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摘　 要： 本试验以细菌脲酶结构（ＰＤＢ＿ＩＤ ４ＥＰ８）为靶标，运用分子对接技术虚拟筛选 ＣｈｅｍＤｉｖ
化合物库，结合瘤胃脲酶活性抑制试验，筛选获得 １ 个新型瘤胃脲酶抑制剂———Ｎ－（３，４－二甲

氧基苄基）－２－｛（４Ｓ）－１－［２－（１Ｈ－吲哚－３－基）乙基］－２，５－二氧杂咪唑啉－４－烃基｝乙酰胺，其

半抑制浓度（ ＩＣ５０）值为 １０１．４ μｍｏｌ ／ Ｌ。 瘤胃脲酶动力学试验表明，该化合物为混合性脲酶抑制

剂。 体外微生物厌氧培养试验表明，该化合物能抑制瘤胃微生物氨氮的生成。 分子对接表明，
该化合物能与脲酶活性中心内及活性中心外柔性片状区域的一些关键的氨基酸残基稳定结合。
该化合物对瘤胃脲酶抑制效果较好，可以作为先导化合物进一步优化，为新型脲酶抑制剂的开

发提供了基础。
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　 　 反刍动物瘤胃中产脲酶菌水解尿素产生氨的

速率过快，导致大量的氨无法及时与碳架结合。
过量的氨被释放到环境中，造成营养流失与环境

污染［１］ 。 产脲酶菌产生的脲酶是造成这些危害的

原因，细菌脲酶由结构基因 ＵｒｅＡ、ＵｒｅＢ、ＵｒｅＣ 分

别编码的 α 亚基、β 亚基、γ 亚基组成的（αβγ） ３ 三

聚体构成，分子质量在 ２２２ ～ ３３３ ｋｕ［２］ 。 细菌脲酶

的活性中心是其催化尿素的关键功能位点，通常

其活性中心位于 ＵｒｅＣ 编码的蛋白区域，由 ２ 个氨

基甲酰化赖氨酸桥接的 ２ 个镍离子构成［３］ 。 其中

１ 个镍离子进一步由 ２ 个组氨酸和 １ 个末端水分

子配位；另 １ 个镍与另外 ２ 个组氨酸、天冬氨酸以

及水配位［４－５］ 。 此外，脲酶活性中心外的柔性片状

区域是抑制脲酶的重要变构位点［６］ 。 该区域的半

胱氨酸位点能调控柔性片状区域的构象，从而影

响底物与脲酶活性中心的结合［７－８］ 。 利用脲酶抑

制剂，以脲酶活性中心及柔性片状区域为靶标，能

有效抑制细菌脲酶活性，达到控制氨的产生速率

的目的。
　 　 目前仅有的药用脲酶抑制剂为乙酰氧肟酸，
但长期使用乙酰氧肟酸会导致微生物产生适应

性，降低抑制效果［９］ 。 因此，亟需开发生物效率高

的新型脲酶抑制剂。
　 　 近年来，基于分子对接（ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｏｃｋｉｎｇ）技

术筛选蛋白靶标化合物的报道较为多见。 分子对

接是在充分解析靶标蛋白三维结构的基础上，通
过计算靶标受体与配体化合物的结合分值，以寻

找可以作用于目标结构的候选化合物［１０－１２］ 。 Ｍａ⁃
ｃｏｍｂｅｒ 等［６］ 以产气克雷伯氏菌脲酶 （ ＰＤＢ ＿ ＩＤ
１ＥＪＸ）为靶标，通过基于分子对接技术虚拟筛选

ＺＩＮＣ 化合物库，结合刀豆脲酶活性抑制试验构建

筛选、评价模型，最终获得了具有刀豆脲酶抑制作

用的表没食子儿茶素及槲皮素 ２ 种天然产物化合

物，同时利用基因定点突变技术证实了通过分子
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对接技术预测的脲酶抑制剂的结合位点，虽然这 ２
种化合物的脲酶抑制活性在该研究前已知，但该

