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对蛋白质机器的完整描述应包括其微观结构、热力学和动力学性质与工作机制. 最近兴起的冷冻电镜技

术为蛋白质热力学与动力学的研究提供了全新的机遇. 目前已经有一些工作不仅利用冷冻电镜技术解析蛋

白质的高分辨率结构, 还结合数据处理方法来分析蛋白质的构象分布并进一步推测其热力学性质. 然而, 利

用冷冻电镜技术直接对蛋白质的动力学过程作观测与定量分析的方法还在发展的初级阶段. 本文选取了一

个理想的蛋白质系统, 即蓝藻生物钟蛋白对冷冻电镜分析蛋白质非平衡过程的可能性进行探索. 基于已有的

实验数据, 将蓝藻生物钟蛋白 KaiC的平衡态统计物理模型推广至非平衡态, 对 KaiC蛋白处于非平衡态时的

动力学特征进行预测. 基于动力学预测结果, 本文揭示了冷冻电镜技术具有分析蓝藻生物钟蛋白的非平衡过

程的可能, 为进一步的冷冻电镜实验提供了理论依据.
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1   引　言

蛋白质在细胞中发挥着重要的作用, 大部分细

胞功能的实现都依赖于蛋白质. 在生命科学领域,

人们常通过结构功能关系对蛋白质进行研究, 该方

法在一定程度上可以对蛋白质工作机制做出解析.

然而, 从物理学的角度来看, 蛋白质可以视为一个

高自由度的动态微观分子机器, 其构象空间十分庞

大. 蛋白质在发挥功能时其结构不是固定不变的,

而是具有不同时间尺度的构象变化以及存在许多

中间态. 因而, 对蛋白质的完整描述应不只是其孤

立的结构, 还应该包括其热力学和动力学性质的描

述 [1–4]. 理论上通过分子动力学模拟方法可以对蛋

白质的热力学与动力学进行直接研究, 但该方法受

限于蛋白质的复杂度和时间尺度.

蛋白质在工作时一般是处于非平衡态的, 例

如 ATP Synthase通过利用电化学梯度差来驱动

蛋白质的机械转动以合成 ATP; ATPase通过水

解 ATP离开热力学平衡态以实现物质转运、信息

传递和物质合成等功能 [5,6]. 近 20年, 介观统计物

理取得了一系列进展, 为研究生物系统的统计物理

和动力学规律提供了理论依据 [7–9], 特别是涨落耗

散定律和随机热力学等理论的发展, 为蛋白质机器

热力学与动力学的研究提供了分析工具. 基于单分

子实验技术, 人们可以利用随机热力学理论分析蛋

白质的热力学和动力学性质 [10,11]. 虽然非平衡态物

理理论方法取得了较大的进展, 但这些研究工作在生

物系统中的应用还局限在一些复杂度较小的体系,

在更实际的生物体系中的应用还有待推广完善 [12].

近几年, 冷冻电镜技术的迅速发展给蛋白质机

器的研究提供了新的机遇 [13]. 区别于 X射线衍射

法和核磁共振方法, 冷冻电镜可用于解析蛋白质近

天然状态的高分辨结构, 且不受限于蛋白质的尺度
 

*  国家自然科学基金 (批准号: 12090054)资助的课题.

†  通信作者. E-mail: qi@pku.edu.cn

©  2024 中国物理学会  Chinese Physical Society http://wulixb.iphy.ac.cn

物 理 学 报   Acta  Phys.  Sin.   Vol. 73, No. 13 (2024)    138701

138701-1

http://doi.org/10.7498/aps.73.20240592
mailto:qi@pku.edu.cn
mailto:qi@pku.edu.cn
http://wulixb.iphy.ac.cn
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1


大小. 冷冻电镜技术之一为单颗粒冷冻电镜, 该方

法将大量的蛋白质分子快速冷冻, 然后利用透射电

镜获取单个蛋白质分子的二维投影, 最后通过数据

处理方法重构出蛋白质的三维结构 [14]. 从统计物

理的角度来看, 冷冻的蛋白质样品即为一个蛋白质

的系综, 包含蛋白质的组分信息和构象信息 [15,16].

