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应用MM/PBSA方法研究 CDK2活性口袋内溶剂水分子对 CDK2-配体

结合自由能的影响 
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摘要  应用 MM/PBSA方法研究了 CDK2活性口袋内溶剂水分子对 CDK2-配体结合自由能的影响. 结果表明, 活性口

袋内溶剂水分子对 CDK2-配体相互作用自由能有一定的贡献, 其贡献的大小随配体不同而有所差异, 导致这种差异的

主要原因是活性位点内溶剂水分子与蛋白残基和配体之间形成了不同的氢键相互作用网络. 

关键词  MM/PBSA; CDK2; 结合自由能; 溶剂水分子; 分子动力学 

Influence of the Solvent Water Molecules at the Active Site of CDK2 

on the Binding Free Energy of CDK2-ligand Complexes:  

an MM/PBSA Study 

Yang, Lijun
a,b
    Jia, Ruo

a
    Yang, Shengyong*

,a
 

(a State Key Laboratory of Biotherapy, West China Hospital, West China Medical School,  

Sichuan University, Chengdu 610041) 

(b College of Chemistry and Chemical Engineering, China West Normal University, Nanchong 637002) 

Abstract  An MM/PBSA method has been used to investigate the influence of the solvent water molecules 

at the active site of CDK2 on the binding free energy of CDK2-ligand complexes. The results show that the 

solvent water molecules at the active site of CDK2 have some contribution to the binding free energy of 

CDK2-ligand complex. However, the magnitude of contribution depends on the characteristic of the corre-

sponding ligand. The difference of the contribution is mainly due to the different hydrogen bonding interac-

tion network formed among the water molecules, the protein residues and ligand. 
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近年来, 分子对接(Docking)技术已被广泛地应用

于计算机辅助药物筛选[1～3], 但与人们的预期相比, 其

先导化合物的命中率仍然偏低. 导致命中率偏低的原因

是多方面的, 典型的包括: 在对接中缺乏对蛋白质柔性

的考虑; 评价配体与受体相互作用的打分函数质量不

高; 没有有效考虑靶蛋白活性口袋内溶剂水分子的影响

等[4,5]. 在本文中, 我们将主要探讨与靶蛋白活性口袋内

溶剂水分子对分子对接影响的相关问题.  

靶蛋白活性口袋内溶剂水分子对基于分子对接的

虚拟筛选的影响主要包括两个方面: 第一, 溶剂水分子

是否对配体在活性口袋内的位置和取向有影响; 第二, 

溶剂水分子是否对配体与受体的相互作用自由能有影

响. 近年来, 关于第一个问题已有许多研究报道, 例如, 

Yang等[6]发现, 在对接中溶剂水分子对配体的取向有很
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大的影响; Pospisil, Verdonk 等[7,8]在研究不同的靶蛋白

对接时也得出类似的结论. 而对于第二个问题, 即活性

口袋内溶剂水分子对靶蛋白-配体相互作用自由能影响

的研究则很少[9]. 鉴于此, 本文将应用 MM/PBSA 方法

研究CDK2活性口袋内溶剂水分子对CDK2与配体相互

作用自由能的影响. 我们选择 CDK2 作为研究对象, 主

要基于以下两方面原因: (1) CDK2是控制细胞增殖的关

键激酶之一[10], 其功能的失调被认为是导致许多肿瘤

发生的重要原因[11～13], 它已被列为最具前景的肿瘤治

疗靶点之一而备受关注[14～16]; (2)目前已有大量的高分

辨率的 CDK2-配体复合物晶体结构数据报道[17], 为我

们选择合适的模型提供了方便.  

1  模型与计算方法 

1.1  CDK2的结构与模型的选取 

CDK2的活性口袋(这里我们指 ATP结合位点)位于

CDK2 的激酶域, 该激酶域通常由 300 个氨基酸残基组

成, 并折叠成大小不同的两个瓣状结构(N 瓣和 C 瓣), 

两瓣之间通过一段肽链连接(称为 Linker). N瓣主要由 5

个 β片层和一个 α螺旋(称为 αC螺旋)组成, C瓣主要由

α螺旋构成. N瓣和 C瓣之间的裂缝(Cleft)为 ATP的结

合位点, 也即 ATP竞争性抑制剂的作用位点(图 1).  

