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摘  要 : Wolynes 曾经提出，蛋白质的折叠沿着能量降低的方向进行，当达到一个能量的局部最低点，蛋白质

就达到了一个相对稳定的状态。有些能量的局部最低点并非生物所需要，这样的能量最低点就成了能量陷阱。

Wolynes 的能量通道理论和自然选择学说很好地解释了蛋白质在生理状态下的高效折叠，而非掉入能量陷阱。

至于存不存在可以逃脱自然选择的能量陷阱，一直没有明确的答案。文章发现 HLA-A*2402 多肽复合物

(pHLA-A*2402)复性后至少存在两种不同的构象，并通过对其与 TCR 及 CD8αα 相互作用的研究，发现在

pHLA-A*2402 中存在两个可以逃脱自然选择的能量陷阱。 
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Abstract:  Wolynes argued that the track of a protein’s folding was directed by the tendency of lowering its energy, and 
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thus when a local minimum of its energy was reached, a relatively stable conformation was formed. However not all of the 
local minimums will lead the protein to a biologically useful conformation, for those otherwise are called energy traps. 
Wolynes energy landscape theory and natural selection have well explained the high efficiency of protein folding in vivo, 
instead of being stuck in energy traps. As to whether a protein can assume different conformations with the same 
bioactivity, there is no clear answer yet. In this paper, two conformational states of a pHLA-A*2402 are discovered after 
refolding, and by studying their interactions with TCR and CD8αα, two conformations of pHLA-A*2402 are confirmed of 
having escaped from natural selection. 

Keywords:  protein folding, energy trap, conformation, natural selection 

在合适的条件下，蛋白质的一级结构包含了

三级结构的所有信息，通常不必借助外力而自行

折叠成有生物活性的状态[1]。至于蛋白质如何从

一级结构中自发且准确地折叠成正确的状态，有

很多观点。其中 Wolynes 及其同事提出的能量通

道理论[2-3]获得了较为广泛认同。他认为，蛋白

质的折叠沿能量减少的方向进行，直至一个最低

的能量状态，也即有生物活性的状态。然而在达

到最低能量状态的过程中，可能遇到局部最低的

能量状态。因为这些局部最低的能量状态可以使

蛋白质处于一个相对稳定但又不具生物活性状

态，它们又被称为能量陷阱。这是有事实依据的，

很多生物体内蛋白不正确折叠所导致的疾病[4-7]

就是这一观点的佐证。显然这些不正确的折叠面

临着巨大的选择压力。Wolynes 认为自然选择会剔

除蛋白折叠中的能量陷阱，使蛋白朝着有生物活

性的稳定状态折叠[8-9]。后来的研究也证明了这一

点[10]。于是又产生了另一个问题：会不会有一些

不影响蛋白功能的能量陷阱在自然选择中保留下

来？为了回答上述问题，本文对多肽HLA-A*2402

复合物 (pHLA) 与 T细胞受体 (TCR) 和辅助受

体 CD8αα 的相互作用进行了研究。 

pHLA 在免疫系统中扮演着重要角色，是

TCR 的配体[11-15]，并且可以和 CD8αα 结合[16-17]。

由于和免疫识别密切相关，pHLA 每一点结构的

变化都会面临巨大的选择压力，因而是用于研究

与自然选择相关的课题的好材料。最早用于研究

的 pHLA 从细胞表面酶切获得[18]，自复性方法获

得有活性 pHLA-A2 后[19]，酶切方法被摒弃。复

性后的 HLA-A*2402 多肽复合体 (pHLA) 可以

与 TCR 结合，通过对结合力的比较，可以在一

定程度上反映天然状态下 HLA-A*2402 的活性。

本文通过研究复性所得 pHLA-A*2402，发现它

存在两种不同构象。进一步研究了这两种不同构

象的生物活性，发现它们并无差别。由此给出结

论：如果在不同的能量陷阱下折叠成的蛋白构象

在活性上没有差别，那么它们就不会被自然选择

区分，也就有可能同时被保留下来。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
质粒：HLA-A*2402 重组质粒[20]，TCRδ 链

