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Bcl-2 蛋白与 Bcl-xL蛋白活性腔比较和底物选择性 

郑灿辉    周有骏*    朱  驹    陈  军    李耀武    盛春泉 

宋云龙    蒋庆锋    吕加国 
(第二军医大学药学院药物化学教研室  上海 200433) 

摘要  Bcl-2蛋白与 Bcl-xL蛋白是 Bcl-2蛋白家族抗凋亡亚家族最主要的两个成员, 是目前抗肿瘤药物研究很具前景的

新靶点. 两者具有类似的结构和功能, 但在很多方面也存在差异, 如高表达的肿瘤谱有所不同; 与其他抗凋亡亚家族

成员的结合具有一定的选择性; 在不同凋亡刺激下对细胞的保护作用也有较大差异等. 本文通过对两者的氨基酸序列

联配和活性腔结构比较, 表面静电性质的计算和比较, 及对几类底物选择性的研究, 明确了它们活性腔特性的主要差

异所在及对底物选择性的影响. 研究结果为理解 Bcl-2 蛋白与 Bcl-xL蛋白功能差异的分子机制及设计合成具有良好选

择性的小分子抑制剂打下了坚实基础.  
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Comparison between the Active Sites of Bcl-2 and Bcl-xL Proteins 
and Their Substrate Binding Selection 
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Abstract  Bcl-2 and Bcl-xL proteins are main members of Bcl-2 protein family, which are new targets of 

anticancer drugs with bright prospect. These two proteins have similar structure and functions, while differ 

in many aspects, such as the tumor spectra with high expression of these two proteins, binding selection with 

other proapoptosis subfamily members, and cell protection function under various apoptosis stimulations. By 

sequence aligning, structure and surface electrostatic potential comparing of the active sites in Bcl-2 and 

Bcl-xL proteins, the dominant differences between them are identified. Then the effect of these differences 

on substrates binding selection is showed by studies of some substrates for example. The result of this paper 

provides good basis for understanding molecular mechanism of the function difference between Bcl-2 and 

Bcl-xL proteins, and design, synthesis of small molecule inhibitors with good selection. 

Keywords  Bcl-2 protein family; sequence alignment; structure comparison; surface electrostatic potential; 

molecular docking

Bcl-2 蛋白家族在细胞凋亡通路起重要的调节作用. 

研究表明其抗凋亡亚家族成员通过其表面的疏水凹槽

与促凋亡亚家族成员的 Bcl-2 蛋白家族保守区域(BH)3

结合而发生相互作用, 调节细胞正常的生理凋亡. 抗凋

亡亚家族成员的过度表达阻止细胞正常的生理凋亡, 是

肿瘤产生及发生耐药的重要原因之一[1,2]. 因此抑制抗

凋亡亚家族成员的过度表达, 干扰两者的结合将促进肿

瘤细胞的凋亡, 是抗肿瘤治疗的新策略.  



 
 2216 化 学 学 报 Vol. 64, 2006 

 

Bcl-2蛋白与 Bcl-xL蛋白是抗凋亡亚家族最主要的

两个成员, 两者具有类似的结构和功能, 但也在很多方

面存在差异, 如: 二者高表达的肿瘤谱有所不同[3]; 二

者与线粒体外膜的结合方式不同[4,5]; 在不同凋亡刺激

下, 二者对细胞的保护作用有较大差异[6～8]; 二者在体

内与其他抗凋亡亚家族成员的结合也具有一定的选择

性[9,10]. 然而, 存在这些差异的分子机制及结构因素尚

未非常清楚. 大部分现有的抗肿瘤Bcl-2蛋白抑制剂对二

者也缺乏好的选择性. 因此, 阐明存在差异的分子机制, 

尤其是二者蛋白的结构差异因素, 对于设计高选择性的

小分子蛋白抑制剂, 研制高效、低毒的抗肿瘤药物[11]具

有重要意义.  

本文首先通过对两者活性腔的氨基酸序列和结构

的比较及表面静电性质的计算和比较, 明确它们活性腔

特性的主要差异所在; 而后进行 Bad蛋白作用面静电性

质计算, 对两个蛋白与同一小分子底物结合的复合物结

构的比较研究及一个已知高选择性抑制剂与 Bcl-2的柔

性对接研究, 通过这些具体实例进一步明确上述活性腔

特性的差异对底物选择性的影响. 本研究结果为理解

Bcl-2 蛋白与 Bcl-xL蛋白功能差异的分子机制及设计合

成具有良好选择性的小分子抑制剂打下了坚实基础.  

