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　 　 ［摘要］ 　 目的　 筛选一种可以切断核因子 κＢ 蛋白（ＮＦ⁃κＢ）解离功能的先导化合物。 　 方法　 构建 ＮＦ⁃κＢ 的抑制蛋白

Ｉ⁃κＢ 与内源性配体之间的药效团模型，使用分子对接、动力学模拟技术，找到具有可抑制 ＮＦ⁃κＢ 解离作用、可应用于紫外线损

伤修复的先导药物。 　 结果 　 经过分子动力学模拟，证实 ２７６ 号化合物与 Ｉ⁃κＢ 蛋白结合稳定，可阻断 ＮＦ⁃κＢ 解离。
结论　 ２７６ 号化合物作为 ＮＦ⁃κＢ 解离阻滞剂，可用于开发抗紫外线损伤药物的深入研究。
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０　 引　 　 言

高原地区强紫外线辐射导致各类皮肤问题严重

影响、困扰驻地群众、官兵的身心健康和工作、生活质

量。 有研究报道，喀喇昆仑高原进驻官兵皮肤患病率

高于平原地区进驻者，达到 ５４􀆰 ２９％［１］。 诱发紫外线

损伤的因素众多，其中核因子 κＢ 蛋白（ＮＦ⁃κＢ）是其

中之一。 ＮＦ⁃κＢ 蛋白作为细胞中的核转录因子［２⁃３］，
通常在细胞质中，以二聚体的形式存在［４］，处于非活

化态。 机体在受到细菌、病毒感染［５］，紫外线照

射［６⁃７］，发生免疫、炎症和应激反应时［８］，抑制物 Ｉ⁃κＢ
可被激活并被泛素依赖性蛋白酶所降解［９⁃１０］，从而释

放出 ＮＦ⁃κＢ，其进入细胞核内可以激活靶基因的
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转录［１１］，影响细胞的分化和发育［１２］，诱发细胞的无

限增殖从而导致癌症。 本研究旨在应用分子模拟技

术寻找一种可以切断 ＮＦ⁃κＢ 解离功能的先导化合

物，为研发抗紫外线损伤药物奠定基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 数据来源　 Ｓｔｕｄｅｒ 等［１３］ 课题组的研究发现一

种内源性化合物具有 ＮＦ⁃κＢ 解离阻滞功能，其在蛋

白质晶体结构资料数据库（Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｏｌｌａｂｏｒａｔｉｏｎ ｆｏｒ
Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ， Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｄａｔａ Ｂａｎｋ， 简 称

ＲＣＳＢ ＰＤＢ）中编码是 ６ＳＨ６。
１􀆰 ２　 实验软件　 使用 Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ Ｓｔｕｄｉｏ ３􀆰 ５（ＤＳ３􀆰 ５）
软件进行全部分子模拟计算。
１􀆰 ３　 药效团模型的构建　 为提高药效团模型对化合

物数据库筛选的精度和成药性［１４］，本研究药效团模

型以基于配体⁃受体相互作用模式进行构建。 在

ＤＳ３􀆰 ５ 软件中，π⁃π 堆积的判断条件为两组结构几何

中心相互之间的距离在 ５􀆰 ５Å 之内，且两组芳香环几

何平面之间几何中垂线夹角在 ５０°以内，氢键的判断

条件为两组结构几何中心之间的距离在 ３􀆰 ８Å 之内。
１􀆰 ４　 虚拟筛选　 使用加州大学旧金山分校（ＵＣＳＦ）
的 ＺＩＮＣ１５ 数据库进行数据库构建，依据成药五规

