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摘要 淀粉样蛋白质聚集体的构象多态性在神经退行性疾病的发病机制及靶向药物研发中具有重要意义. 构

象多态性是淀粉样蛋白聚集体的基本结构特征且受多种因素调控. 翻译后修饰作为关键的调控因子, 通过调节淀

粉样蛋白的聚集动力学与聚集体结构, 赋予聚集体丰富的构象多态性. 本文回顾了近年来为解析淀粉样蛋白聚集

体构象多态性发展的高分辨率结构解析新方法, 介绍了淀粉样蛋白聚集体构象多态性的结构特征与调控机制研

究取得的新进展. 本文总结了淀粉样蛋白翻译后修饰的异质化效应及其在神经退行性疾病病理机制中发挥的关

键作用, 阐明翻译后修饰对淀粉样聚集体构象多态性重要的调控机制, 并分析了现阶段该研究领域的局限性与

挑战.
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1 引言

淀粉样蛋白(amyloid)是一类不可溶的纤维性蛋白

质, 其在器官中的非正常堆积造成类淀粉沉积症(amy-
loidosis). 类淀粉沉积症包含了多种神经退行性疾病,
如阿尔兹海默病(Alzheimer’s disease, AD)、帕金森病

(Parkinson’s disease, PD)、肌萎缩侧索硬化症(amyo-
trophic lateral sclerosis, ALS)等[1~3]. 淀粉样蛋白的病

理性聚集与这类疾病的发生发展密切相关, 也是相关

疾病重要的临床病理标志物. 例如, 神经元外β-淀粉样

蛋白(amyloid β, Aβ)形成的纤维状聚集体斑块和神经

元内tau蛋白形成的神经纤维缠结(neurofibrillary tan-
gles, NFTs)是AD的主要生物学标志, 反映其病理特

征
[2]. α-突触核蛋白(α-synuclein)在路易氏体或路易氏

突起的异常聚集, 造成多巴胺能神经元死亡是PD的病

理学特征
[3]. 这类疾病具有相似的病理机制, 即从可溶

性单体到毒性寡聚体, 再到不溶性的淀粉样蛋白聚集

体的逐级组装
[3,4]. 在组装过程中, 具有正确折叠构象

的蛋白质单体发生错误折叠, 形成β-发卡结构, 组装成

具有生理毒性的寡聚体. 寡聚体进一步融合形成具有

β-片层结构的原纤维. 原纤维通过堆叠、扭曲和缠绕,
形成成熟的淀粉样蛋白聚集体(图1)[4]. 淀粉样蛋白聚
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集体在神经元及神经胶质细胞中的积累, 触发炎症反

应、扰乱钙平衡、破坏神经元代谢, 最终导致神经元

功能障碍与细胞凋亡
[5].

淀粉样蛋白聚集体在神经退行性疾病的发病机制

中发挥核心作用, 已成为药物研发的重要靶标. 以AD
相关的Aβ蛋白为例, 2022年清除有毒性Aβ蛋白聚集体

的仑卡奈单抗(lecanemab)通过III期临床试验, 2023年7
月6日已经被美国食品药物管理局(U.S. Food and Drug
Administration, FDA)完全批准

[6]. 仑卡奈单抗是20年
来首款FDA完全批准的治疗AD的新药, 用于治疗由

AD引起的轻度认知障碍和AD轻度痴呆
[7]. 该药于

2024年1月在中国获批. 2023年礼来公司公布了多奈

单抗(Donanemab)完整的III期临床试验, 结果显示多

奈单抗对处于疾病早期的患者治疗效果更优, 显著减

缓患者认知功能的下降
[8]. 2024年7月2日, 多奈单抗获

得FDA批准
[9]. 上述进展表明淀粉样蛋白聚集体是攻

克AD等退行性疾病治疗难题的关键靶标. 此外, 研究

表明在临床症状出现的10~20年前Aβ蛋白已开始沉积,
而仑卡奈等单抗药物主要针对早期AD, 突显在早期

AD阶段清除Aβ沉积对AD治疗的重要性
[10].

靶向淀粉样蛋白聚集体的药物研发仍然面临挑

战. 近20年来全球范围内针对Aβ靶标的药物研发投入

已超6000亿美元, 但多数新药在临床试验中遭遇挫折.
自2017年至2022年, 以淀粉样蛋白为靶标研发的AD新
药苏兰珠单抗、甘特单抗等均未能通过临床试

验
[11,12]. 阿杜卡努单抗(aducanumab)于2021年在美国

获FDA有条件批准上市, 却于2024年停止所有试验,

退出市场
[13,14]. 淀粉样蛋白聚集体的构象多态性是靶

向药物研发失败的可能原因之一. 淀粉样蛋白聚集体

展现出丰富的构象异质性, 即同一种蛋白质可形成多

种不同构象的聚集体
[15~18]. 构象异质性的聚集体在病

理毒性上存在显著差异性
[15]. 因此, 阐明不同构象的

淀粉样聚集的病理毒性机制, 解析淀粉样蛋白聚集体

的构象多态性及其调控规律, 发现特异性识别具有特

定构象的聚集体的靶向药物, 将为发展淀粉样蛋白的

靶向药物提供科学依据. 解析淀粉样蛋白聚集体的构

象多态性已成为该领域的前沿研究方向, 对于推动神

经退行性疾病治疗药物的研发具有重要意义.
综上所述, 淀粉样蛋白聚集体作为神经退行性疾

病的关键病理标志物和治疗靶点, 其异常聚集机制及

构象多态性的深入研究对于疾病的理解和治疗具有重

要意义. 深入探索淀粉样蛋白聚集体的构象变化规律

及其与疾病发生发展的关系, 为神经退行性疾病的治

疗开辟新的途径.

2 神经退行性疾病相关蛋白质聚集体的构
象多态性

2.1 构象多态性是淀粉样蛋白聚集体结构的基本
特征

构象多态性是致病蛋白聚集体的重要结构特征.
淀粉样蛋白(如Aβ、tau、TDP-43、α-synuclein等)在病

理条件下发生错误折叠形成纤维状的淀粉样蛋白聚集

体. 聚集体的长度分布从数百纳米至数微米, 宽度分布

从几纳米至十几纳米(图2a)[19~22]. 聚集体在形貌上的

相似特征为理解不同致病蛋白聚集体在神经退行性疾

病中普遍出现的神经元损伤和功能衰退提供了结构依

据
[15,19,23~26]. 伴随冷冻电镜(cryo-electron microscopy,

cryo-EM)和固体核磁共振波谱(solid-state nuclear mag-
netic resonance spectroscopy, ssNMR)等技术的进步, 高
分辨率结构学研究发现形貌高度相似的致病的淀粉样

蛋白聚集体在纳米到亚纳米尺度上展现出构象多态

性, 即同一种蛋白质折叠为不同的构象进而聚集形成

纤维
[27]. 即使是同一种蛋白质, 在不同的疾病背景下

或甚至在同一疾病的不同患者之间, 也可能以不同的

构象发生聚集. 例如, 从AD、慢性创伤性脑病(chronic
traumatic encephalopathy, CTE)、皮克病(Pick’s dis-
ease, PiD)、皮质基底节变性(corticobasal degeneration,

图 1 淀粉样蛋白聚集过程示意图. 天然构象的淀粉样蛋白
单体发生错误折叠, 形成寡聚体、原纤维, 进一步聚集形成
不溶性的淀粉样蛋白聚集体
Figure 1 Schematic illustration of the amyloidal aggregation process.
Amyloid protein monomers in their native conformation misfold to
form oligomers and protofibrils, which further aggregate to form
insoluble amyloid protein aggregates.
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CBD)等多种不同疾病患者的大脑中分离出的tau原纤

维展示出不同的折叠结构(图2b)[26]. 在同一种疾病中,
如慢性创伤性脑病, tau原纤维也存在多种构象

[26]. 因

此解析聚集纤维的构象多态性是理解淀粉样纤维导致

不同病理表型的关键物质结构基础.
淀粉样蛋白聚集体的构象多态性对神经退行性疾

病相关蛋白质聚集体的生理和病理作用发挥重要的调

控功能. 为解析内源性Aβ40原纤维结构, Tycko等[16,17]

以捐献者脑内灰质区提取的Aβ纤维为种子, 在体外诱

导Aβ40单体生长纤维样聚集体. ssNMR结构解析表明

该Aβ40原纤维中的原丝横截面呈现“U”形(图3a)[16,17].
3根原丝围绕原纤维生长轴向互相缠绕. 三对分子内相

互作用F19-I32、F19-V36、H13-V40与一对分子间相

互作用I31-V39对于稳定Aβ40原纤维结构发挥了关键

作用(图3a)[16,17]. 2021年, Ghosh等[28]
以捐献者脑内皮

质组织提取物为种子, 在体外诱导单体发生聚集, 获

得满足实验需要量的Aβ40原纤维. ssNMR研究发现β
片层中的每个Aβ40分子保持了近乎完全延伸状态. 靠

近N-末端的H13-E22片段与C-末端的I30-V40片段分

别形成β折叠结构, 并被无规卷曲结构的D23-G29片段

相连(图3b)[28]. 2017年, Schröder等[29]
使用cryo-EM技术

以4.0 Å的分辨率测定体外生长的Aβ42原纤维结构. 该
结构中Aβ42原丝呈现“LS”形拓扑结构, 其中N-末端为

“L”形, C-末端为“S”形(图3c)[29]. 三个疏水团簇A2/
V36/F4/L34、L17/I31/F19和A30/I32/M35/V40沿纤维

轴向排布, 稳定纤维结构(图3c)[29]. 2017年, 从18名不

同临床亚型AD患者(包含快速进展型AD、后皮质萎

缩型AD、典型的延长型AD)收集了37例大脑皮质组

织样本, 并提取脑内Aβ纤维
[30]. ssNMR技术解析以脑

内Aβ纤维为种子生长的Aβ42纤维结构
[30].对比不同样

本之间的二维ssNMR谱图, 发现捐献者脑部Aβ42纤维

普遍展现出构象异质性, 每种样本中至少含有两种折

叠结构
[30]. 2022年, Ghetti等[18]

