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摘　要：本文概述了研究蛋白质动力学的核磁共振波谱的基本概念和方法，并分析了其在不同时间尺度的

应用能力。结合过去十年蛋白质设施核磁共振分析系统涉及的蛋白质动力学研究成果，阐述了近年来在蛋

白质结构、动力学、相互作用与功能关系研究的进展。文章重点讨论了以下六个方面：(1)天然无规蛋白质

(IDP/IDR) 的动力学和相互作用与功能的关系；(2)甲基转移酶的构象动态性及功能调控与催化特异性的关

系；(3)单次跨膜蛋白质的胞外区域动态结构、跨膜区多聚结构与受体自抑制及跨膜信号传递的关系；(4)
免疫受体近膜区及其胞内区域的动态相互作用与受体活化调控的关系；(5)GPCR 膜蛋白的大幅度动态性与

多步骤配体选择性的关系；(6)细胞原位环境蛋白质的动力学和相互作用与蛋白质折叠的关系。
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Abstract: This article provides an overview of the basic concepts and methods of nuclear magnetic resonance 
(NMR) spectroscopy for studying protein dynamics and its application capabilities at different time scales. Based on 
the research results of protein dynamics related to our NMR system of NFPS in the past decade, this article 
elaborates on the recent progress in the study of protein structure, dynamics, interactions, and functional 
relationships. It focuses on the following six aspects: (1) the dynamics, interactions, and functional relationships of 
intrinsic disorded proteins (IDP/IDR); (2) The relationship between the conformational dynamics and functional 
regulation of methyltransferase and its catalytic specificity; (3) The relationship between the dynamic structures of 
the extracellular region of a single transmembrane protein, the multimeric structure of the transmembrane region, 
receptor self inhibition, and transmembrane signal transduction; (4) The dynamic interaction between the near 
membrane and intracellular regions of immune receptors and its regulation of receptor activation; (5) The 
relationship between the significant dynamics of GPCR membrane proteins and its multi-step ligand selectivity; (6) 
The relationship between the dynamics, interactions and folding of proteins in situ by In-Cell NMR methods.
Key words: NMR; protein structure and dynamics; interaction and function

蛋白质的动力学 (Dynamics) 涉及非常复杂的

动态结构变化、构象交换，甚至系综构象的热力学

平衡等现象，动力学与功能密切相关 [1-3]。从分子

运动的角度，蛋白质的动力学可以被定义为原子坐

标随时间的波动和协同运动，其时间尺度可以跨越

飞秒到秒数量级，从小尺度波动到系综的相变过程，

对应着蛋白质不同时间尺度的结构与动力学变化。

例如，蛋白质上原子的振动发生在 fs~ps 时间尺度，

侧链的甲基轴对称旋转最快发生在 ps~ns 时间尺度，

酶的活性位点氨基酸残基的动力学被证明发生在

ps~μm 时间尺度，而蛋白质折叠过程中结构域的

运动和系综构象交换等现象可能发生在 μs~s 时间

尺度 [1-3]。

从能量超曲面 (Energy Landscapes)模型的角度 [4]，

蛋白质的动力学可以被定义为各种能量状态的结构

系综、构象波动及不同状态之间的构象交换现象。

关于蛋白质动力学的测量，原则上就是对能量超曲

面的动态结构和构象交换现象进行完整的描述 ( 图
1)。理论上，对蛋白质结构与动力学的完整表征需

要明确：(1) 每个构象状态中每个原子的三维坐标；

(2) 每个构象状态的布居数；(3) 构象状态间的转换

速率和路径。核磁共振波谱方法可以同时获得蛋白

质的原子分辨率结构、不同状态的布居数、构象交

换速率和动态性等不同时间尺度的动力学信息。

1　研究蛋白质动力学和动态相互作用的核磁

共振波谱的基本概念和方法

1.1　化学交换

原子在不同状态之间进行交换时，原子核周围

的化学环境会发生变化，从而引发其核磁信号的改

变，这种现象被称作化学交换 [1, 5, 6]。化学交换对核

磁信号的化学位移、谱峰强度和弛豫速率等各种观

察量的改变，为我们提供了研究交换过程中的动力

学及热力学性质的机会。为了说明化学交换的机制，

本文使用最简单的两态交换模型来描述化学交换过

程，我们可以用下式表示核自旋在 A、B 两种状态

之间的交换：

                                                                         (1.1)

