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摘要:为鉴定 大 黄 鱼 蛋 白 序 列 中 潜 在 的α-葡 萄 糖 苷 酶 抑 制 肽,首 先 通 过 模 拟 胃 肠 道 消 化 大 黄 鱼 蛋 白,并 利 用

Peptideranker、Toxinpred、AllerTop、Innovagen等多种生物信息学工具,对胃肠道消化酶虚拟酶解大黄鱼膜突蛋白和伴肌

动蛋白后得到的894个肽序列片段进行筛选,并鉴定出26个无毒、无致敏性且水溶性良好的多肽;随后利用 AutoDock
 

SailVina软件对这些多肽作进一步筛选。结果显示:PPDVPEF、PDF、PPDY等3个多肽与α-葡萄糖苷酶的结合能力优于

阳性对照多肽AGGFR;这3个多肽能够稳定地结合在α-葡萄糖苷酶受体的活性位点,并形成可靠的氢键连接。上述结

果确认了PPDVPEF、PDF和PPDY存在于大黄鱼蛋白序列中,并具备潜在的α-葡萄糖苷酶抑制活性,为进一步研究和制

备大黄鱼蛋白中的α-葡萄糖苷酶抑制肽提供了理论依据。
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糖尿病是一种因胰岛素分泌不足或胰岛素敏感性降低而导致餐后高血糖水平的代谢性疾病[1]。据全球糖

尿病联盟报道的数据显示,截至2021年全球约有5.37亿人患有糖尿病
 [2]。糖尿病可引起多个器官和组织的严

重损伤、功能障碍和衰竭,并伴随进行性代谢并发症,如神经病变、视网膜病变[3]和肾脏疾病[4]等。糖尿病主要

分为2类,即Ⅰ型糖尿病和Ⅱ型糖尿病。其中Ⅱ型糖尿病患者人数约为患病总人数的80%;对Ⅱ型糖尿病的药

物治疗主要是增加胰岛素作用或抑制碳水化合物消化酶,例如使用糖苷酶抑制剂来降低血糖浓度[5]。总之,血
糖控制是糖尿病治疗的关键步骤。

α-葡萄糖苷酶主要分布于小肠粘膜上皮细胞中,是参与碳水化合物代谢的主要消化酶;它能裂解碳水化合物

中的糖苷键以释放葡萄糖[6],之后葡萄糖被小肠粘膜上皮细胞吸收并进入血液,引起餐后血糖水平升高。α-葡萄

糖苷酶抑制剂能够竞争性抑制小肠中α-葡萄糖苷酶的活性,从而延缓或抑制葡萄糖在小肠内的吸收并有效降低

血糖浓度[7]。目前,最常用的口服抗糖尿病药物之一是阿卡波糖,它通过抑制α-葡萄糖苷酶的活性来控制体内

的血糖水平,但长期使用可能会产生较严重的副作用[8]。因此,越来越多的研究者开始关注从天然物质中寻找

α-葡萄糖苷酶的抑制剂,以改善人工合成药物所带来的不良反应[9]。由于生物活性肽安全性高、副作用小且易于

吸收,因此近些年来天然食物源的生物活性肽成为相关研究的热点[10]。
传统的多肽分离纯化方法如超滤、大孔树脂吸附、凝胶色谱、反向高效液相色谱、离子交换层析等主要基于

肽分子大小、电荷、极性、溶解度和其他物理、化学性质来逐步筛选多肽,中间过程复杂且耗时较多[11]。随着科学

技术的发展,通过计算机辅助设计、在线数据和虚拟筛选结合体外、体内实验的方法从食品中开发新的生物活性

肽,可以降低人力成本、缩短开发周期并提高生物活性肽鉴定的成功率[12]。
大黄鱼(Larimichthys

 

