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摘要 蛋白质构成了生物体内最重要的分子机器, 对蛋白质分子机器动态特性的了解、运作机制的揭示有助

于实现对其功能的调控. 本文对蛋白质分子机器结构动态的研究方法进行了全面而系统的综述, 从空间分辨率、

时间尺度、离体与原位等角度, 对不同方法的特点和应用进行了深入的分析, 指出了它们的优势和不足以及多方

法整合联用的策略. 文章还对未来蛋白质分子机器结构动态研究的发展方向进行了展望, 提出了前瞻性的观点.
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1 引言

蛋白质作为生物体内最重要的分子机器, 在生命

活动的方方面面都扮演着重要的角色. 从组成细胞结

构的膜蛋白, 到支持细胞内代谢活动的各种酶, 再到

实现细胞信号转导的各种调控因子, 几乎所有的生物

过程都与蛋白质密切相关. 作为一种分子机器, 蛋白

质特定的三维空间结构决定了其特定的功能, 对蛋白

质结构的解析一直是前沿科学研究的重点方向
[1]. 蛋

白质的结构并不是静止不动的, 而是处于不断的动态

变化过程中
[2]. 蛋白质的动态体现在两个层次, 包括蛋

白质的内部的结构动态变化, 和蛋白质与蛋白质、蛋

白质与核酸、蛋白质与小分子, 以及蛋白质聚集体动

态变化.
蛋白质分子机器的结构动态变化跨越了从皮秒到

秒甚至更长的十多个数量级的时间尺度, 以及从亚纳

米到微米的多个空间尺度. 这些动态变化的类型包括

了化学键的振动转动、氨基酸侧链运动、局部结构运

动、结构域整体运动以及蛋白质机器内不同亚基之间

的动态互作等多种方式
[3]. 正是蛋白质结构的动态才

使得蛋白质能够起行使特定的生物学功能, 而蛋白质

分子机器的动态不足或者异常可能导致疾病的发生
[4].

因此, 从多个不同的时空尺度解码蛋白质分子机器的

结构动态变化, 对于深入理解蛋白质发挥功能的分子

机制, 设计各种干预调控和诊疗手段, 意义重大.
借助于实验技术的发展, 人们对蛋白质结构的研
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究和理解在不断深入. X射线晶体衍射、核磁共振和

冷冻电子显微镜并称为解析高分辨率蛋白质结构的

“三驾马车”. 此外, 小角散射、单分子荧光和化学交联

质谱等实验方法也逐渐被应用于蛋白质的结构和动态

研究. 近年来, AlphaFold、RoseTTAFold等人工智能深

度学习算法也广泛应用于蛋白质结构预测的相关研

究
[5,6], 很多蛋白质的预测结构与结构生物学实验结果

高度吻合
[7]. 目前, AlphaFold2已经对包括人在内的48

个物种, 超过2亿个蛋白质的结构做出了预测, 并发布

了这些结构的数据库(https://alphafold.ebi.ac.uk/)[8]. 这

些技术方法的不断迭代
[9], 有力的推动了蛋白质研究

的发展.
但需要注意的是, 目前已解析的高分辨率蛋白质

结构所对应的样品分子大部分为重组表达、体外纯化

的蛋白质. 而蛋白质是在细胞内发挥具体的生物学功

能, 细胞内复杂的环境因素, 例如盐浓度、pH值、拥

挤环境和其它分子的相互作用等都会影响蛋白质的结

构和动态变化, 进而影响蛋白质的功能
[10]. 因此, 在细

胞原位环境下研究蛋白质的结构动态和功能机制, 对

于我们理解生命的基本过程和本质具有重要的意

义
[11]. 然而细胞成分的复杂性和多样性限制了大部分

传统结构研究方法的应用.
综上所述, 作为一种结构复杂且精巧的分子机器,

蛋白质通过多时空尺度的结构动态变化发挥多样的生

物学功能. 本文将围绕蛋白质分子机器的结构动态变

化, 从静态到动态, 从低分辨率到高分辨率, 从离体到

细胞原位等不同的角度综述不同的研究方法是如何应

用于蛋白质分子机器的结构研究的, 并进一步讨论这

些研究方法的最新进展, 面临的挑战以及未来的发展

趋势(图1和表1).

2 蛋白质结构生物学研究——稳态与动态

获得高分辨率的蛋白质结构是研究和理解蛋白质

功能的基础和前提. X射线晶体衍射(X-ray crystallo-
graphy)是目前获得高分辨率蛋白质结构最主要的方

法
[12,13]. 目前, PDB数据库中已收录了208931个蛋白质

相关的结构(截至2023年12月19日统计, 包括蛋白质单

体及蛋白质复合体). 这些结构中, 有超过85%的结构

是通过X射线晶体衍射方法解析的. X射线晶体衍射解

析蛋白质结构的基本原理是给蛋白质分子拍一张高清

晰度的照片. 因此, 获得高质量的蛋白质晶体是结构解

析的关键步骤. 研究人员往往会通过筛选pH值、离子

浓度、温度、及各种添加剂, 乃至对蛋白质分子做各

种突变或截短来“削足适履”获得蛋白质晶体
[14]. 蛋白

质分子在形成稳定晶体的同时, 往往会失去了其固有

的运动特征. 因此, 蛋白质的晶体结构本质上是一种

静态或稳态结构, 其反映的是蛋白质处于稳态时的结

构特征. 近年来, 基于X射线自由电子激光(X-ray free
electron laser)的时间分辨晶体学方法(time-resolved
crystallography)可以在皮秒到纳秒的时间尺度内研究

DNA损伤修复过程的蛋白质机器结构变化
[15,16]. 不过

这类方法对硬件的要求高, 全球范围内只有少数几个

设施可以开展相关研究. 值得一提的是, AlphaFold2等
人工智能结构预测算法是以PDB数据库中的晶体结构

作为主要训练素材的. 因此, AlphaFold2预测的结构主

要反映的也是蛋白质的单一的静态结构信息
[17].

