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摘　要：避免ｃＳｒｃ蛋白的多肽类拮抗剂与多个蛋白发生混杂性结合，对于降低抗癌药物的毒性

风险具有重要作用。本研究运用生物信息学方法对氨基酸序列进行优化设计，旨在减少混杂性结合

的发生。本研究综合利用各种多肽数据库和生物信息学工具，首先总结了多肽分子与多个蛋白ＳＨ３

结构域之间潜在的混杂性结合，并发现了其中的内在规律。随后，根据所发现的规律，对多肽的氨基酸

序列进行针对性的优化设计。结果表明，大多数多肽在经过优化后，所结合的ｃＳｒｃ以外的蛋白数量

都有所下降，从而显著提高了多肽与ｃＳｒｃ蛋白之间结合的特异性（犘＜０．０５），并降低了其潜在的毒性

风险。本研究所取得的结果将为设计具有高度特异性和低毒性的靶向性多肽药物提供参考。
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癌症是当今医学界所面临的最为严峻的挑战之一［１］。癌症的发生及转移涉及到一系列尚未明确的遗传

学和分子生物学过程［２］，尤其是近年来越来越多的证据表明组织细胞的信号通路失调是导致癌症的关键因

素之一，故酪氨酸蛋白激酶等关键信号蛋白作为抗癌药物的潜在靶标愈发受到重视［３４］。

由原癌基因ＳＲＣ编码的ｃＳｒｃ蛋白是非受体型酪氨酸蛋白激酶家族的成员之一，该蛋白的功能异常被

认为与多种癌症相关［５６］。ｃＳｒｃ核心区由一个激酶域ＣＤ及两个调节域ＳＨ２和ＳＨ３构成
［７］。传统ｃＳｒｃ蛋

白抑制剂的研发主要围绕其激酶域，但多为毒副作用较大的化学药物。同时，ｃＳｒｃ的调节域ＳＨ３在ｃＳｒｃ

的亚细胞定位、底物识别及介导肿瘤细胞结构形态变化中扮演了重要的角色，有望成为抗癌药物的一个新靶

点［８］。由于ＳＨ３是典型的肽识别域，专门识别配体的氨基酸片段
［９］，因此可以设计和多肽分子阻断ｃＳｒｃ的

正常功能并抑制肿瘤生长。这一策略的优势在于提高药物靶向特异性，相比于传统化疗最大限度地降低了

毒副作用［１０］。

鉴于此，众多研究致力于筛选、设计和优化针对ｃＳｒｃ蛋白的多肽类拮抗剂
［１１］。然而，ＳＨ３结构域并非

ｃＳｒｃ蛋白所独有。人类蛋白组中迄今已发现３００多个ＳＨ３结构域
［１２］，其中绝大多数都倾向于识别氨基酸

序列中的脯氨酸丰富区域［１３］。所以一个多肽配体与ｃＳｒｃ蛋白结合的同时，也有可能与其他蛋白的ＳＨ３结

构域存在高度的亲和力。所以，候选多肽药物必须与ｃＳｒｃ蛋白特异性结合，从而在实现ｃＳｒｃ靶向抗癌疗效

的同时，尽可能避免与其他蛋白的ＳＨ３结构域发生混杂性结合，否则有可能干扰与疗效无关的信号通路，引

发的不可预期的毒副作用［１４］。

本研究围绕多肽与ｃＳｒｃ酪氨酸激酶ＳＨ３结构域的特异性结合进行分析，目的在于减少混杂性结合的

发生。首先，通过多肽数据库收集已知与ｃＳｒｃ蛋白ＳＨ３结构域存在结合关系的多肽作为研究的原型。而

后，基于高效的生物信息学工具发现原型多肽氨基酸序列与结合特异性高低之间存在的规律。最后，基于所

发现的规律，对相关原型多肽的氨基酸序列进行了优化，使优化后的多肽在结合特异性方面具有显著提升。

１　材料与方法

１．１　搜集原型多肽

已知与ｃＳｒｃ蛋白ＳＨ３结构域结合的多肽信息采集自 ＭｏｌｅｃｕｌａｒＩＮＴｅｒａｃｔｉｏｎ（简称 ＭＩＮＴ）数据库

（ｈｔｔｐ：∥ｍｉｎｔ．ｂｉｏ．ｕｎｉｒｏｍａ２．ｉｔ／）。首先，在搜索界面输入ｃＳｒｃ蛋白编码基因的标准名称ＳＲＣ后，可以从

ＭＩＮＴ数据库中获得已知与ｃＳｒｃ存在相互作用的分子（包括蛋白质、化合物和多肽等），笔者仅保留其中的

多肽分子。随后，从以上多肽中进一步挑选出具有第一类脯氨酸丰富区域（ｃｌａｓｓＩｐｒｏｌｉｎｅｒｉｃｈｍｏｔｉｆｓ）的多

肽分子作进一步分析。第一类脯氨酸丰富区域的特征序列为＋狓ΦＰ狓ΦＰ，其中Ｐ代表脯氨酸，狓代表任意人

类蛋白中常见的氨基酸，Φ代表疏水性氨基酸（包括丙氨酸，异亮氨酸，亮氨酸，蛋氨酸，苯丙氨酸，脯氨酸，色

氨酸，缬胺酸和甘氨酸），＋代表带正电荷的氨基酸（通常为精氨酸或赖胺酸）。

１．２　多肽与各蛋白犛犎３结构域结合的模拟计算

所有原型多肽的氨基酸序列首先被转化为 ＦＡＳＴＡ 格式，而后被输入到（ｍｏｄｕｌａｒｄｏｍａｉｎｐｅｐｔｉｄｅ

ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ，ＭｏＤＰｅｐＩｎｔ）在线服务器所提供的ＳＨ３ＰｅｐＩｎｔ工具进行计算（ｈｔｔｐ：∥ｍｏｄｐｅｐｉｎｔ．ｉｎｆｏｒｍａｔｉｋ．ｕｎｉ

