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  QM/MM方法及其在药物化学中的应用简介
摘要
药物化学研究的目的之一是基于复合物结构计算蛋白-配体之间的相互作用。比较常用的方法是利用经典的分子力场来描述受体-配体之间的相互作用，但是经典分子力场最严重的缺陷在于固定的原子电荷，导致其不能准确的处理有关极化、电荷转移等的静电相互作用。因此将量子力学（QM）与分子力学（MM）结合得到的QM/MM方法逐步成为研究蛋白-配体相互作用的有力工具。本文简单介绍了QM/MM方法的原理以及其在药物设计尤其是分子对接中的一些应用实例，说明了QM/MM在药物化学中最近的研究方向。

关键词： QM/MM；静电相互作用；分子对接；极化；非经典相互作用


1 引言
	在计算蛋白-小分子相互作用时，静电相互作用是其中最重要的组成成分[1-3]。在药物化学相关的应用软件中，发展处理静电相互作用的方法时，必须注意该方法能同时适用于基于配体的药物设计以及基于受体的药物设计[4]。在基于受体的药物设计中，描述静电相互作用主要是利用分子力学（Molecular Mechanics, MM）力场（Force Fields, FF）中的经典势能来实现的[5-10]。现如今，虽然分子力场在生物学相关的计算模拟中的价值无可比拟[11-15]，但当前的应用都是基于经验的力场，因而只能近似的描述势能面。在分子力场中，静电相互作用通常被简单地定义为两个静态点电荷之间的库仑相互作用。由于这种静态的电荷处理方法，分子力场无法表现由于周围环境变化而导致的体系电荷的变化，以至于不能定量的解释或比较实验中观察到的微小变化[16-21]。对于某些体系，部分利用基于力场的打分函数进行的分子对接，结果甚至逊于基于小分子2D、3D相似性的筛选方法[19-21]。
	为了更精确的确定蛋白-小分子相互作用能面，必须借助于量子力学。但是，将量子力学方法用于生物体系必须要有所权衡，因为量化计算需要耗费巨大的计算资源；如果将熵效应也考虑进去的话，这个问题就变得更加重要。
	近年来，各类软件的开发及硬件技术的突破发展，使得量子力学与计算机辅助药物设计的经典方法在特定阶段的联用取得了明显的进展[17]。在将量子力学方法逐步引入传统的分子力学方法的过程中，量子力学/分子力学（Quantum Mechanics/ Molecular Mechanics, QM/MM）杂交方法的出现和发展自然是水到渠成。在过去的近20年中，QM/MM方法作为十分有力的工具，解决了生物领域中的许多化学问题。以应用QM/MM方法解决有关蛋白问题而发表的刊物数量以惊人的速度增长着。在Pubmed中以“QM/MM”关键词搜索，数年中一直呈现增长的趋势（图1）。虽然这种搜索不能完全反映QM/MM在生物体系中的应用，但也能说明该方法在生物领域研究的稳步发展。

图1 Pubmed中以“QM/MM”为关键字搜索得到的发表刊物数据

	简单来说，QM/MM方法是将整个体系分为两部分处理：生物大分子体系中的极小一部分（例如配体小分子、或者配体分子及其周围有相互作用的蛋白残基）用量子力学方法处理（基于电子密度的方法或基于波函数的方法）；剩下的大部分用分子力学的方法处理。QM/MM方法并不是唯一一种应用量子力学进行基于受体的药物设计方法；完全避开分子力场，而使用线性标度的半经验量子力学方法也可以用来处理配体小分子和整个蛋白质[18, 22]。在此，不多做赘述。
	本文对近些年应用QM/MM方法在药物化学领域的研究工作进行了简单总结，将简单的介绍QM/MM方法的基础理论以及利用该方法定量的计算并描述蛋白-配体之间的相互作用。
2 QM/MM原理简述
	QM/MM杂交方法在1976年被Warshel 和Levitt首次提出[23]，二人因此和另一位在“开发多尺度复杂化学系统模型领域”作出巨大贡献的Karplus共享了2013年诺贝尔化学奖。Senn及Thiel对QM/MM的各种方法及其在生物系统的应用做了极为详尽的综述[24]。在QM/MM中，生物大分子体系被分为QM层及MM层。在药物设计涉及的体系中，高层（QM层）一般包括（非共价结合的）配体小分子（区域X），而蛋白质（区域Y）则在低层（MM层）以分子力场处理（图2）。
[image: ]
图2 一般QM/MM计算中对体系的划分示意图

