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(57)摘要

本发明提供一种可基因编码的人工光合作

用蛋白质及其应用。具体地，本发明人通过遗传

密码子扩展在超折叠黄色荧光蛋白sfYFP第66位

掺入二苯甲酮-丙氨酸BpA，并经过进一步的遗传

密码扩展得到一系列可基因编码的人工光敏蛋

白PSP，如SEQ ID NOs：2、4、6、8、10所示。通过对

包含单个半胱氨酸的PSP突变体进行特异性三联

吡啶镍(II)配合物修饰，得到具有光催化活性的

缀合物。所述PSP突变体被光敏后具有提高的衰

减寿命，该过程能够模拟天然光合作用系统吸收

光能，并进而催化二氧化碳还原。

权利要求书1页  说明书26页

序列表10页  附图13页

CN 110964088 A

2020.04.07

CN
 1
10
96
40
88
 A



1.一种可基因编码的人工光合作用蛋白质，其通过遗传密码子扩展，在超折叠黄色荧

光蛋白sfYFP第66位氨基酸位点掺入二苯甲酮-丙氨酸BpA而得到，其氨基酸序列如SEQ  ID 

NO：2所示。

2.权利要求1所述的人工光合作用蛋白质，其还包含Tyr203Phe突变，氨基酸序列如SEQ 

ID  NO：4所示。

3.权利要求1所述的人工光合作用蛋白质，其还包含Tyr203Asp和His148Glu突变，氨基

酸序列如SEQ  ID  NO：6所示。

4.权利要求3所述的人工光合作用蛋白质，其中所述蛋白质的三重激发态的衰减寿命

为123μs。

5.权利要求3所述的人工光合作用蛋白质，其还包含Glu95Cys突变，氨基酸序列如SEQ 

ID  NO：8所示。

6.权利要求3所述的人工光合作用蛋白质，其还包含Glu95Cys、Val93Tyr和Thr97Tyr突

变，氨基酸序列如SEQ  ID  NO：10所示。

7.一种光敏二氧化碳还原酶，其为权利要求5或6的人工光合作用蛋白质与三联吡啶镍

配合物的特异性缀合物，其中所述缀合物通过将N-(2，6，2-三联吡啶-4-基)-碘乙酰胺特异

性缀合在第95位半胱氨酸上，进一步在二价镍离子的存在下使二价镍离子与缀合在半胱氨

酸上的N-(2，6，2-三联吡啶-4-基)-碘乙酰胺配位而获得。

8.权利要求7所述的光敏二氧化碳还原酶，其中权利要求6的人工光合作用蛋白质与三

联吡啶镍配合物的特异性缀合物具有2.6％的量子产率。
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一种可基因编码的人工光合作用蛋白质及其应用

技术领域

[0001] 本发明提供一种可基因编码的人工光合作用蛋白质及其应用。具体地，本发明提

供的可基因编码的人工光合蛋白质能够模拟天然光合作用系统吸收光能，催化二氧化碳还

原成一氧化碳。

背景技术

[0002] 近年来，开发高效的二氧化碳固定方法以应对逐年升高的大气二氧化碳浓度，已

经成为化学研究领域的重点问题。其中，植物的光合作用系统作为一种天然的解决方案，因

其清洁，自组装，高效的光致电荷分离效率等优势受到广泛关注。然而，相比化学小分子催

化剂，天然光合作用系统的二氧化碳还原效率相对低下。并且，天然光合作用系统由复杂的

膜蛋白亚基和多种辅酶组成，这给研究和实际应用带来了不便。

[0003] 光合作用是地球上最重要的过程，其将太阳能转化成化学能，并将二氧化碳(CO2)

转化为生物量1-4。目前，研究者对于如何提高光合作用效率并重复利用光系统推动挑战性

的化学转化具有极大的兴趣，然而，这存在显著的技术挑战5-12。首先，由于天然光合系统由

大量的膜蛋白、酶和辅因子组成，因此想从基因上改造光合作用机制是非常难的；其次，尽

管光系统I和光系统II能够共同作用将NADP+还原为NADPH(E0＝-320  mV，相对于标准的氢电

极(standard  hydrogen  electrode，SHE)，所有还原电势都相对于SHE)，然而，NADPH由于还

原力较低，从而不能促进二氧化碳(CO2)到一氧化碳(CO)的直接还原(E0＝-520mV)。

发明内容

[0004] 发明简述

[0005] 为解决这些问题，本申请人一直致力于应用合成生物学方法，开发可基因编码的

人工光合作用系统，使其兼具天然光系统和化学小分子催化剂的优势。这种人工设计的光

合蛋白质不仅可以为研究二氧化碳还原方法提供新思路，也为进化具有非天然光催化活性

的人工生命体提供基础。

[0006] 光敏剂能够利用光能使弱还原剂变为强还原剂，因而其是天然和人工光合作用机

制中的关键成分。在本申请中，发明人从改造光敏蛋白入手，克服了现有技术中的种种限

制，合理设计了一种可基因编码的人工光敏蛋白(photosensitizers  protein，PSP)和一种

光敏CO2还原酶，所述光敏CO2还原酶通过将PSP特定位点(例如第95位)突变成半胱氨酸，然

后在该位点特异性缀合三联吡啶镍(II)配合物(例如，N-(2，6，2-三联吡啶-4-基)-  碘乙酰

胺修饰后加入镍离子)而得到。

[0007] 本发明人通过遗传密码扩展，在超折叠黄色荧光蛋白(superfolder  yellow 

fluorescent  protein，sfYFP，氨基酸序列如SEQ  ID  NO：1所示)第  66位掺入二苯甲酮-丙

氨酸(BpA)，并经过进一步的遗传密码扩展得到一系列可基因编码的人工光敏蛋白(PSP)。

[0008] 在PSP的基础上，本发明人进一步引入其他特异性氨基酸残基突变，从而在PSP上

特异性缀合三联吡啶镍(II)配合物，得到具有光催化二氧化碳生成一氧化碳的活性的蛋白
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缀合物，将其称为光催化性二氧化碳还原酶(PSP2  95C  terpyridine  Ni(II)，简称为

PSP2T)。PSP2T的分子量仅为  27kD，其可以通过在体外用三联吡啶镍(II)配合物化学修饰

遗传表达的PSP蛋白而制备。PSP2T在水/DMF溶液中起作用，不需要贵金属，  CO2/CO转化量

子效率(conversion  quantum  efficiency)为2.6％，远高于在相似条件下使用纳米晶体或

小分子光敏剂的大多数光催化剂的CO2/CO  转化量子效率3。除了PSP2T的简单性之外，本发

明人在对PSP2T的研究中受到启发，并且了解了复杂的光合作用机制的实质：可见光吸收，

强还原力的产生，和二氧化碳还原。

[0009] 在光吸收时，PSP被有效地转化为寿命较长的三重态激发态PSP*  (long-lived 

triplet  excited  state  PSP*)，进一步的电子传递使弱还原力(如具有较弱还原力的

NADH)提高，产生还原力大大增强的超还原剂PSP·  (E0＜-1.14V)。实验表明，在没有光激

发情况下，EuDTPA(Europium(II)  Diethylenetriaminepentaacetic  acid，二乙烯三氨基

乙酸铕(II))不能将PSP  还原为自由基状态，EuDTPA具有非常低的还原电势，其标准还原电

势为  E0＝-1.14V。

[0010] 接着，本发明人解析了PSP·的晶体结构，该晶体结构为使用PSP·促进新型酶反

应提供了必需的原子结构信息。重要的是，本发明人通过研究证明了对PSP2T活性重要的三

个变量可以通过诱变方便地且独立地进行优化，从而产生显著提高的二氧化碳还原活性。

第一，可以微调发色团的光化学特性，使其光激发态具有充足的氧化性，能够氧化弱牺牲还

原剂  (sacrificial  reductant，SR)，从而产生可用于推动二氧化碳还原催化剂的还原的

强还原基团；第二，可以微调发色团与催化中心之间的距离，从而促进从发色团到催化中心

的连续电子转移步骤，并且同时防止不利的电荷重组步骤(detrimental  charge 

recombination  step)；第三，由于二氧化碳还原需要电子和质子，可以微调催化中心的微

环境，从而优化质子和电子的转移。

[0011] 然而，通过改造天然的光合作用系统、纳米晶体或小分子光敏剂难以实现对上述

三个变量的容易且独立的优化。因此，本发明人的工作代表有希望的光氧还酶设计新途径，

能够提供研究蛋白上的多种电子/质子转移的重要模型，并且在可再生能量、二氧化碳利

用、温室气体排放减少和光氧还催化剂中具有广泛应用。

[0012] 发明详述

[0013] 本发明人在前期研究中发现，一种分子量仅为约27kD的荧光蛋白具有改造为类似

天然光系统的光合蛋白质的潜能。首先，研究发现该荧光蛋白受光激发后，其发色团可以生

成具有高还原活性的中间体，这种中间体可以高效率的向位于蛋白质β折叠桶外的电子受

体传递电子。此外，应用基因密码子扩展技术，发明人可以特异性的插入非天然氨基酸，从

而取代原组成发色团中的酪氨酸。这使得研究人员可以理性设计荧光蛋白的荧光发色团化

学结构，优化其吸收光谱、激发态寿命、自由基还原电势等一系列光化学性质。

[0014] 设计基于荧光蛋白突变体的高效二氧化碳光还原蛋白质的核心问题在于如何延

长其发色团受激发后所生成的还原性中间态的寿命，和降低它的还原电势。在本发明中，发

明人选择了一种带有二苯甲酮取代基的酪氨酸类似物(BpA)来改造发色团。二苯甲酮是一

种有机光催化中常用的光敏剂。当它受到一定波长的光照射时，其激发态会系间穿越为寿

命较长的三重态。这种三重态进而和牺牲还原剂反应生成高活性的自由基态，催化下游氧

化还原反应。使用密码子扩展方法插入BpA改造荧光蛋白的发色团后，其新生成的荧光蛋白
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(PSP)保留了这种特性。应用瞬态吸收光谱的研究表明，受光激发后，插入BpA的新发色团可