其中 k1 和 k2 分别是从 A 到 B 和从 B 到 A 的

转化速率常数。整体的平衡常数定义为：

                                                                         (1.2)
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平衡状态时，两种状态所占的布居数分别为：

                                   和                                  (1.3)

为了方便描述不同时间尺度的交换，我们定义

表观交换速率 Kex 和 A、B 两态间的化学位移差值

△ ω 为：

                                                                         (1.4)
                                                                         (1.5)

依据 Kex 与△ ω 间的大小关系，可以将化学交

换分为快交换、慢交换及中等交换三种类型 ( 图 2 )。
1.2　动力学实验总结

常规的核磁共振动力学方法 [7, 8] 通过测量 1H、
13C 或 15N 核的纵向弛豫速率 (R1)、横向弛豫速率 (R2)
和异核 Overhauser (NOE) 效应等弛豫相关参数，提

供 ps~ns 时间尺度运动的精细信息 ( 图 3a)。在这些

弛豫参数中，异核 NOE 对 ps~ns 时间尺度上的快

速动态性极为敏感，R2/R1 的比值通常反映旋转

运动的各向异性，同时还包含着构象交换相关信息。

近年来，国际上发展了很多新的核磁共振动力

学实验 ( 图 3)，用于测量蛋白质的动力学信息及其

对蛋白质功能的影响。例如，适合慢交换体系的纵

向磁化交换 (ZZ-EXSY) 实验
[9]( 图 3b)、适合慢到

中等交换体系的化学交换饱和转移 (CEST) 实验 [10, 11]

( 图 3c)、适合快交换体系的弛豫色散 (CPMG, RD)
实验 [12, 13]( 图 3d) 和自旋锁定横向弛豫速率 (R1ρ) 实
验 ( 图 3e)[14, 15]，这四种实验都可以准确地测量

μs~s 范围的构象交换信息。此外，残留偶极耦合

(RDCs) 实验 [16, 17] 和顺磁弛豫增强 (PRE) 实验 [18]

则可以提供更宽时间尺度范围 (ps~ms) 的动态结构

信息。实时核磁 (Real-time NMR) 实验 [19] 和氢氘交

换 (H/D exchange NMR) 实验 [20, 21] ( 图 3a) 则适合研

究时间尺度是秒量级的动力学过程。上述动力学实

验方法的具体介绍可以参考其他专门的综述 [7, 8, 22]，

用户可根据研究系统的动态特性来选择最合适的

方法。

对于存在慢交换动力学特征的蛋白质体系，通

过 CEST、CPMG (RD) 等实验可以获得低丰度激发

态的化学位移，但其中缺乏精确的结构信息。通过

对蛋白质进行镧系金属顺磁标记可以获取赝接触位

移 (PCS)，其中富含距离、角度结构信息。蛋白质

设施的用户 —— 中国科学技术大学阮科课题组将

CEST 和 PCS 联用，发展出新的动力学实验方法

PCS-CEST，可以测量慢交换蛋白质体系低丰度激

发态 15N 原子的 PCS[23]( 图 4)。该技术通过观测基

态信号随照射频率的变化，间接测量出低丰度“不

图中每个状态的布居数(P)由其自由能 (G = -KB T log(P) )决定，能量最小值对应于布居数最大的稳定状态，而最大值反映的是

短暂的过渡状态。能量势垒的高度与状态间随机转换所需的时间尺度成正比。蛋白质内在的结构柔性、分子相互作用和环境

因子等影响因素都会导致能量超曲面内的状态再分配和动力学轨迹/轮廓的改变，这些动力学变化都可能伴随着蛋白质功能

的调控变化。

图1  蛋白质的能量超曲面模型(n维空间)，在构象坐标系中投影(二维空间)形成的自由能景观示意图
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可见”状态的 PCS，从而转化成珍贵的距离和角度

信息。这对于那些有一种状态信号较差，而另一种

状态信号良好的慢交换蛋白质体系尤为有用。

对于存在中等交换动力学特征的蛋白质与配体

相互作用体系，由于谱线加宽非常严重，配体的谱

峰甚至可能消失，常规核磁方法很难测量这类情况。

阮科课题组通过将 PCS 与 CEST 联用的 19F-PCS-CEST
技术，利用一维 CEST 实验获取配体 19F 原子的 PCS
约束，在分子对接给出的构象池中成功过滤出与实

