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摘要 在原核生物、真核生物及病毒中，一些蛋白质的折叠不符合 Anfinsen原则，即依靠自身的氨基酸序列是不够的，还需
一段被称为分子内分子伴侣(IMC)的肽段来协助折叠．根据机制不同，IMC可分为两类：第一类 IMC引导成熟肽折叠为具有
空间结构的蛋白质；第二类 IMC协助成熟肽的多聚化而使其获得生物学功能．IMC能提供比分子伴侣更契合的结构，更有
效地引导成熟肽折叠，是一种更优的折叠策略．研究 IMC分子机制，不仅能够确定 IMC上哪些残基的协同作用引导成熟肽
折叠，而且可通过改变或修饰其侧链来改造成熟肽，拓展传统的蛋白质工程．
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1958年，Crick[1]提出中心法则，并预测蛋白质

的氨基酸序列包含了其结构和功能的全部信息．

1973 年，Anfinsen [2]的研究结果证实了 Crick 的推
测．但随后的研究发现，很多蛋白质的正确折叠仅

仅依靠自身的氨基酸序列是不够的：一些蛋白质的

折叠需要分子伴侣(molecular chaperone)的参与 [3]；

还有一些蛋白质的折叠需要自身一段特殊肽段的协

助[4]．此肽段与蛋白质共同表达，以肽键相连，具

有与分子伴侣类似的功能，并在蛋白质折叠完成后

被 降 解 ． 因 此 将 其 称 为 分 子 内 分 子 伴 侣

(intramolecular chaperone， IMC)．由 IMC 协助的
蛋白质折叠并不完全符合蛋白质折叠的热力学假

说，它们的天然构象不是处于热力学最稳定的构

象，而是处于一种受动力学控制的亚稳态．

此类蛋白质的多肽链一般可分为两段[4]：一段

是 IMC，位于多肽链的 N端或 C端；另一段是成
熟肽，执行蛋白质的生物学功能．IMC 引导成熟
肽折叠，使其具有完整的生物活性后，自身则被降

解．虽然 IMC在成熟的蛋白质中并不存在，同样
也不参与其生物学功能的执行，但它们在成熟肽的

折叠过程中起到很重要的作用，一级结构和高级结

构的改变可影响成熟肽的折叠、结构及功能，甚至

完全阻止成熟肽的折叠 [5-6]．这种作用一般通过氢

键来执行，使成熟肽的折叠常数发生改变，并且在

成熟肽折叠完成之后留下“印迹”，即改变成熟肽

的高级结构，并进一步影响其功能，如蛋白质的生

物活性、酶的动力学参数等．由于折叠时期 IMC
对成熟肽结构和功能的影响被称为蛋白质记忆

(protein memory)[7]．发生变化的 IMC可以改变成熟
肽的高级结构和生物学功能，进而导致疾病的发

生，此类疾病被统称为蛋白质记忆疾病．由于成熟

肽的氨基酸序列并无变化，而 IMC在完成其功能
之后就被降解，因此这些疾病的发病原因很难找

到．如人脑源性神经营养因子(BDNF)的 IMC上一
个单点突变 (Val66Met)即可导致人失忆．病变
BDNF和正常 BDNF的一级结构相同，但 IMC的
单点突变引起了 BDNF 高级结构和功能的变化，
从而导致疾病发生[8]．
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Fig. 1 Schematic models for the functions of two
intramolecular chaperones

图 1 两类 IMC分子机理示意图
蓝色肽段为成熟肽，黑色肽段为 IMC．

1 IMC的分类及机制
根据 IMC在多肽链中的位置及分子机制，可

将 IMC分为两类：第一类 IMC一般位于蛋白质的
N端，作用是帮助成熟肽由一条无结构的多肽链折
叠为有空间结构的蛋白质，并获得生物学功能；第

二类 IMC一般位于蛋白质 C端，作用是帮助成熟
肽由无功能的单体形成有功能的多聚体．此类

IMC 所协助的成熟肽，虽然单体具有空间结构，
但是并没有生物学功能，其功能的获得是随着多聚

体的形成而拥有的．分子机制如图 1所示．

1.1 第一类 IMC
此类 IMC 广泛存在于原核生物、真核生物

及病毒的蛋白酶内，最初是在研究一种分泌型蛋白

酶———枯草杆菌蛋白酶(subtilisin E)的体外复性过
程中被发现并研究的 [9]，其 IMC 位于多肽链的 N
端，在 subtilisin E的折叠过程中必不可少．

