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机械敏感性离子通道的建模模拟研究 ∗
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摘 要 机械敏感性离子通道在多种生理活动中起着极其重要的作用. 至今, 学者对这类通道的研究分析已经

长达 20 多年. 在实验方面, 大电导率和小电导率机械敏感性离子通道晶体结构的确定, 使人们对机械敏感性

离子通道的建模和模拟分析成为可能, 并对这类通道的动力学机理的了解大大深入. 在对离子通道理论研究

的过程中, 多种模拟方法和计算手段都展示了各自的优越性和针对性, 这为我们提供了从不同方面认识离子通

道的可能性, 但他们也存在着自身的局限性. 特别是, 在众多针对离子通道的理论分析技术当中, 分子动力学

模拟的方法尤为突出. 这一技术的出现, 为我们提供了对离子通道结构功能关系以及动力学特性更加全面与细

节的描述, 这些都是其他很多技术方法所不能达到的. 另外, 分子动力学模拟又包括多种方法, 不同方法的使

用使得我们能从不同切入点研究离子通道不同的特性. 因此在本文中, 我们着眼于对机械敏感性离子通道的

计算分析, 特别是分子动力学模拟的应用. 通过对分子动力学模拟的介绍, 我们探讨了机械敏感性离子通道在

构象、磷脂环境、机械刺激、电压依赖以及门控开放等方面的动力学机制. 同时对不同模拟技术优劣性的比较

将会为我们日后的探索提供更好的研究方法. 最后, 我们也概括了国内近年来在离子通道理论研究方面取得

的重大突破和突出成果, 为我们日后深入研究机械敏感性离子通道提供新的思路与启发.
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1 引 言

在很长时间中, 机械力一直在各种细胞的生

理活动中起着重要的作用, 所以机械传导性被认

为是最古老的感觉之一, 并涉及多种有机体内的

感觉传导过程. 机械门控, 即机械敏感性离子通道

(mechanosensitive channels, MS) 概念的提出, 起源

于针对机械敏感性神经元的研究 [1-3]. MS 通道是

在活细胞中被发现的整合膜蛋白, 它具有感知机

械力并将其转换为电化学信号的能力. 自然界中,

MS 通道在各种生理过程中起到了机械力和电信

号的分子转换器的重要作用, 例如, 控制细菌的细

胞肿胀和实现哺乳动物的触觉听觉过程 [4-9]. 当

细菌遭受低渗透压作用时, MS 通道充当了安全阀

的作用. 通道在感受到细胞上的上升膨压 (turgor

pressure)时会开放孔道,由此降低膨压并最终避免

细胞被溶解. 自从在鸡胚胎骨骼肌以及蛙肌肉中

被首次发现以来, MS 通道已经在很多种细胞中被

确定 [10-12].

膜片钳技术 [13] 的出现促使了 MS 通道的单

通道电流被首次探测到 [14-16], 更使得活细胞中

的两种基本的通道类型被确定, 它们是张力激活

型 (stretch-activated, SA)和非张力激活型 (stretch-

inactivated, SI) 离子通道 [5]. 类似的, 应用膜片

钳方法, 原核细胞中的 MS 通道首次在巨型大肠

杆菌球形体中 [17] 以及细胞膜和脂质体的融合体

中 [18-19] 被探测到. 很快, 不同原核细胞的 MS 通

道就得到了克隆研究和特性化描述 [20-28], 并且涉
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及到无脊椎和脊椎动物机械传导过程的 MS 通道

也得到了进一步研究 [29-36].

目前, MS通道已经在格林阴性和格林阳性细

菌中得到了广泛研究 [37]. 例如, 在大肠杆菌中

有 3 种通道类型: 分别是大电导率 (mechanosen-

sitive channel of large conductance, MscL)、小电导

率 (mechanosensitive channel of small conductance,

MscS)、微电导率 (mechanosensitive channel of mini

conductance, MscM)离子通道 [17,20,37-43]. 另外, MS

通道也在其他多种细菌和古菌细胞中被相继探测

到 [44-45]. 与此同时, MS通道已经在不同真核细胞

中被发现 [9,14-15,29-36,46]. 很可惜, 相比起对原核细

胞 MS 通道的认识程度来说, 我们对于真核细胞

MS 通道的分子特性以及它们在力学传导过程中

重要性的研究都相对较少. 这也就是原核细胞 MS

通道被经常作为建模蛋白以分析 MS 通道的结构

和功能特性关系的原因.

至今, 被关注得最多的一直是 MscL 家族,

而被研究得最深刻的则是大肠杆菌中的大电导率

MS 通道 (escherichia coli MscL, Eco-MscL) [47-52],

它是在 Kung 实验室首次被识别、纯化和克隆

的 [20,38]. 在膜片钳实验中, Eco-MscL 门控能感应

细胞膜张力的单独刺激, 并经历显著的构象变化,

使得通道从关闭状态最终达到开放状态 [38,41,52].

而作为同一家族的另一通道, 肺结核杆菌中的 MS

通道 (M. tuberculosis MscL, Tb-MscL), 已经利用

X 射线晶体成像技术被确定了晶体结构, 这标志

着我们对细菌中 MS 通道的研究有了重要的突

破 [22]. 另外, MscS 也在原核细胞中发挥着关键

作用, 例如, 它充当着安全阀的作用, 通过开放和

关闭通道阻止细菌细胞在遭受渗透压冲击时被裂

解 [17,19,21,53-54]. 有趣的是, MscS 同时还受电压的

调节 [17,53]. 尽管目前对于 MscS 的门控机制细节

仍不清楚, 但自从大肠杆菌中 MscS 的晶体结构被

公布以来, 各种实验研究和模拟计算都得到了很

大程度的发展 [55-56].

至此, 建模和模拟手段已经成为研究离子通

道的关键工具, 并将结合电生理实验和结构分析

为我们提供更好的研究技术. 另外, 尽管一些 MS

通道的生理和结构数据已知, MS 通道在离子选择

性和门控方面的机制仍不清楚, 更不要说其他还

缺少结构信息的 MS 通道了. 既然现在这些离子

通道在动力学过程中的作用不能通过其他实验方

法得到, 那么似乎没有什么方法比建模和模拟更

适合阐明这些机理了. 本文中, 我们着眼于近年来

对 MS 通道的建模和模拟研究. 因为当前仅有两

种 MS 通道的结构被确定, 所以我们仅对 MscL 和

MscS进行建模和模拟分析.此外,我们也对国内近

年来在离子通道结构和功能关联研究方面的取得

的成果进行总结.

