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摘要:蛋白- 蛋白界面与其余蛋白表面有明显的差别。本文对近年来国内外有关蛋白- 蛋白界面几何学、物理学、化学、进

化保守性等方面特征的研究概况及应用这些特征对单体中预测界面方法的研究进展于以综述。
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  蛋白质的功能, 往往是通过和其它蛋白的作用而体现出

来。据估计, 自然界中每一个蛋白平均和 5 个蛋白相互作

用[1]。蛋白质在与其它蛋白发生作用时, 主要是通过界面进

行的。非界面部分只是起骨架作用, 以稳定界面的构象。由

于蛋白- 蛋白相互作用界面与生物功能的重要关系, 研究蛋

白- 蛋白界面的特性, 在单体蛋白中预测有生物功能的界面

就显得极为重要。实际上, 蛋白- 蛋白相互作用跟蛋白分子

的形状、化学组成的互补性、弹性等有很大关系。迄今为止,

已经有大量的关于蛋白- 蛋白界面的几何学方面、物理学方

面、化学方面、进化保守性和残基能量的理论研究, 成果主要

包括以下这些方面:

1  几何学特性:

1. 1 界面的面积:

蛋白- 蛋白作用界面的大小一般是用溶剂可及面积的减

少量,即形成复合物的两个单体与复合物溶剂可及面积之差,

来定义的。计算溶剂可及面积的程序常用的有基于 Lee &

Richards 算法的 NACCESS 程序[2]和 SurfRace 程序[ 3]等。蛋白

- 蛋白相互作用界面大小的平均值会因为作用类型不同或选

用蛋白数据库不同而不同。Argos 等人的研究[ 4]发现, 二聚物

的相互作用界面平均是整个分子溶剂可及面积的 12% ; 三聚

物为17. 4% ; 四聚物为 20. 9%。这些只是平均值, 在不同的情

况下可能有很大的变化。例如, 在超氧化物歧化酶二聚物中

相互作用的界面为670A
.

2,约为总溶剂可及面积的 9% ; 在过氧

化氢酶三聚物中界面大小为 10570 A
.

2, 约为总溶剂可及面积

的40% [5]。Jones & Thornton 的研究[6]表明, 对于同源二聚物

( Homodimer) , 即组成复合物的两个蛋白是相同的, 溶剂可及面

积大致和分子的重量线形相关。对蛋白质数据库的全面分析

表明,同源二聚物的界面大小范围约为 370~ 4750 A
.

2,异源二

聚物的界面大小范围约为 640~ 3230 A
.
2[ 7]。大多数情况下,蛋

白- 蛋白界面的面积大于 1200 A
.

2。

1. 2  平面度:

界面的平面度通常是指界面原子和其最接近平面的偏离

程度,偏离程度用这些原子同最接近平面距离的均方根来表

示。与其它暴露表面相比大部分的蛋白- 蛋白作用界面要更

平坦一点,在同源二聚物中尤其明显, 在部分异源复合物也是

这样,如抗原- 抗体复合物[ 8, 9]。当然, 例外也是存在的, 在某

些单体不能稳定存在的复合物( Obligate complex)中, 如 C干扰

素同源二聚物的界面, 由于亚单位存在环绕, 界面完全不平

坦。

1. 3  形状:

大部分的蛋白- 蛋白作用界面是圆形或近似圆形的。

Jones & Thornton [ 9]用圆形的补缀( patch)作为理论界面与生物

学界面比较,在所用数据库的同源二聚体蛋白中, 理论界面与

生物学界面的残基重叠程度从 54%到 87%不等。

1. 4  对称性:

几乎所有同源多聚物的界面对称性都很高。解释这些对

称性产生原因的假说有不少: /限制性组装0假说认为,亚单位

形状和相互作用可以对组合方式起挑选作用, 把不利于对称

的组合方式排除掉[ 10] ; Blundell & Srinivasan [ 11]认为高度对称的

组合方式比不对称的方式在能量上更稳定; Wolynes 推测[ 12] ,

从蛋白折叠的前景来看, 对称蛋白的动力学障碍更低。

1. 5  互补性:

几何互补描述的是界面的两个表面间物理学上的合适程

度。测量界面间几何互补程度的方法有很多, 现在常用到的

方法有:形状相关指数指标( shape correlation index) [ 13] , 间隙指
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标( gap index) [ 6]和堆积密度( packing density) [ 14]。Lo Conet 等人

