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一种识别蛋白质的保守氨基酸残基的新方法

郭俊恩 ， 王士同， 徐红林
(江南大学信息工程学院，江苏无锡214122)

摘 要：保守氨基酸残基在生物进化过程中具有较强的稳定性，一般不会发生太大的变化；生物信

息学认为：氨基酸序列决定蛋白质结构，蛋白质结构决定蛋白质功能。因此，作者基于氨基酸的生

化特性、几何特性和动态特性描述了一个新颖的算法去发现蛋白酶家族中的保守氨基酸残基，而

保守氨基酸残基将对蛋白质的结构和功能的研究具有重要的意义。
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A New Method of Identifying Protein Conserved Amino Residues
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Abstract：Conserved amino residues have good stability and do not change during the process of

the biology evolution．it is accepted that：amino sequence decides protein structure and protein

structure decides protein functions in bioinformatics．Based on these facts，a novel algorithm is

designed to identify each protein conserved amino residues of the protease families．The proposal

algorithm is based on the dynamic，biochemical and geometric features of amino acid．By the

way，the conserved amino residues play key role on the protein structural and functional．
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在残基一残基比对中，某些位置的氨基酸残基相

对于其它的残基具有较高的保守性，这个信息揭示

了某些残基对于一些蛋白质的结构和功能是极为

重要的[1]。处于活性位点的残基都是极为保守的，

比如形成二硫键的半胱氨酸，参与电子传递的氨基

酸残基以及决定底物特异性的氨基酸残基。这些

保守残基对于保持蛋白质的结构和功能是非常重

要的。

收稿日期

基金项目

作者简介

通讯作者

理解分子生物学功能基础时，对蛋白质三维结

构的理解是主要的一步。然而理解蛋白质功能机

制的知识是不充足的，因为生物功能经常依赖它的

动态构象。通常，蛋白质的功能是和特殊的序列或

结构相关的，并且，功能模式的识别和它们在蛋白

质的整个动态特性中的作用要求额外的数据和分

析。在蛋白质数据库(PDB)[21中除了大量的结构是

以实验的方法得到的外，还有很多是用计算机方法
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得到的，并且用计算机得到的数量以指数增长，这

