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铁皮石斛甘露糖结合凝聚素的分子建模与对接研究

朱梦丽，朱乾坤，邹嘉欣，冯沛春，范高韬，王万军∗

（西南交通大学 生命科学与工程学院，成都 ６１００３１）

摘　 要：本文通过序列分析获得了铁皮石斛甘露糖结合凝聚素（Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｅ ｍａｎｎｏｓｅ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｌｅｃｔｉｎ，ＤＯＬ） 成熟肽和甘

露糖结合位点（５０－５８ＡＡ，８１－８９ＡＡ，１１６－１２４ＡＡ）。 通过同源建模建立了 ＤＯＬ 三维结构模型，ＤＯＬ 呈中空的三棱柱结构，三棱

柱的三个侧面主要由 β 折叠构成，三个侧面各有一个甘露糖结合部位。 甘露糖与 ＤＯＬ 的分子对接和动力学分析表明，结合位

点 ５０－５８ＡＡ 和 ８１－８９ＡＡ 对甘露糖的结合要强于 １１６－１２４ＡＡ，在与甘露糖结合的过程中发挥关键作用的氨基酸残基为 Ｇｌｎ８１，
Ａｓｐ８３，Ａｓｎ８５ 和 Ｔｙｒ８９。 研究结果有助于进一步开展凝集素抗病机理及凝集素相关药物研究。
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　 　 凝集素（ｌｅｃｔｉｎ） ［１］是一种非免疫源性蛋白，能专

一识别特定的糖类并与之可逆共价结合，形成可使

细胞凝集的糖蛋白，广泛分布于植物，动物和微生物

中。 植物凝集素存在于很多植物的种子和营养组织

中，根据氨基酸序列的同源性及其进化关系，可以分

为 ７ 个家族：豆科凝集素、单子叶植物甘露糖结合凝

集素（Ｍｏｎｏｃｏｔ ｍａｎｎｏｓｅ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｌｅｃｔｉｎ，ＭＢＬ）、含橡胶

素结构域的几丁质结合凝集素、 ＩＩ 型核糖体失活蛋

白、葫芦科韧皮部凝集素、木菠萝素相关凝集素和苋

科凝集素［２］。 单子叶植物 ＭＢＬ 存在于石蒜科、百合

科、兰科等植物中，可特异结合甘露糖。 甘露糖在植

物中的分布很少，但却广泛分布于昆虫、病毒、细菌、
真菌的表面，当植物组织受昆虫或高等动物袭击时，
ＭＢＬ 就从受袭击的细胞中释放至捕食者的消化道，
通过消化道细胞上的糖类结合引发毒性效应，凝集

素随食物进入昆虫肠道后，就可结合到这些糖蛋白

的受体上，阻碍昆虫的生长发育，甚至杀死昆虫；
ＭＢＬ 还可与微生物表面的甘露糖等糖类结合，干扰

其细胞壁的合成，影响其细胞的正常代谢［２⁃３］。 因

此，ＭＢＬ 在植物抵御害虫，病原微生物和植食性动



物中起重要作用。 已有研究将外源 ＭＢＬ（如雪花莲

ＭＢＬ）基因导入水稻、烟草、棉花、甘蔗、油菜等［４］ 作

物中，培育出抗虫新品种。 有研究表明，一些植物

ＭＢＬ（如雪花莲 ＭＢＬ，洋水仙 ＭＢＬ）对人类免疫缺陷

病毒和猫免疫缺陷病毒显示抑制活性［５］。
单子叶植物铁皮石斛（Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｅ）为

兰科（Ｏｒｃｈｉｄａｃｅａｅ）石斛属（Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ）植物，《神
农本草经》将其列为上品，具有伤中、除痹、下气、久
服厚肠胃等功效。 现代医学研究表明，铁皮石斛具

有抗衰老、抗肿瘤、降低血糖和提高免疫等作用［６］。
野生铁皮石斛生长环境苛刻，加之长期无节制采摘，
已是濒危药材。 基于植物 ＭＢＬ 的重要作用，陈中海

等［７］克隆了铁皮石斛甘露糖结合凝集素（Ｄｅｎｄｒｏｂｉ⁃
ｕｍ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｅ ｍａｎｎｏｓｅ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｌｅｃｔｉｎ， ＤＯＬ） 基因的

