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摘　要　阴离子型聚丙烯酰胺（HPAM）常用于煤泥水的澄清处理，产生大量的含聚污水将对选煤厂周

边环境造成不利影响. 为探究漆酶降解 HPAM的微观作用机理，采用对接模拟了 HPAM及其脱氨产物聚

丙烯酸（PAA）结构模型与枯草芽孢杆菌漆酶（Lac）的结合，根据-CDOCKER_ Energyscore打分最高原

则筛选出 Lac的最适底物，然后对该最适复合物分别进行基于亲和力虚拟突变和不同温度下的分子动力

学（MD）模拟. 结合模式分析表明，Lac对 HPAM-3享有最高亲和力，且其结合最好，因此 HPAM-3是

该酶的最适底物；HPAM比 PAA易被 Lac降解；Lac可容纳一定碳链长度的 HPAM和 PAA. 相互作用分

析表明，Lac-HPAM-3亲和力最大主要原因是盐桥；TYR133通过形成氢键以稳定 Lac-HPAM-2、Lac-

HPAM-3和 Lac-HPAM-4，而 ARG487通过形成疏水以稳定所有的酶-底物复合物. 基于亲和力虚拟突变

分 析 表 明 ， TYR118、 TYR133、 ARG487和 LYS135是 Lac降 解 HPAM-3的 关 键 残 基 ； LYS135和

ARG487分别通过形成盐桥和疏水来最大限度地影响酶同底物的亲和力. MD分析表明，Lac-HPAM-3在

298 K时总相互作用能、酶骨架 RMSD及所有残基 RMSF皆最低，因此该复合物在 298 K时结合稳定性

最佳；308 K时由于酶骨架 RMSD最大，导致底物偏离最初对接位置，因此 Lac-HPAM-3在 308 K时结

合稳定性最差. 这些数据为揭示 HPAM酶降解过程奠定基础，为将来突变试验来改造酶提供位点支持.

关键词　枯草芽孢杆菌漆酶 (Lac)，阴离子型聚丙烯酰胺 (HPAM)，对接，基于亲和力虚拟突变，分子动

力学 (MD).
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Abstract　Anionic polyacrylamide (HPAM) is often used to clarifying the coal slime water. A large
amount  of  polymer-containing  wastewater  produced  will  have  adverse  effects  on  the  surrounding
environment  of  coal  preparation  plant.  In  order  to  explore  the  microscopic  action  mechanism  of
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HPAM by laccase, docking was used to simulate the binding of HPAM and its deamination product
polyacrylic  acid  (PAA)  with  Bacillus  subtilis  laccase  (Lac).  The  optimal  substrate  of  Lac  was
screened according to the highest principle of -CDOCKER_ Energy score. Then, molecular dynamics
(MD) simulation at different temperatures and virtual mutation based on affinity were carried out by
this optimal complex, respectively. The binding model analysis showed that Lacacquired the highest
affinity  for  HPAM-3,  and  their  binding  was  the  optimal.  Hence,  HPAM-3  was  the  most  suitable
substrate  for  this  enzyme;  HPAM  was  more  easily  degraded  by  Lac  than  PAA;  Lac  could
accommodate HPAM and PAA with a certain carbon chain length. The interaction analysis showed
that  Lac-HPAM-3  had  the  highest  affinity  mainly  due  to  the  salt  bridge;  TYR133  stabilized  Lac-
HPAM-2,  Lac-HPAM-3,  and  Lac-HPAM-4  by  forming  hydrogen  bonds,  while  ARG487  stabilized
all  enzyme-substrate  complexes  by  forming  hydrophobicity.  The  virtual  mutation  based  on  affinity
analysis  showed  that  TYR118,  TYR133,  ARG487  and  LYS135  in  Lac  were  key  residues  for
degrading  HPAM-3;  LYS135  and  ARG487  affected  the  affinity  of  enzyme  with  substrate  to  the
utmost extent by forming salt bridge and hydrophobicity, respectively. MD analysis showed that the
total interaction energy, RMSD of enzyme skeleton and RMSF of all residues were all the lowest for
Lac-HPAM-3 at  298  K,  so  this  complex  had  the  optimal  binding  stability  at  298  K;  RMSD of  the
enzyme skeleton was the maximum at 308 K causing the substrate deviated from the initial docking
position.  Hence,  Lac-HPAM-3  had  the  worst  binding  stability  at  308  K.  These  data  laid  the
foundation for revealing the enzymatic degradation process of HPAM, and provided site support for
mutagenesis tests to modify the enzyme in the future.
Keywords　 laccase  from  Bacillus  subtilis  (Lac)， anionic  polyacrylamide  (HPAM)， docking，
virtual mutation based on affinity，molecular dynamics (MD).

