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分子模拟研究多奈哌齐及其衍生物对

ＡＣｈＥ / ＢＣｈＥ 的抑制活性和选择性
杨雪雨ꎬ赵腾腾ꎬ董珂珂ꎬ朱小蕾

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

[摘要] 　 乙酰胆碱酯酶(ＡＣｈＥ)和丁酰胆碱酯酶(ＢＣｈＥ)是具有高度同源的蛋白质ꎬ其在胆碱能神经系统中发

挥着重要的作用. 在本文中ꎬ我们选取了已投入临床使用的药物多奈哌齐及其吡啶衍生物对 ＡＣｈＥ / ＢＣｈＥ 的抑

制活性和选择性进行了研究. 我们采用 ＭＭ￣ＰＢＳＡ 方法对两种抑制剂与 ＡＣｈＥ / ＢＣｈＥ 间的相互作用能进行了计

算ꎬ结果表明范德华相互作用在总的结合能中贡献最大ꎬ且多奈哌齐的吡啶衍生物表现出比多奈哌齐更高的抑

制活性以及选择性ꎬ所得计算结果与实验上抑制剂的抑制常数有较好的吻合.
[关键词] 　 胆碱酯酶ꎬ多奈哌齐ꎬ分子动力学模拟ꎬＭＭ￣ＰＢＳＡ 方法ꎬ选择性
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据估计ꎬ全世界患有老年痴呆的人数在每 ２０ 年间几乎会翻一番[１]ꎬ且近 ７０％的老年痴呆症患者会发

展成为阿尔茨海默病(ＡＤ) [２] . ＡＤ 是老年人最常见的疾病之一ꎬ主要表现在认知功能障碍[３] 和记忆丧

失[４] . 在病理学上ꎬ阿尔茨海默病是一种复杂的进行性脑神经组织退化的疾病ꎬ主要病因是基底前脑胆碱

能神经递质不足ꎬ包括乙酰胆碱(ＡＣｈ)和丁酰胆碱(ＢＣｈ)的不足ꎬＡＣｈ 和 ＢＣｈ 分别在乙酰胆碱酯酶

(ＡＣｈＥ)和丁酰胆碱酯酶(ＢＣｈＥ)的催化作用下发生快速分解. 因此ꎬ对 ＡＣｈＥ 和 ＢＣｈＥ 这两种酶的活性进

行抑制是治疗阿尔茨海默病的一个非常有效的方法[５] .
近年来ꎬ一些胆碱酯酶抑制剂已经在临床上应用于轻微 ＡＤ 的治疗. 其中ꎬＡＤ 药物多奈哌齐已于

１９９７ 年通过了美国食品药物管理局(ＦＤＡ)的批准上市ꎬ这类药物见效快ꎬ作用时间较长ꎬ且药物副作用也

比较小[６－７]ꎬ全球销售额位居 ＡＤ 药物榜首. Ｓａｍａｄｉ 等人[８]在实验上对多奈哌齐及其吡啶类衍生物进行了

胆碱酯酶抑制能力的研究ꎬ结果发现了一种抑制活性和选择性均高于多奈哌齐的抑制剂. 而这种抑制剂

与多奈哌齐对 ＡＣｈＥ / ＢＣｈＥ 的抑制活性和选择性的理论研究尚未见文献报道.
本文中ꎬ我们采用分子对接、分子动力学模拟(ＭＤ)以及自由结合能计算等计算方法对两种抑制剂与
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ＡＣｈＥ / ＢＣｈＥ 酶蛋白的结合机理、抑制活性和选择性进行了研究ꎬ并将计算结果与实验中的结果进行了对

比. 本文的研究为今后设计具有更高抑制效果的 ＡＤ 药物提供了一定的理论指导.

