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Ⅱ型抗癌晶体蛋白的芳香族氨基酸

及其与抗肝癌活性间的关系

陈爱明，林毅

（华侨大学 化工学院，福建 厦门３６１０２１）

摘要：　利用氨基酸序列比对，蛋白质间相互作用位点预测和蛋白质与蛋白质对接，研究Ⅱ型抗癌晶体蛋白的

氨基酸组成与其抗肝癌活性之间关系．结果表明：Ⅱ型抗癌晶体蛋白分子上位点４９，５１，５２，５５～６０，１９４和

２０５～２１２的氨基酸残基，特别是芳香族氨基酸在配体和受体蛋白质间的相互作用中起着重要作用；在Ｈｅｘ的

蛋白质与蛋白质对接中，配体Ｐ１１和Ｐ３２与受体甘油醛?３?磷酸脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）的结合能量最低，表明Ｐ１１

和Ｐ３２更容易与ＧＡＰＤＨ结合．
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研究者发现某些不具有杀虫活性的菌株产生的Ｃｒｙ蛋白对多种脊椎动物细胞包括人类肿瘤细胞有

细胞毒杀活性［１?３］，这类蛋白按照苏云金芽孢杆菌细胞毒素蛋白的命名方法确定为ｐａｒａｓｐｏｒｉｎ蛋白
［４］．

目前已经分离、鉴定出来了６种ｐａｒａｓｐｏｒｉｎ蛋白，其中ｐａｒａｓｐｏｒｉｎ?２蛋白前体的Ｎ?端和Ｃ?端经过胰蛋

白酶Ｋ处理后，余下的中间片段是一段分子大小为３０ｋＤａ的多肽链，该多肽链是一种高效的细胞毒

素，能够识别人类的癌细胞［３］．从生化分析来看，ｐａｒａｓｐｏｒｉｎ?２似乎导致了细胞质从质膜内流出，因为检

测到乳酸脱氢酶从细胞胞内快速泄露［５］．为此，研究人员做了一系列的实验发现，ｐａｒａｓｐｏｒｉｎ?２蛋白诱

发的细胞裂解需要糖基磷脂酰肌醇 （ＧＰＩ）?锚定蛋白参与
［６］．Ｂｔ１８菌株产生的ｐａｒａｓｐｏｒｉｎ蛋白诱导人类

白血病癌细胞ＣＥＭ?ＳＳ的裂解需要与ＣＥＭ?ＳＳ质膜上面的甘油醛?３?磷酸脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）结合
［７］．Ｐａ

ｒａｓｐｏｒｉｎ?４蛋白诱发的细胞裂解需要与细胞质膜上面的胆固醇结合
［８］．就ｐａｒａｓｐｏｒｉｎ?２蛋白分子结构来

看，它的分子三维模型从纵向上可以分成３个结构域，其中在第１结构域上暴露出来的芳香族氨基酸残

基很可能是靶细胞质膜受体结合的位点，而这些受体可能是细胞质膜上面的膜蛋白糖链，也可能是细胞

质膜上面的脂筏所聚集的磷脂 ［９］．但与ｐａｒａｓｐｏｒｉｎ?２蛋白识别并结合的具体受体目前还不清楚．由于

Ｂｔ１８菌株产生的ｐａｒａｓｐｏｒｉｎ蛋白和ｐａｒａｓｐｏｒｉｎ?２蛋白是同一个蛋白家族，同时在诱导细胞死亡方面具

有相似的生化特征．因此，本文以新型受体蛋白ＧＡＰＤＨ作为ｐａｒａｓｐｏｒｉｎ?２蛋白的受体，利用氨基酸序

列分析、分子对接等实验，来研究Ⅱ型抗癌晶体蛋白的氨基酸序列与其抗癌活性之间的关系．

１　材料和方法

１．１　材料

实验采用以下软件和数据库：ＢｉｏＥｄｉｔ（ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｍｂｉｏ．ｎｃｓｕ．ｅｄｕ／ＢｉｏＥｄｉｔ／ＢｉｏＥｄｉｔ．ｈｔｍｌ）氨基

