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摘要  目的 }研究氮唑类抗真菌药物与其受体蛋白活性位点相互作用机理 ∀方法 }用随机构象搜寻和分子动

力学模拟退火法确定 tx个 w种不同类型的氮唑类抗真菌药物最低能量构象 ~用活性类似物法限定药物分子药效基

团之间的距离 o搜寻到各化合物药效构象 ~将各化合物药效构象对接到白色念珠菌羊毛甾醇 twΑ去甲基化酶活性位

点中 ∀结果 }w种结构类型的氮唑类药物在酶活性位点中有相似的对接位置 ~真菌和哺乳动物的活性位点结构特异

性的残基分布在 ƒ螺旋 ≤ 端 !Βy2t和 Βy2u区中 ~氮唑类抗真菌药物共同的卤代芳环结构落入相同的疏水空穴中 o其

中 ≠tvu的侧链羟苯基结构可与抑制剂卤代芳环形成电子迁移复合物 ∀结论 }对接结果与已知 ≥� � 分析结论相符 o

阐明了氮唑类药物与活性位点的氨基酸残基作用方式 o探讨结构选择性药物的结构需求 ∀

关键词  羊毛甾醇 twΑ去甲基化酶 ~氮唑类抗真菌药物 ~药效构象 ~对接 ~白色念珠菌

  氮唑类抗真菌药物中的酮康唑等芳乙基氮唑环

状缩酮类化合物是治疗浅部真菌感染的首选药物 o

氟康唑等芳乙基氮唑醇类化合物是治疗深部真菌感

染的首选药物 ∀氮唑类药物的作用机理是通过竞争

性抑制真菌羊毛甾醇 twΑ去甲基化酶k°wxstw⁄� o

°wxs xtl o使羊毛甾醇蓄积 o细胞膜结构功能组成成

分麦角甾醇生物合成缺乏而起药效作用 ∀羊毛甾醇

twΑ去甲基化酶是微粒体型细胞色素 °wxs超家族

蛋白 o也是唯一被发现普遍存在于高等植物 !真菌和

哺乳动物体内的 °wxs 蛋白 ∀目前已从小麦≈t  !啤

酒酵母≈u  !白色念珠菌≈v  !热带念珠菌≈w  !大鼠≈x 和

人肝微粒体中≈y 克隆出 °wxs xt基因并测序分析 ∀

但作为真核微粒体 °wxs 蛋白由于和内质网膜结

合 o难以制备单晶 o在目前研究条件下还无法测出其

晶体结构 ∀

前文≈z 用 w个原核 °wxs晶体结构 °wxs�� v o

°wxs¦¤° o°wxs·̈µ³和 °wxs µ̈¼ƒ 三维结构坐标同源

蛋白模建了白色念珠菌羊毛甾醇 twΑ去甲基化酶 o

并阐述了与血红素辅基作用残基 o与电子供体作用

和参与电子传递残基 o底物进出通道残基和活性位

点残基 ∀为进一步揭示氮唑类抗真菌药作用机理 o

探索解决该类药目前普遍存在的选择性作用差 o毒

副作用大 o抗菌谱窄等缺点 o本文搜寻氮唑类药物的

药效构象并与酶活性位点对接k⁄²¦®¬±ªl研究 ∀
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分子模建 !构象分析和对接研究是在 ≥¬̄¬¦²±