2 MS 通道的建模和模拟研究

2.1 MscL 离子通道

2.1.1 MscL 离子通道的结构特征

在膜片钳实验中, MscL 能被膜张力激活并

出现具有大电导率、压力依赖和无离子选择性特

点的电流 [38,41,52]. 利用 X 射线结晶学技术, 在

3.5 Å分辨率下, 肺结核杆菌的 MscL 的晶体结构

被确定了, 并认为是同源五聚体 (图 1) [22]. 其中

每一同源单体都拥有两个跨膜域 (trans-membrane

domain, TM1 和 TM2) 以及细胞质端的 N 域和 C

域, 还有一中心周质端, 共 136 个氨基酸. 很明显,

这种两个跨膜域交织的结构处于通道关闭状态. 5

个 TM1 螺旋形成一个紧凑的螺旋束, 在螺旋束最

狭窄的地方就是作为通道门控的疏水性收缩区域.

TM2 螺旋包围着 TM1 并直接与细胞膜的磷脂相

邻. 通道的孔洞在周质区域的直径达 18 Å,但在细

胞质区域的最狭窄处却仅有 2 Å的直径. 特别是,

虽然 Eco-MscL 和 Tb-MscL 拥有很高的氨基酸序

列相似度, 但 Tb-MscL 却有着比 Eco-MscL 明显大

得多的通道开放门槛 [48].

图 1 肺结核杆菌的 MscL 离子通道晶体结构示意图 [22]

左图为通道的侧面结构 (上方为细胞外,下方为细胞

质), 右图为通道的正面结构 (从细胞外俯视). 通道

的每一同源单体都由不同颜色标明
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2.1.2 MscL 离子通道的实验研究

跟其他类型的 MS 通道相比, MscL 的结构相

对简单, 因此经常被作为建模对象去研究 MS 通

道的门控机制, 所以目前绝大部分研究都只针对

MscL [6,39,57-60]. 举个例子,通道开放率和膜张力关

系的分析是利用膜片钳方法在含有 Eco-MscL的脂

质囊泡中进行的 [61-62]. 由于实验前细胞质和其他

膜蛋白已经被移除, 因此通道开放的测量数据表

明磷脂膜的力学变形是 MscL开放的必要条件.在

分子水平提出的一种关于 MscL 门控机制的观点

首次在 Eco-MscL 的同源模型中被提出, 并进行了

半胱氨酸交叉连接实验的测试 [50]. 之后, 运用电

子顺磁共振谱和位置定点自旋标记技术, 实现了

MscL 的结构重组 [27,51,58]. 而残基在不同结构模

型中的重要性则借助膜片钳测量的变异性研究得

到探测 [50,63]. 基于实验的约束条件以及所知的膜

蛋白结构特性, Tb-MscL 和 Eco-MscL 在双向拉力

下的门控转变模型建立了 [50]. 这些模型包括了通

道从完全关闭到开放状态的 13 种构象情况. 尽管

看似具有很高的价值, 但这些模型还需要利用先

进的模拟技术检验其在系统中和生理状态下的有

效性. 因为有了当前的实验和结构模型分析, 现在

我们对磷脂膜上的作用力如何触发 MscL 向开放

状态转变有了较好的认识,同时在 MscL门控机制

下对结构重组类型的描述有了很大的进展. 可是,

在 MscL 如何感受机械变形的具体的分子机制中,

仍然存在很多未知性. 所以, 作为一种研究机械力

生物学基本原理的强大的替代手段, 建模和模拟

研究将为我们提供一种更为有效的方法, 而且与

实验相比, 其更容易进行和控制.

2.1.3 MscL 离子通道的建模和模拟研究

分子动力学模拟 (molecular dynamic simula-

tion, MD) 已经成为研究膜通道的重要工具. 尽管

过去绝大部分焦点都关注在小通道或者简单通道

上 [64-73], 现在已经有越来越多针对 MscL 的研究.

作为机械敏感性离子通道, 大家研究最多的

是机械力的作用. 例如, 在恒温恒压条件下对 Tb-

MscL首次进行的MD模拟在一定程度上研究了通

道的门控机理 [74]. 由于模拟时间长度的限制, 通

道一直维持在关闭状态, 与初始的构象非常接近.

