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RNA的冷冻电镜结构研究与结构预测方法发展
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摘要：近十年来冷冻电镜技术飞速发展，应用冷冻电镜解析的蛋白质结构数量迅速增加，各类结构预

测软件也日臻成熟，蛋白质高级结构的准确性和预测精度和速度得到了巨大提升。作为功能载体和遗

传信息的中间体，RNA的潜在应用正不断地被发掘，相关药物和疫苗研究蓬勃发展。但相较于蛋白质

结构研究，RNA三维结构解析和预测仍面临挑战和机遇。本文将从RNA的冷冻电镜结构解析及其解析

新策略、RNA结构预测方法和软件发展三个方面入手，介绍其高级结构的研究进展，旨在为RNA新结

构的解析、功能型RNA的发现和RNA药物设计提供参考。
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Abstract: Over the past decade, cryo-electron microscopy (cryo-EM) has rapidly advanced, becoming a
powerful tool in structural biology. The number of protein structures resolved using cryo-EM has increased
significantly, with notable improvements in the accuracy, prediction precision, and speed of protein tertiary
structure determination. As functional carriers and intermediates of genetic information, RNA’s potential
applications are continuously being explored, leading to a boom in related drug and vaccine research.
However, compared to cryo-EM studies on protein structures, the structural determination and prediction of
RNA’s three-dimensional structure still face challenges and opportunities. This review introduces the latest
progress in RNA structure studies from three perspectives: RNA cryo-EM structure analysis, new strategies for
RNA cryo-EM study, and the development of method and software for RNA structure prediction. It is hoped
that these advancements will contribute to resolving new RNA structures, discovering functional RNA, and
developing RNA-based drug designs.
Key Words：RNA; cryo-EM; three-dimensional structure; structure prediction

随着近一个世纪以来电子显微技术的发明和发

展，以及冷冻电镜技术四十余年来的发展，尤其

是伴随着近十年来冷冻电镜分辨率革命的到来，

我们现在得以在原子分辨水平观测各类生物大分

子的三维结构[1]。并且2017年诺贝尔化学奖授予了

在冷冻电镜技术领域做出杰出贡献的三位科学

家：Jacques Dubochet、Joachim Frank和Richard
Henderson，以表彰他们在冷冻电镜发展过程中做

出的杰出贡献[2]。近年来，自动化数据收取流程的

建立、图像处理和三维结构重建软件的发展以及

基于人工智能(artificial intelligence，AI)的结构模

型预测方法和软件的飞速发展也极大地促进了冷

冻电镜技术的应用，使得该技术成为生物大分子

结构解析与功能阐释之间的重要桥梁和工具。根

据蛋白质数据库(Protein Data Bank，PDB)的统计数

据，通过冷冻电镜技术解析的蛋白质结构数量正

以惊人的速度逐年增长。截至2024年5月25日，已

有20 171个蛋白质结构被成功解析，凸显了冷冻电

镜技术在蛋白质结构研究中的重要作用。

RNA作为DNA和蛋白质的信息媒介，其潜在

功能也得到广泛的关注。除了众所周知的转运

RNA(tRNA)、核糖体RNA(rRNA)和信使RNA
(mRNA)，还存在着一系列非编码但仍具生物学功

能的RNA，称为非编码RNA(non-coding RNA，
ncRNA)[3]。自20世纪80年代发现第一个具有调控

功能的ncRNA基因—大肠杆菌中的micF RNA基因

以来，ncRNA在生命活动中的独特功能逐渐被人

们所认知，其在疾病发生与治疗中展现出潜在的

应用价值[4,5]。随着对RNA功能研究的不断深入，

有关RNA结构的研究也随之增长。截至2024年5月
25日，PDB中共计有1 830个纯RNA(RNA-Only)的
结构，而其中通过冷冻电镜解析的RNA-Only结构

