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摘要    蛋白质是生物体的重要组成部分并参与细胞内几乎所有的生物学过程. 随着越来越

多物种基因组序列的测定, 准确理解基因产物的功能并探索蛋白质功能多样性的原因, 已经

成为当前的研究热点. 为了研究蛋白质的功能, 已有大量蛋白质的静态三维结构被测定. 但

是, 蛋白功能最终受其动力学行为所控制, 这包括折叠过程、构象波动、分子运动以及蛋白质

-配体相互作用等. 基于自由能图谱理论, 本文深入讨论了蛋白质动力学的底层物理化学机制, 

并回答了以下问题: 蛋白质为什么能够折叠、以及如何折叠成其天然三维结构? 为什么蛋白

质的动力学特征是固有的? 其动力学行为如何控制蛋白质的功能? 讨论结果将有助于后基因

组时代生命科学研究中蛋白质结构-功能关系的理解. 
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蛋白质是由一条或多条氨基酸链组成的生物大

分子. 它们在生物体内执行各种各样的功能并参与

几乎所有的生物学过程, 包括催化反应、免疫应答、

DNA 复制、信号转导、分子转运、细胞黏附、细胞

周期、基因表达调控、以及在肌肉组织和细胞骨架中

所行使的结构或力学功能. 因此, 研究、了解蛋白质

的功能, 对理解生物学过程以及生命的本质至关重要.  

结构生物学的中心法则是: 蛋白质的氨基酸序

列包含了决定其三维结构的所有信息, 且蛋白质的

结构决定蛋白质的功能[1~3]. 高分辨率 X-射线晶体衍

射方法是结构生物学的重要研究手段, 该方法通过

测定大量的蛋白质结构, 极大促进了蛋白质结构-功

能关系研究[4]. 然而, 蛋白质本质上是一种“柔软的”

动态物质, 因此, 依靠静态的 X-射线晶体衍射结构

还无法全面解释、了解其功能. 物理学家认为蛋白质

的生物学功能根植于其物理运动当中; 或者说, 蛋白
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结构的动力学行为决定了它们的功能特征[5,6]. 广义

上讲, 这些物理运动包括: (ⅰ) 蛋白质折叠过程中的

构象变化; (ⅱ) 折叠构象状态下的动力学行为和分

子运动; (ⅲ) 蛋白质-配体识别结合过程中的动力学

行为.   

目前, 已有诸多方法可用于研究不同时间尺度

和分辨率下蛋白质的动力学行为[4]. 实验方法如 X-

射线晶体衍射、核磁共振、光谱法、Laue X-射线衍

射、低温电子显微镜和小角 X-射线散射法等, 能够提

供原子分辨率的结构快照和结构集合 (structural 

ensemble), 因此可用于推测慢时间尺度上的动力学

信息. 其他经典的生物物理方法, 如圆二色谱、荧光

共振能量转移、红外光谱、拉曼光谱和电子顺磁共振

等, 尽管只能提供低分辨率的局部结构信息, 但是可

用于推测不同时间尺度范围内的能力学(即构象转换)

信息 . 计算方法如分子动力学(molecular dynamics, 

MD)模拟[7,8]及其衍生方法(如模拟退火和复制-交换

蒙特卡洛技术[9])、力场简化模型(如高斯网络模型[10]

和 Gõ 模型 [11])、以及优化采样技术 (如元动力      

学 (metadynamics)[12~14]、伞状采样 (umbrella samp- 

ling)[15~18] 和 靶 操 纵 模 拟 (targeted and steered 

simulations)[19~22])等, 不仅能够提供原子水平上的完

整动力学信息(即单个原子的三维坐标值随时间的变

化情况), 同时还能提供构象变化相关的力和能量信

息. 值得指出的是, 优化采样技术还能计算蛋白-溶

剂系统的自由能变化并重构自由能图谱(free energy 

landscape). 随着计算机硬件水平的提高以及算法的

改进[23~25], 计算机模拟方法已极大促进了蛋白质动

力学相关的研究, 这包括蛋白质的折叠机制、构象空

间采样、分子运动以及构象转换等, 研究结果极大提

升了人们对蛋白质动力学-功能关系的理解.   

针对研究蛋白质折叠和动力学的相关实验和计

算方法、以及动力学-功能关系研究的例子, 目前已有

大量的综述性文章[4,6,26~29], 因此本文对此不再赘述. 

本文目的在于, 通过讨论蛋白质物理运动底层的物

理化学原理和机制, 回答下列问题: (ⅰ) 为什么蛋白

质能够快速折叠成天然构象状态? 其中的驱动力是

什么? 驱动力又如何指导和加速折叠? (ⅱ) 为什么

蛋白质具有固有的动力学性质(即动态天性)? 决定其

动态天性的因素有哪些? (ⅲ) 蛋白质-配体结合的驱

动力是什么? 它们又如何驱动蛋白和配体间的识别

和结合过程? 为了解决上述问题, 下文将先介绍热

力学系统 (thermodynamic system)的几个基本概念 , 

即焓(enthalpy)、熵(entropy)、自由能(free energy)和自

由能图谱(free energy landscape).  

1  蛋白质-溶剂热力学系统的基本概念 

蛋白质-溶剂系统本质上为热力学系统, 由溶质

(即蛋白分子)、液态水、缓冲离子以及其他物质如小

分子化合物、辅因子和配体组成. 由于系统中的各组

分间存在着复杂的相互作用和能量(热)交换, 因此系

统的整体属性, 如蛋白质的宏观构象状态, 是这些微

观组分平均行为的表现. 热力学定律决定了系统中

各组分间的关系和能量迁移规律[30], 其中所涉及的

主要概念有熵、焓和自由能.   

蛋白质-溶剂系统中的熵可被看作是衡量热能

(thermal energy)(物理学中也称作热 (heat)或动能

(kinetic energy))在系统中分布均匀程度的一个量. 热

力学第二定律认为, 热能总是由系统的高温区域向

低温区域扩散, 因此熵在该定律中处于核心地位. 热

能将尽可能地均匀分布, 这一趋势会不可避免地导

致系统有序性的丧失, 因此熵通常也被看作是衡量

系统无序或混乱程度的一个指标 [6]. 当系统处于恒

温、恒压条件时, 熵起源于原子的热能, 这种能量使

得原子相互推挤和碰撞, 进而导致了键的振动、基团

(如氨基酸残基侧链)和残基的旋转和波动、以及分子

(如水、蛋白质和配体分子)的运动. 总之, 熵是热能

在系统各组分间扩散、迁移的过程, 最终使得热能尽

可能均匀地散布于整个系统并造成系统的无序性 . 

尽管熵是一种无法被直接测量的量, 但是可以用系

统自由度(degrees of freedom)的变化来定量熵的变化. 

进一步, 熵变又被划分为溶质分子(蛋白质和配体)的

构象熵变、旋转熵变和平移熵变, 以及溶剂(水和离子)

分子的熵变[5].  

焓是衡量蛋白质-溶剂系统总能量的一个量. 它

是系统内部能量(即系统形成所需的能量)和建立系

统体积和压力所需能量(即体积和压力的乘积)的总

和. 尽管焓是一种可计量的状态函数, 系统的总焓却

无法直接测定. 目前, 人们用系统能量的变化来衡量

焓变, 这一作法简化了对能量转移过程的描述. 例如, 

蛋白内或蛋白-溶剂间原子非共价键的形成是系统的

放热过程, 因此这一过程会造成系统总能量的减少

而被认为是负焓变(或焓减). 相反, 原子间非共价键



中国科学: 生命科学   2014 年  第 44 卷  第 5 期 
 

435 

的断裂是需要能量的吸热过程, 因此会造成系统能

量的增加而被认为是正焓变(或焓增). 需要指出的是, 

焓变为系统的全局属性, 它是系统内(包括蛋白质内、

溶剂内以及蛋白质-溶剂间)各种非共价键(如范德华

接触、氢键、盐桥以及其他极性和非极性相互作用)

断裂和形成的综合体现[6].  

自由能是物理系统中可转化为功的能量. 在蛋

白质-溶剂热力学系统中, 该能量通常被称作吉布斯

(Gibbs)自由能[31]. 也可将吉布斯自由能看作是一种

能衡量系统能量变化的化学势(chemical potential). 

自由能是系统的状态函数, 因此, 只有当自由能变化

为负值的时候, 系统才能自发地从一种状态转换到

另一种状态. 自由能的变化(∆G)可表达为: 

∆G=∆HT∆S,               (1) 
∆H 和∆S 分别为系统的焓变和熵变 , T 为开尔文

(Kelvin)温度. 热力学的一个重要原则是: 当系统处

于恒温、恒压条件并达到平衡状态时, ∆G 为负值且系

统具有最小的自由能值, 也就是说, 热力学系统的平

衡状态为其自由能最小化状态. 需要指出的是, 如果

2 个状态间的自由能差异G 为正值, 系统则无法进

行自发的状态转换, 除非系统组分或条件发生了变

化, 或者系统被做功.   

