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物理学家的天地
·

研究蛋 白质溶液构象

的一种新方法

林 克 椿
�

生命科学的研究已经进人了分子时代
,

人们希望

能应用分子结构及其变化的观点来说明生命的基本过

程
,

包括遗传及其变异  药物
、

毒物对细胞的作用机理  

免疫过程及其缺陷的分子过程  衰老
、

癌症以及多种疾

病的预防与治疗等等
�

所有这些现象的研究都建立在

对生物大分子!特别是蛋白质和核酸∀结构的了解的基

础之上
,

而当前遗传工程
、

蛋白质工程等高科技的发展

无疑也必须首先知道生物分子原来的结构和起主要作

用的部位
,

然后才有可能加以修饰以满足实践需要
�

因

此
,

分子结构的研究是分子生物学的核心课题
,

而在分

子结构的研究中
,

在它发展的各个不同阶段上
,

近代物

理学的理论与实验技术都是起决定性作用的因素
�

拿 # 射线衍射作为一个例子可以充分 说 明 这 一

点 ∃ 如果能把蛋白质!或核酸∀做成有规则的晶体
,

那

么它的结构就可以用这种方法加以测定
,

即用 # 射线

照射
、

获得它的晶体衍射图像
、

利用强度和位相关系反

过来得出蛋白质的结构模型
�

廿世纪中叶开始对脱氧

核塘核酸 !% & ∋ ∀ 和血红蛋白结构的研究奠定了分子

生物学发展的基础
,

而且随着分辨率的不断提高
,

获得

的信息也越多
�

例如我国在胰岛素的研究中目前已能

达到 (
�

) 入的分辨率
,

不仅能测出全部原子的空间位

置
,

而且能够
“
看到”其中的水分子

�

当前已经测定出

三维空间结构的蛋白质已经有大约 ∗+ + 种之多
,

但能

达到高分辨率的还只有 (+ , 左右
�

这方面的工作还

需要继续和不断改进
�

然而认真地考虑一下关于结构研究的现状就会发

现
, # 射线衍射并不是唯一的

、

完美无缺的方法
�

首先

它需要生物分子能形成晶体
,

实际上
,

生物体内的生物

分子并非以晶体形式存在
,

而是更接近于
“

浸泡”在溶

液!水 ∀之中的状态
�

其次它的结构并不是刚性的
,

而

是有一定的可变性
,

特别是在环境条件改变
、

或与其它

分子相互作用而发挥其功能作用之时
�

这就需要寻找

能够研究在溶液中的大分子构象及其变化的方法
�

人

们又一次求助于物理学
,

从六十年代开始进人了结构

研究的第二个阶段
,

应用了圆二色
、

红外和核磁共振等

来研究蛋白质的溶液构象
�

其中八十年代初发展起来

的二维核磁共振已成为最有力的手段之一
什么是二维核磁共振 −

要了解二维核磁共振
,

首先需要知道一维核磁共

振 !. % 一 & / 0 ∀
�

由于原子核有自旋运动
,

因而在外磁

场作用下将发生能级分裂
�

当再加一个相当于 二个分

裂能级差的射频场时
,

原子核即产生 共振吸收
,

吸收峰

形与磁场强度 !或射频频率 。∀ 的关系即为核磁共振

& / 0 谱
�

一维谱在分析汾子结构成份
、

测定活细胞中

的代谢以及在核磁成像等临床应用中已经发挥了很大

作用
�

把 & / 0 技术应用于蛋白质分子时常遇到很多困

难
�

由于蛋白质分子是由 )+ 种氨基酸组成的多肤链
,

每一种氨基酸中又有许多 1 原子
,

因而所得到的 . %
2

& / 0 谱中许多峰重叠在一起
,

很难分辨
�

对于测定一

种蛋白质在溶液中的构象
,

首先要能测出每一种氨基

酸及其在多肤链中的顺序
,

然后再了解格个长链的弯

曲折叠状况
�

为了取得这些信息
,

从 ( 3 4 5 年开始应 用

了二维核磁共振技术
,

即在原来 . % 一 & / 0 测定的同

时增加另一个射频 田 ) ,

使所得到的谱展开在一个 6 7

88888 一一一
平面上

,

而不像 .% 一 & / 0 那样只在 6 轴上
�

根据测

谱时所用脉冲序列的不同
