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蛋白质的氧化重折叠

张渝英 杨开宇"

（中国科学院微生物研究所，北京 !$$$5$）

摘 要 经过近几十年来广泛而深入的研究，蛋白质氧化重折叠的机制已得到相当详细的阐明。!T 在已研究过的

蛋白质中，大多数蛋白质都是沿着多途径而非单一、特定的途径进行氧化重折叠，这与折叠能量景观学说是一致

的。#T 正是氨基酸残基间的天然相互作用而不是非天然的相互作用控制蛋白质的折叠过程。这一结论与含非天

然二硫键的折叠中间体在牛胰蛋白酶抑制剂（BC3J）折叠中所起的重要作用并非相互排斥，因为后者仅仅是进行链

内二硫键重排的化学反应所必需，与控制肽链折叠无直接关系。%T 根据对 BC3J 的研究，二硫键曾被认为仅仅具有

稳定蛋白质天然结构的作用，既不决定折叠途径也不决定其三维构象。这一观点不适用于其它蛋白质。对凝乳酶

原的研究表明，天然二硫键的形成是恢复天然构象的前提。天然二硫键的形成与肽键的正确折叠相辅相成，更具

有普遍意义。UT 在氧化重折叠的早期，二硫键的形成基本上是一个随机过程，随着肽链的折叠二硫键的形成越来

越受折叠中间体构象的限制。提高重组蛋白质的复性产率是生物技术领域中的一个巨大的挑战。除了分子聚集

外，在折叠过程中所形成的二硫键错配分子是导致低复性率的另一个主要原因。氧化重折叠机制的阐明为解决此

问题提供了有益的启示。如上所述，在折叠的后期，二硫键的形成决定于折叠中间体的构象，类天然、有柔性的结

构有利于天然二硫键形成和正确折叠，具有这类结构的分子为有效的折叠中间体，最终都能转变为天然产物；而无

效折叠中间体往往具有稳定的结构，使巯基、二硫键内埋妨碍二硫键重排，并因能垒的障碍不利于进一步折叠。因

此，降低无效折叠中间体的稳定性使之转变为有效折叠中间体是提高含二硫键蛋白质复性率的一条基本原则，实

验证明，碱性 HQ、低温、降低蛋白质稳定性的试剂、蛋白质二硫键异构酶、改变蛋白质一级结构是实现这一原则的

有效手段。此外，这里还就氧化重折叠的基础和应用研究的前景进行了讨论。
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蛋白质的氧化重折叠是一个二硫键形成与构象恢复相