但即使如此, 原子波动分析表明通道的孔洞区域

为蛋白质最稳定的区域. 当对真空中分离的蛋白

质, 即没有溶剂和细胞膜情况下, 施加恒定的径向

力时发现, 在这一过程中跨膜螺旋的倾斜使得通

道变得扁平. 遗憾的是, 在模拟中用表面张力替代

膜压力能否能真实反映机械刺激在活细胞中的传

导情况, 以及这两种模型中哪种更合适, 这些问题

仍不清楚. 后来, 出现了用两种不同方法对 MscL

施加机械力的模拟, 前者直接在通道跨膜端的最

外层施加局部径向力, 来模拟牵张压力对跨膜域

的位置影响; 后者则是对整个通道施加整体的双

向拉力 [75]. 很可惜, 两种施加压力的模型的比较

结果显示, 它们均不是理想的模拟方法. 为了能

在可行的环境中向蛋白质加载合适的压力以模拟

MscL 的门控机制, Tb-MscL 的一种新的 MD 模型

被提出 [76]. 模型对镶嵌在 POPC 磷脂双分子层

中, 被水分子包围的一个以截断形式出现的通道

蛋白复合物, 在不同压力条件下进行模拟, 分析拉

压力对膜蛋白的影响. 当对细胞膜直接作用侧向

拉力时, 能观测到跨膜螺旋的倾斜增加. 这进而导

致了孔道的扩大并干扰了包含 Ile-14 和 Val-21 残

基的疏水门控. 这些模拟显示, 通道的开放是一个

按次序相继发生的进程. 这一机制能够解释在膜

片钳实验中出现的通道半开放以及阶段性电导的

原因. MscL 的拉伸分子动力学 (steered molecular

dynamics, 简称为 SMD) 模拟也显示, 膜张力的增

加能导致通道开放 [77]. 通过施加从膜侧压力的研

究中得到的控制力所进行的模拟, 大大深化了我

们对 MscL 门控开放机理的认识. 上述模拟与实

验结果比较的效果很好, 并揭示了通道开放的主

要障碍以及通道在开放过程中的具体构象变化情

况. 后来, 通过计算不同成分的磷脂双分子层中的

横向压力剖面分布,一个针对压力剖面分布的MD

模拟出现了, 它显示了改变磷脂成分和张力大小

时通道的全原子 (all-atom)MD 模拟结果 [78]. 但由

于模拟计算得到的压力分布受到不完整的采样所

造成的统计误差, 所以计算过程中对误差的源头

和大小必须特别注意. 值得一提的是,在 MD模拟

过程中, 力场的选取是非常关键的一环, 因为模拟

系统的势能和力都是由力场方程产生. 力场由一

系列的势函数以及势函数的参数所组成, 选取不

同的力场就代表着选用不同的势函数或者势函数

参数,其中势函数又包括了非键作用、键作用和特

殊限制 3 个部分. 力场之间没有优劣之分, 但针对

不同的模型和模拟方法, 我们应该选取合适的力

场. 在此,我们总结了 MD模拟中最基础以及最常

用的势函数 (见表 1).
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表 1 MD 模拟中势函数的组成部分

势函数

LJ 势能 VLJ(rij) =
C12

ij

r12ij
−

C6
ij

r6ij

非键作用
V (r1, r2, . . . , rn)

=
∑
i<j

Vij(rij) Buckinham 势能 Vbh(rij) = Aij exp(−Bijrij)−
Cij

r6ij

Coulomb 势能 Cc(rij) = f
qiqj

εrrij

键作用

键拉伸 Vb(rij) =
1

2
Kb

ij(rij − bij)
2

键角 Va(θijk) =
1

2
Kθ

ijk(θijk − θ0ijk)
2

非正常二面角 Vid(ξijkl) = Kξ(ξijkl − ξ0)2

正常二面角 Vd(ϕijkl) = Kϕ[1 + cos(nϕ− ϕ0)]

特殊作用

位置限制 Vpr(r1) =
1

2
Kpr|ri −Ri|2

角度限制 Var(ri, rj , rk, rl) = Kar[1− cos(n(θ − θ0))]

距离限制 Vdr(rij) =



1

2
Kdr(rij − r0)2, rij < r0

0, r0 6 rij < r1

1

2
Kdr(rij − r1)2, r1 6 rij < r2

1

2
Kdr(r2 − r1)(2rij − r2 − r1), r2 6 rij

注: 表格中的函数均为最基础最常使用的势函数, 函数中的参数均为势函数参数, 其取决于不同力场的选定.

磷脂膜对通道门控的影响也是模拟研究的关

键. 有学者对镶嵌在磷脂膜中的 Tb-MscL 进行了

两组 MD 模拟, 分析磷脂成分在分子水平上的作

用 [79]. 前者直接比较了在 POPE 和 POPC 中的

Tb-MscL 的运动轨迹, 并由此认为 MscL 的结构和

动力学特性直接取决定于磷脂极性端的改变, 特

别是在通道 C端区域;而在后者模拟中,磷脂末端

长度的逐渐减少, 导致在纳秒级别的运动轨迹中

细胞膜的逐步变薄. 而通过计算含有不同成分的

磷脂双分子层中的横向压力剖面分布的 MD 模拟

也显示了改变磷脂成分对蛋白质的影响 [78]. 此后,

为了深入了解磷脂膜成分和几何形态对于 MscL

结构的影响,一个对完全溶解的 MscL进行的全原

子 MD模拟出现了 [80]. 模拟长达 9.5 ns,在模拟过

程中通道被施加由磷脂双分子层或单层磷脂组成

的不受张力并能自由弯曲的磷脂环境. 这一模拟

利用弯曲的磷脂膜替代施加的外力作用. 可惜受

到系统大小和资源的限制, 模拟过程中仅考虑了

一种磷脂类型. 虽然结果没有改变现有对 MscL门

控的系统观点, 即跨膜螺旋的虹膜样扩张, 但它却

提出了一些门控机制中详细的构象转变情况. 当

然, 要建立完整的门控模型还有待实验的确定.

为了更好地认识磷脂膜变薄对 Eco-MscL 结

构的影响, 一项 MD 模拟对分别镶嵌于 DMPE 和

POPE 膜上的通道模型进行了比较和分析 [81]. 结

果表示, 膜厚度的改变能引发通道的构象变化, 从

而牵动通道由关闭状态过渡到开放状态. 这一模

拟对于较薄的细胞膜上通道被激活所需的能量较

低这一现象提供了很好的解释. 随后, 一种新的

用于研究 MscL门控情况的粗粒化 (coarse-grained,

CG) MD 模拟替代方法出现了. 利用 CGMD 技术,

单链磷脂 LPC 被非对称镶嵌于细胞膜上, 并使得

细胞膜产生明显的弯曲 [82]. 这一模型的压力分布

分析提出了一个新观点, 磷脂膜的压力分布扰动

性并不取决于局部的弯曲, 而是取决于磷脂极性

端排列的紧密程度. 这一结果无论是对电生理实

验的分析, 还是日后的连续介质力学建模都有很

重要的意义,但也不能否认模型中 CG力场的准确

性以及模型仍具有局限性. 还有学者通过 MD 技

术模拟转运物质快速通过脂质膜上的 MscL 的过

程 [83]. 分析发现通道开放能在微秒数量级的时间

内使得极度紧张的脂质层放松. 这一模型能在近

乎原子级别上展现 MscL的激活失活循环过程,并

能够量化脂质膜迅速下降的压力, 无疑为小尺度

生理功能的合理建模提供了有力的计算方法. 之

后, 有学者再次应用 CG 模拟, 计算出了 MscL 在
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门控过程中能量的变化, 并把能量分解为面积扩

张分量和与蛋白质形状相关的分量 [84]. 结果提出

了与过去不一样的观点, 它认为膜蛋白的形状对

于蛋白质能量的影响更大. 而且这一方法的优势

还在于, 其能计算在不同磷脂成分的细胞膜中通

道门控的能量分布. 为了探求 MS 通道在膜张力、

膜顺应性、蛋白质构型和能量方面的门控机理,又

一 MD技术对 Tb-MscL进行了模拟 [85]. 模型把通

道的自由能作为 TM 螺旋在磷脂膜中的倾斜角度

的函数, 并由此发现 TM 螺旋倾斜在本质上等同

于对细胞膜施加外部表面张力, 它能导致通道扩

张, 磷脂顺应以及膜层变薄. 模型还提出了一种可

能的扩张机理, 它认为 TM2 的倾斜和扩张能便于

TM1 的类虹膜运动, 最终导致 Tb-MscL 的扩张.

