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青海弧菌荧光素酶蛋白三维结构的分子模拟研究 
陈浮    刘树深*    段欣甜 

(同济大学环境科学与工程学院长江水环境教育部重点实验室  上海 200092) 

摘要  基于荧光素酶催化发光的生物发光技术在化学、生命与环境科学等领域得到广泛应用. 部分萤火虫和发光细菌

的荧光素酶晶体三维结构已经解析出来. 青海弧菌(Vibrio qinghaiensis sp.-Q67, 简称 Q67)是从青海湖青海裸鲤中提取

的一种新型淡水发光细菌, 已用于化学品的生物检测及毒性评价. 然而, 其催化发光过程中最重要的荧光素酶三维结

构尚未解析, 阻碍了化学品对 Q67 产生毒性的机理研究进程. 本工作通过异源二聚体同源建模与分子动力学模拟方法

构建了 Q67 荧光素酶的三维结构. 研究结果表明, Q67 荧光素酶蛋白有 α和 β两个多肽亚基, 范德华力是维持 α/β稳定

结构的主要作用力, 而 α/β亚基携带的净电荷产生的静电相互作用不利于体系稳定. 缔合的专一性则由 α/β亚基接触面

上的极性基团之间的氢键实现. 底物黄素单核苷酸与 Q67 荧光素酶的结合位点在 α亚基活性口袋中, β亚基有利于保持

α亚基活性口袋的稳定性. 
关键词  异源二聚体; 荧光素酶; 同源建模; 淡水发光菌; 分子动力学 

 

Molecular Modeling Study on the Three-dimensional Structure of the 
Luciferase Protein in Vibrio-qinghaiensis sp.-Q67 

Chen, Fu    Liu, Shushen*    Duan, Xintian 
(Key Laboratory of Yangtze River Water Environment, Ministry of Education, College of Environmental Science and 

Engineering, Tongji University, Shanghai 200092) 

Abstract  Bioluminescence technique derived from the luciferase-based catalization reactions has been widely used in 
chemistry, biological assay and environmental science. The three-dimensional crystal structures of luciferase proteins in some 
firefly and luminescent bacteria were elucidated. Vibrio qinghaiensis sp.-Q67 (Q67), one of freshwater luminescent bacteria 
which was extracted from Gymnocypris przewalskii in Qinghai lake, has been used in biological assay and toxicity evaluation 
of many chemicals. However, the crystal structure of the luciferase (the most important catalyzer to bioluminescent) in Q67 is 
still not established, which hinders the process of the study on the molecular mechanism of toxicities of chemicals to Q67. In 
this study, the three dimensional structure of bacterial luciferase in Q67 was constructed by using the heterodimeric homol-
ogy modeling combined with the molecular dynamics simulation which were performed with explicit TIP3P water. The 
simulation system was equilibrated at 4 ns, and was prolonged for another 4 ns for extracting the equilibrium trajectories at 
the 8th ns. The stability of the system was monitored through the convergences of energy, temperature, and global root mean 
square deviation (RMSD). The ptraj modules in the AMBER software were used to analyze hydrogen bond occupancy be-
tween α and β subunit. And then, the molecular mechanics generalized born surface area method was applied to identify 
critical amino acids of the α and β subunits that interact with each other during the native heterotetrameric structure forma-
tion. It was shown that the luciferase in Q67 is a heterdimer including two polypeptide subunits (α and β) and the stabilization 
of this heterodimer was mainly determined by the van der waals force. The specificity of association is realized by hydrogen 
bonds formed between subunits. However, the electrostatic interaction from the net charge on α and β subunit is unfavorable 
to the stability of the dimer. The active sites of flavin mononucleotide binding to the luciferase in Q67 are located in the ac-
tive pocket of α subunit. The β subunit is helpful to keep the structural stability of the active sites on the α subunit. 
Keywords  heterodimer; luciferase; homology modeling; freshwater luminescent bacteria; molecular dynamics 

