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摘要　 运用 Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ Ｓｔｕｄｉｏ ４ ５ 软件， 通过同源建模及分子动力学优化获得柞蚕小吐白水软化病毒（ＡｐＩＶ）
３Ｃ 蛋白酶的 ３Ｄ 结构； 通过分子对接对天然产物库进行虚拟筛选， 得到 １ 个 ＡｐＩＶ ３Ｃ 蛋白酶的有效抑制剂

３′，４′，５，７⁃四羟基异黄酮（Ｏｒｏｂｏｌ） ． 分子对接和分子动力学（ＭＤ）模拟结果进一步证明 Ｏｒｏｂｏｌ 能稳定结合于

ＡｐＩＶ ３Ｃ 蛋白酶的结合口袋处． 体内外的 ＡｐＩＶ 病毒抑制实验结果表明， Ｏｒｏｂｏｌ 具有良好的抗病毒活性．
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吐白水软化病是柞蚕一种重要的病害， 通常发病于辽宁、 吉林和黑龙江等天气寒冷的地区， 主要

危害五龄柞蚕幼虫， 其平均发病率约 ３０％， 严重时甚至可以达到 ７０％ ～ ８０％， 严重妨碍了柞蚕产业的

发展［１～３］ ． 研究发现， 柞蚕吐白水病毒（ＡｐＩＶ）是柞蚕吐白水软化病的病原之一． ＡｐＩＶ 是一株小 ＲＮＡ 病

毒科的单正链 ＲＮＡ 病毒， 由 １０１３６ 个碱基组成． ＡｐＩＶ 的 １ 个开放阅读框编码含 ３０３６ 个氨基酸残基组

成的前体蛋白， 在 ３Ｃ 蛋白酶作用下， 该前体蛋白被切割成结构蛋白与功能蛋白． 前体蛋白的 Ｎ 端被切

割为构成病毒衣壳的 ４ 种壳蛋白（ＶＰ１， ＶＰ２， ＶＰ３ 和 ＶＰ４）， Ｃ 端被切割为病毒的功能蛋白（解旋酶结

构域的 ２Ｃ 蛋白、 半胱氨酸蛋白酶结构域的 ３Ｃ 蛋白酶和 ＲＮＡ 依赖性 ＲＮＡ 聚合酶结构域的 ３Ｄ 蛋

白） ［４］ ． 小 ＲＮＡ 病毒科的 ３Ｃ 蛋白酶具有高度保守的活性位点［５～７］， 在前体蛋白的剪切过程中起重要作

用［８～１０］， 是小 ＲＮＡ 病毒中唯一共有的蛋白酶， 宿主体内没有与之相似的蛋白酶． 因此， 该蛋白酶常被

选作研制抗小 ＲＮＡ 病毒抑制剂的靶标［１１～２０］ ．
本文通过同源建模［２１～２３］以及分子动力学（ＭＤ）优化构建了 ＡｐＩＶ ３Ｃ 蛋白酶的 ３Ｄ 结构， 通过基于

分子对接的虚拟筛选， 从天然产物库中虚拟筛选出 １５ 个苗头化合物． 经过 ＭＤ 优化后用分子对接和

ＭＤ 模拟进一步研究了这些化合物与 ＡｐＩＶ ３Ｃ 蛋白酶的结合模式． 结果表明， 异黄酮类化合物 ３′，４′，５，
７⁃四羟基异黄酮（Ｏｒｏｂｏｌ）能稳定地结合于 ＡｐＩＶ ３Ｃ 蛋白酶的结合口袋处． 通过体内外的病毒抑制实验

发现， Ｏｒｏｂｏｌ 具有良好的抑制 ＡｐＩＶ 复制的作用， 具有抗病毒活性．

１　 实验部分

１．１　 试剂与仪器

体外筛选所用化合物购自云南西力生物股份有限公司； 昆虫细胞培养基 Ｓｆ⁃９００ Ⅲ ＳＦＭ 购自美国

Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司； ＲＮＡ 提取试剂（ＴＲＩｚｏｌ）、 反转录试剂盒（ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ）及实时定量荧光聚合

酶链式反应试剂盒（ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ）购自宝生物大连有限公司； 二甲基亚砜（ＤＭＳＯ， 分析纯）购
自美国 Ｓｉｇｍａ 公司； 活细胞计数试剂盒（ＣＣＫ⁃８）购自日本 ＤＯＪＩＮＤＯ 公司； 草地贪夜蛾细胞系（Ｓｆ９）和
柞蚕病毒（ＡｐＩＶ）均由本实验室保存．



