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喹啉加氧酶中氧气扩散的通道分析

周　 超， 石　 婷， 赵一雷， 王晓雷
（上海交通大学生命科学技术学院， 微生物代谢国家重点实验室， 上海 ２００２４０）

摘要　 通过生物信息学分析、 量化计算优化、 ＣＡＶＥＲ 和 ＭＤｐｏｃｋｅｔ 预测、 随机加速分子动力学及伞状抽样动

力学模拟等方法， 对喹啉加氧酶（ＨＯＤ）中的氧气扩散途径进行了计算预测． 结果表明， 氧气在 ＨＯＤ 中的反

应位点包埋在蛋白内部， 而 ＨＯＤ 中有数条可能的通道供氧气进出， 其中长度最短的通道具有最高的优先

度， 不仅在随机加速动力学模拟中具有最高的氧气逸出概率， 而且伞状抽样方法计算得到的自由能也最低．
此通道的内端位于底物 Ｒｅ 面的氧气结合位点， 较好地解释了 ＨＯＤ 的相关实验数据．
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微生物参与的生物降解是环境中污染物自然分解的重要组成部分， 而很多有机污染物在微生物中

的代谢都需要氧气的参与． 喹啉类化合物被广泛应用于医药、 橡胶及染料等， 具有易挥发、 易溶于水及

不易降解的特性， 在土壤和水源中广泛分布［１，２］， 并且喹啉类化合物及其衍生物大多为致癌物或致畸

物［３，４］ ． ２０ 世纪 ９０ 年代， 人们发现了几种可以专一代谢喹啉类化合物的微生物， 而喹啉加氧酶

（１⁃Ｈ⁃３⁃Ｈｙｄｒｏｘｙ⁃４⁃ｏｘｏｑｕｉｎｄｌｄｉｎｅ ２，４⁃ｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅｓ， ＨＯＤ）在降解喹啉类化合物的代谢途径中发挥了关键

的氧化裂解开环的作用， 而且实验发现 ＨＯＤ 对天然底物外的其它喹啉类似物也有一定的催化能

力［５，６］ ． 因此 ＨＯＤ 在污染物处理方面具有潜在的应用前景．

Ｓｃｈｅｍｅ １　 Ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｃａｔａｌｙｚｅｄ ｂｙ ＨＯＤ ａｎｄ ｉｔｓ ａｎａｌｏｇｕｅ ｅｎｚｙｍｅｓ， ＱＤＯ ａｎｄ ＱＤ（Ａ） ａｎｄ
ｃａｔａｌｙｔｉｃ ｃｙｃｌｅ ｏｆ ＨＯＤ（Ｂ）

ＨＯＤ 虽然发挥着双加氧酶的功能， 但是却属于 α ／ β 水解酶折叠超家族， 其依赖由 Ｈｉｓ２５１ 和

Ａｓｐ１２６ 所构成的催化二联体来帮助完成催化［７～９］ ． ＨＯＤ 的一个特殊之处是能够不需要辅因子的参与就

可以活化氧气完成氧化反应， 是一种非辅酶依赖性加氧酶， 目前已经发现了 ９ 种此类酶［１０，１１］ ［Ｓｃｈｅｍｅ
１（Ａ）］． 此外， 研究发现 ＨＯＤ 遵循有序反应的催化机制， 如 Ｓｃｈｅｍｅ １（Ｂ）所示， 底物 Ｓ（１⁃Ｈ⁃３⁃Ｈｙｄｒｏｘｙ⁃
４⁃ｏｘｏｑｕｉｎａｌｄｉｎｅ， ＱＮＤ）首先与酶（Ｅ）形成复合物， 然后再与氧气结合， 最终产生三元复合物， 随后 ＣＯ
和产物 Ｐ（Ｎ⁃乙酰基邻氨基苯甲酸）相继被释放出来［１２］ ． 通常， 氧气以自由扩散的方式进入酶蛋白， 但

一些研究发现氧气会沿着特定通道进入酶的活性中心［１３］， 并且这些通道可以在时空上对氧气的运动

进行调节［１４～１７］， 这也为解释一些加氧酶的催化反应具有区域和立体异构选择性提供了新的视角［１８，１９］ ．
由于氧气的扩散需要一些柔性的疏水氨基酸所构成的网络来介导［１５，１８，２０］， 而这样的通道在静态晶体结

构中常观察不到， 因此在实验上会利用与氧气具有相似结合特性的氙气或其它离子来替代氧气进行结



Ｆｉｇ．１　 Ｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｌ－ ｉｎ ｔｈｅ ｃｒｙｓｔａｌ
ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＨＯＤ

Ｃｌ－ ｉｓ ｂｕｒｉｅｄ ｄｅｅｐｅｒ ｉｎｓｉｄｅ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｅ ｐｏｃｋｅｔ， ｂｅｎｅａｔｈ ｔｈｅ ｓｕｂ⁃
ｓｔｒａｔｅ ＱＮＤ， ｗｈｉｃｈ ｉｓ ａｌｓｏ ｔｈｅ ｐｕｔａｔｉｖｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ ｏｆ Ｏ２ ． Ｒｅ ｆａｃｅ

