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基于虚拟筛选方法从中药中发现 ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２抑制剂
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[摘要] 　 主蛋白酶(Ｍｐｒｏ)在 ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２ 病毒自我复制过程中发挥重要作用ꎬ以蛋白酶 Ｍｐｒｏ 为靶标的药物可

以有效地治疗 ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２ 病毒感染. 因此ꎬ本研究对中药数据库 ＴＣＭＤ 进行虚拟筛选ꎬ筛选得到的化合物满足

Ｌｉｐｉｎｓｋｉ 规则与 Ｖｅｂｅｒ 规则ꎬ且通过 ＴＯＰＫＡＴ 预测ꎬ筛选得到的化合物具有良好的成药性. 研究分子对接下的互

作模式以及通过自由结合能验证复合物体系的稳定性. 结果显示ꎬ化合物 １(ＺＩＮＣ３３８３０７７０ꎬ灵芝属三萜类化合

物)和化合物 ４(ＺＩＮＣ１３３５８８９ꎬ杭菊中的不饱和脂肪酸异丁基酰胺)与阳性对照药物 Ｔａｌａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ 类似ꎬ在蛋白酶

Ｍｐｒｏ 的活性口袋中ꎬ均表现出较强的亲和力以及稳定性. 因此化合物 １ 和化合物 ４ 可以通过抑制蛋白酶 Ｍｐｒｏ
对 ＣＯＶＩＤ￣１９ 发挥潜在的防治作用.
[关键词] 　 ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２ꎬ分子对接ꎬ虚拟筛选ꎬ构效关系

[中图分类号]Ｒ２８４.１　 [文献标志码]Ａ　 [文章编号]１００１－４６１６(２０２１)０２－０１４１－０８

Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ ｏｆ ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２ Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｆｒｏｍ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ
Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｂａｓｅｄ ｏｎ Ｖｉｒｔｕａｌ Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ

Ｗｅｎ Ｚｅｙｕ１ꎬＳｏｎｇ Ｙｕ１ꎬＧｏｎｇ Ｍｅｉｎａ１ꎬＬｉｕ Ｙｉｔｏｎｇ２ꎬＣａｏ Ｈｏｎｇｙｕ１ꎬＳｈｉ Ｌｉｙｉｎｇ１

(１.Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ ａｎｄ ＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬＤａｌｉａｎ ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬＤａｌｉａｎ １１６６２２ꎬＣｈｉｎａ)
(２.Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｍｅｄｉｃａｌ ＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬＣｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｍｅｄｉｃａｌ ＳｃｉｅｎｃｅｓꎬＢｅｉｊｉｎｇ １０００５０ꎬＣｈｉｎａ)

Ａｂｓｔｒａｃｔ:Ｔｈｅ ｍａｉｎ ｐｒｏｔｅａｓｅ(Ｍｐｒｏ)ｏｆ ｔｈｅ ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２ ｐｌａｙｓ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅ ｉｎ ｔｈｅ ｓｅｌｆ￣ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓꎬａｎｄ ｄｒｕｇｓ
ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｔｈｅ ｍａｉｎ ｐｒｏｔｅａｓｅ ｃａｎ ｔｒｅａｔ ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ. Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅꎬｉｔ ｗａｓ ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ ａ ｖｉｒｔｕａｌ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｎ ｔｈｅ ｔｒａｄｉ￣
ｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｄａｔａｂａｓｅ:ＴＣＭＤꎬａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｍｅｅｔ ｔｈｅ Ｌｉｐｉｎｓｋｉ ｒｕｌｅ ａｎｄ ｔｈｅ
Ｖｅｂｅｒ ｒｕｌｅꎬａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ＴＯＰＫＡＴ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｈａｖｅ ｇｏｏｄ
ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ. Ｓｔｕｄｙｉｎｇ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｍｏｄｅ ｕｎｄｅｒ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｏｃｋｉｎｇ ａｎｄ ｖｅｒｉｆｙｉｎｇ ｔｈｅ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ
ｃｏｍｐｌｅｘ ｓｙｓｔｅｍ ｔｈｒｏｕｇｈ ｆｒｅｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｅｎｅｒｇｙ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃｏｍｐｏｕｎｄ １(ＺＩＮＣ３３８３０７７０ꎬｔｒｉｔｅｒｐｅｎｅｓ ｆｒｏｍ
Ｇａｎｏｄｅｒｍａ ｌｕｃｉｄｕｍ)ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ４(ＺＩＮＣ１３３５８８９９ꎬｉｓｏｂｕｔｙｌａｍｉｄｅｓ ｏｆ ｕｎｓａｔｕｒａｔｅｄ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄｓ ｆｒｏｍ ｃｈｒｙｓａｎｔｈｅｍｕｍ
ｍｏｒｉｆｏｌｉｕｍ)ｗｅｒｅ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｔｏ ｂｅ ｓｉｍｉｌａｒ ｔｏ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｄｒｕｇ Ｔａｌａｍｐｉｃｉｌｌｉｎꎬｓｈｏｗｓ ｓｔｒｏｎｇ ａｆｆｉｎｉｔｙ ａｎｄ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｉｎ
ｔｈｅ ａｃｔｉｖｅ ｐｏｃｋｅｔ ｏｆ ｔｈｅ ｍａｉｎ ｐｒｏｔｅａｓｅ. Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅꎬｃｏｍｐｏｕｎｄ １ ａｎｄ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ４ ｃａｎ ｐｌａｙ ａ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｐｒｅｖｅｎｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ
ＣＯＶＩＤ￣１９ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｔｈｅ Ｍｐｒｏ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２ꎬｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｏｃｋｉｎｇꎬｖｉｒｔｕａｌ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇꎬｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ

２０２０ 年 ２ 月 ３ 日世界卫生组织(Ｗｏｒｌｄ Ｈｅａｌｔｈ ＯｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎꎬＷＨＯ)发布了«国际社会的战略防范和应

对计划» [１]ꎬ将新型冠状病毒肺炎(ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ ｄｉｓｅａｓｅ－２０１９ꎬＣＯＶＩＤ￣１９)疫情列为国际关注的突发公共卫

生事件. 截止 ２０２０ 年 ７ 月ꎬ新型冠状病毒已在世界多个国家地区爆发ꎬ累积确诊人数达 １ ４００ 万余人ꎬ累
计死亡人数多达 ６０ 万余人[２]ꎬ疫情导致数百万人被强制隔离ꎬ疫情严重地区被封锁ꎬ这给人们的生活以及

世界经济带来了巨大的冲击与挑战. 面临全球每日破万的新增病例ꎬ针对 ＳＡＲＳ￣ＣＯＶ￣２ 的疫苗以及特效药

的研制仍在进行中.
ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２ 属于 β 型冠状病毒ꎬ基因组测序表明ꎬ人类严重急性呼吸综合征冠状病毒(ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ)与
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ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２ 病毒具有 ７９％的序列相似性ꎬ序列同源性较高. 同时ꎬ这种致病性冠状病毒与蝙蝠冠状病毒同源

性达 ９６.２％[３－５] . 主蛋白酶(Ｍｐｒｏ)作为目前的研究热点被认为在 ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２ 病毒感染人体过程中发挥着重

要作用ꎬＭｐｒｏ 蛋白酶属于木瓜蛋白酶ꎬＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２ 的 Ｍｐｒｏ 蛋白酶与 ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ 的 Ｍｐｒｏ 蛋白酶具有较高的

序列同源性和结构相似性[６－７] . 活性 Ｍｐｒｏ 蛋白酶含有两个结构域ꎬ参与病毒复制酶的成熟与加工. 因此 Ｍｐｒｏ
蛋白酶抑制剂可以抑制病毒的复制ꎬ增加宿主对 ＳＡＲＳ￣ＣＯＶ￣２ 病毒的抗感染能力[８－１０] . 此外ꎬＭｐｒｏ 蛋白酶与

人类体内的蛋白酶相似性很低ꎬ所以 Ｍｐｒｏ 蛋白酶抑制剂对人体的毒性作用很小[１１] .
目前已有多种蛋白酶抑制剂用于治疗病毒引起的肺炎ꎬ蛋白酶抑制剂洛匹那韦 /利托那韦是人类免疫

缺陷病毒(ＨＩＶ)常用药物ꎬ初步研究表明可用于治疗 ＣＯＶＩＤ￣１９ 患者ꎬ但在临床应用中ꎬ这些药物并没有

表现出对 ＳＡＲＳ￣ＣＯＶ￣２ 病毒很强的治疗效果[１２－１３] . 除此之外ꎬ抗病毒药物氯喹被报道应用于治疗 ＳＡＲＳ￣
ＣＯＶ￣２ 感染. 但蛋白酶抑制剂洛匹那韦 /利托那韦以及氯喹类药物在治疗中使重度患者会出现消化道不

适甚至肝肾功能损伤等不良反应[１４－１５] .因此ꎬ研发特异性高且安全的抗 ＳＡＲＳ￣ＣＯＶ￣２ 药物迫在眉睫.
ＳＡＲＳ￣ＣＯＶ￣２ 病毒首先在中国被报道ꎬ在世界疫情爆发式增长的环境下ꎬ中国凭借独特的中西医结合治疗

