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β发卡多肽 Trpzip4 折叠的副本交换分子动力学模拟 
廖晨伊    周健* 

(华南理工大学化学与化工学院  广东省绿色化学产品技术重点实验室  广州 510640) 

摘要  采用副本交换分子动力学对 β发卡 Trpzip4 重折叠进行研究, 结果表明, 构象空间存在较大能垒时, 副本交换分

子动力学(REMD)表现出比分子动力学(MD)更优的抽样效率. 288 K 下, Trpzip4 势能、骨架均方根偏差、溶剂可及表面

积(SASA)在REMD中呈逐渐降低趋势. 采样得到两种特定形态的低势能构象: β发卡和螺旋-卷曲. β发卡中, 第 3组氢

键Asp46容易与Thr49形成氢键; 转角Thr49的羟基(OH)倾向于与Asp46的羧基(COO－)或主链上的C＝O形成氢键, 强
化了 Asp46 与 Thr49 的相互作用, 导致转角形成折回弯度; 与 Thr49 相比, Thr51 的羟基倾向与水分子作用, 甲基朝内, 
因此与 Asp46 的侧链作用微小. 螺旋-卷曲中, 吲哚环-甲基为主要疏水形式. Trpzip4 在折叠成 β 发卡过程中, 转角氢

键影响整个 β发卡构象的形成. 转角氢键具有距离优势和强侧链相互作用, 最先形成.  
关键词  β发卡; 折叠; 副本交换分子动力学; 氢键; 疏水作用 

 

Replica Exchange Molecular Dynamics Simulations on the Folding of 
Trpzip4 β-Hairpin  

Liao, Chenyi    Zhou, Jian* 
(School of Chemistry and Chemical Engineering, Guangdong Provincial Key Lab for Green Chemical Product Technology, 

South China University of Technology, Guangzhou 510640) 

Abstract  β-Hairpin is an essential secondary structure unit of protein. Understanding the formation mechanism of the β 
hairpin and kinetic stability helps to gain insight into the formation of protein secondary structure as well as the mechanism 
of protein folding. Replica exchange molecular dynamics (REMD) approach is applied to investigate the folding mechanism 
of Trpzip4 β-hairpin. The REMD method is more efficient than conventional MD in searching for a representative set of the 
low energy minima in the existence of a large energy gap between the native state and any of the other possible state. The 
potential energy, backbone RMSD and solvent-accessible surface area (SASA) present descending trends in the process of 
REMD at 288 K. Methyl groups (most in threonines) show hydrophobic interactions with SASA decrements. The hydropho-
bic interactions and intra hydrogen bond forming drive the folding and maintain the low energy structure. Two low energy 
structures, β-hairpin and helix-coil conformation, are sampled by REMD. In β-hairpin structure, the hydroxyl group (OH) of 
Thr49 at β turn is accessible to form hydrogen bonds with carboxyl group (COO－) or C＝O group of Asp46; while the hy-
droxyl group (OH) of Thr51 is inclined to interact with water molecule with methyl orienting inwards. As a result, the strong 
interactions between Asp46 and Thr49 cause a bend at β turn. In helix-coil conformation, hydrophobic interactions play be-
tween indole ring and methyl group. One of the zip-in paths of Trpzip4 indicates that, the forming of hydrogen bonds at β 
turn affects the whole folding process of β hairpin. The forming of hydrogen bonds at β turn takes place first, since it has 
advantages of distance and strong interactions in both side chains and backbone. Total solvent-accessible surface area de-
creases significantly as it folds to the β hairpin structure. REMD method could sample large phase space for the low energy 
minima, and present scenarios of potential energy distribution on phase space with related variables as hydrophobic SASA, 
backbone RMSD, and hydrogen bonds for specific conformation. This work sheds some lights on the understanding of β 
hairpin folding.  
Keywords  β-hairpin; folding; replica exchange molecular dynamics; hydrogen bond; hydrophobic interaction 

   
1  引言 

预测多肽和蛋白质的天然结构在结构生物学中是

复杂而重大的问题. 理论研究提出蛋白质折叠的充分必

要条件是在其天然状态和任何其它可能的构象上存在

一个很大的能量差距[1,2]. 研究者通过实验[3,4]和分子模

拟[5,6]对蛋白质折叠/解折叠及错误折叠[7]进行了研究, 
但关于蛋白质折叠机制仍存在很多未解决的问题.  