,

可以得到不同的 9 % 一& / 0

谱
,

其中最典型的是二维相关谱 !: ; <7 ∀ 和二 维 核
= > ? ≅ Α Β Χ < ? ≅

谱!& = Δ < 7∀
�

图 ΕΒ ,

Φ 分别代表一种假想

的多肤的 : = < 7 谱和 & ; Δ <7 谱
�

它们的共同点是

对角线上的点子相同
,

都和一维 & / 0 谱完全一 样
,

只是比一维谱分得更清楚一些而已
�

它们不同之处是

在对角线以外的 区域还有一些交义峰
,

这些交义峰在

二种图上所给出的信息不同
�

在 : = <7 谱中由交义

峰作平行于 “
,

或 ‘ ∃

轴的直线与对角线 交 于
‘ 人

、 Γ

二点
,

则这一交义峰说明多肤链中同一个氨基酸残基

上的二个 1 原子 ∋
、
刀 之间有自旋偶合

,

通常能有偶

合的这二个 1 原子距离不会超过三个键的间隔
�

而在
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附 Δ < 7 谱中用同一方法所得到的对角线上二点:
、

% ,

则说明不在同一残基上的二个 1 原子由于 距 离 接 近

!一般不超过 , 入 ∀也有偶合 !称为核 = > ? ≅ Α Β Χ , ? ≅
增强

效应 & = Δ ∀
,
所以多肤链很可能由于弯曲或折叠 才 使

得它们如此接近
�

这就是用 9% 一& / 0 分析结构的 出

发点
�

注意实际的二维谱应该是在 6 7 平面上向
,
方

向升高的许多峰
,

称为堆积图
�

通常都只画出 6 Η 截

面上代表不同强度与高度的大小不等的等高线图以便

于分析
�

多肤链氨基酸序列的确定

确定蛋白质!或多肤∀结构的第一步是用 9% 一 & / 0

这几个峰清晰可见
,

取其中之一作为分析的起点
,

例如
4

·

Ι 4 ϑ ϑ Κ 处的鸟氨酸 & 1
,

峰
,

在图 Λ 的 9 % 一 Μ = < Η

谱中对角线的第 ∗ 个点 即为此峰
,

作平行线可遇到交

义点 +5
,

从这一点作垂线与对角线上交点即为鸟氨酸

的 : 占1 峰
,

再从这点找到 +∗
,

从而找到 Μ
≅
1

、

依此

类推
,

从 + Λ
、

+ )
、

+ ( 可找到 :声
、

Μ
口

和 & 1
,

故鸟氨酸

的全部 1 峰都可确定
�
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谱辨认出每个氨基酸残基的 # 峰
,
以及它们之间的顺

序关系
,
这就需要充分 利用 前 面所提到 的 ∋% ΔΑ

、

, %� ΔΑ 谱以及两种谱的结合
5

如果从生物化学分析

已经知道这种多肤的结构关系
,

将大大简化这一过程
5
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这里用我们做过的一项工作
—

短杆菌肤 ≅ 与脂相互

作用时构象的改变

—
作为例子加以简要说明

5

短杆

菌肤 Δ 是由苯丙氨酸
、

亮氨酸
、

鸟氨酸
、

撷氨酸
、

脯氨酸

组成的二条平行而反向的 月折叠链在脯氨酸与苯丙氨

酸间互相连结形成的一种环伏牛肤
5

它在脂中的一维

谱见图 ( ,

左上角是放大了的几个属于氨基酸残基峰
,

怎样从鸟氨酸的峰来寻找相邻残基的峰 Λ 由于相

邻残基间的 # 往往超过了三个键
,

只有当多肤链有拆

叠时
,

它们之间才有偶合
,

这就需要利用 , ? �Δ Α 谱

了
5

实际上无论是 ∋% Δ丫 还是 , ? �Δ Α 谱
,

相对于对

角线来说
,

左右两侧是完全相同的
,

所以为了分析方便

起见
,

可以把这二张图沿对角线剪开
,

然后把 ∋ %Δ Α 和

, ? � ≅ Α 谱沿对角线重新组合成一张半为 ∋ % Δ丫 半为

, % � ≅ Α 的图
,

其简化后的图见图 =
5

在此图上从 87 看

到鸟氨酸的 ∋
‘# &在对角线上)

