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Выполнено исследование термостабильности ряда мутантных форм белка барназы методом λ-динамики. 
Метод реализован в рамках программного комплекса MOLKERN. Для исследования выбраны мутации, 
включающие аминокислоты с ненулевым зарядом, точность расчетов которых в методе λ-динамики 
почти в 1∕4 случаев существенно отличается от экспериментальных данных (> 10 кДж/моль). Пред-
ложены оригинальные модификации метода λ-динамики, связанные с построением λ-потенциалов и 
учетом эффектов изменения заряда. Результаты выполненных расчетов (для мутации R72G) показали 
лучшее согласие с экспериментальными значениями, чем результаты других авторов.
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Введение

Среди задач, возникающих в приложениях 
биотехнологии и связанных с рациональным 
проектированием новых белков (обеспечение 
большей специфичности к заданному субстра-
ту, изменение специфичности, растворимости 
или проницаемости и пр.), получение термо-
стабильных (т. е. способных работать с высо-
кой активностью при температурах до 100 °С 
и выше) белков-ферментов имеет огромное 
практическое значение. Данная проблема ре-
шается внесением мутаций в исходный белок-
фермент дикого типа, затрудняющих процесс 
денатурации. 

Для этого в экспериментальных исследова-
ниях используются метод случайного мутагене-
за и сравнительный анализ ферментов с более 
термостабильными аналогами (Lehmann, 2001). 
Метод случайного мутагенеза ограничен трудо-
емкостью получения большого числа мутантов, 
а методы, основанные на сравнении, не могут 
выйти за пределы тех наборов аминокислотных 
последовательностей, которые присущи тер-

мофильным организмам. По причине наличия 
подобных ограничений в экспериментальных 
подходах большой интерес вызывают альтерна-
тивные теоретические методы, основанные на 
изучении пространственной структуры белков 
и нахождении точечных аминокислотных за-
мен, которые оптимизируют внутрибелковые 
взаимодействия в направлении повышения 
термостабильности, что включает: 

1. Исследования структуры полипептиднойИсследования структуры полипептидной 
цепи и повышение ее жесткости путем замены 
входящих в нее аминокислот на пролин, обла-
дающий низкой конформационной энтропией 
(Серов и др., 2002), что приводит к понижению 
конформационной энтропии процесса денату-
рации. 

2. Исследования структуры полипептиднойИсследования структуры полипептидной 
цепи и удаление напряжений в ней, обусловлен-
ных сильным отталкиванием между боковыми 
цепями аминокислотных остатков из-за их не-
оптимального взаимного расположения (напри-
мер, путем замены остатков на глицин (Серов 
и др., 2005), что делает цепь более устойчивой 
к тепловым воздействиям. 
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3. �нализ ионных взаимодействий и �кон-�нализ ионных взаимодействий и �кон-
струирование» белков с повышенным содержа-
нием заряженных остатков на их поверхности, 
что стабилизирует белок за счет снижения ди-
электрической проницаемости воды при увели-
чении температуры (Полянский и др., 2004). 

4. �Реконфигурацию» структуры белков�Реконфигурацию» структуры белков 
либо для увеличения ароматических стэкинг-
взаимодействий (Puchkaev et al., 2003), либо 
для возможности введения дополнительных 
дисульфидных связей (Pikkemaat et al., 2002). 

5. Поиск термолабильных областей в белкахПоиск термолабильных областей в белках 
методами молекулярной динамики (Полянский 
и др., 2004; Meharenna et al., 2010) и локализа-
цию мутаций в данных областях белка.

Рассмотренные выше методы позволяют 
дать достаточно надежное качественное пред-
сказание того, как может повлиять точечная му-
тация на термостабильность белка, поскольку 
учитывают реальные физические внутрибел-
ковые взаимодействия. Однако подобные ме-
тоды не могут дать точное численное значение 
оцениваемой величины, особенно в ситуации 
разнонаправленного действия физических 
эффектов. Задача точного численного расчета 
эффекта влияния точечной мутации белка на 
его термостабильность является в настоящее 
время �вызовом» для биоинформатики. 

Задача расчета термостабильности сводится 
к вычислению разности свободных энергий 
между различными состояниями моделируемой 
системы: например, расчет термостабильности 
мутантной формы белка требует вычисления 
величины двойной разности ΔΔG = ΔG3 – ΔG2, 
где ΔG3 – разность свободных энергий между 
нативной и денатурированной формой белка ди-
кого типа, а ΔG2 – разность свободных энергий 
между нативной и денатурированной формой 
мутанта (см. рис. 1). Расчет разностей ΔG3 и 
ΔG2 формально возможен, но в реальности он 
сталкивается с непреодолимыми вычислитель-
ными проблемами, обусловленными большим 
количеством конформаций, которые может 
принимать белок в процессе сворачивания в 
нативную структуру. Решение задачи по такому 
пути практически не отличается от решения 
задачи фолдинга белка, и вряд ли может быть 
получено в ближайшие годы. 