Inouye等[9]在 subtilisin E的体外复性实验中发
现，subtilisin E在经过变性剂处理之后变为一条无
结构的多肽链，当变性剂缓慢去除，成熟肽却不能

正确折叠，仍不具有高级结构，说明 subtilisin E的
成熟肽并不具备自身折叠所需的所有信息．但是当

subtilisin E的成熟肽与 N端的一肽段共同表达时，
成熟肽就能够通过复性，折叠为具有空间结构的蛋

白质，故将此 N 端的肽段命名为 IMC．贾焱等 [10]

在研究纳豆激酶 (nattokinase，NK)体内折叠时发
现，与 IMC共表达的成熟肽可以正确折叠，而无
IMC时，成熟肽则成为包涵体，即使进行体外复
性也不能成功，说明成熟肽在体内折叠时，IMC
也是必不可少的．进一步的研究显示[11]，IMC上的
单 点 突 变 (Tyrl0Ala、 Glyl3Ala、 Gly34Ala 和
Gly35Ala)可以改变 NK的结构和酶动力学参数．

在第一类 IMC协助成熟肽折叠的分子机制方
面，Inouye等[12]的贡献很大．他们通过 subtilisin E
的一系列体外复性实验，模拟 subtilisin E的折叠过
程，并获得了一些关键信息和动力学参数，提出了

IMC协助 subtilisin E折叠的分子机理：a．IMC自
身包含其高级结构的全部信息，被翻译之后，可自

发折叠具有空间结构；b．IMC与成熟肽形成相互
作用，通过此作用引导成熟肽折叠；c．成熟肽折
叠完成，获得蛋白酶活性，水解 IMC和成熟肽之
间的肽键并降解 IMC，成熟肽释放．在这个复杂
的折叠过程中，IMC不仅帮助成熟肽折叠，而且
在其折叠完成之前可作为抑制剂结合在活性中心，

直至成熟肽具有生物活性后，IMC 与成熟肽之间
的肽键才被水解，随后 IMC被降解．此步骤是成
熟肽折叠过程中的限速步骤，且是自发过程，折叠

好的成熟肽会自发降解 IMC．此步骤后，成熟肽
加速完成折叠，成为一个具有高级结构和生物活性

的成熟蛋白质．

有一些酶活性中心的构象比较特殊，由类似

“盖子”的结构组成，此结构的形成必需 IMC的协
助．假单胞菌 Pf-5 (Pseudomonas protegens Pf-5)中
脂肪酶 A的 N端肽段是一跨膜结构域，此肽段并
不参与脂肪酶 A的催化作用，但它缺失后，脂肪
酶 A不能在细胞内定位且酶活大幅下降．Yan等[13]

的研究发现，此 N端肽段为一 IMC，位于脂肪酶
A的结构内部，协助活性中心的“盖子”(由 琢螺
旋构成)由“关闭状态”转变为“打开状态”，这是
第一个在脂肪酶亚家族玉. 1中发现的由 IMC协助
折叠的实例．Zhang等 [14]对 aly-SJ02 的研究发现，

第二类 IMC第一类 IMC

C-N-C-N-

444· ·



贾焱, 等：分子内分子伴侣机制的研究进展2016; 43 (5)

这是一种细菌海藻酸裂解酶，属于多糖裂解酶家

族，其活性中心处的一个环状盖子结构构成了底物

进入活性中心的大门，其中 Tyr353是最重要的一
个氨基酸残基．aly-SJ02 的 N 端肽段可作为 IMC
协助活性中心的折叠，包括环状盖子正确构象的

形成．

大多数枯草杆菌蛋白酶的 N端肽段都是 IMC，
但温和气单胞菌(Aeromonas sobria，ASP)的枯草杆
菌蛋白酶是一个例外，Tsuge等[15]的研究发现，此

酶没有 IMC，但是有一个分子外分子伴侣，在此
酶的下游表达，对其折叠十分重要，被称为

ORF2．它有 3个肽段：N端肽段、中间肽段和 C
端肽段．N端肽段和 C端肽段的片段缺失(驻N43、
驻N64及 驻C1、驻C5)都会导致酶的折叠失败，这是
在枯草杆菌蛋白酶中首次发现的特殊实例．