仅有114个。这一数字远远小于蛋白质结构数据

量，侧面反映了RNA结构研究起步较晚，且具有

复杂高级结构的RNA不如蛋白质常见。同时，众

多RNA功能依赖于序列特异性的一级结构或简单

的二级结构，缺乏足够的长程相互作用以稳定整

体结构 [ 6 ]，极为动态，因此也给结构解析带来

挑战。

PDB上最早的RNA-Only结构数据可以追溯到

1978年，当时研究人员通过X-射线晶体衍射技术

解析了酿酒酵母苯丙氨酸tRNA的结构，分辨率达

2.50 Å和2.70 Å[7,8]。而第一个应用冷冻电镜技术解

析的RNA-Only结构则是在2000年，基于已有的核

糖体模型，解析了大肠杆菌中23S与5S rRNA的结

构[9]。此后，对RNA的结构研究逐渐增多，但具有

高级结构且功能明确的主要为tRNA和rRNA，后续

的结果也多集中在这二者上。自2013年以来，随

着冷冻电镜分辨率革命的到来和相关方法学的发

展，RNA-Only结构的解析数量迅速增加，分辨率
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也得到了显著提高，最佳分辨率已达到3 Å以内。

此外，研究对象的种类也随之增多，包括核

酶[10-18]、核糖开关[10,19-22]以及人工设计的RNA高级

结构等[23,24]，为深入探究RNA的高级结构提供了新

的视角和机会。除了直接的结构观察，RNA高级

结构预测方法也在近年来迅速发展 [ 2 5 ]，不仅为

RNA结构的解析提供了强有力的工具，也为理解

RNA的功能机制奠定了基础。有关利用核磁共振

和X-射线晶体学方法解析RNA结构及应用冷冻电

镜的RNA三维结构测定与药物研发等相关内容已

有论述 [ 2 6 , 2 7 ]。本文将重点回顾冷冻电镜技术在

RNA-Only结构研究中的应用，探讨RNA结构解析

策略以及RNA结构预测方法和软件的新发展，旨

在为未来的RNA结构与功能研究提供参考和

启示。

1 基于冷冻电镜的RNA-Only结构研究进展

在2000年，PDB中记录了首个仅由RNA组成

的分辨率为7.5 Å的冷冻电镜结构。这一分辨率水

平尚不足以区分单个碱基的清晰密度，因此无法

直接根据电镜密度进行精确建模。研究人员根据

该冷冻电镜密度，并结合蛋白与核酸的交联质谱数

据，模拟构建了23S和5S rRNA的原子模型(atomic
model)[28]。同年，PDB还公布了其他两个中低分辨

率的冷冻电镜结构：大肠杆菌中的tRNA-核糖体复

合物在易位前后的结构，以及φ29噬菌体的RNA包
装马达，分辨率分别为17.0 Å和20.0 Å[29,30]。从

2002年到2013年，PDB数据库中增加了24个RNA-
Only结构，这些结构主要涉及各种生物的tRNA或
rRNA，并且集中在它们的功能区域的结合位点或

功能执行过程中的动态变化。其中，2013年的10
个RNA结构为同一实验室报道，解析了大肠杆菌

30S核糖体亚基的动态组装过程[31]。并且由于分辨

率有限，直接建模困难，研究者借助电镜密度，

结合RNA序列信息和交联质谱数据进行了建模分

析。2013年之后，随着直接电子探测相机的引入

和三维重构软件性能的提升，冷冻电镜的分辨率

得到了显著提高[32-35]，部分RNA的结构分辨率达到

10 Å以内(表1)。这使得RNA的高分辨率结构解析

成为可能。这不仅促进了对tRNA和rRNA等传统

表 1 分辨率高于10 Å的RNA-Only结构

RNA名称 分辨率范围 参考文献 RNA名称 分辨率范围 参考文献

大肠杆菌23S/5S rRNA 7.50 Å [9] 嗜热四膜虫核酶的错误构象 3.90 Å [13]

酿酒酵母rRNA 8.60 Å [40] RNA折纸 4.08~5.71 Å [23]

猪瘟病毒内部核糖体进入位点 8.50 Å [41] 嗜热四膜虫核酶第二步自我剪切的过程 v2.35~3.41 Å [14]

乳酸乳球菌Ⅱ型内含子 4.50 Å [39] 嗜热四膜虫Ⅰ型内含子不同状态 2.84~4.05 Å [16]

