
“后AlphaFold时代”的蛋白质折叠问题
胡昕炜1,2, 王志珍1,2, 王磊1,2*

1. 中国科学院生物物理研究所, 生物大分子国家重点实验室, 北京 100101;

2. 中国科学院大学生命科学学院, 北京 100049
* 联系人, E-mail: wanglei@ibp.ac.cn

以AlphaFold为代表的使用深度学习人工智能(artificial
intelligence, AI)的蛋白质结构预测方法, 已经改变了结构生

物学乃至整个生命科学领域. 生命科学的研究似乎已进入

“后AlphaFold时代”. 我们都知道, 蛋白质折叠过程是在活细

胞中进行的, 但我们对细胞复杂环境内蛋白质折叠过程的理

解还非常少. 本文回顾了蛋白质折叠早期的研究历史, 特别

是中国科学家的贡献, 总结了体外和体内的蛋白质折叠问题.
体外的经典蛋白质折叠问题指多肽链如何折叠成具有三维

结构的蛋白质分子. 自蛋白质折叠的热力学假说被提出以来,
近些年人们建立了几种现象学模型来描述蛋白质折叠过程

中的结构变化途径. 体内的蛋白质折叠指细胞内新生肽链从

核糖体上合成出来到最终成熟为有活性的功能蛋白质, 包括

新生肽链的折叠、修饰、转运、跨膜、组装、分泌等过程,
甚至还包括蛋白质的降解, 这远比体外蛋白质折叠问题复杂.
进入“后AlphaFold”时代, 我们需要打破传统学科界限, 通过

跨领域的深度交叉融合来全面地解析蛋白质折叠问题.

1 悬而未决的蛋白质折叠问题
如今, AlphaFold等机器学习算法可以于几秒钟内在原子

分辨率预测蛋白质结构[1]. 其本质其实也还是依据Anfinsen
原理, 在积累至今60多年间测定的蛋白质结构数据上进行预

测. 目前, 几乎地球上所有已知的蛋白质结构都已被预测. 科
学家甚至能根据需要从头设计自然界不存在的具有新型拓

扑结构的有功能的蛋白质[2~4]. 生命科学的研究似乎已进入

“后AlphaFold时代”. AlphaFold的发展给生命科学带来了新

的可能, 自然也带来了新的问题和挑战[5,6]. AI从已知蛋白质

结构中提取样式, 完全绕过了折叠过程, 就好像通过快进到

最后一幕而不看前两小时来解读一部电影. 正如Rose等人[7]

最近在Proc Natl Acad Sci USA发表的评论中所说, “我们知

道蛋白质折叠的结果, 但不知道其中发生了什么”.
简单地说, 蛋白质折叠是一个物理化学过程, 其中包含

一系列非共价相互作用的变化, 受到一系列物理和化学因素

的影响. 打个比方, AlphaFold等工具提供了一份详尽的蛋白

质语言句子列表, 而我们现在对其中受物理和化学定律所支

配的语法和逻辑还不甚掌握[7]. Moore等人[6]最近在Science评

论, “解决蛋白质折叠问题意味着从基于物理和化学的第一

性原理开始, 根据氨基酸序列精确预测结构.” 然而, 事情并

非这么简单, 蛋白质折叠过程是在活细胞中进行的, 细胞内

复杂的环境对蛋白质折叠过程的影响是不可忽视的, 而我们

对此的理解还非常少. 事实上, 体内存在一个十分复杂并被

精准调控的蛋白质稳态网络, 控制蛋白质的合成、折叠、运

输和降解[8]. 蛋白质稳态失衡会造成蛋白质错误折叠和许多

疾病. 从一个更广阔的视角出发, 不同领域的科学家们对后

AlphaFold时代有着不同的期望: 结构生物学家希望AI能辅

助预测和解析蛋白质复合物的结构和不同生命活动状态下

的构象[9]; 细胞生物学家期待AI能描绘细胞内蛋白质复杂多

© 2023《中国科学》杂志社 www.scichina.com csb.scichina.com

2023 年 第 68 卷 第 22 期: 2943 ~ 2950

观 点

胡昕炜 中国科学院生物物理研

究所在读博士研究生, 目前从事内质

网稳态与应激方向的研究.