蛋白质-溶剂系统的自由能值为系统的状态函数, 

这一函数通常被形象地描述为自由能图谱 [32,33], 即

用系统的自由能变化来描绘系统的状态变化情况 . 

Dill[34]将蛋白质-溶剂系统的自由能图谱定义为, 

F(x)=F(x1, x2,…, xn),         (2) 
F(x)为系统处于“x”状态时的自由能值. 系统状态“x”

可被一系列变量, 即 x1, x2, … , xn 所描述. 系统状态

是指系统内各成分(包括溶质如蛋白质、配体和辅因

子、以及溶剂如水分子和离子)间复杂相互作用所造

成的整体状态. 然而在研究蛋白质折叠和蛋白质-配

体相互作用等具体问题时, 研究者通常只关注蛋白

质的构象状态(conformational state). 简便起见, 这里

的 x1, x2, … , xn 仅用于描述蛋白质的微观状态[34], 如

蛋白肽链的二面角、本征向量投射(由本质动力学分

析 MD 模拟轨迹而获得)所代表的构象变化[6,35,36]、原

子间天然接触(native contacts)数量、肽链 N-, C-末端

距离、序参量(order parameter, 用于描述折叠中间体

与天然构象状态的相似性)[37]、或任何其他可描述蛋

白质自由度的变量[34].  

2  蛋白质折叠问题 

蛋白质折叠问题可分为 2 个具体的问题[38,39]: (ⅰ) 

折叠的能力学问题, 即为什么蛋白质能够快速折叠. 

该问题也被称作列文托悖论(Levinthal’s paradox)[40]; 

(ⅱ) 折叠的热力学问题, 即作用于氨基酸残基序列

上的原子间相互作用力如何指导蛋白质的折叠. 该

问题也被称作折叠代码 . 第 (ⅰ )个问题最早由

Levinthal[40]于 1968 年提出, 他发现尽管蛋白质具有

巨大的构象空间(假如一个蛋白质由 100 个氨基酸组

成, 每个氨基酸具有 3 个自由度, 那么该蛋白的折叠

可能性(折叠空间)为 3100), 它们仍能在毫秒到秒一级

的时间尺度内快速搜索到(或折叠成)其天然构象. 为

了解决蛋白质折叠的能力学问题, 首先要查明指导

蛋白正确折叠的驱动力, 这就引出了折叠的热力学

问题, 即折叠代码及其作用机理. 因此, 以上 2 个问

题紧密关联, 只有同时解决了这 2 个问题, 才能完全

理解蛋白质的折叠过程和机制[6,41].  

2.1  蛋白质折叠能力学 

Zwanzig 等人[42]通过建立数学模型解决了蛋白

质折叠的能力学问题. 该模型显示, 仅需对折叠过程

中的局部不利构象施加一个较小的偏倚势(或偏倚能

量), 蛋白质便能在合理的时间范围内完成折叠. 也

就是说, 只有当系统存在合理的自由能梯度时, 蛋白

质才能快速折叠成天然构象状态.  

变性剂, 如强酸、强碱、高浓度无机盐或有机溶

剂(如乙醇、氯仿或尿素), 会使蛋白-溶剂系统的自由

能图谱变得相对平坦, 这促使处于折叠状态的蛋白

质结构失去其三级和二级结构并最终导致蛋白质变

性[43]. 如果维持变性条件不变, 解折叠的蛋白分子将

在平坦的自由能表面(free energy surface)上随意“游

荡”(wander randomly), 最终造成大量的随机卷曲构

象状态. 因此, 在变性条件下, 系统自由能表面的平

坦特性使得已变性的蛋白分子无法找到折叠出口 . 

Anfinsen[3]和Anfinsen等人[44]实验显示, 一旦复性(或

折叠)条件被恢复, 变性蛋白分子便能迅速折叠回天

然构象, Anfinsen 也因此项工作获得了诺贝尔奖. 恢

复蛋白-溶剂系统的折叠条件, 其本质是通过建立自

由能梯度而改变系统自由能图谱的形状. 这种自由

能的改变显著大于变性条件下系统自由能的波动 . 

小的自由能波动仅能产生小且浅的自由能陷阱(free 
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energy traps)或井(wells), 这使得“受困于”自由能井

内的蛋白分子很容易逃脱而掉进周围的自由能井 , 

从而发生随机卷曲状态间的构象转换. 相反, 只有大

幅度的自由能变化才能建立足够陡峭的自由能斜坡

(slope), 进而触发蛋白分子的折叠 , 即蛋白构象快

速、不可逆地向全局自由能最小化区域运动.   

(1) 漏斗样(funnel-like)蛋白质折叠自由能图谱.  

折叠条件的恢复导致蛋白质-溶剂系统的自由能图谱

形成足够大的自由能梯度或斜坡, 这时, 如同滑雪者

跃下雪坡滑行一样, 变性肽链从自由能最高处跌落

并沿着斜坡向自由能最低处滚落. 本质上, 蛋白质的

复性过程是蛋白质-溶剂系统的自由能下降过程, 这

一过程主要包含快速疏水坍塌 (rapid hydrophobic 

collapse)[29,45,46]和随后的慢瓶颈(slow bottleneck)[47]2

个阶段. 随着系统自由能的下降, 蛋白分子会因为溶

剂的压缩效应(由溶剂熵最大化而引起)以及蛋白内

和蛋白-溶剂间非共价键的形成而逐渐丧失其构象自

由度(也称为构象熵). 系统的自由能越低, 蛋白分子

所失去的构象熵就越多, 因而其构象状态会显得越

发有序. 因此, 这种伴随着系统自由能下降的蛋白构

象熵减过程使得蛋白质折叠自由能图谱呈现为漏斗  

形[47,48], 将其称作折叠漏斗.  

需要指出的是, 由于蛋白质拥有数量庞大的原

子且每个原子具有 3 个自由度, 因此其自由能图谱具

有相当高的维度. 尽管如此, 研究者通常将自由能图

谱表示成一个三维表面, 即以 2 个指定自由度为函数

的自由能变化表面. 在经典的三维折叠漏斗中[47,49], 

漏斗深度(即折叠初始状态与最终状态间的自由能差

异)代表天然折叠状态相对于变性状态的能量稳定性, 

漏斗的宽度代表蛋白质的构象空间或构象熵. 蛋白

质的天然折叠构象状态位于最窄的漏斗底部(也称为

全局自由能最小化区域). 漏斗的顶部通常被描述为

相对平坦的、分布有很多小自由能井的表面.  

(2) 折叠过程和折叠路径.  尽管蛋白质折叠问

题相当复杂, 但是研究者已发展出一些简化模型以

描述、研究蛋白质的折叠过程 ,  如扩散碰撞模型

(diffusion collision)[50,51]、框架模型(framework)[52]、成

核压缩模型(nucleation condensation)[53,54]、拉链-装配

模型(zipping-and-assembly)[55~57]、拼图模型(jigsaw 

puzzle)[58]、计量化学模型(stoichiometry)[59,60]、疏水

坍塌模型(hydrophobic collapse)[46]、以及折叠漏斗模

型(folding funnel)[47,48]等. 值得指出的是, 上述模型 

并非相互独立、相互排斥, 相反, 它们之间存在或多

或少的共同之处[5], 通过侧重蛋白质折叠的不同方面, 

极大推动了折叠机制研究. 由于基于自由能图谱理

论的折叠漏斗模型包含了上述其他模型的绝大部分

特征, 因此该模型已被广泛接受并用于描述蛋白质

的折叠过程.  

折叠漏斗模型认为, 蛋白质的折叠过程是蛋白

分子从各种变性状态沿多条路径向天然构象状态滚

落的自由能下山过程(图 1A)[47]. 由于自由能图谱的

粗糙性(ruggedness), 在下山过程的任何阶段 , 蛋白

分子都有可能掉入大小不一的自由能陷阱(即自由能

图谱表面的局部自由能最小化区域). 但是, 整体上

大的自由能落差(或自由能坡度)足以保证折叠中间

体跳出局部自由能陷阱而继续其下山过程. 在下山

过程的不同阶段, 蛋白质分子会形成各种折叠中间

体, 如熔球态(molten globule state)、转换态(transition 

state)、玻璃转换态(glass transition state)以及其他相对

不稳定的状态或子状态(substates). 图 1B 显示了小球

状蛋白的具体折叠过程[61~63]. 折叠的第一阶段为疏

水坍塌, 该过程导致变性肽链集合(特指处于变性状

态的蛋白质分子集合)迅速坍塌成较为紧密的熔球态. 

