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工业生物技术                                                              

肺炎链球菌双组份系统中的组氨酸激酶(YycG)的同源模

建与分析 
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摘  要: 对肺炎链球菌双组份系统中的组氨酸激酶YycG进行同源模建, 并分析其与底物ADP的相互作用, 为寻找特异

性的激酶抑制剂提供了理论依据。采用同源模建的方法构建 YycG 蛋白的三维结构, 并用 ProCheck、Profile_3D 软件对

此结构模型的合理性进行验证; 用 Autodock4.0 软件将结构模型与 ADP 进行自动对接, 分析二者之间的相互作用。序列

比对结果显示肺炎链球菌 YycG 蛋白与 Thermotoga maritima X-ray 晶体结构序列的同一性达 33%; YycG 模建后的结构

与模板能很好的叠合; 在活性口袋处的保守的氨基酸残基 Asn145、Asn149、Lys152 以及口袋内部的疏水残基在结合、

水解底物 ADP 的过程中发挥重要作用。组氨酸激酶 YycG 的模建合理, 该结构模型可作为设计抗菌药的研究起点。 
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Histidine kinase (YycG) protein of Streptococcus pneumoniae: 
Homology modeling and analysis 
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Abstract: To construct a three-dimensional (3D) model of histidine kinase (HK) YycG protein in Streptococcus pneumoniae and to 
investigate the interaction between YycG and its substrate ADP for the purpose of providing a theoretical basis for YycG selective 
inhibitor discovery, we constructed a 3D model of YycG protein by homology modeling, and assessed the reliability of the model 
using ProCheck and Profile_3D software. Besides, the active-site cavity of YycG and the residues key for substrate interaction were 
analyzed by Autodock4.0. Sequence alignment indicated that the YycG of S. pneumoniae was homologous to that of Thermotoga 
maritima. The constructed 3D model of YycG adopted a similar folding pattern to the template and the two matched well. The 
conservative amino acids in the substrate-binding pocket, such as Asn145, Asn149 and Lys152, as well as the hydrophobic residues at 
the bottom of the pocket played important role in binding and hydrolyzing substrate ADP. We have successfully constructed a reliable 
model of YycG protein. The model can be used as a starting point for designing antibacterial drugs. 
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双组份系统(Two-component system, TCS)是细