解析人脑来源Aβ42纤
维的cryo-EM结构, 揭示了“S”形原丝形成了I型和II型
两种原纤维结构. I型原纤维主要存在于散发性AD患
者的大脑中, 由两根相同的“S”形(类似于字母S或其反

面的双曲线)原丝组成.每个原丝的核心结构域从G9延
伸到A42, 包含5个β折叠结构域(图3d)[18]. II型原纤维

存在于患有家族性AD、PD、路易体痴呆等疾病的个

体中, 核心结构域从V12延伸到A42, 包含了4个β折叠

结构域(图3e)[18]. 研究表明大脑提取的Aβ42原丝结构

与体外生长的原丝结构不同
[18].

除Aβ纤维外, 其他种类的淀粉样蛋白聚集体形成

的纤维结构也展现出构象多态性. 2019年, Eisenberg团
队

[31]
使用cryo-EM技术揭示了体外表达的TDP-43的

311-360片段聚集体存在三种原纤维结构, 均具有“匕
首”形折叠结构. 其中F313-A341片段的疏水残基通过

疏水作用紧密堆积, 在Q327处形成尖锐的160°扭转,
形成匕首尖端

[31]. 三种原纤维结构的主要区别在于原

丝的数量和对称性
[31]. 第一种原纤维包含两个相同的

原丝
[31]. 第二种原纤维包含两个构象略有不同的原

图 2 (网络版彩图)在不同疾病中tau原纤维的不同折叠结
构

[22,26]. (a) 纤维状聚集体示意图
[22]. (b) 从AD、慢性创伤性

脑病、皮质基底节变性等多种不同疾病患者的大脑中分离
出的tau原纤维展示出不同的折叠结构

[26]. AD的PDB编码为
5O3L和5O3T. 慢性创伤性脑病的PDB编码为6NWP和
6NWQ. 皮质基底节变性的PDB编码为6VHA和6VH7
Figure 2 (Color online) Different folding structures of tau fibrils in
different diseases [22,26]. (a) Schematic illustration of a fibrillar
aggregate [22]. (b) Tau protofibrils isolated from the brains of patients
with various diseases such as AD, chronic traumatic encephalopathy,
and corticobasal degeneration show different folding structures [26].
The PDB codes for AD are 5O3L and 5O3T. The PDB codes for CTE
are 6NWP and 6NWQ. The PDB codes for CBD are 6VHA and 6VH7.
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丝
[31]. 与第一种原纤维不同, 第二种原纤维的A341-

S347片段弯曲约40°[31]. 第三种原纤维包含四个原丝.
两个原丝在纤维中央, 包含50个有序残基

[31]. 纤维外

侧是另外两个仅包含10个残基的原丝, 其中A341-
S347片段弯曲约50°[31]. TDP-43的A315E突变体286-
331片段的原纤维结构中每根原丝均呈现“R”形拓扑

结构
[31]. 与“匕首”形结构相比, “R”形拓扑结构的扭转

程度更高
[31].

微管相关蛋白tau是由单个MAPT基因编码, 通过

外显子10选择性剪接在人体内形成6种不同长度的异

构体, 其微管结合区由3或4个重复序列(R1-R4)组成.
其中3种异构体含有3次重复的微管结合序列(3R), 另

外3种异构体含有4次重复的微管结合序列(4R)[32,33].
依据构成纤维丝的tau异构体是3R或4R, tau蛋白病可

分为三种亚型, 即3R、4R以及3R/4R混合型. AD、
CTE、缠结性痴呆(tangle-only dementia)、原发性年

龄相关tau蛋白病(primary age-related tauopathy,

PART)、家族性英国痴呆(familiar British dementia,
FBD)、家族性丹麦痴呆(familiar Danish dementia,
FDD)属于3R/4R混合型tau蛋白病; CBD、嗜银颗粒病

(argyrophilic grain disease, AGD)、进行性核上性麻痹

(progressive supranuclear palsy, PSP)、球形胶质tau蛋
白病(globular glial tauopathy, GGT)、年龄相关tau星形

胶质细胞病(aging-related tau astrogliopathy, ARTAG)
属于4R型tau蛋白病; PiD属于3R型tau蛋白病

[32,33]. 不

同亚型的tau蛋白病中分离的tau纤维丝在结构上表现

出显著差异. 具体而言, 来源于AD (3R/4R混合型)捐献

者脑组织的tau纤维的cryo-EM解析揭示tau蛋白的

V306-F378片段(涉及R3、R4及C-末端区域)折叠形成

含有8条β链(β1-8)的“C”形原丝核心区(图4). 其中β4-6
(位于R4区域)以三角形方式排列构成β螺旋结构, β1-2
与β8反平行紧密堆积(即R3与C-末端区域之间)、β3与
β7反平行紧密堆积(即R3与R4之间)形成两对交叉β结
构

[32]. 2股原丝的核心区通过各自的P332-Q336片段间

图 3 (网络版彩图) Aβ聚集体的构象多态性
[17,18,28,29]. (a) 从AD患者脑内提取的Aβ纤维为种子生长的Aβ40原纤维的结构模型

图
[17]. PDB编码: 2LMP. (b) 以人脑来源的Aβ纤维为种子生长的Aβ原纤维β片层中残基10~40的结构模型图

[28]. PDB编码:
6W0O. (c) 体外生长的Aβ42原纤维的原子模型图(横截面的倾斜视图)并在表面根据疏水性着色, 从棕色(疏水性, 4.5)到白色
(中性, 0.0)的渐变

[29]. PDB编码: 5OQV. (d) 人脑来源的Aβ42原纤维I型原纤维的冷冻电镜密度图(透明灰色)和原子模型
[18].

PDB编码: 7Q4B. (e) 脑源性Aβ42原纤维II型原纤维的冷冻电镜密度图(透明灰色)和原子模型
[18]. PDB编码: 7Q4M

Figure 3 (Color online) Conformational polymorphism of Aβ fibril aggregates [17,18,28,29]. (a) Structural model of seeded recombinant Aβ40
protofilaments grown from seeds, which were derived from Alzheimer’s disease brain tissue [17]. PDB code: 2LMP. (b) Structural model of residues
10 to 40 in the β sheet of brain-seeded Aβ protofibrils [28]. PDB code: 6W0O. (c) Atomic model of Aβ42 protofibrils grown in vitro (tilted view of
cross section) and colored on the surface according to hydrophobicity, with a gradient from brown (hydrophobic, 4.5) to white (neutral, 0.0) [29]. PDB
code: 5OQV. (d) Cryo-EM density map (transparent gray) and atomic model of type I protofibrils of brain-derived Aβ42 protofibrils [18]. PDB code:
7Q4B. (e) Cryo-EM density map (transparent grey) and atomic model of brain-derived Aβ42 type II protofibrils [18]. PDB code: 7Q4M.
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的相互作用形成配对螺旋丝(paired helical filaments,
PHFs), 或者通过第一股原丝的K321-S324片段与第二

股原丝的V313-K317片段间的相互作用形成直丝

(straight filaments, SFs)两类不同的超结构
[32]. 与3R/4R

混合型tau蛋白病的丝状结构相比, 4R型tau蛋白病相

关tau原丝的核心区域变大, 主要由R2、R3、R4、C-
末端区域构成

[33]. 例如, ARTAG来源的tau原丝核心结

构域包含了12条β链, 通过C-末端区域与R2、R2与
R3、R3与R3/R4等多组反平行的β链间相互作用构成

寿司型结构(图4). 而GGT来源的tau原丝核心结构域包

含了12条β链, 通过R2与R3、R3与R4、R4与C-末端区

域构成三明治型结构(图4)[33]. 而3R型tau蛋白病相关

tau原丝的核心区域是由R1、R3、R4和C-末端区域构

成
[33]. PiD来源的tau原丝核心结构域包含了9条β链, 通

过R1与R4、R3与R3、R4与C-末端区域间的多组β链
间相互作用形成伸展型结构(图4)[33,34]. 4R型与3R型
tau原丝堆积形成的纤维丝超结构表现出多态性, 在原

丝堆积的方式与种类上与3R/4R混合型存在显著差

异
[33,34].
上述研究进展表明致病淀粉样蛋白聚集体的构象

多态性是理解致病蛋白不同病理表型差异的关键结构

基础. 解析聚集纤维的构象多态性对于阐明聚集体的

毒理机制, 优化神经退行性疾病分型与分级具有重要

意义. 阐明致病淀粉样蛋白聚集体构象多态性的调控

规律也是靶向药物研发和药效评估的关键科学基础,
为开发针对不同病理表型的精准治疗策略提供新的

思路.

