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摘要：目的　 探究血管性血友病因子（ｖｏｎ Ｗｉｌｌｂｒａｎｄ ｆａｃｔｏｒ， ｖＷＦ） Ａ１、Ａ３ 结构域间的相互作用及 Ａ３ 的 ２ Ｍ 型突变

Ｗ１７４５Ｃ 对 Ａ３ ／ Ａ１ 热稳定性和机械稳定性的影响。 方法　 Ａ１、Ａ３ 的晶体结构取自 ＰＤＢ 数据库，首先通过柔性对接

获得 ＷＴ⁃Ａ３ ／ Ａ１（野生型）复合物结构；再利用计算机突变技术构建 Ｗ１７４５Ｃ⁃Ａ３ ／ Ａ１ 复合物体系；最后采用拉伸分

子动力学模拟，观察接触面氢键和盐桥的形成与演化，对比分析 ＷＴ⁃Ａ３ ／ Ａ１ 与 Ｗ１７４５Ｃ⁃Ａ３ ／ Ａ１ 在复合物构象、解离

力和解离时间的差异。 结果　 ＷＴ⁃Ａ３ ／ Ａ１ 接触面之间存在 ５ 对生存率大于 ０􀆰 ２ 的氢键和 １ 对生存率大于 ０􀆰 ５ 的盐

桥；Ｗ１７４５Ｃ⁃Ａ３ 突变提高了结合面氢键的生存率并增加 １ 对稳定盐桥，从而能够抵抗更大的拉伸力，延缓 Ａ１ ／ Ａ３
的解离。 结论　 ｖＷＦ 分子内部 Ａ１ 与 Ａ３ 的相互作用阻碍 Ａ１ 与血小板的结合，而 Ｗ１７４５Ｃ⁃Ａ３ 突变则强化这种分子

内部的相互作用，降低 Ａ１ 对血小板的亲和力。 研究结果为深入揭示临床中突变导致的血管性血友病的分子机制

及相应药物研制提供参考。
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　 　 血管性血友病因子 （ ｖｏｎ Ｗｉｌｌｅｂｒａｎｄ ｆａｃｔｏｒ，
ｖＷＦ）介导的血小板黏附于受损血管内壁，是启动

凝止血级联反应的关键一步，受到 ｖＷＦ⁃Ａ１ ／ ＧＰＩｂα
（ｐｌａｔｅｌｅｔ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ Ｉｂα ｃｈａｉｎ， ＧＰＩｂα）相互作用亲

和力的调控［１］。 成熟 ｖＷＦ 单体包含重复的 Ａ、Ｂ、Ｃ
和 Ｄ ４ 个结构域，Ｄ’⁃Ｄ３⁃Ａ１⁃Ａ２⁃Ａ３⁃Ｄ４⁃Ｂ１⁃Ｂ２⁃Ｂ３⁃
Ｃ１⁃Ｃ２⁃ＣＫ［见图 １（ａ）］ ［２］。 其中，Ａ 结构域由 ３ 个

亚域 Ａ１、Ａ２ 和 Ａ３ 构成，是 ｖＷＦ 发挥其功能的关键

部位［３］。 Ａ１ 上含有血小板糖蛋白 ＧＰＩｂα 的结合位

点；金属蛋白酶 ＡＤＡＭＴＳ⁃１３ 能结合并酶切 Ａ２ 结构

域，以调控 ｖＷＦ 分子的长度［４］；Ａ３ 分子能够与血管

内皮下Ⅰ和Ⅲ型胶原分子结合，使 ｖＷＦ 成为连接胞

外基质与血小板的桥梁［５］。
ｖＷＦ 黏附血小板的能力受到自身氨基酸突

变［６⁃７］、ＡＤＡＭＴＳ⁃１３［４］ 及血流剪切力［８⁃９］ 等诸多因素

的调控。 大量临床数据和体外流动腔实验表明，
Ａ１、Ａ２ 和 Ａ３ 上的突变可引起血小板凝止血功能异

常［２，１０］。 研究者采用分子动力学模拟方法发现，Ａ１
突变导致其局部动力学行为改变，揭示了仅 １ 个氨

基酸残基突变所致 Ａ１ ／ ＧＰＩｂα 亲和力异常的分子结

构基础［１１⁃１２］。 Ａ２ 结构域的突变会导致 ｖＷＦ 多聚体

的过 度 酶 切 或 酶 切 不 足， 引 起 出 血 紊 乱［１３］。
Ｒｉｓｔｏｃｅｔｉｎ和 Ｂｉｔｉｓｃｅｔｉｎ 可与 Ａ３ 特异性结合，促进 Ａ１
与 ＧＰＩｂα 的相互作用［１４］；而单克隆抗体 ＳＺ⁃１２３、
ＳＺ⁃１２５则通过结合 Ａ３ 而有效抑制 Ａ１ 与 ＧＰＩｂα 结