 

图 1  CDK2 的三维结构 

Figure 1  3D structure of CDK2 

目前已有多个 CDK2-配体复合物的晶体结构报道, 

我们选取了分辨率较高(＜0.25 nm), 并且对应配体的

IC50(半数细胞抑制浓度, 可用于表征配体与靶蛋白的结

合强弱)实验值已知的 4 个晶体结构, 它们的 PDB 代码

分别是: 1ogu, 2bkz, 2c5t和 2iw6, 其对应的小分子结构

见图 2. 选取这 4个 CDK2-配体复合物的另一个原因是

它们的对应配体的 IC50值较分散, 并且有一个较宽的分

布.  

 

图 2  小分子配体的结构 

Figure 2  Chemical structures of small molecules 

1.2  自由能计算 

本文中结合自由能 ∆G 的计算使用 MM/PBSA 方 

法[18～21], 计算公式如下 

∆G＝∆EMM＋∆∆GPBSA－T∆S (1) 

其中, ∆EMM是真空下分子的内能差, 可通过分子力学方

法获得, ∆S是熵变, 可通过正则模方法计算获得, T是绝

对温度. ∆∆GPBSA是溶剂化自由能差, 按下式计算 

∆∆GPBSA＝∆∆GPB＋∆∆GSA (2) 

∆∆GPB 即极性溶剂化自由能差 , 其计算是通过求解

Poisson-Boltzmann方程获得[22], ∆∆GSA即非极性溶剂化

自由能差, 通过计算溶剂可及表面积拟合得到.  

活性位点内溶剂水分子的自由能贡献采用下列公

式计算:  

∆∆G＝∆GW－∆GNW  (3) 

其中, ∆GW表示活性位点内溶剂水分子存在的情况下的

结合自由能, ∆GNW 表示活性位点内溶剂水分子不存在

的情况下的结合自由能.  
 

本文中的分子动力学模拟采用Amber 9程序包中的

Sander及PMEMD模块[23]. CDK2力场采用的是Amber 9

中的 ff99[24], 小分子配体力场采用 gaff[25], 用 Amber自

带的 bcc 电荷拟合程序计算小分子部分电荷, 不存在的

范德华非键参数用 Antechamber程序[26]产生. 水溶液采
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用显性的TIP3P模型, SHAKE算法用来限制所有含氢的

键的伸缩, 模拟步长为 2 fs. 非键相互作用的截断值

(cutoff)为 0.8 nm. 在运行分子动力学之前, 500 步最陡

下降法(steepest descent method)紧接着 500步共轭梯度

法(conjugate gradient)用来消除分子间的高能碰撞, 然

后约束溶质部分而设定所有水分子及抗衡离子可以移

动, 对体系升温到 300 K, 让密度在 1 g/cm3平衡. 取消

溶质约束, 每个体系运行 1 ns的分子动力学模拟, 只对

后500 ps进行采样, 每10 ps取一次构象, 利用采集的构

象进行自由能计算. 自由能的计算采用 Amber9 程序包

中的 mm_pbsa.pl 模块. 熵的计算则采用正则模分析方

法, 使用 NMODE程序完成.  

2  结果和讨论 

2.1  动力学模拟中溶剂水分子进入活性口袋的调控 

在蛋白质动力学模拟中, 传统的方法是首先将蛋白

晶体结构中所有结晶水剔除, 然后在其周围重新加入水

分子并进行动力学模拟. 在本研究的开始, 我们也采用

同样的方法, 首先将所有结晶水包括 CDK2-配体复合

物外围以及活性口袋内的结晶水全部剔除, 再将其置入

一个长方体水盒中(使得复合物原子距长方体壁的最短

距离为 0.8 nm), 然后按照前面介绍的方法进行动力学

模拟. 在动力学模拟过程中发现, 虽然小分子配体与

CDK2 活性位点之间有一定的空隙, 并且实验已测得这

些空隙中含有多个溶剂水分子, 但使用 Amber 程序(取

常规的默认参数值)进行动力学模拟, 溶剂水分子不能

自动进入空隙区. 经过多次摸索, 我们发现可通过调整

closeness参数来控制溶剂水分子的进出. 若 closeness参

数大于或等于 1.0, 则溶剂水分子很难进入空隙, 若小

于 1.0, 则水分子较容易进入. 特别将 closeness 参数设

为 0.5 左右时, 水分子可以自由进出活性位点, 并且活

性位点中水分子的位置与数量大致与晶体结构中结晶

水的位置与数量一致.  

但为了更逼近真实情况, 在实际计算活性位点内包

含溶剂水分子情况下的结合自由能时, 活性位点内的溶

剂水分子仍然取自晶体结构.  

