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摘要：该研究采用分子动力学模拟方法研究南极假丝酵母脂肪酶 B（CaLB）与乙酰氨基葡萄糖（GlcNAc）的相互作用，以及通

过热稳定性实验论证 GlcNAc 对 CaLB 的保护效果。结果表明：在 323.15 K 下，CaLB 与 GlcNAc 的静电势能与 Lennard-Jones（L-J）

在前 20 ns 模拟时间中显著下降，CaLB-250 mmol/L-GlcNAc 模型在 0~100 ns 时，静电势能和 L-J 势能分别下降了 3350 kJ/mol 和 2791 

kJ/mol，二者间的氢键数从 0 增加到 115 左右，CaLB 与 GlcNAc 的可及面积（SASA）接近于 50 nm2。均方根偏差（RMSD）和均方

根波动（RMSF）数据表明：游离酶（Free-CaLB）模型在 323.15 K 和 353.15 K 下的 RMSD 分别为 0.2617 nm 和 0.3473 nm，而不同

浓度 CaLB-GlcNAc 模型的 RMSD 均小于 Free-CaLB 的数值，且 CaLB-GlcNAc 组装体模型区域（Val 147-Leu 155）波动明显小于

Free-CaLB 模型，说明 GlcNAc 可以减弱 Free-CaLB 的韧性而有效维持脂肪酶的原始结构。热稳定性实验表明：Free-CaLB 及

CaLB-GlcNAc 在 60 ℃下处理 2.0 h，Free-CaLB 的残余酶活力仅为 22.26%，而 CaLB-GlcNAc 的残余酶活力为 52.11%。综上，乙酰

氨基葡萄糖可以提高游离脂肪酶的热稳定性。 
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Abstract: In this study, molecular dynamics simulation was used to examine the interaction between Candida Antarctica Lipase B (CaLB) 

and acetylglucosamine (GlcNAc), and demonstrate the protective effect of GlcNAc on CaLB through thermal stability experiments. The results 

show that at 323.15 K, the electrostatic potential energy of CaLB and GlcNAc as well as Lennard-Jones (L-J) decreased significantly in the first 

20 ns simulation time. When the CaLB-250 mmol/L-GlcNAc model was at 0~100 ns, the electrostatic potential energy and LJ potential energy 

decreased by 3350 kJ/mol and 2791 kJ/mol, respectively, and the number of hydrogen bonds between them increased from 0 to about 115. The 

accessible area (SASA) of CaLB and GlcNAc is close to 50 nm2. The root mean square deviation (RMSD) and root mean square fluctuation 

(RMSF) data show that the RMSD of the Free-CaLB model at 323.15 K and 353.15 K were 0.2617 nm and 0.3473 nm, respectively, while the 

RMSF of the CaLB-GlcNAc model at different concentrations was smaller than that of Free-CaLB, and the fluctuation of the CaLB-GlcNAc 

assembly model region (Val 147-Leu 155) was significantly smaller than that of the Free-CaLB model, indicating that GlcNAc can weaken the 

toughness of Free-CaLB and maintain effectively the original structure of CaLB. Thermal stability experiments showed that: after Free-CaLB 

and CaLB-GlcNAc were treated at 60  for 2℃ .0 h, the residual enzyme activity of Free-CaLB was only 22.26%, whilst the residual enzyme 

activity of CaLB-GlcNAc was 52.11%. In summary, the thermal stability of Free-CaLB can be improved by acetylglucosamine. 

Key words: Candida antarctica lipase; acetyl glucosamine; molecular dynamic simulation; thermal stability 

 

