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摘　要　金属离子不仅影响金属蛋白的空间结构,还与生物大分子的识别、自组装等性质和生物功能密

切相关。在很多蛋白质中,金属离子及其配合物可以诱导周围的肽段折叠成正确的结构,我们将其称为金属

结合部位作为模板诱导的结构基序 ( tem p la te2m edia ted structu ra l m o tif, TM SM )。深入研究金属离子在蛋

白质2核酸自组装体系中和生物大分子交联及聚集体中的作用,对理解生命的无机化学基础具有重要意义。
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Abstract　M eta l ion s and their com p lexes can exert influences on no t on ly th ree2dim en siona l st ruc2

tu res of p ro tein s, bu t a lso b iom acrom o lecu lar recogn it ion, self2assem b ly and funct ion s. T he m eta l ion s o r

their com p lexes can act as tem p la tes tha t m edia te the pep t ide cha in s around to fo ld them in to co rrect st ruc2

tu res, w h ich is designa ted as tem p la te2m edia ted structu ra l m o tif (TM SM ). It is of grea t sign if icance fo r

the b io ino rgan ic chem ists to understand the ro les of m eta l ion s in the self2assem b ly of p ro tein2DNA ö RNA

and b iom acrom o lcu lar cro ss2link ing and aggrega t ion sta tes.
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　　在所有已发现的蛋白质中,有三分之一以上必

须以金属离子或金属结合部位作为辅因子。金属蛋

白和金属酶的生物功能包括: 结构支持、双氧结合、

存储和转运金属离子、电子转移、分子识别和催化、

信号转导、基因表达调控等。金属离子通过与内源配

体 (氨基酸侧链基团)和外源配体 (如水分子、卟啉

环、有机小分子等)配位,结合到蛋白质分子中,形成

金属活性部位[ 1, 2 ] ,从而影响蛋白质结构和赋予蛋白

质功能。如铁卟啉使血红蛋白具有载氧功能,铁2硫

原子簇使硫氧还蛋白进行电子转移,锌指结构域使

锌指蛋白识别DNA。由于与金属结合的配体和其它

氨基酸侧链间存在着各种弱相互作用, 如疏水、氢

键、静电作用和 van der W aals力等,因此金属部位

对蛋白质的折叠具有显著影响。如血红素不仅是细

胞色素 c的氧化还原中心,而且对保持其天然构象

至关重要[ 3 ] ,如脱除血红素将破坏蛋白质的大部分

螺旋结构[ 4 ]。血红素与周围肽链间存在的广泛相互

作用,是稳定血红素蛋白天然构象的决定因素[ 5, 6 ]。

除了轴向配位外,血红素还通过丙酸基与附近的极

性残基侧链形成氢键,通过卟啉环与非极性残基侧

链产生 van der W aals接触。又如Cu2+ 配位能够引

起半乳糖氧化酶前体显著变构,从而使之成为有活
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性的成熟酶[ 7 ]。分析和比对各种金属蛋白的结构发

现, 金属结合部位及其附近肽链均具有规则的结

构[ 2 ] ,如˚ 型核酸内切酶中,M g2+ 结合区域都是由 5

股 B折叠和 2股 A螺旋形成的共同核心模体 (com 2

m on co re m o tif) ,其肽链走向和拓扑结构均十分相

似[ 8, 9 ]。因此,研究金属离子对蛋白质结构和功能的

影响,对认识蛋白质的折叠方式、探讨结构与功能的

关系,进而理解金属离子在蛋白质2核酸识别及自组

装中的作用都具有重要意义。

一、金属蛋白正确折叠和结构稳定化
金属蛋白作为生物体系中的一类特殊生物大分

子,其结构和功能必然受到各种物理和化学因素的

制约。具有一定配位构型的金属结合部位是金属蛋

白空间结构的决定因素之一。

11蛋白质构象角 (tortion angle)与金属蛋白高

级结构

分子中的单键旋转可使原子和基团的相对距离

发生变化。只有分子内存在某些特定的相互作用时,

原子和基团的相对位置才得以固定,分子才呈现某

种稳定的构象。蛋白质的肽链由常见的 20种氨基酸

组成,在生物体系中不能以伸展的长链形式存在。通

过 A碳原子和肽平面间的单键旋转,肽链折叠成特

定的构象,同时大量基团间的相互作用使蛋白质内

能降低,并使该构象得到稳定。单键的旋转可用构象

角来度量, 肽链的构象角包括主链肽平面间的 5

角、7 角和各氨基酸侧链原子间的 Vi ( i= 1, 2, ⋯

) [ 10, 11 ] , 因此构象角及其在各种条件下的变化是肽

链高级结构的基础。肽链中一组连续氨基酸的 5

角、7 角决定了该肽段的二级结构,如标准右手A螺

旋的残基 5 均为- 57°, 7 均为- 47°; 标准反平行 B

折叠片层 5 均为- 119°, 7 均为+ 113°。

利用蛋白质数据库 PDB (p ro tein da ta bank) [ 12 ]