Ｈｅｒａ ｃｅｌｌ １５０ 型细胞培养箱（美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司）； Ｎｅｏｆｕｇｅ １３Ｒ 型高速离心机（上海力中科学仪器有

限公司）； Ｓｐｃｅｔｒａ ｍａｘ Ｐｌｕｓ 型酶标仪（美国分子仪器公司）； ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ ９６ 型聚合酶链式反应仪（美国

Ｒｏｃｈｅ 公司）； Ｎａｎｏｄｒｏｐ ２０００ 型分光光度仪（美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司）． 药物设计软件 Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ Ｓｔｕｄｉｏ ４ ５（美
国 Ａｃｃｅｌｒｙｓ Ｓｏｆｔｗａｒｅ 公司）； 分子对接软件 ＡｕｔｏＤｏｃｋ ４ ２（美国斯克利普斯研究所）．
１．２　 实验过程

１．２．１　 同源建模及模型验证 　 从 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库（ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ｇｅｎｂａｎｋ ／ ）中下载

ＡｐＩＶ ３Ｃ 蛋白酶的氨基酸序列（登录号 ＫＦ７５１８８５）， 使用 Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ Ｓｔｕｄｉｏ（ＤＳ） ４ ５ 软件中 Ｈｏｍｏｌｏｇｙ
Ｍｏｄｅｌｉｎｇ 进行 ＡｐＩＶ ３Ｃ 蛋白酶的同源建模． 经分子动力学（ＭＤ）优化后， 使用 Ｒａｍａｎｃｈａｎｄｒａｎ Ｐｌｏｔ 与
Ｐｒｏｆｉｌｅ⁃３Ｄ 对模型进行评估［２４］ ．

载入氨基酸序列后， 使用 Ｂｌａｓｔ ｓｅａｒｃｈ 从蛋白质结构数据库（ＰＤＢ）中搜寻同源建模的模板， 再使用

Ａｌｉｇｎ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｔｏ Ｔｅｍｐｌａｔｅｓ 将目标序列比对至模板序列， 然后使用 Ｍｏｄｅｌｅｒ 依据目标序列与模板的结

晶结构建立 ＡｐＩＶ ３Ｃ 蛋白酶的 ３Ｄ 结构．
用 Ｐｒｅｐａｒｅ Ｐｒｏｔｅｉｎ 工具对蛋白酶结构进行预处理， 其中 Ｂｕｉｌｄ ｌｏｏｐｓ 设为 ｔｕｒｅ， Ｋｅｅｐ ｗａｔｅｒ 设为

ｎｏｎｅ， 将半胱氨酸（Ｃｙｓ）的巯基设置为去质子化状态， 将组氨酸（Ｈｉｓ）设置为双质子化状态， 完成去水、
加氢及补全 Ｌｏｏｐ 结构等过程． 添加 Ｃｈａｒｍｍ３６ 立场， 通过 Ｓｏｌｖａｔｉｏｎ ｐｒｏｔｏｃａｌ 将蛋白酶模型溶剂化， 将模

型放到含生理盐水（质量体积分数 ０ ８５％）的周期性边界条件立方体中． 再通过 Ｓｔａｎｄａｒｄ Ｄｙｎａｍｉｃｓ Ｃａｓ⁃
ｃａｄｅ ｐｒｏｔｏｃａｌ 经过优化 １（Ｍｉｎｉｍｉｚａｔｉｏｎ Ｉ）、 优化 ２（Ｍｉｎｉｍｉｚａｔｉｏｎ Ⅱ）、 升温（Ｈｅａｔｉｎｇ）、 平衡（Ｅｑｕｉｌｉｂｒａ⁃
ｔｉｏｎ）和 ２０ ｎｓ 模拟采样（Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ）等处理完成该蛋白酶的 ＭＤ 优化．

使用 Ｈｏｍｏｌｏｇｙ Ｍｏｄｅｌｉｎｇ 中 Ｒｏｍａｃｈａｎｄｒａｍ ｐｌｏｔ 和 Ｐｒｏｆｉｌｅ ３Ｄ 对构建的 ３Ｃ 蛋白酶模型进行评估．
１．２．２　 基于分子对接的虚拟筛选　 使用 ＡｕｔｏＤｏｃｋ ４ ２ 和 ＤＳ ４ ５ 软件中 Ｌｉｂ⁃ｄｏｃｋ 进行分子对接， 从含

