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分子动力学模拟 HPV(16, 18)E6蛋白
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摘要 目的：对人乳头瘤病毒 HPV16，18中 E6蛋白结构进行分子模拟和分析，寻找可以作为蛋白 -配体相互作用的关键结构区

域。方法：以 HPV16 E6蛋白为模板，对 HPV18 E6蛋白进行同源建模，对构建的 HPV18 E6模型以及晶体结构模型 HPV16 E6进

行分子动力学模拟，通过微观上的 loop环分析和宏观上的整体运动分析研究了 HPV18 E6与 HPV16 E6在溶剂环境下结构变化

的异同。结果：发现靠近 N端 loop环在蛋白 -配体结合过程中能介导控制配体、水、离子进出的“门控”的作用，解释了两个蛋白在

水溶剂中的运动构象的变化。结论：本研究解释了 HPV16 E6与 HPV18 E6两个蛋白在溶剂中的运动机制，并发现了 loop环在其

中扮演“门控”的作用，解释了两个蛋白在水溶剂中的运动构象的变化，该发现能够为基于两个蛋白为靶点的药物设计提供理论

依据。
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Molecular Dynamics Simulation of E6-protein in HPV Type 16, 18

To search for the key regions used as protein-ligand interactions by simulating and analyzing the E6 protein

structure of HPV16 and 18. The HPV16 E6 protein was used as a template for homology modeling of HPV18 E6 protein, the

crystal structure model of HPV (18, 16) E6-protein was studied by molecular dynamics simulation. By analyzing the microscopic loop

and the macroscopic motion, we study the similarities and differences of structural changes of HPV18 E6 and HPV16 E6 in aqueous

solvents. The results indicated loop in the N-terminal region played a role of“gatekeeper”that could mediate ligand, water and

ion in the process of protein-ligand interactions and reveal the changes of the conformation of two proteins in aqueous solvents.

The movement mechanisms of HPV18 E6 and HPV16 E6 in aqueous solvents, as well as the role of loop that acting as a

"gatekeeper" were elucidated. Meanwhile, these simulation results interpret the changes of the conformation of two proteins in aqueous

solvents and provide theoretical basis for drug design based on two proteins.
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前言

人乳头瘤病毒（human papillomavirus，HPV）是一类约 8 kb

大小的闭环无包膜球形 DNA病毒，易感染人的表皮及黏膜细

胞[1]。高危型 HPV病毒可诱发癌症，其中以 HPV16和 18最甚，

为 90 %以上宫颈癌致癌原因[2]。随着生物分子学、病理学、免疫

学等技术的发展，HPV疫苗的研发有长足的发展，但高危型

HPV感染病例仍然缺少广泛有效的治疗手段。

HPV-E6蛋白在病毒增殖过程中是必不可少的，并且能够

使其逃避宿主细胞的免疫作用以及细胞凋亡[3-5]。研究发现[6,7]，

通过进行 RNA干扰、多肽配体以及黄酮类小分子等方式对 E6

蛋白活性抑制，结果显示 p53活性恢复从而诱导 HPV呈阳性

的癌细胞发生细胞凋亡。这些发现表明，E6的抗凋亡潜能对于

HPV阳性癌细胞的生存至关重要。同时，也表明 E6的功能性

抑制将是一个极具前景的治疗方案。

前人的研究大多关注于 HPV16 E6的结构分析，而对同样

重要的 HPV18 E6 鲜有报道，本文通过同源建模(homology

modeling)技术，构建合理的 HPV18 E6结构,采用分子动力学

(molecular dynamics, MD)模拟，通过微观上的 loop环分析和宏

观上的整体运动分析研究了 HPV18 E6与 HPV16 E6在溶剂环

境下结构变化的异同。为基于 HPV18 E6结构为基础的药物筛

选以及针对该蛋白为基础的药物设计提供了理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料

HPV16 E6与 HPV18 E6蛋白质序列来自于 GenBank数据

库（ID：AHK23256.1和 AGU90423.1），HPV16 E6晶体结构来

自于 PDB数据库（ID：4XR8[8]）。
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图 1 A. ERRAT2评分图（a HPV18同源建模评分；b LOOP环优化后评分；c HPV16能量最小化评分；d HPV16晶体结构评分）B.拉氏图

