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摘 要：以+56789+:数据库中包含二硫键的!"#条多肽链作为研究对象，统计分析了二硫键的

分布特征)结果表明，二硫键的分布很不均匀，主要在序列距离较近的!个半胱氨酸之间形成，大

部分二硫键是在序列距离小于4$个氨基酸的地方形成，并且对某些序列距离有着强烈的偏好)这
一结果对蛋白质工程中引入人工二硫键、进行分子生物学实验设计具有一定参考意义)
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二硫键是一类在蛋白质多肽链的两个半胱氨

酸（6IP）之间形成的共价键，这两个半胱氨酸在氨

基酸序列上的分布可以相距较近，也可以较远)二

硫键可以形成在蛋白质的同一个亚基内，也可以在

不同亚基之间产生)通常将形成二硫键的两个6IP
的状态称为氧化态，没有形成二硫键的6IP的状态

则称为还原态，或者硫醇态)
二硫键的形成对于稳定蛋白质的空间结构和

保持其活性功能具有极其重要的影响，它的错误配

对是影响蛋白质多肽链正确折叠的重要原因)二硫

键的形成是蛋白质折叠过程中的重要步骤，其形成

动力学影响着蛋白质折叠的速率和途径［"］)二硫键

除了对于单分子折叠反应具有动力学和热力学上

的影响外，还可以调节细胞内环境分子间的接触，

从而影响蛋白质的分泌情况)研究形成二硫键的蛋

白质序列特征，找出与二硫键形成有关联的某些结

构信息，对于蛋白质工程和人工药物分子设计有着

积极而重要的意义)
氨基酸序列在蛋白质多肽链折叠后，序列距离

远的两个氨基酸在空间距离上不一定也相距较远，

例如形成二硫键的两个6IP，它们在空间距离上离

得很近，但这是否与序列距离有关，形成二硫键的
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!"#在氨基酸序列上是否是随机分布的呢？

