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摘要 蛋白质折叠驱动力主要取决于结构上残基间的相互作用, 尤其是其侧链间的作用. 迷你蛋白Trp-cage结构

典型且可快速折叠, 是理论和实验研究蛋白质折叠的理想模型. 尽管该蛋白仅由20个氨基酸组成, 但其结构中残

基间的相互作用甚为复杂且侧链类型多样. 由于现有力场参数对其相互作用描述的精度问题, 其折叠模型仍有分

歧. 本文以模型蛋白Trp-cage为例, 首先概述了该蛋白自设计提出以来所报道的所有结构体系及其相应突变体的

研究情况, 并分析了其TC5b和TC10b两个经典体系的内在残基作用网络和侧链特性; 然后详细讨论了其折叠机制

模型类型的研究情况, 并探讨了不同折叠模型之间的相互转换及其与模拟温度和力场之间的关系; 最后从内在残

基侧链特性和外在环境因素两个角度讨论了其对结构稳定和折叠动力学行为的影响. 各影响因素及其协同效应

的阐明不仅有助于揭示蛋白质结构平衡稳定和快速折叠的驱动力成因, 也为其进一步结构调控和优化设计提供

了理论指导.
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分子模拟计算作为一种研究手段已经在生命科

学、药物设计、材料科学和石油化工等诸多领域得到

广泛的应用
[1]. 在蛋白质研究领域中, 分子动力学(mo-

lecular dyanmics, MD)模拟不仅可以描述蛋白质在原

子水平上的详细参数, 而且能够准确提供其结构位置

涨落和构象态间转变的精细过程, 并将原子的不可直

接观测层面与实验可观测层面紧密联系起来, 这为相

关重要蛋白结构转变机制和生物功能发挥的理论和实

验研究提供了有力的平台
[2,3]. 近10年来, 随着计算机

软硬件的迅速发展, 分子模拟计算的精度和时间尺度

都得以大幅提升
[4~6]. 当前MD模拟已取得一定进展,

但仍存在众多挑战
[7], 如MD模拟中力场无法完全再现

蛋白质的真实势能面; 许多蛋白质折叠模拟的时间尺

度需达到毫秒、秒级甚至更长; 如何获取足够多的采
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样以正确表征多样的(heterogeneous)折叠过程, 并有效

地分析这些数据. 为了应对这些挑战, 科研工作者做了

诸多努力, 如对当前现有经典力场进行不断优化
[8], 开

发提高采样效率的新算法
[9]
和轨迹分析的新方法

[10]

等. 模型蛋白Trp-cage因具有快速折叠的疏水核和典

型二级结构等特征得到众多科研人员的青睐, 被视为

研究和验证各种力场精确度和新算法有效性等的理想

模型.
在该模型蛋白被设计提出的近18年里, 人们已通

过理论计算和实验对其结构的确切折叠机制进行了广

泛研究, 但关于其详细折叠事件和路径仍然存在分歧,
尤其是结构中一些残基间相互作用以及各种外在因素

对其结构折叠稳定性的影响
[11], 而这些问题的阐明可

为优化蛋白结构和多肽设计提供重要的理论依据. 尤

其是在使用Exenatide(艾塞那肽, Trp-cage的前体Exen-
dine-4具有与胰高血糖素样肽-1(glucagon-like peptide-
1, GLP-1)相似的降血糖活性, 目前已被研制成为首个

“模仿肠降血糖素”治疗Ⅱ型糖尿病的药物)注射液治

疗的患者发生急性胰腺炎的情况下
[12], 对模型蛋白

Trp-cage的研究, 特别是残基间相互作用的探索, 可为

Exenatide的优化提供重要的理论依据. 另外, 模型蛋白

Trp-cage的设计发展历程是众多中小型蛋白质十几年

不断优化改进的缩影, 对其结构体系和折叠特性的研

究概述也可以为理解其他蛋白结构和自我折叠规律提

供重要的理论参考
[13,14]. 对模型蛋白残基间相互作用

特性及其外在因素在其结构稳定与折叠转变中作用的

系统概述, 有助于人们理解该蛋白结构快速折叠和稳

定形成的驱动力成因, 同时也为新方法、新力场、新

算法的验证和优化提供有效参考. 本文以中小型蛋白

质的代表——迷你蛋白Trp-cage体系为模型, 对其结

构残基间相互作用及外在因素对其结构稳定性和折叠

转变机制等方面所取得的进展进行了系统分析, 并对

其结构优化和进一步设计进行了展望.

1 模型蛋白Trp-cage及其突变体结构体系

模型蛋白Trp-cage(TC5b, PDB ID: 1L2Y, 序列:
NLYI QWLKDG GPSSG RPPPS)是Andersen课题组

[15]

基于Exendine-4(PDB ID: 1JRJ[16])经过肽链截取和突

变设计的一个由20个氨基酸残基组成的人工蛋白. 如

图1A所示, 其拥有3个二级结构单元, 分别为α-螺旋

(L2-D9)、310-螺旋(G10-S14)和C-端PII螺旋(P17-P19),
N-端α-螺旋上的残基Y3, W6, L7和4个脯氨酸残基

(P12, P17, P18和P19)形成了一个以W6为中心的三级

疏水核结构.该模型蛋白结构典型且可快速折叠(在pH
为7, 温度为22.7℃的水溶液中约4 μs)[17], 自被设计以

来就成为实验和模拟研究蛋白质折叠相关问题的理想

模型
[1,8]. 尽管该模型蛋白仅由20个氨基酸组成, 但其

结构中残基间相互作用极为复杂且侧链类型多样. 一

方面, 结构中存在盐桥(D9-R16)、疏水作用(Y3, W6,
L7, P12, P18和P19)、静电作用(D1-K8(TC10b))、阳

离子-π作用(W6-R16)和密集的氢键网络等多种非键相

互作用(图2). 其中氢键网络由四部分组成: (ⅰ) 残基

骨架间氢键网络(I4→N1, Q5→N1, Q5→L2, W6→L2,
L7→Y3, L7→I4, K8→I4, D9→W6, G11→W6,
G10→L7, G11→L7, S13→G10和S14→G11); (ⅱ) 残

基骨架与侧链间氢键网络(W6→R16和S14→D9); (ⅲ)
残基侧链与侧链间氢键网络(K8→Q5, R16→D9和
R16→S14); (ⅳ) 结构表面极性残基与溶剂水分子间

氢键网络(N1, S13和S20). 另一方面, 该结构侧链位置

类型多样, 可分为四种: 外置摆动侧链、内置摆动侧

链、外置稳定侧链和内置稳定侧链
[11].