目前, 分子模拟研究生物大分子有两个主要瓶颈, 
一是经验力场的准确性, 二是构象空间采样的不充分性. 
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在模拟结构复杂的生物分子中, 常规 MC 和 MD 容易陷

入势能局部极小值. Hansmann[8]首先在简单的生物分子

7 肽-甲硫脑啡肽上采用了并行退火 MC. 模拟发现并行

退火能够有效克服模拟的进度缓慢问题[9～11]. Sugita 和

Okamoto[12]引进并行退火 MD 的方法, 证明甲硫脑啡肽

体系没有如常规 MD 一样陷入能量局部最低. 此后并行

退火在生物分子模拟上的应用迅速展开[13～17].  
副本交换(也称并行退火)的思路是, M 个体系相同

的副本在不同温度 Ti 下进行常规 MD/MC(通常是正则

系综). 在典型的计算机模拟的时间尺度下, 高温系统

通常能够采样到更大的相空间(系统所有可能状态的空

间); 而低温系统虽然在相空间局部区域进行精确采样, 
却可能陷入局部能量极小值. 副本交换通过不同温度间

交换完整的构型获得更好的采样. 因此, 引入更高温度

体系的模拟可以确保温度较低的体系能够采集到目标

温度区域具有代表性的样本. 副本交换可以用来加速任

何模拟的采样效率, 尤其是在构象间存在较高能垒的时

候 . 目前副本交换被广泛认为是强大有效的计算方   
法[18].  

副本交换已应用于描绘一系列蛋白质的折叠自由

能面[19～21], 为折叠机制和中间态结构提供细节, 在蛋白

质和多肽 NMR 结构精化和数据解译[22～25]、圆二色光  
谱[26]、红外光谱[27]、电偏转[28]上提供了强有力的工具. 
另外, 研究者用副本交换方法研究了与神经性疾病(如
老年痴呆症)相关的蛋白质(如淀粉样短肽 Aβ)的错误折

叠和聚集机制[29～31]. 尽管副本交换方法表现出空间采

样的优势, 该方法的准确性依然取决于所选的力场和模

型. 相关文献[18]已经指出副本交换隐式溶剂模型在真

实表现溶液状态下生物分子体系有一定的局限性和不

足, 而显式溶剂的使用可以改善这一问题.  
β 发卡是蛋白质结构中一个重要的二级结构单元, 

是最简单的 β 折叠(β-sheet). 蛋白质片段的研究对洞悉

蛋白质早期的折叠事件有重要的意义, 这在完整的蛋白

质折叠过程动力学研究中是难以分析到的 . β 发卡

Trpzip4 是蛋白 G (Protein G) B1 子域 C 端 41～56 片段

(GB1) 3 个残基突变成色氨酸(Y45W/F52W/V54W)得到

的突变体. Trpzip4 称为色氨酸拉链区 4 (tryptophan zip-
per 4), 在色氨酸如同拉链一般相互作用下, 与同类 β发
卡相比具有更高的稳定性. Cochran 等[32]通过动力学研

究测得Trpzip4的解折叠速率比GB1小 39倍, 而折叠速

率却相当. Du等[33]通过实验得到转角的形成是影响 β发
卡折叠速率的关键, 而疏水作用通过降低解折叠速率增

加了 β发卡的稳定性. 模拟上, Juraszek[34]采用副本交换

分子动力学和过渡路径采样的方法对比了 GB1 和

Trpzip4 的折叠速率.  
目前, 研究者主要从氢键、疏水作用、自由能方面

展开关于 β发卡系列多肽折叠速率的对比研究[32～36]. 对
Trpzip4 的结构及特性提供的信息依然有限. Trpzip4 的

结构示意如图 1 和图 2, 主要有 4 个色氨酸疏水基, 5 个

苏氨酸和 3 组特征天然氢键. 从 Trpzip4 的天然结构上

看, 第 3 组氢键中 Asp46 的 C＝O 和 NH 分别与 Thr49
的 NH 和 Thr51 的 C＝O 形成氢键, 而不是如前面 1, 2
组氢键那样匹配的只与 Thr51 的 C＝O 和 NH 形成氢键. 
Trpzip4 的转角要形成一定弯度(见图 2a 右上角)才能使

Thr49 与 Asp46 到达形成氢键的距离, 其中是什么因素

驱动形成这样的结构? 另外, 除了氢键作用和吲哚环的

疏水作用, 苏氨酸侧链的甲基之间是否也产生一定的疏

水稳定作用? 不同疏水基团的疏水作用对构象有什么

影响? 以上问题尚未有文献详细探讨. 本工作在 NVT
系综下采用拉伸分子动力学(SMD)和副本交换分子动

力学(REMD)模拟 β 发卡 Trpzip4 解折叠后重折叠过程, 
分析疏水作用、氢键等对多肽构象的影响以及转角弯度

的形成. 正确认识 Trpzip4 残基侧链、氢键和疏水作用

对其特征结构和稳定性的贡献能够更好地理解其折叠

机制, 为相关研究提供指导.  

