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摘要　 采用高温辅助固相合成技术及基于多肽酰肼的自然化学连接技术， 高效获得了小泛素相关修饰物

（ＳＵＭＯ）蛋白及 ３３ 位赖氨酸（Ｋ３３）乙酰化 ＳＵＭＯ 蛋白． 聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ）和圆二色光谱分析

结果表明， 与生物表达蛋白相比， 化学合成蛋白具有较好的纯度和类似的二级结构．
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在真核细胞中小泛素相关修饰物（ＳＵＭＯ）修饰已经成为调控蛋白质功能的一种关键翻译后修

饰［１～６］ ． 研究发现， 数以百计的蛋白可以被 ＳＵＭＯ 化［７～９］， ＳＵＭＯ 化蛋白进而参与到染色质的组装、
ＤＮＡ 的修复、 蛋白质的体内平衡和信号转导等生理过程中［１０，１１］ ． 与蛋白质泛素化类似， 蛋白质的

ＳＵＭＯ化同样需要 Ｅ１ 激活酶、 Ｅ２ 结合酶和 Ｅ３ 连接酶等 ３ 种酶的参与［１２］ ． 这 ３ 种酶的协同作用使底物

蛋白 ＳＵＭＯ 化， 而底物蛋白的 ＳＵＭＯ 化位点主要发生在一段收敛的 ΨＫｘＤ ／ Ｅ（Ψ 代表疏水性氨基酸；
ｘ 代表任意氨基酸）序列的赖氨酸上［１３］ ．

ＳＵＭＯ 化蛋白的识别主要是通过 ＳＵＭＯ 与其效应蛋白上 ＳＵＭＯ 相互作用基序（ＳＩＭ 域）的非共价相

互作用来实现［１４～１６］ ． ＳＩＭ 是一段少于 １０ 个氨基酸的多肽序列， 包含 １ 个以 ３ ～ ４ 个氨基酸为核心的疏

水序列（主要是 Ｖａｌ 或者 Ｉｌｅ）和 １ 个邻近的酸性区域［１７］ ． ＳＩＭ 中的疏水残基会结合 ＳＵＭＯ 结构中的 β ２
股， 并且会使 β 折叠延伸． ＳＩＭ 中的酸性残基通过结合 ＳＵＭＯ 蛋白表面上的酸性区域来增加 ＳＩＭ 与

ＳＵＭＯ蛋白的结合力． ＳＵＭＯ 化蛋白与效应蛋白 ＳＩＭ 域的正确识别是 ＳＵＭＯ 化蛋白发挥正常功能的

关键．
ＳＩＭ 中的一些 Ｓｅｒ 或 Ｔｈｒ 可以被磷酸化， 磷酸化后的 ＳＩＭ 则可通过电荷相互作用增强其与 ＳＵＭＯ

化蛋白的结合力［１８～２０］； ＳＵＭＯ 蛋白可以被乙酰化， 乙酰化后的 ＳＵＭＯ 蛋白与 ＳＩＭ 的结合力则大幅度降

低［２１］ ． ＳＵＭＯ 蛋白与 ＳＩＭ 之间的这种精细化调控是 ＳＵＭＯ 化蛋白相关功能得以正常发挥的重要

保证．　 　 　
与磷酸化 ＳＩＭ 的制备相比， 制备大量、 性质均一的乙酰化 ＳＵＭＯ 则要困难得多． 目前， 制备乙酰化

ＳＵＭＯ 蛋白的主要方法为通过非天然氨基酸定点嵌入方法将乙酰化 Ｌｙｓ 嵌入到 ＳＵＭＯ 蛋白中， 或通过

酶促反应， 体外获得乙酰化 ＳＵＭＯ 蛋白［２２］ ． 这 ２ 种方法都难以获得大量的乙酰化 ＳＵＭＯ 蛋白． 近年来，
由于多肽固相合成及片段连接技术的发展， 使得蛋白质化学合成成为一种高效获得翻译后修饰蛋白的

