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结合分子相似性、药效团和分子对接

筛选新的 ＨＩＶ１蛋白酶抑制剂

汪　滢，唐国荣，刘澍楠

（中国人民解放军第４７６医院，福州 ３５０００２）

摘　要：结合分子相似性、药效团和分子对接建立兼顾计算效率和预测准确度的ＨＩＶ１蛋白酶抑制剂筛选方法。首先通过对
现有ＨＩＶ１蛋白酶抑制剂分子进行相似性分析，选取代表性的ＨＩＶ１蛋白酶抑制剂作为模板分子，构建和优化药效团模型，并
从１万个化合物中优先筛选出５００个化合物。而后采用分子对接方法进一步考察化合物与ＨＩＶ１蛋白酶结合情况，得到 ４个
新的活性候选化合物，并进行其结合自由能计算和抗突变性分析。结果表明新候选化合物 ＳＴ０２５７２３和 ＨＩＶ１蛋白酶表现出
较好的相互作用和抗突变性，具有深入研究的价值，同时也证明分子相似性、药效团和分子对接相结合能够快速有效地发现

新颖活性候选化合物。
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　　获得性免疫缺陷综合征（ＡＩＤＳ）是由人类免疫
缺陷病毒（ＨＩＶ）感染引起的传染病，对公共健康构
成严重威胁［１］。ＨＩＶ蛋白前体由结构基因 ｇａｇ、ｐｏｌ
和ｅｎｖ编码而成［２］。ＨＩＶ１蛋白酶是 ＨＩＶ病毒粒子
组装、成熟过程的关键酶，其主要功能是特异性地裂

解ｇａｇ和 ｇａｇｐｏｌ多聚蛋白前体形成具有活性的病
毒结构蛋白和酶［３，４］。ＨＩＶ１蛋白酶以二聚体形式

发挥其活性，干扰二聚体形成或破坏已形成的二聚

体能够有效地抑制其活性［５］。因此，ＨＩＶ１蛋白酶
可作为抗艾滋病治疗的重要靶点，其抑制剂也成为

目前抗ＨＩＶ药物复合疗法的重要组成部分［６，７］。近

二十年，ＦＤＡ批准了 ９个 ＨＩＶ１蛋白酶抑制剂药
物，其中包括最新的Ｄａｒｕｎａｖｉｒ。但是ＨＩＶ病毒变异
率高，耐药病毒株不断出现，而且耐药毒株的耐药性



越来越强［８，９］。Ｄａｒｕｎａｖｉｒ是至今研发出的活性最高
的ＨＩＶ１蛋白酶抑制剂，也是唯一一个被美国 ＦＤＡ
批准作为治疗耐药型 ＨＩＶ１的蛋白酶抑制剂。但
是，Ｄａｒｕｎａｖｉｒ具有肝脏毒性，特别是对伴有乙型和
丙型肝炎病毒感染的ＨＩＶ患者［１０］。另外，Ｄａｒｕｎａｖｉｒ
还可诱发严重的过敏反应［１１］。因此，开发新型的、

