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!!摘要%蛋白质作为生命的物质基础%只有通过正确地折叠和组装%形成精确的三维空间结构%才能保持生理

活性%并在生命体中发挥其正常的生物学功能)一旦蛋白质发生错误折叠和异常的聚集%不仅会丧失其生物活

性%还会导致阿尔兹海默症$帕金森症$亨廷顿氏舞蹈症等神经退行性疾病以及某些癌症%对人类的生命健康构

成了严重的威胁)因此%如何有效地调控蛋白质折叠已成为生命科学研究中最具有挑战性的课题之一)本文

在简单介绍蛋白质折叠机制的基础上%综述了近年来蛋白质折叠调控策略的研究进展%着重讨论了基于纳米材

料的调控方法%并评述了该领域研究的发展趋势和方向)

!!关键词%蛋白质折叠.蛋白质聚集.分子伴侣.纳米材料

蛋白质是生命体中功能最全面和结构最复杂的一类生物大分子0#1)作为生命体中一切细胞和组织
的重要组成成分%蛋白质以发挥催化作用的酶$用于细胞骨架的结构蛋白$具有运输代谢物质作用的转运
蛋白$发挥新陈代谢调节作用的调节蛋白和具有防御功能的免疫蛋白等形式%参与了生命体中几乎每一
个生物学过程%因此是生命活动的主要承担者0!1)人体细胞通常可以表达超过#""""种不同的蛋白质%

它们都是由上千个氨基酸分子按照一定的序列在核糖体上合成的多肽直链组成的)为了获得生物活性
并发挥生物功能%这些多肽链必须迅速蜷曲并且正确折叠成*天然状态+%然后通过进一步自组装形成特
定的三维空间结构)这种多肽链从线性的氨基酸序列一维结构转变为具有精确特征的三维结构%从而形
成具有活性的天然蛋白质的过程叫做蛋白质折叠0’%&1)蛋白质折叠问题被列为 *!#世纪的生物物理学+

的重要课题%已成为现代生命科学研究的重大挑战之一)
通常在生理条件下%蛋白质的天然三维空间结构处于热力学最稳定的状态!见图#"%这是由蛋白质

的氨基酸序列和多肽链周围的环境因素共同决定的0$%)1)虽然小分子蛋白质在稀释的缓冲溶液中可以用
极短的时间折叠到天然构象!几微秒内"0*1%但是更大的多结构域蛋白在体外可能需要几分钟甚至几个小
时才能完成折叠0+1%而且还常常无法达到它们的天然构象状态)事实上%由于生物体细胞内的环境极度
拥挤%胞质蛋白的总量可以达到’"""&""J(U%因此蛋白质在体内正确折叠非常具有挑战性)与此同时%
细胞内的复杂环境使得各种功能性大分子之间的相互作用和相互影响大大增强%这就增加了蛋白质错误
折叠和聚集沉淀的倾向%从而导致多肽链正确折叠形成功能性三维结构更加困难0%1)因此%在生物体内
只有很小的一部分蛋白质可以自发地形成天然折叠构象0#"1)在拥挤的细胞环境中%蛋白质主要是在分
子伴侣和折叠酶等辅助因子的帮助下%有效地进行正确的折叠$组装$转运和降解%减少新生多肽链和蛋
白质在环境压力的驱动下发生错误折叠和聚集的概率%从而维持生物体内的蛋白质稳态0##"#’1)

蛋白质不但在体内很难自发地正确折叠形成功能性天然构象%还很容易受到外界环境的影响!如高
温高压$紫外线照射$强酸碱或者变性剂等"%导致其发生错误折叠和聚集%从而丧失生物活性0#&1%如具有
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图#!蛋白质正确折叠与错误聚集的相互竞争
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催化功能的酶等0#$%#)1)某些特定的蛋白质错误折叠和聚集将会损害正常细胞的功能%甚至引起细胞凋

亡%从而导致某些病理学反应%它们被称为蛋白质错误折叠疾病或者蛋白质构象疾病0#*1)现在已被广泛
证明%包括阿尔兹海默症$帕金森症$亨廷顿氏舞蹈症等神经退行性疾病和癌症在内的各种各样的疾病都
与蛋白质的错误折叠有着十分紧密的联系0#+1)因此%建立蛋白质折叠有效的调控方法和开发高效的蛋
白质聚集抑制剂已经成为生物学$化学$材料学和医学等领域的热门研究方向)近年来%人们已经摸索出
了许多调控蛋白质折叠$避免蛋白质聚集和保护蛋白质活性的技术和方法)本文将从蛋白质折叠中间体
原理出发%综述近年来蛋白质折叠调控策略的研究进展%重点讨论基于纳米材料的调控方法%并在此基础
上%评述该领域研究的发展趋势和方向)

#!蛋白质折叠中间体原理

虽然蛋白质折叠的研究起始于上世纪*"年代初期0#%1%但是迄今为止人们对于蛋白质折叠和聚集的

确切机制仍不清楚0!"1)不过随着先进分析仪器的不断引入和系统性的深入研究%蛋白质折叠中间体原

理得到了越来越多科学家的接受0!#%!!1)图!显示了蛋白质折叠过程中不同的构象状态及它们之间的相
互转化)遗传信息按照中心法则经过转录:翻译后%在核糖体上合成的新生多肽链是未折叠的%处于伸展
状态!G9</;313"0!’1)正常地%这些初始状态的多肽链在拥挤的细胞环境中会迅速地自动蜷曲形成部分
折叠的中间体!780NE8;;@K9</;313"%然后在自身氨基酸残基之间的相互作用和分子伴侣的辅助下进一步
折叠成具有天然构象的活性蛋白质!,8NEM1")然而在大多数情况下%由于热力学不稳定的部分折叠中间
体表面暴露有大量的疏水性氨基酸残基%因此多肽链很容易通过分子间的疏水和氢键等相互作用发生错
误折叠并聚集形成结构不同的聚集体%如无定形聚集体!(E=/03108JJ01J8N1="和结构高度有序的淀粉样
纤维!->@;/E3<E?0E;="等0!&1)蛋白质这些不同的构象状态在生物环境中可以通过分子伴侣$泛素:蛋白酶
体降解和细胞自我吞噬等途径完成相互转化%从而维持生物体内的蛋白质稳态0!$%!)1)

