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基于计算模拟高效筛选蛋白酶制备胶原蛋白

三肽的方法

郝锦亨1，郭睿1，李叶1，方晓嘉1，林璐菁2，林丽炫2，张薄博1

（1.汕头大学理学院生物系，广东汕头 515063）（2.广东亿超生物科技有限公司，广东汕头 515064）

摘要：为筛选出能够高效分解胶原蛋白的蛋白酶，首先通过分子对接和分子模拟技术，利用虚拟筛选出的蛋白酶水解

罗非鱼胶原蛋白粉，测定其水解度、分子量及动力学常数并研究分子相互作用机制。结果显示，筛选出对胶原蛋白水解效

果良好的碱性蛋白酶、牛胰蛋白酶与中性蛋白酶的结合能分别为 -7.09、-6.74、-6.62 kcal·mol-1
。对 3 种蛋白酶进行水解

测定发现碱性蛋白酶在 pH 值为 9，温度为 50 ℃条件下对罗非鱼胶原蛋白粉有着良好的水解能力，其水解度达到 30.22%，

其水解产物的平均分子量为 548.23 Da，胶原三肽含量达到了 51.34%，其米氏常数（Km）为 4.26 mg·mL-1
，最大反应速率

（Vmax）为 1.16 μg·（min·mL） -1
，优于中性蛋白酶与胰蛋白酶。50 ns 的分子动力学模拟分析表明，与 1NPC-GPH 和 3MFJ-

GPH 相比，1AH2-GPH 的 RMSD 在 15 ns 后达到平衡，并在 0.175 Å 附近震荡，平均氢键数为 4，回旋半径最终稳定

在 1.67 nm 左右。此结果表明经虚拟筛选技术筛选出的碱性蛋白酶与罗非鱼来源的蛋白亲和性好，特异性强，可为胶原蛋

白三肽的生产提供重要参考。
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Abstract: To screen the proteolytic enzymes that can efficiently degrade collagen, molecular docking and molecular dynamics 

(MD) simulations were employed to virtually screen proteases for hydrolyzing tilapia collagen powder. The degree of hydrolysis 

(DH), molecular weight distribution, kinetic constants, and molecular interaction mechanisms were subsequently determined. 

Results revealed that the binding energies for the three proteases exhibiting favorable collagen hydrolysis-alkaline protease, bovine 

trypsin, and neutral protease-were -7.09, -6.74, and -6.62 kcal·mol-1, respectively. Enzymatic hydrolysis assays demonstrated that 

the alkaline protease exhibited excellent hydrolytic activity toward tilapia collagen powder under optimal conditions (pH value 9, 50 ℃ ), 

achieving a DH of 30.22%. The hydrolysates had an average molecular weight of 548.23 Da, with collagen tripeptides accounting for 

51.34% of the total. The Michaelis constant (Km) and maximum reaction velocity (Vmax) were 4.26 mg·mL-1 and 1.16 μg·(min·mL)-1, 

respectively. Thus, alkaline protease outperformed both the neutral protease and trypsin. MD simulations over 50 ns indicated that 
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在所有结缔组织细胞外基质的主要材料中，胶原