ｆｒｅｉｂｕｒｇ．ｄｅ／ＳＨ３ＰｅｐＩｎｔ／）。ＳＨ３ＰｅｐＩｎｔ是一个基于图核方法的ＳＨ３结构域与多肽相互作用预测工具。通

过使用已知的ＳＨ３与多肽之间非线性相互作用数据对支持向量机模型进行训练，ＳＨ３ＰｅｐＩｎｔ工具能够快捷

地预测一条多肽与６９个人类蛋白（其中包括ｃＳｒｃ蛋白）的 ＳＨ３结构域是否具有结合潜力。根据

ＳＨ３ＰｅｐＩｎｔ的输出结果，可以评估特定多肽分子除ｃＳｒｃ蛋白以外，还与哪些其他蛋白具有潜在的相互作用

关系，从而衡量该多肽与ｃＳｒｃ蛋白结合的特异性。除了ｃＳｒｃ以外，若一个多肽与越多的蛋白发生结合，则

代表该多肽的结合特异性越低，即结合混杂性越高。

在ＳＨ３ＰｅｐＩｎｔ预测结果的基础上，本研究进一步使用ＣＡＢＳｄｏｃｋ在线工具（ｈｔｔｐ：∥ｂｉｏｃｏｍｐ．ｃｈｅｍ．

ｕｗ．ｅｄｕ．ｐｌ／ＣＡＢＳｄｏｃｋ）对特定原型多肽与ＳＨ３结构域进行一对一的模拟对接。通过输入原型多肽的氨基酸

序列和ＳＨ３结构域在ＰｒｏｔｅｉｎＤａｔａＢａｎｋ数据库（即ＰＤＢ）的编号，ＣＡＢＳｄｏｃｋ能够模拟出一系列可能的结

合模型。结合模型的准确度以均方根差（ｒｏｏｔｍｅａｎｓｑｕａｒｅｄｅｖｉａｔｉｏｎ）为衡量指标，均方根差越低则代表一系

列结合模型的整体准确度越高。
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２　结　果

２．１　原型多肽与犛犎３结构域结合的混杂性

由于ＳＨ３结构域主要负责识别富含脯氨酸的氨基酸片段，因此，要研究ｃＳｒｃ蛋白ＳＨ３结构域与多肽

配体之间的结合，首先需要获得一批具有脯氨酸丰富区域的多肽分子作为研究的原型。为此，笔者首先对

ＭＩＮＴ数据库
［１５］进行了检索，从中收集在已发表的实验研究中被证实与ｃＳｒｃ蛋白存在结合关系的多肽。

而后，根据第一类脯氨酸丰富区域的氨基酸序列特征，最终确定了１０条多肽作为本研究的原型多肽（详见

“１．１搜集原型多肽”）。以这批原型多肽为基础，笔者对多肽氨基酸序列和结合特异性之间的关系进行了探

索性研究。

通过传统的生物化学实验来验证多肽分子与靶蛋白之间的结合关系，涉及到多肽合成、蛋白纯化、结合

实验等一系列工作，需要投入大量的经费和人力成本，且通常需要较长的研究周期。为了高效率地预测潜在

的结合关系，笔者使用了 ＭｏＤＰｅｐＩｎｔ在线服务器所提供的ＳＨ３ＰｅｐＩｎｔ工具
