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  摘要:采用酶促降解实验、分子对接模拟和分子动力学模拟相结合的方法,分别研究了在氯仿和水溶剂体

系中洋葱假单胞菌脂肪酶(PseudomonascepacialipasePC)对含六元环结构的1,4-环己烷二甲醇(CHDM)、1,4
环己烷二甲酸(CHDA)、含醚键结构的一缩二乙二醇(DEG)和二乙醇酸(DGA)单体的聚丁二酸丁二醇酯

(PBS)改性共聚物的降解规律,并对它们进行了比较,阐明了PC脂肪酶与不同底物的结合机制及其降解差异

性。结果表明:PC脂肪酶可有效地催化降解不同结构的PBS基共聚物,氯仿中酶与底物结合自由能的大小顺

序为CMSCM>DGSDG>BDAB>BCAB>BSB,水中二者的结合自由能大小顺序为 CMSCM>DGSDG>
BCAB>BDAB>BSB,其中CM单元的六元环状亚甲基的富集作用使得底物与酶活性位点的对接最为稳定,具
有较大的结合能,且PBS-co-CHDMS降解率最大。受溶剂效应影响,酶与底物在氯仿中的结合更稳定,降解率

远大于在水中的降解率。
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引言

脂肪族聚酯是由二酸和二醇缩聚得到的高分子聚合物,由于具有良好的可生物降解性和生物相容性

在生物材料、药物释放和工程支架以及包装材料等各个方面得到了日益广泛的应用[1~4]。近年来,生物

酶催化降解脂肪族聚酯,其反应条件温和、稳定性好、活性高,并期待实现单体或低聚物的回收与循环利

用,备受各个行业的关注[5,6]。对于各种脂肪酶的性质和催化机理等方面的研究也逐渐增多[7~9]。
脂肪酶虽然在一定条件下其活性位点能够识别脂肪族聚酯分子主链中的酯键,促使其发生水解,进

而进一步降解成低聚物或者单体。但是,不同用途的共聚物分子主链结构的变化,可导致其熔点、结晶

度、分子链柔韧性、亲疏水性等的变化,从而影响脂肪酶对聚酯的识别与降解[10~13]。因此,底物分子主链

的异构效应和溶剂效应等均能影响酶对底物的识别和降解速度。
为了从原子水平上直观地给出可生物降解材料PBS基共聚物在脂肪酶的作用下,其大分子和小分

子的相互作用模式及动力学模拟过程中酶的构象变化,采用酶促降解实验、分子对接和分子动力学模拟

相结合,可对酶与底物的结合作用大小及其催化降解机制等相关信息给出准确的预测[14~17]。本文采用

稳定性好,催化活性高、转化率高和立体选择性好的洋葱假单胞菌脂肪酶(Pseudomonascepacialipase,

PC脂肪酶),通过分子模拟技术研究PC脂肪酶对含有不同主链结构和异构化的PBS基共聚物的降解差

异性及酶与底物的结合机制,同时对比了其在有机相溶剂和水相溶剂中的酶催化降解差异性,阐明其降

解机理和降解规律,为实现降解速度可控和资源回收再利用提供理论指导和基础数据。

1 实验部分

1.1 主要仪器与试剂

按照文献[18]的方法制备聚(丁二酸丁二醇酯)(PBS);在PBS主链中引入六元环结构的1,4-环己烷
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二甲醇(CHDM)、1,4-环己烷二甲酸(CHDA)单元与醚键结构的一缩二乙二醇(DEG)、一缩二乙二酸

(DGA)得到PBS基共聚物分别为PBS-co-CHDMS、PBS-co-BCHDA、PBS-co-DEGS和PBS-co-BDGA,各
组分的摩尔添加比例为0%、5%、10%、15%、20%。