手法使疫情得到稳定控制. 针对“炎症因子风暴理论”中药对 ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２ 病毒感染症状控制率达 ８１.３％ꎬ

图 １　 Ｍｐｒｏ 蛋白酶抑制剂虚拟筛选流程图

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｆｌｏｗ ｃｈａｒｔ ｏｆ ｖｉｒｔｕａｌ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ Ｍｐｒｏ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ

除此之外中药治疗能够有效地降低轻症患者向重症

转化的概率. 目前ꎬ清肺排毒汤、连花清瘟胶囊以及

疏风解毒胶囊等中药处方及药剂在临床治疗中在重

度患者身上取得了较好的疗效. 另外许多中药药方

在预防 ＳＡＲＳ￣ＣＯＶ￣２ 病毒感染工作中被广泛应

用[１６－１７] . 因此ꎬ发挥中药的独特优势ꎬ从传统中药中

发现新型 ＳＡＲＳ￣ＣＯＶ￣２ 抑制剂有着重要的意义.
为了满足目前治疗 ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２ 病毒感染药物的

迫切需求ꎬ本次研究中ꎬ采取计算机辅助药物虚拟筛

选的方法对中药数据库 ＴＣＭＤ 进行虚拟筛选ꎬ酞氨苄

西林(Ｔａｌａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ)是前期研究发现与 Ｍｐｒｏ 蛋白酶

有较强亲和力的上市药物[１８] . 对比 Ｔａｌａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ 与

Ｍｐｒｏ 蛋白酶活性位点的结合方式进一步筛选出具有

抑制 Ｍｐｒｏ 蛋白酶作用的先导化合物ꎬ为 Ｍｐｒｏ 蛋白酶

抑制剂的开发提供指导方向(图 １).

１　 实验方法

所有分子对接模拟以及自由结合能计算工作通过 Ｉｎｓｉｇｈｔ ＩＩ 和 Ｓｃｈｒｏｄｉｎｇｅｒ ２０１９ 完成ꎬ利用 Ｐａｙｍｏｌ 软
件进行视图操作.
１.１　 中药数据库信息

中药化学数据库(ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅｓ ｄａｔａｂａｓｅꎬＴＣＭＤ)是中科院过程工程研究所分子设计课

题组在长期从事药物设计方法研究的背景下ꎬ对数据库工具的国内外需求进行分析ꎬ经多年努力研制成功

的科学数据库产品ꎬ是一个支持新药研发和中药现代化研究的新型工具. 本研究中的虚拟筛选对象即为

ＴＣＭＤ 数据库中下载的 ２４ ０００ 个中药分子.
１.２　 靶蛋白及中药数据库筛选

Ｍｐｒｏ 蛋白酶晶体结构已经在公共蛋白数据库发表ꎬ从蛋白质数据库(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｒｃｓｂ.ｏｒｇ / ｐｄｂ / )下载

了 Ｍｐｒｏ 蛋白酶晶体结构(ＰＤＢ:６ＬＵ７) [１９] . 按照 Ｌｉｐｉｎｓｋｉ 规则、Ｖｅｂｅｒ 规则以及 ＴＯＰＫＡＴ 预测对数据库进

行初筛ꎬ随后基于分子对接方法进一步筛选. 对筛选得到的化合物进行互作模式的分析以及自由结合能

计算ꎬ排除假阳性概率.
１.３　 配体与蛋白预处理及分子对接

在 Ｉｎｓｉｇｈｔ ＩＩ 软件将蛋白晶体结构中的水删掉ꎬ对蛋白进行加氢以及对蛋白晶体结构中非完整氨基酸

残基进行矫正. 中药数据库中的小分子全部添加氢原子ꎬ使所有小分子统一产生三维结构ꎬ以及生成异构
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体ꎬ同时赋予 ＣＨＡＲＭｍ 力场. 利用 Ｉｎｓｉｇｈｔ ＩＩ 软件中的 ＬｉｂＤｏｃｋ 与 ＬｉｇａｎｄＦｉｔ 对数据库进行筛选ꎬ通过筛选

得到的化合物同阳性对照组采用高精度对接方法 ＣＤＯＣＫＥＲ 进行对接分析.
１.４　 自由结合能计算

受体与配体之间的自由结合能(ΔＧｂｉｎｄ)反应出复合物体系的稳定性ꎬ是判断化合物针对靶标蛋白是

否有活性的重要参考依据. ΔＧｂｉｎｄ主要有三方面影响因素:气相自由能(ΔＧＭＭ)、溶剂化自由能(ΔＧｓｏｌｖ)和系

统熵变化(ΔＧＳＡ)ꎬ三者关系如下方程:
ΔＧｂｉｎｄ ＝ΔＧＭＭ＋ΔＧｓｏｌｖ＋ΔＧＳＡ .