 
图 1  Trpzip4 结构示意图(虚线为天然氢键) 
Figure 1  Structure of Trpzip4 (native hydrogen bonds are in dash lines) 

 

图 2  (a) β发卡 3 组主要天然氢键(只显示骨架)和转角弯度及(b) β发

卡色氨酸(Trp)和苏氨酸(Thr)    
Figure 2  (a) Three main groups of native hydrogen bonds of β-hairpin 
(backbone presentation) and a bend at β turn and (b) the distribution of 
tryptophan (Trp) and threonine (Thr) 
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2  模拟方法与细节 

2.1  副本交换方法 

副本交换分子动力学的原理是, M 个体系相同的副

本在不同温度 Ti 下进行常规 MD(通常是正则系综). T1

＜T2＜…＜TM, T1 通常是感兴趣的那个温度. 经过一定

时间的 MD 后, 两个相邻副本尝试交换, 接受交换的概

率满足:  
1 1( , , ) min(1,exp( ))i i i iP U T U T β U↔ Δ Δ＋ ＋ ＝  (1) 

其中
B 1

1 1 1( )
i i

β
k T T

Δ
＋

＝ － ,  为温度倒数的差值 ,  UΔ ＝  

1i iU U＋－ , 为两个副本之间的势能差. 交换后, 副本动

量按 0.5
,new new old ,old( / )i ip T T p＝ 进行调整, Told和 Tnew分别

是交换前和交换后的温度. 这确保平均动能仍然等于

3/2NkBT. 值得注意的是, 副本交换是“非物理”过程, 只
能作为有效采样的方法, 并不能从中得到真实的动力学

结论.  

2.2  副本个数、温度分布和交换频率 

副本交换中, 选择合适的副本个数、温度分布以及

交换频率(Exchange frequency)是非常重要的. 温度分布

要保证相邻副本之间有足够的能量重叠, 同时尽量减少

副本的个数和增加相邻副本之间的温度差以节约计算

资源. 通常情况下, 温度分布保证 0.2～0.3 的交换率

(exchange rate or acceptance ratio)可以发挥较佳的计算

性能[37]. 另一重要因素是交换频率涉及每个副本在一

个温度上的停留时间. 有研究者[38,39]认为副本间交换得

太频繁, 副本无法到达该温度下的平衡态, 造成体系在

构型空间的采样不当. 但 Roitberg 等[40,41]通过比较不同

的交换频率得到的结果指出前面的说法存在一定的缺

陷, 频繁尝试交换可以获得最优的构型空间搜索, 增加

采样效率. 停留时间太长会影响副本完成一个交换循环

的时间(round-trip time). 在复杂体系中, 完成一个交换

循环的时间比交换率更能描述副本交换的整体效率[42].  

2.3  模拟细节 

Trpzip4 结构来自蛋白质数据库(PDB code: 1LE3).  
本工作模拟中使用 GROMACS 4.5.5 软件包[43], 采

用 OPLS-AA 力场, SPC/E 水模型, 周期性边界条件, 盒
子大小为 5.65 nm×8.25 nm×4.44 nm. 带电基团选用其

在pH＝7的质子化状态, N端解离, C 端酰胺化. 体系中

加入 2 个钠离子以保持整个体系的净电荷为 0. 长程静

电力采用 PME 处理方法[44,45], 截断半径为 1.1 nm, 时间

步长为 2 fs. 键长约束采用 LINCS. 为与实验条件保持

一致, 模拟温度设定为 288 K, 采用 Berendsen 温度耦合

器[46].  
模拟过程分 3 步:  
(1) 拉伸分子动力学解折叠. 将体系在NVT系综中

平衡后, 将首端 Gly41 作为拉伸参照组不动, 将末端

Glu56 与一弹簧相连, 并施加一个弹簧力, 以一定的速

度使其像解拉链一样逐渐解开, 得到伸展的多肽. 经测

试, 采用拉伸弹簧系数为 k＝6000 kJ•mol－1•nm－2, 拉伸

速度为 ν＝0.03 nm•ps－1, 由 β发卡的折叠长度的两倍拟

定拉伸时间为 200 ps, 拉伸长度约 6 nm.  
(2) 副本交换分子动力学模拟重折叠. 拉伸后, 经

过能量最小化, 然后采用温度副本交换的分子动力学模

拟方法(T-REMD), 对 β 小肽的构象空间进行充分采样. 
体系大小为 20891 个原子. 温度范围为 288～388.4 K, 
每2～2.2 K作为一个副本, 共48个副本. 对应的能量分

