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摘要　 利用药物发现软件 Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ Ｓｔｕｄｉｏ ４ ５（ＤＳ）， 以基于结构的虚拟筛选天然产物化合物库的方法， 获

得 Ｏ⁃连接 Ｎ⁃乙酰葡糖胺转移酶（ＯＧＴ）天然产物抑制剂阿曼托双黄酮（ＡＦ）． ＡＦ 能够在体外抑制 ＯＧＴ 的酶活．
分子动力学（ＭＤ）模拟实验结果表明， ＡＦ 能够稳定结合在 ＯＧＴ 蛋白的底物结合口袋中， 并与口袋附近多个

氨基酸形成氢键． 细胞内活性检测结果表明， ＡＦ 能够有效抑制蛋白质的 Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ 修饰， 具有良好的 ＯＧＴ 抑

制活性．
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糖基化是一种重要的蛋白质翻译后修饰（ＰＴＭｓ） ［１］， 在众多生物学过程中发挥着重要作用． Ｏ⁃连接

Ｎ⁃乙酰葡糖胺（Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ）修饰是一种重要的单糖修饰［２］， 由 Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ 糖基转移酶（ＯＧＴ）催化， 将

Ｎ⁃乙酰葡糖胺基团连接在蛋白质的丝氨酸 ／苏氨酸羟基末端上［３］ ． 研究发现， Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ 修饰的蛋白广

泛分布于细胞质和细胞核中， 参与几乎所有的细胞生理过程［４］ ． 而且， 异常的 Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ 糖基化［５］与癌

症［６］、 糖尿病并发症［７］及神经退行性疾病［８］ 等重大疾病相关． 抑制 ＯＧＴ 的活性能够调控胞内蛋白的

Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ 修饰． 因此， ＯＧＴ 抑制剂不但可以作为分子探针用于研究 Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ 糖基化修饰， 参与细胞

生理过程及多种重大疾病的分子机制， 还将有助于进一步阐释 ＯＧＴ 作为疾病治疗靶点的有效性．
目前， ＯＧＴ 抑制剂的开发并不理想， 所获分子通常具有细胞内活性差等缺点［９］ ． 本文利用基于结

构的虚拟筛选方法， 以 ＯＧＴ 晶体结构（３ＰＥ３）为受体， 从天然产物化合物库中筛选得到了 １０ 个 ＯＧＴ 抑

制活性分子． 在此基础上， 经过分子动力学模拟（ＭＤ） ［１０］、 体外活性检测［１１］及细胞内活性检测［１２］， 确

认阿曼托双黄酮 （ ＡＦ） 具有良好的 ＯＧＴ 抑制活性， 能够有效抑制体外和细胞内的蛋白质

Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ 修饰．

１　 实验部分

１．１　 试剂与仪器

体外活性检测所用试剂均购自云南西力生物股份有限公司； Ｏ⁃连接 Ｎ⁃乙酰葡糖胺转移酶（ＯＧＴ）
多肽底物（ＣＫＩＩ 肽， 氨基酸序列为 ＫＫＫＹＰＧＧＳＴＰＶＳＳＡＮＭＭ）， 苏州强耀公司； 小分子 ＯＧＴ 抑制剂

（ＳＴ０４５８４９）， 美国 ＴｉｍＴｅｃ 公司； 尿苷二磷酸⁃Ｎ⁃乙酰葡糖胺（ＵＤＰ⁃ＧｌｃＮＡｃ）和二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）， 分

析纯， 美国 Ｓｉｇｍａ 公司； Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ 特异性抗体， 美国 ＣＳＴ 公司； ＯＧＴ 活性分析试剂盒， 美国 Ｐｒｏｍｅｇａ
公司； 非洲绿猴肾细胞系（Ｃｏｓ７）由本实验室保存．

