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摘　 要：分子伴侣蛋白 Ｈｓｐ７０ 氮端核苷酸结合域（ＮＢＤ， ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｄｏｍａｉｎ）的 ＡＴＰ 酶活性变化对其行使分子伴侣功能

具有重要作用。 本文采用分子动力学模拟方法研究酵母分子伴侣 Ｈｓｐ７０ 氮端 ＮＢＤ 内残基 Ａ１７，Ｒ２３，Ｇ３２ 和 Ｒ１６７ 点突变对其

ＡＴＰ 酶活性区域构象影响及功能关系。 结果表明，突变体 Ａ１７Ｖ，Ｔ２３Ｈ，Ｇ３２Ｓ 的 ＡＴＰ 结合口袋袋口的 ｌｏｏｐ１（第一个转角，连接

β１ 与 β２）结构柔性增强，活性残基 Ｔ１１ 侧链明显向内移动，从而更加接近 ＡＴＰ 的 γ－磷酸基团，更容易使 ＡＴＰ 水解。 这可能

最终导致 ＡＴＰ 酶活性增强，从而引起分子伴侣功能的变化。
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　 　 Ｈｓｐ７０ 家族是细胞内一类高度保守的分子伴侣

蛋白，可以与其它分子伴侣共同参与多种重要的生

命活动，如非天然多肽的折叠、多聚体的组装、细胞

器蛋白的转运及错误折叠蛋白的降解等［１］。 所有

的 Ｈｓｐ７０ 家族都由一个氮端 ４４ ｋＤａ 的核苷酸结合

域（ＮＢＤ，包括 ＮＢＤ⁃Ｉ，ＮＢＤ⁃ＩＩ）和一个碳端 ２５ ｋＤａ

的底物结合域（ＳＢＤ， Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｄｏｍａｉｎ，包括

ＳＢＤ⁃α，ＳＢＤ⁃β）组成［２］。
此前， ＭｃＫａｙ 等人的研究发现牛 Ｈｓｃ７０（Ｈｅａｔ

ｓｈｏｃｋ ｃｏｇｎａｔｅ ７０ ｐｒｏｔｅｉｎ） 的 ＡＴＰ 酶活性与金属离子

及活性位点 Ｔ１３、 Ｔ２０４ 的自身磷酸化有重要关

系［３］，其中，Ｔ１３ 侧链的羟基对 ＡＴＰ 酶活性具有重



要作用［４］。 此外，Ｃｈｉａｐｐｏｒｉ 等人研究指出，ｌｏｏｐ１ 的

柔性对 ＡＴＰ 酶活性具有重要作用，柔性越强 ＡＴＰ
酶活性越高［５］。 这些结果暗示着 ｌｏｏｐ１ 的构象改变

可能引起 Ｈｓｐ７０ 氮端 ＡＴＰ 酶活的变化。 随后，Ｊｏｎｅｓ
等人的研究指出酵母 Ｈｓｐ７０ 氮端 ＮＢＤ 存在大量影

响 ＡＴＰ 酶活性的位点［６－７］，Ｃｈａｎｇ 等人在 ＤｎａＫ（大
肠杆菌 Ｈｓｐ７０）中得出相同结果［８］。 但是，Ｊｏｎｅｓ 和

Ｃｈａｎｇ 等人都没有从分子水平去探讨 ｌｏｏｐ１ 的构象

改变和 ＡＴＰ 酶活的关系。
为了从分子水平上探讨 ｌｏｏｐ１ 构象的改变与

ＡＴＰ 酶活的关系，在已有研究表明同源的突变体功

能相似的基础上［９］，我们选用同源性很高的 ＤｎａＫ
进行动力学模拟（酵母 Ｈｓｐ７０ 晶体结构未知），研究

了点突变可能通过 ｌｏｏｐ１ 的构象改变而引起 ＡＴＰ 酶

活 变 化———酵 母 Ｈｓｐ７０ 氮 端 ＮＢＤ 中 Ａ１７Ｖ
（ＤｎａＫＡ１７Ｖ）、Ｒ２３Ｈ（ＤｎａＫＴ２３Ｈ）、Ｇ３２Ｓ（ＤｎａＫＧ３２Ｓ）增强

ＡＴＰ 酶活、 Ｒ１６７Ｈ （ ＤｎａＫＲ１６７Ｈ ） 对 ＡＴＰ 酶活无影

响［６］。 该研究不仅是对 Ｊｏｎｅｓ 等人生化试验数据的

分子解释，而且对后续 Ｈｓｐ７０ 氮端 ＮＢＤ 的点突变研

究具有重要的借鉴意义。

１　 实验过程

１􀆰 １　 蛋白质的来源及模型构建

酵母 Ｈｓｐ７０ 氮端 ＮＢＤ 初始三维结构模型来自

同源蛋白 Ｅ． ｃｏｌｉ ＤｎａＫ （ＲＣＳＢ 数据库， ＰＤＢ 编号

