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./0 分子折叠的统计力学!

陈世杰1 - - 谭志杰- - 曹- 松- - 张文炳
（密苏里大学物理与天文系和生物化学系- 哥伦比亚- 密苏里 23455- 美国）

摘- 要- - ./0 分子折叠对决定分子（基因）水平上的生命活动是至关重要的& 文章对 ./0 分子折叠（ 特别是二

级结构的折叠）的热力学和动力学性质作一简单回顾与介绍& 因为静电相互作用在 ./0 折叠过程中的特殊重要作

用，文章作者对 ./0（与 6/0）折叠的电相互作用单独作较为详细的讨论&
关键词- - ./0 折叠，热力学，动力学，静电相互作用
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5- 引言

./0 是核糖核酸分子的简写& ./0 和 6/0、蛋

白质一起构成了最基本的三大类生物分子& ./0 分

子执行着从遗传信息的传递、储存到对蛋白质合成

和其他生化过程的基因调控和催化的生物功能&
./0 分子的生物功能是直接与其结构和结构的变

化相关的，所以对 ./0 分子结构及其折叠过程的热

力学与动力学的定量预测与分析对其功能的研究是

至关重要的&
当一个 ./0 分子在细胞中合成后，它最终将从

一个相对展开的形态折叠成一个能执行其特定生物

功能的非常紧凑的三维结构（天然结构）& 从物理上

说，这个结构正是对给定碱基序列下自由能最低的

分子构型& ./0 分子的结构与其折叠的物理化学性

质是由其碱基序列决定的& 从碱基序列预测其自由

能最低的结构即通常意义上的所谓的 ./0 折叠问

题& 然而，./0 分子的功能往往是通过结构的变化

来完成的［5］，所以仅仅对 ./0 的天然结构的预测本

身不足以给出我们想知道的 ./0 生物功能的微观

机制& 我们还需要知道 ./0 结构的热力学稳定性、

结构涨落、各种可能结构出现的几率，以及 ./0 结

构变化与折叠过程的动力学性质，例如：在结构变化

过程中是否出现中间态，中间态的稳定性，结构变化

的速度、决定速度的瓶颈过程（ 过渡态），以及结

构变化所历经的路径等& 因为 ./0 分子的可能构型

及其溶液环境构成了一个很大的统计系综，所以上

述 ./0 热力学与动力学性质将由系统的统计力学

性质决定&
对 ./0 分子的结构及其热力学和动力学性质

的定量预测与分析具有重要的实际意义& 首先，通过

对 ./0 折叠和结构变化的物理规律的了解，我们

有可能用计算机沿着折叠的物理路径（而不是通过
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无规的随机搜索）来找出天然结构, 这样可以大大

