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摘要"目的E探究25!s对kX1%-! 结构域稳定性的影响& 方法E-! 和-!I25!s的晶体结构取自Y\,数据库& 通
过恒力拉伸分子动力学模拟#比较分析 25!s结合引起的构象变化)解折叠路径的差异以及酶切位点的暴露程度&
结果E-! 结构域的解折叠路径和酶切位点的暴露过程是力依赖的& 25!s结合不影响-! 结构域的前期解折叠#但
由于’(&)%环链局部构象重排所致柔性降低#约束了&#%&)%&’ 片层的运动#导致进一步解折叠受阻而停留在中间
稳态#影响酶切位点的充分暴露& 结论E力可诱导-! 结构域中&’ 片层的解折叠使酶切位点暴露#而25!s的结合
则通过稳定疏水核心结构#阻碍酶切位点的暴露#最终降低 -\-JR0#( 的酶切效率& 研究结果有助于加深对
-\-JR0#(酶切kX1%-!结构域进而调控kX1止血能力过程的理解#并为相关抗血栓药物设计提供指导&
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EE血管性血友病因子 "k;C X677@=O5CA 85BM;O#
kX1$是一种大型血浆糖蛋白#在生理性凝血和病
理性血栓形成过程中扮演重要角色& 成熟的 kX1
单体由内皮细胞和巨核细胞合成’#%!( #包含 -)2和
\等多种结构域’!%(( #可通过,\+\(%\+\(-和,2S%
2S-形成二硫键’(( #实现二聚化和多聚化#kX1多
聚体的止血潜能与其尺寸呈正相关’)( & 金属蛋白
酶-\-JR0#( 可以通过酶切-! 结构域内部隐藏的
肽键"RUK#+"’%J3R#+"+$调控kX1多聚体的尺寸#进
而调控其止血潜能#这一过程受到流体剪切力的调
节’’%+( & 同时#-\-JR0#( 和 kX1的功能缺失均会
对kX1的止血功能产生影响& -\-JR0#( 功能缺
陷时#kX1多聚体不能被有效酶切而维持较大尺
寸#引起血栓性血小板减少性紫癜 "M:O;4=;M6B
M:O;4=;BDM;P@C6BP>OP>O5#RRY$ ’$( !而 -! 结构域的
基因突变则会导致 kX1多聚体的过度酶切#使血
管中较小尺寸的 kX1分子不能有效发挥止血功
能#引起出血紊乱症’##(( & 作为上述调控过程的核
心#-! 结构域具有独特的结构特征& 野生型 -! 结
构域的晶体结构显示#处于 &) 片层的酶切位点
RUK#+"’和J3R#+"+"分别见图 #"5$中黄色和绿色棒
状$包埋在结构域的中部核心#不能被 -\-JR0#(
直接酶切’&( !与同源的-# 和-( 结构域相比#-! 结
构域缺乏一个 ’) 螺旋#取而代之的是一个柔性更
高的环链"命名为 ’)%7@QQ环链$!同时#-! 结构域
缺乏同源-结构域中连接 /)2两端的跨结构域二

硫键#而在2末端由两个半胱氨酸形成一个相邻二
硫键"2U0#++*%2U0#+$"#见图 #"5$中绿色小球$& 进
一步的研究发现#-! 上该相邻二硫键及 ! 个 /%糖
基化位点"-0/#’#’和 -0/#’$)#见图 #"5$中绿色小
球$#前者增强了 -! 结构域的热稳定性’*%#"( #而后
者则提高其结构域稳定性’##%#!( # 均能够抑制
-\-JR0#(的酶切效率&