则精简化合物，应用 ＤＳ３􀆰 ５ 软件中的 ｂｕｉｌｄ ３Ｄ 数据

库工具构建化合物数据库，共得到 １０３４２１８０ 个符合

成药 ５ 规则的化合物的数据库，从中再用药效团模

型进行虚拟筛选。
１􀆰 ５ 　 分子对接 　 为确定分子 对 接 的 算 法 优

劣［１５⁃１６］，使用 ＤＳ３􀆰 ５ 软件中的 Ｌｉｇａｎｄｆｉｔ、ＣＤＯＣＫＥＲ、
Ｌｉｂｄｏｃｋ 三种对接方法分别将 ６ＳＨ６ 晶体复合物结

构中内源性小分子与受体蛋白质进行对接，验证对

接是否能重现 ６ＳＨ６ 中的结合作用模式，选用复现

结合作用模式最佳的对接方法［１７⁃１８］，进行精密的分

子对接实验，以便将对接结果最好的化合物筛选

出来。
１􀆰 ６　 分子动力学模拟　 将分子动力学模拟的起始

状态设定为 １􀆰 ５ 分子对接实验中获得的最优结构，
使用 ＤＳ３􀆰 ５ 软件中的 ｓｏｌｖａｔｉｏｎ 算法模块，模拟细胞

质溶液中的状态。 使用标准动力学级联（ ｓｔａｎｄａｒｄ
ｄｙｎａｍｉｃｓ ｃａｓｃａｄｅ，ＳＤＣ）算法进行分子动力学模拟，
设定溶液基准温度为 ３００Ｋ，动态过程选用升温⁃平
衡⁃降温程序，平衡过程选用恒温恒压参数进行，采
样间隔 ２ｆｓ，动态模拟 ５００ｎｓ 中结合作用模式的动态

变化过程。 计算受体蛋白的各氨基酸的均方根涨

落（ ｒｏｏｔ ｍｅａｎ ｓｑｕａｒｅ ｆｌｕｃｔｕａｔｉｏｎ，ＲＭＳＦ） 值。 ＲＭＳＦ
值表示在分子动力学模拟的过程之中氨基酸运动

的自由程度。 在 ＤＳ３􀆰 ５ 软件之中，ＲＭＳＦ 的计算原

理是将氨基酸中的各原子作为一个整体，计算其在

分子动力学模拟的整体时间之中偏移距离平方之

和随时间平均的平方根。

２　 结　 　 果

２􀆰 １　 内源性 ＮＦ⁃κＢ 解离阻滞化合物结合作用模式

和药效团模型 　 为寻找具有潜在阻断 ＮＦ⁃κＢ 解离

过程的药物分子，本研究通过对 ６ＳＨ６ 晶体结构解

析可知，其与受体蛋白之间可以形成多组相互之间

作用，其三维结构见图 １。 其与 Ｉ⁃κＢ 蛋白之间相互

作用，具体表现为：化合物的嘧啶并咪唑杂环于

２０４Ａｒｇ、４０１Ｐｈｅ 共形成 ２ 组 π⁃π 堆积，距离分别为

４􀆰 ０８ Å、４􀆰 ４８Å，呋喃环上的羟基与 ４３１Ａｓｐ 形成 １ 组

氢键，距离为 ２􀆰 ３１ Å， 两个磷酸残基则分别于

１６３Ｇｌｙ、１６４Ｓｅｒ、１６５Ｇｌｙ、１６６Ｌｙｓ、１６７Ｔｈｒ、１６８Ｔｈｒ 形成

氢键相互作用，距离分别是 ２􀆰 ６７ Å、３􀆰 １０ Å、３􀆰 １０ Å、
２􀆰 ６７ Å、２􀆰 ９７ Å、２􀆰 ９３ Å。 据此相互作用关系，课题

组共构建了 ６ 个药效团的模型，分别包含了 ３ 组氢

键受体、２ 组氢键供体和 １ 组 π⁃π 堆积效应。

图 １　 内源性 ＮＦ⁃κＢ 解离阻滞化合物与受体蛋白结合三维

结构图

２􀆰 ２　 粗筛结果 　 使用 ＺＩＮＣ１５ 化合物数据库对上

述构建的药效团模型进行筛选，共筛选出 ３４７ 个与

药效团模型相符合的化合物。
２􀆰 ３　 对接方法选定与对接结果 　 对 Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ
Ｓｔｕｄｉｏ３􀆰 ５软件中提供的 ３ 种不同分子对接方法

（Ｌｉｇａｎｄｆｉｔ、ＣＤＯＣＫＥＲ、Ｌｉｂｄｏｃｋ）进行预实验的结果
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显示，基于能量最低的 ＣＤＯＣＫＥＲ 方法在重复复合

