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计算机模拟短小芽孢杆菌木聚糖酶与底物木聚糖的对接
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摘 要 克隆测序短小芽孢杆菌（.+0#,,)& B)C#,)&）木聚糖酶基因，在同源建模所得三维结构的基础上寻找底物结合可能的活

性口袋，用计算机模拟其与底物木聚糖的对接，预测酶与催化反应过程的关键氨基酸残基。所得的信息对木聚糖酶的定向改

造有重要意义。
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木聚糖酶（QI "^!^>^K）在麦秆、玉米芯和硬木

等农业废物的利用过程中起降解木聚糖的作用。目

前对微生物木聚糖酶的研究主要集中于不同条件下

酶的生产、纯化、理化性质、分子克隆表达及其在纸

浆预漂中的应用［>，!，"］。因此，对催化反应过程中木

聚糖酶如何与底物发生作用的研究仍是必要。

分子对接（_’(/0,(<7 3’0C1=D）是将小分子配体对

接到受体的活性位点，并搜寻其合理的取向和构象，

使得配体与受体的形状和相互作用的匹配最佳。根

据配 体 与 受 体 作 用 的“锁 钥 原 理”（ (’0C <=3 C/-
:71=01:(/），分子对接可以有效地确定与靶受体活性

部位空间和电性特征互补匹配的小分子化合物。在

药物设计中，分子对接方法主要用来从化合物数据

库中搜寻与受体生物大分子有较好亲和力的小分

子，从而发现全新的先导化合物。分子对接技术还

为探讨相关蛋白分子间作用提供了一种有效的研究



手段。分子对接由于从整体上考虑配体与受体的结

合效果，所以能较好地避免其他方法中容易出现的

局部作用较好，整体结合欠佳的情况［!，"］。

本文以同源建模的短小芽孢杆菌木聚糖酶三级

结构为基础，利用分子对接模拟木聚糖酶与底物木

聚糖发生作用，寻找潜在的活性氨基酸残基，探讨酶

与底物的作用机制，为后续的木聚糖酶的定向改造

奠定基础。

! 材料与方法步骤

!"! 材料

!"#$%%&’ (&)$%&’；#$% 克隆试剂；&’()*+, 微机；

国际 互 联 网 上 的 生 物 信 息 学 数 据 库；对 接 软 件

,-./-0)；可视化软件，如 12/,-.，/3456，78*,’92。
!"# 方法及步骤

!"#"! 短小芽孢杆菌（ ! : (&)$%&’）木聚糖酶基因

（ *+, -）克隆按分子生物学手册操作，测序由北京华

诺公司完成，返回的测序结果翻译成蛋白质与不同

来源的木聚糖酶氨基酸序列比对。

!"#"# 同源模建在服务器 ;<=;; > ?@#AB 进行。

!"#"$ 模建后的结果用 *7,&-7C’)D*(4’9 程序寻找与

可能底物结合的活性口袋。

!"#"% 根据需要编缉对接的受体和配体，模拟木聚

糖酶与底物木聚糖对接。

!"#"& 分析对接结果。

# 结果与分析

#"! 短小芽孢杆菌木聚糖酶基因测序结果及多序

列比对

短小芽孢杆菌木聚糖酶基因克隆后测序结果如

图 E，$FG= =# 为 ADHIHJKH 。翻译为氨基酸序列并

与不同来源的木聚糖酶氨基酸序列进行 F.+/)2.< 比

对，结果如图 J，不同来源的木聚糖酶序列与短小芽

孢杆菌木聚糖酶序列的比对罚分分别为：LH，LI，!!，

!!，!I，!L，!!，MM。图中大方框内为 &9-/*)’ 所报道的

两个 保 守 序 列，［&;%］N［BO］NPNANQNQN［B=R?］（J）N
［#A］NPN［DQ<S$］和［B=R?D］NP（J）NAN［%T］N［Q<T］N
［O1DT;］N［;T］N［;U%$］NTNPN［;%D］；小方框内为两个

保守的 T.+ 残基。

#"# 同源建模

提交 短 小 芽 孢 杆 菌 木 聚 糖 酶 氨 基 酸 序 列 到

;V*//N,-4’. 服务器，同源建模返回的结构在 12/,-.
可视化，如图 L。三级结构含 J 个!N螺旋，JH 个"N折
叠，EI 个 .--3 环，最 后 的 总 能 量 为 > WMHHXIHH

图 E 短小芽孢杆菌木聚糖酶基因克隆测序结果

D*Y: E U8’ /’Z+’(7*(Y 9’/+.) -0 ! : (&)$%&’ P[.2(2/’