 

煤炭一直以来是我国主要的能源物质[1]，而洗选是实现煤炭清洁化利用的源头技术[2]. 目前选煤厂

仍以湿法选煤为主，伴随产生大量的煤泥水亟需澄清处理以实现水的循环 [3]. 阴离子型聚丙烯酰胺

（HPAM）是由单体丙烯酰胺（AM）和丙烯酸（AA）在碱性条件下共聚而成的一种线性水溶性聚合物，分

子量在 300万—2000万区间 [4 − 5].  HPAM作为选煤絮凝剂，其常用于煤泥水的絮凝沉降 [6 − 7]. 随着

HPAM的广泛使用，伴随产生大量的含聚污水，增加了处理难度及成本[8]. 煤泥水中的悬浮颗粒通过吸

附到 HPAM而实现桥连，形成较大絮团以促进分离[9]. HPAM本身被认为是无毒的[10]，但已证明其暴露

在紫外线或光、热时会缓慢发生降解，释放出少量有毒的 AM，该物质将会损伤人和动物的神经系

统[11]. 此外，HPAM高分子量的碳链具有生物抗性，较难生物降解，导致其在选煤厂周边环境中大量累

积，这将对生态环境构成潜在威胁[12]. 所以，有必要将 HPAM降解转化成无毒性的小分子物质.
HPAM降解处理方法包括物理降解 [13]、化学降解 [14]、生物降解 [15] 及它们的结合等，而低成本、无

二次污染、环境友好的生物降解转化常用于处理 HPAM[16].  HPAM降解微生物通常从长期使用

HPAM的环境中分离出来的，如 HPAM处理的油田采出水、油砂尾矿、土壤、活性污泥等[17]. 生物降解

本质是酶催化反应，同时在降解 HPAM发酵液中检测到关键酶活性，如酰胺酶、脱氢酶、漆酶等 .
HPAM的生物降解开始于酰胺酶催化 HPAM脱氨成氨和聚丙烯酸（PAA），同时氨可释放出来供微生

物生长所需的氮源. HPAM的碳骨架 PAA比其酰胺部分更难被生物降解[18]，然而仍存在一些微生物是

可以在 HPAM和 PAA的环境下生长[19]. HPAM经酰胺酶脱氨基反应后，残留的碳骨架 PAA在加氧酶

或氧化酶的作用下其碳主链被氧化断裂，类似于脂肪酸的 α-C氧化[20]. Song等[21] 通过实验发现由细菌

分泌漆酶的活性不受 HPAM浓度影响，这可能是由于该酶不仅能提高污染物的氧化速率，还能扩大氧

化底物范围. 在好氧环境下漆酶可以从 HPAM分子上夺得 4个 e−，将 O2 还原成 H2O. 国内外学者筛选

高效菌株并优化工艺尝试对废水中 HPAM的降解处理已取得很大的进步，然而菌株的筛选及工艺优

化任务繁重且缺乏科学依据，迄今为止关于生物酶学分析很大程度上是未知的，仅提出了一些假设的

降解途径，确切的降解机理还不清楚. 同时，由于酶解是在水溶液中进行，生物酶与 HPAM的微观作用
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分子机制仍鲜为人知，水环境对 HPAM与酶相互作用的影响鲜有报道. 近年来，研究人员主要通过试

验研究微生物降解 HPAM的规律，例如淀粉-碘化镉、GPC/SEC、FT-IR、HPLC、扫描电镜（SEM）、黏度

等方法，然而这些常规实验解释酶降解机理仍很困难. 漆酶的三维晶体结构已经通过实验解析出来，这

为进一步在分子水平上探究其与底物相互作用提供了可能性[22]. 分子模拟可以在分子或原子尺度上探

究酶与底物的相互作用，可以深入了解酶降解的分子机制，这将有助于解决 HPAM降解效果差的问

题[23 − 24].
本文采用半柔性对接探究枯草芽孢杆菌漆酶（Lac）与 HPAM或 PAA的结合，从最佳对接构象中

筛选到最适酶与底物复合物，然后对该最适复合物分别进行基于亲和力的虚拟突变以及不同温度下的

分子动力学（MD）模拟 . 该研究的数据有助于深入理解酶降解机理，以期对 HPAM及其中间产物

PAA进行彻底降解. 