ａｎｄ Ｓｉ ｆａｃｅ ｏｆ ＱＮＤ ａｒｅ ｌａｂｅｌｌｅｄ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｃａｒｂｏｎｙｌ ｇｒｏｕｐ．

晶［２１，２２］ ． ＨＯＤ 的晶体也通过氯离子代替氧气获得

了与底物的共晶， 而且结构显示此位点处于催化口

袋的更深处， 包埋在底物分子的下方（图 １）， 这显

示氧气可能不是通过底物通道进入催化口袋的． 通

过氧气潜在的结合位点来推测扩散通道往往不能获

得理想的结果［２３］， 因此通过计算预测氧气通道便

成为了一个比较好的方法， 常用方法包括拉伸分子

动力学［２４］、 伞形取样方法［２５］ 及隐式配体采样［１６，１８］

等． 目前有关 ＨＯＤ 的氧气扩散通道尚无实验和计

算方面的研究．
为了探索 ＨＯＤ 中氧气扩散的过程， 本文通过

量子化学计算确定氧气的结合位点， 然后从软件预

测、 随机加速动力学模拟和伞状抽样分子动力学计

算的角度发现了一些潜在的氧气扩散途径， 并对氧气通过不同通道的优先度进行了计算和比较， 最终

预测得到最为可能的氧气通道． 这为认识 ＨＯＤ 催化反应的立体选择性及反应动力学提供了理论基础，
对于 ＨＯＤ 的酶工程改造与工业应用有一定的理论指导意义．

１　 计算方法

１．１　 序列比对和结构比对

自然界中有多种能够降解喹啉或类似结构化合物的酶， 为了考察它们之间的共性， 选取了催化功

能相近的喹啉加氧酶 ＨＯＤ 和 ＱＤＯ（１⁃Ｈ⁃３⁃Ｈｙｄｒｏｘｙ⁃４⁃ｏｘｏｑｕｉｎｏｌｉｎｅ ２，４⁃ｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅ） 及黄酮醇加氧酶

（Ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ２，３⁃ｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅ， ＱＤ）进行生物信息学分析［Ｓｃｈｅｍｅ １（Ａ）］． ３ 种酶的序列及结构取自 ＲＣＳＢ
ＰＤＢ， 编号分别为 ２ＷＪ４， ３ＩＢＴ 和 １Ｈ１Ｉ， 然后利用 Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ Ｓｔｕｄｉｏ ３􀆰 ５ 软件包中 Ｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌａｒ 模块的

Ａｌｉｇｎ Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ 功能进行序列比对分析， 利用 Ａｌｉｇｎ ａｎｄ Ｓｕｐｅｒｉｍｐｏｓｅ Ｐｒｏｔｅｉｎｓ 功能及 ＰｙＭＯＬ 软件进行

结构比对分析．
１．２　 量子化学计算

目前， ＨＯＤ 晶体中没有包含氧气的结构， 只有用氯离子替代氧气得到大概的位置信息． 因此为了

确定氧气扩散进入 ＨＯＤ 蛋白后最终反应前的结合位点， 依据晶体结构中氯离子的位置信息， 构建了

量子化学计算模型进行计算． 模型的初始结构取自 ＲＣＳＢ ＰＤＢ（ＩＤ： ２ＷＪ４， ２ＷＭ２）， 根据氯离子的位

置， 在其周围的球形空间中平均分布了 ２６ 种不同的氧气构象， 然后分别进行优化． 底物及其周围的残

基 Ｔｒｐ３６， Ｈｉｓ３８， Ｈｉｓ１００， Ｓｅｒ１０１， Ｈｉｓ１０２， Ａｓｐ１２６， Ｔｒｐ１６０， Ｓｅｒ２２０， Ｇｌｎ２２１ 和 Ｈｉｓ２５１ 也一并包含在计

算模型中， 同时为了保持模型结构在优化过程中不会发生异常变动， 每个残基都选取 １～２ 个原子进行

了冻结． 并采用 Ｇａｕｓｓｉａｎ ０９ 程序包［２６］在 Ｍ０６ ／ ６⁃３１Ｇ（ｄ）的水平上进行结构优化．
１．３　 ＣＡＶＥＲ 和 ＭＤｐｏｃｋｅｔ 计算

ＣＡＶＥＲ 被广泛应用于描述和预测一些静态大分子结构中的传输通道， 能够基于格点算法方便快

速地发现从结构内部口袋到表面溶剂的通道． 将 ＨＯＤ 的晶体结构（ＰＤＢ ＩＤ： ２ＷＪ４）去除其中的结晶水

分子后作为 ＣＡＶＥＲ ３􀆰 ０［２７］的初始输入文件， 然后进行相应的氧气通道的计算．
ＭＤｐｏｃｋｅｔ［２８］是用于描述和搜寻静态的蛋白质结构中口袋的软件， 可以对晶体结构及分子动力学

