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氨基甲酸乙酯水解酶的家族生物信息学分析

张　 献，彭　 涛，张　 耀，李若熙，杨丽娟∗

（酿酒生物技术及应用四川省重点实验室（四川轻化工大学），四川 宜宾 ６４４０００）

摘　 要：氨基甲酸乙酯（Ｅｔｈｙｌ ｃａｒｂａｍａｔｅ， ＥＣ）是酒精饮料生产过程中自然产生的副产物，具有潜在的致癌性和遗传毒性，成为

影响人们健康的隐患。 利用氨基甲酸乙酯水解酶（Ｕｒｅｔｈａｎｅ ｈｙｄｒｏｌａｓｅ， ＵＨ）消除酒精饮料中已存在的 ＥＣ 具有直接、高效的作

用。 为了进一步探索 ＥＣ 水解酶的功能与作用，本实验利用生物信息学的方法对已注释的 ＥＣ 水解酶进行其氨基酸序列的理

化性质、亲疏水性、信号肽、跨膜结构域、蛋白质的二级、三级结构及功能域进行预测分析，并将 ＥＣ 水解酶蛋白进行多序列比

对分析。 结果表明，ＥＣ 水解酶基因编码 ４７２～５５１ ａａ，分子量在 ５０～６２ ｋＤ 之间，理论等电点（ｐＩ）在 ５ 左右，均为酸性亲水性蛋

白，无跨膜区和信号肽。 二级结构预测结果显示 ＥＣ 水解酶的氨基酸都以 α 螺旋以及无规则卷曲为主，螺旋与折叠排列有序。
此外，使用同源建模的方法对 ＥＣ 水解酶进行模型的构建，预测结果质量评估均较好，并使用同源比对的方法，分析出 ＥＣ 水解

酶高保守氨基酸残基。 这些分析与预测为挖掘新的 ＥＣ 水解酶、进一步研究 ＥＣ 与 ＥＣ 水解酶结合位点以及对 ＥＣ 水解酶的改

造提供了理论依据。
关键词：氨基甲酸乙酯；氨基甲酸乙酯水解酶；生物信息学；结构预测

中图分类号：Ｑ５５　 　 文献标志码：Ａ　 　 文章编号：１６７２－５５６５（２０２２）０１－０６４－１１

Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｕｒｅｔｈａｎｅ ｈｙｄｒｏｌａｓｅ ｆａｍｉｌｙ

ＺＨＡＮＧ Ｘｉａｎ， ＰＥＮＧ Ｔａｏ， ＺＨＡＮＧ Ｙａｏ， ＬＩ Ｒｕｏｘｉ， ＹＡＮＧ Ｌｉｊｕａｎ∗

（Ｌｉｑｕｏｒ Ｍａｋｉｎｇ Ｂｉｏ⁃Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ＆ Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｓｉｃｈｕａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ （Ｓｉｃｈｕａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ
ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅ ＆ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ）， Ｙｉｂｉｎ ６４４０００， Ｓｉｃｈｕａｎ，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｅｔｈｙｌ ｃａｒｂａｍａｔｅ （ＥＣ） ｉｓ ａ ｎａｔｕｒａｌｌｙ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｂｙ⁃ｐｒｏｄｕｃｔ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｂｅｖｅｒａｇｅｓ． Ｉｔ ｈａｓ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｇｅｎｅｔｉｃ ｔｏｘｉｃｉｔｙ， ａｎｄ ｈａｓ ｂｅｃｏｍｅ ａ ｈｉｄｄｅｎ ｄａｎｇｅｒ ｔｈａｔ ａｆｆｅｃｔｓ ｐｅｏｐｌｅｓ ｈｅａｌｔｈ． Ｔｈｅ ｕｓｅ
ｏｆ ｕｒｅｔｈａｎｅ ｈｙｄｒｏｌａｓｅ （ＵＨ） ｔｏ ｅｌｉｍｉｎａｔｅ ｔｈｅ ｅｘｉｓｔｉｎｇ ＥＣ ｉｎ ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｂｅｖｅｒａｇｅｓ ｈａｓ ａ ｄｉｒｅｃｔ ａｎｄ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｅｆｆｅｃｔ． Ｉｎ
ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｆｕｒｔｈｅｒ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｏｌｅ ｏｆ ＥＣ ｈｙｄｒｏｌａｓｅ， ｔｈｅ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ｍｅｔｈｏｄｓ ｗｅｒｅ ａｄｏｐｔｅｄ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ
ｔｈｅ ｐｈｙｓｉｃａｌ ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙ， ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ， ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｄｏｍａｉｎ，
ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ａｎｄ ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ， ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｄｏｍａｉｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｎｏｔａｔｅｄ ＥＣ
ｈｙｄｒｏｌａｓｅ， ａｎｄ ｔｈｅ ＥＣ ｈｙｄｒｏｌａｓｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｓｕｂｊｅｃｔｅｄ ｔｏ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ． Ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗ ｔｈａｔ
ｔｈｅ ＥＣ ｈｙｄｒｏｌａｓｅ ｇｅｎｅ ｅｎｃｏｄｅｄ ４７２－５５１ ａａ， ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｗａｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ５０－６２ ｋＤ， ａｎｄ ｔｈｅ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ
ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ ｐｏｉｎｔ （ｐＩ） ｗａｓ ａｂｏｕｔ ５． Ｔｈｅｙ ｗｅｒｅ ａｌｌ ａｃｉｄｉｃ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｉｔｈｏｕｔ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｄｏｍａｉｎ ａｎｄ
ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ． Ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗ ｔｈａｔ ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｏｆ ＥＣ ｈｙｄｒｏｌａｓｅ ｗｅｒｅ ｍａｉｎｌｙ
ａｌｐｈａ ｈｅｌｉｘ ａｎｄ ｒａｎｄｏｍ ｃｏｉｌ， ａｎｄ ｔｈｅ ｈｅｌｉｘ ａｎｄ ｆｏｌｄ ｗｅｒｅ ａｒｒａｎｇｅｄ ｉｎ ｏｒｄｅｒ． Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ， ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ ｈｏｍｏｌｏｇｙ
ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ａ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ＥＣ ｈｙｄｒｏｌａｓｅ， ａｎｄ ｔｈｅ ｑｕａｌｉｔｙ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｗａｓ
ｇｏｏｄ． Ｔｈｅ ｈｉｇｈｌｙ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｏｆ ＥＣ ｈｙｄｒｏｌａｓｅ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ． Ｔｈｅｓｅ
ａｎａｌｙｓｅｓ ａｎｄ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｓ ｐｒｏｖｉｄｅ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ｔｈｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅｓ ｏｆ ＥＣ ａｎｄ ＥＣ ｈｙｄｒｏｌａｓｅ
ａｎｄ ｔｈｅ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＥＣ ｈｙｄｒｏｌａｓｅ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｅｔｈｙｌ ｃａｒｂａｍａｔｅ； Ｕｒｅｔｈａｎｅ ｈｙｄｒｏｌａｓｅ； Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ； Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ



　 　 氨基甲酸乙酯（Ｅｔｈｙｌ ｃａｒｂａｍａｔｅ 或 Ｕｒｅｔｈａｎｅ，简
称 ＥＣ），存在于多种发酵食品和酒精饮料中，是一

种具有致癌性的物质［１ － ２］。 ２００７ 年，ＥＣ 被国际癌

症研 究 机 构 ＩＡＲＣ （ ｔｈｅ Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ａｇｅｎｃｙ ｆｏｒ
Ｒｅｓｃａｒｃｈ ｏｎ Ｃａｎｃｅｒ）归类为 ２Ａ 类致癌物质［３］。 日

本、加拿大等［４ － ５］ 国家对酒精饮料中 ＥＣ 含量有着

严格的限量标准。 目前消除 ＥＣ 有多种方法，包括

对发酵工艺的优化、物理吸附、代谢工程改造酵母以

及生物酶法消除等，其中用生物酶法来消除 ＥＣ 被

认为是最为理想的一种方法［６］。 关于消除 ＥＣ 的生

物酶研究中，用于 ＥＣ 消除的酶有两种，一种是酸性

脲酶（Ａｃｉｄ ｕｒｅａｓｅ）；另外一种就是氨基甲酸乙酯水

解酶（Ｕｒｅｔｈａｎｅ ｈｙｄｒｏｌａｓｅ 或 ｕｒｅｔｈａｎａｓｅ）。 １９９０ 年，
Ｋｏｂａｓｈｉ［７］等日本学者从小鼠肠道中的 Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ ｓｐ．
中第一次发现 ＥＣ 水解酶，证实其能够降解 ＥＣ。
２００６ 年， Ａｋｕｔｓｕ⁃ＳｈｉｇｅｎｏＹ［８］ 等 从 马 红 球 菌

（Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ ｅｑｕｉｓｔｒａｉｎ ＴＢ⁃６０） 中得到了 ＥＣ 水解

酶，并实现了该酶的异源表达。 李京京［９］ 等从小鼠

的胃中筛选出一株具有 ＥＣ 降解能力的赖氨酸芽孢

杆菌 Ｌｙｓｉｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｆｕｓｉｆｏｒｍｉｓ ＳＣ０２，并通过对其蛋白

质的 Ｎ 段测序，获得了该酶的氨基酸序列。 ＥＣ 水

解酶存在于多种微生物中，并且不同微生物的 ＥＣ
水解酶的酶学性质差异较大，普遍存在对乙醇和酸

的耐受力差、对底物的亲和力低的问题［８， １０］。 ２０１６
年，刘晓慧［１１］等人通过计算机辅助以及定向改造技

术对来自于赖氨酸芽孢杆菌 Ｌｙｓｉｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｆｕｓｉｆｏｒｍｉｓ
ＳＣ０２ 的 ＥＣ 水解酶进行改造，提高了该酶的温度稳

