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耐热β-半乳糖苷酶的结构分析及同源建模 
 

张志刚 

（肉食品安全生产技术国家重点实验室，厦门银祥集团有限公司，福建厦门 361100） 

摘要：预测耐热 β-半乳糖苷酶的初级结构和高级结构，为进一步了解该蛋白的结构特征提供理论依据。应用 ProtParam、ProtScale、

TMHMM Server v. 2.0、SignalP 4.0 Server、SOPMA、PSORT Prediction、GENO3D 等生物信息学软件对此耐热 β-半乳糖苷酶的初级结

构和空间结构进行分析和预测。该耐热 β-半乳糖苷酶由 452 个氨基酸残基组成，无跨膜区域和信号肽，定位于细胞质，二级结构以 α

螺旋和无规则卷曲为主，应用同源建模的方法，三维结构分子模型得到了成功构建。为进一步研究耐热 β-半乳糖苷酶的功能特征以

及改造奠定了基础。 
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Abstract: This study aimed to predict the primary and higher structures of thermostable β-galactosidase, providing theoretical basis for 

further study on its structural characteristics. Several kinds of bioinformatics softwares, including ProtParam, ProtScale, TMHMM Server v. 2.0, 

SignalP 4.0 Server, SOPMA, PSORT Prediction and GENO3D, were used to analyse and predict the primary and spatial structure of this enzyme. 

Result showed that the thermostable β-galactosidase was composed of 452 amino acids residuals. The enzyme protein had no signal peptide and 

transmembrane region, and located in the cytoplasm. Alpha Helix and Random coil were main structures in its secondary structure. By using 

homology modeling, three-dimensional structure of the enzyme was constructed.  
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β-半乳糖苷酶(β-galactosidase，EC3.2.1.23)又称乳

糖酶(1actase)[1]、β-半乳糖半乳糖苷转移酶[2]，可催化

水解半乳糖苷键，将乳糖水解成为葡萄糖和半乳糖，

同时具有转移半乳糖苷的作用，在乳糖分子的半乳糖

上连接 1-4 个半乳糖，生成低聚半乳糖(galactooligosac 

charide，GOS)[3~5]。β-半乳糖苷酶不仅广泛应用于食

品、化学、医药等领域, 而且在生物技术领域如基因

工程、酶工程、蛋白质工程方面都发挥着重要作用
[6~9]。对于工业应用而言，良好的耐热性是酶的一个

最重要特性之一[10]。使用耐热 β-半乳糖苷酶进行工业

化生产具有适用范围广、转化率高、污染小等优点[11]，
但目前为止，国内有关于热稳定性 β-半乳糖苷酶的报

道很少，而关于耐热 β-半乳糖苷酶空间结构和功能的 
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利用传统方法如X射线晶体衍射方法、核磁共振

技术(Nuclear Magnetic Resonance，NMR)[12]、电镜三

维重构技术等研究蛋白的空间结构和功能不但费时费

力，而且对仪器设备要求较高。随着分子生物学技术

的快速发展和应用，大量新的编码蛋白的DNA序列不

断涌现，传统的方法远远不能满足实验的需求，因此

利用生物信息学软件来预测蛋白的空间结构与功能特

性，对研究蛋白质结构和机理具有重要的理论意义与

实用价值。本研究通过应用各种生物信息学软件对耐

热β-半乳糖苷酶的初级结构及高级结构进行了预测和

分析，并在三级结构的基础上进行空间结构的同源建

模,为进一步研究耐热β-半乳糖苷酶的功能及特征奠

定基础。 

1 材料与方法 

1.1  材料 
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供本文研究的蛋白序列来自美国生物信息中心

(NCBI)蛋白质数据库，检索序列号为：YP_003993284. 

1，该耐热蛋白酶的氨基酸序列为：MSFPKGFLWGA 

ATASYQIEGAWNEDGKGESIWDRFSHQKGNILYG

HTGDVACDHYHRFEEDVSLMKELGLKAYRFSIAW

ARIFPDGYGTVNQKGLEFYDRLINKLVENGIEPVV

TIYHWDLPQKLQDIGGWANKEIVNHYFEYAMLLI

NRYKDKVKKWITFNEPYCIAFLGHWHGVHAPGIK

DFKVAMDVVHNIMLSHFKVVKAVKENNIDVEVGI

TLNLTPVYLQTERLGYKVSEIEREMVNLSSQLDNE

LFLDPVLKGSYPQKLLNYLVQKDLLDSQKAEKM

QQEVKENFIFPDFLGINYYTRAVRLYDENSSWIFPI

RWEHPAGEYTEMGWEVFPQGLFDLLMWIKENYP

QILIYITENGAAYNDKVEDGRVHDQKRVEYLKHH

FEAARKAIENGVDLRGYFVWSLMDNFEWAMGYT

KRFGIIYVDYETQKRIKKDSFYFYQQYIKENS。 

1.2  方法 

1.2.1  耐热 β-半乳糖苷酶的初级结构分析 

利用利用瑞士生物信息学研究所提供的Prot 

Param程序 (http://web.expasy.org/protparam/)对耐热β-

半乳糖苷酶的相对分子量、氨基酸残基数目、组成、

蛋白理论等电点及疏水性平均值等参数进行分析。 

1.2.2  耐热β-半乳糖苷酶疏水性、跨膜区域和信号肽

预测 

应用ProtScale程序(http://web.expasy.org/prots cale/)