2.2 淀粉样蛋白聚集体构象多态性的高分辨率结
构解析方法

淀粉样蛋白聚集过程中稳态与亚稳态间复杂的动

态互变以及体系自身结构的高度异质性和非周期性极

大地增加了解析聚集体纤维结构的技术难度, 迫切需

要发展适用于解析高度异质性结构的高空间分辨率的

新技术和新方法, 突破当前的研究瓶颈. 目前在亚纳米

尺度实现对淀粉样蛋白聚集体精准的结构测定主要依

赖ssNMR、cryo-EM和冷冻电子断层成像技术(cryo-
tomography, cryo-ET)三种表征技术.

ssNMR技术解析蛋白质结构需要对蛋白质作多

种同位素标记. ssNMR利用原子核在外加磁场中的自

旋特性, 通过射频脉冲激发和检测自由感应衰减信号

生成NMR谱图, 依赖魔角旋转(magic-angle spinning,
MAS)等核心技术克服聚集体样品谱线展宽问题, 提

高谱图分辨率
[35,36]. 从NMR谱图中提取蛋白质特定原

子核间的空间距离和角度作为约束条件, 计算重构其

精细三维结构, 揭示分子内部复杂构象和相互作用
[37].

2012年, Lange等[38]
应用MAS ssNMR技术解析tau蛋白

亚型截短体K19片段的原纤维结构. 该截短体包含三

重复序列的微管结合域(R1、R3、R4区域). 为便于指

认NMR二维谱图, 减少信号重叠并增强特定原子的

NMR信号, 除了对K19进行
13C-15N标记外, 还对K19片

段进行了如下特殊标记: 对序列中除Lys外的其余氨基

酸进行
13C-15N标记; 对序列中除Lys、Phe、Leu、Val

外的其余氨基酸进行
13C-15N标记; 对序列中的Cys、

Tyr、Leu进行
13C-15N标记; 单独标记

13C的K19片段和

单独标记
15N的K19片段按1:1混合

[38]. 应用非灵敏核极

化转移增强(insensitive nuclei enhanced by polarization
transfer, INEPT)和全键相关谱(total through-bond cor-

图 4 (网络版彩图)基于结构的tau蛋白病分类
[33]. AD中tau

结构为3R/4R混合型, PiD中tau结构为3R型, ARTAG和GGT
中tau结构为4R型. R1、R2、R3、R4和C-末端结构域中的残
基分别标记为紫色、蓝色、绿色、黄色和橙色
Figure 4 (Color online) Structure-based classifications of tauopathies
[33]. The tau structure in AD is a mixed 3R/4R type, the tau structure in
PiD is 3R type, and the tau structure in ARTAG and GGT is 4R type.
The residues in the R1, R2, R3, R4, and C-terminal domains are marked
in purple, blue, green, yellow, and orange, respectively.

中国科学: 化学 2025 年 第 55 卷 第 4 期

789



relation spectroscopy, TOBSY)技术, 发现R1区域中的

A246、R3区域中的Y310和R4区域中的F346在皮秒到

纳秒时间尺度表现出较高的动态特征
[38]. F346和A246

展示出明确的无规卷曲结构的化学位移, 而Y310在其

无序状态下应出现的化学位移位置上并无NMR信号,
表明R1和R4区域比R3区域更灵活(图5a)[38]. 通过质子

驱动自旋扩散(proton driven spin diffusion, PDSD)实
验, 利用质子自旋的偶极相互作用, 通过自旋扩散过程

在同核自旋之间传递磁化, 获得残基的
13C-13C相互作

用(图5b)[38]. 在K19原纤维图谱中的平均
13C线宽约为

0.5–0.8 ppm, 较窄的线宽反映了原纤维中较高程度的

结构有序, 发现R3中V306-S324的18个残基为刚性纤

维核心 , 而大约80%的K19残基是高度动态的(图
5b)[38]. 通过比较次级化学位移(secondary chemical
shifts, SCS), 即比较不同残基在蛋白质分子中和其在

无规卷曲状态下的化学位移推断蛋白质的二级结构信

息, 揭示了原纤维的刚性纤维核心是由两个短扭结

(P312、S316)连接的三个β折叠结构域(V306-K311、
V313-L315、K317-C322)组成(图5c)[38]. 2016年, Rien-

stra等[39]
通过优化样品制备(不同位点的同位素标记组

合)、数据收集(68个多维谱图)和计算分析(解析超过

7500个交叉峰), 测定了一种新型α-synuclein原纤维结

构, 发现该结构的核心44~97片段平行排列, 呈现希腊

钥匙拓扑结构.
Cryo-EM技术的样品制备过程是利用快速液氮冷

冻技术将生物样本固定于接近生理状态的玻璃态冰

中, 从而保持其自然构象. 基于cryo-EM的螺旋重构技

术是在获得样本多个二维投影图像的基础上, 借助螺

旋对称性的独特特征, 对图像进行精准对齐、细致分

类及高效融合, 最终生成高分辨率的三维结构图
[40,41].

使用cryo-EM技术解析淀粉样蛋白聚集纤维结构分辨

率可达2.0~4.0 Å[18,27,42]. 2020年, Schröder等[43]
应用

cryo-EM技术解析体外合成的人胰淀素(human islet
amyloid polypeptide, hIAPP)的原纤维结构, 发现三种

原纤维结构(PM1、PM2和PM3), 其中PM1占比大约

90%, PM2占比大约10%, PM3占比大约1% (图6a~c).
在结构解析中, 首先采集了1330张, 每张1800帧的

cryo-EM电子态密度图, 使用MotionCor2和CTFFIND4

图 5 (网络版彩图) ssNMR解析K19原纤维结构
[38]. (a) 对序列中除Lys外的其余氨基酸进行标记(黑色)以及除Lys、Phe、

Leu、Val外的其余氨基酸标记(橙色)样品的2D [13C,13C]-INEPT-TOBSY图谱的叠加. 丙氨酸峰出现在脂肪族区域, 苯丙氨酸共
振在图谱的芳香族区域中可见. 如果Y310足够灵活, 酪氨酸共振应该出现在虚线圆圈(灰色)的位置. (b) 在不同温度下(蓝色:
–4°C;红色: 5°C;黑色: 15°C)的K19 C322A原纤维的PDSD图谱的叠加. (c) K19原纤维SCS分析,连续的负值表示β链构象,负值
中的不连续性表示β链之间的扭结. SCS分析表明三条β链由P312和S316两处扭结相连. 从K321到S324, 序列分为两组共振
Figure 5 (Color online) Structural elucidation of K19 paired helical filaments by using ssNMR [38]. (a) Superposition of 2D [13C,13C]-INEPT-
TOBSY spectra of samples labeled with the remaining amino acids in the sequence except Lys (black) and the remaining amino acids except Lys, Phe,
Leu, and Val (orange). The alanine peak appears in the aliphatic region, and the phenylalanine resonance is visible in the aromatic region of the
spectrum. If Y310 is flexible enough, the tyrosine resonance should appear at the position of the dashed circle (gray). (b) Superposition of PDSD
spectra of K19 C322A filaments at different temperatures (blue: –4 °C; red: 5 °C; black: 15 °C). (c) SCS analysis of K19 filaments indicates that
continuous negative values represent β-strand conformations, while discontinuities in the negative values suggest twists between β-strands. The SCS
analysis reveals the presence of three β-strands, which are interrupted by twists at P312 and S316. From K321 to S324, the sequence is divided into two
sets of resonances.
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对图像进行校正后手动选择并标记原纤维
[43]. 在螺旋

重构中, 对于三种原纤维结构均使用充满噪声的圆柱

体作为初始密度模型, 通过多轮迭代密度细化使模型

更加刚性, 减少噪声并提高分辨率
[43]. 最后使用黄金

标准评估和验证重建数据的准确性, 并使用傅里叶壳

相关曲线获得最终分辨率, PM1和PM2的最终分辨率

为4.2 Å, PM3的最终分辨率为8.1 Å[43]. 对于PM1, 构

建了螺旋参数为2.35 Å(螺旋上升)和178.23°(螺旋扭

曲)的原子模型, 发现原纤维由两根相互缠绕的“S”形
原丝组成, 该原丝展现出与Aβ原纤维中原丝类似的

“S”形结构
[43]. 原子模型的侧视图显示了淀粉样蛋白

原纤维结构的典型交叉β片层结构, 间距为4.7 Å[43].
近年来, 应用cryo-EM技术在新发现的淀粉样蛋

白聚集体精细结构解析方向取得了重要进展 .
TMEM106B是核内体和溶酶体的重要组分, 相关基因

突变是额颞叶退行性变(frontotemporal lobar degenera-
tion, FTLD)和边缘优势年龄相关TDP-43脑病等神经

退行性疾病的危险因素
[44,45]. TMEM106B也广泛参与

AD、PD、ALS等多种神经退行性疾病的病理机

制
[44,45]. 2022年, 通过使用cryo-EM及质谱技术分别对

来源于罹患PSP、路易体痴呆(dementia with Lewy
bodies, DLB)以及FTLD伴有TDP-43病理(FTLD with

TDP-43 pathology, FTLD-TDP)捐献者脑组织样本作

结构解析
[45]. 研究发现, TMEM106B的C-末端片段聚

集形成的原纤维普遍存在于FTLD-TDP、DLB、PSP
等三种不同表型的神经退行性疾病的病理组织中, 揭

示了TMEM106B原纤维在不同种类神经退行性疾病

的病理机制中发挥的共性作用
[45,46]. 类似地, PD捐献

者 脑 组 织 和 健 康 老 年 人 脑 组 织 中 也 发 现 了

TMEM106B原纤维, 二者的构象多态性存在差异
[47,48].