1    材料与方法（Materials and methods）
 

1.1    漆酶三维结构的获取

漆酶的三维晶体结构下载于蛋白质数据库（RCSB），相应 PDB编号为 1GSK，分辨率为 0.170 nm，

A链，该酶来源于枯草芽孢杆菌，简称 Lac [25]. 采用 Discovery Studio （DS） 2020的 Prepare Protein工具

对其进行去水加氢，修补缺失残基，如图 1所示. 从图 1可以看出，Lac三维晶体结构中含有 4个原始配

体丙三醇，透明红色球体显示丙三醇的位置离 Lac的 3个铜离子最近，而且已经证明漆酶的催化活性

是与铜离子有关 . 因此将透明红色球体的位置作为该酶对接的结合位点，其坐标为（X, 97.3796; Y,
61.3005; Z, -8.42748; Radius, 5）. 此外，对接前应删除所有原始配体.
  

图 1    预处理的枯草芽孢杆菌漆酶三维晶体结构

Fig.1    Prepared 3D crystal structure of laccase from Bacillus subtilis 

  

1.2    底物结构的获取

HPAM在弱碱性环境下其羧基侧链带负电. PAA实际上是 HPAM的脱氨产物. HPAM和 PAA皆

是由重复的结构单元构成的线性聚合物，而且生物酶降解主要涉及官能团之间发生的反应，所以仅考

虑酶与底物分子主链或侧链上的高反应活性官能团之间的相互作用即可.
本文选取具有代表性的结构单元为 2—5的 HPAM和 PAA作为结构模型，它们的结构模型采用

Materials Studio（MS） 2017软件的 Build polymer工具绘制，两端采用甲基进行封端，同样的处理见文

献 [26]. 采用 DS 2020的 Prepare Ligands工具对所有配体进行预处理，以期获得正确的离子化状态下的

三维结构，然后采用 DS 2020的 Minimize Ligands对它们在 CHARMm力场下进行构型优化. 图 2显示

了几种不同分子链长度的 HPAM和 PAA模型物化学结构及其优化构型. 

1.3    分子对接

采用 DS 2020的 CDOCKER程序进行 Lac与 HPAM或 PAA的分子对接模拟实验 [27]. 该对接程序

主要采用负总能打分（-CDOCKER_Energy score）和负相互作用能打分（-CDOCKER_Interaction _Energy
score）两种能量打分评估对接结果. 其中，负总能打分值越大，说明酶同底物亲和力越大、越稳定[28]. 结
果默认保留底物最优的前 10种构象，选择-CDOCKER_ Energy score值最大的底物构象进行进一步分析.
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图 2    HPAM和 PAA的几种模型物化学结构及其优化构型
元素：碳（灰色）；氢（白色）；氧（红色）；氮（蓝色）

Fig.2    Chemical structure of HPAM and PAA several models and their optimized configuration
Elements: gray: carbon; white: hydrogen; red: oxygen; blue: nitrogen 

 
 

1.4    基于亲和力的虚拟突变

底物与活性位点处残基的非键作用力距离一般取 0.5 nm. 突变能是复合物突变前后总能量变化.
由对接筛选得到拥有-CDOCKER_ Energy score值最大的复合物，该复合物亲和力最大、最稳定. 根据

酶促动力学理论推测出，此时底物是酶的最适底物. 为了进一步确定最适酶-底物复合物中的关键残

基，采用 DS 2020的 Calculate Mutation Energy （Binding）程序对配体周围 0.5 nm范围内残基进行丙氨

酸（ALA）扫描，选择突变能大于 0.5 kcal·mol−1 的残基作为该酶结合底物的关键残基，然后对这些关键

残基进行虚拟饱和突变，最终选择突变能小于−0.5 kcal·mol−1 的残基作为理论设计高活性酶的突变

位点. 

1.5    MD模拟计算细节

MD可以用于探究温度对酶与底物随时间的动态变化影响，同时能够找出酶的最大波动残基区域.
酶与底物亲和力越大，Km 值就越小，此时底物是酶的最适底物. 采用 GROMACS软件包（版本 2021.5）

对最适酶与底物复合物进行 298 K、303 K及 308 K下的 MD模拟 [29]，力场选为 Amber03 force field [30].
为使模拟过程更接近真实情况，体系被溶剂化放置在 10 nm×10 nm×10 nm简单点电荷（SPC）水模

