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蛋白质折叠的统计热力学基础

—— 非共价作用的统计热力学原理 ∗

孙卫涛 †

清华大学周培源应用数学研究中心, 北京 100084

摘 要 蛋白质折叠是一个复杂的物理、化学和生物过程, 涉及热力学、统计力学、高分子动力学等多个领域

的相关知识, 单独从宏观或微观角度出发, 试图建立蛋白折叠物理模型, 都面临着巨大的困难.统计热力学方法

是研究蛋白质分子运动规律的重要途径, 本文从溶液环境下蛋白质折叠的非共价作用出发, 介绍了疏水作用、

氢键、静电力和范德华力的统计热力学机理, 并探讨了这些作用力对蛋白质结构稳定性的影响. 通过深入理解

微观结构相互作用与系统熵、焓、自由能之间关系, 有助于我们发展蛋白质折叠的统计热力学理论, 进而为蛋

白质结构宏观热力学研究提供重要的微观统计力学机理.
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1 前 言

蛋白质是由细胞内核糖体 (ribosome) 合成的

链状氨基酸高分子聚合物 (也称为多肽链 (poly-

peptide chain)), 是生命活动必不可少的物质基础.

蛋白质分子包含从几十个到上千个数量不等的氨

基酸单元 (称为残基 (residue)),普通蛋白质分子由

数百个氨基酸串联组成. 自然界存在 20种氨基酸,

不同种类氨基酸在蛋白质链上的排列顺序称为氨

基酸序列 (sequence), 氨基酸序列决定了蛋白质之

间的差别.

蛋白质通过多肽链折叠形成特殊的三维空间

分子结构, 并由此实现对应的生物功能, 这种空

间结构称为天然态结构 (native structure). 蛋白质

天然态结构特征可以通过 X 射线散射 [1]、核磁

共振 (NMR)[2-6] 和低温电镜 (cryo-electron micros-

copy)[7-11] 等实验技术加以观测. Pauling 等 [12-13]

指出蛋白质内部存在规则的螺旋结构和片层结构,

正是这些结构导致了 X 射线中的 α 和 β 散射图

样. 此后不久, Linderstrom 和 Schellman[14] 发现

蛋白质内部的结构组织具有层次性, 并首次引入

了一级结构、二级结构、三级结构的名称. 一般认

为,蛋白质结构可以分为 4种组织层次 [15]: 一级结

构、二级结构、三级结构和四级结构. 一级结构指

蛋白质多肽链的氨基酸序列. 二级结构是多肽链

局部折叠形成的稳定规则结构, 包括 α 螺旋 (he-

lix)、β 片层 (sheet) 和转角结构 (turn) 等. 二级结

构的生成与维持需要依靠不同氨基酸的 C==O 和

N—H基团间的氢键作用. 三级结构指多个二级结

构在空间中紧密排列所形成的三维结构. 蛋白质

的三级结构通常依靠疏水核心、双硫键、氢键等

来稳定结构. 四级结构指不同蛋白质多肽链间相

互作用形成具有不同功能的复合物分子形态.

与天然态结构相对应的是去折叠结构 (un-

folded structure). 理想状态的去折叠态蛋白质结构
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呈现无规卷曲 (random coil)状态,没有形成规则的

二级结构. 研究表明,在强变性剂环境下 (如 8M尿

素), 去折叠态蛋白质的流体力学属性与无规卷曲

多肽链相符 [16-17]. 但是在没有变性剂的情况下,

即使是极端的 pH值和温度环境,去折叠蛋白质也

不是真正的无规卷曲结构 [18-20]. 在无规卷曲状态

下, 多肽链不同部分之间的相互作用与结构–溶液

之间相互作用完全达到平衡. 然而,蛋白质由 20种

具有不同物理化学属性的氨基酸组成, 这种异质

多肽链 (heterogeneous polypeptide chain)结构内部

相互作用不易与结构–溶液间作用力完全平衡, 多

肽链本身不同部分之间的相互作用往往更占优势,

因此去折叠态的蛋白质结构比无规卷曲结构更加

紧密, 更加有规则.

除了天然折叠态和去折叠结构, 许多蛋白质

还具有稳定的中间态结构. 具有如下特征的中间

态结构一般称为熔球态 (molten globule)[21]: (1) 整

体大小十分接近折叠态结构; (2) 其二级结构的含

量与天然态蛋白质相仿; (3) 结构内部氨基酸侧链

的空间分布更均匀; (4) 与折叠态相比, 结构内部

氨基 (amide) 与溶液之间氢原子的交换更加迅速,

但是相比去折叠态更缓慢; (5) 中间态结构的焓与

去折叠态结构十分接近, 与折叠态结构相去甚远;

(6) 中间态/去折叠态结构之间转换迅速且具有非

协作性 (nonco-operative),中间态/折叠态结构之间

的转换缓慢且具有协作性 (co-operative)[22-24].

自然状态下, 蛋白质在水溶液中从去折叠态

结构转变为天然态结构, 以实现相应的生物功能,

这个过程称为蛋白质折叠. 去折叠结构和天然态

结构是蛋白质折叠过程起点和终点. 较大蛋白质

分子 (如多域蛋白 (multi-domain protein)) 的折叠

过程通常会出现中间态结构 (见图 1),而小蛋白的

折叠过程是去折叠态和天然态之间的结构转变.

图 1 蛋白质折叠过程中去折叠态 (U)、中间态 (I) 和天

然态 (N) 结构转变示意图. 较大蛋白质分子具有

相对稳定的折叠中间态 (I), 小蛋白分子折叠过程

是去折叠态 (U) 和折叠态 (N) 之间的二态转变

蛋白质折叠是个可逆过程,在添加变性剂、改

变温度和 pH 值、施加压力等情况下, 处于天然态

结构的蛋白质分子通常会发生去折叠 (unfold) 现

象. 同时, 如果溶液条件允许, 即使在生物体外 (如

实验室条件下), 不同初始结构的蛋白质分子 (这

里主要指水溶性球蛋白) 也能够实现快速折叠, 并

完全恢复到相同的天然态结构 [25-26]. 早在 19 世

纪 30 年代, 中国科学家吴宪就提出球蛋白的变性

(denaturation) 是从紧密有序结构向松散无序结构

的转变 [27]. 同时, 人们还发现蛋白质结构在发生

变性后,能够自发地重新折叠到天然态结构 [28-29].

20世纪 70年代, Anfinsen等 [25-26] 通过核糖核酸

酶的去折叠–折叠实验表明, 蛋白质的天然折叠态

结构处于热力学平衡状态, 天然态结构只依赖于

氨基酸序列和溶液环境. 因此, 蛋白质天然态结构

特征仅依赖于氨基酸序列, 与折叠是否发生在生

物体内无关. 特殊的氨基酸序列是如何决定蛋白

质三维空间结构, 这其中的奥秘依然不为人所知,

这也就是我们现在要研究的主题.

在蛋白质折叠和结构预测研究中, 可以分别

从热力学、量子力学和统计力学多个角度研究.表

1 给出了 3 种理论的对比关系 [30].

表 1 热力学、量子力学和统计力学的比较 [30]

热力学 量子力学 统计力学

研究原理 涉及温度、热

量、功、能量、

可逆性等, 全

部是宏观系统

物理量

通过波函数

表示物理系

统

涉及物理系统

的平均值和概

率

研究对象 处于平衡态的

宏观真实物体

电子和原子

核, 或者是

其他粒子的

集合

真实粒子或者

模型粒子的集

合, 这些粒子

可以是复合物

研究结论 建立可测量的

宏观平衡态属

性之间的关系

得到量子态

的能级, 或

者不同量子

态之间跃迁

的概率

真实或者模型

系统的宏观属

性, 热力学、

输 运 和 弛 豫

(relaxation)

系数

统计热力学 (statistical thermodynamics) 将热

力学与统计力学联系起来, 从物质的分子 (原子)

结构出发直接导出热力学函数, 使对热力学定理

的理解更为清晰. 本文将重点介绍蛋白质折叠过

程中疏水,氢键、静电力等主要物理作用的统计热

力学基础, 并探讨非共价作用对结构折叠过程中

自由能的影响.
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2 蛋白质折叠问题研究状况

生物体通过 DNA/RNA遗传物质的基因表达,

仅仅确定了蛋白质一级结构的氨基酸序列, 而非

氨基酸多肽链的三维空间结构. 然而, 特殊的氨

基酸排布顺序决定了残基在结构中相互接触 (con-

tact) 和相互作用的模式 (pattern), 这种非局部

(nonlocal) 的相互作用影响了蛋白质的折叠过程.

氨基酸序列包含蛋白质天然态结构特征的 “密码”,

但两者之间并非严格的对应关系, 当氨基酸序列

上的某些氨基酸发生突变时, 蛋白质仍能够保持

结构不被破坏, 并继续执行生物功能, 这对物种的

进化过程是至关重要的 [31]. 氨基酸序列的差异导

致了蛋白质结构的不同,因此蛋白质折叠的 “隐秘

规则” 一定包含在代表氨基酸差别的残基侧链以

及残基的排列顺序中. 对氨基酸序列如何决定蛋

白质空间三维结构的研究,被称为 “蛋白质折叠问

题”.