合［１５］。 目前，已从病人身上报道有 ４ 种 Ａ３ 结构域

基因突变所致的凝血障碍，源于其与血管下内皮胶

原的结合能力存在缺陷［６］。 但 Ａ３ 与胶原结合能力

的减弱对 Ａ１ 与血小板上 ＧＰＩｂα 相互作用的影响，
其中机理至今尚未清晰。

研究表明，３ 个结构域 Ａ１、Ａ２ 和 Ａ３ 之间可能

存在相互作用［１４，１６⁃１７］。 Ｍａｒｔｉｎ 等［１８］ 在底板包被 Ａ１
的流动腔系统中发现，添加纯化的 Ａ２ 单体可有效

阻止血小板的黏附，而添加 Ａ３ 则部分抑制了血小

板的黏附；Ｐｏｓｃｈ 等［１９］ 采用原子力显微镜在单分子

水平测量 Ａ１ 与 Ａ２ 之间的相互作用。 Ａ１、Ａ２ 和 Ａ３
单体的晶体结构显示，三者在结构上具有高度的相

似性［２］，故推断 Ａ１ 与 Ａ３ 之间也存在相互作用，这
种相互作用可能阻挡 Ａ１ 上 ＧＰＩｂα 的结合位点，从
而影响黏附血小板的能力。 由于缺少 Ａ１ ／ Ａ３ 复合

物的晶体结构，本文首先通过柔性对接获得 Ａ１ ／ Ａ３

的三维结构，再运用分子动力学模拟方法研究复合

物热稳定性、机械稳定性及接触面残基的相互作

用，最后以功能减弱型 Ｗ１７４５Ｃ⁃Ａ３ 突变为例，采用

计算机突变的方法，探索 １ ７４５ 位点突变导致 Ａ１ ／
ＧＰＩｂα 亲和力下降的分子结构基础，为深入了解相

关凝止血失调疾病的病理机制提供帮助。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

ｖＷＦ⁃Ａ１、ｖＷＦ⁃Ａ３ 单体的晶体结构均下载自

ＰＤＢ 数据库 （ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｄａｔａ Ｂａｎｋ）， 其 ＩＤ 分别为

１ＡＵＱ（１ ２６１～１ ４６８ 号残基）和 １ＡＯ３（１ ６８６～１ ８７２
号残基）。 它们的结构非常相似，均包含球状的主

干（ｂｏｄｙ）区域以及二硫键连接起来的 Ｎ⁃末端和 Ｃ⁃
末端两个环链（ ｌｏｏｐ），主干区域由 ６ 股的疏水性 β
片层和两边各 ３ 个两亲性 α 螺旋组成［见图 １（ｂ）、
（ｃ）］。
１􀆰 ２　 分子对接

Ａ１ ／ Ａ３ 复合物由于缺乏晶体结构，本文采用

ＳｗａｒｍＤｏｃｋ 对接服务器，通过提交受体和配体蛋白

质的 ｐｄｂ 文件，即可进行全盲或指定关键残基条件

下的柔性分子对接［２０］。 柔性对接过程中分子的构

象可以进行充分变化和调整以使受体配体结合的

更加可靠，是一种针对小分子的比刚性对接准确率

更高的对接方式。 将对接结果按自由能大小进行

打分，并按其结构特征聚类后，对排名前 １０ 的对接

结果进行人工监测，挑选最佳构象。
１􀆰 ３　 分子动力学模拟

利用分子动力学模拟软件为 ＮＡＭＤ ２􀆰 ６［１１］，在
周期性边界条件下进行模拟，积分时间步长设为

２ ｆｓ。 各个分子的晶体结构被用来作为模拟的起

点，缺失的氢原子通过可视化操作软件 ＶＭＤ（ｖｉｓｕａｌ
ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｙｎａｍｉｃｓ） ［１１］ 的 ＡＵＴＯＰＳＦ 插件来添加。
用 ＴＩＰ３ 水分子模型给各蛋白添加边长为 １􀆰 ５ ｎｍ 立

