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摘要 　所有的细胞中都存在着大量的蛋白质、核酸、多糖等各种生物大分子 , 它们大约占用细胞容积的 20 %～

30 % , 总浓度高达 80～200 g/ L , 因此任何一种大分子都处于一个充满其他大分子的拥挤环境中. 对源于排斥容

积效应的拥挤理论分析表明它对所有大分子之间的反应在热力学和动力学上都有很大的影响 . 可是以往人们在体

外研究生物大分子的性质和相互作用时几乎都忽略了这样一个细胞大分子拥挤的实际环境. 最近几年建议把大分

子拥挤与 p H、离子强度和溶液组成等一样作为常规因素来研究生物大分子的呼声很高 , 在体系中添加大分子拥

挤试剂以在体外模拟细胞内环境研究蛋白质折叠已有一些实验报道.
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　　对生命现象本质的认识多为生命科学家在研究

试管中的生物大分子相互作用规律中得到的. 蛋白

质折叠是分子生物学中心法则中至今尚未解决的一

个重大生物学问题. 对还原变性牛胰核糖核酸酶在

试管中特定条件下的完全恢复活性的研究[1 ] , 使

得 Anfinsen 提出了“蛋白质一级结构决定空间结

构”的著名论断而荣获诺贝尔奖 , 为蛋白质折叠的

研究开创了一个新的时代. 近几十年来蛋白质折叠

的研究成果已经为认识新生肽链的折叠和解决重组

蛋白包含体 (inclusion body) 的复性提供了大量的

信息. 可以说 , 至今为止 , 体外实验仍然是生物化

学和分子生物学研究的主体 , 我们仍然可以从体外

实验结果获取和抽提大量的有关生物大分子结构、

性质、功能和相互作用的重要信息. 但是 , 由于研

究细胞内新生肽折叠的固有困难尚未解决 , 今天还

不能进行细胞内蛋白质折叠的实时研究 , 因此设计

模拟细胞内的条件尽可能地在接近细胞的环境中进

行研究还是应该提倡的. 从蛋白质折叠来说 , 首先

需要考虑的细胞和试管最主要的差别就是所谓的细

胞内大分子拥挤问题. 细胞中存在着成千上万种生

物大分子 , 细胞质内所有大分子的浓度估计高达

80～200 g/ L [2 ] . 依赖生长期的不同 , 大肠杆菌细

胞质中蛋白质和 RNA 的总浓度约在 300～400 g/ L

范围[3 ] . 红细胞中单单血红蛋白的浓度就约有

350 g/ L [4 ] . 因此细胞容积的 20 %～30 %都被大分

子占用. 由于大分子的不可穿透性使得任何一个大

分子的实际可及空间大大减少 , 这样的生物大分子

活动环境被称为“大分子拥挤环境” (macromolecular

crowding) , 它对生物大分子行为的影响用比较准确

的术语描述就是“排斥容积效应” (excluded volume

effect) . 可以看出这里强调的是源于空间排斥的纯

物理的非特异性效应 , 因此把所研究的靶分子

以外的其他大分子称为背景大分子 ( background

macromolecules) . 在细胞外介质中有高浓度的多

糖 , 血液中含有约80 g/ L的蛋白质[4 ] , 因此大分子

拥挤环境在细胞外也是存在的.

大分子拥挤最早是在理论上进行研究的. 美国

国立健康研究院 (N IH) 的 Minton[5 ,6 ]从 1983 年

就开始研究大分子拥挤现象 , 从理论上预测这样一

个大分子拥挤环境对所有大分子之间的反应都有很

大的影响 , 不仅影响反应的速率而且影响反应的平

衡. 近 20 年来 , 他在大分子拥挤的研究中一直非

常活跃[7 ,8 ] . 最近 , 提出“分子伴侣”概念的英国

Warwick 大学的 Ellis 教授指出 , 如此重要的大分

子拥挤问题至今却仍被大多数人忽略 , 呼吁生物学

家们在研究体系中一定要加入细胞内相应浓度的

“拥挤试剂” (crowding agent) 以模拟细胞内的大

分子拥挤环境 ; 一定要把大分子拥挤与 p H、离子

强度和溶液组成等一样视作常规因素考虑在蛋白质

折叠的研究中[4 ] . 体外实验往往需要简化实验的条
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件 , 譬如为了避免聚合 , 蛋白质折叠研究通常是在