以几乎全部转化为三重态；在有牺牲还原剂(例如抗坏血酸)的存在下，三重态中间体等价

于快速氧化牺牲还原剂，从而生成自由基态。该自由基被蛋白质骨架保护，因此在没有氧气

存在的条件下可以稳定存在10分钟以上。另一方面，针对发色团小分子类似物的电化学分

析表明，所生成的单电子还原态具有接近-1.5V的还原电势。这不仅满足了还原二氧化碳的

需求，也低于已知的天然生物还原剂。

[0015] 在获得了可以光激发生成强还原活性的荧光蛋白后，本发明人进一步应用化学或

生物学方法在PSP外表面特定位点引入了三联吡啶镍配合物  (这是一种已知的小分子二氧

化碳还原电化学催化剂)。这种修饰的蛋白质具有在光照条件下还原二氧化碳生成一氧化

碳的活性，其24小时一氧化碳转化数最高为120，光量子产率为2.6％，这高于大部分已报道

的二氧化碳光还原催化剂。这说明了基于蛋白质自组装特性所带来的电子传递优化和活性

的提高。

[0016] 在第一方面，本发明提供一种可基因编码的人工光合作用蛋白质  (PSP)，其通过

遗传密码子扩展，在超折叠黄色荧光蛋白(superfolder  yellow  fluorescent  protein，

sfYFP，氨基酸序列如SEQ  ID  NO：1所示)第  66位氨基酸位点掺入二苯甲酮-丙氨酸(BpA)而

得到。换言之，sfYFP第  66位酪氨酸(Tyr，Y)被二苯甲酮-丙氨酸(BpA)取代，这种氨基酸取

代通过遗传密码子扩展方法引入。sfYFP(SEQ  ID  NO：1)是一种人工合成的蛋白，其氨基酸

序列与Mesorhizobium  loti序列有88％的相似性。

[0017] 在一个实施方案中，通过遗传密码子扩展，在超折叠黄色荧光蛋白  (superfolder 

yellow  fluorescent  protein，sfYFP，氨基酸序列如SEQ  ID  NO：  1所示)第66位氨基酸位

点掺入二苯甲酮-丙氨酸(BpA)而得到的人工光合作用蛋白质如SEQ  ID  NO：2所示，命名为

sfYFP-BpA66。

[0018] 在sfYFP-BpA66的基础上，进一步通过遗传密码子突变，将sfYFP  中第203位酪氨

酸(Tyr)突变为苯丙氨酸(Phe)，该双重突变体  sfYFP-BpA66-Phe203命名为PSP1，其氨基酸

序列为SEQ  ID  NO：4所示。更进一步地，将sfYFP中第203位酪氨酸(Tyr)突变为天冬氨酸

(Asp)，且将第148位组氨酸(His)突变为谷氨酸(Glu)的三重突变体  sfYFP-BpA66-

Asp203Glul48称为PSP2，其氨基酸序列为SEQ  ID  NO：6 所示。

[0019] 其中PSP2在光化学反应中，能够可逆地形成PSP2自由基(PSP2·)。  PSP2·的可逆

性形成表示，尽管PSP2·可以与氧反应(这是几乎所有超还原自由基的共同特性)，但是反

应又在不破坏发色团的前提下产生PSP2。由于已知多种二氧化碳还原剂被氧不可逆地破

坏，因此，这种特性对于催化剂的稳健性是重要的。并且，PSP2三重激发态(PSP2*，图4a/b)

的衰减寿命为123μs。PSP2·的还原电势小于-1.14V。PSP2·的pKa为10.6。

[0020] 在PSP2的基础上，将第95位氨基酸由谷氨酸(Glu)突变为半胱氨酸(Cys，单字母符

号：C)，得到PSP2-95Cys突变体(也表示为PSP2-95C)，其氨基酸序列如SEQ  ID  NO：8所示。该

突变体在用N-(2，6，2-三联吡啶-4-  基)-碘乙酰胺(实施例1合成的化合物7)修饰后，在二

价镍离子的存在下得到的最终缀合物命名为PSP2T1，PSP2T1具有较高的二氧化碳还原活

性，其中N-(2，6，2-三联吡啶-4-基)-碘乙酰胺特异性缀合在PSP2-95C突变体的第95位半胱

氨酸残基上。

[0021] 为了研究局部质子供体的存在是否能够提高催化效率，发明人在  PSP2T1的基础
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上，将第93位的缬氨酸(Val)和97位的苏氨酸(Thr)  均突变为酪氨酸(Tyr，单字母符号：Y)，

得到突变体PSP2-95C93Y97Y，其氨基酸序列如SEQ  ID  NO：10所示。该突变体在用N-(2，6，2-

三联吡啶  -4-基)-碘乙酰胺(实施例1合成的化合物7)修饰后(N-(2，6，2-三联吡啶  -4-

基)-碘乙酰胺特异性缀合在第95位半胱氨酸上)，在二价镍离子的存在下得到的最终缀合

物命名为PSP2T2，其表现出显著提高的一氧化碳转化数(TON)(图3c/d)。本发明人计算得知

PSP2T2具有2.6％的量子产率，用于二氧化碳向一氧化碳的光催化性还原(表2-3)。

[0022] 事实上，在PSP2T1和PSP2T2中，在第95位半胱氨酸上缀合三联吡啶镍(II)配合物。

其中三联吡啶镍(II)配合物是一种已知的小分子二氧化碳还原电化学催化剂。

[0023] 在整个说明书中，BpA66表示超折叠黄色荧光蛋白(sfYFP)第66  位酪氨酸突变为

BpA，也可以表示为Tyr66BpA(即，数字表示突变的氨基酸位点，数字左侧是突变之前的氨基

酸残基，数字右侧是突变之后的氨基酸残基)。Phe203表示超折叠黄色荧光蛋白(sfYFP)第

203位酪氨酸  (Tyr)突变为苯丙氨酸(Phe)，也可以表示为Tyr203Phe。95Cys表示超折叠黄

色荧光蛋白(sfYFP)第95位由谷氨酸(Glu)突变为半胱氨酸(Cys，单字母符号：C)，也可以表

示为Glu95Cys或95C。其他位点的氨基酸突变也采用上述表示方法。

[0024] 在第二方面，本发明提供一种光敏二氧化碳还原酶(PSP2  terpyridine  Ni(II)，

也可称为PSP2-三联吡啶镍配位缀合物，简称为PSP2T)，其通过将第一方面的可基因编码的

人工光合作用蛋白质(PSP)特定位点(例如第95位)突变成半胱氨酸，然后在该位点特异性

缀合N-(2，6，2-三联吡啶-4-基)-碘乙酰胺，并在二价镍离子的存在下使二价镍离子与缀合

在半胱氨酸上的N-(2，6，2-三联吡啶-4-基)-碘乙酰胺配位而得到。

[0025] 在一个实施方案中，人工光合作用蛋白质(PSP)与三联吡啶的缀合通过使相应的

人工光合作用蛋白质与N-(2，6，2-三联吡啶-4-基)-碘乙酰胺  (实施例1合成的化合物7)反

应而实现。具体地，N-(2，6，2-三联吡啶-4-  基)-碘乙酰胺特异性缀合在PSP中引入的单个

半胱氨酸残基上。在一个优选的实施方案中，在PSP蛋白中第95位引入半胱氨酸，N-(2，6，2-

三联吡啶-4-基)-碘乙酰胺与所述半胱氨酸特异性缀合，在二价镍离子的存在下得到的

PSP-三联吡啶镍(II)配合物缀合物具有催化二氧化碳的光化学反应生成一氧化碳的活性。

[0026] 在一个优选的实施方案中，突变体PSP2-95C在用N-(2，6，2-三联吡啶  -4-基)-碘

乙酰胺(实施例1合成的化合物7)修饰后(N-(2，6，2-三联吡啶  -4-基)-碘乙酰胺缀合在第

95位半胱氨酸上)，在二价镍离子的存在下得到的最终缀合物命名为PSP2T1，具有较高的二

氧化碳还原活性。

[0027] 突变体PSP2-95C93Y97Y用N-(2，6，2-三联吡啶-4-基)-碘乙酰胺(实施例1合成的

化合物7)修饰后，在二价镍离子存在条件下得到PSP2T2，表现出显著提高的一氧化碳转化

数(TON)(图3c/d)。本发明人计算得知PSP2T2具有2.6％的量子产率，用于二氧化碳向一氧

化碳的光催化性还原(表2-3)。

[0028] 在一个实施方案中，突变体PSP2-95C或PSP2-95C93Y97Y的三联吡啶修饰可以借助

生物体实现。例如，在适当的宿主细胞中转入PSP2-95C  或PSP2-95C93Y97Y的表达载体，在

培养基中加入适当的表达诱导剂和三联吡啶(例如，N-(2，6，2-三联吡啶-4-基)-碘乙酰

胺)，表达后，再加入适当的二价镍离子，由此可以得到相应的蛋白-三联吡啶镍(II)配合物

缀合物。

[0029] 在第三方面，本发明提供一种利用本发明第二方面所述的光敏二氧化碳还原酶光
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催化性还原二氧化碳的方法，所述方法包括下述步骤：在反应体系中加入本发明第二方面