   
1  引言 

由荧光素酶催化发光和荧光蛋白光释放等生物发

光技术已经广泛应用于化学、生命科学和环境科学等研

究领域[1]. 荧光素酶是生物体内催化荧光素(luciferin)或

脂肪醛(aliphatic aldehyde)氧化发光的一类酶的总称. 荧
光素酶报告基因分析(luciferase assay)是最成功的案例. 
荧光素酶可以催化荧光素生成氧化荧光素, 产生生物荧

光(bioluminescence). 应用该体系可以极其灵敏、高效地
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检测基因的表达, 是检测转录因子与目的基因启动子区

DNA 相互作用的一种检测方法. 研究表明, 在细菌、真

菌、昆虫、鱼类等多种生物体内都存在荧光素酶[2～4]. 研
究最多的两类荧光素酶为萤火虫荧光素酶和发光细菌

荧光素酶. 萤火虫荧光素酶有两个清晰的结构域, 较大

的 N 端(残基 4～436)和稍小的 C 端(残基 440～544), 两
结构域之间通过一条很短的铰链肽接连[5]. 在 Mg2＋、

ATP 和 O2 存在时, 催化荧光素(Luciferin)氧化脱羧, 发
出可见光. 而细菌荧光素酶由 α和 β两个多肽亚基组成

异源二聚体, α 和 β 亚基分别由荧光素酶基因 luxA 和

luxB 编码而成[6]. 细菌荧光素酶的底物是还原性黄素单

核苷酸(FMNH2)和长链脂肪醛, 后者与荧光素酶具有微

摩尔级的高亲和力. 在细菌发光过程中, 荧光素酶催化

长链脂肪醛生成长链脂肪酸[7,8].  
目前, 已对萤火虫荧光素酶与海水发光细菌的荧光

素酶的晶体结构进行了表征与测定. Auld 等[2,9]测定了

两类底物竞争抑制剂与北美萤火虫 Photinus pyralis 荧

光素酶复合物的晶体结构, 分析了萤火虫荧光素酶的活

性口袋, 探讨了抑制机理. Sundlov 等[10]在研究 Photinus 
pyralis 荧光素酶野生型和交联型蛋白晶体结构时, 发现

在催化过程中酶 C 端会旋转 140 度并且向 N 端靠近, 这
与日本萤火虫(Luciola cruciate)荧光素酶[11]构象变化一

致. Campbell 等[8]在海水发光菌 Vibrio harveyi 荧光素酶

结构[12]基础上测定了 α 亚基中一段保守 loop 区(262～
291)的结构数据, 构建了荧光素酶-FMN 复合物的三维

结构, 证明 β 亚基虽然不参与催化过程, 但可稳定 α 亚

基活性位点构象. Yamasaki 等[13]考察麻醉剂对海水发光

细菌 Vibrio fischeri 荧光素酶的影响时发现 C12H25OH 与

底物 C11H23CHO 有竞争结合作用, 指出 C12H25OH 就结

合在底物口袋中.  
近年来 , 一种新型淡水发光细菌——青海弧菌

(Vibrio qinghaiensis sp.-Q67, 简称 Q67)[14]由于能在淡水

环境和很宽 pH 范围(6.5～11)正常发光, 已被推荐为发

光细菌急性毒性试验标准方法[15]. Q67 已经广泛应用于

工业化学品与环境污染物的生物检测和毒性评价[16～18]. 
我们课题组系统地开展了化学污染物特别是混合物对

Q67 发光的抑制毒性研究[19～22]. 同时还发现部分污染

物特别是某些混合物对 Q67 产生具有低剂量刺激与高

剂量抑制特征的所谓 Hormesis 效应[23]. 这需要更深入

的分子机理研究才能探知其原因.  
然而, 与催化发光过程密切关联的Q67中荧光素酶

及其与发光底物复合物的晶体结构仍未实验测定, 这阻

碍了相关发光过程特别是分子水平发光机理的研究进

程. 为此, 本文选取 Q67 荧光素酶作为研究对象, 通过

异源二聚体同源建模[24]及分子动力学模拟构建了 Q67
荧光素酶的三维结构, 分析了 α亚基和 β亚基的结合模

式, 探索了底物黄素单核苷酸(FMN)与 α 亚基结合的关

键位点, 讨论了 β亚基的结合口袋. 