随着技术的发展, 当前冷冻电镜领域已经发展出若

干数据处理方法来分析蛋白质样品的组分和构象

的异质性 [17–19]. 即利用冷冻电镜不仅能重构出蛋

白质高分辨率的结构, 还有潜力重构出蛋白质结构

系综的分布.

在冷冻电镜样品制备过程中, 蛋白质分子在大

约微秒时间尺度内被冻住, 因而理论上讲时间尺度

大于微秒的构象变化都能通过冷冻电镜进行分析.

当前已经有一些研究利用冷冻电镜对蛋白质的构

象分布进行分析. 例如 Huang等 [20] 对 p97同源六

聚体蛋白的关键结构域的构象分布进行分析, 发现

其亚基之间无协同相互作用. Roh等 [21] 对 GroEL

同源十四聚体蛋白结构进行分析, 发现每个单体存

在 3种主要构象. 这 3种构象在之前已经通过 X射

线方法被解析, 而该研究利用冷冻电镜进一步得到

了 3种构象在蛋白质复合物上的分布, 为蛋白质功

能研究提供了更丰富的信息. 类似地, Zhao等 [22]

利用冷冻电镜对MmCpn同源十六聚体结合 ATP

分子的情况进行解析, 得到了 ATP分子在每个亚

基上的分布, 为该蛋白质水解 ATP的机制提供了

分子层面的证据. 除此之外, 目前正在发展的时间

分辨冷冻电镜通过对冷冻样品制备过程进行精准

控制, 以实现对毫秒量级的反应过程进行分析 [23].

例如最近 Bhattacharjee等 [24] 基于微流控制系统

对冷冻电镜样品制备过程进行优化, 实现了对核糖

体的毫秒量级的工作过程的动力学分析. 此外还有

一些研究基于传统样品制备方法对分钟量级的反

应过程进行分析, 并根据不同构象在不同反应时刻

的分布对蛋白质的工作机制进行研究 [25,26]. 这些研

究展现了应用冷冻电镜不仅能得出蛋白质分子不

同构象的高分辨率结构, 还能得到蛋白质的构象分

布, 甚至得到在不同反应时间的构象分布 [16].

本文选取一个反应时间尺度远大于秒量级的

蓝藻生物钟蛋白体系来探索利用冷冻电镜研究蛋

白质非平衡过程的可能性. 虽然已经有研究利用冷

冻电镜对处于平衡态的蓝藻生物钟蛋白的构象进

行了统计分析, 但该体系能否进一步用于研究蛋白

质的非平衡过程还仍不清楚. 本文将基于以往的冷

冻电镜实验结果, 利用一个非平衡态统计物理模型

对蓝藻生物钟蛋白质的动力学过程进行预测. 我们

的研究结果表明蓝藻生物钟蛋白系统是研究蛋白

质非平衡过程的理想模型. 

2   蓝藻生物钟蛋白作为一个理想模型

蓝藻细胞存在稳定的昼夜节律. 该节律是由

3个核心蛋白质相互作用而实现的 [27,28]. 如图 1(a)

所示, 蓝藻生物钟的核心蛋白包括 KaiA, KaiB和

KaiC[29,30]. 该生物钟的时刻主要由 KaiC蛋白的磷

酸化程度表征, 该蛋白具有 ATPase活性, 需通过

水解 ATP发挥作用. KaiC为同源六聚体蛋白, 在

其 CⅡ结构域存在两个磷酸化位点 S431与 T432.

以往的生化实验表明 KaiC蛋白的磷酸化与去磷

酸化的顺序为 :  ST→SpT→pSpT→pST→ST[31].

在白天时, KaiA与 KaiC的 C端结合以促进 KaiC

的自磷酸化 ; 而在夜晚时 ,  KaiB会与 KaiC的

N端结合, 同时还会通过结合 KaiA来抑制 KaiA

对 KaiC的作用, 以帮助 KaiC的去磷酸化. 将这

3个蛋白以一定的比例混合并提供 ATP, 在体外

也能实现稳定地磷酸化节律 [27,28]. 能在体外发挥功

能的特点使得蓝藻生物钟蛋白可作为一个理想系

统来研究蛋白质的非平衡过程 [32–34].

