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摘要 通过分子动力学模拟研究了MMP一2和 ,ctwxamzte抑制剂之间的作用模式 在分子动力学模拟中，对于催化 

区的锌离子和其共价结合的配体(包括抑制剂和组氢酸)采用了键台的模型．从模拟的结果可以看到， 取代基和 

MMP一2的 sl疏水口袋中的部分残基能形成很好的几何匹配，从而可以产生很强的范德华和疏水相互作用 模拟结 

果也表明，两个抑制剂和 MMP一2之间分别能形成 5十和 8个氢键，抑制剂 B比A话性更高的原因就是能够形成更 

加有利的氢键作用模式 在整个模拟过程中，催化锌都能保持好的五配位形式，配位键的长度也处于稳定的状态．预 

测得到的 I1P一2和其抑制剂的丰【』互作用模式对于垒新抑制剂的设计提供了非常重要的结构信息． 
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~traet The binding m~xle of MMP一2 with hydmxamate inhibitors was studied by using molecular dy~ cs 

( fD)simulations．In MD simulatio~．a bonded model for the catalytic zinc center wHs used to represent the 

bonded interactions between zinc ~lter and e~
．．．

qme／ilthibitor．From the simulated results．it Call be se∞ that 

uthe s~fituent on R site will form good steric complementarity t}l the S1 hydropbobic pocket of MMP一2： 

consequently，produce strong van der Waaks contacts and hydrophobic interactions．Moreover，the hydrogen 

bands between reoeptor and hgand was critical for ligand binding，and two inhibitor carlform 5 and 8 hydrogen 

bonds withMMP一2．respectively The stronger binding afrmit7
．

-

0fBthanA ma)rbe derivedfrom the／／111o1~血一 

vorable hydrogen—ben ding  interactions．In MD simulations． coordination of the inhibitor’s hydmxtmtate 

group to the catal}ntic zinc atom }| maintained very
,
well for the entire simulation time．The predicted complex 

structure of MMP一2 with hydroxamates wiU be re1T important for us【0 take into insight the potential mecha- 

nisrm of the intermolecular interactions between inhibitor and receptor，especially with respect to the design of 

new compo unds．
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— 8和 MMP一13；两种白明胶酶(gelati