固定化洋葱假单胞菌脂肪酶(PseudomonascepacialipasePC):SIGAMA(900U/g);三氯甲烷(氯仿

CHCl3):色谱纯(HLPC),天津科密欧化学试剂有限 公 司;磷 酸 氢 二 钾(K2HPO4)和 磷 酸 二 氢 钾

(KH2PO4)分析纯,天津市天力化学试剂有限公司;凝胶渗透色谱仪(GPC):P230,大连依利特分析仪器

有限公司;恒温摇床:OS-1002,上海比郎仪器有限公司。

1.2 实验过程

1.2.1 分子对接模拟 采用分子动力学模拟,提取平衡阶段的平均结构作为PC脂肪酶的结构。以二

醇封端(合成比例中醇酸比为1.1∶1)设计五个底物模型,如图1所示,采用YASARA软件进行动力学优

化;通过 MGLTools进行预处理,除去酶结构中原配体和水分子,并对受体蛋白进行加氢、加电荷等;然
后采用Autodock[19]对获取的蛋白结构与设计的底物分子进行分子对接,对接完成后结果在LigPlot[20]

和Chimera进行可视化分析;最后在linux系统上通过Autodock对PC脂肪酶与不同底物分子对接进行

模拟计算,得到了酶与底物的各项结合能。

图1 配体结构简图

(a)BSB,(b)BCAB,(c)CMSCM,(d)DGSDG,(e)BDAB
Figure1 Schematicrepresentationof:(a)BSB,(b)BCAB,(c)CMSCM,(d)DGSDGand(e)BDABrespectively

1.2.2 分子动力学模拟 以YASARAV13.12软件在氯仿和水体系中对PC脂肪酶分别进行了10ns
的分子动力学模拟。使用amber03[21]力场,模拟温度为55℃,pH=7.0。初始结构文件来自RCSB数据

库(PDBID:2NW6[22])。确定模拟体系的温度耦合采用“Berendsenthermostat”法[23],压力耦合采用

“manometer”方法,参照压力为1.0×105Pa。设置标准立方盒包裹模型及其它分子,晶体置于盒子中心。
体系在amber力场下以最陡下降法优化5000步的能量。模拟体系中远程范德华力作用距离取1.4nm,
“cut-off”方法计算球型截断半径。设置周期性边界条件,模拟步长为1fs,每2.5ps输出一个构象,以

YASARA分析模拟结果。

10.14028/j.cnki.1003-3726.2014.12.016

1.2.3 PBS基共聚物酶促降解 取适量的PBS基共聚物分别置于含有PC脂肪酶的氯仿体系(含微量

水的氯仿溶剂)和水相体系(KH2PO4-K2HPO4(pH=7.2±0.01,浓度为0.1mol/L)缓冲液)中,在一定

温度于恒温水浴摇床中进行催化降解,以不加脂肪酶实验为对照组,有机相体系每隔12h取一次样,降解

60h;水相体系每隔24h取一次样,降解96h。降解率(P)的计算公式如下:P=(Mn0-Mn)/Mn0×100%
计算,其中Mn0为共聚物降解前相对分子质量,Mn为降解后的共聚物相对分子质量。

1.2.4 分析测试 采用GPC对PBS基共聚物酶促降解前后的相对分子质量进行测试,计算降解率。
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2 结果与讨论

2.1 PC酶与PBS基共聚物降解的分子对接

酶与底物分子之间的结合能主要包括范德华作用、氢键作用、去溶剂化作用以及静电作用。如表1
所示为底物BSB、BCAB、CMSCM、DGSDG和BDAB与PC脂肪酶在氯仿和水中的分子对接结果,可以

看出底物与酶在氯仿和水相中均能形成复合物,并产生结合自由能,且氯仿中的结合能较水中的结合能

小,一方面说明底物均与活性口袋中的催化残基发生了氢键结合等相互作用,增加底物与PC脂肪酶结

合的稳定性;另一方面,配体在氯仿体系中存在较强的疏水作用,利于酶与底物的结合,产生较小的结合

自由能和范德华作用力,促进酶催化降解。
表1 不同底物在有氯仿和水中的分子对接结果

Table1 DockingresultsofsubstratemoleculesinCHCl3andH2O

PC酶

溶剂
配体

结合能

Ebindinga

(kcal·mol-1)

分子间能

Einter-molb

(kcal·mol-1)

范德华能

Evdwc

(kcal·mol-1)

静电作用能

Eelecd

(kcal·mol-1)

总能量

Etotale

(kcal·mol-1)

扭转自由能

Etorsionalf

(kcal·mol-1)