!!蛋白质折叠的调控策略

根据日臻成熟的蛋白质折叠中间体理论可知%加快蛋白质从折叠中间态向天然态的转变%抑制多肽
链分子间的疏水和氢键等相互作用导致的不可逆聚集%是调控蛋白质正确折叠的关键)近年来的蛋白质
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图!!多肽链的不同结构形态及其之间相互转化关系图
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折叠调控策略研究%正是基于这一思路展开的)目前%文献中报道较多的包括蛋白质折叠助剂$小分子与
多肽抑制剂和基于纳米材料的调控方法)

;@=!蛋白质折叠助剂
蛋白质折叠助剂!./;3E9J-E3="指的是能够辅助蛋白质从部分折叠的中间态向正确折叠的天然活性

状态转变的物质)最为常见的折叠助剂主要包括表面活性剂$渗透剂和脂质体等)折叠助剂的主要作用
是通过促进蛋白质的正确折叠%减少其错误折叠和聚集的概率%从而提高具有正确的天然结构的蛋白质
的收率)但是对于不同的折叠助剂%其作用机理各不相同%因此适用范围也存在差异)

表面活性剂的分子结构具有两亲性%能够很好地屏蔽蛋白质不稳定中间态暴露在表面的疏水作用位
点%因此可以有效地阻止蛋白质聚集%促进蛋白质复性0!*1)目前%借助表面活性剂辅助蛋白质折叠的方
法主要有胶束辅助法$反相胶束法和人工分子伴侣法#!#"胶束辅助法是由 L893/9和 5/0/2ENZ首创
的0!+1%他们利用非离子表面活性剂十二烷基麦芽苷成功地辅助了盐酸胍变性的硫氰酸酶复性%而且发现
在一定的蛋白质浓度条件下%复性率会随着表面活性剂浓度的增加而迅速增大%当达到一定的极值后又
逐渐减小)有研究者指出当表面活性剂的浓度高于其临界胶束浓度时%会以胶束的形式与蛋白折叠中间
体的疏水位点相结合形成复合物%从而抑制蛋白质自身的聚集并辅助其复性%这一推测通过实验已得到
了验证0!%1.!!"58J19等在#%%"年设计出了反相胶束法%实质是利用表面活性剂-FL和异辛烷在溶液
中形成稳定的反相胶束%并通过控制条件使每一个反相胶束中仅包含一个蛋白质分子%这样就可以保持
蛋白质分子折叠的独立性%避免其与相邻的蛋白质分子相互作用导致聚集0’"1)虽然经过这种方法处理
的变性蛋白质复性率较高%但是过程中需要加入大量的表面活性剂和有机溶剂%操作复杂%成本较高%而
且只有破坏反相胶束后才能得到最终产品%因此分离过程比较困难.!’"受天然分子伴侣辅助蛋白质复性
的启发%Q/Z1>8和S1;;>89在胶束辅助法的基础上提出了人工分子伴侣法%其基本原理分为两步!如图

’所示"#首先采用表面活性剂与变性的蛋白质通过疏水作用相结合形成复合物%抑制肽链间的相互聚
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集%这一过程称为*捕获阶段+.然后向体系中加入环糊精等剥离剂%使之通过强烈的竞争性结合作用将表
面活性剂与蛋白质分离%从而释放出正确折叠的蛋白质%因此被称为*剥离阶段+0’#1)S1;;>89等成功地
把这种人工分子伴侣的方法应用于碳酸酐酶V$柠檬酸合成酶和溶菌酶的复性中%并且利用圆二色光谱
分析证实了表面活性剂与变性蛋白所形成的复合物的存在0’!"’&1)与S0/6体系等天然分子伴侣相比%
这种人工分子伴侣的方法具有成本低廉$性质稳定并有利于提高工业生产效率等优点)

图’!人工分子伴侣辅助蛋白质折叠的过程图

.EJK01’!4BC1>8NEBME12/<80NE<EBE8;BC8A10/91:8==E=N13A0/N1E901</;3E9J

折叠助剂中的渗透剂主要包括聚乙二醇0’$1$?:精氨酸0’)1$甘油0’*1$尿素0’+1$盐酸胍0’%1$环糊精0&"1$海

藻糖0&#1$脯氨酸0&!1$甜菜碱0&’1等)虽然添加渗透剂辅助蛋白折叠的机理尚不完全清楚%但一般认为主要
是以下两个原因#!#"稳定天然蛋白质的结构%使错误折叠的蛋白质不稳定.!!"提高蛋白折叠中间态的溶
解性)不同渗透剂的作用机理不同)例如%聚乙二醇可以与蛋白的折叠中间态短暂地结合%提高折叠中
间体的溶解性并降低其聚集率)海藻糖具有提高天然态蛋白质热力学稳定性的作用%从而抑制变性蛋白
质不可逆聚集体的形成)低浓度的变性剂的作用!如盐酸胍"则是降低错误折叠蛋白质的稳定性%从而促
进蛋白质的复性)这些渗透剂虽然复性效果一般%但是价格低廉且比较易于分离%因此具有一定的使用
价值)

