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摘要 

分子动力学模拟作为在原子水平上研究蛋白质动态行为的重要理论工具，

近年来随着计算机硬件的快速发展，在蛋白质结构功能模拟、药物设计等多个

领域取得了重要进展。然而分子动力学模拟的应用仍然受到各种限制，如分子

力场的准确性，取样方法的有效性等等。围绕这些问题，本论文主要开展了如

下 4 个方面的工作：1）发展了一种基于显隐性水模型的副本互换动力学方法并

将之用于蛋白质折叠的研究；2）发展了将简振模式分析和伞取样模拟联合使用

的方法，来研究蛋白质构象变化的路径及相应的自由能变化；3）利用量子力学

/分子力学（QM/MM）联用方法研究配体与蛋白质结合过程中起重要作用的极

化效应；4）利用分子动力学模拟研究铵离子通道（AmtB）转运氨和甲胺的分

子机制。 

副本互换是目前动力学模拟研究蛋白质折叠的最常用的方法，其缺点在于

需要消耗大量的计算资源，从而限制了这一方法在较大蛋白质体系的应用。本

论文第 2 章，针对这一问题，我们发展了一种基于显隐性水模型的速度优化的

副本互换方法，可以有效减少所需副本数目，从而明显减少所需的计算资源。

整个模拟体系是在真实的显性水溶液中进行，而以蛋白质在隐式水模型中的势

能作为交换的判据，然后通过速度调节消除使用这 2 种水模型所带来的能量差

别。此方法在小蛋白 Trp-cage 的折叠模拟中进行测试，结果显示新方法在不影

响模拟准确性的情况下可以将副本数目从 40 下降到 10，从而显著地提高了模拟

效率。 

目前分子动力学模拟所能模拟的时间小于蛋白质大规模构象变化实际发生

的时间，因此近年来高效准确模拟蛋白质构象变化的方法得到了广泛关注和发

展。在论文第 3 章中我们发展了一种将简振模式分析和伞取样模拟相结合使用

的方法，来研究蛋白质构象变化的路径及相应的自由能变化。这一方法在三个



 摘要 V 

典型蛋白体系(磷酸转移酶 Adenylate Kinase (AdK)、钙调蛋白（CaM）和人的

MAPK 激酶 p38)中进行测试，获得的计算结果与实验数据高度吻合，显示此

种方法可以普遍适用于蛋白质的构象变化。此外，模拟结果表明体系 AdK 和

CaM 在没有配体结合时是高度柔性的，可以在很低的能垒范围内发生较大的构

象变化，而配体的结合能够打破这个平衡，使体系更倾向于形成结合构象，因

此这 2 个体系的构象变化遵循的是群体移动模型。而激酶 p38中配体的存在则

不仅稳定了结合构象，还降低了 2 种状态转变的能垒，显示这个体系更可能采

用的是诱导契合模型。因此，现有的结果显示不同蛋白的构象变化可能采取不

同的机制，以适应不同蛋白质的功能。 

蛋白质与配体的相互作用在蛋白质结构功能研究中起重要作用。而静电极

化是蛋白质-配体的作用的一个重要组成部分，因此近年来受到越来越多的关

注。在本论文第 4 章中，不同于经典分子动力学模拟中常用的固定的点电荷，

我们利用 QM/MM 方法获得了包含有原子间极化效应的原子电荷并将其应用于

分子动力学模拟。通过对 2 个体系（雌激素受体和生物素）的结合自由能的计

算，我们发现 QM/MM 电荷可以有效区分这些体系的结合自由能的差异，而常

规的 AMBER03 力场则不能，显示了极化效应对 MM/GBSA 计算具有重要意义。 

AmtB是酵母中将氨从细胞外转运进细胞内的重要通道蛋白之一。实验上，

研究AmtB转运机制的常用方法为同位素通透实验，但由于氮的同位素半衰期

短，实际上使用的是氨的类似物甲胺。本论文第5章，通过分子动力学模拟来研

究AmtB转运甲胺和氨的分子机制，由此考察甲胺作为氨替代物的合理性。模拟

结果显示野生型的AmtB传递甲胺和氨的机制是类似的， 即由H168, H318和Y32

组成的氢键网络和W212与配体形成的NH-π作用为通道内配体的传递提供了主

要的动力。最终，位于通道出口处的S263通过与配体形成的氢键将其传递到胞

内。另外，通过分子动力学模拟与生物实验相结合的方法，重点研究了在AmtB

中高度保守的组氨酸（H168和H318）在配体传递中的作用。生物实验结果显示
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组氨酸的单突变体（H168A、H318A）都不能传导甲胺，却都可以让酵母生长，

即可以转移氨；而双突变体（H168A/H318A）则既不能传递甲胺，也不能转运

氨。分子动力学模拟结果显示组氨酸的突变造成通道内疏水性强度增强，从而

限制疏水性更强的甲胺使之不能通过，而由于氨的运动受环境疏水性的影响较

小，因此仍然可以通过。对应地，平均力势的计算也显示单突变体在传递甲胺

时存在一个高达6 kcal/mol的势阱，从而使其失活。另一方面，在双突变失活中

则是由于F215和F107组成的开口处的动力学行为发生改变，使通道开口更易于

处在张开的状态，从而降低了配体从通道内回到胞外的能垒，失去了通道传导

配体的单向选择性，最终导致甲胺和氨的不能传递。这些模拟结果解释了实验

研究中所观察到的AmtB野生型及突变体蛋白对甲胺及氨的不同转运能力，成功

地从分子和原子水平上阐述了AmtB的功能机制。 

 

关键词：分子动力学模拟，副本互换分子动力学，蛋白质折叠，QM/MM，平均

力势，铵离子通道 AmtB，简振模式分析
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Abstract 

Molecular dynamic (MD) simulation is an efficient tool in the theoretical study 

on the dynamic mechanics of proteins at atomic level. Recently, based on the rapid 

development of computational power, MD has been widely used in biological field, 

such as protein structure and function simulations, drug design and so on. However, 

the application of MD simulation is still limited by the accuracy of force field and the 

effectiveness of sampling methods. Around these issues, this doctoral dissertation 

consists of 4 parts: 1) the development of a replica exchange molecular dynamic 

(REMD) method with  hybrid explicit/implicit solvent; 2) using an approach 

combining normal mode analysis and umbrella sampling molecular dynamics 

simulation method, namely NUMD, to predict the conformational transition pathway 

and to calculate its free energy landscape; 3) studying the important role of 

polarizing effect in the protein-ligand interaction using QM/MM; 4) studying the 

conduction mechanism of methylamine and ammonia molecules through AmtB. 

REMD is one of the most important methods to investigate the protein folding. 

The requirement of large computer resource has limited its application in large 

protein systems. Chapter 2 presents a scheme for REMD of protein simulation in 

explicit solvent that minimizes the number of required replicas with velocity 

rescaling approach. This approach relies on a hybrid method where the protein 

evolves at each temperature in an explicit solvent, but replica exchange moves utilize 

an implicit solvent term. The explicit and implicit solvent terms are coupled through 

the velocity rescaling. The application of the new approach on the folding of trp-cage 

protein shows that the required number of replica has been dramatically decreased 

from 40 to 10, leading to the significant improvement of simulation efficiency. 
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As the timescales of protein conformational changes are usually much longer 

than that the current simulation methods could cope with, it is of great importance to 

develop a highly efficient method for accurately exploring the intrinsic or substrate 

induced protein conformational change with acceptable computational resources. In 

Chapter 3, the NUMD is applied on three typical protein systems composed of up to 

more than 300 amino acids. The great agreement between our simulation results and 

the experimentally determined conformations and thermodynamic parameters for all 

three proteins indicates the general applicability of NUMD and its high reliability in 

describing protein conformational change pathway, mechanism, and free energy 

profile. It is observed that the substrate-free phosphotransferase enzyme adenylate 

kinase (AdK) and calmodulin can sample a wide ensemble of conformations along 

the minimum free energy transition pathway. The binding of respective substrates to 

the two proteins biases the sampled ensemble toward the corresponding 

substrate-bound conformations, suggesting that the conformational changes of AdK 

and calmodulin follow the population-shift mechanism. On the contrary, the 

simulation of p38 mitogen-activated protein kinase shows that the binding of 

substrate changes the free energy barrier between the two functional states and 

promote the transition from the substrate-free to substrate-bound state, which is more 

like an induced-fit mechanism. Therefore, the present study strongly suggests that the 

detailed mechanism of substrate binding and the associated conformational transition 

is not uniform for all kinds of proteins but correlated to their respective biological 

functions. 

    The protein-ligand interaction is one of the important questions in the study of 

protein structure and function. Recently, the important roles of polarization in the 

protein-ligand binding have been received increasing attention. Chapter 4 describes a 
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scheme for MD simulation using QM/MM charges to reflect the polarization. This 

approach has been tested in two systems: estrogen receptor and biotin-avidin 

interaction. The binding free energy calculated by MM/GBSA shows that the 

QM/MM charge could distinguish the difference of these systems, but AMBER03 

force field could not. The result also reveals the importance of polarization in 

calculating the binding free energy using MM/GBSA.  

AmtB is one of the ammonium transporter proteins facilitating the ammonium 

transport across the cellular membranes. In experiments, the substrate used in in vitro 

studies is the radio labeled [14C]methylammonium, rather than ammonium itself. In 

chapter 5 of the thesis, MD simulations are used to explore the conduction 

mechanism of methylamine and ammonia molecules through AmtB. The results 

demonstrate that methylamine could be automatically transported in a very similar 

way as ammonia in wild type AmtB. The driving force for the conduction is mainly 

the hydrogen bond network comprising H168, H318 and Y32, working in 

coordination with NH- interaction with residue W212. Then, S263 translocates the 

substrates from the exit gate into the cytoplasm by hydrogen bond interaction. 

Besides, the role of the two conserved histidines (H168, H318) in ammonia and 

methylamine transport is evaluated by using a combination of in vivo studies, MD 

simulation, and potential of mean force (PMF) calculation. The in vivo results show 

that a single change of either of the conserved histidines to alanine leads to the 

failure of transporting methylamine but not ammonia, whereas double histidine 

variant completely loses its ability to transport both methylamine and ammonia. MD 

simulations clearly shows that a single histidine variant (H168A or H318A) of AmtB 

confines the rather hydrophobic methylamine more strongly than ammonia around 

the mutated sites, resulting in the dysfunction in conducting the former but not the 
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latter molecule. PMF calculations further reveal that the single histidine variants 

form a potential energy well of up to 6 kcal/mol for methylamine, impairing 

conduction of this substrate. Unlike the single histidine variants, the double histidine 

variant, H168A/H318A, of AmtB is found to lose its unidirectional property of 

transporting both ammonia and methylamine. This could be attributed to a greatly 

increased frequency of opening of the entrance gate formed by F215 and F107, with 

a resultant lowering of the energy barrier for substrate to return to the periplasm. 

These observations could explain the different conduction performance between 

ammonia and methylamine which is observed in in vivo experiments and provide the 

detailed mechanism of AmtB transporting substrates at atomic level.   

 

Key words: Molecular dynamics simulation, Replica exchange molecular dynamic, 

Protein folding, QM/MM, Potential of mean force, Ammonium Transporter, Normal 

mode analysis 
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1. 第一章 可极化力场及增强型模拟方法的发展与应用 

1.1 引言 

蛋白质是生命体中最重要的一类大分子，不仅是构成生物体的重要组成成

分，而且参与了大部分的生命活动，如催化，调节和免疫等1。随着对蛋白质结

构和功能的研究，逐渐发现蛋白质功能的发挥不仅与其静态结构相关，而且经

常需要发生相应的构象变化2, 3。因此，对蛋白质功能的研究已经从传统的蛋白

质结构和功能之间的研究，逐渐转为蛋白质结构，动态行为和功能的研究。对

蛋白质的动态行为的研究成为连接其结构和功能的桥梁2, 4。 

随着X-晶体衍射5、核磁共振6, 7和低温电镜8等实验技术的迅猛发展，蛋白质

及其与配体结合的复合物的三维结构测定不断取得突破。截止到 2013 年 5 月 7

日，在蛋白质晶体数据库 9(www.pdb.org)中的生物大分子的结构数目已经达到

90206 。而且在蛋白质晶体数据库中还存在着为数不少的具有不同的结构的同

一蛋白质，但是晶体结构只能告诉我们这些静态的结构，却不能获得它们是如

何转变的。随着新实验技术的发展，如实时X-晶体衍射方法10-12，单分子技术13, 

14，多维核磁共振6, 7，原子力显微镜15等，已经可以获得一些重要蛋白质动态变

化的信息。然而，目前的这些实验方法都不是一个直接的方法，而且很多蛋白

质起重要生理功能的构象变化的时间尺度常在实验的精度范围之外，因此现有

的实验技术并不能在分子和原子水平上详细的阐明蛋白质的结构变化和动力学

行为。 

近年来随着计算机技术和相应算法的发展，可以直接模拟物质微观特性和

探究原子水平相互作用的分子模拟方法得到广泛应用，在蛋白质折叠、蛋白质

与药物分子相互作用等领域都取得了巨大的进展。分子动力学模拟方法最早是

由Wainwrigh16和Rahman17等人在 20 世纪 30 年代前后独立发展起来的。近年来，
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随着分子动力学理论和计算机硬件的发展，分子动力学模拟研究体系的空间尺

度和时间尺度都大大增加。如今，已经可以在较大的体系和较长的时间尺度上

对生物体系的动力学行为进行模拟：模拟体系的规模从最初的 500 多个原子发

展到目前的百万个原子以上，时间尺度也从最初的皮秒发展到现在的毫秒级别

18-21。在生物学的众多领域，如酶催化，药物分子设计和蛋白质设计等发挥着越

来越大的作用22, 23。 

分子动力学模拟所采用的力场和构象采样方法是分子动力学模拟中最核心

的两个方面。本章将简单介绍分子动力学模拟的原理，并着重介绍近年来受到

广泛关注的可极化力场和增强型取样方法在生物体系中的应用和发展。 

1.2 分子动力学模拟的基本原理 

分子动力学模拟是在分子力学基础上对模拟体系的运动随时间演化的一种

描述方法。在处理过程中，首先需要一个表征体系势能的函数，即分子力场，

然后通过对体系势能进行求导获得各个原子的受力情况，再通过牛顿力学建立

运动学方程，最终得到体系随时间的演化过程。 

在分子力学中广泛使用的势能函数通常有如下形式： 

bonded nobondedU U U                      (式 1.1) 

如式 1.1 所示，分子势能主要包括两个方面的作用，成键作用力和非键作用

力。其中成键作用包括键长，键角和二面角相互作用，而远程作用力主要包括

范德华作用力和静电相互作用，如式 1.2 和 1.3 所示。 

2 2( ) ( ) (1 cos[
2

bonded bond angle diheral

n
r eq eq

bond angle diheral

U U U U

V
K r r K n ]) 

  

          
        （式 1.2）
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12 6
( )

atoms atoms
ij ij i j

nonbonded vdw ele
i j i jij ij ij

A B q q
U U U

r r r 

               （式 1.3） 

有了分子势能后，就可以通过势能对粒子位置的求导得到每个粒子的受力

情况，即 

i
i

U
F

r


 


                      （式 1.4） 

在分子动力学模拟中，每个粒子都服从经典牛顿力学，因而每个粒子的受

力与运动情况都可以用牛顿第二定律来描述： 

2

2
i

i

d r F

dt m
 i                        （式 1.5） 

其中 为其余所有粒子对于粒子 的作用力，
iiF

ir m 为粒子质量，U为体系中

粒子的势能函数。利用式 1.4 和式 1.5，就得到体系随时间演化的轨迹，进而可

以得到体系的各种宏观性质的时间平均。 

1.3 可极化力场的发展 

目前在研究蛋白质结构和功能方面应用得比较广泛的力场有CHARMM24，

AMBER25, OPLS26和GROMOS27等。但是这些分子力场都有2个比较大的缺陷，

首先是分子力场体现的是原子的性质，不能考虑电子效应；其次就是这些力场

中对电荷的描述采取固定点电荷的方式（即每个原子被视为一个中间带点电荷

的球体），不能精确考虑原子间的极化效应。而最近的研究表明这种原子间的极

化作用在蛋白质和配体的相互作用中起重要作用，如Hensen等28利用量子力学/

分子力学联用方法（QM/MM）分别计算了HIV-1蛋白酶和抑制剂 nelfinavir， 

mozenavir和tripnavir的结合自由能，结果显示酶环境对配体的极化作用占到总静

电相互作用能的39%。此外，Ren等29, 30利用可极化力场AMOEBA研究胰蛋白酶

与苯甲脒类抑制剂相互作用时，也发现了静电极化作用在这类抑制剂的特异性
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结合中起重要作用。 

针对普通力场不能有效考虑蛋白周围环境所引起的电荷转移和极化效应所

带来的影响的缺陷，近年来可极化力场得到了快速的发展和重视，成为分子力

场研究的热点之一31-34。而且现有的大部分力场都发展了各自的极化的版本，如 

AMBER ff02，AMBER ff02 EP35, 36，CHARMM37-40，PIPF-CHARMM41，

OPLS/PFF42和GROMOS43等。下面根据可极化力场所采用的不同模型，分 4 个

部分简要介绍一下。 

1.3.1 浮动电荷模型 

浮动电荷模型是基于原子电负性均衡原理而发展起来的，其基本原理是电

荷可以在体系内各原子之间自由流动，最终会使体系内每个原子的电负性达到

收敛。因此，在浮动点电荷模型中，各原子的电荷可以在其他原子的影响下在

各原子间转移，从而可以很好地考虑环境的极化效应。 

目前使用浮动电荷模型的力场有1992年Rapped等发展的通用力场44和

Friesner课题组的发展的力场45。最近Brooks和Patel等也利用类似思想，将浮动

电荷模型引入到CHARMM中，发展了基于浮动电荷的CHARMM极化力场39, 40。

国内辽宁师范大学的杨忠志等46, 47也基于浮动电荷的思想，发展了原子-键电负

性均衡方法，可以快速准确计算体系随外势变化的电荷分布，并将其应用到有

机分子，多肽，蛋白和配体的相互作用的研究中，取得了较好的效果。 

在浮动电荷模型中，首先将原子的能量以电荷为参数进行泰勒展开，这里

只考虑前面两项： 

2
0 2

0 2

1
( ) ( ) ( )

2

E
E Q E Q Q

Q Q

 
  

  0

E
               （式1.6） 

以一个中性的原子的能量作为参考点，假定当此原子具有+1和-1电荷时的

能量分别为E(+1)（电离能，IP）和E(-1)（电子亲和能，EA），将其代入式1.6中，

可以得到： 
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0

0

1
( )

2

E
IP EA

Q


 
    

                （式1.7） 

和 

2
0

2

0

E
IP EA J

Q

 
    

                   （式1.8） 

其中 0 为使用Muliken定义的电负性，二阶偏导
2

2

0

E

Q

 
  

 表示价键轨道中2

个电子之间的库伦斥力常数，即原子中电子间排斥的力常数（原子的硬度），一

般使用1/2 ，此量表征了电子在原子中流动的能力。 0J

因此：单个原子的能量就可以表示为： 

0 0 01
( )

2
2E Q E Q J Q                    （式1.9） 

将式1.9推广到的M个具有Ni个原子分子体系。此时体系总能量为： 

0

1 1 1 1 1 1

1
( , ) ( )

2

ji i
NN NM M M

i i i j i j i j
i i j

E Q r Q Q Q V r       
  

 
     

 
    

