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基于三元残基组合对的蛋白质相互作用研究 
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摘要: 蛋白质−蛋白质相互作用的作用机制对生命科学研究有着重要意义。目前已有的方法多偏向于氨基酸
残基的偏好性研究, 并没有给出对应的残基组合的空间信息, 而这些空间信息对设计蛋白质−蛋白质相互作用至
关重要。通过深入挖掘已有的蛋白质相互作用模式, 并提炼残基相互作用对的偏好和相对位置信息, 本文提出了
一种全新的既能表征三元残基组合的偏好, 又能给出三元残基组合对的空间信息的“三棱柱”模型。该模型主要从
偏好因子、氨基酸组成和蛋白质二级结构分布等多个方面对三元残基组合对进行分析。此外, 还将该模型应用
于 PD-1/PD-L2 蛋白质的界面研究。通过分析 PD-1/PD-L2蛋白质的界面残基组合对与预测残基组合对在组成和
空间信息上的差异, 给出了具体的残基突变建议, 从而为蛋白质−蛋白质相互作用的设计提供了一种新的方法。 
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Abstract: The protein-protein interactions play an important role in life science.  At present, many methods 

are developed with preferences of the amino acid residues, which do not offer the relative spatial information for 
the residue groups.  However, the spatial information for the residue groups is important in the design of the 
protein-protein interactions.  We proposed a new model, which is named ‘tri-prism’ model, by deep mining the 
existing protein-protein interaction patterns and refining the preference and the relative spatial information for 
the combination pairs of the residue groups.  The model not only provided the preferences, but also offered the 
relative spatial information for the triplets combination pairs of the residue groups.  The model was able to       
analyze the triplets combination pairs of the residue groups based on the preference factor, amino acid 
composition, and protein secondary structure.  The model was applied to the interface of the PD-1/PD-L2        
protein.  According to the diversity characters of the composition and the spatial information between the      
combination pairs of the residue groups at the interface of the PD-1/PD-L2 protein and the predicted ones, we     
put forward the suggestions for the mutations of the residues, which offered a new view in the study of         
protein-protein interactions. 
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蛋白质−蛋白质相互作用 (protein-protein inter-
actions, PPI) 在很多生命活动中起着重要作用, 例如
细胞调节、信号转导、蛋白质合成与分泌、核酸复制、

病毒包装及免疫反应[1−3]等。而蛋白质−蛋白质相互作
用界面性质的研究是其特异性识别的前提。氨基酸作

为蛋白质−蛋白质相互作用界面的基本组成单元, 其
含有丰富的种类和侧链朝向信息。使用基于氨基酸残

基的方法可以方便地探究蛋白结合界面的相互作用

模式。该模式有助于解释蛋白质−蛋白质识别的分子
机制, 并且可应用于蛋白质工程、药物设计等多个研
究领域。 

早期研究者主要采用数学和统计学的方法来研

究蛋白界面上残基对的偏好[4, 5]。这种研究方法对蛋

白界面有非常直白的解释, 但它不能提供除了残基
对之外更多的信息, 也无法解释蛋白质复合物结构
与其生物功能之间的联系。随后, 人们将注意力集中
到热点残基上, 即蛋白结合界面上对蛋白质及其配
体的结合有重大影响的关键残基[6, 7]。例如 Tuncbag
等[8]发展的用 3 种特征来预测热点残基的算法, 该方
法预测的热点残基大致符合结合界面数据库 [9] 
(binding interface database, BID) 中实验确认的热点
残基。Kozakov 等[10]描述了一种通过计算溶剂映射   
来预测蛋白结合界面成药性热点残基的方法, 利用
FTMAP算法[11]在整个蛋白界面进行全局搜索来寻找

有利于特定探针结合的区域, 不同探针的重叠域被定
义为共同位点, 最大的共同位点被预测为蛋白结合
界面最重要的位点。此外, 还有一些预测热点残基的
计算方法不断涌现出来, 如 Robetta[12]、HotPoint[13]、

KFC[14]、PRICE[15]和 PCRPi-W[16]等。 
随着对热点残基研究的日益加深, 人们发现热

点残基并不是孤立的发挥作用。Bogan和 Thorn[17]发

现热点残基一般被对结合能贡献较小的残基包围     
着, 并包埋于界面中间。和其他界面残基相比, Keskin
等[18, 19]发现热点残基更趋于保守, 且与周围残基有
着协同作用, 这使得热点残基对结合能的贡献远高
于其他界面残基。此外, 蛋白质−蛋白质相互作用界
面的特征几何模型研究也日益增加。Mintz等[20]发展