2  结果与讨论 

2.1  分子动力学模拟体系动态平衡分析 

对 Q67 同源建模得到的三维结构进行 8 ns 的分子

动力学模拟. 由图 1 可知, 从第 4 ns 后, 体系趋于稳定, 
在 4～8 ns 内均方根位移(RMSD)未见明显波动, RMSD
收敛于 2.27 Å, 波动幅度小于 0.3 Å, 体系达到动态平

衡. 对整个模拟过程中的温度、总能量、势能等进行监

测, 发现它们随时间的变化曲线没有突刺, 也在 4 ns 后
均达到平衡状态. 

 

图 1  Q67 荧光素酶体系的均方根位移 RMSD 随时间变化图 
Figure 1  Plot of root mean square deviation (RMSD) vs. time for the 
luciferase in Q67 

2.2  Q67 荧光素酶结构的 Ramachandran 图 

以第 8 ns 内势能最低的构象为 Q67 荧光素酶三维

结构, 构建 Ramachandran 图(拉氏图), 如图 2 所示.  

 

图 2  Q67 荧光素酶三维结构拉氏图 
Figure 2  Ramachandran plot of the structure of luciferase in Q67 

由拉氏图可知, 只有 Lys283α 位于不合理的区域, 
Ile219α, Asp147α和 Ile230β虽然不在最佳允许区域内, 但
位于最大允许区. 甘氨酸 Gly 由于缺少长侧链的制约使

多肽链在 Gly 残基出现的地方具有显著的构象柔性, 因
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此 phi 和 psi 角可以出现一些偏离拉氏图允许区域的值. 
脯氨酸的N-C旋转受到吡咯烷环的束缚, 因而具有更小

的构象自由度, 不可能形成 α-螺旋所需的转角, 在拉氏

图上的分布区域非常小. 在 Q67 荧光素酶结构中, 除了

甘氨酸和脯氨酸外, 在最佳允许区域(红色)内的残基个

数为 532 (占 87.4%)、额外允许区(棕色)73 个(12%)、最

大允许区(黄色)3 个(0.5%)、不允许区 1 个(0.2%). 说明

Q67 荧光素酶的结构是可靠的. 

2.3  Q67 荧光素酶二级结构分析 

Q67荧光素酶由 α和 β两个多肽亚基组成. α亚基有

3 个 β-折叠片、15 个 α-螺旋、22 个 β-转角、1 个 β-凸
起结构. β亚基有 2 个 β-折叠片、13 个 α-螺旋、24 个 β-
转角. 图 3 描绘了 Q67 荧光素酶 α和 β亚基的二级结构. 
2.3.1  α亚基结构分析 

α亚基的 3 个 β折叠片如图 3a 所示. 第 1 个平行 β
折叠片 A 由 9 个折叠股组成, 第 2 个平行 β折叠片 B 由

2 个折叠股组成, 第 3 个为反平行 β折叠片 C 也由 2 个

折叠股组成. 折叠片 A 含有 6 个 βαβ超二级结构, 其中

第 1 个和第 2 个 βαβ 组合在一起形成了 Rossman 折叠. 
折叠片 C 的 2 个股形成了 β 发卡(Lys268α～Tyr270α与
Trp277α～Asp279α). 结构中 β 折叠的残基为 50 个(占
14.1%), α螺旋的残基为 144 个(占 40.6%). 
2.3.2  β亚基结构分析 

β亚基的 2 个 β折叠片如图 3b 所示. 与亚基 α类似, 
第 1 个平行 β 折叠片 D 较大, 由 9 个折叠股组成, 第 2
个反平行 β折叠片 E 由 2 个折叠股组成. 折叠片 D 含有

5 个 βαβ 超二级结构, 其中第 1 个和第 2 个 βαβ 也形成

了 Rossman 折叠. 折叠片 E 形成了 β 发卡(Tyr143α～ 
Cys144β与 Ile156β～Ser157β). 结构中 β折叠的残基为 39
个(占 12.0%), α螺旋残基为 143 个(占 44.1%). 