验数据吻合的结合态构象，结果与类似物的晶体复

图中a~d展示了A和B两种状态的交换速率从1 Hz 到105 Hz 时的谱图线型变化。假设A状态和B状态的比例分别占60%和40%，

二者化学位移ωA和ωB相差200 Hz。a谱图表示慢交换，b谱图和c谱图表示中等交换，d谱图表示快交换。

图2  化学交换对核磁共振谱图线型的影响示意图

图3  不同时间尺度的核磁动力学实验方法总结示意图 
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合物结构一致。该方法适用于核磁中等交换、小分

子水溶性差等困难情形 [24]。同样，通过 PCS 与 RD 联

用的 1H-PCS-RD 技术，可以解析传统方法较难研究

的中等交换时间尺度的蛋白质与配体复合物结构 [25]。

2　蛋白质设施核磁分析系统合作和支撑用户

的蛋白质动力学与功能研究成果

2.1　天然无规蛋白质(IDP/IDR)的动力学和相互作

用与功能的关系

真核生物细胞内存在大量 IDP/IDR，其缺乏稳

定折叠的三维空间结构，从而挑战了蛋白质生物化

学中的经典“结构 - 功能”关系范式。由于 IDP/
IDR 以快速转换的动态构象系综存在，其潜在的功

能优势之一是能以不同的构象与多种配体发生动态

相互作用，从而调控生物学功能的动态变化。下面

两个研究实例很有代表性。

2.1.1　两个IDP/IDR动态相互作用的结构特征和分

子机制

IDP/IDR 在分子识别过程中表现出极大的多样

性。越来越多的 IDP/IDR 被发现形成“模糊复合物”。

模糊性概念广泛，涵盖了 IDP/IDR 涉及的具有动态

和多价特征的蛋白质 - 蛋白质相互作用，其复合物

具有构象异质性、混杂的结合特性和动力学特征。

王文宁课题组通过结合核磁共振方法以及分子

动力学模拟，确定了 4.1G-CTD 与 NuMA 两个 IDP/
IDR 结合的分子机制 [26]，其特征为 4.1G-CTD 中疏

水区域 (βA 和 βB 基序 ) 之间特定堆积形成分子识

别“热点”。NMR 实验结果表明，酸性条件导致

4.1G-CTD 的 β-strand 二级结构含量减少，加速其

骨架动力学并减弱其分子内堆积，表明三级结构属

性和稳定的局部结构排列对于二者模糊相互作用中

的分子识别至关重要。该工作揭示了 IDP 分子识别

的新机制，表明模糊结合的特异性不仅源于两个

IDP 上“热点”基序的物理化学互补性，还取决于

固有无序的 4.1G-CTD 紧凑的三维构象特征。

2.1.2　液-液相分离中IDP驱动的瞬态相互作用及其

精细调控机制

蛋白质的液 - 液相分离 (LLPS) 被广泛认为是

细胞内构建无膜亚结构、调控信号转导与基因表达

等多种关键生命过程的重要机制。这一病理过程与

包括肌萎缩侧索硬化症 (ALS) 在内的多种神经退行

性疾病密切相关。

刘聪课题组聚焦于 ALS 关键致病蛋白 FUS 的

相分离行为研究，发现分子伴侣 Hsp27 在正常生理

条件下以高聚体形式存在，能够有效抑制 FUS 的

LLPS 及其向 LSPT 的转变 [27]。通过核磁滴定和

图4  PCS-CEST测量蛋白质激发态15N原子PCS的实验方法示意图[23] 
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PRE 实验，研究团队系统揭示了 Hsp27 通过其天然

