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!"#!冠状病毒主要蛋白酶结构模建及活性部位

运动性分析
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［摘 要］!"#!冠状病毒()*蛋白酶是病毒复制过程中的关键酶，有可能成为针对抗!"#!药物研制的重要靶

标。利用同源模建的方法建立了!"#!冠状病毒()*蛋白酶的结构模型，对于二聚体中蛋白质分子间相互作用分

析表明该蛋白在溶液中有可能形成二聚体。利用分子动力学与多正则系综采样相结合的方法对于!"#!冠状病

毒()*蛋白酶活性部位的两个环区进行了构象模拟，找到了两种代表性构象，预示着!"#!冠状病毒()*蛋白酶

在催化过程中有可能伴随着构象变化。
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自从发现变种的冠状病毒是导致严重急性呼吸

道综合征（!"#!）的主要元凶以来［$，W］，目前已测定

了$&个不同来源!"#!病毒的全基因组序列［(LX］。

对于这些基因组序列的比较分析发现!"#!病毒基

因组有一定变异，但变异速度不快。冠状病毒的主

要蛋白酶或称()*蛋白酶是病毒复制中的关键蛋

白，其主要功能是水解病毒所表达的两个多聚蛋白

质［’］。序列分析表明()*蛋白酶在已测定的!"#!
基因组中是完全保守的，有可能是药物设计的关键

靶标之一。我们对于!"#!冠状病毒()*蛋白酶

的空间结构进行了同源模建，分析了其底物结合部

位，研究了结合部位采取多种构象的可能性，并对于

可能的二聚体界面进行了分析。

A ,-.,冠状病毒BCD蛋白酶序列分析

蛋白质同源模建方法是进行蛋白质结构预测较

为可靠的方法，所得到的结构模型可用于蛋白质结

构与功能分析及药物设计等［&］。我们利用O=6IDK程

序［Y］针对!"#!冠状病毒的基因组序列对于蛋白质

晶体结构数据库3VO［$%］中全部蛋白质结构所对映

的蛋白质序列数据进行了搜索，发现!"#!冠状病

毒()*蛋白酶与猪传染性肠胃炎病毒（NZ4[）()*
蛋白酶有显著的同源性，与3VO中其它蛋白只有较

短片段的同源性。利用)=CID6=@程序［$$］对于所有

冠状病毒的()*蛋白酶进行多重序列比对，见图$。

NZ4[与!"#!冠 状 病 毒()*蛋 白 酶 的 氨 基 酸 序
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列同源性为!"#，序列相似性为$%#，只在一个表

面环区上有单点插入。由于"&’蛋白酶是半胱氨

酸蛋白水解酶，活性部位的氨基酸较为保守。参照

()*+"&’蛋 白 酶 等 的 活 性 部 位［%］，可 以 推 测

,-.,冠状病毒"&’蛋白酶参与催化反应的残基为

&/01!$，230!1。

图! %种冠状病毒"&’蛋白酶的序列比对。其中相同的残基以!表示，相似的残基以：及4表示

"#$%&’! ,5675895:;3<8=58>?@"&A;3B5CD?>538:05@D?=05E589?D?8:E3D704!D5CD5058>09?805DE5FD503F750，：:8F4D5CD5058>03=3;:DD503F750

( )*+)冠状病毒,-.蛋白酶同源结构模建及二

聚体分析

我们以猪传染性肠胃炎病毒"&’蛋白酶的晶

体结构（GHI代码1’+J）中的-链为模板［%］，利用

K?F5;;5D程序［L，1M］进行了,-.,冠状病毒"&’蛋白

酶同源模建，选择所给出的最优结构进行能量极小

化（图M）。利用GD?9N59B程序［1"］检查所得到结构
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模型的合理性，发现!!"#$的残基主链二面角都在