HIV-1 RNA二聚化信号 9.00 Å [42] brocolli-pepper适配体 4.43~4.55 Å to be published

噬菌体phi29 prohead RNA 4.60 Å [43] 嗜热四膜虫核酶第一步自我剪切的过程 2.98~4.14 Å [18]

枯草芽孢杆菌T-box核糖开关与Gly-
tRNA复合物

4.90 Å [19] 地下热厌氧杆菌腾冲亚种腺苷钴胺素核
糖开关

3.00~5.30 Å [21]

分枝杆菌SAM-Ⅳ核糖开关 3.70~4.10 Å [20] 抗核酸外切酶RNA接于核酶支架 3.40 Å [22]

具核梭杆菌甘氨酸核糖开关 7.4~10.0 Å [10] 石油热袍菌氟化物核糖开关接于核酶
支架

2.99 Å [22]

分枝杆菌SAM-Ⅳ核糖开关 4.70~4.80 Å [10] 四膜虫核酶支架 2.44 Å [22]

嗜热四膜虫核酶 6.80 Å [10] 冠状病毒HKU5基因组5′茎环结构 4.70~7.30 Å [44]

霍乱弧菌甘氨酸核糖开关 4.80~5.70 Å [10] RNA基序纳米结构 5.39~6.56 Å [45]

新冠病毒移码刺激元件 6.90 Å [46] 新冠病毒移码刺激元件 6.10 Å [47]

与ployA结合的双链核表达元件B 5.60 Å [48] 甲烷菌吡咯赖氨酸-tRNA 2.80 Å [49]

L-21ScaⅠ核酶 3.05~3.14 Å [11] RNA聚合酶核酶 5.00 Å [17]

雀麦花叶病毒tRNA类结构 4.30 Å [50] 冠状病毒基因组5′茎环结构 5.90~7.10 Å [51]

嗜热四膜虫Ⅰ型内含子 4.10 Å [15] RNA折纸 5.94 Å [24]

嗜热四膜虫核酶各构象 3.01~4.01 Å [12] DNA内切核酶HYER1及HYER2 2.58~3.41 Å [52]
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RNA结构的深入研究，也使得核酶、核糖开关等

功能性RNA的研究得到了快速发展。

1.1 核酶

核酶(ribozyme)是一类具备催化功能的RNA分
子，它们像蛋白质一样可以高效地催化特定的化

学反应，有力地支撑了RNA世界假说(RNA World
hypothesis)[36,37]。核酶在生物体内扮演着至关重要

的角色，参与RNA的剪接和加工等生物过程，其

研究对于深入理解生命活动的分子机制具有重要

意义[38]。2016年，乳酸乳球菌中的Ⅱ型内含子的

结构被成功解析[39]，并获得了其独立结构及其与

LtrA蛋白形成复合体的高分辨率冷冻电镜结构，分

别为4.50 Å和3.80 Å。2020年，研究人员借助新开

发的Ribosolve工具，应用冷冻电镜解析了四膜虫

核酶截短体L-21 Sca Ⅰ核酶的6.80 Å结构[10]。2021
年，研究人员进一步解析了四膜虫Ⅰ型内含子

(Tetrahy-mena group Ⅰ intron)全长的冷冻电镜结

构[11]，揭示了其独立与结合RNA底物的状态(分辨

率达到3.14 Å和3.05 Å)，并发现了两个全新的三级

相互作用。2022年，研究人员发展了接吻环(RNA
oligomerization-enabled cryo-EM via installing
kissing loops，ROCK)技术[15]，使单个的四膜虫核

酶形成稳定的二聚体或三聚体。通过精巧的构建

策略并结合冷冻电镜技术，该团队解析了4.10 Å的
三聚体核酶结构、2.85 Å的pre-2S结构和3.68 Å的
post-2S结构，展现了四膜虫Ⅰ型内含子剪接过程