模拟轨迹中所获得的结构进行计算， 并且快速找到许多不同的口袋． 同样， 本文将去除结晶水的 ＨＯＤ
晶体结构（ＰＤＢ ＩＤ： ２ＷＪ４）作为 ＭＤｐｏｃｋｅｔ 的初始输入文件， 并进行口袋的搜寻， 然后利用 ＰＯＶＭＥ
２􀆰 ０［２９］计算不同口袋的体积．
１．４　 随机加速分子动力学模拟

随机加速分子动力学模拟（ＲＡＭＤ）能够极大地缩短配体沿着一定通道进出活性中心的模拟时

间［３０］， 并在许多体系中得到了广泛应用， 如雌激素受体［３１］、 胰岛素体系［３２］及 Ｐ４５０ 体系［３３］等． 随机加
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速分子动力学模拟在模拟过程中会给配体施加一个随机方向的外力， 如果在一定的时间步长内配体运

动的距离未超过设定的阈值， 外力就将改变方向， 否则力的方向则会维持不变， 不断重复这一过程直

至配体离开通道．
在进行 ＲＡＭＤ 计算之前， 先进行了底物 ＱＮＤ、 氧气和 ＨＯＤ 所构成复合物的经典分子动力学模拟．

计算模型基于 ＨＯＤ 的晶体结构（ＰＤＢ ＩＤ： ２ＷＪ４）， 选取该晶体结构中 ４ 条蛋白链中的 １ 条作为研究对

象， 氧气的初始位置则根据量化计算得到的平均结构确定． 带电氨基酸的状态根据 ＰＤＢ２ＰＱＲ 的计算

来进行确认． 蛋白质和底物小分子分别使用 ＡＭＢＥＲ ｆｆ０３􀆰 ｒ１ 力场和 ＧＡＦＦ 力场， 整个体系置于厚度不

低于 １􀆰 ００ ｎｍ 的 ＴＩＰ３Ｐ 八面体水盒子中， 利用 Ａｍｂｅｒ１２ 软件［３４］ 进行分子动力学模拟． 模拟过程包括

１００００ 步能量最小化， ５０ ｐｓ 加热及 ５０ ｐｓ 平衡， 将最后获得的结构作为 ＲＡＭＤ 模拟的初始结构． 在

ＲＡＭＤ 计算中， 通过测试将力常数设为 ３􀆰 ３５ ｋＪ∙ｎｍ－１∙ｇ－１， 距离阈值设为 ０􀆰 ００１ ｎｍ， 时间步长分别设

为 １０， ３０， ５０， 然后在不同的时间步长下分别进行 ２０ 次独立重复的模拟， 共模拟了 ６０ 条轨迹． 随机加

速分子动力学模拟利用 ＮＡＭＤ 软件［３５］完成．
１．５　 伞状抽样动力学模拟

为了进一步比较氧气分子进出通道能量上的差异， 使用了伞状抽样分子动力学计算氧气进出不同

通道自由能的变化， 并使用加权直方图分析方法（ＷＨＡＭ）进行分析比较． 在伞状抽样模拟过程中， 将

整条通道划分为不同的计算窗口， 反应坐标设定为氧气分子的质心与底物 ＱＮＤ 的 Ｃ２ 原子之间的距

离， 模拟的起点反应坐标均设定在 ０􀆰 ３ ｎｍ， 接近氧气发生反应前的位置， 终点则根据通道长度的不同

设定在氧气完全脱离蛋白处， 窗口之间的步长在一般情况下均设定为 ０􀆰 ０３ ｎｍ， 每个窗口的初始结构

依据之前 ＣＡＶＥＲ 预测得到的结果， 将氧气分子沿不同通道的中轴线摆放而得到． 通常， 使用 ４􀆰 １８×１０３

ｋＪ∙ｍｏｌ－１∙ｎｍ－２的力常数将不同窗口中的氧气分子限制在设定的反应坐标， 而在一些能量较高的区域

则采用 ８􀆰 ３７×１０３ ｋＪ∙ｍｏｌ－１∙ｎｍ－２， 并缩短步长至 ０􀆰 ０１ ｎｍ， 以确保在模拟过程中窗口之间有足够重叠．
以不同窗口为初始构象进行伞状抽样模拟， 底物及氧气的力场参数与经典动力学模拟相同， 每一个窗

口的模拟时间均包括 １００００ 步能量最小化、 ５０ ｐｓ 加热、 ５０ ｐｓ 平衡及最后 ２００ ｐｓ 模拟， 并且每 ０􀆰 １ ｐｓ
记录一次数据． 模拟过程中底物及蛋白质各个残基的骨架原子以 ０􀆰 ４１８×１０３ ｋＪ∙ｍｏｌ－１∙ｎｍ－２的力常数

