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摘要 前期工作已用分子对接方法获得了 HIV-1整合酶与 L708,906抑制剂分子的复合物模型(IN_L708, 906)，现从距离、能
量和氢键三个方面详细地分析了 IN_L708, 906模型中的关键残基．结果表明，复合物模型与蛋白质晶体库中整合酶(IN)与
5CITEP的结合模式相近．用主成分分析和动力学交叉相关图方法分别研究了 IN_L708, 906复合物模型和 IN单体的运动模
式及相关性差异．计算结果显示，L708, 906抑制剂的结合使得 IN功能 loop区残基柔性下降、分子规律性运动的丧失及集
团运动相关性的无序增加，这些可能是酶活性下降的主要因素．模拟结果将有利于基于芳香二酮酸类的抗 HIV药物设计．
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整合酶(integrase，IN)是 HIV-1增殖必不可少
的关键酶，已成为抗 HIV-1药物研发中的一个重
要靶点 [1-3]，而芳香二酮酸类 (aryl diketoacids，
ADK)化合物能明显抑制 IN的整合功能[4-5]．前期

工作已经研究了 12个 ADK类抑制剂与 IN的结合
自由能，并从距离角度初步分析了关键残基，给出

一个有意义的预测模型 [6]．其中小分子抑制剂

L708, 906是一个代表性的二酮酸类 IN抑制先导化
合物，L708, 906的 IC50是 0.1 滋mol/L，对应的结
合自由能值为-36.29 kJ/mol [7]．但 L708, 906与 IN
的详细结合模式及抑制机理尚未见报道，结合模式

尤其关键残基的提取是药物设计的基础.
点突变研究[8-9]结果表明，高度保守的 DDE基

序残基(Asp64，Asp116和 Glu152)与二价金属离子
(Mn2+ 或 Mg2+)结合，共同构成 IN 的活性中心．
Espeseth小组[10]对病毒末端序列进行了多次突变实

验，并结合光偶联实验，确定了 IN 与病毒 DNA
的 LTR关键残基和碱基，并且认为 IN的功能 loop
区(残基 137～149)参与结合病毒 DNA，并将病毒

DNA整合到宿主 DNA中．目前，晶体库里有唯一
的 IN与二酮酸类抑制剂 5CITEP的复合物晶体结
构[11]．本文从能量、距离及氢键三个角度详细分析

了 IN_L708, 906复合物模型，并与 IN_5CITEP复
合物结构进行对比．最后分别用主成分分析

(principal component analysis, PCA)方法和动力学交
叉相关图 (dynamical cross-correlation map, DCCM)
方法获得了体系发生功能性慢运动的主要区域及运

动的相关性，这些研究将有利于揭示 L708, 906抑
制 IN 的可能机理． 图 1 给出了 L708, 906 和
5CITEP分子结构，前者还提供了分子中有可能参
与形成氢键的原子标号.
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Fig. 2 The binding modes of IN with
the inhibitors L708, 906 and 5CITEP

(a) IN_L708, 906 docked mode. (b) IN_5CITEP complex from protein

data bank.

1 计算方法

1.1 MM鄄GBSA能量分解
能量分解采用 MM-GBSA (generalized Born/

surface area)方法[12-13]，基本思路是把每个残基的能

量贡献近似分为分子力学 (molecular mechanics，
MM) 方法计算的真空下分子内能，广义波恩
(generalized Born，GB)模型[14-15]计算的极性溶剂化

能(用 驻GB表示)，和 LCPO模型[16-17]计算的非极性

溶剂化能(用 驻SA 表示)，并且把能量分解到残基的
主链原子和侧链原子上．另外，分子内能是由极性

部分(用 驻ELE表示)和非极性部分(用 驻V DW 表示)
组成，而 LCPO模型核心是非极性溶剂化能与分子
溶剂可接近表面积正相关．通过 MM-GBSA 能量
分解可以考察蛋白质中主要残基对于结合底物分子

所提供的贡献．

1.2 PCA分析
PCA 方法 可 以从 分 子 动 力 学 (molecular

dynamics，MD)模拟轨迹中提取出全局性的功能慢
运动[18-21]．该方法把体系运动模式分为两部分，即

大振幅功能慢运动和几乎没有生物学功能的高频局

部振动．PCA已经成功地应用到很多生物体系的
功能性运动研究中[18-22]．本文基于 IN 和 IN_L708,
906体系MD模拟平衡后的 6 ns轨迹(即 4～10 ns)，
共 6 000个构象中蛋白 C琢原子位置信息，首先剔
除 C琢 原子的全局转动和平动，并构建协方差距
阵．将协方差距阵对角化获得 154个本征值及对应
的本征向量．选取本征值最大前 3位的运动模式，
分析其位置涨落，即可直观地看出功能性运动的分