利用 IMC的分子机制还可改造蛋白质，Ueda
等 [16]确定了羧肽酶 (carboxypeptidase Y，CPY)的
IMC与成熟肽的相互作用位点，发现在成熟肽折
叠时，IMC不仅可协助其折叠，C端的 9个氨基酸
残基还结合在成熟肽活性中心的底物结合位点来抑

制酶活，这与 subtilisin E的 IMC抑制酶活的分子
机制相似．通过突变 CPY的 IMC[17]，得到了一系

列一级结构不变、而高级结构和酶活性改变的

CPY突变体；同时发现，米根霉菌脂肪酶(rhizopus
oryzae lipase，ROL)的 N 端肽段也可作为 IMC 协
助成熟肽(mature ROL，mROL)的折叠，Ueda等[18]

构建 IMC突变体，获得了一个对中等长度脂肪酸
链有更高亲和力且更加稳定的酶(mROLlimp)，它
与野生型的 mROL有相同的氨基酸序列，却具有
不同的高级结构、酶活和稳定性，进一步证明了

IMC的功能，又得到了改造的蛋白质．
IMC协助成熟肽折叠是一种广泛存在的蛋白

质折叠策略，它不仅是原核生物一些酶的折叠机

制，在真核生物中，一些蛋白质获得空间结构也需

要 IMC 的协助．Kliemannel 等 [19]对神经生长因子

(nerve growth factor，NGF)的研究表明，在其被表
达之后，其 N端的 IMC可以协助成熟肽起始折叠
并稳定在一个过渡态，此时，成熟肽上 3个特定的
二硫键很容易形成，随后凭借这些二硫键的作用形

成一个半胱氨酸结，并完成最终的折叠．与

subtilisin E 和 NK 不同 [20]， IMC 必须与成熟肽以
肽键相连，才能发挥作用，且 IMC完成协助作用
后，此肽键不被成熟肽降解，而是被激素原转化酶

降解．

胰岛素的折叠也需要 IMC，有活性的胰岛素
由 A肽链和 B 肽链组成[21]，以链间二硫键连接．

在胰岛素的一级结构上，有执行 IMC功能的 C肽
链，位于 A、B 肽链(分别是 N 端、C 端肽段)之
间．Feng等[21]的实验表明，C肽链可独立折叠，然
后以类似脚手架的功能稳定 A肽链的 N端和 B肽
链的 C端，增加其稳定性并促使链间二硫键的形
成，之后被切除．与其他 IMC的不同之处在于，
Munte等[22]发现 C肽链还具有其他的生理学功能，
如激活 Na+,K+-ATPase的活性等．但 C肽链最主要
的功能是作为 IMC来协助胰岛素折叠为活性形式．

兔肌肌酸激酶 (rabbit muscle creatine kinase，
RMCK)是一个需要 IMC协助折叠又比较特殊的例
子，其 IMC并不是由 N端或 C端的肽段来充当．
Yan等[23]对其研究发现，RMCK具有 N端和 C端
两个结构域，它们之间的肽段被称为 linker，实验
结果显示，linker 具有 IMC 功能，可帮助 RMCK
折叠，并能抑制 N端与 C端结构域的聚集和沉淀，
进一步分子动力学模拟的研究确定了 linker 上
Phe-250、Val-255和 Val-347为 3个重要的氨基酸
残基[24]，它们的突变可导致 C端结构域的聚集而阻
碍折叠．

IMC协助蛋白质折叠的机制也存在于病毒内，
且对病毒蛋白的特殊结构及侵染功能具有重要意

义．Teschke等[25]对噬菌体 P22的研究发现，其衣
壳蛋白中的玉结构域(玉-domain)位于蛋白质高级结
构的最外层，单独表达后可自发折叠，具有很强的

热稳定性，而衣壳蛋白的核心结构域 (core coat
protein)单独表达时则发生折叠障碍．若两者共同
表达，玉结构域可维持整个衣壳蛋白的热稳定性，
并协助其有效折叠，更为重要的是，它可以帮助衣

