
第 １２ 卷 第 ３ 期

２ ０ １ ４ 年 ９ 月
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　

生 物 信 息 学

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ
Ｖｏｌ．１２ Ｎｏ．３

Ｓｅｐ．，２０１４

收稿日期：２０１４－０４－０４；修回日期：２０１４－０４－２３．
基金项目：北京自然科技基金（４１１２０１０）资助。
作者简介：夏翾，女，硕士，研究方向：生物信息学；Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｘｉａｘｕａｎ２０１５＠ ｓｉｎａ．ｃｏｍ．
∗通信作者：李晓琴，女，教授，研究方向：生物信息学；Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｌｘｑ０８１１＠ ｂｊｕｔ．ｅｄｕ．ｃｎ．

ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１６７２－５５６５．２０１４．０３．０４

枯草杆菌蛋白酶嗜热性改造单突变效果评判方法研究
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（北京工业大学生命科学与生物工程学院，北京 １００１２４）

摘　 要：对蛋白质进行嗜热性改造是蛋白质工程的主要问题之一，残基突变方法被广泛运用于其中。 本文以枯草杆菌蛋白酶

（ＳＵＢＴＩＬＩＳＩＮ ＢＰＮ′）为研究对象，旨在建立评判嗜热性改造效果的方法，选取了有可靠实验资料的 ９ 个突变点，运用分子动力

学模拟方法，在四种不同模拟条件下，对其中的 ６ 个突变体和 １ 个野生型蛋白进行了多种参量的对比分析，提取 ４ 个特征有效

参量，建立了蛋白酶嗜热性改造单突变效果评判方法；利用该方法对其它 ３ 个突变效果进行评判，评判结果与实验资料完全

吻合，证明该方法可用于枯草杆菌蛋白酶嗜热性改造单突变效果的评判。
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　 　 蛋白酶是一种天然的生物催化剂，具有较高的