允许区域内。%&’()*+蛋白酶的单体结构由)
个结构域构成，其中第,、-个结构域紧密堆积成糜

胰蛋白酶折叠类型，第)个结构域由.个!螺旋构

成，较为独立。由于%&’()*+蛋白酶在晶体结构

以二聚体形式存在，且二聚体界面部份的氨基酸序

列在 冠 状 病 毒)*+蛋 白 酶 中 具 有 保 守 性，因 此

/01/冠状病毒的)*+蛋白酶也有可能以二聚体形

式存在。参照%&’()*+蛋白酶二聚体的结构，我

们搭建了/01/冠状病毒)*+蛋白酶的二聚体结

构（图)）。二聚体界面所埋藏的面积为,),,2-，

其中疏水面积为!!32-。从对于蛋白质同多聚体

界面的统计分析来看，多数蛋白质同二聚体界面的

埋藏面积在)#42-到565#2-之间，且随分子量的

变化有线性的增长［,.］。对于分子量)万左右的蛋

白质分子，二聚体的埋藏面积在,.332-左右。稳

定的蛋白质聚合体一般有较大的疏水埋藏面积。从

二聚体的埋藏面积及疏水性来看，/01/冠状病毒

的)*+蛋白酶在水溶液中有可能存在二聚体形式，

但其生物活性状态是单体还是二聚体形式还有待进

一步实验验证。在我们完成模型构建后，德国科学

家-33)年.月,)日在/789:79上发表的文章中对

于/01/冠状病毒的)*+蛋白酶进行了同源模建，

给出了其单体的结构模型［,.］。他们对于人冠状病

毒--!’)*+蛋白酶在水溶液中的聚合状态研究表

明该蛋白质在水溶液中以二聚体及单体混和物的状

态存在，其中二聚体的含量大约为#3$。

图! /01/冠状病毒)*+蛋白酶结构模型

"#$%&’! /;<=7;=<9>?@9A?B;C9/01/7?<?:DE8<=F)*+G<?;98:DF9

( )*+)冠状病毒(,-蛋白酶活性部位分析

/01/冠状病毒)*+蛋白酶活性部位的催化残

基为*HF,5.，I8F5,，其附近的"折叠股D及环区J、

JJ、JJJ构成了底物结合部位（图-）。酶与底物或抑

制剂作用时常伴随构象变化。为了研究/01/冠状

病毒)*+蛋白酶的生物活性构象，我们利用分子动

力学与多正则系综采样相结合的方法模拟了环区

J、JJ的可能构象。传统的分子动力学模拟所得的构

象能量分布服从K?A;L>D::分布，跨越能垒的能力

比较弱，因而很难发生大的构象重排，对构象空间

的采 样 能 力 也 比 较 弱。ID:F>D::［,#］，MDNDO8>D，

KD<;9AF［,6］和PD<GA=F等［,4］将多正则方法引入了分

子动力学模拟框架，大大提高了采样效率。多正则

方法的主要思想在于使得模拟最终构象的势能分布

为一定值。起始构象为同源模建结果经过能量极小

化后的构象，模拟中只允许残基5.Q.)（J）和,45Q
,!)（JJ）这两段环区可动，其他部分原子坐标固定。

力场采用隐式溶剂力场0*/［,!］，模拟温度为,333
P。模拟时间步长为,BF，总模拟时间,3:F，每.3
GF输出能力和保存构象。能量采样范围为R,#.33
N7DA·>?AR,#R,6.33N7DA·>?AR,。计 算 使 用

*I01SS（版本-4T,）完成。对于采样所得构象，

我们对势能!R,6.33N7DA·>?AR,且为局部极小的

构象共-!.-3个进行了聚类分析。当设定截断值

为,".2时共得到5大类构象。图5为两个特征的

代表构象。可以看出环区J、JJ有构象开合的现象，

预示着在酶的反应过程中有可能伴随着构象变化。

图( /01/冠状病毒)*+蛋白酶二聚体结构

"#$%&’( %C9@8>9<87F;<=7;=<9?B;C9/01/7?<?:DE8<=F)*+G<?;98:DF9

. 结论

我们利用同源模建方法建立了/01/冠状病毒

)*+蛋白酶的单体及二聚体三维结构模型，二聚体

的研究表明二聚体界面有较大的埋藏面积及疏水

性，因此该蛋白质在水溶液中有可能存在二聚体形

式。针对构成底物结合部位的两个表面环区的多正

则分子动力学模拟表明酶的活性部位附近在反应过

程中有可能发生一定的构象变化。
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图! !"#!冠状病毒$%&蛋白酶环区’、’’的两个代表性构象

"#$%&’! ()*+,-./01/*23*450+.*26*3+780/+.986.+81**-6

.2+78!"#!/*4*209.4:6$%&-4*+8.2068
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北京大学$项!"#!研究项目获国家自然科学基金专项资助

近日接到国家自然科学基金委员会通知，北京大学$项

关于“非典型性肺炎（!"#!）”基础研究的项目申请获得资

助，总经费RT万元。这$个项目的负责人分别是：生命科学

学院的邓宏魁教授，北京大学第一医院的王广发教授和医学

部基础医学院的王月丹。

这次防治“非典型性肺炎”基础研究项目是基金委适应

形势需要、采取超常规方法紧急启动的专项项目，首期拨出

专款DCC万元。从提出立项建议、发出申请指南，到受理申

请、专家评审，最后确定资助项目，总共不到一个月的时间。

基金委希望能利用自身在资助基础科学研究方面较好的条

件和基础，重点资助非典型肺炎有关病原体的生物学特性的

研究，力求尽快在病原的传染途径、病原的变异规律、病原的

致病机理、免疫的预防和免疫的机制等方面获得重大突破，

为防治非典型肺炎工作做出贡献。

北京大学科研人员在这次非典攻坚战中，快速响应、积

极应战。在基金委遴选资助的总共BB个项目中，我校共获

得$项。

（北京大学科学研究部 蔡晖）
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