�µ¤³«¬¦¶�µ¬¶�±§¬ª² �� � wwss 图形工作站上 o用

×µ¬³²¶公司 ≥≠ �≠�y1u软件包完成 ∀计算中选用

的各项参数除特别指明外 o都用缺省值 ∀

1  构象分析

构象分析用 tx个高效代表性的氮唑类抗真菌

化合物k图 tl ∀除化合物 2 外 o其余都是上市或处

于临床 !临床前研究的药物 ∀其中 o有晶体结构的直

接以晶体结构为基础构建化合物 o没有晶体结构的

采用 ≥≠ �≠�分子片段库中片段构建化合物 o用能

量优化法 o能量收敛标准为 t ¦¤̄#°²̄ p t#� p t ∀

1 .1  全局最低能量构象

各化合物进行随机构象搜寻 o搜寻到的最低能

量构象再以分子动力学模拟退火反复操作 o参数设

置 }升温到 t sss �o平台处理时间 t1s ³¶o退火至

uxs �o退火时间 t1x ³¶o指数型退火函数 ∀ ×µ¬³²¶

标准分子力场 o�¤¶·̈¬ª̈µ2� ¦®̈ ¯电荷 ∀每次 xs 个

循环得 xs个构象并能量优化 o找出能量最低的构象

作为下一步的起始构象 ∀如此反复操作 o以重复出

现 x次以上的最低能量构象作为全局最低能量构

象 ∀

1 .2  药效构象搜寻

药效构象搜寻首先针对化合物 8 ∗ 15 ∀据报

道≈{  o图 t中所有化合物的三氮唑环 �w或咪唑环

�v !共同的 u位芳环是药效基团 ∀化合物 8 ∗ 15 的

v位碳原子均为 � 构型时化合物才有抗真菌活性 ou

位碳的氧原子是共同结构特征 o对药效也有一定的
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贡献 ∀因此以氮唑环 �w或 �v !芳环质心 !u位氧原

子 !v位甲基碳原子作为药效必需点k图 u�l o距离

限制系统构象搜寻 ∀参数设置 }以 Σt2Σy为可旋转

键 o旋转增量为 tsβ o旋转幅度 sβ ∗ vx|β o锚原子为氮

唑环 t 位氮原子 o所有构象从 sβ开始搜寻 ∀ �¤³

�µ¬§为 s1u � ∀距离限制结果反过来分别过滤前面

各化合物构象 o使每个化合物构象数目更少k表 tl ∀

选择各化合物过滤后所得 tss个能量最低构象 o能

量优化同时以药效点距离限定监控 o选择其中能量

最低构象为药效构象 ∀化合物 1 ,2 ,4 ∗ 7 由于没有

v位手性碳原子 o因此以上面研究 ⁄t o⁄u o⁄v之间

距离限定结果k表 tl分别限定各化合物 v个药效点

k图 u�l的距离 o系统构象搜寻 o以 Σt ∗ Σw为可旋转

键 o参数设置同上 o得各化合物结果构象 o肟康唑则

对分子动力学模拟退火结果以上述药效点距离限

定 o得符合条件的能量最低构象作为药效构象 ∀

以上所得各化合物药效构象 o用 � �°�≤ y1s

中 � � t方法计算 � �°�≤ 电荷 ∀

#t{u#药学学报 �¦·¤°«¤µ°¤¦̈∏·¬¦¤≥¬±¬¦¤t||| ovwkwlΒu{s ∗ u{x
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Ταβ 1  Χονφορµατιονσιν τηεσψστεµατιχ σεαρχη ανδ ρεσυλτσ οφ διστανχε µαππινγ

