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摘要    系统阐述了我们实验室近十五年来对丝组二肽的生物活性的研究. 丝组二肽是

目前报道的具有多种切割活性的最小活性肽, 它不仅能够切割 DNA, 而且可以切割蛋白

质及羧酸酯. 丝组二肽是迷你的磷酸酯酶和蛋白水解酶, 是现代蛋白酶分子进化过程中

的原始雏形.  
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1  引言 

多种天然蛋白酶的活性中心都含有两个关键氨

基酸, 即丝氨酸和组氨酸, 它们相互协作, 直接参与

各种酶促反应[1~8]. 在酶促反应过程中, 丝氨酸侧链

羟基通常作为亲核试剂参与反应, 而组氨酸侧链含

有咪唑基团, 作为质子的给体或受体, 两者协同参与

丝氨酸蛋白水解酶, 如糜蛋白酶、胰蛋白酶及弹性蛋

白酶的肽键及酯键的水解反应[1, 9~11]. 虽然在丝氨酸

蛋白水解酶[1]、脂肪酶[3]、酯酶[6]的活性中心, 天冬氨

酸与丝氨酸、组氨酸形成一个三元催化活性中心, 但
是, 丝氨酸和组氨酸二联体也能表现出有效的水解

反应活性[8, 12].  
丝氨酸、组氨酸二联体在蛋白酶活性中心具有高

度的保守性及重要的催化功能性, 而且多肽酶具有

现代蛋白酶的最原始的功能基础. 那么, 将蛋白酶活

性中心的丝氨酸与组氨酸键合成丝氨酰组氨酰胺 , 
即丝组二肽 (Ser-His), 其是否具有蛋白酶相似的生

物活性呢？我们实验室近十五年来对 Ser-His 的生物

活性进行系统的研究, 发现 Ser-His 是目前报道的具

有多种切割活性的最小的活性肽. 它不仅能够切割

DNA, 而且可以切割蛋白质及羧酸酯, 它是迷你的

磷酸酯酶和蛋白水解酶, 是现代蛋白酶分子进化过

程中的原始雏形.  

2  Ser-His 对 DNA 的切割活性 

2.1  Ser-His 对 DNA 切割活性的发现 

我们实验室早期在研究 N-磷酰化氨基酸与 DNA
的相互作用时, 发现久置的 N-磷酰化丝氨酸的饱和

组氨酸缓冲溶液能够切割 DNA, 而新配的溶液则不

具有此活性. 后来证明久置溶液中的真正活性成分

是 Ser-His[13]. 将线形的噬菌体λ-DNA 或环形的质粒

DNA pBR322 与 Ser-His 在恒温水浴中保温 72 h 后, 
两者都可以被逐渐降解成长短不同的小碎片 [14]. 
Ser-His 可以在一个较宽的 pH 范围(pH = 5~9)内切割

DNA, 在生理温度 37 ℃保温时, 最佳的切割 pH = 6, 
接近组氨酸侧链咪唑基的 pKa (pH = 6). 此外, 切割

反应的快慢跟保温温度有关, 在 50 ℃保温条件下的
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切割速度要比生理温度 37 ℃要快得多. 通过 32P 同

位素自显影技术标记 DNA 底物, 发现 Ser-His 对

DNA 切割不具有序列选择性.  
Ser-His对DNA的切割活性是否是实验样品污染

的核酸酶或金属离子引起的？过滤消毒或压力蒸汽

消毒过的 Ser-His 在存在 EDTA 或不存在 EDTA 的条

件下与 DNA 进行切割实验研究. 实验结果表明, 无
论 EDTA 存在与否, 消毒过的 Ser-His 对 DNA 都具有

明显的切割活性, 说明 DNA 的切割并不是因为核酸

酶污染. 相同的保温条件下, DNA 溶液中加入不同浓

度的 Cu2+或 Fe2+, 无论 EDTA 存在与否, 如果没有

Ser-His, 都没有对 DNA 产生切割活性. 此外, 不同

来源的 Ser-His 及 HPLC 纯的 Ser-His 对 DNA 同样具

有切割活性, 说明 DNA的切割并不是 Ser-His中的化

学品杂质引起. 以上相关实验结果总结于表 1, 其充

分说明 Ser-His 对 DNA 具有独特的切割活性.  
然而, Ser-His 对 DNA 的切割活性相对于 DNA

核酸酶来说非常弱 , 37 ℃条件下 , 1.21 μg/ mL 
Ser-His 对 DNA 的切割活性相当于 1/1000 的

7×10–3unit/mL 的 RQ1 DNA 核酸酶[15].  