南极假丝酵母脂肪酶 B（CaLB）是目前被重点研

究的一类酯催化剂[1]。CaLB 具有底物特异性、专一性，

作用条件温和的通性，但与其它脂肪酶相比，CaLB
具有更宽泛的温度及 pH 值稳定性。CaLB 可催化酯

化、水解、聚合等反应[2]，因此被广泛应用于食品、

生物医药[3]、纺织[4]等领域。但游离酶存在结构不稳定、

易失活的缺点，限制了其在工业化上的推广应用。据

报道，糖类物质在环境胁迫下（低温、干燥等）可对

生物质材料起到保护性作用[5]。因此，可加入某些糖

类物质作为保护剂提升游离 CaLB 的稳定性和储藏性

能。目前，可作为酶保护剂的糖类包括海藻糖[6]、壳

寡糖[7]、甲壳素[8]、羧甲基纤维素[9]、果糖[10]等，不同

糖类对生物质材料的保护作用各有差异。 
N-乙酰氨基葡萄糖（N-acetyl glucosamine，

GlcNAc）是许多重要多糖（几丁质和壳聚糖）的基本

组成单位，主要存在于真菌、细菌以及动植物体内[11]，

尤其是在甲壳类生物的外骨骼含量最高[12]。GlcNAc
易溶于水，具有消炎[13]、抗肿瘤[14]以及抗氧化[15]等生

物活性，且对维持生物体正常生理功能具有显著作用
[16]。然而，目前尚未有报道研究乙酰氨基葡萄糖对游

离 CaLB 的保护机制及相关实验。 
分子动力学模拟能够从分子水平上[17]模拟蛋白

的结构[18]以及与其他物质间的相互作用[19]。本文通过

分子动力学模拟[20]与实验相结合的方法研究了南极

假丝酵母脂肪酶 B（CaLB）与乙酰氨基葡萄糖

（GlcNAc）装配体的构象，考察了 CaLB 与 GlcNAc
之间的作用机制对脂肪酶热稳定性的影响规律。CaLB
与不同浓度GlcNAc混合生成CaLB-GlcNAc溶液混合

物模型，分子动力学模拟后得到较理想的组装体模型，

通过分析 CaLB 总体构象的变化，然后进行热稳定性

实验，验证分子模拟的结果。本文所建立的分子模拟

方法及实验验证方法，可以为研究其它酶与糖类物质

的作用机制提供借鉴作用。 

1  材料与方法 

1.1  研究材料  

可表达南极假丝酵母脂肪酶 B的毕赤酵母菌株：

由本实验室自行构建并保藏。 

本实验室保存的南极假丝酵母脂肪酶 B（CaLB）
表达质粒 CaLB-HisTag-pPICZαA，该质粒表达的酶的

序列为：EFLVPRGSLPSGSDPAFSQPKSVLDAGLTC 
QGASPSSVSKPILLVPGTGTTGPQSFDSNWIPLSTQ
LGYTPCWISPPPFMLNDTQVNTEYMVNAITALYA
GSGNNKLPVLTWSQGGLVAQWGLTFFPSIRSKVD
RLMAFAPDYKGTVLAGPLDALAVSAPSVWQQTT
GSALTTALRNAGGLTQIVPTTNLYSATDEIVQPQVS
NSPLDSSYLFNGKNVQAQAVCGPLFVIDHAGSLTS
QFSYVVGRSALRSTTGQARSADYGITDCNPLPAN
DLTPEQKVAAAALLAPAAAAIVAGPKQNCEPDLM
PYARPFAVGKRTCSGIVTPLVPRGSFLEQKLISEEDL
HHHHHH。 

乙酰氨基葡萄糖，购自湖北兴恒业科技有限公司；

棕榈酸对硝基苯酯，购自上海麦克林生化科技有限公

司；无水乙醇、磷酸盐标准缓冲液（pH 7.5），购自源

叶生物科技有限公司。 

1.2  数据分析与作图相关软件 

采用 Modeller 软件[21-22]对 CaLB 进行同源建模和

模型优化，在线平台（https://mag.liulianpisa.top/login）
与 UCLA-DOE 的 SAVES 服 务 器

（https://servicesn.mbi.ucla.edu/SAVES/）对模型进行质
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量评估。Packmol 软件 [23]生成不同浓度的 CaLB- 
GlcNAc 模型，Gromacs 2019.1 软件[24]对模型进行分