菌感受外界环境变化、调控毒力表达和生存必需的

主要信号传导系统之一。在不同细菌中, 该系统的

结构非常类似 , 都由组氨酸激酶和反应调节子组

成。其中, 组氨酸激酶是一个自身具有激酶、磷酸

转移酶和磷酸酶活性的多功能酶, 是原核生物中此

调节转导系统通路中的核心蛋白 [1]。其作用机制为

外界信号作用于组氨酸激酶的膜外配体结合域, 组

氨酸发生自身磷酸化, 并将磷酸基团转移到反应调

节子上, 而产生一系列的调控反应[2]。迄今为止, 在

哺乳动物 (包括人类 )中未发现类似的调控系统 [3], 

这使得组氨酸激酶可能成为新型抗生素研发的潜在

靶标[4]。 

组氨酸激酶 YycG属于 Pho亚家族, 其最初是在

枯 草 杆 菌 中 被 鉴 定 的 [5] 。 肺 炎 链 球 菌 中 的

YycF/YycG 也被命名为 MicAB[6]或 VicR/K[7], 是目

前肺炎链球菌中已发现的 13 对 TCS 之一。该系统

具有高保守性和低 G+C 含量的特点, 不仅影响肺炎

链球菌的存活, 而且还参与了细菌毒力、感受态的

形成, 以及维持菌体膜的完整性等[8]。因此, 以组氨

酸激酶 YycG 作为靶点有望筛选到有效的抗菌新药。

目前, 已有针对枯草杆菌及表皮葡萄球菌的组氨酸

激酶 YycG 进行模建和虚拟筛选出一些有效的抑制

剂的报道 [9.10], 而对肺炎链球菌的相关研究国内外

仍未见报道。因此本研究拟通过肺炎链球菌的组氨

酸激酶 YycG 为研究对象进行同源模建, 以期为发

现特异性的激酶抑制剂提供理论指导。 

1  材料与方法 

1.1  序列来源和设备 
本 研 究 中 YycG 全 长 序 列 数 据 (GenBank 

Accession No. NP_345692.1) 从 基 因 数 据 库

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov)中获取。同源模建选用

的 模 板 为 蛋 白 质 数 据 库 (Brookheaven Protein 

Databank, PDB)中获取的 Thermotoga maritima 的 X

晶体衍射结构(PDB 编号: 2c2a)。本研究所有计算工

作均在中国科学院上海药物研究所 SGI3800 计算机

工作站上完成 , 使用的软件包主要包括 InsightⅡ

(Accelry 公司 , 美国)、Sybyl6.8(TRIPOS 公司 , 美

国)、Gromacs 和 Autodock4.0 等。 

1.2  方法 
1.2.1  序列联配  

采用 InsightII 中 Align123 模块联配 YycG 与

2c2a 的序列, 确定序列的一致性和相似性。计算时

设置打分矩阵为 Blosum62 和默认的插入罚分和空

位罚分值。联配的结果再根据 2 个序列的配对序列

比对 (Pairwise sequence alignment)、多序列比对

(Multiple sequence alignment)结果及已知的保守氨

基酸位置进行微调, 原则是: 使得保守氨基酸一一

对应 , 尽量使得空白和插入部分在序列的β转角和

无规则卷曲区域。一般的两序列联配算法考虑到全

长序列的匹配和打分, 没有考虑到序列的二级结构

信息和保守氨基酸信息, 故两序列匹配的结果需要

根据序列结构知识予以手工微调。 

1.2.2  建立模型  

根据 1.2.1 序列联配结果用 InsightII 中的

Modeler 模块构建蛋白的结构模型 , 共进行 10 次

Modeler 计算。在模建过程中采用中等优化水平, 从

产生的 10 个目标蛋白模型中选择同率密度函数

(Probability density function, PDF)打分和能量打分

最高的结构 , 进一步作能量优化和结构修正 , 最后

得到模建结果。接着用 ProCheck 验证立体化学性质

的合理性, 用 Profile_3D 对模建结构中氨基酸序列

的相容性进行初步评价打分。主要以 ProCheck 结果

为主 , 参考模建结构与模板结构的 RMSD 大小和

Profile_3D 的结果, 从候选模型中选取评价最高的

结构作为最终的模型, 并对该结构进行进一步能量

优化及分子动力学模拟。 

1.2.3  模建蛋白溶剂化模型的构建和能量优化 

首先对模拟体系进行分子力学平衡优化, 采用

Gromacs 软件, 用共轭梯度法先固定重原子优化体

系 500 步, 然后固定 Cα 再优化体系 500 步, 最后全

原子优化 500 步。其次进行分子动力学优化, 利用

Gromacs 软件 , 先往体系中加水 , 构建一个长方体

的盒子 , 包含水相和蛋白质 ; 然后采用逐步升温 , 

最终将体系的温度升到 300 K, 在此温度下蛋白质

振动 20 000 步, 每一步 0.002 ps, 共 40 ps, 每 0.5 ps

收集一个构象。最终选取达到平衡处的构象做为后
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续工作的模型。 

