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核磁共振在生物学研究中的应用

编者按:经过60多年的发展,核磁共振波谱及成像技术的应用已经从物理学扩展到化学、生物学、医学、信息学等

诸多领域,并发挥着越来越重要的作用。在本期发表的“核磁共振在生物学研究中的应用暠专题中,作者们重点介

绍了可大幅度提高灵敏度的超极化129Xe核磁共振波谱和成像技术及其在生物医学中的应用,核磁共振成像技术

及其在脑功能研究中的应用,核磁共振波谱技术及其在生物大分子的三维结构、相互作用和动态过程研究中的应

用。生物核磁共振是物理学与生物医学的综合交叉,涉及面广,本专题中不可能全面涉及,本刊今后将会陆续组织

文章进行介绍.
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摘暋要暋暋 核磁共振(nuclearmagneticresonance,NMR)是以原子核自旋的共振跃迁为探测对象的谱学方法.当自

旋量子数不为零的原子核处于外磁场中时,会引起能级的Zeeman分裂.若再施加能量等于Zeeman能级差的射频场,

则会诱发原子核自旋的共振跃迁,这种现象即为核磁共振.核自旋的共振频率与原子的类型有关,且受原子所处化学

和物理环境的影响.此外,NMR能量较低,不会影响探测对象(常为分子)的状态.因此,NMR能够在无损条件下提供

多种具有原子和分子分辨的物质组成、结构、形态、动态变化等丰富信息.
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暋暋自1945年观察到凝聚态物质的 NMR现象之

后,经过60多年的发展,NMR 的研究领域和应用

范围已经从物理学延伸到化学、生物学、医学、材料

科学、信息学等几乎所有自然科学领域.先后有5次

诺贝尔奖授予了核磁共振研究工作者,其中物理学

奖两次(Rabi,1944年;Bloch和 Purcell,1952年),

化学 奖 两 次 (Ernst,1991 年;W湽thrich 等,2002
年),生理和医学奖一次(Lauterbur和 Mansfield,
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2003年).这表明 NMR 是一门学科交叉极其广泛

的技术,已经成为物理学、化学以及生命科学等诸多

学科研究物质组成的成分、组织形态及其变化、脑功

能、分子结构和动力学强有力的手段,广泛应用于科

学研究的前沿领域.NMR 在生物医学领域的应用

最为广泛也最受关注.例如:(1)蛋白质等生物大分

子的三维结构和相互作用动力学的测定,以生物大

分子为靶标的药物筛选和药物分子结构优化,NMR
已成为蛋白质结构与功能研究和药物研发的强有力

的工具;(2)以生物小分子为检测对象的代谢组学研

究是近年来发展迅速的领域,涉及人口健康和国民

生活质量,特别是和重大疾病的预防和治疗、新型高

效药物的研发等密切相关.
本文将重点介绍 NMR技术在上述这些领域的

发展,介绍该技术在蛋白质溶液高分辨结构解析、蛋
白质相互作用、药物筛选以及代谢组学等方面的应

用和最新进展.