所述的光敏二氧化碳还原酶(例如，PSP2T1  或PSP2T2，优选PSP2T2)和牺牲还原剂，进行可

见光辐照，可以将反应体系中的二氧化碳还原为一氧化碳。其中可见光辐照可以利用模拟

太阳光光谱的氙灯进行。本领域技术人员能够理解，“反应体系中的二氧化碳”包括在反应

体系中包含能够产生二氧化碳的相关反应物的情形。

[0030] 综上所述，本发明提供下述实施方案：

[0031] 1 .一种可基因编码的人工光合作用蛋白质，其通过遗传密码子扩展，在超折叠黄

色荧光蛋白sfYFP第66位氨基酸位点掺入二苯甲酮-丙氨酸  BpA而得到，其氨基酸序列如

SEQ  ID  NO：2所示。

[0032] 2.第1项所述的人工光合作用蛋白质，其还包含Tyr203Phe突变，氨基酸序列如SEQ 

ID  NO：4所示。

[0033] 3.第1项所述的人工光合作用蛋白质，其还包含Tyr203Asp和  His148Glu突变，氨

基酸序列如SEQ  ID  NO：6所示。

[0034] 4.第3项所述的人工光合作用蛋白质，其中所述蛋白质的三重激发态的衰减寿命

为123us。

[0035] 5.第3项所述的人工光合作用蛋白质，其还包含Glu95Cys突变，氨基酸序列如SEQ 

ID  NO：8所示。

[0036] 6.第3项所述的人工光合作用蛋白质，其还包含Glu95Cys、Val93Tyr  和Thr97Tyr

突变，氨基酸序列如SEQ  ID  NO：10所示。

[0037] 7.一种光敏二氧化碳还原酶，其为第5或6项的人工光合作用蛋白质与三联吡啶镍

配合物的特异性缀合物，其中所述缀合物通过将  N-(2，6，2-三联吡啶-4-基)-碘乙酰胺特

异性缀合在第95位半胱氨酸上，进一步在二价镍离子的存在下使二价镍离子与缀合在半胱

氨酸上的  N-(2，6，2-三联吡啶-4-基)-碘乙酰胺配位而获得。

[0038] 8.第7项所述的光敏二氧化碳还原酶，其中第6项的人工光合作用蛋白质与三联吡

啶镍配合物的特异性缀合物具有2.6％的量子产率。

[0039] 本发明的优点在于，与半导体纳米晶体和小分子光敏剂相比，本发明构建的PSP提

供特有的优点，例如，与宽泛的生物系统具有更高的相容性，不依赖贵金属，经由突变的可

转换的光化学特性，和自组装成精确的三维结构的能力，这能够允许其功能的模块性扩展

和准确的机制表征。由此，PSP能够潜在地致敏多种挑战性的化学转化，涉及的领域多样，诸

如太阳能转化、光生物学、环境修复和工业生物学等。

[0040] 本发明合成的光合作用蛋白质可以通过遗传编码在生物体中合成，能够在不破坏

发色团的前提下与氧反应可逆地形成自由基形式，是一种稳健的光化学反应催化剂。并且

光辐照后产生的三重激发态的衰减寿命长，更有利于还原二氧化碳。

附图说明

[0041] 从下面结合附图的详细描述中，本发明的上述特征和优点将更明显，其中：

[0042] 图1.PSP和PSP2T的合理设计。

[0043] (a)蛋白氧化中心和小分子的还原电势。Ni(II)(terpy)：镍-三联吡啶复合物。

CdS：硫化镉量子点。
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[0044] (b)上图：酪氨酸(左侧)和二苯甲酮-丙氨酸(BpA，右侧)的结构。下图：在连二亚硫

酸盐(dithionite)的存在下，用405nm激光笔照射sfYFP、  PSP1和PSP22分钟，然后用数码相

机拍摄它们的照片。

[0045] (c)使用连二亚硫酸盐作为牺牲还原剂(SR)，在pH  7的100mM  Tris-HCl缓冲液中，

PSP1、PSP1·、PSP2和PSP2·的紫外可见吸收(UV-Vis)  光谱。连二亚硫酸盐在高于350nm的

波长下没有吸收。

[0046] (d)PSP2·在不同pH下的UV-Vis光谱。

[0047] (e)使用NADH作为还原剂，在405nm激光照射之前和之后，PSP2  (基本为水平线)和

PSP2·(有波峰和波谷的曲线)的X-波段电子自旋共振(X-band  ESR)光谱。使用NADH作为牺

牲还原剂是因为其没有背景ESR信号。插入图：含有PSP2的ESR管在405nm激光照射之前和之

后(变成红色)的照片。

[0048] (f)在N，N-二甲基甲酰胺(DMF)中的发色团小分子类似物(E)-4-(4-  苯甲酰苯亚

甲基)-1，2-二甲基-1H-咪唑-5(4H)-酮(BpAChm，化合物6，参见实施例1)的循环伏安法

(cyclic  voltammetry，CV)测量。

[0049] 图2.PSP的晶体学表征。

[0050] (a)PSP2晶体X-射线衍射的装置设置。

[0051] (b)在结晶缓冲液中存在160mM连二亚硫酸盐的条件下，用405nm  激光笔照射的

PSP2晶体的照片。照射后，溶液变红，停止照射后，溶液逐渐恢复原来的颜色。

[0052] (c)在光化学还原之前，基态发色团结构快照，BpA66残基的两个苯环的二面角为

58°。

[0053] (d)在连续405nm激光照射下采集的PSP2·发色团结构的快照。  PSP2·中两个苯

环的二面角为29.1°。

[0054] (e)箭头指示与黑暗状态(黄色)相比较，在405nm激光照射后PSP2·  (红色)中

BpA66残基的苯环的明显旋转。O(21)-C(7)-C(6)-C(5)(参见图7)的二面角从-146.9°变为-

24.1°，这导致BpA羰基方向的完全翻转。

[0055] 图3.PSP2T的设计和表征。

[0056] (a)提议的PSP2T催化机制的示意图。

[0057] (b)由N-(2，6，2-三联吡啶-4-基)-碘乙酰胺(化合物7，参见实施例1) 改良的多种

PSP2单半胱氨酸变体催化的CO形成的转化数(TON)。显示了催化剂到PSP2发色团的距离。

[0058] (c)PSP2T突变体催化的CO形成的TON。

[0059] (d)PSP2T1/2催化的CO形成随照射时间变化的TON。

[0060] 所有情形中的误差条为标准误差(s.d.)(n＝3)。

[0061] 图4 .PSP2的瞬时吸收光谱(a，c)和光谱动力学曲线(spectra  temporal 

evolution)(b，d)。

[0062] (a)PSP2的瞬时吸收光谱。

[0063] (b)在370nm、430nm和570nm记录的PSP2的动力学轨迹。

[0064] (c)在100mM抗坏血酸盐(Asc)的存在下，PSP2的瞬时吸收光谱。抗坏血酸盐(Asc)

没有355nm吸收并且在空气中是稳定的，因而用作还原剂。

[0065] (d)在0、50、100、150mM抗坏血酸盐(Asc)的存在下，在430nm  记录的动力学轨迹。
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[0066] (e)PSP的光化学过程总结。光子吸收后，电子从S0基态跃迁到S1更高能态的单线激

