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中文摘要 

 

 

白內障是一種與蛋白質聚集相關的眼疾，也是導致失明的主要原因，而引發白內障的主要

原因包括受日光的照射、不正常的飲食、藥物使用或是糖尿病等，其機制主要是來自於水晶

體蛋白的聚集，因此為了能有效避免這種眼睛相關疾病，了解水晶體蛋白的結構穩定性以避

免聚集的形成是非常重要的。人類 γD型水晶體蛋白(Human γD-crystallin, HγDC)是一種由 173

個殘基組成的蛋白質，其在人類水晶體核中的含量極為豐富，也是與老化型白內障有高度相

關的水晶體蛋白之一。 

過去研究指出，HγDC在殘基 115-118的位置為一不穩定的區域，在本研究中，吾人利用

多種生物資訊工具，就分子層面來預測 HγDC 與其不同突變種的結構穩定性與聚集傾向，並

利用一致性排序的方式挑選出每個殘基上結構最穩定與最不穩定的突變種，接著使用分子動

力學模擬來印證。根據 RMSD、原態接觸分析以及聚集傾向的預測，吾人發現所有的突變種

中，R116I 和 F117A 分別擁有最高和最低的聚集傾向，然而其結構穩定性都與原態沒有太大

的差異。接著，吾人更進一步發現聚集傾向與其不穩定區域 115-118 的擾動情形與疏水性有

相當程度的關聯。 

除此之外，吾人利用分子對接的方式嘗試找出最有可能避免 HγDC聚集形成的抑制劑。在

分析 HγDC 與多種小分子間的交互作用力後，因為迷迭香酸(rosmarinic acid)與殘基 115-118

能產生最多的作用力，吾人推測迷迭香酸應為本研究中最具有治療白內障的潛力。吾人相信

此研究結果可以幫助研究者更了解 HγDC 的結構完整性，並發展未來能治療白內障的可能途

徑。 

 

關鍵字：白內障、人類 γD型水晶體蛋白、分子動力學模擬、分子對接、蛋白質聚集、突變 
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Abstract 

 

 

Cataract, an eye disease related to protein aggregation, is the leading cause of blindness world-

wide. Factors that cause cataract include exposure of daylight, abnormal diet, drug intake, and dia-

betes. The underlying mechanism that leads to cataract is related to the aggregation of crystallin 

proteins. Therefore, understanding the structural stability of crystallin proteins to avoid aggregation 

is of foremost important for the prevention of this sight-threatening disease. Human γD-crystallin 

(HγDC), a 173-residue protein, is abundant in the nucleus of human eye lens and is one of the major 

crystallin proteins involved in the age-related nuclear cataract. 

Previous studies showed the unstable regions of HγDC are residues 115-118. In the first part of 

this thesis, the structural stabilities and aggregation propensity of various HγDC mutants from the 

unstable regions were investigated at the molecular level by multiple bioinformatics tools. The most 

stable and unstable mutants were chosen through a consensus ranking method for further verifica-

tion by molecular dynamics simulations (MDS). By combining the results of RMSD, native contact 

fraction, and prediction of aggregation propensity, we found that R116I and F117A have the highest 

and lowest aggregation propensity among the mutants studied, respectively; however, their structur-

al stabilities were almost the same as the wildtype. Moreover, the degree of aggregation propensity 

was related to the fluctuation and hydrophobicity in the residues 115-118. 

In the second part of this thesis, attenpts were made to seek the possible inhibitors to prevent the 

HγDC from forming aggregates by molecular docking. According to the interaction analysis be-

tween HγDC and small molecules, we speculated that rosmarinic acid was the best inhibitory mol-

ecule in our study because of its binding to the residues 115-118 of HγDC. We believe the outcome 

from this research may help to achieve a better understanding of the structural integrity of HγDC 

and pave way for future work in the development of therapeutic strategies against cataract. 
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Key words: Cataract, Human γD-crystallin, Molecular dynamics simulations, Molecular docking, 

Protein aggregation, Mutant 
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1 第一章 緒論 

 

 

1.1 研究動機 

白內障(Cataract)是一種人類水晶體發生混濁的疾病，由於混濁的水晶體會減

弱與散射進入眼睛的光線，進而導致光線無法聚焦於視網膜上造成失明。根據歷

史記載，白內障的發現與診斷已經有一千多年，雖然到目前為止，以手術更換人

工水晶體來治療白內障的技術已經相當成熟，但對於白內障形成的機制以及如何

預防仍有許多不清楚的部分。 

許多臨床研究指出，混濁的水晶體主要源於水晶體蛋白(crystallin)的聚集

(aggregate)，而引發其聚集的原因有多種可能，包括因天生基因缺陷所造成的遺傳

性白內障，或是因長期暴露在紫外光照射而形成的老化型白內障等。針對不同的

成因，近年來已經有許多研究致力於水晶體蛋白的聚集途徑，以及具有潛力的治

療藥物進行探討。 

為了更了解水晶體蛋白在白內障形成的過程中扮演的角色，吾人使用電腦模

擬的方式進行分子層級的研究。在本研究中，吾人使用單點突變改變水晶體蛋白

的結構，並以生物資訊工具預測水晶體蛋白的穩定性以及聚集傾向，後以分子動

力學模擬蛋白質結構的改變。除此之外，更以分子對接模擬找出具有抑制效果的

小分子，並探討其作用的機制。希望藉由此微觀的研究，使我們對於水晶體蛋白

有更深入的認識，同時期待能對於未來預防白內障形成相關的研究有更進一步的

幫助。 
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1.2 章節概述 

本論文的第一章旨要說明本研究的動機與對章節進行概述；第二章是對近年來

的相關文獻做簡單介紹，包括白內障、水晶體蛋白以及電腦模擬的原理等；第三

章則是彙整本研究所使用的材料與方法，包括生物資訊工具、分子動力學模擬與

分子對接模擬等；第四章則是論述本研究的結果，分為三個小節討論之；最後於

第五章總結本研究的結果。 
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2 第二章 文獻回顧 

 

 

2.1 白內障(Cataract) 

白內障是一種會導致視障或失明的疾病[1]，其症狀包括色弱、視力模糊、視

野周圍有光暈、對於明亮的光或是在夜間視力都會降低等，這可能會造成駕駛、

閱讀或是面孔辨識的問題[2]，且視力不良也會增加得到憂鬱症的機會[3]。根據世

界衛生組織(WHO)的調查結果發現，約有 51 %的失明與 33 %的視障是由白內障所

造成，且在這些視力受損的案例中，有非常高的比例發生在年齡大於 50歲的人身

上[4]。隨著人口結構的老化，得到白內障的人數與日俱增，也因此有越來越多的

研究投入於此。在本節將介紹白內障的成因、種類以及目前較主流的治療方法。 

 

2.1.1 白內障成因 

白內障發生位置在水晶體(Lens)中，其是眼球中主要的屈光(refractive)結構，

也是唯一有調節能力的屈光間質[5, 6]，呈現雙凸形扁圓體。人類可以透過調整水

晶體的曲率(curvature)，對於距離不同的物體進行對焦(focus)，使入射光順利匯於

視網膜(retina)上[5]。一般而言，人類水晶體的折射率約在 1.386~1.406間[7]，如此

的梯度折射率(index gradient)有助於提升影像的解析度，並有效減少短距物體和長

距物體的像差(aberration)[8]。水晶體是由高濃度的水晶體蛋白(crystallin)溶液所組

成，提供了良好的折射率與穿透度(transparency)[9, 10]，而當水晶體蛋白產生聚集

(aggregation)造成水晶體混濁時，會導致入射光無法匯於視網膜上，造成視力的障

礙，即稱為白內障[11]，見示意圖圖 2.1.1。 
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圖 2.1.1 正常水晶體(左)與混濁水晶體(右)折射入射光之示意圖 

http://www.improveeyesighthq.com/cataracts.html 

 

研究顯示，造成水晶體產生混濁，進而發生白內障的原因主要分為四種，包

括先天型 (congenital)、老化型 (aged-related)、代謝型 (metabolic)以及外傷型

(traumatic)[12]。 

先天型白內障主要是由於先天基因的缺陷，造成水晶體蛋白突變，導致其聚

集或沉澱。在 Santana, A.等人的研究指出，當編碼人類水晶體中細胞質蛋白

(cytoplasmic protein)的基因(gene)發生突變時，與許多不同型態(morphologies)的白

內障有高度相關，包括基因編碼的水晶體蛋白(genes encoding crystallins, CRYA, 

CRYB, and CRYG)、特定的水晶體連接蛋白(lens specific connexins, Cx43, Cx46, and 

Cx50)、主要的內有蛋白(major intrinsic protein, MIP)、水通道蛋白(aquaporin)、細

胞骨架結構蛋白(cytoskeletal structural proteins)、配對同源轉錄因子 3(paired-like 

homeodomain transcription factor 3, PITX3)以及熱休克轉錄因子 4(heat shock tran-

scription factor 4)等[13]。 

老化型白內障是最大宗的白內障成因[12]，顧名思義即為水晶體因為老化而發

生結構的改變，進而形成白內障。在人體中，脫醯胺(deamidation)反應是常見的自

發性(spontaneous)非酵素分解蛋白質反應[14]，其反應會將蛋白質上天冬醯胺

(asparagine, Asn)以及麩醯胺酸(glutamine, Gln)脫去胺基，形成天門冬胺酸(aspartic 



doi:10.6342/NTU201700794

 

5 

 

acid, Asp)與穀氨酸(glutamic acid, Glu)，此反應機制通常會伴隨著鄰近的甘氨酸

(glycine)，如圖 2.1.2[15]。脫醯胺反應隨著老化，對於蛋白質結構與生理活性

(biological activity)有非常重要的影響[15]，經 Ray, N. J.等人研究指出，人類水晶體

蛋白會因脫醯胺反應促使二聚體(dimer)的形成[16]。除了年齡增長之外，仍有許多

罹患白內障的潛在風險，包括日光的照射、食品與藥品的攝入(intake)或特定疾病

的影響，如糖尿病(diabetes)等[17]。 

 

圖 2.1.2 天冬醯胺(Asn)經脫醯胺反應形成天門冬胺酸(Asp)之機制圖[15] 

 

代謝型白內障是伴隨著代謝性疾病而來的，主要是由糖尿病[18]、半乳糖血症

(galactosemia)[19, 20]以及半乳糖激酶缺乏症(galactokinase deficiency)[21]等與血糖

有關的疾病所引發所致。其機制為血糖在水晶體中累積，進而導致滲透壓不平衡，

使得水晶體混濁[22]。近年研究指出，這些代謝症候群(metabolic syndrome)相關的

疾病也與老化型的白內障有高度相關[23, 24]。 

外傷型白內障是眼睛受到鈍器或是穿透性的傷害所造成，包括紅外線、電擊

(electric shock)以及游離輻射(and ionizing radiation)等[25]。於 2002年，Kuhn等人

提出眼睛創傷指數(ocular trauma score, OTS)的預測模型，來預測患者受到眼外傷
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後的視力程度[26]；於 2011年，Acar等人修改此模型，來針對兒童進行預測[27]，

且在後續的研究中，也證實此模型具有相當的可信度[28]。 

 

2.1.2 白內障種類 

根據晶體混濁的位置不同，可以將白內障分成三個種類，包括核型(nuclear)、

皮質型(cortical)以及後囊下型(posterior)[12]，如圖 2.1.3所示。 

 
圖 2.1.3 不同型態白內障示意圖[12] 
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 核型白內障發生於水晶體的中心，成因是隨著年齡的增加，水晶體核(len nu-

clear)被新生成的纖維細胞擠壓導致變硬變黃，此類型約占 60%[29]。皮質型白內

障發生於水晶體的皮質層中，成因是皮質內離子濃度變化導致水晶體混濁，此類

型約占 30%[12, 30]。後囊下型白內障發生於皮質層的中後方，成因是上皮細胞增

生且異常增大，進而造成水晶體混濁，此類型約占 10%[29]，通常發生在年輕患者

身上[31]。 

不同種類的白內障潛在風險有許多種，包括年齡、性別、飲酒、紫外光或是

遺傳基因等[12]。由 Yu, X. N.等人的文獻整理出 16 個與白內障相關的橫斷研究

(Cross-Sectional Study)並綜合分析如表 2.1.1，並指出白內障可能與高血壓有高度

相關[32]；另外，將白內障成因相關文獻結果整理如表 2.1.2。由於造成白內障的

因素過多，且各因素之間會相互影響，對於白內障發生機制的研究仍面臨相當程

度的挑戰，更細節的部分將於 2.2.3進行探討。 

 

 

表 2.1.1不同地區對白內障之橫斷研究的綜合分析[32] 

來源 研究類型 種族 樣本數 年齡 白內障種類 有無高血壓 變因 

Wang 

(2009,中國) 

人群研究 

橫斷研究 

黃種

人 
3222 ≥ 40 

核型、皮質

型、後囊下型 
有 

年齡、性別、地

區、血糖、收

入、身體質量指

數、教育等 

Delcourt 

(2000, 法國) 

人群研究 

橫斷研究 
白人 2584 60-95 任何型態 有 

年齡、性別、糖

尿病、抽菸 

Galeone 

(2010, 義大利) 

醫院研究 

病例對照 
白人 2283 35-79 任何型態 有 

年齡、中央型肥

胖、性別、糖尿

病、抽菸等 

Sabanayagam 

(2011, 新加坡) 

人群研究 

橫斷研究 

黃種

人 
2794 40-80 

核型、皮質

型、後囊下型 
有 

年齡、性別、身

體質量指數、糖

尿病、維生素使

用、抽菸等 

Leske 

(1999, 巴巴多

斯) 

人群研究 

病例對照 
黑人 4314 40-84 

核型、皮質

型、後囊下型 
有 

年齡、性別、腰

臀比、糖尿病 
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Shah 

(2007, 巴基斯

坦) 

人群研究 

橫斷研究 

黃種

人 
16402 ≥30 任何型態 有 年齡、性別 

Rim 

(2014, 韓國) 

人群研究 

橫斷研究 

黃種

人 
11591 ≥40 任何型態 有 

年齡、性別、教

育程度、糖尿

病、暴露在陽光

下的程度 

Nirmalan 

(2004, 印度) 

人群研究 

橫斷研究 

黃種

人 
5140 ≥40 

核型、皮質

型、後囊下型 
有 

年齡、糖尿病、

尿酸、腰臀比、

抽菸 

Tavani 

(1995, 義大利) 

醫院研究 

病例對照 
白人 1541 19-75 任何型態 

沒有特別註

明 

年齡、教育程

度、糖尿病、身

體質量指數、中

央型肥胖、抽菸

等 

Tsai 

(2003, 中國) 

人群研究 

橫斷研究 

黃種

人 
1361 ≥65 

核型、皮質

型、後囊下型 
有 

年齡、性別、糖

尿病、腰臀比、

抽菸 

Ughade 

(1998, 印度) 

醫院研究 

病例對照 

黃種

人 
524 51-70 任何型態 有 

年齡、糖尿病、

抽菸、青光眼、

近視 

McCarty 

(2000, 澳洲) 

人群研究 

病例對照 
白人 4744 40-98 後囊下型 有 

年齡、居住地、

眼睛屈光程度 

Chen 

(2011,中國) 

人群研究 

橫斷研究 

黃種

人 
661 ≥65 任何型態 有 

年齡、糖尿病、

血壓、高胱胺酸

尿症、葉酸等 

Chen 

(2011,中國) 

人群研究 

橫斷研究 

黃種

人 
645 ≥65 任何型態 有 

年齡、糖尿病、

血壓、高胱胺酸

尿症、葉酸等 

Goodrich 

(1999, 澳洲) 

人群研究 

橫斷研究 
白人 3654 49-97 

核型、皮質

型、後囊下型 
有 

年齡、性別、身

體質量指數、抽

菸、血清膽固

醇、糖尿病等 

Machan 

(2012, 加拿大) 

醫院研究 

橫斷研究 
白人 6397 1-95 任何形態 有 

年齡、性別、抽

菸、藥物史他汀

的使用、第 II

型糖尿病 
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表 2.1.2 白內障潛在風險因素相關研究 

潛在風險 成因 說明 文獻 

老化 脫醯胺(deamidation) 
羧基離子有離子作用力使蛋白質

構形改變 
[33] 

老化 甲基化(methylation) 
甲基化可避免雙硫鍵形成，減少

白內障出現的可能 
[34] 

老化 雙硫鍵 
形成多組蛋白質內的雙硫鍵使構

形改變 
[33] 

UV光 
色胺酸(tryptophan)的光化學

反應 
蛋白質的原態結構變得不穩定 [35] 

突變 R14C 蛋白質表面性質發生改變 [36] 

突變 P23T 降低蛋白質溶解度 [37] 

突變 R36S 使蛋白質結晶化(Crystallisation) [38] 

突變 R58H 蛋白質摺疊受損 [39] 

突變 W158X 
第四希臘鑰匙模組(Greek key 

motif)結構改變 
[40] 
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2.1.3 白內障治療方法 

到目前為止，並沒有藥物能夠有效治療白內障或是延緩發病時間，唯一的方

式是進行白內障手術[41]，其法是將已發病的混濁水晶體更換成人工水晶體

(intraocular lens, IOL)，如圖 2.1.4。研究指出，每 10位經手術後的病人，有 9位

能回復到 20/40 或更加的視力[42]。20/40 視力是指站在距離視力表 20 英呎(foot)

的位置，能看清楚一般人在離視力表 40英呎所能看見之物，換算台灣常用的單位

即為視力 0.5或是近視 150度。原則上，在發病的任何時期都可以進行更換手術，

不過一般而言，只要在影響到日常工作與生活習慣時再行更換即可。雖然白內障

手術有著相當高的成功率，但在術後也可能引發前囊混濁化(posterior capsular 

opacification)的併發症等[43]。 

 

圖 2.1.4 白內障手術更換人工水晶體之示意圖 

http://www.ncascade.com/services/cataract-surgery/ 

 

隨著技術不斷地進步，白內障手術已經發展成熟，但進行手術需耗費相當的

醫療資源以及需有一定的技術，並非所有地區都能做到，因此發展非手術性

(nonsurgical)的治療法是目前研究的目標。為了達成這個目標，必須得先了解白內

障形成的機制，如此才能對症下藥，找出解決之道。 
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2.2 水晶體蛋白(Crystallin) 

前一節提到，水晶體提供良好的折射率與穿透度，使光線可以順利聚焦於視

網膜上，這主要是來自於高濃度的水晶體蛋白的功能。在水晶體內的可溶性蛋白

中，有超過 90%為水晶體蛋白[44]，它是一種具有高度穩定性的結構蛋白(structural 

protein)[45]。其主要分三大類，包括 α型、β型以及 γ型，是依據膠體層析管柱(gel 

filtration chromatography column)所沖堤(elute)出來的順序所命名。其中後兩者的序

列(sequence)以及結構非常相似，被合稱為是超族(superfamily)的 βγ 型水晶體蛋白

[46]，詳細水晶體蛋白的分類如表 2.2.1[47]。本節將對 α 型、βγ 型以及本研究的

目標 γD型水晶體蛋白進行介紹。 

 

