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摘要 翻译后修饰(PTMs)在调控蛋白质结构动态、稳定性及功能方面发挥着关键作用. 常见的修饰类型如磷

酸化、糖基化、乙酰化和泛素化等, 通过共价修饰改变蛋白质的局部结构、静电相互作用、疏水性及氢键网络,
进而调控蛋白质的稳定性及其在细胞内的降解速率. 不同PTMs之间通过协同作用或顺序修饰进一步增加了蛋白

质功能调控的复杂性. 为深入研究PTMs的影响, 研究者已开发并应用多种实验技术, 包括红外光谱(IR)、核磁共

振(NMR)和氢氘交换质谱(HDX-MS)等, 这些方法能够从不同分辨率水平揭示PTMs诱导的蛋白质构象和动态变

化, 表征PTMs引起的局部结构扰动, 还能揭示别构效应及低丰度激发态构象对蛋白质稳定性的影响, 以及PTMs
对蛋白质的去折叠和聚集过程的影响. 在生物医药应用中, PTMs通过实现靶向递送和降低免疫原性来增强治疗

性蛋白质的性能, 从而提高药物的疗效和安全性. 总之, 通过深入研究PTMs的分子机制, 结合多学科技术手段进

行整合表征, 将为设计和开发更高效、更稳定的蛋白质药物及治疗策略提供重要理论依据和技术支持.
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1 引言

翻译后修饰(post-translational modification, PTM)
会影响蛋白质的结构动态、稳定性和功能. 翻译后修

饰是指对蛋白质的主链或侧链共价连接额外的官能团

或蛋白质, 常见的翻译后修饰类型包括磷酸化、糖基

化、泛素化、甲基化、乙酰化等. 翻译后修饰一般由

特定的酶催化完成. 蛋白质有高度动态性, 进而能在

特定条件下执行特定的功能, 而翻译后修饰是调控蛋

白质动态变化的核心机制之一, 在特定的时间和空间

动态地“写入”或“擦除”翻译后修饰. 这种修饰可以发

生在蛋白质“生命周期”的任何阶段. 例如, 许多蛋白

质在翻译完成后立即被修饰, 以保证蛋白的正确折

叠、提高蛋白稳定性, 或引导新生蛋白质定向到特定

的细胞器. 有些修饰则在蛋白质完成折叠和定位后发

生, 用于激活或抑制其活性, 调控其生物学功能. 除了

单一的修饰位点和修饰类型外, 蛋白质还可能经历多

种翻译后修饰的组合作用, 例如翻译后切割与功能基
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团添加的协同作用, 这些修饰共同参与蛋白质的成熟

激活过程.
翻译后修饰的引入会影响蛋白质的结构动态与稳

定性, 而这两者往往是密切关联的. 蛋白质的稳定性不

仅体现在其物理化学性质上, 如蛋白质在特定变性剂

浓度或温度下发生去折叠, 也包括其在细胞环境中的

降解清除的快慢, 因此涉及与其他分子(如蛋白酶或结

合蛋白)的相互作用. 翻译后修饰可能通过多种机制影

响蛋白质的物理稳定性:例如,糖基化可以通过引入大

体积的亲水基团增强蛋白质的热稳定性, 防止其变性

并促进正确折叠; 磷酸化和乙酰化等修饰则通过改变

蛋白质的静电相互作用, 调控其结构动态和聚集倾向;
而泛素化则通过标记蛋白质以被蛋白酶体降解, 直接

影响其在细胞中的稳定性. 此外, 翻译后修饰还可以

通过改变蛋白质的疏水性(如脂化修饰)或保护其免受

蛋白水解酶的破坏, 进一步调控蛋白质的功能和寿命.
本综述重点关注翻译后修饰如何通过改变蛋白质

的结构动态来影响稳定性, 及核磁共振(NMR)和红外

光谱(IR)等谱学技术如何对蛋白质结构动态与稳定性

的改变进行表征. 理解翻译后修饰对蛋白质动态结构

与稳定性的调控机制, 不仅有助于揭示蛋白质功能的

分子基础, 更好地理解蛋白质的功能多样性, 还为开

发半衰期长的稳定蛋白质药物和治疗策略提供了重要

依据.

2 翻译后修饰对于蛋白质稳定性的影响

目前已经发现有200多种蛋白质的翻译后修饰, 这
里仅聚焦于磷酸化、糖基化、乙酰化、泛素化这几种

常见的也研究得比较透彻的翻译后修饰(图1). 在分别

讨论每一种翻译后修饰如何影响蛋白质结构稳定性的

基础上, 将进一步讨论翻译后修饰如何通过影响蛋白

质的结构动态来影响蛋白质稳定性.