定性，但其对乙醇的耐受力并未有所提升。 此外，
ＥＣ 水解酶的氨基酸序列未得到有效解析。 ２０１９
年，Ｍａｓａｋｉ ［１２］等 日 本 学 者 在 假 丝 酵 母 Ｃａｎｄｉｄａ
ｐａｒａｐｓｉｌｏｓｉｓ 得到了 ＥＣ 水解酶，并获得了该酶的基因

序列。 目前，已报道的 ＥＣ 水解酶均属于酰胺酶家

族，从 ＥＣ 分子的结构上来看，酯酶家族部分酶也能

够对其进行水解，但是还未见有酯酶降解 ＥＣ 的报

道［６］（见图 １）。 ＥＣ 水解酶存在的这些问题限制了

ＥＣ 水解酶的发展与应用。 若采用基因工程以及蛋

白质工程的手段，对 ＥＣ 水解酶进行分析优化等研

究，解决其存在的问题，可进一步推进 ＥＣ 水解酶在

食品中的应用。

图 １　 氨基甲酸乙酯水解机制［６］

Ｆｉｇ．１　 Ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｕｒｅｔｈａｎｅ［ ６］

　 　 本研究采用生物信息学的方法对 ＥＣ 水解酶进

行 分 析， 结 合 ＰｒｏｔＰａｒａｍ、 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ、 ＳｉｇｎａｌＰ ５． ０
Ｓｅｒｖｅｒ、ＮｅｔＰｈｏｓ ２．０ Ｓｅｒｖｅｒ 等生物信息学软件，对微

生物的 ＥＣ 水解酶氨基酸序列分别进行理化性质、
序列分子进化、亲水或疏水性、二级结构、功能域、信
号肽以及蛋白的磷酸化等方面进行分析和预测，为
下一步 ＥＣ 水解酶的酶分子改造、基因工程菌的构

建、表达等奠定基础。

１　 材料与方法

１．１　 数据来源

　 　 试验中的 ＥＣ 水解酶（ＵＨ）序列均来自美国国

家生物信息中心（ＮＣＢＩ）（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．
ｇｏｖ ／ ）中已收录的完整的氨基酸序列，分别来自于马

红球菌、赖氨酸芽孢杆菌以及假丝酵母（见表 １）。

表 １　 氨基酸序列基本信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｂａｓｉｃ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

微生物名称 酶名称 氨基酸登录号 ＧａｎＢａｎｋ

马红球菌 ＵＨ － ＤＤ３２０００８．１

赖氨酸芽孢杆菌 ＵＨ ＡＮＧ６０４１５．１ ＫＵ３５３４４８．１

假丝酵母 ＵＨ ＢＢＰ４７２０８．１ ＬＣ５１１７４８．１

注：“－”表示未查到，马红球菌的氨基酸序列经过基因翻译工具

获得．

１．２　 方法

　 　 采用 Ｅｘｐａｓｙ 网站提供的 ＰｒｏｔＰａｒａｍ 工具对 ＥＣ

５６第 １ 期 张献，等：氨基甲酸乙酯水解酶的家族生物信息学分析



水解酶的氨基酸序列进行理化性质分析；亲疏水性

特征使用 Ｅｘｐａｓｙ 网站的 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ 工具进行分析；使
用在线工具 ＮＰＳＡ ｓｅｒｖｅｒ 中的 ＳＯＰＭＡ 进行微 ＥＣ 水

解酶的氨基酸序列二级结构分析和预测［１３］；使用

ＣＤＤ 和 ＳＭＡＲＴ［１４］ 对 ＥＣ 水解酶保守结构的分析；
ＥＣ 水解酶信号肽的分析和预测采用工具 ＳｉｇｎａｌＰ
５．０ ｓｅｒｖｅｒ；运用 ＴＭＨＭＭ ２．０ Ｓｅｒｖｅｒ 进行 ＥＣ 水解酶

的跨膜结构域的分析和预测；ＮｅｔＰｈｏｓＫ ３．１ Ｓｅｒｖｅｒ 进
行 ＥＣ 水解酶的氨基酸序列磷酸化位点分析；使用

ＳＷＩＳＳ⁃ＭＯＤＥＬ［１５］ 和 Ｉ⁃ＴＡＳＳＥＲ 对 ＥＣ 水解酶进行

３Ｄ 建模，以及使用 ＳＡＶＥＳ［１６］ 对模型进行评价。 利

用 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｏｍｅｇａ［１７］进行氨基酸的多序列比对分析，
并用 ＥＳＰｒｉｐｔ３．０ 进行序列对比的结果显示。 在线分

析工具网址（见表 ２）。

表 ２　 生物学在线分析工具网址

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｗｅｂｓｉｔｅｓ ｏｆ ｏｎｌｉｎｅ ｂｉｏｌｏｇｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｔｏｏｌｓ

工具 网址

ＰｒｏｔＰａｒａｍ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ ／ ｐｒｏｔｐａｒａｍ ／

ＰｒｏｔＳｃａｌｅ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ ／ ｐｒｏｔｓｃａｌｅ ／

ＳＯＰＭＡ
ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｎｐｓａ－ｐｒａｂｉ．ｉｂｃｐ．ｆｒ ／ ｃｇｉ－ｂｉｎ ／ ｎｐｓａ＿