蛋白的含量占动物总蛋白质的 25%~35% [1] ，是脊椎动

物中结构蛋白含量最丰富的一种。胶原蛋白的分子量

约为 300 kDa，直径约为 14~15 Å，长约为 2 800 Å。

它由三条称为三螺旋构象的多肽链组成，包含重复序

列（Gly-X-Y）n，其中 X 和 Y 的位置多为 PRO 和

HYP  [2] 。在产品研发上，以骨修复贴、创面修复、药

物输送和美容为主导  [3,4] 。然而，胶原蛋白属于大分

子化合物，其产品存在难以吸收等问题  [5] 。同时，人

工提取的胶原中含有一定的免疫原性，增加了其应用

的潜在风险  [6] 。

胶原三肽是一种含有三种氨基酸的小肽，由胶原

蛋白或明胶水解而得。与分解前的胶原蛋白相比，胶

原蛋白三肽的溶解性和热稳定性更好，可以直接在体

内吸收，具有很高的利用率，能促进肌肤 [7] 、抑制皮

肤糖化 [8] 、并被用于治疗膝骨关节炎和软骨钙质沉着

症 [9] 。而在胶原三肽中，GPH 在多种生理功能中发挥

作用。在 Chae 等 [10] 的研究中，GPH 通过靶向 GR 信

号通路，抵消应激激素皮质醇对皮肤胶原蛋白的降解

作用，从而发挥保护皮肤结构和抗衰老的效应。正因

为如此，胶原三肽正逐渐成为近期研究热点，拥有着

良好的商业价值。

胶原蛋白肽的酶解工艺一般以内切蛋白酶水解为

主，生成具有特定活性的胶原蛋白三肽，其方法具有

条件温和、不破坏氨基酸、无毒副产物等优点 [11] 。然而，

如何筛选获得可高效水解胶原蛋白的蛋白酶仍是一个

难点。其中一个原因是大多数筛选蛋白酶的研究仍然

遵循传统方法，需要大量劳动力和成本。而计算机方

法 [12] 可以提高筛选效率并在一定程度上避免传统方法

的弱点 [13] 。

分子对接和分子动力学模拟技术能够对分子间的

相互作用进行深入的阐述，在药物研制上也有着重要

的地位 [14] 。分子对接是一种基于“锁钥原理”理论发

展起来的技术，能识别一系列小分子与其受体的最佳

结合模式 [15] 。分子动力学模拟是一种计算机模拟原子

尺度的分子运动的技术，其理论基础是经典牛顿力学。

通过给每个生物分子提供适当的力场，模拟出原子间

的相互作用关系 [16] 。因此将分子模拟辅助分析与实验

验证相结合是筛选能有效分解出大量胶原三肽的蛋白

酶的有效方法。

为筛选出能够高效水解胶原蛋白的蛋白酶，本研

究基于酶 - 底物催化过程中的结合作用原理，采用分

子对接技术，依托自行构建的蛋白酶数据库进行批量

分子对接，初步筛选出具有高效生产胶原蛋白三肽潜

力的酶。随后，采用 OPA 荧光标记法、高效液相色谱

法（HPLC）、测定酶反应动力学与分子动力学评估的

协同分析策略，遴选优势蛋白酶配方，为探索蛋白酶

的筛选方法提供参考。

1  材料与方法

1.1 实验材料 

黄牛来源胰蛋白酶 T819002（活力为 2 500 U·mg-1），

上海麦克林；来源于枯草芽孢杆菌的碱性蛋白酶（活

力为 200 U·mg-1）与中性蛋白酶（活力为 110 U·mg-1），

夏盛生物科技开发有限公司；罗非鱼胶原蛋白粉，广

东亿超生物科技有限公司；Bradford 蛋白浓度 P0006
测定试剂盒，上海碧云天。

1.2 实验方法

1.2.1 蛋白酶数据库的建立与虚拟筛选

以“蛋白酶”为关键词，以分辨率  ≤  2.5、pH 值

（6.0~8.0）、蛋白晶体中有配体结合的条件进行筛选，

在 RCSB 数据库 [17] 中检索下载的与蛋白酶有关的三维

结构文件。而后，利用从 MEROPS 数据库 [18] 下载到的

蛋白水解酶与 RCSB 检索筛选下载到蛋白酶进行对比，

去除结构不合理的部分，最终构建一个小型蛋白酶数

据库。

以 GPH 为目标，利用 pubchem（https://pubchem.
ncbi.nlm.nih.gov/） [19] 检索下载其三维结构文件，作为

配体用于虚拟筛选。在酶的处理上，使用 Python 编

写的脚本对数据库中的蛋白酶进行批量去水加氢操

作，且将蛋白酶的 PDB 结构文件批量转化为用于对接

的 PDBQT 格式文件。为确定蛋白酶的对接口袋，使

用 p2rank 对蛋白酶数据库内的蛋白酶进行批量蛋白质

口袋预测 [20] ，编写含有 p2rank 对接参数的配置文件

the complex 1AH2-GPH (alkaline protease) reached equilibrium after 15 ns, with the root mean square deviation fluctuating around 

0.175 Å. This complex maintained an average of four hydrogen bonds and a stable radius of gyration (Rg) of approximately 1.67 nm. In 

contrast, complexes 1NPC-GPH and 3MFJ-GPH exhibited less stability. These findings indicate that the alkaline protease identified 

through virtual screening exhibits high affinity and specificity for tilapia-derived protein, providing important reference for collagen 

tripeptide production.

