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分子生物力学研究方法与技术

龙勉

中国科学院力学研究所

前言

随着结构生物学
、

蛋白质组学的迅猛发展
,

对蛋白质功能定量化研究的需求日益增加 而力学
、

物理
、

化学
、

数学等基础学科的介入
,

为进一步定量认识蛋白质结构
一

功能关系提供了新概念
、

新方

法和新技术
,

形成了分子生物力学研究的动力和源泉
。

分子生物力学研究生物大分子的力学
·

生物学

和力学
一

化学藕合规律
,

其主要内容包括生物大分子间特异性相互作用的定量测定
,

受体
一

配体
、

抗

体 抗原结合与解离的反应动力学
,

蛋白质组装动力学
,

作用力对蛋白质间相互作用的调控等
。

生物大分子间反应动力学行为可分为游离分子的三维反应和锚定分子的二维反应
。

三维反应是

指两种特异性相互作用的分子至少有一种在溶液中处于游离态
、

具有空间三维运动自由度 如血液

中血浆蛋白和抗体
,

因而易于与另一种分子发生相互作用
,

并通过 自由调整其空间构象
、

形成几

何匹配的分子复合物 所反映的是大量分子的统计平均性质
,

通常可用确定性的化学反应动力学来

描述
。

二维反应是指两种特异性相互作用的分子均分别被锚定在两个表面上
,

具有沿表面横向扩散

的二维运动自由度
、

但缺乏沿垂直于表面法向运动的自由度 如白细胞或内皮细胞表面的选择素

配体
、

整合素
一

配体 所反映的是有限数目分子反应的随机动力学行为 同时
,

所形成的分子复合

物提供了两表面间的物理连接
,

其反应动力学行为和结合与解离动力学受到外力及其它物理因素的

影响
。

当前
,

分子生物力学研究的重点正是考察分子间二维反应动力学行为及其受外力及物理因素

的调控规律
。

由于基于分子间三维相互作用的传统确定性化学反应动力学理论不再适用
,

分子间二

维相互作用的分子生物力学研究需要新的理论
、

模型
、

方法和技术
。

本文拟从分子生物力学研究的

代表性方法与技术入手
,

着重介绍其基本原理及其在定量测定分子间二维相互作用中的应用
。

微管吸吮技术

基本原理

微管吸吮技术
,

早期被应用于细胞生物力学研究
,

即
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通过测量一定负压作用下细胞变形动力学过程
、

考察细胞力学和粘弹性性质 近二十年来微管吸吮

技术逐渐拓展到分子生物力学研究领域
,

其工作原理是采用微管吸吮方法捕获分别表征特异性相互

作用分子的细胞或小球
,

通过压电晶体驱动器操控微管
、

实现两细胞或小球间靠近
一

接触
一

回拉的动

力学循环
,

记录回拉过程中细胞变形与否 或小球运动速度改变 和解离时间长短来研究分子间相

互作用的动力学性质
。

微管吸吮技术的主要研究方法包括基于分子间反应动力学参数测定的微管粘附频率方法

, 队 和基于分子键断裂力和寿命测定的生物膜力探针

方法
,

在微管粘附频率方法中
,

两种特异性相互作用分子分别表

征于红细胞和其它细胞或小球表面
,

在控制分子密度 和细胞接触面积
。

条件下系统侧

量细胞间粘附频率 以回拉过程中红细胞变形与否作为判断分子间粘附是否发生的标准 随接触

时间 的变化规律
,

并通过基于二维反应动力学理论的小系统概率动力学模型拟合实验数据
、

从而

获得无外力下分子间负反应率 和反应亲和性心

“ ,一 一 、 心 ,一 一、

在生物膜力探针方法中
,

首先将一种分子表征于小球表面
、

并将其与已被微管吸吮的红细胞进行组

装
,

然后操控微管与表征另一种分子的其它细胞或小球实现其结合与分离过程
,

在控制加载率或作

用力条件下分别测量分子键断裂力或寿命
、

获得加载率
·

断裂力谱和作用力
一

寿命谱
,

通过动力学力

谱理论和力学
一

化学祸合理论拟合实验数据
、

从而得到无外力下分子间负反应率砂 参见第二节

需要指出的是
,

上述两种方法可以相互替换
,

具体应用可视研究目的