crocea)主要分布于西北太平洋地区,在中国则主要分布于黄海南部和东海,是中国沿

海地区的主要海洋经济鱼类[13]。近些年来,不少研究报道了从大黄鱼中分离出纯化的生物活性肽,如抗氧化

肽[14]、血管紧张素转化酶(ACE)抑制肽[15]等,但至今关于大黄鱼中α-葡萄糖苷酶的抑制肽的研究鲜有报道。因

此,本研究通过模拟胃肠道消化大黄鱼蛋白,利用生物信息学在线服务器,筛选大黄鱼蛋白中可能存在的α-葡萄

糖苷酶抑制肽,为进一步研究和制备大黄鱼蛋白中的α-葡萄糖苷酶抑制肽提供理论依据。
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1 材料和方法

1.1 大黄鱼蛋白序列的选择

膜突蛋白是细胞膜与细胞骨架的连接蛋白,在内皮细胞、平滑肌细胞中的含量最丰富[16]。伴肌动蛋白是一

种巨大的肌动蛋白,是肌节细丝的组成部分[17]。大黄鱼的膜突蛋白(GenBank登录号:KKF16686.1)[18]和伴肌

动蛋白(GenBank登录号:KKF11904.1)[19]序列已经成功用于虚拟酶解制备ACE抑制肽的研究中。因此,选择

大黄鱼的上述2种蛋白序列用于后续的研究。
1.2 生物信息学在线分析工具

本研究所用的生物信息学在线分析工具为 BIOPEP-UWM 数据库(https://biochemia.uwm.edu.pl/
biopep-uwm/)、生物活性肽预测服务器Peptideranker(http://distilldeep.ucd.ie/PeptideRanker/)、肽毒性预测

服务器ToxinPred(https://webs.iiitd.edu.in/raghava/toxinpred/)、肽致敏性预测服务器 AllerTop(https://
www.ddg-pharmfac.net/AllerTOP/)、肽性质计算器Innovagen(http://www.innovagen.com/proteomics-tools)
和PDB数据库(https://www.rcsb.org/)。
1.3 方法

1.3.1 大黄鱼蛋白生物活性肽前体评价

利用BIOPEP-UWM数据库中的“Profiles
 

of
 

potential
 

biological
 

activity”程序对大黄鱼膜突蛋白序列和伴

肌动蛋白序列作为抑制肽前体进行评价,然后,基于以下公式计算蛋白质序列中具有给定生物活性肽片段的出

现频率(A):
A=a/N,

其中:a 表示蛋白质序列中具有给定生物活性的片段的数量,N 表示蛋白质中氨基酸残基的数量。
1.3.2 大黄鱼蛋白的虚拟酶解

利用BIOPEP-UWN数据库中“Enzymes
 

action”程 序,从 中 选 择 胃 蛋 白 酶(EC
 

3.4.23.1)、胰 蛋 白 酶

(EC
 

3.4.21.4)和糜蛋白酶(EC
 

3.4.21.1)共3种胃肠道消化酶对大黄鱼膜突蛋白和伴肌动蛋白的序列进行虚

拟酶解,获得潜在生物活性肽片段。
1.3.3 活性肽的虚拟筛选

如图1所示,通过使用生物活性肽预测服务器Peptideranker预测虚拟酶解得到的所有肽段的生物活性,在
肽毒性预测服务器 ToxinPred中对具备生物活性的多肽进行潜在毒性分析,并使用肽致敏性预测服务器

Allertop预测多肽的致敏性,然后在肽性质计算器Innovagen对多肽的水溶性进行计算。
1.3.4 潜在α-葡萄糖苷酶抑制肽筛选

使用ChemDraw
 

Professional
 

17.0软件绘制虚拟筛选得到的潜在抑制肽的2D结构,并在Chem3D
 

17.0软

件中将多肽转化为3D结构,并将多肽结构本身的能量最小化。从蛋白质数据库PDB(https://www.rcsb.
org/)下载的α-葡萄糖苷酶的3D结构(PDB

 