正是由于TC5b的典型结构及其残基间相互作用

与侧链位置关系的复杂性, 很多研究者通过残基点突

变的方法对一些关键残基侧链的功能和修饰优化进行

了探讨. 如Andersen课题组
[18]

以TC5b为基础进行了一

系列突变实验发现, 由L2A和I4A双突变构建的TC9b
(序列: NAYAQ WLKDG GPSSG RPPPS)折叠态结构

高度稳定, 并且使用D1作为N-cap的结构比使用N1作
为N-cap的结构更稳定. 因此他们在TC9b的基础上又

进行了N1D突变最终获得TC10b(PDB ID: 2JOF[18], 序
列: DAYAQ WLKDG GPSSG RPPPS). TC10b和TC5b
拥有相同的二级结构和三级结构(图1B), 但是TC10b
的残基D1、A2和A4均有效提升了其结构稳定性. 因

此, TC10b作为一种更稳定的Trp-cage同样被用于许多

实验和模拟研究
[19,20], 但与TC5b相比, TC10b的研究仍

相对较少, 这可能与模型蛋白TC5b和TC10b的相似性

非常高但TC5b更为典型有关.
Retro Trp-cage(PDB ID: 2LUF, 序列: SPPPR

GSSPG GDKLW QIYLN)[21]是将Trp-cage的N端和C端
序列完全逆转所构建的一种特殊的Trp-cage, 它保留

了Trp-cage原有的序列组成和顺序. Retro Trp-cage在
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水溶液中并不存在稳定的构象, 但在30%的2,2,2-三氟

乙醇(2,2,2-trifluoroethanol, TFE)溶液中形成了与Trp-
cage(TC5b)类似的相对稳定的结构, 其拥有一个α-螺
旋(S8-I17)(图1C). 模型蛋白Trp-cage结构体系除上述

提到的TC5b, TC10b和Retro Trp-cage三个具有代表性

结构外,还有很多体系结构,如TC12b和TC16b等,其详

细的结构序列见表1. 除上述体系结构外, 该模型蛋白

的很多突变体结构也都被进行了深入研究, 本文将所

有的突变体及其参考文献汇总于表2中.

2 模型蛋白Trp-cage折叠模型的研究

2.1 两态折叠模型

研究人员通过近18年的理论计算和实验对Trp-
cage的确切折叠机制进行了广泛且深入的研究, 但关

于其详细折叠事件和路径仍然存在一定的分歧. 通过

模拟和实验研究所获得的大量Trp-cage折叠轨迹可以

简单地表征为两态折叠和非两态折叠模型. 简单的两

态折叠模型是指在折叠过程中仅存在未折叠态和折叠

图 1 模型蛋白Trp-cage体系结构示意图. 所示意的结构分
别从蛋白质结构数据库中下载得到, 且这些结构均是核磁共
振实验测定; 体系中的α-螺旋, 310-螺旋和PII-螺旋分别用红
色、黄色和蓝色表示; 疏水残基侧链采用棒状模型表示
Figure 1 Ribbon diagram of the Trp-cage structures. These illustrated
structures are downloaded from the PDB database, which are obtained
by the nuclear magnetic resonance (NMR) experiment. The secondary
units including α-helix, 310-helix and PII-helix are shown in red, yellow
and blue, respectively. The hydrophobic side chains are shown as stick
model

图 2 模型蛋白Trp-cage(TC5b)的氢键网络示意图
Figure 2 Ribbon diagram of hydrogen-bonding interaction network of
Trp-cage mini-protein (TC5b)

表 1 模型蛋白Trp-cage结构体系
a)

Table 1 The system of Trp-cage mini-protein modela)

结构体系 序列

EX-4[16] -SKQMEEEAVRLFIEWLKNGGPSSGAPPPS

TC1a[15] SEDEAVRLFIEWLKNGGPSSGAPPPS

TC1c[15] SEDEAVRLFIEWLKNGGPSSGADPPS

TC2[15] NEVELFIRWLKNGGPSSGAPPPS

TC3b[15] NLFIEWLKNGGPSSGAPPPS

TC4a[15] DLFIEWLKNGGPSSGRPPPS

TC4c[15] KGLFIEWLKNGGPSSGRPPPS

TC5a[15] NLFIQWLKDGGPSSGRPPPS

TC5b[15] NLYIQWLKDGGPSSGRPPPS

TC6a[22~25] NLYIQWLKNGGPSSGRPPPS

TC6b[22~24,26] NLYIQWLKEGGPSSGRPPPS

TC8a[18] NLYAQWLKDGGPSSGRPPPS

TC8b[18] DLYAQWLKDGGPSSG RPPPS

TC9b[18] NAYAQWLKDGGPSSGRPPPS

TC10b[18] DAYAQWLKDGGPSSGRPPPS

TC11b1[18] GAYAQWLKDGGPSSGRPPPS

TC12a[18] AYAQWLKDGGPSSGRPPPS

TC12b[18] NYAQWLKDGGPSSGRPPPS

TCtr12b[18] NYAQWLKDGGPSSGRPPP-NH2

TC13b[27] DAYAQWLADGGPASGRPPPS

TC15b[27] DAYAQWLADaGPASGRPPPS

T2C15b[27] DAYAQWLADaGWASGRPPPS

TC16b[27,28] DAYAQWLADaGPASaRPPPS

trTC16b[27] Ac-AYAQWLADaGPASaRPPPS-NH2

Retro Trp-cage[21,29,30] SPPPRGSSPGGDKLWQIYLN

a) 符号“-”表示蛋白序列的其他省略部分; 残基D-Ala突变在序

列中显示为“a”; TC5b的D9N突变在文献中为TC6a[24]或TC5c体
系

[25], 在此统称为TC6a体系; TC5b的D9E突变体称为TC6b体系
[24]
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态两种结构态, 不形成中间态结构, 显示为单指数弛豫