将 Ｍｐｒｏ 蛋白酶晶体结构在 Ｓｃｈｒｏｄｉｎｇｅｒ ２０１９ 进行能量最小化处理ꎬ筛选得到的小分子配体于

“ＬｉｇＰｒｅｐ”默认参数下进行预处理. Ｐｒｉｍｅ ＭＭ￣ＧＢＳＡ 功能可计算单个配体与受体蛋白的自由能ꎬ选择溶剂

模型为 ＶＳＧＢꎬ采用系统对配体以及受体氨基酸位置、方向和构象采样方式( ｈｉｅｒａｒｃｈｉｃａｌ ｓａｍｐｌｉｎｇ). 在

ＯＰＬＳ＿２００５ 力场下ꎬ逐一地对筛选后得到的药物以及阳性对照组计算自由结合能并分析比较.

２　 结果与讨论

２.１　 类药性筛选

中药数据库 ＴＣＭＤ 共含有 ２３ ０００ 个中药分子ꎬ化合物的结构决定了其基本特征ꎬ基本特征决定了其

物理化学和生物化学性质ꎬ后者最终决定了它的药动学和毒性. Ｌｉｐｉｎｓｋｉ 规则与 Ｖｅｂｅｒ 规则用于对数据库

进行初步筛选ꎬＬｉｐｉｎｓｋｉ 规则包含分子量不大于 ５００ꎻ氢键供体数目不超过 ５ꎻ氢键受体数目不超过 １０ꎻ脂水

分配系数不超过 ５ꎻ可旋转键的数量不超过 １０ 个五个原则. Ｖｅｂｅｒ 规则包含可旋转化学键不超过 １０ 个ꎻ极
性表面积不超过 １４０ Å２ꎻ氢键总数不超过 １２ 个三个原则. 化合物如果不满足以上规则中的任何一项ꎬ在
生物利用度以及毒性方面就会存在问题[２０] . 通过 Ｌｉｐｉｎｓｋｉ 规则和 Ｖｅｂｅｒ 规则对数据库进行初筛ꎬ可以摒弃

那些不能够成药的化合物ꎬ从而大幅度降低筛选范围和药物研发成本ꎬ共 １４ ３９９ 个小分子通过 Ｌｉｐｉｎｓｋｉ 规
则和 Ｖｅｂｅｒ 规则.
２.２　 基于分子对接筛选

初步筛选成功的化合物通过分子对接方法进一步筛选ꎬ分子对接是从整体上考虑配体与受体结合的

效果ꎬ能够较好避免其他方法中容易出现的局部作用较好而整体结合欠佳的情况. Ｎ３ 肽类抑制剂被证实

可特异性抑制多种冠状病毒的Ｍｐｒｏ 蛋白ꎬＸｕ 等研究人员对 ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２￣Ｍｐｒｏ 蛋白和 Ｎ３ 肽类抑制剂复合

物进行 Ｘ 晶体衍射ꎬ结构显示 Ｍｐｒｏ 蛋白酶底物结合位点由催化结构域 Ｉ 和 ＩＩ 组成ꎬ共晶配体 Ｎ３ 作用于

催化位点. 分子模拟实验和活性实验均证明 Ｎ３ 可作为 Ｍｐｒｏ 蛋白抑制剂[１９] . 本次研究首先通过 ＬｉｂＤｏｃｋ
进行初筛ꎬ将 Ｍｐｒｏ 蛋白晶体结构中 Ｎ３ 作用位置定义为受体活性位点(Ｘ ＝ － １０.７１２ꎬＹ ＝ １２.４１１ꎬＺ ＝
６８.８３１)ꎬ活性口袋大小为原配体中心半径为 １３ Å 范围内的氨基酸. 计算得到热区图ꎬ包含极性和非极性