型[31] 周期性边界条件的立方盒子里，添加抗衡离子 Na+和 Cl−以中和体系. 然后，采用最速下降法进行

能量最小化，并且在 1个原子的恒压下进行了 1 ns NPT MD使体系达到平衡. 最后，模拟体系进行了

NPT MD 50 ns采样并且进行轨迹的数据分析. 采用 gromacs tool gmx rmsd及 gmx rmsf分别来计算酶骨

架原子的 RMSD和酶残基 RMSF，同时采用 DS 2020的 Calculate Interaction Energy程序计算酶与底物

相互作用能及残基对相互作用能的贡献. 用 Visual Molecular Dynamics（VMD）软件对复合物的构象变

化进行可视化分析及比较. MD模拟过程中范德华截断半径为 1.4 nm，长程静电相互作用采用 Particle
Mesh  Eward（ PME）进行处理 [32]，步长设置为 2.0 fs.  温度和压力分别采用 Berendsen thermostat  和
Berendsen barostat来维持，以上模拟均在Max-Flow平台下进行. 

2    结果与讨论（Results and discussion）
 

2.1    结合模式分析

本研究中采用重复单元为 2—5的 HPAM和 PAA的优化结构模型用于研究 Lac与底物的相互作

用. Lac与底物结合时亲和力越大、越稳定，越说明该酶降解底物的活性就越强. 从表 1对接结果中的
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打分值可以看出，无论是基于 -CDOCKER_Energy score还是-CDOCKER_Interaction_Energy score指标

来看，Lac-HPAM-3都拥有最高的打分，说明 Lac对 HPAM-3有最高的亲和力 [33]，此时 HPAM-3是

Lac的最适底物，而且它们相互作用最小，结合的最好. Lac对 HPAM的能量打分皆随其碳链延长而先

增加后减少，尤其该酶对 HPAM-5的打分迅速降至最低. 这说明 Lac对 HPAM碳链长度有一定耐受

性，倾向氧化降解 HPAM的碳链，但 HPAM-5很难被该酶降解，这也符合聚合物难于被酶解的规律.
 
 

表 1    通过 CDOCKER工具获得的 Lac与底物对接结果

Table 1    1Docking results of Lac with substrate obtained from CDOCKER protocol
 

酶-底物复合物
Enzyme-substrate complex

负总能打分/ （kcal·mol−1）
-CDOCKER_Energy score

负相互作用能打分/ （kcal·mol−1）
-CDOCKER_ Interaction_Energy score

Lac-HPAM-2 24.2360 24.9384

Lac-HPAM-3 31.8442 35.4626

Lac-HPAM-4 28.8940 33.1487

Lac-HPAM-5 −109.688 7.02389

Lac-PAA-2 24.8628 30.3709

Lac-PAA-3 18.8658 33.4581

Lac-PAA-4 17.5539 34.5526

Lac-PAA-5 −152.526 −25.3122
 

当 -CDOCKER_  Energy  score和 -CDOCKER_  Interaction_  Energy  score呈 现 出 不 同 的 变 化 时 ，

-CDOCKER_Energy score打分更值得信赖. 从表 1中 Lac与 PAA结合时的-CDOCKER_Energy score值

来看，可以发现 Lac-PAA-2享有最高-CDOCKER_Energy score值（24.8628 kcal·mol−1），但皆低于 Lac-
HPAM-3的打分（31.8442 kcal·mol−1）和 Lac-HPAM-4的打分（28.8940 kcal·mol−1），说明 PAA比 HPAM
更难被 Lac降解. 实验表明，基于淀粉-碘化镉和 TOC的结果的显著差异，细菌更倾向将 HPAM的酰胺

基水解成羧基作为氮源，但难以利用 HPAM的碳链骨架作为碳源 [18]. 即细菌很难利用其脱氨产物

PAA作为营养物质. 无论基于 -CDOCKER_ Energy score还是-CDOCKER_Interaction_Energy score指标

来看，Lac-PAA-5皆为负值，说明高分子量的 PAA难于被 Lac降解，同样也符合聚合物难于酶解的规律.
图 3显示了 HPAM与 Lac最佳的结合构象，Lac活性位点处的残基由线性模型显示. 从图 3可以

发现， HPAM-2、HPAM-3和 HPAM-4的分子链舒展于活性位点附近，这种现象解释了 Lac-HPAM-2、

Lac-HPAM-3和 Lac-HPAM-4能 量 打 分 皆 为 正 ， 而 且 -CDOCKER_Energy  score打 分 值 在 24.00 —
32.00 kcal·mol−1 范围内. 这说明 Lac可容纳较长 HPAM碳链，倾向于降解一定长度寡聚物. 同时也观察

到，只有 HPAM-5偏离原来的对接位置，其它配体的对接位置均一致，这能很好地解释 Lac-HPAM-5享

有负的-CDOCKER_ Energy score值（−109.688 kcal·mol−1）的原因，进一步说明高分子量的 HPAM很难

被 Lac降解.
 
