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摘　要：神经环路结构和功能的可塑性过程需要大量的新生蛋白参与，鉴定这些蛋白质的组分和在体动态

变化无疑会对神经可塑性机制研究提供重要线索。近几年新发展起来的两种点击化学技术，BONCAT ( 生
物正交非天然氨基酸标记 ) 和 FUNCAT ( 荧光非天然氨基酸标记 ) 为神经可塑性研究带来了新的技术手段，

它们不仅可以提高检测新生蛋白成分的灵敏度，还可以实时跟踪定位亚细胞新生蛋白的表达情况，已经逐

步发展为除荧光和同位素标记蛋白外的另一种重要技术。现就最近几年利用点击化学标记新生蛋白的新技

术，包括和质谱联用、筛选新生蛋白以及在各模式动物研究中的应用做一综述。
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Click chemistry in neural plasticity
QI Xian-Jie, RUAN Hang-Ze, GAO Juan-Mei, GUO Xia, SHEN Wan-Hua*

(Zhejiang Key Laboratory of Organ Development and Regeneration, Hangzhou Normal University, Hangzhou 310036, China)

Abstract: Newly-synthesized proteins are required for neural plasticity and structural plasticity in central nervous 
system. It will be very helpful to demonstrate the mechanism for neural plasticity by identifying and elucidating the 
newly-synthesized proteins in specific subcellular compartments. In recent several years, the non-canonical amino 
acid labeling techniques of BONCAT (bioorthogonal non-canonical amino acid tagging) and FUNCAT (fluorescent 
non-canonical amino acid tagging) have been widely used to observe protein dynamics and subcellular localization, 
which provides novel techniques for studying neural plasticity. The next generation of these biological tools not 
only can increase the sensitivity for detection of newly-synthesized proteins, but also can track the protein dynamics 
in subcellular compartments in vivo. It has been considered as one of the important techniques for studying 
newlysynthesized proteins besides the classical methods of fluorescent and radioisotope labeling of proteins. The 
new techniques for labeling of newly-synthesized proteins by click chemistry, identification of proteomes combined 
with mass spectrometry (MS) and its applications in animal models are reviewed. 
Key words: click chemistry; neural plasticity; newly-synthesized proteins; 

大脑通过学习形成的长时程记忆依赖于大脑神

经环路对信息的处理方式。神经可塑性是神经系统

在分子细胞以及系统水平应对外界刺激发生改变的

一种能力，被认为是学习和记忆的基础。已经有大

量数据表明，神经环路、突触联系、单个神经元的

形态结构、生化组分 ( 包括核酸、蛋白质、酶类以

及神经递质等 ) 以及电生理特性等都具有一定程度

的可塑性。所谓可塑性变化，在宏观上表现为学习、

记忆、行为及精神变化以及损伤后的功能恢复等；

在微观上体现为电生理活动、神经化学、神经传递、

组织及细胞形态的变化。可塑性的变化需要通过不

断合成新的蛋白 (newly-synthesized proteins) 和调控

蛋白质动态变化来实现
[1]。因此，深入研究蛋白质

合成动力学、新生蛋白的亚细胞定位，以及这些蛋
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白的成份，对于理解神经可塑性的机制至关重要。 
生物研究者通常使用荧光蛋白标签，如 GFP

来观察和定位新生蛋白质 [2]。这种标记技术是当前

研究蛋白质合成的一种重要方法。但是，使用标签

标记蛋白可能会影响在体蛋白的功能和被标记蛋白

的细胞定位，而且这种方法在同一时间只能研究少

数几个已知蛋白质，并不能系统地研究整个蛋白质

组的动态变化情况。此外，同位素标记联合质谱分

析技术，可以鉴定和量化外界刺激对蛋白质合成的

影响 [3]。但是，神经元的蛋白成份相当复杂，如果

新生蛋白质的含量低，很难用传统的方法对低丰度

蛋白进行识别与鉴定。因此，需要建立一种新的生

物技术来鉴别低丰度新生蛋白，并在体动态观察新

生蛋白的变化。

过去几年，研究者使用外源叠氮化物氨基

酸 (azidohomoalanin, AHA) 和炔烃氨基酸 (homopro-
pargylglycin, HPG) 作为蛋白质合成原料来代替内源

性的甲硫氨酸 (Met)，从而标记新生蛋白 [4-6]。对蛋

白质组进行亲和纯化分离新生蛋白后，用一价铜离

子催化叠氮和炔烃环形成共价连接 ( 如图 1 所示 )，
这种技术称之为“点击化学”(click chemistry)[7-8]。

它是在 2001 年由诺贝尔化学奖获得者美国化学家

Sharpless 首先提出的 [9]。在点击化学的基础上，研

究者建立了生物正交非天然氨基酸标记 (bioorthogonal 
noncanonical amino acid tagging, BONCAT) 和 荧 光

非天然氨基酸标记 (fluorescent noncanonical amino 
acid tagging, FUNCAT) 技术 [10-13]。BONCAT 技术使

