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摘要:目的　 探究 β2 整合素 / FLNa 相互作用的力学调控机制、磷酸化效应与分子结构基础。 方法 　 β2 整合素 /
FLNa-WT 和 T758P 晶体结构取自蛋白质数据库( protein

 

data
 

bank,PDB),进行分子动力学( molecular
 

dynamics,
MD)模拟,采用 MM / PBSA 方法计算复合物结合自由能变化,并分析构象演化与残基相互作用等数据。 结果　 β2
整合素 THR758 磷酸化修饰后,复合物的结合自由能下降,拉力累积降低。 单纯的力学信号刺激下,β2 整合素 /
FLNa 复合物的解离呈现出双相力依赖特性,而磷酸化后复合物的结合解离过程存在单纯的滑移键机制。 结论　
磷酸化将通过减弱 M762-G2269 残基相互作用,下调 β2 整合素 / FLNa 复合物的结合亲和力,张力将双相调节复合

物的解离。 研究结果有助于加深对炎症反应过程的认识,并为相关药物靶点的发现和抗体设计提供有益参考。
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Abstract:
 

Objective 　 To
 

investigate
 

the
 

mechanical
 

regulatory
 

mechanisms,
 

phosphorylation
 

effects
 

and
 

molecular
 

structural
 

basis
 

of
 

β2
 

integrin / FLNa
 

interactions.
 

Methods　 The
 

crystal
 

structures
 

of
 

β2
 

integrin / FLNa-
WT

 

and
 

T758P
 

complex
 

were
 

taken
 

from
 

PDB,
 

and
 

performed
 

molecular
 

dynamics
 

simulations.
 

The
 

MM/ PBSA
 

method
  

was
 

used
 

to
 

calculate
 

the
 

binding
 

free
 

energy
 

changes
 

of
 

the
 

complex,
 

and
 

data
 

on
 

conformational
 

evolution
 

and
 

residue
 

interactions
 

were
 

analyzed.
 

Results　 Following
 

phosphorylation
 

modification
 

of
 

β2
 

integrin
 

THR758 ,
 

the
 

binding
 

free
 

energy
 

of
 

the
 

complex
 

and
 

the
 

pulling
 

force
 

accumulation
 

were
 

significantly
 

decreased.
 

The
 

dissociation
 

of
 

β2
 

integrin / FLNa
 

complex
 

showed
 

a
 

biphasic
 

force-dependent
 

property
 

under
 

the
 

stimulation
 

of
 

mechanical
 

signals.
 

A
 

pure
 

slip-bonding
 

mechanism
 

existed
 

in
 

the
 

binding
 

dissociation
 

process
 

of
 

the
 

complex
 

after
 

phosphorylation
 

modification.
 

Conclusions　 The
 

phosphorylation
 

would
 

down-regulate
 

the
 

binding
 

affinity
 

of
 

β2
 

integrin / FLNa
 

complex
 

by
 

attenuating
 

the
 

M762-G2269
 

residue
 

interaction,
 

and
 

tension
 

would
 

bidirectionally
 

regulate
 

the
 

dissociation
 

of
 

the
 

complex.
 

This
 

study
 

contributes
 

to
  

deeper
 

understanding
 

of
 

the
 

inflammatory
 

response
 

process,
 

and
 

provides
 

useful
 

references
 

for
 

the
 

discovery
 

of
 

relevant
 

drug
 

targets
 

and
 

antibody
 

design.
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　 　 白细胞在感染或损伤部位的募集,需经历滚