近年来, 冷冻电镜技术(Cryogenic Electron Micro-
scopy, Cryo-EM)逐渐成为解析蛋白质结构的重要工

具
[18]. 尤其是2013年以来, 电子直接探测器(Direct De-

tection Device, DDD)的发展使得冷冻电镜取得了革命

性的进步, 打破了蛋白质侧链分辨率的屏障, 从而大幅

图 1 蛋白质分子机器只有通过结构的动态变化才能行使
其特定的功能, 这种动态跨越了多个时间和空间尺度, 只有
通过整合不同的实验手段和计算方法, 才能全面综合的了解
蛋白质机器的运行机制, 调控和再造分子机器 (网络版彩图)
Figure 1 Protein molecular machines can only perform their specific
functions through dynamic changes in structure. This dynamic behavior
spans multiple time and spatial scales. Only by integrating different
experimental and computational methods can we comprehensively
understand the working mechanism, regulation, and regeneration of
protein machines (color online).
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度的提高了冷冻电镜解析蛋白质结构的分辨率
[19]. 与

X射线晶体衍射相比, Cryo-EM技术通过冷冻的方式

固定了蛋白质不同的结构状态, 不需要事先对样品做

结晶处理, 因而适合研究那些不容易结晶, 相对比较

动态的大型体系或者蛋白质机器, 例如核糖体, 剪切

体, 蛋白酶体等
[20,21]. 通过优化样品的制备方式, 以及

对图像的分类处理和分析, Cryo-EM可以研究蛋白质

的动态结构. 但是这类研究往往依赖蛋白质本身的特

性、样品制备的质量、以及照片的数量和衬度.
相比前述的技术方法, 核磁共振(Nuclear Magnetic

Resonance, NMR)适合研究蛋白质的动态结构
[22,23]. 液

体NMR技术能够在近生理的溶液环境开展研究, 而固

体NMR针对膜蛋白、蛋白质相变聚集体的研究有独

到的优势
[24,25]. 同时, NMR方法还能够研究和评估温

度、离子浓度、pH值、拥挤环境、甚至是压力对蛋

白质结构和动态变化的影响
[26]. 与X射线晶体衍射和

冷冻电镜对蛋白质结构进行“拍照”不同, NMR对蛋白

质结构的解析本质上是在进行“计算结构”. 通过不同

的脉冲序列和检测方式, NMR能够获得不同维度的蛋

白质结构以及动态变化的信息, 包括化学位移
[27]

、距

离
[28]

、角度
[29]

、弛豫速率
[30]

、耦合常数
[31]

等. 当蛋白

质在溶液中发生结构的动态变化时, 这些参数也会随

之变化. 通过化学交换相关的检测技术, 如ZZ-ex-
change, CPMG (Hahn and Carr–Purcell–Meiboom–
Gill)自旋回波等, NMR脉冲序列能够针对不同时间尺

度蛋白质结构动态变化开展研究
[32,33]. 此外, 通过弥散

加权核磁共振方法(Diffusion-Ordered Spectroscopy,
DOSY)还可以检测蛋白质分子在溶液中的扩散速率,
从而获得蛋白质结构动态相关的分子尺寸信息

[34]. 核

磁共振的参数是蛋白质分子机器的不同结构状态的参

数的系综平均, 由于不同的参数的平均方式不尽相同,
将这些信息作为约束条件, 通过计算的方式就可以获

得满足这些约束条件的蛋白质系综结构, 表征出蛋白

质的动态变化
[35]. 例如, 近年发展起来的顺磁核磁增

强技术, 通过引入顺磁标记实现对长程效应的检测,
检测的核磁信号和距离的负六次方的平均成正比, 因

此能够非常灵敏的捕获顺磁标记与被测原子核距离变

短的蛋白质的动态结构和瞬态结构
[36]. 顺磁核磁共振

实验结合相关的计算方法可以检测丰度极低、持续时

间极短的蛋白质动态结构和动态互作. 我们团队多年

来利用核磁解析和表征蛋白质结构动态, 发展顺磁核

磁共振方法首次发现了泛素蛋白存在弱的非共价二聚

相互作用, 为共价泛素蛋白的形成提供了基础
[37]. 我

们团队还解析了解离常数仅为25 mmol L−1
、存在时

间小于1毫秒的极弱瞬态蛋白质相互作用复合体(图2).
这样, 当细胞内蛋白质的有效浓度很高时, 这种极弱相

互作用使得不同蛋白质之间的信号得以快速传递
[38].