方法［２３～３４］ ． 尤其是高温辅助的 Ｆｍｏｃ 固相多肽合成技术有助于一次性合成序列较长的多肽片段［３５］ ． 基

于此， 本文以高温辅助的 Ｆｍｏｃ 固相合成技术结合基于多肽酰肼的自然化学连接方法， 将乙酰化 ＳＵＭＯ
蛋白分成两片段合成， 然后将两片段肽连接获得全长蛋白， 合成路线如 Ｓｃｈｅｍｅ １ 所示．



Ｓｃｈｅｍｅ １　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＳＵＭＯ２（Ａ） ａｎｄ ｔｈｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｏｆ ＳＵＭＯ２ ａｎｄ Ｋ３３⁃Ａｃ⁃ＳＵＭＯ２（Ｂ）

１　 实验部分

１．１　 试剂与仪器

２０ 种 Ｆｍｏｃ 氨基酸、 Ｆｍｏｃ⁃Ｎｌｅ⁃ＯＨ 和 ６⁃氯苯并三氮唑⁃１，１，３，３⁃四甲基脲六氟磷酸酯（ＨＣＴＵ）购自

吉尔生化（上海） 有限公司； Ｎ，Ｎ′⁃二甲基甲酰胺（ＤＭＦ）、 二氯甲烷（ＤＣＭ）、 Ｎ，Ｎ′⁃二异丙基乙胺

（ＤＩＥＡ）、 三氟乙酸（ＴＦＡ）、 甲醇、 苯酚和乙腈均为分析纯， 巯基乙酸甲酯（纯度为 ９６％）， 购自上海阿

拉丁生化科技股份有限公司； 哌啶、 乙醚和水合肼均为分析纯， 购自国药集团化学试剂有限公司； 三

苯基甲基氯树脂（取代度为 ０􀆰 ４３ ｍｍｏｌ ／ ｇ）和 Ｒｉｎｋ 酰胺树脂（取代度为 ０􀆰 ３４ ｍｍｏｌ ／ ｇ）购自天津南开和成

科技有限公司； ２⁃肟氰乙酸乙酯（Ｏｘｙｍａ ， 纯度为 ９８％）和 Ｎ，Ｎ′⁃二异丙基碳二亚胺（ＤＩＣ， 纯度为 ９９％）
购自安耐吉化学公司．

Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ ５４２４ 型离心机（德国艾本德股份公司）； ＦＥ２０⁃Ｋ⁃Ｐｌｕｓ 型 ｐＨ 计（瑞士梅特勒⁃托利多公

司）； ＳＨＢ⁃Ⅲ型台式循环水式多用真空泵（郑州长城仪器有限公司）； ＦＤ⁃１Ａ⁃５０ 型冷冻干燥机（北京博

医康实验仪器有限公司）； ＩＫＡ Ｃ⁃ＭＡＧ ＳＨ７ 型磁力搅拌器［德国艾卡（广州）仪器设备有限公司］；
ＭＥ１０３Ｅ 型分析天平（瑞士梅特勒⁃托利多公司）； ＬＣ⁃２０ＡＴ 型高效液相色谱（ＨＰＬＣ）仪（日本岛津公

司）； Ｕｌｔｉｍａｔｅ ＸＢ⁃Ｃ１８ 型分析型色谱柱（ϕ ２５０ ｍｍ×４􀆰 ６ ｍｍ， 美国格雷斯公司）； Ｕｌｔｉｍａｔｅ ＸＢ⁃Ｃ１８ 型半

制备型色谱柱（ϕ ２５０ ｍｍ×１０ ｍｍ， 美国格雷斯公司）； 安捷伦 １１００ 型液相色谱⁃质谱联用仪（美国 Ａｎ⁃
ｇｌｉｅｎｔ 公司）； Ｊ⁃１１００ 型圆二色光谱（ＣＤ）仪（香港佰泰科技有限公司）．
１．２　 酰肼树脂的制备

将 ２ ｇ 三苯基甲基氯树脂（０􀆰 ８６ ｍｍｏｌ）溶于 ３０ ｍＬ ＤＭＦ ／ ＤＣＭ（体积比 １ ∶ １）混合溶剂中， 加入 ８􀆰 ６
ｍｍｏｌ 水合肼和 １７􀆰 ２ ｍｍｏｌ ＤＩＥＡ， 冰浴条件下反应 １２ ｈ； 加入 ２ ｍＬ 甲醇封闭未反应掉的三苯基甲基氯