缩短计算时间并可能找到随机搜索达不到的结构,
另外，对 345 分子结构及其热力学和动力学性质的

预测将直接有助于了解 345 生化过程的微观机制

和可能由 345 分子的“ 错误”折叠所导致的疾病,
如果我们能干涉或阻止某些致病 345 的折叠从而

抑制其相关的生化反应，那么我们就可能有效地从

基因水平上治疗疾病, 所以，345 分子正越来越成

为一些制药公司针对许多重大疾病（ 如癌症）的药

物设计的重点, 而我们对 345 折叠的预测能力无疑

将大大加快药物的开发过程,

$! 关于 345 分子折叠问题的一些简

单介绍

!" #$ %&’ 结构

与蛋白质一样，345 是一种生物高分子, 其高

分子链中的每个单元被称为核苷酸, 每个核苷酸由

一个磷酸基（)’67)’0(8）、核糖（7-90:）和碱基（;078）

组成（ 见图 <）, 磷酸基和核糖的重复单元构成了

345 的主链，而碱基则构成 345 的侧链, 345 的碱

基有四种：腺嘌呤（5）、鸟嘌呤（=）、尿嘧啶（>）和

胞嘧啶（?）, 一个 345 分子的基因序列也就是其侧

链上四种碱基的排列顺序, 不同的碱基顺序对应着

不同的 345 分子并决定了其相应的结构与功能, 生

物高分子与人工合成的化工材料高分子（ 如聚乙

烯）最大区别可能在于：生物高分子有其特定的碱

基（基因）序列，而人工合成的化工材料高分子则没

有这种复杂的序列, 正是这种特定的碱基顺序决定

了生物分子各种令人难以想象的奇异的生物功能，

而一般的人工合成的化工高分子则只能作为一种材

料,
345 分子中的腺嘌呤（5）和尿嘧啶（>）以及

鸟嘌呤（ =）和 胞 嘧 啶（ ?）可 分 别 配 对 形 成 氢 键

（ //5 > ， //= ? ）, 对一给定 345 碱基序列，不

同的碱基之间可按照不同的组合进行配对，从而形

成各种不同的 345 结构, 这种由碱基配对形成的结

构叫 345 二级结构, 如图 < 所示，基本的二级结构

单元有两类：由连续的碱基对形成的螺旋（’8./@）

以及由不含碱基对的区域形成的环（ .66)）, 345 最

终需要形成稳定的紧凑的三维结构, 在 345 折叠过

程中，二级结构中的不同的螺旋和环相互作用而靠

近，进一步折叠聚集成一个致密的结构, 这样的结构

图 <! 345 发卡结构（一种典型的 345 二级结构）由两部分组

成：碱基配对区构成的螺旋茎（ ’8./10. 7(8A）以及由不含碱基对

的区域形成的环（ .66)）, 345 主链由磷酸基和核糖组成，侧链

由碱基组成, 碱基之间可通过氢键配对（ 如 ;078<B;078$ 之间）,

相邻碱基对可形成碱基堆集力（如 ;078B;078< 之间和 ;078B;078$

之间）,

叫三级结构, 在现行生物学研究文献中，对 345 三

级结构存在的不同的定义, 一种比较常见的定义是

通过碱基配对的高分子图来表述的［$—C］, 在高分子

图中，如图 $ 所示，345 分子主链由一直线表示，配

对的碱基之间则用一曲线相连, 如果高分子图存在

交叉连接的曲线（碱基对），那么相应的结构则属于

三级结构，否则为二级结构, 根据这样的定义，345
赝结（见图 $）则属于三级结构［#，&］, 由于 345 三级

结构的复杂性，尽管近来人们对其折叠进行了大量

的实验研究，但是对其物理与化学性质（例如能量

参数等）的了解仍处在非常初级的阶段, 本文将着

重讨论 345 二级结构的折叠问题,

!" !$ %&’ 分子内的相互作用

345 分子的折叠和结构变换是通过核苷酸之

间不同的配对来实现的，所以导致 345 折叠并稳定

其结构的力来自于氢键之类的非共价键力［&］, 具体

来说，345 分子中存在下列几类非共价键力：静电

力，原子间的色散力和范德瓦尔斯力，氢键和相邻碱

基对间的堆集（7(01D/29）力（见图 <）, 345 分子主链

上的每个磷酸基带有一个电子单位的负电荷，所以

345 分子主链带有很强的负电荷, 除此之外，主链

和侧链上的一些基团可带有极化偶极子或感应极化

偶极子, 这些电荷 E 电荷，电荷 E 偶极子，偶极子

E 偶极子之间的相互作用导致了 345 分子内的静
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图 .- 高分子图及对应结构示意图& 直线（粗）代表 /01 主链，曲线（细）代表碱基配对& 任何两根曲线之

间存在三种关系：相互嵌套（,23"24）、互不相关（’,52(*"24）、相互交叉（（+5633),7 (),824）& 如果高分子图存

在交叉连接的曲线（碱基对），那么相应的结构则属于三级结构，否则为二级结构& 根据这样的定义，/01

赝结（#32’468,6"）则属于三级结构

电相互作用& 对 /01 二级结构来说，稳定其结构的

最主要的力来自于碱基对之间的堆集力& 碱基对之

间的堆集力是由相邻配对碱基上不同基团的极化而

导致的静电力以及色散力等引起的& 堆集力将驱使

相邻的碱基对形成有序的（螺旋）结构，以尽可能达

到相邻碱基对之间的最大程度的堆集& 但是，在另一

方面，一个有序的（ 更受约束的）/01 分子结构的

形成一定伴随着相应构形熵的减小& 例如，环的形

成伴随着熵的减小从而导致自由能的上升（ 如图 9
中两个环的自由能分别为 : ;& < 8+*( = >6( 和 : ?& @
8+*( = >6(）& 熵的减少将阻止 /01 的折叠［A］& 以上两

种有利和不利于 /01 分子折叠的力的竞争结果决

定了 /01 分子的最终稳定结构分布及其热力学性

质& /01（及其溶液环境）作为一个统计系统，其结

构与热力学和动力学性质是由温度等外界条件及

/01 本身的碱基顺序决定的& 所以温度的变化或碱

基顺序的突变经常可导致 /01 结构及其稳定性的

变化［A—B;］&

!" #$ %&’ 分子折叠的一些特点

.& 9& B - 静电相互作用在 /01 折叠中起很关键的作用

因为 /01 分子主链上的每个磷酸基带有一个

电子单位的负电荷，所以 /01 分子带有很强的负电

荷& /01 分子的折叠需要溶液中的正离子（ 如 0* :

和 C7. : ）以（ 部分）中和磷酸基上的负电荷和（ 部

分）屏 蔽 /01 主 链 上 负 电 荷 之 间 强 烈 的 排 斥 作

用［BB，B.］& 特别是某些高价离子（如 C7. : ）对 /01 的

三级结构的形成是不可缺少的& 这些离子在 /01 结

构中的一些特定部位（ 往往是一些电势较负的“ 口

袋”部位）与 /01 结合，其产生的力对稳定 /01 紧

凑的三级结构起到特定的作用& 这些特定 /01 结构

中的“口袋”部位往往对离子的尺寸、水合性 以及电

子云的分布有其特异的选择性，而且除了静电作用

以外，这种离子与 /01 特定部位的结合一般来说还

伴随着离子和 /01 的溶剂化 = 去溶剂化的过程［B9］&
所以对这种特定的离子结合的分析不仅需要考虑静

电相互作用，还要考虑由于溶剂化和去溶剂化过程

导致的自由能的变化&
.& 9& .- /01 分子折叠过程中经常伴随着亚稳态结

构的形成

与 /01 分子折叠相比较，蛋白质分子折叠的主

要驱动力来自氨基酸的亲水 = 疏水性，即疏水的氨基

酸基团形成一个致密的疏水核心以最大可能地避免

与水的接触，而亲水的基团则分布在疏水核心的表

面［BD E BA］& 显然，疏水核心的形成需要多个（ 沿着蛋

白质主链）远程氨基酸基团之间的多体协作& 理论

分析发现，天然蛋白质的氨基酸序列的最低自由能

结构（天然结构；基态）和其他各种可能的结构（ 激

发态）之间往往存在一个较大的能量间隙& 大量实

验和理论分析证实了蛋白质折叠有很强的协同性，

即在展开的未折叠态与其致密折叠态之间不存在其

他稳定分布的中间态& 然而，/01 折叠与蛋白质的

折叠则很不相同，/01 折叠往往不存在这种协同

性& 无论在热力学平衡态的（ 熔化）过程［<，@］还是非

平衡的动力学过程中［B<—.9］，/01 往往需要经历（亚

稳的）中间态& 这可能是因为 /01 中的碱基堆集力

是由近邻的碱基对之间的相互作用决定的，所以是

稳定 /01 二级结构的力，是短程（ 近邻）相关的力&
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因此从热力学角度看，碱基堆集力不足以引起不同

