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摘要  选取丝氨酸蛋白酶超家族作为研究对象, 采用 SSAP 算法从结构比较的层次上进行蛋白质

超家族分子进化的研究. 分析了相同或相似物种中酶结构和功能的演化 鼠类胰蛋白酶突变体结

构的聚类关系以及不同抑制剂对牛β-胰蛋白酶天然结构的影响, 探索了结构比较对于蛋白质工程

中定点突变改造蛋白质结构与功能以及蛋白质抑制剂设计等方面的指导作用. 基于结构比较的方

法是蛋白质分子进化研究的一种新方法.

关键词  丝氨酸蛋白酶超家族  结构比较  SSAP算法  分子进化

生命是由基本组成物质(蛋白质 核酸等)经过漫长的进化演变形成的复杂系统, 因此生

物大分子的进化研究对揭示生命的起源与进化机制有重要意义. 以前的蛋白质进化研究多数

采用序列比较分析的手段, 虽然重视了序列变化与其功能的相互关系 , 但未能考虑其空间结

构基础. 蛋白质结构与功能的统一性 功能对结构的依赖性在自然界是普遍存在的规律 , 因

此蛋白质的结构与功能的进化是密不可分的 . 近年来的研究表明, 空间结构比较与序列比较

相比可提供更科学的蛋白质分类信息. 此外, 由于现有序列比较方法对同源性低于 20%的蛋

白质分子缺乏有效的分析手段, 因此使得现有分子系统分析方法在蛋白质超家族以上层次遇到了

困难, 蛋白质分子进化研究需要发展新方法[1,2].

结构比较可用于分析蛋白质结构和功能的演化 分析天然蛋白突变体结构的聚类关系以

及不同抑制剂对蛋白质天然构象的影响. 这对于加深对蛋白质结构与功能的认识 通过定点

突变改造天然蛋白质的结构与功能 利用蛋白质工程设计蛋白质抑制剂都有重要的指导作用.

结构比较还可用于分析蛋白质活性中心的结构保守性. 对于活性中心保守区域的寻找与定位,
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定位, 结构比较也比序列比较具有更大的优越性.

本文选取丝氨酸蛋白酶超家族作为研究对象, 采用 SSAP 算法从空间结构比较的层次上

进行蛋白质超家族分子进化的研究, 这是一个分子进化研究的新方法 , 是国际上崭新的前沿

课题. 研究表明, 该方法和以前的序列比较方法具有一致性 相关性, 同时又具有很多优越性,

可以提供与物种进化更为一致的进化关系, 从而为在分子水平上研究物种进化提供了新手段.

1  材料与方法

( ) 材料的选取 .  选取物种跨度大 家族成员多且功能明确的丝氨酸蛋白酶超家族作

为研究对象. 该超家族成员属于蛋白水解酶类, 都有一个独特易反应的活性丝氨酸残基. 在结

构上丝氨酸蛋白酶超家族为全β蛋白 , 它的核心结构由β桶构成 . 这些蛋白质有两个结构

域 , 每个结构域均含有 6 8 个β-折叠片 , 构成一个β-折叠桶 , 活性部位位于两个β桶之

间 , 丝氨酸是活性部位的必需基团 . 丝氨酸蛋白酶具有很重要的生物学功能 , 该超家族

的进化研究对蛋白质功能分化的确定有重要的意义 .

在 PDB 蛋白质结构数据库中 , 已收录了 240 多个(截至 1998 年 2 月)丝氨酸蛋白酶

的结构数据 , 数量较多 , 为实验研究提供了足够的样本 . 根据酶的系统命名法将它们按

功能分为 26 个谱系. 由于同一谱系内蛋白质结构相似性非常高, 所以从每个谱系内不同物种中

各挑选一个酶作为样本. 挑选的原则如下: 从 PDB 库中尽量挑选天然蛋白的晶体结构; 如果只有

在与抑制剂相结合的复合物状态下测定的结构, 那么挑选结晶条件最接近正常生理状态且分辨率

最高的晶体结构. 这样共挑选出 33个丝氨酸蛋白酶样本进行研究.