Подход, позволяющий обойти данную про-
блему, основывается на том факте, что свобод-

ная энергия является функцией состояния и не 
зависит от пути, который проходит система. 
Решение получается через построение термоди-
намического цикла, который связывает четыре 
состояния белка: белок дикого типа, денатури-
рованный белок дикого типа, белок-мутант и 
денатурированный белок-мутант. Сумма раз-
ностей свободной энергии Гиббса между эти-
ми состояниями удовлетворяет соотношению  
ΔG1 + ΔG2 – ΔG4 – ΔG3 = 0, где ΔG1 – разность 
свободных энергий между денатурированным 
белком дикого типа и его мутантной формой, а 
ΔG4 – разность свободных энергий между бел-
ком дикого типа и его мутантной формой. Из 
условия равенства нулю изменения свободной 
энергии вдоль всего цикла, следует, что искомая 
величина ΔΔG может быть рассчитана также 
через разность ΔΔG = ΔG1 – ΔG4, где величины 
ΔG1 и ΔG4 могут быть получены без модели-
рования процессов фолдинга белка, однако 
требуют моделирования нефизического (т. е. 
не реализуемого в природе) непрерывного про-
цесса �превращения» одних аминокислотных 
остатков в другие. Моделирование процесса 
подобных �превращений», называемых �алхи-
мической» динамикой или λ-динамикой, полу-
чило популярность в последние годы (Knight et 
al., 2009; Seeliger et al., 2010). Решение подоб-
ной задачи требует вычислительных ресурсов 
на уровне не менее чем 104 × 103 × 109 = 1016 

операций (произведение числа атомов, числа 
взаимодействий на атом и количества точек тра-
ектории) на одну точку λ-траектории, что могут 
обеспечить суперкомпьютеры петафлопного и 
выше уровня производительности. 

Данная работа посвящена исследованиям 
термостабильности некоторых мутаций белка 
барназы методом λ-динамики, т. е. методом, ко-

Рис. 1. Термодинамический цикл, который опи-
сывает процесс расчета термостабильности белка 
мутантной формы относительно его дикого типа.
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торый в принципе позволяет достичь точности 
вычисления, сравнимого с точностью экспе-
риментальных данных. Предлагаемый подход 
включает в себя выполнение молекулярной 
динамики белков в водном окружении в полно-
атомном приближении и накопление обширной 
статистики для расчета средних по ансамблю 
физических величин. Для исследования вы-
браны мутации, включающие аминокислоты с 
ненулевым зарядом, точность расчетов которых 
в методе λ-динамики существенно снижена 
относительно мутаций с нейтральными амино-
кислотами (Seeliger et al., 2010). В исследовании 
используются оригинальные модификации 
метода λ-динамики, связанные с построением 
λ-потенциалов и учетом эффектов изменения 
заряда. Представлена реализация метода в 
рамках программного комплекса MOLKERN, 
приведены и обсуждены результаты расчетов, 
сделано сравнение с экспериментальными дан-
ными и расчетами других авторов. 

Объект исследования и методы

В качестве объекта исследования в рамках 
метода λ-динамики был выбран белок барназы. 
Барназа (бактериальная рибонуклеаза) – неболь-
шой белок (110 аминокислот), который синте-
зируется в бактерии Bacillus amyloliquefaciens. 
Вместе с белком, который называется барстар 
(89 аминокислотных остатков), эти две биомо-
лекулы образуют комплекс; барстар является 
внутриклеточным ингибитором активности 
барназы. Белок плавится при температуре 50 °C 
при pH от 5 до 9 (Hartley et al., 1989). Имеется 
пространственная структура барназы, наилуч-
шее разрешение которой составляет 1,5 Å 
(Martin et al., 1999). Кроме того, известно свыше 
400 мутантных форм белка, образованных как 
точечными, так и множественными заменами 
аминокислот (Kumar et al., 2006). 

Наиболее часто барназа присутствует в 
качестве объекта в исследованиях фолдинга 
(Bycroft et al., 1990; Serrano et al., 1992; Fersht 
et al., 2002), поскольку обладает обратимым 
сворачиванием. Множество работ (Clarke et al., 
1993; Johnson et al., 1995; Pedersen et al., 2002) 
посвящено исследованию факторов, влияющих 
на стабильность барназы, другие предусматри-
вают комплексные исследования стабильности 

мутантных форм этого белка. Причем среди 
последних встречаются как эксперименталь-
ные (Kellis et al., 1989; Matouschek et al., 1989; 
Horovitz et al., 1992; Buckle et al., 1993), так и 
теоретические (большей частью – компьютер-
ные) исследования (Prevost et al., 1991; Gilisa 
et al., 1996). 

Белок барназа является хорошо изученным 
объектом, в том числе и методом λ-динамики. 
Для большинства мутаций этого белка (более 
70 %), изученных данным методом, расхож-
дение рассчитанных данных с эксперимен-
тальными находится в пределах ± 4 кДж/моль,  
т. е. в пределах стандартной ошибки силового 
поля. Для мутаций, включающих заряженные 
аминокислотные остатки, точность рассчитан-
ных данных существенно хуже: только 52 % 
находятся в пределах ± 4 кДж/моль от экспе-
риментального значения, и для 24 % мутаций 
отклонение превышает 10 кДж/моль (Seeliger 
et al., 2010). 