ID:2QMJ)。使用Pymol
 

3.0软件去除α-葡萄糖苷酶的3D结构中

的水分子和自身结合的共晶配体阿卡波糖,加入氢原子。使用Autodock
 

SailVina软件进行多肽和α-葡萄糖苷

酶的分子对接,6个对接坐标中center_x 值为-21.6、center_y 值为-6.8、center_z 值为-4.9、size_x 值为

19.2、size_y 值为17.0、size_z值为27.4。以多肽AGGFR为阳性对照,将与α-葡萄糖苷酶对接结合能小于或等

于阳性对照与该酶对接结合能的多肽确定为潜在的α-葡萄糖苷酶抑制肽。

图1 大黄鱼蛋白中α-葡萄糖苷酶抑制肽的虚拟筛选步骤

Fig.1 Virtual
 

screening
 

procedure
 

of
 

α-glucosidase
 

inhibitory
 

peptide
 

in
 

L.
 

crocea
 

protein

2 结果与分析

2.1 大黄鱼蛋白生物活性肽前体评价和虚拟酶解结果

为了探究大黄鱼蛋白作为生物活性肽前体的潜力,参考Liang等人[20]的研究方法,选取大黄鱼膜突蛋白和
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伴肌动蛋白的序列,利用BIOPEP-UWM数据库测定它们的A 值。表1展示了在大黄鱼蛋白中发现的多种已知

生物活性肽片段的潜在生物活性,其中主要包括ACE抑制活性、二肽基肽酶-4(DPP-Ⅳ)抑制活性、α-葡萄糖苷

酶抑制活性等。在膜突蛋白以及在伴肌动蛋白序列中,α-葡萄糖苷酶抑制活性的A 值远高于抗菌活性、抗炎活

性、抗凝血活性的A 值,说明大黄鱼蛋白可以作为α-葡萄糖苷酶抑制肽的潜在来源。因此,本研究选用大黄鱼蛋

白序列,在BIOPEP-UWM 数据库内对大黄鱼膜突蛋白和伴肌动蛋白的序列进行虚拟酶解,从前者获得242个

多肽片段,从后者获得652个多肽片段,然后将这894个多肽片段用于进一步的研究。

表1 大黄鱼蛋白生物活性肽前体评价

Tab.1 Evaluation
 

of
 

protein
 

bioactive
 

peptide
 

precursors
 

of
 

L.
 

crocea

蛋白质名称 氨基酸残基数量/个
 

潜在生物活性概况

膜突蛋白 1
 

679

血管紧张素转化酶(ACE)抑制活性(0.387
 

7),抗氧化活性(0.075
 

6),二肽基肽酶-4
(DPP-Ⅳ)抑制活性(0.137

 

0),二肽基肽酶-3(DPP-Ⅲ)抑制活性(0.069
 

1),肾素抑制活

性(0.022
 

0),α-葡萄糖苷酶抑制活性(0.027
 

4),神经肽抑制活性(0.016
 

1),抗遗忘综

合征活性(0.009
 

5),α-淀粉酶抑制活性(0.000
 

6),抗菌活性(0.004
 

8),抗凝血活性

(0.010
 

1),免疫刺激活性(0.003
 

6),抗炎活性(0.004
 

8)

伴肌动蛋白 6
 

173
ACE抑制活性(0.414

 

5),抗氧化活性(0.088
 

6),DPP-Ⅳ抑制活性(0.637
 

8),肾素抑制

活性(0.023
 

5),α-葡萄糖苷酶抑制活性(0.025
 

6),神经肽抑制活性(0.019
 

3),抗菌活

性(0.002
 

4),抗凝血活性(0.001
 

1),免疫刺激活性(0.000
 

5),抗炎活性(0.004
 

7)

  注:括号内数值为蛋白质序列中具有给定生物活性肽片段的出现频率(A 值)。

2.2 生物活性肽虚拟筛选结果

生物活性肽预测服务器Peptideranker可以基于不同生物活性肽的功能特征预测不同多肽的生物活性,它
可以快速有效地筛选出大量未被报道的生物活性肽;在给出的预测结果中,生物活性得分大于等于0.5的多肽