方体水框，并添加钠离子和氯离子模拟电中性的生

理环境。 选用 ＣＨＡＲＭＭ２２ 全原子力场作为模拟的

力场，静电相互作用通过埃瓦尔德粒子网格算法

（ｐａｒｔｉｃｌｅ ｍｅｓｈ Ｅｗａｌｄ，ＰＭＥ）来计算。 范德华相互作

用的截止值被设定为 １􀆰 ２ ｎｍ［２１］。 Ｗ１７４５Ｃ⁃Ａ３ ／ Ａ１
突变体复合物因缺乏相应的晶体结构，故首先采用

计算机突变的方式将 Ａ３ 上的 Ｔｒｐ１７４５ 替换为
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图 １　 ｖＷＦ、ｖＷＦ⁃Ａ１、ｖＷＦ⁃Ａ３ 结构示意图与 ｖＷＦ⁃Ａ 结构域复合物拉伸方案

Ｆｉｇ．１　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｖＷＦ， Ａ１ ａｎｄ Ａ３ ａｎｄ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ｓｃｈｅｍｅ ｔｏ ｐｕｌｌ ｔｈｅ Ａ ｄｏｍａｉｎ ｏｆ ｃｏｍｐｌｅｘ
（ａ） Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｖＷＦ ｍｏｎｏｍｅｒ， （ ｂ） Ｃｒｙｓｔａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ Ａ１， （ ｃ） Ｃｒｙｓｔａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ Ａ３，
（ｄ） Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｖＷＦ ｉｎ ａ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ

Ｃｙｓ１７４５，再固定除 １７４５ 位残基之外的其他所有原

子，并在真空中能量最小化。
正式模拟运算前，所有分子系统用 ＮＡＭＤ 模拟

软件分 ３ 个步骤进行 １􀆰 ５×１０４ 步的最小化，目的在

于释放晶体解析得到的构象中不合理的一些结构。
最小化后的体系在 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 ３５ ｎｓ。
平衡时系统温度用 Ｌａｎｇｅｖｉｎ 动力学控制在３６􀆰 ８５ ℃，
压力用 Ｌａｎｇｅｖｉｎ 活塞方法稳定在 １０１􀆰 ３２５ ｋＰａ。
１􀆰 ４　 恒速度拉伸分子动力学模拟

待构建的复合物体系达到平衡，取平衡的最后

一帧作为初始构象，进行恒速度拉伸分子动力学模

拟。 根据真实生理环境中 ｖＷＦ 的受力情况［见图 １
（ｄ）］：ｖＷＦ⁃Ａ３ 因为与胶原的相互作用而固定于胞

外基质，Ａ１ 则因结合血小板上的糖蛋白 ＧＰＩｂα 而

经受血流的冲刷。 因此，选择 Ａ３ 结构域 Ｃ 端的 α
碳原子为固定端，Ａ１ 结构域的 Ｎ 端为拉伸端，沿固

定原子与拉伸原子的连线方向进行恒速度拉伸分

子 动 力 学 模 拟。 虚 拟 弹 簧 的 弹 簧 系 数 为

６９５ ｐＮ ／ ｎｍ；虚拟小球的运动速度为 ０􀆰 ５ ｎｍ ／ ｎｓ。
１􀆰 ５　 数据分析

运用 ＶＭＤ 软件分析数据和蛋白结构作图［１１］。

采用重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。
氢键和盐桥定义如下：若供体原子与受体原子间的

距离小于 ０􀆰 ３５ ｎｍ 且键角小于 ３０°，则氢键存在；当
酸性氨基酸（Ａｓｐ 和 Ｇｌｕ）侧链上任意氧原子与碱性

氨基酸（Ｌｙｓ、Ａｒｇ 和 Ｈｉｓ）侧链上的氮原子形成的键

长小于 ０􀆰 ４ ｎｍ 时，盐桥形成。 有了氢键和盐桥的

阈 值， 可 以 定 义 氢 键 或 者 盐 桥 的 生 存 率

（ｏｃｃｕｐａｎｃｙ）为模拟过程氢键或者盐桥存在时长占

整个模拟时长的比值。 利用溶剂可及表面积

（ｓｏｌｖｅｎｔ ａｃｃｅｓｓｉｂｌｅ ｓｕｒｆａｃｅ ａｒｅａ，ＳＡＳＡ）度量特定残

基、特定蛋白质片段在溶剂中的暴露程度。 通过

分析整个拉伸过程中的力谱曲线，可以得到其较

为准确的解离力，进而通过解离力的大小表征其

分子复合物的亲和力。

２　 结果与讨论

２􀆰 １　 Ａ３ ／ Ａ１ 分子对接结果及结合面的相互作用

采用盲性柔对接，指定相对分子量大的 Ａ３ 为

受体，Ａ１ 为配体，ＳｗａｒｍＤｏｃｋ 程序一共得到 ４４０ 个

对接构象。 所有结构按 ＳｗａｒｍＤｏｃｋ 自主打分程序

分成 ２０２ 个簇，分簇的分辨率是 ０􀆰 ３ ｎｍ，各个簇根
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据能量最低原则由低到高排序。 分簇过后进一步