ａｕｔｏｍａｔ．ｐｌ？ ｐａｇｅ＝ｎｐｓａ＿ｓｏｐｍａ．ｈｔｍｌ

ＣＤＤ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ ／ ｃｄｄ ／

ＳＭＡＲＴ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｍａｒｔ．ｅｍｂｌ－ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ．ｄｅ ／

ＳｉｇｎａｌＰ ５．０
ｓｅｒｖｅｒ

ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＳｉｇｎａｌＰ ／

ＴＭＨＭＭ ２．０
Ｓｅｒｖｅｒ

ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＴＭＨＭＭ－２．０ ／

ＮｅｔＰｈｏｓＫ ３．１
Ｓｅｒｖｅｒ

ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＮｅｔＰｈｏｓ ／

ＳＷＩＳＳ⁃ＭＯＤＥＬ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ ／

Ｉ－ＴＡＳＳＥＲ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｚｈａｎｇｌａｂ．ｃｃｍｂ．ｍｅｄ．ｕｍｉｃｈ．ｅｄｕ ／

ＳＡＶＥＳ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓｎ．ｍｂｉ．ｕｃｌａ．ｅｄｕ ／ ＳＡＶＥＳ

Ｃｌｕｓｔａｌ Ｏｍｅｇａ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．ｅｂｉ．ａｃ．ｕｋ ／ Ｔｏｏｌｓ ／ ｍｓａ ／ ｃｌｕｓｔａｌｏ ／

ＥＳＰｒｉｐｔ３．０ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｅｓｐｒｉｐｔ．ｉｂｃｐ．ｆｒ ／ ＥＳＰｒｉｐｔ ／ ｃｇｉ－ｂｉｎ ／ ＥＳＰｒｉｐｔ．ｃｇｉ

２　 结果与分析

２．１　 ＥＣ 水解酶蛋白序列理化性质分析

　 　 使用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ 工具分析 ３ 条完整的 ＥＣ 水解酶

蛋白序列（见表 ３）。 结果显示，目前在 ＮＣＢＩ 上所能

检索到的 ＥＣ 水解酶氨基酸序列中，氨基酸数量在

４７２－５５１ 之间，氨基酸数量最大的是假丝酵母，为 ５５１
ａａ，分子量为 ６１．７４ ｋＤａ 左右。 理论等电点（ｐＩ）范围

在 ５．０３～５．７１ 之间，最大的为 Ｃａｎｄｉｄａ ｐａｒａｐｓｉｌｏｓｉｓ。 三

个蛋白的负电荷氨基酸残基总数（Ａｓｐ ＋ Ｇｌｕ）都大于

正电荷氨基酸残基总数（Ａｒｇ ＋ Ｌｙｓ）。 同时对三个 ＥＣ
水解酶的氨基酸残基组成也进行了分析（见表 ４）。
发现 ３ 个 ＥＣ 水解酶蛋白共有的且含量丰富的主要氨

基酸为丙氨酸（Ａｌａ）、甘氨酸（Ｇｌｙ）、亮氨酸（Ｌｅｕ）。
在蛋白质稳定性方面，Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ ｅｑｕｉｓｔｒａｉｎ ＴＢ⁃６０ 的

ＥＣ 水解酶不稳定指数为 ３４．７０，显示为较稳定蛋白，
其余两种蛋白为不稳定蛋白。 此外，脂肪系数的结果

显示，３ 个蛋白均表现为亲水性。

表 ３　 ＥＣ 水解酶的氨基酸序列理化性质

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ
ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｕｒｅｔｈａｎｅ ｈｙｄｒｏｌａｓｅ

来源
Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ

ｅｑｕｉｓｔｒａｉｎ ＴＢ⁃６０
Ｌｙｓｉｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ
ｆｕｓｉｆｏｒｍｉｓ ＳＣ０２

Ｃａｎｄｉｄａ
ｐａｒａｐｓｉｌｏｓｉｓ

基总数 ／ ａａ ４７２ ４７２ ５５１

分子量 ／ ｋＤａ ５０．７０ ５１．４８ ６１．７４

ｐＩ ５．０３ ５．３９ ５．７１

Ａｓｐ ＋ Ｇｌｕ ５８ ５８ ６７

Ａｒｇ ＋ Ｌｙｓ ３８ ４５ ６０

不稳定系数 ３４．７０ ４０．７０ ４０．２０

脂肪系数 ８３．３５ ９４．８５ ８７．９７

总平均亲水系数 －０．２１３ －０．１４６ －０．２５６

表 ４　 ＥＣ 水解酶家族成员氨基酸组成成分分析

Ｔａｂｌｅ ４　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ
ｍｅｍｂｅｒｓ ｏｆ ｕｒｅｔｈａｎｅ ｈｙｄｒｏｌａｓｅ ｆａｍｉｌｙ　 ％

Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ
ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ

Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ
ｅｑｕｉｓｔｒａｉｎ ＴＢ⁃６０

Ｌｙｓｉｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ
ｆｕｓｉｆｏｒｍｉｓ ＳＣ０２

Ｃａｎｄｉｄａ
ｐａｒａｐｓｉｌｏｓｉｓ

Ａｌａ （Ａ） １１．４ ８．９ ７．４

Ａｒｇ （Ｒ） ６．１ ３．４ ３．８

Ａｓｎ （Ｎ） ３．８ ４．７ ５．１

Ａｓｐ （Ｄ） ７．２ ６．４ ６．０

Ｃｙｓ （Ｃ） ０．６ ０．８ １．５

Ｇｌｎ （Ｑ） ２．５ ３．８ ２．９

Ｇｌｕ （Ｅ） ５．１ ５．９ ６．２

Ｇｌｙ （Ｇ） １０．８ ７．８ ６．２

Ｈｉｓ （Ｈ） ２．８ ２．３ １．３

Ｉｌｅ （Ｉ） ３．８ ７．４ ４．７

Ｌｅｕ （Ｌ） ９．１ ９．１ １１．１

Ｌｙｓ （Ｋ） １．９ ６．１ ７．１

Ｍｅｔ （Ｍ） ２．５ １．５ １．６

Ｐｈｅ （Ｆ） ２．３ ３．６ ４．２

Ｐｒｏ （Ｐ） ７．０ ５．５ ６．０

Ｓｅｒ （Ｓ） ４．９ ６．８ ６．５

Ｔｈｒ （Ｔ） ５．７ ４．４ ５．６

Ｔｒｐ （Ｗ） ２．８ ０．８ １．６

Ｔｙｒ （Ｙ） ２．１ ３．２ ４．７

Ｖａｌ （Ｖ） ７．４ ７．４ ６．５
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２．２　 ＥＣ 水解酶氨基酸序列的亲水性 ／疏水性

　 　 经过 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ 对 ＥＣ 水解酶氨基酸序列进行亲

水性 ／疏水性预测。 Ｈｐｈｏｂ． ／ Ｋｙｔｅ ＆ Ｄｏｏｌｉｔｔｌｅ 量表规

定疏水性越强的氨基酸标度值越高，当蛋白质的氨

基酸标度值大于 ０ 时为疏水，小于 ０ 时为亲水。
在 亲 疏 性 分 析 中， 马 红 球 菌 Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ

ｅｑｕｉｓｔｒａｉｎ ＴＢ⁃６０ 的多肽链中 ４６５ 位 Ｔｒｐ 的值为

－２．１５６，亲水性最强，第 ２８３ 位 Ｃｙｓ 的值为 ２．０８９，疏
水性最强（见图 ２ａ）；赖氨酸芽孢杆菌 Ｌｙｓｉｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ
ｆｕｓｉｆｏｒｍｉｓ ＳＣ０２ 的多肽链中第 ４６３ 位 Ａｓｎ 的值是

－３．３４４，是最低分，亲水性最强，第 ２２９ 位 Ｌｅｕ 值是

１．９７８，为最高分，疏水性最强（见图 ２ｂ）；假丝酵母

Ｃａｎｄｉｄａ ｐａｒａｐｓｉｌｏｓｉｓ 的多肽链中第 ３２４ 位 Ｐｒｏ 的值

为－３．２４４，亲水性最强，第 ４５３ 位 Ｖａｌ 的值为 ２．１５６，
疏水性最强（见图 ２ｃ）；且在亲疏水性分析中三种微

生物的 ＥＣ 水解酶都属于亲水性蛋白。
２．３　 ＥＣ 水解酶的信号肽及跨膜区预测

　 　 利用 ＳｉｇｎａｌＰ ５．０ ｓｅｒｖｅｒ 对三株菌的 ＥＣ 水解酶

的氨基酸序列进行信号肽分析，都表示 ＥＣ 水解酶

的氨基酸序列不含有信号肽（见图 ３）。
　 　 利用在线工具 ＴＭＨＭＭ ２．０ Ｓｅｒｖｅｒ 对三株菌的

ＥＣ 水解酶的跨膜区进行分析及预测，３ 株菌的 ＥＣ
水解酶在膜内的概率为 ０，在膜外的概率为 １００％
（见图 ４），说明 ＥＣ 水解酶不存在跨膜结构域。
２．４　 ＥＣ 水解酶的磷酸化位点预测

　 　 磷酸化作为蛋白质翻译后的修饰之一，在细胞

的信号转导中起着重要的作用［１８］ 。 蛋白质的磷酸

化主要集中在肽链中具有游离羟基的酪氨酸、丝
氨酸、苏氨酸残基上，这些残基本身不带电荷，当
磷酸化作用后，便具有了电荷，从而使结构发生变

化，进一步引起蛋白质活性的变化。 通过在线软

件 ＮｅｔＰｈｏｓＫ ３．１ Ｓｅｒｖｅｒ 对 ＥＣ 水解酶的氨基酸序列

进行预测。 ＥＣ 水解酶氨基酸序列磷酸化位点（见
表 ５）。 Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ ｅｑｕｉｓｔｒａｉｎ ＴＢ⁃６０ 的 ＥＣ 水解酶中