对该蛋白酶的疏水性进行分析。分别利用TMHMM 

Server v. 2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/ services/TMHMM/)

和 SignalP 4.0 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/ 

signalP/)在线服务器对耐热β-半乳糖苷酶的跨膜区域

和信号肽进行预测。 

1.2.3  耐热β-半乳糖苷酶二级结构分析 

利 用 SOPMA(http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsaa 

utomat.pl?page=/NPSA/nps asopma.html)对该蛋白酶的

α螺旋、延伸链、β-转角结构以及无规则卷曲等进行分

析预测。 

1.2.4  耐热β-半乳糖苷酶的细胞定位 

应用PSORT Prediction工具（http://psort.hgc.jp/ 

form.html）对该蛋白酶进行细胞定位进预测。 

1.2.5  蛋白酶三级结构预测 

利用GENO3D服务器（http://geno3d-pbil.ibcp.fr/ 

cgi-bin/geno3d_automat.pl?page=/GENO3D/geno3d_ho

me.html）对该蛋白酶的空间结构进行分析预测，并利

用Procheck，Errat和Verify_3Dhttp://nihserver. mbi.ucla. 

edu/SAVES/ )对该蛋白酶的结构模型进行评估。使用

Rasmol 2.7.5软件展示该蛋白酶的三级结构模型。 

2  结果与分析 

2.1  耐热 β-半乳糖苷酶初级结构分析 

通过ProtParam程序分析，结果显示，该耐热β-半

乳糖苷酶由452个氨基酸组成，分子量为53.29 kDa，

其分子式为C2457H3665N625O682S13，该蛋白酶的原子总

数和理论等电点分别为7442和5.8。酸性氨基酸残基总

数(Asp + Glu)为63，碱性氨基酸残基总数(Arg + Lys)

为52，疏水性的总平均值(GRAVY)为-0.428。组成该

蛋白酶的氨基酸比例见表1。 

表 1 耐热β-半乳糖苷酶的氨基酸组成 

Table 1 Amino acid composition of thermostable 

β-galactosidase 

氨基酸 数目 摩尔比/% 氨基酸 数目 摩尔比/% 

Ala 23 5.1 Leu 37 8.2 

Arg 17 3.8 Lys 35 7.7 

Asn 25 5.5 Met 11 2.4 

Asp 27 6.0 Phe 25 5.5 

Cys 2 0.4 Pro 14 3.1 

Gln 18 4.0 Ser 17 3.8 

Glu 36 8.0 Thr 13 2.9 

Gly 31 6.9 Trp 14 3.1 

His 15 3.3 Tyr 30 6.6 

Ile 31 6.9 Val 31 6.9 

2.2  耐热β-半乳糖苷酶疏水性、跨膜区域和信号肽预

测 

 

图 1 耐热 β-半乳糖苷酶的疏水性氨基酸分布图 

Fig.1 The distribution of hydrophobic amino acids in 

thermostable β-galactosidase 

对耐热 β-半乳糖苷酶的疏水性分析如图 1，根据

SAPS 数据库中的统计结果，该蛋白酶的疏水性氨基

酸数目为 186 个。相关研究表明蛋白质的耐热性与其

疏水内核直接相关，蛋白内部疏水内核增加则耐热性

提高，反之则低。通常耐热性强的蛋白质其疏水氨基

酸含量较高，主要是因为疏水性氨基酸有助于形成刚

性蛋白内核。 
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图 2 耐热 β-半乳糖苷酶跨膜区域预测 

Fig.2 Transmembrane regional prediction of thermostable 

β-galactosidase 

通过TMHMM Server v. 2.0在线软件对该蛋白酶

的跨膜区域的预测可知，该蛋白酶的跨膜区域为零，

该蛋白在跨膜区域中的氨基酸序列期望值为0.00118,

存在跨膜区域时该数值应当大于18，因此该耐热β-半

乳糖苷酶没有跨膜区域（图2）。应用SignalP 4.0 Server

软件对该蛋白酶的信号肽进行预测，结果显示（图3），

该蛋白酶不存在信号肽。 

 
图 3 耐热-半乳糖苷酶信号肽预测 

Fig.3 S ignal peptide prediction of thermostable β-galactosidase 

2.3  耐热 β-半乳糖苷酶二级结构预测 

通过SOPMA服务器对该蛋白酶的二级结构进行

分析得知，在该蛋白酶的二级结构中：α螺旋结构

(Alpha helix, h)为36.73%，扩展长链(Extended strand, e)

