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摘要 报道了运用 X 射线分析技术
,

在 0
.

20 urn 分辨率测定了 B g ( S
e --r 争 sA p )的正

交晶型的晶体结构
.

精化后的模型显示
,

B 9( se 户 sA p )二 聚体 的分子骨架与天然胰

岛素基本相同
,

但局部构象有差别
,

特别在 Bg sA p 突变位点附近 的侧链构象有较大变

化
,

残基 Bg
,

B 13
,

9D
,

D 13 的 4 个致基互相排斥
,

使二聚体内分 子间界面上 的空间和

电荷互补性都遭到严重破坏
,

从而造成在生理条件下胰岛素二聚体的不稳定
,

及其在

生理条件下的强烈单体化趋向
.

这些变化构成了 B9( eS户 sA p )的速效性的主要结构

基础
.

另外
,

B 链 N 端肤段呈开放状态
,

可能代表低聚或单体状态下胰岛素的一种新

构象状态
.

关键词 速效胰岛素 晶体结构 X 射线分析

胰岛素是一种重要的蛋 白质激素
.

很多实验证实
,

胰岛素分子具有复杂的自聚合特性
,

在

不同的 p H
,

离子强度和蛋白浓度下
,

可 以单体
、

二聚体
、

六聚体等状态存在
.

皮下注射的胰岛
:

素制剂
,

开始是以六聚体形式存在的
.

进人体内后
,

六聚体先解聚成二体
,

然后二体解聚成单

体
,

以单体形式发挥生物学活性川
.

实验证明
,

胰岛素的解聚过程是限制胰岛素吸收速度的关

键步骤
.

运用蛋白质工程途径
,

使注射胰岛素主要 以单体形式存在
,

或使其从六体解聚为单体

的过程缩短
,

即可制备速效胰岛素比
3 ]

.

因此
,

研究形成胰 岛素不 同聚合状 态的调控 因素
,

以

及各类聚合体的准确结构特征
,

十分重要
.

影响胰岛素聚合的主要是那些处于分子间相互作用界面上的残基
,

包括 B8
,

B g
,

B1 2
,

B1 3
,

B1 6
,

B2 3
一

28 等
.

B 9( eS 户A sP )人胰岛素突变体是一种具有速效性的 DNA 重组产品
.

Bg 位的

修饰研究最多
,

因为它既处于二聚体分子的界面上
,

又对生物活力没有关键影响
.

在天然胰岛

素中
,

B g 是中性氨基酸 se r ,

Bm n g e
等人将它替换成酸性氨基酸 sA p

,

使其产生速效效应 [’]
.

试

验证明
,

在中性条件下
,

重组突变体 9B ( eS户 sA P )人胰岛素 (以下简称 gB D IH )在体内的吸收

速度 比天然胰岛素快 3 倍
,

并保持 了 79 % 的体内 ( MBGA )活力闭
,

是一种很有前途 的速效胰 岛

素制剂
.

同时
,

这是首次报道胰岛素独立二聚体的正交 晶体结构
.
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1 材料与方法

1
.

1 样品和结晶

Bg D HI 突变体为通过 蛋 白质工程途径制备的 DNA 重组 产品
,

由丹 麦 N OVO 研究所提

供川
.

晶体生长采用微量过饱和静置法
,

是在含柠檬酸
、

氯化福
、

丙酮
、

二甲基甲酞胺的的结晶

母液中培养的
,

溶液的 p H值为 4
.

3
.

晶体属正交晶系
,

空间群 2P
12 12 1 ,

每一不对称单位中含两

个分子
.

晶胞参数为
a = 4

.

522 lnn
,

6 = 4
.

68I lnn
, 。 二 5

.

164 lnn
.

但是
,

在中性条件下
,

不能获

得结晶 ;即使在 z矛
+

和酚基存在下
,

也极难获得含六聚体的三方晶体
.

1
.

2 衍射数据收集和处理

晶体衍射数据是在室温下 ( 20 ℃ )在 SI E ME N S X
-

2的 型面探测器上收集的
.

运用 XE NGE N

软件包川处理数据
.