含有 １５ 个丝氨酸位点、１０ 个苏氨酸位点、６ 个酪氨

酸位点；Ｌｙｓｉｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｆｕｓｉｆｏｒｍｉｓ ＳＣ０２ 的 ＥＣ 水解酶

中含有 ２３ 个丝氨酸位点、１１ 个苏氨酸位点、７ 个

酪氨酸位点 ； Ｃａｎｄｉｄａ ｐａｒａｐｓｉｌｏｓｉｓ的 ＥＣ水解酶中

含有 ３０ 个丝氨酸位点、１６ 个苏氨酸位点、１２ 个酪

氨酸位点。

图 ２　 ＥＣ 水解酶的亲 ／疏水性分析

Ｆｉｇ．２　 Ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃｉｔｙ ／ ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ
ｏｆ ｕｒｅｔｈａｎｅ ｈｙｄｒｏｌａｓｅ

表 ５　 ＥＣ 水解酶氨基酸序列磷酸化位点统计

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｕｒｅｔｈａｎｅ ｈｙｄｒｏｌａｓｅ

微生物种类
磷酸化位点个数

丝氨酸 苏氨酸 酪氨酸

Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ ｅｑｕｉｓｔｒａｉｎ ＴＢ⁃６０ １５ １０ ６

Ｌｙｓｉｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｆｕｓｉｆｏｒｍｉｓ ＳＣ０２ ２３ １１ ７

Ｃａｎｄｉｄａ ｐａｒａｐｓｉｌｏｓｉｓ ３０ １６ １２
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图 ３　 ＥＣ 水解酶信号肽预测

Ｆｉｇ．３　 Ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｕｒｅｔｈａｎｅ ｈｙｄｒｏｌａｓｅ
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图 ４　 ＥＣ 水解酶跨膜结构域预测

Ｆｉｇ．４　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｄｏｍａｉｎ ｏｆ ｕｒｅｔｈａｎｅ ｈｙｄｒｏｌａｓｅ
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２．５　 二级结构分析

　 　 蛋白的二级结构一般由 α⁃螺旋、β⁃链、β⁃转角和

无规则卷曲等结构原件组成［１９］。 通过 ＳＯＰＭＡ 在线

工具对 ３ 株菌的 ＥＣ 水解酶的二级结构进行预测，结
果（见图 ５）。 Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ ｅｑｕｉｓｔｒａｉｎ ＴＢ⁃６０ 的 ＥＣ 水

解酶中 α⁃螺旋占 ４１．５３％，延伸链占 ７．６３％，β⁃转角

占 ３． ３９％， 无 规 则 卷 曲 占 ４７． ４６％； Ｌｙｓｉｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ
ｆｕｓｉｆｏｒｍｉｓ ＳＣ０２ 的 ＥＣ 水解酶中 α⁃螺旋占 ４８．０９％，延
伸链占 １０． ５９％， β⁃转角占 ３． ６％，无规则卷曲占

３７．７１％；Ｃａｎｄｉｄａ ｐａｒａｐｓｉｌｏｓｉｓ 的 ＥＣ 水解酶中 α⁃螺旋

占 ３９．３４％，延伸链占 １１．０７％，β⁃转角占 ３．４５％，无规

则卷曲占 ４６．１０％。

图 ５　 ＥＣ 水解酶二级结构的预测

Ｆｉｇ．５　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｕｒｅｔｈａｎｅ ｈｙｄｒｏｌａｓｅ
注：蓝色代表 α⁃螺旋；绿色代表 β⁃转角；红色代表延伸链；紫色代表无规则卷曲．

２．６　 保守结构域分析

　 　 通过 ＣＤＤ 和 ＳＭＡＲＴ 对 ＥＣ 水解酶的保守结构

域分析得出，来自于三种不同菌的 ＥＣ 水解酶都含有

与酰胺酶家族相同的 Ａｍｉｄａｓｅ 结构域（见图 ６）。

图 ６　 ＥＣ 水解酶结构域分析

Ｆｉｇ．６　 Ｕｒｅｔｈａｎｅ ｈｙｄｒｏｌａｓｅ ｄｏｍａｉｎ ａｎａｌｙｓｉｓ
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２．７　 蛋白质三级结构的预测与评价

２．７．１　 蛋白质三级结构

　 　 在 ＮＣＢＩ 上检索到的完整的 ＥＣ 水解酶的氨基

酸序列有 ３ 条。 利用 ＮＣＢＩ 上的 ｂｌａｓｔｐ 功能在蛋白

质 ＰＤＢ 数据库中分别获得与现存的 ＥＣ 水解酶序列

相似度最高的氨基酸序列。 Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ ｅｑｕｉｓｔｒａｉｎ
ＴＢ⁃６０ 的 ＥＣ 水 解 酶 氨 基 酸 序 列 与 Ｂａｃｔｅｒｉｕｍ
ＣＳＢＬ００００１ 的芳基酰基酰胺酶（ＰＢＤ：４ＹＪ１＿Ａ）同源

性最高，为 ３３．８１％。 Ｌｙｓｉｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｆｕｓｉｆｏｒｍｉｓ ＳＣ０２ 的