 
    （式1.10） 

其中 ( i jV r )  表示了体系的非静电相互作用，包括键长，键角，二面角，范

德华相互作用等力场中的其他项。其中优化的 iQ 是通过迭代下式得到： 

0, 1, i
i

E
i N

Q


 


                        （式1.11） 

即通过原子的电负性作为判断收敛的依据。 

从式1.11可以看到，在浮动电荷模型中不仅可以保持分子整体的电性不变，

而且电荷可以在原子间自由转移，所以可以很方便的考虑极化效应。同时由于

其中每个原子的电荷都是依赖于体系中其他原子的位置和电荷，因此在模拟过

程中每一步都得重新计算，最终导致这个方法的计算量是非常巨大的。 

浮动电荷模型中使用的原子电负性和弹性系数 通常来自实验数据或量化0J
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计算获得。此方法的一大缺陷就是如何选择合理的参数，尤其是弹性系数。模

拟的结果发现此模型容易高估电荷的转移效应，会出现超远距离的电荷转移效

应45, 48。此外，电子转移是在原子对之间完成的，不能考虑它们之间的立体效应，

所以不能很好反映平面或线性分子的非平面极化效应，目前主要通过加入一些

非平面的位点来解决45, 47, 49, 50。 

1.3.2 经典 Drude oscillator 模型 

经典Drude oscillator模型，也称为壳层模型，这一模型是通过将每个原子分

为2个粒子的方法而引入极化效应48。在此模型中将具有净电荷qi的原子分解为

具有电荷为qi-qd的带电核和具有电荷为qd的带电壳（Drude粒子）。二者通过一

个平衡距离为d，弹性系数为kd的弹簧连接。在模拟过程中qi和qd是固定不变的，

而体系对外界环境的极化效应是通过调整这2个粒子之间的距离来实现的。 

在此模型中主要通过弹簧的弹性系数，平衡距离和Drude粒子带电大小来反

映不同的原子的可极化性。假设原子的可极化率为αi，则它有如下关系： 

2
, /i i Dq  k                       （式1.12） 

而这个原子的电荷和弹簧系数是通过拟合分子的可极化率数据和分子之间

的相互作用能量等性质获得，不过对不同类型的原子的参数化仍是比较大的问

题。 

在经典Drude oscillator模型中势能有如下表达式： 

( , ) ( ) ( ) ( , ) ( )self bond ele LJU r d U d U r U r d U r   
    

（式1.13） 

其中 为原子的带电核与Drude粒子间相互作用（1/2kd( )selfU d

( )r

2）， 为

键能， 为范德华能量，其中 包括了所有粒子（Drude粒子和原子

核）的静电相互作用，用式1.14表示： 

( )bondU r

LJU ( , )eleU r d
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, , , , , ,, , ( ) ( )( )( ) i D i D j D i j D j D i D ji D i i D i
elec

i j i i j i j j i i j i i j j

q q q q q q q qq q q q
U

r r r r d r d r r d r d

   
    

        
 

 

（式1.14） 

由于d远小于r,所以上式可以简化为： 

, , , ,
, ,

1 1
( ) ( ) :i j

elec D i i j i D j j i D i i D j i i
i j i ij i j i j

q q
U q d q q q d q d q

r r

( )
r

 
       

  
  （式1.15） 

目前此模型方法已经在CHARMM力场37, 38, 51和GROMOS力场43中得以实

现，最近Schulten等人52将Drude模型方法在NAMD中实现，显示了很好的并行效

率，并在动力学模拟中得到应用53。 

1.3.3 诱导偶极模型 

诱导偶极模型中的极化效应是通过产生诱导偶极的方式获得的，此方法也

得到了广泛的关注，如Kaminski等人发展的OPLS/PFF54 ，Ren等发展的

AMOEBA力场55-57以及Cieplak等发展的AMBER ff02, ff02EP 35, 36都是利用这一

模型。下面以AMOEBA力场为例，简单介绍一下这种模型。 

AMOEBA 力场中处理成键相互作用，范德华相互作用和普通的力场是一

致，而关键的区别在于静电作用的处理上，它采用的是中央多极矩展开形式，

如式 1.16 所示。 

( ) T
ele ij i ij jU r M T M                       （式 1.16） 

其中 M 为多极的张量表示，即 

, , , , , , ,, , , , , , ,i i i x i y i z i xx i xy i xz i zzM q Q Q Q Q              （式 1.17） 

q 为电荷,μ为偶极,Q 为四极， 为原子 i 和 j 之间的多极相互作用张量，

有式 1.18 计算所得。 

ijT
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2 2 2

2 2 2

2 2 2

1
j j j

j i j i j i j

ij

j i j i j i j

j i j i j i j

L
x y z

L
x x x x y x z

T
L

y y x y y y z

L
z z x z y z z

M M M M

   
    
    
 
       
      
       
 
    

       
 
  O

       （式 1.18） 

使用这种中央多极矩展开形式（电荷，偶极，四极等），不仅能更真实地反

映原子周围空间的静电势分布情况，而且原子之间的极化作用可以通过诱导多

极的方式方便计算，即 

P ind
i i iM M M                      （式 1.19） 

'

'

'
,

{ } { }

(ind ij P ij ind
i j j

j j

M i T M T M    )             （式 1.20） 

其中αi 是原子i的极化率，通过式 1.20 迭代计算可以得到原子的诱导多极

矩，最终可以计算出原子受到的静电相互作用。目前

的迭代计算，在一些体系中其收敛会存在问题，而且可以看出对于大的

 

子力学方法的进步，目前其能处理的体系

大小已经有了很大进展，但使用量子力学

Ren等利用此AMOEBA力

场计算得到的金属离子溶剂化能和蛋白质-配体结合自由能，都与实验结果非常

符合29, 30, 58，显示此种方法的合理性。不过此方法需要对体系内所有的原子进行

式 1.20

体系其计算量也是巨大的。 

1.3.4 基于量化电荷的可极化方法

随着计算机硬件的快速发展和量

来研究整个生物体系还是非常困难。

近年来很多研究组致力于发展计算量随体系尺度呈线性增长的线性标度算法，

基于分而治之的思想，华东师范大学的张增辉教授等发展了共轭帽分子分割法
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（MFCC）来对生物大分子进行研究，其基本原理是将生物体系划分成很多碎

片体系，只需对每个碎片分子体系分别进行量化计算，而每个量化计算的原子

数目并不大，所以使用并行算法可以比较大的生物体系。他们成功的将此方法

应用到蛋白质配体，DNA与配体等多个体系的结合自由能计算和作用机制的研

究59。为了与现有的动力学模拟相结合，张增辉课题组发展了基于MFCC-PB的

特殊极化蛋白电荷的方法60，并将其应用到蛋白质和配体的分子动力学模拟中61, 

62。他们发现对生物素（biotin）体系来说，在配体结合自由能中起重要贡献的

是静电极化作用，而不是之前认为的范德华相互作用。Ryde课题组63也利用类似

的思想考察了特异构象的电荷对配体和蛋白的相互作用的影响，结果也显示了

静电极化在MM/PBSA计算中所起的重要作用。 

1.3.5 其他的基于量化方法的可极化方法  

SIBFA64方法是另外一种基于量化方法的可极化力场，在此力场中将势能分

为五项， int MTP rep pol ct dispE E E E E E     
 
 

其中 MTPE 为电多极作用， repE 为短程排斥能， polE 为极化化能， 为电荷

转移能，

ctE

dispE 为色散能。 

MTPE 是通过将分子划分为分子碎片，通过量化计算得到静电势并将其拟合

到各原子或者键的中心，得到静电多极子。然后使用式 1.16 计算得到体系整体

的静电相互作用。 repE 为键-键，键-孤对电子对和孤对电子对之间的相互作用，

是通过使用S2/R的函数形式计算得到，其中S表征两个相互作用的离域轨道的重

叠。 ctE po和 lE 直接使用在DFT或者HF计算得到。而 dispE 则通过 1/R6,1/R8,1/R10的

函数形式来计算。Gresh等65利用这一可极化力场计算了FAK 激酶与配体的相互

作用能，结果发现结合位点中的水在配体和蛋白的相互作用中起了重要的作用。 
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1.4 增强型取样方法的发展 

在分子动力学模拟的发展过程中，其应用的体系大小及模拟的时间尺度都

有着长足的进步。如在 1998 年，，Duan Y等20就利用 256 个核的Cray T3D超级

计算机对 36 个残基的HP36 小蛋白进行了长达 1 微秒的折叠机制的分子动力学

模拟。近年来，随之分子动力学模拟专用计算机Anton及其配套的动力学软件

Desmod的发展66，分子动力学模拟的尺度得到大大提高。如在 2010 年De Shaw 

等67就在熔融温度下对WW结构域和小蛋白质FiP35 进行了长达 100微妙以上的

折叠与去折叠研究，在动力学模拟中发现FiP35 的平均折叠时间为 10±3 微秒，

这与实验报道的 14 微秒的折叠时间非常符合，显示在描述蛋白质折叠动力学方

面的可靠性。 

虽然长时间的动力学模拟在蛋白质折叠及构象变化的研究中取得了很大的

发展，但是由于蛋白质构象空间巨大，构象变化之间需要跨越较大能垒，而这

导致了在常规动力学模拟中要观察到相应的变化所需的模拟时间大大增加。如

上面成功的例子，都是利用了超级计算机相当长的模拟时间，所花费的计算资

源是极其巨大的。而且随着蛋白质原子数目的增大，所需计算量更是成指数增

长，所以目前在室温下成功折叠的蛋白质的残基数都在 1 百个以下。另外，虽

然目前的常规动力学模拟可以达到毫秒级别18，可是对于蛋白质折叠或者大规模

的构象变化的时间尺度而言，还是太短。因此近年来理论计算家们致力于各种

增强型取样方法的发展68-70，这些增强取样方法可以实现在较短的模拟时间范围

内捕捉到蛋白质动态行为，因此极大地缩短模拟所需的时间71-73。 增强型取样

方法中，基于广义系综的取样算法尤其引起人们重视

在

74。其中副本互换分子模拟

方法（replica exchange molecular dynamics (REMD)）75就是基于广义系综发展起

来的重要增强型取样方法，下面简单介绍一下副本互换的方法。 
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1.4.1 基于温度的副本互换方法 

副本互换的基本思想是利用高温副本得到高能状态的构象，然后通过构象

交换机制，将陷于局部极小值的构象交换出来，从而达到跨过能垒的目的，其

已经在蛋白质折叠，构象变化及蛋白质与配体相互作用等众多研究领域中得到

了广泛应用76-81。如Hansmann等人利用副本互换方法成功地将具有 67 个残基的

Top67 蛋白折叠到与晶体结构非常近似的结构(RMSD~3Å)82。 

副本互换的具体做法是让分别具有能量 E1 和 E2 的两个副本处在两个不同

温度 T1 和 T2，让它们具有一定的概率进行发生交换。其中这两个副本通过式

1.22 决定是否交换。 

(1 2) min(1,exp( ))E                    (式 1.22) 

其中 1/ k T   为温度因子。 

REMD方法所需的副本数目是与体系的自由度的平方根成正比，而在真实的

模拟体系中，蛋白质一般都在水溶液中，这样体系的自由度比蛋白质本身大很

多，所以在常规的REMD所需的副本数目是相当巨大的。为了缩短副本数目，提

高副本互换的效率，目前出现了很多加速的方法，其中杂化REMD方法（hybrd 

REMD）83, 84和溶质温度方法（solute tempering）85-87是比较有代表性的方法。

在杂化REMD模拟中，体系的模拟是在真实水溶液中，但在进行交换时，使用的

是蛋白在隐性水模型中的势能，从而避免了体系中水的自由度对副本数目的影

响，这样体系所需要的副本数目就只与蛋白质原子数目相关，因此大大减少了

所需的副本数目，大幅提高交换效率。Okur等83将这一方法应用到ALA10肽链的

折叠模拟研究，结果发现只需使用 8 个副本，就可以完成常规REMD40 个副本

的效率，而且此方法在体系变大的时候会更加有效。 

另一种方法则是溶质温度方法85-87，它与杂化方法有点类似，不过此方法是

将体系的势能分成 3 项： pot pp pw wwE P P P   。 为 为其中 ppP 蛋白的势能， pwP 蛋
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白和水相互作用的势能，而 wwP 体系中水的势能。在此方法中判断是否交换的

判据是

为

1

2ppP P 这样不仅可以考虑蛋白的势能，还能将蛋白和水之间的相互

作用能考虑进去，不仅提高效率，还能提高准确性，实际测试的结果显示此方

法也大大减少了计算所需的副本，提高了计算速度。如Huang等人

pw ，

)

)

86将这一方法

应用到螺旋，-折叠结构和小蛋白Trp-Cage的折叠研究中，发现与常规的副本

互换方法相比，都显著减少了副本数目，而获得的能量图景并没有大的差别，

显示了这一方法的可靠性和有效性。 

1.4.2 基于 Hamilton 的副本互换方法 

在常规的副本互换方法中，不同的副本处于不同的温度，这样的方法也称

为温度副本互换方法。而在Hamilton 副本互换方法88中，不同的副本是在同样的

温度下进行模拟，但是每个副本有具有不同的Hamilton形式。其中一种较常见的

方式是疏水加速副本互换方法（Hydrophobic aided replica exchange）89。 

此方法中将体系势能写成下式： 

6( prot water prot water
LJ elecU U U U  other 

rot waterU

          （式 1.23） 

在不同的副本中值是不一样的，此值的范围为0到1，在此方法中主要是对

疏水作用项 进行调整。当=1时对应着水溶液的环境，即

我们实际感兴趣的环境，而当<1时，则模拟了一个有机溶液环境，在这样的环

境中蛋白很容易去折叠。通过让不同的副本处于不同的环境下，通过交换，能

够有力的促进能垒的跨越。如Zhou等

6( prot water p
LJ elecU  

89将这一方法应用到GB1肽链的折叠研究，

发现只要6个副本就可以在5ns的模拟时间内将这一蛋白成功折叠，而作为对照

的常规的REMD方法，则需要64个副本，从而获得极大的效率提升。 

1.4.3 单轨迹副本互换方法 

由于常规REMD法需要多个副本同时模拟各个温度的情况，导致巨大的计算

量，Ma等90基于REMD的原理发展了一种力学积分的方法，可以在一条轨迹里
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对所有温度进行模拟，然后通过统计力学的方法得到常温时的几率，从而只需

要模拟一个副本，就可以获得所有温度的统计力学性质，从而使计算量大大减

少。最近他们将此方法与限制动力学方法相结合91，成功应用到具有螺旋的蛋

白质的折叠研究中，测试了从 67 到 108 个残基的 4 个蛋白，发现它们都可以在

微妙级别的时间尺度内成功折叠，且所获得的结构与晶体结构的RMSD都可以

达到 2 Å以下。 

1.4.4 基于准动态（metadynamic）的模拟方法 

Metadynamic92是用来计算自由能变化的方法，其的基本原理是：当我们研究

一个具有N个原子的体系的时候，其中体系的坐标为r， r R3N ，而这个体系的

势能为U(r)。我们引入一组d集合变量（collective variables，CV），s是在模拟实

际得到的这些集合变量的值，有 ds R ，因此以这些变量作为函数的helmholtz

自由能函数就可以表达为： 

( )1
( ) ln ( ( ))U rF s dre s s r C 


   

          
（式 1.24） 

其中 C 是一常数。自由能 F(s)包括了体系的热力学的所有信息，因此可以

根据式 1.24 利用 CV 的概率来计算获得。此外，适当选取这些参数就以通过非

平衡态的模拟得到自由能的变化曲线。 

在非限制的常规动力学模拟中计算自由能的一个简单方法是统计这些 CV

出现的概率来获得，如式 1.25 所示。 

1
( ) ln ( )F s N s


 



                     
（式 1.25） 

但是由于能垒的存在，一些中间状态的低概率发生的现象是难以在短时间

的常规的动力学模拟中获得，因此需要的模拟时间很长。另外一种更有效的方

法是人为的加入一个限制力，是体系在这一构象提高在这一空间中发生的概率，
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而非限制的自由能可以通过下式计算得到： 

1
( ) ln ( ) ( )F s N s V s


  



     
         （式 1.26） 

因此通过选择合适的CV，就可以获得这些空间中难以在常规动力学中观察

到的现象。如Fabio Pietrucci等93发展了一种新的集合参数，将其用于片蛋白

SH3 和GB1 的折叠研究中，发现通过使用这种新的CV，可以有效地搜寻到具有

片的结构的蛋白折叠状态。而Stefano Piana等人利用副本互换的原理，发展了

一 种 限 制 势 能 互 换 的 准 动 态 模 拟 方 法 （ Bias-Exchange Metadynamics 

(BE-META)）94，将其成功用于Trp-Cage小蛋白的折叠研究中。Giovanni Bussi

等人则将上述方法和副本互换方法进行结合，发展了一种新的温度平行-准动态

模拟方法（parallel tempering plus metadynamics）95, 96，它们成功的将这一方法

应用到GB1 的折叠研究中，取得了比传统的副本互换高 3 倍以上的效率。 

1.5 小结 

虽然单分子技术，多维核磁共振，原子力显微镜等实验技术的发展和应用

使得捕捉蛋白质动态行为成为可能。然而，目前的实验方法还不能完全在分子

和原子水平上阐明蛋白质的结构变化和动力学行为。随着计算机硬件和新型采

样方法的发展，分子动力学模拟作为研究蛋白质动态行为的重要手段将越来越

广泛的参与到蛋白质功能的研究中，并将为实验工作者提供更大的帮助。 

    与此同时，随着新的可极化力场的发展和相应算法的发展和完善，将来分

子动力学模拟势必朝着越来越精确的方向发展。虽然目前可极化力场显示了其

在处理静电极化中的效果，且在一些体系中成功应用，吸引了大批科学家的注

意。但是我们也要看到，目前出现的可极化力场还没有像传统的力场那样经过

大量模拟的验证，只是应用到了有限的体系上，所以它的适用性还需大量模拟

实践的验证。而且可以看到的一点是，目前的可极化力场普遍存在计算量巨大

中国科学院上海药物研究所博士学位论文 
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及参数化的问题，随着计算机硬件和模拟技术的发展，这些问题也将逐渐得到

解决。 
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2. 第二章 基于显隐性水模型速度优化的副本互换动力学方法发展 

2.1 引言 

近年来，随着人类基因组和蛋白质组学的发展，DNA和蛋白质的序列信息

有了迅猛增长，但由于蛋白质表达、纯化及结晶方面的困难及NMR研究大蛋白

的困难，蛋白质三维结构信息的增长速度与序列信息相比，明显滞后很多，尤

其是在药物设计方面起重要功能的膜蛋白1。而且蛋白质分子的错误折叠与很多

疾病密切相关，如阿尔茨海默病2，亨廷顿舞蹈症3，二型糖尿病4等疾病。因此

研究多肽链如何折叠成为具有特定结构的蛋白质折叠成为当前研究蛋白质功能

的热点问题之一5。 

目前存在着几个重要的蛋白质折叠的学说，最早是由Anfinsen在20世纪60

年代提出的“自组装学说”6, 7。实验发现经过还原变性的牛胰核糖核酸酶在体

外不需要任何其他物质的帮助就可恢复其天然结构6, 7。根据这一实验现象，“自

组装学说”认为多肽链的一级序列已经包含了其三维结构的全部信息，蛋白质

的天然结构是其在特定条件下热力学最稳定的结构。 

随着研究的深入，人们发现许多蛋白质在体外的变性复性过程并不是完全

可逆的，而且许多蛋白质在体外还会发生错误折叠甚至不能折叠，且很多蛋白

质在体外的折叠速度比活细胞内慢得多，在细胞体内蛋白质的折叠往往需要有

其他辅助因子的参与。根据这些实验结果，Ellis于1987年提出了蛋白质折叠的

辅助性组装学说8。近年来随着分子伴侣的发现和深入研究，这一假说被越来越

多的研究证实。这些现象使人们意识到蛋白质折叠不仅是Anfinson学说认为的纯

粹的热力学问题，折叠的动力学特性在折叠过程中也可能起重要作用。 

而对于蛋白质折叠是热力学控制的还是动力学控制的问题则引起了科学家
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的更大兴趣，若蛋白质折叠是热力学控制的，则蛋白质折叠达到天然状态完全