,

然后作与 “ ,

平行的

垂线将遇到 , % � ≅Α 谱中的交义 峰 鱿
,

从 鱿 作 平

行于 。 >

的线与对角线相交
,

这就是与鸟氨酸相邻的

亮氨酸的 , #
5

从这点出发
,

再次利用 ∋% Δ Α 可得到

亮氨酸的各个 # 峰
5

用类似的方法反复利用 ∋ % Δ Α Μ

, % �Δ Α 结合图即可找出多状中全部氨基酸残基的 所

有 # 峰
5

从 , ? � 效应计算质子间的距离

前面已经了解到 , ? � ≅Α 谱中的交义峰代表虽不

在同一残基内
、

但空间距离小于 , 几的两个质子之间

有偶合
5

这种偶合程度的大小和二个质子间距离的六

次方成反比
,

所以 , ? �Δ Α 谱中每个交义峰的强度&大

小 )实际上反映了与其对应的两个质子之间的距离
5

当

然
,

从某一张具体的 , % �Δ Α 谱中所能得到的只是这

些距离之间的相对关系
,

因为它和实验条件有关
5

因

此还需要利用其它方法&例如作一个自旋回波谱
,

从潜
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线分裂程度了解距离的绝对值∀加以校正
,

这样就能得

到听有具有 & = Δ 效应的质子之间距离的绝对值了
�

& = Δ 是一种空间效应
。

即二个
’
1 核之间并作通

过键的作用互相偶连
,

而是通过空间距离接近而产生

偶连
�

这一点非常重要
,

白表明由氨基酸残基连接而

成的多肤链并不是完全伸展的线性长链
,

而是有弯曲
、

盘旋或者其它力或键!例如二硫键∀的形成
,

使整个多

肤!或蛋白 ∀缩合成球状或其它比较紧密的结构
,

以致

于不但相邻近的残基之间
、

而且距离很远的二个残基

之间也可以产生偶连
,

从而出现 & = Δ < 7 交义峰
�

而

要把一个蛋白质中所有的质子间距都测定出来也不是

一件很容易的事
,

只有在提高 9% 一& / 0 分辨率与有

效性之后才能做到
,

这方面已经取得了很大迸步
,

目前

还在发展之中
�

用距离几何计算法定蛋 白结构

从理论上说
,

如果每二个质子之间的组禽都为已

知
,

则这个整体结构就可以计算出来了
,

这种算法称为

距离ΟΠ 何计算法 !Θ Ρ< ΣΒ Τ ? ? Υ ? = Κ ? ∃ ≅ , Β ΕΥ = ≅ ΡΣ Φ Κ <

∀
�

此

算法在数学研究中早已建立
,

只是把它和蛋白质的结

构测定结合起来还是七十年代以后发展起来的
�

原因

是对于蛋白质来说情况要复杂得多
,

从 & = Δ< 7 交义

峰得到的二个质子
,

可能在多肤键的骨架上
,

也可能在

某一氨基酸残基的侧链上
�

除了质子间距离这一参数

之外还需要考虑很多因素
�

例如二个残基以肤键相连

结时
,

由于共扼效应
,

肤键必须在一个平面之内  侧链

中的基团可以围绕某一个键作旋转运动
,

但由于空间

位阻关系
,

并不是任意转角都是被允许的  即使在能被

允许的转角范围内
,

还有一个总体能量一般应取最小

值即最稳定状态的问题等等
�

由于计算机技术在各领域中的应用及 其 不 断 发

展
,

现在上述困难逐步得到了解决
�

例如关于一个简

单分子的结构
,

把各种限制性因素作为基本要求输入
,

从图象上就可以清楚地看到各种被允许的结构 状 态
。

这种分子图象技术显然对于解决蛋白质溶液构象提供

了良好的条件
�

此外计算机运算速度的提高也是一个

很重要的因素
�

有了上述条件
,

就可以把从 )( 〕一& / 0 所得到的

全部距离数据
,

再加上各种限制因素输人计算机
,

由此

得出溶液中蛋白质的构象模型
�

从这里可以看出用 # 射线衍射法 和 9 % 一 & / 0 法

的不同
�

# 射线衍射法通过原子的散射得出结构
,

由它

测定每个原
一

子的位置从而求得总的结构  而 9 % 一 & / 0

则是通过许多
’
1 原子核之间的距离

,

利用各个距离

的制约关系来求得总的结构
�

它们都能得出蛋白质的

三维立体结构图象
�

由于 9 % 一 & / 0 法本身发展较晚
,

目前分子量在 ( +
,

++ 。以下的蛋白质结构已能测定
,

随

着方法的改善
,

很快可以扩大到分子量为 ) +
, + + 。的蛋

白质
,

如果再结合其它技术!例如同位素标记∀可达到

Λ + ,

。。。至 ∗+
,

+ 。。
�

但它的突出优点是测定洛液中的

蛋白质构象
,

这是 6 射线衍射无法比拟的
�

9% 一& / 0 测定结构与分子动力学

不论是用 # 射线衍射法或 9 % 一& / 0 法所料到的

结构都是代表着蛋白质分子在某一特定条件下的时间

平均位置
�

实际上
,

每个原子受到周围其它 原子的作

用
,

其位置不是固定的
,

它所受到的合力类似于弹性

力
,

使原子不断振荡运动
,

因此从某一瞬间看
,

处于某

一种状态
,

而在经过一段短时间!例如 Ε。一 ‘’

秒 夕之后 则

处于另一种状态
�

连续不断地取不同时间
,

将会得 出

不同的结构
�

这方面的研究是八十年代发展起来的又

一个关于分子结构研究的第三个阶段
,

被称为分 子动

力学
�

分子的这种运动在晶体结构研究这第一阶段影

响不太大
,

而在溶液构象研究的第二阶段显然是一 个

不能不考虑的因素
�

这首先表现在二个
‘
1 原子核之

间距离的变化上
�

因此任意二个核之间的距离 ς
, , 一 ,

八

实际上在上限 ΩΡ 、
与下限 Π 。、

之间变化
,

即

Π � ,成 Ε
≅ ‘一 ≅ , Ε镇 Ω ‘

而 9 % 一 & / 0 法中由于应用了足
Ξ

离几何计算
,

所得到

的构象

Ψ
≅ ‘Ζ !