无序的 N 端结构特异性结合 FUS 的低复杂度结构

域，抑制其介导的分子间相互作用与相分离。在细

胞遭受应激刺激时，Hsp27 的 N 端三个位点会发生

磷酸化，导致其高聚体部分解聚并形成磷酸化状态。

更为重要的是，磷酸化的 Hsp27 不仅削弱了其抑制

FUS LLPS 的能力，还可与 FUS 发生共相分离，从

而以一种保护方式维持 FUS 处于可逆的液相，有

效阻止其进一步转化为致病性淀粉样聚集体。

该研究凸显了核磁共振在解析蛋白质 LLPS 的

分子机制中的独特优势。与传统结构生物学手段 (如
X 射线晶体学或冷冻电镜 ) 相比，核磁方法在测定

IDP 与其相互作用伙伴之间的高度动态或瞬态的结

合界面和机制方面具有明显优势。

2.2　甲基转移酶的构象动态性及功能调控与催化特

异性的关系

酶“结构与动力学”的关系可以比作“肉体与

灵魂”的关系，晶体结构往往仅反映静态稳定构象，

难以捕捉酶的柔性区域在溶液中可能存在的动态

构象。以下案例巧妙地结合晶体学与液体核磁方

法，证明了酶关键残基动力学是其催化特异性的

“灵魂”。

2.2.1　构建基于19F-NMR标记的动态结构分析体

系，研究辅助蛋白诱导MLL酶活性构象的形成机制

组蛋白 H3K4 位点的甲基化修饰由 MLL 家族

甲基转移酶介导，该家族不同成员在催化能力和产

物特异性方面表现出显著差异。MLL 家族蛋白本

身催化活性较弱，需在辅助蛋白 RBBP5-ASH2L 的

作用下被激活。MLL3SET 与 MLL1SET 在游离状态和

与 RBBP5-ASH2L 复合状态下的结构比较显示，

SET-I 区域发生显著构象重排。陈勇课题组在 SET
结构域引入三氟甲基苯丙氨酸 (tfmF)，并利用
19F-NMR 对溶液状态下的局部构象进行监测 [28]。结

果显示，位于 SET-I 区域的 F4827tfmF 在游离状态

下显示两个峰，提示存在快速交换的多构象状态，

而与 RBBP5-ASH2L 结合后信号转为单峰，表明该

区域构象趋于稳定；相比之下，SET-N区域的Y4762tfmF
未显示显著变化。这些结果说明 SET-I 区域的构象

动态性受到辅助蛋白的特异性调控。该工作展现了
19F-NMR 技术在研究柔性区域构象动态变化过程中

的独特优势。

2.2.2　保守酪氨酸(Y1和Y2)的动态特性共同决定

MLL家族酶的产物特异性

尽管 MLL 家族甲基转移酶在结构上高度保守，

不同成员在产物特异性上仍表现出一定的差异。具

体表现为它们在催化 H3K4 从 me1 至 me2 以及 me2
至 me3 的过程中效率不同。为了揭示其分子基础，

陈勇课题组聚焦于活性中心中两个保守酪氨酸残基

(Y1 和 Y2) 在不同 MLL 复合物中的构象状态与动

态行为。研究组解析了 MLL1 复合物与不同甲基化

状态的底物 (H3K4me0、me1、me2) 以及 MLL3 复

合物与 H3K4me0 结合的晶体结构，结果显示两者

活性位点高度相似，赖氨酸 K4 侧链被一系列保守

的芳香族和疏水残基包围。进一步比较发现，MLL1
在结合不同甲基化状态的底物时，SET 结构域构象

基本不变，说明底物甲基化状态并未引发底物结合

口袋的构象重排。因此，产物特异性的差异更可能

来源于构象动态性的调控，而非静态结构差异。

为探究其动态基础，研究者在两个关键酪氨酸

位点 (Y1 和 Y2) 引入 tfmF，并通过 19F-NMR 分析其

构象变化 [29]。结果发现，MLL3 中的 Y1 (Y4884tfmF)
仅显示单一谱峰，表明该位点构象稳定；而 MLL1 
(Y3942tfmF) 和 SET1B (Y1898tfmF) 则表现为多峰，