ｃＤＮＡ 序列并推导出其编码的氨基酸（ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ，
ＡＡ）序列。 本文在此基础上对 ＤＯＬ 进行同源建模，
分子对接和动力学模拟，以进一步研究 ＤＯＬ 的结构

特征及其与甘露糖的作用机制，为研究铁皮石斛的

药效及新品种的选育提供信息。

１ 　 材料与方法

１􀆰 １ 　 序列分析与同源建模

ＤＯＬ 前体氨基酸序列［７］来源于 ＮＣＢＩ ＧｅｎＢａｎｋ，
序列登录号为 ＡＡＶ６６４１８。 ＤＯＬ 与相关 ＭＢＬ 的氨

基酸序列比对和同源性分析采用 ＤＮＡＭＡＮ［８］完成。
ＤＯＬ 同源建模采用的模板为洋水仙 ＭＢＬ［９］（Ｎａｒｃｉｓ⁃
ｓｕｓ ｐｓｅｕｄｏｎａｒｃｉｓｓｕｓ ｍａｎｎｏｓｅ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｌｅｃｔｉｎ，ＮＰＬ），与
ＤＯＬ 的同源一致性为 ５７％，其晶体结构来源于

ＰＤＢ，ＰＤＢ 登录号为 ３ＤＺＷ，通过 Ｘ 射线晶体学解

析，分辨率达到 １􀆰 ７ Ａ。 ＤＯＬ 的同源建模采用

ＳＷＩＳＳ⁃ＭＯＤＥＬ［１０］ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ． ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／ ）
的项目模式（Ｐｒｏｊｅｃｔ ｍｏｄｅ）完成。
１􀆰 ２ 　 动力学模拟

ＤＯＬ 模型分子动力学（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｙｎａｍｉｃｓ，ＭＤ）
模拟采用 Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ Ｓｔｕｄｉｏ ＴＭ （ＤＳ） ２􀆰 ０［１１］（Ａｃｃｅｌｒｙｓ，
Ｓａｎ Ｄｉｅｇｏ，ＵＳＡ）中基于 ＣＨＡＲＭｍ 力场的 Ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎ
模块完成：将整个体系加入 ５ Å ＴＩＰ３Ｐ 水分子，先采

用最陡下降法（Ｓｔｅｅｐｅｓｔ ｄｅｓｃｅｎｔ，ＳＤ）进行 １ ０００ 步能

量最小化，收敛标准为 ０􀆰 １ ｋＪ ／ ｍｏｌ，再用共轭梯度法

（Ｃｏｎｊｕｇａｔｅ ｇｒａｄｉｅｎｔ，ＣＧ）进行 ２ ０００ 步能量优化，收敛

标准为 ０􀆰 ０５ Ｊ ／ ｍｏｌ。 系统再从 ５０ Ｋ 进行 １００ ｐｓ 加热

到 ３００ Ｋ， 在 ３００ Ｋ 进行 ２００ ｐｓ 平衡。 最后在１ ａｔｍ
３００ Ｋ 条件下以 ＮＰＴ 系统进行 ２ ０００ ｐｓ 采样，选择保

存 １ ０００ 个构象。 蛋白质结构质量检测采用 ＰＲＯ⁃

ＣＨＥＣＫ［１２］（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｎｉｈｓｅｒｖｅｒ．ｍｂｉ．ｕｃｌａ． ｅｄｕ ／ ＳＡＶＳ ／ ）和
ＤＳ Ｖｅｒｉｆｙ Ｐｒｏｔｅｉｎ （Ｐｒｏｆｉｌｅｓ⁃３Ｄ）工具完成。
１􀆰 ３ 　 分子对接