n

nase)．MMP一2 

和 MMP一9；三种基质蛋白酶(st~meXysin)，MMP一3．

MMP一10和 MMP一11．除了这三个大类之外，还有 

能降解 非 纤 维 蛋 白的 matrilysin(MMP一7)和 

macrophage rnetallloelastase(MMP一12)．最近，MMPs家 

族又增添 了一个分支，就是 Membrane Type MMPs 

(MT—MMPs)，目前包括四个成员，从 MMP一14到 

MMP一17．MMPs家族成员的催化区都包含两个锌 

离子．一个起催化作用．而另一个则起稳定结构的作 

用．起催化作用的锌离子和周围三个组氨酸上的 N 

原子形成配位键，三个组氨酸包含在形如一vAA． 

旺xc}D cⅪⅢ一的一段保守序列中．除了MMP一7 

和 MMP一23之外，其他 MMP在碳端都包含一个和 

hemopexin结构近似的结构保守区．这个区域对 MMP 

和其机体抑制剂(tissue inhibitor)的相互结合起了重 

要的作用 ．

在 MMPs家族中，gelatinase被认为是一个非常 

重要的药物设计靶点．gelatinase可以通过分裂由第 

四类胶原蛋白组成的白血管基底睫来阻止肿瘤的生 

长和扩散，因此 gelatinase抑制剂的研究对于寻找新 

的抗癌药物具有非常重要的意义 “J．gelatinase—A 

(MMP一2)晶体结构的获得_5j，使得我们能够从分子 

水平上研究此类酶抑制剂与酶活性中心的作用机 

H 

1 计算方法 

制，为gelatinase—A抑制剂的设计提供一些重要的 

结构信息．

H 

o 

N
／  

H 

围式1 MMPs类抑制剂的特征结构 

Scheme 1 rIt structural d】丑I 把 cs of MM inhibitors 

根据 MMP受体的特征．人们设计了许多肽类和 

非肽类抑制剂 大致结构如图式 1所示 (以hydroxa． 

mte类抑制剂为例)，其中O(1)和 O(2)和催化锌离 

子发生螯合．R 是抑制剂与 s1疏水 口袋相互作用 

的部分，与抑制剂的活性密切相关．R2是暴露在水 

中的部分，对抑制剂活性没有明显的影响，但会影响 

药物的口服性 ．R3和 R4对活性也有一定的影响，具 

体机理还不很清楚．在研究中，我们选取了两个 hv． 

droxanmte类的抑制剂L，这两个化合物对 MMP一2 

都有较好的抑制活性，分子结构如图式 2所示，抑制 

剂的结合自由能见表 2．

n

围式 2 两个 hydroxax~mle抑制剂的二维结构 

SdIeme 2 The 2D slamctm~ of two hydroxanmte inhibitors 

1．1 模型搭建 

MMP～2的晶体结构直接取 自蛋白质结构数据 

库(PDB)，PDB编号为 1QIB．和其它 MMPs相似，

MMP一2的催化区结构也包括 5个筒状的 口折叠，

其中4个平行，1个为反平行，还有 3个很长的 螺 

旋，MMP一2的催化区结构没有 因为柔性 loop区 
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(ⅡD)的插入而发生太的变化．因为还没有获得 

