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摘　 要：普鲁兰酶（Ｐｕｌｌｕｌａｎａｓｅ）是脱支酶，因其能水解葡聚糖的 α⁃１，６⁃糖苷键而有不同的工业应用潜力。 本研究通过同源建

模和分子对接的方法对长野芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｎａｇａｎｏｅｎｓｉｓ） 普鲁兰酶进行建模及其三维结构分析，表明该酶由 ＣＢＭ４１⁃Ｘ４５ａ⁃
Ｘ２５⁃Ｘ４５ｂ⁃ＣＢＭ４８⁃ＧＨ１３＿１４ 多结构域组成，酶蛋白中心形成其催化区，催化区的 Ａｓｐ６１９、Ｇｌｕ６４８ 和 Ａｓｐ７３３ 三个残基构成酶的

催化三联体。 同时，通过柔性对接研究了酶与底物分子相互作用的关系，并预测构成酶的活性中心相关氨基酸残基，为进一

步改良酶的特性提供重要的理论依据。
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　 　 普鲁兰酶（Ｐｕｌｌｕｌａｎａｓｅ，ＥＣ ３．２．１．４１）是一类水

解 α⁃１，６⁃糖苷键脱支酶，因其能专一性水解普鲁兰

糖而得名，该酶可以水解支链淀粉的 α⁃１，６⁃糖苷键

而将淀粉分解为葡萄糖、麦芽糖、果糖等食用甜味

剂；在以纤维素和淀粉质为原料的生物加工过程中，
葡萄糖淀粉酶类水解直链的 α⁃１，４⁃糖苷键，普鲁兰

酶专门水解支链 α⁃１，６⁃糖苷键，使支链淀粉型多糖

的分支链脱离主链，形成一系列链长短不一的直链

淀粉，可见普鲁兰酶和葡萄糖淀粉酶配合使用，可以

显著提高淀粉类原料的利用率，因此，普鲁兰酶在食

品、纺织和生物能源等领域有重要的用途［ １ ］。
不同来源的普鲁兰酶由于其活性低和稳定性差



等特点，限制了该类酶的工业化应用。 研究发现，长
野 芽 孢 杆 菌 普 鲁 兰 酶 （ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｎａｇａｎｏｅｎｓｉｓ
ｐｕｌｌｕｌａｎａｓｅ， ＢｎＰｕｌＢ）的最适反应温度为 ６２．５ ℃，在
ｐＨ 为 ４．５～５．０ 范围内保持 ９０％的酶活性，这些酶学

特性与淀粉糖化过程较高的温度（５５ ～ ６５ ℃）和微

酸性环境（ｐＨ ４．５～５．５）相符合，表明长野芽孢杆菌

普鲁兰酶有更大的工业应用潜力［ ２ ］。
同源建模法（Ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｍｏｄｅｌ）是从蛋白质的氨

基酸序列出发预测其三维模型的常用方法，为研究

未知结构蛋白质的功能提供基础，如果目的蛋白与

模板蛋白的序列同一性大于 ６０％，同源建模的结果

将接近实验测试的结果［ ３ ］。 为了进一步提高酶的

活性和稳定性等特性，本研究通过对长野芽孢杆菌

普鲁兰酶进行同源建模及其结构分析，并预测其活

性部位和功能位点，为改良酶的性能提供理论参考。

１　 材料与方法

１．１　 序列来源

长野芽孢杆菌普鲁兰酶 ＢｎＰｕｌＢ 的蛋白质序列

来源于 ＮＣＢＩ，该酶是由 ９２６ 个氨基酸残基组成的多

肽，其 ＧｅｎＢａｎｋ 登陆号为 ＡＥＶ５３６２６，本研究所采用

的 ６ 个普鲁兰酶序列及其晶体结构数据（见表 １）取
自蛋白质数据库（Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｄａｔａ Ｂａｎｋ， ＰＤＢ） ［ ４ ］，序列

分析利用 ＤｉＡｌｉｇｅ 服务器 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｇｅｎｏｍａｔｉｘ．
ｄｅ ／ ）进行［ ５ ］。

１．２　 同源建模与结构分析

将 ＢｎＰｕｌＢ 蛋白质序列提交到在线服务器

ＳＷＩＳＳ⁃ＭＯＤＥＬ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ． ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／ ）进行