［１６］。该工具仅需要输入目标多

肽的氨基酸序列信息，即可根据相关的算法实现多肽分子与靶蛋白结合的模拟计算与预测。在输出结果中，

笔者首先发现ＳＨ３ＰｅｐＩｎｔ工具成功预测了所有原型多肽与ｃＳｒｃ蛋白ＳＨ３结构域的结合，充分证明了

ＳＨ３ＰｅｐＩｎｔ预测模型的有效性。在此基础上，笔者进一步分析了ＳＨ３ＰｅｐＩｎｔ所预测的原型多肽与其他蛋白

ＳＨ３结构域的相互作用关系。预测结果表明，不同原型多肽在结合特异性上体现出较大的差异（图１）。部

分原型多肽仅与少数蛋白发生结合，但也有原型多肽体现出较高的混杂性。图１中矩阵每一行代表一个多

肽，每一列代表一个带有ＳＨ３识别域的靶蛋白。氨基酸序列中的脯氨酸丰富区域使用涂色标记，多肽与靶

蛋白预测存在结合则在矩阵中以涂色标记。

图１　原型多肽的氨基酸序列和预测结合靶点

犉犻犵．１　犜犺犲犪犿犻狀狅犪犮犻犱狊犲狇狌犲狀犮犲狊犪狀犱狆狉犲犱犻犮狋犲犱犫犻狀犱犻狀犵狋犪狉犵犲狋狊狅犳狆狉狅狋狅狋狔狆犲狆犲狆狋犻犱犲狊

２．２　结合混杂性中的潜在规律

鉴于各原型多肽在蛋白结合特异性方面存在较为明显的差异，笔者试图总结出其中的内在规律，尤其是

氨基酸序列与结合特异性之间的关联。通过对各原型多肽所结合的蛋白数量进行排序，可以发现第３、第６

和第７号原型多肽在ＳＨ３ＰｅｐＩｎｔ的预测结果中分别仅与３个、９个和１０个蛋白的ＳＨ３结构域具有潜在的混

杂性结合关系，其结合特异性明显优于其他多肽。将以上３条原型多肽与其他多肽进行比对，可以发现第３、

第６和第７号原型多肽具有的一个共同特征是脯氨酸丰富区域的第５个氨基酸皆为亮氨酸（符号为Ｌ），而该

特征在其他原型多肽中都没有发现（见图２）。由此，笔者提出以下假设，脯氨酸丰富区域中的第５个亮氨酸

相对有利于ｃＳｒｃ蛋白ＳＨ３结构域对多肽的特异性识别，并且降低多肽与其他蛋白的ＳＨ３结构域发生混杂

性结合的可能性。
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图２　原型多肽中脯氨酸丰富区域的第５个氨基酸与结合特异性之间存在一定的关联

犉犻犵．２　犜犺犲犳犻犳狋犺犪犿犻狀狅犪犮犻犱狅犳狆狉狅犾犻狀犲狉犻犮犺犿狅狋犻犳犻狊犪狊狊狅犮犻犪狋犲犱狑犻狋犺狋犺犲犫犻狀犱犻狀犵狊狆犲犮犻犳犻犮犻狋狔狅犳狆狉狅狋狅狋狔狆犲狆犲狆狋犻犱犲狊

