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摘　要　采用计算机模拟手段，通过建立３ＤＱＳＡＲ模型、虚拟筛选及分子对接方法发现恶性肿瘤治疗靶标 ＥｐｈＢ４潜在的
抑制剂。首先，通过Ｃａｔａｌｙｓｔ／ＨｙｐｏＧｅｎ算法建立药效团模型。其中最好的模型 Ｈｙｐｏ１具有最高的科雷尔值（Ｃｏｒｒｅｌ值）：
０９６，最低的ＲＭＳ值：０８９，与固定消耗值（ｆｉｘｅｄｃｏｓｔ）：８９２０最接近的总消耗值（ｔｏｔａｌｃｏｓｔ）：１０１２６，和最高的 Δ消耗值
（Δｃｏｓｔ值）：８９１４。随后，Ｈｙｐｏ１经过测试集验证及Ｆｉｓｃｈｅｒ随机验证，并用于筛选化合物数据库。然后利用类药性筛选及
分子对接手段进一步减少分子数量。最终，根据预测活性分析、对接得分值及结合模式分析，得到２３个具有全新骨架的化
合物作为ＥｐｈＢ４的潜在抑制剂可用于后续研究。
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　　Ｅｐｈ受体是已知最大的酪氨酸蛋白激酶受体
家族中的一个亚族，在很多肿瘤的表达和转移中发

挥作用，ＥｐｈＢ４是其中一个重要的成员［１］。研究

表明，ＥｐｈＢ４在人胶质瘤、子宫内膜癌、结肠癌、胃
癌、乳腺癌等中过表达［２］。因此寻求 ＥｐｈＢ４分子
的抑制剂对于肿瘤的发生和恶性进展具有重要的
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临床意义。

近年来，不断有新的 ＥｐｈＢ４受体蛋白与抑制
剂结合的晶体结构照片被解析出来，对了解受体

结构和与配体的作用模式起到至关重要的作用，

极大促进了基于结构的 ＥｐｈＢ４抑制剂设计。计
算机辅助药物设计（ＣＡＤＤ）在现代药物设计中起
到至关重要的作用，然而采用 ＣＡＤＤ方法设计及
筛选 ＥｐｈＢ４抑制剂的研究较少。本研究将根据
该蛋白与其现有抑制剂的三维构效关系，构建药

效团模型，进而用于筛选数据库并预测抑制活

性。在此过程中，采用分子对接手段进一步筛选

化合物并研究受体配体的结合模式，从而获得潜
在的 ＥｐｈＢ４抑制剂。

!

　材料和方法

１１　训练集及测试集分子的准备
采用ＤｉｓｃｏｖｅｒｙＳｔｕｄｉｏＣｌｉｅｎｔ（ＤＳ）ｖ２５０软件

构建药效团模型及虚拟筛选。首先，考虑到抑制剂

骨架多样性及活性至少横跨 ４个数量级（ＩＣ５０：
０００１～５０ｎｍｏｌ／Ｌ）的原则，从文献［３－９］中搜集
采用同一方法测得生物活性的共５７个 ＥｐｈＢ４的
抑制剂分子。其中２５个分子作为训练集用于药效
团模型的构建，其２Ｄ结构如图１所示；另外３２个
分子作为测试集用于药效团模型的验证，其２Ｄ结
构略。然后，用 Ｃｈｅｍ＆Ｂｉｏ３Ｄ１２０软件画出这些
分子的三维结构。
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Ｆｉｇｕｒｅ１　２Ｄｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆｔｈｅ２５ｔｒａｉｎｉｎｇｓｅｔｍｏｌｅｃｕｌｅｓａｎｄｔｈｅｉｒＩＣ５０

１２　药效团模型的建立
首先，将画好的５２个抑制剂分子用 ＣＨＡＲＭｍ

力场做能量优化，添加不确定值（ｕｎｃｅｒｔａｉｎ）为 ２，
并利用特征映射（ＦｅａｔｕｒｅＭａｐｐｉｎｇ）模块预测可能
的药效学元素。另外结合蛋白与抑制剂复合物进

一步确定可能的药效学元素。图２为ＰＤＢ编号为
２ＶＷＹ的蛋白与抑制剂复合物的晶体结构，从图中
可以明显的看到该抑制剂的嘧啶环上的 Ｎ作为氢
键受体与 ＭＥＴ６９６的氨基上的 Ｈ形成一个氢键；
该抑制剂上的亚氨基作为氢键供体与 ＭＥＴ６９６的
羧基上的Ｏ形成另一个氢键；该抑制剂包含多个
芳环，并暴露于 ＥｐｈＢ４活性空腔中大量的疏水氨
基酸（图２蓝色棍棒）中。由此可推断ＥｐｈＢ４抑制
剂包含的可能的药效学元素有氢键供体（ＨＢＤ）、
氢键受体（ＨＢＡ）、疏水作用（ＨＹ）及芳环中心
（ＲＡ）。然后，用构象形成（ＧｅｎｅｒａｔｅＣｏｎｆｏｒｍａ
ｔｉｏｎｓ）模块及 ＢＥＳＴ方法产生分子构象。随后，根
据ＦｅａｔｕｒｅＭａｐｐｉｎｇ结果以及蛋白抑制剂复合物分
析结果，ＨＢＤ、ＨＢＡ、ＨＹ及 ＲＡ被选作可能的药效
学元素，基于ＨｙｐｏＧｅｎ算法中分子结构活性关系，
用２５个训练集分子产生共１０个药效团模型。其
中得分最高的 Ｈｙｐｏ１被认为是最好的药效团
模型。

