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　　摘要：为提高葡聚糖酶的热稳定性，对葡聚糖酶的三维结构进行模拟分析，获得２个突变体 Ｒ２２６Ａ、Ｇ２２４Ａ，用分
子动力学的方法从原子水平上研究突变体与野生型的耐热性。结果显示，突变体Ｒ２２６Ａ、Ｇ２２４Ａ的均方根偏差，回旋
半径和静电势能等参数值要低于野生型蛋白，表明突变体的热稳定性较野生型明显上升，更有利于在高温环境下发挥

其生物活性。通过计算机模拟分析的方法研究定点突变对野生型酶的热稳定性的影响，可大大节省试验时间，同时可

为阐明葡聚糖酶耐热性机制提供理论依据。
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　　β－葡聚糖酶是专一作用于β－葡聚糖的１，３－及１，４－
糖苷键，可产生３～５个葡聚糖单位的低聚糖及葡萄糖［１］。由

于β－葡聚糖广泛存在于植物性饲料中而不能被动物所利
用，进而造成饲料的饲用价值降低。此外，含有较多 β－葡聚
糖的饲料被动物食用后，会影响动物内源性消化酶与营养物

质的接触，导致动物的消化率下降［２］。因此，在饲料的加工

过程中添加β－葡聚糖酶将有效降低β－葡聚糖的不良影响，
提高动物的消化率、饲料的利用率［３］。近年来，由于饲料加

工过程中须经历高温高压的剧烈条件等原因，人们对嗜热

β－葡聚糖酶的研究越来越关注。
计算机分子模拟是以计算机及计算技术为工具和手段，

运用计算数学的方法，解决复杂物理、化学、生物等问题的应

用科学［４］，特别是随着近年来计算机技术的飞速发展，该手

段发展越来越完善，其模拟试验所得结果与真实试验结果极

为相似，因此可以辅助真实试验［５］，这样可以大大节省试验

成本和人力。由于这些优点，计算机分子模拟技术被广泛应

用，在生物学体系的研究中，该手段被用于解释核酸与蛋白质

之间的相互作用［６］、蛋白质与蛋白质之间相互作用［７］、药物

与抗原的作用机制［８］等，已经成为世界研究前沿的领域。

本研究在已筛选出产嗜热葡聚糖酶的嗜热脱氮芽孢杆菌

并获得该酶基因序列的基础上，进一步利用分子动力学模拟

的方法从原子水平上研究定点突变对蛋白质耐热性的影响，

以期获得耐热性更高的突变体。但目前由于尚未有对该酶结

构分子的研究，本研究中的部分氨基酸残基在该酶耐热性中

的作用机制，可以为以后对该酶进行技术改造奠定理论基础。

１　材料与方法

１．１　研究对象
使用引自地衣芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ）ＳＲ０１的葡

聚糖酶基因序列（登录号：ＹＰ＿００６７１２７５２．１），在前期研究中，
该基因表达的葡聚糖酶具有较高的热稳定性，其最适温度为

５５℃，并在９０℃下２ｈ仍保持８０％左右的生物活性［９］；通过

Ｉ－ＴＡＳＳＥＲ（ｈｔｔｐ：／／ｚｈａｎｇｌａｂ．ｃｃｍｂ．ｍｅｄ．ｕｍｉｃｈ．ｅｄｕ／Ｉ－
ＴＡＳＳＥＲ／）网站同源建模预测其三维结构，建模所得模型 Ｃ
端结构缺少２２个氨基酸残基，但是由于它距离该酶的活性部
位较远，故本研究将所得该结构模型直接作为试验模型，详见

图１。该模型包含２２３个残基，１８０８个原子，１５个 β折叠，３
个α螺旋，其结构类似于三明治结构。同源结构的模板为
１ｏｑ１．Ｃ，分辨率为１．７０?，序列相似性为６５４４％。

１．２　分子动力学模拟
通过同源序列分析，以及氨基酸疏水性（ｈｔｔｐ：／／ｐｉｃ．
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ｍｂｕ．ｉｉｓｃ．ｅｒｎｅｔ．ｉｎ／ｉｎｄｅｘ．ｈｔｍｌ）、氨基酸深度和活性位点
（ｈｔｔｐ：／／ｍｓｐｃ．ｂｉｉ．ａ－ｓｔａｒ．ｅｄｕ．ｓｇ／ｔａｎｋｐ／ｉｎｔｒｏ．ｈｔｍｌ）预测分
析，笔者得出 Ｒ２２６、Ｇ２２４氨基酸残基位于该结构模型的内
部，且２个氨基酸周围存在大量的疏水性氨基酸，因此笔者可
以认为，Ｒ２２６、Ｇ２２４可能不利于该酶的热稳定性。为了验证
分析结果，本试验使用Ｄｅｅｐｖｉｅｗ软件对建模结构进行定点突
变，得到Ｒ２２６Ａ、Ｇ２２４Ａ突变体模型；采用Ｇｒｏａｍｃｓ软件［１０］进