蛋白质折叠问题包含 3 个不同的方面 [21,32]:

(1) 蛋白质折叠的热力学问题, 即在原子相互作

用下氨基酸序列怎样形成稳定存在的天然态结构;

(2) 蛋白质折叠的动力学问题, 即蛋白质通过何种

折叠路径快速达到天然态结构; (3) 蛋白质结构预

测的计算方法问题, 即怎样从蛋白质氨基酸序列

出发预测出天然态蛋白质空间结构. 完全理解这

3 个问题是蛋白质折叠问题的最终目标.

达尔文的进化论观点认为,自然界存在 “物竞

天择, 适者生存” 的竞争和淘汰规律. 自然界存在

数以百万计的蛋白质, 这些蛋白质具有不同的氨

基酸序列, 折叠成不同的三维空间结构. 在自然选

择和进化压力的驱动下, 为了满足结构快速折叠

和正确执行生物功能, 蛋白质氨基酸序列得到不

断优化 [33-34]. 在形成特定的氨基酸序列之后, 结

构折叠的动力学过程和热力学平衡态则是物理、

化学、生物等研究领域的问题. 随着晶体结构和

去折叠实验的不断发展, 支配蛋白质结构发生折

叠的物理原理日渐明显. 蛋白质分子在溶液中处

于布朗运动状态, 存在各种各样的空间结构. 氨基

酸多肽链的不同结构状态构成了分子结构的系综

(ensemble), 在溶液中每一种结构出现概率与对应

Gibbs 自由能状态有关. 折叠过程中, 疏水基团在

蛋白质分子内部聚集, 带电基团之间形成氢键, 同

时球蛋白分子与溶液接触面积减少, 这些现象都

表明蛋白质折叠伴随着 Gibbs 自由能降低. 因此,

热力学基本定律认为, 在恒定的生理环境下, 蛋白

质折叠是一个自由能下降过程 [35].

如果把去折叠过程中天然态结构三级结构的

打开、二级结构的消失看作 “溶解” 过程 [36-37],

天然态结构与去折叠结构之间的自由能差别看作

“溶解自由能”(solvation free energy),则蛋白质分子

“溶解自由能” 决定了蛋白质的折叠–去折叠过程.

蛋白质分子在溶液中的溶解自由能与溶液分子的

性质有关 (包括 pH 值、极化率等). 这些性质对疏

水作用、静电作用、氢键作用等物理作用都有重

要影响, 因而也决定了折叠过程中不同分子结构

的自由能高低. 溶液条件影响着蛋白质折叠效率,

在溶液环境中,扩散速度、溶解效应等因素决定了

蛋白质分子不同折叠状态之间的自由能差别. 对

于给定氨基酸序列, 蛋白质分子是处于天然态还

是去折叠态、是否存在中间态结构,都由对应结构

的稳定性 (即自由能高低)决定,从根本上说,也就

是由溶液的物理、化学性质决定.

一般认为, 在一定的溶液条件下, 蛋白质天然

态结构具有最小自由能 (free energy)[25-26,38]. 然

而, 蛋白质分子可能的结构数量是十分庞大的 (例

如, 100 个氨基酸组成的分子链可以有 1018 种不

同空间结构), 在如此广袤的结构空间中遍历所有

结构并搜索最小自由能状态是艰巨的任务 (保守

估计需要 1030 年)[39],如此长的折叠时间显然是不

现实的, 绝大多数蛋白质分子都能在数秒内完成

折叠过程, 这就是所谓的 Levithal 佯谬 (paradox).

Levithal 佯谬表明, 蛋白质折叠不是随机遍历所有

可能的结构, 而是沿一条包含有限数目构象的特

殊折叠途径达到天然态结构.

目前, 对蛋白质结构空间的研究普遍认为, 不

同能量状态下结构数量是不同的, 随着结构自由

能降低, 可取的蛋白质分子结构数量逐渐减少. 结

构自由能曲面整体呈漏斗 (funnel) 状 (见图 2),

天然态蛋白质结构对应于能量最低点 [40-44]. 这

个模型允许蛋白质从大量各自不同的去折叠态结

构出发, 在不断降低的自由能引导下, 经过不同

折叠路径和中间态结构迅速折叠到天然态结构.

该模型得到了蛋白质结构模拟计算和实验数据的

证实 [45].

蛋白质折叠路径沿漏斗状能量面下降, 这个

猜想与疏水塌缩假设紧密相关. 球形蛋白质天然

态结构内部通常包含由非极性氨基酸组成的疏水

核心, 而极性和带电残基则分布在蛋白质表面, 暴
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露在溶液环境中. 这样的结构特征将非极性残基

与水分子隔离开来, 结构能量达到最稳定状态. 在

蛋白质折叠初始阶段, 氨基酸多肽链上的疏水残

基快速聚集, 形成紧密疏水核心并引起蛋白质结

构迅速缩小, 这个过程称为疏水塌缩. 疏水塌缩发

生在大量二级结构和三级结构出现之前, 并引导

蛋白质进入熔球态结构. 熔球态对应于能量漏斗

中相对较低的部分, 但是距离能量最低点的天然

态结构仍有一段距离, 需要较长时间才能逐渐进

入天然态结构.

图 2 蛋白质结构漏斗形能量曲面示意图. 图中的点代

表具有不同能量状态的蛋白质分子结构状态

近年来, 蛋白质折叠结构预测计算方法取得

了很大的进展 [32,46]. 随着越来越多的蛋白质晶

体结构被解析出来, 基于蛋白质数据库 (PDB) 的

结构预测方法突飞猛进. 较早运用数据库信息是

二级结构预测算法 [47-49], 该算法根据数据库统计

信息, 从氨基酸序列出发预测蛋白质局部二级结

构, 对球形蛋白来说能达到 80% 的正确性 [50]. 二

级结构预测方法已被应用于蛋白质折叠识别 (fold

recognition)[51-52]、从头开始 (ab initio)蛋白质结构

预测 [53-54]、结构基序 (structural motif)分类 [55] 和

序列比对 (sequence alignment)[56-57] 等研究中.

相比二级结构预测方法, 三级结构预测的难

度更大. 目前, 三级结构预测方法主要包括对比蛋

白质建模方法 (comparative protein modelling) 和

从头开始预测方法两类. 前者以结构数据库中已

经解析的蛋白质片段为模板 (template), 通过同源

建模 (homology modeling)和序列比对等手段,拼接

数据库中已知的蛋白质结构片段 [51-52,58]. 该方法

的基本依据是蛋白质三级结构样式的有限性, 尽

管自然界有数百万种不同的蛋白质, 但是自然界

中独特的三级结构折叠样式却有 2 000 种左右, 因

此蛋白质结构可以表示为这些独特样式的不同组

合. 对于较小的球形蛋白分子, 预测结构与实验结

果已经十分接近 (误差在 2∼6 Å)[59-62]. 从头开始

的预测方法试图直接从物理原理出发预测三维空

间结构, 而不需要使用已经解析的蛋白质结构信

息. 这类方法包括基于牛顿运动方程的分子动力

学方法 [63-74]、基于 Langevin 方程 [75-82] 和 Monte

Carlo 算法 [83-86] 的随机动力学方法 [87-89] 等. 基

于物理原理的方法已经取得了巨大进展 [90-92], 但

是该方法需要很大的计算量, 往往局限于较小蛋

白质或者简化蛋白质模型的结构预测. 这种方法

的优势非常明显, 如可以帮助人们理解蛋白质在

生物制药中的结构变化机理,理解蛋白质折叠、结

构转变等动力学过程的机理, 帮助设计合成蛋白

质或者可以折叠的多聚物等等.

3 蛋白质折叠的统计热力学方法

热力学 (thermodynamics) 和动力学 (kinetics)

理论是蛋白质折叠机理研究中两种主要思路. 热

力学通过温度、体积和粒子数目刻画包含大量粒

子的系统, 用熵 (entropy)、焓 (enthalpy) 和总能

量等参数描述系统整体行为, 而非研究系统中每

个单独的粒子. 热力学理论认为蛋白质的自然态

结构具有最小自由能, 蛋白质折叠过程具有漏斗

状的能量面. 动力学理论认为自然态蛋白质具有

动力学意义上最容易达到结构, 蛋白质折叠过程

中存在特殊路径 [93-96](如生成某些中间态结构),

氨基酸多肽链可以沿折叠路径达到天然态结构,

而不需要搜索所有结构. 以扩散碰撞 (diffusion-

collision) 模型为例 [97-98], 该理论认为蛋白质折叠

过程中存在微结构域 (microdomain)(如二级结构

的初始形态、疏水残基团簇等) 的涨落 (fluctua-

tion), 微结构域的扩散运动和碰撞导致相互结合

并形成中间态结构, 中间态结构的存在加速了蛋

白质的折叠过程. 此外, 分阶段的折叠观点认为蛋

白质折叠过程可以分为多个阶段 [99]. 在折叠初始

阶段, 溶液与残基之间的疏水作用驱使蛋白质结

构快速塌缩, 在特定的残基相互作用模式 (由氨基

酸序列特殊性决定) 帮助下, 疏水塌缩促使二级结

构出现; 当蛋白质接近天然态结构时, 热力学机制

占据主导地位, 引导蛋白质结构向自由能最低的

状态转变.

