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!

血管紧张素转化酶&

&%T

'是一种含锌离子的羧二肽酶!通过肾素
)

血管紧张素系统和激肽释放酶
)

激肽系统进行血压调节"食源血管紧张素转化酶抑制肽&

&%TV$

'可抑制
&%T

的活性对高血压控制有利"以

鲣鱼蛋白分离出的
&%T

抑制肽
;3O);

8

9)$-0

&

;Y$

'为原料!采用荧光光谱法#紫外
)

可见光谱法#圆二色谱

法#等温滴定量热法&

V?%

'以及分子对接技术研究了
;Y$

对
&%T

的抑制机理"荧光光谱结果表明!

;Y$

能

够有效猝灭
&%T

的内源荧光!猝灭机制为静态猝灭!两者结合可形成较稳定的复合物!

&%T

中色氨酸和酪

氨酸残基所处的微环境疏水性减小!导致极性增强"紫外#圆二色谱结果表明!

;Y$

与
&%T

结合会导致

&%T

构象发生改变!

&%T

与
;Y$

结合后二级结构比未结合时松散!为紧密
)

松散
)

稍紧密的变化过程"

V?%

测得
;Y$

与
&%T

结合的焓变&

&

L

'#熵变&

&

<

'#化学计量比&

&

'以及结合常数&

-

,

'等热力学参数!结果表

明两者结合反应是由熵驱动的自发吸热过程!结合力主要为疏水作用!确定
;Y$

与
&%T

相互作用的结合位

点数约为
=

!且随温度升高而增加"

;Y$

与
&%T

的结合常数
-

,

分别为
'K'@=(

*

!

(KI@=(

* 和
BK*@=(

*

!说

明两者亲和力较小"分子对接结果表明!

&%T

活性中心的
L

=

口袋的氨基酸残基
"1/'H=

!

;

8

9B==

与
;Y$

形

成氢键相互作用!

\29*B*

!

\29B=*

与
;Y$

具有疏水作用!

;Y$

主要通过疏水作用与
&%T

结合!氢键稳定

蛋白空间结构"该研究对了解
&%T

抑制肽与
&%T

的作用机制提供了一定的帮助!为开发新的治疗高血压

药物建立一定的理论基础"

关键词
!

血管紧张素转化酶0抑制肽0光谱法0等温滴定量热0分子对接
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B=*F'(<*

'!广西自然科学基金项目&
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年生!广西大学化学化工学院硕士研究生
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通讯作者
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引
!

言
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高血压作为最常见的慢性病!对人类健康产生严重威

胁!已成为全球重要的公共卫生问题$

=

%

"血管紧张素转化酶

活性过高会使血压升高!通过抑制血管紧张素转化酶&

,/

G
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73/92/)

%
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G

3/a
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&%T

'的活性降低血压已证明

是治疗高血压的有效方法之一!

&%T

抑制剂类药物如卡托

普利等具有较好的降压效果!但会引起咳嗽#皮疹等副作

用$

'

%

"近年来!从食源性蛋白中分离出多种
&%T

抑制肽!与

化学合成的降血压药物相比!具有副作用小#吸收好等优

点$

*

%

!可在一定范围内有效改善调节血压"

以往研究多集中在
&%T

抑制肽的提取与鉴定!关于

&%T

与抑制肽在分子水平上相互作用的研究还处于起步阶

段!而两者的作用机制研究是研发新药的基础"

],/

等$

<

%通

过
*N)cL!&

#分子对接和分子动力学研究了
%)

末端为色氨

酸的
&%T

抑制肽
MY`

与
"?`

和
&%T

相互作用!结果表

明
&%T)MY`

复合物比
&%T)"?`

复合物更稳定!因此

MY`

与
&%T

具有更高的亲和力和活性"

;,/

等$

B

%利用光谱

法#等温滴定量热及分子对接模拟研究了
"P)C

与
&%T

的相

互作用机制!发现
"P)C

主要通过氢键作用结合在
&%T

非活

性部位"迄今为止!仍有大量
&%T

抑制肽与
&%T

的作用机

制缺乏研究"

荧光光谱#紫外
)

可见吸收光谱可以分析蛋白质大分子

与小分子作用类型!分析蛋白质构象的改变!是研究分子间

相互作用的重要方法$

C

%

"圆二色谱可以表征蛋白质分子与小

分子结合前后二级结构的改变"等温滴定量热法&

2907Z3-6,1

727-,720/5,10-2637-

8

!

V?%

'可根据焓变与熵变的不同推测结

合驱动力等信息!更加深入了解大分子与小分子结合的作用

机制"分子对接可以有效分析蛋白质大分子与小分子的相互



作用$

F

%

"本工作采用多光谱法#等温滴定量热以及分子对接

研究分析
&%T

与
;Y$

相互作用机理!为
&%T

抑制肽的应

用提供基础数据"

=

!