偶联的过程，进行相关研究具有理论意义与实用价值：!T 鉴

定折叠中间体、揭示折叠途径是阐明蛋白质折叠规律的必由

之路，然而，折叠中间体往往是瞬时即逝，难以跟踪与获得，

但含二硫键的中间体可通过化学方法加以捕捉，为研究带来

了便利，因此，氧化重折叠便成为这一领域中基础研究的主

题之一。#T 利用基因工程生产重组蛋白质的障碍之一是复

性，二硫键错配是导致复性率低的一个重要原因，因此，氧化

重折叠的研究便成为生产重组蛋白质无法回避的问题。氧

化重折叠的研究可追溯到 !"6! 年 S-O<-@4- 的先驱性工作，而

重组蛋白质的复性则始于 5$ 年代初基因工程的兴起。在此

期间探讨的核心问题大体上可归纳如下：

# 控制折叠过程的氨基酸残基间的相互作用是否都存

在于天然结构中？非天然的残基间的相互作用（如非天然二

硫键）在折叠中是否也起重要作用？

# 是单一的折叠途径还是多元的折叠途径？

# 二硫键是否只起稳定蛋白质构象的作用而不决定折

叠途径与构象？

# 提高含二硫键蛋白质复性率的关键是什么？有无共

同规律可循？

经过数十年的研究已取得了显著的进展，为总结基本规

律，提出解决实际问题的基本原则提供了可能。本文将就这

两方面结合实例加以论述。

! 蛋白质氧化重折叠的机制

在蛋白质氧化重折叠的研究中，牛胰蛋白酶抑制剂（BC1
3J）!与 W*,@4 S 是了解得最深入的两个模型蛋白，因此先从

这两个蛋白开始，并对有助于澄清上述争论的研究结果一并



加以介绍。

!"#$ 有 三 对 二 硫 键：%&’%&&，%()’%*+，%*,’%&(。

%-./01234［( 5 *］实验室经过 6, 年的研究提出了 !"#$ 的折叠途

径（7/08(’(’9）。变性、还原的分子经过折叠首先形成具有一

对二硫键的分子群，包括 (& 种不同巯基配对的异构体，其中

（*,’&(）! 和（&’&&）较其它异构体稳定，故能积累。二者经过

进一步氧化形成 ) 种含两对二硫键的折叠中间体。其中两

种各有一对非天然二硫键（%&’%() 或 %&’%*+），具有部分折

叠的构象：部分肽链折叠成类天然构象，而另一部分处于去

折叠状态，具有柔性［(］。这种构象有利于巯基:二硫键交换

反应，通过链内二硫键重排形成（*,’&(，&’&&）。（*,’&(，&’&&）

具有类天然构象，巯基 %() 与 %*+ 处于分子表面，彼此靠近，

容易氧化形成第 * 对二硫键，完成氧化重折叠。另外两种折

叠中间体（*,’&(，()’*+），（&’&&，()’*+）含两对天然二硫键，具

有准天然构象（;<9=/’492/>. ?34@3-A92/34）［)］，其特征是整体结

构极似天然构象，只是在缺少最后一对二硫键的局部区域有

所不同，这种构象过于稳定，缺乏柔性，进一步氧化与折叠需

越过很大的能垒，严格地说它们都属于无效的折叠中间体

（B4C-3D<?2/>. /42.-A.D/92.）。（*,’&(，()’*+）只有经过二硫键重

排转变为上述含非天然二硫键的异构体，才能再进入有效的

折叠途径；而（&’&&，()’*+）除有能垒障碍外，巯基 %*, 与 %&(
内埋，难以氧化，是一种无出路的中间体（E.9D’.4D /42.-A.D/’
92.）。由此可见，!"#$ 沿着一条单一的、特异的途径进行折

叠，含非天然二硫键的折叠中间体在其中起决定性的作用。

F./==A94 和 G/A［&］对非天然二硫键在折叠中的重要性

提出异议，认为 %-./01234 等采用了不恰当的捕捉、分离折叠

中间体的方法，检测到的含非天然二硫键的中间体超过实际

存在的数量，过高地估计了它们在折叠中的作用，因而主张

将这两种排除在外，只保留具有天然二硫键的中间体（7/08 (’
(’H），并用以证明只有蛋白质天然结构中存在的氨基酸残基

间的相互作用才在折叠中起控制作用。

事实上，F./==A94 和 G/A 采用改进的方法仍能检测到含

非天然二硫键的折叠中间体，只是数量较少。%-./01234 认

为［*］不能根据数量的多少来判断一个中间体重要与否，无效

中间体往往因不能转化而积累，而有效中间体一旦形成便迅

速转变为另一种中间体或产物，反而不可能大量积累，上述

含非天然二硫键的中间体正属于后者。结构分析表明［(］，它

们与其前体（*,’&(）相比，具有类似的部分折叠的构象，非天

然二硫键处于分子的柔性部分（7/08 6），这说明它们的形成

既未破坏原有的有序结构，也未引入非天然构象，因此不存

在非天然二硫键控制肽链折叠的问题。它们对折叠的贡献

在于其部分折叠的构象有利于分子内二硫键的重排以适应

形成（*,’&(，&’&&）的化学反应的要求［6］。事实上，F./==A94
和 G/A［I］也承认这两种非天然二硫键的出现是二硫键形成

的化学反应的必然结果，因为由（*,’&(，()’*+）转变为（*,’&(，

&’&&）的第一步就是形成 %&’%() 或 %&’%*+。

图 ( 氧化重折叠途径

7/08 ( #1. 3J/D92/>. -.@3KD/40 C921L9M= 3@：（(’9）!"#$ C-3C3=.D HM

%-./01234 !" #$［(’*］；（(’H）!"#$ C-3C3=.D HM F./==A94 94D G/A［&］；（6）

NO9=. P［Q］；

（*）RM=3SMA.［+］；（)）T/-<D/4，"%$，UV7 94D #P"（/KK<=2-92.D H9=.D 34

21. D.=?-/C2/34 3@ N.@ 8W）；（&）"-3?1MA3=/4［(&］

6

! 用以代表特定的异构体，括弧内数字表示形成二硫键的相

关巯基在氨基酸序列中的位置。下同。
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图 ! "#$% 折叠中间体的构象

