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摘要：与高通量筛选相比，虚拟配体筛选（%&）是用计算机程序选择化合物，预测它们与靶受体的结
合情况。其关键前提是知晓蛋白’配体结合所需空间和能量的标准。本文讨论了 %& 的靶选择，分
析和制备及如何编辑候选配体数据库。也考虑了 %& 运转的工具、策略、评分的精确度和结果的排
序问题。
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! 概述
,"世纪 #" 年代末和 )" 年代初，为了克服药物

开发中发现先导化合物困难所致的瓶颈，试验性高

通量筛选（14&）和组合化学迅猛发展。事实上，这
些努力使人失望，尤其是此途径的低命中率和高昂

的花费。此种状况促成了开发替代技术的设想，)"
年代末虚拟筛选开始成型。本文目的是总结和评论

虚拟配体筛选（%&）的概念和成功运行 %& 的前提。
此外，诚实坦白地分析此种途径的多种限制，并寻求

对这些限制的解释。下面首先讨论靶的选择、分析

和前提，然后是候选配体筛选样本的编辑。接着讨

论 %& 运行的实际需要、工具和策略，最后关注评分
的精确度和筛选结果的排序问题。

" 靶的选择，验证和分析
作为认知驱动的途径，%&强烈依赖研究体系中

有效信息的数量和质量。56-和 (6-作为靶受体，
仅在最近才有恰当的锚定和评分工具，事实上这种

靶标在 %& 中应用很少。相反，蛋白质在 %& 中应用
较多，范围从酶到 7蛋白偶联受体和离子通道。

# 确定靶受体的成药能力
选择的蛋白应具有能被小分子配体成功靶向的

结合袋。很显然，这种结合袋的大小和几何结构，表

面的粗糙和复杂度及与推测的药物样配体的形状和

极性的互补性和识别性均十分重要。然而，%& 开始

研究需要更多实际结合架构的可靠信息。近来，48’
9:;< 等提出几个关键性指标帮助鉴别成药性和非成
药性结合袋。对于成药性结合袋，总表面积和极性

区低于 " +.$ =>, 似乎较佳，此外还应具有恰当的紧

密度，表面粗糙度和复杂度。然而，489:;< 等的分析
也显示单一指标的相关性不强。

$ 选择靶受体最相关的几何结构
获得蛋白质空间结构的最有力方法是晶体结构

分析。此法的精确度和可靠性强烈依赖衍射的分辨

率。确定蛋白结构的替代技术是 6?(，确定结构的
精度取决于沿蛋白链的核欧沃豪斯效应（@A2BC8;D2B
2EE2FG）距离的局部分布图。为提高已发现结合位点
造模结构的精度，新算法考虑到在同源模化过程中

配体结合的方向。

% 处理蛋白质的可变性和适应性
在 %& 中，重要的是获取蛋白质同分异构体和

配体结合的估算值。一旦确定了这些同分异构体，

%&按蛋白质的可变性进行操作，或者比较几个刚性
受体（BHIH: B2F2JGKB）同分异构体的装配。后者较令人
注意，假定试验观察到的蛋白质同分异构体是处于

稳定，低自由能状态。

& 晶体结构作为“金标准”
原则上，结晶的蛋白’配体复合物，可用蛋白结

晶加到配体溶液中制备，然后进行晶体衍射，找到结

合位点，此过程称为“浸泡”。近来用浸泡法发现，由

蛋白醛糖还原酶与抑制剂唑泊司他形成的复合物有

不同的同分异构体。在一种结构中，蛋白质通过结
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合位点的氨基键与配体形成氢键。在另一种结构

