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研究论文 分子动力学模拟二硫键对胰岛素

构象稳定性的影响

杨　程，卢滇楠，张敏莲，刘　铮

（清华大学化学工程系，北京１０００８４）

摘要：采用分子动力学模拟考察了二硫键对天然态和还原态胰岛素构象稳定性的影响。结果表明：天然态胰岛

素中的二硫键限制了其Ａ链和Ｂ链的相对运动，有助于稳定胰岛素的主链构象以及胰岛素活性位点的构象。对

于还原态胰岛素而言，失去二硫键使其Ａ链和Ｂ链解离，Ｂ链的中心螺旋趋于失稳，而导致活性位点构象变化。

上述分子模拟结果与文献报道的实验结果相符，从分子水平上揭示了二硫键对于胰岛素构象稳定性的影响机制，

对胰岛素药物的制剂、储存和应用等具有指导意义。
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引　言

胰岛素在调节生物体内血糖水平、维持生物体

正常代谢的过程中发挥着关键作用，是糖尿病临床

治疗的重要药物之一。胰岛素单体由Ａ、Ｂ两条链
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犆狅狉狉犲狊狆狅狀犱犻狀犵 犪狌狋犺狅狉： Ｐｒｏｆ． ＬＩＵ Ｚｈｅｎｇ，ｌｉｕｚｈｅｎｇ ＠

ｍａｉｌ．ｔｓｉｎｇｈｕａ．ｅｄｕ．ｃｎ

犉狅狌狀犱犪狋犻狅狀犻狋犲犿：ｓｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅ

ＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（２０７０６０３２）．

　

