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ДИНАМИКА УКЛАДКИ БЕЛКА TRP-CAGE  

В РАВНОВЕСНЫХ И НЕРАВНОВЕСНЫХ УСЛОВИЯХ:  
МОДЕЛИРОВАНИЕ МЕТОДОМ МОЛЕКУЛЯРНОЙ ДИНАМИКИ 

 
Изучение динамики укладки белка в функциональное (нативное) состояние является одной из актуальных за-

дач молекулярной биологии. Для решения этой задачи широко используется моделирование методом молекуляр-
ной динамики. При этом выбор условий, при которых проводится моделирование, играет существенную роль  
в корректном описании процесса укладки белка. В данной работе мы исследуем динамику укладки одного из «ре-
перных» белков (Trp-сage) в двух условиях – в равновесных, когда белок многократно сворачивается и разворачи-
вается, и в неравновесных, когда генерируется ансамбль траекторий, начинающихся в развернутом состоянии  
и заканчивающихся в нативном, что соответствует физиологическим условиям. Показано, что поведение белка  
в этих случаях существенно отличается, в частности в неравновесных условиях наблюдается дополнительное 
метастабильное состояние, приводящее к новому пути укладки. Моделирование показало также, что кинетика 
укладки Trp-сage носит одностадийный характер, что соответствует экспериментальным данным. 

Ключевые слова: укладка белков, молекулярная динамика, неравновесные условия, тип кинетики, пути  
укладки. 

 
 
 
Введение 
 
После синтеза на рибосоме белок пред-

ставляет собой протяженную цепочку ами-
нокислотных остатков. Для выполнения 
своих функций он укладывается в компакт-
ную трехмерную структуру, называемую 
нативной [1]. Наиболее интенсивно иссле-
дования механизма укладки белков развива-
лись начиная с 60-х гг. прошлого века, когда 
было показано, что нативная структура бел-
ка в основном определяется последователь-
ностью аминокислотных остатков [2]. За это 
время был развит широкий арсенал методов 

экспериментального исследования [3] и 
компьютерного моделирования [4], а также 
достигнуты большие успехи в понимании 
механизма укладки [1; 5–7]. Тем не менее 
многие вопросы остаются открытыми. Один 
из них – это соотношение «равновесной» 
динамики укладки, когда белок многократно 
сворачивается до нативного состояния, а по-
том разворачивается, и «неравновесной», 
когда белок приходит в нативное состояние 
и остается в нем [8]. В силу разных при- 
чин – по традиции или вследствие более 
простой реализации – подавляющее число 
исследований (экспериментов и компьютер-
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ного моделирования) проведено для равно-
весных условий. В то же время для практи-
ки наибольший интерес представляют не-
равновесные условия, поскольку в 
физиологических условиях белок стабилен и 
вероятность его разворачивания очень мала. 
При компьютерном моделировании обычно 
выбираются равновесные условия ввиду 
существенно меньшего объема вычисле- 
ний – представительную статистику по ве-
роятностям пребывания белка в различных 
состояниях удается набрать на одной траек-
тории, которая включает порядка десятка 
событий сворачивания-разворачивания бел-
ка. В неравновесных же условиях, чтобы 
набрать представительную статистику по 
путям и времени укладки, требуется рассчи-
тать ансамбль траекторий укладки, состоя-
щий, по крайней мере, из сотни траекторий. 
Если учесть, что моделирование эволюции 
короткого белка в несколько десятков ами-
нокислотных остатков методом молекуляр-
ной динамики в явном растворителе (в виде 
молекул воды) на одном процессоре (ядре) 
дает порядка 1 нс в день, а типичное время 
укладки – порядка 10 мкс, это выливается в 
громадный объем вычислительной работы 
(100 × 10 000 дней). Поэтому расчеты укладки 
белков в неравновесных условиях в явном 
растворителе практически отсутствуют. Бо-
лее экономичный подход – использование 
растворителя в неявном виде, путем введе-
ния соответствующих добавок в энергию 
взаимодействия атомов в белке [9; 10]. От-
сутствие трения атомов белка о молекулы 
растворителя повышает скорость конфор-
мационных превращений примерно на два 
порядка, что делает моделирование укладки 
белков в неравновесных условиях приемле-
мым по затратам. Существенно, что хотя 
отсутствие явного растворителя, конечно, 
искажает «тонкую» динамику укладки бел-
ка, наблюдается хорошо известная корреля-
ция по времени формирования элементов 
вторичной структуры в расчетах с неявным 
растворителем и в экспериментах: в расче-
тах альфа-спирали формируются за 1 нс и 
бета-шпильки за 10 нс [11], а в эксперимен-
те за 0,1 мкс и 1 мкс соответственно [12]. 
Поэтому реальное время укладки можно 
оценить, вводя поправочный коэффициент 
порядка 100.  