除了蛋白质分子间的动态互作以外, 我们团队还通过

设计刚性的顺磁探针, 检测和分析了细微的蛋白质环

区的运动, 其平均运动幅度仅为0.6 Å, 并且证明这种

细微的运动与配体的解离过程相关
[39].

相对于有确定结构的蛋白质分子机器, 固有无序

表 1 蛋白质结构研究的不同方法比较

Table 1 Comparison of different methods for protein structure and dynamic analysis

研究方法 空间分辨率 时间分辨率 优势 局限性

X射线晶体衍射 < 1 Å 无
a)

结构精度高, 不受体系大小限制 样品需要结晶

冷冻电镜 <10 Å μs~s 适合研究超大复杂的蛋白质机器 不能研究小体系的分子

核磁共振 ~1 Å ps~s(或更长) 能在不同环境和细胞内研究蛋白质
结构和动态

样品一般需要同位素标记

小角散射 ~10 Å μs~s 能在溶液状态下研究蛋白质的动态,
不需要标记或结晶

分辨率较低, 一般只能提供结构
轮廓信息

交联质谱 ~5~30 Å ＞1 s 能在不同环境和细胞内研究蛋白质
结构和动态

~5~30 Å

荧光 ~20~80 Å ns~s(或更长) 能跟踪并检测单个分子的运动, 并且
能应用于细胞内研究

单次标记获得的结构信息较少

分子模拟
b) 1~150 Å ps~μs 能够研究动态变化和动态过程 需要实验验证

a) 样品需要结晶, 研究的是固定于晶格中结构状态; b) 这里仅指全原子的分子动力学模拟.
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蛋白(Intrinsically Disordered Protein, IDP)是一类结构

高度动态、缺乏稳定三级结构的蛋白质, IDP和IDR
(Intrinsically Disordered Region, IDR, 即蛋白质中的

固有无序区域)占整个人类蛋白质组的30-40%, 并在转

录、翻译、信号转导等重要的生理过程中扮演着核心

节点的角色
[40,41].因此,表征IDP/IDR的结构,揭示它们

的动态变化及其与功能的关系具有重要的意义
[42,43].

IDP/IDR由于结构高度动态, 在X射线晶体衍射或冷冻

电镜研究中要么无法解析, 要么在解析的结构中是缺

失的. NMR是目前唯一能够解析IDP/IDR高分辨率结

构的实验方法
[44]. NMR不仅能够解析IDP/IDR的结构,

动态变化和相互作用
[45], 近年来, NMR还用于分析相

分离凝聚体中的IDP/IDR的结构状态, 揭示IDP/IDR自
组装聚集的微观机制

[34,46].
除了实验方法以外, 以分子动力学模拟为代表的

计算模拟方法也是研究蛋白质的结构, 分析其动态变

化规律的重要手段. 分子动力学模拟通常从高分辨率

的静态结构出发, 通过分子力场来表征结构的内在属

性, 并在经典力学的约束下模拟并记录蛋白质的运动

状态和运动过程. 通过对蛋白质不同状态下的构象、

相互作用、能量等的分析, 探究蛋白质动态变化的规

律
[47]. 随着力场参数、算法和计算机硬件技术的不断

发展, 尤其是GPU计算卡的发展应用, 分子动力学模

拟的时间和空间尺度已经能够在一定程度上与实验方

法匹配, Shaw团队还开发了专门用于分子模拟的硬件

设备Anton[48]. 此外, 粗粒化的模拟, 即忽略氨基酸残

基、结构域甚至是整个分子的细节, 可以模拟再现更

大的体系和更长的时长. 分子动力学模拟方法也与各

种实验方法结合, 用来表征蛋白质结构的动态变化,
重构动态变化的过程, 还能进一步开展相关药物的设

计和筛选工作
[49,50]. 尤其是对于IDP来说, 由于其体系

高度动态, 将分子动力学模拟与NMR等实验方法结合

表征IDP的结构变化, 以及IDP之间的动态相互作用是

当今的一个重要发展动向
[51,52]. 与此同时, 各种人工

智能算法的发展应用也进一步优化了IDP的结构研究

策略
[53,54]. 总之, 实验和计算模拟方法可以从不同的角

度来表征和研究静态到动态的蛋白质分子机器结构.
蛋白质的静态结构, 尤其是晶体结构往往是高分辨率

图 2 通过对蛋白质进行定点的顺磁标记和蛋白质之间所引起的顺磁弛豫增强的分析, 可以捕获并表征极弱的蛋白质相互作
用

[38]. 这里我们将顺磁探针定点标记在(a)EIN和(b)EIIA蛋白, 与之相互作用的EIIA和EIN蛋白的特定氨基酸残基就会被“点
亮”, 表现为所检测到的PRE核磁值的增高 (网络版彩图)
Figure 2 By labeling proteins with paramagnetic probes and analyzing the paramagnetic relaxation enhancement (PRE) caused by protein–protein
interactions, it is possible to capture and characterize ultra-weak interactions. Here, we site-specifically introduced paramagnetic probes on (a) EIN and
(b) EIIA proteins. The specific amino acid residues of EIIA and EIN proteins that interact with them will be “lit up”, manifested as an increase in the
PRE nuclear magnetic resonance (NMR) value detected (color online).
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的, 而对于蛋白质的动态结构来说, 则往往需要采取一

种折中的方法综合考虑信息量和结构分辨率的问题.