2.2  Ser-His 对 DNA 的切割机制及其所含基团在
DNA 切割反应中的作用 

T4 DNA 连接酶可以将寡聚核苷酸链的自由 3'-
羟基和 5'-磷酸根连接起来, 形成更长的寡聚核苷酸

链. 利用 T4 DNA 连接酶处理 Ser-His 切割 DNA 所

产生的碎片, 发现所产生的DNA碎片可以经T4连接

酶连成较大的片段[14, 16]. 这说明 Ser-His切割DNA可

以产生自由的 3'-羟基和 5'-磷酸根, 而这些基团的产 

表 1  确定 DNA 切割活性根源的相关实验[14] 
反应条件 a) DNA 切割活性 d) 

Britton-Robinson buffer (B-R) – 
Ser-Hisb) (filter-sterilized)+B-R + 

Ser-Hisb) (autoclaved)+B-R + 
Ser-Hisb) ± 1 mM EDTA +B-R + 

Ser-Hisb) +B-R at 65℃ + 
FeSO4

c) ± EDTA +B-R – 
CuSO4

c) ± EDTA +B-R – 

a) 20 ng/μL 的λ-DNA 与 10mM Ser-His 在 40 mM Britton- 
Robinson 缓冲液(pH 6.0)中进行反应，反应溶液终体积 20 μL, 37 ℃
或 65 ℃条件下保温; b) 本试验中所用 Ser-His 购自 3 个不同地方, 
包括一种 HPLC 纯; c) FeSO4 和 CuSO4 溶液浓度分别做了两个浓

度点, 1 μM 和 10 μM. d) “–”代表未观测到切割活性; “+” 代表观测

到切割活性. 

生只能通过磷酸二酯键的水解产生. 因此, Ser-His 是
以水解机制切割 DNA, 而非通常 DNA 的自由基断裂

机制.  
为了考察 Ser-His 分子结构中所含基团在 DNA

切割反应中的作用, 将 Ser-His 中的丝氨酸或组氨酸

用其他氨基酸残基取代 , 或者在两者之间或在

Ser-His 的 N-末端或 C-末端加入一些其它氨基酸残基. 
当丝氨酸被除了半胱氨酸(Cys)、苏氨酸(Thr)以外的

氨基酸取代时, 其对 DNA 的切割活性消失. 组氨酸

若被较大体积的氨基酸残基取代, 比如带正电荷的

赖氨酸(Lys)、精氨酸(Arg), 则其切割 DNA 的活性消

失. 但是, 若是较小体积的丙氨酸(Ala)取代组氨酸

残基, 即 Ser-Ala, 则其切割 DNA 活性保持, 但活性

减弱[17]. 组丝二肽(His-Ser)与 Ser-His 的化学组成相

同 , 仅序列相反 , 但其不具有切割 DNA 的活性 . 
Ser-His 的 N-端加上一个氨基酸残基时, 其切割 DNA
的活性即消失, 但是, 在 C-端加上一个或多个氨基

酸残基时, 其切割 DNA 活性保持. 此外, 在 Ser-His
中间加上一个或多个氨基酸残基时, 其切割 DNA 活

性同样保持. 以上实验结果充分说明, N-端氨基酸残

基的羟基(Ser, Thr)或巯基(Cys)是具有切割 DNA 活性

的必需基团, 而组氨酸的咪唑基不是必需基团, 其可

以帮助提高其切割活性. 关于咪唑基在酶促反应中

的作用, 大量的研究报道已清楚表明[18~20], 咪唑基不

是天然酶切割活性的关键基团, 但是其对于提高其

切割活性非常重要. 这一结论正与我们的实验事实

相符.  
另外, 一系列与 Ser-His 在结构上有不同相似度

的物质与 DNA 的切割活性也做了系统研究 [15, 17]. 
Boc-Ser-His 不具有切割活性 , 而羧基端酯化后的

Ser-His-OMe、Ser-OMe、Thr-OMe 仍具有切割活性, 
但是其活性降低. 这是因为羧基一旦酯化就降低了

Ser-His 等在水中的溶解度. 另外, 四种醇胺化合物

同样具有切割活性. 这些结果说明, 对 DNA 的切割

过程, N-端氨基是具有活性的必需基团, 而且氨基与

羟基处于相邻碳原子上, 而 C-端的羧基则不是必需

基团. 上述相关实验结果总结于图 1 中.  
基于对 Ser-His 所含基团对 DNA 切割活性的作

用评价, 一种相对 Ser-His 没有羧基的非肽酰胺—丝

氨酰组酰胺被设计、合成出来, 其同样具有 DNA 的

切割活性[22, 23].  
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图 1  Ser-His 与相关寡肽及结构相关化合物对 DNA 的切割活性[14, 16, 21] 

