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摘要    在 MHC I 类分子结合的抗原表位加工呈递途径中, 泛素-蛋白酶体系统对

抗原蛋白的降解发挥着重要作用. 为了进一步研究蛋白酶体的酶切特异性, 采用偏

最小二乘方法(partial least squares method, PLS)建立了蛋白酶体的酶切位点预测模

型, 预测准确度为 82.8%; 由样本数据相应氨基酸对酶切位点形成的权重系数, 得出

蛋白酶体酶切位点及其两侧区域氨基酸的裂解特异性, 它反映了蛋白酶体对抗原蛋

白酶切的相互作用信息, 也表明蛋白酶体对抗原蛋白酶切处理不是随机的, 而是有

一定模式和选择性的. 
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抗原表位是指病原微生物中能够引起免疫应答

和免疫反应的一簇特殊化学基团, 也称为抗原肽. 在
MHC I类分子结合的抗原表位加工呈递途径中, 真核

细胞中的泛素-蛋白酶体系统对抗原蛋白发挥着重要

的酶切作用和降解功能, 其过程是靶蛋白首先以共

价键形式联结多个泛素(ubiquitin)分子, 形成靶蛋白

多聚泛素链, 即靶蛋白泛素化(ubiquitination), 然后

再被送到 26S蛋白酶体中消化降解 [1]. 26S蛋白酶体

(proteasome)是由一个 20S催化颗粒(catalytic particle, 
CP)和两个 19S调节颗粒(regulatory particle, RP)组成

的ATP依赖性蛋白水解酶复合体. 19S RP调节颗粒的

功能是识别泛素化的靶蛋白并在其进入 20S CP催化

颗粒前对其进行去泛素化、去折叠和移位[2]. 20S CP
是 26S蛋白酶体的催化核心, 它是由 4 个环堆砌形成

的一个圆桶状结构, 其中两侧外环每个环是由α1~α7 

7 个亚基组成, 2 个内环每个环是由β1~β7 7 个亚基组

成, 4 个环的中央形成一个狭窄的内腔[3]. α环上形成

的窄口是底物进入位于β环上的催化中心的通道, 该

窄口一般被α亚基上的N端所封闭, 阻止胞内非目的

靶蛋白进入 20S CP内被降解破坏. 20S CP催化颗粒

与 19S RP调节颗粒的结合导致α亚基构象改变, 并开

启底物通道, α亚基能促使底物进入 20S CP的水解中

心, 只有进入蛋白酶体内部的靶蛋白才能够被水解. 
β亚基N端苏氨酸残基是蛋白酶体活性位点的中心, 
但 是 不 同 的 β 亚 基 有 不 同 的 蛋 白 酶 活 
性, 分别具有能够使底物中大多数肽键断裂的能力, 
从而消化降解底物, 释放出多肽碎片, 同时解离出泛

素分子使其重新参与降解[4]. 文献上已有报道依据相

关蛋白酶体裂解产物的实验数据, 对蛋白酶体酶切

抗原蛋白的酶切位点进行理论预测, 如PAProC[5,6] 用

酵母和人的20S蛋白酶体的体外酶切数据作为训练集, 
以进化算法训练一个单层人工神经网络模型来预测

蛋白酶体酶切位点; MAPPP[7,8] 是包含蛋白酶体酶切

位点预测程序FragPredict和MHC分子结合配体预测

程序的一个软件包, FragPredict程序是基于实验上统

计分析得出蛋白酶体酶切基序并结合 20S蛋白酶体
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动力学模型来预测蛋白酶体酶切位点; NetChop[9] 用
20S蛋白酶体的体外酶切数据及MHC-I类分子配体数

据作为训练集, 以人工神经网络模型来预测蛋白酶

体酶切位点; 蛋白酶体裂解底物实质上是蛋白质与

蛋白质的相互作用, 上述文献[5~9]研究工作并没有

从蛋白酶体结构方面进行分析和讨论, 所以预测蛋

白酶体酶切位点的准确性和可靠性还有待进一步提

高 . 本文采用偏最小二乘方法(partial least squares 
method, PLS)对蛋白酶体的酶切位点裂解特异性进行

研究, 从蛋白酶体裂解产物的实验数据中, 提取尽量

多的有用信息并去除噪声, 并试图结合蛋白酶体结

构信息得出有益结果, 这有助于人们对MHC I类分子

结合抗原表位加工提呈过程的深入了解, 对人们利

用蛋白酶体影响进行肿瘤疫苗设计都是具有一定指

导意义的.  

