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Bcl22 蛋白与 Bak 蛋白肽片段复合物的三维结构模建与分析

郑灿辉 ,周有骏 3 ,朱 　驹 ,陈 　军 ,李耀武 ,盛春泉 ,宋云龙 ,蒋庆锋 ,吕加国
(第二军医大学药学院药物化学教研室 ,上海 200433)

[摘要 ] 　目的 :探讨抗肿瘤药物新靶点 Bcl22 蛋白与底物蛋白的相互作用。方法 :以同源模建的方法构建 Bcl22 蛋白与底物

Bak 蛋白的肽片段的复合物的三维结构 ,并对此结构模型的合理性进行验证。比较复合物结构模型中 Bcl22 的活性腔与自由

状态结构的差异 ,分析它与底物肽相互作用的重要位点和残基 ,并计算它与两类抑制剂的分子对接。结果 :构建的 Bcl22 复合

物结构模型合理 ,通过比较发现模建的结构模型中活性腔特别是α3 前后的部位与自由状态有较大的结构变化 ,蛋白活性腔侧

部的一些酸性碱性极性残基及底部的一些疏水残基对于结合底物蛋白并发挥功能非常关键 ,这些结果与生物学残基突变实验

数据得到了较好的相互验证。结论 :本研究构建了合理的 Bcl22 蛋白与底物 Bak 蛋白肽片段的复合物的三维结构。
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[ ABSTRACT] 　Objective :To investigate the interactions between Bcl22 protein , a new target for anticancer agent s , and it s sub2
st rate proteins. Methods : A homologous 3D model of Bcl22 protein fusing with Bak peptide was established and the reliability of

the model was assessed. The active2site cavities of Bcl22 in the complex and in f ree state were compared. The key residues and

the active sites of Bcl22 protein for interaction with the subst rates were identified , and their fusion with 2 representative inhibi2
tors was analyzed. Results : The const ructed complex had a reliable st ructure. Obvious changes were found in the active sites of

Bcl22 protein in the const ructed complex , especially in the regions aroundα3. The acid and basic residues on the side of active

sites and the hydrophobic residues in the bottom of active sites were important for binding with the subst rate proteins , which ac2
corded well with the result s of biological residue mutation experiment s. Conclusion : We have successfully const ructed a reliable

complex model of Bcl22 protein binding with Bak peptide.
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　　Bcl22 蛋白家族对细胞凋亡通路起着重要的调