2.2  活性位点内溶剂水分子存在情况下的结合自由能 

表 1列出了活性位点内有溶剂水分子存在情况下的

配体与 CDK2 的相互作用自由能 ∆GW值及各能量项的

贡献. 从表 1可以看出, 配体 1 (2bkz)与CDK2的结合自

由能最大 , 其值为－127.82 kJ/mol; 配体 4 (2c5t)与

CDK2的结合自由能最小, 其值为－87.11 kJ/mol. 为检

验计算得到的 CDK2-配体结合自由能, 我们也在表 1中

给出了实验测得的对应配体的 IC50 值, 图 3(a)给出了

∆G-log IC50之间的相关图, 其相关系数 R2为 0.920, 可

见其 IC50与结合自由能具有很好的相关性. 另外, 表 1

中也列出了动力学模拟复合物的 RMS 均值, 可见各

RMS均值都较小, 其范围在 0.140～0.168 nm之间.  

表 1  活性位点内有溶剂水分子存在时 CDK2-配体结合自由

能(单位: kJ•mol
－1)及对应 IC50值(单位: nmol•L

－1) 

Table 1  Calculated binding free energies between CDK2 and 

ligands in the case that the solvent water molecules at the active 

site are considered together with the experimental IC50 values of 

the corresponding ligands  

Ligand ∆EMM ∆∆GPBSA －T∆S ∆GW RMS IC50

1 (2bkz) －360.11 167.58 64.71 －127.82 0.140 7

2 (1ogu) －380.63 159.05 95.89 －125.69 0.168 34

3 (2iw6) －367.71 174.77 87.86 －105.09 0.152 140

4 (2c5t) －348.95 171.97 89.87 －87.11 0.156 740

2.3  活性位点内无结晶水存在情况下的结合自由能 

表 2列出了活性位点内无结晶水存在的情况下的相

互作用自由能 ∆GNW, 从表 2可以看出, 配体 1 (2bkz)与

CDK2的结合自由能仍然最大, 其值为－104.12 kJ/mol; 

而配体 4 (2c5t)与 CDK2 的结合自由能最小, 其值为  

－72.56 kJ/mol. 图 3(b)给出了 ∆G-log IC50关系图, 其相

关系数 R2为 0.837. 与前面包含溶剂水分子的情况相比, 

如果不考虑活性位点内的溶剂水分子 , 计算得到的

CDK2-配体结合自由能与配体活性的相关性大大降低.  

另外, 活性位点内无结晶水存在的情况下, 动力学

模拟中复合物的 RMS 均值也列于表 2, 其均值范围在

0.152～0.181 nm. 与考虑结晶水情况(见表 1)相比, 各

RMS均值稍大, 说明在动力学模拟中, 考虑活性位点内

溶剂结晶水所获得的 CDK2-配体复合物结构更接近晶

体结构.  

表 2  活性位点内无溶剂水分子存在情况下的 CDK2-配体相

互作用自由能(kJ•mol
－1) 

Table 2  Calculated binding free energies between CDK2 and 

ligands in the case that not any water molecules at the active site 

are considered 

Ligand ∆EMM ∆∆GPBSA －T∆S ∆GNW RMS

1 (2bkz) －366.63 176.98 85.52 －104.12 0.152

2 (1ogu) －331.89 146.13 82.35 －103.41 0.170

3 (2iw6) －348.70 184.25 88.03 －76.41 0.163

4 (2c5t) －368.17 216.11 79.50 －72.56 0.181

2.4  活性位点内溶剂水分子对自由能的贡献 

前面已经分别计算了活性位点内存在和不存在溶

剂水分子的情况下的 CDK2-配体结合自由能 ∆GW 和

∆GNW, 于是, 活性位点内溶剂水分子对自由能的贡献 
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图 3  log IC50与 ∆G相关图 

(a)包含溶剂水分子; (b)不包含溶剂水分子 

Figure 3  Correlation between log IC50 and ∆G 

(a) Solvent water molecules were involved; (b) solvent water molecules were 

not involved 

可以按公式 ∆∆G＝∆GW－∆GNW计算. 计算得到的各能

量项的差值, ∆∆G 及 ∆RMS 见表 3. 从表 3 可以看出, 

∆∆G 均为负值, 表明活性位点内溶剂水存在有助于降

低蛋白质-配体的结合自由能值. 自由能降低最多的是

2iw6, 降低的能量值为－28.68 kJ/mol; 自由能降低最少

的是 2c5t, 降低的能量值为－14.55 kJ/mol. 进一步分析

表 3 中各能量项可以发现, 分子的内能, 溶剂化自由能

和熵等各项能量项都可以对自由能的降低有贡献. 表 3

中∆RMS也均为负值, 这说明有溶剂水时模拟计算得到

的结构更接近晶体结构, 因而偏差更小.  

