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以分子动力组学的方法探究嗜盐酶的嗜盐机理

王四华，黄可君，张光亚

（华侨大学 化工学院，福建 厦门３６１０２１）

摘要：　通过分子动力组学的方法，从原子尺度上分析４组嗜盐酶及其同源非嗜盐酶的分子动力学特性．结果

发现：嗜盐酶所形成的盐桥和氢键明显多于非嗜盐酶，嗜盐酶的溶剂可及性表面要小于非嗜盐酶．通过比较

嗜盐与非嗜盐的均方根偏差、回旋半径及末端距等参数，发现嗜盐酶的结构较非嗜盐酶更具刚性．同时，非嗜

盐酶多个部位的氨基酸残基柔性比嗜盐酶的要大很多．研究表明：能形成较多的盐桥、氢键，较小的溶剂可及

性表面和整体结构的刚性，很可能是嗜盐酶在高盐环境中维持其结构稳定的主要原因．
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嗜盐菌是一类生活在盐域环境中的微生物，主要生长在盐湖、盐沼、死海和盐场等环境中，Ｋｕｓｈｎｅｒ

等［１］将其分为弱嗜盐菌、中度嗜盐菌和极端嗜盐菌．嗜盐菌体内的蛋白酶不仅能耐受一定的盐离子强

度，而且必需依靠一定的盐离子强度来维持其结构与功能的稳定．对于极端嗜盐菌如嗜盐古生菌，其体

内的酶可在盐浓度高达５．２ｍｏｌ·Ｌ－１的环境下保持活性和稳定性
［２］，而在低盐浓度下，嗜盐古生菌体

内的蛋白质会变性失活［３］．研究表明：嗜盐菌主要依靠两条途径来维持胞内渗透压平衡
［４?６］，其一是细胞

中聚集无机盐离子如Ｋ＋，其二是聚集相容性物质如甜菜碱和四氢嘧啶等．尽管如此，有关嗜盐蛋白嗜

盐机理尚未有确切的解释，而从原子层面系统了解蛋白分子在高盐条件下的动力学行为的研究也非常

匮乏．美国华盛顿大学Ｄａｇｇｅｔｔ教授的研究团队提出了动力组学（ｄｙｎａｍｅｏｍｉｃｓ）概念，并建立了动力组

学数据库网站（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｄｙｎａｍｅｏｍｉｃｓ．ｏｒｇ）
［７］，通过对一批具有代表性的蛋白质进行分子动力学

模拟，以达到从原子尺度来理解蛋白质的功能和稳定性．分子动力学模拟越来越多地被应用于分子生物

学方面，被用来理解、预测、模拟蛋白质、核酸的结构和性质，以及模拟ＤＮＡ的双螺旋结构等
［８］．用分子

动力学模拟的方法研究了嗜热蛋白与常温蛋白的分子动力学特性，可以从更微观的层面上探究嗜热与

常温蛋白在结构柔韧性上的差异［９?１１］．然而，目前尚未见利用分子动力学模拟及组学的方法来探究嗜盐

蛋白稳定性机理的报道．本文通过对４组嗜盐蛋白及其同源非嗜盐蛋白的比较分子动力组学，模拟研

究来阐明嗜盐酶的嗜盐机理．

１　材料与方法

１．１　数据获取

所利用的４组目标蛋白分别为二氢叶酸还原酶、苹果酸脱氢酶、碱性磷酸酶和核苷二磷酸激酶，每

组分别包含一个嗜盐蛋白及其同源的非嗜盐蛋白．从蛋白质数据库（ＰＤＢ）中获取目标蛋白，且这４组中

的嗜盐蛋白在数据库（ＰＤＢ）中的ＩＤ号分别为１ＶＤＲ
［１２］，２Ｊ５Ｒ

［１３］，２Ｘ９８
［１４］和２ＺＵＡ

［１５］，对应的４个非嗜

盐蛋白的ＩＤ号分别为７ＤＦＲ
［１６］，１ＵＸＩ

［１７］，１Ｙ６Ｖ
［１８］和２ＶＵ５

［１９］．因每组（嗜盐与非嗜盐）蛋白均为同一

种酶，且它们蛋白质序列和空间结构非常相似，因此可以用来进行比较分子动力学模拟，以达到探究嗜
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盐酶稳定性机理的目的．