表 2.2.1水晶體蛋白分類一覽[47] 

水晶體蛋白 
殘基數 

(Residues) 

分子量 

(kDa) 

等電點 

(pI) 

蛋白質序列來

源(SwissProt) 

PDB 

Code 

αA 173 19.909 5.6 P02489 - 

αB 175 20.159 6.8 P02511 
2WJ7 

(residue 67-157) 

βA1 198 23.191 6.4 P05813 - 

βA2 196 21.964 5.9 P53672 - 

βA3 215 25.150 5.7 P05813 - 

βA4 195 22.243 5.8 P53673 - 

βB1 251 27.892 8.6 P53674 10ki 

βB2 204 23.249 6.5 P43320 - 

βB3 211 24.230 5.9 P26998 - 

γS 177 20.875 6.4 P22914 1ha4 (C-td) 

γA 173 20.761 7.8 P11844 - 

γB 174 20.776 7.0 P07316 - 

γC 173 20.747 7.0 P07315 - 

γD 173 20.607 7.2 P07320 1hk0 
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2.2.1 α型水晶體蛋白 

在人類水晶體蛋白中，大約有 50%為 α型，是含量最多的水晶體蛋白[46]。單

體(monomer)分子量約為 20 kDa[48]，較常以多聚體(multimers)的形式存在。除了

擁有結構蛋白的功能之外，同時也有伴護蛋白(chaperone)的功能[49]。其可分成 αA

型與 αB型，分別具有 173個和 175個胺基酸，兩者序列約有 60%的相似度[50]，

且皆具有小熱休克蛋白(small heat shock protein, sHsp)的特性[51]。 

由於 α型水晶體蛋白具有許多不同的多聚體，所以尚未有完整的晶體結構被 X

射線繞射(X-ray diffraction)或核磁共振光譜(Nuclear Magnetic Resonance spectros-

copy, NMR)解出來。在蛋白質資料庫(protein data bank, PDB)中，目前僅有 αB型的

結構，如圖 2.2.1[52]。另外，在二級結構(secondary structure)方面，α型水晶體蛋

白約有 10%是 α-螺旋(α-helix)，50%是 β-摺板(β-sheet)[53]。 

 

 

圖 2.2.1 人類 αB型水晶體蛋白結晶結構圖(A)單體(pdb code: 2YGD); (B) 24聚體

(24-meric, pdb code: 2YGD)[52] 

 

目前有許多研究會針對其伴護蛋白以及小熱休克蛋白的特性來分析，例如 α

型水晶體蛋白的伴護性質(chaperone-like properties)包括防止蛋白質變性(denature)

以及沉澱(precipitation)，並增加細胞對於外壓的耐受性[54]，且此功能對於維持水

晶體穿透度與防止白內障發生都有相當程度的關聯[55]。Ram H. Nagaraj等人在文
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獻中整理出，α 型水晶體蛋白能抑制不同的疾病，包括蛋白質聚集、細胞凋亡

(apoptosis)或是神經炎症(neuroinflammation)等，但同時也可能具有引發癌症(cancer)

等能力[56]，如圖 2.2.2所示。它的功能就像是一把雙面刃，在未來發展相關療法

時得更加小心。 

 

 
圖 2.2.2 α型水晶體蛋白同時具有抑制與引發疾病的示意圖[56] 

 

 

2.2.2 βγ型水晶體蛋白 

βγ型水晶體蛋白皆為結構蛋白，是由兩個相似的區域(domain)組成，根據序列

順序分別命名為 N端區域(N-terminal domain)與 C端區域(C-terminal domain)，每

個區域再由兩個模組(motif)所構成，而每個模組是由四個 β-strands 經摺疊形成希

臘鑰匙模組(Greek key motifs)，如圖 2.2.3所示[57, 58]。一般而言，每個模組大約

由 40個胺基酸所組成，模組與模組間以胜肽鍵(peptide bond)連接。βγ型水晶體蛋

白可以區分成 β型與 γ型，雖然兩者的結構相似，但序列的相似性僅有約 30%[47]，

最主要的差別在於 β型在 N端或 C端序列的延伸[59]。另外，β型大都由多聚體形

式存在，而 γ型則以單體狀態存在[60]。 
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圖 2.2.3 βγ型水晶體蛋白結構示意圖(A)平面圖 (B) 3D立體圖(以 γD型為例，pdb 

code: 1hk0)[57, 58]  

 

β 型水晶體蛋白的單體分子量約為 22~28 kDa，根據性質可再分為酸性的

βA1~βA4型，具有 N端序列的延伸，以及鹼性的 βB1~βB3型，同時具有 N端和 C

端的延伸[61]。β型大都由多聚體形式存在，由不同比例的次單元(subunits)所組成，

與溫度、離子強度等外在條件有關。在人類水晶體中，β型水晶體蛋白一般以三種

組裝(assemblies)形式存在，βH型(六聚體/八聚體)、βL2型(二聚體)以及 βL1型(中間

體型)[61, 62]。另外，也有研究顯示，若缺乏 βA3/A1型水晶體蛋白，會使得星狀

細胞(astrocytes)的功能喪失，引發殘留型增殖性初級玻璃體症(Persistent fetal vas-

culature, PFV)[63]，進而導致視力的喪失。 
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γ型水晶體蛋白單體分子量大約為 20~21 kDa，可再細分為 γA、γB、γC、γD、

γE、γF以及 γS型，共七種[64]。其中，比起 γA~F型水晶體蛋白，γS型在 N端區

域的多了 4個殘基(residue)的長度，在 C端區域則少了 2個殘基的長度，另外在 N

端與 C端連接處多了 2個殘基的長度；而 γB在連接處則比其他多了 1個殘基的長

度[47]，詳細的殘基數目見表 2.2.1。在人類水晶體中，γC 與 γD 型有較高的表現

(expression)量[33]，而雖然人類具有 γE和 γF型的基因，但並沒有表現出來[65]。γ

型水晶體蛋白是非常穩定的蛋白，能保存於尿素(urea)或是 2~3 M 的胍鹽酸

(guanidinium chloride)溶液中[66]，主要分布於水晶體核心處[47]。由於在老化型白

內障的分類中，屬於核型白內障的比例是最高的，因此本研究將針對在水晶體核

心中含量最多的 γD型水晶體蛋白[67]，探討單點突變對其結構穩定性的影響。在

下節將介紹 γD型水晶體蛋白的基本特性與近年來的研究。 

 

2.2.3 人類 γD型水晶體蛋白(Human γD crystalline, HγDC ) 

人類 γD型水晶體蛋白是水晶體核心中含量最多的蛋白，在 γ型水晶體蛋白中

含量屬第二高[68]，以下以 HγDC簡稱之。HγDC是一種結構蛋白，由 173個胺基

酸組成，分子量為 20.6 Da，等電點為 7.2，其結構如圖 2.2.3，主要分為 N端區域

與 C端區域，每個區域由兩個模組(motif)所組成。HγDC的結構具有高穩定性，主

要源於六對芳香族殘基 (F11/Y6, Y16/Y28, Y50/Y45, Y92/Y97, Y138/Y133, 

F117/F115)散佈在整個蛋白質中[69]，還有疏水的區域界面(domain interface)[70]，

以及在希臘鑰匙模組常見的酪氨酸轉角(tyrosine corners)的貢獻[71]。而這組酪氨酸

轉角位於 N端區域的 Tyr62以及 C端區域的 Tyr150，它透過氫鍵作用力連接兩對

β-strands[72]。另外有趣的是，比起任何 α 型和 β 型的水晶體蛋白，HγDC具有較

多個數的半胱胺酸(cysteine)，但卻沒有形成任何一對雙硫鍵(disulphide bond)[73]。 

承 2.1.1 節所述，暴露在紫外光下對於白內障的形成有高度相關。研究發現，

脊椎動物(vertebrates)具有高保守性的四對色胺酸(tryptophan)[47]，分別位於 N 端

區域的W42、W68與 C端區域的W130、W156，能夠藉由分散 UV光的輻射來穩
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定蛋白質的結構[74, 75]。在 Chen, J.等人的研究同樣指出，蛋白質內的色胺酸能有

效過濾 UV光，透過淬滅(quenching)的機制來避免光化學的傷害[76]。另外，老化

也是白內障主要成因，許多相關的後轉譯(post-translational )修飾的研究如 Q12、

N49、N160的脫醯胺(deamidation)反應[77, 78]，Y45、W156的氧化(oxidation)反應

[77, 79]，C110的甲基化(methylation)反應[34]，G1的胺甲醯化(carbamylation)反應

[34, 78]，以及 C18-C32、C108-C110的雙硫鍵結反應[80]，都與老化形成的白內障

有關聯[33]。 

白內障形成的機制是因水晶體蛋白在不正常的情況下產生聚集，造成水晶體

混濁，使得入射光無法匯於視網膜上，進而衍生成視力的障礙。這些蛋白質的聚

集源自於部分去摺疊(partially unfolded)的中間體(intermediate)，雖然已經廣泛的被

各界人士研究，但詳細的路徑尚未被完全解開。大部分的研究使用熱去摺疊法

(thermal unfolding)或是化學去摺疊法 (chemical unfolding)來探討摺疊機制，

Kosinski-Collins 等人發現 HγDC 在去摺疊的過程中僅有單一的去摺疊轉變態

(unfolding transition)[66]；而後根據動力學分析三組突變的 HγDC，發現過程中有

部分去摺疊的中間體(partially unfolded intermediate)[81]；最後，原態(wildtype)去摺

疊的路徑被修正為三態模型(three-state model)[9]。在去摺疊的過程中，HγDC的 N

端區域會先進行去摺疊，再來才是 C端區域的去摺疊，如圖 2.2.4所示[82]。除此

之外，還有以突變(mutation)的方式來對蛋白質的穩定性與去摺疊進行研究，主要

分兩種類型。第一種是以突變的方式改變蛋白質的穩定性，包括針對高保守性芳

香族殘基對(F11/Y6, Y16/Y28, Y50/Y45, Y92/Y97, Y138/Y133, F117/F115)的突變

[69]，四個色胺酸(W42, W68, W130, W156)的突變，以及疏水區域界面(Q54/Q143, 

R79/M147)的突變等[9]。第二種根據與白內障相關的體內(in vivo)實驗研究結果，

模擬蛋白質結構的改變，包括家族性遺傳疾病的突變種(R114, R38, R36, R14, P23, 

R36, R58, W42)[38-40, 83-85]，可能發生麩醯胺酸(glutamine)脫醯胺(deamidation)

反應的位置(Q54, Q143)[86]，以及遺失型的突變(deletion mutant)(W156X)[87]等。 
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圖 2.2.4 HγDC去摺疊與聚集的可能途徑[82] 

 

這些突變若發生在 N端區域，會使得 N端區域在低變性劑濃度就發生去摺疊，但

不會影響 C端區域的結構；若突變發生在 C端區域，則會同時使 N端區域與 C端

區域發生改變[69]；而若突變發生在疏水區域界面，僅在N端區域的結構發生改變，

表示疏水區域界面的功能主要是作為穩定 N端區域的鷹架(scaffold)[9, 86]。 

 有部分研究針對外在因素如 UV光的照射或是 pH值的改變，來探討 HγDC的

去摺疊機制。如 HγDC暴露 UV光下一定時間後，會產生聚集的行為[41, 88]，或

是使得骨架(backbone)上的特定殘基被切斷造成損害[89]，其中色胺酸扮演重要角

色如上所述。在 2013年，Xia, Z.等人使用電腦模擬 HγDC受光照後的影響，將色

胺酸突變成犬尿胺酸(kynurenine)，發現 HγDC的去摺疊速度變快，且 N端區域與

C端區域同時發生結構改變[74]。而 HγDC在酸性條件下，會形成類澱粉纖維的聚

集，且其二級結構與三級結構都會有大量的變化[90]。同時，根據 Das等人的研究，

發現 HγDC可能藉由區域置換(domain swapping)的方式發生聚集[67]。綜合上述，

將 HγDC去摺疊與聚集的可能途徑整理於圖 2.2.4[82]。 
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為了治療因 HγDC 聚集所引起的白內障，許多不同的化合物被研究作為預防

白內障形成的療方。例如，咖啡因(caffeine)能有效避免 UV光的輻射傷害[91]，白

當歸素(byakangelicin)能夠抑制半乳糖誘發(galactose-induced)的白內障[92]，檸檬酸

(citric acid)能抑制患糖尿病大鼠的白內障 [93]，結合阿斯匹靈 (aspirin)與肌肽

(carnosine)的眼藥水能抑制鏈脲佐菌素(streptozotocin)所引起的白內障[94]，維生素

K(vitamin K)能幫助鈣離子的 ATP酶保持活性並抑制糖尿病所引發的白內障[95]，

檸檬酸鈉(sodium citrate)能夠鍵結並穩定 HγDC的去摺疊中間體[96]，4-苯基丁酸鈉

鹽 (sodium 4-phenyl butyrate)能增加缺陷型 HγDC 的溶解度 [97]，白藜蘆醇

(resveratrol)能抑制 HγDC受光照產生的聚集行為[98]。另外，許多抗氧化劑也能作

為預防白內障的藥物，如 2,6-二第三丁基對甲酚(butylated hydroxytoluene, BHT)[99, 

100]、類維生素 E (Trolox)[101]與維生素 E(vitamin E)[102]等。 

 雖然到目前為止關於 HγDC 的研究已有許多，但對於其形成白內障的機制以

及有效治療的方式仍沒有一個完善的解答，吾人將近年來 HγDC 相關的研究整理

於表 2.2.2。 

 

表 2.2.2 近年與 HγDC相關之研究 

文獻 蛋白質種類 研究方法 研究結果 

Chen, J., et al. 

(2006)[75] 

WT、W42F、

W68F、W130F、

W156F 

Fluorescence spectrosco-

py(intrinsic, tryptophan)、

QM-MM siumlations 

實驗與模擬結果說明 HγDC

上的色氨酸透過能量轉移與

電子轉移的機制，保護水晶體

以避免受到紫外線的光化學

傷害。 

Chen, J., et al. 

(2009)[103] 

WT、W42F、

W68F、W130F、

W156F 

Fluorescence spectrosco-

py(intrinsic, tryptophan)、

QM-MM siumlations 

研究結果指出經演化以希臘

鑰匙方式摺疊的結構，能有快

速電荷轉移的淬滅現象，進而

可以減少因紫外光誘導造成

的光損傷。 

Moreau, K. L., et 

al. (2009)[104] 

WT、L5S、V75D、

I90F 

Circular dichroism、

Fluorescence spectroscopy、

Equilibrium unfold-

ing/refolding、Thermal dena-

HγDC 是以三態模型進行去

摺疊，L5S及 V75D會使 N端

區域不穩定，而 I90F 則是使

C端區域不穩定，且這些部分
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turation、Turbidity 去摺疊態的 HγDC 是造成聚

集形成的前驅物。 

Das, P., et al. 

(2010)[105] 
WT、E135A 

MD simulations (NAMD, 8M 

urea, 425K) 

模擬結果發現 Glu135-Arg14

形成的鹽橋能穩定疏水區的

界面，在突變為 E135A 時會

導致 HγDC開展與聚集。 

Banerjee, P., et al. 

(2011) [106] 
WT、P23T 

NMR spectroscopy、Bis-ANS 

binding、modeling 

P23T能使 HγDC的表面疏水

面積增加並降低蛋白質骨架

的移動性，以此解釋 HγDC的

聚集機制。 

Das, P., et al. 

(2011)[67] 
WT MD simulations (NAMD) 

模擬結果發現 HγDC 的 N 端

區域會與 C 端區域的 motif-4 

以區域置換方式形成聚集，進

而導致老化型白內障。 

Goulet, D. R., et 

al. (2011) [107] 
WT、L5S、I90F 

Turbidity、Equilibrium un-

folding/refolding 

檸檬酸鈉可以有效降低 L5S

及 I90F 在高濃度胍鹽酸環境

下的聚集速率，也能有效減緩

原態及 I90F 的復性速率，但

對 L5S沒有顯著影響。 

Sahin, E., et al. 

(2011)[108] 
WT、M69Q、S130P 

Computational predictions、

Equilibrium unfold-

ing/refolding (urea)、DSC、Size 

exclusion chromatography 

結果指出，比起原態能量較不

穩定的 S130P，有較低的自身

聚集傾向 (Intrinsic Aggrega-

tion Propensity)，與一般的認

知不同。 

Wang, L., et al. 

(2011)[109] 
WT、R36P 

Clinical evaluation、Mutation 

detection、Bioinformatics 

analysis 

在中國裔白內障患者發現

R36P(condon:110G-->C)，此

突變會增加 HγDC 的局部親

水性，但結構上與原態沒有太

大的差異。 

Ji, F., et al. 

(2012)[110] 
WT、R76S 

Circular Dichroism、

Fluorescence spectroscopy、

Thermal and chemical denatur-

ation、Turbidity、NMR spec-

troscopy 

在印地安裔家族，R76S 與早

年白內障的形成有關，但其結

構穩定性與原態無明顯差

異，只有等電點極表面帶電分

布有所不同。 

Mishra, S., et al. 

(2012)[111] 
WT、I4F、V76D 

Circular Dichroism、Size ex-

clusion chromatography、

Denaturant-unfolding(GdnHCl) 

雖然 I4F 與 V76D 能穩定

HγDC 的部分去摺疊中間

體，但其卻使其無法受到 α

型水晶體蛋白的伴護，進而引
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發聚集並導致白內障的出現。 

Moreau, K. L., et 

al. (2012)[112] 
WT、V75D、I90F Native interaction assays 

I90F 與 V75D 是因突變而無

法受到 α 型水晶體蛋白的伴

護，進而產生聚集，與造成先

天型白內障。 

Ji, F., et al. 

(2013)[113] 
W42R 

X-ray diffraction、Chemical 

denaturation (GdnHCl, urea)、

Trypsin digestion、UV-C irra-

diation、NMR spectroscopy 

W42R 與中國裔家族先天型

白內障有關，其溶解度與穩定

性都比原態來得低，且可作為

因光受損的老化型白內障相

關之水晶體蛋白模型 

Ji, F.L., et al. 

(2013)[68] 
P23T X-ray diffraction 

P23T 為最常出現的突變，根

據結果發現其結晶結構與原

態差異不大，但溶解度變小，

可能與蛋白質聚集有關。 

Moran, S. D., et 

al. (2013)[114] 
S84C 

Mass spectrometry、UV-Vis 

spectroscopy、TEM、ThT 

binding assay、2D IR 

UV-B照射會切斷HγDC的骨

架，並氧化區域界面的側鏈，

產生類澱粉纖維的聚集，此聚

集主要由 C端區域所組成。 

Schafheimer, N., 

et al. (2013)[115] 

WT、W42F、

W68F、W130F、

W156F 

Photoaggregation experi-

ments、TEM、Absorbance 

spectra measurements、Circular 

dichroism、Thermal unfolding 

HγDC中，高保守性的色氨酸

殘基對，能透過能量轉移機

制，來保護 HγDC 避免受到

UV光的損害。 

Wu, J. W. R., et 

al. (2013)[98] 
WT 

Turbidity、TEM、ANS fluo-

rescence spectroscopy、

SDS-PAGE、Quantification of 

thiols groups 

白藜蘆醇具有抑制 HγDC 因

UV-C 照射所形成聚集的能

力，可能與白藜蘆醇的自由基

清除能力有關。 

Xia, Z., et al. 

