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摘要：目的　研究纹状体蛋白质酪氨酸磷酸酶（ＳＴＥＰ）ｐＹｌｏｏｐ结构上第３３０位的苏氨酸（Ｔ３３０）和Ｑｌｏｏｐ结构上
第５４１位的苏氨酸（Ｔ５４１）参与催化反应的作用机制。方法　构建 ＳＴＥＰ野生型（ＳＴＥＰＷＴ）及其突变体（ＳＴＥＰ
Ｔ３３０Ｄ／Ｔ５４１Ａ）的表达质粒；表达并纯化ＳＴＥＰＷＴ及其突变体蛋白，体外检测这些蛋白对小分子底物４硝基苯磷酸
二钠（ｐＮＰＰ）的催化活力，分析ＮａＶＯ３对ＳＴＥＰＷＴ及其突变体酶活性的抑制作用；检测 ＳＴＥＰＷＴ及其突变体催
化反应的ｐＨ依赖性和对解离基团ｐＫａ的依赖性。结果　体外催化ｐＮＰＰ水解的过程中，ＳＴＥＰＴ３３０Ｄ的催化性质较
ＳＴＥＰＷＴ无明显变化，ＳＴＥＰＴ５４１Ａ的Ｋｍ略有增加，ｋｃａｔ下降至 ＳＴＥＰＷＴ的１／３以下。ＮａＶＯ３对于 ＳＴＥＰＷＴ及

其突变体的抑制常数 Ｋｉ无明显变化。在 ＳＴＥＰ的 ｐＨ依赖性研究中，ＳＴＥＰＴ５４１Ａ的 ｐＫ２
ａｐｐ显著增加且它的

（ｋｃａｔ）
ｌｉｍ下降至野生型１／１０以下。在ＳＴＥＰ催化底物反应过程对底物解离基团ｐＫａ依赖性的研究中，ＳＴＥＰＴ５４１Ａ

的β１ｇ（ｋｃａｔ）较ＳＴＥＰＷＴ明显增大。结论　Ｔ５４１参与了ＳＴＥＰ催化反应中从产物生成到磷酸根释放这一过程，靶
向ＳＴＥＰ治疗神经系统疾病的药物可以考虑通过与Ｔ５４１相互作用进行设计。
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　　蛋白质的酪氨酸磷酸化修饰是多细胞生物中目
前已知的最重要的转录后修饰之一，调节许多重要

的生理过程，如细胞的新陈代谢、组织的分化和生

长、基因的转录与调控、神经可塑性和免疫应答

等［１２］。在人体内，蛋白质酪氨酸激酶（ｐｒｏｔｅｉｎｔｙｒｏ
ｓｉｎｅｋｉｎａｓｅ，ＰＴＫ）将磷酸基团共价转移到酪氨酸的
苯环羟基上，蛋白质酪氨酸磷酸酶（ｐｒｏｔｅｉｎｔｙｒｏｓｉｎｅ
ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＰＴＰ）催化磷酸根的水解，二者共同调
节酪氨酸上的磷酸化可逆修饰，精确地控制体内酪

氨酸的磷酸化水平［３４］。酪氨酸磷酸酶在生理过程

和病理过程中的重要作用，已成为国内外的研究热

点［１，５６］。

纹状体蛋白质酪氨酸磷酸酶（ｓｔｒｉａｔａｌｅｎｒｉｃｈｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｔｙｒｏｓｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＳＴＥＰ／ＰＴＰＮ５）是一种
经典的 ＰＴＰ，特异性地表达于中枢神经系统中。
ＳＴＥＰ调控其在神经组织中的磷酸酶底物，如细胞
外调节蛋白激酶（ＥＲＫ）、Ｐ３８、蛋白质酪氨酸激酶２
（ＰＹＫ２），以及Ｎ甲基Ｄ天冬氨酸受体 （ＮＭＤＡＲ）
的酪氨酸磷酸化水平。ＳＴＥＰ功能失调将导致包括
老年痴呆在内的多种神经系统功能性疾病［７８］。因

此，ＳＴＥＰ成为近年来重要的治疗神经类疾病的潜
在药物靶点。晶体结构显示，与其他经典 ＰＴＰ相
同，ＳＴＥＰ包含保守的、约含２８０个氨基酸的催化结
构域，由５个平行的 β折叠构成中心，两侧被 α螺
旋所围绕［９１２］。为容纳其特异性底物———磷酸化酪

氨酸，所有经典 ＰＴＰ的活性中心，都由一些保守的
ｌｏｏｐ所围绕，包括 Ｐｌｏｏｐ（ＰＴＰｌｏｏｐ）、ＷＰＤｌｏｏｐ、
Ｑｌｏｏｐ和 ｐＹｌｏｏｐ。其中，Ｐｌｏｏｐ包含 Ｃ（Ｘａａ）５Ｒ
特征序列，在与底物的结合中起重要作用。ＳＴＥＰ
的ＷＰＤｌｏｏｐ包含酸碱催化所必需的４６１位天冬氨
酸（Ｄ４６１），Ｑｌｏｏｐ包含最后一步催化反应中帮助释
放磷酸根的保守残基———５４０位谷氨酰胺（Ｑ５４０），
而ｐＹｌｏｏｐ中的３２８位酪氨酸（Ｙ３２８）在识别磷酸
酪氨酸残基中起重要作用［１３］。

