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Ｙｄｊ１ｐ 锌指结构突变体对底物结合影响的
分子动力学模拟分析

刘冠宏１，孙玉娜２，张桥石２，薛友林３，宋有涛１ ，２∗
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摘　 要：Ｙｄｊ１ｐ 是酵母细胞质中一种主要的 Ｉ 型 Ｈｓｐ４０ 分子伴侣，Ｙｄｊ１ｐ 锌指结构在传递底物给 Ｈｓｐ７０ 时发挥重要的作用，锌
指结构域的两个锌离子结合位点区域（ＺＢＤⅠ和 ＺＢＤⅡ）与半胱氨酸形成配位键对底物传递中维持结构稳定非常重要。 本研

究通过分子动力学手段对 Ｙｄｊ１ｐ 与各锌指结构突变体进行了模拟，分析 ＺＢＤⅠ突变体关键残基 Ｃ１４３Ｓ、Ｃ２０１Ｓ， ＺＢＤⅡ突变体

关键残基 Ｃ１６２Ｓ、Ｃ１８５Ｓ 的突变影响 Ｈｓｐ４０ 与 Ｈｓｐ７０ 的底物传递。 分析结果表明，当锌指部位的氨基酸发生突变，不仅能影响

Ｙｄｊ１ｐ 的结构稳定性，也能影响底物的传递，并且锌指结构Ⅰ突变体和锌指结构Ⅱ突变体之间也具有明显差异。 通过结合能

量的分析以及构象变化比对，揭示了 Ｙｄｊ１ｐ 以及各锌指结构突变体底物结合能力的强弱，这与生化实验研究了 Ｙｄｊ１ｐ 锌指结

构与 Ｈｓｐ７０ 合作，帮助多肽传递的功能是至关重要的结果较为相近。
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中图分类号：Ｑ５２３　 　 文献标志码：Ａ　 　 文章编号：１６７２－５５６５（２０１７）０２－０９０－０７

Ｕｓｉｎｇ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｙｎａｍｉｃｓ ｔｏｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｚｉｎｃ ｍｕｔａｎｔ ｏｆ
Ｙｄｊ１ｐ ｔｏ ｔｈｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｏｆ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ

ＬＩＵ Ｇｕａｎｈｏｎｇ１， ＳＵＮ Ｙｕｎａ２， ＺＨＡＮＧ Ｑｉａｏｓｈｉ２， ＸＵＥ Ｙｏｕｌｉｎ３， ＳＯＮＧ Ｙｏｕｔａｏ１，２∗

（１．Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ， Ｌｉａｏｎｉｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｓｈｅｎｙａｎｇ １１００３６， Ｃｈｉｎａ；
２． Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅ， Ｌｉａｏｎｉｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｓｈｅｎｙａｎｇ １１００３６， Ｃｈｉｎａ；

３． Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｌｉｇｈｔ Ｉｎｄｕｓｔｒｙ， Ｌｉａｏｎｉｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｓｈｅｎｙａｎｇ １１００３６， Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｙｄｊ１ｐ ｉｓ ａ ｍａｊｏｒ ｋｉｎｄ ｏｆ Ｉ ｔｙｐｅ Ｈｓｐ４０ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｈａｐｅｒｏｎｅ ｉｎ ｙｅａｓｔ ｃｙｔｏｐｌａｓｍ． Ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｌａｙｓ
ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｒｏｌｅ ｉｎ ｔｒａｎｓｍｉｔｔｉｎｇ ｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ ｔｏ Ｈｓｐ７０． Ｔｈｅ ｔｗｏ ｚｉｎｃ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅｓ ｒｅｇｉｏｎ （ＺＢＤ Ｉ ａｎｄ ＺＢＤ ＩＩ） ｉｎ ｔｈｅ
ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ ｄｏｍａｉｎ ｃａｎ ｆｏｒｍ ａ ｃｏｏｒｄｉｎａｔｉｏｎ ｂｏｎｄ ｗｉｔｈ ｃｙｓｔｅｉｎｅ， ｗｈｉｃｈ ｉｓ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｆｏｒ ｍａｉｎｔａｉｎｉｎｇ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ
ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ｔｒａｎｓｆｅｒ ｐｒｏｃｅｓｓ． Ｉｎ ｔｈｉｓ ｐａｐｅｒ， Ｙｄｊ１ｐ ａｎｄ ｔｈｅ ｖａｒｉｏｕｓ ｚｉｎｃ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｍｕｔａｎｔｓ ａｒｅ ｓｔｕｄｉｅｄ ｂｙ
ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｙｎａｍｉｃ ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎ． Ｈｏｗ ｔｈｅ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ｔｈａｔ ｔａｋｅ ｐｌａｃｅ ｉｎ ＺＢＤ Ｉ ｍｕｔａｎｔ ｋｅｙ ｒｅｓｉｄｕｅｓ
Ｃ１４３Ｓ， Ｃ２０１Ｓ ａｎｄ ＺＢＤ ＩＩ ｍｕｔａｎｔ ｋｅｙ ｒｅｓｉｄｕｅｓ Ｃ１６２ｓ， Ｃ１８５Ｓ ａｆｆｅｃｔ ｔｈｅ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ｔｒａｎｓｆｅｒ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｈｓｐ４０ ａｎｄ
Ｈｓｐ７０ ａｒｅ ａｌｓｏ ａｎａｌｙｚｅｄ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗ ｔｈａｔ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｉｎ ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ ｓｉｔｅｓ ｎｏｔ ｏｎｌｙ ａｆｆｅｃｔ ｔｈｅ
ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ Ｙｄｊ１ｐ， ｂｕｔ ａｌｓｏ ａｆｆｅｃｔ ｔｈｅ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ． Ｍｏｒｅｏｖｅｒ， ｔｈｅｒｅ ａｒｅ ａｌｓｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ
ｂｅｔｗｅｅｎ ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ ｔｙｐｅ Ｉ ｍｕｔａｎｔｓ ａｎｄ ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ＩＩ ｍｕｔａｎｔｓ． Ｉｔ ｒｅｖｅａｌｓ ｈｏｗ ａｂｏｕｔ ｔｈｅ ｃｏｍｂｉｎｉｎｇ
ｃａｐａｃｉｔｉｅｓ ｏｆ Ｙｄｊ１ｐ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｖａｒｉｏｕｓ ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｍｕｔａｎｔ ｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｂｉｎｄｉｎｇ ｅｎｅｒｇｙ
ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒａｓｔ ｏｆ ｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｃｈａｎｇｅｓ ａｒｅ． Ｔｈｅ ｓｉｍｕｌａｔｅｄ ｒｅｓｕｌｔ ｉｓ ｓｉｍｉｌａｒ ｔｏ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃｏｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｙｄｊ１ｐ ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ Ｈｓｐ７０ ｉｓ ｃｒｕｃｉａｌ ｔｏ ｈｅｌｐ ｐｅｐｔｉｄｅ ｔｒａｎｓｆｅｒ
ｆｕｎｃｔｉｏｎ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｙｄｊ１ｐ； Ｚｉｎｃ ｂｉｎｄｉｎｇ ｄｏｍａｉｎ； Ｍｕｔａｎｔｓ； Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ｂｉｎｄｉｎｇ； Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｙｎａｍｉｃ



　 　 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］。
Ｙｄｊ１ｐ 是 Ｈｓｐ４０ 分子伴侣家族成员之一，通过调节

Ｈｓｐ７０ 的 ＡＴＰ 酶活性结合展开多肽促进蛋白正确折

叠。 Ｙｄｊ１ｐ 也可单独发挥其生物学功能，能够识别并

结合错误折叠的蛋白使其重新展开，起到抑制蛋白聚

集的作用， Ｈｓｐ４０ 重新展开的多肽片段传递给 Ｈｓｐ７０
折叠成有生物活性的蛋白质［３－４］。

锌指结构是由若干保守的氨基酸残基同锌离子

结合 ，形成相对独立的“指”状四面体结构，这一结

构最早由 Ｍｉｌｌｅｒ 等［５］１９８５ 年在非洲爪蟾转录因子

ＴＦⅢＡ 中发现。 锌指结构域含有两个锌离子结合

位点（ＺＢＤⅠ和 ＺＢＤⅡ）与半胱氨酸形成配位键维

持结构稳定。 生化实验表明，Ｙｄｊ１ｐ 锌指结构有助

于 Ｈｓｐ７０ 捕获多肽底物，锌指Ⅰ和 锌指Ⅱ突变不改

变 Ｙｄｊ１ｐ 结合化学变性荧光素酶的能力。 因此蛋白

折叠的缺陷可能是在 Ｙｄｊ１ｐ 结合多肽之后，ＺＦＬＲ 的

功能可能是帮助多肽从 Ｙｄｊ１ｐ 到 Ｈｓｐ７０ 的传递［６］，
这个发现与之前报道一致。 蛋白折叠依赖于锌指Ⅰ
和锌指Ⅱ的原因之一是 Ｈｓｐ７０ 需要它们来转移非

