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摘　要　研究基质金属蛋白酶（ＭＭＰｓ）的Ｓ′１结合袋的分子动力学特点，并从分子水平上研究其对于设计特异性抑制
剂的结构特点。对去除抑制剂后的 ＭＭＰ７、ＭＭＰ２和 ＭＭＰ３原酶进行长时间分子动力学模拟。结果显示，ＭＭＰ７和
ＭＭＰ２的Ｓ′１结合袋处于关闭状态，而ＭＭＰ３的Ｓ′１结合袋处于半关闭状态，说明Ｓ′１结合袋环区的柔性在结合抑制剂时发挥
了重要作用。
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　　基质金属蛋白酶（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ，
ＭＭＰｓ）是一类锌离子和钙离子依赖的内肽酶，介
导细胞外基质（ＥＣＭ）的降解和组织重塑，还参与
许多正常的生理过程，如排卵、胚胎发育、血管生

成、创伤愈合等［１］。但上调的ＭＭＰｓ参与了许多病
理过程，如关节炎、肿瘤、多发性硬化症、阿尔茨海

默病等［２］。ＭＭＰｓ催化活性的调节包括转录、分
泌、活化和抑制，抑制剂包括内源性组织抑制剂和

外源性合成抑制剂［３］。合成抑制剂一般都包含锌

离子结合基（ＺＢＧ），如羟肟酸类、羧酸类［４］、硫醇

类［５］、吡喃酮类衍生物［６］，与催化域锌离子结合。

还有含新型 ＺＢＧ的 ＭＭＰｓ抑制剂，如氨基甲酰基
膦酸酯类［７］、羟基脲类［８］、肼类［９］、β内酰胺类、方

形酸类［１０］和二甲基吡啶胺类［１１］。

为了设计并提高 ＭＭＰｓ抑制剂的选择性和活
性，研究ＭＭＰｓ及其抑制剂的相互作用机制非常重
要。运用Ｘ线晶体学法和 ＮＭＲ结构解析法有助
于理解活性态的酶同其抑制剂的分子作用机

制［１２］。另一方面，ＭＭＰｓ活性域（特别是疏水性的
Ｓ′１结合袋）的柔性和分子动力学研究也很重要。
因此，本研究根据 ＭＭＰｓ活性域的结构特点，即Ｓ′１
结合袋的形状，选取３种具有代表性的原酶，即浅
袋ＭＭＰｓ（Ｓ′１结合袋深度较浅，如ＭＭＰ１、ＭＭＰ７）、
中袋ＭＭＰｓ（Ｓ′１结合袋中等深度，如 ＭＭＰ２、ＭＭＰ
９）、深袋 ＭＭＰｓ（Ｓ′１结合袋深度较深，如 ＭＭＰ３、
ＭＭＰ１２、ＭＭＰ１４），分别做长时间分子动力学研
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究，并从分子水平上阐明其活性域 Ｓ′１结合袋的分
子动力学和结构特点。

"

　方　法

在ＤｅｌｌＰｒｅｃｉｓｉｏｎ工作站上完成分子动力学计
算，所用程序为 Ｇｒｏｍａｃｓ４５４，分析及图示用
ＶＭＤ１９１软件。计算中选用的各项参数除特别
说明外均使用缺省值。选用人基质溶解素（ＭＭＰ
７，１ＭＭＱ）［１３］、人明胶酶 Ａ（ＭＭＰ２，１ＱＩＢ）［１４］和基
质溶解素Ⅰ（ＭＭＰ３，１Ｇ４Ｋ）［１５］建立模型。首先去
除酶活性域的配体，并用 Ｇｒｏｍｏｓ９６４３ｂ１真空力场
分别进行２００步最陡下降法和２００步共轭梯度法
能量优化，以释放由于从酶中去除原有配体可能导

致的酶结构内部不合理的张力。模型中碱性氨基

酸（如精氨酸、赖氨酸）被质子化；而酸性氨基酸

（如天冬氨酸、谷氨酸）被去质子化，对于其 ｐＫａ和
生理 ｐＨ，组氨酸被设为中性态。除了 ＭＭＰ３的
Ｈｉｓ１７９被质子化在 ε位，其余所有的组氨酸均被
质子化在δ位。为了保持催化域和结构域组氨酸
的正确取向，防止锌离子和钙离子逸出酶而进入溶