另外#-! 结构域内部有一个 25!s结合位
点’#(%#)( #晶体结构显示与 25!s配位的残基或位于
’(&) 环链"-0Y#’*+)-KZ#’*$)-_-#+""和 -0/#+"!$#或
指向&# 片层"-0Y#)*&$#详见图 #"B$中紫色"25!s$
和绿色小球& 虽然目前学术界已有共识%25!s结合
可以稳定-! 结构域’(##"##(%#+( #但是与之相关的稳定
机制尚未清晰& 将包含25!s的-! 晶体结构’#(%#)(与
不含25!s的-! 晶体结构’&(进行比对#未发现显著
的构象差异#这可能是因为 -! 的功能受到流体剪
切力的调节#力学信号可以介导 -! 结构域的解折
叠以及酶切位点的暴露’(%+#&##$%#&( #而 25!s可能在上
述动态过程中扮演重要角色& -! 结构域存在一个
解折叠中间态’+##(( #但是该中间态的具体构象尚不
明晰& 因此#本研究借助恒力拉伸分子动力学模拟
技术#对比分析 -! 和 -!I25!s两个分子的解折叠
路径#以期从原子水平阐述 25!s对 -! 结构域稳定
性的调节机制#加深对 -\-JR0#( 酶切调控 kX1
止血潜能过程的理解#为相关抗血栓药物设计提供
指导&

图 %!K#"红色$和K#_I-# d"蓝色$的静态晶体结构分析
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%!材料与方法

%O%!系统的搭建
采用可视化分子动力学软件 kJ\#F*F!’#*(构

建两个-!"单链残基序列 #)*’ ‘#+$#$分子系统%
不含25!s的晶体结构取自蛋白质数据库" PO;M@6C
A5M5=5CN#Y\,$#代码为 (Zf,’&( #记为 -!!结合了
25!s"序号 )+$’$的Y\,代码为 (lbS’#)( #记为-!I
25!s& 将蛋白分子浸入充满 R.Y( 水分子的长方体
水框中#添加钠离子和氯离以中和系统以模拟生理
条件&
%O#!分子动力学模拟

在2W-KJJ!$ 全氢原子力场中采用纳米尺度
分子动力学软件 /-J\!F##’!"( #埃瓦尔德粒子网
格算法"P5OM6B7@4@Q: 3[57A#YJ3$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 #F! C4& 采用周期性边界条件以消除尺
寸效应#迭代步长为 ! 8Q&

在生产性分子动力学模拟运行之前#先对分子
系统进行 ( 步能量最小化#方法同文献’!#%!!(&
%O#O%!体温下的系统平衡E能量最小化后#对两
个分子系统各进行 ( 次 ’" CQ的系统平衡#控制温
度为 ($ a "约为 (#" S$#压强为 #"# NY5"即
# 5M4$& 当蛋白整体 2’原子位置的均方根偏差
"O;;M4@5C Q̂>5O@A@h65M6;C#KJ0\$趋于稳定#意味
系统已平衡&
%O#O#!恒力拉伸模拟E将平衡后的蛋白分子重新
浸入长轴为 #" C4左右的长方体水框中#对 -! 和
-!I25!s两个分子系统各进行 ( 次恒力拉伸模拟#
拉力分别为 #"")#’" 和 !"" P/#每次拉伸 &" CQ& 拉
伸过程中即时跟踪轨迹#当 ’螺旋被拉直或环链)
&片层被拉离蛋白主体时#及时截断这些严重解折
叠并离开主体的 ! 级结构#以节省计算资源并削弱
这些高柔性结构无序运动对解折叠路径的影响&
由于 kX1的酶切往往发生在其进入血液前#血流
剪切力可沿kX1分子长度方向传递并作用于各结
构域’(( #因此#在模拟中固定 -! 结构域 /端
J3R#)*’的2’原子#而拉伸原子则视阶段分别设定
为 03K#+$#)Z_/#+’!以及 Z_U#+(#的 2’原子#拉伸方
向取固定原子和拉伸原子的连线方向#温度保持为
($ a#每 # PQ记录一次轨迹&