1暋 概述

NMR所提供的信息主要包括在原子核自旋的

化学位移、耦合常数和弛豫速率等参数中.化学位移

能够反映原子核所在的官能团及其在分子中的位

置.耦合常数包括自旋-自旋耦合常数和偶极-偶

极耦合常数.自旋-自旋耦合(又称J灢耦合或标量耦

合)只存在于相隔2—4个化学键的核自旋之间.相
隔3个化学键的2个核之间的J灢耦合常数的大小与

这3个化学键组成的二面角的夹角有关,是一种重

要的分子结构参数.两个原子核之间的偶极-偶极

耦合常数与两者之间的距离和在磁场中的取向有

关,它也是一种重要的分子立体结构参数.事实上,
多维 NMR方法毫无例外地建立在原子核间的这两

种耦合作用之上,用于测定原子核或化学键之间的

连接关系以及原子核之间的空间距离和取向.弛豫

速率反映了某个自旋体系与周围环境和其他自旋体

系之间的能量交换过程,包含着分子内不同时间尺

度的动力学信息.因此 NMR方法检测到的是生物

分子在溶液中的结构和运动状态,可以在接近于生

理环境的温度、盐浓度和pH 值状态下检测生物分

子的结构和相互作用,可用于监测生物分子的动态

变化,研究蛋白质与金属离子、药物小分子、蛋白质

或核酸的相互作用.
在蛋白质数据库(PDB)收录的生物大分子结构

中,用X射线晶体学、核磁共振波谱学(NMR)和电

子显微学(EM)方法测定的结构各占一定的比例.
图1数据取自2010年9月的 PDB数据库,可见用

NMR解析的结构数目逐年增加,在2007年达到顶

峰,当年共有965个 NMR结构得到发表,占当年发

表总结构数的13.4%.NMR技术最大的优点在于

它能对溶液中和非晶态中的蛋白质进行测量,实验

条件更接近于生物大分子的生理环境,适用于分析

不能结晶或者结晶后的构像可能会改变的蛋白质.
因此,NMR技术成为除 X射线以外最主要的蛋白

质结构测定方法之一.

图1暋三种主要方法测定的生物大分子结构数逐年增加情况(图

例中的3种颜色见本期《物理》网刊彩图)

更重要的是,核磁共振方法能观察到蛋白质在

很宽的时间尺度(从皮秒到秒量级)范围内的分子动

力学过程等非常重要的信息,如蛋白质不同结构域

的相对运动,蛋白与其他物质之间弱的或瞬态相互

作用,以及蛋白质折叠过程等,这是其他方法很难观

测到的.近几年来,NMR研究不再局限于生物分子

的结构测定,研究重心逐渐向测定溶液状态下蛋白

质相互作用、单个或多个结构域的动力学性质、捕获

中间态或瞬态结构等研究方向转移,以期更清晰地

了解生命活动的奥秘,从而显示了 NMR方法旺盛

的生命力.

2暋 核磁共振技术与方法的发展

20世纪50年代,第一台30MHz连续波商品核

磁共振谱仪诞生.20世纪60年代,超导技术用于磁

体制造,使商品核磁共振谱仪的磁场逐步提高,质子

共振频率达到100MHz.由于计算机技术的飞速进

步,脉冲傅里叶变换 NMR技术应运而生,它的出现

使 NMR领域开始了革命性的飞跃.20世纪70年

代后期起,NMR理论和实验技术飞速发展,核磁共

振谱仪磁场不断提高,二维谱、多量子跃迁、固体高
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分辨等技术日益成熟.20世纪80年代,瑞士科学家