重组 pET-21a 质粒，TCRβ 链重组 pET-21a 质粒，

CD8αα 重组质粒[21]均由本实验室保存。 

多肽：RYPLYFGWCF 由中科亚光生物技术

有限公司合成。 

菌株：大肠杆菌 BL21(DE3) 由本实验室保存。 

1.2  方法 
1.2.1  包涵体的提取 

转化有 pET28a-HLA-A*2402 质粒的大肠杆
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菌 BL21 过夜培养后，接种 20 mL 于 2 L LB 培养

基中，37 ℃培养至 OD600=0.4~0.6，加入 IPTG 至

终浓度为 1 mol/L，37 ℃继续培养 3~5 h。按常规

收菌 (接下去步骤都在低温下进行)，用 60 mL

左右 1×PBS 悬浮细菌，超声裂解 (超声 6 s，间

隔 12 s，99 次，300 W)。12 000 r/min 离心 30 min，

用玻棒将细菌碎片拨掉，弃上清。用洗涤缓冲液 

(50 mmol/L Tris (pH 8.0)，300 mmol/L NaCl，

10 mmol/L EDTA ， 10 mmol/L DTT ， 0.5 ％ 

Triton-100) 充分洗涤包涵体 3 次，12 000 r/min

离心 30 min，弃上清。用重悬缓冲液 (50 mmol/L 

Tris (pH 8.0)，100 mmol/L NaCl，10 mmol/L 

EDTA，10 mmol/L DTT) 悬浮包涵体，12 000 r/min

离心 10~20 min，弃上清。按 30 mg/mL 将包涵体

溶解在溶解缓冲液  (6 mol/L Gua-HCl，10％ 

glycerol 50 mmol/L，Tris (pH 8.0)，100 mmol/L 

NaCl，10 mmol/L EDTA，10 mmol/L DTT)，4 ℃

搅拌溶解，于-20℃保存备用。 

1.2.2  pHLA-A*2402 复性 

用 5 mL 的注射器向 2 L 复性缓冲液 

(100 mmol/L Tris (pH 8.0), 400 mmol/L L-Arg 
HCl, 2 mmol/L EDTA, 5 mmol/L GSH，0.5 mmol/L 

GSSG) 中滴加 β2m 包涵体 3 mL，复性 8 h。取

10 mg 多肽，用 200 μL DMSO 溶解，并迅速注入

复性缓冲液中，待完全溶解后，用 5 mL 的注射

器向 2 L 复性缓冲液中滴加 HLA-A24 重链包涵

体，每次 3 mL，每隔约 8 h 一次，共 3 次。浓缩，

换成 20 mmol/L Tris，50 mmol/L NaCl (pH 8.0) 

缓冲液。将浓缩的蛋白用 Hiload Superdex 200 层

析柱分离。收集复性的复合体蛋白，用 Resource 

Q 层析柱进一步纯化。 

1.2.3  TCR 复性 

TCR 复性采用透析复性的方法，将约 60 mg

的 δ 链，60 mg 的 β 链包涵体加入到 300 mL 复

性液 (400 mmol/L Arg-HCl，100 mmol/L Tris，

2 mmol/L EDTA，2 mol/L Urea，调 pH 到 8.5，

5 mmol/L GSH，0.5 mmol/L GSSG)，混匀，孵育

过夜。然后，放入 800 mL 的水中，透析 24 h。

再放入 4 L 10 mmol/L Tris (pH 8.5)溶液中透析

24 h。浓缩到约 40 mL，过 Source 15Q 层析柱。 

1.2.4  表面等离子共振分析 (SPR)  