动力学
[17]. Qiu和Streicher等人

[17,46]
使用差示扫描量热

法(differential scanning calorimetry, DSC)、圆二色谱

(circular dichroism, CD)和激光温度跃迁(laser tempera-
ture-jump, LT-J)光谱等实验方法, 以及Snow和Day等
人

[47,48]
分别通过Folding@Home项目和副本交换分子

动力学(replica exchange molecular dynamics, REMD)
模拟均表明, Trp-cage的折叠符合两态折叠模型; Jung-
wirth课题组

[49]
通过实验(CD、DSC和核磁共振(nucle-

ar magnetic resonance, NMR))和MD模拟相结合的方法

也发现, Trp-cage虽然在尿素和胍的变性过程中各个

方面具有不同的敏感性, 但其始终指向简单的双态展

开过程; 吴云东课题组使用基于经典力场优化后获得

的RSFF(residue-specific force field)系列力场
[50,51]

对众

多小型蛋白进行REMD模拟也发现, Trp-cage(TC5b和
TC10b)整体上符合两态折叠模型

[41,52]. 同样是研究

TC10b, Pang[53]使用FF12MC方法分别在280 K和

300 K两种温度下对TC10b进行模拟, 发现其遵循两态

折叠模型
[4], 这与Andersen课题组

[54]
的NMR实验结果

相一致.

2.2 非两态的折叠模型

与两态折叠相反, 非两态折叠模型是指在折叠过

程中除未折叠态和折叠态结构外还额外形成中间态结

构 , 通过更复杂的分级折叠来完成整个折叠过程 .
Zhou[55,56]利用REMD模拟发现了一种包含两个疏水核

的中间态结构, 分别由Y3, W6, L7和四个脯氨酸残基

(P12, P17, P18和P19)组成, 并通过D9-R16盐桥分隔和

稳定该中间态结构, 而Juraszek和Han等人
[57~60]

也通过

过渡路径采样(transition path sampling, TPS)和混合分

辨率模型(hybrid-resolution model, PACE)证实了这一

中间态结构的存在.但是2005年, Ahmed等人
[61]

通过紫

外共振拉曼光谱(UV resonance Raman spectroscopy,
UVRS)却发现了另一种紧凑的折叠中间态结构, 其拥

有部分折叠的α-螺旋和比天然态更紧凑的疏水核. 这

种与天然态十分相似的中间态结构也在之后的荧光相

关光谱(fluorescence correlation spectroscopy, FCS)、时

间分辨红外光谱(time-resolved infrared spectroscopy, T-
RIS)实验

[62,63]
和MD模拟

[64,65]
中被发现. 无论是拥有两

个疏水核的折叠中间态结构还是与天然态非常相似的

熔球状中间态结构都表明, 模型蛋白Trp-cage的折叠

并不是简单的两态折叠模型. 尽管当前关于模型蛋白

Trp-cage是两态折叠还是非两态折叠仍未有定论, 但

通过文献统计发现, 大多数研究人员较为认同Trp-
cage的折叠并不是简单的两态折叠模型, 而是通过更

复杂的中间态结构所介导.
对于模型蛋白Trp-cage的具体折叠事件, 研究人

员通过统计相关研究工作发现, 二级结构和疏水核的

形成以及残基W6侧链吲哚环的埋藏是Trp-cage折叠的

基本步骤, 但是二级结构和疏水核形成的先后顺序仍

存在分歧. 因此, 以此作为区分的标志, 可将之总结归

纳为三种折叠模型: (ⅰ) 成核-聚集(nucleation-conden-
sation)模型, 其主要特点为疏水核的塌缩先于α-螺旋

的形成. Chowdhury和Mou等人
[32,66]

的MD模拟计算发

表 2 模型蛋白Trp-cage突变体
a)

Table 2 The mutations of Trp-cage mini-protein modela)

结构体系 突变体

TC5b W6F[15,31~33], W6H[33], W6G[34], L7W[35], K8A[36], D9A[36], D9S[23,26], G10A[37], G10Q[37], G10DA[37,38], G10DQ[37,38], G10DN[37,38],
GLR10[39], GLR11[39], GLR15[39], P12W[34,35,40], R16A[23,36], R16hR[23], D9N&R16A[23], D9Aad&R16K[23], R16W[40], P18W[35]

TC9b Q5A[18], K8A[18], D9N[18], S14T[18], R16Nva[18]

TC10b Y3F[18], Y3L[18], Y3A[18,41], L7A[18,41], K8A[18,28,41], D9E[42], G10DA[28], P12A[18], S13A[18,28], S14A[18], G15DA[28], R16K[18,42], R16Orn[42],
D9E&R16K[42], D9R&R16E[42], D9E&R16Orn[42], P17A[18], P17G[18], P12A&P17A[18], P18L[18], P18A[18], P19A[18]

TC11b1 Y3F[18]

trTC16b Q5A[27], D9N[27], Q5A&D9N[27], Q5A&R16Nva[27], R16Nva[27], R16Cit[27], Q5A&D9N&R16Nva[27]

