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摘要：【目的】环糊精水解酶是作用于特殊底物的水解酶，可以水解圆锥形结构的底物。分析这个酶的底物通道

为水解特殊结构底物提供研究基础。【方法】利用分子动力学模拟环糊精水解酶存在的底物通道，比较环糊精水

解酶BsCMDLlJoH和TspCMD--1SMA在底物运输通道上的差异。【结果】BsCMD_-1JoH和TspCMD__1SMA都

为糖基水解酶家族13的蛋白质，它们的碳骨架基本吻合，而在q一螺旋分布上，TspCMD．1sMA相比于BsCMD-

1JoH来说，螺旋结构更趋向于在蛋白质中心聚集。BsCMDllJoH有6条底物通道连通蛋白质表面和活性中

心，TspCMD_-1SMA有8条底物通道连通。BsCMDLlJoH的底物通道平均半径为1A，TspCMDLlSMA的底物

通道平均半径为1．2A。【结论】本研究提供了BscMDLlJoH和TspCMD-_1SMA两个蛋白质在和底物接触中的

相关底物通道信息。
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Abstract：【objective】Cyclodextrin hydrolase contains a芦pecial function on substrate．It can hy—

dr01yze cyclodextrin molecule with a conical structure．The analysis of the substrate channels of

this enzyme would help the basic research on enzymatic hydr01ysis of speciaI substrate．【Meth．

od】The analyses of substrate tunnels from cyclodextrin hydrolases，named BsCMD一1J0 H and

TspCMD二1SMA，were performed with the method of m01ecular dynamics simulation．【R幅ult】
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These two proteins belong to glycosyl hydrolase

family 13． In the structural alignment，both

BsCMI)．1JOH and TspCMD一1SMA showed a

basic consistent of the carbon skeleton．Howev—

er，the distribution of the a—helix of TspCMD
1SMA was tend to gathering at the center com—

pared with BsCMD一1J0 H．The analysis of sub—

strate channels shows that there are six channels

connected protein surface and the active center in

BsCMD一1JOH ， while eight channels in

TspCMD-_1 SMA．The average radius of sub—

strate tunnels are 1A and 1．2A for BsCMD

1JOH and TspCMD一1 SMA，respectively．【Con．
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clusion】This study provided the substrate channels of BsCMD__1JOH and TspCMDLlSMA pro
teins．

Key words：cyclodextrin hydrolase，substrate channels，3D structure，substrate transport，starch