1  模型与方法 

1.1  裂解样本数据集和非裂解样本数据集 

在MHC I类分子结合的抗原表位加工呈递过程

中, 蛋白酶体主要负责准确酶切抗原表位羧基末端, 
而抗原表位氨基末端是有胞内其他酶来进一步修剪

形成的[4]. 在抗原表位的源蛋白氨基酸序列中, 若酶

切是在P1位置氨基酸肽键上发生的,  则P1点位置的

两侧氨基酸序列是以(PL…P2P1| P1’P2’…PL’)方式表

示, 酶切位点是以符号“|”表示, 确定裂解样本或非

裂解样本数据中的氨基酸序列窗口大小 (amino acids 
windows size, windows size)是在源蛋白氨基酸序列

中进行的. 本文主要考察抗原表位羧基端的酶切位

点及其两侧区域氨基酸的裂解特异性, 所以裂解样

本数据(正样本)是以HLA-I类分子配体羧基端作为裂

解位点(P1)获取其两侧氨基酸序列; 而非裂解样本数

据(负样本)只是以HLA-I类分子配体内的中间位点为

非裂解位点(P1)获取其两侧氨基酸序列. Goldberg等
人[10]证实蛋白酶体即可以产生抗原表位又可以同时

破坏摧毁该表位. 因此, 本文观点是不能简单地将抗

原表位内部的所有位点都作为非裂解点. 而应该是

将抗原表位内部的位点都作为次要裂解点. 相对而

言, 抗原表位的中间位点较其内部的其他位点似乎

应具有更小的裂解概率.  

本文从AntiJen数据库 [11]http://www.jenner.ac.uk/ 
AntiJen获得 4915 个HLA I类分子的配体, 这些配体

来源于 307 个人类蛋白质并且与 22 个HLA-A分子、

21 个HLA-B分子和 3 个HLA-C分子相关. 去除重复

的、氨基酸序列长度大于 12 或小于 8 的配体, 剩余

1160 个HLA I类分子的配体, 最后得到裂解样本 1160, 
非裂解样本 1160.  

1.2  预测模型的建立 

蛋白酶体裂解抗原蛋白除了与酶切位点氨基酸

有关, 还与酶切位点“|”两侧氨基酸序列有关[12]. 本
文设定在第k个样本数据氨基酸序列中, 每个位置出

现的氨基酸对酶切位点 “|” 的影响可用下式描述 

 ,  (1) 
=1

= const+
W

k i
i

Y C∑

式中 const 为常数, 表示此样本氨基酸的主链对酶切

位点“|”形成的贡献, 为样本中每个氨基酸

残基 Pi 对酶切位点“|”形成的贡献和, W 为样本数

据氨基酸序列窗口大小(windows size), W=2L. 若样

本为裂解样本, 则裂解值 Yk=1, 否则, 裂解值 Yk=0.  

=1
W

ii C∑

在样本数据氨基酸序列中, 每个位置可能出现

20 种氨基酸残基中的任意一种, 所以可用 20 个变量

对应样本数据氨基酸序列中每个位置可能出现的 20
种氨基酸残基, 即 

 , , (2) 
20

=1
=i ij ij

j
C gα∑ ( = 1, 2, , )i WL

其中 gij 是样本数据氨基酸序列中第 i 个位置上, 第 j
种氨基酸对应的变量. 若第 i 个位置是第 j 种氨基酸, 
则该氨基酸对应的 gij 为 1, 否则为 0; ijα 为相应氨基

酸残基对酶切位点“|”形成的贡献, 也是相应氨基

酸残基对酶切位点“|”形成的权重系数. 将(2)式代

入到(1)式中可得 

   (3) 
20

=1 =1
= const+ ,

W

k i
i j

Y α∑∑ j ijg

i i

用变量 x (取值范围为 1 或 0)代替 gij, 则(3)式变成 

  (4) 
20

=1
= const+ x .