部分ꎬ接着不同构象的配体分子分别刚性地叠合至热区图以形成比较合适的相互作用ꎬ然后进行能量优

化ꎬ最后保留打分较高的对接构象. １４ ３９９ 个化合物保持其构象与 Ｍｐｒｏ 蛋白酶进行刚性对接以进行快速

筛选. 剩余的化合物在 ＬｉｂＤｏｃｋ 对接后ꎬＬｉｂＳｃｏｒｅ 值分布在 １５７~１７９. ＬｉｂＳｃｏｒｅ 值可以反应出化合物与蛋白

受体的结合效果ꎬ将 ＬｉｂＳｃｏｒｅ 值由大到小排布后ꎬ考虑筛选化合物结构的多样性以及不同数值下化合物的

数目、化合物与受体之间的作用力数量和类型的情况ꎬ决定取 ＬｉｂＳｃｏｒｅ 值排名前 １ ０００ 的化合物进行

ＬｉｇａｎｄＦｉｔ 筛选.
Ｌｉｇａｎｄｆｉｔ 具备了受体分子活性位点的自动寻找和确认、构象柔性的多配体对接以及基于力场的相互

作用打分评价的功能. １ ０００ 个化合物置于 Ｍｐｒｏ 蛋白酶活性位点中ꎬＬｉｇａｎｄＦｉｔ 按照几何互补、能量互补以

及化学环境互补的原则对其构象进行调整ꎬ找到配体与受体的最佳结合模式. 采用 ＬｉｇＳｃｏｒｅ１、ＬｉｇＳｃｏｒｅ２、
ＰＬＰ１、ＰＬＰ２、Ｊａｉｎ、ＰＭＦ ６ 种打分函数对过滤后的化合物进行一致性打分评价ꎬ一致性评分后ꎬＣｏｎｓｅｎｓｕｓ 值

可反应对接 Ｐｏｓｅ 与蛋白结合效果ꎬ将 Ｃｏｎｓｅｎｓｕｓ 值按照由大到小顺序排列后ꎬ取该值大于等于 ３ 的化合

物. 基于分子对接筛选后ꎬ获得 ２３５ 个化合物.
２.３　 基于毒理性质预测筛选

ＴＯＰＫＡＴ 预测原理是通过建立 ＱＳＴＲ(定量化合物片段结构－毒性关系)模型ꎬ该模型不仅可以预测药

物毒性ꎬ还可以评价药物到达治疗靶点的药理活性浓度. 预测过程中采用“最佳预测空间”评估验证技术
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来提高预测的可靠性ꎬ并且预测结果会返回相似化合物的毒性特性ꎬ可从相似化合物的角度来综合判定预

测结果. 从致畸性、致突变性、致癌性 ３ 个方面对剩余化合物进行筛选ꎬ选择具有较低啮齿动物致癌性、较
低 Ａｍｅｓ 致突变性以及较低发育毒性的化合物用于下一步互作模式研究. 最终 ７ 个化合物被预测为无致

癌性、致畸性和致突变性风险ꎬ通过 ＴＯＰＫＡＴ 测试ꎬ认为这 ７ 个化合物是潜在的 Ｍｐｒｏ 抑制剂的先导化合

物. 这 ７ 个化合物详细的理化信息见表 １. 最后对中药数据库筛选后得到的这些化合物进行分子对接研究

以及自由结合能的计算以排除这些化合物中的假阳性概率.
表 １　 ７ 个化合物的理化信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｈｙｓｉｃａｌ ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ７ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

化合物 ＺＩＮＣ ＩＤ 来源药材
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｗｅｉｇｈｔａ ＨＢＡｂ ＨＢＤｃ Ｒｏｔａｔａｂｌｅ

ｂｏｎｄｓｄ ＡｌｏｇＰ ｅ Ｐｏｌａｒ
ＳｕｒｆａｃｅＡｒｅａｆ

１ ＺＩＮＣ３３８３０７７０ 灵芝 ４８２.６９５ ４ ２ ６ ４.８２８ ７４.５９
２ ＺＩＮＣ５９２５６４９ 红桦皮 ４３０.７０６ ２ ２ ６ ７.０４９ ４０.４６
３ ＺＩＮＣ１４７２２３１４ 山椒 ２７３.４１３ ２ １ ９ ４.４４９ ２９.１
４ ＺＩＮＣ１３３５８８９９ 杭菊 ２６９.３８１ ２ １ ９ ４.６９４ ２９.１
５ ＺＩＮＣ８５９９６５７７ 同形裂片胡枝子 ４６４.５０７ ７ ３ ７ ６.４９３ １０９.３６
６ ＺＩＮＣ１４６１０５１０ 蒙桑 ４４６.５７８ ４ ３ ９ ８.７２７ ７３.８３
７ ＺＩＮＣ９５９１３８０３ 穆库尔没药 ４５８.７１６ ３ ２ １０ ７.１１８ ５７.５３

　 　 注:ａ 分子量ꎻｂ 氢键受体数目ꎻｃ 氢键供体数目ꎻｄ 可旋转化学键个数ꎻｅ 油水分配系数ꎻｆ 极性表面积.