二氧化碳细胞培养箱、 Ｐｉｃｏ１７ 型高速低温离心机和 Ｎａｎｏｄｒｏｐ 型微量分光光度仪， 美国赛默飞公

司； Ｓｙｎｅｒｇｙ Ｈ１ 型全功能荧光酶标仪， 美国 ＢｉｏＴｅｋ 公司； ＦｌｕｏｒＣｈｅｍ ＨＤ２ 型化学发光成像仪， 美国伯乐

公司； 分子对接与分析软件Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ Ｓｔｕｄｉｏ ４ ５（ＤＳ 软件）， 美国 Ａｃｃｅｌｒｙｓ Ｓｏｆｔｗａｒｅ 公司．



１．２　 实验方法

１．２．１　 受体分子建模　 以蛋白质结构数据库（ＰＤＢ）中人源 ＯＧＴ ／尿苷二磷酸（ＵＤＰ）的 Ｘ 射线晶体结构

（３ＰＥ３）为模板［１３］， 利用 ＤＳ 软件去掉晶体中的水分子， 并移除 ＵＤＰ 分子． 以 ＯＧＴ 蛋白上 ＵＤＰ 结合口

袋中脯氨酸（Ｐｒｏ）５５９ 的侧链为中心， 建立一个 ２ ２ ｎｍ×２ ２ ｎｍ×２ ２ ｎｍ 的盒子， 以覆盖 ＯＧＴ 的 ＵＤＰ
绑定口袋［１４］ ．
１．２．２　 虚拟筛选　 首先使用 ＤＳ 软件［１５］对含有 ５１００ 多个天然产物的西力生物化合物库进行吸收、 分

配、 代谢、 排泄和毒性（ＡＤＭＥＴ）分析， 获得符合条件的分子． 具体标准包括： 分子质量为 ２００～６００， 分

配系数 ｌｇＰ 为－０ ４～５ ６， 可转动键数量≤１０， 极性表面积≤１ ４ ｎｍ２， 氢键供体和受体总数量≤１２． 以

这些分子为配体， 使用 ＤＳ 软件中的刚性对接算法（Ｌｉｂ⁃Ｄｏｃｋ）进行基于 ＯＧＴ（３ＰＥ３）的分子对接［１６］ ． 使

用 Ａｄｄｓｏｌ 程序计算受体的溶剂参数， 在对接过程中配体分子根据需要设为柔性结构， 分子内的旋转键

由 ＤＳ 程序识别并在对接过程中任意旋转； 使用 Ｌａｍａ⁃ｒｃｈｉａｎ 遗传算法和局部能量搜索相结合（ＧＡＬＳ）
的方法对构象进行搜索， 并进行 １００ 次对接计算， 通过聚类分析结果和 ＤＳ 软件自带的评分函数打分

的高低保留 １０ 个构象． 对接中以受体 ＯＧＴ 蛋白的分子建模盒子作为配体结合位置， 以此筛选出可能

具有 ＯＧＴ 抑制活性的分子． 输出 Ｌｉｂ⁃Ｄｏｃｋ 计算得到受体与配体结合自由能［１７］ ． 使用 ＤＳ 中的半柔性对

接方法（Ｃ⁃Ｄｏｃｋｅｒ）对配体分子进行对接筛选． 使用能量最小化工具（Ｆｕｌｌ Ｍｉｎｉｍｉｚａｔｉｏｎ）对配体分子进行

能量最优化处理． 使用受体优化工具（Ｐｒｅｐａｒｅ Ｐｒｏｔｅｉｎ）对 ＯＧＴ 蛋白晶体结构进行去水及加氢等操作． 在
Ｃ⁃Ｄｏｃｋｅｒ 模块中进行对接运算， 输出受体与配体的结合自由能［１８］ ． 对 ２ 种算法获得的自由能进行平均

值最低排序， 利用 ＤＳ 聚类分析算法选择自由能最低的 １０ 种化合物作为候选分子．
１．２．３　 分子动力学模拟　 对候选分子使用 ＤＳ 软件进行能量最优处理， 使用 ＤＳ 软件中的分子动力学