催化效率和底物特异性，被广泛应用于工业、食品

业、医药业及人们的日常生活中［１－２］。 蛋白酶发挥

其高活性和高催化性是需要特定的条件作为保障

的，如适当的 ＰＨ 值、温度、离子浓度等［３］。 其中，温
度这一因素尤为重要。 蛋白酶只有在一定的温度范

围内才能保持较高的活性，超出了这个温度范围，酶

的活性就会降低甚至消失，严重影响它们的实际应

用。 因此，了解蛋白酶的热稳定机制进而提高蛋白

酶的热稳定性［４］，对扩大酶的应用范围与探究蛋白

质结构和功能关系均具有非常重要的意义。
蛋白质的热稳定性是由多种作用共同参与的，

不同的蛋白质可能有不同的耐热机制，在这些作用

中比较重要的有：氨基酸组成、氢键、盐桥、疏水作



用、包埋效应、环和 Ｎ、Ｃ 端的稳定性等［５］。 目前，提
高枯草杆菌蛋白酶热稳定性的方法主要有两种，一
种是改变酶的催化环境，如调节 ＰＨ 值、增加有机溶

剂、底物保护等，这种方法不能从本质上改变枯草杆

菌蛋白酶的耐热性，因此在工业应用上会受到很多

的限制；另一种是对蛋白酶进行残基突变，在蛋白质

的薄弱环节引入有利残基，加强局部或整体的彼此

相互作用，从而增加蛋白的热稳定性。
残基突变是提高蛋白酶热稳定性的有效方

法，如何评判残基突变对蛋白酶热稳定性的影响？
目前，对蛋白酶嗜热性突变效果的判定主要有两

种方法，一种是生物实验的方法［６］ ，即将突变成功

的蛋白通过蛋白质合成技术制造出来，然后通过

逐渐升温来验证其突变效果的优劣。 该方法有较

高准确性与可靠性，但是会耗费大量的时间和人

力。 另一种是生物信息学计算的方法［７－９］ ，即计算

ΔΔＧｕ 值来评定嗜热性突变的效果。 ΔＧｕ（蛋白质

解折叠自由能）是蛋白质热动力学参数中最重要

的参数，也是反应蛋白质热稳定性的一个通用指

标，因此多数方法都是利用生物信息学计算的方

法来模拟突变前后 ΔＧｕ 的变化，即 ΔΔＧｕ（式 １）。
当 ΔΔＧｕ＞０ 时，表明该突变对蛋白质的热稳定性

有正效应（即嗜热性突变效果好），反之有负效应

（即嗜热性突变效果差）。
ΔΔＧｕ ＝ ΔＧ（ｍｕｔａｎｔ） － ΔＧ（ｗｉｌｄ）。 （１）

　 　 ２００５ 年，Ｋｏｒｋｅｇｉａｎ 等直接从蛋白质结构入手预

测蛋白质的 ΔＧｕ，该方法主要是利用一些经验数据

或方法来分析蛋白质突变前后其结构或能量变化，
来推断其 ΔＧｕ 的变化［１０］。 ２００６ 年，Ｓａｒａｂｏｊｉ 等利用

统计数据分析预测蛋白质的 ΔＧｕ，即用一些统计学

的手段对突变体数据进行分析，得到一些统计学的

规律，以此来判定突变前后的 ΔΔＧｕ
［１１］。 ２００８ 年，

Ｃａｐｒｉｏｔｔｉ 等提出机器学习方法，即利用蛋白质的序

列或结构特征直接从数据入手，建立计算模型来预

测 ΔΔＧｕ
［１２］。 该方法较生物实验方法节约了时间和

人力，但是其仍具有计算复杂、计算量大的缺点。
分子动力学（ＭＤ）模拟是研究蛋白质动力学性

质进而揭示其生物学功能的重要工具，利用 ＭＤ 模

拟结果提取有效参数、建立蛋白酶嗜热性改造突变

效果评判方法是本文研究的重点。 本文以研究资料

颇为丰富的枯草杆菌蛋白酶 ＢＰＮ′为研究对象，选取

实验上已证明的能提高其热稳定性的突变体来进行

研究，运用分子动力学模拟的方法，通过对突变前后

蛋白质多种能量参数的对比分析，提取了多个有效

参数，并进一步建立了枯草杆菌蛋白酶嗜热性改造

单突变效果评判方法。

１　 材　 料

１．１　 枯草杆菌蛋白酶

枯草杆菌蛋白酶是芽孢杆菌属细菌所分泌的胞

外碱性蛋白酶，属丝氨酸蛋白水解酶类［１３－１６］。 它催

化水解蛋白质为氨基酸，在有机溶剂中也能催化多

肽的合 成。 常 见 的 枯 草 杆 菌 蛋 白 酶 有 ＢＰＮ′、
Ｃａｒｌｓｂｅｒｙ、Ｅ、Ｓａｖｉｎａｓｅ、ＢＬ 等，它们的一级氨基酸序

列非常类似，晶体结构也基本相似［１７］。 枯草杆菌蛋

白酶 ＢＰＮ′与 Ｅ 的区别是 ４３ 个氨基酸残基发生替

换，Ｃａｒｌｓｂｅｒｇ 与 Ｅ 在序列上的区别是 ８９ 个氨基酸残

基替换再加上第 ５６ 位残基缺失，ＢＬ 与 ＢＰＮ′的区别

是在 ２７５ 个氨基酸残基上有 １０３ 个残基替换再加上

４ 个残基（１６０～１６３） 缺失。
枯草杆菌蛋白酶具有重要的应用价值，被广泛

应用于洗涤剂、制革及丝绸等工业；此蛋白的结构与

功能研究已有较长的历史，其蛋白结构、生化特性、
催化机理等均有了较清晰的阐释。 目前，在该酶的

嗜热性改造方面有丰富的突变资料可供参考；另外，
解析度为 １．８ Å 的该蛋白酶的晶体结构数据可以从

ＰＤＢ 数据库中获取。 基于以上原因，我们将枯草杆

菌蛋白酶作为研究对象。
以枯草杆菌蛋白酶 ＢＰＮ′作为研究对象，它共有

２７５ 个残基，空间结构如图 １ 所示。

图 １　 枯草杆菌蛋白酶空间结构

Ｆｉｇ．１　 Ｓｐａｔｉａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ Ｓｕｂｔｉｌｉｓｉｎ ＢＰＮ′

图中桶状结构代表 α 螺旋，固形箭头代表 β 折

叠，小球代表催化三联体（Ａｓｐ３２、Ｈｉｓ６４和 Ｓｅｒ２２１）。 图

中可见 β 折叠位于蛋白质内部形成疏水核心，α 螺
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旋位于结构表面，围绕在 β 折叠周围，整个蛋白质

呈一个球状。
１．２　 枯草杆菌蛋白酶突变位点的选取

选取 ６ 个实验上已证明的能提高蛋白质热稳定

性的突变点作为研究对象，它们分别为： Ｓ１６１Ｃ、
Ｇ１６６Ｒ［１８］、 Ｇ１６９Ａ［１９］、 Ｓ１８８Ｐ ［２０］、 Ｋ２１３Ｒ［２１］ 以 及

Ｐ２３９Ｒ［２２］。 表 １ 为野生型枯草杆菌蛋白酶 ＢＰＮ′及
其 ６ 个突变体的 Ｔｍ 值及 ６０ ℃下的半衰期时间，这
两个值越大说明结构的热稳定性越强。 由表中数据

可以看出，六个突变体的热稳定性均强于野生型。
表中 Ｗｉｌｄ 代表野生型枯草杆菌蛋白酶。

２　 方　 法

２．１　 枯草杆菌蛋白酶突变体的同源模建

从 ＰＤＢ 数据库中下载解析度为 １．８ Å 的枯草

杆菌蛋白 ＢＰＮ′晶体结构（ＰＤＢ：２ＳＩＣ），将此结构的

Ｅ 链作为野生型样本。 利用 ＳＷＩＳＳ⁃ＭＯＤＥＬ 进行同

源模建，得到表 １ 所列的 ６ 个突变体的结构。

表 １　 枯草杆菌蛋白酶及其突变体的信息统计

Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｓｕｂｔｉｌｉｓｉｎ ＢＰＮ′ ａｎｄ ｉｔｓ ｍｕｔａｎｔｓ

