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摘要    大肠杆菌的维生素 B12转运蛋白(BtuCD)属于 ATP 结合盒转运蛋白, 目前对 BtuCD 转

运底物进入胞质内的确切机制仍不清楚. 本研究将 BtuCD 的跨膜结构域 BtuC 插入棕榈酰油酸

磷脂酰胆碱(POPC)双层膜中, 通过 MD 模拟来研究 BtuC 的功能性运动. 通过超过 57 ns 的 MD
模拟得到了稳定的蛋白质-脂双层膜体系. 模拟结果发现, POPC 双层膜能够调整其厚度以适应

其中的 BtuC. 反映脂双层膜性质的两个参数, 即每个脂分子的面积和脂双层膜厚度, 均与实验

测得数据吻合. 通过对从 MD 模拟提取的轨迹进行主成分分析(PCA), 使得能从原子水平上了

解 BtuC 的几种主要运动模式. 结果表明, 尽管 BtuC 的几种主要运动模式各不相同, 却都实现

了跨膜通道维度的改变, 控制通道开口的打开和闭合. 这些 BtuC 运动模式和与其相互作用的

BtuF 和 BtuD 的功能性运动很好的偶合. BtuC 的运动主要体现在周质一侧的区域, 控制跨膜通

道在该侧开口的大小. MD 模拟过程中, 这一侧开口可以比晶体结构反映的“开放”状态更开放. 
在胞质一侧, 并未观察到通道开口的明显变化. 意外的是, 尽管 BtuC 两个结构域具有相同的序

列和类似的高级结构, 但它们在运动上却有明显差异. 这些结果有助于在原子水平上理解底物

的转运机制. 
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ATP 结合盒(ATP binding cassette, ABC)转运系统

是生物体内普遍存在的跨膜转运系统, 其借助 ATP
化学能进行底物的跨膜转运[1]. 该系统转运的底物包

括离子、多肽、糖类和脂类等[2~5]. 许多 ABC 转运系

统与医学相关, 例如涉及肿瘤的多抗药性(即某些肿

瘤细胞将化疗过程中使用的细胞毒性剂排出的能

力)、细胞免疫应答、感染性病原体的耐药性等[6~8].  
细菌的周质空间中有一类 ABC 转运系统, 称为

周质转运系统. 该系统由周质结合蛋白和跨膜转运

蛋白组成, 周质空间中的物质被周质结合蛋白捕获

并经由跨膜转运蛋白中的跨膜通道转运进胞质中 . 

跨膜转运蛋白包括跨膜亚基和胞质内的 ATP 结合亚

基, 两者各由两个相同的结构域组成. 跨膜亚基由多

个跨膜α-螺旋组成, 这些螺旋构成跨膜通道. 来自不

同物种的跨膜亚基同源性较低, 而 ATP 结合亚基却 
是高度保守的. ATP结合亚基上具有ATP的结合位点, 
ATP 水解释放的能量能使它的两个结构域发生构象

改变, 这种构象的改变可以传递给与其非共价结合

的跨膜亚基, 从而促使后者发生构象改变而实现底

物的跨膜转运[9,10].  
尽管已经获得了多种 ATP 结合亚基的晶体结构, 

但由于跨膜亚基是膜结合蛋白而难以获得晶体, 因 
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此目前仅获得了来自 3 种物种的完整 ABC 转运蛋白

的高分辨率晶体结构, 其中包括 BtuCD[11~13]. BtuCD
是革兰氏阴性细菌中维生素 B12 转运系统的跨膜转运

蛋白, 负责将周质结合蛋白 BtuF 捕获的维生素 B12

转运进胞质内[14]. 其跨膜亚基 BtuC 包括 648 个残基, 
ATP 结合亚基 BtuD 则包含 462 个残基. BtuC 的两个

结构域各有 10 个跨膜α-螺旋, 结构域之间形成维生

素 B12 的跨膜通道. 在胞质一侧, 两个短α-螺旋与

BtuD 接触, 该结合区构成了 BtuC 和 BtuD 之间能量

传递的区域.  
通过生化实验和解析转运蛋白的结构表明, 在

底物转运过程中跨膜转运蛋白经历大的构象改变[15], 
并提出了 BtuCD 转运维生素 B12的机制[13]. 但实验观

察到的只是一些较稳定的状态, 若要了解 BtuCD 转

运底物的整个动态过程还需借助其他方法. 其中一

种已经用来研究膜蛋白构象变化的方法是基于分子

三维结构的分子动力学(MD)模拟方法 [16,17]. 最近, 
有人用 MD 模拟方法研究了 BtuCD[18~20]. Oloo 和

Tieleman[18]构建了 BtuCD-POPE 脂膜体系并对该体

系进行了 15 ns 的 MD 模拟, 以研究 MgATP 与 BtuD
结合时对 BtuCD 构象变化的诱导. 他们认为 MgATP
的结合能引起 BtuD 两个结构域的相互靠拢并诱导