2.1 磷酸化修饰

在真核细胞中, 磷酸化修饰主要发生在丝氨酸和

苏氨酸残基的侧链羟基上. 作为蛋白质翻译后修饰中

丰度最高的一种修饰类型, 丝氨酸/苏氨酸磷酸化在细

胞中发挥了重要的生物学功能
[1]. 磷酸化对蛋白质结

构稳定性的影响具有显著的位点特异性. 研究表明,
特定位点的磷酸化可以稳定蛋白质的局部或整体结

构
[2~4], 这种效应还可以通过别构效应实现, 即磷酸化

在稳定修饰位点附近结构的同时, 使远端结构变得更

加暴露
[5]. 支持这一理论的研究发现, 位于结构紧凑或

有结构的区域(如β-折叠片和α-螺旋)的磷酸化通常会

降低蛋白质的热稳定性, 而位于柔性暴露区域的磷酸

化则可能增强热稳定性
[6].

由于磷酸基团携带两个负电荷, 磷酸化会显著改

变修饰位点附近的电荷分布. 因此, 磷酸化对蛋白质

稳定性的影响被认为主要是焓效应驱动的, 即磷酸氧

与邻近的正电荷氨基酸侧链或蛋白质主链形成氢键或

盐桥
[7,8]. 例如, McKnight课题组

[2]
对磷酸化成束蛋白C

端headpiece结构域的研究发现, 模拟磷酸化的S74E突
变引入的谷氨酸可以与N端24位赖氨酸形成额外的盐

桥, 从而拉近C端与N端的距离并使N端柔性环区域变

得更加刚性. 类似地, Kar课题组
[4]
对WNK1激酶的研

究表明, 磷酸化通过静电作用将G268与R264之间的盐

桥转变为G268与R348之间的盐桥, 从而稳定柔性环结

构. 此外, 位于α螺旋上的磷酸基团还能与螺旋的电偶

极矩发生中和, 进一步改变蛋白质的电荷分布
[9].

磷酸化对蛋白质稳定性的影响不仅限于稳态折叠

结构, 还涉及对折叠中间态或激发态的调控. 例如, 泛
素S65位点的磷酸化会使其热变性温度降低~15°C, 并

诱导泛素形成一种新的“收缩态”构象, 与原有的“舒展

态”构象比较, 大概占40%[10,11]. 在收缩态构象中, 与

S65相邻的β折叠片段向上移动两个氨基酸, 形成新的

氢键网络. Tang课题组
[12]

发现, 靠近S65的疏水氨基酸

(如L67和L69)突变为丙氨酸会显著降低蛋白质的热稳

定性, 并促进舒展态向收缩态的转变; 而远离S65、靠

近C末端的疏水氨基酸(如L71和L73)突变则会提高热

稳定性并抑制收缩态的形成. 这表明蛋白质在毫秒尺

度的动态变化与其热稳定性密切相关, 磷酸化的影响

不能仅从稳态结构的热力学耦合度考量.
此外, 磷酸化还能诱导蛋白质无序区域(IDR)或固

有无序蛋白(IDP)从无序向有序转变. 例如, Zweckstet-
ter课题组

[13]
发现, 多磷酸化可以显著改变富含精氨酸-

丝氨酸重复序列的低复杂度区域的构象系综, 使其从

柔性状态转变为刚性结构. 同一课题组
[14]

对固有无序

蛋白4E-BP2的研究进一步表明, T37和T46位点的磷酸

化介导了该蛋白从无序状态向具有β-折叠片的有序结

构的转变. 这种结构变化导致K57位点被包埋, 从而避

免了泛素化介导的降解, 显著提高了4E-BP2在细胞中
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的稳定性. 与此相反, IκBα的N端约100个氨基酸的无

序区域中, S32和S36位点的磷酸化会促进K21和K22
位点的泛素化

[15], 进而启动IκBα的降解并激活NF-κB
信号通路.

总之, 磷酸化修饰对蛋白质稳定性的影响具有多

面性和复杂性. 它不仅通过改变蛋白质的电荷分布和

内部相互作用网络直接影响稳态结构的稳定性, 还能

通过调控折叠中间态或激发态的构象动态, 间接影响

蛋白质的热稳定性和功能.

2.2 糖基化修饰

糖基化修饰分为N-糖基化和O-糖基化, N糖基化

主要发生在天冬酰胺的氨基, 主要修饰膜蛋白的细胞

外区域, 而O-糖基化主要发生在丝氨酸和苏氨酸的羟

基, 因此与磷酸化修饰可能竞争同一位点. 糖基化会

影响蛋白质的结构动态, 提高蛋白质的热稳定性
[16,17].

另一方面, 糖基化也可能使蛋白质结构变得不稳定, 具

体产生何种效应及其显著程度与修饰的位点相

关
[18,19]. 有意思的是, 糖基化对蛋白质结构稳定性影响

的效果与第一个糖单元的关系最为显著, 而糖链长度

的贡献不大
[19,20].