&’()! $*+ ,-./01 2304+4 53623.7-/’368 32（-）"#$% ’6/+.7+4’-/+

（9:;<=）［>］-64（?）"#$% ’6/+.7+4’-/+8（9:;<=，<;9@）

-64（9:;<=，<;=>）［=］

综上所述，关于天然的和非天然的二硫键在蛋白质折叠

中的作用可从两方面去认识，一般而言，只有天然二硫键才

有引导正确折叠的作用，而非天然二硫键无此功能，但有些

非天然二硫键有保持分子柔性的作用，是进行巯基A二硫键

交换反应所必需，它们的存在只是瞬时的，满足二硫键化学

的需要与控制折叠不是同一个概念。因此，二者并非绝对对

立，彼此不相容。

BC-8+ D 有 > 对 二 硫 键：E!F;E@>，E<@;E==:，E>:;EG<，

EF<;EH!。BC-8+ D 的折叠模式［H］（&’() =;（!））与 "#$% 相比既

有共性也有区别。其共性是，在折叠的早期二硫键的形成也

是一个随机的过程，在含一对二硫键的分子群（=I）中，!@ 种

可能的巯基组合均可检测到。=I 依次氧化成 !I、9I、>I，它

们也都是由多种二硫键异构体组成的分子群。在 9I 中通过

链内二硫键重排形成两种折叠中间体：4+8［F<;H!］和 4+8［>:;
G<］。它们都具有 9 对天然二硫键和类天然构象，只是分别

缺少 EF<;EH! 和 E>:;EG<，已形成的天然二硫键内埋于有序

的结构中，可免于被还原或重排，而游离的巯基则外露，这种

结构有利于进一步氧化折叠，一旦形成便转变为天然产物，

类似于 "#$% 的（9:;<=，<;<<）。另外两个含 9 对天然二硫键的

折叠中间体 4+8［!F;@>］和 4+8［<@;==:］类似于 "#$% 的（<;<<，

=>;9@），巯基与二硫键内埋，难以进行氧化与重排，属于无效

的折叠中间体。BC-8+ D 与 "#$% 折叠的差异在于：（=）BC-8+
D 所形成的折叠中间体大多结构松散（J68/.K5/K.+4），各种异

构体稳定性相近，因而容易相互转化，形成由 =I 至 >I 包含

众多异构体的分子群，而 "#$% 只有 H 种稳定的折叠中间体：

! 个含一对二硫键，< 个含两对二硫键。（!）"#$% 只有一条折

叠途径，而 BC-8+ D 至少有两个平行的折叠途径，除 &’() =;
（!）所示外，4+8［F<;H!］和 4+8［>:;G<］也可以从 !I 经过氧化而

产生，只是通过此途径产生的中间体数量较少，图中未做反

映。

溶菌酶有 > 对二硫键：EF;E=!H，E9:;E==<，EF>;E@:，EHF;

