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分子模拟技术是人们从分子层次探究生命现象物理原理的重要手段, 被广泛应用于蛋白质等生

物大分子的结构与动力学研究. 自从 20世纪 70年代 Karplus等科学家首次将分子动力学模拟应用

于蛋白质研究以来, 分子模拟技术在生物分子体系研究中的应用范围不断扩展, 深刻影响了生物物

理学与分子生物学研究的基本范式. 生物大分子的结构动力学涉及皮秒到毫秒甚至更长时间尺度,

如何精确表征具有复杂能量面特征的生物大分子结构与动力学的多尺度特性是生物分子模拟领域

的核心难题. 通过物理、化学以及计算机科学等多个领域科学家近 50年的不懈努力, 人们在生物分

子力场准确度提升、各种相互作用的准确描述和计算、增强采样与自由能计算、高维分子模拟数据

信息挖掘以及多尺度理论模拟算法构建等方面取得了多个突破. 目前, 人们不仅能够实现对一些蛋

白质分子体系毫秒时间尺度的折叠全过程进行分子模拟, 而且能够实现对病毒颗粒、细胞质、甚至

染色质等超大分子体系进行分子模拟, 在推动生命科学研究向定量化转变中发挥了重要作用. 近年

来, 机器学习技术的突飞猛进为解决生物分子模拟中的挑战难题提供了新思路. 人们开始广泛利用

深度学习技术构建高精度分子力场、增强分子模拟采样效率、分析高维复杂的分子模拟数据、提取

结构及动力学特征等, 取得了一系列重要进展. 结合机器学习算法的分子模拟技术已经在生物物理

机制探究、药物设计、结构与动力学预测等基础与应用研究中展现出其实用性与巨大发展潜力.

鉴于机器学习算法在推动生物分子模拟技术发展和生物物理研究中的关键作用, 《物理学报》

特组织本专题, 邀请国内部分活跃在该领域前沿的学者撰稿, 深入探讨生物分子模拟与机器学习融

合应用的最新研究成果, 并对该领域当前面临的重要挑战及未来研究中可能的突破方向进行综述和

展望. 相关论文涵盖了基于机器学习算法的蛋白质分子模拟构象空间搜索、RNA扭转角预测、蛋白

质等生物大分子 pKa 值预测、生物大分子构象过渡态搜索、蛋白质结构模型质量评估、靶标特异性

药物筛选、蛋白质分子设计、高分子塌缩相变和临界吸附相变以及分子体系高维自由能地貌图构建

等十余篇研究和综述论文, 分两期刊出. 这些研究论文和综述从不同的角度展示了国内外该领域的

最新进展和研究现状. 希望本专题有助于读者了解该领域的前沿研究课题, 并能对促进国内生物分

子模拟学术交流发挥作用. 本专题讨论的研究领域涉及多个学科的交叉融合, 且突破性的研究成果

不断涌现, 因此本专题所涵盖的代表性成果和前沿进展介绍难免有所遗漏, 不足之处敬请谅解.

(客座编辑: 李文飞, 王炜　南京大学; 周昕　中国科学院大学)
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专题: 生物分子模拟中的机器学习

生物大分子过渡态搜索算法及其中的机器学习*

杨建宇#    席昆#    竺立哲†

(香港中文大学 (深圳)医学院, 瓦谢尔计算生物研究院, 深圳　518172)

(2023 年 8 月 13日收到; 2023 年 9 月 9日收到修改稿)

过渡态是物理化学家理解和调控生物大分子相关功能微观机制的关键. 因其存在时间极短, 难以被实验

手段捕捉, 全面刻画其结构必须通过物理定律驱动的模拟计算搜索予以实现. 然而, 与化学反应过程只涉及

少量原子不同, 生物大分子的功能性构象变化所涉的原子和坐标数量巨大, 搜索其过渡态将不可避免地遭遇

维数灾难, 即反应坐标问题, 因而催生了多种应对策略和算法. 同时, 随着近年来新型机器学习算法的大量涌

现和日臻成熟, 融入机器学习范式的过渡态搜索算法也已出现. 本文首先回顾和梳理过渡态搜索代表性算法

的设计思想, 包括依赖集合变量的温和爬升动力学 (gentlest ascent dynamics, GAD)、有限温度弦方法 (finite

temperature string, FTS)、快速断层扫描法 (fast tomographic)、基于旅行商的自动路径搜索算法 TAPS, 以及

过渡路径采样法 (transition path sampling, TPS). 然后, 重点介绍 TPS与强化学习融合而成的新型路径采样

算法, 解析强化学习在其中的作用, 并厘清其适用场景. 最后, 我们提出一种将降维算法与 GAD深度融合的

新构想, 讨论研发可保留过渡态信息的新型降维算法的必要性及可行性.

关键词：过渡态搜索, 温和爬升动力学, 路径算法, 强化学习, 生成模型

PACS：87.10.Tf, 87.15.A–, 87.15.H–, 87.15.hp 　DOI: 10.7498/aps.72.20231319

 

1   引　言

生物分子实现功能时, 常伴随着结构的巨大转

变, 即生物分子的功能性构象变化 [1–3]. 利用实验方

法, 往往只能获取上述转变过程前后重要的稳态结

构, 如X射线 (X-ray macromolecular crystallogra-

phy)[4]、核磁共振 (nuclear  magnetic  resonance,

NMR)[5]、冷冻电子显微镜 (cryo-electron micros-

copy, cryo-EM)[6] 等; 或者揭示分子结构变化中的

部分特征, 如荧光共振能量转移 (fluorescence re-

sonance energy transfer, FRET)可给出少数目标

残基间的距离变化 [7] 等. 因此, 仅依赖实验方法难

以阐明生物分子转变过程的完整信息.

全原子 (all-atom)分子动力学 (molecular dy-

namics, MD)是从原子尺度全面描述生物分子动

态行为的标准手段 [8]. 但和化学反应仅涉及反应活

性中心内的数十个原子不同, 构象变化所涉及的原

子数目巨大, 极端情况下可包括溶质的全部原子,

甚至环境中脂类和溶剂分子的原子 [9–36]. 众多的原

子及其三维坐标带来了两个重要的瓶颈.

首先, 在计算效率方面, 复杂大分子百万级的

原子数量意味着需要计算万亿级数量的原子间作

用力, 即使在目前最优的通用硬件上, 人们所能完

成的MD模拟时长也仅在微秒量级 [8,37], 距离生物

分子的实际功能性动力学行为毫秒级的发生时间

仍有巨大差距. 为缓解该效率瓶颈, 数十年来, 人们

发展了各类增强采样算法, 其中较有代表性的算法
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包括副本交换 [38–45], 选择性温度积分增强采样

(selective  integrated  tempering  sampling)[46–49]、

局部抬升 (local elevation)[50–53]、构象洪泛 (confor-

mational  flooding)[54–56]、元动力学 (metadynami-

cs)[57–59]、高斯加速动力学 [60–62] 等.

更为重要的是, 在数据分析层面, 尤其是在提

取过渡态信息这类理论化学家最关心的问题上, 巨

大的原子数量导致了维数灾难. 搜寻过渡态的结构

或特征信息是准确刻画和解释所采样本中动力学

机制的重中之重. 然而, 即使是在采样数据充足的

情况下, 使用不恰当的分析手段 (即机器学习语境

下的降维算法), 过渡态区域都将被扭曲以致相关

信息丢失.

在已有大量模拟数据的场景中, 可借助 tICA

(time-lagged independent component analysis)[63–65]

利用已有数据中蕴含的动力学信息进行降维, 或运

用马尔可夫态模型 (Markov state models)[66–78] 等

分析算法提取动力学信息来应对维数灾难, 并间接

推测过渡态信息. 但这类算法中并不直接含有过渡

态的定义, 因而超出了本文范畴. 对此类算法感兴

趣的读者可参看其他综述 [63,66,68,75–78].

在生物大分子模拟领域, 因其计算效率低下,

数据匮乏是常态, 因此人们对能高效搜寻过渡态的

采样算法需求强烈. 但受限于维数灾难, 仅有以下

两类采样策略可供选择.

1) 依赖 CV的定向降维. 在不具备先验数据

时, 依据直觉猜测少量有物理意义且可能重要的坐

标, 即集合变量 (collective variable, CV), 强行定

向降维到该预选的低维 CV空间, 而后在 CV空间

内搜寻过渡态 [79–95]. 代表性方法: 温和爬升动力学

(gentlest ascent dynamics, GAD)[79–81]、有限温度

弦方法 (finite temperature string,  FTS)[82–87]、快

速断层扫描法 (fast tomographic, FT)[88–90]、基于

旅行商的路径搜索 (travelling-salesman  based

automated path searching, TAPS)[91–95].

2) 非 CV依赖的高维搜索. 事先不降维, 坚持

在高维空间内完成采样和过渡态搜索过程, 事后再

进行降维分析 [96–101]. 代表性方法有过渡路径采样

(transition path sampling, TPS)[98–101].

尽管上述算法已在一定范围内取得成功, 但在

面对复杂生物分子时, 仍面临诸多限制. 其中, 对

于依赖 CV的搜索算法, 最直接的问题便是如何从

较高维度空间中选取合适的 CV; 而对于非 CV依

赖的路径采样算法, 则是计算资源消耗过大和有效

采样率过低的问题.

近年来快速发展的机器学习及相关衍生算法

(如强化学习、生成式建模等), 已成功应用于解决

诸多传统的复杂生物问题 [102–112], 如生物结构预测

及生物分子相互作用的研究 [105], 或基于人工智能

开发蛋白质从头设计算法 [106], 或借助于机器学习实

现蛋白质结构准确预测的 trRosetta线上服务 [107],

或实现生物分子冷冻电镜高分辨率结构重建的解析

算法 [108] 和蛋白质间相互作用位点的快速预测 [109],

以及蛋白质与小分子、RNA等复合物结构性质的

预测 [110,111]. 因此, 将机器学习与现有过渡态搜索

算法进行有效融合, 有望成为未来过渡态搜索研究

实现进一步突破的可行方向.

本文将首先回顾依赖 CV的过渡态搜索算法

的发展历程, 厘清其基本原理及潜存问题. 随后,

聚焦于非 CV依赖的 TPS路径采样算法, 着重介

绍其融合了强化学习的最新版本. 最后, 探讨一种

新型的过渡态搜索策略, 即结合生成模型和 GAD,

在保留原高维空间过渡态信息的低维空间内实现

过渡态搜索. 完整的算法总结已展示于表 1中. 

2   依赖 CV的过渡态搜索算法

x

如前所述, 为了准确阐明生物分子功能性动力

学的微观机制, 需要在传统采样算法的基础上, 发

展可获取上述转变过程过渡态信息的过渡态搜索

算法, 包括依赖 CV[82–95] 和非 CV依赖算法 [96–101]

两大类. 对于依赖 CV的算法, 需在缺乏对体系的

先验数据和认知的条件下, 将高维相空间{  }“定

向降维”至少量的依据经验或直觉定义的 CV上

(arbitrary guess).  而后续的计算采样和过渡态

搜索则发生在由这些 CV构成的低维空间 (CV1,

CV2, ···)内 (图 1(a)).

低维 CV空间中的过渡态搜索, 依照采样开始

时的已知信息可分为非路径算法和路径算法. 非路

径算法以 GAD算法为代表, 而路径算法以 finite

temperature  string[82–87] 和快速断层扫描法 [88–90]

为代表. 前者可在仅有一个稳定态已知时开启过渡

态搜索, 而后者需事先已知至少两个稳定态, 通过

寻找两个稳定态之间的最小自由能路径 (mini-

mum free energy path, MFEP), 而后获得沿路径

的自由能分布确定过渡态位置. 此外, 两者的区别
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表 1    主要过渡态搜索算法的总结分类
Table 1.    Classification of the algorithms for transition state searching.

过渡态搜索算法分类 代表性算法 参考文献 备注

传统方法

依赖CV
Gentlest ascent dynamics (GAD) [79—81] 非路径方法

Finite temperature string [82—87]

路径方法

预设低维 Fast tomographic [88—90]

空间搜索 基于旅行商的路径搜索 TAPS [91—95]

融合AI

不依赖CV
高维空间搜索

Transition path sampling [98—101]

Reinforcement path sampling [113]

保留过渡态
信息的降维

低维空间搜索

融合生成模型及GAD
的过渡态搜索(待研发)

无 非路径方法
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图 1    (a)依赖集合变量的过渡态搜索示意图, 需由生物分子 (以丙戊酸二肽为例)体系所在的高维相空间 (phase space)选取少

量集合变量 CV强行“定向降维”, 后在此低维 CV空间利用非路径类方法或路径方法, 找到过渡态 (Transition State), 并给出微

观机制解释 (mechanism interpretation); (b)非路径类的 GAD算法原理示意图; (c), (d)两类路径类搜索算法原理示意图

Fig. 1. (a) Illustration of the flow-chart of the collective variables (CVs) based transition state searching. A low dimensional space

must be constructed with the CVs, which are arbitrary a priori guess about the mechanism. The transition state(s) is then determ-

ined by either the non-path or path methods. (b) The non-path method GAD. Path methods of (c) finite temperature string and

(d) fast tomographic.
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还有, 前者采样过程是主动“爬山”(即向高能区域

运动, 图 1(b)左红), 而后者是先通过施加外力促

使分子强行翻山越岭得到能量过高的初始路径

(图 1(b)左蓝), 再设法使路径“整体下山”, 落入附

近的最优路径MFEP (图 1(b)左黑). 

2.1    非路径类过渡态搜索

GAD是非路径类过渡态搜索的代表性算法,

在预设的低维 CV空间, 从亚稳态或任意状态出发,

可在低维势能面空间内, 直接完成过渡态搜索 [79–81].

如图 1(b)所示, 此算法的原理为由低维势能面空

间内的任意一点出发, 根据以下规则: 

ẋ = F (x)− 2F̃ , (1a)
 

γṅ = −Hn+ (n, Hn)n, (1b)

F̃ =

(F (x) ,n)n F (x)

γ H

来确定每轮迭代时移动至下一步的位移方向, 即沿

势能函数梯度变化率的最小方向进行小步长移

动, 最终收敛于鞍点位置 (即过渡态). 其中  

 ,    为分子体系在根据当前低维

CV空间内的势能梯度计算得到的作用力; 而 n被

设定为趋近于势能函数海森矩阵最小特征值对应

的特征向量, 即指向曲率最小方向, 其需要基于

(1b)式反复迭代达到收敛, 在此期间,   则控制 

对 n变化的影响能力, 以此消除势能函数中的噪

音. 简单而言, (1)式的规则将引导分子不断沿势

能坡度最缓的方向逆势攀登, 直至收敛停滞于过

渡态. 

2.2    基于路径优化的过渡态搜索

对于基于路径优化进行过渡态搜索的算法, 根

据其输入不同, 可主要分为两类: 1)需要高质量预

选集合变量 CV的路径优化算法, 包括 finite tem-

perature string[82–87] 和快速断层扫描法 [88–90]; 2)基

于路径集合变量 (path collective variable, PCV)

的路径优化算法, 即基于 TAPS算法 [91–95], 此方法

中避免了高质量预选集合变量的困境, 可高效且快

速找到最优转变路径. 当构建完路径优化的低维空

间后, 需要从目标系统的两个稳定态结构出发, 产

生一条较为粗糙的转变路径 [114–116], 而后对此路径

进行迭代优化 (路径整体下山), 并最终收敛于最优

路径 (MFEP)[82–95]; 继而便可通过计算 MFEP的

自由能图景, 准确给出微观转变机制和过渡态信

息 [57–59,117]. 

2.2.1    Finite Temperature String

当基于传统的增强采样算法 (如 steered MD,

climber MD, targeted MD等 [114–116])快速得到描

述目标生物分子过程的转变路径后, 前人发现还需

要通过选取合适的集合变量信息, 来构建低维空间

和完成对初始转变路径的进一步优化, 从而得到最

优路径, 即最小自由能路径 (minimum free energy

path, MFEP). 作为研究此类问题中的代表算法,

finite temperature string的优化策略 [82–87] 较为简洁

(以 swarms-of-trajectories版本为例 [87]), 见图 1(c).

通过对连接转变路径 (由 State A到 State B)的所

有节点, 依次分别完成大量 (swarms)非常短时长

的随机初始速率 MD采样后, 在预选的低维空间

对采样结果聚类, 找到出现概率最高的构象, 作为

代表性的采样节点 (图 1(c)中 sampled node). 这

样做是为了在路径上各节点附近做非常局部的采

样, 从而估计各节点目前所在位置的自由能梯度,

等效于让各节点沿着当前所在位置的自由能梯度

最大方向稍作移动 (下山), 类似于势能最小化问题

中的最速下降法; 通过再优化节点分布来保证相邻

节点间距离相近 (equidistant nodes, 图 1(c)), 进

而得到新一轮的转变路径.

通过不断重复上述迭代策略, 路径将最终收敛

到达最小自由能路径 MFEP. 最终便可通过伞形

采样等 [117] 方法获取沿此 MFEP的自由能景观

(free energy landscape)[82–87], 进而给出微观机制解

释和得到相应的过渡态信息. 

2.2.2    快速断层扫描法

快速断层扫描法与前述的 finite temperature

string方法较为相似, 亦需基于经验或随机预选取

集合变量来构建低维空间 [88–90], 而后在此低维空

间进行路径搜索, 找到MFEP, 如图 1(d)所示:

首先, 在选定的低维度空间内, 均匀选取转变

构象 (每个构象称为节点, 共 N 个节点)来代表初

始转变路径 (由 State A到 State B); 随后, 对于每

个节点, 都在垂直于当前路径的超平面空间内进行

相同时长的 MD模拟采样, 在采样过程中还需引

入 SHAKE算法 [118] 以避免其离超平面空间过远,

同时, 结合自适应偏势MD方法 (adaptively biased

molecular  dynamics,  ABMD)[119] 来提高其采样

效率 ; 接着 , 针对每个节点的采样轨迹 , 直接将

采样的终态结构进行连接, 保存为新的转变路径

物 理 学 报   Acta  Phys.  Sin.   Vol. 72, No. 24 (2023)    248701

248701-4

http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1


(如图 1(d)中黑色虚线代表的第 i 轮结果和黄色虚

线代表的第 i+1轮结果). 按照上述流程反复迭代,

将最终得到MFEP, 及相应自由能景观分布, 从而

阐明其微观转变机制并确定目标过渡态信息.
 

2.2.3    基于旅行商的自动化路径搜索算法

在基于集合变量的搜索算法中, 还存在一种基

于路径集合变量 PCV的新型算法 [120], 即基于旅

行商问题的自动路径搜索算法 (TAPS). TAPS巧

妙地避开了其他路径优化算法中集合变量的选取

问题, 同时基于并行化和 GPU加速, 快速得到较

高维度空间中的最优路径 (MFEP), 给出相应的微

观转变机制和过渡态信息 (图 2)[91–95].

具体来讲, 在使用 TAPS方法时, 需提供目标

生物系统的两个稳态结构和连接其转变过程的初

始路径; 而后从初始路径中确定转变过程中变化

较大的所有结构域 , 并以这些结构域的重原子

(图 2(a)中丙戊酸二肽结构中以球形显示的原

子)为参考, 通过计算构象间均方根位移偏差 (root

mean square distance, RMSD)来评估构象差异 ,

并从初始路径中在保证相邻构象间适度的差异基

础上, 均匀选取构象 (即节点)来代表整个转变过

程; 接着, 基于此少量节点组成的转变路径, 便可

利用 PCV的计算公式得到二维的路径集合变量低

维空间: 即 PCV-s 和 PCV-z. 其中, 对于任意构象

x, 参照目标路径计算得到的 PCV-s 代表其沿路径
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图  2    (a) PCV构建 [120] 和 TAPS Method[91–95,121] 算法原理示意图 ; (b)基于伞形采样方法得到的 TAPS算法确定的 MEK1由

Loop-Out到达 Loop-In转变过程最小自由能路径 (MFEP)的自由能图景及相应的微观转变机制 [92]

Fig. 2. (a)  Illustration  for  the  construction  of  PCV and the  flow-chart  of  the  TAPS method;  (b)  TAPS revealed  the  free  energy

landscape and the transition states for the transition from the Loop-Out state of MEK1 to its Loop-In state[92].
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方向的投影位置; 而 PCV-z 表示其距离参考路径

的平均距离, 见图 2(a)[120]. 通过在此路径集合变量

空间内, 快速完成路径搜索, 将最终确定目标转变

过程的最优路径 (MFEP), 如图 2(a)中基于多维

度标度方法 (multidimensional  scaling  method,

MDS)[122] 得到的二维路径搜索过程展示 , 从黑

色的初始路径快速搜索到达绿色的最优路径

(MFEP).

此处以丙戊酸二肽由 C7eq 到 C7ax 的转变为

例, 完整展示 TAPS进行路径优化的主要过程, 包

括以下四步 (见图 2(a)中下方白色框内的 TAPS

迭代流程).

步骤 1　基于转变路径节点间结构差异 (dx, i)

和节点编号 (i = 1, 2, ···, N)信息, 利用 PCV[120]

构建路径优化的二维空间 : 沿路径方向 , PCV-s

((2a)式)和垂直于路径方向, PCV-z ((2b)式), 而

后从每个节点出发做采样, 采样时在 PCV-s 方向

加入限制偏势, 阻止分子在平行于当前路径的方向

运动, 但允许其在垂直于当前路径的超平面内任意

运动; 同时, 为了后续步骤 4补入节点时能有更多

候选构象 , 在 PCV-s 进行元动力学 (well-tempe-

red metadynamics[123])采样. 

s =

∑N

i=1
ie−λd2

x,i∑N

i=1
e−λd2

x,i

, (2a)

 

z = − 1

λ
ln

(
N∑
i=1

e−λd2
x,i

)
, (2b)

步骤 2　对于每个节点的采样轨迹, 通过获取

最接近轨迹 PCV-z 中位值的结构, 并按照上轮编

号连接为新的转变路径 (蓝色实线).

步骤 3　经步骤 1非局部的垂直空间采样后,

节点顺序很可能已发生改变需要重排. 本算法将节

点重排转化为旅行商问题 [121], 并通过插入虚拟点

(即与其他任何节点间的距离为零)来将旅行商问

题的闭环解转化为节点顺序编号.

步骤 4　去除转变路径范围外节点, 并在距离

较远的相邻节点间补入新节点.

最终, 通过不断重复迭代上述 1—4步的路径

优化过程, 将最终搜索到 MFEP并结合伞形采样

等算法 [117] 得到沿 MFEP的自由能景观分布, 进

而给出微观转变机制解释和确定相应的过渡态

信息.

以 TAPS对丝裂原激活蛋白激酶激酶 (MEK1)

由 Loop-Out状态转变为 Loop-In状态的研究为

例 (图 2(b)), 实验发现其在传递生物信号中时需

经历 Loop-Out态到 Loop-In态的转变, 即两个 α
螺旋 (α0和 α1)的局部翻转以及连接螺旋的 Loop

进入激活口袋; 利用 TAPS方法同时考察上述过

程中涉及的所有重要残基, 在较短的采样总时间

(短于 32.6 ns)内便得到了 MFEP(图 2(a)最右侧

的 MDS结果内的绿色线)[92]; 沿收敛的 MFEP进

一步得到了相应的自由能图景 (图 2(b)), 进而获

得了主要转变机制和两个关键过渡态结构 (TS Ⅰ

和Ⅱ). 此研究所新发现的 R227:L235及 Y229:

E255极性接触作用, 也被成功用于解释实验关于

R227或 Y229的点突变造成MEK1无法激活的现

象 [124,125].

尽管 TAPS算法巧妙地规避了预选 CV空

间定向降维带来的试错成本 , 但仍需选择计算

RMSD所需的原子集作为输入信息. 这意味着在

复杂大分子的过渡态搜索中, 即便 TAPS的整体

效率相比依赖 CV的方法已有大幅提升, 它仍在事

先对所研究构象变化的机制做出了一定假设. 

3   基于路径采样的过渡态搜索

目前所有算法中, 只有以 TPS为代表的路径

采样方法在事先对构象变化机制未作任何假设, 因

为 TPS将构象转变路径直接定义在了高维相空间

内. 传统 TPS通过大量随机的不外加偏执势的无

偏采样, 得到一个过渡路径系综 (transition path

ensemble, TPE), 见图 3(a). 最终通过对 TPE的后

处理分析, 选取合适的集合变量以描述过渡态 [98–101]

(图 3(b)左); 最近, 通过引入强化学习范式 (reinfor-

cement learning), 该方法实现了自适应无偏采样

(图 3(b)右 ), 并采用符号回归 (symbolic  regres-

sion)完成机制解析 [113,126]. 

3.1    过渡路径采样
 

3.1.1    相空间中过渡态的定义 committor
probability

由于 TPS中的路径直接定义在相空间, 相应

地过渡态也无法直接套用低维空间中的鞍点

(saddle)来具象地表征. 假设我们能通过某些 CV
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定义出两个稳定态 A和 B (并同时假设 A和 B中

间不存在第 3个稳定态 C), 那么 A和 B之间的过

渡态就能通过 committor probability来定义.

pA pB

pA + pB = 1

pA =

pB = 0.5

x

对相空间中的任一点, 都可以从其出发运行大

量 MD模拟并统计其中有多少比率分子是在抵达

稳态 B之前到达了 A, 另有多少比率相反在到达

了 A之前抵达了 B. 这两种比率  和  就是这一

点对稳态 A和 B的 committor probability. 显然

在不存在第 3个稳态的前提下   . 相应

地 , 过渡态则可以定义为由相空间内所有  

 的点所组成的集合. 同时, 依据过渡路径

理论 (transition path theory)[96], 我们知道对相空

间中的任一点    而言, 它是属于连接 A和 B反应

路径, 即过渡路径 (transition path, TP)的其中一

点的条件概率是 

P (TP|x)=2pA(x)pB(x) = 2(1− pB(x))pB(x). (3)

pA = pB = 0.5而此条件概率在过渡态上   时将

达到其峰值, 即过渡态上的点是所有相空间点中最

有可能属于某条反应路径的. 这一点对路径采样算

法至关重要. 

3.1.2    Shooting move新相空间路径的生成

xsel xsel ∆x

假设已利用传统增强采样算法 (如 climber

method/steered MD/targeted MD等 [114–116])得到

一条连接 A到 B的转变路径, 便可以在此转变路

径中抽选一个点   ; 随后 , 对   做出微扰  
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B

Markov chain Monte Carlo

Symbolic
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(b)

Reinforcement learning (2023)Transition path sampling (1998)
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(TP|)=2A()B()=2(1-B()B())
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图 3    路径采样算法的基本原理示意图　(a)路径采样中生成新相空间路径的 shooting move; (b)传统过渡路径采样 (左侧)的随

机蒙特卡罗采样与过渡态分析原理 [98–101], 融合强化学习的路径采样 (右侧)在学习过程中不断促进采样起始点选择向过渡态

集中 [113]

pB

pB pB

Fig. 3. Schematics of path sampling methods. (a) Shooting move: select a phase space point on the current path, make a small per-

turbation to this point (redraw random initial velocities) and perform a set of simulations. (b) Path sampling is built upon the com-

mittor probability   . The traditional transition path sampling (left)[98–101] selects shooting points randomly and uses Monte Carlo

for sampling; the transition state is characterized through post-analysis: choosing the CVs with the highest and narrowest distribu-

tion of P(TP|CV); the new reinforcement path sampling (right)[113] chooses shooting points adaptively and directly learns the com-

mittor probability    with maximized P(TP|x). Symbolic regression of    is used for mechanism interpretation.
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xnew = xsel

∆x

(典型做法为根据给定温度的麦克斯韦-玻尔兹曼

随机重置所有分子的初始速率), 而后以  +

 为新的初始条件进行多次无偏 MD模拟采样.

其中, 每次 MD模拟采样的终止条件为此采样路

径到达了目标态 A或 B中的一个; 当这些轨迹中

既有到达过 A也有到达过 B态时, 将到达过 A态

的任意路径和到达过 B态的任意路径连接便成

为由 A态到达 B态的转变路径 . 该过程被称为

shooting move (图 3(a))[127].

xsel

xsel

路径采样过程就是不断迭代选定  , 而后进

行 Shooting的过程. 经过迭代最终会得到从 A到

B转变的路径系综 TPE[128,129]. 但传统 TPS和其

强化学习新版本在  的选择策略上有所不同. 

3.1.3    过渡路径采样的 shooting move策略

xsel在原版 TPS中,   的选择是完全随机的. 同

时, shooting move的迭代是马尔科夫链蒙特卡罗

的串行过程 (图 3(b)左). 因此, TPS天然欠缺并

行化能力. 

3.1.4    从路径系综中提取过渡态信息

pB

P (TP|CV) P (TP|CV)

经 shooting move迭代得到路径系综后, 传统

TPS需要用户自行定义 CV来帮助解释其中蕴含

的机制、提取过渡态信息. 根据 (3)式, 如果所选的

CV能够较好地表征过渡态, 即无限趋近  , 那么

 应该呈现窄而高的分布. 但由于 

无法直接计算, 需要通过贝叶斯推测间接计算: 

P (TP|CV) = P (CV|TP)P (TP)
Peq (CV)

, (4)

P (CV|TP) P (TP)

Peq (CV)

P (TP|CV)

其中  可直接从 TPE计算获得,   需

经额外长时间无偏采样算出 , 而   是 CV

上的平衡态分布, 也需通过额外的伞形采样获得.

在用户选择的 CV中, 以  分布最窄最高

者最能表征过渡态和 A到 B的转变机制 [98–101]. 

3.2    基于强化学习的路径采样

xsel

仔细分析原版 TPS的后处理分析过程, 不难

看出其对蒙特卡罗迭代采样结果的要求较高, 需确

保所得 TPE在过渡态附近有充足样本, 但由于其

 的选择是完全随机, 这在面临较大的生物分子

体系时是难以实现的.

因此, Jung等 [113] 于近期开发了基于强化学

习 (reinforcement learning)的路径采样算法. 与原

P (TP|x)

pB

P (TP|x)

xsel

pB = 0.5

版 TPS仅在数据处理分析阶段隐性地使用 (4)式

不同, 新框架直接将  用作了强化学习中的目

标函数 (通过最大似然估计将其最大化), 用以训练

以深度神经网络表达的 committor probability  

(图 3(b)右). 因此, 在此强化学习过程中,  

的最大化意味着算法会自适应地选择  , 自发将

其聚焦至过渡态附近 (即  , 图 3(b)红线).

pB

pB (x)

而后续对转变机制的解释 , 即神经网络  

物理含义的挖掘则可通过符号回归 (symbolic

regression)达成, 将  的神经网络表达为容易

理解的简单解析式 [125,126]. 

3.3    路径采样算法的适用场景

pA + pB = 1

值得强调的是, 无论是传统 TPS还是强化学

习路径采样, 二者的理论基础都是  , 即

不允许稳态 A和 B之间有第 3个稳定态存在. 这

意味着路径采样只能处理单个能垒, 即只能表征单

个过渡态. 然而, 生物大分子的运动复杂, 亚稳定

态数量众多, 很难保证已知的两个稳定态之间只有

一个能垒. 这也限制了路径采样在生物大分子模拟

中的应用. 

4   融合 GAD与降维算法的可能方案

经过对上述算法的简单回顾, 可以看出近年来

依赖 CV的路径搜索算法和非 CV依赖的路径采

样算法都已呈现与计算机科学和机器学习算法深

度融合迈向自动化的发展趋势, 但依赖 CV的GAD

方法尚无相似案例可循. 我们推测一个可能的发展

方向是将 GAD在低维空间搜索过渡态的能力与

降维算法结合起来. 自然地, 这对降维算法的性能

提出了新的要求. 因此, 有必要先对现有降维算法

的设计思想进行简要梳理. 

4.1    现有降维算法

降维是无监督机器学习的传统分支, 其在生物

分子模拟中的广泛应用已有综述阐明 [130], 此处不

再赘述. 但在目前众多的降维算法中, 显式利用时

间序列信息, 即动力学信息, 进行降维的仅有时间

结构独立成分分析 (time-lagged independent com-

ponents analysis, tICA)方法 [63–65]. 但经 tICA降

维所得的低维 tIC空间已被限定只能是原高维

空间的线性组合, 而能够表征跃迁过程和过渡态的
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坐标很可能是原高维坐标的非线性函数. 其他现存

降维算法, 因在降维过程中, 只关注保留高密度区

域信息 (即稳定态信息), 常会将高维空间过度扭曲

以致过渡态信息丢失 (图 4(a)). 因此, 现存降维算

法都无法与 GAD联用. 

4.2    基于生成模型的可逆降维及过渡态
搜索

近年来, 可逆神经网络和生成模型的发展, 为

研发能够保留过渡态信息的新型降维算法提供了

良好契机. 首先, 通过可逆神经网络, 我们可以期

望利用深度学习训练出一个可以进行双向映射的

生成模型, 即在将高维的全原子轨迹信息映射到某

一低维空间的同时, 拥有把生成的低维空间样本逆

投影回原空间的能力. 这样便可利用 GAD在低维

空间搜得鞍点结构, 再经逆投影自动得到完整的高

维过渡态结构.

当然, 这一构想的实现难点是必须保证在降维

过程中, 低维空间保有和原高维空间一致的动力学

特征以及概率密度信息, 即保留过渡态信息. 这里

我们建议参考 tICA中直接使用动力学信息进行

降维的做法. 此外, 为保障 GAD在低维空间的顺

利运行, 该生成模型应能为低维空间自动拟合出连

续可导的自由能面.
 

5   结　论

生物分子功能机制的有效调控有赖于对其转

变过程微观机制的全面考察, 其中以获取其主要转

变路径中的过渡态信息最为关键. 当预设静态集合

坐标较为容易、可强行定向降维时, 前人开发的GAD

算法、finite temperature string和快速断层扫描

法, 已成功阐明了诸多生物过程的微观转变机制,

但当面对复杂转变过程时, 仍易出现预设集合变量

常不合理, 需要消耗大量资源试错. 近年出现的基

于旅行商的自动路径搜索算法 TAPS, 则有效避免

了集合变量的预设问题, 还在并行化和 GPU加速

的基础上, 提升了自动化程度和过渡态搜索效率.

在完全无需事前降维、不依赖集合变量的路径

采样类算法中, 也已出现了通过融入强化学习思想

实现自适应的高效率采样及过渡态分析优秀变体.

但只能处理单个能垒和过渡态搜寻的特点限制了

这类算法在生物分子模拟中的应用.

因此, 研发可保留过渡态信息的新型降维算法

 

Dimensionality
reduction

Mechanism
interpretation
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high-dim data

Learn ONLY
stable states

(high density regions)

A

B

A

B

TS

(a) Current paradigm

DO NOT preserve TS

Low-dim TS

Unbiased
high-dim data

Generative learning

Preserve TS

GAD

High-dim TS

High-to-low projection

Low-to-high projection

Low-dim
space

(b) Proposed paradigm

图 4    物理化学家需要怎样的降维算法　(a)现有降维算法范式不保留过渡态信息, 不利于机制解析; (b)可能的替代范式, 基于

生成模型研发可保留过渡态信息的可逆降维算法, 并与低维空间搜索过渡态的 GAD联用

Fig. 4. Requirements on dimensionality reduction algorithms by physical chemists. (a) Current paradigm for dimensionality reduc-

tion and the main difficulties  for  the transition state searching.  (b) Proposed alternative paradigm for  transition state searching:

combine dimensionality reduction that preserves transition state information with GAD.
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或是将机器学习进一步融入过渡态搜索的可行方

向. 在此, 我们建议基于生成模型研发此种高质量

降维方法, 并将之与 GAD联用, 从而做到从任意

状态出发, 快速捕捉其周围的过渡态信息.
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SPECIAL TOPIC—Machine learning in biomolecular simulations

Transition state searching for complex biomolecules:
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Abstract

Transition state is a key concept for chemists to understand and fine-tune the conformational changes of

large biomolecules. Due to its short residence time, it is difficult to capture a transition state via experimental

techniques. Characterizing transition states for a conformational change therefore is only achievable via physics-

driven molecular dynamics simulations. However, unlike chemical reactions which involve only a small number

of atoms, conformational changes of biomolecules depend on numerous atoms and therefore the number of their

coordinates  in  our  3D  space.  The  searching  for  their  transition  states  will  inevitably  encounter  the  curse  of

dimensionality,  i.e.  the  reaction  coordinate  problem,  which  invokes  the  invention  of  various  algorithms  for

solution.  Recent  years,  new  machine  learning  techniques  and  the  incorporation  of  some  of  them  into  the

transition  state  searching  methods  emerged.  Here,  we  first  review  the  design  principle  of  representative

transition state searching algorithms, including the collective-variable (CV)-dependent gentlest ascent dynamics,

finite temperature string, fast tomographic, travelling-salesman based automated path searching, and the CV-

independent  transition  path  sampling.  Then,  we  focus  on  the  new  version  of  TPS  that  incorporates

reinforcement  learning  for  efficient  sampling,  and  we  also  clarify  the  suitable  situation  for  its  application.

Finally,  we  propose  a  new paradigm for  transition  state  searching,  a  new dimensionality  reduction  technique

that preserves transition state information and combines gentlest ascent dynamics.

Keywords: transition  state,  gentlest  ascent  dynamics,  path  methods,  reinforcement  learning,  generative
models
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专题: 生物分子模拟中的机器学习

蛋白质结构模型质量评估方法综述*

刘栋    崔新月    王浩东    张贵军†

(浙江工业大学信息工程学院, 杭州　310014)

(2023 年 6 月 30日收到; 2023 年 8 月 1日收到修改稿)

蛋白质模型质量评估方法是蛋白质结构预测的关键技术, 自 CASP7以来一直是结构生物信息学领域的

研究热点. 模型质量评估方法不仅可以指导蛋白质结构模型的精修, 还能够从多个候选构象中筛选出最佳模

型, 具有重要的生物学研究和实际应用价值. 本文首先回顾了国际蛋白质结构预测关键评估竞赛 (CASP)、全

球持续蛋白质结构预测竞赛 (CAMEO)以及单体蛋白和复合物的模型评估指标, 主要梳理了近 5年来包括共

识方法 (多模型方法)、准单模型方法和单模型方法在内的模型质量评估方法的发展历程, 并介绍 CASP15中

的复合物模型评估方法; 鉴于深度学习在蛋白质预测领域所取得的巨大进展, 重点分析了深度学习在单模型

方法数据集生成、蛋白质特征提取以及网络架构构建方面的深入应用, 并进一步介绍了本课题组近年来在模

型质量评估方面开展的工作; 最后, 总结分析了目前蛋白质模型质量评估技术的局限性及所面临的挑战, 并

对未来发展趋势进行了展望.

关键词：蛋白质模型质量评估, 深度学习, 单模型方法, 复合物模型评估
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1   引　言

蛋白质参与生命活动的各个过程, 是生命体的

重要组成部分. 了解蛋白质结构可以进一步揭示生

命过程中生物分子复杂的相互作用机制 [1–3]. 经过

实验科学家近 60年来巨大的努力, 已经解析出了

二十余万种蛋白质结构. 然而, 由于生物实验过程

耗时长且成本较高, 致使实验解析结构仅占已知两

亿多蛋白质序列数量的 0.1%[4], 因此, 通过高效且

准确的计算方法实现大规模蛋白质结构预测成为

50多年来计算生物学家努力的方向 [5]. 广泛使用的

Rosetta[6], I-TASSER[7] 是蛋白质领域经典结构预

测方法, 随着深度学习技术在该领域研究的广泛应

用, 国内外学者陆续提出了 RaptorX[8], trRosetta[9],

AlphaFold2[5], PAthreader[10], ESMFold[11] 等方法.

尤其是 DeepMind和 Meta研究团队基于 Alpha-

Fold2和 ESMFold的方法, 分别构建了约两亿预测

结构的数据库 AlphaFold Protein Structure Data-

base[12] 和约七亿预测结构的数据库 ESM Metage-

nomic Atlas[11]. 针对同一序列, 上述方法预测出的

结构存在显著差异. 为解决此类问题, 模型精度估

计或者模型质量评估方法 (estimation of model ac-

curacy, EMA)[13] 就成为蛋白质结构预测流程中一

个关键的环节. EMA方法主要目的是估计参考结

构与预测模型在整体拓扑 (全局结构)和残基级

别 (局部结构)相似的程度, 并能够进一步实现模

型单残基、连续残基块的拓扑精修, 常用的指标

包括 GDT-TS[14],  TM-score[15],  lDDT[16],  CAD[17],

SG[18] 等.

Moult等 [19]1994年创立的蛋白质结构预测的

关键评估 (CASP) 被誉为蛋白质结构预测领域的
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奥林匹克竞赛. CASP每两年举办一次, 目前开展

了 15届, 已经成为蛋白质结构预测技术发展的风

向标 [20,21]. 在 2006年 CASP7中引入了模型质量评

估方法的评测, 这足以说明 EMA方法对结构预测

的重要性. 此外, 另一个重要的国际赛事CAMEO[22]

自 CASP12之后引入了每周在线的自动盲测评估

服务器, 成为 CASP两年间评测的重要补充平台.

值得一提的是, AlphaFold2在 CASP14中取得巨

大的突破, 使得单体结构预测几乎到达了实验解析

的精度 [23]. 因此, 在 CASP15中接触预测、优化和

单体模型质量评估被取消, 而新增 RNA结构、蛋

白质与配体复合物、复合物结构及其界面的质量评

估类别 [24], 对于复合物评估, 除了全局结构与局部

结构的精度估计之外, 还新增接触界面精度估计,

如 DockQ[25] 和 QS-score[26].

自 CASP7至目前为止, 已经开发出许多蛋白

质模型质量评估方法和在线服务器, 如图 1所示.