布和幅度.
1.3 DCCM分析
生物大分子结构域的协同性运动对于生物大分

子与其配体的结合以及发挥其他的特异性生物学功

能起着重要作用．一般来说，生物大分子体系中能

发挥特定功能结构域的原子运动协同性较高[23-25]．

目前，国际上一般用 MD模拟采样，并用统计方
法分析轨迹的动力学特征，并最终获得体系运动的

相关性[26]．运动的相关程度用交叉相关系数 Cij 大

小表示．Cij计算公式为：

Cij=<驻r軆i·驻r軆j>/(<(驻r軆i)2><(驻r軆j)2>)
1/2

其中 i 和 j 是第 i 个和第 j 个原子，而 驻 r軆i 和

驻 r軆j 表示第 i 和第 j 个元素偏离平均位置的向量，
尖括号表示系综平均．Cij 以距阵的形式给出，如

果 Cij = 1，表示 i和 j 完全正相关，运动方向相同；
如果 Cij = -1，表示 i和 j 完全负相关，运动方向相
反；如果 Cij = 0，表示 i和 j 完全不相关，运动方
向垂直．本工作 Cij计算是基于 IN和 IN_L708, 906
体系的 C琢原子位置.

2 结果与讨论

2.1 结合模式

图 2a 给出了 IN 中与 L708, 906 质心距离在
0.4 nm 之内的接触残基[27]．为了与 IN_5CITEP 复
合物晶体结构对比，图 2b从相同的视角给出 IN中
与 5CITEP 相应接触残基．从图 2 可知，抑制剂
L702, 906的接触残基有 14个，即 Asp64、Cys65、
Thr66、His67、Leu68、Glu92、Asp116、Asn120、
Phe121、Gln148、Ile151、Glu152、Asn155、Lys159,
而同为二酮酸类抑制剂 5CITEP的接触残基有 7个,
即 Asp64、Cys65、Thr66、His67、Asp116、Ile151、
Asn155.分析这些接触残基发现, L708, 906和 5CITPE
结合到受体 IN中的相同位置，L708, 906的接触残
基包括了 5CITEP的 7个接触残基，L708，906分
子体积比 5CITEP大，接触残基比 5CITEP多，与
IN结合的相对更牢固．L708，906与 IN结合更紧
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对比表 1和图 2可知，有助于结合的关键残基
大部分分布在接触残基附近，有些就是接触残基，

比如 Asp64、Asp116、Gln148、Glu152和 Asn155.
由表 1可知，20个关键残基中主要可以分为 4部
分：a．最有利于 IN与 L708, 906结合的是 4个碱
性残基 Arg(即 Arg166，Arg107，Arg199和 Arg187);
b．3个 DDE基序残基(Asp64，Asp116和 Glu152);
c．5个功能 loop区残基(Gln137, Gln148, Asn144,
Gln146 和 Glu138)； d．4 个其他残基 (Asn184，
Gln177，Gln168和 Asp167)，Hu等创建的 IN二聚

体与小肽 EBR28复合物模型和 Wielens 等的药物
筛选模型均报道这 4个残基是 IN抑制剂设计的重
要靶点．值得一提的是，表 1 中残基 Asn155，
Asn117，Glu157和 Gln62均属于 DDE基序残基的
相邻残基，故没有单独列出．综上，所有的 20个
关键残基在之前的文献中均被报道过，这进一步证

明了 IN 与 L708, 906结合模式的精确性及用于抑
制剂设计参考的可行性．

氢键是维系蛋白质分子稳定性及其与底物识

别的重要作用力．表 2 列出了两个体系 (IN 和

No. Residues 驻VDW 驻ELE 驻SA 驻GB 驻Etot References
1 Arg166 -5.54 -187.37 -166.88 -19.92 -379.71 The integrase tetramer model constructed by NIH[28]