为14.60%，β-转角结构(Beta turn, t)为9.29%，无规则

卷曲结构(Random coil, c)为39.38(如图4)。 

2.4  耐热 β-半乳糖苷酶的细胞定位 

对该蛋白酶的细胞定位预测使用PSORT WWW 

Server程序提供的PSORT Prediction工具进行，预测结

果表明，该蛋白存在于细胞质中的可能性为11%，而

在细胞周质间隙以及内外膜中都无法确定是否有该蛋

白的存在。 

2.5  耐热 β-半乳糖苷酶三维结构预测 

将该蛋白酶的氨基酸序列在线提交Geno3D服务

器后，从返回同源序列中选择同源性高、并且有三维

结构模型的pdb2jalB、pdb2wc3B和pdb3ahxA三个序列

作为模板。提交模板后返回Model-1、Model-2、Model-3

三个模型数据文件，将模型文件经RasMol2.7.5软件展

示，结果如图5所示。对各个模型经过综合评价后发现，

Model-1的能量最低，为 -8866.41 kcal/mol，结合

Procheck和Errat软件对三个模型的评价结果，发现

Model-1更接近于该蛋白酶的真实的空间构象。 

 
图 4 耐热 β-半乳糖苷酶二级结构预测 

Fig.4 Secondary structureprediction of thermostable 

β-galactosidase 

   

Model-1           Model-2          Model-3 

图 5 不同耐热β-半乳糖苷酶的同源模型结构比较 

Fig.5 Comparison of some homology models for thermostable 

β-galactosidase 

 

图 6 Model-1的 Procheck 评价 

Fig.6 Procheck analysis of Model-1 

利用Procheck对Model-1进行分析，结果显示（图

6），在451个主要氨基酸残基中，处在核心允许区的氨
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基酸残基为71.3%，另外有3.0%处于最大允许区内，

只有2.2%的氨基酸残基处于不可信区域，这一结果满

足立体化学结构中对二面角的分布要求。通过

Verify_3D软件对Model-1模型的评估显示，88.05%的

氨基酸残基3D-1D的相容性分值大于0.2，说明这个模

型通过了Verify_3D验证。 

3  讨论 

生物信息学是一门新兴的交叉学科，它主要从事

对生物信息的获取、加工、储存、分配、分析和解读，

综合运用数学、物理、信息科学与生物学工具，以达

到解析数据中生物学含义的目的[13]。从大量数据中提

取新知识是生物信息学最重要的任务，数据库是生物

信息学的主要内容，是一切生物信息学工作的基础。

当前,最主要的三大数据库GenBank核酸序列数据库, 

SWISSPROT蛋白质数据库和PDB生物大分子结构数

据库, 已成为全世界从事生命科学研究的科研人员获

取序列、结构和其他信息的基本来源[14~15]。当前，对

蛋白质分子空间结构与功能的研究被认为是分子生物

学领域中最具挑战性的课题之一[16]。由于传统的方法

如晶体衍射、核磁共振等技术不但费时费力，而且成

本较高，因此，从理论上对一个已知序列的蛋白质的

空间结构进行预测的问题变得日益紧迫和重要。 

在本研究中，我们应用了一系列生物信息学软件

对耐热β-半乳糖苷酶的初级和高级结构进行了分析和

预测，在对该耐热β-半乳糖苷酶的初级结构研究后发

现，该蛋白酶由452个氨基酸组成，其理论等电点为

5.80，酸性氨基酸残基总数多余碱性氨基酸残基总数，

由此断定，该耐热β-半乳糖苷酶属于酸性性蛋白酶。

该蛋白酶的疏水性的总平均值为-0.428，为负值，因

此该耐热β-半乳糖苷酶应该为水溶性蛋白酶。从

TMHMM Server v. 2.0和SignalP 4.0 Server软件的预测

结果显示，该蛋白酶不存在跨膜区域和信号肽。应用

PSORT Prediction工具对该耐热β-半乳糖苷酶进行细

胞定位分析后发现，该蛋白酶存在于细胞质中的可能

性为11%，而在细胞周质间隙以及内外膜中都无法确

定是否有该蛋白的存在。在该蛋白酶的二级结构中，

α螺旋结构(Alpha helix)和无规则卷曲结构(Random 

coil)分别占据36.73%和39.38%，为主要的结构形式。

在此次研究中，我们应用Geno3D服务器对该耐热β-

半乳糖苷酶进行三级结构的预测和分析，将该蛋白酶

的氨基酸序列在线提交Geno3D服务器后，从返回同源

序列中选择同源性高、并且有三维结构模型的

pdb2jalB、pdb2wc3B和pdb3ahxA三个序列作为模板。

提交模板后，服务器返回Model-1、Model-2、Model-3 

三个模型数据文件，经过综合评价这三个模型后发现，

Model-1更符合该耐热β-半乳糖苷酶真实的空间构象。

应用Verify_3D软件对Model-1模型评估后发现，有

88.05%的氨基酸残基3D-1D的相容性分值大于0.2，说

明我们构建出了合理的耐热β-半乳糖苷酶同源模型。 

4  结论 

本研究通过应用一系列的生物信息学软件对耐热

β-半乳糖苷酶的一级结构、亲疏水性、跨膜区、信号

肽、细胞定位以及二级结构等进行了分析。并在三级

结构的基础上进行空间结构的同源建模,为进一步研

究耐热β-半乳糖苷酶的功能特征以及改造奠定基础。 
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