本地多肽。
　 　 锌指ⅠＣ１４３Ｓ 和 锌指ⅡＣ１６２Ｓ 突变，失去刺激

Ｈｓｐ７０ 与底物结合的能力。 锌指Ⅱ突变呈现温度敏

感型生长缺陷，但是锌指Ⅰ突变体没有这种现象，热
激条件下 Ｃ１４３Ｓ 有功能与 Ｈｓｐ７０ 结合抑制荧光素

酶聚集而且与野生型相似，Ｃ１４３Ｓ 有部分生物学功

能可以保护高温下的细胞［７］。 相反 Ｃ１６２Ｓ 不能抑

制荧光素酶聚集，Ｃ１６２Ｓ 在高温下不能生长，原因

是高温使蛋白变性。 因此，锌指Ⅱ对于酵母高温

下生存是至关重要的，与 Ｈｓｐ７０ 合作抑制热压力

导致的蛋白聚集［８］ 。 这一现象反映了锌指结构Ⅰ
和Ⅱ在作为分子伴侣功能上的差异，但是从分子

水平无法解释产生这一现象的原因。 所以本文通

过分子动力学手段模拟 Ｙｄｊ１ｐ 以及各突变体，对模

拟后的数据进行进一步分析找到不同突变体差异

的原因［９－１０］。

１　 计算方法与条件

１．１　 突变体模型构建

采用 ＲＣＳＢ 蛋白数据库中酵母 Ｙｄｊ１ｐ 部分晶体

结构（ＰＤＢ：１ＮＬＴ）为模型，通过 Ｓｗｉｓｓ⁃Ｐｄｂ 突变软件

以上述模型为模板构建突变体 Ｃ１４３Ｓ、 Ｃ１６２Ｓ、
Ｃ１８５Ｓ、Ｃ２０１Ｓ 模型如图 １ 所示。

图 １　 Ｙｄｊ１ｐ 结构图及锌指一区域 Ｃｙｓ⁃２０１，Ｃｙｓ⁃１４３ 和
锌指二区域 Ｃｙｓ⁃１６２，Ｃｙｓ⁃１８５ 局部图

Ｆｉｇ．１　 Ｔｈｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ Ｙｄｊ１ｐ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｉｄｅ ｃｈａｉｎｓ ｆｏｒ
Ｃｙｓ⁃２０１ ａｎｄ Ｃｙｓ⁃１４３ ｉｎ ｚｉｎｃ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｄｏｍａｉｎ （ＺＢＤ） Ｉ

ａｎｄ Ｃｙｓ⁃１６２ ａｎｄ Ｃｙｓ⁃１８５ ｉｎ ＺＢＤＩＩ ａｒｅ ｄｅｐｉｃｔｅｄ

１．２　 分子动力学模拟

利用分子动力学模拟软件Ｇｒｏｍａｃｓ ４．５．５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［１１］。
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

应接近中性［１２－１３］，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［１４］。
５）限制性模拟。 根据固定主链，优化侧链的原则，

１９第 ２ 期 刘冠宏，等：Ｙｄｊ１ｐ 锌指结构突变体对底物结合影响的分子动力学模拟分析



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 ８０×１０－１２ｓ 的限制性模拟。
６）最终动力学模拟。 达到上述平衡之后，各体

系在恒定的温度和压力下进行 １０×１０－９ ｓ 的分子动

力学模拟。 分子的运动轨迹每 ４×１０－１２ ｓ 收集一次，
以便用于后续的数据分析［１ ５－１ ７］。

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”［１８］方法对体系温度和压力进行控

制， 耦合常数分别为 ０．１×１０－１２ ｓ 和 ０．５×１０－１２ ｓ。 模拟的

时间积分步长为 ２×１０－１５ ｓ， 整个体系使用周期性边界

条件，采用 ＬＩＮＣＳ［ １８］（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。
１．３　 拉伸分子动力学模拟

