
第 １４ 卷 第 ３ 期

２ ０ １ ６ 年 ０ ９ 月
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　

生 物 信 息 学

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ
Ｖｏｌ．１４ Ｎｏ．３

Ｓｅｐ． ２０１６

收稿日期：２０１５－１２－１６；修回日期：２０１６－０２－１９．
基金项目：国家自然科学基金项目（３１５７０１５４）；国家自然科学基金项目（３１２０１２８５）。
作者简介：：张桥石，男，硕士研究生。 研究方向：生物信息学、热休克蛋白；Ｅ－ｍａｉｌ： ｈａｘｑｄｋｋｓ＠ ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ．
∗通信作者：宋有涛，男，教授、博士生导师；研究方向：朊病毒聚集机制、环境化学；Ｅ－ｍａｉｌ： ｙｓｏｎｇ＠ ｌｎｕ．ｅｄｕ．ｃｎ．

ｄｏｉ：１０．３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１６７２－５５６５．２０１６．０３．０３

ＤｎａＫ 蛋白扭链残基突变体影响其 ＡＴＰａｓｅ 活性的
分子动力学模拟研究
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摘　 要：大肠杆菌分子伴侣蛋白 ＤｎａＫ 氮端核苷酸结合域（ＮＢＤ， ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｄｏｍａｉｎ）的 ＩＩ－Ａ 和 ＩＩ－Ｂ 子域之间的一些高

度保守的扭链残基突变后（ Ｉ２０２Ａ， Ｓ２０３Ａ， Ｇ２２３Ａ， Ｌ２２７Ａ， Ｇ２２８Ａ），其 ＡＴＰａｓｅ 活性也发生变化原因不清楚。 我们通过同源

建模的方法构建 ＮＢＤ 与小分子 ＡＴＰ 相互作用的各蛋白模型，使用分子动力学模拟方法研各模型的结构变化并尝试找出其与

ＡＴＰａｓｅ 活性变化的关系。 结果表明，除 Ｌ２２７Ａ 外，所有突变模型 Ｔ１１ 烃基与 ＡＴＰ⁃γ 磷酸基团间的距离与活性变化间具有明

显规律；但是所有模型中，能影响与 ＤｎａＪ 结合，从而影响 ＡＴＰａｓｅ 活性的 β２２０（２１４－２２１）部分的紧致性变化符合规律，进一步

的蛋白对接实验证实了这一点，所以这些扭链残基突变体可能主要是通过这两个部分的变化，引起 ＡＴＰａｓｅ 活性的改变。
关键词：ＤｎａＫ；扭链残基；同源建模；分子动力学模拟；蛋白对接
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ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｔｈｅ ＡＴＰａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｂｙ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅｓｅ ｔｗｏ ｐａｒｔｓ．
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　 　 大肠杆菌 ＤｎａＫ 蛋白是热休克蛋白 ７０（Ｈｓｐ７０，
Ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｐｒｏｔｅｉｎ ７０）家族的重要成员，以分子伴侣

形式发挥作用，帮助新蛋白质的正确折叠，错误折叠

和聚集蛋白的重新折叠，调节蛋白的活性控制，细胞



器和分泌蛋白的跨膜易位等［１－２］，而因为 ＤｎａＫ 在蛋

白质内稳态网络中具有的中心作用，对 ＤｎａＫ 的结

构和功能的研究是很有意义和价值的［３］。
ＤｎａＫ 蛋白与其他 Ｈｓｐ７０ｓ 相同，都由一个 Ｎ－端

高度保守的核苷酸结合功能域和一个 Ｃ－端的底物

结合功能域（ ＳＢＤ， ｓｕｂｓｔｒａｔｅ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｄｏｍａｉｎ）组成，
两者之间可以通过变构作用进行相互调节，相互影

响［４］。 其中，ＮＢＤ 的结构类似于凝集素和己糖激

酶，由 ４ 个子域组成，分别是 Ｉ⁃Ａ（残基 ３－３８；１１２－
１８４）， ＩＩ⁃Ａ（残基 １８５－２２８；３１０－３８８）， Ｉ⁃Ｂ（残基 ３９
－１１１）， ＩＩ⁃Ｂ（残基 ２２９－３０９）。 这些子域通过两个