W湽thrich教授开始将核磁共振技术用于蛋白质研

究,并 首 次 测 出 了 液 态 蛋 白 质 的 三 维 结 构[1],

W湽thrich教授对蛋白质三维结构的 NMR 测定方

法的贡献,使他获得了2002年诺贝尔化学奖.
NMR的灵敏度和分辨率与磁场强度呈指数或

线性关系.90MHz永磁型谱仪的信噪比仅为16:1,

360MHz谱仪的信噪比超过了100:1,800MHz的

信噪比又提高了一个数量级,最近1GHz已经被推

向市场.此外,探头技术的发展也对 NMR的发展提

供了新的契机.1998年推出的低温探头(cryogenic
probe)使得信噪比成倍增加,其中500MHz低温探

头的 信 噪 比 已 经 超 过 了 常 规 800MHz探 头,而

900MHz低温探头的信噪比更高达7500:1.除低温

探头外,灵敏度较高的微量探头(micro灢probe)和流

动探头(flow灢probe)也逐渐成为 NMR谱仪的标准

配置.使用高磁场强度的谱仪和新型探头的直接效

果是提高了 NMR分析的灵敏度和分辨率.对小分

子代谢物的检测下限可以达到纳克量级,而蛋白质

的检测下限可到微摩尔量级.
NMR磁体技术的发展,极大地推动了 NMR在

生命科学诸多领域中的广泛应用.而这些领域的发

展又 不 断 提 出 新 的 科 学 问 题 和 技 术 挑 战,促 进

NMR理论的发展及技术和方法的创新.例如,分子

生物(遗传)工程技术的迅速发展使科学家可以成功

制备15N 和13C等稳定同位素标记的蛋白质样品,使
多维异核 NMR实验得以实现,实验的分辨率和灵

敏度 也 大 幅 度 提 高,并 在 蛋 白 质 等 生 物 分 子 的

NMR结构与功能研究中得到广泛应用.随着 NMR
研究的生物体系日渐复杂,促使 NMR高场磁体和

低温探头成为 NMR实验室的常规装备,NMR可解

析的蛋白质分子量也不断增大,进而推动了各种新

的生物标记技术的产生.
科学问题的需求推动了 NMR实验方法的不断

创新.1997年,W湽thrich教授的研究组建立了简称

为横向弛豫优化谱(TROSY)的二维实验方法,达到

了窄化谱线、提高分辨率和灵敏度的目的[2],是20
世纪末 NMR方法应用于生物研究的两个最重要的

进展之一,在此基础上发展了一系列具有高分辨率、
高灵敏度的多维 NMR方法.其中交叉弛豫极化转

移增强(CRINEPT)方法能使110kDa以上的蛋白

质的 NMR信号强度提高3倍[3],可以用于研究分

子量高达 900kDa的蛋白质复合体中的部分结

构[4].另一个重要进展是,美国 Bax教授等发展的

在部分定向介质中测定残余的偶极灢偶极耦合常数

(RDC)的方法[5].加拿大 Kay教授及其研究组在蛋

白质结构的 NMR测定方法研究方面做出了很多有

影响的成果,他们发展的弛豫弥散技术可以检测出

蛋白质折叠过程中占蛋白质总量1%和2%的中间

体[6].近年来,利用顺磁弛豫增强(PRE)的 NMR方

法有了长足发展[7,8].这个方法首先是在蛋白质分

子中引入顺磁探针,顺磁粒子附近自旋核的弛豫速

率会因此而加快,通过比较顺磁探针引入前后这些

自旋核的弛豫速率变化,获得核与核之间的空间距

离关系.这一方法可以探测1.5—2.4nm 范围的远

程结构信息,特别适用于研究蛋白质分子间远程和

瞬态相互作用.
由于传统的 NMR实验耗费时间,快速核磁共

振方 法 越 来 越 受 重 视.近 年 来 发 展 的 几 种 快 速

NMR方法突破了传统的采样技术或数据处理模

式,最大限度地挖掘低维谱的结构信息.2002年,

Szyperski等人提出了 “降维 NMR暠的思想 (RD灢

NMR),即把n维 NMR谱的信息压缩到n-1维谱

中[9].随后出现的 GFT灢NMR方法[10]、投影重建的

方法(PR灢NMR)[11]和基于 Hadamard变换[12]的快

速 NMR方法,可以使实验时间成数十倍地减少,并
克服了 RD灢NMR 多重峰的弱点.随机采样模式是

近来受到广泛关注的新型采样模式,该技术避开了

传统的矩阵型采样模式,使采样点在间接维上随机

分布,采样点数远小于传统方法,再通过强大的计算

机重建技术还原成经典的核磁谱图.由于它不采用

任何既定的采样图形(如辐射形、螺旋形、圆形等),
谱图重建时由于随机噪音互相抵消,谱图中的噪声

伪峰较少.由快速采样方法而发展起来的多种谱图

重建的计算方法各有优劣,如最大熵重建 Max灢
Ent[13]、多维分解技术 MDD[14]、非均匀傅里叶变换

NU灢FT[15]等.最近发展的利用 Gridding快速傅里

叶变换技术处理非均匀采样数据的方法比传统

MFT方法的速度提高了60倍[16].

