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摘　 要：Ｈｓｃ７０ 与 ａｕｘｉｌｉｎ 蛋白组成的系统是 Ｈｓｐ７０ ／ Ｈｓｐ４０ 分子伴侣系统家族的一员，在热休克反应中发挥重要作用。 本文为

得出 ａｕｘｉｌｉｎ 蛋白 Ｊ 结构域的关键氨基酸，首先采用由二硫键交联的 Ｈｓｃ７０ Ｒ１７１Ｃ 与 ａｕｘｉｌｉｎ Ｄ８７６Ｃ 的复合物结晶结构作为初

始模型，进行分子动力学模拟，通过比较平衡后的结合部位发现，将形成二硫键的氨基酸突变为原来的氨基酸结构在结合位

点上与生化结果较为相近，之后利用此结构通过拉伸动力学模拟分析了 ａｕｘｉｌｉｎ 蛋白 Ｊ 结构域与 Ｈｓｃ７０ 的 ＡＴＰａｓｅ 功能域的解

离过程，并探讨了 Ｈｓｃ７０ 与 ａｕｘｉｌｉｎ 蛋白之间的相互作用力。 结果表明位于 ＨＰＤ ｌｏｏｐ 上的 Ｈｉｓ８７４，Ａｓｐ８７６，Ｔｈｒ８７９，螺旋Ⅲ上的

Ｇｌｕ８８４，Ａｓｎ８９５，Ａｓｐ８９６，Ｓｅｒ８９９，Ｇｌｕ９０２，Ａｓｎ９０３ 为关键氨基酸，这些数据符合之前核磁共振实验证实的 Ｔ 抗原 Ｊ 结构域的

ＨＰＤ 基序和螺旋Ⅲ与 Ｈｓｃ７０ 的 ＡＴＰａｓｅ 功能域之间的相互作用。
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　 　 Ｈｓｃ７０ 与 ａｕｘｉｌｉｎ 蛋白组成的系统是 Ｈｓｐ７０ ／
Ｈｓｐ４０ 分子伴侣系统家族的一员。 Ｈｓｐ４０ 在原核细

胞和真核细胞中广泛存在，它作为 Ｈｓｐ７０ 的辅助伴

侣可以与 Ｈｓｐ７０ 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［１－２］。 许多疾病尤其是

神经系统变性疾病，包括阿尔茨海默氏症、帕金森、
享延顿病，都是因蛋白错误折叠而积累，形成不同的

淀粉样聚集体从而引起组织病变［３］。
Ｈｓｐ４０ 可分为 Ｉ、ＩＩ、ＩＩＩ 三个亚型，每个亚型都含

有一个氨基酸序列高度保守的 Ｊ 结构域。 Ｊ 结构域

被认为是 Ｈｓｐ４０ 与同伴蛋白 Ｈｓｐ７０ 相互作用所需

要的主要位点和最小区域［４－５］。 之前已经通过多种

方式研究 Ｊ 结构域与 ＡＴＰａｓｅ 功能域间的相互作用，
如通过突变体实验发现 ＤａｎＪ 的 Ｊ 结构域螺旋Ⅱ上

的正电表面与 ＤａｎＫ 的 ＡＴＰａｓｅ 功能域上的负电表

面发生识别作用［６－８］。 在牛的 ａｕｘｉｌｉｎ 蛋白 Ｊ 结构域

中，位于 ＨＰＤ ｌｏｏｐ 附近的 Ａｒｇ８６７，Ｌｙｓ８６８，Ｌｙｓ８７７ 的

侧链组成一个相似的正电荷表面，Ｅｘｔｒａ ｌｏｏｐ（ａｕｘｉｌｉｎ
Ｊ 结构域特有）上的 Ｌｙｓ８４７ 在与 Ｈｓｃ７０ 相互作用时

也发挥重要作用［９］。 用核磁共振（ＮＭＲ）方法发现

在 ＡＤＰ 状态下，ＤａｎＪ 螺旋 ＩＩ 上的保守残基与 ＤａｎＫ
环（Ｇｌｕ２０６ 至 Ｔｈｒ２２１）之间存在重要的静电相互作

用，并形成一个动态的相互连接界面［１０］。 运用分子

对接的方式，得到了 Ｈｓｃ７０ ／ ａｕｘｉｌｉｎ 结合物的理论模

型并发现结构域间的静电相互作用对刺激 ＡＴＰａｓｅ
功能域活性有着重要作用［１１］。 此外通过结晶的方

法分析，得出当核苷酸和 Ｊ 蛋白（ Ｊ⁃ｄｏｍａｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ）
都调节 Ｈｓｐ７０ 与 ｌｉｎｋｅｒ、ＡＴＰａｓｅ 功能域与底物结合