用亲和识别标记物标记并纯化那些连接 AHA 或

HPG 的新生蛋白。而 FUNCAT 利用荧光标签，可

以在体观察动物细胞中的新生蛋白。使用免疫印迹

法可以直接分析亲和标记的蛋白质，或者用亲和纯

化的方法将其从总蛋白中分离出来后，再使用质谱

法分析鉴定新生蛋白的组份。细胞代谢吸收 AHA
后，蛋白质组中含 AHA 的多肽高达 87% [14]，因此，

非天然氨基酸标记技术用 AHA 替代体内的 Met 就
变得非常灵敏。BONCAT 技术已经成功地应用于

HEK293 细胞蛋白质组研究，检测出 195 种新生蛋

白 [10] ；在爪蟾视顶盖细胞中，识别了 992 种新生蛋

白组分 [15]。FUNCAT 技术也成功鉴定了 Rat-1 成纤

维细胞中的新生蛋白 [16-17]，观察了离体海马神经元

和海马脑片中局部蛋白的合成 [12]。另一方面，非天

然氨基酸标记技术和免疫组化、原位杂交得到的实

验结果高度一致 [13]，并且可以将点击化学技术用于

提高药物结合效率的研究中 [18]，为一些疾病的临床

治疗提供了新的思路。

通过细胞自身的蛋白质合成机制，AHA 和

HPG 替代甲硫氨酸 -tRNA 中的甲硫氨酸这个过程

不需要基因调控。因此，点击化学技术可用于研究

神经细胞的蛋白质组动力学。BONCAT 和 FUNCAT
技术已经逐步发展成为除荧光蛋白标记和同位素标

记蛋白技术外的另一种重要技术。相比单独使用同

位素标记，结合 BONCAT 技术后检测到的蛋白质

合成率更加准确和高效 [19]。Tom 等 [20] 将荧光非天

然氨基酸标记、嘌呤霉素标记分别与邻位连接 (PLA)
技术结合，可以实时监测新生蛋白的来源、再分布

以及周转。叠氮化物和炔烃都是小分子化学基团，

不会干扰体内蛋白质正常的空间折叠与定位 [10]，因

此不会影响被标记蛋白的功能。尽管细胞内环境非

常复杂，而且新生蛋白的含量较低，但由于生物体

内不存在叠氮和炔烃，点击化学的灵敏度会非常高。

另外，AHA 不会干扰细胞的生物进程，甚至对病

毒的复制和感染也没有影响 [21]。本文主要讨论点击

化学技术在神经系统中的应用和一些非天然氨基酸

标记的新技术，以及如何使用这些新技术去研究蛋

图1  点击化学反应示意图
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白质组动力学。

1　BONCAT和FUNCAT技术在神经系统功能

研究中的应用

1.1　研究细胞内蛋白质合成变化

哺乳动物中单个细胞约含 1 万种蛋白质 [22]，

每个化学性突触含有 1 000~1 500 种不同的蛋白

质 [23]，每小时突触蛋白的更新率为 0.7%[24]。因此，

研究细胞内蛋白质合成的变化对于了解细胞的功能

至关重要。近几年发展起来的两种点击化学技