、

分子体系
、

载体性质等进行

选择
。

方法实现

与用于细胞力学和粘弹性研究的实验系统相似
,

分子生物力学研究的微管吸吮系统主要由显徽

操控单元
、

压力控制单元和视频图像采集单元等部分组成
。

其中显微操控单元主要由吸吮表征目标

分子的细胞或小球的微管
、

控制微管运动的压电晶体驱动器及相应控制软件构成
,

压力控制单元主

要由调控微管管口与贮水瓶间水位差的运动部件
、

量化水位差的数码显示器构成
,

视频图像采集单

元主要由记录分子间相互作用实时图像的电荷祸合器件 与录像机
、

实现图像后处理和分析

的相应软件构成
。

采用微管吸吮技术实现分子生物力学研究的关键在于生物学体系的合理构建
。

在分子表征方

面
,

除利用固有表达于细胞表面的分子外
,

纯化蛋白质可采用 〔 化学包被
、

物理吸附
、

生物素

亲和素祸联等方式直接或间接 通过其捕获抗体祸合 表征于 红 细胞或小球表面 需要注意的
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是分子取向
、

长度
、

作用位点显著影响分子间相互作用的动力学特征
。

在载体选择方面
,

除分子固

有表达的细胞外
,

红细胞因其表面光滑
、

易变形等特点成为分子表征的重要候选细胞
,

聚苯乙烯小

球和玻瑞小球也因其表面无其它分子干扰的特点常被选为候选载体 需要注惫的是载体的刚度和粗

糙度明显影响分子间相互作用的动力学特征
。

在方法建立方面
,

合理控制表面分子密度是保证粘附

频率灵敏度
、

满足断裂力和寿命测试中单个分子键假设的重要前提
,

细胞或载体接触面积 尽管难

以直接测量 应尽可能控制一致

应用范围与局限性

微管吸吮技术在分子生物力学领域中具有广泛应用
。

微管粘附频率方法主要应用于认识表面表

征的受体
一

配体间二维反应动力学规律
,

通过量化其反应动力学参数研究分子结构 分子取向与长度
、

载体刚度与表面拓扑结构
、

氨基酸变异等 影响其相互作用的机制
。

生物膜离探针方法主要应用于

考察外力对受体
·

配体
、

抗体
·

抗原间结合与解离动力学规律
,

通过分子键断裂力谱和寿命谱 化外

力和物理因素 加载率
、

靠近速度
、

接触时间等 调控分子间相互作用规律及其内在的物理机制
。

微管吸吮技术的优势不仅在于可直观观察粘附事件的发生
,

而且每次粘附事件均可控 即可以精确

控制两个细胞或小球在什么时候开始接触
,

什么时候开始分离
,

以及用多大的力去接触等 同时
,

与小系统随机动力学理论
、

动力学力谱理论和力学
一

化学藕合理论相结合
,

可获到无外力下分子间相

互作用的正 负反应速率和反应亲和性
,

以及断裂力谱和寿命谱等更加全面反映其反应动力学行为的

多重信息
,

而传统三维反应动力学检测技术 如基于表面等离子共振技术的生物传感器 则难以达

到的
。

其主要局限性在于通量低
、

每次只能实现单对细胞检测
,

且由于受单对细胞侧试周期较长
、

体外难以长时间维持细胞功能状态的限制
,

难于获得大样本的统计数据
。

原子力显微技术

基本原理

原子力显微技术 , 是在扫描隧道显微技术 矛以

,

基础上发展而来的
。

与扫描隧道显微技术相比
,

其主要优势是利用原子间范德华

相互作用而不是电子隧道效应
、

使待测样品不再局限于导电材料
,

从而具备更广阔的应用空间
。

其

基本原理是将特异性相互作用的两种分子分别表征于微悬臂梁探针和样品池底板表面
,

通过压电晶

体驱动器驱动探针 或底板 实现两表面间靠近
一

接触
一

回拉的动力学循环
,

记录回拉过程中探针挠

度改变和解离时间长短来研究分子间相互作用的动力学性质
。

作为一种重要的单分子测量技术
,

原子力显微技术主要有两种加载模式 一是寿命模式

,

即施加在分子键上的外力为恒值 亦称为恒力模式 二是断裂力模式
,
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即施加在分子键上的加载率为恒值
、