相当低的蛋白质浓度和低的温度下进行. 也许因为

绝大多数科学家都喜欢用尽可能简单的体系和方法

而获取尽可能多的信息 ; 也许简单的体外体系给予

了人们太多的恩惠反而培养了科学家们采用体外简

单体系的习惯. 不管怎样 , 现在也许是认真考虑细

胞内大分子拥挤环境的时候了. 本文简要介绍了在

生命科学研究中引进大分子拥挤概念这一学术动

向 , 概述大分子拥挤对生化反应影响的理论预测 ,

以及近年来一些研究大分子拥挤对蛋白质折叠影响

的实验 , 但是这方面的实验实在还进行得不多.

1 　大分子拥挤效应的理论分析

111 　热力学分析

在大分子拥挤环境中 , 分子体积越大 , 浓度越

高 , 分子的无序性就相应越小. 溶液中大分子的总

浓度增加时 , 每一种分子的构型熵 (configurational

entropy) 都会变小 , 溶液总的自由能将相应变大 ,

最终导致细胞内各种分子之间相互作用的结合常数

要比在稀溶液中大 2～3 个数量级 , 这样便能造成

产物最小体积 , 从而最大程度地降低溶液的自由

能[6 ] . 所有能导致体积改变的过程 , 如大分子的组

装、聚集、新生肽链的疏水坍塌、折叠及应激导致

的蛋白质去折叠等等都适合这个规律.

在大分子拥挤环境中 , 各种大分子的实际可及

空间比表观容积小得多 , 所以其热力学活度或有效

浓度会增加几个数量级. 热力学活度与浓度的比值

———活度系数与分子质量的关系是非线性的指数增

长关系[5 ] , 当分子质量大于 103 时 , 活度系数随分

子质量增加而显著增加 , 所以大分子拥挤环境主要

对生物大分子而言 , 例如大肠杆菌细胞质中一个半

径为 30 nm 的球形分子的活度系数在 102～103 之

间[3 ] . 活度系数与体系中大分子总浓度的关系也是

以非线性的指数增长 , 如大分子总浓度为 340 g/ L

时的活度系数比浓度为 100 g/ L 时的大 27 倍[5 ] ,

因此 100 g/ L 的浓度似乎很高 , 但用于模拟细胞内

大分子拥挤环境还略嫌不够. 此外 , 背景大分子的

体积越大 , 活度系数的变化也越显著 , 因此实验选

用的拥挤试剂要与体内大分子的分子质量相近.

大分子拥挤环境只会增强大分子固有的聚集倾

向 , 但不会“制造”大分子的聚集 , 否则细胞内的

大分子最终都会因相互结合而变成固体了. 目前对

细胞质的存在形式还存在争议 , 但若考虑大分子拥

挤效应 , 那么它应当处于一种类似凝胶的状态[4 ] .

112 　动力学分析

在大分子拥挤环境中 , 大分子的扩散系数

( D) 可降低 10 倍 , 因为一个分子移动一定距离所

需的平均时间与 D2 成反比 , 所以它可能增加到原

先的 100 倍[4 ] . 这个效应无论对小分子还是大分子

都是存在的. 分子质量越大的分子 , 其扩散系数所

受的影响越大. 理论计算证明背景分子对分子质量

大于它的分子的扩散系数起更强的降低作用[6 ] .

