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摘　 要：关于酵母重组蛋白内的 Ｂｒｏｍｏｄｏｍａｉｎ 识别乙酰化赖氨酸的研究近年来受到广泛的关注，但是其识别配体并与之相紧

密结合的机理有待进一步的研究。 本文采用 ２０１５ 年开发的结合位点拓扑学方法（ＦＣＴＭ）和分子动力学模拟的方式对 Ｂｒｏｍｏ⁃
ｄｏｍａｉｎｓ 识别并结合配体的机理进行了充分研究，其中分子动力学模拟时间达 ２４ ｎｓ。 通过 ＦＣＴＭ 方法发现结合位点的几何结

构具有高度的凹性，且其 ａｌｐｈａｓｐａｃｅ 达到了 １３１。 分子动力学模拟的结果显示：在模拟的过程中结合位点表面的脯氨酸

（Ｐｒｏ６６）始终对配体保持着强的分子间相互作用，同时 ｐｏｃｋｅｔ 内的水分子分布对配体的氢键网络也一直存在影响。 以上结果

表明 Ｂｒｏｍｏｄｏｍａｉｎｓ 识别并结合配体有两个重要因素：蛋白结构域自身的几何结构和配体受到来自于结合位点表面的氨基酸

分子相互作用和 ｐｏｃｋｅｔ 内水分子的氢键网络作用。
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｂｒｏｍｏｄｏｍａｉｎｓ； Ｆｒａｇｍｅｎｔ⁃ｃｅｎｔｒｉｃ ｔｏｐｏｇｒａｐｈｉｃａｌ ｍａｐｐｉｎｇ （ＦＣＴＭ）； Ｍｏｌｅｃｕｌｅ ｄｙｎａｍｉｃｓ ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎ

　 　 在生物的表观遗传学中，Ｂｒｏｍｏｄｏｍａｉｎｓ（ＢＲＤｓ）
识别组蛋白上配体（乙酰化赖氨酸）并与之结合的

机制是基因转录和翻译过程中的重要一环，而与该

机制相应的药物研究在癌症、白血病和 ＨＩＶ 等重大

免疫性疾病治疗领域具有巨大价值［１－２］。 近年来，

在众多 ＢＲＤｓ 识别配体机制的研究中，广大研究者

为了寻找新的 ＢＲＤｓ 结构或开发 ＢＲＤｓ 小分子抑制

剂，大多以 ＢＲＤｓ 的自身结构作为出发点，虽然新的

ＢＲＤｓ 结构和小分子抑制剂层出不穷，但是其结构

稳定性或药物分子与目标氨基酸分子结合之后的稳



定性却少有观察和研究［３］。 本研究将以 ＢＲＤｓ 与配

体的结合体为研究对象，首先对 ＢＲＤｓ 结合位点的

自身几何结构采用 ２０１５ 年新开发的结合位点拓扑

学方法进行分析，进而通过分子动力学模拟对结合

体进行研究，两种方法的结果互相印证结合体的稳

定性，最终结果将有助于 ＢＲＤｓ 小分子药物稳定性

提高的研究。

１　 材料与方法

１．１　 材料

　 　 在酿酒酵母体内的酵母重组蛋白 － ４ 亚基

（Ｒｓｃ４）中存在着一种 Ｂｒｏｍｏｄｏｍａｉｎ，是为数不多的

Ｂｒｏｍｏ 家族的一员，在蛋白质晶体库中其蛋白晶体

结构名称为 ２ｒ０ｖ，它是 Ｂｒｏｍｏｄｏｍａｉｎ 与赖氨酸的稳

定结合体。 为了提高研究效率，我们直接将结合体

中结合位点所在的蛋白链 Ａ 作为主要的研究对象，
蛋白链 Ａ 的氨基酸总数为 ２９３，有四个螺旋结构和

两个疏水性绊环，这些结构形成了一个疏水性的口

袋。 为 了 探 究 Ｂｒｏｍｏｄｏｍａｉｎｓ 识 别 并 结 合 配 体

（ＡＣＫ：乙酰化赖氨酸）的机理，通过 ＦＣＴＭ 和分子

动力学方法分别对蛋白链 Ａ 进行研究。
１．２　 结合位点拓扑学方法（ＦＣＴＭ）
　 　 ＦＣＴＭ（Ｆｒａｇｍｅｎｔ⁃ｃｅｎｔｒｉｃ ｔｏｐｏｇｒａｐｈｉｃａｌ ｍａｐｐｉｎｇ）