系列突变
甘氨酸残基点突变(除G10、G11和G15)[43], 丙氨酸残基虚拟筛选点突变(除P12和P17-19)[44], 丙氨酸残基点突变和连续4个

丙氨酸突变
[45]

a) Aad为α-氨基己二酸, hR为高精氨酸, Orn为鸟氨酸, Nva为正缬氨酸, Cit为瓜氨酸, D-氨基酸突变在命名中显示为D, GLR代表甘氨酸

自由基, TC5b的P12W突变也称为Trp2-cage
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现, 疏水核心吲哚环的包埋是Trp-cage折叠的关键限

速步骤; Mok等人
[67]

使用NMR脉冲标记(NMR pulse-
labelling)实验也发现, 非折叠态结构中存在疏水核结

构, 且疏水核的塌缩驱动其整个折叠进程. (ⅱ) 扩散-
碰撞(diffusion-collision)模型, 其主要特点为α-螺旋或

310-螺旋二级结构率先形成, 然后疏水核心再塌缩.
Meuzelaar和Peter等课题组

[62,65,68~72]
模拟结果表明, 其

结构折叠的限速步骤并非疏水核心的包埋, 而是α-螺
旋或310-螺旋结构形成于折叠过程的早期, 随后疏水

残基逐渐向疏水核心(W6)靠拢塌缩, 最终疏水核心吲

哚环完整包埋. (ⅲ) 多种路径折叠(multi-path folding)
模型, 即上述两种折叠模型在Trp-cage的折叠过程中

同时存在
[10,73,74]. 如图3A所示, Juraszek课题组

[57~59]
通

过TPS模拟发现, 上述两种模型在其折叠形成路径中

同时存在, 并且在所有的折叠轨迹中, 路径Ⅰ(成核-聚
集模型)约占80%~90%, 路径Ⅱ(扩散-碰撞模型)约占

10%~20%, 这一观点同样得到了Andryushchenko和
Han等课题组

[60,75~77]
模拟计算结果的支持. 而Shigeta

课题组
[78~80]

的模拟结果虽然也赞同多种路径折叠模

型, 但是与Juraszek等人相反, 结果显示路径Ⅱ在折叠

过程中占据大多数, 而路径Ⅰ占据少数. 本课题组推

测, 这可能与Juraszek课题组使用了OPLSAA力场, 而

Shigeta课题组使用AMBER(ff14SB和ff03)力场有关.
除以上三种折叠模型外, 最近Ferguson课题组

[19]
针对

TC10b提出了一个九个宏观态的马尔科夫模型(图3D).
但是通过研究这九个宏观态之间的结构转化, 本课题

组发现, 该马尔科夫模型仍归属于上文总结的成核-聚
集模型. 如图3D所示, 所有结构均通过熔球状动力学

中心S8与其他亚稳态结构之间相互转换, 并且折叠至

天然态S7仅有三条选择路径: S8—S7, S8—S0—S7和
S8—S1—S7. 这说明融球状结构S8的形成是TC10b折
叠至天然态过程中的限速步骤.

研究人员通过对过去十几年研究工作的统计发

现, 多种路径折叠模型占据着绝对优势, 并且发现, 由
盐桥稳定两个疏水核的中间态结构常发生在扩散-碰
撞模型中. 盐桥的早期形成不仅可以加速Trp-cage的

图 3 模型蛋白Trp-cage的折叠路径
[19,57~59,64,81]. A~C: 蛋白的多种折叠路径模型; D: 表示蛋白的九态折叠模型; E: 该蛋白的折

叠能量漏斗示意图
Figure 3 The folding pathways of Trp-cage mini-protein model[19,57~59,64,81]. A–C: Multi-path folding model; D: the nine-state folding model; E: a
schematic of the Trp-cage folding funnel
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折叠动力学, 也可以阻碍Trp-cage的折叠动力学, 因此

由中间态结构转换至天然态结构的过程中, 体系结构

需要能量来打破已经形成的盐桥. 而与天然态十分相

近的融球状中间态结构在扩散-碰撞和成核-聚集模型

中均被发现, 这可能与这种中间态结构存在于折叠末

期有关.

2.3 非两态折叠模型中各类折叠路径之间的转换
及其与温度的依赖性

在以上三种折叠模型中, 多种路径折叠模型目前

更容易被接受和认同, 那么在折叠过程中共存的两种

折叠路径是否存在相互转换? 2.2小节介绍了Juraszek
课题组

[57,58]
发现了Trp-cage折叠过程中存在两条共存

的折叠路径, 此外, 在TPS模拟中Juraszek等人还观察

到N-L和N-Pd-I途径之间的转换事件(图3B). 这些转换

通过N-Pd-L路径, 然后快速平衡到另一个主要路径,
并且从N-Pd-I到N-L的概率(0.029)比其他方式(0.007)
高4倍,这些概率与在折叠整体中L-N路径是I-N路径的

4倍相一致. 同样Debenedetti课题组
[64]

通过扩展映射

(diffusion maps)的方法对Trp-cage模拟轨迹进行分析,
也发现了两条共存的折叠路径之间存在相互转换的现

象(图3C), 并且结构转化主要发生在HLX-I(路径Ⅱ中

间态)和LOOP-I(路径Ⅰ中间态)结构之间, 这两个中间

态结构均包含了完整的α-螺旋. 尽管这些转换事件的

具体细节不太一致, 但可确定两种折叠路径的转换多

发生在折叠中间态之间, 即折叠过程中局部势能最小

值之间的切换, 这证明了模型蛋白Trp-cage可以通过

多个折叠路径模型完成自我折叠过程.
在模拟过程中适当提高模拟温度能加快构象转化

速率, 进而有效促进结构跨越能垒实现更为全面的构

象采样, 因此利用REMD模拟通过不断调温扩大构象

采样空间, 可快速搜索全局能量最低的稳定平衡结

构
[82]. 尽管不同模拟温度条件不会改变蛋白结构的折

叠路径, 但会影响模型蛋白Trp-cage对不同折叠路径

模型的选择. Andryushchenko和Chekmarev[75,77]利用蛋

白质折叠的流体动力学(hydrodynamic, 折叠过程被认

为是折叠流体的运动)探讨了两种折叠路径在不同温

度下的相对贡献. 结果表明, 随着温度的升高, 在285 K
和300 K时占折叠流总量90%左右的路径Ⅰ在325 K时
下降到约10%, 即路径Ⅱ占据主导地位. 而在315 K时,
两种路径的贡献近似相等. 所有这些温度都低于计算

的熔点(420 K), 这表明Trp-cage的折叠机制是由动力

学因素而非热力学决定的(图4).