ＥＣ 水解酶氨基酸序列与 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ
ＰＡＯ１ 的谷氨酰胺基转移酶 Ａ 亚基（ＰＤＢ：４ＷＪ３＿Ａ）

同源性最高，为 ３９．４７％。 Ｃａｎｄｉｄａ ｐａｒａｐｓｉｌｏｓｉｓ 的 ＥＣ
水解酶氨基酸序列与 Ｒａｔｔｕｓ ｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓ 的脂肪酸酰

胺水解酶（ＰＢＤ： １ＭＴ５＿Ａ）同源性最高，为 ２７．９８％。
由于使用 ＳＷＩＳＳ⁃ＭＯＤＥＬ 进行建模时，同源序列要

大于 ３０％，故对 Ｃａｎｄｉｄａ ｐａｒａｐｓｉｌｏｓｉｓ 的 ＥＣ 水解酶进

行建模时，使用 Ｉ⁃ＴＡＳＳＥＲ。 预测得到的三维结构中

（见图 ７ａ、７ｂ、７ｃ），α⁃螺旋用红色表示，β⁃折叠用黄

色表示，绿色为无规则卷曲，总体来看，ＥＣ 水解酶的

三维结构均以 α⁃螺旋以及无规则卷曲为主，这预测

结果与二级结构预测相对应。

图 ７　 ＥＣ 水解酶三维结构模型与拉氏构象图

Ｆｉｇ．７　 Ｔｈｒｅｅ⁃ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｍｏｄｅｌ ａｎｄ Ｒａｍａｃｈａｎｄｒａｎ ｐｌｏｔ ｏｆ ｕｒｅｔｈａｎｅ ｈｙｄｒｏｌａｓｅ
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２．７．２　 蛋白质三维模型的评价

使用在线软件 ＳＡＶＥＳ 中的 Ｖｅｒｉｆｙ＿３Ｄ 以及拉氏

构象图对模型进行评价。 Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ ｅｑｕｉｓｔｒａｉｎ ＴＢ⁃
６０ 的 ＥＣ 水解酶的 Ｖｅｒｉｆｙ ＿ ３Ｄ 评分为 ８７． ８０％；
Ｌｙｓｉｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｆｕｓｉｆｏｒｍｉｓ ＳＣ０２ 的 ＥＣ 水解酶的 Ｖｅｒｉｆｙ＿
３Ｄ 评分为 ８９．４４％；Ｃａｎｄｉｄａ ｐａｒａｐｓｉｌｏｓｉｓ 的 ＥＣ 水解

酶的 Ｖｅｒｉｆｙ＿３Ｄ 评分为 ８４．３９％。
拉氏构象图简称拉氏图（Ｒａｍａｃｈａｎｄｒａｎ Ｐｌｏｔ），

其作用是体现出氨基酸残基在拉氏图中的区域分

布。 拉氏构象图分为四个区，红色区域是最合适区

域，该区域内氨基酸数目越多，则表示该蛋白模型的

骨架结构越合理；黄色区域是允许区域；浅黄色区域

是最大允许区；而白色区域是不允许区，该区域氨基

酸的构象是不合理的。 从图 ７ａ、７ｂ、７ｃ 可知使用

ＳＷＩＳＳ⁃ＭＯＤＥＬ 以及 Ｉ⁃ＴＡＳＳＥＲ 所建的 ＥＣ 水解酶模

型，处于允许区的氨基酸残基都大于 ９０％，并且不

允许区都小于 ５％。
２．８　 蛋白质多序列比对分析

　 　 利用在线软件 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｏｍｅｇａ 中的多序列比对

功能对 ３ 个 ＥＣ 水解酶与 Ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ＣＳＢＬ００００１ 的芳

基酰基酰胺酶的氨基酸序列进行比对（见图 ８）。 三

个 ＥＣ 水解酶的序列相似度为 ２９．１７％。 来自于真

菌 Ｃａｎｄｉｄａ ｐａｒａｐｓｉｌｏｓｉｓ 的 ＥＣ 水解酶氨基酸序列与

两个来源于细菌的相似度较低， 与 Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ
ｅｑｕｉｓｔｒａｉｎ ＴＢ⁃６０ 序 列 相 似 度 为 １４． ４９％， 与

Ｌｙｓｉｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｆｕｓｉｆｏｒｍｉｓ ＳＣ０２ 序列相似度为 １５．２２％，
而来源于细菌的两菌株氨基酸序列相似度为