及相关软件分析金属蛋白的结构,发现金属离子与

氨基酸侧链配位,能够引起蛋白质构象角变化[ 2 ]。侧

链 V角的变化造成蛋白质侧链基团相对位置的改

变, 故它们之间的弱相互作用 (如氢键和疏水作用

等)也随之改变,赖以稳定的三级和四级结构将受到

影响。如果金属离子的配位作用足以破坏邻近多个

残基羰基氧和亚胺基之间的氢键,则主链 5 角和 7

角也将改变,相对刚性的二级结构将遭到破坏。通

常,金属配位作用的键能为 40—120 kJ·m o l- 1,介

于经典的共价键和其它弱相互作用之间,比氢键大

一个数量级。因此,金属配位有时可导致蛋白质结构

重组 ( reo rgan iza t ion)。

尽管多数蛋白质的构象角容易受到金属配位作

用的影响,但是也有不少蛋白质的构象角在金属离

子配位前后没有显著变化,这可能是肽链构象的刚

性造成的。由于组成肽链的氨基酸性质不同,肽链构

象表现为刚性或柔性。如果肽链侧链上的芳香环或

其它大基团较多, 则它们之间的位阻较为明

显[ 11—14 ] ,单键旋转需要越过较高的能垒, 故该肽链

体现出较显著的构象刚性。只有当金属配位作用提

供的能量足以克服基团间位阻时才能改变肽链的构

象角,进而获得配体场稳定化能,形成稳定的金属蛋

白结构。否则,金属离子只能以静电作用结合于蛋白

质分子中,并赋予蛋白质一定的生物功能,这种蛋白

质一般称为金属活化蛋白质。如M g2+ 活化的限制

性内切酶特异地和DNA 结合生成M g2+ 2EcoRV 2

DNA 复合物,在完成切割DNA 反应后该复合物即

自行分解[ 15 ]。因此在折叠过程中,肽链通过自身构

象刚性和柔性来选择配位能力不同的金属离子,满

足进一步折叠和实现不同生物功能的需要。

21蛋白质折叠对金属离子的依赖性

在许多天然和设计的金属蛋白中,配位作用能

改变金属结合部位周围的肽链构象。如Cu2+ 与半乳

糖氧化酶前体结合导致肽链变构, 从而产生成熟

酶[ 7 ]。FeM o 辅因子 (M o27Fe29S 簇)的插入使固氮

酶M oFe 蛋白的构象发生根本重排,并形成一个含

FeM o 辅因子的核心模体。该核心模体由 4股 B折

叠组成,两侧是 A螺旋和 B折叠,固氮酶的所有结构

域均围绕该核心模体组建而成[ 16, 17 ]。人工设计的含

Cu2+、Zn2+ 和N i2+ 的胰蛋白酶, 也分别具有不同的

空间结构[ 18 ]。另一方面,金属离子存在时许多金属

蛋白可以体外折叠成具有天然构象的全功能蛋白,

而不需要催化剂和折叠伴侣[ 19 ]。金属结合部位周围

的肽链构象的保守性是金属蛋白的最重要结构特征

之一[ 2 ]。如调节基因表达的蛋白质家族的大多数成

员含有“锌指结构域 (zinc2f inger)”, 它是 Zn2+ 离子

结合的超二级结构 (BBA) , 是组成核酸结合域的重

要基序 (m o tif)。又如钙结合蛋白中,与Ca2+ 离子结

合的肽段都具有规则的螺旋2环2螺旋 (helix2loop 2

helix, HL H )结构,通常称为 EF2hand。不管是“锌

指”,还是“EF2hand”, 在脱去金属离子之后都会失

去原有的规则结构[ 10 ]。通常,不同蛋白质结合相同

的金属或不同的金属配位到相同的蛋白质中均引起

肽链不同程度的变构,这主要表现在下述几个方面。

(1) 破坏蛋白质二级结构
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胰岛素通常以二锌胰岛素六聚体 (图 1)的形式