目前主要有$种预测!"#的氧化态和硫醇态的

方法：第一种是运用神经网络识别!"#的状态［%］；

第二种是对于!"#周围序列中氨基酸出现的频率

进行统计分析［$］；第三种是利用多序列联配（&’()*+
,(-#-.’-/0-1(*2/&-/)）预测!"#残基的状态（氧化

态或者硫醇态）［3］45’#61(等人运用神经网络方法

对一个较小的独立数据集进行预测，结果达到789
的准确率［%］；:*#-;等人用统计方法对一个比前者大

3倍的数据集进行测试，预测准确率也可以达到

<89［$］4%===年:*#-;和>*&?/利用多序列联配预

测氧 化 态 和 硫 醇 态 !"#，准 确 率 达 到 了7%9以

上［3］4
作者在更大的高精度蛋白质空间结构数据库

>@!ABC>D［E］基础上，对于库中含有的蛋白质序列

进行了统计检验，对!"#附近序列（包括含有氧化

态和硫醇态的!"#氨基酸序列）进行统计分析，以

研究!"#邻近序列是否影响二硫键的形成、二硫键

在蛋白质多肽链上所处的位置以及形成二硫键的

!"#之间的序列间隔等问题4与以上预测方法所不

同的是，实验主要侧重于发掘蛋白质一维氨基酸序

列中所隐藏的二硫键形成的二级结构信息4在蛋白

质的二级结构中，两个氧化态!"#由于相互之间的

空间接触而形成二硫键，它基本上属于一种空间结

构特征4预测!"#的存在状态也可以称之为蛋白质

结构的二维预测4二硫键和局部序列是否有关？如

果通过统计分析，找出二硫键周围的某些序列特

征，就可以利用这些信息预测蛋白质序列中!"#的

状态，知道是哪两个!"#之间形成了二硫键，这样

就可以不通过多序列联配或者神经网络的预测方

法对二硫键进行预测4

! 材料与方法

选择一个高精度非同源的蛋白质空间结构样

板库>@!ABC>D［E］（此库的蛋白质结构测定方法均

为F射线衍射，测量精度均好于%4EG）作为研究的

样本数据库4
选取含有肽链内二硫键的结构数据进行研究，

计有%8E条蛋白质多肽链，E<7条链内二硫键，总的

氨基酸残基数为3HI8%4
8A:D形成二硫键的两个!"#的氨基酸距离为

=，这可能是因为结构数据错误导致；8JBK，3CCLC
的两个!"#距离为8，这意味着紧邻的两个!"#形

成了二硫键，怀疑数据可能有误，所以这$个MNB
结构数据不使用4

表8列出了>@!ABC>D数据库中所有含链内

二硫键的MNB文件4

表! 形成肽链内二硫键的"#$文件

%&’(! %)*"#$+,-*./01,.2-0,1*’/314,5),35)*.&6*7*75,1*8)&,3

MNB

8E$@ 8BO! 8DMA! 8LPM 85L@! 8>QB %CPL %QM:C

8CIR@ 8BOM 8D>! 8SCD 85MM 8ACBD %BBTL %RDC

8CIRL 8BLM 8DFAC 8SNT 85UM 8ACBS %BBT@ $!N3

8CCVC 8BWNC 8DV5 8S@K8 85V5 8A!C %!BM $DBF

8CBKB 8BWNB 8:@DD 8S5BC 8WDU 8AND %!A! $:KUC

8C!E 8BJQC 8:@DS 8SQPC 8WW! 8A:3C %NWXC $:KUB

8COYC 8BMS 8:U> 8XDK 8WJPC 8AO>V %DWO $OK>

8CLJ 8BA@ 8:QTC 8XDAC 8W>!C 8AO>S %DK@ $@CNC

8CSK 8!D@C 8:FN 8X:KC 8WRMC 8AOFC %O5:C $@VA

8CS>C 8!DF 8O$M 8X5!C 8JW! 8ALO %L@!C $MAD

8C@TC 8!:B 8OCS 8XM! 8JQC 8ALQ %S@T $>DB

8C@U 8!OA 8OC@ 8T@J 8MO> 8ASSN %@SQ $AO@

8C5M 8!W>C 8ODW 8TMAC 8MJC 8A5@ %5!5 3CCLB

8CJ!C 8!WQ 8OJ: 8T>SC 8MJ! 8AW$ %5MKC 3LA!L

8CJVC 8!MJ 8L!OC 8TAD 8MMW 8AQNC %5>BC 3LA!S

8CMC 8!AW 8L!OB 8TUL 8MPAB 8UTV %5ACL EMAM

8CMPC 8!Q@ 8LSCC 8TQDC 8MPA! 8U5CL %5AC@ <K>C
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续表!