总计观测到 24 7料 个衍射点
,

合并后的独立衍射点为 or 3 84 个
,

R me ger 二

5
.

7 3%
,

数据完整度为 97
.

39 %
.

1
.

3 结构解析和修正

结构运用分子置换法解析
,

并用分子动力学模拟退火制约修正加 以精化
.

采用天然三方

二锌猪胰岛素 ( DP B 数据库
,

i4 n s

)[
6 〕的二聚体作为初始模型

,

去掉柔性较大的 1B
一

4B 肤段
,

用

C C 4P 的 AM o

eR 软件作分子置换
.

由旋转函数和平移函数的结果得到初始模型
,

然后运用 X
-

lP or 程序进行修正
.

修正结果总结如表 1
.

表 1 结构修正结果

分辨率 1
.

0 一 0
.

20 lun
,

2
.

0 a 截段

晶体学 R 因子

自由 R 因子

参加结构修正的独立衍射点数

非氢原子数

蛋白质

水

立体化学参数

键长均方偏差 / nnI
键角均方偏差 / (

“

)

二面角均方偏差 / (
“

)

不当挠角 / (
“

)

平均 B 因子八 m俨

蛋白质

水

0
.

167 5

0
.

2 07 4

6 92 ,

97 8

8 14

164

0
.

0以刃

1
.

37 1

2 5 3 4

0
.

700

0
.

2 53 8

0
.

2 25 8

0
.

3 92 7

2 结果

2
.

1 所获结构模型的质 t

结构修正的最后 晶体学 R 因子为 16
.

75 % ;用随机选取的 or % 的数据计算的 自由 R 因子

值为 20
.

74 %
.

根据 uL zz iat 统计估算出模型原子位置的平均偏差为 0
.

02 lnn
.

用 PR O CHE CK

程序作主链二面角分析
,

有 95
.

3% 的残基落在 R田 11ac h an darn 构象图的最适 区
,

4
.

7% 的残基落

在允许区
·

电子密度图清晰可靠
·

在 “ oF
一

cF 图上
,

两个分子的gBA sP 密度都表现良好{图1)
.
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这些指标显示
,

所获结构结构模型的精度和立体化学合理性都很高

图 1 gB A
s l〕 的 ( Z F

。 一

F
。

)电子密度图 (轮廓线密度为 1。 )

.2 2 晶胞中的堆积

与天然胰岛素在三方二锌晶体中以六聚体堆积的方式不同
,

B g D IH 在正交 晶胞中以二聚

体作为基本单位堆积 (图 2)
.

gB D IH 二聚体在正交晶胞中的堆积有两个特点
:
第一

,

独立二聚

体内的两个 B g D Hl 分子 (分别称为分子 1和分子 2 )在整个晶体中是交错排列的
.

因此
,

与分

子 1相邻的全部是分子 ;2 反之亦然
,

与分子 2 相邻的全部是分子 1
.

第二
,

gB D IH 二聚体间相

互接触的部位主要 由相邻单体的界面组成
,

在 图 2 中标示 为 L 和 M
.

在 L 界面包含残基 A 10
-

A 17
,

B Z
一

琳
,

B6
,

B 10
,

B 14
,

B 17
一

B 18 :在 M 界面上的残基有 A I
,

4A
一

A S
,

A 15
,

A 18
一

ZA I
,

B2 5
,

B29
一

B3 0
.

这种堆积方式是胰岛素正交晶体所特有的
.

2
.

3 B g D IH 二聚体的结构特征

在正交晶体中
,

gB D IH 以独立二聚体的形式存在
,

没有进一步的聚合
.

这是首次在 晶体

中观察到独立的胰岛素二聚体
.

与六聚状态中的天然胰 岛素二聚体比较 (见图 3 )
,

其 主要构

象差异出现在 B 链 N 端
.

除去末端残基 lB
一

琳 和 B29
一

B3 0
,

两者之 间主链 的
r

.

m
.

5
.

偏差为

0
.

14 1 lnn
,

侧链 的
r

.

m
.

5
.

偏差为 0
.

2 14 unI
.