研究证实了分子对接技术在预测脲酶活性位点及

虚拟筛选中应用的可行性。 Ａｚｉｚｉａｎ 等［１３］ 以幽门

螺旋杆菌脲酶（ＰＤＢ＿ＩＤ １Ｅ９Ｙ）为靶标，结合幽门

螺旋杆菌脲酶活性抑制试验构建筛选、评价模型，
从 ＺＩＮＣ 化合物库中筛选获得了一些具有幽门螺

旋杆菌脲酶抑制效果的巴比妥酸盐类化合物。
　 　 迄今，鲜见虚拟筛选技术与瘤胃脲酶活性抑

制试验结合作为筛选、评价模型以筛选化合物库

的报道。 随着化合物合成技术及化合物提取技术

的发展，天然产物化合物库及人工合成化合物库

均有很大 的 发 展。 例 如 ＺＩＮＣ、 ＣｈｅｍＤｉｖ、 Ｄｒｕｇ⁃
Ｂａｎｋ、ＴＣＭ。 特别是人工合成化合物的数量和化

合物结构的多样性增加。 其中 ＣｈｅｍＤｉｖ 化合物数

据库含有约 １０６ 万个化合物，其中未知活性的小

分子化合物种类丰富，其生物活性有待发掘。 因

此，本研究以细菌脲酶蛋白结构为靶标，运用分子

对接技术对 ＣｈｅｍＤｉｖ 化合物库进行虚拟筛选，以
期筛选获得新型脲酶抑制剂。

１　 材料与方法
１．１　 试剂与仪器

１．１．１　 试剂

　 　 通过虚拟筛选获得的化合物购自上海某生化

科技有限公司。 试验中用到的试剂均为分析纯，
具体有尿素、苯酚、亚硝基铁氰化钠、氢氧化钠、次
氯酸钠、氯化铵、４－羟乙基哌嗪磺酸钠。 试验用水

均为双蒸水。
１．１．２　 仪器

　 　 服务器 １ 台、超纯水仪（Ｍｉｌｌｉ Ｑ，ＭＥＲＣＫ，美
国）、酶标仪（Ｇ－２８２，Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，美国）、电
热恒温培养箱（ＤＲＰ－９０８２ 型，上海森信实验仪器

有限公司）、厌氧操作箱（ ８５５ －ＡＣ ＆ ８５５ －ＡＣＢ，
ＰＬＡＳ⁃ＬＡＢ，美国）、高压细胞破碎机（ ＪＧ－１Ａ，宁
波新芝生物科技股份有限公司）、台式高速冷冻离

心机（Ｇ１７０，ＳＩＧＭＡ，德国）、恒温水浴锅 （ＧＦＬ －
１０８３，Ｇｅｓｅｌｌ Ｓｃｈａｆｅ，美国）。
１．２　 脲酶蛋白结构的准备

　 　 搜 索 ＰＤＢ 蛋 白 结 构 库 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｒｃｓｂ．
ｏｒｇ ／ ）中获取高分辨率且结构完整的脲酶蛋白结构

作为分子对接的靶标。
　 　 在对接前利用 ｓｙｂｙｌ⁃Ｘ２． １ 软件的 “ Ｐｒｅｐａｒｅ

Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ”模块对脲酶蛋白结构进行预处

理。 选择产气克雷伯氏菌（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ａｅｒｏｇｅｎｅｓ）
脲酶蛋白晶体结构（ＰＤＢ＿ＩＤ ４ＥＰ８）的 Ｃ 链，利用

ｓｙｂｙｌ⁃Ｘ２．１ 的“Ｐｒｅｐａｒｅ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ”模块对蛋

白结构进行处理。 选择从 Ｔｈｒ３０８ ～ Ａｒｇ３３６ 的氨基

酸柔性片状区域与脲酶的活性中心。 在“Ｒｅｍｏｖｅ
Ｓｕｂｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ”选项中选择晶体结构中所有的水分

子，并 予 以 去 除。 然 后， 利 用 “ Ａｎａｌｙｚｅ Ｓｅｌｅｃｔｅｄ
Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ”来对蛋白进行分析与修改，完成对蛋白

的加氢原子的操作。
１．３　 基于分子对接虚拟筛选化合物库

　 　 ＣｈｅｍＤｉｖ（ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｃｈｅｍｄｉｖ． ｃｏｍ ／ ） 中包

含约 １０６ 万个化合物，其中大部分为小分子未知

活性化合物。 使用 ｓｙｂｙｌ⁃Ｘ２．１ 软件的“Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
Ｆｉｌｔｅｒｉｎｇ”模块基于五倍率法则［１４］ 进行小分子数据

库的虚拟筛选。
１．４　 脲酶抑制候选化合物的瘤胃脲酶抑制活性

评价

１．４．１　 瘤胃液的采集与瘤胃脲酶溶液的制备

　 　 晨饲前通过瘤胃瘘管采集荷斯坦奶牛瘤胃内

容物，按赵圣国等［１５］的方法提取瘤胃脲酶溶液。
１．４．２　 脲酶抑制剂对瘤胃脲酶活性的影响

１．４．２．１　 脲酶抑制候选化合物的抑制活性排序

　 　 采用酚次氯酸法［１６］ 测定脲酶活性。 在 ９６ 孔

板中加入 １５ μＬ 的脲酶抑制候选化合物溶液（终
浓度为 ５００ μｍｏｌ ／ Ｌ），加入 ７０ μＬ 尿素缓冲液

［５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ尿素， １０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＮｉＣｌ２， ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
４－羟乙基哌嗪磺酸钠（ＨＥＰＥＳ），ｐＨ ＝ ７． ５］，再向