布如图 3, 温度分布保证了一定的能量重叠, 是比较合

理的, 这样可以保证副本充分交换. 每个副本经 100 ns
约束 NVT 的 MD 预平衡后, 开始 145 ns 的副本交换分

子动力学模拟, 副本之间每 2 ps 基于 Metropolis 准则

尝试交换一次, 保证每次接受率在 20%以上. 每 2 ps 记
录构象的坐标和能量, 选取温度为 288 K 的构象来进行

分析研究. 图 4 为体系在 288 K 副本随时间的交换情况, 
可以观察到副本在空间的“随机游走”[12].  

 

图 3  跨越 288～388.4 K 间 48 个副本对应的势能分布 
Figure 3  Potential energy distributions at 48 temperatures replicas 
ranging from 288～388.4 K 

 

图 4  体系在 288 K 副本随时间的交换情况    
Figure 4  Time series of replica exchange at 288 K 
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(3) 对照组. 为定量描述 T-REMD 对小肽重折叠的

有效性, 准备了 2 组对照, 分别是原结构 β 发卡和拉伸

后伸展态在 288 K 下分别运行 50 和 100 ns的 MD, 结果

与T-REMD组进行对照比较. 同时考察原结构 β发卡的

动力学稳定性.  

2.4  疏水基团间相互作用 

疏水作用表现为非极性分子间或分子的非极性基

团间的吸引力, 导致这些基团在水性环境中的缔合. 蛋
白质或多肽中, 由于水分子对疏水基的作用力小于蛋白

质内部对其吸引力, 导致疏水基有埋藏在分子内部的倾

向. 尽管疏水作用不能直接在全原子力场下给出, 但在

水溶液中疏水作用越强, 反映出来的生物分子的疏水基

溶 剂 可 及 表 面 积 (solvent-accessible surface area, 
SASA)[47～49]越小, 因此本工作通过考察 Trpzip4 的疏水

基溶剂可及表面积, 考察其疏水作用. 溶剂分子探针半

径取 0.14 nm.  

3  结果与讨论 

本工作判定多肽结构稳定的依据是多肽分子内相

邻3个共价键以外的非键作用能E, 简称多肽势能E. 主
要考察 288 K 下, 相对于原始晶体骨架结构的均方根偏

差(RMSD)、Ramachandran 二面角分布、表征多肽结构

稳定性的多肽势能 E、溶剂可及表面积(SASA)、天然氢

键等对多肽势能的贡献及影响, 以及转角氢键的形成. 
最后对形成 β 发卡的副本进行了跟踪, 分析重折叠的可

能路径.  

3.1  构象变化 

均方根偏差(RMSD)常用来表征多肽结构整体变化

程度, RMSD 越小越接近参照结构. 本文考察多肽相对

原始晶体结构的骨架均方根偏差. 图 5 为经过拉伸后的

解折叠态结构分别进行 REMD 和常规 MD 模拟后的

RMSD 变化趋势, 并与原始天然结构运行常规 MD 进行

了对比. 图 5c 为常规 MD 得到的 RMSD 曲线, 伸展状

态的多肽在常规 MD 下经过一个阶梯状能量降低, 在约

35 ns 到达一个平台, 在此后阶段一直保持在 RMSD＝

0.20 nm 处波动, 距原始天然结构运行 MD 的 RMSD 波

动平台(图 5a)还有一段距离, 处于亚稳态. 原始天然结

构运行常规 MD 的 RMSD 曲线平均波动值在 0.10 nm. 
相同的伸展解折叠态经REMD得到的RMSD曲线(图5b)
上下有一定的波动, 这与许多 REMD 文献[13,38]一致, 总
体呈下降趋势, 在 18 ns 后搜索到 RMSD＝0.10 nm, 接
近对照组原始天然结构的结果.  

