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摘 � 要 � 根据刚性雌激素受体模型的原位和交叉对接的情况,探讨了配体诱导的受体结构差异或晶体本身的

缺陷, 导致模拟产生偏差的原因; 总结了受体结构和残基位置对模拟的影响,并由此提出部分柔性多重受体构

象 ( PFM RC )对接体系,考虑受体的部分柔性以达到同时提高对接精度和速率的目的.
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生物体中的小分子配体与大蛋白质靶标的结合过程是生化反应中最重要的步骤,可引发蛋白质和

DNA的级联反应,调控复杂的生理活动.因此,研究环境污染物与各类蛋白受体的结合机制,有助于从

分子水平上分析它们的生物毒性. 上世纪 80年代, Kuntz
[ 1]
等人就开始运用分子对接程序模拟配体 /受

体的结合过程.尽管 X射线晶体衍射和高分辨率核磁共振的实验方法更加准确, 但是分子对接程序的

建模方法更加快速经济,更利于高通量的预测和解释环境污染物与生物蛋白的作用概况.

现阶段环境科学中分子对接仍主要采用受体刚性模型, 不考虑受体柔性, 即结构变化. 但研究证实

忽视受体被配体 �诱导 �产生的 �契合�变化 [ 2]
, 可导致 50% � 70%的非原位对接失败

[ 3]
.常用柔性受体

对接方法包括通过大量计算而实现全柔性的分子动力学 (MD)模拟, 以及通过牺牲准确度来控制计算

成本的受体软化、增加自由度、多重受体构象等半柔性方法.现阶段,关注部分关键残基的灵活性或某些

受体的不同构象,在 Autodock、FlexE等常用对接程序都可以部分实现,并且实际应用中也作为各种对接

模拟中解决受体柔性的常用方法
[ 4�5 ]

.

环境雌激素是近年来研究较多的内分泌干扰物, 在全球的水体、土壤、室内外空气、食物,甚至人体

的体液和乳汁中以低浓度长期存在, 可与雌激素受体 ( ER )结合, 对人体健康和生态平衡产生重大威

胁
[ 6]

.虽然分子对接程序已被广泛运用于模拟环境化学物与 ER的结合
[ 7]

, 但国内受体柔性相关问题的

研究一直缺乏.本文就是针对雌激素对接中的受体柔性问题,以现有的雌激素复合物晶体为基础,运用

常用的 Au todock程序实现原位和交叉对接模拟,分析雌激素配体诱导的受体结构差异对模拟结果的影

响,探讨现有对接理论建立的雌激素结合模型的优劣,并最终结合增加自由度和多重受体构象两套柔性

对接方法的优点, 建立了简称为部分灵活性多重受体 ( Partia l F lex ib le M u ltiple Receptor Conform ation,

PFMRC )的联合方法,使模拟更加准确高效.

1� 实验部分

1. 1� 实验数据

从 RCSB PDB数据库中检索出 74个 ER的 X射线衍射晶体结构: ER�和配体复合物 53个; ER�和

配体复合物 21个.

1. 2� 实验程序

Sybyl 7. 3程序包, Sw iss�PdbV iew er 4. 0, MGLToo ls 1. 5. 2, Autodock 4. 0, D iscovery S tudio V isualizer

2�5, Pym o l 0. 99rc6, VMD 1. 8. 5.

1. 3� 受体和配体的准备

运用 Pym ol程序补足 ER的配体周围缺失和错误的残基.采用 Syby l 7. 3程序包补足晶体上的氢原子,
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并添加上受体的 Ko llm an电荷,配体的 Gastiger�H�ckel电荷.用 Powe l力场对氢原子位置进行能量最小化,

设置 m ax im um ca lculation为 1000,其它参数为缺省值.取出配体结构,另存为配体文件,剩下的蛋白质结构

保存为受体文件.采用 Sw iss PDB程序再次进行简单修饰,输入 Autodock程序中,等待对接模拟.