３１．３％。从图中可见位于 １６０ 位左右的氨基酸残基

保守性较强，特别是 ＧＧＳＳＧＧ，这些氨基酸残基在酰

胺酶进化过程中具有较强的保守性。

图 ８　 ＥＣ 水解酶的多序列比对结果

Ｆｉｇ．８　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ｕｒｅｔｈａｎｅ ｈｙｄｒｏｌａｓｅ

３　 讨　 论

　 　 ＥＣ 作为 ２Ａ 类致癌物质，广泛存在于酒精饮料

等发酵食品中。 应用微生物酶法去消除 ＥＣ 具有直

接、高效的特点。 ＥＣ 水解酶有三个完整的氨基酸序

列得以鉴定，且所发现的 ＥＣ 水解酶在酸性或者乙

醇存在条件下不稳定，不能在酒精饮料中得到广泛

的应用。 如果能利用分子生物学的手段对 ＥＣ 水解

酶进行改造，使其能被应用于食品生产过程中，降低

食品中 ＥＣ 的浓度，具有重要意义。
生物信息学作为一门交叉学科，利用数学、计算

机科学、生命科学技术理论和工具，在生物科学领域

的信息获取、加工、储存、分析等方面发挥着重要的

作用。 本研究利用生物信息学相关方法，在 ＮＣＢＩ
中查找到三条完整编码 ＥＣ 水解酶的基因序列，对
其编码的氨基酸序列组成、基本理化性质进行分析，
通过软件预测蛋白的亲疏水性、信号肽、跨膜域，更
进一步预测了蛋白的二级以及三维结构。 结果表

明，三个蛋白序列都具有与酰胺酶家族相同的

Ａｍｉｄａｓｅ 保守结构域，证明了目前已公布的 ＥＣ 水解

酶都是酰胺酶，与刘庆涛所说的一致［６］。 使用计算

机进行分析蛋白质的稳定性时，蛋白质的不稳定系

数是一个重要的表征。 不稳定指数是对蛋白质在实
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验中的稳定性评估，当蛋白质的不稳定系数大于 ４０
时，推测该蛋白质为不稳定蛋白，当小于 ４０ 时为稳

定蛋白［２０］。 氨基酸序列理化性质分析表明，除

Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ ｅｑｕｉｓｔｒａｉｎ ＴＢ⁃６０ 的 ＥＣ 水解酶为较稳定

蛋白，其余两种蛋白均表现为不稳定蛋白。 在蛋白

质中，氨基酸之间的亲 ／疏水性相互作用是形成其三

级结构最重要作用力之一，亲疏水作用可以驱使蛋

白质进行折叠，有利于蛋白质三级结构的稳定。 亲

疏水性预测结果显示，三个 ＥＣ 水解酶蛋白均属于

亲水性蛋白。 对蛋白的信号肽以及跨膜域分析表

明，三株菌的 ＥＣ 水解酶都不含有跨膜域以及信号

肽。 蛋白质二级结构预测发现，ＥＣ 水解酶都以 α⁃
螺旋、无规则卷曲为主。 蛋白质空间结构预测，对其

结构与功能的研究具有较为重要意义［２１］。 本研究

通过同源建模的方式得到了 ＥＣ 水解酶的三维结

构，除对 Ｃａｎｄｉｄａ ｐａｒａｐｓｉｌｏｓｉｓ 的 ＥＣ 水解酶进行建模

时，使用 Ｉ⁃ＴＡＳＳＥＲ，其余两种均使用 ＳＷＩＳＳ⁃ＭＯＤＥＬ
进行建模。 三维结构模型的合理性通过 Ｖｅｒｉｆｙ＿３Ｄ
以及 Ｒａｍａｃｈａｎｄｒａｎ Ｐｌｏｔ 进行验证。 Ｖｅｒｉｆｙ＿３Ｄ 用于

评估模型的三维结构与氨基酸一级序列结构的相容

性，检测氨基酸侧链构象的合理性，ＳＡＶＥＳ 获得的

评分≥８０％，表明侧链构象合理［２２］。 三个蛋白的三

维结构的 Ｖｅｒｉｆｙ＿３Ｄ 评分都大于 ８０％，说明侧链构

象合理。 在 Ｒａｍａｃｈａｎｄｒａｎ Ｐｌｏｔ 中，模型评价要求处

于允许区的氨基酸大于 ９０％，如果二面角中有高于

９０％的都位于一般允许区，则可表明其空间结构具

有一定的稳定性［２３－２４］。 三个蛋白质三维结构模型

中处于允许区的氨基酸均大于 ９０％，表明模型中所

有氨基酸均形成了一个合理的二面角稳定构型。

４　 结　 论

　 　 １） ＥＣ 水解酶基因编码 ４７２ ～ ５５１ ａａ，分子量在

５０～６２ ｋＤ 之间，理论等电点（ｐＩ）在 ５ 左右，均为酸

性亲水性蛋白；
２） 目前 ＥＣ 水解酶无跨膜区和信号肽；
３） 二级结构预测结果显示 ＥＣ 水解酶的氨基

酸都以 α 螺旋以及无规则卷曲为主，螺旋与折叠排

列有序；
４） 目前发现的 ＥＣ 水解酶均属于酰胺酶家族；
５） 对 ＥＣ 水解酶进行三维模型的构建，预测结

果质量评估均较好，并使用同源比对的方法，分析出

ＥＣ 水解酶高保守氨基酸残基。 利用生物信息学相

关软件对 ＥＣ 水解酶蛋白进行预测和分析，为挖掘

新的 ＥＣ 水解酶、进一步研究 ＥＣ 与 ＥＣ 水解酶结合

位点以及对 ＥＣ 水解酶的改造提供了理论依据。
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