取模拟后的平衡结构作为拉伸动力学的初始结

构，采用 ＧＲＯＭＡＣＳ 恒速拉伸动力学算法进行计算。
拉伸过程中采用的弹簧系数为３００ ｋＪ ／ （ｍｏｌ·ｎｍ），
拉伸速度为０．００２ ｎｍ ／ ｓ，拉伸方向为 Ｙ 轴方向。 拉

伸过程中底物七肽沿着结合口袋延伸的方向拉出。
分子的运动轨迹每 ０．１×１０－１２ ｓ 保持一次，拉伸时间

为 ２×１０－９ ｓ［１９－２０］。
１．４　 模拟结果分析软件

通过 ＧＲＯＭＡＣＳ 软件包内置模块完成，所有的

三维结构图像通过 Ｐｙｍｏｌ 软件呈现。 均方根偏差

（ｒｏｏｔ ｍｅａｎ ｓｑｕａｒｅ ｄｅｖｉａｔｉｏｎｓ，ＲＭＳＤ）计算了蛋白质

所有 Ｃα 在模拟过程中的偏移程度。 氢键估算键长

为 ０．３５ ｎｍ，键角为 ３００°。 疏水相互作用的强弱使

用 Ｌｉｇｐｌｏｔ＋软件计算［ ２３ ］。

２　 结果分析

２．１　 突变体稳定性分析

差异均方根（ｒｏｏｔ ｍｅａｎ ｓｑｕａｒｅ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ，ＲＭＳＤ）
值可用来测量进行比对的两个蛋白质相同位点的氨

基酸残基的碳原子之间的距离，它是用来衡量模拟

过程中蛋白是否达到稳定结构的重要参数。 该值的

大小直接反映了不同时刻蛋白构象与初始构象的差

异程度［ ２７－ ３０ ］。 当 ＲＭＳＤ 值趋于恒定时可以认为该

蛋白构象稳定，相对值越低的 ＲＭＳＤ 对应的蛋白质

结构越稳定。 如图 ２ 所示，ＺＢＤⅠ突变体 Ｃ１４３Ｓ、
Ｃ２０１Ｓ 的 ＲＭＳＤ 值与野生型相似，而 ＺＢＤⅡ突变体

Ｃ１６２Ｓ、Ｃ１８５Ｓ 的 ＲＭＳＤ 值与野生型相比略高，在模

拟了 ７×１０－９ ｓ 之后各突变蛋白基本达到稳定。 由数

据结果可知，Ｃ１４３Ｓ、Ｃ２０１Ｓ 突变体在模拟过程中结

构变化不大，而 Ｃ１６２Ｓ、Ｃ１８５Ｓ 结构变化较大，一方

面，ＺＢＤＩ 位于 ＣＴＤＩ 和 ＺＦＬＲ 之间， ＺＢＤＩ 单点突变

有增加结构的灵活性的可能性，但可能不显著影响

整体 ＺＦＬＲ 结构。 ＺＢＤＩＩ 位于在 ＺＦＬＲ 的中间，由氨

基包围具有相对高的 Ｂ－因子酸，根据数据推测 ＺＢＤ
Ⅰ结构可能比 ＺＢＤⅡ结构更稳定。

图 ２　 模拟过程中 ＷＴ 和突变体 ＲＭＳＤ 随时间的变化∗

Ｆｉｇ．２　 Ｔｉｍｅ ｄｅｐｅｎｄｅｎｃｅ ｏｆ ＲＭＳＤ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ＷＴ
ａｎｄ Ｍｕｔａｎｔｓ

∗彩图见电子版（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｗｘｘｘ．ａｌｌｊｏｕｒｎａｌｓ．ｃｎ ／ ｃｈ ／ ｉｎｄｅｘ．ａｓｐｘ）（２０１７ 年

第 ２ 期 ｄｏｉ：１０．３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１６７２－５５６５．２０１６０７１５００１）。

　 　 另一方面，生化试验表明通过对 Ｙｄｊ１ｐ 锌指区

域突变体分析，其无法支持酵母在高温下生长，当温

度升高到非酵母正常生长温度后，锌指结构突变使

抑制荧光素酶聚集的能力缺失，ｙｄｊ１ｐ 锌指Ⅱ突变体

在 ３７°时生长缓慢，到达 ４３°时不能生存［２１］。 纯化

的 ｙｄｊ１ｐ 锌指Ⅱ突变体不能与 Ｈｓｐ７０ 合作抑止蛋白

折叠，故本文中 Ｃ１６２Ｓ 不能支持酵母在非正常条件

下生长，锌指Ⅱ功能的损坏，阻止 Ｈｓｐ４０ 与 Ｈｓｐ７０
合作去抑制热激条件下的蛋白质损伤。 相反，
ＺＢＤⅠ突变体 Ｃ１４３Ｓ 能部分行使功能与 Ｈｓｐ７０ 合作