为了更直观地观察多肽折叠情况, 图 6 展示了不同

方法得到多肽折叠构象与原结构的叠加对比. 图 6a 为

REMD 搜索到的 RMSD＝0.1 nm 的构象与原始天然结

构的叠加图, 可见多肽骨架基本与原始天然结构的重叠. 
图 6b 为常规 MD 得到 RMSD＝0.2 nm 的构象与原始天 

 

图 5  288 K 下不同方法得到 Trpzip4 骨架的均方根偏差  
Figure 5  Trpzip4 backbone root mean square deviation (RMSD) com-
pared with origin structure at 288 K 
(a) MD process of origin hairpin structure; (b) replica exchange molecular 
dynamics (REMD) process of unfolded Trpzip4; (c) conventional MD process 
of unfolded Trpzip4 

 

图 6  REMD 和 MD 方法得到的构型分别与晶体结构作叠加对比  
Figure 6  Superposition of peptide with PDB structure by REMD and 
MD methods, respectively 
(a) low-energy structure by REMD with RMSD＝0.1 nm; (b) Final state by 
conventional MD with RMSD＝0.2 nm 

然结构的叠加图. 结合图 5, 伸展的多肽经过 35 ns 基
本形成发卡初始结构, 但由于陷入了局部能量极小值, 
很长一段时间未能越过能垒达到能量更低的状态. 可见, 
采用 REMD 可以有效跨越能垒, 快速搜索到接近天然

构象的结构, 而常规 MD 模拟则不能.  

3.2  Ramachandran 图 

Ramachandran 图用来展示蛋白质/多肽主链可能的

二面角 φ和 ψ值以及该构象 φ和 ψ角的偏好区域轮廓. 
在 Ramachandran 图中, 二面角 φ 和 ψ 不同区域定义如

下: α 螺旋区域: －180°＜φ＜0°和－120°＜ψ＜30°; 右
边为左手 α螺旋(left-handed helix); 过渡区域: －180°＜
φ＜0°和 30°＜ψ＜90°; β 折叠区域: －180°＜φ＜0°和
90°＜ψ＜180°或者－180°＜ψ＜－120°. 图 7a 考察了

REMD 模拟后 , 多肽二面角分布与原结构的特征
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Ramachandran 图的叠加. REMD 模拟后多肽的二面角 φ
和 ψ分布除了覆盖天然 β发卡结构的偏好区域, 分布更

广, 搜索到更多不同结构的 φ 和 ψ 值, 如 α-helix, 无规

则卷曲等. 从图 7b看到由于常规MD陷入了介稳态, 得
到的二面角分布并没有覆盖天然结构偏好的二面角分

布.  

 
图 7  REMD (a)和 MD (b)方法得到的 Ramachandran 二面角分布分别

与原结构特征 Ramachandran 二面角分布对照 
Figure 7  Ramachandran plots comparison with origin hairpin structure 
by REMD (a) and MD (b) methods, respectively 

3.3  疏水基相互作用和内部氢键 

多肽中氢键和疏水作用在稳定多肽特定构象上发

挥巨大的作用. 多肽势能用来表征多肽结构的稳定性. 
本工作中分析氢键供体(donor)和受体(acceptor)之间形

成氢键同时满足 r≤rHB＝0.35 nm和α≤αHB＝30°. r为供

体和受体间的距离, α为氢原子-供体-受体的张角.  
图 8 为 288 K 下拉伸后多肽在不同方法中势能随时

间的变化情况对比原结构 MD 的势能. 原结构势能(图
8a)总体波动稳定, 约在－1835 kJ/mol 上下. 势能和

RMSD(图 5)趋势表明 β 发卡结构具有较好的热力学稳

定性. 拉伸态(约－1100 kJ/mol)到原结构的能量差约为

700 kJ/mol. REMD(图 8b)和常规 MD(图 8c)得到的势能

曲线总体呈下降趋势, REMD 中势能上下波动较常规

MD 的大, 这是 REMD 的能量波动特征[11,12], 体系在副

本交换中能够跳出能垒到达能量更低的状态. 常规 MD

在RMSD基本稳定后的60 ns平均势能为－1640 kJ/mol, 
整体与原结构的能量有一定差距(约 195 kJ/mol), 处于

亚稳态.  