1  材料与方法 

本文采用的 Bcl-2, Bcl-xL, Bad氨基酸序列数据(编

号分别为P10415, Q07817, Q92934)从SWISSPROT数据

库中获取. 本文采用的结构 1GJH[12], 1LXL[13], 1G5J[14], 

1YSW, 1YSN[15]从 Brookheaven Protein Databank (PDB)

数据库中获取. 所有的计算在 Origin300 服务器上由

SYBYL6.9[16], InsightII2000[17]软件包完成.  

1.1  序列联配 

采用 InsightII2000 中 Align2D 模块联配 Bcl-2 与

Bcl-xL 的序列, 确定序列的一致性和相似性. 计算时设

置打分矩阵为 Blosum62 和合适的插入罚分和空位延伸

罚分值, 并根据已知的经验知识对联配结果进行手工调

整.  

1.2  蛋白结构的简单优化 

以上从 PDB 数据库直接获取的结构中存在一定的

不合理碰撞和张力, 用于进一步研究前我们先对它们进

行简单的分子力学能量优化. 优化在 SYBYL 中进行, 

能量计算相关参数设置如下: Tripos 力场, 蛋白与肽采

用 Kollman_all 电荷 , 小分子抑制剂采用 Gasteiger- 

Huckel 电荷, 并采用距离依赖的介电常数. 能量优化采

用逐步放开的策略, 最终优化至能量梯度收敛于 41.8 

kJ•mol－1•nm－1.  

1.3  对应蛋白结构的叠合比较 

将 1GJH与 1LXL优化后得到的结构模型以靶点蛋

白不包括氮末端、碳末端和环区的所有残基(根据序列

联配结果 Bcl-2 取 N11-D34, V92-G203; Bcl-xL 取

N5-S28, A85-G196)的 Cα原子为叠合点进行叠合. 叠合

后比较分析两者活性腔的结构差异, 并与序列联配结果

相对应. 1YSW, 1YSN优化后得到的结构模型通过同样

的方法叠合后比较其中小分子底物结合模式的异同.  

1.4  蛋白表面静电性质的计算与显示 

蛋白静电势采用 InsightII2000 中 Delphi 模块进行. 

体系中溶液的离子强度设为 0.145, 以模拟生理 pH值下

的环境. 蛋白质内部的介电常数设为 2, 其外部溶剂的

介电常数设为 80. 计算时通过有限差分近似来求解非

线性 Poisson-Boltzmann 方程[18], 反复迭代直到收敛至

连续两次得到的静电势值之差小于 10－6KT/e (K为波尔

兹曼常数 , T 为绝对温度 , e 为电子电荷 ). 然后用

InsightII2000 计算蛋白的 connolly 表面, 相应表面点上

的静电势用不同颜色及深浅加以标记, 使我们可以直接

观察静电势在蛋白表面的分布情况.  

1.5  Bcl-2高选择性抑制剂的柔性对接研究 

用 SYBYL构建已知 Bcl-2高选择性抑制剂 YC137

的分子结构并进行分子力学和动力学优化, 选取代表性

低能构象用于下一步的分子对接研究. 以 1GJH 优化后

结构模型为对接靶点, 采用 InsightII 的 Affinity 模块进

行柔性对接. 对接过程中抑制剂周围 8 Å范围内的所有

残基侧链都可以自由移动. 我们以前发现的活性腔中在

结合底物时能发生显著诱导契合部分[19]的骨架原子在

对接过程中也被设定可以在一定的限定下发生移动. 对

接时采用了 Affinity程序提供的溶剂化格点来考虑溶剂

效应[20]. 对接时采用蒙特卡罗方法搜寻抑制剂在活性

腔内的取向空间, 如果得到的酶底物复合物的能量在预

设置的容许值内则进行优化. 得到的复合物结构模型能

量如果在上一个结果能量的预设范围内, 且与之比较

RMSD大于 1则接受. 将接受的结构模型进行分子动力

学模拟退火, 高温 500 K, 低温 300 K, 降温过程中共分

为 100步, 每步下做 100 fs的分子动力学模拟, 最终优

化 3000步至收敛. 计算过程中, 采用 cell multipole模型

计算非键相互作用.  