1. 4� 原位和交叉对接

根据文献数据
[ 8�9]

, 运用 Autogrid在受体上定义了配体周围 60 � 60 � 60网格的结合区域, 并以

Autodock的拉马克遗传算法进行对接, 设置程序参数 Num ber o f GA runs为 50, Popu lation S ize为 300,

M ax im um Number o f evals为 250000, 其它为缺省值.

把配体对接到原始的 ER上, 完成原位对接 ( orig in docking) . 按照功能特点
[ 10 ]
把复合物分为 ER�

激活组、ER�拮抗组、ER�激活组和 ER�拮抗组, 并用 Pym ol程序比较各组内和组间残基的 RMSD值.

再把各组内配体逐个对接到该组的其它受体中,实现交叉对接 ( cross docking) ,并在相同 ER亚型的激活

组和拮抗组之间,挑选部分典型复合物进行组间交叉.把所有配体的模拟结果和晶体构象对齐到同一坐标

上,运用 VMD程序计算它们之间的 RM SD值,评价对接的情况优劣.一般以 RM SD< 2. 00� 为成功模拟.

1. 5� 部分柔性多重受体构象

根据上述对接实验的结果,挑选出一批有代表性的雌激素受体结构, 应用 Autodock程序中受体柔

性残基的选项,允许配体结合部位上部分关键残基的侧链,具有与配体相似的扭转自由度, 从而实现部

分柔性的受体对接.

2� 结果与讨论

2. 1� 原位对接

整体说来,原位对接的模拟结果较准确.不仅如文献报道的识别出了所有配体和受体的大致结合位

点
[ 11]

,而且成功模拟,即 RM SD值 < 2. 00� 的有 52组,可达 70%, 并且 CPU为 256M的计算机,完成一

次对接计算只需要 20m in.

2. 2� 交叉对接

根据不同功能配体诱导雌激素受体产生的不同结构变化,把原位对接成功的复合物晶体分为 4组.

其中, 雌激素 �激活组、拮抗组和雌激素 �激活组的受体较多,分别为 34、19、17个,而雌激素 �拮抗组

的受体仅有 4个.

通过比较各组内和组间所有残基的 C�的整体 RM SD值, 发现各组内组间都存在差异,且组间变化

明显大于组内,但逐步去除约 15% ( 20 /230)差异显著的残基时, 组内受体的 �碳的整体 RM SD值可下

降到 0. 5� 左右.这说明在 ER LBD中存在很高守恒性的基础构象,不易受配体的诱导变形,至少不易发

生大变化. 而通过计算配体周围 3. 5� 以内 ER单个残基的 C�和侧链 RM SD值,比较结合位点的细微差

异,发现配体周围重点区域的整体 RM SD值可大于 1� ,特别是某些残基侧链的差异可达 2� 3� ,这说明

受体上也存在因配体诱导而变化剧烈的区域. 这些保守的基础结构和灵活的关键残基在交叉对接中都

发挥了各自重要的作用,也是本文提出的柔性受体方法的物理依据.

在上述各组内进行了 ER LBD交叉对接,获得一大批 RM SD值小于 2的成功对接,但交叉对接的模

拟结果远比上文中分析的 ER结构差异更复杂. 在 ER�激活组中配体间的结构相差较大, RM SD值从

0�5� 7� , 不同受体对接同一配体和同一受体对接不同配体的模拟结果变化显著. 这证明来自受体结构

的细微差别可对配体结合方式产生重大影响
[ 12]

.

在 ER�拮抗组内除了 2 iog、2iok, 交叉对接 RM SD值在 1� 2� 之间浮动.虽然 ER�激活组内的优秀

模拟比拮抗组的更加成功,但拮抗组的交叉对接更加稳定.这可能是由于拮抗剂伸出 LBD空穴的尾链,

不和雌激素受体发生作用,有较大的结构自由,尽管该项差异不影响对接模拟的准确性, 但确实增加了

RM SD计算值. 而且, RM SD值在比较大分子的拮抗剂时也易于比小分子的激活剂偏高
[ 13]

.

