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Abstract: Glutamine-Binding Protein (GlnBP) from Escherichia coli is an extremely important periplasmic binding protein. 

Binding of glutamine at the cleft between two domains causes a conformational change corresponding to a closure of two 

domains around the ligand. Because this process has a close relationship with protein function, studying this process has an 

important biological significance. It is very difficult for the existing experimental methods to obtain the conformational 

transition of GlnBP. In this paper, we studied the allosteric mechanism of GlnBP by using the adaptive Anisotropic Network 

Model (aANM) proposed by Bahar and obtained a relatively reasonable allosteric pathway. This work is helpful for the 

understanding the role of the topology structure in GlnBP conformational transition. 
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摘要摘要摘要摘要：：：：谷氨酰胺结合蛋白（Glutamine-Binding Protein，GlnBP）是大肠杆菌透性酶系统中一个极其重要的细胞外液底

物专一性结合蛋白。它在转运谷氨酰胺（Glutamine，Gln）的过程中发生构象转变，由于其与蛋白质功能的发挥有着密

切的关系，因此研究此过程具有重要的生物学意义。现有的实验方法很难获得GlnBP的构象转变过程。因此在本文中，我

们利用由Bahar等人提出的自适应各向异性网络模型（adaptive Anisotropic Network Model，aANM）对谷氨酰胺结合蛋

白变构机制进行研究，获得了相对合理的变构路径，了解了拓扑结构在谷氨酰胺结合蛋白变构中所起的作用。 

关键词关键词关键词关键词：：：：谷氨酰胺结合蛋白，自适应各向异性网络模型，变构机制 

 

1111．．．．引言引言引言引言    

革兰氏阴性菌的细胞包膜包含外膜、内膜和它们之间

的细胞外液空间。外膜是半通透性的，其主要功能是保护

细胞并阻止大分子的进出。细胞外液空间包含大量的小分

子传导系统。内膜上包含大量的小分子转运蛋白，能够把

细胞外液的小分子运输到细胞质内[1,2]。大肠杆菌小分

子输运系统由细胞外液空间的小分子专一性结合蛋白和
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细胞内膜上的跨膜蛋白构成。目前，公认的转运机理是[3]：