�²q ≥¼¶·̈°¤·¬¦≥ ¤̈µ¦«
≥¼¶·̈°¤·¬¦≥ ¤̈µ¦«

p §¬¶·¤±¦̈ °¤³
�©·̈µ©¬̄·̈µ �²q

≥¼¶·̈°¤·¬¦≥ ¤̈µ¦«

p §¬¶·¤±¦̈ ¦²±¶·µ¤¬±·¶
� ¶̈∏̄·²©§¬¶·¤±¦̈ °¤³³¬±ªk�l

tx uy|s uy|s xv| t t{{tvv ⁄t }w qtsw p w q{zu

ts ttuy| uwyz ts{| u txz ⁄u }w qsty p w qxzx

tv vswuz tsysv tssv{ w t{w ⁄v }y qxwx p y q|vw

tw w{{xy t{xsy tyx{z x uss ⁄w }v qtyx p v qyz{

{ yzu|t |yzv {su| y yvuv ⁄x }v q{ts p v q{{z

tu zwz|u wyus vsvy z yszs

| tsxu|v x|vt x|vt

tt ts{tx| {wy| {wy|

2  药效构象与酶活性位点对接

氮唑类抗真菌药都是通过氮唑 �v或 �w与血

红素铁原子配位 o抑制底物羊毛甾醇的结合≈| ots  ∀

因此本文对接研究时保持 ƒ¨) �之间距离为 u1swv

� o设定 ƒ¨) �键为可旋转键 o旋转步长为 xβ o共得

zu个配体在受体蛋白活性位点中取向 ∀对每种取

向以 ≥≠ �≠�r�±·̈µ¤¦·¬√¨§²¦®¬±ª评估配体与受体活

性位点相互作用能 o选择相互作用能最低的位置作

为对接结果 ∀取各化合物对接结果 o以抑制剂向周

围伸展 {�范围内残基为酶活性位点 o加和各化合

物活性位点作为总酶2抑制剂复合物活性位点空间 ∀

对接结果能量优化 o参数设置 }×µ¬³²¶标准分子力

场 o最陡下降法能量优化法 o蛋白质残基采用

�²̄¯°¤±全原子电荷 o血红素辅基电荷采用 °¤∏̄¶̈±

和 �µ±¶·̈¬±的定义≈tt  o抑制剂采用 � �°�≤ 电荷 o

配体和血红素辅基定义成集合 o在能量优化过程中

构象不发生变化 o能量收敛标准 s1t �¦¤̄# °²̄ p t#

∼ p t ∀

结 果 和 讨 论

1  构象分析

tx个抗真菌化合物搜寻到的药效构象与分子

全局最低能量构象能量相差不超过 z1x �¦¤̄#°²̄ p t

k表 ul o符合药效构象的能量要求 ∀其中化合物

× ��2t{z搜寻到的药效构象与其晶体构象很相似 ∀

化合物 8 ∗ 15 药效点距离限定的结果见表 t ∀各化

合物以药效构象µ°¶ƒ¬·叠合结果见图 v ∀

2  对接结果分析

对接结果表明各化合物在酶活性部位中有相似

的对接位置 ∀与抑制剂相互作用的蛋白残基分布基

Ταβ 2  Ενεργψ διφφερενχεσ βετωεεν τηε αχτιϖε χονφορµερ ενεργψ
α ανδ τηε γλοβαλ µινιµ υµ ενεργψ

β ,

βινδινγ ενεργψ οφ χοµ πουνδσ ωιτη αχτιϖεσιτε οφ ταργετ ενζψµε

�²q ∞t
¥ ∞u

¤ ∃∞ ∞¥¬±§¬±ª     �²q ∞t ∞u ∃∞ ∞¥¬±§¬±ª

t t{ q{uw uu qxty v qy|u p uy quuv | uy qv{z uy qwss s qstv p vt qtx{

u vu q|{x vv qtvv s qtw{ p tx qzyv ts tuy quxx tuz q|wy t qt|t p tu q|vs

v us quxs us q{v{ s qx{{ p tt qywz tt vw q|ts vz qyzy u qzyy p us q|ys

w uy qxyu vv qyys z qs|{ p vv qzvz tu t{ qtvs t{ qvuw s qt|w p t{ qyx{

x ws qzys ww qtuw v qvyw p wu qvyu tv tx q{z| tx q{z| s p tv qztt

y ws qyzz wt qxwt s q{yw p ts qzvt tw us qtyz ut q|st t qzvw p uz qws|

z wx qvwz wz qzuu u qvyx p ty q{wz tx u{ qss| u| qtxt t qtwu p t{ qyx{

{ ws q{sv ws q{zx s qszu p tv q{yy

∞t } × «̈ ª̄²¥¤̄ °¬±¬°∏° ±̈̈ µª¼ ~ ∞u } × «̈ ¤¦·¬√¨ ¦²±©²µ° µ̈ ±̈̈ µª¼ ~ ∃∞} ∞±̈ µª¼ §¬©©̈ µ̈±¦̈ ¥̈·º¨̈ ± ∞u ¤±§ ∞t ~