安全性高的、抗耐药性的 ＨＩＶ１蛋白酶抑制剂具有
重要意义。

目前，虚拟筛选包括分子对接、药效团、三维定

量构效关系以及机器学习，已经成功应用于先导化合

物的发现［１２－１５］。虽然单独的分子对接以及单个分子

为模板的药效团模型已被用于ＨＩＶ１蛋白酶抑制剂
的发现［１６，１７］，但这并不能满足海量化合物库筛选和

新颖活性骨架捕获的需要。ＤａｔａＷａｒｒｉｏｒ是全新的集
分子描述符计算和数据分析于一体的化学信息学软

件，能够利用自带的分子描述符对小分子化合物进行

快速的相似性分析和聚类［１８］。ＬｉｇａｎｄＳｃｏｕｔ是基于
３Ｄ药效团模型进行精确虚拟筛选的集成平台。支持
基于配体或基于结构的药效团建模，还包含基于药效

团的叠合，共有药效团特征的创建，以及自动生成

ＲＯＣ曲线以便进行性能评估。其筛选速度快，特别
适合于大化合物库的筛选［１９］。

因此，本研究采用分子相似性，药效团和分子对

接相结合的策略。首先，对已知的 ＨＩＶ１蛋白酶抑
制剂进行相似性分析，选出代表性化合物作为模板

建立药效团筛选模型，根据Ｄａｒｕｎａｖｉｒ和ＨＩＶ１蛋白
酶间的相互作用指导药效团模型的药效团特征优

化，并利用已报道的 ＨＩＶ１蛋白酶抑制剂作为训练
集对模型筛选能力进行评价。最后，我们将优化好

的模型应用于化合物库筛选，对打分较高的化合物

进行分子对接，观察化合物与 ＨＩＶ１蛋白酶的结合
情况，选取活性候选化合物进行结合自由能计算和

抗突变性分析。

１　材料与方法

１．１　软件和材料
采用软件ＤａｔａＷａｒｒｉｏｒ（开源软件），ＬｉｇａｎｄＳｃｏｕｔ

３．１２（Ｉｎｔｅ：Ｌｉｇａｎｄ），ＰｙＭＯＬ（开源软件），Ｇｏｌｄ软件
（ＣＣＤＣＳｏｆｔｗａｒｅＬｔｄ），ＭＯＥ（ＣｈｅｍｉｃａｌＣｏｍｐｕｔｉｎｇ
Ｇｒｏｕｐ Ｉｎｃ．） 和 Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ Ｓｔｕｄｉｏ Ｖｉｓｕａｌｉｚａｔｉｏｎ
（Ａｃｃｅｌｒｙｓ）。蛋白质晶体结构下载于 ＰＤＢ（Ｐｒｏｔｅｉｎ
ＤａｔａＢａｎｋ），收集文献已报道的 ＨＩＶ１蛋白酶抑制
剂组成训练集（ＴｒａｉｎｉｎｇＳｅｔ）［２０－２３］，类药性伪活性
化合物库 （ＤｒｕｇＬｉｋｅＬｉｇａｎｄＤｅｃｏｙｓＳｅｔ）来 自
Ｓｃｈｒｄｉｎｇｅｒ，化合物筛选库采用 ＴｉｍＴｅｃ的多样化合

物筛选库（Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙｓｃｒｅｅｎｉｎｇｓｅｔ）。
１．２　药效团模型的建立、优化及验证

化合 物 包 括 ＴｒａｉｎｉｎｇＳｅｔ、ＤｅｃｏｙｓＳｅｔ和
ＳｃｒｅｅｎｉｎｇＳｅｔ均采用ＬｉｇａｎｄＳｃｏｕｔ中的 ＯＭＥＧＡ生成
ｌｄｂ格式的化合物构象数据库，单个化合物最多构
象限制为３００。Ｄａｒｕｎａｖｉｒ的ＨＩＶ１蛋白晶体复合物
（ＰＤＢＩＤ：４ＬＬ３）从 ＰＤＢ获得，并利用 ＰｙＭＯＬ对
Ｄａｒｕｎａｖｉｒ和 ＨＩＶ１蛋白酶的相互作用模式进行分
析。采用 ＤａｔａＷａｒｒｉｏｒ对 １４１个已知的 ＨＩＶ１蛋白
酶抑制剂进行相似性分析，选取７个代表性的化合
物进行药效团模型构建，并根据 Ｄａｒｕｎａｖｉｒ和 ＨＩＶ１
蛋白酶的相互作用分析指导药效团特征的优化。在

模型建立和优化过程中，我们利用训练集和类药性

伪活性化合物库对模型进行评价，考察模型对已知

ＨＩＶ１蛋白酶抑制剂的富集能力。
１．３　基于药效团模型的化合物筛选和分子对接

将优化好的药效团模型作为提问结构，应用

ＬｉｇａｎｄＳｃｏｕｔ分子模拟软件包对 ＴｉｍＴｅｃ公司的多样
化合物筛选库（含１００００个化合物）进行试筛，得到
与所建药效团模型配备较高的前５００个化合物。再
利用 Ｇｏｌｄ软件对这些化合物进行分子对接，以
ＨＩＶ１蛋白酶晶体结构（ＰＤＢＩＤ：４ＬＬ３）作为受体筛
选模型，定义复合物中Ｄａｒｕｎａｖｉｒ结合区域作为活性
位点，综合考虑受体—配体之间的极性和非极性相