利用马尔科夫链理论进行构象的过滤，除去各簇中

结构差异较大的构象，以提高前 １０ 位构象的准确

率，最后得到 ６０ 个构象，排名前 １０ 的结果分别为

２６ａ． ｐｄｂ、 ３３ｂ． ｐｄｂ、 ６１ａ． ｐｄｂ、 ８５ａ． ｐｄｂ、 ２４ｃ． ｐｄｂ、 １ａ．
ｐｄｂ、５８ ｄ．ｐｄｂ、３ ｄ．ｐｄｂ、７９ ｄ．ｐｄｂ、７０ｃ．ｐｄｂ（见图 ２）。
已有 Ａ３ ／ ｃｏｌｌａｇｅｎ 晶体结构及位点突变实验表明，
Ａ３ 结构域通过 α２ 螺旋、α３ 螺旋、β３ 折叠上的残基

与胶原结合［２２］， Ａ３ 与胶原的结合位点应当暴露在

外不被屏蔽，故可排除 ２６ａ． ｐｄｂ、６１ａ． ｐｄｂ、８５ａ． ｐｄｂ、
２４ｃ．ｐｄｂ、１ａ．ｐｄｂ、７０ｃ．ｐｄｂ。 剩下 ４ 个构象中，３ｄ．ｐｄｂ
与 ３３ｂ．ｐｄｂ、７９ｄ．ｐｄｂ 与 ５８ｄ．ｐｄｂ 结构十分相近，兼顾

对接构象的分子自由能和排名，最终选取得分排位

第 ２ （ ４ 个候选对象中排位第 １ ） 的对接结果

３３ｂ．ｐｄｂ。

图 ２　 对接结果前 １０ 的构象

Ｆｉｇ．２　 Ｔｏｐ １０ ｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＳｗａｒｍＤｏｃｋ

对于对接构象 ３３ｂ． ｐｄｂ，进一步采用 ＰＳＡＩＡ
（Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ Ａｎａｌｙｚｅｒ） ［２３］ 软件

分析静态构象中接触面的相互作用，共发现 １０３ 对

弱的范德华相互作用和 ３ 对疏水相互作用，没有发

现极性相互作用（见表 １）。 虽然静态相互作用被分

析出来，但该对接复合物构象的合理性和稳定性仍

有待探明。

表 １　 Ａ３ ／ Ａ１ 对接复合物静态相互作用

Ｔａｂ．１　 Ｓｔａｔｉｃ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ ｉｎ ｄｏｃｋｉｎｇ Ａ３ ／ Ａ１ ｃｏｍｐｌｅｘ

编号
疏水相互作用残基

ｖＷＦ⁃Ａ１ ｖＷＦ⁃Ａ３
１ ＰＨＥ１３６６ ＰＲＯ１６８９

２ ＡＬＡ１３５０ ＡＬＡ１８４３

３ ＡＬＡ１３２７ ＬＥＵ１８７１

２􀆰 ２　 平衡过程中 Ａ３ ／ Ａ１ 复合物的稳定性

为进一步考察对接复合物 Ａ３ ／ Ａ１ 在生理环境

中的热稳定性，对构建的 ＷＴ⁃Ａ３ ／ Ａ１ 分子系统进行

３ 次 ３５ ｎｓ 平衡分子动力学模拟。 通过对 Ａ３ ／ Ａ１ 复

合物重原子的 ＲＭＳＤ 分析可以看出，１０ ｎｓ 后第 １、３
次平衡模拟实验中分子系统已经平衡，复合物构象

已基本稳定，第 ２ 次模拟实验则是在后期趋于平衡

［见图 ３（ａ）］。
同时，分析平衡过程中复合物接触面上残基的

相互作用。 由平衡过程中氢键数目随时间的变化

可知，系统平衡后，结合面氢键数目基本稳定，平均

值保持在 １０ 左右，说明氢键在维系复合物的稳定中

发挥重要作用［见图 ３（ｂ）］。

图 ３　 平衡模拟中 Ａ３ ／ Ａ１ 重原子 ＲＭＳＤ 和结合面氢键数目

Ｆｉｇ．３ 　 ＲＭＳＤ ｏｆ ｈｅａｖｙ ａｔｏｍｓ ａｎｄ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｈｙｄｒｏｇｅｎ
ｂｏｎｄｓ ｏｎ ｔｈｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ ＷＴ⁃Ａ３ ／ Ａ１ ｄｕｒｉｎｇ
ｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍ ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎ　 （ａ） ＲＭＳＤ ｏｆ ｈｅａｖｙ ａｔｏｍｓ ｉｎ
ｔｈｅ ｃｏｍｐｌｅｘ， （ｂ） Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｂｏｎｄｓ ｏｆ ＷＴ⁃
Ａ３ ／ Ａ１