 
图 8  288 K 下不同方法得到多肽势能 E 随时间的演变  
Figure 8  Time series of peptide potential energies by different methods 
at 288 K 
(a) MD process of origin hairpin structure; (b) REMD process of unfolded 
Trpzip4; (c) conventional MD process of unfolded Trpzip4 

模拟过程中 , Trpzip4 疏水基、亲水基以及总的

SASA 随时间的变化如图 9 所示. 随着 Trpzip4 骨架

RMSD 和能量的逐渐收敛[39,50](图 5, 8), Trpzip4 总溶

SASA 呈逐渐减小的收敛趋势. 同时, 疏水基 SASA 和

亲水基 SASA 也逐渐减小, 但两者基本保持平衡, 类似

的现象在其他研究[49]中也被观察到. 疏水基 SASA 的减

少是由于疏水基有远离溶液靠近本体的倾向; 亲水基

SASA 的减少是主要由于形成了内部氢键减少了与溶剂

的接触. 疏水作用与内部氢键共同维持和稳定多肽的结

构. 另外, 我们通过 Trpzip4 中甲基(CH3)和吲哚环的

SASA 与 Trpzip4 天然氢键的形成几率构成的相空间进

行分析. 3 组天然氢键的形成几率反映多肽构象接近 β
发卡结构的程度. f＝1 表示形成 3 组共 6 个天然氢键,   
f＝0.67, 0.8, 1 分别对应形成 4, 5, 6 个天然氢键. 如图 10
所示 , 天然氢键形成几率最大区域分布在甲基疏水

SASA和吲哚环SASA最小的交汇处, 表明Trpzip4形成

β 发卡的特征除了折叠形成 3 组天然氢键, 同时其疏水

基趋向于与水接触最小. 从疏水基溶剂可及表面积的减

小程度看, 甲基 SASA 减小了(3.2－1.1)＝2.1 nm2, 约为

拉伸状态的 2/3, 色氨酸疏水基 SASA 减小了(7－3.3)＝
3.7 nm2, 约为拉伸状态的 1/2. 可见甲基(多数为苏氨酸

的甲基)的疏水作用在 Trpzip4 形成 β发卡结构的过程中

起了很重要作用.  
图 11 展示了 REMD 得到的疏水基溶剂可及表面 

积-构象均方根偏差对多肽势能的相空间分布及低能高

能区对应的构象. 图右上高能量区域对应的伸展肽链是

REMD 的始发态, 多肽在伸展的解折叠状态时, 能量很

高 ,  结构不稳定 .  图中低能量区域分布在疏水基 
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图 9  288 K 下 Trpzip4 疏水基(a)、亲水基(b)、总(c)的溶剂可及表面

积变化  
Figure 9  Time series of Trpzip4 hydrophobic (a), hydrophilic (b) and 
total (c) SASA at 288 K 

 

图 10  色氨酸疏水基 SASA 和苏氨酸疏水基 SASA 对多肽天然氢键

形成几率(f)的相空间分布.  
Figure 10  Fraction of native contacts contour map distribution on phase 
space with related variables as tryptophan hydrophobic SASA and 
threonine hydrophobic SASA 

SASA 偏低的区域, 暗示了疏水作用对多肽势能的贡献. 
其中出现在 RMSD 接近 0.1 nm 的为 Trpzip4 的天然 β
发卡构象; 出现在0.4 nm附近的是螺旋-卷曲(helix-coil)
构象; 其他的为无规则卷曲构象 . 相关研究中 , Jang  
等[51]用 REMD 方法在 CHARMM/ GBSA 力场下模拟 G 

蛋白 B1 子域 C 端的 16 肽(PDB code, 2GB1)的重折叠, 
得到 278 K下 β发卡含量在 40%, 与NMR实验在 278 K
得到 42%含量[52]接近. 同时得到相对 β 发卡能量略高

(高 0.9 kcal/mol)的卷曲结构. 其中微量螺旋结构中间体

是尚未解决的问题, DSSP 分析得到约 1.4%. Zagrovic 
等[53]在采用 GB/SA 隐式溶剂研究了 G 蛋白 B1 子域 C
端的 16 肽(PDB code, 1GB1)在 300 K 时的重折叠. 在形

成 β 发卡的同时观察到半螺旋(semi-helical)中间体的形

成. 本模拟也得到了非 β发卡的低能构象.  