互作用评价对接结果。最后选取打分高于或相当于

Ｄａｒｕｎａｖｉｒ的化合物作为活性候选物。
１．４　结合自由能计算和抗突变性分析

现有的分子对接软件很少或很难考虑受体大分

子的柔性，采用 ＭＯＥ软件包中的 ＭＭＦＦ９４力场进
行能量优化可以同时考虑受体和配体的柔性，得到

更为合理的结合自由能［２４］。在 ＨＩＶ１蛋白酶抑制
剂研发过程中，药物学家已经发现了至少５０种ＨＩＶ
蛋白酶抗性突变，Ｄａｒｕｎａｖｉｒ的抗耐药性源于它能与
蛋白酶活性中心的氨基酸骨架形成广泛而强的氢键

作用，而且大部分作用残基并不位于突变位点，能有

效抵抗蛋白酶局部突变所致的亲和力下降［９］。因

此分析活性候选物的氢键形成位点和蛋白酶突变位

点，有助于了解化合物的抗突变性。

２　结果与讨论

２．１　蛋白晶体复合物及相互作用分析
从蛋白数据库（ＰＤＢ）下载 Ｄａｒｕｎａｖｉｒ的 ＨＩＶ１

蛋白酶晶体结构（ＰＤＢＩＤ：４ＬＬ３）。通过 Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ
ＳｔｕｄｉｏＶｉｓｕａｌｉｚａｔｉｏｎ对结构进行分析，可以看到晶体
复合物中ＨＩＶ１蛋白酶由ＡＢ两条链共同构成了抑

５４２第４期 汪滢，等：结合分子相似性、药效团和分子对接筛选新的ＨＩＶ１蛋白酶抑制剂



制剂Ｄａｒｕｎａｖｉｒ的结合口袋（见图１ａ）。采用ＰｙＭＯＬ
软件对结合口袋进行相互作用分析，发现 Ｄａｒｕｎａｖｉｒ
与活性口袋匹配较好，能够同 ＨＩＶ１蛋白酶上的
ＡＳＰ２５，ＧＬＹ２７，ＡＳＰ２９以及ＡＳＰ３０氨基酸残基产
生强的氢键相互作用（见图 １ｂ），另外 Ｄａｒｕｎａｖｉｒ还

可与ＨＩＶ蛋白酶的Ｌｅｕ２３，Ｇｌｙ４９，Ｉｌｅ５０，Ｐｒｏ８１，Ｖｌａ８２
以及Ｉｌｅ８４等残基有较强的范德华相互作用，所有这
些特性对于它的高活性和抗突变型蛋白酶的能力来

说都是至关重要的。

图１　Ｄａｒｕｎａｖｉｒ和ＨＩＶ１蛋白酶的晶体复合物结构及其相互作用
Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｃｒｙｓｔａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆＤａｒｕｎａｖｉｒｂｏｕｎｄｔｏＨＩＶ１ｐｒｏｔｅａｓｅａｎｄｔｈｅｉｒｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ

２．２药效团的构建、验证和优化
利用 ＤａｔａＷａｒｒｉｏｒ对已知的 ＨＩＶ１蛋白酶抑制

剂进行相似性分析（见图２ａ），发现其大致可分为７
类，每类的中心分子被选作模板分子。利用

ＬｉｇａｎｄＳｃｏｕｔ软件构建药效团模型并进行优化和验
证，优化后的药效团模型如图２ｂ所示，其包括３个
芳香环，４个氢键受体和 ２个氢键供体。采用训练
集（由１４１个已知的 ＨＩＶ１蛋白酶抑制剂组成）和

类药性伪活性化合物库 （９９９个来自 Ｓｃｈｒｄｉｎｇｅｒ的
类药分子构成）对模型进行评价，考察药效团模型

将活性分子和伪活性分子（Ｄｅｃｏｙｓ）分开的能力。通
过计算ＲＯＣ曲线下面积（ＡｒｅａＵｎｄｅｒＣｕｒｖｅｓ，ＡＵＣ）
和 １％，５％，１０％，１００％ 四个水平的富集因子