蛋白质折叠是一个随机过程 (stochastic pro-

cess). 蛋白质在生物体内以大量分子的集体形式

存在, 分子群体运动形成可观测的宏观物理量. 此

外, 单个分子在溶液环境下作无规则布朗运动, 对
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单个分子的运动轨迹进行描述是极其困难的. 因

此, 统计力学的方法是研究蛋白质分子运动规律

的最佳途径. 同时, 蛋白质分子并非只有单一空间

结构, 而是相互关联、相互转换的微观状态 (mi-

crostate) 组成的系综. 即使是 X 射线和核磁共

振 (NMR) 观测到的天然态蛋白质晶体结构, 实际

上也是不同微观状态的系综平均. 从这个意义上

说, 自然态蛋白质结构是一组微观结构状态的集

合 [100], 这些微观状态代表了蛋白质晶体结构的

随机扰动. 蛋白质的宏观物理属性和可观测生物

功能是微观结构状态集合的系综平均, 因此, 自然

态结构系综的随机涨落对蛋白质的物理属性和生

物功能产生重要影响.

通过研究原子、分子间相互作用,掌握蛋白质

系综内部微观状态的结构特征、能量分布规律,有

助于深入了解蛋白质折叠机理, 也有助于从微观

角度解释宏观可观测物质属性. 同时, 在蛋白质

折叠过程中, 始终存在熵和焓之间的微妙平衡关

系, 结构状态与自由能的微小变化紧密相关 [101].

热力学状态是连接蛋白质结构与生物功能的桥梁,

Gibbs 自由能刻画了蛋白质结构状态的出现概率

(即结构稳定性),也反映了不同结构状态之间发生

转变的可能性. 因此, 在统计力学基础上, 还需要

研究溶液与蛋白质分子的热力学性质.

统计热力学认为:在给定的温度、体积和粒子

总数条件下, 蛋白质分子微观结构状态是千差万

别的; 而在整个宏观系统中, 蛋白质分子处于统计

概率最大的结构状态 [102]. 因此, 统计热力学给出

了宏观系统平衡态性质的微观分子理论解释 [103].

统计热力学理论包含经典热力学和统计力学的内

容, 但是又具有本身的特点 [104]. 与经典热力学之

间的差别在于, 经典热力学通过实验测量得到各

种热力学函数, 而统计热力学则基于统计力学基

本原理, 从分子模型出发经过理论推导得到各种

热力学函数; 与统计力学的区别在于, 在统计热力

学中, 从统计力学原理出发得到的热力学函数和

法则将被广泛用于系统宏观属性研究.

蛋白质折叠过程受到多种作用力的影响, 包

括疏水作用、氢键作用、静电力作用和范德华力

作用等. 从能量角度看, 虽然天然态蛋白质结构比

去折叠态结构更稳定, 但是两者之间的能量差别

很小, 仅有 5∼10 kcal/mol(蛋白质内部一个氢键强

度约为 1∼4 kcal/mol[105-106], 注 1 cal = 4.18 J), 因

此, 显然无法忽略各种分子间作用力对折叠过程

的微小影响.

在诸多作用力中, 疏水作用是驱使蛋白质主

链快速塌缩并形成疏水核心的主要力量 [107],在蛋

白质折叠过程中发挥最主要作用. 这些重要作用

表现在: 球形蛋白质通常具有疏水核心, 使疏水残

基远离水环境使结构能量更加稳定; 如果将蛋白

质放入非极性溶液中, 由于缺少极性溶液环境下

的疏水作用, 蛋白质主链通常会打开, 进入去折叠

状态. 研究表明,即使缺少适当的静电和氢键作用,

如果蛋白质主链疏水/亲水残基分布特征正确, 蛋

白质分子依然能够折叠成天然态结构 [108-110]. 主

链氢键作用是形成二级结构的关键作用力 [12], 但

是二级结构本身通常在溶液中是不稳定的, 蛋白

质分子主链的紧密填埋使 α螺旋和 β 片层结构更

加稳定; 同时, 也只有 α 螺旋和 β 片层结构这样

的规则结构才能使氨基酸多肽链在空间排布更紧

密. 作为一种长程作用力, 静电作用通常不被认为

是蛋白质折叠的重要力量, 一方面是因为多数蛋

白质的带电残基含量较少, 而且分布在蛋白质表

面具有较高介电常数区域, 另一方面蛋白质结构

稳定性似乎与溶液离子浓度无关, 带电残基的突

变通常对结构稳定性的影响很小. 但是, 随着研究

的不断深入, 静电作用的影响逐渐变得不可忽视.

范德华力在折叠过程中也是至关重要的, 这是因

为天然态蛋白质具有紧密的内部结构, 范德华力

作为一种近程作用发挥着不可替代的作用 [111].

蛋白质内部以及蛋白质–溶液环境之间的相

互作用力与结构稳定性紧密相关, 特别是作用力

与结构自由能之间的关系, 决定了蛋白质天然态

结构能否稳定存在. 因此, 对疏水作用、氢键作

用、静电作用和范德华力等非共价作用的统计热

力学原理研究至关重要. 对非共价作用力的研究

要点包括: (1) 作用力的物理机制; (2) 作用力在蛋

白质折叠过程中起到的作用; (3) 作用力变化对结

构自由能和稳定性的影响; (4) 作用力强度和对应

能量的计算方法等. 统计热力学要求蛋白质折叠

是一个各态遍历 (ergodic) 过程, 这是一个重要的

前提假设. 非共价作用力研究的基本方式是从物

理定律 (如库仑定律) 出发, 在合理的模型简化基

础上 (如点电荷模型、均匀介电常数假设),推导出

作用力的计算公式.

基于统计热力学原理的非共价作用力分析近

年来取得了许多积极进展. 通过对蛋白质折叠过

程中过渡态 (transition state)结构系综的热力学平
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衡态测量, 发现了使过渡结构稳定存在的作用力,

这些作用力来自于某些特殊氨基酸侧链的相互作

用 [112]. Lazaridis和 Paulaitis[113-114] 计算了简单小

分子溶液水合作用的熵,在此基础上, Ashbaugh和

Paulaitis[115]计算了甲烷和乙烷等分子水合作用的

熵, 与实验结构吻合得很好. 在蛋白质配体结合过

程中, 将溶解自由能分解为熵和焓两部分, 有利于

进一步理解整个生物过程, 这种方法已经被用于

配体结合自由能计算 [116-118]. 尽管如此, 统计热

力学方法仍然面临着一些挑战, 例如, 结构自由能

通常是熵和焓共同作用、相互补偿、相互抵消的

结果, 因而往往变化量很小, 不易分析对整体结构

稳定性的影响. 对蛋白质折叠过程中各种非共价

作用的统计热力学分析, 可以帮助我们深入理解

蛋白质各种结构状态的稳定性来源, 推动对折叠

机理和结构预测研究的发展.

4 疏水作用与分子溶解自由能

4.1 疏水作用 —– 蛋白质折叠的主要驱动力

自然界存在 20 种氨基酸, 根据侧链的物理、

化学属性不同, 可以分为疏水、极性、带电等多

种类型. 大量研究表明 [36,101,107,119-123], 疏水作

用是蛋白质结构在溶液环境中发生快速塌缩的重

要驱动作用. 疏水残基具有类似于两性分子 (am-

phiphilic) 的结构, 残基侧链末端是非极性的碳氢

(烃) 基团, 另一端则是主链部分具有极性特征的

碳氧 (羰基) 基团 C==O 和氮氢 (氨基) 基团 N—

H. 在非极性端 “厌水” 和极性端 “亲水” 作用下,

疏水残基相互聚集, 在蛋白质结构内部形成紧密

的疏水核心, 其中疏水末端构成蛋白质内部的疏

水 “微小球团”(globule), 亲水一端多数形成彼此

间氢键作用. 同时, 极性氨基酸残基也会在疏水

球团外部形成亲水 “包裹层”. 因此, 蛋白质折

叠态结构可以视为内部具有疏水球团核心、外部

拥有亲水表面层的类球形结构. 图 3 给出了肌

红蛋白 Myoglobin 的折叠态结构示意图. 外层

亲水残基中, 小球状原子共价键连接模型 (红色)

表示带负电 (acidic) 残基 (包括 Asp Glu), 棒状

模型 (蓝色) 表示带正电 (basic) 残基 (包括 Lys

Arg), 球形模型 (绿色) 表示极性 (polar) 残基 (包

括 Ser,Thr,Tyr,His,Cys,Asn,Gln,Trp); 内部球状 (白

色) 残基 (具有范德华半径的实心球状模型) 表示

疏水 (hydrophobic)残基 (包括 Ala Val Phe Pro Met

Ile Leu). 氨基酸缩写名称表示 Gly: 氨基乙酸, Ala:

丙胺酸, Val: 缬氨酸, Phe: 苯基丙氨酸, Pro: 脯氨

酸, Met: 蛋氨酸, Ile: 异亮氨酸, Leu: 亮氨酸, Asp:

天 (门) 冬氨酸, Glu: 谷氨酸, Lys: 赖氨酸, Arg: 精

氨酸 Ser: 丝氨酸 Thr: 苏氨酸 Tyr: 酪氨酸 His: 组

氨酸 Cys: 半胱氨酸 Asn: 天冬酰胺酸 Gln: 谷氨酸

盐 Trp: 色氨酸.

