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摘 要 利用同源模建方法预测了)$*+,!区的三维结构。通过结构叠合确定了)$*+,!、

,&区，纤溶酶原,!、,’区及-,,区的./0123结合口袋。静电势计算及疏水性分析表明，
在)$*+,&区以及纤溶酶原,!、,’区与纤维蛋白裸露的./0123之间存在明显的静电势互补
和疏水面契合。确定了影响,412563区结合口袋与./0123亲和的重要氨基酸，分析了)$*+
,!区、-,,区不能结合./0123的原因，由此设计了具有./0123亲和力的新型)$*+,!区及

-,,区突变体。利用模拟残基突变技术预测了突变体的结构变化，分析了突变后)$*+,!
区及-,,区与./0123亲和力的变化，初步在理论上肯定了设计方案的合理性。

关键词 同源模建，结构功能关系的计算机模拟，分子设计，,412563区
学科分类号 78!9:%&!

,412563区是参与凝血及纤溶的调节性蛋白酶中独立的结构域和功能域［!］。实验表
明，,412563区在介导)$*+、*;、*.<的生物学活性上发挥了重要作用。其中)$*+的,&
区、*.<的,!区和,’区具有较强的./0123亲和力，可以特异性结合纤维蛋白中裸露的

./0123侧链［&］，另一方面，与)$*+,&区有很高同源性的)$*+,!区（=’>&?）及-,,区
（’=>8?）却不能结合./0123，其机制并不清楚［&］。-,作为溶栓剂虽具有较高的溶栓活
性，但由于缺乏特异性其应用受到很大限制。如果能设计出具有./0123亲和力的新型

-,,区突变体，-,对血栓的特异性将会得到很大改善。对)$*+来说，如果使其两个,
区（,!，,&）都具有./0123亲和力，其对血栓的特异性有可能进一步加强，从而其整体溶
栓性能将会得到改善。

本文通过预测)$*+,!区的三维结构，分析了各,412563区的结构功能关系，发现了

)$*+,!区及-,,区不能结合./0123的结构基础，设计了具有./0123亲和力的)$*+
,!区及-,,区的改构方案，为下一步的实验研究打下了基础。

& 材料和方法

)$*+,!区序列为)$*+分子第99位半胱氨酸到第!#(位天冬氨酸，共99个氨基酸
残基［8］。同源蛋白质模型构建（@ABA6A5/BAC36125，以下简称同源模建或模建）所用的主
要软件为D1A0/B公司开发的@ABA6A5/及E10FAG34，搜索参考蛋白所用的蛋白质结构数
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据库（!"#）为$%年&月的版本，结构可变区（’(()*）搜索所用的蛋白结构片段数据库是
根据!"#自行制作的。静电势分析所用软件为"+,!-.。所有工作均基于/0*.1-2!平台，
在34//05.1(6图形工作站上进行。为方便起见本文27!89&区采用27!896区在!"#
文件中的氨基酸编号［&］，其它:;.01,+区均采用它们在!"#文件中的编号［&，<"%］。

! 结果与讨论

!"# $%&’(#区的同源模建
模建27!89&区的参考蛋白分别是27!8的96区（!"#条目&=!9）［&］、纤溶酶原的

9&区（&!9>）［<］和 9<区（&!9<）［%］，它们与目标蛋白的序列同源性分别为%<?6@，

AA?B@和AC?C@。对选定的A个参考蛋白进行结构叠合（3D)+;.E)(*+），根据结构相似性
和序列相似性确定出<个结构保守区（3F>*）。

图& 9;.01,+区序列对比及结构保守区（3F>）确定

G.1H& 3+ID+0J+K,.10E+02(L2-+:;.01,+*，;+*.5D+*K;+0DEM+;+5KJJ(;5.012(27!8965(EK.0.02-+
!"#L.,+
=-+3F>*K;++0J,(*+5N.2-.0M(O+*，K052-+*-K5(N+5;+*.5D+*K;+2-(*+.02-+,P*.0+7M.05.01)(J:+2*H

将27!89&区的序列与3F>*联配，根据序列相似性的高低，在A个参考蛋白中选定
同源性最高的一个做为模建27!89&区的3F>*的模板。联配结果表明四个3F>*的最
佳模板均为27!896区。
保守区之间的可变区（’(()*）在各个参考蛋白中构象变化较大，而且可能发生残基的

插入或缺失。这些区域主链构象是这样确定的：以两端的保守区结构为边界条件，在结构

片段库中搜索最符合这个结构边界条件而且具有相同残基个数的结构片段，以这个结构

片段为模板生成’(()*的结构。27!89&区的’(()&（’+D7AQ"8*07<BK）有6Q个残基，这
样长的’(()不适合直接搜索，而27!896区的相应片段与此’(()区在序列上很保守，相
同残基接近一半。因此’(()&的主链构象直接以27!896为模板生成。其余几个’(()
的结构利用结构片段库搜索的方法确定。
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侧链安装采用在转子文库中（!"#$%&’()*’$’)&+）系统搜索的方法，所用的转子文库是