物晶体结构相互之间作用模式过程中表现最佳。
因此上述通过药效团模型筛选得到的 ３４７ 个化合物

与 ６ＳＨ６ 蛋白受体进行的分子对接， 决定选用

ＣＤＯＣＫＥＲ 的算法进行。 除去所有原本存在于

６ＳＨ６ 复合物晶体结构中的配体分子，将蛋白质中的

氨基酸残基全部补齐，并将其中的水分子去除，选
用 ＣＨＡＲＭｍ 力场作为分子对接的力场，对接区域

范围设定为原化合物中心区域半径 １０Å 范围，每个

化合物对接结果均保留得分最高的 １０ 个构象。 结

果显示：２７６ 号化合物在前 １０ 个打分最高的构象中

占了 ６０％，其中排名第一的化合物结构见图 ２。

图 ２　 ２７６ 号化合物与与受体蛋白结合三维结构图

将内源性化合物与蛋白结合作用结构图与本

研究筛选得到的 ２７６ 号化合物与蛋白结合作用结构

图进行叠加，从中可见两者处于同一蛋白活性口袋

中，具有高度相似的结合作用模式，证实筛选结果

有效。 见图 ３。

图 ３　 ２７６ 号化合物（灰红）、内源性化合物（绿色）与受体

结合三维结构图

２７６ 号化合物结构中的 ８ 个磺酸基团分别于

Ｌｙｓ１３３， Ａｒｇ １３４，Ｇｌｙ １６５，Ｔｈｒ １６７，Ｔｈｒ １６８，Ａｒｇ ２０４，

Ｔｈｒ ４２６， Ｓｅｒ ４２７，Ｔｈｒ ４２９，Ａｓｐ ４３１，Ａｒｇ４７５，分别形

成了 １１ 组氢键，距离分别为 ２􀆰 ８５Å、２􀆰 ５８Å、２􀆰 ３９Å、

２􀆰 ７３Å、 ２􀆰 ４８Å、 ２􀆰 ０２Å、 ２􀆰 ５３Å、 １􀆰 ９４Å、 ２􀆰 ９０Å、

２􀆰 ０６Å、２􀆰 ０８Å。

２􀆰 ４　 分子动力学模拟结果　 ２７６ 号化合物与 ６ＳＨ６

的分子动力学模拟实验持续约 １６ ｈ，体系温度维持

在 ２９６􀆰 ５１～ ３０２􀆰 ６１ Ｋ 之间。 受体蛋白的各氨基酸

的 ＲＭＳＦ 值见图 ４。 ２７６ 号化合物与受体蛋白结合

部位的氨基酸 ＲＭＳＦ 值较小，关键作用部位的结合

作用稳定。

图 ４　 受体蛋白各氨基酸均方根涨落（ＲＭＳＦ）图

３　 讨　 　 论

ＮＦ⁃κＢ 可被细胞活素、氧自由基、吸入性颗粒、

促有丝分裂剂、有毒金属、紫外线照射等激活，在皮

肤癌的发生、发展和恶化之中起到了关键的作用。

紫外线中的 ＵＶＢ 照射皮肤后可促使皮肤内氧自由

基形成，激活 ＮＦ⁃κＢ，引起皮肤加速老化，皮肤肿瘤

形成和免疫抑制反应导致急性皮肤晒伤。 抑制 ＮＦ⁃

κＢ 的活性，是化学药物预防皮肤癌和抗紫外线损伤

发展的关键。 目前一些 ＮＦ⁃κＢ 抑制剂已经被运用

于皮肤癌治疗过程中，并取得了一定的效果。 如何

筛选出特异性强、不良反应小的 ＮＦ⁃κＢ 抑制剂是目

前研究的关键。

尽管本研究得到的 ２７６ 号化合物在对接结果、

动力学模拟等方面都展现出了其在抑制 ＮＦ⁃κＢ 解

离方面可能具有一定的效果，但这种结果只是基于

计算机模拟的结果，其真正是否具有药理活性，还

需要动物实验来进行验证，但新药研发是一个长期

且投入巨大的工作过程，而利用计算机的辅助筛选

技术可以大大降低研究的时间和成本，提高新药
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发现的概率，而且随着学术界对 ＮＦ⁃κＢ 的蛋白质晶