至于脂质体%目前认为它可以与蛋白折叠中间体结合%通过促进形成正确的二硫键%提高复性的收
率)这种方法专一性强%但是应用范围比较有限%现有的研究结果仅涉及溶菌酶等少数几种酶的复性
体系0&&%&$1)

;@;!小分子和多肽抑制剂
设计一些干扰和阻止蛋白质的聚集过程的小分子化合物抑制剂是研发治疗蛋白质聚集疾病药物的

重要方向之一)传统的抑制剂主要包括有机小分子抑制剂和多肽抑制剂)大量的研究结果表明%表面活
性剂$铜(锌离子螯合剂$已知的生物活性分子!例如白藜芦醇$姜黄素$阿朴吗啡等"和染料分子!如刚果
红$硫磺素以及它们的衍生物"都可以调控淀粉样蛋白聚集结构0&)1)另一方面%与小分子抑制剂相比%多
肽抑制剂具有优良的生物相容性和较低的免疫原性%因此也被人们广泛关注)这些多肽抑制剂大多是形
成淀粉样聚集的最小多肽片段的衍生物%例如":淀粉样蛋白!-’"的疏水核心区#)"!"位氨基酸
!\Uh.."和人胰岛淀粉样蛋白!CO-77"的!""!$位氨基酸!4,,.S-"等0&*%&+1)目前%利用":折叠抑制
剂!脯氨酸%-:缩氨酸类肽"通过点替换和):甲基化等化学修饰是获得新型多肽抑制剂的最常用的办
法0&%1)这些抑制剂往往是通过替换作用破坏淀粉样蛋白之间形成的氢键网络结构%从而抑制淀粉样聚
集体的形成!见图&"0$"1)尽管上述提到的许多抑制剂在体外的细胞实验中展现出具有抑制蛋白聚集诱
导的细胞毒性的作用%甚至有的还可以缓解患有蛋白聚集疾病的转基因老鼠的症状%但是需要指出的是%
它们作为临床治疗药物都具有强烈的副作用)

;@A!基于纳米材料的调控方法
近年来%随着纳米技术的快速发展%越来越多的纳米材料被应用于药物控制释放$生物成像和疾病诊

断等生物医药领域)一般情况下%纳米材料由于相对较大的比表面积使其具有优异的吸附能力%因此它
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图&!6E=19?10J课题组基于多肽抑制剂的设计)抑制剂用于!8"与-’蛋白的"折叠紧密结合并
!?"通过其与-’蛋白的侧链位阻效应阻断-’蛋白的进一步聚集

.EJK01&!(1=EJ9/<A1ANE31:?8=13E9CE?EN/0=/<8>@;/E3</0>8NE/98=31=B0E?13?@6E=19?10J1N8;‘O9CE?EN/0=2101

31=EJ913N/8"?E93NEJCN;@N/1PE=NE9J8>@;/E3?=C11N=893?"?;/BW833ENE/9/<<K0NC108>@;/E3A1ANE31"=N0893=
!E9=1N%N/A0EJCN"NC0/KJC=E31:BC8E9>13E8N13=N10EBB;8=C1=?1N2119NC1E9CE?EN/0!J0119=N0KBNK01E9@1;;/2BE0B;1.

E9=1N%N/A;1<N"893NC18>@;/E3A1ANE31!E9=1N%N/A;1<N"

们能够很容易地结合或者负载小分子药物$探针和蛋白质等其它分子)由于蛋白质是生命体中最重要的
一类生物大分子%因此研究纳米材料与蛋白质之间的相互作用具有十分重要的意义)大量研究表明%蛋
白质与纳米粒子的表面结合往往会使蛋白的构象发生变化%并且还会影响其折叠与聚集的过程%这引起
了人们极大的兴趣和广泛的关注0$#1)目前%调控蛋白质折叠与聚集的纳米材料最具有代表性的有两
类222无机纳米粒子和高分子纳米材料)

!a’a#!无机纳米粒子!无机纳米粒子通常是非常稳定的%不易被分解%特别是暴露在热$光和酸等条件
下)与此同时%它们能够提供较高的比表面积和良好的吸附性能%并且具有可控的形貌和尺寸以及独特
的光学$电学和磁学等优良的性能)几种典型的无机纳米粒子显示出潜在的调控蛋白折叠应用前景%主
要包括金纳米粒子$磁性纳米粒子和量子点等)

!a’a#a#!金纳米粒子!金纳米粒子不仅易于合成%具有较好的化学稳定性和生物相容性%而且由于其高
密度和特有的光学性质%所以很容易被人们利用显微镜技术和光谱技术检测)与此同时%各种各样具有
生物学应用的基团或试剂可以通过金:硫醇之间的化学反应被修饰到金纳米粒子的表面%使其表面功能
化)因此%金纳米粒子能够监测蛋白质:蛋白质之间的相互作用%可以被广泛地应用于免疫组织化学$光
热疗法和放射疗法$分子成像造影剂等方面0$!1)更重要的是%金纳米粒子可以调控蛋白质折叠的结构与
活性0$’"$$1%并且可以作为有效的抑制剂和筛选剂用于抗淀粉样蛋白的聚集和纤维化0$)%$*1)