根据这样的划分，整个系统的汉密尔顿量（H）可以以公式（1）表示：
                                           （1）
其中，HQM表示QM层中配体小分子所有粒子的汉密尔顿量；HQM/MM表示QM层配体中的粒子与MM层蛋白质中的粒子之间相互作用的汉密尔顿量，这一项包括了范德华相互作用和静电相互作用。范德华相互作用可以用分子力场中简单的方程形式如Lennard-Jones势函数表示；而静电项则进入Fork矩阵以自洽场（Self-Consistent Field, SCF）方法处理。这样的处理并不会增加自洽场的复杂度，因为MM层的原子只是被当做额外的原子核处理，这样就可以有效地实现MM层对分子轨道的极化。这种处理方法被称为电子包埋（Electronic Embedding, EE）[25]。而当QM层与MM层的分割跨越了一个或多个化学键时，QM/MM方法的处理才变得十分复杂[26]。在药物设计中，在处理金属酶抑制剂、阳离子-π、卤键相互作用等有关电荷转移或电荷异向分布的情况时，蛋白质的部分残基需要包含在QM层中计算，所以QM层与MM层的分割点往往就会跨越共价键。如今已发展出了多种方法用来处理这种边界问题，其中经典的方法如添加连接原子，以ONIOM（Our own N-layered Integrated molecular Orbital and molecular Mechanics）法为代表[27-29]；局部自洽场方法（Localized Self-Consistent Field method, LSCF）[30]，也被经常称为冻结轨道方法（frozen orbital method）；以及广义杂交轨道方法（Generalized Hybrid Orbital approach, GHO）[31]。但如果边界的划分不穿过共价键，以上方法都是等价的。
	若以公式（1）算得体系的汉密尔顿量H，则电子基态可表示为，总能量则是QM层与MM层各自的能量以及两者之间相互作用能之和，即：
                                           （2）
	在冻结轨道方法和GHO方法中，默认地按照公式（2）计算各项能量；而在ONIOM方法中，QM/MM项能量则按照公式（3），以外推的方法分别计算等式右边3项各自独立的能量：
                                 （3）
	其中，是区域X以量子力学计算的能量，是分子力场计算的整个体系（X及Y）的能量，是分子力场计算的区域X的能量。在ONIOM方法中，公式（3）右边的每一项能量里都包含了区域X与区域Y的静电相互作用，以这种方式实现了电子包埋；而按照公式（3）的计算方法，MM层的静电相互作用会相互抵消，只留下QM层的计算结果；同时区域X与区域Y之间的范德华相互作用只保留了MM层计算的结果（包含在项中）[25-29]。
3 QM/MM在蛋白-配体结合能计算中的应用
	虽然以目前的水平，在分子对接中将QM/MM的能量作为打分函数来进行高通量虚拟筛选还不可能实现，但是需要指出的是，QM/MM方法与经典的打分函数相比，确实可以提高打分的准确度。Parks等人[32]研究了HCV NS5B病毒的非核酸类聚合酶抑制剂(2Z)-2-(benzoylamino)-3-[4-(2-bromophenoxy)phenyl]-2-propenoate与该蛋白的结合模式，发现QM/MM能量越低的构象，其与复合物晶体（PDB ID：1YVF）的RMSD值越小。Khandelwal等人[33, 34]则更进一步，利用QM/MM线性回归的方法计算蛋白-小分子的结合自由能。在该方法中，结合自由能被拟合成QM/MM相互作用能的MD总体均值与溶剂可及面积（Solvent-Accessible Surface Area, SASA）的线性组合：
                            （4）
其中，α和γ为可调参数；表示蛋白-配体复合物与单独配体、蛋白之间在溶液中的差值；括号表示总体均值。Khandelwal等共研究了28个不同的配体与Zn2+金属蛋白MMP-3和 MMP-9的结合，结果显示，计算的理论水平越高、模拟的复杂度越高，算得的结合自由能与实验值的相关性越高：最开始以分子对接软件中的打分函数预测，与实验值的相关性极差（R2 = 0.057）；第二步，将对接后的复合物构象进行分子力场优化，再计算结合自由能，相关性有所提高（R2 = 0.425）；进行分子动力学优化后，相关性有了很大的提高，达到R2 = 0.817；最后，用QM/MM能量代替MM能量计算前面提到的两项，相关度有了进一步提高（R2 = 0.903）。
	除了线性回归拟合方法，在对果糖-1,6-双磷脂酶抑制剂的研究中，自由能微扰（Free Energy Perturbation, FEP）技术也被用来计算不同抑制剂对蛋白的相对结合强度[35]。虽然需要的计算量高于上文提到的线性拟合方法，但是自由能微扰方法的优点是不需要进行线性回归的参数化。Reddy等人[35]研究蛋白-配体相互作用时，以半经验的AM1方法处理小分子、分子力场方法处理蛋白质和溶剂，算得的溶剂化自由能差与实验测得的结果十分吻合，但是耗费的CPU机时是传统自由能微扰方法的3-5倍。与单纯基于分子力场的自由能微扰方法相比，基于量子力学的自由能微扰法虽然只是稍微提高了计算的准确度，但是免去了对不同小分子进行参数化这一耗时步骤。
4 配体的极化及配体原子电荷
	近年来，许多研究纷纷强调了分子对接过程中配体的极化效应[17, 36, 37]。其中一部分研究利用QM/MM方法重新计算了对接过程的某些阶段中小分子的静电势电荷，用来表示小分子的波函数受蛋白极化作用的影响；而另一部分研究的重点则是极化作用对QM/MM总能量的贡献，并以此来评估极化效应在蛋白-配体结合中的影响。