3暋核磁共振技术在生物研究中的应用

3.1暋蛋白质溶液结构解析

蛋白质是生命活动的主要承担者,其生物功能

主要由三维结构决定.全面了解蛋白质等生物分子

的精细三维结构是在原子分子水平上研究生命活动

的基础,也是蛋白质科学的核心研究内容之一.蛋白

质三维结构测定所需的样品要经过基因工程表达
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(包括自旋标记)、化学分离和纯化,根据所用测定方

法的需要制备成不同形态的样品.通过 NMR实验

收集一系列多核多维谱,进行谱峰归属,判别 NMR
信号与蛋白质所含各核的对应关系,根据这些信息,
提取结构约束参数,再运用分子动力学计算获得蛋

白质的三维结构图像.这其中每一个环节的进步和

发展,无不涉及多个学科知识的综合运用.

图2暋蛋白质的一维1H灢NMR谱图,分子量分别为(a)5kDa和

(b)32kDa

图2是蛋白质的一维1H灢NMR谱图,分子量分

别为5kDa(见图2(a))和32kDa(见图2(b)).分子

量增大明显降低了 NMR谱图的分辨率,仅用1H 谱

不能解析生物大分子的信号.这是因为1H 谱的化学

位移范围比较狭窄(~15ppm),NMR 信号易于重

叠,而大多数蛋白质样品的13C和15N 谱宽分别为

200ppm 和30ppm 左右,信号更加分散.因此,分子

量超过5kD的蛋白质测定溶液结构一般都需要进

行同位素标记,即对蛋白质分子中的13C,15N 核进

行同位素富集.蛋白质同位素标记技术是研究大分

子蛋白质 NMR结构的前提.
同位素富集分为全标记和选择性标记两种方

式.全标记是将细菌培养基中的氮源或碳源化合物

全部用15N,13C标记的化合物替代,这样蛋白质的

生物合成过程中仅摄取含有同位素标记的初始物,
达到蛋白质全标记的目的.随着研究的蛋白质分子

量增大,2H 全标记的样品也逐渐普及,从而可以有

效地提高信号强度和分辨率.选择性标记是指仅对

某些特定种类的氨基酸或者化学基团进行同位素标

记,可以极大地减少信号的重叠程度.选择性标记需

要对蛋白质的生物合成过程进行调控,细菌培养的

过程通常比较复杂,成本也较高.现在较为通用的是

对特定种类的氨基酸标记,如 Ala,Lys等,一般需

要使用缺陷型菌株,而且不同氨基酸的生物合成通

路往往有交叉和重叠,要注意避免其他氨基酸被同

时标记,造成混淆.另外,加拿大 Key实验室发展的

VIL甲基质子化灢2H,13C,15N 全三标记蛋白质制备

技术[17],日本 Kainosho实验室发展的侧链质子选

择性2H 标记技术(SAIL),都是近年来受到广泛关

注的新方法[18],均成功地被用来解析大分子量(~
100kDa)蛋白质的 NMR信号(见图3).

图3暋同位素标记技术及相应的 NMR技术的发展历程(根据文

献[19]重新绘制)

蛋白质结构解析的常规过程包括以下步骤:在
获得适合结构测定的蛋白质样品后,首先需要采集

多种多维 NMR谱,在此基础上对蛋白质主链和侧

链基团中各1H/13C/15N核进行归属.根据主链的化

学位移(化学位移指数)可以得到蛋白质的二级结

构.然后从有关 NMR谱中提取几何约束参数,主要

包括与核间距有关的核 Overhauser效应(NOE,其
数值与核间距的6次方成反比),自旋灢自旋耦合常

数(J,其数值与化学键二面角的关系符合 Karplus
公式),残余偶极-偶极耦合常数(D,其数值与化学

键的空间取向有关).最后,根据这些约束条件利用

分子动力学计算,获得一组能量较低的三维结构.蛋
白质三维 NMR结构中不同区域的收敛程度有所不

同,正好反映了蛋白质在溶液中的运动性,因此有别

于晶体结构的单一构象.
在几何约束参数中,NOE数量较多,并可给出

一个距离范围(0.2—0.6nm),是蛋白质 NMR结构

解析最为重要的约束参数,如果平均每个氨基酸有

10—20个 NOE 约 束 条 件,主 链 的 均 方 根 偏 差

(rmsd)将达到0.05nm,大概相当于精度为0.2nm
的晶体结构.对于15N,13C双标记的蛋白,可以得到

大约每残基20—25个 NOE 约束,这时主链rmsd
可以提高至0.03—0.05nm.偶极灢偶极耦合常数能

够进一步提高结构测定的空间分辨率[5,20,21],这对

于分子量较大的蛋白质结构的 NMR 测定尤为重

要.近年来,采用顺磁弛豫增强技术来获得长程结构

约束在蛋白质复合体结构研究中应用越来越受重

视[7,8].最近,国立新加坡大学的杨代文教授提出了
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一种基于4DNOESY[22]实验的新的结构测定策略,
通过区分残基内外的空间耦合关系等,使用少数几