模拟模块进行受体与配体的 ＭＤ 优化 ２０ ｎｓ， 输出优化后的结合模式． 受体和配体的结构均来源于分子

对接结果． 将对接复合物溶解于立方体显性水分子模型中， 溶质原子与边界之间的距离为 ０ ５ ｎｍ， 模

拟采用 Ａｍｂｅｒ 力场， 并向体系添加抗衡离子（Ｎａ＋）保持其电中性． ＭＤ 模拟在 ｐＨ＝ ７ ４ 和 ２９８ Ｋ 条件下

进行， 并使用郎格万方法控制体系温度． 其中， ＭＤ 积分步长为 ２ ｆｓ， 采样间隔为 １００ ｐｓ． 进一步计算在

ＭＤ［１９］优化过程中 ＯＧＴ 蛋白每一个氨基酸均方根波动（ＲＭＳＦ）的情况．
１．２．４　 体外 ＯＧＴ 酶活抑制率的测定　 在无细胞反应体系中测定体外 ＯＧＴ 酶活， 利用 ＯＧＴ 活性分析试

剂盒检测候选分子对 ＯＧＴ 酶活的抑制情况［１２］ ． 反应中所用 ＯＧＴ 酶和核孔蛋白 ６２（Ｎｕｐ６２）使用大肠杆

菌表达系统进行原核表达和纯化． 以 ＯＧＴ 底物肽段 ＣＫＩＩ 肽作为糖基受体， 在底部为白色的 ９６ 孔酶标

板上参照试剂盒说明书进行实验． 反应体系包含下列组分： ２５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＯＧＴ 蛋白、 １２５ μｍｏｌ ／ Ｌ 的

ＣＫＩＩ 肽、 ４０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＵＤＰ⁃ＧｌｃＮＡｃ 糖供体及反应缓冲液 （ １５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ ＋ １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＥＤＴＡ ＋
２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ， ｐＨ＝ ７ ４）， 于 ３７ ℃反应 １ ｈ． 使用荧光酶标仪进行 ３ 组平行测量， 计算 ＩＣ５０值．
１．２．５　 免疫印迹实验　 使用候选分子处理 Ｃｏｓ７ 细胞不同时间， 提取细胞总蛋白进行变性聚丙烯酰胺

凝胶电泳（ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ）， 转膜后使用抗体检测细胞内蛋白 Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ 修饰改变情况． 以甘油醛⁃３⁃磷酸脱

氢酶（ＧＡＰＤＨ）作为内参．

２　 结果与讨论

２．１　 基于结构的 ＯＧＴ 抑制剂虚拟筛选

对 ＯＧＴ ／ ＵＤＰ 的晶体结构 （ ３ＰＥ３） 进行建模分析后发现， ＵＤＰ 能与 ＯＧＴ 的 Ｇｌｎ８３９， Ｌｙｓ８４２，
Ａｌａ８９６， Ｌｙｓ８９， Ａｒｇ９０４， Ｈｉｓ９２０， Ｔｈｒ９２１ 和 Ｔｈｒ９２２ 氨基酸残基发生相互作用， 并形成氢键（见图 １）． 因
此， 本文以上述氨基酸残基所在位置作为虚拟筛选的受体结合口袋， 使用 ＤＳ 软件进行虚拟筛选． 经过

ＡＤＭＥＴ 分析， 天然产物化合物库中共有 ２３２９ 个分子符合条件． 进一步将这些分子进行 Ｌｉｂ⁃Ｄｏｃｋ 和

Ｃ⁃Ｄｏｃｋｅｒ 筛选， 分别统计这些分子的结合自由能［图 ２（Ａ）］． 所使用的 ２ 种算法既包含刚性对接， 也包

含半柔性对接， 能够较全面地反映配体分子与受体 ＯＧＴ 蛋白的对接情况． 经过聚类分析， 综合考虑配

体打分、 结合模式以及化合物结构新颖度和类药性， 选出在 ２ 种筛选模式下均排名靠前的 １０ 个分子作

为候选化合物做进一步的实验验证． 这 １０ 个分子与受体 ＯＧＴ 蛋白的结合模式见图 ２（Ｂ）．
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Ｆｉｇ．１　 Ｂｉｎｄｉｎｇ ｍｏｄｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＵＤＰ⁃ＯＧＴ

