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摘要: 应用原子鄄键电负性均衡浮动电荷分子力场(ABEEM/MM),对微过氧化物酶水溶液进行了分子动力学模
拟.研究了水溶液对微过氧化物酶的结构,血红素的皱裂构象以及轴配体咪唑基的取向的影响.结果表明,在水
溶液中微过氧化物酶的骨架氨基酸是稳定的,而血红素的皱裂构象在水分子的作用下趋于平面.与血红素轴配
体咪唑基键连的组氨酸决定着咪唑基的空间取向,而咪唑基与血红素侧链的丙酸基的静电作用对其取向仅起次
要作用.
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Abstract: In terms of the atom鄄bond electronegativity equilization fluctuating charge molecular mechanics(ABEEM/
MM), molecular dynamics simulation on aqueous microperoxidases (MP) was performed. The impact of water molecules
on the structure of MP, the ruffling conformation of the heme, and the orientation of the axially ligated imidazole were
investigated. Results show that, in the aqueous solution, the backbone amino acids of the MP are stable, while the
ruffling conformation of heme turns to be planar, which comes from the interaction between water and MP. The
orientation of the axially coordinated imidazole is mainly determined by the histidine bonded with the imidazole, while
the electrostatic force between the imidazole and the side鄄chained propionic acid group of the heme is only a subsidiary
factor.
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含有血红素辅基的微过氧化物酶 (micro鄄
peroxidase, MP)因其结构简单, 常被选作血红素蛋
白的活性中心模型来研究[1,2].但限于微过氧化物酶
中氨基酸的流动性等因素,目前还很难得到微过氧
化物酶的晶体结构.分子动力学模拟方法能够给出
分子在原子水平上的运动细节,为了解微过氧化物
酶的构象变化,结构与功能的关系提供了参考依据.

Melchionna等[3,4]曾应用 GROMOS力场模拟研究了
细胞色素 c中血红素鄄11肽单体水溶液,并预测了微
过氧化物酶的结构.此外,能否正确描述体系的静电
极化势能,也是动力学模拟生物分子水溶液体系成
败的关键因素之一.例如,在血红素蛋白中,有些血
红素的侧链丙酸基暴露在水溶液中,水分子和它的
静电极化作用有时会非常重要;如Zaric' 等[5]的研究
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图 1 MP鄄11骨架结构
Fig.1 Frame structure of MP鄄11

认为,血红素的侧链丙酸基氧原子与轴配体咪唑基
氮上氢原子的静电相互作用,影响着血红素轴配体
咪唑基的构象,进而对血红素蛋白的反应活性有重
要影响.在原子鄄键电负性均衡方法 (ABEEM)[6-9]基

础上, 新近发展的原子鄄键电负性均衡浮动电荷分
子力场(ABEEM/MM)[9-18], 可较好地描述原子间的
静电极化作用.目前该分子力场已成功应用到纯水
体系[9-11]、离子体系[12,13]、多肽以及小蛋白体系[14-18]的研

究中. 为进一步认识水溶液对血红素蛋白活性中心
结构与功能的影响,本文采用 ABEEM/MM浮动电
荷分子力场对水溶液中的MP进行了分子动力学模
拟,研究水溶液对其结构、活性中心血红素以及轴配
体咪唑基构象的影响.

1 模拟方法
1.1 模拟体系和分子力场模型

微过氧化物酶的模型分子结构取自蛋白质晶体

结构数据库中的细胞色素(PDB code 1HRC [19]), 保
留其中第 11-21 位的氨基酸残基及活性中心血红
素辅基,其中半胱氨酸 Cys14和 Cys17通过硫醚键
与血红素辅基相连,组氨酸 His18的咪唑基(5th鄄Im)
作为血红素中心 Fe(III)的轴向第五配体与血红素
相连.为探讨轴配体咪唑基的构象,采用 4鄄甲基咪
唑(6th鄄Im)作为 Fe(III)的轴向第六配体,具体结构如
图 1所示. 对于模拟研究的 MP 水溶液, 水分子由
Tinker 3.9 程序包产生, 立方盒子的边长为 2.5662
nm.在模拟体系中含有 411个水分子和位于盒子中
央的溶质MP分子,其中MP分子的整体电荷为-1.