组成，Ａ链含２１个氨基酸，Ｂ链含３０个氨基酸。



天然胰岛素由动物胰腺中的β细胞合成，在锌离子

的辅助下以六聚体的形式稳定储存，在需要时以单

体的形式释放到血液中，发挥其生物功能［１］。

天然态单体胰岛素分子内部含有３个二硫键，

分别为 ＣｙｓＡ６ＣｙｓＡ１１、ＣｙｓＡ７ＣｙｓＢ７、ＣｙｓＡ２０

ＣｙｓＢ１９，它们在折叠过程中自动识别并成键。已

有的研究结果表明，天然胰岛素的 Ａ链和Ｂ链自

身已经包含了足够的折叠信息，可促使二硫键正确

搭配［２３］。Ｋａｔｓｏｙａｎｎｉｓ等
［４］将胰岛素的ＣｙｓＡ７和

ＣｙｓＡ２０分别置换成高半胱氨酸 （ｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎｅ），

从而切断胰岛素两条链间的二硫键，所得产物不再

具备天然胰岛素的生物活性。Ｔａｎｇ等
［５］将胰岛素

中的ＣｙｓＡ６和ＣｙｓＡ１１分别突变为丝氨酸，得到

的产物虽呈现与天然胰岛素相同的免疫原性，但却

基本丧失了与受体结合的能力。Ｈｕａ等
［６７］表达了

ＤＫＰ胰岛素，在保证胰岛素以单体形式存在的情

况下得到了Ｔａｎｇ所述的突变体，结构检测显示缺

失了ＣｙｓＡ６ＣｙｓＡ１１二硫键的胰岛素Ａ链Ｎ端螺

旋发生解旋，由此推测Ａ１～Ａ８残基在胰岛素生物

功能的实现上起到关键作用［８９］。Ｃｈａｎｇ等
［１０］将胰

岛素中的每对二硫键分别突变为丝氨酸，突变体不

仅丧失了活性，同时二级结构的含量也有不同程度

的降低。上述结果均显示胰岛素在缺失二硫键之后

基本无法维持其生物功能。但由于实验手段的限

制，胰岛素中的二硫键被切断之后，胰岛素分子构

象的变化行为以及其失活的微观原因迄今并未得到

满意的阐释。

分子模拟技术的发展提供了一种与实验观察相

互补充的重要研究工具。Ｍａｒｋ等
［１１］首先采用分子

动力学方法和全原子模型研究水溶液中的胰岛素构

象的转变；Ｚｏｅｔｅ等
［１２］探讨了胰岛素分子内的柔性

结构与其生物活性之间存在的关系；Ｙｉｐ等
［１３１４］采

用拉伸分子动力学 （ｓｔｅｅｒｅｄｍｏｌｅｃｕｌａｒｄｙｎａｍｉｃｓ）

不仅可以从数量级上验证原子力显微镜的实验结

果，而且可清晰地展现胰岛素二聚体中单体之间的

相互作用和单体内部的相互作用；Ｊａｃｏｂｙ等
［１５］采

用靶向分子动力学 （ｔａｒｇｅｔｅｄｍｏｌｅｃｕｌａｒｄｙｎａｍｉｃｓ）

模拟了胰岛素构象转换的可能途径；而Ｓｗｅｇａｔ

等［１６］和Ｖａｓｈｉｓｔｈ等
［１７］通过算法的改进，即加速胰

岛素六聚体配体复合物的解离过程，推断出配体

的离去路径，使得从热力学上描述胰岛素配体复

合物的性质成为可能。而二硫键对胰岛素构象转换

行为的影响，目前尚未见相关报道。

本文拟采用分子动力学方法对二硫键在胰岛素

分子中所起的作用开展研究，重点探讨胰岛素分子

的整体构象和胰岛素活性位点在空间分布上的调

整，揭示二硫键在维持胰岛素空间构象及其生物活

性中所起到的作用。结果显示分子模拟能够很好地

再现文献报道的实验结论，所揭示的微观细节对于

丰富对胰岛素结构变化过程机理的认识，指导胰岛

素药物的制剂、储存和使用等具有重要的基础

意义。

１　模型和方法

１１　胰岛素模型

采用ＰＤＢ数据库中编号为１ＺＮＩ的胰岛素分

子为模型蛋白，删除六聚体中的其他原子得到经二

硫键共价键合的胰岛素单体，如图１所示。天然态

胰岛素Ａ链和Ｂ链上的半胱氨酸以二硫键的形式

连接，对应于生理环境；而还原态胰岛素的 Ａ链

和Ｂ链，则在半胱氨酸上引入氢原子以形成自由

巯基，对应于还原剂存在下的溶液环境。水分子选

用ＳＰＣ模型，胰岛素各残基的电荷依据ｐＨ＝７．０

的溶液环境进行设置，并通过添加两个氯离子作为

反离子，使模拟体系呈电中性。将胰岛素分子居中

置于４．９１７ｎｍ×４．６１３ｎｍ×５．３２１ｎｍ的长方体盒

子中，添加３７６１个水分子使体系密度达到１．０ｇ·

ｍｌ－１，在狓、狔、狕三方向上均采用周期性边界条

件。采用ＧＲＯＭＡＣＳ３．３．３软件
［１８１９］进行分子动

力学 模 拟，力 场 为 ＧＲＯＭＯＳ９６４３ａ１ （ｏｆｆｉｃｉａｌ

ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ）
［２０］。

图１　胰岛素单体中的３个二硫键

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｒｅｅｄｉｓｕｌｆｉｄｅｂｒｉｄｇｅｓｉｎｉｎｓｕｌｉｎｍｏｎｏｍｅｒ
　

１２　模拟方法

首先采用最速下降法进行体系能量最小化，然

后固定胰岛素主链原子的坐标，在 ＮＶＴ 系综，

３５０Ｋ下进行１ｎｓ的限制性分子动力学模拟，使水

分子在胰岛素周围平衡分布。从０．８～１．０ｎｓ的模
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拟结果中，每隔５０ｐｓ选取一个构象作为后续分子

