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三氢-咪唑并［4，5-c］喹啉-4（5H）-酮衍生物与
二肽基肽酶-4结合机理的理论研究

王 璇，杨雪雨，董珂珂，朱小蕾

（南京工业大学化工学院，材料化学工程国家重点实验室，江苏 南京 210009）

［摘要］ 通过分子对接、分子动力学（MD）模拟和结合自由能分析的方法研究了三氢-咪唑并［4，5-c］喹啉-4
（5H）-酮衍生物药物与二肽基肽酶之间的成键机制，分析和讨论了抑制剂和相邻残基之间的氢键和疏水相互作

用 . 用 MM-PBSA 方法计算得到的 4 个抑制剂的结合自由能与实验上测得的结果是一致的 . 抑制剂与 DPP-4 的

关键残基间的范德华相互作用对于体系的结合能有较大的贡献，并且是区分不同抑制剂生物活性的标志之一 .
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A Study on Binding Mechanism of 3H-imidazo［4，5-c］quinolin-4（5H）-ones
to Dipeptidyl Peptidase IV Based on Molecular Dynamics Simulation

Wang Xuan，Yang Xueyu，Dong Keke，Zhu Xiaolei

（State Key Laboratory of Materials-Oriented Chemical Engineering，College of Chemistry and Chemical Engineering，
Nanjing University of Technology，Nanjing 210009，China）

Abstract：We apply molecular docking，molecular dynamics（MD）simulations and binding free energy analysis to inves⁃
tigate and reveal the binding mechanism between four 3H-imidazo［4，5-c］quinolin-4（5H）-ones and DPP-4. The hydro⁃
gen bonding and hydrophobic interactions between inhibitors and adjacent residues are analyzed and discussed. The cal⁃
culated binding free energies using MM-PBSA method are consistent with the experimental data. The van der Waals in⁃
teraction between key residues of DPP-4 and inhibitors has larger contribution to total energy and can distinguish the
binding affinity of four inhibitors.
Key words：molecular dynamics simulation，MM-PBSA，DPP-4，3H-imidazo［4，5-c］quinolin-4（5H）-ones

二肽基肽酶-4（DPP-4），又被称为 CD26，是一种丝氨酸蛋白酶，它能特异性地切掉底物 N 末端倒数第

二位的氨基酸残基（脯氨酸或丙氨酸）［1］. 在 DPP-4 的酶活性底物中，胰高血糖素样肽-1（GLP-1）和葡萄糖

依赖性促胰岛素多肽（GIP）对于葡萄糖维持稳态具有非常重要的意义［2］. GLP-1 作为一种肠促胰岛素，通

过刺激胰岛细胞分泌胰岛素来降低血糖 . 它也可以延缓胃排空，降低食欲，减少胰高血糖素分泌以及刺激

β 细胞增殖，这些都有利于控制血糖的水平 . 然而，DPP-4 会切掉 GLP-1 的 N 末端的二肽，使得 GLP-1（7-

36）酰胺迅速失活［3］. 因此，基于 GLP-1 的作用机制，DPP-4 抑制剂类型的抗糖尿病药物成为代谢研究中的

重大突破［4］.
Ikuma 等［5］旨在找到比维格列汀、沙格列汀、利格列汀已上市的药物抑制活性更强、选择性更好的药

物，他们通过高通量筛选找到了抑制 DPP-4 作用较好的抑制剂——三氢-咪唑并［4，5-c］喹啉-4（5H）-酮
衍生物药物 . 然而，并没有关于这类抑制剂与 DPP-4 成键机制的理论报道，且它们之间的构效关系也不

清楚，因此我们的研究在理论上就凸显出了重要性 .
本文通过分子对接、分子动力学模拟和成键自由能计算等方法研究了三氢-咪唑并［4，5-c］喹啉-4
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（5H）-酮衍生物药物与 DPP-4 之间的相互作用，这对于今后设计抑制活性更好的新型 DPP-4 抑制剂提供

了有价值的思路 .
1 计算方法

1.1 初始结构构建

DPP-4 的 X 射线晶体结构是从 PDB 数据库（PDB 代码：1RWQ，分辨率为 2.20Å）［6］中提取的 . 4 种药

物的分子结构通过 3D 图形软件构建，然后通过 Gaussian09 软件［7］在 B3LYP/6-31G（d）水平上进行结构优

化 . 4 种抑制剂的结构如表 1 所示 .
表1 DPP-4的三氢-咪唑并［4，5-c］喹啉-4（5H）-酮衍生物抑制剂结构及实验上的生物活性

Table 1 Structure and bioactivity of 3H-imidazo［4，5-c］quinolin-4（5H）-ones inhibitors to DPP-4