(2013)[74] 
WT、KN mutant MD simulations (NAMD) 

使用分子動力學模擬色胺酸

受光照氧化成犬尿胺酸

(kynurenine)的行為，發現其

更能吸引水分子以及極性側

鏈，使得鄰近的兩組希臘鑰匙

模組間形成疏水中心。 

DiMauro, M.A., 

et al.(2014)[116] 
WT 

Mass Spectroscopy、Circular 

Dichroism、Intrinsic Trypto-

phan Fluorescence、Bis-ANS 

Fluorescence、Thermal and 

chemical unfolding、DLS、

APBS、MD simulations 

結果指出將殘基 Gly1和 Lys2

乙醯化(acetylation)會形成球

狀結構，進而引發聚集，與老

化型的白內障有關。 
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Schafheimer, N., 

et al. (2014)[117] 

WT、Y:A mutants、

F:A mutants、C:S 

mutants 

Photoaggregation experi-

ments、Mass spectroscopy、

Circular dichroism 

Y16 會因照紫外光而被激

發，並將電子轉移至相鄰的

C18上，進而啟動自由基的聚

合反應。在突變為 Y116A

後，會使因光照而形成聚集的

速率降低。 

Wu, J. W. R., et 

al. (2014)[90] 
WT 

Turbidity、ThT、TEM、Circular 

dichroism、ANS Fluores-

cence、Intrinsic Tryptophan 

Fluorescence、Thermally de-

naturation、DLS、

Bioinformatics prediction、MD 

simulations 

HγDC 在酸性條件下會形成

纖維狀的聚集，且其二級結構

與三級結構都會有大量的變

化，且預測其類澱粉纖維的生

成是由 C端區域所主導。 

Yang, Z., et al. 

(2014)[118] 

WT、Y45A、

Y50A、Y133A、

Y138A 

MD simulations (NAMD) 

利用分子動力學模擬在 N 端

區域與 C 端區域 β-hairpin 上

的酪氨酸對，其對於 HγDC結

構的穩定性有重要影響。  

Serebryany, E., et 

al.(2015)[119] 
W42Q 

Chemical denaturation 

(GdnHCl)、Turbidity、

SDS-PAGE、Bis-ANS、ThT、

Filter Trapping、TEM、Mass 

Spectrometry 

W42Q 是模擬蛋白質氧化態

的突變型，研究結果發現原態

HγDC可作為W42Q藉由形成

分子內雙硫鍵產生聚集反應

的催化劑 。 

Eugene S., et al. 

(2016)[120] 

WT、W42E、

W68E、W130E、

W156E 

Equilibrium unfold-

ing/refolding(GdnHCl)、

Circular dichroism、ThT、TEM 

結果發現W42E與W130E會

產生聚集，但 αβ型水晶體僅

能有效抑制W130E的聚集，

表示兩者聚集路徑因突變的

區域不同而有所不同。此聚集

方式與區域置換是類似的。 

Garcia-Manyes, 

S., et al. 

(2016)[121] 

WT 
Force spectroscopy、Light 

Scattering 

結果發現在 N 端區域上鄰近

的 β1與 β2發生置換，進而產

生聚集。 

Quintanar, L., et 

al. (2016)[122] 
WT 

Turbidity、SDS-PAGE、TEM、

Circular dichroism、Thermal 

Stability、NMR Spectroscopy 

結果指出銅離子與鋅離子能

夠誘導 HγDC 產生非纖維狀

的聚集，且前者不僅能降低

HγDC的熱穩定性，更可以引

發雙硫鍵的生成。 
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本研究將採用單點突變(single point mutation)以及分子對接(molecular docking)

的方式來探討 HγDC 結構的改變。根據陽明大學生化暨分子生物研究所林達顯教

授實驗室的實驗結果，以核磁共振光譜(Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy, 

NMR)分別測得 HγDC 在原態與 1M 胍鹽酸環境下的結構，並使用殘留偶極偶合

(Residual dipolar coupling, RDC)分析其結構差異，結果如圖 2.2.5，發現於殘基

20-35、114-122以及 130-150的 RDC值有較大的差異。另外，根據本實驗室過去

的研究發現，相對於中性環境下，HγDC處於酸性環境會有四組類澱粉纖維中含量

豐富的 β-sheet 結構生成，分別位於殘基 28-32、71-74、115-118、160-164，如圖 

2.2.6[123]。結合上述兩者的研究結果，殘基 115-118可能為 HγDC在變性(denature)

過程中變動較大的區域，因此本研究將針對此區域進行深入探討。 

 

圖 2.2.5 HγDC各殘基在原態與 1M胍鹽酸環境下的 RDC值 

 (數據取自陽明大學生化暨分子生物研究所林達顯教授實驗室的實驗結果) 
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圖 2.2.6 HγDC各殘基二級結構於模擬過程中的存在百分率[123] 
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2.3 電腦模擬(Computer Simulation) 

電腦模擬是利用電腦科學與技術來建構模型(model)，給予必要的條件(通常要

與實驗的條件相符)，並加以運算得出結果的預測工具。它的主要優點是能夠有效

地減少人力與時間成本，且不受限於環境條件的影響，得到最符合目標的結果；

但缺點是每一種模型必帶有其本身特定的假設，而當此假設與真實情況相差過大

時，即使信度(reliability)很高，其效度(validity)也可能是非常低的。一般而言，電

腦模擬主要分為兩種類型，第一種是搭配既有的實驗結果，以微觀(microcosmic)

的角度來模擬反應過程，同時印證巨觀(macroscopic)的實驗結果，並藉此推測反應

機制(mechanism)；第二種是透過統計學(statistics)或其他特定的模擬方式，來預測

未知的實驗結果，使用此法能有效地減少實驗可能所耗費的人力與時間。 

近年來，電腦運算能力 (computing power)的進展一日千里，呈現指數型

(exponential)的遞增(圖 2.3.1)，這意味著利用電腦模擬能夠處理越來越龐大的系統，

且隨著演算法(algorithm)不斷改良，其模擬的品質與效率也隨之提升。自 2012 年

以來，大數據(big data)一詞蔚為流行，其是指某特定領域所涉及的資料量規模巨大

到無法透過人工，在短時間內處理並整理成為人們所能解讀的資訊[124]。透過數

十、數百甚至數千台伺服器(server)上同時平行運算(parallel computing)的軟體，進

行資料庫系統的管理[125]。目前已經用於許多領域之中，包括氣候預測[126]、基

因體學[127]、神經網路體學[128]以及生物和環境研究[129]等。於 2016 年三月，

由 google開發的人工智慧軟體 AlphaGo，在公認複雜度(complexity)最高的圍棋領

域，打敗世界頂尖的職業選手，如此得以證明電腦輔助決策的時代即將來臨。 

目前在生物分子領域中也有大量模擬相關的研究，包括藥物開發以及鑑定結

構等[130, 131]。本節將針對本研究所使用的生物資訊工具(bioinformatics tools)、分

子動力學模擬(molecular dynamics simulations)以及分子對接(molecular docking)進

行介紹。 
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圖 2.3.1 電腦運算能力進展的趨勢圖 

https://www.quora.com/Where-can-I-see-a-graph-of-computing-power-growth-for-

the-next-38-years-2050 

 

2.3.1 生物資訊工具(Bioinformatics tools) 

生物資訊學(bioinformatics)發展於 1980 年代後期，是一門結合應用數學、資

訊學、統計學和計算機科學等方法來研究生物學的學問。簡單來說，就是分子生

物學(molecular biology)與資訊技術(information technology)的結合體。其原理是針

對各式各樣的生物學資料，採以蒐集、篩選、歸類、整理、計算和模擬等一系列

的流程，來完成使用者欲得到之結果。近年主要的研究方向包括序列比對(sequence 

alignment)[132, 133]、基因預測(gene prediction)[134]、基因重組(gene recombina-

tion)[135]、蛋白質結構預測[136, 137]、基因表現(gene expression)[138]、標靶藥物

(target-drug)開發[139]，以及建立演化模型(evolution model)[140]等。生物資訊工具

利用生物資訊學的理論，搭配簡單易懂的使用者介面(user interface)，讓使用者能

快速獲得分析結果，常以軟體(software)或是網頁伺服器(web server)的方式呈現。

本研究著重於探討蛋白質在突變 (mutation)前後結構的穩定性以及聚集傾向

(aggregation potential)，藉以得知特定區域或特定殘基是否對於蛋白質結構扮演關

鍵性的角色，而以下將針對本研究所使用的生物資訊工具進行介紹，包括
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Istable[141]、DUET[142]、Eris[143-145]、EASE-MM[146, 147]、PASTA2.0[148]、

TANGO[149-151]、AGGRESCAN[152]、WALTZ[153, 154]、FoldAmyloid[155]、

Zyggregator[156-159]以及 AGGRESCAN3D[160]。 

Istable是一款預測經單點突變(single mutation)之蛋白質穩定度的工具，其使用

的訓練資料(training dataset)來自線上資料庫 ProTherm[161, 162]，內含有不同蛋白

質在特定條件下，進行突變後之熱力學相關的實驗結果，如吉布斯自由能(Gibbs 

free energy)、焓(enthalpy)或是熱容(heat capacity)的變化量等。除此之外，Istable使

用支持向量機(Support Vector Machine, SVM)將多種線上預測工具進行整合，包含

以下五種 I-Mutant 2.0[163]、AUTO-MUTE[164]、MUPRO[165]、PoPMuSiC 2.0[166]

和 CUPSAT[167]，透過最小化經驗誤差(Empirical risk minimization)與最大化幾何

邊緣區(Maximize geometric margins)的方式，取得可信度較高的結果。此法定義

ΔΔG為正值時，表示蛋白質在突變之後會變得更穩定，而負值則是不穩定。 

DUET同樣是一款整合型預測蛋白質突變穩定性的工具，其訓練資料的來源也

是ProTherm，但選用的資料與 Istable不同，主要參考自SDM[168, 169]與mCSM[170, 

171]兩種方式。前者根據同源蛋白家族(homologous protein families)的統計數據，

計算蛋白質在原態(wildtype)與突變後的能量差值；後者則是根據蛋白質的結構特

徵(structural signatures)來作為預測的方法。接著，DEUT使用支持向量機(SVM)之

序列最小優化法(Sequential Minimal Optimization)將上述兩者整合，並經測試後得

出整合後結果比單獨使用 mCSM或 SDM結果來得更佳的結論。此法定義 ΔΔG為

正值時，表示蛋白質在突變之後會變得更穩定，而負值則是不穩定。 

Eris使用美杜莎力場(Medusa force field)[172]，透過蒙特卡羅法(Monte Carlo 

simulations)針對蛋白質剛性(fixed)與彈性(flexible)的骨架(backbone)、側鏈(side 

chain)的位向、轉動能量以及鄰近殘基的相互作用力，計算能量的變化值(ΔΔG)。

根據文獻，使用 Eris 預測超過 500 種蛋白質突變的穩定性，結果與實驗數據相比

有非常高的準確性[173, 174]。此法定義 ΔΔG為負值時，表示蛋白質在突變之後會

變得更穩定，而正值則是不穩定。 
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EASE-MM (Evolutionary, Amino acid, and Structural Encodings with Multiple 

Models)同樣是取自線上資料庫 ProTherm作為訓練資料的來源，搭配兩種模型並使

用支持向量機(SVM)整合之。一種是 EASE-ASA (accessible surface area)，根據蛋白

質可以接觸到溶劑的程度分為暴露型(exposed)與包埋型(buried)；另一種則是

EASE-SS (secondary structure)，根據蛋白質的二級結構的比例分為 α-螺旋

(alpha-helix)、β-摺板(beta-sheet)、和無規則捲曲(random coil)等三種類型。當輸入

一個單點突變的蛋白質序列時，EASE-MM會同時使用上述兩種方式，並預測其穩

定或不穩定的可能性(probability)，最後計算平均如下公式(1)所示。此法定義 ΔΔG

為正值時，表示蛋白質在突變之後會變得更穩定，而負值則是不穩定。 

 

𝑃𝐸𝐴𝑆𝐸−𝑀𝑀 =
1

2
(𝑃𝐸𝐴𝑆𝐸−𝐴𝑆𝐴 + 𝑃𝐸𝐴𝑆𝐸−𝑆𝑆)  (1) 

 

PASTA2.0 能根據蛋白質序列來計算蛋白質核心(core)的配對能量勢(pairwise 

energy potential)，進而預測可能形成類澱粉纖維的區域。在 2.0版中，加入二級結

構以及無規則構形(intrinsic disorder)的計算，提高指認(assignment)出形成類澱粉纖

維區域的能力。其原理是計算在 β-strand上氫鍵(hydrogen bonding)的能量[175]，並

使用 DSSP演算法提供更嚴謹的閾值(threshold)[176]，而參數則是校正自網路伺服

器 TESE[177]。 

TANGO 是依據 TANGO 演算法計算蛋白質或胜肽 (peptide)的 β-聚集

(β-aggregation)傾向，包含相空間(phase-space)中所有蛋白質的原態構形與無規則捲

曲(random coil)，且每一段序列可以根據波茲曼分布(Boltzmann distribution)來改變

狀態。此外，TANGO同時也將生化反應的環境條件納入考慮，包括 pH值、溫度

與離子強度(ionic strength)的設定，能依據熵值(entropy)將氫鍵作用力與疏水交互作

用力(hydrophobic interaction)一起加入計算。雖然本法預測結果與類澱粉纖維不同，

但具高度相關。 
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AGGRESCAN是利用體內(in vivo)實驗結果計算天然胺基酸的聚集傾向，並假

設一些短鏈的特定序列容易調控蛋白質聚集的生成。此演算法能找出蛋白質上會

因聚集而引發疾病的特定片段，並同時預測突變對蛋白質沉積傾向(deposition 

propensity)的影響。另外，較佳預測結果會依據胺基酸序列的長度，設定不同窗口

大小(window size)，若胺基酸序列太大而窗口大小不夠大時，則會有很明顯的誤判

出現。 

WALTZ使用特殊位置的計分矩陣(position-specific scoring matrix)，包括 19種

最適合用來描述形成類澱粉傾向(amyloid propensity)的物理性質，搭配 20種胺基酸

在常規化(normalized)後的性質，以及類澱粉骨架(amyloid  backbone)的結構等，

藉此預測真實能形成類澱粉纖維的序列，並且避開可能產生不規則聚集(amorphous 

aggregate)的位置。 

FoldAmyloid 能根據蛋白質的序列，預測形成類澱粉纖維的可能性，當骨架

(backbone)間具有氫鍵時，會有比較高的填充密度(packing density)，此與類澱粉纖

維的形成有高度相關。此計算方式是依據形成氫鍵的能力，分別給予 20個胺基酸

一個特定分數，當連續五個胺基酸的分數超過設定的閾值時，就會被判定有形成

類澱粉纖維的可能。各胺基酸的分數如表 2.3.1[155]。 

 

表 2.3.1 FoldAmyloid演算法中 20個胺基酸的分數[155] 

胺基酸名稱 分數 胺基酸名稱 分數 胺基酸名稱 分數 胺基酸名稱 分數 

丙胺酸 

(alanine) 
19.89 

甘胺酸 

(glycine) 
17.11 

甲硫胺酸 

(methionine) 
24.82 

絲胺酸 

(serine) 
18.19 

半胱胺酸 

(cysteine) 
23.52 

組胺酸 

(histidine) 
21.72 

天門冬醯胺 

(asparagine) 
18.49 

蘇胺酸 

(threonine) 
19.81 

天門冬胺酸 

(aspartic acid) 
17.41 

異白胺酸 

(isoleucine) 
25.71 

脯胺酸 

(proline) 
17.43 

纈胺酸 

(valine) 
23.93 

穀胺酸 

(glutamic acid) 
17.46 

離胺酸 

(lysine) 
17.67 

麩醯胺酸 

(glutamine) 
19.23 

色胺酸 

(tryptophan) 
28.48 

苯丙胺酸 

(phenylalanine) 
27.18 

白胺酸 

(leucine) 
25.36 

精胺酸 

(arginine) 
21.03 

酪胺酸 

(tyrosine) 
25.93 
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Zyggregator 會根據位置給予每個胺基酸一個聚集分數，並計算每個胺基酸本

身與前後三個胺基酸的分數，藉以得出自身聚集傾向(intrinsic aggregation propen-

sity)的值，公式如下式(2)。其中，每個胺基酸的分數計算包括 α-螺旋(α-helix)、β-

摺板(β-sheet)、親疏水性以及帶電性來綜合計算之，如下式(3)。此法能預測蛋白質

聚集或是去摺疊的區域，與造成疾病的類澱粉纖維結構有關聯。 

 

𝑃𝑖
𝑎𝑔𝑔

=
1

7
∑ 𝑝𝑖+𝑗

𝑎𝑔𝑔
+ 𝛼𝑝𝑎𝑡𝐼𝑖

𝑝𝑎𝑡
+ 𝛼𝑔𝑘𝐼𝑖

𝑔𝑘3
𝑗=−3          ( 2 ) 

 

𝑝𝑖
𝑎𝑔𝑔

= 𝛼ℎ𝑝𝑖
ℎ + 𝛼𝑠𝑝𝑖

𝑠 + 𝛼ℎ𝑦𝑑𝑝𝑖
ℎ𝑦𝑑

+ 𝛼𝑐𝑝𝑖
𝑐         ( 3 ) 

 

AGGRESCAN3D 的理論建立於 AGGRESCAN 的演算法上，但與上述幾種預

測聚集或類澱粉纖維的方式有很大的不同，它使用蛋白質的三級結構來計算聚集

分數，即需要給予所有原子在空間中的座標才得以計算。另外，此法也將親疏水

面積以及蛋白質在溶液中的動態擾動(dynamic fluctuations)納入考量，藉以更精準

地預測蛋白質的行為。 

吾人將上述多種生物資訊工具之計算方式整理如表 2.3.2。雖然利用生物資訊

工具可以有效快速地預測蛋白質在突變前後的穩定性以及聚集傾向，但因不同工

具所採用的資料庫(database)以及計算能量來輔助判斷蛋白質穩定性的演算法

(algorithm)都不同，使得在結果的預測上可能會有所不同。常見的解決方式除了上

述提到的支持向量機(SVM)之外，還能利用分子動力學的模擬，以求得更精確的結

果。比起預測熱力學性質的生物資訊工具而言，分子動力學提供了分子真實運動

情形的模擬，更有助於了解蛋白質結構的改變，細節於 2.3.2介紹。不過，由於分

子動力學的模擬計算量龐大，為了節省研究時間與經費，在進行分子動力學的計

算之前，使用生物資訊工具進行初步的預測仍是不可或缺的。 
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表 2.3.2 多種生物資訊工具整理一覽表 