Fig.1 A ERRAT2 Score (a. Homology Modeling Rating of HPV18;b. Rating of Optimized Loop; c. Energy Minimization Rating of HPV16; d. Crystal

Structure Rating of HPV16)

B) Ramachandran Plot

1.2 方法

1.2.1 同源建模 HPV18 E6蛋白的晶体结构虽尚未解析，但

因其与 HPV16 E6的序列相似度高于 50%，且为同源蛋白，更

且，Malecka KA[9]等人实验发现一系列对于 HPV E6有抑制作

用的化合物对于 HPV18 E6同样有作用，说明两者在结合腔的

大小和形状相似，故以 HPV16 E6为蛋白模板，采用 Modeller9.

16[10]以 HPV16 E6作为模板对 HPV18 E6进行同源建模，构建

100个模型，使用 ERRAT2[11]进行评分，评分最高的蛋白被选

择；对评分较差区域使用进行 loop环优化，生成 10个模型，同

样 ERRAT2评分最高的蛋白被选择，采用 Rosetta进行能量最

小化，最小化算法采用 lbfgs_armijo_nonmonotone，最小阈值设

为 0.001，生成 10个模型，Rosetta Score[12]得分最优的被选择。

最后模型使用 ERRAT2及拉氏图（Ramachandran Plot）[13,14]进行

整体评估。

1.2.2 分子动力学模拟 对构建的 HPV18 E6模型以及晶体

结构模型 HPV16 E6 使用 GROMACS 分子模拟套件 (版本

5.0.6)[15] 进行分子动力学模，采用对蛋白较为友好的 Am-

ber99SB-ILD[16]全原子力场，采用更加准确的 TIP3P水模型，盒

子设置为十二立方盒子，盒子最近处距离蛋白边缘的距离设置

为 1.2 nm，通过加入氯原子以使得体系整体电荷成中性。对该

体系进行能量最小化，方法为最陡梯度法。对能量最小化后的

体系进行热浴（NVT, Number of particles, Volume, and Temper-

ature），设置时长为 200 ps。压浴（NPT，Number of particles,

Pressure, and Temperature）设置时长为 1ns。正式模拟两个模型

模拟时间设置为 30 ns具体参数如之前模拟论文[17]。

1.3 数据分析方法

碳链骨架的均方根偏差（RMSD），Cα 原子的均方根涨落

（RMSF）和蛋白的回转半径（Gyrate）均使用 GROMACS 分子

模拟套件（版本 5.0.6）和 Python Pandas模块计算。蛋白运动主

成份分析（PCA）与协方差分析使用 bio3d[18]完成，蛋白运动的

氢键分析使用MDTraj [19] 软件完成，绘图使用开源软件Mat-

plotlib，三维结构绘图采用 VMD和 Pymol完成。

2 结果与讨论

2.1 同源建模与模型评价

由于 HPV18 E6的晶体结构并未解析，故采用同源建模的

方法进行模型的构建，通过 BLAST搜索发现与已知晶体结构

HPV16 E6模板（PDB ID：4XR8_F）最大相似度为 59 %，同时二

者为同源蛋白且能与相同的小分子结合，故使用该结构作为蛋

白模板进行同源建模，建模后的结果采用 ERRAT2进行评分，

结果如图 1.Aa，从图中可以清晰的发现残基序号 30，60以及

50周围的氨基酸残基结构较为不合理，从模型的三维结构可

以清晰的发现 30与 60两个位置位于蛋白的 loop环区域，而

氨基酸残基序号 150周围效果不佳的原因是模板结构并未覆

盖该区域导致的，但该区域位于蛋白末端，远离结合腔的结构

区域，且二级结构为 loop环，本身就不稳定，故该部分质量较

差对整体模拟影响不大。氨基酸残基序号 60区域附近 Error

value较小，所以进行氨基酸残基序号 30-40位置和 60位置进

行 loop环优化。优化后最优模型如图 1.Ab，可以发现 loop环

优化后整体评分升高，Overall quality factor接近晶体结构的 90

阈值。

进一步采用 Rosetta进行能量最小化，Rosetta提供了几种

能量最小化的方式，但均为沿着向量的方向进行梯度下降。在

此模型中我们使用最为常用的 lbfgs_armijo_nonmonotone 方

法，其为一种多步算法但是其仅需调用一次即可完成局部最小

化的搜索。能量最小化前后整体得分由 1092.863 下降为

430.152，采用 ERRAT2评分可以发现相比能量最小之前得分

之前竟有轻微升高，氨基酸残基 60处的 Error Value值升高，

变为高于 Error value 99%（见图 1.Ac）。但结合模板结构 ER-

RAT2分析可以发现同样位置可信度同样较低，故认为能量最

小化后的结果是优于能量最小化之前的结果（见图 1.Ad）。由

于能量最小化是寻找局部能量最小化区域，故先进行蛋白结构

优化最后进行能量最小化的效果优于先能量最小化后蛋白结

构优化，这样可以规避采用最陡能量最小化过程中进入较浅的

能量阱中，从而模型优化不理想，后期模拟平衡需要更长的时
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图 2 HPV16 E6和 HPV18 E6三维模型比较（蓝色：HPV16，橙色：

HPV18）

Fig.2 Comparison of Three-dimensional Model between HPV16 E6

and HPV18 E6 (Blue: HPV16; Orange: HPV18)