交叉的 α⁃螺旋相连接，在子域的中心形成一个包围

核苷酸与金属粒子的特定结合口袋，对 ＡＴＰ 进行水

解，而在 ＮＢＤ 对 ＡＴＰ 水解时，能够刺激增强 Ｃ⁃端另

一功能域 ＳＢＤ 部位的底物亲和能力，从而降低 ＳＢＤ
的底物交换率，影响 Ｈｓｐ７０ 发挥伴侣活性与帮助蛋

白重折叠等功能，所以研究核苷酸结合功能域对

ＡＴＰ 的水解能力，即 ＡＴＰａｓｅ 活性，对研究 Ｈｓｐ７０ 的

各种功能有重要意义［５－６］。
之前，Ｐｅｔｅｒ 等人的研究指出，ＤｎａＫ 蛋白中位于

ＮＢＤ 的 ＩＩ⁃Ａ 和 ＩＩ⁃Ｂ 之间的一些在域间通信中起扭

链作用的残基，在变构调节中发挥重要作用［７］，他
们选出一些重要的扭链残基（见图 １），对其进行突

变后，发现其 ＡＴＰａｓｅ 活性发生了变化。 其中，突变

体 Ｓ２０３Ａ、 Ｇ２２８Ａ 的 ＡＴＰａｓｅ 活性增强， 突变 体

Ｉ２０２Ａ、Ｌ２２７Ａ 的 ＡＴＰａｓｅ 活性减弱，突变体 Ｇ２２３Ａ
和 ＷＴ 的 ＡＴＰａｓｅ 活性基本一致。 但是，Ｐｅｔｅｒ 等人

并没有从分子水平去探讨扭链残基突变体 ＡＴＰａｓｅ
活性变化的原因，对 ＤｎａＫ 蛋白中扭链残基突变与

ＡＴＰａｓｅ 活性变化之间的关系研究仍不太清楚，尚需

进一步研究。 另外，ＭｃＫａｙ 等人研究发现牛 Ｈｓｃ７０
（Ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｃｏｇｎａｔｅ ７０ ｐｒｏｔｅｉｎ）的 Ｔ１３ 位点（同源于

ＤｎａＫ 蛋白 Ｔ１１）的自身磷酸化与 ＡＴＰａｓｅ 活性有重

要关系［８］，并且 Ｔ１３ 侧链的烃基对 ＡＴＰａｓｅ 活性有

重要作用［９］。 此外，Ｃｈｉａｐｐｏｒｉ 等人研究 Ｈｓｐ７０ 与

Ｈｓｐ４０ 相互作用时发现，ＤｎａＫ 蛋白中 β２２０（２１４ －
２２１）部位的紧致性对 ＡＴＰａｓｅ 活性也有重要影响，
这部位结构越紧致，越容易与 ＤｎａＪ 蛋白的 Ｊ 结构域

相结合，从而促进 ＡＴＰ 的水解［１５］，并且 β２２０ 与这

些突变的扭链残基位于同一部位上，这些扭链残基

突变后，可能使相连的 β２２０ 部位的紧致性产生了

改变，从而使其与 ＤｎａＪ 蛋白 Ｊ 结构域相互作用情况

发生改变，影响 ＤｎａＪ 对 ＡＴＰ 的水解刺激作用，影响

ＡＴＰａｓｅ 活性，而我们的模拟结果也证实了这一点。
本研究不仅是对 Ｐｅｔｅｒ 等人生化试验数据进行分

子动力学上的解释，也是对 Ｃｈｉａｐｐｏｒｉ 等人研究结果的

进一步验证，对后续其他 Ｈｓｐ７０ 蛋白家族中氮端 ＮＢＤ，
特别是扭链残基的研究具有重要的借鉴与指导意义。

图 １　 ＷＴ 模型平衡后构象展示及各扭链残基与重要部分

Ｆｉｇ．１　 Ｔｈｅ ｓｈｏｗ ｏｆ ＷＴ ｍｏｄｅｌｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｈｉｎｇｅ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ａｎｄ
ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｐａｒｔｓ ａｆｔｅｒ ｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍ

１　 实验过程

１．１　 蛋白质来源及同源建模

本研究采用 ＲＣＳＢ 蛋白数据库中大肠杆菌

ＤｎａＫ 蛋白经典核苷酸结合域模型 （ ＰＤＢ 编号

１ＤＫＧ： Ｄ） ［１０］，并参考与 ＤｎａＫ 蛋白同族的包含有

小分子 ＡＴＰ 的 Ｈｓｐ７０ 与 ＡＴＰ 结合状态模型（ＰＤＢ
ｃｏｄｅ：４Ｂ９Ｑ： Ａ） 为模板［１１］， 通过同源建模软件

Ｍｏｄｅｌｌｅｒ９ｖ８ 构建 ＤｎａＫ 蛋白 ＮＢＤ⁃ＡＴＰ 结合状态的

ＷＴ 与突变体 Ｉ２０２Ａ、Ｓ２０３Ａ、Ｇ２２３Ａ、Ｌ２２７Ａ、Ｇ２２８Ａ
三维结构模型。 所有结构模型均使用 Ｐｒｏｃｈｅｃｋ 对

其合理性进行了评估。
１．２　 动力学模拟过程

分子动力学模拟均在 ＧＲＯＭＡＣＳ ４．５．５ ［１１］ 软件

包下完成， 模拟体系 ＤｎａＫ 蛋白核苷酸结合域直接

使用 ＧＲＯＭＯＳ９６ ４３ａ１ 力场［１２］，小分子 ＡＴＰ 使用

ＰＲＯＤＲＧ２ 服务器（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｄａｖａｐｃ１．ｂｉｏｃｈ．ｄｕｎｄｅｅ． ａｃ．
ｕｋ ／ ｃｇｉ⁃ｂｉｎ ／ ｐｒｏｄｒｇ） 添加基于 ＧＲＯＭＡＣＳ 的小分子

ＡＴＰ 的力场［１３］。 然后将蛋白配体模型溶于约包含

２６ １８６ 个 ＳＰＣ２１６ 水分子的立方体盒子中，蛋白边

缘与盒子边缘的最小距离为 １．０ ｎｍ。 采用 ＬＩＮＣＳ
（ｌｉｎｅａｒ ｃｏｎｓｔｒａｉｎｔ ｓｏｌｖｅｒ）算法对体系中所有键长进

行约 束。 范 德 华 力 通 过 ＬＪ 势 （ Ｌｅｎｎａｒｄ⁃Ｊｏｎｅｓ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌ）方法进行估算，截断半径为 １．０ ｎｍ。 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。 体系采用 ＮＰＴ 系综，温
度和压力通过采用 Ｖ⁃ｒｅｓｃａｌｅ 和 Ｐａｒｒｉｎｅｌｌｏ⁃Ｒａｈｍａｎ
算法分别维持在 ３００ Ｋ 和 １ ｂａｒ，ｐＨ 为 ７．０。 体系中
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加入 Ｎａ＋或 Ｃｌ－中和多余电荷，中和后的中性体系先

进行 ２ ０００ 步的能量最小化，然后进行 ８０ ｐｓ 的限制

性模拟。 最后各体系在恒定的温度和压力下进行

１０ ｎｓ 分子动力学模拟。 分子的运动轨迹每 ４ ｐｓ 保

持一次，用于后续的数据分析。
１．３　 蛋白对接

本模拟利用 ＰａｔｃｈＤｏｃｋ 网站服务器进行蛋白－
蛋白对接实验［１４］，ＤｎａＪ 模型使用（ＰＤＢ 编号 １ＸＢＬ：
Ａ），相应结合位点根据 Ｃｈｉａｐｐｏｒｉ 等人文献中确

定［１５］，其他设置默认，然后与平衡后各模型分别进

行对接，根据打分函数对结果进行相应排序，用网站

上后续工具 ＦｉｒｅＤｏｃｋ 评测其中最优的 １０ 个构象结

合所需的结合能［１７］。

２　 结果与讨论

２．１　 结构稳定性

ＲＭＳＤ （ Ｒｏｏｔ ｍｅａｎ ｓｑｕａｒｅ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ，均方根偏