EG>。其折叠过程可用 &’() =;（9）中的 9 个步骤加以描述［@］。

第一步，在折叠的早期形成含有一对和两对二硫键的分子群

（=I，!I），由于各种异构体结构松散可以相互转化，故称之为

二硫键平衡阶段。第二步，经过进一步折叠形成具有 9 对天

然二硫键以及类天然构象的三种折叠中间体。第三步，经过

结构调整形成天然产物。在第二步所产生的三种中间体中，

4+8［HF;G>］的 EG> 内埋，故难以进一步氧化折叠转变为天然

产物，只有 4+8［F;=!H］和 4+8［F>;@:］为有效的折叠中间体，可

以通过结构调整转变为有天然构象与活力的分子。

水蛭 素、马 铃 薯 羧 肽 酶 抑 制 剂（#E%）、表 皮 生 长 因 子

（LM&）和蜱抗凝肽（$D#）都是具有 9 对二硫键、分子大小与

"#$%相 近 的 多 肽。它 们 有 类 似 的 折 叠 模 式［G］，可 归 纳 为

&’()=;（>）。折叠可分为两个阶段。第一阶段为二硫键平衡

阶段，还原、变性分子经过折叠迅速形成 =I、!I 直至 9I 具有

不同巯基配对的分子群，分子群内和分子群间均可相互转

化。第二阶段为巯基A二硫键交换阶段，9I 中二硫键错配的

分子在巯基试剂存在的条件下经过二硫键重排形成天然产

物。显而易见，这一折叠模式不同于 "#$%，更接近于 BC-8+ D
和溶菌酶。

从以上 H 种蛋白质的折叠过程不难发现，多途径氧化重

折叠更具有普遍性，而单一的折叠途径则属于特例。事实

上，任何一种蛋白质在其氧化重折叠的初期都是通过多途径

形成不同的异构体，随着进一步折叠结构越来越稳定，异构

体的数目逐步收敛，只保留为数不多的中间体，再通过有效

的折叠中间体最终转变为独一无二、能量最低、具有天然构

象的功能蛋白。"#$% 所以能成为特例，在于其天然构象十

分稳定。在折叠早期，=I 的分子群中就出现具有类天然结

构稳定分子：（<;<<）和（9:;<=），因而能迅速地进入特定的折

叠途径。由此可见，单一途径和多途径折叠并非彼此不相

容，而是因蛋白而异，都以各自结构为基础。

"#$% 的特殊折叠模式还引发了二硫键是否决定蛋白质

的构象和折叠的争议。结构分析表明［=: N =!］，在 "#$% 的折叠

中间体中（<;<<）、（<;<<，=>;9@）、（9:;<=，=>;9@）虽然只有一对

或两对天然二硫键，但它们均具有准天然构象，说明三维结

构是在全部天然二硫键形成之前通过氨基酸残基间非共价

相互作用而获得的。E.+’(*/36 据此提出“二硫键不决定天然

构象，只起稳定天然构象的作用”［=，>］。O-+6’5P+ 更进一步提

出“二硫键有稳定蛋白质天然构象的作用，既不决定折叠途

径也不决定三维结构”［==，=9］。I5*+.-(- 根据对 BC-8+ D 的研

究对上述论点提出异议［=>］。在 BC-8+ D 的折叠过程中 =I、!I
均为松散结构，只有形成 9 对天然二硫键之后才具有类天然

构象，因而认为 "#$% 在未形成多数二硫键之前就已形成天

然构象只是个别现象，对于多数蛋白质来说天然构象的形成

与天然二硫键的形成应该是相互影响、相辅相成。由于氧化

重折叠是氧化与折叠同时进行，难以分割，因此判断二者的

因果关系有一定的困难。本实验室通过对凝乳酶原折叠的

研究明确无误地证明二硫键对蛋白质的正确折叠起决定性

作用。
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凝乳酶原具有 ! 对 二 硫 键："#$%"$&，"’&(%"’)&，"’$&%
"’*!。它不同于已报道的其它含二硫键的蛋白质，氧化重折