糖基化对蛋白质结构稳定性的影响还可能通过调

控关键去折叠中间态或激发态实现, 即改变折叠中间

态的比例或改变结构态之间的转变速率, 从而影响折

叠-去折叠之间的平衡
[21~23]. 对于稳态结构, 研究表明

糖基化可能通过形成额外的相互作用(如氢键或疏水

作用)来稳定蛋白质结构, 但也可能破坏原有的相互作

用导致去稳定化
[18,24,25]. 糖基化还可能导致激发态的

自由能升高, 从而表现为对折叠态的稳定作用. 这一

现象一般被认为是糖基的位阻效应所致: 一方面, 糖

基化通过类似分子伴侣的构象限制作用减少未折叠态

的熵, 从而升高自由能
[26]; 另一方面, 糖基的位阻迫使

未折叠态采取延展构象, 破坏了残余相互作用, 表现为

焓效应
[17,27].

图 1 (网络版彩图)翻译后修饰化学结构的示意图. (a) 磷酸化, 主要发生在丝氨酸和苏氨酸的羟基; (b) 糖基化, 以发生在谷氨
酰胺残基的N-糖基化为例, 不同颜色的六边形代表不同类型的单糖单元; (c) 泛素化, 主要发生在赖氨酸残基和蛋白质N端氨
基; (d) 乙酰化, 乙酰基主要修饰在赖氨酸和蛋白质N端的氨基
Figure 1 (Color online) Schematic diagram of chemical structures after post-translational modifications. (a) Phosphorylation, which primarily occurs
at the hydroxyl groups of serine and threonine. (b) Glycosylation, as exemplified by N-glycosylation at glutamine residues, where hexagons with
different colors represent various types of monosaccharide subunits. (c) Ubiquitination, which occurs at lysine residues and the N-terminal amino
groups of proteins. (d) Acetylation, where acetyl groups primarily modify lysine and the N-terminal amino groups of proteins.
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综上所述, 糖基化对蛋白质稳定性的影响主要取

决于其对蛋白质结构内部相互作用的改变, 通常以焓

驱动为主. 在蛋白质内部特异性相互作用未显著改变

的情况下, 糖基化的稳定化效应则可能是激发态焓变

与熵变综合作用的结果.

2.3 N端乙酰化修饰

乙酰化修饰通常发生在赖氨酸侧链或蛋白质N端,
由于与泛素化修饰竞争同一位点, 因此在调控蛋白质

降解和功能中具有重要作用. 目前, 关于N端乙酰化对

蛋白质稳定性的影响研究较为深入, 其缺失会导致蛋

白质错误折叠和聚集
[28]. 例如, 对酵母蛋白组的热稳

定性分析发现, N端乙酰化缺失会显著降低核糖体相

关蛋白的热稳定性, 加速这些蛋白的降解和代谢周

转
[29].
除了影响蛋白质的折叠稳定性, N端乙酰化还能

调控固有无序蛋白的结构动态. 研究表明, N端乙酰化

可以增强无序蛋白的螺旋倾向, 尤其是在其与膜结合

的情况下. 例如, N端乙酰化能够抑制α-突触核蛋白的

聚集, 这与其稳定N端螺旋结构有关
[30,31]. N端乙酰化

诱导α-螺旋形成的机制, 可能是由于乙酰基团与α-螺
旋电荷偶极矩的相互作用. N端乙酰化同样会促进廷

顿蛋白的N端螺旋的形成, 但在亨廷顿蛋白的聚集过

程中, N端乙酰化反而起到了促进作用
[32].

2.4 泛素化修饰

泛素化是介导蛋白质进入泛素-蛋白酶体系统

(UPS)降解的关键翻译后修饰. 在这一过程中, 由76个
氨基酸组成的泛素分子通过共价连接到底物蛋白的赖

氨酸残基或N端氨基, 将底物标记并输送到蛋白酶体

进行降解. 蛋白酶体对底物的降解需要底物暴露一段

约30个氨基酸的无序肽段, 称为降解子(degron), 以启

动降解过程
[33]. 然而, 许多缺乏此类无序区的蛋白质

仍可被UPS有效降解
[34,35], 因此这一现象促使研究者

进一步探索泛素修饰对底物蛋白结构的影响.
早期研究主要通过分子动力学(MD)模拟方法, 揭

示了泛素及不同类型泛素链对底物稳定性的影响. 研

究发现, 连接在特定位点的泛素和泛素链会降低底物

蛋白的热稳定性, 其中K48泛素链比K63泛素链具有更

显著的去稳定化效果, 这与K48泛素链介导蛋白质降

解的功能一致
[36,37]. Shirakawa课题组

[38]
对多聚泛素的

研究进一步发现, 泛素链的形成会降低泛素自身的热

稳定性并促进其聚集, 这种现象在不同类型的泛素链

中普遍存在. 此外, 融合表达在其他蛋白N端的泛素也

会降低该蛋白的热稳定性. 基于这些发现, 该课题

组
[39]

利用二硫键模拟异肽键连接, 系统研究了泛素对

底物稳定性的影响, 发现泛素化会降低底物的热稳定

性和对盐酸胍的抗性, 且这种去稳定化作用的程度与

修饰位点附近的二级结构及泛素链长度密切相关.
为了进一步探索泛素化修饰对蛋白稳定性的影

响, Marqusee课题组
[40]

