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摘要  报道了一种蛋白-蛋白相互作用表面位点的嫁接方法. 首先确定被嫁接的配体表面结合区

的重要残基, 在骨架蛋白中搜索适合于嫁接这些残基的位点. 基于对映残基的Cα, Cβ原子坐标, 将

骨架蛋白叠加到配体蛋白上, 评估骨架蛋白与受体蛋白的互补性并留下互补性较好的骨架蛋白.

细调骨架蛋白与受体蛋白的相对位置, 使之具有合理的界面堆积密度. 然后在骨架蛋白选出的位

置上移植配体蛋白相应的残基. 另外, 对于与受体有严重碰撞的残基, 或不能形成盐桥的包埋带

电侧链, 也予以突变. 突变后的骨架蛋白与受体一起用 Charmm 进行能量优化. 用刚性蛋白-蛋白

复合物结构回归出一个适合于嫁接研究的打分函数. 利用打分函数对骨架蛋白的结合自由能进行

评估.

关键词  嫁接  叠加  形状互补  打分函数  蛋白质工程

蛋白质工程的长远目标就是要设计出具有任意功能或结构的全新蛋白. 但由于对蛋白质

结构与序列关系认识的不足, 目前还远远不能达到这个目标. 另一方面, 医学和生物学上往往

需要蛋白质的某一功能却不满意该蛋白的另外一些特点, 如高分子量 抗原性 不稳定, 以

及不易折叠等. 这个问题可以通过把蛋白质的功能区嫁接到另外一个合适的骨架蛋白得到解

决. 目前, 蛋白质结构数据库(PDB)已积累了几千套蛋白质结构数据, 这些蛋白结构可作为嫁

接研究的骨架蛋白.

国际上已发展了几种程序用于蛋白质功能嫁接的研究[1 4]. 由于受方法本身限制, 这些程

序都只能用于嫁接小分子配体结合位点, 例如金属离子结合位点. 蛋白质与蛋白质相互作用

在生命过程中的意义不言而喻. 其界面包埋面积往往在 12 20 nm2之间, 涉及 10 30个氨基

酸残基. 另一方面, 蛋白与蛋白相互作用首先要求界面形状基本互补, 但对结合起决定性作用

的往往只是其中 3 4 个残基. 因此, 在嫁接蛋白质相互作用表面区, 骨架蛋白必须有互补的

界面, 而且要有合适的位置来移植对结合起决定作用的残基.

1  材料与方法

嫁接算法的前提是已知配体蛋白与受体蛋白的复合物晶体结构. 首先根据定点突变信息

结合理论分析确定被嫁接的配体表面结合区的重要残基.

( ) 在骨架蛋白搜索适合于移植配体功能区重要残基的位点组合.  这一步骤根据文献[5]

中的集合衰减算法(set reduction)略作改动. 先计算功能区中任意两个重要残基 1, 2, Cα1−Cα2,

Cα1 −Cβ2, Cβ1−Cα2, Cβ1−Cβ2 4个距离. 若在骨架蛋白中也存在两个残基 1 , 2 , 使得相应 4个距

离与残基 1, 2偏差小于 0.2 nm, 我们认为残基 1 , 2 间的几何关系与 1, 2间的几何关系一致.

若骨架蛋白中存在一套残基组合, 任意两个残基的几何关系都与配体功能表面区中相应的两

个残基间的几何关系一致. 骨架蛋白中的这一套残基组合就能模拟功能区中重要残基的几何

关系.

由于 Cys, Pro在维持蛋白结构上的重要性, 它们不被作为突变的对象. 对于 Gly, 如果位
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于 Gly拐角中则不能被突变. 否则可以被突变, 并且产生一个假 Gly Cβ原子以便于计算.