2  结果与讨论 

2.1  Bcl-2与 Bcl-xL序列联配与活性腔结构比较的结果

与讨论 

图 1 显示了 Bcl-2 与 Bcl-xL序列联配的结果, 表明
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          1              α 1                                     Loop                 80 

Bcl-2   : MAHAGRTGYDNREIVMKYIHYKLSQRGYEWDAGDVGAAPPGAAPAPGIFSSQPGHTPHPAASRDPVARTSPLQTPAAPGA 

Bcl-xL  :       MSQSNRELVVDFLSYKLSQKGYSWSQFSDVEENRTEAPEGTESEMETPSAINGNPSWHLADSPAVNGATGHSSS 

BH4 

 

81              α 2           α 3            α 4               α 5    160 

Bcl-2   : AAGPALSPVPPVVHLTLRQAGDDFSRRYRRDFAEMSSQLHLTPFTARGRFATVVEELFRDGVNWGRIVAFFEFGGVMCVE 

Bcl-xL  : LDAREVIP-MAAVKQALREAGDEFELRYRRAFSDLTSQLHITPGTAYQSFEQVVNELFRDGVNWGRIVAFFSFGGALCVE 

    BH3                                           BH1 

 

161            α 6        α 7     α 8                                 239 

Bcl-2   : SVNREMSPLVDNIALWMTEYLNRHLHTWIQDNGGWDAFVELYGPSMRPLFDFSWLSLKTLLSLALVGACITLGAYLGHK 

 Bcl-xL  : SVDKEMQVLVSRIAAWMATYLNDHLEPWIQENGGWDTFVELYGNNAAAESRKGQERFNRWFLTGMTVAGVVLLGSLFSRK 

BH2 

图 1  Bcl-2, Bcl-xL序列联配结果 
以深灰色和浅灰色为底色的分别是Bcl-2和Bcl-xL之间相同和相似的残基. 序列上标注了Bcl-2的序列号和两个蛋白的 α螺旋和环区所在. 序列下方标注了

Bcl-2 同源区 1-4. 活性腔周围的残基用斜体表示 

Figure 1  Sequence alignment of Bcl-2 and Bcl-xL 
The identical and similar residues between Bcl-2 and Bcl-xL are dark and light gray shaded. The sequence number of Bcl-2, α-helices and loop of two proteins are 

denoted above the sequence. The Bcl-2 homology (BH) 1-4 regions are denoted under the sequence. The residues around the active site are showed in italic 

 

Bcl-xL, Bcl-2 的全长序列一致性为 40.1%, 相似性为

50.9%, 除了对于蛋白发挥抗凋亡功能意义不显著的

Loop区, 其他部位氨基酸序列具有较高的同源性. 根据

序列联配结果叠合Bcl-2与Bcl-xL的自由状态结构 1G5J

与 1LXL, 得到的结果如图 2(主要显示活性腔部分). 

 

图 2  Bcl-2 和 Bcl-xL活性腔部位的 Cα 叠合图 
浅灰色的是 Bcl-2 的结构 

Figure 2  Superimposed Cα representation of active sites in 

Bcl-xL and Bcl-2 
The structure of Bcl-2 are colored in light gray 

根据叠合的Bcl-2与Bcl-xL结构可知两者的活性腔都

由在空间上互相靠近的BH1-3, 与 α3, α4共同构成, 对应

序列为 Bcl-2: 99～157, 197～202; Bcl-xL: 92～150, 190～

195. 这部分序列是本文比较分析的重点. 总体来说构成

活性腔的残基在 Bcl-2 与 Bcl-xL之间具有较高的同源性, 

特别是 BH1-3 区域, 这个区域中包括了两者对于结合底

物共同的关键残基[19].  

