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痛泻要方潜在活性成分的分子靶向

对接虚拟筛选研究

李潇然ꎬ杨星昊

(南京师范大学生命科学学院ꎬ新药研究中心ꎬ江苏 南京 ２１００２３)

[摘要] 　 肠易激综合征( ＩＢＳ)新型药物靶标ꎬ应用分子靶向对接技术从痛泻要方化学成分中虚拟筛选具有活性

潜力的天然小分子. 创建了包含 ２３９ 种化合物的痛泻要方活性成分数据库ꎬ以色氨酸羟化酶 １(ＴＰＨ１)ꎬ５－羟色

胺跨膜转运蛋白(ＳＥＲＴ)ꎬ促肾上腺皮质激素释放因子受体 １(ＣＲＦＲ１)和瞬时受体电位香草酸受体 １(ＴＲＰＶ１)为
对象ꎬ采用配体库构建、受体蛋白准备、对接位点研究、对接参数设定、分子对接批量打分、结合模式分析、相互作

用分析、药效团分析的虚拟筛选流程. 结果显示ꎬ１２３ 种天然成分显示了良好的配体－受体结合作用潜力ꎬ呈现

“单靶点ꎬ多配体”的特征ꎻＰａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ、Ｄｅｌｔｏｉｎ、Ｎａｒｉｎｇｉｎ 和 β￣Ｖａｔｉｒｅｎｅｎｅ 等天然成分具有“单配体ꎬ多靶点”的潜

力. ４￣Ｏ￣ｍｅｔｈｙｌ￣ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ、ｉｓｏ￣Ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ 和 Ｇａｌｌｏｔａｎｎｉｎꎻｉｓｏ￣Ｂｅｎｚｏｙｌｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ、ｉｓｏ￣Ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ 和 Ｂｅｎｚｏｙｌｐａｅｏｎｉ￣
ｆｌｏｒｉｎꎻＰａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ、Ａｌｂｉｆｌｏｒｉｎ Ｒ１ 和 ＡｌｂｉｆｌｏｒｉｎꎻＤｅｌｔｏｉｎ、Ｇａｌｌｏｙｌｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ、Ｇａｌｌｏｙｌｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎｅ 和 Ｂｅｎｚｏｙｌｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ
等 １３ 个化合物为最具潜力天然成分. 药效团模型分析揭示ꎬＴＰＨ１ 配体包含了 ２ 个氢键受体和 ３ 个氢键给体ꎬ
ＳＥＲＴ 配体包含 ４ 个氢键受体、２ 个氢键给体和 １ 个疏水中心ꎻＣＲＦＲ１ 配体包含 １ 个氢键受体、２ 个氢键给体和

１ 个疏水中心ꎬＴＲＰＶ１ 配体包含 ３ 个氢键受体和 １ 个疏水中心. 本研究为 ＩＢＳ 治疗药物开发提供了候选化合物ꎬ
并从分子水平上阐明痛泻要方作用机制提供了参考.
[关键词] 　 痛泻要方ꎬ分子靶向对接ꎬ肠易激综合征
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Ａｂｓｔｒａｃｔ:Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｗａｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ａ ｎｏｖｅｌ ｄｒｕｇ ｔａｒｇｅｔ ｏｆ ｉｒｒｉｔａｂｌｅ ｂｏｗｅｌ ｓｙｎｄｒｏｍｅ( ＩＢＳ) ａｎｄ ｕｓｅｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｔａｒｇｅｔｅｄ
ｄｏｃｋｉｎｇ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｔｏ ｖｉｒｔｕａｌｌｙ ｓｃｒｅｅｎ ｐｒｏｍｉｓｉｎｇ ｎａｔｕｒａｌ ｓｍａｌｌ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ｆｒｏｍ Ｔｏｎｇ￣Ｘｉｅ￣Ｙａｏ￣Ｆａｎｇ. Ｔｈｅ ａｃｔｉｖｅ ｃｏｍｐｏｕｎｄ
ｄａｔａｂａｓｅ ｏｆ Ｔｏｎｇ￣Ｘｉｅ￣Ｙａｏ￣Ｆａｎｇ ｗａｓ ｃｒｅａｔｅｄꎬｗｈｉｃｈ ｃｏｎｔａｉｎｅｄ ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ ２３９ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ. Ａｎｄ ｆｏｕｒ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｅｒｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ
ａｓ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔｓ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ Ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ Ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ １(ＴＰＨ１)ꎬＳｅｒｏｔｏｎｉｎ Ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ(ＳＥＲＴ)ꎬＣｏｒｔｉｃｏｔｒｏｐｉｎ Ｒｅｌｅａｓｉｎｇ Ｆａｃｔｏｒ
Ｒｅｃｅｐｔｏｒ １(ＣＲＦＲ１)ꎬａｎｄ Ｔｒａｎｓｉｅｎｔ Ｒｅｃｅｐｔｏｒ Ｐｏｔｅｎｔｉａｌ Ｖａｎｉｌｌｏｉｄ Ｒｅｃｅｐｔｏｒ １(ＴＲＰＶ１) . Ｔｈｅ ｗｈｏｌｅ ｐｒｏｃｅｓｓ ｃｏｖｅｒｓ ｔｈｅ
ｌｉｇａｎｄｓ ｄａｔａｂａｓｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎꎬ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎꎬ ｄｏｃｋｉｎｇ ｓｉｔｅ ｓｔｕｄｙꎬ ｄｏｃｋｉｎｇ ｐａｒａｍｅｔｅｒ ｓｅｔｔｉｎｇꎬｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｄｏｃｋｉｎｇ ｂａｔｃｈ ｓｃｏｒｉｎｇꎬｂｉｎｄｉｎｇ ｍｏｄｅ ａｎａｌｙｓｉｓꎬｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓꎬａｎｄ ｐｈａｒｍａｃｏｐｈｏｒｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｖｉｒｔｕａｌ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｐｒｏｃｅｓｓ.
Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ １２３ ｏｆ ｔｈｅ ｎａｔｕｒａｌ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｄｏｃｋｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｓｃｏｒｅｄ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ３０％ ｓｈｏｗｉｎｇ ｇｏｏｄ
ｌｉｇａｎｄ￣ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎꎬｔｈｅｙ ｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ " ｓｉｎｇｌｅ ｔａｒｇｅｔꎬｍｕｌｔｉｐｌｅ ｌｉｇａｎｄｓ" . Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ａｌｓｏ ｆｏｕｎｄ ｔｈａｔ
Ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ ｉｎ ｔｈｅ Ｐａｅｏｎｉａｅ Ｒａｄｉｘ ＡｌｂａꎬＤｅｌｔｏｉｎ ｉｎ ｔｈｅ Ｒａｄｉｘ Ｓａｐｏｓｈｎｉｋｏｖｉａｅ ＤｉｖａｒｉｃａｔａｅꎬＮａｒｉｎｇｉｎ ｉｎ ｔｈｅ Ｐｅｒｉｃａｒｐｉｕｍ
Ｃｉｔｒｉ Ｒｅｔｉｃｕｌａｔａｅꎬａｎｄ β￣Ｖａｔｉｒｅｎｅｎｅ ｉｎ ｔｈｅ Ａｔｒａｃｔｙｌｏｄｅｓ Ｍａｃｒｏｃｅｐｈａｌａ ｈａｖｅ ｔｈｅ ｍｏｓｔ“ｓｉｎｇｌｅ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔꎬｍｕｌｔｉｐｌｅ ｔａｒｇｅｔｓ”
ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ １３ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ４￣Ｏ￣ｍｅｔｈｙｌ￣ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎꎬ ｉｓｏ￣Ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ ａｎｄ
Ｇａｌｌｏｔａｎｎｉｎꎻｉｓｏ￣Ｂｅｎｚｏｙｌｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎꎬｉｓｏ￣Ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ ａｎｄ ＢｅｎｚｏｙｌｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎꎻＰａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎꎬＡｌｂｉｆｌｏｒｉｎ Ｒ１ａｎｄ Ａｌｂｉｆｌｏｒｉｎꎻ
ＤｅｌｔｏｉｎꎬＧａｌｌｏｙｌｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎꎬＧａｌｌｏｙｌｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎｅ ａｎｄ Ｂｅｎｚｏｙｌｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ ｗｅｒｅ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｐｒｏｍｉｓｉｎｇ ｎａｔｕｒａｌ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ.
Ｔｈｅ ｐｈａｒｍａｃｏｐｈｏｒｅ ｍｏｄｅｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ＴＰＨ１ ｌｉｇａｎｄ ｃｏｎｔａｉｎｅｄ ｔｗｏ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｂｏｎｄ ａｃｃｅｐｔｏｒｓ ａｎｄ ｔｈｒｅｅ
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ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｂｏｎｄ ｄｏｎｏｒｓ. Ｔｈｅ ＳＥＲＴ ｌｉｇａｎｄ ｃｏｎｔａｉｎｅｄ ｆｏｕｒ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｂｏｎｄ ａｃｃｅｐｔｏｒｓꎬ ｔｗｏ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｂｏｎｄ ｄｏｎｏｒｓ ａｎｄ ｏｎｅ
ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃ ｃｅｎｔｅｒ. ＣＲＦＲ１ ｃｏｎｔａｉｎｅｄ ｏｎｅ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｂｏｎｄ ａｃｃｅｐｔｏｒꎬ ｔｗｏ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｂｏｎｄ ｄｏｎｏｒｓ ａｎｄ ｏｎｅ ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃ
ｃｅｎｔｅｒ. ＴＲＰＶ１ ｃｏｎｔａｉｎｅｄ ｔｈｒｅｅ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｂｏｎｄ ａｃｃｅｐｔｏｒｓ ａｎｄ ｏｎｅ ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃ ｃｅｎｔｅｒ. １２ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｗｅｒｅ
ａｃｈｉｅｖｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｐｒｏｃｅｓｓ ａｂｏｖｅ. Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ＩＢＳ
ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｄｒｕｇｓ ａｎｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｆｏｒ ｅｘｐｌｏｒｉｎｇ ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ Ｔｏｎｇ￣Ｘｉｅ￣Ｙａｏ￣Ｆａｎｇ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:Ｔｏｎｇ￣Ｘｉｅ￣Ｙａｏ￣Ｆａｎｇꎬｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｄｏｃｋｉｎｇꎬｉｒｒｉｔａｂｌｅ ｂｏｗｅｌ ｓｙｎｄｒｏｍｅ