,"-.&’和!)/0$’.+在1234年建立的［5］。
对模建的初始结构进行优化，以使其更加合理。先用能量最陡下降法，在6%*&’［4］力

场上，进行788步的结构松弛计算。为了克服局域势垒，对松弛后的结构又进行了98:+
的常温（788;）分子动力学计算。在分子动力学计算中，每隔1:+收集一个构象，对收集
的构象进行分子力学优化。分子力学优化分两步进行，首先采用788步的能量最陡下降
法，接着是188步的共轭梯度法，最终达到的能量最小梯度模为3<753=>／?·%"(。选定能
量最低的构象为最终的模建结果，,’"@)(&+A7B合理性检测［3］结果和!$%$/0$-.’$-构象图
表明结构基本合理（图C）。

图C 6<#A,6;1区主链二面角!，"的!$%$/0$-.’$-构象图。D<同源模建的#A,6
;1区的:’"@)(&+A7B合理性检测结果，E分值大于8的为结构合理的氨基酸残
基

F)GHC 6H!$%$/0$-.’$-:("#$*"I#%$)-/0$)-.)0&.’$(+"@#A,6;1%".&(HDH,’"@)(&+A
7BJ&’)@)&.’&+I(#"@#A,6;1%".&(，’&+).I&+K)#0:"+)#)J&EJ$(I&$’&’&$+"-$*(L
@"(.&.

模建的#A,6;1区的三维结构与#A,6;C区的晶体衍射结构非常相似，结构叠合显
示二者M#原子的距离均方根偏差为1<18C?。纵观二者的整体结构，M#原子走向基本一
致，二硫键位置相同，分子骨架没有大的偏差（图7）。

!"! #$%&’()区结构功能关系分析

#A,6的;1、;C区和,NO的;1、;P区以及Q;的;区在序列和结构上都很保守，
但它们的生物学功能却有明显差异。特别是#A,6的两个;’)-G(&区，序列同源性高达

9P<CR，整体结构也非常保守，但一个可以结合NL+)-&，而另一个却没有NL+)-&亲和力。
因此有必要对;’)-G(&区的结构功能关系进行深入研究。

!"!"* NL+)-&结合口袋的确定：#A,6;C区的晶体结构以三聚体的形式存在，M单体的
一个NL+)-&正好插入到6单体的结合口袋中，通过与已有的实验结果比较，确定这个结
合口袋就是NL+)-&结合口袋。而且结合方式与;’)-G(&区结合纤维蛋白裸露的NL+)-&侧

CC 生 物 工 程 学 报 1P卷



图! "#$%&’区模建结构与"#$%&(
区晶体结构的叠合对比

)*+,! -./0"123"21/345671*0489*"."./
54:/;/:0"123"21/4<"#$%&’:4#
57*8026/1640/:48"./31=0"7;
0"123"21/4<"#$%&(:457*8
-.*3>;*8/1/61/0/8"&’:457*878:

".*8;*8/*8:*37"/&(:457*8

链一致［’］。

根据$?@库中的"#$%&(区的晶体结构，确定

A单体的BC7位D=0*8/来模拟纤维蛋白表面裸露的

D=0*8/侧链，以这个D=0*8/的A!原子为中心，在其
插入的%单体中划定EF以内的残基范围为结合口
袋。因为$DG的&’、&B区有晶体结构，H&的&区
有IJK结构［L］，而"#$%&’区的结构已经模建出
来，因此通过结构叠合，以"#$%&(区的结合口袋为
参考确定了$DG&’、&B区的结合口袋以及"#$%&’
区和H&&区的潜在结合口袋，各结合口袋内的氨
基酸残基列于表’。尽管$DG&’、&B区的%1+#C’
与"#$%&(区的D=0#!!在序列上相差很远，但是在
空间结构上它们却恰到好处地处在完全等价的位置

上，带正电的D=0#!!的氨基和%1+#C’的胍基在空间
结构上基本重叠［’］。"#$%&(区的-16#C(和-16#M(
的侧链可以形成相互垂直的疏水通道［’］，$DG的&B
区与此完全相同，而$DG&’区虽在C(位不同，但
酪氨酸与色氨酸在结构上替代性很好。与此形成鲜