动力学模拟的初始构象。在３５０Ｋ条件下进行１０

ｎｓ的常规分子动力学模拟，最后采用５个平行计

算的样品经统计平均得到结果。

分子动力学模拟在３５０Ｋ下进行，选用ＮＶＴ

系综，Ｂｅｒｅｎｄｓｅｎ热浴控温，时间常数为０．１ｐｓ。

积分方法为半步蛙跳法，积分时间步长为０．００２

ｐｓ。相邻原子列表截断距离为０．９ｎｍ；ＬＪ势能截

断距离为１．４ｎｍ；以ＰＭＥ算法处理静电相互作

用，截断半径为０．９ｎｍ；以ＬＩＮＣＳ算法约束成键

相互作用。

计算机配置为：Ｌｅｎｏｖｏ１８００，２×ＩｎｔｅｌＸｅｏｎ

３．２ＧＨｚＣＰＵ。

１３　分析方法

胰岛素均方根位移 （ｒｏｏｔｍｅａｎｓｑｕａｒｅｄｅｖｉａ

ｔｉｏｎ，ＲＭＳＤ）：以胰岛素晶体结构为参照，根据

式 （１）计算狋时刻的构象中各原子坐标与天然构

象中对应坐标的根均方偏差［２１］

ＲＭＳＤ（狋，０）＝
１

犕∑
犖

犻＝１

犿犻‖狉犻（狋）－狉犻（０）‖［ ］２
１
２
（１）

式中　犿犻 为各原子的原子量，犕 为各原子的原子

量之和，在本文中即为胰岛素的分子量，狉犻（狋）和

狉犻（０）分别表示原子犻在狋时刻和０时刻的位置坐

标。ＲＭＳＤ的值反映了特定构象与天然结构的相

似程度，其值越低，表明胰岛素越接近天然构象。

二硫键分子间距离分析：形成二硫键的两个硫

原子之间的距离，在实际计算中取两个硫原子的几

何中心之间的距离。

胰 岛 素 分 子 的 微 观 构 象 图 采 用 软 件

ＶＭＤ１．８．６制作
［２２］。

２　结果与讨论

２１　天然态和还原态胰岛素成键半胱氨酸相对位

置分析

　　天然态胰岛素分子存在３对二硫键，分别为

ＣｙｓＡ６ＣｙｓＡ１１、 ＣｙｓＡ７ＣｙｓＢ７ 和 ＣｙｓＡ２０

ＣｙｓＢ１９。首先考察了天然态和还原态胰岛素成键

半胱氨酸中的硫原子相对位置，结果如图２所示。

由图２可知，硫原子形成二硫键之后，硫原子

的运动受到了成键相互作用的限制，只能在很小的

范围内做谐振运动。一旦将胰岛素还原，则二硫键

发生解离，硫原子之间的相对运动便不再受到二硫

键限制，它们之间的距离随时间不断发生变化。

（ａ）ＣｙｓＡ６ＣｙｓＡ１１

　

（ｂ）ＣｙｓＡ７ＣｙｓＢ７

　

（ｃ）ＣｙｓＡ２０ＣｙｓＢ１９

图２　天然态和还原态胰岛素中半胱氨酸硫原子之间距离

Ｆｉｇ．２　Ｄｉｓｔａｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｓｕｌｐｈｕｒａｔｏｍｓｉｎ

ｃｙｓｔｅｉｎｅｒｅｓｉｄｕｅｓｏｆｎａｔｉｖｅａｎｄｒｅｄｕｃｅｄｉｎｓｕｌｉｎ
　

２２　二硫键对胰岛素构象稳定性的影响

将天然态胰岛素的６个半胱氨酸残基从二硫键

更换成自由巯基，此时胰岛素以还原态的形式存

在，保持溶液及其他条件不变，由此展现还原剂对

胰岛素构象稳定性的影响。结果如图３所示。这里

计算蛋白质主链，即 Ｎ、Ｃα、Ｃ原子的ＲＭＳＤ作

为胰岛素稳定性的衡量指标。
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（ａ）ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｎａｔｉｖｅａｎｄｒｅｄｕｃｅｄｉｎｓｕｌｉｎｂａｃｋｂｏｎｅ