外力随时间匀速增加 又称为恒加载率模式
。

在寿命模式中
,

通过对单个分子键施加恒定外力不 可测 外力 作用下分子键的寿命
,

其倒数

即为外力 下分子间的负反应率 花动 分子间结合与解离的随机性质决定了即便在同一外力作用下

分子键寿命表现表现为一个分布谱而非确定值
,

在该外力下分子间负反应率 通劝需要通过一阶不可

逆动力学分析获得 系统改变给定外力值可获得分子间负反应率 七仍随外力 的变化关系
,

通过将

实验数据与分子键力学
一

化学祸合模型比较
,

理想键 称仍

滑移键 花动 磷 【叭与乃

逆锁键 无仍 砂 却卜刁代耘乃

不仅可确定特定分子体系的力学
一

化学祸合关系
,

而且可获得无外力下分子间负反应率 砂 这里

为势垒宽度
,

为玻尔兹曼常数
,

为绝对温度
。

在断裂力模式中
,

通过对单个分子键施加恒加载率 的外力 , 可侧 分子键断裂时的临界外

力
。

分子间结合与解离的随机性质决定了即便在同一加载率下分子键断裂力表现为一个分布谱而非

确定值
,

在该加载率下分子键最可几断裂力 需要通过一阶不可逆动力学分析获得
,

系统改变给定

加载率值可获得分子间分子键最可几断裂力 随加载率 的变化关系 若分子键力学
·

化学料合关

系满足“
滑移键 ”

假设 公式
,

则通过将实验数据与分子键动力学力谱 ”吻 代滩

,

模型比较
,

甲 对 久卜 马几 】
一 ,

可获得解离过程中对应于不同势垒的势垒宽度 。 和无外力下负反应率对一个不依赖与
“滑移键

,

假设的理论是利用外力 作用下分子键断裂概率函数 尸动和概率密度函数 尸动

七仍 嘴动在
一

凡仍

方法实现

原子力显微系统主要由微悬臂梁探针及其操控单元
、

样品池及其操控单元和光学位移检测单元

等部分组成
。

其中微悬臂梁探针及其操控单元主要由功能化表征一种分子的弹性微悬臂梁和压电晶

体驱动器构成
,

样品池及其操控单元主要由功能化表征另一种分子的底板和压电晶体驱动器构成
,

光学位移检测单元主要由光源
、

四象限探测器等构成
。

原子力显微技术具有表面形貌扫描和力曲线测定两种功能
。

当压电晶体驱动器驱动样品池 或

微悬臂梁 与微悬臂梁 或样品池 靠近
、

接触时
,

分子间特异性相互作用导致微悬臂梁发生形变
,
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从而使经由微悬臂梁背面反射的激光束方向发生改变
。