Для исследования подобных мутаций в 
настоящей работе был использован метод λ-ди-
намики, дополненный оригинальным методом 
учета эффектов изменения зарядового состо-
яния аминокислотных остатков (Net-Q метод, 
см. Приложение 4). Метод реализован в рамках 
программного комплекса MOLKERN (Фомин et 
al., 2006), предназначенного для эффективного 
выполнения основных задач молекулярного 
моделирования. MOLKERN использует си-
ловые поля AMBER и GAFF. Он написан на 
языке C++ с использованием библиотек STL, 
BOOST, FFTW и др. Базовый код MOLKERN 
векторизован (через SSE и SSE2 расширения), 
использует многопоточность и выполняется в 
операционной системе Linux. 

Выбор программного пакета MOLKERN 
для решения задачи исследования термоста-
бильности оптимален также с точки зрения 
производительности. Например, на процессоре 
Intel(R) Core(TM)2 Quad CPU Q8400 2.66 GHz 
MOLKERN позволяет рассчитывать системы до 
3 млн атомов, обеспечивая производительность 
до 0,1 млрд взаимодействий/с в 4-поточном ис-
полнении. Эффективность реализации обуслов-
лена как алгоритмической оптимизацией – все 
алгоритмы программы имеют вычислительную 
сложность, не превышающую O(NlogN), так и 
использованием ряда оригинальных подходов 
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для обеспечения минимизации потока данных 
между глобальной памятью и CPU; а также 
автоматической подстройкой параметров в 
направлении предельной эффективности рас-
чета при различных физических параметрах 
моделирования (Fomin, 2011). 

При решении задачи термостабильности му-
тантов белка на вход MOLKERN подается файл 
формата PDB, содержащий координаты атомов 
белка дикого типа. В отличие от большинства 
существующих программных пакетов молеку-
лярного моделирования MOLKERN позволяетMOLKERN позволяет позволяет 
выполнять точечные аминокислотные замены в 
белке, заданные в командной строке, автомати-
чески; также автоматически строятся топология 
для λ-состояния комплекса и λ-потенциалы (см. 
Приложение 2). Далее происходят оптимизация 
структуры λ-состояния, заполнение заданной 
области моделирования молекулами воды, вы-
полнение молекулярной динамики и накопление 
необходимой статистики. Дополнительный 
вызов MOLKERN с другими параметрами 
командной строки позволяет обработать полу-
ченные файлы статистики и получить термоди-
намические средние для физических величин, 
необходимых при расчете разностей свободных 
энергий ΔG методом термодинамического ин-
тегрирования (см. Приложение 1). 

Модели белка барназы  
и методика расчетов

Модели белка. В работе использовались сле-
дующие модели белка барназы: 

1. G�G – 3-аминокислотный пептид, ко-G�G – 3-аминокислотный пептид, ко-
торый является моделью денатурированной 
формы белка (Seeliger et al., 2010) и состоит из 
варьируемой между расчетами аминокислоты 
�, которая окружена остатками Gly. 

2. Barnase� – полноатомный белок барназы,Barnase� – полноатомный белок барназы, 
являющийся моделью его нативной формы, в 
которой выполняются одиночные замены про-
извольной аминокислоты �.

Модель G�G разработана специально для 
расчета величины ΔG1, которая представляет 
собой разность свободных энергий между бел-
ком дикого типа и его мутантной формы в де-
натурированном состоянии (см. рис. 1). Данная 
модель позволяет обойти проблему, связанную 
с получением пространственной структуры 

денатурированной формы белка и с расчетом 
ее конформационной энтропии. Применимость 
модели G�G для расчета величины ΔG1 обус-
ловлена тем, что в денатурированной форме 
все аминокислотные остатки белка в равной 
степени доступны растворителю, и в области 
любого остатка находится в среднем не более 
двух непосредственно связанных с ним соседей. 
При внесении мутации в белок пространствен-
ное окружение всех остатков, не связанных с 
мутацией, не меняется, и по этой причине они 
не дают вклада в величину ΔG1 и могут быть 
выброшены из расчета. Применимость моделей, 
подобных G�G, создаваемых путем удаления 
всех незначимых для исследуемого явления 
атомов, обусловлена локальностью любых фи-
зических процессов, и использование подобных 
моделей является распространенным приемом 
(Messmer, 1979). 

Barnase� – полноатомный белок барназы, 
являющийся моделью его нативной формы, в 
которой производятся точечные замены амино-
кислоты �. Данная модель позволяет получить 
величину ΔG4 (см. рис. 1), которая представляет 
разность свободных энергий между нативным 
белком дикого типа и его мутантной формой.