３５００ 多个天然化合物的数据库中虚拟筛选 ＡｐＩＶ ３Ｃ 蛋白酶的先导化合物．
依据目标序列与模板序列的多序列比对， 选取保守氨基酸所在的区域作为 ＡｐＩＶ ３Ｃ 蛋白酶的活性

位点［２５］ ．
在 ＡｕｔｏＤｏｃｋ ４ ２ 软件中使用 ＵＮＩＸ 命令和 Ｐｙｔｈｏｎ 脚本准备受体与配体的对接模型文件（ＰＤＢＱＴ），

进行虚拟筛选， 输出 Ｂｉｎｄｉｎｇ ｅｎｅｒｇｙ［２６～２９］ ．
使用 ＤＳ ４ ５ 软件中 Ｌｉｂ⁃ｄｏｃｋ 分子对接进行进一步的虚拟筛选［２４］ ． 用 Ｆｕｌｌ Ｍｉｎｉｍｉｚａｔｉｏｎ 工具对数据

库中的配体小分子进行能量最优化， 用 Ｐｒｅｐａｒｅ Ｐｒｏｔｅｉｎ 工具对蛋白酶受体进行去水、 加氢及补全 Ｌｏｏｐ
结构等操作． 使用 Ｄｏｃｋ Ｌｉｇａｎｄｓ（ＬｉｂＤｏｃｋ） ｐｒｏｔｏｃｏｌ 执行分子对接运算， 输出 Ｌｉｂｄｏｃｋ⁃ｓｃｏｒｅ．
１．２．３　 结合模式分析　 将分子对接结果经过 ＭＤ 优化后， 用 Ｐｙｍｏｌ 作图显示 ＡｐＩＶ ３Ｃ 蛋白酶与化合物

的结合模式， 分析在 ＭＤ 优化过程中每一个氨基酸的均方根波动（ＲＭＳＦ）情况．
１．２．４　 体外抑制病毒实验　 取密度为 ３ ７×１０５ ｃｅｌｌ ／ ｍＬ 的草地贪夜蛾细胞系（Ｓｆ９ 细胞）接种到 １２ 孔细

胞培养板中， 每孔 １ ｍＬ． 置于 ２７ ℃培养箱中孵育 ２４ ｈ 后， 接种 ＡｐＩＶ 病毒（ＣＩＤ５０ ＝ ０ ０１ Ｔ）． 实验组用

终浓度为 １ μｇ ／ ｍＬ（取 １ ｍｇ 化合物用 １００ μＬ ＤＭＳＯ 溶解， 用培养基 １０ 倍稀释）的苗头化合物处理， 对

照组用相同体积的 ＤＭＳＯ 处理． 孵育 １６ ｈ 后， 提取细胞总 ＲＮＡ， 反转录成 ｃＤＮＡ， 通过实时定量聚合酶

链反应（ｑ⁃ＰＣＲ）检测病毒的拷贝数， 确定该化合物的抗病毒活性． 针对有抗病毒活性的化合物， 再分

别使用终浓度为 ０ １， １ ０ 和 １０ μｇ ／ ｍＬ 的化合物处理同上的感染 ＡｐＩＶ 病毒的 Ｓｆ９ 细胞， 使用 ｑ⁃ＰＣＲ 检

测不同浓度化合物处理的病毒拷贝数， 每组重复 ３ 次． 以 β⁃Ａｃｔｉｎ 基因作为内参， 做均一化处理．
使用活细胞计数试剂盒（ＣＣＫ⁃８）检测该化合物的细胞毒性． 将 Ｓｆ９ 细胞接种到 ９６ 孔细胞培养板

中， 接种密度为 ５×１０４ｃｅｌｌ ／孔． 置于 ２７ ℃培养箱中孵育 ２４ ｈ 后， 加入化合物对细胞进行处理， 终浓度

为 １０ μｇ ／ ｍＬ． 孵育 １６ ｈ 后， 加入 １０ μＬ ＣＣＫ⁃８ 试剂， 再孵育 ４ ｈ． 用酶标仪测定其在 ４５０ ｎｍ 处的吸光

度值（记为 Ａｓ）． 对照组用相同含量的 ＤＭＳＯ 处理， 其值记为 Ａｃ ． 空白组只加入相同体积的培养基和

ＤＭＳＯ， 其值记为 Ａｂ ． 使用相对细胞活性来表征化合物的细胞毒性， 计算公式如下：
Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｅｌｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ＝ ［（Ａｓ － Ａｂ） ／ （Ａｃ － Ａｂ）］ × １００％ （１）