了一种挖掘蛋白相互作用界面上相似的相互作用模

型的方法。该方法将每个残基的功能基团简化为一些

“伪中心”, 即将蛋白质−蛋白质结合界面简化为一
系列“伪中心”, 并使用 I2I-SiteEngine 算法[21]进行

结合界面的几何比对。该研究发现, 高匹配得分的蛋
白质−蛋白质结合界面拥有相似的相互作用模型。Li
等[22]提出一种“四面体”模型可用于蛋白相互作用

表面上热点残基的预测、蛋白功能等研究。 
目前已有的方法多偏向于残基的偏好性研究 , 

并没有给出对应的残基组合间的空间信息, 而这些
空间信息对蛋白质−蛋白质相互作用界面的设计至关
重要。通过深入挖掘已有的蛋白质−蛋白质相互作用
模式, 提炼出残基组合对的偏好和相对位置信息, 作
者提出了一种全新的既能表征三元残基组的偏好性, 
又能给出三元残基组合对空间信息的“三棱柱”模

型。通过将该模型应用于 PD-1/PD-L2蛋白界面的研
究, 主要分析了蛋白质−蛋白质界面残基组合对与预
测残基组合对在组成和空间信息上的差异, 并给出
了具体的残基突变建议。实验结果表明, 本研究给出
的残基突变建议可以增强 PD-1/PD-L2之间的结合亲
和力。 
 

材料与方法 
数据集准备  截止 2014年 10月, 作者从蛋白质

数据库 (protein data bank, PDB) 中下载了 104 371个
蛋白质晶体结构。为了提取有效的蛋白质−蛋白质结
合界面, 基于 Tsai[21]方法采用如下标准对蛋白质晶

体结构进行过滤: ① 保留分辨率小于等于 2.5 Å, 且
非 NMR或 EM技术获得的蛋白质晶体结构; ② 筛除
非标准氨基酸或者结构信息不完整的氨基酸; ③ 筛
除残基数少于 10的蛋白质结合界面; ④ 有效的蛋白
质−蛋白质结合界面由两个独立的蛋白分子的两条肽
链组成; ⑤若两个蛋白分子的重原子对间距离小于它
们的范德华半径 (van der Waals radii) 之和再加上
0.5 Å 的偏差, 那么这两个重原子所在的氨基酸就被
认为是界面残基, 所有界面残基的集合形成结合界
面。通过上述筛选标准, 最终获得了 6 715 个蛋白质
复合物晶体结构留作训练数据。 

对于这些训练数据, 将结构中非同源肽链数目
大于 3 的蛋白结构排除; 若非同源肽链数目为 3, 保
留其中界面残基数目最多的两条链视为相互作用链。

这样, 共有 6 405个蛋白质−蛋白质相互作用界面被筛
选出来。此外, 为了确保在蛋白结合界面能够有效地
提取到三元残基组合对, 限定蛋白结合界面上每条
相互作用链上的界面残基数目不少于 6个。最终保留
了 6 122个蛋白质−蛋白质相互作用界面, 见支撑材料
中表 S1。表 S1 包含蛋白质的 PDB 编号及两条相互
作用链的名称, 例如, (2PVG-AB) 表示蛋白−蛋白相
互作用界面由 PDB编号为 2PVG的晶体结构的 A链
和 B链构成。 

“三棱柱”模型  在数据集准备中, 已经提取
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了 6 122 个蛋白结合界面, 并保存其中的相互作用链
和界面残基信息。每条链上的界面残基可能和多个界

面残基相邻, 通过选取和它距离最近的两个界面残
基组成三元残基组合, 提出了一种“三棱柱”模型 
(图 1)。每个三元残基组合对由 2 个三元残基组合组
成。其中每个三元残基组合由 3 个氨基酸残基组成; 
每个氨基酸的主链碳原子到侧链特征中心的空间向

量构成了“三棱柱”的三条“棱”(A、B、C)。而三
元残基组合的 3 个残基向量起点和终点位置的几何
中心 (o1、o2、o3、o4) 分别构成了中心向量的起点
和终点。该模型不但可以表征三元残基组合的偏好    
性, 同时还提供三元残基组合对之间的相对空间信
息, 包括距离和角度等。而这些信息可用于进一步预
测蛋白质相互作用等研究。 
 

 
Figure 1  Architecture of the “Tri-prism” model.  A, B and C 
stand for the vector of the carbon atom of main chain to the 
characteristics of the side chain, respectively.  o1 and o3 stand 
for the center of the carbon atom of the main chain, respectively; 
o2 and o4 stand for the center of the characteristics of the side 
chain, respectively.  d1 and d2, respectively, stand for the vector 
length of the center of the carbon atom of the main chain to the 
center of the characteristics of the side chain in two different 
chains.  d represents the distance between the two vector d1 and 
d2.  a1, a2, a3, respectively, stand for the lengths of three sides 
of the carbon atom of main chain 
 