１３　药效团模型的验证
利用测试集验证及 Ｆｉｓｃｈｅｒ随机验证方法［１０］

对所建立的药效团模型进行验证。

测试集方法是评估药效团质量好坏的最常用

的方法之一。采用配体药效映射（ＬｉｇａｎｄＰｈａｒｍａ
ｃｏｐｈｏｒｅＭａｐｐｉｎｇ）模块及 Ｆｌｅｘｉｂｌｅ／ＢＥＳＴ方法验证
Ｈｙｐｏ１的可信性。随后产生一系列数值包括预测
ＩＣ５０、误差（ｅｒｒｏｒ）值、拟合值（ｆｉｔｖａｌｕｅ）等，均可作
为Ｈｙｐｏ１质量的评估标准。

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＢｉｎｄｉｎｇｍｏｄｅｏｆｃｏｃｒｙｓｔａｔｉｌｌｉｚｅｄｌｉｇａｎｄａｎｄＥｐｈＢ４（ＰＤＢ
ｃｏｄｅ：２ＶＷＹ）Ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｌｉｇａｎｄａｒｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｉｎｇｒｅｙｃａｒｔｏｏｎ
ａｎｄｙｅｌｌｏｗ ｓｔｉｃｋＣｙａｎａｎｄｇｒｅｅｎｓｔｉｃｋｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅｋｅｙａｍｉｄｅ
ａｃｉｄｒｅｓｉｄｕｅｓ
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本研究又利用Ｆｉｓｃｈｅｒ随机验证方法进一步评
估所建立药效团的合理性。该方法重新洗牌所有

训练集分子的活性数据并随机运行 １９次独立的
ＨｙｐｏＧｅｎ算法以获得９５％的可信度。如果之前的
１０个药效团模型的ｔｏｔａｌｃｏｓｔ值均低于新产生的药
效团模型的ｔｏｔａｌｃｏｓｔ值，则证明本研究建立的药效
团是合理可行的。

１４　虚拟筛选数据库
首先，将经过验证的药效团模型 Ｈｙｐｏ１用于

虚拟筛公共数据库：天然产物数据库（Ｎａｔｕｒａｌｐｒｏｄ
ｕｃｔｓｄａｔａｂａｓｅ），Ｉｂｓｃｒｅｅｎ和 Ａｓｉｎｅｘ（共９７０９９１个分
子）。采用ＬｉｇａｎｄＰｈａｒｍａｃｏｐｈｏｒｅＭａｐｐｉｎｇ模块，参
数设置选用弹性（Ｆｌｅｘｉｂｌｅ）拟合方法及 ＦＡＳＴ的构
象产生方法，最大忽略数为０。考虑到分子的预测
活性，本研究只保留Ｆｉｔｖａｌｕｅ大于９的分子。

其次，采用 ＡＤＭＥＴ性质［１１－１２］对上一步筛选

出来的所有苗头化合物做进一步筛选。ＡＤＭＥＴ是
对药物的吸收、分别、代谢、排泄和毒性进行全面的

研究，药物早期ＡＤＭＥＴ性质评价可以减少药物毒
性、不良反应的发生，从而显著提高药物研发的成

功率。本研究采用 ＤＳ中 ＡＤＭＥＴＤｅｓｃｒｉｐｔｏｒｓ模块
进行计算，具体筛选标准为：①肠道吸收率：０～１；
②水溶解度：－６～０；③血脑脊液屏障通透性：
２～４；④细胞色素 Ｐ４５０２Ｄ６抑制性：０；⑤肝毒
性：０。

然后，采用里宾斯基五规则对 ＩＢｓｃｒｅｅｎ和
Ａｓｉｎｅｘ库中经过前两步筛选得到的分子做进一步
筛选以提高小分子的口服利用度。先采用 ＤＳ中
计算分子特性（ＣａｌｃｕｌａｔｅＭｏｌｅｃｕｌａｒＰｒｏｐｅｒｔｉｅｓ）模块
计算出分子的特征值。再通过目筛保留符合如下

标准的分子：①相对分子质量（ＭＷ）＜５００；②氢键
供体（ＨＢＤ）＜５；③氢键受体（ＨＢＡ）＜１０；④疏水
性（ＡｌｏｇＰ）＜５；⑤可旋转键＜１０。
１５　分子对接

将Ｎａｔｕｒａｌｐｒｏｄｕｃｔｓｄａｔａｂａｓｅ中经过药效团筛
选和 ＡＤＭＥＴ性质筛选的分子以及 Ｉｂｓｃｒｅｅｎ和
Ａｓｉｎｅｘ库中经过药效团筛选、ＡＤＭＥＴ性质筛选以
及里宾斯基五规则筛选得到的分子采用 ＧＯＬＤ
ｖ５０软件［１３］对接到 ＥｐｈＢ４蛋白的活性口袋中。
对接前，从蛋白质结构数据库（ｗｗｗｒｃｓｂｏｒｇ）下载
ＥｐｈＢ４与抑制剂结合的晶体结构照片（ＰＤＢ编号：
２ＶＷＹ），去除蛋白的所有水分子并加全部氢。采用

５０次遗传算法（ＧＡ）及慢速 ＧＡ搜索选项，以配体
识别对接口袋，空腔半径为６?，采用 ｇｏｌｄ＿ｓｅｒｉｎｅ＿
ｐｒｏｔｅａｓｅ＿ＶＳ模板以及 ＧＯＬＤＳｃｏｒｅ打分函数进行分
子对接。其他参数采用默认值。为保证对接结果

合理性，分子对接前，本研究先将晶体结构照片中

的原始配体与蛋白做了重对接，计算其 ＲＭＳＤ值
并观察结合模式。若重对接结果合理，则采用相同

的对接参数将经过上述药效团筛选及类药性筛选

的分子用于分子对接。最后选取 ＧＯＬＤＳｃｏｒｅ高且
结合模式好的分子作为具有潜在 ＥｐｈＢ４抑制活性
的候选化合物。

'