酸序列比对软件；预测蛋白质间相互作用位点的软件 Ｍｏｌｓｏｆｔ?ｉｃｍｐｒｏ（ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｍｏｌｓｏｆｔ．ｃｏｍ／）；蛋

白质与蛋白质对接软件 Ｈｅｘ４．５（ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｌｏｒｉａ．ｆｒ／～ｒｉｔｃｈｉｅｄ／ｈｅｘ／）；生物信息学服务器Ｓｗｉｓｓ?

Ｍｏｄｅｌ（ｈｔｔｐ：∥ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／）；数据库 ＮＣＢＩ（ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ）．９个突变
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蛋白，分别是Ｐ１１，Ｐ１２，Ｐ１３，Ｐ１４，Ｐ２１，Ｐ２２，Ｐ３１，Ｐ３２和Ｐ３３，用于比对的原始蛋白是Ｐ２．

１．２　方法

首先，读取９个突变蛋白和比对的原始蛋白文件到ＢｉｏＥｄｉｔ软件中，利用“ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ”功能将ＤＮＡ

序列翻译成蛋白质序列，再将突变蛋白的蛋白质序列与Ｐ２的蛋白序列进行比对，分别以文本格式保存

９个突变蛋白的氨基酸序列．

其次，从ＮＣＢＩ数据库中获取甘油醛?３?磷酸脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）．在Ｓｗｉｓｓ?ｍｏｄｅｌ服务器上将前面保

存的蛋白序列文本文件转化成ｐｄｂ文件，然后读取蛋白的ｐｄｂ文件到 Ｍｏｌｓｏｆｔ?ｉｃｍｐｒｏ软件中，利用最

佳结合位点功能（ＯＤＡ，能够识别蛋白表面最低对接能量值所在的位点，而能量值是通过辛醇／水的转

化实验中原子的溶解参数（ＡＳＰ）按照蛋白质与蛋白质对接做相应调整计算得来）去预测蛋白质表面涉

及到蛋白质和蛋白质相互作用的位点．

最后，分别将受体分子ＧＡＰＤＨ和配体分子突变蛋白的ｐｄｂ文件读入到Ｈｅｘ软件中进行蛋白质与

蛋白质对接能量计算．在进行对接之前，去掉水分子和其他杂质分子．对接之时，“ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｔｙｐｅ”选择

“Ｓｈａｐｅ＋Ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃ”，“ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ”的数量选择２０００，同时对后期处理选择“Ｂｕｍｐｓ”，其他运行条件采