图 ２　 Ｔａｌａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ 与 Ｍｐｒｏ 蛋白酶互作模式

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｍｏｄｅ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｔａｌａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ ａｎｄ Ｍｐｒｏ

２.４　 配体－蛋白互作模式

酞氨苄西林(Ｔａｌａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ)是一种抗革兰氏阴性菌类上市药物. Ｅｌｍｅｚａｙｅｎ 等通过分子对接筛选 Ｍｐｒｏ
蛋白抑制剂ꎬ结果显示 Ｔａｌａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ 与 Ｍｐｒｏ 蛋白酶有较高的亲和力[１８] . 本次研究将 Ｔａｌａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ 以及 ７
个先导化合物通过 ＣＤＯＣＫＥＲ 与 Ｍｐｒｏ 蛋白酶实现精确对接ꎬ通过分析 Ｔａｌａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ 在 Ｍｐｒｏ 蛋白酶活性口

袋的互作模式ꎬ对比 ７ 个先导化合物的作用模式ꎬ进一步筛选出具有潜在活性的 Ｍｐｒｏ 蛋白酶抑制剂.
如图 ２ｂ 所示ꎬＴａｌａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ 在 Ｍｐｒｏ 蛋白酶活性口袋中占据 Ｓ１、Ｓ２ 以及 Ｓ３ ３ 个位点ꎬＴａｌａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ 与

ＧＬＵ１６６ 形成经典的氢键作用ꎬＨＩＳ１６４、ＨＩＳ４１ 以及 ＰＲＯ１６８ 与 Ｔａｌａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ 形成碳氢键作用. 除氢键作用

外ꎬ观察到 Ｍｐｒｏ 蛋白酶与 Ｔａｌａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ 还存在着广泛的疏水作用. 如图 ２ａ 所示ꎬＭＥＴ４９ 与 Ｔａｌａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ 结

构中 Ｓ１′片段的苯环存在 π－Ａｌｋｙ 作用ꎬＨＩＳ４１ 与苯环形成 π－π 共轭作用ꎬ氨基酸 ＰＲＯ１６８ 与 Ｔａｌａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ
中 Ｓ２′片段的苯环形成 π－Ａｌｋｙｌ 作用ꎬ同时还可以看到 Ｔａｌａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ 与Ｍｐｒｏ 蛋白酶活性口袋周围的多个氨

基酸存在范德华力作用. 保留相同参数设置ꎬ将筛选得到的 ７ 个先导化合物依次对接于 Ｍｐｒｏ 蛋白酶活性

口袋ꎬ并与 Ｔａｌａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ 的作用方式进行比较(图 ２). 如表 ２ 所示ꎬ７ 个先导化合物同 Ｔａｌａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ 都与

Ｍｐｒｏ 蛋白酶活性口袋周围的氨基酸存在着较多的范德华作用. ７ 个化合物形成的氢键数目各不相同ꎬ对
比 Ｔａｌａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ 氢键作用方式ꎬ与 ＣＹＳ１４３ 形成经典的氢键作用是先导化合物之间存在共同作用模式. 不

同于 Ｔａｌａｍｐｉｃｉｌｌｉｎꎬ先导化合物中碳氢作用仅存在于部分化合物(化合物 １、３、４ 和 ６)ꎬ且与其作用的氨基

酸各不相同. 对比 Ｔａｌａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ 与先导化合物发现ꎬ与 ＨＩＳ４１、ＰＲＯ１６８ 之间的疏水作用方式为两者共同作
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用方式. 化合物 ５ 与 Ｔａｌａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ 类似ꎬ与 ＰＲＯ１６８ 形成 π－Ａｌｋｙｌ 作用ꎬ另外化合物 ５ 中的苯环与 ＨＩＳ４１ 形

成 π－π 共轭作用. 综上所述ꎬＴａｌａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ 和先导化合物与 Ｍｐｒｏ 蛋白酶互作模式相似. 化合物与 Ｔａｌａｍｐｉ￣
ｃｉｌｌｉｎ 都有较多的范德华作用力ꎬ先导化合物间产生经典氢键作用最多的氨基酸为 ＣＹＳ１４３ꎬ产生疏水作用

最多的氨基酸为 ＨＩＳ４１、ＰＲＯ１６８.
表 ２　 Ｍｐｒｏ 蛋白酶活性位点内的相互作用

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｅ Ｍｐｒｏ ａｃｔｉｖｅ ｓｉｔｅ

化合物 结构式 碳氢键作用 经典氢键作用
疏水作用

Ａｌｋｙｌ π－Ａｌｋｙｌ

Ｔａｌａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ ＨＩＳ１６４、
ＰＲＯ１６８ ＧＬＵ１６６ ＭＥＴ４９、ＰＲＯ１６８