行分子动力学模拟，力场选择 ＯＰＬＳ－ＡＡ／Ｌ全原子力场［１１］，

水分子选用ＳＰＣＥ模型［１２］，为了模拟真实环境，将蛋白质置于

立方体盒子中，蛋白质距离盒子边缘１．０ｎｍ，采用周期边界
条件，盒子周围被相同的盒子包围，以消除边界效应，盒子内

填充ｓｐｃ２１６．ｇｒｏ模型水分子，添加离子使得整个系统的电荷
为０，处于中性的环境中。在能量优化后，使用约束动力学的
方法，进行８００ｐｓ的约束动力学模拟，通过逐步升温的方法
将体系的温度从 ５０Ｋ升到模拟需要的温度（３２４、３４４、
３６４Ｋ）。之后，采用弱耦合的方法保持体系中温度、压强

（１００ｋＰａ）的稳定，温度和压强的耦合时间常数均为 ０．１
ｐｓ［１３］，范德华和库伦作用的截断半径均为１．４ｎｍ［１４］，静电相
互作用使用ＰＭＥ方法计算［１５］，模拟步长为２ｆｓ，对３个体系
进行２０ｎｓ的自由动力学模拟，每２ｐｓ采集１次构象。

２　结果与分析

２．１　葡聚糖酶结构的总体特征
根据建模所得的模型，笔者分析了该模型的结构合理性，

通过网络服务器（ｈｔｔｐ：／／ｓｅｒｖｉｃｅｓ．ｍｂｉ．ｕｃｌａ．ｅｄｕ／ＳＡＶＥＳ／）进
行分析。如图 ２所示，该模型的各个氨基酸残基的平均
３Ｄ－ＩＤ值都在０以上，并且有９６．８６％氨基酸残基的３Ｄ－ＩＤ
值≥０．２（蛋白质的总氨基酸至少有８０％≥０．２），这说明其三
维结构建模所用的模板序列兼容性较好。此外，葡聚糖酶主

链二面角的９９．４％Φ－Ψ角落在 Ｒａｍａｃｈａｎｄｒａｎ图的核心区
和允许区，这也表明蛋白质主链结构具有合理性。

２．２　均方根偏差分析
采用计算蛋白质分子均方根偏差（ｒｏｏｔｍｅａｎｓｑｕａｒｅｄ

ｄｅｖｉａｔｉｏｎ，简称ＲＭＳＤ）的方法来分析模拟过程中３个体系偏
离初始位置的大小［１６］。在整个模拟过程中，初始结构的蛋白

质骨架ＲＭＳＤ可以作为衡量蛋白质结构稳定的标准。在不同
的温度下，野生蛋白与突变体 Ｒ２２６Ａ、Ｇ２２４Ａ的 ＲＭＳＤ变化
如图３所示。可以看出，在３２４Ｋ的温度下，３个体系均较快
达到平衡，在１０ｎｓ后，突变体Ｒ２２６Ａ的ＲＭＳＤ明显低于野生
型蛋白，而 Ｇ２２４Ａ的 ＲＭＳＤ整体略低于野生型蛋白。在
３４４Ｋ的温度下，起始在０～５ｎｓ之间，３个体系的 ＲＭＳＤ呈
上升趋势，在１０～２０ｎｓ之间呈平衡的趋势，这说明温度的增

加对体系的影响较大。Ｒ２２６Ａ突变体的 ＲＭＳＤ变化较小，约
为０．１６ｎｍ，Ｇ２２４Ａ与野生型蛋白的 ＲＭＳＤ相差无几。在
３６４Ｋ的温度下，突变体体系在后１０ｎｓ内，其ＲＭＳＤ都低于野
生蛋白。整体来看，突变体Ｒ２２６Ａ在３２４、３４４Ｋ温度下，其结
构偏离较小，而在３６４Ｋ温度下，相比初始结构，其偏离较大，
约为０．２ｎｍ；突变体Ｇ２２４Ａ整体相比初始位置偏离较小，约
为０．１８ｎｍ。这说明与野生型蛋白相比，突变体 Ｒ２２６Ａ、
Ｇ２２４Ａ的热稳定性得以提高，更有利于适应高温环境。
２．３　蛋白质的均方根涨落（ｒｏｏｔｍｅａｎｓｑｕａｒｅｆｌｕｃｔｕａｔｉｏｎ，简称
ＲＭＳＦ）分析
　　随着温度的升高，蛋白质的空间结构也会有相应的变化，
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在较高的温度下，会使蛋白质失去一些力的作用，例如氢键，