早期一些研究根据生化实验推测位于 KaiC

的 CⅡ结构域的 A-loop (氨基酸 486-497)存在两

种构象, 并且这两种构象与 KaiC的磷酸化与去磷

酸过程高度相关 [35,36]. 虽然之前已有若干结构研究

对不同条件下的 KaiC的晶体结构进行解析, 但并

未发现与 KaiC的磷酸化状态相关的显著构象变

化, 并且这些晶体结构的 A-loop区域均为相似的

构象. 2022年, Furuike等 [37] 通过大量晶体结构研

究发现 S431位点的磷酸化状态与其附近的 T416–

H429片段的构象相关, 但并未观测到与 A-loop区

域相关的构象变化. 除此之外, Han等 [38] 利用冷冻

电镜对模拟完全去磷酸化状态的 KaiC突变体

KaiC-AA和模拟完全磷酸化状态的 KaiC突变体

KaiC-EE进行了结构解析, 观察到了 A-loop的构

象变化. 如图 1(b)所示, KaiC-AA六聚体的 CⅡ

结构域的中心孔的孔径显著大于 KaiC-EE六聚体

的中心孔距. 通过进一步的分析, 该研究发现KaiC-

AA中心孔较大是由于其 A-loop区域的电子密度

物 理 学 报   Acta  Phys.  Sin.   Vol. 73, No. 13 (2024)    138701

138701-2

http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1


较弱, 这表明在KaiC-AA中, A-loop动态变化较大.

而在KaiC-EE中, 其中心孔距较小是由于其A-loop

区域的结构固定. 如图 1(c)所示, 通过对 KaiC的

单体做更精细的分类, 该研究发现在两种样品中,

A-loop区域均存在两种构象: 埋藏态 (buried state)

和暴露态 (exposed state). 埋藏态的 A-loop构象

与以往晶体结构相似, 具有 U形结构, 与 422-loop

(氨基酸 417-428)存在一定的相互作用. 而暴露态

的A-loop无稳定的结构, 此时 422-loop也无稳定的

构象. 在另一个冷冻电镜研究中, Swan等[39] 对KaiC-

AE和 KaiC-EA进行结构解析, 也发现了 A-loop

的两种构象, 但该研究未对A-loop的分布进行分析.

B

在 Han等 [38,40] 的研究中, 他们还对冷冻电镜

中蕴含的蛋白质的构象分布信息进行了深入挖掘,

并结合统计物理方法揭示了 KaiC亚基之间存在

协同相互作用. 结合冷冻电镜的构象分类策略, 该

研究对 A-loop的构象在六聚体上的分布进行了统

计, 得到如图 2所示的两种突变体 A-loop的构象

分布. 进一步地, 该研究利用统计物理模型对A-loop

的构象分布进行拟合. 该研究假设: 1)六聚体的构

象可用 s = (s1, s2, ⋅⋅⋅, s6)表示, 其中 si = –1表示

单个亚基 A-loop的构象为埋藏态, si = 1时为暴

露态 ;  2)只考虑最近邻亚基之间的相互作用 J;

3)不同磷酸化状态的蛋白的外场   不同. 基于这

些假设, 六聚体的哈密顿量可写为 

H = −B
∑

i
si − J

∑
i
sisi+1. (1)

该研究发现 Ising模型能高度拟合实验数据,

并得到 J = 0.14±0.07, BAA = 0.19±0.04, BEE =

–0.25±0.04 (取等效热能 kbT = 1, 本文后续相同).

