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采用分子动力学模拟探究ＶＷＦＡ１突变体
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摘要：目的　 探究血管性血友病因子（ｖｏｎ Ｗｉｌｌｅｂｒａｎｄ ｆａｃｔｏｒ，ＶＷＦ）突变体Ｇ５６１Ｓ下调ＶＷＦＡ１与其配体亲和力的
分子机制。方法　 分别构建２Ｍ型突变体Ｇ５６１ＳＡ１（功能减弱型）、ＷＴＡ１（野生型）和２Ｂ型突变体Ｒ５４３ＱＡ１（功
能增强型）３个分子系统。Ｇ５６１ＳＡ１突变体采用将野生型Ａ１结构的Ｇｌｙ５６１替换为Ｓｅｒ５６１的方式构建，ＷＴＡ１与
Ｒ５４３ＱＡ１晶体结构取自蛋白质数据库（ｐｒｏｔｅｉｎ ｄａｔａ ｂａｎｋ，ＰＤＢ）。利用自由分子动力学模拟方法对比分析ＷＴＡ１、
Ｇ５６１ＳＡ１、Ｒ５４３ＱＡ１三者构象的改变、柔性的变化以及氢键／盐桥的形成与演化。结果　 Ｇ５６１Ｓ突变通过降低Ａ１
结构域α２螺旋的柔性，并增强Ｎ末端与ｂｏｄｙ区的相互作用从而减弱其与配体ＧＰＩｂα的亲和力，Ｒ５４３Ｑ功能增强
型突变体则启动了一条相反的调节路径。结论　 局部动力学性质的改变是Ａ１亲和力调控的潜在机制，研究结果
有助于针对激活的Ａ１结构域的变构药物设计以及相关抗血栓药物的研发。
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　 　 血管性血友病因子（ｖｏｎ Ｗｉｌｌｅｂｒａｎｄ ｆａｃｔｏｒ，
ＶＷＦ）的Ａ１结构域与血小板膜上的糖蛋白受体
（ｐｌａｔｅｌｅｔ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ Ｉｂα，ＧＰＩｂα）的结合能够诱发血
小板黏附、聚集以及止血栓子的形成［１２］。研究表
明，发生于ＶＷＦ或者ＧＰＩｂα分子内的突变会改变
ＶＷＦ与ＧＰＩｂα相互作用的亲和力，从而引起血管性
血友病（ｖｏｎ Ｗｉｌｌｅｂｒａｎｄ ｄｉｓｅａｓｅ，ＶＷＤ）［３］。目前，
ＶＷＦ与ＧＰＩｂα之间的相互作用机制尚未完全理
解［４５］。然而众多Ａ１晶体结构（野生型或突变体、
结合状态或未结合状态）之间构象差异较小的事实
为进一步解释这些突变体与其配体间亲和力的差异
造成困难［６］。Ａｕｔｏｎ等［７８］关于Ａ１ＧＰＩｂα亲和力高
低与Ａ１结构域热稳定性相关的研究表明，似乎不
能只用静态结构上的观察和分析来研究蛋白相互作
用的亲和力调控机制。

本课题组曾研究过局部动力学驱动的功能增强
型Ａ１结构域的亲和力调控机制［６］。本文引入Ａ１
功能减弱型突变体Ｇ５６１Ｓ，以便探明Ｇ５６１Ｓ是否也
服从同样的亲和力调节机制。采用可以观察蛋白原
子具体运动细节的分子动力学模拟方法，通过分析
比较２Ｍ型突变体Ｇ５６１ＳＡ１（功能减弱型）、ＷＴＡ１
（野生型）和２Ｂ型突变体Ｒ５４３ＱＡ１（功能增强型）
的结构变化和动力学性质，探讨Ｇ５６１Ｓ突变导致
２Ｍ型ＶＷＤ的分子结构基础，以期为相关抗血栓药
物和止血药物的开发提供指导。
１　 试验方法
１． １　 初始结构的构建

