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摘  要 

蛋白质-DNA识别在生物过程中起着重要作用，其结合是由序列特异性识别和结构特征共同影响的。为了

研究残基类型和蛋白质二级结构对结合的贡献，本文构建了一个新的非冗余蛋白质-DNA复合物数据库，

其中包含1545个结构。经过统计分析发现，残基和二级结构类型对蛋白质与DNA结合有很大贡献，二级

结构中π-helix和β-ladder是最偏好界面的类型。对蛋白质二级结构按界面偏好进行分类，构建了60 × 4
氨基酸–核苷酸成对界面偏好性。从该偏好性中获得氨基酸界面偏好性，并探讨了将该信息用于预测蛋

白质-DNA结合界面的可能性，研究对象为对接基准数据集中的47个复合物体系。结果发现成对界面偏

好性信息可以将87.23%的体系的真实界面打分排在所有表面区域的前10%。这说明本文构建的60 × 4
氨基酸–核苷酸成对界面偏好性很好地反映了蛋白质-DNA的界面识别，对界面和复合物结构预测具有重

要意义。 
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Abstract 
Protein-DNA recognition plays an important role in biological processes, and its binding is influ-
enced by sequence specific recognition and structural characteristics. To investigate the contribu-
tion of residue types and protein secondary structure elements to binding, a new non-redundant 
protein-DNA database with 1545 complex structures was constructed. Statistical analysis reveals 
that protein residue and secondary structure types have significant contributions to its binding 
with DNA. Among the secondary structures, π-helix and β-ladder have the highest preferences. We 
classified the protein secondary structures according to their interface preferences, and con-
structed the 60 × 4 amino acid-nucleotide pairwise interface preferences. The amino acid inter-
face preferences obtained from the pairwise ones were used to explore the possibility of predict-
ing protein-DNA binding interfaces for 47 complex systems from the docking benchmark dataset. 
The result shows that the pairwise interface preferences can rank the real interfaces in the top 
10% of all surface patches for 87.23% of all cases. These results indicate that the 60 × 4 amino ac-
id-nucleotide pairwise interface preferences constructed by us can well reflect protein-DNA rec-
ognition, which is of great significance for interface and complex structure predictions. 
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1. 引言 

蛋白质-DNA 相互作用在基因表达调控等多种生物过程中发挥着重要作用[1]。深入了解蛋白质-DNA
相互作用有助于推动基因调控网络的研究和基于结构的药物设计[2]。近几十年来，X 射线晶体学和核磁

共振波谱等实验方法已经产生了大量蛋白质-DNA 复合物结构，然而还有很多有待确定[3] [4]。另外，实

验方法解析复合物结构成本太高，因此当下急需可靠的理论计算方法来预测复合物结构[5]。 
分子对接是目前用来预测复合物结构的一个重要方法[6]。目前蛋白质-DNA 分子对接的研究主要集

中在打分函数上[7] [8]，即如何准确筛选出对接采样中的近天然结构。打分方法中，基于知识的统计势已

被证明可以有效地区分出近天然结构[8] [9] [10] [11]。2008 年，Skolnick 小组构建了氨基酸残基与 DNA
官能团的成对统计偏好[7]，将 DNA 核苷酸分为磷酸、五碳糖和嘧啶/咪唑三个部分，将其应用于蛋白质

-DNA 相互作用预测。2009 年，Zhou 小组在距离尺度的有限理想气体参考态(DFIRE)基础上提出了蛋白

质-DNA 的统计能量函数[8]，用于识别对接近天然结构和预测结合亲和性。该方法统计了 212 个蛋白质

-DNA 复合物界面上一定距离范围内蛋白质原子与 DNA 原子成对的界面偏好，根据玻尔兹曼分布转化为

势能构建打分函数。2015 年，Tuszynska 等人[9]在开发的 NPDock 对接工具中，将构建的 QUASI-DNP
统计势[10]与 DFIRE 统计势[8]、Varani 组的统计势[11]相结合，组合了一套“meta-potential”用于筛选蛋

白质-DNA 分子对接中的近天然结构，证明了统计势在评价复合物相互作用和预测复合物结构当中的重

要作用。目前，大部分蛋白质-DNA 统计偏好的研究是仅仅考虑界面原子或残基的成对信息[8] [9] [10]，
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没有考虑蛋白质二级结构对界面识别的影响。Li 小组在 2011 和 2017 年提出了蛋白质-RNA 的 60 × 8 [12]
和 60 × 12 统计势[13]，其中加入了蛋白质和 RNA 的二级结构信息，结果表明加入结构信息后预测近天