BtuC 的构象改变. 但该研究只说明了 BtuC 中的跨膜

通道的开口在 BtuD 两个结构域靠拢时能发生改变, 
却没有描述 BtuC 实现该过程时结构重排的细节. 事
实上, 无法确定模拟过程中 BtuC 的构象变化是由

BtuD 引起的还是由其自身性质决定的. Ivetac 等人[20]

对该体系作了更细致的 MD 模拟, 模拟的体系包括

BtuD, BtuD-ATP, BtuCD 和 BtuCD-ATP, 为了考虑

BtuF 的影响, 他们的模拟体系甚至还包括了 BtuCDF
和 BtuCDF-ATP. 其结果表明, ATP 确实能引起 BtuD
两个结构域的闭合; 但在 BtuCD 体系中却无法实现

该闭合, 除非有BtuF的结合来诱导. 通过对MD轨迹

进行主成分分析, 他们还描述了以上各体系的运动

模式. 该模拟研究细致地描述了 BtuD 在 ATP 结合的

诱导下发生的闭合运动以及 BtuC, BtuD 和 BtuF 之间

运动的协调, 并首先提出了两个 ATP 交替水解的机

制. 但由于体系大而模拟时间相对较短(不超过 15 
ns), 因此主成分分析不能很好地体现 BtuC 的功能性 

运动模式. 主成分分析结果的准确性取决于 MD模拟

采样的充分性 , 模拟时间越长采样越充分. 对于像

BtuCD-脂膜这么复杂的体系, 所需的 MD 模拟时间

就应该更长. 但复杂体系对计算机资源的耗费与所

需模拟时间更长形成了矛盾, 这也是前面这些研究

模拟时间短的原因. 这样, 较短的模拟时间和脂膜的

束缚使得难以观察到 BtuC 大的构象变化, 目前还未

见清楚描述 BtuC 功能性运动模式的报道. 由于跨膜

通道完全是由 BtuC 构成, 要理解跨膜通道的变化并

进一步理解其转运机制, 需要更清楚地了解 BtuC 内

在的构象变化性质. 
蛋白质的功能性运动模式是由蛋白质自身的内

在性质决定的, 其高级结构决定了其运动的自由度, 
这也是应用简单的弹性网络模型(例如高斯网络模型

和各向异性网络模型)就能粗略预测蛋白质功能性运

动模式的基础[21,22]. 因此, 通过对 BtuC-脂膜体系进

行较长时间的 MD 模拟来分析 BtuC 内在的主要运动

模式, 并与 BtuF 和 BtuD 的运动模式比较, 应该能促

进对 BtuCD 跨膜转运机制的理解. 
本研究构建了 BtuC 镶嵌于棕榈酰油酸磷脂酰胆

碱(POPC)脂膜中的体系, 并进行了超过 57 ns 的 MD
模拟, 以从原子水平上理解 BtuC 的功能性运动.  

1  体系和方法 

1.1  模拟体系 

模拟体系由 POPC 脂膜和镶嵌于其中的 BtuC 组

成(图 1). 脂膜是由上下两层各 119个 POPC脂分子组

成, 每个 POPC 分子具有相同的初始结构. BtuC 的结

构来自 BtuCD 的晶体结构(PDB 号为 1L7V[13]). 根据

实验信息将 BtuC 插入 POPC 脂膜内, 通过带电残基

带确定 BtuC 相对磷脂双层膜的正确位置. 在脂膜-蛋
白质体系中加入 15483个TIP3P水分子[23], 并加入 17
个 Cl−以平衡体系电荷 . 整个模拟体系的大小为

12.4×10.1×8.6 nm3, 包括 88447 个原子. 模拟体系用

VMD 软件[24]构建.  