Key words: molecular docking; collagen tripeptide; protease; molecular dynamic simulation
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生成脚本用于做批量分子对接。最后调用 AutoDock-
Vina [21] 进行批量分子对接。通过对接分数对比查找，

选择具有最低预测结合能的对接姿势作为蛋白酶与

GPH 的建议结合构象，而后进行配体与受体结合情况

分析 [22] 。

1.2.2 胶原蛋白三肽水解产物的制备

将蛋白粉按照 0.1 g ：3 mL 的料水比加入超纯水

中，煮沸解聚 10 min。加入 0.015 g 蛋白酶。在其最适

pH 值和温度条件下酶解 5 h。而后通过沸水浴 10 min
使酶失活，并于 8 000 r·min-1下离心 10 min 后取 1 mL
上清制备而成。

1.2.3  蛋白酶最佳水解条件的探索

酶解产物的水解度使用 OPA 法进行测定 [23] ，并以

此为依据探究蛋白酶的最适 pH 值和最适温度。

OPA 试剂的配置方法：将 0.1 mol·L-1 无水四硼酸

钠溶液，与 3.46×10-3 mol·L-1 SDS 溶液进行混合，最

终配置成硼酸盐缓冲溶液。而后，将称取一定量的

DTT，溶于 40 mg·mL-1 的 97% OPA 无水乙醇溶液中，

配备成 44 mg·mL-1 的 DTT 与 OPA 混合溶液，使用蒸

馏水定容至 50 mL 后即得 OPA 试剂。

丝氨酸标准曲线绘制方法：取 5 mL 离心管，分

别加入 0、100、200、300、400 μL 丝氨酸母液，

再各加入 3.0 mL OPA 试剂，混合均匀后室温反应

2 min，以蒸馏水为参比，于 334.5 nm 波长处测定

吸光度。根据测得的吸光度结合丝氨酸浓度绘制标

准曲线。

样品水解度测定方法如下：取 1.0 mL 水解液，稀

释 200倍后取 400 μL的稀释液，加入 3.0 mL OPA试剂，

反应 2 min 后测定 334.5 nm 处吸光度。

将 实 验 测 定 的 吸 光 度 平 均 值 与 CSerine-NH2

（mmol·L-1）标准曲线进行对比查询，并根据该公式计

算水解度。

H = 
h

htot
×100% =

(
Cserine×V×N

m×x  -0.4)