W

k
i

Y α
×

∑

若有 N 个样本数据, 样本氨基酸序列窗口大小
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W=2L 及其相应的裂解值 Yk, 则有多元线性方程组 TPSE 100
(TP FN)

= ×
+

, TNSP 100
(TN FP)

= ×
+

, 
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O
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L

, (5) 
TPPPV  100

(TP FP)
= ×

+
, TNNPV  100

(TN FN)
= ×

+
, 

TP TNAC  100
(TP FP TN FN)

+
= ×

+ + +
, 

式(5)中 yk 是第 k 个样本数据对应的裂解值, xkj 为第 k
个样本数据相应位置氨基酸残基对应的第 j 个变量, 
αj 为相应氨基酸残基对酶切位点 “|”形成的权重系

数, 且 . N 为样本数

据的个数, m 为每个样本数据所有位置氨基酸残基对

应的变量个数.  

= 1, , ; = 1, , ;k N j m = 20m ×

 TP TN FN FPCC
(TN FN)(FN TP)(TP FP)(FP TN)

× − ×
=

+ + + +
. (7) 

(7)式中的 TP, FP, TN, FN分别表示预测出的真裂解样

本数、假裂解样本数、真的非裂解样本数、假的非裂

解样本数. SE 表示正确预测裂解样本的百分比, SP 表

示正确预测非裂解样本的百分比, AC和 CC为预测裂

解样本和非裂解样本的评价指标.  

L L W

对n个样本组成的样本数据阵, 一般来说, 矩阵X
中的各列向量并不是相互独立的, 而且矩阵X和Y存
在相关性, 那么矩阵X和Y所包含的数据信息存在冗

余. 偏最小二乘法是通过线性重组自变量, 产生一组

相互正交且与因变量相关的新的自变量, 建立因变

量与新自变量的线性关系, 从而能够达到提取重要

原始变量信息并且去除噪声的目的. 本文采用文献

[13~15] PLS方法自编程序求解(5)式, 结果得预测模

型为 

2  结果 

2.1  蛋白酶体裂解位点预测模型的性能 

 0 1 1= = + + + m my X x xα α α αL . (6) 

在样本数据氨基酸序列窗口大小为 4~28 AAs时, 
本文采用k-折交叉验证(k-fold cross-validation)方法

(设定k=10)研究蛋白酶体裂解位点预测模型的性能. 
设定一个模型参数—— 阈值(threshold), 将预测得到

的y值与阈值比较, 若y值大于阈值, 则认为测试样本

为裂解样本; 反之, 则认为测试样本为非裂解样本. 
当模型取不同的阈值时, 其预测能力也不同. 只有当

敏感度与特异性相等(或最接近)的时候, 模型预测出

的结果才是最好的, 可信度才最高[17]. 当样本数据氨

基酸序列窗口大小为 20 AAs时, 模型的预测准确度

82.8%为最好, 见表 1 所示.  