构建了真正异肽键连接的泛素-
底物系统. 他们发现, 泛素对底物稳定性的影响具有位

点依赖性: 修饰在“敏感”位点的泛素会显著降低底物

在尿素中的稳定性, 并增加底物被蛋白酶水解的速率,
甚至促进不依赖于泛素的蛋白酶体降解. 这些结果表

明, 泛素修饰能够辅助底物的去折叠过程. 此外, 研究

还发现, 泛素修饰足以使缺乏无序区的底物暴露出足

够启动蛋白酶体降解的无序肽段, 进一步证明泛素修

饰会显著改变底物蛋白的能量景观并降低其稳定性.
泛素修饰对底物蛋白的稳定性和结构动态的影

响, 首先是一种熵驱动过程. 这主要基于以下证据: (1)
泛素与底物之间的相互作用主要是非特异性的, 且相

互作用界面小于典型的蛋白复合物; (2) 泛素化修饰

会导致底物结构变得更加松散, 同时降低残基的动态

性, 表明泛素引入的折叠熵补偿了构象熵的损失; (3)
多聚泛素比单泛素具有更强的去稳定化效果, 这提示

多聚泛素体积更大, 对底物蛋白施加了更多的空间限

制, 从而进一步降低了构象熵
[36,37,39]. Marqusee课题

组
[41]

还通过HSQC核磁实验和氢氘交换质谱(HDX-
MS)结合MD模拟, 进一步揭示了泛素修饰影响底物稳

定性的复杂机制. 他们发现, 泛素连接在“敏感”位点时

会产生别构效应, 导致与修饰位点相距较远的区域变

得更加暴露. 此外, 修饰在底物不同位点的泛素作用

机制存在差异: 某些位点通过限制底物的特定构象引

入熵惩罚, 而其他位点则直接破坏β-折叠片等二级结

构, 表现为焓效应. 总之, 泛素化修饰不仅作为蛋白质

降解的信号标记, 还通过改变底物蛋白的结构动态和

能量景观影响蛋白的稳定性.

2.5 翻译后修饰通过调控蛋白质的结构与动态特
性, 进而影响其稳定性

综上所述, 翻译后修饰通过改变蛋白质局部的静
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电和疏水相互作用, 显著影响其局部结构. 这些局部变

化不仅限于修饰位点附近, 还可能通过长程的别构效

应改变蛋白质其他区域的溶剂暴露程度和动态特性.
例如, 磷酸化通过引入负电荷改变静电相互作用, 而乙

酰化则通过中和电荷或增加疏水性影响蛋白质的构象

动态.
蛋白质的结构动态与其稳定性(包括热稳定性和

化学稳定性)密切相关, 并进一步影响蛋白在细胞中的

降解速率. 翻译后修饰对蛋白质稳定性的影响不仅体

现在焓效应(如氢键、盐桥的形成或破坏), 还涉及熵

效应(如构象熵的变化). 更重要的是, 翻译后修饰的影

响可能并非直接作用于蛋白质的稳态结构, 而是通过

调控部分去折叠的亚稳态或激发态结构来实现. 例如,
磷酸化修饰通过改变激发态的结构动态, 来调控蛋白

质的热稳定性.
还需要指出的是, 翻译后修饰之间并非孤立存在,

一种修饰的完成可能促进另一种修饰的发生. 例如, 乙
酰化和泛素化竞争赖氨酸位点, 而磷酸化可能为其他

修饰(如泛素化)提供识别信号. 这种修饰间的协同作

用进一步增加了蛋白质功能调控的复杂性(图2).
最后, 蛋白质的稳定性与其聚集行为密切相关, 翻

译后修饰通过改变蛋白质的局部结构和动态特性, 不

仅影响其折叠稳定性, 还可能调控其聚集倾向. 例如,
糖基化通过增强蛋白质的局部刚性抑制聚集, 而某些

乙酰化修饰则可能促进蛋白质的聚集. 因此, 表征理

解翻译后修饰对蛋白质稳定性和聚集行为的综合影

响, 对于揭示蛋白质功能调控的分子机制具有重要

意义.

3 表征翻译后修饰对于蛋白质稳定性影响
的实验技术

有多种实验方法可用于表征翻译后修饰对蛋白质

结构、动态性及稳定性的影响. 其中, 内源的色氨酸荧

光和外加的8-苯胺-1-萘磺酸(ANS)荧光的变化常用于

评估蛋白质的去折叠状态. 色氨酸的吲哚环和ANS的
荧光强度与疏水环境密切相关, 因此, 其荧光变化可

以反映蛋白质构象的动态变化. 此外, 圆二色谱(CD)
通过监测升温或加入变性剂后谱图的变化, 能够有效

评估蛋白质的稳定性. 然而, 为了获得更全面的蛋白

质结构和动态特性信息, IR、质谱(MS)和NMR等技术

不仅能够揭示翻译后修饰对蛋白质局部结构的影响,
还能捕捉长程别构效应和动态变化. 以下详细讨论了

这些实验技术在表征翻译后修饰对蛋白质结构动态和

稳定性影响中的应用.