htot×1.0
×100%    （1）

式中：

H—— 水解度，% ；

h—— 水解的肽键数，mmol·g-1
；

htot—— 总肽键数，单位 mmol·g-1，胶原蛋白为 7.8 mmol·g-1 ；

CSerine—— 样品中 L-Serine 的当量浓度，mmol·L-1
；

V—— 样品溶解定容体积，L ；

N—— 样液稀释倍数；

m—— 样品质量，g ；

x—— 样品中蛋白质含量，%。

1.2.4 高效液相色谱测定水解产物的平均分子量和

胶原三肽含量

1.2.4.1 高效液相色谱法条件

色 谱 柱：TSK gel G2000 SWXL 300 mm×7.8 mm
（GEL LOT 502R）；流动相：乙腈 : 水，体积比为

40:60，含 0.05%（φ）三氟乙酸；检测波长：220 nm ；

流量：0.5 mL·min-1 ；柱温：30 ℃；进样体积：10 μL。
1.2.4.2 样品处理

将罗非鱼胶原蛋白溶液分为对照组、中性蛋白酶

酶解组、碱性蛋白酶酶解组、胰蛋白酶酶解组。对照

组静置 5 h 后离心取上清，其余各组按照各蛋白酶的

最佳条件制备出胶原三肽溶液。参考 GB 31465-2018
的要求制备流动相，并与各组蛋白溶液融合制成样品

溶液，将样品溶液超声振荡 10 min 后使用 0.22~0.45 um
聚四氟乙烯或尼龙滤膜过滤到色谱瓶中，设定波长

220 nm，流量 0.5 mL·min-1，柱温 30 ℃，进样体积 10 μL
为测定条件进行测定。

1.2.5 酶反应动力学常数的测定

利用罗非鱼来源的蛋白粉分别配制质量浓度为

16、20、25、30、50、100 mg·mL-1 的罗非鱼胶原蛋白

溶液。分别向各浓度胶原蛋白溶液中加入碱性蛋白酶、

中性蛋白酶与胰蛋白酶至终质量浓度为 6.67 mg·mL-1，

在最适条件下反应 40 min，而后，使用考马斯亮蓝法

测定蛋白浓度，根据 Lineweaver-Burk 双倒数法作图，

可计算出以罗非鱼胶原蛋白为底物时的各蛋白酶的米

氏常数（Km）和最大反应速率（Vmax）。

1.2.6 分子动力学模拟

利用经过分子对接后所产生的蛋白酶 -GPH 复合

物的 pdb 文件，使用 gromacs 2020.6 进行 50 ns 的分

子动力学模拟 [24] 。分子动力学模拟采用 Amber99SB-
ILDN 力场 [25] ，使用 GaussView 5.0 进行加氢。溶液环

境采用 TIP3P 水分子 [26] ，使用周期性边界条件，体系

到水盒子边界距离设定为 0.8 nm，而后加入 Na+ 和 Cl-

使模拟体系电荷为 0。随后采用最速下降法迅速优化分

子结构，再采用共轭梯度法优化直至收敛。在 300 K 温

度下和 1 atm 压力下，进行时长为 100 ps 的 NVT 平

衡和 NPT 平衡。采用 PME 方法处理静电相互作用，

进行 50 ns 的全原子分子动力学模拟，其模拟积分步

长为 2 fs。模拟结束后，使用 gromacs 内置工具进行

RMSD 和 RMSF 的稳定性分析、回旋半径分析以及氢

键相互作用分析。

1.2.7 数据分析

所有实验作 3 次重复，以平均值 ± 标准差表示结
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果，使用 SPSS 28 对数据进行 Turkey’s 检验显著性分

析（P ＜ 0.05） [27] ，使用 Origin 2021 与 QtGrace 作图。

对配体与受体的对接情况使用 LigPlot+ 进行作图，使

用 Pymol [28] 和 VMD [29] 分析分子动力学后的结果。

2  结果与讨论

2.1 分子对接结果

使用 AutoDock-Vina 对上述所构建的蛋白酶数据

库与 GPH 进行批量分子对接，选择具有最低预测结合

能的对接姿势的 3 种蛋白酶进行研究。分子对接结果

如表 1 所示，其中 1AH2、3MFJ 和 1NPC 与 GPH 的

预测结合能分别为 -7.09、-6.74 和 -6.62 kcal·mol-1。

表 1  蛋白酶与GPH对接后的结合能

Table 1 Binding energy of the protease and GPH after docking

蛋白酶 PDB 号 结合能 /(kcal·mol-1)