动、黏附、稳定黏附、爬行和迁移过程[1] 。 其中,内
皮细胞表面的细胞间黏附分子-1 与白细胞表面的

β2 整合素相互作用,介导白细胞的稳定黏附和跨内

皮迁移[2] 。 β2 整合素的激活,是白细胞炎症反应过

程的关键事件[3] 。 细丝蛋白 A(filamin
 

A,
 

FLNa)是
整合素激活的主要负调节剂,可以与 β2 整合素结

合,并抑制白细胞的黏附和迁移[4-5] 。 FLNa 由两条

约 280
 

kDa 的多肽链组成,每个单体都由其 N 末端

的 1 个肌动蛋白结合结构域(actin
 

binding
 

domain,
 

ABD)和 24 个免疫球蛋白样重复序列(Ig)构成的杆

状结构组成,每个 Ig 序列中约包含 96 个氨基酸残

基[6] 。 FLNa 第 21 个 Ig 重复序列( IgFLNa21)通过

占据重叠的结合位点,从而直接竞争性抑制整合素

激动剂 talin、kindlin 与 β2 胞质尾部的结合[7-8] 。 亲

和层析和 Western
 

blotting 实验研究表明,β2 整合素

胞质尾部 THR758 磷酸化后,β2 整合素 / FLNa 复合

物亲和力减弱,进而诱导 β2 整合素从 FLNa 中解离

出来[9-10] 。 因此,THR758 是调控 β2 整合素 / FLNa 结

合解离的磷酸化开关[11] 。 同时,整合素是重要的力

敏感蛋白,可以感受并传递胞外血流剪应力以及周

围组织的挤压牵引,通过自身的变形来影响和激活

下游信号[12] 。 然而,由于 β2 整合素胞质尾部与

FLNa 的结合与解离发生在胞内,目前尚缺少有效的

实验观察手段获取它们的反应动力学信息,力学信

号与 THR758 磷酸化究竟如何调控 β2 整合素 / FLNa
的亲和力更不清晰。

分子动力学(molecular
 

dynamics,
 

MD)模拟在分

子力场的基础上,能够从原子层面给出体系的微观演

变过程,揭示蛋白之间的相互作用和分子的构象变

化,对于机制研究具有重要作用。 近年来,随着各种

新计算策略的发展和应用,蛋白分子构效关系和调控

机制方面的研究取得了长足进步。 Liu 等[13] 采用自

由 MD 模拟,揭示了局部动力学驱动的功能增强型血

管性血友病因子 A1 结构域的亲和力调控机制;本课

题组发展了“恒力拉伸( force-clamp)”、“恒速拉伸

(force-ramp)”等拉伸 MD 模拟手段,成功探索了力对

胞内信号通路力学稳定性和强度的调控,发现胞内分

子相互作用的“逆锁键(catch-bond)”现象[14-16] ,即随

着外力的增加,分子键呈现增强后减弱的特征。 晶体

结构表明 IgFLNa21 结构域由 7 个 β 片层以及连接片

层的 β-转角结构和环链(loop)所组成(见图 1),βC

和 βD 片层之间形成了配体的结合口袋;而 β2 整合

素胞内域远膜端基序(753LFKSATTTVMN763)主要由 β
片层结构组成[17] ,该结构以规范的方式交叉插入到

IgFLNa21 结构域的 βC 和 βD 片层之间的结合口袋

中。 本研究采用 MD 模拟技术,将已解析出来的

β2 整合素 / FLNa 复合物晶体结构作为研究对象,探
究磷酸化修饰和力学信号刺激单独或协同作用对复

合物结合亲和力的调控机制,寻找接触面上发挥重要

作用的残基对,期望为以 β2 整合素 / FLNa 为靶标的

疗法提供思路。

图 1　 β2 整合素 / FLNa 复合物结构示意图与拉伸方案

Fig. 1　 Schematic
 

structure
 

and
 

stretching
 

scheme
 

of
 

the
 

β2
 

integrin / FLNa
 

complex　 (a)
 

Structure
 

of
 

β2
 

integrin /
FLNa,

 

(b)
 

