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［摘要］　目的：研究ＶＥＧＦＲ２抑制剂与靶酶的作用机制，为设计新型抑制剂建立理论模型。方法：应用ＡｕｔｏＤｏｃｋ３．０５对接

２吲哚酮类抑制剂到靶酶的活性腔，然后以抑制剂的对接构象为基础，在Ｓｙｂｙｌ６．９中建立抑制剂的比较分子力场分析法

（ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅｏｆｍｏｌｅｃｕｌａｒｆｉｅｌｄａｎａｌｙｓｉｓ，ＣｏＭＦＡ）和比较分子相似性指数分析法（ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅｏｆｍｏｌｅｃｕｌａｒｓｉｍｉｌａｒｉｔｙｉｎｄｅｘ

ａｎａｌｙｓｉｓ，ＣｏＭＳＩＡ）三维定量构效关系模型。结果：对接构象与文献报道结果一致，三维定量构效关系统计指标 Ｑ２均大于

０．５。结论：所得结果具有较好的可靠性，对于设计新型化合物具有指导意义。
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　　ＶＥＧＦ受体２亦称含激酶插入域的受体（ｋｉｎａｓｅｄｏｍａｉｎ

ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＫＤＲ），属于受体酪氨酸激酶（ｒｅｃｅｐｔｏｒ

ｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅ，ＲＴＫ）超家族［１］。目前，靶向ＫＤＲ的抑制剂

已成为新兴的抗肿瘤研究热点。

　　２吲哚酮类化合物是ＳＵＧＥＮ公司开发的一类ＫＤＲ抑

制剂，其中ＳＵ５４１６率先进入临床试验。然而，由于其理化

性质和生物利用度等方面的不足而在Ⅲ期临床时终止了试

验。随后，一批经由合理设计和优化的第二代抑制剂正逐渐

在临床试验中表现出令人满意的结果［２］。为了获得更理想

的抑制剂，需要基于ＫＤＲ活性位点的结构以及ＫＤＲ与配体

结合的机制进行合理设计。为此，有必要深入研究抑制剂与

ＫＤＲ的相互作用机制。

　　２吲哚酮类ＫＤＲ抑制剂的三维定量构效关系至今未见

报道，本文利用分子对接方法来模拟 ＫＤＲ与其抑制剂的结

合方式，并对抑制剂进行三维定量构效关系分析，然后详细

探讨它们的相互作用机制。

１　材料和方法

　　所有工作均在ＳＧＩ的Ｏｒｉｇｉｎ３００服务器上完成，所用软

件为Ｓｙｂｙｌ６．９和ＡｕｔｏＤｏｃｋ３．０５［３］。所用参数除特别指明外

都是默认参数。所选取化合物来自文献［４６］报道的２吲哚酮

类ＫＤＲ抑制剂（表１）。

１．１　分子对接

１．１．１　受体的准备　ＫＤＲ激酶域晶体结构取自Ｂｒｏｏｋｈｅａｖ

ｅｎ蛋白晶体结构数据库（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｒｃｓｂ．ｏｒｇ／ｐｄｂ／），ＰＤＢ