间。最后采用经典的拉氏图评分检测模型质量。HPV18 E6结构

模型的拉氏图评分如图 1.B，其中左上角深蓝色部分代表 beta

折叠区域，左侧中间部分代表右手螺旋部分，右上侧深蓝色部

分代表左手螺旋部分，可以发现模型的氨基酸残基均位于允许

区域，绝大部分位于核心区域。综上结果分析，模型的质量接近

晶体结构质量评分[20]，可以用于后续研究。

2.2 HPV16 E6与 HPV18 E6关键 loop环分析

将 HPV18 E6 与 HPV16 E6 两者模型使用 Pymol 进行结

构比对后使用 VMD显示，结果如图 2。

由图 2可以发现两者蛋白虽然相似度仅为 59 %，但是整

体结构十分相似，均有一个由多个 α 螺旋构成的结合口袋，能

够与 E6AP结合从而介导 p53的结合，成为一个可成药的药物

结合靶点 [21]。HPV16 E6 与 HPV18 E6主要的差别位于两个

loop环区域，结合腔两侧的 loop环相对于 HPV16 E6均更长，

左侧 loop环（图中 loop A，HPV18 E6 30-60位置），调控结合口

袋的体积和构象。右侧 loop环（loop B）相比 loop A远离结合

腔区域，猜测更多的可能行使其它功能。loop A的研究变得更

为有意义，故对两个蛋白分别进行分子动力学模拟研究其在溶

剂环境的动态变化进一步研究。

由于 HPV16 E6晶体结构为蛋白配体复合物（HPV16 E6，

E6AP，P53三聚体）的三维结构，HPV18 E6同样基于该晶体做

的同源建模，模型本身为配体结合后的构象，这不利于分析蛋

白与配体结合后构象的变化，为了捕捉 loop A在 HPV16 E6和

HPV18 E6与配体结合过程中 loop A发生的变化，我们通过对

失去配体后的蛋白在溶剂环境下的模拟有利于发现蛋白在未

结合状态下的构象，从而可以推导结合后构象运动轨迹。在蛋

白模拟后我们首先进行均方根偏差（RMSD）分析（图 3Aa），分

析蛋白碳链骨架与初始结构之间的变化情况，结果如图 3Bc。

由图可以发现 HPV16 E6在模拟过程中 RMSD很快趋于稳定，

值约为 0.2nm，而 HPV18 E6模拟过程中 RMSD相对变化较

大，且整个 30 ns过程中 RMSD一直处于升高的状态，其中在

模拟 15 nm后升高变得较为缓和，提示 HPV18 E6在水溶剂中

相对 HPV16 E6有更大的构象变化。猜测这与初始模型的质量

以及 HPV18 E6有更大的 loop环相关。为此，我们进一步进行

均方根涨落（RMSF）分析（图 3 Ab），均方根涨落公式为：

RMSF=
移(rt-rref)2

T姨
rt和 rref分别代表某一时刻的构象和初始构象比较，T表示

时间，均方根涨落可以用来表征氨基酸残基在模拟时间内的运

动情况,常常用来探究蛋白质柔性区域，从图中可以清晰发现

HPV18 E6的两个 loop环运动相对 HPV16 E6均有提升，特别

是氨基酸残基序列 25-35附近区域，均方根波动最高值约为

0.65 nm，高于蛋白 C端的无规卷曲区域，同时由于该段区域的

变化导致 HPV18 E6与 HPV16 E6结合腔左侧的蛋白变化不成

相关性。分析其变化的原因可能是因为蛋白在失去肽段的联系

以后，该区域 loop环发生了一定的改变从而介导蛋白构象的