ER�激活组内成功率比 ER�激活组内更高, RM SD值的范围是 0. 5� 7� .也就是说, ER�的受体结

构在交叉对接中具有更好的容忍度. 虽然 ER�拮抗组只有 4个晶体复合物, 但它们结构差异十分明显,

所有的交叉对接都失败了,除了 1nde和 2 fsz在相互的交叉预测中 RM SD值为 2. 7� 左右,其它都在 6�
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以上; 这也证实了 A utodock在进行非柔性受体的交叉对接时, 即使预测相似功能的雌激素配体与受体

的结合,依然可能存在巨大的误差.

在相同雌激素亚型下进行激活组和拮抗组之间的交叉对接,模拟结果普遍低于组内水平. 这可能是

由于激活剂和拮抗剂与雌激素受体的结合方式差异较大.一般拮抗剂比激活剂多一个较长的侧链, 形成

显著的立体阻碍,难以成功对接到激活组的受体中;而 ��雌二醇等激活剂由于具有与拮抗剂前端相似的结
构,可获得一些成功的组间对接,但拮抗组的受体空腔较大,使得准确度明显低于激活组内部交叉的情况.

图 1列出了 ER�激活组、拮抗组和 ER�激活组内所有受体交叉对接成功的次数分布,而 ER�拮抗组尚

无成功记录.各组内所有受体结构都分别进行了 19次交叉对接,以 RM SD< 2� 作为成功对接的标准,可发现

ER�激活组内成功次数小于 7的比率最高为 36%; ER�拮抗组内成功次数大于 8� 12和大于 13的比率最高,

分别为 53%, 42%; ER�激活组内交叉对接的结果较好,成功次数大于 13的可达 61%.

图 1� 各组内受体交叉对接成功次数分布

Fig. 1� The d istribution of successfu l cro ss dock ing for the recepto rs in each group

把交叉对接的结果与原位对接联合起来分析, 可更清楚地判断对接模拟中受体结构的影响.从配体

的角度,存在 3种情况: ( 1)在原位和交叉对接中,都没有预测出该配体正确的结合构象; ( 2 )在原位和

部分交叉对接中实现了成功的模拟; ( 3)在原位对接中模拟失败, 而在某些交叉对接中获得了较准确的

配体结合构象.

在第一种情况下 (图 2), 即使是晶体结构中原始受体的原位对接,也和交叉对接一样, 无法成功预

测出配体的活性构象.由此可见,这种误差并非来自受体构象之间的差异,反而可能是由于配体与受体

的亲合度不高,如 2qxm中,配体 PIQ没有羟基与 ER形成两个重要的氢键
[ 14]

; 或是由于配体的分子量

较大, 结构较复杂,如 2 iok中配体 IOK的扭转自由度达到 12
[ 15 ]

.这种情况在本实验中出现较少.

图 2� 2qxm ( a)和 2 iok( b)原位对接获得的配体构象和晶体结构的比较

(球棍分子表示晶体构象;棒状分子表示模拟结果 )

F ig. 2� Com parisons of 2qxm ( a) and 2iok( b) ligand conform ations obta ined from cross dock ing and cry sta l structure

第二种情况,从表面上看,似乎质疑了诱导 �契合理论在对接模拟中的重要性,但仔细分析可发现这

实际上暗示了在不考虑蛋白质受体全柔性的情况下, 正确预测出多种类、多结构配体活性构象的可能

性.首先,生物活性较高的配体与雌激素受体在结合过程中存在典型反应: ( 1)配体一端的 � OH 与

A rg394( 346) , G lu353( 305),和一个结构水分子形成氢键网络; ( 2)另一端的 � OH与 H is524( 475)形成



594�� 环 � � 境 � � 化 � � 学 30卷

氢键; ( 3)内部的苯环与 Phe404( 356)等侧链发生疏水和立体作用
[ 8]

. 其次, Autodock程序并没有把受体

完全简化为刚性格点,有时为了降低总体的结合自由能,配体可以和某些残基保持较大阻力
[ 16]

.从而现

有的对接方法也具有一定的预测能力,但仅限于化学结构相似的同系列化合物.

