
２０１６年０３月第３６卷第２期

Ｍａｒ．２０１６　Ｖｏｌ．３６　Ｎｏ．２

现　代　中　医　药
ＭｏｄｅｒｎＴｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ ·７５　　　·

基于分子对接方法进行金银花、连翘抗流感
病毒 Ｈ７Ｎ９的研究
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摘　要：目的 从金银花－连翘药对中寻找能够应对流感病毒Ｈ７Ｎ９的潜在抑制剂。方法 以Ｈ７Ｎ９神经氨

酸酶Ｎ９及其两种突变型Ｎ９－Ｒ２９４Ｋ和Ｎ９－Ｒ２９２Ｋ为受体，以金银花－连翘中２４个化合物为配体，应用分子

对接方法研究配体与受体之间的相互作用关系。结果 研究发现金银花 －连翘药对中１９个成分与 Ｈ７Ｎ９神经

氨酸酶发生作用。其中 Ｍ１、Ｍ４、Ｍ５、Ｍ７、Ｍ８、Ｍ１０、Ｍ１２、Ｍ１４、Ｍ１６、Ｍ１７、Ｍ１９、Ｍ２２、Ｍ２３等小分子是金银花 －连

翘药对作用Ｈ７Ｎ９神经氨酸酶的主要化合物。分子对接结果显示Ｍ４和Ｍ２２与Ｎ９、Ｎ９－Ｒ２９４Ｋ、Ｎ９－Ｒ２９２Ｋ的

对接分值分别为９．８６、１１．４２、８．０２、８．６９、１１．１５、７．２４；Ｍ５、Ｍ１０与 Ｎ９－Ｒ２９４Ｋ对接得分为１０．３６、８．３６，均显著

高于对照组奥司他韦羧酸盐。结论 金银花－连翘药对能够通过分子间的协同效应有效防治 Ｈ７Ｎ９流感病毒。

Ｍ４（连翘酯苷Ａ）和Ｍ２２（亚油酸乙酯）可以作为流感病毒Ｈ７Ｎ９（包括两种突变型）的潜在抑制剂进行进一步研

究开发。
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　　自２０１３年以来，我国出现了感染人的新型禽

流感病毒Ｈ７Ｎ９［１］，截止２０１４年６月份，ＷＨＯ已经

确认感染 Ｈ７Ｎ９人数４５０，死亡１６５（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．

ｗｈｏ．ｉｎｔ）。Ｈ７Ｎ９具有导致流感的大爆发的潜

力［２］，引起了全世界的广泛关注。

奥司他韦作为流感病毒神经氨酸酶抑制剂，是

防治流感的一线药物［３］，并且对新型流感病毒

Ｈ７Ｎ９也具有抑制作用［４］。可是随后Ｈ７Ｎ９对奥司

他韦产生了耐药性。研究得知，神经氨酸酶的突变

是致流感病毒产生耐药性的主要原因［５，６］，流感病

毒Ｈ７Ｎ９神经氨酸酶的活性腔中２９２和２９４位氨

基酸位点发生了突变，能够减弱与奥司他韦的相互

作用，导致耐药性的发生，产生了 Ｒ２９２Ｋ－Ｎ９和

Ｒ２９４Ｋ－Ｎ９两种突变型［７，８］。这对于成分单一的

药物是很难克服的缺点，我们需要新的思路和方法

进行流感病毒抑制剂的探索。

中药防治流感有着悠久的历史。中药不仅仅

通过调整机体抗病力而达到防病目的，且能直接作

用病毒本身，具有疗效好，副作用少，作用范围广的

特点［９］。现代药理研究表明，金银花、连翘具有抗

流感病毒的效果。不论是临床经验还是实验研究，

二者相须配伍的抗病毒效果均优于单味药。周

伟［１０］发现金银花、连翘组成的药对抗流感病毒

Ｈ１Ｎ１活性成分主要是：隐绿原酸、绿原酸、新绿原

酸等。而刑学峰等［１１］对金银花、连翘药对配伍挥

发油成分做了 ＧＣ－ＭＳ分析，检测出了３１种挥发

油成分。然而关于金银花 －连翘药对抗流感病毒

Ｈ７Ｎ９的物质基础及其分子机理研究尚未见报道。

本研究将采用分子对接及构建分子网络的方法对

金银花 －连翘药对进行抗 Ｈ７Ｎ９流感病毒的物质

基础及分子机制进行初步研究。

１　材料和方法

１．１　分子结构的准备　从ＲＣＳＢＰｒｏｔｅｉｎＤａｔａＢａｎｋ

（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｒｃｓｂ．ｏｒｇ／ｐｄｂ／ｈｏｍｅ／ｈｏｍｅ．ｄｏ）蛋白数