通过ＲＭＳＦ值主要是分析蛋白质构象的柔性［１７］。由图４可
以看出，温度对不同位置的残基影响不一样，其中在 β折叠
（７３～８２、８６～９６、９９～１０９、１８４～１９９ａａ）内的氨基酸残基受温
度影响波动较小，其 ＲＭＳＦ在０．１５ｎｍ以下波动，在 ｌｏｏｐ环
（６１～７２、１１０～１２６、２０９～２２０ａａ）和α螺旋（１４８～１５２ａａ）内的
氨基酸残基受温度影响较大，最大 ＲＭＳＦ可达到０．４ｎｍ；在

３２４、３４４Ｋ温度下，突变体 Ｇ２２４Ａ与野生型蛋白的 ＲＭＳＦ较
突变体Ｒ２２６Ａ大，说明Ｇ２２４Ａ与野生型的柔性高于 Ｒ２２６Ａ，
在３６４Ｋ温度下，Ｇ２２４Ａ整体柔性低于Ｒ２２６Ａ和野生型，这与
上文中蛋白质分子均方根偏差的研究结果一致。此外，在突

变位点处的ＲＭＳＦ与野生型相差不大，这也说明本研究所选
用的位点残基突变不会影响蛋白质的三级结构，且该突变点

附近构象的异质性较小。

２．４　回旋半径分析
体系的回旋半径（Ｒｇ）是指体系中每个粒子离体系质心

距离的几何平均值。其计算公式如下：Ｒｇ＝
１
ｎ∑

ｎ

ｉ＝１
ｒ２槡 ｉ。式

中：ｎ表示体系中粒子数；ｒｉ表示体系内粒子离体系质量中心
的距离。对于相同粒子数的体系，Ｒｇ反映了体系的紧密程
度：Ｒｇ越大，说明体系越膨胀，结构越松散

［１８］。为了考察３个
体系在不同温度下的形态变化，本研究分别计算了其回旋半

径径向分布函数。由图５可知，在３２４Ｋ下，突变体 Ｒ２２６Ａ
的回旋半径分布在１．６７５～１．７２０ｎｍ范围内，其构象集中在
１．６９０ｎｍ附近；野生型蛋白回旋半径分布在 １．６９０～
１．７３０ｎｍ范围内，其构象集中在１．７１０ｎｍ附近；Ｇ２２４Ａ的回
旋半径分布在 １．６９０～１．７２０ｎｍ范围内，其构象集中在

１．７０５ｎｍ附近；在 ３４４Ｋ下，野生型蛋白构象集中在
１．７１５ｎｍ附近，Ｒ２２６Ａ构象集中在１．７００ｎｍ附近，Ｇ２２４Ａ构
象集中在１．７１０ｎｍ附近；在３６４Ｋ温度下，野生型蛋白构象集
中在１．７２０ｎｍ附近，Ｒ２２６Ａ构象集中在１．７０５ｎｍ附近，而
Ｇ２２４Ａ构象集中在 １．６８５ｎｍ附近。整体来看，Ｒ２２６Ａ、
Ｇ２２４Ａ的回旋半径都低于野生型蛋白，这说明突变体体系比
野生型更加紧密。在不同温度下，随着温度的增加，Ｒ２２６Ａ
与野生型蛋白的Ｒｇ值呈现上升的趋势，这说明温度的增加破
坏了部分相互作用，使得整个体系变得膨胀，而 Ｇ２２４Ａ在
３６４Ｋ下比３２４Ｋ的Ｒｇ值小，这可能是由于温度的增加破坏
了一部分互相作用，同时也形成了新的相互作用，使得整个体