Stretching
 

scheme
 

of
 

the
 

complex

1　 材料与方法

1. 1　 体系搭建

　 　 使用可视化分子模拟软件 VMD1. 9. 2[18] 分别

构建两个 β2 整合素 / FLNa 复合物分子系统:未磷

酸化修饰的复合物晶体结构取自蛋白质数据库

(protein
 

data
 

bank,PDB),代码为 2JF1,FLNa 残基

号为 2237-2328,β2 整合素残基号为 753-763,命名

为 β2 整合素 / FLNa-WT。 使用 charmm 补丁 THP2
将 β2 整合素 / FLNa-WT 复合物中带有 - OH 基的

THR758 残基转变为磷酸苏氨酸,命名为 β2 整合

素 / FLNa-T758P。 确定初始构象后,通过 VMD 软件

对各个复合物体系进行溶质化和离子化处理,使系

统更接近真实的生理环境。 调用 SOLVATE 程序包

使复合物沉浸在距离边框至少 1. 5
 

nm 的 TIP3 水分

子环境中,通过 AUTOIONIZE 程序包添加生理盐水

浓度的氯化钠,使体系总电荷数为 0。 最终水框尺

寸为 7. 242
 

nm × 6. 012
 

nm × 6. 028
 

nm,β2 整合素 /
FLNa-WT 和 β2 整合素 / FLNa-T758P 体系原子总数
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分别为 24
 

256 和 24
 

255。
1. 2　 MD 模拟

1. 2. 1　 能量最小化和平衡 MD 模拟 　 利用 MD 模

拟软件 NAMD2. 14[19]在 CHARMM27 全原子力场下

进行能量最小化和平衡运算,使用 VMD 进行数据

分析。 表面效应通过周期性边界条件 ( periodic
 

boundary
 

conditions,
 

PBC) 避免,积分时间步长为

2
 

fs。 短程静电相互作用和范德华相互作用的阈值

设置为 1. 2
 

nm,长程静电相互作用采用埃瓦尔德粒

子网格算法(particle
 

mesh
 

Ewald,
 

PME)运算[20-21] 。
能量最小化后,恒温(36. 85

 

℃ )、恒压(101
 

kPa)条

件下对体系各进行 3 次 40
 

ns 的平衡 MD 模拟。
1. 2. 2　 恒速度拉伸 MD 模拟 　 选择 β2 整合素 /
FLNa-WT 和 β2 整合素 / FLNa-T758P 体系能量平衡

过程后期最稳定构象作为初始构象。 固定 FLNa 分

子上 C 末端 PRO2328 残基 Cα 原子,β2 整合素 N 末端

LEU753 残基 Cα 原子为拉伸端,虚拟弹簧的弹性系数为

139
 

pN/ nm,拉伸速度为 0. 3
 

nm/ ns,拉伸方向为固定原

子和拉伸原子连线方向。 每个体系的恒速拉伸平行重

复 3 次,模拟时间以拉伸过程中复合物解离为止。

图 2　 平衡过程中 β2 整合素 / FLNa 复合物的结构稳定性

Fig. 2　 Structural
 

stability
 

of
 

β2
 

integrin / FLNa
 

complex
 

during
 

equilibrium 　 ( a )
 

RMSD
 

of
 

the
 

complex,
 

(b)
 

Radius
 

of
 

rotation
 

of
 

the
 

complex,
 

(c)
 

Gaussian
 

fitting
 

of
 

the
 

number
 

of
 

H-bonds
 

in
 

different
 

time
 

periods

1. 2. 3 　 恒力拉伸 MD 模拟 　 恒速拉伸模式下

β2 整合素 / FLNa 复合物受力达到 25、50
 

pN 时调整

为恒力拉伸模式,撤去虚拟弹簧,沿袭恒速拉伸体

系时的固定点、拉伸点和拉伸方向,保持力大小不

变。 每个体系各个力条件均进行 40
 

ns 的 3 次重复

模拟计算,平衡模拟过程视为 0
 

N 力拉伸。

1. 3　 数据分析

　 　 采用重原子位置的均方根偏差 ( root
 

mean
 

square
 

deviation,
 

RMSD)、旋转半径表征蛋白构象变

化和结构稳定性。 氢键和盐桥定义如下[13,16] :若供

体原子与受体原子间的距离小于 0. 35
 

nm 且键角小

于 30°,则氢键存在;
 