肠易激综合征( ｉｒｒｉｔａｂｌｅ ｂｏｗｅｌ ｓｙｎｄｒｏｍｅꎬＩＢＳ)是常见的肠功能紊乱性疾病. 临床表现为腹部不适(腹
痛、腹胀)和排便异常ꎬ以腹泻或便秘或混合出现为主要表现ꎬ具有持续性及间歇发作的特点ꎬ被公认为临

床常见病和疑难病. 其中欧美国家的 ＩＢＳ 患病率约为 １０％ ~ １５％ꎬ大部分亚洲国家的流行率约在 ０.８％ ~
１０％之间[１] . 现有治疗药物不同程度地存在“应用局限性、疗效不理想、毒副作用大”等缺点ꎬ亟需新颖机

制的药物问世. 研究表明ꎬ人体内脏高敏感性、肠道动力异常和脑－肠轴紊乱在 ＩＢＳ 的发病中发挥了重要

作用[２]ꎬ而 ５－ＨＴ 信号系统、ＣＲＦ 信号系统、ＴＲＰ 受体家族与内脏感觉、胃肠道运动和脑－肠信号传递有紧

密联系[３－５] . 这些环节在 ＩＢＳ 发生发展过程中的作用近年开始受到学术界的关注ꎬ逐渐成为 ＩＢＳ 的病理研

究方向和新药创制靶标[６] . 目前进入临床前或临床研究的药物有作用于 ＳＥＲＴ 靶点的 ５－ＨＴ 重摄取抑制

剂(ＳＮＲＩ)Ｖｅｎｌａｆａｘｉｎｅ ＸＲ 和 Ｄｕｌｏｘｅｔｉｎｅꎬ针对 ＣＲＦ 受体的 ＣＲＦＲ 拮抗剂 α￣ｈｅｌｉｃａｌ ＣＲＦ９－４１ 等均显示良好

的开发前景ꎬ作用于 ＴＲＰＶ１ 的药物也处于研发之中[６－８] .
祖国传统医学认为ꎬＩＢＳ 相关症状属于中医的“腹痛”、“泄泻”、“便秘”范畴ꎬ常由脾虚肝旺、肝气乘

脾、升降失常而致. 中药复方在 ＩＢＳ 治疗的总有效率、复发率、毒副作用等方面具有明显特色和优势[９]ꎬ痛
泻要方由白术、白芍、陈皮和防风组成ꎬ为始载于«丹溪心法»ꎬ是中医临床治疗的最常用基础方[１０] . 近年

来研究提示ꎬ痛泻要方临床治疗肠易激综合征具有多靶点作用机制ꎬ提示痛泻要方中可能蕴含了生物多靶

点调控的有效成分群及规律性[１１] . 但其有效成分的组成、作用靶点和作用机制尚不明确ꎬ亟待进一步

研究.
基于计算机辅助药物设计(ｃｏｍｐｕｔｅｒ ａｉｄｅｄ ｄｒｕｇ ｄｅｓｉｇｎꎬＣＡＤＤ)的分子靶向对接虚拟筛选技术展现出

了低成本高效率的显著优势ꎬ近年来被广泛应用于中药复方中活性化合物的筛选ꎬ并且取得了良好的成

效[１２－１４] . 本研究旨在应用分子靶向对接虚拟筛选技术ꎬ以痛泻要方化学成分为对象ꎬ以 ＴＰＨ１、ＳＥＲＴ、
ＣＲＦＲ１、ＴＲＰＶ１ 为靶标ꎬ筛选与这些生物大分子具有作用潜力的天然成分ꎬ为 ＩＢＳ 治疗药物开发提供候选

化合物ꎬ并从分子水平上阐明痛泻要方作用机制提供科学依据.