疏水作用是水溶液环境下球形蛋白质折叠的

主要驱动力 [36,107,120], 疏水残基远离溶液环境并

向蛋白质核心的埋藏过程导致了结构的快速折叠.

1959 年, Kauzmann[107] 提出通过改变周围溶液可

以测量疏水残基自由能变化, 并指出疏水残基进

入蛋白质内部后, 自由能降低约为 −8 kcal/mol 至

−25 kcal/mol. 这个结果表明疏水作用是蛋白质

折叠过程中最为重要的能量因素. 一般认为, 疏

水作用来源于水分子氢键网络被疏水残基破坏后

引起的熵减效应. 相对于氨基酸之间的直接相互

作用而言, 水分子相互作用是疏水效应的更重要

原因 [107]. 但是, 导致疏水作用的热力学因素十分

复杂, 至今为止, 直接给出疏水作用的定量计算公

式仍然十分困难.

图 3 Myoglobin (2BLH) 的疏水核心和亲水外层

4.2 疏水作用的统计热力学机理

疏水基团溶解的热力学过程是理解疏水作用

的关键, 许多学者研究了驱动疏水基团发生聚集

的统计热力学机制 [101,119,124-128],特别是溶液环境

下水分子与疏水基团之间的交界面特征 [126]. 由

于疏水基团在蛋白质内部的聚集, 引起结构中疏

水相和亲水相的分离, 并形成分界面. 与均匀液体

中分子之间相互作用的距离相比, 界面的尺度相

当大,足够形成类似于分子微团、双分子层等介观

尺度的结构. 在溶液环境中, 水分子之间形成氢键

网络, 分子间距离约为 3∼5 Å. 在这个尺度上, 水

分子的空间位置处于不断调整过程中, 彼此间的

氢键作用也处于不断消失–生成状态.

通常认为, 在疏水基团侵入之后, 水分子会在
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疏水基团周围形成具有规则结构的 “水笼”, 将疏

水基团包围在中间. 水分子网络中规则结构的出

现导致系统熵减少, 因而驱使疏水基团聚集成簇,

最大程度上降低水分子–疏水基团接触面积, 以期

减少规则结构的出现. 但是, 这种刚性 “笼状” 结

构的物理解释存在明显缺陷, 普通流体分子间的

相关度较弱, 还不足以形成类似晶体结构的规则

“水笼”,特别是在具有很大接触面积的疏水基团附

近,“笼状” 结构在几何上更难以想象.

疏水基团在水溶液中阻断氢键网络, 排斥水

分子并侵占近似球状的空间. 在这部分 “空腔”

内, 水分子无法存在, 更不能形成氢键作用, 因此

通过研究 “空腔” 在水溶液中的溶解过程, 可以进

一步了解疏水作用的物理基础 [101,125,129]. 溶液中

“空腔” 水合作用 (hydration) 的研究指出 [126,130],

对于较小的疏水基团 (如甲烷分子), 其体积尺

度小于 5 Å, 相对于水分子之间氢键的作用尺度

(3∼5 Å) 来说, 在无需打断水分子氢键的情况下,

这类小分子就能够存在于水分子氢键网络的空隙

之中(见图 4).水分子之间通过调整彼此间相对位

置, 使氢键分布在疏水小分子附近, 这个氢键位置

重新分布过程近似于水溶液中氢键网络的自发动

态调整过程. 对于具有较大体积的疏水基团来说,

基团表面积较大 (常超过 10 Å2) 且曲率较低, 表

面附近的水分子无法形成并维持完整的氢键网络.

在水溶液中每个水分子可以与周围 4 个水分子形

成氢键, 而在大疏水基团附近, 每个水分子平均氢

键个数只有 2∼3个.因此, 水分子具有远离大疏水

基团的趋势, 并在基团附近形成类似于液体–气体

的交界面 [130].

图 4 非极性小分子的疏水效应示意图

自由能是热力学系统状态发生改变的重要因

素. 分子溶解自由能 ∆G 是指溶液结构重新调整

并使溶质发生溶解的可逆功 [126,131], 包含焓的改

变量 ∆H 和熵的改变量 ∆S

∆G = ∆H − T∆S (1)

式中 T 是绝对温度. 焓表示分子之间相互作用势

能的平均强度, 熵表示了分子之间相关性或者分

子结构的有序程度. 在热力学状态改变过程中, 当

分子之间的相互作用发生明显改变时 (如氢键数

量的减少和液体–气体界面的生成),自由能 ∆G主

要受焓的影响, ∆G/T 随温度的升高而降低. 在热

力学状态改变过程中, 当氢键在空间中产生特殊

排布结构时 (如氢键网络中出现规则界面), 自由

能主要受熵的影响. 室温下, 小疏水基团在溶液中

的水合作用受到熵的控制 [101],自由能 ∆G随温度

的升高而增加.

自由能给出了分子系统的变化趋势, 当分子

系统变化过程导致 ∆G < 0时,该过程使系统趋向

于平衡态, 是一个自发过程 (spontaneous process).

因此, 在焓改变量 ∆H 的最小化和熵改变量 ∆S

的最大化推动下, 分子系统到达平衡状态. 在蛋

白质折叠过程中, 打开的蛋白质结构可取的空间

构型数目远远大于折叠态结构, 即 ∆S > 0; 疏水、

氢键等非共价作用使折叠态蛋白质结构保持紧密,

破坏这些作用力并使蛋白质结构打开需要输入能

量, 因此 ∆H > 0. 根据自由能的定义, ∆G 依赖于

焓 ∆H 和熵 ∆S 值的变化, 自由能改变量有可能

是正值, 也有可能是负值.

通过 Boltzmann因子,分子在溶液环境中的溶

解概率 P 与分子溶解自由能 ∆G之间建立了明确

的关系

P ∝ exp (−∆G/kBT ) (2)

式中 kB 是 Boltzmann 常数.

在室温和标准大气压下, 液相水和气相水之

间能够共存 (coexistence), 气、液两相的水分子之

间存在一个交界面, 这是因为液相水分子进入气

相水内部需要耗费较大热能. 理论分析 [130,132-133]

和模拟计算 [134-137] 发现, 液体水中的空腔周围存

在交界面,而且液体–空腔界面与液体–气体水分子

交界面十分相似. 较大球形空腔的水合作用需要

的自由能是 [126]

∆G ≈ 4πR2γ +
4

3
πR3p (3)

式中, R是球形空间半径, γ 是液体–气体表面的张

力, p是空腔内压力. 当空腔很大 (甚至达到宏观尺
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度) 时, 压力项 (与体积成线性关系)4πR3p/3 十分

重要;当空腔较小时,张力项 4πR2γ(与面积成线性

关系) 十分重要, 而压力项可以忽略不计. 在标准

温度和压力条件下, 由于体积排斥作用, 较大疏水

残基侵占水分子空间位置, 形成无水空腔区域. 水

分子之间的氢键被打断后, 在疏水溶质附近形成

交界面. 考虑到上述液体–腔体的能量分析, 较大

疏水溶质的溶解自由能主要包含与腔体面积 (R2)

相关的能量项.

小疏水分子在水中所占体积很小, 无需打断

水分子间的氢键, 也不会形成液体–空腔交界面.

在体积为 v 的溶液中, 发现 N 个水分子的概率表

示为 Pv (N), 则小疏水分子溶解自由能与 Pv (N)

有关, 可以表示为 [138]

∆G ≈ kBTρ
2v2

2χv
+

kBT ln (2πχv)

2
(4)

式中, ρ是溶液密度, χv 表示分子数 N 的随机涨落

的均方值 (mean-square fluctuation)[138]

χv = ⟨(δN)
2⟩v =

ρv + ρ2
∫
v

dr

∫
v

dr′ [g (|r − r′|)− 1] (5)

式中 g (r)是径向分布函数 (radial distribution func-

tion). 在近似情况下, χv 与体积 v 呈线性关系. 研

究表明 [126],小疏水分子的溶解自由能与所占体积

(R3)成比例,而不是面积 (R2). 小疏水分子溶解自

由能随体积增大而近似线性增长; 大疏水基团溶

解自由能随面积增大而近似线性增长. 因此, 疏水

分子的溶解自由能存在尺度效应.