В данной работе, используя моделирова-
ние методом молекулярной динамики в не-
явном растворителе, мы сравниваем укладку 

одного из «реперных» альфа-бета белков 
(Trp-cage) в неравновесных и равновесных 
условиях. В равновесных условиях процесс 
укладки этого белка исследовался во многих 
работах [13–21], в частности эксперимен-
тально [13; 16; 17] и методом молекулярной 
динамики [14; 15; 18–21]. Основной обсуж-
даемый вопрос – это кинетика укладки, т. е. 
либо кинетика является одностадийной 
(экспоненциальной), когда переход осуще-
ствляется между двумя состояниями – от 
развернутых конформаций белка (реагента) 
к нативному (продукту), либо она носит бо-
лее сложный характер. Единственной из-
вестной нам работой, где динамика укладки 
Trp-cage моделировалась в неравновесных 
условиях, является недавно опубликованная 
работа [21], в которой было рассчитано 25 
траекторий укладки Trp-cage в явном рас-
творителе и сделан вывод, что кинетика  
укладки сложнее, чем одностадийная, что 
противоречит эксперименту [13]. Проведен-
ное нами исследование с улучшенной стати-
стикой (100 траекторий) показывает, одна-
ко, что кинетика одностадийная, а это 
соответствует экспериментальным данным 
[13]. 

 
Белок и метод исследования 
 
Белок Trp-cage представляет собой по-

следовательность аминокислотных остатков 
Asn1-Leu2-Tyr3-Ile4-Gln5-Trp6-Leu7-Lys8-
Asp9-Gly10-Gly11-Pro12-Ser13-Ser14-Gly15-
Arg16-Pro17-Pro18-Pro19-Ser20 (1L2Y.pdb 
[22]). Для моделирования динамики укладки 
белка использовался подход, подобный  
тому, что применялся ранее для beta3s  
мини-протеина [8; 23; 24]. Конкретно, моде-
лирование проводилось в среде пакета 
CHARMM [25]. Все тяжелые атомы и атомы 
водорода, связанные с атомами азота и ки-
слорода, рассматривались явно. Для моде-
лирования взаимодействия атомов внутри 
белка использовалось поле сил PARAM19 
[9] и порог 7,5 Å для несвязывающих взаи-
модействий, т. е. между аминокислотными 
остатками, которые не являются соседями 
по белковой цепи. Водное окружение учи-
тывалось неявно, используя метод поверх-
ности, доступной для растворителя (SAS) 
[10]. Процесс укладки белка моделировался 
методом молекулярной динамики. Для под-
держания температуры использовался тер-
мостат Берендсена [26] как в равновесных, 
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так и в неравновесных условиях. Длины  
ковалентных связей, вовлекающих атомы 
водорода, ограничивались с помощью алго-
ритма SHAKE [27], что позволяло прово-
дить расчеты с шагом 2 фс.  