1.3  模型预测能力评估 

为了评估模型的预测能力 ,  引入以下几个参 
量：敏感度(SE), 特异性(SP), 裂解精确度(PPV), 非
裂解精确度(NPV), 准确度(AC)和相关系数(CC)[16], 
其中,  
 

表 1  蛋白酶体裂解位点模型的预测能力 a) 

序列窗口大小 阈值 SE/% SP/% PPV/% NPV/% AC/% CC 
4 0.59 73.45 73.71 73.64 73.52 73.58 0.4716 
6 0.58 74.05 74.05 74.05 74.05 74.05 0.4811 
8 0.515 80.60 80.52 80.53 80.59 80.56 0.6112 

10 0.515 80.43 80.69 80.64 80.48 80.56 0.6112 
12 0.515 80.00 80.00 80.00 80.00 80.00 0.6 
14 0.505 80.69 80.26 80.34 80.61 80.47 0.6095 
16 0.515 81.29 82.07 81.93 81.44 81.68 0.6336 
18 0.515 82.59 82.24 82.30 82.53 82.41 0.6483 
20 0.505 83.02 82.59 82.66 82.94 82.80 0.656 
22 0.505 82.76 82.59 82.62 82.73 82.67 0.6534 
24 0.51 82.59 82.50 82.52 82.57 82.54 0.6509 
26 0.51 82.07 82.24 82.21 82.10 82.16 0.6431 
28 0.51 82.93 82.59 82.65 82.87 82.76 0.6552 

a) SE: 敏感度; SP: 特异性; PPV: 裂解精确度; NPV: 非裂解精确度; AC: 准确度; CC: 相关系数 
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2.2  权重系数 

当样本数据氨基酸序列窗口大小为 20 AAs时, 
用文献[13,14] PLS方法求解得到(6)式中的权重系数

α值, 见图 1 所示. 在图 1 的样本数据氨基酸序列

P10~P10’ 位置中, 每个位置氨基酸符号的高度表示

了该氨基酸对裂解位点“|”形成的权重系数α值大小, 
如氨基酸Hisα值大于氨基酸Leuα值, 氨基酸符号的

正置或倒置表示相应α值为正值或负值; 每个位置全

部氨基酸符号堆积的总高度表示了该位置所有氨基

酸对裂解位点“|”形成的权重系数总和的绝对值大

小. 20 种氨基酸被分成酸性、碱性、疏水性和中性 4
类, 其中酸性氨基酸为红色, 碱性氨基酸为蓝色, 疏
水性氨基酸为黑色, 中性氨基酸为绿色.  
 

 
 

图 1  样本数据序列窗口大小为 20 时每个位置氨基酸对裂

解位点形成的权重系数 

2.3  不同预测模型在相同检验集下的性能比较 

采用文献[16]提供的样本数据测试集, 将本文开

发的预测蛋白酶体酶切位点软件(PLS_dut)与其他预

测软件[5~9]进行比较, 结果本模型预测的性能指标是

最好, 见表 2. 文献[16]提供了PAProC[5,6], MAPPP[7,8], 
NetChop[9]预测软件的性能指标.  
 

表 2  本模型与其他预测模型的性能比较 

预测模型 N 敏感度 特异性 CC 

PAProC[16] 217 45.6 30.0 −0.25 
FragPredict[16] 231 83.5 16.5 0.00 
NetChop1.0[16] 231 39.8 46.3 −0.14 
NetChop2.0[16] 231 73.6 42.4 0.16 

PLS_dut 231 76.2 61.9 0.38 

3  讨论 
在 20S CP内起裂解催化作用的亚基主要是β1, β2, 

β5, 当β亚基的N端前导序列在 20S CP装配过程中被

切除后, 苏氨酸Thr1 残基被暴露出来, Thr1 是酶的活

性位点, 分别存在于β环的内表面, 使β亚基具有类似

的丝氨酸蛋白酶的催化作用[4]. 哺乳动物蛋白酶体 2
个β内环共有 6 个β亚基的活性位点, 这些活性位点能

够单独作用裂解底物蛋白分子的肽键, 也可能 2 个活

性 位 点 共 同 作 用 裂 解 底 物 蛋 白 分 子 的 肽 
键 [ 18]. 由于进入蛋白酶体的靶蛋白是完全去折叠的

(fully unfolded)[3], 依据文献“生物分子尺度”观点[18]：

蛋白酶体活性位点的距离确定了裂解产物片段的不

同长度, 本文计算了哺乳动物 20S蛋白酶体活性位点

相互间的距离如表 3 所示, 实际计算是以蛋白酶体的

三维空间结构(PDB code：1IRU)β亚基的活性位点苏

氨酸Thr1 的Oγ原子之间的距离为参考. 在表 3 中, 蛋
白酶体 2 个活性位点相互间的距离为 2.8~6.6 nm. 根
据Coux等人 [ 3]给出的去折叠蛋白质肽链长度与氨基