为了确定复合物接触面上的重要残基，分析

计算整个平衡过程中氢键与盐桥的生存率，表 ２
列出了生存率排名前 １０ 的氢键和仅有的 ２ 对盐

桥。 其中，Ａ１ 上排名第 ２、４、６ 和 ８ 的氨基酸残基

ＧＬＵ１３５９、ＧＬＮ１３６７、ＨＳＤ１３２６ 和 ＬＹＳ１３３５ 是经突变实验

证实的参与 ＧＰ１ｂα 和 Ａ１ 反应的关键残基［１，２４⁃２５］ ，
提示 Ａ１Ａ２Ａ３ 三联体可能因为 Ａ３ 与 Ａ１ 的相互作

用，遮盖了 Ａ１ 上结合 ＧＰＩｂα 的位点，降低 Ａ１ 结

合血小板的能力，也间接证明所选择对接复合物

构象的合理性。
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表 ２　 平衡过程中 Ａ３ ／ Ａ１ 结合面排名前 １０ 的氢键与重要盐桥

Ｔａｂ．２　 Ｔｏｐ ｔｅｎ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｂｏｎｄｓ ａｎｄ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｓａｌｔ ｂｒｉｄｇｅｓ ｏｆ Ａ３ ／
Ａ１ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｕｒｆａｃｅ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍ

排名 类型 Ａ３ 残基 Ａ１ 残基
生存率

ｅｑｕ１ ｅｑｕ２ ｅｑｕ３
平均

生存率

１ Ｈ ＣＹＳ１６８６ ＡＳＰ１３３３ ０􀆰 ７３ ０􀆰 ７４ ０􀆰 ４９ ０􀆰 ６５
２ Ｈ ＡＲＧ１８１９ ＧＬＵ１３５９ ０􀆰 ３７ ０􀆰 ９９ ０􀆰 ４０ ０􀆰 ５９
３ Ｈ ＳＥＲ１８４６ ＧＬＵ１３２０ ０􀆰 ００ ０􀆰 ０９ ０􀆰 ７８ ０􀆰 ２９
４ Ｈ ＡＲＧ１８１９ ＧＬＮ１３６７ ０􀆰 ０２ ０􀆰 ７１ ０􀆰 ００ ０􀆰 ２４
５ Ｈ ＡＳＰ１８４５ ＬＹＳ１３４８ ０􀆰 ０２ ０􀆰 ５８ ０􀆰 ０７ ０􀆰 ２２
６ Ｈ ＡＳＮ１８４７ ＨＳＤ１３２６ ０􀆰 ０９ ０􀆰 ３１ ０􀆰 １５ ０􀆰 １９
７ Ｈ ＳＥＲ１６８７ ＬＹＳ１３３２ ０􀆰 ０７ ０􀆰 ３９ ０􀆰 ０６ ０􀆰 １７
８ Ｈ ＣＹＳ１８７２ ＬＹＳ１３３５ ０􀆰 ００ ０􀆰 ０２ ０􀆰 ４８ ０􀆰 １７
９ Ｈ ＨＳＤ１８６９ ＬＹＳ１３３５ ０􀆰 １７ ０􀆰 ２２ ０􀆰 ０４ ０􀆰 １４
１０ Ｈ ＰＲＯ１８４２ ＧＬＹ１３５１ ０􀆰 ００ ０􀆰 ４１ ０􀆰 ００ ０􀆰 １４
１１ Ｓ ＡＲＧ１８１９ ＧＬＵ１３５９ ０􀆰 ３７ ０􀆰 ９３ ０􀆰 ３７ ０􀆰 ５６
１２ Ｓ ＬＹＳ１８７０ ＧＬＵ１３２０ ０􀆰 ２１ ０􀆰 ００ ０􀆰 ００ ０􀆰 ０７

