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摘要：基于模板的蛋白结构预测和不依赖模板的蛋白结构预测是计算预测蛋白质三维结构的两

种方法袁 前者由于具有快速和较高准确性的优点袁 而得到了广泛的应用遥 基于模板的结构预测
是通过寻找与目标蛋白序列相似并且有实验测定的结构作为模板袁 进而构建目标序列的结构模
型的方法遥 文章详细综述了基于模板的结构预测方法的步骤尧 关键环节袁 并对影响结构预测精
确性的因素进行了分析和讨论遥
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引 言

随着人类基因组计划[1]的成功和新一代测序技术[2]的发展，基因序列能够比以往更轻易

地获得。而在后基因组时代，基因的功能和调控成为主要的关注点，其中一个不可忽略的

问题是，作为基因产物的蛋白，是怎样通过其空间结构发挥组装、催化等作用的。尽管随

着现有的蛋白结晶和结构测定方法的改进[3]，更多的蛋白结构被测定，然而，截至 2010年

2 月，已测序的非冗余蛋白序列超过 10 500 000 条 渊NR 库，NCBI：ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.

gov/blast/db/冤，相比而言，PDB 蛋白结构数据库 渊http://www.rcsb.org/冤 的结构数据只有
63 000多个，相差巨大。为了更充分地理解蛋白是如何执行其功能以及根据蛋白结构设计

出更合理的药物，能否获得蛋白的结构甚至预测其结构就显得尤为重要。

随着计算机硬件的快速发展，科学家们期望能利用计算的方法预测蛋白结构。蛋白结

构的预测主要基于以下三个前提：1冤 蛋白的空间结构能够由氨基酸序列唯一确定[4]；2冤 蛋
白的空间结构是稳定的；3冤 蛋白的天然构象处于自由能最低点[5,6]。因此，理论上，可以利

用计算机的快速计算能力，让序列尝试所有的可能空间构型，找出满足上述条件的构象。

但是，这种方法需要付出巨大的时间成本。众所周知，在生物体内，通常一个蛋白的折叠

会在小于 1 s内完成。我们不妨作一个简化的设想[7]：对于一段含有 100个氨基酸的序列，

如果折叠中每一个残基都采取三个构象的变化去寻找合适的结构，则整个过程需要 3100或者
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1048构象的变化。如果从一个构象转变为另一个则需要约 10原12 s，那形成一个天然结构则需

要 1036s———这是无法想象的漫长时间。显然，每个残基的构象远远不止 3个，这就说明，

在自然情况下，蛋白并不会尝试所有构象。由此可以设想，蛋白的折叠可能是经历一条动

力学轨迹达到最低自由能点，而非逐个地进行构象尝试。这提示人们，可以寻找一种满足

这一折叠动力学的算法得到蛋白的最终结构，而不必遍历所有构型，蛋白折叠的问题由此

可以转化为可实际操作的计算问题。为了能有效地在巨大的采样空间中找到唯一的蛋白结

构，各种不同方法相继提出。在过往文献中，把常用的蛋白结构预测方法分为三类：1冤 针
对高相似序列的同源建模 ( homology modeling) [8]，也称之为比较建模 ( comparative

modeling)；2冤 针对较低序列相似性的折叠识别方法 (fold recognition，又称之为穿线法，

threading method)[9]；3冤 不依赖于模板而利用物理学原理直接进行从头计算 (ab initio or de

novo modeling) [10]。随着 1994 年开始的两年一度的 CASP 蛋白结构预测比赛 ( critical

assessment of techniques for protein structure prediction)[11]技术的发展，科学家们把前两类

方法统一称之为“基于模板的蛋白结构预测”(template-based modeling，TBM)，把第三种方
法称为“不依赖模板的蛋白结构预测”(template-free model modeling，FM)。由于基于模板
的预测方法取样空间小，计算速度快，所得结构与不依赖于模板的方法相比可靠性高，因

此常作为蛋白结构预测的首选方法。

基于模板的蛋白结构预测

基于模板的结构预测遵循两个前提假设：1) 两条统计上展现相似性的序列，它们可能
采取一致的折叠模式[12]；2) 蛋白的折叠方式是有限的，现有的 PDB数据库中几乎包含了所

