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Experimental Method

其一方法的缺點是只能對
小的蛋白質來作分析。

利用核磁共振現象得到蛋白
質的結構。並不是所有原子
核都能產生核磁共振的現
象。一般常用來偵測的對象
包含了1H、13C和15N。

核磁共振方法(NMR) 

其缺點是要得到蛋白質的
結晶是實驗中最重要也是
最困難的。

利用X-光線繞射的特性，對
已經結晶的蛋白質進行繞射
實驗，然後再將所得到的數
據加以分析，就可以得到結
構 。

X-光繞射
(X-ray Diffraction) 

缺點原理方法

目前利用實驗方法得到蛋白質的結構有下列兩種方法，但是這些方
法有個共同的缺點，就是需要較多的時間，才能得到結構。

Theoretical Model
因此，科學家就想利用電腦計算方式來獲得蛋白質結
構，以加快定出蛋白質三度空間結構的速率。

由於目前已知資料庫中，完整地蛋白質序列數量已遠
遠超過所解出的蛋白質結構數量，而且利用實驗方法
解出蛋白質結構不是太耗時間，就是受到一些限制而
無法定出結構，因此，利用電腦計算的方式來計算出
蛋白質結構已逐漸受到矚目。大致可分為下列三種方
式：
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Theoretical Model

此方法完全靠電腦計算，而
且需要大量的計算。

利用熱力學的原理，考慮氨基酸和溶
液的所有交互作用力，從一級結構開
始，來計算出蛋白質的三級結構。

重頭起算法

Ab initio

需要大量的計算量，且只能
針對蛋白質的核心作預測。

直接將目標序列套上已知結構的相似
序列，然後作能量的計算 (MD,SA, 
Energy Minimize)，然後依照序列順序
跟結構排列的法則，來找出符合要求
的分子。

摺疊辨識法

Folding 
Recognition 

遇到序列相似度很低的時
候，就無法預測或是預測的
結果可信度很低。

將未知的目標序列跟蛋白質結構資料
庫(PDB)作序列比對，來尋找出最好
的模板(Template)，來當作模型將序列
穿進去，然後再作最佳化的運算，來
獲的目標序列的蛋白質結構。

同源模擬法

Homology 
Modeling 

缺點原理方法

接下來我們將對理論模型中最可靠的方法─同源模擬法─來做進一步的講解。

Homology Modeling (同源模擬法)

同源性模擬法(Homology modeling)又可稱為比較性模擬法
(comparative modeling)或知識基礎性模擬法(knowledge-base 
modeling)。因為這一個方法可以快速模擬出蛋白質的三度空
間結構。因此，目現已有利用這個方法模擬出整個酵母菌
(yeast)基因體的所有蛋白質結構。

同源性模擬法的基本假設是特定的胺基酸序列會構成特定的
蛋白質結構。主要是利用現存已解出的結構為模板(由核磁共
振(NMR)或是X光繞射(X-ray diffraction)所解出的結構)，模
擬出未知結構蛋白質序列 (protein sequence)的三度空間結
構。一般來說，當所要解的蛋白質序列(target protein)和模板
(template)之間的序列相似度越高，所模擬出來的結構越正確
也越可信。
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合理的蛋白質分子模型必須滿足下列條件 :

與X光晶體學或多維度NMR光譜實驗數據相互
比較後，可相互驗証。

和蛋白質分子之生物特性實驗結果相符。

提供詳細的資料，以供分子結構和功能相關
研究用。

Homology Modeling (同源模擬法)

一旦模擬出蛋白質結構並建立合理的分
子模型後，進一步利用結構來探討和功
能相關的胺基酸，再配合實驗方法加以
驗証，不但可以大幅縮減實驗嘗試的時
間，也可以大幅降低實驗成本。
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Homology Modeling 分成六個步驟：