当底物小分子进入大肠杆菌的细胞外液空间后，它会迅速

与专一性的结合蛋白高效结合并导致结合蛋白构象发生

迅速变化，这种构象变化使得结合蛋白与小分子复合物能

迅速被锚定于细胞膜上的渗透酶系统的蛋白成分所识别，

小分子从结合蛋白中被释放出来并与膜上的跨膜蛋白结

合。然后，在跨膜蛋白的作用下，小分子跨过细胞膜进入

细胞完成输运。目前，多个细胞外液空间的小分子结合蛋

白的晶体结构被解析出来。它们的空间结构具有很高的相

似度，都属于 结构，且都是由两个结构域构成，彼

此通过2-3个铰链相连接[4]。两个结构域之间形成一个深

的口袋作为小分子的结合位点。 

谷氨酰胺结合蛋白（Glutamine-Binding Protein，

G1nBP）是大肠杆菌透性酶系统中一个极其重要的细胞外

液底物专一性结合蛋白，它对于谷氨酰胺（Glutamine，

Gln)的转运是至关重要的。当Gln结合到GlnBP 两个结构

域之间的口袋区时，会导致两个结构域的闭合运动，发生

较大的构象变化。目前，GlnBP 未结合底物时的张开构象

（ open-apo ） 以 及 结 合 底 物 后 复 合 物 的 构 象

（closed-ligand）已经被解析出来[5,6]。值得注意的是，

实验上发现，除了open-apo和closed-ligand构象以外，

未结合底物的闭合构象（closed-apo）也能够稳定存在

[7~9]。并且研究发现，open-apo和closed-apo 之间存在

一个自由能垒[8]。在一定条件下，两种构象之间形成动

态平衡。当其与底物结合后，这种平衡向着闭合构象移动

[6]。显然，GlnBP的开合运动对于Gln的结合和转运是至

关重要的。 

我们课题组已经用分子动力学（Molecular Dynamic, 

MD）模拟方法以及高斯网络模型（Gaussian Network Model，

GNM）研究了open-apo和closed-ligand结构的动力学特征，

得到了一些与实验相吻合的结果[10,11]。Hannes等人通

过  MD 模 拟 和 主 成 分分 析 （ principal component 

analysis，PCA）揭示了GlnBP通过主要的运动模式发挥其

生物学功能[12]。2012年，Pistolesi和Tjandra解释了

GlnBP的热力学特性以及在与配体相互作用时疏水结合口

袋的显著稳定性[13]。随后2014年，中国科学院武汉物理

与数学研究所的唐淳教授课题组利用顺磁弛豫增强

（paramagnetic relaxation enhancement，PRE）核磁共

振（NMR）方法，具体地讨论了Gln结合与解离时环区的波

动和动力学特性[14]。 

近些年研究人员提出许多方法和模型，用于研究蛋白

质构象转变的过程。传统的全原子分子动力学（Molecular 

Dynamics, MD）模拟由于描述蛋白质体系的势函数十分复

杂，模拟过程需耗费大量的计算资源，因此在保证一定精

确性的条件下，减小模拟的计算量，发展了一些势函数相

对简单、计算量较小的方法。 

Tirion提出的弹性网络模型（Elastic Network Model，

ENM）[15]就是一种简便的方法，它可以有效获得体系的

慢运动模式。在该方法中，只有当两个原子间的距离小于

某一截断半径（cutoff）时，才认为它们发生相互作用。

原子间的相互作用用谐振势描述，谐振势采用统一的弹性

系数。为了进一步减小计算量，Haliloglu等人在ENM的基

础上提出了高斯网络模型（GNM）[16]。在该方法中，蛋

白质中氨基酸的运动是各向同性的。考虑到氨基酸运动的

方向性，Atilgan等人在GNM的基础上提出了各向异性网络

模型（Anisotropic Network Model，ANM）[17]。Yang

等人在ANM的基础上提出了自适应各向异性网络模型

（adaptive Anisotropic Network Model，aANM）[18]，

该方法可以用于获得蛋白质的变构路径。常珊等人已利用

aANM对海藻糖转运蛋白的变构过程进行了分析，得到了较

好的结果[19]。这表明此模型对于转运蛋白具有一定的适

用性。 

通过对以上叙述的认知，我们想进一步了解GlnBP的

拓扑结构对其变构机制是否有特别重要的作用。这种开合

运动是否由其本身特定结构所决定，是否是其结构本身所

固有的动力学特征？本工作是通过自适应各项异性网络

模型方法来研究GlnBP在工作中的变构路径和机制，从

GlnBP张开状态结构与闭合状态结构出发，获取其变构路

径，来探索拓扑结构对谷氨酰胺结合蛋白变构机制的作用。 

2222．．．．体系与方法体系与方法体系与方法体系与方法    

2.1.2.1.2.1.2.1.体系的准备体系的准备体系的准备体系的准备    

 

(A)open-apo 结构（PDB代码：1GGG）;(B)close-apo 结构（由close-ligand，PDB代码：1WDN，去掉Gln所得），在两个构象中，铰链区用黄色标出。 

图图图图1 1 1 1 谷氨酰胺结合蛋白的open-apo及closed-apo的结构。 

βα
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谷氨酰胺结合蛋白（GlnBP）包括一条226个氨基酸残