有可能的折叠模式[13,14]。这里所谓的“统计上的相似性”，既指在实际的比对中，两条序列

同一比对位置的氨基酸残基完全相同，另一方面，也指两条序列同一比对位置上氨基酸残

基有相似性的替代，但是性质相近或者不变。前一种情况，主要指两序列的有大于 50%的

相似性，原先的“同源建模”主要针对这种情况，后一种情况，主要指两序列相似性在

30%～50%之间，对应原先的“折叠识别”。当序列相似性过低的时候，通常难以找到合适

的模板，即使通过各种比对方法勉强能找到可能的模板，但结果往往还不如直接作从头预

测[15]。

在基于模板的结构预测的实际操作中，各种不同方法采用的预测步骤不尽相同，总体

而言，我们可以将其分为四个步骤：1) 待预测的序列在结构数据库 渊如 PDB) 中比对，搜
索可能的模板；2) 通过多序列比对确定保守区和可变区，利用模板构建序列的模型结构；
3) 用多种方法对第二步获得的结构进行补全、精修和优化；4) 对所得的结构系综
渊ensemble) 进行估计，选择最可能的结构作为最后结果。在整个结构预测过程中，最重要
的是序列比对的正确性和结构的精修。

搜索模板结构及序列比对

基于模板的结构比对，首先的而且相当重要的一个步骤是序列比对。给定一条氨基酸

序列，基于模板的结构预测首先需要根据这条序列搜索一个或者多个它的模板结构。在序
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列比对中，两个因素显著影响结构预测的质量：敏感性和精确性。

敏感性，指的是在比对中找出该给定序列的远源和同源序列的能力。寻找该序列的模

板，可以通过给定序列与 PDB数据库中已测定结构的蛋白序列比对得到。如果不能得到高

序列相似度的 PDB结构，就需要找其相近的可用的模板。在可接受的序列相似度范围内，

一个待预测序列允许拥有几个模板，多模板可以更好地确定结构保守性，为后续的建模提

供更准确的结果。在满足敏感性的同时，由于需要把待测序列的每一个氨基酸比对到模板

上的唯一位置，这时就要求序列比对有较高的精确性。高敏感性和高精确性的要求还基于

这样一个原因：在获得结构模板的同时，还需要知道序列上哪些位置是保守的，哪些位置

是不保守的，因此需要通过序列比对搜索非冗余的蛋白数据库，尽可能找出该序列的所有

同源序列，并得到正确的比对，以便确定序列的保守性。

现有很多不同的序列比对算法，它们得到的结果不尽相同。每一种比对序列都各自有

对结果优劣的判断方法，而且这些方法都是基于一定的统计学结果，有时不同方法比对出

的结果不尽相同，但它们均满足各自的判断要求，因此通常很难比较各种算法之间的优劣。

在常用的 FASTA[16]和 BLAST[17]启发式比对算法中，它们能够快速地在庞大的数据库中搜

索，但是这两种方法往往很难满足前述要求。因此，常用的方法有两种，一种是基于替代

矩阵(PSSM)的 PSI-BLAST[18]方法，另一种是基于隐马尔科夫模型 (HMM)[19]的方法。相对而

言，基于 HMM的方法敏感性高，但是速度比 PSI-BLAST要慢。在兼顾速度的同时为了进

一步提高敏感性，一个常用的方法是利用 PSI-BLAST得到序列间的谱 (profile)，结合动态
规划算法进行序列比对，通常可以比单纯利用 PSI-BLAST的方法多找出 20%～30%的同源