此外, cryo-EM技术在鉴定淀粉样聚集体的翻译后修

饰研究中也展示了重要能力. 例如, α-synuclein原纤维

的cryo-EM结构揭示了Y39的磷酸化修饰通过与

K21、K32、K34、K43形成静电作用, 中和了α-synu-
clein原纤维中央的高正电荷密度空腔

[49]. 通过结合质

谱分析, 实现了从tau原纤维的cryo-EM电子态密度图

中对泛素化修饰位点的指认
[50]. 需要指出的是, 虽然

tau蛋白会在S202、S262、S356、S396等多个位点上

发生磷酸化修饰, 但是由于tau纤维结构的异质性以及

磷酸化位点不处于纤维的核心区, 目前依赖cryo-EM
技术解析tau纤维的磷酸化修饰仍然具有挑战性

[49].
Cryo-ET技术通过对样品多个角度拍照获得投影

图, 重构为三维断层图像, 使用子断层平均法(sub-to-
mogram averaging, STA)进行高分辨率结构解析. 该技

图 6 (网络版彩图) Cryo-EM解析hIAPP原纤维结构
[43]. hIAPP原纤维三种结构的3D重构切片图(上)和3D电子态密度图(下),

PM1 (a), PM2 (b)和PM3 (c)
Figure 6 (Color online) Cryo-EM analysis of hIAPP protofibril structures [43]. 3D reconstructed slice (top) and electron density map (bottom) of
three hIAPP protofibril structures, including PM1 (a), PM2 (b), and PM3 (c).

中国科学: 化学 2025 年 第 55 卷 第 4 期

791



术适用于解析细胞或组织环境中的细胞器和大分子及

其复合物的三维结构. 应用cryo-ET技术在小鼠神经元

原代细胞和永生化的人细胞系中, 原位解析亨廷顿基

因1号外显子中过度延长的多聚谷氨酰胺(polygluta-
mine, polyQ)形成的包涵体结构

[51], 发现polyQ包涵体

由淀粉样纤维构成, 通过与细胞的内膜系统特别是内

质网发生相互作用, 使内质网发生形变并扰乱其组

成
[51]. 在大鼠神经元原位解析的重复肽(poly-glycine-

alanine, poly-GA)聚集体结构揭示了poly-GA聚集体在

细胞内形成的多态性丝带状结构, 并招募26S蛋白酶

体
[52]. 神经元中α-synuclein包涵体的原位结构表明包

涵体由α-synuclein纤维和具有膜结构的细胞器共同构

成
[53]. TDP-43在诱导性多能干细胞(induced pluripotent

stem cells, iPSCs)分化的神经元中的原位结构解析阐

明TDP-43在溶酶体和自噬体中形成有序纤维
[54]. 对

AD捐献者脑组织中Aβ沉积与tau蛋白缠结开展的原位

成像发现分布于不同纤维簇的纤维结构之间存在差

异, 即组织原位的淀粉样异质性(amyloid heterogene-
ity)[22].

虽然上述技术在解析聚集纤维构象多态性方面获

得了重大进展, 但是由于这两种技术均涉及对周期信

号作平均化处理, 仍然具有局限性. 具体而言, 存在下

述技术瓶颈: (1) 有序性低与柔性的蛋白质聚集体结构

解析难. cryo-EM技术可以高分辨率解析具有规则螺

旋结构的纤维聚集体. 然而, 对于不具有螺旋结构或

者是螺旋结构不规则的纤维聚集体开展高分辨结构解

析仍然存在挑战性
[27]. (2) 高能态构象解析难. 高能态

构象作为蛋白质功能发挥的关键中间状态, 其低分布

概率使解析面临挑战
[27]. 这些短暂而重要的亚稳态构

象状态对于理解蛋白质的动态行为和功能调控至关重

要, 但使用现有技术可解析出的共存构象数量仍然较

少. (3) 小分子与聚集体纤维形成的复合物结构解析

难. 与经典的球形蛋白的小分子结合口袋不同, 淀粉

样蛋白聚集体的表面积大, 形貌平坦, 导致小分子与

聚集体纤维之间的相互作用可能涉及多种不同的分子

识别模式
[55]. 目前对小分子-聚集体复合物实现高分辨

率结构解析极具挑战性. 2023年, Tao等[55]
基于cryo-

EM的螺旋重构技术分别解析了叶绿素铜A(CCA)、伊

文思蓝(EB)、硫黄素T(ThT)等9种小分子与α-synu-
clein原纤维形成的复合物结构. 小分子与聚集体结合

模式的复杂性体现在三个方面: 首先, 小分子的结合

位点存在多样性, 在α-synuclein形成的原纤维表面存

在8个CCA的结合位点(图7a)、6个EB结合位点、6个
ThT结合位点; 其次, 小分子的结合构象存在多态

性
[55]. 例如, ThT分子通过分子内二面角旋转, 以2种

构象与原纤维结合;最后,小分子通过分子间相互作用

缔合为分子团簇, 以分子团簇作为基元结合于原纤维

表面
[55]. 不同类型的小分子形成的团簇与原纤维之间

的识别机制存在异质性. 在CCA、BF227a、PiB结合

于α-synuclein原纤维表面的分子团簇中, 小分子的长

轴方向与聚集体中的肽链伸展方向成约45°夹角(图
7b)[55]. 而在ThT、EB结合于原纤维表面的分子团簇

中, 小分子的长轴方向平行于聚集体中的肽链伸展方

向(图7b)[55].
实现对淀粉样蛋白聚集体多态性结构的系统性解

析仍然是该研究领域的技术挑战, 需要发展新的技术

手段在亚纳米尺度揭示聚集体的空间结构. 扫描隧道

显微术(scanning tunneling microscopy, STM)利用电子

图 7 (网络版彩图)小分子与淀粉样原纤维结合的复杂模式
[55]. (a)小分子CCA与α-synuclein原纤维结合的结构模型横截面. α-

synuclein, 灰色. CCA, 红色. PDB编码: 7YNF. (b) 小分子与淀粉样原纤维结合的示意图. 图中展示了配体相对于原纤维轴的取
向、配体间堆积模式和配体结合特异性. 红色长方形为小分子. 灰色长方形为氨基酸残基
Figure 7 (Color online) Complex patterns of small molecule binding to amyloid fibrils [55]. (a) Cross-sectional view of the small molecule CCA
binding to the α-synuclein fibril structure model. α-synuclein is shown in gray. CCA is red. PDB code: 7YNF. (b) Schematic illustration of the
geometry of small molecules binding to amyloid fibrils. The figure shows the orientation of the ligand relative to the fibril axis, the inter-ligand
stacking pattern, and the ligand binding specificity. The red rectangles are small molecules. The gray rectangles are amino acid residues.
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从探针传输到样品表面或反向传输的隧穿效应, 通过

测量隧穿电流与探针-样品电压的关系, 原位测定样品

表面局部的电子态密度, 实现分子结构的实空间成

像
[56,57]. 该技术不依赖于统计大量分子获得周期信号,

因而适用于解析高度异质性的分子结构 . 2023年 ,
Zhang等[58]

使用基于STM的单分子成像方法, 解析角

蛋白14(KRT14)的120-144片段、-5Aβ42、TDP-43的
341-357片段聚集体的构象多态性, 在每一种聚集体中

均观察到10余种构象亚稳态. 例如, KRT14的120-144
片段聚集体中存在12种构象亚稳态(图8a)[58]. 各构象

对应的β链长度从2.6 nm延伸到6.2 nm. 12种构象亚稳

态的最大自由能差为2.27 kBT (图8a)[58]. 统计分析各

构象亚稳态间发生相互作用的概率, 发现不同类型的

相互作用模式的自由能差异在3.22 kBT范围内波动
[58].

2023年, Yu等[59]
使用STM技术解析hIAPP 8-37片段聚

集体的构象多态性, 揭示该蛋白质β链形成18种共存构

象, 进一步产生了82种构象间相互作用模式(图8b).
STM技术也可用于解析小分子结合聚集体的相互作

用多态性. 2020年, Yu等[60]
使用STM研究靶向淀粉样

聚集体的分子探针ThT与hIAPP发生相互作用的复合

物结构. STM研究揭示ThT分子的局域电子态密度图

像是尺寸在1.5 nm × 0.9 nm至2.3 nm × 1.5 nm范围内

变化的四边形结构, 大于单个ThT分子的预期分子尺

寸(1.3 nm × 0.4 nm)[60]. 结合理论计算, 发现ThT以四

种寡聚化形式结合于聚集体表面: 二聚体(头/尾相对

“2×1”方式)、二聚体(肩并肩“1×2”方式)、四聚体

(“2×2”方式)、六聚体(“2×3”方式)[60]. ThT的寡聚态具

有奇偶数选择性, 仅发现二、四、六偶数寡聚状态(图
8c)[60]. 四种寡聚态在自由能上表现出非简并性, 其中

“2×2”四聚体的布居分布概率最高, 能量最优
[60]. ThT

分子的寡聚态由ThT分子之间的内聚功与ThT-聚集体

间的黏附能共同决定
[60]. 依据概率分布与相对能量差

理论可计算出两个头/尾相接的ThT分子间内聚功为

6.4 kBT, 强于两个肩并肩相连ThT的分子间内聚功(4.2
kBT) (图8c)[60]. 而ThT与聚集体之间的黏附能依赖于结

合位点的微环境
[60].