基的单链，三级结构包括大约35%的 螺旋和37%的 片。

其中，大结构域包括了N-末端和C-末端区，由氨基酸残基

片段Ala1-Gly84和Gly186-Lys226构成。该结构域包括5

个 螺旋和8个 片。小结构域则由Leu90-Leu180构成，

包含3个 螺旋和4个平行、1个反平行的 片，这两个

片层之间由一个大环区（loop区，残基Ala96至Lys110）

连接。两个结构域由两个 片层（残基Tyr85-Gly89和残

基Glu181-Tyr185）连接，它们构成了铰链区。谷氨酰胺

结合蛋白未结合底物处于“张开”（open-apo）构象的晶

体结构以及结合底物处于“闭合”（closed-ligand）构

象的复合物的晶体结构已经被解析出来[5,6]。如图1 所

示，Closed-apo的结构是通过把closed-ligand结构中的

Gln 残基去掉而获得。在晶体结构中，open-apo结构缺失

了前四个残基（1Ala-2Asp-3Lys-4Lys）和末端两个残基

（225Pro-226Lys）的坐标，close-apo 结构缺失了前三

个残基的坐标。考虑到这些残基对整体的运动模式没有太

大影响，所以没有把它们通过模建的方法添上。为了使得

“张开”构象和“闭合”构象能够进行结构上的比较，我

们把close-apo晶体结构中的多余残基去掉，使它们与

open-apo结构具有相同的残基序列长度。 

2.22.22.22.2．．．．自适应各向异性网络模型的基本原理自适应各向异性网络模型的基本原理自适应各向异性网络模型的基本原理自适应各向异性网络模型的基本原理    

在自适应各向异性网络模型（aANM）[19]中，ANM被

迭代使用，利用蛋白质变构前后的两个构象找出变构的一

系列中间态结构，下面介绍该方法。 

假定变构前的构象为A，变构后的构象为B，用 和

表示这两个构象，它们分别是由各自的 原子的三

维坐标形成的 维向量， 、 表示第 次迭代产

生的两个结构，构象对之间的距离向量（distance vector）

定义为 

           （1） 

用来产生第 次构象对的形变向量（deformation 

vector）定义为 

          （2） 

原始的距离向量是通过构象A和构象B的跌落，再由下

式得到 

           （3） 

原始的均方根偏差（RMSD）为 ,第 次迭代

产生的构象对之间的RMSD为 

          （4） 

aANM包含以下几个步骤： 

(i)由构象A和构象B产生两个中间状态的集合。用来

产生 的计算表达式为 

 （5） 

的计算与上式类似。 是利用由 建立的

各向异性网络模型得出的前 个慢运动模式

（ ）计算获得（在ANM中，建网时采用的距离

cutoff为 13 Å，弹性系数 为 0.7 kcal/(mol•Å2)）。

第 个运动模式的权重系数为 ，即距离向量

在运动模式 上的投影，它通过步长 进行限

制。 和 在迭代时同时被确定，它们是在使 最

小化的 和 乘以一个分数 （ ）得到。当

时，每次迭代产生形变向量将会很小，但这将会

耗费大量的计算资源；当 时，每次迭代产生的形

变向量较大，但是这在物理上可能是不真实的。 

(ii)第 次迭代所采用的运动模式的数量 是基

于余弦平方阈值 （threshold squared cosine）选

择的， 决定了瞬时位移的方向与目标位移的方向之

间最大的角度偏差。为此定义累计余弦平方（cumulative 