抑制剂

B1

B3

R X

7-CO2H

__

IC50a

1.6

110

抑制剂

B2

B4

R X

__

__

IC50

103

6 900

a IC50 为半抑制浓度，单位为 nmol/L.
1.2 分子对接

我们在 AUTODOCK4.0 软件［8］中进行了药物与蛋白质分子对接的过程 . 在对接前，需要将极性氢原

子添加到 DPP-4，同时科尔曼全原子电荷被添加到 DPP-4 的部分原子上 . 对接计算中，药物分子的键设置

为可自由旋转，而 DPP-4 为刚性 . 格点盒子的大小设定为 60 Å×60 Å×60 Å，间隔为 0.375 Å. 我们总共进

行 200 次独立的对接计算，对接的结果根据均方根偏离标准 2.0 Å 进行归类成簇 . 最后选择最佳的复合

物用于之后的模拟过程 .
1.3 分子动力学模拟

我们采用 AMBER10.0 软件［9］对每个体系进行分子动力学模拟 . 蛋白质和配体分别采用 AMBERFF03
和 GAFF 力场 . 每个复合物体系都浸入到 1 个被截断的八面体溶剂盒子中，所选择的水分子类型为

TIP3P［10］. 之后需加入抗衡离子（Na+）使体系电荷成中性 . 在模拟之前，为了达到收敛标准，每一体系的能

量优化都分别经过了最速下降法和共轭梯度法 . 随后进行受限制的动力学模拟，将每个体系逐步从 0K
升温到 300K. 最后，在 NPT 系综下对每个体系进行 20 ns 的分子动力学模拟 . 在整个 MD 模拟过程中，采

用 PME 方法来处理长程静电相互作用［10］，而涉及氢原子的键长则用 SHAKE［11］算法进行固定 . 轨迹坐标

每 1 ps 保存 1 次用于进行下面的结合自由能计算和残基分解分析 .
1.4 结合自由能计算

我们采用了 MM-PBSA 方法［12］来计算药物与 DPP-4 之间的结合自由能及自由能分解 . 对每个体系，

我们从整个模拟过程的最后 10 ns 轨迹中选取 200 个构象进行分析 . 结合自由能 ΔGbind的计算方法描述

如下［13，14］：

ΔGb ind = ΔG(complex) -[ΔG(protein) + ΔG(ligand)]， （1）
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ΔGb ind =[ΔEgas] + ΔG sol - TΔS ， （2）
ΔEgas = ΔEele + ΔEvdw ， （3）

ΔG sol = ΔGpolar + ΔGnonpolar ， （4）
ΔGnonpolar = γ(SASA)+ β . （5）

其中 ΔG（complex），ΔG（protein），和 ΔG（ligand）分别代表复合物、蛋白质及配体的自由能 . 气态能 ΔEgas

包括静电能（ΔEele）和范德华能（ΔEvdw）. 溶剂化自由能 ΔG sol 可以进一步分解为极性部分（ΔGpolar）和非极

性部分（ΔGnonpolar）.
2 结果与讨论

4 种三氢-咪唑并［4，5-c］喹啉-4（5H）-酮衍生物抑制剂分别对接到 DPP-4 中，抑制剂分子都位于蛋

白质的 S1 结合口袋和蛋白酶 N 端区域 . 尽管 4 种抑制剂的几何结构有差异，但它们的结合模式大致相

同，与 DPP-4 对接时都位于由 Glu205、Glu206、Arg356、Phe357、Tyr547、Tyr631、Tyr662、Tyr666 和 Arg669
所形成的疏水口袋中 .
2.1 在MD模拟中体系的稳定性

为了考察模拟体系的稳定性，我们分析了结合态以及游离态 DPP-4 上骨架 Cα 原子的均方根偏差

（RMSD）. 结果表明所有体系的 RMSD 值在约 10 ns 之后都到达了平稳，其值在 1.8 Å 附近波动 . 这表明这

几种复合物经过 10 ns 的分子动力学模拟已达到平衡 .
2.2 DPP-4与抑制剂的结合机制

本文采用了 MM/PBSA 方法计算了复合物的结合自由能，结果如表 2 所示 . 由表 2 可看出，计算得到

的 DPP-4/B1~DPP-4/B4 的结合自由能分别是-26.37 kcal/mol、-21.37 kcal/mol、-20.03 kcal/mol、-11.41
kcal/mol，表明生物活性的顺序是 B1>B2>B3>B4，此结果与实验上的 IC50 值的顺序相一致 .