熔球态是一种非常重要的折叠中间体, 它们具有如

下结构特征: 疏水侧链位于熔球的内部; 具有最小的

溶剂可及表面积; 已具备一些二级结构和非特异性

三级接触. 但是, 与天然折叠构象状态相比, 熔球态

所拥有的原子(或残基)间相互作用数量要少得多; 换

言之, 熔球态还缺乏天然构象状态中的大量相互作

用或天然接触[62]. 目前, 已有实验证据表明[29]: (ⅰ) 

在低浓度化学变性剂存在时, 蛋白-溶剂体系中的确

存在熔球态; (ⅱ) 疏水坍塌过程非常迅速, 可在亚微

秒级别的时间尺度内完成. 研究者认为, 折叠漏斗的

上半部分非常陡峭且相对平滑, 这使得变性蛋白分

子能够迅速滚落 , 最终进入包含了 “山、谷和陷

阱”(hills, valleys and traps)的粗糙地带(图 1B). 因此, 

熔球态会在较长的时间里受困于山岭间的自由能陷

阱内, 使得接下来的折叠进程(瓶颈阶段)变得非常缓

慢[47]. 在折叠的瓶颈阶段, 蛋白分子会重复进行一系

列的上山和下山过程以搜寻可能的下山路径, 这就

导致了多种折叠中间体的形成. 例如, Dill 和 Chan[47]

将所有位于山顶的中间体定义为“过渡态”, 他们认

为, 过渡态或许有着各种各样的结构特征, 且大量过
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渡态的存在减缓了折叠过程. 进一步, 非互补熵-焓

变化所造成的自由能降低使得蛋白分子折叠成所谓

的“玻璃转换态”[32,62]. 玻璃转换态类似于液体受冷后

流动性降低的状态, 形象地说明这种折叠中间体处

于某种结构被固定的状态而很难发生构象重排, 这

导致折叠的最后一步, 即玻璃转换态向天然构象状

态的转变, 变得非常缓慢[63]. 然而, 由于折叠漏斗具

有足够大的全局自由能梯度, 玻璃转换态仍能沿着

少数路径继续其自由能下山过程, 最终到达折叠漏

斗的最底部, 即全局自由能最小化区域[61]. 总之, 折

叠漏斗模型强调 2 点: (ⅰ) 蛋白质的折叠过程是变性

分子集合的自由能下山过程; (ⅱ) 蛋白分子可沿诸

多可能的路径下山. 值得注意的是, 尽管折叠漏斗模

型是在研究小球状蛋白质折叠机理的基础上建立的, 

但是同样适用于描述、解释拥有复杂拓扑结构的大蛋

白质折叠过程[64].  

2.2  蛋白质折叠热力学  

目前普遍认为, 蛋白质折叠的驱动力(折叠代码)

存在于其氨基酸序列当中. 这一观点基于以下事实: 

(ⅰ) 不同或相似的氨基酸序列能够折叠成不同或相

似的蛋白质结构; (ⅱ) 在所有可能的序列(即氨基酸

序列空间)当中, 仅有少量序列(即自然界当中存在的

氨基酸序列)能够折叠成具有生物学功能的结构状态. 

传统的观点认为, 折叠代码是由许多个单独的、小的

相互作用(包括氢键、盐桥、范德华接触以及其他极

性或非极性相互作用)叠加而成[39,65], 这使得一级序

列能够编码二级结构, 进而由二级结构编码三级结

构. 换言之, 距离较近的原子间相互作用很容易导致

形成简单的局部结构, 通过这些局部结构间的碰撞

和相互作用, 便能形成更为复杂的蛋白质三维结构. 

基于这一观点, 研究者建立了扩散碰撞模型和框架

模型 [50~52] 以描述上述分级折叠过程 (hierarchical 

folding process). 然而, 将不同原子间相互作用的叠

加看作蛋白质折叠的驱动力, 这种观点存在片面性, 

原因为: (ⅰ) 该观点忽略了溶剂熵作用, 而溶剂熵作

用恰恰是折叠驱动力的一个重要组成[6]; (ⅱ) 统计力

学模型表明折叠代码不仅分布于局部序列, 同时也

分布在整个氨基酸序列当中[38]; (ⅲ) 局部相互作用

的形成在很大程度上是主折叠驱动力(即溶剂熵作用)

所导致的结果, 而非折叠驱动力的成因[39].   

从全局的角度来看, 可以将折叠驱动力理解为

蛋白-溶剂系统总自由能的降低, 这就涉及到 2 个重

要的驱动因子, 即熵变(包含溶剂熵和蛋白质构象熵

 

 

图 1  漏斗状蛋白质折叠自由能图谱(网络版彩图) 

A: 包含山、陷阱/井以及自由能能垒的三维自由能图谱示意图. 图中 5 条带箭头的黑线仅用于显示可能的折叠路径, 即处于变性状态的蛋白

分子从漏斗的外表面沿箭头所示的下山路径滚落至全局自由能最小化区域. 2 条红线间的粗糙区域表示一个重要的折叠中间体, 即疏水坍塌

过程所导致的熔球态所在的区域. 修改自 Dill 和 Chan[47]; B: 描述详细折叠过程以及各种折叠中间体的二维折叠漏斗示意图. 漏斗的宽度代

表蛋白质构象熵的大小; 漏斗深度代表变性状态相对于天然构象状态的自由能稳定性或构象相似程度. 箭头表示自由能的下山方向以及折

叠过程的不同阶段. 由淡蓝色逐渐过渡到蓝黑色的区域代表熔球态、转换态、玻璃转换态以及天然状态所在的区域. 修改自 Onuchic 等人[61,62] 

以及 Wolynes 等人[63] 
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的变化)和焓变(包含蛋白质内以及蛋白与溶剂间共

价键的形成和断裂)[5]. 由于蛋白质折叠过程的复杂

性, 因此在不同的折叠阶段, 熵变和焓变对系统自由

能降低的贡献程度会有所不同[41].   

(1) 为什么溶剂熵作用(疏水力)对蛋白质折叠非

常重要? 在已折叠的蛋白质结构当中存在着数量庞

大的氢键和范德华接触, 以及少量的盐桥, 这使得人

们认为上述相互作用在驱动蛋白质折叠时发挥着主

导作用. 氢键的重要性在于: 天然结构中含有几乎所

有可能形成的氢键; 骨架酰胺基和羰基间的氢键是

蛋白质二级结构的关键组成部分[39]. 类似地, 天然折

叠结构通常具有紧密的包装, 这意味着范德华接触

也非常重要. 由于大多数蛋白质仅具有少量的带电

残基且带电残基通常暴露于结构的表面, 因此, 与氢

键和范德华接触相比, 盐桥的重要性要小得多. 以上

非共价键的重要性仅见于已折叠的天然结构, 因此

可以肯定它们在维持已折叠结构的稳定性方面发挥

着重要作用. 然而, 这些相互作用在多大程度上能够

驱动蛋白质的折叠? 这一问题还需慎重回答.   

就直觉而言, 氢键在约束和稳定蛋白质的二级

结构方面发挥着重要作用. 然而, 已有实验证据表明, 

溶液环境中孤立的二级结构很难保持自身构象的稳

定 [39]; 天然蛋白质中存在的“变色龙”序列既能采取

-螺旋(-helical), 也能采取-股(-strand)构象[66,67]. 

这就意味着蛋白二级结构的稳定性强烈依赖于蛋白

质的三级结构背景, 即蛋白结构的紧密包装方式. 这

种紧密包装成型于蛋白质折叠的第一步, 即溶剂熵

增所驱动的疏水坍塌过程.  

目前, 研究者普遍认为溶剂熵作用(也称作疏水

力或疏水相互作用)在蛋白质折叠中发挥着至关重要

的作用. 该观点的直接证据为[39]: (ⅰ) 所有天然蛋白

的结构均具有疏水核心, 这就意味着溶剂水可将残

基的疏水侧链隔离进蛋白结构内部而形成疏水核心; 

(ⅱ) 将一个疏水残基侧链从水溶剂转移到非极性溶

剂中, 需消耗 1~2 kcal/mol 的能量[68]; (ⅲ) 蛋白结构

在非极性溶剂中会发生变性; (ⅳ) 打乱的氨基酸序

列, 只要它们还保留着正确的疏水和亲水排列模式, 

便能折叠成预期的天然构象状态[69~71].  