基于溶解自由能的尺度效应, 疏水分子在水

溶液中将发生聚集. 设水中有相互分离的 n 个疏

水小分子 (半径为 r),这些分子的总溶解自由能表

示为

∆G1 = nkv = nk

(
4

3
πr3

)
(6)

式中 k 表示溶解自由能与分子体积之间的线性系

数. 当这些小分子紧密聚集在一起时, 形成较大疏

水单元 (体积为 V ,表面积为 S,半径为 R),此时溶

解自由能与单元面积呈线性关系, 分子溶解自由

能表示为

∆G2 = KV = K
(
4πR2

)
(7)

式中 K 表示溶解自由能与分子面积之间的线性系

数. 当 n足够大,且小分子发生紧密聚集的条件下,

大疏水单元的体积近似等于小分子体积之和 [126],

即满足下式

V =
4

3
πR3 = n

(
4

3
πr3

)
(8)

因此得到

r =

(
1

n

)1/3

R (9)

则疏水分子发生聚集前后的溶解自由能之比可表

示为

∆G1

∆G2
=

nk

(
4

3
πr3

)
K (4πR2)

=
kV

KS
(10)

从式中可以看出, 当大疏水单元的体积/面积比

(V/S)很大时,处于聚集状态的疏水分子具有相对

更低的溶解自由能, 因而该状态更稳定. 对于小疏

水分子, 溶解自由能主要受系统熵的影响 (由水分

子氢键结构调整引起); 对于大疏水单元, 溶解自

由能主要受到系统焓的影响 (由界面附近水分子

氢键数目的减少引起). 在水溶液环境中, 疏水作

用的尺度效应来源于熵与焓之间的相互竞争、相

互平衡, 这也是使疏水分子发生聚集的驱动力.

除了体积排斥作用外, 疏水基团与水分子之

间还存在范德华力作用, 同时, 疏水残基的羰基、

氨基一端具有极性, 与水分子之间还会发生亲水

作用. 尽管这些作用相对较弱, 仍然影响水分子 –

疏水基团界面的位置和形状.

5 氢键作用的强度与结构稳定性

5.1 氢键 —– 蛋白质结构稳定的重要作用力

氢键是氢原子与其他电负性 (electronegative)

原子 (如氧原子、氮原子等) 之间形成的吸引作

用, 该氢原子通常已经与其它电负性原子形成共

价键 (covalent bond). 氢键一般被描述为电偶极

子 (dipole) 之间的静电作用, 同时, 氢键也具有部

分共价键的性质. 例如, 氢键具有方向性, 只有当

羰基 (C==O) 和氨基 (N—H) 之间满足一定的角度

时, 才能形成氢键, 氢键的方向性使相邻水分子之

间只能存在 4 个氢键; 氢键具有较大的强度, 形成

氢键的两个原子 (H和电负性原子)之间的距离小

于二者的范德华半径, 这表明存在电子云的部分

重合. 在氢键中, 提供氢原子的一方常称为供氢者

(donor), 另外一方称为受氢者 (acceptor).

氢键在蛋白质折叠过程中发挥着关键作用,

早在 1951 年, Pauling 和 Corey 等 [12-13,139-140]
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学者就指出氢键是形成 α 螺旋 (helix) 和 β 片

层 (sheet) 的重要作用力. 通过对比氨基酸与水

分子和氨基酸与氨基酸之间氢键能量的差异, 可

以估计出氢键对蛋白质结构稳定的贡献 (见图

5). Pauling 等 [12]学者给出了氨基酸功能基团 N—

H· · ·O==C 之间氢键能量 (约 −8 kcal/mol); Schell-

mann 首次测量了蛋白质折叠反应中氨基酸之间

氢键的强度, 结果表明氢键带来的焓变化量 ∆H

是形成螺旋结构的驱动力, 水溶液中 ∆H(enthalpy

change) 约为 −1.5 kcal/mol[141-142]. 直到 1959 年,

Kauzmann[107] 指出非极性基团的疏水作用是蛋白

质折叠的主要驱动力 (这个结论得到不断证实并

被普遍接受), 氢键作为蛋白质折叠驱动力的地位

才逐渐被疏水作用取代.

图 5 蛋白质主链上氨基酸残基之间氢键作用示意

图

尽管疏水作用在蛋白质结构塌缩和结构自组

装 (self-assembly) 中扮演着重要角色, 然而蛋白质

折叠绝非简单的掩埋疏水残基、暴露亲水残基过

程. 在疏水作用的驱动下, 普通油脂也会在水中发

生聚集,但是并不具有稳定的特殊空间结构. 因此,

仅仅依靠疏水作用还不足以解释为何蛋白质具有

稳定的自然态结构. 包括氢键在内的多种作用力

是蛋白质形成特殊结构的重要原因, 在这些作用

力的共同驱使下, 残基侧链在蛋白质内部形成三

维拼图游戏 (jigsaw puzzle) 一样的相互填补, 并使

蛋白质的紧密程度近似于晶体结构 [143]. 非极性

残基在蛋白质内部的聚集被认为是形成三级结构

的推动力, 残基之间氢键作用则决定了蛋白质二

级结构 [144]. 例如,在 α螺旋结构中,第 i个残基的

羰基 (C==O)与第 i+4个残基的氨基 (N—H)之间

形成氢键, 规则的氢键分布使蛋白质主链形成螺

旋状结构; 与 α 螺旋相似, 不同的氢键排布方式还

导致其他类型螺旋结构, 如 310 螺旋结构 (第 i 和

第 i + 3 个残基之间形成氢键) 和 π 螺旋 (第 i 和

第 i+ 5 个残基之间形成氢键).

判断氨基酸残基之间是否存在氢键的法则包

括距离–角度、氢键能量等方面. 较为简单的判别

准则认为, 如果在 N—H 和 C==O 之间存在氢键,

原子 N—H—O 形成的角度 θ 和原子距离 rHO 应

该满足条件 [145-147]

θ > 120◦ 且 rHO < 2.5 Å (11)

根据这个法则,大约 90%的蛋白质主链 N—H

和 C==O 基团之间存在氢键 [145]. 在更为细致

的氢键判断准则中, 通过计算带电原子之间的的

Coulomb 能量 (图 5), 也可以判断残基之间是否存

在氢键 [148]

E = fδ+δ−
(

1

rNO
+

1

rHC
+

1

rHO
+

1

rNC

)
(12)

式中, f = 332 kcal/e2, δ+ 和 δ− 是原子的残余电

荷, 单位是电子电量 e, rNO 是 N—O 原子之间距

离, rHC 是 H—C原子之间距离, rHO 是 H—O原子

之间距离, rNC 是 N—C 原子之间距离. 当氢键库

仑能量小于阈值时 (如 E < −0.5 kcal/mol),可以认

为残基之间形成了氢键 [148]. 基于这个法则, 大约

有 62%的蛋白质主链 N—H 和 C==O 基团之间存

在氢键 [149].

5.2 蛋白质结构中氢键的能量计算

一般认为, 氢键包含电偶极子 (electric dipole)

的静电 (electrostatic)作用和部分共价 (covalent)作

用. 研究表明, 库仑静电作用在氢键强度中占重要

地位 (约 75%)[147,150], 共价作用所占比例少于 5%.

通过对晶体结构中氢键几何特征的研究, 可以导

出氢键能量 Ehb 的经验公式 [151-153]

Ehb = ErEpEt (13)

式中Er表示原子N—O间距离 r对能量的影响 [154]

Er =

(
4r6m
r6

− 3r8m
r8

)
Em (14)

式中, rm 表示 N—O 原子间的平衡距离, Em 是该

距离对应最低能量. 对于蛋白质主链的氢键, 一般

取 rm = 3 Å.

与原子共价键之间角度有关的能量项为 [154]

Ep = cos2 θ (15)

Et =


[0.9 + 0.1 sin(2ti)] cos t0, 0◦ < ti 6 90◦

K1[K2 − cos2(ti)] cos t0, 90◦ < ti 6 110◦

0, 110◦ < ti

(16)
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式中, 角度 θ, ti, t0 的含义见图 6.