( ) 叠加及几何互补性的评估.  在骨架蛋白中搜索到能模拟配体蛋白表面功能区重要

残基的残基组合后, 基于这些对映残基的 Cα, Cβ原子, 将骨架蛋白叠加到配体蛋白上. 几何互

补性的评估参照文献[6]. 文献[6]用格点空间表示蛋白质形状并进行对接研究. 在这里, 蛋白

质被放在一个步长为 0.1 nm, 一维格点数为 100 的三维格点空间. 对于受体, 蛋白内的格点

赋予数值 1, 蛋白外的格点赋予 0. 对骨架蛋白, 由于认定主链在嫁接前后保持不变, 主链原

子占有的格点赋予-10, 侧链原子占有的格点赋予-2, 蛋白表面外的两层格点赋予 1, 其余格点

赋予 0. 蛋白互补性表示为骨架蛋白与受体蛋白重叠格点所赋数值乘积的加和. 如果最后得分

较高, 留下骨架蛋白作进一步分析.

( ) 利用界面堆积密度细调骨架蛋白与受体蛋白的相对位置 .  由于蛋白质在结合受体

前后会有微小的构象变化, 因此在评估互补性时对碰撞的惩罚不能太高. 否则, 既使是配体蛋

白的单体结构叠加到它的复合物晶体结构上, 它与受体蛋白的互补分数也有可能是负值. 因

此对碰撞的低惩罚是必需的. 但由此带来的后果是骨架蛋白与受体蛋白的相对位置有可能很

不合理. 我们用界面堆积密度[7]进一步细调骨架蛋白与受体蛋白的相对位置. 原子堆积密度定

义为原子 van der Waals体积与实际占有空间之比. 界面堆积密度为界面上原子堆积密度的平

均值. 个别原子由于碰撞较厉害堆积密度可能大于 1, 我们把它定义为 1 以减小对平均堆积密

度计算的影响. 另外确定充分暴露于溶剂中的原子所占有空间随意性较大. 我们只计算界面

上溶剂可及面积低于 0.15 nm2的原子的平均堆积密度, 溶剂可及面积的计算采用 NACCESS

程序, 溶剂探针半径取为 0.14 nm. 我们先对 PDB 中蛋白-蛋白复合物结构的界面堆积密度进

行分析, 发现蛋白界面平均堆积密度分布较为狭窄, 大部分在 0.70 0.76 之间. 由于这里评

估的界面还没有经过优化, 还存在碰撞, 我们把骨架蛋白与受体蛋白界面的允许堆积密度定

为 0.70 0.78. 当堆积密度大于 0.78 时, 骨架蛋白沿着受体界面原子中心指向骨架蛋白界面

原子中心的矢量依次位移 0.01 nm, 直至满足要求. 每次位移后计算骨架蛋白与受体蛋白的界

面包埋面积, 若包埋面积小于 12 nm2, 则放弃该骨架蛋白. 当堆积密度小于 0.70 时, 沿相反

方向位移 . 位移完毕后, 计算骨架蛋白与配体蛋白相应重要残基的 Cα, Cβ原子均方根偏差

(RMS), 若 RMS 大于 0.1 nm, 则放弃骨架蛋白. 另外, 若骨架蛋白任一 Cα Cβ矢量与相应配

体蛋白 Cα Cβ矢量偏角大于π/3, 我们也放弃该骨架蛋白.

( ) 突变与能量优化.  运用 Quanta 图形软件, 将筛选出来的骨架蛋白上的位点突变成

配体蛋白上相应位点的残基. 调整突变后残基的侧链二面角 , 使之与受体形成的相互作用尽

可能模拟配体蛋白. 另外, 对与受体有严重碰撞的残基, 或不能形成盐桥的包埋带电侧链, 也

予以突变. 突变的原则是尽可能维持几何互补, 形成有利疏水相互作用和氢键, 避免不必要的

带电原子脱溶剂能量. 突变后的骨架蛋白与受体一起用 Charmm 进行能量优化. 我们加了一

项距离限制能量项来模拟配体蛋白与受体的强原子原子相互作用, 限制势函数为

E( r ) = 10×(r - r0)
2.

第 1步先用 100 步最陡下降法(SD)进行优化. 所有二面角给予 21 kJ mol-1 rad-2的限制, 以

避免结构破坏. 第 2 步, 去除二面角限制, 用 50 步共轭梯度法(ABNR)优化. 优化采用随距离

变化的介电系数.