以上证据表明, 溶剂熵的最大化是蛋白质折叠

驱动力的一个重要组成, 它对蛋白质-溶剂系统的自

由能降低作出了实质性的贡献. 例如, 为了满足系统

溶剂熵最大化的需要, 水分子将尽可能减少与非极

性氨基酸侧链的接触, 进而将疏水侧链压缩至蛋白

内部而仅将极性和带电残基暴露于蛋白质表面, 最

终导致蛋白质具有疏水核心和最小的溶剂可及表面

积. 疏水侧链-水溶剂系统的平衡状态为其全局自由

能最小化状态, 在这一状态下, 系统的溶剂熵(即水

分子的熵)得到了最大化. 这时, 疏水侧链会被一层

水壳所包裹以保证水壳以外的水分子拥有最大限度

的自由度. 因此, 如果将疏水侧链移入非极性溶剂, 

则需要有额外的能量破坏水壳中的非共价键, 这便

解释了为什么转移溶剂会消耗 1~2 kcal/mol 的能量. 

有趣的是, 当疏水侧链被放入非极性溶剂之后, 二者

的混合过程于熵于焓均非常有利. 这是因为, 疏水侧

链和非极性溶剂均为非极性物质, 因此二者之间很

容易产生接触或形成相互作用; 此外, 能量在同性物

质的混合物中更容易分散, 这使得疏水侧链-非极性

溶剂混合物比疏水侧链-水溶剂混合物更为“混乱”和

“无序”. 以上的焓减和熵增过程最终使得疏水侧链-

非极性溶剂系统达到平衡状态, 且该状态较疏水侧

链-水溶剂系统的平衡状态具有更低的自由能. 类似

地, 蛋白质在非极性溶剂中的变性过程同样由系统

的自由能下降来驱动, 其中熵增和焓减均为自由能

的降低作出了积极贡献[41]. 以上分析从反面说明, 正

是因为液态水具有独特的熵(如熵最大化需求)和焓

作用(如与暴露的带电和极性残基侧链形成氢键), 它

才能为蛋白质功能构象状态的形成和存在提供理想

的溶液环境. 保留了正确疏水和亲水排列模式的乱

序氨基酸序列能够折叠成预期的天然构象, 这一现

象表明, 溶剂熵最大化所导致的疏水坍塌是蛋白质

折叠过程中最重要和最关键的一步. 疏水坍塌所产生

的熔球态为后续的构象调整和结构塑形奠定了基础.  

(2) 熵、焓对系统自由能降低的差异性贡献 .  

Ben-Naim[65]建立的“溶剂诱导”力 (“solvent-induced” 

force)统计力学模型显示, 发生于一个基团(如氨基酸

残基侧链)上的小构象变化便能建立一个蛋白溶剂化

自由能梯度, 这一自由能梯度将向该基团施加一个

作用力, 最终使其沿力的方向进行移位. 实际上, 自

由能是对蛋白质-溶剂系统整体化学势的一种近似, 

因此自由能是个系统性的概念. 由于上述模型仅考

虑了蛋白质溶剂化自由能变化所产生的力, 因此有

其局限性. 更进一步讲, 不仅蛋白质的构象变化(即

构象熵变)能导致系统自由能的变化, 同时溶剂熵变

以及系统焓变(包括蛋白内以及蛋白质-溶剂间非共
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价键的形成和断裂), 或任何有关溶剂环境的变化(例

如向溶液中加入酸、碱、变性剂、辅因子、配体、底

物或其他复合物), 都能引起系统自由能的变化 [41]. 

自由能变化所造成的梯度越陡, 施加于蛋白质分子

上的力将会越大, 这将导致蛋白分子以更高的概率

向低自由能区域移动.  

使用化学变性剂或改变系统温度能够导致蛋白

质变性, 这一过程本质上是通过变性因子改变系统

自由能图谱的形状, 即从漏斗形变为相对平坦的表

面 . 复性是变性的逆过程 , 其本质在于 , 通过恢复

“正常的”溶剂环境而建立足够大的自由能梯度并最

终将系统的自由能图谱恢复成漏斗形. 折叠漏斗上

半部分具有平滑性(即少有自由能陷阱的存在)和陡

峭性(即大的自由能梯度)2 个显著特征. 这 2 个特征

使得变性的蛋白分子能够迅速滚落, 最终导致变性

的随机卷曲状态坍塌成熔球态. 传统的观点认为这

一 坍 塌 过 程 是 由 疏 水 相 互 作 用 (hydrophobic 

interaction)所驱动的[38,39,45,46]. 然而, 将“疏水相互作

用”一词用在这里并不恰当. 这是因为, 这里的疏水

相互作用并不是由疏水基团间的相互吸引而形成的; 

换言之, 它不是一种主动相互作用, 而是由水分子挤

压所造成的的被动相互作用. 依据热力学第二定律, 

疏水侧链聚集于蛋白质的内部, 这一结果是为了满

足系统熵最大化的需求, 即通过牺牲蛋白质的部分

构象熵而获得最大的溶剂熵, 最终使得整个系统获

得最大的熵(即最大熵增或熵最大化).  

在蛋白质-溶剂系统中, 水分子与蛋白分子相比, 

无论在数量还是质量上均占据着绝对优势[41]. 溶剂

熵最大化的要求将使水分子间保持尽可能多的动态

氢键, 因此, 水分子会尽量减少与疏水侧链基团的接

触, 并通过蛋白质溶剂可及表面积的最小化, 将疏水

基团隔离进坍塌体(熔球态)的内部. 同时, 在疏水坍

塌过程中, 系统还需要额外的能量以将变性蛋白分

子表面的水分子剥离下来, 这种正焓变不利于系统

自由能的降低; 构象坍塌也造成了蛋白质构象自由

度的丢失, 这种构象熵减同样不利于系统自由能的

降低. 尽管如此, 坍塌所获得的溶剂熵增远远大于系

统焓增和蛋白构象熵减, 因此溶剂熵增对系统总自

由能的下降作出了实质性贡献. 综上所述, 本文认为, 

溶剂熵作用是蛋白质折叠代码的主导组分, 而疏水

相互作用是疏水坍塌的结果而并非驱动蛋白质折叠

的原因. 尽管如此, 熔球态中的疏水接触带来的焓减

对系统自由能的降低也是有利的.   

如前所述, 疏水坍塌所形成的熔球态是一组相

对稳定的蛋白质折叠中间体状态, 该状态具有较为

紧密的包装, 同时还包含少量的二级结构和三级接

触. 由于熔球态为局部相互作用和全局三级相互作

用的进一步形成营造了结构环境, 因此, 本文认为这

一中间体的形成对蛋白质的折叠至关重要. 由熔球

态向天然构象状态的进一步折叠(即瓶颈过程)会涉

及转换态和玻璃转换态 2 种主要中间体. 尽管瓶颈过

程相比疏水坍塌要慢得多, 这一过程仍由系统整体

自由能的降低来驱动. 具体地, 熔球态首先要脱离困

住它们的自由能陷阱才有可能找到继续下山的路径. 

这一自由能爬坡过程由熔球态的构象熵增天性(蛋白

质结构在任何状态下都具有构象熵增加的趋势, 本

文将其定义为构象熵增天性)所触发. 熔球态中的局

部和三级相互作用数量有限, 因此不足以将其构象

稳定维持在某个特定状态. 构象熵增天性首先会打

断最弱的非共价键并瓦解这些键所束缚的结构区域, 

从而触发构象调整过程, 即原子间非共价键的断裂

以及不同原子间新非共价键的形成. 这种竞争性相

互作用通常会重复多次, 只有当键的强度足以抵消

构象熵增作用时才会停止. 本文认为, 蛋白质的构象

熵增驱动了自由能上山(或爬坡)过程, 而系统焓减驱

动了自由能下山过程. 瓶颈阶段的折叠表现为蛋白

分子持续上山和下山以搜索更低自由能状态的过程, 

随着越来越多稳定的非共价键的形成, 系统熵减(或

负熵变)将足以弥补蛋白质的构象熵减所带来的负效

应, 最终使得系统的整体自由能进一步下降. 需要指

出的是, 这里的系统焓减不仅来自蛋白内原子间非

共价键的形成, 同时还来自蛋白质-溶剂间非共价键

的形成. 蛋白质表面水分子网络的形成(水分子的焓

减)也对系统自由能的降低作出了贡献. 总之, 由熔

球态向天然状态转变的瓶颈阶段仍由系统自由能的

整体下降所驱动. 在这一阶段, 负焓变是折叠代码的

主导组分, 它通过抵消蛋白质构象熵和溶剂熵损失

所带来的负作用, 最终将蛋白质分子引导至全局自

由能最小化区域.  