酸序列长度的对应关系, 裂解产物片段 2.8 nm肽链长

度相当于 7~8 AAs, 裂解产物片段 6.6 nm肽链长度相

当于 16~19 AAs. Kisselev等人[19]通过实验方法得知：

哺乳动物的蛋白酶体裂解产物片段的长度范围为

3~22 AAs, 约 70%裂解产物片段的长度太短(<7 AAs)
而不适合提呈到内质网中, 只有不足 15%裂解产物片

段的长度为 8~9 AAs. 可见表 3 中蛋白酶体的活性位

点的距离与裂解产物片段的长度之间不形成一一对应

的关系. 那么, 又如何解释大部分蛋白酶体裂解产物

片段的长度是<10 AAs的实验事实？Dick等人[20]通过

实验认为：蛋白酶体的 2 个活性位点共同作用产生的

裂解产物 ,  有可能作为中间产物经过释放 -捕获  
 
表 3  哺乳动物 20S 蛋白酶体中活性位点相互间的距离a) 

PDB ID β (Thr1)β1 (Thr1)β2 (Thr1)β5 

(Thr1)β1  2.8 nm 6.2 nm 

(Thr1)β2 2.8 nm  6.3 nm 

1IRU.pdb
 
 
 (Thr1)β5 6.2 nm 6.3 nm  

PDB ID 
 

β 
β* (Thr1)β1 (Thr1)β2 (Thr1)β5 

(Thr1)β*
1 2.9 nm 5.0 nm 5.8 nm 

(Thr1)β*
2 5.0 nm 6.6 nm 4.1 nm 

1IRU.pdb
 
 
 (Thr1)β*

5 5.8 nm 4.1 nm 4.9 nm 

a) β和 β*为哺乳动物 20S 蛋白酶体中不同 β环的亚基 
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途径被蛋白酶体再次裂解, 使得大部分蛋白酶体裂

解产物片段的长度是<10 AAs. 由表 1 可知, 当样本

数据氨基酸序列窗口大小为 20 AAs时, 预测准确度

为 82.8%, 它是能够包含大多数裂解产物片段的氨基

酸序列信息 . 另外, 本模型的预测能力也优于文献

[5~9]提供的指标, 见表 2. 
从图 1 中可以知道：样本数据氨基酸序列每个位

置氨基酸符号高度表示了该氨基酸对裂解位点“|”
形成的权重系数α值大小, 每个位置全部氨基酸符号

堆积的总高度表示了该位置所有氨基酸对裂解位点

“|”形成的权重系数总和的绝对值大小. 在裂解位点

“|”及其两侧的 P1, P4’, P4, P8 和 P9 位置上氨基酸

具有显著的裂解特异性, 这表明蛋白酶体对靶蛋白

的酶切处理不是随机的,而是有一定模式和选择性的.  
为了解释图 1 中裂解位点“|”及其两侧的氨基

酸序列窗口显示的裂解特异性, 本文以哺乳动物 20S
蛋白酶体的三维空间结构(PDB code: 1IRU)为例, 考
察了活性位点苏氨酸Thr1“非键接触”的近邻氨基酸, 
其中定义“非键接触”的 2 个氨基酸中至少有 2 个原