总体上看, α和 β亚基的三维结构相似, 两者氨基酸

序列的一致性为 32%. α 和 β 亚基的较大的平行 β 折叠

片均由多个 βαβ 单元装配而成, 当沿着肽链方向观察, 
可见整个平行的 β 折叠片以右手方式扭曲, 形成了平行

β桶. 为疏水口袋的形成提供了条件. 
2.3.3  柔性区域分析 

α亚基残基的均方根浮动(RMSF)比较稳定, 没有突

然的升高(图 4). 提取 3 个较高峰对应的残基进行分析, 
第一个峰对应的残基为 Ser145α～Gln159α, 为一段弯曲

度较大的 γβγ 转角组成的 loop 段, 另一段为 Leu213α～
Ile219α 为一段小的无规则卷曲, 第 3 段为 Asp279α～
Arg291α的 βγβ 转角组成的较平滑但是跨度很大的 loop
段. 前者连接的是 α 螺旋到 β 折叠股; 后者连接的是 β
折叠股到 α螺旋并在之前是一段 β发卡折叠, 这使得该

区域的结构柔性很大. 
β亚基的残基RMSF具有两段不同的区域(图 4), 从

Met1β到 Asp195β这段区域的 RMSF 值较低, 整个结构 

 

图 3  Q67 荧光素酶 α (a)和 β亚基(b)的二级结构拓扑图 
Figure 3  Topological graphs for the secondary structures of α (a) and β 
subunit (b) of the luciferase in Q67 

在模拟过程中波动不大, 该区域靠近亚基交界面, 同 α
亚基形成了很多稳定的氢键, 并且有较强的疏水接触. 
Arg201β～Gln324β 的 RMSF 较高 , 结构较不稳定 . 
Trp194β～Asn198β为 β 转角铰链区, 随后为一段结构域

上相对独立的 αβαβα 组合, 因为两个结构域相对独立, 
所以后面一个域具有较大的活动范围, RMSF 也较大. 

2.4  α/β亚基体系的结合模式 

Q67 荧光素酶 α亚基和 β亚基的结合模式如图 5. α
与 β亚基间蛋白-蛋白相互作用图见支持信息图 S1. 

利用第 8 ns 的分子动力学模拟轨迹进行氢键分析, 
在 α与 β亚基的交界面上, 持续时间大于 90%的氢键列

于表 1, 更多信息见支持材料表 S1. 有 17 个氢键在第 8 
ns 内超过 90%的时间存在即频率大于 90%, 说明这 17 
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图 4  Q67 荧光素酶各残基的均方根浮动 RMSF 值 
Figure 4  Plot of the root mean square fluctuation (RMSF) vs. the resi-
due index 

 
图 5  Q67 荧光素酶 α/β体系三维结构及结合口袋 
Figure 5  The tertiary structure and binding pockets of the luciferase in 
Q67 

个氢键对于保持 α和 β亚基之间特定残基对的相对位置

起到关键性作用. 特别是 Arg85α 与 Glu43β, Glu43α 与
Arg85β以及 His45α与 Glu88β之间氢键存在时间为 99%
以上 , 并且成对残基之间的相互作用较大 (分别为    
－20.06, －17.72 和－21.73 kcal/mol). 有 3 个水分子也