Ｗｉｌｄ Ｓ１６１Ｃ Ｇ１６６Ｒ Ｇ１６９Ａ Ｓ１８８Ｐ Ｋ２１３Ｒ Ｐ２３９Ｒ

Ｔｍ ／ ℃ ５８．５ ∕ ６２．１ ５９．６ ６０．５ ∕ ∕

Ｈａｌｆ ｌｉｆｅ ／ ｍｉｎ６０ ℃ １８ ２１．５ ∕ ∕ ∕ ３０ ２６．５

　 　 利用野生型及 ６ 个突变体的结构信息，分别计

算主链结构的二面角，绘制图 ２ 所示的拉氏构象图。
图 Ａ 为野生型蛋白的拉氏构象图，图 Ｂ、图 Ｃ、图 Ｄ、
图 Ｅ、图 Ｆ、图 Ｇ 分别为 Ｓ１６１Ｃ、 Ｇ１６６Ｒ、 Ｇ１６９Ａ、
Ｓ１８８Ｐ、Ｋ２１３Ｒ、Ｐ２３９Ｒ 突变体的拉氏构象图。 图中

黑色区域表示构象允许区域，在该区域内的任何成

对二面角所规定的构象都是立体化学所允许的。 灰

色区域表示不完全允许区，表示在这个区域内的二

面角所规定的主链构象虽然是立体化学可允许的，
但是不够稳定，白色区域是不允许区域。 在图中可

以看到，构象角绝大部分都处于构象允许区域内，说
明这些突变体的构象均处于合理的状态。

A
B C D

E F G

图 ２　 枯草杆菌蛋白酶及其突变体所对应的拉氏构象图

Ｆｉｇ．２　 Ｔｈｅ ｒａｍａｃｈａｎｄｒａｎ ｆｉｇｕｒｅ ｏｆ ｓｕｂｔｉｌｉｓｉｎ ＢＰＮ′ ａｎｄ ｉｔｓ ｍｕｔａｎｔｓ

２．２　 分子动力学模拟实验的设计

使用 ＮＡＭＤ 软件对野生型和 ６ 个突变体蛋白

进行分子动力学模拟，选用 ＣＨＡＲＭＭ２７ 全原子力

场。 预处理过程中，首先删掉晶体中的氢原子，再使

用 ＶＭＤ 软件自带的 ｐｓｆｇｅｎ 程序包补足氢原子，测得

该晶体结构的净电荷为零；然后给该结构添加一个

厚度为 １０ Å 的 ＴＩＰ３Ｐ 型水分子层，最终得到的水盒

子的尺寸是 ６５ Å×６６ Å×６８ Å。

预平衡过程中，选用 ＮＰＴ 系综。 在 １ 个标准大

气压下，使用 ＳＨＡＫＥ 算法约束氢键键长，截断半径

为 １２ Å，非键相互作用在 １４ Å 处截断。 对 １ 个野生

型及 ６ 个突变体共进行了以下 ４ 次分子动力学模拟

过程：
（１）温度恒定为 ３７０ Ｋ，步长为 ２ ｆｓ ／ ｓｔｅｐ，运行

１００ ０００ 步，分子动力学模拟时间为 ０．２ ｎｓ，此过程

命名为 ３７０ Ｋ＿０．２ ｎｓ；
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（２）温度恒定为 ３７０ Ｋ，步长为 ２ ｆｓ ／ ｓｔｅｐ，运行