2.3  Ser-His 对 DNA 的切割作用的分子模拟 

利用 Sybyl 工作站中的 FlexiDock 模块构建了一

系列二肽, 如 Ser-His, 与寡聚核酸 5′-TpTpdC-3′的复

合物三维结构[24~26]. 研究结果表明, 复合物中羟基氧

原子与磷酸根的磷原子间的合适距离是使 DNA 切割

的必需条件. 例如, Ser-His 中亲核的羟基氧原子与磷

酸根的磷原子间距离为 3.7 Å, 羟基氧原子正好在合

适的距离范围, 可以亲核进攻磷酸酯键, 形成一个五

配位磷过渡态, 从而使磷酸酯键断裂.  
二肽与底物 DNA 作用的另一个关键结构特点是

二肽必需同时与 DNA 骨架上的相邻两个磷酸根相结

合. 例如, Ser-His 与寡聚核酸 5'-TpTpdC-3'复合物之

间, 丝氨酸及组氨酸残基分别与底物 DNA 相邻的上

下两个磷酸根通过氢键或者静电力相互作用, 将底

物 DNA与 Ser-His相互拉近, 利用丝氨酸侧链羟基亲

核进攻磷酸根.  
通过分子模拟, 结合上述所有的 DNA 切割实验信

息, 推出 Ser-His 切割 DNA 的分子机制如图 2 所示.  

3  Ser-His 对蛋白质的切割活性研究 

作为生物体中最重要的两种物质, 蛋白质和核

酸决定了每一个生物体的共性与特性, 也是生物学

的主要研究对象. 正如前文所述, 丝氨酸和组氨酸在

丝氨酸蛋白酶中是作为活性中心存在, 因此, Ser-His
对蛋白质的切割作用研究同核酸切割一样在理论研

究和未来应用上都具有非常重要的意义.  

3.1  Ser-His 对蛋白质切割活性的发现 

在与切割 DNA 相同的反应条件下, Ser-His 对蛋 
白质也具有切割活性, 能将牛血清白蛋白(BSA)[14, 27]、

绿色荧光蛋白(GFP)[28]、亲环素 A (CyPA)[29]等切割成

小的弥散肽段, 而且随着保温时间的延长, 切割现象

越明显. 切割蛋白质的最优反应条件与切割 DNA 的

相似, 在接近 pH = 6 时, 具有最佳的切割效果. 切割

反应速度的快慢取决于反应温度, 在不使蛋白质变

性凝固的前提下, 温度越高, 反应速度越快, 较好的

反应温度是 50 ℃.  
Ser-His 对蛋白质的切割活性是否由于反应体系

污染的蛋白水解酶引起的？为了排除这个疑问 , 
Ser-His 同样进行超滤除菌或蒸汽压力灭菌, 并且对

蛋白质切割活性的研究都是实验组和对照组平行进

行, 含有 Ser-His 的实验组表现出明显的切割活性, 
没有 Ser-His 的对照组则没有变化. 此外, 在反应体 



刘艳等: 丝组二肽——  现代蛋白酶分子进化过程中的原始雏形 
 

582 

 

图 2  Ser-His 切割 DNA 的可能分子机制[21] (虚线所示为 Ser-His 与寡聚核酸之间所形成的氢键) 

系中加入蛋白酶抑制剂苯甲基磺酰氟(PMSF), 实验

组与对照组仍表现出明显差异, 实验组蛋白质被降

解为弥散带, 对照组蛋白质条带完整, 没有变化. 以
上实验充分说明 Ser-His 对蛋白质具有切割活性. 但
是, 这种切割活性相对较弱, 在 50 ℃, pH=6.5~7.5的
B-R 缓冲溶液中, 1 mmol 的 Ser-His 的切割活性相当

于 75 个单位的蛋白水解酶 K 的切割活性[28].  

3.2  缓冲溶液对蛋白质切割活性的影响 

B-R 缓冲溶液、柠檬酸-柠檬酸三钠缓冲体系、磷

酸氢二钠-磷酸二氢钠缓冲体系、Bis-Tris 缓冲体系与

不加缓冲液对比(所有缓冲液均为 pH = 6.0), 60 ℃下

反应 24 h, 考察 Ser-His 对 BSA 的切割活性. 实验表

明, 这些常用的生化缓冲体系中, B-R 缓冲液及磷酸

盐缓冲液对切割有明显的促进作用, 而柠檬酸盐缓

冲液与 Bis-Tris 缓冲液则抑制反应进行; 不加缓冲液

(Ser-His 自身具有一定的缓冲能力, 在反应前后 pH
值基本保持在 6.0 左右) 时可看到加 Ser-His 后 BSA
原料带变弱, 但相对 B-R 缓冲液与磷酸盐缓冲液变

化并不明显[30].  