Методика расчетов. Все расчеты выполня-
лись со следующими параметрами: 

1. Размер пространственной области моде-Размер пространственной области моде-
лирования – 30 × 30 × 30 Å3 (G�G модель) и 
60 × 60 × 60 Å3 (Barnase� модель); число моле-
кул воды – 282 и 5577 соответственно. 

2. Радиус обрезания потенциала – 10 Å.Радиус обрезания потенциала – 10 Å. 
3. �исло шагов оптимизации геометрии�исло шагов оптимизации геометрии 

после построения системы – 100. 
4. Используемый тип термодинамическогоИспользуемый тип термодинамического 

ансамбля – NVT с температурой моделирова-
ния – 400 °K. 

5. Длина расчетных траекторий молекуляр-Длина расчетных траекторий молекуляр-
ной динамики – 20 нс с шагом интегрирования –  
2 фс. 

6. �аг интегрирования расширенной λ-тра-�аг интегрирования расширенной λ-тра-
ектории – от 1∕8 до 1∕10. 

7. Период сохранения статистических ве-Период сохранения статистических ве-
личин – 1 пс. 

8. Игнорируемый при расчетах ΔИгнорируемый при расчетах ΔGi диапа-
зон траекторий молекулярной динамики – от 0 
до 10 нс модельного времени; используемый 
для расчета ΔGi диапазон траекторий – от 10 до  
20 нс модельного времени.
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Выбор параметров, таких, как шаги интегри-
рования МД траектории и λ-траектории, а также 
длина расчетных траекторий мотивировался 
необходимостью увеличения эффективности 
расчетов. За счет ограничения длины траекто-
рий в расчетах происходит потеря точности, 
связанная с недооценкой энтропийного вклада 
(моделируемая система за заданное время не ус-
певает обойти значимый объем конформацион-
ного пространства). Компенсация недооценки 
данного вклада осуществлялась повышением 
температуры моделирования до 400 °K. Уве-
личение температуры приводит к увеличению 
средней кинетической энергии молекул воды, 
чьи столкновения с атомами белка приводят к 
более частым поворотам ротамеров аминокис-
лотных остатков, локализованных на поверх-
ности белка. В результате система проходит 
большую часть пространства конфигураций за 
меньшее время моделирования, компенсируя 
негативный эффект ограничения длины расчет-
ной траектории. Уравновешивание температуры 
выполнялось с помощью метода термостата 
Берендсена (Berendsen et al., 1984). 

Расчеты производились с использованием 
ресурсов ЦКП �Биоинформатика» СО Р�Н. 
Среди них вычислительный кластер, состоящий 
из: 64 двухпроцессорных серверов (Intel �eon 
Е5540), 48 двухпроцессорных серверов (Intel 
�eon �5670) и параллельной файловой систе-
мы IBRI� для хранения данных: 4 шлюзовых 
сервера (HP DL380 G6), 4 дисковые полки (2 –  
HP MSA 2312sa DC, 2 – HP MSA 2000 DC) и 
сервер управления (HP DL360 G6). Расчеты 
оказались чрезвычайно затратны (до 400 ч на 
одну точку λ-траектории). Предположительно 
значительные затраты времени на расчеты обус-
ловлены задержками файловой системы из-за 
необходимости сохранения большого объема 
статистических данных. 

В силу существенных вычислительных за-
трат в работе решено было ограничиться только 
мутациями A32G и R72G. Данные мутации 
представлены по следующим их свойствам: 

1. МутацияA32G затрагивает аминокислотыМутация A32G затрагивает аминокислоты 
Ala и Gly, которые не обладают конформацион-
ной энтропией (остаток Ala – в силу симметрии 
группы CH3, а остаток Gly – в силу того, что 
он включает только атом H). Таким образом, 
в расчете ΔG отсутствует энтропийный вклад, 

что в свою очередь позволяет ограничиться 
короткими траекториями динамики при наборе 
статистики. Расчет энергии данной мутации 
позволяет оценить корректность заложенных 
в MOLKERN базовых алгоритмов вычисления 
энтальпийного вклада в ΔG. 

2. Мутация R72G включает аминокислотуМутация R72G включает аминокислоту 
Arg, которая обладает высокой конформацион-
ной энтропией, поскольку состоит из длинной 
цепи атомов CH2 – CH2 – CH2 – NH – C(NH2)2. 
Расчет мутации R72G позволяет оценить кор-
ректность построения ансамбля конфигураций 
и расчета энтропийного вклада в ΔG. Допол-
нительным фактором, обусловившим выбор 
данной мутации, являлось то, что мутация R72G 
включает изменение зарядового состояния.

Результаты расчетов

Все расчеты термостабильности мутантных 
форм белка барназы относительно его дикого 
типа выполнены согласно формулам метода тер-
модинамического интегрирования, описанного 
в Приложении 1. Основной величиной, которая 
необходима для расчетов, является величина 
dH/dλ. Совокупность этих величин собирается. Совокупность этих величин собирается 
по всей траектории молекулярной динамики 
для каждого значения λ, характеризующего 
степень �превращения» белка дикого типа в 
мутантный. Среднее значение по ансамблю 
величины 〈dH/dλ〉 характеризует скорость из-
менения свободной энергии в точке λ согласно 
соотношению δF = 〈dH/dλ〉δλ. 