参与亚基间的稳定(表 1).  
α与 β亚基的结合自由能(ΔG)可以分解为溶剂化极

性能(ΔGpol-sol)、溶剂化非极性能(ΔGnpol-sol)、范德华能 
(ΔEvdw)和静电作用能(ΔEele). 有意思的是, 残基对之间 

表 1  α和 β亚基间氢键频率及成键距离 
Table 1  The occupancy of hydrogen bonds formed between α and β 
subunits and bonding distance 

供体 受体 频率/% 距离/Å 

Asn159β@O Gln17α@N 100 2.90 

Gln95β@O Thr18α@O 100 2.68 

Glu43β@O Arg85α@NH2 100 2.79 

Glu43β@O Arg85α@NH1 100 2.81 

Gln95α@O Thr18β@O 100 2.74 

Val57α@O Ser60β@O 100 2.71 

Glu43α@O Arg85β@N 100 2.75 

Ser152β@O Arg115α@N 99 2.93 

Glu88β@O His45α@N 99 2.76 

Ser152β@O Gln266α@N 97 2.94 

Asn273α@O Asn118β@N 97 2.93 

Thr80α@O Arg85β@N 97 3.01 

Gln266α@O Asn145β@N 96 3.03 

Thr80α@O Arg85β@N 96 2.89 

Glu48α@O Asn159β@N 95 2.91 

His152α@O Asn118β@N 94 3.02 

Phe116β@O Val82α@N 91 2.96 

water@O Thr80β@O 97 2.90 

water@O Asn273α@N 97 3.01 

water@O Ser298β@O 93 2.79 

 
的静电相互作用能与溶剂化极性能对 α与 β亚基的结合

稳定性的作用正好相反. 这在其他蛋白体系的亚基相互

作用研究中也曾发现过[25]. 能量贡献排在前 4 位的残基

对 (His45α-Glu88β, Arg85α-Glu43β, Glu43α-Arg85β 和

Lys98α-Asp22β)之间形成稳定氢键(频率＞97%), 这些氢

键为两个亚基的稳定提供了重要的结合能来源(＜－10 
kcal/mol). 从能量拆解(见表 2)可以看出, 形成氢键的残

基(表 1)具有很强的静电相互作用能, 但极性溶剂化能

产生较强的不利作用. 另外, 有些残基对之间的能量对

结合不利, 其总结合自由能为正值, 较不利的 3 组残基

对为Arg85α-His76β, Arg85α-His45β和His45α-Arg85β(表2). 
α与 β亚基的结合自由能为－183.0 kcal/mol, 其中

ΔGnpol-sol 为－39.6 kcal/mol)、ΔEvdw 为－309.3 kcal/mol)
和ΔGpol-sol为－45.0 kcal/mol 均为负值, 有利于结合. 而
ΔEele为 210.9 kcal/mol, 不利于结合. 这可能是 α/β体系

所携带的－22 净电荷引起[7,26]. 就静电相互作用来看, 
亚基之间的静电能是不利于稳定的, 但是溶剂化极性能

有利于稳定, 总静电能为 165.9 kcal/mol, 因此静电力并

不是 Q67 荧光素酶 α 和 β 亚基稳定结合的主要作用力. 
从范德华力来看, 两种非极性力都是有利于结构稳定

的, 总范德华能为－348.9 kcal/mol. 可知, 维持α/β亚基

稳定的力主要是范德华力, 主要是加固作用而且没有特

异性. 而 α/β 亚基缔合的专一性则由 α/β 亚基接触面上 
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表 2  α亚基与 β亚基间重要残基对的相互作用能 a 
Table 2  The interaction energies of pairwise residues between α and β 
subunits 