进行了固定， 而残基的侧链则允许自由运动． 模拟使用 Ａｍｂｅｒ１２ 软件共进行了 ３ 个通道共 １９１ 个窗口

的计算， 所得结果均使用 ＷＨＡＭ 程序［３６］计算得到自由能信息．

２　 结果与讨论

２．１　 生物信息学分析

ＨＯＤ 与 ＱＤＯ 分别发现于 ２ 种以喹啉化合物为唯一食物来源的微生物 Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ ｎｉｔｒｏｇｕａｊａｃｏｌｉｃｕｓ
Ｒü６１ａ 和 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｐｕｔｉｄａ ３３ ／ １［８］， 而 ＱＤ 则在 Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｆｌａｖｕｓ， Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ 等多种微生物中有所

分布［３７］ ． 对三者进行序列比对（图 ２）发现， 三者序列的同源性并不高， ＨＯＤ 与 ＱＤＯ 同为不含辅酶的

加氧酶， 其序列相似度为 ５５􀆰 ８％， 序列一致度为 ３６􀆰 ４％； 而与含辅酶的 ＱＤ 的序列相似度为 ２７􀆰 ２％， 序

列一致度则仅有 １１􀆰 ６％． 从图 ２ 也可见， ＱＤＯ 与 ＨＯＤ 的序列更接近一些． 进一步对 ３ 种酶进行结构比

对， 也能够发现 ＨＯＤ 与 ＱＤＯ 的整体结构较为相似， 而 ＱＤ 则有明显不同． 通过以上分析， 可看出 ＨＯＤ
与 ＱＤＯ 同作为喹啉加氧酶在序列及结构上比较相似， 而与非喹啉底物的加氧酶 ＱＤ 相差较多， 因此本

文对 ＨＯＤ 氧气通道的计算对于降解喹啉类底物的酶家族也具有一定意义．
２．２　 确定氧气反应位点

氧气在 ＨＯＤ 中进行扩散可能有多种途径， 但最后的终点都是与喹啉化合物反应前的位置． 由于已

知的晶体结构中只有 ＨＯＤ 和 Ｃｌ－ 的共晶， 为了确定氧气的反应位点， 首先将这一结构（ ＰＤＢ ＩＤ：
２ＷＭ３）与 ＨＯＤ 和 ＱＮＤ 的共晶（ＰＤＢ ＩＤ： ２ＷＪ４）进行叠合， 以确定 Ｃｌ－在 ＱＮＤ 附近的位置， 然后以其坐

标为中心， 共构建 ２６ 个平均分布的氧气结合构象并进行优化． 最终所有构象优化得到 ２ 种不同的氧气

结合位点（图 ３）， 分别为 １４ 种和 １２ 种． ２ 种结合构象在 ＨＯＤ 中比较接近， 其位置与底物 ＱＮＤ 之间的

距离均在 ０􀆰 ３ ｎｍ 左右， 其区别主要在于氧气与周围残基之间的弱氢键作用有所不同． ２ 种结合构象均
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Ｆｉｇ．２　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＨＯＤ， ＱＤＯ ａｎｄ ＱＤ

埋于 ＨＯＤ 活性口袋内部， 位于底物 ＱＮＤ 更深处的位置， 而实验已证实 ＱＮＤ 比氧气要先结合到 ＨＯＤ
中， 因此这就进一步表明氧气的扩散通道可能与 ＱＮＤ 的进入通道是不同的． 虽然在计算过程中固定了

部分残基原子， 但将优化后的结构放回晶体结构中进行比较， 可以发现优化后的结构在保持合理性的

同时也具有应有的柔性． 所得的结果也为后续的分子动力学模拟提供了氧气通道终点的结构信息．

Ｆｉｇ．３　 Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ ｐｒｅ⁃ｒｅａｃｔｉｏｎ ｏｘｙｇｅｎ ｏｒｉｅｎｔａｔｉｏｎｓ（ｒｅｄ ａｎｄ ｐｕｒｐｌｅ） ｉｎ ｔｏｔａｌ ２６ ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｓ（Ａ）
ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ３Ｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｉｎ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｅ ｓｉｔｅ ｏｆ ＨＯＤ（Ｂ）

Ｆｉｇ．４　 ２５ Ｔｕｎｎｅｌｓ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｂｙ ＣＡＶＥＲ（Ａ） ａｎｄ ｔｏｐ ５ ｔｕｎｎｅｌｓ ｉｎ ｒａｎｋ ｓｃｏｒｅ（Ｂ）

２．３　 氧气通道的预测

通过 ＣＡＶＥＲ 计算， 共得到 ＨＯＤ 中可能存在的 ２５ 条氧气通道［图 ４（Ａ）］， 这些通道分布在酶的不

同位置， 并且各个通道的瓶颈半径、 长度、 曲率都存在一定的差异（表 １）． 其中， 通道 １ 的瓶颈半径为

０􀆰 ０９５ ｎｍ， 长度为 １􀆰 ６７４ ｎｍ， 曲率为 １􀆰 ３８， 其优先度打分为 ０􀆰 ４２， 是所有通道中最高的， 因此通道 １
具有较大的可能性为真实的氧气通道． 通道 ２ 的优先度为 ０􀆰 ３０， 通道 ３ 的优先度为 ０􀆰 １８， 通道 ４ 的优
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先度为 ０􀆰 １４， 通道 ５ 的优先度为 ０􀆰 １４， 这几条通道的优先度打分也都比较靠前， 不过其长度都明显比