На рис. 2 приведен график изменения вели-
чины 〈dH/dλ〉 вдоль λ-траектории в диапазоне  
λ ∈[0, 1) для перехода между диким типом и му-
тантом A32G для модели G�G денатурирован-
ного белка. Функция, отображенная на графике, 
построена с использованием ограниченного 
числа λ точек с шагом dλ = 0,1, и интерполяция 
между ними выполнена полиномами второго 
порядка. Для каждой точки показана теоре-
тическая погрешность расчета, вычисленная 
согласно формулам Приложения 3. 

Величина ΔG1 вычислена путем интегриро-
вания полученной функции на графике согласно 
формулам метода TI (см. Приложение 1), т. е. 
                        1
ΔG1 ≈ ΔF1 = ∫0 〈dH1 / dλ〉 dλ. Рассчитанное зна-

чение ΔG1 = –37,6 кДж/моль очень хорошо 
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(в пределах точности ±4 кДж/моль силово-
го поля AMBER) согласуется со значением  
–36,1 кДж/моль, полученным в работе Seeliger с 
соавт. (2010). Таким образом, для мутаций, в ко-
торых основной вклад в ΔG дает энтальпия, пока-
зано хорошее согласие получаемых MOLKERN 
результатов с расчетами других авторов. 

На рис. 3 приведены графики изменения ве-
личины 〈dH/dλ〉 вдоль λ-траектории в диапазоне 
λ ∈[0, 1) для перехода между диким типом и 
мутантом R72G для модели G�G денатурирован-
ного белка (а) и модели нативного белка (б). 

Левый график позволяет рассчитать величину 
ΔG1, а правый график – ΔG4. Функции, отобра-
женные на графике, построены с использованием 
ограниченного числа λ точек с шагом dλ = 0,1, и 
интерполяция между этими точками выполнена 
полиномами второго порядка. Для каждой точки 
показана теоретическая погрешность расчета, вы-
численная согласно формулам Приложения 3. 

Величины ΔG1 и ΔG4, вычисленные со-
гласно формулам метода TI, равны ΔG1  =  
= –36,6 кДж/моль и ΔG4 = –16,8 кДж/моль, что 
в свою очередь дает значение для ΔΔGcalc  =  
= –19,8 кДж/моль. Полученная величина ΔΔGcalc  
находится существенно ближе к эксперимен-
тальному значению ΔΔGexp = –10,45 кДж/моль 
(Kumar et al., 2006), чем рассчитанная ΔΔGcalc =  
= –57,67 кДж/моль в работе Seeliger с соавт. 
(2010). Расхождение относительно эксперимен-
тального значения у Seeliger с соавт. (2010) со-
ставляет –47,2 кДж/моль против –9,4 кДж/моль 
в данной работе.

Значение величины ΔΔGexp = –10,4 кДж/моль 
для мутации R72G означает снижение термо-
стабильности R72G мутантной формы белка бар-
назы относительно его дикого типа. Поскольку 
аминокислота R72 локализована таким образом, 
что ее NH2-группы доступны воде и количество 
водородных связей в обоих случаях (денатури-
рованный или нативный белок) одинаково для 
данной аминокислоты и не влияет на термо-
стабильность, то основной эффект снижения 
термостабильности обусловлен энтропийным 

Рис. 2. Изменение величины 〈dH/dλ〉 вдоль λ-траек-
тории для перехода между диким типом и мутантом 
A32G для модели G�G денатурированного белка.

Рис. 3. Изменение величины 〈dH/dλ〉 вдоль λ-траектории для перехода между диким типом и мутантом R72G 
для модели G�G денатурированного белка (а) и для модели нативного белка Barnase� (б).
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вкладом. Действительно, аминокислотный 
остаток Arg представляет собой длинную це-
почку, которая имеет большое число возможных 
конформаций в денатурированной форме бел-
ка. В нативной форме белка движение данной 
аминокислоты существенно ограничено. Это 
демонстрируется на рис. 4, где приведен фраг-
мент белка около аминокислотного остатка R72, 
причем остаток R72 на рисунке представлен в 
виде модели �шариков и проволочек». Суще-
ствование белков с подобной мутацией, которая 
невыгодна с точки зрения термостабильности, 
должно быть обусловлено, с эволюционной 
точки зрения, и исследования механизмов функ-
ционирования белка с данной мутацией могут 
дать новую биологическую информацию. 