作为独立的聚合体
,

与 Zzn 胰岛素六体中的二聚体比较起来
,

gB D IH 二聚体具有以下特

征 :
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巍巍巍BBBBB 赘赘赘赘赘巍巍巍巍BBBBBBB
图 2 邵 D HI 二聚体在正交晶胞中的堆积

图 3 助D HI 二聚体 (粗线 )与三方二锌胰岛素

二聚体 (细线 )的 Ca 最佳叠合图

( )l B链 N 端肤段 B1
一

B6 构象发生显著变化
,

BI Ph e 的 C a 原子移到了一个新的位置
,

两者

偏差大约 1
.

98 lnn
.

B 链 N 端从单体的其它部分向外伸出
,

从而近似地与 A 链中间肤段 ( A S
-

1A 2) 垂直 (图 3)
.

这种 B 链 N 端的构象与本实验室已经解析的 gB E IH 正交晶体相同
,

与以前

在 B 链 c 端去五肤胰岛素 (D IP )[
7 〕和去七肤胰 岛素 ( DH IP )[

“」晶体结构 中观察到的 N 端肤段结

构也极其类似
.

这看来是 B 链 N 端肤段的一种特定构象
,

它不同于 已知的 T 态
、

R 态和 fR

态 0[, ’ 0〕
,

与分子主体也无任何作用
,

呈现出一种较 自由的开放状态
.

(2 ) Bg D Hl 二体中的 2 个分子更加对称
,

并均类似于二锌胰岛素中的分子 1
.

在二锌胰

岛素二体中
,

残基 A l
一

5A 和 B2 5hP
e 的侧链是两个主要的不对称部分

.

在 gB D IH 中
,

两分子的

A l
一

5A 均采取在二锌胰岛素二体中分子 1 的更不规则的螺旋构象
.

两分子的 B2 5hP
e
侧链不

同于 Zzn 胰岛素二体
,

它们呈近似对称
,

苯环沿着肤链走向而伸 向 B 26 珍
.

这可能与 B25 p h e

侧链运动性较大有关 〔川
.

另外
,

在 Zz n
胰岛素分子 1 中 B25 N H 和 1Y 9 o 之间的氢键不再形

成
,

其距离由 Zzn 胰岛素的 0
.

3 16 lnn 变成了 0
.

393 lnn
.
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2
.

4 二聚体内界面残基 B g 和 B1 3 处的构象变化

在 B g 和 B1 3 位置
,

与 ZZ n
胰岛素相 比

,

局部构象发生了很大变化
.

在 gB D H l 二体中
,

由

于 B9 残基由体积较小且不带电荷的 erS 突变成 了体积较大且带负电的 sA p
,

局部的空间相互

作用和电荷相互作用都发生了很大变化
.

4 个梭基侧链
,

包括 2 个 gB A sP 及 2 个 B1 3 lG u ,

在空

间上相距很近
.

在生理条件下
,

它们都带负电荷而相互排斥
,

从而造成局部构象 的不稳定
,

使

其空间取向重新调整
.

结果首先使分 子 2 上 的 1D 3 G】t ! 的侧 链在来 自相 邻分子 突变 残基

gB A sP 侧链的范德华和静电排斥作用以及分子堆积 的影响下显著改变构象
,

由指 向二体接触

面转而指 向分子外表面
,

由此使对聚合有重要稳定作用的 B1 3 和 1D 3 侧链之间的氢键也随之

被破坏
.

同时
,

在分子 2 中
,

由于 gD ser 替换成 sA p
,

此残基与 B 13 lG u
侧链相互靠近

,

两个梭

基氧原子之间形成氢键
.

这些作用是重排后 B g
,

B1 3 局部构象的稳定因素
.

在二体形成表面

上
,

Bg 和 B 13 残基间不再保持 良好的空间和电荷互补性
,

彼此距离 已经超过 了范氏作用范围

(图 4( a) )
.

而在天然二聚体 中
,

这部分是镶嵌互补的 (图 4( b) )
.

显然
,

比之于天然胰 岛素二

聚体
,

Bg D IH 二聚体是一个不稳定的聚合形式
.

gB D IH ( a) 在三方二锌胰岛素二聚体 ( b) 内部的分子间界面

距离单位
:

unI

3 讨论

3
.