许多决定 ＰＴＰ活性的重要氨基酸参与催化反
应的机制还未阐明。本文应用酶学分析手段和定点

突变技术，对 ＳＴＥＰ中 ３３０位的苏氨酸（Ｔ３３０）和
５４１位的苏氨酸（Ｔ５４１）在催化中所起的作用进行
研究。

１　材料与方法

１．１　主要试剂　人源 ＰＴＰＮ５ｃＤＮＡ（ＧｅｎＢａｎｋ：
ＢＣ０３９８９７．１）购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司，表达载体
ＰＥＴ１５ｂ［１４］由本实验室保存。限制性内切酶、Ｔ４
ＤＮＡ连接酶及ＰｆｕＤＮＡ聚合酶购自美国Ｔｈｅｒｍｏ公
司。小分子磷酸根化合物包括 β萘基磷酸（ｐＫａ＝
９．３８）、４甲基伞形酮磷酸酯（ｐＫａ＝７．８０）、４硝基苯
磷酸二钠（ｐＮＰＰ，ｐＫａ＝７．１４）均购自上海生工生物
工程有限公司，Ｏ磷酸Ｌ酪氨酸（ｐＫａ＝１０．０７）购
自美国ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司。
１．２　实验仪器　分子克隆采用美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ
ＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＰｉｋｏ快速ＰＣＲ仪；蛋白纯化使用购自美国
ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅ公司的 ?ＫＴＡＦＰＬＣ蛋白纯化仪。
ＮｉＮＴＡｒｅｓｉｎ及强阴离子交换柱分别购自上海生工
生物工程有限公司及美国ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅ公司。
１．３　方法
１．３．１　重组表达载体的构建　通过ＰＣＲ及双酶切
的方法，将人源 ＰＴＰＮ５ｃＤＮＡ表达序列（ＳＴＥＰ２３１
５６３ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ蛋白序列数据库，编号 Ｐ５４８２９）亚克
隆到带有Ｈｉｓ标签的 ＰＥＴ１５ｂ表达载体，构建重组
的ＳＴＥＰ野生型（ＳＴＥＰＷＴ）表达载体［１４］。在此基础

上，使用 Ｑｕｉｃｋｃｈａｎｇｅ方法构建突变体 ＳＴＥＰＴ３３０Ｄ
及ＳＴＥＰＴ５４１Ａ。
１．３．２　蛋白表达和纯化　将重组质粒转化至
Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）中，挑取单个菌落接种于含
０．１ｍｇ／ｍＬ氨苄西林的 ＬＢ培养基中，３７℃培养过
夜，按照１∶１００的比例接种，并在３７℃继续培养至
Ａ６００达０．４～０．６，加入 ＩＰＴＧ后１８℃诱导过夜。离
心收集菌体，并用高压细胞破碎仪破碎。离心后将

上清加入ＮｉＮＴＡｒｅｓｉｎ，垂直混匀１ｈ，收集ｂｅａｄｓ后
用咪唑（２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ，ｐＨ ８．０；３００ｍｍｏｌ／Ｌ
ＮａＣｌ；５～５００ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑）梯度洗脱蛋白。将洗
脱蛋白上样到强阴离子交换柱，ＮａＣｌ线性梯度洗脱
蛋白。根据 Ａ２８０吸收峰收集蛋白，采用 １５％ ＳＤＳ
ＰＡＧＥ进行蛋白纯度分析。
１．３．３　酶活性测定　ＳＴＥＰ催化小分子底物的反
应均在３７℃进行，反应 ｂｕｆｆｅｒ为：５０ｍｍｏｌ／Ｌ琥珀
酸（ｐＨ５．０～６．０），５０ｍｍｏｌ／ＬＤＭＧ（ｐＨ６．０～７．３），
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５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ（ｐＨ７．５～９．０），１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，
１ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ，加入 ＮａＣｌ调整离子强度 Ｉ＝０．１５
ｍｏｌ／Ｌ。底物浓度在 １／５～５Ｋｍ 之间，加酶混匀并
启动反应。将数据拟合到米氏方程，得到相应的Ｋｍ
及ｋｃａｔ。ｐＨ依赖性的数据拟合到公式（１）和公式
（２）中。

ｋｃａｔ＝（ｋｃａｔ）
ｌｉｍ／（１＋Ｈ／Ｋ１

ａｐｐ＋Ｋ２
ａｐｐ／Ｈ） （１）

ｋｃａｔ／Ｋｍ＝（ｋｃａｔ／Ｋｍ）
ｌｉｍ／［（１＋Ｈ／ＫＳ２）

（１＋Ｈ／ＫＥ１＋ＫＥ２／Ｈ）］ （２）
其中，（ｋｃａｔ）

ｌｉｍ和（ｋｃａｔ／Ｋｍ）
ｌｉｍ为独立于ｐＨ的最大反应

常数，Ｈ为氢离子浓度，Ｋ１
ａｐｐ和Ｋ２

ａｐｐ分别为限速反应

步骤中酶的表观酸碱解离常数，ＫＳ２为催化中底物的
酸碱解离常数，ＫＥ１和ＫＥ２反映酶的酸碱解离常数

［１５１６］。

１．３．４　ＳＴＥＰ结构模型的生成　在最近解析的
ＳＴＥＰ结构（ＰＤＢ２ＣＪＺ）的基础上，使用ＰｙＭＯＬＶ１．５
（美国ＤｅＬａｎｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ软件公司）生成ＳＴＥＰＴ５４１
结构模型。