综上所述, 虽然近年来在淀粉样蛋白聚集的多态

性构象解析方面取得了显著进展, 但高度异质性的淀

粉样蛋白聚集体的结构解析仍是挑战. 迫切需要发展

新的结构表征方法用以解析淀粉样蛋白聚集的多态性

构象.

2.3 淀粉样蛋白聚集体构象多态性的调控机制

受氨基酸序列、分子伴侣等多因素调控, 蛋白质

折叠是一个协同有序的过程
[61]. 球状蛋白的天然构象

处于折叠漏斗的能谷位置, 即蛋白质折叠中间体克服

能垒, 数目不断减少并最终达到自由能最小
[62,63]. 与

经典的球状蛋白体系不同, 淀粉样蛋白聚集体的主导

构象为β-折叠. 淀粉样蛋白单体的β链沿聚集体纤维延

伸方向以约4.7~4.8 Å周期性堆叠, 构建出特征性的交

叉-β结构. 淀粉样蛋白聚集体的折叠漏斗存在多个体

系能量的最小值, 赋予了淀粉样蛋白较高的构象自由

度. 淀粉样蛋白往往选择性地折叠形成一种或几种能

量较低的构象, 增加了聚集体构象多态性调控机制的

复杂性
[62,63].

淀粉样蛋白聚集体多态性构象的调控机制复杂,
可归纳为三类: (1) 蛋白质的化学属性: 包括氨基酸序

列的突变、截短、翻译后修饰等. 例如, 受S20G点突

变调控的hIAPP纤维构象多态性. 2020年, Ranson等[64]

使用cryo-EM技术解析野生型hIAPP原纤维结构, 发现

其由两根“S”形原丝构成(图9a). 而突变体S20G原纤维

存在两种不同的构象(图9b)[64]. 第一种S20G原纤维由

两根原丝构成, 其残基15-18(β1)、21-23(β2)、28-31
(β3)和35-36(β4)形成4个β折叠结构域, 其中β2折叠结

构域在野生型结构中未曾观察到
[64]. 第二种S20G原纤

维结构由三根原丝构成, 其中第三个S20G单体将其C-
末端插入另外两个原丝单体形成的凹槽中, 改变了单

体聚集的相对倾斜角和堆叠方式
[64]. 2023年, STM技

术解析了S20G点突变对hIAPP核心序列8-37片段聚集

体构象多态性的影响
[59]. 野生型hIAPP聚集体中β链的

平均长度为4.3 ± 0.9 nm, 而S20G突变体的聚集体中β
链的平均长度增加到5.2 ± 1.0 nm[59]. 在hIAPP S20G聚
集体中, 鉴定出19种构象亚稳态和95种亚稳态间的相

互作用模式(图9c)[59]. 与野生型相比, S20G突变体产

生的构象亚稳态数增加1个, 相互作用种类增加13种
(图9c)[59]. 这些差异反映了点突变对聚集体构象多态

性的影响. (2) 相互作用分子(核酸、蛋白质、脂质等)
及蛋白质微环境(pH、离子强度等). 例如, 2021年,
Ryskeldi-Falcon等[65]

使用cryo-EM技术解析患者额叶

皮层中提取的TDP-43聚集体结构, 发现在TDP-43低复

杂度结构域中的282-360片段采用双螺旋折叠. 该结构

与体外生长的TDP-43原丝结构有显著差异
[65].类似地,
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图 8 (网络版彩图) STM解析淀粉样聚集体的构象多态性以及小分子-聚集体复合物相互作用多态性
[58~60]. (a) KRT14的120-

144片段聚集体中β链的相对自由能和构象亚稳态的占比
[58]. 比例尺: 2 nm. (b) hIAPP 8-37片段聚集体中构象亚稳态相互作用

的和弦图
[59]. 沿圆周排列的不同节点代表一个构象亚稳态, 旁边为代表性的STM图像和每个构象亚稳态的β链中氨基酸残基

的个数(AAs)[59]. 和弦图中弧线为两个构象亚稳态存在相互作用, 弧线的宽度代表相互作用概率的大小. 比例尺: 2 nm. (c) 在
hIAPP 8-37聚集体表面ThT形成的四种寡聚化状态对应的STM图像、尺寸及结构模型

[60]

Figure 8 (Color online) STM analysis of conformational polymorphism in amyloid aggregates and interaction polymorphism in small molecule-
aggregate complexes [58~60]. (a) Relative free energy of β-strands and population distribution of conformational metastable states in the aggregates
formed by the KRT14 120-144 fragment [58]. Scale bar, 2 nm. (b) Chord diagram of the interactions of conformational metastable states in the hIAPP
8-37 aggregates [59]. The different nodes arranged along the circumference represent a conformational metastable state, next to which are
representative STM images and the number of amino acid residues (AAs) in the β-strands of each conformational metastable state [59]. The arcs in the
chord diagram represent the interactions between two conformational metastable states, and the width of the arcs represents the probability of
interactions. Scale bar: 2 nm. (c) STM images, size, and structural models corresponding to the four oligomerization states formed by ThT on the
hIAPP 8-37 aggregate surfaces [60].
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来自捐献者脑组织的内源性Aβ原纤维结构与体外生

长的Aβ原纤维明显不同
[25]. 上述结果揭示了蛋白质所

处的复杂生理环境对纤维构象的调控作用. (3) 蛋白质

的聚集动力学因素: 涉及纤维生长时间、单体蛋白浓

度、成核诱导聚集的速率以及分子在溶液中的扩散能

力等
[15,23~26]. 例如, 2023年, Ranson团队

[66]
使用cryo-

图 9 (网络版彩图)序列改变和聚集动力学因素对hIAPP聚集体构象多态性的调控
[59,64,66,68]. (a) 野生型hIAPP聚集体的cryo-

EM结构, PDB编码: 6ZRF[64]. (b) hIAPP S20G聚集体的cryo-EM结构, PDB编码: 6ZRQ和6ZRR[64]. (c) STM技术解析hIAPP 8-
37 (左)和hIAPP S20G 8-37 (右)聚集体中构象亚稳态间相互作用的种类及分布概率

[59]. (d) hIAPP S20G纤维化过程中3个不同
时间点存在的原纤维结构

[66]. 3个时间点共鉴定出7种原纤维结构, 以不同的颜色展示每种原纤维的3D密度图以及截面图. 饼
状图为各时间点对应的cryo-EM结构及其占比. 灰色代表无法识别的原纤维结构. (e) STM解析hIAPP纤维化过程中24 h (红),
48 h (灰)以及72 h (绿)聚集体中构象亚稳态的种类及分布概率

[68]

Figure 9 (Color online) Modulate the conformational polymorphisms of hIAPP aggregates by sequence alterations and aggregation kinetics
[59,64,66,68]. (a) Cryo-EM structure of wild type hIAPP aggregates. PDB code: 6ZRF [64]. (b) Cryo-EM structures of hIAPP S20G aggregates. PDB
codes: 6ZRQ and 6ZRR [64]. (c) The types of interactions between conformational metastable states in hIAPP 8-37 (left) and hIAPP S20G 8-37 (right)
aggregates and the corresponding probabilities revealed by STM [59]. (d) The fibril structures existing at three different time points during the
fibrillation process of hIAPP S20G resolved by cryo-EM [66]. A total of seven fibril structures are identified at three time points, and the 3D density
map and slice map of each fibril are displayed in different colors. The pie chart shows the structure and proportion corresponding to each time point.
Gray represents unrecognizable fibril structures. (e) The conformational metastable states and the corresponding probabilities in the hIAPP fibrillation
process at 24 h (red), 48 h (gray) and 72 h (green) unveiled by STM [68].
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EM技术解析hIAPP蛋白从成核、寡聚体, 到成熟纤维

变化过程的构象变化. 发现伴随聚集过程的进展, 在滞

后期(0~4周)、生长期(4~12周)和平台期(12~24周)形
成的hIAPP原纤维具有7种不同的构象(图9d)[66]. 在3周
时存在一种单一的可溶性原纤维形式, 约占所有原纤

维的1/3; 在6周时观察到其他的5种原纤维结构, 且3周
时观察到的原纤维构象占比小于1%; 在22周时又解析

出1种新的原纤维结构, 而6周时观察到的5种原纤维构

象仅余3种(图9d)[66]. 2023年, Scheres团队
[67]

系统地解

析了tau蛋白截短体在聚集过程中形成的各类型中间

态构象在结构、分布概率、组装对称性等方面随时间

变化的复杂演化规律. 该项研究揭示tau蛋白截短体在

聚集过程的各个时间点均表现为多种异质性构象共

存. 聚集起始阶段与终末阶段的tau蛋白构象存在显著

差异, 起始阶段中间态构象的消失伴随新构象的生成.
当tau蛋白截短体形成了成熟纤维之后, 存在一种分布

概率较多的优势构象, 且该优势构象的结构受溶液环

境调控
[67]. 2024年, Jian等[68]

使用STM技术揭示了

hIAPP形成的β链的多态性构象, 发现生长聚集24 h的
hIAPP纤维状聚集体内部的单体构象存在异质性, 包

含了11种不同构象的亚稳态(图9e). 随着蛋白质聚集

时间的延长, 聚集48和72 h的hIAPP聚集体结构中分别

包含了16种、12种不同的构象亚稳态(图9e), 构象亚

稳态间主要相互作用模式也发生改变
[68]. 2023年, Liu

等
[69]

从临床前PD (pre-PD)、中晚期PD (mid-PD)和晚

期PD (late-PD)等处于不同PD进展阶段患者的脑脊液

中扩增了α-synuclein聚集体. Cryo-EM结构解析发现

不同PD阶段的α-synuclein原纤维的主要构象相同, 但

次要构象(占比小于30%)存在差异
[69]. 需要指出的是

现阶段对致病蛋白聚集体构象多态性随聚集时间的变

化规律的研究极其有限, 认识仍非常不足.