个 NMR实验和相应的数据处理方法,就可测定出

蛋白质的三维结构,单体的分子量可以达到42kDa,
选择性标记的多聚体可以达到65kDa[23].

相对来说,解析20kDa左右的蛋白质 NMR结

构比较容易实现,但是用核磁共振波谱法测定较大

蛋白质(>30kDa)的三维结构十分耗时,一般需要

3—5个月,这是因为随着蛋白质分子量的增大,一
方面,谱峰的数量随之急剧增大,需要采集更多的三

维甚至更多维数的 NMR实验才能完成谱峰的归属

和获取足够的结构约束参数.另一方面,蛋白质分子

运动性能减慢,谱峰增宽,灵敏度下降,还受到自旋

扩散和分子局域运动的影响,这些都非常难以解析.
针对大分子量蛋白质信号较弱、重叠严重的问题,解
决办法之一是将蛋白质中的氢原子置换成氘原子,
采用 TROSY 实验技术,可以显著提高谱图的分辨

率和灵敏度[2].交叉弛豫极化转移(CRIPT)[24]、交
叉弛豫极化转移增强(CRINEPT)[3]、交叉饱和转移

(CST)[25]等技术都有助于提高信号灵敏度,用于解

决大分子量蛋白质的结构测定.
3.2暋蛋白质复合体及其动力学的 NMR研究

蛋白质在执行功能的过程中往往与其他蛋白或

生物分子形成蛋白复合体.这种复合体是由多种成

分经过适当的修饰和高度有序地精确装配而成,具
有接受和执行重要的网络信息的功能.蛋白质复合

体与遗传信息编码、酶催化、免疫应答、病毒感染、光
合作用、药物(包括疫苗)设计等与人类重大疾病和

创新药物研发密切相关.复合物的形成通常伴随着

蛋白质局部结构的变化,其稳定性在亚微摩尔至亚

摩尔量级,相应的动力学过程的差异也会有几个量

级.因此蛋白复合体的三维结构远不只是一些单体

蛋白结构的简单叠加,对任何方法而言,其结构测定

往往比解析单个蛋白质结构更具挑战性.相对而言,
对于溶液中蛋白质复合体的研究,特别是弱相互作

用及动态过程的研究,NMR独具特色和优势,发挥

着非常重要甚至不可取代的作用.
解析蛋白复合物结构时最重要的是相互作用界

面的确定,除了前面提到的 TROSY 和 CRINEPT
等技术外,13C/15N过滤技术[26]、化学位移微扰实验

技术、残余偶极耦合技术、顺磁弛豫增强技术等均已

运用于复合物的研究中.新型 NMR实验和各种同

位素标记技术的综合合理运用往往能达到意想不到

的效果,近年来,670kDa的20S蛋白水解酶结构[27]