子之间的距离小于 0.4 nm[21], 见表 4 所示. 由表 4 可

知, 3 个亚基β1, β2 和β5 活性位点周围的氨基酸中, β1

亚基近邻氨基酸中有 3 个碱性、带正电(Arg19, Lys33
和Arg45)和 2 个酸性、带负电的(Asp17 和Asp167); β2

亚基近邻氨基酸中有 1 个碱性、带正电的(Lys33)和 2

个酸性、带负电的(Asp17 和Asp166); β5 亚基近邻氨基

酸中有 2 个碱性、带正电的(Arg19 和Lys33)和 2 个酸

性、带负电的(Asp17 和Asp167). 可以简单地认为：β1

亚基活性位点周围的氨基酸呈正电性, 易于裂解底

物中酸性带负电的氨基酸的肽键; β2 亚基活性位点周

围的氨基酸呈负电性, 易于裂解底物中碱性带正电

的氨基酸的肽键; β5 亚基活性位点周围的氨基酸呈中

性. 文献[3]证实：β1 亚基能够识别底物中的酸性氨基

酸残基,并切断该残基后的肽键; β2 亚基能够识别底

物中的碱性氨基酸残基,并切断该残基后的肽键; β5

亚基能够识别底物中大的疏水性氨基酸残基,并切断

该残基后的肽键. 可见, 蛋白酶体中β1, β2和β5亚基能

够裂解底物中不同氨基酸的肽键, 是与各自活性位

点中心苏氨酸Thr1 的“非键接触”近邻氨基酸特性

有关. 图 1 中裂解位点“|”一侧的P1 位置上氨基酸

裂解特异性也反映了每个β亚基活性位点近邻氨基酸

的偏好特性.  
由图 1 中可知, 在样本氨基酸序列 P1 位置上出

现正值权重系数大的是疏水性氨基酸 Leu, Val, Tyr, 
Ile 等, 它们有利于 20S 蛋白酶体对底物的裂解. P1 位

置上出现负值权重系数绝对值大的是亲水性氨基酸

Asn, Ser, Gln和Thr, 酸性氨基酸Glu, Asp和碱性氨基

酸 His, 它们可能不利于 20S 蛋白酶体对底物的裂解. 
考察哺乳动物 20S 蛋白酶体的三维空间结构(PDB  

 
表 4  哺乳动物 20S 蛋白酶体中与活性位点苏氨酸 Thr1“非键接触”的近邻氨基酸 a) 

β1 活性位点苏氨酸 
Thr1 的近邻氨基酸 

β2 活性位点苏氨酸 
Thr1 的近邻氨基酸 

β5 活性位点苏氨酸 
Thr1 的近邻氨基酸 

Thr2 Thr2 Thr2 

Ile3 Ile3 Thr3 

Asp17 Asp17 Asp17 

Arg19 Lys33 Arg19 

Lys33 Ala46 Lys33 

Arg45 Met127 Met45 

Ser46 Gly128 Gly129 

Gly129 Ser129 Ser130 

Ser130 Gly130 Gly131 

Gly131 Asp166 Asp167 

Asp167 Gly168 Tyr169 

Ser169 Ser169 Ser170 

β1 亚基 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Ser170 

β2 亚基 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

β5 亚基 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

a) 带正电、碱性的氨基酸用蓝色字体表示, 带负电、酸性的氨基酸用红色字体表示, 中性氨基酸用黑色字体表示 
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code: 1IRU), 可知β亚基活性位点中心苏氨酸Thr1 的

Oγ原子是处于β亚基内腔空穴(the inner cavity wall)的
中心, 疏水性氨基酸的残基易进入到该内腔空穴中, 
使得β亚基苏氨酸Thr1 的Oγ原子能够直接作用到底

物蛋白主链的肽键上, 并与其周围的氨基酸共同作

用完成酶切靶蛋白. P1 位置疏水性氨基酸Leu, Val的
肽键在被 20S蛋白酶体酶切后, 形成多肽片段的C端, 
这也与氨基酸Leu, Val为HLA-A2分子配体在Pocket F
的初级锚点[22]事实相符合. 从图 1 可以看出, P1 位置