Для неравновесных условий процесс  
укладки стартовал с развернутого состояния 
белка, которое готовилось путем выдержи-
вания белка, сгенерированного по амино-
кислотной последовательности с помощью 
CHARMM [25], при повышенной темпера-
туре (T = 500 K) в течение 5×103 временных 
шагов, и заканчивался при достижении на-
тивного состояния. Достижение нативного 
состояния определялось по числу нативных 
контактов, т. е. контактов, которые присут-
ствуют в нативной структуре. Контакт счи-
тался сформированным, если расстояние 
между Cα-атомами в аминокислотных ос-
татках, не являющихся соседями по цепи, не 
превышало 6,5 Å, как в работе [14]. В каче-
стве нативного состояния была принята 
ЯМР структура Trp-cage под номером 16, 
для которой, из общего числа 38 ЯМР 
структур [22], число нативных контактов 
максимально (37 контактов). Нативное со-
стояние считалось достигнутым, если число 
нативных контактов в текущей конформа-
ции становилось равным числу контактов  
в нативной структуре. Соответственно вре-
мя укладки белка определялось как время 
первого достижения нативного состояния 
при старте белка из начального, развернуто-
го состояния. Число нативных контактов в 
начальных состояниях не превышало 7.  

Для получения обозримой картины ди-
намики укладки многомерное конформаци-
онное пространство белка сводилось к со-
кращенному пространству коллективных 
переменных. В качестве таких переменных 
использовались доля нативных контактов 
(q), т. е. отношение текущего числа натив-
ных контактов к числу контактов в натив-
ном состоянии, и среднеквадратичное от-
клонение от нативного состояния (rmsd), 
также рассчитанное по Cα-атомам.  

 
Результаты и обсуждение 
 
Первым этапом изучения динамики уклад-

ки было исследование зависимости времени 
укладки белка от температуры. Для этого 
было проведено моделирование укладки 
белка в неравновесных условиях при раз-
личных температурах. Для каждой темпера-

туры было смоделировано 100 траекторий. 
На рис. 1 показано среднеквадратичное от-
клонение (rmsd) конечных структур, отве-
чающих достижению нативного состояния, 
от ЯМР структуры № 16 [22], которая была 
принята в качестве нативной структуры. 
Видно, что нативное состояние достигается 
с хорошей точностью – в среднем rmsd со-
ставляет ≈ 2 Å, со стандартным отклонени-
ем от него ≈ 0,6 Å , что соизмеримо с соот-
ветствующими величинами для ансамбля 
ЯМР структур Trp-cage [22] – среднее rmsd 
от структуры № 16 равно ≈ 1 Å, а стандарт-
ное отклонение от этого среднего значения 
равно ≈ 0,3 Å. 

Установлено, что зависимость среднего 
времени укладки от температуры имеет ти-
пичный U-образный характер, в данном 
случае с минимумом в районе 300–305 K, 
что соответствует физиологическим услови-
ям (рис. 2). Минимум формируется за счет 
того, что с понижением температуры 
уменьшаются скорости переходов, а с по-
вышением температуры белок большее вре-
мя находится в полукомпактном состоянии 
[28]. Время укладки белка при T = 300 К со-
ставляет 35 нс, что находится в хорошем 
соответствии с экспериментальными дан-
ными (4,1 мкс) [13], если учесть отмеченное 
выше увеличение скорости конформацион-
ных превращений в неявном растворителе 
по сравнению с экспериментом на два по-
рядка [11; 12]. 

При температуре 300 К было проведено 
моделирование укладки белка в равновес-
ных условиях. Моделирование стартовало 
из нативного состояния, а длина траектории 
составляла 6 мкс, в течение которой белок 
 
 
 

 
Рис. 1. Распределение достигнутых структур по сред-
неквадратичному отклонению (в ангстремах) от ЯМР 
нативной структуры 
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Рис. 2. Зависимость среднего времени укладки  
от температуры 

 
 
 
сворачивался и разворачивался около 200 
раз. На рис. 3 показаны поверхности сво-
бодной энергии для равновесных и неравно-
весных условий в зависимости от доли на-
тивных контактов q и среднеквадратичного 

отклонения от нативной структуры rmsd. 
Свободная энергия вычислялась как  

B( , rmsd) ln ( , rmsd)F q k T P q  , 
где ( , rmsd)P q  – найденная вероятность пре- 

бывания системы в точке ( , rmsd)q , а Bk  – 
постоянная Больцмана. Буквами А, В и С 
отмечены бассейны притяжения, соответст-
вующие характерным состояниям белка. 
Бассейн А содержит нативноподобные со-
стояния белка. На поверхности свободной 
энергии для неравновесных условий он вы-
ражен менее отчетливо (более мелкий), по-
тому что траектории обрываются при дос-
тижении нативного состояния. Бассейны, 
отмеченные буквами В и С, соответствуют 
метастабильным состояниям. Видно, что 
поверхность свободной энергии для нерав-
новесных условий содержит дополнитель-
ный бассейн С. Наличие двух областей с 
различным числом нативных контактов,