序列。在 CASP6比赛中，SPARKS2 和 SP3 方法就成功地运用该方法找出待预测序列的

远源同源序列，从而找到最适合的模板[20]。

完成比对后，在选择搜索结果作为模板时，需要注意的是，合适的模板并不一定意味

着序列比对的分值最高的蛋白质序列。我们认为在遵循以下几个原则的前提下可以选择到

最优的模板，即：尽量选择与未知蛋白质序列最接近的蛋白质结构，即一致性比较高的蛋

白质结构；在这些已知的结构中，尽量选择高分辨率和低 R-free值的结构；结构越完整越

好，尤其是在较大的蛋白质分子中，环状结构部分因其残端无法解析出来而容易被忽略；

在有特别用途的时候，合适的辅因子或者其他小分子也是一个需要考量的因素。

构建模型结构和精修

以上述模板为原型，构建待测序列的结构模型。由于蛋白骨架是蛋白结构的主体，基

于刚体替代的原则[21]，根据序列的保守区将模板结构的坐标直接拷贝到目标中，从而构建

目标蛋白的基本主链骨架。由于蛋白侧链的结构由其相互作用的侧链及水环境决定，因此

即使相对位置的氨基酸残基相同，其侧链坐标也不拷贝到模型结构中，而由下一步精修的

侧链建模产生。预测序列未能与模板结构比对上的区域通常由环区 渊loop冤 组成，这一部
分的坐标也不直接拷贝到模型中，而由下述的环区建模构建。因此在这一步中得到的模型

只是蛋白保守区的主链骨架。
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蛋白结构精修

优化模型骨架

在得到蛋白的骨架结构后，由于待测序列的实际结构与模型结构不可能完全相同 渊例
如二级结构的长短、各氨基酸之间的距离等冤，因此首先需要优化骨架结构，为后续添加侧
链保留足够的位置，同时使骨架结构保持接近天然构象 渊native fold冤。简单而言，就是允
许骨架在满足一定拓扑学的约束下进行随机扰动。进行随机扰动的方法有多种，用得比较

多的有基于片段的组装法和空间约束法。基于片段的组装法 [22]源于一个观察发现：现有

PDB数据库中的蛋白结构均可以通过与其无相关性的蛋白的刚性片段组装得到。因此，该

法首先需要对现有已知结构的蛋白进行特定长度 渊通常为 9个氨基酸残基冤 的连续分割，
构建一个片段集。随后，随机选择模型蛋白中一个位置上的定长序列，根据片段集与该序

列的相似性和二级结构匹配，得到一系列匹配分数由高到低的片段子集，然后依次用子集

中片段的骨架扭角替换该模型序列的骨架扭角，再利用蒙特卡罗模拟退火搜索策略，根据

相应的打分函数计算此时蛋白的构象能量并决定是否接受新的骨架扭角值。重复此过程，

直至模型的构象能量达到某一阈值，由此得到模型骨架的一系列诱导构象 渊decoy sets冤，
然后对诱导构象进行聚类，最终得到若干候选构象。由于这一方法来源于真实蛋白的取样，