由能量决定，而与失活条件以及折叠过程的起始和中间状态无关，但找到能量

最低状态则需要长时间的构象搜索，如图2.1a所示。但是这个和实验上观察到的

小蛋白较短的时间尺度内（微秒到毫秒）完成折叠是相互矛盾的9, 10。而动力学

控制则认为蛋白质折叠是路径依赖性的，在一定条件下蛋白质无法达到全局能

量最低构象，而只能达到局部的能量最低点。 

 

 

图2.1 蛋白质折叠的几种能量图景假说，图片来自文献11。 

 

为了解答蛋白质快速折叠的动力学问题，物理学家Levinthal12 在1968年首
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先提出折叠路径的概念。他认为蛋白质无需在天文数字般的构象中进行搜索，

蛋白质的折叠有它的特殊路径，如图2.1b所示，因而折叠速率大大加快。根据这

一理论，Kaiand 13和Elson14等利用同位素标记等实验手段，在实验中观察到了一

些中间状态，从而支持了此学说。 

到了二十世纪90年代中后期，折叠路径的概念逐渐被能量图景(energy 

landscape)的新观点所取代10, 11, 15-20。这种新观点认为，折叠的形貌像是一个漏

斗，蛋白质的构象会沿着漏斗的表面地貌汇聚到能量最低状态（图2.1c）。由于

蛋白质折叠是一个寻找低能构象的过程，所以在较短时间内可以找到它的能量

最低状态。而蛋白在折叠过程中可能存在许多条路径，这取决于具体蛋白的能

量图景。在能量图景上存在的许多凹陷点，代表折叠的局部低能状态，这些局

部低能状态的存在，使蛋白质折叠过程中存在着能垒，阻碍蛋白最稳定分子构

象的获得，从而可以在实验上观察得到某些亚稳态的中间体13, 14。理想情况下从

直链到天然态的折叠没有能垒，就完全是一个漏斗（如图2.1d所示）。 

随着计算机硬件和动力学软件的发展，分子动力学模拟在蛋白质折叠研究

中起着越来越大的作用，如在 1998 年，Duan等21利用超级计算机Cray T3D进行

了长达 1 微秒的HP36 蛋白折叠的动力学模拟。如表 2.1 所示蛋白质折叠的分子

动力学模拟的时间尺度和体系都有了很大的提高，尤其是分子动力学模拟专用

计算机Anton及其配套的动力学软件Desmod的发展22。De Shaw等23在 2011 年对

12 个常用的模式蛋白进行了长时间的折叠研究。结果发现这 12 个体系都可以

在融化温度附近进行多次折叠和反折叠，显示了现有力场的和长时间动力学的

准确性。 

 

表 2.1 近年来使用长时间动力学模拟研究蛋白折叠 

年 模拟时间（us） 蛋白 平台（软件） 

2007 2 Villin HP-35 GROMACS24 
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2008 10 WW domain NAMD25 

2010 100 Fip35 Anton26 

2011 2936 NTL9 Anton23 

 

虽然长时间的常规动力学模拟在蛋白质折叠中取得了长足的发展，但是由

于蛋白质构象空间巨大，具有非常多的局部极小值点，而它们之间具有较大的

能垒，在常规动力学模拟中跨过这些能垒，所需的计算量就会非常巨大。如表

2.1 所示的成功例子，都是利用了超级计算机相当长的时间，所花费的代价是极

其巨大的。而且随着蛋白质原子数目的增大，所需计算量更是指数增长，所以

目前在室温下成功折叠的蛋白质的残基数还在 100 以下27。另外，虽然目前的常

规动力学的时间尺度可以达到毫秒级别23，但对于蛋白质折叠的时间尺度而言，

还是太短。为了解决普通的动力学模拟不能有效跨过能垒的问题，近年来建立

和发展了很多基于广义系综的统计力学的增强型取样算法28-36，并且取得了很大

的进展，但是这一问题并未完全解决。 

在蛋白质折叠中广泛使用的增强型方法如温度副本互换37，其基本思想是在

高温副本中得到高能状态的构象，通过构象交换机制，将陷于局部极小值的构

象交换出来，从而达到跨过能垒的目的，其已经在蛋白质折叠模拟，蛋白质与

配体相互作用等研究中得到广泛应用38-42。可是目前这种温度副本互换的方法，

也存在一些问题：由于水分子在蛋白质折叠中的重要作用，在实际模拟过程中

蛋白质都是处于水溶液环境中，这样整个体系的原子数目相对于蛋白质原子数

目就大很多，而在副本互换中所需的副本数目和体系的自由度的平方根成正比，

这样模拟所需要的副本数目就会大大增加43, 44。 

近年来，如何寻找更加有效的副本交换方法成为取样方法研究的热点45-49。

在本章中我们发展了一种新的副本互换的方法，即在显性水环境下进行动力学

模拟下，而只使用隐性水模型下的蛋白质分子的势能来决定是否交换，通过速
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度调节来消除显隐性水模型中的能量之差，从而使副本交换的副本数目只取决

于蛋白质的原子数目，而与体系中的水分子数目无关，从而使体系所需的副本

数目大大减少。这一方法通过修改动力学软件AMBER10 中的源程序中来实现，

并在小蛋白质Trp-cage的折叠模拟中进行了测试，模拟的结果发现可以将使用的

副本数目从 40 下降到 10，提高了效率，而且新方法所获得的蛋白质折叠的基本

性质与常规的副本互换方法获得的结果并没有区别，从而验证了我们方法的准

确性。 

2.2 研究方法 

2.2.1 理论计算方法 

副本交换方法最早是由Okamoto和Hansmann等人50提出的，并在蛋白质的折

叠的蒙特卡洛模拟中得到应用，之后在蛋白质折叠中广为应用39, 51。其方法如下： 

处在两个不同温度 T1 和 T2 下的副本分别具有能量 E1 和 E2，他们具有一

定的概率可以发生互换，其中这两个副本互换是否发生由式 1.22 

( (1 2) min(1,exp( ))E     )决定,其中 1/ k T   为温度因子。 

( , ) (在动力学模拟中体系能量为动能和势能之和,即 ) ( )pot kinE x v E E vx  ，

而 21
( )

2kin i i
i

E v m v  ，这样可以通过使用速度调节因子来对动能进行调节，

2.1 所示。 

如式

2( ) ( )kin kinE rv r E v                  （式 2.1） 

这样通过调整速度因子 r(1,2)（ (1, 2) (2,1) / (1, 2)r T T ），就可以使

们可以通过调整速度因

本的互换完 能决定

(1,2) (2,1)
newv vold  ，从而得到 0  。这样我 子，从而使副

全由体系的势 ，即： 

kinE
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(1 2) exw p( )potE                   （式 2.2） 

在真实的模拟体系中，蛋白质一般都在水溶液

势能分

中，因此我们可以将体系的

成 3 项，有 pot pp pw wwE P P P   ，其中 ppP 为蛋白的势能， pwP 为蛋白和水

相互作用的势能， 同理，可以将体系的总动能分成蛋白

的动能和水的动能这两项，即

wwP 为体系中水的势能。

kin p wE K K   ，其中 为蛋白动能， 为体系

中水的动能。 

在模拟体系

pK wK

中由于显性水的存在， 项远大于其他两项，它的存在使体系

模拟所需的副本数目大大增加，因此我们

pwP

使用隐形水模型中的蛋白势能作为是

否发生交换的依据。即 

(1 2) min(1,exp( ( )))pp isP P             （式 2.3） 

其中 是体系在隐形水中溶剂化能。这样体系所需的副

少。

isP 本数目就会大大减

不过由于显性水和隐形水之间的差别，直接使用式 2.3，不能保证交换前后

的 E =0，从而会造成模拟的系综发生变化。因此我们在模拟过程中，为了使模

拟具有严格的物理意义，通过调整速度因子，消除显性水和隐性水之间的区别，

从而保证 E =0，得到正确的系综。 

我们需要对速度进行如下调整： 

(1) (1) (1)
(2) (2) (2)

(2) (2)
kin kin

kin kin

E E
v v v v

E E

H


 
           （式 2.4） 

(2) (2) (2)
(1) (1) (1)

(1) (1)
kin kin

kin kin

E E
v v v v

E E


 H 

           （式 2.5） 

其中 (1)
kinE 为在温度 T1 下的副本体系的动能，H 为显性水和隐形水的溶剂化
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能之 值，差差 即 

pw ww isH P P P                     （式 2.6） 

这样就通过式 2.4 和 2.5 就可以保证使用式

明如

2.3 作为交换判据的合理性，证

下：首先定义： pp isQ P P   那么由式 2.6 就可以得到 

potE Q H                        （式 2.7） 

实际上以 (1 2) min(1,exp( ))D   作为

求得

（式 2.8） 

其中 和 为副本 1 交换前后的动能，这样我们对速度进行式 2.4 和 2.5

的调

判定交换的依据，则 D 可以由下式

： 

D 
(2) (1)

(1) (2) (1) (1) (2) (2)
2 2 1 1 1 1 2 2

(1) (2)
(1) (2)

1 2( ) ( )

kin kinpot pot pot kin pot kin

kin kinkin kin

E E E E E E E E

Q E E H E E H

       

  

 

 

       

         

(1)
kinE

可以

(1)

kinE


到整就 得 ， (1)
kin kinE E H  和 (2)

kin kinE E H
(1) (2)

  ， 

从而使式 2.8 化简为 

D Q                         （式 2.9） 

从而可以使用隐性水模型下的势能来作为交

2.2.2 

试的例子是Trp-cage，一个只有20个残基的小蛋白（PDB号为

1l2y52 29, 

53-56

57 法详细研究了这个蛋白在显性水溶

换的判据，也可以保证交换前后的

0E  ，从而得到了具有严格物理意义的系综。 

方法测试 

我们使用的测

），由于其折叠速率很快，经常被用来作为增强型取样方法的测试体系

。在本研究中分别将N端和C端用ACT和NME来饱和，使用的序列为

(Ac-NLYIQWLKDGGPSSGRPPPS-NME)。 

Paschek等人 利用常规的副本互换的方
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液中

度与Paschek等人57的模拟一致，一共使用 40

个副

了测试我们的新方法，我们使用了 10 个副本，温度设置如下：280.00，

301

  

构象交换从而在各个温度进行模拟，从而

加强

的折叠机理。因此我们的测试结果可以和这一研究进行比较。在模拟中我

们采用AMBERff94力场来模拟蛋白质的原子相互作用，用TIP3P水模型在模拟

水分子的运动。蛋白质原子总数为313个，进行25ps的300K模拟得到坍缩的结构。

然后将这个坍缩的结构加上抗衡离子，再将这个结构放在充满2687个TIP3P水的

盒子里，作为模拟的体系。这一起始结构如图2.2所示，它的主链重原子的RMSD

值达到6 Å，而且没有任何二级结构。将这一体系在1个大气压300K下平衡100ps，

得到做副本互换的起始结构，  

在常规的副本互换方法中的温

本，温度设置如下：280.00，284.1，288.2，292.4，296.7，301.1，305.6，

310.2，314.9，319.7， 324.6， 329.6，334.7，340.0，345.4，351.0，356.6，362.5，

368.4，374.6，380.9，387.3，394.0，400.8，407.8，415.1，422.5，430.1，438.0，

446.0，454.3，462.8，471.6， 480.6，489.8，499.3，509.0，519.0，529.2 和 539.7 

K。 

为

.18，323.96，348.46，374.82，403.17，433.66，466.47，501.75 和 539.7 K。

在所有的模拟中使用SHAKE59算法来限制含氢的键长，使用的时间步长为 2.fs。

在模拟中长程静电相互作用和范德华相互作用是使用IPS60, 61算法计算，它们的

截断半径都设置为 10 Å，交换间隔为 800 步（1.6 ps），对每个副本进行长达

100ns的动力学模拟。 

2.3 结果与讨论 

2.3.1 改进的副本互换方法的效率

在副本互换中，各个副本是通过

取样，因此取样的有效性取决于副本在温度空间中的游走。副本之间的交

换率在某种程度上显示了此方法的效率。如图 2.2 所示，在常规的 40 个副本的
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模拟中，第一个副本可以在各个温度间进行变化。计算发现这个副本在 100 ns

的模拟中经历了 6 轮从最低温度到最高温度的变化，全部 40 个副本一共观察到

220 次这样的变化。各个温度之间的交换率基本都在 18.1%，这点和Paschek等57

的结果基本类似，说明虽然使用不同的软件、控温方法和长程作用处理办法，

但是由于使用的力场和方法是一样的，模拟结果并没有大的变化。接下来我们

集中研究比较采用新方法和常规副本互换方法的模拟结果。  

 

图 2.2 在常规副本互换模拟中副本 1 的模拟温度随时间的变化情况。 

过增加副本数目，减小副本之间的温度间隔可以增加副本之间的交换率，

从而

 

通

提高取样效率，然而与此同时，所需的计算量也会大大增加。从图 2.3 中可

以看到虽然新方法中采用 10 个副本，第一个副本也可以在全部温度空间中进行

变化。在这个副本中我们观察到 50 次最低温度到最高温度的变化，全部 10 个

副本共观察到 404 次这样的变化。对应地，各个温度之间的交换率大概为 13.1%。

相反地，使用 10 个副本的常规副本互换方法，我们发现各个副本之间没有发生

任何交换，从而可以看到我们方法可以有效地提高取样效率。 
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图 2.3 在修改的副本互换模拟中副本 1 的模拟温度随时间的变化情况。 

 

2.3.2 改进的副本互换方法的准确性 

为了测试我们方法的准确性，我们选取了两个表征蛋白结构的指标：近天

然结构（主链的RMSD< 3.0 Å的结构）百分比和天然的原子接触（native contact），

进行分析来测试我们方法的准确性。在这里所做的分析都是针对平衡后的 50ns

的轨迹。从图 2.4 中我们发现新方法（10 个副本）和传统方法（40 个副本）在

近天然结构的百分比和天然的原子接触所占的比例在各个温度区间的结果都是

基本一致，说明我们 10 个副本的计算结果与常规的 40 个副本的结果基本类似，

从而可以验证我们方法的准确性。此外，从图 2.4 中还发现新方法在低温区间

（T<350K）获得的数值与常规方法的数值非常接近，这 2 种方法的最大差别在

高温区间。由此可见使用新方法不会影响体系在室温下的性质，而蛋白质折叠

研究通常是在常温下进行的，可见此方法适合于蛋白质的折叠研究。 
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图 2.4 近天然结构所占的比重随温度的变化曲线。内图是平均天然的原子接触

（native contact）所占的比例随温度的变化。其中误差线计算是通过将后 50ns

的轨迹每隔 10ns 分成 5 份，然后通过这五个平均值计算得到的。 

 

另外我们将模拟得到的最稳定的结构和晶体结构进行叠合比较，如图 2.6 所

示，发现其和天然结构的 RMSD 只有 0.71 Å，可见我们的新方法可以有效的捕

捉到晶体结构。 

 

图 2.5 晶体结构和最稳定结构的重叠，它们之间的主链 RMSD 为 0.71 Å。 
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2.4 小结 

    本章中我们发现充分合理地运用体系动能在副本互换中的作用，可以有效地

提高副本互换的效率，从而提高计算效率。本章方法建立了在显式水模拟中使

用蛋白隐性模型中的能量作为交换依据的方法，此方法通过在每一步的交换过

程中调整副本之间的速度，从而可以获得准确的系综，并且可以有效地提高计

算方法的效率。在这个 Trp-Cage 的小体系中，我们成功地将副本数目从 40 个

减小到 10 个，使计算效率得到大大的提高。而且从原理上讲，此方法在大的蛋

白质体系中所能起的加速作用会更加明显，这一预测有待进一步的研究。 
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3. 第三章 简振模式分析与伞取样研究蛋白质构象变化方法发展 

3.1 引言 

蛋白质是生命活动中最重要的一类的大分子，参与了如免疫、催化、信号

传导等大部分生命活动。当蛋白质在发挥功能时，经常伴随着比较大的构象变

化1。另外，一些重要的配体和药物分子能够特异结合靶蛋白的构象，从而发挥

调节靶蛋白的功能的作用。因此对蛋白质的构象变化及其与配体间相互作用的

研究，就成为研究蛋白质结构功能及药物设计的重要问题2。 

目前在实验上用来研究蛋白质构象变化的手段主要有X-衍射晶体技术、单

分子荧光技术及动态NMR技术等。而传统的X衍射晶体方法只能捕捉到一定条

件下的稳定构象，而处于高能状态的中间构象却极其难以获得，因而也无法获

得这些蛋白的构象转变路径。随着技术的发展，近年来实时X衍射晶体方法（the 

time-resolved X-ray structural methods）3, 4也被广泛应用与蛋白质构象变化研究。

虽然此方法可以有效获得蛋白质的动态变换过程，但是这个技术还受很多因素

的制约，如所使用的光源、所能研究的时间尺度及目标蛋白质的稳定性等。而

NMR 5和单分子荧光技术都需要表达蛋白质，而很多蛋白是难以表达的，而且

单分子荧光技术还需要对蛋白进行修饰，从而会造成一些意想不到的影响。 

基于生物实验方面的难度，近年来随着计算机硬件及分子模拟的发展，分

子动力学作为在分子水平研究蛋白质动态行为的理论工具而得到广泛应用6-8。

尽管近年来常规动力学模拟已经能够到达毫秒级别9，但是使用常规动力学研究

大规模构象变化还是非常困难的。因为这种大规模构象变化经常发生在微妙到

秒的时间尺度范围，远大于现有的常规分子动力学模拟所能达到的时间尺度，

从而使得利用常规分子动力学模拟研究此类问题受到极大的限制。因此增强型

模拟方法得到了广泛10-13。这些增强型取样方法可以分成 2 种类型，一种是以靶
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向动力学或者伞取样方法为主，通过在体系中额外加入外力，人为的增加在高

能区域的构象分布，从而可以观察到从一个蛋白构象向另一个构象的转变过程。

但由于此类方法加入了额外的力或势能，因此通过这些方法计算得到的构象变

化路径和能量非常依赖于所加入的力和势能14-16。 一种方法是使用副本互换的

方法，通过改变体系温度的方法

另

13，使体系容易跨过能垒。此种方法虽然没有额

外加入外力的作用，但是由于需要在所有温度空间同时进行模拟，其所需的计

算量是非常巨大的。 

另外为了提高研究的体系大小及时间尺度，出现了很多粗粒化的方法。由

于对体系进行了简化，大大提高模拟的时间和空间尺度，如在动力学模拟中使

用的Martinin力场等，由于使用简化的力场和原子模型，其所能模拟的体系的大

小和尺度大大增加，已经在GPCR构象变化，膜自主装等方面得到应用17。另一

种在构象变化中广泛使用的方法是简振模式分析（normal mode analysis，NMA）

18。由于NMA计算得到的正则模式（mode）与蛋白发挥功能的构象变化密切相

关，因此在实际工作中出现了利用这些正则模式产生构象变化路径的方法，通

过与生物实验相结合，其已经在酶催化、离子通道转运机制等研究中得到应用

和验证19-21。但是此种方法只能获得构象变化的路径，却不能获得相应的自由能

变化信息，而构象变化过程中的自由能变化对于深入理解这些蛋白的功能和药

物设计是至关重要的。 

为了能够研究蛋白质构象变化，并且获得构象变化过程中的自由能变化，

我们发展了一种首先使用NMA产生构象变化的路径，然后使用伞取样模拟方法

计算得到路径的能量22, 23的方法（NUMD）。计算结果显示这种方法可以有效结

合NMA快速获取蛋白构象变化路径和伞取样准确计算自由能变化的优点，因此

其可以在蛋白质构象变化中进行应用。我们将此方法应用到 3 个典型的构象变

化的体系，分别是来自细菌的磷酸转移酶Adenylate Kinase (AdK)、人的MAPK

激酶p38和钙调蛋白（CaM）。为了验证我们方法不具有体系依赖性，这里所选
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取的蛋白是具有不同的二级结构，而且它们在生物体中起着不同的功能：其中