通过四象限探测器检测反射激光束信号可得

到变形量
,

其与微悬臂梁弹性系数的乘积即为分子间作用力值
。

对于形貌扫描
,

反馈回路将侧得的

变形信号和给定的扫描判据相比较并修正微悬臂梁的运动
,

从而通过微悬臂梁的空间轨迹来反映表

面的形貌信息
。

对于力曲线侧定
,

则是通过样品与微悬臂梁间重复的靠近
·

接触
一

回拉动力学循环
,

获得分子间相互作用的动力学信息
。

正如第一节指出一样
,

分子在载体表面的功能化表征是原子力

显徽技术应用于生物学体系的关键
,

同时控制分子密度降低粘附频率是保证单个分子键的前提
。

应用范围与局限性

应用原子力显微技术可开展不同生物大分子间 如生物素
一

亲和素
、

抗体
一

抗原
、

受体配体
、

蛋白质等 相互作用的研究
。

作为分子生物力学研究的一种主要实验技术
,

其优势在于
、

空间

精度高 可达亚纳米尺度
,

可提供准确空间定位和保证实验可重复性 测力范围宽 可达一 一 ,

级
,

适用于不同作用强度的分子体系
、

可独立
、

定量控制分子间相互作用

的接触速率
、

接触时间
、

分离速率以及接触力大小
,

从而避免不同物理因素对分子间反应动力学的

藕合影响
、

通常采用纯化蛋白质开展研究
,

可减少细胞表面非特异性相互作用的干扰
。

其局限

性则主要表现为
、

难以测量分子间低结合强度 的相互作用
、

蛋白质纯化和功能

化表征过程相对烦琐
,

且纯化蛋白质的生物力学性质有别于固有表达于细胞膜的蛋白质
。

光镊操控技术

基本原理

光镶是利用光与物体间动量传递引起的光力学效应实现对物体的操控 它不仅具有夹持和操纵

微小物体的功能
,

而且与传统机械镊子相比
,

它是以一种非机械接触方式完成操控功能
,

故称为光

镊或光阱 光镊产生的 量级作用力适合于研究生物细胞
、

亚细胞以及生物大分子的力学性质
,

迄今已实现了对微米尺寸活细脚细胞器的固定与分选
、

细胞融合的操控等应用
,

近年来开始被应用

于 和亚 量级微小力的测量
,

从而成为研究纳米尺度生物大分子间相互作用的一种重要单分子

测试技术
。

光作为一种电磁波
,

在传送能量的同时也传送动量
,

因而可对被照射的物体施加一定的作用力
。

以折射率大于周围媒质的透明电介质小球为例
,

当一束光穿过小球时
,

根据几何光学可知光线在进

入和穿出小球时其传播方向发生改变
,

从而导致光动量发生改变
。

根据动量守恒定律
,

光线传播方

向的改变可施加给小球一个动量变化值相等
、

但方向相反的作用力
。

当小球处于具有强度分布的梯

度光场时
,

小球在光场中可获得一个指向光最强处的合力
。

因此
,

光镊可作为一种力传感器
,

用于

测定表征于小球表面的生物大分子间的定量相互作用 如分子键断裂力和寿命
、

正 负反应速率和反
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应亲和性等

方法实现

光镊实验系统主要由激光光源
、

显微镜
、

移动载物台
、

光学藕合光路以及探侧单元等部分组成
。

激光从激光器输出
,

通过扩束整形后经外荧光通道藕合进入显微镜
,

充满物镜后瞳
,

并由物镜聚焦

在样品池中形成光镊
。

采用 光能重心提取
、

四象限探测器
、

光学相干装置等方法可实现精确

的位移测定
,

从而使光镊从简单的操控装置发展成为可精确测量纳米尺度位移和 量级作用力的

测量装置
。

相比较而言
,

光能重心提取法原理简单
、

容易实现
,

可以达到纳米尺度位移测量精

度
,

但其时间分辨率受 采样频率限制 而四象限探测器和光学相干装置则可获得高时空分辨

率的位移信号
。

在高斯光场形成的轴对称圆锥光束中
,

接近于光轴的光线可以看作平面波
,

平面波对梯度力的

贡献很小 当一个比光斑尺寸小的小球置于光束中心时
,

可视为一束平行光线
,

此时小球所受到的

作用力为推力
,

即小球将沿光线传播方向被辐射压力推出焦点外
。

因此
,

对于尺寸小于光波波长的

生物分子
,

光镊是无法对其进行直接操控的
。

通常的做法是用微米尺度的二氧化硅或聚苯乙烯小球