中的动态变化，其中pre-2S结构是首个达到3 Å以
内分辨率的RNA-Only结构。同年，四膜虫L-21

Sca Ⅰ核酶体外组装过程中错误折叠形成的多个构

象得以解析[12]，分辨率在3.53 Å至4.01 Å之间，并

观察到了分辨率为3.01 Å的天然正确构象，为理解

体外条件下错误构象向正确构象转变的过程提供

了线索。与此同时，另一团队也独立解析了L-21
S c aⅠ核酶错误折叠的构象 [ 1 3 ] ，分辨率为

3.90 Å。2023年，四膜虫Ⅰ型内含子核酶在剪接过

程中的不同构象得以解析，其中最佳分辨率达到

了2.35 Å(图1)[14,16,18]，这也是迄今为止分辨率最高

的RNA-Only冷冻电镜结构。此外，RNA聚合酶核

酶(RNA polymerase ribozyme)，这类在体外通过进

化获得的、能以RNA为模板催化RNA复制的功能

性RNA，也在2024年通过冷冻电镜技术得以解

析，分辨率为5.00 Å，揭示了数种新的RNA基序，

为未来的RNA结构设计和功能研究提供了新思路[17]。

1.2 核糖开关

核糖开关(riboswitch)是定位于某些mRNA非翻

译区的调控序列，能够形成特定的结构域。这些

结构域当与相应的配体结合后，会发生构象变

化，从而调控mRNA的表达[53]。2019年，研究人员

成功解析了枯草芽孢杆菌中的一种核糖开关——特

异性识别甘氨酸的T-box及其与tRNA-Gly结合的全

长结构，分辨率达到4.90 Å，为药物靶点的设计提

供了新方向[19]。同年，分支杆菌中SAM-Ⅳ核糖开

关在结合与不结合SAM配体时的结构得以解

析[20]，分辨率分别为4.10 Å与3.70 Å(图2)。值得注

意的是，解析的SAM-Ⅳ核糖开关相对分子质量

约为40 000，小于先前冷冻电镜所测定的最小蛋

A：四膜虫Ⅰ类内含子的冷冻电镜结构(EMDB: EMD-33813)，蓝色为内含子骨架，紫色代表P10，红色代表P1。B：四膜虫Ⅰ类内含子的原子

模型(PDB ID: 7yga)及电镜密度图

图1 四膜虫Ⅰ类内含子的冷冻电镜结构
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白——相对分子质量为52 000的链霉亲和素[54]，展