除了考虑门控的机制外, 通道在不同状态中

的构象变化也非常重要. 对于 MscL 的一系列 MD

模拟能让我们了解到通道的整体动力学情况以及

野生型 Tb-MscL 和组成通道的 V21A 和 Q15E 变

异体的构象稳定性 [86]. 它们还为日后对 Tb-MscL

的实验和理论探索指明了潜在方向. 由于模拟仅

考虑了一种磷脂类型, 即 POPE 磷脂, 所以无法

了解不同磷脂对模拟的影响. 在另一研究中, 有学

者利用目标分子动力学 (targeted molecular dynam-

ics, TMD)方法,模拟了 Eco-MscL从关闭到开放状

态可能的构象转变情况, 并发现此方法非常适合

于对蛋白质大规模构象变化的模拟,尤其是 MscL,

原因是 TMD 模拟能利用弱时间依赖性的牵引力

简化模拟, 使得通道在张力作用下实现开放 [87].

在上述模拟中, 尽管 Eco-MscL 的开放和关闭状态

的结构在原子级别上可能具有较大误差, 但与交

联实验相比, 它们反映的整体特性依然是正确的.

这些结果显示了在通道动力学构象转变过程中的

次序. 这些次序为我们阐述实验数据和认识 Eco-

MscL 门控机制提供了一个更加可信的空间和时

间架构. 相对的, 通过 CGMD 方法, 有学者研究

了野生型 Tb-MscL和镶嵌于溶解的磷脂层中的增

益功能突变体 V21D [88]. 与虹膜样的扩张机制一

致, 通道在模拟过程中经历了显著的构象改变. 特

殊的是,孔道最明显的扩张区域在 V21D变异体中

被观察到,这和试验中发现的 V21D变异体的增益

功能表型是一致的. 还有学者对 Tb-MscL 进行平

衡和非平衡的 MD 模拟 [89]. 分析表明, 对通道门

控过程中自由能分布情况的直接计算, 将成为研

究大型膜通道的有效途径, 因为这种方法在参数

以及极性倾向的选择上都能进行适当的改进. 但

整体而言, 目前仍无法直接通过 MD 模拟实现对

MscL 门控机制的精确描述.

于是为了试图建立 MscL门控转变的模型,一

些其他的方法出现了. 例如, 为了了解张力依赖

性通道门控的分子机制, 一种 Tb-MscL 的结构模

型被提出了 [50]. 模型中, 细胞质端的孔洞由 5 条

N 端螺旋环绕形成, 但这一晶体结构仍未被确定.