被认为可能具有较高生物活性[21];利用这一在线分析工具,在本研究虚拟酶解得到的894个多肽片段中共筛选

出131个未被报道的生物活性评分大于或等于0.5的多肽。运用肽毒性预测服务器ToxinPred预测这131个多

肽是否有毒,结果显示它们均为无毒。肽致敏性预测服务器AllerTOP可以基于蛋白质的物理化学性质预测过

敏原;通过该工具的分析,上述131个多肽中分别有66和65个多肽被预测为可能具有和不具有致敏性。多肽的

溶解度关系到多肽的生物利用度,具备良好溶解度是多肽在生物体内有效发挥作用的重要因素[22]。运用肽性质

计算器Innovagen对上述65个可能不具有致敏性多肽的水溶性进行预测,发现有26个多肽被预测为具备较好

的水溶性。因此,通过对生物活性、毒性、致敏性和水溶性的筛选和比较,本研究共筛选出26个生物活性得分大

于等于0.5、无毒、无致敏性和水溶性较好的多肽(表2),这些多肽已具备作为潜在α-葡萄糖苷酶抑制肽的条件。
2.3 α-葡萄糖苷酶抑制肽的筛选结果

使用AutoDock
 

SailVina软件对上一步筛选出的26个生物活性肽与α-葡萄糖苷酶进行分子对接,以便最终

筛选出潜在α-葡萄糖苷酶抑制肽。分子对接结合能是评判分子间相互作用强弱的指标,它的数值越小表示多肽

与α-葡萄糖苷酶的结合效果越好、对α-葡萄糖苷酶的抑制潜力越强。阳性对照多肽 AGGFR分离自小麦

(Triticum
 

aestivum)胚芽,具有较强的α-葡萄糖苷酶抑制活性,它的半抑制浓度为(8.66±0.33)
 

μmol·L
-1

 

[12]。
如表2所示,在26个生物活性肽中,只有3个多肽即PDF、PPDY和PPDVPEF与α-葡萄糖苷酶的对接结合能

比AGGFR与α-葡萄糖苷酶的对接结合能更小或相等,推测这3个多肽具有潜在的α-葡萄糖苷酶抑制活性。利

用Pymol软件分析对接结果,发现PDF、PPDY和PPDVPEF都能够嵌入α-葡萄糖苷酶的活性口袋中(图2),推
测这些多肽可通过占据活性位点来阻断活性口袋的入口,进而抑制了酶活性。

2.4 α-葡萄糖糖苷酶抑制肽与α-葡萄糖苷酶的相互作用分析

PDF、PPDY和PPDVPEF与α-葡萄糖苷酶的活性口袋中的结合情况如图3所示。在PDF和α-葡萄糖苷酶

之间,有3个氨基酸残基 Thr205、Met444和 Asp542通过氢键相连接;PDF还与 Asp366、Asp327、Asp443和

Lys480共4个氨基酸残基形成了离子键(图3a)。PPDY与α-葡萄糖苷酶的结合在2个氨基酸残基即Asp327
和Ser448位点形成了氢键,并与Asp542和Asp443形成了离子键(图3b)。PPDVPEF与α-葡萄糖苷酶的结合

形成了更多的氢键,即在Arg202、Asp474、Thr205、Gln603和Asp542这5个氨基酸残基之间形成了6个氢键,
同时还与Trp406和Phe450形成了离子键(图3c)。除了氢键和离子键之外,这3个潜在α-葡萄糖苷酶抑制肽与
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α-葡萄糖苷酶之间还存在很多疏水作用力。总之,上述分子间相互作用使得3个潜在α-葡萄糖苷酶抑制肽紧密