术 ——BONCAT 和 FUNCAT 为神经系统中新生蛋

白的研究带来了新的技术手段，这些新生蛋白与神

经系统的功能密不可分。Roche 等 [25] 使用 AHA 标

记，证实了神经元轴突的导向需要增加蛋白质合

成量。他们还发现了在神经生长因子 (NGF) 或脑信

号蛋白 3A (Sema3A) 存在时，刺激背根神经节神经

元会增加胞体和轴突的蛋白质合成量。另一方面，

Marin 等 [26] 发现，用谷氨酸受体激动剂 NMDA
刺激离体海马细胞，会降低树突蛋白质合成量。

Hodas等 [27]鉴定了树突和轴突中300多种新生蛋白，

用 D1/D5 受体拮抗剂 SKF81927 处理后，树突的蛋

白质合成增加。与疼痛相关的细胞因子白介素 6 
(IL-6) 和 NGF 会引起背根神经节细胞外信号调节激

酶和雷帕霉素靶蛋白合成增加 [28]，外周神经损伤会

引起坐骨神经蛋白合成增加 [29]。在腓骨肌萎缩症

(CMT) 研究中，甘氨酰 -tRNA 合成酶突变果蝇的运

动和感觉神经元的蛋白质亚细胞定位正常，但总蛋

白合成量明显减少 [30]。

1.2　鉴定刺激诱导的新生蛋白成份

使用同位素标记很难检测和鉴定低丰度的新生

蛋白，而点击化学技术标记的新生蛋白，经过富集

纯化后很容易被检测。Hodas 等 [27] 使用 BONCAT
技术鉴定了大鼠海马神经纤维网中的多巴胺能蛋白

质组，用 AHA 孵育海马脑片 2.5 h，联合点击化学

和质谱分析技术，鉴定出 891 种新生蛋白，这些蛋

白质参与了不同生物进程和分子功能。其中有 100
种蛋白质是由多巴胺受体激动剂刺激新产生的。有

些新生蛋白与突触功能相关，如突触前蛋白

Munc13-1、电压门控钾离子通道亚基 β-1 (KCNAB1)、
40S 核糖体蛋白 S25 (RPS25) 和 60S 核糖体蛋白

L13a (RPL13A)。这些数据说明了 BONCAT 技术可

以用于鉴定刺激引起的神经系统中新生蛋白的生

成。Zhang 等 [31] 用 BONCAT 结合同位素标记技术

(stable isotope labeling by amino acids, SILAC) 研究脑

源性神经营养因子 (BDNF) 诱导的蛋白调控时，发

现 53 种蛋白质在 BDNF 刺激后明显变化。培养的

神经元细胞受到损伤性缺血刺激时，新生的蛋白质

将会影响整个蛋白质组变化，鉴定对缺血产生效应

的蛋白质就有希望找到急性脑卒中的药物作用靶

点 [32]。爪蟾行为可塑性的调控需要新生蛋白的快速

合成，联合运用点击化学和 MudPIT 技术鉴定了视

顶盖细胞中多种新生蛋白组分，如 CaMKII、MEK1、
CPEB 和 GAD65 等 [33]。此外，Yoon 等 [34] 用 AHA
标记技术，发现 Engrailed-1 (En-1) 会引起爪蟾视网