本文梳理了最近 5年主流的模型质量评估方法, 主

要分为共识方法 (多模型方法)、准单模型方法、单

模型方法 [27]. 共识方法假设正确的结构包含在重

复结构模式集合中, 通过聚类提取来自多个方法或不

同模板生成的蛋白质结构模型的共识信息, 代表

性方法有 Cheng课题组开发的 MULTICOM系

列 [28–30], Xu和 Shang课题组开发的MUfoldQA系

列 [31,32] 等. 在 CASP7—15评测中, 共识方法在大

多数情况下都比单模型方法表现得更好. 准单模型

方法将单个模型输入的便利性与共识方法预测能

力的优势相结合, 通过内部参考结构生成方法产生

的一组蛋白质结构对预测模型进行评分, 代表性的

方法有 McGuffin课题组 [33–35] 开发的 ModFOLD

系列等. 单模型方法基于单一蛋白质模型特征提

取 (序列信息、几何结构、理化信息), 通过神经网

络来评估残基或者拓扑的质量. 随着机器学习和深

度学习技术在蛋白质结构预测领域广泛、深入地应

用, 单模型方法在性能逐渐与多模型方法持平甚至

超越, 成为 EMA方法中一个热点研究方向, 代表

性的方法主要有 Baker课题组 [27] 开发的 DeepAcc

Net系列、Elofsson课题组 [36,37] 开发的 ProQ系列,

Venclovas课题组 [38–40] 开发的 Voro系列, 杨建益

课题组 [41] 开发的 Yang_TBM, 张贵军课题组 [42–44]

开发的 DeepUMQA系列等.

本文将按顺序介绍 CASP和 CAMEO, 其次

详细讨论蛋白质模型质量评估的指标体系, 包括单

体蛋白、复合物的评估指标以及综合性能分析指

标. 然后, 对近 5年来主流的共识方法、准单模型

方法和单模型方法进行梳理, 并介绍 CASP15的

复合物模型质量评估方法. 考虑到深度学习对蛋白

质领域的影响, 本文重点讨论单模型方法中的数据

集、蛋白质特征和网络架构这三个方面, 并介绍了

本课题组近年来在模型质量评估方面所开展的一

些工作. 最后, 分析给出了蛋白质模型质量评估方

法所面临的一些关键挑战, 并对未来可能的发展趋

势进行了展望.
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图 1    在 CASP中主流的模型质量评估方法

Fig. 1. Mainstream model quality assessment methods in CASP.
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2   国际蛋白质结构预测的关键评估
竞赛 (CASP)和全球连续自动模型
评估竞赛 (CAMEO)

CASP[19] 自 1994年以来, 已成功举办了 15届.

CASP为研究团队提供了一个客观测试蛋白质结

构预测方法的平台, 并为研究团队和软件用户提供

了对蛋白质结构建模最新技术水平的独立评估.

在 CASP7中引入了蛋白质模型质量评估的评测,

其中蛋白质模型结构由三维结构预测组提交, 为评

估模型质量方法提供了测试数据集. CASP的评估

过程分为两个阶段. 在第 1阶段, 通过共识方法为

每个蛋白质目标选择约 20个蛋白质结构模型, 覆

盖了整个模型质量范围进行评估; 在第 2阶段, 选

择前 150个模型用于质量评估. 在这两个阶段中,

EMA方法需要评估每个模型的全局拓扑质量和残

基级别的局部质量 [45,46]. 第 1阶段的结果仅用于与

第 2阶段的结果比较, 以确定 EMA方法是否是单

模型方法 [47]. 在每届 CASP比赛中, 表现最好的

EMA方法通常代表了蛋白质质量评估领域的最新

发展水平.

此外, 瑞士生物信息研究所和巴塞尔大学联合

举办 CAMEO[48] 是一个全球持续进行的蛋白质结

构预测平台, 被认为是蛋白质结构预测领域最重要

的比赛之一. CAMEO中每位参赛者每周对由世界

范围内的结构生物学家最新破解出的 20个蛋白质

结构进行预测. 在 CAMEO-QE中, 预测出的结构

由模型质量评估参赛者进行评估并在线提交. 多

年来, CASP和 CAMEO不断进步和相互促进, 为

EMA研究带来了新的思路和方法, 并推动了这一

领域的不断突破和发展. 

3   蛋白质模型质量的评估指标

蛋白质结构的准确性和可靠性对于理解生命

活动过程至关重要. 为了评估计算方法的性能, 必

须使用有效的评估指标来衡量蛋白质模型的质量.

这些评估指标能够判断蛋白质模型与实验解析结

构之间的相似程度, 并识别模型中可能存在的结构

缺陷或误差, 从而进一步改进和优化模型. 此外,

蛋白质评估指标对于蛋白质设计和药物设计等领

域也具有重要意义. 随着多年来蛋白质结构领域的

发展, 衍生出了多种评估指标, 特别是在最近 CASP

或 CAMEO比赛中采用的指标. 总体上来讲, 这些

指标大致分为“单体结构质量评估指标”和“复合物

结构质量评估指标”, 其中单体结构质量评估指标

主要侧重于局部评估指标和全局评估指标, 下面将

分别介绍一些常用的评估指标及其应用场景. 

3.1    单体结构质量评估指标

对于 CASP评估者而言, 其中一个主要挑战

是定义合适的数值指标, 以量化预测与实验结构之

间的准确度. 在CASP评估过程中, 研究者通过评估

预测模型质量来反映结构预测技术的最新水平 [16].

均方根误差 (root mean square deviation, RMSD)

在 CASP早期作为主要评估标准 [49,50], 然而 RMSD

存在极易受到预测不准确区域的异常值影响、对模

型中的缺失部分不敏感、对参考结构的叠加具有较

高依赖性的问题 [17]. 为了更为客观地评估蛋白质

结构模型的质量, 研究者相应提出了多种评估指标

来综合描述蛋白质结构的质量.

Cα

GDT-score  (global  distance  test  score)[14] 从

CASP4引入以来一直被广泛使用. GDT-score通

过将预测与实验参考结构进行叠合后, 计算模型结

构中某种原子 (如  )落在实验结构对应位置的某

个阈值范围内所得到最大的原子数目. 通常 GDT-

HA使用的阈值为 0.5, 1, 2和 4 Å, GDT-TS使用

的阈值为 1, 2, 4和 8 Å, 计算公式 [14] 如下: 

GDT-TS(Mp,Mr) =
(P1 + P2 + P4 + P8)

4
, (1)

Mp Mr P1‚ P2‚ P4

P8 Mp Cα Mr Cα

其中   是预测模型;    是参照模型;   

和   是   中的   原子与   的   原子距离小

于 1, 2, 4和 8 Å的概率. 此外, 根据所比较的原子

类型, 分为使用侧链的原子 GDC_SC[51] 和全原子

GDC_ALL. 与 RMSD相比, 局部低精度的原子

不会对质量分数产生显著影响. 然而, GDT-score

对于蛋白质的大小具有依赖性. 当蛋白质序列的长

度较短时, 它可能接近于随机选择结构模型. 这种

显著依赖于序列长度的现象使得评分绝对值大小

可能变得毫无意义 [15]. 此外, GDT-score评估中的

缺失片段会导致较低的质量得分, 而类似于 GDT-

score这种基于全局叠加比对的度量方法, 其主要

局限性在具有多个结构域的柔性蛋白质时更为突

出. 全局刚体叠合会由最大的结构域主导, 因此较

小的结构域无法正确匹配, 导致不合适的质量分

数. 而且结构域相对位置轻微变化 (在生物学上可
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能是可以忽略的)可能会强烈影响 GDT-score. 这

导致在 CASP中需要将蛋白质模型分割成评估单元

(AU)来减少结构域的影响, 并对其进行单独评估.

TM-score[15] 利用蛋白质长度相关的数值来消

除之前评估指标中对于蛋白质长度的依赖性. 其

次, 与设置特定距离阈值并仅计算低于阈值误差的

部分不同, TM-score会对齐预测模型与参考结构

之间所有残基对进行评估, 计算公式 [15] 如下: 

TM-score=max

 1

Lref

Laligned∑
i

1

1+

(
di

d0 (Lref)

)2

 , (2a)

 

d0 (Lref) = 1.24
3√
Lref − 1.5− 1.8, (2b)

Laligned Lref

di

d0 (Lref)

di

其中   和   分别是对齐的预测和参考结构

的序列长度,    是指预测蛋白中的残基与参考蛋

白中相应残基之间的距离,   是用来归一化

 的距离. 由于 TM-score是基于两个结构之间单

个叠加比对计算得出的分数, 当蛋白质长度依赖性

对模型评估没有影响时, GDT-score可以在多个阈

值距离下进行评估, 综合考虑了更多的结构信息,

从而提供了更全面的相似性度量 [17].

一般来讲, 单体蛋白全局结构模型质量的评估

指标是从整体拓扑上比较预测结构与参考结构的

相似度, 而局部结构质量评估指标能够细致地分析

蛋白质中局部区域的结构特征和稳定性, 帮助研究

者们识别和定位潜在的结构问题和缺陷.

为了更好地理解单体蛋白质主链中局部原

子的相互作用, 验证其立体化学的合理性. lDDT

(local distance difference test)[16] 通过比较参考结

构中一定范围内较近的、不属于同一残基的原子对之

间的距离进行计算. 如果模型中的距离与参考结构

中的距离在一定的阈值范围内 (如 0.5, 1, 2和 4 Å),

则被认为是符合要求的距离. 通过计算保留距离的

比例, 可以得到预测模型的 lDDT. 其能够捕获结

合位点中的局部几何结构, 并且对结构域的方位变

化不敏感, 使得绝对值分数具有指导性的意义. 并

且, 该指标可用于进一步指导结构模型的精细修正

和拓扑微调.

由于蛋白质的空间结构是通过残基的相互作

用形成, 而这种互作模式可以用空间结构上的接触

表示. 因此, 通过量化蛋白质模型结构的接触预测

相对于参考结构偏差, 并且不需要两个结构之间的

对齐, 从而避免一些叠合对齐的问题. 基于接触面

积差异的评估指标接触区域差异 CAD (contact

area difference)[17], 它通过计算残基之间的接触面

积差异来量化模型与参考结构之间的接触, 计算公

式 [17] 如下: 

CAD(i,j) =
∣∣T(i,j) −M(i,j)

∣∣ , (3a)
 

CADbounded
(i,j) = min

(
CAD(i,j), T(i,j)

)
, (3b)

 

CAD-score = 1−

∑
(i,j)∈G

CADbounded
(i,j)∑

(i,j)∈G
T(i,j)

, (3c)

i j G

T(i,j) M(i,j)

其中   和   代表预测模型和参考结构中的残基,   

是参考结构中的接触残基对的集合,   和 

分别表示参考结构和预测模型中的接触面积. CAD-

score可以单独考虑残基主链和侧链, 具有处理模

型中缺失残基的能力, 并且类似于 GDT-score, 能

够对完整和不完整的模型进行排名. 此外, 另一个

指标是 Sphere Grinder (SG)[18], 通过简单直观的

方式识别预测模型中不正确的区域.

对于单体蛋白质模型的质量评估, 局部指标和

全局指标相互弥补, 有效地揭示蛋白质模型的局部

和整体结构质量, 并为蛋白质结构预测提供更可靠

的指导. 

3.2    复合物结构质量评估指标

随着人工智能技术在单体结构预测领域的突

破, 之前的评估指标更适用于描述单体结构的质

量, 而研究的重点逐步向复合物转移. 为了探究蛋

白质与蛋白质之间的相互作用, 研究者们设计了专

门用于复合物 (多聚体)的评估指标, 这对于预测

复合物的结构发展至关重要.

蛋白质相互作用的关键评估竞赛 (CAPRI)旨

在评估蛋白质对接方法和预测蛋白质与蛋白质相

互作用关系 [52]. CAPRI引入 Fnat, LRMS和 iRMS

指标用于评估模型 [25]. Fnat 衡量了预测复合物界面

中在实验参考结构中界面接触残基所占的比例, 界

面接触被定义为两个相互作用的蛋白质 (受体和配

体)之间任意一对重原子之间的距离在 5 Å以内.

LRMS是在将预测和参考复合物的受体 (两个蛋

白质中较大的一个)进行叠合比对后, 计算配体 (较

小的蛋白质)预测和参考复合物的 RMSD. LRMS

是一个全局指标, 取决于配体的大小. 因此, 在接
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触界面区域的匹配情况中, 它可能不是一个较好的

评估指标. iRMS仅针对接触界面残基的 RMSD,

其接触界面的残基距离范围重新定义为 10 Å以内,

即 Fnat 定义界面阈值的两倍. 虽然这些评估指标

可以量化蛋白质对接模型质量的不同方面, 但在对

模型排序、模型质量与评分函数的相关性分析以及

在机器学习算法中作为目标函数时存在一定限制.

因此, 需要综合考虑多个指标, 以更准确地评估模

型的质量. DockQ[25] 将 Fnat, LRMS和 iRMS综合

到一个介于 0到 1之间的单一评估指标中, 可以更

加定量地评估蛋白质对接模型的质量, 计算公式 [25]

如下所示:
 

RMSscaled (RMS, di) = 1/[1 + (RMS/di)2], (4a)
 

DockQ

=
(Fnat+RMSscaled(LRMS, d1)+RMSscaled(iRMS, d2))

3
,

(4b)

RMSscaled LRMS iRMS (RMS)

RMS di

d1 LRMS d2 iRMS Fnat

其中  表示与  或  中的任

何一项相对应的缩放后的  偏差,   是一个缩

放因子,   用于  ,   用于  .   被定义

为预测的复合物界面中保留的原生界面接触的比

例. 在评估 CAPRI中的蛋白模型时, DockQ几乎

可以重现原始的 CAPRI分类, 这意味着不需要使

用阈值对预测模型进行分类, 并且可以使用 Z-score

来评估模型质量, 类似于 CASP中使用的方法.

在蛋白质与蛋白质对接模型评估指标的发展

历程中, 主要集中在二聚体的相互作用. 然而, 对

于多聚体 (链数大于两条)需要将其分解为二聚体

可能需要大量的比较工作, 并且可能会缺失一些整

体结构的接触界面残基. 因此, 研究者设计了 QS-

score[26] , 用于量化界面之间的相似性, 该相似性

取决于共同的界面接触. 其能够区分不同的多聚体

结构和结合模式, 计算公式 [26] 如下所示:
 

Q =
∑
s(i,j)

w (min (di, dj)) +
∑

n−s(i)

w (di)

+
∑

n−s(j)

w (dj) , (5a)

 

QS-score = (1/Q)×∑
shared(i,j)

w(min(di, dj))
(
1− |di − dj |

12

)
, (5b)

 

w (d) =


1, d ⩽ 5,

e
−2

(
d−5
4.28

)2

, d > 5,

(5c)

d Cβ |di − dj |
w

s

n− s

其中  代表残基之间的欧式空间  距离,  

代表相对误差 (将 12 Å作为最大误差),    是加权

函数. 当涉及的所有残基都被“映射”时, 形成的接

触被定义为  . 而那些接触但未被“映射”的残基对,

或者只在其中一个寡聚体中形成接触被定义为

 . 这里所提及的“映射”是指一个复合物中的

蛋白质链与另一个复合物中蛋白质链之间的对应

关系. QS-score能够评估组装界面的质量, 适用于

比较链的相对方位. 在最近的 CASP15中, 评估者

还使用界面接触分数 (ICS)和接触区域分数 (IPS)

来评估模型. ICS以 F1-score[53] 的形式计算, 用于

衡量预测的链间接触的精准率和召回率之间的关

系. IPS则通过计算模型预测的接触残基与参考结

构接触残基之间的部分, 得出 Jaccard[54] 系数.

伴随着结构预测领域的发展, 复合物结构的评

估逐渐变得尤为关键. 复合物的评估指标可以从多

个独立计算却相关的指标综合成一个评估指标, 并

且可以从二聚体拓展到多聚体的评估指标. 

3.3    评估结构精度估计的指标

模型质量评估 (EMA)是 CASP重要的组成

部分, 理想情况下, EMA方法可以提供与计算的

评估指标分数相关的模型质量估计. 在 CASP14

之前的比赛中约有 70多种参赛方法 [55], 这凸显了

模型质量评估对蛋白质结构预测的重要性, 并且研

究人员通常将模型质量估计整合到建模流程. 蛋白

质模型的精度估计包括了每个模型的全局精度评

估和每个残基的局部精度估计. 此外, CASP对参

赛组进行分别排名, 这些排名通常使用多个评估指

标综合计算得出.

评估全局结构精度估计包含 Top1 loss[47], AUC

(area under the curve)[56], 相关性和绝对误差分

析. Top1 loss用于对比蛋白质结构预测模型的精

度估计, 并选择排名第一的模型作为最佳模型. 在

不同指标下, 计算选定的最佳模型与实际最佳模型

质量的绝对误差. 相关性分析使用 Pearson和 Spe-

arman[57] 来评估预测全局模型与真实模型质量之

间的相关性. 通过绝对误差分析 (MAE或MSE), 分

析不同指标下模型质量预测值与真实值之间的差
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异. AUC[56] 用于判断预测模型质量是否可以接受,

它通过计算 ROC曲线下的面积衡量模型的性能,

而 ROC曲线则反映了在不同质量阈值下, 准确和

不准确模型的真阳性率和假阳性率之间的关系.

局部结构精度评估是在评估单元 (EUs)[47] 级

别进行 .  ASE(average S-score error)[47] 是通过计

算每个残基的 S-score误差的平均值来评估: 

ASE =

(
1− 1

N

N∑
i=1

|S (ei)− S (di))|

)
× 100, (6)

i

(EU) i Cα (ei)

(di)

其中第  个残基的 S-score误差是对预测模型中评

估单元  的第  个  原子的预测距离误差 

和实际距离误差   之间的差值. 通过 LGA[14] 在

评估单元的叠合后, 使用 S-function函数来计算,

N 是评估单元中的残基数目. ULR (unreliable local

region)[47] 是由预测模型中 3个或更多连续残基组

成的区域, 其在最佳叠合下与相应参考结构的残基

之间的距离偏差超过 3.8 Å. 相隔一个残基的两个

ULR将合并为一个ULR. 确定ULR后, 计算它们的

准确度和覆盖率, 并在实际 ULR边界上以及在两

个残基以内的预测被认为是准确预测. 对于每个

CASP评估组, 通过调整阈值计算以最大化平均 F1-

score[53]. 在 CASP中, 组的排名往往是根据蛋白质

目标的评估指标对应平均 Z-score统计, 其中每个

组的 Z-score是对每个目标的结果计算的均值和标

准差, 将 Z-score设置为–2—2.
随着 AlphaFold2在单体结构预测方面的巨大

进展, 几乎解决了单体结构预测问题, 促使 CASP15

将重点转向复合物的预测和模型质量评估. 其中,

整体模型拓扑质量评估采用 GTD-Score和 TM-

Score指标 ; 链间相互作用质量评估采用 DockQ

和 QS-Score进行衡量; 界面接触残基质量评估采

用CAD-Score, lDDT, PatchQS和 PatchDockQ[24]

指标衡量. CASP参赛组的性能往往是通过这些指

标对应的 Pearson, Spearman, AUC和 Loss进行

综合加权给出最终排名.

在蛋白质结构预测领域, 质量评估对于建模过

程具有重要意义. 质量评估指标提供了一种客观、

量化的方法来评估模型的准确性和质量, 同时为改

进和优化建模过程提供了指导和依据. 

4   蛋白质模型质量方法

在最近的 CASP中, 研究者已经开发了许多

方法, 包括共识、准单模型和单模型的质量评估方

法, 主要步骤如图 2所示. 此外, 鉴于复合物模型

评估的重要性, 我们回顾了 CASP15中的复合物

质量评估方法. 最后, 介绍了本课题组近年来在模

型质量评估方面开展的工作. 

4.1    数据集

训练数据集在神经网络中起着至关重要的作

用, 它是神经网络学习和理解模式的基础 [58]. 通过

训练数据, 神经网络可以从中学习到输入与输出之
 

…

单个模型

蛋
白
质
结
构
模
型
的
质
量
分
数

结构之间比对

多个待测模型

模型池
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距离图距离图

.. .. .... .. .. 序列信息

结构信息

理化能量

单模型方法

.. .. .. 序列信息

结构信息

理化能量

单模型方法

参考结构

准
单
模
型

共识

方法

神经网络-S

图 2    模型质量评估三类方法示意图

Fig. 2. Schematic diagram of three methods of model quality assessment.
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间的关联性, 使其能够对新数据进行准确的预测和

推断. 丰富、多样且代表性的训练数据可以帮助神

经网络克服过拟合和欠拟合等问题, 提高模型的泛

化能力和稳定性. 因此, 对基于神经网络的蛋白质

模型质量评估而言, 高质量数据集需要包含不同精

度的结构并且达到一定程度的数量, 这可以使网络

学习到蛋白质的结构与质量的潜在映射关系.

CASP1-CASP15数据集由每届参加 CASP结

构预测组提交的模型构成. 每个蛋白质目标至少包

含 150个预测结构, 这些结构的精度各不相同, 往往

被用于训练和测试模型. 截止至 2023年 6月 28日,

CAMEO-QE数据已经持续评估了 74704个蛋白

质预测模型, 针对每个蛋白质目标的模型数大约

为 10个, 相比于 CASP, 模型的相似度较高且预

测难度较低. AlphaFoldDB和 ESM Metagenomic

Atlas分别是 AlphaFold2与 ESMfold预测的高精

度蛋白质模型数据库. 虽然大部分结构还未通过实

验解析出来, 但是这两个数据集对于蛋白质结构领

域的研究具有重要的意义. Zhanglab服务器中非

冗余的蛋白质目标所生成的诱饵结构包含 3DRo

bot数据集、I-TASSER数据集、QUARK数据集

等. 而DeepAccNet, GNNRefine, DeepUMQA, Deep

UMQA3,  GraphCPLMQA和 GraphGPSM这些

方法都采用大致相同的数据集制作思路: 从 PDB

库中筛选出一批非冗余的蛋白质目标, 通过不同的

方法生成预测模型结构 (Decoys)用于训练神经网

络. 在开发基于深度学习模型质量评估的方法, 往

往可以组合这些数据进行训练, 如表 1所列.
 

4.2    共识方法

共识方法在 CASP蛋白质模型精度评估上具有

显著优势. Cheng课题组 [28–30] 开发的MULTICOM

系列结合了各种质量评估技术, 包括半聚类方法、

单模型机器学习方法以及组合方法. 其中, MULTI

COM-cluster和MULTICOM-construct[29] 在CASP

质量评估测试中表现优异. MULTICOM系列评估

方法通过结合来自 12种不同 EMA方法 (9种单

模型方法和 3种多模型方法)以及 1种蛋白质接触

预测方法 (DNCON2[47])的预测结果, 生成 10个质

量分数作为预训练深度神经网络的输入特征. 对

于MULTICOM-construct, 这 10个质量分数取平

均值. 而MULTICOM-cluster则将 13个初步预测

结果和 10个 DNNs预测结果的组合输入另一个

DNN, 进一步预测最终的质量分数. 该研究方法表

明, 使用残基与残基接触特征可以显著提高该方法

的性能. 在 MULTICOM-AI[16] 中, 基于深度学习

技术和共进化分析, 新增了残基间距离特征, 其计

算一组结构模型中的残基距离与 DeepDist[30] 预测

的距离之间的相关性. 此外, MULTICOM-AI还使

用了基于 DNCON4生成残基间接触特征.

Xu和 Shang课题组开发的 MUfoldQA[31,32]

系列方法, 在 CASP13中涵盖了MUfoldQA_M和

MUfoldQA_T两种方法, 其核心思想是利用一组

参考模型对每个候选模型进行评分. 它们之间的区

别在于选择参考模型和计算给定一组参考模型的

候选模型评分方式. MUfoldQA结合了准单模型的

质量评估方法, 首先通过在 PDB数据库中搜索蛋

白质序列来获得一组模板. 然后, 从候选模型中选
 

表 1    模型质量评估的蛋白质结构数据集 (诱饵)
Table 1.    Protein structure dataset (Decoys) for model quality assessment.

Data sets URLs

CASP https://predictioncenter.org/download_area/

CAMEO https://www.cameo3d.org/

Zhanglab https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/decoys/

AlphaFoldDB https://alphafold.ebi.ac.uk/

ESM Metagenomic Atlas https://esmatlas.com/resources?action=search_structure

DeepAccNet https://github.com/hiranumn/DeepAccNet

GNNRefine http://raptorx.uchicago.edu/download/

DeepUMQA https://academic.oup.com/bioinformatics/article/38/7/1895/6520805?login=true

DeepUMQA3 https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2023.04.24.538194v1.full.pdf+html

GraphCPLMQA https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2023.05.16.540981v1.full.pdf+html

GraphGPSM
https://academic.oup.com/bib/advance-

article/doi/10.1093/bib/bbad219/7197734?searchresult=1#supplementary-data
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择一个子集作为参考模型, 并根据与模板的相似性

对每个参考模型进行评分. 最后, 每个候选模型根

据其与参考模型的相似性进行评分, 并考虑到参考

模型的评分进行加权. 此外, MUfoldQA_G[59] 结

合了蛋白质模板和参考模型的信息, 以优化最大化

皮尔逊相关系数的 QA指标. MUfoldQA_Gr通过

重采样训练数据并训练模型, 学习到更好的共识模

式, 同时最小化了平均GDT-TS误差. MUfoldQA_G

将MUfoldQA_Gr和MUfoldQA_Gp的结果相结

合, 使最终的预测结果接近 MUfoldQA_Gr的低

平均 GDT-TS误差 , 并保持与 MUfoldQA_Gp

结果相同皮尔逊相关系数.

McGuffin开发的 ModFOLDclust2[60] 是一种

基于自动聚类的领先方法, 用于对局部和全局模型

的质量评估. ModFOLDclust2服务器在 CASP9-

CASP14中测试的方法基本相同. ModFOLDclust2

最初的开发目标是减少计算代价, 并提供比 Mod

FOLDclust[61] 更高的预测精度. ModFOLDclust2

的全局质量分数为ModFOLDclustQ和ModFOLD

clust全局质量评估分数的平均值. 为了进行全面

的比较模型, 使用了一种修改后的无结构比对的

Q-measure[62].  ModFOLDclust2的残基的质量评

估分数是直接从ModFOLDclust中获取.

杨建益课题组 [41] 开发 QDistance(Yang_TBM)

是基于 trRosetta预测的残基间距离估计全局和局

部质量. QDistance使用 trRosetta预测查询蛋白

的残基间距离和结构模型. 为了预测每个模型的全

局质量评估分数, 设计了三组特征, 包括基于 2D

距离矩阵比对、势能分数和其他单一 QA方法以

及 1D结构特征比较的特征. 这些特征被输入到线

性回归模型中, 以预测GDT_TS. 为了进行局部QA

预测, 首先选择排名靠前的模型 (根据预测的 GDT_

TS分数), 然后使用共识分析来推断每个模型的局

部质量分数.

clustQ是 Bhattacharya课题组 [63] 基于加权

距离比较的无超聚 (superposition-free)方法评估

质量. clustQ对在序列中相隔较远的残基, 分配了

较高的权重. 这类残基之间相互作用相对于局部短

程相互作用提供了更多的信息, 并且使用基于 Q-

score[62] 扩展的WQ-score对模型之间进行了配对

比较, 以估计预测模型质量精度.

此外, UOSHAN[64] 是基于聚类 SARTclust_G

和 SARTclust_L的评估方法. 在全局和局部评分

中, 根据 SART_G分数对预测模型进行排名, 形

成一个包含前 N 个模型的参考集合. 然后, 将待评

估模型与参考集合中的所有模型进行 TM-score比

对. 对于全局评分, 计算 N 个比较得到的GDT_TS

分数, 并使用 SARTclust_G对这些分数进行加权

平均. 对于局部评分, 计算相应残基之间的 N 个距

离值, 然后使用 SARTclust_G对这些 S-score进

行加权平均. MESHI_consensus[65] 是基于 Light-

GBM[66] 随机森林回归器, 利用结构、序列和共识

特征来估计蛋白质模型的质量. 

4.3    准单模型方法

共识方法在 CASP测试中表现出色, 因为它

们能够利用多个模型之间的信息来生成更准确的

预测. 然而, 共识方法的性能很大程度上受候选模

型池质量和全面性的影响. 如果候选模型池质量较

低或缺乏全面性, 那么共识方法的性能可能会受到

影响. 鉴于共识方法的局限性, 准单模型方法通过

参考其内部方法生成的一组蛋白质结构来评估预

测模型, 从而避免了依赖于候选模型池的问题.

McGuffin[35] 开发ModFOLD系列方法作为准

单模型方法在 CASP测试中表现出色, 其中ModF

OLD6[67], ModFOLD7[68] 和ModFOLD8[33] 在 CASP

评测中表现突出. 它们具有类似的工作流程, 通过

使用不同的单模型和准单模型方法对蛋白质模型

进行独立评估, 并生成局部质量评分. 这些局部质

量评分被视为特征, 并输入到神经网络中, 以推导

出最终的预测的全局评分. ModFOLD6采用了多

个评估方法, 如 ProQ2[36]、接触距离一致性 (CDA)、

二级结构一致性 (SSA)、无序 B-factor一致性

(DBA)、ModFOLD5(MF5s)和 ModFOLDclustQ

(MFcQs). 在 ModFOLD6[69] 中, 为了提高局部质

量预测的准确性和单模型排名的一致性, 它采用了

与之前类似的十种单模型和准单模型方法. Mod

FOLD7还提供了两个版本, 分别是在排序 Top 1

模型方面表现最好的 ModFOLD7-rank和在反映

估计绝对误差方面表现良好的 ModFOLD7-cor.

ModFOLD8[35] 结合了来自 13种评估方法 (包括

9个单模型和 4个准单模型)进一步发挥多个单模

型和准单模型方法的各自优势提高预测准确性.

此外, QMEANDisco[70] 利用与同源模型结构

的距离分布, 使用训练神经网络将多模板 DisCo

分数和单模型 QMEAN[71] 分数加权组合 , 得到

QMEANDisCo复合分数. 
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4.4    单模型方法

随着机器学习和深度学习的发展, 在蛋白质领

域单模型评估方法得到越来越多关注与研究. 这些

方法只需要一个模型作为输入, 并能够表现出与共

识方法相似或更好的性能. 单模型方法可以分为基

于传统机器学习和基于深度学习的评估方法, 并鉴

于深度学习对蛋白质领域的影响, 将对基于深度学

习模型评估方法从特征、网络以及架构展开描述.

基于传统机器学习的单模型质量评估方法通

常使用多种特征作为输入, 包括基于能量的特征、

基本的物理化学特征和统计特征. 例如 SVMQA[72]

方法则将基于势能的特征和基于一致性的特征作

为输入, 使用随机森林算法预测全局质量. 此外,

还通过改变特征组合改善质量得分. MESHI-enri-

ch-server, MESHI-corr-server和MESHI-server使

用机器学习训练的 3种不同损失函数分析对该方

法性能的影响.

对基于深度学习的单模型质量评估而言, 蛋白

质模型特征和网络架构对于方法的性能有关键影

响. 特征可以显性刻画蛋白质的属性, 其中包括蛋

白质的结构特征和非结构特征. 对于结构的特征,

3DCNN[73] 仅利用 3D结构的原始原子密度作为特

征, 没有进行任何特征调整. Ornate[74] 表示基于体

素化特征的蛋白质拓扑结构, 这些体素化特征根据

骨架中原子的方向构建立方图, 描绘了残基及其邻

域. Atom-ProteinQA设计了两个提取几何和拓扑

原子级关系模块. 几何感知模块捕捉输入蛋白质的

几何特征, 生成细粒度的原子级预测, 基于化学键

构建原子级图通过拓扑感知模块的消息传递并行

输出残基级别的预测. 这些方法通过低维空间关系

来表示蛋白质几何模型结构.

对于非结构特征, ProQ3D[75] 采用了基于Rose-

tta能量项的两个特征, 即全原子 Rosetta能量项

和粗粒化中心点 Rosetta能量项. Venclovas课题

组 [38] 开发的 VoroMQA, 将统计势的概念与原子

球的 Voronoi[76] 分割相结合评估模型质量. 其将蛋

白质结构表示为一组原子球, 每个球具有对应于原

子类型的范德瓦耳斯半径分配的空间区域, 并使

用 Voronoi面和球面的三角表示, 接触面积被计算

为对应三角的面积. 其中, VoroMQA-A通过使用

SCWRL4[77] 重构其侧链对输入模型进行预处理,

而 VoroMQA-B在评估之前不会修改输入模型 .

此外, 特别是, 序列信息中在包含潜在的蛋白质进

化关系, 可以提高模型评估的准确性. ProQ4[78] 使

用多序列比对的统计信息熵提升原有评估的精度.

Bhattacharya-QDeepU(QDeep[79] 的变体方法)使

用从全基因组序列数据库与宏基因组数据库合并

生成的多序列比对信息 (MSA)进行训练 .  Voro

CNN-GEMME使用 GEMME[80] 计算了每个残基

的共进化描述符, 其预测了在该序列位置发生突变

对其他每个氨基酸的影响程度, GEMME的输入

也是MSA信息. DeepAccNet-MSA[27] 通过 trRose-

tta[9] 网络将 MSA信息转换为几何约束特征输入

神经网络预测质量分数.

深度学习网络可以捕获蛋白质内部的潜在联

系 .  Venclovas课题组 [81] 开发 VoroMQA-dark是

基于部分 VoroMQA, 通过神经网络 (NN)来预测

局部 (每残基)CAD-score值. 其针对每个氨基酸残

基输出包括 3个 CAD-score: CAD-score-level0是

基于涉及中心残基的所有氨基酸残基间接触 ;

CAD-score-level1是基于涉及至少一个来自中心

残基的第一层邻居 (直接邻居)的所有氨基酸残基

间接触; CAD-score-level2是基于中心残基的直接

邻居和直接邻居的邻居与所有氨基酸残基之间的

间接接触来计算的. 输入向量已经进行了预卷积操

作, 最终只使用了一个全连接隐藏层. VoroCNN[40]

是一种基于深度卷积神经网络的模型质量评估方

法, 它处理无向加权图表示的蛋白质模型. 为了处

理这些图 ,  VoroCNN由一个基于消息传递图卷

积层和一个池化层组成 . 此外 ,  VoroCNN-GDT

网络输出层之前增加了一个 1D卷积层, 以实现在

蛋白质序列上有更好的局部质量预测的平滑性.

Bhattacharya课题组 [79] 提出的 QDeep (Bhatta-

charya-QDeep)采用堆叠式深度 ResNet估计模型

在四个不同距离阈值 1, 2, 4和 8 Å下每残基的误

差. 其中, 4个 ResNet网络独立训练. DeepQA[82]

使用多个特征 (包括能量、物理化学性质和结构信

息)输入到深度置信网络中预测质量, 该网络由受

限玻尔兹曼机 (RBM)[83] 隐藏层和逻辑回归层构成

的网络结构. AngularQA[84] 将原子结构信息转化

为二面角和键长, 并将序列信息通过 LSTM[85] 神

经网络输入. 它使用每个残基作为时间步, 预测模

型的质量, 并考虑LSTM单元的返回值. GraphQA[86]

使用图卷积网络并使用与 ProQ4相同的特征, 将

蛋白质分子转化为具有旋转不变性的图形来评估

质量. tFold [87] 通过更改消息传递网络 (MPNN)[88]
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的图形通用架构, 学习了残基之间的相互作用对模

型进行评分.

通过构建编解码可以更好地利用神经网络的

模块, 以实现更准确的预测. Baker课题组 [27] 开发

的 DeepAccNet是基于一维、二维和三维特征的模

型, 在不同层次上反映蛋白质模型. 它通过对三维

原子网格在旋转不变的局部框架中对每个残基周

围执行三维卷积操作来捕捉高分辨率原子空间结

构. 二维特征提取了模型结构中所有残基对的信

息, 包括 Rosetta残基间的相互作用项, 进一步描

述原子间相互作用的细节, 而残基与残基的距离和

角度特征提供了较低分辨率的结构信息. 在每个残

基水平上的一维特征包括氨基酸序列、主链扭转角

和 Rosetta残基能量项. 该网络使用三维卷积评估

局部原子环境, 然后通过二维卷积提供全局环境来

预测蛋白质的局部质量, 并预测每个残基的质量

精度和蛋白质模型中残基间的距离误差, 并利用

这些预测来指导蛋白质结构的精修和优化. 此外,

AlphaFold2通过 Evoformer编码序列信息, 并在

Structure模块解码中预测原子坐标和结构的质量. 

4.5    复合物结构模型评估方法

在 CASP15中, 模型质量评估从单体质量评

估转移到复合物的质量评估. MULTICOM_qa是

结合了基于深度学习链间接触预测和界面接触概

率评分的方法, 使用一个蛋白质目标的多聚体模型

池作为输入, 预测它们的全局质量得分. 并使用

MMalign[89] 将多聚体模型相互比对, 并计算模型

与池中其他模型之间的平均 TM-score作为模型质

量的度量. 此外, 对于每个多聚体目标蛋白质, 使

用基于深度学习方法 [18] 预测的多聚体残基间接触

或距离, 计算链间残基接触的概率, 并将其平均值

作为模型全局质量的另一个度量. 最后, 通过加权

计算得到池中每个多聚物模型的最终预测质量得

分 .  MULTICOM_egnn基于 DProQA[90] 将多聚

体模型作为输入并将其表示为三维图, 使用门控

图 Transformer架构预测 DockQ质量分数. 此外,

MULTICOM_deep采用类似的方式.

McGuffin课题组 [91] 开发了 ModFOLDdock

的三种变体: ModFOLDdock, ModFOLDdockR和

ModFOLDdockS. 这些变体结合了一系列单模型、

聚类和深度学习方法形成共识来计算评估复合物

质量. ModFOLDdock优化了预测分数与参考分数

的相关性, ModFOLDdockR优化了挑选 Top 1模

型的能力 , 而 ModFOLDdockS使用 MultiFOLD

方法从输入序列生成参考模型集, 并使用多个评分

方法将每个模型与参考集进行比较.

MUFold和MUFold2[32] 结合AlphaFold-Mul-

timer[92] 作为蛋白质复合物质量评估的方法. MU

Fold采用了基于 AlphaFold-Multimer预测结果的

单阶段机器学习方法, 而 MUFold2则采用了两阶

段机器学习方法. 在MUFold2中, 首先使用 Alpha

Fold-Multimer的输出结果训练一个模型进行初始

预测, 然后使用第二个预训练的模型生成更准确的

预测结果.

VoroIF-jury[93] 包含了两种界面评分方法: 一

种是通用的基于原子间接触面积的能量势函数, 该

势函数是从蛋白质界面的 VoroMQA势能函数推

导出来的; 另一种 VoroIF-GNN[93] 方法是基于接

受由 Voronoi镶嵌派生的蛋白质链间界面接触图

的图注意力网络 (GAT)预测复合物模型中的残基

级别界面精度. 此外, APOLLO[94] 使用基于能量

模型 (EBM)来评估整体折叠、界面准确性以及界

面残基的置信度得分. 

4.6    DeepUMQA 系列

张贵军课题组在最近几年开发了 DeepUMQA

系列、GraphGPSM等模型质量局部及全局评估方

法. 基于DeepUMQA[42–44] 系列算法开发的Guijun-

Lab-RocketX服务器与基于 GraphGPSM[95] 算法

开发的 GuijunLab-Threader服务器首次参加了

2022年举行 CASP15, 并表现出了不错的性能.

DeepUMQA[42] 基于超快速形状识别 (USR)[96]

来补充对于描述残基级别的拓扑信息可能不足的

情况, 其能够与深度学习方法相结合进一步反映残

基级别拓扑的特征来提高模型质量评估的性能. 体

素化方法有效地描述了残基的局部结构信息, 但它

并未完全反映残基与整体结构之间的拓扑关系. 此

外, 体素化特征向量的计算和三维卷积非常复杂且

耗时. 因此, 通过选择适当的一组原子间距离, 可

以几乎不增加额外的计算成本快速捕捉蛋白质结

构的拓扑信息. 具体而言, 考虑了四个参考位置有

效代表蛋白质结构中心和边界关系, 并利用它们之

间的距离子集构建蛋白质整体结构的拓扑关系.

DeepUMQA2[44] 是基于 DeepUMQA的显著

改进版本. 在基于之前特征基础上, 结合了来自多
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序列比对的序列信息和同源模板的结构特征, 对模

型的潜在属性进行表征. DeepUMQA2首先根据

输入模型的序列进行多序列比对 (MSA)和同源模

板搜索, 然后提取序列特征和模板结构特征, 并与

输入模型相关特征结合, 形成初始残基对信息. 通

过基于三角乘法更新和轴向注意机制的网络迭代

更新残基对信息. 然后, 使用两个分支网络分别预

测残基间距离偏差和接触图 (阈值为 15 Å), 进一

步计算模型的每个残基的准确性.

DeepUMQA3[97] 适用于评估蛋白质复合物模

型质量的方法 . 在 DeepUMQA和 DeepUMQA2

的基础上, 为复合物结构设计了新的特征, 并使用

改进的深度神经网络预测了每个残基的 lDDT和

界面残基的准确性. DeepUMQA3在 CASP15的

蛋白质复合物界面残基准确性估计中名列第一, 参

见图 3. 其Web服务器为蛋白质复合物提供了快

速准确的界面残基准确性预测和每个残基的 lDDT

预测服务. 对于待评估的复合物结构, DeepUMQA3

从三个层次描述它: 整体复合物特征、单体内特征

和单体间特征. 在整体复合物层次上, 将整个复合

物视为一个大的单体结构. 考虑到蛋白质复合物在

序列上是不连续的, 提取了与残基顺序无关的特

征, 包括整体 USR、残基体素化、残基间距离和方

向以及氨基酸性质. 在单体内层次上, 分别提取了

每个单体的特征, 包括由 ESM-1b[98] 生成的序列嵌

入、二级结构和 Rosetta能量项. 在单体间层次上,

使用单体间成对序列的注意力图描述了单体之间

的序列关系. 此外, 设计了单体间 USR来描述一

个单体中残基与其他单体的拓扑关系. 这三个层次

的特征被输入带有三角形更新和轴向注意力的深

度卷积神经网络, 以预测残基间距离偏差和阈值

为 15 Å的残基间接触图 , 从而计算每个残基的

lDDT和界面残基准确性.