１　 计算方法

１.１　 初始结构构建

ＡＣｈＥ 和 ＢＣｈＥ 的初始晶体结构是从 ＰＤＢ 数据库(ＡＣｈＥ:代码 １ＥＶＥꎬ分辨率为 ２.５ Å[９]ꎻＢＣｈＥ:代码

１ＰＯＩꎬ分辨率为 ２.０ Å[１０])中提取的ꎬ这两个蛋白质分别只含有一条链. 在对蛋白质进行处理时ꎬ删除 ＰＤＢ
文件中所有的结晶水、氢原子和配体分子. 本文中ꎬ通过 ３Ｄ 图形软件构建了两种抑制剂的结构ꎬ然后使用

Ｇａｕｓｓｉａｎ０９ 软件在 Ｂ３ＬＹＰ / ６－３１Ｇ∗水平上对抑制剂进行了结构优化. 两种抑制剂的结构如图 １ 所示.

图 １　 ２ 种抑制剂的分子结构

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ｔｗｏ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ

１.２　 分子对接

我们采用 Ａｕｔｏｄｏｃｋ４.０ 程序的拉马克遗传算法[１１]分别将两种抑制剂对接到 ＡＣｈＥ 和 ＢＣｈＥ 上. 根据前

人的研究工作ꎬ我们确定了蛋白质的结合位点ꎬ通过 Ａｕｔｏｇｒｉｄ 确定了格点盒子大小以使受体的活性位点能

够包含在盒子里. 本文中ꎬ４ 个复合物所在盒子大小设为 ７０ Å×７０ Å×７０ Å. 我们对每个配体都进行了 ２００
次独立对接. 最终选取平均结合能最低和构象数量最高的结构作为最优的对接构象ꎬ也就是后面 ＭＤ 模拟

所用到的构象.
１.３　 分子动力学模拟

我们使用 ＡＭＢＥＲ１０.０ 软件[１２] 分别对每个体系进行了分子动力学模拟. 蛋白质和抑制剂分别采用

ＡＭＢＥＲｆｆ０３ 力场和 ＡＭＢＥＲ ＧＡＦＦ 力场ꎬ并将复合物体系浸入到 １ 个水分子类型为 ＴＩＰ３Ｐ 的被截断的八面

体溶剂水盒子中. 为了使整个系统呈电中性ꎬ我们分别在 ＡＣｈＥ 和 ＢＣｈＥ 系统中加入了 １０ 个 Ｎａ＋和 ５ 个

Ｃｌ－ . 随后ꎬ对每个体系进行优化ꎬ并将各个体系从 ０ Ｋ 升温到 ３００ Ｋ. 最终在 ＮＰＴ 系综[１３](恒温恒压)下对

每个体系进行 ３０ ｎｓ 的 ＭＤ 模拟.
１.４　 结合自由能计算

我们采用 ＡＭＢＥＲ１０.０ 的 ＭＭ￣ＰＢＳＡ 方法[１４]对抑制剂与蛋白质形成的复合物的结合自由能进行了计

算ꎬ这种方法一般用于计算 ＭＤ 中的相互作用能ꎬ且每个能量项均是 ＭＤ 轨迹的平均能量. 我们从 ＭＤ 模

拟的最后 ５ ｎｓ 的轨迹中收集了 ２００ 个构象进行了 ＭＭ￣ＰＢＳＡ 的计算. 计算方法如下[１５]:
ΔＧｂｉｎｄ ＝ΔＧ(ｃｏｍｐｌｅｘ)－[ΔＧ(ｐｒｏｔｅｉｎ)＋ΔＧ( ｌｉｇａｎｄ)]ꎬ (１)
ΔＧｂｉｎｄ ＝ΔＥｇａｓ＋ΔＧｓｏｌ－ＴΔＳꎬ (２)
ΔＧｇａｓ ＝ΔＥｅｌｅ＋ΔＥｖｄＷꎬ (３)
ΔＧｓｏｌ ＝ΔＥｐｏｌａｒ＋ΔＧｎｏｎｐｏｌａｒꎬ (４)
ΔＧｎｏｎｐｏｌａｒ ＝γ(ＳＡＳＡ)＋βꎬ (５)

其中:ΔＧ(ｃｏｍｐｌｅｘ)ꎬΔＧ(ｐｒｏｔｅｉｎ)ꎬ和 ΔＧ( ｌｉｇａｎｄ)分别代表复合物、蛋白质和配体的自由能ꎻ气相分子力学

能 ΔＥｇａｓ包括静电能(ΔＥｅｌｅ)和范德华能(ΔＥｖｄＷ)ꎻ溶剂化自由能 ΔＧｓｏｌ包括极性溶剂化自由能(ΔＧｐｏｌａｒ)和非

极性溶剂化自由能(ΔＧｎｏｎｐｏｌａｒ) .