所以它得到的结果会更接近实际。ROBETTA[23]、I-TASSER[24]等预测方法主要应用这一策

略，近年来基于片段组装的方法在不依赖于模板的结构预测中被广泛运用，成功率高居前

列。相对的，著名的 MODELLER[25]软件对骨架模型优化采用了空间约束法，即约束骨架在

模板构象附近作采样。由于空间约束采样的速度快，可靠性高，因而被广泛采用。

环区 渊loop冤 建模
在初步得到模板骨架结构的时候，由于环区残基的可变性而未被构建，需要在环区建

模这步补上。环状结构的模拟相对来讲是比较困难的，因为结构变异区通常出现在环状结

构中，而且环区将二级结构连接在一起，同时也起着决定活性中心和结合部位功能专一性

的重要作用。目前，主要有两种方法模拟环状结构，分别是：从头预测[26,27]和基于已知环区

结构[28]的建模方法，或是将两种方法结合起来使用。尽管最近几年，这两种方法得到了快

速的发展，但是在使用的过程中仍然受到诸多限制。从头预测环区的方法是根据物理化学

和量子化学的原理预测环区序列最低能量的稳定结构，LOOPY程序[29]就因其较好的精度而

在结构预测中被广泛采用。但是，这种从头预测的方法对于较长的环区和较近的端距计算

量会大大增加，另外，需要注意的是，能量最低的结构不一定是真实的结构[30]。第二种方

法是通过搜寻 PDB数据库中已知结构的环区序列，根据序列相关或几何基准，如 C端和 N

端的距离等，找出所有符合目标序列的环状结构所需的个数和端点距离的构型，再通过过

滤和筛选过程，选择最合适的环区构象。该方法在某些环状结构的模拟中既准确又有效率，

但是受到环区结构数据库大小的限制。

侧链建模

催化、相互作用、信号传递等功能的行使依赖于蛋白侧链[31～33]，蛋白侧链的多样性决

定了即使拥有相同骨架也可能有不同的功能[34,35]，因此蛋白侧链的建模是一个难点，模型的
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精确性决定了后续分析的准确性。目前，在侧链建模中，多采用主链依赖的旋转异构体库

渊backbone dependent rotamer libraries冤[36]。从 PDB数据库所得的旋转异构体库可以减少侧

链的空间构象的情况，极大地减少了计算量。并且侧链构象库与骨架结构相关，在加快取

样速度的同时增加了精确性。但是，相比蛋白内部的侧链建模，由于蛋白表面受环境影响

较大而且缺乏类似于内部的侧链之间的约束，对表面侧链的建模仍是一个难题。另外，由

于旋转异构体库是对已有 PDB结构的取样，其构象空间是离散的，而实际上由于原子键的

转动，侧链构象是连续的，因此，实际应用中可能会出现构象缺失的情况。尽管有不足，

但现在运用最多的 SCWRL程序[37]仍是基于骨架的旋转异构体库，该程序结合图论方法判断

侧链构象的可接受程度，取得了不错的结果。

结构模型筛选

经过以上过程，我们得到待测序列的一系列满足特定要求 渊如：最小自由能，回转半
径等冤 的模型。最后，需要根据一些标准，在这一系列模型中选出一个最接近天然构象的
作为最终模型。筛选标准主要包括符合能量函数，过滤掉不符合的蛋白，以及对结构进行

聚类等。

事实上，从蛋白结构精修开始，便需要使用能量函数去判断添加的侧链或者骨架的构

象是否合理。能量函数主要分为两类[38]，从已知蛋白结构的残基分布、溶解可及性、局部

原子密度等性质推导出的基于统计的函数 渊statistical effective energy function，SEEFs冤，
以及从分子力学和物理规律如范德华力、静电相互作用、氢键能量、二面角扭转能量等推

导出的基于物理的函数 渊physical effective energy functions，PEEFs冤。基于物理的函数其
前提可靠、意义明确，易于被接受。但在区分天然构象和非天然构象上，目前基于物理的

函数由于量子力学计算的复杂和难以正确拆分能量表达式而造成精确性不足[39]，并且由于

需要计算大量原子间的相互作用力[40]，基于物理的函数耗用计算资源且效率不高，这些问

题仍待解决。而基于统计的函数由于来源于已测定结构的蛋白，在判断蛋白是否达到天然

构象的效果上优于基于物理的函数，PROCHECK[41]、Verify3D[42]等程序即利用统计函数来判

断预测得到的模型是否落在天然构象的区域内，MODELLER则利用从正确折叠蛋白推导出

的 DOPE函数[43]对结果模型进行判断。虽然近年来基于统计的函数在蛋白结构预测中获得

了相当好的结果，但是由于其来源于统计而导致的精确性不足，往往难以区分多个接近同

一天然构象的模型。在实际应用中，常根据需要混用两种能量函数对模型结构进行判断。

而 Rosetta 则根据不同预测过程的精度要求，分别使用了基于残基水平和基于全原子水平

的统计学能量函数和物理学能量函数[44]。更深入的关于能量函数的讨论，可以参见 Boas的

综述[45]。

由于能量函数在结构精修的过程中已被采用，这就在一定程度上削弱了它选择最终模

型时的效果，因此，预测过程中往往还采用能量无关的计算方法去过滤不符合要求的结果。

这些方法包括蛋白的空间拓扑结构 [46]、表面形态[47]、回转半径 [48]、氨基酸的接触顺序 [49]等

等，它们能把符合能量函数要求但明显折叠错误的非天然构象筛选出来。

在经过以上步骤筛选后仍剩余众多蛋白结构模型，这时就需要通过聚类分析获得最后

的结构。当有最多的蛋白聚于同一个簇时，便认为这一簇的蛋白是最接近天然构象的。要
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做聚类，就必然要求之前对模型的构建有充分大的采样，能够产生足够多的用于聚类的模