在 DeepUMQA系列算法基础上, 张贵军课题

组 [99] 进一步结合图耦合网络开发了 GraphCP

LMQA算法. 算法利用蛋白质语言模型的嵌入来

评估残基级别的蛋白质模型质量. GraphCPLMQA

由图编码模块和基于变换的卷积解码模块组成. 在

编码模块中, 利用具有 ESM蛋白质语言模型提取

序列和高维几何结构的潜在关系表示, 能够捕捉蛋

白质模型的序列和结构特征的重要信息. 在解码模

块中, 利用提取的嵌入表示和低维特征推断蛋白质

结构与质量之间的映射关系. 为了增强局部结构和

整体拓扑之间的关联性, 设计了三角定位和残基级别

接触顺序特征. 其中, 三角定位基于 DeepUMQA

中的 USR引入了残基之间方向的信息, 可以更为

充分地描述蛋白质局部空间的结构. 接触序 (con-

tact order)[100] 用于描述整体拓扑的复杂性, 并扩
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图 3    (a) lDDT, CAD, PatchDockQ和 PatchQS的平均 Z分数之和, CASP15官方公布各个小组在界面残基精确度估计排名 (数

据来自 https://predictioncenter.org/casp15). CASP15中 DeepUMQA3的组名称为“GuijunLab-RocketX”; (b) 针对 CASP15, 每个

蛋白质目标上的预测的 lDDT质量与真实 lDDT质量的 Pearson相关性, 其中, 白色方框是均值, 中间横线是中位数

Fig. 3. (a)  The  sum of  average  Z-scores  of  lDDT,  CAD,  PatchDockQ and PatchQS,  CASP15 officially  announces  the  ranking  of

each group in the interface residue accuracy estimation (data from https://predictioncenter.org/casp15). The group name of Dee-

pUMQA3 in CASP15 is “GuijunLab-RocketX”. (b) Pearson correlation of predicted and true lDDT quality on each protein target.

The white box is the mean and the middle horizontal line is the median.
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展到残基级别特征以描述局部结构之间的复杂性.

这些特征有助于捕捉蛋白质模型的局部结构元素

与全局折叠模式之间的关系. 通过结合图编码模块

和基于变换的卷积解码模块, 能够评估蛋白质模型

的残基级别的质量. GraphCPLMQA持续参加了

一年的 CAEMO (https://www.cameo3d.org), 结

果如下表 2所列.

此外, 本课题组 [95] 还开发了全局质量评估模

型 GraphGPSM, 该模型利用高斯径向基函数对原

子级别的主链特征进行编码 , 基于 DeepUMQA

的 USR, Rosetta能量项、距离和方向、序列的独

热编码以及残基的位置嵌入来描述蛋白质结构. 这

些特征被配置到初始图的节点和边上, 并与坐标嵌

入相结合, 构建了 EGNN[101] 的初始架构. 通过堆

叠 EGNN架构形成了一个密集的消息传递网络.

最后, 通过多层感知器 (由 Dropout层、激活函数

和线性层组成)生成结构模型的全局评分. 特别地,

GraphGPSM(GuijunLab-Threader)在CASP15性

能如表 3所列.

深度学习在蛋白质模型质量评估领域得到广

泛应用, 并成为主流技术, 评估质量的效果也显著提

升. 回顾模型质量评估方法, 可以得出以下几点结论:

1) 近三年来开发出的单模型方法大多都是基

于深度学习. 尤其, 与之前CASP中最佳的单模型方

法以及 CASP中最佳的多模型方法相比, CASP14

上最佳单模型方法 (DeepAccNet和 DeepAccNet-

MSA)在全局结构准确性评估方面取得显著的提

升. 虽然, 在 CASP15全局质量评估和接口界面评

估中最好的两种方法分别是 MULTICOM_qa和

ModFOLDdock这两种共识方法. 但是, 在局部接

触界面的质量评估方法基于深度学习的 DeepUM-

QA3相比于排名第二的共识方法具有显著的优势,

单模型方法依然是未来的发展趋势.

 

表 2    CAMEO-QE: 模型质量评估性能 (数据来自官网 2022-6-24—2023-6-17)
Table 2.    CAMEO-QE: Model Quality Evaluation Performance (Data from official website 2022-6-24–2023-6-17).

Predictor Name
ROCnormalized PRnormalized Models

AUC0,1 AUC∗
0,0.2 AUC0,1 AUC∗

0.8,1 Received

ZJUT-GraphCPLMQA 0.82 0.73 0.79 0.54 5143

DeepUMQA2 0.72 0.62 0.68 0.47 4468

DeepUMQA 0.73 0.60 0.67 0.45 4611

ModFOLD9 0.63 0.52 0.59 0.36 4309

QMEANDisCo3 0.9 0.66 0.79 0.49 6348

ProQ3D_LDDT 0.74 0.55 0.67 0.43 5171

QMEAN3 0.88 0.65 0.77 0.43 6348

ProQ3 0.72 0.53 0.66 0.39 5126

VoroMQA_v2 0.89 0.64 0.77 0.45 6350

ProQ2 0.86 0.59 0.74 0.39 6337

ProQ3D 0.70 0.47 0.61 0.35 5119

ModFOLD7_lDDT 0.84 0.53 0.69 0.41 6191

ModFOLD8 0.79 0.50 0.65 0.38 5802

Baseline Potential 0.80 0.51 0.66 0.32 6350

VoroMQA_sw5 0.82 0.50 0.65 0.36 6349

ModFOLD6 0.73 0.42 0.57 0.35 5380

 

表 3    在所有蛋白质目标与 CASP15服务器的性

能比较 (数据来自 GraphGPSM)
Table 3.    Performance comparison with CASP15 ser-

ver on all protein targets (data from GraphGPSM).

Method
Average
TM-score

Average
Pearson

Average bias

GraphGPSM 0.730 0.633 0.126

MULTICOM_qa 0.485 0.715 0.258

ModFOLDdock 0.515 0.636 0.241

ModFOLDdockR 0.666 0.635 0.165

Venclovas 0.449 0.494 0.339

Manifold 0.582 0.541 0.179

Bhattacharya 0.387 0.474 0.361

*Real value 0.716 None None

注: *Real value 代表CASP15中所有蛋白质目标所有模型的
真实平均TM-score分数.

Note: *Real value represents the real average T-score of
all targets in CASP15.
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2) 从 CASP13—CASP15模型质量评估的参

赛组可以看出: 在 CASP13中分别有 51个和 29个

参赛组提交了全局和局部精度估计; 在 CASP14

中分别有 72个和 38个参赛组提交了对全局和局

部精度估计; 在 CASP15中分别有 22个, 13个和

17个参赛组提交了全局, 局部和接触界面精度估

计. 从 CASP13至 CASP14对于评估质量的参赛

组的数量呈现上升的趋势 , 但是从 CASP14至

CASP15的参赛数量非常明显的减少. 这可能的原

因是: ①对于复合物的模型质量评估, 很多之前的

参赛组并没有开发出相应的方法. ②现阶段复合物

的结构模型质量评估依旧存在挑战.

3) 通过深度学习的发展历程可以看出, 在网

络层面, 从 ProQ3D简单的几层神经网络逐步引

入了更加复杂的模型, 即 3DCNN的 3维卷积网

络、AngularQA的 LSTM网络、GraphQA的图神

经网络、GraphGPSM的等变图网络, DeepUMQA2

的注意力机制网络以及编解码模块 AlphaFold2或

者 GraphCPLMQA. 在特征层面, 距离图的特征

和序列编码向表征局部空间结构, 全局拓扑结构和

进化信息设计特征描述蛋白质模型, 如 USR, 体素

化, MSA多序列比对信息等. 这表明深度网络的架

构和蛋白质特征对网络模型性能的提升产生关键

作用. 

5   模型质量评估方法的挑战与发展
趋势

模型质量评估方法在蛋白质结构预测中扮演

着关键角色, 并持续成为该领域的研究热点. 然而,

这一领域依然面临许多挑战, 以下从单体模型评

估、复合物模型评估和模型评估的共性问题三个方

面进行讨论.

在单体模型评估方面, 尽管 AlphaFold2已经

取得了卓越的精度, 但对于缺乏多序列比对 (MSA)

数据或模板质量较低的情况, 建模精度仍存在局限

性. 目前关键问题在于如何区分高质量模型 (如

AlphaFold2生成的模型)和低质量模型, 并评估高

质量模型中需要改进的相对不正确区域. 此外, 目

前蛋白质预测的结构数据库规模庞大, 如 Alpha-

Fold Protein Structure Database (~2亿)和 ESM

Metagenomic Atlas (~7亿). 虽然这些预测结构有

自评估的质量分数, 但是这些分数与预测的结构相

关性依然需要提升, 特别是在局部区域. 如何通过

模型质量评估合理利用这些预测数据促进生物学

研究值得深思.

在复合物评估方面, 研究者们面临着许多需要

进一步探索的问题, 这些问题源于复合物结构的复

杂性和多样性. 首先, 复合物的质量评估需要解决

基于深度学习的方法如何构建适当的训练数据集

的问题. 由于复合物模型可能包含多个链, 而蛋白

质结构数据库中主要以双链结构为主, 如何有效地

收集和组织复合物结构数据, 以便用于训练深度学

习模型. 其次, 复合物的结构通常比单体结构更加

复杂和庞大, 其复杂性意味着在网络训练过程中

需要更大的计算和内存资源, 并且训练时间可能

会显著增加. 最后, 复合物评估指标体系的建立和

应用也需要进一步发展. 目前, 许多复合物的评估

指标仍在沿用单体结构的评估方法, 然而复合物具

有独特的结构和功能特征, 需要开发适用于复合物

质量评估的专用指标, 以更好地反映复合物的质量

和功能特性, 并促进复合物结构预测领域的进一步

发展.

除了在单体和复合物评估中面临的挑战之外,

模型评估中还存在一些共性问题需要解决. 首先,

对于模型的质量评估, 传统上常常依赖于多序列比

对 (MSA)和模板的信息来提高评估的准确性. 然

而, 在某些情况下, 蛋白质的序列可能缺乏足够的

相关信息或者没有相关的模板结构可供参考. 因

此, 如何仅仅利用蛋白质的单序列和结构本身的信

息来评估模型的质量成为一个重要的问题. 其次,

在模型评估中, 有时会发现模型的结构在局部区域

被认为是较低质量的, 然而却缺乏对这些局部结构

进一步处理的方法. 如何在模型评估的基础上进行

结构的精修成为一个需要关注的问题.

综上所述, 未来模型质量评估的趋势将聚焦于

复合物模型结构的评估. 借助深度学习网络和最新

技术的融合, 以及对复合物模型的结构和序列特征

进行工程化的探索, 以揭示不同类型复合物的互作

方式. 同时, 引入更加全面和合理的评估指标体系,

将进一步推动复合物结构预测的发展, 并为模型评

估提供更加可靠和准确的基础. 这一努力的成果将

为蛋白质领域带来更为深入的认知和应用前景, 为

研究者揭示复合物结构的复杂性和功能特征提供

更精准的工具和方法.
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SPECIAL TOPIC—Machine learning in biomolecular simulations

Recent advances in estimating protein structure
model accuracy*

Liu Dong     Cui Xin -Yue     Wang Hao -Dong     Zhang Gui -Jun †

(School of Information Engineering, Zhejiang University of Technology, Hangzhou 310014, China)

( Received 30 June 2023; revised manuscript received 1 August 2023 )

Abstract

The  quality  assessment  of  protein  models  is  a  key  technology  in  protein  structure  prediction  and  has

become  a  prominent  research  focus  in  the  field  of  structural  bioinformatics  since  advent  of  CASP7.  Model

quality assessment method not only guides the refinement of  protein structure model but also plays a crucial

role  in selecting the best  model  from multiple  candidate conformations,  offering significant value in biological

research and practical applications. This study begins with reviewing the critical assessment of protein structure

prediction (CASP) and continuous  automated model  evaluation (CAMEO),  and model  evaluation metrics  for

monomeric  and  complex  proteins.  It  primarily  summarizes  the  development  of  model  quality  assessment

methods in the last five years, including consensus methods (multi-model methods), single-model methods, and

quasi-single-model methods, and also introduces the evaluation methods for protein complex models in CASP15.

Given  the  remarkable  progress  of  deep  learning  in  protein  prediction,  the  article  focuses  on  the  in-depth

application of deep learning in single-model methods, including data set generation, protein feature extraction,

and network architecture construction. Additionally, it presents the recent efforts of our research group in the

field of model quality assessment. Finally, the article analyzes the limitations and challenges of current protein

model quality assessment technology, and also looks forward to future development trends.

Keywords: protein model quality assessment, deep learning, single-model methods, complex model evaluation

PACS: 87.10.Vg, 87.14.E–, 87.16.A–, 87.55.de 　DOI: 10.7498/aps.72.20231071

 

*  Project  supported  by  the  Scientific  and  Technological  Innovation  2030−“New  Generation  Artificial  Intelligence”,  China

(Grant No. 2022ZD0115103), the National Nature Science Foundation of China (Grant No. 62173304), and the Key Project

of Zhejiang Provincial Natural Science Foundation of China (Grant No. LZ20F030002).

†  Corresponding author. E-mail:  zgj@zjut.edu.cn 

物 理 学 报   Acta  Phys.  Sin.   Vol. 72, No. 24 (2023)    248702

248702-16

http://doi.org/10.7498/aps.72.20231071
mailto:zgj@zjut.edu.cn
mailto:zgj@zjut.edu.cn
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1


 

专题: 生物分子模拟中的机器学习

蛋白质 pKa 预测模型研究进展*

罗方芳    蔡志涛    黄艳东†

(集美大学计算机工程学院, 厦门　361021)

(2023 年 8 月 20日收到; 2023 年 9 月 1日收到修改稿)

pKa

pKa

pKa pKa

pKa

pKa pKa

pH表征溶液的酸碱性, 是许多与人类重大疾病密切相关的生命活动的调控因子.   决定可滴定基团

在一定 pH条件下的去质子化平衡, 是研究 pH调控的生物化学过程的重要参量. 然而, 由于蛋白质结构的复

杂性以及实验条件的限制, 蛋白质   通常需要借助理论预测. 近 30年, 研究者们开发了各种基于先验知识

的   预测模型. 随着近几年人工智能技术的快速发展, 人们开始尝试将人工智能算法应用于蛋白质   预

测工具的开发. 本文介绍   理论预测近年来的一些重要研究进展, 主要包括恒定 pH分子动力学以及基于

泊松-玻尔兹曼方程、经验函数和机器学习的   预测模型. 在此基础上, 讨论蛋白质   预测模型的未来发

展方向和应用前景.

pKa关键词：分子动力学, 泊松-玻尔兹曼方程, 机器学习,   预测

PACS：87.15.ap, 87.14.E–, 87.10.Vg, 87.15.A– 　DOI: 10.7498/aps.72.20231356

 

1   引　言

AH ⇌ A−+

H+ AH

A−

为保证正常的生命活动, 人体细胞的细胞质、

细胞核以及各个细胞器需维持在特定的 pH水平.

例如, 线粒体和溶酶体的 pH分别是 8.0和 4.7, 偏

离细胞质的 7.2[1]. 其中, 用于表征溶液的酸碱度的

pH为氢离子浓度的对数取负 (pH = –log[H+]), 其

是人体中许多重要生物过程的调控因子, 例如物质

跨膜转运 [2]、酶催化 [3]、蛋白质折叠 [4]、多肽聚集 [5]、

脂质分子自组装 [6]、病毒入侵细胞 [7] 和细胞能量代

谢 [8]. 从微观的角度, 以上生物过程均与关键可离

子化基团的质子化 (protonation)或去质子化反应

(deprotonation)相关联. 可离子化基团的去质子

化 (正反应)和质子化反应 (逆反应):   

 , 其中,    是一种可离子化基团的质子化态,

 是去质子化态.

以 β 分泌酶 BACE1为例阐述蛋白质功能和

可离子化基团质子化/去质子化的关系. BACE1

的生物功能是裂解 β 淀粉样前体蛋白 APP. 它与

神经退行性疾病阿尔茨海默症密切相关, 是典型的

结构和功能依赖于 pH的蛋白质. 该蛋白的催化中

心含两个天冬氨酸 Asp32和 Asp228 (图 1(a)). 实

验指出, BACE1仅在一个狭小的 pH范围内具有

活性 [9]. 如图 1(b)所示, 在最适 pH条件下 (约等

于 4.5), Asp32处于质子化态, 扮演质子供体 (pro-

ton donor); Asp228处于去质子化态, 扮演亲核试

剂 (nucleophile). 然而, 当溶液 pH偏离 4.5, 两个

天冬氨酸同时质子化或去质子化, BACE1无法行

使其生物功能 [10].

Ka

当一个可离子化基团的质子化和去质子化达

到平衡, 可由以下公式计算解离常数  :
 

Ka =
[H+] [A−]

[AH]
, (1)

[H+] [A−] [AH]其中,    ,    和   分别代表溶液中氢离子
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Ka以及该基团去质子化和质子化态下的浓度.   代

表一种酸 (如 AH)离解氢离子的能力. 将方程 (1)

的两边对数取负, 可得到著名的 Henderson-Hass-

elbalch方程: 

pH = pKa + log
(
A−

AH

)
(2)

pKa Ka

pKa

A−

AH pKa

pKa

pKa

pKa

pKa

pKa

其中,    为解离常数   的对数取负, 代表一种

酸 (如 AH)去质子化的难易程度. 例如, 溶液中天

冬氨酸的   测量值是 3.7[11]. 根据 (2)式, 天冬

氨酸在中性 (pH = 7.0)水溶液中处于去质子化态

(  ); 在 pH小于 3.7的酸性溶液中, 天冬氨酸质

子化 (  ); 当 pH位于  附近, 质子化和去质子

化态共存. 如上所述,   决定了可离子化基团在

任意 pH 条件下的质子化和去质子化反应平衡. 根

据  值, 可以推断不同 pH 条件下生物大分子质

子化态的分布, 进而讨论结构和功能的关系. 因此,

 是研究 pH相关的生物化学过程的一个核心问

题. 不仅如此,   与药物研发中长期存在的靶向

性和抗药性问题以及蛋白质设计密切相关. 然而,

由于蛋白质结构的复杂性以及实验条件的限制, 人

们难于通过实验获取蛋白质中可离子化氨基酸残

基的  , 需借助理论预测.

pKa

∆Gmod

为此, 将以上 Henderson-Hasselbalch方程转

换为能量形式, 得到游离氨基酸关于 pH和  的

去质子化自由能  的表达式:
 

∆Gmod = ln10× kBT
(
pKmod

a − pH
)
, (3)

kB pKmod
a

pKa

∆GBond

∆GNBond

∆G−∆Gmod

其中,   和 T 分别是玻尔兹曼常数和温度;  

为游离氨基酸的  , 是可测量值. 去质子化自由

能可分解为成键作用部分  和非键作用部分

 . 其中, 成键作用部分描述共价键断裂的

能量变化, 计算复杂度高, 不适用于生物大分子体

系 [12]. 值得一提的是, 当溶剂中的可离子化氨基酸

参与蛋白质的合成, 蛋白质环境对成键作用部分的

影响可忽略不计. 基于该假设, 我们只需考虑非键

作用部分. 因此, 可离子化氨基酸从溶剂到蛋白质

的去质子化自由能改变量  可表示为 

∆G−∆Gmod = ∆GNBond −∆Gmod
NBond. (4)

∆Gmod

∆G

∆GNBond −∆Gmod
NBond

根据 (3)式,   为已知量. 因此, 求解蛋白质中

氨基酸残基的去质子化自由能   的问题简化

为计算蛋白质环境对非键作用部分的自由能微扰

 .

pKa

pKa

pKa pKa

pKa

pKa

pKa

pKa

pKa

基于以上框架, 人们发展了基于自由能计算的

蛋白质   预测模型 , 例如恒定 pH分子动力学

(constant  pH  molecular  dynamics,  CpHMD)[13].

许多生物大分子含有不止一个功能构象, 并且构象

的转变与质子化/去质子化反应相关联: 当活性位

点质子化 (pH <  ), 蛋白处于构象 C1; 去质子

化 (pH >  ), 构象由C1 转变到C2; 当 pH取 

附近, 质子化和去质子化态共存, 构象 C1 与 C2 相互

转变. 因此, 只有考虑了构象与质子化态耦合的理

论模型, 才能得到和实验相一致的宏观   (mac-

roscopic    )[14]. CpHMD通过分子动力学模拟

实现在不同构象下对质子化态空间进行采样. 在蛋

白质  预测精度方面, CpHMD相对其他现有模

型具有明显的优势 [15]. CpHMD的缺点是  计算

效率低. 例如, 完成一个蛋白质  的计算通常需

要进行几个小时甚至几天的分子动力学模拟, 因此

难以满足工业界大批量计算的需求. 目前, CpHMD

多被应用于结构和功能依赖于 pH的药物靶向蛋

白的分子机制研究 [16].

pKa

pKa

为了实现高通量的  计算, 人们发展了基于泊

松-玻尔兹曼 (Poisson-Boltzmann, PB)方程的模

型, 主要包括MCCE[17], H++[18], APBS[19], DelPhi-

PKa[20] 和 PypKa[21]. 基于 PB的模型能够在几分

钟内完成一个蛋白质的  计算, 极大地提高了计

算效率. 然而, 基于 PB的模型具有其理论局限性.

例如, 由于连续介质假设, PB方程不适用于非水

溶性的膜蛋白. 其次, 蛋白质结构的复杂性增加了

 

D32

D228

(a) D32
O-

O

O-

O

H

O

O

O

O

H H

D228

D32 D228
O-

O

O-

O

D32

3.0 4.5

pH

7.0

D228

(b)

图 1    BACE1催化中心质子化态和功能的关系　(a) BACE1

三维结构及其催化中心酸性二分体 D32和 D228; (b) D32

和D228质子化态和蛋白质活性随 pH的变化规律 (D是Asp

的缩写)

Fig. 1. Relationship  between  protonation  state  of

BACE1 catalytic center and the function: (a) Crystal struc-

ture of BACE1 and the acidic dyad in the catalytic center;

(b) protonation states of D32 and D228 and the activity as

a function of pH (D is the abbreviation of Asp).
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pKa

介电常数的不确定性, 因此即便是水溶性蛋白, 分

子内部 (例如酶的催化反应中心)的  计算对介

电常数敏感 [22].

pKa

pKa

pKmod
a ∆pKa

除了以上基于能量的模型, 人们也可以用一个

经验函数描述某可离子化氨基酸残基的蛋白质环

境 (如疏水环境和氢键)与其  偏移量的映射关

系. 蛋白质某氨基酸残基  可表示为其游离状态

下参考值  和偏移量  的和:
 

pKa = pKmod
a +∆pKa. (5)

pKa

pKa

pKa

2005年, 基于前期的第一性原理计算工作 [12],

哥本哈根大学 Jensen课题组 [23] 提出了一个计算

蛋白质  的经验函数 PropKa. 该模型提出一组

经验公式分别计算库仑力、去溶剂化效应和氢键等

关键因素对  偏离参考值的贡献. PropKa可在

几秒内完成一个蛋白质的  计算, 计算效率明显

比基于 PB的模型高, 近 20年得到了广泛的应用,

其最新版本 PropKa 3.0发表于 2011年 [24].

pKa

pKa

pKa

直到 2021年 12月, 本课题组 [25] 发表了首个

人工智能 (artificial intelligence, AI)驱动的蛋白

质  预测模型 DeepKa. 随后, 美国卡内基·梅隆

大学 Olexandr Lsayev、美国约翰斯 ·霍普金斯大

学 Ana Damjanovic和德国拜耳公司 Pedro Reis

研究小组陆续提出了基于机器学习的  预测模型

pKa-ANI[26],  XGB-WMa[27] 和 PKAI/PKAI+[28].

其中, DeepKa和 PKAI/PKAI+主要依赖于数据

集, 而为了在少样本情况下建立有效模型, pKa-ANI

和 XGB-WMa需要一定程度的预训练或先验知

识. 值得一提的是, 机器学习模型也能够在几秒内

完成一个蛋白质的  计算.

pKa

pKa

pKa

上述的 CpHMD以及基于 PB方程、经验函

数和机器学习的模型是目前 4种主流的   预测

方法. 最近, 本课题组 [29] 采用 CpHMD扩增了 

数据集 , 进一步提高了 DeepKa的预测精度 . 值

得一提的是, DeepKa已展现出类似物理模型 (如

CpHMD)的高鲁棒性, 进一步证明了人工智能算

法在蛋白质   预测领域的有效性. 下面将介绍

这 4种主流方法的理论基础及研究进展. 

2   蛋白质 pKa 预测方法
 

2.1    CpHMD

根据质子化态采样方法的不同, 恒定 pH分子

pKa

动力学 CpHMD分为随机采样 (discrete CpHMD,

D-CpHMD)[30] 和 λ动力学 (continuous CpHMD,

C-CpHMD)[31]. 随机采样利用蒙特卡罗 (Monte

Carlo, MC)模拟在离散的质子化态空间 (反应坐

标取 0或 1)进行采样 [30]. λ动力学则采用取值范

围 0(质子化态)到 1(去质子化态)的连续变量 λ作

为反应坐标对可离子化基团的电荷或体系哈密顿

量进行标度 [31]. 如图 2所示, 先使用以上基于 MC

或 λ动力学的采样算法更新质子化态或者电荷.

基于更新后的电荷分布, 通过分子动力学模拟对

构象进行采样. 更新位置坐标后, 进入下一轮质子

化态的采样. 模拟结束后, 采用广义 Henderson-

Hasselbalch方程拟合 CpHMD模拟产生的不同

pH条件下某可离子化基团的去质子化概率 S, 进

而获得其  值, 即 S = 0.5所对应的 pH[31].

 
 

更新
电荷

更新
位置和速度

 动力学/蒙特卡罗模拟 分子动力学模拟

质子化态空间采样 分子构象空间采样

图 2　CpHMD模拟框架

Fig. 2. Framework of a CpHMD simulation.
 

由于滴定动力学与构象动力学相关联, 提高质

子化态和构象空间的采样是近 30年 CpHMD模型

发展的主线 . 下面将分别介绍 D-CpHMD和 C-

CpHMD. 

2.1.1    D-CpHMD

∆E

D-CpHMD用一个反应坐标 λ表示某可离子

化位点的质子化态. λ只能取 0或 1. 其中, 0和 1

分别表示质子化态和去质子化态. 经过一定长度的

分子动力学 (molecular dynamics, MD)模拟 , 随

机选取一个可离子化基团, 尝试改变其质子化态.

例如, 将其 λ值从 0改为 1. 然后, 计算 λ值改变引

起的能量变化  . 将该能量变化代入Metropolis

准则: 

p =

{
1, ∆E ⩽ 0,

exp(−∆E/kBT ), ∆E > 0.
(6)

如果能量差小于或等于 0, 接受 λ值改变的概率

为 1. 如果能量差大于 0, 则接受改变的概率 p 小

于 1. 在数值模拟中, 通常是随机生成一个取值范

围为 [0, 1]的数 s. 只有 s 小于等于 p, 才接受 λ值

改变, 否则保留原值. 以上为一步的 MC, 和开始
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的 MD构成一个模拟周期. 因此, 在 MC之后, 便

是下一个周期的 MD模拟. 显性溶剂下质子化或

去质子化的能量变化较大, 导致较小的接受概率.

起初, 为了提高接受概率或质子化态的采样效率,

MC的能量计算使用隐性溶剂 (implicit solvent)

模型, 如广义玻恩 (generalized Born, GB)[32–34] 和

引言提到的 PB模型 [31,35,36]. 当MC和MD均采用

隐性溶剂, 计算效率最高, 但是牺牲了精度 [32,33].

为了提高构象方面的采样精度, MD可替换成显性

溶剂, 即杂化溶剂 [31,34,35]. 其中, 基于 GB和 PB的

模型分别在分子模拟软件 Amber和 GROMACS

中已被实现. 需要指出的是, 隐性溶剂难以描述活

性位点附近与功能相关的水分子或盐离子对去质

子化平衡的影响 [37].

为提高显性水溶剂下 MC的接受概率, 2007

年 Stern[38] 提出了尝试改变 λ值之后, 先进行一定

长度的尝试性的分子动力学模拟, 再计算能量差.

该尝试性的 MD使周围水溶剂构型得到调整, 可

降低 λ值改变前后的能量差. 然而, 以上尝试性

MD的长度依赖于经验或不确定, 其应用可能受到

限制. 尽管如此, 该模型为解决显性溶剂下质子化

态空间的采样问题提供了一条新思路. 随着高性能

计算的发展, 人们开始考虑将显性溶剂应用到蛋白

质 D-CpHMD的MC部分. 如无特别说明, 以下提

到的显性溶剂均是分子动力学模拟中计算静电

相互作用的标准算法 PME (particle mesh Ewald,

PME)[39].  2015年芝加哥大学的 Roux课题组 [40]

提出了显性溶剂下的非平衡 MD/MC模拟. 例如,

对于某可滴定位点在 MC阶段的去质子化 (λ由

0变为 1)尝试, 该模型在 0和 1之间添加了 m 个

中间值. 对于每个 λ值 (m 个中间值和两个边界值

0和 1), 执行一定长度的非平衡 MD, 令可离子化

基团周围的环境根据 λ值在构型上作出调整, 减

缓了因 λ值改变而导致的能量涨落. 结束 λ = 1

的非平衡 MD后, 计算当 λ = 1和 λ = 0的能量

差. 同样, 根据 Metropolis准则, 如果接受该可滴

定位点去质子化, 继续 λ = 1的 MD. 否则, 退回

到非平衡MD前的时刻, 继续 λ = 0的MD. 通过

以上的非平衡模拟, 该模型提供了较合理的能量差

的计算, 提高了总体接受概率. Roux课题组 [40,41]

利用著名的 Jarzynski方程将自由能变化与非平

衡 MD所做的功相关联, 使得以上非平衡 MD的

模拟时间可被量化. 值得一提的是, 该方法可被应

pKa

pKa

pKa

pKa

用于生物大分子, 目前在分子模拟软件 NAMD中

已有实现. 然而, 可滴定氨基酸的固有  (inher-

ent    )是该模型的一个主要参量. 为了提高预

测性能 , 该模型要求固有   尽可能接近真实

值 [41]. 因此, D-CpHMD一个潜在的研究方向是消

除上述模型对固有  的依赖. 

2.1.2    C-CpHMD

本课题组统计了 4057个蛋白质中可滴定氨基

酸的个数 [29]. 这些蛋白质来自复旦大学王任小实验

室 [42] 创建的蛋白质抑制剂复合物数据库 PDBbind

的精细集 v2016. 除了半胱氨酸 Cys, 蛋白质中其

他可滴定氨基酸类型 (谷氨酸 Glu、天冬氨酸 Asp、

赖氨酸 Lys、精氨酸 Arg、络氨酸 Tyr、组氨酸 His)

的平均个数不低于 10[29]. 理论上, 一个含有 N 个可

滴定氨基酸残基的蛋白质包含 2N 个质子化态. 然而,

D-CpHMD的 MC每次只取一个可滴定位点来判

断是否改变其质子化态, 采样效率较低 [34,43,44].

2004年, 为了研究生物大分子体系 (如蛋白质,

DNA和 RNA)的质子化和去质子化, 密西根大学

Brooks课题组开发了首个 λ动力学框架下 [45] 的

恒定 pH分子动力学 C-CpHMD[31]. 每个可滴定位

点对应一个反应坐标 λ, 取值范围同样是 0—1. 和
D-CpHMD不同的是, C-CpHMD的反应坐标是连

续的变量. 值得一提的是, C-CpHMD同时更新所

有可滴定位点的质子化态. 哈密顿量 H 代表体系

的总能量, 包括动能和势能. 除了真实的粒子, 如

模拟体系中溶剂和溶质的原子, C-CpHMD添加了

虚粒子. 每个可滴定基团对应一个虚粒子. 这里用

范围在 [0, 1]的连续变量 λ作为虚粒子的坐标. 为

了模拟虚粒子的滴定动力学, 可将其质量设为 10

(单位是原子质量). 以下是修正后的总哈密顿量: 

H({ra} , {λj})

=

Natom∑
a

1

2
maṙ

2
a + U bond ({ra}) + U nbond ({ra}, {λj})

+

Ntitr∑
j

1

2
mj λ̇

2
j + U∗({λj}), (7)

Natom

ma mj

U bond

其中 ,    是总粒子数 , r是原子的位置矢量 ,

λ是虚粒子的滴定坐标,   和  是原子和虚粒子

的质量. 第 1和第 4项的求和分别是原子和虚粒子

的总动能. 第 2项   是键相互作用能, 包括键

伸缩能、键角弯折能和二面角扭转能. 这里假设键
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U nbond

U elec U vdW

U∗

相互作用与 λ无关. 第 3项  是非键相互作用

能, 包括静电   和范德瓦耳斯   相互作用,

与 λ相关. 最后一项   是偏置势, 利用经验势描

述去质子化键断裂的能量变化, 只和 λ相关.

1− λi

ULJ

以下介绍如何利用 λ标度非键相互作用能和

偏置势. 对于可滴定的氢原子和周围原子的范德瓦

耳斯相互作用, 直接用  标度势能函数 (这里

采用 6-12勒让德琼斯势  ):
 

U vdW
ij = (1− λi)U

LJ
ij . (8)

可见, 当 λ = 1时, 残基 i 去质子化, 残基 i 的可滴

定氢与 j 无相互作用.

1− λi 1− λj

对于两个可滴定氢之间的范德瓦耳斯相互作

用, 采用  和  进行标度: 

U vdW
ij = (1− λi) (1− λj)U

LJ
ij . (9)

范德瓦耳斯力是近程非键相互作用力, 主导疏

水基团间的相互作用. 然而, 由于原子半径的差异,

氢 (半径约 1 Å)几乎被与之成键 (键长约 1 Å)的

重原子 (半径约 2 Å)包围, 使其难以接触到其他

原子. 因此, 质子化和去质子化对范德瓦耳斯相互

作用影响不大, 相对长程静电相互作用可以忽略不

计. 对于静电相互作用, λ标度的是原子电荷 [31]: 

qa,j = λjq
dep
a,j + (1− λj) q

prot
a,j , (10)

qdepa,j qprota,j

U elec

pKa

其中,   和  是氨基酸残基 j 处于去质子化态

和质子化态时原子 a 所带电荷. 静电相互作用 

计算复杂度高, 在分子动力学模拟中占据大多数计

算资源, 特别是和溶剂相关的部分. 因为静电势是

 计算的关键因子, 我们将详细介绍不同溶剂条

件下的 C-CpHMD.

U elec

U solv

早期为了提高计算效率, Brooks课题组 [31] 采

用隐性溶剂模型计算溶剂对溶质的平均效应. 如此

一来, 总静电能   的溶质内静电相互作用仍采

用库仑势 ((11)式第 1项), 而溶质与溶剂的静电相

互作用  采用 GB势能函数 ((12)式): 

U elec =

Natom∗∑
a<b

qaqb
rab

+ U solv, (11)

 

U solv = − 1

2

Natom∑
a,b

(
1

εp
− e−κrab

εw

)

× qaqb√
r2ab + αaαbe−r2ab/4αaαb

, (12)

 

κ2 =
8πq2I
ekBT

, (13)

rab

qa qb εp εw

κ I

kB

α

其中, 星号代表排除存在键相互作用的原子对;  

是电荷  和  的距离;   和  是蛋白质和水的介

电常数;    是德拜长度取反 ((13)式);    是盐离子

强度; q 是盐离子电荷; e 是基本电荷;   是玻尔兹

曼常数; T 是温度;    是有效玻恩半径, 表征某原

子埋在蛋白内部的程度, 为衡量 GB模型精度的关

键参数. 相对 PB模型, GB的计算复杂度较低, 并

且是解析的, 适合需要对位置坐标求一阶导 (计算

粒子所受合外力)的分子动力学模拟. GB模型的

计算复杂度主要体现在有效玻恩半径的求解.

pKa

pKa

2004和 2005年 Brooks课题组接连开发了 CH

ARMM软件中基于隐性溶剂GBMV[31] 和GBSW[46]

的 C-CpHMD, 证明了基于 GB的 C-CpHMD在

 预测方面的有效性. 相对 GBSW/GBMV溶剂

模型, GBNeck2可提供更优的构象采样 [47]. 于是, 马

里兰大学 Shen课题组 [48] 在 2018年开发了 Amber

软件中基于隐性溶剂 GBNeck2的 C-CpHMD. 值

得一提的是, 对于实验科学家关心的酶催化中心 (如

图 1活性位点 Asp32和 Asp228), 该方法也表现较

好, 目前已被应用于共价抑制剂靶点的预测 [49–51],

蛋白质  数据集的建立 [25,29], 以及依赖于 pH的

蛋白质分子机制研究 [52,53]. 目前, 基于 GBSW和

GBNeck2的 C-CpHMD均已实现 GPU加速 , 这

进一步扩展了模型的应用范畴 [54,55].

pKa

为了提高构象采样精度以及扩展 C-CpHMD

的应用范围, Shen课题组 [56] 提出了杂化溶剂 C-

CpHMD: 构象动力学使用显性溶剂; 而滴定动力

学保留隐性溶剂. 为此, 构象动力学和滴定动力学

采用不同的哈密顿量. 前者去掉方程 (7)的最后两

项, 第 3项不再包含反应坐标 λ, 令方程 (7)回归

到常规分子动力学. 该方法不仅维持了质子化态空

间采样效率, 而且提高了构象采样精度. 起初人们

会担心隐性溶剂 GB的理论局限性 (例如偏弱的疏

水效应)会影响   预测精度 . 然而 ,  Shen课题

组 [56] 发现, 显性溶剂 PME可导致偏高的疏水效

应, 一定程度上抵消了隐性溶剂导致的偏弱的疏

水效应. 相对隐性溶剂, 该杂化溶剂 C-CpHMD获

得了广泛的应用, 如钠离子质子交换蛋白 [37,57], 质

子通道 [58], 类药物分子的膜渗透 [59], 芬太尼激活 G

耦联受体 [60], 糖苷水解酶 [61], 络氨酸激酶药物发

现 [62], 以及上文提及的 β 分泌酶 [10].
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pKa

为了描述和功能相关的水分子或其他辅助因

子 (如金属离子和小分子)对去质子化平衡的影响,

滴定动力学部分也需采用显性溶剂. 起初, Brooks

课题组和 Shen课题组分别选择了较简单的基于截

断的显性溶剂 FSh (force shifting, FSh)[63] 和 GRF

(generalized reaction field, GRF)[64]. 然而, 由于截

断, 这两个模型均低估了长程静电力对可滴定位点

的影响 [65]. 为此, Shen课题组 [66] 开发了基于显性

溶剂 PME的 C-CpHMD. 最近, 该模型在分子模

拟软件 Amber中实现了 GPU加速 [67]. 众所周知,

PME是满足周期性边界条件 (periodic boundary

condition, PBC)的分子模拟中计算静电相互作用

的标准算法 , 因此基于 PME的 C-CpHMD是 λ

动力学框架下所能达到的最优版本. 理论上, 如果

不考虑取样问题, 该模型的   预测应该最接近

实验. 对于一个满足 PBC的分子动力学模拟体系,

PME的总静电能是 3个能量项的加和: 

U elec = U dir + U rec + U corr, (14)

U dir

U rec

U corr

其中,   是实空间静电相互作用, 在库仑势基础

上增加一个补偿函数, 负责截断距离以内的短程静

电相互作用 ((15)式).   最为耗时, 为倒格空间

(reciprocal space)下求解的长程静电能, 负责截断

以外的长程静电相互作用 ((16)式).    是修正

项 ((20)式)[39]. 

U dir =
1

2

∗∑
n

Natom∗∑
a,b=1

qaqberf (β |rb − ra + n|)
|rb − ra + n|

, (15)

ra rb n

n = n1c1 + n2c2 + n3c3

c1 c2 c3

a = b

β U dir

U rec β U dir

U rec

其中,    和   是中心元胞的位置矢量;    是元胞

的位置矢量, 其表达式为   ,

其中   ,   和   代表元胞的 3个正交方向矢量;

星号代表被排除的原子对, 包括原子自身 (  ),

形成化学键的原子对, 以及最近邻 (n 的大小为 1)

以外的镜像; erf是补偿误差函数; 参数  决定 

和  的相对收敛速度. 例如,   越大,   计算收

敛越快, 而  计算收敛会越慢. 

U rec =
1

2πV
∑
m̸=0

exp
(
−π2m2/β2

)
m2

S (m)S (−m) ,

(16)

m m = m1c
∗
1 +m2c

∗
2+

m3c
∗
3 m1 m2 m3 c∗i

ci

c∗i · cj = δij V = c1·

式中  是倒格矢, 其表达式为 

 , 其中,   ,   ,   是非零整数;   是以上

 (i = 1, 2, 3)的共轭倒格矢 , 二者满足关系式

 , 这里 i 和 j 取 1, 2和 3. 另外,  

c2 × c3 S (m) , 是元胞的体积.   是结构因子: 

S (m) =

Natom∑
a=1

qaexp (2πim · ra) . (17)

该结构因子可近似表示为 

S (m) ≈
∑

k1,k2,k3

Q (k1, k2, k3)

× exp
[
2πi
(
m1k1
K1

+
m2k2
K2

+
m3k3
K3

)]
= F (Q) (m1,m2,m3) , (18)

k1 k2 k3

Q ki/Ki ki

Ki Ki

F (Q) Q

U rec

式中通过将元胞中的电荷分布 (B样条)插值到具

有相同的 3个维度   ,   ,   的网格来构造三维

矩阵   ;    是分数坐标, 其中,    (i = 1, 2, 3)

取值范围是 (1, 2, 3, ···,   ), 正整数常数  代表

元胞的尺寸;   是矩阵  的三维快速傅里叶变

换. 经过以上变换,   的表达式为 

U rec =
1

2πν
∑
m̸=0

exp
([

−(πm/β)
2
])

m2

× F (Q) (m)F (Q) (−m) . (19)

U rec值得一提的是,   线性依赖于格点电荷, 因

此对 λ求一阶导和库仑势的一样简单. 