２　 结果与讨论

在进行 ＭＤ 模拟之前ꎬ我们对游离的 ＡＣｈＥ 和 ＢＣｈＥ 的晶体结构进行了对比ꎬ两个蛋白质的整体结构
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非常相似ꎬ其主链原子在整体上也是非常叠合的. 因此ꎬ我们认为所选抑制剂在 ＡＣｈＥ 和 ＢＣｈＥ 中的结合

模式也是很相似的ꎬ这一猜想也在后面的研究中得到了验证.
２.１　 ＡＣｈＥ / ＢＣｈＥ 序列比对

我们采用 Ｃｕｌｓｔａｌ Ｏｍｅｇａ 程序[１６]对 ＡＣｈＥ 和 ＢＣｈＥ 的残基序列进行了比对ꎬ这两种蛋白质的序列同源

性高达 ５５％ꎬ结果如图 ２ 所示ꎬ下方有星号标记的残基表示两种蛋白质在结构上的一致性ꎬ下方的缺口表

示不同的残基ꎬ灰色阴影部分表示已报道的文献中组成蛋白质活性口袋的残基. 由图 ２ 可知ꎬＡＣｈＥ 与抑

制剂的结合口袋主要由残基 Ａｓｐ７２ꎬＴｒｐ８４ꎬＧｌｙ１１８ꎬＧｌｙ１１９ꎬＴｙｒ１２１ꎬＧｌｕ１９９ꎬＴｒｐ２７９ꎬＬｅｕ２８２ꎬＳｅｒ２８６ꎬＩｌｅ２８７ꎬ
Ｐｈｅ２８８ꎬＡｒｇ２８９ꎬＰｈｅ２９０ꎬＰｈｅ３３０ꎬＰｈｅ３３１ꎬＴｙｒ３３４ꎬＴｒｐ４３２ 和 Ｈｉｓ４４０ 构成ꎬＢＣｈＥ 与抑制剂的结合口袋主要

由残基 Ａｓｐ７０ꎬ Ｔｒｐ８２ꎬＧｌｙ１１６ꎬＧｌｙ１１７ꎬＧｌｎ１１９ꎬＧｌｕ１９７ꎬ Ｓｅｒ１９８ꎬＡｌａ１９９ꎬＶａｌ２８０ꎬ Ｔｈｒ２８４ꎬ Ｐｒｏ２８５ꎬ Ｌｅｕ２８６ꎬ
Ｓｅｒ２８７ꎬＡｓｎ２８９ꎬＡｌａ３２８ꎬＰｈｅ３２９ꎬＴｙｒ３３２ꎬＴｒｐ４３０ꎬＨｉｓ４３８ꎬａｎｄ Ｔｙｒ４４０ 构成. 我们通过图 ２ 中两种蛋白质的序

列比对可知ꎬＡＣｈＥ 结合口袋的主要残基与 ＢＣｈＥ 的主要残基有较好的吻合ꎬ且这些残基在抑制剂与蛋白

质的结合中起着相似的作用.