这种模型预测, 当受到膜张力时, 跨膜螺旋的桶状

结构扩大并牵动门控开放. 当用半胱氨酸替代残

基时, 此模型被证明是正确的, 并且发现残基之间

仅在关闭状态或者开放状态才相互靠近. 此外, 为

了更好地认识 MscL的门控机制,又有学者分别对

Tb-MscL和 Eco-MscL在关闭和开放状态下进行结

构模拟, 得到了通道在转变过程中的一系列构象

情况 [90]. 在上述模型中, 由两层疏水残基或三层

疏水残基所组成的通道模型分别被提出来了. 模

型还提出, Eco-MscL 的开放是个经历两个阶段的

过程. 但是这些模型并不能真正反映原子水平上

的情况, 相反, 它们仅仅反映了门控机制的一般特

性. 虽然模型是假设的, 但它将为日后更精确的

诱变实验提供了一个好的开端, 这反过来又能帮

助纠正和改进模型. 再举一例, 基于 Tb-MscL 晶

体结构的 Eco-MscL 同源分子模型被建立了, 试图

研究从 Eco-MscL 得到的功能数据与结构信息之

间的关系 [91]. 这一结果支持了一种独特的大虹

膜样的 MscL 通道构象重排的观点. 而且大的构

象变化完全由蛋白质和磷脂膜的相互作用决定的

结果也暗示着 MscL 将有可能作为研究这些相互

作用的重要模型. 与此同时, 正常模式计算将为

研究高分子整体运动提供另一手段 [92-94]. 有学者

运用这一方法,对 MscL的动力学和构象特性进行

了分析 [95]. 这一分析结果让我们对参与变形过程

的 Eco-MscL 部分区域在残基水平上的认识有了

更加精确的见解, 并发现了其中的共性. 另外, 由

磷脂膜变形产生的压力和自由能的分析模型提供

了一种强有力的观点,观点认为 MscL具有与处在

第二阶段的成核现象有类似的门控机制 [96]. 在疏

水性错位和张力的竞争中, 我们不仅能得到在不

同厚度磷脂膜中 MscL 开放所需的张力的定量比

较, 还能给出 MscL 功能的定性描述. 这一模型的

优势在于, 能为我们提供研究蛋白质与磷脂膜系

统的一种具有及时追踪性和预测性的途径, 我们

还能从模型中得到一系列与 MS 通道功能相关的

生理参数. 很快, 针对 MscL 进行的磷脂与蛋白质

相互作用的分析框架被改进和扩大了, 生成了一



第 3 期 谢君瑜等 : 机械敏感性离子通道的建模模拟研究 337

种简单的比例关系, 为定性认识细胞膜在通道功

能上的动力学作用以及定量解释实验结果都起到

了重要作用 [97]. 对于 MscL 通道, 有学者发现由

磷脂和蛋白质相互作用产生的自由能和不同电导

状态下的自由能差异在同一数量级上, 这意味着

磷脂双分子层的力学性质在确定通道的构象和功

能中起着本质的作用. 此外, 预测 MscL 门控转变

原理的理论也得到了重视. 通过考虑膜张力、线

张力和膜扭矩等可能的变形机制, 一种热力学构

想被提出来了 [98]. 这方法为我们研究 MS 通道

提供了一种简单又有效的方法. 它能够描述 MS

通道门控如何随着磷脂膜厚度和刚度的变化而变

化. 再者,这种热力学手段同时支持对 SA和 SI通

道的分析. 随后, 与膜张力相应的生物细胞膜通道

门控的一种替代机制被提出 [99]. 这一观点中, 螺

旋倾斜致使孔道开放是通道门控的可行机制. 在

这一机制下, 通道的倾斜面将通过铰链连接到一

个相当坚硬的框架, 并随框架旋转直到开放. 这表

明, 这一机制在 MS 通道门控方面可能有进一步

的固有设计优势. 随后, 一种新的计算方法被运

用, 它利用最大限度降低通道从水到磷脂膜的传

输能量, 测定包括 MscL 在内的膜蛋白的空间构

造安排 [100]. 这一方法有几大优势：它计算速度

快, 准确性高, 并且已经通过与实验数据的比较被

广泛验证, 它曾预测过 24 种跨膜蛋白在磷脂中的

位置. 这种方法能够可靠地分辨跨膜和水溶性蛋

白, 并在同一蛋白的不同晶体形式下得出一致的

结果. 由于其简单, 能被运用到大型的蛋白质计算

中,而不像计算 MD模拟那么繁琐复杂. 另外原子

模拟的限制性也促使新的计算方法诞生, 例如, 有

限元方法 (finite element method, FEM).利用 FEM,

能分析 Tb-MscL 和 Eco-MscL 的通道路径 [101-103].

结果显示, MscL 对于细胞膜的平面内张力和轴对

称弯曲有不同的响应, 但在门控开放过程中, TM1

和 TM2 都有很大程度的弯曲. 最近, 一个系统仿

真框架利用 FEM, 把 MD 模拟的信息结合连续性

模型, 对 MscL 机械响应进行了探索 [102-104]. 这

一分子模拟结合有限元 (molecular dynamics deco-

rated finite element method, MDeFEM)的方法被运

用到研究 Eco-MscL 在 POPE 磷脂双分子层中的

门控机理中去. 模型中, 连续性成分的力学性能

以及成分间的相互作用都是来自原子力场的分子

模拟数据. 为了完善 MDeFEM 方法, 抓住门控的

本质特性, 封闭形式的连续性模型分析和弹性网

络模型建立了. 随后, 模型计算了在不同作用力下

的 Eco-MscL门控情况,并将其与实验、结构模型、

全原子模拟和分析性模型进行了比较. 结果表明,

这种系统多尺度架构的计算对涉及如机械传导等

复杂力学变形的多种生物过程的研究有重要意义.

虽然这一方法仍处于初级阶段, 还需要不断完善

量化分析, 但它特别适合研究具有大尺度变形和

复杂机械扰动的系统. MDeFEM 还能很好地结合

粗粒化原子模拟进行应用, 因为粗粒化分析能生

成 MDeFEM 模拟中很多关键的模型特性. 此外,

还有学者利用连续介质力学方法描述了弹性双分

子层在膜蛋白中的功能和与膜蛋白沟通上的重要

作用 [105]. 这一 MscL 模型展示了通道的变形如

何产生弹性力并形成门控机制. 通过对膜蛋白进

行功能性分析的结果还显示, 弹性相互作用在多

种膜蛋白受到环境刺激时的功能和组织能力中起

着重要作用. 还有模型利用数值方法展示了 MscL

和 MscS在双重状态 (收缩/扩展)下的随机氨纶共

性, 并建议采取实验方法来测定在通道中的氨纶

样行为 [106]. 如 MscL 和 MscS 等 MS 通道在关闭

关闭间以及关闭开放间转变的可能机制也被分析

了. 最近, 结合膜片钳电生理实验, 荧光光谱和原

子力显微镜,中子散射和反射技术,以及数学建模,

MscL 螺旋束在不同磷脂成分中以不同蛋白质/磷

脂比例的重组情况得到了探索 [107]. 结果有力的

显示螺旋束化是 MscL的固有特性,并且极有可能

是脂质介导的蛋白质–蛋白质相互作用的产物. 这

一研究为进一步深化我们对 MS 通道门控的认识

开辟了新的思路和方法.

2.2 MscS 离子通道

2.2.1 MscS 离子通道的结构特征

MscS是细菌渗透调节系统中一个无处不在的

成分. 在 PH 为 7.2 状态下, 以 3.9 Å分辨率得到的

X 射线晶体结构显示, 大肠杆菌的 MscS 为结构对

称的同源七聚体, 其中每一单体都包括了 3 个跨

膜螺旋 (TM1, TM2 和 TM3), 并与 7 个 C 端共

同形成的大型细胞质孔洞相连 (见图 2) [28]. 这一

晶体结构被认为可能处于 MscS 的开放状态, 另外

TM1-TM2螺旋对与孔道对称轴的 30◦ 夹角的特性

被认为是通道在达到开放状态时对张力和电压的

协调行为的标志. MscS 每一单体都带有 286 个氨

基酸. 但晶体结构中每一单体的前 26 个残基以及

最后 6 个残基仍没被确认. 但即使如此, 这一晶体

结构的发现为我们提供了一个很好的参考框架来

解释实验结果, 同时也标志着试图建立 MscS 功能
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和结构关系的模拟的重要起点 [108]. 至今, 这一晶

体结构究竟处于通道的开放、或过渡阶段、失活

或是关闭状态, 以及通道如何从一种状态向另一

状态转变等问题仍没有最终答案, 所以结合实验

与模拟的方法将会为我们建立答案提供一个极好

的机会 [109].

图 2 MscS 离子通道结构示意图. (a) 通道每一同源单体的结构图. (a) 中 TM1,TM2,TM3 分别为第一、第二、第三跨膜

螺旋. 图中 NH2 端由蓝色标明, COOH 端由红色标明. (b) 通道的正面结构 (从细胞外俯视), 通道每一同源单体的

颜色与 (c) 对应. (c) 通道的侧面结构 (上方为细胞外, 下方为细胞质), 视角与 (a) 一致, 通道每一同源单体都由不

同颜色标明 [28]

2.2.2 MscS 离子通道的实验研究

实验方面, 沿着孔洞内层的螺旋 TM3A, 以丙

氨酸替代保守的甘氨酸残基的方法显示, MscS 激

活所需的张力增加了; 相反, 甘氨酸残基的加入会

降低门控需要的张力 [56]. 这些结论表明甘氨酸丰

富的 TM3 区域将在门控中起关键作用. 但这些突

变是否影响着 TM3螺旋结构的灵活性,以及 TM3

如何协调外围的 TM1和 TM2螺旋进行运动,这些

问题都尚待阐明. 在近期一项研究中, 有学者提出

了 TM1-TM2螺旋耦合对与磷脂的结合情况,并发

现其上的疏水残基突变为天冬酰胺 [110]. 在螺旋两

端处,修改疏水性脂质蛋白的接触面,会提高MscS

的开放门槛并且降低受到渗透压冲击时细胞的活

性, 这都说明细胞膜和蛋白质的相互作用直接影

响着通道的门控. 基于电生理测量数据和 MscS 晶

体结构的重新解释, MscS 的门控模式被提出 [54].