Step1:
選擇參考的蛋白質分子(Template)。

Step2:
目標分子(Target)和參考分子的胺基酸序列比對。

Step3:
建立目標分子核心部份的分子骨幹。

Step4:
產生各結構守恒區域之間鬆散分子鏈的結構。

Step5:
目標分子結構修正微調。

Step6:
三維分子結構的檢驗和證實。

Nat. Struct. Biol. 7, 986-990, 2000

Step1:
選擇和目標蛋白質分子相關的參考蛋白質分子

考慮兩個條件 : 
1.目標分子和參考分子間序列相似的程度

2.參考蛋白質分子已知結構的準確性

若在目標蛋白質所屬的家族中，有一個以上的蛋白質結構已被解出，且目標蛋
白質和參考蛋白質序列相似程度在25%以上時，一般而言，此方法的成功機率相
當的高。

若沒有精確的蛋白質結構可供參考，或序列相似度低於25%，此方法的成功的機
率就不高，此時需利用其他實驗數據的協助，例如是否參考和蛋白目標蛋白的
功能是否類似。
例如 HIV-l ( HIV-RT ) 中 reverse transcriptase， ( 反轉媒) 的 polymerase 區域，唯一
已知結構的參考蛋白質是 E.Coli的 DNA polymerase ( Pol-I ) ，雖然兩者序列類比程度低
於 25% ，但兩者具有極相近的功能而且由 affinity- labelling chemical modification 實驗
中確認出關鍵的對應胺基酸lysine，提供重要的證據支持以 Pol-I 的結構做為建立HIV-
RT模型的參考分子，因為目前只有Pol-I的α碳原子座標，因此HIV-RT模型的準確度受到
Pol-Iα碳原子準確度的影響。
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Step2:比對目標和參考蛋白質分子的胺基酸序列

整個程序中最關鍵性的步驟，胺基酸序列比對即決定目標分子序列中對應於核心
分子骨幹及鬆散分子鏈的各個段落，對產生正確三維結構有關鍵性的影響。

當序列相似程度大於50% 時，很容易將兩序列對齊。相似程度低於50%時，則需一
些額外的資料才能得到可靠的對齊序列，困難之處在於確認序列中適當的基準
點。這基準點必須都存在於參考和目標蛋白質分子胺基酸序列之中，並具存在結
構和功能上的重要性，這些基準點提供兩蛋白質分子正確的結構對應關係，找尋
基準點的方法有幾種:

1.將參考及目標分子與同一系統內其他蛋白質分子序列排列比對，以各分子序列對應相同
序列段落做為基準點

2. 將數個可能的參考分子的結構重疊，確認出雙硫鍵cystein的位置
進行特定位置的胺基酸更換 ( site-directed mutagenesis ) 在參考和目標蛋白質分子做

affinity-labelling chemical modification實驗等等，都有助於基準點的確認。

在對齊兩胺基酸序列時，只有在轉折 (turn ) 及鬆散分子鏈 ( 1oop ) 的區域內才可
進行胺基酸段落的插入、刪除和更換，厭水性的胺基酸應限制在蛋白質分子核心
部份的分子骨幹上。

Step3:產生目標分子核心部份的分子骨幹

利用參考分子的核心部份分子骨幹的結構為基礎，將胺基酸換成目標分
子對應位置的胺基酸。

核心部份分子骨幹的胺基酸的更換只會政變二級結構元素的相對位置和
取向，而不致於破壞這些結構元素或三級摺疊的一般特性，而且在這個
區域要做的胺基酸插入或刪除的機會很小，修改 後可再利用位能函數來
調整各胺基酸的位置。為了避免造成分子核心部份分子骨幹結構的重大
改變，這部份的修改是逐步進行的，一個一個胺基酸分別處理。在需要
進行胺基酸插入或更換時，同時要決定該胺基酸支鏈部份的分子構形。
做胺基酸更換時，被更換胺基酸支鏈部份的一個或多個扭角x的值是採用
原參考分手對應胺基 酸支鏈部份的對應扭角值，支鏈中其他部份的扭角
值則由蛋白質結構資料庫中找尋最合理的值代人。在插入額外胺基酸
時，胺基酸支鏈部份的所有扭角都要指定適當 的數值，當所有原子都有
指定的座標值之後，再以分子力學方法能量最小化程序消除可能的原子
重疊的情況。
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Step4: 產生鬆散分子鏈部份的結構

兩種方法
1.資料庫裏搜尋具有相同胺基酸序列的片段並借用其座標資料直接代人
2. 利用能量能計算方法直接產生合理的原子座標。

資料庫搜尋方法，能產生短分子鏈 ( 4-6 個胺基酸 )或由重複出現的
基本結構式樣構成的中等大小的分子鏈之結構。適用範圍受限於蛋白質
結構資料庫內已知結構的數量、種類和多樣性。小段的分子序列本身即
具較小 的分子構型空間，並且出現的機會較多，比較適合這種方法。