三元残基组合的确定  三元残基组合为蛋白质
界面残基与其距离最近残基的组合。为了量化界面残

基间的距离, 对每一个氨基酸残基都用一个确切的
特征中心来表征。这个特征中心可能由主链或侧链上

的某个特征原子表示, 也可能由侧链上的环的几何
中心表示。两个特征中心之间的距离代表两个残基之

间的距离。通过该方法对 6 122个蛋白结合界面上的
残基进行三元残基组合的提取, 保留其中 3 个残基    
向量都朝向界面的三元残基组合。此外, 根据每种氨
基酸残基的侧链长度和性质的不同, 将 20 种标准氨
基酸分为 9大类[22] (表 1), 三元残基组合及三元残基
组合对也将采用此类别进行表征。 

三元残基组合对的确定  对 6 122个蛋白结合界
面上的三元残基组合采用如下步骤进行配对: 每条 

Table 1  Definition of the feature centers on 20 amino acid 
residues  

Type Description Residue 
Location of the feature 

center 
0 
 

Residues with a small side 
chain 

Gly (G) 
 

α-Carbon atom on the 
backbone 

  
Ala (A) 
 

β-Carbon atom on the 
side chain 

1 
 

Residues with a bulky 
hydrophobic side chain  

Val (V) 
 

β-Carbon atom on the 
side chain 

  
Leu (L) 
 

γ-Carbon atom on the 
side chain 

  
Ile (I) 
 
 

Geometric center of β, 
γ1, γ2, and δ-carbon 
atoms on the side chain  

  
Cys (C) 
 

γ-Sulfur atom on the 
side chain 

  
Met (M) 
 

δ-Sulfur atom on the 
side chain 

2 
 

Residues with an aromatic 
side chain 

Phe (F) 
 

Geometric center of the 
phenyl ring 

  
Tyr (Y) 
 

Geometric center of the 
phenol ring 

  
Trp (W) 
 

Geometric center of the 
indole ring 

3 
 

Residues with a side chain 
that has a hydroxyl group  

Ser (S) 
 

γ-Oxygen atom on the 
side chain 

  
Thr (T) 
 

γ-Oxygen atom on the 
side chain 

4 
 
 

Residues with a side chain 
that has a carboxylic acid 
group 

Asp (D) 
 
 

γ-Carbon atom on the 
side chain 
 

  
Glu (E) 
 

δ-Carbon atom on the 
side chain 

5 
 

Residues with a side chain 
that has an amide group 

Asn (N) 
 

γ-Carbon atom on the 
side chain 

  
Gln (Q) 
 

δ-Carbon atom on the 
side chain 

6 
 
 

Residues with a side chain 
that has a positively 
charged group 

Arg (R) 
 
 

ζ-Carbon atom on the 
side chain 
 

  
Lys (K) 
 

ζ-Nitrogen atom on the 
side chain 

7 
 

All histidine residues 
 

His (H) 
 

Geometric center of the 
imidazole ring 

8 
 

All proline residues 
Pro (P) 
 

Geometric center of the 
pyrrole ring 

 
链上的三元残基组合和与它相互作用链上距离最近

的三元残基组合组成三元残基组合对。考虑到与某个

三元残基组合相互作用链上最近的组合可能存在一

个或者多个, 因此, 同一个三元残基组合可以组成一
个或者多个三元残基组合对。对于这些三元残基组合

对, 主要计算下列相对空间信息: ① 三元残基组合
主链中心 o1到对应三元残基组合侧链中心 o4之间的
距离 d; ② 两个中心向量的模 d1、d2; ③ 两个中心
向量的夹角 θ; ④ 三元残基组合主链三角形的三边
边长 a1、a2、a3; ⑤ 三元残基组合侧链三角形中心
o4 到对应的三元残基组合主链三角形 3 个顶点之间
的距离 b1、b2、b3。 
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这些三元残基组合对的空间信息存在一些明显

的极大值或者极小值, 可能是由于部分三元残基组
合在另一条链附近没有找到配对组合, 导致最终与
之配对的组合距离过远; 或者是因为有些残基位于
界面边缘, 造成三元残基组合对的两个中心向量的
夹角过小或距离过近。上述情况虽然只为少数, 但会
给分析预测造成一定的干扰。因此, 设置如下条件对
三元残基组合对进行过滤: 1) d ≤ 8Å; 2) θ ≥ 60°; 3) 
2Å ≤ a1 (a2, a3) ≤ 10Å; 4) 4Å ≤ b1 (b2, b3) ≤ 12Å。 
 