InCHCl3

BSB -5.75 -10.23 -9.86 -0.36 -1.19 4.47

BCAB -6.14 -10.31 -9.93 -0.38 -0.84 4.18

CMSCM -9.20 -13.08 -12.81 -0.27 -0.95 3.88

DGSDG -6.66 -11.73 -11.49 -0.24 -2.15 5.07

BDAB -6.34 -11.12 -10.92 -0.20 -0.7 4.77

InH2O

BSB -5.13 -9.60 -9.42 -0.18 -0.66 4.47

BCAB -6.19 -10.36 -10.06 -0.30 -0.92 4.18

CMSCM -8.95 -12.83 -12.63 -0.20 -1.00 3.88

DGSDG -6.46 -11.53 -11.35 -0.17 -0.80 5.07

BDAB -6.00 -10.78 -10.58 -0.20 -0.87 4.77

  a.Bindingenergy;b.Intermolecularenergy;c.VanderWaalsenergy;d.Electrostaticinteractions;e.Totalenergyofthecomplex;

f.Torsionalfreeenergy.

  其中,CM 单元在氯仿和水中均能产生较大的结合能,分别为-9.20kcal·mol-1和-8.95kcal·

mol-1,而CA、DE、DA单元与酶的结合能相对较低,但均比BS单元的结合能大,且在氯仿中的结合能较

水中的结合能强,表明溶剂效应对酶与底物的对接产生一定的影响,氯仿中底物处于溶解状态,在氯仿-
水混和溶剂中存在相界面,酶的界面激活效应与底物的疏水效应共同作用使其进入活性口袋,经固定稳

定后与酶发生相互作用,产生较大的结合能。此外,CM 的饱和六元环结构,使得亚甲基在主链上的富

集,导致酯键与活性位点残基对接时发生的疏水作用更强,从而提高催化效果。
通过不同底物模型与酶进行对接,获取各底物与PC脂肪酶的结合能,如图2所示。以含六元环结

构的PCL-BCAB和PCL-CMSCM为例与P脂肪C酶进行对接,图中浅棕色配体为BCAB结构,蓝色配

体为CMSCM结构,在对接过程中,界面激活效应促使PC脂肪酶的活性盖子打开,暴露酶的催化活性中

心,底物进入活性口袋,酶与底物的酯键之间发生相互作用,同时对接过程中配体分子扭转产生结合作用

促进酶的催化降解。

10.14028/j.cnki.1003-3726.2014.12.016

PBS-co-CHDA与PBS-co-CHDMS为六元环结构,DGSDG和BDAB为含醚直链结构,两两之间的

空间结构相似,但环状结构和直链结构的主链异构效应的差异和酶的溶剂效应使其与酶的结合位点不

同,降解性存在一定的差异性。
如图3所示,分别展示了PBS-co-CHDA与PBS-co-CHDMS在氯仿和水相中的与PC酶的疏水相互

作用示意图,由图可以看出在氯仿和水相体系中,底物分子与酶分子之间均能产生相互作用,羰基以氧负

·341· 第12期       高  分  子  通  报



图2 底物优势构象在PC脂肪酶活性位点的表面结合图(浅棕色配体为BCAB;蓝色配体为CMSCM)

Figure2 Thesurfaceofthetop-rankingdockedconformationofcompoundsBCAB(lightbrown)andCMSCM
(carbonatomsinlightblue)combinedwithactivesiteofPClipase

离子洞残基Leu17和Gln88进行固定,底物中的酯键与酶的催化残基发生相互作用,促进催化作用的进

行。但CHDA和CHDM为六元环结构,BCAB与CMSCM分子链环状部分呈现刚性,但酸段环状结构

的BCAB空间位阻使得底物难以到达活性口袋底部,催化效率较低,醇段环状结构的CMSCM 亚甲基存

在富集作用,对接时疏水作用促使酶与底物的结合作用增强,而提高了酶的催化效率。DGSDG和BDAB
为直链结构,改性PBS分子主链具有良好的柔顺性,分子的扭转程度较大,易进入活性口袋而发生相互