上出现负值权重系数绝对值大的是疏水性氨基酸Gly
和Pro, 它们的疏水性很弱, 不易进入β亚基活性位点

苏氨酸Thr1 的Oγ原子处的内腔空穴中; Nussbaum等

人[23]通过实验得出：酵母原生 20S蛋白酶体裂解底物

时, 对于底物P1 位置, 氨基酸Leu是最重要的, 而Gly
不利于裂解. 由此可见, 本文结果与Nussbaum等人
[23]的实验结果基本一致. 因此, 疏水性氨基酸在底物

P1 位置容易被β亚基的活性位点识别, 有利于活性位

点裂解底物; 反之, 亲水性氨基酸在底物P1 位置不

容易被β亚基的活性位点识别, 不利于活性位点裂解

底物.  
由图 1 中可知, 在样本氨基酸序列P4’位置上出

现正值权重系数大的是亲水性氨基酸Asn, Ser, Gln, 
Thr, 酸性氨基酸Asp, Glu, 碱性氨基酸His和弱疏水

性氨基酸Gly, Pro, 它们可能有利于 20S蛋白酶体对

底物的裂解. P4’位置上出现负值权重系数绝对值大

是疏水性氨基酸Val, Tyr, Leu和Ile, 它们可能不利于

20S蛋白酶体对底物的裂解. 有意思的是：在裂解位

点“|”两侧的P1 和P4’位置氨基酸显示裂解特异性

的结果恰好相反. 蛋白酶体β亚基中具有酶切活性的

苏氨酸Thr1 作用靶点是P1 位置氨基酸的肽键, P4’位
置的氨基酸特异性又如何解释？Wenzel等人[18]认为：

底物蛋白能够结合于蛋白酶体α环和β环界面处. 我

们计算了哺乳动物 20S蛋白酶体结构(PDB code： 
1IRU)β环的 3 个亚基 β1, β2, β5 的苏氨酸 Thr1 的 Oγ
原子与α环原子最短距离的平均值为 2.03 nm(2.17, 
1.86, 2.07 nm), 相当于裂解位点“|”至 P4’位置的去

折叠肽链长度, 大概为 4~5 AAs. P4’位置氨基酸裂解

特异性可能反映了蛋白酶体α、β 环界面处氨基酸与

底物 P4’位置氨基酸相互作用特性.  

