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摘要"

!$%$

鼠李糖苷酶能够水解柚皮苷生产普鲁宁和
%$

鼠李糖! 可用于柑橘类果汁的脱苦处

理"对柚皮苷和黑曲霉
!$%$

鼠李糖苷酶进行分子对接!采用分子动力模拟和
&&'()*+

结合的

方法计算对接复合物的结合自由能!并分析了分子间相互作用以及各个残基对结合自由能的贡

献"结果表明范德华作用力是黑曲霉
!'%'

鼠李糖苷酶与柚皮苷结合的主要驱动力!库伦电荷作

用和非极性溶剂化能对结合贡献较小"

,-.#/0

#

+12/34

#

51630#

#

(7630!

#

,8-9!0

#

:219##

#

,-.9#;

等是黑曲霉
!'%'

鼠李糖苷酶和柚皮苷结合过程中形成疏水作用的重要氨基酸残基" 在分子动

力模拟平衡后的氢键分析中! 黑曲霉
!'%'

鼠李糖苷酶
*6-#;0

#

(76309

#

(-<9#4

残基和柚皮苷共

形成了
/

个稳定的氢键"本研究分析了黑曲霉
!'%'

鼠李糖苷酶与柚皮苷结合的驱动力!以及结

合过程中重要氢键及疏水性残基!为蛋白质工程改造
!'%'

鼠李糖苷酶提供了靶位"

关键词"

!'%'

鼠李糖苷酶$柚皮苷$分子对接$分子动力模拟$

&&'()*+
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GGD'H!I

柑橘是全球第一大种植和消费水果!是仅次于

小麦和玉米的第三大国际贸易农产品#$%

# 目前对于

柑橘类水果的主要加工方式为外果皮生产蜜柚香

精$皮囊渣等提取果胶和鲜切柚果等!但对比橙子$

柠檬等柑橘类水果!产量最大$附加值最高的蜜柚

果汁类产品始终无法深入开发!主要原因是蜜柚压

榨果汁具有明显的苦味!这大大制约了蜜柚的高附

加值利用#&%

# 柚皮苷是柑橘类果汁加工中后呈苦味

的重要物质之一! 而
!!"!

鼠李糖苷酶能高效降解

柚皮苷!生成有医用价值的普鲁宁和
"!

鼠李糖 #'!(%

#

但工业生产中往往需要性质更优良的
!!"!

鼠李糖

苷酶!这就需要进行蛋白质工程改造# 研究酶与底

物相互作用方式!可为工程改造奠定基础#)%

#

随着核磁共振$

*

射线衍射$冷冻电镜及同源建

模$从头计算等解析蛋白质结构技术的发展!越来

越多的蛋白质三维结构被测出来# 这为研究蛋白质

与底物小分子奠定了基础# 分子对接是一种静态的

研究受体大分子与配体小分子结合作用的分子模

拟方法!并通过对接相互作用能$关键残基等方面

评价受体与配体的相互作用#+%

# 分子动力模拟按照

给定温度下的麦克斯韦速率分布给原子赋予一定

的初始速度!在这一定的初始条件下求解牛顿第二

定律的微分方程!得到蛋白质中所有原子的运动轨

迹#,%

!

--./012

计算结合自由能可以在一定程度上

反映受体与配体之间结合的主要推动力#3%

# 因此!在

基于黑曲霉
!.".

鼠李糖苷酶和柚皮苷结构的基础

上进行分子对接和分子动力模拟! 进而利用
--.

/012

法计算结合自由能!分析黑曲霉
!.".

鼠李糖

苷酶和柚皮苷结合主要推动力!并揭示结合过程中

起关键作用的氨基酸! 探讨
!.".

鼠李糖苷酶和柚

皮苷的结合机理!可为开发更高效降解柚皮苷的
!.

".

鼠李糖苷酶提供理论依据#

)*)

模型构建及分子对接

黑曲霉
!.".

鼠李糖苷酶 %

4506

登录号 "

2748&8+'9:

&三维空间结构由实验室在前期研究中

使用
-;<=>>=? 89:)

构建 #8%

!柚皮苷三维空间结构由

5@=ABC; ;DDCE= &F:)

构建并进行能量最小化# 分子

对接使用
2GH;<;EI (JF

软件 ! 对接算法采用

2GH;<;EI (9F

软件自带的遗传算法! 对接中心为

%

+89+F&

!

,9:),

!

&&9F(+

&! 对接盒子大小为 %

3&!+&!