作用,但对接过程的不稳定性因素又使其与酶的结合作用力减弱。同时PC脂肪酶具有较强的溶剂效

应,氯仿为非极性有机溶剂,在油水界面PC脂肪酶因受到界面激活暴露活性位点,利于配体与酶的结

合,提高降解效率;在水相体系中,酶在极性水溶剂中具有较好的稳定性,降低了催化效果。因此,比较研

究不同溶剂体系条件下,酶与不同构象异构体底物之间的结合机制,对解释酶催化脂肪族聚酯降解机制

和识别规律具有重要的理论意义。

10.14028/j.cnki.1003-3726.2014.12.016

2.2 PBS基共聚物的酶催化降解率

酶与底物的结合作用对酶催化PBS基共聚物的降解具有决定性的影响,研究中对不同比例的PBS
基共聚物在氯仿和水体系中的酶催化降解性进行了测试,发现随着降解时间的延长,PBS基共聚物的降

解率增大,图4、5分别表示了PBS-co-BCHDA、PBS-co-CHDMS、PBS-co-DEG和PBS-co-DGA在氯仿体

系中降解60h和水体系中降解96h后的降解率及其变化。
由图可知,氯仿溶剂中PBS基共聚物的降解率较高,六元环结构的PBS基共聚物的降解率随着比例

的增加,呈先增大后减小的趋势,其中CM 单元改性的PBS-co-CHDMS共聚物具有最大的降解率,10%
的添加量降解率高达85%;这是因为共聚物主链中含六元环单体的引入打破了PBS规则的刚性螺旋链

结构,使得酶与底物的结合更容易进行,更有利于降解。随着六元环单体含量增大,共聚物主链刚性增

大,空间位阻效应随之增大,导致酶与酯键结合的难度变大,降低了酶与酯键对接的准确度,故降解率呈

现减小趋势。直链共聚物的降解率随时间的变化降解率变化不大,但也持有较高的降解率,达到60%以

上,表明醚键结构的引入有效提高了PBS分子链的柔顺性,提高了酶与底物的结合几率,易于到达酶的

活性中心发生相互作用而降解。水相溶剂中共聚物的降解率较低,处于20%左右,随着改性组分添加量

的增加降解率有所增大,主要是由于极性水分子与底物之间存在竞争,影响酶的催化效率。由此可以说

明PC脂肪酶催化降解聚酯,受底物分子主链异构效应和溶剂效应共同作用的影响,验证了分子对接的

结果。

2.3 PC脂肪酶的分子动力学模拟

为了进一步解释PC脂肪酶催化降解PBS基共聚物受溶剂效应的影响,解释酶催化活性在不同溶剂

中的降解差异性,采用分子动力学对不同溶剂体系酶蛋白催化活性进行了10ns的模拟研究。图6为蛋

白质的二级结构图和酶残基在两种体系中RMSF曲线,蛋白质二级结构中紫色代表蛋白质的初始结构,
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图3 酶和底物的疏水相互作用图

(A)PCL-BCABinCHCl3;(B)PCL-CMSCMinCHCl3;(C)PCL-BCABinH2O;(D)PCL-CMSCMinH2O

Figure3 HydrophobicinteractionsbetweensubstrateandPClipasebydockingstudies
(A)PCL-BCABinCHCl3;(B)PCL-CMSCMinCHCl3;(C)PCL-BCABinH2O;(D)PCL-CMSCMinH2O

图4 PBS-co-BCHDA和PBS-co-CHDMS在氯仿和水中的降解率

Figure4 ThedegradationrateofPBS-co-BCHDAandPBS-co-CHDMSinCHCl3andH2O

绿色表示蛋白质在水溶剂中的结构,蓝色表示蛋白质在氯仿中的结构,RMSF是蛋白体系最终原子位置

同平均位置的比值,通过计算酶蛋白中各个氨基酸残基相对于平均结构的位置偏差来表征蛋白质二级结

构的变化程度[22]。PC脂肪酶在氯仿和水两种体系中 MD过程的RMSF如图6所示,氯仿中酶分子的整

体氨基酸残基变化幅度较水中的大;PC脂肪酶活性位点催化三分子Ser87、Asp264、His286与氧负离子

洞残基Leu17和Gln88的变化幅度较大,表明氯仿体系中蛋白质的活性盖子移动幅度较大,蛋白质的二

级结构构象变化较大,活性口袋向外伸展(如箭头指向所示),利于酶的催化反应;水相中酶的活性盖子由

于不存在两相界面,不能通过界面激活发生移动,在与底物对接的时候难度较大,酶催化效率较小。

10.14028/j.cnki.1003-3726.2014.12.016

催化三分子Ser87、Asp264、His286作为PC脂肪酶活性位点对整个体系的分子结合、催化、释放起

到至关重要的作用,参与整个PBS基共聚物的降解过程。因此,对于其活性位点的催化三分子在 MD模
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图5 PBS-co-DEG与PBS-co-DGA在氯仿和水中降解率