针对不同的研究目标, 还进一步建立了相应的样本子集. 包括猪和牛的 8 个丝氨酸蛋白

酶晶体结构, 鼠类胰蛋白酶的 8 个突变体结构, 牛β-胰蛋白酶以及在与不同抑制剂结合的复

合物状态下测定的结构.

( ) 方法.  结构比较在 SSAP(structure and sequence alignment program)算法的基础上发

展, SSAP 算法是一种新的蛋白质结构比较算法. 该算法执行两级动态寻优过程, 首先是初级

水平, 即距离水平的动态寻优, 寻找相比较的两个残基的最佳等价距离; 然后是高级水平, 即

残基水平的动态寻优 , 寻找相比较的两个序列的最佳等价残基. 由于该方法采用在蛋白质序

列比较中广泛应用的动态规划最优化技术, 因此它使蛋白质结构和序列比较技术统一化 [3, 4].

结构分子进化树构建时采用 Philip 软件包中的 NEIGHBOR程序. 该方法是基于距离矩阵进行

进化树构建的.

2  结果与讨论

2.1  进化整体趋异

    研究结果表明 , 丝氨酸蛋白酶超家族的纵向进化整体上是趋异进化 [5]. 进一步的工作

将研究蛋白质超家族的基因起源机制 , 进行横向进化和纵向进化的比较研究 .

2.2  相关性分析及结构进化的保守性

对选取的 33 个丝氨酸蛋白酶分别进行结构比较 蛋白质序列比较和基因编码区序列比

较, 得到相应的距离矩阵. 用曲线相关的方法对两个蛋白质之间的 3 种距离进行相关性分析.

由计算可知, 序列比较距离与编码区序列比较距离之间的相关系数 R1 = 0.92; 结构比较距离
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与序列比较距离之间的相关系数 R2 = 0.94; 结构比较距离与编码区序列比较距离之间的相关

系数 R3 = 0.88. 相关系数 R 是表示两个变量相关密切程度及其性质的统计量 , R 越接近于 1,

相关越密切; 越接近于 0, 越可能无相关. 这说明用 3 种独立的方法从 3 种不同的角度, 即结

构比较 蛋白质序列比较和编码区序列比较得到的 3 种进化距离之间是彼此相关的, 它们包

含着相关的生物大分子进化的信息. 如图 1仅以人的胰蛋白酶作为参考的 3种距离曲线为例,

3条曲线的趋势是基本一致的, 与微生物类相比较的距离较大(lhav ltry), 与高等生物相比较

的距离较小(2tbs 1fuj), 最低值都出现在与人最接近的物种的胰蛋白酶处(lslu 鼠胰酶, 2ptn

牛胰酶). 由图 1 还可看出, 两个相比较的蛋白质 , 序列间的距离远大于结构间的距离. 以高

等生物的各丝氨酸蛋白酶与人的胰蛋白酶相比,进化过程中在序列上有 50% 70%的残基不同,

而在残基构象上只有 10%左右的不同. 这表明在丝氨酸蛋白酶中, 三级结构比一级结构更为

保守.

2.3  相同或相似物种中不同酶结构和功能的差异

选取猪和牛的 8个丝氨酸蛋白酶构建结构进化树, 如图 2所示.

可以看到, 猪和牛的胰蛋白酶 猪弹性蛋白酶 牛胰凝乳蛋白酶首先聚类, 并且结构产

生分化的时间是最晚的, 这表明 3 种酶的三级结构具有明显相似性. 3 种酶的多肽主链基本上

可重叠, 三者在结构上的主要区别在于结合底物氨基酸侧链的口袋的一些变化. 正是这微小

图 1  蛋白质序列比较 编码区序列比较 蛋白质结构比较距离曲线

图 2  猪和牛的 8个丝氨酸蛋白酶的结构进化树
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的结构上的变化使得 3 种酶具有不同的专一性, 而专一性的不同是这 3 种蛋白水解酶功能上

的主要差别. 胰凝乳蛋白酶催化由具有大的疏水侧链芳香族氨基酸(苯丙氨酸 酪氨酸以及色

氨酸)的羧基所形成的肽键水解 , 胰蛋白酶催化由碱性氨基酸(赖氨酸和精氨酸)的羧基所形成

的肽键水解 , 而弹性蛋白酶催化由具有小的疏水侧链氨基酸(如丙氨酸)的羧基所形成的肽键

水解. 与功能上的专一性相适应的结构如图 3所示.