 

图 3    Lac与 HPAM的结合模式

Fig.3    Binding mode of the HPAM in Lac
The residues at the active site of Lac are showed as the line pattern, and HPAM are showed as stick model 

 

图 4显示了 PAA与 Lac最佳的结合构象，其中线性模型显示 Lac活性位点处的残基 . 从图 4可

见，PAA-2、PAA-3和 PAA-4的分子链舒展于活性位点附近，这种现象解释了 Lac-PAA-2、Lac-PAA-3
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和 Lac-PAA-4 能量打分皆为正，而且-CDOCKER_Energy score打分值在 17.00—25.00 kcal·mol−1 范围，

明显低于相应的 Lac与 HPAM结合. 这说明 Lac可以容纳较长 PAA碳链，但该酶更倾向于降解一定长

度的 HPAM. 同时也观察到，只有 PAA-5偏离原来的对接位置，而其它配体对接位置一致，这能很好地

解 释 为 什 么 Lac-PAA-5享 有 负 的 -CDOCKER_Energy  score（ −152.526  kcal·mol−1） 和 -CDOCKER_
Interaction_Energy score（−25.3122 kcal·mol−1），这说明高分子量 PAA很难被 Lac降解.
 
 

图 4    Lac与 PAA的结合模式

Fig.4    Binding mode of the PAA in Lac
The residues at the active site of Lac are showed as the line pattern, and PAA are showed as stick model 

  

2.2    相互作用分析

（1）Lac与 HPAM的结合

通过 DS 2020将能量打分皆为正的 Lac与 HPAM复合物进行可视化，显示其相互作用（图 5）. 从
图 5可以观察到，HPAM-2与 LYS135形成 2个氢键，其与 TYR133形成 1个氢键，一共形成 3个氢键.
HPAM-2分子链两端与 ARG487形成 2个疏水键，其分子链一端分别与 TYR118和 TYR133各自形成

1个疏水键，一共形成 4个疏水键 .  HPAM-2-O−与 LYS135-N+形成 1个静电吸引；HPAM-3分别与

TYR133和 ASP507各自形成 1个氢键，一共形成 2个氢键 . HPAM-3高分子链两端与 ARG487形成

2个疏水键 . HPAM-3-O−与 LYS135-NH+形成 1个静电吸引，同时形成盐桥；HPAM-4分别与 TYR133
和 LYS135各自形成 1个氢键，一共形成 2个氢键. HPAM-4高分子链一端与 ARG487形成 1个疏水

键. HPAM-4-O−与 LYS135-N+形成 1个静电吸引.
 
 

图 5    Lac与 HPAM三维相互作用（a） Lac-HPAM-2；（b） Lac-HPAM-3；（c） Lac-HPAM-4
绿色-氢键；橙色-静电吸引；粉色-疏水作用

Fig.5    The 3D interactions of Lac with HPAM （a） Lac-HPAM-2; （b） Lac-HPAM-3; Lac-HPAM-4
Green: H-bond; orange: attractive charge; pink: hydrophobic action 
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通过对比发现， Lac-HPAM-3亲和力最大、最稳定的主要原因是 HPAM-3与 Lac之间形成强盐桥

造成的，此时 HPAM-3是 Lac降解 HPAM的最适底物 . Lac与 HPAM结合亲和力强度与其形成的氢

键、疏水键和静电作用等数量及距离有关. 由于 HPAM-2与 Lac周围残基形成的疏水键较密集，而且

疏水键数量最多，这将有利于 Lac结合 HPAM-2. 但 HPAM-2与 LYS135同时形成 2个氢键，这将很大

程度上不利于 LYS135-NH+与 HPAM-2-O−形成盐桥，只存在静电吸引. HPAM-4较长的分子链一端与

ARG487形成一个较强的疏水作用，可以保证 HPAM-4以一定的自由度结合在 Lac的活性位点上；

HPAM-3和 HPAM-4与 Lac周围的氨基酸残基形成 2个氢键比较分散，这样有利于 Lac结合 HPAM.
HPAM-4与 LYS135形成 1个氢键，它不利于 LYS135-NH+与 HPAM-4-O−形成盐桥，但其减弱程度低于