结果 
1  三元残基组合对的偏好性 

通过采用“三棱柱”模型, 从这些蛋白质数据
集中共找到 17 541个三元残基组合对。根据三元残基
组合对中氨基酸所属类别 (表 1) 对三元残基组合 (对) 
进行编号, 例如, 三元残基组合 (SER,PHE,LEU) 被
编号为 (1,2,3) (组合内部编号无对应先后顺序), 而
三元残基组合对 (SER,PHE,LEU)−(ASN,ILE,ILE) 被
编号为 (1,2,3−1,1,5)。这些三元残基组合对为蛋白质
−蛋白质相互作用的研究提供了预测和参考依据。 
1.1  偏好因子  为了表征三元残基组合间的偏好性, 
引入偏好因子 (preference factor, PF), 计算公式如式 
(1) 所示: 

( ) ( )
combination combination

pattern_a pattern pattern_b pattern

PF      (1)
*   

i

j j

N N

N N N N
= ∑

∑ ∑
 

其中, Ncombination/∑iNcombination 为数据集中该类三

元残基组合对出现的概率, Npattern_a/∑jNpattern, Npattern_b/     
∑jNpattern分别为三元残基组合对中三元残基组合 a 和
三元残基组合 b出现的概率。 

根据公式 (1) 得到每个三元残基组合对的 PF值 
(详细数据见支撑材料中表 S2), 其分布如图 2所示。
其中, PF 值 13.6 对应的三元残基组合对数目是其分
布中的一个较高峰值, 可以用来将 PF 值的分布大致
划分为 2个部分。当 PF值小于 13.6时, 三元残基组
合对的出现频次呈现一个先上升后下降的接近正态

分布的“头部”。而当 PF大于 13.6时, 三元残基组
合对的出现频次呈现出一个长长的“尾部”, 并且
这个尾部包含一些出现频次较高的峰值。对于大部分

的三元残基组合对, PF值都小于 13.6。同时, 也存在
少数 PF值超过 100.0的高 PF值的三元残基组合对。
当然, PF值越高, 表明该三元残基组合成对的偏好性
越强, 这也就说明存在部分三元残基组合对具有很
强的选择偏好性。 
 

 
Figure 2  Distribution of preference factor (PF) values for the 
triplets combination pairs of the residue groups 
 
1.2  高 PF值的三元残基组合对  对于 PF值分布中
最大的三元残基组合对, 即组合对编号为 (2,7,7−7,7,7) 
的三元残基组合对, 其 PF值高达 2 863.8。这不仅远
高于整体 PF的平均值, 也远高于排序第二 (PF值为
692.4) 的三元残基组合对。这两个最高的三元残基
组合对均来源于同一个蛋白质晶体结构 (PDB 编号: 
4GGF, 表 2)。该晶体结构 4GGF为钙结合蛋白, 是一
种由 S100A8/S100A9 组成的异源二聚体, 其在宿主

应对病原菌感染的“营养免疫”(nutritional immunity) 
中发挥作用。钙结合蛋白通过高亲和力结合相互作用

界面的锰离子和锌离子, 从而使细菌缺乏该营养物
质而死亡[23]。其中, 该蛋白的 6个组氨酸 (HIS) 与锰

离子的螯合作用 (图 3) 是其发挥功能的重要原因。

表 2 的两个三元残基组合对中的 HIS 均来源于这 6
个与锰离子有螯合作用的 HIS。由于锰离子使 (2,7,7) 
和 (7,7,7) 这两种不常见的三元残基组合发生特异
性结合, 造成这个三元残基组合对 (2,7,7−7,7,7) 的
PF值非常高。 

根据 PF值的分布可知, 仅有 0.2%  的三元残基组

合对的 PF值大于 200.0。而这些三元残基组合对几乎
都含有 HIS (氨基酸类别 7) 或 PRO (氨基酸类别 8),  

 
Table 2  The highest PF values of the triplets combination pairs of the residue groups  

No. PDB code Chain 1 
The triplets combination pairs of  

the residue group  
Chain 2 

The triplets combination pairs of  
the residue group 

1 4GGF A (H-17, F-26, H-27) C (H-105, H-91, H-95) 

2 4GGF A (H-17, F-26, H-27) C (H-103, H-105, H-95) 
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Figure 3  Six histidine residues chelate a Mn ion in the crystal 
structure of 4GGF 
 
例如 (2,7,7-7,7,7)、(0,8,8-6,6,8)、(4,7,7-3,4,7)、(7,8,8-    
4,6,8) 等。这些高 PF 值的三元残基组合对大多是因
为形成特殊结构造成异常高的选择性。而大部分三元

残基组合对的 PF 值都在 0.0 到 200.0 范围内。为了
将偏好性高的组合挑选出来, 把 PF 值分布中处于
“尾部”, 即 PF 值大于 13.6 的三元残基组合对, 视
为高 PF 值组, 并将之与整体组进行比较, 对比结果
如表 3 所示。和整体组相比, 高 PF 值组的三元残基
组合对具有较小 d值和较大的 d1、d2和 θ值, PF值
的均值也远大于整体 PF 值的平均水平。这就说明, 
与整体相比, 高 PF值组可能含有更多的长链氨基酸, 
而这些长链氨基酸具有比短链氨基酸更强的疏水相