1.2  MD 模拟 

MD 模拟用 NAMD 2.5 程序包 [25]进行 ,采用

CHARMM27 力场[26]. 采用 10~12 Å 的双截断半径进
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行范德华相互作用计算, 并采用 PME 方法计算长程

静电作用力[27]. 使用周期性边界条件. 模拟过程中温

度保持在 300 K, 同时保持 1 个大气压的恒压.  
为使该体系达到平衡, 首先固定磷脂头部和蛋 

白质, 用最陡下降法进行 1000 步的能量优化来优化

磷脂尾部和水分子, 然后固定磷脂尾部和蛋白质对

磷脂头部和水分子继续进行 1000步能量优化. 在表 1
中描述的第 1 次 MD 模拟后, 去掉所有约束, 对整个

体系进行 1×105 步的能量优化. 其他 MD 模拟步骤在

表 1 中列出. 得到的 MD 轨迹用 VMD 进行观察和分

析, 蛋白质的功能性运动用 GROMACS 程序包[28]进

行主成分分析[29]. 

2  结果和讨论 
2.1  脂膜的平衡 

每个脂分子的面积(area per lipid, APL)是磷脂双

层膜的一个最重要的性质并通常在模拟过程中用来

监控脂膜的平衡.  

 

 
 

图 1  BtuC-POPC 模拟体系 
该图用 VMD 软件绘制, 蛋白质结构 Cartoon 绘图方法描绘. BtuF 显示为蓝色; BtuC 的两个结构域分别显示为红紫色和红色; 其中来自

两个结构域的短螺旋结构(S1)显示为黑色; 两个α-螺旋 H5 用绿色显示; BtuD 的两个结构域分别显示为灰色和青色; POPC 分子头部放

大的磷原子显示为橙色, 疏水尾部显示为银色. BtuC 的所有螺旋标记为 H1-H10, 与 BtuD 接触的两个短螺旋标记为 L1 和 L2 
 

表 1   模拟步骤 

MD 步骤 温度/K 约束* 时间/ps 目的 

1 400 磷脂头部/蛋白质 250 “熔化”磷脂尾部 

2 0~300 磷脂头/尾/水/蛋白质 10×50 10 次约束 MD 模拟, 每次升温 30 K 

3 300 磷脂头/尾/水/蛋白质 50 约束 MD 模拟 

4 300 磷脂头/尾/水/蛋白质 250 约束 MD 模拟 

5 300 无 250 常规 MD 模拟 

6 300 无 5.75×104 常规 MD 模拟 

* 约束应用在重原子上, 在步骤 1 中, 脂分子头部、蛋白质和水分子固定; 在步骤 2~4 中, 脂分子头部、脂分子尾部、水分子、蛋

白质分别用系数为 10, 5, 2, 8 kcal·mol−1· Å−2, 5, 2, 0, 4 kcal·mol−1·Å−2 和 2, 0, 0, 1 kcal·mol−1·Å−2 的约束势约束 
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由于本实验所用磷脂双层膜由 238 个相同的疏

水尾部为直形的 POPC 分子构建, 该双分子脂膜需要

一伴随与 BtuC 相互作用而达到平衡的过程. 由图 2
可见, 在模拟过程中, POPC 脂膜的 APL 不断降低. 
APL 经过降低约 10 Å2, 在大约 40 ns 后达到平衡, 此
后在超过 17 ns 的时间内保持为(63.0±0.7) Å2. 该值

略低于先前 MD 模拟纯 POPC 脂膜所得到平均     
值(64±1) Å2[30]和 66.5 Å2[31], 但仍然接近 X-射线衍射

实验的结果, X-射线衍射实验得到的 APL 为 63~66 
Å2[32,33]. 

 

 
 

图 2  脂膜的每个脂分子的面积随 MD 模拟时间的变化 
 

磷脂双层膜的另一重要性质是厚度, 不同的脂

膜具有不同的厚度. 本实验使用下面的公式[34]来计

算 POPC 双层膜的有效厚度:  

lipid

lipid water
d dz

ρ
ρ ρ

=
+∫ . 