碱性蛋白酶 1AH2 -7.09

牛胰蛋白酶 3MFJ -6.74

中性蛋白酶 1NPC -6.62

图 1 GPH 与蛋白酶的分子对接结果

Fig.1 The results of molecular docking between 

GPH and proteases

注：（a）1AH2 碱性蛋白酶；（b）1NPC 中性蛋白酶；（c）

3MFJ 牛胰蛋白酶。

图 2 蛋白酶与 GPH 的相互作用

Fig.2 The interaction between proteases and GPH

注：（a）1AH2 碱性蛋白酶；（b）1NPC 中性蛋白酶；（c）

3MFJ 牛胰蛋白酶。

为了更进一步探究 1AH2（碱性蛋白酶）、3MFJ（牛

胰蛋白酶）、1NPC（中性蛋白酶）与 GPH 之间的相

互作用，运用 Ligplot+ 软件对表中的 3 种酶与 GPH 的

结合模式进行分析。如图 1 所示。图中展示了 GPH
和蛋白酶结合的方式以及关键残基之间的相互影响。

由图 2a 可以看出，1AH2 与 GPH 的结合能分数最

优，受体与配体之间有 6 个残基发生了相互作用，其

中 Ser215、Ser151、Ile159、Gly125、Gln185 与 GPH
形成 6 个氢键，键长分别为 3.19、3.26、3.16、3.04、
3.02、2.81 Å。从图 2b 可以看出 1NPC 与 GPH 的 4 个

残基发生了相互作用 , 其中 His232、Arg204、Glu144
与 GPH 形成 4 个氢键，键长分别为 3.12、2.87、3.01、
2.89 Å。而从图 2c 可以看出，3MFJ 与 GPH 的结合能

分数较差，受体与配体之间有 3 个残基发生了相互作

用，其中 Phe41、Ser195、Gly193 与 GPH 形成了 3 个

氢键，键长分别为 2.88、3.24 与 3.03 Å。

同样的，分析蛋白 - 配体相互作用二维图可得

到 3 种酶与 GPH 的疏水相互作用详细信息，1AH2
与 GPH 间参与疏水作用的氨基酸残基主要有 Ser160、
Ser158、Tyr161、Gly155、Ala150、Asn153、Leu124、
Gly152、Ser123 等；而 1NPC 与 GPH 间参与疏水作

用的氨基酸残基主要有 Phe115、Tyr158、Glu167、
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Leu203、Val140 等；3MFJ 与 GPH 间参与疏水作用的