作为光阱施加作用力的
“
手柄” ,

将采用物理吸附或化学精联方法将蛋白质分子表征于小球表面
,

通

过侧量小球运动测定分子间是否发生相互作用以及分子复合物的受力状况
。

光镊刚度系数 的标定是应用光镊操控技术准确测量作用力的前提
,

对光镊刚度系数的标定实

际上是对光镊施加于小球的外力和小球受外力后在光镊中平衡位置的标定
。

光镊刚度系数标定的常

用方法有三种 粘滞力法
、

功率谱法和能量均分法
。

粘滞力法是基于小球运动的临界粘滞力与光

镊施加的外力间保持平衡
、

通过测量克服小球粘滞力所需最大速度获得光镊刚度系数
。

由于小球运

动雷诺数为一 、

惯性项可忽略
,

根据 歇吹“ 公式和力平衡关系可标定光镊刚度系数
,

叨

其中粉是流体粘性
,

是小球半径
,

是流体速度
·

功率谱法和能量均分法可以统称为布朗运动法

布朗运动法假设光阱为简谐势阱
,

小球在弱光阱中作随机布朗振动
,

在钟 平面位移满足高斯分布
。

功率谱方法采用位移函数 的功率谱密度函数 必 可得到光镊

刚度系数
,

厂
辉 ,

刀

其中关气生
, 二柯

,

为小球直径
。

能量均分法基于在温度为 平衡态
、

物质分子 颗粒
乙刃

户

的每

个自由度都有相同的平均动能
、

其大小等于 肠 为 刀 常数 的原理
,

在不考虑小球转
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动的情况下
,

小球在 平面内的动能可表述为
,

’· , ’ ,
·

告
其中 表示最可几位移

。

由于光镊刚度系数不仅与光源强度以及光束性质有关
,

也与小球形状
、

大小
、

材质等性质有关
,

因此变换不同的光阱或小球时
,

需要对光镊刚度系数重新进行标定
。

与原子力显微技术相似
,

光镊操控技术同样可以实现恒力和恒加载率两种力加载模式
。

在恒力

模式中
,

通常的作法是将表征一种分子的小球固定在液池玻璃底板上
,

用光镊捕获表征另一种分子

的小球靠近
、

接触底板上的固定小球
,

然后光镊驱动捕获小球回拉至一个给定位置 当分子间发生

结合时
,

小球就会偏离光阱中心给定距离并保持距离不变
,

从此时开始所记录的小球偏离光阱中心

直至分子键断裂的时间
,

即为该外力下分子键寿命 通过改变光阱功率和回拉距离即可改变外力大

小
、

从而获得作用力
一

寿命谱
。

在恒加载率模式中
,

光镊捕获小球靠近
、

接触固定小球后
,

然后以恒

定加载率回拉 当分子间发生结合时
,

小球偏离光阱中心的位移将随回拉过程而增加直至分子键被

拉断
,

记录分子键断裂前小球偏离光阱中心的最大位移并乘以光镊刚度系数即为该加载率下分子键

断裂力 通过改变光镊回拉速度和光阱功率即可改变加载率
、

从而获得加载率
·

断裂力谱
。

应用范围与局限性

与前述单分子技术手段 如生物膜力探针技术
、

原子力显微技术等 相比
,

光镊操控技术的优

势主要体现在可侧量分子间很小的作用力 如
一 ,

其精度可达到 一 ,

这是其它技术

无法比拟的
。

光镊作为力传感器和探测器所具有独特的精度优势
,

可弥补其它技术在低作用力范围

外力施加和探侧方面的不足
,

使单分子力学水平的研究进入了一个新的阶段
。

其局限性主要表现为

不适用于作用强度大的分子体系
,

且对温度敏感
、

易受载体布朗运动的影响
。

平行流室技术

基本原理

平行流室技术是一种接近生理情况的实验技术
,

可在体外模拟生理流动下研究生物大分子间相

互作用介导的细胞粘附行为
。

其基本原理是将特异性相互作用的两种分子中的一种表征在流室底板

上
,

流体驱动表征另一种分子的细胞或小球在流道中流动
,

通过记录由分子间特异性相互作用介导

的细胞或小球与底板粘附的动力学过程
,

可获得分子间特异性相互作用的动力学信息
。

以受体
一

配体

相互作用为例
,

其动力学特征主要表现为
、

捕获 介 运动细胞或小球可由受体
一

配体分子

相互作用介导
、

形成与底板的捕获
,

并可进一步演化为滚动或重新回到流体中
。 、

滚动

在特定受体
、

配体分子密度和流体剪切应力条件下