其中ρlipid 与ρwater 分别是磷脂和水的密度. 模拟结果

显示, POPC 脂膜的厚度也在约 40 ns 后达到平衡, 这
与 APL 的平衡同步. 在 40 ns 后其厚度为(43.5±0.3) 
Å(图 3). 该值大于X-射线衍射实验所获得的纯 POPC
脂膜的厚度(35~41) Å[35]. 值得注意的是, 该厚度值

更接近于棕榈酰油酸磷脂酰乙醇胺(POPE)的厚度 , 
实验所测得的 POPE 脂膜的厚度为 43.9 Å[36]. 由于

BtuCD 是大肠杆菌的跨膜蛋白, 而 POPE 分子是大肠

杆菌脂膜的主要成分, 所以在 MD 模拟中, POPC 脂

膜具有类似 POPE 的厚度来匹配 BtuC 是合理的. 这  

 
 

图 3   脂膜的每个脂分子的厚度随模拟时间的变化 
 

种厚度增加可以通过 POPC 分子减小疏水尾部的弯

曲度来实现 , 而这种尾部弯曲度的减小必然导致

POPC 分子之间的距离减小, 这与本实验观察到的略

小的 APL 值相吻合. 
有人[20]曾用二棕榈酰磷脂酰胆碱(DMPC)来模拟

BtuCDF 体系 , 但没有报道该脂膜的厚度 . 本实验

MD 模拟表明, POPC 脂膜能够调整其厚度以匹配嵌

于其中的蛋白质而形成稳定的膜-蛋白质体系. 
为了确定驱动脂膜调整其厚度来匹配跨膜蛋白

的作用力, 本实验研究了 POPC 脂膜与 BtuC 之间的

相互作用(数据未显示). 正如预期, 脂膜与蛋白质之

间的长程相互作用力起了关键作用. 在 MD模拟过程

中, 静电相互作用能不断降低, 同时能量负值增大, 
在 40 ns 后达到稳定. 这说明 POPC 的极性头部与

BtuC 非跨膜部分的带电区相互吸引 , 脂膜上层与

BtuC 在周质一侧的带电区靠近, 脂膜下层与 BtuC 在

胞质一侧的带电区靠近, 从而促使脂膜增厚而达到

与 BtuC 的结构匹配.  
POPC 脂膜极性头部与 BtuC 脂膜外带电区的接

近也可以从它们两者间的氢键形成得到印证. 在模

拟开始的第 1 ns中, 两者间形成的氢键中占有率大于

30%的只有 10 对, 而占有率大于 60%的仅有 1 对. 在
MD 模拟的最后 1 ns 统计的氢键中, 占有率大于 30%
的有 38对, 而占有率大于 60%的氢键对有 8对. 这反

映了 POPC 脂膜的极性头部与 BtuC 的带电部分在模

拟过程中相互靠近, 使得形成的氢键对的数目和稳

定性增加.  
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2.2  BtuC 体系的平衡 

由于 BtuC 分子数相对于脂膜来说较少且受脂膜

的约束, 因此在模拟过程中比 POPC 脂膜更容易达到

平衡. MD 轨迹分析显示, 在模拟进行到最后的松弛

步骤(表 1 中的 MD 步骤 5)后 BtuC 达到平衡, 主链原

子的均方根偏差(RMSD)稳定在 2.2 Å 左右. 因此本

实验用于分析的 MD 模拟轨迹均来自表 1 中的 MD
步骤 6.  

计算了 BtuC 内跨膜通道中心的矢量和脂膜平面

法线间的夹角, 以反映 BtuC 与脂膜的相对位置. 跨
膜通道中心的矢量被定义为 BtuC 两个结构域的残 
基 Thr142 的几何中心指向来自两个结构域的残基

Ser167 的几何中心. 由于在构建模拟体系时将脂膜平

面设定为坐标系的 x-y 平面, 因此其法线为坐标系 z
轴. 在初始构建的 BtuC-POPC 体系中, 该夹角为 9.5°, 
在 57.5 ns 的模拟过程中 , 该夹角的平均值为

(9.2±0.9)°. 这说明在构建的模拟体系中 , BtuC 和

POPC 脂膜的相对位置仅进行了小的调整并保持相对

稳定.  