当酸性氨基酸侧链上任意氧原

子与碱性氨基酸侧链上的氮原子形成的键长小于

0. 4
 

nm 时,盐桥形成。 氢键或盐桥的生存率 p 定义

为 MD 模拟过程中键存在时间与总模拟时间的比

值。 复合物的结合自由能计算公式为:
ΔGbind = ΔEMM + (ΔGsolv,polar + ΔGsolv,nonpolar) -

TΔS (1)
式中: ΔEMM 为复合物在真空中的结合自由能;
ΔGsolv,polar 为极性溶剂化能; ΔGsolv,nonpolar 为非极性溶

剂化能; TΔS 为构象熵变能。
溶剂 可 及 表 面 积 ( solvent

 

accessible
 

surface
 

area,
 

SASA)是指生物分子可被溶剂接触到的表面

积,而溶剂不可及表面积(buried
 

SASA)用于表征复

合物接触面面积, 由受配体单体以及复合物的

SASA 进行差值计算而得出。

2　 结果

2. 1　 平衡过程中 β2整合素 / FLNa 复合物各体系的

稳定性

　 　 两个复合物体系 3 次 40
 

ns 平衡 MD 模拟过程

中,RMSD、旋转半径随模拟时间的波动如图 2 所示。
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结果表明,两个体系 RMSD 没有明显爬坡现

象,而且模拟后期的 RMSD 波动在 0. 1
 

nm 以内;旋
转半径的时间历程曲线较为平稳,表明两个系统已

达到稳态。 β2 整合素 / FLNa 复合物结合面间的氢

键数目符合正态分布,且随着模拟时长的增加拟合

优度越好,说明构象取样空间趋向完备,可以为后

续的拉伸 MD 模拟提供稳定初始构象。
氢键与盐桥在维持复合物稳定构象中发挥重

要作用,故本文对平衡过程中氢键与盐桥的生存率

进行分析计算,以确定复合物接触面上的重要残

基。 结果表明,排名前 10 的氢键和仅有的 2 对盐桥

生存 率 存 在 差 异 ( 见 表 1 )。 磷 酸 化 修 饰 后,
β2 整合素 / FLNa 复合物结合面上氢键和盐桥相互

作用网络发生变化。 相比于 WT 型体系,磷酸化后

原来排名第 1 的氢键 MET762-GLY2269 生存率下降,
而 PHE754-GLY2277 氢键相互作用增强。 磷酸化后,存
在于接触面上的 LYS755-GLU2276 和 LYS755-GLU2306 这

两对盐桥的生存率略有下降。 本文认为,磷酸化修饰

可以改变 β2 整合素 / FLNa 复合物的结合状态,尤其

体现在结合面上重要氢键和盐桥的差异中。

表 1　 β2 整合素 / FLNa 复合物结合面上排名靠前的氢键和盐桥

Tab. 1 　 Top
 

H-bonds
 

and
 

salt
 

bridges
 

on
 

binding
 

surface
 

of
 

β2
 

integrin / FLNa

序号 类型
β2 整合

素残基

FLNa
残基

生存率

WT T758P

1 H MET762 GLY2269 0. 97±0. 00 0. 85±0. 19
2 H THR758 ILE2273 0. 97±0. 01 0. 98±0. 01
3 H SER756 VAL2275 0. 97±0. 01 0. 98±0. 00
4 H THR760 LEU2271 0. 96±0. 01 0. 95±0. 02
5 H PHE754 GLY2277 0. 75±0. 37 0. 97±0. 01
6 H SER756 ALA2281 0. 70±0. 09 0. 71±0. 04
7 H LYS755 GLU2276 0. 38±0. 11 0. 36±0. 05
8 H LEU753 GLY2277 0. 07±0. 07 0. 07±0. 02
9 H LYS755 LYS2280 0. 05±0. 01 0. 05±0. 01

10 H SER756 LYS2280 0. 04±0. 03 0. 02±0. 01
11 S LYS755 GLU2276 0. 58±0. 17 0. 54±0. 07
12 S LYS755 GLU2306 0. 02±0. 01 0. 01±0. 01

　 　 将 WT 型和 T758P 型的 β2 整合素 / FLNa 复合

物结构对齐后进行比较,发现修饰后的 β2 整合素 C
末端向外侧偏转远离接触面,而 N 末端则向接触面

靠近(见图 3)。 β2 整合素构象的偏转很可能导致

氢 键 MET762-GLY2269 生 存 率 的 下 降 和 PHE754-
GLY2277 的增强,从而影响其与 FLNa 的相互作用。

图 3　 β2 整合素 / FLNa 复合物结构对比

Fig. 3　 Comparison
 

of
 

β2
 

integrin / FLNa
 

structures
(a)