∞¥¬±§¬±ª}�¬±§¬±ª ±̈̈ µª¼ ²©¦²°³²∏±§ º¬·«¤¦·¬√¨¶¬·̈ ²©·¤µª̈ ·̈ ±½¼°¨q
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本相同 ∀图 w是氟康唑和伊曲康唑对接图 o受体蛋

白活性位点以抑制剂为中心向四周伸展 w� 范围内

的残基 ∀从图中可见化合物与相同活性位点残基作

用 ∀表 u中给出 tx个抑制剂与酶活性位点结合能

k∞¥¬±§¬±ª� ∞¦²°³̄ ¬̈ p k∞̄¬ª¤±§ n ∞̈ ±½¼° l̈l ∀vy个氟康唑

的类似物对接到酶活性位点后以其抑制白色念珠菌

生长的生物活性值的负对数 k p ²̄ª�≤xsl
≈tu 与

∞¥¬±§¬±ª进行回归得回归方程k表 vl }

p ²̄ª�≤xs � x q{vw p s qutt ≅ ∞¥¬±§¬±ª

µ� s q{|v oƒ � tvw qu|y o≥ � s qvz{ o Π� s qsst

氮唑类抗真菌药物共同的卤代芳环结构落入相

同的疏水空穴中 o由残基 ∂ tux o≠tvu o≤tvw o�uuw o

ƒ¬ªv  ≥·̈µ̈² µ̈³µ̈¶̈±·¤·¬²± ²© tx ¤½²̄¨¤±·¬©∏±ª¤̄¶

¶∏³̈µ¬°³²¶̈§¬± ³«¤µ°¤¦²³«²µ¬¦¦²±©²µ°¤·¬²±¶q

�vss o�vsv o�vsw o� vsy o�vsz组成k图 wl ∀该疏水

空穴在芳环 u oy位存在立体位阻 ow位有较大的空

穴 ∀因此抗真菌化合物芳环的 u位不能接大于 ≤¯

原子的立体基团 o而芳环 w位有足够大的空间可以

再接另一个 w2氯苯氧基 o这些对接结果和 ≥� � 分析

结论相符合 ∀该疏水空穴中 ≠tvu的侧链羟苯基结

构要求氮唑类化合物在该位置结构平坦 o从对接结

果来看 o该羟苯基可与抑制剂卤代芳环形成电子迁

移复合物 ∀tx个氮唑类化合物侧链结构变化很大 o

伊曲康唑 !酮康唑 !× ��2t{z o⁄2s{zs 的侧链很长 o

而氟康唑 !≥ � {yy{ o≥⁄�2{|w{x o咪康唑等侧链很

短 o但都具有很好的药效 o以对接模型分析发现具有

长侧链结构化合物 o侧链超出酶活性位点 o伸入底物

进出通道并与通道中残基作用k图 w�l ∀

酶活性位点与氮唑类化合物作用距离配体 y�

范围内的残基见图 x ∀和 ≤ ≠ °wxs xt蛋白代谢底物

羊毛甾醇的活性位点残基分布相同 o包括组成活性

位点底部的 �螺旋 !� ¤̈±§̈µt区 !Βy2t区 o也包括组

成活性位点顶部的 Βy2u区 !Βt2x ) �χ螺旋 �端和 ƒ

螺旋 ≤ 端 ∀真菌 !哺乳动物 !高等植物的 ≤ ≠ °xt蛋

白序列多重联配结果k图 xl比较发现 o真菌和哺乳

动物活性位点反映结构特异性的残基分布在 ƒ 螺

旋 ≤ 端 !Βy2t和 Βy2u区中 o其中残基性质差别比较

大的有 }白色念珠菌 ≤ ≠ °xt中为 �uuy o°uvs o�uvt o

�vzz o∂ xs| o∂ xts ∀在药物设计减轻氮唑类化合物

毒副作用时应考虑这些残基的性质差别 o图 y是白

色念珠菌以上 y个活性位点功能残基的空间相对位

置 ∀

ƒ¬ªw  ≥·̈µ̈²√¬̈ º ²©·«̈ ¤¦·¬√¨¶¬·̈ ²© ¤̄±²¶·̈µ²̄ twΑ §̈ ° ·̈«¼̄ ¤¶̈ ²© Χανδιδα αλβιχανσ ¥²∏±§ º¬·«©̄∏¦²±¤½²̄¨

k�l ¤±§¬·µ¤¦²±¤½²̄¨k�l q