1.3  蛋白结构的叠合 
将得到的结构模型与 2c2a 的 Cα原子叠合点进

行叠合, 观察 YycG 蛋白活性腔骨架及关键残基位

置的改变。 

1.4  ADP 与 YycG 分子对接 
YycG 结构模型和小分子的晶体结构分别在

AutoDockTools1.4.5(ADT)中进行预处理 , YycG

和 ADP 都添加极性氢 , 加 Gasteiger 电荷 , 由

ADT 处理后存为 pdbqt 格式文件。然后依据与模

板蛋白 2c2a 的活性结合位点结构相同的位点为

口袋 , 口袋周围选取几个残基 , 然后以这些残基

的中心为格点盒子的中心 , 产生一个格点间距

0.375 Ǻ, x、y、z 三个方向各为 60 个格点的立方

体盒子。Autodock 程序以 autogrid4 产生 grid 文

件 , 该文件中包括探针原子在各个网格点与受体

的相互作用能。最后 Autodock 运用 Lamarchian

遗传算法 , 将局部能量搜索与遗传算法相结合 , 

以半经验函数作为能量打分函数 , 对 ADP 构象和

位置进行全局搜索 , 对 ADP 与模建结构进行独立

的 10 次对接实验。再对对接结果进行成簇分析 , 

最后依据最低对接能来选取对接结合模式进行相

互作用分析。  

2  结果 

2.1  序列联配及同源模建结果 
肺炎链球菌组氨酸激酶 YycG 蛋白的 ATPase_c

激酶功能域的序列与 PDB 数据库中的蛋白序列比

对发现, 其序列与 PDB 编号为 2c2a 的 Thermotoga 

maritima X 晶体衍射结构(分辨率 1.9 Ǻ, R 因子

0.247)具有 33%的一致序列, 57%相似性(图 1), 表

示 Thermotoga maritima 晶体结构适合做肺炎链球

菌 YycG 蛋白 ATPase_c 激酶功能域的同源模建的

模板。 

模建得到的结构用 Procheck(图 2)和 Profile-3D 

(图 3)进行评价。从拉氏图(Ramachandran)中可见模

建结构蛋白的主链结构合理: 主链二面角φ、ψ落于

中心区域和“可接受区域”的残基占 97.3%, 绝大多

数φ-ψ角均在正常范围内 , 落在不允许区域内的几

个残基均远离结合位点。从 Profile-3D (图 3)中可见

在 ATPase_c 激酶结合功能域处 Compatibility Score

值均大于 0, 说明得到的模建结构和模板相容性 

较好。 

2.2  YycG 结构模型及其活性腔的结构特征 
2.2.1  YycG 三维结构总体特征  

如图 4所示, 肺炎链球菌 YycG的模建结构可以 

 

图 1  2c2a 及肺炎链球菌 YycG 的序列比对 
Fig. 1  Alignment result of the catalytic regions of 2c2a and YycG of S. pneumoniae. 
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图 2  肺炎链球菌组氨酸激酶 YycG 模建结构的拉氏图 
Fig. 2  Ramachandran plot of the modeled structure S. pneumoniae of histidine kinase YycG. 

 

 
图 3  肺炎链球菌组氨酸激酶 YycG 模建结构的

Profile_3D 图 
Fig. 3  Profile_3D score of the modeled structure of S. 
pneumoniae of histidine kinase YycG. 
 

很好地和 Thermotoga maritime 的 X 晶体衍射结构进

行叠合, 两者主链原子叠合的 RMSD 有大约 1.4 Ǻ。

肺炎链球菌组氨酸磷酸 YycG 模建结构与 2c2a 的晶

体结构具有相似的拓扑结构特征, 由组氨酸磷酸转

移功能域(Histidine phosphotransfer, HP)和 ATP 催化

结合功能域(Catalytic and ATP-binding domain, CA) 

2 个功能域组成。HP 由 2 个α螺旋组成, 二聚体形成

4 个螺旋束, 其中的组氨酸磷酸受体在螺旋处伸向

溶剂处。ATP 激酶结合功能域是 1 个双层的α/β三明

治的结构 , 其由 5 个β折叠和 4 个α螺旋组成。

HATPcase_c 的 ATP 结合的活性口袋可以分为 2 个不

同的亚口袋, 两者由一个峡谷状通道相连。 

2.2.2  YycG 活性腔的重要位点和残基 

肺炎链球菌 YycG HATPase_c 的模建结构的表
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面特征如图 5A 所示, 可以看到组氨酸激酶催化区

模型的结构和疏水表面特征。ADP 结合口袋有内、

外两腔 : 较小的内腔口袋相对疏水 , 由 Tyr153、

Leu180、Gly181、Ile182、Ile190 以及 Phe238 残基

组成, ADP 分子的腺苷头部很可能作用在这个部位。

从图 5B 上可以看出覆盖在结合口袋上的 loop 是一

个亲水区域 , 所以口袋的外腔是亲水部分 , 较大的

外腔由 Phe194、Arg196、Gln205、Leu210、Gly211

及 Leu212 组成。内、外腔的这些残基在已知组氨酸

激酶序列中都是非常保守的。其中, 活性口袋中部

通道两侧有几个重要氨基酸 Asn145、Asn149、

Lys152, 它们起到固定底物的作用(图 6)。有研究表

明 , 这几个可以形成氢键的氨基酸在肺炎链球菌

YycG 和 Thermotoga maritima 的 2c2a 中都存在, 说

明这些氨基酸都是非常保守的[11 ]。 

2.3  底物 ADP 与模建结构的对接 
采用分子柔性对接软件 Autodock4.0 评价模建

的合理性以及预测肺炎链球菌组氨酸激酶 YycG 与

底物 ADP 对接情况。该软件能够自动将底物对接到

受体的活性中心或结合部位, 并利用遗传算法寻找

合适的结合构象, 使得配体与受体的形状和相互作 

用的匹配效果达到最佳稳定状态, 形成合理的复合

物结构。 

经 Autodock4.0 分子对接后得到了 10 个对接构

象, 并根据 RMSD 值对这些构象进行聚类分析。选

取能量最低的 2 个类的代表性构象, 然后分析这 2

个构象和 YycG 活性腔内重要残基的相互作用情况。

选择与重要残基相互作用较好的构象为最终的对接

构 象 。 底 物 A D P 与 肺 炎 链 球 菌 组 氨 酸 激 酶 

 
图 4  模建的肺炎链球菌 YycG HATPase_c功能域结构示

意图 
Fig. 4  The modeled structure of the YycG HATPase_c domain 
of S.pneumoniae. (A) The solid ribbon representation of the 
structure model of the YycG HATPase_c domain. (B) Structure 
superposition of the modeled structure of YycG HATPase_c 
domain of S. pneumoniae (blue) with the X-ray diffraction 
structure of the homologous domain of Thermotoga maritima in 
Escherichia coli (yellow). 