模型中, 晶体构象被认为代表着通道的失活状态,

并且磷脂破坏了 TM1-TM2螺旋束与 TM3的耦合

程度. 而在通道的开放和关闭状态, 这些螺旋都排

列紧密, 形成一个宽大的孔洞或一个非常紧凑的

结构. 但这一模型中, 开放孔洞的实际大小和门控

的电压依赖性以及通道失活情况等, 都仍有待于

与其他实验手段结合来阐述清楚.

2.2.3 MscS 离子通道的建模和模拟研究

计算方面, 大家争论的焦点首先是 MscS晶体

结构的状态属性. 局限于毛细血管和纳米管的水

动力学分析显示, 离子通道门控不仅与孔洞几何

结构的改变有关, 还与某些特定位置在充满水和

空置状态间的转化有关 [111]. MscS 中水分子的平

衡 MD 模拟以及通过通道最狭窄区域的离子渗透
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的控制模拟均显示目前得到的晶体结构并不代表

着开放状态. 相反, 孔洞区域有可能处于水分堵塞

的不敏感状态或关闭状态. 分析认为, MscS 门控

涉及到一种锁住水分的机制, 在这种机制下, 通道

几何结构或者表面极性的有限变化都将会使蛋白

质在充满水 (开放) 和疏水 (关闭) 两种状态中产

生局部转化. 但利用结晶条件在结构上产生可能

扭曲的模拟条件如何影响结果至今仍不清楚.

由于 MscS 同时依赖于机械力和电压, 不少

研究都通过施加外部条件来分析通道的门控机制.

例如, 有学者对镶嵌在完全溶解的磷脂双分子层

中的整个 MscS 进行了 MD 模拟, 模拟中, 分别对

蛋白质施加或不施加约束 [112]. 模拟描述了结构

被约束时的MscS渗透特性,以及约束解除时MscS

跨膜孔道的自发关闭现象. 另外, 模拟还描述了表

面张力对通道的影响, 蛋白质相互作用的特点以

及通道的电导特性. 可是, 模拟依然存在着主要缺

点, 而且很多问题也没解答. 为了确定 MscS 这一

结构能否转运离子的MD模拟被建立了 [113]. 不同

于之前的疏水纳米孔洞模拟, 这一模拟中, 电场被

加载到系统中, 并且证明这是很重要的. 这是研究

跨膜电势对疏水纳米孔的水化作用的首次 MD 模

拟. 计算得到的通道电导情况与实验结果吻合良

好. 所以, MscS 晶体结构被认为更接近于电导状

态. 当然,这一模拟虽然相当近似,但在 MscS结构

的细节上仍存在一些不确定性. 毫无疑问, 对计算

模型以及由实验得出的 MscS 传导和门控特性进

行比较, 对寻求 MscS 结构功能关系有着重要的意

义. 因此, 为了研究 MscS 电生理测量数据与其晶

体构象的关系, 以及膜片钳实验中测得的 MscS 电

压和张力响应性, 一项对镶嵌在脂质双层的 MscS

进行的全原子模拟被建立, 并描述了 MscS 的静电

和转运特性 [114]. 结果表明 MscS 是一具有轻微阴

离子选择性的通道, 它能被张力激活, 又具有电压

依赖的失活表现.

由于 MscS 有着比 MscL 更为复杂的门控机

制, 一些学者试图从通道的构象和转运过程方面

切入进行研究. 狭窄又相对疏水的孔洞结构是一

个能被反复观察到的生物通道共性, 而 MscS 就有

类似的疏水区域. 于是, 很多学者都利用 MD 模拟

研究离子通过狭窄疏水通道的转运原理 [115]. 根

据模拟结果, 在离子通过生物膜的转运过程中, 疏

水孔洞的作用以及孔洞内水分子的状态得到了讨

论.为了延长模拟时间以远远超过MD模拟目前的

局限, 同时又保留离子必不可少的粒子性质, 粗粒

化粒子研究手段是必须的. 生物蒙特卡罗 (biology

Monte Carlo, BioMOCA)离子通道模拟就是为这一

目的而建立的 [116],它基于的是玻尔兹曼输运的蒙

特卡罗法以及粒子–粒子–粒子网络方法. 利用这

一结合手段, 我们分析了晶体的静电学性质以及

MscS 的各种开放构象 [117]. 模拟显示, 离子是通

过细胞质端的侧向开口进行渗透的, 而并非通过

远端胞浆孔洞. 为了确定通道可能存在的电导状

态,一些学者利用布朗动力学 (Brownian dynamics,

BD) 模拟对通道的晶体结构进行了分析 [118]. 这

一技术允许模拟运行足够长的时间去分析通道电

流和蛋白质结构的关系, 同时也保留了很多原子

细节, 这些都是其他方法很难达到的. 去除细胞质

端区域的通道以及孔道开放时的通道都被模拟了,

这将帮助我们更好的理解MscS的功能.后来,一种

结合 MD 模拟的新型的推断运动技术被运用至研

究MscS构象转化路径中 [119]. 模拟发现,通道开放

时 TM3b的完全拉直以及在两个不同位点 (Gly113

和 Gly121)的紧扣螺旋束,都将恢复到结构紧凑的

非电导构象中. 遵循这些模拟轨迹, 学者对改变

一处或两处位点灵活性的 MscS 突变体进行了膜

片钳分析. 数据提供了充分的证据证明 MscS 在关

闭、开放、不敏感和失活四种状态中的功能周期转

换. 尽管仍有很多机制的细节问题有待确定, 但结

果表明,通道的激活、脱敏和失活状态是由 Gly113

和 Gly121 附近的 TM3b 的灵活性控制的. 随后

MD 模拟和一种新的迭代推断运动提案被用于紧

密结合沿着中心 TM3轴分布的周遭 TM1和 TM2

分叉跨膜螺旋 [120]. 另外在通道中悬而未决的 26

个氨基酸 N端区域的晶体结构也进行了模拟 [121].