树脂； 反应结束后， 依次用 ＤＭＦ、 水、 甲醇和乙醚洗涤得到的酰肼树脂， 风干并置于 ４ ℃冰箱中备用

（经测定酰肼树脂的取代度为 ０􀆰 ３８ ｍｍｏｌ ／ ｇ） ．
１．３　 小泛素相关修饰物第一片段（ＳＵＭＯ２⁃１）的制备

将 ２６３􀆰 １ ｍｇ 酰肼树脂置于固相合成管中， 用 １５ ｍＬ ＤＭＦ ／ ＤＣＭ 混合溶剂（体积比 １ ∶ １）溶胀 １５ ｍｉｎ
后抽干， 采用高温辅助的 Ｆｍｏｃ 固相合成法合成 ＳＵＭＯ２⁃１（０􀆰 ４ ｍｍｏｌ 氨基酸＋０􀆰 ４ ｍｍｏｌ Ｏｘｙｍａ＋０􀆰 ４
ｍｍｏｌ ＤＩＣ）， 反应时间为 ２０ ～ ３０ ｍｉｎ， 反应温度为 ７５ ℃ ． 其中， 精氨酸（Ａｒｇ）采用 ＨＣＴＵ 作为缩合剂，
室温下反应 ４０ ｍｉｎ， 反应 ２ 次； 组氨酸（Ｈｉｓ）采用 ＤＩＣ 作为缩合剂， 室温下反应 ４０ ｍｉｎ； 半胱氨酸

（Ｃｙｓ）采用 ＤＩＣ 作为缩合剂， ５０ ℃反应 ４０ ｍｉｎ． 反应完毕， 依次用 ＤＭＦ， ＤＣＭ 和 ＤＭＦ 各洗涤 ５ 次， 加

入含有哌啶（体积分数 ２０％）的 ＤＭＦ 溶液反应 ２ 次（反应时间分别为 ２ 和 １０ ｍｉｎ）， 脱除 Ｆｍｏｃ 保护基．
组装完肽链后， 向多肽合成管中加入 ８ ｍＬ 切割试剂［Ｖ（ＴＦＡ） ∶ Ｖ（苯酚） ∶ Ｖ（水） ∶ Ｖ（三异丙基硅烷，
ＴＩＰＳ）＝ ８８ ∶ ５ ∶ ５ ∶ ２］， 反应 ２ ｈ， 将多肽从树脂上切下， 并脱除侧链保护基团． 将切割液置于离心管中，
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用 Ｎ２ 气鼓泡， 浓缩溶液， 最后用冰乙醚沉淀， 离心， 得到粗肽， 经 ＬＣ⁃ＭＳ 分析确定是否为目标产物，
使用半制备型 ＨＰＬＣ 分离得到 ＳＵＭＯ２⁃１（１１０ ｍｇ， 分离产率 ２０􀆰 ８％）．
１．４　 Ｋ３３ 乙酰化小泛素相关修饰物第一片段（Ｋ３３⁃Ａｃ⁃ＳＵＭＯ２⁃１）的制备

将 ２６３􀆰 １ ｍｇ 酰肼树脂置于固相合成管中， 用 １５ ｍＬ ＤＭＦ ／ ＤＣＭ 混合溶剂（体积比 １ ∶ １）溶胀 １５ ｍｉｎ
后抽干； 采用高温辅助的 Ｆｍｏｃ 固相合成法合成 Ｋ３３⁃Ａｃ⁃ＳＵＭＯ２⁃１． 每一种氨基酸耦合的合成步骤与

ＳＵＭＯ２⁃１ 相同， 不同之处在于第 ３３ 位的 Ｌｙｓ 采用侧链氨基 Ａｌｌｏｃ 保护的 Ｆｍｏｃ 氨基酸进行耦合． 当所有

氨基酸耦合完成后， 先用四（三苯基膦）钯（０􀆰 ０１ ｍｍｏｌ）脱除 Ｋ３３ 位赖氨酸上的 Ａｌｌｏｃ 保护基（反应２ 次，
每次 ３０ ｍｉｎ）； 冲洗过后再加入乙酸酐试剂（１ ｍＬ 乙酸酐＋１ ｍＬ ＤＩＥＡ＋８ ｍＬ ＤＭＦ）对 Ｋ３３ 进行乙酰化