些方法通常是基于序列比对的，现在已经用来取代

实验的方法了，然而还没有系统的引入结构的动态

特性。利用模式识别的方法和以前的生物学知识

可能找到具有统计意义的模式，并且能用实验测试

和核实这种模式。

通常报导少量的残基是直接参与蛋白质功能

的。这些暗示了在功能和微环境之间有很强的相

互关系。假如残基是在封闭的空间的话微环境指

的是残基的局部区域，而不是必须沿着序列邻近

的。蛋白质功能只是一个结构属性的集合，并且可

以想象的到：整个蛋白质的动态性是和蛋白质的活

性部位的局部结构相结合的。

从原始文献资料中手工抽取信息建立了一个

催化剂残基数据集[3]。根据残基的二维结构、溶解

力、适应性、保守性、四维结构和功能，对178种的

酶活性部位直接引入的具有催化作用的残基做了

一个十分彻底的分析。这项工作提供了比较好的

对分子特征的理解，这些特征影响催化剂的功能，

尤其是适应性。然而它没有提供自动检索信息的

功能或者发现新的频度模式的方法。

几个基于网站的研究相似结构的数据库在公

共域中是可以免费利用的。PROCAT利用了一种

几何散列算法研究和建立了从保守几何学中得来

的三维酶活性部位模板[4’1 4|。WEBFEATURE[5叫1

为场微环境的简洁特性而采用了一种贝叶斯监督

学习算法，然而这个结果对假定的后台分类和训练

场所的选择是过敏的。PINTS服务[71允许以3种

不同的方式对大量的有理由的预定义的结构和功

能动机进行研究：蛋白质对模式数据库；模式对蛋

白质数据库；蛋白质成对比较。在没有任何相关的

知识的情况下，当它探测到蛋白质结构中的侧链的

空间排列的相似性时，这项工作是非常有意义的。

在寻找到最佳的匹配结构模式的叠印之后，它也设

计出了一种统计方法去计算等价氨基酸空间位置

问方均根的意义[7]。然而这种算法在非同源蛋白

质中能找到局部模式，特别是如果两种相似的蛋白

质进行比较时将是难以忍受的。这种算法排斥带

有仅仅包含H和C原子侧链的氨基酸，不能在正确

与错误的匹配间明确而有效地区分这些原子。

已经证明两种其它的无监督学习方法成功的

产生了新颖序列结构模式。I—site[8]是一种短序列

模式库，它与蛋白质的三维结构强有力的联系起来

了，也为局部结构预测提供了一种新的方法论。

TRILOGY[叼把序列和结构都视作是模式的成分，

它们在搜索过程中同时被识别和延伸。在这项工

作中发现了成千上百的重要的序列一结构模式。

但是，保守氨基酸残基在蛋白质序列中还没有进行

必要的认识，并且它们能以任何顺序产生，比如胰

岛素，催化剂三元组。这些算法不能探测到缺少序

列一模式成分的模式。

Shann-Ching Chen[1叼首先用一种无监督学习

算法发现蛋白质家族的频度模式，然后再利用频度

模式识别蛋白酶家族中每种蛋白质的保守氨基酸

残基。除了序列和结构相似外，还考虑了结构的动

态性。因此这些模式的特征是根据它们在微环境

中的动态特性、生物化学特性和几何学特性所刻画

的。没有经过任何序列比对，能把结构上的保守残

基识别出来，这些残基的序列和顺序是没有必要进

行维持的。实验表明在探测的模式中能正确的区

分3种蛋白酶子家族微环境中的不同模式。但是

这种方法在微机上的运行速度较慢，它的时间主要

花费在合并特征链上了。

作者基于氨基酸的生化特性、几何特性和动态

特性，描述了一个能快速发现蛋白质酶家族中保守

氨基酸残基的新颖算法。这个算法用较短时间就

可以发现丝氨酸蛋白酶家族中的两个子家族胰凝

乳蛋白酶子家族和枯草杆菌蛋白酶子家族，以及巯

基丙氨酸蛋白酶家族中的木瓜蛋白酶子家族中的

保守氨基酸残基。目前，对于数据量呈指数级增长

的蛋白质数据来说，这种方法是发现保守氨基酸残

基的一种较有前途的方法。

1数据来源和方法

整体思路由图1表示：首先选出给定的蛋白酶

家族中的蛋白质集合作为数据集。特征从这个家

族中的全部氨基酸中抽取。每种氨基酸对应一个

氨基酸类型+索引号(以下简称氨基酸索引)，索引

号代表了该氨基酸在氨基酸序列中的位置。然后

对每个氨基酸索引进行特征抽取，这些特征包括残

基的动态特性、生化特性和几何特性。最后根据氨

基酸的类型把氨基酸索引分成20组。这种迭代算

法被应用到每一组氨基酸中去发现不同蛋白质相

应的氨基酸残基所对应的保守氨基酸残基。所有

能展现氨基酸保守特征的残基都能被一个迭代搜

索算法识别出来。

1．1数据集

酶分类数据库[1¨包含了780个对应于丝氨酸

蛋白酶类E．C．≈4．21的PDB人口和122个对应

于巯基丙氨酸蛋白酶类E．C．3．4．22的PDB入口。
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数据集