互作用或者极性相互作用, 这也可能是该组别 PF 值
高的原因。 
 
Table 3  Comparison of the high PF values groups against the 
overall groups 

Category d d1 d2 θ 
Mean value 

of PF 
The high PF 
values groups 

5.012 
 

2.362 
 

2.546 
 

128.2 
 

39.4 
 

The overall 
groups 

5.457 
 

2.202 
 

2.286 
 

123.0 
 

13.9 
 

 
2  三元残基组合对的氨基酸组成分析 

为了探究三元残基组合对如何利用氨基酸残基

介导蛋白质−蛋白质相互作用, 统计了蛋白质−蛋白
质相互作用界面上的 9 类氨基酸组成, 并与高 PF 值
组的氨基酸组成进行对比。从图 4可以看出, 与整体
相比, 高 PF值组的三元残基组合对中含有较多 5、6、
7 和 8 这 4 类氨基酸和较少的 0、1 类氨基酸。而根
据表 1中氨基酸的分类得知, 0、1类氨基酸是短链疏
水氨基酸, 而 5、6、7、8 类氨基酸更多的是长链亲
水氨基酸。这也进一步验证了, 高 PF 值组的三元残
基组合对较整体的 d1、d2值更大, d值更小, 更为形 

 
Figure 4  Comparison of the combination of nine types of 
amino acids between the high PF value groups and the overall 
groups 
 
象的说是, 中心向量更长, 距离更近。此外, 5、6、7
类氨基酸带有电荷, 因此, 含有这 4 类氨基酸的三元
残基组合对具有更强的亲和力和较高的互补性和特

异性, 也就表现为 PF 值更高。而整体组包含较多的
1、2类氨基酸, 这类氨基酸更多表现为疏水相互作用, 
具有可替代性更高和偏好性不明显的特性, 也即表
现为 PF值偏低。 

同样地, 对高 PF 值组和整体组的三元残基组合
对中 20 种标准氨基酸的组成进行统计 (图 5), 有些
结果并不出乎意料。首先, 无论是在高 PF 值组还是
整体组, GLY 含量都非常丰富。这是因为 GLY 在
loop、helix等蛋白质二级结构中都占据较大比例[24]。

此外, PHE等疏水性氨基酸也具有较高含量, 这些氨
基酸通常被认为参与介导蛋白质−蛋白质相互作用。
特别地, PHE的含量在高 PF值组和整体组中都很高, 
这也从侧面说明三元残基组合很可能利用 PHE 来识
别其对应的三元残基组合, 类似作用的还有 SER。与
在整体组的表现一般相比, PRO在高 PF值组的含量
大约为 50%, 这与其较多地出现在 loop 结构中扮演
蛋白质二级结构破坏者的角色有关。调查显示, 26%
的界面残基属于 α 螺旋结构, 24%  的界面残基属于 β
折叠结构, 而 50%  的界面残基在 loop 结构中[25]。所

以推测含有 PRO的三元残基组合对可能利用 loop二
级结构来介导蛋白质−蛋白质相互作用。高 PF 值组
比整体组含有更多的带电荷氨基酸来维持三元残基

组合之间相互作用。而对于 ARG、GLU和 LYS这 3
类氨基酸, 其含量在高 PF 值组与整体组中的差别不
大。但 HIS 在高 PF值组的含量远高于整体组, 这不
仅与其具有带电荷氨基酸所共有的极性相互作用 , 
同时它还可以同时作为氢键供体和氢键受体。这就使

HIS 可发生极性相互作用的范围更广, 因此其在高
PF值组的含量会比整体组的高。 
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Figure 5  Comparison of the combination of 20 amino acids in 
the triplets combination pairs of the residue groups between the 
high PF value groups and the overall groups 
 
3  三元残基组合对的二级结构分析 

蛋白质的二级结构主要分为螺旋 (helix)、折叠 
(strand)、环 (loop) 和其他 (other) 4 种类型。如果三
元残基组合中有两个氨基酸残基在同一个二级结构

片段上, 那么就认为该三元残基组合在这个二级结
构片段上。通过使用 STRIDE[26]对三元残基组合对的

蛋白质二级结构片段进行识别与统计, 结果如图 6所
示。其中, 图 6左侧饼图中浅蓝色块表示含有经典的
蛋白质二级结构, 可以看到 47.6%  的三元残基组合对