MP水溶液的 ABEEM/MM浮动电荷力场势能
由 MP、水分子体系、MP与水分子的非键相互作用
等三个部分组成, 其中 MP的势能函数(EMP)主要由
以下五个部分组成: 键伸缩能(Ebonds)、键角弯曲能

(Eangles)、二面角扭转势能(Etorsion)、静电库仑势能(Eelec)
和范德华势能(Evdw)组成:

EMP=
bonds
移kb(r-req)2+

angles
移k兹(兹-兹eq)2+

torsion
移 Vn

2 [1+cos(n渍-酌)]+
elec
移[kij( qiqj

rij
)]+

vdw
移{4fij着ij[( 滓ij

rij
)12-( 滓ij

rij
)6]} (1)

方程(1)中 kb和k兹、r和兹、req和 兹eq分别表示键伸缩和

键角弯曲势能的力常数、实际的键长和键角值、平衡

键长和平衡键角值; Vn/2表示二面角扭转势能项的
展开力常数, 渍、n、酌分别为实际二面角值、周期值和
相角.库仑静电势能项中的qi和qj是指各个原子、化

学键以及孤对电子等位点上所带的电荷,由原子鄄键
电负性均衡方法(ABEEM)[6-9]计算得到,范德华势能
项(Evdw)采用 Lennard鄄Jones 形式 , 其中势能参数 滓
指碰撞直径, 着指势阱深度,原子对 i和 j的势能参
数等于两个原子势能参数的几何平均.

溶液中水分子的势能函数采用 ABEEM鄄TIP7P
水模型[9-11], MP与水分子的非键相互作用如方程(2)
所示:

EMP鄄H2O=
i沂MP
移

j沂H2O
移 kij

qiqj
rij

+4fij着ij
滓ij
rij
蓸 蔀 12- 滓ij

rij
蓸 蔀 6蓘 蓡嗓 瑟 (2)

其中的 ABEEM/MM浮动电荷力场势能参数和非键
相互作用系数(kij和fij)可参见文献[14,15],血红素的
ABEEM/MM参数参见文献[20-22].
1.2 动力学模拟

分子动力学模拟利用我们修改后的 Tinker 3.9
程序包进行,在 298.15 K的正则系综(NVT)条件下
进行.采用 Berendsen 热浴控制分子的温度, Verlet
跳蛙法积分运动方程.同时采用周期性边界条件和
最近镜像, 截断半径选为 1.200 nm, 并利用开关函
数调节非化学键的连接相互作用.选取的积分步长
为 1 fs,且每隔 100 fs保存一次坐标用于计算.在分
子动力学模拟中,化学键和孤对电子的电荷重新回
归到相应的原子上.模拟前首先对初始结构采用共
轭梯度法进行能量最小化,共轭梯度小于 0.418 kJ·
mol-1·nm-1.能量优化后的结构到达平衡态的预平衡
时间约为 50 ps,随后 450 ps的轨迹用来统计相关性
质.考虑到计算时间的消耗问题,确定以 1.0 ps间隔
来计算各部分的电荷. 模拟计算在 SGI Altix 3700
服务器上进行, 数据处理与分析采用 Tinker 3.9 以
及我们自编的程序.
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2 结果与讨论
2.1 氨基酸结构

原子位移均方根偏差 (RMSD)和回旋半径
(gyration radius, 简写为Rgy)是衡量模拟体系稳定程
度的重要依据.图 2为模拟获得的 MP模型分子中
氨基酸骨架原子的位移 RMSD和Rgy的时间变化图.
可以看出,经过 50 ps后,骨架原子的位移 RMSD和
Rgy都逐渐趋于稳定,表明体系处于平衡状态.

由模拟计算可知 , MP 水溶液中 11 个氨基酸
内重原子的Rgy为 0.6047 nm, 大于晶体结构中的Rgy

(0.5942 nm),而后者又大于在真空中优化获得结构
的Rgy(0.5940 nm). 这说明, 暴露在水溶液中的氨基
酸残基与水分子发生相互作用,使得极性氨基酸伸
展到水溶液中,因而 Rgy增大;而在真空中,由于MP
模型分子中氨基酸既没有与晶体结构中周围氨基酸

的相互作用,也不存在与水的相互作用,从而此时的
Rgy最小,这与Melchionna等[3]的研究结论是一致的.

表 1列出了水溶液中 MP模型分子中 11个氨
基酸的重原子相对于晶体结构的位移 RMSD.可以
看出,这 11个氨基酸在水溶液中的位移波动是不同
的. 其中 Cys14、Cys17 和 His18 等残基位于 MP模
型分子的中部,而且还与血红素辅基直接相连,起到
稳定骨架的作用 . 此外 , 亲水性残基如 Gln16、
Thr19、Lys13 和 Glu21 等显示出很强的浮动性, 与
晶体结构偏离较大.实际上, Gln16、Thr19、Lys13和
Glu21等极性残基都与水分子形成了比较强的氢键.