氨基酸残基主要有 Cys42、His57、Gln192、Cys191、
Ser190、Gly216、Trp215。这表明蛋白酶与 GPH 之间

主要作用力以氢键和疏水作用力为主。

2.2 蛋白酶最佳水解条件的探索

以罗非鱼胶原蛋白粉为原料进行单因素水解实验，

并利用标准曲线计算胶原蛋白水解度，探究各蛋白酶反

应的最适温度和pH值条件，实验结果如图3和图4所示。

综合图 3 和图 4 的结果可知，以罗非鱼胶原蛋白

粉为原料使用碱性蛋白酶在 pH 值为 9，温度为 50 ℃
的情况下水解度最高，水解度达到 30.22%。在 pH 值

为8，温度为55 ℃的条件下，牛胰蛋白酶的水解度最高，

达到 19.53%。而在 pH 值为 7、温度为 45 ℃的环境中，

中性蛋白酶的水解度最高，达到 16.81%。根据以上条

件，利用高效液相测定不同酶在最优条件下水解后的

平均分子量，进一步探究水解情况。

图 3 在不同温度下三种蛋白酶的水解度

Fig.3 Hydrolysis of three proteases at different temperatures

图 4 在不同 pH 值下三种蛋白酶的水解度

Fig.4 Hydrolysis of three proteases at different pHs

2.3 UHPLC-Q-TOF-MS/MS测定酶解蛋白的平
均分子量

经蛋白酶解后得到的蛋白溶液的平均分子量变化

如图 5 所示。来自罗非鱼的胶原蛋白粉在经过 3 种蛋

白酶的酶解后，其分子量都有明显的下降，说明三种

蛋白酶都具有良好的酶解效果。其分子量的平均排序

为：原料 ＞ 中性蛋白酶 ＞ 胰蛋白酶 ＞ 碱性蛋白酶，表

明在三种蛋白酶中，碱性蛋白酶对胶原大分子的分

解效果最好，分解后的平均分子量达到 548.23 Da 左

右，接近于胶原蛋白三肽的平均分子量，而胰蛋白酶

与中性蛋白酶对胶原大分子的分解效果较差，分别为

707.77 Da 与 889.97 Da，其水解分子量未达到胶原三

肽的平均分子量。与对接评分相结合来看，3 种蛋白

酶的水解效果的优劣与分子对接的评分结果基本一致。

图 5 被不同蛋白酶酶解后的罗非鱼来源胶原蛋白粉平均分子量

Fig.5 The average molecular weights of collagen powder derived 

from tilapia after being hydrolyzed by different proteases respectively

图 6 罗非鱼胶原蛋白粉被不同蛋白酶酶解后三肽的面积占比

Fig.6 The proportion of the area of tripeptides after the collagen 

powder derived from tilapia were hydrolyzed by different 

proteases respectively

图 6 展示了酶解后胶原三肽的占比情况。由于胶

原三肽的分子量约为 300~500 Da，因此采用峰面积

归一化法测定酶解产物中 300 Da 组分的峰面积百分

比。图 6 显示，罗非鱼来源的胶原蛋白肽经三种蛋白

酶酶解后，其胶原三肽的峰面积以碱性蛋白酶 ＞ 胰蛋

白酶 ＞ 中性蛋白酶为特征，差异明显。表明经水解后，

碱性蛋白酶的胶原三肽含量为 51.34%，明显多于胰蛋

白酶与中性蛋白酶的 39.79% 与 31.84%，酶解效果良
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好。可见，在测试出的几种酶中，经碱性蛋白酶水解