Ｆｉｇ．２　 Ｉｄｅｎｔｉｆｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｏｖｅｌ ＯＧＴ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ ｆｒｏｍ ａ ｖｉｒｔｕａｌ ｓｃｒｅｅｎ
（Ａ） Ｅｂ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｄｏｃｋｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ａｂｏｕｔ ｌｉｇｉｎｄｓ， Ｌｉｂ⁃Ｄｏｃｋ（ ａ） ａｎｄ Ｃ⁃Ｄｏｃｋｅｒ（ ｂ）； （Ｂ） ｂｉｎｄｉｎｇ

ｍｏｄｅ ｏｆ ｔｅｎ ｈｉｔ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｉｎ ｈｕｍａｎ ＯＧＴ ｂｙ ｄｏｃｋｉｎｇ ｓｔｕｄｉｅｓ ｕｓｉｎｇ Ｌｉｂ⁃Ｄｏｃｋ ａｎｄ Ｃ⁃Ｄｏｃｋｅｒ．

１０ 个候选分子的已知生物活性、 Ｌｉｂ⁃Ｄｏｃｋ 和 Ｃ⁃Ｄｏｃｋｅｒ 结合能情况及与 ＯＧＴ 蛋白的氨基酸残基氢

键形成情况如表 １ 所示．
Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｃｏｒｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｖｉｒｔｕａｌ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒｓ

Ｎｏ． Ｃｏｍｐｄ． Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ
Ｅｂ ／ （ｋＪ·ｍｏｌ－１）

Ｌｉｂ⁃Ｄｏｃｋ Ｃ⁃Ｄｏｃｋｅｒ
Ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｂｏｎｄ

１ Ａｍｅｎｔｏｆｌａｖｏｎｅ Ａｎｔｉ⁃ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ， ａｎｔｉ⁃ｆｕｎｇａｌ －１４６ ７ －１３７ ５ ７
２ Ｒｏｂｉｎｉｎ Ｈｙｄｒａｇｏｇｕｅ －１３０ ５ －１２４ ３ ３
３ Ｇｒｉｆｆｉｐａｖｉｘａｎｔｈｏｎｅ Ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ －１２７ ５ －１１５ ６ ３
４ Ｄｉｈｙｄｒｏｘｙ⁃１４⁃ｓｅｒｒａｔｅｎ⁃１６⁃ｏｎｅ Ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ －１２６ ３ －１１６ １ ２
５ Ｄａｔｕｒａｍｅｔｅｌｉｎ Ｉ Ａｎｔｉ⁃ｆｕｎｇａｌ， ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ －１２５ ４ －１１４ ３ ２
６ Ｂｉｓａｎｄｒｏｇｒａｐｈｏｌｉｄｅ Ａ Ｉｏｎ ｃｈａｎｎｅｌｓａｇｏｎｉｓｔ －１２４ ５ －１１３ ９ ２
７ Ｃｈｌｏｒａｍｕｌｔｉｌｉｄｅ Ｄ Ａｎｔｉ⁃ｆｕｎｇａｌ， ａｎｔｉ⁃ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ －１２４ ２ －１１１ ４ ２
８ Ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｏｃｈｎａｆｌａｖｏｎｅ Ａｎｔｉ⁃ｆｕｎｇａｌ， ａｎｔｉ⁃ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ －１２３ １ －１１０ ９ ２
９ Ｐｒｅ⁃ｓｃｈｉｓａｎａｒｔａｎｉｎ Ｂ Ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ －１２２ ９ －１１１ ２ １
１０ Ｉｓｏｒｈｏｉｆｏｌｉｎ Ａｎｔｉ⁃ｆｕｎｇａｌ， ａｎｔｉ⁃ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ， ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ －１１０ １ －１０９ ２ １