第三种情况 (图 3)表面上看来,是对诱导 �契合理论又一重大质疑, 但是因为 X射线衍射晶体结构

自身的缺陷
[ 17]

,以及现阶段许多修饰程序的偏差,事实上某些原始受体构象也不能和配体完全契合. 如

2b1v
[ 18]
的原位对接中,错误的氢原子位置破坏了氢键的形成,导致结合方式偏转了 180�,而在交叉对接

的 1gw r、1ere、1x7e等受体中,获得了更准确的结合构象.由此可见,考虑 ER LBD受体关键区域的残基

侧链上的某些氢原子、官能团的不同构象,是保证对接成功的必需措施.此外,这种现象还会发生在配体

与受体因为立体阻力而结合不紧密的情况下. 如 ER�激活组中的 2qe4
[ 19]
的配体由于碳骨架上 8号位

置的乙醚基团与 M et421的距离较近, 空间阻力较大, Autodock对接程序在原位对接时, 无法克服这项立

体阻力,而出现较大偏差, 而在 1 l2i、2 fai、2qzo等受体中 M et421的位置略有后退, 留下了更大的结合空

间,反而预测出正确的活性构象.

图 3� 2b1v的 458配体原位对接 ( a)和交叉对接到 1x7e受体时 ( b), 2qe4的 JJ3配体原位对接 ( c)和

交叉对接到 1l2i受体时 ( d)获得的配体构象和晶体结构的比较

(球棍分子表示晶体构象;棒状分子表示模拟结果 )

F ig. 3� Com pa risons of ligand con fo rm ations obta ined by o rig in and c ross docking o f 458 to 2b1v( a) and 1x7 r( b)

respective ly, or ig in and cross dock ing of JJ3 to 2qe4( c) and 1l2i( d) respective ly, w ith crystal structure

综上所述,某些 ER LBD受体可成功地交叉对接, 显示了它们的预测能力具有一定的外延性, 但鉴

于配体复杂的结构特点和结合方式, 忽视受体的柔性也很容易发生模拟偏差.

2. 3� 部分柔性多重受体构象

尽管雌激素及其结合的复合物晶体结构的数量一直在迅速增加, 但相对日益更新的数百万人造化

学物, 仍只是其中的一小部分. 因此, 从现有晶体中挑选出具有代表性的 ER LBD结构, 结合柔性对接,

是模拟出大批新环境化学物与雌激素受体的结合情况的必需方法.

根据上文中原位和交叉对接的分析, 可把现有 ER晶体分为四大类和部分特殊个体,每类的代表受

体表征明显的结构差异,而其上的部分柔性残基解决各类内部的细微变化. 为了挑选出高质量的受体代

表,必须尽量满足以下原则: ( 1)受体所属的晶体获得的时间比较晚, 分辨率比较高, 因为这类晶体各原

子的位置和类型不易出错; ( 2)配体与受体的亲合度高,因为这类复合物更稳定, 记录的晶体构象更准

确; ( 3)具有相对完整氨基酸序列,特别是配体周围残基缺失较少,以尽量保存受体关键结构的特点. 由

此,上文划分的 ER�激活组、ER�拮抗组和 ER�激活组内可分别以 1gw r、1 l2 i、2pog, 1err、1xp9、2ouz,

1u3r、1x7b、1yye等为候选代表受体, 而 ER�拮抗组内由于结构差异大和晶体数量少, 暂时不适合

PFMRC的应用.
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根据上文中 RM SD值比较, 挑选出配体周围侧链值变化较大的关键残基: ER�激活组内 M et343,

Leu346, Thr347, G lu353, A rg394, Phe404, M et421, Phe435, G ly521, H is524, Leu525; ER�拮抗组内的

M et343, Thr347, Leu354, H is524; ER�激活组内的 M et295, Thr399, Phe356, Ile373.