实验部分

#"#

!

仪器与试剂

试剂+猪肺
&%T

由本实验室自提&

=K'*U

)

6

G

D=

'!用

4

\FK(\T$TL

缓冲溶液&含
(K*601

)

;

D=

:,%1

'配制成
'K(

@=(

DC

601

)

;

D=的储备液!

;Y$

&纯度
'

IHk

!经实验验证

V%

B(

(K*'

"

601

)

;

D=由上海拜尔迪公司合成'!用上述缓冲

液配制成
(K(=601

)

;

D=的储备液"

\T$TL

&上海麦克林公

司'!

:,%1

&四川成都科隆有限公司'"

仪器+

:,/0

等温滴定量热仪&美国
?&

公司'0

UM)

'B(=$%

紫外可见分光光度计&日本岛津公司'0

+bL)<B(

圆

二色谱仪&法国
#2010

G

2

公司'0

LPc])I(((

荧光分光光度计

&北京卓立汉光仪器公司'"

#"!

!

方法

=K'K=

!

荧光及紫外光谱分析

&%T

的浓度为
=K(@=(

DC

601

)

;

D=

!加入不同浓度的

;Y$

!以相应浓度的
;Y$

溶液为参比!设置激发波长为
'H(

/6

!激发与发射狭缝均为
B/6

!在不同温度&

'HH

!

'I*

和

'IHY

'下!扫描反应体系
*((

!

B((/6

的发射光谱!研究

;Y$

对
&%T

的猝灭机制"

以相应浓度的
;Y$

溶液为参比!扫描
'((

!

*B(/6

的

紫外吸收光谱!研究在不同温度&

'HH

!

'I*

和
'IHY

'下!

&%T);Y$

体系光谱变化规律"

=K'K'

!

圆二色谱

&%T

的浓度为
=K(@=(

DC

601

)

;

D=

!用
\T$TL

缓冲液

进行背景测试!用
(K=56

比色皿测定
=I(

!

'C(/6

的
%N

谱"研究
;Y$

对
&%T

二级结构的影响"

=K'K*

!

等温滴定量热

将
'B(

"

;&%T

&

(K<@=(

DC

601

)

;

D=

'溶液注入样品池!

;Y$

&

'KH@=(

D*

601

)

;

D=

'装入注射器!待温度&

'HH

!

'I*

和
'IHY

'稳定后!开始向样品池中连续滴加
'(

滴
;Y$

溶

液!每滴
'KB

"

;

!研究
&%T

与
;Y$

的相互作用"

=K'K<

!

分子对接

使用软件
&O70N05AM2/,

进行分子对接模拟"

;Y$

的

结构使用
%Z36E-,f

生成并优化"

&%T

的晶体结构在
$-0)

732/N,7,#,/A

&

Z77

4

+**

fffK-59QK0-

G

*

4

EQ

'下载"对接运行

后获得具有最低结合能的构象"对接结果及相互作用力分析

使用
$

8

+b;

&

N3;,/0L523/72̂25;;%

!

UL&

'软件!研究

;Y$

与
&%T

结合机制"

'

!

结果与讨论

!"#

!

%L&

对
('E

的荧光猝灭机制研究

&%T

的荧光主要是由色氨酸#酪氨酸以及苯丙氨酸残

基发出!在不同温度下!不同浓度
;Y$

与
&%T

作用的荧光

光谱如图
=

&

,

5

5

'所示"

图
#

!

不同温度下
('E

与
%L&

结合的荧光发射光谱

&

,

'5&

5
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!

'I*

!

'IHY

!

E

&

&%T

'

>=K(@=(
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)

;
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+
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!

):31/.57.;7..<*55*1;5
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.78/912('E
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&

,

'5&

5
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'HH

!

'I*

!

'IHY

!

E

&

&%T

'

>=K(@=(

DC

601

)

;

D=

!!

由图
=

结果可知!随着
;Y$

浓度的增加!

&%T

的荧光

强度不断降低!表明
;Y$

能引起
&%T

的荧光猝灭!荧光猝

灭过程分为静态猝灭与动态猝灭$

H

%

"做不同温度下
M

(

*

M

对

$

N

%的
L73-/)M0163-

曲线$

I

%

&

M

(

+未加猝灭剂0

M

+加猝灭剂

荧光强度'!结果如图
'

"

!!

由表
=

可知!随温度升高猝灭常数
-

9X

减小!且
-

S

均远

大于
'K(@=(

=(

;

)

9

D=

)

601

D=

&

-

S

+猝灭过程速率常数'由

此判断
;Y$

对
&%T

的猝灭机制为静态猝灭"此外!随
;Y$

浓度的增加!