分别构建３个分子系统。野生型ＷＴＡ１采用
蛋白质数据库（ｐｒｏｔｅｉｎ ｄａｔａ ｂａｓｅ，ＰＤＢ）代码为
１ＡＵＱ的晶体结构构建。如图１所示，Ａ１结构域采
用ＮｅｗＣａｒｔｏｏｎ形式，Ａ１结构Ｎ端的第１个残基以
粉色小球显示，Ｇｌｕ５０１、Ｇｌｕ５４２、Ａｒｇ５７８等３个与本
文相关的重要残基则以绿色显示，另外用１个绿色
小球标记５６１号残基（Ｇ５６１ＳＡ１的突变位点）。
　 　 功能减弱型突变体Ｇ５６１ＳＡ１因缺乏相应的晶
体结构，故首先采用计算机突变的方式将ＷＴＡ１的
Ｇｌｙ５６１替换为Ｓｅｒ５６１，然后固定除５６１位残基之外
的其他所有原子，并在真空中能量最小化１ ０００步。
构建的Ｇ５６１ＳＡ１结构可能与真实结构有差异，但
差异在允许的误差范围内，因为已知的Ａ１诸多突

　 　 　 　 （ａ）正视图　 　 　 　 　 　 （ｂ）右视图
图１　 野生型Ａ１结构示意图　
Ｆｉｇ． １　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｏｆ ｔｈｅ ｗｉｌｄｔｙｐｅ Ａ１ ｄｏｍａｉｎ

（ａ）Ｔｈｅ ｆｒｏｎｔ ｖｉｅｗ，（ｂ）Ｔｈｅ ｒｉｇｈｔ ｓｉｄｅ ｖｉｅｗ

变体晶体结构之间结构差异都较小［６］，同时自由分
子动力学模拟之前的能量最小化处理有利于
Ｇ５６１ＳＡ１进行构象调整以接近其真实构象。

功能增强型Ｒ５４３ＱＡ１采用ＰＤＢ码为１Ｍ１０的
晶体结构构建［９］。但由于该晶体结构（５０５ ～ ７０３号
残基）的Ｎ末端（４９８ ～ ５０８号残基）信息缺失，采用
分子可视化操作软件（ｖｉｓｕａｌ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｙｎａｍｉｃｓ，
ＶＭＤ）将ＷＴＡ１和Ｒ５４３ＱＡ１的ｂｏｄｙ区域对齐以
保证两者尽可能重叠，然后采用ＷＴＡ１的Ｎ末端序
列（４９８ ～ ５０８号残基）替换Ｒ５４３Ｑ的Ｎ末端序列
（５０５ ～ ５０８号残基）。这样可保证ＰＤＢ码为１Ｍ１０
的晶体结构中ｂｏｄｙ区与Ｎ末端保守的氢键／盐桥相
互作用仍然存在于最终构建的Ｒ５４３ＱＡ１结构中。

以上３个体系中所有缺失的原子一律采用
ＳｗｉｓｓＰｄｂＶｉｅｗｅｒ软件进行添加。为了消除因人为替
换引起的不合理的Ｔｙｒ５０８Ｃｙｓ５０９肽键键长，构建好
的Ｒ５４３ＱＡ１采用如下步骤进行能量最小化。首
先，固定除Ｔｙｒ５０８和Ｃｙｓ５０９残基以外的所有原子，
并执行最小化１ ０００步以便优化连接处的结构；然
后，固定除Ｎ末端以外的所有原子，并执行最小化
２ ０００步以优化Ｎ末端结构；最后，取消对Ｒ５４３ＱＡ１
所有原子的束缚，并执行最小化５ ０００步来优化整个
Ｒ５４３ＱＡ１结构及其内部相互作用，最终的Ｔｙｒ５０８
Ｃｙｓ５０９肽键键长处于０． １３３ ｎｍ的正常值状态。
１． ２　 分子动力学模拟方法