差） 是评价蛋白质稳定性的一个重要参数，通过比

较 ＲＭＳＤ 曲线我们发现各模型在 ７ｎｓ 后均达到结构

保持稳定的平衡状态（见图 ２）。

图 ２　 ＮＢＤ 主链的 ＲＭＳＤ∗

Ｆｉｇ．２　 Ｔｈｅ ＲＭＳＤ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｂａｃｋｂｏｎｅ ｏｆ ＮＢＤ
注：∗彩图见电子版（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｗｘｘｘ．ａｌｌｊｏｕｒｎａｌ．ｃｎ ／ ｃｈ ／ ｉｎｄｅｘ．ａｓｐｘ）（２０１６
年第 ３ 期 ｄｏｉ：１０．３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１６７２－５５６５．２０１６．０３．０３）。

　 　 其中除 Ｓ２０３Ａ 外，所有突变体的 ＲＭＳＤ 波动都

比较大，但活性增强突变体 Ｓ２０３Ａ 其实在 ５－７ｎｓ 时

波动也较野生型大，平衡后构象也与野生型也有很

大差别（见图 ３）。 这说明所有突变体与野生型相

比，其构象都发生了一定变化。 平衡过程中，各模型

的整体 ＲＭＳＤ 值，分别如下：ＷＴ（０．２４ ｎｍ），Ｉ２０２Ａ
（０．２７ ｎｍ），Ｓ２０３Ａ（０． ２６ ｎｍ），Ｇ２２３Ａ（０． ３０ ｎｍ），
Ｌ２２７Ａ（０．３２ ｎｍ），Ｇ２２８Ａ（０．３５ ｎｍ），并且 ＲＭＳＤ 值

明显随扭链残基所在部位不同，呈现分级趋势，２０２
位点与 ２０３ 位点，虽然 ＡＴＰａｓｅ 活性变化相反，但两

位点却相邻在一起，而 ２２３、２２７、２２８ 这三个位点

ＲＭＳＤ 值比其他都大，它们也都在另一相连部位（见
图 ３）。 从这可以看出，突变不同部位的扭链残基，

其引起的波动程度也是有差别的。 而为什么活性基

本不变的突变体 Ｇ２２３Ａ 的 ＲＭＳＤ 波动也非常大，可
能是其引起波动的部位与 ＡＴＰａｓｅ 活性无关或者影

响作用被抵消的原因，这需要进一步研究。

图 ３　 野生型 ＷＴ 与活性增强突变体 Ｓ２０３Ａ 平衡后三维构

象对比

Ｆｉｇ．３　 Ｔｈｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｒｅｅ⁃ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ
ｂｅｔｗｅｅｎ ＷＴ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｍｕｔａｎｔ Ｓ２０３Ａ ａｆｔｅｒ

ｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍ

２．２　 平衡过程中 ＮＢＤ 与 ＡＴＰ 相互作用分析

ＡＴＰ 与 ＮＢＤ 间的相互作用是影响 ＤｎａＫ 蛋白

ＡＴＰａｓｅ 活性变化的直接原因之一，主要有氢键、盐
桥、疏水作用，结果如下（见表 １），其中 Ｇ２２３Ａ 突变

体活性虽然与野生型差不多，但与 ＡＴＰ 相互作用是

增强的，尤其是 Ｇ２２３Ａ 的氢键作用是远远强于其他

突变体的，ＮＢＤ 与 ＡＴＰ 间相互作用结果并没有什么

明显的规律。
　 　 不过进一步查看 ＮＢＤ 与 ＡＴＰ 间氢键作用存活

时间发现（见图 ４），影响 ＡＴＰａｓｅ 活性的重要残基

Ｔ１１ 与 ＡＴＰ 之间的氢键作用具有明显规律。 活性

不变突变体 Ｇ２２３Ａ 虽然整体与 ＡＴＰ 氢键较多，但
其 Ｔ１１：ＡＴＰ 只有一条（ １００％），与野生型的类似

Ｔ１１：ＡＴＰ （ ９８％），活性减弱突变体 Ｉ２０２Ａ 没有

Ｔ１１：ＡＴＰ 的氢键，而 Ｌ２２７Ａ 只有一条 Ｔ１１：ＡＴＰ
（９２％），但存活时间比野生型弱，这可能与其活性

减弱有一定关系。 并且活性增强突变体 Ｓ２０３Ａ、
Ｇ２２８Ａ 都具有两条强 Ｔ１１：ＡＴＰ 的氢键，Ｓ２０３Ａ 的

两条还强于 Ｇ２２３Ａ 突变体的，ＡＴＰａｓｅ 活性规律符

合，这很可能是影响扭链残基突变体活性变化的

重要原因。
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表 １　 模拟过程中各模型 ＮＢＤ 与 ＡＴＰ 间相互作用结果

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ＮＢＤ ａｎｄ ＡＴＰ ｉｎ ａｌｌ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌｓ ｄｕｒｉｎｇ ＭＤｓ

ＷＴ Ｉ２０２Ａ Ｓ２０３Ａ Ｇ２２３Ａ Ｌ２２７Ａ Ｇ２２８Ａ

ＡＴＰａｓｅ 活性∗［７］ １１．２±０．２ ７．４±０．６ ２０．８±０．２ １１．５±０．２ ８．４±０．９ １８．５±０．６

氢键数目 ８．４５ ６．１２ ８．７２ １０．９９ ７．３２ ９．０６

盐桥数目 ４．００ ５．００ ５．００ ５．００ ６．００ ５．００

疏水数目 ６０．００ ７２．７５ ６８．２５ ６２．５０ ５７．００ ５２．００

　 　 注：∗ Ｐｅｔｅｒ 等人的 ＡＴＰａｓｅ 活性实验结果。 单位 μＭ Ｐ ｉ ／ μｇ ＤｎａＫ ／ ｈｒ。

图 ４　 模拟过程中 ＮＢＤ 与 ＡＴＰ 间氢键存活时间

Ｆｉｇ．４　 Ｔｈｅ Ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｂｏｎｄ ｅｘｉｓｔｅｎｃｅ ｍａｐ ｏｆ ＮＢＤ ａｎｄ ＡＴＰ ｄｕｒｉｎｇ ＭＤｓ