1 形成单体和产生速效的必要条件

在分子界面引人负电荷基团
,

使其通过相互排斥作用有利于单体的形成
,

从而产生速效效

应
,

这是构建速效胰岛素的基本设计思想
.

但从 gB D IH 的晶体学研究指出
,

真正实现这一点
,

是要具备一定条件的
.

事实上
,

当介质的 p H 值低 于取代残基 ( A sP 或 lG u
)的 p K 值时

,

残基侧

链将质子化
,

从而不再荷负电
,

这时分子间的推斥作用减弱
,

仍可形成聚合体
,

如本文报道 的

gB D IH 的二聚体结构
.

实际上
,

在有 znz
+

和酚基的存在下
,

即使在碱性 ( pH
二 8

.

5 )
,

也可以培

养出三方四锌晶体 (未发表资料 )
.

在这种条件下
,

Bg D IH 也可形成六聚体
,

只不过这种晶体

极为脆弱
,

分辨率很低
,

显示聚合体是很松散的
.

这些情况表明
,

gB D IH 在具有荷 电残基修饰

的必要条件之后
,

只有在接近中性和没有强烈聚合因素的充分条件下
,

才能以单体形式存在而
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产生速效效应
.

3
.

2速效制剂与聚合体

B gD H l 显示的这种产生速效效应的外在必要条件
,

对实用的速效制剂 的制备具有重要意

义
.

在实用中
,

胰岛素单体是很不稳定的
,

因此以单体形式存在的速效胰岛素难于保存
.

本文

报道的 B g D IH 正交晶体结构显示
,

在酸性条件下或有 nZ
Z 十和酚基存在时

,

gB D IH 可以形成聚

合体
,

虽然在晶体中这种聚合体内部的相互作用是微弱的 (见 图 4 )
,

因而也是不稳定的
.

另

外
,

在 B g 位由 se :
突变成 sA p 后

,

若形成六聚体
,

则在六聚体中心约 o
.

4 mn 的空腔内
,

除原来

的六个 B 13 lG u
外

,

又多了 6 个 gB sA p
,

这 12 个竣基侧链在空 间和电荷上互相排斥
,

使六聚体

很难稳定
.

事实上
,

在 z矛
+

和苯酚存在时
,

虽然也能得到 几凡 型的六聚体晶体
,

但晶体不稳

定
,

衍射能力很差
,

这从另一方面说明 gB D IH 即使形成六聚体也是不稳定的
.

显然
,

一旦条件

(如 p H )稍有变化
,

这种聚合体极易解聚
.

根据这种结构机理
,

可以控制条件将 gB D IH 制备成

聚合体制剂以利于保存
.

当这种制剂注射进人体内时
,

由于 p H值迅速变为中性
,

或聚合因素

的排除
,

原来不稳定的突变聚合体将比正常的胰岛素聚合体更迅速地解聚成单体
,

从而产生速

效效应
.

这为实用型速效胰岛素的制备提供了原理和具体途径
.

.3 3 新的 N 端肤段构象状态

现在知道
,

六聚状态中的胰岛素存在两种构象状态
: T 和 R

.

T 态和 R 态的主要构象差别

出现在 B 链 N 端肚段
,

它在 T 态中是 p折叠
,

在 R 态 中是
。
螺旋

.

本文报道的独立二聚体中观

察到的 N 端肤段的构象既不是 日折叠也不是
。
螺旋

,

它与分子主体无任何次级作用
,

是一种开

放型 (叩en )状态 (见图 3)
.

与其他二聚体胰 岛素 (如正交 gB E IH
,

四方 gB D IH )比较
,

其 N 端构

象与本文报道的基本相同
.

与迄今 为止 已知的胰岛素修饰物 (如 D IP
,

DH PI )的晶体结构 比

较
,

它们的 N 端肤段构象也相似
.

因此
,

这里观察到的 gB D H l 中 N 端肤段的开放型构象可能

代表了胰岛素分子在低聚或单体 中的构象状态
,

我们在这里称之为 o 态 ( ope
n st at e

)
.
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