２􀆰 ３　 突变体 Ｗ１７４５Ｃ⁃Ａ３ ／ Ａ１ 的构建及热稳定性

本文结果表明，对接构建的野生型 Ａ３ ／ Ａ１ 复合

物构象是稳定和可行的。 因此，在此基础上进行单

氨基酸突变， 将复合物 Ａ３ 上的 ＴＲＰ １７４５ 替换为

ＣＹＳ１７４５，进而观察突变体 Ｗ１７４５Ｃ⁃Ａ３ ／ Ａ１ 在生理环

境中的平衡过程，探讨功能减弱性突变 Ｗ１７４５Ｃ⁃Ａ３
对复合物稳定性的影响。

同样进行 ３ 次 ３５ ｎｓ 平衡模拟，Ｗ１７４５Ｃ⁃Ａ３ ／ Ａ１
骨架重原子 ＲＭＳＤ 随模拟时间的波动与变化曲线

与野生型非常接近。 接触面氢键数的时间历程如

图 ４（ ａ）所示。 另外，对平衡过程中 ＷＴ⁃Ａ３ ／ Ａ１ 与

Ｗ１７４５Ｃ⁃Ａ３ ／ Ａ１ 氢键的频数分布进行高斯拟合［见
图 ４（ｂ）］。 ３ 次平衡野生型与突变体的氢键平均数

分别 为 ７􀆰 １９ ± ０􀆰 ３５、 ９􀆰 １７ ± ０􀆰 １８。 进 一 步 分 析

Ｗ１７４５Ｃ⁃Ａ３ ／ Ａ１ 结合面的氢键、盐桥形成和生存率，
发现 Ｗ１７４５Ｃ 单氨基酸突变对复合物结合面内的

氢键、盐桥互作网络均有影响。 突变体平衡过程中

不仅氢键的数量有所上升，强度也有提高，生存率

在 ０􀆰 ２ 以上的氢键由原来的 ５ 个增加到 １０ 个。 相

比野生型 Ａ３ ／ Ａ１，突变也增高了部分氨基酸（Ａ３⁃
ＡＲＧ１８１９ ／ Ａ１⁃ＧＬＵ１３５９、 Ａ３⁃ＳＥＲ１８４６ ／ Ａ１⁃ＧＬＵ１３２０、 Ａ３⁃
ＡＳＮ１８４７ ／ Ａ１⁃ＨＳＤ１３２６）的氢键生存率，排名前 １０ 的氨

基酸氢键稳定性整体也要更高。
另外，不仅 ＷＴ⁃Ａ３ ／ Ａ１ 中出现的概率、生存率

极低的盐桥 Ａ１⁃ＧＬＵ１３２０ ／ Ａ３⁃ＬＹＳ１８７０在其突变体复合

物中成为 １ 对较稳定的盐桥，还提高了原有稳定性

图 ４　 平衡模拟中复合物结合面氢键数目

Ｆｉｇ．４　 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｂｏｎｄｓ ｏｎ ｔｈｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｕｒｆａｃｅ
ｏｆ ｃｏｍｐｌｅｘ ｄｕｒｉｎｇ ｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍ ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎ　
（ａ） Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｂｏｎｄｓ ｏｆ Ｗ１７４５Ｃ⁃Ａ３ ／ Ａ１，
（ｂ） Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｂｏｎｄｓ ｆｏｒ ｗｉｌｄ
ｔｙｐｅ ａｎｄ ｍｕｔａｎｔ Ａ３ ／ Ａ１

较 高 盐 桥 Ａ１⁃ＧＬＵ１３５９ ／ Ａ３⁃ＬＹＳ１８１９ 的 生 存 率 （ 见

表 ３）。 这一结果表明，Ａ３⁃Ｗ１７４５Ｃ 突变通过提高

接触面残基的氢键和盐桥相互作用，使复合物的热

稳定性有所增强。

表 ３　 突变型 Ａ３ ／ Ａ１ 结合面生成的氢键与盐桥

Ｔａｂ．３ 　 Ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｂｏｎｄｓ ａｎｄ ｓａｌｔ ｂｒｉｄｇｅｓ ｏｎ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ
Ｗ１７４５Ｃ⁃Ａ３ ／ Ａ１

序号 类型 Ａ３ 残基 Ａ１ 残基
平均生存率

野生型 突变型

１ Ｈ ＡＲＧ１８１９ ＧＬＵ１３５９ ０􀆰 ５９ ０􀆰 ９１
２ Ｈ ＳＥＲ１８４６ ＧＬＵ１３２０ ０􀆰 ２９ ０􀆰 ４０
３ Ｈ ＡＳＮ１８４７ ＨＳＤ１３２６ ０􀆰 １９ ０􀆰 ２８
４ Ｓ ＡＲＧ１８１９ ＧＬＵ１３５９ ０􀆰 ５６ ０􀆰 ７６
５ Ｓ ＬＹＳ１８７０ ＧＬＵ１３２０ ０􀆰 ０７ ０􀆰 ５２