碱基对之间的长程协同性, 从动力学的角度看，因为

碱基堆集力是一种相对来说比较强的力（每个碱基

堆集稳定性 !! 3 4—$510. 6 78.，而对蛋白质，整个

分子的稳定性只有 !! 3 4%510. 6 78.），所以 9:; 二

级结构很容易被稳定, 在 9:; 折叠过程中，一个相

对稳定的结构一旦形成就很难被破坏，这样的（ 亚

稳）结构就有可能成为一个可观测到的中间态,
$, ", "! 二级与三级结构的比较

正是因为 9:; 二级结构本身是很稳定的，对大

多数 9:; 分子来说，往往二级结构（螺旋、环）先形

成，然后二级结构的不同部分再折叠形成紧凑的三

级结构, 人们目前对稳定三级结构的力还没有很好

的定量了解，但许多实验证实了三级结构的力比二

级结构的力要弱, 在 9:; 熔化实验中，三级结构往

往先于二级结构熔化，所以作为对 9:; 折叠一种简

单化的近似，就可以把二级结构的折叠脱离三级结

构单独处理［$<］, 事实上，9:; 分子的许多生物功能

正是通过其二级结构的重组来实现的, 但对蛋白质，

仅仅靠其二级结构（" 螺旋，# 折叠等）本身是无法

形成疏水核心的，所以脱开三级结构的蛋白质二级

结构是不稳定的, 正因如此，脱开三级结构而只研

究蛋白质二级结构本身是没有多大意义的,
在以下几节中，我们将分别就 9:; 分子折叠

的热力学和 动力学进行讨论, 由于静电相互作用

在 9:; 分子折叠中的独特的重要性，我们将单独

为此进行较为详细的讨论,

"! 9:; 分子的热力学性质

", 4! 独立结构单元模型（最近邻模型）

9:; 分子的自由能来源于堆集力和环的贡献,
对于堆集力，有来自两方面的贡献：一方面是碱基对

之间堆集力（吸引力）倾向于形成碱基对堆集以减

低系统的能量（ 焓），另外一方面来自碱基对堆集

的熵的贡献，它倾向于打开碱基对，以增加系统的

熵, 而对于环，主要来自于熵的贡献，它同样倾向于

打开碱基对，以增加系统的熵,
如果我们忽略 9:; 各个结构单元之间的相互

作用，那么 9:; 二级结构的总自由能等于各个单独

结构单元（碱基对堆集和环）自由能之和, 由于一个

结构单元是由一对最近邻碱基对决定的（除分叉环

外，见以下讨论），所以该模型被称为最近邻（::）

模型, 最近邻模型被广泛用于计算 9:; 分子的热力

学性质, 在图 " 中我们给出了一个如何计算 9:; 结

构片段自由能的例子, 该结构的总自由能（相对于

完全打开结构的自由能）!! 可以通过各个结构单

位的自由能相加得到：

!! " # 4$ # # %$ # # %$ & # 4$ # % %$ = # 4$ = # $$ > %
#$ > " # $$ 4510. & 78.$
!? @ % 表示所示结构相对于所有碱基打开的自由

态有更低的自由能,

图 " ! 一个 9:; 分子各个部分在 4A :0B. 溶液条件下的自由

能参数（单位：510. 6 78.），这些能参数来源于文献［$C］

! ! 9:; 分子的统计热力学性质由其配分函数 D
决定：

! ! ! ! ! ! ’ " *E #( & )F*

其中* 表示对所有可能构象求和，( 为构象的能

量, 如果直接通过简单地罗列所有的构象去计算

’，所需时间将随着 9:; 分子的长度增加而呈指数

增长，所以这种方法对于长的 9:; 分子是不现实

的, 为了快速计算 9:; 分子的配分函数，A1B0G5/..
发展了一种动态的算法 ［$&，$C］, 区别于穷举方法，在

动态算法中，计算 9:; 分子的配分函数从比较短的

部分开始，逐步增加碱基数目，短的 9:; 分子的配

分函数被存储下来为下一步计算所用, 利用动态算

法，对于计算长度为 + 的 9:; 分子所需的时间正比

于（+"）, A1B0G5/.. 的算法能较快速给出 9:; 二级

结构的配分函数, 然而 A1B0G5/.. 算法基于最近邻模

型，他忽略了各个结构单元之间的相互作用（ 如排

斥体积效应，即每个空间位置不能同时被两个 9:;
核苷酸单元或原子占有）, 忽略排斥体积有时会导

致较大的误差，例如，一个长度为 #= 的 9:; 分子，

如果忽略各个结构单元的排斥体积，可能会对整个

系统的熵导致 <%H的误差［$］, 另外，对于多分叉环

结构 ，即与多个螺旋茎相连的分叉的环，A1B0G5/..
假定熵和环的大小呈线性依赖关系，这个假设是非

物理的，是不正确的,

", $! （结构单元间）近邻相互作用模型

如果采用高分子图表述 9:; 二级结构中碱基

配对的情况，9:; 分子的配分函数可通过对各种可
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能的高分子图（而不是 ./0 分子构象本身）求和得

到［1，2］：

! " *
34*#!

!5 #$ % &6’