９６ 孔板中加入 １５ μＬ 粗酶液启动反应，在 ３７ ℃下

孵育反应 ３０ ｍｉｎ。 加入 ５０ μＬ 酚－硝普纳溶液，混
匀，再加入 ５０ μＬ 碱性次氯酸钠溶液。 混匀后

３７ ℃温浴 ３０ ｍｉｎ。 在 ６２５ ｎｍ 下测定吸光度，每个

样品 ３ 个重复。 空白对照的反应体系中不添加脲

酶抑制候选化合物，阴性对照反应体系中添加未

溶解尿素的 ＨＥＰＥＳ 缓冲液。 根据抑制率对脲酶

抑制候选化合物进一步筛选，选择抑制效果高的

脲酶抑制候选化合物 Ｙ０４１⁃７８７７ 进行半抑制浓度

（ ＩＣ５０）值的测定及脲酶抑制动力学抑制试验。 抑

制率的计算公式如下：
抑制率（％）＝ １００－［（被测样品的吸光度－阴性

对照的吸光度） ／ （空白对照的吸光度－
阴性对照的吸光度）］×１００。

１５８２



　
动　 物　 营　 养　 学　 报 ３２ 卷

１．４．２．２　 脲酶抑制剂 ＩＣ５０值的测定

　 　 选取脲酶抑制效果好的候选化合物 Ｙ０４１⁃
７８７７ 测定其 ＩＣ５０值。 具体操作为：在 ９６ 孔板中分

别加入 １５ μＬ 梯度浓度的候选瘤胃脲酶抑制剂

Ｙ０４１⁃７８７７，每个浓度 ３ 个重复，其梯度浓度见

表 １。

表 １　 脲酶抑制剂梯度浓度

Ｔａｂｌｅ １　 Ｇｒａｄｉｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｕｒｅａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ μｍｏｌ ／ Ｌ

项目

Ｉｔｅｍ

编号 Ｎｏ．

１ ２ ３ ４ ５ ６

Ｙ０４１⁃７８７７ ５００．０ ２５０．０ ６２．５ ２７．８ １２．３ ０

　 　 各浓度下脲酶抑制剂的抑制率测定方法同

“脲酶抑制候选化合物的抑制活性排序”部分，通
过 Ｇｒａｐｈｐａｄ ｐｒｉｓｍ 软件中非线性拟合在不同化合

物浓度下的脲酶活性，计算化合物的 ＩＣ５０值。
１．５　 瘤胃脲酶抑制化合物的酶动力学评价

　 　 取 １８ 支试管，各管按表 ２ 加入不同浓度的尿

素缓冲液（ｐＨ ７．５）７０ μＬ，摇匀。 再加入不同浓度

的化合物 １５ μＬ，确保各管内液体体积相同，摇匀。
对于未加化合物的组需要添加与加化合物组等量

的溶剂。 于 ３７ ℃恒温水浴预热 ２ ｍｉｎ。 各管加入

稀释好的酶液 １５ μＬ，充分摇匀，３７ ℃ 精确反应

１０ ｍｉｎ后，用酚次氯酸法测定溶液中的氨氮浓度，
继续保温显色 １０ ｍｉｎ。

表 ２　 各管化合物及尿素浓度

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｐｏｕｎｄ ａｎｄ ｕｒｅａ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｅａｃｈ ｔｕｂｅ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

管号
Ｔｕｂｅ ｎｕｍｂｅｒｓ

酶液
Ｕｒｅａｓｅ ｌｉｑｕｉｄ ／ μＬ

尿素缓冲液
Ｕｒｅａ ｂｕｆｆｅｒ ／ （ｍｍｏｌ ／ Ｌ）

未加化合物
Ｗｉｔｈｏｕｔ ｃｏｍｐｏｕｎｄ

１ ３．１２５
２ ６．２５０
３ １２．５００
４ ２５．０００
５ ５０．０００
６ １００．０００

添加 ０．２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｙ０４１⁃７８７７
Ａｄｄｉｎｇ ０．２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｙ０４１⁃７８７７

７ ３．１２５
８ ６．２５０
９ 各管 １５ １２．５００

１０ ２５．０００
１１ ５０．０００
１２ １００．０００

添加 ０．５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｙ０４１⁃７８７７
Ａｄｄｉｎｇ ０．５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｙ０４１⁃７８７７

１３ ３．１２５
１４ ６．２５０
１５ １２．５００
１６ ２５．０００
１７ ５０．０００
１８ １００．０００

１．６　 化合物对瘤胃微生物氨氮抑制效果评价

１．６．１　 培养基的配制

　 　 厌氧培养基及尿素厌氧稀释液的配制参见文

献［１７］。

１．６．２　 瘤胃微生物体外厌氧培养评价化合物对

氨氮产生量的影响

　 　 在 厌 氧 培 养 箱 内， 向 厌 氧 培 养 基 中 加 入

１００ μＬ尿素厌氧稀释液。 将 ２００ μＬ 瘤胃液和

２５８２



６ 期 张震宇等：瘤胃细菌脲酶抑制化合物的筛选及评价

１００ μＬ化合物溶液混合后，接种到厌氧培养基中，
培养基中抑制剂的终浓度为 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ，同时设