　结果和讨论

２１　药效团模型的建立
利用２５个训练集分子（图１）的结构活性关

系构建的１０个药效团模型及其统计学数据列于表
１中。消耗值（ｃｏｓｔ）分析是评估３ＤＱＳＡＲ药效团
模型的最基本的手段。科雷尔值（Ｃｏｒｒｅｌ值）表明
药效团模型和结构活性关系的相关性，其值越接
近１越好。ＲＭＳ值不应超过１。理想的总消耗值
（ｔｏｔａｌｃｏｓｔ）应处于固定值（ｆｉｘｅｄｃｏｓｔ）和空值（ｎｕｌｌ
ｃｏｓｔ）之间，并且应接近于前者并远离于后者；通
常，如果ｎｕｌｌｃｏｓｔ和 ｔｏｔａｌｃｏｓｔ大于６０，表明有大于
９０％的可能性说明该模型具有好的相关性。构造
值（Ｃｏｎｆｉｇｕｒａｔｉｏｎ）应小于 １７０。由表 １可知，由
ＨｙｐｏＧｅｎ算法得到的１０个药效团模型的 Δｃｏｓｔ值
均大于 ６０，且 Ｃｏｎｆｉｇｕｒａｔｉｏｎ值为 １５５０，表明这些
模型的相关性较高。其中，Ｈｙｐｏ１具有最高的
Ｃｏｒｒｅｌ值（０９６），最低的 ＲＭＳ值（０８９），与 ｆｉｘｅｄ
ｃｏｓｔ（８９２０）最接近的ｔｏｔａｌｃｏｓｔ（１０１２６），和最高的
Δｃｏｓｔ值（８９１４），因此被认为是最好的药效团模型。
图３Ａ和 ３Ｂ列出了 Ｈｙｐｏ１的 ４个药效学元素
（２个ＨＢＡ，１个ＨＢＤ，１个ＨＹ）及其空间位置。

表２列出了２５个训练集分子的实验ＩＣ５０及其
由Ｈｙｐｏ１计算得到的统计学数据。为评估 Ｈｙｐｏ１
的预测能力，本研究将训练集分子按活性高低分为

３组：高活性（ＩＣ５０≤０２μｍｏｌ／Ｌ，＋＋＋），中等活
性（０２＜ＩＣ５０≤２０μｍｏｌ／Ｌ，＋＋），低活性（ＩＣ５０＞
２０μｍｏｌ／Ｌ，＋）。由表２可知，有８个高活性分子
被准确预测，然而由１个高活性分子被误认为中等
活性分子；有７个中等活性分子被准确预测，而有
２个中等活性分子被误认为高活性分子，有１个被

１４
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误认为低活性分子；所有低活性分子被准确预测。

因此表明 Ｈｙｐｏ１能较为准确的预测分子的活性
值。Ｅｒｒｏｒ值是预测 ＩＣ５０和实验 ＩＣ５０的比值，其中
“＋”和“－”分别表明预测活性比实验活性高和
低。本研究中所有 Ｅｒｒｏｒ值的绝对值均小于３，表
明Ｈｙｐｏ１有能力准确预测分子的活性。图２Ｃ和
图２Ｄ分别表示训练集中活性最好的化合物 １

（ＩＣ５０＝０００１６μｍｏｌ／Ｌ）和活性最差的化合物２５
（ＩＣ５０＝５００μｍｏｌ／Ｌ）与Ｈｙｐｏ１的匹配情况。很明
显，Ｈｙｐｏ１的４个药效学元素均很好地与化合物１
相匹配，然而仅有３个药效学元素与化合物２５相
匹配。另外，训练集分子的实验和预测活性的决定

系数（ｒ２）高达 ０９１（图 ４）。因此，本研究认为
Ｈｙｐｏ１有能力预测训练集分子的活性。

Ｔａｂｌｅ１　ＴｅｎｐｈａｒｍａｃｏｐｈｏｒｅｍｏｄｅｌｓａｎｄｔｈｅｉｒｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｄａｔａｂｙＨｙｐｏＧｅｎｒｕｎ

Ｈｙｐｏｔｈｅｓｉｓ Ｃｏｒｒｅｌｖａｌｕｅ ＲＭＳａ Ｔｏｔａｌｃｏｓｔ Δｃｏｓｔｂ Ｃｈｅｍｉｃａｌｆｅａｔｕｒｅ
１ ０９６ ０８９ １０１２６ ８９１４ ＨＢＡ，ＨＢＡ，ＨＢＤ，ＨＹ
２ ０９２ １２１ １０７８６ ８２５４ ＨＢＡ，ＨＢＡ，ＨＢＡ，ＨＹ
３ ０９２ １１８ １０９４０ ８１００ ＨＢＡ，ＨＢＡ，ＨＢＤ，ＨＹ
４ ０９１ １２７ １１０７４ ７９６６ ＨＢＡ，ＨＢＡ，ＨＢＡ，ＨＹ
５ ０９０ １３２ １１１４７ ７８９３ ＨＢＡ，ＨＢＡ，ＨＢＡ，ＨＹ
６ ０８９ １４１ １１４６３ ７５７７ ＨＢＡ，ＨＢＡ，ＨＢＡ，ＨＹ
７ ０８９ １４２ １１４７８ ７５６２ ＨＢＡ，ＨＢＡ，ＨＢＡ，ＨＹ
８ ０８９ １４３ １１５２６ ７５１４ ＨＢＡ，ＨＢＡ，ＨＹ，ＨＹ，ＨＹ
９ ０８７ １５３ １１９１３ ７１１７ ＨＢＡ，ＨＢＡ，ＨＢＤ，ＨＹ
１０ ０８５ １６１ １２１７３ ６８６７ ＨＢＡ，ＨＹ，ＨＹ，ＲＡ

Ｃｏｎｆｉｇｕｒａｔｉｏｎｖａｌｕｅｅｑｕａｌｓｔｏ１５５０，ｆｉｘｅｄｃｏｓｔｅｑｕａｌｓｔｏ８９２０，ａｎｄｎｕｌｌｃｏｓｔｅｑｕａｌｓｔｏ１９０４０；
ａＲＭＳｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｒｏｏｔｍｅａｎｓｑｕａｒｅｄｅｖｉａｔｉｏｎ；ｂΔｃｏｓｔｉｓｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｎｕｌｌｃｏｓｔａｎｄｔｏｔａｌｃｏｓｔ