转变从而适应配体结合和解离之间的变化。Katia Zanier[22]等人

通过解析 HPV16 E6与 E6AP复合物晶体结构发现氨基酸序

列 31，32与 E6AP产生疏水联系，侧面证明了这一观点。为了

解构象变化的机制，进一步对该区域进行氢键分析，分析该区

域氨基酸残基均方根波动的原因。由于轨迹文件较大，不利于

后续分析，故后续分析均匀取 300帧的坐标进行分析，结果如

图 3B。

氢键的识别方式采用 Baker-Hubbard定义[23]的氢键联系方

法，从图中可以发现在 HPV16 E6模型 Cys30上的氮原子与

Gln35上的氧原子形成了较高的氢键占有率，而同等位置上的

HPV18 E6模型并没有这种情况产生，通过模拟轨迹的分析可

以发现 Cys30和 Gln35位于 loop环的两侧，两者之间能够形

成氢键从而使得 loop构象的活动方式和范围降低，从而降低

其在模拟过程中该区域的均方根涨落。而对应的 Ile30上的氮

原子和 Ile28上的氧原子距离较远，没有达到形成氢键的标准，

同时通过模拟轨迹发现其位于 loop环同侧，其并未像 HPV16

E6一样会形成异侧的联系，导致 loop环结构宽松，有更大的活

动范围，从而导致 HPV18 E6蛋白该位置均方根涨落较大如图

3C。

通过上述分析可以推测 loop A 环在 HPV16 E6 以及

HPV18 E6失去配体后发生了很大的构象改变，其中 HPV18 E6

的 loop A环相比 HPV16 E6 loop环发生了更剧烈的运动，主要

原因为 HPV16 E6可以形成稳定的氢键，而 HPV18这可能导

致 HPV18 E6与 HPV16 E6之间对小分子敏感性的差异。

2.3 HPV16 E6与 HPV18 E6模拟过程中结构变化分析

为进一步探究蛋白整体的运动方式，对模拟过程中蛋白结

构变化进行分析。首先蛋白模拟后结果进行回转半径（Radius

of Gyration）分析，回转半径是所有质量可以被集中获得相同质

量惯性矩的轴距，因此，回转半径是质量与旋转轴的 "等效距

离 "，对于面积为 S的条形横截面，回转半径公式为：

Rg=
Is
S姨 。

回转半径可以用来表示蛋白质的紧密程度，由图 4可以清

楚的发现 HPV16 E6整体回转半径较为稳定，而 HPV18 E6回

转半径显著降低，由 2.1 nm降低至 1.6 nm，说明在模拟过程中

蛋白质链压缩，分子构象的广度被缩减。

进一步将回转半径轴向拆分，发现 HPV18 E6回转半径主
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图 3 HPV E6关键 loop分析：A均方根曲线（a均方根偏差（RMSD）；b均方根涨落（RMSF））; B氢键占有率分析（c HPV 16；d HPV18）; C氢键分析

（e HPV16；f HPV18）

Fig.3 Analysis of key loop of E6 protein: A Backbone Root Mean Square Deviation (a. RMSD; b. RMSF); B Occupation Ratio of Hydrogen Bond (c HPV

16; d HPV18); C Analysis of Hydrogen Bond (e HPV16; fHPV18)