由同一蛋白酶家族中的蛋自质组成

』L
特征抽取

动态特性：高斯网络模型

生化特性：氨基酸类型和分类
几何特性：三维参考框架

』]r
发现保守氨基酸残基的算法

迭代搜索算法

图1识别保守氮基酸残基方法的概述

Fig．1 The overview of the method of identifying con—

served amino residues

在这个工作中，两个最大的子家族，丝氨酸蛋白酶

的胰凝乳蛋白酶子家族(S1)和枯草杆菌蛋白酶子

家族(S8)，以及巯基丙氨酸蛋白酶的木瓜蛋白酶子

家族(C1)是作者的研究对象。为降低结构冗余，

90％的序列特性是用PDB-REPRDB从PDB中选

择的具有代表性的侧链，S1、s8和C1子家族分别

产生了5、7和6个代表性蛋白质，这些蛋白质包含

在作者对各个子家族的分析中了：S1包括了lgct，

lsgt，1ton，3est和4ptp 5个蛋白质；S8包括了

2sec，llw6，1bh6，1svn，lmee，1ic6和lthm 7个

蛋白质；C1包括了lhuc，1the，3pbh，licf，lppn

和lppo 6个蛋白质。所有代表S1、S8和C1子家

族的蛋白质都列在了表1中。

表1 3个蛋白酶家族中的代表性聋白质

Tab．1 The representative proteins in the three protease fami—

lies

垩皇羹 代表性蛋白质
子家族

“伏“8。伙

S1 Gamma—chymotrypsin A，lgct，3．4．21．1

Trypsin，1sgt，3．4．21．4

Tonin，1ton，3．4．21．35

Native elastase，3est，3．4．21．36

Beta trypsin，4ptp，3．4．21．4

S8 Subt．carlsberg complex．2sec，3．4．21．62

Complex of subt．bpn"，llw6，3．4．21．62

Subtilisin dy in complex，lbh6，3．4．21．62

Savinase，lsvn，3．4．21．62

Mesentericopeptidase，lmee，3．4．21．62

Proteinase k，lic6，3．4．21．64

Thermitase，1thm，3．4．21．66

C1 Cathepsin b，1hue，3．4．22．1

Cathepsin b，1the，3．4．22．1

Procathepsin b，3pbh，3．4．22．1

Cathepsin 1，1icf，3．4．22．15

Papain cys～25，lppn，3．4．22．2

Protease omega，1ppo，3．4．22．30

1．2氨基酸特征抽取

每个残基附近的微环境被定义为以它的C。为

中心的以7．0×101 C1TI为半径的球形区域。对每

种氨基酸的特征进行动态特性、生化特性和几何特

性的抽取。

1．2．1 动态特性的抽取：高斯网络模型 高斯网

络模型(GNM)Elz]是一个弹性的网络模型，它能描

述蛋白质的动态平衡性，在7．0×10-9 cm的范围内

通过统一的弹性系数，可以用来刻画蛋白质的动态

特性。在GNM中，C“形成网络结点。结点相互作

用。网络的连接能力用基尔霍夫矩阵描述如下：如

果元素i和J连接，则元素r，一1，否则r。一0，并

且n一一Z；，其中Z。是连接到结点i的结点总数，

以下简称CN。

另外CN在大量的研究中已经被证明对动态平

衡性有很大的影响。PDB结构实验显示连接数有

一个很大的变动范围(2≤CN≤16)。因此可见的连

接数被映射到4个连续的水平CN—l、CN一2、CN一3、

CN一4，它们代表的范围分别是2≤CN≤4、5≤CN≤

8、9≤CN≤12和13≤CN≤16。

在特征抽取中，首先需要从PDB数据库中下

载对应的蛋白质文件，如S1中的lgct等，然后再从

蛋白质文件中找到氨基酸序列中每个氨基酸的C。

的空间坐标，最后这项工作需要找出每个残基的连

接数水平以及与该氨基酸相连接的每一个残基作

为抽取的氨基酸动态特性。如与S1中蛋白质lgct

的组氨酸His57相邻的氨基酸残基为5个，分别是

ALA、ALA、CYS、ASP和GI。Y，因此蛋白质lgct

的组氨酸His57残基的CN达到了CN一2。

1．2．2 生化特性的抽取：氨基酸的类型和分类

20种常见氨基酸按照氨基酸的特性和侧链化学性

质的不同进行如下分类[13|：脂肪类(AI。1)的包括

Gly，Ala，Val，Len和lle；含硫类(SULFUR)的包

括Cys和Met；芬芳类(ARO)的包括Phe，Tyr，

Asn和GIn；极性类(NEUTR)的包括Ser，Thr，

Asn和Gln；酸性类(AClD)的包括Asp和Glu；碱

性类(BASIC)的包括Lys，Arg和His；亚氨基酸类

(IMI)的包括Pro。由于同一种氨基酸可能不仅属

于一类，如赖氨酸残基(Lys)有两种特征含硫类和

碱性类。因此在特征提取过程中作者要判断与某

一个氨基酸残基相邻的所有氨基酸残基属于哪一

类，并把它作为该氨基酸残基的一个生化特性。如

与S1中蛋白质lgct的组氨酸His57残基相邻的5

个氨基酸残基分别具有的生化特性是ALI、ALI、

SULFUR、ACID和ALI。
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1．2．3几何特性的抽取：三维参考框架 三维参