１．２．５　 体内抑制病毒实验　 取健康、 体重及发育一致的柞蚕蛹， 用 ７５％（体积分数）的酒精浸泡 １５ ｍｉｎ
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杀菌． 每只蚕蛹注射 １×１０７的 ＡｐＩＶ 病毒， 然后分别用 ０ １， １ ０， １０ 和 １００ μｇ 剂量的化合物处理蚕蛹，
于 ２７ ℃恒温箱中放置 ２４ ｈ， 用相同体积 ＤＭＳＯ 处理的蚕蛹作为阳性对照， 不做任何处理的蚕蛹作为阴

性对照． 提取脂肪体总 ＲＮＡ， 反转录成 ｃＤＮＡ， 经 ｑ⁃ＰＣＲ 检测病毒拷贝数， 确定该化合物的抗病毒活

性， 并通过观察蚕蛹颅顶板的颜色确定感染病毒的情况． 蚕蛹感染病毒后， 颅顶板会随着病毒复制拷

贝数的增加由白色逐渐变为黑色， 颜色越深表明病毒的拷贝数越多．

２　 结果与讨论

２．１　 同源建模与模型验证

使用 ＤＳ ４ ５ 软件的 Ｂｌａｓｔ ｓｅａｒｃｈ 从 ＰＤＢ 数据库中获得了 ２ 个用于同源建模的模板（ＰＤＢ＿ＩＤ：
２ＸＹＡ 和 ４ＧＨＴ） ［３０，３１］ ． 使用 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｘ２ 进行目标序列与 ２ 个模板序列之间的多序列比对， 结果显示序

列的一致性达到 ３８ ５７％［图 １（Ａ）］． 再使用 ＤＳ ４ ５ 软件的 Ｍｏｄｅｌｅｒ 构建 ＡｐＩＶ ３Ｃ 蛋白酶模型， 对同源

建模建立的模型进行 ２０ ｎｓ 的 ＭＤ 优化， 作为 ＡｐＩＶ ３Ｃ 蛋白酶的最终模型［图 １（Ｂ）］．

Ｆｉｇ．１　 Ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ａｎｄ ｍｏｄｅｌ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ ＡｐＩＶ ３Ｃ ｐｒｏｔｅａｓｅ
（Ａ） Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ｑｕｅｒｙ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ｔｅｍｐｌａｔｅｓ（ＰＤＢ： ２ＸＹＡ ａｎｄ ４ＧＨＴ） ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅ． Ｎａｖｙ ｂｌｕｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ
ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｒｅｓｉｄｕｅｓ； （Ｂ） Ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｍｏｄｅｌ （ ３Ｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ） ｏｆ ＡｐＩＶ ３Ｃ ｐｒｏｔｅａｓｅ ａｆｔｅｒ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｙｎａｍｉｃｓ （ ＭＤ） ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎ．
Ｔｈｅ ａｃｔｉｖｅ ｐｏｃｋｅｔ ｉｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｔｅｄ ｂｙ ｇｒｅｅｎ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｒｅｓｉｄｕｅｓ； （ Ｃ） ｔｈｅ ｒｏｍａｃｈａｎｄｒａｍ ｐｌｏｔ ｏｆ ＡｐＩＶ ３Ｃ ｐｒｏｔｅａｓｅ ｍｏｄｅｌ；
（Ｄ） ｔｈｅ ｐｒｏｆｉｌｅ ３Ｄ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ＡｐＩＶ ３Ｃ ｐｒｏｔｅａｓｅ．

使用 Ｒｏｍａｃｈａｎｄｒａｍ Ｐｌｏｔ 与 Ｐｒｏｆｉｌｅ ３Ｄ 进行模型的评估． Ｒａｍａｎｃｈａｎｄｒａｎ Ｐｌｏｔ 评估显示了氨基酸在

最适区、 允许区及不允许区的分布． 由图 １（Ｃ）可知， 有 ３２９ 个氨基酸残基（占 ９７ ０５％）落在最适区，
９ 个氨基酸残基（占 ２ ６５％）落在允许区， １ 个氨基酸残基（占 ０ ２９％）落在不允许区［图 １（Ｃ）］． Ｐｒｏｆｉｌｅ
３Ｄ 显示出模型的每一个氨基酸残基的 Ｖｅｒｉｆｙ Ｓｃｏｒｅ 值， Ｖｅｒｉｆｙ Ｓｃｏｒｅ＞０ 的氨基酸残基代表构像合理的氨