号１ＹＷＮ［７］。在Ｓｙｂｙｌ６．９中删去水分子和配体分子，为受

体添加极性氢并加载 ＫＯＬＬＭＡＮＵＮＩ电荷。然后优化所

添加的氢原子：固定所有重原子，用最陡下降法，能量收敛到

１０ｋｃａｌ／（ｍｏｌ·），最大迭代次数１０６，进行分子力学优化，

使用ＫｏｌｌｍａｎＵｎｉｔｅｄ力场，使用当前电荷。然后用共轭梯度

法，能量收敛到０．１ｋｃａｌ／（ｍｏｌ·）。然后为缺失侧链的１１

个残基添加侧链并优化。方法为先优化这１１个残基侧链的

的氢原子，再优化这１１个残基侧链的全部原子，优化策略同

上。所得结构用ＡｕｔｏＤｏｃｋＴｏｏｌｓ转换成ｐｄｂｑｓ文件，设定网

格大小和网格参数，用 ＡｕｔｏＧｒｉｄ模块计算每个网格点与探

针原子的作用能。

１．１．２　配体的准备　所有分子在Ｓｙｂｙｌ６．９中构建，并用分

子力学进行能量优化。参数选择为：Ｔｒｉｐｏｓ力场，Ｇａｓｔｅｉｇｅｒ

Ｈｕｃｋｅｌ电荷，能量收敛到０．０１ｋｃａｌ／（ｍｏｌ·），最大迭代次

数１０６。然后，所有分子用ＡｕｔｏＴｏｒｓ转换成ｐｄｂｑ文件。

１．１．３　设定对接参数　采用 Ｌａｍａｒｃｋｉａｎ遗传算法，并用

ＳｏｌｉｓａｎｄＷｅｔｓ局部搜寻算法进行能量优化。修改Ｌａｍａｒｃｋ

ｉａｎ算法的３个参数ｍａｘｉｍｕｍｎｕｍｂｅｒｏｆｅｎｅｒｇｙｅｖａｌｕａｔｉｏｎｓ，

ｍａｘｉｍｕｍｎｕｍｂｅｒｏｆｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓ和 ｄｏｃｋｉｎｇｒｕｎｓ分 别 为

１５０００００、３７００００和５０［８］。

１．２　三维定量构效关系　药效构象我们采取分子对接得到

的与受体的结合构象（图１），在Ｓｙｂｙｌ６．９中，网格可以随机

生成或自定义。随机生成的网格点往往不能很有效地探测

到分子周围三维空间场与生物活性变化最相关的信息。因

此我们采用自行编写的分子旋转和网格平移程序探测整个

场空间，以交叉验证系数Ｑ２为标准选择结果最好的网格，用

该网格导出３ＤＱＳＡＲ模型。搜寻算法为：以３６°为步长，分

别沿ｘ、ｙ、ｚ轴旋转１周，共旋转１０００步。每旋转一步即随

机生成一网格，用交叉验证导出 Ｑ２值，根据 Ｑ２值选择分子

的空间取向。然后进行网格平移：先生成一个网格点间距为

２的网格，然后以０．２为步长，分别沿ｘ、ｙ、ｚ轴移动２
距离，共平移１０００次。每次均计算Ｑ２值，以Ｑ２值最大的网

格用非交叉验证偏最小二乘法导出ＣｏＭＦＡ（ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅｏｆ
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ｍｏｌｅｃｕｌａｒｆｉｅｌｄａｎａｌｙｓｉｓ）和ＣｏＭＳＩＡ（ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅｏｆｍｏｌｅｃｕ ｌａｒｓｉｍｉｌａｒｉｔｙｉｎｄｅｘａｎａｌｙｓｉｓ）模型。