２　结　果

２．１　经典 ＰＴＰｐＹｌｏｏｐ和 Ｑｌｏｏｐ的序列比对　如
图１所示，ＳＴＥＰ在其 ｐＹｌｏｏｐ区有 Ｙ３２８ＸＴ３３０特
征性序列，与大部分 ＰＴＰ家族成员的保守 ＹＸＤ序
列不同。而在 Ｑｌｏｏｐ保守的 Ｑ５４０之后，有保守的
Ｔ５４１。在３７个经典的 ＰＴＰ中，有 ３３个磷酸酶中
Ｔ５４１的对应位置为Ｔ。

ｐＹｌｏｏｐ Ｑｌｏｏｐ ｐＹｌｏｏｐ Ｑｌｏｏｐ

ＳＴＥＰ ３２３ＶＲＫＮＲＹＫＴＩＬＰ３３３ ４９５ＲＧＧＭＩＱＴＣＥＱＹＱ５０６ ＭＥＧ２ ３２８ＬＥＫＮＲＹＧＤＶＰＣ３３８ ５５４ＲＡＦＳＩＱＴＰＥＱＹＹ５６５

ＨＥＰＴＰ ２２５ＡＳＫＤＲＹＫＴＩＬＰ２３５ ４３５ＲＧＧＭＩＱＴＡＥＱＹＱ４４６ ＰＴＰＩＡ２ ７３５ＩＫＫＮＲＨＰＤＦＬＰ７４５ ９４９ＲＰＧＬＶＲＳＫＤＱＦＥ９６０

ＰＣＰＴＰ１ ４１６ＧＴＫＮＲＹＫＴＩＬＰ４２６ ６２７ＲＧＧＭＶＱＴＳＥＱＹＥ６３８ ＳＡＰ１ ８４５ＮＡＫＮＲＹＲＮＶＬＰ８５５ １０５９ＲＰＬＭＶＱＴＥＡＱＹＶ１０７０

ＰＴＰα ２６６ＫＥＫＮＲＹＶＮＩＬＰ２７６ ４８１ＲＣＱＭＶＱＴＤＭＱＹＶ４９２ ＨＤＰＴＰ １２１８ＳＬＫＮＲＨＱＤＶＭＰ１２２８ １４５０ＶＲＨＶＥＱＶＬＱＲＨＧ１４６１

ＰＴＰβ １６４８ＲＧＫＮＲＹＮＮＩＬＰ１６５８ １９４３ＲＶＨＭＶＱＴＥＣＱＹＶ１９５４ ＰＴＰ１Ｂ ４１ＫＮＲＮＲＹＲＤＶＳＰ５１ ２５７ＲＭＧＬＩＱＴＡＤＱＬＲ２６８

ＰＴＰδ ９６５ＫＰＫＮＲＹＡＮＶＩＡ９７５ １５９２ＲＮＹＭＶＱＴＥＤＱＹＩ１６０３ ＰＴＰＢＡＳ ２１５９ＬＡＫＮＲＹＫＮＩＬＰ２１６９ ２４２８ＲＨＧＭＶＱＴＥＤＱＹＩ２４３９

ＰＴＰγ ８７５ＫＨＫＮＲＹＩＮＩＬＡ８８５ １０９９ＲＮＹＬＶＱＴＥＥＱＹＩ１１１０ ＰＴＰＩＡ２ ７７１ＶＰＫＮＲＳＬＡＶＬＴ７８１ ９８５ＲＰＧＭＶＱＴＫＥＱＦＥ９９６

ＰＴＰε １６０ＲＥＫＮＲＹＰＮＩＬＰ１７０ ３７４ＲＰＱＭＶＱＴＤＭＱＹＴ３８５ ＭＥＧ１ ６８０ＩＳＫＮＲＹＲＤＩＳＰ６９０ ８９１ＲＡＭＭＩＱＴＰＳＱＹＲ９０２

ＰＴＰζ １７５１ＫＨＫＮＲＹＩＮＩＶＡ１７６２ １９７２ＲＮＹＬＶＱＴＥＥＱＹＶ１９８３ ＰＴＰＨ１ ６７１ＬＤＫＮＲＹＫＤＶＬＰ６８１ ８８１ＲＡＭＭＶＱＴＳＳＱＹＫ８９２

ＰＴＰκ ９２８ＲＡＫＮＲＹＧＮＩＩＡ９３８ １２２２ＲＩＮＭＶＱＴＥＥＱＹＩ１２３３ ＰＴＰＴＹＰ １８４ＲＥＫＮＲＹＲＤＩＬＰ１９４ ３８３ＲＳＧＭＶＱＴＫＥＱＹＨ３９４

ＰＴＰλ ９１４ＶＫＧＳＲＱＥＰＭＰＡ９２４ １１２４ＲＶＮＭＩＱＴＥＥＱＹＩ１１３５ ＤＥＰ１ １０６６ＲＧＫＮＲＹＮＮＶＬＰ１０７６ １２７８ＲＰＬＭＶＱＴＥＤＱＹＶ１２８９

ＰＴＰρ ９１３ＲＮＫＮＲＹＧＮＩＩＳ９２３ １１２３ＲＶＮＬＶＱＴＥＥＱＹＶ１１３４ ＳＨＰ１ ２７１ＫＧＫＮＲＹＫＮＩＬＰ２８１ ４９５ＲＳＧＭＶＱＴＥＡＱＹＫ５０６

ＰＴＰσ １４１７ＫＰＫＮＲＹＡＮＶＩＡ１４２７ １６２８ＲＮＹＭＶＱＴＥＤＱＹＳ１６３９ ＧＬＥＥＰ１ ９６３ＲＣＫＮＲＹＴＮＩＬＰ９７３ １１７５ＲＭＳＭＶＱＴＥＥＱＹＩ１１８８６