叠不可能在同一个 +, 条件下完成，必须经过 +, )) 和 +, *
两个阶段才能正确折叠。实验证明，二硫键的形成与重排主

要发生在 +, )) 第一阶段，而三级结构的形成与调整则主要

发生在 +, * 第二阶段（-./0 )%（$））。无论是自发的还是蛋白

质二硫键异构酶（123）［)(］或 45,64554［)$］催化的巯基6二硫

键交换反应都只能在 +, )) 的条件下有效地进行，而此时二

级结构与三级结构仅分别恢复 $&7和 ’$7，必须再经过 +,
* 条件下的进一步折叠才能恢复三级结构，获得有活性的产

物。由此可见，天然二硫键的形成是凝乳酶原获得天然构象

的前提。定位突变还证明 "’$&%"’*! 对凝乳酶原的折叠至

关重要，删除后完全不能复性［)8］，而 "#$%"$& 或 "’&(%"’)&
的删除仅降低复性率［)*，)9］，说明不同的二硫键对折叠的贡献

有所不同。

综上所述，蛋白质氧化重折叠的机制可从两个侧面去分

析。): 就二硫键的形成而言，其基本规律是：在满足二硫键

形成的化学反应的条件下（如适当的电子受体、适当的 +,
以保证巯基处于解离状态等），还原、伸展的肽链在折叠的早

期二硫键的形成基本上是一个随机的过程（只是在一级结构

中距离较近［’&］，或邻近有碱性氨基酸［’)］的两个巯基更容易

氧化），因此形成不同巯基组合的分子群，各种异构体缺乏稳

定的结构，相互转化，随着进一步的氧化与折叠，有序结构的

增加，异构体数目逐渐收敛，此时二硫键的形成越来越受肽

链构象的制约，只有那些有一定柔性的类天然构象才可使相

关的巯基相互靠拢、正确取向，并有利于巯基6二硫键交换反

应，从而促进天然二硫键的进一步形成，而那些使巯基、二硫

键内埋或构成能垒障碍的构象则不利于进一步的氧化。’:
就天然构象的恢复而言，只有当一定数目天然二硫键形成后

才会出现有序的类天然构象，天然二硫键不仅能稳定这种有

序结构，而且还有引导进一步氧化与折叠的作用。总之，正

是氧化与折叠的协同作用才使还原、伸展的肽链迅速转变为

功能蛋白。

! 提高含二硫键蛋白质的复性率的基本原

则与策略

在有应用价值的蛋白质中，有相当一部分含有二硫键，

如何通过氧化重折叠提高复性率是利用基因工程生产重组

蛋白质的关键。经过多年研究，已有不少成功的范例，但普

遍认为复性方法因蛋白而异，缺乏通用性。因此，已有的综

述文章大多是各种实例的汇集，工艺条件的介绍多于理论的

探讨［’’ ; ’#］。事实上，氧化重折叠机制的阐明已为提高复性

率提供了理论基础，而理性的复性方法的确立正是对特定蛋

白的折叠规律进行深入探讨的结果。综观已有的研究成果

不难发现，无效折叠中间体的积累是复性率低的根本原因，

而无效折叠中间体的构象特征是既有类天然结构，又有妨碍

进一步氧化与折叠的空间位阻。因此，提高复性率的基本原

则应该是创造条件使无效的折叠中间体转变为有效的折叠

中间体，即在尽可能保留天然结构单元的基础上破坏空间位

阻。其具体的实施途径可归纳为：优化复性系统的 +, 与温

度；添加降低蛋白质稳定性的试剂或催化蛋白质二硫键重排

的折叠酶；改变肽链的一级结构等。下面将结合实例加以说

明。需要指出的是，本文主题是氧化重折叠，因此未涉及到

影响复性的另一重要问题———疏水相互作用所引起的分子

聚集。

!"# 控制 $%
二硫键的形成往往经历巯基6二硫键交换反应，在此反

应中巯基必须解离，以 5; 形式存在，而半胱氨酸 +<= 值一般

为 *:(，因此多数蛋白质的复性均在 +, * > 9 条件下进行。

我们发现，凝乳酶原在此 +, 完全不能复性，必须先在 +, ))
的系统中进行折叠，然后再转入 +, * 继续折叠。经过这两