由于 ＤＯＬ 与 ＮＰＬ 具有相同的配体甘露糖，而
ＮＰＬ 的复合结构中已含有甘露糖，所以 ＤＯＬ 的分子

对接配体就采用 ＮＰＬ 的配体甘露糖。 ＤＯＬ 与配体甘

露糖的分子对接采用 ＤＳ ＣＤＯＣＫＥＲ 对接模块完成，
对接范围采用球形，半径 １０ Å，其他参数默认。 将得

到的配体构象进行成簇分析（成簇参数为 ０􀆰 ５ Å），最
后依据成簇情况和最低结合能来选取合理的对接结

果。 对接形成的复合物模型进行动力学分析，模拟参

数同 ＤＯＬ 模型，对接结果用 Ｌｉｇｐｌｏｔ 程序分析［１３］。

２ 　 结果与分析

２􀆰 １　 ＤＯＬ 序列分析

ＤＯＬ 前体（Ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ）氨基酸序列全长 １６５ ＡＡ，
通过 ＮＣＢＩ ＢＬＡＳＴ 以 ＤＯＬ 为提交序列搜索蛋白质

序列数据库得到同源性最高的 ３ 条 ＭＢＬ 前体序列

和 ３ 条结构已解析的 ＭＢＬ 成熟蛋白序列（ｍａｔ⁃ｐｅｐ⁃
ｔｉｄｅ），３ 条前体序列分别为对叶兰［１４］ ＭＢＬ（Ｌｉｓｔｅｒａ
ｏｖａｔａ ｍａｎｎｏｓｅ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｌｅｃｔｉｎ， ＬＯＬ ）、 生 姜［１５］ ＭＢＬ
（Ｚｉｎｇｉｂｅｒ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｅ ｍａｎｎｏｓｅ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｌｅｃｔｉｎ，ＺＯＬ）、红
花石蒜［１６］ ＭＢＬ（Ｌｙｃｏｒｉｓ ｒａｄｉａｔａ ｍａｎｎｏｓｅ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｌｅｃ⁃
ｔｉｎ， ＬＲＬ ）， ＧｅｎＢａｎｋ 登 录 号 依 次 为 ＡＡＣ３７４２２、
ＡＡＶ７０４９２、ＢＡＤ９８７９７，与 ＤＯＬ 前体序列的同源一

致性分别为 ５３％、５０％、４９％；３ 条成熟蛋白序列分

别为洋水仙［９］ ＭＢＬ（Ｎａｒｃｉｓｓｕｓ ｐｓｅｕｄｏｎａｒｃｉｓｓｕｓ ｍａｎ⁃
ｎｏｓｅ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｌｅｃｔｉｎ，ＮＰＬ）、雪花莲［１７］ ＭＢＬ（Ｇａｌａｎｔｈｕｓ
ｎｉｖａｌｉｓ ｍａｎｎｏｓｅ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｌｅｃｔｉｎ， ＧＮＬ）、天麻［１８］ ＭＢＬ
（Ｇａｓｔｒｏｄｉａ ｅｌａｔａ ｍａｎｎｏｓｅ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｌｅｃｔｉｎ，ＧＥＬ）、ＰＤＢ
登录号依次为 ３ＤＺＷ、１ＭＳＡ、１ＸＤ５，与 ＤＯＬ 的同源

一致性分别为 ５７％、５４％、４７％。
用 ＤＮＡＭＡＮ 将 ＤＯＬ 与得到的六条序列进行多

序列比对（见图 １）。 分析结果显示，ＤＯＬ 同其他三

种植物的 ＭＢＬ 前体序列一样均存在信号肽 （ １ －
２４ ＡＡ），成熟蛋白区域（Ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ ｐｅｐｔｉｄｅ ｒｅｇｉｏｎ）
（２５－１３４ ＡＡ）和 Ｃ 端切除肽（１３５－１６５ ＡＡ）。 成熟

蛋白区包含 ３ 个识别甘露糖所必需的甘露糖结合部

位 （ Ｍａｎｎｏｓｅ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｄｏｍａｉｎ， ＭＢＤ） （ ＭＢＤ１： ５０ －
５８ ＡＡ，ＭＢＤ２：８１－８９ ＡＡ，ＭＢＤ３：１１６－１２４ ＡＡ），构
成了一个特征序列 ＱＸＤＸＮＸＶＸＹ。 ３ 个保守基序中