据库中获得 Ｈ７Ｎ９神经氨酸酶结构，包括 Ｎ９－

Ｒ２９４（ＰＤＢｃｏｄｅ：４ＭＷＱ）、Ｎ９－Ｒ２９４Ｋ（ＰＤＢｃｏｄｅ：

４ＭＷＷ）和 Ｎ９－Ｒ２９２Ｋ（ＰＤＢｃｏｄｅ：２ＱＷＥ）。将 ３

种神经氨酸酶导入到ＡＤＴ界面，抽提出其配体，去

金属离子和水分子之后，进行加电荷和氢原子的处

理，并保存为ＰＤＢ格式待用，见表１。

表１　金银花－连翘药对中２４个成分与Ｈ７Ｎ９神经

氨酸酶对接分值

编号 化学名
Ｂｉｎｄｉｎｇｆｒｅｅｅｎｅｒｇｉｅｓ（－ｋｃａｌ／ｍｏｌ）

４ＭＷＷ ４ＭＷＱ ２ＱＷＥ

Ｍ１ 异绿原酸ＢＩｓｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄＢ ６．０８ ６．４２ ４．９４

Ｍ２ 奎宁酸 Ｑｕｉｎｉｃａｃｉｄ ４．１４ ４．８ ３．９３

Ｍ３ 咖啡酸 Ｃａｆｆｅｉｃａｃｉｄ ４．２ ５．４９ ４．５３

Ｍ４ 连翘酯苷ＡＦｏｒｓｙｔｈｏｓｉｄｅＡ ９．８６ １１．４２ ８．０２

Ｍ５ 连翘酯苷ＢＦｏｒｓｙｔｈｉａｓｉｄｅＢ １０．３６ ５．７４ ６．３２

Ｍ６ 芦丁 Ｒｕｔｉｎ ５．７５ ５．６３ ６．４９

Ｍ７ 异槲皮苷Ｉｓｏｑｕｅｒｃｉｔｒｉｎ ６．１９ ５．８１ ５．１９

Ｍ８ 金丝桃苷Ｈｙｐｅｒｏｓｉｄｅ ６．１９ ５．８１ ５．２１

Ｍ９ 紫云英苷Ａｓｔｒａｇａｌｉｎ ５．３１ ５．２５ ５．１２

Ｍ１０ 木犀草苷Ｃｙｎａｒｏｓｉｄｅ ８．０４ ７．３２ ５．６６

Ｍ１１ 槲皮素 Ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ４．４５ ４．９８ ４．９９

Ｍ１２ 染料木苷Ｇｅｎｉｓｔｉｎ ７ ６．６４ ６．９５

Ｍ１３ 染料木素Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ ２．６８ ３．６２ ３．８

Ｍ１４ 连翘苷Ｆｏｒｓｙｔｈｉｎ ５．７９ ４．４４ ７．４３

Ｍ１５ 松脂素Ｐｉｎｏｒｅｓｉｎｏｌ ５．２３ ５．０９ ６．６

Ｍ１６ 牛蒡子苷元Ａｒｃｔｉｇｅｎｉｎ ７．０８ ６．９９ ７．２１

Ｍ１７ 连翘脂素Ｐｈｉｌｌｙｇｅｎｉｎ ６．５１ ５．１９ ５．４７

Ｍ１８ 新绿原酸Ｎｅｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ ４．８４ ６．５３ ６．３６

Ｍ１９ 隐绿原酸Ｃｒｙｐｔｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ ５．８２ ６．２７ ４．１３

Ｍ２０ 异绿原酸ＡＩｓｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄＡ ５．４９ ６．８ ４．９１

苯二羧酸二丁基酯

Ｍ２１ １，２－Ｂｅｎｚｅｎｅｄｉｃａｒｂｏｘｙｌｉｃａｃｉｄ， ５．７ ７．１４ ４．７３

ｄｉｂｕｔｙｌｅｓｔｅｒ

Ｍ２２ 亚油酸乙酯Ｅｔｈｙｌｌｉｎｏｌｅａｔｅ ８．６９ １１．１５ ７．２４

Ｍ２３ 马钱子苷Ｌｏｇａｎｉｎ ６．７６ ４．４３ ５．０９

Ｍ２４ 绿原酸ＣｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃＡｃｉｄ ４．８８ ６．４２ ５．６

