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　　摘要：为研究云南切梢小蠹（Ｔｏｍｉｃｕｓｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓ）气味结合蛋白（ｏｄｏｒａｎｔｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＯＢＰｓ）参与其嗅觉识别
过程的机理，基于气味结合蛋白、绿叶挥发性物质的三维结构，采用分子对接方法对云南切梢小蠹ＯＢＰ与３个绿叶挥
发性物质可能的结合方式和结合能力进行模拟，结果表明，（Ｅ）－２－己烯醇较其他２个小分子而言更容易与云南切
梢小蠹ＯＢＰ结合，形成稳定的氢键。（Ｅ）－２－己烯醇与ＴｙｕｎＯＢＰ２结合能最低，更容易与ＴｙｕｎＯＢＰ２结合，ＴｙｕｎＯＢＰ２
与小分子物质的结合，可能通过占有该蛋白与寄主气味结合的空间或者通过改变 ＴｙｕｎＯＢＰ２三维结构，导致
ＴｙｕｎＯＢＰ２难以识别寄主松树散发的气味。
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　　以计算机为工具，通过理论模拟来指导辅助新型干扰剂
分子的设计，可以避免研发干扰剂的盲目性并缩短干扰剂开

发周期［１］。例如，受体的三维结构通常用于解释配体和受体

的相互作用机制、生物化学反应过程、分子生物学数据以及设

计合理的新型抑制剂等［２］。蛋白质 －小分子的分子对接是
在已知的三维结构下，观察它们之间是否可以结合并预测复

合物的结合模式，把配体小分子放在受体活性位点区间，然后

按照几何互补、能量互补以及化学环境互补原则来评价配体

与受体之间的关系，寻找两者之间的最佳结合模式［３］。不少

植食性昆虫都通过嗅觉识别来感受植物释放的挥发性物质。

参与嗅觉最重要的蛋白质包括气味结合蛋白（ＯＢＰ）、化学感
受蛋白（ＣＳＰ）、嗅觉受体（ＯＲ）、味觉受体（ＧＲ）［３－４］。气味物
质与昆虫气味结合蛋白（ＯＢＰ）结合是云南切梢小蠹（Ｔｏｍｉｃｕｓ
ｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓ）识别气味物质的基础，也是引发昆虫生理反应、
行为反应的首要条件。云南切梢小蠹是我国西南地区云南松

的重要害虫，专化性较强。自然条件下，云南切梢小蠹以云南

松为寄主，搜寻寄主过程中，不可避免会遇上各类非寄主植

物。研究表明，非寄主阔叶树种植物散发的绿叶气味物质能

干扰小蠹虫识别寄主植物的能力，成为搜寻寄主的障碍［５－６］。

本研究选用已经克隆获得的云南切梢小蠹气味结合蛋白

ＴｙｕｎＯＢＰ２为对象［３］，将ＴｙｕｎＯＢＰ２与绿叶挥发性物质进行分
子对接，获得其复合物结构模型，通过配体与受体之间相互作

用能和结构分析给出气味结合蛋白与绿叶挥发性物质的具体

结合方式，阐明其干扰机制，旨在为利用非寄主植物的次生代

谢产物调控云南切梢小蠹提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
云南切梢小蠹 ＴｙｕｎＯＢＰ２基因序列来源于 ＧｅｎＢａｎｋ