 
图 11  疏水基溶剂可及表面积-构象均方根偏差对多肽势能的相空间

分布及低能高能区对应的构象  
Figure 11  Peptide potential energy distribution on phase space with 
related variables as hydrophobic SASA and backbone RMSD 

进一步观察 Trpzip4 两种低能量构象及疏水基团. β
发卡主链形成三组天然氢键, 一侧色氨酸的吲哚环顺次

交叠, 一侧苏氨酸的甲基有相互靠近趋势. 另外, 转角

附近Asp46的羧基(COO—)极易与转角Thr49的羟基(OH)
形成氢键, 这极有可能是导致转角弯曲, 加速转角氢键

形成的贡献之一. 螺旋-卷曲结构中, 多肽形成一段α螺
旋, 另一端无规则卷曲, α 螺旋周围吲哚环-甲基交替形

成包裹.  
我们考察了疏水作用与分子内氢键对多肽势能的

影响(图 12). 低能量区出现在较大疏水能和较多的分子

内氢键的交叉区. 可见多肽中氢键和疏水作用相互协同

在稳定多肽特定构象上发挥巨大的作用. 我们进一步对

分子内氢键沿构象均方根偏差对多肽势能的影响进行

了考察(图 13). 大量内部氢键形成的低能量区主要集中

在 RMSD＝0.4 nm 附近的螺旋-卷曲结构, 可见螺旋-卷

曲结构形成较多的分子内氢键是其能量低的贡献之一. 
RMSD＝0.1 nm附近的发卡结构形成的分子内氢键没有

螺旋-卷曲结构多, 因此分子内氢键的贡献并没有那么

明显.  
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图 12  疏水基溶剂可及表面积与分子内氢键对多肽势能的影响  
Figure 12  Peptide potential energy contour landscape with related 
variables as hydrophobic SASA and number of hydrogen bonds 

 

图 13  分子内氢键沿构象均方根偏差对多肽势能的影响  
Figure 13  Peptide potential energy contour landscape with related 
variables as number of hydrogen bonds and backbone RMSD 

3.4  转角氢键 

观察发现, Trpzip4天然构象在转角处形成一个折回

弯度, 而 Asp46 并没有与 Thr51 形成稳定的一对氢键. 
工作首先对原发卡结构50 ns MD过程, 转角附近Asp46
与转角Thr49, Lys50, Thr51形成氢键的进行统计(图 14). 
原结构的动力学模拟中, Asp46与Thr49形成2个氢键的

概率最大, 与 Thr51 的次之, 与 Lys50 形成的氢键概率

最小, 最多 1 个. 还对对拉伸解折叠态进行常规 MD 的

转角氢键进行统计, 最后陷入介稳态的 Trpzip4 主要在

Asp46 与 Thr51 形成氢键, 这个结果不足以解答 Asp46
与 Thr49 形成氢键概率最大的疑问. 将原结构的 MD 结

果与 REMD 得到的结果作对比. 图 15 列出 REMD 在

288 K 下转角附近 Asp46 与转角 Thr49, Lys50, Thr51 形

成氢键的统计柱状图. 统计到 Asp46 与 Thr49, Lys50, 
Thr51 都有可能形成氢键. 其中与 Thr49 形成氢键的概

率最大, 基本上在 1～2个之间, 这与原结构MD得到的

结论是一致的. 抽取 Asp46 与转角 Thr49 形成氢键的快

照, 转角 Thr49 的羟基(OH)倾向于与 Asp46 的羧基

(COO—)或主链上的 C＝O 形成氢键, 强化了 Asp46 与

Thr49 的相互作用, 导致转角弯角的形成. Thr51 的羟基

倾向与水分子作用, 甲基朝内, 因此与 Asp46 的侧链作

用微小.  

 

图 14  原发卡结构 50 ns MD 过程, β转角附近 Asp46 与转角 Thr49, 
Lys50, Thr51 形成氢键的统计  
Figure 14  Counts of hydrogen bonds forming between Asp46 and 
Thr49, Lys50, Thr51 near β turn in 50 ns MD process of origin hairpin 
structure 

 
图 15  288 K, 转角附近 Asp46 与转角 Thr49, Lys50, Thr51 形成氢键

的统计 
Figure 15  Counts of hydrogen bonds forming between Asp46 and 
Thr49, Lys50, Thr51 near β turn at 288 K  
Snapshot of hydrogen bonds forming between Asp46 and Thr49 is on upper 
right 

3.5  折叠路径跟踪 

工作跟踪了 Trpzip4 形成 β 发卡结构的一个副本轨

迹, 希望对 β 发卡的形成过程提供有用的信息参考. 图
16 为 Trpzip4 在副本 1 路径下, 骨架 RMSD、温度空间

穿梭情况、天然氢键几率、三组天然氢键的形成个数(图
中表示为 HB1, HB2, HB3)、多肽势能和总溶剂可及表面

积随时间的变化. 图 16 中, 副本 1 在 0～18 ns 附近从低

温交换到高温再回落下来, RMSD 在这一段高温区有较

大的涨落, 然后迅速形成了 β发卡结构(RMSD＝0.1 nm
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附近). 随后体系在中低温区交换, RMSD 波动平稳表示