Выводы

В работе выполнены исследования термоста-
бильности мутаций A32G и R72G белка барназы 
методом λ-динамики. Исследование проведено 
с использованием программного комплекса 
MOLKERN, в котором реализован метод λ-ди- 
намики с оригинальными модификациями, 
связанными с построением λ-потенциалов и 
учетом эффектов изменения заряда. Результаты 
исследования для ограниченного числа мутаций 

показали, что разработанный метод полностью 
согласуется с расчетами других авторов при рас-
чете энтальпийного вклада в свободную энергию 
(мутация A32G) и дает более точные результаты 
при учете энтропийного вклада для мутаций 
с ненулевым зарядом (R72G), т. е. для случая, 
в котором отклонение от экспериментальных 
значений существенно (Seeliger et al., 2010). 
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Приложения

1. Метод термодинамического 
интегрирования

Метод термодинамического интегрирова-
ния при расчете разностей свободных энергий 
используется не только в задачах определения 
термостабильности, но также в исследованиях 
связывания лигандов (Bash et al., 1987; Kollman, 
1993), при изучении стабильности белков (Dang 
et al., 1989; Tidor et al., 1991), ионного транс-
порта (Rouxa et al., 1991), белкового фолдинга 
(Boczko et al., 1995) и поверхностей свободной 
энергии (Bartels et al., 1999; Simonson et al., 
2002). 

Свободная энергия в каноническом (по-
стоянные: N, V, T) ансамбле определяется тер-
модинамическим потенциалом Гельмгольца:  
F =  –kBT ln Z, где kB – константа Больцмана,  
T – температура, Z – статистическая сумма. 
Для систем в жидкой фазе свободная энергия 
Гельмгольца F отличается от свободной энергии 
Гиббса G на величину pV, и их разности совпа-
дают с хорошей точностью ΔG ≈ ΔF, поскольку 
для жидкостей изменение pΔV ≈ 0. 

Статистическая сумма Z является функцией 
всех микросостояний {p, x} системы, которые 
удовлетворяют условиям ансамбля, и выража-
ется как:

       

                   H(p, x) Z = ∫ exp 

−

   kBT   
dpdx ,          (1)Рис. 4. Фрагмент белка барназы около аминокислот-

ного остатка R72.
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где H(p, x) – гамильтониан системы. При этом 
плотность вероятности ρ(p, x) каждого микро-
состояния {p, x} определяется как: 

      
              1               H(p, x) ρ(p, x) = Z exp 


−   kBT   

,         (2)

что позволяет рассчитать значение среднего для 
любой физической величины A(p, x): 

〈A〉 = ∫ρ(p, x)A(p, x)dpdx = 

                             = 
 1                  H(p, x) 
Z ∫exp 


−   kBT   A(p, x)dpdx.  (3)

Процессы перехода из одного состояния A 
в другое достаточно близкое состояние B ≈ A 
описываются значением относительной сво-
бодной энергии ΔF: 
    ΔF = F(B) – F(A) = –kBT (ln Z(B) – ln Z(A)),  (4)
где гамильтонианы H(A) и H(B) близких со-
стояний A и B, входящие в статсуммы Z(A) и 
Z(B), непрерывным образом связываются друг 
с другом путем введения параметра λ, например, 
по такому соотношению: 
  H(A, B; λ) = (1 – λ) H(A) + λ H(B).         (5)

Введенный таким образом гамильтониан  
H(λ) = H(A, B; λ) при λ = 0 совпадает с гамиль-
тонианом системы A, а при λ = 1 совпадает с 
гамильтонианом системы B; во всех промежу-
точных точках он соответствует некоторому 
физически нереализуемому (виртуальному) 
состоянию, являющемуся �смесью» состояний 
A и B. 

Изменение свободной энергии δF(λ) для 
�смешанной» системы при ее переходе из 
состояния λ в состояние λ + δλ определяется 
соотношением:          

dF                     d           δF = dλ δλ = −kBTδλdλ ln Z = 

           δλ    dH                          dH=  Z  ∫ 
 dλ  exp     H   


− kBT  

= 〈 dλ 〉δλ.   (6)

Полное приращение свободной энергии ΔF 
между состояниями A и B выражается через 
сумму L приращений всех промежуточных 
переходов (поскольку свободная энергия явля-
ется функцией состояния и не зависит от пути 
интегрирования): 

      
        L – 1
ΔF = Σ ΔF(λj → λj + 1)      

1   dH= ∫ 0
 〈 dλ 〉δλ.

        j = 1 
       (7)

Полученная формула является основной для 
метода термодинамического интегрирования 
(TI) (Kirkwood, 1935). Существуют различные 

модификации рассмотренного подхода, напри-
мер Free Energy Perturbation (Zwanzig, 1954) 
(FEP) и Bennett’s Acceptance Ratio (Bennett, 
1976) (BAR). 

2. λ-потенциалы

В программном комплексе MOLKERN с 
каждой частицей i связано некоторое значение 
коэффициента λi как параметра силового поля, 
аналогичного таким параметрам, как масса mi, 
заряд qi, радиус ван-дер-ваальсового взаимо-
действия σi и силы этого взаимодействия εi, и 
определены правила комбинирования парамет-
ров λi, λj, ..., λn для взаимодействующих частиц 
i, j, ..., n в виде произведения λij...n = λi λj ... λn. Для 
частиц, которые не являются виртуальными,  
т. е. которые не появляются и не исчезают в 
процессе динамики, значения параметра λ 
всегда равно 1. 