2 Arg107 -5.1 -159.46 -135.62 -34.17 -334.35 The complex model of IN dimer with EBR28 peptide[29]

3 Arg199 -5.51 -126.87 -104.98 -66.49 -303.85 The complex model of IN with viral DNA[30]

4 Arg187 -3.22 -131.45 -103.06 -63.81 -301.54 The 1EX4 crystal structure refined by Chen et al.[31]

5 Asp64 -0.75 -107.87 -90.85 21.27 -178.2 Belonging to the DDE motif residues confirmed by the mutation
experiment[32]

6 Asn184 -6.79 -90.03 -71.78 -0.91 -169.51 The complex model of IN dimer with EBR28 peptide[29]

7 Asn155 -6.16 -84.35 -67.15 -6.04 -163.7 The complex model of IN with LCA molecule[27]

8 Asn117 -2.08 -84.16 -61.37 -13.73 -161.34 The complex model of IN with LCA molecule[27]

9 Glu157 -4.21 -92.23 -76.79 14.54 -158.69 The drug filtering model by Wielens et al.[32]

10 Gln62 -8.46 -80.97 -63.27 -0.53 -153.23 The drug filtering model by Wielens et al.[32]

11 Gln137 -5.36 -80.95 -58.05 -7.3 -151.66 Belonging to the DDE motif residues confirmed by photo-cross-linking
experiment[33]

12 Asp116 -1.49 -78.04 -63.67 -1.48 -144.68 Belonging to the DDE motif residues confirmed by the mutation
experiment[9]

13 Gln148 -8.3 -75.82 -55.56 -3.5 -143.18 Belonging to the DDE motif residues confirmed by photo-cross-linking
experiment[33]

14 Gln177 -3.59 -74.73 -50.97 -10.42 -139.71 The complex model of IN dimer with EBR28 peptide[29]

15 Glu152 -5.6 -72.89 -58.08 -2.27 -138.84 Belonging to the DDE motif residues confirmed by the mutation
experiment[9]

16 Asn144 -3.53 -71.26 -49.74 -13.39 -137.92 Belonging to the DDE motif residues confirmed by photo-cross-linking
experiment[33]

17 Gln146 -1.94 -69.03 -44.77 -16.94 -132.68 Belonging to the DDE motif residues confirmed by photo-cross-linking
experiment[34]

18 Gln168 0.87 -70.45 -47.21 -14.84 -131.63 The complex model of IN dimer with EBR28 peptide[29]

19 Glu138 -7.06 -55.09 -39.52 -15.66 -117.33 Belonging to the DDE motif residues confirmed by Photo-cross-linking
experiment[33]

20 Asp167 -1.15 -28.17 -11.05 -59 -99.37 The drug filtering model by Wielens et al.[32]

密(IC50 = 0.1 滋mol/L)可能是其抑制性大于 5CITEP
(IC50 = 2.3 滋mol/L)的主要原因[7]．接触残基分析可

推测，L708, 906 的抑制机理与 5CITEP相同，均
是结合到 IN中包含 DDE基序残基的活性口袋区，
竞争性占有了病毒 DNA的结合位置．
接触残基分析仅从几何的角度定性给出了结合

部位的残基信息，为了定量分析 IN中各个残基对
于结合抑制剂 L708, 906的贡献差别，我们用 MM-
GBSA方法计算了二者识别的关键残基贡献排序．
表 1列出了前 20位有利于 IN与抑制剂 L708, 906
复合物稳定的关键残基．

Table 1 The energy decomposition of the top twenty key residues concerned with binding inhibitor L708, 906 (kJ/mol)
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综合上述接触残基，关键残基和氢键的分析，

可明显看到 L708, 906 与 IN 的结合模式和
IN_5CITEP 晶体复合物结构相似，均是结合到
DDE基序残基附近，DDE基序残基和功能 loop区
残基对于 IN 与 L708, 906的识别起着重要作用．
从距离、能量和氢键三个角度的分析均显示，

Asp116和 Gln148是利于 IN与 L708, 906识别的关
键残基．

2.2 慢运动模式对比

图 3给出了体系 IN和 IN_L708, 906的整体及
功能 loop区(残基 137～149) C琢原子的方均根偏差
(root mean square deviation，RMSD)随时间的变化.
从图 3可知，两个体系在 4 ns后基本达到平衡，其

中 IN_L708, 906复合物模型整体 C琢原子的 RMSD
值(0.170依0.017) nm小于单体 IN(0.215依0.024) nm，
可见复合物的稳定性要好于单体．在体系 IN中，
功能 loop区 C琢原子的 RMSD值(0.248依0.032) nm
要高于分子整体(0.215 依 0.024) nm，即功能 loop区
柔性要大于分子整体的平均水平．这与文献报道[10]

的功能 loop区保持充分柔性是 IN维持催化活性所
必需的一致．在体系 IN_L708, 906复合物模型中，
功能 loop区 C琢原子的 RMSD值(0.161依 0.021) nm
与分子整体(0.170依0.017) nm接近. 可推测，L708,
906的结合导致 IN功能 loop区柔性下降，进而抑
制 IN活性，这点与文献[10]是吻合的．