++

&

"

'

!共对接
:FF

次!选择构象最佳的对接结果!使

用
/KA;> :9+9)

软件进行分析并作图#

图
)

柚皮苷二级结构和三维模型

+,-* ) ."/%012&# (3&4/34&"( 201 35&""61,7"0(,%028 7%1"8

%9 02&,0-,0

)*:

柚皮苷与黑曲霉
!6;6

鼠李糖苷酶复合物分

子动力模拟

柚皮苷
.

黑曲霉
!.".

鼠李糖苷酶复合物结构

取自分子对接产生的最佳对接构象!分子动力模拟

采用
7?;ALEM)9:(

#:F%软件!向体系中加入
1/5

模型的

水分子!为保证整个体系的整体电中性!加入了
:&

个
4L

N离子# 黑曲霉
!.".

鼠李糖苷酶使用力场为

7OP-P18+ )'L+

! 柚皮苷采用全原子
P/"1

力场#

复合体系远程静电相互作用使用
/-Q

#::%方法计算!

其中栅格宽度为
:9F "

'采用
"6451

#:&%算法约束所有

键长# 范德华和库伦相互作用的截断半径均为
:9(

RA

!短程邻近截断距离为
:9F RA

# 先对复合体系进

行了能量最小化以移除体系的空间立体冲突!再对

体系进行了
: RM

的
4ST

%

H@= E;RMHLRH 4GAB=? ;D

UL?HCE>=M

!

S;>GA= LR< T=AU=?LHG?=

& 和
): RM

的
4/T

材材材材材料料料料料与与与与与方方方方方法法法法法
''''

'

()
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4#+/#-(!*-#

#模拟"之后对体系进行了
56 &'

的非限

制性分子动力模拟"并分别分析体系中
!787

鼠李糖

苷酶柚皮苷均方根偏差!

9:;<

$%

!"#

柚皮苷与黑曲霉
!$%$

鼠李糖苷酶复合物

&&$'()*

结合自由能计算

分子力学泊松
7

玻尔兹曼表面积 !

+%1#$*1(-

+#$"(&0$' 2%0''%& 7=%1!>+(&& '*-.($# (-#(

"

:: 7

2=;?

$法 @AB7ACD常被用于计算受体与配体分子动力模

拟后结合自由能% 采用
EF++/,'(

工具计算柚皮苷

与黑曲霉
!787

鼠李糖苷酶分子动力模拟平衡后结

合自由能"结合自由能越低说明受体与配体之间的

亲和力越高@AG7AHD

% 将总结合自由能分解到各个残基

上"可以直观得看到各种相互作用的贡献%

!"+

柚皮苷与黑曲霉
!$%$

鼠李糖苷酶复合物疏

水作用及氢键分析

取柚皮苷
7

黑曲霉
!787

鼠李糖苷酶复合物分

子动力模拟最后的构象"使用
80I/1%!

软件分析疏水

作用残基% 对分子动力模拟平衡后的运动轨迹"使用

J:<

软件进行氢键分析"并记录供体&受体&键长%

,"!

柚皮苷与黑曲霉
!$%$

鼠李糖苷酶分子对接

许多报道 @AK7ALD已经证实!

!M!

$

H

桶装结构域是

!787

鼠李糖苷酶的催化结构域%在
A66

次对接结果

中"柚皮苷与
!787

鼠李糖苷酶的对接位置均在!

!N!

$

H

的桶装结构域底部的
1%%/

区" 这与
E-(&30!'

等人@ALD

的分子对接结果完全吻合%图
5

!

(

$显示了柚皮苷与

!O87

鼠李糖苷酶最佳对接结果得相对位置" 图
5

!

,

$

显示了柚皮苷
C?

范围内可能有结合作用的的氨基

酸%

?*!%3%$CP5

依据半经验的自由能计算方法来评

价受体和配体之间的能量匹配"其值越小表明配体

与受体之间的亲和力越好@56D

%在
A66

次对接实验结果

中结合自由能均为负值"最佳对接结果的结合作用

能为
7HPQA R$(1N+%1

" 这表明柚皮苷与黑曲霉
!787

鼠李糖苷酶有良好的结合作用%

,",

柚皮苷与
!$%$

鼠李糖苷酶复合物分子动力

模拟

我们对柚皮苷与
!787

鼠李糖苷酶的模型复合

物进行了
56 &'

的分子动力模拟 " 均方根偏差

!

9:;<

$ 反应出
5

个分子结构相同原子间的距离"

可以用来评价体系稳定性"若均方根偏差随时间的

变化较小"则表明体系达到平衡状态@5AD

%图
B

显示了

在
56 &'

模拟过程中
9:;<

随时间变化的结果"

!7

87

鼠李糖苷酶在
QP6 &'

左右达到了平衡状态"柚皮

苷在
5PG &'

达到了平衡状态% 分子动力模拟平衡后

的轨迹用于进一步分析%

图
,

柚皮苷与黑曲霉
!$%$

鼠李糖苷酶分子对接结果

-./" , &01234156 7038.9/ 0: 956.9/.9 597 !"#$%&'(()"

*'&$% !$%$6;5<90=.75=2

图
#

柚皮苷与
!$%$

鼠李糖苷酶分子动力模拟
>&)?