反映其具有更高的构象灵活性。在 Y2 位点，SET1B
的 Y1813tfmF 呈现更宽的峰形和更多的构象态，动

态性最强，MLL1 则相对较弱。这些结果提示，Y1
和 Y2 的构象动态性共同决定不同 MLL 复合物在

多甲基化反应过程中的催化效率和产物特异性。

2.3　单次跨膜蛋白质的胞外区域动态结构、跨膜区

多聚结构与受体自抑制及跨膜信号传递的关系

受体介导的信号转导在细胞命运中发挥关键作

用，其中肿瘤坏死因子受体 (TNFR) 超家族的跨膜

区 (TMH) 结构长期以来被视为信号传递的“静默

参与者”，对膜受体仅起到膜上定位的功能。以下

案例充分发挥核磁方法在膜蛋白质结构和动态研究

中的优势，打破了传统受体激活必须依赖胞外配体

结合的观念。

2.3.1　DR5跨膜螺旋自激活机制，揭示无配体状态

下的寡聚网络动态结构基础

周界文课题组以死亡受体 DR5 为模型，采用

高分辨率核磁共振方法，系统揭示了其跨膜螺旋

TMH 在无配体状态下通过自聚集驱动信号激活的

全新机制。研究团队首先在类脂质双分子层环境

bicelles 中重构 DR5-TMH，捕捉其在膜环境下的真

实构象。通过 NOE 获取分子间精细接触位点，发

现 DR5-TMH 不仅形成稳定三聚体，还进一步组装

为六聚体网状结构。这一高阶寡聚行为由高度保守

的 GXXXG 基序驱动，其中 G213 和 G217 之间存在
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显著的主链 - 侧链 NOE，显示其为二聚体界面核心