节作用。许多肿瘤中可见Bcl22 蛋白的过度表达 ,研

究表明包括 Bcl22 在内的抗凋亡亚家族成员的过度

表达阻止了正常的生理凋亡 ,是肿瘤产生及发生耐

药的重要原因之一[1 ] 。

　　近些年研究者对 Bcl22 蛋白家族的作用机制进

行了大量探索 ,发现其抗凋亡亚家族成员 (包括 Bcl2
2 , Bcl2xL蛋白) 是通过与促凋亡亚家族成员 (包括

Bak、Bad 蛋白) 结合来发挥作用的。残基突变实

验[2 ]证明前者表面的疏水凹槽非常重要 ,它通过和

后者的 Bcl22 蛋白家族保守区域 (B H) 3 结合而发生

相互作用。已得到的 Bcl2xL 与 Bak、Bad 的 B H3 肽

段结合的复合物高分辨三维结构 ( PDB 编号分别为

1BXL , 1 G5J ) [3 , 4 ] 进一步证实了这一点。从 Bcl22

蛋白家族发挥作用的分子机制可见 ,干扰 B H3 区域

与过度表达的 Bcl22 的表面疏水凹槽的结合将促进

肿瘤细胞的凋亡是抗肿瘤治疗的新策略。

　　通过同源蛋白 Bcl2xL 的相关结构比较[3～5 ] 可推

测 Bcl22 活性腔在结合底物蛋白或肽时结构发生了

较大的诱导契合 ,其复合物的结构变化甚至比 2 个

蛋白自由状态结构之间的差别还大 (根据结构 Cα原

子的均方根偏差值) 。因此本研究采用其高度同源

蛋白对应复合物结构[ 3 ] 为模板 ,通过模建的方法构

建Bcl22 与底物肽的复合物三维结构模型 ,就其合理

性加以验证 , 详细分析了它与自由状态结构

1 GJ H [6 ]的差异 ,探讨它与底物肽相互作用的重要位
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点和残基 ,并计算它与几类抑制剂[ 7 ]的分子对接。

1 　材料和方法

1. 1 　序列来源和设备 　本研究中同源模建的模板

Bcl2xL和 Bak 的 B H3 肽片段的复合物 NMR 结构

( 1BXL ) 和 Bcl22 自 由 状 态 结 构 1 GJ H 从

Brookheaven Protein Databank ( PDB) 数据库中获

取。Bcl22 和 Bcl2xL 全长序列数据 (编号分别为

P10415 , Q07817) 从 SWISSPRO T 数据库中获取。

所有的计算在 Origin300 服务器上由 SYB YL6. 9

( TRIPOS 公司 ,美国) 、Insight Ⅱ2000 ( Accelry 公

司 ,美国) 、Autodock3. 05 [8 ]软件包完成。

1. 2 　三维结构模型构建

1. 2. 1 　序列联配 　采用 Insight Ⅱ2000 中 Align2D

模块联配 Bcl22 与 Bcl2xL的序列 ,确定序列的一致性

和相似性。计算时设置打分矩阵为 Blosum62 和合

适的插入罚分和空位延伸罚分值 ,并根据已知的经

验知识对联配结果进行手工调整。

1. 2. 2 　建立模型 　根据 1. 2. 1 项下序列联配结果

用 Insight Ⅱ2000 的 Modeler 模块构建蛋白的结构

模型。共运行了 50 次 Modeler 计算 ,在模建过程中

采用中等优化水平 ,并生成全氢。接着用考察三维

结构与氨基酸序列兼容性的 Profile23D 程序对得到

的结构模型进行初步评价打分。

1. 2. 3 　能量优化及合理性评价 　选择初步评价较

好的结构模型在 SYB YL6. 9 中进行能量优化 ,以消

除结构中不合理的碰撞和张力。能量计算相关参数

设置如下 : Amber95 (4. 1) 力场 , Amber 95 _ All 电

荷 ,考虑 1. 2 nm 范围内的非键相互作用 ,介电常数

为 4r (r 为电荷间距离) 。能量优化采用逐步放开的

策略 ,先优化所有的侧链 ,而后是除 Bak 肽片段骨架

以外的所有原子 ,最后是整个蛋白 ,最终优化至能量

梯度收敛于 20. 9 kJ ·mol - 1 ·nm - 1 。优化后的结

构模型用 Profile23D 和 Ramachandran 图来验证其

合理性。

1. 3 　蛋白结构的叠合 　将模建得到的结构模型与

Bcl22 自由状态的核磁结构 (1 GJ H) 以靶点蛋白不包

括 N 端、C 端和环区的所有残基 ( N112D34、V922
G203)的 Cα原子为叠合点进行叠合 ,观察 Bcl22 蛋

白活性腔骨架及关键残基位置的改变。

1. 4 　分子对接 　用 SYB YL6. 9 构建抑制剂分子结

构 ,进行分子力学优化和模拟退火计算 ,选取代表性

低能构象用于下一步的分子对接研究。

　　采用 Autodock3. 05 将 2 个抑制剂对接到 Bcl22

模建结构的活性腔中。受体蛋白的格点盒子的大小

以包括复合物中肽底物为标准 ,用 Autogrid 程序自动

生成打分用的格点文件。运用 Lamarckian 遗传算法 ,

将局部能量搜索与遗传算法相结合 ,以半经验势函数