"#$

!%"&$ !#%’( !)*%$ !+,-$ !"&.# !,/%% 01,1 23%$%

!%4$ !#%’) !)*%* !($-% !5/$ !,61% 0"+%% 23%$$

!%47% !#%’. !)1- !($8 !539 !:$% 0"+%$

!%5$ !#%’8 !)"(% !(*. !5;-% !:).% 0"9"%

!%58 !##. !)9$% !(+* !5*- !<=1 05)-

!%.(% !#"- !)9$$ !("$% !56; !<91% 09%9

!%8!$ !-%;% !)99% !("$$ !93" !&%*% 09;%

!%8+ !-/-% !).5$ !(9. !96# !7<4 09*/*

!%,> !-/& !)8/% !(.?# !96’% 0%%% 09*(

!$-$% !-#6$ !)8/$ !(.9# !96"* 0%/+ 0.;*

!$-1 !-".% !)<’ !6)(% !95% 0%6; 0.5<%

! 结果与讨论

为简便起见，将形成二硫键的两个氧化态/@A
的序列距离定义为二硫键的跨度，用它们之间相距

的氨基酸个数表示B
计算出二硫键的跨度，如图!所示B横坐标表

示二硫键的跨度，纵坐标表示相应跨度处的二硫键

数目B从图上可以看出，形成二硫键的两个/@A的

序列距离不是均匀分布的，显然地存在着某些强烈

偏好B

图" 形成肽链内二硫键的!个氧化态#$%之间的序

列距离

&’()" *’%+,’-.+’/0/1%23.20425’%+6042-2+7220898
-/05254$%+2’02%

在使用的蛋白质结构数据中，二硫键的跨度从

很小到很大，但分布并不是均匀的B序列距离小于

CD的有>E?个"#$结构数据，这些二硫键数目总

共占所有二硫键数目的比例约为2FG（>E?／?C2）B
为了便于观察，图!只标出了序列距离在!?D范围

以内的二硫键的形成情况B

图!中出现的几个峰值远高于平均数B最高的

一个峰出现在序列距离为!F处，在此位置形成二

硫键的数目很多，有HF个；但是紧挨着这个序列距

离，!>，!?或者!C，!2等处，二硫键的形成数目都要

低很多，这已经超出了统计涨落的范围B另一个比

较偏好的位置是在序列距离?处B图!的峰形都是

锯齿状，而非缓慢上升或下降的形状B二硫键形成

高峰紧邻着低谷，究竟是何原因？这一显著的差异

究竟是由于样本选择引起的，还是由于蛋白质分子

内部结构化学的原因，这有待进一步研究B
由于没有明显的几何理由，说明二硫键在形成

时对某一些位置强烈偏好而对于另一些位置不偏

好B这当中必然有着深层次的原因，我们或许可以

从蛋白质结构特点、蛋白质化学结构以及蛋白质折

叠动力学方面去找合理解释B但无论如何，这一发

现对于蛋白质工程而言，有着特殊而重要的意义B
如果需要引入人工二硫键，就可以优先考虑在序列

距离小于CD的范围内进行搜索，选择那些对二硫

键形成有着较强偏好的位点处进行定点诱变，以避

免实验的盲目性，提高实验的成功率B
由于二硫键的跨度分布不均匀，对于短的氨基

酸序列，两个氧化态的/@A相距?D个氨基酸，几乎

是序列’端与/端形成闭合的环，而对于很长的序

列，它们的距离则看作很接近B因此，引入约化距离

表示两个氧化态/@A的相对距离，即两个氧化态

/@A的序列距离除以它们所在的氨基酸序列的总长

度B计算出来的约化距离分布见图0B
由图0较易看出，形成二硫键的两个氧化态

/@A的约化距离一般都不长，都集中在?DG的范围

内，?G处出现一个高峰，表明二硫键比较倾向于在

此约化距离处形成B
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图! 形成二硫键的两个氧化态"#$的约化距离

%&’(! )&$*+&,-*&./.0+12-312$14-1/31.0*51.6&2&712"#$
如果形成二硫键的两个氧化态!"#之间的序

列距离小于序列总长度的一半，并且这两个!"#都

出现在序列的前面一半（或者后面一半），我们就以

最靠近序列$端（或者!端）的那个氧化态!"#的

位置作为代表此二硫键在序列中的位置，据此统计

二硫键倾向于在序列前半部出现还是在后半部出

现%但是如果两个氧化态!"#之间的序列距离大于

序列总长度的一半，由于这两个氧化态!"#的序列

距离太大，跨度太大，这样的统计结果实际上没有

什么具体意义%作者排除了这种情况的二硫键%统

计结果见图&%

图8 二硫键在序列中的出现位置

%&’(8 91:;*&<1=.$&*&./.02&$-:0&21,./2&/*51$14-1/31

进一步统计看出，大约有’()的二硫键是在靠

近$端序列的那部分形成的，只有**)的二硫键是

在靠近!端一侧形成%另外，在序列长度的前+／*
处形成的 二 硫 键 的 数 目 占 到 了 二 硫 键 总 数 目 的

*,)，这说明二硫键更倾向于在序列前半段形成%
这是因为在蛋白质翻译过程中，新生肽链在延伸时

如果刚开始就能够形成正确的二硫键配对，由于二

硫键具有保持蛋白质构象的稳定性，那么以后生成

的蛋白质多肽链将更加容易延伸和正确折叠，这样

可以减少错误折叠%反之，如果大多数二硫键不是

在新生肽链刚开始延伸阶段形成，而在以后的蛋白

质延伸和后修饰阶段将会有很多种形成二硫键的

可能性%这样对于保持蛋白质二级结构的稳定和减

少错误折叠出现的频率都很不利%-./0等人的研究

也表明，二硫键的跨度只有在较大时才会对蛋白质

折叠速率产生重要影响［(］%跨度小的二硫键对蛋白

质折叠影响不大，而大跨度的二硫键既然对于蛋白

质折叠速率有影响，那么对于蛋白质的折叠过程和

其高级结构的形成与稳定性也会有影响%从分布

上，大跨度二硫键不利于蛋白质保持其结构的稳定

性，如果引入，会破坏蛋白质折叠结构%因此，在实

际进行人工蛋白质分子设计时，就需要考虑引入小

跨度的二硫键%

8 结 论

+）二硫键的分布很不均匀，对某些序列距离有

着强烈的偏好，大部分二硫键都是在序列距离小于

1,的地方形成的；

2）大部分形成二硫键的两个氧化态!"#的约

化距离都不长，多数小于’,)；

&）相对而言，二硫键更倾向于在氨基酸序列的

前半段出现，这在蛋白质翻译过程中对于保证蛋白

质新生肽链顺利延伸合成和减少发生错误折叠是

有积极意义的%
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