地结合到α-葡萄糖苷酶的活性中心,对后者的活性具有潜在抑制作用。

表2 虚拟筛选结果和分子对接

Tab.2 Virtual
 

screening
 

results
 

and
 

molecular
 

docking
 

多肽名称
Peptideranker
生物活性预测

ToxinPred
毒性预测

AllerTOP
致敏性预测

Innovagen
水溶性预测

对接结合能/

(kcal·mol-1)

PPDVPEF 0.706
 

445 无毒 无致敏性 水溶性好 -9.8

PDF 0.934
 

107 无毒 无致敏性 水溶性好 -8.0

PPDY 0.740
 

311 无毒 无致敏性 水溶性好 -7.9

PEF 0.723
 

457 无毒 无致敏性 水溶性好 -7.8

APDF 0.893
 

685 无毒 无致敏性 水溶性好 -7.7

DSPSSW 0.564
 

297 无毒 无致敏性 水溶性好 -7.2

EGF 0.694
 

701 无毒 无致敏性 水溶性好 -7.2

PPDAVL 0.558
 

535 无毒 无致敏性 水溶性好 -7.2

VDF 0.514
 

704 无毒 无致敏性 水溶性好 -7.1

PADSPEF 0.644
 

260 无毒 无致敏性 水溶性好 -7.0

SGSGGPGGDTL 0.551
 

215 无毒 无致敏性 水溶性好 -6.8

ECF 0.799
 

232 无毒 无致敏性 水溶性好 -6.7

PPDAPEL 0.610
 

266 无毒 无致敏性 水溶性好 -6.7

CASCR 0.637
 

123 无毒 无致敏性 水溶性好 -6.6

SIPDR 0.519
 

530 无毒 无致敏性 水溶性好 -6.6

DSF 0.725
 

605 无毒 无致敏性 水溶性好 -6.5

EF 0.598
 

976 无毒 无致敏性 水溶性好 -6.5

CQDM 0.628
 

884 无毒 无致敏性 水溶性好 -6.4

PPDVPEL 0.521
 

138 无毒 无致敏性 水溶性好 -6.4

IPADM 0.606
 

491 无毒 无致敏性 水溶性好 -6.3

AGR 0.548
 

993 无毒 无致敏性 水溶性好 -6.2

GDL 0.546
 

664 无毒 无致敏性 水溶性好 -6.2

PGK 0.517
 

877 无毒 无致敏性 水溶性好 -6.1

ADM 0.520
 

796 无毒 无致敏性 水溶性好 -5.8

CN 0.634
 

230 无毒 无致敏性 水溶性好 -5.8

SM 0.628
 

268 无毒 无致敏性 水溶性好 -4.8

AGGFR(阳性对照) -7.9

a PDF的结合位点 b PPDY结合位点 c PPDVPEF的结合位点

    注:黑色箭头所指位置即为3个潜在抑制肽(箭头所指的青色部分)与α-葡萄糖甘酶的结合位点。
图2 3个潜在抑制肽的结合情况

Fig.2 The
 

binding
 

of
 

three
 

potential
 

inhibitory
 

peptides
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a PDF与α-葡萄糖苷酶(PDB
 

ID:2QMJ)的相互作用

b PPDY与α-葡萄糖苷酶(PDB
 

ID:2QMJ)的相互作用

c PPDVPEF与α-葡萄糖苷酶(PDB
 

ID:2QMJ)的相互作用

图3 PDF、PPDY和PPDVPEF与α-葡萄糖苷酶的相互作用

Fig.3 Interaction
 

of
 

PDF,PPDY,and
 

PPDVPEF
 

with
 

α-glucosidase

3 讨论

本研究利用生物信息学方法探究了大黄鱼蛋白作为生物活性肽前体的可能,并运用在线数据库和生物信息
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学在线服务器,从理论上对虚拟酶解大黄鱼蛋白后产生的多肽片段进行预测和评估。通过对多肽片段的生物活