模拟表明, 由 MscS 的完整跨膜区域紧密结合组成

的这一关闭状态模型, 在磷脂双分子层中是稳定

的, 且在生理范围内的电压状态下不导电. 这一推

断运动提案很快被应用到之前建立的 MscS 紧凑

休眠构象中, 试图研究通道结构的转化路径. 模拟

总结认为, 涉及 TM3 螺旋倾斜、拉直和旋转的螺

旋束桶状结构的扩展, 为通道提供了开放所需的

几何结构以及静电力性质; 被观测到的离子通过

孔洞的转运情况类似于电子扩散现象, 因此宏观

预测结果与实验和 MD 模拟的电导值很接近；在

更高电压下增加反离子流的相互作用会导致通道

选择性强于反转电位附近的测量值. 特别的, 在一

项延长的 MD 模拟过程中, MscS 被发现进入了一

种机械力不敏感的失活状态 [122]. 在改变了脱离

磷脂膜的晶体结构, 并还原了与磷脂接触的 TM1-
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TM2和形成门控的 TM3相互连接作用后,模型发

现这一螺旋的相互作用是机械力从磷脂传递到门

控过程的关键因素, 而通道的失活也是 TM2-TM3

耦合对分离导致的结果.

另外,一些学者结合定向自旋标记、电子自旋

共振 (electron paramagnetic resonance, EPR)、MD

模拟与基于 EPR 实验数据的新型能量约束, 研究

磷脂双分子层中关闭时 MscS 的局部跨膜区域与

周质分子结构 [123]. 实验数据表明 MscS 的关闭

状态与其约束在晶体结构时的构象不一样, 而是

更为紧凑. 这项研究提供了 MscS 一个额外的有

关生理功能的提示. 类似的, 与 MscS 激活相关的

结构重组已确定使用膜片钳、EPR 光谱学和 MD

技术进行了研究 [124]. 修改跨膜张力剖面分布后,

MscS 被锁定在开放构象中, 这一开放模型与单通

道电流的测量值一致,并支持了螺旋倾斜与MS通

道的有效孔径扩大关联的观点. MscS 的开放和关

闭是研究 MS 通道的重点, 但其在分子水平上仍

然缺乏了解. 结合 MscS 的开放结构与功能数据,

通道在关闭和开放状态之间的转换被认为涉及到

跨膜螺旋的倾斜与分离, 这一现象让人联想到相

机的光圈工作形式 [125]. 通过模拟这种结构模型,

进一步鉴定可能能阐明通道的功能性构象. 看似

复杂的 MscS 门控机制, 似乎已成为当今结合全原

子/CGMD 模拟的下一挑战.

3 国内近年来在不同离子通道建模和模拟

研究方面取得的进展

3.1 KcsA 离子通道的建模和模拟研究

有学者在钾离子通道 KcsA 中发现了垂直于

中央通道的 4 个支通道 (orifice), 它们连通到通道

的中央空腔 (cavity), 水分子可以通过支通道流向

或流出空腔,在 KcsA通道的开或闭的门控过程中

起到消除空腔产生的负压或正压, 帮助离子通道

实现开闭的重要作用. 利用进一步分析得到的所

有钾离子通道的氨基酸序列, 以 KcsA 通道为模

板进行的同源建模计算发现, 这样的支通道在所

有钾离子通道中普遍存在, 但支通道位置和大小

不同 [126]. 为了分析钾离子通道在门控过程中发

生的形变,有学者以 KcsA通道的闭式构型作为起

点, 以 Kv1.2 钾离子通道的开式构型作为目标模

板,用 TMD模拟揭示了钾离子通道由闭到开门控

过程的动力学特性. 模拟结果表明, 钾离子通道在

60 ns 的模拟时间内便可完全打开, 而在随后模拟

的 90 ns内一直保持着稳定的构型. 门控过程中蛋

白质螺旋的刚性与模拟中施加的力的相互作用使

得通道呈现出刚体运动和铰链弯曲的混合形变模

式. 这将为其他离子通道门控过程的一系列动力

学研究提供线索, 也将为晶体结构的解析提供重

要的参考依据 [127].

3.2 NaK 离子通道的建模和模拟研究

自从 2006 年钠钾离子通道 NaK 的闭式结构

被解析出来 [128], 有学者立即通过 MD 模拟分析

获得了 NaK 通道在非钙堵塞条件下的稳定结构

以及水合离子配位构型. 除了同样具有 4 个更大

的连通中央空腔的支通道外, 根据蛋白质内部结

构的孔洞探测分析, 在 NaK 通道的选择性过滤器

中部前庭 (vestibule) 的位置又发现了 4 个与之相

连的容水小腔 (grotto), 它们与选择性过滤器中的

前庭共同组成了一个与中心离子导通孔道垂直的

前庭孔腔复合体 (vestibule-grotto complex) [129]. 小

腔和前庭中可以存在水分子的这一结果被 2009年

报道的高分辨率的 NaK离子通道的晶体结构所证

实 [130-131]. NaK 通道既能导通纳离子, 又能导通

钾离子, 还有可能导通钙离子 [128], 其必然具有与

钾通道相比全新的离子选择和导通机制.通过MD

模拟和自由能分析等方法, 有学者提出了 NaK 通

道中离子导通的 “水阀” 机制: NaK 通道中前庭–

孔腔复合体的存在可以实现水分子在其中的扩散,

同时溶液中的水分子也可以通过某些氨基酸残基

的侧链翻转进入孔腔中; 这些水分子可以使得过

滤器中的钠、钾离子均能获得有利的配位状态,而

这也可能是 NaK离子通道丧失其对离子的选择性

的原因. 后续的 SMD 和自由能计算的结果都表明

当前庭中容纳两个或两个以上的水分子时可以显

著地降低离子通过选择性过滤器的能垒, 这样水

合的前庭孔腔复合体成为了一个控制离子导通的

动态的水合阀 [132-133]. 这一机制的提出将拓宽在

非选择性离子通道中离子导通机制的新视野, 也

表明了水分子在神经信号传导过程中的重要性.