ＰＴＰμ ９２３ＲＭＫＮＲＹＧＮＩＩＡ９３３ １１３４ＲＶＮＭＶＱＴＥＥＱＹＶ１１４５ ＰＣＰＴＰ１ ４１６ＧＴＫＮＲＹＫＴＩＬＰ４２６ ６２７ＲＧＧＭＶＱＴＳＥＱＹＥ６３８

ＬＹＰ ５５ＩＫＫＮＲＹＫＤＩＬＰ６５ ２６９ＲＰＳＬＶＱＴＱＥＱＹＥ２８０ ＰＴＰＳ３１ ２０６１ＲＡＫＮＲＦＰＮＩＫＰ２０７１ ２２７１ＲＭＣＭＶＱＮＬＡＱＹＩ２２８２

ＰＥＳＴ ５９ＶＫＫＮＲＹＫＤＩＬＰ６９ ２７３ＲＨＳＡＶＱＴＫＥＱＹＥ２８４ ＳＨＰ２ ２７３ＫＮＫＮＲＹＫＮＩＬＰ２８３ ５０１ＲＳＧＭＶＱＴＥＡＱＹ５１２

ＢＤＰ１ ５７ＶＲＫＮＲＹＫＤＶＬＰ６７ ２７１ＲＰＡＡＶＱＴＥＥＱＹＲ２８２ ＰＴＰＤ１ ９２３ＥＲＮＲＦＱＤＶＩＬＰ９３３ １１４７ＲＭＭＬＶＱＴＬＣＱＹＴ１１５８

ＬＡＲ １３７６ＫＰＫＮＲＹＡＮＶＩＡ１３８６ １８７８ＲＰＡＭＶＱＴＥＤＱＹＱ１８８９ ＰＴＰＤ２ ９３４ＡＥＲＳＲＩＲＥＶＶＰ９４４ １１６０ＲＭＦＭＩＱＴＩＡＱＹＫ１１７１

ＣＤ４５ ６７８ＱＮＫＮＲＹＶＤＩＬＰ６８８ ８９７ＲＣＬＭＶＱＶＥＡＱＹＩ９０９

图１　３７种经典ＰＴＰ的ｐＹｌｏｏｐ和Ｑｌｏｏｐ的序列比对
红色标记为保守序列。

Ｆｉｇ．１　ＳｅｑｕｅｎｃｅａｌｉｇｎｍｅｎｔｏｆｐＹｌｏｏｐａｎｄＱｌｏｏｐｆｒｏｍ３７ｃｌａｓｓｉｃａｌＰＴＰｓ
Ｔｈｅｃｏｎｓｅｒｖｅｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓａｒｅｍａｒｋｅｄｉｎｒｅｄ．

２．２　ＳＴＥＰＴ３３０Ｄ／Ｔ５４１Ａ对小分子底物 ｐＮＰＰ催化
的稳态动力学研究

２．２．１　蛋白的表达和纯化　为研究 ＳＴＥＰ的 Ｔ３３０
和Ｔ５４１在催化过程中所起的作用，我们将 Ｔ３３０突
变为在大部分其他 ＰＴＰ酶中保守的 Ｄ，将 Ｔ５４１突
变为没有侧链的氨基酸Ａ，并研究它们与ＳＴＥＰＷＴ
在催化小分子底物ｐＮＰＰ过程中的差异。通过质粒
测序确认 ＳＴＥＰ突变体构建成功后，我们在大肠杆
菌中表达了 ＳＴＥＰＷＴ及 ＳＴＥＰＴ３３０Ｄ／Ｔ５４１Ａ的蛋
白，并通过ＮｉＮＴＡ亲和层析柱和强阴离子交换柱

（ＭｏｎｏＱ）纯化蛋白，蛋白纯度达到 ９５％以上（图
２Ａ～２Ｃ）。
２．２．２　基本酶学常数的测定　利用纯化的重组蛋
白，我们检测了ＳＴＥＰＷＴ、ＳＴＥＰＴ３３０Ｄ和ＳＴＥＰＴ５４１
Ａ催化人工合成的小分子 ｐＮＰＰ水解的稳态动力
学。如图２Ｄ所示，将实验结果与米氏曲线拟合后，
与ＳＴＥＰＷＴ相比，ＳＴＥＰＴ３３０Ｄ的磷酸酶活性无明
显改变，而 ＳＴＥＰＴ５４１Ａ的活性出现了明显降低。
表１列出了 ＳＴＥＰＷＴ及 ＳＴＥＰＴ３３０Ｄ／Ｔ５４１Ａ催化的
基本酶学常数。与 ＳＥＴＰＷＴ相比，ＳＥＴＰＴ３３０Ｄ的



谢迪东，等．磷酸酶ＳＴＥＰ的Ｑｌｏｏｐ中Ｔ５４１参与催化反应的机制 ４１　　　 　

Ｋｍ值无明显变化，约为０．３ｍｍｏｌ／Ｌ；ＳＥＴＰＴ５４１Ａ的 Ｋｍ仅轻微增加。

图２　ＳＴＥＰ的表达纯化和酶稳态动力学研究
Ａ：ＳＴＥＰ重组蛋白的表达和纯化流程图；Ｂ：强阴离子交换柱（ＭｏｎｏＱ）纯化ＳＴＥＰ的连续梯度洗脱层析图；Ｃ：纯化的
ＳＴＥＰ重组蛋白的电泳图；Ｄ：ＳＴＥＰ催化ｐＮＰＰ水解的米氏曲线。