示了冷冻电镜在测定小相对分子质量RNA结构方

面的潜力。2020年，研究人员进一步解析了分支

结核杆菌中的SAM-Ⅳ核糖开关在有无配体状态下

的结构，以及霍乱弧菌与具核梭杆菌甘氨酸核糖

开关在有无配体状态下的结构，分辨率范围从

10 Å到4.7 Å不等[10]。2023年，腺苷钴胺核糖开关

在结合配体时的四种构型以及无配体时的一种构

型被报道[21]，其冷冻电镜结构的分辨率在3.00 Å到
3.50 Å之间，而无配体时的分辨率为5.30 Å。同

年，研究人员利用四膜虫Ⅰ型内含子作为支架，

将热袍菌的相对分子质量为17 000的氟化物核糖开

关连接其上，成功解析到了整体分辨率达2.99 Å的
冷冻电镜结构，其局部核糖开关的分辨率则达到

了4.46 Å[22]。这一成果表明，利用特定RNA作为支

架的方法在辅助解析小RNA结构方面具有广泛的

应用前景。

1.3 其他的RNA结构

在2016年之后，tRNA冷冻电镜结构的分辨率

得到了显著提高。2021年，雀麦花叶病毒的tRNA
结构被报道，分辨率为4.30 Å[50]。2022年，研究人

员揭示了重组tRNA在大肠杆菌核糖体结合位点中

的变化[55]，分辨率在2.60 Å至3.00 Å之间。研究显

示，C8:A45碱基对在稳定tRNA结构中起着关键作

用，并影响核糖体的合成能力。通过突变该碱基

对，翻译效率得到了显著提升。2024年，该团队

进一步解析了结合核糖体A位点的吡咯赖氨酸

tRNA结构[49]，分辨率为2.80 Å。
此外，其他功能性RNA的研究也取得了一系

列成果。2016年，研究人员应用冷冻电镜结合核

磁共振技术解析了HIV DIS二聚体的结构[56]，分辨

率为9.00 Å。2019年，φ29噬菌体中的pRNA环的结

构得以解析，分辨率为4.60 Å[43]，发现该结构由5
个而非6个pRNA分子组成，更新了领域内对pRNA
环的认知。2021年，研究人员合作解析了相对分

子质量仅28 000的新冠病毒移码刺激元件的冷冻电

镜结构[46]，分辨率为6.90 Å，为反义寡核苷酸药物

的设计提供了方向。该结构于2024年被进一步解

析[47]，分辨率提升至6.10 Å。2021年，水稻转座元

件TWIFB1与poly(A)结合时的构象被报道[48]，分辨

率达到5.60 Å。2024年，新冠病毒基因组5′端元件

stem-loop5 RNA的三级结构被报道[44]，分辨率为

4.70 Å。并同时解析了非典病毒、中东呼吸综合征

冠状病毒和伏翼蝠冠状病毒HKU5的stem-loop 5的
构象，分辨率从5.90 Å到7.30 Å不等。2024年，研

究人员对新冠病毒、人类冠状病毒OC43、中东呼

吸综合征冠状病毒和果蝠冠状病毒GCCDC1的
stem-loop5结构进行了解析，分辨率在5.90 Å至

7.10 Å之间[51]。

2 RNA结构解析策略

冷冻电镜适合解析相对分子质量较大的生物大

分子或复合体的结构，在解析相对分子质量较小

的生物体系时存在一定的局限性。如在1995年理

论预测提出对于相对分子质量大于38 000的分子，

它们的取向(orientation)可以通过完美图像进行定

位，但是随着图像质量的下降，这种精确定位的

难度急剧增加[57]。这也被称为“冷冻电镜的38 000
理论下限”。2019年，应用冷冻电镜技术解析了

52 000的链霉亲和素结构，这是当时应用该技术解

EMDB: EMD-20755, PDB ID: 6ues

图2 分支杆菌SAM-IV型核糖开关的冷冻电镜结构及原子模型
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析的最小蛋白质结构 [ 5 4 ]。为了解析小蛋白的结