　

（ｂ）ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｂａｃｋｂｏｎｅｓｉｎｎａｔｉｖｅｉｎｓｕｌｉｎ，

ｃｈａｉｎＡａｎｄｃｈａｉｎＢ

　

（ｃ）ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｂａｃｋｂｏｎｅｓｉｎｒｅｄｕｃｅｄｉｎｓｕｌｉｎ，

ｃｈａｉｎＡａｎｄｃｈａｉｎＢ

图３　天然态和还原态胰岛素主链的ＲＭＳＤ变化

Ｆｉｇ．３　ＲＭＳＤｏｆｎａｔｉｖｅａｎｄｒｅｄｕｃｅｄｉｎｓｕｌｉｎｂａｃｋｂｏｎｅ

图３ （ａ）给出了３５０Ｋ下，天然态和还原态

胰岛素整体结构ＲＭＳＤ的变化。结果表明，在水

溶液环境中，天然态和还原态胰岛素的整体结构均

发生失稳，即ＲＭＳＤ值增加。这源于高温下，胰

岛素分子结构的热涨落和水分子对胰岛素分子的攻

击。天然态胰岛素稳定性显著高于其还原态，表明

二硫键能够稳定胰岛素，这与文献报道的实验结

果［４５，８１０］是一致的。

图３ （ｂ）给出了３５０Ｋ下，天然态胰岛素整

体结构、Ａ链和Ｂ链的 ＲＭＳＤ变化。结果表明，

Ａ链的变化显著低于Ｂ链的变化，而Ｂ链的变化

接近整体结构的变化。因此，天然态胰岛素结构丧

失主要是由于Ｂ链引起，即Ｂ链更加不稳定。

图３ （ｃ）给出了３５０Ｋ下，还原态胰岛素整

体结构、Ａ链和Ｂ链的 ＲＭＳＤ变化。结果表明，

Ａ链的变化显著低于Ｂ链的变化。在５０００ｐｓ内，

Ｂ链的ＲＭＳＤ变化接近整体结构的变化，即结构

丧失主要由Ｂ链引起；进一步总体结构的 ＲＭＳＤ

显著高于Ｂ链ＲＭＳＤ的变化，这源于Ａ链和Ｂ链

相对位置变化，即还原态胰岛素发生解离。

图３ （ｂ）、（ｃ）给出对应的微观构象证实了上

述结构变化。在天然态胰岛素单体中，由于链间二

硫键的存在，限制了 Ａ链和Ｂ链的相对运动，胰

岛素结构变化源于Ｂ链结构的摆动；而还原态胰

岛素，两条链之间的限制被解除，胰岛素结构变化

既源于Ｂ链结构丧失，也源于Ａ链和Ｂ链的解离。

２３　二硫键对胰岛素活性位点空间构象的影响

胰岛素活性位点包括 Ａ 链的 Ａ１～Ａ３，Ａ５，

Ａ１９，Ａ２１和Ｂ链的Ｂ１２，Ｂ１６，Ｂ２３～Ｂ２６共１２

个氨基酸残基，如图４所示，它们的空间分布对胰

岛素与其受体之间的成功对接有至关重要的意

义［２３］。进一步研究了胰岛素中二硫键对活性位点

空间构象的影响，结果如图５所示。

图５给出了天然态和还原态的胰岛素单体中活

性位点的ＲＭＳＤ变化情况，可以发现，天然态的

活性位点ＲＭＳＤ变化比较平稳，最终其相对位置

会接近平衡，而还原态的胰岛素活性位点 ＲＭＳＤ

却随时间不断上升，这源于二硫键解开，导致 Ａ

链和Ｂ链之间存在着比较剧烈的相对运动，进而

改变了原先活性位点各个氨基酸残基在空间中的相

对位置。由此可以判断，胰岛素被还原之后主要的

失活原因是Ａ链和Ｂ链之间的相对运动，破坏了

整个胰岛素分子活性位点的空间分布状况。
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图４　胰岛素中 “经典”活性位点分布