3.1 红外光谱在表征翻译后修饰对蛋白质结构动
态和稳定性影响中的应用

某些翻译后修饰在红外光谱中产生独特的吸收

峰, 使得IR能够直接定量分析蛋白质修饰. 例如, 糖基

化蛋白在950~1200 cm−1
区域显示出糖基特有的吸收

峰, 这些峰源于糖环的复合振动模式, 具有高度特异

性, 可用于区分不同的糖基类型及其连接方式. 通过

同位素标记和差分光谱技术, 研究者能够更精准地分

离修饰对光谱的贡献. 例如, Khajehpour等[42]
通过IR分

析多种糖基化蛋白(如黏蛋白、胶原IV等), 发现其在

1000~1200 cm−1
区间表现出显著吸收峰, 且吸收强度

与糖基化程度呈正相关. Derenne等[43]
进一步利用IR

区分了14种治疗性单克隆抗体的糖基化模式, 证明了

IR在糖基化研究中的独特优势.
酰胺I带(1700~1600 cm−1)主要来源于酰胺基团的

C=O伸缩振动, 其频率由氢键网络和二级结构决定, 因
此可用于定量分析蛋白质的二级结构. 在D2O溶液中,
α-螺旋的吸收峰位于1658~1650 cm−1, β-折叠位于

1640~1620 cm−1
和1695~1690 cm−1, 而β-转角和无规则

卷曲则分别位于1663~1694 cm−1
和1640~1648 cm−1 [44].

酰胺II带和酰胺III带在蛋白质结构表征中同样具有重

要作用. 酰胺II带主要来源于N–H弯曲振动和C–N伸缩

振动, 对氢键网络和溶剂环境高度敏感,因此可用于评

估蛋白质的二级结构、稳定性及其与配体的相互作

用. 酰胺III带则因其对局部环境变化的高敏感性, 被广

泛用于研究蛋白质的构象特性和修饰效应. 结合其他

光谱区域的分析结果, 酰胺II/III带能够揭示蛋白质在

不同环境和修饰条件下的动态变化.
Natalello等[45]

利用红外光谱表征了CRL1 (Candi-
da rugosa lipase 1)蛋白, 发现900~1200 cm−1

区间存在

碳水化合物特征带,而PNGase F酶切除糖基后,该特征

带强度显著下降, 证实了糖基化修饰的存在. 而在

CRL1的热稳定性的表征中, 发现20~100°C范围内酰

胺I和II带有明显变化, 并且在64°C (H2O中)和70°C
(D2O中)时发生显著的α-螺旋和β-折叠丧失, 并伴随聚

集结构的形成. Ardahanli等[46]
利用红外光谱结合化学
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计量学方法, 研究了间歇性禁食对大鼠心肌蛋白质修

饰的影响. 他们发现, 禁食显著提高了蛋白质磷酸化

水平(增加62%)和蛋白质总量(增加35%), 而蛋白质氧

化(羰基化)水平下降了38%, 表明磷酸化修饰在心肌

细胞信号传递和功能恢复中起关键作用. Tombolesi
等

[47]
结合红外光谱和拉曼光谱, 研究了高盐诱导的高

血压大鼠模型中HFpEF早期的心肌蛋白质修饰和二级

结构变化. 红外光谱显示, 酰胺I带和II带的光谱强度在

高血压模型中显著增强 , 表明蛋白质总量增加 ;
1396 cm−1

处的信号增强则提示游离氨基酸增多, 可能

与高血压诱导的代谢变化相关. 拉曼光谱进一步揭示

了酰胺III带强度增加, 提示心肌胶原蛋白沉积升高,

图 2 (网络版彩图)蛋白质的翻译后修饰(PTM)与蛋白质的动态结构密切相关. 一方面磷酸化(用P表示)可以调控蛋白质在不
同结构、活性状态之间的转变, 一方面泛素化(用Ub表示)可以调控蛋白质的稳定性和易降解性. 此外, PTM如乙酰化(用Ac表
示)可以与泛素化竞争同一修饰位点, 糖基化可以与磷酸化竞争同一修饰位点. 不同类型不同位点的修饰交错进行互相影响,
协同作用, 进一步增加了蛋白质功能调控的复杂性
Figure 2 (Color online) Post-translational modification (PTM) of proteins and its close relationship with dynamic structures of proteins. On one
hand, phosphorylation (denoted as P) regulates transitions between different structures and activity states of proteins, while ubiquitination (denoted as
Ub) modulates the stability and degradability of proteins. Additionally, PTM such as acetylation (denoted as Ac) may compete with ubiquitination for
the same modification sites, and glycosylation may compete with phosphorylation for the same modification sites. The intricate interplay of diverse
modifications at distinct sites—through mutual influence and synergistic effects—further amplifies the complexity of functional regulation in proteins.
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尤其在右心室和右心房显著. 此外, 830/860 cm−1
的光

谱比值升高反映了酪氨酸修饰(如磷酸化或甲基化)程
度增加, 并与纤维化水平呈正相关. 这些研究展示了IR
技术在解析蛋白质修饰与疾病机制关联中的强大

能力.