（ＥｎｒｉｃｈｍｅｎｔＦａｃｔｏｒｓ，ＥＦｓ）作为模型验证的基准。
如图３所示，最后优化好的模型 ＡＵＣ为０．８０，四个
水平的ＥＦｓ分别为：８．１，７．８，５．２和２．８。

图２　ＨＩＶ１蛋白酶抑制剂的相似性分析和以代表性分子为模板构建的药效团模型
Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｓｉｍｉｌａｒｉｔｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆｋｎｏｗｎＨＩＶ１ｐｒｏｔｅａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｕｓｉｎｇＤａｔａＷａｒｒｉｏｒａｎｄｔｈｅｐｈａｒｍａｃｏｐｈｏｒｅ

ｄｅｒｉｖｅｄｆｒｏｍｓｅｖｅｎｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅＨＩＶ１ｐｒｏｔｅａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｕｓｉｎｇＬｉｇａｎｄＳｃｏｕｔ
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图３　药效团模型筛选能力的评价（ＡＵＣ＝０．８０）
Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅｓｃｒｅｅｎｉｎｇｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｏｆｔｈｅｏｐｔｉｍｉｚｅｄ

ｐｈａｒｍａｃｏｐｈｏｒｅｍｏｄｅｌ（ＡＵＣ＝０．８０）

２．３　药效团虚拟筛选和分子对接
首先利用优化好的药效团模型对 ＴｉｍＴｅｃ的

Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙｓｃｒｅｅｎｉｎｇｓｅｔ（１００００个化合物）进行筛选，

保留打分较高的前５００个化合物，然后利用 Ｇｏｌｄ软
件进行分子对接。为了检验对接方法的可靠性，选

择将原有配体 Ｄａｒｕｎａｖｉｒ重新对接到 ＨＩＶ１蛋白酶
受体中，然后比较配体对接后预测构象与晶体构象

的差异。结果预测构象可以重现原晶体中的构象，

表明分子对接参数能够有效用于化合物的进一步筛

选。最后从分子对接结果中选取打分高于或相当于

Ｄａｒｕｎａｖｉｒ的 ４个候选化合物做进一步分析（见表
１）。如图４所示，对获得的４个候选化合物与ＨＩＶ
１蛋白酶间的相互作用进行分析，发现候选化合物
ＳＴ０７０８４５可与 ＨＩＶ１蛋白酶的 ＡＲＧ８，ＡＳＰ２５，
ＡＳＰ３０以及ＧＬＹ４８形成多个氢键，而且分子中的
苯并吲哚母核可以很好地嵌入疏水口袋。化合物

ＳＴ０８８０８４中的三氮唑母核能够同时和蛋白酶 Ａ、Ｂ
两条链的 ＩＬＥ５０残基形成强的氢键作用，另外其末
端氨基亦可与蛋白酶中的 ＧＬＹ４８残基形成氢键。
化合物ＳＴ０２５７２３与蛋白酶的 ＡＳＰ２５和 ＧＬＹ２７残
基产生氢键相互作用，这两个残基也是Ｄａｒｕｎａｖｉｒ的
作用残基。化合物 ＳＴ０２５６７９的酰胺结构可与 ＩＬＥ
５０形成氢键，同时其甲氧基也可与 ＡＳＰ３０残基有
氢键作用。

表１　化合物的分子对接打分，结合自由能和氢键作用
Ｔａｂｌｅ１　Ｄｏｃｋｉｎｇｓｃｏｒｅｓ，ｂｉｎｄｉｎｇｆｒｅｅｅｎｅｒｇｉｅｓａｎｄｈｙｄｒｏｇｅｎｂｏｎｄｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ

化合物 分子对接打分 结合自由能（ｋｃａｌ／ｍｏｌ） 氢键作用残基

Ｄａｒｕｎａｖｉｒ ３５．９７ －１２１．７５ ＡＳＰ２５，ＧＬＹ２７，ＡＳＰ２９，ＡＳＰ３０

ＳＴ０７０８４５ ３８．３６ －４２．３５ ＡＲＧ８，ＡＳＰ２５，ＡＳＰ３０，ＧＬＹ４８

ＳＴ０８８０８４ ３７．１４ －６２．３７ ＧＬＹ４８，ＩＬＥ５０

ＳＴ０２５７２３ ３７．０６ －６７．８４ ＡＳＰ２５，ＧＬＹ２７

ＳＴ０２５６７９ ３６．７４ －１０６．４５ ＩＬＥ５０，ＡＳＰ３０

２．４　结合自由能计算、抗突变性分析和结构新颖性
评价

分子对接可以快速地对配体小分子进行一定空

间的构象搜索，以保证在合理的时间内从大量数据

库中搜索到类药的化合物。但是，现有的分子对接

软件很少或很难考虑受体大分子的柔性，难以在对

接时适时调整受体的构象。对受体—配体复合物进

行能量优化和结合自由能计算可以同时考虑受体和

配体的柔性，受体活性中心的构象可以随着配体构

象的改变而改变，真正做到“诱导契合”，得到更为

合理的结合自由能［２５］。通过结合自由能计算，发现

这些化合物的结合自由能要高于 Ｄａｒｕｎａｖｉｒ，但是化
合物ＳＴ０２５６７９的结合自由能非常接近于Ｄａｒｕｎａｖｉｒ，
另外化合物ＳＴ０８８０８４和 ＳＴ０２５７２３也显示出较低的
结合自由能，而化合物 ＳＴ０７０８４５虽然对接打分较
高，但也呈现出较高的结合自由能。耐药性是艾滋

病治疗过程中的一个重要问题，主要原因是 ＨＩＶ１
蛋白酶序列中的某些氨基酸发生了抗性突变，按照

它们在蛋白酶结构中的位置，又可以分为活性位点

突变和非活性位点突变，其中活性位点突变占了较

大比重。根据ＨＩＶ蛋白酶常见突变位点和４个新活
性候选化合物的作用残基，其中化合物 ＳＴ０８８０８４和
ＳＴ０２５６７９可能会因 Ｉ５０Ｖ突变导致其活性下
降［２６，２７］。最后，采用ＦＣＦＰ＿４和ＭＡＣＣＳ两种分子指
纹对化合物ＳＴ０２５７２３与ＦＤＡ批准上市的９个ＨＩＶ
１蛋白酶抑制药物进行相似性分析，发现 ＳＴ０２５７２３
与药物Ａｔａｚａｎａｖｉｒ最为相似，其相似系数分别为０．３４
和 ０．４５，说明 ＳＴ０２５７２３结构新颖，不同于已有的
ＨＩＶ１蛋白酶抑制药物。因此，综合考虑结合自由
能、抗突变性和结构新颖性，化合物 ＳＴ０２５７２３具有
更潜在的深入研究价值。
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图４　ＨＩＶ１蛋白酶抑制剂候选化合物和ＨＩＶ１蛋白酶的相互作用模式
Ｆｉｇ．４　ＴｈｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓｂｅｔｗｅｅｎｃａｎｄｉｄａｔｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓａｎｄＨＩＶ１ｐｒｏｔｅａｓｅ
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３　结　论

ＨＩＶ１蛋白酶是 ＨＩＶ复制过程中的关键酶，将
其作为药物靶点并开发其抑制剂具有广阔的前景。

本研究采用分子相似性、药效团和分子对接相结合

的虚拟筛选策略，使各自的优点得到了很好的融合。

由于药效团筛选速度快，适合于对大化合物库进行

快速筛选。而后采用分子对接，对药效团筛选结果

进行进一步的筛选，而且还能对获得的候选化合物

进行相互作用模式分析，最后采用结合自由能计算，

同时考虑受体和配体的柔性，使活性评价更为合理

和准确。此外，通过化合物结合位点和 ＨＩＶ１蛋白
酶常见突变位点进行抗突变性分析，进一步从筛选

到的活性候选化合物中挑选出具有抗耐药性的活性

化合物。该策略确保了筛选结果的质量，达到在更

短时间内更高效地发现抗耐药活性候选化合物的目

的。根据对ＴｉｍＴｅｃ多样化合物库筛选结果，４个活
性最好的候选化合物，虽然结构和现有 ＨＩＶ１蛋白
酶抑制剂Ｄａｒｕｎａｖｉｒ存在较大差异，但其作用模式却
类似，这也充分展现了组合药效团模型在捕获新颖

活性骨架方面的优势。
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