和900kDa的蛋白质复合体 GroEL/GroES中部分

结构[4]的问世使 NMR解析结构的上限又提高了一

个数量级.
蛋白质复合物在行使功能时,有一个相互接触、

结构变化、继而分离的过程,因此,生物体内弱的、暂
态的相互作用非常普遍,结构域之间的相对运动显得

尤为重要.PDZ1灢2是NMDA受体信号传导通路中的

骨架蛋白PSD灢95的N 端PDZ结构域串中的前两个

结构域.这种多结构域的蛋白质在信号通路和离子通

道中极为普遍.这些蛋白质都很大,通常采用“各个击

破暠的策略,逐一研究单个结构域的结构和功能.PSD灢
95的PDZ1和PDZ2相对较小,是研究结构域之间协

同效应的理想模型.PDZ1灢2的三维溶液结构和动力

学的NMR研究表明[28],PDZ1和PDZ2的孤立结构

与其在 PDZ1灢2中的结构差别不 大.它 们 与 配 体

(cypin肽段)形成复合体后,无论单独形成的复合体,
还是共同形成的复合体,都能引起结构的变化,而且

结构变化的程度也基本相同.纳秒量级的动力学测定

(NMR方法)表明,游离态PDZ1灢2的两个结构域有一

定的刚性.形成复合体后,PDZ1灢2的两个结构域之间

的柔性大大增强,体系的熵增大,自由能降低(见图

4).分子动力学模拟的结果与 NMR实验完全符合.
这一工作的结果表明,多结构域蛋白质可能通过结构

和动力学重组来调控与配体的相互作用,结构域之间

在行使功能时具有相关性.该结论有可能是多结构域

蛋白质的共同特征[28].

图4暋双结构域蛋白质 PDZ1灢2通过结构和动力学重组来调控

与配体(cypin肽段)的相互作用(根据文献[28]重新制作)

NMR弛豫弥散技术(relaxationdispersion)是
近年来蛋白质动力学研究的重要进展之一,它通过

改变自旋回波时间(CPMG)来测量横向弛豫速率受

到的化学交换或相互作用等慢过程的影响,用于研

究蛋白质中间态的结构和动力学过程[6,29].2010
年,Key小组在美国Science杂志上发表文章,用弛

豫弥散技术确定了在蛋白折叠过程中寿命仅在毫秒

量级的中间态结构[30],发现脂肪酸结合蛋白FBP11
的FF结构域在折叠时可以瞬时形成有完整结构的

中间态,再缓慢过渡到稳定态结构.中间态的整体折
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叠形式与稳定态类似,但含有更长的 H3螺旋,而且

H3和 H4 螺旋的相对倾斜角度略有不同 (见图

5(a)).顺磁弛豫增强技术也是近年来 NMR领域的

一大突破,它可以通过测定蛋白质的动态结构变化,
为复合物形成过程中低分布的激发态蛋白的存在提

供有力的结构证据[31].Tang等人在英国的 Nature
上发表文章指出,当顺磁探针处于一个动态的生物

大分子系统中,如果稳态结构离顺磁探针较远,而瞬

时激发态结构离顺磁探针较近时,瞬时激发态结构

对PRE观察量的贡献就会比较显著,能观察到凸现

出来的结构信息.图5(b)的红色部分是分布仅占

5%的半关闭式激发态麦芽糖结合蛋白 MBP的结

构,与蓝色的自由稳态结构和绿色的结合稳态结构

均有一定区别.PRE方法界定的动力学过程的时间

尺度是纳秒至微秒量级,与弛豫弥散技术(微秒至毫

秒量级)互为补充.

图5暋(a)弛豫弥散技术测定 HYPA/FBP11蛋白 FF结构域的

不同状态,左图为自由态结构,右图为瞬态结构[30];(b)顺磁弛

豫增强技术测定麦芽糖结合蛋白 MBP溶液结构[31].蓝色为开

放式的自由态 MBP,红色为半关闭式的自由态 MBP,绿色为关

闭式的结合态 MBP(见《物理》网刊彩图)