子动力学模拟，Pymol 软件显示模型的三维结构。热

稳定性实验的原始数据由酶标仪输出。 

1.3  研究方法 

1.3.1  CaLB 同源建模与模型评估 
首先，在 NCBI 网站（https://www.ncbi.nlm.nih. 

gov/）上获得南极假丝酵母脂肪酶 B（CaLB）

（ID:1TCA）的氨基酸序列作为主要结构模板，然后

应用 BLAST 工具对目标模板进行序列比对，当模板

与目的蛋白的序列相似度大于 30% 时，利用

Modeller[21,22]进行同源建模和模型优化。 
将优化后的模型放置于在线平台上获得拉氏图，

再使用 UCLA-DOE 的 SAVES 服务器的 Verify_3D 模

块进行评分，二者同时对同源建模的模型质量进行评

价。 

1.3.2  分子动力学模拟研究方法 
分子动力学模拟使用Gromacs 2019.1软件[24]进行

分析。分子动力学模拟分析的具体过程如下：首先，

通过 Packmol 软件[23]将CaLB 分别置于大小为 11、10、
9 nm 的长方体模拟盒中心，然后将数量不同的

GlcNAc 及水分子填充到相应的模拟盒中，得到不同

浓度（250、500、750、1000 mmol/L）的 CaLB-GlcNAc
模型。为保持盒子的总电荷数为 0，对各个模型进行

电中性处理。采用 Amber 03 力场，先将体系进行能

量最小化（EM）处理，然后进行 100 ps 的约束溶质

分子平衡模拟（NVT、NPT）处理，游离 CaLB 在

303.15~323.15 K 具有良好的热稳定性，故最后将各个

模型在 323.15 K下进行 100 ns的无约束恒温分子MD
模拟。待模型平衡后，输出模拟数据并进行分析。 
1.3.3  热稳定性实验设计 

将 CaLB 酶样品分别加入 0、250、500、750、1000 
mmol/L 的乙酰氨基葡萄糖溶液，获得 CaLB-GlcNAc
混合溶液；然后，将游离 CALB 酶液及混合溶液分别

置于 60、70、80 ℃水浴锅中热处理 0、0.5、1.0、1.5、
2.0 h，随后测试酶活性。 

酶活性测试方法[25]如下：200 μL 缓冲液与 25 μL
酶液混合，加入 25 μL 底物溶液后，立即读取 410 nm
波长下 0~5 min 的吸光值，并以该过程变化曲线的斜