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Ταβ 3  Χηεµιχαλστρυχτυρεσ, αντιφυνγαλ αχτιϖιτψ ανδ βινδινγ ενεργψ οφ τριαζολε αλχοηολσ ωιτη αχτιϖε

σιτε οφ ταργετ ενζψµε

  � �≤xsr ≅ ts p | °²̄#�p t p ²̄ª�≤xs ∞¥¬±§¬±ª   � �≤xsr ≅ ts p | °²̄#�p t p ²̄ª�≤xs ∞¥¬±§¬±ª

� tsv qx{ y q|{wz p z qvvv u�≤ �v ow≤ƒv u{ qxs z qxwxu p z qxvy

u≤ƒv tsv qwx y q|{xv p w qwwv v≤¯ xwt qv| y quyyx p u qwtt

u≤ƒv owƒ ys qsx z quutx p | qtwu vƒ ow≤ƒv {w qt| z qszwz p y qs{v

u≤ �v |x qu| z qsuts p | qvvs w≤ƒv v qux { qw{{t p tt qwvu

u≤ �v ow≤ � {z qws z qsx{x p { quv{ w≤ �v tv qzy z q{ytw p | qxws

u≤ �v owƒ tss q{{ y q||yu p x qssw w≤ � � ≤ �u uu q|w z qyv|w p { qwzu

u≤¯ v qsx { qxtxz p | q{zz w≤¯ v qsu { qxuss p | q{vs

u≤¯ow≤ƒv s q{y | qsyxx p tw q{x| w≤ � vt qw| z qxst{ p { qvwx

u≤¯ow≤¯ s qzw | qtvs{ p tz qw{x wƒ uy qst z qx{w| p { qwut

u≤¯owƒ v qux { qw{{t p | qzwt w�≤ƒu≤ƒu � zz q{x z qts{z p { q{zz

u≤ �ow≤ƒv z{ qww z qtsxx p z qw|w w�≤ƒv s qxy | quxt{ p t{ qvwu

u ov ox oy2ƒ {z qyw z qsxzv p y qv|t w�≤ �v uy{ qss y qxzt| p u qsus

uƒ ow≤ƒv t quy { q{||y p tu qw{v w2k�°«l u q{{ { qxwsy p ts qxzu

uƒ ow≤¯ t qyt { qz|vu p tv q||w w2°« tv qu{ z q{zy{ p { q{vt

uƒ owƒ t q|z { qzsxx p ts qzvt w2≥≤ �v |s qt{ z qsww| p y qvst

u ow oy2ƒ vx qwy z qwxsv p z qw|v w2kw≤ 2̄°«l z qt| { qtwvv p | qxws

w2ku ow2ƒ2°«l t{ q{x z qzuwz p | qsxu w2kw≤ 2̄�°«l s q|w | qsuy| p tv qw{y

uƒ oyƒ tsz qwt y q|y|s p z qwy| w2kw≤ �2°«l {s qzt z qs|vt p z qy|v
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≤ ≠ °xtk¦q¤̄¥ql ≠ �� �× × ° ∂ ƒ � ∂ � ≠ ⁄≤ ° � �⁄�� ƒ × °� ��� ���� � � ± � × ≥ � ° �� ≥ � ƒ ≥ � ∂ ∂ �

≤ ≠ °xtk¦q·µ²ql ≠ × � �× × ° ∂ ƒ � ∂ � ≠ ⁄≤ ° � �⁄�� ƒ × °� ���� ∂ �� � � ± � × ≥ � ° �� ≥ � ƒ ≥ � ∂ × �

≤ ≠ °xtk¶q¦̈µql ≠ � � �× × ° ∂ ƒ � ∂ � ≠ ⁄≤ ° � �⁄�� ƒ × °� ���� ∂ �� � � ± � × ≥ � ° �� ≥ �ƒ ≥ � ∂ × �

≤ ≠ °xtk¶q³²° ql ≠ ≥ � �× × ° ∂ ƒ ⁄ ∂ ∂ ≠ ⁄�° � �⁄ ± � ƒ ≥ ° ∂ � � �� ��� � � ± � × ≥ � °� � ≥ � � ≥ � ∂ � �

≤ ≠ °xtk³q¬·¤ql ≠ � ��× × ° ∂ ƒ ⁄ ∂ ∂ ≠ ⁄≤ ° � �⁄�� ƒ ≥ ° � � � �× ��� � � ± � ≥ ≥ ≥ ≥ � � × �� ≥ �ƒ ≥ �

≤ ≠ °xtk«∏°¤±l ≠ ≥ � �× × ° ∂ ƒ � ∂ � ≠ ⁄∂ ° � �⁄� � ƒ ≥ � � � ��� ���� � ± � × ≥ ≥ °� � � � � × � � � ×

≤ ≠ °xtkµ¤·l ≠ � � �× × ° ∂ ƒ � ∂ � ≠ ⁄∂ ° � �⁄� � ƒ ≥ � � � ��� ���� � ± � × ≥ ≥ °� � × � � × � � � ×

≤ ≠ °xtk·q¤̈¶ql ≠ 2 � ƒ �∂ ° × ƒ � ∂ ∂ ƒ ⁄ ∂ ⁄≠ �⁄�� � �°� ��� � � �ƒ � � ± � × ≥ ≥ ° �� � �� � � ∂ ∂ 2

ƒ¬ªx  � ∏̄·¬³̄¨¶̈ ∏́̈ ±¦̈ ¤̄¬ª±° ±̈·²© ≤ ≠ °xt ³µ²·̈¬±¶©µ²° Χανδιδα αλβιχανσ k¦q¤̄¥ql o Χανδιδα τροπιχαλισ
k¦q·µ²ql o Σαχχηαροµ ψχεσ χερεϖισιαε k¶q¦̈µql o Σχηιζοσαχχηαροµ ψχεσ ποµ βε k¶q³²° ql o Πενιχιλλιυ µ ιταλιχυ µ
k³q¬·¤ql oµ¤·o«∏°¤±o Τριτιχυ µ αεστιϖυ µ k·q¤̈¶ql q≥ ¦̈²±§¤µ¼ ¶·µ∏¦·∏µ̈ ©̈ ¤·∏µ̈¶¤µ̈ ¤̄¥̈¯̈ §q

ƒ¬ªy  ≥·̈µ̈²√¬̈ º ²© §¬©©̈ µ̈±·µ̈¶¬§∏̈¶²©¤¦·¬√¨¶¬·̈

²© ¤̄±²¶·̈µ²̄ twΑ §̈ ° ·̈«¼̄ ¤¶̈ ²© Χανδιδα αλβιχανσ
µ̈ ¤̄·̈§·² °¤°°¤̄¶º¬·«¥²∏±§∞�2vsvwy q
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