在模拟中使用ＶＭＤ软件进行分子视图和建
模，采用纳米尺度分子动力学软件（ｎａｎｏｓｃａｌｅ
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ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｙｎａｍｉｃｓ，ＮＡＭＤ）进行自由分子动力学模
拟。模拟采用的力场是ＣＨＡＲＭＭ２２。模拟的３个
Ａ１结构均采用ＴＩＰ３Ｐ水分子模型构建水框。水框
的大小可以保证Ａ１中每个原子距水框壁面至少
１． ５ ｎｍ的距离。３个体系的水框中均加入３４个
Ｎａ ＋和３７个Ｃｌ －以模拟生理环境并使体系达到电中
性。各Ａ１结构的Ｎ端与Ｃ端分别采用乙酰化氨基
端（ＡＣＥ）和Ｎ甲酰胺羧基端（ＣＴ３）两个电中性补
丁消除由肽链Ｃ末端指向Ｎ末端的电偶极矩。采
用埃瓦尔德粒子网格算法（ｐａｒｔｉｃｌｅ ｍｅｓｈ Ｅｗａｌｄ，
ＰＭＥ）计算长程静电相互作用。短程静电相互作用
和范德华相互作用的截止值设为０． １２ ｎｍ。启用周
期性边界条件以消除尺寸效应，并以２ ｆｓ的迭代步
长进行模拟。自由分子动力学模拟之前，先固定体
系内的蛋白骨架原子执行能量最小化５ ０００步，然
后再放开所有原子，并执行１０ ０００步能量最小化以
优化整个模拟体系。在最终的生产性运行之前，将
能量最小化后的系统在０． １ ｎｓ内从－ ２７３． １５ ℃逐
步加热至３６． ８５ ℃，然后在恒温恒压系综下平衡
５ ｎｓ。最后从每一个平衡体系中随机选取３个不同
的构象进行自由分子动力学模拟。自由分子动力学
模拟采用的是恒体积、恒能量（ｃｏｎｓｔａｎｔ ｖｏｌｕｍｅ，
ｃｏｎｓｔａｎｔ ｅｎｅｒｇｙ）体系，由于不需对温度和压力进行
约束，故可以更好地捕获Ａ１结构域的动力学性质
以及评估Ａ１结构域的稳定性［１０］。模拟时间为
１００ ｎｓ，每２ ｐｓ记录一次原子坐标。所有模拟均在
华南理工大学生物科学与工程学院戴尔ＰｏｗｅｒＥｄｇｅ
Ｍ９１０超级计算机集群上进行。
１． ３　 数据分析

所有数据分析以及蛋白结构作图均借助ＶＭＤ
软件。采用Ｃα原子位置的均方根偏差（ｒｏｏｔ ｍｅａｎ
ｓｑｕａｒｅ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ，ＲＭＳＤ）表征蛋白构象变化和结构
稳定性。采用Ｃα原子均方根波动（ｒｏｏｔ ｍｅａｎ ｓｑｕａｒｅ
ｆｌｕｃｔｕａｔｉｏｎ，ＲＭＳＦ）评估蛋白局部结构柔性。为了简
化计算，α２、α１螺旋间夹角定义为各自螺旋的Ｎ末
端残基（α２螺旋的５７５号残基，α１螺旋的５２８号残
基）与Ｃ末端残基（α２螺旋的５８２号残基，α１螺旋
的５４２号残基）的Ｃα原子之间连线的夹角。氢键
按如下方式定义：若供体原子与受体原子之间的距
离小于０． ３５ ｎｍ且键角小于３０°，则氢键存在。盐
桥（ｓａｌｔ ｂｒｉｄｇｅ）的形成条件为：酸性残基（Ａｓｐ或

Ｇｌｕ）侧链的任一氧原子与碱性残基（Ｌｙｓ或Ａｒｇ）侧
链的任一氮原子之间的距离小于０． ４ ｎｍ。氢键或
盐桥的生存率（ｏｃｃｕｐａｎｃｙ）定义为自由分子动力学
模拟过程中键存在时间与总模拟时间的比值。残基
水合频率（ｈｙｄｒａｔｉｏｎ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ）定义为水合事件的发
生比率，即一个疏水残基周围０． ４ ｎｍ内出现至少１
个水分子的时间长度占总模拟时间的比率。采用残
基水合频率评估疏水核心的暴露程度。
２　 结果
２． １　 突变调节Ａ１结构域Ｎ末端的稳定性