Несвязующие парные (кулоновский и Ван-
дер-Ваальса) потенциалы определены следую-
щим образом: 

            Vcoul(rij) = 
qi λi qj λj

                     
rij

;           (8)

                                              12                    6
Vvdw(rij) = 4εij λi λj




σij λi λj 
    rij     −σij λi λj 

    rij     


                                                                                      

,  (9)

т. е. зависимость от параметров λi и λj для ато-
мов i и j введена в параметры потенциалов как 
qi(λ) = qi λi, σij(λ) = λi λj σij и εij(λ) = λi λjεij, где qi 
и qj – заряды атомов i и j, εij и σij – стандарт-
ные параметры силового поля, определяемые 
в соответствии с правилами комбинирования 
в используемом силовом поле, например, для 
AMBER по правилам εij = √εi εj и σij = (σi + σj)/2. 

Связующие потенциалы валентных связей 
Vb(r, λ), валентных Va(α, λ) и двугранных Vt (φ, λ) 
углов и зависимость кинетической энергии Ki (λ) 
атома i от λ определены следующим образом: 

    Vb(r, λ) = λi λj kij (r – r0)2 / 2;         (10)

     Va(α, λ) = λi λj λk kijk (αijk – α0)2 / 2;          (11)

Vt (φ, λ) = λi λj λkλl ∑ m vm(1 + cos(φnm – φ0));  (12)

    Ki(λ) = 
λi mi Vi

2
,

                 2
              (13)

где λi, λj, λk, λl – параметры λ для атомов, фор-
мирующих соответствующую связь, валентный 
или двугранный угол. 
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3. Точность вычислений в λ-динамике

Точность вычислений разностей свободных энергий между состояниями A и B системы, глав-
ным образом, зависит от величины отбрасываемого члена второго порядка d 2H(λ)/dλ2 в разложении 
гамильтониана H(λ) и может быть оценена следующим образом. 

Из формального определения свободной энергии F(λ) для промежуточного состояния λ рас-
ширенного термодинамического ансамбля: 

        F(λ) = –kT lnZ(λ),      (14)
где Z(λ) – статистическая сумма заданной системы по всем ее состояниям, k – константа Больцма-
на, T – абсолютная температура, следует, что разность свободных энергий δF(λ) = F(λ + δλ) – F(λ) 
между двумя близкими состояниями, задаваемыми гамильтонианами H(λ) и H(λ + δλ), равна: 

          δF(λ) = F(λ + δλ) – F(λ) = –kT ln 
Z(λ + δλ)
    Z(λ) .       (15)

Подставив в данную формулу определение статистической суммы 

            Z(λ) = ∫∫exp   H(λ) 

−  kT    dpdx                (16)

и разложив гамильтониан H в точке λ + δλ до членов второго порядка 

        H(λ + δλ) = H(λ) + 
dH
 dλ δλ + 

1 d 2H
2 dλ2 δλ + o(δλ3),     (17)

получим: 

                 

             ∫∫exp


– H(λ + δλ)
     kT




dpdx
δF(λ) = –kT ln






                                        






≈
                             ∫∫exp
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  kT
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        ≈ –kT ln
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/
\

 + 12
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


,                           
 
(18)

где величина в угловых скобках 〈...〉 означает усреднение по ансамблю, а последний переход от 
ln(1 – δ) ≈ –δ обусловлен малостью величины δ. Точность расчетов δF определяется членом при 
δλ2 в полученном выражении. 

4. Net-Q метод учета изменения заряда

Эффективные методы для динамической 
оценки зарядового перераспределения в зави-
симости от геометрии локального окружения 
базируются на принципе выравнивания элек-
троотрицательности атомов при образовании 
молекулы (Sanderson, 1951), при этом атомные 
заряды трактуются как количество заряда, пе-
реместившегося от менее электроотрицатель-
ных атомов к более электроотрицательным. 
Данный принцип используется в методах EEM принцип используется в методах EEMпринцип используется в методах EEM используется в методах EEMиспользуется в методах EEM в методах EEMв методах EEM методах EEMметодах EEM EEM 
(electronegativity equalization method) (Mortier 
et al., 1986), fluc-q (dynamical fluctuating charge 
model) (Rick et al., 1994), CPE (chemical poten-

tial equalization) (York et al., 1996), QEq (charge 
equilibration) (Rappe et al., 1991) и ряде другихи ряде других ряде другихряде других другихдругих 
(Zhu et al., 1991; Bayly et al., 1993; Chen et al., 
2000; Oliferenko et al., 2001). 