,

细胞前端分子键结合和后端分子键解离达到动
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态平衡
,

表现为细胞在底板上随流体方向的滚动
。 、

暂态捕获 介胡 运动细胞或小球

被捕获后不会滚动反而解离
,

解离细胞既可被流体带走
,

也可以因细胞与底板的碰撞而再次被捕获
、

产生一种接近于滚动的跳跃式前进
。

在平行流室技术中
,

受体
一

配体分子的结合和解离是外力作用下

的二维反应动力学过程
,

表现为上述捕获或锚定
、

滚动
、

暂态捕获等动力学特征
。

对于暂态浦获过

程
,

可通过记录不同剪切应力作用下细胞发生暂态捕获的停留时间获得单个受体
一

配体分子键的寿命

谱
,

即为前述的恒力模式

乐 方法实现

平行流室实验系统主要由平行流室单元
、

微量直线注射泵
、

显微镜和视频图像采集单元等部分

组成
。

其中功能化表征一种分子的玻片与透明盖板
、

垫圈一起构成平行流室单元
,

可为表征另一种

分子的细胞或小球提供流动的流道 微量直线注射泵提供流动所需的流体动力并控制流动剪切应力

或应变率 视频图像采集单元主要由记录分子间相互作用实时图像的普通或高速 与录像机
、

实现图像后处理和分析的相应软件构成
。

平行流室技术作为研究体外模拟生理流动的较为理想方法
,

可在不同层面上研究受体
·

配体相互

作用
、

细胞积聚方法 ‘ , 心 量化在低剪切应力作用下由受体配体介导的
、

细胞

粘附于底板的数目随时间变化的动力学过程
、

细胞解离方法 〔晤枉‘ 量化粘附细胞

随剪切流动而解离的剪切应力和时间依赖性
、

细胞捕获或滚动方法 介 ,

量化细胞初始粘附频率或滚动速度随剪切应力变化的动力学过程
、

细胞暂态捕获方法 价助

通过侧定细胞暂态捕获停留时间与剪切应力改变的关系
、

量化外力作用下分子间负反

应率
。

应用范围与局限性

与前述二种研究技术与方法相比
,

平行流室技术的主要优势体现在对分子间相互作用的定量研

究更加接近生理流动状态
,

可更加直接地阐明分子间相互作用的二维反应动力学参数及其外力调控

规律的生物学意义 尤其针对在炎症反应
、

肿瘤转移
、

免疫应答等生物学过程中起重要作用的选择

素
一

配体
、

整合素
一

配体
、

细胞受体
一

主要组织复合物等分子体系
。

其局限性主要体现在剪切流动下

分子间二维反应动力学理论和模型尚不完善
、

难以全面地量化分子间结合与解离动力学的信息
。

力致分子动力学模拟

基本原理

分子动力学模拟
,

是一种既可以获得原子水平的微观结构

信息又可以得到分子构象动态演化过程的模型化研究手段
。

其基本思路是 以原子为基本元素
,

以
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牛顿第二定律为控制方程
,

在经验势场作用下采用计算机模拟由多个原子组成的分子体系随时间变

化的动态演化过程
。

分子动力学模拟在生物大分子间相互作用研究方面的应用主要集中在 一是提

供其徽观动态结构信息并与己有实验结果相结合
,

考察其内在机理 二是通过分析动力学模拟所获

得的徽观结构特征
,

预测发挥其生物学功能的可能模式或可能的关键氨墓酸
,

指导实验设计
、

减小

盲目性
。

分子动力学模拟需要在计算精度和计算能力两个相互制约方面保持平衡
。

为弥补计算精度的不

足
,

目前常用的策略是选择更为精确的经验势场参数
,

或采用分子
·

量子祸合动力学模拟
。

为克服计

算能力的限制
,

目前常用的措施是简化模拟系统 如系统环境简化为连续介质或将分子系统粗粒

化
、

减小计算量
,

或对模拟系统进行外界干预 如施加外力
、

电场等
、

加速模拟进程
。

力致分子

动力学模拟
,

征是通过施加外力加速动力学模拟的典型方法

技术实现

目前
,

用于生物大分子体系的分子动力学模拟程序包已有很多
,

包括
,

平
,

一 ,

队
, , ,

等
,

具有类似的系统建立
、

动态模拟和结果分析

等运行流程
。

除所用经验势场参数不同外
,

各程序包所处理问题的着重点也稍有差别