图 6 氢键中原子之间几何关系示意图

5.3 氢键对自由能和结构稳定性的影响

蛋白质折叠发生在水溶液中, 周围存在大量

水分子并形成氢键网络. 蛋白质的极性残基和带

电残基与水分子形成氢键、静电作用, 因而受到

水分子的吸引; 疏水残基则阻碍水分子间形成氢

键, 因此受到水分子的排斥. 通过将疏水残基掩

埋到蛋白质内部, 水分子可以把缺失氢键引起的

自由能改变量降低到最小. 但是, 当疏水残基进

入蛋白质内部时, 残基主链部分的极性基团 N—N

和C==O也被带入远离水分子的内部环境, 丧失与

水分子形成氢键的机会. 主链极性基团与水分子

之间氢键的断开导致自由能增加. 为了使结构更

加稳定, 身处蛋白质内部的主链极性基团必须彼

此配对, 重新形成氢键作用, 这样就催生了规则的

二级结构.

氢键的有规律分布对自然态蛋白质结构起到

固定作用. 多数氢键处于蛋白质内部, 其余则分布

在蛋白质表面, 受到水分子从四面八方的不断冲

击. 在一定溶液条件下, 当暴露在水溶液中的氢键

被打断时, 水分子就可以逐步深入到蛋白质内部,

并试图断开内部结构的氢键, 直至最终打开蛋白

质结构中所有氢键. 这时候, 蛋白质结构就会发生

去折叠.

与氢键本身的能量相比, 氨基酸之间形成氢

键的自由能变化量更具意义. 在蛋白质分子中, 氨

基酸残基之间存在氢键作用 (CO· · ·HN); 同时,

氨基酸残基也能与水分子形成氢键 (CO· · ·HOH

和NH· · ·OH2, 见式 (17)). 因此, 水溶液对氨基酸

之间的氢键有强烈的破坏作用, 蛋白质结构稳定

性取决于氨基酸–氨基酸之间的氢键是否比氨基

酸–水分子之间的氢键更稳定 [155-158].

CO · · ·HOH+NH · · ·OH2 =

CO · · ·HN+HOH · · ·OH2 (17)

蛋白质分子中氢键热力学稳定性的研究仍然

存在不一致的观点 [156,159-160]. 20 世纪五六十

年代, Schellman 等 [141-142] 学者研究了包含氢键

(hydrogen-bonded) 的多肽链从折叠态转变为随机

长链 (random chain) 过程中自由能的改变, 对聚

氨基乙酸 (polyglycine) 形成的螺旋 (helix) 和片层

(sheet) 结构自由能估算表明 [141], 水溶液中极性

基团之间氢键的稳定性较为微弱, 残基形成一个

氢键带来的焓 (enthalpy) 降低约为 −1.5 kcal/mol,

自由能最多降低约为 −0.6 kcal/mol[141-142]. 不同

类型的氨基酸侧链结构对残基氢键稳定性也有影

响, 依据侧链性质和空间分布的不同, 会加强或

削弱折叠态蛋白质结构的稳定性 [141]. 1962 年,

Klotz 和 Franzen[161] 研究了在不同溶液环境下

N-甲基乙酰胺 (N-Methylacetamide) 的红外吸收光

谱 (infrared spectroscopy). N-甲基乙酰胺是一种

小分子化合物, 分子式为 C3H7NO, 分子结构是

O

||
CH3−−C−−N−−CH3

|
H

, 能够很好表示残基之间氢

键作用. 对 N-甲基乙酰胺 (N-Methylacetamide) 的

二聚化 (dimerization) 实验研究发现, 在 25 ◦C 条

件下, 极性溶液 (水溶液) 中 C==O 和 N—H 形

成氢键的自由能变化为正值 (约 3.1 kcal/mol), 因

此氨基化合物之间 (interamide) 的氢键十分不稳

定 [161]; 在二氧杂环乙烷 (dioxane) 溶液中, 尽管

介电常数 (dielectric constant) 很低 (大约为 2),

氨基化合物之间的氢键稳定性仍然较弱 (形成氢

键的自由能约 0.39 kcal/mol)[161]; 只有在四氯化

碳 (carbon tetrachloride) 有机溶液中, 氨基化合物

之间的氢键才能稳定存在 (形成氢键的自由能约

−0.92 kcal/mol)[161]. 因此他们认为, 除了少数介电

常数非常低的局部区域外, 在极性溶液中残基氢

键对蛋白质分子的稳定作用贡献不大 [161].

另一种观点认为氢键是自然态蛋白质结构稳

定的最主要原因 [162]. Fersht 等 [155] 学者研究

了水溶液中酪氨酰–tRNA 合成酶 (tyrosyl-tRNA

synthetase) 的突变体与基质 (substrate) 之间的氢

键作用, 通过突变合成酶的某些氨基酸侧链, 可

以使酶与基质之间的氢键断开, 并计算出氢键断

开前后的自由能变化. 实验发现, 极性基团之间

形成氢键带来的自由能降低大约为 −0.5 kcal/mol

至 −1.8 kcal/mol, 当氢键的供氢者或受氢者带电

荷时, 自由能降低量进一步达到 −3.5 kcal/mol 至
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−4.5 kcal/mol[155]. 单聚物 (monomer) 的二聚化

(dimerization)过程研究表明 [157,163],分子间氢键的

形成增加了双分子系统的约束, 使分子的平移和

旋转自由度丧失, 导致了很大的熵减少, 正是这部

分熵减 (而非氢键本身的能量) 使二聚物不稳定.

从熵损失角度说, 两个相互独立的自由分子之间

形成氢键的二聚化过程, 并不等价于蛋白质分子

内部氢键的形成过程. 这是因为蛋白质中绝大部

分氢键是在分子内部形成的, 该过程引起的熵损

失很小, 反应平衡常数 (equilibrium constant) 远

远大于单分子之间的二聚化 [157]. 因此, 自由分

子二聚化实验低估了氢键对蛋白质结构的稳定作

用. 即使二聚物在极性溶液 (水) 中不稳定, 也不

能得到 “氢键不是维持蛋白质结构稳定性的重要

驱动作用” 的结论. 通过消除分子平移、旋转熵

损失的影响, Doig 和 Williams[163] 研究发现, 无

论是在极性溶液 (水) 还是在非极性溶液 (四氯

化碳 (tetrachloromethane)) 中, 氢键对结构的稳定

作用都比预想的要大许多, 因此氨基化合物之间

的氢键作用为折叠态蛋白质结构稳定性提供了强

大的驱动力. Shirley 等 [164] 研究了核糖核酸酶

T1(ribonuclease T1) 突变体的氢键变化和结构稳

定性, 给出了氢键对结构稳定性的平均能量贡献

(约为 −1.3 kcal/mol), 并指出氢键对蛋白质结构的

稳定作用与疏水作用同样重要. 如果在水环境下

残基之间形成一个氢键带来的焓改变量为 ∆H =

−1 kcal/mol, 那么, 对于包含 100 个氢键的蛋白质

分子来说, 能量降低约为 −100 kcal/mol. 普通小

蛋白质分子折叠的能量势垒 (energy barrier) 约为

−20 kcal/mol至 −60 kcal/mol[165],而自由能的涨落

(fluctuation) 甚至更小 (约小于 5 kcal/mol)[166], 因

此, 氢键能量对结构稳定性的影响将是巨大的.

蛋白质结构中的氢键强度与周围环境的相对

介电常数 εr 也有关系. 在一个大气压、 温度

为25 ◦C条件下, 纯水的相对介电常数 (relative di-

electric constant) 为 εr = 78.5; 在蛋白质内部, 相对

介电常数为 εr = 4. 考虑到氢键的 Coulomb 作用

力, 在蛋白质内部的氢键作用具有较大的强度, 使

蛋白质结构更加稳定. 这些相对较强的氢键往往

被疏水残基的侧链包裹, 周围较少出现水分子, 形

成远离水分子的 “干燥” 区域.

对氢键热力学稳定性的研究仍然面临着许多

挑战, 特别是缺少合适的化合物分子模型, 使氢键

对蛋白质结构稳定性的能量分析更加复杂, 导致

不同的结论. 水分子之间氢键的断开导致系统焓

的增加, 同时也导致系统熵的增加, 这两部分能量

变化具有相互抵消作用. 熵和焓对自由能变化的

影响有一部分相互抵消后, 剩余部分使蛋白质结

构处于稳定与不稳定的边缘, 任何微小的自由能

变化都会带来很大影响 [101].

在极性溶液 (水) 环境中, 水分子与残基之间

存在氢键作用, 约束了水分子的空间平移和旋转

自由度, 因此氢键稳定性主要是水分子熵变化驱

动的. 水分子不断从四周碰撞蛋白质分子, 倾向于

使熵损失降低到尽可能小的程度. 在非极性溶液

环境中, 氢键对结构的约束作用源于焓和熵两部

分,与氢键数量及电荷分布密切相关 [155,161]. 面对

折叠态蛋白质分子内部残基–残基氢键和去折叠

态蛋白质残基–水分子氢键, 如果比较两者的稳定

性, 至少需要理解下述复杂的过程 [158]: 在水溶液

中 (高介电常数)和蛋白质内部 (低介电常数)形成

氢键时焓 (enthalpy)的定量计算;残基进入蛋白质

内部并形成氢键引起的去溶剂化 (desolvation) 能

量损失; 残基间氢键引起的侧链和水分子构型熵

(configuration entropy) 的变化; 残基间氢键强度对

蛋白质分子几何构型的依赖关系. 目前, 关于蛋白

质分子内部氢键的热力学稳定性问题仍然在持续

不断进行 [167].