3.2 核磁共振在表征翻译后修饰对蛋白质结构动
态和稳定性影响中的应用

核磁共振(NMR)技术为研究溶液中生物大分子的

结构和动态特性提供了原子级分辨率的信息. 与晶体

学不同, 溶液NMR能够更真实地反映生物分子在溶液

中的构象系综和动态行为, 并捕捉不同时间尺度的动

态过程及中间态, 因此成为研究蛋白质稳定性和解折

叠过程的最精细技术手段之一(图3). 在对蛋白质翻译

后修饰的研究中, NMR通过化学位移变化和谱学分析,
为揭示修饰对蛋白质结构和稳定性的影响提供了独特

视角.
化学位移是NMR提供的最直接且易于获取的信

息. 例如, 磷酸化修饰可以通过
31P NMR谱中特征峰的

出现直接检测
[11]. 此外, 19F NMR因其高灵敏度和蛋白

质中天然缺乏氟元素的特性, 成为研究蛋白质稳定性

的有力工具. 19F标记的蛋白质在结构变化时, 其化学

环境改变会直接反映在
19F化学位移的变化上, 从而提

供高信噪比的一维谱
[48]. 更重要的是, 19F NMR信号不

受生物体内常见自旋核(如1H)的干扰, 因此被广泛应

用于复杂生理环境甚至活细胞中, 实时监测蛋白质翻

译后修饰过程及翻译后对修饰蛋白质结构动态和稳定

性的影响
[49~51].

二维NMR实验, 如异核单量子相干谱(HSQC)和
异核多量子相干谱(HMQC), 通过

1H与15N或13C的化学

位移交叉峰, 显著提高了对蛋白质残基的分辨率. 次级

化学位移(即由二级结构引起的残基化学位移差异)能
够揭示残基所处区域的二级结构和无序程度, 从而通

过化学位移变化研究蛋白质的解折叠过程
[52]. 例如,

无序蛋白或无序区域由于缺乏二级结构, 其化学位移

分布区间较窄, 因此通过分析化学位移分布, 可以快

速评估蛋白质的折叠状态
[14].

变温HSQC实验通过监测谱峰位置随温度的变化,
能够揭示蛋白质热变性过程中的结构动态. 化学位移

随温度的变化与氢键的存在和强度密切相关: 氢键的

断裂或结构改变可能导致化学位移的非线性变化
[53].

因此, 通过分析各残基化学位移随温度的变化, 可以评

估蛋白质局部结构的稳定性, 并探究折叠和解折叠过

程中氢键的形成与断裂, 进而揭示去折叠中间态的性

质
[54].
此外, NMR还为研究蛋白质的结构动态提供了独

特的多时间尺度分析能力. 其中, 15N的R1、R2弛豫速

率测定以及
1H-15N异核NOE (hnNOE)测定, 能够反映

与分子整体转动速率相当或更快时间尺度(ps-ns)的运

动. 翻译后修饰后弛豫参数的改变往往反映了蛋白质

二级结构的变化. 例如, 折叠蛋白中某一区域的横向

弛豫速率R2值的降低或hnNOE值的下降通常表明该区

域的二级结构消失并转变为无序状态, 反之则可能提

示无序区域向有序结构的转变
[13,30]. 弛豫色散(RD)实

图 3 (网络版彩图)表征不同时间尺度蛋白质动态性质的核磁实验, 包括文章中详细介绍的
15N弛豫实验、弛豫色散(RD)实

验、饱和弛豫交换实验(CEST)以及其他实验如残余偶极耦合(RDC)、赝接触化学位移(PCS)、顺磁弛豫增强(PRE)和ZZ交换
实验
Figure 3 (Color online) NMR experiments characterizing the dynamic properties of proteins across different time scales, including those detailed in
the article: 15N relaxation, relaxation dispersion (RD), chemical exchange saturation transfer (CEST), as well as other methodologies such as residual
dipolar coupling (RDC), pseudocontact chemical shift (PCS), paramagnetic relaxation enhancement (PRE), and ZZ-exchange experiments.
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验主要包括CPMG和R1ρ实验, 通过化学交换过程中磁

矢量分散导致的弛豫率增加, 研究蛋白质在μs-ms时间

尺度的构象动态. 通过施加不同强度的脉冲对磁矢量

进行重聚, 并测量有效弛豫速率与脉冲强度的关系,
RD实验能够揭示低丰度的结构状态信息, 从而为蛋白

质折叠和去折叠过程的研究提供关键数据. 例如, 在对

Fyn SH3突变体解折叠过程的研究中, CPMG实验成功

捕捉到了折叠中间态的存在, 而这一中间态无法被停

流荧光实验捕获到
[55]. 饱和弛豫交换(CEST)实验则适

合于表征在ms-s时间尺度的结构动态. 例如, CEST实
验成功捕获了未修饰的泛素蛋白也存在收缩态结构,
而磷酸化会促进向这一结构状态的转变

[56]. 最近的研

究进一步将CEST实验应用于突变导致的泛素稳定性

的变化, 阐明了热稳定性与ms时间尺度的结构动态的

关联
[12].
总之, NMR技术通过化学位移变化、二维谱学分

析以及变温实验, 从ps一直到s的多时间尺度揭示翻译

后修饰对蛋白质结构动态的影响. 这些方法不仅能够

捕捉翻译后修饰引起的局部构象变化, 还能揭示长程

别构效应和高能态物种的动态行为, 为理解翻译后修

饰在蛋白质功能调控中的作用机制提供了重要工具.