１　 资料与方法

分子对接打分采用 Ｓｃｒｉｐｐｓ 研究所的 ＡｕｔｏＤｏｃｋ Ｖｉｎａꎬ结合模式分析和药效团模型构建采用 ＢＩＯＶＩＡ 公

司的 Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ Ｓｔｕｄｉｏ ｖ３.５ꎬ相互作用关系分析采用 ＣＣＧ 公司的 ＭＯＥ ２０１４.
１.１　 痛泻要方活性成分配体库的准备

中医药资料库 ＴＣＭ ｄａｔａｂａｓｅ ＠ Ｔａｉｗａｎ(ｈｔｔｐ: / / ｔｃｍ.ｃｍｕ.ｅｄｕ.ｔｗ / )是全球最大可以提供免费下载供虚拟

筛选的中医药小分子的化合物数据库之一[１５] . 以痛泻要方中白芍、防风、陈皮和白术作为关键字在该数据

库中进行检索ꎬ共整理出 ２３９ 种活性成分. 随后使用 Ｏｐｅｎ Ｂａｂｅｌ(ｖ２.３.２)软件将配体分子的格式转换成

ｐｄｂｑｔ 保存备用.
１.２　 蛋白结构的准备

查询 ＲＣＳＢ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｄａｔａ Ｂａｎｋ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｒｃｓｂ. ｏｒｇ / ｐｄｂ / ｈｏｍｅ / ｈｏｍｅ. ｄｏ) 数据库ꎬ对 ＴＰＨ１、 ＳＥＲＴ、
ＣＲＦＲ１ 和 ＴＲＰＶ１ 这 ４ 个蛋白的三维结构进行检索. 选择蛋白晶体结构的原则为:(１)人源型的优先ꎻ
(２)晶体结构中氨基酸残基没有突变的野生型蛋白优先ꎻ(３)测定的晶体结构分辨率越低的优先.

通过检索和比对ꎬ最终选定 ＴＰＨ１ 的三维结构 ＰＤＢ ＩＤ 为 ３ＨＦ８ꎬ原配体为抑制剂 ＬＰ－５３３４０１(ＭＬ０)ꎻ
ＳＥＲＴ 为 ５Ｉ６Ｘꎬ原配体是抑制剂 Ｐａｒｏｘｅｔｉｎｅ(８ＰＲ)ꎻＣＲＦＲ１ 为 ４Ｋ５Ｙꎬ原配体是抑制剂 ＣＰ －３７６３９５(１Ｑ５)ꎻ
ＴＲＰＶ１ 为 ５ＩＳ０ꎬ原配体是抑制剂 Ｃａｐｓａｚｅｐｉｎｅ(６ＥＴ) .

采用 Ｐｙｍｏｌ(ｖ１.８.０.０)软件对蛋白的结构文件进行预处理和结构优化. 步骤如下:(１)提取晶体结构文
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件中与活性位点结合的自带配体ꎬ单独保存为新的 ＰＤＢ 格式文件ꎻ(２)删去晶体结构文件中的水分子ꎻ
(３)删去冗余的蛋白质晶体构象ꎬ包括多余的多肽链ꎬ以及所有结构文件无用的配体和离子ꎻ(４)给蛋白结

构文件添加极性氢原子ꎬ以保证其在体内生理条件下(ｐＨ＝ ７.０)ꎬ多肽链末端精氨酸侧链和赖氨酸侧链的

质子化和谷氨酸侧链和天冬氨酸侧链的非质子化ꎬ促使蛋白结构更加贴近体内真实状况ꎬ从而让对接结果

更加合理和可靠. 最后使用 ＭＧＬＴｏｏｌｓ １.５.６ 软件分别将 ４ 个处理好的蛋白文件以及它们自带的配体文件

转化为 ｐｄｂｑｔ 格式并保存备用.
１.３　 对接位点的预测

受体蛋白的活性位点(活性口袋)是这个蛋白质的重要部分ꎬ分子对接往往就是在该蛋白的活性位点

处进行的ꎬ通过研究受体与原配体在对接位点处的空间位置关系ꎬ可以获得对接位点的信息ꎬ从而为分子

对接所用参数的设定提供参考. 使用 ＰＯＣＡＳＡ Ｏｎｌｉｎｅ ｖ１.１( ｈｔｔｐ: / / ａｌｔａｉｒ. ｓｃｉ. ｈｏｋｕｄａｉ. ａｃ. ｊｐ / ｇ６ / Ｒｅｓｅａｒｃｈ /
ＰＯＣＡＳＡ＿ｅ.ｈｔｍｌ)对蛋白质的结合位点进行分析预测. 将 Ｇｒｉｄ ｓｉｚｅ 设置为 １?ꎬＰｒｏｂｅ ｒａｄｉｕｓ 设置为 ２?ꎬＳｉｎｇｌｅ
ｐｏｉｎｔ ｆｌａｇ 设置为 １６ꎬＰｒｏｔｅｉｎ ｄｅｐｔｈ ｆｌａｇ 设置为 １８ꎬ其余参数采用默认值. 随后分别将预测结果文件与其对

应的蛋白结构文件和原配体文件导入 Ｐｙｍｏｌ 中ꎬ调整三维结构的显示方式对它们进行观察和分析ꎬ结果见

图 １. 从图 １ 中可见ꎬ４ 个蛋白都存在良好的口袋或空腔可以作为分子对接的结合位点ꎬ而晶体中的原配体

与对应蛋白的结合情况良好ꎬ其与受体蛋白对接的位点适宜用于虚拟筛选.

图 １ 中每组小图左侧为该蛋白活性位点的预测ꎬ右侧为蛋白的原配体与活性位点的位置关系

图 １　 预测结果显示

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｓ

１.４　 分子对接参数的设定

使用 ＭＧＬＴｏｏｌｓ １.５.６ 中的 Ｇｒｉｄ ｂｏｘ 工具对参数进行模拟和查看ꎬ对接参数的设定参考下载的受体蛋

白结构文件中原配体的位置信息ꎬ并结合之前对于蛋白结合位点的预测结果ꎬ需包含原配体结合位点周边

的全部氨基酸. 最终确定 ４ 个受体蛋白的对接参数见表 １.
表 １　 对接参数详情

Ｔａｂｌｅ １　 Ｄｅｔａｉｌｓ ｏｆ ｄｏｃｋｉｎｇ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ

Ｔａｒｇｅｔ Ｎａｍｅ ＰＤＢ ＩＤ Ｇｒｉｄ ｂｏｘ(ｘ×ｙ×ｚ) / ｎｍ３ ａ Ｃｅｎｔｒａｌ(ｘꎬｙꎬｚ) ｂ Ｌｉｇａｎｄ Ａｆｆｉｎｉｔｙ / (ｋｃａｌ / ｍｏｌ) ｃ

ＴＰＨ１ ３ＨＦ８ １９.５×１５×１５ ６.４５９ꎬ２.５２８ꎬ２０.５５９ ＭＬ０ －１２.８
ＳＥＲＴ ５Ｉ６Ｘ １５×１５×１５ －３１.８４７ꎬ－２１.１０３ꎬ２.１２ ８ＰＲ －１０.８
ＣＲＦＲ１ ４Ｋ５Ｙ １５×１５×１５ －３９.９８２ꎬ－２０.５７３ꎬ３５.４５７ １Ｑ５ －９.７
ＴＲＰＶ１ ５ＩＳ０ １５×１５×１５ １０７.５２ꎬ９４.０６１ꎬ１０１.７３５ ６ＥＴ －７.１

　 　 ａ 对接区域的 Ｇｒｉｄ ｂｏｘ 尺寸ꎬｂ 对接中心的位置ꎬｃ 配体与受体对接时的最小自由能.