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＰｈａｒｍａｃｏｐｈｏｒｅｍｏｄｅｌｏｆＥｐｈＢ４ｇｅｎｅｒａｔｅｄｂｙＨｙｐｏＧｅｎａｎｄｔｒａｉｎｉｎｇｓｅｔｍｏｌｅｃｕｌｅｓ
Ａ：ＢｅｓｔｐｒｅｄｉｃｔｉｖｅｍｏｄｅｌＨｙｐｏ１；Ｂ：３ＤｓｐａｔｉａｌｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐａｎｄｇｅｏｍｅｔｒｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆＨｙｐｏ１；Ｃ：Ｈｙｐｏ１ａｌｉｇｎｉｎｇｗｉｔｈｔｈｅｍｏｓｔａｃｔｉｖｅｍｏｌｅｃｕｌｅ１（ＩＣ５０
＝０００１６μｍｏｌ／Ｌ）；Ｄ：Ｈｙｐｏ１ａｌｉｇｎｉｎｇｗｉｔｈｔｈｅｌｅａｓｔａｃｔｉｖｅｍｏｌｅｃｕｌｅ２５（ＩＣ５０＝５００μｍｏｌ／Ｌ）ＨＢＡ，ＨＢＤａｎｄＨＹａｒｅｃｏｌｏｒｃｏｄｅｄｂｙｇｒｅｅｎ，
ｍａｇｅｎｔａａｎｄｃｙａｎｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

　　Ｔａｂｌｅ２　ＳｔａｔｉｓｔｉｃａｌｄａｔａｏｆｔｒａｉｎｉｎｇｓｅｔｍｏｌｅｃｕｌｅｓｂａｓｅｄｏｎＨｙｐｏ１
Ｃｏｍｐｄ ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌＩＣ５０／（μｍｏｌ／Ｌ） ＰｒｅｄｉｃｔｅｄＩＣ５０／（μｍｏｌ／Ｌ） Ｆｉｔｖａｌｕｅ Ｅｒｒｏｒ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｓｃａｌｅ Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄｓｃａｌｅ
１ ０００２ ０００１ ９７４ －１４ ＋＋＋ ＋＋＋
２ ００４７ ０１２６ ７７０ ２７ ＋＋＋ ＋＋＋
３ ００５１ ０１２８ ７６９ ２５ ＋＋＋ ＋＋＋
４ ００５９ ０１２１ ７７２ ２０ ＋＋＋ ＋＋＋
５ ００８２ ０１２５ ７７０ １５ ＋＋＋ ＋＋＋
６ ０１１０ ０１２７ ７７０ １２ ＋＋＋ ＋＋＋
７ ０１１４ ０３２１ ７２９ ２８ ＋＋＋ ＋＋
８ ０１３３ ０１２５ ７７０ －１１ ＋＋＋ ＋＋＋
９ ０１９０ ０１１５ ７７４ －１７ ＋＋＋ ＋＋＋
１０ ０２１３ ０２５０ ７４０ １２ ＋＋ ＋＋
１１ ０２３０ ０１１４ ７７５ －２０ ＋＋ ＋＋＋

２４
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（Ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ）

Ｃｏｍｐｄ ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌＩＣ５０／（μｍｏｌ／Ｌ） ＰｒｅｄｉｃｔｅｄＩＣ５０／（μｍｏｌ／Ｌ） Ｆｉｔｖａｌｕｅ Ｅｒｒｏｒ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｓｃａｌｅ Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄｓｃａｌｅ
１２ ０２４０ ０５０４ ７１０ ２１ ＋＋ ＋＋
１３ ０３５０ ０７６０ ６９２ ２２ ＋＋ ＋＋
１４ ０３７０ ０２０３ ７４９ －１８ ＋＋ ＋＋
１５ ０３８９ ０１８２ ７５４ －２１ ＋＋ ＋＋＋
１６ ０４６０ ０５３４ ７０７ １２ ＋＋ ＋＋
１７ ０５１８ ０３７９ ７２２ －１４ ＋＋ ＋＋
１８ ０５３８ ０３６６ ７２４ －１５ ＋＋ ＋＋
１９ １６ ０７６６ ６９２ －２１ ＋＋ ＋
２０ １９ ３３５０ ６２８ １８ ＋ ＋
２１ ２９ ３３９８ ６２７ １２ ＋ ＋
２２ ５３ ２９３７ ６３３ －１８ ＋ ＋
２３ １０５ ５００６ ６１０ －２１ ＋ ＋
２４ １３９６ ６０７３ ６０２ －２３ ＋ ＋
２５ ５００ ３３９０８ ５２７ －１５ ＋ ＋

Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｓｂｅｔｗｅｅｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌａｎｄｅｓｔｉｍａｔｅｄａｃｔｉｖ
ｉｔｙｖａｌｕｅｓｆｏｒｔｒａｉｎｉｎｇｓｅｔａｎｄｔｅｓｔｓｅｔ

２２　药效团模型的验证
２２１　测试集验证　本研究首先用测试集验证
方法验证 Ｈｙｐｏ１对测试集分子活性的预测能力。
在此之前仍将测试集分子按活性高低划分为

３组：高活性（ＩＣ５０≤０２μｍｏｌ／Ｌ，＋＋＋），中等活
性（０２＜ＩＣ５０≤２０μｍｏｌ／Ｌ，＋＋），低活性（ＩＣ５０＞
２０μｍｏｌ／Ｌ，＋）。表Ｓ１列出了３２个测试集分子
的实验活性以及由 Ｈｙｐｏ１计算得到的预测活性。
由图可知，所有３２个分子的 Ｅｒｒｏｒ值均小于１０，初
步表明Ｈｙｐｏ１较高的预测能力。而且，１６个高活
性分子均被准确预测；在１２个中等活性分子中，有
９个被准确预测，２个被误认为高活性分子，１个被
误认为低活性分子；４个低活性分子随被误认为中
等活性分子，然而其 Ｅｒｒｏｒ值均小于１０，在误差允
许范围之内。此外，由测试集分子的实验活性和预