存储在胰岛细胞内。每三个单体通过B 10H is (H is,

组氨酸)共同结合一个锌离子, 从而形成稳定的结

构[ 20 ]。其中每个单体含有三个螺旋,它们是B 12B 19、

A 12A 8 和A 132A 19,其余为伸展的肽链、U 形回折

和杆环 ( loop )结构[ 21 ] (图 2A )。胰岛素的这种二级结

构具有较高的稳定性,解离的A、B 链在很大程度上

仍然保持了完整分子的构象。但是一旦锌离子被脱

去,蛋白质构象即发生较大变化,单体的二级结构遭

到破坏, 主链的构象角发生较大的变化, B 12B 9 的

螺旋也变成伸展的构象 (图 2B ) [ 22 ]。当 Zn2+ 再与

B 10H is 中的N 原子配位时, 引起与之相邻的单键

旋转,使主链的极性基团 (羰基、亚胺基)形成规则的

排列,从而形成有序的氢键网络,再形成规则的螺旋

结构。因此,金属配位与其它稳定蛋白质结构的弱相

互作用协同作用,能够导致肽链发生显著的变构。很

多与神经退行性疾病有关的蛋白质的二级结构也受

到金属离子配位作用的显著影响。各种结构数据显

示, 疯牛病蛋白 (P rP) [ 23 ]与 Cu2+ 结合后, 二级结构

发生根本改变,其中A螺旋可能转变为 B折叠[ 24, 25 ] ,

而与其它二价金属离子配位时变构程度则较低。又

如,与早老性痴呆病有关的 B淀粉样蛋白 (A B)与

Cu2+ 结合时,也可能发生同样的变构[ 23 ]。不过这些

观测结果有待于进一步证实。

图 1　二锌胰岛素六聚体晶体结构 (PDB code: 1EV R )

(每三个单体通过其B10H is结合一个 Zn2+ , 使其具有高度对称

的四级结构。)

(2) 影响蛋白质三级结构

乳铁蛋白 ( lactoferrin)是哺乳动物体内的铁传

递蛋白。Fe3+ 的插入不会引起蛋白质两端离铁结合

部位较远的结构域显著变构,处于两结构域之间的

图 2　金属离子影响蛋白质二级结构

(A : 与锌配位的胰岛素单体　Zn2+ 结合使其具有规则

的二级结构, B12B9为螺旋结构 (PDB code: 1EV R )。B:

脱辅基胰岛素单体　失去 Zn2+ 使蛋白质二级结构剧烈

变化, B12B9变为伸展的构象 (PDB code: 1A PH )。)

二级结构单元也没有显著变化[ 26—28 ] ,只是它们的相

对定位、距离和取向有所改变。但是, 铁离子的引入

能显著影响乳铁蛋白的三级结构 (图 3)。计算位于

两结构域之间的主链构象角表明, 构象角变化在

30°以上的残基约占四分之一,它们分布在不同的肽

段中, 因此不会对二级结构产生显著影响。R a2

m achandran 构象图中,金属离子的结合使第一和第

二象限中的点发生显著变化。在这种情况下,金属离

子只显著影响侧链 V角,使侧链上的疏水基团移动,

导致蛋白质的疏水口袋发生变化,进而影响三级结

构。

(3) 影响蛋白质氨基酸侧链

对于胰蛋白酶[ 2, 29 ]和天青兰素[ 30, 31 ] , 虽然金属

的结合并没有明显改变蛋白质的空间结构,但与金

属离子直接配位及其它附近残基的位置和取向均有

所改变。这类金属蛋白质的V角的变化很小,一般在

10°以内。为了获得理想的配位构型,金属离子可能

迫使各配位基团排布更为紧密,从而获得较高的配

体场稳定化能。

(4) 影响蛋白质四级结构
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图 3　金属离子影响蛋白质三级结构

(A : 含铁乳铁蛋白　两端的结构域距离较近将 Fe3+ 包

裹在蛋白质中 (PDB code: 1L FG)。B: 脱辅基乳铁蛋白

失去 Fe3+ 使两端的结构域偏移, 使其距离相距较远且

方向改变,但结构域本身无变化 (PDB code: 1L FH )。)