（登录号：ＹＮ－２Ｅ０１ＮＡＸＭ０００１＿Ｂ０３．ｓｅｑ）。所用同源模建的
结构与配体小分子的晶体数据都由分子绘图 ＧａｕｓｓＶｉｅｗ软件
生成优化。

１．２　方法
ＡｕｔｏＤｏｃｋ是半柔性配体整体分子自动对接程序，允许小

分子构象发生变化［７］。进行配体取向及构象搜索时，采用模

拟退火、遗传算法来寻找最优结合取向和构象，用半经验自由

能计算方法来评价受体、配体之间的匹配情况。采用绿叶挥

发性物质：（Ｅ）－２－己烯醛、（Ｅ）－２－己烯醇，（Ｚ）－３－己
烯醇与模建气味蛋白进行对接，讨论其与受体的相互作用。

　　应用 Ａｕｔｏｄｏｃｋｔｏｏｌ对蛋白质及小分子结构进行编辑，并
转换成 ｐｄｂｑｔ格式，应用 Ａｕｔｏｄｏｃｋｔｏｏｌ进行刚性对接，将
ＧｒｉｄＢｏｘ大小设置为 ６０点 ×６０点 ×６０点，格点间距
０．０３７５ｎｍ，即空间大小为２．２５ｎｍ×２．２５ｎｍ×２．２５ｎｍ。将
此晶格的中心位于预测得到的蛋白质活性中心附近，运用

Ｌａｍａｒｃｋｉａｎ遗传算法ＬＧＡ，将能量搜索与遗传算法相结合，以
半经验势能函数作为自由能打分函数，对小分子构象及位置

进行全局搜索，利用评分网格以及对接参数（Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ为
１５０，Ｍａｘｉｍｕｎ＿ｎｕｍ＿ｅｖａｌｓ设置为２５０００００）进行分子对接，并
进行评分，计算小分子与生物大分子的结合强度（结合自由

能）［８］。应用均方根偏差（ＲＭＳＤ，表示预测构象对实际构象
的偏差）对对接结果进行评价分析。

２　结果与分析

２．１　结合自由能
在 Ａｕｔｏｄｏｃｋ４进行循环搜寻对接构象后，以能量绝对值

打分较高的前提下，选取均方根偏差较小的构象进行研究分

析，从对接计算得到的聚类构象以及（Ｅ）－２－己烯醛、
（Ｅ）－２－己烯醇、（Ｚ）－３－己烯醇对接的结合能对比结果
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可以看出，３个受体中对接的残基不同直接导致配体在受体
中的构象不同（图１），受体中的氧原子与（Ｅ）－２－己烯醇的
羧基氢形成的氢键能量和表１中的相互作用势能要低于另外

２个小分子结合的势能，表明气味结合蛋白分子对（Ｅ）－２－
己烯醇具有更高的亲和力。

表１　小分子与受体对接的结合能对比结果

配体分子 平面结构
结合能

（ｋＪ／ｍｏｌ）

（Ｅ）－２－己烯醛 －３．３８

（Ｅ）－２－己烯醇 －３．３９

（Ｚ）－３－己烯醇 －３．３１

２．２　结合模式
从图２可以看出，云南切梢小蠹 ＯＢＰ活性位点位于蛋白

质表面上的凹槽中，周围分布ＯＢＰ的重要功能残基。在多种
作用力的参与下，化合物（Ｅ）－２－己烯醛、（Ｅ）－２－己烯
醇、（Ｚ）－３－己烯醇牢固地结合在活性位点。从口袋结合模
式看，与其他２个小分子相比，（Ｅ）－２－己烯醇较深入地进
入了ＯＢＰ的活性口袋，这是由于（Ｅ）－２－己烯醇较容易形
成稳定的氢键，以利于其深入口袋（图３、图４）。

３　结论与讨论

（Ｅ）－２－己烯醛、（Ｅ）－２－己烯醇、（Ｚ）－３－己烯醇是

非寄主植物阔叶树的主要挥发性物质，是６个碳的绿叶挥发
性物质。当这３种绿叶挥发性物质与寄主植物的气味相混合
时，会对小蠹虫选择产生干扰［９－１０］。本研究结果表明，

（Ｅ）－２－己烯醇较其他２个小分子而言，更容易与云南切梢
小蠹 ＯＢＰ结合，形成稳定的氢键。从化学结构来看，

（Ｅ）－２－己烯醇中的糖取代基、羧基较多，更容易形成氢键；
（Ｅ）－２－己烯醛、（Ｚ）－３－己烯醇中的羧基相对较少，形成
的氢键较少，导致３种绿叶挥发性物质的结合能各不相同。
王大伟等认为，４８ｈ后，经（Ｅ）－２－己烯醇处理后留在松梢
外的云南切梢小蠹数量最多，（Ｅ）－２－己烯醇处理对云南切
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梢小蠹影响最大［１０］。本研究结果表明，（Ｅ）－２－己烯醇与
ＴｙｕｎＯＢＰ２结合能最低，更容易与 ＴｙｕｎＯＢＰ２结合，ＴｙｕｎＯＢＰ２
与小分子物质的结合，可能通过占有该蛋白与寄主气味结合