王磊 中国科学院生物物理研究所

研究员, 博士生导师, 中国科学院大

学岗位教授. 主要从事内质网蛋白质

氧化折叠、内质网稳态与人类健康

等方面的研究.

http://www.scichina.com
http://csb.scichina.com
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1360/TB-2023-0233&amp;domain=pdf&amp;date_stamp=2023-06-02


样的定位及功能动态[10]; 物理化学家则更痴迷于多肽链折叠

成蛋白质三维结构背后的原理[7]; 更多的人们则期望AI能给

包括神经退行性疾病等蛋白质错误折叠导致的疾病带来治

愈的希望. 显然, 我们在“后AlphaFold”时代必然会对蛋白质

折叠问题有突破性认识.

2 蛋白质折叠问题的早期研究
关于蛋白质折叠最早的热力学研究可以追溯到1931年,

中国科学家吴宪在Chin J Physiol上发表了世界上第一个蛋白

质变性理论, 提出天然可溶蛋白质具有一种紧密的构型(今天

谓之构象), 这种构型由分子内的次级键维持. 蛋白质的这种

次级键一旦被物理、化学的力破坏, 天然构型就会被打开,
肽链则由有规律的折叠而变为无序、松散的形式, 即发生了

变性[11]. 此后的一段时间, 科学家的精力更多集中于研究遗

传信息如何从DNA传递到蛋白质. 正是有了蛋白质变性理论

作为基础, 20世纪60年代, Anfinsen等人[12]发现还原和变性的

牛胰核糖核酸酶A在溶液中能自发地重新折叠成有活力的蛋

白质. 根据这一发现, 他们认识到蛋白质的构象仅由其氨基

酸序列决定, 多肽链折叠成天然的三维构象是一个自发的过

程,这也就是我们常说的“一级结构决定高级结构”;他们同时

提出了蛋白质折叠的热力学假说, 即“正常生理状态下天然

蛋白质的三维结构是整个系统吉布斯自由能的最低状态”[13].
几乎在同一时期, 1958年, 中国启动牛胰岛素人工合成工作.
胰岛素是由A链和B链两条肽链通过两个链间二硫键连接起

来的蛋白质分子, 其中A链还含有一个链内二硫键. 邹承鲁领

导的小组在人工全合成工作中首先解决了胰岛素A、B链二

硫键拆合问题, 为确定合成路线奠定了坚实的基础, 并提出

了“天然胰岛素的结构是所有AB异构物中最稳定的结构之

一”的重要结论[14]. 这无疑是对蛋白质氧化折叠乃至蛋白质

折叠问题的重大贡献. 值得注意的是, Anfinsen在实验中还发

现牛胰核糖核酸酶A重折叠的产量与其浓度等因素有关[12],
而胰岛素拆合实验中邹承鲁找到胰岛素活力恢复需要特定

的A/B链比例、温度和pH, 这说明尽管蛋白质的一级结构决

定高级结构, 但其能否形成(或者说能形成多少)天然构象的

产物还和环境因素相关, 也意味着蛋白质折叠还有动力学

问题.
显然, 具有一级序列的多肽链折叠成蛋白质天然构象的

过程包含着一系列原子间相互作用的变化和能量变化, 这个

过程是否遵循一定的规律呢? 1969年, Levinthal[15]提出如果

多肽链的折叠是一个随机过程, 那么一个含有150个氨基酸

残基的多肽链就具有10300种可能的构象, 而实际上多肽链折

叠成具有天然构象的蛋白质只需要数秒, 这样推算多肽链折

叠成天然构象至多也只能尝试108种构象, 即所谓的“Le-
vinthal悖论”(Levinthal’s paradox). 近些年来, 人们已经通过

各种实验手段鉴定到很多蛋白质折叠过程的中间体, 说明蛋

白质折叠是遵循一定的途径发生的.