6 静电力对蛋白质结构稳定的影响

6.1 静电作用 —— 与多种因素有关的复杂作

用力
静电力 (electrostatic interaction) 在蛋白质折

叠和结构稳定中扮演着重要的角色, 例如, 在极端

的酸碱度 (pH)环境下,蛋白质结构发生去折叠.然

而, 对静电力的精确描述仍然十分困难, 静电作用

如何影响蛋白质折叠过程也是不易理解的. 这其

中的部分原因来自静电力对溶液环境以及结构几

何属性的依赖等.

构成蛋白质的 20 种氨基酸中包含带正电 (如

Lys, Arg) 和带负电 (如 Asp, Glu) 的氨基酸, 还

包含具有极性但是不发生电离的氨基酸 (如 Asn,

Gln,Ser,Thr,Tyr);同时,由于肽键 (peptide bond)具

有共振结构 (resonance structure)[168-169],蛋白质主

链上肽键两侧的 C==O 和 N—H 基团也具有残余

电荷 (O 原子 −0.28 电子电荷,N 原子 0.28 电子电

荷), 使肽键称为一个永久电偶极子. 当具有相反

电荷的残基或带电基团相互接触时 (如距离小于
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5 Å), 彼此之间会产生静电作用, 这种非共价键作

用称为盐桥 (salt bridge)[170-172]. 盐桥静电作用对

结构自由能的贡献可以从三方面考虑 [173]: 带电

残基之间相互作用, 电荷与永久电偶极子之间相

互作用, 电荷去溶剂化引起的能量改变.

盐桥对蛋白质结构的稳定作用十分复杂, 因

而使静电自由能受多种因素影响 (如溶液 pH 值、

蛋白质几何形状等). 对于水溶液中的球形蛋白质

(globular protein) 来说, 周围是充满极性分子的溶

液环境, 蛋白质内部是远离溶液的疏水环境. 一方

面, 带电残基倾向于蛋白质外部的极性环境, 但折

叠过程中部分带电残基进入蛋白质内部, 电荷在

内部的聚集产生去溶剂化和规则分布效果. 去溶

剂化引起焓增加, 规则分布引起熵减少, 导致自由

能增加和蛋白质结构不稳定, 这部分能量变化称

为去溶剂化消耗 (desolvation cost). 另一方面, 带

电残基与结构内部的其他带电残基 (或永久电偶

极子) 形成盐桥的静电吸引作用, 能够使蛋白质结

构更加稳定. 因此, 静电作用使蛋白质结构更加稳

定还是更加不稳定, 取决于占主导地位的是去溶

剂化消耗还是电荷静电吸引作用. 蛋白质内部盐

桥吸引作用带来自由能降低, 如果这部分自由能

降低无法抵消去溶剂化引起的自由能增加, 那么

蛋白质结构变得更加不稳定. 带电残基的去溶剂

化和电荷吸引是结构稳定的两个对立面, 两者都

依赖于多种因素, 如蛋白质结构改变引起的带电

残基重新分布, 溶液 pH 值对残基电荷的影响, 蛋

白质内部介电常数的估计等. 这些因素的任何微

小变化都会改变双方的地位, 使结构稳定性发生

逆转. 因此, 静电作用的自由能处于临界状态, 介

乎稳定和不稳定之间.

蛋白质结构稳定性依赖于折叠态结构自由

能 GF 与去折叠态结构自由能 GU 之间的差异

∆GU = GU − GF, ∆GU 是打开折叠态蛋白质结构

所需的自由能. 如果 ∆GU > 0, 那么折叠态结构更

稳定. 与此类似, 盐桥静电作用对蛋白质结构稳定

性的影响可以表示为 [173]

∆∆GU = ∆Gsb
U −∆Gnon-sb

U (18)

式中 ∆Gsb
U 表示打开具有盐桥静电作用的折叠态

蛋白质结构所需自由能, ∆Gnon-sb
U 表示打开缺少

盐桥静电作用的折叠态蛋白质结构所需自由能,

∆∆GU 表示盐桥静电作用对打开折叠态蛋白质结

构所需自由能的贡献. 如果 ∆∆GU > 0, 那么盐桥

静电作用使蛋白质折叠态结构更加稳定; 反之, 则

静电作用使结构更加不稳定.

6.2 静电作用的主要影响因素

6.2.1 溶液环境 pH 值

静电作用的自由能改变与溶液 pH 值密切相

关, 根本原因在于 pH 值对带电残基电荷的影响.

可电离 (ionable)残基的带电状态由酸度系数 (acid

dissociation constant)Ka 或其对数 pKa 表示. 在氨

基酸的离解 (dissociation) 过程 [174]

HA � A− +H+ (19)

氨基酸 HA 发生去质子化 (deprotonated), 成为酸

(acid)A−. 酸度系数 Ka 是离解化学反应的平衡常

数 [175]

Ka =
[A−] [H+]

[HA]
(20)

Ka 定量描述了溶液中酸性物质的强度. 由于 Ka

的数值范围很大, 通常使用对数表示酸度系数

pKa = − lgKa (21)

pKa 的值越大, 氨基酸离解的程度越弱. 弱酸在水

中的 pKa 值通常处于 [−2, 12], pKa < −2 表示强

酸. 当氨基酸去质子化 (丢失一个 H+) 之后, 带有

负电荷; 同时, 被质子化的氨基酸得到一个 H+, 带

有正电荷. 氨基酸的带电状态通过 Henderson Has-

selbach 方程描述 [176]

pH = pKa + lg
[A−]

[HA]
(22)

当 pH 值比 pKa 小 2 时, Henderson Hassel-

bach 方程可以写为 [A−]/[HA] = 0.01, 表示氨基

酸 99% 被质子化 (具有正电荷); 当 pH 值比 pKa

大 2 时, 方程可以写为 [A−]/[HA] = 100, 表示氨基

酸 99%被去质子化 (具有负电荷).带电氨基酸残基

的 pKa 值代表该氨基酸的电离程度, 即所带电荷

的强度.理论和实验研究表明 [177-178],与孤立状态

的氨基酸相比, 处于蛋白质结构中的氨基酸残基

所带电荷会发生改变, 称为 pKa 漂移 (pKa shift).

这种变化源于残基与结构中其他带电基团的相互

作用, 也包括与极性溶液环境的相互作用. 利用

Poisson–Boltzmann差分方法计算静电自由能发现,

蛋白质结构稳定性与环境 pH 值之间存在依赖关

系 [179]. 因此, 溶液环境的 pH 值决定了氨基酸带

电状态, 也对蛋白质折叠过程中静电作用的自由

能改变 (即结构稳定性) 具有重要影响.
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6.2.2 蛋白质内部的介电常数

如果将蛋白质内部看作具有较低介电常数的

均匀连续体, 将外部水环境看作具有较高介电常

数的均匀连续体,同时设游离带电离子满足 Boltz-

mann分布,可以建立 Poisson–Boltzmann模型计算

静电作用的能量 [180-181]

−∇ · ε∇ϕ = ρ+
∑
i

qini exp

(
qiϕ

kBT

)
(23)

式中, ϕ 是静电作用势能, ε 是介电常数, qi 是第 i

种带电离子的电荷, ni 是第 i 种带电离子的浓度,

kB 是 Boltzmann常数, T 是绝对温度.在得到 ϕ之

后, 可以计算出带电残基能量 Gele

Gele =
1

2

∑
qiϕi (24)

式中, qi 是第 i 个残基的残余电荷, ϕi 是第 i 个残

基所处位置的静电势能.

在 Poisson–Boltzmann 模型中, 残基静电能与

介电常数 ε成反比例,因此,将带电残基从极性 (高

ε 值) 水环境中移至非极性 (低 ε 值) 需要消耗能

量, 即去溶剂化消耗. ε 的变化程度直接影响能量

消耗的多少. 为了计算折叠过程中带电残基位置

变化引起的静电自由能改变, 需要给出蛋白质内

部的介电常数 ε.

电荷周围环境的介电常数可以表示为 ε =

εrε0,这里 ε0 = 8.854 187 817×10−12 F/m是真空中

介电常数, εr 是相对介电常数. 通常认为, 水溶液

中 εr ≈ 80, 蛋白质内部 εr ≈ 4, 但是研究表明, 将

蛋白质内部的相对介电常数设为 εr = 20 能够得

到更好的结果 [182], 蛋白质的 pKa 计算值与实验

结果更加吻合. 一个可能的解释是, 由于 Poisson–

Boltzmann 模型忽略了结构改变引起的 pKa 漂移

现象, 给计算结果带来误差, 而较高的介电常数可

以抵消这部分误差 [182].