测活性的回归分析可知，两者的相关性系数高达

０７６（图 ４），进一步表明 Ｈｙｐｏ１有较高的预测
ＥｐｈＢ４抑制剂活性的能力。

２２２　Ｆｉｓｃｈｅｒ随机验证　为进一步验证所建药
效团模型的质量，本研究采用了基于 Ｆｉｓｃｈｅｒ的交
叉验证方法。与１９个随机产生的药效团假设相
比，最初建立的药效团模型具有最低的 ｔｏｔａｌｃｏｓｔ
（图５），表明Ｈｙｐｏ１具有高达９５％的置信水平。

Ｆｉｇｕｒｅ５　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｏｆｔｏｔａｌｃｏｓｔｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｉｎｉｔｉａｌｐｈａｒｍａｃｏｐｈｏｒｅ
ｍｏｄｅｌ（Ｈｙｐｏ１）ｓｐｒｅａｄｓｈｅｅｔａｎｄ１９ｒａｎｄｏｍｍｏｄｅｌｓｓｐｒｅａｄｓｈｅｅｔｓａｆｔｅｒ
Ｆｉｓｃｈｅｒ′ｓｒａｎｄｏｍｉｚａｔｉｏｎｒｕｎ

２３　基于Ｈｙｐｏ１和类药性的虚拟筛选
经过药效团验证之后，用 Ｈｙｐｏ１从化合物数

据库（９７０９９１个分子）中筛选新颖的 ＥｐｈＢ４的潜
在抑制剂分子。为保证分子的潜在抑制活性，本研

究仅保留 Ｆｉｔｖａｌｕｅ大于 ９（预测 ＩＣ５０小于 ０００６
μｍｏｌ／Ｌ）的分子共１１２３５个。随后，采用 ＡＤＭＥＴ
预测做进一步筛选，得到２６３３个分子。再单独对
Ｉｂｓｃｒｅｅｎ及Ａｓｉｎｅｘ库中通过上述筛选的分子做里
宾斯基五规则筛选。然后将两部分化合物合并，最

终得到２１６２个分子用于对接研究。
２４　分子对接

为验证对接参数的合理性及对接结果的可信
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性，分子对接前，本研究将晶体结构照片中的原始

配体与蛋白进行了重对接，其配体在重对接前后的

叠合模式见图 ６，ＲＭＳＤ值为 ０４６０２?，ＧＯＬＤ
Ｓｃｏｒｅ为６７９０。高的叠合程度和低的 ＲＭＳＤ值表
明所选取的对接参数及打分函数的合理性，因此此

参数可用于后续分子对接研究。

Ｆｉｇｕｒｅ６　Ｓｕｐｅｒｉｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｃｒｙｓｔａｌｌｉｚｅｄａｎｄｄｏｃｋｅｄｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｓｉｎ
ＧＯＬＤＧｒｅｅｎａｎｄｃｙａｎｓｔｉｃｋｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｃｒｙｓｔａｌｌｉｚｅｄａｎｄｄｏｃｋｅｄｃｏｎｆｏｒ
ｍａｔｉｏｎｓｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

将经过初筛后的２１６２个分子对接到 ＥｐｈＢ４
的活性位点。根据 ＧＯＬＤ对接结果，以７０为截断
值选取ＧＯＬＤＳｃｏｒｅ大于７０且结合模式好的分子共
２３个作为ＥｐｈＢ４的潜在抑制剂分子，其２Ｄ结构如
图７所示。由图可知，这１６个分子属于６种骨架。
ＺＩＮＣ１２４９１０１５，ＺＩＮＣ０４４１５９３４，ＺＩＮＣ１３４２５２３８，和
ＺＩＮＣ０４０８３３０５属于同一骨骨架；ＺＩＮＣ２００９７７９３，
ＺＩＮＣ０４４１１３９１， ＺＩＮＣ１２４７２７４８， ＺＩＮＣ１２７０８９２７，
ＺＩＮＣ１２７０９２９１，ＺＩＮＣ０６０７４３６１和 ＺＩＮＣ１２７０８９９５属
于同一骨架；ＺＩＮＣ０２１１６５３１，ＺＩＮＣ０２０９７５９５，和
ＺＩＮＣ０２１１６５３０属 于 同 一 骨 架；ＺＩＮＣ０６３２１３８４，
ＺＩＮＣ５７５８９９０３，ＺＩＮＣ５７５８９９２９和 ＺＩＮＣ００９１３３１５属
于同一骨架；ＺＩＮＣ２０７６１６４０，ＺＩＮＣ２０７６１６０１，和
ＺＩＮＣ２０７６３０８８属于同一骨架；ＺＩＮＣ３２１２４４５２和
ＺＩＮＣ７０７０１５０４属于同一骨架。每个骨架中，挑选
一个分子分析。６个不同骨架的分子与 Ｈｙｐｏ１的
叠合图如图８所示，很明显，这些分子均与 Ｈｙｐｏ１
的４个药效学元素完美匹配。
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Ｆｉｇｕｒｅ７　２ＤｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆｔｗｅｎｔｙｔｈｒｅｅｐｏｔｅｎｔｉａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｏｆＥｐｈＢ４

Ｆｉｇｕｒｅ８　ＳｕｐｅｒｉｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｓｉｘｐｏｔｅｎｔｉａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｏｆＥｐｈＢ４ａｎｄＨｙｐｏ１ＡＦｒｅｐｒｅｓｅｎｔＺＩＮＣ１２４９１０１５，ＺＩＮＣ２００９７７９３，ＺＩＮＣ０２１１６５３１，
ＺＩＮＣ０６３２１３８４，ＺＩＮＣ３０７６１６４０，ａｎｄＺＩＮＣ３２１２４４５２，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ
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　　图９是这６个不同骨架的分子与 ＥｐｈＢ４蛋白
经 ＧＯＬＤ 对 接 后 的 结 合 模 式 图。化 合 物
ＺＩＮＣ１２４９１０１５苯环上的羟基氢与 ＭＥＴ６９６的羰基
氧形成一个氢键，起到配体蛋白之间很好的固定
作用；整个分子与周围疏水性氨基酸 ＩＬＥ６２１、
ＶＡＬ６２９、ＡＬＡ６４５、ＩＬＥ６４６、ＭＥＴ６６８、ＩＬＥ６７７、
ＩＬＥ６９１、ＰＨＥ６９５和ＬＥＵ７４７形成疏水相互作用，结
合稳定，结合模式较好。化合物 ＺＩＮＣ２００９７７９３也
与ＭＥＴ６９６形成一个氢键，并暴露于由氨基酸残基
ＩＬＥ６２１、ＶＡＬ６２９、ＡＬＡ６４５、ＩＬＥ６７７、ＩＬＥ６９１、ＰＨＥ６９５
和ＬＥＵ７４７组成的疏水口袋中；另外，该分子位于
结合口袋内部的甲苯基与 ＬＹＳ６４７形成苯阳离子
相互作用，对于配体蛋白的结合稳定性起到至关
重要的作用。化合物 ＺＩＮＣ０２１１６５３１也暴露在由
疏水氨基酸组成的疏水口袋中；并且除了与

ＭＥＴ６９６形成氢键外，还与ＬＹＳ６４７及ＳＥＲ７５７各形
成一个氢键，进一步增加了结合稳定性。与前３个
化 合 物 的 作 用 模 式 较 为 不 同，化 合 物

ＺＩＮＣ０６３２１３８４与 ＩＬＥ６９１和 ＴＨＲ６９３各形成一个
氢键；其４羟基哌啶与ＬＹＳ６４７形成苯阳离子相互
作用，结合模式较好。与其他化合物相比，

ＺＩＮＣ２０７６１６４０作用于 ＥｐｈＢ４活性口袋更深处，与
ＬＹＳ６４７和ＡＲＧ７４４形成氢键，并与周围的亮氨酸、
异亮氨酸、丙氨酸、缬氨酸、甲硫氨酸、苯丙氨酸形

成疏水 相 互 作 用。化 合 物 ＺＩＮＣ３２１２４４５２与
ＡＳＰ７５８形成一个作用较强的氢键；两条侧链烷烃
与 周 围 的 ＡＬＡ６４５，ＩＬＥ６４６，ＩＬＥ６７７，ＩＬＥ６９１，
ＭＥＴ６９６和ＬＥＵ７４７形成疏水相互作用；其苯环又
与ＰＨＥ６９５及 ＩＬＥ６２１形成疏水相互作用，与蛋白
结合稳定。

Ｆｉｇｕｒｅ９　 ＢｉｎｄｉｎｇｍｏｄｅｓｏｆｔｈｅｍｏｌｅｃｕｌｅｓｗｉｔｈＥｐｈＢ４Ｔｈｅｙｅｌｌｏｗ ｓｔｉｃｋｓｉｎＡＦｒｅｐｒｅｓｅｎｔｃｏｍｐｏｕｎｄＺＩＮＣ１２４９１０１５，ＺＩＮＣ２００９７７９３，
ＺＩＮＣ０２１１６５３１，ＺＩＮＣ０６３２１３８４，ＺＩＮＣ３０７６１６４０，ａｎｄＺＩＮＣ３２１２４４５２ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＣｙａｎ，ｇｒｅｅｎａｎｄｍａｇｅｎｔａｓｔｉｃｋｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｋｅｙａｍｉｎｏａｃｉｄｓｃｏｍｂｉｎｅｄ
ｗｉｔｈｌｉｇａｎｄｓＤａｓｈｙｅｌｌｏｗｌｉｎｅｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅＨｂｏｎｄｂｅｔｗｅｅｎｌｉｇａｎｄａｎｄｐｒｏｔｅｉｎ

　　表３列出了这２３个化合物及晶体结构照片中
原始配体匹配药效团的 Ｆｉｔｖａｌｕｅ及 ＧＯＬＤ对接得
分值。由表中数据可知，这２３个分子的 Ｆｉｔｖａｌｕｅ
均远高于原始配体（８０８），表明它们的预测活性
均高于原始配体的 ＥｐｈＢ４ＩＣ５０＝００９μｍｏｌ／Ｌ。并
且，筛选出的分子的ＧＯＬＤＳｃｏｒｅ值都在７０分以上，
均大于原始配体的对接得分值（６７９０）。其中化合

物 ＺＩＮＣ１２４９１０１５、ＺＩＮＣ２００９７７９３、ＺＩＮＣ０４４１１３９１、
ＺＩＮＣ０２１１６５３１和 ＺＩＮＣ３２１２４４５２的 ＧＯＬＤＳｃｏｒｅ高达
７５分以上，其相应的Ｆｉｔｖａｌｕｅ也在９５０分以上，不
仅表明本研究所筛选出的分子与 ＥｐｈＢ４蛋白的结
合能力更强、预测活性值更高，同时表明了采用

ＧＯＬＤ对接的得分值与用Ｈｙｐｏ１预测的分子的活性
值存在很高的相关性，间接表明了本研究所建药效
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团及采用的对接方式的合理性和可信性。由此推