2.4 蛋白折叠类型与力场的关系

目前针对模型蛋白Trp-cage结构折叠模拟计算实

验所采用的力场涵盖了现有的常用力场: OPLSAA/
L[57]

、AMBER系列(ff03, ff99, ff99SB-ildn, ff99SB,
ff96, ff94等)[10,68,73,78,83]、CHARMM系列(22, 22CMAP,
36等)[74,75,84]、GROMOS96系列(43a1, 53a6等)[57,85,86]

以及相关课题组优化开发的分子力场(如PACE, CVFF,
GAFF, RSFF系列等)[8,60,87,88]. 尽管能够很好地利用这

些分子力场研究蛋白质结构, 然而它们的经验势函数

对原子间非键相互作用的描述精度差异显著, 尤其是

对相互作用庞大复杂的蛋白质结构, 计算误差会随着

原子相互作用数目增大而迅速积累, 从而导致模拟计

算结果错误. 例如, 在GROMOS96 43a1力场下Trp-
cage的天然折叠态结构并不能稳定形成, 模拟计算得

到的全局能量最小构象和NMR实验结构存在较大差

异
[57]; 在AMBER ff96和Amber99SB-ildn力场下Trp-

cage甚至会错误折叠形成一个稳定的β-发卡结构
[10,83].

本课题组通过采用OPLSAA/L力场进行常规动力学模

拟发现, Trp-cage也会错误折叠形成稳定的β-发卡结

构. 研究还发现, 目前还存在一些力场对Trp-cage折叠

热力学行为的描述不够准确. 例如, Zhou[56]和Paschek
等人

[89]
分别发现, OPLSAA/L和AMBER ff94力场计算

得到的折叠熔融温度为400 K和450 K, 显著高于实验

观察值315 K[15,17,18]; 尽管Garcia课题组
[48]

也发现, AM-
BER ff99SB力场在Trp-cage折叠过程中计算得到的熔

融温度、自由能和比热容(specific heat)和实验值具有

很好的一致性, 但是熵和焓变化量与实验观察值存在

显著差异.
正是由于当前分子力场的精度对其不同结构的相

互作用描述存在差异, 所以不同力场仍然会对折叠机

制产生不同的倾向. 正如Shao和Paschek等人
[83,90]

所指

出的, Trp-cage稳定性和中间结构对蛋白质力场和水

模型选择具有显著依赖关系. 本课题组统计发现, 采

用OPLSAA/L或CHARMM(22, 27)力场模拟结果都更

倾向于支持成核-聚集模型和多种路径折叠模型; 而

AMBER力场对上述三种折叠模型存在不同程度的支

持, 这可能与其力场版本较多有一定关系, 但它更倾向

于支持扩散-碰撞模型, 这可能与AMBER(ff03, ff99SB,
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ff94)力场过分强调螺旋结构稳定性有关
[65].此外,现有

模拟结果已证实, 使用这些力场大部分轨迹可正确折

叠成天然态结构, 但也存在一些轨迹发生解折叠或折

叠为假天然态结构 (pseudonat ive s t ruc ture) (图
3E)[72,81,91]. 因此, 现有力场的参数精度能否客观有效

地描述残基间相互作用及其对蛋白质结构的影响仍是

一个重要的问题.

3 模型蛋白Trp-cage残基互作对其结构和
折叠转变过程的影响

3.1 带电残基对结构和折叠转变过程的影响

在模拟计算实验中为提高蛋白质的稳定性, 降低

末端残基对结构折叠的影响, 研究人员通常对蛋白质

结构进行封端处理, 即分别在蛋白质结构的N-端添加

乙酰基(Ac-)、C-端添加甲基(-CH3)以消除末端点电

荷. 然而在正常生理条件下蛋白质的末端携带有两性

离子, 即具有带正电荷的N-端(-NH3
+)和带负电荷的C-

端(-COO−). 因此, 在模拟体系中保留蛋白质两端两性

离子, 使之与生理条件下的结构保持一致具有重要意

义. English和García[92]使用REMD模拟对模型蛋白Trp-
cage的末端点电荷对其折叠的影响进行了探索并发

现, 相比于封端, 带电端的加入使Trp-cage模拟平衡时

间增加了约2.5倍, 并且还在折叠过程中额外形成了两

个亚稳态(折叠中间态和具有β-片层的构象态). 与提高

温度不改变蛋白质的折叠路径类似, Trp-cage末端电

荷态的变化仅增加了模拟平衡的时间长度, 并不改变

最终折叠构象. 这同样表明, 即使Trp-cage这样的小型

蛋白质, 其折叠自由能地形图也可能是极其复杂的, 并
且会由于序列电荷态的简单变化而发生显著改变.