型，这需要耗用大量的计算资源。在今天硬件资源得到极大发展的情况下，这几乎成为一

个标准采样过程，Rosetta和 TASSER便在选择最终结构时采用了聚类方法。

基于模板的蛋白结构预测的应用

基于模板的结构预测可以进行蛋白质的结构与功能关系分析及蛋白质的分子设计包括

药物设计等。

各种因素都将引起蛋白质结构和功能的改变，研究人员可以借助于计算机建立的原子

水平的分子模型来模拟分子的结构和行为，例如通过替换、添加、删除残基来对多肽进行

调整，或用旋转异构体优化侧链构象；或利用不能形成氢键的残基 (如丙氨酸) 取代在天然
态中形成氢键的残基等方法，模拟实现蛋白质的“突变”。并以此分析分子体系的静电势、

键强弱、亲疏水性、能量分布等各种物理和化学性质，以及稳定态和折叠过程的动力学性

质等，以揭示其结构与功能的关系。如 Jean-Luc Pons等[50]为解决蛋白 -配体复合物建模中

难以选择模板、流程繁复等问题而构建了@TOME-2在线比较建模服务。真核生物中 Ssu72

蛋白由于序列差异大导致功能难以确定，而早前的实验仅显示酵母的 Ssu72具有磷酸酶活

性，却未能得到进一步信息。针对这个问题，研究人员应用 @TOME-2 服务对酵母中的

Ssu72蛋白进行了建模和对接，成功预测其具有磷酸酶的功能，并指出它可能与四硝基苯磷

酸 渊4-nitro-phenyl phosphate冤 结合，同时展示了其对接模式和关键位点，为之后的实验验
证提供了明确的方向。N- 乙基马来酰亚胺敏感因子 渊N-ethylmaleimide-sensitive factor，

NSF冤 对细胞膜的融合起关键作用，对其生化机理的研究积累了大量数据，但是由于它包
含的活性 ATPase结构域 渊D1冤 的六聚体结构一直无法获得，使得从结构上解释 NSF的机

理难以实现。针对这一情况，Thielmann等[51]应用 Modeller软件，结合 3个不同的模板 渊中
国仓鼠 NSF蛋白构建 N结构域、D2结构域和小鼠 p97/VCP蛋白构建 D1结构域冤 构建了
人的全长 NSF结构，并根据 N、D2结构域的信息和其他证据，确定其反平行六聚体的组装

方式，进一步结合结构上残基的疏水性，利用分子对接的方法确定 NFS与 GABA受体连接

蛋白 渊GABAA receptor-associated protein冤 的结合方式，并通过蛋白体外结合实验 渊GST

pull-down冤 加以证实。本实验室早前也通过同源模建的方法，删除尿激酶原蛋白的部分肽
段并添加导向分子获得了一种新型的溶栓分子 GZ5-sPA蛋白,酶学分析结果显示该突变体蛋

白被激活后，其溶栓活性比标准尿激酶的活性高约 3倍[66]。

基于模板的蛋白结构预测面临的挑战

尽管在两年一度的 CASP比赛促进下，蛋白结构预测尤其是基于模板的蛋白结构预测

取得了巨大的进展，而且由于其相对较少的计算量和高的可靠性而备受重视，并且在研究

中广受应用，但是仍有一些问题亟待解决。

首先，在获得蛋白的模型结构后，如何精修得到接近原子解释度的精确性，关乎能否

正确分析蛋白的功能。尽管 D.Baker小组[52,53]在这方面取得了不俗的成绩，但是，如何使采

样得到的模型与天然结构的均方根偏差 渊root mean square deviation，RMSD冤 差异减少到
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2魡以内，仍是一个挑战。
在高序列相似性 渊>50%冤 下，建模得到的结构一般可以接受，但是在较低 渊30%～