&%T

最大发射峰位置先红移后蓝移!说明

&%T

荧光生色基团所处的微环境发生改变"为进一步研究

;Y$

对
&%T

蛋白空间构象的影响!采用紫外
)

可见吸收光谱

H(='

光谱学与光谱分析
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
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和圆二色谱进行分析"

图
!

!

('E

与
%L&

结合的
D8./;QR1:<./

图

)*

+

"!

!

?=.D8./;QR1:<./

4

:18512('E0*8=%L&

表
#

!

不同温度下
('E

与
%L&

结合的猝灭常数

?9@:.#

!

S

3.;7=*;

+

71;589;8512('E0*8=

%L&986*22./.;88.<

4

./983/.5

D

*

Y

-

LM

*

&

=(

<

;

)

601

D=

'

-

S

*

&

=(

='

;

)

9

D=

)

601

D=

'

,

'

'HH <KC <KC =

'I* 'K= 'K= (KII<H

'IH (KH (KH (KIH<H

!"!

!

%L&

对
('E

结构的影响

'K'K=

!

紫外可见吸收光谱

不同温度下!

&%T

与
;Y$

结合的紫外可见吸收光谱如

图
*

&

,

5

5

'所示"

!!

由图
*

可知!

&%T

的吸收光谱具有两个吸收峰!

''=/6

处的强吸收峰为肽主链的特征峰!

'H(/6

处的弱吸收峰为

芳香族氨基酸的特征峰$

=(

%

"随着
;Y$

浓度的升高!

&%T

的

吸收光谱发生减色效应!

''=/6

吸收峰红移!温度越高移动

越明显!分析认为
;Y$

的
'

5空轨道与
&%T

分子上氨基酸

残基的
'

电子轨道之间发生偶合!导致能级下降$

==

%

!以及芳

香族氨基酸残基所处的微环境发生改变$

='

%

"由此说明
&%T

与
;Y$

结合生成复合物!使
&%T

的构象改变"

'K'K'

!

圆二色谱

不同的二级结构产生的圆二色谱
%N

谱带的位置以及吸

收强弱都是不同的$

=*

%

"为进一步了解
;Y$

对
&%T

蛋白构象

的影响!测量
;Y$

与
&%T

结合的
%N

光谱!结果如图
<

所示"

!!

采用
%N

4

-0

软件对
%N

数据进行分析!

&%T

的二级结构

含量由大到小依次是+无规则卷曲!

(

)

折叠!

(

)

转角!

)

)

螺旋"

其中
)

)

螺旋含量由
=(KHk

降至
(K=k

后上升至
=(K'k

0

(

)

折

叠由
''KIk

升至
*HKHk

后降到
*<KHk

0

(

)

转角由
=*KHk

降

至
IKBk

后升到
==k

0无规则卷曲由
<IK<k

升至
B(KHk

后降

至
<=KBk

"说明当
;Y$

含量较少时!

&%T

的二级结构是由

)

)

螺旋逐渐向
(

)

折叠与无规则卷曲结构转变!说明
&%T

肽

链结构逐渐舒展!结构变得松散0

;Y$

逐渐增加后!肽链结

构又进行了折叠收缩!结构变得紧密!最终
&%T

的空间结

构比未加入
;Y$

时松散!表明
;Y$

能够使
&%T

的二级结

构发生显著变化!原因可能为
;Y$

与
&%T

结合使蛋白质原

有的氢键网络结构发生改变!引起肽链的重排!从而导致空

间构象的改变"

图
H

!

不同温度下
('E

与
%L&

结合的紫外吸收光谱

&

,

'5&

5

'+

'HH

!

'I*

!

'IHY

!

E

&

&%T

'

>=K(@=(

DC

601

)

;

D=

!

E

&

;Y$

'&

(

5

<

'+

(

!

(K'H

!

=K<

!

'KH

!

<K'@=(

D*

601

)

;

D=

)*

+

"H

!

OR9@51/

4

8*1;5

4

.78/912('E0*8=

%L&986*22./.;88.<

4

./983/.5

&

,

'5&

5

'+

'HH

!

'I*

!

'IHY

!

E

&

&%T

'

>=K(@=(

DC

601

)

;

D=

!

E

&

;Y$

'&

(

5

<

'+

(

!

(K'H

!

=K<

!

'KH

!

<K'@=(

D*

601

)

;

D=

!"H

!

%L&

与
('E

的热力学参数及作用力类型

;Y$

与
&%T

作用的等温滴定量热曲线图如图
B

&

,

5

5

'!
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第
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9)$-0

&

;Y$

'抑制机理的研究



采用
:,/0&/,1

8

a3

软件分析得到的热力学参数列于表
'

"

!!

由公式
&

O>

&

LD?

&

<

可知!吉布斯自由能的变化
&

O

包括两个部分!即焓变项&

&

L

'和熵变项&

D?

&

<

'"由表
'

结

果可知!

&

O

2

(

证明反应具有自发性!