置甲醇作为阴性对照组，每组 ３ 个重复。 将厌氧

培养管放入培养箱内 ３９ ℃ 培养 ２４ ｈ，作为第 １
代。 每代 ２４ ｈ 时吸取 ２００ μＬ 培养物和 １００ μＬ 受

试脲酶抑制剂或甲醇溶液混合后接种到新厌氧培

养基，传代培养，传至第 ６ 代。 每 １ 代在培养 ０、６、
１２、２４ ｈ 分别取 ２００ μＬ 样品，４ ℃ ，１２ ０００×ｇ 离心

５ ｍｉｎ， 取 ２００ μＬ 上 清 液 加 入 ２． ０ μＬ ＨＣＬ
（８ ｍｏｌ ／ Ｌ）后冻存，用于测定氨氮浓度，测定方法

为酚次氯酸法［１６］ 。
１．７　 新型脲酶抑制剂与瘤胃脲酶的结合模式分析

　 　 将化合物 Ｙ０４１⁃７８７７ 与脲酶蛋白 （ ＰＤＢ＿ ＩＤ
４ＥＰ８）活性中心的分子对接结果输入 ｐｙｍｏｌ 软件

作图，显示化合物 Ｙ０４１⁃７８７７ 与脲酶活性中心的

结合模式。
１．８　 数据分析

　 　 采用 Ｇｒａｐｈｐａｄ ｐｒｉｓｍ 软件对不同抑制剂浓度

条件下瘤胃脲酶的活性进行非线性拟合，获得抑

制剂的 ＩＣ５０ 值与脲酶的动力学曲线。 采用 ＳＡＳ
９．４统计软件一般线性模型（ＧＬＭ）对不同化合物

处理和处理时间的主效应及其交互效应进行双因

素方差分析 （ ｔｗｏ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ），如存在交互效

应，则对各处理进行 Ｄｕｎｃａｎ 氏法多重比较。 Ｐ ＜
０．０５为差异显著判断标准，Ｐ＜０．０１ 为差异极显著

判断标准。

２　 结果与分析
２．１　 基于分子对接虚拟筛选化合物库

　 　 使用 ｓｙｂｙｌ⁃Ｘ２．１ 软件的“Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｆｉｌｔｅｒｉｎｇ”
模块进行小分子数据库筛选，筛选共分为 ３ 步：初
步筛选、第 １ 轮筛 选 和 第 ２ 轮 筛 选。 首 先，从

ＣｈｅｍＤｉｖ 化合物库中的 １００ 万个化合物中初步筛

选出 ８７ 万个符合类药规则的化合物。 随后进行

第 １ 轮筛选，通过计算获得了 ８ ７５３ 个化合物。 接

着进行第 ２ 轮筛选，最终筛选出 ５ 个化合物作为脲

酶抑制候选化合物进行下一步的验证研究，这些

化合物打分及化学结构信息见表 ３。

表 ３　 化合物打分及化学结构信息

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｄｏｃｋｉｎｇ ｓｃｏｒｅ ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

排序

Ｒａｎｋ
ＣｈｅｍＤｉｖ 编号

ＣｈｅｍＤｉｖ ＩＤ
总打分值

Ｔｏｔａｌ ｓｃｏｒｅ
化学结构

Ｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ

１ Ｙ０４１⁃７８７７ ９．２２５ ６

２ Ｄ４２５⁃２３７３ ８．９３４ ６

３ Ｐ０４１⁃１５０９ ８．７７９ ４
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动　 物　 营　 养　 学　 报 ３２ 卷

续表 ３

排序

Ｒａｎｋ
ＣｈｅｍＤｉｖ 编号

ＣｈｅｍＤｉｖ ＩＤ
总打分值

Ｔｏｔａｌ ｓｃｏｒｅ
化学结构

Ｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ

４ Ｓ５９６⁃００７２ ８．７４３ ４

５ Ｓ５１９⁃１４８９ ８．８４９ ９

２．２　 脲酶抑制剂对瘤胃脲酶活性的影响

　 　 用终浓度为 ５００ μｍｏｌ ／ Ｌ 的脲酶抑制候选化

合物处理细菌脲酶，经酚次氯酸法检测脲酶抑制

活性，结果见图 １。 其中化合物 Ｙ０４１⁃７８７７ 的脲酶

抑制活性高于其他候选化合物（图 １－Ａ）。 通过

Ｇｒａｐｈｐａｄ ｐｒｉｓｍ 非线性拟合（图 １－Ｂ）计算其 ＩＣ５０

值为 １０１．４ μｍｏｌ ／ Ｌ。

图 １　 候选化合物对瘤胃脲酶的抑制率（Ａ）和不同浓度化合物 Ｙ０４１⁃７８７７ 下瘤胃脲酶活性的非线性拟合曲线（Ｂ）
Ｆｉｇ．１　 Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ａｇａｉｎｓｔ ｒｕｍｉｎａｌ ｕｒｅａｓｅ （Ａ） ａｎｄ ｎｏｎｌｉｎｅａｒ ｆｉｔｔｉｎｇ ｃｕｒｖｅ ｏｆ