壳蛋白中 HK97-like core 通过正确折叠以获得柔
性，可保证衣壳蛋白在噬菌体组装和成熟时必需的

柔变能力．

1.2 第二类 IMC
第二类 IMC可帮助成熟肽由无功能的单体形

成有功能的多聚体，目前发现的此类 IMC没有第
一类 IMC的数量多，但作用也一样无可替代．它
主要存在于真核生物和病毒中．

真核生物中需要 IMC的一个典型蛋白是血管
性血友病因子(von willebrand factor，VWF)．当血
管破裂时，VWF可与胶原纤维和血小板结合形成
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血栓，防止大量失血．Rosenberg等[26]的研究发现，

有功能的 VWF 是一个多聚体，其 N 端肽段是
IMC，它有 2 个同源的 D 结构域，可以先协助
VWF的 C端形成分子间二硫键而形成二聚体，再
逐步多聚化，完成多聚化的 VWF具有了生物学功
能，之后 IMC被降解．实验结果显示，N端肽段
的单点突变(Tyr87Ser)会使 VWF的二聚化受到阻
碍而损失功能，进一步证明了其 IMC作用．
病毒中也有一些蛋白质的成熟需要此类 IMC的协
助．在研究一种可侵染 E援 coli 的噬菌体时 [27]，

Stummeyer等[27]发现此噬菌体尾刺中有一种内皮唾

液酸蛋白酶，其活性形式是一个同型三聚体．单体

的 C端肽段对于此酶的生物学功能没有贡献，但
当其缺失时，此酶就变为无活性的包涵体．同时，

Schahn等[28-29]的研究指出，其 C端肽段可独立于酶
结构域折叠，并进一步聚合为同型六聚体，表明 C
端肽段作为 IMC发挥作用，可协助其单体聚合为
有活性的多聚体．

2 IMC研究的意义

2.1 理论意义

目前的实验结果表明，同一类别、甚至相同家

族的 IMC，对各自成熟肽协助作用的分子机制也
不尽相同．如贾焱等 [10-11]的工作表明，subtilisin E
和 NK同属 subtilisin家族，两者的 IMC高度保守，
但两者 IMC上 Ile30对于不同的成熟肽却有不同的
功能，造成这种现象的原因可能是两个成熟肽的序

列有差别，导致类似“脚手架”的 IMC必须与成
熟肽很好地齿合．因此，研究不同蛋白质的 IMC
分子机制，确定 IMC上哪些残基通过协同作用引
导成熟肽折叠，均有重要意义．

2.2 应用意义

传统的蛋白质工程是研究蛋白质发挥功能的结

构域的关键残基，再利用分子生物学或物理化学的

方法有目的地进行改造．对 IMC分子机制的研究
使得在蛋白质折叠阶段对其改造成为可能：确定

IMC 上通过协同作用执行 IMC 功能的重要残基，
改变或修饰其侧链来改造 IMC，进而影响成熟肽
的结构和功能，达到改造目的．因此，对 IMC分
子机制的研究可拓展传统的蛋白质工程．

3 IMC研究的挑战
随着对 IMC协助蛋白质折叠机制的关注，目

前已有很多进展，但依然面临一些挑战．

3.1 难以研究天然状态下 IMC 对成熟肽的作用
机制

目前对于 IMC的研究，多采用 E援 coli的表达
系统来获得蛋白．由于此表达系统的高效性，导致

蛋白质表达时易形成包涵体．因此，目前对于

IMC的作用机制研究绝大多数是基于蛋白质的复
性过程，天然状态下细胞中的大分子拥挤环境被忽

略，且天然状态下的蛋白质一被表达，就开始了折

叠，而体外复性过程则是蛋白质完成表达之后，才

开始的折叠，因此相关结论可能与天然状态不同．

贾焱等 [10-11]经过对不同质粒的筛选，寻找到

pET26b(+)这一可对 NK 进行表达后分泌的质粒，
能得到天然状态下折叠的 NK，研究野生型及突变
体 IMC的成熟肽折叠的影响．结果表明，天然状
态下折叠的 NK与体外复性 NK的结构稍有差异，
酶活也有变化，证明天然状态下 IMC协助的折叠
机制与体外复性时可能不同，可能是由于天然状态