域的相互作用时，这些相互作用在不同 Ｈｓｐ７０ 里有

着不同的内在作用时间，这可以优化他们在不同的

细胞作用下的活动［１２］，但是更为具体的分子内相互

作用及其动力学过程并没有被阐述清楚。
拉伸分子动力学模拟（ ＳＭＤ，Ｓｔｅｅｒｅｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

ｄｙｎａｍｉｃｓ ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎ）是一种模拟原子力显微镜单分

子操作过程的方法，与常规分子动力学相比，拉伸分

子动力学的优点在于把原来无法模拟的生物化学进

程在纳秒时间尺度进行了模拟，不但大大减少了计

算时间， 而且可以动态研究两个生物分子之间相互

作用以及蛋白质的力学性质［１３］。 通过沿着给定方

向施加一外力（或简谐势）于配体或蛋白的某一部

分用来研究蛋白与蛋白的分离过程，对该过程中能

量、氢键、疏水、盐桥等的分析找出关键的残基位点

及主要的相互作用力，这将为其逆过程即蛋白与蛋

白的结合过程提供理论依据。 因此，本文采用拉伸

分子动力学模拟的方法详细探讨 ａｕｘｉｌｉｎ 蛋白与

Ｈｓｃ７０ 结合物的解离过程。

１　 计算方法与条件

１．１　 分子动力学模拟

本研究在 Ｇｒｏｍａｃｓ ４．５．５［１４］软件中完成，所用模

型为牛的 ａｕｘｉｌｉｎ 蛋白与 Ｈｓｃ７０ 由二硫键交联的复

合物 晶 体 结 构 （ ＰＤＢ 编 号 ２ＱＷＮ ） ［１２］， 使 用

ＳｗｉｓｓＰＤＢ Ｖｉｅｗｅｒ 对形成二硫键的氨基酸分别突变

成原来的氨基酸。 所有模拟在 ＧＲＯＭＯＳ９６ ４３ａ１ 力

场中完成，由于 ＰＯ４
３－离子和 ＡＤＰ 的拓扑结构没有

包含在 ＧＲＯＭＯＳ ４３ａ１ 的力场中，使用 ＰＲＯＤＲＧ 服

务器基于相似的力场产生一组键和键角的参数。 蛋

白任一原子距盒子边缘的距离大于 １０ Å。 蛋白溶

于约含 ４８ ７５０ 个 ＳＰＣ 水分子的溶液中，溶液体系加

２ 个 Ｃｌ－离子使电荷达到平衡。 整个体系在水溶液

中进行 ２ ０００ 步的能量最小化和 ８０ ｐｓ 的位置限制

性模拟。 然后整个体系在 ３００ Ｋ、ｐＨ７ 的条件下进

行了 １０ ｎｓ 的平衡动力学模拟，所得平衡结构在同

样条件下用于拉伸动力学研究。 拉伸组 ａｕｘｉｌｉｎ 蛋

白的 Ｊ 结构域（残基 ８１２－９０５）及参照组 Ｈｓｃ７０ 的

ＡＴＰａｓｅ 功能域（残基 ３－３８５）的选取以晶体结构中

相互作用的区域为基础，Ｊ 结构域的质心被施加速度

恒定的拉力使其沿着远离 ＡＴＰａｓｅ 功能域的方向解

离。 轨迹坐标每 ０．２ ｐｓ 收集一次，模拟时间为 ２ ｎｓ。
１．２　 拉伸速度和弹簧系数的确定

在恒速拉伸动力学模拟中，速度和弹簧系数

是影响实验结果准确性的重要因素［１３］ 。 通常要找

到速度和所需最大力之间的变化曲线的拐点，该
点以下的速度为可接受的合理速度，且速度选择

得越小，得到的结果越接近真实情况。 因此进行了

１０ 组不同速度下的拉伸实验（０．００１ ～ ０．０３ ｎｍ ／ ｐｓ），
最终选取 ０．００１ ｎｍ ／ ｐｓ 为最适速度。 另外，弹簧系