AdK24,25 是 磷 酸 转 移 酶 用 来 催 化 磷 酸 转 移 反 应 的

( )；而CaM ADPADPMgAMPATPMg   22 26, 27是细胞中多种细胞信使的

调节蛋白，可以调节体内近 100 多个蛋白；激酶p38激酶28在细胞主要对外界

压力起作用的通路上起重要作用，因此其抑制剂可以作为抗炎的药物。 

AdK主要由 3 个结构域组成，即由残基 118 到 167 组成结合域LID (ATP结

合域)，由残基 30 到 67 组成的NMP结构域 (AMP结合域)和连接这 2 个结构域

的CORE结构域（残基 1-29，68-117 及 161-214）。在晶体数据库中发现AdK具

有打开和关闭两种构象，即当没有与配体结合的时候，结构域LID与CORE的距

离较远，而使结合口袋处于打开的状态，其PDB 号是 4AKE 24。当抑制剂AP5A

与AdK结合时，它的LID会与CORE靠近，使结合口袋处于关闭的构象（1AKE 25）

（如图 3.1 所示）。 第二个体系CaM的N端和C端分别具有一个helix-loop-helix 

motifs的结构域，中间通过可以形成螺旋的一段残基相连。如图 3.3 所示，当CaM

没有结合钙离子的时候，N端和C端的helix-loop-helix motifs处于比较紧密的关闭

构象(1CFD 17)，而当结合了钙离子后这个helix-loop-helix motifs就暴露在溶液外

面，而使CaM处于打开的构象(1CLL 29)，从而有利于其与靶蛋白相结合。与AdK

和CaM整体的构象变化不同，激酶p38α主要结构变化集中在它的活性loop中（残

基 166-177）。如图 3.5 所示，激酶p38α的ATP和配体的结合口袋是由处在N索结

构的螺旋C与活性loop和富含甘氨酸-loop(glycine-rich loop)一起形成的。在活性

loop中包括了在激酶中高度保守的DFG结构（Asp168-Phe169-Gly170），显示它

们可以形成将苯丙氨酸处于包埋状态的DFG-in构象（1P38 30）和处于与ATP结

合的DFG-out构象（1W83 31）。 目前实验上通过NMR实验32，估计产生这种构

象变化的时间尺度在微妙以上，因此用常规动力学模拟中获得其构象变化是极

其困难的。我们将发展的方法应用到这些体系中，结果发现我们产生的中间结

构与生物实验和其他模拟结果高度吻合，因此本方法方法可以广泛应用到大规
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模的构象变化的体系中去。 

3.2 研究方法 

3.2.1 简振模式分析 

经典的正则模式分析方法中，首先假定给定分子处在局域极小值点附近的

势能是可以用二次型分布近似的。由此，分子的运动可以被分解为一系列独立

的简谐振动模式，即正则模式18。这些正则模式常被视作是分子的运动模式，并

以它们的线性组合来描述分子的整体运动。一个含有N个原子的分子具有 3N个自

由度，其二阶力矩阵H为 3N*3N维，通过对二阶力矩阵H对角化就可以获得每个振

动模式(3N维矢量)。矩阵H的矩阵元可以写作: 

2

H =ij
i j

V

x x


 

                     （式 3.1） 

V是体系势能，xi和xj是原子i和j的坐标。通过将H矩阵进行对角化变化得到

下式 

TH U U                      （式 3.2） 

其中UT是正交矩阵U的转置矩阵，U的每一列就是矩阵H的本征矢量，而对角

矩阵是矩阵H的本征值，或称为正则模式的力常数，这样一共可以获得 3N个振

动模式，其中频率最小的 6 个是本征值为 0 的模式，对应的是平动和转动。从

这些正则模式还可以计算各结构单元的动力学性质，如不同原子之间的波动的

相关性和蛋白质分子构象变化的方向等。 

基于全原子的正则模式分析的缺点主要是计算量非常大，主要体现在 2 个

方面，首先是需要将体系优化到局域极小值点附近，其次是对于H矩阵的对角化。

所以近年来，基于粗粒化的简振模式分析方法被广泛应用。如只利用Ca原子坐

标的弹性网络模型，有基于高斯网络模型（GNM）33, 34和各向异性网络模型(ANM)35-37

两种。另外一种是通过限制体系中的某些运动自由度的方法，如iMod19方法，可
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以大大减少体系自由度，通过使用内坐标的形式，使计算量大大减少，其在构

象变化的研究中也得到了应用。因为简振模式代表着蛋白质运动的方向，计算

得到正则模式后可以利用式 3.3 计算得到蛋白质随着某一个正则模式运动后的

构象 

' k
i i ix x su                       （式 3.3） 

其中xi和xi’为蛋白质沿着简振模式运动前后的构象，s为运动的幅度，

代表其中第i个原子的第k个模式。 

k
iu

3.2.2 使用 NMA 产生构象变化的中间结构 

研究中计算NMA使用的软件是iMOD19。其中AdK蛋白的起始结构为没有结

合抑制剂的 4AKE24，而目标结构为结合了抑制剂的结构 1AKE 25。CaM的起始

结构则为没有钙离子结合的晶体结构 1CFD 17，而它的目标结构为钙离子结合的

结构 1CLL 29。同样的p38的起始和目标结构分别为DFG-in的结构 1P38 30和

DFG-out结构 1W83 31。 

为了产生从起始构象到目标构象的中间结构，我们利用 NMA 迭代产生结构，

使产生的结构逐渐与目标结构接近。在第 k 代中中间结构 )(kR 由下式计算得到： 

)()()1()()1()()1()( )(
)(

k
i

m

i

k
i

kkkkkk uudSRvRR
k

             (式 3.4) 

其中 ( 1)kR  是第 k-1 待产生的结构， 是沿着 个简谐模式的偏移位移。

是步长，
为了控制迭代数目，在这里设置的是 10。

)(kv )(km

)(kS ( 1)kd 

表示第 k 代的起始

结构与目标结构的三维坐标之差， 表示第 k 代的第 i 个正则模式，

则表征了正则模式与结构差之间的相关性。我们通过将 作用在正则模

式中然后通过步长来调节每一步的构象变化。 

)(k
iu )()1( k

i
k ud 

)(k
iu)1(kd 
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),(cos)( )()1(2)(

)(

k
i

k
m

i

k udmC
k

                (式 3.5) 

我们使用式 3.5 来确定最终使用多少个正则模式来产生中间结构。其中

是所需要的最少正则模式数数目，使得这个累计 达到设定收敛值，在本

研究中使用的是 0.8。而为了使中间结构更加合理，我们对每个产生的中间结构

进行 1000 步的分子模拟优化，然后再进行下一步的 NMA 计算。 

)(km

)( )(kmC

3.2.3 伞取样模拟 

为了获得沿着构象变化路径的能量变化，我们使用从上面NMA计算获得的

一系列中间结构作为伞取样模拟的起始结构。在每一个伞取样模拟中，我们在

反应坐标ΔDrmsd中加入了一个简谐势能 iE ： 

2
min, )( irmsdi DDkE                  (式 3.6)    

其中k为力常数，本研究中使用 10 kcal/mol/Å2，其中反应坐标 是每

个结构与起始和目标结构的RMSD之差（

rmsdD

,( t XXRMSD )),( BAt XXrmsd RMSDD  ）

其中 是模拟的瞬时构象，  和 是其中作为参考态的起始和目标的构象，

是 被限制的值。研究中选取这个反应坐标是因为它可以精确表针

构象相对于起始和目标的结构，而且已经在多种生物体系的构象变化中得到了

广泛应用

tX

imin,

AX BX

D rmsdD

14, 38, 39。 

在ΔDrmsd的空间中每隔 0.4 Å作为一个模拟窗口，这样在AdK中有 45 个窗

口，而在CaM有 58 个窗口，而p38α则有 61 个窗口。蛋白和小分子使用的力场

分别为AMBER03 力场40和GAFF力场41。在每个窗口中，将选取的结构首先放在

充满TIP3P的水盒子里，并加入抗衡离子使溶液呈电中性。然后对体系进行优化

和升温：首先利用 10 kcal/mol/Å2的力将蛋白和配体的重原子固定优化，然后使
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用同样的限制在 500 ps内将体系从 0 K升温到 300 K。最后将平衡好的结构使用

10 kcal/mol/Å2 将其限制在反应坐标 iDmin,  中进行 拟。其中对于AdK和

CaM的体系ΔD

2 ns模

rmsd对应的都是蛋白的所有重原子，而在p38中其RMSD计算的

是活性loop区内的重原子。模拟是在 300 K下进行的，时间步长为 2 fs，温度使

用Langevin动力学方法进行控温。所有含氢的原子的键长使用SHAKE算法进行

限制，使用周期边界条件，PME方法计算静电相互作用，非键相互作用的截断

值为 10.0 Å，所有的模拟都在修改过代码的AMBER10 中进行。最后 1.5 ns的数

据用来计算自由能变化，使用的程序(WHAM) ，其中二维自由能的计算采用

的方法与Banavali等 一样。 

22

14

3.3 结果与讨论 

3.3.1 AdK 的构象变化机制 

从X晶体的结构来看，AdK的构象从打开到关闭状态的转变可能是由于配体

结合并诱导产生的42。但是，最近Hanson等43利用单分子FRET实验研究了空的

AdK的柔性，结果发现在水溶液中，即使没有配体存在，AdK也存在着从打开

到关闭的构象转变。而Katherine等44通过使用NMR、FRET和动力学模拟等实验

结果也表明AdK是一个非常柔性的蛋白。而且在实验中还发现AdK从完全打开

的构象到部分关闭的构象是非常容易发生的，发生的时间大概在纳秒级别44，而

蛋白要从完全打开的状态到完全关闭的状态则需要微妙到毫秒的时间，因此他

们的结果显示AdK可能采取群体移动模型。 

我们使用发展的NUMD方法计算得到了空的及有配体的AdK随反应坐标

ΔDrmsd的自由能图景。如图3.1所示：当没有配体时，处于关闭（ΔDrmsd>6.0 Å）

的构象具有较高的能量，是不稳定的；而处于打开的构象（ΔDrmsd<-6.0 Å）则

相对比较稳定。这个结果与无配体结合的AdK的晶体结构只存在打开构象的实

验事实是一致的。另外从图3.1上还可以看出AdK的构象可以在一个很宽的范围
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进行转变，因为ΔDrmsd 从-6.5 Å 到 ~1.0 Å的转变过程中并不存在明显的能垒。

这一结果显示空的AdK蛋白的柔性非常大，可以很快从打开的构象转变为部分

关闭的构象，这点和Hanson等43的实验结果是高度吻合的。为了分析各个结构域

的稳定性，我们通过对符合条件-1.0 Å≤ΔDrmsd≤0.0 Å的结构进行聚类分析得到典

型结构。如图3.2c所示，AdK的ΔDrmsd 从-6.5 Å 到 ~1.0 Å的过程中最大的变化

集中在结构域LID中，而另一个结构域NMP则基本没有变化，这一结果显示结

构域LID的柔性大于NMP，这点和Katherine等的实验结果也是高度吻合的44。 

 

图 3.1 上图：开和关的AdK的晶体结构（PDB号分别为 4AKE和 1AKE），中间

为抑制剂AP5A。下图沿着以反应坐标ΔDrmsd 的构象变化的自由能变化图（黑线

为空，红线为有配体结合）。 
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另外值得注意的是当没有配体存在时，AdK的最低能量的构象并不位于晶

体结构附近(ΔDrmsd=-6.5 Å)，而是更接近关闭的结构（ΔDrmsd =-1 Å）。如图 3.2c

所示，其最主要的构象变化是LID的构象更趋向于关的结构(-1.0 Å≤ΔDrmsd≤0.0 

Å)，而前者的能量比后者高了将近 4.0 kcal/mol，这一结果与Hanson等43通过

FRET实验观察到的实验结果也是比较符合的。他们通过比较结构域LID和

CORE之间的距离，发现空的AdK结构域LID的构象更倾向于关闭的构象。这些

结果显示AdK在溶液中是非常柔性，即使没有配体的结合，它的结构域LID也可

以部分关闭，而结构域NMP则相对比较稳定。 

 

 

图 3.2 有无配体的AdK的三维自由能变化图（a为空的AdK，b为结合AP5A的

AdK）其中反应坐标分别为ΔDrmsd 和RMSDopen (c)空的AdK的典型构象（蓝色）

与控的晶体结构（绿色）和关的结构（红色）的比较。(d)部分关闭的典型结构
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（蓝色）与结合配体的关闭构象的比较，其中AdK的闭合构象绿色显示，同源

蛋白 1S3G用红色显示。 

 

而当AdK与抑制剂AP5A相结合时，其自由能随着反应坐标ΔDrmsd的情况则

明显不同。如图 3.1 所示，当AdK结合抑制剂AP5A后，其处于打开状态的构象

变得非常不稳定，而关闭构象则变得相当稳定。可见抑制剂AP5A的加入，使得

AdK的构象明显的偏向于关闭构象。另外从自由能变化的曲线可以看出AdK与

配体结合后呈现很明显的下山式的转变，只在ΔDrmsd≈4.5 Å的位置存在一个较小

的能垒。通过对没有配体结合的自由能曲线进行叠合，发现在ΔDrmsd=2.5 Å处这

二者具有重合，因此配体与AdK的结合可能发生在这一位置。这样我们可以利

用Marcus 45的电子转移理论来计算这个蛋白的活化能。从以上结果来看，由于

AdK本身柔性很大，在溶液中具有很多的构象，各构象间处于动态平衡过程，

当配体加入时，它可以和AdK的结合构象进行结合，从而影响AdK原来的构象

变化平衡，最终导致AdK处于结合的构象，因此AdK的构象变化应该遵循群体

移动模型（population-shift models）。 

此外如图 3.2 所示,我们计算了以ΔDrmsd和RMSDopen（相对于打开构象的

RMSD）为反应坐标的三维自由能图景。为了定性比较它们的构象，我们对在

动力学模拟过程中符合条件（3.0 Å <ΔDrmsd< 4.0 Å且 7.0 Å <RMSDopen< 8.0 Å）

的构象进行聚类分析结果如图 3.2d所示。结果显示这个构象与完全关闭的构象

的主要区别就是结构域LID比晶体结构更倾向于打开的状态。而且在晶体数据库

中我们发现这种模拟得到的构象也存在于AdK的同源蛋白中，如来源于圆孢芽

孢杆菌的同源蛋白（PDB号为 1S3G 46）。通过将这些结构（实验上的关闭结构

1AKE，同源蛋白 1S3G和模拟得到的典型结构（3.0 Å <ΔDrmsd< 4.0 Å））进行叠

合，发现这三个结构的抑制剂AP5A和周围主要残基的相互作用都是一样的。正

是由于这些相同的结合作用，导致这个构象和晶体结构的构象一样是很稳定的。
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而如图 3.1 所示，当ΔDrmsd≈4.5 Å左右的时候存在着一个较小的能垒，正好对应

着结构域LID打开与关闭。 

Wolf-Watz等47通过动态NMR技术研究了AdK蛋白的结构域LID的柔性与

催化效应的关系，结果显示在嗜温性大肠杆菌中的结构域LID开、关的速率分别

为 kopen 催化速率为 kcat 样

的在细菌Aquifex aeolicus中AdK的结构域LID开、关的转换速率分别是

和 k ,催化速率则为 k 。上述结果

显示AdK的催化速率与结构域LID的打开运动是密切相关的，结构域LID的打开

运动是这类酶催化的限速步骤。我们模拟的结果显示AdK的结构域LID打开与到

关闭过程（ΔD

185286  s ,

12044  sopen

exp((/ kk openclose 

80.4/ openclose kk

11101374  skclose

11001571  sclose

/)** TkGG Bcloseopen 

，而 ；同130263  s

11030  s

2

k cat

rmsd从 2.0 Å到 6.0 Å）的能垒约为 0.62 kcal/mol。根据这个能垒，

可 以 计 算 出 LID 关 闭 的 速 度 比 打 开 的 速 度 大 .85 倍

（ ），而这个和实验上观察到的数值

（ ）是非常接近的，可见我们模拟的结果与实验数据非常吻合

)

47。 

3.3.2 CaM 构象变化机制研究 

钙调蛋白在晶体结构中不仅存在打开和关闭两种状态17, 29，而且当这个蛋白

与靶蛋白或者多肽相结合时，中间的α螺旋会进一步弯曲，形成一系列从完全伸

展到紧密的结构48-50，因此CaM在溶液的柔性是非常大的。我们同样计算得到了

这个蛋白随着构象变化的自由能图景，如图 3.3 所示。结果显示不管有无结合钙

离子，CaM的构象之间进行转变并不存在较大的能量势阱，表明在溶液CaM的

柔性很大。结果显示在空的CaM可以很容易使其构象从ΔDrmsd=-10.0 Å变化到

6.0 Å；同样在钙离子存在时，构象也很容易从ΔDrmsd =-5.0 Å 运动到 10.0 Å。

这个结果显示溶液中不管是否存在钙离子，CaM蛋白都可以存在大量差别很大

的构象。另外从图 3.3 也可以看出，当钙离子结合的时候是倾向于打开的构象，
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而没有钙离子存在的时候则倾向于关闭的构象，这点和实验中观察到的晶体结

构是一致的。 

 

 

图 3.3 上图CaM的开和关的晶体结构（1CLL和 1CFD）。下图沿着以反应坐标

ΔDrmsd 的构象变化的自由能变化图（黑线为无钙，红线为有钙结合）。 

 

我们通过对PDB数据库中存在的CaM的结构进行搜索，结果发现存在着大

量结构各异的构象。尤其值得关注的是我们发现没有结合靶蛋白的构象（包括

晶体结构和NMR结构）大都存在于我们模拟得到的转变路径中（见图 3.4 a和

4b）。 其中，CaM的NMR结构 1CFD（没有钙离子）和 1DMO（与钙离子结合）

包含着构象各异的结构。在转变路径中，前者的结构集中于关闭的构象而后者

包含的结构则分布更为广泛，这个与X晶体结构上捕捉到这两个结构的结果是一
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致的。这些结果进一步显示我们使用的这个方法可以有效地捕捉到与实验符合

的中间结构。另外从自由能图景上可以看出CaM不管有无钙离子存在都显示出

极大的柔性，而钙离子的存在只是影响了它的动态平衡，显示这个蛋白的构象

变化也符合群体移动模型48。 

 

图 3.4 CaM的三维自由能变化图(a为空，b为结合钙离子)其中反应坐标分别为

ΔDrmsd 和RMSDopen  

 