的甘露糖结合位点为依次为“５０、５２、５４、５６、５８”，
“８１、８３、８５、８７、８９”，“１１６、１１８、１２０、１２２、１２４”。
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图 １　 ＤＯＬ 与其他 ６ 种植物 ＭＢＬ 的多序列比对 ＬＯＬ，ＺＯＬ，ＬＲＬ 为前体序列；ＮＰＬ，ＧＮＬ，ＧＥＬ 为结构已解析的成熟蛋白

Ｆｉｇ． １　 Ｔｈｅ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｂｅｔｗｅｅｎ ＤＯＬ ａｎｄ ｓｉｘ ＭＢＬｓ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｌａｎｔｓ ＬＯＬ，ＺＯＬ，ＬＲＬ ａｒｅ
ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ；ＮＰＬ，ＧＮＬ，ＧＥＬ ａｒｅ ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｃｒｙｓｔａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｗｅｒｅ ｒｅｓｏｌｖｅｄ

２􀆰 ２ 　 ＤＯＬ 同源建模

根据 ２．１ 的分析结果，同源建模采用的 ＤＯＬ 序列

是 ＤＯＬ 成熟蛋白序列（２５－１３４ ＡＡ），选定的模板为

ＮＰＬ 成熟蛋白的晶体结构。 以 ＮＰＬ 为模板用 ＳＷＩＳＳ⁃
ＭＯＤＥＬ 构建 ＤＯＬ 的三维结构（见图 ２），将 ＤＯＬ 与模

板 ＮＰＬ 结构进行叠合比较，二者的结构具有很高的相

似性，其叠合的均方根差（ＲＭＳＤ）为０．７７ Å，二者结构

均由 １１ 个 β－折叠区与 １２ 个无规则卷曲区构成，除 Ｎ
端一个 β－折叠结构只有部分重叠和 ９２－９３ ＡＡ 处产

生 ３ 个空位以外，其他各区的二级结构基本重叠。
ＤＯＬ 的三维结构呈中空的三棱柱结构，棱柱 ３ 个侧面

由 β－折叠构成，分别为 ｓｈｅｅｔ ３－６，ｓｈｅｅｔ ２ ／ ７－９，ｓｈｅｅｔ
１ ／ １０－１１。 ３ 个 ＭＢＤ 分别位于 ３ 个侧面的 ｃｏｉｌ ５ 和

ｓｈｅｅｔ５、ｃｏｉｌ ８ 和 ｓｈｅｅｔ ８、ｃｏｉｌ １１ 和 ｓｈｅｅｔ １１。
２􀆰 ３ 　 ＤＯＬ 模型动力学模拟

为研究 ＤＯＬ 模型的稳定性，上述得到的同源模

型需要进一步进行动力学模拟。 动力学模拟轨迹的

均方根偏差（Ｒｏｏｔ ｍｅａｎ ｓｑｕａｒｅ，ＲＭＳＤ） 是衡量一个

体系是否稳定的重要依据，为了检测动力学轨迹的

稳定性，对复合物中 ＤＯＬ 骨架原子的均方根偏差进

行了分析，如图 ３（ ａ）所示，ＤＯＬ 骨架原子的 ＲＭＳＤ
在开始阶段呈上升趋势；在大约 ８００ ｐｓ 之后，轨迹平

稳已达到平衡且 ＲＭＳＤ 值一直稳定在 ２􀆰 ５ Å 左右，
轨迹略有波动。

图 ２　 ＤＯＬ 结构和模板 ＮＰＬ 结构的叠合

Ｆｉｇ． ２　 Ｔｈｅ ｓｕｐｅｒｉｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｍｏｎｏｍｅｒ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＤＯＬ
ａｎｄ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｅｍｐｌａｔｅ ＮＰＬ