至少有一个经典的蛋白质二级结构 (helix、strand 和
loop)。而细分这些蛋白质二级结构 (图 6) 可以看出, 
有一个螺旋结构的三元残基组合对 (图 6 中“other-     
helix”) 占所有含二级结构的三元残基组合对的
19.6%, 也就说明了螺旋结构在蛋白质二级结构中的
含量优势明显。此外, 有一个折叠结构的三元残基组
合对 (图 6 中“other-strand”) 占全部经典蛋白质二
级结构的 13.6%; 而有一个 loop结构 (图 6中“other-     
loop”) 的含量仅为 2.6%, 这也进一步说明 loop 结
构更多是通过一个或两个残基来介导蛋白相互作用。

相对于仅有一个蛋白质二级结构的三元残基组合对, 
同时含有两个蛋白质二级结构的三元残基组合对 
(“helix-strand”、“strand-strand”、“helix-loop”、
“loop-strand”和“loop-loop”) 要少得多。其中 , 
“helix-helix”组合最多, 为 8.2%; 而“loop-loop”
组合一个也没有, 这可能和 loop结构柔性较大, 不利
于形成稳定的构象有关。 
 

应用 
1  背景介绍 

程序性死亡受体 1 (PD-1) 是 CD28/B7家族中的 

 
Figure 6  Composition of the secondary structure of the triplets 
combination pairs of the residue groups.  The Pie chart in light 
blue on the left side represents the protein secondary structure, 
and the other one in dark blue represents the protein non-secon-
dary structure.  The pie chart on the right side represents the 
detailed distribution for the protein secondary structure 
 
一员, 其在免疫反应负调节中起重要作用[27]。PD-1
与配体 (PD-L1[28]、PD-L2[29]) 结合之后可抑制下游
的 NF-κB 转录, 从而使肿瘤细胞得以躲避机体的免
疫监控和杀伤, 也就是说, 阻断 PD-1/PD-L2 相互作
用能增强机体内源性抗肿瘤免疫效应[30−32]。 

目前, 人源 PD-1 与配体的复合物结构并未解析
出来, 其作用机制也尚不清楚。由于人源和鼠源 PD-1
配体的高相似性, 研究鼠源 PD-1与其配体 PD-L2的
作用机制对解释人源 PD-1与配体的作用方式有一定
的参考价值。Stanley课题组[33]将配体 PD-L2上的一
些残基 (E-28、W-110、D-111、Y-112、K-113和 Y-114) 
进行突变, 来探究结合界面的关键残基。其研究发现, 
D-111 和 K-113 突变能完全破坏与 PD-1 的结合, 
W-110 突变或删除则大幅削弱了与 PD-1 的结合 , 
Y-114 突变也能很大程度上减少与 PD-1 的结合亲和
力等。因此, 将这些突变后对结合亲和力产生影响的
残基视为关键残基。而对蛋白 PD-1上的残基 (K-45、
I-93、P-97、K-98、A-99、I-101、E-103) 进行突变, 发
现其中部分残基 (K-45、I-93、I-101 和 E-103) 的突
变能够显著降低与 PD-1和 PD-L2的结合亲和力, 而
A99的突变反而增强了结合亲和力, 因此这些对突变
产生影响的残基可视为关键残基。而 P-97和 K-98的
突变对亲和力的影响较弱。此外, 非关键残基 N-51
和 Y-121的突变对结合几乎没有影响, 可视为最佳突
变残基。 
2  方法 
2.1  三元残基组合对的预测步骤   在“材料与方
法”部分, 从所有训练数据集的蛋白质−蛋白质相互
作用界面中共找到 17 541个三元残基组合对。基于这
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些三元残基组合对, 对 PD-1 的三元残基组合进行预
测, 包括三元残基组合偏好预测和空间位置预测。其
中, 偏好预测给出与 PD-1 配对最常见的 3 类组合和
最大 PF值偏好组合; 空间位置预测则由与 PD-1配对
中最大 PF值的组合的空间信息给出。具体步骤如下: 

首先, 根据统计的三元残基组合对给出与目标
三元残基组合配对数目最多的前 3类组合, 它们的偏
好性可能并不强, 但在现有组合对中出现次数最多, 
可以作为参考; 其次, 给出与之配对的 PF 值最大的
组合及相应的 PF 值。若同一 PF 值下有多个三元残
基组合, 均列出; 最后, 给出目标三元残基组合的预
测空间信息: ① 给定组合的 3 个残基侧链特征中心
到预测配对组合主链三角形的几何中心。相比于侧链, 
主链原子更加稳定, 构象变化更小, 这样就得到三维
空间的第一个点, 这个点将作为“锚”, 在此基础上
进一步构建“三棱柱”; ② 给出预测配对组合中 3
个残基主链碳原子所构成的三角形, 这样可以确定
预测组合 3个残基主链碳原子的相对距离, 便于将预
测三元残基组合主链碳原子固定在特定的二级结构