ｒｕｍｅｎ ｕｒｅａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｙ０４１⁃７８７７ （Ｂ）

２．３　 化合物 Ｙ０４１⁃７８７７ 的酶动力学评价

　 　 通过筛选获得了瘤胃脲酶抑制效果较好的化

合物 Ｙ０４１⁃７８７７。 通过酶动力学曲线进一步评价

该化合物。 在不同底物浓度条件下化合物 Ｙ０４１⁃
７８７７ 对脲酶的酶促反应速度的影响见表 ４。
　 　 通过 Ｇｒａｐｈｐａｄ ｐｒｉｓｍ ８ 数据分析功能分析非

线性拟合过程，经拟合的不同浓度的化合物 Ｙ０４１⁃

７８７７ 作用下的底物浓度与瘤胃脲酶的酶促反应速

度的动力学曲线如图 ２ 所示，获得了与该酶动力

学曲线对应的 Ｋｍ 值及 Ｖｍａｘ 值。 化合物 Ｙ０４１⁃
７８７７ 对瘤胃脲酶的动力学参数有影响，在未添加

化合物 Ｙ０４１⁃７８７７ 时瘤胃脲酶的动力学曲线的参

数 为 Ｋｍ ＝ ４． ６３０ μｍｏｌ ／ Ｌ、 Ｖｍａｘ ＝
１８．００ μｍｏｌ ／ （ｍｉｎ·Ｌ）、Ｖｍａｘ ／ Ｋｍ＝ ３．８８７ ７；添加

４５８２
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０． ２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 化 合 物 Ｙ０４１⁃７８７７ 时 的 Ｋｍ ＝
６．５７４ μｍｏｌ ／ Ｌ、Ｖｍａｘ ＝ １３． ３０ μｍｏｌ ／ （ ｍｉｎ · Ｌ ）、
Ｖｍａｘ ／ Ｋｍ ＝ ２． ０２３ １；添 加 ０． ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 化 合 物

Ｙ０４１⁃７８７７ 时 的 Ｋｍ ＝ １５． ９３０ μｍｏｌ ／ Ｌ、 Ｖｍａｘ ＝
１１．０３ μｍｏｌ ／ （ｍｉｎ·Ｌ）、Ｖｍａｘ ／ Ｋｍ ＝ ０． ６９２ ４。 鉴

于不同浓度抑制剂 Ｙ０４１⁃７８７７ 造成瘤胃脲酶动力

学曲线的 Ｋｍ 值与 Ｖｍａｘ 值同时发生变化，且在不

同浓度的化合物 Ｙ０４１⁃７８７７ 作用下的酶动力学曲

线参数 Ｖｍａｘ ／ Ｋｍ 亦发生相应变化。 因此，认定化

合物 Ｙ０４１⁃７８７７ 为混合型抑制剂。

表 ４　 不同浓度底物及化合物 Ｙ０４１⁃７８７７ 作用下脲酶的酶促反应速度

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｕｒｅａｓｅ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ａｎｄ
ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｙ０４１⁃７８７７ μｍｏｌ ＮＨ３ ／ （ｍｉｎ·Ｌ）

化合物 Ｙ０４１⁃７８７７ 浓度

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｙ０４１⁃７８７７
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ／ （ｍｍｏｌ ／ Ｌ）

底物浓度 Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ／ （ｍｍｏｌ ／ Ｌ）

３．１２５ ６．２５０ １２．５００ ２５．０００ ５０．０００ １００．０００

０ ６．８１５ ９１６ １０．５０４ ０２０ １３．１８３ ２１０ １５．６４２ ３９０ １６．７６０ ４７０ １６．５７７ ３５０
０．２５ ４．８４２ ２６５ ６．０８３ ７７７ ８．２９２ ４７４ １０．９１７ ８３０ １１．９３４ ３５０ １２．２８０ ８８０
０．５０ ２．２６３ ８７７ ３．３０７ ６７８ ４．７６７ ７８８ ６．１８２ ４３６ ８．５５８ ９０８ ９．６２４ ３４３

图 ２　 不同浓度的化合物 Ｙ０４１⁃７８７７ 作用下

脲酶的酶促反应动力学曲线

Ｆｉｇ．２　 Ｋｉｎｅｔｉｃｓ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｕｒｅａｓｅ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｃｏｍｐｏｕｎｄ

Ｙ０４１⁃７８７７

２．４　 化合物对瘤胃微生物氨氮抑制效果评价

　 　 体外瘤胃微生物厌氧传代培养液中氨氮浓度

随时间的变化见图 ３。 Ｙ０４１⁃７８７７ 组培养液中氨

氮浓度及积累速度（斜率）均小于对照组，表明化

合物 Ｙ０４１⁃００４７ 能抑制体外厌氧培养体系中瘤胃

微生物的氮代谢，且抑制效果在传代培养各代间

稳定。 统计结果表明，在 ０ ｈ 时，各代中 Ｙ０４１⁃
７８７７ 组与对照组间氨氮浓度均无显著差异（Ｐ＞
０．０５）。 在 ６ ｈ 时，传代培养的第 １ ～ ４ 代 Ｙ０４１⁃
７８７７ 组与对照组间无显著差异（Ｐ＞０．０５），第 ５ ～ ６
代 Ｙ０４１⁃７８７７ 组培养体系中的氨氮浓度与对照组