( ) 结合自由能评估.  我们用经验方法预测骨架蛋白与受体的亲和力.  由于嫁接研究
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的前提是主链构象在结合前后保持不变, 我们用配体和受体都是刚性蛋白的复合物线性回归

结合自由能. 回归变量为界面包埋的疏水溶剂可及面积 亲水溶剂可及面积和亲水对 . 我们

定义两个分子间亲水原子(N或 O)距离小于 0.34 nm时形成一个亲水对.

2  结果

2.1  被嫁接的功能区及骨架蛋白的选择

barnase 是一种 110残基的胞外核酸酶. 它同 89肽抑制剂, barstar, 具有异乎寻常的高亲

和力, Kd = 1.3×10-14, 在 25°C时结合自由能为-79.1 kJ/mol. PDB中已存有 barnase-barstar 的复

合物晶体结构. 运用定点突变技术及双突变技术, 界面残基对结合自由能的贡献, 以及界面残

基-残基相互作用能量也已经清楚[8]. 因此 barnase-barstar 是研究蛋白-蛋白相互作用的理想模

型. 这里把 barstar 结合区嫁接到与之大小相仿的骨架蛋白. 文献[8]表明, barstar 结合界面上

的 Asp39, Asp35, Tyr29 突变成 Ala, 结合自由能变化分别为 32.2, 18.8, 14.2 kJ/mol. 我们把

Asp39和 Asp35同 barnase 的强相互作用归结为它们同 barnase形成的氢键和盐桥. Tyr29 与

barnase 的强相互作用归结于 3对相邻疏水原子. barnase-barstar 复合物晶体结构(PDB 代码

1brs) 用共轭梯度法优化 200步. 所有非氢原子都给予 2 100 kJ mol-1 nm-2 的弹性限制. 用

优化的结构作为模板,记录强相互作用原子间的距离, 用于以后骨架蛋白与受体蛋白能量优化

的目标距离.

我们用 PDB 中大小与 barstar 相仿, 残基数为 81 100 的晶体结构或优化的平均核磁结

构作为骨架蛋白, 共有 128个.

2.2  搜索的结果 界面残基突变及能量优化

在 SGI O2 工作站上经 15.5 h搜索, 共找到 27个互补分数超过 200的骨架蛋白. 它们中

有些是同源蛋白, 我们取出互补分数较高的 4 个代表性蛋白作进一步分析. 它们是: 巯基蛋

白酶抑制剂(1dvc) 质体蓝素(1plb) 转录起始起因子的 DNA 结合结构域(2hts), 以及 barstar

的核磁结构(1bta). 括号中为 PDB代码, 以下用 PDB代码代表相应的蛋白. 1bta同它在复合物

的结构相比, 主链原子 rms偏差 0.09 nm, 这里我们把它作为对照. 表 1列出了搜索的结果. 运

用 Quanta图形软件对结果进行分析. 除了移植所嫁接的残基, 还进行 1dvc的 D115A, K116M,

D119G, 1plb的 D42G, E83I, K91N, 2hts 的 R251N, R229V等额外的突变. 这些突变主要是避

免不利的静电作用, 减少脱溶剂能量, 并形成有利的疏水作用及氢键. 而且, 带电残基往往充分

暴露于溶剂中, 当两个分子靠近时易发生严重碰撞, 因此更容易是突变的对象. 对骨架蛋白的突

变, 都是在蛋白表面,而且突变残基的侧链朝外,并不会破坏骨架蛋白的结构.用 Charmm 程序对骨

架蛋白和 barnase的复合物进行能量优化, 优化前后骨架蛋白主链原子均方根偏差一般在 0.02 nm

左右. 计算优化后骨架蛋白与 barnase强相互作用的原子间距离与目标距离(见 2.1)的平均偏差.

表 1  骨架蛋白与 barnase界面概况

PDB 平均界面堆积密度 界面包埋面积/nm2 互补分数 RMSa)/nm

1bta 0.75 15.26 586 0.021

1plb 0.71 19.48 545 0.096

1dvc 0.78 20.07 440 0.084

2hts 0.77 17.96 259 0.075

a) 骨架蛋白嫁接位点与相应 barstar界面重要残基 Cα, Cβ坐标的均方根偏差
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2.3  结合能评估

我们用 19个配体和受体都是刚性蛋白的复合物结构回归结合自由能. 这 19个复合物 PDB

代码是 2ptc, 1tec, 4sgb, 1hbs, 1tpa, 2sni, 4tpi, 3sgb, 1cho, 1brs, 1vfb, 1mlc, 1fdl, 3hfl, 1axi, 1mel,

1dvf, 1nca, 1nmb. 回归得到的方程如下

Gcal = -2.16 Spho + 6.36 Sphi –4.36 Npair-16.6.