对一个二聚体蛋白质分子的折叠 , 如图 1 所

示. 如果单体的二聚化是整个过程的限速步骤 , 该

过程称为扩散限制性过程 , “拥挤”使反应分子扩

散变慢 , 反应的速度降低. 若 D 3 到 N 的构象调整

是整个过程的限速步骤 , 该过程称为暂态限制性过

程. 折叠过程中的构象调整一般是使结构从松散到

紧密 , 是体积变小的过程 , 在拥挤环境中是有利

的 , 加上此时 M 二聚化形成 D 3 这一步可认为处于

平衡状态 , 排斥容积效应通过对活度的影响增加二

聚化的程度 , 使平衡向右移动 , 最终加速整个过

程. 但是从理论上说 , 当体系中拥挤试剂的浓度足

够高的时候 , 两个单体相遇的速率有可能降低直至

成为整个过程的限速步骤. 大分子拥挤对反应速率

的影响实际上是比理论预测更复杂的 , 在很大程度

上取决于反应的本质和拥挤试剂的浓度.

Fig11 　Folding pathway of dimeric proteins

图 1 　二聚体蛋白质分子的折叠途径

M : 单位亚基 ; D 3 : 二聚化的折叠中间体 ; N : 天然

二聚体分子.

2 　大分子拥挤环境与分子伴侣

20 世纪 80 年代后期 , Ellis[9 ] 提出分子伴侣

(molecular chaperone) 的概念 , 改变了蛋白质自折

叠的经典概念 , 也就是说 , 细胞内蛋白质的折叠和

组装往往不能自发进行而需要分子伴侣和折叠酶的

帮助才能完成. 分子伴侣实际上正是生物克服细胞

内大分子拥挤对蛋白质生物合成影响的进化产物.

细胞中存在着多种分子伴侣 , 以分子质量的差异可

简单地区分为小分子伴侣和大分子伴侣. 大肠杆菌

中核糖体的浓度约为 30μmol/ L , 绝大多数核糖体

同时处于工作状态 , 因而新生肽链的浓度也约为

30μmol/ L , 拥挤效应会使其有效浓度增高到 3～

30 mmol/ L [10 ] . 小分子伴侣 DnaJ (热休克蛋白 40)

和 Dna K (热休克蛋白 70) 以单体形式与在核糖体

上延伸中的新生肽链上的疏水氨基酸短序列相结
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合 , 防止新生肽链未完成合成之前的错误折叠 , 抑

制相邻肽链的疏水氨基酸残基间相互作用而发生的

聚集. 当一个结构域的多肽链合成完全 , 便与小分

子伴侣解离而折叠成为结构域.

一般来说 , 大多数折叠好的结构域不会有太多

引起聚集的疏水表面暴露 , 但也有一些蛋白质的结

构域折叠缓慢 , 当后续肽链仍在合成时常以部分折

叠中间体的形式存在 , 这时可能有大量的疏水表面

暴露 , 在拥挤环境中聚集的风险大为增加. 小分子

伴侣不足以阻止这种聚集 , 此时就需要大分子伴侣

Gro EL/ Gro ES体系的帮助. Gro EL 是单体分子质

量为 57 ku 的同源十四聚体蛋白 , 由两个七元环背

对背叠加而成 , 每个环有一个中心空腔 , 用于容纳

底物蛋白质折叠中间体 , 环的顶部是识别和结合中

间体的部位 ; Gro ES 是单体分子质量为 10 ku 的同

源七聚体蛋白 , 组成了一个七元环 , 协同 Gro EL

将折叠中间体释放入 Gro EL 的中心空腔中 , 避开

拥挤环境而进行折叠[11 ] , 从而抑制翻译后折叠过

程中的聚集.

3 　大分子拥挤效应的实验

311 　扩散速率

在真核生物的细胞质内 , 不论大分子还是小分

子 , 扩散速率都比稀溶液中慢 3～4 倍 , 如绿色荧

光蛋白在中华仓鼠卵细胞的细胞质中的扩散系数只

有在水中的 31 %[2 ] ; 而在大肠杆菌细胞质中的扩

散速率比在水中的要小 11 倍[12 ] . 当然 , 细胞内分

子的运动行为不仅仅受拥挤的影响 , 还受其他因素

如细胞骨架的影响.