3 体外的蛋白质折叠问题
经典的蛋白质折叠问题, 即多肽链如何折叠成具有三维

结构的蛋白质分子, 多是用体外实验进行研究的, 包括热力

学和动力学问题. Anfinsen[13]提出的蛋白质折叠热力学假说

提供了一个看待蛋白质折叠问题的角度. 沿着这个方向,
1995年, Wolynes等人[16]首次系统地阐述了能量景观模型. 该
模型认为, 多肽链的折叠是由热波动随机驱动的, 它以能量

倾向的方式穿过自由能阱形成天然构象. 自由能阱的宽度代

表了构象熵, 即蛋白质分子可以采取的构象, 其深度则代表

了整个系统的自由能. 未折叠蛋白位于能阱顶部, 具有很高

的构象熵和自由能. 在折叠过程中会形成具有局部自由能极

小值的折叠中间体, 天然蛋白质则具有最低的自由能位于能

阱底部. 当部分折叠的蛋白质在折叠过程中自身或与其他蛋

白质发生非天然接触时, 可能会形成稳定的相互作用并进一

步发生聚集, 这类蛋白质聚集体甚至会具有比天然态更低的

自由能[17](图1). 显然, 多肽链可以通过多种途径折叠成天然

构象, 目前的实验也表明许多蛋白质的确存在多条折叠途径,
一旦折叠条件发生改变其折叠途径也会发生变化, 这种多途

径可选的特性为蛋白质在不同环境条件下正确折叠提供了

鲁棒性[18].
自Anfinsen开创了蛋白质折叠研究的时代以来, 蛋白质

结构测定、预测和折叠动力学的研究取得了许多显著的成

绩. 根据近些年来对蛋白质折叠动力学的实验和计算机模拟

研究, 人们提出了几种现象学模型来描述折叠过程中的结构

变化途径. 一是框架模型. 该模型认为折叠过程中先有局部

的二级结构形成, 它们再装配成三级结构[19,20]. 该模型又进

一步发展出“折叠子”的概念, 即被称为“折叠子”的二级结构

单元在折叠过程中将按照特定的顺序形成三级结构[21]. 二是

成核/成核-凝聚模型. 在成核模型中首先部分片段折叠成核,
剩余部分进一步围绕核形成三维结构[22,23]. 成核-凝聚模型则

认为在过渡态会先形成一个不稳定的核, 随后二级结构和三

级结构的凝聚来稳定整个蛋白质的三维结构[24]. 三是疏水坍

缩模型. 该模型认为疏水残基的聚集导致了多肽链起始坍缩,
提供了更小的构象熵 , 有助于蛋白质进一步形成天然结

构[25,26]. 上述三种模型并非相互排斥, 蛋白质在折叠过程中

可能会使用其中的一种或多种机制, 选择哪种机制折叠不仅

依赖于蛋白质的一级序列, 还与其溶剂条件有关[18].
目前, 人们已经在试管中研究了许多蛋白质在折叠过程

中的构象变化, 包括未折叠态、中间态和天然态之间的变化

以及各种状态内部的动态变化[18]. 除蛋白质本身的浓度外,
溶剂的温度、pH、黏度、极性等因素也会影响蛋白质的变

性和折叠. 体外实验还发现当折叠过程中需要跨越很大的能

障时, 不同构象的蛋白质会同时发生构象变化以跨越很高的

活化能, 说明折叠过程中还伴随着不同折叠状态分子之间的

协同作用. 此外, 测定蛋白质折叠过程中的焓变、熵变、自
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由能变及热容变等参数对于理解蛋白质折叠的本质至关重

要. 目前, 在体外已经可以精确测量蛋白质折叠过程中这些

热力学参数的变化, 为上述蛋白质折叠的理论模型提供了新

证据[27].