抑制蛋白质聚集，在热激条件下保护蛋白。 通过

ＲＭＳＤ 分析，模拟 ７×１０－９ ｓ 后 Ｃ１６２Ｓ 最不稳定，其次

是 Ｃ１８５Ｓ，都位于 ＺＢＤⅡ，Ｃ１４３Ｓ 和 Ｃ２０１Ｓ 平衡后波

动较平稳。 也证实了 ＺＢＤⅡ构象的改变对整个锌

指区域构象造成了大的影响，因此，该 ＺＢＤＩＩ 的突变

是有可能破坏 ＺＦＬＲ 整体结构并使其不起作用的。
Ｈｓｐ４０，Ｈｓｐ７０ 与底物共同存在，并且 ＡＴＰ 提供能量

时，底物能进行正确折叠。 而当仅含有 Ｈｓｐ７０ 或

Ｈｓｐ４０ 时，底物错误聚集都在 ８０％以上。 Ｈｓｐ４０ 锌

指区域进行突变后，ＺＢＤＩ 突变体 Ｃ１４３Ｓ 使 Ｈｓｐ７０ 与

底物的结合率降低至 ３５％，底物的正常折叠可达到

７５％，ＺＢＤＩＩ 突变体 Ｃ１６２Ｓ 使 Ｈｓｐ７０ 与底物的结合

率降低至 ２５％，底物 ８０％发生错误聚集；上述数据

说明：在一定热激或者化学条件改变下，当 Ｈｓｐ４０
锌指区域发生突变后，突变体严重影响底物与

Ｈｓｐ７０ 的传递，使 Ｈｓｐ７０ 与底物结合率降低，Ｈｓｐ７０
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不能帮助底物应对热激或者化学条件的改变，而进

行错误的折叠组装。
２．２　 ＲＭＳＦ 分析

均 方 根 涨 落 （ ｒｏｏｔ ｍｅａｎ ｓｑｕａｒｅ ｆｌｕｃｔｕａｔｉｏｎ，
ＲＭＳＦ）是蛋白体系最终原子位置同参考位值的比

较，它可以通过蛋白中各个氨基酸相对于平均结

构的位置偏差，来计算蛋白质二级结构变化剧烈

程度［２６］ 。 为了分析局部残基的构象变化，本文分

析了 ＷＴ 和突变体所有氨基酸残基 Ｃα 原子的均

方根位移 （ Ｒｏｏｔ⁃ｍｅａｎ ｓｑｕａｒｅ ｆｌｕｃｔｕａｔｉｏｎｓ，ＲＭＳＦ）。
如表 １ 所 示， 与 野 生 型 相 比， Ｃ１６２Ｓ、 Ｃ１８５Ｓ 的

ＺＢＤＩＩ 和 ＺＢＤＩ 区域均发生明显偏移，而 Ｃ１４３Ｓ、
Ｃ２０１Ｓ 的 ＺＢＤＩＩ 和 ＺＢＤＩ 区域偏移较小，其他结构

没有发生明显的偏移。 分析可知各突变体锌指结

构都有不同程度的变化，因此，影响蛋白结构稳定

性的原因可能是蛋白突变后锌指结构的变化，为
了进一步证实这一推测，对突变后的蛋白与野生

型进行结构比对。

表 １　 模拟过程中 ＷＴ 和突变体的 ＲＭＳＦ 平均值

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ＲＭＳＦ ｏｆ ＷＴ ａｎｄ Ｍｕｔａｎｔｓ ｄｕｒｉｎｇ ＭＤｓ