率来表征相对酶活，重复实验三次，取平均值。 

1.4  数据处理   

1.4.1  南极假丝酵母脂肪酶B与乙酰氨基葡萄

糖（GlcNAc）组装分析 

势能分析：分析了 0~100 ns 模拟中 CaLB 与

GlcNAc 之间的静电和 Lennard-Jones 相互作用。氢键、

溶剂可达面积（SASA）分析：对 0~100 ns 范围内的

CaLB-溶剂和 CaLB-GlcNAc 进行氢键数和 SASA 分

析，并计算了 GlcNAc 浓度从 0 增加至 1000 mmol/L，
酶与 GlcNAc 之间的氢键数变化情况和蛋白可及面积

的变化情况。 

1.4.2  南极假丝酵母脂肪酶 B 总体构象变化 
均方根波动（RMSF）分析：为研究 GlcNAc 对

CaLB 柔韧性的影响，对 CaLB 和 CaLB-GlcNAc 的每

个残基对计算平均 RMSF。均方根（Root-mean-square 
deviation ， RMSD ）分析：计算游离酶模型及

CaLB-GlcNAc 模型的 RMSD，研究 GlcNAc 对脂肪酶

的结构稳定性的影响。�
1.4.3  不同温度下CALB与乙酰氨基葡萄糖的

热稳定性 
相对酶活力分析：将游离 CaLB 酶液（Free-CaLB）

及 GlcNAc-CaLB 混合液置于 60、70、80 ℃温度下，

分别热处理 0、0.5、1.0、1.5、2.0 h，之后以棕榈酸对

硝基苯酯以底物测定二者的相对酶活力。 

2  结果与讨论 

2.1  模型评估结果 

2.1.1  Ramanchandran Plot（拉氏图）评价 

 
图1 CaLB的拉氏图分析结果 

Fig.1 Ramachandran plot of CaLB 

拉氏图是通过蛋白中非键合原子间最小接触距离

来评价两个相邻肽单位骨架构象是否合理，并以此得

出蛋白的允许和不允许区域，位于允许区域的氨基酸

数应占总氨基酸数的 95%以上[26]。图 1 中的蓝色区域

为“最适区”，位于该区域的氨基酸数量越多，则模型

的可信度越大；紫色区域为“允许区”；白色区域为“不
允许区”，该区域的氨基酸是为构象不合理的氨基酸，

需要进行优化，且该区域的氨基酸数应小于 5%，否

则模型的可信度低。对图 1 进行数据输出可知：该模



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2022, Vol.38, No.3 

77 

型的氨基酸总数为 349 个，其中位于不允许区域的氨

基酸数为 10 个，占比约为 2.87%<5%，证明该模型的

可信度较高。 
2.1.2  Verify_3D 评价 

 
图2 Verify_3D评价结果 

Fig.2 Verify_3D evaluation result 
模型的三维结构（3D）与氨基酸一级序列（1D）

的相容性可以通过 Verify_3D 可分析，进而分析模型

侧链构象的合理性[27]。一般而言，超过 80%氨基酸残

基的平均 3D-1D 分数≥0.2 的模型是可行的，图 2 表示

CaLB蛋白模型中有80.22%氨基酸残基的3D-1D分数

≥0.2，且大部分的残基 Verify_3D 评分>0，表明该模

型的侧链构象良好，可信度较高。 

2.2  CaLB和GlcNAc自组装过程分析 

2.2.1  L-J 势能和静电势能分析 

 

 
 

 

 

 
图3 CaLB与不同浓度GlcNAc静电和Lennard-Jones相互作用

(323.15 K) 

Fig.3 CaLB interacts with different concentrations of GlcNAc 

electrostatically and Lennard-Jones (323.15 K) 

为了研究CaLB与GlcNAc在溶液中的相互作用，

分析了 323.15 K 下 CaLB 与不同浓度 GlcNAc（250、
500、750、1000 mmol/L）的静电和 Lennard-Jones 势
能（图 3）。结果显示，CaLB-GlcNAc 的静电势能与

L-J 势能在前 20 ns 模拟时间中显著降低。此外，随着

GlcNAc 浓度的升高，静电势能与 L-J 势能下降值增

大。CaLB-250 mmol/L-GlcNAc（图 3a）模型在 0~100 
ns 模拟过程中，静电势能下降了 3350 kJ/mol，L-J 势
能下降了 2791 kJ/mol。1000 mmol/L（图 3d）的模拟

盒在 0~100 ns 模拟过程中，静电势能下降了 4992 
kJ/mol，L-J 势能下降了 4340 kJ/mol。结果表明，CaLB
与 GlcNAc 存在静电作用和 L-J 作用，且库仑作用略

高于 L-J 作用。 

2.2.2  氢键分析 
各模型的模拟时间为 0 ns 时，蛋白与溶剂的氢键

数（HBN）约为 500，蛋白与 GlcNAc 的 HBN 约为 0。
比较各模型平衡后的氢键数据可知：当 GlcNAc 浓度

增加 500 mmol/L 时，蛋白与 GlcNAc 之间的氢键数逐

步增加到115，GlcNAc浓度从500 mmol/L增加至1000 
mmol/L 时，二者之间的 HBN 变化不显著。表明

250~500 mmol/L 浓度的GlcNAc 足以覆盖蛋白的表面 
 
 



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2022, Vol.38, No.3 

78 

并与其形成氢键作用。此外，观察图 4 可知，随着

GlcNAc 浓度的增加，蛋白与溶剂间的 HBN 从 500 下

降至 300 左右，而 GlcNAc 与 CaLB 之间的 HBN 则从

0 上升至 150 左右，表明 GlcNAc 与 CaLB 之间形成的

氢键能取代部分 CaLB 与溶剂间的氢键。 

 
图4 CaLB与不同浓度GlcNAc时酶与GlcNAc及酶与溶剂的氢键

数量分析图(323.15 K) 