　 　 此外，在大约 １ ０００ ｎｓ 的 ＭＤ 模拟之后，体系势

能也趋向最小值而达到稳定。 均方根波动 （ Ｒｏｏｔ
ｍｅａｎ ｓｑｕａｒｅ ｆｌｕｃｔｕａｔｉｏｎ，ＲＭＳＦ）是反应蛋白质的柔性

和稳定性的一个重要参数，如图 ３（ｂ）所示，ＤＯＬ 的

Ｎ 端 ２５－１２５ 位置的氨基酸 ＲＭＳＦ 值都在 ２􀆰 ０ Å 以

下，氨基酸比较稳定，只有 ４９、６９、８２、９４ 略显波动。
ＤＯＬ 的柔性区域主要集中在其 Ｃ 端（１２５－１３６） （见
图 ３（ｂ）），该区主要是无规则卷曲，从三棱柱上延伸
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出来（见图 ２）。
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图 ３　 （ａ） ＤＯＬ 模型 Ｃ 骨架的 ＲＭＳＤ 曲线；（ｂ） ＤＯＬ 氨基酸残基的

ＲＭＳＦ 曲线

Ｆｉｇ． ３　 （ａ） Ｔｈｅ ＲＭＳＤ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ＤＯＬ ｍｏｄｅｌ ｂａｃｋｂｏｎｅ；（ｂ） ｔｈｅ ＲＭＳＦ

ｃｕｒｖｅ ｏｆ ＤＯＬ ｒｅｓｉｄｕｅ

２􀆰 ４ 　 ＤＯＬ 结构检验

ＤＯＬ 结构用 ＰＲＯＣＨＥＣＫ 进行质量评估，如图 ４
（ａ）的 Ｒａｍａｃｈａｎｄｒａｎ 图所示，在参与建模的 １１２ 个

氨基酸残基中，在允许范围之内的占 ９６􀆰 ９％。 不合

理区的氨基酸残基 Ａｒｇ９５、Ｌｅｕ６０、Ａｓｐ４３，这 ３ 个残基

均在功能位点之外，不影响后续研究。 优化后的

ＤＯＬ 进一步用 Ｐｒｏｆｉｌｅｓ－３Ｄ 进行检测，如图 ４（ｂ）的

Ｖｅｒｉｆｙ－３Ｄ 图所示，９８％以上的氨基酸残基的分值均

在 ０ 以上，只有 Ｃ 端有两个氨基酸（Ａｒｇ１３５，Ｐｈｅ１３６）
分值在 ０ 以下。 ＰＲＯＣＨＥＣＫ 和 Ｖｅｒｉｆｙ － ３Ｄ 结果表

明，得到的 ＤＯＬ 结构合理，可进一步进行后续研究。
２􀆰 ５ 　 ＤＯＬ 与配体的分子对接

基于上述分析的活性位点，利用 ＤＳ Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｓｉｔｅ
ｔｏｏｌｓ 将甘露糖的对接范围（对接半径 １０ Å）定位于 ３
个甘露糖结合部位 （ＭＢＤ１：５０ － ５８ＡＡ，ＭＢＤ２：８１ －
８９ＡＡ，ＭＢＤ３：１１６－１２４ＡＡ）。 用 ＤＳ 从 ＮＰＬ 晶体结

构中分离出所需配体甘露糖的三维结构。 用 ＤＳ
ＣＤＯＣＫＥＲ 将甘露糖对接于相应的位置，得到了 ＤＯＬ
和甘露糖的复合结构。 如图 ５ 所示，３ 个甘露糖

Ｍａｎ１，Ｍａｎ２，Ｍａｎ３ 分别作用于 ＭＢＤ１，ＭＢＤ２，ＭＢＤ３
三个结合部位，其相互作用能分别为 － ６４􀆰 ７１ ｋＪ．
ｍｏｌ－１、－６９􀆰 １９ ｋＪ．ｍｏｌ－１、－５６􀆰 ５ ｋＪ．ｍｏｌ－１。 从相互作用

能来看，ＭＢＤ１，ＭＢＤ２ 与甘露糖的结合要强于 ＭＢＤ３
（见表 １）。
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图 ４　 （ａ） ＤＯＬ模型的 Ｒａｍａｃｈａｎｄｒａｎ 图；（ｂ） ＤＯＬ模型的 Ｖｅｒｉｆｙ－３Ｄ图