3 神经退行性疾病相关蛋白质翻译后修饰
的异质化效应

翻译后修饰参与了淀粉样蛋白聚集体构象多态性

的调控. 功能性分子以共价结合的方式丰富了蛋白质

的化学结构, 包括添加化学官能团(乙酰化、甲基化、

糖基化等)、引入其他蛋白质或多肽(泛素化、类泛素

化等)、改变氨基酸的分子结构(异构化、外消旋化

等)、改变蛋白质结构(肽链的剪切、酶解与偶联、二

硫键的形成与断裂等), 拓展了蛋白质的生物学功

能
[50,70,71]. 蛋白质翻译后修饰的调控异常与多种神经

退行性疾病的发生发展密切相关, 如AD和PD等[72,73].
翻译后修饰直接调控神经退行性疾病关键淀粉样蛋白

Aβ、tau、α-synuclein等的聚集动力学过程, 影响它们

的动态结构, 改变神经细胞炎症效应与凋亡进程
[72~74].

临床研究表明, 淀粉样蛋白的翻译后修饰谱系展现出

高度的异质性. 这种异质性体现为同一种蛋白质在不

同类型的神经退行性疾病中的翻译后修饰种类和位点

具有差异, 也体现为同一种蛋白质在相同疾病不同发

展阶段的翻译后修饰种类与位点具有差异
[50]. 揭示翻

译后修饰的异质性效应, 对于理解淀粉样蛋白的病理

聚集机制, 解析神经退行性疾病的复杂病理过程具有

重要意义, 为针对不同病程阶段的神经退行性疾病进

行个性化治疗方案提供了科学依据.

3.1 翻译后修饰对淀粉样蛋白病理性聚集发挥关
键的调控作用

体内外研究进展表明神经退行性疾病涉及的淀粉

样蛋白的翻译后修饰与病理机制之间存在紧密关联.
常见的淀粉样蛋白翻译后修饰类型丰富, 包括: (1) 磷

酸化. Tau蛋白在高度磷酸化状态下易在神经元内部聚

集, 形成纤维缠结, 这是AD的一个显著的病理特征. α-
Synuclein的第39位Tyr磷酸化调控了淀粉样蛋白聚集

体结构, 进一步影响其功能
[49]; (2) 乙酰化. 乙酰化的

tau蛋白能够逃逸分子伴侣介导的蛋白质降解途径, 这

可能导致其在细胞内异常积累, 进而引发疾病相关病

理变化
[75]; (3) 糖基化. 常见的糖基化修饰包括N-糖基

化和O-糖基化,其中N-糖基化常见于天冬酰胺残基,而
O-糖基化常见的修饰位点是丝氨酸或苏氨酸的残

基
[76,77]; (4) 泛素化与类泛素化. 泛素化及SUMO修饰

调控APP和tau蛋白的稳态. 泛素化与类泛素化修饰的

失衡可能导致蛋白质的错误折叠和异常积累
[75]; (5)

氧化. Aβ的第35位Met氧化修饰能够抑制其聚集能

力
[78]; (6) 焦谷氨酰化. 3位焦谷氨酰化修饰的Aβ

(3pE-Aβ)展现出与星形胶质细胞更强的结合亲和

力
[78].
翻译后修饰在蛋白质功能调控中扮演了多重角

色, 具体包括调控蛋白质的聚集潜能, 促进聚集结构的

形成, 改变蛋白质在细胞与组织中的空间分布等功能.
AD的重要生物标志物Aβ通过特定的化学修饰来调节
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其聚集状态. Met35的氧化、Ser26的磷酸化修饰抑制

Aβ聚集; 相反, Ser8的磷酸化、Tyr10的亚硝基化、

Asp的异构化、Ser26的外消旋化以及N-末端的焦谷氨

酰化修饰则促进Aβ聚集
[78]. AD的另一种重要生物标

志物tau蛋白的异常磷酸化与AD的发生密切相关, 尤

其是血浆中第181位磷酸化tau蛋白、第217位磷酸化

tau蛋白、第231位磷酸化的tau蛋白. 它们作为临床AD
谱系中淀粉样蛋白和tau蛋白病理学的指标, 有助于区

分AD和其他神经退行性疾病
[79]. Tau蛋白不仅受磷酸

化影响, 还涉及受到其他翻译后修饰的影响, 如乙酰

化、糖基化、脱酰胺化、异构化等
[80]. 在PD中, 主要

标志物α-synuclein蛋白也经历多种翻译后修饰, 包括

磷酸化、乙酰化、泛素化和糖基化
[81]. N-糖基化修饰

与O-糖基化修饰对tau蛋白聚集的调控作用不同
[77].

AD患者大脑来源的tau蛋白的N-糖基化修饰改变tau蛋
白的构象, 促进tau蛋白发生过度磷酸化, 驱动tau蛋白

聚集形成PHFs[73,82]. 另一方面, tau蛋白的O-糖基化则

减弱tau蛋白的聚集. 细胞与捐献者脑组织样本研究表

明正常状态下tau蛋白的O-GlcNAc修饰与磷酸化修饰

维持在平衡状态, 且O-GlcNAc修饰负调控tau蛋白中

大部分磷酸化位点发生磷酸化修饰
[76,83]. AD患者脑组

织来源的tau蛋白的O-GlcNAc修饰水平显著降低, AD
模型鼠海马区tau蛋白的O-GlcNAc修饰与磷酸化修饰

稳态发生失衡
[84~86]. 内源性α-synuclein通常在N-末端

发生乙酰化
[87]. 路易氏体内的α-synuclein纤维聚集体

在第129位Ser发生磷酸化修饰, 并在N-末端发生泛素

化修饰
[88,89]. 在α-synuclein蛋白非淀粉样区域的特定

位点(如第72位Thr和第87位Ser)发生O-GlcNAc糖基化

修饰减缓或抑制α-synuclein纤维状聚集
[90]. 此外, α-sy-

nuclein蛋白的多个位点均能发生磷酸化, 如第39位
Tyr、第87位Ser、第125位Tyr、第129位Ser、第133位
Tyr、第135位Tyr[91~94]. 这些磷酸化修饰对调控α-synu-
clein的病理毒性具有重要意义, 如第39位Tyr磷酸化修

饰的α-synuclein更倾向于在散发性PD患者脑部与路易

氏体内积累
[92].

3.2 阐明淀粉样蛋白翻译后修饰的异质化效应是
解析神经退行性疾病致病机制的关键

翻译后修饰对神经退行性疾病相关淀粉样蛋白的

生理和病理功能发挥着重要的调控功能. 基于质谱的

蛋白组学相关研究表明临床样本来源的淀粉样蛋白的

翻译后修饰图谱展现出显著的异质性特征
[50]. 通过比

较不同疾病类型(皮质基底节变性和AD)以及同种疾

病类型不同患者来源的tau原丝, 发现不同疾病来源、

同种疾病不同患者来源的tau原丝中β链的氨基酸序列

高度相似, 但翻译后修饰类型、修饰位点显著不同
[50].

翻译后修饰的差异导致tau蛋白错误折叠和自组装形

成的纤维表现出结构差异性
[50]. 不同人群、不同疾病

类型以及不同病程来源的内源性淀粉样蛋白的翻译后

修饰在修饰数量、具体修饰位点以及修饰类型等方面

上呈现出差异性
[50]. 相关研究表明AD患者的tau蛋白

翻译后修饰图谱相较于健康个体具有独特的标志性特

征. 这些特征性的翻译后修饰随AD的病程发展而动态

变化, 逐步演化
[72]. 研究人员应用高分辨率定量蛋白

质组学技术分析捐献者(包括49名AD患者组成的AD
组, 42名健康个体构成的对照组)脑组织样本中分离的

tau蛋白
[72].累计鉴定tau蛋白上分布于88个特定位点的

95种不同的翻译后修饰模式, 包括55个磷酸化位点、

17个泛素化位点、19个乙酰化位点和4个甲基化位

点
[72]. 依据Braak分期标准的划分疾病进展阶段, tau蛋

白的翻译后修饰从正常生理功能相关的磷酸化逐步发

展为与轻度认知障碍相关的T181位磷酸化以及涉及

更为严重病理表型的磷酸化(S262和S263)、乙酰化

(K311、K353和K369)和泛素化(K259、K267、K311
和K317)等(图10)[72]. 对从PD和各种α-突触核蛋白病患

者脑中提取纯化的α-synuclein进行LC-MS/MS分析和

细胞转染表达, 揭示了α-synuclein的翻译后修饰能够

以位点和构象特异性的方式显著改变病理性α-synu-
clein的聚集和传播

[73]. 翻译后修饰调控了可溶性α-sy-
nuclein被病理性聚集种子招募参与聚集的能力. 携带

翻译后修饰的可溶性α-synuclein通过掺入到病理性α-
synuclein聚集体也影响聚集体的传播性质

[73]. 上述研

究发现突显了淀粉样蛋白翻译后修饰的异质性效应在

神经退行性疾病进展中的重要性.