Systems Acceptor Donor Distance/nm Angles/(毅) Frequences/%

IN Asn120-O Thr97-OG1-HG1 0.274 依 0.011 162.39 依 9.65 83.82

His78-ND1 Ser81-OG-HG 0.282 依 0.009 163.58 依 8.95 77.90

Gly193-O Arg187-NH1-HH11 0.282 依 0.009 158.83 依 9.40 75.12

Ser57-O His78-NE2-HE2 0.282 依 0.009 159.01 依 10.63 71.64

Pro58-O Trp61-NE1-HE1 0.284 依 0.009 150.24 依 10.82 63.87

Asn155-O Thr66-OG1-HG1 0.276 依 0.011 157.76 依 10.28 62.17

IN_L708, 906 Asn120-O Thr97-OG1-HG1 0.270 依 0.011 162.77 依 9.01 84.14

Glu138-O Thr115-OG1-HG1 0.276 依 0.012 160.59 依 9.96 83.26

Pro109-O Trp61-NE1-HE1 0.284 依 0.009 158.65 依 11.19 81.22

Gln146-O Gln62-NE2-HE21 0.285 依 0.009 162.70 依 9.29 78.14

His78-ND1 Ser81-OG-HG 0.285 依 0.009 165.51 依 9.26 72.59

Thr115-OG1 Gln137-NE2-HE22 0.288 依 0.007 162.00 依 9.11 68.45

Ile84-O Asn184-ND2-HD21 0.287 依 0.008 164.35 依 8.48 66.37

Ile203-O Thr206-OG1-HG1 0.276 依 0.011 162.21 依 10.65 61.97

L708, 906 Gln148-O L708, 906-O1-H1 0.273 依 0.011 161.54 依 9.54 60.24

Asp116-OD1 L708, 906-O1-H1 0.270 依 0.012 165.69 依 9.08 52.82

Asp116-OD2 L708, 906-O1-H1 0.276 依 0.011 162.21 依 10.65 35.65

IN_L708, 906)占有率超过 60%的氢键及与抑制剂
L708, 906形成的所有氢键，这里氢键采用几何判
据[29]：供体 -氢 -受体角大于 135毅，供体 -受体间
距离小于 0.35 nm．从表 2可知，体系 IN中稳定的
氢键有 6 个，而 IN_L708, 906 有 8 个稳定氢键，
其中有 3 个功能 loop 区残基(Glu138，Gln146 和
Gln137)参与形成．抑制剂 L708, 906与 IN 的结合
增强了体系的稳定性并使功能 loop区柔性下降．

另外，抑制剂 L708, 906 与 IN 存在的氢键仅有 3
个，涉及的残基有功能 loop区残基 Gln148和 DDE
基序残基 Asp116．有意思的是 L708, 906仅是二酮
酸的羧酸羟基一侧(O1-H1)提供氢，而空间距离很近
的另一侧的烯醇式羟基(O2-H2)没有参与形成氢键，
可见在长时间的 MD过程中，分子也没有明显的
位移或翻转．

Table 2 The hydrogen bonds formed in the IN and IN_L708, 906 systems
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Fig. 3 Comparative molecular dynamics analysis between the IN system and the IN_L708, 906 system
(a) RMSD of the C琢 atoms of the whole IN system (IN-all) and its functional loop region (IN-loop) versus simulation times. : IN-all; : IN-loop.

(b) RMSD of the C琢 atoms of the whole IN_L708, 906 system (COM-all) and its functional loop region (COM-loop) versus simulation times. :

COM-all; : COM-loop.

为了研究结合抑制剂 L708, 906 之后 IN所有
残基的柔性变化,对比分析了体系 IN和 IN_L708, 906
的主成分动力学，图 4给出了两个体系最大前 20
个本征值分布．图 4中，两个体系的本征值大小及
分布趋势都基本接近．随后计算最大前几个本征值

所占的比重，方法是将本征值除以所有本征值之

和，权重体现了这个本征值对应的运动模式在整个

运动中所占的比例．计算结果表明，体系 IN前 3、
4、5 个运动模式占总运动模式的比重分别是
55.23%、61.66%和 66.35%，而体系 IN_L708, 906
对应的比重分别为 50.06%、56.05%和 60.85%．由
此可见，体系最大的前 3～5个本征值对应功能性
慢运动可以基本代表体系整个运动．