的空间或者通过改变ＴｙｕｎＯＢＰ２三维结构，导致ＴｙｕｎＯＢＰ２难
以识别寄主松树散发的气味。从对接的结合模式图来看，小

分子与受体分子表面的作用也是决定其活性的重要因素之一，

（Ｅ）－２－己烯醇和 ＯＢＰ之间可能存在疏水作用力、范德华
力，导致其结合能较低［１１］；因此，加强小分子的疏水性或者形

成氢键能力均有可能增强化合物的抑制活性［１２］。本研究选

用云南切梢小蠹１个已知的气味结合蛋白作为对象，计算并
模拟ＴｙｕｎＯＢＰ２与３个绿叶气味物质的分子对接，计算结果
与前人试验结果一致，说明利用同源建模和分子对接方法模

拟气味物质与气味结合蛋白结合有一定的可靠性。实际上，

昆虫在进化过程中发展多个气味结合蛋白识别多种气味物

质，云南切梢小蠹也有多个气味结合蛋白［３］，是否还存在比

ＴｙｕｎＯＢＰ２更容易与小分子绿叶气味物质结合的其他气味结
合蛋白还需进一步研究。
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马学军，跃　龙，译．４版．北京：科学出版社，２００５．

［１１］杨　坤，巩振辉，李大伟，等．大肠杆菌高效感受态细胞的制备
及快捷转化体系的建立［Ｊ］．北方园艺，２０１０（１４）：１２７－１３０．

［１２］罗　婵，汤刚彬，谢体三，等．感受态细胞制备与保存方法的比
较研究［Ｊ］．生物技术，２００５，１５（１）：５２－５４．

［１３］罗　锋，余　腾，范丽梅．感受态细胞制备和质粒转化冰浴时间
对大肠埃希菌转化效率的影响［Ｊ］．江汉大学学报：自然科学
版，２０１１，３９（３）：８２－８５．

［１４］梁建庆，叶志华，江秀梅，等．转化条件对质粒ＤＮＡ转化大肠杆
菌的影响［Ｊ］．微生物学杂志，２００４，２４（４）：１５－１７．

［１５］刘进元．分子生物学实验指导［Ｍ］．北京：清华大学出版社，

２００２：２２－２９．
［１６］王友如．ＣａＣｌ２浓度对感受态细胞转化效率的影响［Ｊ］．湖北师

范学院学报：自然科学版，２００６，２６（３）：３０－３２．

［１７］梅运军，陈向东，谢志雄，等．Ｃａ２＋对诱导大肠杆菌摄取外源

ＤＮＡ的影响［Ｊ］．武汉大学学报：理学版，２０１２（４）：３５４－

３５８．　

［１８］桓明辉，关艳丽，陈　飞．大肠埃希菌ＤＨ５α感受态细胞转化率

变化的研究［Ｊ］．微生物学杂志，２０１３，３３（１）：６３－６５．

［１９］张岚岚，徐春燕，徐昌杰．大肠杆菌感受态细胞转化功能的影响

因素［Ｊ］．细胞生物学杂志，２００４，２６（４）：４２９－４３２．

［２０］陈　飞，吴红艳，桓明辉，等．Ｔｅｔｒａｍｙｃｉｎ抗性基因克隆及生物活

性的测定［Ｊ］．微生物学杂志，２０１２，３２（１）：１７－２２．

［２１］ＭａｎｄｅｌＭ，ＨｉｇａＡ．Ｃａｌｃｉｕｍ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｄｎａｉｎｆｅｃ

ｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙ，１９７０，５３（１）：１５９－１６２．

—４３１— 江苏农业科学　２０１５年第４３卷第５期