２．２　 候选分子的体外活性初步检测

将虚拟筛选得到的 ＯＧＴ 抑制剂候选分子在无细胞反应体系中初步测定其抑制活性． 使用

５０ μｍｏｌ ／ Ｌ的候选分子进行 ＯＧＴ 酶活抑制实验， 利用 ＯＧＴ 活性分析试剂盒测定小分子的抑制率． 由

图 ３（Ａ）可见， １０ 个候选分子中有 ７ 个分子具有 ＯＧＴ 抑制活性， 但是除 ＡＦ 分子外， 其它分子的抑制

活性不超过 ５０％． 因此， 将 ＡＦ 作为 ＯＧＴ 抑制剂候选化合物做进一步分析． 图 ３（Ｂ）给出化合物 ＡＦ 的

化学结构， 分子量 ５３８ ４６， 属双黄酮类化合物， 具有较好的水溶性， 据文献［２０］报道 ＡＦ 具有抗炎、 抗

真菌活性．
２．３　 ＡＦ 与 ＯＧＴ 蛋白结合模式分析

使用 ＭＤ 优化 ＡＦ 分子与受体 ＯＧＴ 蛋白（３ＰＥ３）的对接结果［１３］， 经过 ２０ ｎｓ 优化后， 挑选结构稳定

时间段输出多个动态构象， 以 ｃｕｔｏｆｆ ０ ２ 进行聚类， 提取稳定状态下最大聚类的典型构象， 该聚类在

２０ ｎｓ的模拟轨迹中出现频率约为 ６３ ２％． 由图 ４（Ｂ）可见， 双黄酮类化合物 ＡＦ 的 Ｃ 环羟基与 Ｌｙｓ８４２，
Ｈｉｓ９２０， Ｔｈｒ９２１ 和 Ｔｈｒ９２２ 形成了 ５ 个较稳定的氢键相互作用； Ｄ 环羟基与 Ｌｙｓ８４２ 形成了较稳定的氢键

相互作用； Ｆ 环羟基与 Ａｓｎ５５７ 形成了较稳定的氢键相互作用； Ａ， Ｂ 和 Ｆ 环与 Ｈｉｓ５５８， Ｐｒｏ５５９ 和
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Ｆｉｇ．３　 Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ
（Ａ） Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃａｎｄｉｄａｔｅｓ ｏｎ ＯＧＴ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｉｎ ａ ｃｅｌｌ ｆｒｅｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ， ａｌｌ ｔｈｅ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ａｔ ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ． ＳＴ０４５８４９ ｗａｓ
ｕｓｅｄ ａｓ ａ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ． ａ． Ａｍｅｎｔｏｆｌａｖｏｎｅ； ｂ． ｒｏｂｉｎｉｎ； ｃ． ｇｒｉｆｆｉｐａｖｉｘａｎｔｈｏｎｅ； ｄ． ｄｉｈｙｄｒｏｘｙ⁃１４⁃ｓｅｒｒａｔｅｎ⁃１６⁃ｏｎｅ； ｅ． ｄａｔｕｒａｍｅｔｅｌｉｎ Ｉ；
ｆ． ｂｉｓａｎｄｒｏｇｒａｐｈｏｌｉｄｅ Ａ； ｇ． ｃｈｌｏｒａｍｕｌｔｉｌｉｄｅ Ｄ； ｈ． ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｏｃｈｎａｆｌａｖｏｎｅ； ｉ． ｐｒｅ⁃ｓｃｈｉｓａｎａｒｔａｎｉｎ Ｂ； ｊ． ｉｓｏｒｈｏｉｆｏｌｉｎ； ｋ． ＳＴ０４５８４９．
（Ｂ） ｔｈｅ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＡＦ．

Ｌｙｓ８９８ 残基形成了 ３ 个 π⁃π 键相互作用． 化合物与活性口袋处的 Ｈｉｓ５６２， Ｇｌｙ６５４， Ｐｈｅ６９４， Ａｓｎ８３８，
Ｇｌｎ８３９， Ｐｈｅ８６８， Ｖａｌ８９５， Ａｌａ８９６， Ｐｒｏ８９７ 和 Ｇｌｙ９１９ 残基形成一个范德华力网， 这些相互作用使 ＡＦ 能