基酸残基． 由图 １（Ｄ）可知， 大部分氨基酸残基的 Ｖｅｒｉｆｙ Ｓｃｏｒｅ＞０． Ｒａｍａｎｃｈａｎｄｒａｎ Ｐｌｏｔ 评估与 Ｐｒｏｆｉｌｅ⁃３Ｄ
评估结果表明， 所示构建的 ＡｐＩＶ ３Ｃ 蛋白酶模型是合理的．
２．２　 基于分子对接的虚拟筛选

对目标序列（ＡｐＩＶ）与模板序列（ＰＤＢ＿ＩＤ： ２ＸＹＡ 和 ４ＧＨＴ） 进行了多序列比对分析． 结果表明，
Ｐｈｅ１０２， Ａｓｐ１０４， Ｃｙｓ１６９， Ｇｌｙ１７０， Ｇｌｙ１８４， Ｉｌｅ１８５ 和 Ｈｉｓ１８６ 氨基酸残基较为保守， 将这些保守氨基酸

作为 ＡｐＩＶ ３Ｃ 蛋白酶的活性位点．
使用 ＡｕｔｏＤｏｃｋ ４．２ 软件从天然产物库中虚拟筛选 ＡｐＩＶ ３Ｃ 蛋白酶抑制剂， 并统计这些化合物的结

３０７　 Ｎｏ．４ 　 史艳丽等： ＡｐＩＶ ３Ｃ 蛋白酶抑制剂的虚拟筛选及活性测定



合能［图 ２（Ａ）］． 选取结合能前 ５５ 的化合物使用 ＤＳ ４．５ 软件中的 Ｌｉｂ⁃Ｄｏｃｋ 进行虚拟筛选． 综合考虑分

子对接打分、 分子对接结合模式和化合物的生物活性和类药性， 选取了 １５ 个苗头化合物进行下一步的

实验验证． 这 １５ 个化合物与 ＡｐＩＶ ３Ｃ 蛋白酶的结合模式如图 ２（Ｂ）所示．

Ｆｉｇ．２　 Ｖｉｒｔｕａｌ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ａｎｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｏｃｋｉｎｇ
（Ａ） Ｂｉｎｄｉｎｇ ｅｎｅｒｇｙ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｄｏｃｋｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ａｂｏｕｔ ｌｉｇｉｎｄｓ； （Ｂ） ｂｉｎｄｉｎｇ ｍｏｄｅ ｏｆ ｆｉｆｔｅｅｎ ｈｉｔ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ
ｉｎ ｔｈｅ ＡｐＩＶ ３Ｃ ｐｒｏｔｅａｓｅ ｍｏｄｅｌ ｂｙ ｄｏｃｋｉｎｇ ｓｔｕｄｉｅｓ ｕｓｉｎｇ ＡｕｔｏＤｏｃｋ．

所筛选的 １５ 个化合物的生物活性、 分子对接打分和与化合物形成 Ｈ 键与 π⁃π 键相互作用的氨基

酸残基结果统计如表 １ 所示．
Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｕｍｍａｒｙ ｏｆ ｖｉｒｔｕａｌ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ

Ｎｏ． Ｃｏｍｐｄ．　 　 Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ
Ｄｏｃｋ⁃Ｓｃｏｒｅ Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｒｅｓｉｄｕｅｓ

ＡｕｔｏＤｏｃｋ ＬｉｂＤｏｃｋ ＨＢｏｎｄ π⁃π Ｂｏｎｄ
１ Ｏｒｏｂｏｌ Ｈｙｐｏｔｅｎｓｉｖｅｌ， ｅｎｚｙｍｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ －６ ４ １１４ ３４５ Ｇｌｙ１６７， Ｓｅｒ１６４ Ｔｙｒ１６３
２ Ｔａｎｓｈｉｎｌａｃｔｏｎｅ Ａｎｔｉ⁃ｔｕｍｏｒ －６ １ ９９ ７８２９ Ｔｙｒ１６３
３ Ｍａａｃｋｉａｉｎ Ａｎｔｉｆｕｎｇａｌ －５ ６ ８１ ７８４４ Ｃｙｓ１２３ Ｃｙｓ１２３
４ （－）⁃Ｅｐｉａｆｚｅｌｅｃｈｉｎ Ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ， ｅｎｚｙｍｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ， －５ ４ ８３ １０８１ Ｖａｌ１６６

ａｎｔｉ⁃ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
５ ２⁃α，３⁃α，２３⁃Ｔｒｉｈｙｄ⁃ｒｏｘｙ⁃ Ａｎｔｉ⁃ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ －５ １ ７８ ３２２ Ｃｙｓ１２３ Ｔｙｒ１６３