В программном комплексе MOLKERN 
реализован оригинальный метод расчетов за-
рядового распределения, называемый Net-Q 
методом, основанный на минимизации энергии 
электростатического поля при ограничениях, 
связанных с уравновешиванием электроотри-
цательностей атомов и сохранением полного 
заряда молекул. Движение заряда в методе 
разрешено только вдоль ребер графа, представ-
ляющего молекулярную систему, тем самым 
автоматически вводятся ограничения на дви-
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жения заряда согласно требованиям модели 
QTPIE (Morales et al., 2001) (коррекция асимп-
тотического поведения распределения зарядов 
при удлинении расстояния между атомами) 
и обеспечивается линейная вычислительная 
сложность O(N) вычислений. Для обеспечения 
динамики заряда в методе Net-Q используется 
подход расширенного ансамбля, аналогичный 
подходу fluc-q. 

Модельный гамильтониан зарядовой подсис-
темы Net-Q метода определен в виде: 

H(p, q) = 12
∑
 k

Mk  fk (rij)  2Ik  + 

        + ∑
 i




 ~χi qi + 12 ηi 
   2qi 



 + ∑
 ij

Jij (rij)qi qj ,   (19)

где Ik – ток, протекающий по связи k между 
атомами i и j; Mk (rij) – фиктивная �масса» тока 
Ik; fk (rij) – функция, ограничивающая перенос

заряда,  ~χ i = ∑
   j

fk (rij)(   0χ i  –    0χ j ) – модифицирован-

ная согласно Chen с соавт. (2007) электроотри-Chen с соавт. (2007) электроотри- с соавт. (2007) электроотри-
цательность атома. 

Модель определена на графе G = (V, E), 
представляющем молекулярную систему, где 
V – множество атомов системы, E – множество 
пар атомов, между которыми разрешен перенос 
заряда (например, все пары атомов, соединен-
ных химической связью), и ограничена следу-
ющими требованиями: 

1. Разрешены токиРазрешены токи Ik только по ребрам  
графа G, что позволяет существенно сократить 
число переменных Ik. �исло элементарных 
токов NI связано с числом зарядов Nq соотно-
шением: NI = Nq – 1 + Ncycle, где Ncycle – число 
простых циклов (например, ароматических 
колец) в системе. 

2. Используется правило КирхгофаИспользуется правило Кирхгофа  ∑ Ii = 0
cycle

для замкнутых циклов тока в графе G, что обу-
словлено необходимостью учета в методе аро-
матических колец молекул. 

3. Обеспечено сохранение полного зарядаОбеспечено сохранение полного заряда 
в любом замкнутом подграфе (например, для 
любой молекулы, входящей в систему), т. е. 
∑qi = 0
  i

.

Гамильтониан зарядовой подсистемы Net-Q 
метода в канонической форме выглядит следу-
ющим образом: 

H(P,Q) = 
1
2 PA ~M–1ATPT + ( ~χ ,Q) + 

1
2 QTJQ,   (20)

где Q = {q1, q2, ..., qn} и P = {p1, p2, ..., pn}  –  
вектора зарядов и импульсов их движения,  
 ~M= f(rij)·diag{m1, m2, ..., mn}– диагональная мат-
рица �масс» токов, A – топологическая матрица 
графа молекулы, J – матрица взаимодействий 
зарядов. Из гамильтониана следуют уравнения 
движения зарядовой подсистемы: 

              •Q  = δH
δP  = A ~M–1ATP,                   (21)

             •P  = δH
δQ  = –{ ~χ  + JQ}.             (22)

Поскольку полученные уравнения движения 
включают топологическую матрицу молекуляр-
ной системы A, которая не требует обращения 
и является редкой, а матрица взаимодействий 
ограничена радиусом обрезания rcutoff , то вы-
числительная сложность метода является ли-
нейной. Использование матрицы A означает 
наличие принудительных запретов на перенос 
заряда между теми атомами, для которых соот-
ветствующий элемент матрицы A равен нулю. 
Таким образом, матрица A дает возможность 
компромисса между эффективностью расчетов 
и детальностью описания процессов переноса 
заряда. Ненулевые элементы матрицы A раз-
решают перенос заряда по соответствующим 
связям, и ограничение переноса в этом случае, 
т. е. если длина связи превышает среднюю дли-
ну химической связи, выполняется функцией 
ограничения fk(rij). 
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STUDY OF THE THERMAL STABILITY OF BARNASE PROTEIN MUTANTS 
WITH MOLKERN SOFTWARE 

E.S. Fomin, N.A. Alemasov

Institute of Cytology and Genetics, SB RAS, Novosibirsk, Russia, e-mail: fomin@bionet.nsc.ru

Summary

A thermal stability study of several barnase mutants has been carried out by the λ dynamics method. The 
method has been implemented in the MOLKERN software package. Mutations of amino acids with non-
zero charge are chosen for the study, because in this case λ dynamics gives results differing dramatically 
(> 10 kJ/mol) from experimental data in nearly one-fourth of cases. A new modification of λ potentials is 
proposed, which takes into account charge changes, as well as the Net-Q method, in order to obtain reliable 
charge distributions for charged amino acids. The results obtained for the R72G mutation show a better 
agreement with experimental values than the results of other authors.

Keywords: barnase, molecular dynamics, λ dynamics, free energy difference, protein thermal stability.