3.3.3  激酶 p38构象变化机制研究 

为了考察抑制剂结合导致p38α的构象变化的机制，我们把没有配体的

DFG-in的晶体结构（1P38 30）和有抑制剂L11 结合的处于DFG-out构象31作为模

拟的起始和目标结构。在这个体系中由于蛋白整体并没有大的构象变化，而只

有活性残基loop具有较大变化，所以为了更加清晰地分析这个loop的构象变化的

能量情况，我们集中于分析活性loop区域的ΔDrmsd，并计算获得构象变化的自由

能图景。如图 3.5 所示，发现不管有无配体结合，都存在 2 个明显的局域极小值，

对应着DFG-in 和DFG-out构象，它们中间存在着一个很大的能垒。这一结果与

前面的 2 个体系相比，具有明显不同的图形，揭示p38α蛋白构象变化的机制可
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能与AdK和CaM不同。 

 

图 3.5 上图p38α激酶的晶体结构和DFG附件的放大图，其中DFG-in的结构是来

自(1P38)，而DFG-out来自 1W83。下图沿着以反应坐标ΔDrmsd 的构象变化的自

由能变化图（黑线为无配体，红线为有配体结合）  

 

如图 3.5 所示，在没有抑制剂的时候，DFG-in状态比DFG-out状态的自由能

约下降 7.0 kcal/mol，而且这两种状态转变的能垒高达 16.4 kcal/mol。由此可见

没有抑制剂存在时，p38的DFG-in构象不管是在动力学，还是热力学上都很稳

定，这点和使用NMR很容易观察到DFG-in构象，而几乎观察不到DFG-out的构

象的实验结果一致52, 53。另外在PDB数据库中，p38存在大量的DFG-in的构象，

却只存在为数不多的DFG-out的构象的实验结果也是一致的54。通过文献调研发
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现，这里的计算结果与其他使用动力学模拟得到的结果也非常相似，如Lovera

等55利用MD模拟获得的c-Src和c-Abl 结合imatinib的能量差分别为 4.0±0.5 和

6.0±0.5 kcal/mol。此外这里计算获得的活化能也与计算获得的同源蛋白CDK5 15

和c-Src 56的活化能（~16-20 kcal/mol和~20 kcal/mol）也是高度一致的。  

Vogtherr等32利用在NMR中监测F169 的氨基的信号的方法，推测空的p38α 

是处于DFG-in到DFG-out构象的动态平衡过程，但是这个过程的发生是比较慢的

过程，时间尺度估计在微妙到毫秒范围。为了与实验结果进行比较，我们利用

Kramers理论计算了空的p38α从DFG-in 到DFG-out转变发生的时间，使用的公式

如下所示：  

)exp(
2

)exp(
2 TkB *

min
2
min

*

maxmaxmin Tk

G

D

Tk

Tk

G

D
t

B

outinB

B

outin  









      （式 3.7） 

其中 min  和 max 分别代表频率，即在自由能图中DFG-in到中间状态的曲

率， minD 和 maxD 分别为处于 2 种状态的扩散系数， * 为能垒高低，outinG  是波

尔兹曼常数， 由于T是温度。 min 可以近似为 max ，而 也可近似为D ，如

图 3.5 所示， *G 为 16.4 kcal/mol，

minD max

outin min  为 -1。而 通过将空的 α

在显性水中进行 分子模拟计算得到 为 3.62×10

1.32 s minD p38

10ns的 ， 2/s。

结合到p38α的时候，DFG-in状态的能量比DFG-out的能量还

高 4

-9 m 利用式 3.7 计算

得到构象转换时间为 5.9 ms，和实验上观察到的时间尺度是比较符合的。另外

D.E. Shaw57利用长时间动力学模拟和荧光淬灭实验发现同源蛋白c-Abl的

DFG-in到DFG-out的构象转变发生的时间尺度在 10 毫秒量级，与我们的计算结

果也是吻合的。 

而当抑制剂L11

.8 kcal/mol，而且能垒降低到 9.0 kcal/mol，与没有配体时相比下降了近 7.2 

kcal/mol（见图 3.5）。与之相反，从DFG-out转变成DFG-in的能垒则达到了 13.0 

kcal/mol, 比没有配体时高了 4.3 kcal/mol。这些结果显示，配体L11 的结合不仅
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将DFG-in转变成DFG-out的能垒下降，而且还稳定了DFG-out的构象，使蛋白处

于DFG-out的构象而不能重新转变成DFG-in的构象。为了考察抑制剂对中间结构

的影响，我们计算了以ΔDrmsd和RMSDDFG-in（相对于DFG-in结构的RMSD）为

反应坐标的三维自由能图景（见图 3.6a和 3.6b）。从中可以看出中间状态主要位

于 0.0 Å <ΔDrmsd< 2.0 Å且 5.0 Å <RMSDDFG-in< 8.0 Å的范围，因此，我们对动力

学轨迹中符合这个条件的构象进行聚类，得到了典型结构如图 3.6c和 3.6d）所

示。 

 

 

图 3.6  有无配体结合的p38α的三维自由能变化图(a为空，b为结合L11)其中反应

图中可以看到在没有结合配体的p38α中间结构中，F169 能够与K53 形成

阳离

坐标分别为ΔDrmsd 和RMSDopen。c为将DFG-in、DFG-out和中间状态结构叠合的

示意图。d和e分别为空的和结合配体的p38α的中间状态结构图。 

 

从

子-π相互作用，而同时D168 的羰基可以和N154 的侧链形成氢键，同样的

作用在结合配体L11 时也存在。另外配体L11 还可以与F169 形成π-π相互作用，
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进一步稳定中间状态的构象。Filomia等58通过加速MD方法也同样发现中间状态

的结构中存在F169 与K53 形成的阳离子-π作用，显示这个作用在DFG-in 到 

DFG-out的转变过程中起着重要作用。我们的结果显示，L11 不仅可以结合

DFG-out构象，也可以与DFG-in构象相结合，配体的存在使得这两种构象的自由

能发生改变，同时降低了转变的能垒，从而促使DFG-in的构象往DFG-out的构象

改变，显示p38α蛋白的构象变化更可能采取的是诱导契合的模型。 

3.4 小结 

最近几十年来，与生物体功能密切相关的蛋白质构象变化越来越受到人们

的重视，很多实验和理论的方法被提出用来解释蛋白质构象变化的分子机制。

然而由于捕捉中间状态的困难，导致对其机制的了解并不清晰。其中最主要的

问题就是：蛋白质构象变化与配体结合的关系到底是什么？其中最主要的理论

有诱导契合模型和群体移动模型。诱导契合模型则是在 1958 年提出，基于的理

论是：酶是具有一定柔性结构的蛋白质分子，它的活性位点在结合底物的过程

中会通过与底物分子相互作用，不断发生一定变化以适应配体的结合59。而群体

移动模式42, 60, 61则是近年来提出的一种新的酶与底物的结合模式，其基于的假设

是，酶在溶液中同时存在不同构象，一种构象(构象A)为适合底物结合的构象，

而另一种(构象B)则不适合，这两种构象之间保持着动态平衡。在没有底物存在

的情况下，构象B占主导地位；当加入底物后，随着底物不断与构象A结合，溶

液中构象A含量下降，两种构象之间的平衡被打破，导致构象B不断地转化为构

象A。 

  在本章中我们使用发展的简振模式分析与伞取样动力学模拟相结合的方法

对蛋白质及其与配体结合的构象变化进行研究，通过对构象变化的路径及自由

能图景的计算来考察蛋白质构象变化是由哪些因素决定的。通过对有无配体的

AdK 及 CaM 体系的研究发现这 2 个体系在溶液中都是高度柔性的，配体的加入
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只是影响了溶液中的构象平衡，使得空的状态自由能升高，变得不稳定，而对

结合的构象达到了稳定的作用，从而使溶液中的构象变化平衡发生改变，最终

稳定在结合构象，显示在这 2 个体系中蛋白发生的构象变化是以群体移动模型

为主的。但是我们对激酶 p38α的研究发现它的行为与前面 2 个体系完全不同：

无论有无配体存在，这个蛋白都存在着 2 个极小值，而且中间存在着一定的能

垒。配体的作用不仅仅是使蛋白的结合构象更加稳定，另一个更重要的作用在

于配体可以稳定中间结构，从而使得构象转变的能垒大幅下降，使得原本不易

从 DFG-in 构象到 DFG-out 构象的转变变得可能，因此这个体系更符合诱导契合

模型。从这些模拟体系的结果来看，群体移动模型和诱导契合模型都存在于蛋

白质构象变化的体系中，而不同的蛋白会根据其功能的不同而选择不同的方式。

另外我们通过与实验及其他模拟结果的比较发现本章使用的这种方法可以有效

获得准确的自由能图景，其在蛋白质大规模构象变化中具有较好的应用前景。 
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4. 第四章 基于QM/MM研究蛋白和配体间的可极化效应 

4.1 引言 

在生物体内，蛋白分子和配体相互作用是蛋白质分子发挥生物功能的重要

途径，如抗原抗体的结合、酶催化反应等1。因此蛋白质与配体相互结合过程的

研究就成为研究蛋白质功能和药物分子设计的一个核心问题2。由于蛋白质和配

体在相互作用的过程中通常会引起体系性质的改变，如电学、光学性能或构象

的变化，因此其在材料科学和分析科学中也有重要应用3。最早关于蛋白质配体

相互作用的理论是E. Fisher于1894年提出的“锁钥学说”4。随后，1958年Koshland

提出了诱导契合的概念，即受体和配体在相互作用的过程中会伴随着相应的构

象变化4。目前诱导契合的理论已成为当今生物分子之间相互识别、相互作用和

有机分子自组装等领域的基础4。 

蛋白质和配体的结合自由能是表征其相互作用的一个重要的物理量，所以

其准确获得在药物设计领域是非常重要的2。目前实验上的测定方法主要有等温

滴定量热法（Isothermal Titration Calorimetry）5和基于表面等离子体技术的

biacore技术6。虽然这些实验方法可以获得准确的结合热力学性质，但由于蛋白

质表达纯化及实验条件的限制，这些方法是非常费时费力的，并不适合大规模

的药物筛选。 

近年来，随着计算化学和分子模拟方法的发展，出现了很多结合自由能的

计算方法7-14。最简单的是基于经验方程的计算方法，如定量构效关系14和在分

子对接程序中广泛应用的打分函数13。然而定量构效关系很多情况下并不能明确

给出模型的物理意义，而且所得模型的预测能力很大程度上受到实验数据的限

制。分子对接所采用的打分函数则很依赖于其训练集的选取，不能很好地考虑

体系的柔性以及溶剂效应，而这些在结合自由能的准确计算中起重要作用12。 
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分子动力学模拟不仅可以获得蛋白质和配体的结合自由能，还可以考察蛋

白质与配体相互作用的动态行为，已经成为药物设计的重要理论工具11。目前通

过分子动力学方法获得结合自由能的方法有MM/PB(GB)SA（Molecular 

Mechanics/Poisson-Boltzmann or Generalized Born Surface Area）9, 10，自由能微扰

和热力学积分方法7, 8等。虽然基于统计力学的自由能微扰和热力学积分可以获

得更准确的结果，但是此方法计算量相对较大，而通过MM/PB(GB)SA的方法计

算得到的结合能和生物测试值不一定完全符合，但是由于其获得的结果与很多

生物体系的结合自由能具有很好的相关性，因而在实际研究中也得到了广泛应

用15。 

在蛋白质和配体结合自由能计算中起关键作用的是分子力场16，最近通过比

较使用可极化力场和非极化力场获得的结合自由能，发现可极化力场在结合自

由能的准确计算中具有较大的优势17-22，这些研究也表明原子间的极化作用在蛋

白质和配体的相互作用中起着重要作用。如Ren等利用AMOEBA可极化力场研

究苯甲脒类抑制剂与胰蛋白酶的相互作用时发现静电极化起着不可忽略的重要

作用21, 22。但是目前常用的力场，如CHARMM23，AMBER24, OPLS25和GROMOS26

等都采用固定点电荷的描述方式，不能有效考虑原子间的极化效应，所以在蛋

白质和配体相互作用的计算上具有一定的缺陷，如Tong等27在研究生物素

（biotin）和亲和素（avidin）的结合自由能的时候发现非极化的力场，如

AMBER03 和AMBER94 力场都不能分辨出生物素BTN1 和其类似物BTN2 的结

合自由能的差别，而只有通过利用量化计算获得的极化电荷后，才能正确分辨

出这 2 个配体的结合自由能的区别。 

量子力学（QM）方法可以精确考察原子间的电子效应和量化效应，其在酶

催化、结合自由能的计算中已经起到了重要作用28。但对于蛋白质的尺寸来说，

目前量子力学所能处理的体系还是太小，故其在生命体系中的应用受到了极大

限制。为了扩大量子力学应用体系出现了将量子力学与分子力学方法结合起来
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的QM/MM方法29, 30，即将体系中的重要部分使用QM来精确描述，而对体系中

起环境作用的部分使用MM来描述。这种联用方法的好处在于不仅具有QM计算

的准确性，还克服了QM处理体系较小和一些小分子力场参数难以准确获得的缺

陷，扩大了量子力学和分子动力学的研究范围，已经在实际中得到广泛应用31, 32。 

本章为了准确计算蛋白质和配体间的结合自由能，首先利用 QM/MM 方法

得到

 电荷的计算 

基于分而治之的思想，发展了MFCC的方法，这

基准划分成N个体系，如图 4.1

每个残基的精确的静电势，通过电荷拟合的方法得到每个原子的精确电荷，

然后利用这种考虑了极化效应的电荷进行动力学模拟，通过比较 QM/MM 电荷

和 AMBER03 电荷的计算结果来考察此种方法的适用性和极化作用的影响。为

了验证此方法，我们挑选了 2 个研究体系：一是雌激素受体(ER)结合相似的小

分子（W23 和 W23H），另一个是野生型和突变体 F130L 的亲和素结合同一个

生物素（BTN）。计算的结果发现，使用了 QM/MM 电荷后的得到的结合自由能

与实验结果比较相符，而使用常规的 AMBER03 力场则不能很好地区分这 4 个

体系，从而也验证了此种 QM/MM 电荷的合理性和在计算小分子和蛋白的结合

自由能计算中考虑极化效应的重要性。 

4.2 研究方法 

4.2.1 QM/MM

    华东师范大学的梅晔等人

种方法在多种蛋白-配体和蛋白-蛋白相互作用中得到验证27, 33-35。我们利用类似

的分而治之的思想，采用分块的方法，将具有N个残基的蛋白质以残基为基础划

分成N个QM/MM计算的体系，然后对每个体系进行QM/MM计算，获得各自的

静电势，进而拟合得到每个原子的点电荷，最后通过迭代的方法得到一个收敛

的蛋白质全原子的电荷，具体方法如下： 

    首先将具有N个残基的蛋白质以每个残基为

所示。其中每个体系包括核心量化区，过渡量化区，分子力学区和溶剂化电荷
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区四个部分。其中核心量化区就是分块得到的第i个残基的原子，过渡量化区是

指与核心量化区原子直接相连的残基，将这些残基包括在量化区可以减小量化

计算的边界效应，让计算得到的残基的静电势更加准确。然后将体系中的其他

原子作为分子力学区原子。因为量化计算通常是在真空中进行的，而目前的研

究表明溶剂化效应对体系的影响非常大。因此为了考虑溶剂化效应，我们使用

软件DELPHI获得蛋白质的溶剂化电荷36，然后将这些电荷以背景电荷的方式放

在QM/MM计算中。所有的量化计算均使用高斯 09 中的ONIOM方法37，其中量

化方法采用的方法是B3LYP，基组使用 6-31G*，而分子力学使用的是AMBER

力场38。接下来，将量化计算得到的每个残基的静电势用RESP方法39, 40重新拟合

得到各个原子的点电荷。最后判断此时得到的电荷和原来的电荷是否收敛，如

果不收敛，利用更新的电荷重新进行QM/MM计算直到收敛为止。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.1 图 蛋白质分解成 QM/MM 区的示意图。第 N 个残基的原子划分成核心量化

区的原子，与其相连的 2 个残基的原子划分成过渡量化区，而体系中的其他原

子则划分为分子力学区。 
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4.2.2 分子动力学模拟 

由于氟代化合物在活性和代谢方面具有的优良性质，近年来其在药物分子

设计中得到广泛关注41。通过文献调研发现将雌激素受体(ER)的配体W23 的 3

个氟原子变成氢原子的话（W23H），这个化合物的活性比W23 下降了近 33 倍

42，在本章中我们想通过分子动力学模拟计算来研究这个活性丧失的机制。W23

和雌激素受体形成的复合物来自X-ray晶体结构 3OMQ42，如图 4.2 所示。这个

晶体结构的 1 到 263 号残基是缺失的，由于小分子结合口袋在另外一边，在模

拟中没有补齐这部分残基。此外，在小分子结合域中缺失了 417-424 这 8 个残

基，我们利用Discovery Studio 2.543将其补齐。而W23H-雌激素受体的复合物结

构则是通过将W23 的三个氟取代成氢获得。 

 

 

图 4.2 （A）雌激素受体和其配体 W23 的晶体结构；（B）为其结合口袋周围残
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基的放大图；（C）和（D）分别为小分子 W23 和其氢化物 W23H 的化学结构示

意图。 

 

另一个研究体系是生物素(BTN)结合野生型和F130L突变体的亲和素，通过

文献发现44， 130 号残基的这个突变（F130L）造成了BTN活性近 975 倍的下降，

而比较晶体结构上并没有发现野生型和突变体有什么变化（如图 4.3 所示），使

用的晶体复合物分别来自晶体结构 1MK545和 3MG544。 

 

 

图 4.3 （A）和（B）分别为野生型和突变型 F130L 的生物素亲和素的晶体结构，

PDB 号分别为 1MK5 和 3MG5，其中 Y43,N23 和 D128 是位于突变残基 F130 附近的

能与 BTN 形成氢键的残基。 
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在所有的模拟中，蛋白质分子使用的力场都是AMBER0338，晶体结构中缺

失的氢原子使用tleap补齐。使用高斯 09 软件在B3LYP/6-31G*级别上分别计算

了小分子BTN、W23 和W23H的静电势，通过RESP39, 40方法拟合得到了这些小

分子的原子电荷。其他的力场参数，如Lennard-Jones项，键扭转和角弯曲等项

使用的GAFF 力场参数46。另外为了考察我们的极化方法，我们将蛋白质原子

的电荷分别使用QM/MM电荷替换，这样一共具有 8 个体系，详细情况见表 4.1。 

 

表4.1动力学模拟体系信息 

轨迹 体系 模拟时间(ns) 电荷 

A1 ER-W23 R03 AMBE 20 

A2 ER-W23 QM/MM电荷 20 

A3 ER-W2H AMBER03 20 

A4 ER-W2H QM/MM电荷 20 

B1 WT-BTN AMBER03 20 

B2 WT-BTN QM/MM电荷 20 

B3 F130L-BTN AMBER03 20 

B4 F130L-BTN QM/MM电荷 20 

 

我们将得到的复合物和结晶水分子放在立方体的TIP3P水盒子里，其中盒子

边缘距离溶质的最短距离为 10 Å，然后向体系加入适当的抗衡粒子中和体系的

电荷。为了模拟pH=7 的状态，我们在模拟中使用经过H++47滴定得到残基的质

子化状态。使用PME方法48处理长程静电相互作用，截断半径为 10 Å。含氢原

子的键长的使用SHAKE算法49来限制，设定的时间步长为 2 fs。 
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对每个体系分两步进行优化：第一步，以 500 kcal/mol/ Å2的力约束溶质对