图 J 不同来源木聚糖酶的多序列比对

D*Y: J U8’ ,+.)*N2.*Y(,’() -0 P[.2(2/’ 09-, 4*00’9’() -9*Y*(/

C\],-.。

图 L 同源模建返回的短小芽孢杆菌木聚糖酶三维结构

D*Y: L U8’ )’9)*29[ /)9+7)+9’ -0 ! : (&)$%&’
P[.2(2/’ 09-, 8-,-.-Y[ ,-4’.*(Y

#"$ 寻找可能与底物结合的活性口袋

用 ?-./-0) 软件寻找同源模建后的短小芽孢杆

菌木聚糖酶可能与底物结合的活性口袋。搜索得 E
个活性口袋，如图 !。活性口袋处的氨基酸残基有

JL，J"，"H，"J，"!，W! ^ WM，IH，IJ，II，EHE，EHI，

EEE，EEJ，ELE，ELL，ELM ^ ELI，E!"，E!K，E!I，EWW，

EIH。

#"% 模拟分子对接

虽然 &#G 中还没有报道 ! : (&)$%&’ 木聚糖酶

的晶 体 结 构，但 其 同 属 的 环 状 芽 孢 杆 菌（ !"#$%%&’

MEK ./$,0’0 12&3,"% 24 !$250#/,2%26+ 生物工程学报 JHHK，R-.XJL，$-X!



!"#!$%&’(）的晶体结构已在 )*+ 有报道，其 )*+ 登陆

号为 ,+-.。据报道［/］，! 0 "#$"%&’() 木聚糖酶在参

加催化反应时，底物木聚糖长链中只有两个六环木

糖残基嵌入活性口袋处，其他的木糖残基链延伸到

活性口袋外面，在催化反应过程中依次以两两木糖

环的结构进入活性口袋。基于此催化机理，并为减

少对接过程中底物木聚糖计算量，本次对接的木聚

糖底物只选取由两个木糖环连接的短链分子，其三

维结构可利用 (1234 可视化软件从 ,+-. 晶体结构

中提取出来，结构如图 5，作为对接底物。按照操作

模拟 ! 0 *%+#&%) 木聚糖酶与木聚糖底物对接。对

接后的结构在 -6"78#&，(1234，#&(79%，79%(9:; 等可视

化软件编辑后，如图 /。作为比较，同时将已知晶体

结构的 ! 0 "#$"%&’() 木聚糖酶与木聚糖底物进行对

接。

图 < 短小芽孢杆菌木聚糖酶活性口袋示意图

=">0 < ?68 (;#$!;#8 9: &!;"48 19!@8; 9: ! 0 *%+#&%) AB%&’&(8

图 5 木聚糖底物结构示意图

=">0 5 ?68 (;#$!;$#8 9: AB%&’ ($3(;#&;8

图 / 对接后木聚糖酶与底物木聚糖结构示意图

=">0 / ?68 29!@"’> (;#$!;$#8 9: AB%&’&(8 &’2 AB%&’

!"# 对接结果分析

!"#"$ ! 0 "#$"%&’() 木聚糖酶与底物对接：根据文

献报道［/］，! 0 "#$"%&’() 木聚糖酶在催化反应过程中

有 C 个残基与底物木聚糖发生作用，共 ,, 个键连

接，如表 ,。而根据分子对接的结果，如表 D，在催化

反应过程中有 E 个残基，通过 C 个键发生作用。从

两个表比较发现，除 ?#1E, 外，对接过程中所预测的

与底物发生作用的残基基本符合来至晶体结构的报

道。这说明计算机模拟对接具有相当的准确性。

表 $ ! % "#$"%&’() 木聚糖酶与底物木聚糖发生

作用的残基及键长（来自已知的晶体结构）

&’()* $ &+* ,*-./0*- ’1/ (21/-3 )*145+ 26 ! % "#$"%&’()
78)’1’-* 6,29 5+* ,*:2,5*/ ;,8-5’) -5,0;50,*

F$3(;#&;8 #"’> G7"’9 &!"2 *"(;&’!8H（ I ,J K ,’7）

.B% , ?B# ,// DLMD
?B# /C DLMM
?#1 C NL,J
?#1 C NLNE

.B% D O%$ EM NLJJ
O%$ EM NLNE
O%$ ,ED DL,5
?B# MJ NL5E
G#> ,,D DLCE
G#> ,,D NL,5
)#9 ,,/ DL5/

表 ! ! % "#$"%&’() 木聚糖酶与底物木聚糖发生

作用的残基及键长（来自分子对接）

&’()* ! &+* ,*-./0*- ’1/ (21/-’)*145+ 26 ! % "#$"%&’()
78)’1’-* 6,29 5+* /2;<.14 ,*-0)5-