差异极显著（Ｐ＜０．０１）。 在 １２ ｈ 时，各代中 ２ 组间

氨氮浓度差异均显著（Ｐ＜０．０５），其中第 ３ ～ ６ 代中

２ 组间氨氮浓度差异极显著（Ｐ＜０．０１）。 在第 ２４ ｈ
时，各代中 ２ 组间氨氮浓度差异均显著（Ｐ＜０．０５），
其中第 ４ ～ ６ 代中 ２ 组间氨氮浓度差异极显著（Ｐ＜
０．０１）。
２．５　 新型脲酶抑制剂与瘤胃脲酶的结合模式分析

　 　 分子对接后，用 ｐｙｍｏｌ 分析化合物 Ｙ０４１⁃７８７７
与目标脲酶蛋白结构的结合模式（图 ４）。 结果表

明，化合物 Ｙ０４１⁃７８７７ 能与 Ｈｉｓ２４６、Ｈｉｓ３２１ 形成氢

键，与 Ｈｉｓ１６６、Ａｌａ３６３、Ａｓｐ３６０、Ｃｙｓ３１９、Ｇｌｕ２２０ 形

成碳 氢 键。 接 近 活 性 中 心 的 苯 环 结 构 能 与

Ａｓｐ２２１、Ａｒｇ３３６ 形成 Ｐｉ⁃Ａｎｉｏｎ 作用力。 此外，化
合物 Ｙ０４１⁃７８７７ 尾部的杂环结构还能与 Ｈｉｓ３２０、
Ｐｈｅ３３２ 形成 Ｐｉ⁃Ｓｉｇｍａ、Ｐｉ⁃Ｐｉ ｓｔａｃｋｅｄ 作用力。 从二

维对接图来看，化合物的形状能很好地吻合活性

中心口袋，从而阻止底物尿素与脲酶的结合。

３　 讨　 论
３．１　 分子对接过程靶标的选择

　 　 细菌脲酶蛋白结构、活性中心中关键的氨基

酸残基具有保守性［８］ 。 因此，以脲酶蛋白结构为

靶标进行分子对接筛选脲酶抑制剂具有可行

性［１３，１８］ 。 通过搜索 ＰＤＢ 蛋白结构库，对比各已知

结构分辨率及完整性，发现产气克雷伯氏菌脲酶

（ＰＤＢ＿ＩＤ ４ＥＰ８）结构分辨率高于其他脲酶蛋白结

构，为 １．５５ Å［１９］ ；同时，此脲酶蛋白结构分辨率较

与之接近的其他脲酶蛋白结构更加完整，如脲酶

蛋白晶体结构（ＰＤＢ＿ＩＤ １ＥＪＸ）在活性中心外部区

５５８２
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域具有氨基酸残基缺失［２０］ ，这部分蛋白结构对于

脲酶发挥活性十分重要［２１］ ，该区域缺失对于基于

分子对接筛选脲酶抑制剂的效果影响很大。 因

此，最终确定使用产气克雷伯氏菌脲酶（ ＰＤＢ＿ＩＤ
４ＥＰ８）作为靶标脲酶蛋白结构。 基于此脲酶结构

进行分子对接筛选 ＣｈｅｍＤｉｖ 化合物库，通过脲酶

活性抑制试验及体外微生物厌氧培养验证，最终

得到了 １ 个脲酶抑制效果在微摩尔级的脲酶抑制

小分子化合物，与以脲酶蛋白晶体结构 １ＥＪＸ 为靶

标进行分子对接筛选脲酶抑制剂的其他文献报道

相比［６］ ，本试验筛选获得了原本未知脲酶抑制活

性的化合物，从侧面反映了靶标结构完整性对于

分子对接结果的准确性影响很大。

　 　 ∗表示 Ｙ０４１⁃７８７７ 组与对照组差异显著（Ｐ＜０．０５），∗∗表示 Ｙ０４１⁃７８７７ 组与对照组差异极显著（Ｐ＜０．０１） ．
　 　 ∗ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｙ０４１⁃７８７７ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ （Ｐ＜０．０５）， ａｎｄ ∗∗ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ
ｔｈａｔ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｙ０４１⁃７８７７ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ （Ｐ＜０．０１） ．

图 ３　 化合物 Ｙ０４１⁃７８７７ 对体外瘤胃微生物厌氧传代培养（共 ６ 代）体系中氨氮浓度的影响

Ｆｉｇ．３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｙ０４１⁃７８７７ ｏｎ ａｍｍｏｎｉａ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｉｎ
ａｎａｅｒｏｂｉｃ ｃｕｌｔｕｒｅ ｏｆ ｒｕｍｉｎａｌ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｖｉｔｒｏ （６ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓ）