Ｆｉｇ．２　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｓｔｅａｄｙｋｉｎｅｔｉｃｓｓｔｕｄｙｏｆＳＴＥＰ
Ａ：ＰｒｏｃｅｄｕｒｅｏｆｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＳＴＥＰ；Ｂ：Ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓｇｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｆｉｇｕｒｅｏｆ
ＳＴＥＰｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｂｙＭｏｎｏＱｃｏｌｕｍｎ；Ｃ：ＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐｕｒｉｆｉｅｄＳＴＥＰＷＴａｎｄｉｔｓｍｕｔａｎｔｓ；Ｄ：ＭｉｃｈａｅｌｉｓＭｅｎｔ
ｅｎｃｕｒｖｅｏｆＳＴＥＰｃａｔａｌｙｚｉｎｇｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｏｆｐＮＰＰ．

表１　ＳＴＥＰ水解ｐＮＰＰ的稳态动力学常数
ＳＴＥＰＫｍ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ｋｃａｔ（ｓ

－１） ｋｃａｔ／Ｋｍ［１０
３（ｍｏｌ／Ｌ）－１ｓ－１］

ＷＴ
Ｔ３３０Ｄ
Ｔ５４１Ａ

０３１±００５
０３２±００４
０４０±００９

０６６±０１２
０５２±００８
０２０±００９

２１３±０４４
１６４±０６５
０４９±０１８

　　注：ＳＴＥＰ的稳态动力学研究均在 ５０ｍｍｏｌ／ＬＤＭＧ，
ｐＨ＝７．０，１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，Ｉ＝０．１５ｍｏｌ／Ｌ，１ｍｍｏｌ／Ｌ
ＤＴＴ，３７℃的条件下进行。

２．３　ＮａＶＯ３对ＳＴＥＰＷＴ及ＳＴＥＰＴ３３０Ｄ／Ｔ５４１Ａ的抑
制作用　对ＮａＶＯ３抑制ＳＴＥＰＷＴ进行Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ
Ｂｕｒｋ双倒数作图法分析，如图 ３所示，ＮａＶＯ３对
ＳＴＥＰＷＴ的抑制为竞争性抑制，与 ＮａＶＯ３ 对
ＰＴＰ１Ｂ的抑制相同［１７］；ＮａＶＯ３抑制 ＳＴＥＰＷＴ及
ＳＴＥＰＴ３３０Ｄ／Ｔ５４１Ａ的 Ｋｉ分别为（１．２６±０．１２）、
（０．９８±０．２５）和（１．１９±０．１９）μｍｏｌ／Ｌ，均在
１μｍｏｌ／Ｌ左右，互相间无显著差异。

图３　ＮａＶＯ３抑制 ＳＴＥＰＷＴ的 ＬｉｎｅｗｅａｖｅｒＢｕｒｋ双倒数曲
线图

Ｆｉｇ．３　ＬｉｎｅｗｅａｖｅｒＢｕｒｋｄｏｕｂｌｅｒｅｃｉｐｒｏｃａｌｐｌｏｔｏｆｔｈｅｉｎｈｉｂｉ
ｔｉｏｎｏｆＳＴＥＰＷＴｂｙＮａＶＯ３

２．４　ＳＴＥＰＷＴ及 ＳＴＥＰＴ３３０Ｄ／Ｔ５４１Ａ催化过程的
ｐＨ依赖性
２．４．１　ＳＴＥＰＷＴ的ｐＨ依赖性　见图４和表２、表
３。ＳＴＥＰＷＴ催化ｐＮＰＰ水解的ｋｃａｔ／Ｋｍ随ｐＨ变化

的曲线呈典型的钟形，酸性一侧的 ｋｃａｔ／Ｋｍ随 ｐＨ增
加而增加，斜率为２；碱性一侧随ｐＨ减小而减小，斜
率为－１。催化反应过程中，有２个主要基团需要处
于去质子化，另外有１个主要基团需要质子化。如
表２所示，ＳＴＥＰＷＴ的 ｐＫＥ１＝６．８１，可能是活性中
心的半胱氨酸在 ｐＨ＝６．８时有１／２的残基可以去
质子化，以参与催化反应。而 ＳＴＥＰＷＴ的 ｐＫＥ２＝
５．１６，可能是其催化残基Ｄ４６１的ｐＫａ接近５．１６。

图４　ＳＴＥＰＷＴ及ＳＴＥＰＴ３３０Ｄ／Ｔ５４１Ａ的ｐＨ依赖性
Ａ：ＳＴＥＰＷＴ及其突变体的 ｋｃａｔ／Ｋｍ的 ｐＨ依赖曲线；
Ｂ：ＳＴＥＰＷＴ及其突变体的Ｋｃａｔ的ｐＨ依赖曲线。