表１　所选用的２吲哚酮类化合物的结构及其ＩＣ５０、ｐＩＣ５０以及ｐＩＣ５０的预测值

化合物 结构 Ｒ１
Ｒ２
３′ ４′５′

ＩＣ５０ ｐＩＣ５０
ｐＩＣ５０的预测值

ＣｏＭＦＡ ＣｏＭＳＩＡ

１ Ａ Ｈ ＣＨ２ＣＨ２ＣＯＯＨ ＣＨ３ Ｈ ０．０２ １．７０ １．６４ １．７１

２ Ａ ４ＣＨ３ ＣＨ２ＣＨ２ＣＯＯＨ ＣＨ３ Ｈ ０．２０ ０．７０ ０．８９ ０．６４

３ Ａ ５Ｂｒ ＣＨ２ＣＨ２ＣＯＯＨ ＣＨ３ Ｈ ０．３５ ０．４６ ０．５６ ０．４５

４ Ａ ６（３ＯＣＨ３ｐｈｅｎｙｌ） ＣＨ２ＣＨ２ＣＯＯＨ ＣＨ３ Ｈ ２８．３０ －１．４５ －１．４５ －１．３８

５ Ａ ６（３ＯＣ２Ｈ５ｐｈｅｎｙｌ） ＣＨ２ＣＨ２ＣＯＯＨ ＣＨ３ Ｈ １．００ ０．００ ０．２７ ０．１３

６ Ａ Ｈ ＣＨ３ ＣＨ２ＣＨ２ＣＯＯＨ Ｈ ２．１４ －０．３３ －０．１６ －０．３７

７ Ａ ５ＣＯＯＨ ＣＨ３ ＣＨ２ＣＨ２ＣＯＯＨ Ｈ ０．２４ ０．６２ ０．７２ ０．６６

８ Ａ ５ＳＯ２ＮＨ２ ＣＨ３ ＣＨ２ＣＨ２ＣＯＯＨ Ｈ ０．９２ ０．０４ ０．０４ ０．１０

９ Ａ ６ＯＣＨ３ ＣＨ３ ＣＨ２ＣＨ２ＣＯＯＨ Ｈ １．３５ －０．１３ －０．１３ －０．２０

１０ Ａ ６ｐｈｅｎｙｌ ＣＨ３ ＣＨ２ＣＨ２ＣＯＯＨ Ｈ ０．３０ ０．５２ ０．５５ ０．４７

１１ Ａ ６（３ＯＣＨ３ｐｈｅｎｙｌ） ＣＨ３ ＣＨ２ＣＨ２ＣＯＯＨ Ｈ ０．０９ １．０５ １．００ １．２３

１２ Ａ ６（２ＯＣＨ３ｐｈｅｎｙｌ） ＣＨ３ ＣＨ２ＣＨ２ＣＯＯＨ Ｈ １．４７ －０．１７ ０．０３ －０．１５

１３ Ａ ６（４ＯＣＨ３ｐｈｅｎｙｌ） ＣＨ３ ＣＨ２ＣＨ２ＣＯＯＨ Ｈ ０．４５ ０．３５ ０．５４ ０．３９

１４ Ａ Ｈ ＣＨ３ Ｈ ＣＨ３ ０．７０ ０．１５ ０．１７ ０．０８

１５ Ａ Ｈ ＣＨ３ ＣＨ２ＣＨ２ＣＯＯＨ ＣＨ３ ２．４３ －０．３９ －０．３３ －０．２７

１６ Ａ ５Ｂｒ ＣＨ３ ＣＨ２ＣＨ２ＣＯＯＨ ＣＨ３ １．７３ －０．２４ －０．３５ －０．１２

１７ Ａ ５ＣＯＯＨ ＣＨ３ ＣＨ２ＣＨ２ＣＯＯＨ ＣＨ３ ０．０７ １．１５ １．６４ １．０３

１８ Ａ ５ＳＯ２ＮＨ２ ＣＨ３ ＣＨ２ＣＨ２ＣＯＯＨ ＣＨ３ １．２６ －０．１０ －０．２２ －０．２３

１９ Ａ ６ＯＣＨ３ ＣＨ３ ＣＨ２ＣＨ２ＣＯＯＨ ＣＨ３ ８．２９ －０．９２ －０．７８ －０．８１

２０ Ａ ６ｐｈｅｎｙｌ ＣＨ３ ＣＨ２ＣＨ２ＣＯＯＨ ＣＨ３ ０．１４ ０．８５ ０．７７ １．０７

２１ Ａ ６（３ＯＣＨ３ｐｈｅｎｙｌ） ＣＨ３ ＣＨ２ＣＨ２ＣＯＯＨ ＣＨ３ ０．３０ ０．５２ ０．３９ ０．３１

２２ Ａ ６（２ＯＣＨ３ｐｈｅｎｙｌ） ＣＨ３ ＣＨ２ＣＨ２ＣＯＯＨ ＣＨ３ ４．３７ －０．６４ －０．４２ －０．５５

２３ Ａ ６（４ＯＣＨ３ｐｈｅｎｙｌ） ＣＨ３ ＣＨ２ＣＨ２ＣＯＯＨ ＣＨ３ ０．５２ ０．２８ ０．１７ ０．２２

２４ Ｂ Ｈ Ｈ ０．４８ ０．３２ ０．３２ ０．４８

２５ Ｂ ５Ｂｒ Ｈ ０．０７ １．１５ ０．９２ ０．８７

２６ Ｂ ５ＳＯ２ＮＨ２ Ｈ ０．０３ １．５２ １．４４ １．３３

２７ Ｂ ５ＣＯＯＨ Ｈ ０．０２ １．７０ １．８８ １．５６

２８ Ｂ ６ＯＣＨ３ Ｈ １２．１０ －１．０８ －０．７７ －０．９２

２９ Ｂ ６（２ＯＣＨ３ｐｈｅｎｙｌ） Ｈ ２０．００ －１．３０ －１．２２ －１．０１