２．３　多肽序列优化显著提高犛犎３结构域结合的特异性

为了验证以上假设，笔者对除了第３、第６和第７号以外的其他原型多肽进行了优化，将其脯氨酸丰富区

域的第５个氨基酸替换为亮氨酸。优化后的原型多肽被重新输入到ＳＨ３ＰｅｐＩｎｔ工具中与ＳＨ３结构域进行

模拟结合。结果表明，全部原型多肽在经过优化后不仅保留了对ｃＳｒｃ蛋白的相互作用，而且大多数所结合

的其他蛋白数量也有所下降（见图３）。笔者将优化后的多肽序列与未优化的原型多肽进行了一对一的比较，

并进行了单侧对偶Ｔ检验（见图４）。结果表明，氨基酸优化后出现的混杂性结合的下降具有统计学意义上

的显著性（犘＝０．０１３）。以上数据充分说明，多肽的氨基酸序列与结合特异性之间存在关联，并且这种关联关

系能够指导氨基酸序列的优化设计，从而有利于降低候选多肽的毒性风险。

图３　原型多肽经过氨基酸序列优化，将脯氨酸丰富区域的第５个氨基酸替换为亮氨酸后的预测结合靶点

犉犻犵．３　犃犳狋犲狉狅狆狋犻犿犻狕犪狋犻狅狀，狋犺犲犳犻犳狋犺犪犿犻狀狅犪犮犻犱狅犳狆狉狅犾犻狀犲狉犻犮犺犿狅狋犻犳犻狊狉犲狆犾犪犮犲犱狑犻狋犺犔犲狌犮犻狀犲

为了进一步验证以上结果，笔者使用ＣＡＢＳｄｏｃｋ工具
［１７］模拟了原型多肽与ＳＨ３结构域的具体结合构

型。例如，第１０号原型多肽经过序列优化后，ＳＨ３ＰｅｐＩｎｔ工具的预测其不再与 ＨＣＫ蛋白的ＳＨ３结构域发

生混杂性结合。ＣＡＢＳｄｏｃｋ模拟结果表明，第１０号多肽与ＨＣＫ蛋白的ＳＨ３结构域的结合构型在优化前与

优化后存在直观的差异（见图５（ａ）、（ｂ））。并且，通过ＣＡＢＳｄｏｃｋ计算的均方根差，可以衡量结合模型的准

确性。对比优化前和优化后的１０个可能性最高的结合构型，可以发现优化后的结合模型均方根差数值显著

高于优化前（见图５（ｃ），犘＝４．６４×１０６）。这一差别说明，第１０号多肽优化后难以与 ＨＣＫ蛋白形成稳定的

结合构型，表现为均方根差的增大，从而进一步验证了氨基酸序列优化提升结合特异性的结论。
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图４　多数原型多肽（除第２号多肽）在优化脯氨酸丰富区域的第５个氨基酸后结合特异性得到提升

犉犻犵．４　犕狅狊狋狅犳狋犺犲狆狉狅狋狅狋狔狆犲狆犲狆狋犻犱狊，犲狓犮犲狆狋犳狅狉犖狅．２，狊犺狅狑犲犱犺犻犵犺犲狉犫犻狀犱犻狀犵狊狆犲犮犻犳犻犮犻狋狔犪犳狋犲狉狅狆狋犻犿犻狕犪狋犻狅狀

图５　第１０号原型多肽与犎犆犓蛋白的犛犎３结构域的模拟对接结果

犉犻犵．５　犜犺犲狊犻犿狌犾犪狋犲犱犫犻狀犱犻狀犵犫犲狋狑犲犲狀狆狉狅狋狅狋狔狆犲狆犲狆狋犻犱犲犖狅．１０犪狀犱狋犺犲犛犎３犱狅犿犪犻狀狅犳犎犆犓狆狉狅狋犲犻狀
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３　结　语

设计多肽拮抗剂使之特异结合ｃＳｒｃ蛋白，且尽可能不与其他蛋白的ＳＨ３结构域发生相互作用，一直以

来都是一项高难度的研究课题。笔者通过分析多条已知与ｃＳｒｃ的ＳＨ３结构域存在结合的原型多肽，发现

了多肽序列与蛋白结合特异性之间的规律，从而对原型多肽的氨基酸序列进行一定的优化。计算机模拟的

结果表明，优化显著提高了多肽的结合特异性，从而有利于降低毒副作用的风险。

本研究虽然取得了一定的初步结果，但提高多肽与ＳＨ３结构域结合的特异性仍需要一系列深入的后续

工作。现有的结果主要基于计算机模拟数据，还需要经过生物化学实验的验证，最终确定序列优化在何种程

度上提高了多肽与ｃＳｒｃ结合的特异性，从而为设计更安全、毒性更低的多肽类新药提供指导和依据。
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