3  蛋白质动力学的物理化学基础 

折叠完成后, 蛋白质分子位于漏斗状蛋白-溶剂

系统自由能图谱的底部, 即全局自由能最小化区域. 
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然而, 这一区域并不平坦, 同样包含自由能井以及位

于自由能井之间的山或能垒. 本文认为, 自由能图谱

底部的粗糙性不仅允许蛋白质分子以不同构象状态

或子状态集合的形式共存于这一区域, 同时也允许

不同构象状态(或子状态)间的构象转换. 具体地, 不

同的构象状态集合位于不同的自由能井内, 自由能

井的深度和宽度(即自由能井尺寸的大小)决定着某

种构象状态的群体大小、发生概率或持续时间. 蛋白

质构象状态的群体分布是蛋白质动力学的一个重要

性质, 即热力学性质. 相邻自由能井之间的能垒高度

决定着 2 个状态之间的构象转换速率, 这是蛋白质动

力学的另一个重要性质, 即能力学性质.  

位于某个大尺寸自由能井内的蛋白结构并不是

静止的, 相反, 该结构能够围绕其平均/平衡(average/ 

equilibrium)状态进行波动, 进而产生一组紧密关联

的构象子状态. 由于这种波动持续的时间较长(毫秒

到秒一级时间尺度), 因此被认为是蛋白质的平衡波

动(equilibrium fluctuations)或平衡动力学(equilibrium 

dynamics). 一般认为, 蛋白质的平衡波动控制、支配

蛋白质的生物学功能[4,6], 而发生于构象转换期间的

非平衡波动(non-equilibrium fluctuations)似乎对蛋白

功能以及生物学过程的整体速率影响不大[4]. 由于构

象转换需要蛋白质分子翻越自由能能垒且转换中间

态只有很短的存在时间, 因此目前的实验手段很难

捕捉到转换中间态和非平衡波动[5,6].  

3.1  蛋白质动力学的层次性  

蛋白质波动的层次性是蛋白质动力学的重要特

征, 具体指蛋白结构的不同组分具有不同的波动幅

度和波动方向, 且不同的波动幅度发生的时间尺度

也有所不同[4,72]. 如图 2 所示, 蛋白质的构象状态或

子状态位于漏斗底部的各个自由能井内. 井的大小

各有不同, 它们的深度和宽度决定着蛋白波动的幅

度和时间尺度. 转换中间态位于井间的自由能能垒

上, 且能垒的高度决定着波动的方向性以及相邻 2 个

状态间的构象互换速率. 下文将根据图 2 对蛋白质的

动力学幅度及其时间尺度做详细描述.   

图 2所示的自由能图谱含有 2个大尺寸的自由能

井(tier-0井), 同时, tier-0井的底部包含小的(tier-1井)

或者更小的(tier-2 井)自由能井, 例如, 左边的 tier-0

井底包含 2 个 tier-1 井, 且这 2 个 tier-1 井的底部还各

包含 4 个和 3 个更小的 tier-2 井. 这种嵌套的自由能 

 

图 2  漏斗状蛋白质-溶剂系统自由能图谱底部区域示意图 

图中显示了自由能图谱底部的粗糙性、可变性以及分层组织等特征, 

这些特征不仅决定了蛋白质的波动幅度和方向性, 同时还决定蛋白

质的动力学等级及其时间尺度; 因此, 该图可用于表征蛋白质的热

力学和能力学性质. 蛋白质的构象状态或子状态位于不同的自由能

井中, 例如, 2 个 tier-0 状态, A 和 B, 分别位于 2 个大而深的 tier-0

自由能井内, 且二者间的自由能差异GAB决定了状态 A 和 B 的群

体尺寸(例如具有更低自由能的状态 A 较具有较高自由能的状态 B

有着更大的群体尺寸, 即 PA>PB). 状态 A 和 B 之间的自由能能垒

(G‡)高度差异决定了二者间构象互换速率的差异(如 kAB<kBA). 

tier-0 动力学为整个蛋白质分子在微秒到毫秒时间尺度范围内的波

动. 尽管 A 和 B 状态平衡共存且具有不同的群体尺寸, 系统环境的

改变却会引起自由能图谱的变化(从黑线到灰线), 并最终导致状态

A和状态B的重新分布. tier-1和 tier-2子状态分别位于 tier-1和 tier-2

自由能井内. 围绕 tier-1 状态的构象波动(tier-1 动力学)为纳秒时间

尺度上的环和转角运动; tier-2动力学为皮秒时间尺度上的侧链旋转 

运动. 修改自 Henzler-Wildman 和 Kern[4]以及 Ansari 等人[72] 

井组织方式决定了蛋白质波动的多层次性以及波动

的时间尺度. 例如, 2 个主要的构象状态, 即 tier-0 状

态 A 和 B, 分别存在于 2 个最大的 tier-0 井内, 因此

这 2 个构象状态拥有大的群体尺寸、长的存在时间或

高发生概率(PA, PB). 围绕 tier-0 状态的构象波动

(tier-0 动力学)为波及整个蛋白结构的大幅度波动, 

其发生的时间尺度为微秒到毫秒范围, 文献中将这

种 平 衡 波 动 称 作 大 尺 度 协 同 运 动 (large-scale 

concerted motions)或集体运动(collective motions). 尽

管状态 A 和 B 以平衡方式共存, 但是二者间的自由

能差异(GAB)使得它们在群体大小上也存在差异 . 
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例如, 状态 A 向状态 B 的转换比 B 向 A 的转换需克

服更高的自由能能垒(G‡(kAB)>G‡(kBA)), 这就导

致 BA 较 AB 具有更快的转换速率(kBA>kAB), 

最终使得状态 A 比状态 B 具有更大的群体尺寸或更

高的分布概率. tier-1 井内的构象波动为快动力学波

动(tier-1 动力学), 这种波动发生的时间尺度为纳秒

级且仅涉及二级结构单元间的环区和转角, 最终致

使在 tier-0 井的底部形成一组紧密相关的构象子状态. 

更快的构象波动(tier-2 动力学)发生于 tier-1 井底部的

tier-2 井内, 这种波动是发生在皮秒时间尺度上的氨

基酸侧链旋转运动, 而侧链旋转则源自最快的波动

(tier-3 动力学), 即发生在飞秒尺度上的共价键振动.   

3.2  晶体结构与位于层次化自由能井内构象状态
的关系 

X-射线晶体衍射方法所测定的蛋白结构本质上

是结晶条件下的平均或平衡构象状态, 也可以认为

是系统自由能图谱的 tier-0井所“捕捉”到的构象状态. 

晶体 B-因子(crystallographic B-factors)能够提供有关

原子围绕 tier-0 状态的空间分布信息或平衡波动信息, 

这说明晶体结构同样包含 tier-1 和 tier-2 构象状态信

息. 因此, 晶体结构快照, 尤其是它们的 B-因子, 能

用于蛋白质结构-功能关系研究.  

对于同一个蛋白质, 可能会在 PDB(protein data 

bank)蛋白结构数据库(http://www.pdb.org)中搜索到

多个晶体结构. 但是, 这些结构在整体构象上的差异

并不明显, 它们的结构核心几乎完全一致, 仅能在表

面环区上观察到构象差异, 这意味着, (ⅰ) 不同实验

室采取的结晶条件非常相似, 因此可将测定的结构

理解为存在于 tier-0 井底不同 tier-1 井中的构象状态; 

(ⅱ) 绝大多数蛋白质或许只具有一个 tier-0 井, 且该

井中发生的平衡波动控制着蛋白质的生物学功能.   

具有至少 2 个 tier-0 状态的著名例子是人类免疫

缺 陷 病毒类 型 1(human immunodeficiency virus, 

HIV-1)的包膜糖蛋白 gp120. 该蛋白质可以以 2 种构

象 形 式 存 在 , 即 unliganded 状 态 ( 结 合 受 体

CD4(cluster of differentiation 4)之前的构象状态)和

CD4-bound 状态(结合 CD4 之后的状态), 且这 2 种状

态间存在着巨大的构象差异, 这意味着它们各自栖

居于 2 个不同的 tier-0 井内. 在结晶环境中, 无论有

无 CD4 分子的存在, X-射线晶体衍射方法所测定的

gp120 结构均呈现为 CD4-bound 状态[73~78], 这便暗示

CD4-bound状态稳定栖居于一个大而深的 tier-0井内. 

相反, 由于 unliganded 状态无法结晶而很难被测定结

构, 目前 PDB 数据中唯一一个 unliganded 状态的晶

体结构来自猿类免疫缺陷病毒 (simian immune- 

deficiency virus, SIV) 的 gp120[79]. 本 文 认 为 , 

unliganded 状态之所以无法结晶是因为该状态非常不

稳定且栖居于另一个具有更高自由能水平的 tier-0 井

内. 进一步, unliganded 状态比 CD4-bound 状态具有

更高的构象柔性[80,81], 这也意味着前者的 tier-0 井较

后者具有更粗糙的井底和更多样化的构象子状态 . 