个阶段，复性率可达 #&7，加入 45,64554 或 123 后复性率

进一步提高，可分别达到 (&7［)$］和 9&7［)(］。值得强调的

是：（)）45,64554 或 123 必须在第一阶段加入才有提高复性

率的效 果。（’）123 在 +, )) 相 当 不 稳 定，其 半 寿 期 仅 为

#$?.@，必须不断补充才能实现高复性率。（!）根据文献报

道，123 作为折叠酶能帮助多种蛋白质氧化重折叠，最适 +,
为 8 > *，从未超过 *:8。由此可见，凝乳酶原必须在 +, )) 条

件下进行二硫键重排以保证天然二硫键的形成，这既非二硫

键形成的化学反应的需要，也不是 123 特性所决定。合理的

解释只能是，在此条件下凝乳酶原的构象有利于巯基6二硫

键的交换反应和天然二硫键的形成。"2 和荧光光谱分析证

实，此时凝乳酶原的构象为松散结构，而在 +, * 条件下，二

级、三级结构都接近天然态。再次证明，决定氧化重折叠效

率或复性率的关键是折叠后期肽链的构象。

免疫球蛋白［’$］、A1B［’(］、胰岛素原［’8，’*］和猪生长激素［’9］

的复性 +, 分别为 )&:*、)&:$ 和 9 > ))，采用高 +, 的原因未

见报道，考虑到它们都是含二硫键的蛋白质，是否与强碱性

条件有利于保持肽链的柔性构象有关是一个值得探讨的问

题。

鼠朊病毒的蛋白结构域（’!%’!)）［!&］〔CDE.@F +E.G@ +EGAF.@
HG?=.@，?1E1（’!%’!)）〕是一个比较特殊的蛋白，虽然只有一

对二硫键，但难以复性，必须在酸性条件下进行，当 +, 为 *
时复性率小于 $7，而在 +, # 时复性率可达 $(7。这是因为

还原变性分子仍维持刚性结构，妨碍巯基靠拢形成二硫键，

而酸性条件可使肽链具有柔性、降低能垒，从而促进氧化重

折叠。需要说明的是，该复性系统利用 I’ 作为电子受体，而

?1E1（’!%’!)）又只有一对二硫键，二硫键的形成不涉及到巯

基的化学反应性，因此，低于半胱氨酸巯基 +<= 值时仍能有

效地进行氧化重折叠。在酸性条件下进行氧化重折叠虽不

具有普遍意义，但提供另一个例证说明折叠过程中肽链的构

象决定复性效率。

!"! 控制温度

卵转铁蛋白分子量为 8*J，含有 )$ 对二硫键，K%端和 "%
端半分子各有一个与铁结合的位点，通常难以复性。但是经

过不同温度的两个阶段，全分子和半分子均可恢复天然构

象，形成天然二硫键，获得与铁结合的能力［!)］。第一阶段复
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性在 !"，#$% 存在的条件下进行，进入第二阶段温度升至

&&"，并加入 #$$#。第一阶段只有肽链的折叠而无巯基的

氧化，第二阶段氧化与折叠并进。实验证明，经过第一阶段，

肽链具有部分折叠的构象，二级结构类似天然态，但随温度

的变化而波动，说明这种构象具有柔性，先在低温中折叠可

减少错配二硫键和由疏水相互作用所产生的分子聚集。

!"# 添加降低蛋白质稳定性的试剂（$%&’(’)’*+ %+,*-）
’(精氨酸、非变性浓度的盐酸胍（#)*+,）和尿素都属于

可降低蛋白质稳定性的试剂，有提高蛋白质复性率的作用。

!-. / !-0*1,2’ 或 !-3*1,2’ ’(精 氨 酸 可 使 免 疫 毒 素［4&］与

567［44］的复性率分别提高 . 倍和 &-. 倍。当溶菌酶高达 .
*82*’时，加入 9-:.*1,2’ #)*+,，复性率可达 ;!<。&*1,2’
和 4-.*1,2’ 尿素对溶菌酶［43］和猪生长激素［&=］的复性都有促