区域 ＷＴ
锌指 Ｉ 点突变体 锌指 ＩＩ 点突变体

Ｃ２０１Ｓ Ｃ１４３Ｓ Ｃ１６２Ｓ Ｃ１８５Ｓ

锌指 Ｉ 部分平均 ＲＭＳＦ ０．２９ ０．２２ ０．１８ ０．４３ ０．３５
锌指Ⅱ部分平均 ＲＭＳＦ ０．８８ ０．６５ ０．４３ １．０４ ０．９５

　 　 由表 １ 可以看出，锌指 Ｉ 点突变体的平均 ＲＭＳＦ
比野生型降低，锌指 ＩＩ 点突变体的平均 ＲＭＳＦ 比野

生型升高，并且所有模型中锌指 ＩＩ 部分的平均

ＲＭＳＦ 均比锌指 Ｉ 部分的平均 ＲＭＳＦ 大，说明锌指 ＩＩ
部分结构更易受到影响，在其部分的突变可能对

Ｙｄｊ１ 功能有更大的影响。
２．３　 Ｙｄｊ１ｐ 及各突变体与多肽底物的静电能量和范

德华能量分析

分子动力学模拟的方法分析相互作用力时，通
常以疏水和静电作用为主来判断结合能力的强

弱［２７ － ２８］，为了定量分析底物与 Ｙｄｊ１ｐ 之间相互作用

能量的变化，本文对 Ｙｄｊ１ｐ 野生型和各突变体与多

肽底物进行了拉伸动力学模拟。 由表 ２ 可知，Ｙｄｊ１ｐ
突变体的氢键数量以及疏水数量略少于野生型，
Ｃ１４３Ｓ，Ｃ１６２Ｓ 较为明显，降低约 １０％，其 Ｃ１４３Ｓ 较

Ｃ１６２Ｓ 降低的更多，说明突变后与底物结合能力稍

差，稍许影响结合。 而 Ｃ２０１Ｓ，Ｃ１８５Ｓ 的疏水以及氢

键数量均与野生型相似，底物结合能力不发生改变，
这与之前生化报道的数据一致［２１］。

当与底物结合时，只含有 Ｙｄｊ１ｐ 野生型和各突

变体的多肽底物，不含 Ｈｓｐ７０ 时，底物发生错误聚

集；当 Ｈｓｐ７０，Ｙｄｊ１ｐ 野生型与多肽底物结合后，底物

进行正常折叠［２９］。 相比之下，当 Ｈｓｐ７０，Ｙｄｊ１ｐ 各突

变体与多肽底物结合后，Ｙｄｊ１ｐ 锌指Ⅰ突变体 Ｃ１４３Ｓ
与底物结合后，正确折叠相较 ｙｄｊ１ｐ 野生型与底物结

合的正确折叠率略低，而 ｙｄｊ１ｐ 锌指Ⅱ区域突变体

Ｃ１６２Ｓ 与底物结合后，严重影响底物的正确折叠，结
合上述结论，突变后并未大幅度影响与底物的结合

能力，即可推测出 Ｙｄｊ１ｐ Ｃ１６２Ｓ 突变后影响底物与

Ｈｓｐ７０ 之间的传递，从而影响底物的正确折叠。 拉

伸数据如图 ３ 所示，能量分析与前面的疏水数量和

氢键数量的分析结果相符，由表 ２ 可知，从能量角度

来看，Ｃ１４３Ｓ，Ｃ１６２Ｓ 的静电能量以及范德华能量都

略少野生型，Ｃ１８５Ｓ 和 Ｃ２０１Ｓ 的静电能量与野生型

相似，范德华能量略高于野生型。 Ｃ１８５Ｓ，Ｃ２０１Ｓ 突

变体与底物之间的能量没有太大变化，对底物结合

能力的影响也不大。 而 Ｃ１４３Ｓ，Ｃ１６２Ｓ 能量降低，这
与之前的文献报道一致［２１］。 进而推测出 ＺＢＤＩ 和

ＺＢＤＩＩ 的突变 Ｃ１４３Ｓ 和 Ｃ１６２Ｓ 是对底物与 Ｈｓｐ７０ 之

间的传递产生了一定的影响。

表 ２　 ＷＴ 和不同突变体对底物结合的影响

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＷＴ ａｎｄ Ｍｕｔａｎｔｓ ｉｎ ｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ
不同突变体 氢键数量 ／ 个 疏水数量 ／ 个 静电能量 ／ （ｋＪ·ｍｏｌ－１） 范德华能量 ／ （ｋＪ·ｍｏｌ－１） 总能量 ／ （ｋＪ·ｍｏｌ－１）