考框架利用氨基酸的3个骨干原子N、p和C’来描

述每一个残基，这3个原子形成了一个框架三面

体[4]。在图2(A)中，3个原子唯一定义了残基在

空间中的位置和方向，三维参考框架的坐标原点和

p的坐标是一样的。在图2(B)中定义了3个方向

的向量e。、e。和e。。在图2(O中每个残基的微环

境被±e。、±e：和±e。分成8个区域，即Q1～Q8。

然后利用一个几何哈希算法[3’13]判断与该氨基酸残

基相邻的氨基酸残基以及其对应的生化特性分别

属于哪个区域。如与S1中蛋白质lgct的组氨酸

His57残基相邻的5个氨基酸残基及其生化特性在

组氨酸His57的8个区域中的分布情况如下：

ALA0一Q3，ALl0一Q3，ALAl一Q3，ALll一Q3，YS0-

Q7，ULFUR0一Q7，GLYO—Q7，ALl0-Q7，ASP0一Q4，

ACID0一Q4。

H1N．跖110,∥N
^2网C'NXC'C"耻荫。，引洳^2网吒2网。产^№

图2氨基酸几何特性抽取的方法

Fig．2 The method of extracting amino acid geometric

features

1．2．4一个完整的特征抽取的实例：19ct-Ser-63

作者用PDB文件lgct为例对丝氨酸Ser一63进行特

征抽取，抽取过程如下：利用高斯网络模型可以发

现与Ser一63相连的残基数为5，因此连接数达到了

CN2。这5个残基分别是Lys、Thr、Thr、Asp和

Val，它们分别具有以下化学性质碱性(BASIC)、中

性(NEUTR)、中性(NEUTR)、酸性(ACID)和脂肪

类(ALI)。最后运用三维参考框架可以发现在该残

基的微环境中的8个区域内分别分布了Ser-63的

以下特征(在同一个区域中存在相同的多个残基或

者化学性质时作者用0，1，2⋯对其进行编号)：在

Q1内有THR，THR具有NEUTR的性质；在Q2

内有THR，THR具有NEUTR的性质；在Q4内有

ASP和VAL，分别具有ACID和ALIRR的性质；

在Q8内有LYS具有BASIC性质。因此作者最终

抽取的PDB文件lgct中的残基Ser-63的特征就

是：CN2、THR0一Q1、NEUTR0-Q1、THR0一Q2、

NEUTR0一Q2、ASP0一Q4、ACID0一Q4、VAL0一Q4、

ALIO-Q4、LYSO-Q8和BASIC0一Q8。

1．3发现保守氨基酸残基的算法：迭代搜索算法

发现保守氨基酸残基的迭代搜索算法描述如下：

1)设定要选取的特征链中的节点元素个数的

最大值MAX、最小值MIN和向前查看长度LEN，

同时令循环控制变量N=MAX。

2)由抽取的氨基酸特征构造同一蛋白酶家族

中某一类氨基酸残基(如Ser)的原始表，原始表每

一项记录包括两个字段：氨基酸索引和该氨基酸残

基对应的特征。

3)由原始表构造工作表。工作表每条记录包

括3个字段：特征、绝对支持率和相对支持率。绝

对支持率指某一特征在原始表中出现的次数；相对

支持率指的是绝对支持率除以原始表的表长所得

到的一个比值。当然在创建工作表时绝对支持率

和相对支持率均为0。

4)查原始表并统计工作表中的每个特征的绝

对支持率和相对支持率。

5)对工作表按绝对支持率或者相对支持率进

行排序。

6)工作表的表长如果大于等于MIN则转到

7)执行；否则转到9)执行结束程序。

7)取工作表中支持率最高的N项特征，同时

考虑到最大可能性要向前查看LEN个特征共同组

合成c≈+比N个特征链表。

8)检查7)中产生的每一个特征链表，看该记

录是否在同一蛋白酶家族中的每一个蛋白质中至

少产生一次，如果是则查原始表找出该特征集合所

对应的原始表中的记录并将其输出，找出的记录所

对应的氨基酸索引就是要找的保守氨基酸残基，同

时将原始表中这条记录删除，并令N—N-1，转到

3)执行；否则只令N—M1，转到6)执行。

、9)结束程序的执行。

该算法中第1)步的参数MAX、MIN和LEN

是待定的，根据实验结果一般情况下MAX的取值

为20，MIN的取值为5，LEN的取值为1～5；第7)

步的特征链表的长度可以由组合数计算得到，即

c*删，其中N为要选取的特征集合的元素个数，
LEN为向前查看的元素个数。

在同一蛋白酶子家族中把该迭代算法应用到

20种氨基酸上，就可以找出每一蛋白酶子家族中每

一种氨基酸所对应的保守氨基酸残基。
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2结果与讨论

在作者的实验中，分别用蛋白质Igct代表丝氨

酸蛋白酶家族中的胰凝乳蛋白酶子家族S1，用蛋白

质1svn代表丝氨酸蛋白酶家族中枯草杆菌蛋白酶

子家族S8，用蛋白质lhuc代表巯基丙氨酸蛋白酶

家族中的木瓜蛋白酶子家族G1，得出的结果列到

表2、表3和表4中，并与Shann—Ching Chen[1叩的

实验结果进行了比较。

上述表2、表3和表4中的第一行为氨基酸残

基类型，第二行和第三行为残基在氨基酸残基序列

中对应的索引号，最后一列中Others代表其它氨基

酸残基，N／A代表没有保守氨基酸残基。

从上述结果可以看出Shann-Ching Chen的实

验结果是作者的一个子集，这是因为Shann—Ching

Chen采用的是逐步合并氨基酸残基的特征使其长

度不断增大并最终求出一个含有特征支持率最高

的一个特征链，然后利用这个特征链再找出保守氨

基酸残基，但这种方法运行速度特别慢，所花费的

时间主要在合并特征链上。而作者的实验采用是

的对每个特征的支持率进行排序，选出支持率最高
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