Q/N1;;/课题组通过化学修饰的办法制备了表面阴离子功能化的金纳米粒子%并研究了它与糜蛋白
酶之间的相互作用0$+1)研究结果表明%由于糜蛋白酶的活性中心被一圈阳离子氨基酸残基所包围%因此
这种表面带有负电性的金纳米粒子可以通过强烈的静电作用与蛋白质结合%使蛋白质的结构发生变化%
诱导蛋白质变性%从而抑制了酶的活性!见图$-")随后%研究者们利用不同的阳离子表明活性剂破坏了
糜蛋白酶与金纳米粒子之间的*不可逆+相互作用%使蛋白质被释放出来从而恢复酶活性%并通过动态光
散射实验和酶活性测试得以证实)与此同时%研究者们对这种蛋白的复性过程提出了两种不同的机制%
如图$V所示)第一种可能的作用机制是烷基链表面活性剂#在金纳米粒子表面附近形成双层结构%导
致蛋白质被释放出来.另一种机制是烷基链表面活性剂!和’通过直接与金纳米粒子表面的单修饰层相
互作用或者修饰链的替换将蛋白质释放出来)这些研究结果为调控蛋白质折叠促进其复性开辟了一个
新的途径)
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图$!!-"通过将]CL结合到-K,7=表面实现表面活性剂为媒介的酶活性保护.

!V"利用表面活性剂将]CL从单层修饰的-K,7=表面剥离的示意图

.EJK01$!!-"4K0<8BN89N>13E8N1301=N/08NE/9/<19Z@>8NEB8BNEMEN@/<]CL?/K93N/-K,7==K0<8B1.

!V"4BC1>8NEB01A01=19N8NE/9/<>/9/;8@10>/3E<EB8NE/9/9=K0<8BN89N833ENE/901=K;NE9JE93E=8==/BE8NE/9/<]CL<0/>-K,7=

随后%Q/N1;;/等0$%1还利用这种表面带有大量负电荷的金纳米粒子作为人工分子伴侣%与阳离子蛋白
质!糜蛋白酶$溶菌酶和木瓜蛋白酶"通过静电作用形成复合物%从而阻止蛋白质在高温条件下失活聚集)
然后通过加入#"">D,8];提高溶液的离子强度%降低蛋白质与金纳米粒子的静电相互作用%使恢复活
性的蛋白质从复合物上脱离%从而辅助完成蛋白质复性的过程%如图)所示)

图)!!-"表面负电性的-K(-的结构及!V"以-K(-为媒介在热失活条件下辅助正电性蛋白质重折叠的示意图)

!]"在重折叠研究中使用的三种正电性蛋白质的表面结构特征图)颜色注释#碱性残基!蓝色"%酸性残基!红色"%

极性残基!绿色"以及非极性残基!灰色")

.EJK01)!!-"4BC1>8NEB01A01=19N8NE/9/<NC1=N0KBNK01/<NC191J8NEM1BC80J13-K(-893!V"NC10>8;3198NK08NE/9

</;;/213?@989/A80NEB;1>13E8N1301</;3E9J/<A/=ENEM1BC80J13A0/N1E9=‘!]"4K0<8B1=N0KBNK08;<18NK01=/<NC011

A/=ENEM1;@BC80J13A0/N1E9=K=13E9NC101</;3E9J=NK3@‘]/;/K0=BC1>1</0NC1A0/N1E9=#?8=EB01=E3K1=!?;K1"%

8BE3EB01=E3K1=!013"%A/;8001=E3K1=!J0119"8939/9A/;8001=E3K1=!J01@"‘

金纳米粒子在干扰淀粉样蛋白聚集过程和淀粉样蛋白疗法方面的应用也具有十分广泛的研究)由
于金纳米粒子具有较高的比表面积%因此它很容易与蛋白质相互作用)]C19等研究了金纳米粒子对于

-’&"蛋聚集过程的影响%他们发现裸金纳米粒子可以通过使-’蛋白形成较小的纤维片段或者球形低聚
物%达到抑制-’纤维化的效果

0)"1)除了裸金纳米粒子%金纳米粒子的表面修饰对于影响淀粉样聚集过
程同样具有重要作用%如表面电荷$反应性配体或靶向特异性结合的抗体等)溶菌酶形成的淀粉样聚集

,)*, !!!!!!!高!!分!!子!!通!!报 !"#$年%月!



#"a#&"!+(XaB9WEa#""’:’*!)a!"#$a"%a""$

体可以被表面覆盖谷胱甘肽!S45"的金纳米粒子破坏%而单独的S45不显示任何明显的效果0)#1)人们
合成了表面修饰)"乙酰基"?:半胱氨酸!,-]"和’:巯基丙酸!D7-"的金纳米粒子并研究表面电荷对于
淀粉样聚集的影响%结果发现微量负电荷的,-]似乎与淀粉样纤维之间具有更强的相互作用0)!1)这些
研究结果都证实了金纳米粒子干扰蛋白质聚集过程的可能性)

!a’a#a!!磁性纳米粒子!磁性氧化铁纳米粒子作为纳米载体具有很多优点%如良好的磁性能$生物相容
性$生物可降解性$相对低毒性$化学稳定性$容易合成$结构和性能易于控制$价格低廉等)如今%磁性纳
米粒子作为一种智能化材料%在药物输送$细胞分离$酶固定化$(,-提取和磁共振成像等生物医学领域
的研究已被广泛报道0)’1)除此之外%为了揭示蛋白质聚集和磁性纳米粒子之间的关系%人们也进行了许
多相关方面的研究)

D80J1;课题组合成了粒径为#$a"s!a#9>的磁赤铁矿!#:.1!F’"纳米粒子%然后研究了这种磁性纳
米粒子对于胰岛素聚集过程的影响0)&1)结果发现%#:.1!F’ 纳米粒子虽然不能影响胰岛素的纤维化聚集
动力学过程%但是能够选择性地与胰岛素纤维结合%所以这种淀粉样纤维(#:.1!F’ 纳米粒子的组装体可
以通过磁场从水溶液中完全除去)因此%这种选择性萃取的方法对于由淀粉样蛋白聚集导致的疾病具有
很好的应用潜力)