明的对照，没有D=0*8/亲和力的"#$%&’区和H&&
区相对应的残基则分别是几乎不具备结构替代性的

小侧链残基N/1#C(和O7;#C(。

表! "#$%&’(区)*+$%(结合口袋内的氨基酸残基

,-.’(! /(+$01(+$%23(’*+$%(4.$%0$%&5678(2698#$%&’(+

?457*8 K/0*:2/0
"#$%&( &!! ?EE ?EC PM( QMB PC( RCB
"#$%&’ &!! ?EE ?EC PM( RMB NC( )CB
$DG&’ KC’ ?EE ?EC PM( RMB RC( RCB
$DG&B KC’ ?EE ?EC PM( )MB PC( RCB
H&& S!B ?EE KEC PM( RMB OC( TCB

:;:;: 结合口袋与D=0*8/之间的相互作用：为了分析&1*8+;/区与D=0*8/之间的相互
作用形式，对&1*8+;/区的D=0*8/结合口袋及D=0*8/进行了静电势计算和疏水性分析。
静电势计算采用非线性$4*0048#@4;"U5788方程的有限差分数值解法（)?$@）［’V］。计

算在生理性溶液条件下进行，离子强度选为VW’BEJ，离子半径选为’WBF。蛋白质分子内
部的介电常数选为(，溶剂的介电常数为XV。
计算发现，"#$%&’、&(区和$DG&’、&B区的D=0*8/结合口袋的静电势分布基本一

致，即对应于D=0*8/氨基的地方是负电势区，对应于D=0*8/羰基的地方是正电势区。图B
以"#$%的&(区为例显示了这样一种分布情况。为了清楚起见，图中D=0*8/结合口袋的
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溶剂可及表面用网格来表示，深色代表正静电势区，浅色代表负静电势区。由于!"#$%&
的氨基带正电，而羰基是强吸电子基团，具有较大的电负性，因此这样的静电势分布十分

有利于与!"#$%&的亲和。从氨基酸残基上看，负的静电势区正是两个天冬氨酸（’#()**，

’#()*+）所在部位，其负电基团与被结合的!"#$%&的氨基距离比较近，大约,-左右（表

.），可以形成比较强的静电作用。正的静电势区是!"#),,（/!012、13区是’45)+2）所
在部位，其带正电的氨基（或胍基）可以与!"#$%&的羰基形成有利的氢键。与此不同，61
1区的静电势分布正好相反（见图3）。对应于可能被结合的!"#$%&的氨基的部位有一个
带正电的’45)*+，而对应于!"#$%&羰基的部位是中性的07%),3，不能形成一个有利的静
电势环境。从这一点可以确定，61的1区之所以不能亲合!"#$%&，静电势方面的不利是
一个重要的因素。由于8)/’12区与1.的静电势分布基本一致，因此8)/’12区不具
有!"#$%&亲和力却显然不是静电势方面的原因。

图3 14$%57&区!"#$%&结合口袋表面的静电势分布

9$5:3 ;<&&7&=84>#8?8$=(>8&%8$?7@$#84$AB8$>%?4>B%@7"#$%&)A$%@$%5(>=C&8>DC4$%57&#，<&4&@?4CA7?=C
4&(4&#&%8(>#$8$E&&7&=84>#8?8$=(>8&%8$?7?%@7$5<8A7?=C$%@$=?8&%&5?8$E&
’:8)/’1.@>F?$%:8)/’12?%@/!012，13?4&?7F>#88<&#?F&?#8)/’1.；G:611@>F?$%:

疏水性分析采用H%57&F?%)I8&$8J方法［22］，分析结果见图*。图*中浅色代表疏水
区，深色代表亲水区。8)/’1.区与/!0的12、13区的分析结果基本相同，口袋的中间
是疏水区，正好对应!"#$%&疏水的亚甲基基团，而两端的亲水区对应!"#$%&两端的极性
基团氨基和羰基。因此8)/’1.区和/!0的12、13区与!"#$%&在疏水性方面也能很好
地匹配，疏水作用在14$%57&区与!"#$%&的亲和中也发挥了重要影响。与之不同的是8)
/’的12区和61的1区。8)/’12区对应!"#$%&亚甲基基团的区域只有很小一点是
疏水的，其余大部分是中性偏亲水的。因此二者之间的亲和在疏水作用上是不利的，也许

正是这一点决定了8)/’的12区不能结合!"#$%&侧链。61的1区对应于!"#$%&亚甲
基基团的区域基本上是疏水的，但从图中可以清楚地看到，这个潜在的结合口袋一面没有

收紧，口袋的形状不好。这一点显然也会对1区与!"#$%&之间的K?%@&4L??7#作用产
生不利影响，因此611区结合口袋的形状也可能是造成没有!"#$%&亲和力的因素
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之一。