２􀆰 ４　 Ｗ１７４５Ｃ 型突变增强 Ａ３ ／ Ａ１ 复合物机械稳

定性

为研究外力作用下野生型及 Ｗ１７４５Ｃ 突变型

Ａ３ ／ Ａ１ 复合物的构象变化和解离过程，选取系统

平衡的最后一帧作为起始构象，各进行 ３ 次 １５ ｎｓ
恒速度拉伸分子动力学模拟，分析拉伸过程中拉

力，接触面氢键数目、盐桥以及结合面暴露程度。
拉伸过程中，无论野生型还是突变型 Ａ３ ／ Ａ１ 复合

９９１
李圆圆，等． Ａ３ ／ Ａ１ 复合物对接及结构域之间相互作用的分子动力学研究

ＬＩ Ｙｕａｎｙｕａｎ， ｅｔ ａｌ． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｄｙｎａｍｉｃｓ Ｓｔｕｄｙ ｏｎ Ｄｏｃｋｉｎｇ ｏｆ Ａ３ ／ Ａ１ ａｎｄ Ｉｎｔｅｒｄｏｍａｉｎ Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ



物，它们的力谱均与其氢键变化呈现相似的趋势。
在拉伸前期，野生型和突变型 Ａ３ ／ Ａ１ 承受的外力

在 ０ ～ １００ ｐＮ 振荡，氢键数目相对稳定，但参与配

对的残基却在不断变化，表明该阶段处在构象调

整期，这与原子力显微镜分子拉伸实验出现的“死
区”（ｄｅａｄ ｚｏｎｅ）十分相似。 随后拉力逐渐提高，氢
键不断解离，氢键数下降。 最后，当 ＷＴ⁃Ａ３ ／ Ａ１ 的

Ａ１⁃ＧＬＵ１３５９ ／ Ａ３⁃ＬＹＳ１８１９ 盐 桥 约 在 １０ ｎｓ 时 断 裂，
Ｗ１７４５Ｃ⁃Ａ３ ／ Ａ１ 的盐桥 Ａ１⁃ＧＬＵ１３２０ ／ Ａ３⁃ＬＹＳ１８７０ 于

１２ ｎｓ 断裂，力谱曲线迅速下降为 ０，复合物解离。

原来被包埋起来的 Ａ１、Ａ３ 接触面完全暴露在水分

子中。 ＷＴ⁃Ａ３ ／ Ａ１、Ｗ１７４５Ｃ⁃Ａ３ ／ Ａ１ 氮端拉伸的 ３
次平均解离力分别为（３１４±４０）、（３９９±３２） ｐＮ，两
者具有统计学差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；平均解离时间为

（８􀆰 ４±２􀆰 １６）、 （１０􀆰 ８３±０􀆰 ９１） ｎｓ（见图 ５）。 综上

所述，Ａ３ 结构域 Ｗ１７４５Ｃ 单氨基酸突变，通过加

强与 Ａ１ 结构域之间盐桥与氢键的连接，可以抵抗

更大的外力，延迟复合物的解离，阻止 Ａ１ 接触面

的暴露，即 Ｗ１７４５Ｃ⁃Ａ３ ／ Ａ１ 具有更强的机械稳

定性。

图 ５　 复合物恒速度拉伸模拟

Ｆｉｇ．５　 Ｃｏｎｓｔａｎｔ ｖｅｌｏｃｉｔｙ ｓｔｒｅｔｃｈｉｎｇ ｄｙｎａｍｉｃｓ ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｍｐｌｅｘ　 （ａ） Ｔｈｒｅｅ ｔｅｎｓｉｌｅ ｆｏｒｃｅ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｃｕｒｖｅｓ ｉｎ ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ
ＷＴ⁃Ａ３ ／ Ａ１，（ｂ） Ｔｈｒｅｅ ｔｅｎｓｉｌｅ ｆｏｒｃｅ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｃｕｒｖｅｓ ｉｎ ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ Ｗ１７４５Ｃ⁃Ａ３ ／ Ａ１， （ｃ） Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｂｏｎｄｓ ｏｎ
ｔｈｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ ｃｏｍｐｌｅｘ， （ｄ） Ｓａｌｔ ｂｒｉｄｇｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｂｏｎｄｉｎｇ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ ｃｏｍｐｌｅｘ， （ ｅ） Ｓｕｒｆａｃｅ ａｒｅａ ｏｆ ｓｏｌｖｅｎｔ ｗｈｉｃｈ
ｃａｎｎｏｔ ｒｅａｃｈ ｏｎ ｂｏｎｄｉｎｇ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ ｃｏｍｐｌｅｘ，（ｆ） Ａｖｅｒａｇｅ ｓｔｒｅｔｃｈｉｎｇ ｆｏｒｃｅ ａｎｄ ｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｆ ｃｏｍｐｌｅｘ