修饰， 反应 １０ ｍｉｎ 后， 将肽链末端的 Ｆｍｏｃ 保护基用哌啶脱除掉． 最后， 将多肽从树脂上切割下来， 采

用相同的后处理过程得到粗肽， 经 ＬＣ⁃ＭＳ 分析确定是否为目标产物， 使用半制备型 ＨＰＬＣ 分离得到

Ｋ３３⁃Ａｃ⁃ＳＵＭＯ２⁃１（１０６ ｍｇ， 分离产率 １９􀆰 ８％）．
１．５　 小泛素相关修饰物第二片段 ＳＵＭＯ２⁃２的制备

将 ２９４ ｍｇ Ｒｉｎｋ 酰胺树脂置于固相合成管中， 用 １５ ｍＬ ＤＭＦ ／ ＤＣＭ 混合溶剂（体积比 １ ∶ １）溶胀 １５
ｍｉｎ 后抽干； 采用高温辅助的 Ｆｍｏｃ 固相合成法合成 ＳＵＭＯ２⁃２． 每一种氨基酸耦合的合成步骤与

ＳＵＭＯ２⁃１相同． 加完所有氨基酸后， 将多肽从树脂上切割下来， 采用相同的后处理过程得到粗肽， 经

ＬＣ⁃ＭＳ 分析确定是否为目标产物， 使用半制备型 ＨＰＬＣ 分离得到 ＳＵＭＯ２⁃２（９５ ｍｇ， 分离产率 １７􀆰 ９％）．
１．６　 ＳＵＭＯ２⁃１与 ＳＵＭＯ２⁃２肽片段连接

参照文献［３６ ～ ３８］方法， 将 ２６􀆰 ３ ｍｇ ＳＵＭＯ２⁃１ 用 ＰＢＳ 缓冲液（６􀆰 ０ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｇｎ·ＨＣｌ， ０􀆰 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ
Ｎａ２ＨＰＯ４）溶解， 在－１０ ℃， ｐＨ＝ ３􀆰 ０ 条件下用亚硝酸钠氧化， 得到酰基叠氮产物， 再加入巯基乙酸甲