断，这２３个化合物具有较高的 ＥｐｈＢ４潜在抑制
活性。

Ｔａｂｌｅ３　Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｄａｔａｏｆ２３ｐｏｔｅｎｔｉａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓａｎｄｔｈｅｎａｔｉｖｅｌｉｇａｎｄ
ｏｆＥｐｈＢ４
Ｎｏ Ｎａｍｅ Ｆｉｔｖａｌｕｅ ＧＯＬＤＳｃｏｒｅ
１ ＺＩＮＣ１２４９１０１５ ９５９ ７９６７
２ ＺＩＮＣ０４４１５９３４ ９３９ ７２８３
３ ＺＩＮＣ１３４２５２３８ ９０５ ７２３８
４ ＺＩＮＣ０４０８３３０５ ９６６ ７１４２
５ ＺＩＮＣ２００９７７９３ ９８９ ７５６９
６ ＺＩＮＣ０４４１１３９１ ９８０ ７５０２
７ ＺＩＮＣ１２４７２７４８ ９８１ ７２２７
８ ＺＩＮＣ１２７０８９２７ ９８２ ７１４５
９ ＺＩＮＣ１２７０９２９１ ９９６ ７１４２
１０ ＺＩＮＣ０６０７４３６１ ９６４ ７１２９
１１ ＺＩＮＣ１２７０８９９５ ９４１ ７１０６
１２ ＺＩＮＣ０２１１６５３１ ９７１ ７５２０
１３ ＺＩＮＣ０２０９７５９５ ９００ ７３６０
１４ ＺＩＮＣ０２１１６５３０ ９５３ ７１５３
１５ ＺＩＮＣ０６３２１３８４ ９３４ ７３７９
１６ ＺＩＮＣ５７５８９９０３ ９４１ ７３３３
１７ ＺＩＮＣ５７５８９９２９ ９４９ ７２０７
１８ ＺＩＮＣ００９１３３１５ ９５８ ７２０１
１９ ＺＩＮＣ２０７６１６４０ ９６４ ７４２９
２０ ＺＩＮＣ２０７６１６０１ ９６３ ７２７８
２１ ＺＩＮＣ２０７６３０８８ ９４２ ７０８０
２２ ＺＩＮＣ３２１２４４５２ ９５０ ７６０６
２３ ＺＩＮＣ７０７０１５０４ ９４５ ７４６７
２４ Ｎａｔｉｖｅｌｉｇａｎｄ　 ８０８ ６７９０

(

　结　论

本研究首先通过２５个结构、活性多样化的训
练集分子构建３Ｄ药效团模型，其中 Ｈｙｐｏ１具有４
个药效学元素（２个 ＨＢＡ，１个 ＨＢＤ，１个 ＨＹ），以
及最高的Ｃｏｒｒｅｌ值（０９６），最低的ＲＭＳ值（０８９），
与ｆｉｘｅｄｃｏｓｔ（８９２０）最接近的 ｔｏｔａｌｃｏｓｔ（１０１２６），
和最高的 Δｃｏｓｔ值（８９１４），被认为是最好的药效
团模型。随后，Ｈｙｐｏ１经过测试集方法及 Ｆｉｓｃｈｅｒ
随机方法用以验证可信性。然后用基于药效团筛

选和类药性筛选方法筛选包含９７０９９１个分子的
数据库，共得到２１６２个分子。再将这些分子利用
ＧＯＬＤ软件对接到ＥｐｈＢ４蛋白的活性位点，通过对
接打分值分析及结合模式分析，最终得到６种全新
骨架共２３个化合物作为 ＥｐｈＢ４的潜在抑制剂分
子。综上所述，Ｈｙｐｏ１模型有能力从数据库中筛选
得到具有 ＥｐｈＢ４潜在抑制活性的分子；本研究筛

选得到的这２３个分子可作为抑制 ＥｐｈＢ４蛋白的
候选化合物用于后续研究。

参 考 文 献

［１］　ＺｈａｎｇＸＧ，ＹａｏＬＢ．Ｔｈｅｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎｐａｔｈｗａｙａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎ

ｏｆＥｐｈｒｅｃｅｐｔｏｒｓａｎｄｉｔｓｌｉｇａｎｄｓ［Ｊ］．ＰｒｏｇＢｉｏｃｈｅｍＢｉｏｐｈｙ（生物

化学和生物物理学进展），２００１，２８（４）：４９８－５０１

［２］　ＳｕｎＪＦ，ＬｉｕＨＪ，ＬｉＣ．ＲｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＥｐｈＢ４

ｗｉｔｈａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓｉｎｈｕｍａｎｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．ＪＦｒｏｎｔｉｅｒ

Ｍｅｄ（医药前沿），２０１３，５（２１）：２５０－２５５

［３］　ＢａｒｄｅｌｌｅＣ，ＣｒｏｓｓＤ，ＤａｖｅｎｐｏｒｔＳ，ｅｔａｌ．Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｏｆｔｈｅｔｙｒｏｓｉｎｅ

ｋｉｎａｓｅＥｐｈＢ４．Ｐａｒｔ１：ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｂａｓｅｄｄｅｓｉｇｎａｎｄｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆ

ａｓｅｒｉｅｓｏｆ２，４ｂｉｓａｎｉｌｉｎｏｐｙｒｉｍｉｄｉｎｅｓ［Ｊ］．ＢｉｏｏｒｇＭｅｄＣｈｅｍ

Ｌｅｔｔ，２００８，１８（２）：２７７６－２７８０

［４］　ＢａｒｄｅｌｌｅＣ，ＣｏｌｅｍａｎＴ，ＣｒｏｓｓＤ，ｅｔａｌ．Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｏｆｔｈｅｔｙｒｏｓｉｎｅ

ｋｉｎａｓｅＥｐｈＢ４．Ｐａｒｔ２：ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｂａｓｅｄｄｉｓｃｏｖｅｒｙａｎｄｏｐｔｉｍｉｓａｔｉｏｎ