１.５　 分子对接

使用 ＡｕｔｏＤｏｃｋ Ｖｉｎａ 分别对 ４ 个不同蛋白与痛泻要方配体库中全部化合物进行分子对接ꎬ来进行虚拟

筛选.
１.６　 结果分析与研究

对筛选出的化合物和之对应的蛋白使用 Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ Ｓｔｕｄｉｏ ｖ３.５ 和 ＭＯＥ ２０１４ 分别进行结合模式分析和
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相互作用关系分析ꎬ模拟筛选出的化合物与蛋白的具体结合和作用情况. 再使用 Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ Ｓｔｕｄｉｏ ｖ３.５ 中

Ｃａｔａｌｙｓｔ 的 Ｈｉｐ￣ｈｏｐ 算法来构建各蛋白打分结果排名前五化合物的“药效团(Ｐｈａｒｍａｃｏｐｈｏｒｅ)”模型ꎬ以总结

这些化合物在分子结构和空间效应上的共性.
图 ２ 即为本研究所用计算方法的操作流程图.

图 ２　 操作流程图

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｆｌｏｗ ｃｈａｒｔ ｏｆ ｏｐｅｒａｔｉｏｎｓ

２　 结果

整理分析 ＡｕｔｏＤｏｃｋ Ｖｉｎａ 的对接打分结果ꎬ以打分结果中的自由能(Ａｆｆｉｎｉｔｙ)值为标准由低到高进行

排序. 因篇幅有限ꎬ表 ２ 列出各蛋白打分成绩位于前 ２０ 的天然成分作为参考.
表 ２　 部分对接打分成绩

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐａｒｔ ｏｆ ｔｈｅ ｄｏｃｋｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ

排名
ＴＰＨ１

数据库 ＩＤ Ａｆｆｉｎｉｔｙ / (ｋｃａｌ / ｍｏｌ)

ＳＥＲＴ

数据库 ＩＤ Ａｆｆｉｎｉｔｙ / (ｋｃａｌ / ｍｏｌ)

ＣＲＦＲ１

数据库 ＩＤ Ａｆｆｉｎｉｔｙ / (ｋｃａｌ / ｍｏｌ)

ＴＲＰＶ１

数据库 ＩＤ Ａｆｆｉｎｉｔｙ / (ｋｃａｌ / ｍｏｌ)

１
２
３
４
５
６
７
８
９
１０
１１
１２
１３
１４
１５
１６
１７
１８
１９
２０

９０３２
１３４０９
７６１６
１３３４０
１５６２８
１１３３４
１０２０５

ｔｃｍ０３＿００７０２０
９３５１
１７０６
１１５３４
７６１７
１６５０
１２９１９
８８６３
１４４３２
３９８１
１０８２５
８９

７８８８

－１２.０
－１１.９
－１１.６
－１１.３
－１１.２
－１１.２
－１１.２
－１１.０
－１１.０
－１１.０
－１１.０
－１０.９
－１０.９
－１０.９
－１０.７
－１０.７
－１０.６
－１０.６
－１０.４
－１０.４

８８６３
１３４０９
８９

１１５３４
１４４３１
９８７２
１０２３１
１６５０
１２９１９
１０２０５
３０８７０
１５６２８
９５２０
９０３２
１７０６
７６１６
１０７３２
７６１１
１４４３２
９７９５

－１１.９
－１１.６
－１１.３
－１０.８
－１０.７
－１０.５
－１０.５
－１０.３
－１０.１
－１０.１
－１０.０
－９.９
－９.８
－９.８
－９.８
－９.７
－９.７
－９.６
－９.６
－９.４

１６５０
７６１７
１１０６４

ｔｃｍ０３＿００７１６３
１０２３１

ｔｃｍ０３＿００７１６２
８８２９
１２８０８
３１２１０
１２９１９
１７０６
１２８２２
８７６５
６９２８
１１５２４
９０３２
１６５７
１３７１２
１２４８３
１１４７１

－９.６
－９.４
－９.４
－９.２
－９.２
－９.０
－９.０
－９.０
－８.９
－８.９
－８.８
－８.８
－８.６
－８.６
－８.６
－８.５
－８.５
－８.５
－８.５
－８.５

１０２３１
１５６２８
１１５３４
１０２０５
９６１６
５３８３
１２８０８
１２４５０
１１５２４
１１４７１
４５９

３１２１０
１６５０
１３４０９
９５２０
６９２８
１２８３１
１２８３０
１２４７８
７６１６

－７.６
－７.５
－７.５
－７.５
－７.４
－７.４
－７.４
－７.４
－７.４
－７.４
－７.３
－７.３
－７.３
－７.３
－７.１
－７.１
－７.１
－７.１
－７.１
－７.０
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　 　 其中ꎬ与 ＴＰＨ１ 结合的自由能最低的 ３ 个化合物分别是 ４￣Ｏ￣ｍｅｔｈｙｌ￣ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ(９０３２)、ｉｓｏ￣Ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ
(１３４０９)和 Ｇａｌｌｏｔａｎｎｉｎ(７６１６)ꎬ自由能依次为－１２.０ ｋｃａｌ􀅰ｍｏｌ－１、－１１.９ ｋｃａｌ􀅰ｍｏｌ－１和－１１.６ ｋｃａｌ􀅰ｍｏｌ－１ꎻ与
ＳＥＲＴ 结合自由能前三的化合物为 ｉｓｏ￣Ｂｅｎｚｏｙｌｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ(８８６３)、ｉｓｏ￣Ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ(１３４０９)和 Ｂｅｎｚｏｙｌｐａｅｏｎｉ￣
ｆｌｏｒｉｎ(８９)ꎬ自由能分别是－１１.９ ｋｃａｌ􀅰ｍｏｌ－１、－１１.６ ｋｃａｌ􀅰ｍｏｌ－１和－１１.３ ｋｃａｌ􀅰ｍｏｌ－１ꎻ与 ＣＲＦＲ１ 结合自由能前

三的化合物是 Ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ(１６５０)、Ａｌｂｉｆｌｏｒｉｎ Ｒ１(７６１７)和 Ａｌｂｉｆｌｏｒｉｎ(１１０６４)ꎬ自由能依次为－９.６ ｋｃａｌ􀅰ｍｏｌ－１、
－９.４ ｋｃａｌ􀅰ｍｏｌ－１和－９.４ ｋｃａｌ􀅰ｍｏｌ－１ꎻ而与 ＴＲＰＶ１ 结合自由能前三的化合物分别为 Ｄｅｌｔｏｉｎ(１０２３１)、Ｇａｌｌｏｙｌ￣
ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ(１５６２８)、Ｇａｌｌｏｙｌｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎｅ(１１５３４)和 Ｂｅｎｚｏｙｌｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ(１０２０５)ꎬ自由能为－７.６ ｋｃａｌ􀅰ｍｏｌ－１、
－７.５ ｋｃａｌ􀅰ｍｏｌ－１、－７.５ ｋｃａｌ􀅰ｍｏｌ－１和 －７.５ ｋｃａｌ􀅰ｍｏｌ－１(３ 个化合物并列第二) .