数必须选取得足够高，以保证在拉伸过程中所拉伸

区域的正常分离和取样，但弹簧系数选取得太高也

会给拉力带来显著的误差，因此进行了 ６ 个不同弹

簧系数的测定（５０ ～ ２ ０００ ｋＪ·ｍｏｌ－１ ／ ｎｍ２），最终选取

３００ ｋＪ·ｍｏｌ－１ ／ ｎｍ２为最适弹簧系数。

２　 结果与讨论

２．１　 拉伸模拟初始模型的确定

为了得到合理的拉伸初始结构，首先对 Ｈｓｃ７０
与 ａｕｘｉｌｉｎ 蛋白复合物存在二硫键结构及将形成二

硫键的氨基酸突变为原本氨基酸的结构分别进行了

１０ ｎｓ 的分子动力学模拟。 由 ＲＭＳＤ（见图 １）可以

看出，由二硫键交联形成的复合物结构在 ３ ｎｓ 就达
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到了平衡，突变为原本氨基酸的结构蛋白质的结构

在约 ６ ｎｓ 达到平衡，说明二硫键有稳定其复合物的

作用。 之前其他 ＮＭＲ 实验已经发现 Ｔ 抗原的 Ｊ 结

构域上 ＨＰＤ 基序和螺旋 ＩＩＩ 与 Ｈｓｃ７０ 相互作用［１５］，
从 １０ ｎｓ 后的平衡结构来看（见图 ２），初始含有二硫

键的结构主要通过螺旋 ０ 及 ＨＰＤ ｌｏｏｐ 附近的氨基

酸与 ＡＴＰａｓｅ 功能域发生相互作用，这与生化结果差

别较大，而突变为原本氨基酸的结构在结合位点上

与此生化实验结果较为相符，所以采用突变为原本

氨基酸的平衡结构作为拉伸动力学模拟的初始

模型。
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图 １　 ＲＭＳＤ 值随时间的变化

Ｆｉｇ．１　 Ｔｈｅ ＲＭＳＤ ｖａｌｕｅｓ ａｓ ａ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ
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图 ２　 含有二硫键及突变为原始氨基酸的平衡结构模型对比

Ｆｉｇ．２　 Ｓｕｐｅｒｉｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｓｕｌｆｉｄｅ⁃ｂｏｎｄ⁃ｃｒｏｓｓｌｉｎｋｅｄ ｍｏｄｅｌ
ａｎｄ ｔｈｅ ｍｕｔａｔｅｄ ｍｏｄｅｌ ａｔ ｔｈｅ ｅｎｄ ｏｆ ｔｈｅ ＭＤ ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎ

注：图中浅色为含二硫键的结构模型，深色为突变成原始氨基酸的结

构模型。
Ｎｏｔｅｓ：Ｔｈｅ ｄｉｓｕｌｆｉｅｄ⁃ｂｏｎｄ⁃ｃｒｏｓｓｌｉｎｋｅｄ ｍｏｄｅｌ ｉｓ ｓｈｏｗｎ ｉｎ ｌｉｇｈｔ ａｎｄ ｔｈｅ
ｍｕｔａｔｅｄ ｍｏｄｅｌ ｉｓ ｓｈｏｗｎ ｉｎ ｄａｒｋ．
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图 ３　 Ａｕｘｉｌｉｎ 和 Ｈｓｃ７０ 的模型图

Ｆｉｇ．３　 Ｒｉｂｂｏｎ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ａｕｘｉｌｉｎ ａｎｄ Ｈｓｃ７０