１ ０００ ０００ 步，分子动力学模拟时间为 ２ ｎｓ，此过程

命名为 ３７０ Ｋ＿２ ｎｓ；
（３）温度恒定为 ３７０ Ｋ，步长为 １ ｆｓ ／ ｓｔｅｐ，运行

１００ ０００ 步，分子动力学模拟时间为 ０．１ ｎｓ，此过程

命名为 ３７０ Ｋ＿０．１ ｎｓ；
（４）初始温度为 ３００ Ｋ，步长为 ２ ｆｓ ／ ｓｔｅｐ，运行

１００ ０００ 步，每 ２ ０００ 步升高 １ Ｋ，终止温度为 ３５０ Ｋ，
分子动力学模拟时间为 ０． ２ ｎｓ，此过程命名为

３００ Ｋ＿０．２ ｎｓ。
其中 ３７０Ｋ＿０．２ｎｓ 作为标准组，其他 ３ 组作为对

照组。
２．３　 基于模拟结果的参数计算

每个野生型及其突变体分子动力学模拟完成后

均输出一个“． ｌｏｇ”日志文件，包含了模拟过程中的

压力、温度以及本实验中需要用到的能量等信息。
配置文件中设置每 １ ０００ 步（即 ２ ｐｓ）输出一次能量

信息，而我们需要计算的是在模拟的整个过程中或

者某一特定时间段内的平均能量，因此具体方法如

下：利用 ＶＭＤ 软件的能量计算脚本 ｎａｍｄｓｔａｔｓ．ｔｃｌ，结

合输出的．ｌｏｇ 日志文件，提取蛋白体系的以下平均

能量信息：ＢＯＮＤ（键能）、ＡＮＧＬＥ（键角能）、ＤＩＨＥＤ
（二面角能）、 ＥＬＥＣＴ （静电能）、ＶＤＷ（范德华力

能）、ＫＩＮＥＴＩＣ（动能）。

３　 结果与分析

３．１　 模拟结果

依照上述方法，我们共得到 ４ 组动力学模拟后

的能量结果（见表 ２ ～表 ５）。 每组表格中上半部分

为提取的能量值，下半部分为每个突变体与野生型

能量的差值以及能量的变化趋势。
首先，以温度为 １ 个标准大气压下温度为

３７０ Ｋ、时间为 ０．２ ｎｓ 的模拟作为标准组。 表 ２ 是该

组的模拟能量结果，我们提取的是每个结构从模拟

第一步到最后一步的能量平均值。 由表中数据可以

看出，６ 个突变体与野生型酶相比，每种平均能量值

均出现了相同的变化趋势，即 ＢＯＮＤ 增大、ＡＮＧＬＥ
增大、 ＤＩＨＥＤ 减 小、 ＥＬＥＣＴ 减 小、 ＶＤＷ 增 大、
ＫＩＮＥＴＩＣ 增大。

表 ２　 ３７０ Ｋ＿０．２ ｎｓ 模拟平均能量（ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ａｖｅｒａｇｅ ｅｎｅｒｇｙ ｄａｔａ ｓｉｍｕｌａｔｅｄ⁃３７０ Ｋ＿０．２ ｎｓ （ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ）

Ｗｉｌｄ Ｓ１６１Ｃ Ｇ１６６Ｒ Ｇ１６９Ａ Ｓ１８８Ｐ Ｋ２１３Ｒ Ｐ２３９Ｒ

ＢＯＮＤ ３ ６３１．０２ ３ ６５７．８２ ３ ６５１．５４ ３ ６４２．５９ ３ ６４５．８１ ３ ６７２．８７ ３ ６４４．５６

ＡＮＧＬＥ ２ ９３３．４９ ２ ９４９．９ ２ ９５１．８１ ２ ９４６．０９ ２ ９５４．８４ ２ ９６５．６７ ２ ９６３．８９

ＤＩＨＥＤ ７２５．９７ ７０４．６５ ７２０．１９ ７１４．４７ ７０９．１５ ７１０．０７ ７０１．６９

ＥＬＥＣＴ －１１７ ４３６．１７ －１１８ ０９４．５８ －１１８ １３８．６８ －１１７ ７４３．４７ －１１７ ７９５．７７ －１１８ ７６６．８ －１１８ ３２８．８２

ＶＤＷ ４９０ ２８８．２８ ５７１ ６５１．１１ ５７６ ５０７．１２ ５７３ １７３．３２ ５７３ ２１８．７ ５７７ ２８８．５５ ３ ２７０ ０８０．１７

ＫＩＮＥＴＩＣ ４００．１４ ４００．８５ ４０１．１９ ４００．９１ ４０１．２６ ４０３．０３ ４０４．６７

ΔＢＯＮＤ 大于 ０ ２６．８ ２０．５２ １１．５７ １４．７９ ４１．８５ １３．５４

ΔＡＮＧＬＥ 大于 ０ １６．４１ １８．３２ １２．６ ２１．３５ ３２．１８ ３０．４

ΔＤＩＨＥＤ 小于 ０ －１９．５２ －５．７８ －１１．５ －１６．８２ －１５．９ －２４．２８

ΔＥＬＥＣＴ 小于 ０ －６５８．４１ －７０２．５１ －３０７．３ －３５９．６ －１ ３３０．６３ －８９２．６５

ΔＶＤＷ 大于 ０ ８１ ３６２．８３ ８６ ２１８．８４ ８２ ８５５．０４ ８２ ９３０．４２ ８７ ０００．２７ ２ ７７９ ７９１．８９

ΔＫＩＮＥＴＩＣ 大于 ０ ０．７１ １．０５ ０．７７ １．１２ ２．８９ ４．５３

　 　 标准组的模拟温度为 ３７０ Ｋ，模拟时间为

０．２ ｎｓ，这样高温、短时间的模拟并没有使野生型及

突变体动力学模拟达到平衡，为了检验非平衡态的

能量统计结果的可靠性，我们在标准组 ３７０ Ｋ ＿
０．２ ｎｓ模拟的基础上进行了较长时间的模拟，温度不

变，模拟时间增加为标准组的 １０ 倍，即 ２ ｎｓ。 图 ３
为该模拟下野生型及其突变体的 ＲＭＳＤ 曲线图。

可以看到，在 １．０ ｎｓ ～ １．５ ｎｓ 的时间段，７ 个结构的

ＲＭＳＤ 曲线均呈现平稳状态，说明在此时间段内达

到了平衡状态。 因此我们提取了这段时间内的能量

平均值，并计算突变体与野生型的能量差值 （见

表 ３）。 可以看到，表中突变体的 ６ 种平均能量值有

着与标准组相同的变化趋势。
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图 ３　 枯草杆菌蛋白及其突变体 ２ｎｓ 分子动力学模拟过程中的 ＲＭＳＤ 曲线