#!结果与分析

#O%!K# 结构域静态构象分析
比对 -! 和 -!I25!s的静态晶体结构#发现两

个分子的整体构象保持较高一致性#两者的
2’%KJ0\值仅为 "F#)* C4#酶切位点均包埋于中部
疏水核心区’见图 #"5$(& 25!s介入引起的构象差
异仅体现在’(&) 环链%-! 中有 ! 个 (#"螺旋#位于
环的两端#而 -!I25!s中只有 # 个 (#"螺旋#且,转
移-到环链中部’见图 #"=$)"B$(& 另外# 25!s介
入并未显著改变静态分子结构内部的相互作用%
-! 内部包含 ’ 对盐桥和 #"" 对氢键#-!I25!s则包
含’ 对盐桥和 *$ 对氢键#两者共享了近 &’t的氢
键!氢键主要由&片层之间形成的致密氢键网络贡
献’见图 #"B$中黑色虚线(#而盐桥则主要由 ’螺
旋参与形成&
#O#!平衡过程中 K# 结构域的结构稳定性和构象

变化
不同于其静态晶体结构#生理条件下分子的构

象是动态变化的#而分子动力学模拟则是动态展示
这种构象演变的最好工具’!#%!’( & 因此#将 -! 和
-!I25!s分子系统放入模拟生理条件的水框中#观
察平衡过程中25!s对-! 结构域稳定性的影响&

对两个系统各进行 ( 次 )" CQ的平衡模拟"结
果取 ( 次平衡的均值$#分子整体的 2’%KJ0\时间
曲线显示%-! 和-!I25!s分别在 #" CQ和 ( CQ后达
到稳定#-! 的波动’""F!!" G"F"#($ C4(略高于
-!I25!s’""F#(+ G"F""*$ C4(#但两者均未有剧
烈构象变化’见图 !"5$(& 同时#对 -! 和 -!I25!s

分子系统各残基 2’%KJ0\的均值分析表明%两者
在’(&) 环链区域存在较大差异#-! 要远高于 -!I
25!s#而其他部分未见明显区别’见图 !"=$(& 将
’(&) 环链单独取出进行 KJ0\值分析#其随时间
的演化过程证实 -! 之 ’(&) 环链的波动远高于
-!I25!s#前者为 " "F’’+ G"F"#$ $ C4#后者为
""F!(# G"F")+$ C4#两者差异具有统计学意义&
尽管25!s的结合降低了 ’(&) 环链的柔性#但两者
其余部分的 KJ0\值在平衡过程中变化平稳且几
乎重叠’见图 !"B$(&

由动态平衡过程中酶切位点残基的 0-0-值随
时间的变化可知#无论 -! 还是 -!I25!s#残基
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图 #!平衡过程中K#"红色$和K#_I-# d"蓝色$的构象变化!"5$整个蛋白2’%KJ0\值时间曲线#"=$残基2’原子的KJ0\曲线#

"B$’(&) 环链和其他区域的2’%KJ0\值时间曲线#"A$酶切位点的 0-0-值时间历程

P3H:#!I),/)+6-A3),-.47-,H18)/K# "A71+12.3,18)+2)A8$ -,2K#_I-# d"A71C.*1.3,18)+2)A8$ 2*+3,H A711c*3.3C+-A3),!

"5$ R64@%B;>OQ@Q;82’%KJ0\;8M:@[:;7@PO;M@6C# "=$ KJ0\;82’5M;4Q;8M:@O@Q6A>@Q# "B$ R64@%B;>OQ@Q;8"’%KJ0\$ ;8M:@
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RUK#+"’和 J3R#+"+的 0-0-值均在一个很小范围内
上下波动"远低于 "F’ C4!$’见图 !"A$(& 该结果
表明#虽然平衡过程中蛋白分子及周围环境分子得
以充分运动#但不足以引起剧烈的构象变化#蛋白
分子依旧保持构象完整性#酶切位点仍处于包埋状
态& 分析比较平衡过程中两个分子内部相互作用
的差异#尽管由于热运动#蛋白内部的氢键盐桥一
直处于断裂和重生的演化中#但总体的盐桥和稳定
氢键数目基本恒定#两者无显著差异& -!I25!s分
子系统中#因为 25!s的介入#-0Y#)*&和 -KZ#’*$要参
与25!s配位而少了两者形成的稳定盐桥#但 25!s