在模拟体系中, 模型蛋白Trp-cage不仅存在C-端
和N-端的点电荷, 其自身结构体系中还包含了K8, D9
和R16三个携带电荷的氨基酸残基, 并且残基D9-R16
形成盐桥相互作用. 正如2.2节折叠机制中所述, 在折

叠过程中存在由盐桥稳定的折叠中间态结构. 并且

Perczel课题组
[22,23]

通过CD、NMR实验和MD模拟也

发现, 与拥有盐桥的结构(Tc5b或D9E)相比, 缺少盐桥

的D9N和D9S突变体消除了COO−
侧链, 使折叠中间体

失稳,而在保留COO−
侧链的突变体(D9E)中,却未发现

其对中间态稳定性有显著影响, 并且在酸性pH条件下

野生态Trp-cage中间体的数量显著高于盐桥缺失突变

体. 这些研究都表明, D9-R16盐桥的形成对Trp-cage折
叠中间态的形成和稳定发挥重要的作用

[15,17,87]. Kim等

人
[64]

通过对模拟轨迹分析发现, 尽管盐桥的早期形成

图 4 模型蛋白Trp-cage在285 K, 300 K, 315 K和325 K温度下的折叠动力学网络
[75~77]. 箭头线的宽度与聚类间的转换数成正

比, 这里仅表示“主要”转换, 且其转换数量大于10
Figure 4 The Trp-cage folding kinetic network at temperatures of 285 K, 300 K, 315 K and 325 K[75~77]. The widths of the arrow lines are
proportional to the net numbers of inter-cluster transitions. Only “main” transitions are displayed, for which the net number of transitions is larger than
ten
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可以加速Trp-cage的折叠动力学, 但是这也成为结构

后期进一步折叠转变的阻碍, 因为中间态结构折叠转

换至天然态结构必须打破盐桥, 这就导致了长期存在

的亚稳定中间态. Andersen课题组
[42]

通过NMR和CD
实验检测了D9E, D9R&R16E, R16Orn(Orn为鸟氨酸),
D9E&R16Orn, R16K和D9E&R16K共6种TC10b盐桥突

变体发现, D9/R16盐桥在折叠协同性和折叠稳定性方

面是最优的, 并且电离的D9显著降低了螺旋结构的固

有螺旋度, 并认为这是保持结构折叠稳定性的必要条

件. 当然, 在对盐桥突变体的探索中也形成了一些相

对稳定的体系, 例如TC6a[24](TC5b的D9N突变体), Wu
和Narsimhan[25]称之为TC5c和TC6b(TC5b的D9E突
变体).

另一个携带正电荷的残基K8并未参与疏水核的

形成, 但是其形成的氢键相互作用有助于增强α-螺旋

的稳定. 吴晓敏和蒋帆等人
[41,43]

分别对残基K8突变体

K8G(TC5b)和K8A(TC10b)进行研究, 发现K8突变均

导致了α-螺旋的稳定性变差且形成较晚, 但是这对最

终结构的影响不大(均方根偏差(root mean squared de-
viation, RMSD): K8G为1.4 Å; K8A为0.33 Å). 这些结

果均表明, K8在Trp-cage折叠过程中并未发挥主要作

用, 但是其残基氢键对螺旋结构的稳定性具有一定影

响. 通过总结发现, 末端残基电荷态的改变会导致结

构折叠平衡时间的延长, 但这并未影响其最终形成的

折叠结构; 盐桥在模型蛋白Trp-cage的折叠转变和结

构稳定中发挥重要作用, 而携带正电荷的残基K8虽然

未对最终的折叠结构产生影响, 但其对局域二级结构

α-螺旋的稳定性仍具有重要贡献.

3.2 疏水残基对结构和折叠转变过程的影响

在模型蛋白Trp-cage的折叠过程中, 残基W6侧链

吲哚环与残基Y3、P12和P19侧链之间的疏水相互作

用是其结构快速折叠的主要驱动力, 并且残基W6的侧

链吲哚环的包埋还是其结构折叠至天然态的关键步

骤. Rogne等人
[34]

通过构建W6G突变体消除W6侧链吲

哚环发现, 关键疏水相互作用的缺失导致结构形成错

误的疏水塌缩构象, 同时还阻碍了二级结构的正确形

成. 而Chowdhury等人
[32]

构建的W6F突变体模拟结果

表明, W6F突变体折叠速度非常快, 且与野生型的折

叠路径相似, 但其结构稳定性较差. Rogne与Chowdh-
ury结果差异的原因在于残基G6的侧链仅为一个氢原

子, 而残基F6仍存在疏水性的侧链, 但是W6侧链吲哚

环的缺失同样无法稳定结构. 在对Trp-cage结构稳定

性的探讨中, 吴晓敏等人
[43]

通过模拟发现, 构建的

W6G突变体快速从天然态构象折叠转变至无规则卷

曲构象, 且结构中疏水核松散并发生水合作用, 大量的

天然接触与氢键作用都受到破坏. 上述这些研究从不

同的角度证明了残基W6吲哚环对整个模型蛋白的折

叠与稳定都发挥最为关键的作用.
其他疏水残基(Y3, L7, P12, P17, P18, P19)虽然也

参与了疏水核的构建, 但是这些残基对Trp-cage的折

叠和稳定的贡献存在差异. Andersen和吴晓敏课题

组
[18,43]

的研究发现, P19A和P19G突变体均会导致结构

出现显著的不稳定, 而且Y3A突变体同P19A突变一样

不稳定, 这表明T3/P19, Y3/W6和P19/W6疏水相互作

用对于结构稳定性发挥着同等重要的作用
[44]. 尽管

Y3A突变体具有低稳定性, 但这并未影响Trp-cage
(TC10b)折叠至近天然构象(RMSD为0.42 Å)[41]. 与残

基Y3类似, 残基L7(突变体L7G/L7A[18,43])同样被发现

对结构稳定性具有重要影响, 但是对结构折叠并未产

生较大的影响
[41]. 而其他三个脯氨酸的杂环毗咯烷环

侧链同样参与了疏水核的形成, 但通过构建突变体发

现, 其对于结构稳定的影响显著低于残基P19[43]. 在对

脯氨酸的研究过程中, Gai课题组
[40]

基于W6/W12叠合

可产生更强的疏水效应并极大地提高折叠速率(1 μs)
设计了“Trp2-cage”(突变体P12W), 这种设计还加强了

残基的侧链包埋程度, 使其Tm值(melting temperature)
值由42℃增加至56.9℃[34,35,54].