使用软件对筛选出的活性成分进行分析和检验. 分别选取 ４ 个蛋白打分排名第一的化合物ꎬ以它们

为例应用 Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ Ｓｔｕｄｉｏ Ｖｉｓｕａｌｉｚｅｒ ｖ３.５ 对蛋白与化合物的结合模式进行分析ꎬ并使用 ＭＯＥ ２０１４ 分析两

者复合物间的氢键作用及疏水作用情况ꎬ结果见图 ２ꎬ受体蛋白与配体产生氢键和疏水作用的氨基酸位置

见表 ３.
表 ３　 结果汇总

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｕｍｍａｒｙ ｏｆ ｒｅｓｕｌｔｓ

化合物名称 中药来源 作用蛋白 自由能 / (ｋｃａｌ􀅰ｍｏｌ－１) 氢键相互作用基因 疏水相互作用基因

４￣Ｏ￣ｍｅｔｈｙｌ￣ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ
(ＩＤ ９０３２) 白芍 ＴＰＨ１ －１２.０ Ｐｈｅ２４１、Ｌｅｕ２４２、Ｔｙｒ３１２、Ｐｈｅ３１３、

Ｇｌｕ３１７、Ｐｒｏ２３８、Ａｌａ３０９、Ｃｙｓ３６４
Ｐｈｅ２６８、 Ｔｙｒ２３５、 Ｐｈｅ３１８、 Ｉｌｅ３６６、
Ｌｅｕ２３６　

ｉｓｏ￣Ｂｅｎｚｏｙｌｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ
(ＩＤ ８８６３) 白芍 ＳＥＲＴ －１１.９ Ｇｌｕ４９３、 Ａｓｐ９８、 Ｔｙｒ９５、 Ｓｅｒ４３９、

Ｇｌｙ４９８　
Ｐｈｅ３３５、 Ａｌａ１７３、 Ｇｌｙ４４２、 Ｐｈｅ３４１、
Ｔｙｒ１７５、Ｔｈｒ４９７、Ｉｌｅ１７２、Ｔｙｒ１７６

Ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ
(ＩＤ １６５０) 白芍 ＣＲＦＲ１ －９.７ Ｍｅｔ２０６、Ｔｈｒ３１６、Ｌｅｕ３１９、Ａｓｎ２８３、

Ｌｅｕ３２０、Ｌｅｕ３２３
Ｇｌｕ２０９、 Ｔｙｒ３２７、 Ｐｈｅ２０３、 Ｌｅｕ２８７、
Ｌｅｕ２８０　

Ｄｅｌｔｏｉｎ
(ＩＤ １０２３１) 防风 ＴＲＰＶ１ －７.１ Ｓｅｒ５１２、Ａｒｇ５５７

Ｍｅｔ５４７、 Ｔｈｒ５５０、 Ｉｌｅ５７３、 Ｌｅｕ５５３、
Ａｌａ５５６、 Ｉｌｅ５６９、 Ｔｙｒ５１１、 Ｇｌｕ５７０、
Ｌｅｕ５１５　

　 　 图 ３ 中上半部分是结合模式模拟结果ꎬ蓝色区域为对接位点ꎬ黄色为配体化合物ꎬ其余结构是对接位

点附近的蛋白结构ꎻ下半部分是受体蛋白与配体化合物之间相互作用关系的模拟.
图 ３(ａ)显示 ＴＰＨ１ 结合区域周围的氨基酸 Ｐｈｅ２４１、Ｌｅｕ２４２、Ｔｙｒ３１２、Ｐｈｅ３１３、Ｇｌｕ３１７、Ｐｒｏ２３８、Ａｌａ３０９ 和

Ｃｙｓ３６４ 分别与配体 ９０３２ 形成了氢键作用ꎻ而氨基酸 Ｐｈｅ２６８、Ｔｙｒ２３５、Ｐｈｅ３１８、Ｉｌｅ３６６ 和 Ｌｅｕ２３６ 则与配体

９０３２ 产生了疏水相互作用ꎻ而图 ３(ｂ)显示 ＳＥＲＴ 的氨基酸 Ｇｌｕ４９３、Ａｓｐ９８、Ｔｙｒ９５、Ｓｅｒ４３９ 和 Ｇｌｙ４９８ 分别与

配体 ８８６３ 形成了氢键作用ꎬ而氨基酸 Ｐｈｅ３３５、Ａｌａ１７３、Ｇｌｙ４４２、Ｐｈｅ３４１、Ｔｙｒ１７５、Ｔｈｒ４９７、Ｉｌｅ１７２ 和 Ｔｙｒ１７６ 则

与配体 ８８６３ 产生了疏水相互作用ꎻ图 ３(ｃ)则显示 ＣＲＦＲ１ 的 Ｍｅｔ２０６、Ｔｈｒ３１６、Ｌｅｕ３１９、Ａｓｎ２８３、Ｌｅｕ３２０ 和

Ｌｅｕ３２３ 分别与配体 １６５０ 形成了氢键作用ꎬ氨基酸 Ｇｌｕ２０９、Ｔｙｒ３２７、Ｐｈｅ２０３、Ｌｅｕ２８７ 和 Ｌｅｕ２８０ 则与配体

１６５０ 产生了疏水相互作用ꎻ最后ꎬ图 ３(ｄ)显示 ＴＲＰＶ１ 的氨基酸 Ｓｅｒ５１２ 和 Ａｒｇ５５７ 与配体 １０２３１ 形成了氢

键作用ꎬ而氨基酸 Ｍｅｔ５４７、Ｔｈｒ５５０、Ｉｌｅ５７３、Ｌｅｕ５５３、Ａｌａ５５６、Ｉｌｅ５６９、Ｔｙｒ５１１、Ｇｌｕ５７０ 和 Ｌｅｕ５１５ 则与配体 １０２３１
产生了疏水相互作用.

本研究结果显示ꎬ同一受体的配体化合物的类型多样ꎬ差异很大. 为了进一步探索同一受体的配体化

合物之间的共性ꎬ分别选取各蛋白的结合配体中排名前五的成分ꎬ使用 Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ Ｓｔｕｄｉｏ 软件中的 Ｈｉｐ￣ｈｏｐ
算法分别构建 ４ 个药效团模型ꎬ见图 ４. 其中绿色为氢键受体ꎬ紫色为氢键给体ꎬ蓝色为疏水中心. 对于与

ＴＰＨ１ 结合的化合物而言ꎬ药效团模型中包含了 ２ 个氢键受体和 ３ 个氢键给体ꎻ对于 ＳＥＲＴ 而言ꎬ包含 ４ 个

氢键受体、２ 个氢键给体和 １ 个疏水中心ꎻ而就 ＣＲＦＲ１ 而言ꎬ包含 １ 个氢键受体、２ 个氢键给体和 １ 个疏水

中心ꎻ对于 ＴＲＰＶ１ 而言ꎬ包含为 ３ 个氢键受体和 １ 个疏水中心. 这些化合物结构中的双键氧原子等含有孤

对电子的氮、氧等原子形成了氢键受体ꎻ而羟基和氨基等与氧原子和氮原子相连的氢原子形成了氢键给

体ꎻ疏水中心则是指结构中不溶于水这一部分ꎬ透过相互作用、能量效应和熵效应等热力学作用聚集在一

起ꎬ这些疏水基团能够与蛋白结合位点的疏水口袋发生疏水相互作用ꎬ对两者的结合与作用造成影响. 药

效团模型分析表明ꎬ化学结构差异较大的配体化合物由于相似的药效团结构ꎬ因此对同一蛋白具备了较强

的结合能力.