热力学实验表明，２Ｂ型突变降低了Ａ１结构域
稳定性，２Ｍ 型突变则增加了Ａ１ 结构域稳定
性［８，１１］。为揭示突变诱导的构象改变，对３个蛋白
体系Ｇ５６１ＳＡ１、ＷＴＡ１和Ｒ５４３ＱＡ１各自进行３次
１００ ｎｓ的自由分子动力学模拟。由于Ａ１结构域Ｃ
末端序列（Ａｌａ７０１ ～ Ｐｒｏ７０５）游离于水溶液中，故未
将其列入观察范围，以免其柔性太大影响观察结果。
整个Ａ１结构域（４９８ ～ ７００号残基）所有Ｃα原子总
ＲＭＳＤ值随时间的演化如图２（ａ）所示：Ｒ５４３ＱＡ１
的ＲＭＳＤ值显著高于ＷＴＡ１和Ｇ５６１ＳＡ１，且变化
较为剧烈；后两者的变化相对平稳，同时又以
Ｇ５６１ＳＡ１的ＲＭＳＤ值最低，说明三者中Ｇ５６１ＳＡ１
的构象稳定性最高。为探明这些差异的具体发生区
域，将Ａ１结构域细分为ｂｏｄｙ区域（５０９ ～ ７００号残
基）和Ｎ末端（４９８ ～ ５０８号残基）两部分，分别进行
ＲＭＳＤ值分析。图２（ｂ）表明ＷＴＡ１、Ｇ５６１ＳＡ１、
Ｒ５４３ＱＡ１三者ｂｏｄｙ区域的ＲＭＳＤ值在模拟过程中
变化平稳且几乎重叠，表明三者ｂｏｄｙ区域的构象演
化差异并不明显。图２（ｃ）则表明Ｒ５４３ＱＡ１的Ｎ
末端发生了较大幅度的波动，而ＷＴＡ１、Ｇ５６１ＳＡ１
的Ｎ末端表现相对稳定，并且以Ｇ５６１ＳＡ１的波动
最小，最为稳定。比较图２（ｂ）与（ｃ），不难推断在
整个构象演化过程中，Ｎ末端序列的构象变化才是
导致Ａ１结构域总ＲＭＳＤ值差异的原因，Ｒ５４３ＱＡ１
较高的ＲＭＳＤ值源于其Ｎ末端序列的高度波动，而
Ｇ５６１ＳＡ１较低的ＲＭＳＤ值源于其Ｎ末端序列的高
度稳定。为验证该推测，进一步测定这三者Ｎ末端
与ｂｏｄｙ区之间的质心距离（ｄｉｓｔａｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ
ｍａｓｓ ｃｅｎｔｅｒ，ＤＭＣ）。如图２（ｄ）所示，Ｒ５４３ＱＡ１的
Ｎ末端已与ｂｏｄｙ区相分离，而ＷＴＡ１、Ｇ５６１ＳＡ１的
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图２　 ＷＴＡ１、Ｇ５６１ＳＡ１、Ｒ５４３ＱＡ１体系结构稳定性的差异　 （ａ）Ａ１结构域ＲＭＳＤ曲线，（ｂ）Ａ１的ｂｏｄｙ区域ＲＭＳＤ曲线，（ｃ）Ａ１的Ｎ末端
ＲＭＳＤ曲线，（ｄ）Ａ１的Ｎ末端与ｂｏｄｙ区域之间ＤＭＣ曲线

Ｆｉｇ． ２　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ＷＴＡ１，Ｇ５６１ＳＡ１，Ｒ５４３ＱＡ１ ｓｙｓｔｅｍｓ 　 （ａ）Ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｏｆ ＲＭＳＤ ｏｆ Ａ１ ｇｌｏｂａｌ ｒｅｇｉｏｎ ｗｉｔｈ ｔｉｍｅ，
（ｂ）Ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｏｆ ＲＭＳＤ ｏｆ Ａ１ ｂｏｄｙ ｒｅｇｉｏｎ ｗｉｔｈ ｔｉｍｅ，（ｃ）Ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｏｆ ＲＭＳＤ ｏｆ Ａ１ Ｎｔｅｒｍｉｎａｌ ａｒｍ ｗｉｔｈ ｔｉｍｅ，（ｄ）Ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｏｆ ＤＭＣ ｏｆ ｔｈｅ
Ｎｔｅｒｍｉｎａｌ ａｒｍ ａｎｄ Ａ１ ｂｏｄｙ ｒｅｇｉｏｎ ｗｉｔｈ ｔｉｍｅ

Ｎ末端在模拟过程中变动较小。综合以上数据判
定，Ｇ５６１ＳＡ１结构的Ｎ末端稳定性最高，其Ｎ末端
与ｂｏｄｙ区的结合也最紧密。
２． ２　 Ｇ５６１Ｓ突变体降低Ａ１结构ｂｏｄｙ区的动力学