最近%D8C>/K3E等则系统地研究了具有超顺磁性的氧化铁纳米粒子!47OF,="与淀粉样蛋白之间
的相互作用%如图*所示0)$1)结果发现%47OF,=的物理化学性质%如表面涂层$表面电荷$粒子浓度等%
都会对-’蛋白的纤维化动力学过程产生不同的影响)在47OF,=存在的条件下%-’蛋白聚集过程中的
滞后阶段或者生长阶段会发生变化)同时%47OF,=的表面积对于-’纤维化聚集具有*双重+效果%即低
浓度的47OF,=会抑制蛋白的聚集%而高浓度的47OF,=会加快-’纤维化的速率)另外%表面带有正电
荷的47OF,=比负电荷或者不带电荷的47OF,=更倾向于促进蛋白的聚集)

图*!超顺磁性氧化铁纳米粒子在溶液中对-’蛋白聚集的影响

.EJK01*!LC1E9<;K19B1/<NC1AC@=E/BC1>EB8;A0/A10NE1=/<=KA10A808>8J91NEBE0/9/PE31989/A80NEB;1=/9

8>@;/E3’A0/N1E9<E?0E;8NE/9E9=/;KNE/9

鉴于磁性纳米粒子的特殊性质%利用其将淀粉样变性疾病的诊断和治疗相结合是一种非常有应用前
景的方法)4W88N和D80J1;通过沉淀法对54-对带有荧光素的#:.1!F’ 纳米粒子修饰一层人血清白蛋
白%然后将不同的多肽片段利用76S连接在纳米粒子表面%制备了具有生物活性的荧光磁性氧化铁纳米
粒子!.:#:.1!F’"54-:76S:A1ANE31=989/A80NEB;1="0))1)他们发现这种纳米粒子可以有效地调控-’&"
淀粉样蛋白纤维形成的动力学过程%如图+所示)值得注意的是%这种具有荧光的磁性纳米粒子能够同
时用于磁共振成像和荧光成像%因此可能成为一种潜在的监测-’蛋白聚集过程的有效工具)

!a’a#a’!量子点!量子点凭借其独特的性质得到了广泛的关注%如优良的光致发光性能$激发光谱宽且
连续分布%发射光谱窄且对称$颜色可调$光化学稳定性高$荧光寿命长$水溶性和生物相容性好等)除了
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图+!!-".:#:.1!F’ 纳米粒子表面通过共价键结合-’&"和U7..(多肽的过程)

!V"表面修饰多肽后的.:#:.1!F’ 纳米粒子的高分辨率透射电子显微镜照片)

!]".:#:.1!F’"54-:76S:U7..(纳米粒子对于-’&"聚集过程的影响)

.EJK01+!!-"]/M8;19NB/9XKJ8NE/9/<NC1-’&"893NC1U7..(A1ANE31=N/NC1.:#:.1!F’989/A80NEB;1=‘
!V"5QL6DE>8J1=/<NC1.:#:.1!F’"54-:76S:A1ANE31=989/A80NEB;1=‘

!]"\E91NEB=/<-’&"8JJ01J8NE/92ENC8932ENC/KN.:#:.1!F’"54-:76S:U7..(989/A80NEB;1=‘

在细胞标记和组织成像方面具有十分重要的应用前景%利用量子点调控蛋白质折叠与聚集过程的研究也
越来越多)

一般而言%通过不同的封端剂调控量子点的结构会加速或者抑制淀粉样蛋白的聚集过程0)*1)

h899/@等向人血清白蛋白体系中加入二氢硫辛酸!(5U-"改性的量子点%结果发现这种水溶性的量子
点可以作为成核中心促进 54-的聚集和蛋白纤维的形成0)+1)UE课题组通过研究发现表面覆盖)"乙
酰"?:半胱氨酸的]3L1量子点!,-]:T(="在生理A5条件下能够极大地抑制-’多肽的成核和生长过
程%从而阻止-’纤维的形成%并且这种影响具有浓度依赖性)这种抑制效果很有可能是由于,-]:T(=
和淀粉样纤维之间具有很强的氢键作用%导致核纤维$原纤维和成熟纤维上的生长的活性位点被屏蔽造
成的0)%1)随后%UE课题组进一步研究了不同尺寸和表面功能化的量子点对于 -’&"纤维化过程的影响)

结果显示%纳米粒子尺寸大小和所带电荷微小的变化都有可能对于淀粉样蛋白聚集产生相反的效果%因
此纳米粒子的电荷:表面积比例$功能化基团和浓度对于调控蛋白质聚集都是十分关键的0*"1)最近%UE
等还发现,-]:T(=还可以降低淀粉样蛋白诱导的细胞毒性%具有保护神经元细胞的功能0*#1)

值得一提的是%\/N/M课题组采用了与其它量子点不同的方法%利用巯基乙酸稳定的]3L1量子点
!LS-:T(="强烈地抑制了-’&"蛋白的聚集过程

0*!1)在这种情况下%LS-:T(=与一些蛋白质具有类似
的尺寸$电荷和结合能力%所以和多肽类的抑制剂更为相似)LS-:T(=的分子结构如图%所示)这项
研究进一步证明%在纳米粒子表面进行精妙的化学修饰可以有效地调控蛋白的聚集过程%并为设计理想
的纳米粒子用于调控蛋白折叠提供了重要的依据)