１ＤＫＧ：Ｄ） ［１０］。 将已知的野生型 ＤｎａＫ ＮＢＤ 晶体结

构模型与对应的 １７ 位、２３ 位、３２ 位、１６７ 位突变体

一级序列提交至 Ｓｗｉｓｓ Ｍｏｄｅｌ 服务器上 （ ｈｔｔｐ： ／ ／
ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．Ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ） ［１１］，根据同源建模算法得到

所有突变型蛋白的三维结构，将该模型作为后续动

力学模拟突变型 Ａ１７Ｖ、Ｒ２３Ｈ、Ｇ３２Ｓ、Ｒ１６７Ｈ ＮＢＤ 的

初始模型。
１􀆰 ２ 　 动力学模拟过程

本模 拟 利 用 由 动 力 学 模 拟 软 件 Ｇｒｏｍａｃｓ
４􀆰 ５􀆰 ５［１２］和三维结构分析软件 ＰｙＭＯＬ 进行。 各模

型的模拟步骤及参数设定均相同。 具体步骤及参数

如下：
（１）力场选择：根据不同力场偏向于不同的结

构状态模拟，该模拟各体系均采用 ＮＰＴ 系综，计算

力场选用 ＧＲＯＭＯＳ９６ ４３ａ１。
（２）溶解蛋白：将结构模型放进一个立方体的

周期性边界盒子中并置于该盒子的中心，设定模型

中任一原子距盒子边缘的距离大于 １􀆰 ０ ｎｍ， 以保证

其不会和另一个盒子中的镜像相互作用。 水溶液环

境采用 ＳＰＣ 模型水分子（约含 ２５ １６９ 个水分子）。

（３）平衡电荷：正常的生理条件下，体系的 ｐＨ
值应接近中性，总电荷为 ０。 向各溶液体系中加入

不同数量的 Ｎａ＋ 或 Ｃｌ－，保持体系 ｐＨ ＝ ７，总电荷

为 ０。
（４）能量最小化：为了消除可能的原子碰撞，根

据蛋白质折叠的热力学，先将各模型在真空中以最

陡下降法（ｓｔｅｅｐ）优化 ２ ０００ 步的能量使其达到结构

稳定状态。
（５）限制性模拟：根据固定主链，优化侧链的原

则，为了使侧链找到一个较稳定的状态避免出现溶

剂分子分布不均的问题，进行了 ８０ ｐｓ 的限制性

模拟。
（６）最终的动力学模拟：达到上述平衡之后，各

体系在恒定的温度和压力下进行 １０ ｎｓ 的分子动力

学模拟。 分子的运动轨迹每 ４ ｐｓ 收集一次，以便用

于后续的数据分析。
此外，为了保持整个模拟过程中体系温度稳定

在 ３００ Ｋ、压力稳定在 １􀆰 ０ × １０５ Ｐａ，分别采用“Ｖ⁃
ｒｅｓｃａｌｅ”和“Ｐａｒｒｉｎｅｌｌｏ⁃Ｒａｈｍａｎ”方法对体系温度和压

力进行控制， 耦合常数分别为 ０􀆰 １ ｐｓ 和０􀆰 ５ ｐｓ。 模

拟的时间积分步长为 ２ｆｓ， 整个体系使用周期性边

界条件，采用 ＬＩＮＣＳ（ ｌｉｎｅａｒ ｃｏｎｓｔｒａｉｎｔ ｓｏｌｖｅｒ）算法对

体系中所有键的键长进行约束，静电相互作用采用

ＰＭＥ （ｐａｒｔｉｃｌｅ ｍｅｓｈ Ｅｗａｌｄ）算法进行估算，截断半径

为 １􀆰 ０ ｎｍ。 范德华力通过“ｃｕｔ⁃ｏｆｆ”方法进行估算，
截断半径为 １􀆰 ０ ｎｍ。

２ 　 结果与讨论

２􀆰 １ 　 结构稳定性

ＲＭＳＤ（ Ｒｏｏｔ ｍｅａｎ ｓｑｕａｒｅ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ，均方根偏

差）可用来测量进行比对的两个蛋白质相同位点的

氨基酸残基碳原子之间的距离，是衡量模拟过程中

蛋白质稳定程度的重要参数，间接反应蛋白质灵活

性。 通过比较整体 ＲＭＳＤ 曲线的变化趋势得出在 ７
ｎｓ 时各模型均达到平衡状态（见图 １ａ），结构稳定。
对 ｌｏｏｐ１ 稳定性分析发现，各模型在 ７ ｎｓ 时达到平