１ ＡＳＮ１４２ ＴＨＲ２６、
ＧＬＹ１４３ ＭＥＴ４９ ＨＩＳ４１、ＣＹＳ１４５

２ ＴＨＲ２６、
ＬＥＵ１４１

ＭＥＴ４９、ＭＥＴ１６５、
ＣＹＳ１４５、ＬＥＵ１６７、

ＰＲＯ１６８
ＨＩＳ４１

３ ＬＥＵ１４１ ＧＬＹ１４３ ＨＩＳ１６３、ＨＩＳ１７２

４ ＬＥＵ１４１、
ＨＩＳ１６３ ＧＬＹ１４３ ＰＲＯ１６８ ＨＩＳ１６３、ＨＩＳ１７２

５ ＣＹＳ１４５ ＭＥＴ４９ ＰＲＯ１６８

６ ＡＳＮ１４２、
ＧＬＹ１４３ ＰＨＥ１４０ ＰＲＯ１６８ ＡＬＡ１９１

７ ＳＥＲ１４４ ＰＲＯ１６８、ＭＥＴ１６５、
ＬＥＵ１６７ ＨＩＳ１６３
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图 ３　 ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２与 Ｔａｌａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ(ａ、ｄ、ｇ)、化合物 １(ｂ、ｅ、ｈ)和化合物 ４(ｃ、ｆ、ｉ)二维及三维作用模式图

Ｆｉｇ􀆰 ３　 ２Ｄ ａｎｄ ３Ｄ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｍｏｄｅ ｏｆ ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２ ａｎｄ Ｔａｌａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ(ａꎬｄꎬｇ)ꎬｃｏｍｐｏｕｎｄ １(ｂꎬｅꎬｈ)ａｎｄ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ４(ｃꎬｆꎬｉ)

２.５　 自由结合能的计算

通过对 Ｔａｌａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ 和先导化合物与 Ｍｐｒｏ 蛋白酶互作模式研究ꎬ发现两者的作用方式相似. 与阳性

对照组相似的作用模式并不能完全证实 ７ 个化合物可作为潜在的 Ｍｒｏ 抑制剂的先导化合物. 所以通过进

一步分析 Ｔａｌａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ 和先导化合物与 Ｍｐｒｏ 蛋白酶复合物的自由结合能ꎬ证实复合物体系的稳定性ꎬ排
除假阳性概率. 如表 ３ 所示ꎬＴａｌａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ 自由结合能 ΔＧｂｉｎｄ ＝ －５８.１３ ｋｃａｌ / ｍｏｌ. 从数据可以看出与氨基酸

的范德华力作用(ΔＧｂｉｎｄｖｄＷ＝ －５０.６０ ｋｃａｌ / ｍｏｌ)对维持 Ｔａｌａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ 与 Ｍｐｒｏ 蛋白酶复合物体系稳定有很

关键的作用ꎬ除此之外库伦能(ΔＧｂｉｎｄＣｏｕｌｏｍｂ ＝ －１５.７８)以及亲脂性结合(ΔＧｂｉｎｄＬｉｐｏ ＝ －１２.２５)也稳定持续

地维持复合物的稳定性. 先导化合物与 Ｍｐｒｏ 蛋白酶复合物自由结合能从－ ３８. ８３ ｋｃａｌ / ｍｏｌ 至－ ５９. ０６
ｋｃａｌ / ｍｏｌ 不等. 自由结合能分析得出ꎬ化合物 １－５ 自由结合能的分布同阳性对照组相似ꎬ范德华力为复合

物体系的稳定提供主要的能量ꎬ库伦能以及亲脂性结合能贡献虽比范德华能量低ꎬ但依然持续地维持体系

的稳定. 其中化合物 １(ＺＩＮＣ３３８３０７７０)与化合物 ４(ＺＩＮＣ１３３５８８９９)数据显示出两者与 Ｍｐｒｏ 蛋白酶复合物

的稳定性较强. 在 Ｍｐｒｏ 蛋白酶活性口袋中化合物 １ 和化合物 ４ 同 Ｔａｌａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ 构象相似(图 ３ａ－ｉ)ꎬ配体

结构骨架深入活性口袋并占据口袋 Ｓ１、Ｓ２ 和 Ｓ３ 位点. 不同于 Ｔａｌａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ 氢键作用方式ꎬ化合物 １ 与

ＴＨＲ２６ 和 ＣＹＳ１４３ 存在经典氢键作用. 与 Ｔａｌａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ 类似ꎬ化合物 １ 与 Ｈｉｓ４１ 存在疏水作用外ꎬ与 ＭＥＴ４９
和 ＣＹＳ１４５ 存在 π－Ａｌｋｙ 作用. 化合物 ４ 与 ＣＹＳ１４３ 存在经典氢键作用ꎬ与 ＨＩＳ１６３ 和 ＬＥＵ１４１ 存在碳氢键

作用. 与 Ｔａｌａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ 相比ꎬ两者都与 ＰＲＯ１６８ 存在疏水作用. 除此之外ꎬ化合物 ４ 与 ＨＩＳ１６３ 和 ＨＩＳ１７２ 存