上式中的 ! 是满足给定高分子图的 ./0 构象数

目，通过高分子图形计算配分函数的好处在于对

./0 二级结构高分子图形的求和可通过动态算法

非常快速地进行& 整个理论的关键在于能否用解析

的方法对任一给定图形快速地计算 !&

图 2- （*）./0 二级结构可以按照碱基对分成不同的结构单元，

每个结构单元内部不含任何碱基对&（7）在三维晶格模型中，按

照接口处碱基对的构形，我们可以把结构单元分成六类&（ +）

整个 ./0 分子的构形可由各个结构单元通过接口处碱基对拼

接而成& 根据接口处碱基对的构形是否匹配，有些拼接可行而

有些则不可行& 例如第二类与第四类接口因为排斥体积作用

（图中 ( 和 ) 碰撞）而无法对接

为了有效地考虑不同结构单元的相互排斥体

积，8!5, 和 9)(( 以及后来 :!*,; 和 8!5, 发展了一

种晶格模型去研究 ./0 分子的热力学性质［<—2］&
在晶格模型中，每个格点代表一个 ./0 分子的碱基

单元，它们通过晶格中的网格线连在一起，而这些网

格线则等价于 ./0 分子的主链 & 通过晶格模型，

8!5, 和 9)(( 以及 :!*,; 和 8!5, 发展了一种矩阵相

乘的方法来计算 !［2—=］& 下面我们来简单介绍一下

这种方法&
根据碱基配对的情况，如图 2（ *）所示，我们可

以把一个 ./0 结构分解成不同的单元& 根据最近邻

和次近邻核苷酸单元在接口处空间构形的不同，在

三维晶格空间，我们可以定义六种类型的接口，如

图 2（7）所示& 为了描述这六种接口的相互关联，我

们进一步引进矩阵 *，他定义了两个近邻结构片段

的相互排斥情况& 例如，如图 2（ +）所示，类型为 <
的接口和类型为 2 的接口相互排斥，所以 *<2 > *2<

> ?& 类型为 < 的接口和类型为 1 的接口相互兼容并

通过转动可以有三种连接法，所以 *<1 > *1< > 1& 同

时对每个结构单元我们可以引进结构矩阵 +，某矩

阵元 +,-表示入口类型为 -，出口类型为 , 的构象数

目& 从 + 和 * 矩阵，我们可以计算某一个含有 . 个

结构元的整个高分子图对应的 ./0 构象数目 !：

+ " +（.） !
（.#@）

/ " @
*·+（ /[ ]） ，

! " 0·+·01 ，0 " @，@，@，@，@，[ ]@
上式中 +（ /）是第 / 个结构元的结构矩阵& 用矩阵相

乘的方法去计算某一特定高分子图所对应的 ./0
的构象数目，是非常快速有效的& 通过这种方法，把

大的 ./0 分子结构根据碱基配对的位置分成许多

结构元，因此我们所需要计算的只是结构元的 A 矩

阵& 在实际计算中，由于结构元的简单性，我们可以

事先把各种可能结构元的 A 矩阵计算，并列表储存&
因为考虑了不同结构单元的相互排斥体积，上

述模型能较为准确地计算 ./0 的构象熵及其构象

的统计（特别是对含有分叉的 ./0 环）& 这种方法

可以用来更准确地预测 ./0 分子的热力学性质，在

文献［B］中，8!5, 和 9)(( 计算了 = 种 ./0 分子的热

容曲线，发现计算结果和实验结果吻合& 另外，该方

法还可进一步扩展来处理有外力情况下 ./0 分子

的热力学性质［<C，<D］&

1& 1- ./0 分子的自由能曲面图

为了更好地理解 ./0 分子的稳定性，我们需要

计算出某个温度下 ./0 分子的自由能曲面图［B］& 所

谓的自由能曲面就是把自由能作为结构的函数构造

出的曲面& 通过自由能曲面图，我们可以得到整个分

子构象分布的全貌& 在自由能曲面图上，极小值对

应着稳定的结构& 整个自由能曲面上自由能最低的

结构即是 ./0 分子最稳定的结构（ 天然结构）& 为

方便讨论，我们定义出现在天然结构中的碱基对为

天然碱基对，其他的为非天然正常碱基对& 对给定一

个高分子图，其对应的 ./0 结构中的天然和非天

然碱基对的数目也就确定了& 对所有含有 - 个天然

碱基对和 -- 个非天然碱基对的高分子图求和，我

们便可得到相应的配分函数 !（-，--）和自由能（曲
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面）函数 !（"，""）：

!（"，""）# $ %3&.2’（"，""）(
! ! 自由能函数 !（"，""）给出了含有 " 个天然碱

基对和 "" 个非天然碱基对的所有结构集合态的稳

定性, 与总自由能 ! #*
"，""