图 3为平衡态 Glu21中羧基氧原子与水中氢原子间
的径向分布函数,图中径向分布函数第一峰的位置
在 0.205 nm左右,表明羧基氧原子与水的氢原子形
成了很强的氢键.这也验证了亲水性氨基酸偏离晶
体结构的原因 , 同时也说明了极化的水分子对于
MP中氨基酸的结构的稳定性影响很大.从相关原
子的电荷分布上也可以看出原子发生了极化.例如,
残基 Glu21中的羧基氧原子比真空中的相应原子电
荷平均大 0.04e左右;而血红素辅基中的羧基氧原
子的电荷要比真空中的电荷平均大 0.10e 左右. 这
充分说明 MP在水溶液作用下发生了极化作用.这
在传统的固定点电荷力场模型中是体现不出来的.
2.2 血红素构象

2.2.1 血红素扭曲角

常用扭曲角来表征血红素的皱裂构象[23]. 本文
将图 1中由 CC1鄄N1鄄N3鄄CC3构成的扭曲角标记为 子AC,
由 CC2鄄N2鄄N4鄄CC4构成的扭曲角标记为 子BD . 图 4 为
模拟过程中血红素扭曲角的变化情况, 由图可知,
子AC和 子BD在模拟预平衡时间(50 ps)内变化比较明
显,此后逐渐趋于稳定,平衡状态扭曲角的平均值分
别为 子AC=2.49毅和 子BD =2.27毅. 表明在水溶液的作用
下, 血红素由晶体中的皱裂构象(子AC=11.48毅和 子BD=
-25.04毅)逐渐趋于平面, 这与 Anderson等[24]研究的

结论是一致的.这说明在动力学模拟过程中,水溶液
中血红素平面上下的水分子与血红素的相互作用比

较均衡[3];而在细胞色素 c晶体中,扭曲角要大得多,

表 1 水溶液中微过氧化物酶模型分子中 11个氨基酸的重原子相对于晶体结构的位移的均方根偏差
Table 1 RMSD for the heavy atoms of 11 amino acids of model MP in aqueous solution

Residue Val11 Gln12 Lys13 Cys14 Ala15 Gln16 Cys17 His18 Thr19 Val20 Glu21
RMSD(nm) 0.0564 0.0401 0.0513 0.0365 0.0118 0.0802 0.0540 0.0277 0.0860 0.0176 0.0669

图 2 动力学模拟中骨架原子的位移均方根偏差(a)和回旋半径(b)随时间的变化
Fig.2 Root mean square deviation (RMSD) of displacements (a) and gyration radius (Rgy) for backbone atoms (b)

in molecular dynamics simulations as a function of time
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表明晶体中扭曲的皱裂构象源于血红素与周围氨基

酸的相互作用.
2.2.2 轴配体咪唑基的取向

血红素的轴配体咪唑基构象与血红素蛋白的反

应活性有重要联系.通常采用倾斜角(tilting angle)、
方位二面角(azimuthal torsion angle)[24,25]和赝二面角

(pseudo torsion angle)[5]等来描述血红素轴配体咪唑

基的构象.在图 1中,由 Fe鄄NE2鄄CD2构成的角为倾斜

角, 由 N3鄄Fe鄄NE2鄄CE1构成的角为方位二面角 , 而由
Cd鄄Fe鄄NE2鄄CE1构成的角为赝二面角. 倾斜角用来量
度咪唑基氮(ND1)上氢原子与邻近原子形成氢键或静
电作用的强弱,该角越大,表明氮上氢原子与邻近原
子的相互作用越强;方位二面角则表示咪唑基与血
红素平面成交错的还是重叠的构象;赝二面角表示
ND1上氢原子是否指向血红素侧链的丙酸基氧原子.

图 5(a, b, c)分别为模拟血红素两个轴配体咪唑
基(5th鄄Im 和 6th鄄Im)的倾斜角、方位二面角和赝二
面角的变化. 由图可知, 动力学模拟的血红素轴配
体在 50 ps预平衡后较稳定. 其中 5th鄄Im与晶体结
构相比较变化不大 , 而 6th鄄Im 的方位二面角和赝
二面角与初始结构明显不同. 在初始结构中, 两个
咪唑基中 ND1 原子均指向血红素中 N1 和 N2 间的

Cd原子(参见图 1),并与血红素平面成交错构象.但
在模拟过程中, 6th鄄Im 发生旋转, 与血红素平面形
成另一个交错构象 , 即 6th鄄Im 中的 ND1 原子指向