3.3 水通道蛋白的建模和模拟研究

水通道蛋白家族成员 AQP0 和 AQP1 具有整

体的序列和结构相似性, 然而在水分子的传输速

率方面却有着显著的不同,相对于 AQP1, AQP0水

通道的水分子传输要慢得多. 通过 MD 模拟和能

量分析, 学者发现在形成 AQP0 中央通道的氨基

酸残基中存在一个酪氨酸 Tyr23,其苯环的大结构

会破坏通道中单分子水链的稳定分布, 同时形成
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了一个很高的能垒抑制水分子的通过, 因而导致

了 AQP0 的低导通速率 [134]. 另一方面, 水分子

在水通道蛋白中可以快速扩散, 而质子和盐类则

无法通过, 这使得水通道蛋白能成为纳米尺度通

道仿生设计研究的可靠借鉴. 有学者通过进行碳

纳米管中水分子传输的仿生研究, 证实了仿生纳

米水通道与生物水通道具有同样的输运特性 [135].

根据热力学原理, 有学者研究发现纳米结构中的

受限水在室温作用下会呈现奇特的运动特性 ——

自发地发生熵减的、规则的超高频振荡, 而且可

以一直维持地无序高熵热运动－有序低熵振荡的

反复出现. 通过 MD 模拟、第一原理计算以及热

动力学分析, 学者揭示了这种奇特的自调节是由

水链最末端作为氢键供体的水分子的偶极取向所

决的 [136]. 这一科学机制的确定, 在纳机电系统

(NEMS) 无源器件的设计等方面都具有非常重要

的现实意义和广阔的应用前景.

4 结 语

机械敏感是广泛存在于活细胞中的一种必要

而又多样的感觉传导类型, 机械敏感性离子通道

在机械传导的生理过程中发挥着至关重要的作用.

幸运的是, MscL 和 MscS 晶体结构的确定, 打开

了我们对 MS 通道的结构与功能关系以及门控机

制的认识. 在实验技术的基础上, 包括建模和模

拟在内等多种有效的理论和计算方法已经被广泛

使用到 MS 通道的研究中. 例如, MD 模拟 (包括

常规 (conventional)MD 模拟、TMD 模拟、SMD 模

拟、CGMD模拟)、FEM计算方法、数值分析,以及

连续介质力学等等, 都为我们研究 MscL 和 MscS

离子通道提供了不同的手段. 但尽管如此, 以上

所有方法都有各自的优劣性. 目前运用最广泛的

是常规全原子 MD 模拟, 它为我们在原子水平以

及纳秒级别上研究蛋白质的结构特性和构象变化

能量大小以及对外部作用的响应情况等提供了非

常重要的手段；但同时说明了这一方法相对比较

复杂繁琐, 而且对于时间空间以及计算机的要求

都很高. 当系统涉及到大量不同类型的生物分子

以及生物分子的集体运动时, 持续时间常常超过

微秒以至毫秒级别, 传统的全原子模拟将很难实

现. 为了克服实验和模拟在时间尺度上的巨大差

异, TMD 和 SMD 以及 CGMD 模拟技术的应用变

得非常重要. TMD 和 SMD 方法为了达到在模拟

容许的时间范围内实现构象的变构过程, 对模型

施加了外界调控因素从而加速动态变化过程, 而

且这一调控能在全原子模拟体系中实现; 然而这

一调控可能会因为在模拟过程中人为加速而不能

展现真实的过程. CGMD 方法能通过简化全原子

模拟的细节来减少模拟体系的自由度, 进行长时

间大尺度的模拟, 但在一定程度上也可能造成失

真. 同时, FEM 方法也以两种方式有效弥补了全

原子模拟的不足. 其一, FEM 克服了原子模拟的

长度和时间局限性; 其二, 基于原子模拟和实验得

到的有效数据, FEM 能通过改善模型抓住生物分

子动力学响应的核心特性, 使其以较少的现象得

到足够详细的理论结果. 但对于结构和能量等的

细节描述方面, FEM 依然无法与 MD 模拟相比.

另一方面, MS 家族中其他通道结构的不确定又使

得目前研究很困难. 欣慰的是, 其他 MS 通道的克

隆和基因以及功能分析,对我们认识MS通道在机

械敏感性传导中的生理作用有着非常重要的贡献.

另外, 随着建模和模拟技术的不断进步, 不同模拟

方法的结合, 以及多尺度耦合计算, 都将必然成为

我们研究 MS 通道门控机制的重要手段和关键挑

战, 也将带领我们进入一个全新的认识领域. 值得

一提的是, 近年来国内不少学者也在离子通道的

建模和模拟研究方面取得了重大的进展, 为人类

对离子通道的认识作出了卓越的贡献.
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MECHANOSENSITIVE CHANNELS: INSIGHTS FROM

MOLECULAR MODELING AND SIMULATIONS*
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1Department of Mechanics Engineering and Science, Fudan University, Shanghai 200433, China
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Abstract Mechanosensitive channels play an important role in various physiological processes. The research

on Mechanosensitive channels has been conducted more than two decades by now. In the experimental aspect,

the determination of crystal structures of mechanosensitive channels of large and small conductance makes it

possible to develop molecular modeling and simulation investigations on MS channels, which gives us a signifi-

cantly deeper insight into mechanism of mechanosensitive channels. During theoretical studies on ion channels,

different simulation methods and calculation skills display their superiorities as well as specific performances,

which offer us different viewpoints to analyze membrane channels; however, they also have their own limitations.

Particularly, among many ion channel analysis technologies, molecular dynamic simulation plays an outstanding

role. The emergence of molecular dynamic simulation presents a more comprehensive and detailed description

of the structural and functional relationship and dynamic mechanism of MS channels, which we can not achieve

via many other technologies. On the other hand, molecular dynamic simulation consists of several methods,

and different methods offer us different paths to study MS channels. That’s why in this review, we focus on

the computational aspect of mechanosensitive channels analysis, with particular emphasis laid on molecular

dynamic simulations. In the context of molecular dynamic simulation, we discuss the dynamic mechanism of

MS channels, including structure, lipid environment, mechanical stimulation, voltage dependence and gating

configuration. Meanwhile comparisons of the advantages and disadvantages of different simulation technolo-

gies will provide us better tools of research in the future. Finally, we also sum up the domestic breakthrough

and great achievements in ion channels research, and all of these will definitely provide us new thoughts and

inspirations to study MS channels.

Keywords mechanosensitive channels, mechanotransduction, modeling, simulation, molecular dynamic sim-

ulation
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