【研究意义】环糊精(Cyclodextrin，简称CD)是以

直链淀粉作为底物在环糊精葡萄糖基转移酶作用下

生成的一系列环状低聚糖的总称，通常含有6～8个

D一吡喃葡萄糖单元。含有6个、7个、8个葡萄糖单元

的分子，分别称为a环糊精、B环糊精、7环糊精。环

糊精具有特殊的空间结构，它呈中间圆筒立体结构，

内部疏水、外部亲水。其疏水空洞可以与有适当大

小、形状及疏水性的分子非共价作用而形成稳定的包

合物，从而改变被包合物的性质和反应性能[1]。由于

这个特殊的性质，在催化、分离、食品以及医药等领域

中，环糊精受到了极大的重视和广泛应用。环糊精作

为大分子客体的载体和稳定剂使用，可以使维生素、

色素以及香料等在食品中稳定保存[2]。在医药中，环

糊精可以作为纳米级的药物载体，改善药物的溶解度

和分散度，提高药物的药效[3]。在化学工业中，环糊

精可以用于手性化合物的分离，能够辨别位置异构

体，提高化合物的分离和选择能力[4]。由于环糊精的

这些重要作用，针对环糊精的改性、合成以及水解的

研究受到了重视。【前人研究进展】环糊精水解酶

(EC 3．2．1．54)是一类具有水解环糊精能力的酶，该

酶对环糊精、支链淀粉等大分子底物具有活性，且对

环糊精的亲和性很高，而对淀粉等长链分子的亲和力

弱[5]。目前已经有学者对来自克氏芽孢杆菌

(B口f洲Ms cZnr志ii)、黄杆菌(R口口06nc抛以“m)、嗜

热 脂 肪 芽 胞 杆 菌 (＆06口c删“s

S抬dro娩Prmop矗iz“s)、浸麻类芽孢杆菌

(忍P72i6nc洌Ms m口cPr口咒s)、普通嗜热放线菌

(：mPr7孢。口c￡i咒omycPs 秽甜zgari5)R一47、栖热菌

(吼Prm“s sp．)IM6501等菌株的环糊精水解酶的蛋

白质结构进行解析邙]。同时对环糊精水解酶中和底

物结合的相关氨基酸也进行了分析[6’7]。但是还没

有关于环糊精水解酶底物通道分析的报道。【本研究

切入点】酶蛋白质的底物通道具有重要的作用。底物

通道是指在酶蛋白质的三维结构中连通活性中心和

蛋白质表面的孑L洞，这个孔洞是用于底物进出酶的活

性中心的[引。底物分子和底物通道的作用方式与酶

分子的底物特异性密切相关，也与酶分子的催化效率

有关，同时底物通道的微环境也与酶分子的最适pH

值和作用温度有关嘲。因而研究环糊精水解酶的底

物通道可以提供蛋白质分子和底物的作用模式，为酶

催化、酶改性环糊精提供研究基础。本研究利用分子

动力学模拟环糊精水解酶存在的底物通道，比较了两
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种来源不同的环糊精水解酶在底物运输通道上的差

异，为研究水解酶的底物特异性，以及环糊精水解酶

和环状底物、小分子底物等不同底物的作用方式提供

基础。

1 方法

1．1蛋白质氨基酸序列分析

使用jalview2．7软件进行序列分析。先从Gen—

Bank中下载蛋白质序列，再在jalview中利用clust—

wal进行比对，生成蛋白质比对图。BsCMD一1JOH

为来自嗜热脂肪芽胞杆菌的环糊精水解酶(ID为

P38940)，TspCMD-1SMA为来自栖热菌IM6501的

环糊精水解酶(ID为069007)。

1．2蛋白质结构比对分析

使用sybyl一1．1软件导入蛋白质结构数据，核对

和校正后导出蛋白质单体结构到macpymol 1．5软

件进行结构比对。比对结果用macpymol绘图并

输出。

1．3蛋白质结构通道分析

使用caver3软件进行分析，参数选择为java

heap size 1 100，minimum probe radius 0．9，shell

depth 4，shell radius 3，clustering threshold 3．5。 对

于BsCMD-1JOH，起始点选择为23．321，一0．562，

47．289；对于TspCMD一1SMA，起始点选择为

47．085，36．255，3．702。起始点参数：maximum dis—
o O

tance 3A，desired radius 5A。

2结果与分析

2．1蛋白质序列比对结果

从比对结果(图1)可以发现，BsCMD_1JOH和

TspCM皿1SMA蛋白质的序列差异很小，他们都为

588个氨基酸组成的蛋白质，两者的相似性为

86．39％。

2．2蛋白质结构比对结果

从BsCMD一1JOH和TspCMD一1SMA蛋白质

3D结构图(图2，a和b)可以看到，TspCMD_1SMA

相比于BsCMD_1JoH来说螺旋结构更趋向于在蛋

白质中心聚集，虽然在糖基水解酶家族13的蛋白质

都呈现了(8／a)8的3D蛋白质结构，但是在这两个蛋

白质的贝塔折叠和阿拉法螺旋的位置呈现不同的排

布。而蛋白质的骨架比较(图2c)中，两个蛋白质的

骨架的基本走向基本吻合。
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图1 蛋白质序列比对

Fig．1 Protein sequences alignment

注：BsCMD--1JoH为来自嗜热脂肪芽胞杆菌的环糊精水解酶(1D为P38940)，TspCMD-1SMA为来自栖热菌IM6501的环
糊精水解酶(ID为069007)。
Note：BsCMD-_1JOH(ID：P38940)is a cyclodextrin hydrolase from Q06口fiZZ“s sfP口ro施已rmD加i￡“5，TspCMD一1SMA(ID：
069007)is a cyclodextrin hydrolase from了五已r，"“s sp．IM6501．

幽2蛋白质3D结构

Fig．2 3D structures of proteins

(a)BsCMD一1JOH；(b)TspCMD一1SMA；(c)BsCMD一

1JOH和TspCMD一1SMA的结构比对示意图，红色为
BsCMDLlJOH，绿色为TspCMDLlSMA。

(a)BsCMDLlJO H；(b)TspCMD．-1 SMA；(c)The structure

alignment of BsCMD一1JOH and TspCMD一1SMA，BsCMD一
1JOH is in red and TspCMD--1SMA in green．

2．3蛋白质底物通道的位置及空间状态

图3(a)给出了BsCMD-lJOH的底物通道存在

的位置，共涉及6个通道，最长的由75个氨基酸组

成，最短的由16个氨基酸组成。

图3(b)给出了TspCMD_1SMA的底物通道的

位置，共涉及8个通道，最长的有48个氨基酸，最短

的有23个氨基酸。

】4

图3 BsCMD-lJOH(a)和

F畦3 Substrate tunnels
MDLlSMA(b)