综合上述三种方法做了研究[ 15] , 发现形状互补程度在低聚物

和酶- 抑制剂复合物界面中要稍微高于抗原- 抗体复合物界

面,界面中心的堆积密度要高于界面边缘的堆积密度。

2  理化特性:

2. 1 疏水组分分布:

疏水相互作用被认为是稳定蛋白- 蛋白相互作用的驱动

力[16]。然而疏水相互作用又被认为对蛋白间相互作用的只有

很小的影响[17]。在那些只能临时存在的复合物( transient com-

plexes)中, 相互作用表面和非相互作用界面上疏水性质只有微

小的差别[15] ; 然而, 在单体不能稳定存在的永久性复合物( ob-

ligate complexes)中, 蛋白- 蛋白作用界面有明显更疏水的趋

势[18- 20]。同时, 疏水组分/散在分布0的趋势比集中成大块的
趋势更明显[21]。对于临时存在的复合物, 界面倾向于和单体

表面最大的疏水块重叠。

界面氨基酸组成的倾向性和疏水组分分布紧密相关, 但

又不完全相同。在蛋白- 蛋白相互作用界面上的氨基酸残基

在蛋白的内部和暴露表面也都有发现,与暴露表面相比, 相互

作用界面富含芳香族氨基酸, 如 His、Tyr、Phe、T rp; 脂肪族氨基

酸Leu、Ile、Val、Met 的含量也很丰富; 带电荷的氨基酸 Asp、

Glu、Lys 的含量极少。含量相对较丰富的带电荷的氨基酸是

Arg ,氨基酸组成在不同种类的相互作用界面也有很大的区别。

在酶和抑制物的复合物中富含 Cys; 抗原- 抗体复合物的界面

富含Tyr。但是,普遍富含 Arg和缺乏 Lys [15]。

2. 2 静电相互作用和氢键:

单体可以稳定存在的复合物的相互作用界面通常有较强

的极性。极性组分可以使相互作用具有很强的特异性: 潜在

的配体必须在阴阳极和作用方向上与受体完全匹配才能结

合。这种特异性的优点在于, 可以使存在于细胞浆中的亚单

位顺利的相互识别。然而,由于脱溶剂作用, 极性组分也会阻

碍复合物的形成。蛋白- 蛋白相互作用需要把极性组分从水

中包埋起来,以达到热力学平衡, 而极性组分的脱溶剂作用对

包埋是不利的[17, 22]。

氢键在单体可以稳定存在的复合物中比在单体不能稳定

存在的复合物(或称永久性复合物)中更普遍。盐桥也有类似

的现象。在 Jones & Thornton 研究的数据库中, 盐桥只在约半

数的同源二聚物(绝大多数是永久性复合物)中出现
[ 6]
。不同

种类的蛋白的相互作用界面的氢键出现频率差异很大: 在单

体不能稳定存在的同源二聚物中, 平均每 100 A
.
2 氢键出现的

频率为 0. 88;单体能稳定存在的复合物中频率为 1. 4; 抗原-

抗体复合物中频率为 1. 1
[5]
。这些平均值实际上并没有体现

个体间的显著区别:根据 Lo Conte等的研究[ 15] , 在单体可以稳

定存在的复合物界面中,氢键的数目从 3 到 50不等, 个体之间

的差异极大。

3  进化保守性:

长链蛋白质分子经过了长时间的进化。由于长时间的突

变、重组、遗传漂变、选择压等, 造成蛋白质氨基酸具有多样性

的特征。根据中性漂变学说
[23]

, 蛋白质分子产生的功能性突

变(位于界面) ,绝大多数下都是有害的, 在选择中被淘汰掉。

保留下来的是在选择上呈中性的突变(位于其它表面) [ 23]。因

此,蛋白质界面残基, 特别是那些对结合能有重大贡献的残

基,应该比其它表面残基更为保守[ 24]。但是界面残基比起非

界面残基,只是稍微有点保守[25]。很多情况下, 界面残基比起

其它残基更为保守, 仅仅是因为界面刚好也是极其保守的酶

活性中心[ 26]。

界面残基较低的保守性,可能起源于蛋白- 蛋白作用本

身并不保守。相对于蛋白质折叠类型( fold) , 蛋白- 蛋白作用

种类更为繁多。即使属于同一种折叠类型, 不同家族( family )