体系进行 2500 步最陡下降法和 2500 步共轭梯度法优化；第二步优化时去除约

束力，对系统分别进行 5000 步的最陡下降法和 5000 步的共轭梯度法优化。然

后每个体系在 2 ns 内将温度从 0K加热到 300K，随后进行 2ns的恒温恒压动力

学平衡（NPT系综）。在升温和平衡过程中，都对蛋白和配体加上弱限制（力

常数为 1 kcal/mol/ Å2）以减小体系波动。最后在 300K NPT系综下进行 20ns的

常规分子动力学模拟。 

4.2.3 MM/GBSA 计算结合自由能 

此方法是将结合自由能分解成 3 部分能量，即包括分子力学势能（EMM）,

溶剂化能（Gsol）和熵（SMM），如式 4.1 表示： 

MM sol MMG U TS E G T S              （式 4.1） 

获得体系的结合自由能则需要通过式 4.2 计算得到： 

MM solG E G T      S                 （式 4.2） 

其中 和 分别指在真空中的使用分子力学计算的结合内能和构象

熵变，而 则是体系的溶剂化自由能之差。在实际计算中

MME

solG

ST

MME 分解成范德

华和静电相互作用两项，而 则分解成极性溶剂化能和非极性溶剂化能两

项，分别使用式4.3和4.4计算得到： 

solG

MM eleE E E     vdw                    （式4.3） 

sol pol nonpolG G G                      （式4.4） 

其中 是利用OnufrievpolG 50等人发展的GB模型计算所得，而溶剂和溶质的介

电常数分别被设为80和1。非极性部分 nonpolG 是基于溶剂可极化面积（SASA）
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来计算 ： 

nonpolG SASA                     （式4.5） 

其中 为体系溶剂可极表面积，利用LCPO 算法计算得到SASA 51，而 和 分

别设为 0.0072 kcal·mol-1·Å-2 和0.0 kcal·mol-1。 

translational rotational vibrationalS S S S                   （式4.6） 

结合过程中的熵变包括了转动、平动和振动三个部分，构象熵变则通过式

4.6计算得到，我们利用Amber 10中的NMODE模块计算得到。 

4.3 结果与讨论 

4.3.1 雌激素受体与 W23 和 W23H 结合动力学分析 

由于不同的配体所具有的极化效应是不一样的，当结合不同的配体时蛋白

质的静电势有着一定区别的，如图4.4A和B所示，当蛋白质结合了小分子W23

和W23H后，获得的QM/MM电荷与AMBER03的电荷相比，都具有较大的区别

的。而且如图4.4C所示，即使配体的结构只具有微小的改变，其也可造成整体

蛋白的静电势的重新分配，尤其是在离配体很近的位置。从我们获得的QM/MM

电荷的区别主要集中在配体近的地方（原子序号分别在500，2400和3500前后，

见图4.4C），而在离配体较远的地方的其静电势受其影响则比较小。 

   为了评估体系是否达到动力学平衡，我们计算了体系主链重原子的 RMSD

随模拟时间的变化曲线。从图 4.4 可以看出，主链重原子的 RMSD 值在 10ns

后趋于平稳，因此后面的 MM/GBSA 使用的是 10ns 后的结构。 
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图 4.4 （A）和（B）分别是量化计算得到的蛋白质各原子电荷与 AMBER03 力

场中电荷之差(A 来自 W23 复合物，B 来自 W23H 复合物)；（C）是 W23 复合

物和 W23H 复合物之间各原子电荷之差。 

 

图 4.4 体系主链重原子的 RMSD 随时间变化的情况。（A）中黑线和红线分别来

自轨迹 A1 和 A2；（B）中的黑线和红线则分别来自轨迹 A3 和 A4。 
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在晶体结构中发现（见图 4.2B），结合口袋中的R346 和E305 可以与配体形

成的氢键。为了考察这个氢键的动力学行为，我们计算出这个氢键随时间变化

的曲线，如图 4.5 和 4.6 所示。结果显示这 2 个残基与配体W23 形成的氢键在动

力学模拟中都比较稳定，显示出这些氢键在配体的结合起着重要作用。而且

Sabine等42发现将W23 的羟基还原成氢，使配体失去形成氢键的能力，则这个化

合物就彻底失去活性。另外通过比较可以发现使用QM/MM电荷后，体系氢键的

波动性与使用AMBER03 电荷相比会小一点，说明极化作用也有利于稳定氢键

相互作用，这点与Tong等人27的模拟结果是极其一致的。 

 

 

图 4.5 动力学模拟中 R346 和 E305 与配体 W23 形成的氢键随时间变化曲线（左

边来自轨迹 A1,右边红色来自轨迹 A2）。（A）R346 与 W23 形成的氢键；（B）

E305 中的羧基中的氧原子（OE1）与 W23 形成的氢键;(C) E305 中的羧基中的

氧原子（OE2）与 W23 形成的氢键。 
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图4.6 动力学模拟中R346和E305与配体W23H形成的氢键随时间变化曲线（左

边来自轨迹 A3，右边红色来自轨迹 A4）; （A）R346 与 W23 形成的氢键；（B）

E305 中的羧基中的氧原子（OE1）与 W23 形成的氢键;(C) E305 中的羧基中的

氧原子（OE2）与 W23 形成的氢键。 

 

4.3.2 MM/GBSA 计算雌激素受体与 W23 和 W23H 的结合自由能 

通过MM/GBSA计算我们发现当使用AMBER03 力场时，W23 和W23H这 2

个配体的结合自由能非常接近，只有-0.13kcal/mol之差，而使用了QM/MM电荷

后，其结合自由能之差有-3.49kcal/mol(见表 4.2)。后者与其生物活性数据（△△

G~-2.09 kca/mol）比较吻合42。 
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表 4.2 MM/GBSA 计算得到的 ER 与配体（W23 和 W23H）的结合自由能 

 (单位为 kcal/mol) 

轨迹 △Eele △Evdw △Egas △Ggb △T S △G △△G 

A1(W23) -25.10 -32.03 -57.13 -26.38 -16.67 -9.70 -0.13 

A3(W23H) -30.53 -29.47 -60.00 37.01 -17.51 -9.57  

A2(W23) -24.84 -32.65 -57.49 -31.5 -18.11 -13.39 -3.49 

A4(W23H） -26.85 -30.37 -57.23 -26.78 -16.88 -9.90  

 

进一步分析结合自由能的各项组成部分，我们发现 AMBER03 不能有效区

分这 2 个配体的相互作用，，尤其在于△Eele 和△Ggb 这两项，由于这 2 项能量

都直接与电荷相关的，由此可见静电极化作用在其中起着重要作用，因此考虑

了极化效应的 QM/MM 电荷的模拟计算具有更好的结果。 

另外通过比较△Eele和△Evdw这 2 项也可以发现在这个体系中，静电作用

没有范德华作用起的作用大，如对化合物W23 而言，静电作用为-24.84 kcal/mol，

而范德华力作用则为-32.65 kcal/mol，这点和晶体中观察到配体周围都是疏水性

残基，主要通过疏水作用是一致的。如图 4.2B所示，ER蛋白的结合口袋是个非

常疏水的口袋， W23 周围除了R346 和E305 外，其余全是疏水性残基。为了定

性的考察此蛋白和配体的疏水作用，我们利用软件ligplot4.452对体系进行疏水分

析。如图 4.7 所示，其活性口袋附近的非极性残基如I298，I301，L339，M336，

M340 和F356 等形成的疏水作用在动力学模拟过程中都相当稳定。尤其是其中

的F356,可以与配体形成典型的CH-相互作用，因此在蛋白质-配体相互作用中

起着重要作用。 
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图 4.7 动力学模拟中蛋白质疏水残基与配体W23和W23H形成的疏水作用随时

间变化曲线（左半边来自轨迹 A2，右半边来自轨迹 A4）。 

 

4.3.3 BTN 与亲和素及突变体 F130L 的动力学分析 

    BTN与野生型和F130L的晶体结构显示BTN可以与其口袋中的多个残基形

成氢键相互作用（见图4.3A和B），在其突变的位置附近可以与配体形成氢键的

残基有Y43，N23和D128。 

如同ER体系一样，我们首先分析了蛋白质各原子的QM/MM电荷和

AMBER03电荷的区别。如图4.8所示，计算所得的电荷和AMBER03电荷也有着

很大的区别。通过比较突变体和野生型中的相同原子的电荷，我们发现其电荷

发生主要变化的地方主要是在发生突变的残基周围（如原子序号500, 1200及

1700附近）。这一发现进一步说明体系内即使只有很小的地方发生变化，也可造

成体系的静电势有较大的变化，而通过QM/MM方法可以比较准确地反映出这种

静电势的变化。 
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图 4.8 （A）和（B）分别是量化计算得到的具有野生型和 F130L 的亲和素的蛋

白质各原子电荷与 AMBER03 力场中电荷之差；（C）是野生型和 F130L 之间各

原子电荷之差（其中去除了突变体残基的原子电荷）。 

     

   了评估这个体系的动力学稳定性，同样计算了其主链重原子的 RMSD 随模

拟时间的变化曲线。如图 4.9 所示，主链的 RMSD 都在 1.5 Å 以内，而且在 10ns

后体系基本处于平衡，其后 10ns 的结构的 RMSD 变化在 0.5 Å 以内，因此我们

仍然取后 10ns 的结构用于 MM/GBSA 的计算。 
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图 4.9 体系主链重原子的 RMSD 随时间变化的情况。（A）中黑线和红线分别来

自轨迹 B1 和 B2；（B）中黑线和红线则分别来自体系 B3 和 B4。 

 

图 4.10 动力学模拟中野生型的亲和素残基 Y43，N23 和 D128 与 BTN 形成的氢

键随时间变化曲线（左半边黑线来自轨迹 B2,右半边红线来自轨迹 B1）。 
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    如同 ER 体系一样，我们分别比较了使用和未使用 QM/MM 电荷的氢键随

时间变化曲线（见图 4.10 和 4.11），结果同样发现，使用 QM/MM 电荷后，体

系氢键的稳定性加强。而 BTN 主要是通过这些氢键相互作用来维持其相互作用

的。通过比较 BTN 与野生型和 F130L 的体系（图 4.10 和 4.11），我们发现 Y42

与 BTN 形成的氢键在野生型中非常稳定，而在突变体 F130L 中则不稳定，这一

氢键的丢失可能导致了 F130L 活性的下降。 

 

 

图 4.11 动力学模拟中 F130L 亲和素的残基 Y43，N23 和 D128 与 BTN 形成的

氢键随时间变化曲线（左半边黑线来自轨迹 B4，右半边红线来自轨迹 B3）。 
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4.3.4 MM/GBSA 计算 BTN 与亲和素及突变体 F130L 的结合自由能 

我们发现当使用AMBER03 力场的时候，这 2 个体系的结合自由能非常接

近，只有-0.34kcal/mol之差，而使用了QM/MM电荷后，其结合自由能之差为-5.34 

kcal/mol，与其生物活性数据(△△G=-4.2 kca/mol）是非常符合的44。 

进一步分析结合自由能的各项（如表 4.3 所示），我们发现 AMBER03 不能

有效区分这 2 个体系的相互作用主要在于△Eele。在使用了 QM/MM 电荷后， 

BTN 和野生型蛋白质的静电作用（-122.04 kcal/mol）明显大于其与 F130L 突变

体（-99.07 kcal/mol），但是使用 AMBER03 力场其数值则分别为-75.62 和-79.74 

kcal/mol，野生型的静电作用甚至弱于突变体。可见静电作用在这个配体中起着

至关重要的作用，这个和 BTN 与体系内多个残基可以形成较强的氢键相一致，

因为氢键主要是静电作用性质的，所以在这个体系中的静电作用起着至关重要

的作用。 

 

表 4.3 MM/GBSA 计算得到的 BTN 与亲和素及突变体 F130L 的结合自由能 

 (单位为 kcal/mol)  

轨迹 △Eele △Evdw △Egas △Ggb T△S △G △△G 

B1(WT) -75.62 -32.06 -107.67 -28.78 -21.14 -7.64 -0.34 

B3(F130L) -79.74 -32.07 -111.81 -27.8 -20.5 -7.30  

B2(WT) -122.04 -25.63 -147.67 -45.89 -20.82 -25.07 -5.34 

B4(F130L） -99.07 -27.92 -126.99 -37.48 -17.75 -19.73  

 

4.4 小结 

本章中所采用的基于分而治之的 QM/MM 电荷的方法可以得到考虑蛋白质

和配体极化作用的电荷，在对选取的 2 个体系的研究中发现，使用这种电荷可
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以比较精确地区分出相似配体之间或不同突变体之间的活性差异。另外研究也

发现了在动力学模拟中考虑这些极化效应的必要性。研究结果表明 MM/GBSA

方法虽然是一种基于参数化的结合自由能的计算方法，然而将其用于合理的体

系中（如用来比较同系物或不同蛋白突变体中的作用）是具有潜在使用价值的。 

本章使用的 QM/MM 电荷是对单个结构进行的量化计算，而实际上蛋白质

的静电势还会随着构象的变化而发生改变，所以为了更加准确地描述蛋白质的

极化效应，一个改进的方法是每隔一段时间重新拟合电荷。另外目前对单个残

基使用 RESP 方法来拟合电荷，因此还不能考虑残基之间的电荷转移效应，而

这个在很多具有较强的极化作用的体系中经常发生。因此，本研究工作的下一

个发展方向在于如何考虑残基之间的电荷转移效应。 
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5. 第五章 铵离子通道AmtB转运氨和甲胺分子机制的模拟研究 

5.1 引言 

细菌和植物的生长离不开铵盐，在体内它们会利用氨合成必需的氨基酸。

当胞外氨的浓度比较低，主动扩散不足以满足细菌和植物生长时，就需要通过

专门的铵离子通道来传递氨1。而在人和动物体中，当铵盐浓度过高时，会引起

细胞毒性，也需要通过相应的通道蛋白将体内多余的氨排出体外，保持细胞内

的酸碱平衡，因此，氨的跨膜转运在生命活动中起着关键作用2, 3。 

植物和真菌中负责氨转运的蛋白是铵离子通道 (Ammonium transporters, 

Amts)，它在细菌和人的同源蛋白分别是甲胺通道(Methylamine permeases, MEPs)

和Rh蛋白4-7。自从铵离子通道被发现以来，通过各种生化实验的研究，对这类

通道有了比较深的理解，最近有很多关于铵离子通道的功能及转导机制的综述

报道8-12，其中AmtB是氨通道蛋白家族中研究得较多的成员。 

研究发现AmtB传递氨是浓度依赖的，当胞外铵离子浓度较高时，由于氨分

子扩散就可以满足细胞的正常生长，此时细胞内的PII蛋白家族的成员GlnK就会

和AmtB相结合，形成复合物，从而抑制其转运氨的功能；而当胞外铵离子浓度

较低时，GlnK 就不与AmtB 形成复合物，AmtB 就发挥转运铵的功能3, 13, 14。 

随着2004年AmtB的晶体结构的解析15, 16，近年来其家族的各种同源蛋白也

相继被解出，如来自Archaeoglobus fulgidus的同源蛋白Amt117和来自人的同源蛋

白RhCG7等。但是有关铵离子通道转运氨的机制还是具有较大争议。目前关于

AmtB传导氨的机制至少有四种，即电中性的氨15, 16, 18-20, NH3/H+协同转运10, 20-23, 

NH4
+/H+逆向转运24, 25和 NH4

+ 转运26, 27。而晶体结构显示此类蛋白是个狭窄的

疏水性的通道，因此适合中性分子通过，最近通过理论计算的结果也支持铵离

子首先被通道聚集，然后以中性分子通过的机制22, 28-39。 
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在实验上被广泛用来研究AmtB功能的有pH染料电极和同位素标记实验20, 

26。由于pH染料电极的分辨率及实验的难度，利用同位素标记的办法来研究

AmtB机制则是更为广泛使用的方法。不过由于氮同位素的半衰期比较短，在实

验上使用更多的是氨的类似物甲胺分子20, 40-42。随之而来的问题就是在研究

AmtB及其突变体的功能时，甲胺分子是不是个有效的氨分子的模拟物。通道和

配体在原子水平上的作用又是怎么样的呢？这些问题在生物实验上是没法解释

的。而且目前也缺乏系统的理论研究来比较AmtB在传导氨和甲胺分子的差异，

如Hu等38利用QM/MM方法研究了不同配体在通道的胞外结合位点Am1和AmtB

的结合强度，结果显示氨和甲胺的结合强度在同一数量级，显示铵和甲胺都可

以被AmtB聚集。然而AmtB通道传递氨和甲铵分子的机制并不清楚。为了这一

问题，我们首先使用分子动力学方法（MD）模拟了14个体系，结果显示甲胺和

氨都能以相似的机制通过AmtB的野生型和突变体W212F，S263C和S263D，而

突变体W212A 和S263A却不能传递氨和甲胺分子。这些结果显示了配体和残基

S263形成的氢键及残基W212形成的阳离子-π在传导中起的重要作用。 

另外，在AmtB的疏水通道中间并行排列着两个组氨酸（H168和H318），

这两个组氨酸在铵离子通道中非常保守，英国的Mike课题组构建了14个组氨酸

的突变体，利用甲胺作为探针，通过突变实验和同位素实验，发现除了突变体

H168E具有传导甲胺的活性外，其他突变体都丧失了传递甲胺的能力，由此他

们推测这两个残基在传递氨时也起着一样的功能42。它们还解析了6个组氨酸的

突变体（H168A, H168E, H168F, H318A, H318F and H168A/H318A）的结构43。

如图5.1所示，通过结构叠合，我们发现这些突变体和野生型的结构（1U7G15）

的Ca的RMSD值都小于0.4 Å，而且整体结构和突变残基周围的残基并没有大的

变化。这些现象引出了如下疑问：这两个组氨酸在原子水平上到底起什么作用？

为什么AmtB的组氨酸突变体不能传导甲胺，那么是不是这些突变体也不能传递

氨呢？为了回答这些问题，我们和Mike课题组合作，首先分析了在以铵盐为唯
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一氮源的导入AmtB基因的酵母生长情况。实验结果表明，与甲胺的传导不一样，

这些单组氨酸的突变体（H168A和H318A）都保持着野生型的活性，而双突变

体(H168A/H318A)则失去了活性。为了解释这些实验现象，我们通过分子动力

学模拟和分子平均力势（potential of mean force， PMF）计算，从而可以在原子

水平解释这些组氨酸的作用。 

 

图5.1 组氨酸突变体与野生型AmtB晶体结构的叠合：H168A (2NPC)、 H168E 

(2NOW)、 H168F (2NPD)、H318A (2NPE)、H318F (2NPG)、H168A/H318A(2NPK)

和野生型AmtB(1U7G)分别用黄色、 紫红色、青色、蓝色、白色、红色和绿色显

示。而它们的C的RMSD分别是0.364、0.372、0.323、0.367、0.306和0.328 Å。 
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5.2 模型和方法 