图 4回转半径分析

Fig.4 Analysis of Radius of Gyration

要是 x和 y两个维度数值降低，而 z维度并未有大的改变，说

明蛋白在两个维度上均发生了压缩。为进一步探究两个蛋白模

型在水中的构象变化，我们对二者进行主成分分析（principal

component analysis，PCA），从 HPV16 E6主成分分析可以发现

前 20个本征值可以解释 93.5 %的信息，其中前三个本征值可

以分别可以解释 30 %，15.5 %和 12.5 %的信息，三个本征值可

以表示 68.3 %的信息。从 HPV18 E6主成分分析可以发现前 20

个本征值可以解释 94.9 %的信息，其中前三个本征值分别可以

解释 42.1 %,18.5 %和 9.6 %的数据，将蛋白运动分别投影在

PC1，PC2，PC3三个维度上可以发现能够很好的对两种运动形

态很好的分簇，故对蛋白进行协方差分析，结果如图 5及 6。

由于对角线表示的为氨基酸残基与本身相比的相关性，故

对角线程最深的蓝色，表示正相关为 1，从整个图形可以发现

HPV16 E6整体呈负相关性，但是分布区域较散，没有明显的较

大负相关区域，负相关主要分布在氨基酸残基序列 10周围和

100（图 5.a），50和 100(图 5.b)以及 120和 75（图 5.c）区域具有

负相关性。而 HPV18 E6有更多的较大区域程相关性，其中氨

基酸残基序列 100周围分别和 10，50相互之间具有负相关（图

6.bd），150周围和 15，50，80呈负相关性（图 6.ac），50周围和

15周围呈正相关性（图 6.f），120周围与 150周围呈正相关性

（图 6.e）。相关性较高部分用 pymol作图结果如图 7A（HPV16

E6）和图 7B（HPV18 E6），蓝色线条表示负相关区域，红色表示

正相关区域，可以发现正相关区域大多存在于螺旋整体运动以

及 loop环区域，而负相关主要是 loop环与 alpha螺旋之间相

互相对运动导致的，这与协方差分析图结果类似，结合回旋半

径分析可以清楚的发现，当小分子或多肽配体与蛋白相互作用
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图 5 HPV16协方差分析 图 6 HPV 18协方差分析

Fig.5 Analysis of Covariance of HPV16 Fig.6 Analysis of Covariance of HPV 18

图 7残基交叉相关分析（A HPV16 B HPB18）

Fig.7 Analysis of Residue Cross Correlation (A HPV16 B HPB18)

消失后，loop环区域向内收缩内折，而使得蛋白质整体压缩，这

样的构象使得腔内环境暴露更小，利于蛋白整体构象的稳定。

不难想象出，当小分子或多肽配体化合物与 HPV16 E6 或

HPV18 E6相互作用时，将会促使蛋白的诱导契合作用从而

loop A环打开，暴露结合腔，同时结合腔平展以给予蛋白配体

直接更大的结合空间，从而发生相互作用。

3 结论

本研究首次对 HPV18 E6进行了模拟研究，并结合 HPV16

E6进行了关键结构域分析，分析首次发现两者蛋白靠近 N端

loop 环在蛋白配体结合过程中可能介导 " 门控 " 的作用，

HPV16 E6相比 HPV18 E6有较小的 loop环，使得 loop环内可

以形成稳定的氢键从而运动相对较小，而 HPV18 E6有较大的

loop环从而导致在结合腔具有更大的空间位阻，导致 HPV18

E6 与配体相互结合需要跨过更多的能量势垒，可能导致了

HPV16 E6具有更多配体的原因。通过整体的构象变化研究发

现二者在配体不存在的情况下均收缩蛋白结构，loop环内折以

保存更低的能量构象。由于 HPV18 E6具有更大的 loop环，导致

产生更大的改变，改变主要集中在 X和 Y轴两个维度的压缩。

HPV16 E6与 HPV18 E6两者均为高风险亚基，均可以介

导 p53蛋白的下降，有证据表明 HPV16 E6与 HPV18 E6均可

与一些小分子或多肽相互结合导致其作用失活，从而使 p53蛋

白升高，故该位点成为一个潜在的药物蛋白靶标[7]。HPV E6研

究更多的是侧重于小分子或肽的筛选[24]，对蛋白本身关键调控

区域的研究较为匮乏，本研究从蛋白本身出发，分析了 HPV16

E6与 HPV18 E6两个蛋白在溶剂中的运动机制，并发现 loop

环在其中扮演 "门控 "的作用，解释了蛋白在失去配体后在水

溶中的构象变化，从而找出配体调控的关键区域，研究能够为

以两个蛋白为靶点的小分子或多肽药物设计提供理论依据。
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