U corr = − 1

2

∑
(a,b)∈M

qaqberf (β |rb − ra|)
|rb − ra|

− β√
π

N∑
a=1

q2a −
π

2β2V

(∑
a

qa

)2

. (20)

U rec

U dir

U corr

  考虑整体的电荷分布, 并未排除存在键相互作

用的原子对, 因此需采用和  相同的函数形式进

行修正 ((20)式第 1项). 此外,   第 2项的作用

是排除点电荷自相互作用, 第 3项则是中和体系净

电荷的背景电荷 (background plasma). 其中, 后

面两个修正只依赖于原子电荷.

AH+
OH− ⇌ A− + H2O

BH++

H2O ⇌ H3O+ + B

为了避免元胞之间不真实的静电相互作用, 常

规 MD通过添加补偿盐离子使体系呈电中性. 然

而, CpHMD模拟中电荷是动态变化的. 为了解决

该问题, Shen课题组 [64] 提出了将盐离子作为质子

缓存器. 然而, 盐离子如果不带电会导致聚集, 于

是改使用可滴定水分子 [68]. 酸性氨基酸 (例如 Asp

和Glu)与水阴离子 (hydroxide, TIPU)耦合 ( 

 ); 碱性氨基酸 (例如 Lys, Arg和

His)与水阳离子 (hydronium, TIPP)耦合 ( 

 ). 该耦合令反应式两端的电荷守
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U corr

pKa

恒. 电中性的另一个好处是消除   中会导致反

常  偏移的背景电荷.

以上介绍了不同溶剂下静电能的具体求解. 下

面介绍哈密顿量中只依赖于反应坐标 λ的偏置

势 [31]: 

U∗ ({λj}) =
Ntitr∑
j

[−Umod (λj) + U pH (λj) + U barr (λj)],

(21)

Umod U pH

U pH − Umod

U barr

U barr

Umod

Aj Bj

其中, 第 1项 ((22)式)和第 2项 ((23)式)分别是

游离可滴定氨基酸去质子化的非键相互作用能和

总自由能. 对于单个可滴定位点的氨基酸 (如赖氨

酸),    是一个关于 λ的一元二次函数.    由

λ线性标度 ((23)式).   是化学能改变量

的近似解. 为了减少 λ处于不真实的中间态 (如 λ =

0.5)的概率, 另外添加了一个二次函数势垒  

((24)式).   降低了 λ的动力学, 对热力学统计

没有影响. (23)式和 (24)式的参数为已知, 因此,

C-CpHMD的主要工作是确定  的参数 (如 (22)

式中的  和  ): 

Umod (λj) = Aj(λj −Bj)
2
, (22)

 

U pH (λj) = ln (10) kBT
(
pKmod

a − pH
)
λj , (23)

 

U barr (λj) = 4η(λj − 0.5)
2
, (24)

pKmod
a pKa

η

Umod

⟨dU/dλ⟩
2A (λ−B)

A B

其中,    是游离可滴定氨基酸的   测量值,

 决定势垒高度. 对于一个 C-CpHMD模型, 需要

通过平均力势 (potential of mean force, PMF)模

拟求   函数中的系数. 这里可用单个可滴定位

点的游离赖氨酸 (Lys)为例. 固定 λ值, 经过一定

时间 (如 1 ns)的 MD, 对作用在虚粒子上的力求

时间平均, 即  , 其中 λ在 0—1之间取离散

的值. 基于线性响应理论, 用线性函数  

拟合平均力, 确定模型参数   和   . 同时, 可利用

以下热力学积分求 PMF, 计算去质子化自由能改

变量: 

Umod (λ) =

∫ λ

0

⟨
∂U (λ′)

∂λ′

⟩
λ′
dλ′. (25)

θ θ λ = sin2θ
θ

需要注意的是, 为了将 λ约束在 [0, 1], 需定

义另一个变量   . λ和   的关系式为   . 于

是, 数值模拟中进行迭代的是  , 而非反应坐标 λ.

对于含有两个可滴定位点的氨基酸, 需要定义

反应坐标 x 来描述处于去质子化 (His)或质子化

(Glu和 Asp)态时质子所处的可滴定位点 [46]. x 同

样是在 0到 1范围内的连续变量. 图 3展示了 Asp

和 His侧链 3个质子化态对应的反应坐标值以及

状态间的转化. 类似变量 λ, 可利用插值将 x 加入

哈密顿量的各个能量项. 例如, 以下分别是 Asp和

His电荷关于 λ和 x 的表达式:
 

qDa,j = λjq
ASP
a,j + (1− λj)

[
xjq

ASP2
a,j + (1− xj) q

ASP1
a,j

]
,

(26)
 

qHa,j = λj

[
xjq

HSE
a,j + (1− xj) q

HSD
a,j

]
+ (1− λj) q

HSP
a,j ,
(27)

qASP2a,j qASP1a,j Oδ2

Oδ1 qASPa,j

qHSEa,j qHSDa,j

Nδ Nε qHSPa,j

Umod

其中  和  分别是Asp侧链 j 上原子 a 在 

和   质子化时所带的电荷,   是该侧链去质子

化时原子 a 所带电荷;   和  分别是 His侧链 j

上原子 a 在  和  去质子化时所带的电荷,  

是该侧链质子化时原子 a 所带电荷. 具有双可滴定

位点的 Glu/Asp和 His的  是关于 λ和 x 的多

项式, 需要取 λ和 x 值的不同组合计算平均力, 然后

通过 Brooks课题组提出的方法计算多项式系数 [46].

 
 

Nd

Ne

HSD

HSE

HSP

=1, =0

=1, =1

=0

Od1

Od2

ASP1

ASP2

ASP
=0, =0

=0, =1

=1

(a) (b)

图 3　互变异构滴定模型的 3个质子化态以及状态间的转

化　(a)天冬氨酸 Asp; (b)组氨酸 His

Fig. 3. Three protonation states and their interconversion in

the tautomeric titration model: (a) Aspartic acid; (b) histid-

ine.
 

λ λ 0⩽
λ⩽0.1 N prot 0.9⩽λ⩽1

N dep

S

CpHMD模拟同时对构象和质子化态采样. 根

据设置的输出频率保存每个可离子化基团的滴定坐

标  (  ∈[0, 1])(图 4(a)). 统计处于质子化态 ( 

 )的次数  以及去质子化态 (  )

的次数  , 计算不同 pH条件下的去质子化概率

 (图 4(a))[31]:
 

S =
N dep

N dep +N prot . (28)

S pKa S

最后 , 采用如下 Hill函数 (广义 Henderson-

Hasselbalch函数)拟合   .    便是   = 0.5时所

对应的 pH (图 4(b)):
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S =
1

1 + 10h(pKa−pH) , (29)

h

h

h < 1

h > 1

h

其中  是 Hill系数, 表征一个可离子化基团与周围

可滴定基团的滴定动力学是否存在耦合.    = 1表

示无耦合, 如位于分子表面的残基或游离氨基酸.

 表示负耦合 , 如形成盐桥键的去质子化的

Asp和质子化的 Lys.   表示正耦合, 如酶活性

位点距离相近的两个酸性氨基酸 (质子化的 Asp

或 Glu).   偏离 1越多, 耦合越强 [69].

pK1

pK2 pKa

当两个氨基酸的滴定动力学存在耦合, 可将二

者看作一个整体, 利用以下公式计算宏观   和

 (macroscopic sequential   )[64,70]: 

N =
10(pK2−pH) + 2× 10(pK1+pK2−2pH)

1 + 10(pK2−pH) + 10(pK1+pK2−2pH) , (30)

N pK1

pK2

其中  是一定 pH条件下的平均质子数. 为获得 

和  , 也可以采用以下非耦合模型 (31)式 [71,72]: 

S1 + S2 =
1

1 + 10(pK1−pH) +
1

1 + 10(pK2−pH) , (31)

S1 S2其中  和  分别是两个耦合的可滴定位点的去质

子化概率.

当滴定动力学采用满足周期性边界条件的显

性溶剂时, 需要考虑有限尺度效应 [73]. 由于采用耦

合水离子实现了电中性, 有限尺度效应仅剩下和

水分子模型相关的离散溶剂效应 (discrete solvent

effect)[66]. 当某个可滴定氨基酸去质子化, 因离散

溶剂效应引起的能量变化是 

∆Goffset =
2π
3
κγqρ, (32)

κ ρ

N V N

V

q

其中,   是介电常数;   是水数量密度, 等于水分子

数  除以体积  , 这里  指的是和蛋白有相互作

用的水分子数,    也是这些水包络范围内的体积;

 是可滴定氨基酸的电荷, Asp/Glu是–1e, His/Lys

0.764 e · Å2

pKa

为+1e; g 是显性溶剂模型范德瓦耳斯相互作用

中心的电四极矩 . 对于溶剂模型 TIP3P, g 的值

为   . 为了估算该有限尺度效应导致的

 偏移, 需要计算相对模型分子的能量变化 [66]: 

∆∆Goffset =
2π
3
κγq

(
N

V
− Nmod

V mod

)
, (33)

N Nmod

V V mod

pKa

其中,   和  分别是蛋白质和游离氨基酸模拟

体系中与溶质有相互作用的水分子数;    和  

是相应的周期性元胞体积. 将以上表达式转化为

 偏移量, 可得到 [66]
 

∆pKcorr
a = ± ∆∆Goffset

ln (10)RT
. (34)

N V

ρ

根据   和   的定义, 可以推断有限尺寸效应

对 PME影响较大. PME考虑了周期性元胞内所

有水分子, 蛋白质体积所占比例较小, 水数量密度

 较大; 另一方面, GRF和 FSh仅考虑截断以内的

水, 蛋白质体积所占比例较大, 水数量密度可忽略

不计. 对于膜蛋白体系, 可参考 Roux课题组 [74] 提

出的方法做相应的修正.

以上介绍的 C-CpHMD属于对电荷插值, 实

现电荷对反应坐标的线性响应. 实际上, 由于库仑

势对电荷线性依赖, 库仑势和电荷两者的线性插值

是等效的. 因为两种情况下, 关于插值变量 (反应

坐标 λ)负的一阶导数 (作用在虚粒子上的合外力)

是相等的. 然而, 并不是所有和静电势相关的能量

项和电荷线性相关, 如 PME算法中对点电荷自相

互作用和净电荷的修正项 ((20)式)[66]. 所以, 为了

更好描述电荷变化对滴定动力学的影响, 基于截

断的 GRF和 FSh较适合对静电势进行插值的 C-

CpHMD, 因为它们的静电势保留了对电荷的线

性依赖. 德国马克思普朗克研究所的 Grubmüller

课题组 [75] 在分子模拟软件 GROMACS中开发的

 

0 2.5

Time/ns

5.0

0.9




pH=4(a)

0.1

(b)

2 3

pH

654

1



pa=pH (=0.5)

0

CpHMD
Fit to Hill

pKa图 4    基于 C-CpHMD的   计算　(a)滴定坐标 λ和去质子化概率 S 的轨迹; (b)采用 Hill函数拟合 S

pKaFig. 4. The     calculation based on C-CpHMD: (a) Trajectories of titration coordinate λ and deprotonation fraction S; (b) fit-

ting S to Hill function.
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C-CpHMD便是对势函数进行插值. 最近, 芬兰的

Groenhof课题组 [76,77] 基于该模型进行代码优化,

并实现基于 CHARMM力场的 CpHMD模拟. 然

而, 该模型采用了显性溶剂 PME, 而不是基于截

断的 GRF或 FSh. 其次, 该模型没有像 Shen课题

组 [64] 一样考虑有限尺寸效应. 另一方面, 同样是对势

能进行插值, Brooks课题组 [63,71] 基于显性溶剂的

C-CpHMD模型合理地采用了基于截断的 FSh. 除了

以上正弦函数形式 ,  Grubmüller课题组和 Brooks

课题组提出了其他将 λ约束在区间 [0, 1]的方法. 例

如, Grubmüller课题组 [75] 提出了余弦形式. Brooks

课题组 [78] 提出一个较复杂的指数形式. 对于显性

溶剂 C-CpHMD, 体系电中性是一项重要的约束条

件, Shen课题组 [66] 和 Grubmüller课题组 [79] 均采

用了可滴定水分子实现体系净电荷恒等于 0. 然而,

Brooks课题组 [71] 的显性溶剂 C-CpHMD还未考

虑该约束. 因此, 为了避免溶质与其镜像的静电相

互作用, 需对 FSh静电势设置较小截断值.

从理论上看, Shen课题组 [66] 开发的基于 PME

的 C-CpHMD可应用于分子力场能描述的任何体

系, 似乎没有改进的空间. 实际上, 一个酸性氨基

酸残基的去质子化或一个碱性氨基酸残基的质子

化可诱导周围可极化原子 (原子核外电子云的中心

偏离原子核)或基团 (组氨酸咪唑环上的电子离

域)形成偶极子 [80]. 偶极子与电荷相互吸引, 一定

程度上加强了该氨基酸残基带电状态的稳定性. 然

而, 传统力场下电荷分布是固定的, 不会因为滴定

引起周围电场的变化而做出调整, 这可能导致可滴

定氨基酸残基偏爱电中性, 特别是位于蛋白质内部

的氨基酸残基 [66]. 基于以上考虑, 如果采用极化力

场 (如 CHARMM的 Drude[81]),  C-CpHMD的精

度将得到进一步的提升. 其次, 大部分 CpHMD(包

括该模型)没有考虑质子化和去质子化对键相互作

用的影响 [44].

p

随着显性溶剂 CpHMD的快速发展, 急需解

决质子化态和构象的采样问题. 2006年 Brooks课

题组 [82] 率先将基于温度的副本交换 (replica exch-

ange)算法应用到 C-CpHMD, 即将副本以一定的

概率交换到较高温度, 借助热涨落提高 CpHMD

模拟的采样. 受到哈密顿量副本交换算法的启发,

2011年 Shen课题组 [56] 提出了基于 pH的副本交

换算法: 将副本以一定的概率  交换到较高的 pH,

提高去质子化态的采样; 或交换到较低的 pH, 提

U pH

∆ β U pH

U pH

高质子化态的采样 ((35)式). 因为实际进行交换

的 pH只存在于   ((23)式), 交换前后总能量的

变化   /  可简化为仅含   的表达式 ((36)式).

交换 pH后, 两个副本将在新的 pH条件下 (或新的

 )进行采样. 该算法效率极高, 同时操作简单,

已被应用到其他 CpHMD模型 [83–86]. 为了增强质

子化态空间采样 , 美国国立卫生研究院 NIH的

Brooks课题组 [87] 提出结合包络分布采样 (enve-

loping distribution sampling, EDS)和哈密顿量副

本交换 (Hamiltonian  replica  exchange,  HREX).

EDS通过定义一个参数 s 标度状态间的能垒. 较

小的 s 对应较平滑的能垒, 方便了状态间的转化.

然而, 能垒的消除促进了虚拟中间态的采样, 这将

影响物理态的采样. 为了避免中间态的采样, 在

EDS基础上利用 HREX提高离散的质子化态空间

的采样效率. 接着, 该课题组 [86] 加入以上基于 pH

的副本交换, 构成二维的副本交换. 从算法的角度,

该方法确实提高了采样效率, 但代价是产生大量的

副本以及模拟过程中副本的频繁通讯, 对计算能力

要求较高. 近期, 为了在有限 GPU显卡数量的条

件下实现基于 pH的副本交换, Shen课题组 [88] 提

出了副本同步交换.
 

p =

{
1, ∆ ⩽ 0,

exp(−∆), ∆ > 0,
(35)

 

∆ = β(U pH ({λj} ; pH′) + U pH ({λ′
j

}
; pH

)
− U pH ({λj} ; pH)− U pH ({λ′

j

}
; pH′)), (36)

U pH({λj}; pH)

U pH({λ′
j}; pH′) U pH

pH pH′ U pH({λj}; pH′)

U pH({λ′
j}; pH)

其中 ,  p 是副本交换的概率 ;    和

 是两个副本交换前的   . 将以上

两项的   和   进行互换, 得到   和

 .

除了副本交换, 另一种增强采样的方法是对生

物大分子进行粗粒化 (coarse graining, CG), 减少

模拟体系中粒子的数量, 从而降低了构象空间的

自由度. 该方法通常被应用于具有较大空间和时

间尺度的生物过程, 如蛋白质折叠、多肽聚集和物

质跨膜转运等 [89]. 近几年, 研究者们开始将 CG与

CpHMD结合, 发展 CpHMD的粗粒化模型 [90–93].

值得一提的是, 提出Martini粗粒化力场的Marri-

nk课题组 [92] 已在分子模拟软件 GROMACS中实

现了 CpHMD的粗粒化模拟.
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pKa2.2    基于 PB 的  预测模型

∆∆G = ∆G−∆Gmod

∆Gmod

实际上, 如果只考虑单个结构, 可以用 PB方

程计算相对去质子化自由能  .

其中,    是某可离子化氨基酸 A在游离状态

下去质子化自由能改变量: 

∆Gmod = Gmod (A−)−Gmod (AH) , (37)

Gmod (A−) Gmod (AH) A−

AH

∆G

式中  和  分别是去质子化 (  )

和质子化 (  )状态的自由能. 同理, 当该氨基酸

参与蛋白质的合成, 它在蛋白质中的去质子化自由

能改变量  表示为 

∆G = G
(
A−)−G (AH) . (38)

∆GBond基于蛋白质环境不影响成键作用部分 

(见 (4)式)的假设, 以上两个自由能改变量的差可

表示为 

∆G−∆Gmod =
(
GPB

(
A−)−GPB (AH)

)
−
(
Gmod

PB
(
A−)−Gmod

PB (AH)
)
, (39)

∆G(AH) = GPB (AH)−
Gmod

PB (AH) ∆G(A−) = GPB (A−)−Gmod
PB (A−)

其中, 下标 PB表示用 PB方程分别计算等式右

边 4个状态下的静电能. 令 

 和   , 可

得到 

∆G+∆GPB (AH) = ∆Gmod +∆GPB
(
A−) , (40)

∆GPB (AH) ∆GPB (A−)

AH A−

∆∆G

其中,   和  分别表示在水溶剂

中将质子化 (  )和去质子化 (  )的氨基酸放

入蛋白质的静电能改变量. 基于该等式, 可以得到

如图 5所示的热力学循环 (thermodynamic cycle).

相对去质子化自由能  可表示为 

∆∆G = ∆GPB
(
A−)−∆GPB (AH) , (41)

∆∆G ∆pKa=∆∆G/ (kBT ln10)

pKa ∆pKa pKa

pKa

pKa

接着, 将  代入关系式 

计算  偏移量  . 最后, 利用 (5)式计算  .

可见, 热力学循环 4个状态的静电能计算决定了

 的预测精度. 目前, 基于 PB计算静电能并预

测蛋白质   的方法包括 MCCE[17,94],  H++[18],

APBS[19], DelPhiPKa[20,95,96] 以及 PypKa[21]. 其中,

MCCE和 PypKa利用 MC对侧链二面角进行采

样, 一定程度上提高了预测精度, 但总体精度仍低

于 CpHMD, 说明了空间构象充分采样的重要性 [15].

PB方程的参数主要是介电常数, 原子的电荷和半

径, 因此容易拓展到其他类型的体系. 例如, 除了

蛋白质, DelPhiPKa也适用于 DNA和 RNA. 除了

蛋白质单体, H++也考虑了含有配体的复合物. 

pKa2.3    基于经验函数的  预测模型

pKa pKa

pKa

以上物理模型 (CpHMD和基于 PB的模型)

需要计算体系的静电能, 计算复杂度较高. 为了进

一步提高  计算的效率 (例如将单个蛋白的 

计算时长缩短到秒量级), 2005年哥本哈根大学的

Jensen课题组 [23] 提出了一组经验函数 PropKa分

别描述点电荷相互作用 (Coulomb force)、去溶剂

化效应 (desolvation)和氢键相互作用 (hydrogen

bonding)对  偏移量的贡献: 

∆pKa = ∆pKColumb
a +∆pKDesolv

a +∆pKHBond
a . (42)

以上 3项的函数均采用分段的一次函数, 计算复杂

度低, 已被应用到蛋白质单体 [23], 蛋白质和小分子

配体的复合物 [97]. 然而, 该版本的 PropKa没区分

可滴定氨基酸残基是处于蛋白质的表面还是内部.

∆pKa

∆pKHBond
a

∆pKDesolv
a ∆pKSelf

a

1/α

V r4

pKa

为此 , 2011年 Jensen课题组 [24] 提出了改进

的 PropKa 3.0. 新版本考虑了相同的  决定因

子, 将 (42)式的氢键相互作用导致的  和

去溶剂化效应导致的  归为自能  .

不同的是, PropKa 3.0采取了一个折中的方案, 即

部分使用能量公式. 例如, 点电荷相互作用采用经

典的库仑势. 去溶剂化效应采用了和 GB模型中求

解有效波恩半径的倒数 (  )类似的原子体积

(  )除以原子间距离的四次方 (  ). 此外, 蛋白质

表面和内部被赋予不同的介电常数. 对于氢键相互

作用, 则保留了一次函数形式. 该模型的参数化基

于谷氨酸和天冬氨酸的  实验值, 对酸性氨基酸

的预测能力接近 CpHMD[98]. 然而, 该模型对碱性

 

D

Dmod

DPB(A-) DPB(AH)

图 5    相对去质子化自由能计算的热力学循环

Fig. 5. Thermodynamic  cycle  of  relative  deprotonation  free

energy calculation.
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氨基酸 (如 Lys和 His)的预测效果较差 [25]. 

pKa2.4    基于机器学习的  预测模型

pKa

pKa

pKa

pKa

上述 PropKa经验函数的提出较大程度依赖

于科学家的先验知识. 理论上, 如果有足够多的

 实验测量值, 可以结合数据和机器学习算法训

练出一个经验函数 , 而不需要依靠已有的知识 .

2018年 波兰华沙大学 Siedlecki课题组 [99] 提出首

个基于深度学习的蛋白质配体结合亲和性 (bin-

ding affinity)预测模型. 这里的配体通常指具有几

何结构的小分子. 我们知道,   表征某可滴定基

团去质子的难易程度. 换一种表达,   代表蛋白

质和质子的结合亲和性. 可见, 蛋白质配体结合亲

和性预测方法对  预测具有参考价值 [25].

pKa

pKa

pKa

pKa

pKa pKa

pKa

pKa

∆pKa

pKa

pKa

由于实验条件的限制, 迄今为止蛋白质可滴定

氨基酸残基的   实验测量值不到两千个 [100,101].

于是, 本课题组采用基于隐性溶剂 GBNeck2的 C-

CpHMD[48] 建立了一个蛋白质   数据集 (包含

12809个   )[25]. 2021年 12月, 本课题组提出了

国际上首个基于机器学习的蛋白质   预测模型

DeepKa, 证明了引入人工智能方法解决蛋白质

 预测问题的可行性 [25]. 本课题组对现有的 

数据库 PKAD[100](包含 1350个蛋白质  实验测

量值)进行数据清洗, 得到了测试集 EXP67S. 首

先, 根据氨基酸序列相似性比对排除了冗余数据.

剩下的 67个蛋白质的 470个 Asp, Glu, Lys或 His

的   构成数据集 EXP67. 接着, 对 EXP67进行

欠采样, 使得不同   区域分布均匀. 最后剩下

的 167个  为该模型的测试集 EXP67S. 该测试

集的优势将在下文的多模型比对体现出来 (图 6).

模型的大部分输入特征以及三维卷积神经网络 (con-

volutional neural network, CNN)框架均借鉴 Sie-

dlecki课题组 [99] 提出的 Pafnucy模型. 值得一提

的是, 为了解决截断导致的边界问题, DeepKa采

用格点电荷 (Siedlecki课题组 [99] 采用原子电荷)

描述对  预测精度起决定性作用的静电环境 [25].

虽然 DeepKa第一版本的预测精度高于 PropKa

3.0, 但是和 CpHMD还存在一定差距 [25]. 此外, 该

工作只测试了 DeepKa的总体性能, 并未对特定的

问题 (如酶催化中心或无序蛋白)进行讨论.

2022年 1月, 美国卡内基·梅隆大学 Lsayev课

题组 [26] 开发了基于神经网络势 ANI-2X和原子环

境矢量 AVE的深度学习模型 pKa-ANI. 然而, 该

pKa

pKa

模型将所有的实验数据用于模型的训练, 不利于对

其性能进行客观的评价. 另外, 该模型对结构敏感,

需要在预处理阶段对初始结构进行能量最小化, 否

则将得到不合理的预测结果 [26]. 2022年 3月, 美国

约翰斯·霍普金斯大学 Damjanovic课题组 [27] 测试

了 4种基于树的机器学习算法. 其中, XGB-WMa

表现最好. 该小组同样采用有限的实验数据来训练

和测试模型. 为了建立有效的模型, 他们在特征描

述上加入了较多的经验知识: 首先, 统计可滴定基

团参与的氢键数量; 其次, 计算可滴定基团的溶剂

可及表面积 (solvent accessible surface area, SASA);

最后, 根据是否带电或亲水对可滴定基团附近氨

基酸残基进行分类. 显然, 以上特征基本上覆盖了

PropKa模型中影响   偏移量的 3个关键因素:

氢键相互作用、去溶剂化效应和点电荷相互作用.

2022年 7月, Reis课题组 [102] 利用基于 PB的 Pyp

Ka建立了包含 1200万个  值的数据集, 并基于

该数据集开发了深度学习模型 PKAI[28]. 为了提高

精度, 在 PKAI基础上对损失函数进行正则化处

理, 从而得到 PKAI+. 然而, PKAI+在其他测试

集 (如 EXP67S)的表现与 PKAI相似, 说明上述

的正则化处理缺乏普适性 [29]. 因此, 如果没有特别

说明, 下文只讨论 PKAI.

pKa

2023年 5月, 本课题组发布了 DeepKa的最

新版本 [29]. 该版本的输入特征和模型框架与旧版本

相同, 仅仅是增加了训练和验证集的   样本量.

这些样本出自 549个蛋白质的 26552个 Asp, Glu,

Lys和 His. 相对旧版本, 该版本预测性能更接近

CpHMD. 此外, 在这个工作中特定的蛋白质体系
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pKa图 6      预测模型性能对比

pKaFig. 6. Comparison of existing    predictors.
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pKa

pKa

pKa

pKa

被用于进一步评估 DeepKa的可靠性. 例如, 酶催

化中心具有复杂的静电环境, 是  预测的一个重

要挑战. 新版本通过  计算准确预测了 5个酶催

化中心的质子供体. 除了具有稳定三维结构的蛋

白, 该模型也可被应用于无序蛋白. 理论预测 

偏移量较小的滴定位点往往容易做到预测精确, 但

难以做到预测相关, 而即使在  偏移量小于 1.0

的情况下, 理论和实验仍然表现出较高的相关性,

证明了该模型的高鲁棒性 [29]. 如无特别说明, 下文

的 DeepKa代表该新版本.

pKa

pKa

pKmod
a

pKa

pKa

pKa

上述基于 AI的模型均采用 PKAD中的实验

数据来训练或测试模型 . 然而 , pKa-ANI, XGB-

WMa和 PKAI忽略了存在于 PKAD的冗余数据

(例如一个蛋白质有两组相同的  值), 这可能导

致过拟合. 其次, PKAD中大多数  处于参考值

 附近, 因此测试结果并不能反应模型真实的

预测能力 [25]. 值得一提的是, 本课题组创建的测试

集 EXP67S不存在以上两个问题, 可较为客观地

对模型进行评价 [25]. 研究发现, 除了在实验和理论

相关性方面仍旧低于 CpHMD, DeepKa的预测精

度明显高于其他主流   预测模型, 包括 PypKa,

PropKa, PKAI和 pKa-ANI[29]. 其中, PypKa代表

基于 PB的模型 ,  PropKa代表基于经验函数的

模型, PKAI和 pKa-ANI代表其他 AI模型. 基于

树的 XGB-WMa没有开放源代码, 所以无法利用

EXP67S对其进行测试. 因此, XGB-WMa不参与

下面的模型讨论. 同时考查精度和速度, 图 6展示

了 5个模型的预测性能. 其中, 平均绝对误差用于

表征模型的精度. 显而易见, 如果以 PropKa的速

度和 CpHMD的精度作为参照, 目前只有 DeepKa

能提供准确的高通量   计算 [29]. 最近, 加拿大

国家研究委员会 Sulea课题组 [103] 比较了现有的

7种高通量   预测模型, 包括基于经验函数的

PropKa 3.0[24], 基于深度学习的 DeepKa[29]、PKAI

和 PKAI+[28] 以及基于 PB方程的 DelPhiPKa[95]、

MCCE2[94] 和 H++[18]. 该研究指出在以上高通量

模型中 DeepKa的精度最高, 与图 6的结论一致. 

3   结　论

pH与温度、压强一样是基本的环境参量. 传

统的分子动力学假设溶剂是中性水 (pH=7.0), 不

考虑其他 pH条件; 此外, 传统分子动力学假设电

pKa

pKa

pKa

pKa

pKa

pKa

pKa

荷是固定的, 不受溶质静电场的影响. 以上两个假

设限制了传统分子动力学进一步探究细胞中许多

与 pH相关的生物过程, 而可靠的  计算将有助

于解决该难题. 本综述主要介绍了 4类主流的 

预测方法. 显然, 对于不同理论的   预测模型,

其适用范围也存在差异. 首先, 不论何种特定的问

题, 如果不要求高通量计算, 可采用预测精度较高

但计算效率较低的 CpHMD. 当涉及非水溶性蛋白

(如膜蛋白)的   计算, 目前理论上可行的模型

为基于杂化溶剂 [37,56] 或显性溶剂 [66,67] 的 CpHMD.

另一方面, 需要开发高通量的  预测模型, 从而

满足工业界批量的  计算需求. 由于隐性溶剂的

理论局限性和实验条件的限制, 上述的高通量模型

仅适用于水溶性蛋白. 对于水溶性蛋白质单体的

 计算, 在所有高通量模型中 DeepKa无疑是最

优的选择 [29,103]. 若只关心酸性氨基酸残基 (如 Asp

和Glu)的质子化态, 也可考虑 PropKa 3.0[24]. 而对

于主要的 4种可离子化氨基酸残基 (Asp, Glu, Lys

和 His)以外的可滴定基团 (如 Cys和 Tyr), 可考虑

基于 PB的模型 (如 H++[18] 和 PypKa[21]).

pKa pKa

pKa

pKa

pKa

pKa

pKa

随着计算机软件和硬件的快速发展, 国际著名

的美国药物设计公司薛定谔 (Schrödinger)开始尝

试利用自由能微扰 (free energy perturbation, FEP)

方法计算  , 说明蛋白质  理论计算开始引起

工业界的关注 [104]. 值得一提的是, 基于机器学习的

 预测模型虽处于起步的阶段 (2021年至今), 却

已表现出和物理模型同水平的预测精度, 例如本课题

组开发的DeepKa. 我们相信: AI模型有可能突破先

验知识, 在不久的将来提供更为高效的预测; 利用

物理模型 CpHMD建立的   数据集 PHMD549

和基于  数据库 PKAD建立的测试集 EXP67S

将为基于机器学习的   预测工具的研发奠定基

础 [29]. 最近, 基于 DeepKa本课题组开发了国内首

个蛋白质  在线计算平台 (http://www.comput

biophys.com/DeepKa/main), 这对未来参与到人

工智能驱动的新药研发产业具有重要意义 [105,106].
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SPECIAL TOPIC—Machine learning in biomolecular simulations

Progress in protein pKa prediction*
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The  pH  value  represents  the  acidity  of  the  solution  and  plays  a  key  role  in  many  life  events  linked  to

human diseases. For instance, the β-site amyloid precursor protein cleavage enzyme, BACE1, which is a major
therapeutic target of treating Alzheimer’s disease, functions within a narrow pH region around 4.5. In addition,

the sodium-proton antiporter NhaA from Escherichia coli is activated only when the cytoplasmic pH is higher

than 6.5 and the activity reaches a maximum value around pH 8.8. To explore the molecular mechanism of a

protein  regulated  by  pH,  it  is  important  to  measure,  typically  by  nuclear  magnetic  resonance,  the  binding

affinities of protons to ionizable key residues, namely    values, which determine the deprotonation equilibria

under a pH condition.  However,  wet-lab experiments are often expensive and time consuming. In some cases,

owing to the structural  complexity of  a protein,     measurements become difficult,  making theoretical   

predictions in a dry laboratory more advantageous. In the past thirty years, many efforts have been made to

accurately  and  fast  predict  protein      with  physics-based  methods.  Theoretically,  constant  pH  molecular

dynamics  (CpHMD)  method  that  takes  conformational  fluctuations  into  account  gives  the  most  accurate

predictions,  especially  the  explicit-solvent  CpHMD model  proposed  by  Huang  and  coworkers  (2016 J.  Chem.

Theory Comput. 12 5411) which in principle is applicable to any system that can be described by a force field.
However,  lengthy  molecular  simulations  are  usually  necessary  for  the  extensive  sampling  of  conformation.  In

particular, the computational complexity increases significantly if water molecules are included explicitly in the

simulation system. Thus,  CpHMD is  not  suitable  for  high-throughout computing requested in industry circle.

To accelerate    prediction, Poisson-Boltzmann (PB) or empirical equation-based schemes, such as H++ and

PropKa,  have been developed and widely used where     values  are  obtained via  one-structure  calculations.

Recently,  artificial  intelligence  (AI)  is  applied  to  the  area  of  protein      prediction,  which  leads  to  the

development of DeepKa by Huang laboratory (2021 ACS Omega 6 34823), the first AI-driven    predictor. In

this paper, we review the advances in protein     prediction contributed mainly by CpHMD methods, PB or

empirical  equation-based  schemes,  and  AI  models.  Notably,  the  modeling  hypotheses  explained  in  the  review

would shed light on future development of more powerful protein    predictors.

pKaKeywords: molecular dynamics, Poisson-Boltzmann equation, machine learning,    prediction

PACS: 87.15.ap, 87.14.E–, 87.10.Vg, 87.15.A– 　DOI: 10.7498/aps.72.20231356
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专题: 生物分子模拟中的机器学习

生物分子模拟中的机器学习方法*

管星悦 1)2)    黄恒焱 1)2)    彭华祺 1)2)    刘彦航 1)    李文飞 1)†    王炜 1)‡

1) (南京大学物理学院, 南京　210093)

2) (国科温州研究院, 温州生物物理重点实验室, 温州　325000)

(2023 年 10 月 8日收到; 2023 年 11 月 1日收到修改稿)

分子模拟技术已成为人们从分子层次探究生命原理的强有力工具. 经过近 50年的发展, 生物分子模拟

能够实现对蛋白折叠、构象运动和蛋白-蛋白分子相互作用等复杂分子体系的生物过程的动力学和热力学性

质进行定量表征. 近年来, 以深度学习为代表的机器学习算法的应用进一步推动了生物分子模拟技术的发展.

本文对生物分子模拟中的机器学习方法进行综述, 重点讨论机器学习算法在提高生物分子力场精度、分子模

拟构象采样效率、以及高维生物分子模拟数据处理等方面取得的重要进展. 在此基础上, 对未来研究中基于

机器学习技术进一步克服生物分子模拟的精度和效率瓶颈、扩展生物分子模拟适用范围、实现计算模拟与实

验测量的深度融合做了展望.

关键词：生物大分子, 分子模拟, 机器学习, 增强采样, 多尺度模型

PACS：87.15.ap, 87.15.Cc, 87.18.–h, 87.16.A– 　DOI: 10.7498/aps.72.20231624

 

1   引　言

以分子动力学为代表的分子模拟技术在生物

大分子结构与动力学研究中发挥着越来越重要的

作用. 常规分子模拟技术用于复杂生物分子体系

时, 不可避免地存在力场精度与构象采样效率瓶

颈. 同时, 从高维分子模拟数据提取可解释的生物

大分子结构与动力学特征也是一个挑战性难题. 生

物分子模拟技术发展的核心任务便是解决以上难

题, 扩展生物分子模拟的应用范围.

自从 20世纪 70年代 McCammon等 [1] 首次

将分子动力学模拟用于生物大分子体系以来, 人们

在生物分子力场发展、长程静电相互作用计算方

法、增强采样与自由能计算等方面取得了多个突破 [2].

分子模拟技术与高性能计算机等硬件技术的协同

发展使得分子模拟能够覆盖的时间尺度以超过摩

尔定律的速度增加, 平均每 10年增加约 3个数量

级 [3]. 这些进展使得人们能够直接模拟小蛋白分子

毫秒时间尺度的折叠全过程 [4,5], 也能对固有无序

蛋白 (intrisically disordered protein, IDP)的构象

系综进行合理的分子模拟表征 [6,7], 甚至能够实现

对病毒颗粒、细胞质等超大分子体系进行分子模

拟 [8,9]. 目前, 实验和模拟计算结合已成为生物大分

子结构与动力学研究的基本范式. 另一方面, 对较

大的分子体系, 目前的生物分子模拟能够达到的空

间和时间尺度与实验测量仍有一定距离, 从而限制

了其适用范围 [10]. 因此, 发展新的分子模拟技术,

扩展分子模拟技术的适用范围, 对基于生物分子模

拟的基础和应用研究至关重要.

随着计算能力的提升和海量数据的积累, 机器

学习算法被广泛应用于基础与应用科学的各个领

域. 自然地, 人们也将机器学习算法应用于计算生

物学与生物信息学研究, 如生物分子设计与结构预
 

*  国家自然科学基金 (批准号: 11974173)资助的课题.
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测、分子模拟以及分子对接等. 机器学习概念诞生

于 20世纪 50年代 [11], 并在曲折的发展中被多次

重新理解与表述. 早期的机器学习算法多是对既有

建模与优化方法的重新整理与表述, 如线性回归、

多项式回归 [12] 以及 k-近邻算法 [13] 等. 尽管在早期

历史中已初具雏形, 目前人们广泛使用的机器学习

算法, 如决策树 [14]、神经网络 [15]、支持向量机 [16] 以

及集成学习方法 [17,18] 等, 大多成型于 1980年后,

并很快被应用于蛋白质二级结构预测 [19]、蛋白结

构与功能分类 [20,21] 以及药物筛选 [22] 等问题 . 在

20世纪 90年代, 人们也开始将神经网络用于构建

简单分子体系 (如表面吸附气体分子) 的势能面并

进行分子模拟 [23]. 在这些早期的应用中, 机器学习

方法往往被视为可替代的工具, 且神经网络尚未表

现出相对其他机器学习算法的显著优势, 因此相关

算法在生物分子模拟领域的应用仍非常有限.

近年来, 以深度学习为代表的机器学习技术得

到迅猛发展, 并在多个领域展现出惊人的能力. 特

别是 AlexNet[24] 的诞生, 展示了深度卷积神经网络

对图像的强大识别能力, 宣布深度学习革命的到

来. 之后出现的残差网络 (ResNet)[25] 进一步推动

了神经网络向深度发展, 也出现了如生成对抗网络

(GAN)[26] 与 Transformer[27] 等网络架构新范式 .

这些新的机器学习算法开始广泛用于生物分子模

拟、结构预测与设计等领域. 自 2017年开始, 机器学

习与生物分子模拟相结合的研究工作大幅增加, 成

为势不可挡的学科交叉趋势. 这一趋势从近年来发

表的相关研究论文数目的增长中可见一斑 (图 1).

机器学习与生物分子模拟的结合为推进分子

生物物理学研究提供了新的机会. 例如, 利用机器

学习技术能够设计更准确的分子力场, 开发更高效

灵活的增强采样算法, 发展更具普适性的复杂生物

分子体系的结构与动力学预测算法, 并辅助药物分

子的设计. 这一重要的交叉领域正在高速发展并持

续产生具有突破性进展的研究成果 [28–35]. 因此对

该领域的发展进行回顾与综述尤为重要. 关于机器

学习在生物大分子结构预测与设计方面的进展, 已

有非常全面的综述可供参考 [36–40], 本文不再过多

讨论. 在机器学习与生物分子模拟交叉领域, 也有

学者从不同角度进行了综述 [41–44]. 例如, Ramana-

thand等 [42] 在其综述论文中介绍了使用机器学习

技术表征 IDP系综以及进行多尺度模拟的方法, 并

提出将模拟数据集与实验拟合的重要性及策略;

Noé等 [43] 详细介绍了机器学习算法在帮助解决生

物分子模拟重要挑战中发挥的作用, 并探讨了将物

理学原理融入机器学习算法的必要性及相关方法;

Wang等 [44] 详细总结了利用机器学习算法分析分

子动力学模拟轨迹的方法, 以及利用机器学习与

相关数据驱动方法进行增强采样的方案. 本文将在

此基础上, 结合该领域的最新进展, 从生物分子

力场构建、反应坐标的选取与增强采样、分子模拟

数据处理等方面对机器学习与分子模拟交叉领域

的代表性工作进行综述. 生物物理智识与机器学习

技术迭代的融合已成为人们探索生命原理的有

力手段, 而结合机器学习算法的生物分子模拟是

借助神经网络的强大表达性与拟合能力分析复杂

生命运动密码的重要实践. 期望本文对该领域的

综述有助于读者综合了解机器学习算法在生物分

子模拟中的重要应用, 共同思考和探索基于机器学

习算法解决生物分子模拟领域关键难题的可能

途径. 