如前所述, Zn2+ 不但改变胰岛素的二级结构,而

且影响其四级结构[ 21, 22 ]。类似的蛋白质还有天冬氨

酸甲酰基转移酶 (A TCase) [ 10 ]。该酶共含有 12个亚

基,其中 6个为催化亚基, 6个为调节亚基。它们以

两种形式的四级结构存在即较为紧密的 T 态 ( ten se

sta te)和较为松弛的R 态 ( relaxed sta te)。锌离子与

羰基末端的 4个Cys 配位,它们在这个蛋白质四级

结构的转变中具有十分重要的作用[ 10 ]。还有些多聚

体蛋白,如焦磷酸酶在除去金属离子后,多聚体解离

成活性较小的单体,即该类多聚体蛋白四级结构形

成和稳定必须要有金属离子参与[ 32 ]。另外,铜能稳

定铜伴侣蛋白与其靶 SOD 酶形成的异源二聚

体[ 33 ]。

(5) 基本不影响蛋白质结构

一些金属蛋白的结构在脱去金属离子之后并未

受到明显的影响, 如质体蓝素[ 8 ]和假天青兰素[ 34 ]。

这类蛋白质的成熟过程可能需要金属离子参与,其

天然构象和特定金属离子结合口袋的形成依赖于金

属的配位构型。该类金属部位成熟后,肽链形成一个

刚性的弱相互作用网络,因此外界因素不易扰动金

属部位的稳定性,配位金属的离去不会造成其构象

明显变化。Gray 等[ 35 ]认为,配位层外的氢键网络导

致体外蓝铜蛋白的金属结合部位具有刚性,使肽链

构象在铜配位前后基本不变。这种氢键网络对Cu+

部位的约束大于Cu2+ 部位。我们则发现大多数金属

结合部位处于氢键网络或其它非共价相互作用的中

心[ 2 ]。因此,我们认为金属配位对蛋白质结构产生组

建作用,并促使配位层外氢键等弱相互作用网络的

形成。事实上,对于多数配合物来说,第二配位层的

形成是由第一配位层决定的。弱相互作用网络形成

后, 便反作用于金属部位, 使其构象得到进一步强

化。

31 金属结合部位作为模板诱导的结构基序

(TM SM )

由于每一种金属离子都具有一定的配位构型,

如 Co 2+ 和N i2+ 倾向于八面体配位, Zn2+ 四面体、

Cu2+ 以平面四方配位为主, H g2+ 一般为直线型配

位, 而 Cd2+ 则四面体和八面体配位的可能性均很

大。配位原子的空间排布只有基本上满足这种构型

的要求,才能与金属离子形成稳定的配合物[ 36 ]。大

量结构数据表明,金属离子与肽链相互作用形成金

属蛋白是相互协同和相互制约的过程: (1) 提供配

体的肽链可能预折叠成一定的空间结构,形成一个

容纳某种金属离子的配位口袋。当金属离子的半径、

配位构型及其它配位性质与这个口袋相匹配时,则

形成稳定的金属结合部位。这种金属蛋白在脱去金

属辅基后基本上仍维持原有的构象, 如蓝铜蛋

白[ 34 ]。 (2) 金属离子在肽链折叠的过程中结合到肽

链上,迫使配位原子形成特定的空间排布,然后再由

位阻、疏水作用及氢键等弱相互作用促使肽链进一

步折叠形成成熟的构象。这种蛋白质肽链较为柔软,

Gly、A la 等残基的含量较高, 在脱去金属辅基后便

会失去原有的构象。大多数金属蛋白属于这一类,如

胰岛素[ 21, 22 ]、乳铁蛋白[ 26, 27 ]。因此,不管金属离子何

时进入蛋白质分子,金属部位的空间结构均是直接

或间接由金属离子的配位构型决定。我们曾经提出,

金属结合部位是蛋白质正确折叠成天然结构的刚性

模板[ 2 ]。这种模板包含金属离子和与之配位的内

源、外源配体,它是一个规则的结构单元,如单、双核

金属配位单元、铁卟啉及 FenSn (n= 2, 3, 4等) [ 2 ]。它

们通过配位作用或共价键与蛋白质主链相连,周围

的肽链通过各种弱相互作用围绕这个刚性模板进一

步折叠,形成特定的空间结构。通常一种模板可以诱

导肽链形成一种或几种具有一定空间结构特征的结

构单元, 我们将其称为模板诱导的结构基序 ( tem 2
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p la te2m edia ted structu ra lm o tif, TM SM )。图 4是具

有代表性的一例[ 2 ]。铁卟啉是最为常见的金属模板

之一,它广泛存在于各种电子载体和氧载体等血红

素蛋白中,这些蛋白质的氨基酸序列和功能都具有

很大的差异,然而它们的空间结构却只有有限的几

种, 当它们失去铁卟啉后便会失去其天然构

象[ 37, 38 ]。在结合和传输重金属的蛋白质中,存在金

属结合序列 (m eta l b ind ing sequence, M BS) , 所有

M BS的结构均为 BABBAB折叠[ 39 ]。

图 4　金属离子与外源、内源配体形成模板,并由模板

诱导蛋白质肽链进一步折叠形成 TM SM。
(A : 以铁卟啉 (血红素)作为模板诱导的四螺旋束 (PDB code:

1Q PU )。B: 以铁硫原子簇 4Fe24S 作为模板诱导的铁硫蛋白

(PDB code: 1FXR )。)

结构保守而功能各异的蛋白质结构模体在生物

体系中十分常见。金属蛋白中的结构保守来源于模

体内部各种相似的弱相互作用,尤其是配位作用;而

功能的差异来源于模体表面性质各异的基团。

TM SM 可能是各种金属蛋白和金属酶实现其生物

功能的自组装或自组建平台 ( self2assem b ly o r self2

o rgan iza t ion p la tfo rm ) [ 40 ] , 一方面为底物进入和产

物离去或电子转移提供空间互补的骨架结构,另一

方面是蛋白质表面性质不同的残基彼此接近、相互

作用的前提。TM SM 的保守性还为金属蛋白间的同

源性和分子进化提供了可靠的依据,因为进化过程

中的基因突变、缺失和融合不能轻易改变蛋白的高

级结构和拓扑结构[ 40—43 ]。TM SM 的这种同源性可

能体现在m RNA 二级结构和基因表达的调节序列

上,因此我们推测可以从m RNA 的二级结构和调节

序列入手,探讨它们与 TM SM 间的相互关系,进而

为发现新的金属蛋白和预测金属蛋白的结构和功能

提供一种新途径。此外,详细探讨对 TM SM 的构型

和功能有决定性影响的因素,对于将金属结合部位

引入已知结构的蛋白质中和从头设计全新的金属蛋

白具有重要指导作用[ 44—46 ]。

二、金属离子与蛋白质-D NA (RNA )

识别和自组装
DNA 复制、转录、翻译和表达调控等复杂生物

过程中,几乎每一步均依赖于含金属的或金属活化

的酶和蛋白质等生物大分子与DNA ö RNA 的特异

性相互作用, 及两者复合物的自组装。如在一定浓

度的M g2+ 存在下, 核糖体的大亚基和小亚基自组

装成全核糖体; 若溶液中不存在M g2+ ,核糖体则自

动解离成 30S和 50S两个亚单位 (图 5) [ 47 ]。在核糖

图 5　在M g2+ 存在下核糖体以 70S复合体形式存在,

去除M g2+ 则解离为 50S和 30S两个亚单位

体中M g2+ 的作用是介导 m RNA 16S、 rRNA 的

C518和 rpS12 ( ribo som al p ro tein S12)的 P ro44 之

间的相互作用[ 48 ]。用结合有遍在蛋白质的组蛋白

H 2A (ub iqu it ina ted H 2A )重构寡核小体, 当寡核小

体缔合及折叠时,也依赖于M g2+ [ 49 ]。再如在铜传输

的调控过程中,转录因子M ac1p 与DNA 的结合也

取决于 Cu+ 的配位[ 50 ]。典型的金属蛋白2DNA ö

RNA 复合物如表 1所示。虽然目前人们对锌指蛋白

和限制性内切酶与DNA 的相互作用有较多的研

究, 但对金属离子在这些金属蛋白2DNA ö RNA 复

合物自组装过程中的作用及化学本质还了解得不

够。不过较为明确的几点是: (1) 金属离子通过直

接或由水分子介导的弱相互作用与蛋白质和核酸结

合,从而克服两者间的静电排斥等非共价相互作用,
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表 1　某些含金属离子的蛋白质-D NA ö RNA 复合物

蛋白质2DNA ö RNA 复合物 金属离子ö金属蛋白 功能 参考文献

核糖体小亚基 30S

　

Zn2+ 或锌指蛋白,

Zn模体 (zinc module)

解码mRNA

　

51

　
核糖体小亚基 30S2抗体

　

M g2+ , Zn2+ 或

Zn模体 (zinc module)

解码mRNA

　

52

　
核糖体小亚基 30S2

mRNA 2tRNA 2PMM a

M g2+ , Zn2+ 或

Zn模体 (zinc module)

识别同源 tRNA

解码mRNA

53

　

核糖体 70S2mRNA 2tRNA M g2+ , Zn2+ 或锌指蛋白等 合成蛋白质 54, 55

核糖体大亚基 50S M g2+ , Zn2+ 或锌指蛋白等 催化肽链形成 56

核糖体小亚基 30S2起始因子 M g2+ , Zn2+ 或锌指蛋白 解码mRNA 57

S16, S6, S182rRNA M g2+ 等 组装核糖体 30S小亚基 58

RNA 聚合酶˚ Zn2+ 或锌指蛋白, M g2+ , M n2+ 转录 59, 60, 61

RNA 聚合酶˚ 2延长因子2DNA Zn2+ 或锌指蛋白, M g2+ , M n2+ 转录 62

RNA 聚合酶˚ 2A2am anit in M g2+ , Zn2+ 或锌指蛋白 DNA 转录 63

M re IIb2DNA 2个M n2+ DNA 双链断裂修复 64

PcrA c2DNA 2AM PPN Pd M g2+ 65

AM L 1e2CBF B2DNA Zn2+ 或锌指蛋白 调节真核基因转录 66

HO GG12DNA f M g2+ , Ca2+ 识别和修复 82oxoG 67

(T et RD ) 22tetO 1g M g2+ 生物开关 68, 69

PA Ph2po ly (A ) M n2+ Po ly (A )合成 70

DNA 复制复合物 Zn2+ 或锌R ibbon 蛋白 DNA 复制 71

　　a: PMM = paromom ycin, b: M re II复合物= M re II核酸酶+ Rad50A T P 酶, c: PcrA 蜗牛酶 (helicase) , d: AM PPN P = 5′2adenylylim i2

dodipho sphate, e:真核转录因子AM L 1 (Runx1)Runt结构域, f: HO GG1= 82oxoG DNA glyco slase, g:操纵子DNA tetO 1 ( (T et RD ) 2= 同源

二聚四环素阻遏物) , h: PA P= po ly (A ) po lym erase

诱导蛋白质和DNA 的构象变化[ 68 ]及重组[ 72 ] ,稳定

核酸的弯曲和打结构象[ 67 ]; (2) 这些体系中的金属

离子可交换,其定位方式符合底物结合的空间要求,

底物易于从一侧接近[ 59, 60 ]; (3) 稳定 RNA 聚合物

II 的钳形结构 ( clam p ) , 这种结构用于结合

DNA [ 56 ]; (4) 稳定磷酸二酯键形成过程中的过渡

态[ 54 ]; (5) 在核糖体小亚基中稳定大沟中的 P2部位

密码子及其它区域等[ 51, 52 ]; (6) 金属2配体相互作

用直接促进DNA 修复化学, 而且配位残基之间存

在化学交流[ 73 ]。

　　蛋白质以“直接读出 (d irect readou t)”[ 74 ]机制

识别DNA 序列可能包括以下几个步骤: (1) 蛋白质

肽链折叠形成特定的构象,如锌指结构、拉链结构、

螺旋2转折2螺旋结构 (helix2tu rn2helix, H TH )及螺

旋2环2螺旋结构 (HL H )等[ 75 ]。 (2) 通过碱性氨基酸

带正电的侧链与带负电的DNA 磷酸骨架全面接触

形成氢键,这种普遍性结合没有特异性。 (3) 迫使

DNA 的特定序列显著变形,从而使深藏于大小沟内

的识别信息暴露于外。 (4) 利用具有特定空间排布

的极性残基族读取识别信息,并与特定的碱基形成

氢键。 (5) 通过局部变构等方式传递信号, 利用金

属离子稳定形成的自组装复合物。核酸酶的“间接读

出 ( ind irect readou t)”[ 74 ]机制则仅仅通过空间互补

的结构来识别RNA 的整体构象。这两种识别机制

都需要金属离子及其配合物作为模板来使蛋白质形

成特定的构象。

如前所述, 金属离子诱导肽链形成的 TM SM

也是很多核酸结合蛋白的重要组成部分。锌指结构

作为各种锌转录因子超级家族的折叠构建单元频繁

出现[ 76 ] ,如在脊椎动物中发现的 6种转录因子的每

一种均含有高度保守的DNA 结合结构域, 它由两

个锌指基序 (Cys2X 22Cys2X 172Cys2X 22Cys) 组成,

该基序 f 直接结合的核苷酸序列为 (A ö T ) GA TA

(A ö G) [ 77 ]。锌指蛋白与DNA 相互作用时,位于 B折

叠中的碱性氨基酸与磷酸骨架上的羰基氧广泛地形

成氢键,而A螺旋中的极性氨基酸则整齐地排列在

一侧,形成极性残基族。螺旋进入DNA 大沟后,这

些具有特定空间结构的极性氨基酸作为氢供体或氢

受体读出其中的识别信息 (图 6)。当碱基与残基结

构互补,并处于适当距离内时,便形成氢键,从而达

到相互接触和特异结合。可见,金属离子的配位部位

为蛋白质与DNA 的相互作用提供结构基础。除锌

指结构之外, 参与DNA ö RNA 识别的含锌 TM SM

还有锌钮 (zinc tw ist)、锌带 (zinc ribbon)、锌簇 (zinc
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图 6　锌指蛋白识别DNA

(Zn2+ 诱导肽链形成锌指结构, 其中 A螺旋深入DNA

的大沟,并以排列在一侧的极性氨基酸残基族识别碱基

序列,与之形成氢键 (PDB code: 1A 1F)。)

图 7　两种金属离子在核酸酶中的作用

(具有强配位能力的过渡金属 Zn2+ 诱导蛋白质折叠成

识别DNA 所需的结构, 而M g2+ 则与磷酸骨架上的羰

基氧结合达到稳定自组装体系的目的 ( PDB code:

1CYQ )。)

clu ster) [ 78 ]、锌环 (zinc ring)等[ 75, 79 ]。

˚ 型核酸内切酶能够识别由 4—8 个碱基组成

的回文结构,通过切割相邻或远处的磷酸二酯键使

多核苷酸链水解断裂,并产生粘性末端[ 80 ]。许多脱

金属辅基的核酸内切酶虽然和DNA 形成复合物,

但是这种结合完全丧失了特异性,也不具备切割能

力[ 80—82 ]。在内切酶2DNA 复合物的结构中,M g2+ 均

处于磷酸骨架附近,与水分子和羰基配位,故没有直

接参与识别信息的读取 (图 7)。内切酶的极性残基

族进入DNA 大沟,与特定碱基形成氢键,并引起内

切酶发生局部变构,从而形成M g2+ 配位口袋。由于

M g2+ 带有正电荷,故可中和羰基、羟基等基团的负

电荷,从而使特异结合的内切酶2DNA 2M g2+ 自组装

体系得到稳定。同时非特异结合的蛋白质2DNA 复

合物不能形成特定的M g2+ 配位口袋, 金属不能结

合到该复合物中,故其结构不稳定,随即发生解离。

这里,金属离子由直接或间接方式同时与氨基酸和

核苷酸结合,故可将其看成一个“门闩”,将内切酶和

DNA 牢固地拴在一起。用配位构型相同的Ca2+ [ 83 ]

或M n2+ [ 84 ]替代M g2+ , 同样可以获得稳定的自组

装体。天然内切酶选择M g2+ 作为金属辅基,是因为

M g2+ 的 Pau ling 电负性为 112, 既有利于自组装体

系的形成,又有利于反应产物的释放。综上所述,天

然核酸酶中的金属离子的作用为: (1) 作为结构模

板引导肽链折叠,提供与DNA 空间互补的结构单

元,以读取识别信息; (2) 稳定自组装体系并参与催

化切割反应。探讨金属离子在蛋白质2DNA ö RNA

复合物自组装过程的作用及其化学、结构基础对于

设计人工核酸酶[ 85, 86 ]和基因表达的人工金属调控

蛋白具有重要的指导意义[ 87 ]。当前人工核酸酶的设

计过于强调金属活性部位的功能,而忽视了蛋白质

的作用,故无法获得天然酶的特异性。

三、金属离子与生物大分子的聚集
金属离子与多种神经退行性疾病,如早老性痴

呆症 (A lzheim er d isease, AD )、肌萎性脊髓侧索硬

化症 (am yo trop ic la tera l sclero sis, AL S)、疯牛病或

克雅氏症、Park in son 病 (PD ) ,以及糖尿病的发病机

制密切相关,因此金属离子在重大疾病的致病机理

中的作用越来越引起人们的关注[ 23 ]。目前流行的理

论认为,导致这些疾病的原因是有关的蛋白质发生

了畸变,并聚集在一起,从而破坏健康细胞中的生物

大分子[ 88 ]。在蛋白质畸变和聚集过程中,金属离子

可能具有关键作用。由金属离子氧化还原反应导致

的活性氧物种损伤生物大分子,破坏蛋白质的天然

构象,使蛋白质交联、缔合、聚集、甚至淀粉样化。在

AL S发病过程中,误折叠超氧化物歧化酶 ( superox2

ide d ism u tase, SOD )变体聚集成不溶的高分子量

蛋白质复合物[ 89 ]。我们在工作中发现缺锌 SOD 在

铜离子存在下发生聚集,可能是由铜离子与 SOD 表

面组氨酸和ö或半胱氨酸残基配位导致的,这种聚集

的缺锌 SOD 对 SOD 蛋白质自身及DNA 均有显著

的氧化损伤作用。将缺锌 SOD 的聚集作用与其氧化
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毒性相联系,对理解 SOD 突变体的氧化毒性与神经

退行性疾病 (如AD、AL S、衰老及白内障等)之间的

相互关系具有指导作用,也为我们今后探讨金属结

合蛋白及其变体与神经退行性疾病之间的关系打下

了较好的基础。B淀粉样蛋白 (A B)是AD 病脑中淀

粉样斑的主要成分, 可能含有两个 Zn2+ 的结合部

位,即使是生理浓度的 Zn2+ 也可使A B二级结构发

生变化,聚集并产生沉淀。Cu2+ 的强配体可使沉淀

在AD 病人脑样品中A B重新溶解。P ru siner用 E.