自动模式搜索和同源建模［ ６ ］，用 ＰｙＭｏｌ 生物软件对

其模型进行结构分析和作图。
１．３ 底物对接和活性位点分析

用 Ａｕｔｏｄｏｃｋ ４．２ 生物软件对普鲁兰酶 ＢｎＰｕｌＢ
与底物进行柔性对接及其活性位点分析［ ７ ］。

２　 结果与分析

２．１　 ＢｎＰｕｌＢ 的同源建模

通过在线服务器 ＳＷＩＳＳ⁃ＭＯＤＥＬ 自动模式搜索

（各参数为默认值），发现 ＢｎＰｕｌＢ 与普鲁兰酶家族

的有不同程度的序列同一性（见表 １，各酶的 ＰＤＢ
编号分别为 ２ＷＡＮ、３ＷＤＩ、 ２Ｅ９Ｂ、２ＹＡ０、 ２ＹＯＣ 和

２ＦＨＣ，ａａ 表示蛋白序列的氨基酸残基个数），其中

它与 嗜 酸 普 鲁 兰 芽 孢 杆 菌 普 鲁 兰 酶 （ Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ａｃｉｄｏｐｕｌｌｕｌｙｔｉｃｕｓ ｐｕｌｌｕｌａｎａｓｅ，ＢａＰｕｌ１３Ａ）蛋白质序列

同一性达 ６４％，以 ＢａＰｕｌ１３Ａ 三维结构（ＰＤＢ：２ＷＡＮ，
１．６５Å）为模板［ ８ ］，对 ＢｎＰｕｌＢ 进行同源建模，得到 Ｎ
端和 Ｃ 端分别缺失 １０８ 和 ８ 个氨基酸的并由其

Ｐｒｏ１０９～Ｇｌｎ９１８ 区间氨基酸肽段组成的分子量更小

的结构，其 ＱＭＥＡＮ 值仅为－０．０１，加上 ＢｎＰｕｌＢ 蛋白

质序列与模板 ＢａＰｕｌ１３Ａ 的同一性很高，可见 ＢｎＰｕｌＢ
同源建模的结果接近实验测试的结果。

表 １　 ＢｎＰｕｌＢ 与 ６ 个有晶体结构的普鲁兰酶序列同一性

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐａｉｒｗｉｓｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｄｅｎｔｉｔｙ ｏｆ ＢｎＰｕｌＢ ａｎｄ ６ ｋｎｏｗｎ ｃｒｙｓｔａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｕｌｌｕｌａｎａｓｅｓ ％

２ＷＡＮ
（９２１ ａａ）

３ＷＤＩ
（７１０ ａａ）

２Ｅ９Ｂ
（７１８ ａａ）

２ＹＡ０
（７１４ ａａ）

２ＹＯＣ
（１ ０７２ ａａ）

２ＦＨＣ
（１ ０８３ ａａ）

ＢｎＰｕｌＢ
（９２６ ａａ） ６４ ３４ ３１ ２４ ２３ ２１

２ＷＡＮ
（９２１ ａａ） ３２ ３１ ２１ ２１ ２２

３ＷＤＪ
（７１０ ａａ） ４６ ２２ ２３ ２６

２Ｅ９Ｂ
（７１８ ａａ） ２２ ２２ ２２

２ＹＡ０
（７１４ ａａ） ２０ ２０

２ＹＯＣ
（１ ０７２ ａａ） ９１

２．２　 ＢｎＰｕｌＢ 结构分析

将 ＢｎＰｕｌＢ 模型与 ＢａＰｕｌ１３Ａ 的进行整体结构比

对分析，发现这两个酶各残基的 Ｃａ原子空间坐标几

乎完全重叠，其总体 ＲＭＳＤ 值仅为 ０． ０５０Å，表明

ＢｎＰｕｌＢ 结构与 ＢａＰｕｌ１３Ａ 的结构非常相似，两者的

整体结构几乎重叠在一起（见图 １）。
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图 １　 普鲁兰酶 ＢｎＰｕｌＢ 与 ＢａＰｕｌ１３Ａ 结构重叠分析∗

Ｆｉｇ．１ 　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｓｕｐｅｒｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｐｕｌｌｕｌａｎａｓｅ
ＢｎＰｕｌＢ ａｎｄ ＢａＰｕｌ１３Ａ

∗注：图中 ＢｎＰｕｌＢ 的结构为蓝色， ＢａＰｕｌ１３Ａ 结构 （ ＰＤＢ 编号：
２ＷＡＮ）为粉红色，ＢａＰｕｌ１３Ａ 催化三联体为 Ａｓｐ６２２、Ｇｌｕ６５１ 和 Ａｓｐ７３６
三个氨基酸残基，对应 ＢｎＰｕｌＢ 的分别为 Ａｓｐ６１９、Ｇｌｕ６４８ 和 Ａｓｐ７３３．
彩图见电子版（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｗｘｘｘ．ａｌｌｊｏｕｒｎａｌｓ．ｃｎ ／ ｃｈ ／ ｉｎｄｅｘ．ａｓｐｘ） （２０１７ 年第