把两个体系的 MD模拟轨迹分别投影到各自
对应的前 5个本征向量上，图 5给出了这些轨迹
投影的运动范围．体系 IN 前 5 个主要慢运动模
式的涨落范围分别是(0.047 依 8.07)，(0.043 依 6.03),
(-0.203依5.417)，(0.047依3.902)和(0.001依 3.315) nm，
体系 IN_L708, 906对应的涨落范围是(-0.141依7.851),
(0.504 依 4.314)， (0.202 依 3.847)， (0.067 依 3.400)和
(0.046 依 3.022) nm. 可见，相对于 IN 来说，
IN_L708, 906运动涨落幅度要小很多．从图 5还可
知，从第 3个本征向量往后，涨落分布的范围越来
越窄，趋近于高斯分布，这是体系内部局部快运动

的运动特征．而前 3个运动模式基本上是功能性慢
运动．

图 6给出了两个体系 C琢原子在前 3个功能性
慢运动中的位置涨落．图 6中，体系 IN表现出有
层次的柔性分布，其中功能 loop区(残基 137～149)
和 琢5区与 琢6区之间的 loop区(残基 185～195)表
现出较大的柔性，而 DDE基序残基(Asp64, Asp116
和 Glu152)的运动性较小．而 C琢原子涨落的层次
性分布在 IN_L708, 906复合物体系中完全丧失，2
个 loop区和 DDE 基序残基均表现出中等程度的
柔性．

综上 ，通过 RMSD 和 PCA 分 析可 知 ，
IN_L708, 906复合物比 IN单体稳定，L708, 906抑
制 IN活性有可能由于结合导致功能 loop区柔性的
下降．PCA分析结果还表明，L708, 906的结合导
致 IN规律性运动的丧失及杂乱运动的增加，可能
也是导致该酶活性降低的主要因素．

Fig. 4 The distribution of the top 20 eigenvalues
from the IN and IN_L708, 906 systems

: IN; : IN_L708, 906.
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Fig. 5 Displacements for the 5 highest eigenvectors of the following two systems
(a) The IN system. (b) The IN_L708, 906 system.
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2.3 DCCM对比
上述分析给出了体系 IN在结合 L708,906前后

的柔性变化，但是对于各个区域的协同性运动并没

有提到．区域协同性运动是生物大分子体系某区域

维持生物活性所必需的．图 7给出了两个体系(IN
和 IN_L708, 906)的 DCCM，图 7中左上角表示正

相关，而负相关收集在右下角内，相关系数绝对值

大于 0.75的强相关用黑色表示，而相关系数在 0.4
和 0.7之间的中等相关用灰色表示，剩余部分表示
相关系数绝对值小于 0.4的弱相关．从图 7可知，
体系 IN的结构功能性分区比较清晰，6个 琢螺旋
区(琢1 区：残基 94～107, 琢2 区：残基 119～122,

Fig. 6 Atomic fluctuations for the 3 highest eigenvectors of the following two systems
(a) The IN system. (b) The IN_L708, 906 system.
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值得一提的是，该结论与之前整合酶

G140A/G149A及 T66I/S153Y突变体抗药性机制研
究结果[34]类似．综上，通过 DCCM分析发现，IN
体系清晰的结构功能分区和功能 loop区的独立运
动是该酶保持较高活性所必需的．

3 结 论

用距离、能量和氢键方法详细分析了 IN与
L708, 906的结合模式．结果表明，DDE基序和功
能 loop 区是 IN 结合 L708, 906 的重要区域，而
Asp116和 Gln148是利于二者识别的关键残基．对
比分析 L708, 906结合前后的 IN运动模式差别发
现，复合物模型比单体的运动幅度低且更稳定．

L708, 906的结合导致 IN规律性运动的丧失、功能
loop区柔性下降以及体系运动相关性的无序增加均
可能是 IN活性降低的原因．
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Study on The Binding Mode and Mobility of HIV鄄1 Integrase
With L708, 906 Inhibitor*
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Abstract The complex (IN_L708, 906) model of HIV-1 integrase with L708, 906 inhibitor was obtained via
molecular docking method in previous work. The key residues of IN_L708, 906 complex model were detailedly
analyzed from the three perspectives (i.e. distance, energy and hydrogen bond). The results show that the complex
model is similar to the IN_5CITEP complex structure from proteins data bank. The difference of the motion modes
and correlativity between IN_L708, 906 model and IN monomer was investigated with principal component
analysis and dynamical cross-correlation map methods. The computational results indicate that the association with
L708, 906 leads to the flexibility decrease of functional loop region, the lose of regular motion, as well as the
disordered increase of correlative motion, which may be the main reasons for the activity attenuation of IN. All the
simulation results may help the anti-HIV drug design based on the structures of Aryl diketoacids.
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