然结构的能力显著提高。在蛋白质-DNA 复合物中，二级结构也具有不同的界面偏好[14]。由此，我们推

测对蛋白质-DNA 复合物，考虑二级结构特征的氨基酸–核苷酸偏好性能够更好地评价复合物间的相互

作用。另外，如果该偏好信息可以用于蛋白质-DNA 界面预测，那么这必将有助于复合物结构预测。 
在本工作中，我们对新构建的非冗余蛋白质-DNA 数据集，统计了复合物中蛋白质二级结构的界面

偏好性，结合氨基酸和核苷酸的界面偏好信息，构建了 60 × 4 氨基酸–核苷酸成对偏好性。之后，将从

该偏好性获得的氨基酸界面偏好性应用于蛋白质-DNA 复合物界面区域的识别，获得了好的结果。 

2. 数据与方法 

2.1. 研究体系 

本文下载了截止到 2020 年 10 月 NDB (Nucleic acid Database) [15]数据库(http://ndbserver.rutgers.edu)
中所有的蛋白质-DNA 复合物结构，数量为 5387 个。去掉其中包含 RNA 或 FANA 等核酸类似物的复合

物，仅保留天然蛋白质-DNA 的复合物。使用序列比对工具 CDHIT 软件[16]比较复合物间的序列相似性，

将蛋白质序列相似性和 DNA 序列相似性分别高于 70%和 90%的复合物归为一类，每一类中保留代表结

构。此外，还去掉了 DNA 中核苷酸数量少于 5 的复合物结构，因为这些 DNA 很可能是与蛋白质随机结

合的。经过上述处理，构建了非冗余蛋白质-DNA 数据库，其中包含 1545 个复合物结构。 
用于界面预测的研究体系来自 2008 年 Marc van Dijk 等人构建的蛋白质-DNA 对接基准数据集[17]，

该数据集包含 47 个蛋白质-DNA 复合物。通过比较蛋白质真实界面和表面区域的氨基酸平均界面偏好性

来识别结合区域。 

2.2. 复合物氨基酸–核苷酸成对及界面和表面的定义 

成对氨基酸–核苷酸定义为：氨基酸中任一重原子与核苷酸中任一重原子间距离小于 5 Å 的配对。

界面氨基酸/核苷酸为所有参与成对的氨基酸/核苷酸，所有界面氨基酸/核苷酸构成了蛋白质/DNA 结合界

面。表面核苷酸定义为溶剂可及表面积(Solvent Accessible Surface Area, SASA)大于 0.1 Å2的核苷酸；表

面氨基酸残基定义标准为其SASA > 5% Si Å2，Si表示氨基酸 i在三肽下(即Ala-i-Ala环境下) [18]的SASA，

i 为氨基酸类型。溶剂可及表面积使用 NACCESS 计算(http://www.bioinf.manchester.ac.uk/naccess/)。表面

区域为表面氨基酸/核苷酸构成的区域，非界面表面为表面中不包含界面氨基酸/核苷酸的部分。 

2.3. 蛋白质二级结构的界面偏好性 

蛋白质二级结构分为 8 类：310-helix (G)，α-helix (H)，π-helix (I)，turn (T)，β-ladder (E)，β-bridge (B)，
bend (S)，不确定的二级结构(M)，用 DSSP 软件[19]进行计算。定义二级结构的界面偏好性： 

I I
i i

i
i S S

i i
i

N N
P

N N
=

∑
∑

                                     (1) 

其中， I
iN 表示 i 类二级结构类型的氨基酸残基出现在界面的数量， I

i
i

N∑ 表示界面上所有八种二级结构

类型氨基酸残基的总数； S
iN 表示 i 类二级结构类型的氨基酸残基出现在蛋白质非界面表面的数量， S

i
i

N∑  

表示蛋白质非界面表面上残基总数。由公式(1)可知，当二级结构界面偏好性 Pi > 1 时，说明 i 类二级结

构类型倾向于出现在界面上。 
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2.4. 氨基酸–核苷酸成对偏好性 

对蛋白质二级结构进行分类，计算氨基酸–核苷酸的成对偏好性： 

- -

-

I I
ai b ai b

I aib
ai b

S S S S
ai ai b b

ai b

N N
P

N N N N
=
   ×   
   

∑

∑ ∑
                           (2) 