发生改变的序列很多是静电性质相似的氨基酸替

换, 但也有一些差异较大的氨基酸改变, 改变发生最多

的部分位于 α3至 α4区域. 这可能也是两者的活性腔在

此区域结构差异最为显著的原因, 活性腔由 α3至 α4区

域构成的这一端, Bcl-2的明显比 Bcl-xL的开口大, 如图

2 箭头所示. 其中对于结构影响最为明显的氨基酸改变

位置是 Bcl-xL的 Y120, 它能与蛋白的 W169, T172 和

Y173 形成疏水作用将活性腔的这一末端往该方向拉, 

而 Bcl-2 对应部位静电性质差异很大的 R127 不能形成

类似的作用. 而从结构比较看在这些氨基酸改变中位于

活性腔内部最可能直接影响底物结合选择性的残基为

Bcl-2: D111, R129, T132; 对应 Bcl-xL: A104, S122, 

Q125. 另外活性腔其他部位还存在着几处静电性质差

异较大的氨基酸改变, 包括 Bcl-2: Q99, R106, A197; 对

应 Bcl-xL: E92, L108, T190.  

除了以上静电性质差异较大的氨基酸改变外, 活性

腔周围还有几个疏水残基的改变, 由于体积的变化一定

程度上改变了疏水口袋的形状 , 包括 Bcl-2: M115, 

V156, M157; 对应 Bcl-xL: L108, A149, L150. 以上两个

蛋白在活性腔周围的序列差异是导致活性腔特性差异

及对底物选择性的基础.  
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2.2  Bcl-2 与 Bcl-xL表面静电性质计算与比较的结果与

讨论 

用 InsightII2000中Delphi模块计算得到了优化后的

1G5J与 1LXL蛋白结构的静电势, 并将结果映射到分子

表面上. 图 3 I, II是Bcl-2与Bcl-xL活性腔附近的表面静

电势分布. 静电势显示范围为－5KT/e至 5KT/e, 而静电

势的数值大小用深浅表示.  

比较两种蛋白的表面静电分布可知, 它们的活性腔

中心 B部位的整体静电势分布较相似, 这也是两者共同

的底物结合关键残基分布的主要部位. 但它们在此部位

中的一角D部位的静电势分布有较大的差异, Bcl-2中带

强负电性, 而 Bcl-xL 偏中性. 经分析主要是由 Bcl-2: 

D111, E152; 对应 Bcl-xL: A104, S145的残基变化引起. 

而它们在活性腔两端的 A, C 部位的静电势分布也有明

显差异. 在A部位Bcl-2表面带一定的正电性, 而Bcl-xL

不同, 还分布有一定的负电性, 经分析主要是由 Bcl-2: 

A113, R127, G128, R129, A131; 对应 Bcl-xL: S106, 

Y120, Q121, S122, E124 的残基变化引起. 在 C 部位

Bcl-xL表面带强负电性, 而 Bcl-2 相应部位负电性较弱, 

经分析主要是由 Bcl-2: Q99, S105, R106, A197; 对应

Bcl-xL: E92, E98, L99, T190的残基的变化引起.  

2.3  Bcl-2 与 Bcl-xL结合底物选择性的结构基础 

2.3.1  Bad 蛋白 

研究表明 Bcl-2与 Bcl-xL在体内都能与多种 Bcl-2蛋

白家族促凋亡亚家族成员结合发挥功能, 但是它们与后

者结合能力有差异. 如研究表明 Bad 蛋白与 Bcl-xL的结

合要强于 Bcl-2[9]. 目前 Bad的 BH3肽片段与 Bcl-xL结合

复合物的三维结构(1G5J)已经测得. 本文对 Bad 肽片段

作用面的表面静电性质进行了计算分析(结果如图 3 III), 

发现对应于靶点蛋白活性腔 A部位的位置 A'部位呈现弱

正电性, 与 Bcl-xL的活性腔较匹配, 但与 Bcl-2的相应部

位匹配不佳. 另外对应于靶点蛋白活性腔 D 部位的位置

D'部位中有一处具有较强的负电性, 而 Bcl-2活性腔相应

部位也具有明显负电性, 推测这将不利于它们的结合. 

以上静电性质的差异为 Bad 的 BH3 肽片段与 Bcl-2 和

Bcl-xL 亲和力的差异提供了可能的解释. 进一步考察

Bad 的 BH3 肽片段氮端延伸部分的一级序列(93-102 

FRGRSRSAPP), 发现含多个碱性残基, 虽然不知道这部

分序列在结合状态下将形成的确切三维结构, 但预计它

们将使Bad的作用面呈现强正电性, 而与Bcl-xL活性腔A

部位的静电性质相匹配, 这将有助于进一步解释 Bad 蛋

白与 Bcl-xL的结合要强于 Bcl-2的实验事实.  