生物資訊工具 計算方式描述 

Istable 
透過計算吉布斯自由能(Gibbs free energy)、焓(enthalpy)或是熱容(heat 

capacity)的變化量來分析蛋白質的穩定性 

DUET 
根據同源蛋白家族(homologous protein families)的統計數據，以及蛋白質

的結構特徵(structural signatures)來預測的穩定性 

Eris 
針對蛋白質剛性(fixed)與彈性(flexible)的骨架(backbone)、側鏈(side 

chain)的位向、轉動能量以及鄰近殘基的相互作用力，計算能量的變化值 

EASE-MM 
根據蛋白質可以接觸到溶劑的程度以及二級結構的比例來分析蛋白質的

穩定性 

PASTA2.0 
根據蛋白質序列來計算蛋白質核心(core)的配對能量勢(pairwise energy 

potential)，預測可能形成類澱粉纖維的區域 

TANGO 
依據熵值(entropy)將氫鍵作用力與疏水交互作用力(hydrophobic interac-

tion)計算 β-聚集(β-aggregation)傾向 

AGGRESCAN 
利用體內(in vivo)實驗結果計算天然胺基酸的聚集傾向，並找出蛋白質上

會因聚集而引發疾病的特定片段 

WALTZ 
使用特殊位置的計分矩陣(position-specific scoring matrix)，包括 19種最

適合用來描述形成類澱粉傾向(amyloid propensity)的物理性質 

FoldAmyloid 
依據形成氫鍵的能力，分別給予 20個胺基酸一個特定分數，當連續五個

胺基酸的分數超過設定的閾值時，就會被判定有形成類澱粉纖維的可能 

Zyggregator 

根據位置給予每個胺基酸一個聚集分數，並計算每個胺基酸本身與前後

三個胺基酸的分數，計算方式包括 α-螺旋(α-helix)、β-摺板(β-sheet)、親

疏水性以及帶電性等 

AGGRESCAN3D 
根據蛋白質原子在空間中的座標來計算，並同時考慮親疏水面積以及在

溶液中的動態擾動(dynamic fluctuations)，進而分析聚集傾向 
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2.3.2 分子動力學模擬(Molecular Dynamics Simulations) 

分子動力學理論於 1950年由 Irving與 Kirkwood首先提出[178]，其主要是以

分子力學為基礎，透過高效能的計算來處理分子的運動，以時間為變項將系統內

所有原子的軌跡進行詳細的紀錄，藉以了解微觀情況下，分子真實的運動行為與

性質。分子動力學已廣泛應用於生物分子的領域中[179]，如探討蛋白質摺疊行為

[180, 181]，酵素的催化行為與機制[182]，或是小分子抑制蛋白質的藥物設計[183]

等。 

分子動力學模擬的理論主要是建立在古典力學下，根據牛頓第二運動定律來

計算系統內原子受力的運動行為[184]，簡要流程如圖 2.3.2。首先，需確定分子的

起始構形，即需有每個原子的起始位置座標，並設定起始時間的加速度為 0，另以

馬克士威-波茲曼分布(Maxwell–Boltzmann distribution)隨機給予原子起始速度。接

著，計算原子間的交互作用力，進一步取得原子在經過特定間隔時間 Δt後的新位

置與新速度。過程中，須符合使用者起始設定的邊界條件(boundary conditions)，且

整個系統在定莫耳數、定壓及定溫的環境之下。最後，將時間從特定時間點 t移至

下個時間點 t+Δt，並重複上述步驟直到模擬跑到設定的時間為止。 

在上述流程中，最關鍵的步驟是計算原子間的交互作用力，若能越完整描述

原子間相互影響的情形，此模擬預測的準確性就可以越高。在分子動力學模擬中，

稱為力場(forcefield)的建立。一般而言，原子間的交互作用力可以分為共價鍵結

(covalent bonds)作用力與非共價鍵結(non-covalent bonds)作用力，如下式(4)。前者

以二次能量函數(quadratic energy function)或是莫耳斯能量勢(Morse potential)來描

述鍵能和鍵角，以正弦函數描述兩面角(dihedral angle)；後者以庫倫定律(Coulomb's 

law)計算靜電作用力，以蘭納-瓊斯勢(Lennard-Jones potential)計算凡得瓦力(van der 

Waals)。 

 

𝐸𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 = 𝐸𝑏𝑜𝑛𝑑𝑒𝑑 + 𝐸𝑛𝑜𝑛𝑏𝑜𝑛𝑑𝑒𝑑 
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   = (𝐸𝑏𝑜𝑛𝑑 + 𝐸𝑎𝑛𝑔𝑙𝑒 + 𝐸𝑑𝑖ℎ𝑒𝑑𝑟𝑎𝑙) + (𝐸𝑒𝑙𝑒𝑐𝑡𝑟𝑜𝑠𝑡𝑎𝑡𝑖𝑐𝑠 + 𝐸𝑣𝑎𝑛 𝑑𝑒𝑟 𝑊𝑎𝑎𝑙𝑠)   

 (4) 

 

圖 2.3.2分子動力學模擬演算流程圖 

https://en.wikipedia.org/wiki/Molecular_dynamics#/media/File:Molecular_dynami

cs_algorithm.png 

 

為了更精確描述原子間的作用力，部分領域會將量子力學(quantum mechanics)

一併納入計算[185, 186]。此法使用第一原理(ab initio)進行計算，根據量子力學的

理論，將系統內所有交互作用力，包括原子核與電子等，完全由理論推導而得，

不做任何的假設與經驗式的帶入，是一套非常準確的計算方法；而使用半經驗

(semi-empirical)的薛丁格方程式(Schrödinger equation)，透過波函數(wave function)

來描述電子運動狀態的方法也很常見於模擬相關的研究[187, 188]。但由於上述的
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計算需耗費龐大的時間，因此近年來發展出結合量子與分子(quantum mechan-

ics/molecular mechanics, QM/MM)的計算方式，在欲研究的重點區域使用量子計算，

而其他部分則使用分子計算，如此能較有效率且又精確地完成模擬，如圖 2.3.3。

在 2013年，Karplus等人因此研究得到該年的諾貝爾化學獎[189]。 

 

圖 2.3.3 量子/分子模擬示意圖 

http://www.ch.ntu.edu.tw/nobel/2013.html 

 

目前常見的力場，包括廣泛用於蛋白質或是去氧核醣核酸 (DNA)的

AMBER[190]，適用於大分子與小分子的 CHARMM[191]與 CVFF[192, 193]，使用

量子/分子(QM/MM)計算各種無機(inorganic)、有機化合物的 COSMOS[194]，以及

應用於生物分子系統的 GROMOS[195]。由於不同力場所適用條件以及計算方式都

不盡相同，因此根據使用者的需求挑選合適的力場是非常重要的。 

為了更接近真實的情況，溶劑模型的加入是必須的，主要計算包括模型產生

作用力位置(site)的數目，模型為剛性(rigid)或彈性(flexible)，以及模型極化性

(polarization effects)的影響。溶劑模型根據計算方式分為顯性溶劑(explicit solvent)

與隱性溶劑(implicit solvent)兩種[130]，前者透過外加溶劑分子至系統中模擬真實

溶劑的影響，不過由於溶劑分子的數目太多可能會使得計算速率下降；後者則是

使用波松-波茲曼(Poisson-Boltzmann)方程式[196]直接估計溶劑效應，避免在系統

中加入溶劑分子，藉此可以使得計算時間縮短。但就準確度而言，還是以顯性溶

劑較為準確，也因此較為廣泛地被使用。 
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本研究使用 Gromacs 套裝軟體來進行分子動力學模擬，由荷蘭格羅寧根大學

(University of Groningen)所開發，全名為 GROningen MAchine for Chemical Simu-

lations，主要用來研究蛋白質與核酸等生物分子[197]。此軟體由 C 語言以及 C++

所撰寫而成，可以在 Linux、OS X、Windows以及任何 Unix的作業系統下操作，

可以利用平行運算的方式來減少運算的時間，目前最新的版本為 2015 年 11 月釋

出的 5.1.1版。Gromacs須以輸入指令來執行功能，模擬流程如圖 2.3.4。先取得蛋

白質的結構檔，接著以建盒子、建力場、加溶劑、加入離子、能量最小化、系統

平衡以及分子動力學模擬的流程進行，示意圖如圖 2.3.5。其中，本研究的力場選

用 GROMOS[195]，且配合使用顯性溶劑模型。 

 

圖 2.3.4 Gromacs模擬流程圖 

http://2013.igem.org/Team:Manchester/FabProteinModel 
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圖 2.3.5 Gromacs模擬流程示意圖(A)建立 2*2*2 nm3的盒子(B)在盒中加入溶劑模

型(C)在盒中加入離子(藍:鈉離子,綠:氯離子) 

http://2013.igem.org/Team:Manchester/FabProteinModel 

 

另外，Gromacs為了減少計算的複雜度，使用 LINCS (Linear Constraint Solver)

演算法對鍵長做限制[198]，以及 PME (Particle-mesh Ewald)演算法分類並計算長程

靜電作用力[199]。除此之外，由於在分子動力學的系統建立在奈米尺度，當分子

在模擬過程中靠近系統邊界時，因受到周圍粒子的作用力較小，而產生邊際效應

(edge effects)，失去其準確性；但若在大系統中，此邊際效應則會非常小。為了減

少邊際效應的影響，Gromacs 使用週期性邊界條件(Periodic Boundary Conditions, 

PBC)將邊界複製並無限延伸，使分子在移動到邊界時能完整考慮周圍的作用力

[197]。週期性邊界條件示意圖如圖 2.3.6。 

 

圖 2.3.6 週期性邊界條件示意圖[200] 

  

(A) (B) (C) 

http://www.google.com.tw/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjCsIfonJjNAhXEjZQKHX_hCmIQjRwIBw&url=http://isaacs.sourceforge.net/phys/pbc.html&psig=AFQjCNGuy9ozZlqwwyWQdilQ0V60DcDOsQ&ust=1465468062391527
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2.3.3 分子對接(Molecular Docking) 

在分子建模(molecular modeling)的領域中，分子對接(molecular docking)能夠預

測兩個分子相互鍵結時，產生穩定複合物(complex)的位向(orientation)[201]，如圖 

2.3.7。在預測出可能的位向後，可以更進一步探討兩分子間作用力的強度，即兩

者鍵結的穩定程度。常見的對接分為三種，第一為有機小分子與蛋白質對接，大

多用來進行標靶藥物(target-drug)的研究以及藥物設計(drug design)等[202]；第二種

是蛋白質與蛋白質對接[203]，除了可以預測酵素(enzyme)與抗原抗體的複合物之

外[204, 205]，也有研究用來模擬蛋白質的聚集行為[206]；第三種是蛋白質與 DNA

對接，用來探討基因調節或是 DNA修復等議題[207]。本研究主要採用上述第一種

小分子與蛋白質對接的方式，來分析多種小分子與 HγDC對接的位向與作用力。 

 

 

圖 2.3.7 分子對接模型示意圖 

https://en.wikipedia.org/wiki/Docking_(molecular)#/media/File:Docking_represent

ation_2.png 

 

使用電腦軟體來進行對接預測的方式主要分為兩種，第一種是根據蛋白質與

小分子的形狀，使用配對技術來分析兩者形狀的互補性(complementary)[208]，雖

然此法快速且健全(robust)，但無法準確地預測結構的動態變化；第二種是計算對

接後的配對能量(pairwise interaction energies)[209]，以彈性(flexibility)模型取代剛性
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(rigid)模型，使預測更為準確，但缺點是較為耗時且昂貴，以及需要較高的技術條

件，如網格導向(grid-based)的技術、最佳化的方法(optimization methods)與電腦的

執行速度等。在預測出大量可能對接的結構後，不同的軟體有不同的評分方式

(score function)來進行排序，提供使用者挑選較有可信度的對接結構。常見的對接

模擬軟體整理如表 2.3.3。 

 

表 2.3.3 常見的對接模擬軟體 

軟體名稱 出版年份 軟體描述 

AADS[210] 2011 

Automated active site detection, docking, and scoring(AADS) 

protocol for proteins with known structures based on Monte 

Carlo Method 

AutoDock[211] 1990 

Automated docking of ligand to macromolecule by Lamarcki-

an Genetic Algorithm and Empirical Free Energy Scoring 

Function 

AutoDock Vina[212] 2010 New generation of AutoDock 

BetaDock[213] 2011 Based on Voronoi Diagram 

Blaster[214] 2009 
Combines ZINC databases with DOCK to find ligand for target 

protein 

BSP-SLIM[215] 2012 
A new method for ligand-protein blind docking using 

low-resolution protein structures 

DARWIN[216] 2000 
Prediction of the interaction between a protein and another bi-

ological molecule by genetic algorithm 

EADock[217] 2007 Based on evolutionary algorithms 

EUDOC[218] 2001 
Program for identification of drug interaction sites in macro-

molecules and drug leads from chemical databases 

FlexAID[219] 2015 
Target side-chain flexibility and soft scoring function, based on 

surface complementarity 

FLIPDock[220] 2007 
Genetic algorithm based docking program using FlexTree data 

structures to represent a protein-ligand complex 

GEMDOCK[221] 2004 Generic Evolutionary Method for molecular docking 

HADDOCK[222] 2003 

Makes use of biochemical and/or biophysical interaction data 

such as chemical shift perturbation data resulting from NMR 

titration experiments, mutagenesis data or bioinformatic pre-

dictions. Developed for protein-protein docking, but can also 

be applied to protein-ligand docking. 

LigandFit[223] 2003 CHARMm based docking program 
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LigDockCSA[224] 2011 Protein-ligand docking using conformational space annealing 

MCDOCK[225] 1999 
Based on a non-conventional Monte Carlo simulation tech-

nique 

MEDock[226] 2005 

Maximum-Entropy based Docking web server is aimed at 

providing an efficient utility for prediction of ligand binding 

site 

MolDock[227] 2006 
Based on a new heuristic search algorithm that combines dif-

ferential evolution with a cavity prediction algorithm 

MS-DOCK[228] 2008 Multi-stage docking/scoring protocol 

ParDOCK[229] 2007 
All-atom energy based Monte Carlo, rigid protein ligand 

docking 

PatchDock[230] 2005 

The algorithm carries out rigid docking, with surface variabil-

ity/flexibility implicitly addressed through liberal intermolecu-

lar penetration 

PRODOCK[231] 1999 Based on Monte Carlo method plus energy minimization 

PSI-DOCK[232] 2006 Pose-Sensitive Inclined (PSI)-DOCK 

PythDock[233] 2011 

Heuristic docking program that uses Python programming 

language with a simple scoring function and a population 

based search engine 

Q-Dock[234] 2008 
Low-resolution flexible ligand docking with pocket-specific 

threading restraints 

rDock[235] 2013 HTVS of small molecules against proteins and nucleic acids 

SODOCK[236] 2007 Swarm optimization for highly flexible protein-ligand docking 

Surflex-Dock[237] 2007 Based on an idealized active site ligand (a protomol) 

SwissDock[238] 2011 
Webservice to predict interaction between a protein and a small 

molecule ligand 

VoteDock[239] 2011 
Consensus docking method for prediction of protein-ligand 

interactions 

 

 本研究使用 Discovery Studio 2016版內建分子對接功能 CDOCKER[240]，能精

細地進行多種小分子與蛋白質的對接模擬。CDOCKER 的原理是將系統切割成許

多網格點，並使小分子在其中進行隨機翻轉，最後將所有可能性以能量(CDocker 

Energy)排序之。因此，在對接前並不一定要先知道蛋白質鍵結位置(binding site)。

但若能先預測出蛋白質的活性位置(active site)，在後續的對接預測就能更為快速且
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準確。其中，CDOCKER 的力場是採用 CHARMm，並假設蛋白質受體(receptor)

是剛性的，而小分子配體(ligand)為彈性的。 

 承 2.2.3節所提，本研究用分子對接的方式預測多種小分子與 HγDC對接的位

向與作用力，進一步使用分子動力學模擬探討小分子的鍵結是否能穩定 HγDC 之

結構，藉以判斷該小分子是否具有作為抑制白內障藥物的潛力。本研究所挑選的

小分子都被過去的研究指出有具有抑制蛋白質聚集的能力，且其中部分研究與白

內障有關，包括槲皮素(Quercetin)[241, 242]、綠原酸(Chlorogenic acid)[243, 244]與

楊梅素(Myricetin)[245, 246]等，詳細資料如表 2.3.4。 

 

表 2.3.4抑制蛋白質聚集之小分子一覽表 

小分子名稱 分子式 
分子量

(g/mol) 
結構 

槲皮素 

(Quercetin) 

[241, 242] 

C15H10O7 302.24 

 

氯原酸 

(Chlorogenic acid) 

[243, 244] 

C16H18O9 354.31 

 

肉鹼 

(L-carnitine inner salt) 

[247, 248] 

C7H15NO3 161.20 

 

2,9-二甲基-4,10-菲羅

(Neocuproine free base) 

[246] 

C14H12N2 208.25 

 

http://www.google.com.tw/url?sa=i&rct=j&q=&source=imgres&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwi9pvCj98vMAhUGtJQKHZSRAVoQjRwIBw&url=http://www.basechem.org/chemical/2865&psig=AFQjCNGNROnV8i48LDWItMZCRtjesGXroQ&ust=1462846840904134
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/c0158?lang=en&region=TW
http://www.google.com.tw/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwja_O_j1aTNAhVKjpQKHUQjBSMQjRwIBw&url=http://en.chembase.cn/molecule-90332.html&psig=AFQjCNHr3LkY78VPfDGpBBQarxbuHruwQw&ust=1465895848204241
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酚紅 

(Phenol red) 

[246] 

C19H14O5S 354.38 

 

鄰香蘭素 

(Ortho-vanillin) 

[246, 249] 

C8H8O3 152.15 

 

2,2-,二羥基二苯甲酮 

(2,2-dihydroxy- 

Benzophenone) 

[246, 250] 

(HOC6H4)2CO 214.22 

 

5-羥基-1,4-奈醌 

(5-hydroxy-1,4 

-naphthoquinone) 

[246, 251] 

C10H6O3 174.15 

 

天青藍 C 

(Azure C) 

[246, 250] 

C13H12ClN3S 277.77 

 

精氨酸乙基醚 

(L-arginine ethyl ester 

dihydrochloride) 

[252, 253] 

C8H18N4O2·2HCl 275.18 

 

楊梅素 

(Myricetin) 

[245, 246] 

C15H10O8 318.24 

 

迷迭香酸 

(Rosmarinic acid) 

[254, 255] 

C18H16O8 360.32 

 

http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/d110205?lang=en&region=TW
http://www.google.com.tw/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjexrji16TNAhVFmpQKHVAtBKQQjRwIBw&url=http://www.pherobase.com/database/kovats/kovats-detail-2me3me-5-hydroxy-1,4-naphthoquinone.php&psig=AFQjCNFwo-bhlYRvQ9iME0-iyar8h99BqQ&ust=1465896391597273
http://www.google.com.tw/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiT-b-K2KTNAhWBw5QKHVeEBvIQjRwIBw&url=http://www.mpbio.com/product.php?pid%3D02150418&psig=AFQjCNGDb54KzrduV99Q6rNDg2bZkc7ivQ&ust=1465896455061241
http://www.google.com.tw/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjV9ejE2KTNAhVEj5QKHYgEAREQjRwIBw&url=http://www.glentham.com/en/products/product/GM1602/&psig=AFQjCNFit5IqGJ7_MQnENBhgtafNEFGwZQ&ust=1465896521055812
https://en.wikipedia.org/wiki/File:Myricetin.png
http://www.google.com.tw/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjwtYbr2KTNAhWGqaYKHTjjDFkQjRwIBw&url=http://www.trc-canada.com/product-detail/?CatNum%3DR684800&psig=AFQjCNFom6taz8GHRUp8TFDnQBQAHfiB6Q&ust=1465896683970870
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白藜蘆醇 