F$3(;#&;8 #"’> G7"’9 &!"2 *"(;&’!8H（ I ,J K ,’7）

.B% , ?B# ,// DL,5
?B# /C ,LCM
?#1 E, DL5N

.B% D ?B# /C DL<N
?B# MJ DL/D
G#> ,,D DLJ/
G#> ,,D DLJE
G#> ,,D DL5D
)#9 ,,/ ,LMC

!"#"! ! 0 *%+#&%) 木聚糖与底物对接：从图 D 和表

, 表明，! 0 *%+#&%) 木聚糖酶的 ?#1D5，?B#CJ，O%$CC，

?B#,J,，G#>,NN，)#9,NE，O%$,MM 可能在酶催化反应

过程中与底物发生作用，同时这些氨基酸残基也出

现在搜索得到的可能与底物结合的活性口袋内。从

! 0 *%+#&%) 木聚糖与木聚糖对接后的结构信息可

知，有 / 个氨基酸残基通过 C 个键与底物发生作用，

如表 N。由表中可知，对接后的结构中有 N 个残基

（O%$CC，G#>,NN，)#9,NE）与上述可能起作用的活性

残基一致。其中 ?B#M/ 虽然在上述可能的活性残基

中没有出现，但由于 ?B# M/ 在空间结构上与 ?B#CJ
和 ?B#,J, 比较靠近，并且氨基酸种类相同；所以推

E,E林锦霞等：计算机模拟短小芽孢杆菌木聚糖酶与底物木聚糖的对接



测活搜索的活性口袋中的 !"# 可能在酶与底物催化

反应过程中起重要作用。对接后各个活性氨基酸残

基与底物的位置关系如图 $ 所示。

表 ! ! " "#$%&#’ 木聚糖酶与底物木聚糖发生

作用的残基及键长（来自分子对接）

#$%&’ ! #(’ )’*+,-’* $., %/.,*’&’.01( /2 ! " "#$%&#’
34&$.$*’ 2)/5 1(’ ,/67+.0 )’*-&1*

%&’()#*)+ #,-. /0,-1 *2,3 4,()*-2+5（ 6 78 9 7-0）

:"; 7 /(- <= >?@7
/(- <= >?>7
!"# <A >?A$

:"; > B;& CC >?@8
/#. 7DD >?$8
/#. 7DD >?$<
B;- 7=$ >?7=
B;- 7=$ >?@A
E#1 7D$ >?=7

图 $ 木聚糖酶与木聚糖底物对接后示意图，

彩色标注的残基为活性残基

F,.G $ !H+ 3+)*,;+3 312I,-. ()#&2)&#+ 1J K";*-*(+ *-3
K";*-，)H+ *2),L+ #+(,3&+( M+#+ 0*#I+3 ’" 21;1&#(

除了两个保守残基谷氨酸（如图 > 中小方框所

示），如果与一般的酸性或碱性催化剂形成氢键的是

/(- 残基，那么此木聚糖酶就是所谓的碱性木聚糖

酶。对本试验的 ! G "#$%&#’ 产木聚糖酶的条件考

察发现，本菌株具有较好的碱耐受性。从对接的结

构信息中发现 /(-<= 在催化反应过程中分别与同一

个木糖环的 N7，N> 两个原子形成氢键，推测 /(-<=
可能在碱性木聚糖酶中起催化残基作用。

! 小结

分子对接是计算机辅助药物设计的重要组成部

分，也是研究小分子配体与受体生物大分子间相互

作用规律，预测其结合模式和亲和力的一种有效方

法。对接计算时，将配体分子放到受体活性位点附

近，按照几何互补、能量互补以及化学环境互补的原

则来实时评价配体与受体相互作用的好坏，并找到

两个分子之间最佳的结合模式［$］。在蛋白质与配体

小分子的相互作用中，评价函数（(21#,-. J&-2),1-）和

搜索算法（.;1’*; 1O),0,P*),1-）是两个关键问题［@］，但

起重要作用和主要作用的是配体周围几个 Q 范围

内的残基，因此活性部位的大小对对接结果有影响，

有必要找到合适的活性部位［<］。本次对接选取配体

周围 @Q 的 残 基 进 行 对 接 时，各 项 网 格 能 量（.#,3
+-+#."）的 RS%4 均 比 选 取 DQ 或 $Q 进 行 对 接 的

RS%4 低。这说明与后者（DQ 或 $Q）相比，前者（@Q）

的活性口袋包含的重要残基数比较多，具有一定的

可靠性。在 E4T 未报道 ! G "#$%&#’ 木聚糖酶晶体

结构的情况下，模拟 ! G "#$%&#’ 木聚糖酶与底物木

聚糖的对接可预测催化反应过程中关键的氨基酸残

基及其与底物的相互作用，为后续木聚糖酶的定向

改造奠定了理论基础。
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