2.3.2  N-酰基磺胺类抑制剂 

N-酰基磺胺类是一类具有较好生物活性的 Bcl-2 和

Bcl-xL抑制剂
[15]. 研究者对它们与Bcl-2和Bcl-xL的结合 

 

图 3  Bcl-2 (I), Bcl-xL (II)活性腔表面和 Bad 肽片段(III)作用面

静电势分布图 

Figure 3  The surface electrostatic potential distribution map of 

the active site in Bcl-2 (I) , Bcl-xL (II) and the interaction face of 

Bad peptide (III) derived from Delphi program 

模式有了深入的探索, 测得了某代表活性化合物(结构

如图 4)分别与两个蛋白结合的复合物三维结构 1YSW, 

1YSN. 为了更清楚它与两个蛋白结合模式的差异, 我

们将两个结构进行了叠合, 结果如图 4 所示. 我们发现

化合物的 2-苯乙基苯并噻唑部分与两个蛋白的结合模

式有明显区别. 与 Bcl-2 结合时, 这部分结构能深入活

性腔的 P1 口袋形成强疏水作用, 而与 Bcl-xL结合时这

部分结构只能附在活性腔的表面. Bcl-2 在活性腔由 α3

至α4区域构成的这一端的明显比Bcl-xL的开口大, 可能

是造成此化合物与 Bcl-2 结合时容易通过诱导契合深入

P1口袋的原因.  

2.3.3  抑制剂 YC137 

目前已经发现的抑制剂中与 Bcl-2 和 Bcl-xL结合选

择性很好的较少, YC137(结构如图 5)是其中一个[21]. 为

了能对其结合模式和选择性的结构基础有进一步的认

识, 我们在考虑活性腔诱导契合的基础上对其与 Bcl-2

进行了柔性对接研究. 得到的总能量最低的抑制剂结合

复合物的结构模型如图 5 所示, 结合时 Bcl-2 活性腔相 
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图 4  1YSW 和 1YSN 活性腔部位的 Cα 叠合图 
浅灰色的是 1YSW 结构  

Figure 4  Superimposed Cα representation of active sites in 

1YSW and 1YSN 
The structure of 1YSW are colored in light gray 

 

图 5  YC137 与 Bcl-2 的结合模式 
氢键(HB)用虚线表示  

Figure 5  The binding mode reprentantation of YC137 to Bcl-2 
The hydrogen bonds (HB) are indicated with dotted lines 

应的骨架和残基发生了一定的诱导契合, 与 YC137 形

成多个疏水和氢键作用. 而最值得注意的是 YC137 结

构中的甲氧甲酰胺基链上的氮氢与活性腔 D 部位的

D111形成了氢键结合. 而 Bcl-xL中 D111相应位置是一

个丙氨酸, 这可能是引起 YC137 对两个蛋白结合选择

性的最重要原因. 另外, 和 N-酰基磺胺类代表化合物情

况类似, 抑制剂与 Bcl-2 结合时更容易通过诱导契合与

P1 口袋形成更强疏水作用也可能是造成选择性的原因

之一.  

3  结论 

通过对 Bcl-2 与 Bcl-xL活性腔部分的序列和结构比

较, 发现在活性腔 α3 至 α4 区域序列变化最大, 结构差

异也较大, Bcl-2在此处的开口明显比 Bcl-xL大. 接着通

过对两个蛋白活性腔表面静电性质计算和比较, 发现在

A, C, D 部位存在显著的差异. 最后通过表面静电性质

计算、结构叠合比较及柔性对接等方法详细分析了Bcl-2

与 Bcl-xL与底物(Bad蛋白、N-酰基磺胺类代表化合物及

YC137)的结合, 提出了结合选择性可能的结构基础, 通

过这些具体实例进一步说明了上述活性腔特性的差异

对底物选择性的影响. 本研究明确了 Bcl-2 与 Bcl-xL活

性腔特性的差异及其对底物选择性的影响, 为理解两个

蛋白功能差异的分子机制及今后设计合成具有良好选

择性的小分子抑制剂打下了坚实基础. 
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