(Resveratrol) 

[98] 

C14H12O3 228.25 

 

薑黃素 

(Curcumin) 

[255, 256] 

C21H20O6 368.39 

 

亞甲基藍 

(Methylene blue) 

[257-259] 

C16H18ClN3S 319.85 

 

兒茶素 

(Epigallocatechin gallate) 

[260-262] 

C22H18O11 458.37 

 

 

 

 

  

https://en.wikipedia.org/wiki/File:Resveratrol.svg
http://www.google.com.tw/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjUvdqN2aTNAhUGGaYKHTQQDUsQjRwIBw&url=http://www.avaplant.com/products/semi-finished-material/water-soluble-curcumin/&psig=AFQjCNGOjeuYe9bOcMtI4vLPCARKU3_pNA&ust=1465896755573615
http://www.google.com.tw/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiNqNm92aTNAhXkMKYKHcDqAlkQjRwIBw&url=http://www.bioportfolio.com/resources/drug/24958/Methylene-Blue.html&psig=AFQjCNEobef4BHDHYl5k2zY3G4EJ8LylNg&ust=1465896809336523
https://en.wikipedia.org/wiki/File:Epigallocatechin_gallate_structure.svg
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2.4 模擬分析方法原理介紹 

在分子動力學模擬的過程中，蛋白質於特定溫度與壓力的條件下，因自身運

動與受周圍分子作用力的影響，其結構會隨時間而有所改變，因此分析需由隨時

間改變之各原子座標點所構成的軌跡檔來進行。本節主要介紹本研究中所用到的

方法，如方均根變異(Root mean square deviation, RMSD)、方均根擾動(Root mean 

square fluctuation, RMSF)、原態接觸 (Native contact)、蛋白質二級結構分析

(Dictionary of protein secondary structure, DSSP)等。 

 

2.4.1 方均根變異(Root mean square deviation, RMSD)分析 

為了比較蛋白質結構的差異，RMSD 是最普遍且常見的方式。此法是將兩組

欲比較結構中的每個原子，計算其座標的偏移量，並平方加總再開根號所得，如

式(5)所示，其中 M 為總分子量，mi為分子內 i 的原子量，ri(t1)為 i 原子在時間 t1

時的位置向量，ri(t2)為 i原子在時間 t2時的位置向量。又因每個原子的質量不同，

對蛋白質的影響也不同，因此需要以質量加權進行計算。計算結果的數值越大，

表示兩組的結構相差越大，反之亦然。另外，由於分子在運動過程中有三個方向

的平移(translation)與轉動(rotation)，所以在計算前需將結構進行最適化疊合(best 

fit)。 

 

𝑅𝑀𝑆𝐷(𝑡1, 𝑡2) = (
1

𝑀
∑ 𝑚𝑖|𝑟𝑖(𝑡1) − 𝑟𝑖(𝑡2)|2𝑁

𝑖=1 )
1

2        (5) 

 

2.4.2 方均根擾動(Root mean square fluctuation, RMSF)分析 

RMSF 與 RMSD 的原理類似，但並非探討蛋白質結構隨時間變化的情形，而

是分析每個殘基(或特定組別的原子)在模擬過程中的擾動情形，如式(6)所示，其中

T 為模擬總時間，ti為時間，ri(ti)為時間 ti時的位置向量。計算結果的數值越大，

表示在模擬過程中此殘基的擾動最大，反之則小。同樣地，在分析之前需將蛋白

質的結構進行最適化疊合。 



doi:10.6342/NTU201700794

 

43 

 

 

𝑅𝑀𝑆𝐹 = (
1

𝑇
∑ 𝑟𝑖(𝑡𝑖) − 𝑟𝑖(𝑡2)𝑇

𝑡𝑖=1 )
1

2           (6) 

 

2.4.3 原態接觸(Native contact)率分析 

原態接觸能用來分析蛋白質摺疊與去摺疊的情形，先計算蛋白質原態的原子

接觸組數，並將此接觸情形定義為 1，再分別計算在不同時間點下蛋白質的原子接

觸組數，兩者相除可得到接觸百分率[263]，其值會落在 0~1 間，其中接觸的定義

為兩原子(i,j)的距離小於 dij小於截斷半徑 Rc。當值越接近 1 時，表示其結構與原

態較相近；若值越接近 0，表示結構與原態差異較大，即其結構較為開展。 

 

2.4.4 蛋白質二級結構分析(Dictionary of protein secondary structure, DSSP) 

此法能根據蛋白質特定區間的氫鍵有無與幾何結構來判斷蛋白質二級結構的

型態[176]，其中氫鍵的有無是由靜電作用力來計算，計算公式如(7)，設定碳、氧、

氫、氮的部分電荷分別為 q1=0.42e、-q1=-0.42e、q2=0.2e、-q2=-0.2e，且因次係數

f=332。一般正常的氫鍵的鍵能約為-3 kcal/mol，當計算出的鍵能小於-0.5 kcal/mol

時，表示有氫鍵存在。  

 

𝐸 = 𝑞1𝑞2 (
1

𝑟𝑂𝑁
+

1

𝑟𝐶𝐻
−

1

𝑟𝑂𝐻
−

1

𝑟𝐶𝑁
) 𝑓           (7) 

 

DSSP根據上述的計算方式，可以將二級結構分成八類，並使用特定的英文字

母與顏色來表示，如表 2.4.1。 

 

表 2.4.1 DSSP二級結構定義相關資料[176] 

二級結構名稱 DSSP代碼 顏色 定義 

310-helix G 灰色 
第 i個殘基與第 i+3個殘基形成氫鍵並重複

序列。 

α-helix H 藍色 第 i個殘基與第 i+4個殘基形成氫鍵並重複
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序列。 

5-helix I 紫色 
第 i個殘基與第 i+5個殘基形成氫鍵並重複

序列。 

β-bridge B 黑色 
兩殘基鏈 i-1、i、i+1及 j-1、j、j+1間存在

氫鍵。 

β-sheet E 紅色 
一個以上的 β-bridge結構以相同殘基組合

所形成。 

turn T 黃色 
殘基 i的 CO(i)與 NH(i+n)之間存在有氫鍵

則定義為轉角，其中 n可為 3、4或 5。 

bend S 綠色 
Cα(i)-Cα(i-2)與 Cα(i+2)-Cα(i)之間的夾角

大於 70°。 

random coil L 白色 不屬於上述七種定義方式即屬此種。 
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3 第三章 實驗儀器與步驟 

 

 

3.1 模擬系統與軟體 

3.1.1 模擬系統 

Gromacs 4.5.3: Ubuntu 10.04.4 LTS 

Discovery studio 2016: Windows 7 

 

3.1.2 生物資訊預測工具 

名稱 用途 

Istable[141] 蛋白質穩定性預測 

DUET[142] 蛋白質穩定性預測 

Eris[143-145] 蛋白質穩定性預測 

EASE-MM[146, 147] 蛋白質穩定性預測 

PASTA2.0[148] 易形成類澱粉纖維區域之預測 

TANGO[149-151] 蛋白質 β-聚集預測 

AGGRESCAN[152] 蛋白質聚集傾向預測 

WALTZ[153, 154] 易形成類澱粉纖維區域之預測 

FoldAmyloid[155] 易形成類澱粉纖維區域之預測 

Zyggregator[156-159] 蛋白質聚集傾向預測 

Aggrescan3D[160] 蛋白質聚集傾向預測 
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3.1.3 模擬軟體 

軟體名稱 用途 

Gromacs 4.5.3[264-267] 

1. 分子動力學模擬 

2. 模擬數據分析 

BIOVIA Discovery studio 2016 

1. 分子視覺化圖形呈現 

2. 蛋白質聚集分數(aggregation score)

預測 

Visual Molecular Dynamics (VMD) 

1.9.1[268] 

1. 分子視覺化圖形呈現 

2. 分子動力學模擬軌跡影片製作 

MDAnalysis 0.7.4[269] 1. 模擬數據分析(native contact) 
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3.2 生物資訊預測工具(Bioinformatics prediction tools) 

本研究使用多種生物資訊軟體預測蛋白質的穩定性與聚集傾向，以下分別介

紹其操作步驟。 

 

3.2.1 Istable[141] 

1. 進入 Istable首頁(http://predictor.nchu.edu.tw/iStable/)，界面如圖 3.2.1所示。 

 

圖 3.2.1 Istable界面圖 

 

2. 選擇「Structure」的模式，輸入蛋白質的 PDB ID「1hk0」，以及溫度與 pH值後，

點選 next。 

3. 選擇胺基酸編號，並設定欲突變的目標胺基酸，如圖 3.2.2，點選提交。 

 

圖 3.2.2 Istable 選擇突變胺基酸頁面示意圖 
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4. 計算完畢後，系統會輸出如圖 3.2.3之結果，自行儲存 ΔΔG變化的數值。 

 

圖 3.2.3 Istable 結果示意圖 

 

3.2.2 DUET[142] 

1. 進入 DUET首頁(http://structure.bioc.cam.ac.uk/duet)，點選「Run Predictions」進

入選單頁面，如圖 3.2.4所示。 

 

圖 3.2.4 DUET選單頁面圖 
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2. 首先輸入蛋白質的結構檔或是 PDB code，接著在「Single mutation」處輸入欲

突變位置與鏈的名稱，最後點選提交。 

3. 計算完成後，結果包括 ΔΔG變化值與結構圖，如圖 3.2.5所示。 

 

圖 3.2.5 DUET結果示意圖 

 

3.2.3 Eris[143-145] 

1. 進入 Eris首頁(http://troll.med.unc.edu/eris/login.php)，如圖 3.2.6所示。 

 

圖 3.2.6 Eris首頁圖 
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2. 使用需先註冊，註冊後便可登入，登入後點選「Submit a Task」，輸入 PDB code

或是蛋白質結構檔即可進入下一步。 

3. 選擇欲突變之目標胺基酸，點選下一步，如圖 3.2.7。 

 

圖 3.2.7 Eris選擇突變胺基酸頁面示意圖 

 

4. 在預測方法選擇「Flexible Backbone」並勾選「Backbone Pre-relaxation」，以得

更精準的預測結果，點選「Next」開始預測。 

5. 在「Your Activities」可以查看目前進度，如已經預測完成會顯示「Finished」，

並顯示 ΔΔG值，如圖 3.2.8所示。 

 

圖 3.2.8 Eris結果示意圖  
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3.2.4 EASE-MM[146, 147]  

1. 進入 EASE-MM首頁(http://sparks-lab.org/server/ease/protein/)，點選「EASE-MM 

Protein」進入選單頁面，如圖 3.2.9。 

 

圖 3.2.9 EASE-MM Protein選單頁面圖 

 

2. 輸入電子信箱與工作名稱，並照規定格式輸入蛋白質序列與欲突變之胺基酸編

號，點擊提交。 

3. 模擬過程需等待 30分鐘以上，結果會直接顯示於頁面，如圖 3.2.10所示。 

 

圖 3.2.10 EASE-MM結果示意圖 
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3.2.5 PASTA2.0[148] 

1. 進入 PASTA2.0首頁(http://protein.bio.unipd.it/pasta2/index.html)，頁面顯示如圖 

3.2.11所示。 

 
圖 3.2.11 PASTA2.0首頁示意圖 

 

2. 選擇欲執行的模式，若為原態蛋白質則選「Regular」，若為突變種則選擇

「Mutate」。輸入蛋白質序列並設定閾值為「Region (90% spec)」，點選提交。 

3. 計算完成後，結果會顯示在頁面。 

 

3.2.6 TANGO[149-151] 

1. 進入 TANGO首頁(http://tango.crg.es/)，需先註冊並登入才能使用。在「Toolbox」

功能區選擇「Calculation」進入頁面，如圖 3.2.12。 

2. 依序輸入蛋白質序列，選擇 N端與 C端的保護情形，pH值、溫度、離子強度

以及蛋白質的濃度，並點選計算。 

3. 計算完成後，結果呈現如圖 3.2.13，如有需要，則可以在頁面直接下載結果的

數據。 
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圖 3.2.12 TANGO輸入頁面圖 

 

 

圖 3.2.13 TANGO結果示意圖 

 

3.2.7 AGGRESCAN[152] 

1. 進入 AGGRESCAN 首頁(http://bioinf.uab.es/aggrescan/)，如圖  3.2.14。依照

FASTA的格式，輸入蛋白質序列，點選提交，即可開始計算熱點區域。 

2. 計算完成結果如圖 3.2.15，紅色字樣表示預測出的熱點區域，如有需要，可以

直接下載結果的數據。 
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圖 3.2.14 AGGRESCAN首頁示意圖 

 

 

圖 3.2.15 AGGRESCAN計算結果示意圖 

 

3.2.8 WALTZ[153, 154] 

1. 進入WALTZ首頁(http://waltz.switchlab.org/)，如圖 3.2.16所顯示。 

2. 按照 FASTA的格式輸入蛋白質序列，在閾值選擇「Best Overall Performance」，

並輸入 pH值以及輸出的格式，即可點選提交。 
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圖 3.2.16 Waltz首頁示意圖 

 

3. 計算結束後，會得出與類澱粉纖維形成相關的區域，結果如圖 3.2.17所示。 

 

圖 3.2.17 WALTZ結果示意圖 

 

3.2.9 FoldAmyloid[155] 

1. 進入 FoldAmyloid首頁( http://bioinfo.protres.ru/fold-amyloid/)，如圖 3.2.18頁面

所示。 

2. 依據 FASTA格式輸入蛋白質序列，Scale處選擇「Expected number of contacts 

8Å」，閾值為 21.4(各胺基酸數值參考圖右方)，開始進行預測。 
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圖 3.2.18 FoldAmyloid首頁示意圖 

  

3. 計算結果如圖 3.2.19，其中藍點標示的位置即為類澱粉纖維相關的區域。 

 

圖 3.2.19 FoldAmyloid結果示意圖 

 

3.2.10 Zyggregator[156-159] 

1. 進入 Zyggregator首頁，需註冊並登入才可使用。在登入後，頁面如圖 3.2.20。

(http://www-mvsoftware.ch.cam.ac.uk/index.php/zyggregator) 

2. 輸入蛋白質序列以及 pH值，點選提交即可。 
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圖 3.2.20 Zyggregator頁面圖 

 

3. 計算完成後，可以得出每個胺基酸的分數，如圖 3.2.21所示。 

 

圖 3.2.21 Zyggregator結果示意圖 

 

3.2.11 AGGRESCAN3D 

1. 進入 AGGRESCAN3D首頁(http://biocomp.chem.uw.edu.pl/A3D/)，如圖 3.2.22。 

2. 輸入 pdb code或欲分析的 pdb檔，將「Dynamic mode」以及「Mutate residues」

選為「Yes」，並選擇欲突變的胺基酸，點選提交開始計算。 
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圖 3.2.22 AGGRESCAN3D首頁示意圖 

 

3. 計算約花費 2小時，結束後會顯示各殘基的聚集分數，如圖 3.2.23所示。 

 

圖 3.2.23 AGGRESCAN3D結果示意圖 

 

3.2.12 Discovery Studio 2016 (Calculate Aggregation Scores) 

1. 將欲分析之蛋白質結構檔匯入 DS 2016。 

2. 進入MacromoleculePredict Protein Aggregation點選 Calculate Aggregation 

Scores功能。 

3. 選擇欲分析之蛋白質結構檔，設定截斷半徑為 cut-off radius為 5和 10 Å，使用

CHARMm為力場，開始進行分析。 
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4. 結果能同時顯示每個胺基酸的聚集分數與顏色示意圖，如圖 3.2.24。 

 

圖 3.2.24 DS預測聚集程度結果圖 
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3.3 分子動力學模擬及數據分析 

3.3.1 HγDC原態結構取得 

1. 從 Protein data bank網站下載 HγDC之結晶結構(pdb code: 1hk0)[57, 58]。 

2. 利用軟體 Discovery studio 2016將水晶體蛋白 HγDC結構檔中的水去除，並將

胺基酸序列重新編號。(原檔案的胺基酸編號不連續) 

 

3.3.2 Gromacs模擬流程 

1. 將水晶體蛋白 HγDC之 pdb結構置於 7.0 *7.0 *7.0 (nm3)立方體盒中，並將整個

蛋白質的質量中心平移到盒子的中心處。指令如下所示： 

editconf_4.5.3 -f 1hk0.pdb -o 1hk0_box.pdb -bt cubic -box 7 -c 

2. 本研究選擇Gromos96 45a3[270]作為蛋白質的力場，系統預設環境為中性(pH 7)

的質子化狀態。指令如下所示： 

pdb2gmx_4.5.3 -f 1hk0_box.pdb -ignh -o 1hk0_g.pdb -p forcefield.top  

3. 在盒子中加入溶劑，選擇 SPC的水模型，並新增溶劑的力場。指令如下所示： 

genbox_4.5.3 -cp 1hk0_g.pdb -cs spc216.gro -o 1hk0_sol.pdb -p forcefield.top 

4. 為了配合實驗的離子濃度，將盒子內部分的水分子以離子取代之，同時將系統

之淨電荷調整至 0 以達到電中性。在本研究中，於盒子內加入 28 個鈉離子及

28 個氯離子，並考慮 HγDC(以及其突變種)在中性環境的淨電荷數，以鈉離子

或氯離子於以平衡之。指令如下所示： 

grompp_4.5.3 -f emdob.mdp -c 1hk0_sol.pdb -p forcefield.top -o 1hk0_ion.tpr 

genion_4.5.3 -s 1hk0_ion.tpr -o 1hk0_ion.pdb -pname NA -np (鈉離子數目) 

-nname CL -nn (氯離子數目) 

5. 在所有物種都加入系統後，使用最陡坡度法(steepest descent)將系統進行能量最

小化(energy minimization)。指令如下所示： 

grompp_4.5.3 -f emdob.mdp -c 1hk0_ion.pdb -p forcefield.top -o 1hk0_em.tpr 
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mdrun_4.5.3 -s 1hk0_em.tpr -o 1hk0_em.trr -c 1hk0_em.pdb -g em.log -e 

em.edr & 

6. 將蛋白質的位置進行限制(position restraint)，並設定系統在 1 ns內以步階方式

上升至目標溫度(343K、425K)。指令如下所示： 

grompp_4.5.3 -f pr.mdp -c 1hk0_em.pdb -p forcefield.top -o 1hk0_pr.tpr 

mdrun_4.5.3 -s 1hk0_pr.tpr -o 1hk0_pr.trr -c 1hk0_pr.pdb -g pr.log -e pr.edr & 

7. 將系統開始進行分子動力學模擬(molecular dynamics simulations)，整個系統的

環境設定在定莫耳數、定壓以及定溫的情況。指令如下所示： 

grompp_4.5.3 -f md.mdp -c 1hk0_pr.pdb -p forcefield.top -o 1hk0_ds.tpr 

mdrun_4.5.3 -s 1hk0_ds.tpr -o 1hk0_ds.trr -c 1hk0_ds.pdb -g ds.log -e ds.edr & 

8. 若在模擬過程中，因不可抗力影響使模擬中斷，或是想要進行更長時間的模擬，

則需執行下列接跑指令： 

tpbconv_4.5.3 -s 1hk0_ds.tpr -f 1hk0_ds.trr -e ds.edr -o 1hk0_ds_2.tpr -until 

(時間, 單位 ps) 

mdrun_4.5.3 -s 1hk0_ds_2.tpr -o 1hk0_ds_2.trr -c 1hk0_ds_2.pdb -g ds_2.log -e 

ds_2.edr & 

 