MMP～2和其抑制剂相互作用的复合物结构 因此 

我们首先应该搭建出分子动力学模拟的复合物的初 

始模型．NMPs家族的成员在结构上非常保守．而且 

受体和底物之间的作用模式非常相似 可以通过 

MMPs家族其它成员复合物的晶体结构来搭建模拟 

的初婚结构．我们选取了1MMP一3和 hv 姗 te抑 

制剂复合物的晶体结构作为参考结构(PDB编号：

1BlⅥ) ．整个搭建过程分 为三个步骤：首先，把 

1Qm和 1BIW进行结构比对(structuralalignment)；把 

hv 0x∞ e抑制剂从 1B 中取出，放八 1QIB中得 

到复合物结构；把搭建得到的复台物模型进行人工 

调整以避免明显的原子碰撞，仅调整活性位点附近 

部分残基的两面角．

1．2 分子力场 

在模拟中，对催化锌采用了五配位的键合模型．

与锌原子有关的键伸缩以及键角弯折的参数来自于 

文献 8]．和 Hoop等的处理方法相同，所有与锌原子 

有关的两面角均设置为 0。．和抑制剂中 一0基团 

有关的力场参数来自于 Taba等的计算结果 ．其它 

的力场参数均来自AMBER力场 J表 1列出了与 

锌原子和 一0基团有关的力场参数．

表 1 

1 e1 

催化锌和抑制剂上 dr慨蛆 -te基团的力场参数 

Theforcefidd pararr,eter~forthe caIahmc zincions af 

riot'f ~ie groups associated with IIydroxamms 

对于结构锌原子，考虑到它不直接影响底物和 

受体之间的结合，计算则采用了非键模型，部分电荷 

即为形式电荷(2le1)．而对于催化锌原子，由于采用 

了键台模型，除了需要考虑键、键角和两面角参数 

外，还需要得到正确的电荷分布．一般来讲，当抑制 

剂和受体结合时，其电荷的分布和在溶液中自由状 

态的电荷分布肯定有明显的区别．对本文研究的体 

系而言，结台和非结合时，由于发生电子的转移，和 

锌原子螫合的两个 O原子上的电荷会有很大的差 

别，由于本文研究的体系还没有复合物结构，因此还 

很难考察环境对抑制剂电荷的影响．因此，在本文 

中，为了解决这个问题，我们采用了两步的静电势 

(ESP)拟台来得到催化锌和其配体的部分电荷．在 

第一步中，我们计算锌原子，三个组氮酸，以及抑制 

剂上的两个螫台氧原子上的部分电荷．图3是一个 

抑制剂和 MMP～2结合的简化的理论模型，这个模 

型仅仅包括催化锌，三个组氨酸和抑制剂．c c一 

(O)NttOn作为简化的抑制剂模型．先采用半经验量 

化方法 ．~aM1来优化这个理论模型ll，然后用 Gans． 

sJan98中的 Hartree—Fock方法来得到模型周围静电 

势分布，计算采用 6—31 基组ll．最后采用约束静 

电势收敛方法(Restrained Electrostatic Potenfial，RE- 

sP)来得到模型的部分电荷分布 ，静电势拟合采 

用了AMBER 6．0模拟软机包中的 RESP程序，部分 

电荷如图式3所示 在第二步中，我们计算抑制剂上 

的部分电荷，计算步骤和第一步中的相同，但在这步 

计算中，我们约束抑制剂上和锌原子螯台的两个 O 

原子上的部分电荷，这两个 O原子上的部分电荷采 

用第一步中得到的数值 ．

围式 3 活性位点模型 及计算得到的静电势收敛电荷 

Scheme 3 The p al cha 目 forthe aetlve sitemodelfrom 

the RESP fitting calculations 
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1．3 分子动力学模拟 

所有分子动力学模拟均采用 AMBER 6．0软件 

包．增加的力场参数以及得到的部分电荷均加入 

KMBER力场文件和数据库文件中．模拟温度为 300 

K，溶剂采用 TIP3P水模型．对于两个模拟体系，均在 

抑制剂周围加上2 m 的水分子层．在分子动力学模 

拟之前，对模型进行一系列的约束分子力学优化，对 

模型中的重原子分别采用 41．8，4．18和 0．42 kJ／ 

(tool·m)I2的谐振子回复力．然后，在没有约束条件 

下进行分子力学优化，最大优化步数为 20 COO步，

收敛条件为能量梯度小于0．21 kJ／(tool·I玳】)_。．

分子动力学模拟分为两步．首先，进行 50 ps的 

分子动力学模拟使得体系达到平衡．接着，进行 100 

Ps的分子动力学模拟进行数据的收集．在数据收集 

时，每隔2O0 fs记录一次模拟体系的构象．在分子动 

力学模拟时，抑制剂、水分子以及抑制剂周围 1．6 

rm之内的残基没有任何约束 ，而其它的残基的重原 

子则外加一个 20．9 U／(mol·111123)I2的谐振子回复 

力 模拟中，采用Shake方法来约束体系中与氢原子 

有关的键伸缩．分子动力学模拟的步长为 1．5 fs，范 

德华相互作用的截断值(cutofff)设为 1．2 m，而静电 

相互作用则采用Ewald加和法来处理．

2 结果与讨论 

表2列出来从分子动力学得到的底物和环境 

(包括受体和溶剂)之间的平均相互作用能．从表中 

的数值可 看到，抑制剂 B与环境的相互作用能明 

显低于抑制剂 A与环境的相互作用能，这也可以在 
一 定程度上解释了为什么抑制剂 B比 A的有更低 

结合自由能，当然非键相互作用能结合自由能有很 

大的区别，因为自由能中还包括其它的因素，比如去 

溶剂化能和熵效应等等．考虑到研究的化合物具有 

相似的结构 ，因此它们也可能具有相似的去溶剂化 

能和熵效应 ．非键相互作用可 在一定程度上反 映 

受体和底物之间结合程度的强弱．

抑制剂和催化锌之间的配位对于抑制剂的活性 

起着非常重要的作用．表 3中显示了催化锌和配体 

之间配位键的平均长度和标准偏差．表 3中列出的 

配位键平均键长的标准偏差清楚地表明，在整个模 

拟过程中抑制剂和锌原子形成的配键都保持一种很 

稳定的状态．从已有的 MMPs家族的复合物晶体结 

构可 知道Ihvd 【amate抑制剂和锌原子形成的配 

键长度一般在 0．19～0．23 m 之间，计算得到的数 

值基本处于这个范围 而且，在模拟过程中，催化锌 

原子都能保持一种较好的五配位形式．

h

表2 抑制剂的结台自由能以及抑制剂的和环境之间的非键相互作用能 

"i'al~ 2 The experimental binding atilnities of it~fibitars and the nonboMed 

between interacf niom innbitots and their e~,4totunenta 

a e

裹 3 锌原子和配体之间配位键的平均长度(珊 ) 