2   基于机器学习算法的生物分子力场
构建

 

2.1    势能面与分子力场拟合

在生物分子模拟中, 精度和效率通常难以兼

得. 不同的问题在精度和效率上有不同的偏重与要

求, 因此需要针对性地选择能够平衡精度与效率要

求的折中方案. 计算化学领域的“金标准”CCSD(T)

方法能达到约 1 kcal/mol的化学精度 , 但代价
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图  1    每年结合生物分子模拟与机器学习的文献数目随

年份的变化, 数据来源于 Scopus

Fig. 1. Number of publications with the key words “molecu-

lar simulations” and “machine learning” published per year

as a function of years. Data were taken from Scopus.
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是计算效率低, 通常适用于小体系的单点能计算.

基于密度泛函理论 (DFT) 和 Born-Oppenheimer

绝热近似的方法在精度上作出妥协, 从而提升了计

算效率, 能够将计算体系大小提升到数百个原子以

上的规模. 但是, 对于绝大多数的生物大分子, 计

算体系通常包含上万个原子, 并涉及微秒以上的时

间尺度, 因此进一步提升生物分子模拟的计算效率

对扩展其应用范围十分关键. 分子力场模型通过参

数化力场的方式在原子坐标水平近似地描述绝热

能量面, 从而大幅提升计算模拟效率. 这种逐级近

似的框架之下, 如何在提升计算模拟效率的同时尽

可能减小精度的损失, 成为构建分子力场的核心问

题. 全原子水平的分子力场可以看作是基于原子坐

标和原子类型的高维空间上的多元函数. 传统分子

力场多使用基于经验的结构项和以单体、两体势表

示的非键相互作用项的参数化方案 [45–47]. 这种预

先设定的具体力场函数形式不可避免地对力场精

度带来限制. 尽管人们可以通过进一步引入极化和

多体效应等物理机制来提升参数化方案的表达能

力 [48,49], 但在精度上与 DFT方法仍有较大差距.

深度学习算法提供了一种表达能力强大的参数化

方案 (图 2), 可以降低对预设力场函数形式的依赖,

因此原则上可以提升对分子力场的描述精度. 需要

注意的是, 深度学习算法更强的参数化表达能力,

需要由充足的计算能力和训练数据来作为支撑. 近

年来, 计算能力与数据规模已经可以支持用于训练

具有足够强表达能力的深度神经网络, 因此使用深

度学习方法构建生物分子力场, 从而实现分子力场

精度突破的条件已经成熟, 且在此问题上已取得重

要进展 [50–55].

机器学习算法用于生物分子力场拟合的一个

典型例子是 Zhang等 [51,56] 在 2018年发表的 Dee

PMD工作. DeePMD使用原子尺度的构象坐标以

及量子力学精度的能量信息作为数据集, 将系统构

象映射至其对应的能量与力 (受益于神经网络组件

的求导能力). 给定系统构象坐标, 可以通过网络的

前向传播代替复杂的 DFT计算, 直接得到原子受

力, 从而在尽量保留 DFT精度的前提下实现高效

率分子动力学模拟. DeePMD的网络架构本身是

深度前馈网络, 由多个全连接网络的输出求和得到

总能量. DeePMD使用分子构型的相对坐标来保

证网络的输出不依赖于生物分子体系的平移与旋

转 变 换 . 值 得 一 提 的 是 ,  DeePMD可 以 对 接

LAMMPS, Gromacs等传统分子动力学模拟软件,

便于使用.

为了在神经网络训练中保持分子构型平移与

旋转对称性, 除使用相对坐标 (或单个分子体系的内

坐标)外, 另一类方法是使用 Behler与 Parrinello[57]

在 2007年提出的对称函数方法. 对称函数方法将

系统中每一个原子依次视为中心原子, 计算其与附

近原子的距离、夹角, 得到对称函数值, 并作为神

经网络的输入特征量. 例如, Artrith与 Urban[58]

发展的 Aenet神经网络模型以及 Smith等 [59] 发展

的 ANI-1神经网络模型均使用了该对称函数方法,

并成功用于体相 TiO2 等材料系统和有机物小分子

系统的力场拟合. Fan等 [60] 在基于进化策略算法

构建用于原子模拟的机器学习势时也采用了类似

的方法. 该对称函数方法规避了笛卡尔坐标与内坐

标的相互转换, 从而提升深度网络的参数表达能力

和训练效率.

以上 DeepMD, Aenet, 以及 ANI-1均采用了

深度前馈网络构架. 随着卷积神经网络 (CNN) 展

示出其对图像特征提取与识别的强大能力并在机

器学习领域带来革命, 人们也尝试使用 CNN处理

图像的范式来处理分子构型并映射到能量面或力

场. 特别是残差网络构架的引入, 使得人们可以在

避免过拟合的前提下, 构建足够深度的 CNN网络,

以增强其拟合效果. 一个代表性的例子是 Schütt

等 [50] 发展的 SchNet. SchNet以残差卷积网络实

现对分子构型特征的提取. 不同于处理图像数据使

用的网格状离散滤波器, 为了保证能量面的光滑性

与精确性, SchNet采用了连续滤波器. 相对于深度

前馈网络, 基于 CNN架构的 SchNet能够显著提

升在量子化学精度数据集 QM9 (包含有机小分子

的构型、能量等)的预测精度, 也在分子动力学数

据集MD17[61] 上有更好的表现.
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图 2    神经网络用于生物分子构象能量面及力场的拟合

Fig. 2. Schematic diagram  for  representing  the   biomolecu-

lar force field by a neural network.
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尽管 CNN可以提取局域而抽象的特征, 且相

较于全连接神经网络在避免出现过拟合方面表现

出色, 但 CNN最擅长的领域仍是处理规整的图像

等数据. 对于空间不规则且以共价链接为重要特征

的分子构型, 图 (graph)是一种更为自然的表示.

分子构型的图描述天然地拥有平移和旋转不变性,

并且允许将距离、化学键等连接信息作为“边”数据

存入图网络. 因为这些优点, 人们也尝试使用图神

经网络来学习拟合分子力场. Park等 [53] 于 2021年

发表的GNNFF基于结合有向图与消息传递 (mess-

age passing)的深度神经网络框架 [62], 构建了神经

网络分子力场模型, 对有机小分子受力的预测精度

超过 SchNet.  Wang等 [63] 在同年发表的 sGNN,

考虑了不同类型相互作用在空间尺度上的差异, 对

聚合物分子的主链共价作用和非键相互作用能量

项分开建模, 在空间尺度扩展性与对不同模拟体系

的可迁移性方面表现良好. 

2.2    粗粒化力场构建

相对于 DFT等量子化学方法, 基于分子力场

的全原子分子动力学模型极大地扩展了计算模拟

方法能够研究的生物分子体系的空间和时间尺度.

目前, 人们已经能够实现对较小蛋白体系的完整折

叠过程进行全原子分子动力学模拟. 另外, 通过结

合增强采样算法, 可以实现对较大生物分子体系构

象变化的全原子分子动力学模拟和自由能计算. 然

而, 对于更大的生物分子系统, 如分子马达、核糖

体、病毒颗粒以及染色质体系等, 通常包含百万以

上原子个数, 并涉及毫秒以上时间尺度的动力学过

程, 远超出全原子分子动力学模拟能够达到的时间

和空间尺度范围. 为了突破全原子分子动力学模拟

的计算效率瓶颈, 人们通常采用粗粒化的近似方

法 [64]. 在粗粒化模型中, 将多个原子映射为 1个虚

拟粒子, 从而很大程度上降低了体系的自由度数,

实现分子模拟效率的提升. 然而, 由于采用了虚拟

粒子近似, 构建具有合理精度的粗粒化分子力场是

一个极具挑战性的难题. 已有的粗粒化模型的力场

参数主要通过“自下而上”和“自上而下”两种策略

来优化得到.

“自下而上”策略的基本思路是基于高精度力

场模型的计算结果来确定粗粒化力场参数, 主要方

法有玻尔兹曼反演法 (Boltzmann inversion meth-

od)[65]、力匹配法 (force matching)[66]、涨落匹配法

(fluctuating matching)[67] 以及能量分解法 (energy

decomposition)[68,69] 等. 例如, 玻尔兹曼反演法主

要通过全原子分子动力学模拟得到的径向分布函

数 (radial distribution function) 来提取粗粒化层

次的有效相互作用参数; 而力匹配法的优化目标则

是使粗粒化粒子的受力与其在高精度力场中对应

粒子的受力尽可能一致. 需要注意的是, 由于粗粒

化近似, 粗粒化粒子所代表的原子体系的自由度被

冻结, 粗粒化力场需要包含所冻结自由度构象熵对

能量面的贡献, 因此是一种平均力势 (potential of

mean force).

以上基于“自下而上”方案构建粗粒化力场的

策略与前述基于 DFT计算结果拟合全原子力场的

思路相类似, 都希望基于低精度模型拟合更高精度

的数据 (能量或力), 从而在提升计算效率的同时,

尽可能保留足够的精确度. 不同的是, 从量子力学

模型到全原子分子力场模型, 由于原子自由度数目

维持不变, 因此分子力场不涉及构象熵的贡献, 原

子尺度力场的拟合可以直接使用能量或力作为目

标; 而在构建粗粒化分子力场模型时, 需要在一定

程度上体现被冻结自由度的熵效应, 因此对分子构

象的采样具有更高的要求, 将力作为目标拟合力场

参数是更常用的方法. 另外, 构建全原子力场模型

的相关算法和构架, 如神经网络架构、体现平移与

旋转对称性的结构特征提取方法、激活函数的选择

等, 可以自然地迁移到基于力匹配的粗粒化力场拟

合. 近年来, 基于深度学习构建粗粒化分子模型的

工作越来越多地见诸于发表的论文中 [34,52,70–74]. 例

如, DeePMD团队同时开发出与 DeePMD具有相

似网络架构与结构特征提取策略的深度学习粗粒

化力场方案——DeePCG[52]. 其中力场参数的提取

使用了力匹配法和逐级拟合的办法. 同样是基于前

馈神经网络架构和力匹配方法, Wang等 [70] 在 2019

年开发了 CGNet, 并展示了用于丙氨酸二肽与多

肽链的粗粒化模拟结果, 能够很好地重现作为参考

的全原子模拟得到的自由能面及其他统计性质.

以上例子均采用了基于“自下而上”思路的力

匹配法作为粗粒化力场拟合方案. 与其相对应的

“自上而下”的思路追求粗粒化力场模拟结果与实

验约束或高精度模型得到的宏观性质的相容性. 然

而, 因为每一步优化都需要在当前参数下得到模拟

轨迹并进行反向传播, 自上而下的方法通常会给训

练带来较大的计算负担, 对拟合目标与参数优化方
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案的选择具有更高要求 [75,76]. 近期 Clementi和

Noé等 [34,71] 提出了以 flow-matching为例的一类新

方法: 将标准化流 (normalizing flow, NF) 或去噪

扩散模型 (denoising diffusion probabilistic model)

等生成模型与力匹配法相结合, 先利用高精度数据

训练粗粒化构象的生成模型, 再从这种生成模型中

提取粗粒化力场. 这些新的方法将生成模型描述的

粗粒化构象偏好视作一种平衡采样, 从而与力场产

生联系. 其他的生成模型, 如变分自编码器 (varia-

tional auto-encoder, VAE)[72] 和使用对抗训练思

想的 VADE[73] 同样可以被用于描述粗粒化坐标下

的构象分布.

另外, 在基于 Cα 的蛋白质粗粒化模型中, 由

于侧链原子位置信息的缺失, 无法准确地体现蛋白

质分子的表面积、静电势分布等蛋白质分子的基本

性质. 但是这些信息对理解蛋白质分子的结构组

装、构象动力学以及分子识别等过程至关重要. 因

此, 如何在粗粒化模型框架下准确地计算蛋白质分

子的表面积、静电势等蛋白质分子的基本性质是一

个重要的技术挑战. 基于深度神经网络的机器学习

算法为解决这一问题提供了一个可行的方案. 例

如, 本文作者在最近的工作中, 构建了一套深度学

习网络 DeepCGSA, 能够基于粗粒化模型结构高

精度地估算蛋白质、核酸等生物大分子的溶剂可及

性表面积 (图 3)[74]. 尝试将类似的方法用于针对粗

粒化蛋白质结构的静电势分布与 pKa 值的预测也

取得了很好的效果. 

3   基于机器学习算法的分子模拟增强
采样与数据处理

由于生物大分子具有庞大的自由度数和复杂

的能量面特征, 全原子水平的分子模拟通常会遇到

采样困难. 特别是在计算各种平衡统计性质时, 需

要分子模拟的采样尽可能遍历重要的构象空间, 并

在给定的系综条件下达到平衡. 尽管上述粗粒化模

型提供了一种解决采样困难的有效方案, 但粗粒化

近似不可避免地导致计算精度的损失. 特别是当特

异性的氢键、盐桥等原子层次的相互作用起到主导

作用时, 粗粒化模型通常无法显式地体现这类特异

性相互作用特征, 从而限制了其应用范围. 因此,

发展增强采样算法是解决分子模拟采样困难的另

一有效方案. 基于统计物理原理, 人们已经发展出

多个有效的增强采样算法, 并广泛应用于生物大分

子体系的蒙特卡罗模拟和分子动力学模拟 [78–88].

目前常见的增强采样算法有伞形抽样 (umbrella

sampling)[78]、副本交换分子动力学 (replica excha-

nge molecular dynamics)[79]、元动力学 (metadyna-

mics)[80]、加速分子动力学 (accelerated molecular

dynamics)[81] 以及温度积分增强抽样方法 (inte-

grated tempering sampling, ITS)[82] 等. 这些增强

采样算法多已通过外部插件 (如 PLUMED[83]) 或

直接整合到成熟的分子动力学模拟软件. 另外, 人

们也发展了适用于研究构象转变路径的增强采样
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图 3    基于粗粒化结构的蛋白残基溶剂可及性表面积 (SASA)计算 . 左图 : 蛋白分子 (protein G, PDB code:1pgb)的全原子结构

图与粗粒化结构图; 右图: 使用 DeepCGSA由粗粒化结构计算得到的 SASA与参考值的对比. 其中参考值使用 Shrake-Rupley算

法由全原子结构计算得到 [77]. DeepCGSA能够基于粗粒化结构给出接近参考值的 SASA计算结果

Fig. 3. SASA estimation based on coarse-grained protein structure. Left: All-atom structure and coarse-grained structure of protein

G (PDB code: 1 pgb). Right: Correlation plot between the SASA values from DeepCGSA based on one-bead coarse-grained struc-

ture  and  the  reference  values  by  Shrake-Rupley  algorithm  based  on  all-atom  structure.  The  DeepCGSA can  well  reproduce  the

SASA values based on coarse-grained structure.
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算法, 如 String方法 [84] 与 Transition path samp-

ling方法 [85] 等. 最近, 人们将机器学习算法用于生

物分子模拟的增强采样, 并取得了显著效果, 甚至

还可以利用机器学习算法, 基于有限的构象采样数

据实现高维自由能面的构建 [89,90]. 

3.1    基于机器学习算法提取反应坐标

常用的增强采样算法可分为两类: 依赖反应坐

标的增强采样算法和不依赖反应坐标的增强采样

算法. 例如, 伞形抽样、元动力学等增强采样算法

依赖于预先定义的反应坐标, 这类算法的基本策略

通常是沿预先定义的反应坐标方向添加偏置势, 从

而避免在沿反应坐标的局部势阱中重复采样. 因

此, 预先定义的反应坐标需对应所关注的生物分子

体系最重要的运动方向, 而垂直于反应坐标方向的

动力学具有更快的时间尺度. 然而, 定义合适的反

应坐标本身就是一项极具挑战性的任务. 通常情况

下, 反应坐标主要基于物理直觉来选取, 而机器学

习等数据驱动的降维方法为反应坐标的选取给出

了一个更为理性和可操作的方案.

常规的不使用神经网络的数据驱动降维方法

主要基于如下思想设计: 在降维前后的空间里, 尽可

能维持数据的某种结构信息不变. 这种“结构信息”

可以分为全局信息和局域信息两类. 早在 20世纪

初就被开发的主元分析算法 PCA, 是一种典型的

致力于维持全局结构信息的算法 [91]. PCA将高维

数据点相对于几何中心的欧式距离平方和视作需

要保留的“结构信息”, 在通过线性变化降维过程中

最小化该结构信息的损失, 并找到承担最大运动信

息变化的反应坐标. PCA方法的缺陷也在于此: 基于

全局的欧式距离衡量信息并非总是一个合理的预

设; 且 PCA要求降维至超平面, 就只允许对数据做

全局的线性变换, 很多时候这是一个过强的假设.

更一般地, 可以假设高维数据分布在一个黎曼

流形 (或是几支黎曼流形)上. 此时欧式距离只适

用于描述数据点的局域结构, 即可以构建起离散数

据点的近邻图, 而全局结构可视为由这些近邻图组

合而成. 基于这一思想, Isomap算法 [92] 和 Diffussion

Map算法 [93] 分别用测地线距离和模拟扩散距离衡

量数据点的间距, 并希望降维映射前后这些距离尽

量保持不变, 从而将流形“展平”以实现降维. 将 Iso-

map与 Diffusion Map用于分子模拟数据分析, 可

以找到非线性地依赖于高维数据的反应坐标 [94–96].

在基于局域结构信息的降维方法中, 2008年

提出的 t-SNE算法具有突出的表现 [97]. t-SNE对

数据点间的相似性做非线性变换, 使得降维过程中

主要维护局部团簇 (cluster) 中两点相似性的分布

不变, 而对相似性低的数据点的位置关系几乎没有

约束. 因此, t-SNE的降维尽量维持了数据点基于

相似性簇团的内部结构, 而对簇团间的距离朝向则

几乎没有要求, 从而带来了降维结果的随机性. t-SNE

使用梯度下降优化低维空间数据点的位置, 通常这

是一个非凸优化, 每次得到的结果会有所差别. 相

比于 2002年提出的 SNE算法 [98], t-SNE构建对称

的损失函数以代替 SNE中不对称的 K-L散度, 简

化了基于梯度的优化过程; 同时 t-SNE以更为长

尾的 t-分布建立低维空间距离向概率的映射, 以更

好应对高维数据点嵌入低维空间导致的拥挤问题.

图 4给出了使用 PCA, t-SNE以及 UMAP对粗粒

化分子动力学得到的蛋白折叠轨迹 [99] 进行降维的

效果对比: 相比于 PCA, t-SNE和 UMAP能更好

地区分折叠态和解折叠态的结构. 在分子模拟中,

基于 t-SNE的降维算法已被广泛应用于反应坐标

的定义与高维动力学轨迹的可视化 [100–102]. 除 t-SNE

外, 基于局域结构信息的降维方法还有: 维持局域

线性关系的 LLE (locally  linear  embedding)[103]、

维持局域邻近图的 Laplacian Eigenmaps[104]、最小

化局域曲率的 Hessian LLE[105] 等, 然而它们在分

子模拟领域得到的关注和应用远不如 t-SNE.

2018年 McInnes等 [106] 提出的 UMAP降维算法

采用了与 t-SNE类似的、基于邻近图提取簇团信

息的策略, 并同样用梯度下降方法优化得到低维嵌

入. 不同的是, 相比于围绕着“点”进行的 t-SNE,

UMAP采用了以“边”为中心的优化策略, 使用交

叉熵作为优化目标, 将边存在的概率映射为低维

空间的距离. 在生物分子模拟中, UMAP常被用于

基因组、染色质和单细胞转录谱等数据 [107,108].

在单细胞转录谱数据集与蛋白质动力学轨迹数据

上的比较研究 [109–111] 均表明: UMAP具有不逊色

于 t-SNE的降维效果, 但是在计算成本上远低于

t-SNE, 对大规模的数据有良好的扩展性 , 这与

UMAP原始论文中指出其计算复杂度约为 N1.14

一致 [106].

如果认为降维算法的关键问题在于对信息的

选择与度量, 那么以上非神经网络的机器学习降维

算法都是通过引入某种预设 (或主观判断) 来解决
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此问题, 也因此降低了对降维变换的表达能力. 借

助于具有强大表达能力的神经网络, 可以期待构建

更有效的降维算法.

在 2013年被开发的 VAE, 通过巧妙地设计神

经网络架构, 将原始数据通过编码器降维得到隐变

量, 再通过解码器升维, 生成与原始数据同维度的

高维数据 [112]. 如果生成数据具有和原始数据几乎

相同的分布, 则说明编码过程 (即降维过程) 几乎

没有造成信息损失, 低维的隐变量具有与原始数据

相近的表达能力. 就训练过程而言, VAE通过优化

编码器和解码器参数, 以最小化生成数据与原始数

据分布上的差异. 其中, 隐变量的“信息”通过复现

原始数据分布的能力衡量. 相比于以上非神经网络

的降维算法中预设信息为数据集上的某种结构的

做法, VAE衡量信息的方式更具一般性与整体性.

对于生物分子模拟系统, 这一优势将有利于 VAE

通过降维找到整体性的反应坐标; 而编码器、解码

器所基于的深度神经网络架构保证了 VAE强大的

表达能力, 降低了模型对预设信息的依赖, 有利于

增强降维的有效性. 因此 VAE常被用于生物分子

模拟反应坐标的提取. 另外, VAE寻找反应坐标的

思路同样可以用于粗粒化模型的建立 [72]、反应路

径搜索 [113]、甚至是药物分子设计 [114] 等任务. 

3.2    基于机器学习算法的增强采样
 

3.2.1    非生成模型

机器学习算法不仅可以用于寻找合适的反应

坐标, 还可以直接用于辅助分子模拟采样. 例如,

在利用 Metadynamics方法进行增强采样和自由

能计算时, 需要在分子体系的固有能量面添加一定

形状的高斯形偏置势 [115], 而确定高斯形偏置势的

参数及其变化规律非常关键, 直接影响采样效率.

过强的高斯形偏置势可能会导致采样进入非物理

的区域, 而过弱的高斯形偏置势又难以遍历感兴趣

的构象空间区域. 2019年, Bonati等 [116] 通过结合

神经网络与变分增强采样思路, 灵活地以变分形式

在增强采样模拟过程中自适应地更新偏置势, 使得

反应坐标的实际分布能够逼近目标分布. 相较于常

规的 Metadynamics方法, 在灵活性、高效性与准

确性方面得到了提升.

另一个使用神经网络给出偏置势用以增强采

样的例子是 Zhang等 [117] 提出的 TALOS (targeted

adversarial learning optimized Ssampling).  类似

生成对抗网络 GAN的思想 (见下方关于生成模型

的描述), TALOS使用Wasserstein距离衡量真实

分子模拟引擎生成的构型分布与目标构型分布的

差异, 将此距离的计算转化为对一个判别器网络的

优化问题 . TALOS的训练同样类似于 GAN: 对

每个偏置势 , 通过优化判别器网络计算两分布

Wasserstein距离的近似值, 以之作为两分布差异

的数值衡量; 最小化此差异以优化偏置势, 从而使

偏置势下模拟产生的构型分布尽可能接近目标

分布. 

3.2.2    生成模型

在以上例子中, 机器学习算法仅被用作提供构

造反应坐标或设置偏置势的手段, 即增强采样的
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图 4    用 PCA (左)、t-SNE (中)和 UMAP(右)对蛋白分子 Protein G的基于粗粒化分子动力学的模拟轨迹 [99] 降维效果对比. 蓝

色到红色对应表征蛋白折叠程度的 Q 值; Q = 1 (红色)为完全折叠结构, Q = 0 (蓝色)为完全解折叠结构

Fig. 4. Projection of the sampled snapshots of the coarse-grained molecular dynamics simulations for protein G  [99] along the reac-

tion  coordinates  constructed  by  PCA (left),  t-SNE (middle),  and  UMAP (right),  respectively.  t-SNE and UMAP perform better

than PCA in  distinguishing  the  folded  and unfolded  structures.  Colors  from blue  to  red  represent  the  structures  with  increasing

folding extent: blue, fully unfolded; red, fully folded.
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辅助工具, 并没有直接采样生成分子构型. 近年来

生成模型的发展, 使得人们可以借助神经网络直接

生成生物分子构型, 这为发展新的增强采样算法

提供了新思路. 目前广泛使用的生成模型主要包

括 VAE[112], GAN[26] 和标准化流模型 [118] 等 (图 5).

前面已经提到 VAE通过编码器-解码器对原始数

据进行降维再升维后, 使生成数据尽可能与原数据

保持相似, 这一相似性的要求体现在损失函数中

的 K-L散度. 但实际上 VAE的损失函数是两部分

的拮抗, 另一部分则是希望低维空间的隐变量尽可

能接近高斯分布, 于是解码器并不是编码器的逆变

换, 而是在拟合低维空间高斯分布参数后进行的采

样. 生成对抗网络 GAN则是用一个分类器来判定

生成器生成的结构是否合理 (被生成的分子构型

与原数据是否相似这一判据由分类器训练得到),

那么由生成器生成并被分类器所选择的分子构型

便可以作为采样结果. 标准化流模型则是用一系列

变换在两种分布间搭建可逆变换.
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图 5　不同生成模型的网络架构 . 从左至右分别对应变分

自编码器、生成对抗网络与标准化流 . 即便目标同为生成

符合某种分布的数据, 三种网络使用了不同的架构与方法.

变分自编码器将数据降维至低维空间后, 在低维空间采样

并再次变换至高维空间; 生成对抗网络则通过生成器与分

类器之间的互相对抗而使生成器生成的结果符合目标分

布 ; 标准化流则是在目标分布与简单易采样的分布 (如高

斯分布) 之间建立直接且可逆的映射

Fig. 5. Network architecture of different generative models:

Variational autoencoder (VAE, left), generative adversarial

network (GAN, middle), and normalizing flow (NF, right).

Three networks  have  different  architectures.  VAE first   re-

duces data to a low-dimensional space, samples in the low-

dimensional  space,  and  then  transforms  back  to  a  high-di-

mensional  space.  GAN  generates  target  distribution  by

combining  a  generator  and  the  discriminator.  Normalizing

flow  model  establishes  a  direct  and  reversible  mapping

between  the  target  distribution  and  a  simple  and  easy-to-

sample distribution (such as Gaussian distribution).
 

用神经网络本身作为采样核心的一个代表

性例子是 Noé等 [28] 2019年发表于 Science 的 Bo-

ltzmann Generator. 该工作完全展示了标准化流

模型作为数学优美的可逆生成模型在两种分布之

间建立联系的能力. 真实的分子构型的分布符合玻

尔兹曼分布, 通常这一分布难以直接采样. Boltz-

mann Generator的标准化流模型通过构建可逆的

坐标变换, 将简单且容易采样的高斯分布映射到玻

尔兹曼分布, 从而实现满足玻尔兹曼分布的采样.

z = f(x)

r(z) = r(f(x))

假设变量 x 取自高斯分布, 概率密度为 q(x),

z 代表生物大分子结构的原子坐标, 概率密度为

r(z), 应当符合玻尔兹曼分布. 需要注意的是, 即

使通过训练建立起变量之间的映射函数  ,

变量 z 的概率密度并不是简单的   ,

而是需要考虑体积元变化: 

q(x) = r(z)[J(z)]−1 = r(z)

∣∣∣∣detkl ∂fk(z)∂zl

∣∣∣∣−1

.

x = (x1, x2) x′ = (x′
1, x

′
2)

在保持变换可逆的同时计算出雅可比因子是一个

难点. 而标准化流模型使用了如下精巧设计: 用一

系列小变换一步步将 x 变换到 z, 并且每一个小变

换都是可逆且雅可比因子易计算的. 每一步变换

将 x 划分为两部分  ,   : 

x′
1 = es(x2)x1 + t (x1) ,

x′
2 = x2.

该变换的可逆性也显而易见. 如果变换使得雅可比

矩阵呈三角矩阵, 则可非常容易地计算得到雅可比

因子: 

∂g (x1, x2)

∂x
=



e[s(x2)]1 · · ·

e[s(x2)]2 · · ·
. . . · · ·

0 1

. . .


 

J(x) =

∣∣∣∣detkl ∂ [g (x1, x2)]k
∂xl

∣∣∣∣ = ∏
k

e[s(x2)]k .

在 Boltzmann Generator的实际训练中, 可以选择

多种训练方式: 1)将实际轨迹作为玻尔兹曼分布

端的输入 z, 并通过训练将经变换输出的 x 优化为

高斯分布; 2)将根据高斯分布采样得到的 x 变换得

到构型 z, 并根据分子力场计算其能量, 通过训练

使 z 的分布优化到玻尔兹曼分布; 3)结合前两种方

法训练; 4)在前三种选项的基础上加入额外的依

赖于反应坐标的损失项, 使得变换后的分子构型尽

可能在反应坐标空间均匀分布 (类似 Metadyna-
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mics的思想), 此后再进行 reweighting操作, 得到正

确的分布. 在将 Boltzmann Generator用于 BPTI

蛋白的构象采样时, 成功得到了其“X”态到开放的

“O”态之间的构象转变, 即使这种转变的过渡态并

不存在于训练集中, 展现了 Boltzmann Generator

在用于生物分子构象采样的强大能力.

另外一类常见的增强采样算法采用了强化学

习方法. 强化学习使用奖惩机制, 在不同的环境条

件下强化学习器采取不同的动作时将给出一定的

奖励或惩罚, 而训练的目标是使得强化学习的动作

能够将奖励最大化. Shamsi等 [119] 提出了基于强化

学习的 REAP算法, 将奖惩机制与分子构象空间

的探索绑定在一起, 寻找最利于在构象空间扩散的

反应坐标.该方法用于丙氨酸二肽和 Src激酶体系

时展示了出色的增强采样的效果. 基于类似的思

想, 人们也可以基于强化学习, 在沿所设定反应坐

标采样的不确定度 (uncertainty)上施加奖惩来鼓

励体系在未遍历的构象区域采样 (在已经遍历的方

向上反应坐标的不确定度较低), 因此能对增强采

样模拟施加一个自适应的灵活偏置势 [120], 达到增

强采样的效果.

综上, 机器学习在增强采样领域表现出强大的

功能和应用前景, 既可以在传统增强采样算法框架

下通过构建反应坐标发挥作用, 也可以通过自适应

的方式提供更高效灵活的偏置势, 还可以直接利用

生成模型作为采样核心. 随着新的机器学习算法的

开发, 将机器学习用于辅助生物分子模拟增强采样

是未来生物分子模拟领域的重要课题. 

3.3    基于机器学习算法的生物分子模拟数据
处理

生物分子模拟通常在高维空间中进行, 所得到

的分子模拟轨迹包含了丰富的结构与动力学信息,

如何从这些高维的分子模拟轨迹提取出可解释的

热力学与动力学数据, 并实现与实验结果的定量比

较是分子模拟领域的另一个挑战性难题. 分子动力

学模拟数据处理主要包括以下几个方面: 高维分子

模拟数据特征提取、分子模拟轨迹降维与反应坐标

构建、分子模拟微观状态粗粒化与马尔可夫状态模

型构建, 以及低维自由能面构建等. 显然, 适合于

处理复杂数据的各类机器学习算法在生物分子模

拟数据处理中扮演着越来越重要的角色. 事实上,

前述关于增强采样算法部分介绍的基于机器学习

τ

的反应坐标构建是机器学习用于分子模拟数据处

理的重要方面. 除此之外, 人们也发展了深度网络

模型, 用于提取生物分子体系的动力学与自由能信

息. 例如, Mardt等 [121] 设计了 VAMPNet, 能够端

到端地直接实现从分子模拟数据轨迹得到马尔科

夫状态模型 (Markov state model)的映射. 以马尔

可夫过程的变分法 (VAMP)为基础, 深度网络用

于表达特征变换的形式, 通过变换后的特征空间内

近似得到弛豫时间  范围内的状态转移矩阵, 从而

用于提取生物分子的动力学信息. 另外, Schneider

等 [90] 通过训练神经网络, 实现了高维自由能的计

算以及典型系综平均性质的计算. 

4   总结与展望

本文对机器学习方法在生物分子模拟领域的

应用进行了综述. 借助其突出的特征提取和参数拟

合能力, 机器学习方法 (特别是神经网络算法)在

全原子/粗粒化分子力场构建、分子模拟数据降维

与反应坐标提取、以及生物分子构象采样等方面已

经开始发挥重要作用. 随着以深度神经网络为代表

的机器学习算法的迭代更新, 结合机器学习算法的

生物分子模拟技术将成为人们在分子层次探索生

命原理的重要研究范式. 需要指出的是, 目前机器

学习算法大多作为辅助工具在生物分子模拟中发

挥作用. 即使整合了机器学习算法, 对较大的生物

分子体系能够达到的分子模拟时间尺度仍与真实

生物学相关时间尺度有较大差距. 完全解决生物分

子模拟精度与效率瓶颈, 实现生物分子模拟与实验

测量的定量比较, 需要在分子模拟的理论框架与算

法方面同时进行探索. 近年来, 整合全原子模型和

粗粒化模型的多尺度生物分子模拟技术越来越受

到人们的重视 [67,122–124], 是解决生物分子模拟精度

与效率瓶颈的一个值得重点尝试的思路. 神经网络

等机器学习算法的发展将成为进一步推动多尺度

分子模拟技术发展的新突破口.

尽管本文将机器学习用于生物分子模拟的工

作分为力场构建、增强采样以及数据处理等不同的

主题来进行综述, 近年来突破性的工作通常打破了

主题分类的边界, 并依赖于多个步骤的集成耦合.

因此, 实现机器学习在生物分子模拟多方面的融合

应用, 需要开发能够集成机器学习算法与生物分子

模拟的软件平台. 例如机器学习与生物物理交叉领
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域代表工作——AlphaFold2与 ESM大语言模型,

均得益于对多模态数据与算法的集成整合能力 [30,125].

国内在相关领域的集成软件平台开发方面也取得

了很大进展. 由深势科技开发的 RiDYMO平台集

成了神经网络、分子动力学引擎、增强采样方法,

不仅能进行分子动力学模拟, 分析蛋白质构象空

间、还能探索药物结合位点并计算药效相关动力学

参数, 适合药物的设计与开发工作 [126]. 北京大学与

华为等团队开发的 MindSPONGE[127] 在华为昇思

MindSpore框架下整合了多种分子模拟、结构预测

设计以及全面的神经网络支持. 这些集成平台将降

低新算法的开发和使用门槛, 促进生物分子模拟技

术的应用范围.

关于机器学习与生物分子模拟融合应用的研

究进展给我们带来一个重要的启示: 生物物理智识

与机器学习发展是相辅相成的. 例如, AlphaFold2

的架构借鉴了由序列比对得到的共进化信息, 而

AlphaFold2的成功又是机器学习推进生物分子结

构预测领域的代表例子. 生物分子模拟与神经网络

结合的需求也同样在推进机器学习领域的发展.

SchNet为了拟合光滑连续力场而在卷积神经网络

架构下提出的连续滤波器, 可以被推广到其他机器

学习任务情景; 而主要受分子结构拓扑相关研究驱

动而发展的图神经网络, 也被推广到诸如社交网络

等应用情景中. 机器学习架构的每一次突破性进展

都会为生物分子研究领域带来难以估量的灵感与

启发. 如何借助神经网络的成功进一步反哺生物物

理智识与经验将是未来生物物理与人工智能交叉

领域的重点研究课题.
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SPECIAL TOPIC—Machine learning in biomolecular simulations

Machine learning in molecular simulations of biomolecules*
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Abstract

Molecular simulation has already become a powerful tool for studying life principles at a molecular level.

The  past  50-year  researches  show  that  molecular  simulation  has  been  able  to  quantitatively  characterize  the

kinetic  and  thermodynamic  properties  of  complex  molecular  processes,  such  as  protein  folding  and

conformational  changes.  In  recent  years,  the  application  of  machine  learning  algorithms  represented  by  deep

learning  has  further  promoted  the  development  of  molecular  simulation.  This  work  reviews  machine  learning

methods in biomolecular simulation, focusing on the important progress made by machine learning algorithms

in  improving  the  accuracy  of  molecular  force  fields,  the  efficiency  of  molecular  simulation  conformation

sampling,  and  also  the  processing  of  high-dimensional  simulation  data.  The  future  researches  to  further

overcome  the  bottleneck  of  accuracy  and  efficiency  of  molecular  simulation,  expand  the  scope  of  molecular

simulation, and realize the integration of computational simulation and experimental based on machine learning

technique is prospected.

Keywords: bio-molecules, molecular simulations, machine learning, enhanced sampling, multiscale model
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专题: 生物分子模拟中的机器学习

靶向 PD-L1 蛋白的计算机辅助药物筛选*

林开东 1)    林晓倩 1)2)    林绪波 1)†

1) (北京航空航天大学, 医学科学与工程学院/生物与医学工程学院, 北京市生物医学工程高精尖创新中心, 北京　100191)

2) (北京航空航天大学沈元学院, 北京　100191)

(2023 年 6 月 29日收到; 2023 年 8 月 10日收到修改稿)

针对 PD-1/PD-L1免疫检查点的单克隆抗体抑制剂逐渐进入市场并在多种类型的肿瘤治疗中取得一定

的积极效果. 然而, 随着应用范围的不断扩展, 抗体药物的局限性以及过多同质化研究等问题逐渐显现出来,

小分子化合物抑制剂成为了研究者们关注的新焦点. 本文旨在利用基于配体和基于结构的结合活性预测方

法实现针对 PD-L1靶点的小分子化合物虚拟筛选, 从而帮助加速小分子药物的开发. 通过从相关研究文献及

专利收集 PD-L1小分子抑制活性数据集, 根据不同分子表征方法和算法构建机器学习活性判定分类模型和

活性强度预测回归模型, 两类模型从大型类药小分子库 (ZINC15)中筛选获得 68种高 PD-L1抑制活性候选

化合物. 其中 10种化合物不仅具备良好的药物相似性和药代动力学, 还在分子对接中与已报道的热点化合

物表现出同等水平的结合强度和相似的作用机制, 这一现象在后续分子动力学模拟和结合自由能估计中得

到进一步验证. 本文提出了一个融合基于配体方法和基于结构方法的计算机辅助药物研发工作流程, 其在大

型化合物数据库中有效筛选出有潜力的 PD-L1小分子抑制剂, 有望助力加速肿瘤免疫治疗的应用.

关键词：PD-1/PD-L1, 虚拟筛选, 机器学习, 分子动力学模拟

PACS：05.10.–a, 02.70.–c 　DOI: 10.7498/aps.72.20231068

 

1   引　言

阻断免疫检查点蛋白与其配体的结合作为肿

瘤治疗的方法之一, 近年来在临床应用中迅速发

展. 正常生理状态下, 部分负调节因子作为免疫检

查点来抑制 T细胞的过度激活, 确保免疫反应保

持自我耐受 [1]. 然而不幸的是, 肿瘤细胞可以利用

这种机制诱导 T细胞衰竭, 形成促进肿瘤生长和

侵袭的微环境, 从而逃避免疫系统的攻击 [2–4]. 为了

重新激活并增强 T细胞介导的抗肿瘤功能, 前人

已经设计了一系列疗法来阻断免疫检查点蛋白与

其配体的结合 [5,6]. 其中, 细胞程序性死亡蛋白 I

(programmed cell death protein 1, PD-1)是最受

关注的免疫检查点之一 , 其通常表达于活化的

T细胞、自然杀伤性细胞、B淋巴细胞和其他免疫

细胞的表面. PD-1与其在肿瘤细胞上高度表达的

配体 PD-L1相互作用后, 发生一定的构象变化, 介

导胞内信号通路从而抑制 T细胞的增殖、活化和

细胞杀伤性功能 [7–12]. 前人的研究已表明 , PD-1

或 PD-L1的基因敲除或抗体抑制可以增强小鼠免

疫系统的抗肿瘤功能, 这表明阻断 PD-1和 PD-

L1之间的相互作用可能为肿瘤免疫治疗提供一种

有效的策略 [13,14].

PD-1/PD-L1抗体抑制剂药物的研发目前取

得非常显著的进展. 2014年, 美国食品药品监督管

理局批准了第一款 PD-1抗体 Pembrolizumab用

于治疗晚期黑色素瘤之后, 一系列 PD-1/PD-L1

单克隆抗体被应用在了非小细胞肺癌、肝癌和食管

胃交界癌等多种肿瘤疾病的临床治疗中 [15–17]. 然
 

*  国家自然科学基金 (批准号: 21903002)和北京航空航天大学沈元学院卓越研究基金 (批准号: 230121202)资助的课题.

†  通信作者. E-mail: linxbseu@buaa.edu.cn
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而, 随着应用的不断深入, 抗体半衰期长、慢性免

疫毒性、组织渗透有限、存储和运输成本高等难以

避免的缺点逐渐暴露出来 [18–20]. 另一方面, 抗体的

同质化研究过多, 造成了较大的资源浪费. 小分子

抑制剂具备较好的肿瘤组织渗透性、相对稳定的生

物安全性和良好的口服利用性等优势, 已成为 PD-1/

PD-L1抑制剂药物的下一个研发热点 [18,21–23].

百时美施贵宝 (Bristol-Myers Squibb, BMS)

于 2015年公开了一系列非肽基联苯类小分子抑制剂,

对 PD-1/PD-L1结合具有强大的阻断抑制活性 [24].

Holak团队 [25] 曾报道, BMS化合物通过与 PD-L1

结合诱导其发生二聚化, 以间接的方式抑制 PD-

1/PD-L1相互作用. 基于这一机制, 其他的公司和

学术团队开发了一系列不同骨架的衍生物 , 如

Incyte公司的 INCB086550 (NCT04629339/NCT

03762447)[26]、红日药业的 IMMH-010 (NCT0434

3859)[27,28]、再极药业的 MAX-10181  (NCT04122

339)、贝达药业的 BPI-371153  (NCT05341557)、

歌礼药业的 ACS61 (NCT05287399)以及和誉生

物医药的 ABSK043 (NCT04964375)等化合物目

前已进入到了临床试验阶段. 由于目前 PD-L1小

分子抑制剂的市场空白, 寻找更多样骨架且具备良

好用药性质的化合物仍具备重要意义.