３　 讨论与展望

在高剪切力血流环境下，ＧＰＩｂα⁃ｖＷＦ⁃Ｃｏｌｌａｇｅｎ
相互作用链是生理性止血和病理性血栓形成过程

中的关键，也是生命科学、临床医学和药物开发领

域的研究热点［２⁃３］。 关于 ＧＰＩｂα、ｖＷＦ⁃Ａ１、Ａ２、Ａ３ 以

及 ＡＤＡＭＴＳ⁃１３ 突变导致的出血及病理性血栓的研

究已经很普遍［２６］。 细胞及单分子水平的实验数据

表明，ｖＷＦ 分子内 Ａ１ 与 Ａ２ 的相互作用会抑制 Ａ１
结合 ＧＰＩｂα［１７］。 但是由于技术手段的限制，目前尚

未能够获得有效的 Ａ１Ａ２Ａ３ 三联体的分子影像和

晶体结构。 这一关键信息的缺失，阻碍了人们在分

子结构基础上的深入探讨。 鉴于本课题组先前成

功刚性对接了 ＧＰＩｂα ／ ６Ｂ４ 复合物［２７］、柔性对接了

Ａ２⁃α６ ／ ＡＤＡＭＴＳ１３⁃ｓｐａｃｅｒ［２８］ 复 合 物， 本 文 采 用

ＳｗａｒｍＤｏｃｋ 对接软件与人工检测相结合的方法，首
次构建了 Ａ３ ／ Ａ１ 复合物体系。 生理条件下的平衡

模拟实验表明，该复合物是稳定的。 通过深入细致

的接触面残基相互作用分析发现，Ａ１ 结合 ＧＰＩｂα
的重要位点 ＧＬＵ１３５９、ＧＬＮ１３６７、ＨＳＤ１３２６和 ＬＹＳ１３３５同样

在维持 Ａ３ ／ Ａ１ 接触面的氢键中发挥重要作用，提示

ｖＷＦ 分子内部 Ａ１ 与 Ａ３ 结构域之间的相互作用会

部分遮盖 Ａ１ 结合 ＧＰＩｂα 的位点，从而抑制 ｖＷＦ 黏

附血小板。
为进一步探索流体剪切力及突变对 Ａ１Ａ２Ａ３

构象的协同调控，针对 Ａ３ 突变导致的 ２ Ｍ 型血管

００２
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性血友病，以临床发现的 Ｗ１７４５Ｃ⁃Ａ３ 突变为例，利
用计算机定点突变技术，分析比较突变导致的 Ａ３ ／
Ａ１ 稳定性及构象差异。 本文结果显示，突变体相比

野生型不仅部分氢键稳定性得到加强，而且还产生

了额外的 １ 对盐桥 Ａ１⁃ＧＬＵ１３２０ ／ Ａ３⁃ＬＹＳ１８７０。 这对增

加的盐桥在 Ａ３ ／ Ａ１ 抵抗外力拉伸时发挥重要作

用，不仅提高了原盐桥 Ａ１⁃ＧＬＵ１３５９ ／ Ａ３⁃ＡＲＧ１８１９ 的

生存时间，还大大增加了 Ａ３ ／ Ａ１ 解离需要克服的

势垒，延缓了 Ａ３ ／ Ａ１ 的解离时间。 上述结果提示，
生理流体环境下 Ａ３⁃Ｗ１７４５Ｃ 突变病人，除因 Ａ３ ／
Ｃｏｌｌａｇｅｎ 亲和力下降使 ｖＷＦ 分子失去“桥梁”的连

接作用外，还可能缘于 ｖＷＦ 分子内 Ａ３、Ａ１ 结合的

机械稳定性加强，使 Ａ１ 上 ＧＰＩｂα 的结合位点能抵

御一定的血流作用力而不轻易暴露，导致凝血功

能缺陷。
尽管柔性对接得到的 Ａ３ ／ Ａ１ 复合物构象可能

与真实 ｖＷＦ 中 Ａ３ ／ Ａ１ 的构象有异，本文通过采用

合理的能量最小化步骤及平衡过程，使对接复合物

在水环境中充分驰豫和构象调整，以尽可能接近自

然状态。 另外，受限于计算资源，整个平衡过程中

的时间跨度为纳秒级别，相比生理情况时间过短，
样本空间的不完备可能会导致结果偏差。 但是，在
缺少完整膜蛋白结构及有效观察手段的情况下，本
文采用的计算策略和方法，不仅在原子层面探索了

Ａ３ 的 ２ Ｍ 型突变导致的功能和构象差异，有助于深

刻理解各类血管性血友病的病理机制，也为深入研

究复杂膜分子亲和力构象调整及相关药物开发提

供新的方法和有益启发。
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