Figure5 ThedegradationrateofPBS-co-DEGandPBS-co-DGAinCHCl3andH2O

图6 蛋白质的二级结构及酶残基在两种体系的RMSF曲线

Figure6 ThesecondarystructureofproteinsandRMSFofresiduesoflipaseintwosystems

拟过程中其平均距离变化如图7所示;在氯仿中,Ser87中羟基H与His286中咪唑环上N的平均距离为

2.0Å比在水2.9Å小,表明酶催化酯键断裂形成四面体过渡态时更为稳定,催化活性更高,有利于酶催

化共聚物的降解。

10.14028/j.cnki.1003-3726.2014.12.016

图7 酶的催化残基在两种溶剂体系中的距离

(a)CHCl3;(b)H2O

Figure7 Thedistancebetweenthecatalyticresidues(Ser87-Asp264-His286)ofPClipaseintwodifferentsolvents
(a)CHCl3;(b)H2O

动力学模拟研究表明,强极性水溶剂对酶的氨基酸残基RMSF值和酶蛋白质的二级结构均具有较
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大的影响,MD模拟发现,极性水分子在模拟过程中会进入活性口袋内部,与催化残基Ser87发生氢键作

用如图8所示,一方面水的存在打破了催化三分子Ser87和 His286之间的氢键,降低酶的活性,另一方

面水与底物之间形成竞争关系,导致底物与活性位点的对接准确性和稳定性下降。因此,在水相体系中

PC脂肪酶表现出来的活性可能受水的影响较氯仿中的低,导致其中聚酯的降解效果较差。

图8 PC脂肪酶的活性位点上Ser87与水的氢键相互作用

Figure8 ThehydrogeninteractionbetweenSer87andwaterattheactivesiteofPClipase

10.14028/j.cnki.1003-3726.2014.12.016

3 结论

(1)通过分子对接模拟、酶催化降解实验和分子动力学模拟相结合的方试解释了PC脂肪酶对PBS
基共聚物的降解机理,表明PC脂肪酶催化降解PBS基共聚物受分子主链构象异构效应和溶剂效应共同