图 ２　 ＡＣｈＥ 和 ＢＣｈＥ 的序列比对

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＡＣｈＥ ａｎｄ ＢＣｈＥ

图 ３　 ４ 种复合物骨架原子的 ＲＭＳＤ 值随时间的变化

Ｆｉｇ􀆰 ３　 ＲＭＳＤｓ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｂａｃｋｂｏｎｅ ａｔｏｍｓ ａｓ ａ ｆｕｎｃｔｉｏｎ
ｏｆ ｔｉｍｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｆｏｕｒ ｃｏｍｐｌｅｘｅｓ

２.２　 体系的稳定性

为了确保这 ４ 个复合物的动力学稳定性以及后面

分析的合理性ꎬ我们对所有体系相对于它们初始结构的

Ｃα 原子的均方根偏差(ＲＭＳＤｓ)进行了计算ꎬ结果如图 ３
所示. 所有体系的 ＲＭＳＤｓ 值在 １０ ｎｓ 后均达到了稳定的

状态ꎬ它们的 ＲＭＳＤｓ 值最终均稳定在 ２.０±０.２ Å 附近上

下波动ꎬ表明所有体系均处于平衡ꎬ动力学分析也是合

理的. 基于轨迹的 ＲＭＳＤｓ 值ꎬ我们选取模拟的最后 ５ ｎｓ
的轨迹进行后面的能量分析.
２.３　 药物的抑制活性及选择性

我们利用 ＡＭＢＥＲ１０.０ 中的 ＭＭ￣ＰＢＳＡ 方法对 ４ 个
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复合物的自由结合能进行了计算ꎬ抑制剂与 ＡＣｈＥ 和 ＢＣｈＥ 的各项相互作用能的计算结果如表 １ 所示.
ＡＣｈＥ / Ａ１ 和 ＡＣｈＥ / Ａ２ 的自由结合能分别为－４５.２８ ｋｃａｌ / ｍｏｌ 和－３６.２８ ｋｃａｌ / ｍｏｌꎬ表明在 ＡＣｈＥ 中ꎬ抑制剂

Ａ１ 的抑制活性要比 Ａ２ 高ꎬ这与实验中的抑制常数( ＩＣ５０)是一致的. 对于 ＢＣｈＥ / Ａ１ 和 ＢＣｈＥ / Ａ２ꎬ它们的

自由结合能分别为－２８.３５ ｋｃａｌ / ｍｏｌ 和－３０.８３ ｋｃａｌ / ｍｏｌꎬ两者差值较小ꎬ与实验中的 ＩＣ５０ 值也是一致的.
表 １　 通过 ＭＭ￣ＰＢＳＡ 方法计算得到的 ４ 种复合物的结合自由能(ｋｃａｌ / ｍｏｌ)

Ｔａｂｌｅ １　 Ｂｉｎｄｉｎｇ ｆｒｅｅ ｅｎｅｒｇｙ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｆｏｕｒ ｃｏｍｐｌｅｘｅｓ ｂｙ ｕｓｉｎｇ ＭＭ￣ＰＢＳＡ ｍｅｔｈｏｄ(ｋｃａｌ / ｍｏｌ)

复合物 / 能量 ΔＥｅｌｅ ΔＥｖｄＷ ΔＥｇａｓ ΔＧｐｏｌａｒ ΔＧｎｏｎｐｏｌａｒ ΔＧｓｏｌ ΔＧｂｉｎｄ ＩＣ５０(μｍｏｌ / Ｌ)

ＡＣｈＥ / Ａ１ －２７.９６ －６３.１９ －９１.１５ ５３.０２ －７.１６ ４５.８６ －４５.２８ ０.００９４
ＢＣｈＥ / Ａ１ －１０.８３ －４８.３８ －５９.２１ ３７.４９ －６.６３ ３０.８６ －２８.３５ ６.６
ＡＣｈＥ / Ａ２ －１８.４１ －５２.０８ －７０.４８ ４１.１４ －６.９４ ３４.２０ －３６.２８ ０.０１
ＢＣｈＥ / Ａ２ －２.５６ －４６.６４ －４９.２０ ２５.１１ －６.７４ １８.３７ －３０.８３ ２.５