二  , Η , , 二 ‘
∀  Ρ

一
, ) ,

⋯ & 卜

显然和输入的各距离参数有关
�

这就决定了 用 9 % 2

& / 0 测定结构的精确度
,

实际上得到的结构
,

其精确

度是一对对溶液中距离几何关系的均方根距离 !0 /

<% ∀ 的平均值
�

例如对于一种分子量较小的蛋 白 质
[

Β Τ Θ
Β

Κ Ρ< Σ
来说

,

多肤骨架的 0 / ∴ % 值为 +
�

] , 入
,

骨架以及蛋白质内部的氨基酸侧 链 为 (
�

+∗ 几
,

而对

所有的重原子 则为 (
�

5Λ 入
�

这些数值的不同说明
,

分

子的不同区域其局部 0 / ∴ % 很不相同
�

内部侧链和

骨架测定结果都很好
,

但在蛋白质的表面
,

则无序性增

大
�

产生这一现象的原因既可能是在距离几何计算时

所输人之值有不同的范围
,

也可能是在某些分子 区域

距离的限制性较少
,

也就是分子动力学学的差别
�

这

类研究不仅有助于了解结构本身不是一种 刚性的而是

具有一定活动程度的这一事实
,

而且进一步还将有助

于了解分子的不同区域在蛋白质发挥功能时的构象变

化
�

而这正是近代分子生物学要求解决但还没有彻底

了解的问题
,

也是 9% 一& / 0 的进一步发展要以局部

0 / < %
、

静态与动态无序性之间的关系 作 为 重 要 方

向的原因
�

9%
一

& / 0 的现状与展望

用 9 % 一 & / 0 测定溶液中蛋白质或核酸的构象是

八十年代发展起来的一种新技术
�

第一个被测 定 的

溶液中球蛋白结构是 ( 3 ] , 年 ⊥ ΡΕΕΡ
Β

Κ < = Τ 、
1 Β > ? Ε 和

⊥ 讥玩 ΡΜ Α 所报道的
,

可见历史还很短
�

但是它的出现

却具有很重要的意义
,

因为它对生物分子结构的测定

已经跨越了第一阶段即晶体结构的阶段
,

标志着人们

对于更接近于活体状态下的分子已经开始有办法精撇



·

卞 德 培
·

编者按
∃ (3 ] 3 年底之前

,

传闻一颗 小行星将撞击地球
,

巷起许 多人的 恐慌
�

消息很

快得到 了澄清
,

原来是场 以 讹传讹的虚惊
�

甲 ∃ 那颗一时成了新闻人物的小行星
,

究竟是怎

么回事 −

乙 ∃ 那是颗不大的小行星
,

直径约 )) 。米
�

( 3 ] 3

年 Λ 月 Λ( 日
,

两位美国天文学家霍特和托马斯
,

在搜

寻近地小行星时
,

发现了它
,

它的临时编号为 ( 3 ] 3_ :
�

经过几天的观测
,

它的轨道根数被确定下来
�

他们惊

讶地发现
, ] 天多之前

,

它曾一度走到离地球只 Ι3 万

公里处
,

还不到地
、

月间距离的两倍
�

夭文距离动辄以

亿万公里或若干光年来计量
,

Ι3 万公里可说是近在咫

尺
,

传说小行星要撞击地球实源于此
�

不过
,

对于直径

( ) 4 + + 多公里的地球来说
, ( 3 ] 3 _ : 还远在 地 球 直

径五六十倍之外呢 ς

甲 ∃ 刚才说到小行星轨道根数
,

指的是什么−

乙 ∃ 为了描述一个天体的运行
,

以及它轨道的形

状
、

大小和在空间的位置等
,

就需要掌握其轨道的一

些参数
,

叫做轨道根数
�

它们是 ∃ 轨道半长径