其中，a 为 20 种氨基酸类型，i 为蛋白质二级结构分类，b 为 4 种核苷酸类型； -
I
ai bN 表示 i 类二级结构中

的 a 类氨基酸与 b 类核苷酸成对在界面上个数， -
I
ai b

aib
N∑ 表示界面上所有类型氨基酸–核苷酸成对的总数

量； S
aiN 表示 i 类二级结构中的 a 类氨基酸出现在非界面表面的个数； S

bN 和 S
b

b
N∑ 分别表示非界面表面 

上 b 类核苷酸的个数和所有核苷酸的总个数。由公式(2)可知，当 1I
ai bP − > 时，说明 ai-b 氨基酸核苷酸成对

更容易出现在复合物界面上。 

2.5. 复合物氨基酸–核苷酸成对及界面和表面的定义 

对于蛋白质，依次以每一个表面残基(以其 Cα原子表示)为中心，选择固定半径 20 Å，同时使用向量

约束[20]，产生表面区域。向量约束是指：计算每个表面残基的溶剂向量(从其最近的 10 个残基的几何中

心到该残基的 Cα 原子的向量，方向指向溶剂一侧)，在生成表面区域时，若表面残基的溶剂向量与其到

中心残基的向量夹角小于 110 度，则该残基认为属于中心残基周围的表面区域，反之则从该表面区域中

去除该残基[21]。添加向量约束的目的是，使生成的表面区域内的残基与中心残基都在蛋白质的同一侧，

避免表面区域中包含蛋白质另一侧的表面残基。 
氨基酸的界面偏好性使用与四种核苷酸界面成对偏好的平均值表示。通过统计计算出真实界面和每

一个表面区域的平均氨基酸界面偏好，并按其降序排列，统计真实界面相对于该体系所有表面区域的排

名。 

3. 结果与讨论 

3.1. 蛋白质和 DNA 残基及二级结构的界面偏好性分析 

本文从亲水性、疏水性和带电性分析了氨基酸和核苷酸的界面偏好性，如图 1(a)。在 8 种疏水氨基

酸中，仅氨基酸 Trp 具有很高的界面偏好性，其余氨基酸皆不倾向于出现在结合界面上。在 7 种极性不

带电的氨基酸中，Tyr、Thr 和 Ser 的界面偏好最高，它们已经被发现是蛋白质-DNA 复合物中常见的关

键残基[22]，其结构中的羟基可以使它们与核苷酸形成氢键相互作用[23]。带电氨基酸中，正电氨基酸

(Arg、Lys 和 His)有明显的界面偏好，尤其是 Arg 的界面偏好最高，负电氨基酸(Glu 和 Asp)最不倾向于

出现在界面上。在蛋白质-DNA 复合物当中，DNA 主链原子和氨基酸残基形成接触更多，因此静电互补

使得正电氨基酸的界面偏好比在蛋白质–蛋白质及蛋白质-RNA 复合物中更高[22]。在 4 种核苷酸中，核

苷酸 G 和 T 的界面偏好相对较高，这与它们参与特异性识别有关，核苷酸 G 的结构使得它能够与氨基酸

侧链形成更多的氢键[24]。 
此外，本文分析了蛋白质二级结构的界面偏好性，结果如图 1(b)所示。从图中可以看出，π-helix 和

β-ladder 的界面偏好性最高，而 310-helix 和 turn 最不倾向于出现在结合界面上。有研究表明，二级结构的

界面偏好和 DNA 结合特异性有关[25]。螺旋是转录因子界面上常见的二级结构，而折叠区域倾向于出现

在限制性内切酶等酶类的界面上，使得氨基酸侧链通过 DNA 沟槽与碱基形成氢键相互作用。另一方面，

片层结构有利于特异性识别区域保持高度序列保守性[26]。 
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(a)                                                (b) 

Figure 1. Interface preferences of protein-DNA residue types and secondary structure elements. (a) Interface preferences of 
amino acids and nucleotides. (b) Interface preferences of protein secondary structure elements 
图 1. 蛋白质-DNA 残基和二级结构界面偏好性。(a) 氨基酸和核苷酸界面偏好性。(b) 蛋白质二级结构界面偏好性 