Ｆｉｇ． ４　 （ａ） Ｔｈｅ Ｒａｍａｃｈａｎｄｒａｎ ｐｌｏｔ ｏｆ ＤＯＬ ｍｏｄｅｌ；（ｂ） ｔｈｅ Ｖｅｒｉｆｙ－３Ｄ
ｃｕｒｖｅ ｏｆ ＤＯＬ ｍｏｄｅｌＩｎ

注：图（ａ）中［Ａ，Ｂ，Ｌ］为最合理区，［ａ，ｂ，ｌ，ｐ］为合理区，［～ａ，～ｂ，～ｌ，～ｐ］
为允许区，空白的为不合理区

Ｎｏｔｅｓ：ｆｉｇｕｒｅ （ａ），［Ａ，Ｂ，Ｌ］ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｆａｖｏｒｅｄ ｒｅｇｉｏｎｓ；［ ａ，ｂ，ｌ，
ｐ］ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈｅ ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｅｄ ａｄｄｉｔｉｏｎａｌ ａｌｌｏｗｅｄ ｒｅｇｉｏｎｓ；［ ～ ａ，～ ｂ，～ ｌ，～ ｐ〛
ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈｅ ｇｅｎｅｒｏｕｓｌｙ ａｌｌｏｗｅｄ ｒｅｇｉｏｎｓ；ｔｈｅ ｗｈｉｔｅ ｒｅｇｉｏｎｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈｅ

ｄｉｓａｌｌｏｗｅｄ ｒｅｇｉｏｎｓ

图 ５　 ＤＯＬ 与甘露糖的复合结构

Ｆｉｇ． ５　 Ｔｈｅ ｃｏｍｐｌｅｘ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＤＯＬ ａｎｄ ｍａｎｎｏｂｉｏｓｅｓ
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表 １　 ＤＯＬ 和甘露糖间的范德华力（Ｅｖｄｗ），静电作用

（Ｅｅｌｅ）和总的相互作用能（Ｅｔｏｔａｌ）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｖａｎ ｄｅｒ Ｗａａｌ ｅｎｅｒｇｙ （Ｅｖｄｗ），ｅｌｅｃｔｒｏｓｔａｔｉｃ ｅｎｅｒｇｙ
（Ｅｅｌｅ） ａｎｄ Ｔｏｔａｌ ｅｎｅｒｇｙ （Ｅｔｏｔａｌ） ｂｅｔｗｅｅｎ ＤＯＬ ａｎｄ Ｍａｎｎｏｂｉｏｓｅｓ

Ｍａｎ
（ｌｉｇａｎｄ）

Ｂｉｎｄｉｎｇ
ｄｏｍａｉｎ

Ｅｖｄｗ ／

（ｋＪ．ｍｏｌ－１）

Ｅｅｌｅ ／

（ｋＪ．ｍｏｌ－１）

Ｅｔｏｔａｌ ／

（ｋＪ．ｍｏｌ－１）

Ｍａｎ１ ＭＢＤ１ （５０－５８ ＡＡ） －６２􀆰 ７３ －１􀆰 ９８ －６４􀆰 ７１

Ｍａｎ２ ＭＢＤ２ （８１－８９ ＡＡ） －６６􀆰 ８９ －２􀆰 ３ －６９􀆰 １９

Ｍａｎ３ ＭＢＤ３ （１１６－１２４ ＡＡ） －５６􀆰 １４ －０􀆰 ３６ －５６􀆰 ５

为了研究对接复合物的稳定性，得到的对接模

型进行了 ２ ０００ ｐｓ 的动力学模拟。 整个复合物的

ＲＭＳＤ 曲线如图 ６ 所示，复合物在 ７５０ ｐｓ 左右开始

趋向于平衡，ＲＭＳＤ 值维持在 ２􀆰 ２ Å 左右，略有波动。
与前面的 ＤＯＬ 空蛋白的动力学模拟过程相比可知，
由于复合物中存在三个配体，使得其 ＲＭＳＤ 值降低，
表明甘露糖与 ＤＯＬ 结合可以稳定复合物结构。 另