骨架上; ③ 给出侧链空间信息的 4个参数, d、d1、d2
和 θ, 即中心向量的长度、角度和距离, 用于约束侧
链构象。 
2.2  三元残基组合对的预测结果及分析  从蛋白质
数据库中下载鼠源 PD-1/PD-L2蛋白复合物晶体结构 
(PDB编号: 3BP5), 其中 A链为 PD-1蛋白, 由 117个
氨基酸组成; B链为 PD-L2蛋白, 由 202个氨基酸组
成。用内部脚本提取 PD-1配体结合表面的三元残基
组合, 共 8个 (表 4)。其中关键残基 (K-45、I-93 和
I-101) 分别出现在表 4 第 1、5 和 6 号组合中, 仅关
键残基 E-103 没有包含在所有提取的三元残基组合
中。此外, 每个三元残基组合都含有根据蛋白晶体结
构预测形成的结合位点的残基 (表 4中加 a标注的残
基), 这些残基可能和关键残基协同作用增强蛋白界 

面的相互作用。同样可以看到, 4、5、6 号三元残基
组合中还包含 A-99, 即突变后反而增强蛋白结合亲
和力的残基。表 4同样还给出了每个 PD-1表面的三
元残基组合通过“三棱柱”模型预测得到的最大 PF
值的三元残基组合及其 PF值。 

将 PD-1/PD-L2蛋白表面实际存在的三元残基组
合对提取出来, 如表 5所示。通过与“三棱柱”模型
预测的三元残基组合对 (表 4) 进行对比发现, 表 5中
3个 PD-1表面三元残基组合分别出现在表 4的第 1、
2、8号三元残基组合对中。 
 
Table 5  The triplets combination pairs of the residue groups on 
the binding interface of PD-1/PD-L2.  bStands for the residues 
that formed the binding site and predicted by the crystal structure 
in third triplets combination pairs of the residue groups 

No. 
The triplets combination 

pairs of the residue groups 
on the surface of PD-1  

PF 
value 

The triplets combination 
pairs of the residue groups 
on the surface of PD-L2  

1 (N-33, N-35, K-45) 80.9 (T-22, D-111, K-113) 

2 (N-33, N-35, G-91)  9.7 (Y-112, K-113, Y-114)  

3 (M-31b, S-50b, N-51)  1.1 (G-107b, A-108b, A-109b) 

 
对于表 5 中的第 1 号组合 (N-33, N-35, K-45), 

在 PD-1/PD-L2蛋白界面上找到对应的三元残基组合
为 (T-22, D-111, K-113), 与预测的三元残基组合 (D, 
K, T) 一致。PD-1/PD-L2蛋白界面上的这个三元残基
组合对共包含3个关键残基 (PD-1上的K-45和PD-L2
上的 D-111、K-113), 其 PF值 80.9高于 PF的整体平
均水平, 说明这个三元残基组合对具有明显的偏好性。 

对于表 5 中的第 2 号组合 (N-33, N-35, G-91), 
预测与之相互作用的组合为 (D, R, N), 属于 (4, 5, 6) 
类三元残基组合。而 PD-1/PD-L2蛋白界面上找到对
应的组合为 (Y-112, K-113, Y-114), 即 (Y, K, Y), 属
于 (2, 2, 6) 类的三元残基组合。其中 PD-L2 上的
K-113和 Y-114属于关键残基。而 Y-112属于突变后
对蛋白结合没有影响的最佳突变残基。若将 Y-112突 

 
Table 4  The triplets combination pairs of the residue groups for the crystal structure of 3BP5.  aStands for the residues that formed the 
binding site and predicted by the crystal structure  

No. 
The triplets combination pairs of the residue  

groups on the surface of PD-1  
PF value 

The triplets combination pairs of the residue groups for  
predicting and their abbreviations 

1 (N-33a, N-35a, K-45) 80.9 (ASP, LYS, THR) (D, K, T) 

2 (N-33a, N-35a, G-91) 18.5 (ASP, ARG, ASN) (D, R, N) 

3 (S-40a, N-41, Q-42a) 11.6 (LEU, PRO, THR) (L, P, T) 

4 (L-95a, H-96, A-99) 10.0 (ARG, ASP, THR) (R, D, T) 

5 (K-100, I-93, A-99)  7.9 (LEU, ASP, VAL) (L, D, V) 

6 (I-101, I-93, A-99)  7.5 (GLU, VAL, LEU) (E, V, L) 

7 (M-31a, S-50a, L-9 a)  5.8 (ILE, PRO, GLN) (I, P, Q) 

8 (M-31a, S-50a, N-51)  1.3 (HIS, THR, THR) (H, T, T) 
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Table 6  Comparison of the details between the third triplets combination pairs of the residue groups and the mutation ones  