然而, 与体外实验条件不同的是, 在 HIV-1 功能病毒

轴中, gp120 是以 gp1203/gp413 三聚复合物形式存在

的. 因此, gp120 可与 gp41 或相邻的结构亚单位发生

相互作用而将其构象稳定在 unliganded 状态. 由于针

对 unliganded 构象的抗体很少, 因此该状态的稳定存

在有利于 HIV-1 逃避人体的免疫监控[78]. gp120 通过

与其他分子的相互作用而提高其非优势状态的构象

稳定性, 这说明蛋白质-溶剂系统的自由能图谱并非

是静止的, 相反, 溶剂条件的改变会引起系统自由能

的变化(图 2).   

3.3  自由能图谱的动态天性 

图 2 所示的自由能井和能垒仅为蛋白质-溶剂系

统动态自由能图谱的一种静态表示方式. 当系统环

境, 如温度、压力、pH、离子强度以及系统组成(包

括溶质和溶剂组分)保持恒定时, 自由能图谱底部的

粗糙形态将得以维持, 具体表现为自由能井以及井

间能垒的稳定分布. 然而, 这种稳定性是相对的, 其

本质是自由能动态平衡波动的表现形式. 在蛋白质-

溶剂系统中, 分子内的原子热运动、键振动以及分子

间的布朗碰撞(Brownian collisions)会不可避免地导

致系统自由能在一定范围内波动(即平衡波动), 这类

似于微风拂过湖面时引起的相对“静止”的涟漪. 稳

定存在的自由能井和井间能垒将允许: (ⅰ) 蛋白分

子构象状态的稳定存在(即不同的构象状态长时间栖

居于各自的自由能井内); (ⅱ) 平衡波动的发生(即发

生于自由能井内的围绕平衡/平均状态的构象波动); 

(ⅲ) 不同构象状态间较为恒定的转换速率. 这就解

释了为什么蛋白质分子能以构象状态(或子状态)集

合的形式稳定分布(或共存)于折叠漏斗的全局自由

能最小化区域.  

任何能引起蛋白质-溶剂系统自由能变化的因素
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都会打破上述平衡并建立新的平衡, 最终导致蛋白

质构象状态的重新分布[4,41]. 引起系统自由能改变的

因素有外因和内因, 前者包括温度、压力、pH、离子

强度、变性剂, 以及配体、辅因子、底物、小分子化

合物或任何其他分子的加入; 内因主要包括蛋白的

氨基酸突变、蛋白构象熵和溶剂熵作用、以及蛋白残

基间和残基-溶剂间的竞争性相互作用. 前文已经讨

论过, 高温或变性剂导致蛋白变性的原因在于它们

能够引起系统自由能图谱形状的实质性改变. 同理, 

这些因子也能引起自由能图谱形状的适度变化(图 2, 

灰色线条), 并最终导致蛋白质构象状态的重新分布. 

例如, 配体和蛋白质分子间的随机碰撞会破坏二者

表面的水分子网络, 这是一个溶剂熵增并伴随着溶

剂焓增的过程; 进一步的相互作用(即蛋白和配体间

非共价键的形成和累积)又会引起系统的焓减以及二

者旋转和平移熵的丧失. 以上非互补的熵-焓变化最

终导致了系统自由能的波动, 并引起自由能井尺寸

(即井的宽度和深度)和井间能垒高度的变化. 本文将

在后文详细讨论这些变化在蛋白质-配体结合过程中

的作用.  

本质上, 非互补的熵-焓变化起源于系统在熵方

面的最大化需求, 即尽可能均匀地将原子热能分布

于整个系统. 原子热能会引起成键原子沿共价键的

谐振荡并造成共价键的振动(即上文所描述的飞秒级

tier-3 动力学). 键振动的累积会产生大量的动能, 而

动能的释放又会引起水分子的布朗运动和氨基酸残

基侧链的旋转运动(即皮秒级的 tier-2 动力学). 布朗

碰撞能够打断相邻水分子间的氢键, 进而导致另外 2

个水分子间氢键的形成, 这种重复的氢键断裂和形

成能够将水分子动能尽可能均匀地释放到整个系统

当中, 并最终导致溶剂熵的最大化. 蛋白残基侧链旋

转运动的累积会打断最弱结构束缚区域(一般为暴露

于蛋白表面的环区和转角区域)的非共价键, 而这种

局部的非共价键断裂又为形成新的非共价键(包含蛋

白残基间以及残基与水分子间的非共价键)提供了条

件. 如果新形成的非共价键强度不够, 蛋白质的构象

熵增作用仍能将其断裂, 进而会触发新一轮的竞争

性相互作用, 这一过程最终导致蛋白表面的环区和

转角发生较大的构象波动(即纳秒级的 tier-1 动力学). 

环和转角的运动能够通过蛋白表面的水分子网络以

及特异的结构组分(如铰链结构)传播、扩散至整个蛋

白结构, 最终导致了蛋白质分子的大尺度协同运动

或集体运动(即最慢的 tier-0 动力学).   

综上所述, 蛋白质的宏观动力学行为是系统中

原子和原子基团微观运动级联放大的结果, 其根本

为起源于原子热能的熵. 在恒定的溶剂条件下, 系统

的熵增趋势在很大程度上能够被系统的焓增作用所

弥补, 因此只可能发生较小的自由能波动, 反过来, 

稳定的自由能波动决定了相对稳定的构象状态分布

以及不同构象状态间稳定的转换速率. 溶剂环境的

剧烈变化, 如变性剂的加入, 会将巨大的正熵引入系

统. 由于系统的正焓无法抵消如此巨大的熵增, 这就

造成系统自由能图谱的实质变化并最终导致蛋白质

变性. 相反, 配体和小分子化合物的加入仅能引起适

度的非互补熵-焓变化, 这种变化通过改变自由能能

垒的高度以及自由能井的尺寸, 最终导致蛋白质构

象状态在全局自由能最小化区域的重新分布.  

4  蛋白质-配体结合的物理化学基础 

蛋白质是通过与其他分子如蛋白质和小肽、核

酸、辅因子、配体、底物、小分子化合物、氧分子以

及金属离子等发生相互作用而实现其功能并参与生

物学过程的[5,6,82]. 因此, 要详细了解蛋白质的生物学

功能就必须深入理解蛋白质-配体的识别和结合机制, 

反过来, 这也将极大推动药物发现、设计等相关领域

的发展.  

4.1  蛋白质-配体的结合过程及驱动力 

和蛋白质折叠过程一样, 蛋白质-配体的识别和

结合过程同样由蛋白质-配体-溶剂系统的自由能下

降来驱动, 且自由能的降低同样涉及到熵和焓的共

同贡献[5,41,83]. 所不同的是, 蛋白质-配体-溶剂系统的

自由能降低过程由更为精细、微秒的非互补熵-焓变

化所控制.  

描述蛋白质 -配体结合过程的传统模型有“锁

钥”(“lock-and-key”)模型[84]和“诱导契合”(“induced- 

fit”)模型[85]. 前者假设蛋白质(锁)和配体(钥)均为刚

性分子且二者的结合表面能够完美匹配, 因此配体

对蛋白质分子的结合类似于钥匙插入锁孔的过程(图

3A). 后者认为, 蛋白质和配体的结合表面并没有达

到理想的匹配程度, 且蛋白分子的结合位点区域具

有构象柔性. 因此, 配体对蛋白质的结合会诱导蛋白

结合位点的构象变化, 最终使得配体与蛋白质完全  
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图 3  蛋白质-配体结合机制模型示意图 

A: 锁钥模型; B: 诱导契合模型; C: 构象选择模型. 修改自 Tobi 和
Bahar[86] 

结合在一起(图 3B). 目前, 上述 2 个模型仍被广泛用

于解释酶-底物、靶蛋白-药物以及受体-配体的识别和

相互作用机制. 下文将详细讨论这 2 个模型中熵、焓

对结合驱动力的不同贡献. 
蛋白质-配体结合的第一步为二者在溶剂环境中

的扩散以及随后的碰撞过程. 尽管这一过程常常被

讨论结合机制的文献所忽视, 但是, 由于分子间的初

始接触和碰撞是发生进一步相互作用的先决条件 , 

因此扩散-碰撞过程在蛋白质-配体结合中显得非常

重要. 前文已经讨论过, 水分子动能的释放会引起它

们的布朗运动. 这些布朗运动一方面能够导致水溶

剂自身熵的最大化; 另一方面, 还能引起蛋白质和配

体分子的旋转、平移和扩散运动. 应该牢记的是, 在

蛋白质-配体-溶剂系统中, 溶质分子周围存在着数量

巨大的水分子, 它们会对溶质进行强烈的布朗轰炸

而最终导致溶质分子的扩散和碰撞. 无论对锁钥模

型还是诱导契合模型, 系统中溶质的浓度越高, 蛋白

质和配体碰撞、接触的概率就越大, 因此二者之间建

立进一步相互作用关系的概率也越大.   