３０ Ｂ Ｈ ＣＨ２ＣＨ２ＣＯＯＨ ０．０９ １．０５ １．０３ １．１７

３１ Ｂ ５Ｂｒ ＣＨ２ＣＨ２ＣＯＯＨ ０．０３ １．５２ １．６０ １．４３

３２ Ｂ ５ＳＯ２ＮＨ２ ＣＨ２ＣＨ２ＣＯＯＨ ０．６０ ０．２２ ０．２２ ０．３５

３３ Ｂ ５ＣＯＯＨ ＣＨ２ＣＨ２ＣＯＯＨ ０．００４ ２．４０ ２．０５ ２．６１

３４ Ｂ ６ＯＣＨ３ ＣＨ２ＣＨ２ＣＯＯＨ ０．３８ ０．４２ ０．３８ ０．６６

３５ Ｂ ６ｐｈｅｎｙｌ ＣＨ２ＣＨ２ＣＯＯＨ ０．０５ １．３０ １．１７ １．２９

３６ Ｂ ６（３ＯＣＨ３ｐｈｅｎｙｌ） ＣＨ２ＣＨ２ＣＯＯＨ ０．０７ １．１５ １．０８ １．１７

３７ Ｂ ６（２ＯＣＨ３ｐｈｅｎｙｌ） ＣＨ２ＣＨ２ＣＯＯＨ ０．０６ １．２２ １．２１ １．０４

３８ Ｂ ６（４ＯＣＨ３ｐｈｅｎｙｌ） ＣＨ２ＣＨ２ＣＯＯＨ ０．０３ １．５２ １．４８ １．４８

　ｐＩＣ５０＝ －ｌｇ（ＩＣ５０）
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２　结　果

　　对接结果的选取主要依据结合自由能的大小，同时参考

相同构象出现的次数以及构象的合理性。对接结果中，所有

抑制剂２吲哚酮环的１位 ＮＨ 和 ＫＤＲ绞链区 Ｇｌｕ９１７的

Ｃ＝Ｏ形成分子间氢键，２吲哚酮环的２位羰基氧与Ｃｙｓ９１９
的ＮＨ 形成分子间氢键，而吡咯环上的 ＮＨ 还可以和

Ｃｙｓ９１９的Ｃ＝Ｏ形成一个氢键。５位或６位上的疏水性取代

基与 Ｖａｌ８９９，Ｐｈｅ１０４７，Ｌｅｕ８８９，Ｖａｌ９１６，Ｖａｌ９１４的疏水性侧

链以及Ｌｙｓ８６８的侧链的疏水部分组成的一个大的疏水腔发

生疏水相互作用。另外由Ｌｅｕ８４０和Ｐｈｅ９１８的侧链组成的

一个小的疏水通道也可与配体３位上的疏水基团发生疏水

相互作用提高亲和力。除此以外，３′位上有丙酸基团的还可

以与绞链区的 Ａｓｎ９２３形成两个氢键。这些结果与ＳＵ５４０２
（化合物１）和ＦＧＦＲ１的复合物的晶体结构［９］是一致的。抑

酶活性最强的化合物３３除了上述作用以外，其５位上的甲

酸基的氧可以跟活化环（Ａ环）起始端保守的 ＤＦＧ基序的

Ａｓｐ１０４６的主链上的ＮＨ形成氢键（图２），进一步增强与酶

的结合力。　　　　　　

图１　对接后２吲哚酮类分子的构象叠合图

图２　化合物３３与ＫＤＲ活性腔的结合图

　　抑制剂的ＣｏＭＦＡ和ＣｏＭＳＩＡ的统计学指标如表２所

示，交叉验证系数 Ｑ２均大于０．５。通常地，Ｑ２＞０．５即说明

该模型具有好的预测能力。

　　在ＣｏＭＦＡ模型中，静电场的贡献略大于立体场的贡献，

可以认为电性相互作用立体场对活性的贡献大体相当。在

ＣｏＭＳＩＡ模型中，力场被进一步细分，疏水场和静电场的贡

献几乎相当，氢键受体比氢键供体对活性的贡献要大得多，

可以认为抑制剂中的疏水基团和电性基团同样重要，而氢键

受体比氢键供体重要。ＣｏＭＦＡ和ＣｏＭＳＩＡ对活性的预测值

和实验值的传统相关系数ｒ２分别为０．９７４和０．９７８，说明模

型有较好的预测能力。

表２　２吲哚酮类化合物的

３ＤＱＳＡＲ的统计指标

指　标 ＣｏＭＦＡ ＣｏＭＳＩＡ

交叉验证系数Ｑ２ ０．５６１ ０．５４１
最佳组分数 ６ ６
传统相关系数ｒ２ ０．９７４ ０．９７８
标准误 ０．１５９ ０．１２５
Ｆ １９０．９７６ １２５．３６５
立体场贡献（％） ４２．５ １４．６
静电场贡献（％） ５７．５ ３０．３
疏水场贡献（％） － ３１．９
氢键受体贡献（％） － １７．１
氢键供体贡献（％） － ６