性质
３个Ａ１结构域的ｂｏｄｙ区（５０９ ～ ６９５）在整个模

拟期间Ｃα的ＲＭＳＤ值都小于０． ２ ｎｍ［见图２（ｂ）］。
并且，ＷＴＡ１、Ｇ５６１ＳＡ１、Ｒ５４３ＱＡ１的ｂｏｄｙ区构象
变化也不像Ｎ末端序列那样显著，这与各个Ａ１晶
体结构（野生型或突变体、结合状态或未结合状态）
构象几近重叠的事实相一致［４，６］。由于这些功能获
得性突变并未导致Ａ１结构的明显变化，很难找到
明显的构象差异来解释不同Ａ１与ＧＰＩｂα之间亲和
力的差异。目前存在的一种解释是Ａ１亲和力调控
机制可能在于突变诱导的动力学性质变化［６］。为
检验这一可能性，分析Ａ１上每一残基的Ｃα的
ＲＭＳＦ。通过测量整个Ａ１结构（４９８ ～ ７００号残基）
的ＲＭＳＦ值，发现功能获得性突变的确可以改变Ａ１
骨架的柔性（ｆｌｅｘｉｂｉｌｉｔｙ）和可移动性（ｍｏｂｉｌｉｔｙ），尽
管发生于Ａ１结构ｂｏｄｙ区的变化不够明显。图３
（ａ）所示为Ｇ５６１ＳＡ１、ＷＴＡ１、Ｒ５４３ＱＡ１各自残基
的Ｃα原子在整个模拟期间的ＲＭＳＦ值，结果表明
三者的α２螺旋（５７４ ～ ５８２号残基）及部分β环链
区域（５６９ ～ ５７３号残基）的ＲＭＳＦ值差异较为明显。
Ｒ５４３ＱＡ１该区域（５６９ ～ ５８２号残基）的柔性最高，
Ｇ５６１ＳＡ１的柔性最低，ＷＴＡ１的柔性则介于两者
之间。这３个Ａ１结构与ＧＰＩｂα结合亲和力的高低
正好与它们在这一区域（５６９ ～ ５８２号残基）的柔性
正相关。晶体结构研究表明，这一区域是ＧＰＩｂα结

合位点的重要组成部分［４５］，本课题组前期研究也表
明许多２Ｂ型突变体该区域动力学性质的增强可以
增加Ａ１与ＧＰＩｂａ之间的结合亲和力［６］。本研究发
现，２Ｍ型突变体Ｇ５６１ＳＡ１的α２螺旋及部分β环
链区域的柔性极低，即在水分子环境中具有较强的
稳定性，当与配体分子相遇时这种过强的刚性或许
不利于分子间的诱导契合，从而影响其亲和力。此
外，热力学实验表明，２Ｂ型突变降低Ａ１结构稳定性
而２Ｍ型突变增加Ａ１结构稳定性的事实，在一定程
度上应证了本研究的计算结果。
２． ３ 　 Ｇ５６１Ｓ突变降低Ａ１内部疏水区域的暴露

程度
除了突变诱导的局部柔性降低之外，在模拟过

程中可以观察到Ｒ５４３ＱＡ１的α螺旋像一个“钟
摆”一样，以其Ｃ端为支点相对于Ａ１的ｂｏｄｙ区域
不断地摆入摆出，这一运动引起α１、α２螺旋间夹角
的变化，并且图３（ａ）数据表明Ｇ５６１ＳＡ１、ＷＴＡ１和
Ｒ５４３ＱＡ１三者的α２螺旋（图中右边的黄色显示区
域）的柔性显著高于各自的α１（图中左边的黄色显
示区域）螺旋，α２螺旋柔性在三者之间有显著差异，
可以认为α１、α２螺旋间夹角的变化主要是由α２螺
旋的摆动引起的。测定整个模拟时间段内的α１、α２
螺旋间夹角，得到Ｇ５６１ＳＡ１、ＷＴＡ１和Ｒ５４３ＱＡ１
的α１、α２螺旋间夹角平均值分别为２０°、２３°和２８°，
三者之间存在显著的统计学差异。Ｇ５６１ＳＡ１的夹
角最小，Ｒ５４３ＱＡ１的夹角最大，ＷＴＡ１介于两者之
间［见图３（ｂ）］。此外，α１、α２螺旋间夹角的频率
分布表明，Ｇ５６１ＳＡ１的分布最为集中，Ｒ５４３ＱＡ１的
分布最为离散，ＷＴＡ１则居中，故２Ｍ型突变体
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Ｇ５６１ＳＡ１的α螺旋摆动幅度最小［见图３（ｃ）］。
由于α１、α２螺旋间夹角的变化可以改变Ａ１结