2.3  BtuC 的柔性分析 

图 4 显示了 MD 模拟过程中 BtuC 每个 Cα原子

的均方根涨落(RMSF). 可以看出, 具有相同序列和

几乎一致三维结构的两个结构域在大多数区域, 尤
其是跨膜α-螺旋表现出相似的柔性特点, 但在一些

区域也存在明显的差别.  
正如预期, 在跨膜螺旋间的 loop 区(图 4 中标出

的残基范围)具有更大的柔性. 具体来说, 残基 Met1
和残基 Ala324 周围的区域分别处于 N-端和 C-端, 较
少受其他部分的束缚, 所以显示出最大的柔性. 在胞

质一侧, α-螺旋H2和H3之间的 loop区(Phe81-Leu90)
的柔性在两个结构域之间有较明显的差异, 左边明

显高于右边(左右结构域由图 1 所示位置标明). 与
BtuD 亚基接触的短螺旋 L1 或 L2, 即位于 H6 和 H7
之间的残基 Ser208~Leu226, 右边结构域上的柔性比

左边结构域上的柔性大. 胞质一侧位于螺旋H8和H9
之间的 loop 区 Leu266~His272 也具有同样的柔性特

点. 可见, 尽管两个结构域的结构对称, 但它们的运

动却是不对称的 . 在下面的主成分分析中将看到 , 
Ser208~Leu226 和 Leu266~His272 这两个区域是属于

具有类似运动的一个模块, 而 loop 区 Phe81~Leu90
是属于另一具有类似运动的模块.  

另一个柔性较大的区域是螺旋 H5 在周质一侧的

末端, 及其与螺旋 H6之间的 loop区(Ala163~Val186). 
螺旋 H5 控制着跨膜通道, 因此 H5 具有较大柔性是

与其功能相符合的. 这段 loop 区还包括一段短的螺 
 

 
 

图 4   BtuC 体系 Cα原子的均方根涨落 
均方根涨落较大的 loop 区用残基号范围标出. 黑色和灰色曲线分别代表图 1 中 BtuC 左边和右边结构域对应的均方根涨落 
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旋结构(即, Thr168~Gly184), 简称为 S1. Hvorup 等  
人[37]认为, 在 BtuF “对接”至 BtuC 上时 S1 可以插入

BtuF 的底物结合口袋, 促使底物转移进 BtuC 中的通

道. 在本实验 MD 模拟中, S1 表现出较大的柔性, 可
能是行使该功能所必需的. 此外, S1 的柔性在两个结

构域上也不一致, 左边的结构域可能起主要作用. 

2.4  主成分分析 

尽管进行了超过 57 ns 的 MD 模拟, 但这个时间

尺度还不足以观察到完成转运过程的整个功能性运

动(约≥100 ms[38]). 研究表明, 蛋白分子的自由度虽

然非常多, 但是其大部分的运动都集中在非常少量

的自由度上, 这些自由度构成一个“基本子空间”, 在
这个子空间内的运动与蛋白质的功能密切相关. 主
成分分析(PCA)可以用于分离该子空间, 能更清楚理

解蛋白质的功能性运动模式. PCA 已经成功地用来分

析蛋白质的功能性运动机制[39,40]. 对 BtuC 主链原子

进行 PCA 分析显示, 这些运动中超过 54%的运动对

应于最大的前 5 个本征值, 而其他 46%的运动对应着

剩余的 2557 个本征值. 图 5 显示了前 5 个本征矢量

对应的运动模式. 这里需要说明的是, 图中显示的运

动方向只是从一个极端构象到另一个极端构象的方

向, 事实上, 运动方向可以是所指示方向的反方向.  
结果表明, BtuC 的第一主成分占总运动的 30%. 

该运动模式大体可以描述为: 在胞质一侧, 两个结构

域相互背离(图 5(A)中箭头所示), 而在周质一侧则相

互靠近. 这与 Davidson 和 Chen[15]所观察到的麦芽糖

转运蛋白 MalFGK2 的转运模式类似. Ivetac 等人[20]