 

图 5  组氨酸激酶催化区模型的结构和疏水表面特征 
Fig. 5  The shape and surface features of YycG HATPase_c domain in S. pneumoniae. (A) The left scale denoted the hydrophobicity 
that the upper showed more hydrophobic and more hydrophilic in reverse. The ATP-binding pocket was divided into “inner” and 
“outer” parts. The loop covered on the pocket was showed as tube for the sake of clearly shows of hydrophobic inner part. (B) Intact 
surface structure of YycG protein. The outer part of pocket was hydrophilic because of the hydrophilic loop structure. 
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图 6  ADP 对接到 YycG 活性口袋中 
Fig. 6  The model of ADP docked into the ATP-binding pocket 
of the YycG HATPase_c domain in S. pneumoniae. The ADP 
was represented as stick and ball, and some important amino 
acids around it were shown as stick. 
 

YycG 对接后由 Autodock4.0 计算得到的结合自由能

为−10.0 kcal/mol[12]。计算公式为:  

( ) ( )
( )

L L L L P P P P
bound unbound bound unbound

P L P L
bound unbound conf                                      

G V V V V

V V S

− − − −

− −

Δ = +− −

+ − +Δ
(1) 

公式(1)中, L(ligand)指配体, P(Protein)指受体, P-L 指

的是配体和受体蛋白复合物, V 是指成对的原子相互

作用的评价。Bound 是指结合状态, unbound 是指未结

合状态。结合自由能等于 4 个部分: 配体结合前后的分

子内能变化(VboundL−L−VunboundL−L), 受体蛋白结合

前后的内能变化(VboundP−P−VunboundP−P), 配体和受体

结合前后的分子间能量变化(VboundP−L−VunboundP−L), 

以及结合以后构象熵(conformational entropy)的减少

(△Sconf)(这一项由可旋转键数目决定)。 

2 2

hbound12 6 12 10

( / 2 )
elec sol

( )

      ( )
( )

ij

ij ij ij ij
vdw

ij ijij ij ij ij

ri j
i j j i

ij ijij ij

A B C D
V W W E t

r r r r

q q
W W S V S V e

r r
σ

ε
−

⎛ ⎞ ⎛ ⎞⎟ ⎟⎜ ⎜⎟ ⎟− −⎜ ⎜= ∑ + ∑⎟ ⎟⎜ ⎜⎟ ⎟⎜ ⎜⎟ ⎟⎜ ⎜⎝ ⎠ ⎝ ⎠

+ ∑ + ∑ +

(2) 

公式(2)中 Wwdw、Whbound、Welec、Wsol 分别是指

小分子配体与蛋白受体范德华相互作用、氢键相互作

用、静电相互作用和去溶剂化作用权重系数, r 指原子

对距离。第 1 项中 A、B 是取自 Amber 力场的范德华

排斥和吸引参数。第 2 项中 C 是指 O-H 和 N-H 在 1.9 

时 5 kcal/mol 的最大势井深; D 指 S-H 在 2.5 时     

1 kcal/mol 的势井深; E(t)指出氢键相互作用与角度 t

有关。第 3 项中 q 是原子电荷。第 4 项中 S 是原子溶

剂化参数, V 是原子体积, 距离权重因子σ为 3.5。 

 

图 7  底物 ADP 与肺炎链球菌组氨酸激酶 YycG HATPase_c 功能域复合物结构(A)和用 ligplot 程序画出的 ADP 与口袋

残基相互作用的结构图(B) 
Fig. 7 Complex of the substrate ADP and the HATPase_c domain of YycG protein in S. pneumoniae (A), and two-dimensional 
representation for interaction model of ADP with HATPase_c domain of YycG drawn by ligplot(B). 
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肺炎链球菌组氨酸激酶 YycG 蛋白活性位点处