通道 １ 要长． 几个通道在 ＨＯＤ 蛋白中的分布如图 ４（Ｂ）所示．
Ｔａｂｌｅ １　 ２５ Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｏｘｙｇｅｎ ｔｕｎｎｅｌｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｂｏｔｔｌｅｎｅｃｋ ｒａｄｉｕｓ， ｌｅｎｇｔｈ， ｃｕｒｖａｔｕｒｅ ａｎｄ ｐｒｉｏｒｉｔｙ

ＩＤ
Ｂｏｔｔｌｅｎｅｃｋ
ｒａｄｉｕｓ ／ ｎｍ

Ｌｅｎｇｔｈ ／ ｎｍ Ｃｕｒｖａｔｕｒｅ Ｐｒｉｏｒｉｔｙ ＩＤ
Ｂｏｔｔｌｅｎｅｃｋ
ｒａｄｉｕｓ ／ ｎｍ

Ｌｅｎｇｔｈ ／ ｎｍ Ｃｕｒｖａｔｕｒｅ Ｐｒｉｏｒｉｔｙ

１ ０􀆰 ０９５ １􀆰 ６７４ １􀆰 ３８ ０􀆰 ４２ １４ ０􀆰 ０７４ ３􀆰 ３６５ １􀆰 ３５ ０􀆰 ０７
２ ０􀆰 ０７０ ２􀆰 ２１３ １􀆰 ５２ ０􀆰 ３０ １５ ０􀆰 ０７７ ４􀆰 ５０７ ３􀆰 ２８ ０􀆰 ０６
３ ０􀆰 ０７９ ２􀆰 ６２４ １􀆰 ３４ ０􀆰 １８ １６ ０􀆰 ０６１ ３􀆰 ２９３ ２􀆰 ０９ ０􀆰 ０６
４ ０􀆰 ０７０ ２􀆰 ４１９ １􀆰 ３６ ０􀆰 １４ １７ ０􀆰 ０６７ ３􀆰 ６６４ １􀆰 ５２ ０􀆰 ０５
５ ０􀆰 ０６４ ２􀆰 ７０５ １􀆰 ５６ ０􀆰 １４ １８ ０􀆰 ０６６ ３􀆰 ８５２ ２􀆰 ３２ ０􀆰 ０５
６ ０􀆰 ０６２ ２􀆰 ０５４ １􀆰 ７０ ０􀆰 １３ １９ ０􀆰 ０６３ ３􀆰 ４３７ ２􀆰 ２１ ０􀆰 ０５
７ ０􀆰 ０７７ ３􀆰 ２２１ １􀆰 ４２ ０􀆰 １３ ２０ ０􀆰 ０６４ ３􀆰 ５１７ ２􀆰 ３０ ０􀆰 ０５
８ ０􀆰 ０７４ ２􀆰 ８７５ １􀆰 ４１ ０􀆰 １２ ２１ ０􀆰 ０６４ ４􀆰 １１７ １􀆰 ７３ ０􀆰 ０４
９ ０􀆰 ０７７ ３􀆰 ３８０ ３􀆰 ３４ ０􀆰 １２ ２２ ０􀆰 ０６２ ３􀆰 ５６５ ２􀆰 ２２ ０􀆰 ０４
１０ ０􀆰 ０６４ ２􀆰 ３５３ １􀆰 ３１ ０􀆰 １２ ２３ ０􀆰 ０６４ ３􀆰 ９６２ １􀆰 ５８ ０􀆰 ０４
１１ ０􀆰 ０６４ ２􀆰 ７１２ １􀆰 ３８ ０􀆰 １１ ２４ ０􀆰 ０６１ ４􀆰 ５６４ ２􀆰 ４４ ０􀆰 ０４
１２ ０􀆰 ０６４ ２􀆰 ５２４ １􀆰 ５５ ０􀆰 ０９ ２５ ０􀆰 ０６４ ４􀆰 １３７ １􀆰 ８６ ０􀆰 ０２
１３ ０􀆰 ０６６ ２􀆰 ９７０ １􀆰 ７３ ０􀆰 ０９

　 　 ＭＤｐｏｃｋｅｔ 计算结果显示， ＨＯＤ 共存在 ４ 个口袋， 分别命名为 Ｐｏｃｋｅｔ １， Ｐｏｃｋｅｔ ２， Ｐｏｃｋｅｔ ３ 和

Ｐｏｃｋｅｔ ４［图 ５（Ａ）］， Ｐｏｃｋｅｔ １， Ｐｏｃｋｅｔ ２ 及 Ｐｏｃｋｅｔ ３ 都靠近活性中心， Ｐｏｃｋｅｔ ４ 则距离活性中心较远． 其
中， Ｐｏｃｋｅｔ １ 为 ＨＯＤ 进行催化的活性口袋， 这个口袋的体积最大， 有 ２􀆰 ０５×１０５ ｎｍ３， 其余 ３ 个口袋体