3.3暋药物与蛋白质相互作用的 NMR研究

用 NMR技术研究药物与蛋白质的相互作用的

方法灵活多变,可以根据检测对象分成药物检测和

蛋白检测两种类型.在以蛋白为检测对象的方法中,
要进行比较的是药物加入前后靶蛋白的磁共振参数

变化.其 中 最 著 名 的 是 1996 年 Abbott实 验 室

Shuker等人提出SAR灢by灢NMR的概念[32],即通过

比较加入药物前后的同位素标记蛋白质 NMR 谱

图,来确定化合物是否与蛋白质有相互作用,该方法

取得了显著成效.这种方法可以在大型药物库中寻

找多个可能的“hits暠,特别适合筛选结合较弱的药

物[33],即离解常数Kd 大于100毺M 的弱相互作用药

物.这种高通量筛选可以找到大量与靶蛋白相结合

的结构片段,并结合其他生化实验手段对药物进行

改造,从而指导药物设计和药物库的选择.
基于蛋白检测的 NMR方法除了能筛选到不同

结合强度的药物外,还可以观察到蛋白质与药物之

间的 NOE效应,确定复合物相互作用的界面,以及

蛋白和药物的空间结构变化,从而有利于指导进一

步的药物设计.但是这种方法需要知道蛋白质的信

号归属和结构信息,通常需要获得毫克量级的高纯

度蛋白质样品,并辅以同位素标记,对蛋白质分子量

也有一定的限制,且周期长,成本较高.
以药物为检测对象的方法比较的是蛋白质加入

前后药物信号的变化情况.这种方法不要求了解蛋

白质的结构信息,不需要对蛋白质进行同位素标记,
可以对分子量较大的蛋白质进行研究.虽然这种方

法不能给出详细的复合物结构信息,但是更适宜于

进行药物的高通量筛选,是较为快速、低廉的手段.
小分子结合蛋白质后,其磁共振参数与大分子趋于

一致,如化学位移、信号半峰宽、纵向及横向弛豫速

率、自扩散系数等都产生显著变化,二维 NOESY实

验也是判断小分子是否与蛋白质结合的有效方法,
它检测的是核间 Overhauser效应 (nuclearover灢
hausereffect,NOE),NOE反映的是核与核在空间

的相对接近关系.
以药物为检测对象要求结合态和自由态小分子

之间有快交换现象存在,常用的 NMR方法包括转

移 NOE 法[34]、饱和转移差谱 STD 法[35]、Water灢
LOGSY法[36]等.其中转移 NOE法灵敏度较低,适
于测定离解常数在100nM 与1mM 之间的体系.其
中STD是研究药物与蛋白相互作用的非常普遍并

行之有效的方法之一.它采用选择性脉冲和 NOE
效应相结合,通过1H 差谱来研究蛋白与配体的相互

作用.在图6中,首先采集混合溶液信号,获得谱图

(a);然后选择性照射蛋白信号,这时与蛋白质有相

互作用的小分子信号会同时被饱和,而没有相互作

用的小分子信号则不受影响,获得谱图(b);谱图(a)
和(b)两者的差谱将抵消没有相互作用的小分子信

号,获得有相互作用的小分子谱图(c).这种方法不

受蛋白分子量限制,蛋白样品仅需微克量级,获得的

谱图简单易懂,能快速判断药物是否与蛋白质有相

互作用,受到普遍欢迎,近年来,它被用于检测药物

与8500kDa人源鼻病毒蛋白rhinovirus(HRV2)的
相互作用[37]以及药物与 RNA 的相互作用[38].它和

魔角旋转(MAS)技术相结合,还可测定多糖与固体

麦胚 凝 集 素 的 结 合[39]等 等.WaterLOGSY法 与

STD法非常类似,只是照射的是溶剂水,信号从水
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传递给蛋白,再传递给结合的小分子.