的 MD 模拟研究也认为 BtuC 有类似运动, 但他们把

该运动模式简单地理解为两个结构域各自作为一个

刚性整体的相对运动. 本实验模拟中, 这种运动看起

来要复杂得多: 结构域中的α-螺旋可以归属于具有

不同运动模式的模块.  
从胞质一侧观察, 可以将α-螺旋 H1, H2, H6, H7, 

H8 和 H9 以及短螺旋 L1 和 L2 归属为一个模块, 来自

两个结构域的该模块相互背离运动, 而其余部分则

属于另一个模块, 来自两个结构域的该模块相互靠

近运动. 
从周质一侧观察(图 5(B), α-螺旋 H1, H2, H6, H7

和 H9 属于一个模块, 来自两个结构域的该模块有相

互靠近的运动. 值得注意的是, 该模块包括与 BtuF
的两个球状结构域接触的区域(图 5(B)中椭圆所示区

域, 包含关键的接触残基 Arg56), 因此在 BtuC 与

BtuF 结合时, 该模块的运动可能会影响 BtuF 两个球

状结构域的运动, 使这两个球状结构域发生位置变

化, 促进两个球状结构域中间夹着的底物的释放. α-
螺旋H3, H4, H5组成了另一模块, 来自两个结构域的

该模块具有背离通道中心的运动, 最明显的是两个

关键螺旋 H5 的相互背离, 改变了由螺旋 H5 控制的

通道在 x-z 平面上的维度.  
螺旋 H5 位于跨膜通道的两侧, 与螺旋 H10 以及

螺旋 H3 和 H8 的一部分构成了一个容纳底物的通道. 
H5 在胞质一侧末端的残基(Thr142)构成了通道在该

侧最窄的“门”区域[13]. 本实验将螺旋 H5 在胞质一侧

的末端残基 Thr142 指向其在周质一侧的末端残基

Ser167 的矢量作为螺旋 H5 的矢量, 则左右两个结构

域的这两个矢量的夹角变化可以反映通道的维度在

x-z 平面上的变化. 此外, 将 4 个点(左边结构域上的

Thr142 的质心(142L)和 Ser167 的质心(167L)以及右边

结构域对应的点 142R 和 167R)限定的两个平面(即平

面 142R-142L-167L和平面 142L-142R-167R)之间的夹角

定义为两个螺旋 H5 之间的二面角, 则该二面角变化

可以反映通道的维度在 y-z 平面上的变化. 同时, 将
来自两个结构域的一对残基 Thr142 间的距离以及一

对残基 Ser167 间的距离用来大致反映 BtuC 跨膜通道

在胞质一侧和周质一侧开口的大小. 为了监控这些

变量, 将 MD模拟的轨迹投影在各本征矢量上并计算

这些角度和距离的变化(图 6). 
结果显示, 第一运动模式导致螺旋 H5 之间的二

面角在 26.66°~36.26°之间变化, 夹角在 32.23°~46.8°
之间变化. 这表明, 在该运动模式下 BtuC 中的跨膜

通道在两个不同方向上的维度能发生显著地改变 . 
晶体结构中 H5 螺旋之间的二面角和夹角分别是

35.28°和 41.08°, 均分别处于上面的两个范围内. 这
暗示 BtuC 能达到的“开放”程度要大于晶体结构的

“开放”程度, 即晶体结构状态仅是一个中间状态. 从
测得的二面角和夹角范围的下限来看, 二面角和夹

角与晶体结构的“开放”状态比较分别减少了 8.83°和 
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图 5  BtuC 运动主成分分析 
(A)和(B) 第一主成分示意图. (B) 中椭圆所示部分是与 BtuF 接触的区域; (C)~(F) 分别为第二、第三、第四主成分示意图. 坐标

系 z轴的方向与 POPC脂膜(没有示出)平面的法线方向相同. 圆锥的长短表示运动幅度的大小, 圆锥的方向为从一个极端结构到

另一极端结构. 所有标记与图 1 相同 
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8.85°, 即跨膜通道在周质一侧有明显的闭合运动. 
前面的柔性分析已经表明短螺旋 S1 有较大的位

置变化, 观察该运动模式可清楚地看出螺旋 S1 具有

向跨膜通道在周质一侧开口的中心移动的运动, 而
且在两个结构域中的运动幅度是有差异的. 与晶体

结构比较, 左边结构域的 S1(图 5(A))的质心可产生至

多 5.7 Å的偏移, 而右边结构域的质心仅产生至多 1.3 
Å的偏移. 左边的短螺旋 S1就像一个“盖子”, 在周质

一侧发生闭合运动时盖住通道在该侧的开口, 当发

生开放运动时, S1 又偏离通道中心, 使得底物能够到

达通道. 可以想象, 如果在 BtuF“对接”至 BtuC 上

后 S1确实能插入BtuF两个结构域之间的活性口袋的

话, 那么 S1 的这种运动势必会影响 BtuF 的结合. 这
印证了 S1 及周围的 loop 区结构可能对 BtuF 与 BtuC
结合起重要作用[41]. 