3.3.3 Root Mean Square Deviation (RMSD)分析 

Gromacs即有計算 RMSD分析的內建指令，原理如 2.4.1所述。在計算前須將

結構進行最適化疊合，並選定參考點為時間 0時之骨架(backbone)結構，如此可輸

出隨時間變化之 RMSD結果，指令如下。 

g_rms_4.5.3 -f 1hk0_ds.trr -s 1hk0_ds.tpr -o rmsd.xvg 

 

3.3.4 Root Mean Square Fluctuation (RMSF)分析 

Gromacs即有計算 RMSF分析的內建指令，原理如 2.4.2所述。在計算前須將

結構進行最適化疊合，並選定參考點為時間 0時之骨架(backbone)結構，如此可輸
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出各殘基在時間內平均擾動的結果，指令如下，其中-res表示結果會以殘基為單位

輸出。 

g_rmsf_4.5.3 -f 1hk0_ds.trr -s 1hk0_ds.tpr -rmsf.xvg -res 

 

3.3.5 Native Contact分析 

在計算蛋白質的 native contact之前，需先在 Linux的作業系統內安裝以 python

語言所撰寫的軟體MDAnalysis[271]。分析的操作流程如下，其中設定截斷半徑為

6.5Å並選擇重原子(非氫原子)進行計算[105]。  

1. 在 Linux系統中進入 python語言模式，並匯入MDAnalysis以及 native contact

分析軟體包。 

python 

import MDAnalysis 

import MDAnalysis.analysis.contacts 

2. 匯入待分析的結構檔及軌跡檔，其中兩者的原子數必須相同才能進行計算。 

u=MDAnalysis.Universe(“1hk0_ds.pdb”, “1hk0_ds.trr”) 

3. 定義與選取欲分析之原子組別。 

sel_g1=”(resid 1:173) and (name C* or name O* or name N* or name S*)” 

sel_g2=”(resid 1:173) and (name C* or name O* or name N* or name S*)” 

g1=u.selectAtoms(sel_g1) 

g2=u.selectAtoms(sel_g2) 

4. 在截斷半徑為 6.5Å的條件下進行 native contact的計算。 

CA1=MDAnalysis.analysis.contacts.ContactAnalysis1(u, selection=(sel_g1, 

sel_g2), refgroup=(g1, g2), radius=6.5, outfile=”native_contact.dat”) 

CA1.run(force=True) 

5. 計算結束後，會輸出兩個結果，一個是隨時間變化之 native contact fraction，另

一個則是 contact map的矩陣。  
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3.3.6 氫鍵作用力分析 

Gromacs 即有計算氫鍵數目的內建指令，指令如下所示，其中-n 表示能分析

使用者自訂的蛋白質特定區間。另外，其氫鍵的定義為 Donor-Acceptor 間的距離

小於 0.35 nm且 Hydrogen-Donor-Acceptor之夾角小於 30度。 

g_hond_4.5.3 -f 1hk0_ds.trr -s 1hk0_ds.tpr -num hbnum.xvg –n index.ndx  

 

3.3.7 距離分析 

Gromacs即有計算距離的內建指令，其可以計算兩個組別的最短距離或是質心

距離隨時間的分布，指令分別如下，其中-n 表示能分析使用者自訂的蛋白質特定

區間。 

g_mindist_4.5.3 -f 1hk0_ds.trr -s 1hk0_ds.tpr -od mindist.xvg –n index.ndx 

g_dist_4.5.3 -f 1hk0_ds.trr -s 1hk0_ds.tpr -o distance.xvg –n index.ndx 

 

3.3.8 計算溶劑接觸面積(solvent accessible surface area) 

Gromacs即有計算溶劑接觸面積的內建指令，包括計算親水面積、疏水面積以

及總面積等三種，指令如下，其中-n表示能分析使用者自訂的蛋白質特定區間。 

g_sas_4.5.3 -f 1hk0_ds.trr -s 1hk0_ds.tpr -o area.xvg –n index.ndx 

 

3.3.9 DSSP二級結構預測分析 

Gromacs即有計算 DSSP分析的內建指令，指令如下所示。其中-n表示能分析

使用者自訂的蛋白質特定區間，-sc表示可以繪出每個時間下各種二級結構的數量，

-o則是能夠輸出一個二維矩陣，以便了解各殘基二級結構的變化。 

do_dssp_4.5.3 –f 1hk0_ds.trr –s 1hk0_ds.tpr –n index.ndx –sc scount.xvg –o ss.xpm 
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3.4 蛋白質－小分子對接模擬(Protein-Ligand docking simulations) 

除了以突變的方式探討 HγDC 結構改變之外，本研究還利用蛋白質與小分子

對接的方式，嘗試找出能穩定 HγDC 結構的小分子，以及了解其穩定的機制。本

研究選用過去實驗室以酸性條件(pH 2)模擬 HγDC的結構，在 196 ns時有四組新生

成的 β-sheet結構，並與多種小分子對接以及進行分子動力學的模擬。 

 

3.4.1 CDOCKER 

CDOCKER對接模擬是利用 Discovery studio 2016來進行，步驟如下所示。 

1. 分別開啟蛋白質與小分子的結構檔，如圖 3.4.1。 

 

圖 3.4.1 蛋白質與小分子結構示意圖 

 

2. 進入「Receptor-Ligand Interactions」「Dock Ligands」選項中，分別點選「Prepare 

Protein」和「Prepare Ligands」，設定 pH值以及選用 CHARMm為力場，為進

行對接的前置動作。 

3. 進入「Receptor-Ligand Interactions」「Define and Edit Binding Site」選項中，

點選「From Receptor Cavities」，即可出現蛋白質可能發生鍵結之位置(binding 

site)，如圖 3.4.2的紅色區域。根據需求，可調整此 Cavities的大小。 
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圖 3.4.2 蛋白質可能發生鍵結的區域示意圖 

 

4. 進入「Receptor-Ligand Interactions」「Dock Ligands」選項中，點選「Dock 

Ligands (CDOCKER)」。依序設定要執行對接的 Receptor和 Ligand結構，以及

欲產生鍵結的 binding site區域，並將「Top hits」下的「Pose Cluster Radius」

設定為 0.5，便可開始進行模擬。 

5. 模擬結束後，會出現依能量排序前 10名的 pose以及其位置，如圖 3.4.3所示。 

 

圖 3.4.3 CDOCKER結果示意圖 
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3.4.2 分子對接作用力分析 

分子對接作用力是利用 Discovery studio 2016內建的功能來進行分析，步驟如

下所示。 

1. 開啓已對接完成的結構檔，點選任一個 pose，於「Receptor-Ligand Interactions」

「View Interactions」選單中，執行「Show 2D diagram」。 

2. 分析結果會以小分子為中心，顯示有作用力的蛋白質殘基，並以不同的顏色表

示不同的作用力，如圖 3.4.4。 

 

圖 3.4.4 分子對接作用力分析圖 

 

 

3.4.3 分子對接動力學模擬 

將分子對接後的 poses進行分子動力學模擬，步驟見 3.3.2。其中，Gromacs預

設的力場並不適用於小分子，因此採用 PRODRG[272]產生小分子的力場。步驟如

下所示。 

1. 進入 PRODRG首頁(http://davapc1.bioch.dundee.ac.uk/cgi-bin/prodrg)，選擇「Run 

PRODRG」進入頁面，如圖 3.4.5。 
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圖 3.4.5 PRODRG執行頁面圖 

 

2. 使用前須先依說明取得 token，並輸入小分子的結構座標。設定「Chirality」為

「No」，「Charges」為「Full」以及「EM」為「No」，便可開始執行。 

3. 計算完成後，於 GROMACS(topology)處即可取得小分子的力場檔，如圖 3.4.6。 

 

圖 3.4.6 小分子力場檔示意圖 

 

4. 將此檔案移入分子動力學的資料夾，並修改蛋白質的力場檔(topology)，以完成

小分子力場的加入。 
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4 第四章 實驗結果與討論 

 

 

如 2.2.3與 2.3.3所述，本研究主要在探討單點突變對於HγDC之不穩定區域(殘

基 115-118)的結構改變，以及其與小分子對接的作用機制。吾人將本篇研究的結果

分為三個部分，首先以生物資訊工具預測 HγDC 在進行單點突變後，其熱力學上

的穩定性與聚集傾向；第二部分，使用分子動力學模擬 HγDC 與其突變種結構隨

時間的變化情形；第三部分則是使用分子對接找出具有抑制HγDC聚集的小分子，

並分析兩者間的作用力。 

 

4.1 預測 HγDC及其突變種的穩定性與聚集傾向 

一般基本的胺基酸共有 20種(目前最新發現已有 22種胺基酸[273, 274]，然而

因模擬軟體尚無支援，所以不納入考慮)，欲將某一種胺基酸進行單點突變時，會

有另外 19種可能，搭配本研究的 4個目標殘基(115-118)，總計有 76個可能的突變

種。接著會針對這 76個突變種進行分析。為了探討單點突變後的結構穩定性，吾

人使用 Istable、DUET、Eris與 EASE-MM等四種生物資訊工具進行預測；另外使

用 PASTA2.0、TANGO、AGGRESCAN、WALTZ、FoldAmyloid、Zyggregator 與

Disconvery Studio 2016等工具預測其聚集傾向。 

 

4.1.1 HγDC及其突變種的穩定性預測結果 

使用四種不同的生物資訊工具預測結果圖 4.1.1，其能量值為正表示其結構較

穩定，而能量值為負則表示較不穩定。從大方向來看，這四種生物資訊工具都有

一致性的結果，殘基 F115 與 F117 的能量值都較偏負，且能量的變化較大，表示

將這兩個殘基進行突變時，結構都會變得比較不穩定；反之，將 R116與 N118進

行突變時，結構會變得較穩定。此結果說明 F115與 F117對於 HγDC的結構而言，

是較為穩定的殘基，而 R116與 N118則是較為不穩定的殘基。  
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圖 4.1.1 以不同生物資訊工具預測 HγDC115-118所有可能突變之能量結果

(A)Istable (B)DUET (C)Eris (D)EASE-MM 

(檔案路徑名稱：Sean_Thesis_Figure/4.1.1.tif)  
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 接著，個別探討每種預測工具的結果。在 Istable 中，能量變化大小排名前三

的是突變成Alanine(A)、Glycine(G)或是Valine(V)時；在DUET中，突變成Alanine(A)、

Aspartic acid(D)、Glycine(G)和 Serine(S)的不穩定性是較高的；在 Eris中，多組的

能量變化值都非常高，且差異不大；而在 EASE-MM中，F116G、F116A以及 F116S

分別是能量變化的前三名。綜合分析上述結果，雖然可以大致看出何種突變會導

致結構的不穩定，但由於每一種工具的預測結果不盡相同，不同突變目標之殘基

的能量值都互有勝負，因此無法輕易比較所有突變種的穩定與不穩定性。 

 為了進一步比較所有突變種的穩定與不穩定性，吾人使用下列計算方式來進

行評分。首先，將每種預測工具計算出的自由能變化值都常規化(normalize)至 100

分，即把該殘基原態及其 19個突變種之能量變化值最大者定義為 100分，其餘者

則等比例縮放，接著把每種預測工具計算出的分數，以其資料庫(database)的數目

來做加權計算，排序出每個殘基各自的 1-20名，其中第 1名即代表最不穩定的突

變種，而第 20名則表示最穩定的突變種，綜合分析結果如表 4.1.1所示。 

 

表 4.1.1 綜合分析不同生物資訊工具預測突變能量變化之結果 

殘基編號 最穩定突變種 最不穩定突變種 

115 F115W F115A 

116 R116I R116S 

117 F117Y F117A 

118 N118I N118H 

*Glycine與 Proline因本身即容易破壞原本的二級結構[275]，所以不列入排序中 

 

當將特定殘基進行突變時，造成結構不穩定的因素主要是由於側鏈性質的改

變，包括立體障礙從大變成小，極性變成非極性，或是帶電變成不帶電等。依據

上述因素的影響程度，能決定突變前後穩定性的改變程度，如在殘基 115 中，當

把 Phenylalanine(F)突變成結構相似，同樣是苯環類的 Tryptophan(W)時，整體而言

仍較穩定；而當突變成立體大小差異較大的Alanine時，其結構就明顯變得不穩定。

其中，結構的相似度可以參考 BLOSUM62陣列[276]的轉換分數。 
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4.1.2  HγDC及其突變種的聚集傾向預測結果 

本研究使用多種生物資訊工具預測 HγDC 在突變後的聚集傾向，此處將原態

HγDC的聚集傾向當作標準，若計算出的聚集分數大於原態時，便視為是更容易產

生聚集，將所有結果整理如表 4.1.2。從大方向來看，預測出聚集傾向較高的組別

大多位於殘基 R116以及 N118，表示當對於此兩個殘基進行突變時，HγDC是比較

容易發生聚集的。而這兩個殘基的突變種在能量的預測上，是會變得比較穩定的，

其理由有二：第一是根據蛋白質的能量漏斗圖[277]，如圖 4.1.2，可以發現蛋白質

在原態時，其能量僅是相對左右兩邊來得低，即為暫時穩定的狀態，但若在極端

環境(如高溫或 pH 值低)下使之能量提升，則會變成去摺疊(unfolding)的型態，接

著當系統要趨向穩定而能量下降時，有比較大的可能會變成不規則聚集(amorphous 

aggregates)或是形成類澱粉纖維(amyloid fibril)；第二是由於殘基 115-118原本就是

被預測出可能發展出 β-sheet結構的區間，當變成結構類似的突變種時，其可能仍

具有高聚集傾向，而其結構改變造成的能量變化並不大。 

 

表 4.1.2以多種生物資訊工具預測 HγDC的聚集傾向一覽表 

生物資訊工具 聚集傾向較原態高之突變種 

PASTA2.0 R116I, R116V, N118I, N118V 

TANGO N118F, N118I, N118L, N118V, N118V, N118W, N118Y 

AGGRESCAN 將殘基R116和N118突變為A, C, F, G, H, I, L, M, P, S, T, V, W, Y

任一種 

WALTZ R116I, R116W, R116Y 

FoldAmyloid 將四個殘基突變為 C, F, H, I, L, M, V, W, Y 任一種 

Zyggregator F115W, R116K, F117W, N118T 

Discovery Studio 2016 R116F, R116I, R116L, R116V, R116W, R116Y, N118F, N118I, 

N118L, N118Y 

 

由於不同的生物資訊工具使用不同的資料庫以及演算法，因此預測結果都略

有出入。吾人選出上述預測結果中，有最大交集的組別 R116I以及 N118I，即被多 

種預測工具判定為聚集程度較高的突變種，而這兩個突變種在表 4.1.1都是屬於穩 

  



doi:10.6342/NTU201700794

 

72 

 

 

圖 4.1.2 蛋白質多種形態之能量漏斗圖[277] 

 

定的。從結構來分析，當側鏈從帶正電的 Arginine(R)或是具高極性的 Asparagine(N)

變成高疏水性的 Isoleucine(I)，搭配鄰近且具疏水性的 Phenylalanine(F)時，會將整

個區間的疏水區裸露出來，而 HγDC為了減少疏水區的裸露，就可能會發生聚集。

另外，根據 Cornish 等人的研究指出[278]，當突變成具有 β-branched 的胺基酸(如

Valine、Isoleucine等)時，容易因為立體結構其較大的使得螺旋(helices)結構瓦解，

即較容易使得結構開展(unfolding)；當結構更開展時，蛋白質為了達到較穩定的狀

態，會有聚集或形成類澱粉纖維的可能。本研究的結果 R116I 與 N118I 皆為有

β-branched的突變種，與過去研究有一致的結果。 

 然而，生物資訊工具大多以蛋白質序列(sequence)以及特定的熱力學性質

(thermodynamic properties)進行預測，與真實情況仍有一定程度的不同，因此在本

研究中僅先以生物資訊工具進行初步的預測，將原先 76個突變種縮減為 8個，再

接著使用分子動力學進行模擬，深入並真實模擬蛋白質結構的變動。 
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4.2 探討 HγDC及其突變種於動力學下的結構變化 

為了探討 HγDC 及其突變種在動力學模擬下的結構變化，此節先利用 RMSD

與原態接觸分析探討結構的穩定性與開展程度，並使用 AGGRESCAN3D 與

Discovery Studio 2016來計算聚集傾向。在綜合比較之後，進行不穩定區域 115-118

的結構分析，包括 RMSF、DSSP以及親疏水程度分別探討殘基結構擾動以及二級

結構與三級結構的變動。除此之外，吾人將模擬系統分別設定在 pH7、343K以及

pH7、425K的環境中，並討論比較之。 

 

4.2.1  RMSD分析結果 

Root mean square deviation (RMSD)常用來探討結構的改變，藉由計算每個原

子與參考結構原子的距離方均根隨時間變化，可以了解分子結構在模擬過程中的

改變為何，其在 343K與 425K的分析結果分別如圖 4.2.1與圖 4.2.2所示。 

在 343K的環境下，大多數突變種在 100 ns的 RMSD值都與原態差異不大，

大約在 0.25~0.3 nm間，唯一 RMSD值較大的突變種是 N118H，約在 0.35~0.4 nm

左右，是為較不穩定的突變種；另外，F115W 自 70 ns 起，RMSD 值持續下降至

0.2~0.25 nm左右，略低於原態，是為較穩定的突變種。在 425K的環境下，原態

的 RMSD 值在 50 ns 時約在 0.5 nm 左右，與大多數的組別沒有明顯差異，其中

RMSD值變化較大的突變種為 N118H，其值在 40 ns後上升至約 0.8 nm，是較為不

穩定的突變種；而F115W與F117Y在50 ns時的RMSD值分別約為0.42與0.30 nm，

是比原態較為穩定的突變種。 

結合不同溫度下的結果，可以合理推論N118H為較不穩定的突變種，而 F115W

與 F117Y 是較穩定的突變種。此結果也與表 4.1.1 所列之最穩定突變種與最不穩

定突變種的結果相符合。 
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圖 4.2.1 HγDC與其突變種在 343K下 RMSD值隨時間變化圖 

(檔案路徑名稱：Sean_Thesis_Figure/4.2.1.tif) 

 

圖 4.2.2 HγDC與其突變種在 425K下 RMSD值隨時間變化圖 

(檔案路徑名稱：Sean_Thesis_Figure/4.2.2.tif) 
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4.2.2  原態接觸(Native contact)分析結果 