HPAM-2，这可以很好地解释为什么 Lac-HPAM-2结合亲和力最差、最不稳定. 通过上述分析，可以推

测出亲和力大小的顺序为 Lac-HPAM-3>Lac-HPAM-4>Lac-HPAM-2，这与 CDOCKER对接程序获得的

能量打分分析结果相一致.
（2）Lac与 PAA的结合

通过 DS 2020将能量打分皆为正的 Lac与 PAA复合物显示其相互作用细节（图 6）. 从图 6可以观

察到，PAA-2分子链两端与 ARG487形成 2个疏水键，其分子链一端分别与 TYR118和 TYR133各自

形成 1个疏水键，一共形成 4个疏水键. PAA-2-O−与 LYS135-N+形成 2个静电吸引；PAA-3高分子链一

端分别与 ARG487和 TYR118形成 1个疏水键，一共形成 2个疏水键. PAA-3-O−也与 LYS135-N+形成

2个静电吸引，同时 LYS135与 PAA-3形成 1个氢键；PAA-4高分子链一端与 ARG487形成 1个疏水

键. PAA-4-O−与 LYS135-N+形成 2个静电吸引，而 LYS135与 PAA-4形成 1个氢键. PAA-4与 GLY486
形成 1个氢键，一共形成 2个氢键.
 
 

图 6    Lac与 PAA三维相互作用（a） Lac-PAA-2；（b） Lac-PAA-3；（c） Lac-PAA-4
绿色-氢键；橙色-静电吸引；粉色-疏水作用

Fig.6    The 3D interactions of Lac with PAA （a） Lac-PAA-2; （b） Lac-PAA-3; Lac-PAA-4
Green: H-bond; orange: attractive charge; pink: hydrophobic action 

 

通过对比发现，PAA-2与 Lac周围氨基酸残基形成的疏水作用数最多，而且密集，说明疏水作用

是 Lac-PAA-2最稳定、亲和力最大的主要原因，此时底物 PAA-2是 Lac降解 PAA的最适底物. 另外，

PAA-2-O−与 LYS135-N+的两个静电吸引也可以较好地将其稳定在 Lac的活性中心上. PAA-3和 PAA-4

都与 LYS135形成 1个氢键，这将会大大增加了它们与 Lac的结合. 虽然 Lac-PAA-3比 Lac-PAA-4多
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了 1个疏水作用，但 Lac-PAA-4比 Lac-PAA-3多了 1个氢键作用. 所以，Lac-PAA-3和 Lac-PAA-4的能

量评分相差不多，进一步说明 Lac可容纳一定链长度的 PAA.
将上述分析的非键相互作用结果列于表 2. 从表 2可以观察到， TYR133参与 Lac与 HPAM中氢

键的形成，而 ARG487通过形成疏水、LYS135通过形成静电吸引或盐桥以及氢键参与所有复合物的

稳定.
 
 

表 2    Lac与底物的相互作用残基

Table 2    Interaction residues of Lac with substrate
 

酶-底物复合物a

Enzyme-substrate complex a
氢键（数量）：总数

H-bond
（number）: total

疏水（数量）：总数
Hydrophobic

（number）: total

静电吸引（数量）：总数
Electrostatic attract

（number）: total

盐桥（数量）：总数
Salt bridge

（number）: total

Lac-HPAM-2 TYR133（1）, LYS135（2）: 3
ARG487（2）, TYR118（1）,

TYR133（1）: 4
LYS135（1）: 1

Lac-HPAM-3 TYR133（1）, ASP507（1）: 2 ARG487（2）: 2 LYS135（1）: 1

Lac-HPAM-4 TYR133（1）, LYS135（1）: 2 ARG487（1）: 1 LYS135（1）: 1

Lac-PAA-2
ARG487（2）, TYR118（1）,

TYR133（1）: 4
LYS135（2）: 2

Lac-PAA-3 LYS135（1）: 1 ARG487（1）, TYR118（1）: 2 LYS135（2）: 2

Lac-PAA-4 LYS135（1）, GLY486（1）: 2 ARG487（1）: 1 LYS135（2）: 2

　　注：指能量得分皆为正的最佳对接复合物.
　　Refers to the best docking complex with positive energy score.
  