外，３ 个甘露糖 Ｍａｎ１、Ｍａｎ２、Ｍａｎ３ 的 ＲＭＳＤ 最大值

分别为 １􀆰 １２ Å、 １􀆰 ０６ Å、 １􀆰 ３４ Å， 平均值分别为

０􀆰 ８２ Å、０􀆰 ８０ Å、０􀆰 ９７ Å，说明三者在动力学过程中

与 ＤＯＬ 结合的很牢靠，没有脱离 ＤＯＬ 结合部位［１９］。
其中 Ｍａｎ３ 的 ＲＭＳＤ 值略偏高，说明 ＤＯＬ 上的 ＭＢＤ１
和 ＭＢＤ２ 较 ＭＢＤ３ 更利于甘露糖结合。

在对接的复合物中，３ 个 ＭＢＤ 结构相似，都有一

个配体与之结合。 甘露糖通过范德华力和氢键作用

特异性地结合于 ３ 个 ＭＢＤ（见图 ７）。 从图 ７（ ａ）、
（ｂ）、（ｃ）可以看出，在三组甘露糖结合残基中与甘

露糖直接发生氢键作用的都是 Ｇｌｎ、Ａｓｐ、Ａｓｎ 和 Ｔｙｒ，
而 Ｖａｌ 都没与之发生氢键作用。 可见在与甘露糖结

合的过程中发挥关键作用的为 Ｇｌｎ、Ａｓｐ、Ａｓｎ 和 Ｔｙｒ。
甘露糖上参与形成氢键作用的基团为氧原子。
ＭＢＤ１、ＭＢＤ２ 和 ＭＢＤ３ 与甘露糖的结合都是甘露糖

的 Ｏ 分别与 Ａｓｐ、Ｇｌｎ、Ｔｙｒ、Ａｓｎ 形成氢键。 甘露糖上

ＭＢＤ１ 和 ＭＢＤ２ 与甘露糖的结合方位相似（见图 ７
（ａ）、（ ｂ）），但是由于结合部位中其它氨基酸的影

响，所以氢键距离和总的结合能有所区别。
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图 ６　 ＤＯＬ 和甘露糖对接复合物的 ＲＭＳＤ 曲线

Ｆｉｇ． ６　 Ｔｈｅ ＲＭＳＤ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｄｏｃｋｉｎｇ ｃｏｍｐｌｅｘ ｏｆ ＤＯＬ ａｎｄ Ｍａｎｎｏｂｉｏｓｅｓ

图 ７　 ＤＯＬ 的 ＭＢＤ 氨基酸残基与甘露糖的相互作用

Ｆｉｇ． ７　 Ｔｈｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ＭＢＤ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｏｆ ＤＯＬ ａｎｄ ｍａｎｎｏｂｉｏｓｅ
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　 　 在 ＭＢＤ１（见图 ７（ ａ））中，Ｇｌｎ５０ ＮＥ（２）与甘露

糖 Ｏ４ 和 Ｏ（１０）、Ａｓｐ５２ ＯＤ（２）与甘露糖 Ｏ（１０）、
Ａｓｎ５４ ＮＤ（２）与甘露糖 Ｏ（１０）、Ｔｙｒ５８ ＯＨ 与甘露糖

Ｏ（３）形成氢键，氢键供体原子间距分别为 ３􀆰 ２４ Å、
３􀆰 １６ Å、 ２􀆰 ７７ Å、 ３􀆰 １３ Å、 ２􀆰 ７４ Å。 在 ＭＢＤ２
（图 ７（ｂ））中，Ｇｌｎ８１ ＮＥ２ 与甘露糖 Ｏ（４）和 Ｏ（１０）、
Ａｓｐ８３ ＯＤ（２）与甘露糖 Ｏ（１０）、Ａｓｎ８５ ＮＤ（２）与甘露