构疏水核心的暴露程度，为此计算疏水核心β片层
从Ｖａｌ５５３ 至Ｖａｌ５５６ 的水合频率。结果表明，
Ｇ５６１ＳＡ１和Ｒ５４３ＱＡ１中疏水区域的暴露程度分
别是３个Ａ１结构中最低和最高的，ＷＴＡ１则介于
两者之间［见图３（ｄ）］。这一观察也与Ａ１的部分

解折叠构象与其配体的结合亲和力更高的事实相吻
合［４，８，１１］。为此，可推断在真实的液体环境中，α１、
α２螺旋很可能以不同幅度和频率持续地张张合合。
Ｒ５４３ＱＡ１的螺旋间夹角增大，疏水核心得以充分
暴露或许是调节Ｒ５４３ＱＡ１与其配体亲和力的一种
重要手段，而Ｇ５６１ＳＡ１相反的变化则降低了其与
配体之间的亲和力。

（ａ） （ｂ） （ｃ） （ｄ）
图３　 ＷＴＡ１、Ｇ５６１ＳＡ１、Ｒ５４３ＱＡ１的动力学性质及其疏水核心的暴露　 （ａ）Ａ１结构域Ｃα的ＲＭＳＦ曲线，（ｂ）Ａ１结构域α１与α２螺旋间

夹角的平均值，（ｃ）α１与α２螺旋间夹角分布的高斯拟合曲线，（ｄ）Ａ１的β２片层上的疏水残基（５５３ ～ ５５６号残基）的残基水合频率
Ｆｉｇ． ３　 Ｄｙｎａｍｉｃ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ＷＴＡ１，Ｇ５６１ＳＡ１ ａｎｄ Ｒ５４３ＱＡ１，ａｎｄ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｏｆ ｉｔｓ ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃ ｃｏｒｅ

（ａ）ＣαＲＭＳＦ ｏｆ ＷＴＡ１，Ｇ５６１ＳＡ１ ａｎｄ Ｒ５４３ＱＡ１，（ｂ）Ａｖｅｒａｇｅ α１α２ ｉｎｔｅｒｈｅｌｉｃａｌ ａｎｇｌｅ，（ｃ）Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ α１α２ ｉｎｔｅｒｈｅｌｉｃａｌ ａｎｇｌｅ，
（ｄ）Ｔｈｅ ｒｅｓｉｄｕｅ ｈｙｄｒａｔｉｏｎ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｏｆ ｔｈｅ ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃ ｒｅｄｉｄｕｅｓ （５５３５５６）ｌｏｃａｔｅｄ ａｔ ｔｈｅ β２ ｓｔｒａｎｄ ｉｎ Ａ１ ｄｏｍａｉｎ

２． ４　 Ｇ５６１Ｓ中α１、α２螺旋间夹角的变化调节Ｎ末
端的稳定性
上述分析表明，降低Ｇ５６１Ｓ突变体α２螺旋的

动力学性质可以降低其与配体的结合亲和力，然而
这些分析仅仅局限于Ａ１结构的ｂｏｄｙ区域。分析
ＰＤＢ代码为１ＡＵＱ的Ａ１的晶体结构，结果表明，α２
螺旋上的残基Ａｒｇ５７８ 与Ｎ末端序列上的残基
Ｇｌｕ５０１之间存在一个比较稳定的盐桥，提示α２螺
旋动力学性质的变化可以通过Ａｒｇ５７８Ｇｌｕ５０１盐桥
间接影响Ｎ 末端的稳定性。分析Ｇ５６１ＳＡ１、
Ｒ５４３ＱＡ１、ＷＴＡ１三者在自由分子动力学模拟过程
中的氢键／盐桥相互作用，结果表明这３个Ａ１结构
域的Ｎ末端与ｂｏｄｙ区之间的相互作用存在差异。
如图４所示，在ＷＴＡ１中，Ａｒｇ５７８与Ｇｌｕ５０１可以形
成一个比较稳定的盐桥，生存率平均值为９５． ７１％，而
另一个盐桥Ａｒｇ５７８Ｇｌｕ５４２的生存率仅为２． １０％；在
Ｇ５６１ＳＡ１中，Ａｒｇ５７８Ｇｌｕ５０１盐桥更加稳定，生存率
接近１００％，但Ａｒｇ５７８Ｇｌｕ５４２盐桥的生存率则几乎
　

图４　 Ａ１结构中Ａｒｇ５７８与Ｇｌｕ５０１、Ｇｌｕ５４２之间的盐桥
（ａ）ＷＴＡ１（靛色）、Ｇ５６１ＳＡ１（红色）和Ｒ５４３ＱＡ１（绿色）中的
盐桥（Ａｒｇ５７８Ｇｌｕ５０１与Ａｒｇ５７８Ｇｌｕ５４２）相互作用，（ｂ）ＷＴＡ１、
Ｇ５６１ＳＡ１、Ｒ５４３ＱＡ１的两个盐桥在模拟过程中的生存率

Ｆｉｇ． ４ 　 Ｔｈｅ ｔｗｏ ｓａｌｔ ｂｒｉｄｇｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ Ａｒｇ５７８ ａｎｄ ｉｔｓ ｔｗｏ ｐａｒｔｎｅｒｓ

（Ｇｌｕ５０１，Ｇｌｕ５４２） ｉｎ Ａ１ ｄｏｍａｉｎ 　 （ａ） Ｔｈｅ ｇｒａｐｈｉｃａｌ
ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｏｆ ｓａｌｔ ｂｒｉｄｇｅ （Ａｒｇ５７８Ｇｌｕ５０１ ａｎｄ Ａｒｇ５７８Ｇｌｕ５４２）
ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ ｉｎ ＷＴＡ１（ｃｏｌｏｒｅｄ ｉｎ ｃｙａｎ），Ｇ５６１ＳＡ１（ｃｏｌｏｒｅｄ ｉｎ
ｒｅｄ）ａｎｄ Ｒ５４３ＱＡ１（ｃｏｌｏｒｅｄ ｉｎ ｇｒｅｅｎ），（ｂ）Ｔｈｅ ｏｃｃｕｐａｎｃｉｅｓ ｏｆ
ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ｍｅｎｔｉｏｎｅｄ ｔｗｏ ｓａｌｔ ｂｒｉｄｇｅｓ ｉｎ ＷＴＡ１，Ｇ５６１ＳＡ１ ａｎｄ
Ｒ５４３ＱＡ１

７３４

李　 红，等． 采用分子动力学模拟探究ＶＷＦＡ１突变体Ｇ５６１Ｓ的亲和力变化机制
ＬＩ Ｈｏｎｇ，ｅｔ ａｌ． Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ａｆｆｉｎｉｔｙ ａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓ ｉｎ ＶＷＦＡ１ ｄｏｍａｉｎ ｍｕｔａｎｔ Ｇ５６１Ｓ ｓｔｕｄｉｅｄ

ｂｙ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｙｎａｍｉｃｓ ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎ

　 　 　



为０；Ｒ５４３ＱＡ１则表现出完全相反的趋势，其Ａｒｇ５７８
Ｇｌｕ５０１之间的盐桥生存率跌至６５． ３０％，而原先微弱
的盐桥Ａｒｇ５７８Ｇｌｕ５４２的生存率则从２． １０％增加至
４５． ９％。这些结果表明Ａｒｇ５７８在调控Ａ１的Ｎ末
端的稳定性中发挥着重要作用。本课题组前期研究
结果证明，较强的Ａｒｇ５７８Ｇｌｕ５０１盐桥的作用力是
保证Ｎ端序列稳定性的基础，当受外力作用解离
后，Ａｒｇ５７８会退而求其次地寻求与Ｇｌｕ５４２结合，但
Ａｒｇ５７８Ｇｌｕ５４２盐桥较弱，很容易被外力破坏［６］。综
上所述，可以得到如下结论：在Ｇ５６１ＳＡ１中，α２螺
旋运动幅度的降低有利于稳定Ａｒｇ５７８Ｇｌｕ５０１盐
桥，从而使Ｎ末端紧密地包裹在Ａ１底面，阻止与
ＧＰＩｂα结合位点的暴露；ＷＴＡ１的α２螺旋虽然运
动幅度有所提高，但高稳定性的盐桥Ａｒｇ５７８Ｇｌｕ５０１
仍然可以阻止Ｎ末端脱离ｂｏｄｙ区；而Ｒ５４３ＱＡ１
中，由于α２螺旋大幅度的摆动大大削弱了Ａｒｇ５７８
Ｇｌｕ５０１盐桥的稳定性，Ａｒｇ５７８Ｇｌｕ５４２盐桥又不足于
阻止Ｎ末端从Ａ１底面脱离，最终暴露出与血小板
上糖蛋白受体的作用位点。
３　 讨论