2.3    ALA扫描

通过上述的分析得到 Lac-HPAM-3的亲和力最大、最稳定，即 HPAM-3是 Lac的最适底物，所以采

用 DS 2020的 Calculate Mutation Energy （Binding）模块对该复合物配体 HPAM-3周围 0.5 nm内的残基

进行 ALA扫描. 突变能作为唯一标准来评估单点突变对 Lac同 HPAM-3亲和力的影响. 图 7显示了该

复合物 ALA扫描的所有突变能，而表 3仅列出了其 5个最高突变能和 5个最低突变能. 从 Lac-HPAM-3
的 ALA扫描结果可以发现，TYR118ALA、TYR133ALA、ARG487ALA和 LYS135ALA等突变体的突

变能都大于 0.5 kcal·mol−1，效果为不稳定，说明这些突变可能会导致 Lac与 HPAM-3亲和力下降，由此

可以判断出 TYR118、TYR133、ARG487和 LYS135等 4种残基是 Lac与 HPAM-3结合的关键氨基酸

残基. 其中，突变体 LYS135ALA的突变能（1.62 kcal·mol−1）最大，说明 LYS135对 Lac与 HPAM-3亲和

力影响最大，即 LYS135与 HPAM-3形成的盐桥对 Lac-HPAM-3亲和力影响最大，进一步说明盐桥作

用是 Lac-HPAM-3亲和力最大的主要原因. 而突变体 ARG487ALA的突变能（1.35 kcal·mol−1）仅次于突

变体 LYS135ALA，说明 ARG487参与的疏水作用对 Lac与 HPAM-3亲和力影响也较大 . 图 8显示了

Lac结合 HPAM-3时该酶关键残基的位置.
 
 

图 7    Lac-HPAM-3的 ALA扫描所有突变能

Fig.7    The whole mutation energy of ALA scan in Lac-HPAM-3 

 

3880 环　　境　　化　　学 43 卷



 

表 3    Lac-HPAM-3的 ALA扫描的结果

Table 3    Results of ALA scan in Lac-HPAM-3
 

索引
Index

突变
Mutation

突变能/ （kcal·mol−1）
Mutation energy

突变的影响
Effect of mutation

1 ASP114ALA −0.04 中性

2 ASP113ALA −0.19 中性

3 ASP116ALA −0.12 中性

4 GLY486ALA −0.01 中性

5 ILE508ALA 0.02 中性

10 ASP507ALA 0.40 中性

11 TYR118ALA 0.57 不稳定

12 TYR133ALA 0.90 不稳定

13 ARG487ALA 1.35 不稳定

14 LYS135ALA 1.62 不稳定

　　注：表中仅报告了5个最低能量及5个最高能量的突变.
　　Table reports up to 5 lowest energy and up to 5 highest energy mutations.
 

  

图 8    Lac-HPAM-3的关键残基（去氢的球棍模型显示）

Fig.8    The key residues （showed by ball and stick-delete hydrogen） in Lac-HPAM-3 

  

2.4    虚拟饱和突变

采用 DS 2020的 Calculate Mutation Energy （Binding）模块对 Lac-HPAM-3的关键残基进行虚拟饱

和突变. 即将 TYR118、TYR133、ARG487和 LYS135等关键残基分别突变为除 ALA外其余的 19种标

准残基，虚拟饱和突变结果列于表 4，而且仅列出了 5个最高的突变能和 5个最低的突变能 . 当
TYR118LYS、LYS135ASP、LYS135TYR、LYS135HIS和 ARG487PRO时 ，突变能分别为 2.42、 2.50、

2.52、3.13、4.64 kcal·mol−1，这些突变能有较大值，都大于 2.40 kcal·mol−1，影响均为不稳定，说明这些突

变会使 Lac对 HPAM-3的亲和力下降，相互作用减弱，最终导致 Lac的活性降低. 其中有 3种突变体是

包含残基 LYS135对亲和力的影响，说明 LYS135参与的盐桥对稳定 Lac-HPAM-3起关键作用. 此外，

突变体 ARG487PRO的突变能（4.64 kcal·mol−1）最大，说明 ARG487参与的疏水作用也对稳定 Lac-
HPAM-3起关键作用.
 
 

表 4    Lac-HPAM-3的虚拟饱和突变结果

Table 4    Results of virtual saturation mutation in Lac-HPAM-3
 

索引
Index

突变
Mutation

突变能/ （kcal·mol−1）
Mutation energy

突变的影响
Effect of mutation

1 TYR118ARG −0.36 中性

2 TYR133LYS −0.35 中性

3 TYR133ARG −0.22 中性
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续表 4
 

索引
Index

突变
Mutation

突变能/ （kcal·mol−1）
Mutation energy

突变的影响
Effect of mutation

4 LYS135LYS −0.18 中性

5 TYR118TRP −0.18 中性

72 TYR118LYS 2.42 不稳定

73 LYS135ASP 2.50 不稳定

74 LYS135TYR 2.52 不稳定

75 LYS135HIS 3.13 不稳定

76 ARG487PRO 4.64 不稳定

　　注：表中仅报告了5个最低能量及5个最高能量的突变.
　　Table reports up to 5 lowest energy and up to 5 highest energy mutations.
 