5/9J等利用化学改性的方法将链末端功能化的硫代烷基和硫代烷基化的乙二醇寡聚物!F6S"配
体修饰到硒化镉!]341"量子点表面%制备了不同表面功能化的水溶性]341纳米粒子%并研究了糜蛋白
酶与这些表面性质不同的]341之间的相互作用0*’1)实验结果表明%以F6S的羟基为末端的纳米粒子
与糜蛋白酶之间没有相互作用%以羧基硫代烷基配体为末端的纳米粒子会导致糜蛋白酶变性失活%而以
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图%!!-"]3L1纳米粒子与-’&!在结构上的相似性)用LCL荧光表征]3L1纳米粒子对于-’&"纤维化

聚集过程的影响)!V"不同浓度的]3L1纳米粒子与-’&"在一起孵化后的L6D!8:X"和-.D!W:/"照片)

0]3L11(0-’&"1摩尔比#!8%<%W""%!?%J%;""a""#%!B%C%>""a""$%!3%E%9""a"#%!1%X%/""a"$)

.EJK01%!!-"D/;1BK;80=N0KBNK01=/<]3L1,7=893-’&!2ENC=E>E;80ENE1=‘\E91NEB=/<-’&"<E?0E;;EZ8NE/9

2ENC8932ENC/KN]3L1,7=28=>/9EN/013?@LCL<;K/01=B19B1‘!V"L6D !8:X"893-.D !W:/"E>8J1=/<-’&"

E9BK?8N132ENC8932ENC/KN]3L1,7=‘0]3L11(0-’&"1>/;8008NE/=#!8%<%W""%!?%J%;""a""#%

!B%C%>""a""$%!3%E%9""a"#%893!1%X%/""a"$‘

羧基为末端的F6S配体虽然会抑制酶的活性%但是会保留酶的二级结构%因此可以通过提高体系中的离
子强度使酶活性可逆地完全恢复%如图#"所示)这是因为乙二醇单元能够抵抗生物大分子之间的非特
异性相互作用%所以在功能基团之间插入乙二醇单元可以屏蔽蛋白质分子表面之间的疏水性单分子层%
同时烷基链单分子层会削弱纳米粒子结合蛋白质的非特异性相互作用)因此%调整纳米粒子表面的性质
可以调控蛋白质的结构和功能%这对提高蛋白质稳定性和蛋白质药物投递的研究具有十分重要的意义)

图#"!用于修饰]341纳米粒子的配体以及蛋白质:纳米粒子相互作用的示意图

.EJK01#"!UEJ893=K=13</0]341989/A80NEB;1=%893=BC1>8NEB31AEBNE/9/<A0/N1E9:989/A80NEB;1E9N108BNE/9=

!a’a!!高分子纳米材料!高分子纳米材料在生物学和医学的实际应用中要优于无机纳米材料%这一观
点已被人们广泛认可0*&1)例如%高分子纳米材料分子结构的灵活设计性和丰富多样的功能化基团使这
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些材料的表面很容易被修饰%从而达到控制材料物理化学性质和与蛋白质相互作用位点的效果)另外%
由于高分子纳米材料通常可以在人体内被降解%所以它们的毒性较低)利用高分子纳米材料调控蛋白质
折叠的方法主要分为合成高分子聚合物$纳米凝胶和高分子纳米粒子)

!a’a!a#!合成高分子聚合物!生物高分子聚合物%如蛋白质$多糖和核酸等%是构成生命有机体的基本
单元)凭借诸多优良的特性%利用合成高分子聚合物模拟这些生物大分子已经发展成为了一个非常活跃
的研究领域0*$1)众所周知%当外界环境发生变化时%蛋白质的折叠与聚集状态很容易发生变化)而很多
合成高分子聚合物自身的分子构象也可以在受到外界刺激!如温度$A5 值$离子强度和光强度等"时发
生相应的改变0*)1)因此%史林启等想到利用亲疏水性质随环境的改变而改变的温敏性聚合物来调控蛋
白质的折叠%防止蛋白质的高温失活!见图##"0**1)他们将温敏性聚合物聚 ):异丙基丙烯酰胺
!7,O7-D"和碳酸脱水酶!]-V"一同包裹在由反相微乳液构筑的受限空间中%高温时7,O7-D 变得疏
水从而吸附变性的]-V%以防止]-V之间发生聚集.低温时7,O7-D 变得亲水自发地将]-V释放出
来%使其能再折叠达到恢复活性的目的)这项工作建立了一种根据环境变化自动调节$保护复性一体化
的酶保护体系)之后%他们通过引入在微乳液中具有界面活性的脂肪酶0*+1%进一步扩展了这种方法的使
用范围%并提高了其实际应用的价值)

图##!!-"利用7,O7-D在微乳液液滴内保护]-V免于热失活的机理图!,#天然态%(#变性态%O#失活态".