4 翻译后修饰对淀粉样蛋白聚集体构象多
态性的调控机制

蛋白质的翻译后修饰具有可逆性, 随疾病发生和

发展动态演化. 在疾病不同进展时期, 翻译后修饰的

数量和种类表现出动态变化的规律
[72]. 目前在精准鉴

定患者来源的病理型蛋白质样品所展现的高度异质性
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翻译后修饰及高分辨率的结构解析方面存在显著不

足
[26]. 因此, 阐述翻译后修饰如何在病理条件下调控

致病淀粉样蛋白聚集体的构象多态性仍然是本领域亟

待攻克的难点和重点. 为揭示翻译后修饰对淀粉样蛋

白聚集结构多态性的调控规律, 现阶段相关结构解析

主要是基于体外的模式化研究体系(化学合成、原核

表达蛋白、真核表达蛋白), 研究蛋白质翻译后修饰的

变化规律, 为理解复杂的病理过程奠定基础.
获得特定位点携带特定类型翻译后修饰的蛋白质

样品是开展翻译后修饰调控构象多态性研究的关键.
原核表达体系缺乏真核表达体系所特有的蛋白翻译后

的修饰系统, 而真核表达体系中蛋白质的翻译后修饰

是高度异质性的、可控性差
[95]. 因此必须要发展新型

化学生物学方法获得修饰类型可控、修饰位点可控的

蛋白质样品. 在PD患者的脑组织中, α-synuclein淀粉样

聚集体的39位酪氨酸有高丰度的磷酸化修饰(pY39).
为解析pY39对α-synuclein淀粉样聚集的调控规律,
Zhao等[49]

发展化学半合成方法, 将基于Fmoc化学固相

合成的C-末端酰胺化修饰的α-synuclein 1-29、携带

pY39的C-末端酰胺化修饰的α-synuclein A30C-52片
段、原核表达纯化的α-synuclein A53C-140片段按N-
末端到C-末端的顺序进行自然化学连接. 自然化学连

接反应使C-末端肽酰肼和N-末端半胱氨酸之间发生

偶联, 偶联产物发生共价键重排, 在两个肽段之间产生

肽键, 获得携带pY39的α-synuclein蛋白(图11a). 使用

cryo-EM技术解析α-synuclein pY39纤维结构. 对原纤

维螺旋图像进行的二维分类揭示了两种主要的扭曲原

纤维结构(占总数80%以上): 一种由两条原丝组成, 被
称为扭曲二聚体;另一种由三条原丝组成,被称为扭曲

三聚体(图11b). 此外, 还有一类直形原纤维(占比小于

20%), 由两条平行排列的原丝组成. 三维螺旋重构得

到空间分辨率为3.22 Å的扭曲二聚体原纤维精细结构

和空间分辨率为3.37 Å的扭曲三聚体原纤维精细结构.
根据电子态密度图建立的原子模型显示两种结构中单

根原丝中α-synuclein单体的原子排列几乎相同. 扭转

二聚体和扭转三聚体中原丝之间的界面结构相同, 均

由E57和K58形成的盐桥组成. 两者的螺旋扭转度和螺

旋上升度也相同. 上述结果表明扭转三聚体原丝是由

一条额外的原丝缠绕在扭转二聚体原丝周围形成(图
11b)[49]. 第39位的磷酸化显著改变了α-synuclein的纤

维结构, 使其整体拓扑结构不同于任何已知的全长α-
synuclein或C-末端截短的α-synuclein野生型或突变体

形成的原纤维结构
[49]. 先前报道的α-synuclein原纤维

的多态性结构核心是由一个共同的片段组成, 该片段

包括了从第37到第99位残基
[96]. 核心片段折叠成各种

紧密堆积结构, 从而形成了多种异质性的α-synuclein
原纤维结构. 但在pY39 α-synuclein原纤维结构中, 第

1-100位残基全部参与形成了纤维核心区域, 构成了具

图 10 (网络版彩图)不同翻译后修饰在不同疾病阶段的顺序积累示意图. 随着疾病的进展, tau蛋白磷酸化位点增加, 并出现
乙酰化和泛素化修饰

[72]

Figure 10 (Color online) Schematic illustration of the sequential accumulation of different posttranslational modifications at different stages of
disease. As the disease progresses, tau protein phosphorylation sites increase with the occurrence of acetylation and ubiquitination [72].
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有稳定勾状结构的纤维聚集体. N-末端区域的参与扩

大了原纤维聚集核心尺寸, 显著增加了带电残基的比

例 . 磷酸化进一步将Y39修饰为带负电荷的残基 .
pY39 α-synuclein的8个带电残基(6个赖氨酸和2个谷

氨酸)加上pY39折叠在原纤维核心中心形成亲水通道

(图11c)[49]. α-Synuclein的S129位磷酸化修饰(pS129)也
是PD重要病理标志之一

[97]. 为研究pS129对α-synu-
clein病理机制的调控作用, 通过化学半合成法获得

pS129 α-synuclein. pS129 α-synuclein聚集体与细胞膜

表面受体LAG3的D1结构域(L3D1)、受体蛋白淀粉样

前体样蛋白-1(APLP-1)的E1结构域之间的亲和力较

强, L3D1与APLP-1介导了α-synuclein纤维在细胞间的

传播. NMR滴定结果显示α-synuclein的C-末端区域是

APLP-1 E1的结合位点. 第129位磷酸化显著提高了α-
synuclein纤维与APLP-1的亲和力, KD值从46.7±0.7 nM
下降至2.0±0.2 nM. 上述结果表明α-synuclein C-末端

通过静电相互作用与细胞膜受体结合. 第129位磷酸化

修饰导致α-synuclein纤维发生构象变化, 通过加强静

电相互作用显著促进α-synuclein纤维与细胞膜受体之

间的结合
[97].

图 11 (网络版彩图)翻译后修饰对α-synuclein淀粉样聚集的调控规律
[49]. (a) pY39 α-synuclein的合成路线

[49]. (b) 扭曲二聚体
(上)和扭曲三聚体(下)原纤维的cryo-EM结构

[49]. (c) pY39 α-synuclein聚集体的静电表面图. 中心的极性孔显示在放大视图中,
带电荷的残基和静电相互作用被标记

[49]

Figure 11 (Color online) Modulation of α-synuclein amyloid aggregation by posttranslational modification [49]. (a) Synthetic route of pY39 α-
synuclein [49]. (b) Cryo-EM structures of twist-dimer (top) and twist-trimer (bottom) protofilaments [49]. (c) The electrostatic surface of pY39 α-
synuclein aggregates. The positive hole at the center is shown in a zoom-in view, and the charged residues and electrostatic interactions are labeled
[49].
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通过应用化学半合成方法可以获得单一位点携带

不同种类化学修饰的蛋白质聚集体, 开展化学修饰种

类调控淀粉样蛋白聚集的相关研究. 为研究α-synu-
clein同一位点(S87)发生的异质性翻译后修饰(糖基化

gS87和磷酸化pS87)对蛋白聚集体构象多态性的影响,
2024年, Hu等[98]

合成携带gS87的C-末端酰肼化修饰的

α-synuclein A85C-90片段, 携带pS87的C-末端酰肼化

修饰的α-synuclein A85C-90片段, 以及原核表达纯化-
硫解产生的末端硫酯化修饰的α-synuclein 1-84片段和

α-synuclein A91C-140片段. 按从N-末端到C-末端的顺

序进行自然化学连接合成第87位带有翻译后修饰的α-
synuclein(图12a).利用cryo-EM测定gS87 α-synuclein和
pS87 α-synuclein聚集形成的原纤维高分辨率结构. 对

比三维螺旋重构获得的gS87 α-synuclein和pS87 α-sy-
nuclein原纤维的空间结构模型, 发现α-synuclein在两

种原纤维结构中表现出两种不同的折叠构象 (图
12b)[98]. 在gS87 α-synuclein原纤维中, α-synuclein在核

心结构中采用保守的熨斗样折叠, 修饰的GlcNAc分子

位于“熨斗”柄部. GlcNAc的高电子密度表明其在核心

结构中的构象自由度较低. GlcNAc分子沿原纤维轴向

排列,分子间距离为4.82 Å.纤维核心由残基E35至A89
组成,折叠成4条β链(β1-β4).在纤维核心的外表面上观

察到一个未指定的区域, 与β2 (残基48~57)相邻. 两个

相同的原丝相互缠绕形成gS87 α-synuclein纤维. gS87
α-synuclein相邻原丝之间的距离超过15 Å, 表明两个

原丝之间的相互作用相对较弱. 在pS87 α-synuclein原
纤维中, α-synuclein原纤维核心中采用拱形折叠, 由

M1至T72残基折叠成7条β链(β1-β7). 与在相同条件下

形成的gS87 α-synuclein原纤维不同, pS87 α-synuclein
原纤维中完整的N-末端区域参与了原纤维核心的形

成. 而磷酸化的S87被排除在原纤维核心之外, 构象自

由度高且对cryo-EM的电子态密度贡献低. pS87 α-sy-
nuclein的两条原丝通过残基V3、M5、L38和V40侧链

发生相互作用. 综上所述, 同一位点上的异质性翻译后

修饰会导致α-synuclein的折叠构象及分子的空间排列

表现出显著的差异性
[98]. 2021年, Liu等[74]

发现糖基化

修饰通过提供空间位阻动态调控Aβ淀粉样聚集的多

态性构象. 通过固相合成三种携带糖基化修饰的Aβ42,
包括单糖O-GalNAc糖型Aβ42、双糖O-Galβ1-3GalNac
糖型Aβ42及三糖O-NeuAcα2-3Galβ1-3GalNAc糖型

Aβ42. 利用cryo-EM测定Aβ42原纤维的高分辨率结构.