１ 期 ＤＯＩ：１０．３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１６７２－５５６５．２０１７．０１．２０１６０６００２）。

　 　 将 ＢｎＰｕｌＢ 模型与表 １ 中所述的 ６ 种普鲁兰酶

同时进行结构比对（见图 ２），由于它们的序列长度

和序列本身存在较大差异（见表 １），它们的整体结

构并不完全重叠（见图 ２（ ａ）），但它们的活性中心

的结构（底物结合口袋）却非常相似（见图 ２（ ｂ）），
其氨基酸残基高度保守，都由空间坐标几乎重叠的

Ａｓｐ、Ｇｌｕ 和 Ａｓｐ 三个残基构成催化三联体（见图 ２
（ｃ）），表明不同来源的普鲁兰酶在漫长的家族进

化过程中存在未知的可变性，它们整体的序列同一

性可能很低，但其催化区是高度保守的，符合蛋白

质生物进化的基本规律，可见长野芽孢杆菌普鲁兰

酶的催化区同样具有普鲁兰酶家族共同的结构

特点。
　 　 已有研究表明，ＢａＰｕｌ１３Ａ 是由 Ａｓｐ６２２、Ｇｌｕ６５１
和 Ａｓｐ７３６ 三个氨基酸残基构成其催化三联体，在
ＣＡＺＹ ＧＨ１３ 糖苷酶家族中，这三个位于催化区的

氨基酸残基非常保守，在酶的催化过程中，Ａｓｐ６２２
充当进攻底物的亲核基团，Ｇｌｕ６５１ 作为广义的酸

碱催化剂，Ａｓｐ７３６ 对酶－底物复合物的过度态起到

稳定性的作用［ ８ ］ 。 通过结构比对分析，可以预测，
构成对应的长野芽孢杆菌 ＢｎＰｕｌＢ 催化三联体是由

Ａｓｐ６１９、Ｇｌｕ６４８ 和 Ａｓｐ７３３ 三个氨基酸残基构成

（如图 １ 和图 ２（ ｃ）所示），这三个残基与表 １ 所述

的 ６ 种同类普鲁兰酶催化三联体的空间坐标大致

重叠（见图 ２（ ｃ）），因此这三个残基在酶的催化过

程中可能起到与 ＢａＰｕｌ１３Ａ 催化三联体相似的关键

作用。

图 ２　 ＢｎＰｕｌＢ 与 ６ 种普鲁兰酶的结构比对分析∗

Ｆｉｇ．２ 　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｓｕｐｅｒｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ＢｎＰｕｌＢ ｗｉｔｈ
６ ｋｎｏｗｎ ｐｕｌｌｕｌａｎａｓｅｓ

注：图中 ＢｎＰｕｌＢ （蓝色）、２ＷＡＮ（粉红色）、３ＷＤＩ （红色）、２Ｅ９Ｂ （青

色）、２ＹＡ０ （黄色）、２ＹＯＣ （红色）、２ＦＨＣ （灰色）。
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　 　 ＢａＰｕｌ１３Ａ 是由 ９２１ 个氨基酸残基组成 ＣＢＭ４１⁃
Ｘ４５ａ⁃Ｘ２５⁃Ｘ４５ｂ⁃ＣＢＭ４８⁃ＧＨ１３＿１４ 多结构域的蛋白，
其中 Ｘ４５ａ⁃Ｘ２５⁃Ｘ４５ｂ 的功能未知，ＣＢＭ４８ 为糖原结