进作用。它们的功能有两个方面，一是与去折叠分子或折叠

中间体的疏水区域相结合，从而阻止分子聚集；另一方面是

降低折叠中间体的稳定性，改变其刚性结构，从而有利于巯

基2二硫键交换反应。添加这类试剂必须确定适当浓度，以

期既能有效地提高中间体构象的柔性，又不致使整个分子去

折叠，破坏已形成的天然结构。

!". 添加催化蛋白质二硫键重排的折叠酶

在这类折叠酶中应用最多的是 >?@，>?@ 通过纠正错配

二硫键提高底物蛋白的复性率已有许多报道，无需一一列

举，这里着重讨论底物蛋白的构象对 >?@ 发挥功能的影响，

ABCDD*6E 和 FC* 发现［4.］，>?@ 可使 G>H@ 的两种具有准天然

构象的折叠中间体转变为天然产物的速度分别提高 4.!! 和

0!!! 倍，而对有效折叠中间体的作用仅达到中等水平，因此

提出 >?@ 不但具有催化蛋白质二硫键重排的功能，而且还能

使底物蛋白的局部结构去折叠。我们发现，>?@ 不是和任何

一种蛋白结合都可通过去折叠改变底物的构象达到有利于

天然二硫键形成的状态，凝乳酶原就是一例［90］。在 I% ; /
=，>?@ 对凝乳酶原复性无促进作用，I% 99 才是最适条件。

实验证明，>?@ 催化的反应与凝乳酶原的自发折叠具有相同

的 I% 依赖关系。鉴于高 I% 可使凝乳酶原具有松散的结

构，因此有理由认为，正是这种结构是 >?@ 发挥功能的基础，

>?@ 催化的反应与自发折叠要求同样的底物构象更符合酶

的催化原理。必须指出，这一事实与 >?@ 具有去折叠的功能

并不一定相互排斥。因为 >?@ 与底物蛋白结合以及所具有

的还原二硫键的作用都可能引起底物局部去折叠，但因底物

蛋白不同，所引发的结构改变未必都有利于正确的氧化重折

叠，因此对有些蛋白还需要其它因素协同配合，高 I% 就是

>?@ 帮助凝乳酶原折叠不可缺少的一个条件。

与此相类似，单独 >?@ 帮助 567 复性的效率不高［40］，只

能达到 &!<，而且只是在开始折叠的几秒钟内发挥作用，折

叠后 4! D 加入无促进作用，这很可能是随着肽链的折叠所形

成的构象使巯基内埋，妨碍 >?@ 发挥功能。加入结合蛋白

（GC>）可使复性率达到 .!<。实验证明，GC> 与 >?@ 同时结合

到 567，可阻止巯基迅速内埋，便于 >?@ 催化二硫键重排，延

长其发挥作用的时间。

甲状腺球蛋白的单体分子的质量为 44!J?，含有 99! 个

巯基，其活性形式为二聚体，无链间二硫键。在体内合成过

程中，形成分子间交联的四聚体或更大的多聚体，以此多聚

体为起始分子进行复性，其难度之大可想而知。但 GC> 与

>?@ 的协同作用可提高复性率［4:］，这是因为 GC> 可以结合到

多聚体上，结合后有利于 >?@ 还原链间二硫键，促进正确折

叠的二聚体形成。

!"/ 改变蛋白质的一级结构

类胰岛素生长因子(9（@#5(9）有 4 对二硫键：+0(+3;，+9;(
+09，+3:(+.&，是一个比较特殊的蛋白［4; K 4=］，无论在空气中

还是在不同浓度的 #$%2#$$# 系统中进行氧化重折叠均不

能全部转变为具有 4 对天然二硫键的产物（L），总是产生恒

定比例的具有两对错配二硫键的异构体［+0(+3:，+9;(+09，

+3;(+.&，（M）］。分离纯化 M 再进行氧化重折叠仍然获得恒

定比例的 L 与 M，表明 L 与 M 有相同的自由能。这一结果

有悖于 NEOCEDBE 的论点：天然蛋白质在生理条件下处于最低

自由能状态，因此，曾被称之为非 NEOCEDBE 折叠行为，进而推

测这两种形式在体内均可能存在，以适应不同的生理要求。

定位突变将 ?4 改变为 #4 或 P4，可使 L 的产率由 3.<提高

到 ;.<［3!］。结构分析表明［39］M 分子中 ?4 与 P.0 所形成的

盐键有稳定两个错配二硫键的作用，突变后破坏此盐键，从

而阻止错配二硫键的形成，M 的减少导致 L 相应地增加。

利用定位突变提高复性率从理论上讲是一个合理的途

径，但必须建立在结构知识的基础上，特别是了解折叠中间

体的结构更加困难，因此在实践中有相当的难度。

在体内，生物合成的肽链中除成熟蛋白序列外，可能有

一段原肽（>Q1(IBIRC)B），它的存在可能会提高氧化重折叠的

效率。例如，G>H@ 原肽中的 +SD 可作为分子内的巯基试剂促