（活性位点以ＣＰＫ颜色和阴影表示）

Ｆｉｇ．４　 “Ｃｌａｓｓｉｃａｌ”ａｃｔｉｖｅｓｉｔｅｏｆｉｎｓｕｌｉｎｍｏｎｏｍｅｒ

ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｂｙｃｏｌｏｒｏｆＣＰＫａｎｄｔｒａｎｓｐａｒｅｎｔｓｈａｄｏｗ
　

图５　天然态和还原态胰岛素活性位点的ＲＭＳＤ变化

Ｆｉｇ．５　ＲＭＳＤｏｆａｃｔｉｖｅｓｉｔｅｉｎｎａｔｉｖｅａｎｄｒｅｄｕｃｅｄｉｎｓｕｌｉｎ
　

２４　二硫键对胰岛素犅链中心螺旋构象稳定性的

影响

　　Ｂ链前１９个氨基酸残基构成一个α螺旋结构，

α螺旋结构中Ｂ１～Ｂ８为胰岛素Ｔ态和Ｒ态的构象

互变区，Ｂ９～Ｂ１９为胰岛素Ｂ链的中心螺旋，进

一步分析了Ｂ链中心螺旋结构的变化，结果如图６

所示。

结果表明，天然胰岛素的Ｂ链中心螺旋区结

构非常稳定，其ＲＭＳＤ一直在０．６ｎｍ上下波动；

而还原态胰岛素中心螺旋的ＲＭＳＤ在模拟前期还

能与天然态保持相似，在后期则出现丧失天然结构

的趋势。上述结果证明了二硫键破坏后，胰岛素Ｂ

链中心螺旋的失稳会加剧。

３　结　论

本文采用分子模拟对胰岛素中二硫键的作用进

行了研究，并对天然态和还原态胰岛素的构象转变

行为进行了分析。在模拟过程中通过打开二硫键，

使半胱氨酸残基形成自由巯基来模拟还原态胰岛

图６　胰岛素Ｂ链中心螺旋主链原子的ＲＭＳＤ变化

Ｆｉｇ．６　ＲＭＳＤｏｆｂａｃｋｂｏｎｅａｔｏｍｓｉｎｃｅｎｔｒａｌ

ｈｅｌｉｘｏｆｃｈａｉｎＢｉｎｉｎｓｕｌｉｎ
　

素。模拟结果显示，胰岛素被还原之后，其半胱氨

酸中硫原子的运动不再受到二硫键的限制，由此影

响了胰岛素主体和Ｂ链中心螺旋的稳定性以及胰

岛素的生物活性。

天然态胰岛素单体中由于具有二硫键而限制了

Ａ链和Ｂ链的相对运动，维持了活性位点氨基酸

残基的相对位置，使活性位点的空间分布趋于稳

定。而在还原态胰岛素中因为连接 Ａ链和Ｂ链的

二硫键解开，Ａ链和Ｂ链之间的相对位置发生了

较大变化，活性位点的空间构象也被破坏。分子模

拟还显示天然态胰岛素中 Ａ链的稳定性要强于Ｂ

链，解开二硫键会使Ｂ链的不稳定性表现得更加

明显，同时Ｂ链中心螺旋的二级结构呈现失稳的

趋势。上述分子模拟结果与文献报道相符［４５，８１０］，

并给出了二硫键影响胰岛素分子稳定性的微观细

节。胰岛素单体的回转半径、二级结构等相关参数

变化也将会在后续的研究中予以进一步讨论。由本

文结果可知，在胰岛素药物制剂和使用过程中，除

应注意胰岛素的自聚集之外，还应注意构建适宜于

胰岛素天然构象的化学环境，即避免引入导致其二

硫键发生还原反应的物质。上述结果不仅丰富了对

于胰岛素结构变化的微观机制的认识，对于胰岛素

药物制剂的加工、储存和应用等也具有指导意义。
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