Ｆｉｇ．４　ｐＨｄｅｐｅｎｄｅｎｃｅｏｆＳＴＥＰＷＴ及 ＳＴＥＰＴ３３０Ｄ／Ｔ５４１Ａ
ｃａｔａｌｙｚｉｎｇｐＮＰＰｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ
Ａ：ｋｃａｔ／Ｋｍ ｖｅｒｓｕｓｐＨｐｒｏｆｉｌｅｓｏｆＳＴＥＰＷＴａｎｄｉｔｓ
ｍｕｔａｎｔｓ；Ｂ：ｋｃａｔｖｅｒｓｕｓｐＨｐｒｏｆｉｌｅｓｏｆＳＴＥＰＷＴａｎｄ
ｉｔｓｍｕｔａｎｔｓ．
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表２　拟合图４Ａ获得的酶动力学常数
ｋｃａｔ／Ｋｍ ｐＫＥ１ ｐＫＥ２ （ｋｃａｔ／Ｋｍ）

ｌｉｍ［１０４（ｍｏｌ／Ｌ）－１ｓ－１］

ＷＴ
Ｔ３３０Ｄ

Ｔ５４１Ａ

６８１±０６１
６６２±１０４
６５７±０８９

５１６±０２２
５２５±０４１
５６３±０９３

３５６±０７５
３０４±０６７
００５±００９

表３　拟合图４Ｂ获得的酶动力学常数
ｋｃａｔ ｐＫ１

ａｐｐ ｐＫ２
ａｐｐ （ｋｃａｔ）

ｌｉｍ（ｓ－１）

ＷＴ
Ｔ３３０Ｄ

Ｔ５４１Ａ

６６４±０３１
６７６±０２４
６１３±０２９

５３２±０１２
５３５±０６８
６７３±０４９

２２３５±６１４
２３４２±４６５
１９５３±０３３

２．４．２　ＳＴＥＰ突变体的ｐＨ依赖性　ＳＴＥＰＴ３３０Ｄ与
ＳＴＥＰＷＴ的 ｐＨ依赖的 ｋｃａｔ／Ｋｍ 相差很小，ＳＴＥＰ
Ｔ５４１Ａ的曲线 ｐＫＥ１和 ｐＫＥ２分别有一定的左移和右
移，但在实验误差范围内，所以根据当前的实验结果

还无法判定其变化。ＳＴＥＰＴ３３０Ｄ的（ｋｃａｔ／Ｋｍ）
ｌｉｍ与

ＳＴＥＰＷＴ相比仅下降了 １４％，但 ＳＴＥＰＴ５４１Ａ的
（ｋｃａｔ／Ｋｍ）

ｌｉｍ却显著下降了７倍。
不同于 ｋｃａｔ／Ｋｍ，ＳＴＥＰＷＴ及突变型 ｋｃａｔ的 ｐＨ

依赖性曲线中酸性一侧和碱性一侧的斜率均为１。
与ＳＴＥＰＷＴ相比，ＳＴＥＰＴ３３０Ｄ的 ｐＨ依赖性 ｋｃａｔ曲
线变化不显著，而 ＳＴＥＰＴ５４１Ａ的曲线峰值明显降
低，其ｐＨ依赖性不明显，（ｋｃａｔ）

ｌｉｍ较野生型下降了至

少１０倍。ＳＴＥＰＴ５４１Ａ的表观 ｐＫ１
ａｐｐ和 ｐＫ２

ａｐｐ较

ＳＴＥＰＷＴ分别显著减小和增大。
２．５　ＳＴＥＰＷＴ及 ＳＴＥＰＴ３３０Ｄ／Ｔ５４１Ａ酶活对底物
解离基团 ｐＫａ的依赖性 我们进一步检测了 ＳＴＥＰ
对解离基团ｐＫａ＝７．１４～９．９９的一系列磷酸化小分
子化合物的活性。图 ５Ａ为 ＳＴＥＰＷＴ及突变体
ｌｏｇ（ｋｃａｔ／Ｋｍ）对底物解离基团 ｐＫａ依赖性的线性关
系。ＳＴＥＰＴ３３０Ｄ的曲线与 ＳＴＥＰＷＴ基本重合，而
ＳＴＥＰＴ５４１Ａ的Ｂｒｏｎｓｔｅｄ斜率β１ｇ较 ＳＴＥＰＷＴ降低。
图５Ｂ为ＳＴＥＰＷＴ及突变体 ｌｏｇ（ｋｃａｔ）对底物解离
基团 ｐＫａ依赖性的线性关系。ＳＴＥＰＷＴ与 ＳＴＥＰ
Ｔ３３０Ｄ的Ｂｒｏｎｓｔｅｄ斜率β１ｇ均接近０（表４），而 ＳＴＥＰ
Ｔ５４１Ａ的 ｋｃａｔ的 Ｂｒｏｎｓｔｅｄ斜率（表２）β１ｇ值较野生型
有显著变化，增加了５倍。
２．６　Ｔ５４１在催化中发挥作用的结构基础　 ＳＴＥＰ
催化结构域的晶体结构已经获得了解析［１２］（蛋白

质数据库编号２ＣＪＺ）。通过对其晶体结构的分析，
如图６所示，Ｔ５４１与 ＷＰＤｌｏｏｐ上 Ｑ４６２的主链羰
基形成长距离氢键，与 ＷＰＤｌｏｏｐ有重要的相互作
用。同时，Ｔ５４１与 Ｑ５４０之间也存在着直接相互
作用。ＳＴＥＰ的催化过程如公式（３）所描述：