5.2.1 利用 Gromacs3.3.1 模拟 AmtB 及突变体 W212 和 S263 的方法 

Khademi组测定的分辨率为 1.3 Å 的X衍射晶体结构（1U7G） 15作为模拟

的起始结构，晶体结构中的三个突变(F68S, S126P和K255L)突变成野生型。整个

通道的结构如图 5.2 所示，其包含 11 个跨膜螺旋，从Tieleman研究小组的网站

（http://people.ucalgary.ca/~tieleman/download.html）下载得到 128 个DPPC磷脂

分子的初始坐标。将其拼接得到包含 512 个磷脂分子的磷脂双层，然后将AmtB

与磷脂分子叠合，删除与AmtB通道重合的磷脂分子，最后得到 288 个围绕在

AmtB通道周围的DPPC磷脂分子。最后定义一个合适的盒子包含全部DPPC和通

道蛋白，并在磷脂层两侧填充 14375 个SPC水分子，加入Na+和Cl-中和体系多余

电荷，并进行优化。所有的动力学模拟采用的程序是GROMAS3.2.1 44, 45，磷脂

分子的力场参数来源于之前的研究46-48，蛋白和小分子使用的是GROMOS87 力

场，而小分子氨和甲胺的电荷是利用高斯 03 计算得到的ChelpG电荷49，最终得

到的AmtB离子通道的模拟体系模型如图 5.2 A所示。 

 
图 5.2 (A)模拟体系的侧视图，晶体结构为 1U7G。蛋白质以绿色卡通结构显示，

开对磷脂分子，

磷原子以橙色球显示，磷脂中其他原子以白色线条显示，水分子以红色和白色

棍显示。为了显示得更清晰，体系的前半部分未显示；（B）模拟所使用的反应

坐标；（C）晶体结构中的氨的 4 个位点及其周围重要残基。 

对整个体系做完优化后，一共运行 1ns的预处理，逐步放
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Amt

5.1 所示，我们一共设计了 14

个模

表5.1 AmtB动力学模拟体系的细节 

轨迹 蛋白 m4 时间(ns) 

B的氢分子、侧链，主链的约束力。接着进行最长为 20ns的常规动力学模拟。

模拟采用的是等温等压（NPT）系综和周期边界条件，使用Berendsen热浴50方

法将体系温度保持在 323 K，耦合常数设置为 0.1 ps；模拟体系的压力是 1 个大

气压，耦合常数设置为 1 ps。在升温及动力学平衡过程中，静电相互作用计算

采用PME算法51，非键相互作用的截断半径为 9 Å，所有模拟的时间积分步长都

是 2 fs，LINCS算法52被用来限制体系中含氢的键长的振动。氢键和疏水作用通

过软件LIGPLOT 4.4.2 来计算获得53。 

为了确定通道中几个重要残基的作用，如表

拟体系。其中体系 A1，A2 和 A3 用来研究比较野生型 AmtB 传导氨和甲胺

分子的异同点。而体系 B1-B4 则用来研究 212 残基上的芳香环在传导配体中的

重要作用，分别模拟了突变体 W212F 和 W212A。而体系 C1 到 C6 用来研究 263

号残基中氢键在传导过程中的作用。 

 

 Am2 Am3 A

A1 wild CH3 CH3 C 2 4.5 type NH2 NH2 H3NH

A2 wild type CH3NH2 - - 2.5 

A3 wild type NH3 - - 9 

A’ wild type N N 3 N 3 8 H3 H H

B1 W212F CH  3NH2 - - 4 

B2 W212F NH3 - - 3 

B3 W212A CH3NH2 - - 20 

B4 W212A NH3 - - 20 

C1 S263A CH3NH2 - - 20 

C2 S263A NH3 N 3 N 3 20 H H

C3 S263D NH3 - - 14 
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C4 S263D CH3NH2 - - 15 

C5 S263C NH3 - - 14 

C6 S263C CH3NH2 - - 16 

轨迹A 取自文献模拟结果

5.2.2 利用 Gromacs4.5.3 模拟 AmtB 组氨酸突变体的方法 

使用的力场是

CHA

化后，首先固定蛋白，磷脂分子和配体进行 250ps的动力

学模

系

系，见表 5.2

所示

’和D2 32 

模拟采用的 AmtB 结构的处理与上面一样，这里

RMM2754，从charmm-gui网站(http://www.charmm-gui.org)下载得到 288个

DPPC磷脂双层的初始坐标。将AmtB与下载得到的 288 个DPPC磷脂叠合，删除

与AmtB通道重合的磷脂分子，最后得到 181 个DPPC磷脂分子围绕在AmtB通道

周围。然后，定义一个合适的盒子包含DPPC和蛋白原子，并在磷脂层两侧填充

13137 个TIP3P水分子，然后加入Na+和Cl-中和体系多余电荷，并进行优化。所

有的动力学模拟都采用GROMAS4.5.3 程序55，磷脂分子蛋白和小分子使用的是

CHARMM27 力场54，其中氨分子和甲胺分子的力场参数通过网站SwissParam56

获得。 

对整个体系做完优

拟，然后再将蛋白侧链，磷原子和配体固定进行 250ps动力学模拟，最后只

固定蛋白的C原子和配体进行 10ns的限制动力学模拟。最后进行最长 100ns的

常规动力学模拟。模拟采用的是NPT 综和周期边界条件。模拟使用v-rescale

热浴方法57，将体系控温在 323K，温度耦合常数为 0.1 ps；压力为 1 个大气压，

压力耦合常数 1 ps。在升温及动力学平衡过程中，静电相互作用计算采用PME

算法51，非键相互作用的截止距离设置为 12 Å；时间积分步长为 2fs，同样利用

LINCS算法52限制体系中含有氢的键长的振动。 

为了确定通道中组氨酸的作用，我们一共设计了 12 个模拟体

，其中体系 D1 和 D2 用来研究在 CHARMM27 力场下野生型 AmtB 传导氨

和甲胺分子的异同点。为了研究 H168 和 H318 在配体传导中的作用，特设计体

http://www.charmm-gui.org)%E4%B8%8B%E8%BD%BD%E5%BE%97%E5%88%B0288
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系 E1，E2，F1，F2 及 G1-G6，来分别模拟组氨酸的突变体（H168A，H318A

和 H168A/H318A）。 

 

表 5.2 动力学模拟 AmtB 及组氨酸突变体信息 

 
蛋白 配体 模拟结果 实验结果 

tsimulation t

(ns) 

exiting 

(ns) 

D1 wild-type CH3NH2 1 通过 转运 20 3.950

D2 wild-type NH3 20 1.792 通过 转运 

E1 H168A C 2 不能通过 不能转运 H3NH 100 - 

E2 H168A NH3 20 4.415 通过 转运 

F1 H318A C 2 不能通过 不能转运 H3NH 100 - 

F2 H318A NH3 20 8.860 通过 转运 

G1 H168A/H318A C 2 进入胞外 不能转运 H3NH 20 5.190

G2 H168A/H318A NH3 40 37.460 进入胞内 不能转运 

G3 H168A/H318A C 2H3NH 100 3.700 进入胞外 不能转运 

G4 H168A/H318A NH3 100 78.420 进入胞内 不能转运 

G5 H168A/H318A - 20    

G6 H168A/H318A - 20    

 

 伞取样模拟 

的起始构象来源于10ns的平衡动力学。在伞取样模拟中，为

了防

5.2.3

进行伞取样模拟

止体系Z轴改变造成的统计误差，在伞取样模拟中保持盒子Z轴长度不变。
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AmtB通道每隔0.15Å分成一个坐标点，然后这些点分别作为配体的中心，作为

模拟的一个窗口。使用Nose´-Hoover热浴58将体系温度控制在300K，压力控制方

法使用Parrinello-Rahman方法59。静电相互作用计算采用PME算法51，非键相互

作用的截止值为10 Å，时间积分步长设置为2 fs；LINCS算法52同样用于限制体

系中含有氢的键长的振动。在每一个窗口中使用一个800 kJ/mol/nm的简谐力对

配体的Z轴方向运动进行限制。能量优化后，固定蛋白和配体进行100 ps的动力

学升温平衡。最后进行500ps的采样。为了消除前面的波动的影响，只取后面350 

ps的数据来计算PMF，其中PMF的计算使用的是Kumar等发展的g_wham程序60。 

5.3 结果与讨论 

5.3.1 野生型 AmtB 传导甲胺和氨分子 

A2 来研究甲胺分子的传导机制，这两

个体

如表 5.1 所示我们设计了体系 A1 和

系的唯一区别在于在体系 A1 中有三个分别位于 Am2，Am3 和 Am4（M1， 

M2 和 M3）的甲胺分子，而在体系 A2 中只有一个甲胺分子（M1’）位于 Am2

上。结果显示这两条轨迹中的甲胺分子在 4.5ns 的模拟时间内都可以从 AmtB 离

开。如图 5.3 所示，在体系 A1 中 M3 在 102ps 左右就离开通道，而 M1 在 1882ps

左右离开，最后一个甲胺分子 M2 在大约 2678ps 离开。而在体系 A2 中氨分子

则在 1792 ps 左右离开通道。这一结果显示通道中配体分子的数目多少并不影响

AmtB 的传导性。从轨迹 A3 和 A’的模拟结果也进一步验证了这一点。另外我们

利用 CHARMM27 力场也模拟了野生型 AmtB 传递甲胺和氨的情况（轨迹 D1

和 D2），也发现甲胺和氨分子都可以在 14 ns 左右的模拟时间内从 AmtB 通过(见

图 5.16 A1 和 A2)，这些模拟结果显示野生型的 AmtB 是可以传导甲胺和氨分子

的，这和实验结果是一致的。 
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图5.3 甲胺分子在轨迹A1 中离开通道的过程。起始模型以及五个快照结构(102, 

1820, 1822, 2676 and 2678 ps).的侧视图。在此侧视图中，甲胺分子以白色和蓝色

棍状结构显示，残基F31、F107、H168、F215、S263 ，V314和H318 以彩色棍

结构显示。在1820ps和2676ps时Ser263与甲胺分子之间形成水桥作用。 

 

为了进一步分析 AmtB 传导甲胺和氨的动力学机制，如图 5.4 所示，我们分

析了轨迹 A1 中的分子 M1 在通过 AmtB 时所形成的氢键和疏水作用随时间变化

曲线。可以看到在模拟过程与配体 M1 形成氢键的主要有 5 个残基，H168, H318, 

Y32, S263 和 I110 (图 5.4A)，且有 11 个疏水性残基能和 M1 形成疏水作用（图

5.4B）。甲胺分子 M2 在通道中也是通过与这些残基相互作用，最终通过通道，

因此这些氢键和疏水作用提供了配体分子通过 AmtB 的主要动力。 

轨迹A3和D2也显示了相同的残基H168, H318, Y32和S263参与形成氢键网

络，从而提供了传导氨分子的主要动力。Javelle等42通过将残基 168 和 318 突变
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成其他氨基酸，验证了这两个氨基酸在传到甲胺分子的重要作用。另外从轨迹

C1-C6 中可以发现S263 形成氢键的重要性，因为当我们将此残基突变成不能形

成氢键的丙氨酸时，配体就不能通过；而当突变成具有形成氢键能力的半胱氨

酸和天冬氨酸，在模拟时间内都可以观察到配体通过通道，从而揭示这个氢键

在配体通过时的重要作用。 

 

图 5.4 在轨迹 A1 中与甲胺分子(M1)形成氢键和疏水作用的残基随时间的变化。

(a)形成氢键的残基随时间变化。(b)形成疏水作用的残基随时间变化。为了显示

清晰，使用不同的颜色显示不同残基。 
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为了定量的衡量配体通过通道时的能量变化情况，我们通过伞取样获得了

这两个配体通过野生型 AmtB 的 PMF（如图 5.5 所示）。从 PMF 的结果来看，

甲胺和氨传导过程中最大的能垒都分布在 z ≈0.6 nm 左右，对应着两个苯丙氨酸

（F107 和 F215）所在的位置（见图 5.2 C）。从位点 Am1 (z ≈1.0 nm) 到 Am2 (z 

≈ 0 nm)时，甲胺和氨分子的能垒分别是 8.16 和 6.20 kcal/mol (见图 5.5)。这个

结果显示氨分子更容易通过通道，这个与实验上发现的氨分子的传导速率大于

甲胺的现象是相符的。而配体一旦跨过这一能垒进入通道内部，它们只需要克

服较低的能垒，就可从 z ≈ 0 运动到 -1 nm 处。对于氨分子来说，从 z ≈ 0 到 -1 

nm，它的 PMF 值都是正的，暗示着它可以自发的从 Am2 位置运动到出口处，

并离开，这个也和我们在很短的时间（1.8 ns）就观察到氨分子离开通道的模拟

结果相符。 

而从 AmtB 转运甲胺的 PMF 来看，在中间有个-1.53 kcal/mol 的局部极小值，

这点正对应着 W212 所处的位置，显示这个残基的存在使甲胺易于从开口处相

下运动，而且主要是由于残基的芳香环与配体形成的阳离子-作用，使得此处

存在一个局域极小值。此外，生物实验上发现将这个残基突变成具有芳香环的

苯丙氨酸，这个通道还具有一定的活性；当突变成没有芳香环的丙氨酸时，就

彻底失去活性，显示了芳香环对配体传递所起的重要作用。另外，我们的轨迹

B1-B4 得到的模拟结果也与实验结果非常相符，进一步验证了这个芳香环对于

配体通过起着重要作用。而从 Am4 到胞外，甲胺和氨的能垒分别是 1.0 和 3.44 

kcal/mol。从这些结果来看，我们推测甲胺和氨的疏水性和体积的差异是造成甲

胺低传导性的主要原因，而它们的最大能垒都集中在两个苯丙氨酸所处的位置。

另外，发现这两个配体在通道传导过程中形成的氢键相互作用的残基基本一样，

都是 H168, H318, Y32 和 S263。虽然甲胺和氨在 PMF 具体数值上有所差别，但

是他们的整体表现并无本质差别，因此实验上使用甲胺作为氨的替代物来研究

野生型 AmtB 的功能是具有其合理性的。 
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图 5.5 野生型 AmtB 传导甲胺和氨分子的 PMF 随通道位置的变化，其中红线为

氨，黑线为甲胺。 

 

5.3.2 残基 W212 的重要作用 

通过分析轨迹A1发现，随着模拟的开始，M1首先位于Am2时会和H168形

成氢键，不过由于W212上有芳香环，存在阳离子-π相互作用，它会自发的振

动到W212的芳香环平面上，在模拟中经常可以观察到氮原子和芳香环的距离在

3.2 Å左右，显示可以形成比较强的阳离子-π相互作用，且由于六元环的阳离子

-π相互作用强于五元环的作用61，因而甲胺能够自发的从色氨酸的五元环滑向

六元环，如图5.6所示。这点和PMF图上在W212附近具有一个极小值点是相符的。

因此它不需要跨过很大的能垒就可以到达通道底部。随着模拟的进行，M1可以

继续向下移动，从而可以和H318及Y32形成氢键，将M1拉向通道底部。在这一

过程中M23, I28, I110, I114, I208, W212 和 F215都能与M1形成疏水作用，从而
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有利于M1从位点Am2移动到Am4。同样的M2也是通过相同的作用方式从而到

达通道底部的。 

 

 

图5.6 通过阳离子-π作用，M1从位点Am2运动到Am4。来自轨迹A1的五个快照

结构(445, 451, 456 和 457 ps)的俯视图。氢键和阳离子-π作用使用红色的虚线显

示。 

 

为了验证W212上芳香环对于传导氨的重要性，我们建立了W212F和W212A

这两个突变体，且分别对甲胺和氨分子通过这两个突变体的情况进行模拟(轨迹

B1-B4)，结果显示甲胺和氨分子都可以通过突变体W212F(轨迹B1和B2)，但都

不能在20ns的模拟时间内通过突变体W212A（轨迹B3和B4）。进一步的分析显

示，甲胺分子在924ps左右离开AmtB(轨迹A2)，而在3215ps左右离开W212F(轨

迹B1)，而氨分子则在7660ps(轨迹A3)和2560ps左右离开通道（轨迹B2）。 
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图5.7 三个来自突变体W212A的快照(A)从轨迹C2中的20ns结快照构；(B)轨迹

C1中的20ns快照结构；(C)从轨迹C1中的6.5ns的快照结构。 

 

通过分析轨迹B3可以发现：甲胺分子在Am2位置附近摆动，且有时能够插

入H168和H318之间，形成两个氢键（如图5.7 B和C所示），由于这2个氢键的

同时形成，限制了甲胺分子继续运动到AmtB通道底部。而在轨迹B4中发现氨分

子基本上在Am2位置振动，极少向下移动（见图5.7A）。这些结果显示，没有

了芳香环的存在，H168中氮原子会和氨分子形成足够强的氢键阻止其向下运动。

而在野生型AmtB及突变体W212F中由于存在的阳离子-π相互作用，使配体可以

很容易通过。 

同样的为了解释W212F保持了野生型的大部分活性，我们计算了在传导过

程配体的氮原子与AmtB中芳香环的距离随时间的变化情况。如图5.8所示，配体

从Am2传导到Am4的过程中存在着NH-π相互作用，如在突变体W212F(轨迹B1

和B2)中起作用的平均距离为~5.3 Å 和 ~4.0 Å，因此也应该具有和野生型类似

的功能。另外，我们还发现芳香环和甲胺的距离大于与氨的距离，显示甲胺形

成的NH-π相互作用弱于氨。同时我们发现轨迹B1的平均距离比轨迹A2中的数值

大 0.5 Å，显示阳离子-π相互作用在野生型中强于W212F突变体，这个或许就是

W212F活性下降的原因。而通过比较轨迹A’，A3 和B2，芳香环到氨的距离没
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有什么变化，揭示了在W212F中可能传导氨的活性并未下降。 

 

 

图5.8 配体（甲胺和氨）中氮原子与212号残基的芳香环的距离随时间变化。(a1) 

分子M2来自轨迹A1；(a’) 分子nha1来自轨迹A1 (文献32)；(a2)甲胺分子来自轨

迹A2；(a3)分子氨来自轨迹A3；(b1)配体为甲胺，来自轨迹B1；(b2)配体是氨分
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子，来之轨迹B2。 

5.3.3 残基 Ser263 及水分子的作用 

在模拟中我们发现通道的出口处常有水分子出现，而且可以和配体形成氢

键，如在1295ps的时候，它可以和M1形成氢键，从而将其拉向出口，与S263形

成氢键，最终将配体从由F31和V314组成的出口中拉向胞内（见图5.9）。在模

拟中发现水分子可以进入通道内，不过一般只停留在Am4这个位置，而不能继

续向上运动，且这些水分子也会自动离开通道，进入胞内，这点和Zheng等的晶

体结构16中同一位置发现水的事实相符。 

 

 

图5.9 轨迹A1水分子进入AmtB,显示了6个快照结构(1295, 1300, 1310, 1330, 

1500 和1510 ps)。 

 

为了更进一步验证S263的作用，我们设计了C1-C6六条轨迹，分别对能形成

氢键的S263C，S263D和不能形成氢键的S263A突变体进行模拟，结果如图5.10
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所示，这些能形成氢键的突变体(S263C和S263D)都能传导配体，而S263A突变

体则在模拟时间20ns内没有观察到配体的离开。 

 

图5.10 配体（甲胺和氨）通过263号突变体的过程。显示了五个快照结构（轨迹

C1- S263A的20ns、轨迹C3-S263D的13232ps、轨迹C4-S263D的14338ps和轨迹

C5-S263C的14000ps, 轨迹C6-S263C的15270ps的结构）。 

 

5.3.4 AmtB 入口动力学行为 

残基A162位于入口处F107和F215的正对面，Zheng16等推测这个残基的羰基

氧有向上和向下两个朝向，从而可以与配体形成氢键，将配体从入口Am1处转

运到通道Am2处。在我们的动力学模拟中确实观察到了A162的这一构象变化。

如图5.11所示，在轨迹A1中的G163的φ角度可以在~140° 到~80°之间变化，从而

导致A162的羰基从向上构象转为向下构象。同时我们发现这一运动模式并不仅

仅只在这条轨迹中发现，而是在所有的轨迹中都出现，显示这一运动模式是这

一蛋白的内在运动。如图5.11所示，当A162取向上构象时，可以看到其可以和

处在位点Am1中的水分子形成氢键，而当它取向下构象时，在模拟中可以观察

到其可以与在Am2中的配体形成氢键。因此我们推测这个残基从向上构象往向

下构象转变时，可以通过与配体形成氢键将其从Am1拉向通道内部，这点和
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Nagaard 等37的动力学模拟结果也是一致的。 