!V"单独]-V和含有7,O7-D的微乳液液滴内的]-V经热处理后的残留酶活性

.EJK01##!!-"4BC1>8NEBE;;K=N08NE/9/<A0/N1BNE9J]-V8J8E9=NC18NE98BNEM8NE/9?@7,O7-DE9>EB0/1>K;=E/9
!,#98NEM1%(#3198NK013%O#E98BNEM1".!V"Q1=E3K8;19Z@>8NEB8BNEMEN@/<<011]-V893]-V2ENC7,O7-DE98

>EB0/1>K;=E/98<N10C18NN018N>19N‘

基于疏水相互作用的蛋白质折叠调控体系仅仅是保护蛋白质活性的一条途径)大量研究数据表明%

分子间的静电作用力在稳定蛋白质方面也发挥着关键的作用)于是%\8N8/W8课题组报道了一种能够开:
关控制酶活性的超分子组装体0*%1)他们利用阴离子嵌段聚合物聚乙二醇:’:聚天冬氨酸!76S:’:7-=A"
与阳离子的溶菌酶通过静电作用形成聚离子胶束%将溶菌酶包裹在胶束核的内部%抑制了酶的活性)然
后可以通过改变溶液的离子强度%使胶束可逆的形成和解离%同时导致酶分子周期性的包裹与释放%从而
达到了控制酶活性的目的)

另一方面%,8J8=8WE等0+"1则利用阳离子嵌段聚合物聚乙二醇:4:聚甲基丙烯酸二乙氨基乙酯!76S:

4:76-D-"的正电性%与溶菌酶!U@=/Z@>1"的负电活性中心通过静电相互作用相结合%从而使溶菌酶抵
抗高温下的热失活)当加入阴离子聚合物聚丙烯酸!7--B"时%溶菌酶被释放出来%恢复活性!见图#!")

!a’a!a!!纳米凝胶!纳米凝胶是高分子链通过化学或物理交联形成的具有三维网络结构的纳米尺寸
!(#""9>"水凝胶纳米粒子)由于在生物医学领域展现出非常好的应用前景%如药物投递体系和生物成
像等%纳米凝胶在近些年来吸引了人们越来越多的研究兴趣)通常的高分子纳米粒子都具有一个致密的
聚合物内核结构%如纳米球)而相比之下%纳米凝胶则能够利用其内部的聚合物网络稳定地捕捉生物活
性化合物%例如药物$蛋白质$(,-或Q,-等)而且它可以对外界环境的刺激!温度和A5值等"进行快
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图#!!通过使用阳离子嵌段共聚物形成复合体实现酶活性的调控和保护

.EJK01#!!Q1JK;8NE/9893A01=10M8NE/9/<NC119Z@>8NEB8BNEMEN@?@NC1B/>A;1P</0>8NE/92ENC8B8NE/9EB=>80NB/A/;@>10

速地响应0+#1)因此基于上述特性%纳米凝胶对于生物活性物质的控制释放十分有用)

-WE@/=CE课题组利用胆固醇修饰的多糖制备纳米凝胶]57模拟了天然分子伴侣的功能0+!1)当蛋
白质受到高温变性或化学变性!尿素或盐酸胍"时%]57纳米凝胶能够捕捉蛋白折叠中间体形成复合物%
从而阻止了变性蛋白的不可逆聚集)当向体系中加入":环糊精!":]("时%被包裹在纳米凝胶的蛋白折叠
中间体便会被释放出来并折叠成天然状态)这是由于":环糊精将]57:蛋白中间体复合物解离%形成

]57:](复合物导致的)这整个过程与天然分子伴侣的两步机制非常相似%如图#’所示)

图#’!人工!8"和天然!?"分子伴侣作用机制的比较

.EJK01#’!]/>A80E=/9/<NC1>1BC89E=>=/<80NE<EBE8;!8"89398NK08;!?">/;1BK;80BC8A10/91=

随后%-WE@/=CE等尝试将他们制备的这种]57纳米凝胶应用于-’蛋白%结果发现每一个]57纳
米凝胶可以结合)"+个 -’蛋白分子%导致 -’蛋白的聚集过程和对7]#!细胞的毒性被有效地抑
制0+’1)此外%氨基修饰具有正电荷的纳米凝胶!]57,5!"表现出更好的抑制效果%说明静电作用在抑制
蛋白聚集方面具有重要作用)但是电中性的]57是无毒的%而带有正电荷的衍生物]57,5! 是具有

一定细胞毒性的%特别是对于培养的初级大脑皮层细胞而言0+&1)

-WE@/=CE等的*两步法+在帮助蛋白复性过程中存在着不足之处%即在诱导蛋白变性的因素撤除后%
需要人为地加入剥离剂环糊精才能将与纳米凝胶复合的蛋白折叠中间体释放出来已恢复活性)这样不
但步骤繁琐%费时费力%而且会在人工伴侣体系中引入新的物质%使体系变得更加复杂)于是%4C18课题
组最近报道了一种基于聚):异丙基丙烯酰胺!7,O7-D"的共聚物纳米凝胶)这种纳米凝胶在高温时会
通过疏水作用捕捉目标酶分子形成复合物%阻止蛋白的不可逆活性丧失.当温度降低后%酶分子便会被自
动的释放出来完成复性%如图#&所示)这个方法简化了过程%实现了*一步法+保护酶活性的目的0+$1)

纳米凝胶中负电性和疏水性单体的合适比例是实现这个功能的关键)除此之外%由于纳米凝胶在室温下
对酶并没有很强的亲和力%所以它们在溶液中不会影响酶的活性%并且很容易通过过滤的方法将其与酶
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图#&!!-"通过使用基于):异丙基丙烯酰胺!,E7-D"的共聚物纳米凝胶实现对蛋白质的温度响应性
*捕获:释放+的机理.!V"溶菌酶与聚合物纳米凝胶的结合及过滤后活性的研究)

.EJK01#&!!-"O;;K=N08NE/9/<N1>A108NK01:01=A/9=EM1*B8NBC:893:01;18=1+/<8A0/N1E9?@):E=/A0/A@;8B0@;8>E31
!,E7-D":?8=13A/;@>10,7C@30/J1;.!V"70/B13K01</0=NK3@E9JNC1?E93E9J/<;@=/Z@>1N/A/;@>10,7