残基。三聚体界面则依赖 T219、A222 和 I226 等位

点之间的疏水堆积。通过核磁空间约束信息计算得

到的结构模型，不仅描绘了野生型 DR5-TMH 最小

功能单位的空间组装形式，也明确了其各级聚集界

面的构象基础 [30]。进一步通过细胞切割实验验证该

聚集行为的生理功能，发现胞外结构域 (ECD) 的存

在会阻碍 TMH 聚集，抑制下游信号激活；而一旦

去除 ECD，TMH 即可自发聚集，并促进细胞内信

号复合体的组装与激活，展示了跨膜结构本身即具

备信号转换的能力，这与前人研究的 TNFR 家族的

其他成员存在明显的差异。

2.3.2　DR5胞外结构域结合配体前的动态结构，揭

示细胞因子受体自抑制的动态调控机制 
在解析受体跨膜区自激活机制后，如何避免受

体在静息状态下误激活是理解 DR5 信号精准调控

的核心。周界文课题组针对 DR5 受体，结合化学

位移干扰、PRE 和 NOE 等一系列核磁实验，系统

揭示了其 ECD 在未结合配体时通过特定构象实现

跨膜区聚集自抑制的分子机制 [31]。研究团队首先制

备高纯度的 DR5-ECD 标记样品，借助特定磷脂，

将蛋白单向锚定至含 DMPC-DH7PC 的双分子层

bicelles 中，在类膜环境下开展高分辨核磁共振结构

测定。核磁谱图显示，DR5-ECD 在脂质膜表面发

生构象变化，由溶液中可溶单体转变为具有特定聚

集性的状态，且其中两个非重叠自缔合界面被清晰

解析。随后，利用两种顺磁探针 (16-DSA 和 5-DSA)
进行 PRE 实验，发现 DR5-ECD 并非直立于膜表面，

而是以“匍匐”姿态贴附在脂质层上，导致其与配

体 TRAIL 的结合位点部分被掩埋。这种独特的构

象形成了一种功能上非活化的动态的前聚集态，阻

止跨膜区自发组装并静默受体活性。研究团队还开

发了一种单价纳米抗体，能够靶向干扰 DR5 的自

抑制凝聚界面，进而在无 TRAIL 存在的情况下诱

导其激活。该研究首次从原子层面刻画了细胞因子

受体在配体结合前的自抑制构象机制，也为后续靶

向 ECD 的动态聚集状态开发抑制小分子或抗体类

激动剂提供了结构基础。

2.4　免疫受体近膜区及其胞内区域的动态相互作用

与受体活化调控的关系

 T 细胞作为免疫系统的关键效应细胞，其活化

机制尚未完全阐明。它通过其表面抗原受体 (TCR)
和共刺激、共抑制受体 ( 如 CD28 和 LAG3) 等协同

识别抗原信号，激活下游信号转导网络，启动获得

性免疫应答。如下案例利用核磁共振等方法，揭示

了免疫受体结构动态性和免疫应答的关系。

2.4.1　利用核磁共振揭示CD28和TCR的结构动态

性调控免疫应答的新机制

许琛琦课题组通过核磁共振谱图解析发现

CD28 的胞内区通过其富含碱性残基 (BRS) 基序与

酸性磷脂发生静电互作，将 CD28 胞内区完全地屏

蔽在膜脂双层中，从而阻止 CD28 与下游信号分子

的自动结合 [32]。高分辨率钙成像发现 TCR 活化后

会引发 Ca2+ 在 CD28 周围的富集，通过核磁共振

Ca2+ 滴定发现其能够通过静电竞争来直接打破

CD28 与酸性磷脂的静电互作，从而帮助 CD28 的

活化。该发现解释了CD28对TCR依赖的分子机制，

提出了 TCR-Ca2+-CD28 的正反馈环路模型，为理解

T 细胞的抗原敏感性提供了新思路 [33]。此外，为探

究 T 细胞功能多样性和特异性的结构基础，研究团

队利用溶剂顺磁弛豫增强 (PRE) 技术，测定了

TCR-CD3 复合物中 CD3ε 胞内区与磷脂结合的构象

动态特征，发现部分区域的氨基酸残基 PRE 效应

较低，表明该区域是除 BRS 基序以外的次级膜结

合位点 [34]。这些实验证明，膜脂依赖的 TCR 复合

物构象动态特征很可能是 TCR 传导不同抗原刺激

信号的结构基础。该项工作为理解 T 细胞的抗原特

异性提供新的理论模型。

2.4.2　揭示免疫检查点LAG3由泛素化介导的“埋

藏-释放”动态调控机制及其临床应用前景

免疫检查点 LAG3 靶向药物于 2023 年获得美

国 FDA 批准上市，但其配体结合如何触发 LAG3
活化的分子机制仍不明确。LAG3 近膜区含有 BRS
基序，紧随其后的是关键信号域 FSALE 以及泛素

化位点。为探究 LAG3 的激活机制，研究团队利用

核磁共振检测到 LAG3 的胞内关键信号域与膜脂互

作，被埋藏在细胞膜中，从而隔离信号转导过程；

当配体与 LAG3 受体结合后，泛素化修饰可促使

LAG3 胞内信号域从细胞膜中释放出来，从而有效

激活 LAG3 的免疫检查点功能 [35]。这一泛素化调控

的“埋藏 - 释放”机制为受体活化提供了新范式，

并指导团队开发出新型疗效预测标志物，为靶向免

疫检查点的精准治疗提供了新策略。

2.5　GPCR膜蛋白质的大幅度动态性与多步骤配体

选择性的关系

GPCR膜蛋白质是很多药物的作用靶点，GPCR
及其与药物的复合物电镜和晶体结构都暗示 GPCR
在信号传递过程中必然伴随大幅度的结构变化，然
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而 GPCR 详细的结构动力学研究难度极大。