Ｆｉｇ．３　 Ｔｈｅ ＲＭＳＤ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆＳｕｂｔｉｌｉｓｉｎ ＢＰＮ′ ａｎｄ ｉｔｓ ｍｕｔａｎｔｓ ｉｎ ２ｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｙｎａｍｉｃ ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎ

表 ３　 ３７０ Ｋ＿２ ｎｓ 模拟平均能量差值 （ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ）
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｄ⁃ｖａｌｕｅ ｏｆ ａｖｅｒａｇｅ ｅｎｅｒｇｙ ｄａｔａ ｓｉｍｕｌａｔｅｄ⁃３７０ Ｋ＿２ ｎｓ （ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ）

Ｓ１６１Ｃ Ｇ１６６Ｒ Ｇ１６９Ａ Ｓ１８８Ｐ Ｋ２１３Ｒ Ｐ２３９Ｒ

ΔＢＯＮＤ 大于 ０ １．２９ ６．４０ １．６４ ３．４６ １．７７ ２．６１

ΔＡＮＧＬＥ 大于 ０ ０．６９ ９．５６ ０．５７ ２３．１４ ７．１４ １０．４２

ΔＤＩＨＥＤ 小于 ０ －１６．２８ －１８．０１ －１１．３３ －１９．００ －６．３１ －１７．４７

ΔＥＬＥＣＴ 小于 ０ －１７４．５４ －４４２．０８ －１７９．２４ －２１１．９１ －８８６．６９ －１ ６３１．３７

ΔＶＤＷ 大于 ０ １７．６７ ３３．０１ １９．６１ ３４．８４ ７０．０２ １５１．１９

ΔＫＩＮＥＴＩＣ 大于 ０ ２９．５１ ３９．２７ ２８．６９ ３１．１６ １２４．０９ ２３９．７１

　 　 从表 ２、表 ３ 的结果看，模拟时间的长短以及体

系是否平衡对能量变化趋势并没有影响，为进一步

检验模拟时间对结果的影响，我们在温度不变的情

况下，进行了更短时间的模拟，模拟时间缩减为标准

组的一半，即０．１ ｎｓ，其能量差值见表 ４。 表 ４ 中所

有能量的变化都较标准组呈现相同的趋势。

表 ４　 ３７０ Ｋ＿０．１ ｎｓ 模拟平均能量差值 （ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ）
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｄ⁃ｖａｌｕｅ ｏｆ ａｖｅｒａｇｅ ｅｎｅｒｇｙ ｄａｔａ ｓｉｍｕｌａｔｅｄ⁃３７０ Ｋ＿０．１ ｎｓ （ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ）

Ｓ１６１Ｃ Ｇ１６６Ｒ Ｇ１６９Ａ Ｓ１８８Ｐ Ｋ２１３Ｒ Ｐ２３９Ｒ

ΔＢＯＮＤ 大于 ０ ２８．２４ ２２．５４ １２．９９ ９．９２ ４２．６６ ３５．９４

ΔＡＮＧＬＥ 大于 ０ １６．８３ １７．８８ １２．６ １６．９５ ３０．７６ ３２．３４

ΔＤＩＨＥＤ 小于 ０ －２０．７１ －５．２３ －１０．８４ －１６．１６ －１５．６８ －２２．８９

ΔＥＬＥＣＴ 小于 ０ －７０９．１１ －７６１．０７ －３５７．５７ －２８６．８６ －１ ３７５．４１ －１ ３９８．６９

ΔＶＤＷ 大于 ０ ８１ ３８０．１ ８６ ２４１．４５ ８２ ８９９．８６ ８２ ８９８．０ ８７ ０２３．７４ ２ ７８０ ０３５．６３

ΔＫＩＮＥＴＩＣ 大于 ０ １．１４ １．４ ０．２８ ０．２６ １．７７ ４．３４

　 　 最后，我们检验了温度对模拟结果的影响。 在

标准组的基础上我们做了一组温度均匀变化的模拟

３００ Ｋ＿０．２ ｎｓ，时间同标准组设置一样，模拟过程中

将温度从 ３００ Ｋ 均匀升高到 ３５０ Ｋ。 能量差值结果

见表 ５。 由表中数据可以看出，在温度变化的模拟

条件下突变体的平均能量还是出现了与标准组一样

的变化趋势。
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表 ５　 ３００ Ｋ＿０．２ ｎｓ 模拟平均能量差值 （ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ）
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｄ⁃ｖａｌｕｅ ｏｆ ａｖｅｒａｇｅ ｅｎｅｒｇｙ ｄａｔａ ｓｉｍｕｌａｔｅｄ⁃３００ Ｋ＿０．２ ｎｓ （ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ）