电荷产生的静电场会使电场中其他电荷重新

排布 (图 7), 如果考虑蛋白质结构和溶液中每

个原子的极化现象, 可以精确计算静电作用的自

由能 [183-185].另一种较为简单方法是通过介电常

数表示电荷产生的屏蔽作用 (shielding). 在静电力

计算中, 通常把蛋白质看作一个均匀介质, 利用单

一的介电常数 ε 表示其极化程度. 然而, 蛋白质空

间结构是非均匀的, 不同区域具有不同的极化程

度. 在蛋白质与水环境的接触表面附近, 电荷引起

的极化程度较高, 对应较大介电常数; 在远离水分

子的蛋白质内部, 极化程度较低, 对应较小的介电

常数. 同时, 考虑到蛋白质结构在折叠过程中不断

发生变化, 带电基团在空间的重新分布也会改变

蛋白质内部介电常数. 均匀介电常数模型无法考

虑蛋白质与水环境之间静电屏蔽作用, 引起静电

作用自由能计算误差, 甚至导致蛋白质结构在稳

定与不稳定状态之间发生逆转. 因此, 可以建立随

空间位置变化的蛋白质介电常数模型. 空间非均

匀介电常数模型的研究表明, 电荷分布对介电常

数 ε 的影响非常复杂, 在有些情况下, 介电常数 ε

与电荷距离之间存在近似线性关系 [186-187], 但是

多数情况下, 目前仍无法用单一函数表示蛋白质

结构中介电常数的变化规律 [188].

图 7 带电离子在水溶液中的极化和屏蔽效应

6.2.3 盐桥几何特征

在蛋白质结构中, 带电残基侧链之间形成盐

桥静电作用, 盐桥对结构稳定性的影响与侧链之

间的相对位置 (即盐桥的几何特征) 有关. 通常盐

桥几何特征可以从两方面刻画: 带电残基距离 r

和残基相对角度 θ. 残基距离 r表示两个残基侧链

上带电基团之间的距离, 相对角度 θ 表示由残基

Cα 原子指向带电基团的矢量形成的角度.

在折叠过程中, 蛋白质结构处于不断运动状

态,氨基酸残基位置的变化导致盐桥之间距离 r和

相对角度 θ 发生改变. 同时, 蛋白质结构上电荷分

布位置发生改变,引起结构内部介电常数、电场强

度变化, 导致盐桥带电残基的静电作用强度变化.

对核磁共振 (NMR) 蛋白质结构数据的研究表明,

离子间静电作用强度与蛋白质结构变化有显著关

系 [172]. 在不同几何特征下, 盐桥的离子静电作用

在稳定/不稳定状态之间发生逆转 [189], 这表明静

电作用对蛋白质稳定性的影响依赖于空间结构变

化和盐桥几何特征. 进一步研究指出, 当盐桥几何

特征同时满足 (1) 残基带电基团 (电性相反) 中心

距离 r < 4.0 Å; (2) Asp/Glu侧链氧原子与 Arg/Lys
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侧链氮原子距离小于 4.0 Å时, 盐桥静电吸引作用

最强 [190].

7 范德华力对自由能的影响

范德华 (van der Waals) 力是分子之间的相

互吸引/排斥作用力. 与共价键和离子键不同, 范

德华力是相互接近的分子 (原子) 间发生极化耦

合 (polarization correlations) 引起的, 可以通过

Lennard-Jones 势表示 [191-192]

E = ε

[(rmin

r

)12

− 2
(rmin

r

)6
]

(25)

虽然简单模型的分子间范德华力已经研究得

很清楚, 但是如何准确计算蛋白质分子中范德华

力对自由能的影响仍然很困难. 一般认为, 范德华

力对稠密流体 (dense fluid) 的结构影响很小 [193],

但是, 在疏水基团与水溶液的相互作用中, 范德华

力的影响与基团尺寸有关. 在较小尺寸 (半径约

4 Å)疏水基团附近,水分子通过调整局部位置以维

持氢键网络, 使贴近疏水基团表面的水分子密度

增大 (约两倍), 这个过程被称为 “浸润 (wet)”[126].

在较大尺寸 (半径大于 10 Å) 疏水基团附近, 由于

基团和水溶液的接触面曲率低、延伸广, 贴近疏

水基团表面的水分子之间难以维持氢键作用, 氢

键网络受到破坏, 因此水分子倾向于远离疏水表

面, 使疏水表面附近水分子密度降低, 这个过程被

称为 “不浸润 (dewetted)”[126]. 在较大疏水基团

“不浸润” 表面附近, 由于液体水分子稠密程度相

对较低, 水分子分布比较稀疏, 水分子密度和密度

涨落受范德华力的影响力较大. 尽管在范德华力

吸引作用下, 大尺寸疏水基团表面附近的水分子

密度有所增大, 但是这不同于小尺寸疏水基团表

面的 “浸润” 情况, 两者的重要区别在于水分子密

度的涨落. 在疏水基团–水溶液交界面附近, 涨落

的大小决定了范德华力对平均水分子密度的影响

程度 [193],同时也决定了疏水基团发生聚集的动力

学过程 [194]. 研究表明: 范德华力对溶解自由能的

影响可以表示为 [195]

∆G = ∆GV + ρ

∫
V

gV (r)u (r) dr (26)

式中 ρ 是溶质 (solute) 密度, gV (r) 是溶剂平均

密度的相对值, 表示溶剂中存在和不存在溶质两

种情况下平均密度的比值. u (r) 表示在 r 处范德

华力对溶剂的势能作用, ∆GV 表示溶质体积为 V

的溶解自由能. 这里溶质是疏水基团, 溶剂是水溶

液. 在疏水基团–水溶液界面附近, 范德华力表现

为吸引力, u (r) 为负值, 因此水分子与疏水基团

之间的范德华力有利于溶解过程. 在较小疏水基

团附近, 上式中 ∆G 近似与溶质体积 V 成线性

关系 [126,195-196]; 在较大疏水残基附近, ∆G 近似

与溶质表面积成线性关系. 因此, 范德华力对溶解

自由能的影响, 类似于溶质体积对溶解自由能的

影响 [126].

在蛋白质结构内部, 范德华力对结构稳定性

的影响十分复杂. 折叠态蛋白质内部结构往往

十分紧密, 残基侧链之间形成类似晶体结构的

排布 [197].当原子之间近距离接触时, 范德华力占

有十分重要的地位, 对蛋白质结构的稳定性产生

显著影响 [198]. 对葡萄球菌核酸酶 (staphylococcal

nuclease) 的突变数据分析表明, 蛋白质结构的稳

定性与分子内部范德华作用力之间存在很好的相

关性 [199]. 但是, 范德华力和氢键作用往往相互耦

合. 一方面范德华力的吸引作用使残基相互接近,

拉近了氢键的 NH和 CO基团,导致氢键作用力增

强 [200];另一方面残基间氢键的吸引作用也会缩短

原子的距离, 增强范德华作用力, 使蛋白质内部结

构更加稳定. 因此, 在定量分析范德华力对蛋白质

结构稳定性的贡献时, 如何区分范德华力和氢键

对自由能的影响仍然是一个挑战.

8 结 语

蛋白质在水溶液中发生折叠, 折叠过程依赖

于微观状态的结构特征和自由能分布, 需要以微

观结构系综的熵/焓变化规律为研究对象, 建立统

计热力学模型. 疏水作用、氢键、静电力和范德华

力是折叠过程中的重要非共价作用力, 对结构稳

定具有举足轻重的影响. 非共价作用的自由能变

化机理研究表明, 驱动蛋白质发生折叠的原因是

水溶液–蛋白质、蛋白质内部残基之间相互作用引

起的熵/焓竞争. 对主要非共价作用自由能变化的

分析, 为进一步研究蛋白质折叠的统计热力学原

理奠定了基础,
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STATISTICAL THERMODYNAMICS FOUNDATIONS OF

PROTEIN FOLDING
——MECHANISM OF NON-COVALENT INTERACTIONS*

SUN Weitao†

Zhou Pei-Yuan Center for Applied Mathematics, Tsinghua University, Beijing 100084, China

Abstract Protein folding is a complex process involving physics, chemistry and biology. Multidisciplinary ap-

proaches have to be used, including thermodynamics, statistical mechanics, polymer dynamics. The attempts to

develop protein folding models solely at macroscopic or microscopic scale still face huge difficulties. It is believed

that statistical thermodynamics is a prior way for addressing protein folding problem. In this work, we reviewed

the mechanism of important non-covalent interactions in water solution, such as hydrophobic effect, hydrogen

bonding and electrostatic interactions. The effects of non-covalent interactions on protein structure stability

is discussed. The understanding of relationship between non-covalent interactions and entropy/enthalpy/free

energy is essential for developing statistical thermodynamics theories, as well as for proposing microscopic

statistical interpretations for macroscopic thermodynamics.

Keywords protein folding, free energy, statistical thermodynamics
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