由于近邻相互作用系数 J ＞ 0, 则该结果说明六聚

体的最近邻亚基之间存在协同效应. 结合冷冻电镜
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图 1    蓝藻生物钟蛋白　(a) 蓝藻生物钟核心蛋白的工作过程示意图 [29,30]; (b) KaiC-CⅡ结构域的冷冻电镜结构的表面示意图 ,

KaiC-AA六聚体中心孔径比KaiC-EE大 [38]; (c) A-loop(氨基酸 486-497)的两个构象, 暴露态 (exposed state)和埋藏态 (buried state)

Fig. 1. Overview of cyanobacterial oscillator: (a) A carton illustration of cyanobacterial oscillator[29,30]; (b) space-filling depictions of

structures of KaiC viewed from the CⅡ side, the central pore diameter of KaiC-AA is larger than that of KaiC-EE[38]; (c) two con-

formations of A-loop region, exposed state and buried state.
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图 2    冷冻电镜解析的蓝藻生物钟蛋白 KaiC的 A-loop分布 [38]

(a) KaiC-AA的 A-loop的构象分布 , 横坐标代表六聚体的 13种

构型, 空白圆圈表示暴露态, 蓝色填充圆圈表示埋藏态; (b) KaiC-

EE的 A-loop的构象分布

Fig. 2. A-loop  conformational  distribution  of  KaiC  hexamers[38]:

(a)  Conformational  distribution  of  KaiC-AA  hexamer,  where

13 configurations are drawn within the x axis, un-filled circle rep-

resents  exposed  state  and  blue-filled  circle  represents  buried

state; (b) conformational distribution of KaiC-EE hexamer.
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方法, 该研究不仅从原子层面揭示了蓝藻生物钟蛋

白 KaiC的 A-loop的两种构象, 并且利用蛋白质

构象的分布对蛋白质亚基之间的相互作用进行了

定量刻画.

在 Han等 [38,40] 研究中, 通过定点突变将 KaiC

蛋白质的磷酸化水平固定, 然后利用冷冻电镜对处

于平衡态的蛋白质进行结构解析以及构象分布统

计, 其分析结果显然服从平衡态统计物理规律. 然

而, 蓝藻生物钟蛋白在实际工作时处于非平衡态,

其磷酸化状态在周期性地变化, 如何通过冷冻电镜

测量其非平衡态的构象分布, 并由此得到其非平衡

态的统计物理规律是一个需要解决的问题. 同时,

在冷冻电镜样品制备过程中, 蛋白质经历了微秒尺

度地快速降温过程, 在该过程中, 处于非平衡态的

蛋白质是否会弛豫到平衡态? 在此, 我们基于 KaiC

平衡态的构象分布结果以及一些已知的生化实验,

将 KaiC的平衡态 Ising模型推广至非平衡态 Ising

模型. 基于非平衡 Ising模型, 将对处于非平衡态的

KaiC蛋白质动力学进行预测, 并分析冷冻电镜解

析其非平衡过程的可能性. 

3   蓝藻生物钟蛋白 KaiC的非平衡态
Ising 模型

在 Ising模型的框架下 ,  Han等 [38,40] 对外场

B 处于极值点时的 A-loop的分布进行了测量. 当

磷酸化水平随时间变化时, 外场 B 也应随时间变

化, 其哈密顿量可以写为 

H (t) = −B (t)
∑
i

si − J
∑
i

sisi+1. (2)

当外场随时间变化时, 利用主方程形式将更易

于研究含时系统的动力学行为 [41,42]. 非平衡 Ising

模型的主方程可写为 

dp (s1, · ··, si, · ··, sN ; t)

dt

= −
∑
i

wi (si)p (s1, · ··, si, · ··, sN ; t)

+
∑
i

wi (−si)p (s1, · ··, − si, · ··, sN ; t) , (3)

其中单个亚基的构象跳转概率 wi 为 

wi (si) =
1

2
α
[
1− γ

2
si (si+1 + si−1)

]
(1− βsi) , (4)

其中 α为单个亚基随机改变构象的本底速率. 利

用细致平衡条件可以推出等效相互作用 g 和等效

外场 β与 J 和 B 的关系为
 

γ = tanh (2J) , (5)
 

β = tanh (B) . (6)

则单个亚基的构象均值可定义为
 

m (t) =
∑
i

sip (s1, · ··, si, · ··, sN ; t) . (7)