构，可以将其融合表达至作为支架的已知蛋白的

结构上，或者使用抗体增大蛋白整体相对分子质

量[58,59]。在RNA结构研究方面，冷冻电镜解析的结

构相对分子质量已经小于50 000，但分辨率仍然受

限[20,22,46]。为了拓展可研究RNA体系的相对分子质

量下限，可以采用类似蛋白质研究的策略，例如

将小RNA接在已知结构的RNA分子支架上[22]，或

者让RNA形成多聚体[15]，这不仅解决了相对分子

质量小难以确定其颗粒取向的问题，也有助于稳

定其动态结构[12,15]。

2.1 RNA分子支架

四膜虫Ⅰ型内含子的结构已经被广泛解析，分

辨率达到3 Å以内[15]。将其作为支架并融合表达小

的RNA进行结构解析具有重要的应用潜力。通过

对四膜虫Ⅰ型内含子进行改造，在不影响结构组

装的位点融合表达待研究的RNA，研究者已经获

得了寨卡病毒的相对分子质量为23 000抗核酸外切

酶RNA(exorib-onuclease-resistant RNA，xrRNA)结
构(5.04 Å分辨率)，并发现该结构的P4区域与一种

脑炎病毒晶体结构中的xrRNA存在很大差异。此

外，还解析到了另外两种相对分子质量约17 000的
RNA结构，分别是Tamana蝙蝠病毒的xrRNA以及

Thermotoga petrophila的氟化物核糖开关，分辨率

分别为4.95 Å和4.46 Å[22]。虽然这些结构尚为中等

分辨率水平，但大沟和小沟的结构已经可见，对

于评估RNA的折叠与行为信息具有重要作用。在

采用该RNA分子支架策略时，应注意尽量不影响

待研究RNA分子的自然状态和组装。

2.2 RNA多聚体组装

ROCK是一种通过在RNA功能冗余区安装可配

对突出环，使RNA单体结构互补配对自组装形成

多聚体的结构解析策略[15]。由于多聚体的形成，

RNA相对分子质量增大，在电镜下衬度更为明

显，且摆动区变得更为稳定，有助于后续的颗粒

提取与结构解析。应用该策略，研究人员选择性

地在四膜虫Ⅰ型内含子的不同区域接上配对环，

从而在体外配对自组装得到该结构的多聚体形

式，解析了2.85 Å分辨率的四膜虫Ⅰ型内含子核心

结构。这也是第一个RNA-Only的分辨率好于3 Å的
冷冻电镜结构，实现了从头构建完整的原子模

型。并且电镜密度图中可以清晰地辨识出镁离

子，反映其在RNA催化中的配体作用。

上述RNA结构研究策略为研究人员提供了一

条以更高的清晰度和精度探索RNA结构的新

途径。

3 RNA三维结构预测

自AlphaFold模型问世以来，深度学习算法在

蛋白质结构预测方面取得了革命性突破，即便在

缺乏已知类似结构的情况下，也能预测蛋白质的

三维结构[60]。截至2024年，AlphaFold蛋白质结构

数据库已从最初的36万个预测结构激增至超过2.14
亿个，标志着蛋白质结构预测技术的爆炸性增

长[61,62]。相较之下，RNA结构预测明显滞后，仍面

临一些挑战，尤其是在局部与全局结构的同步优

化以及原子尺度精确预测方面[25]。早在2011年，

Laing等[63]对RNA结构预测、分析和设计的方法学

进行了全面调研，指出在预测中到大尺寸RNA
(50-130 nt)的结构时，即便是最佳方法也存在较大

的均方根偏差 ( root -mean-square-devia t ion，
RMSD)，平均达到了20 Å，对于长度超过50 nt的
RNA，现有程序在预测长程接触和螺旋排列方面

仍有改进空间。

尽管存在挑战，近十年来RNA三维(3D)结构预

测领域仍取得了显著进展，预测精度不断提升，

新模型层出不穷，展现出该领域巨大的发展潜

力。下文中将介绍3dRNA、RNA-FM与E2Efold-3D
等软件在RNA结构预测方面的最新进展。

3.1 3dRNA
2012年开发的3dRNA软件，通过将最小二级

元件组装为发夹或双链体的策略，不仅能自动和

快速地预测RNA三级结构，而且有效解决了预测

大尺寸RNA和复杂拓扑结构的准确性问题[64]。在

RNA三维结构预测竞赛RNA-puzzles中，3dRNA的
RMSD值排名通常在前2或高于平均值。当使用真

实的二级结构作为输入，而非基于预测的二级结

构时，3dRNA的预测精度得到了显著提升，显示

了准确二级结构信息对于提高预测准确性的重要

性。2015年，新开发的3dRNAscore[65]计算方法在

传统的基于原子间距离评分的基础上，加入了相

邻碱基对中的RNA堆叠相互作用和骨架扭转角的
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贡献。不仅能够识别合适的三级折叠，还可以识