后的胶原蛋白粉的平均分子量最低，水解后所产生的

胶原三肽的分子量最高。

2.4 酶动力学常数的测定

米氏常数（Km）是常用的酶的反应动力学常

数，它表示酶反应速率（V）为最大反应速率一半时

的底物浓度，Km 值越小，表示酶与底物的亲和力越

大。如图 7 所示，当以罗非鱼蛋白粉为底物时，碱

性蛋白酶的米氏常数（Km）为 4.26 mg·mL-1，最大

反应速率（Vmax）为 1.16 μg· （min·mL） -1，胰蛋白酶

的米氏常数（Km）为 25.79 mg·mL-1，最大反应速率

（Vmax）为 1.24 μg· （min·mL） -1，中性蛋白酶的米氏常

数（Km）为 11.31 mg·mL-1，最大反应速率（Vmax）为

0.40 μg· （min·mL） -1。在三种蛋白酶中，碱性蛋白酶的

米氏常数相对于胰蛋白酶与中性蛋白酶更小，说明以

罗非鱼蛋白粉为底物时，碱性蛋白酶相比胰蛋白酶与

中性蛋白酶水解效果更好。

图 7 三种蛋白酶水解罗非鱼皮蛋白的 Lineweaver-Burk 图

Fig.7 Lineweaver-Burk plots for the hydrolysis of Tilapia skin 

protein by three types of proteases

2.5 分子动力学模拟

2.5.1 均方根偏差

均方根偏差（RMSD）是评估蛋白质与配体构象

稳定性的有效指标，反映了原子位置相对于初始结构

的偏移程度，RMSD值越小，稳定性越高。如图 8d所示。

1AH2（碱性蛋白酶）与 GPH 复合物体系在模拟时间

15 ns 后达到平衡，并在平均值 0.175 Å 附近震荡，表

明 1AH2-GPH 复合物达到稳定状态；1NPC（中性蛋白

酶）与 GPH 复合物的 RMSD 值在模拟时间 15 ns 后达

到平衡，并最后在在 0.15Å 附近震荡，震荡幅度较大。

在实际实验结果中酶解效果最差；3MFJ（牛胰蛋白酶）

与 GPH 复合物的 RMSD 值在模拟时间 4 ns 左右达到

平衡，RMSD 波动稳定在 0.1 Å 左右。表明 3 种复合

物中，相较于中性蛋白酶而言，碱性蛋白酶与胰蛋白

酶结构波动更小，表明 1AH2-GPH 与 3MFJ-GPH 具有

相对于 1NPC-GPH 较高的结合稳定性。 

2.5.2 均方根扰动

均方根波动（RMSF）表示的是某个氨基酸残基

相对于参考构象的结构变化，反应了氨基酸残基的自

由度。如图 8a 所示，对 3 组轨迹进行 RMSF 分析表

明，1AH2-GPH 与的平均残基波动约为 0.1 nm，而残

基 51~64、70~80、249~260 区域的灵活性发生显著变化，

表明这些区域可能发生一些构象变化；由图 8b 可以看

出，1NPC-GPH 的平均残基波动约为 0.098 nm，大多

数残基没有太大波动。而 195-210 号残基波动较大，残

基位于不规则结构中，总体比较稳定；而从图 8c 可以

看出，3MFJ-GPH 的平均残基的波动约为 0.076 nm 左右，

表明大多数区域的灵活性没有显著改变，在 50 ns 模拟

的过程中较为稳定。

2.5.3 氢键数目分析

氢键是一种分子间弱键相互作用，氢键数量反映

其受体 -配体复合物的结合稳定性。氢键分析（图 8e）
表明，在 50 ns 的模拟中，3 种蛋白酶与 GPH 之间都

存在氢键相互作用。其中 1AH2 与 GPH 之间观察出

有 4 个氢键，最高生成 7 个氢键，表明 1AH2-GPH 稳

定性良好；1NPC 与 GPH 之间平均生成 2~3 个氢键；

3MFJ 与 GPH 之间平均生成 3~4 个氢键。三种蛋白酶

与 GPH 都存在氢键相互作用，其中 1AH2 与 GPH 间

存在的氢键数量最多，相较于 1NPC 与 3MFJ 而言存

在较强的氢键相互作用。

2.5.4 回转半径分析

回转半径（Rg）是系统在模拟过程中的质量加权

平均半径。通常用于确定蛋白质 - 配体在结合过程中的

紧密性和折叠稳定性。图 8f 表明，在整个模拟过程中，

1NPC 与 GPH 复合物稳定在 2 nm 左右；1AH2 与 GPH
复合物稳定在 1.67 nm 左右；3MFJ 与 GPH 复合物稳定

在 1.64 nm 左右。说明在 50 ns 的模拟中，1AH2-GPH
与 3MFJ-GPH 结构相较于 1NPC-GPH 更加稳定。

2.6 讨论

胶原三肽是一种含有三种氨基酸的小肽，由于胶

原三肽在工业和消费领域有着众多的应用。因此，筛

选出能大量酶解出胶原三肽的蛋白酶并探索出通过计

算机辅助筛选蛋白酶方法具有重要意义。
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图 8 50 ns 分子动力学中 1AH2（碱性蛋白酶）、1NPC（中性蛋白酶）、3MFJ（牛胰蛋白酶）与 GPH 复合物模拟的各项指标

Fig.8 Various indicators of the simulations of complexes of 1AH2 (alkaline protease), 1NPC (neutral protease), 

3MFJ (bovine trypsin) with GPH in the 50 ns molecular dynamics

注：（a）1AH2-GPH 的均方根扰动（RMSF）；（b）1NPC-GPH 的均方根扰动（RMSF）；（c）3MFJ-GPH 的均方根扰动（RMSF）；

（d）3 种复合物在 50 ns 模拟中的平均方根误差（RMSD）；（e）在 50 ns 模拟过程中 3 种复合物中生成的氢键数量；（f）在 50 ns 模拟

过程中 3 种复合物的回转半径（RMSF）。

来源的蛋白粉进行水解并测定平均分子量，探究不

同蛋白酶间水解蛋白粉的效果优劣，并且测定三种蛋

白酶的动力学常数。结果显示，经水解后，碱性蛋白

酶、牛胰蛋白酶、中性蛋白酶的胶原三肽含量分别为

51.34%、39.79%、31.84%。在测定水解产物的 300 Da
组分的峰面积中，碱性蛋白酶 ＞ 胰蛋白酶 ＞ 中性蛋

白酶，差异明显，表明碱性蛋白酶相对于其他两种蛋

白酶水解出的胶原三肽占比最多。其酶解效果与分子

对接预测一致。汪雪莲等 [30] 研究发现，以罗非鱼鱼皮

酶解产物为底物 , 经解淀粉芽孢杆菌蛋白酶二次酶解

虚拟筛选是一种被广泛使用的方法，用于从大型

化合物库中识别某种具有新活性的化合物。本研究采

用虚拟筛选方法，以胶原三肽 GPH 作为配体，从自行

构建的蛋白酶数据库进行分子对接，最终筛出碱性蛋

白酶、牛胰蛋白酶与中性蛋白酶。结果显示，碱性蛋

白酶、牛胰蛋白酶、中性蛋白酶与 GPH 的结合能分别

为 -7.09、-6.74、-6.62 kcal·mol-1，表明三种蛋白酶与

GPH 展现出较强的结合亲和力。其中，碱性蛋白酶的

结合亲和力最高，具有良好的水解潜力。

基于分子对接结果，使用三种蛋白酶对罗非鱼
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后测定酶解液的肽分子量分布得出在水解产物中分子