 

Front
 

conformation,
 

(b)
 

Lateral
 

conformation
注:粉红色表示 WT 体系中的 β2 整合素, 浅蓝色表示

T758P 体系中的 β2 整合素。

2. 2　 磷酸化修饰减弱复合物结合亲和力的动力学

机制

　 　 从平衡模拟中每间隔 40
 

ps 提取 1 个构象,共
1

 

000 帧构象用于计算 β2 整合素 / FLNa 复合物的

结合自由能。 结合自由能绝对值越大,意味着复合

物间的相互作用越强。 与已往的实验研究一致[9] ,
THR758 磷酸化修饰降低了 β2 整合素 / FLNa 复合物

的结合自由能,使复合物的亲和力下降(见表 2)。

表 2　 用MM/ PBSA方法计算的 β2整合素 / FLNa复合物结合自由能

Tab. 2 　 Binding
 

free
 

energies
 

for
 

β2
 

integrin / FLNa
 

complex
 

computed
 

by
 

the
 

MM/ PBSA
 

method
 

单位:(kcal·mol-1 )

体系 ΔEMM ΔGpolar ΔGnonpolar ΔGf
bind

WT -273. 14±15. 59 83. 93±2. 79 -8. 45±0. 18 -197. 66±12. 87
T758P -128. 59±13. 01 76. 20±9. 11 -8. 62±0. 09 -61. 01±3. 96

　 　 研究表明,蛋白质功能与空间构象有着密切关

联[15] 。 β2 整合素 THR758 磷酸化到底引起怎样的

构象改变? 分析各体系 β2 整合素单体内部的氢键

相互作用,结果表明,与 WT 型相比,T758P 型 β2 分

子内部氢键相互作用增强,平均氢键数目增加了

0. 65 个[见图 4( a)]。 同时,T758P 型旋转半径小

于 WT 型[见图 4(b)],磷酸化修饰后 β2 整合素的

结构要更为紧密。 跟踪平衡过程中 IgFLNa21 氨基

酸残基 Cα 原子均方根波动 ( root
 

mean
 

square
 

fluctuation,
 

RMSF)发现:与 WT 型相比,T758P 体系

βB 与 βC、βD 与 βF 间的 loop 结构 RMSF 值略有增

加,而 βC 与 βD 片层间的 loop 波动较小或保持不变

[见图 4(c)]。 βC、βD 片层以及之间的 loop 组成了
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FLNa 的结合口袋,其结构相对稳定。 因此,本文推断

THR758 磷酸化修饰增强了 β2 整合素的内部氢键作

用,并使其空间结构更加致密,更容易从 FLNa 的结

合口袋中脱落出来,从而减弱复合物的结合亲和力。

图 4　 磷酸化修饰诱导的复合物结构改变

Fig. 4　 Structural
 

alterations
 

of
 

the
 

complex
 

induced
 

by
 

phosphorylation
 

modification　 ( a)
 

Number
 

of
 

H-bonds
 

within
 

the
 

β2
 

molecule,
 

(b)
 

Radius
 

of
 

rotation
 

of
 

the
 

β2
 

monomer,
 

(c)
 

Residues
 

in
 

the
 

FLNa
 

monomer

图 5　 β2 整合素 / FLNa 复合物拉伸解离

Fig. 5　 Steered
 

dissociation
 

of
 

the
 

β2
 

integrin / FLNa
 

complex　 (a)
 

Force
 

spectra
 

curves
 

for
 

three
 

repeated
 

stretches
 

of
 

both
 

systems,
 

(b)
 

Variation
 

of
 

buried
 

SASA
 

with
 

time,
 

(c)
 

Rupture
 

forces
 

of
 

the
 

complex,
  

(d)
 