别具有非经典碱基对的三级基序，在性能上优于

当时已有的方法。

2017年，Wang等[66]进一步采用基于核苷酸协

同进化的直接偶联分析(DI约束)来代替局部的3D模
板，优化了RNA 3D结构预测的准确性，尤其在预

测RNA多分支连接构象这一业内主要瓶颈问题上

取得了显著进步。2020年，3dRNA的模版库得到

了改进 [ 6 7 ]，对先前预测的 3 2种RNA数据集

(12-101 nt)进行计算，大多数RNA的预测精度明显

提高。然而，新模版库中仍有一半的结果不理

想，主要因为模版库中缺乏相应的模版，侧面反

映了RNA结构研究领域的数据匮乏问题。

2022年，3dRNA推出了预测环形RNA的新功

能[68]。由于目前尚无环状RNA的实验三维结构，

3dRNA的该功能无法直接验证。为了评估其环化

结构预测性能，研究者采用了PKR，一种含有两个

RNA结构结合位点的蛋白。使用3dRNA预测

POLR2A RNA的结构后，发现其线性结构比环形

结构更松散，线性结构中只有一个可结合PKR的区

域，而环形结构则有三个结合位点，这与自然状

态下环形RNA结合效果更好的结论一致，侧面印

证了3dRNA在预测环形RNA结构上的潜力。

3.2 RNA-FM与E2Efold-3D
2022年，研究人员开发了全新的RNA-FM模型

(RNA foundation model)[69]。该模型不同于以往依

赖于RNA序列标签信息的计算方法，而是采用自

我监督的方式进行深度学习训练。通过利用未标

记的2 300万个ncRNA序列数据进行训练，RNA-
FM可以在不使用任何标签的情况下推断出非编码

RNA的序列和进化信息，有效解决了缺乏带注释

数据的困境。在三维结构预测方面，基于RNA-FM
的单一模型在长程预测的精度上甚至超过了使用

100个模型的集成方法30%。

同年，研究人员开发了第一个端到端的RNA
3D结构预测算法E2Efold-3D[70]，利用深度学习架

构，能够直接从RNA序列进行从头的RNA结构预

测。这种一体化的方法大大简化了预测流程，提

高了效率。E2Efold-3D除使用常用的包含进化信息

的多序列比对外，还利用了上述RNA-FM中的序列

信息，缓解了数据稀缺的问题。除训练三维结构

外，损失函数中还引入了二级结构信息，增加了

模型预测的准确性。通过以上策略，E2Efold-3D在
RNA 3D结构预测的精度及效率上均有提高。上述

优势不仅为大规模的数据分析提供了有力的技术

支撑，E2Efold-3D所生成的预测结果还能够为建模

分析提供高质量的初始模型。

3.3 AlphaFold3
分别于 2 0 2 1年 7月及 2 0 2 4年 5月发布的

AlphaFold2[60]和AlphaFold3[71]迅速推动了整个蛋白

质结构预测领域的繁荣。AlphaFold3在AlphaFold2
的基础上进行了改进，旨在将多种生物分子(蛋白

质、DNA、RNA、配体等)结构预测工具集成到单

一神经网络中，预测几乎所有生命大分子的结构

和相互作用。相比于AlphaFold2，研究团队做了如

下改进，以便包含更广泛的化学结构并提高数据

使用效率：(1)减少多序列比对(multiple sequence
alignments，MSAs)模块，大幅提升计算速度；(2)
引入了扩散模块，实现了对生物分子原子坐标的

直接预测，无需依赖氨基酸框架或侧链角度。此

外，扩散模型在无结构区域可能产生幻觉的问

题，即模型可能在无结构的区域生成看似合理的

结构。为了解决这一挑战，AlphaFold3引入了交叉

蒸馏法，通过把AlphaFold-Multimer v2预测的无序

区域的结构添加到AlphaFold3的训练数据集中，显

著降低了AlphaFold3在预测过程中产生不合理结构

的可能性，提高了其整体的预测可靠性。

为了全面评估AlphaFold3在不同生物分子结构

预测上的性能，研究者们在蛋白质-配体相互作

用、蛋白质-核酸复合体、RNA结构、共价修饰和

蛋白复合体五个关键领域进行了准确性测试。在

蛋白质-配体相互作用、共价修饰和蛋白复合体及

蛋白质-RNA复合体结构预测方面，AlphaFold3均
表现出色。在RNA结构预测领域，尽管AIchemy_
RNA2方法借助人类专家的辅助取得了领先，但

AlphaFold3在CASP15竞赛中对10个RNA结构的测

试中，其结果优于基于深度学习算法的其他预测

软件，这充分证明了AlphaFold3在生物分子结构预

测方面的卓越性能。尽管RNA结构预测在某些方

面取得了进展，但其准确性仍然远低于蛋白质结

构预测。这一差距的主要原因在于目前已知的

RNA分子结构数量有限，现有数据量不足以开发
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出性能卓越的RNA结构预测模型。因此，利用冷