但考虑到 Autodock的柔性残基选项中可变的残基数越多, 自由度越大, 计算时间就越长,而且过分

强调残基变化,反而容易导致臆造的不合理对接.上文的 RM SD值比较已证实结合位点附近,只有少数

残基侧链位置差异明显.从而, 结合已知的雌激素及其受体结合机制, 设定若干代表受体和关键残基的

组合, 完成各组内多轮交叉对接的尝试, 综合理论推理和实验验证的结果, 最终挑选出了模拟构象的

RM SD值较低, 结果稳定性高的最优组合,作为各组内的刚性骨架和柔性残基.

ER�激活组内, 以 1gw r为代表受体可模拟雌二醇类以及苯并硝基类的对接过程, 并规定 Leu384,

Phe404, M et421和 H is524为柔性残基. ER�拮抗组内, 以 1xp9为拮抗剂的代表受体, 规定 A sp351,

M et421和 H is524为柔性残基. ER�激活组内, 以 1x7b为苯并硝基和呋喃类的代表受体, 规定 M et295,

Leu339, Ile373和 H is475为柔性残基.而 2ayr、2 iog和 2iok,以及 ER�拮抗组内的 4个受体结构分别代表

了 6类差异较大 ER模型.

在表 1列出了 ER�激活组、ER�拮抗组和 ER�激活组各组内 PFMRC对接的结果, 20次对接模拟

中分别成为 11, 10和 12次,接近原位对接的准确率, 单次运算时间约为 40m in,仅是原来的两倍.

表 1� PFM RC对接模拟的 RM SD值

Tab le 1� The RM SD o f PFM RC dock ing sim ulation

E r�激活组

配体 PFMRC ( � )

E r�拮抗组

配体 PFMRC ( � )

E r�激活组

配体 PFMRC ( � )

17M 0. 72 A IT 1. 06 GEN 0. 5

EED 0. 73 AE J 1. 27 338 0. 56

EST 0. 81 C 3D 1. 28 4NA 0. 59

JJ3 1. 15 OHT 1. 46 EDO 0. 78

W ST 1. 17 RAL 1. 53 397 1. 03

ETC 1. 19 DC8 1. 56 555 1. 2

689 1. 28 CM4 1. 68 I0G 1. 22

459 1. 38 E 4D 1. 7 DC8 1. 22

458 1. 62 PTI 1. 74 3AS 1. 29

I0G 1. 76 AIJ 1. 87 196 1. 49

DE S 1. 96 CM3 2. 46 797 1. 65

DC 8 2. 72 EST 2. 94 244 1. 9

DRQ 3. 21 LLB 3. 09 EST 2. 63

KN1 3. 24 GW 5 4. 6 041 2. 94

244 3. 37 LLC 5. 49 697 3. 22

EES 6. 78 A IU 5. 5 JJ3 3. 76

E ZT 6. 84 A IH 5. 51 FBR 4. 99

ZTW 7. 08 DRQ 6. 87 272 5. 68

GEN 7. 19 IOK 7. 29 THC 6. 12

L4G 7. 71 IOG 789 7. 09

雌二醇类等典型雌激素 (图 4) ,如 EST( 1gw r) , RAL( 1err)不仅搜索到它们的活性构象,而且受体的

柔性残基的位置也很接近结合的正确位置;某些在刚性对接中普遍失败的交叉对接,在柔性残基的帮助

下模拟成功,如 459( 2fa i) , GEN ( 1x7 j) ;但也有一些原来成功模拟的配体,无法用 PFMRC对接体系搜寻

到正确构象,如 LLB ( 2r6w ) , 789( 1zaf) .此外,本研究中还将 Autodock程序参数中的 m ax im um num ber of

eva ls从 250000调整到 2500000, m ax im um num ber of generation从 27000到 270000,以增大搜索的范围和

精度, 模拟的运算时间延长到 4h, 但结果的准确率无明显提高.