3.3  Ser-His所含基团在蛋白质切割反应中的作用[30] 

为了研究 Ser-His 中各官能团在切割蛋白质时所

起的作用, 以一系列与 Ser-His 相似的组丝二肽(His- 
Ser)、丝丙二肽(Ser-Ala)、丙组二肽(Ala-His)、丝氨

酸、组氨酸、丝氨酸甲酯、乙醇胺、二乙醇胺及三乙

醇胺为对照, 研究它们对 BSA 的切割作用. 研究结

果表明: (1)Ala-His 无切割活性, 而 Ser-Ala 具有切割

活性, 但是相对 Ser-His 活性较弱. 这说明丝氨酸侧

链羟基是其具有切割活性的必需基团, 而组氨酸的

咪唑基则辅助增强切割活性. (2)丝氨酸、丝氨酸甲

酯、乙醇胺、二乙醇胺及三乙醇胺对 BSA 无切割活

性. 这一结果与 DNA 的切割活性相反. 考虑到 Ser- 
Ala 的微弱的活性, 说明二肽中的酰胺键及羧基对

其切割活性有一定贡献. 可能是这两种官能团与蛋

白质骨架上的某些侧链官能团作用, 从而使 Ser-His
分子接近于蛋白质并使切割成为可能. (3)Ser 与 His
对 BSA 没有明显切割作用, 说明 Ser-His 即使在反

应中水解产生 Ser 与 His, 其切割活性也不是由这两

种物质引起的. (4)与 Ser-His 化学组成相同但序列 
相反的 His-Ser, 对蛋白质同样不具有切割活性, 这
一结果与切割DNA一致. 上述相关实验结果总结于

图 3 中.  

3.4  Ser-His 与底物蛋白质的非共价相互作用 

作为蛋白质切割的初始步骤, Ser-His 与底物蛋

白之间的非共价相互作用是个关键阶段. 因此, 研究

Ser-His 与底物蛋白质之间非共价相互作用, 对于理

解两者的切割分子机制具有重要意义.  
利用 NMR 和分子模拟技术来研究 Ser-His 与底

物蛋白亲环素 A 的非共价相互作用[29]. 15N-1H 异核单

量子相关谱(HSQC)的研究结果表明, Ser-His 在亲环

素 A 上有两个独立的结合域, 每个结合域结合一个

Ser-His 分子, 其解离常数 K1、K2 分别是 2.07 和 6.66 
mmol⋅L–1. 这说明 Ser-His 与亲环素 A 之间存在特异

性的非共价相互作用, 但是这种作用较弱. 这一结果

也预示着 Ser-His 对亲环素 A 的切割活性较弱, 而相

关的切割实验也证明如此. 根据 NMR 给出的 Ser-His
在亲环素 A 上的结合位点, 采用分子模拟的方法研

究两者非共价相互作用的分子机制. 实验结果表明 
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图 3  Ser-His 的各种类似物对 BSA 研究的切割作用[30](√表示具有切割 BSA 活性, ×表示不具有活性) 

Ser-His 分子中α-氨基和侧链羟基是两者相互作用的

关键基团, 咪唑基及酰胺键可以起到增强侧链羟基

的亲核性, 有利于其亲核进攻底物蛋白质的酰胺键, 
从而水解底物蛋白 . 上述研究结果与前文所述的

Ser-His 所含基团在切割过程中的作用一致. 
此外, 利用 CD 光谱及分子对接、量化计算方法

详细研究了 Ser-His与蛋白质 BSA及溶菌酶的相互作

用[31]. 研究结果表明 Ser-His 与两种蛋白具有较强的

相互作用, 通过这种相互作用大大降低了底物蛋白

的β-片层结构的比例. 这说明 Ser-His 能选择性的断

裂β-片层结构间的氢键. Ser-His 与 BSA 的不同二级

结构片段的分子对接研究表明, Ser-His 侧链羟基与β-
片层结构中的底物酰胺键羰基之间具有匹配的作用

距离, 3.37 Å, 有利于其亲核进攻水解底物蛋白.  