Fig.4 Analysis of the number of hydrogen bonds between 

enzyme and GlcNAc and enzyme and solvent when CaLB and 

different concentrations of GlcNAc (323.15 K) 

2.2.3  CaLB 和 GlcNAc 溶剂可及面积（SASA）

分析 

 
图5 CaLB与不同浓度GlcNAc的蛋白溶剂可及表面积(SASA)数

据分析图(323.15 K) 

Fig.5 CaLB and different concentrations of GlcNAc protein 

solvent accessible surface area (SASA) data analysis chart 

(323.15 K) 

分析蛋白溶剂可及面积（SASA）的数据，如图 5。
比较各模型的平衡之后的蛋白 SASA 数据可知：模拟

时间为 20 ns 时，GlcNAc 浓度从 0 增至 500 mmol/L，
蛋白的 SASA 从 160 下降至 50 nm2，当 GlcNAc 浓度

增至 750 mmol/L 与 1000 mmol/L，蛋白的 SASA 在

30~40 nm2。因此，蛋白 SASA 的数据表明，在 GlcNAc
浓度在 500 mmol/L 时，GlcNAc 已经充分占据了酶分

子的表面,与氢键数量分析的结果相一致。 

2.3  CaLB与GlcNAc组装体的整体构象 

2.3.1  均方根偏差（RMSD）分析 
分析模型的均方根偏差（RMSD）可以揭示

GlcNAc 对脂肪酶结构稳定性的影响。如图 6 所示，

在 323.15 K 下，游离酶模型（Free-CaLB）平衡后的

RMSD 约为 0.2617 nm，其余四个不同浓度的

CaLB-GlcNAc 模型的 RMSD 数值均小于 Free-CaLB
模型的 RMSD 数值。 

 
图6 Free-CaLB-SOL与不同浓度GlcNAc的 RMSD数据分析图

(323.15 K)�
Fig.6 The RMSD data analysis graph of Free-CaLB-SOL and 

different concentrations of GlcNAc (323.15 K) 

表1 Free-CaLB-SOL与不同浓度GlcNAc最后10 ns的 RMSD平

均值数据分析表（353.15 K） 

Table 1 The last 10 ns RMSD average data analysis table of 

Free-CaLB-SOL and different concentrations of GlcNAc 

(353.15 K) 

GlcNAc 浓度
/(mmol/L) 0 250 500 750 1000 

RMSD/nm 0.3473 0.3052 0.3349 0.2667 0.2487

在 323.15 K 的基础上，对 Free-CaLB 与 250、500、
750、1000 mmol/L 的 CaLB-GlcNAc 模型进行了升温

至 353.15 K 的处理，分析模型最后 10 ns 的 RMSD 来

表征升温后 GlcNAc 对脂肪酶的结构稳定性的影响及

探究 CaLB 的热稳定性。结果如表 1 所示，在 353.15 K
温度下，CaLB-GlcNAc 模型的 RMSD 数值均小于

Free-CaLB 的 RMSD 数值（0.3473 nm），揭示 GlcNAc
在 353.15 K 的条件下，仍可有效维持酶的原始结构，

并提高其结构稳定性。 

2.3.2  均方根波动（RMSF）分析 
为了研究GlcNAc 对CaLB 结构柔性的影响，图 7

对比分析了Free-CaLB与不同浓度的CaLB-GlcNAc均
方根波动（RMSF）数据。结果表明，各残基的RMSF
在Free-CaLB 和CaLB-GlcNAc组装体中表现出相同的

趋势。进一步分析 323.15 K 时模拟盒的RMSF 数据，

结果发现在 Free-CaLB 模型中（Val 147-Leu 155）区域

的波动较大，而CaLB-GlcNAc 组装体模型在该区域的
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波动却有所减弱，表明（Val 147-Leu 155）区域在

CaLB-GlcNAc 组装体中的结构柔性较 Free-CaLB 弱。�

 
图7 CaLB与不同浓度GlcNAc的 RMSF数据分析图(323.15 K)�

Fig.7 CaLB and different concentrations of GlcNAc RMSF 

data analysis chart (323.15 K) 

 

 