另外, 第一本征矢量对应的运动主要影响跨膜

通道在周质一侧的区域, 而对通道在胞质一侧的开

口影响甚小. 两个结构域的螺旋 H5 在周质一侧末端

的残基对(即 Ser167 残基对)之间的距离和胞质一侧

末端的残基对(即 Ser142 残基对)之间的距离可反映

跨膜通道在这两侧的变化. 结果表明, Ser167 残基对

之间的距离变化范围是 28.50~37.67 Å, 而 Ser142 残

基对的距离仅有 0.05 Å 的变化(图 6(A)和(B)).  
图 5(C)显示了对应于第二本征值的 BtuC 运动模

式. 从周质一侧来看, BtuC 两个结构域的运动模式也

不完全一致. 在左边的结构域中, 螺旋 H3, H4, H5 与

螺旋 H1, H2, H6, H7, H8, H9, H10 各自组成了运动方

向相反的两个独立部分. 在周质一侧这两个部分相

互背离, 同时牵引短螺旋 S1 离开通道开口的中心. 
而右边的结构域大致具有绕 z 轴顺时针扭转的运动, 
整体的运动幅度低于左边结构域. 这两个结构域的

运动虽然不一致, 但它们均导致跨膜通道在胞质一

侧开口的改变. 尽管第二运动模式仅占总运动的 11%, 
但是在该运动模式下 ,  H5 螺旋之间的二面角在

29.66°~40.03°之间变化, 夹角在 38.3°~46.47°之间变

化, 幅度仅略小于第一运动模式. 同样, 晶体结构中

H5 螺旋之间的二面角和夹角也在这个范围内, 也表

明晶体结构是其中一个中间状态. 在该运动模式下,  
 

 
 

图 6  主要运动模式对跨膜通道的影响 
(A) 模拟过程中 Ser167 对之间的距离变化; (B) 模拟过程中 Ser142 对之间的距离变化; (C) 两个 H5 螺旋的 4 个端点构成的两个

平面之间的二面角变化; (D) 模拟过程中两个 H5 螺旋之间的夹角变化. 黑色粗线、灰色粗线、黑色细线、灰色细线分别对应第

一、第二、第三、第四主成分 
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Ser167 残基对的距离变化是 2.43 Å, 接近第一运动模

式对应值的 1/4, Ser142 残基对的距离变化为 0.47 Å, 
尽管变化也很小, 却大约是第一运动模式所引起的

相应变化的 9 倍.  
从图 5(D)可以看出, 第三运动模式与第一运动

模式相反. 具体来说, 是两个结构域的螺旋 H3, H4, 
H5, H7 相对运动, 往通道中心靠近, 同时短螺旋 S1
盖住通道在周质一侧的开口. 而螺旋 H1, H2, H8, H9, 
H10 则向通道外侧偏移. 从该运动模式也可以看出

BtuC 的结构域存在着轻微的扭转运动, 左边的结构

域表现出围绕 z 轴的顺时针运动.  
从图 5(E)可以清楚地看出, 第四个运动模式比

前面的运动模式协同性要高, 即每个结构域各自作

为一个刚性整体运动. 在该运动模式下, 两个结构域

以 y 轴为轴心发生相对运动, 最直接的效果是两个螺

旋 H5 像剪刀一样发生剪切运动. 由于螺旋 H5 控制

着 BtuC 内部的跨膜通道, 这种运动模式势必能改变

该通道的大小. 在该运动模式下, 螺旋 H5 之间的二

面角和夹角分别有 2.22°和 1.91°的变化, 而 Ser142 残

基对之间的距离以及 Ser167 残基对之间的距离分别

有 0.59 Å 和 0.20 Å 的改变. 
第五个运动模式仅占总运动的 3%, 从图 5(F)来

看, BtuC 结构的模式和幅度都不太明显. 该运动模式

以及后面更小的运动模式不足以反映 BtuC 的功能性

运动.  