—９８—
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图 ３　 结合模式与相互作用关系模拟

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｂｉｎｄｉｎｇ ｍｏｄｅｓ ａｎｄ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ

图 ４　 药效团模型模拟

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｐｈａｒｍａｃｏｐｈｏｒｅ ｍｏｄｅｌｓ

—０９—
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李潇然ꎬ等:痛泻要方潜在活性成分的分子靶向对接虚拟筛选研究

３　 讨论

由于中药复方中天然活性成分的复杂性及其作用靶点的多样性ꎬ将复方中的单个成分提取出来ꎬ研究

其对于多个靶点的作用是一项艰难且耗时耗力的工作ꎬ往往只能对少部分成分开展有限的活性筛选工

作. 而计算机虚拟筛选技术的发展与应用大大降低了药物筛选的难度与成本ꎬ其为开展后续活性验证实

验提供了科学指导ꎬ大大提升了药物筛选的命中率ꎬ提高了药物研发的效率. 近年来ꎬ虚拟筛选技术就在

中药和中药复方的成分筛选中取得了可喜的成绩:Ｘｉａｎｇ 等[１６]使用 ＡｕｔｏＤｏｃｋ ４.２ 和 ＡｕｔｏＤｏｃｋ Ｖｉｎａ 从中药

黄连中虚拟筛选出了 ６ 种潜在的 α７ 烟碱乙酰胆碱受体(α７￣ｎＡＣｈＲ)激动剂用以治疗阿尔茨海默病ꎻＴｉａｎ
等[１７]则通过虚拟筛选技术ꎬ从 ＴＣＭ Ｄａｔａｂａｓｅ ＠ Ｔａｉｗａｎ 中药化合物库中筛选出了 １ꎬ５￣Ｏ￣咖啡酰奎宁酸

(１ꎬ５￣Ｏ￣Ｄｉｃａｆｆｅｏｙｌ￣ｑｕｉｎｉｃ Ａｃｉｄ)作为一种潜在的新型 ＮＭＤＡ 受体抑制剂. 这些筛选出来的化合物为相应的

药物研发做出了有价值的参考ꎬ为药物的进一步研发提供了可能.
５－ＨＴ 信号通路在调制肠道和中枢神经系统感觉信号传递、调控外周神经递质释放、维持肠道蠕动ꎬ

调节肠壁分泌功能中发挥关键作用. 研究表明ꎬ外周 ５－ＨＴ 水平增高或 ５－ＨＴ 受体水平异常等因素可引起

ＩＢＳ 患者内脏敏感性增高和肠动力紊乱ꎬ出现痛阈减低、腹泻、便秘等症状ꎬ与 ＩＢＳ 发生发展有密切关

系. 在 ５－ＨＴ 信号传导过程中ꎬ合成限速酶(ＴＰＨ)催化合成 ５－ＨＴꎬ转运体(ＳＥＲＴ)回收 ５－ＨＴꎬ共同调控了

外周 ５－ＨＴ 的水平[３ꎬ１８ꎬ１９] .
ＣＲＦ 是参与调节摄食及能量代谢的一种重要神经肽ꎬ广泛参与神经内分泌、炎症反应、肠道运动等多

项调控. ＣＲＦ 可以通过旁分泌或自分泌的方式进入到胃肠道中ꎬ作用于 ＣＲＦ 受体ꎬ从而调节肠道的运

动. 在应激发生时ꎬ下丘脑及其相关脑区会释放 ＣＲＦꎬ作用于外周 ＣＲＦＲ１ 等受体ꎬ引发肠超敏ꎬ并使得内脏

敏感性增高ꎻ同时ꎬ这些释放的 ＣＲＦ 同时作用于中枢神经系统 ＣＲＦＲ１ 等受体ꎬ参与了机体对心理刺激的

应对反应ꎬ使得焦虑感增加ꎬ引起肠道对外部刺激的反应增强甚至异常. ＣＲＦ 信号通路与应激相关的结肠

功能改变及内脏高敏感性相关ꎬ肠道特别是结肠的运动功能与 ＣＲＦＲ１ 紧密相关[４ꎬ２０ꎬ２１] .
ＴＲＰ 离子通道蛋白位于细胞膜或胞内细胞器膜上ꎬ在人体内分布广泛. 通过将化学刺激、热刺激等各

种类型的刺激信号转化为电信号进而传递至中枢神经系统ꎬ使机体产生疼痛感. ＴＲＰＶ１ 在胃肠道中由上

皮细胞、粘膜层和肌层的感觉神经元中表达ꎬ参与了包括胃肠道感觉、胃肠道运动和胃泌素调节等多种胃

肠道生理活动ꎬ与内脏高敏感性和多种功能性或器质性疾病如消化不良、肠炎性肠病、胃食管反流病等存

在联系. ＴＲＰＶ１ 的激活ꎬ它在肠道刺激的转移和传递过程中起到了关键性的作用ꎬ是引起肠道痛觉、诱导

ＩＢＳ 发病的重要因素[５ꎬ２２ꎬ２３] .
大量临床和实验研究表明ꎬ痛泻要方通过调节 ５－ＨＴ 通路、ＣＲＦ 通路或 ＴＲＰＶ１ 表达等途径最终实现

对 ＩＢＳ 的治疗效果. 林震群等[２４]使用痛泻要方对共计 ７０ 例 Ｄ￣ＩＢＳ 患者进行分组比对治疗ꎬ结果显示痛泻

要方使患者结肠粘膜 ５ －ＨＴ 水平与治疗前相比均明显减少ꎬ逐渐恢复正常水平ꎬ且 ＩＢＳ 显著治愈率

(６２.８６％)及总有效率(８０.００％)高于匹维溴胺组(５１.４３％ꎬ７７.１４％) . 晁冠群[２５]等采用免疫组化的方法发

现痛泻要方可以明显降低内脏高敏感大鼠下丘脑、第三脑室下侧以及脊髓的 ＣＲＦ 表达程度ꎬ提示痛泻要

方可能是基于影响 ＣＲＦ 信号通路来降低内脏高敏感性ꎬ治愈 ＩＢＳ 效果. 吴嫣然[２６]的研究则指出ꎬ痛泻要

方对慢性应激模型鼠的内脏高敏感和肠道动力异常具有明显的改善作用ꎬ其中调节与肠道感觉和动力相

关的分子 ＴＲＰＶ１ 的表达可能是其内在的作用机制. 因此ꎬ本研究选择为靶标筛选痛泻要方活性成分具有

理论依据和实验基础.
本研究所选用的化合物库台湾中医药资料库 ＴＣＭ ｄａｔａｂａｓｅ ＠ Ｔａｉｗａｎ 是全球最大可以提供免费下载

供虚拟筛选的中医药小分子的化合物数据库之一[１５] . 该数据库收集了来源于 ３５２ 种中草药的 ３７ １７０ 余

种化合物成分ꎬ供了包括中医药及中医药化合物查询、分子模拟对接计算、蛋白质与蛋白质相互作用模拟

等多种检索和计算模拟服务. 库中的化合物均通过 Ｌｉｐｉｎｓｋ'ｓ 类药五规则的筛选ꎬ并采用 ＮＭ２ 能量力场进

行优化ꎬ具有更好的药代动力学性质ꎬ在生物体内生物利用度更高ꎬ因而也更具有成为上市药物的潜

力[２７] . ＰＯＣＡＳＡ Ｏｎｌｉｎｅ 是由日本北海道大学近年推出的新型在线活性位点预测工具ꎬ它采用了一种名为

“Ｒｏｌｌ”的特定算法ꎬ通过驱使“Ｒｏｌｌ”沿着蛋白的表面不断滚动ꎬ来检测已知蛋白三维结构中的蛋白质口袋

和空腔ꎬ从而实现对已知蛋白活性位点的预测分析[２８] . 借助该工具可以找到蛋白的活性口袋周围的全部
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相关氨基酸ꎬ对接区域选择时应涵盖这些关联氨基酸ꎬ显著提高了虚拟对接效果的可靠性和准确性.
ＡｕｔｏＤｏｃｋ Ｖｉｎａ 基于半柔性对接的计算方式ꎬ即在整个分子对接的过程中ꎬ配体小分子是柔性可变的ꎬ而受