50%冤 的序列相似度下，多年来仍未能取得突破性进展[54]，CATH数据库[35]中很多结构相近

但是序列高度不同的蛋白便很难通过基于模板的方法建模，而现阶段不基于模板的建模虽

然取得不错的进展，但是对模型结构是否真正与天然结构相符仍难以判断[55,56]。

而且，“序列相似的蛋白其结构相似”这一前提假设，在某些情况下也受到质疑。如

Alexander[57,58]的研究指出，一个全 alpha螺旋的蛋白和一个以 beta折叠为主的蛋白，原先其

序列相似性只有不到 15%，却可以在基本不影响其结构的条件下，通过改变序列上的氨基

酸残基，使两蛋白的序列相似性高达 88%，而保持各自的结构不变。如果说这一结果带有

很高的人工构建痕迹，那么 Roessler[59,60]发现的一对进化和功能都相关的蛋白，却在较高序

列相似性的情况下采取了截然不同的折叠方式，表明了自然中确实存在这种情况。虽然不

十分普遍，但这也让人对基于模板的结构预测的结果可靠性提出疑问。需要注意的一个类

似情况是，即使是同一个蛋白的序列，在其行使不同功能或者处于不同环境的时候，其结

构可能会应需要而作出改变[61]，这就给基于模板的结构预测方法提出了挑战。

理论计算指出，尽管蛋白序列多种多样，但其折叠方式可能只有有限的种类，并且

PDB数据库中已有的结构几乎涵括了所有的类型[13,14]。但是，Taylor等人[62]最近对蛋白结构

的模拟结果表示，如果不依赖于从已知蛋白推导出的能量函数，仅按照疏水包埋等理想状

态的约束预测蛋白的结构，在预测得到的结构中只有十分之一与数据库中已知结构相似。

即，还有十分之九可能的结构由于某种原因未被发现，但是目前也没有办法排除其存在的

可能性。Taylor把这十分之九的未被发现的结构称为蛋白折叠空间中的“暗物质” 渊dark

matter冤 区。如果情况真如 Taylor所言，还有大量蛋白的折叠模式未被发现，那基于模板的

蛋白结构预测是否足够可靠就值得怀疑。

另外，随着对蛋白结构和功能研究的加深，科学家发现很多蛋白是没有十分固定的结

构的，他们把这种蛋白称为内在无序蛋白 渊intrinsic disorder protein，IDP冤[63]。研究发现，

人体内很多蛋白，特别是一些在信号通路中起重要作用的蛋白是部分或者完全没有固定结

构的[64]，这就让结构的预测变得更加困难。2008年结束的 CASP8比赛，也着重指出对蛋白

中的无序结构的预测，仍然是一个十分困难的问题[65]。

总结与展望

蛋白质结构预测是后基因组时代最具挑战性的问题之一，基于模板的预测方法是相对

较为有效的预测方法，目前仍然没有哪种预测方法能够达到没有偏差的理想结果[67]。这些

困扰蛋白质结构预测领域发展的“瓶颈”问题的解决，也将会为计算机辅助药物设计、蛋

白质设计、药物的高通量筛选等领域提供有力的理论保证和全新的研究手段。

今后该领域的研究将集中在以下几个方面：1) 低序列相似性的蛋白质的结构的预测；
2) 序列比较算法的优化；3) 寻找用于模拟支配蛋白折叠和蛋白之间相互作用的动力学研究
的力场；4) 在模型的优化的方面，实现从拓扑水平到原子水平方向的发展；5) 建立有效、
准确的预测膜蛋白结构的方法。
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Methods for predicting three-dimensional structure of protein molecules can be classified into two
categories: template-based modeling and template free modeling. Template-based prediction is widely used in
application due to its speed and relatively high accuracy. This technique predicts the three-dimensional
structure of a given protein sequence based primarily on its alignment to one or more proteins of known
structure. In this paper, the progress in the methodology for template-based modeling is reviewed. The
critical steps and factors that influence the prediction accuracy are analysed and discussed.
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