剂中，根据晶体结构中锌离子和钙离子与其相应配

基的距离及键角，采用距离限制法使锌离子和钙离

子处于正确的配位态，并限定锌离子和钙离子与其

相应配基的键角与晶体结构一致，锌离子和钙离子

的形式电荷设为＋２［１６］。
用Ｇｒｏｍａｃｓ程序包对ＭＭＰ７、ＭＭＰ２和ＭＭＰ３

分别在水溶液中进行动力学模拟［１７］。将酶质心置

于八面体盒子中心，溶质原子到盒子壁距离１０ｎｍ，
采用ＳＰＣ水模型在盒子内填充水分子。为保持体
系的总电荷为０，体系中加入Ｎａ＋或Ｃｌ－，除去相应
位置的水分子。采用Ｇｒｏｍｏｓ９６４３ａ１力场，将体系分
别以最陡下降法和共轭梯度法分别进行５００步能量
优化，然后进行１００ｐｓ的约束溶质分子动力学模
拟，再在３００Ｋ下分别固定酶主链和侧链各分子动
力学模拟１ｎｓ，模拟时采用宏观正则系综（ＮＶＴ系
综），最后进行１０ｎｓ的无约束分子动力学模拟，模
拟时采用等温等压系综（ＮＰＴ系综）。分子动力学
模拟积分步长取２ｆｓ，每隔１００步记录一次轨迹。
静电相互作用采用 ＰａｒｔｉｃａｌＭｅｒｓｈＥｗａｌｄ（ＰＭＥ）算
法，范德华相互作用取截断半径为１０ｎｍ，温度偶
合 用 Ｖｒｅｓｃａｌｅ 法，压 力 偶 合 用 Ｐａｒｒｉｎｅｌｌｏ
Ｒａｈｍａｎ法［１８］。

#

　结果与讨论

模拟结束后用 Ｃα的 ＲＭＳＤ评估体系的稳定
性［１９］，相对于起始结构，ＭＭＰ７、ＭＭＰ２和 ＭＭＰ３
的ＲＭＳＤ分别是１１９?、１５９?和１７５?，说明体
系已稳定。另外，在整个模拟过程中，酶的二级结

构保持不变。

ＭＭＰｓ主要由４部分组成：保守的催化域（酶
的活性中心）、前肽结构域（使酶以酶原的形式存

在）、信号肽结构域（引导翻译后的新生肽进入胞

浆）和Ｃ末端血红素结合蛋白结构域（识别底物及
与内源性抑制剂相互作用）。ＭＭＰｓ的催化域呈球
形，包括４个平行的 β片层，１个反平行的 β片层
和３个长α螺旋，１个与３个组氨酸螯合的催化锌
离子，１个与３个组氨酸及１个天冬氨酸螯合的结
构锌离子和至少２个以八面体形式螯合的结构钙
离子。ＭＭＰｓ都有个疏水性的结合腔，即Ｓ′１结合袋。
根据Ｓ′１结合袋的形状可以将ＭＭＰｓ分成３类：浅袋
ＭＭＰｓ、中袋ＭＭＰｓ和深袋ＭＭＰｓ。ＭＭＰ１和ＭＭＰ７
的Ｓ′１结合袋属于浅袋，其大小分别由精氨酸和酪氨
酸的侧链限制，而多数ＭＭＰｓ在对应的位置是亮氨
酸，与精氨酸和酪氨酸横跨 Ｓ′１结合袋不同，亮氨酸
位于 Ｓ′１结合袋顶部，含亮氨酸的 ＭＭＰｓ分中袋
ＭＭＰｓ和深袋 ＭＭＰｓ两类。ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９的属
于中袋，而ＭＭＰ３、ＭＭＰ１２和ＭＭＰ１４的Ｓ′１结合袋
属于深袋。图１显示的是３种具有代表性酶经催化
锌离子及３个组氨酸叠合后的Ｓ′１结合袋氨基酸（活
性态构型，抑制剂未显示）。图１Ａ显示 Ｔｙｒ２１４限
制了ＭＭＰ７Ｓ′１结合袋的深度，使其成为浅袋ＭＭＰ，
而在对应的位置 ＭＭＰ２和 ＭＭＰ３都是残基
Ｌｅｕ１９７，ＭＭＰ２的Ｔｈｒ２２９插入Ｓ′１结合袋使其成为中
袋ＭＭＰ，在对应的位置ＭＭＰ３是未插入Ｓ′１结合袋
的Ｌｅｕ２２６，使其成为深袋ＭＭＰ（图１Ｂ，Ｃ）。

去除抑制剂后的原酶进行分子动力学研究，含

配体Ｘ线晶体结构与动力学后原酶结构经骨架叠
合（图２，图３）。结果表明：ＭＭＰ７的 Ｔｙｒ２１４进一
步插入Ｓ′１结合袋，使Ｓ′１结合袋处于关闭状态（图２
Ａ和图３Ａ）；ＭＭＰ２的 Ｌｅｕ１９７、Ｐｈｅ２２３、Ｔｈｒ２２７和
Ｔｈｒ２２９插入Ｓ′１结合袋，使 Ｓ′１结合袋处于关闭状态
（图２Ｂ和图３Ｂ）；ＭＭＰ３的 Ｈｉｓ２２４插入 Ｓ′１结合
袋，使Ｓ′１结合袋处于半关闭状态（图 ２Ｃ和图 ３
Ｃ）。这些氨基酸处于Ｓ′１结合袋的环区，因各 ＭＭＰ