!（"，""）相比，自由能曲

面 !（"，""）非常直观地揭示了自由能和结构（"，

""）的关系, 从而便于我们能直接从自由能曲面的

形状及其变化来得到结构分布及结构变化的信息,
在图 # 中，我们给出了 4, 15./ $"6 789: 片段［;］

自由能曲面及对应的折叠路径, 随着温度的升高，该

分子呈现出非常复杂的折叠路径, 在 & < "%5=，我们

发现一个非天然稳定结构（>）与天然结构（9）共

存，我们称 > 为非天然结构是因为 > 含有许多非天

然的碱基对, 而且，该分子似乎存在两条完全不同

的并行的 89: 折叠路径，一条含有非天然结构中

间态，另一条则没有, 而对另外有些 89: 分子，例

如一种突变 ! ?89: 片段 ［@］，自由能曲面及对应

的折叠路径要简单得多, 随着温度的升高，突变 !
?89: 片段的自然结构 逐步经历几个只含天然碱

基对的中间态, 并且只存在一条路径部分, 在整个过

程中没有出现稳定的非天然碱基对, 对结构变化的

过程的了解有助于我们对 89: 分子性能的设计和

改造, 例如，对 ! ?89: 片段，因为只有一条路径，

所以阻断其中间态的形成就可能阻止其结构的变

化, 而对 4, 15./ $"6 789:，阻断一条路径可能会导

致 89: 结构以更大的可能性通过另一条与之平行

的路径变化,
从图 # 我们可以看出，89: 分子的自由能曲

面高低不平，对应着多个局域的亚稳态结构（ 即曲

面上的诸个低点）, 这些亚稳态结构的存在可能和

89: 分子生物功能有关，有些 89: 分子需要通过

不同结构之间的跃迁来执行多种不同的生物功能,
这种复杂的多个局域的亚稳态结构，可能是一种自

然界生物进化的选择结果,

A! 核酸分子折叠中的静电作用

核酸分子，包括 89: 和 B9:，带有高密度的负

电荷, 这些电荷主要分布在核酸分子主链（磷酸基）

上，因而核酸分子主链上存在非常强的静电排斥作

用, 因此，溶液中的离子对核酸分子结构有非常重要

的影响, 溶液离子被吸引并束缚在磷酸基周围屏蔽

核酸分子上的库仑排斥作用，这样核酸分子的不同

图 #! 突变 4, =5./ $"6 789: 片段的自由能曲面与折叠路径［C］

部分才能彼此靠近并折叠形成致密的天然结构, 所

以，理解离子与核酸分子的静电作用对预测核酸折

叠的结构以及折叠的热力学性质和动力学过程非常

重要, 然而，因为核酸分子溶液是一个典型的复杂多

体系统，这里涉及到的离子与离子，核酸与离子，核

酸与核酸，以及核酸与溶液和离子与溶液间相互作

用是极其复杂的［D"，"%］, 由于历史原因，无论是实验

还是理论，对 B9: 的静电性质的研究要比 89: 更

广泛, 因为 89: 和 B9: 有着极相似的静电性质，所

以在本节中我们将同时讨论关于 B9: 和 89: 静电

相互作用的一些主要理论和实验结果,

A, D! 理论方法

由于溶液离子对核酸结构的重要性，从 $% 世纪

&% 年代到现在，此领域的研究一直广泛受到关注,
下面，我们介绍一下此领域的主要理论和最近进展，

以及结合相关实验介绍这些理论的应用, 这里主要

介绍离子凝聚（ 15-2(E7/52 152FE2G0(/52，==）理论，

泊松 H 玻尔兹曼（I5/GG52 H 35.(J?022，I3）理论和

紧束缚离子（ (/K’(.L M5-2F /52，N3O）理论,
A, D, D! 离子凝聚（==）理论

离子凝聚（==）理论［"D］是由 P022/2K 于 $% 世

纪 &% 年代末发展起来的，此理论的提出是为了描述
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离子与 ./0 的相互作用& 11 理论是一个二态模型：

一阳离子可均匀分布在凝聚态区域（即靠近核酸表

面的一定区域）或自由态区域& 当一个正离子从自

由态转变为凝聚态时，其减小的熵将由于系统静电

能的降低而被部分抵消，两者间的竞争导致了最终

平衡态的离子分布& 11 理论形式简单并在一定程度

获得了成功［23］& 但是此理论有以下缺点：不能处理

离子分布的涨落和离子 4 离子间的关联，同时他也

无法处理核酸分子的具体形状，所以 11 理论不是

一个精确的理论&
5& 6& 3- 泊松 4 玻尔兹曼（78）理论

泊松 4 玻尔兹曼（78）理论［22—29］的历史可以追

溯到 3: 世纪初 ;<’=>1!*#?*, 的电双层理论和 .@>
A=@>B’+C@( 的离子溶液理论& 这两种理论是 78 理论

应用于不同具体对象的形式：;<’=>1!*#?*, 理论是

78 对于电双层问题的一维简化；而 .@A=@>B’+C@(
理论是 78 理论对于离子溶液球对称的一维简化及

线性化& 78 方程的导出比较简单：媒质中的静电场

分布遵循如下泊松方程：

!

·!

!

" ! " 5"（## $*
$

%$&’$），

上式中，" 是平均电势，## 是固定电荷的密度& 溶液

中的游离离子电荷的分布遵循玻尔兹曼分布：

’$ ! ’:$@
"%&" ( )8* +

上述两个方程结合起来，就是泊松 4 玻尔兹曼（78）

方程& 78 方程还要满足边界条件：在无穷远处，" -
:；在分子和溶液的交界处，" 和 %" ( %, 都必须保持

连续&
78 理论的物理非常简洁，方程的求解也非常方

便，所有的物理量都可以进行方便的计算，而且可以

应用于具有非常复杂形状的生物分子，所以 78 理

论被广泛应用于生物分子电相互作用能的计算& 然

而，78 理论用了一个很重要的近似，那就是平均场

近似，即离子间的关联作用被忽略了& 78 方程实际

上是关于平均场势 " 的一个自洽方程& 然而对于高

价（如 DE1(3 ）盐溶液，离子间的关联作用非常强

烈，所以 78 理论不能定量地预测 F/0（或其他生物

分子）在高价盐溶液时的热力学性质& 然而，这些高

价的阳离子对于很多生命反应过程非常重要，包括

这里谈到的核酸折叠问题&
5& 6& 2- 紧束缚离子（G8H）理论

为了能够处理对于核酸折叠非常重要的高价阳

离子溶液，必须要考虑离子间的关联相互作用& G*,
和 1!@, 近来发展了紧束缚离子（G8H）理论［2I］& 此

理论的出发点是把强关联的离子和弱关联的离子分

开进行分别处理& 离子间有两种关联作用：库仑作用

和排斥体积相互作用& 两种强关联作用分别由以下

条件给出：

- - - - （ %&）3

!)8*-JK
) &+，3-%L )（3.+ $ !.），

式中 &+ 为离子系统汽 4 液相变的临界值，-%L 是

J)E,@M>K@)"N 半径& .+ 为离子半径，!. 为离子从平衡

位置热涨落的距离，它的临界值可以由 O),P@M?*,
熔化理论给出& 按照以上条件，溶液空间划分为紧束

缚（ Q 强关联）区域（ 见图 9）& 游离离子可用 78 方

程来描述& 而对于紧束缚离子，我们考虑它们在各个

磷酸基周围的不同的分配模式，对每一模式我们精

确地计算在紧束缚区内所有电荷（包括磷酸基的负

电荷）之间的相互作用& 这样一来，我们既考虑了紧

束缚离子在核酸分子附近分布的涨落，又考虑了紧

束缚区内所有电荷之间的强关联效应& 而且，G8H
理论可以考虑核酸分子结构的细节& 分子结构的细

节往往在溶液离子与核酸分子间的相互作用中扮演

着至关重要的角色&

图 9- 紧束缚离子（G8H）理论中 8>./0 周围的紧束缚

离子区域& 这里 ./0 长度为 3:A#；离子浓度为 :& 6D；左

图为 /*1( 溶液，右图为 DE1(3 溶液& 由于镁离子比钠

离子的静电关联要强得多，所以其相应的紧束缚离子

区域也大得多

对低浓度单价离子，因其关联效应很弱，所以

G8H 和 78 给出相同的结果& 但对于双价或更高价的

离子溶液，G8H 理论可以给出比 78 理论更精确的

结果& 例如，因为 78 的平均场无法考虑紧束缚离子

的单个分布模式，特别是那些稳定的模式，所以 78
理论往往低估高价离子溶液中核酸分子的稳定性，

而 G8H 理论却能给出较为准确的结果&
5& 6& 5- 其他的多电极溶液理论及计算机模拟

除了上述介绍的静电溶液理论外，人们还发展
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了其他的一些理论, 比如，有不同精确度近似的积分