coli表达的一种疯牛病蛋白 (shaP rP292231)与Cu2+

结合后, 蛋白中的 A螺旋减少, 部分失去折叠和聚

合。如果Cu2+ 浓度过高,二级结构 A螺旋很容易转

变为 B折叠并聚合,最终沉淀,从而引发病症[ 25 ]。模

拟两个 8肽结合一个Cu2+ 的结构,发现与Cu2+ 配位

的是两个组氨酸和两个甘氨酸的基团,构型为平面

四方形。另一方面, PD 病涉及到 A2synuclein 聚集

形成纤维,这在黑质的多巴神经元中是胞内蛋白质

包结物 (L ew y体和L ew y轴突)的主要成分。流行病

学研究表明,从事的职业如经常与锰、铜、铅、铁、汞、

铝和锌接触则患 PD 病的风险因素更大, 在 PD 病

人的黑质中,这些金属的水平大大提高。这些二价和

三价金属均大大加速 A2synuclein 纤维形成的速率,

以A l3+ 最有效,其次是Cu2+、Fe3+、Co 3+ 和M n2+。这

种有效性与离子电荷密度有关,但在刺激纤维化和

诱导构象变化并导致部分折叠的中间产物形成两者

的效率之间并没有发现关联。配体桥联多价金属离

子的能力在金属诱导 A2synuclein 构象变化中可能

是一个重要因素,但即使是低浓度的金属离子也能

直接诱导A2synuclein 纤维形成[ 90 ]。这些疾病的发病

过程有两个共同的特点: (1) 在金属离子参与下,

蛋白质发生交联聚集和淀粉样化; (2) 由氧化还原

活性的金属离子 (Cu2+ 和 Fe3+ 等)导致的活性氧物

种造成蛋白质氧化变性和沉淀,从而引起病变。

在上述金属导致的蛋白质聚集体中是否存在因

金属结合而导致的共同结构模体还有待进一步探

讨。如果能够获得这些聚集体的空间结构并搜索出

其中含金属的共同结构模体,对于推动人们认识金

属导致重大疾病的分子机理, 并设计有效的治疗药

物具有重要意义。

四、金属离子在核酸酶催化切割

D NA 中的作用
限制性内切酶切割的DNA 片段均带有 5′2磷

酸基,其立体化学性质 (旋光性)在切割前后发生明

显变化,羟基取代到磷原子上,说明核酸酶水解断裂

DNA 是一个 SN 2亲核取代过程[ 5, 91, 92 ]。反应必需三

种基团: (1) 活化亲核水分子的广义碱; (2) 稳定五

价过渡态磷原子负电荷的路易斯酸,一般为二价金

图 8　核酸酶的水解切割机理

属离子; (3) 为 3′2羟基离去提供质子的广义酸。金

属离子不仅因其强烈的电子受体特性成为很好的路

易斯酸,它还通过配位作用影响周围的分子。

用Ca2+ 取代 EcoR V 中的M g2+ 而提出的三金

属反应模型如图 8 (A ) [ 93 ]: É 位Ca2+ 与A sp 74的侧

链、Ile91 的羰基及三个水分子结合, ˚ 位 Ca2+ 与

Glu45、A sp 74的侧链及两个水分子结合; ¸ 位Ca2+

与A sp 74、A sp 90的侧链、切割部位磷酰基氧及一个

水分子结合。结合在É 位的水分子作为亲核试剂轴

向进攻磷原子,金属离子和L ys92共同定位与活化

该水分子。¸ 位Ca2+ 作为路易斯酸中和过剩的负电

荷以稳定过渡态磷原子,并强烈极化水分子,使离去

基团获得质子,从而推动反应进行。̊ 位金属离子被
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认为具有结构功能,协助A sp 74与另外两个金属离

子作用。

内切酶Bgl I的双金属反应模型如图 8 (B ) [ 94 ]:

É 位金属离子与A sp 116、A sp 142 的侧链及 Ile143

的羰基氧结合,通过氢键活化亲核进攻的水分子。̊

位金属离子与A sp 116 结合, 作为广义酸使离去基

团质子化。É 、̊ 位的两个金属离子共同稳定过渡态

磷原子。

内切酶 Bam H I 的双金属反应模型中 (图

8C) [ 95 ]: É 位金属结合 Glu111 和 A sp 94 侧链及

Phe112的羰基,以活化亲核剂水分子。 ˚ 位金属离

子与A sp 94、Glu77配位,以中和转移到离去基团的

负电荷。

综上所述,金属离子不仅影响金属蛋白的空间

结构,还与生物大分子识别、自组装等性质和生物功

能密切相关。因此,深入研究金属离子在蛋白质2核

酸自组装体系和生物大分子交联及聚集体中的作

用,对理解生命的无机化学基础具有重要意义。
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