１．２　模拟方法

４组目标蛋白中的２Ｊ５Ｒ和２ＺＵＡ均含有４条链（Ａ，Ｂ，Ｃ，Ｄ），１ＶＤＲ，２Ｘ９８，１Ｙ６Ｖ及１ＵＸＩ均含有

两条链（Ａ，Ｂ），７ＤＦＲ及２ＶＵ５只含有一条链（Ａ）．分别只选取其中的一条链（Ａ链）作为模拟对象，并将

结构中多余的水分子去除；然后，将所有构建的体系分别置入同样大小的立方水体中，并中和每个体系

的电荷，使得所有体系均为电中性．８条链所含氨基酸数目及体系最后所包含的原子数，如表１所示．

表１　８条Ａ链所含氨基酸数目及体系最后所包含的原子数

Ｔａｂ．１　ＡｍｉｎｏａｃｉｄｎｕｍｂｅｒｏｆｅｉｇｈｔＡｃｈａｉｎｓａｎｄｔｈｅａｔｏｍｉｃｎｕｍｂｅｒｏｆｔｈｅｆｉｎａｌｓｙｓｔｅｍ

ＩＤ 氨基酸数目 原子数目 分子名称 来源

１ＶＤＲ １５７ １８２０５ 二氢叶酸还原酶 犎犪犾狅犳犲狉犪狓狏狅犾犮犪狀犻犻

７ＤＦＲ １５９ １７４２６ 二氢叶酸还原酶 犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻

２Ｘ９８ ４３０ ３０１１７ 碱性磷酸酶 犎犪犾狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿狊犪犾犻狀犪狉狌犿Ｒ１