衡（见图 １ｂ），平均值分别为：ＷＴ（０􀆰 ５１ ｎｍ）、Ｒ１６７Ｈ
（０􀆰 ６９ ｎｍ）、 Ｇ３２Ｓ （ ０􀆰 ８１ ｎｍ）、 Ａ１７Ｖ （ ０􀆰 ８４ ｎｍ）、
Ｔ２３Ｈ（０􀆰 ７５ ｎｍ）。 从这些数据可以明显看出突变模

型 Ａ１７Ｖ、Ｔ２３Ｈ、Ｇ３２Ｓ 中 ｌｏｏｐ１ 的 ＲＭＳＤ 平均值均比

ＷＴ、Ｒ１６７Ｈ 高。 表明突变模型 Ａ１７Ｖ、Ｔ２３Ｈ、Ｇ３２Ｓ
的柔性比 ＷＴ、Ｒ１６７Ｈ 强，暗示 Ａ１７、Ｔ２３、Ｇ３２ 三个

位点可能通过 ｌｏｏｐ１ 构象变化，引起酵母 Ｈｓｐ７０ 氮

端 ＮＢＤ 的 ＡＴＰ 酶活性变化。

１５２第 ４ 期　 　 　 　 　 周小红，等：Ｈｓｐ７０ 核苷酸结合域突变体影响酶活的分子动力学模拟研究



图 １　 （ａ）蛋白 ＲＭＳＤ 随时间变化（ｂ） ｌｏｏｐ１ＲＭＳＤ 随时间变化

Ｆｉｇ． １　 （ａ）Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ＲＭＳＤ ａｓ ａ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ（ｂ）Ｔｈｅ
ｌｏｏｐ１ ＲＭＳＤ ａｓ ａ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ

２􀆰 ２ 　 Ｈｓｐ７０ 氮端 ＡＴＰ 酶活性区域结构对比

通过三维可视软件 ＰｙＭＯＬ，标示出 ｌｏｏｐ１ 和重要

残基 Ｔ１１ 在 Ｅ．ｃｏｌｉ ＤｎａＫ 氮端 ＮＢＤ 的位置（见图 ２）。

图 ２　 ＤｎａＫ ＮＢＤ 三维结构

Ｆｉｇ． ２ 　 ＤｎａＫ ＮＢＤ ｔｈｒｅｅ⁃ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ

为进一步分析 ｌｏｏｐ１ 怎样的构象改变而引起

Ｈｓｐ７０ 氮端 ＮＢＤ 的 ＡＴＰ 酶 活 性 变 化， 我 们 对

Ａ１７Ｖ、Ｔ２３Ｈ、Ｇ３２Ｓ、Ｒ１６７Ｈ、ＷＴ 进行了 １０ ｎｓ 时整体

蛋白三维结构对比分析。 结果显示，突变模型

Ｒ１６７Ｈ 与 ＷＴ 在 ｌｏｏｐ１ 处具有相似的构象，重要残

基 Ｔ１１ 侧链未向内发生移动（见图 ３ａ）。 突变模型

Ａ１７Ｖ、Ｔ２３Ｈ、Ｇ３２Ｓ 与 ＷＴ 结构对比发现，Ｔ１１ 的侧

链均向内发生不同程度移动（见图 ３ｂ，图 ｃ，图 ｄ），
预示着在酵母 Ｈｓｐ７０ ＡＴＰ 水解过程中， Ａ１７Ｖ、
Ｔ２３Ｈ、Ｇ３２Ｓ 三个突变模型与 ＷＴ 和 Ｒ１６７Ｈ 相比能

够更快速的通过 Ｔ１１ 侧链的羟基与 ＡＴＰ 进行相互

作用，攻击 ＡＴＰγ－磷酸基团，引起 ＡＴＰ 快速水解，从
而增强 ＡＴＰ 酶活性。

图 ３　 模拟后 ｌｏｏｐ１ 结构对比：ＷＴ（Ｔ１１：Ｓｔｉｃｋｓ）（ａ）Ｒ１６７Ｈ（Ｔ１１：ｌｉｎｅｓ）
（ｂ）Ａ１７Ｖ（Ｔ１１：ｌｉｎｅｓ）（ｃ）Ｔ２３Ｈ（Ｔ１１：ｌｉｎｅｓ）（ｄ）Ｇ３２Ｓ（Ｔ１１：ｌｉｎｅｓ）