２．２　 分离过程中能量分析与结构改变

拉伸动力学中 ａｕｘｉｌｉｎ 蛋白与 Ｈｓｃ７０ 结合物的

分离过程实质上是一个全原子的热力学运动过程，
这种热力学运动程度主要是通过拉伸区域之间相互

作用力的破坏所消耗的能量来体现，因此，体系的能

量分析将直接反映非平衡运动过程中相互作用力的

变化。 如图 ４ 所示，开始阶段是稳定的有着很低的

自由能，在拐点以后由于力的作用系统进入不平衡

状态，相互作用减少，说明 Ｊ 结构域与 ＡＴＰａｓｅ 功能

域之间有很强的相互作用。 总能量在 ２６６ ｐｓ 时最

低，暗示着这时两个结构域的相互作用最大。 明显

看出，静电相互作用在模拟初期占据优势，然而到后

期阶段，范德华（ＶＤＷ）相互作用和静电相互作用大

体一致。 在最后阶段，能量曲线快速到零，暗示着 Ｊ
结构域已经从 ＡＴＰａｓｅ 功能域上完全分离。 同时由

拉伸后的结构可以看出经过 ２ ｎｓ 的拉伸（见图 ５）这
两个结构域的质心距离从 ３．４９ ｎｍ 变化到 ５．３０ ｎｍ，
表明 Ｊ 结构域已经完全从 ＡＴＰａｓｅ 功能域上拉开，两
个结构域的相互作用在这个过程中也明显的被

破坏。
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图 ４　 Ａｕｘｉｌｉｎ 蛋白与 Ｈｓｃ７０ 解离过程中能量随时间的变化

Ｆｉｇ．４　 Ｔｉｍｅ ｄｅｐｅｎｄｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｅｎｅｒｇｙ ｂｅｔｗｅｅｎ
ｔｈｅ ａｕｘｉｌｉｎ Ｊ⁃ｄｏｍａｉｎ ａｎｄ ＡＴＰａｓｅ ｄｏｍａｉｎ ｏｆ Ｈｓｃ７０

ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ＳＭＤ ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎ
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图 ５　 Ｈｓｃ７０ ／ ａｕｘｉｌｉｎ 系统拉伸后的结构模型

Ｆｉｇ．５　 Ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ Ｈｓｃ７０ ／ ａｕｘｉｌｉｎ ｓｙｓｔｅｍ
ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ＳＭＤ ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎ

注：ＰＯ４
３－和 ＡＤＰ 以棍棒模型表示。

Ｎｏｔｅｓ：Ｔｈｅ ＰＯ４
３－ ｉｏｎｓ ａｎｄ ＡＤＰ ａｒｅ ｓｈｏｗｎ ｉｎ ｓｔｉｃｋ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ．

２．３　 分离过程中重要残基的能量分析

拉伸模拟过程中，能量最低点（２６６ ｐｓ）相对应

的是相互作用力最强的点，此刻，区域中分子间相对

较强的作用力均会存在。 因此，我们分析了该时刻

下存在相互作用力的所有氨基酸的静电能量及范德

华能量。 氨基酸的静电能量变化如图 ６ 所示，在拉

伸过程中位于 ＨＰＤ ｌｏｏｐ 上的残基 Ｈｉｓ８７４，Ａｓｐ８７６，
Ｔｈｒ８７９，螺旋Ⅲ上的残基 Ｇｌｕ８８４，Ａｓｎ８９５，Ａｓｐ８９６，
Ｓｅｒ８９９，Ｇｌｕ９０２，Ａｓｎ９０３ 的静电能量曲线出现了明显

的波谷，而 ＨＰＤ ｌｏｏｐ 上的残基 Ｌｙｓ８７７，Ｇｌｎ８８１，螺旋

Ⅲ上的残基 Ｐｈｅ８９１，Ｍｅｔ８９２ 的静电能量曲线则无明

显波谷，始终趋于低能量状态，其中残基 Ａｓｐ８７６，
Ｇｌｕ９０２ 的变化最为明显。 氨基酸的范德华能量如

图 ７ 所示，ＨＰＤ ｌｏｏｐ 上的残基 Ｈｉｓ８７４，Ａｓｐ８７６，螺旋

Ⅲ 上 的 残 基 Ｐｈｅ８９１， Ｍｅｔ８９２， Ａｓｎ８９５， Ａｓｐ８９６，
Ｇｌｕ９０２，Ａｓｎ９０３ 的范德华能量变化明显，其中残基

Ａｓｐ８７６，Ｍｅｔ８９２ 的变化最为明显。 Ｅｘｔｒａ ｌｏｏｐ 以及

Ｈｅｌｉｘ Ⅱ上的氨基酸与 ＡＴＰａｓｅ 功能域不存在相互作

用力。
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图 ６　 解离过程中 Ｊ 结构域残基静电能量随时间的变化