表１　差异氨基酸残基

Ｔａｂ．１　Ｄｉｓｃｒｅｐａｎｃｙｏｆａｍｉｎｏｒｅｓｉｄｕｅｓ

蛋白名称 差异氨基酸残基

Ｐ１１ Ｇｌｙ３２Ｓｅｒ，Ｔｈｒ２２５Ａｌａ，Ｖａｌ２４２Ａｌａ．

Ｐ１２ Ｉｌｅ１０２Ｍｅｔ，Ｖａｌ１３１Ａｌａ，Ａｓｐ２１７Ｇｌｕ

Ｐ１３ Ｇｌｙ３２Ｓｅｒ，Ｖａｌ２０３Ａｌａ，Ａｌａ２１５Ａｓｐ

Ｐ１４ Ｇｌｙ３２Ｓｅｒ

Ｐ２１ Ｇｌｙ３２Ｓｅｒ，Ｔｈｒ２２５Ａｌａ，Ｖａｌ２４２Ａｌａ，Ｇｌｎ２５２Ａｒｇ

Ｐ２２ Ｇｌｙ３２Ｓｅｒ，Ｓｅｒ１８２Ｃｙｓ，Ｔｈｒ２２５Ａｌａ，Ｖａｌ２４２Ａｌａ

Ｐ３１ Ｇｌｙ３２Ｓｅｒ，Ｔｈｒ２２５Ａｌａ，Ｖａｌ２４２Ａｌａ

Ｐ３２
Ｇｌｙ３２Ｓｅｒ，Ｇｌｕ１４８Ａｓｐ，Ｌｙｓ１５８Ｉｌｅ，Ｓｅｒ１８２Ｃｙｓ，
Ａｓｐ１８４Ｔｙｒ，Ｇｌｙ２０６Ｖａｌ，Ｔｈｒ２２５Ａｌａ

Ｐ３３ Ａｒｇ５Ｌｅｕ，Ｇｌｙ３２Ｓｅｒ，Ｔｈｒ２２５Ａｌａ，Ｖａｌ２４２Ａｌａ

用Ｈｅｘ软件的默认值
［１０］．

２　结果与讨论

２．１　差异氨基酸残基检测

通过ＢｉｏＥｄｉｔ软件检测突变蛋白的氨基

酸序列差异．与原始蛋白Ｐ２相比较，大部分

突变蛋白有３～７个氨基酸差异，这些氨基酸

大主要分布在位点３２，１３１，２１７，２２５和２４２，

如表１所示．

２．２　蛋白质间相互作用的最佳位点预测

利用 Ｍｏｌｓｏｆｔ?ｉｃｍｐｒｏ软件上的最佳结

合位点功能（ＯＤＡ），预测蛋白质表面参与到

蛋白质和蛋白质间相互作用的位点．图１（ａ）是作为配体的Ｐ３２在蛋白质和蛋白质间相互作用中起关键

作用的氨基酸残基：苯丙氨酸（Ｆ）、色氨酸 （Ｗ）和酪氨酸（Ｙ）（小球所在的区域），即有苯环的凹槽内．图

１（ｂ）是作为受体分子（ＧＡＰＤＨ）在蛋白质间相互作用中起关键作用的氨基酸残基：天冬氨酸（Ｄ）、赖氨

（ａ）配体分子　　　　　　（ｂ）受体分子

图１　预测蛋白质表面高度参与蛋白质间相互作用的区域

Ｆｉｇ．１　Ｒｅｇｉｏｎｓｐｒｅｄｉｃｔｅｄｏｎｐｒｏｔｅｉｎｓｕｒｆａｃｅｗｈｉｃｈａｒｅ

ｈｉｇｈｌｙｌｉｋｅｌｙｔｏｂｅｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｐｒｏｔｅｉｎ?ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ

酸（Ｋ）、异亮氨酸（Ｉ）、缬氨酸（Ｖ）和丙氨酸（Ａ）

（小球所在的区域），主要在外围的凹槽内．图

１中：小球代表参与蛋白质和蛋白质间相互作

用的区域，小球的体积越大，表示该区域参与

到蛋白质和蛋白质间相互作用的可能性越大；

反之，表示该区域参与到蛋白质和蛋白质间相

互作用的可能性越小．

９个突变蛋白参与到蛋白质和蛋白质间

相互作用的氨基酸残基，如表２所示．每个突

变蛋白含有３３３个氨基酸，大约有１１～１７个

氨基酸残基参与到蛋白质之间的相互作用，通

过能量值计算发现配体蛋白的芳香族氨基酸

对蛋白质间相互作用的贡献相对较大．从表２

可以看出：与正常的抗癌晶体蛋白（Ｐ２）相比，突变蛋白Ｐ３２有两个显著不同的地方．其一是在位点１９４

的酪氨酸，在正常情况下它并不会参与到蛋白质间的相互作用中去，但在Ｐ３２蛋白中位点１９４的酪氨

酸参与了蛋白质间相互作用而且有较大的贡献；另一个是在位点２０５的脯氨酸，在正常情况下它是参

与了蛋白质间的相互作用的，但在Ｐ３２蛋白中位点２０５的脯氨酸几乎不参与蛋白质间的相互作用．
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表２　参与蛋白质间相互作用的氨基酸残基及位点信息