Stress
 

accumulation
 

of
 

the
 

rupture
 

forces

注:数据以 3 次重复模拟的平均值±标准差表示,∗P<0. 05。

2. 3　 磷酸化修饰弱化复合物的机械强度

　 　 选取各体系平衡后期的稳定构象进行恒速拉

伸,以研究 β2 整合素 / FLNa 复合物在力学信号刺

激下的应变和解离过程。 拉伸过程中的力谱曲线

和接触面面积(即溶剂不可及表面积)的时间历程

如图 5 所示。
在 WT 体系中,前 7

 

ns 内力谱曲线逐渐上升,

接触面面积保持在 6. 5
 

nm2 左右,之后的 1
 

ns 中力

谱曲线达到最大值,随后拉力迅速下降,最终在

(24. 9±4. 2)
 

ns 复合物完全解离开来。 将恒速拉伸

过程中力谱曲线的最大峰值定义为解离力,即复合

物解离需要克服的最大内部阻力,可评价复合物的

力学强度。 然而,在 T758P 体系中,3 次模拟过程出

现了若干峰值,且后面的峰值与第 1 个峰值基本相
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当,这意味着复合物内部有解折叠发生,且平均解

离时间提前为(23. 0±2. 8)
 

ns。 为了更好度量复合

物解离需要克服的能障,本文引入应力累积( stress
 

accumulation,
 

SSA)概念[22] ,即对力谱曲线中力与

时间进行积分运算,以评估复合物的机械稳定性。
T758P 体系中第 1 个最大力峰的时间提前至 5

 

ns
左右,意味着磷酸化修饰后复合物抵抗外力拉伸的

能力下降;平均解离力由( 173. 7 ± 19. 4)
 

pN 降为

(158. 2±23. 9)
 

pN,解离力的应力累积显著减小,由
(855. 3±193. 0)

 

pN·ns 降至(487. 0±77. 8)
 

pN·ns,
磷酸化减弱复合物的机械强度。
2. 4　 恒力拉伸模拟中 β2 整合素 / FLNa 复合物亲

和力改变

　 　 接着,采用 25、50
 

pN 恒力进行 40
 

ns 拉伸模

拟,并与平衡过程(0
 

pN) 进行比较,分析 β2 整合

素 / FLNa 复合物接触面平均氢键数目以及接触面面

积的变化,以探究力对 β2 整合素 / FLNa 亲和力的

调控。 结果发现,WT 体系中,随着作用力的增大,
β2 整合素和 FLNa 之间的平均氢键数目和接触面

面积先增加后减少,呈现出双相力依赖的调控特征

(见图 6) 。 该结果表明,25
 

pN 以下的力会诱导复

合物亲和力的提高,而 25
 

pN 以上的力则会降低

复合物的亲和力。 T758P 体系中 β2 整合素与

FLNa 之间的平均氢键数目和接触面面积均随力

的增加而减少,呈现出滑移键的特征,即较小的力

就足以诱导磷酸化修饰后的复合物亲和力降低。
当复合物接触面所有的氢键与盐桥全部断裂时,
复合物发生解离。 因此,根据模拟过程中氢键(或

盐桥)生存率,可以计算出 β2 整合素 / FLNa 间的

解离概率:
PD = ΠM

i = 1(1 - P i) (2)
式中:M 为接触面间氢键数目; P i 为第 i 个氢键的

生存率。 引入机械调节因子 fD 以进一步验证机械

力调控的 β2 整合素 / FLNa 复合物结合亲和力的改

变[16] 。 fD 为归一化的解离概率,即不同恒定拉力条

件下的 PD 与拉力为 0
 

N 条件下的 PD 之比:

fD =
PD f = f0

PD f = 0
(3)

式中: f 为施加在复合物上的恒力; f0 = 0、25、50
 

pN。
fD 与复合物的亲和力之间呈负相关, fD 越大,复合

物结合亲和力越弱,越容易发生解离。 WT 体系 fD

和结合自由能呈现出先减小后增大的变化趋势,这
同样表明复合物结合亲和力具有先增大后减小的

双相调节机制。 T758P 体系 fD 和结合自由能呈现

出逐渐增大的变化趋势,磷酸化修饰后随着外力增

大复合物越容易发生解离。

图 6　 恒力拉伸模拟过程中 β2 整合素 / FLNa 结合亲和力的力-化学依赖性(n= 3)
Fig. 6　 Force-chemical

 

dependence
 

of
 

β2
 

integrin / FLNa
 

binding
 

affinity
 

during
 

simulation
 

of
 

constant
 

force
 

stretching
(a)