3.2. 氨基酸–核苷酸成对界面偏好性分析 

本文根据蛋白质二级结构界面偏好性，将其分为 3 类：X (B, G, T; P < 1)，Y (H, S, M; P ≈ 1)，Z (E, I; 
P > 1)。本文在此基础上，构建了考虑蛋白质二级结构的 60 × 4 氨基酸–核苷酸成对界面偏好。 

在所有类型氨基酸和核苷酸的界面成对中，Arg_Z-G (氨基酸_蛋白质二级结构类型–核苷酸)成对的

界面偏好最高，为 4.22；Glu_X-A 成对的界面偏好最低，为 0.15。氨基酸 Arg 成对的界面偏好最高，但

在所有类型 Arg-核苷酸的成对中依然存在很大差异，其中 Arg_X-C 成对的界面偏好(1.81)相对较低，这

可能与蛋白质二级结构类型差异和核苷酸特异性识别有关。在蛋白质二级结构类型当中，通常二级结构

类型 X 成对的界面偏好最低，二级结构为 Z 时的成对界面偏好更高。其中也存在一些特殊情况，比如在

Tyr-核苷酸成对中，Tyr_Y-G 和 Tyr_Y-T 的界面偏好最高，分别为 1.83 和 1.82。Y 类型二级结构的界面

偏好要更高，可能是因为 Tyr 更倾向于通过 α螺旋结构参与和 DNA 碱基的特异性识别，这有助于形成更

多的非键相互作用。 

3.3. 氨基酸界面偏好用以区分真实界面与表面区域 

本文使用 60 × 4 界面偏好来区分真实界面和表面区域，统计了每个体系真实界面在对应所有表面区

域中的平均氨基酸界面偏好排名，结果如图 2 所示。在总共 47 个复合物的体系中，有 26 个体系真实界

面的平均界面倾向打分能够排在前 1%，真实界面排名前 10%的体系占到了所有体系的 87.23% (41/47)。
使用 Z 检验验证了真实界面内的平均氨基酸界面偏好与表面区域相比具有显著的统计学差异。对于数据

集中的 47 个复合物体系，97.87% (46/47)的体系中真实界面具有明显的氨基酸界面偏好特征(Z < 1.64，即

真实界面的平均氨基酸界面偏好不小于 95%的表面区域)，说明 60 × 4 界面偏好能够很好地区分真实界面

和其他表面区域。 
图3中以1HJC_A:BC体系为例，将平均氨基酸界面偏好打分最高的表面区域和真实界面进行了比较。

从图中可以看出，打分最高的表面区域与真实界面大小基本一致，且该表面区域包括了真实界面中 90%
以上的氨基酸残基。结果再次证明本文构建的 60 × 4 界面偏好可以准确预测结合界面。 
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Figure 2. Ranking distribution of the real interface relative to all surface 
patches according to the average interface preference of amino acids 
图 2. 根据平均氨基酸界面偏好对真实界面在所有表面区域的排序分布 

 

 
(a)                                           (b) 

Figure 3. Comparison of the real interface and the best surface patch evaluated with 60 × 4 interface 
preference. (a) The real interface of the complex. (b) The surface patch with the best score. Interface 
and surface residues are shown in dark 
图 3. 1HJC_A:BC 体系中真实结合界面与 60 × 4 界面偏好打分最高的表面区域比较。(a) 复合

物真实界面。(b) 打分最高的表面区域。图中界面和表面残基均用深色表示 

4. 结论 

研究蛋白质-DNA 复合物中残基和二级结构的界面偏好性，对了解蛋白质-DNA 识别具有重大意义。

本文提取了蛋白质二级结构特征，提出了蛋白质-DNA 60 × 4 氨基酸–核苷酸成对偏好性。我们发现

π-helix 和 β-ladder 是界面偏好最高的二级结构类型，而且在此二级结构类型中的氨基酸 Arg 与核苷酸 G
的界面成对偏好最高。分析结果表明 60 × 4 成对偏好性可以体现不同二级结构中氨基酸界面偏好的差异，
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很好地反映了复合物间特异性识别规律。使用该界面偏好性信息识别复合物的真实界面，在 87.23%的体

系中真实界面打分排在所有表面区域的前 10%。该工作证明了成对偏好性在预测蛋白质-DNA 结合界面

中的能力，未来有望用于构建分子对接打分函数，为蛋白质-DNA 复合物结构预测及相关药物设计提供

帮助。 
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