Ｓ１６１Ｃ Ｇ１６６Ｒ Ｇ１６９Ａ Ｓ１８８Ｐ Ｋ２１３Ｒ Ｐ２３９Ｒ

ΔＢＯＮＤ 大于 ０ ２６．５０ ２２．５３ １１．９６ １５．０７ ４０．７２ －１８．３３

ΔＡＮＧＬＥ 大于 ０ １２．９９ １６．３７ ９．５８ １７．２７ ２７．７５ １６．７０

ΔＤＩＨＥＤ 小于 ０ －２１．６２ －６．１７ －１２．２０ －９．３４ －１６．６８ －２４．３７

ΔＥＬＥＣＴ 小于 ０ －６４５．２３ －７５４．７７ －３１４．１３ －３６９．２１ －１ ３０８．８９ －１４１．１１

ΔＶＤＷ 大于 ０ ８１ ３７３．６６ ８６ ２５５．２９ ８２ ８９８．８３ ８２ ９２４．２６ ８６ ９６２．７３ ２ ７７９ ５９５．１８

ΔＫＩＮＥＴＩＣ 大于 ０ ０．４８ ０．３４ １．０５ １．３５ １．９１ ３．８１

３．２　 结果分析

从上面 ４ 个表可以看出，突变体与野生型酶相

比，均出现了 ＢＯＮＤ 增大、ＡＮＧＬＥ 增大、ＤＩＨＥＤ 减

小、ＥＬＥＣＴ 减小、ＶＤＷ 增大、ＫＩＮＥＴＩＣ 增大的趋势。
研究表明，分子柔性的降低会带来嗜热性的增

强［２３］，因此突变体的分子柔性均低于野生型，正是

由于柔性降低、刚性增强，所以会使得 ＢＯＮＤ（键能）
增大、ＡＮＧＬＥ（键角能） 增大以及 ＤＩＨＥＤ（二面角

能）减小；而所有突变体的 ＥＬＥＣＴ（静电能）都比野

生型小，这与以前的实验中所说引入带电残基增强

蛋白质热稳定性是相一致的，静电能越小稳定性越

强［２４］；而 ＶＤＷ（范德华能）增大说明分子的极性也

增大了，表明蛋白质的嗜热性与分子极性也密切相

关；突变体的 ＫＩＮＥＴＩＣ（动能）虽然比野生型都有所

增大，但变化范围很小，说明这个能量可能与热稳定

性的关系并不大，但我们仍暂时保留这一项，等待后

续实验进行进一步验证。
另外可以看到表中有一些数据与其他数据相差

较大，我们将这些数据称为极端数据，并用特殊格式

将这些极端数据标记出来。 除去这些极端数据，我
们得到以下突变体与野生型相比的能量变化范围

（ 单 位： ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ ）： ΔＢＯＮＤ 为 ［ ２． ６６， ８． ５７ ］，
ΔＡＮＧＬＥ 为 ［ ３． ３２， ３２． １８］， ΔＤＩＨＥＤ 为 ［ － １６． ６８，
－２．６６］，ΔＥＬＥＣＴ 为［ －１ ３７５．４１，－２８６．８６］，ΔＶＤＷ
为 ［ ８１ ３６２． ８３， ８７ ０２７． ７４］， ΔＫＩＮＥＴＩＣ 为 ［ ０． ２６，
２．８９］。

为进一步分析能量变化与蛋白嗜热性的关系，
我们利用 ＳＰＳＳ 分析软件分别对以上 ４ 组模拟中每

个突变体的 ６ 种能量差值与其对应的 Ｔｍ 或半衰期

进行了斯皮尔曼（Ｓｐｅａｒｍａｎ）相关性分析，９９％置信

度下的双侧检验的计算结果见表 ６，其中表的上半

部分是 Ｇ１６６Ｒ、Ｇ１６９Ａ、Ｓ１８８Ｐ 的 Ｔｍ 值与各个能量

差值的绝对值之间的相关系数， 下表下半部分是

Ｓ１６１Ｃ、Ｋ２１３Ｒ、Ｐ２３９Ｒ 的 Ｈａｌｆ ｌｉｆｅ 与各个能量差值

之间的相关系数。 相关系数越大表示相关性越显

著，正数表示正相关，负数表示负相关。
表 ６　 能量差值与 Ｔｍ＼Ｈａｌｆ ｌｉｆｅ 的相关系数

Ｔａｂｌｅ ６　 Ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｅｎｅｒｇｙ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｍ＼Ｈａｌｆ ｌｉｆｅ

ΔＢＯＮＤ ΔＡＮＧＬＥ ΔＤＩＨＥＤ ΔＥＬＥＣＴ ΔＶＤＷ ΔＫＩＮＥＴＩＣ

３７０ Ｋ＿０．２ ｎｓ １．０ ０．５ －０．５ １．０ １．０ ０．５

３７０ Ｋ＿２ ｎｓ １．０ ０．５ ０．５ １．０ ０．５ １．０

３７０ Ｋ＿０．１ ｎｓ ０．５ １．０ －０．５ ０．５ ０．５ ０．５

３００ Ｋ＿０．２ ｎｓ １．０ ０．５ －１．０ １．０ １．０ －０．５

３７０ Ｋ＿０．２ ｎｓ ０．５ １．０ －０．５ １．０ ０．５ ０．５

３７０ Ｋ＿２ ｎｓ ０．５ ０．５ －０．５ ０．５ ０．５ ０．５

３７０ Ｋ＿０．１ ｎｓ １．０ ０．５ －０．５ ０．５ ０．５ ０．５

３００ Ｋ＿０．２ ｎｓ ０．５ １．０ －０．５ ０．５ ０．５ ０．５

　 　 从表 ６ 可以看出：ΔＢＯＮＤ、ΔＥＬＥＣＴ 与突变体的

Ｔｍ 相关性最强，３ 组模拟时间大于 ０．１ ｎｓ 的相关系

数均为 １，同时与突变体的半衰期也分别有一组相

关系数为 １，总体平均值为 ０． ７５。 说明 ΔＢＯＮＤ、
ΔＥＬＥＣＴ 对 Ｔｍ 及半衰期的变化最为敏感；ΔＡＮＧＬＥ
略低于 ΔＢＯＮＤ、ΔＥＬＥＣＴ 与突变体的 Ｔｍ 及半衰期