也将&#%&)%&’ 等片层的一端,锚定-#约束了中间
&片层的运动#片层之间形成更多的稳定氢键&

动态平衡数据表明#25!s的介入没有引起
kX1%-! 结构域整体构象的较大改变#但是降低了
’(&) 环链局部柔性#进而约束 &#%&)%&’ 等中间片
层的运动#促使片层间形成更多的氢键#稳定结构
域内部核心&

#O"!力依赖的K# 结构域解折叠
超大kX1进入血液前#-! 发生解折叠暴露出

酶切位点是实现酶切的前提#而 -! 解折叠通常依
赖于 机 械 力) 高 温 以 及 变 性 剂 等 外 部 条
件’(%+#*%#"##$%#&( & 生理环境中的血液细胞及分子往往
承受着血流的冲刷#故进一步探究外力对 -! 结构
域稳定性的影响十分必要& 取动态平衡最后一帧
构象#对-! 和-!I25!s两个分子系统分别进行 ( 个
拉力"#"")#’" 和 !"" P/$各 &" CQ的恒力拉伸分子
动力学模拟#观察分析 25!s对 -! 结构域解折叠路
径的影响&

对于-! 分子系统#在 &" CQ的有限拉伸模拟时
间内#只有 !"" P/作用力下观察到相对完整解折叠
过程111酶切位点所在的 &)%片层发生解离& 如
图 (所示#其解折叠路径始于2末端#可分为 ( 个阶
段%第 # 阶段为 " ‘& CQ#拉力作用下’+ 螺旋)&+ 片
层以及’’ 螺旋等 ! 级结构依次从蛋白主体解离!
第 !阶段为 & ‘$+F) CQ#该阶段没有 ! 级结构从蛋
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白主体解离#主体构象保持相对稳定!第 ( 阶段为
$+F) ‘$$F& CQ#&’ 片层)’)%7@QQ环链)&) 片层以及
’( 螺旋等 ! 级结构依次解离#位于 &) 片层上的酶
切位点残基 RUK#+"’和 J3R#+"+完全暴露& &’ 片层
从主体结构拉离出来是区分第 ! 与第 ( 阶段的分水
岭& 相比外围的 ’螺旋#&#)&))&’ 片层之间致密
的氢键网络是保障其疏水核心稳定的基础#一旦克
服&’ 片层与其他片层 /末端的联结#该疏水核心
便开始瓦解#从而暴露酶切位点&

图 "!#$$ R;作用下K# 的解折叠快照
P3H:" !@,-R87)A8)/A71*,/).23,H R+)4188*,21+4),8A-,A/)+41

"#$$ R;$ /)+K#

#’" P/和 #"" P/拉力作用下"此处未列出相
关数据$#虽然也观察到了类似的解折叠趋势#但是
解折叠仅限于2末端区域且进程缓慢#酶切位点也
没有达到完全暴露水平& 这意味着 -! 结构域的解
折叠一定程度上是力依赖的#中间稳态的解折叠可
能存在一个拉力阈值&

对于-!I25!s分子系统#( 个拉力各 &" CQ的拉
伸模拟时间内均未观察到完整的解折叠过程#图 )
显示 !"" P/作用下的解折叠路径& 不同于 -! 分
子系统#-!I25!s仅呈现相似的前 ! 个阶段%第 # 阶
段为 " ‘$ CQ#’+ 螺旋)&+ 片层和’’ 螺旋等 2端 !
级结构依次从蛋白主体解离#且解离发生的时间点
与-! 的相近!之后一直到模拟结束#主体结构一直
保持小幅度波动的相对稳定状态#疏水核心保持完
整#再无 ! 级结构解折叠或被拉离主体#即一直停
留在第 ! 阶段& 由于整个模拟过程中 &’ 片层始终
未从蛋白主体解离#两个酶切位点残基未见明显暴
露& 通过分析分子内部残基相互作用网络发现#由
于25!s的介入和配位#&’%&) 片层之间"$ 对$)&)%