squared cosine） 

      （6） 

选择满足条件 的最小的 作为

最终采用的慢运动模式的数量，通过选择这样一个运动模

式的集合，分子将沿着一条朝着终态，而并不是任何的结

构变化都必要的变构路径，但这条路径在能量上是有优势

的。 

从上面的叙述可以看出，aANM涉及到两个参数（

和 ）。 决定了运动的方向， 决定运动的步长。

较小的 保证变构过程沿着能量上升较缓慢的方向进

行，但是要经历一个较长的变构路径。较小的 保证了每

次迭代产生较小的位移。本文中，余弦平方阈值 为 

0.4，步长约束 为 0.2。 

(iii)重复以上的过程直到最后两个构象对之间的

RMSD变得足够小，迭代的总次数 由这个足够小的RMSD

决定（本文定为1.5 Å）。沿着变构路径的一系列构象可

以表示为 

    （7） 
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残基 和 在第 次迭代发生的位移 和 之间

的交叉相关性定义为 

           （8） 

其中， 和 可以从形变向量 中获得，表达

式如下： 

        （9） 

       （10） 

3333．．．．结果与讨论结果与讨论结果与讨论结果与讨论    

本工作中，先利用 VMD[20]将GlnBP的close-apo的结

构叠落到open-apo的结构上，再用自适应各向异性网络模

型找出两个态之间的变构路径。 

3.1.3.1.3.1.3.1.运动模式运动模式运动模式运动模式    

在aANM中，变构过程是由ANM计算出的低频运动模式

所引导，所以，低频运动模式的选择对aANM模拟来说是很

重要的。在我们的模拟中，累积平方余弦Fmin 取为0.4，

从低频段开始选取运动模式，所选取运动模式的数目需满

足不等式 。 

表1列出了谷氨酰胺结合蛋白在变构过程中，aANM在

每次迭代时所选取的运动模式的数目。第一列的参数表示

迭代重复的次数。 和 分别表示张开和闭合状态

在第k次迭代选取的运动模式的数量。RMSD表示迭代k次后

构象对间的均方根偏差。从表1中可看出，初始结构之间

的RMSD为5.34Å，第11次迭代产生的中间态构象对之间的

RMSD小于1.5 Å。在前5次迭代中，RMSD由5.34 Å降到低于

2.5 Å，选用的运动模式数目不到10个，在所有运动模式

（共660个）中所占的比例不到1.5％。 

表表表表1111 变构过程中每次迭代采用的运动模式数目。 

Iteration(Iteration(Iteration(Iteration( ))))    

            

0 - - 5.34 

1 4 6 4.53 

2 4  7 3.84 

3 5 8 3.32 

4 5 8 2.82 

5 5 9 2.50 

6 5 12 2.24 

7 7 13 2.03 

8 9 15 1.85 

9 12 17 1.68 

10 16 28 1.52 

11 36 53 1.40 

 

图图图图2222 瞬时距离和本征向量之间的夹角余弦关系。 

左边的纵坐标显示距离矢量 和特征向量 之间的夹角余弦，蓝色曲线表示相应的累积余弦平方。红色直线为限制值  = 0.4。图中的

黑色柱状代表在迭代过程中所选取的运动模式 
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图2是在迭代过程中参与的运动模式与瞬时距离向量