ｏｌｅａｎ⁃１２⁃ｅｎ⁃２８⁃ｏｉｃ ａｃｉｄ
６ （＋）⁃Ｃｏｎｏｃａｒｐａｎ Ａｎａｌｇｅｓｉｃ， ａｎｔｉｆｕｎｇａｌ －５ ３ ８０ ６２２４ Ｇｌｕ１１２， Ｔｙｒ１６３
７ Ｓａｋｕｒａｎｅｔｉｎ Ｐｈｙｔｏａｌｅｘｉｎ －５ ３ ８０ ６２２４ Ｔｙｒ１６３
８ Ｄｅｈｙｄｒｏ⁃α⁃ｌａｐａｃｈｏｎｅ Ａｎｔｉｖａｓｃｕｌａｒ， ａｎｔｉｆｕｎｇａｌ －５ ３ ８４ ７８４４
９ Ｉｌｉｃｉｃ ａｃｉｄ Ａｎｔｉ⁃ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ －５ ２ ８２ ０８９
１０ Ｎａｒｉｎｇｅｎｉｎ Ａｎｔｉ⁃ｔｕｍｏｒ， ａｎｔｉ⁃ｃａｎｃｅｒ， ａｎｔｉｕｌｃｅｒ， －５ ２ ７５ ３６７ Ｔｙｒ１６３

ａｎｔｉａｔｈｅｒｏｇｅｎｉｃ
１１ Ｌｕｔｅｏｌｉｎ Ａｎｔｉ⁃ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ， ａｎｔｉｓｐａｓｍｏｄｉｃ， －５ ２ ７８ ９５９ Ｃｙｓ１２３ Ｔｙｒ１６３

ａｎｔｉｔｕｓｓｉｖｅ， ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ， ａｎｔｉａｌｌｅｒｇｉｃ
１２ Ｃａｒａｂｒｏｎｅ Ａｎｔｉｆｕｎｇａｌ －５ １ ７２ ６３３
１３ Ｄｅｈｙｄｒｏｃｏｓｔｕｓ ｌａｃｔｏｎｅ Ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ， ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ －５ １ ７３ ８３０
１４ Ａｐｉｇｅｎｉｎ Ａｎｔｉ⁃ｔｕｍｏｒ， ａｎｔｉ⁃ｃａｎｃｅｒ， ａｎｔｉ⁃ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ －５ １ ７０ ４９３ Ｔｙｒ１６３
１５ １⁃Ｈｙｄｒｏｘｙｒｕｔａｅｃａｒｐｉｎｅ Ａｎｔｉｐｌａｔｅｌｅｔ， ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ －５ １ ７５ ４７２ Ｔｙｒ１６３

２．３　 结合模式分析

经过 ２０ ｎｓ 的 ＭＤ 优化后， 分析苗头化合物与 ＡｐＩＶ ３Ｃ 蛋白酶的结合模式． 结果表明， 异黄酮类化

合物 Ｏｒｏｂｏｌ 的 ４′位上的羟基与 Ｇｌｙ１６７ 残基形成了氢键相互作用， 羰基与 Ｓｅｒ１６４ 残基形成了氢键相互

作用． 苯并吡喃⁃４ 酮环与 Ｔｙｒ１６３ 残基形成了 ２ 个 π⁃π 键相互作用． 苯并吡喃⁃４ 酮环与 Ｉｌｅ１８３， Ｉｌｅ１８５ 和

Ｐｒｏ１９８ 残基形成了 σ⁃π 键相互作用， 苯环与 Ｐｒｏ１９８， Ｌｙｓ１０３ 和 Ｉｌｅ１８５ 残基形成了 σ⁃π 键相互作用． 化
合物与活性口袋处的 Ｐｒｏ１００， Ｇｌｙ１７０， Ｓｅｒ１７１， Ｇｌｙ１８４， Ａｌａ１９６， Ｇｌｕ１９７ 和 Ｉｌｅ１９９ 残基形成了 １ 个范德