Ｆｉｇ．３　 ｌｏｏｐ１ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ａｆｔｅｒ ＭＤ ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎ：ＷＴ（Ｔ１１：Ｓｔｉｃｋｓ）
（ａ）Ｒ１６７Ｈ（Ｔ１１：ｌｉｎｅｓ）（ｂ）Ａ１７Ｖ（Ｔ１１：ｌｉｎｅｓ）（ｃ）Ｔ２３Ｈ（Ｔ１１：ｌｉｎｅｓ）

（ｄ）Ｇ３２Ｓ（Ｔ１１：ｌｉｎｅｓ）

２􀆰 ３ 　 Ｈｓｐ７０ ＡＴＰ 酶活性区域距离分析

为了深入探讨前面提到的构象改变与功能变化

关系，我们引入了一个 ＡＴＰ 分子 （ＲＣＳＢ 数据库，
ＰＤＢ 编号：３ＬＤＬ）进行距离分析。 ＭｃＫａｙ 等人研究

指出，Ｈｓｃ７０ Ｔ１３（ＤｎａＫＴ１１）残基对 ＡＴＰ 水解的重要

作用，是通过 Ｔ１３ 侧链的羟基对 ＡＴＰγ－磷酸基团作

用，引起 ＡＴＰ 酶水解速率变化［５］。 数据显示，１０ ｎｓ
时 Ｔ１１ 侧链的羟基与 γ－磷酸基团距离（见图 ４ａ，ｂ，
ｃ，ｄ，ｅ）ＷＴ（５􀆰 ５ Å），Ｒ１６７Ｈ（６􀆰 ０ Å）均大于突变模

型 Ａ１７Ｖ（１􀆰 ３ Å）、Ｔ２３Ｈ（４􀆰 ９ Å）和 Ｇ３２Ｓ（４􀆰 ６ Å）。
数据表明，Ｔ１１ 侧链的羟基与 γ－磷酸基团距离变

近，其相互作用增强，可能引起 ＡＴＰ 酶活性增强，与
前面结论相一致。 从分子水平初步解释了生化试验

酵母 Ｈｓｐ７０ Ａ１７Ｖ，Ｒ２３Ｈ，Ｇ３２Ｓ 点突变增强 ＡＴＰ 酶

活结论。
２􀆰 ４　 ｌｏｏｐ１ 氢键分析

为了探讨引起 ｌｏｏｐ１ 发生向内移动的原因，我
们对 ｌｏｏｐ１ 与周围氨基酸的氢键交互作用进行了分

析，通过计算得到各突变体模型 １０ｎｓ 模拟过程中氢
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键数量的平均值分别为：ＷＴ（１􀆰 ２ 个）、Ｒ１６７Ｈ （１􀆰 ２
个）、Ａ１７Ｖ （２􀆰 ６ 个）、Ｔ２３Ｈ （２􀆰 ４ 个）、Ｇ３２Ｓ （０􀆰 ４
个）。 结果表明，Ａ１７Ｖ、Ｔ２３Ｈ 突变体模型在 １０ｎｓ 模