２．２　 重要位点 Ｔ１１ 与 ＡＴＰ 距离和相互作用分析

进一步根据 ＭｃＫａｙ 等人的研究，提取 Ｔ１１ 与

ＡＴＰ 残基的距离发现（见图 ５ａ），活性减弱突变体

Ｉ２０２Ａ、Ｌ２２７Ａ 的 Ｔ１１ 在整个模拟过程中，与野生型

和活性增强、活性不变突变体相比，Ｔ１１ 明显的远离

了 ＡＴＰ，使其更难与 ＡＴＰ 相互作用，这可能是其与

ＡＴＰ 间氢键作用减弱的主要原因。
而继续提取 Ｔ１１ 的烃基与 ＡＴＰ 的 γ－磷酸基团

间的距离（见图 ５ｂ）发现，扭链残基突变体 Ｔ１１ 距离

的变化与 ＡＴＰａｓｅ 活性间的关系更加明显，其平衡过

程中的 Ｔ１１：ＡＴＰ 平均距离如下：ＷＴ（０．４３ ｎｍ），活
性增强突变体 Ｓ２０３Ａ（０．４０ ｎｍ）、Ｇ２２８Ａ（０．３９ ｎｍ），

活性减弱突变体 Ｉ２０２Ａ （ ０． ５９ ｎｍ）、 Ｌ２２７Ａ （ ０． ４５
ｎｍ），活性基本不变突变体 Ｇ２２３Ａ（０．４２ ｎｍ）。 活性

增强突变体的 Ｔ１１ 烃基与 ＡＴＰ 的 γ⁃磷酸距离变近，
更易接触，形成更多的氢键作用；活性减弱突变体间

的 Ｔ１１ 烃基与 ＡＴＰ 的 γ－磷酸距离变远，更难接触，
形成较少或没有氢键作用，虽然 Ｌ２２７Ａ 的距离增大

并不太明显，氢键结果也显示了这一点，只是稍微减

弱，可能还有其他影响 Ｌ２２７Ａ 的 ＡＴＰａｓｅ 活性变化

的原因；另外，活性基本不变突变体 Ｔ１１ 烃基与 ＡＴＰ
的 γ－磷酸距离稍微减小，基本不变，氢键作用强弱

也不改变，对 ＡＴＰ 的水解活性也基本不变，在一定

程度上能说明 Ｐｅｔｅｒ 等人的生化实验结果。
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　 　 　 　 　 　 　 （ａ）残基 Ｔ１１ 与 ＡＴＰ 距离　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ｂ）残基 Ｔ１１－烃基与 ＡＴＰ－γ 磷酸距离

图 ５　 重要位点 Ｔ１１ 与 ＡＴＰ 距离∗

Ｆｉｇ．５　 Ｔｈｅ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｌｏｃｉ Ｔ１１ ａｎｄ ＡＴＰ
注：∗彩图见电子版（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｗｘｘｘ．ａｌｌｊｏｕｒｎａｌｓ．ｃｎ ／ ｃｈ ／ ｉｎｄｅｘ．ａｓｐｘ）（２０１６ 年第 ３ 期 ｄｏｉ：１０．３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１６７２－５５６５．２０１６．０３．０３）。