TspCMD_1SMA(b)的底物通道
of BsCMD一1JOH(a)and TspC一

注：箭头示意通道位置。
Note：Arrows show the position of tunnel

Guangxi Sciences，V01．21 No．1，February 2014



BsCMD-1JoH的底物通道平均半径都较小，最

大的只为1．11A(表1)。而TspCMD-1SMA的底物

通道中，最大的半径为1．53A(表2)。环糊精分子是

呈圆锥形的空问结构的，平均大小为16A，这些底物

通道都不适合环糊精的通过。这个解释了环糊精水

解酶需要多聚体的形态才能维持对环糊精的水解能

力，多聚体蛋白质形成组合的底物通道，容纳大体积

的环糊精的通过。如果多聚体解聚，单体蛋白质的底

物通道无法允许环糊精的通过，单体蛋白质丧失对环

糊精的水解能力，只能水解小分子的寡糖。

表l BsCMDLlJOH的底物通道空间状态

Table 1 Stat吣of substmte tun鹏ls of BsCMD．-1JOH

编号 平均半径最大半径 长度 平均曲率 优先级
Number AVera踞 Maximu弘 Le唱th AVerage Priority

radius(A)radius(A) (A) curvature

表2 TspCMD_1sMA的底物通道空间状态

Table 2 Status of substrate tunneIs of TspCMD--1SMA

编号 平均半径最大半径
Number AveragP Maximu卵
radius(A)radius(A)