312 　蛋白质聚合

Rivas 等[13 ] 通过示踪沉降平衡法 ( t racer

sedimentation equilibrium) 监测拥挤环境中蛋白质

的聚 合 行 为 , 发 现 125 I 或 异 硫 氰 酸 荧 光 素

(fluorescein isothiocyanate) 标记的纤维蛋白原在稀

溶液中为单体分子 , 但在高浓度牛血清白蛋白存在

下会形成同源二聚体 ; 同样若丹明 ( rhodamine)

标记的微管蛋白的聚合程度会随外加的合成试剂葡

聚糖 (dextran) 浓度的增加而增加. 最近他们又根

据大分子拥挤增强细菌分裂蛋白 Fst Z 单体自聚合

的现象得出了排斥容积效应的硬球模型 ( hard

sphere model) [8 ] .

313 　蛋白质折叠

理论预测 , 拥挤效应促使新生肽链从松散构象

向天然蛋白的紧密构象转变 , 同时增强蛋白质的多

聚化和聚集趋势 , 从而影响蛋白质的折叠. van den

Berg 等[14 ,15 ] 用葡聚糖 ( Dextran 70) 和聚蔗糖

(Ficoll 70) 及天然蛋白 (牛血清白蛋白和卵清白

蛋白) 作为拥挤试剂 , 发现变性的氧化态溶菌酶能

迅速而完全复性 , 大分子拥挤对它不起作用[14 ] ;

而还原变性溶菌酶的复性缓慢且伴随聚集 , 在含有

200 g/ L 的拥挤试剂的溶液中因更强烈的聚集而无

法复性[14 ] , 但折叠速率比稀溶液中增加了 5

倍[15 ] .

Galán 等[16 ]研究大分子拥挤对变性 Gro EL 复

性的影响 , 发现大分子拥挤从两个不同的方面调控

Gro EL 复性时单体的多聚化行为 : 热力学上 , 单

体正确自聚合成为天然的十四体 Gro EL 分子和错

误聚集的趋势都被增强了 ; 动力学上 , 这两个相互

竞争的反应速率同时受到调节. A TP 的存在使正确

折叠的产率大大提高. Burston 等[17 ]及 Martin 和

Hartl[18 ]的实验表明大分子拥挤并不明显降低硫氰

酸酶和苹果酸脱氢酶的复性产率.

我们选择同源二聚体的蛋白质二硫键异构

酶和 62磷酸葡萄糖脱氢酶 ( glucose262phosphate

dehydrogenase , G6PDH) 作为靶蛋白 , 使用多种常

用的拥挤试剂 , 研究大分子拥挤对这两个蛋白质复

性的影响来进一步验证排斥容积效应理论. 这两个

蛋白质在实验条件下都不能完全复性但只检测到少

量大的聚集体 , 后发现原来是形成了大量分子质量

大于 106 的可溶性多聚体 , 说明在这两种蛋白质的

复性中也存在聚集与正确折叠的竞争. 但是它们的

复性产率在含有浓度高达 200 g/ L 的拥挤试剂的体

系中仍维持不变. 大分子拥挤对这两种蛋白质的正

确二聚化与错误聚集都是有利的 , 由于复性过程中

的聚集不是很强烈 , 所以正反两方面共同作用的结

果使复性产率不变. 但是折叠的动力学还是发生了

很大的改变 , 蛋白质二硫键异构酶的折叠速率明显

减慢 , 而 G6PDH 则由在稀溶液中的单相一级反应

变为两相一级反应 , 而且随拥挤试剂浓度增加至

200 g/ L , 两相速率都降低 , 慢相所占比例明显增

加. 对此如图 2 所示 , 我们提出 , 二聚体中间体的

构象调整是整个折叠过程的限速步骤 , 而且此限速

步骤是从一个较紧密的暂态 (D1
3 ) 变为一个较松

散的暂态 (D2
3 ) , 这样在拥挤环境中折叠速率随

拥挤试剂浓度的增加而降低 ; 而且 , 还出现一条新

的折叠途径 , 其中 D1
33 应比 D1

3 紧密 , 所以新折

叠途径的速率较慢 , 但在拥挤环境中此折叠途径更

易被采纳.
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Fig12 　Bifurcated correct folding pathways of G6PD H in