Ｆｉｇ．６　 Ｔｉｍｅ ｄｅｐｅｎｄｅｎｃｅ ｏｆ ｅｌｅｃｔｒｏｓｔａｔｉｃ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｅｎｅｒｇｙ ｆｏｒ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｏｆ Ｊ⁃ｄｏｍａｉｎ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ＳＭＤ ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎ
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图 ７　 解离过程中 Ｊ 结构域残基范德华能量随时间的变化
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２．４　 分离过程中氢键与盐桥的分析

氢键和盐桥作为主要的静电作用力，对于维持

蛋白结构的稳定性起着重要的作用， 并且之前的实

验发现大多数的 Ｈｓｐ７０ 与 Ｈｓｐ４０ 之间通过静电相

互作用识别［７，１１］。 因此，我们对 Ｊ 结构域与 ＡＴＰａｓｅ
功能域作用时所形成的的氢键和盐桥进行了深入分

析。 表 １ 所示的解离过程中，Ｊ 结构域与 ＡＴＰａｓｅ 功

能域之间形成的氢键。 由此可以发现：Ｅｘｔｒａ ｌｏｏｐ 以

及 Ｈｅｌｉｘ Ⅱ与 ＡＴＰ 结构域不存在氢键相互作用，
ＨＰＤ ｌｏｏｐ 上的 Ｈｉｓ８７４，Ａｓｐ８７６，Ｔｈｒ８７９，Ｈｅｌｉｘ Ⅲ上的

Ｇｌｕ８８４，Ａｓｎ８９５，Ａｓｐ８９６，Ｓｅｒ８９９，Ｇｌｕ９０２，Ａｓｎ９０３ 与

ＡＴＰａｓｅ 功能域存在重要的氢键相互作用。 另外，通

过盐桥分析发现，Ａｓｐ８７６，Ｇｌｕ８８４，除了形成氢键外，
在分离过程中还形成了稳定的盐桥，（见图 ８Ａ）残

基 Ａｓｐ８７６ 与 Ｌｙｓ１５９ 之间的盐桥，（见图 ８Ｂ）残基

Ａｓｐ８７６ 与 Ａｒｇ１７１ 之间的盐桥， （见图 ８Ｃ） 残基

Ｇｌｕ８８４ 与 Ａｒｇ１７１ 之间的盐桥，其中 Ａｓｐ８７６，Ｇｌｕ８８４
来自 Ｊ 结构域，Ｌｙｓ１５９，Ａｒｇ１７１ 来自 ＡＴＰａｓｅ 功能域。
基于先前实验的数据，如果两个带相反电荷的残基

距离在 ０．４ ｎｍ 被定义为一个较强的盐桥，如果距离

在０．６ ｎｍ以内被认为是一种较弱盐桥［１６］，由此可以

看出这 ３ 个盐桥在 Ｊ 结构域与 ＡＴＰａｓｅ 功能域发生

相互作用时起着重要的作用。

表 １　 由拉伸模拟确定的残基间氢键相互作用

Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｅｓｉｄｕｅ ｐａｉｒｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｂｏｎｄｉｎｇ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｉｎ ＳＭＤ ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎｓ

Ｊ⁃ｄｏｍａｉｎ 氢键相互作用

Ｅｘｔｒａ ｌｏｏｐ － －

ＨｅｌｉｘⅡ － －

ＨＰＤ ｌｏｏｐ

Ｈｉｓ８７４ （Ｈ３３Ｑ） ［１７］∗ Ｈｉｓ８７４（Ｎ）：Ｖａｌ１６９（Ｏ）

Ａｓｐ８７６ （Ｄ３５Ｎ） ［１７］∗ Ａｓｐ８７６（Ｎ）：Ｌｅｕ１７０（Ｏ） Ａｓｐ８７６（Ｏ）：Ａｒｇ１７１（Ｎ） Ａｓｐ８７６（Ｏ）：Ｉｌｅ１７２（Ｎ）

Ｔｈｒ８７９ Ｔｈｒ８７９（Ｏ）：Ａｒｇ１７１（Ｎ）

ＨｅｌｉｘⅢ

Ｇｌｕ８８４ Ｇｌｕ８８４（Ｏ）：Ａｒｇ１７１（Ｎ）

Ａｓｎ８９５ （Ｎ５６Ｔ） ［１８］∗ Ａｓｎ８９５（Ｏ）：Ａｓｎ１６８（Ｎ） Ａｓｎ８９５（Ｏ）：Ａｓｎ１４１（Ｎ） Ａｓｎ８９５（Ｎ）：Ｌｅｕ３８０（Ｏ） Ａｓｎ８９５（Ｎ）：Ｓｅｒ３８１（Ｏ）

Ａｓｐ８９６ Ａｓｐ８９６（Ｏ）：Ａｓｐ３８３（Ｎ） Ａｓｐ８９６（Ｏ）：Ｈｉｓ２３（Ｎ） Ａｓｐ８９６（Ｎ）：Ｓｅｒ３８１（Ｏ）

Ｓｅｒ８９９ Ｓｅｒ８９９（Ｏ）：Ｇｌｙ４（Ｎ）

Ｇｌｕ９０２ （Ｋ６３Ａ） ［１５］∗ Ｇｌｕ９０２（Ｏ）：Ｌｙｓ３（Ｎ） Ｇｌｕ９０２（Ｏ）：Ｔｈｒ１３８（Ｎ） Ｇｌｕ９０２（Ｏ）：Ｔｈｒ１４１（Ｎ）

Ａｓｎ９０３ （Ｔ６４Ａ） ［１５］∗ Ａｓｎ９０３（Ｏ）：Ｇｌｙ４（Ｎ） Ａｓｎ９０３（Ｏ）：Ｇｌｙ１３７（Ｎ）

注：∗在其他 Ｊ 蛋白的 Ｊ 结构域上已证实的关键氨基酸（Ｈ３３Ｑ、Ｄ３５Ｎ 为 ＤａｎＪ Ｊ 结构域的突变体，Ｎ５６Ｔ、Ｋ６３Ａ、Ｔ６４Ａ 为 Ｔ 抗原 Ｊ 结构域的突变

体），表中除所列的来自 Ｊ 结构域的氨基酸，其余氨基酸均来自 ＡＴＰａｓｅ 功能域。
Ｎｏｔｅｓ：∗Ｔｈｅ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｗｈｉｃｈ ｈａｖｅ ｂｅｅｎ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｉｎ ｏｔｈｅｒ Ｊ⁃ｄｏｍａｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎｓ （Ｈ３３Ｑ ａｎｄ Ｄ３５Ｎ ａｒｅ ｔｈｅ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＤａｎＪ Ｊ⁃ｄｏｍａｉｎ， Ｎ５６Ｔ，
Ｋ６３Ａ ａｎｄ Ｔ６４Ａ ａｒｅ ｔｈｅ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｔ ａｎｔｉｇｅｎ Ｊ⁃ｄｏｍａｉｎ） ． Ａｌｌ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｅｘｃｅｐｔ Ｊ⁃ｄｏｍａｉｎ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ａｒｅ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ＡＴＰａｓｅ ｄｏｍａｉｎ．
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图 ８　 解离过程中盐桥的距离随时间的变化

Ｆｉｇ．８　 Ｔｈｅ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ｓａｌｔ⁃ｂｒｉｄｇｅ ａｓ ａ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ＳＭＤ ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ
注：（Ａ）Ａｓｐ８７６－Ｌｙｓ１５９（Ｂ）Ａｓｐ８７６－Ａｒｇ１７１（Ｃ）Ｇｌｕ８８４－Ａｒｇ１７１， 其中 Ａｓｐ８７６，Ｇｌｕ８８４ 来自 Ｊ 结构域，Ｌｙｓ１５９，Ａｒｇ１７１ 来自 ＡＴＰａｓｅ 功能域。
Ｎｏｔｅｓ：（Ａ）Ａｓｐ８７６－Ｌｙｓ１５９（Ｂ）Ａｓｐ８７６－Ａｒｇ１７１（Ｃ）Ｇｌｕ８８４－Ａｒｇ１７１，ａｓ ａ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ＳＭＤ ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ．Ａｓｐ８７６ ａｎｄ Ｇｌｕ８８４ ａｒｅ ｆｒｏｍ ｔｈｅ Ｊ⁃ｄｏｍａｉｎ，
Ｌｙｓ １５９ ａｎｄ Ａｒｇ１７１ ａｒｅ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ＡＴＰａｓｅ ｄｏｍａｉｎ．