中，结合位点的氨基键发生旋转不能与同一配体形

成氢键。这种差别明显影响 !" 的锚定和评分结
果。在结晶条件下，配体和结合袋呈反向结合，换句

话说，观察到配体引起蛋白的构象适应。在选择特

异的晶体结构作为 !" 参照物时，应详细地分析配
体和紧邻结合位点的!#因子参数或者氢键网络的一
致性。

! 分配质子化状态
大多数计算机筛选程序需要适当定义活性位点

或残基的质子化状态。此种操作并非易事，因为局

部的双电性条件调控功能基的 $! % 值，幅度达到几

个数量级。等温滴定热量计能使这种变化明显，经

常使受者功能基转向供者或荷电氢键转为中性氢

键。在运行 !" 各个验证步骤时，这些变化是明显
的。

" 考虑与单个或多个蛋白同分异构体结合
经验显示蛋白结合袋中发生的构象适应，通常

与蛋白功能需要而调整结构有关。此种功能适应必

须与低能转换相应，否则造成蛋白功能的明显缺陷。

因此，酶与不同底物结合或在催化构象适应时，经历

多个蛋白同分异构体的结合状态。

# 配体与靶蛋白结合的“热点”地形图
已有几种工具说明结合袋的结合“热点”。这些

方法或者根据全局的参数化作用力场，或者根据良

好选择的经验信息。最重要的是，这些分析必须针

对一个结合袋的所有构象状态，因为这将提供蛋白

适应变化时结合位点分子如何识别的构成图。

$% 水分子是蛋白&配体复合物的第三者
使用水基模块分析数千个配体#蛋白复合物晶

体结构揭示，约 & ’ ( 场合，配体结合中包含 ) 个水分
子，经常介入蛋白和配体的连接。因此，任一基于推

测候选配体结合模式的预测方法，例如 !" 中，必须
考虑水分子的影响。

$$ 候选配体的选择
*+"和 !"需要充分设计，充分收集小分子候选

配体以供筛选。为此，大制药公司在完成化合物的

国内收集外，还通过商业途径购得尽量多的化合物。

$’ ()候选配体的样本收集
以市售的化合物目录开始，目前可供购置的化

合物在 ) ,,, 万个以上。通常，分子的元素组成是
*，-，.，/，0，"，-1 和 23，相对分子质量 4 5,, 6 都符
合要求。区别化合物之间的相似性或差异性有 ) 个
参考点，在 !" 中，这个参考点是靶受体和两个配体
结合亲和力的差异，确定两个分子应属于相同或不

同的类别。

$* 用于 ()的候选配体的大小
药物优化程序的经验显示，已知有明显结合亲

和力的小核心片段是进一步优化的起点。因此，!"
选择的化合物应有可优化余地，方可进入所谓的先

导化合物样或片段样分子的匹配范畴。

$+ 选择良好平衡的候选配体用于筛选
新近，7%389: 检验了常用的 ;9$9:<=9 入选标准，

研究显示，它对中性和阳性电荷分子有预测能力；然

而阴离子有不同的标准，其极性表面积也有预测能

力。结合位点的成药能力，生物利用度标准等都是

多因素决定的。用 ;9$9:<=9 标准可从筛选样本中丢
弃那些推测有不良性质的化合物。

$, 合成的或虚拟候选分子的数据样本
由结合位点的结构来确定适宜的设计标准，在

!" 中作为靶标，可为 !"产生定制靶的虚拟数据库。

$- ()运转的工具和策略
原则上，!" 运转遵循两个策略：由锚定命中点

向前或向后筛选化合物。!" 中最重要步骤是候选
分子锚定于靶蛋白。加上各种标准向前筛选以减少

样本数，从数百万个试验化合物中减至数百或上千

个有希望的候选物。应用排序向后筛选留下前位

者。如今，计算机运行速率已不再是影响选择进行

的因素。向前筛选开始于简单参数，例如相对分子

质量、可旋转键数、亲脂性或形状，如总结构的椭圆

率。其后，探讨受体结构位点的信息，结合袋热点分

析，衍生出基于蛋白的药效基因。向前筛选使更精

确的锚定得以进行，例如进入多个蛋白构象状态运

算或反映基于蛋白的药效基因的精确锚定。最重要

的是，这种分层筛选的策略可追踪监视筛选各个水

平上的操作，且可人为介入，特别是易用视觉检查锚

定结果。
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!" 选择最适宜的锚定工具
目前所有锚定工具仍然远离完美无缺的要求。