4 细胞内的蛋白质折叠问题
细胞内的蛋白质折叠指新生肽链从核糖体上合成出来

到最终成熟为有活性的功能蛋白质. 由于细胞环境的多样性

和复杂性, 研究细胞内的蛋白质折叠问题更加具有挑战性.
20世纪80年代, 邹承鲁[28]就提出细胞内新生肽链的折叠是一

个共翻译和翻译后折叠并存的过程, 即核糖体合成的新生肽

链存在边翻译边折叠的现象, 已经合成的肽链构象还会持续

受到新合成肽链的影响, 当多肽链完成翻译后还会发生进一

步的修饰或调整, 最终形成天然构象的有活力的蛋白质. 值

得一提的是, 1991年中国实施首批30个国家基础性研究重大

项目计划(“攀登计划”), 邹承鲁承担了其中的“新生肽链及蛋

白质折叠的研究”项目. 2000年, 邹承鲁又详细地论述了“第二

遗传密码”, 即遗传信息从蛋白质中氨基酸序列到其空间结

构之间传递的规律, 并提出其具有简并性(不同序列对应相

同结构)、多义性(类似序列具有不同结构)和全局性(局部序

列改变往往影响整体结构)等特征. 同时, 他也提出需要在细

胞内考虑蛋白质的折叠问题[29].
目前, 已有很多实验证据表明细胞内蛋白质存在共翻译

折叠现象, Christodoulou等人[30]基于此提出了共翻译折叠的

能量景观模型. 翻译过程中多肽链的构象熵随其延伸而增加,
这个过程与其寻找自由能更低的折叠态的过程形成竞争, 因

图 1 蛋白质折叠的能量景观模型. 蛋白质折叠是一个由其氨基酸残基的序列决定的自由能逐渐降低的过程, 这一过程既受到细胞内环境因素

(如pH、离子、黏度、极性等)的影响, 也受到共翻译转运、翻译后修饰(包括二硫键形成、糖基化修饰等)以及分子伴侣等的共同调控(绿色部

分). 错误折叠和聚集的蛋白质也具有很低的自由能, 可以被细胞降解维持其蛋白质稳态; 当正确折叠蛋白质无法产生或错误折叠蛋白质无法清

除时将导致疾病发生(红色部分)
Figure 1 The energy landscape of protein folding. Protein folding is determined by the sequence of its amino acid residues, and a process of decreasing
free energy. This process is affected not only by cellular environment (such as pH, ion, viscosity, polarity, etc.), but also by co-translational translocation,
post-translational modifications (including disulfide bond formation, glycosylation, etc.) and regulated by molecular chaperones (green part). Misfolded
proteins and protein aggregates with low free energy will be degraded by cells to maintain proteostasis. Disease occurs when correctly folded proteins
cannot be produced (loss of function) or misfolded proteins cannot be cleared (gain of function) (red part)
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此比较蛋白质的翻译速率和折叠速率非常重要. 对于一些多

结构域蛋白质, 其翻译速率大于折叠速率, 折叠发生在新生

肽链延伸到相当长度之后, 在动力学上更容易形成部分折叠

的中间体(也是自由能阱中的局部极小值), 因此也更容易出

现错误折叠. 而对于折叠速率大于翻译速率的新生肽链, 它

们在翻译过程中就从N端开始折叠了, 因此比较容易形成天

然构象. 翻译速率的调控信息既存在于RNA中(相应密码子

的tRNA浓度、mRNA的修饰和二级结构等), 也存在于新生

肽链自身, 例如arrest peptides等. 同时, 越来越多的研究表明

核糖体对新生肽链的折叠也存在着调控作用[31].
细胞中的蛋白质折叠还包括蛋白质的修饰、转运、跨

膜、组装、分泌等过程, 甚至还包括蛋白质的降解. 这些过

程中蛋白质构象的动态变化同样也受到细胞内各种因素

(pH、离子、黏度、极性等)的共同调节, 还受到与其他生物

大分子相互作用的影响, 这些因素都有可能影响蛋白质的折

叠途径. 举个例子, 对于大部分膜蛋白和分泌蛋白, 它们需要

在内质网经历信号肽剪切和二硫键的形成[32]. 对于含二硫键

蛋白质在内质网共翻译转运过程的折叠, 二硫键对单结构域

蛋白质和多结构域蛋白质折叠的贡献是不相同的. 单结构域

蛋白质的折叠可能早于二硫键的形成[33]; 而对多结构域蛋白

质, 先翻译产生的肽段可能会形成带有非天然二硫键的中间

体, 它们在随后翻译部分的作用下经异构反应形成天然二硫

键并最终完成折叠[34]. 对糖蛋白质来说, 糖链在新生肽链向

内质网转位时修饰在特定残基上, 然后才能折叠成有功能的

蛋白质. 从动力学角度来看, 糖基化能帮助多肽链形成天然

的分子内相互作用, 减少蛋白质在折叠过程中的动态变化,
促进了蛋白质的折叠; 从热力学角度看, 糖基化升高了未折

叠状态蛋白质的自由能, 降低了天然构象蛋白质的自由能,
从而帮助蛋白质的折叠[35](图1).