是 Ｙｉｎｇｋａｉ Ｚｈａｎｇ 新开发的结合位点中心拓扑学映

射方法，是基于结合位点的局域几何特征的蛋白质

结合位点分析方法［４］，其通过紧邻原子中心坐标得

到与这些中心点相切的 ａｌｐｈａ 球，其中过大的 ａｌｐｈａ
球意味着这些紧邻原子分布过于平坦，它们不能提

供很好的凹性，过小的 ａｌｐｈａ 球能提供足够的空隙

以结合配体。 因此该方法先滤除过大或过小的

ａｌｐｈａ 球，并通过对 ａｌｐｈａ 球聚类，得到 ａｌｐｈａ 球形成

的数个团簇，这样的团簇意味着它们镶嵌在真实原

子所形成的子结合位点（Ｓｕｂｐｏｃｋｅｔ）之中，因此能够

对蛋白质表面进行划分得到蛋白质表面的子结合位

点，并用不同颜色给蛋白质表面染色以区分这些子

结合位点。 为定量描述这些子结合位点的性质，
ＦＣＴＭ 设计了几个定量的特性参数，包括凹性得分

（ Ｓｃｏｒｅ ）、 配 体 在 该 子 结 合 位 点 上 的 占 有 率

（Ｏｃｃｕｐｉｅｄ）和非极性程度（Ｎｏｎ⁃ｐｌｏａｒ）等，其中凹性

得分越高说明结合位点识别能力越强，反之则弱；占
有率越高说明配体处在 ｐｏｃｋｅｔ 的位置越深，结合也

就越紧密，反之则疏松。
通过 ＦＣＴＭ 方法对初始 ２ｒ０ｖ 模型结构进行分

析，可看到在结合位点的凹性方面 ｓｃｏｒｅ ＝ ６０，同时

其 ａｌｐｈａｓｐａｃｅ ＝ １３１，这两项结果表明 ２ｒ０ｖ 结合位点

的几何性质有非常高的可识别性［５］，结果如表 １
所示。

表 １　 经 ＦＣＴＭ 分析结果

Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＦＣＴＭ ａｎａｌｙｓｉｓ

Ｒａｎｋ Ｃｏｌｏｒ Ｓｃｏｒｅ Ｏｃｃｕｐｉｅｄ ／ ％ Ａｌｐｈａｓｐａｃｅ Ｎｏｎ⁃ｐｌｏａｒ ／ ％

１ Ｇｒｅｅｎ ６０ ７１ １３１ ４６

２ Ｙｅｌｌｏｗ ７ ０ １５ ４７

３ Ｐｉｎｋ ３ ９５ ６ ５０

１．３　 分子动力学模拟

　 　 分 子 动 力 学 方 法 （ ＭＤ： Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ⁃ｄｙｎａｍｉｃｓ
ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎ）是研究大分子体系时被广泛采取的方法。
ＭＤ 方法主要应用量子力学、牛顿力学以及统计力学