。 ,

偏

心率
口 ,

倾角 ‘
,

升交点黄经 口 ,

近 日距 宁
,

近 日点角

距 山 ,

周期 ϑ 和过近 日点时刻 [ 等
�

(3 ]3 _ : 的这些

根数是 ∃

Β ∃ (
�

+ ∗ 天文单位
, ∃ +

�

Λ Ι (
∃

,
“

宁
∃

+
�

Ι , ∗ ∗ , 天文单位 Υ ∃ ( 5 + “ 山 ∃ ⎯ , ,
“

[
∃

( 3 ] 3 年 Ε 月 ( Λ 日 户
∃ (

�

+ Λ Λ 年

甲 ∃ 过去有过比 ( 3 ] 3 _ : 更接近地球的小行星

吗 −

乙 ∃ 还从来没有过
�

在此之前
,

一直保持着离地

球最近记录的小行星是
“

赫姆斯” , ( 3 Λ 4 年 (+ 月 Λ 。日 ,

它创记录地从距离地球 ]+ 万公里的近处经过
�

它和

( 3 ] 3 _ : 都 属于阿波罗型小行星
,

或者叫近地小行星
�
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‘
琳 卜 , 拍山护 �州抽卜 , 峭护

�

劝护
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测定了
�

当然
,

零的精确度还在不断提高之中
,

暂时还

不能完全和 # 射线衍射相比拟
,

因此可以说是生物分

子晶体结构测定的一种重要补充
�

但是由于它具有能

直接了解溶液中的结构这一突出优点
,

以及作为和分

子动力学研究的结合从而成为结构与功能相互关系的

桥梁这一重要作用
,

受到了世界各国科学家的重视
�

因

此近几年来在国际上发展很迅速
�

精确度也在逐步提

高
,

对某些蛋白质或其局部
,

溶液中 9 % 一& / 0 测定已

经可以和 ) 入 分辨率的 # 射线衍射的精确度相比
�

其

结果是一方面通过二种方法所得结构相同或相近
,

说

明它们的等同性  弓一方面用 9 % 一 & / 0 反映不同区

域的无序性不同
,

特 洲是蛋白质表面和内部侧链之间

的区别 !如多肤激素胰高血塘素和金属原子比较丰富

的分子 ∀
,

从而成为一种极有用的补充信息
�

除此以

外
,

9 % 一& / 0 法还对用化学方法测定的氨基酸 序 列

分析结果可以加以检验
,

以纠正以往不正确的理解
�

还

有一点值得提出的是 9 % 一& / 0 分沂的结果有时不一

定要非常完整 !这涉及繁杂的计算过程∀就可以得到有

用的信息
�

例如前面提到的瘾杆菌肤 < 在溶液中是一

种环状平面型结构
,

但和脂相互作用后可以发现鸟氨

酸两侧的撷氨酸和亮氨酸之间也有 & = Δ ∴ 7 交 义峰出

现
,

这说明在和脂作用后平面构型以鸟氨酸为中心二

侧成分折叠起来抽人到脂中的可能性
,

也是 短 杆 菌

肤 < 和细咆膜作用后的一种重要构象变化
�

要知道本

文中所谈到的都还是蛋白质在溶液中的构象
,

但是人

们进一步感到极大兴趣的是在细咆膜中它们的构象如

何 − 在与外界物质作用后又有什么变化 − 这些问题都

涉及到生命的重大基本课题
,

例如分子识别和信息传

递等
�

然而至今还没有找到合适的手段
�

也许 9 %
2

& / 0 的改进和发展是解决这类司题的有希望途径之