ＯＴＣ 奥司他韦羧酸盐ｏｓｅｌｔａｍｉｖｉｒｃａｒｂｏｘｙｌａｔｅ ５．７８ ９．２６ ６．９２

通过初步的分子对接选择了金银花、连翘药对

的２４种成分进行分子对接研究：
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新绿原酸、绿原酸、隐绿原酸、３，５－二咖啡酰

奎宁酸、３，４－二咖啡酰奎宁酸、奎宁酸、咖啡酸、连

翘酯苷Ａ、连翘酯苷Ｂ、芦丁、异槲皮苷、金丝桃苷、

紫云英苷、木犀草苷、槲皮素、木犀草素、染料木苷、

染料木素、连翘苷、牛蒡子苷元、松脂素、马钱子苷

以及两种挥发油成分苯二羧酸二丁基酯、亚油酸乙

酯（表１）。上述所有成分的结构均从 ＮＣＢＩｃｏｍ

ｐｏｕｎｄ数据库中获得，本次研究以神经氨酸酶抑制

剂奥司他韦羧酸盐（ＯＴＣ）对接得分为参照对象。

１．２　配体与靶点的分子对接　本次研究使用

ＡｕｔｏＤｏｃｋ软件进行分子对接，Ｈ７Ｎ９神经氨酸酶作

为与小分子对接的靶蛋白。甲型流感病毒神经氨

酸酶的活性腔是高度保守的。因此对接口袋以活

性腔中８个氨基酸残基为基准 Ａｒｇ－１１８，Ａｓｐ－

１５１，Ａｒｇ－１５２，Ａｒｇ－２２４，Ｇｌｕ－２７６，Ａｒｇ－２９２，

Ａｒｇ－３７１，ａｎｄＴｙｒ－４０６［７］。运行 ａｕｔｏｇｒｉｄ计算格

点中的能量，运行Ａｕｔｏｄｏｃｋ计算小分子与 Ｎ９间的

结合能，把以上步骤得到的文件在 ＡＤＴ界面中展

开，得到小分子与Ｎ９的对接打分（表１）。

１．３　构建分子靶标网络　根据对接结果，ＯＴＣ的

对接分值（ｓｃｏｒｅ）最低为５．７８，见表１。选择对接得

分ｓｃｏｒｅ＞＝６的分子导入到 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ２．８［１２］中构

建分子－靶标相互作用网络。

２　结果与分析

２．１　筛选得到的金银花－连翘药对成分与流感病

毒Ｈ７Ｎ９神经氨酸酶 Ｎ９及其两种突变型 Ｎ９－

Ｒ２９４Ｋ和Ｎ９－Ｒ２９２Ｋ的相互作用分析，选择对接

得分ｓｃｏｒｅ＞＝６的分子，于是从金银花－连翘药对

中选择的２４个成分中１９个能与 Ｎ９、Ｎ９－Ｒ２９４Ｋ、

Ｎ９－Ｒ２９２Ｋ相互作用。为了更清楚的认识，我们

构建了分子－靶点网络图分析成分与靶点之间的

互作（图 １）。其中 １１个分子能够与 ４ＭＷＱ、

４ＭＷＷ发生，９个分子能够与 ２ＱＷＥ相互作用。

Ｍ６、Ｍ１４、Ｍ１５只单一作用于２ＱＷＥ。其余分子均

能与一个以上的靶点发生互作。由此得出金银花

－连翘药对中１９种成分可以通过相互协同与流感

病毒Ｈ７Ｎ９作用。

奥司他韦作为流感病毒神经氨酸酶抑制剂是

防治流感的有效药物，为了更进一步认识网络，我

们以它的羧酸盐 ＯＴＣ与３种 Ｎ９对接得分作为参

照（表１）。表１中，ＯＴＣ与 Ｎ９－Ｒ２９４Ｋ（４ＭＷＷ）

对接得分为５．７８。Ｍ１、Ｍ４、Ｍ５、Ｍ７、Ｍ８、Ｍ１０、Ｍ１２、

Ｍ１４、Ｍ１６、Ｍ１７、Ｍ１９、Ｍ２２、Ｍ２３对接得分分别为６．

０８、９．８６、１０．３６、６．１９、６．１９、８．０４、７．００、５．７９、７．

０８、６．５１、５．８２、８．６９、６．７６，均高于 ＯＴＶ与４ＭＷＷ