图 U!#$$ R;作用下K#_I-# d的解折叠快照
P3H:U !@,-R87)A8)/A71*,/).23,H R+)4188*,21+4),8A-,A/)+41

"#$$ R;$ /)+K#_I-# d

&# 片层之间"+ 对$)&(%’! 之间以及 &! 片层与周
围区域共计 !’ 对氢键保持很高的生存率和生存时
间#使该中间稳态呈现出更高的稳定性&
#OU!I-# d对酶切位点暴露的影响

在对-! 和 -!I25!s的晶体结构和动态平衡的
构象分析中发现#位于 &) 片层上的酶切位点残基
RUK#+"’和J3R#+"+始终包埋于疏水核心区& 而在恒力
拉伸模拟实验中#通过解折叠路径分析发现#25!s结
合并不阻碍 -! 结构域第 # 阶段的解折叠#但影响
&’%片层从主体结构的解离#从而限制酶切位点的暴
露& 由于残基的溶剂可及表面积"Q;7h@CM%5BB@QQ6=7@
Q>O85B@5O@5#0-0-$可以很好表征该残基是否暴露#
故跟踪分析了 !"" P/恒力拉伸模拟过程中 RUK#+"’

和J3R#+"+的 0-0-值的演变#并与其平衡过程进行
比较#探明力和25!s介入对它们暴露程度的影响&

!"" P/恒力作用下 RUK#+"’和 J3R#+"+的 0-0-
值的时间历程如图 ’"5$所示& 对于-!I25!s"图中
黑色圆点$中的RUK#+"’#0-0-值在拉伸不久即升高
至 "F’ C4!#处于暴露的临界值状态"图中红色实

线$#其后一直在该值上下小范围波动!-!"图中浅
灰色圆点$中的 RUK#+"’前 +" CQ的 0-0-值变化几
乎与-!I25!s中的重叠#但 +" CQ后开始升高#最终
跃升至 ! C4!#位点完全暴露& 对于 -!I25!s中的
J3R#+"+#前 )" CQ的 0-0-值均低于 "F! C4!#)" CQ

后开始升高并突破 "F’ C4!#但很快回落至 "F) C4!

左右浮动#而 -! 中的 J3R#+"+##" CQ时 0-0-值就
开始上升趋近 "F’ C4!#之后基本在 "F’ C4! 下方小
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幅波动#最终突破至 ! C4!& 结合分子解折叠路径
可以判定%残基RUK#+"’先于 J3R#+"+暴露#可能发生
于解折叠第 # 阶段!而J3R#+"+的暴露可能发生于解
折叠的第 !阶段& 从晶体结构上解释#尽管相邻残
基RUK#+"’和J3R#+"+均位于&)%片层#但它们的朝向
不同#残基RUK#+"’的侧链指向疏水核心的外侧#-!
外部 2末端的解折叠即可引起该残基侧链的暴露!
与之相反#残基J3R#+"+的大部分侧链包埋于疏水核
心内侧#只有剧烈的构象变化才能促使其暴露&

图 V!力和I-# d协同调控酶切位点的暴露过程"!!/m"F"## !/m

"F"’$

P3H:V!P)+41-,24-.43*68J,1+H38A34-..J +1H*.-A1A711ZR)8*+1)/

A714.1-M-H183A18!"5$ 0-0-Q;8M:@B7@5h5H@Q6M@QA>O6CHM:@

QM@@O@A 4;7@B>75OADC546BQQ64>75M6;CQ>CA@OB;CQM5CM8;OB@Q#

"=$ 0-0-Q;8M:@B7@5h5H@Q6M@Q8;O-! 5CA -!I25!s

同时#对平衡过程"各 ( 次$及拉伸过程"各 #
次$中RUK#+"’和J3R#+"+的 0-0-值进行统计分析#
以平均数 G标准误表示#结果表明%它们拉伸过程
的 0-0-值均远高于平衡过程#具有极显著性差异!
拉伸过程中#-! 分子系统的 0-0-值又高于 -!I
25!s分子系统#两者差异具有统计学意义’见图 ’
"=$(& 这些结果表明#25!s结合延缓并阻碍酶切位
点的暴露#而力则有利于酶切位点的暴露#促进
-\-JR0#(的酶切&