酯（ＭＴＧ）， 调节 ｐＨ 值至 ７􀆰 ０， 得到 ＳＵＭＯ２⁃１ 硫酯； 加入 ３９􀆰 ７ ｍｇ ＳＵＭＯ２⁃２， 用分析型 ＨＰＬＣ 监测反

应； 待完全转化为 ＳＵＭＯ２ 后， 经 ＬＣ⁃ＭＳ 分析确定是否为目标产物， 用半制备型 ＨＰＬＣ 分离， 冻干， 得

到全长的 ＳＵＭＯ２ 蛋白（２４ ｍｇ， 分离产率 ４５􀆰 ６％）．
１．７　 Ｋ３３⁃Ａｃ⁃ＳＵＭＯ２⁃１与 ＳＵＭＯ２⁃２肽片段连接

将 ２６􀆰 ５ ｍｇ Ｋ３３⁃Ａｃ⁃ＳＵＭＯ２⁃１ 用 ＰＢＳ 缓冲液溶解， 在－１０ ℃， ｐＨ＝ ３􀆰 ０ 条件下用亚硝酸钠氧化， 得

到酰基叠氮产物； 再加入巯基乙酸甲酯（ＭＴＧ）， 调节 ｐＨ 值至 ７􀆰 ０， 得到 Ｋ３３⁃Ａｃ⁃ＳＵＭＯ２⁃１ 的硫酯； 加

入 ３９􀆰 ７ ｍｇ ＳＵＭＯ２⁃２， 用分析型 ＨＰＬＣ 监测反应； 待完全转化为 Ｋ３３⁃Ａｃ⁃ＳＵＭＯ２ 后， 经 ＬＣ⁃ＭＳ 分析确

定是否为目标产物， 用半制备型 ＨＰＬＣ 分离， 冻干， 得到全长的 Ｋ３３⁃Ａｃ⁃ＳＵＭＯ２ 蛋白（２１ ｍｇ， 分离产率

３９􀆰 ７％）．

２　 结果与讨论

２．１　 ＳＵＭＯ２ 肽片段的合成与 ＨＰＬＣ 表征

实验中尝试采用标准的 Ｆｍｏｃ 固相合成方法合成 ＳＵＭＯ２ 肽片段． 将所需的氨基酸（０􀆰 ４ ｍｍｏｌ）、
２⁃（７⁃偶氮苯并三氮唑）⁃Ｎ，Ｎ，Ｎ′，Ｎ′⁃四甲基脲六氟磷酸酯（ ０􀆰 ３６ ｍｍｏｌ） 和 Ｎ， Ｎ′⁃二异丙基乙胺 （ ０􀆰 ８
ｍｍｏｌ）依次加入合成管中反应生成 ＳＵＭＯ２ 肽片段， 由于片段过长导致合成效果并不理想． 在 Ｆｍｏｃ 固

相合成方法中， 高温可以提高氨基酸之间的耦合效率， 进而提高长片段多肽合成产率， 因此本文采用

该方法合成 ＳＵＭＯ 的 ２ 个片段． 通过这种方法制得了纯度较高的 ２ 个片段的粗肽， 但质谱分析发现所

得到的产物并不是 ＳＵＭＯ２⁃１ 和 ＳＵＭＯ２⁃２． 经过分析发现， 相比于正常肽片段每个产物的分子量都多

３２． 由于甲硫氨酸（Ｍｅｔ）易于氧化， 且每条肽片段都含有 ２ 个 Ｍｅｔ， 故推测是在合成过程中 Ｍｅｔ 发生了

氧化． 因此， 采用正亮氨酸（Ｎｌｅ）替代 Ｍｅｔ 来获得正确的多肽片段［２４］ ． 经过改进获得了纯度较高的粗肽

产物， ＨＰＬＣ 分析结果如图 １ 所示． 虽然乙酰化片段 １ 的纯度比天然片段略有下降， 但整体产率依然较

好（ＳＵＭＯ２⁃１ 产率 ２０􀆰 ８％， Ｋ３３⁃Ａｃ⁃ＳＵＭＯ２⁃１ 产率 １９􀆰 ８％， ＳＵＭＯ２⁃２ 产率 １７􀆰 ９％）．
２．２　 ＳＵＭＯ２ 的获得与 ＨＰＬＣ 表征

在获得 ＳＵＭＯ２ 肽片段后， 利用基于多肽酰肼的自然化学连接方法进行肽片段的连接． 首先， 使用

ＭＰＡＡ 作为硫醇试剂进行肽片段的连接， 经过 ４～５ ｈ 的反应即可获得连接产物． 但在随后的分离过程
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Ｆｉｇ．１　 ＨＰＬＣ ｔｒａｃｅ（Ａ， Ｂ， Ｃ） ａｎｄ ＭＳ（Ｄ， Ｅ， Ｆ） ｏｆ ＳＵＭＯ２⁃１（Ａ， Ｄ）， Ｋ３３⁃Ａｃ⁃ＳＵＭＯ２⁃１（Ｂ， Ｅ）
ａｎｄ ＳＵＭＯ２⁃２（Ｃ， Ｆ）

中发现， 产物 ＳＵＭＯ２ 的出峰位置与 ＭＰＡＡ 的出峰位置重合， 调整分离梯度后依然无法将两者分开． 为
了解决这个问题， 使用 ＭＴＧ 作为反应的硫醇试剂进行肽片段的连接［２４］ ． 经过 ５～６ ｈ 反应， 获得了全长