原態接觸是分析蛋白質摺疊程度的一項指標，透過計算蛋白質中每個原子在

原態下的接觸情形，分析計算蛋白質隨時間的開展程度，當原態接觸分率下降時，

蛋白質的結構會比較開展，其在 343K與 425K的分析結果分別如圖 4.2.3與圖 

4.2.4所示。 

在 343K 環境下，雖然 HγDC 原態的原態接觸分率在模擬過程中是最小的，

F117A的原態接觸分率是最大的，但在 60 ns後已無明顯的不同，此差異應為模擬

前期的未平衡狀態；在 100 ns 時，HγDC 原態與其突變種的原態接觸分率都在約

0.77~0.81間，沒有太大的差異，即結構並無明顯的開展。在 425K環境下，F117Y

在 50 ns 時的原態接觸分率約為 0.72，是開展程度最小的突變種，其次是 F115W

與 R116I，其值約為 0.67，而其他突變種的原態接觸分率都在約 0.6~0.63間，與原

態沒有明顯的差異。 

 

圖 4.2.3 HγDC與其突變種在 343K下原態接觸分率隨時間變化圖 

(檔案路徑名稱：Sean_Thesis_Figure/4.2.3.tif) 
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圖 4.2.4 HγDC與其突變種在 425K下原態接觸分率隨時間變化圖 

(檔案路徑名稱：Sean_Thesis_Figure/4.2.4.tif) 

 

綜合比較不同溫度下的結果，雖然在 343K環境下的開展程度沒有明顯差異，

但在 425K 下，可以發現有三個相對於原態較不開展的突變種，分別為 F115W、

R116I與F117Y。其中F115W和F117Y在RMSD的結果被判定為較穩定的突變種，

與此結果相符合。 

 

4.2.3  聚集傾向(Aggregation Propensity)分析結果 

雖然現今能預測蛋白質聚集傾向以及可能發生聚集區域的生物資訊工具已越

來越多，但大多數都以蛋白質序列作為演算的方法，為了更精確瞭解蛋白質在動

力學模擬下的聚集傾向，本研究使用 AGGRESCAN3D與 Discovery Studio 2016來

計算 HγDC 與其突變種在模擬過程中的聚集分數，其中分數越大表示聚集傾向越

高，反之則較低。 
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AGGRESCAN3D的計算結果如圖 4.2.5以及圖 4.2.6，為了觀察方便，將原態

HγDC在 0 ns時所計算出的聚集分數平移至 0，若結果為正表示其突變種比原態更

容易產生聚集，反之則否。在 343K環境下，R116I的聚集分數在所有時間點都大

於原態，表示此種突變對於造成蛋白質聚集的影響較為顯著，而N118I在 80 ns後，

聚集分數也有變高的傾向；另外，F115A以及 F117A的聚集分數則在 60 ns後開始

變小，表示其相對來說比較不容易有聚集的傾向。在 425K環境下，發現 F115A、

R116I與 R116S在 40~50ns時，其聚集分數都能高達接近 40左右，明顯比原態來

得高，是較可能產生聚集的突變種；而 F117A與 F117Y在 50ns時，聚集分數都是

較小的，為較不易產生聚集的突變種。綜合比較不同溫度下的結果，可以發現 R116I

是較為容易產生聚集的突變種，而 F117A 則為較不易產生聚集的突變種。其中

R116I於 4.1.2節中，也被生物資訊工具預測為較有可能產生聚集的突變種之一。 

 

 

圖 4.2.5 以 AGGRESCAN3D計算 HγDC與其突變種在 343K下之聚集分數隨時

間變化圖 

(檔案路徑名稱：Sean_Thesis_Figure/4.2.5.tif) 
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圖 4.2.6 以 AGGRESCAN3D計算 HγDC與其突變種在 425K下之聚集分數隨時

間變化圖 

(檔案路徑名稱：Sean_Thesis_Figure/4.2.6.tif) 

 

以 Discovery Studio 2016的計算結果如圖 4.2.7與圖 4.2.8，同樣將原態 HγDC

在 0 ns的聚集分數平移至 0進行調整。根據結果可以發現，在 343K環境下，R116I

的聚集分數隨著時間演進都是最高的，即最有可能產生聚集的突變種；而 F117A

以及 N118H的聚集分數為最低的兩組，為較不容易產生聚集的突變種，其餘的組

別則沒有明顯較大或較小的差異。在 425K 環境下，R116I、R116S 與 N118I 的聚

集分數在 20 ns後都明顯高於原態，是聚集傾向較高的突變種，而 F115W、F117Y

與 N118H的聚集分數在 50 ns則是較小的組別，是聚集傾向較低的突變種。綜合

比較不同溫度下的結果，可以推知 R116I應具有較高的聚集傾向，而 N118H的聚

集傾向則是較小的。 
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圖 4.2.7以 DS 2016計算 HγDC與其突變種在 343K下之聚集分數隨時間變化圖 

(檔案路徑名稱：Sean_Thesis_Figure/4.2.7.tif) 

 

圖 4.2.8以 DS 2016計算 HγDC與其突變種在 425K下之聚集分數隨時間變化圖 

(檔案路徑名稱：Sean_Thesis_Figure/4.2.8.tif) 
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綜合比較 4.2.1至 4.2.3的結果，吾人將各組別最後 20 ns之 RMSD值、原態

接觸分率以及聚集傾向值進行平均，並加減一個標準差，若其範圍與原態所得出

之範圍有重疊，則表示無顯著差異，可能仍在擾動範圍間；若範圍無重疊，再進

一步判斷其值為較大或較小，整理結果如表 4.2.1所示。F115A、F115W的穩定性

與開展程度與原態沒有太大的區別，聚集傾向也是有大有小無法判定；R116I、

R116S、F117A、N118I 的結構穩定性和開展程度都與原態差不多，然而 R116I 的

聚集傾向極為顯著地大，F117A 的聚集傾向極為顯著地小，另外兩者則是與原態

沒明顯差異；F117Y為結構較穩定且較無開展的突變種，然而聚集傾向是略小的；

最後是 N118H的突變種，其結構會變得比較不穩定，而聚集傾向是略為減少的。

過去研究蛋白質結構穩定性與聚集傾向的文獻指出，蛋白質因突變造成結構的不

穩定，會降低其聚集傾向[279]。 

 

表 4.2.1 HγDC突變種之結構穩定性與聚集傾向與原態比較一覽表 

突變種 

穩定性 

(RMSD) 

開展程度 

(Native contact) 

聚集傾向 

(AGGRESCAN3D) 

聚集傾向 

(DS2016) 

343K 425K 343K 425K 343K 425K 343K 425K 

F115A = = = = - + = + 

F115W = = = = = = - = 

R116I = = = - = + + + 

R116S = = = = = = = + 

F117A = = = = - - - = 

F117Y = + = - = - = = 

N118I = = = = = = = + 

N118H - - = = = + - - 

  *穩定性：+表示結構較原態穩定，-表示不穩定，=表示無明顯差異 

  *開展程度：+表示結構較原態開展，-表示不開展，=表示無明顯差異 

  *聚集傾向：+表示聚集傾向較原態高，-表示聚集傾向低，=表示無明顯差異 

 

分子動力學的模擬結果與 4.1.1節與 4.1.2節的預測結果大多符合，如 F115W

為殘基 115 的最穩定突變種，N118H 為殘基 118 的最不穩定突變種，以及 R116I

與 N118I為聚集傾向最高的突變種等。然而，結構穩定性與聚集傾向在本研究中，
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並沒有一致性的關聯。為了進一步瞭解 HγDC 聚集相關的結構改變，吾人挑選聚

集傾向最大的 R116I以及最小的 F117A為目標突變種，以 RMSF、DSSP以及計算

疏水面積對 HγDC之不穩定區域(殘基 115-118)進行分析。 

 

4.2.4  RMSF分析結果 

RMSF可以用來計算各殘基在模擬過程中的擾動情形，於 343K以及 425K環

境下的分析結果分別如圖 4.2.9 與圖 4.2.10 所示。在 343K 環境下，原態、R116I

與 F117A在模擬過程中，殘基 115-118的擾動值都約 0.23 nm左右，幾乎沒有差異。

在 425K的環境下，R116I突變種在殘基 115-118的 RMSF值最大約為 0.57 nm，大

於原態的 0.47 nm，而 F117A在殘基 115-118的 RMSF值最大為 0.42 nm，略小於

原態。雖然在 343K的分析結果沒有明顯的差異，但就 425K的結果而言，可以推

論為聚集傾向的程度，可能來自於此不穩定區域的擾動情形。 

 

 

圖 4.2.9 HγDC與其突變種在 343K下 RMSF值結果圖 

(檔案路徑名稱：Sean_Thesis_Figure/4.2.9.tif) 
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圖 4.2.10 HγDC與其突變種在 425K下 RMSF值結果圖 

(檔案路徑名稱：Sean_Thesis_Figure/4.2.10.tif) 

 

4.2.5 二級結構分析結果 

在蛋白質進行去摺疊或是形成聚集時，通常會伴隨著二級結構的改變，本節

使用 DSSP 演算法計算 HγDC 與其突變種在模擬過程中二級結構的變化，並以百

分率的方式呈現之，在 343K 與 425K 環境下的結果分別如圖 4.2.11 與圖 4.2.12

所示。在原態結構中，殘基 115-118的二級結構應屬於 bend，位於 motif-3上，鄰

近 motif-4，連接著前端的 α-helix(殘基 111-114)與後端的 β-sheet(殘基 122-127)。

在 343K環境下，原態、R116I與 F117A在殘基 115-118區域的二級結構沒有明顯

的改變，大多仍是以 bend的形式存在。在 425K環境下，雖然整體的 β-sheet減少，

且前端的 α-helix(殘基 111-114)有被瓦解的趨勢，但原態、R116I與 F117A在殘基

115-118區域仍然無二級結構的變化。在 RMSF結果中，三者在此區域雖然有擾動

的差異，但可能還沒有達到能影響二級結構的擾動程度。 
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圖 4.2.11 HγDC在 343K下各殘基二級結構於模擬過程中之存在百分率 

(檔案路徑名稱：Sean_Thesis_Figure/4.2.11.tif) 

 

圖 4.2.12 HγDC在 425K下各殘基二級結構於模擬過程中之存在百分率 

(檔案路徑名稱：Sean_Thesis_Figure/4.2.12.tif) 
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4.2.6 親疏水程度分析結果 

為了瞭解 HγDC在模擬過程中三級結構的變化，吾人計算殘基 115-118之疏水

面積隨時間的變化，於 343K與 425K的結果分別如圖 4.2.13與圖 4.2.14。結果發

現在 343K的環境下，R116I之殘基 115-118的疏水面積約在 4.5~5.0 nm2，大於原

態的 4.0~4.5 nm2，而 F117A之殘基 115-118的疏水面積則約為 3.0~3.5 nm2，明顯

小於原態，且在 343K與 425K有一致性的結果。根據疏水面積的計算結果，可以

推論突變種的聚集傾向可能也與此不穩定區域的親疏水程度有所關聯，當疏水面

積越大時，其聚集傾向可能就越高，反之亦然。 

 

 

圖 4.2.13 HγDC與其突變種之殘基 115-118在 343K下疏水面積隨時間變化圖 

(檔案路徑名稱：Sean_Thesis_Figure/4.2.13.tif) 
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圖 4.2.14 HγDC與其突變種之殘基 115-118在 425K下疏水面積隨時間變化圖 

(檔案路徑名稱：Sean_Thesis_Figure/4.2.14.tif) 

 

本節以分子動力學模擬八個突變種分別在 pH7、343K與 pH7、425K環境下結

構的變化，在綜合比較結構穩定性與聚集程度後，分別找出最容易產生聚集的突

變種 R116I 以及最不容易產生聚集的 F117A，而這兩個突變種的結構穩定性都與

原態差異不大。進一步分析其結構的改變，發現雖然二級結構無顯著的改變，但

在 RMSF結果可以推測聚集傾向與不穩定區域 115-118的擾動呈正相關，且疏水區

域的裸露也與聚集傾向有關聯，過去研究亦有提及疏水區域的裸露為造成蛋白質

聚集的原因之一[280]。 

 定性分析可能造成聚集的原因，在 R116I 的組別中，當突變成有 β-branched

的 isoleucine(I)時，因其立體障礙可能會使原本的結構瓦解，進而有更大的擾動以

及疏水區域的裸露，進而產生聚集，此部分在 4.1.2節已有提過。而在 F117A的組

別中，因殘基 115-118在前人研究中就被判別為較不穩定的區域，當突變成無任何

特殊官能基且穩定的 alanine(A)時，就有可能使得原本的聚集傾向下降。過去研究
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即有以 alanine(A)作為突變目標，掃描對蛋白質功能扮演重要角色的殘基為何之技

術[281]。 

 另外，就基因突變的觀點來看，在本研究中所挑選出之 R116I 與 F117A 之兩

突變種，根據圖 4.2.15所示，可以得知不論要進行 RI或是 FA的突變，至少

都需要兩個密碼子(codon)的突變。然而在生物演化過程中，因連續兩個密碼子造

成突變的機率是趨近於零的，因此在未來進行進行實驗來驗證本研究之模擬結果

時，需要把問題納入考量才是。 

 

 

圖 4.2.15 胺基酸與對應之基因密碼子(codon)一覽 

http://openwetware.org/wiki/Image:Codontable2.gif 

 

  

http://openwetware.org/images/a/a4/Codontable2.gif
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4.3 探討小分子抑制 HγDC聚集之能力與機制 

除了以單點突變探討 HγDC不穩定區域(殘基 115-118)的結構穩定性與聚集傾

向之外，本研究還利用分子對接模擬，嘗試在 16種小分子中選出最具有抑制 HγDC

聚集能力的小分子，以作為治療因 HγDC 聚集引起之白內障的可能療方。本節先

將 HγDC與 16種小分子進行對接，選出能量較穩定者，再以分子動力學於 343K、

pH 7的環境下模擬之，並且進一步分析兩者間的作用力。 

 

4.3.1 分子對接結果 

在本節分子對接模擬使用的 HγDC 結構，為過去本實驗室以酸性條件(pH 2)

模擬在 196 ns之結構，其結構在此時有四組新生成的 β-sheet，包括本研究的目標

區域 115-118，如 2.2.3節與圖 2.2.6所述；而小分子的選用則參照表 2.3.4。在對

接之前需先初步判斷對接的位置，HγDC共有 6個能進行對接的位置(site)，其中僅

有 site 5和 site 6和殘基 115-118相鄰，前者屬於 HγDC外側的位置，而後者則是

處於 HγDC內的位置，如圖 4.3.1所示。 

 

圖 4.3.1 HγDC與小分子對接之位置示意圖 

(檔案路徑名稱：Sean_Thesis_Figure/4.3.1.tif)  
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 對接結果如表 4.3.1所示，列出 HγDC與每個小分子對接後的能量最穩定的前

三名。比較 site 5和 site 6，發現在 site 5的位置與小分子都可以進行對接，而 site 6

卻僅有肉鹼(L-carnitine inner salt)、鄰香蘭素(Ortho-vanillin)以及 5-羥基-1,4-奈醌

(5-hydroxy-1,4-naphthoquinone)能進行對接，而這三個小分子的分子量分別為

161.20、174.15與 152.15，比起其他小分子都小很多(見表 2.3.4)，因此可以合理推

測位於內側位置的 site 6，所具有的空間可能不夠大到足以容納其他較大的小分子，

以致於無法進行對接；而處於在外側位置的 site 5則是較無空間上的問題，所以都

可以對接。另外，從能量值來分析，小分子對接在 site 5的能量值大多都小於 0，

而能順利對接在 site 6的小分子，其能量值都非常大，分別約為 800、300、700 kJ/mol，

表示 site 5比起 site 6應是較為穩定，因此接著針對 site 5來分析。 

  

表 4.3.1 HγDC與小分子對接能量一覽 

小分子名稱 

(結構檔來源) 

Cdocker Energy (kJ/mol) 

(Site 5) 

Cdocker Energy (kJ/mol) 

(Site 6) 

Pose1 Pose2 Pose3 Pose1 Pose2 Pose3 

槲皮素 Quercetin 

(pdb code: 5AUW)[282] 
-28.77  -27.10  -26.30  N/A N/A N/A 

氯原酸 Chlorogenic acid 

(PubChem, CID=1794427) 
-15.76  -15.41  -14.85  N/A N/A N/A 

肉鹼 L-carnitine inner salt 

(PubChem, CID=10917) 
-23.46  -19.10  -18.59  867.87  905.51  N/A 

2,9-二甲基-4,10-菲羅 Neocuproine free base 

(PubChem, CID= 65237) 
-0.17  1.34  1.42  N/A N/A N/A 

酚紅 Phenol red 

(PubChem, CID=4766) 
-3.83  -2.32  -1.58  N/A N/A N/A 

鄰香蘭素 Ortho-vanillin 

(PubChem, CID=8991) 
-12.66  -11.55  -11.40  308.02  323.74  362.75  

2,2-,二羥基二苯甲酮 

2,2-dihydroxy-Benzophenone 

(PubChem, CID=69150)** 

9.48  9.31  8.77  N/A N/A N/A 

5-羥基-1,4-奈醌 

5-hydroxy-1,4-naphthoquinone 

(pdb code: 3B7J)[283] 

-12.64  -12.56  -11.95  677.84  694.56  737.34  



doi:10.6342/NTU201700794

 

89 

 

天青藍 C  Azure C 

(PubChem, CID=68277) 
-8.89  -8.49  -7.96  N/A N/A N/A 

精氨酸乙基醚 

L-arginine ethyl ester dihydrochloride 

(PubChem, CID= 45073230) 

-26.25  -24.93  -24.70  N/A N/A N/A 

楊梅素 Myricetin 

(pdb code: 4GQR)**[284] 
-32.98  -32.18  -29.26  N/A N/A N/A 

迷迭香酸 Rosmarinic acid 

(pdb code: 4PWI)**[285] 
-33.53  -29.55  -28.74  N/A N/A N/A 

白藜蘆醇 Resveratrol 

(pdb code: 5CR1)**[286] 
-12.58  -11.83  -11.22  N/A N/A N/A 

薑黃素 Curcumin 

(pdb code: 4PME)**[287] 
-31.12  -29.37  -24.71  N/A N/A N/A 

亞甲基藍 Methylene blue 

(pdb code: 2YVE)[288] 
-0.44  0.40  0.42  N/A N/A N/A 

兒茶素 Epigallocatechin gallate 

(pdb code: 3OOB)[289] 
-32.34  -31.41  -30.42  N/A N/A N/A 

  *N/A表示對接能量過高或是有幾何障礙導致無法有效對接 

  **表示原結構有誤，吾人予以修正之 

 