３．２　 化合物 Ｙ０４１⁃７８７７ 的结构分析

　 　 通过虚拟筛选及评价试验，获得了 １ 个具有

较高的脲酶抑制效果的小分子化合物 Ｙ０４１⁃７８７７，
该化合物名称为 Ｎ－（ ３，４ －二甲氧基苄基） － ２ －

｛（４Ｓ）－１－［２－（１Ｈ－吲哚－３－基）乙基］ －２，５－二
氧杂咪唑啉－４－烃基｝乙酰胺。 该化合物结构由前

部的二甲氧基苯基、中部的乙酰基及丙基咪唑基、
尾部的苯并吡咯杂环基团构成，其中含有多个已

报道具有重要脲酶抑制活性的结构。
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　 　 图中圆形表示脲酶活性中心中氨基酸残基，灰色实线表示化合物 Ｙ０４１⁃７８７７ 的化学结构。 图中深绿色虚线表示氢键

形成位置；浅绿色虚线表示碳氢键形成的位置；黄色虚线表示 Ｐｉ⁃Ａｎｉｏｎ 作用力形成位置；紫色、粉色虚线分别表示 Ｐｉ⁃Ｓｉｇ⁃
ｍａ、Ｐｉ⁃Ｐｉ ｓｔａｃｋｅｄ 作用力形成位置。
　 　 Ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｅ ｓｉｔｅ ｗｅｒｅ ｓｈｏｗｎ ａｓ ｒｏｕｎｄ ｏｂｊｅｃｔｓ， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｗｅｒｅ ｓｈｏｗｎ ａｓ ｇｒａｙ ｌｉｎｅｓ． Ｔｈｅ
ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｂｏｎｄｓ ｗｅｒｅ ｓｈｏｗｎ ｉｎ ｔｈｅ ｄａｒｋ ｇｒｅｅｎ ｄｏｔ ｌｉｎｅｓ． Ｔｈｅ ｃａｒｂｏｎ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｂｏｎｄｓ ｗｅｒｅ ｓｈｏｗｎ ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｇｈｔ ｇｒｅｅｎ ｄｏｔ ｌｉｎｅｓ． Ｔｈｅ
Ｐｉ⁃Ａｎｉｏｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｓｈｏｗｎ ｉｎ ｙｅｌｌｏｗ ｄｏｔ ｌｉｎｅｓ． Ｔｈｅ Ｐｉ⁃Ｓｉｇｍａ ａｎｄ Ｐｉ⁃Ｐｉ ｓｔａｃｋｅｄ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｓｈｏｗｎ ｉｎ ｐｕｒｐｌｅ ａｎｄ ｐｉｎｋ
ｄｏｔ ｌｉｎｅｓ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

图 ４　 化合物 Ｙ０４１⁃７８７７ 与产气克雷伯氏菌脲酶活性中心的二维对接图

Ｆｉｇ．４　 ２Ｄ ｄｏｃｋｉｎｇ ｍｏｄｅ ｏｆ ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｙ０４１⁃７８７７ ａｇａｉｎｓｔ Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ａｅｒｏｇｅｎｅｓ ｕｒｅａｓｅ ａｃｔｉｖｅ ｃｅｎｔｅｒ