膜神经节细胞 (RGC) 轴突蛋白合成量增加，并结合

双向电泳 (2D-DIGE) 技术找到一种与核膜相关的中

间丝状体蛋白质 —— 核纤层蛋白 B2 (LB2)，它受

到 En-1 刺激后所产生的变化最大，这种蛋白对轴

突线粒体功能和轴突生长非常重要。AHA 替换甲

硫氨酸后，还可以用于蛋白质化学修饰研究，探究

蛋白质功能的调控方式 [35]。

1.3　可视化研究细胞局部新生蛋白动态变化

尽管很多蛋白质合成的局部定位已经清楚 [36]，

但是 FUNCAT 技术可以进一步研究树突、轴突

及生长锥等的一些亚细胞部位的蛋白质合成。

Dieterich 等 [12] 用蛋白合成抑制剂茴香霉素处理离

体海马神经细胞时发现，AHA 只会整合到树突的

新生蛋白中。此外，Tcherkenzian 等 [37] 用 FUNCAT
技术发现，在海马神经元和背侧连合神经元的丝状

伪足中，一种接受神经生长因子刺激的神经元跨膜

受体 (DDC) 和新生蛋白共定位，推测 DDC 可能参

与了调控轴突生长锥的局部蛋白质翻译。

1.4　研究突触蛋白质代谢

神经元之间主要通过突触来传递信息，突触需

要不断合成新的蛋白质来维持突触的结构和功能。

突触蛋白是一组与突触功能相关的具有神经元特异

性的磷酸蛋白家族，在调节神经递质的释放及参与

神经元早期发育等方面起着重要的作用。但目前大

部分的相关研究主要集中在一些丰度高的突触蛋

白 [38]。Cohen 等 [24] 将 FUNCAT 技术与 SILAC、蛋

白质谱分析 (mass spectrometry, MS)、定量免疫组化

以及生物信息学分析相结合，系统地测量了数百个

突触蛋白的代谢半衰期。含 AHA 的蛋白的荧光强

度在 24 h 和 48 h 后分别降低到了 70% 和 55%，并

且发现所有突触蛋白都有相似的 2~5 d 的半衰期。

这些与突触结构和功能相关的蛋白质有着相似的更

新率，说明了蛋白质的合成和降解机制可能具有类

似的调控机制。
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2　最近的一些研究进展

近年来，非天然氨基酸标记技术已经开始应用

于神经可塑性的研究，增强新生蛋白检测的灵敏度，

为科研工作者研究神经环路结构和功能可塑性提供

了便利的工具。

2.1　在体BONCAT和FUNCAT技术

在体研究神经可塑性可以帮助人们更准确地理

解学习和记忆的分子机制，BONCAT 和 FUNCAT
技术提供了这样一种在体研究方法。到目前为止，

多个实验室已经在爪蟾 [33]、果蝇 [30]、斑马鱼 [39]、

小鼠和线虫 [40] 上使用了此技术。在研究斑马鱼新

蛋白合成时，AHA 或 HPG 很容易从培养液直接扩

散进入幼体斑马鱼内，通过细胞代谢整合到新生蛋

白中，并且不产生明显的细胞毒性，也不会对行为

产生影响 [39]。运用 BONCAT 技术，Shen 等 [33] 联

合运用点击化学和质谱技术在爪蟾视顶盖内筛选了

一批视觉经验依赖的新生蛋白，确定了点击化学技

术可以定量研究新生蛋白的变化，并且利用蛋白质

免疫印迹技术证实了总蛋白的表达变化不一定能被

检测出来，表明新生蛋白的富集过程极大地提高了

反应的灵敏度。这些结果为研究学习记忆相关新生

蛋白提供了新的技术，为深入研究可塑性机制奠定

了基础。通过标记整个组织的新生蛋白，分析新生

蛋白的动态变化和成份，或许可以进一步揭示记忆

形成过程中神经环路的结构和功能变化，并扩展到

其他研究领域。

2.2　量化亲和纯化蛋白

稳定的同位素标记 (SILAC) 技术可以用于定量

分析蛋白质组成，然而，在分析一些成份复杂的蛋

白质组时，低丰度含标记的新生蛋白不容易被检测。

通过富集新生蛋白可以有效解决低丰度蛋白检测灵

敏度低的问题。将 SILAC、BONCAT 与亲和纯化

技术相结合
[15]，可以定量分析蛋白的绝对量变化 [41]

或细胞含量少的分泌蛋白变化 [42]。刺激 CD4 阳性

T 细胞 2 h 或 4 h 后，蛋白质表达量在 1.6 倍到 589
倍的变化范围内波动 [41]。AHA 整合进入肿瘤坏死

因子 (TNF-α) 和白介素 (IL-1β) 调控的新生蛋白中，

纯化富集的蛋白用同位素相对标记与绝对定量技术

(isobaric tags for relative and absolute quantitation, iTRAQ)
测定后，可以鉴定多种受炎症性细胞因子 TNF-α 和