系变得紧密，更能抵抗高温环境。

２．５　疏水性分析
　　疏水相互作用是指非极性基团即疏水基团为了避开水相
而聚集在一起的作用力。一般来说，疏水性残基被包埋在蛋白

质结构的内部，对蛋白质结构稳定起到重要的作用［１９］。本试

验通过研究不同温度下的疏水溶剂可及表面的大小来衡量蛋

白质解折叠的程度，进而判断蛋白质结构的稳定性［２０］，模拟试

验结果如图６所示。可以看出，在３２４Ｋ下，野生型蛋白质的
疏水溶剂可及表面的分布范围为５３～６１ｎｍ２，其构象集中在

５８ｎｍ２附近；Ｒ２２６Ａ的疏水溶剂可及表面的主要分布范围为
５２～６２ｎｍ２，其构象集中在５７ｎｍ２附近；Ｇ２２４Ａ的疏水溶剂可
及表面主要分布在５３～６１ｎｍ２，构象集中在５５～５７ｎｍ２附
近；在３４４、３６４Ｋ下，野生型蛋白的疏水溶剂可及表面变化较
小，主要分布在５３～６２ｎｍ２；Ｒ２２６Ａ体系疏水溶剂可及表面
呈随温度增加而增加的趋势，主要分布在５３～６３ｎｍ２，其构
象分别集中于５７、５８ｎｍ２附近；而Ｇ２２４Ａ体系随着温度的增
加，其疏水溶剂可及表面呈下降趋势，其构象分别主要集中在
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５９、５６ｎｍ２附近，这说明温度的增加使得该体系的结构变得
更紧密，以抵抗高温环境，与以上研究中 Ｇ２２４Ａ回旋半径变
小一致，进一步可以说明，疏水性大小对蛋白质的热稳性起着

重要作用。整体来看，Ｒ２２６Ａ、Ｇ２２４Ａ在３２４、３６４Ｋ下，其疏
水溶剂可及表面都低于野生型，这可能是由突变后的氨基酸

造成的。Ａｒｇ２２６、Ｇｌｙ２２４氨基酸残基是极性氨基酸，具有亲水
性，并位于蛋白质结构的疏水内核，不利于蛋白质结构的稳

定，而突变为Ａｌａ２２６、Ａｌａ２２４氨基酸残基后，由于它实际上并
非极性氨基酸，具有疏水性，有利于蛋白质疏水内核更好地折

叠，因此可以推测，突变体系的热稳定性要高于野生型。

２．６　其他参数分析
　　影响蛋白质结构稳定性的因素有很多，例如氢键、盐键和
分子静电势能等［２１］，本研究分别考察了突变体与野生型蛋白

的氢键数、盐键数和分子静电势能，进一步研究温度对突变体

系、野生型体系的影响。由表１可以看出，随着温度升高，突
变体与野生型蛋白形成的盐桥数量增加，在相同的温度下，突

变体的盐桥数略高于野生型。由于盐桥可以增强蛋白质分子

的刚性，维持蛋白质高级结构的稳定性，因此认为，在高温环

境下，嗜热酶可能会形成更多的盐桥来维持自身结构的稳

定［２２］。在不同的温度下，突变体和野生型分子间、蛋白质与

水分子间的氢键数随温度上升有下降趋势，因此可认为，温度

升高破坏了部分氢键，使得蛋白质分子结构间的作用力下降，

造成结构松散，抵抗高温环境能力变差；在相同的温度下，野

生型蛋白与突变体蛋白相比氢键数相差不大，而野生型蛋白

质与水分子之间的氢键数高于突变体系，这也可能与野生型

可及溶剂表面高于突变体系，可以与水分子形成更多的氢键

有关。蛋白质分子静电势能是衡量蛋白质结构分子是否稳定

的重要参数，其值越小，说明该结构越稳定。在相同温度下，突

变体体系与野生型分子静电势能相差较大，突变体体系之间静

电势能相差无几；而随着温度的升高，野生型与突变体体系的

分子静电势能出现明显增加的趋势，这说明温度的升高使３个
体系的蛋白质结构变得不稳定。整体来看，温度破坏了分子结

构的各种作用力，并且重新形成了新的作用力，因此评价蛋白

质结构是否稳定，需要综合各种参数作出正确的判断。

３　结论与讨论

目前，嗜热蛋白以其自身独特的优越性被广泛关注，已成

为研究的热门。有研究表明，增加蛋白质中的氢键［２３］、盐

键［２４］和二硫键［２５］有利于提高酶的稳定性。也有研究表明，

增加精氨酸（Ａｒｇ）、脯氨酸（Ｐｒｏ）、丙氨酸（Ａｌａ）的含量，降低
谷氨酰胺（Ｇｌｎ）、天冬酰胺（Ａｓｎ）的含量有助于提高酶的热稳
定性，主要的原因是 Ａｌａ利于螺旋结构的形成［２６］；Ｐｒｏ由于其
结构熵相比其他氨基酸小而更易于发生折叠，折叠后的结构