Ｅ＋ 幑幐帯帯Ｓ
ｋ１

ｋ－１
Ｅ· →Ｓ

ｋ２
Ｅ－ →Ｐ

ｋ３
Ｅ＋Ｐ （３）

图５　ＳＴＥＰＷＴ及ＳＴＥＰＴ３３０Ｄ／Ｔ５４１Ａ催化活性对底物解离
基团ｐＫａ的依赖性
Ａ：ＳＴＥＰＷＴ及其突变体 ｌｏｇ（ｋｃａｔ／Ｋｍ）对底物解离基
团ｐＫａ的依赖性曲线；Ｂ：ＳＴＥＰＷＴ及其突变体ｋｃａｔ对
底物解离基团ｐＫａ的依赖性曲线。

Ｆｉｇ．５　ＬｅａｖｉｎｇｇｒｏｕｐｄｅｐｅｎｄｅｎｃｅｏｆＳＴＥＰａｎｄＳＴＥＰＴ３３０Ｄ／
Ｔ５４１Ａ
Ａ：Ｌｅａｖｉｎｇｇｒｏｕｐｄｅｐｅｎｄｅｎｃｅｃｕｒｖｅｏｆｔｈｅｌｏｇ（ｋｃａｔ／
Ｋｍ）；Ｂ：Ｌｅａｖｉｎｇｇｒｏｕｐｄｅｐｅｎｄｅｎｃｅｃｕｒｖｅｏｆｔｈｅｌｏｇ
（ｋｃａｔ）．

表４　ＳＴＥＰＷＴ及突变体催化小分子磷酸化
底物水解的β１ｇ值

ＳＴＥＰ β１ｇ（ｋｃａｔ／Ｋｍ） β１ｇ（ｋｃａｔ）
ＷＴ
Ｔ３３０Ｄ
Ｔ５４１Ａ

－００５±０００５
－００４±０００４
－００７±０００７

－００２±０００２
－００２±０００４
－０１０±０００９

图６　Ｔ５４１在催化中发挥作用的结构基础
Ａ：结合底物前ＳＴＥＰ活性中心的结构；Ｂ：ＳＴＥＰ结合
磷酸化酪氨酸后的结构，ＷＰＤｌｏｏｐ发生了闭环；Ｃ：
ＳＴＥＰ释放无机磷酸根的过程。

Ｆｉｇ．６　ＳｔｒｕｃｔｕｒｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎｏｆＳＴＥＰｃａｔａｌｙｓｉｓ
Ａ：ＢｅｆｏｒｅｔｈｅｂｉｎｄｉｎｇｏｆｐｈｏｓｐｈｏｒｔｙｒｏｓｉｎｅｔｏＳＴＥＰ；
Ｂ：ＢｉｎｄｉｎｇｏｆｔｈｅｐｈｏｓｐｈｏｒｔｙｒｏｓｉｎｅｗｉｔｈＳＴＥＰ；Ｃ：
Ｒｅｌｅａｓｉｎｇｏｆｔｈｅｐｈｏｓｐｈａｔｅ．



谢迪东，等．磷酸酶ＳＴＥＰ的Ｑｌｏｏｐ中Ｔ５４１参与催化反应的机制 ４３　　　 　

３　讨　论

酪氨酸磷酸酶家族成员催化过程中起重要作用

的一些保守氨基酸已经清楚，如 ＰＴＰ１Ｂ中的
Ｃ２１５［１８］、Ｄ３５６［１９］，ＹｏｐＨ中的 Ｑ４４６，ＰＲＬ中的
Ａ１１０、Ｖ１１２，ＬＹＰ中的 Ｒ２６３、Ｒ２６６［１１，１４，２０］，但是
ＳＴＥＰ的催化机制仍未明了。ＰＴＰ的催化过程如公
式３所描述，在反应的第一步，磷酸酪氨酸与 ＰＴＰ
酶的活性中心结合，形成酶 －底物复合物（图
６Ａ）［２１］，这一过程用参数 ｋ１和 ｋ－１来描述。底物与
酶结合后，由于保守的Ｐｌｏｏｐ上的 Ｒ与底物磷酸根
的相互作用，带动ＷＰＤｌｏｏｐ发生明显的构型变化，
使催化中起重要作用的天冬氨酸（ＳＴＥＰ中 Ｄ４６１）
处于适于催化的位置。如图６Ｂ所示，反应第二步
中ＰＯ键断裂，在苯环氧上产生一个负电荷，需要
ＷＰＤｌｏｏｐ中的天冬氨酸提供一个质子来稳定，从而
生成产物磷酸根和失去磷酸基团的酪氨酸［１９，２２２３］，

可用动力学参数 ｋ２来描述。如图６Ｃ所示，反应第
三步涉及活性中心磷酸根的释放。这一步主要由

ＷＰＤｌｏｏｐ中的 Ｄ４６１完成，Ｑｌｏｏｐ中的 Ｑ５４０为这
一过程运输所需的水分子［２４２５］。

本研究探讨了 Ｔ３３０Ｄ和 Ｔ５４１Ａ两个突变体对
ＳＴＥＰ酶学特性的影响，发现 Ｔ５４１对 ＳＴＥＰ的酶活
十分重要，而Ｔ３３０对ＳＴＥＰ的内在ＰＴＰ酶活无重要
作用。