上海科技大学的 Kurt Wüthrich 课题组基于
19F-NMR 技术研究神经激肽 -1 受体 NK1R 与小分子

药物阿瑞匹坦 (aprepitant) 的结合状态，通过二维

[19F,19F]-EXSY 等实验发现阿瑞匹坦分子上位于 
-61.6 ppm 和 -62.9 ppm 的两个三氟甲基存在着慢交

换现象，交换速率在 6~7 s-1 左右。进一步研究显示，

阿瑞匹坦连接两个三氟甲基的芳环存在翻转运动，

该翻转需要的空间范围至少为 6 Å [36]。作者认为其

跨膜螺旋可能经历类似“呼吸运动”的大尺度运动，

正是这种动态性支持了多步骤的配体选择机制，即

GPCR 大尺度动态性允许大量不同形状和大小的配

体进入并结合，随后通过小尺度的特异性相互作用

精筛，最终决定配体的结合效能。该工作展现了液

体核磁共振方法的优势和不可或缺性。

2.6　细胞原位环境蛋白质的动力学和相互作用与蛋

白质折叠的关系

复杂的细胞环境是否影响和如何影响蛋白质动

态性和折叠是一个重要，但是悬而未决的问题。如

下案例展示了细胞内核磁共振方法的最新技术发展

和应用。

2.6.1　构建测量细胞内蛋白质动态性模型方法，研

究细胞环境弱相互作用对蛋白质动态性的影响机制

姚礼山课题组发展了一种基于蛋白质主链 15N
横向弛豫速率 R2 的核磁共振方法，利用细胞内和

缓冲液中蛋白质 15N R2 弛豫速率差异 (ΔR2) 来表征

细胞内蛋白质主链的动态性。发现蛋白质 GB3L 环 
loop1 区域具有很强的柔性。细胞内蛋白质构象动

态性与缓冲液中获得的结果趋势一致，但是数值大

小有显著差异 [37]。环 loop1 的突变体表明，疏水和

带正电荷的突变与周围大分子的相互作用变强，会

让该区域在细胞内蛋白质环 loop1 变得更加刚性，

即抑制了蛋白质环 loop1 区域的动态性。该工作证

明了细胞内蛋白质与其他生物大分子的弱相互作用

会抑制蛋白质环 loop 的构象动态性，进而可能影响

蛋白质的功能，并进一步凸显了核磁共振在细胞内

直接研究蛋白质性质和功能的重要性。

2.6.2　发展DMC-CPMG 耦合技术，测量细胞内蛋

白质的静电相互作用，解析其与细胞内弱相互作用

的关联机制

研究团队发展了一种基于双突变循环 (DMC)
的 NMR 1H-15N CPMG-RD 方法，应用 CPMG 来测

量不同突变体的折叠动力学数据，结合双突变循环

方法，实现了对蛋白 GB3 的 8 对电荷相互作用的细

胞内原位检测 [38]。研究结果表明细胞内静电作用在

0.8 kcal/mol 到 +0.5 kcal/mol 之间。该方法测量精确

度高，静电误差通常小于 0.1 kcal/mol。进一步的研

究表明，折叠态和解折叠态与细胞环境弱相互作用

都可以影响细胞内蛋白质静电相互作用强弱的大

小。比起折叠态，细胞环境更易于与解折叠态相互

作用，从而削弱蛋白质电荷间的静电相互作用。

2.6.3　测量细胞内蛋白质XH/π相互作用， 探究其

对细胞内蛋白质构象打开-关闭的影响机制 
XH/π 是一种涉及芳香残基的非共价相互作用，

是促进蛋白质折叠的重要作用力，在蛋白质的功能

实施过程中起着举足轻重的作用。研究团队采用前

期提出的 DMC-CPMG 耦合技术方法，测量了细胞

内蛋白质的 N-H/π和 C-H/π相互作用
[39]。结果表明，

与水溶液中的数值相比，细胞内的 N-H/π 和 C-H/π
相互作用更弱。XH/π 相互作用的改变可能会影响

蛋白质的动态性，这一点可以用氢氘 (H/D) 交换实

验来验证。结果显示，细胞内有中等交换的蛋白质

氨基酸残基的氢氘交换速度要快于水溶液中的速

度，表明细胞内蛋白质局部构象更加容易打开，进

而促进氢氘交换。这就证明了细胞内 N-H/π 和 C-H/π
相互作用的削弱导致蛋白质动态性的变化。

3　总结与展望

蛋白质在溶液中通常不会保持一种静态的结构

状态，而是在多种构象之间动态切换。蛋白质之间

的相互作用和协同作用也表现出高度的动态性，其

中协同作用指的是不同分子之间通过相互作用增强

彼此功能的现象。在近生理条件下，如何通过实验

手段准确测量蛋白质动力学信息，是当前生物物理

学和结构生物学领域的重要科学问题。除了分子动

力学模拟外，目前可用于准确获取蛋白质结构和动

态构象分布的实验手段包括核磁共振、时间分辨 X
射线晶体学、小角散射、单颗粒冷冻电镜、高分辨

质谱和单分子荧光共振能量转移等技术。其中，液

体核磁共振技术是唯一能够在近生理条件下同时获

取蛋白质动态结构、构象布居数和构象交换速率的

技术。它可以在原子分辨率水平上测量跨越皮秒到

秒时间尺度的动力学信息 ( 图 5)。
未来，结合不同时间尺度的核磁共振动力学实

验测定方法与超长 (ms 级 ) 分子动力学模拟能力，

对蛋白质动力学和能量超曲面的深入研究，将有助

于对蛋白质结构、动力学、相互作用和功能关系获

得更深入的理解。
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