的蛋白质,可能拥有完全不同的作用位点和配体蛋白 ( partner

protein)。如果用已知的所有氨基酸序列来计算保守性, 这些

位点就不是保守的了。为了克服这个缺点, Lichtarge 等[ 27]发

展了一种能够更好的描述残基保守性的方法, 称之谓 / Evolu-

tionary Tracing ( ET )0。只有属于同一种家族的蛋白序列才用
来计算残基的保守性。这个方法成功的前提是, 能得到同一

家族的蛋白序列。但是,目前为同源序列建立进化树的方法,

还不够准确。因此, ET方法的用途也是受限制的。另外,我们

在应用 ET 计算的过程中也发现, 具有相同蛋白- 蛋白作用类

型的同一家族蛋白质, 在序列上往往极其相似。也就是说, 其

它表面残基还没有经历中性漂变的积累。在这种情况下, 即

使 ET 方法也是无能为力的。

4  残基能量
组成蛋白质的氨基酸残基可以分成两类: 一是纯粹结构

上需要,二是和功能有关。纯粹结构上需要的残基, 采取能量

较低的状态,这样天然构象才能稳定。与功能有关的残基, 受

到功能上的限制, 有时必须采取能量较高的状态。Hertzberg

andMoult 发现, 采用罕见骨架构象的残基, 往往位于功能

区[ 28]。Elcock 指出静电能较高的残基往往是功能残基[ 29]。另

外,蛋白- 蛋白界面还富含反常暴露的残基和采取反常二级

结构的残基[ 30]。实际上,蛋白- 蛋白作用主要发生在界面区。

如果界面残基在单体状态下能量较高, 形成复合物时,体系能

量可以大幅度下降, 从而稳定复合物结构。我们用经验能量

函数[ 31] , 分析蛋白质界面残基的能量, 并与其它表面残基的能

量比较,发现蛋白质界面残基的能量, 确实比其他表面残基

高[ 32]。蛋白表面能量最高的残基, 很可能就是对结合起关键

作用的残基。最近, David Baker 研究小组, 用他们原来用于蛋

白设计的能量函数, 分析蛋白质功能区的残基。他们发现功

能残基,往往不是结构上最稳定的残基
[33]
。也就是说, 功能残

基突变成其他残基有可能使蛋白质的结构更为稳定。

5  蛋白- 蛋白相互作用界面的预测

在单个蛋白上,特别是非结合单体( unbound monomer)。预

测蛋白- 蛋白的结合位点具有重要的实际意义。目前, 蛋白

质的结构主要是通过晶体衍射得到的。由于技术上的原因,

单体能稳定存在的临时性复合物的晶体很难得到。迄今为

止,蛋白质结构数据库 ( PDB)中仅有一百个左右代表性的结

构。这极大限制了蛋白- 蛋白作用的研究。如果能在非结合

单体结构表面预测蛋白质的结合位点, 会对实验工作起到很

大的促进作用。前文论述的蛋白- 蛋白界面特征是界面预测

的基础。但是无论哪一个特征都不足以预测所有类型的界

面。常用的是用线性方法把这些特征组合起来[ 34。35] , 或者通

过训练人工智能(比如神经网络) 综合利用这些特征[36- 38]。

由于临时性复合物晶体结构数量有限, 只能用永久性的复合

物来训练人工智能, 再用临时性复合物检验。一般地说, 永久

性复合物的单体界面特征更为明显, 预测精度也更高。由于

各种方法对成功预测的定义不同, 再加上有些方法[ 35,37]强调
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预测精度( specificity) , 而另一些方法[ 36]覆盖率( recoverage )较

高。客观评价这些方法比较困难, 但它们都明显优于随机预

测。比如说 Bordner等人的方法[36] , 对 43 个临时的异源复合

物的预测精度,覆盖率, 和随机预测精度分别是 26% , 57% , 和

12%。

我们研究已经证实, 蛋白质界面残基较其余表面残基能

量高[ 32]。另一方面, 界面残基较其余表面残基更为保守。根

据进化规律,能量高的残基应该更容易被突变,除非是受到功

能上的限制。这样,具有较高能量而且又保守的残基, 很可能

就是界面残基。基于这个思想,我们把界面残基能量, 保守性

分数,和残基的界面倾向性分数线性组合起来, 用来预测Neu-

virth等人收集的 57 个临时性复合物的非结合单体[ 35]。与他

们的结果相比, 我们的方法具有类似的精度, 和更高的覆盖

率。和 Neuvirth一样, 我们假设每一个蛋白只有一个界面。但

在实际应用过程中, 我们发现许多蛋白都有超过一个的结合

位点,这导致预测精度大大降低。今后,这个领域的一个研究

方向就是要确定蛋白质结合位点的数目并预测出多个结合位

点。
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