由图 1 中可知, 在样本氨基酸序列 P4 位置上出

现正值权重系数大是亲水性氨基酸 Asn, Gln, 弱疏水

性氨基酸 Gly, 酸性氨基酸 Glu 和 Asp、碱性氨基酸

His 和 Lys 及疏水性氨基酸 Phe, 它们可能有利于 20S
蛋白酶体对底物的裂解. P4 位置上出现负值权重系

数绝对值大是疏水性氨基酸 Leu, Pro 和 Tyr, 它们可

能不利于 20S 蛋白酶体对底物的裂解. Nussbaum 等 
人[23]通过实验得出：酵母原生 20S蛋白酶体裂解底物

时, P4 位置氨基酸Pro是最重要的. 而本文的结果与

此实验结果相反, 这可能是由于不同生物的 20S蛋白

酶体的结构差异造成的. 因为哺乳动物和酵母 20S蛋
白酶体的α亚基存在较明显的结构差异, 而它们的β
亚基也存在结构差异[24]. 本文所采用裂解和非裂解

样本是由HLA I类分子结合抗原肽扩展而来, P4 位置

氨基酸特异性有可能是抗原肽的Pocket C的结合特异

性信息, 在文献[13~15]中我们未发现Pocket C具有很

强的结合特异性, 那么本文得出的P4 位置的氨基酸

特异性又如何解释？考察哺乳动物 20S蛋白酶体结

构(PDB code：1IRU)可知：蛋白酶体的上层β1 亚基活

性位点的苏氨酸Thr1 的Oγ原子与下层β环中的β*
1, β*

7

亚基原子的最近距离分别为 1.62 和 1.08 nm; 蛋白酶

体的上层β2 亚基活性位点的苏氨酸Thr1 的Oγ原子与

下层β环中的β*
7, β*

6 亚基原子的最近距离分别为 1.49
和 1.00 nm; 蛋白酶体的上层β5 亚基活性位点的苏氨

酸Thr1的Oγ原子与下层β环中的β*
4, β*

3亚基原子的最

近距离分别为 1.56 和 1.09 nm; 蛋白酶体上层β环活

性位点与下层β环交界面处原子的距离为 1.00~1.62 
nm, 相当于裂解位点“|”至P4 位置的去折叠肽链长

度, 大概为 3~4 AAs, P4 位置氨基酸特异性应该是反

映了蛋白酶体裂解特异性的信息. P4 位置氨基酸裂

解特异性可能反映了蛋白酶体上下两层β环界面处氨

基酸与P4 位置氨基酸相互作用特性.  
由图 1 中可知, 在样本氨基酸序列 P8 位置上出

现正值权重系数大是疏水性氨基酸 Leu, Pro, 它们可

能有利于 20S 蛋白酶体对底物的裂解. P8 位置上出现

负值权重系数绝对值大是亲水性氨基酸 Asn, Gln, Ser, 
弱疏水性氨基酸 Gly, 酸性氨基酸 Glu, Asp, 碱性氨

基酸 Lys, Arg, 它们可能不利于 20S 蛋白酶体对底物

的裂解. P8 位置的氨基酸特异性又如何解释？由表 3 
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可知：2 个不同层β环中β1 亚基之间的距离为 2.9 nm, 
大约为去折叠肽链 7~8 AAs长度, P8位置与P1位置是

在裂解位点“|”同一侧, 在去折叠的蛋白质肽链上

也相差 8 AAs, P8位置与P1 位置的氨基酸特异性有些

相似, 有可能是蛋白酶体不同层β环中 2 个β1 亚基活

性位点共同作用底物显现出的裂解特异性. 氨基酸

Leu又是抗原肽结合在HLA-A2 类分子Pocket B的初

级锚点[21], P8 位置上氨基酸裂解特异性可能确定了

抗原肽在HLA I类分子Pocket B初级锚点的结合特异

性.  
由图 1 中可知, 在样本氨基酸序列P9 位置上出

现正值权重系数大是疏水性氨基酸Leu, Tyr, Ile和Met, 
它们可能有利于 20S蛋白酶体对底物的裂解. P9 位置

上出现负值权重系数绝对值大是碱性氨基酸Glu, Asp, 
疏水性氨基酸Trp, 它们可能不利于 20S蛋白酶体对

底物的裂解. 在HLA-A*0201 分子结合抗原肽中, 疏
水性氨基酸Tyr 作为锚点出现在Pocket A中频率最大
[13], P9 位置上氨基酸裂解特异性可能确定了抗原肽

在 H L A  I 类 分 子 P o c k e t  A 锚 点 的 结 合 特 
异性.   

综上所述, 预测蛋白酶体裂解位点模型所选取

样本数据氨基酸序列 Windows Size 为 20 是可行的合

理的, 裂解位点“|”及其近邻位置氨基酸显示了明

显的裂解特异性, 疏水性氨基酸在 P1 位置容易被 β
亚基的活性位点识别 , 有利于活性位点裂解底物 ; 
P4’和 P4 位置氨基酸的裂解特异性反映了蛋白酶体

裂解底物的相互作用信息.    

4  结论 
(1) 利用 PLS 方法建立的蛋白酶体裂解位点预

测模型是可行合理的, 预测准确度为 82.8%.  
(2) 蛋白酶体裂解抗原蛋白时, 裂解位点“|”及

其近邻位置氨基酸显示了明显的裂解特异性, 疏水

性氨基酸在 P1 位置容易被 β 亚基的活性位点识别, 
有利于活性位点裂解底物; P4’和 P4 位置氨基酸的裂

解特异性反映了蛋白酶体裂解底物的相互作用信息. 
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