ＷＴ ５．５６０ ６５．３８０ －１０８．３０９ －１３９．７５８ －２４８．０６７
Ｃ１４３Ｓ ４．７３０ ５８．６１０ －９０．５４４ －１２０．２２７ －２１０．７７１
Ｃ１６２Ｓ ４．８２０ ５８．２９０ －９３．５０６ －１１７．８３４ －２１１．３４０
Ｃ１８５Ｓ ５．５８０ ６６．２８０ －１０２．７５６ －１４１．１９６ －２４３．９５２
Ｃ２０１Ｓ ５．５５０ ６７．６６０ －１０８．６５６ －１４１．５１５ －２５０．１７１

２．４　 锌指结构变化分析

通过 Ｐｙｍｏｌ 可视化软件做了 １０×１０－９ ｓ 时 ＷＴ
与所有突变体的结构比对，如图 ３ 所示，其中图 ３（ａ）为

ＷＴ、图 ３（ｂ）、（ｃ）为 ＺＢＤＩ 突变体（Ｃ１４３Ｓ、Ｃ２０１Ｓ）与
野生型结构比对，图 ３ （ ｄ）、（ ｅ） 为 ＺＢＤＩＩ 突变体

（Ｃ１８５Ｓ、Ｃ１６２Ｓ）与野生型结构比对，绿色∗为模拟
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０×１０－９ ｓ时的构象，红色∗为模拟 １０×１０－９ ｓ 时的构

象，模拟 １０×１０－９ ｓ 过程中每隔 ５００×１０－１２ ｓ 所有构

象进行比对，由比对结果可知，ＺＢＤＩ 突变体只是锌

指结构末端，位于 ＺＢＤＩＩ 区域发生偏移，而 ＺＢＤＩＩ 突

变导致整体锌指结构明显受到影响。 那么突变体结

构变化后是否会影响与 Ｈｓｐ７０ 的合作的功能呢？
本文通过 ＣｌｕｓｔｅｒＰｒｏ ２．０ Ｓｅｒｖｅｒ 在线服务器对野生型

及 Ｃ１４３Ｓ、Ｃ１６２Ｓ 突变体进行对接［３０］。

图 ３　 ＷＴ 及各变异体锌指模拟不同时刻的结构变化图

Ｆｉｇ．３　 Ｔｈｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｔｈｅ ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ ｏｆ ＷＴ ａｎｄ Ｍｕｔａｎｔｓ ｄｕｒｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ＭＤｓ
∗彩图见电子版（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｗｘｘｘ．ａｌｌｊｏｕｒｎａｌｓ．ｃｎ ／ ｃｈ ／ ｉｎｄｅｘ．ａｓｐｘ）（２０１７ 年第 ２ 期 ＤＯＩ：１０．３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１６７２－５５６５．２０１６０７１５００１）。

２．５　 Ｙｄｊ１ｐ 与 Ｈｓｐ７０ 对接结果分析

采用蛋白晶体结构数据库中的 Ｙｄｊ１（ＰＤＢ ｃｏｄｅ：
１ＮＬＴ）为对接模型， 以 Ｙｄｊ１ 为模型利用 Ｓｗｉｓｓ⁃Ｐｄｂ
Ｖｉｅｗｅｒ 进行同源建模构建 Ｃ１４３Ｓ、Ｃ１６２Ｓ 突变体模型，
考虑到大肠杆菌的 ＨｓｃＡ 与 Ｓｓａ１ 的序列相似性较高，
采用大肠杆菌的 Ｃ 末端为对接模型 （ ＰＤＢ ｃｏｄｅ：
１Ｕ００），首先对 ＷＴ、Ｃ１４３Ｓ、Ｃ１６２Ｓ 进行分子动力学模

拟使分子结构处于稳定，以此为初始模型使用

ＣｌｕｓｔｅｒＰｒｏ ２．０ Ｓｅｒｖｅｒ 分别做了 Ｙｄｊ１ｐ 以及突变体与

ＨｓｃＡ 的对接。 Ｈｓｐ４０ 与 Ｈｓｐ７０ 分子伴侣相互作用，分
子伴侣 Ｙｄｊ１ｐ 暂时与未折叠的多肽迅速结合，Ｙｄｊ１ｐ
的 Ｊ 结构域通过刺激 Ｈｓｐ７０⁃ＡＴＰ 酶结构域促进 ＡＴＰ
酶水解，使 Ｈｓｐ７０ 的盖子结构打开，然后底物转移到