　 　 为了研究药物的选择性机理ꎬ我们通过比较 ＡＣｈＥ / Ａ１ 和 ＢＣｈＥ / Ａ１ 以及 ＡＣｈＥ / Ａ２ 和 ＢＣｈＥ / Ａ２ 的自

由结合能的值ꎬ发现两种抑制剂在 ＡＣｈＥ 中均表现出较高的活性ꎬ说明这两种抑制剂能够选择性抑制

ＡＣｈＥꎬ在胆碱酯酶中具有选择性. 在实验研究中ꎬ抑制剂 Ａ１ 和 Ａ２ 的选择指数分别为 ７０３ 和 ２５０[８] . 因此ꎬ
抑制剂 Ａ１ 对于 ＡＣｈＥ / ＢＣｈＥ 具有更高的选择性.

此外ꎬ通过比较表 １ 中的 ４ 个单独的能量项(ΔＥｅｌｅ、ΔＥｖｄＷ、ΔＧｐｏｌａｒ、ΔＧｎｏｎｐｏｌａｒ)的贡献ꎬ不难发现范德华

作用(ΔＥｖｄＷ)对结合起主导作用. 抑制剂 Ａ１ 与 ＡＣｈＥ 和 ＢＣｈＥ 的范德华作用能分别为－６３.１９ ｋｃａｌ / ｍｏｌ 和
－４８.３８ ｋｃａｌ / ｍｏｌꎬＡ２ 与 ＡＣｈＥ 和 ＢＣｈＥ 的范德华作用能分别为－５２.０８ ｋｃａｌ / ｍｏｌ 和－４６.６４ ｋｃａｌ / ｍｏｌꎬ这也就

主导性地决定两种抑制剂均能够选择性抑制 ＡＣｈＥ.
ＭＭ￣ＰＢＳＡ 方法不仅能够计算复合物的结合能ꎬ还能对每一个残基与抑制剂之间的的结合能进行计

算. ＡＣｈＥ 和 ＢＣｈＥ 复合物的每个残基与抑制剂间的结合能计算结果如图 ４ 所示ꎬ图中所标记残基为对自

由结合能的贡献值大于 １ ｋｃａｌ / ｍｏｌ 的残基. 从图 ４ 可以看出ꎬ对 ＡＣｈＥ / Ａ１ 结合贡献比较大的残基数量要

比 ＡＣｈＥ / Ａ２ 的多ꎬ即 Ａ１ 对于 ＡＣｈＥ 表现出更高的抑制活性. 另外ꎬＡ１ 和 Ａ２ 在 ＡＣｈＥ 复合物中的结合能

贡献值普遍比在 ＢＣｈＥ 复合物中的贡献要大ꎬ表明 Ａ１ 和 Ａ２ 与 ＡＣｈＥ 的结合更强ꎬ进一步揭示了两种抑制

剂所具有的选择性.

图 ４　 复合物中抑制剂－残基之间的相互作用谱图

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ￣ｒｅｓｉｄｕｅ ｐａｉｒ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ￣ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｃｏｍｐｌｅｘｅｓ

３　 结论

本文通过分子动力学模拟揭示了两种抑制剂与胆碱酯酶 ＡＣｈＥ / ＢＣｈＥ 间的结合机理. 两个体系的结
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合自由能计算以及能量分解的结果表明ꎬ抑制剂 Ａ１ 在 ＡＣｈＥ 中表现出较 Ａ２ 更高的抑制活性ꎬ而 Ａ２ 在

ＢＣｈＥ 中表现出比 Ａ１ 稍高的活性ꎬ结合能的计算结果与抑制剂的实验抑制活性吻合较好. 此外ꎬ结合能计

算结果表明ꎬ范德华作用能决定了两种抑制剂均能够选择性抑制 ＡＣｈＥ. 同样ꎬ两个 ＡＣｈＥ 复合物的药物－
残基间的相互作用要比相对应的 ＢＣｈＥ 复合物的更强ꎬ这进一步说明了抑制剂能够选择性抑制 ＡＣｈＥ. 本

文的工作为今后设计具有更高的抑制活性和选择性的阿尔茨海默病药物提供了重要的理论依据和指导.
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