N2和 N3间的 Cd原子,相应的方位二面角由初始结
构的-129.54毅变为-31.62毅(平均值); 其赝二面角为
98.60毅(平均值);而 5th鄄Im变化不大,其方位二面角
的平均值为 145.00毅(晶体结构实验值 136.32毅[19]),赝

图 3 Glu21中羧基氧原子与水中氢原子的径向分布函数
Fig.3 Radial distribution of O atom of carboxyl in

Glu21 and H atom in H2O

图 4 动力学模拟MP水溶液中血红素的扭曲角 子AC (a)和 子BD (b)随时间的变化情况
Fig.4 Twist angles 子AC (a) and 子BD (b) of heme in molecular dynamics simulations as a function of time

图 5 轴配体咪唑基的倾斜角(a)、方位二面角(b)和赝二面角(c)随时间变化
Fig.5 Titling (a), azimuthal torsion (b), and pseudo torsion (c) angles of the axially ligated imidazole

as a function of time
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二面角由晶体结构中的 3.02毅变为 10.75毅.对比两个
轴配体在模拟过程中的取向变化,不难发现,组氨酸
His18决定着轴配体咪唑的取向.因为 6th鄄Im 是相
对独立的,它没有与其它氨基酸直接键连在一起,只
受到环境水分子的作用.同时 5th鄄Im的倾斜角由晶
体中的 131.64毅减小为 126.70毅(平均值), 而 6th鄄Im
的倾斜角由初始结构的 125.59毅增大为 129.80毅(平
均值),这也表明与 5th鄄Im键连的组氨酸 His18对其
倾斜取向具有固定作用.
通过对两个咪唑基方位二面角的平均值进行分

析,可知两个轴配体均与血红素平面成稳定的交错
构象.但是孤立的 6th鄄Im从原来的交错构象旋转到
另一个交错构象,中间必然要经过一个能量较高的
重叠构象.这说明,咪唑基上 NE2与血红素活性中心

Fe 的转动势垒不是很大, 比如 Autenrieth等 [26]就曾

计算出该二面角势垒值为 3.1 kJ·mol-1. 此外, 轴配
体的取向变化还与咪唑基上 ND1的氢原子与血红素

侧链上丙酸基的氧原子间的静电相互作用有关 .
Galstyan等[27]在没有考虑周围氨基酸残基的影响作

用下, 采用密度泛函方法计算得出如下结论:影响
咪唑基取向的首要原因,是 ND1上带正电的氢原子

与血红素侧链带有负电的丙酸基氧原子的静电相互

作用.为进一步确定决定轴配体取向的主要因素,我
们分析了 6th鄄Im 中 ND1原子与丙酸基氧原子的电

荷以及二者间的距离变化.在平衡态过程中, ND1上

氢原子的电荷在 0.56e 左右浮动, 而丙酸基中氧原
子的电荷在-0.67e左右浮动,可见二者之间的静电
作用不可忽略,这可解释 6th鄄Im旋转后 ND1上氢原

子指向丙酸基氧原子,而不是背离丙酸基氧原子.此
外,二者间的距离变化如图 6所示, ND1原子与丙酸

基两个氧原子间距离的平均值:一个约为 0.61 nm,
另一个约为 0.78 nm. 由于 ND1距丙酸基氧原子较

远,它们的相互作用强度还无法同轴配体咪唑基和
His18的键连作用相比.因此可以认为,决定轴配体
咪唑基取向的首要因素是与其键连的氨基酸,而不
是咪唑基 ND1原子与丙酸基氧原子间的静电作用,
后者对咪唑基的取向只起次要作用.

3 结 论
利用 ABEEM/MM浮动电荷分子力场,对细胞

色素中的微过氧化物酶模型分子水溶液进行了分子

动力学模拟.结果表明,微过氧化物酶模型分子中的
骨架氨基酸在水溶液中较稳定,而亲水性残基在水
中浮动较大,这主要是由于它们与水分子形成了氢
键.在水溶液中,血红素的构象并不像晶体结构中扭
曲得那么强烈,而是趋向平面,表明晶体结构中扭曲
的皱裂构象与其周围氨基酸的相互作用有关.研究
还发现,咪唑基与血红素形成了稳定的交错构象,与
血红素轴配体咪唑基键连的组氨酸决定着咪唑基的

取向; 同时, 咪唑基氮上的氢原子与血红素侧链的
丙酸基氧原子的静电相互作用对咪唑基的取向仅起

次要作用.
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