２．３　 扭链残基周围与 ＡＴＰａｓｅ 活性相关重要部位

β２２０ 紧致性分析

进一步查阅文献，Ｃｈｉａｐｐｏｒｉ 等人的研究结果表

明，ＤｎａＫ 的 β２２０（２１４－２２１）部分紧致性能影响与

ＤｎａＪ 结合，从而影响 ＡＴＰａｓｅ 活性［１５］，而扭链残基

都与 β２２０ 部分相连，推测是不是这些扭链残基突

变后，从而影响了相连的与 ＤｎａＪ 结合 β２２０ 部分发

生改变，从而造成 ＡＴＰａｓｅ 活性发生变化。
而蛋白质结构的紧致性可以通过其 Ｒｇ（Ｒａｄｉｕｓ

ｏｆ ｇｙｒａｔｉｏｎ，回旋半径）来分析［１６］，Ｒｇ 越大，表明其紧

致性越低，通过提取各模型在模拟过程中 β２２０ 的

Ｒｇ 发现（见图 ６），活性减弱突变体 Ｉ２０２Ａ、Ｌ２２７Ａ 的

Ｒｇ 增大很多，Ｉ２０２Ａ（０．５１ ｎｍ）、Ｌ２２７Ａ（０．５１ ｎｍ），
其 β２２０ 部位紧致性降低，其中，Ｉ２０２Ａ 的 Ｒｇ 在整个

模拟过程中都比 ＷＴ 高很多，Ｌ２２７Ａ 的 Ｒｇ 在平衡过

程中急剧升高，最后体系平衡后，活性减弱突变体的

Ｒｇ 都保持在一个很相似的程度，这也表明，平衡之

后的 Ｒｇ 值可能更准确。 另外如图 ５ 所示，平衡过程

中，活性基本不变突变体 Ｇ２２３Ａ 与 ＷＴ 的 Ｒｇ 基本

保持一致 Ｇ２２３Ａ（０．４８ ｎｍ）、ＷＴ（０．４８ ｎｍ），而活性

增强突变体 Ｓ２０３Ａ、Ｇ２２８Ａ 的 Ｒｇ 减小，Ｓ２０３Ａ（０．４７
ｎｍ）、Ｇ２２８Ａ（０．４７ ｎｍ），紧致性增强，可见，与突变

点相连的 β２２０ 部位的紧致性在 ＡＴＰａｓｅ 活性变化

中具有一定的规律，与最后 ＡＴＰａｓｅ 活性变化结果符

合，故扭链残基突变后，可能也通过引起相连的

β２２０ 部位紧致性发生改变，从而影响与 ＤｎａＪ 的结

合，影响了 ＡＴＰａｓｅ 的活性，对 Ｔ１１ 烃基与 ＡＴＰ 的 γ
－磷酸距离变化规律形成补充，共同影响造成最后

ＡＴＰａｓｅ 活性变化结果。
２．４　 蛋白－蛋白对接与结合能分析

通过 ＰａｔｃｈＤｏｃｋ 网站进行 ＤｎａＫ 与 ＤｎａＪ 对接，

结果见图 ７，以对接后得分最高构象为例，ＤｎａＫ 与

ＤｎａＪ 对接后，野生型与活性基本不变突变体 ＤｎａＫ
和 ＤｎａＪ 间的平均距离差别不大，ＷＴ（１０． ６ ｎｍ）、
Ｇ２２３Ａ（１０．７ ｎｍ），活性减弱突变体与 ＤｎａＪ 的平均

距离增大，Ｉ２０２Ａ（１１．４ ｎｍ）、Ｌ２２７Ａ（１１．７ ｎｍ），活性

增强突变体与 ＤｎａＪ 的平均距离减小，Ｓ２０３Ａ（９． ２
ｎｍ）、Ｇ２２８Ａ（９．５ ｎｍ），这一结果能在一定程度上反

应 ＤｎａＫ 与 ＤｎａＪ 蛋白作用情况，但两蛋白之间相互

作用距离只是反映其相互作用强弱的一个方面，进
一步对大范围各模型与 ＤｎａＪ 对接结果进行分析，主
要是能直接反应相互作用情况的平均所需结合能的

分析（见表 ２）。

图 ６　 模拟过程中 β２２０ Ｒｇ 随时间的变化∗

Ｆｉｇ．６ Ｔｉｍｅ ｄｅｐｅｎｄｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ Ｒｇ ｉｎ ｒｅｇｉｏｎ β２２０ ｄｕｒｉｎｇ ＭＤｓ
注：∗ 彩图见电子版 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｗｘｘｘ． ａｌｌｊｏｕｒｎａｌｓ． ｃｎ ／ ｃｈ ／ ｉｎｄｅｘ． ａｓｐｘ ）
（２０１６ 年第 ３ 期 ｄｏｉ：１０．３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１６７２－５５６５．２０１６．０３．０３）。

　 　 发现其中所有突变体都比野生型形成更多构

象，ＤｎａＫ 与 ＤｎａＪ 接触面积增加，虽然活性减弱突变

体反而倾向形成最多的构象， Ｉ２０２Ａ （ ６３８ 个）、
Ｌ２２７Ａ（６２２ 个），远远多于其他突变体。 不过进一

步的结合所需能量结果发现，活性减弱突变体虽然

倾向形成更多构象，但其结合所需能量远远高于其
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他突变体，更难与 ＤｎａＪ 结合，影响 ＤｎａＪ 刺激 ＡＴＰ
水解。 而活性不变突变体 Ｇ２２３Ａ 所需结合能显示

与野生型相差不多，活性增强突变体 Ｓ２０３Ａ、Ｇ２２８Ａ
所需结合能量比野生型减少，更有利于结合。

图 ７　 各 ＤｎａＫ 模型与 ＤｎａＪ 蛋白对接后得分最高构象及平均距离展示

Ｆｉｇ．７　 Ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｓｃｏｒｅ ｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ＤｎａＫ ｍｏｄｅｌ ｄｏｃｋｉｎｇ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＤｎａＪ ａｎｄ ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｄｉｓｔａｎｃｅ

表 ２　 蛋白对接结果统计

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｏｃｋｉｎｇ

突变体 构象数量 ／ 个
构象平均得分

（前 １０ 个）
平均接触面积 ／ （ｎｍ２）

（前 １０ 个）

平均所需结合能 ／ （ｋｃａｌ．ｍｏｌ）
（前 １０ 个）

ＷＴ ２５４ ８ ７９５ １ ２７９ １９．５２
Ｉ２０２Ａ ６３８ ９ ６２６ １ ３３１ １１２．２４
Ｓ２０３Ａ ４０４ ９ ９２１ １ ４３６ １０．０８
Ｇ２２３Ａ ３６８ ９ ４５５ １ ３５６ １９．６９
Ｌ２２７Ａ ６２２ ９ ９６１ １ ４９８ ６６．３８
Ｇ２２８Ａ ３５４ ８ ９６５ １ ３１５ １８．８６