的对接得分；ＯＴＣ与Ｎ９（４ＭＷＱ）对接得分为９．２６，

Ｍ４、Ｍ２２对接得分分别为１１．４２、１１．１５，高于 ＯＴＣ

与之对接得分。ＯＴＣ与 Ｎ９－Ｒ２９２Ｋ（２ＱＷＥ）对接

得分为６．９２，Ｍ４、Ｍ１２、Ｍ１４、Ｍ１６、Ｍ２２对接得分分

别为８．０２、６．９５、７．４３、７．２１、７．２４，高于 ＯＴＣ与之

对接得分。综上所述，Ｍ１、Ｍ４、Ｍ５、Ｍ７、Ｍ８、Ｍ１０、

Ｍ１２、Ｍ１４、Ｍ１６、Ｍ１７、Ｍ１９、Ｍ２２、Ｍ２３成分作为成

分－靶点网络中的重要化合物，是金银花－连翘药

对抑制流感病毒Ｈ７Ｎ９的主要成分。

２．２　连翘酯苷 Ａ和亚油酸乙酯可以作为抑制

Ｈ７Ｎ９的先导化合物　结果２．１中得到了１３种抗

流感病毒主要化合物，我们从中选择得分高并且与

３种Ｎ９都能够作用的分子作为抗流感病毒的潜在

抑制剂。表１中，与 Ｎ９－Ｒ２９４Ｋ（４ＭＷＷ）对接的

多数分子对接分值高于 ＯＴＣ，其中 Ｍ４、Ｍ５、Ｍ１０、

Ｍ２２四个分子的对接得分均高于８；Ｍ４、Ｍ２２与Ｎ９

（４ＭＷＱ）的对接得分大于 １１；Ｍ４、Ｍ２２与 Ｎ９－

Ｒ２９２Ｋ（２ＱＷＥ）的对接分值也能达到８．０２、７．２４。

上述分子Ｍ４、Ｍ２２对接分值高，而且能够与Ｎ９、Ｎ９

－Ｒ２９４Ｋ和Ｎ９－Ｒ２９２Ｋ相互作用（图１）。所以推

测分子 Ｍ４（连翘酯苷 Ａ）、Ｍ２２（亚油酸乙酯）是

Ｈ７Ｎ９的潜在抑制剂的先导化合物。

图１　金银花－连翘药对中的成分与Ｈ７Ｎ９神经氨酸酶的关系网络
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注：灰色的圆圈是Ｈ７Ｎ９神经氨酸酶，Ｒ２９４（４ＭＷＱ）和两种突

变型Ｒ２９４Ｋ（４ＭＷＷ）、Ｒ２９２（２ＱＷＥ）。白色的是金银花 －连翘药

对筛选的１９个成分。圆圈的大小代表相互作用对象的数量。

３　讨论

在我国，中药抗流感有着几千年的应用历史，

然而其治病的分子机制一直缺乏深入研究。主要

原因是中药成分、作用靶点复杂［１２－１３］。本次研究

利用分子对接的方法预测和分析了金银花 －连翘

药对对于 Ｈ７Ｎ９神经氨酸酶的抑制作用。在周

伟［１０］、刑学锋等［１１］对金银花 －连翘药对化学成分

的研究基础上，我们通过分子对接先期筛选了２４

个化学成分（表１），包括有机酸、黄酮类、苷类、挥

发油。与奥司他韦羧酸盐对接得分比较，构建分子

和靶点互作网络，我们发现这些成分可以通过相互

协同作用同一靶点，增强单个成分与靶点的相互作

用。初步阐明了金银花 －连翘药对作用流感病毒

Ｈ７Ｎ９及其突变型的分子机制。

本次研究以从中药中发掘流感病毒 Ｈ７Ｎ９的

主要抑制剂为目的，从金银花－连翘药对中寻找了

两种化合物作为潜在抑制剂，进而对金银花－连翘

药对作用流感病毒 Ｈ７Ｎ９的分子机制进行初步分

析探索。然而中药治疗疾病具有很强的系统

性［１４］，并不只是作用神经氨酸酶。病毒进入人体

引起的一系列生化反应，参与这些反应的大分子蛋

白都可以作为靶标进行研究，我们可以构建更大的

网络［１５］从更多的角度分析并完善金银花 －连翘药

对防治流感的分子机制。
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