	自从Cho等[17]将QM/MM方法单纯用于重计算配体电荷以来，QM/MM方法在该领域取得了广泛的应用。Cho等人在该项研究中发展了一种“最适生存”（Survival Of the Fittest, SOF）算法，将QM/MM电荷计算引入分子对接，且并不需要预先知道蛋白-配体复合物的晶体结构。具体的实施方法是将Schrodinger软件包中的计算QM/MM的算法QSite[38]与对接程序Glide[39]相结合。在此项研究中，作者比较了不同小分子在QM/MM对接、QM对接以及经典MM对接中的结果。QM/MM对接指的是将复合物晶体中的配体设为QM层，蛋白设为MM层，重新计算配体电荷并再以Glide将其对入蛋白中；QM对接与其过程类似，只是计算配体电荷是以气相中QM计算得到的。对三种方法以其对接产生的构象与晶体结构之间的RMSD值评价。在40个不同的蛋白-配体体系中，FF对接的平均RMSD值为1.81Å；QM对接的平均RMSD降到了~1.35 Å；而QM/MM对接的平均RMSD值更是只有0.43 Å。在此基础上，作者将SOF算法进入Glide，用来对接没有复合物晶体结构的小分子与蛋白，步骤如下：以SOF算法挑出的一轮标准Glide对接中排名前5的配体构象，以QM/MM单点能计算每个构象的小分子静电势电荷，再将被赋予新的电荷的小分子重新进行一轮Glide对接，最后以库伦相互作用和范德华相互作用的和（Glide能量）作为标准挑出第二轮对接中最合适的构象。对于测试体系，SOF方法的引入将平均RMSD值由1.77 Å降到0.88 Å。但是值得注意的是，虽然对于大多数体系来说，SOF方法极大地提高了对接的准确性；但是也有一小部分体系，SOF方法没能得到理想的对接构象。对于这一点，作者认为可能的原因是没有考虑溶剂效应以及Glide打分函数里存在的某些不足。
	由上文中的例子可见，量子力学极化配体的对接方法（QM-polarized ligand docking, QPLD）有着非常出色的表现，而Zhong等[40]则应用这种方法来计算配体-蛋白的结合自由能。他们以Duocamycin与DNA的复合物晶体为研究体系，比较了以QPLD方法得到的配体电荷与以气相中固定的静电势配体电荷（Restrained-ESP, RESP）分别进行MD模拟与MM-GBSA计算结合自由能。结果表明，无论是MD轨迹的RMSD值还是MM-GBSA算得的结合自由能，QPLD模型都明显优于固定电荷模型。与实验测得的-22.7kcal/mol[41]相比，QPLD模型得到的-16.11kcal/mol较RESP模型的-10.05kcal/mol更为接近。
	对于上文提到的SOF方法不能准确处理的某些金属蛋白酶体系，Cho和Rinaldo等提出在计算QM/MM电荷时，将金属离子包含在QM区域，以提高对接的准确性[42]。实验证明，对于含有Zn、Mg、Mn和Fe离子的蛋白酶，扩大QM区域确实可以提高对接准确度，但同时也提出了新的问题：之前QPLD方法的失败是源于对接时配体电荷分配的失败还是源于分子力场对蛋白电荷错误的赋值？
	另外值得强调的一点是：无论是用QM方法还是QM/MM方法计算的静电势拟合原子电荷，都依赖于静电势拟合的方法。常用的拟合方法如Merz-Kollman（MK）、Chelp、ChelpG，拟合时在分子范德华表面外侧一定范围内选一批格点，通过最小二乘法拟合得到原子的静电势电荷。不同方法的主要区别在于格点位置及范围的选取和拟合过程的细节。有关原子电荷的计算方法对比可见Lu等的综述[43]，在此不再赘述。
5 蛋白质的极化
	与配体极化相比，在QM/MM计算中考虑蛋白质的极化也渐渐得到人们的重视。但是，由于大部分蛋白质在计算中仍以分子力场进行描述，所以若想进一步提高计算相互作用能的精度就必须考虑整个蛋白的极化。近年来，可极化分子力场的研究发展迅速[16, 18, 44-51]，其中一些方法需要预先设定参数（如原子的可极化率、电负性等）；另一些如X-POL力场[51]则利用QM/MM原位计算静电力场参数，因而不需要预设参数。相似的还有Gascón等发展的迭代可变方法[52, 53]，也是利用原位QM/MM计算蛋白的原子电荷。
6 非典型相互作用
如引言中所述，在分子力场中，静电相互作用通常被简单地定义为两个静态点电荷之间的库仑力。由于这种静态的电荷处理方法，分子力场无法表现由于周围环境变化而导致的体系电荷的变化，也无法处理具有电荷各向异性的基团或原子。
	阳离子-π相互作用一种存在于阳离子和芳香性体系之间的相互作用，被认为是一种新型的分子间相互作用[54, 55]，其在配体识别及催化中的应用已被广泛研究，但研究的手段大多为共结晶或者残基突变试验[55]。Abdel-Halim等[56]模建了ρ1 GABAC受体的N端配体结合结构域，并用QM/MM计算模拟了loop C在激动剂或拮抗剂结合时不同的构象，解释了激动剂或拮抗剂的作用原理，并指出了与配体结合及/或控制蛋白通道的重要的氨基酸残基。
	卤键相互作用的产生是由于共价结合的重卤素原子在电荷分布上具有各向异性，而一般的分子力场无法描述这一性质，所以计算模拟生物大分子与配体之间的卤键相互作用基本均依赖于QM/MM方法[57]。Xu等[58]设计了一系列含卤素的PDE5抑制剂，并以QM/MM方法计算了其与蛋白形成卤键的相互作用能，并发现实验测得的分子活性随计算得到的卤键强度变大而增强，最终以复合物的晶体结构证明了QM/MM优化及能量计算是可靠的。
7总结
	QM/MM方法在药物设计中的逐步应用，说明了对蛋白-配体相互作用的描述变得越来越准确。上文中也简单介绍了QM/MM方法被用来改善传统分子力场对接的准确度，但是总的来说QM/MM方法的应用不仅受限于新的虚拟筛选方法的发展，还受限于对于具体蛋白靶标性质的了解。表1中列出了一部分利用QM/MM方法的研究，部分说明了QM/MM在药物化学中的研究方向。