糖Ｏ（２）和 Ｏ（１０）、Ｔｙｒ８９ ＯＨ 与甘露糖 Ｏ（３）形成氢

键，氢键供体原子间距分别为 ３􀆰 ２１ Å、２􀆰 ９４ Å、２􀆰 ５４
Å、３􀆰 ３２ Å、３􀆰 １３ Å、３􀆰 ３２ Å。 ＭＢＤ２ 中除了氢键，还有

Ａｓｐ１０５ 与甘露糖 Ｃ１ 产生静 电 作 用。 在 ＭＢＤ３
（见图 ７（ｂ））中，Ｇｌｎ１１６ ＮＥ （ ２） 与甘露糖 Ｏ （ ８）、
Ａｓｐ１１８ ＯＤ（２）与甘露糖 Ｏ（９）、Ａｓｎ８５ ＮＤ（２）与甘露

糖 Ｏ（９）、Ｔｙｒ１２４ ＯＨ 与甘露糖 Ｏ（３）形成氢键，氢键

供体原子间距分别为 ３􀆰 ０５ Å、 ２􀆰 ６９ Å、 ３􀆰 ０５ Å、
２􀆰 ８５ Å。 综上，ＭＢＤ２ 由于 Ｇｌｎ８１、Ａｓｐ８３、 Ａｓｎ１２０、
Ｔｙｒ８９ 的氢键和 Ａｓｐ１０５ 的静电作用，其与甘露糖的

结合要强于 ＭＤＢ１ 和 ＭＢＤ３，而 ＭＢＤ３ 与甘露糖的结

合较 ＭＢＤ１ 和 ＭＢＤ２ 弱。

３　 讨论

本文分析了 ＤＯＬ 前体序列的信号肽（１⁃２４ ＡＡ）
和 Ｃ 端切除肽（１３５⁃１６５ ＡＡ），获得了 ＤＯＬ 成熟肽

（２５⁃１３４ ＡＡ）。 通过序列分析得到 ＤＯＬ 上的甘露糖

结合部位 ＱＸＤＸＮＸＶＸＹ（５０⁃５８ ＡＡ，８１⁃８９ ＡＡ，１１６⁃
１２４ ＡＡ）。 以 ＮＰＬ 为同源模板建立了 ＤＯＬ 的三维结

构模型，ＤＯＬ 呈中空的三棱柱结构，三棱柱的 ３ 个侧

面主要由 β 折叠构成，３ 个侧面各有一个甘露糖结

合基序。 根据分析的活性位点确定 ＤＯＬ 的配体对

接部位，将甘露糖对接进 ＤＯＬ 结构中建立了 ＤＯＬ 与

甘露糖的复合结构。 通过分子对接结果和动力学分

析表明，结合区 ５０⁃５８ ＡＡ 和 ８１⁃８９ ＡＡ 对甘露糖的结

合能力要强于 １１６⁃１２４ ＡＡ，在与甘露糖结合的过程

中发挥关键作用的氨基酸残基为 Ｇｌｎ、Ａｓｐ、Ａｓｎ 和

Ｔｙｒ。 另外，由于 ８１⁃８９ ＡＡ 与甘露糖的结合作用最

强，因此可以试图通过点突变的方式，将 ５０⁃５８ ＡＡ
和 １１６⁃１２４ ＡＡ 突变成 ８１⁃８９ ＡＡ 的模式，构建突变基

因培育转基因植物，同时也能进一步研究突变蛋白

的药理作用。
单子叶甘露糖结合凝集素（ＭＢＬ）在农业抗病虫

害上的成功应用引起了人们的广泛关注，本文 ＤＯＬ
的同源建模与分子模拟研究为在分子水平上解释

ＤＯＬ 的功能提供依据，对研究铁皮石斛抗病毒，抗虫

害有关的基因，通过基因工程等手段获得铁皮石斛

新品种具有重要意义。 另外，已有研究发现 ＭＢＬ 对

人类或动物逆转录病毒具有抑制作用，如雪花莲凝

集素和洋水仙凝集素对人类免疫缺陷病毒和猫免疫

缺陷病毒显示抑制活性［５］，本研究以单子叶植物铁

皮石斛的 ＭＢＬ 为研究对象，分析了 ＤＯＬ 与甘露糖的

作用位点和作用机制，可为凝集素抗病机理及凝集

素相关药物研究奠定基础。
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