作为能量打分函数[8 ] ,对小分子构象和位置进行全局

搜索 ,对每个配体进行 50 次独立的对接实验。对配

体的 50 次对接结果进行成簇分析 , 最后依据最低对

接能和成簇分析的情况来选取合理的蛋白抑制剂结

合模式。接着用 SYB YL6. 9 的 Minimize Subset 模块

对抑制剂蛋白对接复合物进行局部优化。

2 　结 　果

2. 1 　序列联配及同源模建结果 　本研究序列联配

结果表明 Bcl2xL 、Bcl22 的全长序列一致性为

40. 1 % ,相似性达到 50. 9 % ,且已知对于生物功能

非常重要的 B H124 区域内的序列一致性更高。说

明通过 1BXL 结构来模建 Bcl22 复合物的结构在理

论上是合理的。

　　模建得到的结构模型示意图如图 1 ,用 Ram2
achandran 图和 Profile23D 对其进行了评价。分析

Ramachandran 图发现主链二面角Φ、ψ落于最佳区

域的残基占 90. 8 % ,落于附加允许区域的占 7. 2 % ,

落于一般允许区域的占 1. 3 % ,而落于不允许区域

的只占 0. 7 % ,说明了蛋白主链结构合理。用 Pro2
file23D 评价的结果显示没有不兼容残基 (所有兼容

分值 > 0) ,总得分为 88. 26 大于预期值 78. 38 ,说明

得到的三维结构与氨基酸序列兼容性非常好。以上

结果均说明得到的蛋白结构模型非常合理。

图 1 　模建的 Bcl22 复合物结构的条带示意图

Fig 1 　Ribbon sketch of modeling Bcl22 complex structure

2. 2 　Bcl22 复合物结构模型及其活性腔的结构特征

2. 2. 1 　Bcl22 复合物三维结构总体特征 　模建得到

的复合物中 Bcl22 的拓扑结构是由 7 个α螺旋通过
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不同长度环区连接而组成 (图 1) 。其中 2 个疏水的

α螺旋 (α5、α6) 构成了蛋白的核心 ,它们两侧分别被

接近平行的两性α螺旋 (α3、α4) 和 (α1、α2) 包围 ,而

以接近垂直方向包绕这 2 个核心α螺旋的是α7、α8。

模建得到的Bcl22 复合物结构中Bak 的B H3 肽片段

形成α螺旋结合于蛋白靠近α2、α3、α4、α5 和α8 的

一侧。

2. 2. 2 　Bcl22 活性腔的重要位点和残基 　如图 2 所

示 ,蛋白表面结合 Bak 的 B H3 肽的活性腔是一个开

口较大 ,内部有 3 个较深口袋 P1、P2、P3 的狭长腔

(体积为 0. 365 nm3 ) 。它是由在空间上互相靠近的

B H1～3 区域与α3、α4 共同构成的。B H1 (136～

155) 包括部分α4、α5 及它们之间的环区 , B H2

(187～202)包括了α7 和α8 ,B H3 (93～107) 包括了

大部分的α2。

　　分析复合物的结构发现 Bak 的 B H3 肽形成的

α螺旋一侧的 4 个疏水性残基 Val74、Leu78 ( P1) 、

Ile81 ( P2) 、Ile85 ( P3) 分别指向活性腔内的疏水口

袋 ,与底部的疏水残基及一些其他残基的疏水部分

发生疏水作用。复合物中 Bcl22 的碱性酸性残基

Arg146 和 Glu136 分别靠近 Bak 肽上呈相反性质的

残基 Asp83 和 Arg76 ,相互以静电作用相结合。另

外位于蛋白活性腔一侧 ,侧链指向活性腔内部的

Tyr202 可以与底物肽的骨架原子形成氢键结合。

图 2 　Bcl22 结合 Bak肽段的活性腔表面示意图

Fig 2 　Surface sketch of active sites of

Bcl22 bound to Bak peptide

2. 2. 3 　模建复合物结构与自由状态结构比较 　如

图 3 所示 ,通过叠合比较模建的结构模型和Bcl22 自

由状态的核磁结构 (1 GJ H) ,发现蛋白活性腔结构变

化最显著的部位位于α3 前后的部位 ( R1092A126) 。

在复合物结构中α3 前后部位的骨架向活性腔外侧

移动 ,而α2 C 端和α3 分别有一定程度的增加和解

开螺旋。这些骨架的变化使得蛋白活性腔的开口变

大 ,能更好地容纳底物肽 ,使它们结合得更充分。另

外α4 与α5 之间转角及α8 靠近 C 末端的部位也有

一定程度的变化。

图 3 　2 个 Bcl22 结构在活性腔部位的 Cα叠合图

Fig 3 　Superimposed Cα sketch of

active sites in 2 Bcl22 structures

The st ructures of f ree Bcl22 (1 GJ H) are colored in light gray. Arrow

indicate t he dominant changing direction of t he complex (f ree Bcl22)