方程理论［"3］，基于 4/56+778 或 99:; 方程的改进

<9 理论［"=］等等, 从某种程度上，这些理论比前面所

介绍的理论更为精确，但是，由于这些理论非常复

杂，计算复杂度非常之高，在目前计算条件下，很难

应用于具有复杂形状的生物大分子,

!, "# 核酸分子折叠过程中的电相互作用

在核酸分子折叠过程中，二级结构因强烈的碱

基对以及堆集力的作用而可以稳定地存在, 这些伸

展的带负电的二级结构单元，例如螺旋茎和环，最

终要折叠形成致密的天然结构, 它们究竟是如何克

服相互间的静电排斥力而稳定地聚集在一起？这仍

然是一个尚未完全解决的具有挑战性的问题,
对于 >?@，三级致密结构的形成称为 >?@ 凝

聚（>?@ 1728A2B0(/72）［"%］和 >?@ 聚集（>?@ 0CC5AD
C0(/72，多 条 >?@ 分 子 聚 集 在 一 起 形 成 致 密 结

构）［E%］, 9.77FG/A.8 等系统地研究了不同价数的离子

对 >?@ 凝聚的影响，他们发现只有高价离子才能导

致 >?@ 的凝聚，具体来讲，H " 或 H " 价以上的阳离

子可以引起 >?@ 凝聚，而 H $ 价离子（ 比如 IC$ H ）

可以在 特 殊 的 条 件 导 致 >?@ 凝 聚，比 如 加 入 酒

精［"%］, 近年来在实验中发现，H $ 价离子可以导致

夹在两层脂膜中的 >?@ 聚集，实验用到的多种 H $
价离子皆可导致 >?@ 聚集［EJ］, 对于其他带有电荷

的生物大分子，人们也广泛研究了离子诱导的聚集

现象，这里包括 K02C 等人和 L72C 等人对 MD01(/2、

N01(A5/7)’0CAB G8 等分子的研究［E$，E"］, 以上的实验表

明，高价离子所特有的性质与带电生物分子的聚集

（或凝聚）有着直接联系, 因此，高价离子间的强关

联作用被认为是导致 >?@ 凝聚的主要原因［"%］,
对于 O?@ 分子，高价离子（比如 IC$ H ）在 O?@

三级结构形成中起着不可替代的作用, L778B72 和

K’/5-F0.0/ 等系统地研究了离子价数以及离子大小

对 O?@ 折叠结构以及折叠动力学的影响［J=］，实验

表明，高价离子和小尺寸离子对 O?@ 折叠更有效，

为了解释这些实验现象，他们提出一个简单的物理

模型：O?@ 三级结构形成被认为来自于离子与磷酸

基形成的偶极 P 偶极（ 凝聚离子的关联）吸引相互

作用，而高价离子产生的吸引要强得多, QA5B1’.0C
等人也探究了 O?@ 三级结构折叠的驱动力［EE］，他

们不认为驱动力来自于凝聚离子关联导致的吸引作

用，理由是高浓度的单价离子（如 ?0R.）也可以导致

O?@ 三级结构折叠，尽管这样折叠成的三级结构只

是一种与天然结构相似的致密结构；他们认为，在

O?@ 分子折叠的初期，高价离子（ 比如 IC$ H ）和高

浓度单价离子一样，只是对带电的核酸分子提供高

效的静电屏蔽（ 或电荷中和），从而使 O?@ 二级结

构单元能够在溶液中较自由地折叠，使不同的二级

结构单元接触而形成三级结构,
由于核酸三级结构的重要性，除了上述介绍的

一些实验研究外，人们在这方面还开展了大量的理

论工作，包括对核酸螺旋茎之间静电力的研究以及

离子在三级结构中特定的稳定作用的研究等,
>50)A5 等人利用 <9 理论系统地研究了 O?@ 三

级结构中离子（ 特别是 IC$ H ）的作用，他们计算了

自由能等热力学量，并得到一些与实验一致的结

果［J"］, 但因为 <9 理论忽略了离子间的关联作用，所

以 <9 理论对高价离子的预测结果只能是定性的而

且无法解释许多重要的物理机制, 比如，大量的实

验和计算机模拟表明，核酸分子的螺旋茎间存在由

于高价离子关联而导致的吸引作用，而 <9 理论对

不同价数的离子溶液都永远只能给出排斥作用,
为解释（带负电的）核酸分子螺旋茎间的吸引

作用，:A.N05( 等人用分子动力学方法计算了两个平

行带电分子间的电相互作用力［E#］，他们模拟表明，

对于高电荷密度的分子，高价离子可以导致分子间

产生吸引作用, 他们通过对分子相互吸引状态下离

子分布的分析得出，吸引是由于 >?@ 靠近时强烈的

库仑相互作用导致了类似 L/C2A5 晶体结构的形成,
S(ATA2B 利用分子动力学研究了离子溶液中带电分

子的聚集行为［E&］，模拟结果显示，带电分子在 H $
价离子溶液中形成致密的扎堆结构，而单价离子不

能导致此结构的形成, UV-N05(BAT 等人利用蒙特卡罗

法，系统计算了多根 >?@ 系统的渗透压，模拟得出，

H $ 价离子可以导致 >?@ 之间产生吸引作用，而单

价离子不能，吸引力的力程为 $&—"EW（>?@ 轴间

距）, 他们还得到，离子浓度、离子大小对吸引力的

强度、力程有重要影响［EX］, 最近，:A.N05( 等人用分子

动力学计算了两根非平行（ 有一定夹角）带电分子

间的静电力，结果显示，随着高价离子浓度的增加，

溶液中带电分子的结构会发生相变，分子间夹角由

相互垂直变为相互平行，因为离子浓度低时，相互作

用为排斥力，而相互垂直情形下排斥力最小，当离子

浓度高时，分子间作用为吸引力，分子相互平行吸引

力最强［E3］,
在 RR 理论框架下，O0V 和 I022/2C 研究两根平

行的 >?@ 螺旋间的吸引作用［E=］, 他们计算了系统
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评! 述



!""#：$$%%%& %’()& *+& +,- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 物理