数据驱动的计算方法已成为药物开发的重要

工具, PD-1/PD-L1小分子抑制剂亦不例外 [29]. 基

于结构的方法, 如药效团分析、分子对接和分子动

力学 (molecular dynamics, MD)模拟, 在先前的

研究中被广泛应用于靶向 PD-L1二聚体的小分子

抑制剂的虚拟筛选 [29–33]. 本文基于各种机器学习

算法和分子描述符或指纹构建了一系列基于配体

方法的分类和回归模型, 以预测 ZINC15[34] 中类药

物化合物对 PD-1/PD-L1相互作用的抑制活性 .

具有高预测活性的化合物将继续通过药物相似性、

药代动力学筛选并以分子对接和 MD模拟进行基

于结构方法上的验证, 以最终获得具备 PD-L1抑

制潜力的小分子化合物. 

2   研究方法
 

2.1    数据获取及整理

本文用于训练及测试的数据集来源于与 PD-

L1小分子抑制剂相关的 37篇研究性论文及 16项

专利 (见补充材料表 S1 (online)), 为避免因实验技

术手段不同而导致化合物对 PD-L1抑制活性测定

数据水平不一致的情况, 本文仅收录了以半抑制浓

度 (half-maximal  inhibitor  concentration,  IC50)

为指标的均相时间分辨荧光 (homogeneous time-

resolved fluorescence, HTRF)的实验数据.

参考研究性论文及专利中的结构示意图, 本文

利用 ChemDraw获取并检查化合物的简化分子线

性输入规范 (simplified molecular input line entry

system, SMILES)字符串 . IC50 不高于 1 μmol/L
的化合物定义为阳性样本 (即对 PD-L1具备抑制

活性), 而 IC50 高于 10 μmol/L的化合物定义为阴性

样本 (即对 PD-L1不具备抑制活性), 为减小用于

分类模型构建的两类样本数量不平衡问题, 一项细

胞水平的高通量筛选 (high throughput screening,

HTS)实验记录 (PubChem BioAssay AID: 2316)

部分数据被引入补充阴性样本. 最后, 仅具备明确

IC50 测定值而非测定范围的化合物被收录于回归模

型的数据集中, IC50 的对数转化值 pIC50(即-lgIC50)

作为样本标签. 

2.2    数据集聚类

为了确保机器学习模型尽可能均匀地获得数

据集中不同结构的信息, 本文对数据集中的化合物

先进行了聚类处理. 首先, 2130个分类模型阳性样

本和 1099个回归模型样本分别转化为 600和

350种仅保留环形结构和连接环形结构的最短路

径的 Murcko骨架 [35]. 分子骨架以 2为最大半径,

2048为向量长度转化为圆形扩展指纹 (extended-

connectivity finger print, ECFP)[36] 后, 以平均为

链接算法、欧氏距离为计算方式对两类骨架的

ECFP进行分层聚类, 簇的数量由 5—20之间对应

的最佳轮廓系数决定, 后续模型训练将从簇内分层

抽样进行数据集划分 (图 1). 

2.3    分子表征

由 ChemDraw得到的化合物 SMILES字符串

分别转化为三类分子描述符 (RDKit, PaDEL 1D&

2D, Mordred)和三类分子指纹 (ECFP, MACCS,

PubChem)以作为化合物的特征向量. 开源 Java

软件 PaDEL-Descriptor  v2.0用于计算 PaDEL

1D&2D描述符 [37]、MACCS分子指纹 [38] 和 Pub

Chem分子指纹 [37].  RDKit描述符和 ECFP分

子指纹 [36] 均由化学信息处理程序包 RDKit转化,
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其中 ECFP分子指纹为 2048维向量, 指示最大以

两个原子为半径的结构碎片存在与否. 此外, 描述

符计算软件 Mordred[39] 被用于最后一类特征向量

的转化. 

2.4    机器学习

分别使用五种机器学习算法构建 PD-L1小分

子抑制剂分类模型和抑制活性 IC50 预测回归模型,

其中逻辑回归 (logistic regression, LR)、邻近算法

(K-nearest neighbor, KNN)、支持向量机 (support

vector machine, SVM)、随机森林 (random forest,

RF)和多层感知机 (multilayer perceptron, MLP)

用于分类任务模型构建 ,  SVM、岭回归 (ridge

regression)、高斯过程回归 (Gaussian process reg-

ression, GPR)、RF和 MLP用于回归任务模型构

建. 两类模型数据集的 80%为训练数据集, 另外

20%为测试数据集. 所有分子描述符及分子指纹的

特征值删除空缺之后, 基于训练集进行 min-max

标准化处理. 各类算法的最佳超参数由基于 Scikit-

learn网格搜索方法的五重交叉验证 (5-fold cross

validation)确定, 此过程中, 分类模型以马修斯相

关系数 (matthews correlation coefficient, MCC),

回归模型以预测值的平均绝对误差 (mean abso-

lute error, MAE)为超参数选择标准. 

2.5    模型评价标准

分类模型性能由灵敏度 (sensitivity, SE)、特

异度 (specificity,  SP)、准确度 (accuracy,  ACC)、

马修斯相关系数 (Matthews correlation coefficient,

MCC)进行泛化评估, 其计算公式如下: 

SE =
TP

TP+ FN
, (1)

 

SP =
TN

TN+ FP
, (2)

 

ACC =
TP+ TN

TP+ FN+ TN+ FP
, (3)

 

 

MCC =
TP× TN− FP× FN√

(TP+ FP)× (TP+ FN)× (TN+ FP)× (TN+ FN)
, (4)

其中, TP(true positive)为分类模型判定为具备抑

制活性且实验结果亦为具备抑制活性的化合物样

本数, FP(false positive)为分类模型判定为具备抑

制活性但实验结果为不具备抑制活性的化合物样

本数, TN(true negative)为分类模型判定为不具

备抑制活性且实验结果亦为不具备抑制活性的化

合物样本数, FN(false negative)为分类模型判定

为不具备抑制活性但实验结果为具备抑制活性的

化合物样本数.

回归模型性能由平均绝对误差 (mean absolute

error, MAE)、均方根误差 (root mean-square error,

RMSE)和决定系数 (correlation  coefficient, R2)

 

(a) (b)

图 1    数据集聚类　(a)分类模型阳性样本骨架的 14个簇; (b)回归模型样本骨架的 13个簇. 环形树状图的颜色代表不同的分子

结构骨架簇, 颜色越接近, 骨架越相似, 一旁的化学结构图是每个簇中最具代表性的骨架

Fig. 1. Dataset clustering: (a) 14 clusters of scaffolds of active compounds in the classification models; (b) 13 clusters of scaffolds of

compounds in the regression models. The colors of the circular dendrograms represent different clusters of scaffolds, and the closer

the colors are, the more similar the scaffolds are. The chemical structure diagrams on the side are the most representative scaffolds

of each cluster.
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进行泛化评估, 其计算公式如下: 

MAE =
1

n

n∑
i=1

|Ytrue − Ypred| , (5)
 

RMSE =

√√√√ 1

n

n∑
i=1

(Ytrue − Ypred)
2
, (6)

 

R2 = 1−

n∑
i=1

(Ytrue − Ypred)
2

n∑
i=1

(
Ytrue −

−
Y true

)2 , (7)

n Ytrue

Ypred

其中,   为回归模型待评估数据集样本数,   为

化合物 pIC50 实验测定值,   为回归模型对化合

物 pIC50 的预测估计值. 

2.6    药物相似性及 ADMET 检验

本文选取来自 ZINC15数据库 [34] 的 7400926

个可商业购买 (截至 2023年 2月 24日)、电中性且

收录三维结构信息的类药小分子作为候选化合物

筛选池, 尽管这些分子已通过 ZINC15的药物相似

性检验, 但由于本文所筛选的化合物针对蛋白质相

互作用 , 传统的药物相似性指标 (quantitative

estimate of drug-likeness, QED)已经不再适用 [40].

Kosugi和 Ohue[41] 提出了一种更加适合于针对蛋

白质相互作用抑制剂筛选的药物相似性指标

(quantitative  estimate  index  for  compounds

targeting  protein-protein  interactions,  QEPPI),

化合物的 QEPPI分数为一个介于 0—1之间的值,

数值越大代表化合物的蛋白质相互作用抑制剂药

物相似性越高, 本文以 0.7为阈值筛选高类药性化

合物.

ADMET代表化合物的吸收 (absorption)、分

配 (distribution)、代谢 (metabolism)、排泄 (exc-

retion)和毒性 (toxicity)等重要用药性质, 在早期

药物筛选中十分重要, 本文采用 ADMETlab 2.0

对化合物进行 ADMET筛选 [42]. 

2.7    分子对接

基于结构的活性预测方法需要蛋白质靶点的

晶体结构信息, 本文选取的 PD-L1二聚体结构来

源于蛋白质数据库 PDB(ID: 7DY7).  本文选择

PD-L1二聚体中的结合界面区域为对接结合口袋,

基于如下理由: 1)前期的研究表明 PD-L1二聚体

中的结合界面区域是很有潜力的药物结合位点 [43,44];

2)分子对接结果显示小分子在该区域的结合亲和

力最强.

分子对接利用 AutoDock Vina进行 [45], Auto-

DockTools将 PD-L1二聚体转化为 pdbqt格式 ,

对接网格盒子尺寸为 40 Å×30 Å×40 Å, 中心坐标

为 (144.799 Å, –9.364 Å, 16.163 Å). 每个化合物各

随机生成 50种对接姿态和位置, 根据对接得分进

行排名, 最佳得分前十位小分子对应的结合构象将

用于分子动力学模拟的初始构象. 此外, 为验证通

过上述流程得到的候选化合物作用机制是否与前

人的研究结果相近, 本文利用 LigPlot+研究小分子

与 PD-L1二聚体的相互作用 [46]. 

2.8    分子动力学模拟

10 nm× 10 nm× 10 nm

本文所有的分子动力学模拟采用 CHARMM

36全原子力场 [47,48], 化合物配体的力场参数通

过 CGenFF程序获取 [47–50]. 十个高对接分数的

候选化合物和两个对照化合物 (BMS202以及

INCB086550)与 PD-L1二聚体复合系统搭建于

 盒子内, 每个盒子填充水分

子并以 NaCl中和体系电荷数, 整个搭建过程由

GROMACS[51] 工具 gmx solvate和 gmx genion实

现. 所有的分子动力学模拟工作均使用GROMACS

2019.6程序包运行, 模拟步长为 2.0 fs, 采用等温

等压 (NPT)系综, 模拟时长为 100 ns. 模拟盒在

x 轴、y 轴和 z 轴 3个方向上均设定了周期性边界

条件. 采用半各向同性的 Parrinello-Rahman[52] 方

法将系统压强维持在 1 bar (1 bar = 105 Pa), 压

缩系数设定为 4.5×10–5, 弛豫时间为 5 ps. 此外,

系统采用 Nose-Hoover[53,54] 控温方法将配体-蛋白

质复合物和溶剂进行耦合, 温度维持在 310 K, 弛

豫时间为 1 ps. 长距离静电相互作用使用 Particle-

Mesh Ewald (PME)[55] 方法计算, 短距离静电相互

作用的截止距离设置为 1.2 nm, LINCS (LINear

constraint  solver)[56] 算法用于约束含 H原子的

键长. 

2.9    MM/PBSA 结合自由能计算

本文以 gmx_MMPBSA[57] 为工具利用分子力

学泊松-玻尔兹曼表面积法 (molecular mechanics

Poisson-Boltzmann  surface  area,  MM/PBSA)来

计算各个体系最后 10 ns轨迹的平均结合自由能
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∆G(  ), 其计算公式如下: 

∆G = Gcomplex − (Gprotein +Gligand) , (8)

Gcomplex Gprotein

Gligand

其中  为蛋白质-配体复合物的自由能,  

和  分别为蛋白质和配体各自的自由能. 各组

分的自由能计算公式如下: 

G = EMM +Gsol − T∆S, (9)
 

EMM = Evdw + Eele, (10)
 

Gsol = EPB + ESA, (11)

EMM Evdw

Eele Gsol

EPB ESA T∆S

其中   为气相结合能量, 由范德瓦耳斯项  

和静电项   构成;    为溶剂化自由能, 由极性

 和非极性  贡献构成;   为熵变, 因其计

算成本较高且未必能够提高自由能的精度, 本文暂

不对其进行计算. 

3   研究结果
 

3.1    分类模型性能

30种分类模型分别基于 LR, KNN, SVM, RF

和 MLP五种算法以及 RDKit,  PaDEL 1D&2D,

Mordred分子描述符和 ECFP, PubChem, MACCS

分子指纹 6种分子表征方式所建立. 图 2为各个模

型经五折验证并设置最佳超参数后在测试集上的

性能表现, 其中以 ECFP为输入的 KNN模型表现

出最佳性能, SE(阳性样本预测正确率) = 0.9937,

SP(阴性样本预测正确率) = 0.9781, ACC(全部样

本预测正确率) = 0.9859, MCC(综合评价两类样

本预测性能指标) = 0.9720. 考虑到分子描述符或

分子指纹的计算较为耗时, 同时获取 740万余个类

药小分子的全部六种输入向量的计算量更大, 因此,

仅采用以 ECFP为输入用于后续的分类筛选. 另

一方面, 相对于 LR和MLP两种模型, KNN, SVM

和 RF模型对于可能具备噪声数据的任务具有较

好的鲁棒性, 因此, 选择 KNN, SVM和 RF模型

作为分类筛选的模型; 当有两种或以上的模型支持

小分子为活性时, 则认定该化合物对 PD-L1具备

抑制活性. 

3.2    分类模型解释

为了进一步探索输入向量的特征与分类之间

的相关性 , 本文用活性和非活性化合物之间的

RDKit, PaDEL和 Mordred三种描述符来分析基

于特征重要性而构建的 RF模型中权重最高的
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图 2    分类模型性能表现　(a)灵敏度; (b)特异度; (c)准确度; (d)马修斯相关系数

Fig. 2. Performance of binary models for classification tasks: (a) SE; (b) SP; (c) ACC; (d) MCC.
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5个特征的分布差异 (见补充材料图 S1 (online)).

尽管部分特征在两类样本间的分布差异是十分显

著的, 但由于分子描述符的特征信息难以解释, 特

征值根据理化性质及矩阵运算得出, 其大小本身不

具备具象含义, 我们的认知只能停留在较浅薄的

层面.

与描述符不同的是, 分子指纹 ECFP的位点

指示局部亚结构的存在或不存在, 这可能揭示分子

结构与对 PD-1/PD-L1的抑制活性之间的关系 .

分别统计了前十位活性化合物中比例显著高于非

活性化合物的子结构和前十位活性化合物中比例

显著低于非活性化合物的子结构 (图 3). 带有黄色

芳香性原子的环状结构在活性化合物中的计数远

多于其在非活性化合物中的计数, 这意味着芳香性

结构片段可能对化合物的 PD-L1抑制活性有正向

贡献, 相反, 在非活性化合物中常出现的带灰色原

子的脂肪链片段则对活性没有正向贡献.

值得注意的是, ECFP985和 ECFP1161片段

清楚地表示了化合物的联苯特性, 这也是 BMS化

合物的核心结构特征之一 [24,58]. 此外 , 苯甲基

(ECFP253)、吡啶 (ECFP1453)和与苯环相连的醚

键 (ECFP1971)通常存在于多数表现出 PD-L1抑

制活性的小分子结构中. 前人的分子对接分析表

明, 苯甲基能够与PD-L1的Ala121和Met115产生

强烈的疏水相互作用 [59].  Lu等 [60] 发现 PD-L1-

BMS202复合物中, 吡啶环的氮原子周围有很大的

空间, 因此他们在该位点附加了一系列的取代基,

以提高配体的结合亲和力. 由于该片段的重要性,

许多其他研究团队也将工作重点放在吡啶的修饰

上 [59,61,62]. 除了环状结构, 连接环状结构的路径可

能也是值得关注的组成部分, 其中, 以醚键连接六

元环或五元环的活性化合物约占 50%[43,63–65]. 
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图 3    分子结构片段在两类样本间的计数差异　(a)活性化合物计数占优的结构片段 ; (b)非活性化合物计数占优的结构片段 .

结构片段的中心原子以蓝色突出显示; 芳香性原子被着色为黄色, 而脂肪烃链原子则被着色为灰色

Fig. 3. Count difference of fragments of structures between active and inactive compounds: (a) Fragments in active compounds with

a proportion higher than inactive compounds; (b) fragments in active compounds with a proportion lower than inactive compounds.

The center atoms of substructure fragments are highlighted in blue; aromaticity atoms are colored in yellow and aliphatic hydrocar-

bon atoms are colored in gray.
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3.3    回归模型性能

30种回归模型分别基于 SVM, Ridge Regres-

sion,  GPR,  RF和 MLP五种算法以及 RDKit,

PaDEL 1D&2D, Mordred分子描述符和 ECFP,

PubChem, MACCS分子指纹 6种分子表征方式

所建立. 图 4为各个模型经五折验证后、最佳超参

数设置下在测试集上的性能表现, 其中以 ECFP

为输入的 SVM模型以 MAE = 0.4503, RMSE =

0.6375,  GPR模型以 MAE  =  0.4557,  RMSE  =

0.6375的性能表现显著优于其他模型. 图 5展示了

两种模型在训练集及测试集所有样本点的预测结

果及偏差, 绝大部分的样本点预测偏差在±1范围

内, 以ECFP为输入的 SVM模型在测试上的决定系

数 R2 = 0.782, 以 ECFP为输入的 GPR模型在测

试上的决定系数 R2 = 0.787, 两类模型预测值的平

均值将作为候选化合物的 PD-L1抑制活性预测值.
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图 4    回归模型性能表现　(a)平均绝对误差; (b)均方根误差

Fig. 4. Performance of continuous models for regression tasks: (a) MAE; (b) RMSE.
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图 5    两种最佳性能回归模型预测结果　(a), (c)样本预测值与标签值分布; (b), (d)样本预测偏差

Fig. 5. Prediction  results  of  two  best-performing  continuous  models:  (a),  (c)  Distribution  of  predicted  values  and  label  values;

(b), (d) prediction residuals.
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3.4    虚拟筛选

ZINC15数据库中电中性且收录三维结构信息

的类药物小分子构成本文的化合物筛选池

(7400926个小分子). 整个虚拟筛选过程包含 4个

环节: 1)同时使用以 ECFP为输入的 KNN, SVM

和 RF等 3种分类模型, 其中至少有 2种判定结果

为对 PD-L1蛋白具有抑制活性, 则认定该分子具

有抑制活性 .  2)同时使用以 ECFP为输入的

SVM和 GPR回归模型预测 pIC50值 , 两模型

pIC50的平均值小于 7 (IC50 > 100 nmol/L)的化

合物将被剔除. 3)计算小分子化合物的 QEPPI分

数 (见补充材料表 S2 (online)), 并保留 QEPPI得

分超过 0.7的候选化合物. 尽管初始筛选池的化合

物在 ZINC15中根据 Lipinski五原则 [66] 被定义为

类药化合物, 但其中部分化合物因分子量过小可能

难以充分结合到 PD-L1二聚体的相互作用界面,

因此, 重新评估他们的药物相似性仍具有重要意

义. 4)使用 ADMETlab 2.0[42] 计算小分子的 AD

MET性质, 以进一步筛选具有应用潜能的小分子

(见补充材料表 S3 (online)). 最终, 通过整个虚拟

筛选流程, 42个候选化合物被认为对 PD-L1具有

较强的抑制活性并具备良好的药用性能 (图 6). 

3.5    分子对接

为了验证筛选结果并通过基于结构的方法进

一步识别有抑制潜力的化合物 , 利用 AutoDock

Vina将 42个候选化合物以及 BMS202和 INCB-

086550对接到 PD-L1二聚体的 IgV结构域 (PDB

ID:7DY7). 具有最低对接评分的 10种化合物被认

为有潜力的 PD-L1抑制剂并继续用于之后的分析

(表 1), 其中值得注意的是, 10种候选化合物对接

分数均低于临床 II期试验化合物 INCB086550

的对接分数, 因此可以认为先前构建的分类和回归

模型是筛选 PD-L1小分子抑制剂的有效工具. 分

析 12种化合物与 PD-L1二聚体的相互作用可知

(见补充材料图 S2 (online)), TYR56(A), TYR56

(B),  MET115(A),  MET115(B),  ALA121(A)和

TYR123(A)(括弧中 A或 B分别表示 PD-L1二聚

体中的单体 A或 B)等氨基酸残基与所有配体均

发生了较强的疏水相互作用, 这意味着这些小分子的

结合位置和结合模式可能是近似的. 此外, 除了

ZINC000021874692和 ZINC000021874694这一对

化合物为旋光异构体, 其余化合物的结构差异较

大, 相似度较低, 意味着其可为未来的湿实验筛选

提供较高的容错空间 (见补充材料图 S3 (online)). 
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图 6    虚拟筛选流程

Fig. 6. Workflow of virtual screening.
 

表 1    最低对接评分的 10种候选化合物及 BMS202和 INCB086550的对接结果
Table 1.    Docking results for the top 10 hits with BMS202 and INCB086550.

序号 化合物 化学结构式 对接分数/(kcal·mol–1)

Hit 1 ZINC000021723762

Cl

N
H

O

N

N
N

F

–11.8

Hit 2 ZINC000021874692
HN

O

N
N

N

O

O

N
H –10.7

Hit 3 ZINC000175468610 N

S

O

H
N N

O
O

–10.7

Hit 4 ZINC000019770413
H
N

O

O

N

N
O

–10.6

Hit 5 ZINC000021874694
HN

O

N
N

N

O

O

N
H –10.6

Hit 6 ZINC000952973550
H
N

O

S

N

N

N

N

N

–10.5
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3.6    分子动力学模拟

为验证配体与 PD-L1二聚体结合的稳定性,

计算了 12种配体-蛋白质复合物 100 ns轨迹中蛋白

质骨架和配体小分子构象基于蛋白质骨架叠合的

均方根偏差 (root mean square deviation, RMSD)

(图 7). 所有体系的 PD-L1二聚体骨架和配体的

RMSD在 50 ns后均稳定在 0.8 nm以下, 模拟轨

迹达到平衡, 蛋白质与配体结合稳定. 值得注意的

是, 以 INCB086550为例的分子量较大的小分子与

以 ZINC000019770413为例的分子量较小的小分

子相比, 配体构象 RMSD波动较大. 由图 8的蛋白

质-配体结合模式可知, 起到关键作用的结构片段

集中在配体的一端, 而另一端暴露于结合口袋之

外. 若配体的分子量较大, 分子骨架较长, 其在结

合区域外的部分更多, 这部分运动更为自由, 这可

能是部分小分子构象 RMSD波动相对较大的原因. 

3.7    MM/PBSA 结合自由能计算

分子动力学模拟的最后 10 ns轨迹被用于

MM/PBSA计算以评估配体小分子与 PD-L1二聚

表 1 （续）　最低对接评分的 10种候选化合物及 BMS202和 INCB086550的对接结果
Table 1 (continued).　Docking results for the top 10 hits with BMS202 and INCB086550.

序号 化合物 化学结构式 对接分数/(kcal·mol–1)

Hit 7 ZINC000064987401

H
N

O

N

N

N

O

–10.5

Hit 8 ZINC000003908573

Cl

N
H

O

N
O

HO

–10.4

Hit 9 ZINC000020538424
N
H

O

S
N

O

N
O –10.4

Hit 10 ZINC000004063088 N
H

O

N

Cl

N

S

N

–10.3

Ctr 1 BMS202
ON

H
N

N
H

O

O

–11.1

Ctr 2 INCB086550

N

O

N

N

O
OH

H
NN

N

N

OH

–10.0
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图 7    RMSD　(a) PD-L1二聚体骨架; (b)配体

Fig. 7. RMSD: (a) Backbone of PD-L1 dimer; (b) ligand.

物 理 学 报   Acta  Phys.  Sin.   Vol. 72, No. 24 (2023)    240501

240501-9

http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1


 

T
Y
R
56

(B
)

T
Y
R
12

3(
A
)

M
ET

11
5(

B
)

M
ET

11
5(

A
)

A
LA

12
1(

A
)

-3.0

-2.5

-2.0

-1.5

-1.0

-0.5

0

Residue

B
in

d
in

g
 f
re

e
 e

n
e
rg

y
/
(k

c
a
lS
m

o
l-

1
)

B
in

d
in

g
 f
re

e
 e

n
e
rg

y
/
(k

c
a
lS
m

o
l-

1
)

B
in

d
in

g
 f
re

e
 e

n
e
rg

y
/
(k

c
a
lS
m

o
l-

1
)

B
in

d
in

g
 f
re

e
 e

n
e
rg

y
/
(k

c
a
lS
m

o
l-

1
)

-3.0

-2.5

-2.0

-1.5

-1.0

-0.5

0

-3.0

-2.5

-2.0

-1.5

-1.0

-0.5

0

-3.0

-2.5

-2.0

-1.5

-1.0

-0.5

0

T
Y
R
56

(B
)

T
Y
R
12

3(
A
)

M
ET

11
5(

B
)

A
LA

12
1(

A
)

IL
E54

(B
)

Residue

T
Y
R
56

(B
)

M
ET

11
5(

B
)

T
Y
R
12

3(
B
)

T
Y
R
12

3(
A
)

IL
E54

(B
)

Residue

T
Y
R
56

(B
)

T
Y
R
12

3(
A
)

M
ET

11
5(

B
)

A
LA

12
1(

A
)

T
Y
R
56

(A
)

Residue

(a) (b) (c) (d)ZINC000021723762 ZINC000021874692 ZINC000175468610 ZINC000019770413

-3.0

-2.5

-2.0

-1.5

-1.0

-0.5

0

B
in

d
in

g
 f
re

e
 e

n
e
rg

y
/
(k

c
a
lS
m

o
l-

1
)

B
in

d
in

g
 f
re

e
 e

n
e
rg

y
/
(k

c
a
lS
m

o
l-

1
)

B
in

d
in

g
 f
re

e
 e

n
e
rg

y
/
(k

c
a
lS
m

o
l-

1
)

B
in

d
in

g
 f
re

e
 e

n
e
rg

y
/
(k

c
a
lS
m

o
l-

1
)

-3.0

-2.5

-2.0

-1.5

-1.0

-0.5

0

-3.0

-2.5

-2.0

-1.5

-1.0

-0.5

0

-3.0

-2.5

-2.0

-1.5

-1.0

-0.5

0

T
Y
R
12

3(
A
)

T
Y
R
56

(B
)

M
ET

11
5(

B
)

IL
E54

(B
)

A
LA

12
1(

A
)

Residue

SE
R
11

7(
A
)

T
Y
R
56

(B
)

T
Y
R
12

3(
A
)

M
ET

11
5(

A
)

A
LA

12
1(

A
)

Residue

T
Y
R
56

(B
)

M
ET

11
5(

B
)

IL
E54

(B
)

VA
L7

6(
B
)

A
LA

12
1(

A
)

Residue

T
Y
R
56

(B
)

T
Y
R
12

3(
A
)

M
ET

11
5(

B
)

IL
E54

(B
)

A
LA

12
1(

A
)

Residue

(e) (f) (g) (h)ZINC000021874694 ZINC000952973550 ZINC000064987401 ZINC000003908573

B
in

d
in

g
 f
re

e
 e

n
e
rg

y
/
(k

c
a
lS
m

o
l-

1
)

B
in

d
in

g
 f
re

e
 e

n
e
rg

y
/
(k

c
a
lS
m

o
l-

1
)

B
in

d
in

g
 f
re

e
 e

n
e
rg

y
/
(k

c
a
lS
m

o
l-

1
)

B
in

d
in

g
 f
re

e
 e

n
e
rg

y
/
(k

c
a
lS
m

o
l-

1
)

-3.0

-2.5

-2.0

-1.5

-1.0

-0.5

0

-3.0

-2.5

-2.0

-1.5

-1.0

-0.5

0

-3.0

-2.5

-2.0

-1.5

-1.0

-0.5

0

-3.0

-2.5

-2.0

-1.5

-1.0

-0.5

0

T
Y
R
12

3(
A
)

T
Y
R
56

(B
)

G
LN

66
(B

)

M
ET

11
5(

B
)

A
LA

12
1(

A
)

Residue

T
Y
R
56

(B
)

LY
S1

24
(A

)

M
ET

11
5(

B
)

M
ET

11
5(

A
)

A
LA

12
1(

A
)

Residue

T
Y
R
56

(B
)

T
Y
R
12

3(
A
)

IL
E54

(B
)

VA
L7

6(
B
)

VA
L6

8(
B
)

Residue

T
Y
R
12

3(
A
)

M
ET

11
5(

B
)

T
Y
R
56

(B
)

IL
E54

(B
)

VA
L7

6(
B
)

Residue

(i) (j) (k) (l)ZINC000020538424 ZINC000004063088 BMS202 INCB086550

图  8    配体与 PD-L1结合模式和关键残基　 (a) ZINC000021723762; (b) ZINC000021874692; (c) ZINC000175468610; (d) ZINC

000019770413;  (e)  ZINC000021874694;  (f)  ZINC000952973550;  (g)  ZINC000064987401;  (h)  ZINC000003908573;  (i)  ZINC

000020538424; (j) ZINC000004063088; (k) BMS202; (l) INCB086550

Fig. 8. Ligand binding mode with PD-L1 and key residues: (a) ZINC000021723762; (b) ZINC000021874692; (c) ZINC000175468610;

(d)  ZINC000019770413;  (e)  ZINC000021874694;  (f)  ZINC000952973550;  (g)  ZINC000064987401;  (h)  ZINC000003908573;

(i) ZINC000020538424; (j) ZINC000004063088; (k) BMS202; (l) NCB086550.
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体间的结合作用强度. 由表 2可知, 大部分候选化

合物的结合自由能均与对照组的结合自由能处于

同一水平 , 而 ZINC000021723762,  ZINC0000218

74694和 ZINC000004063088甚至显著优于对照组

水平, 范德瓦耳斯相互作用为驱动这三类化合物区

别于其他化合物的主要因素.

π-π

将结合自由能分解至每个氨基酸残基与配体

分子的相互作用上, 提取了每个体系中对结合强度

贡献度最大的 5个关键残基. 如图 8所示, TYR56

(B), TYR123(A), MET115(B), ALA121(A)在绝

大部分体系中都起到关键作用, 这意味着 12种配

体结合于 PD-L1二聚体相互作用交界面的模式是

近似的 . 前人研究揭示出 ,  MET115(B)和 ALA

121(A)与化合物中的芳香环能够发生强烈疏水相

互作用, 而 TYR56(B)能够与化合物的苯环形成

 堆积以增强结合稳定性 [32,33,59,67], 这些作用在

结合自由能贡献中均得到了体现. 

4   结　论

通过从相关研究文献及专利收集 PD-L1小分

子抑制活性数据集, 并对数据集内化合物以结构相

似性进行分层抽样, 本文构建了各 30种基于不同

分子表征方法和算法的机器学习活性判定分类模

型和活性强度回归预测模型, 其中性能最佳分类模

型分类正确率可达 98%以上, 回归模型预测平均

绝对误差在 0.5以下, 具备良好的应用价值. 将以

上模型并结合药用性质筛选工具构成的虚拟筛选

方法应用于 ZINC15大型小分子数据库, 获得了 42

种有潜力的 PD-L1小分子抑制剂, 其中的 10种通

过分子对接、分子动力学模拟和结合自由能估计验

证发现, 候选化合物的作用机制与对照化合物相

近, 部分化合物的结合强度甚至优于对照化合物,

这意味着本文前期建立的机器学习模型是可以帮

助加速 PD-L1小分子抑制剂虚拟筛选的有效工具.

然而, 完整的药物研发并不是一个简单的工

程, 本文仅使用计算方法帮助加速 PD-L1小分子

抑制剂的研发, 在完整的研发产业链中处于较上游

的位置. 为尽可能使得本文的筛选结果得到更进一

步的有效认证, 后续分子水平、细胞水平以及动物

模型水平的湿实验验证仍是必不可缺的, 计算机技

术目前仅能扮演锦上添花的角色. 相信随着生物计

算领域与生物技术领域的合作加深, 药物研发将能

够向一个尽可能高效、低成本的方向发展.
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表 2    结合自由能计算结果
Table 2.    Results of MMPBSA.

化合物 Evdw/(kcal·mol–1) Eele/(kcal·mol–1) EPB/(kcal·mol–1) ESA/(kcal·mol–1) ∆G/(kcal·mol–1)

ZINC000021723762 ±0.12–58.86 ±–8.76  0.10 ±35.53  0.09 ±–4.03  0.00 ±–36.12  0.12

ZINC000021874692 ±–50.42  0.11 ±–6.50  0.14 ±35.65  0.16 ±–4.50  0.01 ±0.12–25.78 

ZINC000175468610 ±0.09–42.46 ±0.08–14.34 ±0.1336.20 ±–4.02  0.00 ±0.10–24.61 

ZINC000019770413 ±0.08–47.31 ±0.08–3.45 ±0.0726.32 ±–3.48  0.00 ±0.08–27.91 

ZINC000021874694 ±0.09–55.17 ±0.13–17.87 ±0.1445.67 ±–4.59  0.00 ±0.12–31.97 

ZINC000952973550 ±0.08–55.82 ±0.11–13.47 ±0.1145.83 ±–4.19  0.00 ±0.11–27.65 

ZINC000064987401 ±0.08–48.50 ±0.12–14.71 ±0.1138.59 ±–4.06  0.00 ±0.12–28.68 

ZINC000003908573 ±0.07–44.75 ±0.114.59 ±0.1320.20 ±–3.74  0.00 ±0.12–23.70 

ZINC000020538424 ±0.09–49.50 ±0.13–8.50 ±0.1632.61 ±–4.17  0.01 ±0.10–29.57 

ZINC000004063088 ±0.09–64.14 ±0.11–5.38 ±0.1036.75 ±–4.21  0.00 ±0.10–36.98 

BMS202 ±0.08–40.23 ±0.07–3.57 ±0.1022.35 ±–4.31  0.01 ±0.09–25.75 

INCB086550 ±0.14–50.65 ±0.17–9.87 ±0.2744.44 ±–5.13  0.02 ±–21.22  0.15
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SPECIAL TOPIC—Machine learning in biomolecular simulations

Virtual screening of drugs targeting PD-L1 protein*
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Abstract

Monoclonal  antibody  inhibitors  targeting  PD-1/PD-L1  immune  checkpoints  are  gradually  entering  the

market and have achieved certain positive effects in the treatments of various types of tumors. However, with

the expansion of application, the limitations of antibody drugs and problems such as excessive homogenization

of research gradually appear, making small-molecule inhibitors the new focus of researchers. This study aims to

use ligand-based and structure-based binding activity prediction methods to achieve virtual screening of small-

molecule inhibitors targeting PD-L1, thereby helping to accelerate the development of small molecule drugs. A

dataset  of  PD-L1  small-molecule  inhibitory  activity  from relevant  research  literature  and  patents  is  collected

and activity judgment classification models with intensity prediction regression models are constructed based on

different molecular featurization methods and machine learning algorithms.  The two types of  models  filter  68

candidate compounds with high PD-L1 inhibitory activity from a large drug-like small molecule screening pool

(ZINC15). Ten of these compounds not only have good drug similarities and pharmacokinetics, but also exhibit

comparable  binding  affinities  and similar  mechanisms of  action  with  previous  reported hotspot  compounds  in

molecular docking. This phenomenon is  further verified in subsequent molecular dynamics simulation and the

estimation of binding free energy. In this study, a virtual screening workflow integrating ligand-based method

and structure-based method is developed, and potential PD-L1 small-molecule inhibitors are effectively screened

from large compound databases,  which is  expected to help accelerate the application and expansion of  tumor

immunotherapy.

Keywords: PD-1/PD-L1, virtual screening, machine learning, molecular dynamics simulation
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专题: 生物分子模拟中的机器学习

高分子塌缩相变和临界吸附相变的
计算机模拟和机器学习
罗启睿 1)    沈一凡 2)    罗孟波 2)†

1) (杭州链坊科技有限公司, 杭州　310013)

2) (浙江大学物理学院, 杭州　310027)

(2023 年 6 月 28日收到; 2023 年 7 月 23日收到修改稿)

高分子的塌缩和临界吸附是高分子科学中的两个重要相变现象, 两者均伴随着高分子构象的显著变化.

本文利用朗之万动力学方法和动力学Monte Carlo方法分别模拟了高分子的塌缩和临界吸附, 同时获得了不

同温度下大量的高分子构象数据. 机器学习方法利用模拟得到的大量伸展无规线团态和塌缩液滴态、脱附态

和吸附态构象数据训练神经网络, 学习高分子不同状态的特征, 快速准确地分析不同温度的高分子构象信息,

得到对应的塌缩相变温度和临界吸附温度. 结果表明机器学习能正确给出高分子体系的相变温度, 这为机器

学习技术研究高分子的相变提供了新的思路和方法.

关键词：高分子, 塌缩, 临界吸附, 机器学习

PACS：05.70.Jk, 36.20.Ey, 64.70.km 　DOI: 10.7498/aps.72.20231058

 

1   引　言

机器学习是一种人工智能技术, 其基本思想是

通过建立多层神经网络模型来实现对数据的学习

和识别  [1,2]. 机器学习使用大量的数据进行训练,

可以自动从数据中提取出最优的特征表示, 并在多

个层次上逐步抽象数据的特征, 从而实现高效的模

式识别和分类任务. 机器学习已成为图像识别、语

音识别、自然语言处理、材料信息等领域的重要技

术, 并在多个领域得到广泛应用 [3–6]. 近年来, 机器

学习也开始应用于材料研究和性能预测、高分子相

变和玻璃态转变的研究中 [7–9].

高分子相变是指高分子材料在不同温度及不

同条件下发生的相变现象, 包括熔融、结晶、凝胶

化等过程, 也包括高分子在溶液中的塌缩相变和在

平面上的临界吸附相变. 这些相变现象与高分子材

料的物理性质密切相关, 对高分子材料的制备和应

用具有重要作用. 塌缩相变是高分子稀溶液中一个

重要的现象, 随温度的变化高分子发生从伸展无规

线团态到塌缩液滴态的转变, 从而引发相分离. 塌

缩相变在纳米材料制备、药物传递等很多领域有广

泛的应用 [10]. 此外, 高分子链在表界面的吸附是高

分子科学和生物物理的重点研究领域之一. 高分子

在表面的吸附可以改变表面的性质, 在制备高分子

复合材料、改善材料表面性能、制备生物医用材料,

以及印刷电路等许多技术和生物应用中有重要作

用 [11–13]. 因此, 聚合物的塌缩和吸附相变得到了实

验、理论和模拟的广泛研究 [14–17]. 其中, 研究塌缩

相变温度和临界吸附温度是高分子科学研究中的

重要的基础问题.

⟨
R2

⟩ ⟨
R2
G
⟩高分子的构象统计性质可以用均方末端距

 和均方回转半径   等统计物理量来描述.

高分子的塌缩相变和临界吸附相变伴随着高分子
 

†  通信作者. E-mail: luomengbo@zju.edu.cn
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构象的显著变化, 因此可以利用机器学习来智能化

分析高分子的不同构象, 实现高分子状态的自动分

析和判断. 机器学习从大量的高分子构象数据中学

习到高分子构象的特征, 从而通过构象数据快速准

确地判断高分子所处的状态. 目前, 机器学习在高

分子构象预测、分类、聚类等方面都取得了不错的

成果 [6,18]. 例如, 使用卷积神经网络 (CNN)可以有

效地预测高分子的二级结构和三级结构 [19]. 这些

方法为高分子材料的设计和优化提供了新的思路

和手段.

⟨
R2
G
⟩本文用朗之万动力学方法产生了稀溶液中不

同温度的高分子构象, 利用均方回转半径  随

温度的变化确定了高分子塌缩相变的温度, 机器学

习则通过计算伸展无规线团态和塌缩液滴态的概

率得到高分子塌缩相变的温度. 本文也用动力学

Monte Carlo方法模拟了低接枝密度的接枝高分

子的临界吸附现象, 利用吸附链节数的涨落确定了

高分子临界吸附温度, 同时获得了不同温度的大量

高分子构象, 然后机器学习通过计算高分子处于脱

附态和吸附态的概率得到高分子临界吸附相变的

温度. 研究发现模拟和机器学习得到的高分子塌缩

相变温度和临界吸附相变温度几乎相同. 动力学

Monte Carlo和郎之万动力学是研究高分子热力

学性质的两个重要的模拟方法, 本文分别用这两种

模拟方法模拟了高分子的塌缩和临界吸附相变, 并

分别与机器学习进行了比较. 

2   模型和研究方法

⟨
R2
G
⟩

利用计算机模拟和机器学习的方法研究稀溶

液中高分子的塌缩相变温度和低接枝密度的接枝

高分子的临界吸附温度. 对于稀溶液中高分子的塌

缩相变, 用朗之万动力学方法模拟了高分子均方回

转半径  随温度的变化, 估算了塌缩相变温度;

对于接枝高分子在吸引平面上的临界吸附, 采用动

力学 Monte Carlo方法模拟了吸附链节数随温度

的变化, 估算了临界吸附温度. 然后利用大量不同

状态的高分子构象数据对神经网络进行训练, 完成

训练后的神经网络从不同温度的高分子构象中计

算出高分子处于塌缩液滴态及吸附态的概率. 最

后, 利用从机器学习得到的高分子状态概率变化的

极大值估算高分子塌缩相变温度和临界吸附温度,

并与模拟结果进行了比较. 