-./" # &01234156 7@95<.3= =.<415A.09 >&)? 0: 956.9/.9

597 +",$%&'(()" *'&$% !$%$6;5<90=.75=2
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!"#

柚皮苷与黑曲霉
!$%$

鼠李糖苷酶
&&$

'()*

总结合自由能

分子力学泊松
!

玻尔兹曼表面积 !

##!$%&'

"

是用于受体与配体分子动力模拟后计算结合自由

能的一种方法#结合自由能由分子力学能量!

##

部

分"#即真空中范德华力和库仑静电相互作用能#极

化溶剂化能!

$%

部分"#非极性溶剂化能!

&(

部分"

三部分组成#计算所得的结合自由能可用来反映配

体与受体结合的稳定性)**+

$表
,

列出了柚皮苷与
!!

"!

鼠李糖苷酶对结合自由能贡献的各项能量值$ 柚

皮苷与
!!"!

鼠李糖苷酶之间的范德华力% 库伦静

电相互作用#极性溶剂化能和非极性溶剂化能分别为

!*-./012

#

3*451.1

#

22051*. 6789:;

和
3*</=>- 67?9:;

#

这表明柚皮苷与
!3"3

鼠李糖苷酶相互作用以范德

华作用力为主#静电相互作用及非极性溶剂化能力

对结合自由能贡献较小#极性溶剂化能阻碍柚皮苷

与
!3"3

鼠李糖苷酶的结合$ 此外#在开发酶抑制剂

时# 往往也需要考虑抑制剂与酶分子的相互作用

力# 计算柚皮苷与
!3"3

鼠李糖苷酶相互作用力为

开发酶抑制剂提供了思路$

表
+

柚皮苷与黑曲霉
!$%$

鼠李糖苷酶复合物结合自由能

,-./0 + (123124 5600 020647 85 98:;/0< 85 2-612412 -23

!"#$%&'(()" *'&$% !$%$6=-:28>13->0

注&

!!

@AB

为气相下柚皮苷与黑曲霉
!3"3

鼠李糖苷酶残基间

的范德华作用'

!!

C;CD

为气相下柚皮苷与黑曲霉
!3"3

鼠李糖

苷酶残基间的静电相互作用'

!!

$%

为柚皮苷与黑曲霉
!3"3

鼠李糖苷酶残基间的极性溶剂化能'

!!

&(&(

为柚皮苷与黑曲

霉
!3"3

鼠李糖苷酶残基间的非极性溶剂化能'

!!

EFGA

为复合

物总的结合自由能$

!"?

柚皮苷与黑曲霉
!$%$

鼠李糖苷酶
&&$

'()*

结合自由能分解

为了揭示黑曲霉
!3"3

鼠李糖苷酶中与柚皮苷

结合的关键氨基酸#将
##3$%&(

总结合自由能分解

到各个氨基酸残基上!见图
4

"#发现
HIJ*1>

%

(KJ*10

%

$I:*<>

%

&CI110

%

(;L14M

%

(KJ142

%
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鼠李糖苷酶疏水作用

分析
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鼠李糖苷酶氢键作用

分析
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会 议 消 息

会议名称"

:;:;

年第
P

届国际食品与农业科学会议#

(%.Q# :;:;

$

会议时间$

!"!"

年
#

月
$#

'

$%

日

会议地点$泰国曼谷

会议网址
& '(()&**+++,-./01,234*-5678,'(9:

会议简介$欢迎加入
!;!;

年第
<

届国际食品与农业科学会议"

=>?@A !;!;

&

B

该会议将于
!;!;

年
#

月
C#D$%

日在泰国

曼谷召开(

=>?@A !;!;

所有被选择和发表的论文将会根据主题出版在以下国际期刊中$

$,

先进农业期刊"

EF@@G

&!该期刊将会被加入
& :3-.'H1 I73-26-.0:1 J-37.(23KL >321137/M N224:7 A.'2:03M 7(.,

!,

国际食品工程期刊"

=E?O

&!该期刊将会被加入
& P23:6>0(M N224:7 A.'2:03M >321137/M 7(.,

联 系 人$蒋女士 "会议秘书&

OD90-:

$

-./01Q-0.1-(),.29

G7:& RS%T!STS%UC!CSU

"周一到周五!

C;&;;TC<&;;

&

P:


