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摘 要：采用同源建模技术和分子动力学模拟方法，构建了嗜酸氧化亚铁硫杆菌 Acidithiobαcillus ferrooxidαns 

(A. f) 的核糖－ 5 …磷酸异构酶（ rpiA ） 基因编码的蛋白质三维分子结构模型。将结构模型进行绑定位点搜索

并与底物核糖－ 5 一磷酸（盯P）进行柔性分子对接，结果显示， R5P 被招募到 A. ferrooxidα旧的 RpiA 的活性位

点并随后被激活；残基 Asp81 ，四β1 , Lys121 , Ser30, Glu103, Asp84, Lys饵， Aspl18, Lys7, Gly97, Gly29, Gly95, 

Thr28 和 H20 对底物绑定或催化起重要作用，其中， Gly97 , Gly29 , Gly95 和 Thr28 是新识别的残基，它们在其他

生物体的 RpiA 中相当保守但未被发现。
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Abstract: A three-dimensional protein molecular stmcture , which was encoded by the gene Riboseδm 

phosphate isomerase A ( RpiA ) from Acidithiobacillus 卢rrooxidαns, was constmcted by the homology­

modeling technique and molecular-dynamics simulation. The obtained structure was applied to search 

binding sites and canγout flexible docking with the substrate ribose国5 “phosphate ( R5 P ) . The results 

showed that the substrate R5P can be effectively recmited into the active pocket and be activated immedi阳’

ately; the residues of Asp81, Thr31, Lysl21, Ser30, Glul03, Asp84, Lys94, Aspl 18, Lys7, Gly97, 

Gly29 , Gly95 , Thr28 and H2 0 play a critical role in the binding or catalysis of R5 P. Among the above 

residues , Gly97 , Gly29 , Gly95 , Thr28 are fitly conserved in RpiA from all kinds of sources but have not 

been detected before. 

区ey wordls : riboseδ “phosphate isomerase A ( RpiA) ; Acidithiobαcillus ferroo元idαns ; stmctural model ; 

molecular docking; ribose-5-phosphate ( R5P) 

嗜酸氧化亚铁硫杆菌属革兰氏阴性化能自养细

菌，它在矿物加工工业中被用于从各种硫化矿物中

提取有价金属，如铜，铅，镑，铀？金和保等［1]'

是应用最广泛的细菌之一。它所生存的环境极端酸

性和有毒’性［2］。人们可能十分惊奇，生命如何能
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在这种极端环境中存在。事实上 9 生命不仅能在这

种有毒的环境中生存［3 -4] ＇而且能够利用这种条

件？通过氧化亚铁离子和还原态硫化物获取生长所

需要的能量？还能把那些不溶性的硫化物转变成可

溶性的硫酸盐［5］。该特性常被工业上利用来从矿
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石中提取金属。与此同时，它还能通过固定大气中

的二氧化碳为其自身细胞提供碳源［6］’其二氧化

碳的利用可能限制细菌的生长并进而影响生物浸出

操作的效率。因此研究该生物的二氧化碳固定系

统在基础和应用等方面具有十分重要的意义。

核糖－ 5 一磷酸异构酶（ RpiA）是一个在戊糖

途径和二氧化碳固定的开尔文循环中必需的酶［订’

它催化核糖－ 5 一磷酸（盯P）转变成核酬糖－ 5 一

磷酸［8］。至少 60 个物种中的 RpiA 已被测序，大

量的生物包括大肠杆菌和菠菜的 RpiA 已被克

隆［9-10］。在结构方面，大肠杆菌中的 15 nm 精度

结构和带抑制剂的 12. 5 nm 精度结构以及 Vibrio

vul叫声cus YJ106 中带抑制剂和底物的 RpiA 的 20 nm 

晶体结构均已被 X 射线解析［ 11 -12 ］。

嗜酸氧化亚铁硫杆菌 ATCC 23270 菌株的基因

组序列中包含一个 rpiA 基因？它可能编码 RpiA,

从而在其二氧化碳固定中发挥重要作用。但到目前

为止，关于此细菌中 rpiA 基因编码的蛋白质的实

验和理论研究工作还未见报道？其三维结构仍待解

析。此外，直接获取酶与底物复合物的结构信息存

在困难？因底物与酶反应瞬间可得产物？而结构解

析如 X射线晶体学通常需要好几个小时。有文献

报道罗基于计算机计算的同源建模和分子对接是蛋

白质三维结构构建和考察底物和酶相互作用的有效

方法［ 13］。关于 RpiA 的详细三维结构 9 它和底物相

互作用信息和据此识别的关键残基，对指导定点突

变实验和理解它在这个具有独特生理的细菌中的催

化机理和功能，都是极其必需的。

本研究中？通过同源建模技术和分子动力学模

拟 9 一个来自嗜酸氧化亚铁硫杆菌的 RpiA 蛋白质

( affipiA ，被此 rpiA 基因所编码）的完整三维分子

结构被构建、优化和测评。获得的结构被进一步用

于搜索绑定位点，跟底物核糖－ 5 一磷酸（ R5P) 

进行柔性分子对接，并据此侦识其关键残基。

1 计算与方法

蛋白 affipiA 的初始氨基酸序列来源于基因组

研究协会的嗜酸氧化亚铁硫杆菌 ATCC 23270 菌株

的基因组序列。所有的模拟工作通过由 Accelrys 公

司开发的 Insight II 软件包来完成［叫罗此软件包运

行于装有红帽 Linux 操作系统的戴尔 Precision 470 

工作站上。

蛋白质 affipiA 的初始分子结构模型通过 Ho­

mology 模块建立［15］。首先 9 通过序列相似性搜索

程序 BLAST 从蛋白质数据银行（ PDB）寻找相关

的蛋白质模板。然后，用 Modeler 程序构建 affipiA

的初始三维分子结构。

分子结构模型的优化通过 Discover_ 3 模块来

完成。在此过程中？一个以模建的 affipiA 分子结

构模型的质量中心为半径再包裹一层 2 nm 厚水分

子的显式溶剂模型被采用。首先对此全结构模型

进行 800 步共牺梯度最小化；然后 9 运行 120 ps 的

298 K 常温分子动力学模拟；最后，一个共扼梯度

能量最小化被执行直到均方根梯度能低于 42λ／

cm。模拟中选用一致价键力场（ CVFF），最终的

分子结构模型通过 Profile-3D 和 ProStat 程序来评

。
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1. 2 绑定位点分析

为了考察蛋白 affipiA 和底物 R5P 的相互作用 9

绑定口袋定义包含距离 0. 6 nm 的所有残基。通过

使用 Binding-Sites 模块来定位孔洞的方法找出所有

可能的绑定口袋。然后结合搜索信息以及 RpiA 家

族的保守残基和别的 affipiA 类似物的试验结果来

预测 affipiA 对盯P 的绑定位点。分析结果用于指

导后面的分子对接实验。

1. 3 把辅因子和底物对接入绑定日

底物 R5P 的三维结构通过 Builder 程序来建

，它的几何进一步通过 Discover_ 3 程序来优化。

为了探寻蛋白 affipiA 和底物盯P 之间的相互作用

模式，通过 Affinity 程序对它们进行自动分子对接。

首先，在上面识别位点的指导下？把底物 R5P

对接入 affipiA 的绑定口袋中。在此过程中 9 基于

整体复合物的能量通过 Affinity 程序自动找到配体

和受体的最好绑定结构。复合物的势能函数通过使

用 CVFF 力场来赋值，单胞多极方法被用于处理非

键相互作用。为了考虑溶剂效果，将配体一酶复合

物浸入一个以它们为中心的半径为 3 nm 的水球中。

最后，根据相互作用能结合几何匹配质量的标准来

选取酶和底物的对接复合物。

2 结果与讨论

2. 1 日蕾酸氧化亚铁硫杆菌的 RpiA 的结构模建

白 affipiA 搜索 PDB 数据库的结果表明？

个来自大肠杆菌 RpiA 的晶体结构（ PDB 代号为

1KS2）的序列跟它有较好的序列一致性

(57. 349毛） [ 11 J ＇因此 1KS2 被选择作为模板构建

affipiA 蛋白的三维结构。基于 1区白的结构，通过

同源建模过程，获得了 affipiA 的初始结构。目标

蛋白和模板蛋白的序列比对如图 1 所示。
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1KS2( 2) TQD ELKKAVG\'IAALQYVQPGT I VGVG TGS TAAH FIDA LG TMKG (44 ) 
afRpiA ( 1) mn t d a 1 k km a a ea a 1 r y i q pg m v v g v gt gs t t n ff i ea 1 g a a k i ( 44 ) 

lKS2 ( 45 ）♀ I EGA VS SS DASTE K 1KS1 G IH VF D 1NEVDS1 G I Y VD GADE ING (88 ) 
afRpiA( 45) h v d g y v as s i ate 11 r 1 k a q g 111 v 1 e 111 at g d i p v y id gad ea d p ( 88 ) 

lKS2( 89) HMQH IKGGGAALTREK I I ASVAEK FI CI ADASKQVD ILGK FPLP (132) 
afRpiA ( 89) h f r 1 i k g g g g a I t r e k i v a s a a r 1 f v c i a d d s I: d r p m I g k f p 1 p ( 13 2) 

1KS2033) VEV IP MARS AVARQLVK LGG RP E YRQG VVTDNG NV I 1 D VHG ME I (176) 
afRpiA (133) v e v i p fa r s f v a r q l v k i g g s p t 1 rs g i t t d n g n v i 1 d v t g I d f ( 1 76) 

1KS2 (177) 1 DP I AMEN A IN A IP G V VT VG 1 FAN R GAD VA 1 I GT PD G V KT IV K ( 219) 
afRpiA (177) s d p 1 r me e t i 11 a i pg v 1 d n g i f ah r r adv m 1 f g s a g g v i e r k a ( 219) 

图 l afRpiA 跟 lK恒的序列比对

Fig. 1 Sequence alignment of afRpiA and 1 KS2 

这个初始结构被进一步优化。在分子动力学模

拟过程中，势能在最初的 50 ps 内迅速下降，然后

以两步间较低的偏离下降，在 60 ps 时动力学模拟

趋于平衡（图 2）。因此，选取 120 ps 的分子构型

去进一步优化作为最终三维分子结构。
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图 2 120 ps 内 afRpiA 的分子动力学的总势能变化

（总势能是 0. 1 ps 间隔内的平均）

Fig. 2 The change of total potential energy of afRpiA's 

molecular dynamics during 120 picosecond 

( The total potential energy is the average of intervals of 

0. 1 picosecond) 

当最终的结构通过 ProStat 程序来评测时，模

型中 89. 3% 的骨架 φ 一 ψ角落在 Ramachandran 核

心区？而对比于 1P3W，骨架 φ 一？角的百分比是

86. 5% ；当用于表明显著性差异的截断值取相当于

参考值 6 个标准方差时，模建蛋白中没有显著差异

的结构特征被观察到。当用 Profile-3D 评测此蛋白

时，其自兼容分数为 94. 83 i 高于 Profile回到最低评

分数（ 44. 73) i 接近于 Profile-3D 最高评分数

(99. 40) i 模建结构中的每个残基的兼容性分数均

大于 0，对应于可接受的侧链环境。 Profile-3D 和

Pro Stat 的评测结果表明，蛋白 afRpiA 的模建结构

是可靠的。
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i驾 3 模型 afRpiA 的 Profile-3D 检测结果

（有正的兼容性分数的残基表明其被合理折叠）

Fig. 3 The test results of model afRpiA by Profile-3D 

(the residues with positive compatibility score demostrated the 

reasonable folding) 

来自极端微生物 A. 乒rrooxidαns ATCC 23270 的

RpiA 蛋白单聚体由 219 个氨基酸组成？计算的相
对分子质量为 23.38 × 103 0 模建的单聚体 afRpiA

包含 3 个白折叠片层？上面又堆积了 6 个 α 螺旋

（图的。这与 Kim 等［口］研究得到的 Vibrio vuln~卢cus

YJ106 的 RpiA 单聚体的结构一致。右片层包含 6

个平行严折叠条带，第 7 个条带反平行存在；开

始的 4 个条带起于一个 Rossmann 折叠的典型模式，

此片层最终被序列中的 2 个条带所结束 i 3 个 α 螺

旋从溶剂中掩埋了片层的凹面。中间的片层在结构

中作为一个中心？由 4 个安排进一个泪合片层的条

带组成。一个 α 螺旋被插进右片层和中间片层之

间。左片层由 4 个反平行条带组成，带有 2 个 α 螺

旋保护它的外表面。整个结构能被划分为一个小结

图 4 afRpiA 的最终三维结构和可能的绑定位点

（可能的绑定口袋通过在其所在空间填以交叉线来表示并分别

标注数字 1 和 2)

Fig. 4 The finally three同dimensional structure and possible 

binding sites of afRpiA 

( the possible binding pocket was express巳d by filling cross-line in 

the space and marked by 1 and 2 respectively) 
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构域和－个大结构域。小结构域由 N 端 1 - 67 残

基组成 9 大结构域包含残基 68 -2190 此蛋白的整

体结构有着 RpiA 蛋白的典型特征。

2.2 识别 R5P 的绑定区域

来自 E. coli 的 RpiA 蛋白有一个底物绑定口

袋 9 此口袋涉及底物催化口l］。在口袋中，存在一

些至关重要的残基： Asp81 ，通过从远基的氧原子

上接受一个质子而起开环作用； Glul03 ，是一个必

需的催化碱基； Lys饵，帮助稳定底物中间物；

Lys7 , Ser30 , Thr3 l 和 Lys121 ，在锚定 R5P 的磷酸

基中发挥重要作用。这些来自 E. coli 的 RpiA 蛋白

的残基分别对应于 affipiA 中的 Asp8 l , Glul 03 , 

Lys94, Lys7 , Ser30, Thr3 l 和 Lys121 残基。 A. 卢r­

rooxidα附和其它生物源的 RpiA 的序列比对（图 5)

表明，这些残基在来自其它各种生物源的 RpiA 中

也高度保守。

丘。•neidensis E阳跃AAGVIAALKYVEKDSIVGVσfGSTVWlFIDALAη，!KADIEG------AVSSSEASTQJ(),ll( 67 
P.prof，山ldLJJii E陷区AAGWAALEYVTKGSIVGVGTGSTVNHFID』ll.E1丑I也EIKG------AVSSSVAST百RLE 67 
E. coli ELKKAVGWAALQYVQPGTIVGV•侃GSTA必lFIDALGη』KGQIEG------AVSSSDASTEI亿J( 67 
x. C胡ipestris EA血LAAEKAIDYVEDGMIVGV•饥GSTVAη＇IDALGRIGHRIKG一一－－AVSSSEQST.必LR 65 
A. fen·oo.口.diIDs ALJ!KJ,\AAEAALRYIQPGMVVGV•但GSTI百FFIEALGAAJGHVDG一一－－YVASSIATENRLK 67 
B. cere山 -LKQLAGEYAA!而VNDGMKIGLGTGSTVY1πIQ虹口ER--VKEG--LSF可AVPTSKETEALAQ 6 2 
R.palustris ELKRRAAARALEEVRGGlll江GLσfGSTAKHFVELLGER--VRLG--LEIIGVPTSEVTRADAE 65 
T. therJJJoph:il us SYKI也且必IAAIAYVQDGl.!VVGLGTGSTARYAVLELARR LREGELKGVVGVPTSRA1百ELAK 67 

S. oneidensis 
P.profund1山

E.coli 
X. ca£Jpestris 
A. ferrooxid.皿S

B. cereus 
R. palustris 
T. therJf!ophilus 

＃：．．＊：．；非：斗抖抖斗叶． ：功 非 非．：＊

ALGIPVYDLNSVDJ[LSVYVDGADEillGHl【DMIKGα＞AAL丁丑EKIVAAVAE阳VCIVDffl豆QVD 124 
i伍GIPVFEAfillVAGLDIYVDGADEillAEYDMIKGGGAALTRllKIVAAISDKFICIVDDT在QVD 124 
SLGIHVFDLI而VDSLGIYVDGADEINGHMQMIKGGGAALTRllKIIASVAEKFICIADASKQVD 124 
QHGIEVLDLI而TGTLSL叭/DGADECDPNRCLIKGGGAALTRllKIIAEASERFICIVDPSKQVP 122 
AQGLN\几ELNATGDIPVYIDGADEADPHFRLil囚α>GALTREKIVASAARLFVCIADDSKDRP 124 
QLIUPL I SLNDVQ SLDL TIDGADE ID SNLQLIKGGGGALLREKIVAS S SKKL II IADESKL Vτ123 
RCGIRL TSLDEIDRLDITIDGADEVD郎ILDL IKGGGGALLREKIVAAASDRIHVIADESKL VD 126 
REGIPL VDLPP EGVDLAIDGADEIAPGLALIKGMGGALLREKIVERVAKEFIVIADlfIBKVP 129 

：本仨杠扣k ：中扣卡车，斗非杠和同： : ：：本，非：丰

图 5 A. j专rrooxidα阳和其它生物源的 RpiA 的部分

序列比对

（在所有序列中都保守的残基标记＊；只在部分序列中保守的

残基视保守程度标记：或．）

Fig. 5 Partial sequence alignment of A. 卢rroo元idαm

and other sources’RpiA 

( the conservative residues in all sequences were marked by * ; those 

only in part sequences were marked by: or. by their conservative 

degree) 

模建结构的绑定位点搜索结果显示 affipiA 中

有 2 个孔洞（图的。有趣的是，上面提到的保守

残基位于位点 1 中。此外， affipiA 和 1P3W 在序列

和结构方面都很好地保守，它们的生物功能也应一

样。于是，结合此搜索信息以及 RpiA 家族的保守

残基和别的 affipiA 类似物的试验结果？位点 1 被

选为对接底物 R5P 的最佳绑定位点。此位点由 16

个残基（ Thr28 , Gly29 , Ser30 罗 Thr31, Thr32, 

Asp81 , Gly82 , Ala83 , Asp84 , Lys94 , Gly95 , Gly96 , 

Gly97 , Ala99 , Glul 03 和 Lysl21 ）组成。

2. 3 affipiA 和 R5P 的相互作用

核糖－ 5 一磷酸天然存在线性自主醋型式（开

链）或峡喃糖型式（五元环）。开链型式在溶液中

相当稀少，异构需要开链型式的糖。有动力学证据

表明 RpiA 必须绑定到一个或更多的映喃糖型式，

此映喃糖型式的环在原位表达中被提出是打开的，

这可能是在提供催化支持的酶的帮助下实现

的［仁 10］。本研究中的底物对接主要针对峡喃型式

R5P 和 RpiA 的米氏复合物的形成。 R5P-RpiA 复合

物的三维绑定构型见图 6 (a ）。图 6 (a ）显示？

R5P 被锚定在绑定口袋中心。

图 6 盯P-afRpiA 复合物的

分子对接及氢键相互作用

Fig. 6 Molecular docking of R5P - afRpiA Complex and 

the their hydrogen bond interaction 

(a）时P-affipiA 复合物的三维分子对接结构；（ b）盯P 和 affi­

piA 的氢键相互作用（氢键用虚线表示）

( a) Three-dimensional structure of molecular docking of 盯P-affi­

piA Complex; ( b) The hydrogen bond interaction of R5Pand affi­

piA ( Hydrogen bond expressed with dotted line) 

众所周知 9 氢键在生物分子的结构和功能中发

挥重要作用，特别在酶的催化和底物绑定中。图 6

( b）和表 l 显示， afRpiA 和 R5P 之间形成了 7 个

氢键。 3 个氢键被形成于 R5P 的磷酸基的氧原子和

残基 Thr3 l , Ser30 和 Lysl21 的侧链之间。另 3 个氢

表 1 R5P 和 RpiA 绑定位点残基间的氢键

Table 1 The hydrogen bonds of R5Pand RpiA’s residues 

binding sites 

afRpiA R5P 距离 夹角

残基 原子 基因 原子 /nm 

Asp81 ODl Cl-hydroxyl H1 0. 196 149. 36 

Glul03 OE2 C2 H2 0.225 149. 36 

Asp84 HN C3- hydroxyl 03 0.233 160.34 

H20 H Ring 01 0. 233 141. 02 

Ser30 HG phosphate OlP 0.211 155.06 

Thr31 HN phosphate 02P 0.211 153. 73 

03P 0.227 157. 72 
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键产生于盯P 的 Cl 一起基的氢原子和 Asp81, R5P 

的 C2 氢原子和 Glu103 盯P 的。一瓷基的氧原子

和 Asp84 之间。此外，还有 1 个氢键位于环氧原子

和水分子之间。这些氢键相互作用加强了底物一酶

复合物的稳定性。

为确定组成模型绑定口袋的关键残基，计算了

R5P 跟酶中的每个单独氨基酸的相互作用能。通过

R5P 跟 afRpiA 中每个氨基酸残基的总相互作用能

来识别模型中的显著绑定位点残基，并通过相互作

用能的排序来推测每个残基的相对重要性。与基于

跟底物距离的识别方法相比，此方法能清楚地显示

每个残基的相对重要性。

由表 2 可知，底物 R5P 跟 afRpiA 具有一个非

常适合的相互作用能。其中，静电能，范德华力能

表 2 R5P E民单独残基问的静电能（Ee1J 萝

范德华力能（ Evdw）和总能（ Etotal) 

( I Etotal I >0. 600 0 kJ mol -1 的残基按能量大小列出）

Table 2 The electrostatic energy ( E ele ) , the Van der 

Waals force and energy ( E v<lw ) and the total energy ( E total ) 

(the residues of I EtotaI I over 0. 600 0 kJ mol 1 

are listed by their energy size) 

残基
静电能 范德华力能 J凸u户台口匕也

I ( kJ · mol 1 ) I ( kJ 。 mol 1 ) I ( kJ · mol 斗）

Total 一 55. 294 4 一 39. 758 2 -95. 052 6 

Asp81 一 9. 336 6 -6. 560 4 一 15. 897 0 

Thr31 -3. 246 6 -2. 965 2 一 6. 211 8 

Lys121 -3. 931 2 一 1. 671 6 -5. 602 8 

Ser30 …2. 788 8 …2. 709 0 -5. 497 8 

Glul03 -3.7968 一 1. 528 8 -5. 325 6 

Asp84 -3. 830 4 一 1. 491 0 -5. 321 4 

Lys94 一 3. 750 6 一 1. 142 4 -4. 893 0 

Asp118 一 3. 868 2 一 1. 016 4 一 4. 884 6 

Lys7 -3. 582 6 一 1. 142 4 一 4. 725 0 

H20 一 2. 734 2 一 1. 978 2 -4. 712 4 

Gly97 一 1. 369 2 一 2. 658 6 4. 027 8 

Gly29 一 1. 768 2 一 2. 247 0 4. 015 2 

Gly95 一 1. 759 8 -2. 234 4 一 3. 994 2 

Thr28 一 1. 331 4 一 2. 650 2 -3. 981 6 

Ala83 一 1. 054 2 一 1. 079 4 一 2. 133 6 

Ala99 一 0. 571 2 -1. 306 2 一 1. 877 4 

Thr32 一 0. 575 4 一 1. 268 4 一 1. 843 8 

Gly98 一 1. 142 4 一 0. 642 6 一 1. 785 0 

Ile93 一 0. 697 2 一 0. 344 4 一 1. 041 6 

LeulOO 一 0. 365 4 一 0. 562 8 0. 928 2 

Gly82 一 0. 348 6 一 0. 411 6 -0. 760 2 

Glu85 …0. 445 5 一 0. 154 8 一 0. 600 3 

和总相互作用能分别是一 55. 294 4 ，一 39. 758 2 和

- 95. 052 6 kJ/ mol0 相互作用能仅仅对应于绑定

自由能的焰贡献。结果表明，在这种情况下，静电

能和范德华力对决定底物的绑定取向很重要，巨大

的吸附相互作用能对有效地招募底物盯P 很有帮

助。残基 Asp81 和盯P 之间的总相互作用能

( Etotal ）是一 15. 897 0 kJ/mol，其中主要的相互作

用能是静电能（ E le = - 9. 336 6 kJ/mol ）。残基

Lysl21, Glu103, Asp84, Lys94, Asp118, Lys7 手H

H20 具有跟 Asp81 类似的行为，与 R5P 的主要相

互作用能也是静电能；残基 Gly97 , Thr28 与 R5P

的相互作用能主要是范德华力能；残基 Thr31,

Ser30, Gly29 和 Gly95 跟盯P 的相互作用能中，范

德华力能和静电能大体相当。通过相互作用能分

析，残基 Asp81, Thr3 l, Lys121, Ser30, Glu103, 

Asp84, Lys94, Aspl18, Lys7, Gly97, Gly29, Gly95, 

Thr28 和日20 与盯P 的总相互作用能对比于其它

残基较为突出？因此这些残基可被推测为 R5P 的

重要锚定残基？并对底物的相互作用具有重要贡

献。显然，基于总相互作用能和／或氢键固定，残

基 Asp81, Thr31, Lysl21, Ser30, Glu103, Asp84, 

Lys94, Asp118 和 Lys7 的结果跟大肠杆菌中的 RpiA

的实验事实十分一致。但是根据相互作用能？

Gly97 , Gly29 , Gly95 和 Thr28 是新识别的重要残

基，它们在来自其他各种生物体的 RpiA 中恰好保

守（图衍，但以前一直没被发现过。
在底物反应的初始步（图 7 ），峡喃糖型式的

R5P 进入活性口袋形成米氏复合物。然后， Asp81 

通过从 R5P 中的 Cl 一起基的氧原子接受一个质子

进行开环。这一步最有可能的质子供体是水？在

04 的适当面十分有利于接触溶剂，一旦环被打开，

磷酸可能仍然留在相同的位置9 在 04 中找到的妇

基将会找到一个好的机会跟残基 28 主链上的激基

氧形成氢键。底物靠近 01 和 02 的部分，则必须

重新进行轻微的调整以适应此化学改变。突变结果

RSP 
(open-chain fonn) 

RSP 
(open-chain fonn) 

图 7 底物反应的初始步骤

Fig. 7 The initial step of substrate reaction 
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和位置表明， Glu103 将是必需的催化碱基， Asp81

将在下一步催化中把它的质子返回给底物， Lys94

正好位于帮助稳定中间物的位置。上面的对接结果

表明，水分子和 Asp81 非常靠近盯P，并跟它有较

强的氢键固定和非常大的相互作用能（图 6、表 1

和表匀，它们跟底物反应机理的初始过程十分一

致（图 7 ）。

3 结论

1）嗜酸氧化亚铁硫杆商的 rpiA 基因编码的蛋

白质的可靠三维分子结构模型被构建。由模建的结

构和跟 RSP 相互作用的信息，可在三维空间层次

确认此基因编码了 RpiA 。

2）通过与底物的分子对接， RSP 能被有效地

招募到 A. ferrooxidα旧的 RpiA 的活性位点中并随

后被激活。残基 Asp81, Thr31, Lys121, Ser30, 

Glu103, Asp84, Lys94, Aspl18, Lys7, Gly97, 

Gly29 , Gly95 , Thr28 和日20 对此蛋白的底物绑定

或催化起着重要作用。
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