进天然二硫键的形成［3&］，神经生长因子（L#5）的原肽有帮助

氧化重折叠的作用，L#5 的复性率为 !-.<，而 >Q1(L#5 的复

性率可达 4.<［34］。类似的例子还有不少，在此不一一列举。

因此，比较有无原肽的蛋白质的复性特点是改变蛋白质一级

结构提高复性率的简便易行的途径。

# 展 望

如上所述，关于蛋白质氧化重折叠的机制目前已了解得

相当透彻。但以往研究的模型蛋白大多是小分子、单链多

肽，今后的研究重点将会转向大分子、多亚基、既有链内二硫

键又有链间二硫键的蛋白质。

;! 年代后期以来对于分子伴侣在蛋白质正确折叠中的

作用越来越有深刻的认识，因此研究蛋白质折叠就必须考虑

分子伴侣。前面提到的 567 和甲状腺球蛋白的氧化重折叠

不但需要 >?@ 的参与，而且还需要 GC> 的帮助就是明显的例

证。分子伴侣是根据其功能界定的，并非某一特定的蛋白，

新发现的分子伴侣正在日益增加，鉴于新生肽链是在细胞内

不同间隔区域内折叠的，每种蛋白都可能有其相对应的分子

伴侣，因此提出了二者共进化的观点［33］。由此可以想象，在

生物进化中所确定的蛋白质一级结构所具有自我折叠成功
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能蛋白的倾向必然会与其相对应的分子伴侣相适应。因此，

在破译折叠密码时不但要考虑肽链本身氨基酸残基间的相

互作用，还应考虑到肽链与其相对应的分子伴侣间的相互作

用，这将使本已十分复杂的问题变得更加复杂。

多年来，在蛋白质折叠的研究中一直存在着热力学控制

与动力学控制的争论。近年来提出的多维能量景观（!"#$%&%’
()*+%,*-# )*)./0 #-*&+1-2)）学 说 或 折 叠 漏 斗（3,#&%*/ 4"*’
*)#）［56，57］（3%/89）较好地解决了这一矛盾［5:］。其基本点是：去

折叠分子是一组具有不同结构状态的分子群，在折叠过程中

各个分子沿着各自途径进行折叠，不存在单一的、特异的折

叠途径。在折叠早期，去折叠分子结构松散、自由能大、可选

择的构象自由度（即构象熵，;,*4,.(-$%,*-# )*$.,20）也大，随着

折叠，所形成的构象越来越稳定即自由能越来越小，构象熵

也越来越小，折叠中间体数目不断减少，最终形成自由能最

小、独一无二的天然构象，这一系列逐步收敛的变化呈漏斗

状。就各个分子而言，由于折叠起始分子的结构不均一性，

折叠前期次级键、共价键形成的随机性以及环境的影响，在

折叠开始阶段各个分子所形成的构象也会有所不同。当有

些构象有利于进一步正确折叠时，凡具有这些构象的分子都

会顺利地转变为天然产物，如 3%/8 9 所示，它们的折叠过程

可以形象地以自上而下的直线加以描述，上部表示自由能

大，下部代表自由能小；另一些构象不利于进一步折叠，但可

通过结构调整重新进行有效折叠，最终仍能转变为天然产

物，其对应的能量变化可用起伏的曲线来表示；第三类为结

构无法调整的错误折叠的中间体或终产物。根据前两节的

介绍，蛋白质氧化重折叠的过程与此模型基本吻合。可以预

计，今后的研究将会用这一模型去分析实验结果，而所得到

的实验结果又会丰富完善这一模型。

图 9 蛋白质折叠能量景观图解（根据文献［56］、［57］）

3%/89 < +1=)(-$%1 .)2.)+)*$-$%,* ,4 $=) 4,#&%*/ )*)./0 #-*&+1-2)

,4 - 2.,$)%*（-&-2$)& 4.,( >)4+［56］、［57］）

!?*$).()&%-$)；"!%+4,#&)& %*$).()&%-$)；

#!%+4,#&)& 2.,$)%*；$@-$%A) 2.,$)%*

如前所述，蛋白质折叠的基础研究与应用基础研究已为

提高含二硫键蛋白质的复性率提供了基本原则，这是建立理

性的复性方法的基础，今后将会不断深化。毋庸讳言，实验

室的研究结果不一定都具有实用价值，在此基础上制定具有

经济效益的方法仍待进一步努力。最后提一提复性方法的

通用性问题。生物多样性决定了蛋白质折叠既有共同规律

可循，又有各自的特点，因此只能通过广泛而深入的研究获

得更有指导意义的原则，从而减少盲目性，而不大可能有一

个普遍实用的方法。
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