残基 1 残基 2 ΔGvdw ΔGele ΔGpol sol ΔGnpol sol ΔGtot 

His45α Glu88β 0.61 －53.61 31.85 －0.64 －21.79

Arg85α Glu43β 1.20 －49.14 28.32 －0.49 －20.12

Glu43α Arg85β 0.81 －44.70 26.48 －0.32 －17.73

Lys98α Asp22β 0.55 －50.93 40.44 －0.79 －10.73

Thr80α Arg85β －0.21 －11.60 2.94 －0.69 －9.57 

Asp89α Thr47β 0.49 －11.52 4.60 －0.68 －7.11 

Lys98α Thr18β －0.47 －7.86 2.90 －1.24 －6.66 

Glu88α His45β －0.64 －39.97 34.71 －0.65 －6.55 

Arg85α His81β －1.74 －3.97 0.65 －1.38 －6.44 

Glu48α Asn159β －0.55 －8.35 3.47 －0.88 －6.31 

Arg85α His76β －0.56 4.37 －1.41 －0.40 2.00 

Arg85α His45β －0.34 30.19 －25.74 －0.29 3.82 

His45α Arg85β －0.61 33.67 －26.62 －0.55 5.89 
a 能量单位: kcal/mol.  

的极性基团之间的氢键实现, 残基对的氢键供体或受体

在分子间相互作用中起到主要的识别作用. 

2.5  Q67 荧光素酶活性位点分析 

在 Q67 荧光素酶蛋白中, 发现有 2 个可能与小分子

结合的口袋 A 和 B (图 5). 口袋 A 体积为 852.75 Å3, 位
于 α亚基 β桶区域, 口袋 B 体积为 635.75 Å3, 位于 β亚
基的 β 桶区域. 从结构上看两个口袋都可以与小分子结

合. 为了确定 Q67 荧光素酶与 FMN 分子的结合位点, 
利用已经测定的与底物 FMN 结合的 Vibrio harveyi 荧光

素酶三维晶体结构进行保守残基分析. FMN 与 Vibrio 
harveyi荧光素酶的结合位点位于 α亚基, 形成氢键的关

键残基为 Glu43, Ala75, Arg107, Leu109, Ser176 和

Thr179. 由于Q67与Vibrio harveyi的荧光素酶 α亚基具

有很高的一致性(84%), 两者口袋区域的残基几乎一致, 
关键残基位置也一致, 因此, 可用 Vibrio harveyi 荧光素

酶中与 FMN 结合的 α 亚基为模版进行同源建模, 构建

Q67荧光素酶与 FMN结合的构象. Q67荧光素酶分子动

力学模拟构象与 α 亚基同源建模构象的叠合图如图 6. 
图中与 FMN 形成氢键的关键残基(红色)是 Glu43α, 
Ala75α, Arg107α, Leu109α, Glu175α和 Ser176α, 在无底物

结合与 FMN 结合两种状态中均保持相似构象. Thr179α

所在的 α 螺旋稍有位移, 使得口袋开口变大, 有利于

FMN 进入活性口袋中. 在 FMN 结合构象中, Thr179α与
FMN 的双键氧原子氢键距离为 2.47 Å, 处于氢键形成

范围. 残基Ser145α～Arg165α的 loop区具有较大的柔性, 
为 Thr179α所在的 α螺旋的位移提供了条件.  

β亚基的口袋主要是由 β折叠股和一些无规则的弯

曲组成, 口袋形状比较狭长. 并且从 RMSF 图可以看出, 
两个结构域稳定性不同. 不利于底物的稳定结合, 但是

可以结合较小的分子.  

 

图 6  Q67 荧光素酶无底物结合(蓝色)及底物 FMN 结合(黄色)状态活

性口袋结构对比图 
Figure 6  The structures of active pockets of the binding-free luciferase 
(blue) and the binding FMN-luciferase (yellow) in Q67 

3  结论 

通过异源二聚体同源建模技术建立了 Q67 荧光素

酶蛋白的 α/β 亚基二聚体结构, 并对同源建模构象进行

了水溶剂环境下的分子动力学模拟研究. 利用稳定构象

的动力学轨迹坐标分析了两个亚基之间的氢键成键情

况, 计算了体系中两个亚基的结合自由能, 确定了 α 与

β 亚基的结合模式和重要残基. 通过与 FMN 结合的

Vibrio harveyi 荧光素酶晶体结构的保守残基分析, 确定

了 Q67 荧光素酶 α亚基与 FMN 结合的口袋. 同时发现, 
β 亚基不仅可以稳定 α 亚基的活性位点构象, 也可能与

某些小分子结合. 模拟结果有助于推进化学品对Q67产
生毒性的分子机理研究. 