４１１ 生　 物　 信　 息　 学　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 第 １２ 卷



　 　 以上研究结果表明，静电相互作用在模拟的初

期占据优势，然而到后期阶段，范德华（ＶＤＷ）相互

作用和静电相互作用大体一致。 鉴于 Ｈｓｃ７０⁃ａｕｘｉｌｉｎ
的分离是其形成的逆过程，这个结果暗示着在

Ｈｓｃ７０⁃ａｕｘｉｌｉｎ 复合的过程中，这两种相互作用可能

呈现与分离过程相反的贡献。 由此推测，ａｕｘｉｌｉｎ 蛋

白 Ｊ 结构上的残基 Ｈｉｓ８７４，Ａｓｐ８７６，Ｔｈｒ８７９，Ｇｌｕ８８４，
Ａｓｎ８９５，Ａｓｐ８９６，Ｓｅｒ８９９，Ｇｌｕ９０２，Ａｓｎ９０３ 为关键氨基

酸（见图 ９）：其中 ＨＰＤ ｌｏｏｐ 上的 Ｈｉｓ８７４，Ａｓｐ８７６，
Ｔｈｒ８７９， Ｈｅｌｉｘ Ⅲ 上 的 Ｇｌｕ８８４， Ａｓｎ８９５， Ａｓｐ８９６，
Ｓｅｒ８９９，Ｇｌｕ９０２，Ａｓｎ９０３ 与 ＡＴＰａｓｅ 功能域存在重要

的氢键相互作用。 Ａｓｐ８７６，Ｇｌｕ８８４ 除了形成氢键

外，还分别与残基 Ｌｙｓ１５９、Ａｒｇ１７１ 形成了稳定的盐

桥。 所以 ａｕｘｉｌｉｎ 蛋白的 Ｊ 结构域上 ＨＰＤ 基序和螺

旋 ＩＩＩ 与 Ｈｓｃ７０ 的 ＡＴＰａｓｅ 功能域相互作用时发挥重

要作用，这与关于 Ｔ 抗原 Ｊ 结构域与 Ｈｓｃ７０ 复合物

的 ＮＭＲ 实验所得的理论相符合［１５］。 另外，相关生

化试验证实 Ｊ 结构域 Ｅｘｔｒａ ｌｏｏｐ 上的 Ｌｙｓ８４７ 在与

Ｈｓｃ７０ 相互作用时也发挥重要作用［９］，然而本实验

并未发现 Ｅｘｔｒａ ｌｏｏｐ 与 Ｈｓｃ７０ 的相互作用，暗示着 Ｊ
结构域与 ＡＴＰａｓｅ 功能域的相互作用有着复杂的作

用机制或者结晶时人为二硫键的加入干扰了结合位

点，还需要大量的分子生物学和生物化学实验进行

验证，从而解释其中所存在的争议［１９－２０］。

图 ９　 Ａｕｘｉｌｉｎ 蛋白 Ｊ 结构域上的关键氨基酸模型图

Ｆｉｇ．９　 Ｒｉｂｂｏｎ ｐｒｏｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｕｘｉｌｉｎ Ｊ⁃ｄｏｍａｉｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｅｓｉｄｕｅｓ

３　 结　 论

本研究结果不仅有助于在理论上解释影响

Ｈｓｃ７０ 与 ａｕｘｉｌｉｎ 蛋白复合物稳定性的因素，对于深

入研究 ａｕｘｉｌｉｎ 蛋白与 Ｈｓｃ７０ 结合过程的分子机制

也具有重要的促进意义，但是这些分子动力学模拟

的结论还有待分子生物学和生物化学实验的证据

支持。
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