结构较稳定. 天然氢键的形成几率在升温、高温回落这

段过程从 1/3的几率增加到 2/3及更高. 观察 3组天然氢

键的形成和持续情况. 第 3 组, 即靠近 β 转角的地方最

先形成氢键, 在高温区(363～388 K)就开始形成. 最早

形成转角氢键, 促进了 Trpzip4 的折叠, 同时也证实了

Du 等[33]实验中强调的转角的形成是影响 β 发卡折叠速

率的关键. 第 2组在转角氢键(第 3组)形成后, 副本降落

到中低温区才逐渐形成持续的氢键, 最后形成最外端第

1 组氢键. 从前面分析转角氢键的形成了解到, 转角

Thr49 的羟基(OH)倾向于与 Asp46 的羧基(COO—)或主

链上的 C＝O 形成氢键, 强化了 Asp46 与 Thr46 的相互

作用, 也促进了转角氢键的形成与稳定, 第 3 组氢键由

于有距离的优势, 也是最容易形成的. 第 2 组氢键在第

3 组氢键形成后距离得到很大的拉近, 为形成氢键创造

了良好的条件. 然后是第 1 组氢键的形成. 对比 3 组氢

键的稳定性, 其中第 2 组最稳定, 受到干扰最小. 从伸

展状态到 β 发卡构象, 多肽势能总体趋势越来越低, 然
后平稳波动. 由于形成 β 发卡构象后体系的能量降落到

了较低值, 低能量在高温下出现的概率是非常小的, 因
此副本 1 在形成 β发卡结构后出现在高温区的几率几乎

没有. 随着 Trpzip4 折叠过程中形成分子内氢键和疏水

作用, 总溶剂可及表面积在初期形成一个较大的波动后 

 
图 16  Trpzip4 在副本 1 折叠路径中考察量随时间的变化 
Figure 16  Time series of related factors of Trpzip4 in zip-in pathway 
Backbone RMSD, temperature (T), fraction of native contacts (f), forming 
number of the three pairs of native hydrogen bonds (HB1, HB2, HB3), peptide 
potential energy (E) and total SASA from bottom to top  

逐渐减少到稳定值. 总溶剂可及表面积的波动与 RMSD
的涨落比较一致, Trpzip4 越接近天然构型, 其总 SASA
越小.   

4  结论 

在 NVT 系综下采用拉伸分子动力学和副本交换分

子动力学对 β 发卡 Trpzip4 解折叠后重折叠机制进行了

模拟研究. 通过 REMD 和常规 MD 的结果对比, 在构象

空间存在较大能垒的情况下, REMD 比 MD 表现出更优

越的抽样效率. 288 K 下, Trpzip4 势能在副本交换中呈

逐渐下降趋势, 均方根偏差和总溶剂可及表面积逐渐减

小. 疏水作用和内部氢键的形成驱动 Trpzip4 折叠, 共
同维持和稳定多肽的结构. REMD 采样得到两种特定形

态的低势能构象: β发卡结构和螺旋-卷曲. β发卡结构主

要特征为主链上的 3 组氢键及色氨酸间的疏水作用, 另
外甲基(多数为苏氨酸的甲基)表现出一定的疏水作用; 
转角 Thr49 的羟基(OH)倾向于与 Asp46 的羧基(COO—)
或主链上的 C＝O 形成氢键, 强化了 Asp46 与 Thr49 的

相互作用, 导致形成一个折回弯度; Thr51 的羟基倾向

与水分子作用, 甲基朝内, 因此与 Asp46 的侧链作用微

小. 螺旋-卷曲结构中, 多肽形成一段 α螺旋, 另一端无

规则卷曲 , 以吲哚环-甲基为主要疏水形式 . 在跟踪

Trpzip4 形成 β发卡路径中, 在折叠成 β发卡过程中, 转
角氢键影响整个 β 发卡构象的形成. 转角氢键具有距离

优势和强侧链相互作用, 最先形成. Trpzip4 越接近天然

构型, 其总溶剂可及表面积越小. 副本交换分子动力学

模拟方法能够有效搜索到能量极小的样本. 通过直观的

相空间观察疏水作用、氢键等对能量的贡献及对应的特

征结构, 可以更好地理解 β发卡折叠机制.   
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