 

Number
 

of
 

H-bonds
 

at
 

the
 

β2
 

integrin / FLNa
 

contact
 

surface,
 

( b)
 

Buried
 

SASA
 

of
 

the
 

complex,
 

( c)
 

Mechanical
 

regulatory
 

factor
  

of
 

the
 

complex,
 

(d)
  

Binding
 

free
 

energy
 

of
 

the
 

complex

3　 讨论

　 　 白细胞 β2 整合素在炎症部位的募集过程中发

挥重要作用,只有活化的整合素才能介导白细胞在

血管内皮细胞上的稳定黏附和跨内皮迁移。 FLNa
从 β2 整合素胞质尾的解离,是整合素活化的前置

事件和前提条件[23] 。 本文通过 MD 模拟手段,试图

在原子水平上探究磷酸化修饰减弱 β2 整合素 /
FLNa 复合物亲和力的分子结构基础和动力学机制,
并采用恒速和恒力拉伸模拟方式,探究磷酸化修饰

对复合物机械稳定性的影响。
结果表明,β2 整合素 THR758 磷酸化修饰后,复
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合物的结合自由能下降。 磷酸基团可与邻近氨基

酸残基形成新的氢键,使 β2 整合素分子结构更加

紧凑,与 FLNa 的结合面面积缩小,从而更容易从结

构相对稳固的 FLNa 结合口袋中脱落出来。 磷酸化

降低复合物结合面上氢键 MET762-GLY2269 和盐桥

LYS755-GLU2276、 LYS755-GLU2306 的 生 存 率, 导 致

β2 整合素 / FLNa 复合物结合亲和力的下降。 磷酸

化修饰后复合物解离力的应力累积下降,表明磷酸

化减弱复合物机械稳定性。 单纯的力学信号刺激

下,β2 整合素 / FLNa 复合物的解离呈现出双相力依

赖特性,这一特性很可能起到防止白细胞过度激活

和炎症反应过激的作用;而磷酸化修饰后复合物解

离仅存在单一的滑移键机制,力促进 β2 与 FLNa 的

解离,进而调控 β2 整合素的快速活化。
本文使用 MD 模拟技术拓展了 β2 整合素 /

FLNa 晶体结构的样本空间,定量描述了磷酸化和力

在 β2 整合素与 FLNa 相互作用中发挥的功能。 黏

附分子间的逆锁键现象最早由朱承等[24] 通过流动

腔和原子力显微镜实验发现,此后许多分子对的单

分子实验中都观测到逆锁键调控机制[25-27] 。 Zhang
等[16] 采用拉伸 MD 模拟观测到 β3 整合素和

kindlin2 的结合亲和力受到逆锁-滑移键机制调控。
本研究发现的 β2 整合素 / FLNa 复合物相互作用双

相力依赖关系中拐点尽管为 25
 

pN,但由于拉伸 MD
模拟应用于 ns 级别的运算,相较于细胞内受体配体

实际相互作用存在着巨大的时间尺度效应,很可能

真实生理情况下更小的力会增强 β2 整合素 / FLNa
复合物结合亲和力。 目前由于单分子实验技术的

限制,难以对细胞内受配体相互作用进行实验研

究,β2 整合素 / FLNa 复合物双相力依赖特性的阈值

有待于进一步确证。

4　 结论

　 　 本文通过 MD 模拟手段预测了 β2 整合素 /
FLNa 复合物结合亲和力的力-化学偶联调控机制,
研究结果为细丝蛋白介导的整合素去活化调节提

供新的分子见解,有助于加深对炎症反应过程的认

识。 在模拟中观察到的关键残基相互作用,可为相

关药物靶点的发现和抗体设计提供有益的参考和

指导。
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