需要更高的能量才能使其去折叠，这样在不影响酶的高级结

构的前提下，引入Ｐｒｏ有助于提高酶的热稳定性［２７］；Ａｒｇ由于
具有胍基和较大的侧链，可提高与其他氨基酸残基之间的疏

表１　突变体与野生型蛋白在不同温度下各参数比较

温度

（Ｋ） 来源
盐桥数

（个）

氢键数（个）

蛋白质

分子间

蛋白质分子

与水溶液

静电势能

（ｋＪ／ｍｏｌ）

３２４ ＷＴ ３６ １７０．４８ ４９６．３８ －７１９６６２
Ｒ２２６Ａ ３４ １６７．７２ ４８８．８０ －７７７１３９
Ｇ２２４Ａ ３９ １６８．００ ４５８．９３ －７７６７８７

３４４ ＷＴ ３８ １７０．４３ ４９０．６３ －７０１３５０
Ｒ２２６Ａ ４０ １６８．８９ ４８４．３６ －７５７３８２
Ｇ２２４Ａ ４０ １６６．０８ ４４８．０８ －７５７０２１

３６４ ＷＴ ４５ １６６．５３ ４８１．７２ －６８３３７７
Ｒ２２６Ａ ５３ １６１．５６ ４６７．７８ －７３７８０８
Ｇ２２４Ａ ５６ １６７．６６ ４３１．０８ －７３７４５４

水作用和离子间的作用力，有助于提高蛋白质的热稳定

性［２８］；而Ａｓｎ和Ｇｌｎ由于在高温条件下易发生脱氨作用，造
成酶部分失活，因此不利于提高酶的热稳定性［２９］。

为了研究葡聚糖酶的热稳定性机制，本研究通过使用分

子模拟的方法，从原子水平分析了突变体 Ｒ２２６Ａ、Ｇ２２４Ａ和
野生型蛋白的热动力学特性。相关试验数据显示，在相同温

度下，突变体Ｒ２２６Ａ、Ｇ２２４Ａ的 ＲＭＳＤ要低于野生型，在不同
温度下，突变体与野生型蛋白的ＲＭＳＤ均升高，这表明突变体
由于一级结构发生变化进而使得高级结构发生变化，使其与

野生型相比，热稳定性提高；同时也可以得出，温度可以破坏

蛋白质结构内部的作用力，造成结构的不稳定；通过对突变体

与野生型蛋白的均方根涨落分析可以得出，氨基酸片段突变

体较野生型的无规则卷曲和α螺旋部分波动大，而β折叠部
分波动较小，且突变体 Ｒ２２６Ａ的柔性总体要低于野生型，α
螺旋柔性较大可能与其所处的位置及氨基酸的组成、数量有

关。在不同温度下，随着温度的升高，部分氨基酸残基的柔性

有增加的趋势，然而也有部分氨基酸残基的柔性降低，这可能

是与其他氨基酸残基形成新的作用力造成的。回旋半径表示

的一个体系的膨胀程度，回旋半径越小，说明该体系结合越紧

密，分子间的作用力越强，蛋白质分子的耐热性越好。在相同

的温度下，可以得出，突变体 Ｒ２２６Ａ、Ｇ２２４Ａ的回旋半径比野
生型小，这说明突变体的热稳定性较野生型强，可能是与突变

后的氨基酸有关；然而在不同的温度下，突变体与野生型的回

旋半径变化略微增大，这可能与本研究所使用的温度不足以
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使得蛋白质发生去折叠有关。疏水作用在蛋白质结构与功能

方面有着重要的作用，本研究通过分析突变体与野生型蛋白的

疏水溶剂可及表面得出，突变体Ｒ２２６Ａ的疏水溶剂可及表面
积比野生型蛋白小，由此可以推测，突变体Ｒ２２６Ａ主要是由于
突变后的Ａ２２６是疏水氨基酸，改变了蛋白质的疏水环境，导致
蛋白质结构发生变化，使得内部疏水内核进一步折叠，增强了

该突变体的热稳定性。本研究同时分析了不同温度下３个体
系的其他参数，试验数据表明：随着温度的升高，突变体与野生

型蛋白的分子势能明显升高，蛋白质间与蛋白质与水之间的氢

键数下降，而盐桥数有上升的趋势，这与Ｔｈｏｍａｓ等研究盐键在
１００℃下比２５℃下的作用力大幅度增强，并对于体系温度的
增加具有一定弹性一致［２２］。由此，笔者通过结合以上研究结

果，认为Ｒ２２６Ａ、Ｇ２２４Ａ有助于提高葡聚糖酶的热稳定性。本
研究首次从原子水平上探讨葡聚糖酶的耐热机制，对今后提高

葡聚糖酶热稳定性提供了理论指导意义。
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