Category 
The name of the triplets combination 

pairs of the residue groups 
PF 

value 
d d1 d2 θ 

The mean space information for all triplets combination 
pairs of the residue groups in the dataset 

− 13.9 5.457 2.202 2.286 123.0 

The third of the triplets combination pairs of the residue 
groups 

(1,3,5−0,0,0)  1.1 4.836 2.948 0.731 92.5 

The mutated triplets combination pairs of the residue 
groups for advice 

(0,1,3−0,0,0) 11.8 3.261 1.593 0.886 155.0 

 
变为其他氨基酸, 与 PD-1 表面三元残基组合组成三
元残基组合对, 这些三元残基组合对的 PF 值都小于
9.7, 这也说明了保留 Y-112 有利于维持该蛋白的结
合亲和力。 

对于表 5中的第 3号组合对 (M-31, S-50, N-51)– 
(G-107, A-108, A-109) 属于 (1,3,5−0,0,0) 类三元残
基组合对, 其 PF值仅为 1.1, 偏好性不明显。这个三
元残基组合对含有 5 个根据晶体结构预测形成的结
合位点的残基 (表 5中 b标注的残基), 而 PD-1上的
N-51 属于突变后对蛋白结合没有影响的最佳突变残
基。将属于第 5类氨基酸的 N-51突变成其他类氨基
酸, 其中三元残基组合对 (0,1,3−0,0,0) 的 PF值为 11.8, 
较未改变的组合对 (1,3,5−0,0,0) 的 PF 值 1.1 有比较
明显的提升。可能的原因是 N-51 为带负电的极性氨
基酸, 其互补的三元残基组合中的氨基酸都是短链
疏水性氨基酸, 这样更有利于增强其蛋白结合亲和
力。因此, 预测将 PD-1上的 N-51突变为 0类氨基酸 
(GLY、ALA), 这样有利于增强 PD-1/PD-L2蛋白复合
物的结合亲和力。以数据集中所有组合对的平均空间

信息为参考 (表 6), 对比第 3 号组合对 (1,3,5−0,0,0) 
与突变建议组合对 (0,1,3−0,0,0) 可以看出, 突变建
议组合对的 d值更小, d1和 d2差值更小, θ值也更接
近总体平均值。这样的形状更接近于正规的“三棱

柱”模型, 也可能更有利于两个三元残基组合正面
接触。综上所述, 无论是从氨基酸性质的角度还是从
模型形状的角度都支持这样的猜测。进一步对比将

PD-1 上的 N-51 突变为 GLY 或 ALA, 发现将 N-51
突变为 GLY 将创造一个更有利于残基间接触的疏水
环境, 从而增强 PD-1/PD-L2之间的结合亲和力。 
 

小结 
针对蛋白质−蛋白质相互作用界面是如何进行特

异性识别这一问题, 人们经历了残基对−关键残基−
蛋白质−蛋白质相互作用模型等一系列的探索。而蛋
白质−蛋白质相互作用模型既能提供多种参考信息, 
也能结合关键残基来研究特定残基, 因此受到研究

者的广泛关注。 
作者提出了一种全新的模型, 即“三棱柱”模

型, 来探究蛋白质−蛋白质之间的相互作用。根据设
定的过滤条件, 从蛋白数据库中挑选出 6 122 个蛋白
晶体结构, 并组成 17 541个三元残基组合对。采用 PF
值来表征三元残基组合之间的选择偏好性, 其中以
PF值 13.6 (PF值分布中的一个较高峰值) 为阈值, 小
于该阈值的组合对出现的频次呈现一个先上升后下

降的近似正态分布, 而大于该阈值的组合对出现的
频次呈现一个长长的“尾部”。对于极少的 PF值大
于 200.0 的组合对, 它们大多会形成特殊的结构, 这
是造成 PF 值异常高的原因。除此之外, 通过统计三
元残基组合对中氨基酸的类别和组成, 可以探究三
元残基组合对是如何通过各种氨基酸来介导蛋白的

相互作用。最后, 通过统计三元组合对在二级结构上
的分布, 发现螺旋结构明显多于其他二级结构, 这也
进一步验证了螺旋结构在蛋白相互作用设计中的重

要性。为了验证“三棱柱”模型的可靠性, 将统计得
到的数据和实验方法应用于 PD-1/PD-L2蛋白相互作
用研究。实验结果表明, 将蛋白界面上的 51 号天冬
酰胺突变为甘氨酸可以增强 PD-1/PD-L2之间的结合
亲和力。这也进一步说明了本文基于统计数据提出的

“三棱柱”模型不仅能够针对性地给出蛋白相互作

用界面的残基突变建议, 还能给出氨基酸的相对空
间信息, 这对设计蛋白相互作用具有一定的参考价
值。后续研究中, 还将不断改进该模型的预测准确性, 
以适用于更多的应用实例。 
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