。

其中
,

方法是 程序包中施加外力调控的一个功能模块
,

该方法不仅是可通过施加外力来缩短系统

的模拟时间
、

以期在计算能力许可的时间尺度内完成动力学模拟
,

而且外力调控本身也具有特定的

生物学愈义
。

正因为如此
,

加载方式与原子力显微
、

光镊操控等单分子测量技术的加载方式相

似
,

主要有恒速 恒加载率 模式 断裂力模式 和恒力模式 寿命模式 两种
。

在恒速

模式中
,

外力通过一个一端固定于受力原子或原子簇质量中心
、

另一端以恒定速率运动的虚拟弹黄

实现
,

通过获得外力
一

时间变化曲线来反映分子结构演化 在恒力 妒 模式中
,

其加载方式

则是直接在受力原子或原子簇质量中心上施加恒定不变的力
,

通过得到位移
·

时间变化曲线来反映分

子结构响应
。

受计算能力限制
,

目前分子动力学模拟通常可达到的时间尺度为纳秒量级
,

而大多数生物学行

为 如分子去折盛
、

分子复合物解离等 过程的特征时间尺度为一毫秒
一

秒量级
。

因此
,

应用

方法必需施加很强的调控
、

才能在计算能力许可的时间尺度内完成对相关物理过程的模拟 在

中采用的弹簧弹性系数和加载速率通常比原子力显微技术分别高一 和一 倍
。

人为加速

的 模拟导致该过程为远离平衡的非平衡过程
,

而现有的单分子测量技术 如原子力显微
、

光

镊操控等技术 因其外力小
、

离体测量与在体生物学过程时间特征尺度可比等特点可视为准平衡过

程
,

二者间难以直接比较
。

一种可能的解决方法是通过计算分子复合物沿解离路径的平均力势

,

或沿反应坐标的自由能分布
、

建立连接 方法与单分子测量技术
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的桥梁
。

‘ 应用范围与局限性

方法的应用主要集中在两个方面 其一是外力作用下生物分子去折盛的模拟 如 石 蛋

白去折益等 其二是外力作用下分子复合物解离的模拟 如生物素
一

亲和素
、

选择素
·

配体
、

整合素

·

配体等复合物解离等
。

其优势体现在可提供高时空分辨率的动态
、

统计学信息
,

可在高温
、

高压

等实验技术难以达到条件下模拟分子复合物解离的动力学行为 通过提供原子水平
、

动态
、

外力调

控下蛋白质相互作用动力学的微观结构信息
,

深入理解分子间相互作用内在机理
,

预测分子间结构

一

功能关系
,

指导实验设计和数据分析
。

尽管 方法的应用目前还受到计算能力的限制
、

在时间

和空间尺度上与实验技术存在很大差异
,

但日新月异的计算机发展水平和 日趋成熟的计算算法使人

们有理由相信
,

分子动力学模拟在生物学领域的应用将发挥愈加重要的作用
。

注 ’ 毋 田 别 川 田叭山 ’ 湘 川 ’ 刃刊 训

场
刃切 八从 叼 ’ 尹 珑 嘛

刀 ‘

呵

结束语

世纪 年代后期分子生物力学飞速发展
,

体现在小系统概率动力学
、

一阶不可逆反应动力

学等理论模型的提出
,

以及基于上述理论的系列测量方法与技术的出现
。

小系统概率动力学理论模

型在微管粘附频率
、

原子力显微
、

光镊操控等技术中的应用可获得分子间相互作用的固有反应动力

学特性
,

一阶不可逆反应动力学理论模型在生物膜力探针
、

原子力显微
、

光镊操控
、

平行流室等单

分子测 技术中的应用可得到外力影响分子间相互作用解离率
、

作用强度以及结合能谱等信息
,

为

深入理解生物大分子间相互作用的结构
一

功能关系提供信息
。

随着计算机水平的发展
、

计算能力的提

高以及计算算法的改进
,

分子动力学模拟方法在阐明结构
一

功能关系
、

预测内在机理和指导实验设计

等方面发挥愈加重要的作用
。

单一实验或模拟方法具备其独特优势
、

但也存在局限性
,

而上述方法

的联合应用既可以在方法与技术上取长补短
,

又可以从不同角度更加全面认识分子将相互作用的生

物力学性质和生物学功能
。

同时
,

发展新的理论模型
、

实验方法与技术
,

可以更全面了解生物大分

子间相互作用的定量规律
,

进一步阐明理解其生物学功能
。