对于这 2 个模型, 接下来的步骤会有所不同. 就

锁钥模型而言, 如果最初的碰撞发生在蛋白质和配

体之间的互补界面, 那么这一碰撞就会造成大量水

分子的移除. 碰撞之前, 蛋白质和配体的表面被一层

水分子网络所包裹. 水网络的形成是为了满足溶剂

熵最大化的需要(即通过牺牲水网络的小部分熵而获

得其他水分子的最大熵), 同时, 水网络中以及水分

子与蛋白质间氢键的形成也为系统自由能的降低作

出了贡献. 蛋白质和配体的最初碰撞会打断部分氢

键, 在这一过程中, 源自分子动能的正熵补偿了存储

于水分子网络中的正焓(能量), 因而会造成系统自由

能的略微下降. 随着水网络中越来越多水分子的移

除, 溶剂所获得熵便越来越多. 由于锁钥模型中的蛋

白质和配体具有完美匹配的结合表面, 因此碰撞会

触发并造成大量的氢键断裂和水分子移除, 最终导

致溶剂获得巨大的正熵. 这一正熵变不仅过度补偿

了水网络中氢键断链所带来的正焓变, 同时还补偿

了蛋白质和配体分子的旋转和平移熵损失(负熵变), 

最终会导致系统自由能的大幅下降. 综上所述, 锁钥

模型所描述结合过程主要是一个熵驱动的过程, 它

类似于蛋白质折叠过程中的疏水坍塌, 其中溶剂熵

增(或溶剂熵的最大化)为系统自由能的下降作出了

实质性贡献. 蛋白质和配体结合表面的水分子被移

除后, 二者间会进一步形成非共价键(即负焓变), 这

也将进一步降低系统的自由能. 这一过程类似于蛋

白质折叠的瓶颈过程, 即通过竞争性相互作用将初

始复合物(或熔球态)“塑形”成紧密结合的蛋白质-配

体复合物(或蛋白质天然构象状态). 由于蛋白质和配

体结合表面的完美匹配是获取最大可能溶剂熵的先

决条件, 锁钥模型能够用于解释配体结合的特异性.  

就诱导契合模型而言, 蛋白质和配体在结合之

前可能会发生多次尝试性碰撞, 直到找到它们之间

合适的匹配位点为止[87]. 在这里, “合适的匹配位点”

是指那些不一定具有完全互补的接触界面、但是却具

有足够好的匹配程度的位点. 这种匹配位点能为初

始复合物提供足够大的强度和足够长的存在时间以

允许进一步相互作用的发生, 而进一步的相互作用

又会诱导结合位点在构象上发生变化. 诱导契合过

程同样会移除蛋白质和配体接触表面间的水分子 , 

但是由于接触表面的匹配程度有限, 因此与锁钥模

型相比, 其所移除的水分子数量要少得多, 这使得溶

剂熵增对系统自由能下降的贡献也要小得多. 然而, 

结合位点的高构象柔性会允许初始复合物进行构象

调整, 以适应配体的占位并最终形成蛋白质-配体间

的完全接触. 这一过程中, 源自非共价键形成的负焓

变不仅能够弥补蛋白在构象熵上的损失, 同时还能

弥补蛋白质和配体在旋转和平移熵上的损失, 因而

为系统自由能的降低作出了实质性贡献. 综上所述, 

诱导契合模型所描述的结合过程主要是一个焓驱动
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的过程. 由于诱导契合所导致的大量非共价键能够

将配体长时间稳定在蛋白的结合位点之内, 本文认

为该模型适用于解释配体的结合亲和性.  

4.2  蛋白质-配体结合的构象选择机制 

尽管锁钥和诱导契合模型可分别用于描述配体

与刚性和柔性蛋白受体的结合, 但是二者均为理想

化模型, 且仅在单分子而非分子群体水平上描述结

合过程. 前文已经讨论过, 蛋白质分子以不同构象状

态集合的形式存在于系统自由能图谱的底部, 构象

状态(子状态)间能够进行相互转换(能力学性质), 且

转换速率的大小决定了构象状态的分布概率和群体

大小(热力学性质). 基于蛋白质的热力学和能力学性

质, 研究者们提出了一个更为“现实”的模型, 即构象

选择(conformational selection)模型[86,88,89], 它能够在

分子群体水平上解释蛋白质-配体的结合机制.  

在构象选择模型中, 配体能够选择性地结合仅

具有最佳互补表面的蛋白质构象集合, 选择性结合

完成后, 蛋白质可进行进一步构象调整, 最终将构象

状态间的平衡迁移至复合状态(也称为配体结合状

态)(图 3C). 以上 2 个连续步骤分别类似于锁钥和诱

导契合模型所描述的结合过程, 因此构象选择结合

过程为溶剂熵增和系统焓减所共同驱动. 构象选择

模型强调蛋白质的非结合状态(unliganded state)和复

合(或结合)状态(complexed or bound state)平衡分布

于系统自由能图谱的底部, 而配体对复合状态的选

择性结合会打破这一平衡, 最终使得更多的蛋白分

子采取复合构象状态. 换言之, 配体结合通过改变自

由能能垒的高度(或构象转换速率)使得构象状态在

群体尺寸上发生变化. 在构象选择模型下, 配体的选

择性结合不仅能有效降低蛋白的构象熵惩罚(例如诱

导契合所无法避免的蛋白构象熵损失), 同时还能获

得尽可能多的溶剂熵(类似于锁钥结合过程的溶剂熵

增). 需要指出的是, 自然界中的绝大多数蛋白质都

具有构象柔性(尤其是在配体结合区域), 这不仅允许

蛋白质分子以多状态集合的形式存在, 同时还有利

于蛋白通过构象调整而建立配体和蛋白间的完全  

接触. 

综上所述, 构象选择模型的 2 个步骤, 即配体的

选择性结合和随后的蛋白构象调整过程, 分别为溶

剂熵增和系统焓减所驱动. 这一模型具有 3 个特点: 

(ⅰ) 它囊括了锁钥和诱导契合模型所描述的结合方

式; (ⅱ) 它是基于自由能图谱理论而提出的, 因此能

够在分子群体水平上描述蛋白质-配体的结合; (ⅲ) 

它能同时解释配体结合的特异性和亲和性. 因此, 本

文认为, 构象选择模型在解释、描述蛋白质-配体结合

机制以及结合过程方面, 显得更为现实和全面.   

4.3  “错误折叠疾病”(“misfolding disease”)实质 

上为“蛋白-蛋白结合”(“protein-protein binding”)

疾病 

阿尔茨海默氏症(Alzheimer’s disease)和朊疾病

(prion disease), 如“疯牛病”(“mad cow”)、羊瘙痒症

(scrapie)和克罗伊茨费尔特 -雅各布病 (Creutzfeld- 

Jakob diseases)等[90]被统称为“错误折叠疾病”或“构

象病”. 之所以有这样的命名, 是因为上述疾病的症

状被认为是由相关蛋白质的错误折叠以及错误折叠

蛋白在脑组织或其他组织中的聚合所引起的.   

已有实验证据表明, 淀粉样(amyloid beta, A)

蛋白和朊蛋白(prion protein)的某些结构区域能够由

它们的“天然”(“native”)-螺旋构象转变为易于形成

斑 块 或 导 致 瘙 痒 的 “ 天 然 解 折 叠 ”(“natively 

unfolded”)-股构象[91,92]. 这意味着 A蛋白和朊蛋白

自由能图谱的底部具有粗糙特征, 以允许天然状态

和天然解折叠状态的同时存在[93]. 本文推测, 天然解

折叠状态很可能栖居于一个具有更高自由能水平的

小自由能井内, 而天然状态则栖居于另一个具有较

低自由能水平的大自由能井内, 因此天然解折叠状

态较天然状态有着更小群体尺寸和更短的存在时间. 

尽管如此, 天然解折叠构象的柔性表面为蛋白质间

的识别与结合提供了机会. 一般将最早结合在一起

的蛋白-蛋白复合物称为种子(seed), 种子一旦形成, 

将会有更多的蛋白分子加入进来, 通过它们之间的

结合而形成纤维状复合物. 本文认为, 纤维的迅速增

长由溶剂熵增所驱动, 换言之, 蛋白质通过排除互补

表面间的大量水分子降低了系统的自由能. 随后, 结

合界面间非共价键的形成(焓减)又进一步降低了系

统自由能. 最终, 天然解折叠状态所在的自由能井被

加深和加宽, 这将导致蛋白质分子的构象平衡由天

然状态向解折叠状态迁移, 即解折叠状态以更大群

体蛋白聚合物(或纤维, 也就是病人组织中所观察到

的斑块)的形式稳定存在于该自由能井内. 因此, 斑

块中观察到的“错误折叠”(“misfolded”)构象是天然解

折叠状态蛋白分子相互结合的结果, 而非蛋白聚集
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的原因.  