3 蛋白质动态结构的研究——低与高分辨率

前面提到了用于蛋白质结构解析的三种实验方

法, 这些方法虽然都能够获得高分辨率的蛋白质结构

信息, 但是在应用范围上往往会受到限制, 或者需要

投入高昂的人力物力来获得实验样品. X射线晶体衍

射需要优化条件获得高质量的晶体; 冷冻电镜需要制

备高均一度的样品; 而NMR实验需要对实验样品做稳

定同位素标记, 并由于谱峰重叠的问题, NMR方法大

多数情况下只能解析分子量小于40 kDa的蛋白质结

构
[55].
另一方面, 在很多情况下, 我们往往并不需要从头

来解析蛋白质的高分辨率结构. 例如, 已经解析了包含

多个结构域的蛋白质高分辨率结构, 我们更关注的是

不同结构域的动态变化; 或者分别已知两个蛋白质单

体的高分辨率结构, 我们想研究它们如何动态互作、

所形成的复合物的结构. 在这些情况下, 往往只需要

一些低分辨率的结构信息, 结合高分辨率的局部结构,
就可能获得蛋白质的整体结构和动态变化. 这些能够

用于研究蛋白质结构和动态变化的低分辨率方法包括

小角散射, 单分子荧光以及交联质谱等. 以下分别对这

些方法在蛋白质结构和动态研究方面的发展和应用展

开讨论.
小角散射方法主要包括小角X射线散射(Small

Angle X-ray Scattering, SAXS)和小角中子散射(Small
Angle Neutron Scattering, SANS). 这两种方法在应用

时都不需要对样品结晶, 也不需要任何修饰或标记.
SAXS和SANS都能直接在溶液状态下检测, 获得蛋白

质的整体形状轮廓, 并能根据散射信号分析蛋白质的

折叠状态和尺寸大小等信息
[56]. 由于溶液中所有的溶

剂和溶质都会散射, 因此, 对散射背景信号的正确扣

除是这些实验的关键步骤. 由于中子散射对不同的原

子核具有选择性, 在SANS实验中, 可以使用不同的样

品制备策略, 将样品中的不同组分作为背景过滤掉. 例
如, 通过对多结构域蛋白中不同的结构域分别做氘代

表达, 能够解析不同结构域对底物RNA的识别方式以

及协同作用
[57]; 通过对目标蛋白质选择性氘代, 就能

够研究大分子拥挤环境对蛋白质复合体的影响和调控

作用
[58]. SANS方法在这些应用中有效的实现了对背

景信号(RNA, 大分子拥挤剂等)的过滤, 从而能够研究

样品中的部分蛋白质结构信息. SAXS和SANS方法还

能通过对散射信号的拟合与拆分来重现蛋白质的动态

结构
[59]. 目前有可供实验室安装使用的SAXS设备, 同

时, 基于同步辐射光源的SAXS实验能够获得信噪比

更好的散射数据, 所需的采样时间也更短. 相比之下,
SANS实验由于需要使用中子源, 目前在我国境内只

有四川绵阳的中国绵阳研究堆(CMRR)和广东东莞的

中国散列中子源(CSNS)等少数地方可以进行相关

实验.
此外, 单分子荧光共振能量转移(single-molecule

Fluorescence Resonance Energy Transfer, 即smFRET)
被广泛应用于蛋白质的结构和动态变化研究. FRET需
要在蛋白质上标记两个具有不同吸收波长的荧光基团

(荧光探针或者荧光蛋白), 分别作为荧光的供体(do-
nor)和受体(acceptor). 当特定波长的荧光激发donor时,
donor会将一部分能量传递给acceptor, 激发acceptor发
出荧光. 通过检测和比较donor激发光强度和acceptor
发射光强度就可以获得两个荧光探针之间的距离信

息, 用于重构蛋白质的结构
[60]. smFRET指的是在单分

子水平检测荧光共振能量转移效率的实验方法. 在具

体的实现方式上, smFRET还可以分为基于自由扩散

的共聚焦显微镜检测方法(free diffusion with confocal
microscopy)和基于固定样品的全内反射检测方法(To-
tal Internal Reflection Fluorescence Microscopy, 即

TIRF)[61]. 基于自由扩散的共聚焦显微镜检测是基于

荧光标记的分子在溶液中的自由扩散, 使用共聚焦显

微镜联合雪崩二极管对到达的光子进行计数. 当标记

的蛋白质分子通过激光聚焦点时, 荧光会被激发并被

检测到. 由于检测腔体积很小(在飞升量级)、样品浓

度在皮摩尔量级, 因此在单位时间内只有最多一个分

子通过激光检测点, 从而实现了单分子水平的测量.
TIRF方法的原理是激光束从玻璃和溶液之间的界面

入射, 当光束穿过界面并到达玻璃的上方时,由于全内

反射, 光束在玻璃和溶液的界面上形成一个薄的激发

区域, 因此只有附近的荧光标记分子在这个激发区域

内能被激发, 并且被宽场的CCD或CMOS相机所记录.
TIRF方法需要将被检测的蛋白质分子固定吸附在玻

璃的表面, 因此除了荧光探针的标记以外, TIRF方法

还需要额外标记生物素等分子来实现蛋白质分子的固
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定
[62]. 相比之下, 基于自由扩散的共聚焦检测方法在