与未修饰的Aβ42原纤维结构相比, O-Galβ1-3GalNac
糖型Aβ42原纤维由三条β链组成, 排列成蛇形折叠(图
12c). 第10位Tyr的双糖修饰导致与相邻第9位Gly的空

间位阻增大, 使肽链在第9位Gly形成尖锐的扭结. 相比

之下, 未修饰的Aβ42的第9位Gly形成一个较小的弯曲,
1-9片段采用β-构象, 包裹在33-37片段周围, 形成更

大、更稳定的纤维核心(图12d). 糖基化增大其与相邻

氨基酸残基的空间位阻, 导致Aβ42纤维核心结构发生

重排, 改变聚集体结构
[74].

基于单位点翻译后修饰的研究为揭示生理或病理

条件下蛋白质高度异质性的翻译后修饰对聚集体构象

多态性的调控规律奠定了基础. 近年来, 研究阐明多位

点翻译后修饰调控纤维聚集体构象多态性的协同效

应. 2016年, Yu等[99]
使用STM解析了串联重复序列原

始片段VNTR (p-VNTR)和在第9位Thr修饰T抗原双

糖、第15位Ser修饰Tn抗原单糖的双位点糖基化

VNTR (g-VNTR) (图13a). 基于STM技术的单分子成

像研究p-VNTR和g-VNTR的组装特性, 并使用小分子

4,4′-联吡啶(4Bpy)标记多肽的C-末端. p-VNTR和g-
VNTR聚集体的链间距分别为0 . 4 7±0 . 0 2 nm和

0.49±0.02 nm (图13b). p-VNTR β链的长度分布范围在

4.3~4.7 nm, 最大概然分布为4.55 nm (图13b). p-VNTR
聚集体的β链从第7位Pro到第20位Ala. 受双糖修饰调

控, g-VNTR的β链长度分布直方图呈现出双峰, 对应

于两个离散长度(1.4~1.8 nm和3.4~3.8 nm). g-VNTR聚
集体的β链区域包括了从第10位Arg到第20位Ala以及

第16位Thr到第20位Ala(图13c)[99].

5 总结与展望

解析蛋白质聚集体的构象多态性对于认识淀粉样

蛋白的病理机制具有重要意义, 为神经退行性疾病相

关靶向药物的研发提供了关键的科学依据. 翻译后修

饰为淀粉样蛋白的化学结构引入了动态变化, 调控了

蛋白质的聚集动力学过程和聚集体结构. 因而, 研究

翻译后修饰与淀粉样蛋白聚集体构象多态性之间的关

联规律是阐明蛋白质构象转变调控机制的重要基础.
基于临床样本的研究表明淀粉样蛋白在不同病理表

型、不同病理阶段的翻译后修饰位点与类型展示出显

著的异质性特征. 探究病理条件下翻译后修饰异质化

效应对蛋白质聚集体的构象多态性的调控机制, 建立
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翻译后修饰调控蛋白质病理性聚集多态性理论, 有望

为神经退行性疾病的预防、诊断和治疗提供可行途径.
开展基于临床样本的基础研究是该研究领域未来

发展的重要方向之一. 现阶段淀粉样蛋白聚集体结构

解析主要依赖于化学合成、原核表达蛋白等模型化研

究体系, 而对人脑组织分离获得的内源性蛋白质聚集

图 12 (网络版彩图)单一位点不同种类化学修饰对α-synuclein聚集的调控规律
[74,98]. (a) S87位携带不同修饰的α-synuclein的

合成路线
[98]. (b) gS87 α-synuclein与pS87 α-synuclein纤维的cryo-EM结构. 上: gS87 α-synuclein原纤维结构, 放大图为GlcNAc

和相邻残基之间的相互作用. 下: pS87 α-synuclein原纤维结构, 放大图为两根原丝之间界面处的疏水作用与盐桥. 参与原丝间
相互作用的残基用球表示

[98]. (c) O-Galβ1-3GalNac糖型Aβ42原纤维cryo-EM结构的横切面图
[74]. (d) 与野生型的Aβ42原纤维结

构(下)相比, Tyr10的双糖修饰诱导O-Galβ1-3GalNac糖型Aβ42原纤维(上)核心中的Gly9形成尖锐的扭结
[74]

Figure 12 (Color online) Modulation of α-synuclein aggregation by different chemical modifications at a single site [74,98]. (a) Synthetic route of α-
synuclein mutants with modifications at S87 [98]. (b) Cryo-EM structures of gS87 and pS87 α-synuclein fibrils. Top: The structure of gS87 α-synuclein
fibril. The interactions between GlcNAc and neighboring residues are shown in the zoom-in views. Bottom: The structure of pS87 α-synuclein fibril.
The hydrophobic interactions and salt bridges at the interface between two protofilaments are shown in the zoom-in views. Residues involved in the
inter protofilament interactions are represented by spheres [98]. (c) Cross-section view of the cryo-EM structure of O-Galβ1-3GalNac Aβ42 fibrils
[74]. (d) Disaccharide modification at Tyr10 induces Gly9 to form a sharp kink in the core region of O- Galβ1-3GalNac Aβ42 fibril (top) compared to
that of the wild type Aβ42 fibril (bottom) [74].

中国科学: 化学 2025 年 第 55 卷 第 4 期

801



体开展的高分辨结构解析研究仍然相对缺乏. 模型化

研究体系难以模拟生理或病理条件下蛋白质翻译后修

饰随疾病发生和发展表现出的动态变化, 所以基于捐

献者脑组织样本的研究对于揭示翻译后修饰调控蛋白

质病理性聚集多态性及其病理机制具有不可替代的重

要意义. 当前对有限例数的内源性聚集体结构开展的

研究工作不足以揭示不同病理表型、不同疾病进程中

翻译后修饰调控蛋白质聚集体构象多态性的变化规

律, 亟需开展系统性研究. 此外, 由于不同国家与地区

的人群体质特征存在群体差异, 基于中国人群的捐献

脑组织样本的结构学研究尤显重要.
对捐献者来源的蛋白质样品高度异质性翻译后修

饰的鉴定及高分辨率的结构解析是对内源性蛋白质聚

集体样本开展研究的技术难点, 亟需发展新技术、新

方法用以鉴定复杂环境下的淀粉样蛋白翻译后修饰的

异质化效应及多态性构象. 需要发展相对温和的淀粉

样聚集体的分离和纯化方法, 减少提取与纯化过程对

捐献者来源的聚集体结构的破坏与干扰. 基于脑脊液

来源的聚集体构象复制技术与基于类器官的聚集体扩

增技术将助力揭示疾病不同进展时期的内源性聚集体

构象多态性. 系统性运用蛋白组、翻译后修饰组、代

谢组等多组学研究手段鉴定疾病不同进展阶段的临床

分离样本, 揭示淀粉样蛋白翻译后修饰随疾病表型与

病程的时空变化特征. 将可以在复杂环境下解析聚集

体有序结构的cryo-EM螺旋重构技术, 与可解析有序

性较差的蛋白质样本的STM技术联合应用, 实现对病

理性聚集体多态性结构的高精度测量. 整合组学数据

与高分辨率多态性结构解析结果, 有望系统性建立翻

译后修饰对疾病进程中致病蛋白质聚集体多态性构象

的动态变化的全局认识.
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Post-translational modifications regulate conformational polymorph-
ism of protein aggregates associated with neurodegenerative diseases

Ruonan Wang†, Zhongyi Jian†, Lanlan Yu*, Chenxuan Wang*

State Key Laboratory of Common Mechanism Research for Major Disease, Department of Biophysics and Structural Biology, Institute of Basic
Medical Sciences, Chinese Academy of Medical Sciences, Peking Union Medical College, Beijing 100005, China
†Equally contributed to this work.
*Corresponding authors (email: yull@ibms.pumc.edu.cn, wangcx@ibms.pumc.edu.cn)

Abstract: The conformational polymorphism of amyloid aggregates is of great significance in the pathogenesis of
neurodegenerative diseases and the development of targeted drugs. Conformational polymorphism is the basic structural
feature of amyloid aggregates and regulated by multiple factors. Among them, post-translational modification, as a key
regulatory factor, endows aggregates with rich conformational diversity by regulating the aggregation dynamics and
aggregate structure of amyloid. Here we review the new high-resolution structural analysis methods developed in recent
years to analyze the conformational polymorphism of amyloid aggregates, and introduce the new progress in the study
of the structural characteristics and regulatory mechanisms of the conformational polymorphism of amyloid aggregates.
This review summarizes the heterogeneous effects of amyloid post-translational modifications and their key role in the
pathological mechanisms of neurodegenerative diseases, illustrates the important regulatory mechanisms of post-
translational modifications on the conformational polymorphism of amyloid aggregates, and analyzes the limitations and
challenges of this research field at this stage.
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