近来，大众化锚定工具 !"#$ 和 %&’() 开始启用，其
特点是锚定已有的药效基团或特性分布。*+,-.-/0
程序预先安排的格子中计算锚定，贮存任一相互作

用域的潜值。对多个配体作用的鉴别，排序能力很

强。

!# $%锚定结果的评分，排序和验证
实际应用的 12 策略外，锚定和其后的评分是

12中关键的决定因素。评分的鉴别力对排序特别
重要，有希望充实前位排名。过去几年已开发较好

的评分函数，不限于回答单个函数，而是几个评分项

目的综合结果。

!& 计算结合亲和力的第一原则方法
最有力的，理论上更坚实的途径是第一原则法。

使用量子机制或计算需要较少的力场，计算系统的

分配函数和确定结合与非结合态的自由能的差别，

随着计算机运算速度的提高，此法变得更精确，与评

分关系更紧密。

’( 由回归分析衍生的经验评分函数
新近基于已知亲和力结合配体晶体结构的大样

本计算得到一种新回归评分函数，依靠一套训练程

序，发现与分析有关的许多新项目。此种经验评分

函数与训练项目有关者的符合性最佳，但通用性不

大。

’! 估算结合亲和力的精确度
为了估算结合常数，回归和基于认知的评分函

数两者均需要试验亲和力数据作为内标。因此，它

们预测的精确度从未大于能测定的结合亲和力的精

确度。根据经验，认知评分函数能较好地提取由锚

定程序产生的结合位点的几何结构，最接近试验证

实的结合模式。相反，回归评分函数在预测实际亲

和力上较好，提供较真实的结合位点的几何结构。

’’ 结合亲和力：! 个充分理解的性质
任何评分和排序的讨论必定要问如何理解

34556自由能的靶值。考虑到 7 个配体与 7 个蛋白
的结合，焓（!8）和熵（9:!2）较 34556 自由能（!3）分
布大 ; < = 倍的范围。在紧密相关的分子间可以发
现焓和熵的相互补偿。此外，结合过程中许多物化

现象还没有完全理解，因此也未能把它们正确地用

于评分函数中。尽管理解结合过程中的物理变化存

在缺陷，评分仍然进行得很满意，因为在只考虑配体

和蛋白结合的相对比较下，任何分析中不确切现象，

均可忽略不计。

’) 结语
12已成为对 8:2 有力的替代和补充方法。当

优化运行时，已有印象深刻的命中率报告，较 8:2
明显高 7>> < 7 >>> 倍。8:2 和 12 的比较研究表明
明，12 法能捕获替代的和补充的配体。值得注意的
是有经验的药物化学家经常能指出一个特别的结合

袋可能是成药性的，将这些数据输入计算机运算，使

这些多因素标准更明确。锚定和评分均属于多因素

性质。经验和人为介入对 12 运行中各种筛选步骤
保持控制力最重要。考虑到相似性的概念，高差异

分子仍然有漏筛危险。然而，可能使搜索更简单，因

为许多在 12 中遇到的参数，在相对比较时可忽略
不计。此外，要把 12 作为常规发现先导化合物的
工具，仍有一段相当长的路要走。
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) 结语
各种抗体制剂用作疾病的治疗已超过一个世

纪，首先使用的是从合格供血者血浆中提取的免疫

球蛋白。这第 7 代抗体药物虽然理想地反映自然免
疫反应的多样性，但存在几个缺点，包括安全性差，

缺乏特异性和临床应用有限。第 @ 代是 A*5 药物，

具有许多优点，包括安全性较高、生产成本低、可重

复性好和特异性较强。开发中有希望的 A*5 已超
过 7>> 个。但这些药物的单特异性使其不能用于复
杂抗原引起的疾病。第 ; 代重组多克隆抗体回答了
前 @ 代抗体治疗中存在的问题，技术上精细调整后，
将很快拓宽其临床使用潜力，在未来的抗体治疗药

物市场中将占上风。
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