的相关余弦直方图。左边的纵坐标显示距离矢量 和

本征向量 之间的夹角余弦，蓝色曲线表示相应的累积

平方余弦。红色直线为限制值  = 0.4。图中的黑色柱

状代表在迭代过程中所选取的运动模式。从左到右，从上

到下，依次对应为open状态和close状态迭代第2、6、11

次的图。从表1和图2，我们可以看出，慢运动模式在迭代

初期发挥着主导作用。随着迭代次数的增加，构象发生改

变，较高频率的运动模式被选取。这是因为在变构调节的

开始几步，两个瞬时端点构象之间存在着较大的且全局的

构象差异。众所周知，低频慢运动模式对应于大规模的集

合运动。因此，少量的低频运动模式即可满足运动模式选

取的条件。低频大幅度的运动模式促使两个瞬时端点构象

的RMSD大幅度的降低。之后，随着变构调节的进行，两个

瞬时结构在构象空间上逐渐接近于彼此。这时，变构的过

程更多地发生在局部结构的变化，我们知道这和高频运动

模式有关系。因此，选取的运动模式逐渐增多，这与模型

的出发点是一致的，低频运动模式代表了蛋白质的集合运

动，在其变构过程中起主导作用。 

3.2.GlnBP3.2.GlnBP3.2.GlnBP3.2.GlnBP各结构域间的距离变化各结构域间的距离变化各结构域间的距离变化各结构域间的距离变化    

为了探讨GlnBP具体的变构细节，我们分析了来自不

同区域间的距离变化（图3）。将GlnBP的大结构域、小结

构域以及铰链区的质心，记为Large centroid (Lc)、Small 

centroid (Sc) 和Hinge centroid (Hc)，并依次计算变

构路径上构象各结构域的质心坐标。图中纵坐标即为各结

构域的质心坐标间的距离变化，横坐标代表反映坐标。 

由图可以看出，大小结构域质心间的距离变化是均匀

减小的，在变构过程中，大小结构域不断靠近，最终形成

close-apo结构；总体来看铰链区与大结构域以及与小结

构域质心间的距离变化几乎一致，但铰链区与小结构域质

心间的距离变化幅度大于其与大结构域质心间距离的变

化。仔细来看，在变构前期这一现象更加明显，说明了变

构开始于小结构域部分残基，变构后期两距离进一步快速

下降，在变构末期，可能由于结构域间局部运动使其稍稍

有所增加。 

 
图图图图3333 GlnBP大小结构域、铰链区域间质心坐标的距离变化。 

3.3.3.3.3.3.3.3.变构轨迹变构轨迹变构轨迹变构轨迹    

从谷氨酰胺结合蛋白的open-apo状态和close-apo状

态开始进行迭代，在第十一次迭代后产生的两个瞬时构象

之间RMSD差别较小，停止迭代，共产生了22个中间态构象，

即GlnBP的变构路径。图4展示了变构过程中6个代表构象，

可直观看出其由张开状态转变成闭合状态的变构过程。当

迭代开始于open-apo状态时，即从A到C，GlnBP向闭合的

方向运动。当迭代开始于close-apo状态时，即从F到D，

其向打开的方向运动。为了更清楚的观察GlnBP的变构运

动，图中还将GlnBP结构变化明显区域用红色线圈出，可

以更加明显地看出结合口袋区域做向内闭合或向外张开

的运动，而且，其他区域也有不同程度的构象改变。 

3.4.3.4.3.4.3.4.运动相关性运动相关性运动相关性运动相关性    

为了探讨谷氨酰胺结合蛋白各个结构域间的运动相

关性，利用式子8-10，我们分别计算了GlnBP在变构初始

阶段和最后阶段残基间位移的交叉相关性。 

 

图图图图4444 GlnBP变构过程中的代表构象。 

)1( −kd
k
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minF



167 靳璐 等：基于弹性网络模型的谷氨酰胺结合蛋白变构路径的研究  

 

 

图图图图5555 GlnBP残基间位移的交叉相关性。 

图5A和B分别显示了GlnBP在变构初始阶段和最后阶

段残基间位移的交叉相关性。图中标识出其结构的划分

（其中大结构域和小结构域之间为铰链区）。交叉相关性

介于-1到1之间，正的相关性表示两残基的运动方向是相

同的，负相关性表示两残基的运动方向是相反的，绝对值

越大说明相关性（正相关或负相关）越高。相关性为零时，

说明残基的运动没有相关性。在图中，蓝色区域表示负相

关，红色区域表示正相关。从A中看出，在变构初始阶段

大部分的大结构域N-末端区（5-84号残基）与小结构域

（90-180号残基）之间呈强的负相关，这与实际情况是相

符合的，GlnBP由打开到闭合状态的变构过程中，其大小

结构域运动方向是相反的。大结构域C-末端区（186-226

号残基）与N-末端之间呈负相关，而与小结构域之间呈正

相关，通过比较路径上的结构可知，这部分主要由2个 螺

旋组成，在变构过程中这部分结构的运动方向是向结合口

袋靠拢，因此其在运动过程的形变向量与其他部分的交叉

相关性会出现上述结果。在变构的最后阶段（图B），残

基间位移的交叉相关性总体变化不大，但均有所减弱。这

表明GlnBP的大结构域和小结构域的开合运动发生在变构

的整个阶段，并且各结构域的运动并非完全刚性的。 

4444．．．．总结总结总结总结    

本文用自适应各项异性网络模型方法对谷氨酰胺结

合蛋白的拓扑结构与其变构机制间的关系进行了探索和

研究，最终获得了谷氨酰胺结合蛋白在机体工作中的变构

路径，与实验和MD模拟结果具有一致性。在该变构过程中，

大结构域和小结构域的开合运动发生在变构的整个阶段，

变构开始于小结构域的部分残基，并且低频慢运动模式起

主导作用。这一研究有助于更好地理解谷氨酰胺结合蛋白

的变构机制。 
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