残基与底物 ADP 的相互作用如图 7 所示。用 ligplot

程序画出的 ADP 与口袋残基相互作用的结构图  

中[13], 肺炎链球菌组氨酸激酶 YycG 与底物 ADP 间

主要是通过疏水键和氢键等非极性键相互作用, 底

物 ADP 与模建结构活性口袋处可形成多个氢键, 它

们分别是 Asp177、Asn145、Asn149、Lys152 、Tyr153

和 Arg196。这些氢键, 特别是磷酸基团处与 YycG

可形成的氢键网络, 对促进和稳定底物 ADP 结合到

活性中心起到了重要的作用。 

3  讨论 

肺炎链球菌组氨酸激酶 YycG 蛋白通过结构数

据库(http://www.smart.embl.de/smart)预测有 PAS、

PAC、HisKA、HATPase_c 四个功能域。本研究针对

该激酶蛋白中的 ATP 结合功能域进行模建, 一是由

于其激酶的活性由细菌细胞质内 ATP 结合激酶功能

域来完成 ; 其次 , 在序列比对中发现 , 肺炎链球菌

YycG 序列同其他组氨酸激酶序列一样, 都含有 N、

G1、F、G2 四个保守的功能模序(Motif); 此外, 在

蛋白质结构数据库搜索中能够找到同源性较高、功

能相近而且分辨率较低的蛋白质晶体结构。这都为

本研究中能采用同源模建的方法构建肺炎链球菌

YycG 蛋白的结构模型提供了理论基础和有利条件。 

目前 , 对蛋白质三维结构的预测方法主要有 3 种: 

从头预测(Ab initio)、穿针引线法(Threading)和同源

性(Homology)建模。其中, 同源模建是一个比较成熟

并得到了广泛应用的方法, 并且已有一些成功利用

同源模建的方法构建蛋白并筛选得到感兴趣的化合

物的报道 [14]。在本研究中以具有 1.9 Ǻ 分辨率的

Thermotoga maritime 的 X 晶体衍射结构为模板, 采

用同源模建的方法首次模建了肺炎链球菌组氨酸激

酶 YycG 蛋白的三维结构 , 并使用 ProCheck、

Profile_3D 验证了其合理性。同源模建的结果以模板

结构为依据 , 与模板有很大的结构相似性 , 因此选

择同源性较好, 功能相近的模板十分重要; 但是由

于关键位点氨基酸的组成不同, 模建的结构和模板

之间还是有一定的功能性的差别。这对于还未解析

出可靠的晶体结构的蛋白质功能研究和基于结构的

药物设计都大有裨益。通过同源模建可以更多地了

解肺炎链球菌组氨酸激酶 YycG 蛋白结构和功能之

间的关系, 以进一步帮助研究者发现新的药物先导

化合物和改进药物先导化合物的设计。 

在利用 Sybyl6.8 软件和模板结构信息得到模建

结构的活性口袋后, 选取天然底物 ADP 与肺炎链球

菌组氨酸激酶 YycG 蛋白的模建结构用 Autodock4.0

软件进行分子对接研究。在分子对接时, Autodock

采用遗传算法搜索低能结合构象。软件对接以打分

为依据 , 所以单纯的选取低能构象未必是最佳构

象。利用文献分析得到的关键残基信息对低能构象

进行挑选, 首先选取对接构象聚类后的能量最低的

2 个聚类的代表性构象, 然后挑选与关键残基作用

较好的构象为最终结合构象。同样的方法也可以用

来验证模板的结构合理性[15]。天然底物与合理构建

的蛋白结构之间的结合一般要优于不合理的蛋白结

构。在没有已知抑制剂和蛋白结合复合物晶体结构

之前, 用天然底物进行对接也可以更为接近真实情

况地反应活性口袋处残基间的相互作用, 由于不同

的组氨酸激酶活性位点的关键残基的组成和构象会

有所不同, 这对以后据此结构筛选具有一定的结合

特异性[11]的化合物提供了结构依据。在虚拟筛选后, 

本实验挑选购买化合物应该优先选择具有类似天然

底物结合构象的化合物, 这样就可以大大提高生物

实验的成功率。 

通过以上研究为进一步研究该蛋白的结构与功

能关系提供了理论依据, 同时为设计新型肺炎链球

菌组氨酸激酶 YycG 抑制剂, 寻找有针对性的抗菌

药奠定了更坚实的基础。本研究得到的同源模建结

果对于虚拟筛选抗菌抑制剂具有一定的指导意义。

但同源模建是一种获得蛋白质理论模型的方法, 选

择模板的依据仅仅是序列之间的同源性, 而在生物

领域中却存在序列相似而结构不同或者序列、结构

相似而功能不同的蛋白质, 因此同源模建模型仍然

不能完全地模拟目标蛋白的真实结构, 该模建结果

还需进一步通过实验方法验证。 
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