稳定地结合于 ＯＧＴ 蛋白的底物结合口袋处［图 ４（Ａ）和（Ｂ）］． 使用 ＲＭＳＦ 表征 ＭＤ 优化过程中受体

ＯＧＴ 蛋白每个氨基酸残基的空间位置稳定性， 结果表明， Ｇｌｎ８３９， Ｌｙｓ８４２， Ａｌａ８９６， Ｌｙｓ８９８， Ｈｉｓ９２０，
Ｔｈｒ９２１ 和 Ｔｈｒ９２２ 等与 ＡＦ 相互作用的氨基酸残基在 ＭＤ 优化过程中空间位置变化较小， 处于其附近区

域的最低点， 波动不大． 使用阳性对照 ＳＴ０４５８４９ 和天然底物 ＵＤＰ 获得了类似的结果． 这说明与 ＡＦ 相

互作用的氨基酸残基较稳定， 也证明了 ＡＦ 能较稳定地结合于 ＯＧＴ 蛋白的底物结合口袋处［图 ４（Ｃ）］．

Ｆｉｇ．４　 Ｂｉｎｄｉｎｇ ｍｏｄｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＡＦ ａｎｄ ＯＧＴ ｂｙ ＭＤ
（Ａ） Ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｏｓｅ ｏｆ ＡＦ ｗｉｔｈ ＯＧＴ ａｆｔｅｒ ＭＤ； ｔｈｅ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｏｆ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｏｃｋｅｔ ｗｅｒｅ ｓｈｏｗｎ ｂｙ ｓｕｒｆａｃｅ； ＡＦ ｉｎｔｅｒａｃｔｓ ｗｉｔｈ ｒｅｓｉｄｕｅｓ
ｉｎ ｔｈｅ ＵＤＰ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｏｃｋｅｔ ｏｆ ＯＧＴ； （Ｂ） ｂｉｎｄｉｎｇ ｍｏｄｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＵＤＰ⁃ＯＧＴ； （Ｃ） ｔｈｅ ｒｏｏｔ ｍｅａｎ ｓｑｕａｒｅ ｆｌｕｃｔｕａｔｉｏｎ（ＲＭＳＦ） ｏｆ
ＯＧＴ ｏｖｅｒ ２０ ｎｓ ＭＤ ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎ．

２．４　 ＡＦ 的 ＯＧＴ 体外抑制活性

使用 ０ ０２５～５００ μｍｏｌ ／ Ｌ 浓度梯度的 ＡＦ 作用于 ＯＧＴ 无细胞反应体系， 利用 ＯＧＴ 活性分析试剂盒

测定 ＡＦ 的抑制率． 由图 ５（Ａ）可见， ＡＦ 分子能够在体外以浓度梯度的方式抑制 ＯＧＴ 催化的糖基转移

反应， 具有良好的 ＯＧＴ 抑制活性． 经计算， ＡＦ 的 ＯＧＴ 半数抑制浓度（ＩＣ５０值）为 ４８ １ μｍｏｌ ／ Ｌ． 进一步

检测了 ＡＦ 分子在无细胞体系中对单一蛋白的 Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ 糖基化修饰抑制情况． 核孔蛋白 Ｎｕｐ６２ 是能够

进行多位点 Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ 糖基化修饰的蛋白［２１］， 多个位点的 Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ 修饰会增加该蛋白的分子量， 因

此未发生 Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ 修饰的 Ｎｕｐ６２ 蛋白在电泳中表现出更快的迁移速率． 使用 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＡＦ 作用于

Ｎｕｐ６２ 蛋白为底物的 ＯＧＴ 无细胞反应体系， 以 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＳＴ０４５８４９ 作为阳性对照． 利用免疫印迹法

检测了 Ｎｕｐ６２ 蛋白的 Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ 修饰以及分子量的变化情况［图 ５（Ｂ）］． Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ 修饰的特异性抗体
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免疫印迹检测结果表明， ＡＦ 分子能够有效抑制 ＯＧＴ 蛋白对 Ｎｕｐ６２ 蛋白的 Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ 修饰， 并且 ＡＦ 分