 

图5.11 （a）轨迹A1中Gly163的φ角随时间的变化。（b）Ala162向上（1425ps）

和向下(1758ps)两个构象的叠和。 

 

5.3.5 配体分子离开通道的机制 

当AmtB处于不同的结晶环境下时，它的胞内出口处存在两种状态，F31 与

V314 的距离在此2中状态中变化挺大的，即在晶体1XQF中其距离大约为8.0 Å

而在1XQE中则大约为10.5 Å。基于这个实验结果，有研究提出了一个可能的氨
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分子离开通道的门控机理：AmtB在转运氨分子的过程时，开口处会发生大的构

象变化，F31 与V314 的距离需要在8.0Å 和10.5 Å 之间变化16。 

之前的模拟结果显示了氨分子离开通道的过程中，F31 和V314 间的距离

并不需要发生大的变化32。在此我们也检测了F31 与V314 的距离在轨迹A1 中

随时间的变化，结果显示，虽然在模拟中观察到了F31 与V314 的距离可以达

到10 Å左右，但是在甲氨分子通过通道时，它们的距离都很小( 0-100 ps， 

1800-1900 ps和2600-2700 ps，见图5.12)，在轨迹A2中也有相似的发现。因此我

们认为在甲胺分子通过通道时，是不需要F31 与V314大的变化的。 

 

 

图5.12 Phe31 与Val314 的距离在轨迹A1(黑色)和 A’（红色）中随时间的变化。 

 

5.3.6 组氨酸对体内活性的影响 

我们的合作者 Mike 课题组将 AmtB 和相应的突变体基因导入到缺失所有 3

个 MEP 等位基因的 S. cerevisiae 的菌株中，进行细菌的生长实验。所使用的突变

体有 F215A，S219A，H168A, H318A 和 H168A/H318A。其中作为对照试验的

中国科学院上海药物研究所博士学位论文 
 



114 高效分子模拟方法的发展及在生物体系的应用研究  

是完全失活的突变体 F215A 和活性提高的突变体 S219A。结果如图 5.13 A 所

示，在铵盐生长实验中只有双突变体 H168A/H318A 才完全失活，而其他的单组

氨酸突变体（H168A 和 H318A）都可以存活。 

为了排除 AmtB 是 S.cerevisiae 外源基因而可能导致的缺陷，他们还将内源

的等位基因 MEP2 及相应的突变体导入到同样的菌株中去，结果如图 5.13 B 所

示，这一结果和导入基因 AmtB 是完全一致的，即只有双突变体才失活，而单突

变体都具有活性，所以此实验排除了外源基因导入的可能原因。 

 

图 5.13 表达AmtB和Mep2 组氨酸突变体的S. cerevisae依赖铵盐生长实验。(A)

在 30 ℃，pH=6.0 包含 1mM(上列)或者 3mM（下列）NH4Cl的 YNB培养液中

培养S. cerevisae 突变体 5 天后的生长情况。WT-S. cerevisae 菌株 23344c, -S. 

cerevisae 菌株 31019b缺乏所有的 3 个mep基因，AmtB-菌株 31019b表达了野生

型的E.coli AmtB基因或者其突变体；(B) 与A一样，表达的是Mep2 基因或者突

变体的mep2 基因。 

 

而利用甲胺同位素实验结果如图 5.14 所示，各种组氨酸突变体都不能通过

甲胺。因为氨的存在形式依赖于外界 pH 值，同时做了在 pH=4.0 时的 S. 
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cerevisiae 的生长实验，结果和 pH=6.0 的时候完全一致（如图 5.15 所示）。

这些结果显示甲胺和氨的传导在组氨酸突变体中是具有很大区别的，单组氨酸

突变体（H168A 和 H318A）都可以传导氨而不能传导甲胺，而双突变体既不能通

过甲胺也不能通过氨。 

 

 

图 5.14 不同AmtB突变体的传递甲胺的活性。14CH3NH2 在S.cerevisae菌株

31019b (空心)中和大肠杆菌中（实心）表达AmtB后得同位素实验。 

 

 

图 5.15 在pH=4.0 时，表达AmtB及组氨酸突变体的S. cerevisae依赖铵盐生长

实验。在 30 ℃，包含 3mM(上列)或者 1mM（下列）NH4Cl的 YNB培养液中培养S. 

cerevisae 突变体 5 天后的生长情况。WT-S. cerevisae菌株 23344c, -S. 

cerevisae 菌株 31019b缺乏所有的 3个mep基因，AmtB-菌株 31019b表达了野生

型的E.coli AmtB基因及其突变体。  
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5.3.7 动力学模拟组氨酸突变体通过配体机制 

 

图5.16 甲胺和氨分子在各个模拟轨迹中离开通道的过程。A1-13950ps来自轨迹

D1（甲胺，野生型）（表4.2）;A2-1792ps来自轨迹D2（氨，野生型）;B1-100ns

来自轨迹E1(甲胺，突变体H168A); B2-4415ps来自轨迹E2(氨，突变体H168A); 

C1-100ns来自轨迹F1(甲胺，突变体H318A); C2-8860ps来自轨迹F2(氨，突变体

H318A); D1-5190ps来自轨迹G1(甲胺，突变体H168A/H318A); D2-37460ps来自

轨迹G2(氨，突变体H168A/H318A); D3-3700ps来自轨迹G3(甲胺，突变体

H168A/H318A); D4-78420ps来自轨迹G4(氨，突变体H168A/H318A);在此侧视图

中，甲胺分子以白色和蓝色球棍状结构显示，残基F31、F107、H168、F215、

S263 ，V314和H318 以彩色棍结构显示。 
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所有的组氨酸突变体的动力学模拟细节及结果如表5.2所示，甲胺和氨分子

分别放在位点Am2中。结果如图5.16所示，在100ns的模拟中，甲胺不能通过

H168A和H318A突变体（轨迹E1和F1），而氨分子都可以在10 ns以内通过通道。

其中H168A在9 ns离开通道(轨迹E2)，在H318A中则在5 ns就离开通道（轨迹F2）。

在双突变中我们发现（轨迹G1-G4），不管是甲胺还是氨都可以从通道的开口

和出口离开通道，这样的结果使我们推测这个双突变体失去活性的原因是失去

了通道的方向性，而在生物体内AmtB是单一方向传递配体的，从而可以将氨分

子从胞外运输到胞内的。而我们的模拟结果显示这个突变体失去了方向性，因

此在低浓度下这个通道是极有可能因此失活，我们的常规动力学模拟结果和

Mike的实验结果非常吻合。 

 

图 5.17 甲胺和氨通过野生型 AmtB 和各种突变体（H168A，H318A，

H168A/H318A）的 PMF 随通道位置的变化曲线。其中黑色为野生型，红色为突

变体 H168A,绿色为突变体 H318A，青色为突变体 H168A/H318A。 
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5.3.8 突变体 H168A 传导氨和甲胺的异同 

 

图5.18 甲胺在H168A AmtB中的影响.（A）残基318在轨迹E1中随时间的变化情

况。（B）残基318在轨迹E2中随时间的变化情况。(C) 甲胺在通道各处所处时

间的概率，数据来自轨迹E1(100ns).（D）.在轨迹E1中与甲胺分子形成氢键的残

基随时间的变化情况。(E) 20750, 23140和23160 ps的构象侧视图。显示甲胺在z ≈ 

0出由于和A318附近残基的疏水作用和z ≈ -0.6处由于和H318氢键相互作用而被

限制在这些位置。 

 

在铵盐生长实验中我们发现H168A可以发挥正常的传导氨功能，却不能传

导甲胺（甲胺通透实验，图5.14）。因此我们设计了体系E1和E2来考察H168A

传导甲胺和氨的异同点。如图5.16所示，氨可以在5 ns以内通过H168A，而甲胺

在100 ns的模拟时间内也不能通过。通过分析轨迹E1和E2，我们发现H318这个

残基在甲胺中的波动明显大于氨的情况（图5.18A和B）。进一步轨迹分析发现
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造成H318残基波动的原因是这个残基可以和甲胺形成比较强的氢键相互作用

（图5.18E），而这个氢键可以将甲胺分子限制在Z=0nm和z=-0.6ns附近，这点

和我们通过统计比较甲胺在通道中各点出现概率是一致的（图5.18C），在这两

点附近都可以看到甲胺出现的概率最大。而在传导氨分子的时候，如图5.19所示，

由于W212的芳香环能和氨分子形成较强的NH-Π相互作用，而这一作用可以将

氨分子从位点Am2传到Am4附近，而到了位点Am4后，氨分子就可以通过这个

通道的出口离开通道了。 

 

图5.19 AmtB突变体H168A通过阳离子-π作用将氨分子从Am2转运到Am4。来自

轨迹E2五个快照结构(323, 329, 331 和 333ps)的俯视图。氢键和阳离子-π作用使

用红色的虚线显示。 

 

通过对图5.17中的H168A和野生型的PMF进行比较，发现这2个体系的PMF

具有很大的区别：在H168A传递甲胺分子的时候，从z ≈ -0.8 nm 到 z ≈ 0.7 nm

的过程中存在一个非常大的势阱，分别有9.12 kcal/mol 和6.29 kcal/mol的能垒，

而且在z ≈ -0.70 nm 和 -0.10 nm处的局域极小值的PMF值分别为-4.79 和-5.37 

kcal/mol，而这两个正好对应着常规动力学模拟中甲胺所发现的出现概率最大的

两个点（图5.18 C）。可见这个巨大的势阱阻碍了甲胺的通过。而对于氨分子来

说，它和野生型的没有多大区别了。我们通过自由能微扰方法分别计算了甲胺
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和氨分子在水溶液和在H168A中的结合位点Am2中的自由能变化，发现在水溶

液中的为-0.51±0.42kcal/mol，显示在水溶液中，这2中分子的结合自由能没有什

么变化。但是在结合位点中则为2.4±0.50kcal/mol，可见甲胺在疏水环境中的结

合能力比氨分子要强的多，因此单突变造成的通道内更疏水的环境是导致其限

制甲胺通过，而不影响氨通过的主要原因。  

5.3.9 突变体 H318A 传导氨和甲胺的异同 

 

图 5.20 配体离开 AmtB 突变体 H318A 的动力学机制。（A）在晶体结构 2NPE

中与甲胺作用的处于残基 318 附近的残基。（B）在野生型与突变体 H318A 中

甲胺与处于残基 318 附近的残基疏水作用比较（C）甲胺出现在通道中概率最多

的地方，显示了 1000ps 和 2470ps 的结构。（D）甲胺在通道各处所处时间的概

率，数据来自轨迹 F1(100ns)。 
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为了研究H318A的动力学行为，我们分别进行了F1和F2的动力学模拟。如

图5.16所示，甲胺在100 ns的模拟时间内不能通过通道，而氨则在10 ns内可以通

过通道。通过分析轨迹E2，我们发现氨分子可以通过与残基P311的主链形成氢

键，而通过这个氢键，则可以将氨分子带出出口到胞内（见图5.21）。而在传递

甲胺分子的时候，我们发现甲胺分子被限于两个位点附近（z ≈ -0.48 nm和0.30 

nm，图 5.20 C 和D）。进一步检查发现在残基318附近的残基都是疏水性的，

如I114, I266，V314和F315等（见图5.20A）。我们计算了在318号残基附近的疏

水残基和甲胺作用的频率，通过与野生型相比（见图5.20B），我们发现如I114, 

I266，V314和F31这些位在318附近的残基，与甲胺的作用频率在H318A中要高

于野生型。因此，这些疏水作用使得甲胺被限制在这个位点中。 

 

 

图5.21 H318A突变体中氨分子通过与Pro311形成氢键从Am4运动到胞外。来自

轨迹F2的五个快照结构(22910, 22912, 22913，22914和22915ps)的俯视图。氢键

使用红色的虚线显示。 

 

我们同样计算了甲胺和氨在H318A中的PMF。如图5.17所示，氨从z ≈ -0.32 

nm移动到胞内z ≈ -1.50 nm的能垒只有2.51 kcal/mol，因此很容易通过氨。然而

对于甲胺，和H168A突变体一样，甲胺也存在一个很深的势阱，其中分别存在

8.60 kcal/mol 和 6.22 kcal/mol的能垒，因此显示甲胺很容易被限于z ≈ 1.0 nm 

到-1.0 nm的区域。在这一区域，同样出现有两个局域极小值（在z ≈ -0.38 nm的
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-3.67 kcal/mol 和在z ≈ 0.25 nm的-4.60 kcal/mol），这也和在常规动力学中发现

的两个出现概率最大的点相符。根据存在的这2个巨大的能垒，我们可以推测在

这个H318A突变体中，同样传导甲胺的能力是大大下降的，而这个原因也是由

于突变造成的通道疏水性的改变造成的。 

5.3.10 双突变 H318A/H168A 失活的机制研究 

 

图 5.22 配体甲胺和氨在双突变在 H168A/H318A AmtB 中随 Z 轴方向随时间变

化函数。A、B、C 和 D 分别来自轨迹 G1-G4。 

 

    和野生型相比，我们发现双突变体（H318A/H168A）既不能传递甲胺也不

能传递氨分子。为了研究双突变体失活的机制，我们分别进行了4条动力学模拟

（轨迹G1-G4）。我们发现不管是甲胺还是氨都可以从通道的上部或下部离开

通道，显示出这个通道没有方向性（图5.16 D1-D4 和图5.22），因此我们推断

这个突变体失活是由于其失去了单向传递配体的能力。 
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在AmtB的开口处有两个基本平行的苯丙氨酸（F107 和 F215），这两个残

基在开口处起着门控的作用。模拟结果显示开口处的F107 在动力学中是不稳定

的，这点和之前的模拟结果也是吻合的（见图 5.23），而且生物实验发现将这

一残基突变成丙氨酸，并不影响通道的功能，这些结果显示这个残基并不是真

正决定门控的残基。而生物实验也显示这个F215A突变体不仅不能传导甲胺也

不能传导氨分子(图 5.13 和 5.14)，显示F215 这个苯丙氨酸才是真正起门控作用

的残基。而且最近Akgun62等发现F215 的二面角Cα-Cβ-Cγ-Cδ1 在配体转运过程

中起着重要作用，这个角度可以控制由F107 和F215 组成的开口的开和关。他们

发现这个角度在 20° (±17°) 或者 −166° (±14°)的时候开口处于开的状态，而在

80°(±16°) 和 −100° (±15°)范围内的时候则处于关闭的状态。 

 

 

图5.23 二面角Cα-Cβ-Cγ-Cδ1随时间变化情况。数据来源于轨迹D1和D2。 

 

图 5.24 显示了野生型和双突变体AmtB中F215 的二面角Cα-Cβ-Cγ-Cδ1 随时间

的变化情况。从图中可以看到在双突变体中这个角度与野生型相比非常不稳定，

而为了考察这个变化是不是蛋白本身的运动，而非由配体诱导造成的，我们进

一步模拟了没有配体的情况（轨迹G5 和G6）。结果也显示了空的突变体中这个

角度也是不稳定的，这一结果显示这一运动是蛋白的本征运动，而不是配体有
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道造成的。这些结果表明在双突变中由于突变造成了F215 的运动变得不稳定，

而使由F215 所组成的开关经常处于打开的状态，从而使其失活。 

 

图 5.24 分析苯丙氨酸门控动力学。（A）用于分析F215 门控的二面角

（Cα-Cβ-Cγ-Cδ1）。（B）两个部分平行的苯丙氨酸处于开（红色）和关（绿色）

的情况（C-J）二面角（Cα-Cβ-Cγ-Cδ1）随时间的变化函数。C和D分别是甲胺和

氨通过野生型AmtB的情况，来自轨迹C1 C2. E-J全部来自双突变体

H168A/H318A AmtB (轨迹G1-G6)，其中E,G为甲胺，F和H为氨，I和J则没有配

和
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体。 

 

通过计算双突变的 PMF 发现：对于氨而言，从中间 Z=0.nm 处，往开口处

移动和外出口处移动所需要的能垒基本一致，分别为 3.64 kcal/mol 和 3.22 

kcal/mol，显示了其传导氨分子时没有方向性，这和我们在常规动力学中发现其

既可以从上面开口，也可以从下面出口处离开通道的结果是一致的。而且在开

口（z ≈ -1.0 nm）和出口处（z ≈ 1.0 nm)的 PMF 值分别为 3.10 和 3.62kcal/mol，

他们的差别只有 0.52kcal/mol。显示氨分子在通道内部会失去单向选择性。 

和氨通过的情况一样，在双突变体中甲胺开口和出口处的能垒之差是最小

的，显示对于传递甲胺也是一样具有双向性的。具体说来就是从 z≈1nm 到 0.5 

nm， 其能垒为 3.78 kcal/mol， 只比 z≈0.0 nm 到 z≈0.5 nm 高 1.66kcal/mol。

另外在出口处(z ≈ -1.0 nm)和开口处(z ≈ -1.0 nm)的 PMF 值也只差 1.66kcal/mol。

而在野生型中这一差值为 2.55 kcal/mol。所有这些数据都显示这一突变体最容易

失去方向选择性。这个和我们在动力学模拟中观察到的配体可以从上部和下部

离开通道也是一致的。 

5.4 小结 

通过对我们建立的26个体系的动力学模拟，PMF计算及与实验的合作，我

们系统研究了AmtB蛋白转运氨和甲胺的动力学机制和重要残基组氨酸在转运

配体中的作用。我们的模拟结果显示野生型AmtB传导氨和甲胺分子的机制是相

当类似的：即由H168, H318, Y32 和 S263组成的氢键网络将配体从Am2位置传

导到胞内。其中W212在将配体从Am2传向Am4过程中起着重要作用，它像个中

继站一样，通过NH-π作用，将配体从Am2拉向自己的平面，从而转向Am4，然

后配体可以与H318和Y32会和配体形成氢键，将其继续拉向AmtB通道的底部，

而最后通过位于通道口的S263和出口处水分子的帮助，最终配体从通道内部转

运到胞内。 

中国科学院上海药物研究所博士学位论文 
 



126 高效分子模拟方法的发展及在生物体系的应用研究  

通过生物实验和分子动力学实验探讨了组氨酸（H168和H318）在铵离子通

道中的重要作用。结果显示了单突变（H168A和H318A）都不能传到甲胺，但

是他们在生物体内都是具有活性的，都可以支持酵母的生长，而双突变体

（H168A/H318A）则既不能传递甲胺，也不能支持酵母生长。虽然这些组氨酸

突变体的结构与野生型的结构相比，非常接近，但是由于突变造成的通道内疏

水性的改变，这个导致了甲胺在传递过程中出现巨大的能垒，而对于氨的传导

则影响不大（见图5.17），而对于双突变，则是由于开口处苯丙氨酸的门控动力

学行为的改变，导致了通道经常处于开的状态，从而降低了配体从通道内到胞

外的能垒，造成了通道失去了单向选择性，从而导致了失活。从我们的实验结

果也发现了使用甲胺作为氨的探针研究AmtB功能时具有一定的缺陷，结果显示

虽然野生型AmtB传递甲胺和氨的机制类似，但是在一些突变体（比如H168A和

H318A）中甲胺的通透性机制与氨并不相同，显示了甲胺作为氨类似物研究

AmtB功能的不足，这点和Hall等63利用突变实验的结果相似。 
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