作用的影响。PC脂肪酶在氯仿和水体系中对不同结构的PBS基共聚物均能降解,但降解效果存在一定

的差异性;
(2)通过分子对接说明含六元环单体可以提高共聚物主链的疏水作用,从而提高PBS基共聚物的降

解性;含醚键单体可以提高共聚物的柔顺性,增大酶结合几率而提高催化降解性能,但直链结构扭转活动

性影响其与酶的对接稳定性,因此降低了酶的催化降解效果;
(3)由于酶的界面激活效应,氯仿中酶催化效率大于水中的活性,因此PBS基共聚酯在氯仿中的降

解率远远大于其在水中的降解率。

参考文献:
[1] DorezG,TaguetA,FerryL,Lopez-CuestaJM.PolymDegradaStab,2013,98(1):87.
[2] TianHY,TangZH,ZhuangXL,ChenXS,JingXB.ProgPolymSci,2012,37(2):237.
[3] WuCS.CarbohydrPolym,2012,87(2):1249.
[4] SungYH,EuiSY,SeungSI.PolymJ,2012,44:1179.
[5] DingML,ZhangM,YangJM,QiuJH.Biodegrad,2012,23:127.
[6] MatsumuraS,EbataH,ToshimaK.MacromolRapidCommun,2000,21(12):860.
[7] TrishulA,MohanalakshmiN,Paragi-VedanthiPP,MukeshD.EnzymeMicrobTechnol,2011,48(1):71.
[8] ZhangM,DingML,ZhangT,YangJM.ChemJChinUniv,2010,31(3):612.
[9] SivalingamG,ChattopadhyayS,MadrasG.PolymDegradStab,2003,79(3):413.
[10] DingML,ZhangM,YangJM,QiuJH.JAppPolymSci,2012,124(4):2902.
[11] ZhaoQ,TaoJ,RichardCMY,AlbertCKM,RobertKYL,SongCJ.PolymDegradStab,2008,93(8):1571.
[12] WigginsJS,HassanMK,MauritzKA,StoreyRF.Polym,2006,47(6):1960.
[13] VilleneuveP,MuderhwaJM,GrailleJ,HaasMJ.JMolCatalB:Enzym,2000,9(4):113.
[14] YurievE,RamslandPA.JMolRecognit,2013,26(5):215.
[15] JuhlPB,DodererK,HollmannF,ThumO,PleissJ.JBiotechnol,2010,150(4):474.
[16] WedbergR,AbildskovJ,PetersGH.JPhysChemB,2012,116(8):2575.
[17] WangH,WangX,LiX,ZhangY,DaiY,GuoC,ZhengH.LipidsHealthDis,2012,11(9):124.
[18] ZhangM,HuiYY,ZhangRL,QiuJH.Plastic,2012,41(1):5.

·741· 第12期       高  分  子  通  报



[19] MorrisGM,GoodsellDS,HallidayRS,HueyR,HartW E,BelewRK,OlsonAJ.Autodock,version4.2,TheScripps

ResearchInstitute,LaJolla,CA,USA,2007.
[20] LaskowskiRA,SwindellsMB.JChemInfModel,2011,51(10):2778.
[21] DuanY,WuC,ChowdhuryS,LeeMC,XiongG,ZhangW,YangR,CieplakP,LuoR,LeeT,CaldwellJ,WangJ,Kollman

P.JComputChem,2003,24(16):1999.
[22] LuicM,SytefanicZ,CeilingerI,HodoscekM,JanezicD,LenacT,AslerLI,SyepacD,TomicS.JPhysChem:B,2008,112:

4876.
[23] BerendsenHJC,PostmaJPM,vanGunsterenWF,DiNolaA,HaakJR.JChemPhys,1984,81(8):3684.

TheCatalyticDegradationofPCLipasesandMolecularSimulationon
PBSBasedCopolymerinDifferentSolventSystem

ZHANGMin1*,LICheng-tao1,XUXiao-ling1,QINJia-xiang1,WANGXu-yuan1,QIUJian-hui2

(1.KeyLaboratoryofAuxiliaryChemistry& TechnologyforChemicalIndustry,MinistryofEducation,

ShanxiUniversityofScience& Technology,Xi'an710021,China;

2.AkitaPrefecturalUniversity,Akita015-0055,Japan)

Abstract:Inthispaper,moleculardocking,theexperimentandmolecularsimulationwereconnectedtocomparethe
degradationofimmobilizedonionPseudomonaslipase(Pseudomonascepacialipase (PC))forpoly(butylenesuccinate)
(PBS)basedcopolymersinchloroformorganicphaseandwaterphase.Thecopolymersweremodifiedbyadding1,4-
cyclohexanedimethanol(CHDM)and1,4-Cyclohexanedicarboxylicacid(CHDA)withsix-memberringstructureand
diethyleneglycol(DEG)andethanolacid(DGA)withetherbondstructure.Thebindingmechanismanddegradation
diversityforPClipaseandthesubstratewereillustrated.TheresultsshowedthatthePBSbasedcopolymerswerecatalyzed
degradationbyPClipase.ThefreebindingenergyorderforPCandsubstrateinchloroform wasCMSCM>DGSDG>
BDAB>BCAB>BSB,andtheorderinwaterwasCMSCM>DGSDG>BCAB>BDAB>BSB.ThebindingenergyofCM
unitwashighest.TheenrichmentofmethyleneinCMunitmadethemoststabledockingforsubstrateandactivesiteofPC.
ThenPBS-co-CHDMSdisplayedthelargestdegradationrate.Duetotheinfluenceofthesolventeffect,thecombinationfor
enzymeandsubstratekeptmorestableinchloroformthaninwater.Asaresult,thecatalyticdegradationrateinchloroform
wasgreaterthanitinwater.

Keywords:Pseudomonascepacialipase;PBSbasedcopolymers;Enzymaticdegradation;Solventeffect;Molecularsimulation
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