１Ｙ６Ｖ ４４９ ３３２１１ 碱性磷酸酶 犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻

２Ｊ５Ｒ ３０９ ２３４９４ 苹果酸脱氢酶 犎犪犾狅犪狉犮狌犾犪犿犪狉犻狊犿狅狉狋狌犻

１ＵＸＩ ３０８ ２４８６５ 苹果酸脱氢酶 犆犺犾狅狉狅犳犾犲狓狌狊犪狌狉犪狀狋犻犪犮狌狊

２ＺＵＡ １５３ １４６８２ 核苷二磷酸激酶 犎犪犾狅犪狉犮狌犾犪狇狌犪犱狉犪狋犪

２ＶＵ５ １４８ １４４６１ 核苷二磷酸激酶 犅犪犮犻犾犾狌狊犪狀狋犺狉犪犮犻狊

　　将得到的８组体系分别进行１０ｎｓ的分子动力学模拟，一共进行了８０ｎｓ的分子动力学模拟．所使

用的分子动力学模拟软件为ＮＡＭＤ
［２０］及与之相匹配的可视化软件ＶＭＤ

［２１］，选用ＣＨＡＲＭｍ格式力

场［２２］，所有模拟均在常压（１０１．３２５ｋＰａ）和常温（３１０Ｋ）下进行，且分别采用ＬａｎｇｅｖｉｎＰｉｓｔｏｎ和Ｌａｎｇｅ

ｖｉｎＴｈｅｒｍｏｓｔａｔ方法控制压力和温度波动．采用ＰＭＥ
［２３］方法计算长程静电引力，非键相互作用力采用

势能截断，截断半径为１．３５ｎｍ，对体系使用周期边界条件，使用ＳＨＡＫＥ算法使水分子保持刚性．时间

步长为２ｆｓ，每１ｐｓ输出一次计算结果，所有模拟均在等温等压系综下进行．

２　结果与分析

２．１　两类酶的分子动力学模拟所得参数分析

两类酶（嗜盐与非嗜盐）的溶剂可及性表面、盐桥、氢键（蛋白质分子内部及与水溶液形成的氢键）、

末端距、回旋半径等参数，如表２所示．由表２可知：只有２Ｘ９８所行成的盐桥比１Ｙ６Ｖ的要少，这一反常

差异可能是由于２Ｘ９８与１Ｙ６Ｖ氨基酸数目差异太大（二者相差１９个氨基酸）造成的．除此之外，总体

而言，嗜盐蛋白所形成的盐桥数目均比非嗜盐蛋白多，盐桥能消除盐离子的屏蔽效应，使分子结构具有

刚性，对维持酶和蛋白质的三级结构的稳定起决定性作用．因此，可假定为嗜盐酶为了在高盐环境下维

持其自身结构的稳定，所形成的盐桥数目比非嗜盐酶多．

表２　嗜盐酶与非嗜盐酶之间各参数的比较

Ｔａｂ．２　Ｖａｒｉｏｕｓｐａｒａｍｅｔｅｒｓｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｈａｌｏｐｈｉｌｉｃｅｎｚｙｍｅａｎｄｎｏｎｈａｌｏｐｈｉｌｉｃｅｎｚｙｍｅ

ＩＤ 盐桥
氢键

蛋白质分子间 蛋白质分子与水溶液
末端距 回旋半径 溶剂可及性表面

１ＶＤＲ １９ ３３．８８ １７７．２３ １６．５２ １５．１７ ９３４２

７ＤＦＲ １６ ３７．６７ １５９．１５ １８．８６ １５．５９ ９３５４

２Ｘ９８ ３６ １０２．０１ ３３３．７５ ３５．１２ ２１．８０ １８４１１

１Ｙ６Ｖ ４０ ９９．２８ ３２４．２０ ３６．１０ ２１．９０ ２０４５２

２Ｊ５Ｒ ３８ ８０．３０ ２８３．６５ ３７．１７ １９．０５ １４９４６

１ＵＸＩ ３１ ７６．４４ ２２０．６４ ３９．７２ １９．２２ １４９８３

２ＺＵＡ ２１ ３２．４２ １４９．８６ ５．９５ １５．１５ ９４７０

２ＶＵ５ １８ ３０．６６ １３７．８７ ９．８２ １５．２９ ９５３４

　　从数据上看，嗜盐酶另一突出特点，无论是其蛋白质分子内所形成的氢键还是蛋白质与外界水环境

所形成的氢键，都比非嗜盐酶明显要多．有文献
［２４?２５］表明，嗜盐酶所富含的酸性氨基酸残基可加强蛋白

质与溶剂间的相互作用，为了适应高盐环境，嗜盐蛋白通过加强与溶剂间的水合能力来维持其结构与功
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能的稳定．对于嗜盐蛋白分子内所形成的氢键较非嗜盐蛋白多，这可假定为分子内的氢键在一定程度上

可维持自身结构的刚性，因此也有利于嗜盐蛋白适应外界高盐环境．

文献［２６］通过定点突变的方法发现，嗜盐蛋白通过降低其自身的溶剂可及性表面的机制来适应细

胞外的高盐环境．比较表２数据可以发现：嗜盐酶的溶剂可及性表面确实比非嗜盐酶的要小，在高盐缺

水的环境下形成这一机制对嗜盐菌的生命活动是非常有利的．

末端距是用来表征蛋白质分子Ｎ端和Ｃ端的距离，回旋半径可用来表示蛋白质分子的紧密度．在

这两项数值上，嗜盐酶同样比非嗜盐酶要小，这说明嗜盐酶在总体结构上较为紧密，嗜盐酶结构上的紧

凑更有利于在高盐环境下维持其结构的稳定．

２．２　两类酶分子均方根偏差值的比较

均方根偏差（ＲＭＳＤ）是指模拟过程中两种蛋白质各部分原子偏离平均位置的程度，也就是原子运

动幅度的大小，其值越大说明运动越剧烈，反映了蛋白质分子结构的刚性与柔性．图１为４组蛋白酶分

子的ＲＭＳＤ值的比较．

从图１可知：４组酶中嗜盐酶的ＲＭＳＤ值均比非嗜盐的要小，嗜盐酶在结构上比非嗜盐酶更加刚

性，这种特性也更加有利于其在高盐环境下保持结构的稳定．文献［１０］通过分子动力学模拟的方法研究

了嗜热酶与常温酶的稳定性机理，发现所研究的嗜热酶比常温酶的结构更具有刚性．对于是否大多数极

端酶如嗜盐、嗜热、嗜压等结构均更具有刚性，则有待于进一步研究．

（ａ）１ＶＤＲ和７ＤＦＲ　　　　　　　　　　　　　　　　　（ｂ）２Ｊ５Ｒ和１ＵＸＩ

　（ｃ）２Ｘ９８和１Ｙ６Ｖ　　　　　　　　　　　　　　　　　（ｄ）２ＺＵＡ和２ＶＵ５

图１　蛋白酶分子的均方根偏差值比较

Ｆｉｇ．１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＲＭＳＤｏｆｔｈｅｆｏｕｒｇｒｏｕｐｐｒｏｔｅｉｎｅｎｚｙｍｅｓ