3.3 质谱在表征翻译后修饰对蛋白质结构动态和
稳定性影响中的应用

对于提纯蛋白, HDX-MS是一种基于蛋白质主链

酰胺与溶剂中氘代质子交换的技术. 尽管其分辨率通

常无法达到单个残基水平, 但由于其样品需求量少、

对样品稳定性要求低等优势, HDX-MS已被广泛应用

于研究蛋白质构象变化、结构动态性及蛋白质间相互

作用. HDX的基本原理是将蛋白质稀释到氘代溶剂中,
通过监测质量增加来反映不同位点残基的氢氘交换速

率差异. 由于主链酰胺的氢键构成了二级结构的骨架,
其HDX速率能够提供蛋白质结构和动态的关键信息,
表征特定残基质子的包埋程度和氢键网络, 这些性质

与蛋白质的二级和三级结构密切相关
[57,58].

HDX-MS方法主要包括连续HDX和脉冲HDX. 连

续HDX通过将蛋白质稀释到氘代溶剂中, 监测肽段质

量随时间的变化来反映HDX速率, 从而揭示蛋白质的

结构和动态信息. 脉冲HDX则用于研究折叠中间态,
通常将变性蛋白质置于折叠环境中, 在特定时间点短

暂暴露于氘代溶剂中进行交换, 随后淬灭反应并进行

质谱检测. 通过调节折叠和氘代暴露的时间间隔, 可

以获取蛋白质折叠动力学的信息. 这种方法通常在高

pD (pD = 8~10)条件下进行, 以确保快速交换, 并通过

酸化(pD = 2.5)或电喷雾电离(ESI)溶剂蒸发淬灭反

应
[57,59]. HDX-MS已被广泛应用于研究翻译后修饰对

蛋白质稳定性的影响, 能够在肽段水平评估翻译后修

饰所导致的结构动态变化
[23,41,60].

基于质谱的蛋白质组学技术在近年来取得了长足

的进展, 广泛应用于蛋白质功能探索、相互作用分析

等领域. 2014年, 基于质谱的蛋白质组热稳定性分析

方法首次被提出, 通过药物分子结合导致的蛋白质熔

点升高来表征抗癌药物的作用靶点
[61]. 该方法通常包

括以下步骤: 对细胞进行短暂热处理以诱导不稳定蛋

白的变性聚集, 通过离心收集可溶蛋白组分并进行酶

切消化, 最后使用串联质量标签(TMT)等定量质谱技

术分析肽段, 从而通过剩余可溶蛋白量表征蛋白质的

变性温度
[61]. 目前, 该方法已被用于研究磷酸化、乙

酰化和甲基化等翻译后修饰对蛋白质组热稳定性的影

响 , 揭示了热稳定性变化与蛋白质功能之间的联

系
[6,29,62,63]. 总之, HDX-MS和基于质谱的蛋白质组热

稳定性分析为研究翻译后修饰对蛋白质结构动态和稳

定性的影响提供了强大的工具, 为深入理解PTMs在蛋

白质功能调控中的作用机制提供了重要技术支持.

3.4 翻译后修饰对蛋白质稳定性和结构动态影响
的其他表征技术

除上述实验技术手段外, 多种结构生物学方法也

可用于表征PTMs对蛋白质稳定性和结构动态的影响.
X射线晶体学可通过分析B因子的一致性, 推断蛋白质

的结构动态和稳定性信息
[64]. 近年来, 室温晶体学的

发展进一步拓展了晶体学在蛋白质结构动态和稳定性

变化分析中的应用范围
[65,66]. 冷冻电镜技术(Cryo-EM)

在蛋白质结构研究中方兴未艾. 单颗粒冷冻电镜不仅

可对纯化的蛋白质及其复合物进行分析, 还能发现和

鉴定蛋白质上的PTMs, 尤其是糖基化修饰
[67]. 此外,

冷冻电镜适用于大分子蛋白质复合物的分析, 可用于

比较PTMs对复合物组成动态和稳定性的影响, 特别适

合研究PTMs导致的淀粉样蛋白β片层堆积的改变
[68,69].