发态。在这一系统中，S 1态通过荧光几乎没有机会回到S 0基态，而是通过系间跨越

(intersystem  crossing，ISC)近100％系间穿越到三重态PSP*。该三重态PSP*的寿命为约

123μs。如果存在牺牲还原剂(SR)，三重态可以获得一个电子并且变成蛋白自由基状态

PSP·，在不存在氧的条件下，含有二苯甲酮-丙氨酸(BpA)的蛋白自由基状态  (PSP·)的寿

命大于1s。

[0067] (f)提议的PSP2T光催化机制。ISC：系间跨越；S1：PSP的单激发态；T1：PSP的三重激

发态(PSP*)。

[0068] 图5.a，BpA的结构；b，BpAChm的结构，BpAChm模拟PSP的发色团结构。c，BpA在405nm

激光辐照之前和之后的UV-Vis光谱；d，BpAChm  在405nm激光辐照之前和之后的UV-Vis光

谱；在这两种情形中，在存在10mM连二亚硫酸盐的条件下，在用405nm激光笔辐照样品超过

10  分钟后，没有观察到二苯甲酮自由基。e，PSP1用单独的连二亚硫酸盐(10  mM)处理或单

独的405nm激光辐照(10分钟)处理后的UV-Vis光谱。没有观察到PSP1光谱变化。

[0069] 图6.a，PSP1和PSP2用405nm激光辐照10分钟后的UV-Vis光谱；条件：50μM  PSP，

100mM  Tris-HCl  pH  7.0缓冲液，100mM  Asc(抗坏血酸盐)；b，在100mM  Tris-HCl  pH  7.0缓

冲液中，在不存在Asc的条件下用405nm激光笔辐照10分钟，或在不存在激光辐照的条件下

用100mM  Asc处理，PSP2的UV-Vis光谱；在这两种情形中，没有观察到PSP2光谱变化，并且没

有获得PSP2·自由基形成；c，PSP1·在不同pH下的UV-Vis  光谱。在100mM不同pH值的缓冲

液中：Tris-HCl(pH  6.0-8.0)，  Glycine-NaOH(pH9-10)，用405nm激光笔辐照PSP1  10分钟

得到PSP1·。  d，用Eu(II)-DTPA还原PSP2的UV-Vis光谱。没有观察到PSP2光谱变化，没有得

到PSP2·自由基形成。条件：65μM  PSP2，100mM  Tris-HCl  pH  8.0  缓冲液，5mM  Eu(II)-

DTPA。

[0070] 图7.二苯甲酮(BP)、BP-COOH、BP中性自由基、BP阴离子基团、  PSP1发色团、PSP2发

色团、PSP2中性自由基、PSP2阴离子基团的结构和BpAChm的命名。

[0071] 图8.PSP2在不同pH值缓冲液中的圆二色(CD)光谱。条件：将在100  mM不同pH值的

缓冲液(即Tris-HCl(pH  6.0-8.0)，甘氨酸-NaOH(pH  9-10.6)，Carbonate-NaOH(pH  11.4-

11.8))中的10μM  PSP2放置在石英杯  (200μL，1em  path)中，然后在室温用圆二色光谱仪测

量光谱。

[0072] 图9.PSP2·的形成是可逆的。条件：50μM  PSP2，50mM  NADH，100  mM  Tris-HCl  pH 

7 .0缓冲液。对于每个光周期，将样品先用405nm激光  (100mW/cm2)辐照10分钟，然后测量

525nm的吸光度(其表示PSP2·的形成，对应于三个等吸光度点中的一个点)，然后在下一个

光周期开始之前在暗处温育20分钟。PSP2·的可逆性形成表示，尽管PSP2·可以与氧反应

(这是几乎所有超还原自由基的共同特性)，但是反应又在不破坏发色团的前提下回复产生

基态PSP2。由于已知多种二氧化碳还原剂被氧不可逆地破坏，因此，这种特性对于催化剂的

稳健性是重要的。

[0073] 图10.用N-(2，6，2-三联吡啶-4-基)-碘乙酰胺(实施例1合成的化合物  7)修饰的

PSP2单半胱氨酸突变体的LC-MS光谱。

[0074] a，PSP1-26C的MS表征。计算的分子量：27604Da；实测分子量：  27606Da。

[0075] b，用N-(2，6，2-三联吡啶-4-基)-碘乙酰胺修饰的PSP1-26C的MS表征。计算的分子
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量：27893Da；实测分子量：27892Da。

[0076] c，用N-(2，6，2-三联吡啶-4-基)-碘乙酰胺修饰的PSP2-95C的MS表征。计算的分子

量：27899Da；实测分子量：27899Da。

[0077] d，用N-(2，6，2-三联吡啶-4-基)-碘乙酰胺修饰的PSP2-95C  93Y97Y。计算的分子

量：28030Da，实测分子量：28025Da。

[0078] e，用N-(2，6，2-三联吡啶-4-基)-碘乙酰胺修饰的PSP2的MS表征。计算的分子量：

27646Da；实测分子量：27643Da。实测分子量与计算的分子量基本一致，这说明在PSP2中没

有引入单个半胱氨酸突变时，  N-(2，6，2-三联吡啶-4-基)-碘乙酰胺不能与PSP2缀合。进一

步地，这也能够证明，对于引入单个半胱氨酸残基的PSP2变体，N-(2，6，2-三联吡啶-4- 

基)-碘乙酰胺特异性缀合在该半胱氨酸残基上。

[0079] 图11.terpy、Ni(II)terpy、PSP2-95C-terpy，PSP2-95C-Ni(II)terpy和纯化的

PSP2-95C-Ni(II)terpy的UV光谱。这些结果显示，当将8μM  PSP2-95C-terpy与2当量的Ni

(II)混合时，定量地形成PSP2-95C-Ni(II)terpy 复合物，如335nm峰所示。

[0080] 图12.残基147，151，95，155，26的β-碳原子到PSP2发色团的距离分别为6.0，10.2，

11.9，17.6，

[0081] 图13.在使用配置了AM  1.5滤波器的130mW·cm-2Xe灯光分解之前(a)和之后(b)，

包含0.4μM  PSP2T1，0.8μM  NiClO4，1mM  BIH(即，4-(2，3-二氢-1H-苯并[d]咪唑-2-基)苯-

1，2-二醇)，1mM  NaHCO3的反应溶液的TEM图片。

[0082] 图14.sfYFP(SEQ  ID  NO：1)及本发明构建的各种sfYFP变体的氨基酸序列(SEQ  ID 

NOs：2、4、6、8、10)，其中变体第66位的“＊”表示  BpA。

[0083] 序列表说明

[0084]
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[0085]

[0086] 需要说明的是，由于二苯甲酮-丙氨酸(BpA)不是天然氨基酸，在制作计算机可读

形式的序列表时不能显示这样的人工氨基酸，因此在序列表中SEQ  ID  NOs：2、4、6、8、10所

示的sfYFP变体序列中，第66位仍显示Tyr，本发明人在<223>注明了“第66位Tyr突变为二苯

甲酮-丙氨酸(BpA)”的信息。本领域技术人员根据本说明书记载的信息并结合图  14列出的

变体序列，能够理解SEQ  ID  NOs：2、4、6、8、10所示的sfYFP  变体序列中，第66位实际为二苯

甲酮-丙氨酸(BpA)。

具体实施方式

[0087] 下面参照具体的实施例进一步描述本发明，但是本领域技术人员应该理解，本发

明并不限于这些具体的实施例。

[0088] 除非另外说明，实施例中所用的试剂、质粒等均可从市售渠道购买得到。

[0089] 材料和方法

[0090] 材料

[0091] 2-氨基-3-(4-苯甲酰基苯基)丙酸(BpA，简称二苯甲酮-丙氨酸)购自  Amatek 

Scientific  company(中国苏州)。4-氨基-2，6，2-三联吡啶购自上海  UCHEM公司(中国上

海)。BIH(即，4-(2，3-二氢-1H-苯并[d]咪唑-2-基)苯  -1，2-二醇)按照参考文献中的方法

合成41。所有其他化学品购自  Sigma-Aldrich或J&K  chemical并且无需进一步纯化而使用。

硅胶色谱纯化使用硅胶60(230-400目，购自伊诺凯公司)进行。PCR试剂、T4DNA  连接酶和限

制性内切核酸酶购自Fermentas。Ni-NTA亲和纯化试剂和纯化柱购自Qiagen。pEVOL-BpARS

质粒购自Addgene(Plasmid#31190)。所用的引物和突变的基因由Sangon  Biotech合成。

[0092] 分析方法

[0093] 1H和13C  NMR光谱在Bruker  AMX-500仪器上记录，并且以四甲基硅烷的化学迁移作

为基准迁移。所有的1H  NMR光谱以百万分之一(ppm)  为单位报告，并且相对于DMSO信号

(2.5ppm)测量。13C  NMR光谱相对于残余的DMSO(40ppm)以ppm报告。化学品的质谱在配备了

单个四极质量检测器和电喷射离子源的Waters  LC-MS(Waters  ACQUITY  QDa)上运行。蛋白

的质谱在Agilent  6100系列单个四极质谱仪  (Agilent  Technologies)上运行。蛋白纯化

在AKTA  UPC  900  FPLC系统(GE  healthcare)上进行。吸收光谱使用紫外-可见光质谱仪 

(Agilent  8453，Agilent  technologies，CA，USA)在室温记录。荧光光谱在装配了

Varioskan  Flash  SkanIt软件2.4.3  RE(Varioskan  Flash，Thermo  Fisher  Scientific 
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Inc)的微量平板读取仪上记录。荧光衰减测量用时间相关的单光子计数(time  correlated 

single  photon  counting，TCSPC)荧光分光计(FL900  Edinburgh  instruments  Ltd .)进

行。纳秒时间分辨率的瞬时吸收光谱使用纳秒闪光光解设置的Edinburgh  LP980光谱仪

(Edinburgh  Instruments  Ltd .)检测。循环伏安法(cyclic  voltammetry，CV)测量用CH仪

器600D电化学系统(CH  Instrument，China)进行。气相色谱(gas  chromatography，GC)  用

配备了TCD和HID检测器的SRI多气相分析仪(SRI  Instruments，Model  8610C)进行。圆二色

(circular  dichroism，CD)光谱用圆二色光谱仪(Applied  Photophysics  Ltd，Chirascan 

Plus)记录。上述实验均在中国科学院生物物理研究所进行。ESR光谱用154Bruker  EMX-

plus  X-band光谱仪(中国科学院化学研究所，北京)记录。透射电子显微镜(TEM)照片用

JEM-2100F电子显微镜(清华大学化学系分析中心)拍摄。

[0094] 实施例1.相应化合物的合成和表征

[0095] 按照以下反应路线合成下述化合物，用于检测本发明制备的可基因编码的人工光

合作用蛋白质在光反应中形成的自由基的还原电势。

[0096] 下述合成反应中所用的试剂，除非另外指明，均购自百灵威化学试剂公司。

[0097] (E)-4-(4-苯甲酰苯亚甲基)-1，2-二甲基-1H-咪唑-5(4H)-酮(BpAChm)(6)的合成

路线

[0098]

[0099] (1)4-((2-甲基-5-氧代噁唑-4(5H)-基亚基)甲基)苯甲醛(3)的合成

[0100] 将1(23.6g)和NaOAc(16.4g)在Ac2O(100mL)中的混合物在室温搅拌1小时，然后加

入2(26.8g)。将该混合物在室温搅拌2小时，然后在  65℃过夜。冷却至室温后，向混合物中

加入H2O(1L)。将混合物在室温搅拌1小时，然后过滤。将得到的固体用H2O(1L)和MeOH

(100mL)洗涤，然后在真空中干燥，得到作为橙色固体的3(32g)，其可以不经进一步纯化直

接用于后续步骤。

[0101] (2)4-((1，2-二甲基-5-氧代-1H-咪唑-4(5H)-基亚基)甲基)苯甲醛(4)的合成

[0102] 向3(32g)在EtOH(100mL)中的溶液中加入NH2Me(在EtOH中  40％，100mL)。将混合

物在室温搅拌1小时，然后在65℃过夜。在去除溶剂后，将残余物用硅胶色谱纯化，用PE至

PE：EA＝1∶1(v/v)洗脱，得到作为浅黄色固体的4(3.6g)。

[0103] 其中PE为石油醚，EA为乙酸乙酯。

[0104] (3)4-(4-(羟基(苯基)甲基)苯亚甲基)-1，2-二甲基-1H-咪唑-5(4H)-酮(5)的合

成
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[0105] 向4(3.6g)在THF(100mL)中的溶液中，在-78℃加入PhMgBr(在Et2O中，3M，5mL)。将