积则相对较小． Ｐｏｃｋｅｔ １ 由多个氨基酸残基组成， 活性中心主要包括了 Ｇｌｙ３５， Ｔｒｐ３６， Ｈｉｓ１００， Ｓｅｒ１０１，
Ｈｉｓ１０２， Ａｓｐ１２６ 和 Ｈｉｓ２５１ 等氨基酸残基［图 ６（Ａ）］， 其中 Ａｓｐ１２６ 和 Ｈｉｓ２５１ 为发挥催化作用的二联体，
活性中心位于口袋深处， 距离 ＨＯＤ 表面较远， 这样可以保持良好的疏水性． Ｐｏｃｋｅｔ ２ 的体积为 １􀆰 ３６×
１０５ ｎｍ３， 由 Ａｓｐ７３， Ｐｈｅ７４， Ｇｌｙ７５， Ｔｙｒ７６， Ｇｌｎ７７， Ｇｌｕ７８， Ａｒｇ１８７， Ａｒｇ１９０， Ｖａｌ１９１， Ａｓｐ１９４ 和 Ａｒｇ１９８
等氨基酸残基构成［图 ６（Ｂ）］， 其中绝大部分氨基酸为亲水氨基酸， 并且该口袋位于 ＨＯＤ 表面， 为亲

水口袋． Ｔｒｐ３６， Ａｒｇ６２， Ｇｌｙ６３， Ｈｉｓ６４， Ｐｒｏ６８， Ｓｅｒ６９， Ｇｌｕ７０， Ｖａｌ７１， Ｐｈｅ７４， Ａｓｐ１７９， Ｔｙｒ１８０， Ｇｌｙ１８１，
Ｔｙｒ１８２， Ａｓｐ１８３， Ｃｙｓ１８４ 及 Ａｒｇ１８７ 等构成了 Ｐｏｃｋｅｔ ３［图 ６（Ｃ）］， 该口袋的体积较小， 只有 ０􀆰 ９０×１０５

ｎｍ３， 主要是因为该口袋开口宽度较小， 并且深度有限． Ｐｏｃｋｅｔ ４ 也位于 ＨＯＤ 表面， 主要由一些亲水氨

基酸组成， 其中包含了 Ａｒｇ２３， Ａｓｐ２４， Ｔｈｒ２５， Ａｓｐ２６， Ｇｌｙ２７， Ａｌａ２９， Ａｒｇ５５， Ｇｌｙ９１， Ｇｌｕ９３ 及 Ｔｈｒ９４
［图 ６（Ｄ）］， 该口袋体积为 １􀆰 ４４×１０５ ｎｍ３ ．

Ｆｉｇ．５　 ４ Ｐｏｃｋｅｔｓ ｉｎ ＨＯＤ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｂｙ ＭＤｐｏｃｋｅｔ（Ａ） ａｎｄ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｏｎａｌ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ
ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｕｎｎｅｌ １ ａｎｄ ｐｏｃｋｅｔ ２（Ｂ）

通过与 ＣＡＶＥＲ 的计算结果比较， 可以发现通道 １ 的末端连接的正是 Ｐｏｃｋｅｔ ２［图 ５（Ｂ）］， Ｐｏｃｋｅｔ １
的体积虽然最大， 并且也是活性口袋， 但是计算结果却发现只有通道 ９ 经过， 且该通道的长度为

３􀆰 ３８０ ｎｍ， 是通道 １ 的 ２ 倍， 曲率为 ３􀆰 ３４， 而通道 １ 的曲率仅为 １􀆰 ３８， 综合优先度也较低， 因此该通

道并不适合氧气经过． 这主要是由于 ＨＯＤ 遵循有序反应的催化机制［１２］， 喹啉底物 ＱＮＤ 首先与酶形成

复合物， 然后再与氧气结合， 而氧气的结合位点处于喹啉底物的 Ｒｅ 面下方由 Ｔｒｐ３６ 和 Ｈｉｓ１０２ 骨架所

形成的氧洞， 并会从该面进攻底物的 Ｃ２ 位点， 如果氧气从 Ｐｏｃｋｅｔ １ 直接进入活性中心后会处于底物
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Ｆｉｇ．６　 Ａｃｔｉｖｅ ｓｉｔｅ ｉｎ ｐｏｃｋｅｔ １（Ａ）， ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ｐｏｃｋｅｔ ２（Ｂ）， ｐｏｃｋｅｔ ３（Ｃ） ａｎｄ ｐｏｃｋｅｔ ４（Ｄ）

的 Ｓｉ 面上方， 那么氧气就需要继续运动至喹啉化合物的 Ｒｅ 面， 这会使氧气不能快速结合至反应位点，
因此氧气从下方的通道直接进入活性中心将会更加有利于反应的发生． 结合 ＣＡＶＥＲ 和 ＭＤｐｏｃｋｅｔ 的计