下的大分子拥挤环境或蛋白的起始折叠时间不同导

致的．

3.2 难以获得 IMC与成熟肽复合体的晶体结构
确定一段肽是否为 IMC，最直接的研究方法

就是捕捉到它与成熟肽的复合体晶体结构，并研究

相互作用模式．而 IMC协助折叠的速度较快，在
成熟肽折叠成熟后它又被马上降解，所以晶体结构

难以获得．目前的解决方法是突变成熟肽的活性中

心，使成熟肽失活，从而使 IMC与成熟肽停留在
复合体状态，并进一步获得晶体结构，或将单独表

达的 IMC 与折叠完成的成熟肽一起加入缓冲液，
再获得复合体晶体结构．这些方法可能会改变

IMC与成熟肽的相互作用模式，因此结论可能与
天然状态不同．

贾焱等[10-11]运用同源模建和分子动力学模拟的

方法，构建了 NK的 IMC与成熟肽的复合体模型，
此法可以解释一些现象，如分析 NK的 IMC上有
哪些残基与成熟肽有直接的氢键相互作用，但进一

步探索 NK活性中心与成熟肽的相互作用时则很困
难，由于此模型是基于 subtilisin E的 IMC 与成熟
肽的复合体晶体结构，它的获得是通过突变

subtilisin E的活性中心而停留在复合体状态，因此
在 NK的成熟肽与 IMC复合体模型上，无法得到
真实的 IMC与活性中心的相互作用模式．这可能
是长期阻碍 IMC机制研究的一个难点．
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4 前景展望

IMC协助的蛋白质折叠机制与 Crick的推测和
Anfinsen原则不同，表明某些蛋白质的正确折叠需
要 IMC 提供额外的立体结构信息．在原核生物、
真核生物及病毒中都发现了此种现象，说明了这是

一种广泛的蛋白质折叠方式，其优势在于：对于第

一类 IMC，它既能提供一个相对封闭的环境，又
能以“脚手架”提高正确折叠的概率；对于第二类

IMC，则可引导多聚体的形成，抑制错误聚集．因
此，IMC能提供比分子伴侣更契合的结构，更有
效地引导成熟肽折叠，是一种更优的折叠策略．

最近，Yan等[30]又发现了一种新的 IMC协助蛋
白质折叠的方式．茁/酌-晶状体球蛋白是哺乳动物晶
状体的主要结构蛋白，人眼中 茁B1-晶状体球蛋白
的 N 端肽段与 茁- 晶状体球蛋白的大小有重要关
系，Yan等研究了前者对 茁B1折叠及结构的影响，
发现缺失 28个氨基酸残基的 N端肽段可促进二聚
体 茁B1解离为单体，表明其 N端肽段可执行 IMC
的功能引导 茁B1的多聚化．同时，它可协助晶状
体中特异的分子伴侣 琢A-晶状体球蛋白发挥作用，
这种协助蛋白质折叠的作用比 IMC或分子伴侣的
单独协助作用更强，这也是第一个发现的 IMC与
分子伴侣同时协助蛋白质折叠的实例．此工作不仅

揭示了 茁B1的 N端肽段的作用，同时也证明了最
近关于蛋白质折叠的猜想，即蛋白质的柔性末端对

于其折叠和功能都有至关重要的作用．

翁美芝、蔡永君的工作[31-32]发现 NK的 IMC上
一些点突变可导致 NK结构和酶活的变化，说明用
突变 IMC的方法改造 NK的可行性．随着对不同
蛋白质折叠研究的积累，将会有不同的 IMC协助
机制被发现，研究结果将丰富蛋白质的折叠理论，

同时可拓展蛋白质工程．
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Abstract Folding of some proteins in prokaryote, eukaryote and virus is contrary to Anfinsen’s dogma: Their
structure is not determined by the protein’s amino acid sequence. However, the proper folding of them requires the
assistance of intramolecular chaperone (IMC). On the basis of different mechanism, IMC can be classified into two
categories. The type 玉 IMC assists the tertiary structure formation, and the type 域 IMC guides the assembly of
quaternary structure to form the functional protein complex. IMC guides the protein folding more effectively than
molecular chaperone. This mechanism is a better strategy for protein folding. Study on IMC mechanism not only
can determine the essential residues on the guidance of mature peptide folding, but also can modify these residues
to change mature peptide. This is a novel approach of protein engineering.
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