混合物在-78℃搅拌1小时，然后在15℃继续搅拌1小时。向混合物中加入MeOH(50mL)，在减

压下去除溶剂。残余物通过硅胶色谱纯化，用PE至PE：EA＝1∶1(v/v)洗脱，得到作为浅黄色

固体的5(2.1g)。

[0106] 其中PE为石油醚，EA为乙酸乙酯。

[0107] (4)4-(4-苯甲酰苯亚甲基)-1，2-二甲基-1H-咪唑-5(4H)-酮(6)的合成

[0108] 向5(2.1g)在DCM(100mL)中的溶液中，加入Dess-Martin(5g，购自  Alfa化学试剂

公司)。将混合物在室温搅拌1小时，然后用饱和NaHCO3(300  mL)淬灭反应。分离有机层并用

饱和Na2SO3(100mL)洗涤，然后在减压下浓缩。残余物用硅胶色谱纯化，用PE至PE：EA＝i∶1

(v/v)洗脱，产生粗产物6(1.1g)。将其进一步纯化并用EA：MeOH＝9mL：1滴定，产生作为浅黄

色固体的纯的产物6(0.75g)。

[0109] MS(ESI)：C19H16N2O2计算质量需要m/z：304.12，实测[M+1]+m/z  305.02；  [M+Na]+m/

z  327.02.1H-NMR(500MHz，DMSO-d6)8.34(s，1H)，8.32(s，1H)，  7.77(m，4H)，7.75(m，1H)，

7.56(m，2H)，7.02(s，1H)，3.1(s，3H，-CH3)，  2.37(s，3H，-CH3)；13C-NMR(500MHz，DMSO-d6)δ

195 .7，170 .3，166 .7，141 .0，138，4，137 .6，137 .2，133 .3，132 .1，130 .2，130 .1，129 .1，

123.3，26.8，15.9。

[0110] N-(2，6，2-三联吡啶-4-基)-碘乙酰胺(Iodoacetamidoterpyridine，7)的合成

[0111]

[0112] (1)N-(2，6，2-三联吡啶-4-基)-氯乙酰胺的合成

[0113] 将4-氨基-2，6，2-三联吡啶(240mg，1mmol，购自上海UCHEM公司)  用由四氢呋喃和

乙腈组成的混合物溶剂(THF/MeCN＝1mL：1mL)溶解。向溶液中加入三乙胺(500μL，5eq.)，并

且在氮气气氛下搅拌1小时。然后。逐滴滴入氯乙酰氯(200μL，在1mL  MeCN中)。将混合物搅

拌2小时。将得到的溶液用乙酸乙酯(EtOAc)萃取，用5％NaHCO3溶液洗涤。收集有机相，用无

水Na2SO4干燥，并蒸发，从而得到棕色固体(300mg)。该产物无需进一步纯化用于下一步骤

([M+1]+m/z  325)。

[0114] (2)N-(2，6，2-三联吡啶-4-基)-碘乙酰胺的合成

[0115] N-(2，6，2-三联吡啶-4-基)-氯乙酰胺(300mg)用由四氢呋喃和乙腈  (THF：MeCN＝

1mL：10mL)组成的混合溶剂溶解。加入碘化钾(500mg)，并将混合物90℃回流1小时。将得到

的混悬液浓缩并通过硅胶柱分离(洗脱剂CH2Cl2：CH3OH＝20mL：1mL)，得到作为黄色粉末的

产物(150mg)，产率为35％。

[0116] 1H-NMR(500MHz，DMSO-d6)8.70(d，2H)，8.66(s，2H)，8.58(d，2H)，  8.00(t，2H)，

7.49(t，2H)，3.89(s，2H)；13C-NMR(500MHz，DMSO-d6)δ168.52，  156.23，155.10，149.56，

148.18，138.07，125.03，121.33，110.51，1.43；  MS(ESI)：C17H13IN4O计算的质量需要m/z：
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416.01，实测[M+1]+m/z  417.02。

[0117] N-(2，6，2-三联吡啶-4-基)-碘乙酰胺镍(II)复合物合成

[0118] 将Ni(ClO4)2·6H2O的乙腈溶液(500μL，20mM)添加到含有N-(2，6，2-  三联吡啶-4-

基)-碘乙酰胺(10μmol)的管中。将混合物用水(500μL)稀释至  1ml，并且超声10分钟，从而

得到澄清的黄色-橙色储液。

[0119] C34H26NiI2N8O2计算的质量需要m/z：890.96，实测[M]2+m/z  445.46。

[0120] 实施例2.sfYFP突变体的构建

[0121] 本发明中所述的所有表达荧光蛋白(FP)变体的载体都用pET22b(+)  载体(购自通

用生物系统(安徽)有限公司)克隆并表达。PCR反应(50μL)  包含10pM引物，50ng模板DNA，1

×高保真度DNA聚合酶缓冲液，  1单位高保真度聚合酶(Fermentas)，0.2mM  dNTP和1.5mM 

MgCl2。DNA  扩增用DNA热循环仪进行：初始变性(94℃，1min)；接着是30个链反应循环：94℃ 

1min，60℃  1min，68℃  1min；最后在68℃延伸10min。

[0122] 包含超折叠黄色荧光蛋白(superfolder  yellow  fluorescent  protein，  sfYFP，

氨基酸序列如SEQ  ID  NO：1所示)编码序列(SEQ  ID  NO：12) 的载体pET22b(+)用作产生不

同sfYFP突变体的模板。所有的构建体和它们的诱变都通过DNA测序分析进行验证。

[0123] 将构建体pET22b-sfYFP(其中sfYFP编码序列由通用生物系统(安徽)有限公司合

成)与BpAtRNA合成酶质粒pEVOL-BpARS(质粒购白  Addgene(Plasmid#31190)，使用方法还

可参见参考文献38-39)共转化到大肠杆菌BL21(DE3)菌株中，进行非天然氨基酸掺入。具体

地，将构建体pET22b/sfYFP-TAG66突变体与pEVOL-BpARS共转化到大肠杆菌  BL21(DE3)菌

株中。所述pEVOL-BpARS质粒携带BpA选择性詹氏甲烷球菌(Methanococcus  jannaschii)酪

胺酰tRNA合成酶和詹氏甲烷球菌酪胺酰琥珀抑制子tRNA(MjtRNATyrCUA)，从而允许向sfYFP

突变体的第66  位位点特异性掺入BpA，得到的突变体蛋白命名为sfYFP-BpA66，其氨基酸序

列如SEQ  ID  NO：2所示。

[0124] 在此基础上，通过改变表达载体中sfYFP编码序列的相应密码子核苷酸，而进一步

将sfYFP中第203位酪氨酸(Tyr)突变为苯丙氨酸(Phe)，该双重突变体sfYFP-BpA66-Phe203

命名为PSP1，其氨基酸序列如SEQ  ID  NO：4所示。更进一步地，将sfYFP中第203位酪氨酸

(Tyr)突变为天冬氨酸(Asp)，且将第148位组氨酸(His)突变为谷氨酸(Glu)的三重突变体

sfYFP-BpA66-Asp203  Glu148称为PSP2，其氨基酸序列如SEQ  ID  NO：6所示。

[0125] 在PSP2的基础上，将第95位谷氨酸(Glu)突变为Cys(C)，得到  PSP2-95C突变体，其

氨基酸序列如SEQ  ID  NO：8所示。该突变体在用  N-(2，6，2-三联吡啶-4-基)-碘乙酰胺(实

施例1合成的化合物7)修饰后  (N-(2，6，2-三联吡啶-4-基)-碘乙酰胺特异性缀合在第95位

的半胱氨酸上)，在二价镍离子的存在下得到的最终缀合物命名为PSP2T1，检测得知PSP2T1

具有较高的二氧化碳还原活性。

[0126] 为了研究局部质子供体的存在是否能够提高催化效率，发明人在  PSP2-95C突变

体的基础上，将第93位缬氨酸(Val)和97位苏氨酸(Thr)  均突变为酪氨酸(Tyr，Y)，得到突

变体PSP2-95C93Y97Y，其氨基酸序列如SEQ  ID  NO：10所示。该突变体在用N-(2，6，2-三联吡

啶-4-基)-碘乙酰胺(实施例1合成的化合物7)修饰后(N-(2，6，2-三联吡啶-4-基)-碘乙酰

胺特异性缀合在第95位的半胱氨酸上)，在二价镍离子的存在下得到的最终缀合物命名为

PSP2T2，其表现出显著提高的一氧化碳转化数(TON)  (图3c/d)。本发明人计算得知PSP2T2
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具有2.6％的量子产率，用于二氧化碳向一氧化碳的光催化性还原(表2-3)。