样品制备上则更加简单灵活, 并且能够检测到比TIRF
更快的蛋白质结构动态.
smFRET技术对20~80 Å范围的距离变化比较敏感, 因

此, 对于蛋白质的动态结构研究, smFRET可以在一个

较宽范围内提供长程的距离约束
[63]. 由于smFRET一

次只标记一对荧光位点, 因此, 每一次实验仅能获得

一组蛋白质结构的距离信息. 虽然可以设计不同的荧

光标记位点来获得多组不同的距离数据, 但总体而言,
smFRET是一种低分辨率的结构研究方法 . 不过 ,
smFRET能够检测到不同时间尺度蛋白质结构的动态

变化. 通过对荧光信号累计的统计分析,还可以拟合获

得蛋白质结构状态的比例信息. 因此, smFRET能够与

其它的结构研究方法, 尤其是NMR方法很好的结合,
在获得局部高分辨率结构信息的基础上叠加全局的距

离变化信息 , 从而更全面的表征蛋白质的动态结

构
[64~66].
交联质谱(Cross-linking combined with Mass Spec-

trometry, 即XL-MS)也是通过对距离的检测和分析来

研究蛋白质结构的重要方法. XL-MS使用小分子交联

剂与蛋白质发生交联反应形成共价连接, 然后通过酶

切和高分辨质谱获得被交联的氨基酸位点信息. 由于

小分子交联剂的结构和长度是已知的, 因此XL-MS技
术可以提供被交联的氨基酸之间的距离信息

[67]. 这些

距离信息通常会与已知的PDB结构进行比对, 比对如

果出现了所谓“过长交联对”, 也就是交联位点对应

PDB结构上的距离超过了交联剂的最大臂长, 就提示

蛋白质存在结构的动态变化
[68,69]. 图3就展示了这种评

判蛋白质是否存在结构动态的逻辑.
蛋白质分子上能够发生交联反应的通常是具有活

性侧链的氨基酸(如Lysine, Glutamate, Aspartate, Cy-
steine),因此,交联获得的距离信息是比较“稀疏”的.另
一方面, 两个氨基酸之间形成交联, 只能说明两个氨基

酸之间的距离小于交联剂的最大臂长. 通常使用的化

学交联剂的最大臂长在20 Å左右, 因此这些被交联氨

基酸之间的距离可以在小于20 Å的范围内变化, 这就

限制了交联距离约束的精度. 近期研究表明, 不同类

型的交联剂达到其最大臂展长度时所处的状态出现的

概率很低. 在多数情况下, 交联剂在溶液中呈现出“打
开”和“关闭”两种不同的构象状态, 并且在这两种不同

状态之间快速切换, 而不是等概率的覆盖20 Å内的所

有距离. 这两种状态的概率分布也更有可能和蛋白质

上被交联到的氨基酸的实际距离相吻合
[70], 对于序列

上非临近的氨基酸更有可能是出现在距离较长的第二

图 3 通过对交联反应的高分辨质谱和搜库匹配分析, 过长交联(over-length crosslink)往往提示蛋白质分子机器有结构动态运
动, 即被交联的结构部分发生了由稳态构象转变成瞬态构象的转变

[68]. 如图所示, BS3或BS2G交联剂首先与蛋白的一个结构
域反应, 而第二步的交联反应是否能实现, 取决于两个结构域的开合运动 (网络版彩图)
Figure 3 Over-length crosslinks often indicate structural dynamic motion of protein molecular machines, i.e., the structural parts being crosslinked
undergo a transition from stable conformation to transient conformation [68]. As shown in the figure, the BS3 or BS2G crosslinker first reacts with one
structural domain of the protein, and whether the second crosslinking reaction can be realized depends on the opening and closing motion between the
two structural domains (color online).
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个高斯分布内. 因此, Tang研究团队基于交联剂的结构

特点以及交联剂只能在蛋白质表面“爬行”的特点, 设

计了一种新的距离函数, 将距离约束缩小到6 Å作用,
极大的提高XL-MS距离约束的精度

[71].
XL-MS虽然只能获得低分辨率的、较稀疏的距

离信息, 但可以通过与其它技术方法如X射线晶体衍

射, 冷冻电镜的整合, 在获得局部高分辨率结构的基

础上实现对大体系蛋白质机器的高分辨率结构表征,
揭示蛋白质机器发挥功能的动态变化

[72,73]. XL-MS技
术不需要事先对样品进行修饰标记, 对样品的需求量

少(通常在纳克或皮摩尔量级). 化学交联剂的长度和

反应基团还可以根据研究的需要灵活设计, 并且还能

够在细胞内开展原位蛋白质分子机器的结构动态的

研究.
以上这些不同的研究方法各具优势, 各有其适用

的范围和应用的局限, 因此, 可以综合运用不同方法

来对蛋白质分子机器的结构和动态变化开展研究, 优

势互补、相互印证. XL-MS可以与晶体衍射或冷冻电

镜结合, 用来研究复杂的蛋白质机器的动态结构
[74,75].