在标准的米氏方程中，ｋｃａｔ反映的是产物生成和
磷酸根释放的限速步骤，且 ｋｃａｔ＝ｋ２·ｋ３。在 ｐＨ＝
７．０，Ｔ５４１Ａ突变对 ＳＴＥＰ的 Ｋｍ影响很小的情况下，
ｋｃａｔ较野生型降低了３倍。这说明 Ｔ５４１在 ＳＴＥＰ催
化机制中的作用主要是通过影响 Ｋ２或 Ｋ３两步来
实现的，在此过程中，Ｑｌｏｏｐ和ＷＰＤｌｏｏｐ的相互协
调是完成催化反应的基础。在 Ｔ５４１Ａ突变体中，
ＮａＶＯ３抑制磷酸酶活力的Ｋｉ保持不变，钒酸根为磷
酸根类似物，结构与磷酰基转移反应里中间态的磷

酸相近，它可与ＰＴＰ活性中心的半胱氨酸形成巯基
钒酸酯键，与催化反应中形成的巯基磷酸键相

似［２６］。这一结果说明，Ｔ５４１Ａ不影响 ＳＴＥＰ活性中
心Ｐｌｏｏｐ与钒酸根的结合；Ｔ５４１Ａ突变体对ＳＴＥＰ活
性中心的结构也无明显影响。ＮａＶＯ３抑制的实验
结果说明，Ｔ５４１Ａ活力的降低不是发生在底物结合
的步骤。

为进一步阐明 Ｔ５４１参与 ＳＴＥＰ催化反应的机
制，我们研究了ＳＴＥＰ及其突变体的ｐＨ和底物解离
基团的依赖性。相比于 ＳＴＥＰＷＴ，ＳＴＥＰＴ５４１Ａ的

（ｋｃａｔ）
ｌｉｍ显著降低，ｋｃａｔ的 ｐＨ依赖性曲线中的 ｐＫ２

ａｐｐ

显著增大。因为ｋｃａｔ反映的是产物生成和磷酸根释
放的限速步骤。所以，ＳＴＥＰ的Ｔ５４１Ａ或者影响了产
物生成，或者影响了磷酸根释放的限速步骤。

检测ＳＴＥＰ催化反应中底物解离基团的 ｐＫａ依
赖性可以判断ＳＴＥＰ的Ｄ４６１在反应中所起的作用。
如前所述，ｋｃａｔ反映的是催化反应中的限速步骤，是
形成磷酸根－酶复合物水解及释放磷酸根的过程。
ｐＨ＝８．０时，ＳＴＥＰＷＴ和Ｔ３３０Ｄｋｃａｔ的解离基团 ｐＫａ
依赖性的Ｂｒｏｎｓｔｅｄ斜率 β１ｇ均接近零。对此有两种
解释：①磷酸根从酶解离是野生型 ＳＴＥＰ的限速步
骤；②Ｄ４６１在 ｐＨ＝８．０的条件下依然具有通用酸
的功能，可以非常有效地催化中间产物的水解。将

Ｔ５４１突变为Ａ后，酶的 ｋｃａｔ解离基团 ｐＫａ依赖性受
到了明显的影响，其 Ｂｒｏｎｓｔｅｄ斜率 β１ｇ明显增大，接
近ＳＴＥＰｋｃａｔ／Ｋｍ解离基团ｐＫａ依赖性的Ｂｒｏｎｓｔｅｄ斜
率β１ｇ。Ｔ５４１Ａ的催化依赖于解离基团的 ｐＫａ。该数
值的变化说明，Ｔ５４１Ａ反应的限速步骤是磷与苯基
氧之间单键的断裂和苯基氧得到质子的过程。已上

结果说明，Ｔ５４１参与了稳定过渡态，并与ＷＰＤｌｏｏｐ
的构型变化相互协调，在催化过程中起作用。从

ＳＴＥＰ的晶体结构（图 ６Ｃ）可知，Ｔ５４１可通过与
Ｑ４６２的直接相互作用，影响 Ｄ４６１在催化过程中的
准确位移和定位，或者影响 Ｑ５４０配位水分子来介
导磷酸根释放的功能，因此推测，ＳＴＥＰ可能参与了
ＷＰＤｌｏｏｐ在催化过程中的构型变化，或者影响了参
与磷酸根释放的 Ｑｌｏｏｐ对水分子的转运等功能。
Ｔ５４１突变体晶体结构的解析将极大地帮助我们理
解ＳＴＥＰ的催化机制。

以上酶学实验结果揭示了针对 Ｔ５４１设计新型
ＰＴＰ抑制剂的可能性。目前国内外对于 ＰＴＰ抑制
剂的研究已经取得了大的进展［９１１，２７２９］，最近研究证

实，ＷＰＤｌｏｏｐ的运动在不同 ＰＴＰ之间也有很大差
异。我们在以ＳＴＥＰ作为对象进行的上述研究中发
现，Ｔ５４１是影响 ＷＰＤｌｏｏｐ运动的重要因素之一。
因此，特异性针对Ｔ５４１的抑制剂可以阻断 Ｔ５４１与
ＷＰＤｌｏｏｐ的相互作用，从而有效阻碍ＷＰＤｌｏｏｐ的
功能，最终特异性地抑制ＰＴＰ的酶活性。

综上所述，本文发现在 ＳＴＥＰＱｌｏｏｐ中的 Ｔ５４１
和ｐＹｌｏｏｐ中的Ｔ３３０两个残基中，Ｔ５４１对ＳＴＥＰ内
在酶活力的发挥有着重要作用，它可能主要参与了

产物生成的过程。鉴于抑制ＳＴＥＰ有可能治疗多种
神经系统疾病，而Ｔ５４１对ＳＴＥＰ的活力发挥有着重
要作用，未来设计以ＳＴＥＰ为靶点的药物，可考虑针
对Ｔ５４１位点进行。
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