4  实验部分 

4.1  异源二聚体同源建模 

Q67荧光素酶具有两个不同亚基, α亚基含355个残

基, β亚基含 324 个残基, 需采用异源二聚体同源建模或

者蛋白-蛋白对接方法来获得蛋白质三维结构[27,28]. 从
Q67荧光素酶序列出发搜索PDB蛋白质结构数据库, 找
到与模板序列一致性高于 30%的有 3fgc[8], 1bsl[6], 
1nfp[29]和1fvp[30]等蛋白质结构, 其中Vibrio harveyi荧光

素酶 3fgc 与 Q67 序列一致性最高(α 亚基 84%, β 亚基

60%). 选取 3fgc 作为最佳模版利用 HOMCOS (http:// 
strcomp.protein.osaka-u.ac.jp/homcos/)进行异源二聚体

同源建模. 序列比对结果见支持信息图 S2. 选取打分数

值最负(Zseqcon＝－53.6)的结构为同源建模结构. 利用

UCSF Chimera[31]调用 MODELLER[32]对 Q67 荧光素酶

结构中 loop 区缺失残基进行补全及结构初步优化. 

4.2  分子动力学模拟 

利用AMBER程序对Q67同源建模得到的结构进行

分子动力学模拟[33]. 采用 ff12SB 力场描述蛋白质分子, 
原子类型和电荷使用 antechamber tool 指定. 将蛋白质

放入 TIP3P 矩形水盒子中, 蛋白质距离盒子的最短距离
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为 8.5 Å. 添加 22 个 Na＋离子保持体系电中性.  
整个模拟过程包括能量最小化, 体系逐步升温, 等

温等压系综(isothermal-isobaric ensemble, NPT)系综动力

学模拟[34]. 能量最小化分三个步骤: 首先松弛水分子, 
其次松弛骨架原子, 最后对整个体系进行能量最小化. 
每个步骤均执行 2000 步最陡下降法和 1000 步共轭下降

法[35]. 在 50 ps 的时间将体系从 0 K 升温到 300 K, 随后

进行NPT周期性边界条件下的模拟. 应用 PME (particle 
meshewald)方法计算体系的长程静电相互作用. 长程范

德华力距离设置为 8 Å. 使用 Langevin thermostat 控制

温度为 300 K. SHAKE 算法来约束键伸缩, 时间步长 2 
fs[36]. 模拟过程中每10 ps保存一个构象. 使用ptraj模块

来分析 Q67 荧光素酶在整个模拟过程中的 RMSD、达到

平衡状态后残基的 RMSF 及亚基间氢键出现频率等. 通
过 8 ns 的分子动力学模拟最终得到 Q67 荧光素酶的三

维结构. 提取第 8 ns 内势能最低的构象和第 8 ns 的平均

构象, 两者叠合很好. 叠合图见支持信息图 S3. 

4.3  MM/GBSA 能量计算及拆解 

采用 MM/GBSA 方法, 利用动力学模拟轨迹第 8 ns
的 100 帧的构象, 对 α亚基与 β亚基之间的相互作用进

行能量计算[25]. 结合自由能ΔG 从二聚体蛋白、α亚基和

β 亚基的自由能计算而得[37]. 其中, 溶剂化自由能中的

极性溶剂化能由广义波恩 GB (Generalized Born)方法计

算得到; 非极性溶剂化自由能由基于可及化溶剂表面积

SASA 的 LCPO 方法计算得到[38].  
为了研究两个亚基相互作用的关键残基 , 利用

AMBER 中的 MMPBSA.py 模块对相互作用能进行

MM/GBSA 自由能拆解, 计算成对残基之间的能量. 
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