量 ＜ 500 Da 的肽段占比约 54.28%，水解度为 18.40%，

而本研究中使用筛选后的碱性蛋白酶在探索出条件

下得出在水解产物中分子量 ＜ 500 Da 的肽段占比约

60.66%，水解度达到 30.22%。此外，在三种蛋白酶中，

碱性蛋白酶的米氏常数达到了 4.26 mg·mL-1，低于中性

蛋白酶（11.3 mg·mL-1）与胰蛋白酶（25.79 mg·mL-1）。

说明以罗非鱼蛋白粉为底物时，碱性蛋白酶的水解效

果在其他两种蛋白酶中最好。

相较于分子对接，分子动力学模拟能提供更全面

且动态的信息用于验证分子对接结果，能完善对接中

无法捕捉的细节。因此，使用三种蛋白酶对 GPH 分

别进行分子动力学模拟。发现碱性蛋白酶 -GPH 复合

物体系结合稳定，GPH 与在碱性蛋白酶的活性口袋

中的 Gln185、Ile159、Ser151、Gly125 等残基中形成

氢键相互作用；和 Ser160、Tyr161、Ser158、Gly155、
Ala150 等残基间存在疏水相互作用。表明碱性蛋白酶

与 GPH 结合主要作用力为氢键与疏水相互作用。有

研究表明 [31] ，在酶的相互作用中，氢键的长短与数量

影响了配体与酶的结合力。李娇等 [32] 研究表明，六肽

WHAFLW 能与活性口袋里的氨基酸残基形成氢键，

从而活性高于七肽 WFHAVFW，认为维持 ACE 和抑

制肽结合的主要作用力为氢键作用。本研究中碱性蛋

白酶与 GPH 形成的氢键数量多于胰蛋白酶与中性蛋白

酶，同时与口袋中的氨基酸残基存在一定的疏水相互

作用，这可能是碱性蛋白酶的水解能力高于其他两种

酶的原因。

3  结论

本实验以罗非鱼胶原蛋白粉为研究对象，利用计

算机虚拟筛选技术结合分子动力学模拟及实验论证方

法，对基于 RCSB 与 MSROPS 所自建的胶原蛋白酶数

据库进行虚拟筛选，并通过单因素实验探索筛选出来

的蛋白酶水解罗非鱼胶原蛋白粉的水解条件、水解度、

平均分子量，测定其动力学常数并研究蛋白酶对胶原

蛋白三肽（GPH）的相互作用，以筛选出最优蛋白酶。

研究发现，碱性蛋白酶（PDB id ：1AH2）在温和水

解条件下表现最优，其产物平均分子量为 548.23 Da
（接近 GPH 理论值），300 Da 特征峰处的三肽含量高于

中性蛋白酶和胰蛋白酶，此外，碱性蛋白酶测出的米氏

常数为 4.26 mg·mL-1，低于中性蛋白酶（11.31 mg·mL-1）

与胰蛋白酶（25.79 mg·mL-1），展现出了优异的水解

效果。分子动力学模拟显示，1AH2-GPH 复合体系

在 50 ns 模拟中保持最优结构稳定性：RMSD 值稳定于

0.175 Å，RMSF 波动幅度最小，回转半径最终收敛至

1.67 nm，且平均形成 4 个氢键的强相互作用。碱性蛋

白酶因兼具良好的结合稳定性（ΔG ＜ -7 kcal·mol-1）

与适中的水解条件，在胶原三肽工业化生产中展现出

重要应用潜力。
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