SAXS, XL-MS和smFRET这些低分辨率的研究方法也

可以有机整合, 实现对多结构域蛋白动态结构的准确

表征
[76]. 将NMR与smFRET整合运用, 可以表征包括

IDP在内的各种蛋白质分子的动态结构, 并且可以实

现系综水平和单分子水平结构信息的相互验证
[64].

4 蛋白质动态结构的研究——体外提纯与
原位细胞体系

在细胞中, 蛋白质通过构象变化和相互作用执行

着多样的生物功能. 但目前对蛋白质的结构研究大多

是在体外进行的, 也就是在经过优化的实验条件下对

体外纯化的样品进行结构研究, 这与细胞内的生理环

境存在很大的区别
[77]. 细胞内部是一个拥挤的环境,

含有高达400克/升的各类大分子, 这就对蛋白质产生

了显著的体积排斥效应. 同时, 蛋白质还会与周围的

细胞组分之间发生各种或强或弱的相互作用. 细胞环

境是否调控、如何调控蛋白质分子机器的结构动态是

一个特别有意思也是具有挑战性的问题. 因此, 发展方

法以在原位、细胞内研究蛋白质结构及其动态变化,
意义重大.

自2001年Dötsch研究团队在大肠杆菌活细胞中首

次获得了NmerA蛋白的二维高分辨率NMR谱图以来,
细胞内NMR已经成为一种直接检测细胞水平蛋白质

高分辨率结构的强大技术
[78,79]. 除了常规的NMR谱图

采集, 各种在体外广泛应用的顺磁核磁共振方法如顺

磁弛豫增强、伪接触化学位移也被应用于各种动物细

胞内的蛋白质结构研究, 实现了对诸如α突触核蛋

白
[80]

、GB1蛋白等在细胞内的结构
[81]

的解析. 由于

NMR采样的周期较长, 非均一采样技术
[82]

、培养基置

换技术等方法被发展和应用到细胞内的NMR研究
[83],

以缩短核磁实验时间, 维持NMR实验期间细胞的活性

状态.
还需要注意的是, 富含各种大分子和小分子的细

胞内复杂环境会在NMR检测中产生很强的背景信号,
干扰对目标蛋白质的采样和分析. 由于

19F原子在天然

的生物系统中并不存在, 且
19F原子核的磁共振信号对

其周围的化学环境非常敏感, 呈现出很宽的化学位移

分布范围. 因此, 19F标记成为细胞内NMR研究蛋白质

结构的理想方法
[84~86]. 国内外多个研究团队开发了多

种基于
19F原子的探针和检测方法, 如Li研究团队

[87]
开

发了一种具有高反应选择性的水溶性探针wPSP-6F.
探针上6个等效的氟原子和快速旋转的三氟甲基显著

提高了NMR实验的信噪比 , 使其能够在浓度低至

10μM的情况下研究人源细胞中的蛋白质结构; 又如

Luchinat研究团队
[88]

开发了一种介质切换策略, 通过

将氟化氨基酸直接导入到细胞内的蛋白质中, 从而无

需进行蛋白质递送就可以实现在细胞内的
19F直接检

测. 在这些标记方法的加持下, 19F-NMR检测方法已被

广泛应用于研究细胞内的蛋白质结构和蛋白质–蛋白

质相互作用, 揭示了细胞环境中的各种特异性和非特

异性相互作用对蛋白质结构和动态变化的影响和调

控
[89].
相比于NMR研究细胞内的单个蛋白质(或蛋白质

复合物)的结构和动态变化, XL-MS方法可以实现高通

量的对细胞内整个蛋白质组进行结构分析
[67,90], 其流

程如图4所示. 通过开发具有增强膜通透性的新型交

联剂
[91]

、高效富集交联肽段的方法
[92,93]

、发展可切割

可碎裂交联剂(cleavable cross-linkers)的方法
[94], 以及

检索算法的不断发展迭代
[95], 原位交联质谱技术能够

获得细胞内几千个蛋白质的几万对交联数据, 为研究

细胞内蛋白质结构、动态及相互作用提供了详细而全

面的视角. 为了尽可能降低交联剂对细胞状态的侵扰,
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提高交联的效率, Liu研究团队
[96]

结合膜通透性和

IMAC富集技术, 可以在30分钟内进行细胞内交联、

最小化对细胞的干扰. 2022年, Zhang研究团队
[97,98]

进

一步发展BSP交联剂,将细胞内交联时间缩短到5分钟.
2023年, 具有葡萄糖二糖骨架的新型TDS交联剂被开

发应用, 这种交联剂无需辅助溶剂, 在捕获细胞内蛋

白质结构和动态信息的同时, 最大限度的保持了细胞

活力和蛋白质组的完整性.
在高通量高反应速率的基础上, 近年来还出现了

多种亚细胞分离辅助的化学交联方法. 通过亚细胞器

蛋白质标记辅助策略
[99], 开发定向交联剂递送–质谱

等方法
[100], 有效的实现了针对线粒体等亚细胞器内蛋

白质结构, 动态变化和相互作用的交联表征. 除了细胞

水平以外, XL-MS方法还能直接在心肌组织
[101]

、海马

体
[102]

、突触小泡膜
[103]