将纯化好的 pHLA-A*2402 溶液换成 HEPES

缓冲液，并浓缩至 150 μmol/L，梯度稀释成 75、

37.5、18.8、9.38 μmol/L。取冻存的 CD8αα (制备

方法见参考文献[21])，按上述方法稀释，浓度为

7.5、3.75、1.88、0.94 μmol/L。将纯化的 TCR 换

成 HEPES 缓冲液，浓度调至 20 μg/mL，pH 调

至 4.5。选用 CM5 芯片，固定 TCR，进行 SPR

操作[22-23]。 

2  结果与分析 

2.1  pHLA-A*2402 复合体存在两种不同的

构象 
HLA-A*2402 与 β2m 在多肽存在的情况下共

复性，形成稳定的复合体。从图 1A 看出，

pHLA-A*2402 复性效果很好，聚体峰和 β2m 峰

都很小，说明绝大部分 HLA-A*2402 重链和 β2m

都参与形成了复合体。收集分离的复合体蛋白，

进行离子交换层析，此时可以观察到，有两个

独立的出峰位置。离子交换层析是利用在一定条

件下蛋白表面所带电荷与层析柱中带相反电荷

的离子交换试剂相互作用而对蛋白进行分离的

一种方法。在相同溶液中，由于等电点不同蛋 
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图 1  pHLA-A*2402 复合体的分离及电荷特征 
Fig. 1  Charts and pictures of pHLA-A2402. (A) Gel filtration of pHLA-A*2402. (B) Ion exchange of pHLA-A*2402 
on column Resource Q, two peaks were eluded as P1 and P2. (C) Gel filtration of P1 and gel electrophoresis. (D) Gel 
filtration of P2 and gel electrophoresis. (E) Ion exchange of P1 after two months’ storage in 4 ℃. (F) Ion exchange of P2 
after two months’ storage in 4 ℃. (G) Ion exchang of the mixture of P1 and P2 after two months storage and data fitting. 
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白所带电荷不同，与层析柱的亲和力不同，它们

会被不同浓度的盐溶液洗脱下来。因此，一个均

一的蛋白只有一个出峰位置。然而，从图 1B 看

出，pHLA-A*2402 复合体分成两个主峰。由此

推断 pHLA-A*2402 可能存在两个等电点，也必

然对应两种不同构象，分别标记为 P1、P2。将

P1、P2 两个组分的蛋白再次进行分子筛层析，

两个组分出峰位置相同，表明分子量大小相同。

SDS-PAGE 显示两者均是 HLA-A*2402，重链和

β2m 以 1∶1 比例形成的复合体，分子量大小无

差别 (图 1C 和图 1D)。 

收集到的 P1、P2 组分于 4 ℃放置 2 个月后，

再次进行离子交换层析，发现它们的出峰位置没

有改变，表明它们的电荷特征没有改变 (图 1E

和图 1F)。从图 1G 中对 P1 和 P2 的混合峰的曲

线拟合可以看出两者仍然为独立的两个峰，说明

构象差异稳定存在。 

2.2  TCR 的复性与纯化 
TCR δ链和 β链在大肠杆菌中均以包涵体表

达，通过透析的方法复性，共复性的蛋白通过离

子交换法分离，出现一个主峰 (图 2)。分离的蛋

白在非还原情况下，由于 δ 链和 β 链之间二硫键

的存在，使得电泳显示为一条带。在还原剂 

(DTT) 存在的情况下，二硫键被打断，电泳结果

呈清晰的两条带，下面一条是 δ 链，上面一条是

β 链。以上结果表明 TCR 已经成功复性。 

2.3  两种不同构象的 pHLA-A*2402复合体与

TCR 和 CD8 具有相同的亲和力 
在 T 细胞与靶细胞的相互识别中，pHLA 复

合体与 TCR 特异的相互作用是关键的一步。在

这个过程中，CD8 作为辅助受体参与作用，并

与 pHLA 复合体和 TCR 结合。因此，当观察到 

 
图 2  复性 TCR 离子交换分离及鉴定 
Fig. 2  Ion exchange of refolded TCR, non-reducing 
electrophoresis and reducing electrophoresis 