体结构的深入广泛研究，在一定程度上为我们发现

ＮＦ⁃κＢ 解离阻滞化合物方面，在筛选的准确性方面，

提供了有力的保障。

与 Ｓｔｕｄｅｒ 等［１３］课题组发现的内源性解离阻滞

化合物相比，本研究中筛选得到的可能具有解离阻

滞作用的 ２７６ 号化合物，两者与蛋白的相互作用都

是静电相互作用，且都是电中性。 虽然静电相互作

用是这类分子与蛋白相互作用的关键，但从本研究

筛选结果以及 Ｓｔｕｄｅｒ 等［１３］课题组的研究结果看，化

合物极性可能不是这类药物筛选的关键，但为了确

保筛选结果的准确，后期本研究将对化合物不同极

性的结合作用效果进行进一步验证，以期得到更好

的先导化合物。

本研究得到的 ２７６ 号化合物是基于分子模拟技

术的药物理性设计结果，其是否具有 ＮＦ⁃κＢ 解离阻

滞效果还需要进一步的活性试验。 后续可对 ６ＳＨ６

蛋白进行定点突变，对 Ｌｙｓ１３３， Ａｒｇ １３４，Ｇｌｙ １６５，

Ｔｈｒ １６７， Ｔｈｒ １６８， Ａｒｇ ２０４， Ｔｈｒ ４２６， Ｓｅｒ ４２７， Ｔｈｒ

４２９，Ａｓｐ ４３１，Ａｒｇ４７５ 等氨基酸位点进行定点突变，

观察其余受体蛋白结合的程度从而初步判断 ２７６ 号

化合物的生物活性。

通常口服药物分子的相对分子质量不超过

５００，而 ２７６ 号化合物约为 ９６５􀆰 ８７，且其结构之中包

含多个磺酸基的结构，在化合物成药性上存在一定

的不足。 之所以在打分系统中没有将相对分子质

量低于 ５００ 纳入打分系统，主要考虑在虚拟筛选过

程中，化合物之间相互作用的稳定性更显得尤为重

要。 虽然化合物相互作用稳定性强且相对分子质

量低于 ５００ 的化合物是最理想的筛选结果，但从本

研究中筛选得到的 ３４７ 个先导化合物中，相对分子

质量低于 ５００ 的先导化合物与受体蛋白之间的结合

作用模式均弱于 Ｓｔｕｄｅｒ ＭＫ 课题组中的内源性化合

物，因此本研究中保留了部分相对分子质量大于

５００ 的化合物结构。 后期，在确保结合作用模式不

减弱的情况下，课题组将重点考虑对 ２７６ 号化合物

的结构进行改造，如考虑削减磺酸基基团，运用质

量较轻且结构类似的基团进行替代，以改善其在体

内的 ＡＤＭＥＴ （ Ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ 吸收、 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ 分布、

Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ代谢、Ｅｘｃｒｅｔｉｏｎ 排泄、Ｔｏｘｃｉｔｙ 毒性）性质。

对于 ＮＦ⁃κＢ 解离阻滞化合物的研究，本课题组

在现有研究基础上，下一步将对得到的 ２７６ 号化合

物开展更为深入的理论研究，如：分子轨道能量、关

键氨基酸残基的能量差异以及作用力特征等信息，

从而对新药研发提供更多的理论支撑，此外建立紫

外线损伤大鼠动物模型，尽早开展动物活性实验也

是必不可少的工作。

本研究通过构建 ＮＦ⁃κＢ 的抑制蛋白 Ｉ⁃κＢ 与内

源性配体之间的药效团模型，使用分子对接、动力

学模拟技术，找到具有可能具有抑制 ＮＦ⁃κＢ 解离作

用、可用于抗紫外线损伤的先导药物。 通过对该先

导化合物的结合作用模式进行分析、分子动力学模

拟实验，显示 ２７６ 号化合物与 Ｉ⁃κＢ 蛋白可以形成稳

定的作用模式，从而阻断 ＮＦ⁃κＢ 的解离。 因此，２７６

号化合物可能是潜在的 ＮＦ⁃κＢ 解离阻滞化合物，可

能具有抑制外界刺激下细胞的无限增殖等癌变过

程的效果。
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［１７］ 　 梁佳龙， 刘吉元， 刘雪英． 噻嗪类 １１β⁃羟类固醇脱氢酶抑制

药三维定量构效关系研究 ［ Ｊ］ ． 中国药师， ２０１７， ２０（ ３）：

３９７⁃４０１．

［１８］ 　 王　 菲， 刘飞远， 王　 毅，等． 基于药效团模型的 ＤＮＡ 错配

修复化合物筛选［Ｊ］ ． 中国药师， ２０２１， ２４（６）： １０１８⁃１０２５．

（收稿日期：２０２１⁃１２⁃０１；　 修回日期：２０２２⁃０２⁃２２）

（责任编辑：叶华珍；　 英文编辑：朱一超）
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