的相关性， 相关系数为 １ 的共有 ３ 组， 平均为

０．６８７ ５；ΔＶＤＷ 与突变体的 Ｔｍ 及半衰期的相关系

数均为正值，有两组模拟时间大于 ０．１ ｎｓ 的相关系

数为 １，总体均值为 ０．５，相关性一般；而 ΔＤＩＨＥＤ 和

ΔＫＩＮＥＴＩＣ 与突变体的 Ｔｍ 及半衰期的相关性不稳

定，说明 ΔＤＩＨＥＤ 和 ΔＫＩＮＥＴＩＣ 对 Ｔｍ 及半衰期的

变化趋势不敏感。
３．３　 判定方法

从以上分析可以看出，在 ４ 组不同条件的模拟

过程中，突变体的 ６ 个平均能量值与野生型相比均

出现了相同的变化趋势，结合相关性的计算结果，
ΔＢＯＮＤ、 ΔＥＬＥＣＴ、 ΔＶＤＷ、 ΔＡＮＧＬＥ、 ΔＤＩＨＥＤ、
ΔＫＩＮＥＴＩＣ 可以作为评判枯草杆菌蛋白酶嗜热性改

造单突变效果评判的 ６ 个有效参数，其中 ΔＢＯＮＤ、
ΔＥＬＥＣＴ、ΔＡＮＧＬＥ、ΔＶＤＷ 为特征有效参数，并采用

３７０ Ｋ＿０．２ ｎｓ 模拟结果来提取上述参数。
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法为：以标准组 ３７０ Ｋ＿０．２ ｎｓ 的模拟条件参数为准，
分别对需要判定嗜热改造效果的突变体及野生型进

行分子动力学模拟，利用模拟结果计算上述 ４ 个特

征有效参数，如果 ΔＢＯＮＤ、ΔＶＤＷ、ΔＡＮＧＬＥ 大于 ０，
同时 ΔＥＬＥＣＴ 小于 ０，则可以判断该枯草杆菌蛋白

酶突变体嗜热性提高，为有效突变，否则为无效

突变。

４　 检验与讨论

４．１　 枯草杆菌蛋白酶其他突变点检验

我们从 Ｐｒｏｔｈｅｒｍ 数据库中选定了 ２ 个实验上已

经获取的枯草杆菌蛋白酶嗜热突变体作为检测样

本，它们分别是 Ｑ２０６Ｃ 和 Ｎ２１８Ｓ。 野生型及 ２ 个突

变体在 ＰｒｏＴｈｅｒｍ 数据库的记载见表 ７。 表中 ２ 个突

变体的 Ｔｍ 值都大于野生型，说明突变体的嗜热性

要强于野生型。 另外我们还选取了一个稳定性小于

野生型的突变体 Ｐ２３９Ｇ，实验测得此突变体在６０ ℃
时的半衰期比野生型减少了 ８．５ ｍｉｎ。

表 ７　 枯草杆菌蛋白酶及其嗜热突变体

在 Ｐｒｏｔｈｅｒｍ 数据库中的记录

Ｔａｂｌｅ７　 Ｒｅｃｏｒｄｓ ｏｆ ｓｕｂｔｉｌｉｓｉｎ ＢＰＮ′ ａｎｄ ｉｔｓ ｍｕｔａｎｔｓ ｉｎ ｐｒｏｔｈｅｒｍ

Ｅｎｔｒｙ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍｕｔａｔｉｏｎ Ｔｍ ｐＨ Ｍｅａｓｕｒｅ Ｍｅｓｔｈｏｄ

２５２５ Ｓｕｂｔｉｌｉｓｉｎ ＢＰＮ′ ＷＩＬＤ ５８．５０ ８ ＤＳＣ Ｔｈｅｒｍａｌ

２５２５ Ｓｕｂｔｉｌｉｓｉｎ ＢＰＮ′ Ｑ２０６Ｃ ６３．２０ ８ ＤＳＣ Ｔｈｅｒｍａｌ

２５３０ Ｓｕｂｔｉｌｉｓｉｎ ＢＰＮ′ Ｎ２１８Ｓ ６２．５０ ８ ＤＳＣ Ｔｈｅｒｍａｌ

注：Ｅｎｔｒｙ 是该蛋白在 ＰｒｏＴｈｅｒｍ 数据库中的标识，ＤＳＣ 表示测定的方

法是示差扫描量热法。

Ｎｏｔｅｓ： Ｅｎｔｒｙ ｉｓ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＰｒｏＴｈｅｒｍ Ｄａｔａｂａｓｅ， ＤＳＣ ｉｓ