表 3  有溶剂水和无溶剂水时计算的各能量项的差值   

(kJ•mol
－1)以及 ∆RMS (nm) 

Table 3  Differences of energy terms (kJ•mol
－1) and ∆RMS 

(nm) between the cases with and without solvent water molecules 

included at the active site 

Ligand ∆∆EMM ∆∆∆GPBSA －T∆∆S ∆∆G ∆RMS

1 (2bkz) 6.52 －9.40 －20.81 －23.70 －0.012

2 (1ogu) －48.74 12.92 13.54 －22.28 －0.002

3 (2iw6) －19.01 －9.48 －0.17 －28.68 －0.011

4 (2c5t) 19.22 －44.14 10.37 －14.55 －0.025

4 个复合物中溶剂水分子对自由能贡献的差异主要

来自于在活性位点内这些水分子之间及它们与 CDK2

和配体之间形成的氢键网络差异, 而其中最重要的差异

来自于桥接水分子(即活性位点内既与蛋白质残基之间

形成氢键, 又与配体形成氢键的那些水分子). 图 4给出

了 CDK2-配体 1～4活性位点内桥接水分子形成的氢键

网络图. 从图 4 可以看出, 对于 2bkz, 溶剂水分子共介

导了 5个氢键[图 4(a)左], 在无溶剂水时, 有一个新的氢

键生成[图 4(a)右], 则净的氢键总数减少了 4 个; 对于

1ogu, 溶剂水分子介导了 3个氢键[图 4(b)左], 在无溶剂

水时, 也没有新的氢键生成[图 4(b)右], 则净的氢键减

少数目为 3个; 对于 2iw6, 溶剂水分子介导了 4个氢键

[图 4(c)左], 在无溶剂水时, 同样也没有新的氢键生成

[图 4(c)右], 净的氢键数目减少了 4个; 最后, 对于 2c5t, 

溶剂水分子介导了 3 个氢键[图 4(d)左], 在无溶剂水时, 

有一个新的氢键生成[图 4(d)右], 则净的氢键总数减少

了 2. 归纳起来, 2iw6 (CDK2-配体 3)中溶剂水分子的贡

献最大, 其氢键数目减少了 4 个, 并且减少的氢键中包

含一个强的氢键(键长 0.222 nm), 而 2bkz (CDK2-配体

1)虽然氢键减少的数目也为 4 个, 但均为较弱的氢键, 

2c5t (CDK2-配体 4)中溶剂水分子的贡献最小, 其氢键

减少的数目仅为 2 个. 因此, 溶剂水分子对自由能的贡

献大小大致可以用因去掉溶剂水分子而导致的氢键减

少的数目来解释.  

3  结论 

采用MM/PBSA方法, 研究了 CDK2活性口袋内溶

剂水分子对 CDK2与配体相互作用自由能的影响. 我们

选取了分辨率较高(＜0.25 nm)并且已有对应配体的 IC50

实验值的 4 个晶体结构. 计算结果表明: (1)当考虑活性

位点内的溶剂水分子时, 计算得到的蛋白质-配体相互

作用自由能与对应配体的 IC50值具有更好的相关性. 这

个结果一方面表明我们计算模型和方法的有效性, 另一

方面说明考虑活性位点内溶剂水分子对准确计算蛋白

质-配体相互作用自由能是非常重要的. (2)活性位点内

溶剂水分子对 CDK2-配体的结合自由能的贡献 ∆∆G均

为负值, 这说明活性位点内溶剂水存在有助于增大蛋白

质-配体的结合自由能值. 计算表明, 4 个复合物中溶剂

水分子对结合自由能的贡献并不相同, 这主要与不同复

合物中, 溶剂水分子与蛋白残基和配体之间形成的氢键

相互作用网络差异有关. (3)当考虑活性位点内的溶剂水

分子时, 动力学得到的复合物结构与晶体结构的 RMS

值更低, 这说明溶剂水存在时的复合物结构更接近晶体

结构. 

 



 

 No. 3 杨丽君等：应用 MM/PBSA 方法研究 CDK2 活性口袋内溶剂水分子对 CDK2-配体结合自由能的影响 259 

 

 

图 4  CDK2-配体复合物中活性位点内形成的与桥接水分子相关的氢键网络(键长单位: nm) 

左: 考虑溶剂水分子, 右: 不考虑溶剂水分子 

Figure 4  Networks of hydrogen bonding related to bridge water molecules at the active site of CDK2-ligand complexes 

Left: solvent water molecules were considered; right: solvent water molecules were not considered (Bond length in nm) 
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