等物理理论，其理论具有物理理论依据全面和精确

度高的优势［６］。
１．３．１　 模拟模型的建立

分子动力学模拟最关键的工作是模型的建立，
为了提高分子模拟的效率，我们直接将分子模拟的

建模工作集中在结合位点的修饰上，具体步骤为：１．
将晶体模型中的赖氨酸残基人工改为乙酰化赖氨

酸；２．补足数据库中由于实验误差和解谱精确度导

致缺失的原子，改正数据库中指认错误的原子；３．构

建电中性且溶解于水的蛋白质模型；４．应用适当的

力场。 我们采用最流行的 ＡＭＢＥＲ１４ＳＢ 力场对 ＢＲＤ
建模［７］，对于水，则采用 ＴＩＰ３Ｐ 模型。 整个分子动力

学模拟分 ３ 个步骤：
（１）在 ＮＶＴ 系综将模型优化，通过可视化软件

ＶＭＤ 观察到整个“水盒子”里的水分子和蛋白质都

均匀地舒展开来，优化过程需 １０ ｐｓ；
（２）约束蛋白质，让水溶液升温，升至合理的体

系温度 ３００ Ｋ，整个过程持续的时间为 １００ ｐｓ；
（３）模拟蛋白质在生物环境中的运动，通过逐

步减小约束力常数来弛豫蛋白质，而此时整个模拟

的环境是 ＮＰＴ 系综，具体的模拟过程总结如表 ２
所示。
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表 ２　 整个分子动力模拟过程的参数设置

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐａｒａｍｅｔｅｒ ｓｅｔｔｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｏｖｅｒａｌｌ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｙｎａｍｉｃｓ ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎ

步骤 操作 时间 系综 温度 ／ ｋ 约束力常数

１ 优化 １０ ｐｓ ＮＶＴ ＮＡ ＼

２ 升温 １００ ｐｓ ＮＶＴ ３００ ＼

３ 平衡 １ ４ ｎｓ ＮＰＴ ２７０ １００

４ 平衡 ２ ４ ｎｓ ＮＰＴ ２７０ １０

５ 平衡 ３ １６ ｎｓ ＮＰＴ ２７０ ０

２　 分子动力学模拟结果

　 　 ＭＤ 模拟之后，模拟过程中蛋白链的 Ｂ⁃ｆａｃｔｏｒ（温
度系数） ［６］ 和 ＲＭＳＤ（蛋白链柔软度） ［８］ 如图 １ 和图

２ 所示。
从 Ｂ⁃ｆａｃｔｏｒ 和 ＲＭＳＤ 图清晰看到整条蛋白链 Ａ

保持在一个稳定的柔性状态，图 １ 中 Ｂ⁃ｆａｃｔｏｒ 值在实

验与模拟之间存在着较大数值上的差距，主要是因

为在约束立场参数设置下模拟比实验更具稳定性，
所以模拟的整体结果数值更小［６］ ，而在残基序列

１７０－１９０ 的位置分子模拟因为蛋白链的柔韧性存

在一个巨大的峰值，但该值和蛋白晶体数据库中的

Ｂ⁃ｆａｃｔｏｒ 值（实验值）是一致的，且实验值与模拟值

之间的涨落趋势是大致相同的，这足以说明模拟过

程中蛋白链的稳定性是准确的。 结 合 图 ２ 中

ＲＭＳＤ 的变化就能充分说明蛋白链保持着相应的

柔韧度，而在整条链的前段、尾端、突出处和少量的

折叠部分存在着较大的构象变化，具体位置在残基

序列 １０－４０，６０－１００，１７０－１９０，２８０－２９０，蛋白链 Ａ
的平均构象变化小于 １．７ Å。 上述结果表明该蛋白

结构域与配体的结合体是稳定的。 除了上述结果

也可通过常规的氢键网络来分析其结合的状态，具
体如图 ３ 所示：

图 １　 Ａ 蛋白链 Ｂ⁃ｆａｃｔｏｒ 值
Ｆｉｇ．１　 Ｂ⁃ｆａｃｔｏｒ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｔｈｅ Ａ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈａｉｎ

　 　 在生物化学作用中氢键占据重要的地位，在模

拟的水环境中，电负性原子与另一个电负性原子

之间以共价方式结合形成弱相互作用的氢键，两
电负性原子不等分配，一个为氢供体，另一个为氢

受体。 氢键的强弱与原子的电负性或半径大小有

关，电负性越大，半径越小则氢键作用越强。 在实

际水环境中氢键的种类会因为原子种类的不同而

不同，最多的是水分子之间的（Ｏ－Ｈ … Ｏ － ）氢键，

键能为 １８．８ ｋＪ ／ ｍｏｌ。 图 ３ 反映了模拟过程中从水

分子到配体分子的距离来间接表示氢键的作用

域［９］ ，该图清晰地表明在整个分子动力学模拟期

间，陆续会有不同水分子（其中包含晶体结晶水）
与配体匹配，形成稳定的氢键作用，当然在约

１ ５１０－１ ５２０（１０ ｐｓ）之间氢键网络有稍微缺失，即
存在一个较弱的氢键作用，而此时配体与 ｐｏｃｋｅｔ
的构象有较高模糊度［１０］ 。
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图 ２　 Ａ 蛋白链在模拟时 ＲＭＳＤ 值