[0127] 进行蛋白表达时，将已经转化了相应的重组表达载体的单个菌落在补充有氨苄青

霉素(100μg/mL，购自Sigma-Aldrich)和氯霉素(25μg/mL，购自Sigma-Aldrich)的LB培养基

(4mL，购自Sigma-Aldrich)中在37℃生长过夜。取1mL过夜培养物接种到补充有氨苄青霉素

(100μg/mL)和氯霉素(25μg/mL)以及BpA(1mM)的100mL液体LB培养基中。然后将细胞在37℃

培养至OD  600为1.1，接着添加0.02％阿拉伯糖(购自  Sigma-Aldrich)和1mM异丙基β-D-1-

半乳糖硫吡喃糖苷(IPTG，购自  Sigma-Aldrich)诱导蛋白表达。继续培养4-12小时，收集细

胞并在-70℃冷冻，备用于蛋白纯化。

[0128] 进行蛋白纯化时，将细胞混悬在裂解缓冲液(50mM  Tris-HCl，pH  7 .8，  150mM 

NaCl，和10mM咪唑)中，通过超声处理裂解。离心后，将上清上样到Ni-NTA柱(Histrap  5ml，

GE  healthcare)上。用5ml洗涤缓冲液(50  mM  Tris-HCl，pH  7.8，150mM  NaCl，和50mM咪唑)

洗涤柱子两次，然后用洗脱缓冲液(50mM  Tris-HCl，pH  7.8，150mM  NaCl，和250mM咪唑)洗

脱捕获的蛋白。

[0129] 进行结晶时，将纯化的各种蛋白在包含20mM  HEPES-NaOH，pH  7.5，10mM β-ME的缓

冲液中的溶液浓缩至10mg/mL。加入0.5mg/mL  胰蛋白酶(TPCK处理的)在37℃温育1.5小时。

通过加入1mM  PMSF(苯基甲基磺酰氟，购自Sigma-Aldrich)而阻断降解反应。将上述混合物

再次上样到Ni-NTA琼脂糖亲和树脂(购自Sigma-Aldrich)上，以去除包含完整的HIS6标签

的未消化的蛋白。将消化的蛋白用Sephadex凝胶柱层析(Superdex  75  10/300GL；GE 

Healthcare)纯化到含有20mM  HEPES-NaOH，pH  7.5的缓冲液中，并且浓缩至～30mg/mL，通

过SDS-PAGE检验。通过将1μL蛋白样品(20mg/mL)与等体积的结晶缓冲液(基态：25％

PEG3350，0.2M  MgCl2，0.1M  Bis-Tris  pH  5.5；自由基态：  15％PEG3350，0.1M苹果酸，pH 

6.5)混合，利用座滴蒸汽扩散法  (sitting-drop  vapor  diffusion  method)在16℃约一周

出现晶体。然后将晶体快速冷冻在液氮中。

[0130] 关于上述突变体晶体结构的确定，衍射数据由上海同步辐射光源  (Shanghai 

Synchrotron  Radiation  Facility，SSRF)用beamlines  B17U或  BL18U采集。数据处理和约

简使用HKL2000package进行。使用sfYFP  (PDB  code：1F0B)的原子坐标作为检索模型，用

CCP4套装(一种大分子结构晶体结构解析软件，Collaborative  Computational  Project 

No .4  Software  for  Macromolecular  X-Ray  Crystallography，  http：//

www.ccp4.ac.uk/)的Molrep进行分子替换，解析PSP2·(自由基态) 的结构。

[0131] 数据采集和结构精修统计学数据总结在下表1中。蛋白结构示意图用PyMOL

(http://www.pymol.org)产生。PSP2·(自由基态)晶体结构的原子坐标和结构因数已经在

Protein  Data  Bank中登记(PDB  codes：5YR3)。

[0132] 表1.PSP2·的X射线衍射的统计学数据。
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[0133]

[0134] 使用Agilent  8453  UV-可见光分光光度计，在室温检测各种PSP  突变体蛋白的

UV-Vis光谱和确定PSP2·的pKa。UV-Vis光谱和pKa  数据能够证明PSP突变体蛋白在碱性条

件转化为去质子化状态。

[0135] 使用Agilent  8453  UV-可见光分光光度计，在室温检测PSP2自由基(PSP2·)的形

成是可逆的。在存在50mM  NADH的条件下，将在100mM  Tris-HCl  pH  7 .0缓冲液中的50μM 

PSP2蛋白用405nm  激光辐照10分钟，然后使用Agilent  8453  UV-可见光分光光度计(石英

杯，100μL，1cm  path)在室温记录UV-Vis光谱。对于每个光周期，将样品先用405nm激光
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(100mW/cm2)辐照10分钟，然后测量  525nm的吸光度(其表示PSP2·的形成，对应于三个等

吸光度点中的一个点)，然后在下一个光周期开始之前在暗处温育20分钟。  PSP2·的可逆

性形成表示，尽管PSP2·可以与氧气反应(这是几乎所有超还原自由基的共同特性)，但是

反应又在不破坏发色团的前提下回复产生PSP2。由于已知多种二氧化碳还原剂被氧不可逆

地破坏，因此，这种特性对于催化剂的稳健性是重要的。

[0136] 通过循环伏安法(cyclic  voltammetry，CV)测量还原电势，还原电势数据能够间

接证明PSP2自由基的还原力。测量用CH  Instruments  600D  potentiostat(仪器购自上海

辰华仪器有限公司)进行。在4℃，将在0.1M  NBu4PF6  DMF溶液中的2mM  BpAChm溶液放置在具

有Au工作电极、Ag/AgCl参比电极和Pt辅助电极的3- 电极室中。测量之前，将体系用Ar净化

15分钟。CV参数如下：扫描速率：10mV/s；样品间隔：1mV；灵敏度：10μA/V；安静时间：  4s；温

度：0℃。

[0137] 进行电子自旋共振(electron  spin  resonance，ESR)实验以进一步表征自由基

PSP2·的产生。在50mM  NADH的存在下，将在100  mM  Tris-HCl  pH  8 .0缓冲液中的45μM 

PSP2用405nm激光辐照10  繁殖后，通过UV-Vis光谱定量确定产生PSP2自由基的产率为

12％。在405nm激光辐照之前，PSP2蛋白溶液呈现浅黄色，在405nm激光辐照后，蛋白溶液变

成深红色，这表明形成了自由基。然后，在  Bruker  E500光谱仪上，在室温对深红色的光处

理的蛋白样品记录  X-波段ESR光谱。ESR捕获参数如下：调节频率：30-100kHz；微波功率：

0.05-10mW；调节幅度：2G。

[0138] 为了确定PSP光激发后各种中间体的吸收光谱及寿命，使用Edinburgh  LP980分光

计(Edinburgh  Instruments  Ltd.)的纳秒闪光光解装置结合小巧的Q-switched  Nd：YAG激

光器(Q-smart  850，Quantel，  France)测量纳秒时间分辨率的瞬时吸收光谱。探头为150W

脉冲的氙弧灯，用于从几纳秒到1ms的动力学和光谱测量。样品的光解使用355nm的单次闪

光激光激发(single-flash  laser  excitation)实现(1  Hz，10mJ/pulse，50mm2  spot 

area，fwhm≈7ns)。探测光来自450W  脉冲的氙气灯。使用单个检测器(PMT  R928P)记录瞬时

信号，使用示波器记录动力学痕迹，使用ICCD检测器记录时间分辨光谱。数据用LP900软件

进行分析。在355nm波长具有0.3OD的吸光度的样品在测量前先用Ar脱气处理约10分钟。

[0139] 将衰减曲线拟合为下述等式，列出了得到的寿命值。

[0140]

[0141] 使用0mM抗坏血酸盐τ＝123μs；

[0142] 使用50mM抗坏血酸盐τ1＝123μs；τ2＝53μs

[0143] 使用100mM抗坏血酸盐τ1＝123μs；τ2＝34μs

[0144] 使用150mM抗坏血酸盐τ1＝123μs；τ2＝24μs

[0145] 恒定速率计算如下：

[0146] k＝(1/τ2-1/τ1)/CAsc

[0147] 使用50mM抗坏血酸盐k＝(0.0189-0.00813)*106/0.05mM＝2.2×105M-1s-1

[0148] 使用100mM抗坏血酸盐k＝(0.0294-0.00813)*106/0.1mM＝2.1×105M-1s-1

[0149] 使用150mM抗坏血酸盐k＝(0.0417-0.00813)*106/0.15mM＝2.15×105M-1s-1

[0150] kaverage＝2.2×105M-1s-1

[0151] 实施例3.sfYFP突变体的活性检测
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[0152] 3.1  PSP2单半胱氨酸突变体的三联吡啶修饰

[0153] 将在反应缓冲液(150mM  Tris-HCl缓冲液pH  8.8，30％DMF)中的PSP2的单半胱氨

酸突变体(具体参见表3，50μM)在室温用100 μM三(2-羧基乙基)膦(TCEP)处理5分钟。然后，

通过加入250μM  N-(2，6，2-三联吡啶-4-基)-碘乙酰胺(实施例合成的化合物7)在室温进行

标记反应12小时。在三联吡啶修饰后，通过针对10mM  Tris-HCl  pH  8缓冲液透析(Amicon 

Ultra-0.5  Centrifugal  Filter  Unit  3K，至少3 次)去除未结合的三联吡啶分子。然后，

通过LC-MS分析得到的突变体。图11显示了定量形成PSP2-95C-terpy复合物。

[0154] 3.2光催化性二氧化碳还原

[0155] 光催化性二氧化碳还原在用波形塞密封的玻璃顶空瓶(总体积为10ml)中进行。对

于典型的反应，反应溶液体积为200μL：将在  100mM  Tris-HCl缓冲液(pH  8.0，50％DMF，以

增加在纯水中的  4-(2，3-二氢-1H-苯并[d]咪唑-2-基)苯-1，2-二醇(BIH)衍生物溶解性) 

中的三联吡啶镍配合物修饰的40μM  PSP2单半胱氨酸突变体蛋白  (例如，PSP2T1或PSP2T2)