对于 KaiC六聚体, 理论上存在 26 = 64种构

象, 当考虑六聚体存在 C6对称性后, 可将构象数

目简化到 13种. 则方程 (3)可化简为 13维的线性

方程组:
 

dp (t)

dt
= A (t) · p (t) , (8)

其中向量 p(t) = [p1(t), p2(t), ⋅⋅⋅, p13(t)]T, 13个概

率依次对应图 2横坐标中的 13种六聚体构型的概

率; 矩阵 A(t)可由 (4)式得到. 简化后的主方程 (8)

可直接利用常微分方程数值计算方法进行模拟, 本

文采用 MATLAB中的 ode45微分方程求解器进

行数值模拟.

由于生物钟的周期固定不变, 本文时间单位均

以周期 T 为基准. 当外场形式取 B(t) = cos(2πt/T)

时, 数值模拟结果如图 3所示. 从模拟结果中可以

看出, 当外场随时间变化后, 构象均值的极值大小

以及极值点的位置会受 α与 J 的影响. 其中一个

显著的特征为: 当 α减小时, 构象均值的极值点

会滞后于外场极值点, 即外场与构象之间存在磁

滞效应. 当体系为二聚体 (N = 2), 且外场 B(t) =

Bamp sin(2πt/T) 较小时, 可解析推导出单个亚基

的构象均值为
 

m (t) = (1 + γ) · cosϕ ·Bamp · sin (2π t/T − ϕ) , (9)
 

tanϕ =
2π

αT (1− γ)
. (10)

从 (10)式可以看出, 当外场随时间变化后, 构

象的均值与外场不是直接的线性关系, 而是存在相

位差 φ. 该相位差与外场周期 T 和单个亚基构象变

化的本底速率 α的乘积相关, 且受亚基之间最近

邻相互作用 β影响. 如图 4所示, 通过随机模拟对

六聚体 (N = 6)系统的相位延迟进行分析, 并与

(10)式的结果进行对比可发现在很大参数范围内,

(10)式对六聚体系统依然成立.
 

物 理 学 报   Acta  Phys.  Sin.   Vol. 73, No. 13 (2024)    138701

138701-4

http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1


4   蓝藻生物钟蛋白KaiC的动力学模拟

A-loop是KaiA与KaiC结合的部分作用位点,

研究表明暴露态的 A-loop能促进 KaiA与 KaiC

的结合, 从而提高KaiC的ATPase活性[36]. 2007年,

Terauchi等 [43] 对 KaiC蛋白的若干生化特性进行

测量, 发现 KaiC蛋白磷酸化程度与其 ATPase活

性峰值之间存在约 4 h的时间延迟. 在 Ising模型

中, 本文假设外场与 KaiC的磷酸化程度相关, 同

 

0 0.5 1.0 1.5 2.0

/

-1.0

-0.5

0

0.5

1.0


(

)

2
10
100
1000

()=cos(2p/), =0.3(a)

0 0.5 1.0 1.5 2.0

/

-1.0

-0.5

0

0.5

1.0


(

)

2
10
100
1000

/-1

/-1

()=cos(2p/), =1.0(b)

-1 0 1



-1.0

-0.5

0

0.5

1.0


-1 0 1



-1.0

-0.5

0

0.5

1.0



图 3    非平衡态 Ising模型数值模拟结果　(a) J = 0.3时, 不同 α条件下构象均值的演化 (左), 均值 m 与外场 B 的关系 (右); (b) J =

1.0时, 不同 α条件下构象均值的演化 (左), 均值 m 与外场 B 的关系 (右)

Fig. 3. Typical numerical simulation results of non-equilibrium Ising model: (a) evolution of m(t) when J = 0.3 in various α (left),

relation between expectation value m and external filed B (right); (b) evolution of m(t) when J = 1.0 in various α (left), same as

panel (a) (right).
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图 4    (10)式对六聚体系统的适用性验证　(a) 外场振幅 Bamp = 0.3时数值结果与 (10)式的拟合, 图中实线为理论结果, 十字叉