合结构域，催化结构域 ＧＨ１３＿１４ 属于 ＣＡＺＹ ＧＨ１３
家族，其 Ｎ 端 １ ～ １００ 氨基酸为功能未明的结构域

ＣＢＭ４１，ＣＢＭ４１ 高度无序而无法模拟其结构［ ７ ］。
Ｃｈｅｎ 等［ ９ ］ 最新研究 表 明， 删 除 ＢａＰｕｌ１３Ａ 酶 的

ＣＢＭ４１ 结构域，能有效地提高该酶的可溶表达和分

泌水平，突变酶的活力是野生酶的 ２．９ 倍，并且其作

用的温度和 ｐＨ 与野生酶的相当，由此可见 ＣＢＭ４１
结构域是酶分子上冗余的元件，删除该结构域的突

变酶更适合工业化应用。 因此，可以推断，长野芽孢

杆菌普鲁兰酶 ＢｎＰｕｌＢ 对应的 Ｎ 端 １～１０８ 氨基酸可

能是酶分子上冗余的序列，删除这个结构可能得到

分子量更小的结构更稳定的突变酶。
　 　 Ｗａｎｇ 等［ １ ０ ］近期研究发现，删除长野芽孢杆菌

ＢｎＰｕｌＢ 酶 Ｎ 端前 １０６ 个氨基酸残基，或 Ｃ 端 ９ 个，
或 Ｃ 端 ３６ 个残基的突变体，突变酶的催化温度和

ｐＨ 没有改变，突变酶对底物亲和力和催化效率有不

同程度的改观，与本研究预测的结果基本相符。
　 　 通过结构比对分析，ＢｎＰｕｌＢ 各结构域在酶分子

上的氨基酸区间分布如图 ３（ａ）所示，各结构域在酶

空间结构的分布如图 ３（ｂ）所示，其中 Ｘ４５ａ、Ｘ２５ 和

Ｘ４５ｂ 结构域远离酶的催化区（ＧＨ１３＿１４ 结构域），它
们可能有助于结合更大分子的底物，与酶的结构稳

定性有关； ＣＢＭ４８ 是糖原结构域，它和催化区的

ＧＨ１３＿１４ 结构域邻近，这两个结构域的结合维持了

这个脱支酶的基本功能。 ＢｎＰｕｌＢ 的催化三联体位

于 ＧＨ１３＿１４ 结构域，底物位于该结构域的深沟中，
ＧＨ１３＿１４ 结构域与酶的催化作用密切相关，改变这

个结构域的相关氨基酸可能会明显影响酶的活性和

催化稳定性。 Ｃｈｅｎ 等［ １ １ ］将 ＢａＰｕｌ１３Ａ 酶位于 ＧＨ１３
＿１４ 结构域的 ３ 个氨基酸残基同时突变 （ Ｅ５１８Ｉ⁃
Ｓ６６２Ｒ⁃Ｑ７０６Ｐ），突变体酶在 ６０ ℃ 的半衰期是野生

型的 １１ 倍，最适反应温度也从 ６０ ℃提升到 ６５ ℃。
由于与 ＢａＰｕｌ１３Ａ 酶的空间结构非常相似，若将

ＢｎＰｕｌＢ 空间位置对应的氨基酸残基（Ｅ５１５、Ａ６５９ 和

Ｌ７０３）进行相应的突变，也可能得到相应性能更稳定

的突变酶。 这种通过比对结构类似的（关键位点的

氨基酸残基存在差别），并经过突变其相应关键位点

氨基酸残基来影响酶功能的方法（类比差别法），将
为酶的分子改良开辟一条新的途径。

图 ３　 长野芽孢杆菌普鲁兰酶（ＢｎＰｕｌＢ）的三维结构图∗

Ｆｉｇ．３　 ３⁃Ｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｎａｇａｎｏｅｎｓｉｓ ｐｕｌｌｕｌａｎａｓｅ（ＢｎＰｕｌＢ）

注：图（ｂ）的 ＢｎＰｕｌＢ 结构用卡通图形显示，结构域 Ｘ４５ 为黄色，Ｘ２５ 的为青色，ＣＢＭ４８ 为蓝色，ＧＨ１３＿１４ 的为粉红色，麦芽三糖分子为棍棒模

型；图（ｃ）活性中心邻近氨基酸残基以绳形显示，麦芽三糖（棍棒模型）与氨基酸残基（粉红色）形成的氢键以虚线显示。
∗彩图见电子版（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｗｘｘｘ．ａｌｌｊｏｕｒｎａｌｓ．ｃｎ ／ ｃｈ ／ ｉｎｄｅｘ．ａｓｐｘ）（２０１７ 年第 １ 期 ＤＯＩ：１０．３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１６７２－５５６５．２０１７．０１．２０１６０６００２）。

２．３ 底物对接

用软件 Ａｕｔｏｄｏｃｋ ４．２ 将底物与酶分子进行对接，
将 ＢｎＰｕｌＢ 的催化三联体 Ａｓｐ６１９、Ｇｌｕ６４８ 和 Ａｓｐ７３３

设定为柔性残基，经分析得到这三个氨基酸残基的

中心坐标，将 Ｇｒｉｄｂｏｘ 中心设定为 Ｘ：３９．２１，Ｙ：３７．８２，
Ｚ：－２９．３２，将 Ｇｒｉｄｂｏｘ 大小设定为 ３０×５２×３２（单位
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Å），格点间距为默认值 ０． ３７５ Å，对接过程选择