与80μM  Ni(ClO4)2、100mM  NaHCO3、  100mM  4-(2，3-二氢-1H-苯并[d]咪唑-2-基)苯-1，2-二

醇(BIH)牺牲还原剂(SR)一起添加到玻璃顶空瓶中。样品用氩气(Ar)鼓泡10分钟，然后用具

有AM  1.5滤波器的300W  Xe灯(MICROSOLAR300，北京泊菲莱科技有限公司)辐照，以模拟太

阳光谱。使用截止滤光片(cutoff  filter，UVCUT400)实现可见光(λ＞400nm)辐照。使用气

相色谱(GC)  (SRI  instruments，8160C  GC)分析光催化的气体产生率。

[0156] 3.3计算光子(光子命中/分子/秒)42

[0157] 按照参考文献42(具体参见第60-61页)的方法，计算光子命中/分子/秒。

[0158] 光子通量或强度I由下式计算：

[0159] I＝E*NA

[0160] 其中I是每秒钟碰撞单位表面积的光子数，E是每秒钟每单位面积的  Einsteins

数，NA是Avogadro常数，数值为6.02*1023。

[0161] 用PSP2替换吸收的阳光强度(400-450nm)，本发明人得到：I  ＝1.32×1020个光子

m-2s-1；其对应于1.32个光子

[0162] 对于sfYFP蛋白，其结构大致为正方形的，正方形每边长 其每秒钟被约16

个光子照射，但是这些光子没有全部被吸收。为了确定吸收多少个光子，应该按照下述等式

计算光敏剂的靶标尺寸：

[0163] σ＝2303ε/NA

[0164] 其中σ表示靶标尺寸，ε表示摩尔消光系数，NA表示Avogadro常数。

[0165] 最大吸收波长375nm处的消光系数为23mM-1cm-1。在吸收区  (400nm至450nm)的平

均消光系数为约3.65mM-1cm-1。包含BpA 的蛋白的平均尺寸σ为1.39×10-17cm2，即

则光 子 命中 /分 子 / 秒为 I ×σ个 光 子 s - 1 ，

[0166] 3.4确定量子效率值

[0167] 使用下述等式计算催化性光氧还反应的量子效率(quantum  efficiency，QE)值：

[0168]
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[0169] 其中TONco表示一氧化碳转化数，Hits为3.3节计算的Hits。

[0170] 利用关于本发明人的系统体积的理想气体法则，将通过气相色谱检测的一氧化碳

浓度(以ppm为单位)转化成产生的一氧化碳总摩尔数。因为产生一分子的一氧化碳需要2个

电子，因此在计算时包括因数2。为了确定入射光子的通量，由包含BpA的蛋白突变体的吸光

度确定光子波长(400-450nm)，计算通量。

[0171] 计算基于3小时光解后由PSP2T2吸收的光子数，计算的量子效率(QE)为2.6％。

[0172] 关于入射的总太阳光子数，按照参考文献43中所述的方法，计算基于入射光子的

量子效率(QE)：

[0173]

[0174] 此处，入射光子数(incident  photons)可由入射光子通量1.2×1021个光子·cm
-2·h-1(在130mW  cm-2)计算，并且在本发明人的研究情形中，照射面积为1cm2。在3小时光解

后，产生0.2μmol一氧化碳  (CO)，反应体系的总体积为0.2ml。基于全部的照射光子数，关于 

PSP2T2体系计算的QE为0.0067％。

[0175]

[0176] 结果和讨论

[0177] 为了设计光催化性二氧化碳还原酶，本发明人首先将荧光蛋白  (FP)13-14转换成光

敏蛋白(photosensitizer  protein，PSP)(图1)。为了实现这一目标，必须满足下述条件：

(1)PSP必须能够有效地吸收可见光；(2)当吸收光子时，PSP必须转化成能够较长久存在的

光激发态(PSP*)，从而促进电子转移反应，这导致PSP自由基(PSP·) 的形成；(3)PSP·必

须是一种强还原剂，能够驱动二氧化碳还原催化剂的还原，由于二氧化碳具有很高的惰性，

二氧化碳还原催化剂的还原通常需要高的超电势5。由于天然荧光蛋白通常仅具有纳秒激

发态寿命14，存在的时间太短而不能允许长距离的电子转移，本发明人通过利用遗传密码表

达15-16用二苯甲酮-丙氨酸(BpA，图1b)替换超折叠黄色荧光蛋白(superfolder  yellow 

fluorescent  protein，sfYFP，图2-3)中的发色团残基Tyr66而改造FP发色团。sfYFP通过其

三肽Gly65-Tyr66-Gly67的自发性催化转化而产生高荧光性的对-羟基苯亚甲基-5-咪唑啉

酮(p-HBI)种类。已知二苯甲酮以接近100％的量子效率从单线激发态系间跨越到三重态，

所述三重态具有的寿命是原来的105倍，这允许发生牺牲还原剂(SR)还原17-21。本发明人设

想在包含BpA66的sfYFP突变体中，三肽Gly65-BpA66-Gly67可以自发催化性转化成包含

(E)-4-(4-苯甲酰苯亚甲基)-1，2-二甲基-1H-咪唑-5(4H)-酮(BpAChm，结构如图1f所示)的

发色团，其应该以高量子效率系间跨越到三重态。

[0178] 本发明人设想，一旦FP发色团被光化学还原，应该观察到颜色变化。为了检验这一

设想，本发明人首先将BpA掺入到sfYFP的第  66位，并且在存在10mM连二亚硫酸钠的条件

下，用405nm激光  (100mW/cm2)辐照所述突变体蛋白。由于sfYFP的203位氨基酸残基是酪氨

酸，其与PSP发色团由于形成pi-堆积(pi-stack)而发生了很快的电子转移过程，因此在光

辐照后不能检测到PSP·。这可能是由于从Tyr203到PSP*的电子转移和随之而来的快速电

荷结合。然后，本发明人将Tyr203突变成Phe。出乎意料地，  sfYFP-BpA66-Phe203双重突变

体(PSP1，SEQ  ID  NO：4)在激光辐照后30秒发生颜色变化，从黄色变成红色(图1b，图5)。辐
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照导致390nm峰消失和在555nm与765nm出现两个新峰，这表明已经发生了光化学还原反

应22。产生的光化学产物称为PSP1·。

[0179] 由于连二亚硫酸盐是一种活细胞中不会产生的强还原剂(在pH  7，Eo＝-436mV)，

然后本发明人研究较弱的生物相关还原剂能否促进PSP1的光化学还原。本发明人发现，抗

坏血酸钠不能驱动PSP1 的光化学还原。为了提高PSP*的氧化电势，以使其能够接收来自生

物相关的牺牲还原剂(SR)的电子从而产生PSP·，本发明人突变残基Phe203和His148，靠近

PSP1发色团的残基突变为天冬氨酸、谷氨酸或赖氨酸。这些残基突变成带电荷残基能够通

过静电和氢键相互作用显著调节PSP发色团还原电势1，2。然后在抗坏血酸盐的存在下用

405nm激光辐照这些突变体PSP蛋白，发现  sfYFP-BpA66-Asp203Glu148(PSP2，SEQ  ID  NO：

6)在405nm激光辐照后从黄色变为红色(图6)。这些结果表明，PSP2利用生物相关的牺牲还

原剂，进行了有效的光化学还原反应，产生了PSP2·。

[0180] 然后，本发明人在不同pH条件下进行PSP2·的UV-Vis滴定。如图1c和1d所示，尽管

PSP2·在接近中性的pH下在500nm有强峰，但是在光照后555nm和765nm出现新峰，并且随着

pH升高，新峰升高。观察到这些等吸收点分别在525nm、680nm和730nm  处，这表明在滴定过

程中仅存在两种化学种类。这些结果表明，在中性pH，PSP2·作为中性自由基(pKa＝10.6)

存在。相反，从pH  6至  10，PSP1·的UV-Vis光谱保持不变，这表明PSP1·在中性pH是阴离子

基团(图6和7)。在pH  6-11.8，PSP2的CD光谱显示二级β-片层结构没有变化，表明在整个pH

滴定过程中，蛋白保持正确折叠(图  8)。这些结果表明PSP2*是优于PSP1*的氧化剂。残基

Asp203/Glul48  可以与电子转移相似的速率将质子转移到PSP2*。这种质子偶联的电子转

移23-24(proton  coupled  electron  transfer，PCET)避免产生高能量阴离子基团中间体，降

低PSP·态能量，并且因此增加PSP*与PSP·之间的能量差，这将加速从SR到PSP*的电子转

移速率，形成PSP·。

[0181] 为了进一步表征光激发导致产生PSP2自由基，本发明人收集了  X-波段电子自旋

共振(electron  spin  resonance，ESR)数据，所述数据表明，在405nm激光辐照后(非在辐照

前)，在g＝2.006的强峰和～22Gauss的峰-到-峰宽度(图1e)，这证明了在PSP2·中形成了

典型的有机自由基基团。

[0182] 为了表征PSP2的还原电势，本发明人在水溶液中进行了蛋白电化学检测。然而，由

于PSP2的还原电势低，在水氧化还原前的还原电势区间没有观察到与蛋白还原相对应的显

著信号。然后，本发明人合成了模拟PSP2发色团的小分子BpAChm(图1f)。在DMF溶剂中进行

的循环伏安法(CV)实验证明，BpAChm在-1.46V和-2.05V具有两个还原峰，这与BpAChm的1e

和2e还原相对应22(图1f)。由于DMF不是蛋白内部环境的良好的模拟物，E～-1.46V值不能准

确表示PSP2·相同的还原电势。在这种情形下，本发明人使用强还原剂铕(II)二乙烯三胺

五乙酸酯(Eu(II)-DTPA，购自Sigma-Aldrich)(在  pH  8，E0′＝-1.14V)25，检测PSP2能否被

还原。UV-Vis光谱显示，即使使用80倍过量的Eu(II)-DTPA作为还原剂，也没有PSP2·吸收

峰出现(图6d)。根据这些数据，本发明人可以推测出PSP2·的还原电势小于-1.14V。

[0183] 为了检验PSP2·是否对氧敏感，本发明人首先通过光辐照产生  PSP2·，然后将其

在空气存在下在100mM  Tris-HCl  pH  7.0缓冲液中温育20分钟。如图9所示，PSP2·与氧反

应，又产生PSP2。这种光循环可以重复多次。PSP2·的可逆形成表明PSP2·与氧反应不会不

可逆地破坏发色团。由于已知多种二氧化碳还原催化剂被氧不可逆地破坏，因此这种特性
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对于基于PSP的催化剂的稳健性是重要的。