2.1    模　型

采用粗粒化的珠簧高分子模拟, 链长为 N 的

高分子链由直径为 σ的链节组成. 为简化模拟系

统并加快模拟速度, 将溶剂看成背景. 溶剂分子与

高分子的随机相互作用提供模拟系统的随机力, 而

高分子运动带动溶剂分子的运动则表现为高分子

链受到溶剂的黏滞力. 图 1给出了两个模拟系统的

高分子示意图: 稀溶液中高分子和低接枝密度的孤

立接枝高分子. 在这两个系统中, 高分子链之间相

互作用可以忽略, 因此模拟系统内只考虑一条高分

子链. 高分子链内的相互作用包括成键链节之间的

相互作用和非成键链节之间的相互作用, 接枝高分

子链还存在链节与平面的相互作用.

 
 

(a) Polymer in solution

LJ

(b) End-grafted polymer

Surface

FENE+WCA

ps

=0

图 1　模拟高分子的示意图　(a) 稀溶液中的高分子; (b) 低

接枝密度的孤立接枝高分子

Fig. 1. Schematic  diagram  of  simulated  polymers:  (a)  A

polymer in dilute solution;  (b) an isolated grafted polymer

at low grafting density.
 

成键链节之间的相互作用包含有限伸展的

非线性弹性 (finitely extensible nonlinear elastic,

FENE)势: 

UFENE(b)=


− 1

2
KR2

0ln
[
1−

( b

R0

)2]
, b < R0,

∞, b ⩾ R0;
(1)

以及链节-链节之间成对的纯排斥 Weeks-Chan-

dler-Andersen (WCA)势 [20]: 

UWCA(b)=


4ε

[(σ
b

)12

−
(σ
b

)6

+
1

4

]
, b < 21/6σ,

0, b ⩾ 21/6σ.

.

(2)

这里 b 是键长, K = 30ε/σ2 是键的弹性系数, R0 =

1.5σ是最大键长, ε是 WCA势的相互作用强度.
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FENE势和WCA势的共同作用决定了键的平均

长度约为 1σ. 高分子中非键连的链节之间的相互

作用采用截断的 Lennard-Jones (LJ)势: 

ULJ (r) =

4ε

[(σ
r

)12

−
(σ
r

)6
]

− 4ε

[( σ

rcut

)12

−
( σ

rcut

)6
]
, r < rcut,

0, r ⩾ rcut,

(3)

其中 r 是链节之间的空间距离. 为了加快计算速

度, LJ相互作用的计算在 rcut 处截断. 如果取 rcut =

21/6σ, LJ势演变为WCA势, 链节之间只考虑短程

的排斥作用. 如果取 rcut > 21/6σ, 模拟还考虑链节

之间的相互吸引作用. 在塌缩相变的研究中, 取

rcut = 2.5σ, 链节之间的吸引作用在低温下引起链

的塌缩; 而在临界吸附的研究中, 取 rcut = 21/6σ,

高分子链节之间为纯排斥作用, 高分子总是处于伸

展无规线团状态.

在临界吸附的研究中, 高分子的一端接枝在平

面上. 平面位于 z = 0, 接枝链节中心位于 z = 1

的位置. 假定一个厚的无限大平面, 高分子链节与

平面的相互作用势取 [21]: 

Ups(z)=



εps (3/2) (2/5)
1/2

×
[
2

15

(σ
z

)9

−
(σ
z

)3
]
+Uc, z<zc,

0, z ⩾ zc.

(4)

这里 z 是链节离开平面的垂直距离 , εps 是平面

的吸引强度, 取截断距离 zc = 4σ 和 

Uc = −εps

(3
2

)(2
5

)1/2[ 2

15

( σ

zcut

)9

−
( σ

zcut

)3
]
.

当 zmin = 0.8585σ, Ups 取极小值 –εps. 当链节位于

zmin < z < 1.22σ 时, 势能值小于–0.5εps, 认为这

样的链节为吸附链节 . 模拟中平面的吸引强度

εps 固定为 ε.

模拟中的物理量均是约化的无量纲量, 取长度

单位 σ = 1, 能量单位 ε = 1, 和链节的质量为质量

单位 m = 1. 温度的单位为 ε/kB, 其中 kB 是玻尔

兹曼常数. 

2.2    朗之万动力学方法

高分子链节的运动方程采用朗之万 (Lange-

vin)方程: 

m
d2ri
dt2

= −∇U + F (T) − ηvi, (5)

−∇U F (T)

−ηvi F (T)

其中  代表相互作用力,   是热运动随机力,

 是黏滞力.    具有高斯分布, 其平均值为

0, 涨落为 6ηkBT. 链节的位置和速度的演化过程采

用修正 velocity-Verlet 算法.

τ0 = (mσ2/ε)
1/2模拟的时间单位为   . 模拟中

黏滞系数取 η = 1, 模拟的时间步长取 δt = 0.01τ0,
每间隔 δt 时间高分子链节的位置和速度同步演化

一次.

采用模拟退火的方法得到高分子不同温度的

构象. 从高温的初始无序态高分子构象出发, 缓慢

地降低模拟温度, 前一个温度的高分子构象作为后

一个温度的高分子初始构象. 在每个温度, 长时间

模拟得到平衡态, 然后用更长的模拟时间统计高分

子链的模拟数据. 由于温度的改变非常小, 高分子

构象的平衡通常都比较快. 为了选择正确的模拟时

间, 会先对少量样本做一个预模拟, 观察与高分子

构象相关的物理量的收敛过程, 估算出平衡时间和

弛豫时间. 

2.3    动力学 Monte Carlo 方法

{r}
P ({r}→{r′}) {r′}

P =min[1, exp(−∆E/kBT )]

∆E =

E {r′} − E {r}

在动力学Monte Carlo方法中, 高分子链的整

体运动通过高分子链节的局域移动来实现. 高分子

链节的局域运动导致高分子链构象的变化, 这种构

象变化可以通过构造一个Markov过程来实现, 即

假定高分子链原来处于构象  , 通过链节运动以

一定的转移概率  得到新的构象  .

链节局域运动成功与否采用 Metropolis算法决

定, 即该转移概率 P 取  ,

其中 ΔE 是构象转变前后的能量差 , 即  

 .

−∆,∆ ∆

链节的每次局域运动对应于链节在 x, y 和 z 方

向分别移动 dx, dy 和 dz, 其中 dx, dy 和 dz 是介于

(  )之间均匀分布的随机量, 模拟中取    =

0.1σ.  Monte  Carlo的时间单位为 Monte  Carlo

步 (MCS), 1个 MCS中每个高分子链节平均运动

一次. 与朗之万动力学模拟相同, 动力学 Monte

Carlo方法也采用退火模拟的方法得到高分子构象

随温度的变化. 

2.4    机器学习

采用机器学习中的监督学习模式, 建立了基于
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神经网络的分类器. 高分子链的空间构象通过链节

序列的数据来表示, 每个数据点代表每个链节所处

的空间位置. 在塌缩相变的研究中, 链节序列的数

据反映了高分子链处于伸展无规线团态或塌缩液

滴态; 而在临界吸附相变的研究中, 链节序列的数

据反映了高分子链属于吸附或者非吸附两种状态

的一种. 机器学习的任务是: 神经网络分析输入的

高分子构象的链节序列数据, 正确输出该高分子构

象所属的状态概率. 经典的机器学习方法有循环神

经网络 (recurrent neural network, RNN)及长短

期记忆 (long-short term memory, LSTM)等神经

网络结构 [22]. 但是对于高分子链来说, 循环神经网

络可能存在一定问题. 循环神经网络会认为后时刻

输入的内容与前面时刻输入的内容完全无关, 因此

后输入的链节数据可能会赋予极高的判断权重, 而

早期的链节数据会被“遗忘”, 这与所有链节等效的

物理事实不符. 而长短期记忆神经网络可以克服这

个问题. 与一般的前馈神经网络不同, 长短期记忆

神经网络可以利用前后数据的时间序列对输入进

行分析, 在自然语言处理方面有广泛的应用 [22].

考虑到高分子链节的顺序排列性, 长短期记忆

神经网络可以有效地处理高分子构象的长数据特

征, 从而正确得到高分子链节数据与高分子链构象

类型的映射关系. 因此, 本文处理高分子链的构象

数据的核心神经网络的是长短期记忆网络. 图 2给

出了机器学习进行数据处理的流程图.

 
 

Input layer: chain conformations

Output layer: classified results

LSTM layer

Linear layer 1

Linear layer 2

Sigmoid layer

图 2　机器学习的流程图

Fig. 2. Flowchart of machine learning.
 

长短期记忆神经网络的 LSTM层接收高分子

链各个链节的空间坐标信息, 并和当前的 LSTM

层状态进行计算, 输出新的状态. 完成高分子链构

象所有链节数据的计算后, LSTM层最后输出的状

态向量是该高分子链构象在高维嵌入空间中的一

个表达. 接下来的两个线性层都做数据的空间降维

工作. 第一个线性层负责将数据从高维嵌入空间变

换到一个较低维的隐藏空间, 第二个线性层再将隐

藏空间变换到最后的标签空间. 激活层用 sigmoid

函数将数据转换成 (0, 1) 之间的数, 然后输出层输

出该值表示该高分子构象中处于所属状态的概率.

监督学习需要有一个训练过程, 因此先对神经

网络进行训练和验证. 收集高温和低温的高分子构

象, 假设在这两种温度下, 几乎只会生成对应两种

状态的高分子链构象, 取其中 75%的数据作为训

练集, 剩余 25%的数据作为验证集. 我们设置验

证的成功概率大于 0.9999以保证我们的学习效

果 . 本文的神经网络模型使用二分类交叉熵损

失 (binary cross entropy loss)作为损失函数, 使用

AdamW优化器 [23]. 在训练时, 二分类交叉熵损失

结果意味着神经网络输出结果和期望结果的差异,

重复训练过程直到损失收敛. 图 3给出了损失随训

练次数的变化. 由图 3可以看到, 损失随训练次数

的增加先快速下降, 然后快速收敛到一个稳定值.

根据图 3的结果, 在训练次数达到 40的时候, 认

为该机器学习模型已经收敛. 因此在实际训练中,

设置训练次数为 40, 在确保模型效果的情况下节

约计算时间.
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图 3　机器学习中的损失随训练次数的变化

Fig. 3. Loss in machine learning varies with the number of

trainings.
 

完成长短期记忆神经网络训练以后, 把高温和

低温之间的其他温度的高分子链构象作为测试集,

判断各个温度下的高分子构象处于给定状态的概

率. 最后对同一温度的所有高分子构象的状态概率

求平均, 得到该温度下高分子处于某一状态的概率

的统计平均值.

本文的神经网络模型中 LSTM层使用双向
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LSTM结构, 内部为三层双向 LSTM, 每层单方向

有 200个隐藏神经元, 共有 1200个神经元. 第一

线性层有 400个隐藏神经元, 第二线性层有 80个

隐藏神经元, 最后的激活层有一个 sigmoid神经

元. 因此处理 1个数据的神经元数目为 1681. 输入

层使用 1000的批大小 , 即一次同时输入和处理

1000条高分子构象数据. 这样, 神经网络模型中总

神经元数量达到 1681000. 机器学习使用 Python

语言, 基于 PyTorch 框架搭建了机器学习程序, 在

支持 CUDA 的  Nvidia GPU上运行 . 为了能处

理不同长度的高分子链的数据, 把每条数据长度

固定为 80, 长度不足的数据会自动用 0补齐. 对不

同链长的高分子构象均得到相同的结论, 因此本

文给出的数据是模拟中所用的最大链长的计算

结果. 

3   高分子的塌缩相变

⟨
R2
G
⟩

⟨
R2
G
⟩

在塌缩相变的研究中, 还考虑了高分子链节之

间的短程屏蔽库仑势 [24], 即把高分子链视作聚电

解质. 引入静电相互作用大幅降低了塌缩相变温

度, 也同时降低了模拟的温度区间, 减小了热运动

的无序涨落, 从而可以使用较大的模拟时间步长,

加快模拟的速度. 用朗之万动力学方法模拟了链

长 N = 64的高分子构象性质随温度的变化, 图 4

给出了高分子的均方回转半径  对温度的依赖

关系. 模拟在一个考虑周期性边界条件的三维立方

系统中进行, 系统的尺寸 L 取约为最高模拟温度

(T = 3.2)高分子的方均根回转半径的 10倍, 即 L≈

10  
1/2. 每个高分子构象的平方回转半径定义

为高分子链节距离质心的平均平方距离, 即 

R2
G =

1

N

N∑
j=1

|rj − rc|2, (6)
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其中   是链节的位矢;    是高分子质心的位矢.

 是 76000个独立高分子构象的平均. 高分子

的  随着温度的降低而减小, 表明高分子构象

发生了从高温的伸展无规线团 (coil state, C态)态

到低温的紧缩液滴 (globule state, G态)态的转变,

即塌缩相变. 塌缩相变温度 Tc 通常定义为  随

温度变化最快时对应的温度, 即   极值

处. 从图 4的插图, 得到 Tc = 0.5, 这与之前的模

拟结果接近 [24].
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G P (R

2
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G R2
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比较了不同温度下高分子构象的差别, 图 5给

出了 3个特殊温度下 (极低温、塌缩相变温度和极

高温)高分子   的归一化概率分布   . 在极

低温 T = 0.01, 从图 5(a)的分布可以看到不同构

象的  差别极小,   分布在 2.5到 3之间很小的

区间范围内. 如图 5(a)插图所示, 高分子的构象是

一个紧缩的液滴状. 而在远高于塌缩相变温度的高

温, 如图 5(c)的温度 T = 3.2, 高分子  的变化范

围很宽,   主要变化范围为从 10到 60, 远大于紧

缩液滴状的  . 这表明, 虽然高分子的构象很多,

但基本上都处于伸展的无规线团状, 如图 5(c)的

插图. 在塌缩相变温度 Tc = 0.5, 如图 5(b)所示,

高分子  的变化范围从 4到 30, 涵盖了近紧缩液

滴状构象和伸展无规线团状构象. 我们看到随着温

度的变化, 高分子构象的分布也随之发生变化, 这

正是机器学习的基础.

然后用基于长短期记忆神经网络的机器学习

方法计算了高分子链处于塌缩态的平均概率 PG.

每个温度下高分子的构象数目均为 76000. 在机器

学习的训练阶段, 假定高分子在模拟的最低温 (T =

0.01)均处在 G态而在模拟的最高温 (T = 3.2)都

处于 C态 . 这种假定的合理性通过成功率大于

0.9999的构象验证得到保证. 对长短期记忆神经网

络训练以后, 机器学习自动计算不同温度的高分子

处于塌缩态的概率. 高分子链处于塌缩态的平均概

率 PG 随温度的变化结果见图 6. 由图 6可以看到,

PG 随温度的升高而下降, 表明高分子的构象发生

了从 G态到 C态的转变, 在 T = 0.5附近构象的
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动力学模拟结果. 插图给出了  对 T 的导数与 T 的关系
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Fig. 4. Simulation results of the mean square radius of gyra-

tion      versus  temperature T.  The  inset  presents  the

  derivative of T in relation to T.
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转变迅速增加. 图 6的插图给出了概率随温度的变

化率|dPG/dT |, |dPG/dT |的峰值位置在 T = 0.5,

表明在 T = 0.5高分子的状态变化最快, 即机器学

习得到的塌缩相变温度为 0.5, 与模拟结果一致.

这表明机器学习通过学习 C态和 G态的高分子构

象, 能有效地判断其他高分子的构象特征, 从而给

出符合模拟结果的塌缩相变温度.

这里需要指出模拟结果只给出了高分子构象

数据和构象性质的统计平均值, 如图 4所示, 并不

能给出高分子处于 G态和 C态的概率, 而机器学

习则从高分子构象判断出高分子的状态, 如图 6所

示. 虽然模拟和机器学习的一致性不能直接通过状

态的概率来比较, 但可以通过临界温度的数值的一

致性来比较. 

4   高分子的临界吸附相变

⟨M⟩

高分子的吸附伴随着吸附能量或者吸附链节

数的变化, 高温脱附态的吸附能量低而构象熵大,

低温吸附态的吸附能量大而构象熵小. 高分子吸附

过程是一个能量和熵的变化和竞争过程, 临界吸附

点定义为能量和熵的竞争平衡点. 吸附过程中平均

吸附链节数  随着温度的下降而持续增大. 高分

子的临界吸附相变通常被认为是连续相变, 在临界

吸附相变温度, 由于高分子不断的吸附和脱附, 吸

附链节数的涨落 (类似于热容): 

σ2
M =

⟨
M2

⟩
− ⟨M⟩2 (7)

达到最大 [15,25]. 模拟研究中常利用吸附链节数的涨

落来标定高分子链的临界吸附温度 [25].

⟨
R2
G
⟩

σ2
M

用动力学Monte Carlo方法模拟了链长 N = 65

的接枝高分子链的吸附. 无穷大平面位于 z = 0,

平面的边长 L 也取约为最高模拟温度 (T = 4)高

分子的方均根回转半径的 10倍, 即 L ≈ 10  
1/2,

系统的高度大于高分子完全伸直的长度. 在平行平

面的方向考虑周期性边界条件. 高分子的第一个链

节中心固定在平面中心位于 z = 1的位置, 模拟中

定义 z < 1.22 的其他链节 (除接枝链节)为吸附链

节. 图 7给出了链长 N = 65的高分子吸附链节数

的涨落  与温度 T 的关系. 模拟得到高分子的临

界吸附温度约为 Tads = 0.9. 注意到因为本工作中

平面对高分子的吸引势 ((4)式)是文献 [26]的 0.95

倍, 我们的模拟结果与之前朗之万动力学的模拟
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G图  5    高分子平方回转半径   在温度 T = 0.01 (a), 0.5

(b)和 3.2 (c)的概率分布. 插图分别给出了 T = 0.01 和 3.2

时高分子的典型构象
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Fig. 5. Plots of the probability distribution of square radius

of gyration     for polymer at temperatures T = 0.01 (a),

0.5  (b),  and  3.2  (c).  The  insets  show  the  typical  polymer

conformations at T = 0.01 and 3.2.
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图 6    高分子处于塌缩态的平均概率 PG 与温度 T 关系的

机器学习结果. 插图给出了|dPG/dT| 随 T 的变化.

Fig. 6. Machine  learning results  of  the  mean probability  of

polymer being in the compact globule state, PG, versus tem-

perature T.  The  inset  shows  the  change  of  |dPG/dT|  with

temperature T.
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结果相近 [26]. 图 7的插图显示了高温的非吸附态

(non-adsorption  state或 desorption state,  D态 )

和低温的吸附态 (adsorption state, A态)两种典

型的高分子构象: 高温时高分子呈现为蘑菇状的脱

附态, 低温时高分子呈现为吸附态. 可见, 高分子

在吸附前后的构象也发生了明显的变化.

基于长短期记忆神经网络的机器学习通过学

习脱附态和吸附态的高分子三维构象, 然后自动给

出了不同温度下高分子处于吸附态的平均概率

PA, 结果如图 8所示. 这里每个温度的高分子构象

数为 248640. 机器学习的结果也显示高分子从低

温的完全吸附态过渡到高温的完全脱附态, 与模拟

结果一致. 从温度变化率|dPA/dT |随温度的变化可

看到, 高分子状态变化最激烈的温度在 T = 0.9附

近, 与模拟得到的临界吸附温度 Tads = 0.9一致.

R2
G

从图 7的插图可以看到, 吸附链与脱附链构象

的最大区别体现为链节离开平面的距离 (z 坐

标)的区别, 即吸附链节数的区别, 而描述高分子

构象尺寸的平方回转半径    的差别并不是很明

显, 因此我们认为机器学习主要通过区分高分子构

象的链节 z 坐标来实现的. 为此, 只让机器学习分

析高分子构象的链节 z 坐标, 而忽略它们的 x 和

y 坐标. 图 9给出了分别利用高分子构象的三维坐

标和 z 坐标进行机器学习得到的高分子处于吸附

态的平均概率 PA 与温度 T 的关系. 发现两种方法

得到的差别比较小, 说明机器学习在研究临界吸附

时主要分析了构象的 z 坐标. 但在临界吸附温度

Tc 附近, PA 的值有一些差别, 这说明在 Tc 附近,

三维构象还是对机器学习有一定的影响. 这可能是

在 Tc 附近, 高分子构象的变化非常大, 这个时候

z 坐标不能唯一决定 PA, 高分子状态可能还跟链

节的 z 的变化序列相关.

进一步分析了每个高分子构象的机器学习结

果与构象性质之间的关联. 关联了总共 248640个

构象的吸附数 M 和链质心高度 zc 与机器学习得到

的每个构象可能处于吸附态的概率 PA, 找出 PA
在 (0, 0.2), (0.2, 0.8)和 (0.8, 1)三个范围内高分

子构象的分布. 图 10给出了临界吸附温度 Tc =

0.9 时的结果. 发现小的 PA 对应于小的 M 和大的

zc, 而大的 PA 对应于大的 M 和小的 zc. 这说明机

器学习的结果是符合物理预期的. 在 PA ∈ (0.2, 0.8)
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Fig. 7. Plot of the fluctuation of adsorption monomer num-

ber     of polymer chain versus temperature T.  The inset

presents non-adsorbed polymer at high temperature and ad-

sorbed polymer at low temperature.
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图  8    高分子处于吸附态的平均概率 PA 和温度变化率

|dPA/dT|与温度 T 的关系的机器学习结果

Fig. 8. Plot of the mean adsorption probability PA of poly-

mer  and  its  temperature  change  rate  dPA/dT  versus  tem-

perature T.
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Fig. 9. Relationship between adsorption probability PA and

temperature  T  obtained  by  machine  learning  using  the
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polymer conformations.
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区域有一段重叠区, 在这段重叠区内, 虽然高分子

的 M 和 zc 相同, 但高分子构象变化范围大, 因此

具有各种不同的状态和 PA 值. 这说明 PA 不是 M

和 zc 的单值函数, 机器学习对高分子构象的判断还

与构象的其他因素有关, 这也与图 9的结论相符. 

5   结　论

本文模拟研究了高分子的塌缩相变和临界吸

附相变, 得到了大量的高分子构象数据. 机器学习

采用长短期记忆网络作为核心神经网络, 对高分子

链构象按塌缩态和吸附态进行了分类统计. 结果表

明: 模拟和机器学习得到了相同的塌缩相变温度和

临界吸附相变温度, 机器学习的结果符合物理预

期. 本文的研究扩展了机器学习在高分子构象识别

方面的应用, 有望应用到高分子材料在不同温度下

的相变行为的智能自动分析中.
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Fig. 10. Distribution  of  polymer  conformation  relative  to

the adsorbed number M and the mean height zc for the ad-

sorption  probability  PA  obtained  by  machine  learning  in

three ranges of (0, 0.2), (0.2, 0.8) and (0.8, 1).
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SPECIAL TOPIC—Machine learning in biomolecular simulations

Computer simulation and machine learning of polymer
collapse and critical adsorption phase transitions
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Abstract

Collapse and critical adsorption of polymers are two crucial phase transitions in polymer science, both are

accompanied by significant  changes  in  polymer conformation.  In  this  paper,  Langevin dynamics  and dynamic

Monte  Carlo  methods  are  used  to  simulate  the  collapse  and  critical  adsorption  of  polymer,  respectively,  and

corresponding  phase  transition  temperatures  are  estimated.  Meanwhile,  a  large  number  of  polymer

conformations  at  different  temperatures  are  obtained.  In  the  machine  learning  method,  a  large  number  of

extended random coil  and collapsed  spherical,  desorption  and adsorption  conformations  are  used  to  train  the

neural network, so that the neural network can learn the characteristics of different states of the polymer, and it

can  quickly  and  accurately  analyze  the  polymer  conformations  at  different  temperatures  and  obtain  the

corresponding  collapse  phase  transition  temperature  and  critical  adsorption  temperature.  The  results

demonstrate that machine learning can correctly calculate the phase transition temperature of polymer system,

which  provides  new  ideas  and  methods  for  machine  learning  technology  in  the  study  of  polymer  phase

transitions.

Keywords: polymer, collapse, critical adsorption, machine learning
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专题: 生物分子模拟中的机器学习

RNA 扭转角预测的深度学习方法*

欧秀娟    肖奕†

(华中科技大学物理学院, 武汉　430074)

(2023 年 6 月 29日收到; 2023 年 8 月 2日收到修改稿)

RNA分子三级结构模建是分子生物物理学研究的基本问题之一, 对理解 RNA的功能和设计新的结构

有重要意义. RNA三级结构主要由主链和侧链上的 7个扭转角确定, 准确预测这些扭转角是 RNA分子三级

结构模建的基础. 目前只有个别采用深度学习模型预测 RNA分子扭转角的方法, 要用于模建 RNA分子的三

级结构其预测精度还有待进一步提高. 本文提出了一种预测 RNA分子扭转角的深度学习方法 1dRNA, 采用

了考虑相邻核苷酸的卷积模型 (DRCNN)和考虑全链核苷酸的超长短期记忆模型 (DHLSTM)两种不同的深

度学习模型. 结果显示, 与现有方法相比, 这两种模型都能提高 RNA分子大部分扭转角的预测精度, DRCNN

预测精度提高在 5%到 28%之间, DHLSTM预测精度提高在 6%到 15%之间. 结果还显示, α和g 角是最难预

测的, 环区扭转角比螺旋区的扭转角难预测, 模型对预测序列长度的变化不敏感, 模型预测角度与 decoys的

角度偏差可用于模型质量评估.

关键词：RNA结构, 扭转角预测, 深度学习

PACS：87.14.gn, 87.15.A–, 87.15.bg 　DOI: 10.7498/aps.72.20231069

 

1   引　言

RNA分子三级结构模建是分子生物物理学研

究的基本问题之一, 对理解 RNA的功能和设计新

的结构有重要意义 [1–3]. RNA分子三级结构模建是

给出 RNA分子的核苷酸序列构建其三级结构 [4–10].

RNA三级结构可以分为主链结构和侧链结构, 主

链结构由螺旋区和环区构成, 由 6个扭转角 (α, β,

g, δ, ε, ζ)确定, 侧链方向由扭转角 χ确定 (图 1).

RNA分子主链和侧链结构还涉及共价键键长和键

角, 但这些键长和键角会相对平衡位置进行微振

动, 在生理温度这些参数的变化关于平衡位置对

称 , 影响将相互抵消 [11]. 因此 , 扭转角被认为是

RNA分子三级结构的决定因素, 预测这些扭转角

可以帮助模建 RNA分子的三级结构.

扭转角预测在蛋白质分子三级结构模建中已

经有深入的研究. 与 RNA分子不同, 蛋白质分子

三级结构主要由主链上的 2个扭转角 ψ和 φ确定.

从 2007年以来, 人们提出了不同的神经网络模型

预测扭转角 ψ和 φ. 2007年, Real-SPINE1.0使用

一层全连接神经网络预测蛋白质主链 ψ角, 角度

的平均绝对误差 (mean absolute error, MAE)为

54°[12];  2008年 ,  Real-SPINE2.0使用同样神经网

络和输入特征, 角度标签 [0°, 180°]不变, [–180°,

0°]加上 360°做一个平移, 同时预测蛋白质主链 ψ

和 φ角, 角度的MAE分别为 38°和 25°[13]; 2009年,

Real-SPINE2.0使用两层全连接网络, ψ和 φ角预

测精度进一步改进, MAE分别为 36°和 22°[14]; 2009

年和 2012年, SPINE XI和 SPINE X使用多步神

经网络, ψ角预测的 MAE分别为 33°[15] 和 35°[16];

2015年 SPIDER2使用深度学习 3层全连接神经

网络预测角度的正弦和余弦值, ψ角预测的 MAE

降低到 30°[17];  2017年 ,  SPIDER3使用 4层双向
 

*  国家自然科学基金 (批准号: 32071247)资助的课题.

†  通信作者. E-mail: yxiao@hust.edu.cn

©  2023 中国物理学会  Chinese Physical Society http://wulixb.iphy.ac.cn

物 理 学 报   Acta  Phys.  Sin.   Vol. 72, No. 24 (2023)    248703

248703-1

http://doi.org/10.7498/aps.72.20231069
mailto:yxiao@hust.edu.cn
mailto:yxiao@hust.edu.cn
http://wulixb.iphy.ac.cn
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1


LSTM模型使 ψ角预测的 MAE进一步下降为

27°[18]; 2019年, SPOT-1D使用 10层以上的 LSTM

(long short-term memory)残差网络预测角度的正

弦和余弦值, ψ角预测的 MAE为 23°[19]; 2020年,

使用 3层全连接网络, 滑动窗口特征, ψ角预测的

MAE仅为 18°[20]. 对于RNA分子, 2021年, SPOT-

RNA-1D首次使用 1层普通卷积和 2层膨胀卷积

预测 RNA的 7个扭转角和 2个自定义伪角 (η, θ)

(图 1)的正弦和余弦值, α, β, g, δ, ε, ζ, χ, η, θ的
平均绝对误差分别为 43.94°, 21.94°, 32.98°, 14.61°,

20.69°, 33.27°, 19.59°, 30.25°和 32.91°[21]. 可以看

到, 相对于蛋白质分子, RNA分子扭转角预测的精

度还有待提高.

本文提出了一种基于时序网络深度学习模型

预测 RNA分子扭转角的方法 1dRNA, 分别使用

深度残差卷积模型 (deep residual CNN, DRCNN)

和深度超长短期记忆模型 (deep  HyperLSTM,

DHLSTM)预测 RNA分子的 7个扭转角和 2个伪

角, 以此分析抓取相邻核苷酸特征的卷积网络和抓

取全局核苷酸特征的循环网络, 哪种网络更合适扭

转角预测问题, 并将两个模型的结果和抓取间隔核

苷酸特征的 SPOT-RNA-1D比较 .  DRCNN模型

基于只能看到相邻核苷酸特征的一维卷积, 卷积过

程不改变序列长; DHLSTM模型基于能看到全部

核苷酸的特征、并能改变常规长短期记忆 (LSTM)

网络权重共享范式的超 LSTM网络. 结果表明, 本

文采用的两个深度学习模型都可以进一步提高

RNA分子扭转角的预测精度, 不同模型在不同角

度上各有优势, δ, ζ, χ, η和 θ角的预测更适合卷积

网络, β和 ε角的预测更适合循环网络, 而在 α和

g 角中, 抓取间隔核苷酸的膨胀网络更好. 

2   深度学习模型
 

2.1    深度学习模型

DRCNN模型架构如图 2所示, 由一个一维卷

积层 [22] 开始, 输入通道为 4, 输出通道为 512 (卷

积输出通道超参数 512比 256效果好和 1024效果

类似), 训练批次为 8 (本文模型在一张 11G显存

GTX 1080 Ti显卡上能容下的最大样本数), 卷积

核为 15 (卷积核超参数 15比 7和 30效果好), 填

充方式为“same”, 其他为默认值. 初始卷积层之后,

是 4个残差块的依次叠加 (残差块的数目 1到 6

测试显示 4个残差块效果最好), 每个残差块 [23] 依

次包含: 一维批归一化层 BatchNorm1d[24] (特征

维度为 512, 添加在卷积网络中 , 有助于模型训

练的稳定, 效果比 LayerNorm样本归一化要好),

ReLU激活函数 [25] (对本文模型激活函数 ReLU

比 tanh和 Leaky ReLu效果好), 一维卷积层 (输

入通道维度为 512, 输出通道维度为 512, 卷积窗

口一次能看到的核苷酸数目为 15, 填充方式为

“same”, 其他为默认值 ), 再一维批归一化层 ,

ReLU激活函数和一维卷积层, 最后将此层卷积的

输出和残差块的输入相加, 相加的结果再输入下一

个残差块中, 重复 4次. 数据流出残差块后, 经过

一个 ReLU激活函数 (激活函数放在残差块外训练

效果更好), 一维批归一化层 (特征维度为 512),

dropout层 (和全连接层连用, 减少网络的过拟合,

采样概率 0.4, 比 0.2和 0.5效果好), 全连接层 (输

入维度 512, 输出维度 18), tanh激活函数 (输出区

间在 [–1, 1], 和预测角度的正弦和余弦值区间一

致)得到输出.
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图 1    RNA分子主链和侧链 7个扭转角和 2个伪角的示意图

Fig. 1. Diagram of RNA seven backbone torsion and two pseudo-torsion angles.
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DHLSTM模型结构如图 3所示, 里面的 Hyper-

LSTM层原理来自于文献 [26], 输入数据的维度是

(512, 8, 4), 模型更新一次参数选取的样本批次数

目为 8, 描述一个核苷酸的初始特征向量维度为 4;

然后经过一个 HyperLSTM层 (这里的超参数, 外

部大 LSTM层 [27] 的输出维度 Hidden取 64、内部

小 LSTM层的输出维度和改变 LSTM层权重的

Hypercell单元里线性投影的维度 Hyper都取 16;

Hidden超参数 64比 16, 32和 128效果好, Hyper

超参数 16比 32和 64效果好), 具体来说, 第 t 个

核苷酸特征向量和两类隐藏态进入 HyperLSTM

cell单元, 得到第 t + 1个核苷酸新的特征向量和

两类隐藏态, 这里每个核苷酸使用不同的 Hyper

LSTMcell权重参数, 依次算完所有核苷酸, 得到

描述一个批次每个核苷酸新特征数据维度 (512, 8,

64); 接着经过另一个 HyperLSTM层 (这里三层

HyperLSTMcell单元的超参数 Hidden都取 64,

Hyper都取 16), 具体来说, 上一层输出的第 t 个核

苷酸特征向量和两类隐藏态 (维度 (8, 64))依次进

入三个 HyperLSTMcell单元, 得到第 t + 1个核

苷酸新的特征向量 (维度 (8, 64))和两类隐藏态输

出 (维度分别为 (8, 64), (8, 16)), 依次算完所有核

苷酸, 得到描述一个批次每个核苷酸的新特征数据

维度 (512, 8, 64); 最后将第二层 HyperLSTM的

输出和第一层的 HyperLSTM输出相加, 作为一个

残差块; 数据流出残差块后, 进入全连接层 (输入

维度 512, 输出维度 18), tanh激活函数得到输出.

DHLSTM和 DRCNN训练都使用 MSE损失

函数和 RMSprop优化器 [28] 训练 (优化器学习率

取 0.001、正则化系数取 0.0001, 此优化器比 Adam

和 AdamW优化器效果好, 学习率 0.01比 0.1, 0.001,

0.0001和 0.00001效果好, 正则化系数经过尝试取学

习率的百分之一 0.0001比较好); 同时预测 9个角和

单独预测一个角, 预测结果基本一致, 故 DHLSTM

和 DRCNN都同时预测 9个角; DHLSTM模型在

训练过程中, 训练损失随着 epoch的增大一直下

降, 验证损失在第 85个 epoch后开始逐步上升,

如图 4(a)所示, 故取第 85个 epoch的模型为最终

模型; DRCNN模型在训练过程中, 训练损失随着

epoch的增大一直下降, 验证损失在第 109个 epoch

后开始逐步上升, 如图 4(b)所示, 故取第 109个

epoch的模型为最终模型. DHLSTM和 DRCNN

的实现都使用 Facebook的 PyTorch深度学习

框架 [29]. 
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图 2    DRCNN　(a) 模型架构; (b) 模型中一维卷积层的原理; (c) 输出层. B, L, N, KS 和 Filters分别为训练中更新一次模型参

数选择的序列数目、序列的长度、输入特征维度、卷积核的小大 (卷积窗口一次能看到的相邻核苷酸数目)、卷积核的数目 (卷积

层的输出维度)

Fig. 2. DRCNN:  (a)  Network  architecture;  (b)  Conv1d  layer;  (c)  output  layer. B, L, N, KS  and  Filters  are  batch  size,  sequence
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是外部更大的 LSTM在 t 和 t – 1时刻的隐藏态;   ,   和   ,   分别是更小的 LSTM在 t 和 t – 1时刻的隐藏态; (d) Hy-

percell单元 . L, B, N, Hidden, Hyper和 n_z 分别为序列的长度、训练中更新一次模型参数选择的序列数目、输入特征维度、大

LSTM层的输出维度、内部 LSTM层的输出维度和改变大 LSTM层权重的 Hypercell单元里线性投影的维度 , Px 和 Ph 为动态可
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Fig. 3. DHLSTM: (a) Network architecture; (b) HyperLSTM layer; (c) HyperLSTMcell; ht, ct and ht – 1, ct – 1 are the states of the

larger outer LSTM at time t and t – 1, respectively;   ,    and   ,    are the states of the smaller LSTM at time t and t – 1.

(d) Hypercell. L, B, N, Hidden are sequence length, batch size, the size of the input, the size of the LSTM, and Hyper is the size of

the smaller LSTM that alters the weights of the larger outer LSTM, n_z is the size of the feature vectors used to alter the larger

LSTM weights, Px and Ph are dynamically trainable parameters, bound in the internal hypernetwork, acting on the input state xt – 1

and the hidden state, and the initial value is an all-zero tensor.
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2.2    数据集

为了比较, 采用了 SPOT-RNA-1D 使用的训练

集、验证集和测试集 (https://github.com/jaswinder

singh2/SPOT-RNA-1D/tree/main/datasets)[21].

训练集含有 286个结构, 从 PDB结构数据库 [30] 目

前可以下载到 284个结构 (6N5R_A,  6N5L_A

下架), 本文训练集为这 284个结构; 验证集含有

30个结构, 都可从 PDB下载; 测试集有 3个分别

含有 63, 30和 54个结构, 从 PDB数据库分别下

载到 62 (5Y85_B内含脱氧核苷酸下架)、30和

54个结构.

SPOT-RNA-1D 数据集来自于 2020年 10月

3日 PDB数据库中所有X衍射分辨率小于 3.5 Å的

RNA结构; 用 CD-HIT-EST[31] 软件对所有这些结

构的序列设置相似度 0.8进行聚类, 多簇类中的代

表序列构成训练集; 然后将训练集和单簇类利用

BLAST-N[32] 软件设置截断值为 10处理, 训练集

与单簇类有命中的序列被删除, 单簇类中有命中的

序列也被删除; 经过这些处理, 训练集剩下的序列

作为最终训练集, 单簇类剩下的序列随机分为验证

集、测试集 I和测试 II; 另外, 对 2021年 4月 5日

PDB数据库中所有 NMR结构, 使用相同方法, 去

除和训练集、验证集、测试集 I和测试 II的冗余,

作为测试集 III. 数据集的长度和二级结构分布信

息如表 1所列. 

2.3    输入和输出

模型的输入为核苷酸序列特征, 大小为 L×4

的 one-hot编码, 四个核苷酸 (A, U, G和 C)分别

用 (1, 0, 0, 0), (0, 1, 0, 0), (0, 0, 1, 0)和 (0, 0, 0, 1)

表示, L 为序列长度, 序列长度最长为 512, 长度不

够的补 0. 数据集中最长序列为 414, 常规做法是

将所有序列用 0补齐到最长序列长度. 在预测时,

模型预测的目标序列长度应不大于最长序列长度.

这里取 512是借鉴很多蛋白质模型中取值 512, 又

观察到所有序列长度补齐到 414和 512的预测结

果类似, 故为了模型能预测更长的序列, 取值 512.

在训练中测试过将所有序列补 0区域采用 mask

机制, 补 0区域值虽然被计算但不参与下层值的计

算, 模型性能改善不明显. 输出具体如图 2(c)所

示, 有 18个节点用于预测 9个角的正弦和余弦值,

然后利用 atan2函数将角度的正弦和余弦值转化

为角度的弧度值, 再利用 rad2deg函数将角度的弧

度值转化为角度值. 这种变换在蛋白质扭转角预测

里也常用. 

2.4    评　估

使用 MAE评估整体性能, 具体如 (1)式, 预

测角度值和实验确定的角度值的绝对差, 360°和这

个绝对差的差值, 取两者的小值: 

MAE =
∑
i

min
(
|torsionpred − torsiontrue| ,

(360− |torsionpred − torsiontrue|)
)
. (1)

 

3   计算结果和讨论

本文两个深度学习模型使用上面的训练集、验

证集和 3个独立的测试集进行训练、验证和测试.

为了了解模型每个角度在每个测试集的总体表现,

表 2列出了 DRCNN, DHLSTM和 SPOT-RNA-

1D[21] 在验证集和 3个测试集上整体的性能评估.

在含有 62个 RNA的测试集 I上 , DRCNN预测

的 β,  δ,  ζ,  χ,  η和 θ角的 MAE比 SPOT-RNA-

1D分别减小了 5%, 28%, 17%, 16%, 24%和 20%,

α, g 和 ε角的 MAE比 SPOT-RNA-1D分别增大

 

表 1    训练集、验证集和 3个测试集的长度和二级结构信息 (百分数是数据集不同配对类型的核苷酸数目占比)
Table 1.    Length  and secondary-structure  information  of  training,  validation  and test  sets.  The  number  mentioned  along

with the base pairing type is the percentage of total nucleotides in the region.

数据集
序列长度区间数目 二级结构

20—50 50—100 100—200 200—300 300—400 400—512 括号 假结 不配对

训练集 50 179 46 1 7 1 55.10% 5.63% 39.36%

验证集 20 10 0 0 0 0 52.19% 9.8% 38.01%

测试集I 11 41 10 0 0 0 57.58% 2.81% 39.61%

测试集II 8 16 6 0 0 0 58.42% 5.25% 36.33%

测试集III 40 13 1 0 0 0 65.02% 2.67% 32.31%
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了 2%, 10%和 4%; DHLSTM预测的 β, δ, ε, ζ, χ,
η和 θ角的 MAE比 SPOT-RNA-1D分别减小了

6%, 10%, 9%, 9%, 12%, 15%和 11%, α和 g 角的

MAE比 SPOT-RNA-1D分别增大了 10%和 13%,

这表明在 δ, ζ, χ, η和 θ角这些角中, 每层考虑相

邻核苷酸特征的 DRCNN比每层考虑全部核苷酸

特征的 DHLSTM要好, 在 β和 ε角中, 每层考虑

全部核苷酸特征的 DHLSTM比每层考虑相邻核

苷酸特征的 DRCNN要好, 在 α和g 角中, 每层考

虑间隔核苷酸的 SPOT-RNA-1D比 DRCNN和

DHLSTM都要好. MAE值越大预测难度越大, 在

DRCNN中角度预测难度 δ, χ, ε, β, η, θ, ζ, g 和

α依次递增, 在 DHLSTM中角度预测难度 δ, χ, β,
ε, η, θ,  ζ, g 和 α依次递增 , 在 SPOT-RNA-1D

中角度预测难度 δ, χ, ε, β, η, θ, g, ζ和 α依次递

增, 可以看到 δ, χ, η, θ和 α角在 3个模型里预测难

度的排序一致, 考虑相邻核苷酸的 DRCNN和考

虑间隔核苷酸的 SPOT-RNA-1D都表明 ε比 β容

易预测, 而对于 DHLSTM, ε比 β难预测, DRCNN

和 DHLSTM都表明 ζ比g 容易预测, 而对于 SPOT-

RNA-1D, ζ比 g 难预测. 这 3种方法都认为 α是

最难预测的, 表明 3个模型在角度预测难度方面有

一定相似性, 也各有特点. 在测试集 II和测试集

III观察到类似的性能趋势, 表明模型对不同类型

的测试集具有鲁棒性.