表2 通过MM-PBSA方法计算得到的4种复合物的结合自由能

Table 2 Binding free energy components for the four complexes by using MM-PBSA method kcal/mol
能量项

ΔEele

ΔEvdw

ΔEgas

ΔGpol

ΔGnonpolar

ΔGsol

ΔGbind

IC50

DPP-4/B1
-30.94
-46.52
-77.45
57.39
-6.31
51.08
-26.37
1.6

DPP-4/B2
-13.88
-31.17
-45.05
28.21
-4.52
23.69
-21.37
103

DPP-4/B3
-0.79
-36.70
-37.49
22.49
-5.03
17.46
-20.03
110

DPP-4/B4
-10.94
-24.47
-35.41
27.86
-3.85
24.00
-11.41
6 900

此外，为了清楚辨别每个残基对于总结合自由能的贡献，我们用 MM-PBSA 方法对每个残基的作用能

进行了分解，进而更好地了解抑制剂上不同的取代基及结合模式对于结合的影响 . DPP-4 与 4 种抑制剂

的相互作用光谱图如图 1 所示 . 从图 1 中可以看出：DPP-4 与抑制剂相互作用的关键残基为 DPP-4/B1
（Y547、Y631、Y662、Y666、R669）、DPP-4/B2（S209、F357）、DPP-4/B3（R357、Y537、S552、Y631）和 DPP-4/B4
（F357）.

为了进一步了解哪一种能量项有利于 DPP-4 与抑制剂的结合作用，单独比较表 2 中的每一能量组分

（DEele，DEvdw，DGpol，DGnonpolar）是有必要的 . 从表中可以得出范德华作用对总的结合自由能贡献最大，且是决

定这 4 种抑制剂与 DPP-4 结合能力强弱的主要因素 . 尽管气相静电能对结合是有利的，但它不能完全抵

消极性溶剂能产生的不利作用 . 此外，非极性溶剂能对于结合也有些许贡献 .
由于范德华相互作用在复合物结合中起主要作用，我们将范德华作用能进行了残基的分解分析，结

果如图 2 所示 . 从表 2 中不难看出 DPP-4/B1 的范德华作用能为-46.52 kcal/mol，远大于 DPP-4 分别与
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B2、B3 和 B4 之间的范德华作用能（-31.17 kcal/mol、-36.70 kcal/mol、-24.47 kcal/mol），这就决定了药物 B1
的生物活性较之 B2、B3 和 B4 更强 . 如图 2，DPP-4/B1 的关键残基数量比其他复合物要多，因此它比其他

复合物有着更强的范德华相互作用能，这与表 2 中的结果也是一致的 . 图中显示出 B1 与 DPP-4 的关键

残基尤其是 Y547 的相互作用对结合能贡献最大 . 对 DPP-4/B2 和 DPP-4/B4 复合物来说，F357 也起着重

要作用 . 这说明，F357 和 Y547 对于区分 4 种抑制剂的生物活性起重要作用 .

图1 DPP-4/抑制剂复合物中抑制剂-残基之间的相互作用谱图

Fig.1 Interaction spectra of inhibitor-residue pair in the protein-inhibitor complexes

图2 DPP-4、抑制剂复合物中抑制剂-残基的范德华作用谱图

Fig.2 Van der Waals interaction energy spectra of inhibitor-residue pair in DPP-4/inhibitor complexes

静电相互作用也影响着抑制剂的结合能力 . 我们对模拟过程中形成的氢键进行了分析 . 对于 B1，其
与周围的残基之间形成了两条稳定的氢键，一条形成于 B1 的 O15 原子与残基 S630 的羟基氧之间，另一

条形成于 B1 的 O56 原子与残基 Q553 的 N 原子之间 . B2 与残基 S209 的羟基氧形成了一条氢键，而 B3
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和 B4 与残基之间并没有氢键的形成 . 因此 B1 抑制剂的静电相互作用能远强于 B2，B3 和 B4，这与表 2
的结果是吻合的 .
3 结论

本文通过分子动力学模拟、结合自由能分析和能量分解分析探究了 4 种三氢-咪唑并［4，5-c］喹啉-4
（5H）-酮衍生物抑制剂与 DPP-4 相互作用的机制，并区分出了抑制剂的生物活性 . 计算得到的 DPP-4/抑
制剂复合物的结合自由能与实验测得的 4 种抑制剂的 IC50 值在顺序上是一致的 . 结果表明药物与残基

S630 和 Q553 之间形成的稳定氢键对于抑制剂与 DPP-4 的结合是有利的 . 范德华作用能，特别是抑制剂

与关键残基 F357 和 Y547 之间的范德华相互作用能在结合自由能中起主要贡献，且在区分 4 种抑制剂的

生物活性中起重要作用 . 我们的工作为实验工作者设计新型的 DPP-4 抑制剂提供了理论指导 .
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