单分子技术的发展为蛋白质结构动态研究提供了

新的工具. 基于光信号的单分子荧光共振能量转移

(smFRET)技术通过监测两个荧光分子间的能量传递
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效率, 可反映标记位点间的距离变化, 从而揭示生物大

分子的构象信息
[70]. 由于蛋白质解折叠过程会导致构

象松散, smFRET技术可通过能量传递效率的变化研

究蛋白质稳定性
[71]. 然而, 单分子荧光技术需要在目

标蛋白上标记至少两个荧光探针, 较大的荧光基团可

能影响蛋白质的结构动态. 另一方面, 单分子力谱技

术, 包括原子力显微镜(AFM)和光镊技术, 已广泛应用

于蛋白质折叠/去折叠过程的研究, 从力学性质角度研

究PTMs发生后蛋白质的稳定性和能量景观的改

变
[72,73]. 总之, 这些技术的综合应用为全面表征翻译后

修饰对蛋白质结构动态和稳定性的影响提供了有力

工具.

4 总结与展望

翻译后修饰在调控蛋白质稳定性和功能中起着关

键作用. 通过改变蛋白质的局部结构、动态特性及其

与其他分子的相互作用, 翻译后修饰能够显著影响蛋

白质的热稳定性、化学稳定性以及降解速率. 理解这

些修饰如何影响蛋白质的特性, 以及不同位点不同类

型的修饰的时序和协同性, 不仅有助于揭示蛋白质功

能调控的分子机制, 还为设计和开发更有效、更稳定

的蛋白质药物和治疗剂提供了重要依据.
为了全面评估翻译后修饰对蛋白质结构动态和稳

定性的影响, 需要综合运用多种技术手段. IR对于二级

结构的变化十分敏感, 可以准确反映修饰导致的蛋白

质二级结构的产生和消失; 而NMR能够提供原子级分

辨率的局部结构信息, 揭示修饰对蛋白质构象的直接

影响; HDX-MS则可以捕捉蛋白质的动态特性和构象

变化, 特别适合研究折叠中间态和去折叠过程; 基于

质谱的蛋白质组热稳定性分析则从全局角度评估翻译

后修饰对蛋白质组稳定性的影响, 揭示修饰与蛋白质

功能之间的联系. 这些技术的联合使用, 能够从多维

度揭示翻译后修饰对蛋白质结构和功能的影响, 为蛋

白质工程和药物设计提供重要支持.
在实际应用中, 翻译后修饰已被广泛用于改善蛋

白质药物的性能. 例如, 糖基化修饰能够显著增强蛋

白质的热稳定性和化学稳定性, 特别是在治疗性抗体

中, 糖基化不仅延长了其保质期, 还减少了聚集现象,
从而提高了临床应用效果

[23,74]. 此外, 翻译后修饰还可

用于实现蛋白质药物的靶向递送, 例如通过添加与靶

细胞表面特定受体结合的配体, 增强药物的递送效率

和疗效. 同时, 某些翻译后修饰(如糖基化或聚乙二醇

化)能够降低蛋白质药物的免疫原性, 使其不易引发患

者的免疫反应, 从而提高药物的安全性和耐受性. 在蛋

白质工程领域, 糖基化修饰的应用尤为突出. 通过糖基

化修饰, 工业酶在高温或极端pH条件下的稳定性显著

提高, 从而扩大了其应用范围
[75~78]. 这种修饰不仅增

强了蛋白质的热稳定性和化学稳定性, 还改善了酶在

不同环境中的催化活性, 为工业生产和生物技术提供

了重要支持.
综上所述, 翻译后修饰在调控蛋白质稳定性和功

能中扮演着至关重要的角色. 通过深入研究这些修饰

对蛋白质特性的影响, 并结合多种技术手段进行综合

表征, 研究人员能够设计和开发更高效、更稳定的蛋

白质药物和治疗策略. 这不仅推动了生物物理化学、

分子生物学、蛋白质工程的发展, 还为疾病治疗提供

了新的可能性.
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How post-translational modifications impact protein dynamics and
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Abstract: Post-translational modifications (PTMs) play crucial regulatory roles in modulating protein structural
dynamics, stability, and functionality. Common modifications such as phosphorylation, glycosylation, acetylation, and
ubiquitination covalently modify proteins, altering their local structures, electrostatic interactions, hydrophobicity, and
hydrogen-bonding patterns. These changes influence protein stability and intracellular degradation rates. The interplay
between various PTMs through synergistic or sequential modifications adds further complexity to the regulation of
protein functions. To investigate PTM effects, researchers have employed a multitude of experimental techniques
including infrared spectroscopy (IR), nuclear magnetic resonance (NMR), and hydrogen-deuterium exchange mass
spectrometry (HDX-MS), which unveil PTM-induced conformational and dynamic changes at multiple resolutions.
These methods can capture localized structural perturbations and allosteric effects, as well as lowly populated excited-
states that impact protein stability. Moreover, it has been shown that PTMs may suppress protein unfolding and
aggregation. In biopharmaceutical applications, PTMs enhance therapeutic protein performance by enabling targeted
delivery and reduced immunogenicity, thereby improving drug efficacy and safety. In conclusion, in-depth investigation
of the molecular mechanisms underlying PTMs, coupled with integrated characterization with multidisciplinary
technical approaches, will allow researchers to design and develop better protein therapeutics and treatment strategies.

Keywords: protein, post-translational modifications, structure dynamics, thermodynamic coupling, spectroscopic
methods
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