&

L

'

(

说明
;Y$

与

&%T

的结合过程是吸热的"

&

<

值大说明有较大的疏水作

用!因此结合力主要表现为疏水作用力"三个温度下!

(

D?

&

<

('(&

L

(

!说明
;Y$

与
&%T

的结合主要以熵驱动

为主!

&

C

4

为较大的负值!说明
;Y$

与
&%T

结合属于非刚

性结合!结合过程中
&%T

表面的疏水基团被亲水基团包埋!

蛋白质产生的空间构象变化使得表面的结合位点不能再和抑

制肽结合"

'HHY

时!

;Y$

与
&%T

的结合位点数为
(K=*=

!

与另外两个温度的结果差异较大是因为温度较低导致
&%T

失活严重!因此与
;Y$

的结合位点数较小"随着温度的升

高!结合位点数逐渐增大!温度升高会使
&%T

的空间构象

发生变化!

&%T

的肽链伸展!使氨基酸残基暴露出来!更有

利于与
;Y$

的结合"

图
>

!

('E

与
%L&

结合的圆二色谱图
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'
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!

图
T

!

不同温度下
%L&

滴定
('E

的热流曲线图
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表
!

!

%L&

与
('E

结合的热力学参数
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'IH =KF'F

BK*@=(

*
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实验结果表明!

;Y$

与
&%T

的结合位点数约为
=

!与

&%T

的抑制剂卡托普利#依那普利等的结合位点数相近!但

;Y$

与
&%T

的结合常数都远小于卡托普利#依那普利等抑

制剂与
&%T

的结合常数$

=<

%

"卡托普利#依那普利等药物的

分子结构中的官能团能够和锌离子结合形成稳定的多面体结

构!这个作用过程对亲和力的影响非常大$

=B

%

"说明
;Y$

是

与活性中心的结合口袋发生作用!没有和锌离子结合"综上

所述!

;Y$

与
&%T

的活性中心结合作用!反应为自发进行

的吸热过程!主要驱动力为熵驱动!结合作用力为疏水作

用力"

!">

!

分子对接

选择
7&%T

作为蛋白质大分子!以锌离子为中心设置结

合口袋中心!调整结合口袋体积!对接盒子范围为&

<(i@

<(i@<(i

'"

;Y$

与
&%T

的对接结果如图
C

&

,

!

Q

'所示!结

图
U

!

%L&

与
('E

的分子对接

&

,

'+

;Y$

与
&%T

的对接模型0

&

Q

'+

;Y$

与
&%T

分子上氨基酸残基的相互作用
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+

"U

!
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构能量为
DFKBA5,1

)

6

D=

"

!!

&%T

主要的活性位点由
*

个口袋组成!

<

=

&

";/'H=

!

;

8

9B==

!

\29*B*

!

\29B=*

'#

<

'

&

"1O*H<

!

&1,*B<

!

?

8

-B'*

'

和
<l

=

&

"1O=C'

'!由图
C

&

Q

'可知!氨基酸残基
?Z-'H'

!

"1O*FC

!

"1/'H=

!

;

8

9B==

与
;Y$

分子形成氢键相互作用!氨

基 酸 残 基
&9

4

<B*

!

$Z3<BF

!

?

8

-B'*

!

\29B=*

!

\29*B*

!

\29*H*

!

M,1*H(

!

&9

4

<=B

!

M,1*FI

!

$Z3B'F

与
;Y$

小分子形

成疏水相互作用!其中
<

=

口袋中的四个氨基酸残基均和

;Y$

分子有作用!氨基酸残基
"1/'H=

!

;

8

9B==

与
;Y$

形成

氢键相互作用!

\29*B*

!

\29B=*

与
;Y$

具有疏水作用!从

结果可以看出
;Y$

与
&%T

的氨基酸残基主要是通过疏水作

用结合!氢键的形成有利于稳定蛋白质的空间构象!与
V?%

的实验结果相符"

*

!

结
!

论

!!

通过多光谱法结合等温滴定量热实验#分子对接等方法

研究
;Y$

与
&%T

相互作用"荧光光谱表明
;Y$

通过静态

猝灭机制有效猝灭
&%T

的内源荧光"紫外可见吸收光谱#

圆二色谱实验表明!在抑制肽
;Y$

的作用下!

&%T

二级结

构比未加入
;Y$

时疏松!

;Y$

对
&%T

的空间构象具有显著

影响"

V?%

实验结果表明!

;Y$

与
&%T

为非刚性结合!是由

熵驱动的自发吸热反应!主要作用力为疏水作用"分子对接

模拟表明
;Y$

通过疏水作用与
&%T

在活性中心
<

=

口袋进

行结合"本研究有助于了解
&%T

与其抑制肽相互作用机理!

为开发新的治疗高血压药物提供基础数据"
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