T曲le 3 The aveT~e leith 0f the coatthtmte bonds b~'een zinc and ligands(m ) 

2．1 R1和受体间的相互作用 

对于在 MMPs家族的成员，S1口袋是一个非常 

重要的结合位点，不同 MMP的 S1口袋处的残基也 

不同，根据已有的 x射线衍射得到的晶体数据和同 

源性分析，可 根据 SI口袋的深度把 MMP分为两 

类．大多数的 MMP由一个较深的 sl口袋，例如 MMP 

一 2．MMP一9，MMP一3，MMP一8，MMP一13等．但是 

有三个特殊的 M枷)s(MMP—l，MMP一7，MMP—l】)，

它们的 S1口袋较浅．图 l显示从分子动力学得到的 

两个抑制剂和受体结合的平均构象，从这个图中可 

以看到，对于这两个抑制剂，受体上有四个残基能够 

和 al取代位置上的基团产生较好的几何匹配 这四 

个残基包括 Leu197，Val198，Leu218和 Tyr223在这四 

个疏水性残基中，Leu197，Val198和 Leu218具有较强 

的疏水性，它们能够和抑制剂形成较强的范德华和 

疏水性相互作用．而 Tyr223能够和底物形成较强的 
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范德华相互作用．在整个模拟过程中，Tyr223上的苯 

环所在的平面和抑制剂上的苯环所在的平面的夹角 

f 

LcLL197 

(a)

在 30~一50。之间，而且两个苯环的质心距离在0．4 

0．6 1111／I之间，两个苯环之 间可以形成较强的 堆积 ．

c h e

e

图 1 从分子动力学模拟轨迹文件得到的复合物的平均构象 

(a)抑制剂 A和 删̂P一2的结合构象；(b)抑制荆 B和 ~L'dIP一2的结合掏象(抑制刺在图中 球棍横型表示) 

ng．1 ctmapleaed ch fiemthe e州 MDtrajectofes 

(a)the c~plexed衄 du ofinhib~ A andMMP一2；(b)th ~nplexed 眦 h1 of hahibitor B and／~LMP一2 

(inffbitors ar~ cated u d—and一 r~uxte1) 

2．2 底物和受体间的氢键相互作用 

分子动力学的计算结果还表明，这两个抑制剂 

都能和受体形成若干氢键，而且这些氢键在整个分 

子动力学模拟过程中都能够很好地保持，这些氢键 

的形成会直接影响底物与受体之间的结合．表4列 

出这些氢键的平均长度以及标准偏差．从表中可以 

看到，抑制剂 A和 MMP～2之间～共形成了5个氢 

键 ，涉及 的残基包 括 Gly162，Leu164，Glu202，Pro22l 

和 Tvr223．而抑制剂 B除了能够和 MMP一2形成这 

五个氧键以外，还能和 Glu202，Gly162和 Asp161形 

成另外三个氢键 ．这些氢键的引入可以大大降低抑 

制剂 B和受体间的相互作用能，从表 2列出来底物 

和受体间的相互作用能可以清楚地看到，抑制剂 B 

和 MMP一2问的静电相互作用(一283．2 kJ／rao1)要 

明显低于抑制剂A和 MMP一2之间的静电相互作用 

(一219．4 kJ／rao1)．这可能就是抑制剂 B比抑制剂 A 

具有更低 自由能的主要原因．在图2所示结构的 R3

位置引入(cH')2co2基团以后，其羧基上的 O原子 

能够 和 Asp161上的 OD1原子和 Gly162上的 N原子 

形成氢键．这两个氢键的形成能够增强底物和受体 

之间的结合 ．

~

表 4 底物和受体间氢键的平均长度(nm) 

Tale 4 The dlstanee hydrogen～bonds bet~-een itdaibitors and protein(m ) 

。 

一 、

、 
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 ̂

一

一。 。、．

一
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