1 1．53 1．53

2 1．53 1．53

3 1_53 1．53

4 1．32 1．33

5 O．93 O．94

6 O．94 O．95

7 O．95 O．96

8 O．94 O．95

平均曲率
Average
CUrvanJre

1．30

1．26

1．21

1．39

1．81

1．53

1．50

1．71

可以进入活性中心，这样的过程需要结合分子动力学

对酶和底物的动态结合路径进行分析[1⋯。底物通道

的动态分析在细胞色素酶的研究中已经开展，这些工

作表明，在细胞色素酶中底物结构的差异会导致活性

中心和通道的相互作用改变，底物通道的选择倾向不

同；由于酶对底物的选择性氧化，造成同一底物具有

不同的进出通道；酶的动力学运动会导致通道的改

变，因而通过晶体结构分析得到的孑L洞并不一定适合

底物运动[1 0|。而在对卤代烷脱卤酶的研究中，卤代

烷脱卤酶是一类特殊的对环状苯环具有特异性的酶，

利用分子动力学方法对卤代烷脱卤酶的底物通道的

分析以及分子改造工作获得了一系列突出的成

果[11|。在分析底物通道的基础上，对组成底物通道

的氨基酸进行改造，获得了酶学性质改善的突变

体[1 2。、以及酶稳定性提高的突变体[1 3|。

环糊精水解酶是一类具有特殊的水解圆锥形空

间结构底物分子能力的酶n4|。本研究分析了环糊精

水解酶单体蛋白质中底物通道的位置分布以及底物

通道的空问状态。结果表明，底物通道的直径明显小

于环糊精的空间大小，显然是由于环糊精水解酶是以

多聚体的形式出现的，多个亚基蛋白质组成更大的超

分子可以提供更大的底物通道[1 4|。在进一步的研究

中扩大分析体系、引入蛋白质相互作用的分析，对多

聚体蛋白质之间的底物运输通道底物运动方式进行

分析可能可以解析环糊精底物进出活性中心的方式。

这些研究将为对广西特色的生物质如蔗糖、木薯淀粉

的水解酶研究提供研究基础[1 5|。

4 结论

本研究模拟了环糊精水解酶和底物相互作用涉

及到的底物通道，给出了通道的空间状态以及底物通

过的优先顺序，这些涉及到底物接触的关键通道和相

关氨基酸，为进一步进行分子改造工作提供了研究

基础。
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底物通道是连接酶蛋白质分子活性中心和蛋白

质表面的孔道，这个孔道是底物进入活性中心的通

道。通过研究一个酶的底物通道，可以揭示这个酶和

底物分子的作用方式、了解各种微环境对酶的水解活

力、酶的底物特异性的影响。

通过利用分子动力学的方法分析酶分子的底物

通道，这样的研究方法可以获得比晶体结构解析更多

的信息。特别是当酶和底物发生诱导变构的情况时，

酶分子识别底物从而打开结构的某一部分，使得底物

广西科学 2014年2月 第21卷第1期

[1] Szejtli J．Introduction and general overview of cyclodex

trin chemistry[J]．chem Rev，1998，98(5)：1743一1754．

[2] Howard L R，Brownmiller C，P“or R L，et a1．Improved

stabiIity of chokeberry j uice anthocyanins by beta—cyclo—

dextrin addition and refrigeration[J]．J Agric Food

Chem，2013，61(3)：693—699．

[3] Kayaci F，Ertas Y，Uyar T．Enhanced thermal stability

of eugenol by cyclodextrin inclusion complex encapsula—

ted in electrospun polymeric nano“bers[J]．J Agric Food

Chem，2013，61(34)：8156—8165．

】5

6

6

7

O

3

6

6

6

4

4

3

0

O

0

O

O

O

0

4

9

9

8

4

2

2

2

2

3

3

O

；1
1

2

¨

∞

卯

93

踮

蝎

&

吼

毖

约

扒

∞

2

2

2

2

0

1

1；9
9

1

1

1

1

0

O

1

1

1

1

O

O

；1
9

9

；1
O

O

l

2

3

4

5

6

级．啊

一3

o

7

4

9

o

6

6

先．m

一■

■

邝

■

门

■

o

J

优蹦

一o

o

o

o

o

o

o

o

鲅唧㈤一锄
棚
枷
淌
㈨
渊
潍
Ⅶ

J一}1
2

2

2

3



[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

16

sanchez-Hernandez L，Serra N S，Marina M L，et a1．En—

antiomeric separation of free L—and D—amino acids in

hydrolyzed protein fertilizers by capillary electrophoresis

tandem mass spectrometry[J]．J Agric Food chem，

2013，61(21)：5022—5030．

Nakagawa Y，Saburi W，Takada M，et a1．Gene cloning

and enzymatic characteristics of a novel gamma—cyclo—

dextrin— specific cyclodextrinase from alkaloph订ic

B口fizz“s c￡nr愚ii 7364[J]．Biochim Biophys Acta，2008，

1784(12)：2004～2011．

Ferrer M，Beloqui A，Golyshina 0 V，et a1．Biochemical

and structural features of a novel cyclodextrinase from

cow rumen metagenome[J]。Biotechnol J，2007，2(2)：

207—213．

Costa H，Distefano A J，Ma“no-Buslje C，et a1．The resi—

due 179 is involved in product specificity of the B口ciZZ“s

drc“如挖s DF 9R cycIodextrin glycosyltransferase[J]．

Appl Microbiol Biotechnol，2012，94(1)：123—130．

Teng Y B，Jiang Y L，He Y X，et a1．StructuraI insights

into the substrate tunnel of 5遍cc^nrDmyc8s fPrP"i5inP

carbonic anhydrase Ncel03[J]．BMc struct Biol，2009，

9：67．

Sikorski P，Sorbotten A，Horn S J，et a1．SBr，u￡i口

，撇rfP5ce咒s chitinases with tunnel—shaped substrate—

binding grooves show endo activity and different degrees

of processivity during enzymatic hydrolysis of chitosan

[J]．Biochemistry，2006，45(31)：9566—9574．

沈中华李卫华，许柚，等．细胞色素P450配体通道的

研究进展[J]．科学通报，2011，56(3)：189—197．

Shen Z H，Li W H，Xu Y，et a1．Advances in the ligand

channels of cytochrome P450s(in Chinese)[J]．Chi一

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

nese Sci Bull(Chinese Ver)，2011，56(3)：189—197，doi：

10．1360／972010—1865．

Stepankova V，Khabi“M，Brezovsky J，et al-Expansion

of access tunnels and active—site cavities influence activ—

ity of haloalkane dehalogenases in organic cosolvents

[J]．Chembiochem，2013，14(7)：890一897．

Biedermannova L，Prokop Z，Gora A，et a1．A single

mutation in a tunnel to the active site changes the

mechanism and kinetics of Droduct release in haloal—

kane dehalogenase LinB[J]．J Biol Chem，2012，287

(34)：29062—29074．

Koudelakova T，Chaloupkova R，Brezovsky J，et a1．En—

gineering enzyme stability and resistance to an organic

cosolvent bv modification of residues in the access tun—

nel[J]．Angew chem Int Ed Engl，2013，52(7)：1959—

1963．

Lee H S，Kim M S，Cho H S，et a1．Cyclomaltodextri—

nase，neopullulanase，and maltogenic amylase are nearly

indistinguishabIe from each other[J]．J Biol Chem，

2002，277(24)：21891—21897．

杜丽琴，杨键，朱绮霞，等．酿酒酵母蔗糖酶基因的克

隆、异源表达及重组酶学性质研究[J]．广西科学，

2008，15(2)：184—188．

Du L Q，Yang J，Zhu Q X，et a1．Cloning，expression

and characterization of gene encoding invertase from

&c如口rDm了cPs cP他口艇ne[J]．Guangxi Sciences，2008，

15(2)：184—188．

(责任编辑：陈小玲)

Guang妇Sciences，V01．21 N0．1，February 2014