　 　 这说明突变体的紧致性变化的确影响会其与

ＤｎａＪ 的结合情况，从而影响 ＡＴＰａｓｅ 活性变化。 至于

为什么活性减弱突变体倾向形成最多的突变体，这
可能与其 β２２０ 下面部分形成更多的 β 片层有关。
另外，也不排除 β２２０ 及其相连部位也是 ＮＢＤ 向

ＳＢＤ 域间信号传递的重要扭链区域之一，将核苷酸

信号改变通过一系列扭链区域作用传递到域间

ｌｉｎｋｅｒ 和 ＳＢＤ 中［７］，那么反过来，β２２０ 及其相连部位

扭链的结构改变，如紧致性、β 片层程度变化，也可

能会对 ＡＴＰａｓｅ 活性产生直接影响，但具体是怎样影

响和传递的，本实验还没有找到明确规律，尚需要进

一步的研究。

３　 结　 论

通过分子动力学模拟的实验数据可知，活性增

强突变体 Ｓ２０３Ａ、Ｇ２２８Ａ 突变引起 ＡＴＰａｓｅ 活性区域

重要残基 Ｔ１１ 的烃基与 ＡＴＰ 的 γ⁃磷酸基团靠近，使
ＡＴＰ 更容易与 Ｔ１１ 发生反应，提高 ＡＴＰ 水解速率，
从而增强 ＡＴＰａｓｅ 活性；活性基本不变突变体 Ｇ２２３Ａ
突变没有使 Ｔ１１ 烃基与 ＡＴＰ 的 γ⁃磷酸基团距离发

生改变，从而使 ＡＴＰ 水解速率与野生型时一样，不
改变 ＡＴＰａｓｅ 活性；活性减弱突变体 Ｉ２０２Ａ 突变使

Ｔ１１ 的烃基与 ＡＴＰ 的 γ⁃磷酸基团远离，使 ＡＴＰ 更难
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与 Ｔ１１ 发生作用，从而降低 ＡＴＰ 水解速率，降低

ＡＴＰａｓｅ 活性，Ｌ２２７Ａ 虽然远离的不明显，但其与突变

残基相连的 β２２０（２１４－２２１）部位的紧致性降低，所
需结合能增大， 难与 ＤｎａＪ 结合， 从而影响了其

ＡＴＰａｓｅ 活性。 另外，活性增强突变体 Ｓ２０３Ａ、Ｌ２２７Ａ
突变使相连的 β２２０ 的紧致性增强，更易结合，所需

结合能减小。 活性基本不变突变体 Ｇ２２３Ａ 紧致性

与所需结合能结果也与 ＡＴＰａｓｅ 活性结果相符，所
以，扭链残基突变体很可能是通过突变引起 Ｔ１１ 部

分与 β２２０ 部分结构改变，从而影响了其 ＡＴＰａｓｅ 活

性的。
本研究为我们从分子水平上解释 Ｐｅｔｅｒ 等人的

生化实验结果提供了数据支持，同时也从分子水平

对 ＭｃＫａｙ 等人研究发现的牛 Ｈｓｃ７０ 的 Ｔ１３ 位点（同
源于 ＤｎａＫ 蛋白 Ｔ１１）侧链的烃基对 ＡＴＰａｓｅ 活性有

重要 影 响 在 ＤｎａＫ 中 进 行 了 验 证， 另 外， 也 对

Ｃｈｉａｐｐｏｒｉ 等人研究发现的 ＤｎａＫ 蛋白中 β２２０（２１４－
２２１）部位的紧致性对 ＡＴＰａｓｅ 活性也有重要影响的

结果进行了进一步的验证，对后续的 Ｈｓｐ７０ 家族

ＮＢＤ 部分突变及机制的研究有重要的借鉴作用。
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