为了了解模型在单个序列上的表现, 图 5 给出

了 DRCNN, DHLSTM和 SPOT-RNA-1D在 3个

测试集上单个 RNA分子扭转角预测的MAE分布

图, 其中 SPOT-RNA-1D绘制每个盒子需要五类

值 (最大值、最小值、中位数、上下四分位数和异常

值), 由论文图形数据获取工具 WebPlotDigitizer[33]

得到 . 每个模型在 3个数据集 9个角度的 27个

MAE最小值上 ,  DRCNN占 18次 ,  DHLSTM占

3次, SPOT-RNA-1D占 6次, 而在 27个 MAE最

大值上, DRCNN占 4次, DHLSTM占 8次, SPOT-

RNA-1D占 15次, 表明考虑相邻核苷酸特征的卷

积模型 DRCNN最有可能预测到最小的 MAE值,

DHLSTM次之, SPOT-RNA-1D很难预测相比比

较小的 MAE值. 箱子越窄意味着每次预测 MAE

变化更小, 模型预测更稳定, 每个模型在 3个测试

集 9个角度的 27个箱子中 ,  DRCNN出现 9次 ,

DHLSTM出现 15次 , SPOT-RNA-1D出现 3次 ,

表明预测最稳定的模型是考虑全部核苷酸特征的

DHLSTM, 且性能中规中矩, 其次是DRCNN, 对样

本反应比较敏感的是 SPOT-RNA-1D. 在 27个盒子

相对较小的中位数上, DRCNN占 18次, DHLSTM

占 2次 ,  SPOT-RNA-1D占 7次 , 表明 DRCNN

预测的一半数目链的总 MAE比其他两个模型

值要低. 在异常值方面, 3个测试集 9个角度上,

DRCNN, DHLSTM和 SPOT-RNA-1D出现的异

常值的数目分别为 24,  21和 38, 且 DRCNN和

DHLSTM出现的异常值本身是比较小 , 同样表

明 DHLSTM预测比较稳定 . 以上说明 , 考虑相

邻核苷酸特征的 DRCNN模型性能整体更强大,

考虑全部核苷酸特征的 DHLSTM模型预测更

稳定.

 

表 2    DHLSTM, DRCNN和 SPOT-RNA-1D在验证集和 3个测试集上的MAE
Table 2.    Performance comparison in terms of MAE on validation sets and three test sets by three models.

数据集
7个标准扭转角 伪角

α/(°) β/(°) g/(°) δ/(°) ε/(°) ζ/(°) χ/(°) η/(°) θ/(°)

DHLSTM

验证集 47.91 20.22 37.18 16.57 18.23 35.02 19.85 28.09 32.85

测试集I 48.20 20.66 37.13 13.08 18.82 30.27 17.33 25.74 29.22

测试集II 47.95 19.89 35.30 15.19 17.87 30.99 17.67 27.20 31.49

测试集III 45.45 22.30 40.80 13.51 21.43 30.69 16.96 23.87 29.84

DRCNN

验证集 44.67 19.96 35.31 13.86 22.20 31.62 19.49 24.77 30.22

测试集I 44.84 20.74 36.27 10.51 21.48 27.53 16.39 23.12 26.34

测试集II 43.41 19.55 35.45 12.19 22.71 28.13 17.16 24.28 28.12

测试集III 27.14 15.81 25.20 9.73 14.51 17.98 11.58 13.67 17.77

SPOT-
RNA-1D [21]

验证集 45.18 20.58 33.88 17.99 20.72 37.50 23.01 33.55 37.02

测试集I 43.94 21.94 32.98 14.61 20.69 33.27 19.59 30.25 32.91

测试集II 39.50 18.92 29.47 16.01 17.46 28.91 18.20 28.14 30.25

测试集III 37.89 21.04 34.68 13.83 22.32 27.87 17.01 25.31 27.22
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另外绘制了角度的实验值分布, 如图 6橙色虚

线所示, 可以看出每个角度的实验值的分布是比较

陡峭的, 大部分角度都集中在跨度在 40°左右的角

度空间, 有少部分角度值分布在跨度在 360°的角度

空间中, 最容易预测的 δ角跨度也是最窄的, 最难

预测的 α角分布有 3个峰, 跨度是最广的. 为了了

解本文模型在预测分布上的能力, 绘制了 DRCNN

和 DHLSTM在测试集 I的预测分布如图 6黄色和

绿色虚线所示, DRCNN预测所有的角度分布都比

DHLSTM好; 在测试集 II和测试集 III上, DRCNN

在 β和g 角上预测的分布比 DHLSTM要好, 两个

模型在预测其他 7个角的分布类似.

二级结构对 RNA建模起着重要角色 , 根据

DSSR软件 [34] 输出的 RNA二级结构, 可将 RNA

二级结构分为三种类型, 括号 (['(', ')']), 假结 (['[',

']', '{',  '}',  '<',  '>',  'A',  'a']),  环区 ['. '].  比较了

DRCNN和 DHLSTM在测试集 III中对 3种二级

结构类型的整体预测性能 (表 3), 可以看出 , 对

DRCNN和 DHLSTM来说括号类型的核苷酸的

扭转角最容易预测的, 处于环区的核苷酸的扭转角

是最难预测; 还可以观察到, DRCNN预测 3种类

型的MAE误差都比相应的 DHLSTM预测的要低;

在其他两个测试集观察到同样结果, 因此, 扭转角

预测的误差主要来自于环区和假结区域, 在预测括

号、假结和环区区域的扭转角上 DRCNN都比

DHLSTM好.

表 1统计了训练集、验证集和 3个测试集的序

列长度分布. 由表 1可以看出, 在训练集和验证集中

各个长度分布并不均匀, 长度在 50到 100区间的

有 179个结构, 在 100到 200区间的只有 46个. 为

了了解这种差异是否会导致 DRCNN和 DHLSTM

对长 RNA扭转角预测性能较差, 图 7绘制了两个

模型在 9个角度上的表现与序列长度的关系. 观察

DHLSTM和 DRCNN的预测结果, 9个角的MAE

值在数目少的长度区间 [78, 94], [155, 171]和 [171,

186]并不大 ; 还观察到 DRCNN在短长度区间

[1, 47]结果比 DHLSTM结果好; 因此, 虽然训练

集和验证集对不同长度的 RNA数目分布不均匀,

但并没有造成 DRCNN和 DHLSTM在预测上的

长度偏好.
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图 5    DRCNN(黄色)、DHLSTM(绿色)和 SPOT-RNA-1D

(紫色)在测试集 I (a)、测试集 II (b)和测试集 III (c)上单

个 RNA链的MAE分布图. 每个盒子显示出一组数据的最

大值、最小值、中位数、上下四分位数和异常值

Fig. 5. Distribution  of  MAE for  individual  RNA chains  on

test set I (a), test set II (b) and test set III (c) by DRCNN

predictor  (yellow),  by  DHLSTM  (in  green)  and  SPOT-

RNA-1D  (in  purple).  Each  box  shows  the  minimum,  the

maximum, the sample median, the first and third quartiles

and outlier.

 

表 3    DHLSTM和 DRCNN在测试集 III不同配对类型中扭转角预测的MAE
Table 3.    Performance according to mean absolute error by DHLSTM and DRCNN for nucleotides in different pairing type

on test set III.

配对类型
七个标准扭转角 伪角

α/(°) β/(°) g/(°) δ/(°) ε/(°) ζ/(°) χ/(°) η/(°) θ/(°)

DHLSTM

括号 34.08 16.48 30.21 9.76 17.98 21.38 11.23 18.03 21.91

假结 34.20 14.98 27.06 6.80 14.25 20.29 10.98 27.41 18.02

环区 66.77 32.60 60.72 21.05 27.54 47.85 28.52 35.41 46.16

DRCNN

括号 19.43 11.40 18.54 6.65 11.84 12.0 8.30 10.90 12.94

假结 20.42 14.25 16.75 6.73 12.86 13.54 10.25 16.14 13.52

环区 40.84 23.26 37.44 15.59 19.07 29.07 18.44 19.25 27.08
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和 SPOT-RNA-1D方法一样, 为了了解扭转

角之间的相关性, 在测试集 I上绘制了如图 8所示

的扭转角相关矩阵. 一般情况下, 相邻扭转角之间

高度相关, 而较远扭转角相关性较小, 但是矩阵显

示, 对于 DRCNN和 DHLSTM, α和 g 角有很强

的相关性, 两者也是模型预测难度最大的两个角,

ζ和 θ有最强的相关性, 两者预测难度排名也是相

邻的. 在其他两个测试集的结果相同.

观察一条链中预测的每个角度, 预测的大部分

扭转角比一些近天然态或者类天然态结构的扭转

角更接近天然态结构扭转角的值. 和 SPOT-RNA-

1D方法一样, 也测试了 DRCNN和 DHLSTM这
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图 6    测试集 I扭转角的实验值 (橙色)、DHLSTM预测值 (黄色)和 DRCNN预测值 (绿色)分布图

Fig. 6. Distribution  plots  of  native  (in  orange),  DHLSTM  predicted  (in  yellow),  and  DRCNN  predicted  (in  green)  nine  torsion

angles on test set I.
 

(a)

M
A

E

60

40

20

30

50

10

0

1—
47

(5
3)

47
—

63
(2

0)

63
—

78
(3

9)

78
—

94
(1

3)

94
—

10
9(

10
)

10
9—

12
4(

4)

12
4—

14
0(

2)

14
0—

15
5(

1)

15
5—

17
1(

2)

17
1—

18
6(

2)

70

长度区间 (序列数目)

(b)

M
A

E

60

40

20

30

50

10

0

1—
47

(5
3)

47
—

63
(2

0)

63
—

78
(3

9)

78
—

94
(1

3)

94
—

10
9(

10
)

10
9—

12
4(

4)

12
4—

14
0(

2)

14
0—

15
5(

1)

15
5—

17
1(

2)

17
1—

18
6(

2)

70

长度区间 (序列数目)

                 

图 7    (a) DHLSTM和 (b) DRCNN分别在 3个测试集 (147个 RNA)的 9个扭转角的MAE与 RNA序列长度的函数

Fig. 7. On 147 RNAs in the three test sets, the MAE is measured as a function of the length for the nine torsion angles by (a) DHL-

STM and (b) DRCNN.
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图 8    (a) DHLSTM和 (b) DRCNN分别在测试集 I上扭转角的MAE的相关系数 (CCs), 值越大表示两个角度越相关

Fig. 8. Correlation coefficient (CCs) for MAE of between the nine torsion angles of test set I by (a) DHLSTM and (b) DRCNN, the

larger the CC value, the more correlated between the two torsions.
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图 9    (a) DRCNN和 (b) DHLSTM分别在 RNA 1Y69(链 9)上预测角度与 decoys结构角度之间的MAE与 RMSD的关系

Fig. 9. On  RNA 1Y69  (chain  9),  the  MAE is  measured  as  a  function  of  RMSD for  the  nine  torsion  angles  by  (a)  DRCNN and

(b) DHLSTM.
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两种深度学习模型预测的角度和不同 RMSD结

构的角度之间的差异是否可以用于结构的质量评

估. 为此, 使用 3dRNA[3] 测试集 85个 RNA和它

们的 decoys进行了测试. 图 9绘制了 DRCNN和

DHLSTM在其中一个 RNA(PDB ID号 1Y69, 链 9)

在预测角度与诱饵模型结构角度之间的 MAE

和结构精度的函数关系, MEA随 RMSD持续增

加. 在 85个数据集中的其余 84个 RNA中也观察

到类似的趋势, 这表明与模型预测角度的偏差或结

合其他参量可用于模型质量评估. 

4   结　论

本文提出了一种预测 RNA分子扭转角的深

度学习方法 1dRNA, 采用了DRCNN和DHLSTM

两个基于时序网络的模型去预测 RNA的 7个扭

转角 (α, β, g, δ, ε, ζ和 χ)和 2个伪角 (η和 θ), 并

和现有方法 SPOT-RNA-1D进行了比较. 结果表

明不同网络在不同角度上各有优势, 当序列长度不

超过 50时, 在预测 9个角时, 考虑相邻核苷酸特征

的 DRCNN比考虑全部核苷酸特征的 DHLSTM

和考虑间隔核苷酸特征的 SPOT-RNA-1D都好;

当序列长度超过 50, 在 δ, ζ, χ, η和 θ角这些角中,

DRCNN预测的结果整体上比DHLSTM和 SPOT-

RNA-1D要好, 在 β和 ε角中, DHLSTM预测的结

果整体上比DRCNN和 SPOT-RNA-1D要好, 在 α

和 g 角中 , SPOT-RNA-1D预测的结果整体上比

DHLSTM和 DRCNN要好; 3个模型在 9个角度

的预测难度上类似, 角度的实验值和预测值分布可

以看出角度预测的难度主要在于角度分布的复杂

程度 , 分布越复杂越难预测 , DRCNN和 SPOT-

RNA-1D预测出来的角度分布比 DHLSTM丰富; 序

列环区的角度分布比配对区域复杂, 角度预测难度

也比配对区域大很多; 每个模型在链长度集中在非

长链区的训练集和验证集上训练, 但在预测时对长

链预测效果也不错; 在模型预测稳定性上, 考虑全

链核苷酸的 DHLSTM比考虑相邻核苷酸的 DRCNN

和考虑间隔核苷酸的 SPOT-RNA-1D要稳定很多,

异常值少; 模型的各个结果在 3个测试集上表现类

似, 表明模型性能对不同数据集稳定. 从结果来看,

面对比较短序列, 9个角度都用考虑相邻核苷酸特

征的卷积网络更好, 当序列长时, 在预测 δ, ζ, χ,
η和 θ角用考虑相邻核苷酸特征的卷积网络更好,

预测 β和 ε用考虑全链核苷酸特征的超循环网络

更好, 预测 α和g 角用考虑间隔核苷酸特征的膨胀

卷积网络更好. 在数据集方面, 尝试过加入新发表

的 RNA结构增大数据集训练, 精度能提高但不明

显; 可以设计其他类型的网络, 尝试使用单纯的全

连接网络和 Transformer[35] 网络训练, 角度预测整

体MAE比 DRCNN和 DHLSTM更好, 但预测的

角度分布很差, 很难预测出角度分布峰值之外的区

域; 尝试过在 DRCNN和 DHLSTM这个两个模型

上改进, 精度能提高但不明显; 在加入新特征方面,

加入二级结构特征, 能提高精度但也不明显. 在改

进角度预测方面, 从结果可以看出角度分布决定了

预测难度, 在预测前如何预先处理这种分布, 和如

何把这种分布加入损失函数, 应该可以很大提高预

测精度; 另外直接预测角度实值难度大, 可以考虑

将跨度 360°的角度分布分成 36个 bin去预测.
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SPECIAL TOPIC—Machine learning in biomolecular simulations

Deep learning methods of predicting RNA torsion angle*
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Abstract

Modeling  of  RNA tertiary  structure  is  one  of  the  basic  problems  in  molecular  biophysics,  and  it  is  very
important  in  understanding  the  biological  function  of  RNA  and  designing  new  structures.  RNA  tertiary
structure is mainly determined by seven torsions of main-chain and side-chain backbone, the accurate prediction
of these torsion angles is the basis of modeling RNA tertiary structure. At present, there are only a few methods
of using deep learning to predict RNA torsion angles, and the prediction accuracy needs further improving if it
is  used to  model  RNA tertiary  structure.  In  this  study,  we also  develop a  deep learning method,  1dRNA, to
predict  RNA  backbone  torsions  and  pseudotorsion  angles,  including  two  different  deep  learning  models,  the
convolution model (DRCNN) that considers the features of adjacent nucleotides and the Hyper-long-short-term
memory  model  (DHLSTM) that  considers  the  features  of  all  the  nucleotides.  We  then  empirically  show that
DRCNN and  DHLSTM outperform existing  state-of-the-art  methods  under  the  same  datasets,  the  prediction
accuracy of DRCNN model is improved by 5% to 28% for β, δ, ζ, χ, η, and θ angle, and the prediction accuracy
of  DHLSTM model  is  improved by 6% to  15% for β, δ, ζ, χ, η, θ angle.  The DRCNN model  predicts  better
results than the DHLSTM model and the existing models in the δ, ζ, χ, η, θ angle, and the DHLSTM model
predicts better results than the DRCNN model and the existing model in the β and ε angles, and the existing
models  predicted  better  results  than  the  DRCNN  model  and  DHLSTM  model  in  the α  and  g  angles.  The
DRCNN model  and  the  existing  models  predict  a  richer  distribution  of  angles  than  the  DHLSTM model.  In
terms of  model  stability,  the DHLSTM model  is  much more stable than the DRCNN model  and the existing
models, with fewer outliers. The results also show that the α angle and g angle are the most difficult to predict,
the angles of the ring region is more difficult to predict than the angles of the helix region, the model is also not
sensitive to the change of the target sequence length, and the deviation of the model prediction angle from the
decoys can also be used to evaluate the RNA tertiary structures quality.

Keywords: RNA structure, torsional angle prediction, deep learning
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专题: 生物分子模拟中的机器学习 • 封面文章

使用中间层受监督的自编码器探索
蛋白质的构象空间*

陈光临    张志勇†

(中国科学技术大学物理系, 合肥　230026)

(2023 年 6 月 28日收到; 2023 年 7 月 29日收到修改稿)

蛋白质的功能往往与其结构和动态变化密切相关. 分子动力学模拟是研究蛋白质结构变化的有效方法,

然而使用分子动力学模拟对蛋白质的构象空间进行采样需要花费很长的时间. 近年来的一些研究表明, 使用

简单的机器学习模型——自编码器及其改进型, 可以在有限采样的情况下, 快速完成对蛋白质构象空间的探

索. 该模型通过训练神经网络, 完成对隐变量的提取, 同时根据其产生构象, 但是由于提取出的隐变量没有直

观的含义, 探索构象空间的方向会受到影响. 本工作通过引入反应坐标 (如质心距离等), 建立了一个中间层

受监督的自编码器模型, 以解决上述问题. 该模型应用于噬菌体 T4溶菌酶和腺苷酸激酶两个蛋白质分子, 结

果表明, 仅使用短时间分子动力学模拟作为训练数据, 就可以探索到这两种蛋白分子的多种典型构象. 有监

督 (合理的反应坐标或者实验数据等)的自编码器模型有望成为探索蛋白质构象空间的有效工具.

关键词：蛋白质构象空间, 分子动力学模拟, 机器学习, 自编码器
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1   引　言

蛋白质的功能与其结构和动态构象变化密切

相关 [1]. 为了获得蛋白质分子的结构, 人们开发出

了各种实验和预测技术. X射线晶体衍射 [2] 和冷冻

电镜技术 [3] 可以解析高分辨率的蛋白质分子结构,

而核磁共振 [4] 可以提供分子中的原子距离等信息.

此外, 小角 X射线散射 [5]、化学交联 [6] 和荧光共振

能量转移 [7] 等技术可以从不同的角度给出蛋白质

分子的各种结构信息. 基于人工智能的结构预测方

法, 如 AlphaFold2[8] 和 RoseTTAFold[9], 可以直接

根据氨基酸序列预测蛋白质的结构. 这些方法在获

取蛋白质静态结构时十分有效, 但是不易得到蛋白

质的动态变化信息.

计算模拟方法 , 例如分子动力学 (molecular

dynamics, MD)模拟, 是研究蛋白质分子动态变化

的重要工具 [10]. MD方法用半经验的能量函数来描

述原子间的相互作用, 在经典力学的框架下对蛋白

质分子进行模拟. 从一个已知的分子结构出发, 通

过迭代求解运动方程, 得到分子动态变化的过程.

为了确保结果的可靠性, 通常要求对整个构象空间

充分采样. 但由于分子模拟的结果服从玻尔兹曼统

计, 在生理条件下, 对高能构象的采样十分困难,

这一问题通常需要引入增强采样等方法来解决 [11].

模拟的另一个问题来自分子力场, 它是对分子间相

互作用的一种近似描述, 因而必然存在一定的误

差. 力场选择不合适可能会导致模拟结果表现出与

实际情况不同的倾向 [12], 即使经过大量计算后达

到了充分采样的要求, 也无法正确描述生物大分子
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的动态变化. 这种情况下, 可以先尽可能多地产生

不同的构象, 再验证其合理性.

近年来, 机器学习方法的快速发展为解决分子

模拟中的采样和力场问题提供了新思路 [13,14]. 自编

码器是一种生成神经网络, 最初用于计算机图形领

域 [15], 目前也应用于探索蛋白质分子的构象空间 [16].

自编码器由编码器和解码器组成, 高维的蛋白质结

构信息经过编码器压缩得到低维空间的隐变量, 再

经过解码器重构出蛋白质结构, 同时要求重构的结

构与输入的结构尽可能一致. 训练完成后, 只需要

向解码器输入随机数据, 就可以构建出不同的蛋白

质构象. 由于自编码器在训练过程中只要求数据成

功重构, 中间层的隐变量没有明确的含义, 而构象

生成是从中间层的数据开始的, 因此探索构象空间

的方向也是不确定的, 有时可以找到各种不同的构

象, 有时只能得到不感兴趣或不合理的构象. 为了

解决上述问题, 一种常用的方案是对中间层的结果

进行一些限制.

本研究设计了一个有监督的自编码器模型. 将

一些反应坐标引入到自编码器中, 要求其在重构蛋

白质结构的同时, 中间层的数据要与给定的反应坐

标接近, 从而使构象空间的探索在给定的方向上进

行. 将该模型运用到两个多结构域蛋白, 噬菌体

T4溶菌酶和腺苷酸激酶, 探索得到的蛋白质构象

空间覆盖了目前已知的实验结构. 通过引入合理的

反应坐标和实验数据, 建立有监督的自编码器模

型, 有望成为探索蛋白质构象空间的有效工具. 

2   方　法
 

2.1    中间层受监督的自编码器模型

为了实现在给定方向的构象空间探索, 使用

Pytorch2.0设计了一个中间层受监督的自编码器

(图 1). 该模型的整体结构与普通的自编码器相似,

由编码器和解码器组成. 其中编码器是一个多层的

全连接神经网络, 在输入层之后每一层的维数分别

是 2048, 512, 128, 32, 8, 2, 解码器也是多层全连接

网络, 其结构与编码器对称, 每一层的维数依次是

2, 8, 32, 128, 512, 2048, 输出层的维数与编码器输

入层相同. 除了最后一层外, 编码器和解码器的每

一层都使用了 ReLU作为激活函数, 而最后一层则

使用 Sigmoid激活函数, 以控制输出结果的范围.

这一模型的参数量很少, 对计算资源的要求较低.

不同于无监督的自编码器, 将监督学习引入自

编码器的中间层 , 训练时使用的损失函数形式

如下: 

L = Loutput + ωLmidden, (1)

Loutput

Lmidden

ω

ω

ω

其中  为输出层的损失函数, 用来描述重构后

的结构与输入结构之间的差距;   为中间层的

损失函数, 描述中间层数据与输入结构对应的反应

坐标之间的差距. 只使用反应坐标往往不能准确地

描述和重构整个分子结构, 只能反映结构的某些特

征, 因此模型需要在正确提取反应坐标和成功重构

分子结构之间找到平衡. 引入了权重因子  来调整

两者对损失函数的贡献,   较大时, 中间层对损失

函数的贡献更大, 模型会倾向得到给定的反应坐

标, 而重构分子结构的效果会变差, 反之,    较小

时, 模型可以完成分子结构的重构, 但中间层的数

值不一定接近给定的反应坐标. 本文中, 该因子的

值设定为 100. 

2.2    数据获取

训练模型的数据来自 MD模拟. 模拟的体系

分别是噬菌体 T4溶菌酶 (T4 lysozyme, T4L)和

大肠杆菌腺苷酸激酶 (adenylate  kinase,  AdK).

T4L及其突变体在 PDB数据库中有大量晶体结

构, 其结构变化主要体现在 N端结构域和 C端结

构域之间口袋的打开和关闭 (图 2(a)). AdK可以

分为 CORE, LID以及 AMPbd三个结构域, 分别

在 CORE和 LID, 以及 CORE和 AMPbd之间形

成两个口袋. 在酶的催化过程中, 口袋的打开和关

闭十分重要 (图 2(b)). 这两个蛋白分子的动态构

象变化已经研究得比较充分, 适合用来验证我们的

模型.
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图 1    中间层受监督的自编码器示意图

Fig. 1. Schematic of supervised-AE.
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根据蛋白质分子的结构变化特征, 计算相应的

反应坐标作为监督引入到自编码器的中间层. 从

T4L及其突变体的晶体结构中选取能够反映其构

象变化的 41个结构, 消除它们之间的平动和转动

后, 使用 Cα原子的坐标进行主成分分析. 特征值

最大的 2个主成分分别对应 T4L的开闭和扭转运

动, 其占比分别为 86%和 6%. 因此使用这 2个主

成分作为反应坐标, 可以较好地描述 T4L分子的

运动 [17].  AdK的结构变化主要表现为结构域的

相对运动 , 因此可以选取 CORE-LID和 CORE-

AMPbd结构域的质心距离作为反应坐标 [18].

分子动力学模拟使用 GROMACS-2023版本

进行 [19]. 从 PDB数据库中分别选取 T4L的打开

(PDB编号 2LZM[20])和关闭 (PDB编号 178L[21])

结构 , 以及 AdK的打开 (PDB编号 1AKE[22])和

关闭 (PDB编号 4AKE[23])结构作为模拟的初始构

象. 为了验证模型是否受分子力场的影响, 每一组

模拟都分别使用了 AMBER99SB力场/OPC水模

型的组合 [24,25] 以及 CHARMM36m力场/TIP3P

水模型的组合 [26]. 将分子放入正十二面体的周期

性盒子中, 同一分子的不同体系使用同样大小的盒

子, 以避免盒子尺寸对模拟结果的影响. 向体系中

填充水分子, 并加入离子直到电荷平衡. 先后用

2000步最速下降法和 1000步共轭梯度法进行能

量最小化, 然后在 NPT系综下进行 100 ps的位置

约束MD模拟, 以平衡系统的温度和压强, 随后进

行 NPT模拟以获取训练模型的数据. AdK在没有

结合配体时无法维持关闭状态, 因此在模拟中额外

加入了结构域距离的位置限制. 所有模拟的步长均

为 2 fs, 使用 LINCS算法约束氢原子参与的化学

键, 分别用 V-rescale[27] 和 C-rescale算法控制系统

的温度和压强, 非键相互作用中静电相互作用通

过 PME[28] 算法计算, 范德瓦耳斯力则做截断处理,

截断距离为 1 nm.

由于不要求充分采样, 每组用于产生训练数据

的模拟仅进行 100 ns, 每 10 ps保存一个结构, 共

保存 10000个. 消除不同结构之间的平动和转动变

化后, 提取主链部分的原子, 即 N, Cα, C, O的笛

卡尔坐标作为模型的输入, 同时计算出每个结构的

反应坐标作为标签. 在开始训练之前, 还需要对数

据进行归一化处理, 数据的每一个维度都分别被放

缩到 0.2与 0.8之间, 这一区间 Sigmoid函数的斜

率较大, 有利于模型训练更快达到收敛. 

2.3    利用有监督的自编码器探索蛋白质构象
空间

1× 10−4

1× 10−8

[0.05, 0.95]× [0.05, 0.95]

将模拟轨迹整理为数据集 , 从中随机取出

80%作为训练集, 剩余的 20%作为测试集. 以平方

误差作为损失函数, 用 Adam优化器 [29] 进行训练,

遍历训练集 500次, 初始学习率为  , 并随

着遍历次数以   的速率减小. 完成训练后,

在  的范围内均匀选取 10000

个点作为自编码器中间层隐空间的数据点, 将这些

点输入解码器构建出对应的蛋白质分子主链结构.

模型训练和数据生成的相关运算在 RTX 3090Ti

上运行.

由于生成的结构并不总是合理的, 通过两种判

据对其进行筛选. 其一是蛋白质的主链二面角取值

需要满足一定的规律, 这一规律通常用 Ramach-

andran图来描述, 将大量已知蛋白质结构的 Ra-

machandran 图的统计结果 [30] 作为参考, 与模型

生成的蛋白质结构的 Ramachandran 图进行比较,

若 90%以上处于合理区间, 则认为该结构的主链

二面角分布是合理的. 其二是不同原子之间不能存

在空间冲突, 使用分子模拟工具 OpenMM[31] 对分

子结构进行一小段能量最小化, 如果最终原子间的

力比较小, 就可以认为该分子不存在空间冲突. 考

虑到这一步需要频繁进行, 与其他分子模拟工具相

比, 使用直接运行在 Python中的 OpenMM可以

节省大量用于初始化模拟引擎的时间. 由于模型仅

 

AMPbd
domain

CORE
domain

LID
domain

(b)(a)

图 2    本研究中使用的两种蛋白质分子的不同结构　(a) T4L

的闭合 (不透明)和打开 (透明)结构 , 紫色为 α螺旋 , 黄色

为 β折叠 ; (b) AdK的闭合 (不透明 )和打开 (透明 )结构 ,

不同颜色表示不同的结构域

Fig. 2. Different structures of the two proteins in the work.

(a) The close (opaque) and open (transparent) state of T4L.

α-helix is colored in purple and β-sheet is colored in yellow.

(b)  The  close  (opaque)  and  open  (transparent)  state  of

AdK. Different domains are colored in different colors.
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产生主链部分的原子坐标, 并非完整的分子, 用

ParmEd工具 [32] 将力场参数中非主链的部分删去,

同时将所有原子的电荷设置为 0, 在能量最小化时

仅保留化学键和范德瓦耳斯力. 能量最小化不仅可

以筛选掉明显不合理的结构, 还可以对结构中的一

些键长键角的错误进行修正.

模拟得到的构象空间分布十分有限, 在此基础

上进行构象空间探索也因此受到限制. 为了进一步

扩大构象空间探索的范围, 将模型生成的结构与原

有数据集的一半合并成新的数据集, 并重复进行模

型训练和构象空间探索. 随着探索范围逐渐扩大,

模型生成的不合理结构逐渐增加, 构象空间的探索

效率也随之下降, 因此只重复上述流程 3次. 

3   结果与讨论
 

3.1    T4L 构象空间探索结果

以 T4L的模拟轨迹作为训练集, 进行训练以

及构象空间探索, 整个流程耗时仅 20 min. 探索结

果如图 3所示, 由于使用不同力场得到的模拟轨迹

不同, 构象空间探索的区域也有所不同, 整体上看

使用 AMBER99SB力场/OPC水模型的探索范围

更大. 不过使用两种力场得到的探索范围都可以覆

盖包括所有参考晶体结构在内的训练集附近的区

域, 例如可以找到与 PDB编号为 173L晶体结构 [21]

十分相似的构象 (图 4(a)), RMSD为 0.7 Å. 此外,

探索结果中还可以看到大幅度的构象变化, 例如闭

合状态与打开状态的不同 (图 4(b)), 以及两个结

构域的相对转动角度不同 (图 4(c)).

虽然模型生成的结构都通过了二面角分布的

检验, 以及键长键角和空间冲突的修正, 但依然存

在一些不合理的情况, 如生成的结构中二级结构含

量显著低于晶体结构和模拟轨迹中二级结构的

含量. 为了验证模型产生结构的合理性, 我们使

用 kmeans算法 , 根据反应坐标将探索结果分为

50组, 取每一组最靠近中心的构象作为代表, 用

tleap补全侧链, 然后进行 100 ns约束 Cα原子的

MD模拟, 从而在不改变反应坐标的情况下修复

二级结构. 除少数情况由于侧链存在空间冲突而

失败外 , 大部分代表构象的二级结构得到修复

(图 5(a)和图 5(b)), DSSP[33] 计算表明修复后二级

结构含量基本可以接近模拟轨迹的水平 (图 5(c)).

还计算了每个代表构象与同组各构象的主链RMSD,

所有 RMSD数值都小于 2 Å (图 5(a)和图 5(b)),

这说明二级结构的缺失只是由一些局部的偏差
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图 3    T4L的构象空间探索结果　(a) 使用 AMBER99SB

力场/OPC水模型; (b)使用 CHARMM36m力场/TIP3P水

模型

Fig. 3. Results of  conformational space exploration of  T4L:

(a)  With  AMBER99SB/OPC;  (b)  with  CHARMM36m/

TIP3P.

 

(a) (b) (c)

图 4    探索到的不同 T4L构象　(a) PDB编号 173L的晶

体结构 (不透明)与探索到的相似结构 (透明); (b) 开合程度

不同的两个构象; (c) 扭动情况不同的两个构象; 紫色为 α螺

旋, 黄色为 β折叠

Fig. 4. Different T4L conformations explored: (a) PDB:173L

(opaque) and a similar structure explored; (b) two conform-

ations with different degrees of opening and closing; (c) two

conformations  with  different  degrees  of  twisting. α-helix  is

colored in purple and β-sheet is colored in yellow.
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导致的, 模型生成的大多数结构都可以通过简单修

正得到合理的结果, 而侧链可能存在空间冲突的情

况则需要进一步改进模型来解决.

在上述流程中, 闭合与打开两段模拟轨迹都被

用于模型的训练. 还测试了仅使用打开状态的模拟

轨迹训练的情况 (图 6), 虽然探索区域由于训练集

减少而缩小, 但是仍然可以覆盖包括闭合状态在内

的各个晶体结构.
 

3.2    AdK 构象空间探索结果

以 AdK的模拟轨迹作为训练集, 进行训练以

及构象空间探索. 结果如图 7所示, 除了训练集中

包含的完全关闭和完全打开状态外, 还可以从中找

到 LID结构域单独打开 (图 8(a))和 AMPbd结构

域单独打开的结构 (图 8(b)).

对 AdK构象探索结果的合理性进行了检验,

结果如图 9所示 . 在使用 CHARMM36m力场/

TIP3P水模型时, 修复后二级结构含量与模拟轨迹

相当, 而使用 AMBER99SB力场/OPC水模型时,

虽然也能修复到较高的水平, 但与前者相比显著偏

低. 这表明与 CHARMM36m相比, AMBER99SB

力场/OPC水模型的组合使蛋白质结构更加容易

发生变化, 探索构象空间的范围更大, 同时二级结

构也会有一定的破坏, 更适用于柔性较强的蛋白质

分子.

值得注意的是, 大部分构象与其所在组的中心

构象之间的 RMSD较小, 除少数不合理构象外, 大

部分 RMSD较大的构象都在模拟产生的训练集

中. 这意味着模型产生的构象仅包含反应坐标相关

的信息, 而在与反应坐标正交的自由度上没有表现
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图 5    T4L构象探索结果的合理性检验　(a) 使用 AMBER99SB力场/OPC水模型; (b) 使用 CHARMM36m力场/TIP3P水模型;

(c) 修复后各代表构象的二级结构含量, 参考值为模拟轨迹的平均值

Fig. 5. Plausibility check of T4L conformational exploration results: (a) With AMBER99SB/OPC; (b) with CHARMM36m/TIP3P;

(c) secondary structure counts of each representative conformation after fixing, the reference is the average value of the simulated

trajectory.
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图 6    仅从打开状态出发的 T4L构象探索结果

Fig. 6. Results of  T4L conformational exploration from the

open state only.
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出差异. 这是由自编码器自身的性质决定的, 对于

相同的输入总是会给出相同的输出, 而实际上如模

拟轨迹反映的一样, 相同的反应坐标下, 构象仍应

该有一定的变化空间, 这些空间是自编码器无法探

索的. 因此, 反应坐标的选取对该模型的效果至关

重要. 若要解决这一问题, 可以将自编码器换成变

分自编码器, 学习构象系综而非单个分子的特征,

从而体现相同反应坐标下的差异.

以上结果是使用常规的自编码器难以获得的.

将引入反应坐标监督的自编码器换成无监督的自
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图 7    AdK的构象空间探索结果　(a) 使用 AMBER99SB力场/OPC水模型; (b)使用 CHARMM36m力场/TIP3P水模型

Fig. 7. Results of conformational space exploration of AdK: (a) With AMBER99SB/OPC; (b) with CHARMM36m/TIP3P.
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图 8    探索到的不同 AdK构象

Fig. 8. Different AdK conformations explored.
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图 9    AdK构象探索结果的合理性检验　(a) 使用 AMBER99SB力场/OPC水模型; (b)使用 CHARMM36m力场/TIP3P水模型;

(c) 修复后各代表构象的二级结构含量, 参考值为模拟轨迹的平均值

Fig. 9. Plausibility  check  of  AdK  conformational  exploration  results:  (a)  With  AMBER99SB/OPC;  (b)  with  CHARMM36m/

TIP3P; (c) secondary structure counts of each representative conformation after fixing, the reference is the average value of the sim-

ulated trajectory.

物 理 学 报   Acta  Phys.  Sin.   Vol. 72, No. 24 (2023)    248705

248705-6

http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1


编码器, 对 AdK的构象空间进行探索, 结果如图 10

所示. 自编码器需要从训练集中学习反应坐标, 这

在采样不足的情况下非常困难. 通常情况下, 自编

码器只能提取两组轨迹的差异, 并完成对两种状态

之间的构象空间探索, 但是无法探索其他区域, 例

如图 8所示的单个结构域打开的构象. 引入反应坐

标作为监督的改进, 使得自编码器不再需要提取反

应坐标, 从而可以在采样不足的情况下工作. 

4   结　论

本文对使用自编码器探索蛋白质构象空间的

方法进行了改进, 将监督学习引入自编码器的中

间层, 并使用改进后的方法对 T4L和 AdK的构象

空间进行探索, 达到了预期的效果. 结果表明这

一改进使该方法可以在有限采样的情况下, 仅使用

很少的计算资源, 就可以大范围探索蛋白质的构象

空间.

虽然模型只能生成构象, 并不能给出构象的生

物学意义以及动力学过程, 但是如果对特定体系引

入实验信息, 就可以筛选出具有生物学意义的构

象, 以便进行下一步的研究. 对于实验信息较少的

蛋白质分子, 可以直接通过模型生成有潜在研究价

值的构象, 然后从这些构象出发进行MD模拟, 研

究蛋白质分子的动态过程, 进而预测可能的生物学

意义. 这种策略与仅依靠 MD模拟的构象空间采

样相比, 效率更高.

在测试模型时, 发现了进一步的改进空间. 通

过对模型生成构象的筛选和修正, 可以确保构象的

合理性, 但同时也降低了生成构象的效率. 考虑直

接将对构象合理性的要求引入模型的损失函数中,

从而省去筛选和修正的过程. 由于模型中只有蛋白

质的主链部分, 有可能出现侧链不合理情况, 需要

对不同氨基酸残基做不同修正或在模型中使用完

整的蛋白质分子. 对于模型生成的构象无法表现出

反应坐标之外变化的问题, 可以尝试使用变分自编

码器. 最后, 反应坐标决定了构象空间探索的方向,

结合实验数据选取合适的反应坐标对模型的效果

十分重要. 基于这些思路, 将继续对该模型进行发

展和完善.

感谢中国科学技术大学超算中心张运动提供的硬件和

软件技术支持.
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Exploring proten’s conformational space by using encoding
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Abstract

Protein  function  is  related  to  its  structure  and  dynamic  change.  Molecular  dynamics  simulation  is  an

important  tool  for  studying  protein  dynamics  by  exploring  its  conformational  space,  however,  conformational

sampling is a nontrivial issue, because of the risk of missing key details during sampling. In recent years, deep

learning methods, such as auto-encoder, can couple with MD to explore conformational space of protein. After

being  trained  with  the  MD  trajectories,  auto-encoder  can  generate  new  conformations  quickly  by  inputting

random  numbers  in  low  dimension  space.  However,  some  problems  still  exist,  such  as  requirements  for  the

quality of the training set, the limitation of explorable area and the undefined sampling direction. In this work,

we  build  a  supervised  auto-encoder,  in  which  some  reaction  coordinates  are  used  to  guide  conformational

exploration along certain directions.  We also  try to  expand the explorable  area by training through the data

generated by the model. Two multi-domain proteins, bacteriophage T4 lysozyme and adenylate kinase, are used

to illustrate the method. In the case of the training set consisting of only under-sampled simulated trajectories,

the supervised auto-encoder can still explore along the given reaction coordinates. The explored conformational

space can cover all the experimental structures of the proteins and be extended to regions far from the training

sets.  Having  been  verified  by  molecular  dynamics  and  secondary  structure  calculations,  most  of  the

conformations  explored  are  found  to  be  plausible.  The  supervised  auto-encoder  provides  a  way  to  efficiently

expand  the  conformational  space  of  a  protein  with  limited  computational  resources,  although  some  suitable

reaction  coordinates  are  required.  By  integrating  appropriate  reaction  coordinates  or  experimental  data,  the

supervised auto-encoder may serve as an efficient tool for exploring conformational space of proteins.
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