表! "#$%&’(区结合口袋与)*+$%(之间的静电作用

,-.’(! ,/((’(01#2+1-1$0$%1(#-01$2%+.(13((%4#$%&’(+-%5’*+$%(

!"#$%& ’("#)%&*"+*,-%&(.,%&(,/$0(%"&) !%)($&0,／1

(23’45 !66：7!5 89":+;)%&, !5<=>

!6?：7!5 89":+;)%&, !5<@A

4BB：89 7":+;)%&, !B<B5

3CD4A !66：7!5 89":+;)%&, !B<E5

!6?：7!5 89":+;)%&, !B<EF

G?A：8H 7":+;)%&, !B<5>

3CD4E !66：7!5 89":+;)%&, !5<@>

!6?：7!A 89":+;)%&, !6<FE

G?A：8H 7":+;)%&, !5<55

(23’4A !66：7!5 89":+;)%&, !5<5=

!6?：7!5 89":+;)%&, !B<?B

4BB：89 7":+;)%&, !E<E@

I44 !66：7!5 89":+;)%&, !E<AE

G6?：89 89":+;)%&, !5<?5

图6 4/%&J+,区C;)%&,结合口袋表面的疏水性分析

K%J<6 L.,.;-/"M."N%0M/"M,/(;$/"O&-+;)%&,2N%&-%&JM"0P,(":P/%&J+,)
Q,/,-$/PN+$0P/,M/,),&(.;-/"M.%+%0/,J%"&$&-+%J.(N+$0P%&-%0$(,.;-/"M."N%0/,J%"&

’<(23’45-"#$%&<3CD4A$&-4E$/,$+#")((.,)$#,；R<(23’4A-"#$%&；S<I44-"#$%&

!6!67 突变体设计：(23’4A区及I44区之所以不能结合纤维蛋白表面裸露的C;2
)%&,侧链，关键在于几个重要位点上的残基产生了不利于亲和的作用。因为这两个
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!"#$%&’区与能够亲和()*#$’的另外三个!"#$%&’区（+,-.的!/区，-(0的!1、!2区）在
序列和结构上都高度保守，而且它们的()*#$’结合口袋也具有一定的保守性，因此可以
参考另外三个!"#$%&’区的结构特点，通过个别位点的残基突变改变这两个!"#$%&’区的
生物学功能，使之能够亲和()*#$’，从而改善+,-.和3!这两种溶栓剂的血栓特异性。

+,-.!1区的潜在()*#$’结合口袋与+,-.!/区相比，在42，5/，52这三个位点上存
在差异（表1）。其中主要是6’",5/，它是一个极性氨基酸，与对应的!/区的7"8,5/在结
构和性质上差别都很显著。根据前面的分析，正是这一差别造成了+,-.!1区在疏水性
方面不利于亲和()*#$’，因此建议将其突变为7"8。

3!!区的结合口袋与其它几个相差较大，其中92位和:5位的氨基酸由于在静电
势上不利于与()*#$’的结合，建议将92位的0&$突变为带正电的()*，将:5位带正电的

."%突变为带负电的.*8。5/位的;<&虽然也是疏水氨基酸，但其侧链太小，以致3!!
区不能形成一个紧密的结合口袋。建议将5/位的;<&突变为7"8。
根据建议的突变方案，利用模拟残基突变的方法预测了残基替换后!"#$%&’区结构的

变化，在此基础上分析了突变体在静电势及疏水性方面的变化。结果表明，+,-.!1区突
变体在疏水性方面有了较大改善，对应()*#$’的亚甲基基团是一片大的疏水区域。而

3!的!区突变体在静电势方面变化显著，结合口袋的静电势分布基本与()*#$’首尾互
补，可以形成比较有利的静电作用。另外，3!的!区突变体的结合口袋的形状也有明显
改善，以前松弛的一面现在收紧，形成一个比较完整、深陷的结合口袋。两种突变体基本

符合了设计要求，但要真正评价设计是否合理、结构功能关系的分析是否正确，还需通过

实验来最后验证。

! 小 结

!"#$%&’区作为独立的结构域和功能域广泛存在于参与凝血及纤溶的调节性蛋白酶
中，特别是它们在极具开发价值的溶栓剂如+,-.，3!中的作用一直受到人们的关注。已
知+,-.的!/区在其血栓特异性中发挥了重要作用，但!1区的作用却一直不十分清楚。
有实验表明+,-.!1区对其生物学活性没有影响，但也有一些实验结论与此相左［1/］。有
关3!!区的研究也处于类似的水平［19］。
本文利用同源模建的方法预测了+,-.!1区的三维结构，根据+,-.!/区的()*#$’

结合口袋确定了-(0!1、!2区的结合口袋以及+,-.!1区和3!!区的潜在结合口
袋。通过静电势计算及疏水性分析，确定了!"#$%&’区与()*#$’之间相互作用的模式。
在结构功能关系分析的基础上，计算了+,-.!1和3!!区的新型突变体。突变体可望
具有与+,-.!/区相同的生物学活性，可以提高+,-.及3!的血栓特异性，从而改善这
两种溶栓剂的溶栓功能。目前，根据设计方案而进行的突变体构建工作正在进行之中。
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