冻电镜等实验方法来解析更多的RNA分子结构在

当前阶段至关重要。随着RNA分子结构数据量的

不断扩充，将为RNA结构预测技术的发展提供新

的动能和突破。

4 总结与展望

经过长达二十余年的不懈努力，RNA的冷冻

电镜结构解析取得了显著进步，分辨率从不足7 Å
提升至如今最佳的2.35 Å，解析得到的结构数量也

正逐年加速增长。然而，这并不意味着结构解析

已经到达了高速发展期。目前，多数RNA结构的

分辨率仍难以突破3 Å的水平。对于3.7 Å分辨率的

电镜密度，核酸碱基的特征几乎没有分离，主链

特征也没有得到很好描绘，这使得模型构建严重

依赖于计算机建模。因此，针对RNA的电镜结构

研究还有巨大的提升空间。值得一提的是，近年

来解析的RNA结构还包括了人工设计的RNA，这

从侧面反映出RNA的应用潜力正被逐步认识和发

掘。例如，Φ29噬菌体的pRNA被设计为稳定的三

聚体结构，无需依赖金属盐即可形成稳定的纳米

颗粒。经过进一步优化后还能形成四聚体，行使

药物递送的功能。在小鼠模型中，这些结构未表

现出明显的毒性或免疫原性，展示了RNA作为有

效抗癌药物载体的巨大潜力[72]。RNA结构预测算

法的发展同样令人瞩目。从十多年前预测结果的

RMSD值普遍远大于5 Å，到如今多数预测结果的

RMSD值已控制在4 Å乃至3 Å以内。尽管在预测长

RNA的结构上仍有不足，但跨越性的进步为RNA
结构预测提供了前所未有的准确性。预测速度方

面也从过去的数小时以上减少到1秒以内，这对于

大通量RNA功能序列的快速发现具有重要意义。

RNA多聚体或结构设计在助力RNA结构解析方面

具有重要作用。但需要注意的是，各种方法策略

也有其局限性。例如，ROCK策略中接吻环的设计

和放置位置依赖于RNA结构的初步预测，且碱基

对的增多或减少会对最终成环效果造成比较大的

影响。虽然也可通过实验探索，但无疑会增加实

验周期。AlphaFold3和一系列新型预测工具的出现

或许可以在一定程度上缓解这个问题。因此，在

实验中需要根据实际情况选择和调整方法。

RNA与蛋白质相互作用预测方面发展颇多。

如RPI-Pred[73]，在前人序列特征的基础上结合蛋白

质和RNA的高阶结构，可用于更高精度地获得蛋

白质与RNA的相互作用信息。RBPsuite[74]，一种基

于深度学习方法开发的自动识别RNA中结合序列

与结构基序的工具，能预测线性和环形RNA上的

蛋白质结合位点。RPI-EDLCN[7 5 ]，用于预测

ncRNA与蛋白质的相互作用。在RNA动态结构预

测方面，PrismNet[76]可捕获不同细胞类型中RNA的
特异性结构变化及其与体内蛋白质的相互作用，

与仅使用RNA序列或预测的RNA结构来评估RNA
与蛋白质相互作用的方法相比，该模型综合考虑

了RNA序列与体内结构数据，揭示了可变位点对

于疾病发生的影响。关于其他的RNA与蛋白互作

预测模型，目前已多有论述和比较[77,78]。

RNA的原位结构研究在当前相对滞后，主要

由于RNA本身的动态性以及生物体内具有特定结

构的RNA相对稀缺。虽然已有部分RNA病毒的原

位结构与组装进程得到解析，但与明显的蛋白密

度相比，其中的RNA密度难以辨别，无法从头

建模[79,80]。

RNA自身结构研究正在为药物研发开辟新的

方向。例如，程序性‒1核糖体移码(‒1 ribosomal
frameshifting，‒1 RF)在SARS病毒合成重要复制蛋

白时起关键作用，而RNA假结(RNA pseudoknot)的
存在和结构完整是实现‒1 RF的前提。通过构建假

结的三维结构模型并辅以化合物筛选，研究人员

成功鉴定了一种显著抑制‒1 RF的配体[81]，助力开

发新型抗病毒药物。此外，通过对SARS-CoV-2全
基因组的结构研究，发现不同冠状病毒间存在明

显的相关变异[82]，暗示这些区域在功能上的保守

作用，为设计相应的反义寡核苷酸药物提供了方

向。随着全球对RNA相关研究投入的增加，未来

预计会涌现出更多的RNA相关药物。这些药物可

能会以RNA结构为靶点进行创新设计，也可能在

脂质体或纳米载体等递送系统上进一步改进。冷

冻电镜技术在这些研究中将扮演重要的角色。随

着冷冻电镜硬件技术的进步和结构解析及RNA结
构预测相关方法学和软件的发展，有望解析更多

具有重要生物学功能的RNA的冷冻电镜结构，并

通过预测软件快速捕捉RNA中的关键结构信息。
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