华力网， 这些相互作用使 Ｏｒｏｂｏｌ 能稳定地结合于 ＡｐＩＶ ３Ｃ 蛋白酶的结合口袋处［图 ３（Ａ）］． ＡｐＩＶ ３Ｃ 蛋

白酶各个氨基酸残基在 ＭＤ 模拟过程中的稳定性用 ＲＭＳＦ 进行表征， 结果表明， Ａｌａ１０１， Ｐｈｅ１０２，
Ｌｙｓ１０３， Ａｓｐ１０４， Ｌｅｕ１０５， Ｇｌｙ１７０， Ｓｅｒ１７１， Ａｌａ１７２， Ｌｅｕ１７３， Ｉｌｅ１８３， Ｇｌｙ１８４， Ｉｌｅ１８５ 和 Ｈｉｓ１８６ 这些位于

活性口袋处的氨基酸残基在 ＭＤ 模拟过程中的波动处于其附近区域的最低点， 波动不大， 比较稳定，
说明 Ｏｒｏｂｏｌ 能稳定地结合于 ＡｐＩＶ ３Ｃ 蛋白酶的结合口袋处［图 ３（Ｂ）］．

４０７ 高 等 学 校 化 学 学 报 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｖｏｌ．３９　



Ｆｉｇ．３　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｂｉｎｄｉｎｇ ｍｏｄｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｏｒｏｂｏｌ ａｎｄ ＡｐＩＶ ３Ｃ ｐｒｏｔｅａｓｅ
（Ａ） Ｂｉｎｄｉｎｇ ｍｏｄｅ ｏｆ ｏｒｏｂｏｌ ｗｉｔｈ ＡｐＩＶ ３Ｃ ｐｒｏｔｅａｓｅ ｂｙ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｏｃｋｉｎｇ ｓｔｕｄｉｅｓ ｕｓｉｎｇ ＡｕｔｏＤｏｃｋ． Ｉｎ ｔｈｅ ｓｏｌｉｄ ｓｕｒｆａｃｅ， ｔｈｅ
ｐｏｃｋｅｔ（ｇｒｅｅｎ） ｉｓ ｌａｂｅｌｅｄ． Ｌｏｃａｌ ａｍｐｌｉｆｙ ｄｏｃｋｉｎｇ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｏｒｏｂｏｌ ａｌｏｎｇ ｗｉｔｈ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｂｏｎｄｓ； （Ｂ） ｔｈｅ ｒｏｏｔ ｍｅａｎ
ｓｑｕａｒｅ ｆｌｕｃｔｕａｔｉｏｎ（ＲＭＳＦ） ｏｆ ＡｐＩＶ ３Ｃ ｐｒｏｔｅａｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｖｅｒ ２０ ｎｓ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｙｎａｍｉｃｓ（ＭＤ） ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｒｅｄ ｄｏｔ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ
ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｒｅｓｉｄｕｅ ｉｎ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｅ ｓｉｔｅ ｐｒｏｃｋｅｔ．

２．４　 体外抑制病毒实验

用终浓度为 １ μｇ ／ ｍＬ 的苗头化合物处理接种了 ＡｐＩＶ 病毒的细胞， 经 ｑ⁃ＰＣＲ 检测抗病毒活性． 结

果表明， Ｏｒｏｂｏｌ 有明显的抑制 ＡｐＩＶ 复制的作用， 显示出良好的抗病毒活性［图 ４（Ａ）］． 分别用终浓度

为 ０ １， １ ０ 和 １０ μｇ ／ ｍＬ 的 Ｏｒｏｂｏｌ 处理接种 ＡｐＩＶ 病毒的细胞， ｑ⁃ＰＣＲ 检测实验结果表明， 随着 Ｏｒｏｂｏｌ
浓度的升高， 其抑制 ＡｐＩＶ 病毒复制的作用越强， 证明 Ｏｒｏｂｏｌ 抗病毒的效果越好， 当 Ｏｒｏｂｏｌ 的浓度达

到 １０ μｇ ／ ｍＬ 时， 对 ＡｐＩＶ 复制的抑制率达到了 ８０ ５％［图 ４（Ｂ）］． 采用 ＣＣＫ⁃８ 法检测了 Ｏｒｏｂｏｌ 的细胞

毒性， 结果表明， 当 Ｏｒｏｂｏｌ 的浓度为 １０ μｇ ／ ｍＬ 时， 细胞活性仅降低 ３ ４２％， 说明在此浓度下， Ｏｒｏｂｏｌ
对细胞的生长基本上无影响， 即 Ｏｒｏｂｏｌ 的细胞毒性低［图 ４（Ｃ）］． 以上结果表明， Ｏｒｏｂｏｌ 在体外具有良

