此外，最近两年，一种相对于传统内含肽

剪接方法具有时间及空间灵活性的光催化内含

肽作用也受到了蛋白质环化领域的极大关注。

该过程可以直接从氨基酸序列水平对蛋白质进

行调控，进而实现光对完全由基因编码蛋白质

的诱导，由于在大多数蛋白中均存在 Cys，因此

该方法具有普遍有效性且高效。与传统方法相

比，该方法不仅可以规避对细胞内组分的干扰，

而且能有效抑制产物毒性。这种能够直接从氨

基酸序列水平对蛋白进行调控的方法为蛋白质

环化的研究提供了新方向。接下来蛋白环化研

究的重点应该围绕增强环化蛋白的稳定性，找 

到更快速、简单且对蛋白本身结构和功能影响

较小的环化途径来开展。随着对蛋白结构和功

能研究的深入以及酶活性和稳定性的研究的进

行，相信在不久的将来，一定能够克服目前几

种蛋白环化方法的缺陷和不足，使环化蛋白的

结构稳定性和生物活性更接近于天然环肽。环

化酶在工业、医药等领域的应用一定会取得更

多突破性进展。 

 

表 1  蛋白环化的方法特点比较 

Table 1  Characters of the cyclization methods 

Method Advantages Deficiencies Protein/peptide Reference

PTS 

Intramolecular self-catalytic 
process, require no other 
proteins or external sources, 
photoactivatable 

Demand of specific 
binding sites 

DnaB, DnaE, RFP [14,19] 

EPL 
Stability, site specific, without 
the limit of size 

Low protein expression AopE [27] 

Sortase A 
High yield, high ligation 
efficiency 

Structure and function of 
the sequence “LPXTG” 
unknown 

GFP, Kalata B1, 
SFTI-1 

[33-34] 

SpyTag/SpyCatcher Efficiency, spontaneous 
Uncontrollable process, 
potential steric hindrance 

BLA, DHFR [42] 
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