crowded environment

图 2 　在拥挤环境中葡萄糖262磷酸脱氢酶增加

一条新的折叠途径

　　另外 , 我们在实验中还发现大分子拥挤环境中

分子伴侣 Gro EL 能大大加快 G6PDH 的折叠速率 ,

抵消拥挤环境造成的折叠缓慢 ; 而且使在拥挤环境

中两相的自折叠动力学逆转为一相折叠动力学. 另

外 , 大分子拥挤也使分子伴侣蛋白质二硫键异构酶

帮助还原变性溶菌酶复性的分子伴侣活性更加明

显[14 ] . 所以可以说 , 因大分子拥挤而应运而生的

分子伴侣的功能在拥挤环境中得到进一步锻炼而

提高.

研究大分子拥挤现象对蛋白质折叠影响的实验

报道到目前为止还很少 , 结果也不一致. 我们认为

大分子拥挤对蛋白质折叠的影响是极为复杂的 , 它

与所研究的蛋白质自身的折叠性质以及所使用的拥

挤试剂的性质都有关 , 因此大分子拥挤理论正确性

的检验和对大分子拥挤规律性的认识还需要大量的

实验.

4 　展 　　望

1987 年 Ellis 提出的分子伴侣概念迅速地得到

广泛接受 , 如今蛋白质折叠已和分子伴侣很自然地

联系在一起. 近年来 Ellis 又大声疾呼不要再忽视

细胞内的大分子拥挤现象 , 希望大家“常规”地往

体系中加入拥挤试剂以模拟细胞内的拥挤环境 , 使

得体内生物反应能够在体外被更真实地加以研

究[4 ] . 目前 , 已经认识到 DNA 的复制和转录必须

在加入拥挤试剂的系统中研究才能得到较真实的信

息. 相信将来会有越来越多的生物学家考虑细胞拥

挤效应的重要性 , 对大分子拥挤效应的实验研究也

将成为新的热点. 不过 , 笔者对于不时听到的笼统

地一概贬低体外实验或试管反应的说法还得加上一

句 , 如果 Anfinsen 一开始就在“细胞内”的条件

下做他的牛胰核糖核酸酶的复性实验 , 那我们今天

就不会有 Anfinsen 原理 , 蛋白质折叠研究也不会

有今天的成就 , 而蛋白质结构预测更不可能进行.

因为 Anfinsen 恰恰是在室温 (约 23～24 ℃) 而不

是体温、且胰核糖核酸酶浓度为只有 0135 g/ L 的

条件下才观察到还原变性胰核糖核酸酶的完全自复

性[1 ] .
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Abstract 　There are hundreds and thousands kinds of biomacromolecules within cells , proteins , nucleic acids ,

polysaccharides and so on , and the total concentration of those macromolecules could be high up to 80 ～
200 g/ L . In general , cellular interiors are 20 %～30 % volume2occupied physically by macromolecules , and such

an intracellular environment has been termed as“macromolecular crowding”or“the excluded volume effect”
more precisely. The biophysical theory has predicted significant effects of macromolecular crowding on

biochemical reactions thermodynamically and kinetically , however , the important aspect of the intracellular

environment is largely neglected. It has been strongly suggested that addition of crowding agents at biologically

relevant concentrations to working system should become a routine variable just like p H and ionic st rength to

make the study under more physiologically relevant conditions.
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