表1 药物化学领域应用QM/MM方法的部分实例
	Protein System
	Test of Docking
Methods
	Simulation Type and QM/MM Method
	Computational Target
	Ref.

	Tripsin, sugar binding proteins, tRNA Synthetases
	Yes
	SOF, OPLS-AA, ligand charges derived from QLPD
	RMSD
	[17]

	Hepatitis C virus polymerase
	
	Optimization, DFT/CHARMM
	RMSD, QM/MM interaction energy
	[32]

	matrix metalloproteinase-3,9
	Yes
	MD DFT/OPLS-AA
	Binding free energy (Linear response
QM/MM)
	[33, 34]

	Fructose-1,6-Bisphosphatase
	
	MD, AM1/MM
	Relative solvation and binding free
energies
	[35]

	HIV-1 protease
	
	MD, AM1/CHARMM
	Structural properties, Interaction
Energy Decomposition
	[36]

	Various proteins
	Yes
	Optimization, DFT/AMBER
	RMSD
	[37]

	DNA
	Yes
	MD, AMBER, ligand
charges derived from QLPD
	Binding free energy (MM-PBSA)
	[40]

	Various metalloproteins
	Yes
	SOF, OPLS-AA, ligand charges derived from QLPD
	RMSD
	[42]

	CDK2
	
	MD, AM1/OPLS-AA
	Binding free energy (linear
regression)
	[59]

	HIV-1 integrase
	
	MD, AM1/OPLS-AA
	Averaged QM/MM interaction energy
	[60, 61]

	Various proteins
	Yes
	Optimization, AM1/AMBER
	RMSD
	[62]

	iGluRs
	Yes
	Normal Mode Analysis and docking,
DFT/OPLS-AA
	RMSD
	[63]

	HIV-1 protease
	
	MD, DFT/AMBER
	Structural Properties
	[64]

	HIV-1 integrase
	
	MD, PM3/CHARMM
	Structural Properties
	[65]

	Alanine Racemase
	
	MD, AM1/DFT/CHARMM
	Reaction energy profiles
	[66]

	-lactamase
	
	AM1/DFT/CHARMM
	Reaction energy profiles
	[67]

	HIV-1 protease
	
	Optimization, DFT/AMBER
	X-ray structural refinement, energy
profiles
	[68]
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