自由能随距离的变化关系，发现两根 ./0 间存在吸

引作用& 他们还发现，这种吸引来自于两根 ./0 靠

近时凝聚态离子的自由体积的增大，从而凝聚离子

的熵增大而导致自由能降低，因而产生吸引& 对于

/*1( 等单价离子溶液，此理论预测核酸 2 核酸分子

间存在强的吸引力& 显然，这种吸引力产生的机制与

大量实验和计算机模拟并不相符& 3456 等也应用

11 理论分析了两根核酸片段的相对平衡方位，并估

算了他们之间的电相互作用自由能［78］& 显然，这种

将无限长的 11 理论来估算短的核酸片段很不严

格，而且 11 理论本身并不是严格的理论&
针对核酸分子螺旋茎间吸引力的问题，人们发

展了大量的物理模型来解释这种现象，这些模型主

要基于形成 9):,6; 晶体的思想［7<—7=］：由于强的电

相互作用，当分子靠近时，结合于核酸分子表面附近

的离子会通过自组织形成有序结构，而这种有序结

构导致核酸分子间等效吸引力以降低系统能量（ 对

于高价离子，这种自组织尤其更为重要）& 随着温度

的升高，这种有序结构逐渐遭到破坏，从而导致吸引

逐渐减弱& 在高温极限下，离子完全无序，螺旋茎之

间互相排斥&
尽管大量的实验和计算机模拟证实了核酸分子

间吸引力的存在，而且人们提出了大量的物理理论

来解释这些现象，然而，这些物理理论过于简化，条

件过于理想，比如，很多理论没有考虑溶液的盐浓

度；这些理论的对象也很简单，比如无限大带电平

板、无限长带电圆柱等，过于简化的理论可能可以给

人们以物理机制的理解，但是不能给出定量甚至半

定量的结果，而这些定量结果正是我们预测核酸三

级结构所需要的&

7- 3/0 折叠的动力学性质

3/0 分子折叠速度经常比所参加的生化反应

速度慢，在这种情况下，3/0 分子的结构（ 分布）尚

未达到平衡态，所以其性质不是由平衡态热力学决

定的，而是由折叠过程的动力学决定的& 由此可见，

了解 3/0 二级和三级结构的折叠机制（ 例如折叠

路径、折叠中间态）对于理解 3/0 以及相关的药物

设计非常重要& 由于篇幅限制，在此我们对 3/0 分

子折叠的动力学只做一些极其初略的介绍&
3/0 折叠和反折叠的动力学测量始于 >8 世纪

?8 年代，通过电弧放电使溶液温度瞬间升高，从而

测量其光吸收随时间的变化［77—@8］& 因为温度升高，

一部分要熔化，而打开碱基对时，光吸收会增加，这

样通过光吸收的变化可以得到打开和未打开的浓度

变化& 未打开（ 未熔化）分子的浓度呈指数变化：

!［!］" !［!］8 6
#$ % "，，其中 !［!］8 为温度跳跃之

前和之后平衡态的浓度差，$ 为时间，" 为弛豫时间，

对于单分子反应，" #< " &< ’ &#< ，其中 &< 为折叠

率，& # <为反折叠（打开）率，同时根据平衡常数 ( "
&< % & # <，可以得到折叠率和反折叠率&

这些早期的工作主要是针对一些简单的发夹结

构（见图 <）的折叠的动力学的研究& 对于在这些早

期实验中的发夹结构来说，其折叠的瓶颈在于环的

形成& 一旦发夹结构的环形成了，其螺旋茎的形成

是很快的& 这种折叠过程可用“ 拉链”模型来描述：

折叠和反折叠可描述为沿着发夹结构的螺旋茎合上

或打开& 大多数 3/0 发夹折叠的时间为微秒量级&
近几年来，随着技术的发展和对 3/0 分子的结构及

其在疾病的机理和治疗方面的重要性的进一步认

识，3/0 的动力学研究开始活跃起来& 其中主要包

含两类：一类是关于 3/0 发夹的动力学，另一类是

关于大的 3/0 分子的动力学&
3/0 发夹结构是构成 3/0 三维结构的基本单

元，是形成 3/0 其他复杂结构的先驱& 了解发夹结

构如何折叠是理解其他复杂结构的基础& 同时，3/0
发挥其功能时，常常伴随着 3/0 发夹的折叠与打

开& 近来关于 3/0（./0）等发夹结构的动力学研

究活跃起来，采用的方法主要有用激光快速升温测

量光吸收和荧光法［@<—@=］& 越来越多 的 实 验 发 现，

3/0（./0）发夹结构虽简单，但其动力学却远比以

往人们所想象的复杂：例如，对不同的碱基序列和

温度，在折叠过程中可能出现非天然的结构，其折

叠过程的激活能可正可负&
实验上对于大的 3/0 的动力学研究主要集中

在二级结构如何相互作用形成三级结构& 实验上已

发展了一系列方法：4():4,’+(6")A6 !BC;)A)D*")4, ［@7］，

EF +;455G(),H),: ［@@］，")I6 ;654(J6A !BA;4KB( ;*A)+*(
L44"#;),"),:［@?］，小角 M 射线散射［@N］，单分子荧光光

谱及单分子力拉伸［@O—?>］& 这种大的 3/0 分子的折

叠通常伴随着特定的正离子（P:> Q ）的参与& 其折叠

通常分为早期和后期两个阶段& 在折叠开始时，由于

3/0 分子的不同片段的强烈的静电排斥，3/0 分子

为展开的结构& 当加入正离子时，静电排斥被正离子

屏蔽，3/0 很快塌缩成紧凑的结构& 这种早期过程

形成的结构有两类［?R］：一类是与蛋白质折叠过程中

形成的熔解团（I4("6, :(4C’(65）相似的非特定的结
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构；另一类则是由于特定的 345 内部不同核苷酸之