０２２
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的Ｓ′１结合袋的环区没有同源性，所以针对环区结
构可以设计选择性的ＭＭＰｓ抑制剂。例如，ＭＭＰ３
的２２６位是非极性的 Ｌｅｕ残基，而 ＭＭＰ２的相应
位置是极性且含氢键供体的 Ｔｈｒ２２９残基；ＭＭＰ２
的２３０位是带电荷的 Ｌｙｓ残基，而 ＭＭＰ３的相应

位置是不带电荷的 Ｔｈｒ残基。深袋 ＭＭＰｓ可以容
纳含不同长度 Ｐ１′基的配体，而浅袋 ＭＭＰｓ和中袋
ＭＭＰｓ只能容纳含较短Ｐ１′基的配体。模拟结果与
文献报道的ＩＣ５０相符，即 Ｐ１′位含三苯基的吡喃酮
类化合物对ＭＭＰ３的选择性强于ＭＭＰ２［２０］。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＲｅｓｉｄｕｅｓｆｏｒｍｉｎｇｔｈｅＳ′１ｂｉｎｄｉｎｇｐｏｃｋｅｔｏｆＭＭＰ７（Ａ），ＭＭＰ２（Ｂ），ａｎｄＭＭＰ３（Ｃ）
ＴｈｅｋｅｙｒｅｓｉｄｕｅｔｈａｔｄｉｓｔｉｎｇｕｉｓｈｅｓｓｈａｌｌｏｗｐｏｃｋｅｔｉｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｂｙｙｅｌｌｏｗｍｏｌｅｃｕｌａｒｓｕｒｆａｃｅＲｅｓｉｄｕｅｔｈａｔｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｔｅｓｂｅｔｗｅｅｎｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅａｎｄｄｅｅｐ
ｐｏｃｋｅｔｓｉｚｅｓｉｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｂｙｐｉｎｋｍｏｌｅｃｕｌａｒｓｕｒｆａｃｅ

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＸｒａｙｃｒｙｓｔａｌｌｏｇｒａｐｈｉｃｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓａｎｄａｐｏｐｒｏｔｅａｓｅｓａｆｔｅｒＭＤａｒｅｓｈｏｗｎｂｙｓｕｐｅｒｉｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｂａｃｋｂｏｎｅａｔｏｍｓ
Ａ：ＭＭＰ７，Ｂ：ＭＭＰ２，Ｃ：ＭＭＰ３ＸｒａｙｃｒｙｓｔａｌｌｏｇｒａｐｈｉｃｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓａｒｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｂｙｙｅｌｌｏｗｌｉｎｅｓＡｐｏｐｒｏｔｅａｓｅｓａｆｔｅｒＭＤａｒｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｂｙｐｉｎｋ
ｌｉｎｅｓＲｅｓｉｄｕｅｓｔｈａｔｂｌｏｃｋＳ′１ｂｉｎｄｉｎｇｐｏｃｋｅｔａｒｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｂｙｌｉｃｏｒｉｃｅ

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＴｒａｎｓｐａｒｅｎｔｍｏｌｅｃｕｌａｒｓｕｒｆａｃｅｏｆａｐｏｐｒｏｔｅａｓｅｓａｆｔｅｒＭＤＲｅｓｉｄｕｅｓｔｈａｔｂｌｏｃｋＳ′１ｂｉｎｄｉｎｇｐｏｃｋｅｔａｒｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｂｙｌｉｃｏｒｉｃｅ
Ａ：ＭＭＰ７，Ｂ：ＭＭＰ２，Ｃ：ＭＭＰ３

１２２



学 报 　 ＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ 第４４卷

!

　结　论

为了研究浅袋、中袋和深袋３种基质金属蛋白
酶Ｓ′１结合袋的分子动力学特点，本研究对其执行
了长时间分子动力学模拟。结果表明，Ｓ′１结合袋环
区的柔性在结合抑制剂时发挥了重要作用：对于浅

袋ＭＭＰｓ，其Ｓ′１结合袋的软性相对较小；对于深袋
ＭＭＰｓ，是可以容易定义的管状 Ｓ′１结合袋；对于
ＭＭＰ２，观察到了两个稳态，一个是类似于 ＭＭＰ３
的管状Ｓ′１结合袋，但是较浅，另一个是Ｓ′１结合袋关
闭的构型。动力学模拟结果与实验结果相符，即在

Ｐ１′位含长取代基的抑制剂具有更强的选择性，抑
制ＭＭＰ３的活性比 ＭＭＰ２强。分子动力学模拟
的结果有助于特异性ＭＭＰｓ抑制剂的研发。
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