蛋白质的天然构象和聚集体都是自由能低的状态, 因此

当蛋白质形成部分折叠的中间体时, 它们既有可能进一步折

叠形成天然构象, 也有可能形成蛋白质错误折叠和聚集. 细

胞内是一个非常拥挤的环境, 如果细胞处于蛋白质合成非常

旺盛的状态, 或者由于遗传和环境的影响, 蛋白质折叠错误

的可能性会增加. 错误折叠和聚集的蛋白质会导致一系列

loss of function疾病, 如囊性纤维化、戈谢病等; 或gain of
function疾病, 如帕金森病、亨廷顿舞蹈病等[8]. 因此, 细胞内

进化出一类被称为分子伴侣(molecular chaperone)的蛋白质

帮助其他蛋白质的折叠. 自1987年Ellis[36]正式提出“分子伴

侣”的概念以来, 其定义不断被完善为“一大类不同的蛋白质,
具有共同的帮助其他大分子结构的非共价折叠、解折叠、

组装、解组装的性质, 但不是这些结构在发挥其正常生物功

能时的永久组成部分”[37]. 从本质上说, 这是发现了蛋白质的

一种新的功能. 分子伴侣中研究最多的是热休克蛋白(heat
shock protein)家族. 从作用方式上看, 分子伴侣蛋白通过疏水

和静电相互作用与部分折叠的多肽链结合, 以反复迭代的方

式完成与多肽链的结合与释放从而避免聚集物的产生, 促进

天然构象的形成. 需要强调的是, 包括Ellis在1991年提出的An-
finsen cage模型在内, 几十年来人们公认分子伴侣并不主动帮

助蛋白质的折叠, 而是创造蛋白质自发折叠的条件[38]. 从能量

角度上看, 分子伴侣发挥作用的理论机制仍存在争议, 有模型

认为分子伴侣能使肽链以更加无序的自由能更高的状态释放,
从而使其有更多的机会沿着正确折叠的轨道下落; 也有模型

认为分子伴侣发挥功能主要是因为其隔绝了多肽链间的相互

作用, 避免其进入错误折叠或聚集的轨道下落, 从而帮助了蛋

白质折叠[39](图1). 最新的研究发现分子伴侣素家族的TRiC能
够一步一步主动指导微管蛋白的折叠, 这为蛋白质折叠途径

和分子伴侣作用机制提供了新的认识[40].

5 对“后AlphaFold时代”的展望
由于生物体本身的高度复杂性, 生命科学的发展尤其是

理论方面相对于物理学或化学有所滞后. 不过, 蛋白质折叠

领域的研究从观察数据到模式识别再到建立理论模型, 似乎

正沿着数个世纪以来科学进步通常遵循的路径. 蛋白质结构

数据库(Protein Data Bank)储存了半个多世纪以来解析得到

的20余万种蛋白质结构, 深度学习AI则在模式识别方面取得

了突破并预测出超2亿个蛋白质结构. 这种科学范式演进的

下一步仍在进行中, 我们似乎已经看到了解译蛋白质折叠密

码的曙光[7].
与此同时, 我们不得不考虑一个重要的问题, 即蛋白质

折叠实际上恰恰是在活细胞中进行的, 如上面讨论的, 蛋白

质折叠问题涉及生命活动的不同时间、空间维度, 在不同的

细胞环境下, 与细胞内各种分子相互作用并被调控的动态过

程. 当前, 研究细胞内的蛋白质折叠问题在实验分析和理论

分析方面仍存在一系列困难. 比如, 尽管目前已经能够在细

胞环境中研究蛋白质的折叠过程[41], 或是观察蛋白质正确折

叠、错误折叠乃至聚集的状态[42~44], 但高时空分辨率地研究

蛋白质在细胞内折叠的动态过程仍然是巨大的挑战. 又如,
AlphaFold最显著的局限是缺乏蛋白质-蛋白质、蛋白质-配
体以及翻译后修饰的信息, 也不能有效预测单点突变对结构