[0184] 为了表征由于光化学还原导致的结构变化，本发明人通过X射线结晶性以

的分辨率确定了PSP2·的结构。在405nm激光辐照的条件下，在3分钟内完成X射线衍射数据

采集。本发明人证实了在整个数据采集过程中，晶体保持为深红色(图2a/b)。在光化学还原

之前，残基BpA66中的两个苯环采用扭曲的构象，二面角为58°  (图2c)。类似地，二苯甲酮中

两个苯环之间的二面角为56°26，这表明这两个苯环不形成共轭π-电子体系。然而，在自由基

状态(PSP2·)，  BpA66中的一个苯环进行 的明显旋转(图2e)，两个苯环之间的二面

角减小了29.1°(图2d)，导致形成延长的共轭π-电子体系，和显著红移的UV-Vis光谱。据本

发明人所知，这是关于质子化及中性二苯甲酮自由基的晶体结构的首次报道。关于在

PSP2·蛋白刚性结构笼中笼住的具有超还原力二苯甲酮自由基的详细的结构信息为使用

这种有力的试剂驱动挑战性的酶反应提供了必要的了解。

[0185] 为了将PSP转化为光敏二氧化碳还原酶，本发明人利用镍-三联吡啶复合物27(E0

＝-1.0V(Ni(II/I))；E0＝-1.18V(基于配体的还原))，其选择性的电催化二氧化碳还原为

一氧化碳(文献27)。为了促进PSP  与催化剂之间有效的电子转移，本发明人合成了N-(2，6，

2-三联吡啶-4-基)-碘乙酰胺(化合物7，实施例1)。通过在PSP2不同位点引入半胱氨酸突

变，N-(2，6，2-三联吡啶-4-基)-碘乙酰胺(化合物7)位点特异性缀合到PSP2上(得到LC-MS

光谱证明，见图10，化合物7  特异性与引入的半胱氨酸缀合)。然后，本发明人测定了这些半

胱氨酸突变体在二价镍离子存在下催化光催化性二氧化碳还原反应的效率。向修饰的PSP2

突变体蛋白中加入Ni(ClO4)2、NaHCO3和4-(2，3-  二氢-1H-苯并[d]咪唑-2-基)苯-1，2-二醇

(BIH)作为牺牲还原剂。对该定量地形成PSP2-三联吡啶镍(II)复合物(图11)，利用日光模

拟器  (波长λ＞400nm)辐照样品12小时。如图3b所示，尽管PSP2-147C  突变体表现出低一氧

化碳产生活性(转化数(TON)＝11)，但是，随着催化剂/发色团距离从 增加为

(图12)，催化活性增加，在PSP2-95C中达到最高水平(TON＝75)。但是催化剂/发色团距离的

进一步增加导致一氧化碳产生降低(图3b)。在所有情形中，没有检测到H2或HCOOH。这些结

果表明，有效的光催化性二氧化碳还原需要最优的催化剂/发色团距离。由于PSP2-95C突变

体在被三联吡啶镍(II)配合物修饰后具有较高的二氧化碳还原活性，将其称为  PSP2T1。在

不存在Ni(II)、NaHCO3、BIH、BpA66掺入或PSP与  N-(2，6，2-三联吡啶-4-基)-碘乙酰胺(化

合物7)之间共价连接的条件下，没有显著量的一氧化碳产生，这表明上述所有成分都是光

催化性二氧化碳还原所必需的(图3c)。为了验证在光解过程中是否形成异源粒子，对光解

之前和之后的样品进行了透射电镜(TEM)实验。如图13所示，光解之前和之后样品的TEM照

片相似，表明在光解过程中没有产生异源粒子。这些结果证实了光化学产生的PSP2·能够

还原镍-三联吡啶复合物(E0＝-1.0V)，因此PSP2·具有低于-1.0V 的还原电势。

[0186] 为了研究局部质子供体的存在是否提高催化效率12，本发明人设计并产生突变体

PSP2-95C93Y97Y(SEQ  ID  NO：10)。本发明人设想靠近催化剂三联吡啶镍配合物共价连接的

95C存在两个酪氨酸残基可能作为局部质子供体促进向二氧化碳底物的质子偶联的电子转

移，这将降低二氧化碳还原的能量障碍5。实际上，  PSP2-95C93Y97Y被催化剂N-(2，6，2-三

联吡啶-4-基)-碘乙酰胺(化合物7)修饰后，在二价镍离子的存在下(即，得到PSP2T2)表现

出显著提高的TON(图3c/d)。本发明人计算得知PSP2T2具有2.6％的量子产率，用于二氧化
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碳向一氧化碳的光催化性还原(表2-3)。相反，使用CdS纳米棒作为光敏剂和使用相同的镍-

三联吡啶催化剂，仅观察到0.28％的CO2/CO转化量子产率27。此处，与CdS光激发态相比，

PSP2·的还原电势低得多，准确控制发色团/催化剂距离的能力和催化剂微环境的优化引

起效率提高九倍。

[0187] 为了研究PSP机制，本发明人测量了光激发产生的瞬态物种的瞬时吸收光谱。当用

355nm激光辐照PSP2时，本发明人观察到在  380nm基态吸收的回复，在430nm的新峰的衰减，

这表明形成了  PSP2三重激发态(PSP2*，图4a/b)。PSP2*的衰减寿命为123μs，约为荧光蛋白

单线激发态寿命的105倍，并且是诸如三(联吡啶)钌(II) 卤化物([Ru(bpy)3]2+)(～0.5μs)

的光敏剂的三重激发态寿命28的200  多倍。PSP2*的长的寿命对于促进电子供体与PSP2之间

的有效电子转移反应是重要的。瞬时吸收光谱表明，随着抗坏血酸盐浓度升高，  PSP2*寿命

降低，并且在500-560nm出现新峰。这些结果表明，PSP2*  与抗坏血酸盐反应产生PSP2·，二

级速率常数为2.2×105M-1s-1(图  4c/d)。如果催化剂三联吡啶镍配合物过于靠近发色团，正

向电子转移和电荷重组都快速发生，这防止形成三联吡啶镍配合物的2e还原态。如果三联

吡啶镍配合物远离发色团，则从PSP2*到三联吡啶镍配合物的电子转移太慢而不同支持有

效的二氧化碳还原。催化剂与发色团之间的距离必须恰好(表3)，从而使得PSP2*被牺牲还

原剂还原后，催化剂被一个电子还原，从PSP2·到三联吡啶镍配合物的第二电子转移竞争

性抑制电荷重组(图4e/f)。此处，使用微小蛋白作为自组装光催化单元的优点明显可见：通

过定向诱变可以准确和便利地设计催化剂/发色团距离和它们的微环境，从而优化催化剂

性能。

[0188] 表2.PSP2T1和PSP2T2的转化数(TONs)和量子效率(QE)数据

[0189]

[0190] 表3.反应条件和评价用催化剂N-(2，6，2-三联吡啶-4-基)-碘乙酰胺  (化合物7)

修饰的各种PSP2单半胱氨酸突变体在二价镍离子的存在下的催化性能得到的结果总结。
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[0191]

[0192] C表示半胱氨酸，C前面的数字表示突变成半胱氨酸的位点。
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[0193]

[0194] 结论

[0195] 综上所述，通过利用遗传密码子扩展15，本发明人合理设计了一种有效的光敏蛋白
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PSP2，所述蛋白可以视为[Ru(bpy)3]2+不含贵金属的蛋白类似物。由于PSP2是遗传编码的，

其可以容易地引入到各种生物体中，并且与特定蛋白复合物共同定位。而这是小分子或纳

米晶体光敏剂难以实现的。与半导体纳米晶体和小分子光敏剂相比，PSP提供特有的优点，

例如，与宽泛的生物系统具有更高的相容性，不依赖贵金属，具有基于突变的可转换的光化

学特性，和自组装成精确的三维结构的能力，这能够允许其功能的模块性扩展和准确的机

制表征。由此，PSP能够潜在地致敏多种挑战性的化学转化，涉及的领域多样，诸如太阳能转

化、光生物学、环境修复和工业生物学等。PSP2T的简单设计抓住了复杂的天然光合作用机

制的本质3-4，为研究蛋白中多种电子/质子转移的机制提供了有价值的模型29，并且通过合

理设计和定向进化，为下一代具有显著扩展的能力的光氧还酶奠定了基础。光敏剂，例如最

有名的[Ru(bpy)3]2+，已经引领了合成化学的革命28。利用蛋白超乎寻常的自组装能力30-31，

多样性的酶催化反应，和本发明人快速提高合理设计微型蛋白的能力32-40，PSP的设计将为

在生物系统中引入新的化学反应创造了多个激动人心的机会。

[0196] 应该理解，尽管参考其示例性的实施方案，已经对本发明进行具体地显示和描述，

但是本领域的普通技术人员应该理解，在不背离由后附的权利要求所定义的本发明的精神

和范围的条件下，可以在其中进行各种形式和细节的变化，可以进行各种实施方案的任意

组合。
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