Ｆｉｇ．２　 ＲＭＳＤ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｔｈｅ Ａ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈａｉｎ ｉｎ ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎ

图 ３　 模拟过程中水分子对配体的氢键网络

Ｆｉｇ．３　 Ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｂｏｎｄｉｎｇ ｎｅｔｗｏｒｋ ｏｆ ｗａｔｅｒ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ｔｏ ｌｉｇａｎｄｓ ｄｕｒｉｎｇ ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎ

　 　 在 Ｂｒｏｍｏｄｏｍａｉｎｓ 的结构特征中，由于有两个高

度保守的袢环结构（ＺＡ、ＢＣ 环），同时还有一定数量

的结晶水分子，这些水分子与配体之间的相互作用，
促进 Ｂｒｏｍｏｄｏｍａｉｎ 识别配体并与其结合。 在分子动

力学模拟过程中，以配体 Ｎ 末端（Ｏ１⁃Ｃ１⁃ＮＥ⁃ＣＥ）四
个原子组成的二面角构象随着蛋白链的摆动而发生

变化，但是构象整体处于稳定状态。 通过可视化软

件 ＶＭＤ，可清晰看到有 １ 个高度保守的氨基酸分

子：Ｐｒｏ６６ 与配体 ＡＣＫ 之间形成紧密的非键相互作

用，同时在整个分子动力学模拟期间持续有不同的

氨基酸分子与配体保持较小距离，并持续发生分子

间作用［１１］，具体情形如下图 ４ 所示。 图 ４ 是分子动

力学模拟前后结合位点的结构图，图中脯氨酸分子

Ｐｒｏ６６ 在配体（黄色 ＡＣＫ）右下方稳定地存在着，且
两分子之间的距离小于 ５ Å。

３　 讨　 论

　 　 在分析蛋白识别氨基酸机制时，研究者通常以

蛋白－蛋白反应机理为基础，而对蛋白或氨基酸自
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身 几 何 结 构 的 分 析 也 是 研 究 的 重 点［１２］。 对

Ｂｒｏｍｏｄｏｍａｉｎ 结合位点的几何结构进行 ＦＣＴＭ 分

析， ｐｏｃｋｅｔ 的凹凸性分数为 ６０， 该结果说明该

Ｂｒｏｍｏｄｏｍａｉｎ 的结合位点具有高凹性，这就使得其

识别配体时表现敏感，同时其 ａｌｐｈａｓｐａｃｅ 值为 １３１
也表明结合位点内部容积较大，这些都是识别配体

的有利条件，也间接地表示该保守结构域稳定结合

配体的较高可能性。 分子动力学模拟结果显示：模
拟过程中配体受到的来自结合位点表面脯氨酸

（Ｐｒｏ６６）分子的持续分子间作用，同时 ｐｏｃｋｅｔ 内的

水分子分布在配体周围并对其给予氢键网络的作

用，这些都是配体能被 Ｂｒｏｍｏｄｏｍａｉｎ 识别并且无法

逃离的重要原因。

图 ４　 结合位点表面氨基酸分子对配体的作用力

Ｆｉｇ．４　 Ｆｏｒｃｅ ｆｒｏｍ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ ｔｏ ｌｉｇａｎｄ

４　 结　 论

　 　 综上两种方法得到的结果，该 Ｂｒｏｍｏｄｏｍａｉｎ 识

别乙酰化赖氨酸并与之稳定结合的关键因素有两

个：
１）蛋白结构域自身结合位点的几何结构提供

了结构基础。
２）结合位点表面氨基酸分子和内部水分子对

配体的持续分子间作用对配体有着重要影响。
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