等组织内开展针对蛋白质分子

机器的活性和非活性构象的研究. 尤其需要指出的是,
Zhang等人

[104]
通过对细胞内交联位点的分析, 结合Al-

phaFold2对蛋白质组的预测精度打分, 实现了对蛋白

质柔性动态区域的判定. 总之, 综合利用XL-MS技术

方法, 可以获得关于蛋白质结构与功能在原位水平的

完整图景, 有助于揭示蛋白质分子机器的运行机制.
除了NMR和XL-MS技术外, 各种细胞水平的成像

方法如FRET、BRET(Bioluminescence Resonance En-
ergy Transfer)也能有效的应用于细胞内的蛋白质结构

研究
[105]. 传统的基于荧光强度的FRET检测方法在应

用于细胞内蛋白质研究时, 容易受蛋白质表达水平以

及细胞内背景荧光信号的干扰. 而荧光寿命是荧光基

团的本征属性, 不易受到周围环境的影响, 也和细胞

内蛋白质的表达水平无关, 荧光寿命的变化也同样反

映了荧光基团间的距离信息, 因此是一种理想的研究

细胞内蛋白质结构与动态变化的方法
[106]. Zhang研究

团队发展了基于荧光寿命的荧光共振能量转移检测方

法(Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy-Fluores-
cence Resonance Energy Transfer, FLIM-FRET).该方法

利用切割荧光蛋白技术实现了细胞水平不同位点的特

异性荧光标记
[107], 并通过FLIM-FRET检测获得了多

组分子间的距离信息, 在细胞水平解析了膜蛋白的同

源二聚体结构.

5 蛋白质动态结构研究中的时间尺度

以上我们对蛋白质分子机器的结构研究, 从静态

到动态、从体外到细胞内综述了不同研究方法的实现

方式以及最新进展. 同时, 我们还从结构的空间分辨率

的角度分析和比较了不同研究方法的特点以及它们的

整合应用. 要全面的描述蛋白质分子机器的结构动态

变化, 在空间三维结构的基础上, 还需要结合时间尺

度, 这包括运动的速率、不同结构状态之间的交换速

率及不同结构状态的寿命等.
NMR技术能对不同时间尺度内的蛋白质动态变

化做出精细的刻画
[108]. 例如, 通过测量原子核的弛豫

速率(relaxation rate)的变化就可以分析氨基酸是否在

ps~ns尺度是否存在动态变化; 通过弛豫弥散(relaxa-
tion dispersion)和化学交换饱和转移(Chemical Ex-
change Saturation Transfer, CEST)可以分析蛋白质在

μs~ms时间尺度的动态变化, 还能通过数据拟合获得

交换速率以及不同构象的信息
[109~111]; 对于在ms~s时

间尺度的交换, 常规的二维核磁谱图也可以用于分析

蛋白质不同的结构状态
[112].

smFRET检测手段也可实现对不同时间尺度蛋白质动

态结构的表征
[113]. 由于检测原理的不同, 基于自由扩

散的共聚焦显微镜检测方法能够检测ns~ms尺度的结

构动态变化, 因而常用来研究蛋白质分子机器的快速

构象转变, 结构域之间的开合运动等
[114~116]. 相比之

下, TIRF-FRET方法则涵盖了从ms~s甚至更长的时间

图 4 细胞内交联和质谱鉴定的基本流程
[98] (网络版彩图)

Figure 4 A schematic diagram for the workflow of in-situ cross-
linking mass spectrometry [98] (color online).
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尺度, 因而可以用来研究蛋白质的折叠, 蛋白质-蛋白

质相互作用等较慢的动态变化
[117]. 此外, 其它的基于

荧光的实验方法, 例如荧光相关光谱(Fluorescence
Correlation Spectroscopy, FCS)等也能够在不同的时间

维度上获得诸如扩散系数, 结合强度, 聚集状态等蛋白

质的动态信息
[118]. 与smFRET相比, FCS只需要标记一

个荧光探针, 在实验操作上更为灵活方便, 但不能获得

距离这类直接反映蛋白质结构的特征信息, 通常需要

与其他方法联合使用.
由于交联过程中的化学反应需要较长的时间(至

少是分钟级别), 因此XL-MS通常认为表征的是处于热

力学平衡状态下的蛋白质结构动态系综, 而不考虑具

体的时间尺度. 近期, Lei和Dong研究团队
[119,120]

开发

了一种基于邻苯二甲醛反应基团的新型化学交联剂,
能够将交联反应的时间缩短到秒量级. 同时, 作者结合

分子动力学模拟, 发现这种交联剂可以捕获到存在时

间短的蛋白质去折叠过程中的动态中间体结构以及和

蛋白质之间的动态相互作用. 除了化学交联剂以外, 近
年来快速发展的各种光交联剂也广泛应用于蛋白质的

结构研究. 光交联技术是将光敏基团(如芳香族酮类,
噻吩类, 吡啶类等)作为交联反应基团, 在受到特定波

长的光照以后, 这些光敏基团会释放出活化自由基或

激发态物质, 从而引发共价键的形成
[121,122]. 与化学交

联相比, 光交联普遍具有更快的反应速率, 并且触发时

间可控, 因此光交联方法在研究蛋白质分子机器的动

态变化有很大的潜力.
综上所述, 整合互补的谱学手段可以表征分子机

器在不同时间尺度的结构动态, 如图5所示.