　　观察ＣｏＭＦＡ等势图（图３）可得出如下结论：在３吡咯

亚甲基取代２吲哚酮的侧链吡咯环的３′和５′位引入立体大

基团对活性有利（等势图的绿色区域）。其５′位上电正性基

团取代对活性有利（蓝色区域）。特别要指出的是报道的化

合物中很少在５′位有较大的取代基，根据所得模型我们可以

尝试在该处引进大取代基以得到活性更优的化合物。

图３　ＣｏＭＦＡ模型力场贡献等势图

　　绿色区域表示此处有立体大基团对活性有利；黄色则表示立体

大基团对活性不利；红色区域表示此处有电负性基团对活性有利；蓝

色区域则表示电正性基团对活性有利

　　ＣｏＭＳＩＡ等势图（图４）中，图４Ａ表示配体氢键受体对活

性的贡献。在２吲哚酮的侧链吡咯环的１′位上氢键受体对

活性有利（紫红色区域）。图４Ｂ显示的是配体氢键供体对活

性的贡献。从图中可看出２吲哚酮环的Ｎ１上的氢作为氢键

供体对活性有利，而在吡咯３′位上不宜有氢键供体（紫色区

域）。图４Ｃ表示疏水场对活性的影响。图中吡咯环的３′，４′

位附近有一广泛的黄色区域，提示该位置引入疏水性基团对

活性有利。

３　讨　论

　　目前已报道的 ＫＤＲ抑制剂与 ＫＤＲ的对接工作都是基

于同源模建的ＫＤＲ结构。我们采用了 Ｍｉｙａｚａｋｉ等［７］报道的

ＶＥＧＦＲ２与抑制剂的复合物的晶体结构作为受体的结合构
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象，采用ＡｕｔｏＤｏｃｋ３．０５分子对接程序对已报道的３８个２吲

哚酮类抑制剂进行了分子对接计算。我们的结论不仅与已

报道的抑制剂作用方式一致［１０］，还进一步认为，ＫＤＲ活化环

起始端的保守ＤＦＧ基序上的Ａｓｐ１０４６可与２吲哚酮类５位

上的羧基形成氢键，该氢键不仅可以增强配体与受体的亲和

力，并有可能对限制活化环的构象起到一定的作用，因此该

氢键的形成对于提高抑制剂的活性是有利的。

　　通过分子对接研究，我们还确定了受体活性腔的关键功

能残基，讨论了配体与 ＫＤＲ的亲和力与抑酶活性的关系。

ＫＤＲ绞链区的Ｇｌｕ９１７的Ｃ＝Ｏ和Ｃｙｓ９１９的ＮＨ作为氢键

受体和供体，对于配体的结合非常重要，提示我们设计新的

结构时也应考虑到这２个氢键。Ｖａｌ８９９、Ｐｈｅ１０４７、Ｌｅｕ８８９、

Ｖａｌ９１６、Ｖａｌ９１４的疏水性侧链以及Ｌｙｓ８６８的侧链的疏水部

分组成的一个大的疏水腔对于抑制剂结合的亲和力和选择

性也非常重要。抑制剂上大的疏水基团如取代苯基甚或萘

环等与该疏水腔发生疏水性相互作用。另外由Ｌｅｕ８４０和

Ｐｈｅ９１８的侧链组成的一个小的疏水通道也可与配体作用提

高亲和力，由绞链区的 Ａｓｎ９２３和催化环的 Ａｒｇ１０３２组成一

个亲水性腔，可与抑制剂上的极性基团如吡啶基形成一个氢

键，起到增强作用力和稳固抑制剂的作用。ＫＤＲ活性腔里的

这些功能性区域的性质和空间分布的确定，对于指导抑制剂

的设计有非常重要的意义。

图４　ＣｏＭＳＩＡ模型力场贡献等势图

Ａ：氢键受体场贡献等势图，洋红色区域表示配体在此处有氢键受体对活性是有利的，红色区域则表示氢键受体对活性不利；Ｂ：氢键供体场贡献

等势图，青色区域表示配体在此处有氢键供体对活性是有利的，紫色区域表示配体在此处有氢键供体对活性是不利的；Ｃ：疏水场贡献等势图，

黄色区域表示配体在此处有疏水性基团对活性是有利的

　　我们对２吲哚酮类抑制剂进行了３ＤＱＳＡＲ研究，得到

了预测力好（Ｑ２＞０．５）的ＣｏＭＦＡ和ＣｏＭＳＩＡ模型，并定性

的探讨了与ＫＤＲ结合好的基团在 ＫＤＲ活性腔中的空间分

布，为全新ＫＤＲ抑制剂的设计提供了理论基础。
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