2.5  BtuC 与 BtuD 和 BtuF 运动模式的匹配 

BtuC 只有在与 BtuF 和 BtuD 相结合时才能行使

其生物学功能, 因此 BtuC 所具有的内在运动模式应

该与 BtuF 和 BtuD 的运动模式相匹配. 尽管本实验只

研究了 BtuC, 但另外两个组分已经得到大量研究 , 
它们的功能性运动已经得到很好的阐述 . Kandt 等  
人[42]认为, BtuF 的两个球状结构域具有向平面内外

摆动的第一运动(即一个球形结构域向平面内运动, 
而另一结构域则向平面外运动)和结构域间开合的第

二运动, 如图 7(A)和(B)所示.  
由图 5 所示 BtuC 的主要运动模式可知, BtuF 的

第二运动模式(图 7(B))与 BtuC 的第一运动模式(图 5 
(A))相匹配. 在 BtuC 的第一运动模式下, 与 BtuF 的

两个结构域接触的区域(图 5(B)圈出的区域)明显相互

靠拢, 从而与 BtuF 所具有的结构域之间的开合运动

相协调. BtuC 的第二运动模式虽然与第一运动模式

不同, 但也可以看出与 BtuF 接触的两个区域有相互

背离的运动, 这能促进 BtuF 的结构域之间张开. 对
于 BtuF 的第一运动模式来说, 与其最匹配的是 BtuC
的第三运动模式. 当 BtuC 的两个结构域之间发生图

5(E)所示的剪切运动时, 与 BtuF 接触的区域所产生

的运动与 BtuF 结构域向平面内外摆动的运动(图 7(A))
一致.  

BtuD 的两个结构域呈“L”形, 对其结构域之间

的运动已经研究得比较清楚[37,43,44]. 根据已获得的结 

 

 
 

图 7  BtuF 和 BtuD 的运动模式图 
(A)和(B) 分别描述了 BtuF 的第一和第二运动模式[42], 箭头指示运动方向; (C) 描述 BtuD 两个结构域相互靠拢所发生的运动的

示意图, 坐标系 z 轴为脂膜平面的法线, 虚线描绘的“L”形物体代表 BtuD 两个未靠拢的结构域, 实线描绘的“L”形物体代表

BtuD 两个靠拢后的结构域, 在其中一个结构域与 BtuC 接触的部位用实线箭头指示了该部位产生的运动趋势 
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论, 用示意图描述了 BtuD 的两个结构域相互靠拢时

的情景(图 7(C)). 可见, 当 BtuD 的两个结构域靠拢时, 
与BtuC接触部位具有向外翘动的运动(图7(C)实线直

箭头所示). 在BtuC的第一运动模式中, 与BtuD接触

的区域(短螺旋 L1 和 L2)具有显著的向外翘起的运动

(图 5(A)箭头所示). 当 BtuD 在 ATP 水解能的驱动下

发生该运动时, 势必会促进 BtuC 在该自由度上的运

动. 此外, 图 7(C)还显示了 BtuD 上与 BtuC 的接触区

域具有扭转运动, 如实线弯曲箭头所示. 这种运动也

能在 BtuC上找到相匹配的运动, 无论是 BtuC的第二

运动模式还是第三运动模式, BtuC 的结构域都存在

扭转运动. 
由此可见, BtuC 中由其结构决定的内在自由度

能满足 BtuF 和 BtuD 所具有的功能性运动. 与 BtuF
和 BtuD 相结合发挥生物学功能时, BtuC 能将整个跨

膜传递过程偶合起来. 当胞质内的 BtuD 借助 ATP 水

解能量引起构象变化时, 能引起 BtuC 在相应的自由

度上运动增强, 改变其内部跨膜通道的维度并增强

BtuF 相应的运动, 从而最终完成底物的传递.  

3  结论 
本研究成功模拟了 BtuC 在 POPC 脂膜中的体系. 

通过超过 57 ns 的 MD 模拟和主成分分析, 使得能从

原子水平上了解 BtuC 的几种主要运动模式. 结果表

明, 尽管 BtuC 的几种主要运动模式各不相同, 但都 
实现了跨膜通道维度的改变, 控制通道开口的打开

和闭合. 这些 BtuC 运动模式和与其相互作用的 BtuF
和 BtuD 的功能性运动能很好的偶合. BtuC 的运动主

要体现在周质一侧的区域, 以控制跨膜通道在该侧

开口的大小. MD 模拟过程中, 这一侧开口可以比晶

体结构反映的“开放”状态更开放. 在胞质一侧, 并未

观察到通道开口的明显变化, 这一侧的运动可能需

要在底物处于跨膜通道内时才发生. 意外的是, 尽管

BtuC 两个结构域具有相同的序列和类似的高级结构, 
但它们在运动上却有明显差异. 这些结果有助于在

原子水平上理解底物转运机制. 
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