　 　 化合物 Ｙ０４１⁃７８７７ 中含有的甲氧基是一种与

脲酶抑制活性相关的重要基团，其脲酶抑制效果

已在多篇报道中被证实，如 Ｔａｈａ 等［２２］ 筛选一系列

化合物，其中具有脲酶抑制效果且无毒性的化合

物均含有甲氧基，表明甲氧基对于化合物的脲酶

抑制活性具有重要作用。 其他化合物筛选试验也

证实了甲氧基对于化合物脲酶抑制效果的重

要性［２３－２５］ 。
　 　 化合物 Ｙ０４１⁃７８７７ 中含有苯并吡咯杂环基

团，为含氮杂环基团。 近年来，有关含氮杂环类化

合物的脲酶抑制活性的报道较多。 含有该基团的

化合物除与活性中心内部位点结合之外，还能与

活性中心外的柔性片状区域结合，从而抑制脲酶

活性，并且通常为混合性抑制剂［２６］ 。 因此，化合物

Ｙ０４１⁃７８７７ 很可能也具有此种作用模式。 通过对

该化合物的结合模式分析，发现其亦能与活性中

心外柔性片状区域中 Ｃｙｓ３１９ 位点相互作用，从而

证明了此前的推测。
　 　 有关化合物 Ｙ０４１⁃７８７７ 的前、中、后部化学结

构的组合模式亦多见报道［２７－２９］ ，如 Ｎｏｒｅｅｎ 等［２８］

报道，Ｎ－｛［５－（４－氯苯基）噻吩－２－基］磺酰基｝
乙酰胺具有良好的脲酶抑制效果。 此外，化合物

芳环上的吸电子类取代基团亦能够增强化合物的

脲酶抑制效果［３０］ ；化合物的化学结构中含有甲氧

基有利于化合物的脲酶抑制效果［２２］ 。 对比化合物

Ｙ０４１⁃７８７７ 与 Ｎ－｛［５－（４－氯苯基）噻吩－２－基］磺
酰基｝乙酰胺的化学结构，发现与苯基相连的基团

均为 ２ 个甲氧基而非卤族元素这类吸电子基团。
虽然前人研究表明，甲氧基及芳环均有利于增强

化合物的脲酶抑制效果，但甲氧基与苯环直接相

连时对化合物脲酶抑制效果的影响还有待进一步

研究。 Ｐｅｒｖｅｚ 等［２９］ 报道，将化合物中甲氧基的氢

用卤族元素（如氟）取代所合成的化合物比取代前

的化合物的脲酶抑制效果要增强 ５ 倍之多。 因

此，下一步可以以化合物 Ｙ０４１⁃７８７７ 作为先导化

合物，优化其苯环上甲氧基中卤族元素的取代数

量，以进一步挖掘其脲酶抑制潜力。
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３．３　 化合物 Ｙ０４１⁃７８７７ 瘤胃微生物体外培养评价

　 　 Ｌｕｄｄｅｎ 等［３１］ 研究了不同浓度正丁基磷酸三

胺对瘤胃氨氮含量的影响，发现在瘤胃灌注该化

合物的第 ２ 天，各浓度组的氨氮浓度随时间变化

曲线均低于对照组，而在第 １５ 天，灌注该化合物

后，各浓度组氨氮浓度随时间变化曲线均趋向对

照组，部分较低浓度组氨氮浓度随时间变化曲线

与对照组重合，表明随着抑制剂处理天数的增加，
瘤胃微生物对正丁基磷酸三胺产生了适应性。 因

此，在筛选新的瘤胃脲酶抑制剂时，要评价瘤胃微

生物是否对该化合物产生适应性。 本研究通过基

于分子对接的虚拟筛选技术从 ＣｈｅｍＤｉｖ 的未知活

性化合物中筛选获得了 １ 个瘤胃脲酶抑制效果较

好的化合物 Ｙ０４１⁃７８７７，通过体外传代培养试验的

方法来研究瘤胃微生物对该化合物是否存在适应

性。 从各代的氨氮浓度随时间变化曲线来看，化
合物 Ｙ０４１⁃７８７７ 组的氨氮浓度随时间变化曲线没

有趋 近 对 照 组 曲 线 的 趋 势， 初 步 表 明 化 合 物

Ｙ０４１⁃７８７７对瘤胃微生物氮代谢的抑制效果是稳

定的。 下一步可通过反刍动物研究模型，进一步

研究该化合物对瘤胃氨氮代谢及其他发酵指标的

影响。
３．４　 化合物 Ｙ０４１⁃７８７７ 与脲酶的结合模式

　 　 产气克雷伯氏菌脲酶的活性中心是由 １ 个氨

基甲酰化的赖氨酸（ＫＣＸ２１７）作为桥键连接 ２ 个

镍离子，镍离子间距离通常在 ３．５ ～ ３．７ Å［３２］ 。 镍

离子会与活性中心的一些关键的氨基酸残基配

对，组成脲酶的活性中心［３３－３４］ 。 本试验中脲酶蛋

白活 性 中 心 中 关 键 的 氨 基 酸 残 基 为： Ｈｉｓ２１９、
Ｈｉｓ２４６、 Ｈｉｓ２７２、 Ｇｌｙ２７７、 Ｈｉｓ１３４、 Ｈｉｓ１３６、
Ａｓｐ３６０［１９］ 。 活性中心外柔性片状区域中 Ｃｙｓ３１９
也是关键的氨基酸残基，能够控制柔性片状区域

的开闭状态从而影响脲酶与底物的作用［２１］ 。 由二

维对接图可知，化合物 Ｙ０４１⁃７８７７ 能与 Ｈｉｓ２４６、
Ｃｙｓ３１９ 结合，不仅能够通过竞争脲酶活性中心中

有效位点来防止底物尿素与活性中心结合，还能

通过固定活性中心外柔性片状区域的构象的方式

来防止底物尿素进入活性中心，从而抑制脲酶

活性。

４　 结　 论
　 　 ① 通过基于分子对接的虚拟筛选及脲酶活性

抑制试验构建脲酶抑制候选化合物筛选模型，获

得了 １ 个脲酶抑制效果较强的新型脲酶抑制化合

物（ＣｈｅｍＤｉｖ＿ＩＤ：Ｙ０４１⁃７８７７），该化合物的 ＩＣ５０值

为 １０１．４ μｍｏｌ ／ Ｌ，是混合性脲酶抑制剂。
　 　 ② 体外微生物厌氧培养试验结果表明，化合

物 Ｙ０４１⁃７８７７ 能显著降低微生物培养体系中氨氮

浓度。
　 　 ③ 分子对接结果表明，化合物 Ｙ０４１⁃７８７７ 在

与脲酶蛋白活性中心的多个关键氨基酸残基结合

的同时还能与活性中心外控制柔性片状区域开闭

的半胱氨酸氨基酸残基结合。 基于该化合物与脲

酶的结合模式对该化合物相应部位进行结构优

化，有望进一步提高该化合物的脲酶抑制效果。
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