结构进化树还表明这 3 种酶与激肽释放酶 A, 凝血因子 A, 凝血酶和羧肽酶原 A-S6 亚

基 在结构和功能专一性上都有较大的差异. 激肽释放酶 A 催化从血浆球蛋白生成激肽, 凝

血因子 A 和凝血酶参与血液凝固的生化过程, 凝血酶的作用专一性是只断裂某些 Arg-Gly 键.

所以通过构建结构进化树, 分析不同酶的聚类关系可用于分析酶结构和功能的差异.

2.4  鼠类胰蛋白酶突变体结构的聚类分析

鼠类的 8个胰蛋白酶均为突变体, 在结构进化树中聚类成为两组. 在第 1组中, 1bra, 1brb

与 1brc 突变位点相同而首先聚类, 1trm 与它们突变位点不同, 但突变后结构相似而聚为一组.

1trm 与 1bra 突变位点不同而与相同抑制剂结合, 但并未先聚类. 第 2 组的 4 个突变体定点突

变位点相同而与不同抑制剂结合 . 这些结果表明主链残基突变引起的结构变化是最主要的 ,

而抑制剂对结构的影响是次要的(图 4).

突变体结构的聚类分析为利用定点突变的方法改造天然蛋白质的结构与功能提供了一定

的指导作用.

2.5  不同抑制剂对牛β-胰蛋白酶天然结构的影响

图 5 是与不同抑制剂结合的牛β-胰蛋白酶的结构进化树. 在与胰脏胰蛋白酶抑制剂结合

的复合物状态下测定的结构 2ptc 最先分化出来, 然后两个天然体 1tld 和 1btp 与在结合其他

抑制剂的复合物状态下测定的结构分别聚类, 在与其他抑制剂结合的复合物状态下测定的结

构中, lmay先与 lbty聚类, 再与 ltpp, 1ntp, ltyn依次聚类. 经分析可知, 胰脏胰蛋白酶抑制剂

对β-胰蛋白酶天然构象的改变是最大的, 它是一种天然产生的多肽抑制剂, 与胰蛋白酶结合

得非常牢固 , 因为它被密封在酶的一个与正常柔性底物呈现结合状态的构象中 . 其他抑制剂

对天然构象都有不同程度的改变. 不同抑制剂对天然蛋白构象改变的分析对蛋白质工程中蛋

白质抑制剂的设计有重要的启示.

图 3  3种胰脏蛋白酶的底物结合部位示意图
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2.6  丝氨酸蛋白酶活性中心的结构保守性

结构比较还可用于分析蛋白质活性中心的结构保守性的情况 . 丝氨酸蛋白酶都有一个独

特易反应的丝氨酸残基. 图 6是 30 个丝氨酸蛋白酶活性中心丝氨酸附近的残基拓扑结构比较

图(仅以与人的胰蛋白酶结构比较为例). 可以看到, 活性丝氨酸最邻近的 5或 6个残基在空间

结构上均为拓扑等价残基, 见图中阴影部分. 通过与进行结构比较的两个蛋白质其他等价残

基的相似程度作比较, 发现活性中心的等价残基在拓扑结构上具有更高的相似程度 . 这表明

图 5  与不同抑制剂结合的牛β-胰蛋白酶的结构进化树

图 4  不同种属间胰蛋白酶(包括鼠的 8个突变体)的结构进化树
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蛋白质活性中心不仅其一级结构, 而且其三级结构在种系进化上也具有严格的保守性. 实际

上, 在酶活性的表现上, 高级结构比一级结构更为重要, 因为只有高级结构才能形成活性中心.

活性中心的形成要求酶蛋白分子具有一定的空间构象 . 经分析还发现, 这些活性中心以外相

似程度很高的残基大多处于 β 折叠的构象状态下 , 这表明  β 桶是该超家族活性中心形成及

功能维持的结构基础.
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图 6  30个丝氨酸蛋白酶活性中心丝氨酸附近的肽链组成