3.3 氢键网络对结构和折叠转变过程的影响

密集且复杂的氢键网络同样对Trp-cage的折叠转

变和结构稳定发挥着重要作用. Barua和Andersen[33]发
现, W6H突变会破坏埋藏的W6侧链吲哚环上的氨基

与R16的羰基氧(W6-indole–NHε1→O=C–R16)原子之

间的长程氢键, 导致部分暴露在水溶剂中. 而在野生型

中, 这种埋藏的氢键对W6吲哚环的稳定性和折叠形成

都有显著贡献, 而末端残基与溶剂水分子之间的氢键

作用却并未对Trp-cage的稳定性产生显著的影响. 通

过对N1G、L2G和S20G三个突变体的模拟发现, 这些

突变体的优势构象中仍具有完整紧凑的疏水核. 这表

明Trp-cage结构中末端残基突变不会引起结构稳定性

的降低, 但会引起结构两端局域构象自由度的增加, 这
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是由于末端残基与溶剂水发生的氢键作用以及侧链摆

动作用远低于邻近残基Y3/P19之间的疏水叠合稳定

作用. 但是通过对末端残基引入额外的电荷却会对结

构折叠和稳定产生显著的影响. 如Taricska等人
[93]

构

建的N1R突变体并未与C-端形成盐桥相互作用, 反而

由于α-螺旋偶极子与R1的正电荷冲突导致了88%构象

总体呈U型未折叠态. 而TC9b的N1D突变体(TC10b)[18]

具有更大的螺旋N-cap倾向(特别是在其电离状态下),
稳定性获得显著提高.

此外, 310-螺旋结构上的残基对结构的折叠和稳定

也具有一定的作用, 如Andersen课题组
[15]

在设计Trp-
cage时发现, G11在不同的Trp-cage突变体中都是保守

的 , 因此G11的氨基与W6、L7的羰基氧 (G11–
NH→O=C–W6和/或G11–NH→L7–C=O)之间不断交

换形成包埋在结构内部的长程氢键, 与前文提及的W6
侧链吲哚环上的氨基与R16的羰基氧形成的氢键对

Trp-cage的折叠形成发挥重要的协同作用. Nanda和
Andersen等课题组

[28,37,38,54]
通过构建残基G10突变体

G10DA和G10DQ发现, L-型氨基酸被D-型氨基酸替换

降低构象熵值来增加结构的热力学稳定性. 另外, 具

有相同侧链的氨基酸残基(S13和S14)由于其侧链所处

位置的不同导致其对结构稳定性的贡献程度也不同.
S14侧链上的羟基处于模型蛋白Trp-cage天然态结构

的内部, 与其他氨基酸侧链形成了较强的内部氢键作

用(S14–OH→O=C–D9, R16–NH→OH–S14)和天然接

触(S14–D9, S14–G10, S14–G11, S14–P12, S14–R16).
在突变体S14G中, 由于被侧链仅有氢原子的甘氨酸所

替换, 导致这些特殊的稳定结构的作用力受到破坏, 因
此S14的点突变导致了结构中N-端α-螺旋局部结构解

旋松散和S14所涉及形成氢键的断裂. 残基突变于S14
引起结构不稳定的程度远超过突变于S13上. 尽管氢

键作用对整个结构折叠稳定的贡献是相当小的, 每个

氢键作用形成的能量仅在5 kJ级或更少, 这也反映出

结构在去折叠态中与溶剂水发生氢键作用的补偿效

应
[94], 而蛋白结构从去折叠态到折叠态转变形成中,

这种极性基团与溶剂水形成氢键作用被结构内部极性

基团间形成的氢键所取代需要的成本则会大于

20 kJ[95]. 因此, 氢键作用对于蛋白结构稳定与折叠转

变影响的程度一方面取决于残基侧链特性本身, 另一

方面与其所处的位置和朝向以及侧链本身稳定度都存

在紧密联系.

4 外在环境因素对其折叠态结构稳定和形
成过程的影响(温度、压力和pH)

当外部环境因素(温度、压力和pH等)改变时, 蛋

白质的稳定性将不可避免的受到影响, 其结构的变化

必定会导致生物学功能的损失甚至丧失. 因此外部环

境因素对蛋白质折叠和稳定的影响的研究有助于人

们理解在极端环境(如低温、高温、高压和低pH等)
下生物的生长代谢机制, 同时为蛋白质类食品、生物

制品的制备、储存和运输提供合理的设计改进方向

(特别是治疗糖尿病所需的胰岛素和艾塞那肽(Trp-
cage的前体)等蛋白类药物仍需在低温下储存使用).
模型蛋白Trp-cage的实验Tm值为315 K, 这意味着在温

度高于315 K时, Trp-cage会出现变性展开
[96,97]; 而在

更高的温度下, Trp-cage结构完全解折叠变性且二级

和三级结构完全丧失, 结构内部的疏水残基均暴露于

溶液中
[98].

与高温吸热变性不同, Kim和Taricska等人
[93,98]

发

现, 在210 K的低温下, Trp-cage变性是由于肽链结构

局部发生解折叠, 进而导致结构内分子间接触减少,
残基间距离增大(W6-S14), 蛋白-水氢键数量增加, 并

且D9-R16盐桥缺失; 但其中二级结构α-螺旋在低温中

能够继续保留, 且结构稳定性有所增加, 虽然在低温

条件下也可观察到310-螺旋, 但是其位置向C-端位移

(310-螺旋中心向S14移动), 并且这种位移伴随着水侵

入Trp-cage核心和内部埋藏的疏水残基发生水合作用.
另外, 通过计算显示, 低温展开Trp-cage能量的主要贡

献来自于亲水性残基的水化, 但这种低温引起的结构

解折叠变性既没有导致溶剂可及表面积(solvent acces-
sible surface areas, SASA)的显著增加, 也没有导致回

旋半径(radius of gyration, Rg)的显著增加. 这也进一步

支持了冷变性导致分子内相互作用放松而不是蛋白质

骨架大量展开的观点
[93]. 在冷变性的过程中, Trp-cage

可保留紧凑的天然结构, 形成一种渗透溶剂的状态, 而
不是展开. 但是在高压下, 冷变性导致二级和三级结构

产生更大的破坏, 此时冷变性和热变性表现出渐进的

相似性
[99]. 如图5所示, 在压力-温度(P-T)平面内, 蛋白

质的稳定性呈椭圆区域. 在室温及以上的温度下, 结构

的稳定性随着压力的增加反而降低, 但在较低的温度

下(250 K), 结构对压力呈现非单调依赖的关系.
除温度和压力外, 另一个对蛋白质具有重要影响
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的因素是pH值. Taricska等人
[93]