Spho为界面包埋的疏水溶剂可及面积, Sphi为包埋的亲水溶剂可及面积, Npair为包埋的分子间亲

水对数目. 回归的相关系数 r 为 0.91,交叉验证系数 q 等于 0.87. 利用得到的打分函数对 4 个

骨架蛋白的结合自由能计算结果如表 2. 从表 2 可以看出 1plb 具有较低的结合自由能, 平均

偏差也小, 是理想的骨架蛋白. 图 1列出 1bta和 1plb同 barnase的优化后结构.

表 2  结合自由能和平均偏差

PDB 结合自由能/kJ·mol-1 平均偏差 a)/nm

1bta -93.7 0.003

1dvc -96.7 0.039

1plb -81.6 0.024

2hts -59.4 0.024

a) 骨架蛋白与 barnase 强相互作用的原子间距离同 barstar-barnase 相应原子间距离偏差的平均值

图 1  骨架蛋白和 barnase的复合物结构
(a) 1bta和 barnase; (b) 1plb和 barnase
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3  讨论

越来越多的研究者认为 , 蛋白质的功能由表面区决定 , 其内核只起骨架作用. 我们建立

了一套方法用来嫁接蛋白-蛋白相互作用表面区, 取得了较好结果. 我们的嫁接方法只移植对

结合起决定作用的残基. 这些残基的一般是大的疏水残基或带电残基 . 蛋白界面包埋的带电

残基往往形成盐桥, 若其中一个残基发生突变, 另一个残基的巨大脱溶剂能量不能被盐桥的

静电作用所补偿 , 从而大大降低亲和力. 不带电的亲水原子则没有这个问题. 在搜索骨架蛋白

时,我们并不考虑氢键作用. 实际上, 蛋白界面相互作用并非完美. 统计表明 , 蛋白-蛋白界面

上 17.4% 的完全包埋的亲水原子不参与形成氢键 [9]. 有些氢键的键长, 键角并不有利.  被包

埋的不形成氢键的亲水原子在结果上只是减弱了与之相邻的疏水原子对结合能的贡献. 蛋白-

蛋白界面巨大的包埋面积使得有利的作用可以累加, 从而形成较强的亲和力 . 因此我们只接

受界面包埋的溶剂可及面积大于 12 nm2 的骨架蛋白.

除了嫁接 barstar 的结合部位, 我们还做了其他一些算例, 得到较好结果. 我们把细胞程

序死亡调控蛋白 Bcl-xL的结合区嫁接到别的骨架蛋白上. Bak 同 Bcl-xL 的相互作用调控着细

胞程序死亡, 它们的复合物结构还不知道. 从 Bcl-xL切下一肽段, 仍能结合上 Bak[10]. 该肽段

与 Bak 的复合物晶体结构表明, 肽段呈螺旋状, 主要由螺旋一侧的 5 个疏水残基同 Bak 相互

作用. 但在自由状态, 肽段呈无序状. 这 5 个残基被作为重要残基, 在 PDB 中搜索骨架蛋白.

找到的骨架蛋白的嫁接位点也都位于一个长螺旋的一侧, 并且骨架蛋白其余部分同 Bak 没有

严重的碰撞. 由于结合时减少了熵损失, 我们期望突变后的骨架蛋白比原来随机肽段对 Bak

具有更高的亲和力.

由于目前还没有可靠的打分函数可以评估蛋白-蛋白亲和力, 我们得到的骨架蛋白与受体

的复合物也并非处于能量最低态, 我们只用简单的打分函数给出初步的定量结果. 最后得到

的复合物还要借助图形软件进行分析, 以决定取舍. 完全自动的分子设计程序是不切实际的,

经验和直觉的作用也应该得到重视.
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