算结果， 发现通道 １ 的优先度是最高的， 且位于底物的 Ｒｅ 面， 并且经过 Ｐｏｃｋｅｔ ２， 因此可认为氧气有

比较大的概率经过通道 １ 到达活性口袋．
２．４　 随机加速分子动力学模拟

由于 ＣＡＶＥＲ 和 ＭＤｐｏｃｋｅｔ 的计算结果都基于 ＨＯＤ 的晶体结构， 这是静态结果， 因此又进行了动

态的 ＲＡＭＤ 模拟来进一步搜寻和确认可能存在的氧气通道． 将时间步长值设为 １０， ３０， ５０， 然后分别

进行了 ２０ 次独立重复的随机加速分子动力学模拟， 共模拟得到 ６０ 条轨迹． 将模拟结果分别与前面预

测得到的各条通道进行对比， 结果列于表 ２． 当时间步长值设为 １０ 时， ２０ 条轨迹中氧气从通道 １ 经过

的有 ９ 条， 从通道 ８ 经过的有 ５ 条； 当时间步长值设为 ３０ 时， ２０ 条轨迹中氧气从通道 １ 经过的有 ８
条， 从通道 ８ 经过的有 ４ 条； 当时间步长值为 ５０ 时， ２０ 条轨迹中氧气从通道 １ 经过的有 １１ 条， 从通道

８ 经过的有 １ 条． 在共 ６０ 条轨迹中， 氧气从通道 １ 经过的有 ２８ 条， 从通道 ８ 经过的有 １０ 条， 其余通道
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ＲＡＭＤ ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎ

Ｔｕｎｎｅｌ
Ｔｉｍｅ ｓｔｅｐ

１０ ３０ ５０
Ｓｕｍ

１ ９ ８ １１ ２８
２ ２ １ ０ ３
３ １ ２ ０ ３
４ １ １ ０ ２
５ １ ３ ０ ４
８ ５ ４ １ １０

Ｏｔｈｅｒｓ １ １ ８ １０
Ｓｕｍ ２０ ２０ ２０ ６０

则均较少． 根据静态 ＣＡＶＥＲ 和 ＭＤｐｏｃｋｅｔ 的
计算结果分析可得氧气的主要通道为通

道 １， 而动态的随机加速分子动力学模拟结

果则印证了这一结论， 更加确认了通道 １ 是

真实体系下的氧气通道． 通道 ８ 虽然各项参

数并不占优势， 却也有一定的几率让氧气通

过， 因此， 在伞状抽样模拟中也将其列入了

计算范围． 此外， 从 ＲＡＭＤ 计算的结果也可

见， 当底物 ＱＮＤ 存在于反应口袋中时， 氧气

很难从底物通道逸出到蛋白之外， 这也进一步确证了氧气与底物所采用的进出通道是不同的．
２．５　 伞状抽样自由能计算

由于 ＲＡＭＤ 模拟也受到所使用力常数大小的限制， 无法真正模拟实际条件下氧气的自由扩散， 因

此进一步通过伞状抽样的方法对各个通道的自由能进行计算， 以进一步确认 ＨＯＤ 的氧气通道． 选取了

排名靠前的通道 １、 通道 ２ 及 ＲＡＭＤ 计算中也有较高氧气逸出概率的通道 ８ 作为计算对象， 在首次计

算中将抽样的窗口设定为 ０􀆰 ０３ ｎｍ， 谐振力常数设定为 ４􀆰 １８×１０３ ｋＪ∙ｍｏｌ－１∙ｎｍ－２ ． 然后观察所得到的
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反应坐标分布， 在部分能垒较高、 重叠较差的区域进一步将窗口缩减为 ０􀆰 ０１ ｎｍ， 力常数增加为

８􀆰 ３７×１０３ ｋＪ∙ｍｏｌ－１∙ｎｍ－２进行补充计算， 结果如图 ７ 所示． 可见， 各个窗口之间都有较好的重叠， 图

中方框部分即为增加力常数的几个窗口． 其中， 通道 １ 和通道 ２ 的模拟长度均在 １􀆰 ５０ ｎｍ 左右， 而通道

８ 则相对明显长一些， 达到 ２􀆰 ４０ ｎｍ， 所有通道均确保氧气最终位置已经逸出到蛋白之外． 此处反应坐

标的长度为氧气与底物之间的直线距离， 与软件预测的通道长度有所不同．

Ｆｉｇ．７　 Ｓａｍｐｌｉｎｇ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｔｕｎｎｅｌｓ ａｌｏｎｇ ｔｈｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅ
（Ａ） Ｔｕｎｎｅｌ １； （Ｂ） ｔｕｎｎｅｌ ２； （Ｃ） ｔｕｎｎｅｌ ８􀆰

Ｆｉｇ．８　 Ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｍｅａｎ ｆｏｒｃｅ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ｂｙ ＷＨＡＭ ｐｒｏｇｒａｍ