本文认为, A蛋白和朊蛋白中的累积突变会通

过减弱某些结构区域的构象束缚而增加其构象熵 ; 

反过来, 构象熵的增加改变了系统自由能图谱的形

状(如形成 2个 tier-0井), 最终允许 2种构象状态共存

于图谱的全局自由能最小化区域. 在这里, 可以将分

子聚集看作是蛋白质分子间相互结合的一种表现形

式; 也就是说, 尽管处于解折叠状态的蛋白分子具有

高的自由能水平和小的群体尺寸, 但是通过它们之

间的相互识别和选择性结合, 最终可将这种状态稳

定在具有低自由能水平和大群体尺寸的蛋白聚合物

中[94]. 细胞的蛋白质质量控制体系无法有效清除这

类蛋白质聚合物, 因而致使其在组织中积累并最终

引发疾病. 综上所述, 错误折叠疾病并非是由蛋白质

的“错误折叠”而引起的, 其根本原因在于蛋白分子

间的错误结合. 由于自由能图谱是动态可变的, 因此

通过改变溶剂条件(细胞环境)以改变自由能图谱的

形状, 便有可能帮助聚合蛋白质“跳出”自由能陷阱, 

这为制定“错误折叠疾病”的治疗策略提供了思路[41].  

5  结论 

蛋白质折叠以及蛋白质-配体结合具有相似的过

程, 且二者均为系统的自由能下降所驱动. 它们的区

别仅在于系统分子组分的链连接性上, 如蛋白质的

氨基酸链由共价键所连接, 而氨基酸链和配体之间

不存在共价连接, 因此可将蛋白质折叠和结合过程

分别看做是分子内和分子间的识别结合过程 [5,95,96]. 

然而, 无论这种识别和结合发生于分子内或分子间, 

源自非互补熵-焓变化的系统自由能下降驱动了蛋白

质天然构象状态以及蛋白质-配体复合物的形成[97].   

就蛋白质折叠而言, 伴随着系统自由能的下降, 

蛋白质折叠中间体的构象自由度也逐渐减少, 这就

决定了蛋白质折叠的自由能图谱必然呈现为漏斗形. 

尽管蛋白质-配体的结合过程发生于折叠漏斗底部的

自由能井内, 结合界面间水分子的移除以及非共价

键的形成仍能进一步降低系统的自由能; 同时, 结合

过程中蛋白质和配体会丧失它们的旋转和平移自由

度(旋转和平移熵), 且蛋白分子的构象自由度(构象

熵)也会逐渐减少. 因此, 蛋白质-配体的结合进一步

加深并窄化了发生折叠的自由能井并使之也呈现为

漏斗形, 因此将其称为折叠漏斗[97].   

基于自由能图谱理论, Nussinov 小组提出了一个

构造块模型(building block model)以显示蛋白质折叠

和蛋白质-配体结合的相似性 [95,98]. 在这一模型中 , 

蛋白质或配体被看作是一系列构造块, 且这些构造

块位于不同的类似于小漏斗的自由能井内. 蛋白质

的折叠或蛋白质-配体结合则被看作是漏斗融合所驱

动的构造块间的识别和结合过程. 无论构造块之间

是否存在链连接性, 诸多小漏斗最终能融合成一个

更大尺寸的漏斗. 因此, 构造块模型的本质是一系列

小漏斗融合事件所驱动的系统自由能下降过程, 最

终导致折叠状态的蛋白分子或蛋白质-配体复合物位

于全局自由能最小化区域, 即大漏斗的底部.   

蛋白质折叠和蛋白质-配体结合具有相似的自由

能下山过程. 蛋白质折叠的第一步是溶剂熵最大化

所驱动的疏水坍塌过程. 这一过程所形成熔球态中

间体已具备部分二级结构和少量的三级接触(相互作

用), 但仍缺乏天然折叠构象状态中的大量近距离残

基接触或天然接触. 由于熔球态为进一步的构象调

整(如构象熵增所触发的蛋白残基间以及残基和水分

子间的竞争性相互作用)营造了结构环境, 因此本文

认为, 熔球态是蛋白质折叠过程中的一个关键中间

体. 类似地, 蛋白质-配体结合的第一步也由溶剂熵

增作用所驱动, 其中包含 2 个连续的子步骤: (ⅰ) 溶

剂熵增趋势所引起的溶质分子的布朗运动及随后的

碰撞过程; (ⅱ) 溶剂熵最大化需求所引起的碰撞界

面间水分子网络的移除过程. 尽管所形成的蛋白质-

配体初始复合物已具备了部分分子间非共价接触 , 

但是二者之间的连接仍较为松散. 同样地, 初始复合

物为进一步转变成紧密结合的复合物状态提供了结

构环境. 因此, 本文认为, 初始复合物类似于折叠过

程中的熔球态, 是蛋白质-配体结合过程中的一个关

键中间体. 蛋白质折叠和蛋白质-配体结合的第二步

均为竞争性相互作用所导致的系统负焓变所驱动 . 

总之, 无论是蛋白质折叠还是蛋白质-配体结合, 溶

剂熵增所驱动的第一步和系统焓减所驱动的第二步

均为系统的自由能下降作出了贡献, 最终使得折叠

和结合自由能图谱表现为漏斗形, 因此将其分别称

作折叠漏斗和结合漏斗.  

非互补的熵-焓变化会引起系统自由能的波动, 

具体表现为自由能图谱的粗糙性. 值得注意的是, 这

种粗糙特征同时存在于漏斗壁和漏斗底部. 在蛋白
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质折叠过程中, 尽管漏斗壁的粗糙程度会影响蛋白

质折叠的效率, 系统自由能的整体下降趋势(即变性

状态与折叠状态间的巨大自由能落差)仍能保证解折

叠蛋白分子向漏斗底部持续“滚落”. 折叠完成后, 粗

糙的漏斗底部使得蛋白质分子以不同状态或子状态

集合的方式平衡分布于各自的自由能井内, 且井的

大小决定了构象状态的群体尺寸(即蛋白质动力学的

热力学性质), 而井间自由能能垒的高度决定了相邻

构象状态间的互换速率(即蛋白质动力学的能力学性

质). 然而, 溶剂条件的改变(如配体的加入)或蛋白分

子的自身变化(如氨基酸突变)均能引起系统自由能

的变化而打破这一平衡, 并最终导致构象状态集合

的重新分布.    

尽管系统自由能的波动/扰动源自非互补的熵-

焓变化, 熵增趋势却是触发自由能变化的最根本原

因[99]. 这是因为: (ⅰ) 蛋白质变性过程中, 变性因子

(例如化学变性剂或系统温度的增加)最初攻击、破坏

的部位是具最弱构象束缚的蛋白结构区域, 如具有

大构象熵的表面暴露环区和转角区域[100]; (ⅱ) 蛋白

质折叠和蛋白质-配体结合的第一步, 即疏水坍塌和

初始复合物的形成, 均为溶剂熵最大化作用所驱动. 

尽管它们的第二步为竞争性相互作用而导致的系统

焓减所驱动, 但是竞争性相互作用却由蛋白质的构

象熵增天性所触发; (ⅲ) 对于已处于折叠状态的蛋

白质分子, 它们的构象熵增天性使得具有较弱构象

束缚的结构区域(一般为位于结构表面的环区和转角

区域)发生波动而形成一组紧密相关构象子状态集合. 

此外, 环区和转角的构象波动, 连同蛋白质表面水网

络的波动(这一波动源自溶剂熵最大化的需要)一起, 

能够传播至整个蛋白质结构, 最终引起功能相关的

蛋白分子大尺度协同运动 [6,36,80,81,101~103]. 有趣的是, 

刘赟等人 [104]将相对熵作为最小目标函数(minimiz- 

ation object function), 已发展出有效的蛋白质设计方

法, 这表明熵在蛋白质折叠和解折叠过程中均发挥

着重要作用.  

综上所述, 本文认为, 在蛋白质-溶剂热力学系

统中, 起源于原子热能的熵最大化趋势是蛋白质折

叠、结合以及动力学的最根本驱动因子. 相反, 另一

个重要因子, 即系统的焓减, 则能对抗熵增趋势而维

持系统的有序性. 正是熵与焓的轮番博弈, 才允许蛋

白质-溶剂系统在全局或局部自由能最小化区域达到

平衡.  
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