造成的影响. 再比如, Anton3分子动力学模拟超级计算机能

够实现以每天超过 100 μs的速度模拟一百万个原子[45], 但在

活细胞的真实时间和空间尺度上模拟蛋白质折叠图景所需

要的算力仍然是难以想象的. 因此, 进入“后AlphaFold”时代,
我们更需要打破传统学科界限, 通过跨领域的深度交叉融合

来全面地解析蛋白质折叠问题. AI辅助的结构解析能给细胞

内蛋白质全景图的绘制提供强大助力, 而深入揭示细胞内影

响蛋白质折叠和功能的各种调节因素又会给AI的训练提升

提供更多的反馈信息, 最终我们将全方位描绘细胞内蛋白质

动态图景. 随之而来的将会是对蛋白质折叠背后的物理化学

原理更深入的理解, 这对于准确预测蛋白质结构, 理性设计

乃至生产有特定功能的新型蛋白质, 有效治疗蛋白质折叠异
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常相关疾病等具有重要意义. 最近, 利用机器学习算法理解

人群中不同蛋白质突变体导致的疾病表型已初现端倪[46], 未

来深度学习AI将不仅仅用于蛋白质静态结构的预测, 还有望

实现对细胞内蛋白质动态的预测, 帮助我们更好地理解蛋白

质稳态网络的调控机制, 促进精准药物的智能设计. 从科学

发展的角度看, 一个成功的蛋白质折叠理论必将为地球上以

蛋白质为基础的生命的活动、机制、功能和起源提供更深

刻的理解(图2).
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The protein folding problem in the “post-AlphaFold era”
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Currently, the protein structure prediction method, using deep learning artificial intelligence (AI) represented by
AlphaFold, can predict protein structures at atomic resolution within seconds. To date, nearly every known protein
structure on Earth has been predicted. Scientists can even design functional proteins de novo with novel topologies that do
not exist in nature. AlphaFold has changed structural biology and the entire field of life sciences. Life science research
seems to have entered the post-AlphaFold era. Although the development of AlphaFold has created new possibilities in life
sciences, it comes with new problems and challenges. Protein folding is a physicochemical process that involves changes in
a series of non-covalent interactions, which are affected by a range of physical and chemical factors. However, protein
folding occurs in living cells, and our understanding of the process within the complex cellular environment remains
limited. Notably, there is a very complex and precisely regulated proteostasis network in vivo, the imbalance of which
results in protein misfolding and associated conditions, such as neurodegenerative diseases. Scientists in different fields
have different expectations of the post-AlphaFold era. Herein, we review the early history of research on protein folding,
particularly the contributions of Chinese scientists. We summarize protein folding problems in vitro and in vivo. The classic
protein folding problem in vitro refers to how polypeptide chains fold into three-dimensional protein molecules. Following
the thermodynamic hypothesis of protein folding proposed by Anfinsen, several phenomenological models have been
constructed to describe alternative pathways through which a structure can undergo protein folding. The energy landscape
theory has provided a framework for understanding the protein folding problem at a quantitative level. In vivo protein
folding refers to the intracellular synthesis of nascent peptide chains from amino acid linking on ribosomes to the final
maturation into functional proteins, involving protein folding, modification, transmembrane transport, assembly, secretion,
and even degradation, and is considerably complex than the in vitro counterpart. The dynamic changes of protein
conformation within the cellular environment are affected by various factors and regulated by interactions with other
biomacromolecules. Thus, protein folding in vivo is a highly dynamic process affected by the organism’s different temporal
and spatial dimensions. As we enter the post-AlphaFold era, we should break the boundaries of traditional disciplines and
comprehensively analyze the protein folding problem using a multidisciplinary approach. In the future, deep learning AI
will not only be used to predict the static structure of proteins but is also expected to realize the prediction of protein
dynamics in cells, which will facilitate better understanding of the regulatory mechanisms of proteostasis networks and
promote the intelligent design of precision drugs. From the perspective of scientific development, a successful protein
folding theory may provide a deep understanding of the activities, mechanisms, functions, and origins of protein-based life
on Earth.
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