体蛋白的对接区域则是刚性固定的. 与刚性对接和柔性对接相比ꎬ半柔性对接在速度与精确度之间找到

了平衡. 在对接时ꎬＡｕｔｏＤｏｃｋ Ｖｉｎａ 优先生成对应的 Ｇｒｉｄ 格点信息ꎬ采用经过优化改良过的拉马克遗传算

法( ｌａｍａｒｃｋｉａｎ ｇｅｎｅｔｉｃ ａｌｇｏｒｉｔｈｍꎬＬＧＡ)进行能量优化ꎬ寻找配体与受体间最佳的结合方式ꎬ最后再使用半经

验自由能函数来对分子的结合情况评价. ＡｕｔｏＤｏｃｋ Ｖｉｎａ 同时兼顾了高精度和高计算效率ꎬ是一款先进的

分子对接软件ꎬ在虚拟筛选领域中被广泛使用. 但由于 Ａｕｔｏｄｏｃｋ Ｖｉｎａ 本身一次运行只能对单个化合物和

蛋白实行对接打分ꎬ无法直接对整个配体库中的全部化合物进行批量化的自动打分ꎬ因此本研究以

Ａｕｔｏｄｏｃｋ 官网提供的脚本为基础ꎬ使用 Ｐｙｔｈｏｎ 语言编写了批量处理脚本来实现自动化打分ꎬ在保证一定

可靠性的前提下ꎬ大幅度减少了对接打分消耗的时间ꎬ显著提高了虚拟筛选的效率ꎬ同时也降低了对计算

机设备的投入. 通过 Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ Ｓｔｕｄｉｏ ｖ３.５、ＭＯＥ ２０１４ 对蛋白与化合物的结合模式进行分析ꎬ模拟了化合物

与蛋白结合时的具体空间位置和相互作用关系ꎬ解析复合物间的氢键作用及疏水作用ꎬ应用 Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ
Ｓｔｕｄｉｏ 软件中 Ｈｉｐ￣ｈｏｐ 算法进行药效团分析ꎬ探索蛋白配体之间的同性ꎬ有效提高了配体蛋白结合物的图

形性、可视性和规律性ꎬ使得筛选结果更加科学可靠.
我们构建了包含 ２３９ 个活性成分的痛泻要方化合物库ꎬ与 ＴＰＨ１、ＳＥＲＴ、ＣＲＦＲ１ 和 ＴＲＰＶ１ ４ 个 ＩＢＳ 的

潜在治疗靶点对接ꎬ从中筛选出了共 ４－Ｏ－甲基芍药苷等 １３ 个具有研究潜力的成分ꎬ并使用 ＤＳ 和 ＭＯＥ
软件对筛选出的成分进行了分析与验证. 从活性成分的结构特征来看ꎬ这些化合物的分子结构在空间表

面周围都含有较多的氧原子或包含氧原子的基团ꎬ这使得它们更倾向于和对应目标蛋白结合位点附近的

活性氨基酸如苯丙氨酸(Ｐｈｅ)、亮氨酸(Ｌｅｕ)和谷氨酸(Ｇｌｕ)等形成氢键相互作用ꎬ进而降低了两者结合

时的自由能ꎬ稳定了它们与蛋白结合后复合体的稳定性. 此外ꎬ它们与蛋白对接位点周围的苯丙氨酸

(Ｐｈｅ)、酪氨酸(Ｔｙｒ)和异亮氨酸( Ｉｌｅ)等氨基酸形成疏水相互作用ꎬ进一步起到了稳定二者结合的作用.
同时ꎬ痛泻要方中多个成分与同一个蛋白分子存在结合的可能性ꎬ具有“单靶点ꎬ多配体”的特点. 打

分结果分析发现ꎬ对于每个蛋白受体而言ꎬ位于前 ３０％的配体化合物的结合自由能较为接近. 例如在

ＴＰＨ１ 的前 ３０％约 ７１ 个配体化合物ꎬ其结合自由能范围从－１２ ｋｃａｌ􀅰ｍｏｌ－１到－８.９ ｋｃａｌ􀅰ｍｏｌ－１ . 根据一般经

验ꎬ这些配体化合物与 ＴＰＨ１ 蛋白都具有一定的结合潜力. 我们将每个受体对接打分结果中位于前 ３０％的

化合物整理ꎬ共筛选得到 １２３ 种活性成分ꎬ约占整个痛泻要方配体库的 ５１.５％. 图 ５ｂ 中进一步分析了这

１２３ 种活性成分的中药归属ꎬ可以发现共有 ４４ 种来自于痛泻要方中的白芍ꎬ约占 ３６％ꎻ有 ２４ 种来自于白

术ꎬ占约 ２０％ꎻ有 ２２ 种来自于陈皮ꎬ约占 １８％ꎻ余下的 ３２ 种则来自于防风ꎬ约占 ２６％. 提示痛泻要方中各

药材的化学成分对不同靶点均有贡献ꎬ具有相互协同作用.

图 ５　 (ａ)多受体结合分析(ｂ)化合物中药归属分布

Ｆｉｇ􀆰 ５　 (ａ)Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ｂｉｎｄｉｎｇ(ｂ)Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ＴＣＭ ｆｏｒ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

研究结果进一步表明ꎬ复方中同一成分与多个蛋白分子存在结合的可能性ꎬ具有“单成分ꎬ多靶点”的
特征. 如图 ５ａ 所示ꎬ在 １２３ 种成分中共有 ３３ 种对全部 ４ 个蛋白的打分结果均较好ꎬ约占 ２６.８％ꎻ有 ５８ 种

与 ３ 个及以上蛋白的打分结果较好ꎬ约占 ４７.２％ꎻ还有 ８１ 种与 ２ 个及以上蛋白的打分结果较优ꎬ约占

６５.９％. 将这 ３３ 种有与 ４ 个蛋白结合潜力的成分单独考虑ꎬ分别把它们与 ４ 个蛋白的对接自由能结果相

—２９—
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加ꎬ其代数和按从小到大顺序排列ꎬ位于前五名的成分依次是: ｉｓｏ￣Ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ ( １３４０９)、 Ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ
(１６５０)、ｉｓｏ￣Ｂｅｎｚｏｙｌｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ(８８６３)、Ｄｅｌｔｏｉｎ(１０２３１)和 Ａｌｂｉｆｌｏｒｉｎ Ｒ１(７６１７) . 这些成分对 ４ 个蛋白具有较

好的“单成分、多靶点”作用潜力. 而如白芍中的 Ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ(１６５０)分别位于 ＴＰＨ１、ＳＥＲＴ、ＣＲＦＲ１ 和