IL-1β 调控的新生蛋白 [43]。

2.3　亲和标记和荧光标记新方法

非天然氨基酸标记技术需要通过加热来分离结

合在树脂上的新生蛋白，但是，一些非特异性蛋白，

如内源性生物素可能无法从测试样品中完全分离出

来。Szychowski 等 [44] 设计了一组可分离的生物素

探针二烷氧二苯基硅烷 (Dialkoxydiphenylsilane, 
DADPS)，它可以快速高效地从亲和柱中纯化分离

多肽，从而降低了非特异性结合。

Dieterich 等 [12] 使用量子点 (Qdot) 复合物来动

态观察神经元中的蛋白质变化，相比传统的荧光染

料，其显著性地提高了亮度和光稳定性。在进行

Qdots 实验时，如果溶液中存在重金属离子，则会

对长期观察的细胞产生毒性。Wu 等 [45] 研制出一种

超亮的荧光标记技术 (Pdots)，极大地降低了细胞的

毒副作用。这种 Pdots 比 Qdots 更明亮，不会闪光，

并且释放速率快了一千倍，更容易在神经系统中进

行单分子追踪实验。但是，由于 Pdots 不能穿过细

胞膜，所以需要光毒性的紫外光照射才能进入细胞，

限制了其应用范围。

在使用 FUNCAT 技术进行动态标记时，点击

化学反应所必需的铜催化剂会对新生蛋白产生阻断

作用 [46]，而 AHA 的合成需要铜催化叠氮基的转

移 [47]。为了降低铜催化剂的细胞毒性，同时使用

CuSO4 和三唑基甲基胺的配体 BTTES，可以促进细

胞表面含叠氮化物或炔烃基团和所对应的生物素标

签在数分钟内发生点击反应 [48]。Bettozzi 团队研制

出一种改进的环辛炔和叠氮化物的环加成反应，这

种反应在生理条件下不需要催化剂，因此，没有细

胞毒性 [49-50]。但这些二氟化环辛炔的荧光标记物很

难合成，并且与 BTTES 配体结合后不能透过细胞

膜。Beatty 等 [51-52] 针对胞浆蛋白的活性标记技术，

设计了一组环辛炔标签，这种标签可以结合到更小

并能透过细胞膜的荧光素上，如香豆素和氟硼吡咯

等。使用香豆素的环辛炔复合体标记 Rat1 纤维母

细胞标记 4 h 后，相比甲硫氨酸对照组，荧光强度

增强 30 倍 [51] ；但是，香豆素荧光基团需要在紫外

光 360 nm 下激活，这样不仅会损害细胞，而且紫

外光的穿透力低，应用范围有所限制。相反，氟硼

吡咯的激发光和发射光光谱与 GFP 相似。用 AHA
处理 4 h，点击反应 10 min 后，Rat1 纤维母细胞的

绝大多数标记蛋白都位于细胞膜上 [52]，但是，氟硼

吡咯 -环辛炔的膜渗透性较香豆素 -环辛炔低。因此，

进一步开发膜穿透性高的细胞标签，将会极大地提

高对神经元，甚至在体新生蛋白动态成像的分辨率，

扩大此标记技术的应用范围。
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2.4　选择性标记新生蛋白

BONCAT 和 FUNCAT 利用外源性 AHA 或 HPG
替代内源性甲硫氨酸，然而，大部分体内蛋白都含

有甲硫氨酸，这使得标记的特异性受到了影响。

Tirrell 团队通过改变大肠杆菌中甲硫氨酸 -tRNA 合

成酶的特异性，从而将叠氮正亮氨酸 (ANL) 通过代

谢整合进入新生蛋白 [53-54]，这种技术为标记蛋白的

细胞特异性问题提供了解决方案，并可用于遗传确

定的细胞和神经环路中的蛋白质成份的鉴定。通过

点击反应修饰结合蛋白的特异位点，可以增加蛋白

质的一些功能，应用于生物医学的不同领域 [55]。

3　点击化学技术的局限性

非天然氨基酸标记技术还不能适用于所有类型

的细胞，在应用上也有一些局限。假如细胞不能有

效地代谢吸收 AHA 或 HPG，那么新生蛋白就不能

通过非天然氨基酸被标记。若非天然氨基酸容易在

亚细胞之间扩散，则可能需要使用蛋白质合成抑制

剂来降低非特异性标记 [12]。另外，点击化学中经常

使用含 Alexa 的荧光基团进行标记，但这种方法并

不能追踪单个标记分子。此外，反应过程中所需的

铜催化剂产生的细胞毒性会在一定程度上影响细胞

的正常生理状态。所以，点击化学技术仍需进一步

改善以适用于更多的神经可塑性研究。

4　结语

点击化学可以广泛适用于神经科学领域各种细

胞和组织内基于蛋白质动态合成的神经可塑性研

究，能够对新生蛋白进行亚细胞定位，并且能定量

检测新生蛋白的含量和动态变化。新生蛋白的定量

识别和标记等新技术的发展，将会极大地推动神经

科学在神经可塑性领域研究的进展。这项技术的应

用无疑还有极大的潜力，在未来一段时间，这项技

术将在很多领域得到推广，其重点发展方向如下：

第一， 进一步优化点击化学技术，如研发膜穿透性

高的代谢标签、提高反应效率等，使之更广泛地应

用于其他模式动物和细胞中，促进神经可塑性机制

的深入研究；第二，将点击化学与其他现代生物学

技术相结合，如质谱分析、免疫荧光、激光共聚焦、

膜片钳等技术，来研究大脑学习记忆过程中的神经

可塑性机制；第三，研究神经系统疾病发生发展过

程中蛋白质表达的变化，分析诸如癫痫、精神分裂

症等一些神经疾病的发病机制，寻找疾病治疗的靶

标分子，为临床诊断和治疗奠定基础。
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