通过NMR实验发现, 当
pH<3时, 模型蛋白Trp-cage的主导构象与其冷变性时

的构象非常相似, 并且结构中的D9-R16盐桥消失, 同

时结构中还存在1%的无规卷曲构象. 与Taricska等人

的研究结果相一致, Kitazawa等人
[100]

同样通过NMR
实验发现Trp-cage在pH<3时光谱色散值较低, 表明结

构中存在无规卷曲构象. Andersen课题组
[27]

的最新文

献表明, 在Trp-cage折叠状态下, N-cap的D1残基

(TC10b-TC16b)、D9-R16盐桥、肽链两端残基之间的

相互作用以及残基D9侧链参与的相互作用等众多稳

定结构的相互作用都具有很强的pH依赖性. 因此, 他

们对Trp-cage结构体系进行优化并最终获得了TC13b,
TC15b, T2C15b和TC16b等众多在pH=2.5下稳定的Trp-
cage体系.

除本文讨论概述的温度、压力和pH三种外在因

素对Trp-cage结构和折叠的影响外, 还有很多外在环

境因素对其结构产生影响. 例如, 模型蛋白Trp-cage在
无机和有机材料表面

[101~105]
、拥挤环境

[106~108]
和溶剂

中含有变性剂、稳定剂
[49,84,88,109~118]

、分子伴侣
[119,120]

等一系列环境因素下的折叠动力学研究, 将为人们全

面深入理解结构内因与外因协同作用影响蛋白结构与

功能提供重要参考.

5 总结与展望

蛋白质残基间相互作用、结构折叠转变及其二者

关系一直是结构生物学的研究重点. 本文以模型蛋白

Trp-cage为例首先详细介绍了已报道的该蛋白所有结

构体系类型和各自典型特征,重点描述了TC5b, TC10b
和Retro Trp-cage三个重要结构体系, 并以经典模型

TC5b和TC10b为例详细分析阐明了其结构组成、残

基间相互作用类型及其侧链位置属性. 针对该模型蛋

白结构折叠模型类型的研究予以归纳, 可分为两态和

非两态折叠模型两类, 并将后者非两态折叠模型按照

折叠形成事件的差异进一步分为成核-聚集模型、扩

散-碰撞模型和多种路径折叠模型. 同时讨论了不同折

叠模型之间的相互转换及其与温度、力场之间的关

系. 另外, 本文进一步分析了影响模型蛋白结构的内在

因素和外在环境因素: 带电残基、疏水残基、氢键网

络、温度、压力、pH值. 阐明这些因素对蛋白结构稳

定性和折叠动力学行为的影响不仅是各个因素的独立

分析探讨, 更重要的是搞清楚这些因素之间是如何协

同影响调控蛋白结构和其折叠转变过程. 同时, 细胞

内蛋白结构稳定平衡和折叠动力学行为的调控不仅受

到上述内外因素的影响, 还会受到拥挤环境、分子伴

侣等各种潜在内外因素的共同影响, 这些影响因素及

其协同效应的阐明不仅有助于人们理解蛋白结构平衡

稳定和折叠转变的驱动力成因, 也为进一步结构调控

和优化设计提供了理论指导.
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Computational and experimental studies on the influence of the
Trp-cage inter-residue interactions and other external factors on its

structural and folding stability

WU XiaoMin1, ZHANG XiaoChun1, WANG Meng1, HUANG ZhuoRan1, ZHANG XingWang1,
ZHANG Qiang1 & XU ChengZhen2

1 Anhui Province Key Laboratory of Pollutant Sensitive Materials and Environmental Remediation, College of Life Sciences, Huaibei Normal
University, Huaibei 235000, China;

2 College of Computer Science and Technology, Huaibei Normal University, Huaibei 235000, China

The major driving force of protein folding depends on their inter-residue interactions, especially for sidechain-sidechain interactions.
The Trp-cage is a fast-folding mini-protein, which has already been acknowledged as an ideal model for tackling complicated folding-
related problems of proteins. Although this protein model is merely composed of 20 amino acid residues, it exhibits an extremely
complex interaction network between residues with different types of sidechain orientation. Because current force fields exhibit
different degrees of accuracy inadequacies in the descriptions of atomic interactions, it remains a matter of debate at what stage of
folding the helix, hydrophobic cluster and salt-bridge is being conclusively formed in its possible folding mechanisms. The structures
and mutations of all the Trp-cage system reported since 2002 are summarized in this paper, and its two typical structures (TC5b and
TC10b) are taken as examples to summarize the composition and types of their inter-residue interactions as well as the sidechain
features and orientations. Meanwhile, the recent computational and experimental studies of several possible folding mechanisms are
also generalized and discussed, and their relationships with simulation temperature and force field as well as the switching from one
folding pathway to the other are also discussed in detail. Finally, the effects of numerous factors on structural stability and folding
dynamics have been elaborately discussed, including different types of inter-residue interactions (such as salt-bridge, hydrophobic and
hydrogen-bonding interactions) and environmental factors (such as temperature, pressure, pH and other potential factors). We also
propose that the clarification of the above factors and their synergistic effects are beneficial not only to reveal the driving force of
protein stabilization and rapid formation, but also to provide theoretical guidance for further structural regulation and optimal design.

Trp-cage mini-protein model, inter-residue interactions, folding model, residue mutation, sidechain orientation
and property
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