ＴＲＰＶ１ ４ 组打分结果中的第 １３ 名、第 ８ 名、第 １ 名和第 １２ 名ꎻ又如防风中的 Ｄｅｌｔｏｉｎ( ＩＤ １０２３１)分别位于

ＳＥＲＴ、ＣＲＦＲ１ 和 ＴＲＰＶ１ 受体的打分结果中的第 ７ 名、第 ５ 名和第 １ 名ꎬ只有在 ＴＰＨ１ 受体的打分结果中位

于第 ３９ 名ꎻ再如陈皮中的 Ｎａｒｉｎｇｉｎ( ＩＤ １３３４０)在 ＴＰＨ１ 和 ＴＲＰＶ１ 受体的打分结果中分别处在第 ４ 名和第

２２ 名ꎻ还有白术中的 β￣Ｖａｔｉｒｅｎｅｎｅ( ＩＤ １４４３２)则分别位于 ＴＰＨ１ 的第 １６ 名ꎬＳＥＲＴ 的第 １９ 名ꎬＴＲＰＶ１ 的第

２３ 名. 痛泻要方中存在着一批特定成分与多个蛋白都具有良好的结合性ꎬ呈现“单成分、多靶点”的特

征. 提示痛泻要方中存在着具有多靶点作用的重要成分ꎬ尚待深入研究.
本研究对于从痛泻要方的化学成分中筛选具有开发潜力的候选药物提供了参考ꎬ为进一步研究其作

用机制提供了科学依据.
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ｃｈｏｌｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｇｏｎｉｓｔｓ ｆｏｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅꎬ２０１５ꎬ１０８６:２０７－２１５.
[１７] ＸＩＮＧꎬＴＩＡＮꎬＪＩＡＮꎬｅｔ ａｌ. １ꎬ５￣Ｏ￣Ｄｉｃａｆｆｅｏｙｌ￣ｑｕｉｎｉｃ Ａｃｉｄ ａｓ ａ ｎｏｖｅｌ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ＮＭＤＡ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｆｒｏｍ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ

ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｄａｔａｂａｓｅ ｂｙ ｖｉｒｔｕａｌ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ[Ｊ] . Ｃｈｉｎｅｓｅ ｈｅｒｂａｌ ｍｅｄｉｃｉｎｅｓꎬ２０１６ꎬ８(４):３６６－３７０.
[１８] ＧＲＡＳＢＥＲＧＥＲ ＨꎬＣＨＡＮＧ ＬꎬＳＨＩＨ Ｗꎬｅｔ ａｌ. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ＴＰＨ１ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｉｒｒｉｔａｂｌｅ

ｂｏｗｅｌ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｂｏｗｅｌ ｈａｂｉｔ ｓｕｂｔｙｐｅｓ[Ｊ] . Ａｍｅｒｉｃａｎ ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌｏｇｙꎬ２０１３ꎬ１０８(１１):１７６６－１７７４.
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[１９] ＧＥＥＲＡＥＲＴＳ ＢꎬＯＵＤＥＮＨＯＶＥ Ｌ ＶꎬＴＡＣＫ Ｊ. Ｓｅｒｏｔｏｎｉｎ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ ｇｅｎｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ ｉｎ ｉｒｒｉｔａｂｌｅ ｂｏｗｅｌ ｓｙｎｄｒｏｍｅ[ Ｊ] .
Ｎｅｕｒｏｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌｏｇｙ ＆ ｍｏｔｉｌｉｔｙ ｔｈｅ ｏｆｆｉｃｉａｌ ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ ｔｈｅ ｅｕｒｏｐｅａｎ ｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｏｔｉｌｉｔｙ ｓｏｃｉｅｔｙꎬ２０１０ꎬ１８(１１):９５７－９５９.

[２０] ＳＡＧＡＭＩ ＹꎬＳＨＩＭＡＤＡ ＹꎬＴＡＹＡＭＡ Ｊꎬｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａ ｃｏｒｔｉｃｏｔｒｏｐｉｎ ｒｅｌｅａｓｉｎｇ ｈｏｒｍｏｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｎｔａｇｏｎｉｓｔ ｏｎ ｃｏｌｏｎｉｃ ｓｅｎｓｏｒｙ
ａｎｄ ｍｏｔｏｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｉｒｒｉｔａｂｌｅ ｂｏｗｅｌ ｓｙｎｄｒｏｍｅ[Ｊ] . Ｇｕｔꎬ２００４ꎬ５３(７):９５８－９６４.

[２１] ＬＡＲＡＵＣＨＥ ＭꎬＧＯＵＲＣＥＲＯＬ ＧꎬＷＡＮＧ Ｌꎬｅｔ ａｌ. Ｃｏｒｔａｇｉｎｅꎬａ ＣＲＦ１ ａｇｏｎｉｓｔꎬｉｎｄｕｃｅｓ ｓｔｒｅｓｓｌｉｋｅ ａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｃｏｌｏｎｉｃ ｆｕｎｃｔｉｏｎ
ａｎｄ ｖｉｓｃｅｒａｌ ｈｙｐｅｒｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｒｏｄｅｎｔｓ ｐｒｉｍａｒｉｌｙ ｔｈｒｏｕｇｈ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｐａｔｈｗａｙｓ[ Ｊ] . Ａｊｐ ｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ＆ ｌｉｖｅｒ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙꎬ
２００９ꎬ２９７(１):２１５－２２７.

[２２] ＡＫＢＡＲ ＡꎬＹＩＡＮＧＯＵ ＹꎬＦＡＣＥＲ Ｐꎬｅｔ ａｌ. Ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｃａｐｓａｉｃｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ＴＲＰＶ１￣ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ｓｅｎｓｏｒｙ ｆｉｂｒｅｓ ｉｎ ｉｒｒｉｔａｂｌｅ ｂｏｗｅｌ
ｓｙｎｄｒｏｍｅ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ａｂｄｏｍｉｎａｌ ｐａｉｎ[Ｊ] . Ｇｕｔꎬ２００８ꎬ５７(７):９２３－９２９.

[２３] ＮＡＧＹ ＩꎬＳ ＮＴＨＡ ＰꎬＪＡＮＣＳ Ｇꎬｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｔｈｅ ｖａｎｉｌｌｏｉｄ(ｃａｐｓａｉｃｉｎ) ｒｅｃｅｐｔｏｒ(ＴＲＰＶ１) ｉｎ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｐａｔｈｏｌｏｇｙ[Ｊ] .
Ｅｕｒｏｐｅａｎ ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙꎬ２００４ꎬ５００(１):３５１－３６９.

[２４] 林震群ꎬ张维波ꎬ周文博. 痛泻要方颗粒对腹泻型肠易激综合征的结肠黏膜 ５－ＨＴ３ 受体表达的影响[Ｊ] . 福建中医药ꎬ
２０１１ꎬ４２(５):１４－１６.

[２５] 晁冠群ꎬ吕宾ꎬ孟立娜ꎬ等. 痛泻要方对内脏高敏感大鼠脑、脊髓 ＣＲＦ 表达的影响[ Ｊ] . 中国中药ꎬ２０１０(１５):２０１２－
２０１６.　

[２６] 吴嫣然. 痛泻要方对慢性应激导致的内脏高敏感和肠道动力异常的作用及机制研究[Ｄ] . 武汉:华中科技大学ꎬ２０１６.
[２７] ＬＩＰＩＮＳＫＩ Ｃ Ａ. Ｌｅａｄ￣ａｎｄ ｄｒｕｇ￣ｌｉｋｅ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ: ｔｈｅ ｒｕｌｅ￣ｏｆ￣ｆｉｖｅ ｒｅｖｏｌｕｔｉｏｎ[ Ｊ] . Ｄｒｕｇ ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ ｔｏｄａｙ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓꎬ２００４ꎬ

１(４):３３７－３４１.
[２８] ＹＵ ＪꎬＺＨＯＵ ＹꎬＴＡＮＡＫＡ Ｉꎬｅｔ ａｌ. Ｒｏｌｌ:ａ ｎｅｗ ａｌｇｏｒｉｔｈｍ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｏｃｋｅｔｓ ａｎｄ ｃａｖｉｔｉｅｓ ｗｉｔｈ ａ ｒｏｌｌｉｎｇ ｐｒｏｂｅ

ｓｐｈｅｒｅ[Ｊ] . Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓꎬ２０１０ꎬ２６(１):４６－５２.
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