 

  
а                                                                    б 

 
Рис. 3. Поверхности свободной энергии при T = 300 K: 
a – неравновесные условия; б – равновесные условия 

 

 
 

Рис. 4. Иллюстрация путей перехода белка из развернутого в нативное состояние 
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но близкими значениями rmsd на этой по-
верхности, т. е. бассейнов В и С, свидетель-
ствует о существовании различных траекто-
рий укладки (рис. 4), что согласуется с 
результатами, полученными в работах [15; 
21], где моделирование проводилось с при-
менением явного растворителя (в [15] моде-
лировался лишь начальный участок нерав-
новесной траектории в 36 нc от полного 
среднего времени укладки в 3,73 мкс, полу-
ченного в [21]). 

Чтобы определить тип кинетики укладки, 
мы рассчитали распределение времен уклад-
ки. На рис. 5 показано распределение веро-
ятности нахождения белка в развернутом 
состоянии для T = 300 К, определяемое как  

   
t

P t = p t dt


 , 

где ( )p t – плотность вероятности времени 
укладки. Экспоненциальный характер этой 
зависимости свидетельствует о том, что су-
ществуют только два существенных состоя-
ния – несвернутый и свернутый белок,  
а внепутевые метастабильные состояния (ин- 
термедиаты) отсутствуют [28]. Это означа-
ет, что в отличие от выводов работы [21], 
кинетика укладки носит одностадийный ха-
рактер в соответствии с экспериментальны-
ми данными [13].  

 
Заключение 
 
Показано, что динамика укладки Trp-cage 

в неравновесных условиях, т. е. когда в со-
ответствии с поведением белков в физиоло-

гических условиях траектории укладки за-
канчиваются в нативном состоянии белка, 
отличается от динамики белка в равновес-
ных условиях. Это выражается, в частности, 
в том, что на поверхности свободной энер-
гии появляется бассейн притяжения (мета-
стабильное состояние), который отсутствует 
в равновесных условиях. Присутствие этого 
метастабильного состояния приводит к до-
полнительному пути реакции. С учетом из-
вестной корреляции между скоростями 
конформационных превращений при моде-
лировании укладки белка в приближении 
неявного растворителя и в эксперименте 
среднее время укладки хорошо согласуется 
с экспериментальными данными. Расшире-
ние ансамбля траекторий укладки по срав-
нению с работой [21], где ранее проводи-
лось моделирование укладки Trp-cage в 
неравновесных условиях, позволило также 
вычислить распределение времени укладки. 
Оно показало, что в отличие от выводов, 
сделанных в [21], кинетика укладки носит 
одностадийный характер, что соответствует 
экспериментальным данным [13].  
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FOLDING OF TRP-CAGE PROTEIN  
IN EQUILIBRIUM AND NONEQUILIBRIUM CONDITIONS:  

MOLECULAR DYNAMICS SIMULATIONS 
 
The study of the dynamics of protein folding into its functional (native) state is one of the actual 

problems of molecular biology. For this, molecular dynamics simulations are widely used. The con-
ditions under which the simulations are performed are important for the correct description of the 
folding process. In the present paper, we study the folding dynamics of one of the benchmark pro-
teins (Trp-cage) under two conditions – the equilibrium conditions, when the protein repeatedly 
folds and unfolds, and under nonequilibrium conditions, when an ensemble of trajectories is gener-
ated that start in an unfolded sate of the protein and are terminated in the native state, which corre-
sponds to the physiological conditions. It is shown that the behavior of the protein under these con-
ditions is essentially different; in particular, in the case of nonequilibrium conditions an additional 
metastable state is formed, which leads to a separate folding pathway. The simulations have also 
shown that the kinetics of Trp-cage are two-state, which corresponds to the experimental results.  

Keywords: protein folding, molecular dynamics, nonequilibrium conditions, kinetics type, fold-
ing pathway. 

 