间或 3456离子之间相互作用而形成的一些局域结

构, 这种早期结构对折叠的影响非常大, 如果这种早

期结构在后期折叠过程中必须打开，那么这种结构

就成为动力学陷阱而导致折叠速度的降低, 后期折

叠过程（三级结构的形成）存在三种限制折叠率的

过程［7"，78］：（9）构象搜索；（$）与特定金属离子的

结合；（"）跳 出 动 力 学 陷 阱, 第 一 类 情 况 类 似 于

345 搜索成核构象，一旦稳定的临界成核结构形成

了，其余部分则可以在成核结构的基础上很快地成

长；第二类情况是由于有些金属离子必须与 345 结

构的特定区域结合；第三类情况是由于 345 必须跳

出早期过程形成的陷阱以便形成正确的天然结构,
对于一个序列，可能有多条路径折叠, 一部分快速折

叠成功，而另一部分则陷在陷阱, 这种机制通常描述

为动力学分配机制［7#］,
随着单分子技术的进展，用单分子研究生物分

子的折叠包括单分子荧光（:3;<，荧光共振能量传

送）和力学拉伸［&=—7$］, 在通常系综测量时，我们得

到的是一个对各个可能构象及其所有可能折叠路径

平均的结果, 而单分子实验则不同, 采用单分子的一

个优势是可以在不改变溶液条件的情况下进行多次

折叠与反折叠，每次可以得到该单个路径的折叠和

反折叠率, 用外力拉伸打开折叠的一个优势就是伸

长可以作为一种自然的反应坐标（而不是对伸长求

平均），有助于直接从微观结构了解其动力学机理,
理论上研究 345 动力学的方法主要包括蒙特

卡罗模拟［7&—7>］、分子动力学模拟［=%］、统计力学理论

模型［=%］, 蒙特卡罗把 345 的折叠过程当成一个随

机过程, :.0??［77］等人采用的是两个态之间的跃迁

率为 @0+0AB/ 的模型，两态之间可增加、减少或扩散

一个碱基对, CA0?DEF(［7=］等人采用的是动力学蒙特

卡罗，每两个态之间形成或打开一个螺旋茎,
基于统计力学模型的方法也被用来研究 345

折叠的动力学［=9］, 这些方法基于描述折叠过程中不

同构象间跃迁的主方程：

G!"

G# $ *
!

% $ 9
（&%-" !% ’ &"-% !"）

其中 !"为态 " 的几率，&"- %，&%- " 为相应的变化率, 对

345 二级结构来说，由于 345 最近邻碱基对之间

的相互作用，两个相邻的碱基对形成一个稳定的堆

集, 所以我们可以把形成或去掉一个堆集（ 或形成

堆集的碱基对）定义为一个基本的动力学步骤（ 即

主方程中的 "-% 或 %- "）, 由于形成碱基对时熵减

小，而打开堆集时焓上升，因此我们假定形成和打开

一个碱基对堆集的势垒分别来自减小的熵（!H）和

增加的焓（!I）, 基于这样的假定，合上（ & ( ）和打

开（& ’ ）一个碱基对堆集的反应率为：

&( $ &% E
’") * &J，&’ $ &" %% E

’"+* &J,，

式中常数 B%可根据与一系列实验的对比得到, 根据

得到的反应率矩阵（ &"% ）的本征值和本征矢可得到

折叠率和反折叠率以及限制折叠率和反折叠率的瓶

颈［=$］, 这种方法包含全部的构象，可得到精确的解,
但是，该方法只能给出对各种微观跃迁过程平均的

结果，无法给出微观的折叠路径, 而且由于构象数目

随链的长度指数增长，该方法只能用于短的分子,
如果在折叠过程中，存在一个或几个瓶颈过程，

那么在通过这些瓶颈过程之前，分子构象被滞留较

长时间，从而使得这些构象间能有足够长的时间相

互转换并达到平衡，那么我们就可以把这些构象定

义为一个达到（ 局域）平衡的集团, 这样一来，我们

就可以把巨大的构象系综约化为一些集团, 通过对

集团间跃迁的细致研究，我们就可得到分子折叠的

微观动力学机制，包括折叠路径［="］, 这种方法称为

动力学集团法, 假定 K 和 4 是两个集团，那么两个

集团之间的转变率可写为

&--. $ *［-"］&-"-."
；/ &.-- $ *［."］&."--"

，

其中［-"］和［."］为构象 -" 和构象 ."在相应的集团

- 和 . 中所占的几率, 因为各集团内部已达到（ 局

域）平衡，［-"］和［."］可根据玻尔兹曼分布得到,
&-"-."

* &."--"
为 -" 和 ." 之 间 的 转 变 率, &-"-."

和

&."--"
根据其不同过程（合上还是打开一个碱基对堆

集）由 0 ( 或 0 ’ 得到, 通过动力学集团法，我们可

以得到通过任何一条微观折叠路径 -"-." 的几率：

1" $［-"］&-"-."
* &--.，

而整个动力学过程的最可几的路径就是 1" 最大的

那条, 由于［-"］和 &-"-."
与温度和分子序列有关，因

此最可几的路径也与温度和分子序列有关, 345 分

子的折叠动力学依赖于分子系列，对不同的分子序

列的理论研究得到了以下一些结论：

（9）345 二级结构的折叠通常在微秒量级内完

成，但 345 三级结构的折叠一般比较慢（几秒到几

个小时）, 345 二级结构的折叠可能并不存在对蛋

白质折叠的一种理论猜测，即好的（快速并且有较

高协同性的）折叠分子在其基态和第一激发态之间

存在大的能隙［7&］,
（$）折叠过程中的路径形成动力学分叉以及动
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评! 述



!""#：$$%%%& %’()& *+& +,- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 物理

力学分配机制［..］&
（/）012 的折叠与序列和温度有关& 在折叠过

程中存在非天然构象（ 陷阱）的中间态导致了快速

折叠路径与慢速折叠路径的竞争& 非天然构象中间

态的存在以及不同路径间的的竞争显然与序列和温

度有关，从而使 012 的折叠在不同的序列和温度

有关可表现为不同的特征：从高协作性到低协作性

甚至 玻 璃 化 转 变，激 活 能 可 从 负 变 到 正， 等

等［34—3/］&
相对于蛋白质折叠来说，012 折叠是一个新的

领域& 目前该领域面临的最大的挑战是如何从物理

原理来预测三级结构及其热力学和动力学性质&
012 折叠的复杂性很大程度上来自其中极其复杂

的电相互作用& 但是随着实验技术和计算机技术的

不断发展和更精确的关于 012 折叠的物理模型的

建立，人们对 012 分子折叠问题一定会逐步得到解

决&
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