 

2.5    Lac与最适底物的总相互作用能

通过对接可以得到 Lac的最适底物是 HPAM-3，因此不同温度下它们的总相互作用能如图 9所示.
从图 9可以看到，298 K时 Lac与 HPAM-3的总相互作用能最小，说明 Lac与 HPAM-3在 298 K时结合

的最好.
 
 

图 9    不同温度下 Lac与 HPAM-3的总相互作用能

Fig.9    The total interaction energy of Lac with HPAM-3 under different temperatures
 

  

2.6    Lac与最适底物的构象变化

RMSD通常被用来测量酶骨架原子的结构稳定性. RMSD值越高，酶的稳定性就越差. 为了观察

Lac与 HPAM-3的结合稳定性，计算 RMSD值随模拟时间的变化，并以 Lac与底物的初始构象作为参

考，如图 10所示. 当 Lac在 298 K时与 HPAM-3结合时，该酶的骨架振动振幅最小，说明它们在 298 K
时结合稳定性是最佳的.
 
 

图 10    不同温度下 Lac-HPAM-3酶骨架的的 RMSD
Fig.10    Enzyme backbone RMSD of Lac-HPAM-3 under different temperatures
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图 11显示了 MD轨迹采样分析的第一帧和最后一帧. 从图 11可以看出，Lac-HPAM-3复合物的构

象在 298 K和 303 K变化不明显，而 HPAM-3的取向略有改变，说明该复合物在 298 K和 303 K下均是

稳定的. 但 Lac在 308 K结合底物时 HPAM-3偏离原先的对接位置，推测这可能是由于 Lac骨架振动

较大导致，即此时的 RMSD值最大，因此说明 Lac在 308 K结合底物时的结合稳定性是最差的.
 
 

图 11    不同温度下 Lac与 HPAM-3的构象变化

Fig.11    Conformation transformation of Lac-HPAM-3 under the different temperatures
Note: The stick configuration was HPAM-3 and the secondary structure of Lac was exhibited in new cartoon pattern. The solvents were not

shown for simplicity. The initial and final frames were only analyzed for the 50ns dynamics trajectory. 

 

RMSF值越高说明相应的单个残基在酶中的稳定性就越差，而这些残基可能会影响酶结合底物的

稳定性. 从图 12可以看出，Lac所有残基的 RMSF值随温度升高而逐渐增大，而且在 298 K下 Lac与

HPAM-3结合时该酶所有残基的 RMSF是最小的，这进一步说明 Lac与 HPAM-3在 298 K时结合是最

佳的.
 
 

图 12    不同温度下 Lac-HPAM-3的酶残基 RMSF
Fig.12    RMSF of enzyme residues in Lac-HPAM-3 under different temperatures 

 
 

3    结论（Conclusions）

采用对接获得了 PAA或 HPAM与 Lac最佳的结合构象，从中选取能量打分皆为正的 Lac-底物复

合物进行了相互作用分析，然后对最适复合物 Lac-HPAM-3分别进行基于亲和力的虚拟突变和不同温

度下的MD模拟计算.
（1）通过结合模式分析表明，Lac-HPAM-3享有最高亲和力、最稳定，且它们相互作用最小、结合最
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好，因此 HPAM-3是该酶最适底物；HPAM比 PAA更易被 Lac降解；Lac对 HPAM和 PAA的碳链都有

一定的耐受，但该酶很难降解分子量较大的聚合物.
（2）通过对打分皆为正的复合物进行相互作用分析可发现，Lac-HPAM-3亲和力最大、最稳定的主

要原因是由于形成铵盐； TYR133通过形成氢键以稳定 Lac-HPAM复合物，而 ARG487一直通过形成

疏水以稳定所有复合物.
（3）通过 ALA扫描得到，TYR118、TYR133、ARG487和 LYS135是 Lac降解 HPAM-3的关键残基.

通过虚拟饱和突变进一步确定，LYS135和 ARG487分别通过形成盐桥和疏水最大程度地影响酶同底

物的亲和力.
（4）通过 MD模拟计算分析发现，Lac与 HPAM-3在 298 K时总相互作用能、酶骨架 RMSD和酶所

有残基 RMSF都最小，因此该温度下酶与底物的结合稳定性最佳；在 298 K和 303 K时复合物构象变

化不明显，仅底物取向略有改变，说明酶与底物的结合在 298 K和 303 K下均是稳定的；308 K时

Lac的骨架 RMSD最大，导致底物偏离原先对接位置，说明在该温度时酶与底物的结合稳定性是最

差的.
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