２．３　两类酶各个氨基酸残基柔性比较

图２为４组蛋白质酶分子的每个氨基酸残基的ＲＭＳＤ值，可以直观地反应出具体部位的氨基酸残

基数（狀）波动幅度．从图２可知：非嗜盐酶氨基酸残基波动幅度比嗜盐酶要大，这与蛋白质整体的

ＲＭＳＤ波动趋势相符．为了能更清楚区分嗜盐酶残基与非嗜盐酶残基的ＲＭＳＤ值的差异，将嗜盐酶残

基的ＲＭＳＤ值减去非嗜盐酶残基的ＲＭＳＤ值，得到另一曲线，用ｄｉｆｆ?ＲＭＳＤ表示（图２）．

比较１ＶＤＲ与７ＤＦＲ的每个残基波动情况，可发现７ＤＦＲ在残基１５～２０上的ＲＭＳＤ值明显比

１ＶＤＲ要大，且二者在残基１００～１２０间波动幅度均较小．很明显，１ＵＸＩ在残基８０～９０上的ＲＭＳＤ值

比２Ｊ５Ｒ要高出很多，而在残基６５～７０，９５～１１０之间的ＲＭＳＤ值比２Ｊ５Ｒ却要小．比较２ＺＵＡ与２ＶＵ５
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的每个残基波动情况，可发现在残基４０～６０间２ＶＵ５对应残基波动幅度更大，同时发现二者Ｃ端的波

动都很剧烈．１Ｙ６Ｖ在Ｎ端及残基８５～９０，２７０～３００，４００～４２０区间上的ＲＭＳＤ值比２Ｘ９８明显高出很

多，而２Ｘ９８在６０～６５残基上的ＲＭＳＤ值比１Ｙ６Ｖ大．通过比较分析，发现非嗜盐酶多个部位的氨基酸

残基柔性比嗜盐酶的要大很多，二者间的这些差异可能就是导致它们适应不同生长环境的一个因素．

（ａ）１ＶＤＲ和７ＤＦＲ　　　　　　　　　　　　　　　　　（ｂ）２Ｊ５Ｒ和１ＵＸＩ

（ｃ）２ＺＵＡ和２ＶＵ５　　　　　　　　　　　　　　　　　（ｄ）２Ｘ９８和１Ｙ６Ｖ

图２　每个氨基酸残基的柔性

Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅｆｌｅｘｉｂｉｌｉｔｙｏｆｔｈｅａｍｉｎｏａｃｉｄｓ

２．４　两类核苷二磷酸激酶三维结构的比较

为了进一步了解两类酶在三维结构上的差异，以核苷二磷酸激酶为例，对两类核苷二磷酸激酶进行

高级结构的比对．通过在线结构比对工具（ｈｔｔｐ：∥ｂｉｏｉｎｆｏ３ｄ．ｃｓ．ｔａｕ．ａｃ．ｉｌ／ＭｕｌｔｉＰｒｏｔ），对２ＺＵＡ 和

２ＶＵ５的三维结构进行比对，发现二者除了在氨基酸４０～６０处有差异外，其他部位基本相叠合．比较图

２中二者氨基酸残基柔性大小，可以发现在氨基酸４０～６０间二者出现了较大差异．从图２中可看出：

在氨基酸４０～６０处，２ＶＵ５的氨基酸残基柔性比２ＺＵＡ明显要大．

巧合的是，通过比较二者的三维结构可发现它们正好在氨基酸４０～６０处出现明显的差异，如图３

图３　２ＺＵＡ与２ＶＵ５三维结构的比较

Ｆｉｇ．３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｒｅｅ?ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆ２ＺＵＡａｎｄ２ＶＵ５
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白色圆圈所示，二者在这一区域基本上为螺旋结构．经仔细比较发现，２ＺＵＡ的螺旋结构比２ＶＵ５的更