根据伞状抽样得到的各个窗口数据， 利用 ＷＨＡＭ 计算得到了各个通道的自由能曲线（图 ８）． 可以

看出， ３ 条通道在 ０􀆰 ３５ ｎｍ 处均有最小值， 此处即为氧气的反应位点， 这与量化计算优化的结果相吻

合． 因为此处 ３ 条通道中的氧气在结构上是一致的， 为方便对比， 将 ３ 条通道在此处的能量均设定为

零点． 从图 ８ 可以看出， 通道 １ 的能垒位于 １􀆰 ３５ ｎｍ 处， 其能量值为 ２５􀆰 ９ ｋＪ ／ ｍｏｌ， 通道 ２ 的能垒位于

０􀆰 ６５ ｎｍ 处， 其能量值为 ２８􀆰 ５ ｋＪ ／ ｍｏｌ， 通道 ８ 的能垒位于 １􀆰 ３５ ｎｍ 左右， 其能量值为 ２２􀆰 ６ ｋＪ ／ ｍｏｌ， 通

道 ８ 在 １􀆰 ９０ ｎｍ 处还有一个能量为－３􀆰 ３５ ｋＪ ／ ｍｏｌ 的极小点， 因此通道 ８ 的整体能垒为 ２５􀆰 ９ ｋＪ ／ ｍｏｌ． 由

于伞状抽样模拟的方向与氧气扩散进入蛋白的方向是相反的， 因此实际扩散过程的起点应该是氧气在

溶液中溶解的状态， 虽然 ３ 条通道的抽样窗口最终均位于蛋白之外， 但可以看到其能量值有很大的不

同， 其中通道 １ 在蛋白之外窗口的能量明显低于另外 ２ 条通道， 说明氧气在此处有一定的稳定作用．
考虑到利用 ＭＤｐｏｃｋｅｔ 软件预测得到的 Ｐｏｃｋｅｔ ２ 即位于通道 １ 的末端［图 ５（Ａ）］， 这表明此口袋可能具

有结合氧气的作用， 而这将有利于酶蛋白将氧气首先富集于表面， 增加氧气扩散进入反应位点的概率．
虽然无法通过伞状抽样的方法较好地评估氧气在溶液中自由状态的能量， 但考虑到蛋白内部的极性环

境要弱于水溶液的极性， 而氧气倾向于较为疏水的环境， 可以认为氧气在溶液中的能量要稍高于在蛋

白内部的能量零点． 因此， 从自由能的角度来看， 通道 １ 与通道 ８ 的扩散能垒均在 ２５􀆰 ９ ｋＪ ／ ｍｏｌ 左右，
而通道 ２ 的扩散能垒则在 ２８􀆰 ５ ｋＪ ／ ｍｏｌ 左右． 这一结果能够很好地解释 ＲＡＭＤ 的模拟结果， 首先通道 ２
的能垒较高， 因此氧气逸出的概率较低， 其次通道 ８ 的能垒并不是很高， 因此在 ＲＡＭＤ 的模拟中也有

较高的氧气逸出概率， 但由于其长度要远长于前 ２ 条通道， 使氧气在其中的自由扩散受到较大影响．
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从以上结果可以看出， 评估氧气通道要考虑自由能垒及通道长度等多方面因素， 而自由能垒既与通道

的宽窄相关， 也与通道内各个残基与氧气的相互作用有关． 观察通道 １ 在 １􀆰 ３５ ｎｍ 能垒处的残基为

Ｔｙｒ７６， 其造成能垒较高的原因应当主要是空间位阻作用， 酪氨酸的苯环结构所占空间较大， 因此可能

会阻碍氧气的自由扩散， 如果将其突变为体积较小的残基， 则有可能进一步降低氧气进出通道所需的

能量， 从而提高酶蛋白的催化效率．

３　 结　 　 论

通过生物信息学分析、 量化计算、 ＣＡＶＥＲ 和 ＭＤｐｏｃｋｅｔ 预测、 随机加速分子动力学及伞状抽样分

子动力学研究了 ＨＯＤ 的氧气扩散途径． 生物信息学分析结果显示， 喹啉加氧酶在序列和结构上较为相

似； 计算表明 ＨＯＤ 中氧气的结合位点包埋于活性口袋深处； 静态的 ＣＡＶＥＲ 和 ＭＤｐｏｃｋｅｔ 预测出 ＨＯＤ
可能的氧气通道， 其中通道 １ 的打分最高； 动态的分子动力学模拟证明氧气从通道 １ 扩散出去的概率

最高， 其所需的自由能垒最低， 通道长度最短， 而且通道在蛋白表面有一个稳定氧气的口袋． 通道 １ 位

于喹啉底物的 Ｒｅ 面， 氧气的进攻位点也处于 Ｒｅ 面． 计算结果不仅解释了 ＨＯＤ 催化的反应动力学及立

体选择性， 同时也为 ＨＯＤ 的酶工程改造提供了理论指导．
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