Ｌａｍａｒｃｋｉａｎ ｇｅｎｅｔｉｃ ａｌｇｏｒｉｔｈｍ （ＬＧＡ）遗传算法，其他

条件均为默认值。 由于普鲁兰糖是由 α⁃１，４⁃糖苷键

连接的麦芽三糖重复单位经 α⁃１，６⁃糖苷键聚合而成

的分子量达 ２ 万～２００ 万之间直链状多糖，本研究以

构成普鲁兰糖单元的麦芽三糖为配体，麦芽三糖分

子从厌氧芽孢杆菌 ＬＭ１８⁃１１（Ａｎｏｘｙｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ． ＬＭ１８⁃
１１） 的同类普鲁兰酶晶体结构 （ ＰＤＢ： ３ＷＤＩ） 中

提取［ １ ２ ］。
分子对接结果见图 ３（ｂ），底物分子深埋在酶分

子的 ＧＨ１３＿１４ 结构域空穴中，底物结合口袋由多个

氨基酸残基组成，其结合自由能为－２．７５ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ，
抑制剂常数 Ｋ ｉ ＝ ９．５８ ｍＭ，底物分子的成功对接，为
研究酶与底物的相互作用，研究酶的活性中心及其

分子改良奠定了理论基础。
２．４　 活性中心分析

根据底物对接的结果，表明构成 ＢｎＰｕｌＢ 的底物

结合区和催化区的结构非常复杂，如图 ３（ ｃ）所示，
由 Ｔｒｐ５０４、 Ｔｒｙ５０６、Ａｓｎ５５２、Ｈｉｓ５５３、 Ｓｅｒ５８３、 Ｔｈｒ５８５、
Ａｒｇ６１７、 Ａｓｐ６１９、 Ｌｅｕ６２０、 Ｇｌｕ６４８、 Ｔｒｐ６５０、 Ｔｈｒ６５１、
Ａｒｇ６８１、 Ｖａｌ６８８、 Ｔｙｒ７２８、 Ｓｅｒ７３１、 Ｈｉｓ７３２、 Ａｓｐ７３３、
Ａｓｎ７３４ 和 Ａｓｎ７８８ ２０ 个氨基酸残基组成酶的活性中

心，其中催化区直接与麦芽三糖形成的氢键的有

Ｓｅｒ５８３、Ａｓｐ６１９、Ｇｌｕ６４８、Ｔｒｐ６５０、Ａｓｐ７３３ 和 Ａｓｎ７３４ ６
个关键氨基酸残基，其催化三联体由 Ａｓｐ６１９、Ｇｌｕ６４８
和 Ａｓｐ７３３ ３ 个氨基酸残基组成，这 ３ 个残基在同类

酶中高度保守（见图 ２（ｃ）），直接突变这些位点，可
能使酶失去活性，因此，可以考虑对构成其活性中心

的其他非形成氢键的残基着手，进行适当的突变来

优化其底物结合口袋和催化区的结构，从而提高酶

的催化效率；也可以通过研究与活性中心邻近（５ ～
１５ Å）的氨基酸残基来优化酶的构象或微环境来改

善酶的特性［ １ ３ ］。

３　 结论与讨论

本研究对长野芽孢杆菌普鲁兰酶 ＢｎＰｕｌＢ 进行

同源建模，构建了 ＢｎＰｕｌＢ 蛋白的三维结构。 通过理

论模拟表明，该普鲁兰酶具有 ＣＢＭ４１⁃Ｘ４５ａ⁃Ｘ２５⁃
Ｘ４５ｂ⁃ＣＢＭ４８⁃ＧＨ１３＿１４ 多结构域的结构，其催化区

位于 ＧＨ１３＿１４ 结构域，它的催化三联体由 Ａｓｐ６１９、
Ｇｌｕ６４８ 和 Ａｓｐ７３３ 三个氨基酸残基组成，符合已知同

类普鲁兰酶结构的相关特性；酶与底物对接及其活

性中心的预测和分析表明，普鲁兰酶家族的底物结

合口袋非常相似，ＢｎＰｕｌＢ 与底物形成氢键的氨基酸

残基为 Ｓｅｒ５８３、 Ａｓｐ６１９、 Ｇｌｕ６４８、 Ｔｒｐ６５０、 Ａｓｐ７３３ 和

Ａｓｎ７３４，突变这些残基可能使酶失去活性，所以在

分子改良时，可考虑对 ＢｎＰｕｌＢ 活性中心没有形成

氢键的残基着手来改良酶的特性。 本文的研究方

法具有操作简单和直观易懂等特点，理论成果对酶

的分子改良有一定的参考意义，其不足之处是在同

类酶非保守区或非同源性蛋白的预测可能存在较

大偏差，其研究方法和理论成果还有待更多的实验

验证。
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