好的抗病毒活性．

Ｆｉｇ．４　 Ａｓｓａｙｓ ｏｆ ａｎｔｉｖｉｒａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ｉｎ ｖｉｔｒｏ
（Ａ） ｑ⁃ＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ １５ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ａｔ １ μｇ ／ ｍＬ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｆｏｒ ＡｐＩＶ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ． ａ． Ｃｏｎｔｒｏｌ， ｂ． １， ｃ． ２， ｄ． ３， ｅ． ４，
ｆ． ５， ｇ． ６， ｈ． ７， ｉ． ８， ｊ． ９， ｋ． １０， ｌ． １１， ｍ． １２， ｎ． １３， ｏ． １４， ｐ． １５； （ Ｂ） ｑ⁃ＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｏｒｏｂｏｌ ｆｏｒ ＡｐＩＶ

ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ． ａ． ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ， ｂ． ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ， ｃ（ｏｒｏｂａｌ） ／ （μｇ·ｍＬ－１）： ｃ． ０．１， ｄ． １， ｅ． １０； （Ｃ） ｔｈｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｅｌｌ ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ⁃
ｉｔｙ ｆｏｒ Ｏｒｏｂｏｌ． ａ． ｂｌａｎｋ； ｂ． １０ μｇ ／ ｍＬ ｏｒｏｂｏｌ； ｃ． ＡｐＩＶ； ｄ． ＡｐＩＶ＋１０ μｇ ／ ｍＬ ｏｒｏｂｏｌ．

Ｆｉｇ．５　 ｑ⁃ＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｏｒｏｂｏｌ ｆｏｒ
ＡｐＩＶ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ
ａ． ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ； ｂ． ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ； ｃ（ｏｒｏｂａｌ） ／

（μｇ·ｍＬ－１）： ｃ． ０．１； ｄ． １； ｅ． １０； Ｆ． １００．

２．５　 体内抑制病毒实验

分别用不同剂量的 Ｏｒｏｂｏｌ 处理接种了 ＡｐＩＶ 病

毒的蚕蛹， 培育 ２４ ｈ， ｑ⁃ＰＣＲ 检测实验结果表明，
随着 Ｏｒｏｂｏｌ 浓度的升高， 其抑制 ＡｐＩＶ 病毒复制的

作用越强， 证明 Ｏｒｏｂｏｌ 抗病毒效果越好， 当 Ｏｒｏｂｏｌ
的剂量为 １００ μｇ ／ ｍＬ 时， 对 ＡｐＩＶ 复制的抑制率达

到 ８２％（见图 ５）． 阴性对照组蚕蛹的颅顶板呈白

色， 阳性对照组蚕蛹的颅顶板呈黑色． 注射不同剂

量 Ｏｒｏｂｏｌ 的 ＡｐＩＶ 病毒蚕蛹， 随着注射 Ｏｒｏｂｏｌ 的剂

量增加， 蚕蛹颅顶板的颜色逐渐变浅， 说明 Ｏｒｏｂｏｌ
在体内具有抗病毒活性（见图 ６）．

５０７　 Ｎｏ．４ 　 史艳丽等： ＡｐＩＶ ３Ｃ 蛋白酶抑制剂的虚拟筛选及活性测定



Ｆｉｇ．６　 Ｃｏｌｏｒ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｅｐｉｃｒａｎｉａｍ ｏｆ ｔｈｅ ａｎｔｈｅｒａｅａ ｐｅｒｎｙｉ ｐｕｐａｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＡｐＩＶ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｏｓｅ ｏｒｏｂｏｌ

３　 结　 　 论

通过基于分子对接的虚拟筛选方法， 从天然产物库中筛选出 １ 个 ＡｐＩＶ ３Ｃ 蛋白酶的抑制剂———异

黄酮类物质 Ｏｒｏｂｏｌ． 分子对接与分子动力学（ＭＤ）模拟结果表明， Ｏｒｏｂｏｌ 能稳定地结合于 ＡｐＩＶ ３Ｃ 蛋白

酶的结合口袋处． 体外抑制病毒复制实验结果表明， 当 Ｏｒｏｂｏｌ 的浓度达到 １０ μｇ ／ ｍＬ 时， 对病毒在细胞

内复制的抑制率达到 ８０ ５％， 且细胞毒性低． 分别用不同剂量的 Ｏｒｏｂｏｌ 处理接种了 ＡｐＩＶ 病毒的蚕蛹，
进一步证实 Ｏｒｏｂｏｌ 可以抑制 ＡｐＩＶ 病毒在蚕蛹体内的复制， 可见 Ｏｒｏｂｏｌ 在体内也具有抗病毒活性．
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