backbone

　　复合物结构中α3 附近的重要残基位置发生了

较大的改变。如α2 C 末端的 Y108 ,它的显著改变

使得蛋白能更好地容纳作用于 P2 的底物肽中的疏

水残基 Ile81 ,这个改变也可能是促使α2 C 末端螺

旋延长的原因。此部位内还有几个参与构成疏水位

点的残基 ( F112、M115、Q118) 也发生了较大的位置

改变。另外位于活性腔侧部的关键残基 E136、R146

和 Y202 的 Cα原子的位置或侧链在蛋白结合底物

后也发生较大的变化。而构成除α3 附近外其他部

位疏水位点的关键疏水残基在复合物结构中变化较

小 ,使得活性腔这些疏水位点的形状变化不大。

2. 3 　抑制剂对接计算结果 　为了证实我们模建的

Bcl22 复合物结构的合理性以及初步研究 Bcl22 与小

分子抑制剂的结合情况 ,我们计算了Bcl22 与两类抑

制剂的分子对接。对接计算得到的结合自由能 CG

的为 - 29. 887 kJ / mol ,比 HA1421 的 - 20. 691 kJ /

mol 低 ,和已知前者亲和力 ( IC50 为 0. 230μmol/ L )

比后者 ( IC50为 9μmol/ L)高的实验结果吻合。

　　由图 4 可见 ,CG的 2 个苯环分别深入蛋白活性

腔 P2、P3 口袋形成疏水作用 ,结构中的多个酚羟基

分别与 Arg146、Glu136、Asp111 的侧链形成氢键。

另外 CG的没食子酸部分的苯环与 Tyr202 侧链接

近平行 ,它们之间有一定的苯环堆积作用 ,这一作用

在设计新的抑制剂时值得考虑。而 HA1421 的骨架
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环和疏水侧链占据了活性腔的 P1 口袋形成疏水作

用 ,结构中的氨基与 Glu136 的侧链形成了氢键 ,而

略带负电性的氯原子靠近带正电的 Arg146。由于

活性腔较大 ,2 个抑制剂都仅占据了活性腔的部分

区域 ,设计与活性腔有更充分结合的较长抑制剂将

具有更高的亲和力。如已知实际结合模式的 N2酰
基磺酰胺类抑制剂[9 ] 跨越了活性腔的的 P123 疏水

口袋形成疏水氢键等多个作用 ,就具有很高的亲和

力。蛋白与这几类抑制剂结合的残基和位点大部分

都包括 2. 2. 2 的重要位点和残基中 ,同时也进一步

说明 Bcl22 复合物模建结构合理。

图 4 　CG, HA1421 与 Bcl22 的对接结合模式

Fig 4 　Binding mode of CGand HA1421 to Bcl22

The residues shown are key residues surrounding t he ligands. The

hydrogen bonds are indicated wit h dotted lines. The protein st ructure

is f rom CG2Bcl22 complex

3 　讨 　论

　　本研究通过同源模建的方法构建了 Bcl22 蛋白

与底物 Bak 蛋白的肽片段的复合物的三维结构。构

建蛋白和肽片段复合物的方法可以是先模建蛋白部

分 ,然后将肽片段对接到蛋白相应部位 ,最终用能量

优化的方法来构建较合理的结构。而本研究中由于

模板中具有肽片段的对应结构 ,因此直接将底物肽

片段部分一起模建 ,这样更有利于复合物模型中两

部分接触面上的残基符合空间约束条件以及具有合

理的立体化学几何。本研究还对对接后的模型进行

了局部能量优化 ,这在一定程度上模拟了抑制剂对

蛋白的诱导效应 ,使得抑制剂的结合模式更加合理。

　　验证结果表明所构建的 Bcl22 复合物结构模型

合理 ,通过分析模建的结构模型得到蛋白与底物蛋

白结合后在活性腔特别是α3 前后的部位发生了较

大的结构改变 ,蛋白活性腔侧部的一些酸性碱性极

性残基及底部的一些疏水残基对于结合底物蛋白发

挥功能非常关键。通过测试 Bak B H3 肽的 Ala 突

变体分别与 Bcl22 和 Bcl2xL的亲和力 ,证实底物肽形

成的疏水作用和两个静电作用对于结合的确很重

要[ 3 , 10 ] 。残基突变实验[2 , 3 ] 和特征序列 N W GR 在

Bcl22 蛋白家族中高度保守[11 ] 也进一步验证了活性

腔 R146 的重要性。

　　这些结果与生物学残基突变实验数据得到了较

好的相互验证。本研究还计算了几类抑制剂的分子

对接 ,进一步证实了模建的Bcl22 复合物结构的合理

性 ,也初步了解了它们与Bcl22 的结合模式。这对于

我们深入理解生理情况下 Bcl22 蛋白与底物蛋白相

互作用的分子机制 ,及指导设计竞争性抑制该相互

作用的小分子抑制剂具有较大意义。
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