拟过程中的氢键数量显著高于 ＷＴ、Ｒ１６７Ｈ，然而有

趣的是 Ｇ３２Ｓ 突变体模型在 １０ｎｓ 模拟过程中的氢键

数量低于 ＷＴ、Ｒ１６７Ｈ（见图 ５ａ）。 随后氢键存活时

间分析发现（见图 ５ｂ），在 １０ｎｓ 模拟过程中稳定氢

键数量分别为 ＷＴ（１ 个）、Ｒ１６７Ｈ（１ 个）、Ａ１７Ｖ（３
个）、 Ｔ２３Ｈ （ ３ 个）、 Ｇ３２Ｓ （ １ 个）。 以上数据表明

Ａ１７Ｖ、Ｔ２３Ｈ 点突变后，引起 ｌｏｏｐ１ 中与 Ｔ１２ 相互作

用的氢键数量显著增加，增强了 ｌｏｏｐ１ 附近的氢键

网络，从而间接调控 ｌｏｏｐ１ 中 Ｔ１１ 侧链向内移动，引
起 ＡＴＰ 酶活性的增强；值得注意的是，Ｇ３２Ｓ 点突变

后尽管减少了 ｌｏｏｐ１ 氢键数量，但是氢键存活时间

表明，在没有与 Ｔ１２ 相互作用的氢键存在时，每隔一

段时间会重复出现 Ｔ１１－Ｓ３８ 氢键，有规律的影响

Ｔ１１ 残基的状态，可能直接引起 Ｔ１１ 侧链向内移动，
从而增强 ＡＴＰ 酶活性。

图 ４　 模拟后 Ｔ１１ 残基与 γＰｉ 距离（单位：Å）
（ａ）ＷＴ（ｂ）Ｒ１６７Ｈ（ｃ） Ａ１７Ｖ （ｄ）Ｔ２３Ｈ （ｅ）Ｇ３２Ｓ

Ｆｉｇ．４　 ｔｈｅ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ Ｔ１１ ａｎｄ γＰｉ ａｆｔｅｒ ＭＤ ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎ（Å）
（ａ）ＷＴ（ｂ）Ｒ１６７Ｈ（ｃ） Ａ１７Ｖ （ｄ）Ｔ２３Ｈ （ｅ）Ｇ３２Ｓ

图 ５　 （ａ）模拟过程中 ｌｏｏｐ１ 氢键数量（ｂ）模拟过程中 ｌｏｏｐ１ 氢键存活时间

Ｆｉｇ． ５　 （ａ） ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｂｏｎｄ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ＭＤ ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎ（ｂ）Ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｂｏｎｄ ｅｘｉｓｔｅｎｃｅ ｍａｐ ｏｆ ｌｏｏｐ１ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ＭＤ ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎ

３ 　 结论

Ｈｓｐ７０ 分子伴侣 ＳＢＤ 和 ＮＢＤ 的功能既相互联

系又相互独立，分析其中一个结构域的构象功能变

化，能够间接反应出整个 Ｈｓｐ７０ 分子伴侣的功能变

化。 在本研究中， Ａ１７Ｖ， Ｔ２３Ｈ，Ｇ３２Ｓ 点突变引起

Ｈｓｐ７０ 氮端 ＮＢＤ ＡＴＰ 酶活性区域的 ＡＴＰ 结合口袋

袋口 Ｌｏｏｐ１ 柔性增强，重要残基 Ｔ１１ 侧链向内移动，
接近 ＡＴＰγ－磷酸基团，增强其与 ＡＴＰ 的作用，提高
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ＡＴＰ 水解速率，从而增强 ＡＴＰ 酶活性，引起 Ｈｓｐ７０
分子伴侣功能变化。

本研究为我们从分子水平上解释 Ｊｏｎｅｓ 等人的

生化试验结果（Ａ１７Ｖ，Ｒ２３Ｈ 和 Ｇ３２Ｓ 点增强 ＡＴＰ 酶

活，Ｒ１６７Ｈ 与 ＷＴ 对 ＡＴＰ 酶活没有影响［６］ ）提供了

数据 支 持。 同 时 也 从 分 子 水 平 对 Ｈｓｃ７０ Ｔ１３
（ＤｎａＫＴ１１）侧链的羟基对 ＡＴＰ 酶具有重要作用［４］ 进

行了一定验证，对后续 Ｈｓｐ７０ 氮端 ＮＢＤ 的突变研究

具有重要的借鉴意义。
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ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｈａｐｅｒｏｎｅ ＤｎａＫ ［ Ｊ］． Ｓｃｉｅｎｃｅ， １９９７， ２７６ （５３１１）：
４３１－４３５．

［１１］ Ｋｉｅｆｅｒ Ｆ， Ａｒｎｏｌｄ Ｋ， Ｋüｎｚｌｉ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ＳＷＩＳＳ⁃ＭＯＤＥＬ Ｒｅｐｏｓｉ⁃
ｔｏｒｙ ａｎｄ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ［ Ｊ］ ． Ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄｓ ｒｅｓｅａｒｃｈ， ２００９，
３７（ｓｕｐｐｌ １）： Ｄ３８７－Ｄ３９２．

［１２］ Ｐｒｏｎｋ Ｓ， Ｐ􀅡ｌｌ Ｓ， Ｓｃｈｕｌｚ Ｒ， ｅｔ ａｌ． ＧＲＯＭＡＣＳ ４􀆰 ５： ａ ｈｉｇｈ⁃
ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ａｎｄ ｈｉｇｈｌｙ ｐａｒａｌｌｅｌ ｏｐｅｎ ｓｏｕｒｃｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎ
ｔｏｏｌｋｉｔ［Ｊ］ ． Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ， ２０１３，２９（７）：８４５－８５４．
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