ｓｈｏｒｔ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｓｃａｎｎｉｎｇ ｃａｌｏｒｉｍｅｔｒｙ．

根据 ３．３ 节提出的判定原则，我们对以上选取

的两个有效突变体、一个无效突变体以及野生型进

行分子动力学模拟，野生型命名为 Ｗｉｌｄ。 模拟结果

见表 ８ 所示。
表 ８　 检验样本模拟的平均能量

Ｔａｂｌｅ ８　 Ａｖｅｒａｇｅ ｅｎｅｒｇｙ ｄａｔａ ｓｉｍｕｌａｔｅｄ⁃ｔｅｓｔ ｓａｍｐｌｅｓ

Ｗｉｌｄ Ｑ２０６Ｃ Ｎ２１８Ｓ Ｐ２３９Ｇ

ＢＯＮＤ ３ ６３０．２９ ３ ６４３．２５ ３ ６４４．４１ ３ ６２９．３１

ＡＮＧＬＥ ２ ９３４．３２ ２ ９３５．１５ ２ ９３５．０３ ２ ８４１．４７

ＥＬＥＣＴ －１１７ ４０７．４５ －１１７ ６７８．２１ －１１７ ７９５．６８ －１１７ ３９９．８６

ＶＤＷ ５７３ １０４．３３ ５７６ ４３１．７１ ５７６ ４５８．３１ ４９０ ２７０．６１

ΔＢＯＮＤ 大于 ０　 小于 ０ １２．９６ １４．１２ －０．９８

ΔＡＮＧＬＥ 大于 ０　 小于 ０ ０．８３ ０．７１ －９２．８５

ΔＥＬＥＣＴ 小于 ０　 大于 ０ －２７０．７６ －３８８．２３ ７．５９

ΔＶＤＷ 大于 ０　 小于 ０ ３ ３２７．３８ ３ ３５３．９８ －８２ ８３３．７２

　 　 表 ８ 下半部分第一列变化趋势为有效突变体

Ｑ２０６Ｃ 及 Ｎ２１８Ｓ 的能量变化结果，第二列为无效突

变体 Ｐ２３９Ｇ 的结果。 从数据可以看出，Ｑ２０６Ｃ 和

Ｎ２１８Ｓ 这两个突变体的特征有效参数的取值满足有

效突变条件，并且能量变化的数值也处于上文中所

提到的范围之间，可以判断 Ｑ２０６Ｃ 和 Ｎ２１８Ｓ 为有效

突变；而 Ｐ２３９Ｇ 的能量变化趋势正好与之相反，为
无效突变。
４．２　 讨　 论

本文以枯草杆菌蛋白酶 ＢＰＮ′为研究对象，利用

４ 组不同条件分子动力学模拟结果，对其及其嗜热

突变体的能量变化趋势进行对比分析，计算并提取

了 ６ 个有效参数，并结合相关性分析结果，确定了 ４
个特征有效参数，建立了判定枯草杆菌蛋白酶 ＢＰＮ′
嗜热性突变效果的理论方法。 研究发现，不同的模

拟温度与时间对突变前后各个能量的变化趋势并没

有影响。 而且在较短的模拟时间条件下，即模拟没

有达到平衡的状态下，有效参数及特征有效参数具

有相同的变化趋势。 本文提出的对枯草杆菌蛋白酶

嗜热效果改造的判定方法非常简单有效，这将为以

后筛选有效的突变体提供捷径。
利用短时间（时间小于等于 ０．２ ｎｓ）分子动力学

模拟结果提取有效参数，在 Ｐ２３９ 位点对应的两个

突变体 Ｐ２３９Ｒ 和 Ｐ２３９Ｇ 上均出现了 ΔＶＤＷ 取值不

同于正常 ΔＶＤＷ 取值范围的离群值，具体结果见表

２、４、 ５、及表 ８。 其中 Ｐ２３９Ｒ 为有效突变，对应

ΔＶＤＷ 为正值；Ｐ２３９Ｇ 为无效突变，对应 ΔＶＤＷ 为

负值，尽管 ΔＶＤＷ 的变化趋势是对的，但 Ｐ２３９Ｒ 和

Ｐ２３９Ｇ 对应的 ΔＶＤＷ 明显超出 ΔＶＤＷ 的取值范

围。 这可能与脯氨酸（Ｐｒｏ）特殊的性质有关。 由于

脯氨酸是非极性氨基酸，而精氨酸（Ａｒｇ）是极性带

正电的氨基酸，因而引入带正电的 Ａｒｇ 可以在增加

蛋白的稳定性的同时使得分子极性大大增强，导致

Ｐ２３９Ｒ 的范德华能较其他几个能量呈现出更大的增

长，造成极端数据的出现。 而甘氨酸（Ｇｌｙ）是非极

性不带电荷氨基酸，在 Ｐ２３９Ｇ 处为何也会出现极端

数据，需要更多的实验来进行统计与验证。
此外，本文选取的试验样本仅为枯草杆菌蛋白

酶，对其他蛋白酶是否具有普适性还需进一步研究

与探讨。
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