为数值模拟结果; (b) 不同参数范围时 (10)式与数值模拟结果的拟合程度

Fig. 4. Validation of applicability of Eq. (10) for the hexamer system: (a) Fitting the Eq. (10) with numerical results when the amp-

litude of external field Bamp is 0.3, here solid curve represents results of the theoretical equation whereas the cross represents numer-

ical results; (b) fitting of the theoretical equation and numerical result in a wide range of parameters.
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时结合 A-loop的功能可以推断 A-loop的构象与

KaiC的 ATPase活性相关, 则可以进一步假设构

象与外场之间的延迟应类似于磷酸化程度与

ATPase活性之间的延迟. 利用 (10)式以及 Han

等 [38,40] 的结果研究, 可以得到 KaiC蛋白的 α范

围为 [5.7T –1, 10.6T –1].

图 5(a)为 KaiC蛋白 A-loop的分布的模拟结

果, 其中模拟参数 J = 0.14, B 取为
 

B (t) = 0.5 (BAA +BEE) + 0.5(BAA

−BEE) · cos(2π t/T ). (11)

p∗k (t)

从图中可以看出, 当 α = 5T –1 或 10T –1 时, p2 与

p12 的极大值点数值显著小于平衡态 (α = ∞)对

应的极值点. 除此之外, 还可观察到 p2 与 p12 在一

个周期内的变化相对于平衡态更平缓. 为进一步对

比非平衡态的分布与平衡态分布的特征, 本文利用

决定系数 R2 来衡量不同分布之间的区别. 假设非

平衡态与平衡态的分布分别为{pk(t)}和{  },

以及非平衡态分布与外场的时间延迟为 τ. 则两个

分布的决定系数 R2 可定义为
 

R2 = 1−

∑
k

∫ T

0

[p∗k (t)− pk (t+ τ)]
2dt

∑
k

∫ T

0

[
p∗k (t)− p∗

]2dt , (12)

 

p∗ =

∑
k

∫ T

0

p∗k (t) dt

13T
. (13)

图 5(b)为在外场形式取为 (11)式时, 不同 α

与 J 条件下非平衡态分布与平衡态分布的决定系

数. 从结果中可看出, 随着 α的减小, 决定系数逐

渐减少, 且变化趋势随着 J 的增大而增强. 这说明

在外场变化的条件下, 构象与外场之间不但存在时

间延迟, 在分布上也存在着显著差异, 并且该差异

随着 α的减小以及 J 的增大而变得更显著. 根据

KaiC蛋白平衡态的实验结果, 在图 5(b)中标注出

α∈[5.7T –1, 10.6T –1], J∈[0.1, 0.2] 的区域, 不难

看出, 在蓝藻 KaiC蛋白参数范围内, 决定系数 R2

在 0.94附近.

以上结果说明当蓝藻生物钟蛋白 KaiC在处

于非平衡态时, 其构象的分布与对应平衡态的构象

分布特征有显著区别. 该区别一方面来源于 KaiC

蛋白单体构象变化的速率较慢, 另一方面来源于

KaiC单体之间存在协同相互作用, 这两个因素共

同影响了 KaiC蛋白的构象对外场的响应速度. 除

此之外, 利用单体构象转换的速率可以估算非平衡

态 KaiC蛋白弛豫到平衡态的时间尺度约为小时

量级, 该时间尺度远大于冷冻电镜样品制备的时间

尺度.
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图 5    KaiC蛋白 A-loop分布模拟结果　(a) KaiC蛋白 A-loop构象分布模拟, 其中序号 1—13与图 2中六聚体构型依次对应, 红

色虚线为 p12 的极大值对应的位置; (b) 非平衡态分布与平衡态分布的决定系数 R2, 蓝色阴影部分为 KaiC蛋白的参数范围

Fig. 5. Simulation  results  of  A-loop  distribution  for  KaiC hexamers:  (a)  Evolution  of  A-loop distribution,  where  13 states   corres-

pond to the markers drawn in Fig. 2 and red dash represents peak of distribution p12; (b) R2 between the non-equilibrium distribu-

tion and the corresponding equilibrium distribution, where blue shadow covers the parameter range of KaiC.
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5   总结与展望