在 π－Ａｌｋｙ 作用.
表 ３　 Ｍｐｒｏ 蛋白酶结合配体 ＭＭ￣ＧＢＳＡ 自由结合能计算

Ｔａｂｌｅ ３　 ＭＭ￣ＧＢＳＡ ｆｒｅｅ ｅｎｅｒｇｙ ｃａｌｃｕｌａｔｉｏｎｓ( ｉｎ ｋｃａｌ / ｍｏｌ)ｏｆ ｌｉｇａｎｄｓ ｂｏｕｎｄ ｔｏ Ｍｐｒｏ ｋｃａｌ / ｍｏｌ

化合物 ΔＧａ
ｂｉｎｄ

ΔＧｂｉｎｄ

Ｃｏｕｌｏｍｂｂ

ΔＧｂｉｎｄ

Ｃｏｖａｌｅｎｔｃ
ΔＧｂｉｎｄ

Ｈｂｏｎｄｄ

ΔＧｂｉｎｄ

Ｌｉｐｏｅ

ΔＧｂｉｎｄ

ｖｄＷｆ

ΔＧｂｉｎｄ

ｓｏｌｖＧＢｇ

Ｔａｌａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ －５８.１３ －１５.７８ ２.３３ －１.５９ －１５.２５ －５０.６０ ２４.９２
１ －５８.９１ －２１.６６ ６.１５ －１.３３ －１５.６７ －４８.９６ ２２.５６
２ －５４.５２ －２１.５５ ５.１５ －２.０５ －１６.４２ －４０.２１ ２０.５５
３ －５５.９９ －１８.８８ ４.７１ －０.６５ －１７.７９ －４４.９９ ２１.６３
４ －５９.０６ －２０.７３ ５.５２ －０.６３ －１７.０５ －４８.４６ ２２.２９
５ －５０.０６ －１３.８６ ２.５７ －０.８７ －１１.４１ －４４.９７ ２０.８２
６ －５７.０５ －３７.６３ ３.２３ －２.６３ －１３.３４ －３０.４１ ２５.６５
７ －３８.８３ －１２.２６ ４.４０ －０.５３ －１１.２６ －３８.１８ １９.００

　 　 注:ａ.自由结合能ꎻｂ.库伦能对自由结合能的影响ꎻｃ.共价键能对自由结合能的影响ꎻｄ.氢键键能对自由结合能的影响ꎻｅ.亲脂性结合能
对自由结合能的影响ꎻｆ.范德华力对自由结合能的影响ꎻｇ.静电溶剂化能对自由结合能的影响.
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温泽宇ꎬ等:基于虚拟筛选方法从中药中发现 ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２ 抑制剂

化合物 １ 为灵芝属三萜类化合物ꎬ中药材灵芝具有免疫刺激作用ꎬ可加强人体对新冠病毒的抗感染能

力. 研究报道该三萜化合物同时具有抗 ＨＩＶ￣１ 蛋白酶活性[２１] . 而 ＨＩＶ￣１ 蛋白酶抑制剂被报道用于治疗新

冠肺炎. 化合物 ４ 为杭菊中的活性成分[２２]ꎬ杭菊具有抗菌、抗炎与神经保护等多种活性功能[２３] . 中医中杭

菊可用于疏散风热以及治疗温邪犯肺引起的症状. 最后互作模式与自由结合能的分析增加了筛选结果的

可信度ꎬ同时揭示了化合物 １ 与化合物 ４ 具有作为 Ｍｐｒｏ 蛋白酶抑制剂先导化合物的潜力.

３　 结论

中药治疗在这次严峻的全球疫情下取得了良好的疗效. 本次研究以 Ｍｐｒｏ 蛋白酶为靶标蛋白ꎬ从中药

数据库 ＴＣＭＤ 筛选得到的灵芝属三萜化合物 １(ＺＩＮＣ３３８３０７７０)与杭菊中的活性化合物 ４(ＺＩＮＣ１３３５８８９９)
具有较高的活性ꎬ且成药性良好. 化合物 １ 与化合物 ４ 与 Ｍｐｒｏ 蛋白酶活性位点作用模式和阳性对照组

Ｔａｌａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ相似ꎬ存在氢键、疏水作用以及广泛的范德华力ꎬ两者与 Ｍｐｒｏ 蛋白酶有较强的亲和力. 自由结

合能的计算也揭示了化合物 １ 与化合物 ４ 与 Ｍｐｒｏ 蛋白酶复合体系的稳定性较高. 因此ꎬ化合物 １ 与化合

物 ４ 可作为 Ｍｐｒｏ 蛋白酶抑制剂先导化合物进行开发利用.
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