6 总结与展望

本论文围绕蛋白质分子机器的结构动态的多尺度

研究, 从空间分辨率到时间分辨率, 从离体到原位、细

胞内等多个角度进行了综述. Cryo-EM技术使我们得

到了大体系的蛋白质机器的复杂结构, X射线晶体衍

射能够解析高分辨率的蛋白质结构, 而NMR在近生理

的溶液环境甚至是细胞原位环境研究蛋白质的动态结

构. 此外, 小角散射、单分子荧光和交联质谱虽然只能

获得低分辨率的结构信息, 但是在蛋白质的动态结构

表征方面也各具有独到的优势. XL-MS能在细胞水平

提供蛋白质相互作用的界面信息. 由于蛋白质在细胞

中的有效浓度更高, XL-MS有望捕获瞬态的蛋白质弱

相互作用, 以及蛋白质遭遇复合物. 此外, 通过与细胞

内NMR方法的结合, XL-MS有望在细胞原位水平进行

高时空分辨的捕获的表征, 如蛋白质机器的组装.
对于蛋白质动态结构的研究, 大部分的检测方法

都会用到探针 . NMR实验中有各种顺磁探针 ,
smFRET需要用到各种荧光探针, 交联剂在本质上也

是一种探针. 这些连接到蛋白质分子上的各种探针都

不可避免的会对蛋白质的结构, 动态变化甚至功能造

成影响或者干扰. 对于NMR和smFRET来说, 往往还

需要对特定位点做突变以保证标记位点的特异性. 因

此, 在应用这些方法时, 需要仔细的评估探针对结构

状态以及蛋白质功能的影响, 同时还应该结合其它方

法进行交叉验证.
目前有专门的数据库PDB-Dev来专门收录通过各

种整合方法获得的生物大分子结构
[123,124].随着技术方

法的不断发展, 蛋白质分子机器的结构和动态变化研

图 5 可通过对质谱交联、荧光、核磁共振等谱学手段的整合, 表征分析蛋白质分子机器在不同时间尺度的的结构动态. 其
中, 核磁共振中的不同测量方法覆盖超过10个数量级

[63] (网络版彩图)
Figure 5 The structural dynamics of protein molecular machines on different time scales can be characterized and analyzed by integrating mass
spectrometry cross-linking, fluorescence, and nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopic techniques. Among them, different measurement
methods in NMR cover more than 10 orders of magnitude [63] (color online).

朱月玲等: 蛋白质分子机器的结构动态的多尺度多方法研究

796



究也将逐渐从研究体外的纯化蛋白质发展到直接研究

细胞内、亚细胞器内、甚至组织内的蛋白质体系. 各

种实验与计算方法的不断发展也将不断推动从原子到

生命系统的研究. 在这个过程中, 各种方法的结构表征

也将加速产生海量的数据. 这些数据也将成为未来人

工智能算法训练的基础. 因此, 有效整理各种实验数

据, 对不同数据格式之间的兼容以方便有效的整合分

析, 设立统一的规范和标准以提升数据的质量, 甚至

是针对不同的实验技术发展相应的人工智能方法来对

数据进行核查和评判, 以进一步提升数据的泛化和拓

展能力.
需要指出的是, 目前大多数方法研究蛋白质动态

结构还是对热力学平衡状态的检测, 往往缺少一个净

的能量输入和随时间变化的动力学信息. 在蛋白质分

子机器行使功能时, 会经历多个非平衡状态, 如过渡

态或者激发态. 但由于非平衡状态寿命短占比低, 因

此难以检测到. 在NMR研究中, 动态核极化(Dynamic
Nuclear Polarization, DNP)是一种能大幅提高NMR信
号的技术. DNP通过将样品中的核极化度增强到远高

于热平衡状态的水平来实现对信号的大幅增强
[125,126],

从而可以极大的提升NMR方法的检测灵敏度. 发展

DNP-NMR技术, 并在此基础上结合其他的磁共振检

测和分析技术, 有望在原子水平捕获和监测蛋白质的

各种动态结构, 如处于非平衡状态的酶的激发态结构.
利用Pressure Jump NMR技术,还能够分析ms时间尺度

的蛋白质聚集、蛋白质折叠中间态等
[127]. 此外, 结合

微流控技术, 对样品体系的微型化也是近年来的一个

趋势
[128]. 对非平衡态下蛋白质分子机器动态结构的研

究, 对蛋白质结构动态变化的高分辨率的实时监测与

分析, 是今后蛋白质分子机器研究方法的重要发展方

向, 并将进一步加深我们对蛋白质分子机器行使功能

的机制的认识.
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Abstract: Proteins constitute the most important molecular machines within biological organisms. Understanding the
dynamic properties of protein molecular machines and revealing their working mechanisms are crucial for the regulation
of their functions. This article provides a comprehensive and systematic review of the research methods for the structural
dynamics of protein molecular machines. It delves into the characteristics and applications of different methods from
perspectives such as spatial resolution, time-scale, in vitro versus in vivo. Additionally, the review highlights the
advantages and limitations of individual methods as well as strategies for an integrated approach. It also looks forward to
the future development on the structural dynamics of protein molecular machines and provides authoritative viewpoints.
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