的 ＳＵＭＯ２ 产物（产率 ４５􀆰 ６％）， ＨＰＬＣ 分析结果如图 ２ 所示， 并且在后续的分离纯化过程中并未受到硫

醇出峰的影响．

Ｆｉｇ．２　 Ｌｉｇａｔｉｏｎ ｔｒａｃｅ ｏｆ ＳＵＭＯ２⁃１（Ａ） ａｎｄ ＳＵＭＯ２⁃２（Ｂ）， ａｎｄ ＭＳ（Ｃ） ｏｆ ＳＵＭＯ２

Ｆｉｇ．３　 Ｌｉｇａｔｉｏｎ ｔｒａｃｅ ｏｆ Ｋ３３⁃Ａｃ⁃ＳＵＭＯ２⁃１（Ａ） ａｎｄ ＳＵＭＯ２⁃２（Ｂ）， ａｎｄ ＭＳ（Ｃ） ｏｆ Ｋ３３⁃Ａｃ⁃ＳＵＭＯ２

２．３　 Ｋ３３⁃Ａｃ⁃ＳＵＭＯ２ 的获得与 ＨＰＬＣ 表征

以 ＭＴＧ 作为硫醇试剂， 通过两片段多肽酰肼连接反应， 获得了目标 Ｋ３３⁃Ａｃ⁃ＳＵＭＯ２ 蛋白（产率

３９􀆰 ７％）， 图 ３ 示出了 ＨＰＬＣ 分析结果． 同样， 使用 ＭＴＧ 作为硫醇可使产物的分离较为顺利．
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２．４　 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分析

通过 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 鉴定了 ＳＵＭＯ 和 Ｋ３３⁃Ａｃ⁃ＳＵＭＯ 蛋白是否具有正确的分子量． 由图 ４ 可知， 化学全

合成的 ＳＵＭＯ 及 Ｋ３３⁃Ａｃ⁃ＳＵＭＯ 蛋白与生物表达的 ＳＵＭＯ 蛋白处在同一位置， 且具有较好的纯度．

Ｆｉｇ．４　 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ＳＵＭＯ２ （ １）， ｓｙｎ⁃
ｔｈｅｓｉｚｅｄ ＳＵＭＯ２ （ ２） ａｎｄ ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄ Ｋ３３⁃
Ａｃ⁃ＳＵＭＯ２（３）

Ｆｉｇ．５　 ＣＤ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ＳＵＭＯ２， ｓｙｎｔｈｅ⁃
ｓｉｚｅｄ ＳＵＭＯ２ ａｎｄ ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄ Ｋ３３⁃Ａｃ⁃ＳＵ⁃
ＭＯ２

２．５　 圆二色光谱（ＣＤ）分析

利用圆二色光谱（ＣＤ）鉴定了 ＳＵＭＯ 蛋白和 Ｋ３３⁃Ａｃ⁃ＳＵＭＯ 蛋白是否具有正确的二级结构． 将合成

蛋白溶于水中使其自发折叠， 调节浓度至 ０􀆰 ５ ～ １ ｍｇ ／ ｍＬ 用于 ＣＤ 测试． 由图 ５ 可知， 化学全合成的

ＳＵＭＯ 蛋白和 Ｋ３３⁃Ａｃ⁃ＳＵＭＯ 蛋白与生物表达的 ＳＵＭＯ 蛋白在溶液中具有类似的二级结构．

３　 结　 　 论

采用高温辅助的 Ｆｍｏｃ 固相多肽合成方法， 结合多肽酰肼连接技术以两片段高效合成了 ＳＵＭＯ２ 蛋

白与 Ｋ３３⁃Ａｃ⁃ＳＵＭＯ２ 蛋白． 通过与生物表达 ＳＵＭＯ２ 的 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 和 ＣＤ 数据进行分析比较， 证明了合

成蛋白具有较好的均一性与类似的二级结构． 本文通过化学合成的策略获得了含有翻译后修饰的

ＳＵＭＯ２ 蛋白， 为研究乙酰化 ＳＵＭＯ２ 与底物蛋白 ＳＩＭ 的相互作用提供了重要的基础． 除 ＳＵＭＯ 蛋白外，
泛素蛋白也含有类似的乙酰化及磷酸化修饰［３９，４０］， 这些翻译后修饰发挥了重要的生理功能． 该合成策

略的成功应用也为高效获得含有类似翻译后修饰的泛素蛋白提供了有效的途径．
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