Ｈｓｐ７０ 的底物结合口袋中，Ｙｄｊ１ｐ 解离，核苷酸交换因

子与 Ｈｓｐ７０ 复合体结合，引起 ＡＤＰ 释放盖子关闭。
Ｈｓｐ７０ 进一步对底物进行折叠。 Ｙｄｊ１ｐ 与大肠杆菌

中 ＨｓｃＡＣ⁃末端相互作用模型的结果有很多种，依据

相关文献报道选择了最优的对接模型，如图 ４ 所示，
图 ４ 中红色∗片段为多肽底物，通过 Ｈｓｐ４０ 将其转移

到 Ｈｓｐ７０ 底物结合部位，通过对图 ４ 分析，Ｙｄｊ１ 单体

都与 Ｈｓｐ７０⁃ＳＢＤ 结构域结合的可能，但考虑到 Ｙｄｊ１
在酵母细胞中是以二聚体形式存在的，Ｃ１４３Ｓ 的这

种对接形式由于空间位阻的影响会阻碍与 Ｈｓｐ７０ 的

结合，底物传递到 Ｈｓｐ７０ 的效率会降低。 但不会影

响 Ｙｄｊ１ｐ 的生物学功能，所以抑制变性蛋白的聚集

也不会受到影响。 而突变体 Ｃ１６２Ｓ 模拟之后锌指结

构偏移程度较大，在锌指结构与 Ｈｓｐ７０ 碳末端结合

时 Ｃ１６２Ｓ 的锌指结构反向与 Ｈｓｐ７０ 结合，使 Ｙｄｊ１ｐ
底物结合口袋背离 Ｈｓｐ７０，因此，底物的传递会受到

影响。 Ｃ１６２Ｓ 与 Ｈｓｐ７０ 这种对接方式排名靠后，能
结合的对接模型数量较少，可能现实中并不存在，锌
指Ⅱ突变阻碍了与 Ｈｓｐ７０ 的进一步合作。

图 ４　 ＷＴ 及突变体 Ｃ１４３Ｓ，Ｃ１６２Ｓ 与 Ｈｓｐ７０ 对接，底物结合模式图（红色部分为底物∗）
Ｆｉｇ．４　 Ｔｈｅ ｄｏｃｋｉｎｇ ｍｏｄｅｌｓ ａｍｏｎｇ ＷＴ ａｎｄ Ｃ１４３Ｓ，Ｃ１６２Ｓ ｗｉｔｈ Ｈｓｐ７０，ｓｕｂｓｔｒａｔｅ（ ｔｈｅ ｒｅｄ ｐａｒｔ ｉｓ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ）

∗彩图见电子版（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｗｘｘｘ．ａｌｌｊｏｕｒｎａｌｓ．ｃｎ ／ ｃｈ ／ ｉｎｄｅｘ．ａｓｐｘ）（２０１７ 年第 ２ 期 ＤＯＩ：１０．３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１６７２－５５６５．２０１６０７１５００１）。
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　 　 对 ＷＴ 和突变体的对接模型进行了分析，也只

是从结果上证实确实结构的变化可能影响了底物的

传递的原因，如果更进一步对 Ｈｓｐ４０ 与 Ｈｓｐ７０ 之间

的相互作用进行研究，推测出 Ｈｓｐ４０ （ Ｙｄｊ１ｐ） 与

Ｈｓｐ７０（１Ｕ００）相互作用的第 ２ 位点，那对两者之间

的研究将更进一步。

３　 结论

１）突变体 Ｃ１４３Ｓ，Ｃ１６２Ｓ 与底物之间的氢键数

量、疏水数量以及总能量略少于野生型，与多肽底物

的结合能力降低约 １０％。 而突变体 Ｃ１８５Ｓ ，Ｃ２０１Ｓ
与底物之间的疏水、氢键数量以及总能量与野生型

相似，对多肽底物的结合能力影响不大，总体来讲不

影响底物结合。
　 　 ２） ＺＢＤＩ 单点突变有增加结构的灵活性的可能

性，但可能不显著影响整体 ＺＦＬＲ 结构。 ＺＢＤⅡ构象

的改变对整个锌指区域构象造成了大的影响，因此，
该 ＺＢＤＩＩ 的突变是有可能破坏 ＺＦＬＲ 整体结构并使

其不起作用的。
　 　 ３）野生型及 Ｃ１４３Ｓ、Ｃ１６２Ｓ 突变体都能与 Ｈｓｐ７０
作用，由于空间位阻以及构象变化的原因，Ｙｄｊ１ｐ 与

Ｈｓｐ７０ 的合作受到影响，底物传递效率降低。
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