加紧凑，从而导致２ＺＵＡ的螺旋结构整体上比２ＶＵ５的要短．

二者这一区域的差异可能是导致它们适应不同生长环境的一个重要原因，２ＺＵＡ的螺旋结构更加

紧凑可能会使得其结构更加稳定，从而能适应外界高盐环境．有趣的是，这一区域非常接近酶的活性中

心，而是否与活性中心相互作用且二者的差异是否会导致引起二者活性中心的差异，以及二者的差异是

否会导致它们整体结构上的差异，从而表现出不同的特性，有待于进一步研究．

３　讨论

有文献［２７?２８］报道嗜盐酶的酸性氨基酸含量比非嗜盐酶多，来自多个物种的嗜盐蛋白的平均等电点

值为５．嗜盐蛋白分子表面带负电氨基酸残基较多
［２９?３０］，为了适应高浓度盐环境，嗜盐菌经过长期的进

化导致其体内的蛋白质分子的疏水核心区较小［３１］．嗜盐蛋白表面的某些氨基酸与水合离子相互作用，

有利于维持其构相的稳定［３２?３４］．许多嗜盐蛋白的亚基表面存在一些特殊的盐离子结合位点
［２１］，嗜盐酶

与溶液中盐离子的结合一定程度上可以使其结构在高盐环境下保持稳定．对嗜盐硫解酶进行的研究表

明：为了适应高盐环境，嗜盐硫解酶在一定范围内优先使用较小侧链的氨基酸，而在高盐溶液中，使用较

小氨基酸残基能够明显降低分子的表面张力，有利于增加分子的灵活性［３５］．

理解嗜盐酶的嗜盐机理更有利于将嗜盐酶应用于工业生产中．Ｓｅｌｉｍ等
［３６］利用蛋白质组学技术来

研究一株中度嗜盐菌的嗜盐机理，发现在不同梯度的盐离子强度下该菌机体内所产生的蛋白质种类有

很大差异．嗜盐菌在环境生物治理、生物电子和医药工业等领域有着广泛的应用前景
［３７?３９］，其中的嗜盐

酶也具有重大的应用价值．以色列 Ｍｅｖａｒｅｃｈｙ研究小组将嗜盐的苹果酸脱氢酶和二氢叶酸酶基因在

大肠杆菌中表达成功［４０］．文献［４１］探索把嗜盐极酶用到提高从油井提取原油量的方法中，用嗜盐极酶

可以分解掉瓜儿豆胶的粘性．

文中借鉴华盛顿大学Ｄａｇｇｅｔｔ教授的“动力组学”这一理念，分析了４组嗜盐蛋白及非嗜盐蛋白的

动力学特性，从原子尺度来探究嗜盐酶的稳定性机理．对模拟得到的４组酶的运动轨迹进行分析，发现

相比非嗜盐酶，嗜盐酶能形成更多的盐桥和氢键（无论是分子内氢键还是与溶剂所形成的氢键）．盐桥及

分子内的氢键在整体上能维持蛋白质结构的稳定，这对在高盐环境中嗜盐酶保持其结构的稳定是有利

的．与溶剂形成较多的氢键，和文献［２４?２５］报道的嗜盐酶可加强与溶剂间的相互作用相符．

嗜盐酶的溶剂可及性表面较非嗜盐酶小，通过分析ＲＭＳＤ值、末端距及回旋半径等值发现嗜盐酶

在结构上更具刚性，这一特性在应对外界高盐环境是非常有利的．通过比较分析发现，４组酶中非嗜盐

酶很多部位的氨基酸残基柔性比嗜盐酶明显要大，猜测正是这一特性才导致嗜盐酶与非嗜盐酶适应不

同的生长环境．

利用分子动力学模拟提供了一种新的研究嗜盐蛋白稳定性机理的方法，可为今后其他研究工作提

供良好的借鉴．目前实验所得嗜盐蛋白晶体结构较少，仅收集到４组同源蛋白，虽然可以得到一些共性

的规律，但随着蛋白质结构数据库的不断发展，相信今后可获得更多的样本，进行更大规模的蛋白质动

力组学研究，使得所得的规律更具代表性，相关研究仍需不断深入．
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