性、毒性、致敏性、水溶性的预测以及与α-葡萄糖苷酶分子对接情况的分析,最终得到了3个具备α-葡萄糖苷酶

潜在抑制活性的多肽:PDF、PPDY和PPDVPEF。这3个多肽在分子对接中都能稳定地结合到α-葡萄糖苷酶的

活性位点,并且与后者的对接结合能都低于或等于阳性对照多肽AGGFR与后者的对接结合能。在和α-葡萄糖

苷酶的相互作用中,这些多肽均通过氢键、离子键和其他疏水作用力与α-葡萄糖苷酶有着较为紧密的相互作用。
总之,本研究结果表明大黄鱼蛋白可能是α-葡萄糖苷酶抑制肽的潜在来源之一,这为大黄鱼的进一步深入利用

提供了理论基础,也为从动物蛋白中寻找α-葡萄糖苷酶的潜在抑制肽提供了一种可行的方法。当然,本研究结

果还需与体外实验相结合,以便进一步验证相关多肽对于α-葡萄糖苷酶的抑制作用。
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Virtual
 

Screening
 

of
 

α-Glucosidase
 

Inhibitory
 

Peptides
 

in
 

Larimichthys
 

crocea
 

Protein

CHEN
 

Xiya,
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Zhiyuan,
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Yuexin,
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Xiaodong
(Chongqing

 

Engineering
 

Research
 

Center
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Ministry
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Research
 

Center
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China)

Abstract:
 

To
 

identify
 

potential
 

α-glucosidase
 

inhibitory
 

peptides
 

within
 

the
 

protein
 

sequence
 

of
 

Larimichthys
 

crocea,
 

the
 

protein
 

was
 

initially
 

simulated
 

to
 

undergo
 

digestion
 

by
 

gastric
 

and
 

intestinal
 

enzymes.
 

Subsequently,
 

894
 

peptide
 

sequences
 

were
 

screened
 

and
 

identified
 

through
 

the
 

utilization
 

of
 

various
 

bioinformatics
 

tools,
 

such
 

as
 

Peptideranker,
 

Toxinpred,
 

AllerTop,
 

and
 

Innovagen.
 

Among
 

these
 

sequences,
 

26
 

peptides
 

were
 

determined
 

to
 

be
 

non-toxic,
 

non-allergenic,
 

and
 

water-soluble.
 

These
 

peptides
 

were
 

further
 

screened
 

using
 

the
 

AutoDock
 

SailVina
 

software.
 

The
 

outcomes
 

indicated
 

that
 

the
 

binding
 

ability
 

of
 

PPDVPEF,
 

PDF,
 

and
 

PPDY
 

to
 

α-glucosidase
 

surpassed
 

that
 

of
 

the
 

positive
 

control
 

peptide
 

AGGFR.
 

These
 

three
 

peptides
 

could
 

stably
 

bind
 

to
 

the
 

active
 

site
 

of
 

the
 

α-glucosidase
 

receptor
 

and
 

form
 

reliable
 

hydrogen
 

bonds.
 

These
 

results
 

affirm
 

that
 

PPDVPEF,
 

PDF,
 

and
 

PPDY
 

exist
 

in
 

the
 

protein
 

sequence
 

of
 

L.
 

crocea
 

and
 

possess
 

potential
 

α-glucosidase
 

inhibitory
 

activity,
 

thereby
 

providing
 

a
 

theoretical
 

foundation
 

for
 

further
 

research
 

and
 

the
 

preparation
 

of
 

α-glucosidase
 

inhibitory
 

peptides
 

from
 

the
 

L.
 

crocea
 

protein.
Keywords:

 

Larimichthys
 

crocea
 

protein;
 

α-glucosidase
 

inhibitory
 

peptide;
 

virtual
 

screening;
 

molecular
 

docking

(责任编辑 方 兴)

86 Journal
 

of
 

Chongqing
 

Normal
 

University
 

(Natural
 

Science) https://cqnuj.cqnu.edu.cn     Vol.41
 

No.6