ｏｆ３，５ｂｉｓｓｕｂｓｔｉｔｕｔｅｄａｎｉｌｉｎｏｐｙｒｉｍｉｄｉｎｅｓ［Ｊ］．ＢｉｏｏｒｇＭｅｄＣｈｅｍ

Ｌｅｔｔ，２００８，１８（５）：５７１７－５７２１

［５］　ＢａｒｌａａｍＢ，ＤｕｃｒａｙＲ，ＲｅａｄＪ，ｅｔａｌ．Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｏｆｔｈｅｔｙｒｏｓｉｎｅ

ｋｉｎａｓｅＥｐｈＢ４．Ｐａｒｔ４：ｄｉｓｃｏｖｅｒｙａｎｄｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆａｂｅｎｚｙｌｉｃ

ａｌｃｏｈｏｌｓｅｒｉｅｓ［Ｊ］．ＢｉｏｏｒｇＭｅｄＣｈｅｍＬｅｔｔ，２０１１，２１（２２）：２２０７－

２２１１

［６］　ＬａｆｌｅｕｒＫ，ＨｕａｎｇＤ，ＺｈｏｕＴ，ｅｔａｌ．Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｂａｓｅｄｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ

ｏｆｐｏｔｅｎｔａｎｄｓｅｌｅｃｔｉｖｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｏｆｔｈｅｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅｅｒｙｔｈｒｏｐｏｉ

ｅｔｉｎｐｒｏｄｕｃｉｎｇｈｕｍａｎｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａｒｅｃｅｐｔｏｒＢ４

（ＥｐｈＢ４）［Ｊ］．ＪＭｅｄＣｈｅｍ，２００９，５２（６）：６４３３－６４４６

［７］　ＬａｆｌｅｕｒＫ，ＤｏｎｇＪ，ＨｕａｎｇＤ，ｅｔａｌ．Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｏｆ

ｔｈｅｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅＥｐｈＢ４．２．Ｃｅｌｌｕｌａｒｐｏｔｅｎｃｙｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔａｎｄ

ｂｉｎｄｉｎｇｍｏｄｅｖａｌｉｄａｔｉｏｎｂｙＸｒａｙｃｒｙｓｔａｌｌｏｇｒａｐｈｙ［Ｊ］．ＪＭｅｄ

Ｃｈｅｍ，２０１３，５６（１）：８４－９６

［８］　ＭｉｙａｚａｋｉＹ，ＮａｋａｎｏＭ，ＳａｔｏＭ，ｅｔａｌ．Ｄｅｓｉｇｎａｎｄｅｆｆｅｃｔｉｖｅｓｙｎ

ｔｈｅｓｉｓｏｆｎｏｖｅｌｔｅｍｐｌａｔｅｓ，３，７ｄｉｐｈｅｎｙｌ４ａｍｉｎｏｔｈｉｅｎｏａｎｄｆｕｒｏ

［３，２ｃ］ｐｙｒｉｄｉｎｅｓａｓｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓａｎｄｉｎｖｉｔｒｏｅｖａｌｕ

ａｔｉｏｎｔａｒｇｅｔｉｎｇａｎｇｉｏｇｅｎｅｔｉｃｋｉｎａｓｅｓ［Ｊ］．ＢｉｏｏｒｇＭｅｄＣｈｅｍＬｅｔｔ，

２００７，１７（２）：２５０－２５４

［９］　ＭｉｔｃｈｅｌｌＳＡ，ＤａｎｃａＭＤ，ＢｌｏｍｇｒｅｎＰＡ，ｅｔａｌ．Ｉｍｉｄａｚｏ［１，２ａ］

ｐｙｒａｚｉｎｅｄｉａｒｙｌｕｒｅａｓ：ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｏｆｔｈｅｒｅｃｅｐｔｏｒｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅ

ＥｐｈＢ４［Ｊ］．ＢｉｏｏｒｇＭｅｄＣｈｅｍＬｅｔｔ，２００９，１９（６）：６９９１－６９９５

［１０］ＦｉｓｃｈｅｒＲ．ＴｈｅＰｒｉｎｃｉｐｌｅｏｆＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｔｉｏｎ，ＩｌｌｕｓｔｒａｔｅｄｂｙａＰｓｙ

ｃｈｏＰｈｙｓｉｃａｌＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔ，ｉｎｔｈｅＤｅｓｉｇｎｏｆＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ［Ｍ］．Ｎｅｗ

Ｙｏｒｋ：ＨａｆｎｅｒＰｕｂｌｉｓｈｉｎｇＣｏｍｐａｎｙ，１９６６：１２９－１５３

［１１］ＷａｌｔｅｒｓＷＰ，ＭｕｒｃｋｏＭＡ．Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｆ‘ｄｒｕｇｌｉｋｅｎｅｓｓ’［Ｊ］．Ａｄｖ

ＤｒｕｇＤｅｌｉｖｅｒｙＲｅｖ，２００２，５４（２）：２５５－２７１

［１２］ＣｈｅｎｇＡ，ＭｅｒｚＫＭ Ｊｒ．Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｆａｑｕｅｏｕｓｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙｏｆａ

ｄｉｖｅｒｓｅｓｅｔｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄｓｕｓｉｎｇｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅｐｒｏｐｅｒｔｙ

ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ［Ｊ］．ＪＭｅｄＣｈｅｍ，２００３，４６（３）：３５７２－３５８０

［１３］ＶｅｒｍｕｎｔＪＥ，ＭａｇｉｄｓｏｎＪ．ＬａｔｅｎｔＧＯＬＤ５．０ＵｐｇｒａｄｅＭａｎｕａｌ

［Ｍ］．Ｂｅｌｍｏｎｔ：ＳｔａｔｉｓｔｉｃａｌＩｎｎｏｖａｔｉｏｎｓＩｎｃ．，２０１３：５４０－５５５．

７４