"!讨论

-! 结构域酶切位点"RUK#+"’%J3R#+"+ $的暴露
是金属蛋白酶-\-JR0#( 切割kX1多聚体进而调
控凝止血功能的关键& 目前尽管有热失活实验)酶
切实验以及单分子光镊实验等实验数据表明#25!s

的介入可以提高 kX1%-! 结构域的稳定性#降低
-\-JR0#( 的酶切效率’(##"##(%#+( #但与之相关的稳
定机制至今尚不清晰& 本文采用分子动力学模拟
方法#对照研究 -! 和 -!I25!s两个分子系统#从静
态晶体结构)动态平衡中的构象演化以及力诱导的
解折叠路径等角度出发#试图从原子水平阐释 25!s

对kX1%-! 结构域稳定性的影响&
晶体结构分析表明# 25!s结合只引起 ’(&) 环

链局部构象重排#其余部分的构象基本重叠& 而动
态平衡过程中#同样发现 25!s结合仅降低了 ’(&)
环链的柔性#其余部分的构象未有显著性差异#两
个酶切位点残基始终包埋于疏水核心& 由于 -! 结
构域并非单独存在#其结构及功能与相邻的 -#)-(
结构域紧密相关#当-( 与血管内皮下胶原结合时#
血流剪切力便通过 -( 及 -# 结构域传递至较为柔
软的-!#故 -\-JR0#( 酶切 kX1%-! 过程受到流
体剪切力的调控’(( & 根据已有-! 结构域的单分子
实验数据’’%+(和恒速度拉伸模拟结果’#$( #采用更符
合生理环境的恒力拉伸分子动力学模拟方法#跟踪
观察 #"")#’" 和 !"" P/( 个不同拉力作用下-! 和
-!I25!s分子系统的原子轨迹& 仅在拉力为 !"" P/
时观测到-! 分子 ( 个阶段的完整解折叠过程#而
25!s的结合使解折叠停留在第 ! 阶段111一个较
为稳定的中间态构象#减缓了酶切位点的暴露过
程& 其余两个较低拉力时#只观察到了 2末端区域
的解折叠趋势#酶切位点没有达到完全暴露水平&
这意味 -! 结构域的解折叠一定程度上是力依赖
的#突破中间的稳态构象需要克服较大的能障&

综上所述#25!s对 -! 结构域稳定性的调控和
可能的分子结构基础在于%25!s结合虽然不会影响
-! 分子的整体构象#但是可以引起 ’(&) 环链局部
构象的重排#造成该区域局部柔性的下降!拉力作
用下-! 分子的解折叠始于 2末端#该区域远离
25!s结合位点#故其前期解折叠进程不受 25!s结合
影响!但是解折叠进入到中后期时#由于 25!s介入
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引起的 ’(&) 环链局部柔性降低约束了 &#%&)%&’%
片层的运动#导致进一步解折叠受阻#酶切位点暴
露随之减缓#最终导致 -\-JR0%#( 的酶切效率降
低& 本课题组前期基于 -#%ZY.=’相互作用机制的
研究发现#局部动力学性质改变可调控两者的结合
亲和力’!!%!(( & 本文也得到相似的结论%25!s介入引
起的 -! 结构域的 ’(&) 环链局部柔性改变是外力
调控酶切位点的暴露和酶切效率的分子结构基础&

本研究从原子水平阐述了25!s对-! 结构域稳
定性的影响#有助于深入理解循环血流环境对
-\-JR0#(酶切 kX1进而调控止血潜能的影响&
根据晶体结构中参与25!s配位的关键残基数据#结
合突变实验#有望为 !-型kX\症的治疗及其相关
抗血栓药物设计提供指导&
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