理论上,在增加计算量的同时,相应增大柔性残基数,可以在一定程度上提高准确率,但研究发现在

ER�激活组内考虑 8个柔性残基时运算时间已延长为 8h,同时, ZTW ( 1gw q)的对接模拟成功了,而 ETC

( 1 l2i)则失败了.在花费了数倍的运算成本后,模拟结果并没有明显改善.这可能是由于 PFM RC以代表

受体的基础结构保留了生物体内确实存在的优势空间构象,而柔性残基的增多则降低了这类真实性, 同
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时 Au todock程序的随机搜索和经验算法也不擅长考虑自由度较高的情况.在 ER�拮抗组内,增加柔性

残基不仅降低了对接结果的可重复性,甚至获得与真实情况相差较大的模拟结果.

PFMRC对接体系对搜寻配体的活性构象有很大的潜力, 但计算精度与运算成本相互制衡, 使用时

还要根据具体要求进行调整.

图 4� PFM RC体系中 ER�激活组的 EST ( a), ER�激活组的 GEN( b)和 ER�拮抗组的 LLB( c)

模拟的配体活性构象和晶体结构的比较

F ig. 4� Com pa risons of ER� agon ist�s EST in ( a), ER� agon ist�s GEN ( b) and ER� an tagonist�s

LLB( c) ligand confo rma tions obtained by PFM RC sy stem s w ith crysta l structure

3� 结论

运用 Autodock程序, 在原位对接时成功率 (RM SD < 2. 00� )可以达到 70%, 但交叉对接时成功率和

RM SD值都明显变差.通过仔细分析这些失败和成功的模拟情况,可以分辨出 ER的哪些区域和残基的

变化是受体柔性对接的关键.

根据 ER结构 RM SD值比较中发现的守恒性基础结构,以及在交叉对接中进一步证实的 LBD上的

关键残基, 设计了新的受体柔性对接的方法 � � � 部分柔性多重受体构象 ( PFMRC).通过把 ER分为 ER�

激活组、ER�拮抗组、ER�激活组、ER�拮抗组及其它,每类挑选出代表受体作为骨架, 赋予合适残基与配

体相同的柔性,用 Autodock程序完成对接模拟.针对现有雌激素晶体复合物的对接模拟,理论上 PFMRC考

虑受体柔性时更好地兼顾了精度和效率,并在实验中以 40m in /次的运算成本保证 60%的准确率.

随着受体�配体晶体复合物通过实验大量获得, PFMRC的使用范围可不断得到拓展. 下一步, 可把

Xscore、Chem score这类得分函数与 PFMRC联合,分析环境雌激素与其受体的结合自由能,和生物活性

数据之间关系,获得更准确、快捷的环境化学物的毒性预测模型.
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A BRIEF ANALYSIS OF ESTROGEN RECEPTOR

FLEXIBILITY IN MOLECULAR DOCK ING
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( Pollu tion Contro l and Recovery S tate K ey Laboratory, Nanj ing Un iversity, Nan jing, 210093, Ch ina)

ABSTRACT

The estrogen ic effect o f d iverse po llutants in the env ironm ent have aroused m o re and m ore concerns. The

docking processes of po llutants w ith estrogen recepto rs can be simu lated through the fast and econom ic

m ode ling m ethods ofm o lecular docking procedures. Current researches have proved that the prote in receptors

change w ith the induction of the sm allm o lecu le ligands. Therefore, the flex ib ility o f receptor has becom e the

key o f the docking sim ulation. In this article, based on the situat ions o f in�site and cross docking, the changes

of recepto r conform at ions induced by the ligands or the defects resu lted from the crysta ls have all been explored

to expla in the dev iation o f simu lations. The influence of d iverse receptor conform ation and residue position in

the dock ing sim ulations w as summ erized. The Partial F lex ibility M u ltiple Recepto r Conform a tion ( PFMRC )

docking system w as estab lished to im prove bo th the accuracy and efficiency o f docking sim u lations.

Keywords: flex ib le receptor, dock ing, estrogen.