3.5  Ser-His 与底物蛋白质相互作用的双功能性 

在研究 Ser-His 对亲环素 A 的切割活性时, 发现

随着保温时间的延长(pH = 6, 37 ℃), 除了切割产物

外, 还观察到较亲环素 A 本身分子量更大的蛋白条

带的产生 , 如图 4[29]所示 , 其可能是偶联产物 . 
Ser-His 是否具有催化酰胺键生成的功能？基于微观

可逆原理, 蛋白水解酶, 如糜蛋白酶或 Ser-His 应该

具有催化肽键形成的能力[32, 33]. 意大利的 Pier Luigi 
Luisi 教授研究发现 Ser-His 能够催化肽键及肽核酸

PNA 的生成[34]. 这一文献结果间接证明 Ser-His 在切

割底物蛋白时有偶联产物生成的推断. 因此, 我们认

为 Ser-His 对底物蛋白质的相互作用具有双功能性, 
其详细的作用分子机制正在进一步研究.  

 

 

图 4  Ser-His 对亲环素 A 的切割活性[29], (a) 对照组, 没有 Ser-His; (b) 实验组 
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4  Ser-His 对羧酸酯的切割活性 

丝氨酸蛋白水解酶糜蛋白酶不仅能够水解蛋白

质, 还能水解羧酸酯. Ser-His 像一个迷你的丝氨酸蛋

白水解酶 , 它也能水解对硝基苯酚乙酸酯(p-NPA). 
Ser-His 在室温条件下与 p-NPA 一起保温时, 随着时

间的延长, 在 400 nm 波长下的光密度 OD 值成线性

增长, 而且, OD值变化的快慢与Ser-His的反应浓度、

反应 pH 及反应温度有关. 这一现象充分说明 p-NPA
被逐渐水解为对硝基苯酚[14].  

5  总结 

Ser-His 是世界上最小的具有多种生物功能的活性

肽, 其能在较广的 pH 及温度范围内以水解机制切割

DNA、蛋白质以及对硝基苯乙酸酯. Ser-His 及相关类似 

物的多种生物活性详细总结于表 2 中[14, 15, 17, 21, 23, 30, 35].  
尽管 Ser-His 的切割活性较弱, 它的这一特性可

能与蛋白水解酶及磷酸酯酶的起源和演化有关, 是
化学进化过程中酶的雏形. 由于丝氨酸是前生命氨

基酸[36, 37], 而组氨酸不是, Ser-His 在生命起源与进化

的初期是否存在或许存在争议. 然而, 目前有许多关

于组氨酸的前生命合成的报道[38]. 因此, Ser-His 是可

能存在于前生命.  
在 Ser-His 的两个氨基酸残基中间增加氨基酸或

在其 C-端增加氨基酸时, 其仍具有相应的切割活性. 
这说明 Ser-His 具有非凡的进化能力. 由于天然氨基

酸所能提供的功能基团相对较少, 使得多肽酶进化

可用的具有催化活性的有效组合非常有限. 丝氨酸

与组氨酸的成功组合正是大自然对酶的不同功能基

团重复选择的结果.  

表 2  Ser-His 及其相关类似物的多种生物活性总表[14, 15, 17, 21, 23, 30, 35] 

Substrate Substrate 
Entry Ser-His and analogues 

DNA Protein p-NPA 
Entry Ser-His and analogues 

DNA Protein p-NPA 
1 乙醇胺 + – / 17 Cys-His + + / 
2 二乙醇胺 + – / 18 Thr-His + + / 
3 三乙醇胺 + – / 19 Asp-His – – / 
4 异丙醇胺 + / / 20 Ala-His – – / 
5 乙胺+乙醇 – / / 21 Ser-His-Asp + + / 
6 Ser – – / 22 Ser-Gly-His-His + + / 
7 His – – / 23 Ser-Gly-Gly-His-His + + / 
8 Ser+His – – / 24 His-Ser – – / 
9 Ser-His + + + 25 Ser-His+Fe2+ + + / 

10 Ser-Ala + + / 26 Ser-His+Cu2+ + – / 
11 Ser-Arg – – / 27 D-Ser-L-His-OMe / – / 
12 Ser-Lys – – / 28 D-Ser-D-His-OMe / – / 
13 Ser-OMe + – / 29 L-Ser-D-His-OMe / + / 
14 Ser-His-OMe + + / 30 Ser-D-Phe / + / 
15 Boc-Ser-His – – / 31 L-Ser-Hism + / / 
16 Thr-OMe + / / 32 D-Ser-Hism – / / 
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Abstract: We summarize the multiple cleavage activities of seryl-histidine dipeptide (Ser-His). Ser-His itself can 
cleave DNA, protein and a carboxyl ester. It is proposed that Ser-His is an original molecule evolutionary model of 
modern protease. 
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