pHLA-A*2402 复合体存在两种构象时，首先要

回答的是，这两种构象的蛋白是否都具有与 TCR

和 CD8 结合的功能？因此，本文利用表面等离

子 共 振 技 术  (SPR) 检 测 了 这 两 种 构 象 的

pHLA-A*2402 复合体与 TCR 和 CD8 的亲和力。

图 3A 和图 3B 的结果表明 P1 和 P2 与 TCR 的相

互作用基本没有变化。P1 的解离速率 kd 为

0.01891/s，P2 为 0.01691/s，相差 10％左右，结

合速率 ka 和解离常数 KD 也都在同一个数量级之

内。图 3C 和图 3D 的结果表明 P1 和 P2 在与

CD8αα的相互作用基本没有变化，它们与 CD8αα

的结合速率 ka、解离速率 kd 和解离常数 KD 都

在同一个数量级内。鉴于蛋白浓度测定的误差

以及仪器本身所允许的误差范围，以上这些在

同一数量级内的差异都可以视作无差异。同时

从表 1 看出，所有的 Chi2 的值小于 Rmax/10，

说明用于计算动力学参数的 Langmuir 模型是

可信的。 

综合以上结果，pHLA-A*2402 复性后至少

存在两种不同的稳定状态，这两种状态和 TCR

及 CD8αα 相互作用时没有差别。 
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图 3  两种不同构象的 pHLA-A*2402 与 TCR 和 CD8αα 的相互作用 
Fig. 3  Charts of BIAcore®. (A) Interaction between P1 and TCR. (B) Interaction between P2 and TCR. (C) Interaction 
between P1 and CD8αα. (D) Interaction between P1 and CD8αα.  

表 1  两种不同构象的 pHLA-A*2402 与 TCR 和 CD8αα 亲和力 
Table 1  The affinity between the two conformations of pHLA-A*2402 and TCR, CD8αα 

TCR/CD8 pHLA-A*2402 ka (1/Ms) kd (1/s) Rmax (RU) KD (mol/L) Chi2  

P1 7.01e3 0.0189 84.6 2.7e-6 7.35 
TCR 

P2 4.08e3 0.0169 79.1 4.14e-6 4.83 

P1 987 1.04e-3 2.16e3 1.05e-6 163 
CD8αα 

P2 1.54e3 1.69e-3 767 1.1e-6 21.3 

 

3  讨论 

根据蛋白折叠的基本理论，复性后可以稳定

存在的蛋白结构基本上反映了蛋白在生理状态

的结构，所以用复性得到的蛋白来研究生理状态

的蛋白基本上可靠[24]。这是本文的前提，也是所
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有以复性蛋白为材料进行研究的前提。 

多数情况下相同蛋白的不同结构往往具有

不同的功能[25]，本文首次从复性的角度证明了同

一蛋白在不同状态具有相同的功能。可以用能量

陷阱和自然选择理论对上述实验结果进行一个

合理的解释。当 HLA 进行折叠时，同样面临着

能量陷阱，这就使得 HLA 具有两种不同的构象，

然而由于它们在生物活性上并没有差别，自然选

择无法对它们进行区分，于是就在进化中保留下

来。虽然本文只是对 HLA 的折叠进行的研究，

但是这个情形可以类似地推广到所有的蛋白质

上。当蛋白质沿着能量降低的方向进行折叠时，

有很多卡在能量陷阱之中，形成不具有生物活性

的折叠，由于自然选择的压力，这些蛋白质的一

级结构不断优化，直到这些能量陷阱从蛋白质折

叠的过程中全部剔除。可是当掉入能量陷阱的蛋

白质和“正确”折叠的蛋白质在生物活性上不具

有差别时，它们完全可以逃脱自然选择的压力而

得以保存。这就出现了同一个蛋白具有多个稳定

构象，而这些构象又具有相同的功能。 

上面的结论在对能量通道理论佐证和补充

的同时，也为解析蛋白的结构提出了一些新的推

测。当一个蛋白不能正常结晶，或者结晶后有部

分区域的解析度不够高的时候，也许并不是因为

这个蛋白的结构具有柔性，而是由于它可能同时

具有多个相对稳定的状态。 
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