根據對接能量值來挑選，找出前五個最穩定的HγDC-小分子複合物(complex)，

分別有薑黃素(Curcumin)、兒茶素(Epigallocatechin gallate)、楊梅素(Myricetin)、槲

皮素(Quercetin)以及迷迭香酸(Rosmarinic acid)，並初步分析其對接後的交互作用力，

如圖 4.3.2所示。雖然這五種小分子與 HγDC形成的作用力不盡相同，但仔細比較

可以發現，這些小分子大多具有苯環以及 OH 基團，前者能與苯環類的殘基產生

pi-pi 作用力，後者則可能有靜電作用力或氫鍵的形成；且吾人發現在苯環上外接

兩個 OH 基團時(即二酚)，比較容易產生 pi-pi 作用力與氫鍵作用力，但若苯環上

外接三個 OH基團時(即三酚)，則幾乎沒有上述的作用力。由此可知，雖然小分子

都有類似的結構，但對於能產生作用力的要求仍是有一定的限制。另外，小分子

除了與殘基 115-118鄰近之外，也與殘基 102-106接近且有作用力，亦可能對於穩

定此複合物有重要的影響。 
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圖 4.3.2 HγDC與小分子對接作用力分析結果(A)薑黃素(Curcumin) (B)兒茶素(Epigallocatechin 

gallate) (C)楊梅素(Myricetin) (D)槲皮素(Quercetin) (E)迷迭香酸(Rosmarinic acid) 

(檔案路徑名稱：Sean_Thesis_Figure/4.3.2.tif) 
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在初步分析 HγDC 與五種小分子的對接作用力後，接著以分子動力學模擬此

複合物在動態環境下的穩定程度以及結構的變化。其中環境設定為 pH 7、343 K。 

 

4.3.2 質心距離與最短距離分析結果 

為了判斷 HγDC 與小分子在模擬過程中，是否仍保有作用力，吾人分別計算

HγDC與小分子兩者的質心(center of mass)距離與最短距離，結果如圖 4.3.3與圖 

4.3.4。從結果可以發現，五種小分子在模擬過程中與 HγDC 的距離並沒有太大的

變化，表示兩者間仍有一定程度作用力存在。然而，其複合物存在何種作用力以

及作用力的強度則在 4.3.6節討論之。 

 

 

圖 4.3.3 HγDC與小分子的質心距離隨時間變化圖 

(檔案路徑名稱：Sean_Thesis_Figure/4.3.3.tif) 
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圖 4.3.4 HγDC與小分子的最短距離隨時間變化圖 

(檔案路徑名稱：Sean_Thesis_Figure/4.3.4.tif) 

 

 

4.3.3  RMSD分析結果 

 為了瞭解 HγDC與小分子對接後的結構穩定性，以 RMSD分析 HγDC結構的

穩定性，結果如圖 4.3.5。在只有 HγDC的組別中，其 RMSD值在 50 ns時約上升

至 0.34左右；在有對接小分子的組別中，唯有對接槲皮素(Quercetin)的 RMSD值

明顯低於只有 HγDC的組別，約為 0.25~0.3間，其他小分子對接之 RMSD值都與

只有 HγDC的組別沒有太大的差異，約為 0.35左右。由此結果，吾人可以推測槲

皮素(Quercetin)對於穩定 HGDC結構的能力是最好的，但詳細情況仍以分析其對

接作用力作為判斷的依據。 
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圖 4.3.5 HγDC與小分子對接之 RMSD值隨時間變化圖 

(檔案路徑名稱：Sean_Thesis_Figure/4.3.5.tif) 

 

 

4.3.4  凡德瓦力與氫鍵作用力分析結果 

蘭納-瓊斯勢(Lennard-Jones potential)能用來模擬兩個電中性的分子或原子間

交互作用勢能，此處計算整個系統的交互勢能(potential energy)，結果如圖 4.3.6。

只有 HγDC的組別於 0 ns時，其能量明顯高於有對接小分子的組別，表示在有對

接小分子的系統是較穩定的。隨著時間演進，只有 HγDC 組別的能量雖有下降的

趨勢，但在 50 ns時仍略高於其他組別。除此之外，比較對接不同小分子的組別，

其能量並沒有明顯的差異，可見就凡德瓦力分析而言，其穩定 HγDC 的能力都是

差不多的。 

氫鍵作用力在分析在蛋白質與小分子對接時，也屬於非常重要的一種作用力。

在此計算蛋白質與小分子在模擬過程中出現氫鍵的次數，並取平均值，結果如表 
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4.3.2 所示。根據結果可以得知楊梅素(Myricetin)與迷迭香酸(Rosmarinic acid)在模

擬過程中具有的氫鍵較多，平均次數分別為 1.74與 1.60。 

 

圖 4.3.6 HγDC與小分子對接之凡德瓦力隨時間變化圖 

(檔案路徑名稱：Sean_Thesis_Figure/4.3.6.tif) 

 

表 4.3.2 HγDC與小分子在模擬過程中出現氫鍵之平均次數 

小分子 
薑黃素 

(Curcumin) 

兒茶素 

(Epigallocatechin  

gallate) 

楊梅素 

(Myricetin) 

槲皮素 

(Quercetin) 

迷迭香酸 

(Rosmarinic acid) 

平均氫鍵

數目 
1.12 1.36 1.74 1.32 1.60 

 

 然而，蛋白質與小分子的作用力並非只有凡德瓦力與氫鍵作用力，還包括疏

水影響力(hydrophobic effect)以及庫倫靜電作用力等，吾人將在 4.3.6節將深入探討

之。 
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4.3.5 RMSF分析結果 

RMSF能用來分析各殘基在模擬過程中各自的擾動程度，結果如圖 4.3.7，並

分別探討主要對接的兩組殘基 102-106以及 115-118。在殘基 102-106中，其擾動

值都約在 0.1~0.15 間，不僅較鄰近殘基的擾動小之外，不同小分子對接的組別也

無明顯的差異。從 HγDC 有無對接小分子的結果差異不大來推測，此區域可能本

身即很穩定。在殘基 115-118中，與薑黃素(Curcumin)對接組別的 RMSF值上升至

0.3左右，而與兒茶素(Epigallocatechin gallate)對接組別的 RMSF值也上升至 0.2左

右，但在只有 HγDC的組別之 RMSF值僅約在 0.1~0.15間，其餘的對接組別則略

小於只有 HγDC 的組別。由上述結果可以推測，薑黃素(Curcumin)與兒茶素

(Epigallocatechin gallate)雖然能與 HγDC進行對接，但可能因其產生的交互作用力

不如其他小分子，使得結構上有較大的擾動。 

 

圖 4.3.7 HγDC與小分子對接之 RMSF值結果圖 

(檔案路徑名稱：Sean_Thesis_Figure/4.3.7.tif) 
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4.3.6 對接作用力分析結果 

前幾節主要以概略性的方式探討 HγDC 與小分子間的相互關係，在本節將分

析兩者間所有的作用力，並加以比較之。吾人將分析的作用力包括疏水影響力

(hydrophobic effect)、氫鍵(hydrogen-bond)作用力、庫倫靜電力(coulomb electrostatic 

force)、苯環-苯環(aromatic-aromatic)作用力、苯環-硫(aromatic-sulphur)作用力以及

陽離子-苯環(cation-aromatic)作用力，其相關的計算標準如表 4.3.3。 

 

表 4.3.3 對接作用力計算標準一覽表 

作用力 截斷半徑 (Å) 

疏水(hydrophobic) [290] 5.0 

氫鍵(hydrogen-bond)[291] 3.5 for O.N；4.0 for S 

庫倫靜電力(coulomb electrostatic force)[290] 6.0 

苯環-苯環(aromatic-aromatic)[292] 4.5 to 7.0  

苯環-硫(aromatic-sulphur)[293] 5.3  

陽離子-苯環(cation-aromatic)[294] 6.0  

 

 為了涵蓋上述所有的作用力，吾人將截斷半徑設定為 6.0 Å，計算 HγDC所有

重原子(即非氫原子)與小分子之所有原子的距離，當兩原子的距離小於 6.0 Å即被

判定為 contact。此法根據模擬的軌跡檔，計算 HγDC 每個重原子與小分子每個原

子被判定為 contact的次數，除以總計算次數，即可算出 contact的分率。結果如圖 

4.3.8 至圖 4.3.12，其中有產生作用力的殘基主要包括 91-93、99-108、114-117 等

三個區間。另外，將 HγDC重原子的編號與對照表列於表 4.3.4。 

 

表 4.3.4 HγDC重原子編號與殘基對照表 

HγDC重原子 

編號 
對應殘基 

HγDC重原子 

編號 
對應殘基 

HγDC重原子 

編號 
對應殘基 

742-749 LEU91 843-850 ILE102 895-900 CYS108 

750-761 TYR92 851-859 GLU103 938-948 ARG114 

762-770 GLU93 860-870 PHE104 949-959 PHE115 

822-825 GLY99 871-877 THR105 960-969 ARG116 

826-834 GLN100 878-886 GLU106 971-981 PHE117 

835-842 MET101 887-894 ASP107   
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圖 4.3.8 HγDC與薑黃素(Curcumin)交互作用力之分析圖(A)全圖 (B)局部放大圖 

作用殘基：LEU91(742-749)、TYR92(750-761)、MET101(835-842)、ILE102(843-850)、

GLU103(851-859)、PHE104(860-870)、ARG114(938-948)、PHE115(949-959) 

(檔案路徑名稱：Sean_Thesis_Figure/4.3.8.tif) 
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圖 4.3.9 HγDC與兒茶素(Epigallocatechin gallate)交互作用力之分析圖 

(A)全圖 (B)局部放大圖 

作用殘基：MET101(835-842)、ILE102(843-850)、GLU103(851-859)、

PHE115(949-959)  

(檔案路徑名稱：Sean_Thesis_Figure/4.3.9.tif) 
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圖 4.3.10 HγDC與楊梅素(Myricetin)交互作用力之分析圖(A)全圖 (B)局部放大圖 

作用殘基：MET101(835-842)、ILE102(843-850)、GLU103(851-859)、

PHE104(860-870)、GLU106(878-886)、ASP107(887-894)、CYS108(895-900)、

ARG114(938-948)、PHE115(949-959) 

(檔案路徑名稱：Sean_Thesis_Figure/4.3.10.tif) 
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圖 4.3.11 HγDC與槲皮素(Quercetin)交互作用力之分析圖(A)全圖 (B)局部放大圖 

作用殘基：GLY99(822-825)、GLN100(826-834)、MET101(835-842)、

ILE102(843-850)、GLU103(851-859)、ARG116(960-969) 

(檔案路徑名稱：Sean_Thesis_Figure/4.3.11.tif) 
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圖 4.3.12 HγDC與迷迭香酸(Rosmarinic acid)交互作用力之分析圖 

(A)全圖 (B)局部放大圖 

作用殘基：LEU91(742-749)、GLU93(762-770)、GLY99(822-825)、GLN100(826-834)、

ILE102(843-850)、ARG114(938-948)、PHE115(949-959)、ARG116(960-969)、

PHE117(971-981) 

(檔案路徑名稱：Sean_Thesis_Figure/4.3.12.tif)  
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比較 HγDC 與不同小分子的對接作用力圖，發現不同的小分子會與不同的殘

基接觸，並產生不同的作用力。吾人透過三個面向來比較結果： 

 

1. 接觸 HγDC 殘基的數目：若小分子能與越多的殘基相互作用，表示此小分子的

大小與位向都能與蛋白質殘基的形狀匹配(match)，即可能會有較強的作用力。根

據此面向，薑黃素(Curcumin)與迷迭香酸(Rosmarinic acid)是可能具有較多作用力的

小分子。 

2. 小分子的使用程度：若小分子有較多的原子(官能基)能與 HγDC 作用，越能將

此小分子的功能都發揮到淋漓盡致，即表示 HγDC 與小分子間可能會有較強的作

用力。根據此面向，薑黃素(Curcumin)、楊梅素(Myricetin)與槲皮素(Quercetin)幾乎

所有的原子都與 HγDC 產生作用力，可能為作用力較多的小分子；其餘兩個小分

子則有少部分區域未與 HγDC產生作用力。 

3. 與不穩定殘基(115-118)的鍵結情形：由於 HγDC 之殘基 115-118 為過去研究中

不穩定的區域，所以若能與此區域產生較多的作用力，則較能有效地使蛋白質變

得穩定，進而抑制其聚集。根據此面向，除槲皮素(Quercetin)外，其餘四種小分子

都會與殘基 F115有作用力，且迷迭香酸(Rosmarinic acid)還與 R116以及 F117有作

用力，合理推測其應為較有可能使 HγDC變得更穩定的小分子。 

 

 由於上述第二點描述之小分子使用程度在相互比較下的差異並沒有很大，吾

人不予採用。因此，綜合上述第一點與第三點，吾人推測迷迭香酸(Rosmarinic acid)

為本研究的 16種小分子中，最具有穩定 HγDC結構的能力。 
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5 第五章 結論與建議 

 

 

5.1 結論 

本論文使用電腦模擬的方式探討 HγDC結構之不穩定區域 115-118，吾人先以

生物資訊工具預測單點突變後的結構穩定性與聚集傾向，接著利用分子動力學模

擬 HγDC 與其突變種之結構隨時間的變化情形，藉以瞭解此不穩定區域在 HγDC

中扮演的角色；最後則是使用分子對接的方式，透過分析 HγDC 與小分子對接的

交互作用力，找出最有可能抑制 HγDC 聚集的小分子。吾人將結果分為下列三個

部分： 

 

1. 以生物資訊工具預測 HγDC及其突變種之穩定性與聚集傾向 

吾人以地毯式搜索的方式，將不穩定區域 115-118的 76個突變種，以多種生物

資訊工具分別預測其結構穩定性與聚集傾向。在結構穩定性方面，由於不同生物

資訊工具的預測結果不盡相同，在進行數據整合後，分別得出每個殘基之最穩定

突變種(F115W、R116I、F117Y、N118I)與最不穩定之突變種(F115A、R116S、F117A、

N118H)；吾人推測當把特定殘基進行單點突變時，造成結構不穩定的因素主要是

由於側鏈性質的改變，包括立體障礙從大變成小，極性變成非極性，或是帶電變

成不帶電等。在聚集傾向方面，吾人同樣地整合多種生物資訊工具，找出一致具

有高聚集傾向的突變種 R116I與 N118I；吾人推測當突變成具有 β-branched的胺基

酸時，容易因為其較大的立體結構使得其區間的結構瓦解，使得結構較為開展。 

 

2. 以分子動力學探討 HγDC及其突變種之結構的改變 

吾人進一步以分子動力學模擬 HγDC與上述 8個突變種的結構變化，同時分析

RMSD、原態接觸以及聚集傾向等結果。綜合比較發現，F115A的穩定性、開展程
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度以及聚集傾向都與原態沒有太大的區別；F115W與 F117Y為結構較穩定且較無

開展的突變種，然而前者的聚集傾向與原態沒有明顯的差異，後者的聚集傾向則

是減少的；R116I、R116S與 N118I結構穩定性和開展程度都與原態差不多，但卻

有較大的聚集傾向，其中 R116I 的聚集傾向極為顯著地大；而 F117A 結構穩定性

和原態也差異不大，但其聚集傾向卻是減少的；最後是 N118H的突變種，其結構

會變得比較不穩定，而聚集傾向是略為減少的。 

接著，吾人挑選聚集傾向最大的 R116I以及最小的 F117A為目標突變種，進一

步分析其對於不穩定區域 115-118的影響。在 RMSF結果中，不穩定區域 115-118

的擾動情形依大小排列分別為 R116I、原態、F117A；在 DSSP二級結構分析中，

三者無明顯的差異；在疏水程度方面，依大小排列分別為 R116I、原態、F117A。

因此吾人推論聚集傾向的程度，可能與不穩定區域的擾動情形以及疏水程度有所

關連，而其擾動可能還沒有達到能影響二級結構的程度。 

分析可能造成聚集的原因，在 R116I 的組別中，當突變成有 β-branched 的

isoleucine時，因其立體障礙可能使原本的結構瓦解，此部分在第 1點已提及。而

在 F117A 的組別中，因殘基 115-118 在前人研究中就被判別為較不穩定的區域，

當突變成無任何特殊官能基且穩定的 alanine時，就有可能使得原本的聚集傾向下

降。 

 

3. 探討小分子抑制 HγDC聚集之能力與機制 

吾人以分子對接的方式，將本研究選用的 16 種小分子與 HγDC 進行對接，透

過能量值的排序找出最穩定的 5 種複合物，分別有薑黃素(Curcumin)、兒茶素

(Epigallocatechin gallate)、楊梅素 (Myricetin)、槲皮素 (Quercetin)以及迷迭香酸

(Rosmarinic acid)。接著，以分子動力學模擬整體結構的改變以及分析 HγDC與上

述 5 種小分子間可能產生的作用力。吾人發現雖這 5 種小分子都能與 HγDC 有不

同的作用力，且都能使 HγDC結構變得較穩定，但其中迷迭香酸(Rosmarinic acid)
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與本研究探討之不穩定殘基 115-118產生的作用力最多，推測其為本研究的 16種

小分子中，最具有穩定 HγDC結構的能力。 

因此，根據以上結果，吾人希望藉由分子層面的信息，以更了解 HγDC不穩定

區域的行為，並嘗試找出較可能抑制 HγDC 聚集的藥物，提供未來預防或治療白

內障等相關研究的可能方向。 

 

 

5.2 建議 

本研究主要著重於電腦模擬的部分，雖然能得出 HγDC在分子層面的訊息，但

最終仍須搭配實驗結果相互印證才是。期許未來能以實驗的方式，對 HγDC 進行

突變並測試其結構的改變，以及將本論文提及的多種小分子進行抑制 HγDC 聚集

行為的測試，並相互檢視模擬與實驗的相同與不相同處，藉以更了解 HγDC 的行

為，希望能對於未來預防白內障形成相關的研究有更進一步的幫助。 
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網路資料網站 

 圖 2.1.1 正常水晶體(左)與混濁水晶體(右)折射入射光之示意圖

http://www.improveeyesighthq.com/cataracts.html 

 圖 2.1.4 白內障手術更換人工水晶體之示意圖

http://www.ncascade.com/services/cataract-surgery/ 



doi:10.6342/NTU201700794

 

135 

 

 圖 2.3.1 電腦運算能力進展的趨勢圖

https://www.quora.com/Where-can-I-see-a-graph-of-computing-power-growt

h-for-the-next-38-years-2050 

 圖 2.3.2分子動力學模擬演算流程圖

https://en.wikipedia.org/wiki/Molecular_dynamics#/media/File:Molecular_dy

namics_algorithm.png 

 圖 2.3.3 量子/分子模擬示意圖 http://www.ch.ntu.edu.tw/nobel/2013.html 

 圖 2.3.4 Gromacs模擬流程圖

http://2013.igem.org/Team:Manchester/FabProteinModel 

 圖 2.3.5 Gromacs模擬流程示意圖(A)建立 2*2*2 nm3的盒子(B)在盒中加入溶

劑模型(C)在盒中加入離子(藍:鈉離子,綠:氯離

子)http://2013.igem.org/Team:Manchester/FabProteinModel 

 圖 2.3.7 分子對接模型示意圖

https://en.wikipedia.org/wiki/Docking_(molecular)#/media/File:Docking_repr

esentation_2.png 

 圖 4.2.15 胺基酸與對應之基因密碼子(codon)一覽 

http://openwetware.org/wiki/Image:Codontable2.gif 