能量計算方法直接估算這分子片段可用的分子構形空間中重要的區域，
以系統式或隨機式的程序進行分子構形搜尋，用這種方式可處理到長度
為9的胺基酸序列，並且可產生和已知相似結構以外的分子構形，增加
結構的多樣性。處理較長的分子鏈時，由於系統化的分子構形搜尋中各
自由度排列組合產生極大的構形空間，能量計算方法需要很大的計算資
源。為了降低計算量，這部份的計算可分成兩個階段，

能量計算方法

第一個階段中先忽略不計胺基酸的支鏈部份 ( glycine 和 proline 的支鏈部
份保留到B-碳原子為止 ) ， 即皆當作 alanine 處理，先在這分子骨幹的分子
構形空間內做能量最小化計算，找到合理的分子骨幹構形後，

第二階段中將支鏈部份結構考慮進來，以能量最小化的方式計算各支鏈部分的
分子構形。在做能量最小化計算時，為了考慮鄰近支鏈部份的影響，需將所有
支鏈同時處理。為保證得到適當的低能量分子構形，可用模擬退火法
( Simulated Annealing ) ，

因蛋白質分子較鬆散部份的分子鏈出現在分子的表層部份，在決定這部份分子
構形時要考慮和溶劑分子的作用。

實際上，資料庫搜尋和能量計算方法是合併使用的。先由資料庫提供近似的結
構再以能量最小化或分子運動方法做調整。在搜尋的過程中也可加人能量的計
算以增加搜尋的效率。
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Step5: 修正最後的分子結構

在產生鬆散部份的分子鏈結構階段可能得到數
個合理的分子構形，若不止一段的分子鏈各具
有幾種可能的分子構形，則要考慮各段落分子
構形的組合構形，再進行整體的結構調整和修
正。若鬆散部份的結構來自資料庫，資料庫現
存的資料可能無法適當代表可用的分子構形空
間，因此要在這個階段利用分子運動學方法來
修改分子結構，並借此辨出能量最低的分子構
形。

Step6: 蛋白質分子結構的驗證

所建立的分子模型正確與否必須和該蛋白質的實驗數據做比較。
例如溶劑分子的可接觸性，胺基酸堆積密度、厭水性或帶電荷或
極性胺基酸的位置，分子靜電位場分佈和溶解自由能等等實驗測
量值。
另外用分子運動學方法來探測是否所得到的分子構形是停留在穩
定的能量最小的區域或是停留在很淺的局部能量最小區域，由
epitope mapping， site-specific mutagenesis， affinty-labelling
chemical modification等實驗所得的實驗數據也有助於檢驗預測的
分子模型是否合理。

以上這六個步驟是一個週期，一般而言需要反覆幾次的預測和校
正檢驗的程序，最後才得到可靠的分子模型。
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結論：

同源性建模方法預測蛋白質的三維結構，有其限
制: 

蛋白質分子中可供作參考的蛋白質結構及式樣的多樣性
很有限。

在同源性很低時，兩胺基酸序列比對，以及在鬆散分子
鏈部份的三維結構模擬都有待進一步改進和發展。

在簡化位能函數及提供計算效率及處理溶劑效應方面仍
有待努力。

應用：

此一個方法可以應用在蛋白質突變研究
(mutation)、活性位置研究 (active site) 與
藥物設計等。能夠減少在實驗上、製藥
上所須的時間。
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軟體：

SWISS-MODEL

http://www.expasy.org/swissmod/SWISS-MODEL.html
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SWISS-MODEL 
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選項 (Options)：
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利用 Swiss-PdbViewer 直接寄送任
務到 SWISS-MODEL SERVER 
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Homology modeling 的實做方法：

Homology modeling可分成兩種：全自動及手動調整。

全自動Homology modelling: (前一章節)
直接連線到SWISS-MODEL Server，點選First Approach 
mode，將蛋白質序列貼上，並填上正確個人資料，便可以

得到Modeling的結果。

手動調整Homology modelling：
可以利用Swiss-Pdb viewer進行序列比對的調整或是進行site-
directed mutagenesis 之後，再直接寄送到SWISS-MODEL 
Server，進行Homology modeling。
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蛋白質序列的內容如下
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在此選擇1tnrA跟2tunA為模版，
先下載儲存到硬碟中。
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將兩條template蛋白質序列進行alignment：

Window alignment 點選2tunA 

Fit Magic fit 會出現一個對話視窗，

告知以1tnrA 為 reference 點選ok 

Fit Generate structural alignment

註：若出現錯誤訊息"These structure seems 
to be too badly....."，請先把fasl sequence 
layer關掉，再進行structure alignment，之

後再將fasl sequence load 進來。

Target seq與template seq 序列比對
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設定電子信箱