图6暋STD差谱的示意图 (a)全谱;(b)对蛋白信号选择性照射

谱;(c)STD差谱

3.4暋基于 NMR的代谢组学简介

代谢组学是研究生物体内源性代谢物质的整体

及其随内因和外因变化的科学,是系统生物学不可

分割的一个重要组成部分.遗传基因的变化,蛋白质

活性的变化及其与环境的相互作用最终会在代谢水

平上有所表现.所以,对整体代谢物的研究包含了宿

主基因的变化所导致的机体本身的代谢、寄生菌群

的代谢、二者(指机体本身的代谢和寄生菌群的代

谢)的共代谢以及二者代谢物质交换引起的变化.
1999年,在对生物代谢复杂系统进行了近20年研

究的基础上,Nicholson等提出了代谢组学(meta灢
bonomics)的概念,并将其定义为:对生物系统因病

理生理刺激或基因改变所导致的动态多参数代谢应

答的定量测定[40].2006年,Tang等将代谢组学的概

念发展为:代谢组学是关于生物体内源性代谢物质

的整体及其变化规律的科学[41].同时提出了代谢组

学的中心任务:检测、量化和编录生物内源性代谢物

质的整体及其变化规律,揭示该变化规律与所发生

的生物学事件(或过程)的本质.如今,以代谢组学为

基础的全局系统生物学(globalsystemsbiology)思
想已经诞生,而且正处于快速发展阶段,已经在生命

科学的许多领域得到应用.
代谢组学经过多年的发展,方法日趋成熟,其应

用已经渗入生命科学研究的诸多方面,并日益彰显

出其强有力的科学潜能.目前代谢组分析主要采用

核磁共振和质谱检测的方法,研究对象通常包括体

液、粪样、细胞、组织甚至整个生物体.基于核磁共振

的代谢组学研究包括以下步骤:首先是实验设计和

样品收集.针对要解决的生物学问题,提出实验方

案,建立模型.采集较多的样本数量,以保证研究有

一定的统计学意义.其次是波谱数据采集和处理.除
了采集简单的一维核磁共振谱,还要采集横向弛豫

时间加权谱和扩散加权谱,在不分离样品的情况下,
选择性地检测小分子代谢物信号和大分子代谢物的

信号[42].接着进行数据处理,包括谱图处理、分段积

分、数据归一化等步骤.然后对得到的数据进行非监

督方法分析,通常包括主成分分析(PCA)[43]和系统

聚类分析(HCA)[44].最后建立数据模型,并对建立

的模型进行交叉验证.在此基础上归属变化的代谢

物,推断代谢途径中的生物化学反应,将代谢物整体

动态变化与生物学问题联系起来.

4暋 展望

近年来,生物 NMR发展迅速,新方法和新技术

层出不穷,研究领域不断扩展.如在蛋白质研究中,
除了溶液中的蛋白结构和相互作用的 NMR 测定

外,在固体和定向介质中,膜蛋白的结构及动力学测

定,活细胞中蛋白质的结构研究等,已经成为新的研

究热点.膜蛋白是细胞内生物膜功能的主要体现者,
它在各种重要生物学基本过程中起着非常关键的作

用.相对于可溶性蛋白,膜蛋白三维结构的测定困难

重重.在蛋白质数据库(PDB)中收录的4万多个结

构中,膜蛋白三维结构不到0.5%.自第一个用魔角

旋转 NMR得到蛋白质三维结构之后[45],用魔角旋

转 NMR研究蛋白质这个领域飞速向前发展[46],显
示了魔角旋转 NMR技术在蛋白质结构研究中的潜

力和良好发展前景.2001年出现的细胞内 NMR使

得细胞内蛋白质的原位 NMR研究成为可能[47].细
胞内 NMR的最大优势是原位,所揭示的蛋白质特

性不受其他外界因素的影响.目前这种技术已经在

细胞内蛋白质的结构、动力学和相互作用[48—50]等的

研究中表现出了巨大潜能.
蛋白质核磁共振研究面临的两大挑战是突破分

子量上限和提高测定速率.当蛋白质分子量增大时,
共振峰的数目随之增多,谱峰重叠的几率相应增加,
需要更高的分辨率加以区分.NMR 谱仪硬件技术

和实验技术不断面临着挑战,高灵敏度和高分辨率

NMR实验方法研究一直备受关注,并期待出现重

大突破.本文所列举的仅仅是核磁共振技术在蛋白

质科学中的部分应用,探索生命奥秘的内在驱动力

·273·

核磁共振在生物学研究中的应用



暋物理·40卷 (2011年)6期暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋http:飋飋www.wuli.ac.cn

将不断推进核磁共振实验技术向纵深发展,在生命

科学中发挥更重要的作用.
活体波谱和成像是生物核磁共振研究中与生命

科学,特别是与脑科学和重大疾病的临床诊断密切

相关的前沿领域.基于超极化129Xe磁共振波谱和成

像及其在生物医学中的应用研究是近10年来发展

极其迅速的领域,本期另外2篇专题文章对此进行

了论述[51,52],这里不再赘述.
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