Ｔａｂ．２　Ａｍｉｎｏｒｅｓｉｄｕｅｓａｎｄｓｉｔｅｓｉｎｖｏｌｖｅｄ

ｉｎｐｒｏｔｅｉｎ?ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ

氨基酸
位点

突变蛋白编号

Ｐ１１ Ｐ１２ Ｐ１３ Ｐ１４ Ｐ２１ Ｐ２２ Ｐ３１ Ｐ３２ Ｐ３３

４９ Ｖ Ｖ Ｖ Ｖ Ｖ Ｖ Ｖ Ｖ Ｖ

５１ Ｐ Ｐ Ｐ Ｐ Ｐ Ｐ Ｐ Ｐ Ｐ

５２ Ｐ Ｐ Ｐ Ｐ Ｐ Ｐ Ｐ Ｐ Ｐ

５５ Ａ Ａ Ａ Ａ Ａ Ａ Ａ

５６ Ｑ Ｑ Ｑ Ｑ Ｑ Ｑ Ｑ

５７ Ｙ Ｙ Ｙ Ｙ Ｙ Ｙ Ｙ

５８ Ｇ Ｇ Ｇ Ｇ Ｇ Ｇ Ｇ

５９ Ｙ Ｙ Ｙ Ｙ Ｙ Ｙ Ｙ

６０ Ｙ Ｙ Ｙ Ｙ Ｙ Ｙ Ｙ

１９４ Ｙ

２０５ Ｐ Ｐ Ｐ Ｐ Ｐ Ｐ Ｐ Ｐ

２０６ Ｇ Ｇ Ｇ Ｇ Ｇ Ｇ Ｇ Ｖ Ｇ

２０７ Ｇ Ｇ Ｇ Ｇ Ｇ Ｇ Ｇ Ｇ Ｇ

２０８ Ｈ Ｈ Ｈ Ｈ Ｈ Ｈ Ｈ Ｈ Ｈ

２０９ Ｙ Ｙ Ｙ Ｙ Ｙ Ｙ Ｙ Ｙ Ｙ

２１０ Ｆ Ｆ Ｆ Ｆ Ｆ Ｆ Ｆ Ｆ Ｆ

２１１ Ｗ Ｗ Ｗ Ｗ Ｗ Ｗ Ｗ Ｗ Ｗ

２１２ Ｆ Ｆ Ｆ Ｆ Ｆ Ｆ Ｆ Ｆ Ｆ

２．３　蛋白质与蛋白质对接结果

通过预测蛋白质间相互作用的位点，同

时获得了受体和配体蛋白质分子上很有可能

参与到蛋白质间相互作用的氨基酸位点信

息．在受体分子 ＧＡＰＤＨ 上，最有可能参与

结合的氨基酸是酪氨酸，而配体分子抗癌晶

体蛋白最有可能参与结合的氨基酸是芳香族

氨基酸．一般来说，在进行 Ｈｅｘ软件的蛋白

质与蛋白质分子对接时，受体和配体分子之

间的距离不应超过３．０ｎｍ．经过分子对接试

验，抗癌晶体蛋白和ＧＡＰＤＨ在分子距离为

０．８ｎｍ时，其空间相对位置利于形成有效的

受体配体复合物，因此进行正式分子对接时

配体和受体的空间距离采用的是０．８ｎｍ．

蛋白质分子间对接的最终结果受到能量

（Ｅｔｏｔａｌ）、电子力 （Ｅｆｏｒｃｅ）、Ｅ 构型 （Ｅ

ｓｈａｐｅ）、Ｖ 构型（Ｖｓｈａｐｅ）和 Ｖ 碰撞 （Ｖ

ｃｌａｓｈ）的影响，如表３所示．每个参数的数

值越低，受体和配体分子间的结合就越容易．

由于配体分子有３０个正电荷和３３负电荷，

在进行分子对接时会影响蛋白分子间的相互

作用，综合考虑分子结合能量和分子的电荷量这两个因素，以ＧＡＰＤＨ作为受体时，在９个突变蛋白中

发现Ｐ１１和Ｐ３２具有最低的总能量（犈ｔｏｔ），如图２所示．

　　图２　９个突变蛋白的能量和

　　电荷间相互作用力总值

Ｆｉｇ．２　Ｔｏｔａｌｖａｌｕｅｓｏｆｅｎｅｒｇｙａｎｄｃｈａｒｇｅ

ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｆｏｒｃｅｏｆｎｉｎｅｍｕｔａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ

表３　蛋白质与蛋白质分子对接结果

　　　　　　Ｔａｂ．３　Ｒｅｓｕｌｔｏｆｐｒｏｔｅｉｎ?ｐｒｏｔｅｉｎｄｏｃｋｉｎｇ　　ｋＪ·ｍｏｌ
－１

突变蛋
白编号 Ｅｔｏｔａｌ Ｅｓｈａｐｅ Ｅｆｏｒｃｅ Ｖｓｈａｐｅ Ｖｃｌａｓｈ

Ｐ１１ －５４６．５０ －４８４．８０ －６１．８０ ６０５．００ ０

Ｐ１２ －５５６．２０ －５４９．７０ －６．５０ ９１４．４０ １１．７０

Ｐ１３ －５３８．５０ －５０１．５０ －３７．００ ８０６．００ ８．１０

Ｐ１４ －５３７．１０ －５０８．５０ －２８．６０ ５６７．３０ ０

Ｐ２１ －５４２．９０ －４９２．２０ －５０．７０ ７２１．８０ １．７０

Ｐ２２ －５１９．８０ －５２０．６０ ０．８０ ７４０．２０ ０

Ｐ３１ －５３２．５０ －５３９．７０ ７．１０ ８０３．２０ ２．９０

Ｐ３２ －５７１．８０ －５００．３０ －７１．６０ ８１４．１０ ９．００

Ｐ３３ －５６０．４０ －５７７．９０ １７．５０ ７１０．１０ ０

３　结论

本实验室获得了９个与ｐａｒａｓｐｏｒｉｎ?２蛋白有３～７个氨基酸差异的突变蛋白．从前期实验结果来

看，这９个突变蛋白对肝癌细胞的半致死剂量（ＬＤ５０）相差很大，最小的是０．９５７４０８μｇ·ｍＬ
－１，最大的

是３７．２９２５５０μｇ·ｍＬ
－１．因此推测这９个突变蛋白的氨基酸和它们的抗癌活性存在着一定的相关性．

从蛋白质与蛋白质的分子对接结果可以发现，ＧＡＰＤＨ作为受体分子时，配体分子Ｐ３２具有最低的

结合能量．通过 Ｍｏｌｓｏｆｔ?ｉｃｍｐｒｏ软件的ＯＤＡ功能和ＢｉｏＥｄｉｔ软件，发现在配体Ｐ３２蛋白分子上既发生

了突变同时又参与了蛋白质间相互作用的氨基酸残基为酪氨酸．这个小小的突变产生了一个有意思的

现象：在氨基酸位点１９４的酪氨酸残基正常情况下并没有参与到蛋白质间相互作用，而在突变蛋白中却

高度参与到蛋白质间的相互作用．
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综合考虑这９个抗癌晶体蛋白，在位点４９，５１，５２，５５～６０，１９４和２０５～２１２的氨基酸残基都高度参

与到了蛋白质间的相互作用．这些氨基酸大部分都是芳香族氨基酸，如色氨酸 （Ｗ）、酪氨酸（Ｙ）、苯丙氨

酸（Ｆ）．这些发现在一定程度上揭示了Ⅱ型抗癌晶体蛋白的氨基酸组成与其抗肝癌活性之间关系，而要

更好地了解他们之间的关系还需要进行深入的研究．
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