C@30/J1;=893NC18BNEMEN@E9NC1<E;N08N1=‘

溶液分离)这个方法在提高蛋白热稳定性方面将有很好的应用前景)

!a’a!a’!高分子纳米粒子!高分子纳米粒子主要是由嵌段共聚物自组装$聚合物共混或者以聚合物链
模板化的自组装等方式形成的)人们可以通过调节高分子聚合物的分子结构$成分组成和制备方法等%
得到各种各样的高分子纳米粒子来广泛地迎合各种需求0+)1)由于多功能的分子设计可以使高分子纳米
粒子具有丰富多彩的表面化学性质%因此调控使用高分子纳米粒子调控蛋白质的折叠与聚集引起了越来
越多研究人员的重视)

最近%史林启课题组利用混合壳层的复合胶束精妙地模拟了天然分子伴侣的结构与功能!见图

#$"0+*1)这种复合胶束表面的两种混合链段分别为生物相容性的76S和温度响应性的7,O7-D%通过
改变温度%7,O7-D链段能够可逆地在胶束表面形成疏水微区%有效地结合高温变性的蛋白质%阻止其
聚集失活%然后在低温下将其释放%辅助蛋白质复性)这种基于复合胶束的人工分子伴侣对十余种结构
和功能各异的酶都具有很好的热稳定性保护效果%因此实际应用的潜力巨大)与此同时%他们还发现这
种复合胶束可以用于维持-’的平衡和降低-’相关的细胞毒性

0++1%因此在提高阿尔兹海默症治疗效果
方面也具有良好的潜在应用价值)

图#$!!-"D47D=阻止蛋白质变性聚集及辅助变性蛋白质复性的机理.

!V"D47D=和-’的相互作用及其对于-’聚集过程的影响

.EJK01#$!!-"D1BC89E=>/<NC1=N8?E;EZ8NE/989301</;3E9J/<NC1C18N:3198NK013A0/N1E9=%8==E=N13?@NC1D47D=.

!V"Q1A01=19N8NE/9/<NC1A/==E?;1>1BC89E=>/<E9N108BNE/9?1N2119D47D=893-’A1ANE31/9NC1WE91NEB=/<

8>@;/E3<E?0E;;8NE/9A0/B1==
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(82=/9课题组利用不带电的共聚物):异丙基丙烯酰胺():叔丁基丙烯酰胺!,O7-D(V-D"制备
了一系列不同性质的高分子纳米粒子)选择,O7-D(V-D 共聚物作为研究对象是因为聚合物纳米粒
子的表面性质很容易通过两种组分不同的单体比例进行调控%即,O7-D 组分的比率越大%纳米粒子的
氢键结合能力越高%这是因为,O7-D结构中的异丙基基团比V-D的叔丁基具有更小的空间位阻效应)
研究发现%,O7-D(V-D聚合物纳米粒子能够通过吸附 -’单体或寡聚物%阻断它们之间的结合位点%
从而影响-’聚集的成核阶段%减缓蛋白的纤维化过程!见图#)"

0+%1)他们还发现这种聚合物纳米粒子对

CO-77产生类似的减缓聚集的效果0%"1)在这两种情况下%共聚物中 ,O7-D 组分的比例越高抑制效果
越明显%这说明氢键作用可能是影响淀粉样蛋白聚集的关键因素)

图#)!聚合物纳米粒子与-’相互作用的可能机理)

灰色球体代表聚合物纳米粒子%黄色团簇代表定形与无定形寡聚物)

.EJK01#)!4BC1>8NEB01A01=19N8NE/9/<NC1A/==E?;1>/31=/<E9N108BNE/9?1N2119B/A/;@>10EB989/A80NEB;1=893-’‘

S08@=AC101=E93EB8N1989/A80NEB;1=%893@1;;/2B;K=N10=E93EB8N1=N0KBNK013893K9=N0KBNK013/;EJ/>10=‘

D80J1;课题组设计了一种均匀的基于氨基酸多肽的生物相容性高分子纳米粒子0%#1)他们发现利用
苯丙氨酸:苯丙氨酸二肽!.."修饰的聚合物%聚!)"丙烯酰"?"苯丙氨酰"?:苯丙氨酸甲酯"%自组装形成纳
米粒子能够显著地减慢-’&"蛋白二级结构由无规线团向":折叠的转变%导致-’&"的纤维化聚集过程被
大大抑制)相反地%如果将聚合物中的苯丙氨酸替换为丙氨酸%那么便会促进-’&"的聚集)这个实验结
果表明%聚合物纳米粒子中..残基与-’蛋白中相应氨基酸残基之间的疏水性相互作用是非常重要的)

’!总结和展望

蛋白质折叠调控策略的研究%不仅对基因重组蛋白类药物的生产具有重要意义%而且对于探索蛋白
质错误折叠疾病的机理和推进其治疗药物的开发也具有积极的指导作用)与传统的蛋白质折叠助剂$小
分子与多肽抑制剂的方法相比%纳米材料凭借其诸多独特的性能%在蛋白质折叠与聚集方面展现出了更
加优异的调控效果%尤其是利用高分子纳米材料模拟自然界中天然的分子伴侣%为今后进一步开发和完
善理想的蛋白质折叠调控策略提供了新的思路)不过%虽然这些蛋白质折叠调控策略的研究有了很多进
展%但目前这些方法大多仍处于实验室研究的阶段%要想实现真正的临床应用和工业化生产仍然任重道
远)随着人们对于蛋白质折叠的认识逐渐地深入和生物纳米技术的不断发展%相信在不久的将来%基于
纳米材料的蛋白质折叠调控方法将越来越成为重点的研究方向并取得重大突破)
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