ＶＷＦ Ａ１结构域众多突变体之间构象差异不明
显，是其亲和力变化机制未能揭示的重要原因。通
过纳秒时间尺度的自由分子动力学模拟发现，功能
减弱型突变Ｇ５６１Ｓ可以诱使Ａ１局部构象从不稳定
态向稳定态转变，即突变导致的α２螺旋柔性降低
可能是功能减弱型突变下调Ａ１亲和力的潜在机
制。在先前对ＶＷＦ Ａ１突变体的分子动力学模拟研
究中，大多局限于其与配体结合面上残基的突变、插
入或缺失，认为接触面的构象变化对亲和力的影响
才是重要的［９］。但许多发生于非接触面上的突变
往往也造成了蛋白分子性质的极大变化，其调控途
径和调控机制却鲜有研究，故本文试图通过分析Ａ１
结构的局部动力学性质和氢键／盐桥相互作用一探
究竟。虽然Ａ１结构整体构象差异不明显，但功能
减弱型突变Ｇ５６１ＳＡ１主要通过降低α２螺旋的柔
性，限制其摆动幅度，从而使Ｎ末端始终遮挡ｂｏｄｙ
区底部，导致结合位点难以暴露，最终阻碍其与配体
ＧＰＩｂα之间的相互作用。相反，Ｒ５４３ＱＡ１则通过提
高α２螺旋的柔性进而增强其与配体的亲和力。本
研究结果表明，非结合面上的突变虽不能直接改变

结合面的构象，但可通过改变蛋白的局部动力学性
质来调控该蛋白与其配体的亲和力。

在正常生理条件下，野生型ＶＷＦ的自身抑制
作用可以阻止血小板的聚集，但血流剪切力会促使
Ａ１发生部分解折叠，从而触发野生型Ａ１的激活。
在这个过程中，Ａ１对于ＧＰＩｂα的结合亲和力随流体
剪切力发生变化［１２］，Ａ１ＧＰＩｂα之间逆锁键现象也
由此产生［８，１１，１３］。有研究表明，２Ｂ型Ａ１突变体的
逆锁键阈值前移，而２Ｍ型Ａ１突变体的逆锁键阈值
则发生后移［１４］，即无论２Ｂ型还是２Ｍ型突变均能
使力的调控机制失常，从而导致出血或止血异常即
血管性血友病。本文探明的调节路径可很好解释突
变所造成的力调控失常现象：Ｒ５４３ＱＡ１由于α２螺
旋的柔性提高，低剪切力即可使其摆动增大，
Ａｒｇ５７８Ｇｌｕ５０１盐桥解离，Ｎ末端侧臂脱离ｂｏｄｙ区
底部，暴露其与ＧＰＩｂα的结合位点，从而提高与配
体的亲和力；而Ｇ５６１ＳＡ１中α２螺旋的柔性降低、
刚度提高，需要很大的外力才能使其摆动增大以解
离Ａｒｇ５７８Ｇｌｕ５０１盐桥，使ｂｏｄｙ区底部与ＧＰＩｂα的
结合位点摆脱Ｎ末端侧臂的遮挡而暴露出来，从而
增加与配体结合的可能性。确实，也有文献报道Ａ１
的Ｎ末端可以屏蔽ＧＰＩｂα结合位点，Ｎ末端脱离
ｂｏｄｙ区有可能解除后续序列Ｄ’Ｄ３对ＧＰＩｂα结合
位点的屏蔽作用［１５］。

本研究在原子层面对Ａ１突变体功能差异背后
的分子结构基础进行探索，并做出合理推断，即突变
可以通过该结构域局部动力学性质的改变进而影响
Ａ１与其配体的亲和力。这一结论在３个分子体
系———野生型ＷＴＡ１、功能获得型Ｒ５４３ＱＡ１和功
能减弱型Ｇ５６１ＳＡ１上得到了验证，进而探明α２螺
旋对于Ａ１功能的发挥起着重要作用。研究结果为
凝血及血栓类疾病的基础研究以及抗血栓药物的研
发提供有益启发。
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