通过将 KaiC蛋白的平衡态 Ising模型推广至

非平衡态, 本文发现在非平衡态模型中, 构象的分

布与外场之间存在磁滞现象. 首先, 磁滞现象与单

体构象变化时间尺度与外场变化时间尺度的比值

相关. 当单体构象变化慢时, 磁滞现象越明显. 其

次磁滞现象还与单体间的相互作用有关, 单体间相

互作用越强, 磁滞效应会越明显. 对于蓝藻生物钟

蛋白 KaiC, 本文通过参考以往生化实验结果对

KaiC单体构象变化的时间尺度进行估算, 发现KaiC

单体构象变化的时间尺度较慢 , 这与 KaiC的

ATPase活性相对于其他典型 ATPase蛋白的活

性较低具有一致性 [44]. 另一方面, KaiC蛋白单体

之间的协同相互作用进一步增强其处于非平衡态

时的特征, 使其非平衡态的分布与对应的平衡态分

布有更显著的区别. 由于 KaiC从非平衡态弛豫到

平衡态的时间尺度远大于冷冻电镜样品制备时间

尺度, 则在利用冷冻电镜重构其构象分布时, 应十

分接近冷冻前一瞬间的构象分布, 即理论上冷冻电

镜可以捕捉到 KaiC蛋白非平衡态的构象分布. 同

时, 结合以上分析可知该构象分布的特征与平衡态

的分布特征有显著差异.

当前传统的结构生物学研究还处在利用冷冻

电镜纯粹地解析蛋白质的高分辨率结构的阶段, 还

未对冷冻电镜数据中包含的蛋白质的热力学与动

力学信息进行深入挖掘. 随着冷冻电镜技术的发

展, 未来对于蛋白质的结构解析将越来越容易, 冷

冻电镜技术的应用不应局限于纯粹的结构解析.

Han等 [38,40] 的研究说明冷冻电镜技术可以用于推

断蓝藻生物钟 KaiC蛋白的热力学信息, 本文在此

基础上结合非平衡态统计物理模型说明冷冻电镜

也具有分析蓝藻生物钟蛋白 KaiC动力学过程的

潜力. 通过对蓝藻生物钟蛋白这一理想系统更进一

步的研究, 可以为其他更复杂的蛋白质体系的研究

提供范例, 以拓展冷冻电镜的应用范围. 同时, 利

用冷冻电镜所测量的信息为蛋白质单分子的构象

分布, 还能为非平衡态统计物理的理论发展提供更

丰富的实验信息.
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Abstract

A  comprehensive  description  of  the  protein  should  include  its  structure,  thermodynamics,  and  kinetic

properties.  The  recent  rise  of  cryogenic  electron  microscopy  (cryo-EM)  provides  new  opportunities  for  the

thermodynamic and kinetic research of proteins. There have been some researches in which cryo-EM is used not

only to resolve the high-resolution structure of proteins but also to analyze the conformational distribution of

proteins to infer their thermodynamic properties based on data processing methods. However, whether cryo-EM

can be used to directly quantify the kinetics of proteins is still unclear. In this work, an ideal protein system,

cyanobacterial circadian clock protein, is selected to explore the potential of cryo-EM used to analyze the non-

equilibrium process  of  proteins.  Previous research has illustrated that cryoelectron microscope can be used to

infer the thermodynamic information about the KaiC protein such as the inter-subunit interaction within the

hexamers.  Herein,  we  extend  the  equilibrium  Ising  model  of  KaiC  hexamers  to  a  non-equilibrium  statistical

physics model, revealing the properties of the non-equilibrium process of KaiC hexamers. According to the non-

equilibrium model and previous biochemical research, we find that the intrinsic properties of KaiC protein allow

its non-equilibrium conformational distribution to be measured by cryo-EM.

Keywords: protein dynamics, non-equilibrium statistical physics, cryogenic electron microscopy
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