子处理的反应组 Ｎｕｐ６２ 蛋白表现出较快的电泳迁移速度， 证明 Ｎｕｐ６２ 的分子量变小， 从另一角度佐证

ＡＦ 分子具有 ＯＧＴ 抑制活性． 这一结果与阳性对照 ＳＴ０４５８４９ 处理组类似． 以上结果说明， ＡＦ 能够在体

外有效抑制 ＯＧＴ 的糖基转移酶活性．

Ｆｉｇ．５　 ＡＦ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ＯＧＴ ｉｎ ｖｉｔｒｏ
（Ａ） ＡＦ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ＯＧＴ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ａ ｄｏｓｅ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍａｎｎｅｒ； （Ｂ） ＡＦ（５０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ Ｎｕｐ６２ ｉｎ ａ ｃｅｌｌ⁃ｆｒｅｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ．

２．５　 ＡＦ 的 ＯＧＴ 细胞内抑制活性

为了确定 ＡＦ 分子的细胞内 ＯＧＴ 抑制活性， 进一步在培养的 Ｃｏｓ７ 细胞系上检测了 ＡＦ 的 ＯＧＴ 抑

制活性． 使用 ２０～１５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＡＦ 处理 Ｃｏｓ７ 细胞 ２４ ｈ， 采用免疫印迹法检测细胞内 Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ 修饰

蛋白变化情况． 随着 ＡＦ 浓度的增加， 细胞内 Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ 修饰呈现减少趋势， 说明 ＡＦ 能够以浓度依赖

方式抑制细胞内的 ＯＧＴ 酶活性［图 ６（Ａ）］． 进一步使用 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＡＦ 处理 Ｃｏｓ７ 细胞 ６～２４ ｈ， 采用

免疫印迹法检测细胞内 Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ 修饰蛋白变化情况． 随着时间的延长， 细胞内的 Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ 修饰逐渐

减少， 说明 ＡＦ 能够以时间依赖方式抑制细胞内的 ＯＧＴ 酶活性［图 ６（Ｂ）］． 以上结果表明， ＡＦ 能够在

细胞内有效抑制 ＯＧＴ 酶活性， 降低细胞内蛋白的 Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ 糖基化修饰．

Ｆｉｇ．６　 ＡＦ ｉｎｈｉｂｉｔｅｓ ＯＧＴ ｉｎ ｃｅｌｌｓ
（Ａ） Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｓ ｏｆ Ｃｏｓ７ ｃｅｌｌ ｌｙｓａｔｅｓ ａｆｔｅｒ ＡＦ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｏｓｅｓ（０—１５０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ｆｏｒ ２４ ｈ；
（Ｂ） ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｓ ｏｆ Ｃｏｓ７ ｃｅｌｌ ｌｙｓａｔｅｓ ａｆｔｅｒ ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＡＦ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｆｏｒ ６—２４ ｈ．

综上所述， 利用基于结构的虚拟筛选方法， 通过药物发现软件 Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ Ｓｔｕｄｉｏ ４ ５ 从天然产物化

合物库中筛选得到 １ 个 Ｏ⁃连接 Ｎ⁃乙酰葡糖胺转移酶（ＯＧＴ）的抑制剂———双黄酮类分子阿曼托双黄酮

（ＡＦ）． 分子对接与分子动力学模拟实验证明， ＡＦ 能够与 ＯＧＴ 蛋白形成多个氢键， 从而较稳定地结合

在 ＯＧＴ 蛋白的天然底物尿苷二磷酸（ＵＤＰ）结合口袋处． 体外 ＯＧＴ 抑制实验结果表明， ＡＦ 能够以浓度

梯度方式有效抑制该酶的糖基转移酶活性， 并且能够有效降低核孔蛋白 ６２（Ｎｕｐ６２）蛋白的 Ｏ⁃连接

Ｎ⁃乙酰葡糖胺修饰（Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ 修饰）． 进一步的细胞内浓度和时间梯度实验证明， ＡＦ 分子在细胞内具

有 ＯＧＴ 酶抑制活性， 以浓度和时间依赖的方式抑制细胞内的 Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ 修饰． ＡＦ 的发现验证了基于结

构的虚拟筛选方法用于 ＯＧＴ 抑制剂开发的可行性．
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