 
图8 60 ℃（a）、70 ℃（b）、80 ℃（c）下CALB与 GlcNAc的

热稳定性�
Fig.8 Thermal stability of CALB and GlcNAc at 60 ℃ (a), 

70 ℃ (b), and 80 ℃ (c) 

2.3.3  不同温度下 CALB 与 GlcNAc 的热稳定

性分析 
为了验证 CaLB-GlcNAc 模型的模拟效果，进行

了 CaLB 与不同浓度 GlcNAc 的热稳定性实验。实验

结果如图 8 所示，CaLB-GlcNAc 热稳定性要优于游离

酶，并且随着 GlcNAc 浓度增加，CaLB 在不同温度热

处理时的酶活保留率相对增加。此外，由图 8a 所示，

游离 CaLB 在 60 ℃热处理 0.5 h 后，其相对酶活力仅

剩 37.21%，而与浓度为 750~1000 mmol/L 的 GlcNAc
共同作用的 CaLB，其相对酶活力保留>90%；在该温

度下热处理 2.0 h 后，游离 CaLB 的相对酶活力仅剩

22.26%，而 750~1000 mmol/L GlcNAc 溶液中的 CaLB
活性依旧保持有 52.11%。可见，在溶液中，加入

GlcNAc 可有效提高 CaLB 的热稳定性，这与分子模拟

的结果具有一定的吻合之处。 

2.3.4  讨论 
乙酰氨基葡萄糖是一种功能性糖，但目前关于乙

酰氨基葡萄糖与脂肪酶相互作用的分子动力学模拟及

热稳定性实验研究鲜有报道。N-乙酰氨基葡萄糖经

β-1,4-糖苷键连接形成甲壳素，甲壳素脱去乙酰基及降

解后形成壳寡糖（OCTS），因此，乙酰氨基葡萄糖与

壳寡糖都属于甲壳素衍生物的范畴。杨宝燕[28]使用分

子动力学模拟方法研究了壳寡糖与南极假丝酵母脂肪

酶 B 的相互作用机制，模拟结果显示：CaLB 与 OCTS
之间存在静电相互作用和氢键相互作用，并且 CaLB
与 OCTS 之间的氢键数量增加，CaLB 与 OCTS 之间

的 SASA 明显降低，使得脂肪酶被壳寡糖包裹住，从

而使脂肪酶的蛋白结构变稳定，但壳寡糖在实验中是

否能够提高脂肪酶的热稳定性仍需进一步研究。 
相比之下，本文不但从分子动力学模拟的角度分

析了 GlcNAc 与 CaLB 之间的氢键数、SASA 的变化

情况等来研究脂肪酶与乙酰氨基葡萄糖之间的相互作

用机制，进一步通过热稳定性实验进行论证，结果显

示：乙酰氨基葡萄糖可以提高南极假丝酵母脂肪酶 B
的热稳定性，这与分子动力学模拟结论具有一定的吻

合性。 

3  结论 

本实验利用分子动力学模拟及实验论证方法研究

了南极假丝酵母脂肪酶B与乙酰氨基葡萄糖的相互作

用及酶的热稳定性实验。分子动力学模拟势能与氢键

分析表明：CaLB 与 GlcNAc 之间的组装过程存在静电

作用和 L-J 作用，并且随着 GlcNAc 浓度的增加，蛋

白与 GlcNAc 之间的 HBN 增加（由 0 增至 115），取

代了 CaLB 与溶剂间的部分氢键。此外，当 GlcNAc
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的浓度为 250~500 mmol/L 时，GlcNAc 足以覆盖蛋白

的表面与其形成氢键作用。RMSD、RMSF 和 SASA
数据表明：不同浓度的 CaLB-GlcNAc 模型波动程度

明显小于 Free-CaLB 模型，且当 GlcNAc 浓度为 500 
mmol/L 时，酶分子的表面已被 GlcNAc 充分覆盖（此

时的 SASA 由 160 下降到 40 nm2），这表明 GlcNAc
可有效维持脂肪酶的原始结构。CaLB 与 GlcNAc 的热

稳定性实验也表明了 GlcNAc 可以有效维持 CaLB 的

天然结构并提高其结构的稳定性。 
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