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麸炒僵蚕汤剂的多肽成分表征及抗 ＧＡＴ－１活性肽的虚拟筛选
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摘要　目的：分析麸炒僵蚕汤剂的多肽组成，并虚拟筛选具有ＧＡＴ－１结合活性的抗癫痫多肽。方法：利用
基于微升流速液相色谱－质谱联用（μＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）的多肽组学技术，对麸炒僵蚕汤剂的多肽成分进行广
泛鉴定，通过生物信息学和计算机模拟虚拟筛选潜在的抗癫痫活性肽，包括生物活性预测、血脑屏障通透性

预测、毒性预测和分子对接，最后，利用分子动力学模拟分析多肽和靶蛋白的相互作用。结果：从麸炒僵蚕

汤剂中共鉴定得到３８４条多肽，从中虚拟筛选出１９条结合亲和力高于对照药物的潜在抗癫痫活性多肽，其
中，多肽ＦＤＨＦＤＦＤＡＦ的结合亲和力最高，其次是ＥＨＹＡＷＧＩＫ，２条多肽主要通过氢键、疏水和静电相互作
用与ＧＡＴ－１结合，分子动力学模拟研究验证了 ＦＤＨＦＤＦＤＡＦ和 ＥＨＹＡＷＧＩＫ与 ＧＡＴ－１的结合稳定性。
结论：基于多肽组学和计算机虚拟筛选技术有利于快速发现动物药的活性多肽成分，本研究对麸炒僵蚕汤

剂抗癫痫活性多肽的研究有着重要参考价值，同时为动物药多肽成分研究提供新思路。

关键词：微升流速液相色谱－质谱联用；麸炒僵蚕；ＧＡＴ－１；癫痫；活性肽；多肽组学；虚拟筛选

中图分类号：Ｒ９１７　　　文献标识码：Ａ　　　文章编号：０２５４－１７９３（２０２４）０８－１３５６－０９
ｄｏｉ：１０１６１５５／ｊ０２５４－１７９３２０２４－０１６９

Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｐｅｐｔｉｄｅｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｏｆｂｒａｎ－ｆｒｉｅｄ
Ｂｏｍｂｙｘｂａｔｒｙｔｉｃａｔｕｓｄｅｃｏｃｔｉｏｎａｎｄｖｉｒｔｕａｌｓｃｒｅｅｎｉｎｇｏｆ

ａｎｔｉ－ＧＡＴ－１ａｃｔｉｖｅｐｅｐｔｉｄｅｓ

ＨＵＡＮＧＹａ－ｙａｎｇ１，ＬＩＵＹａ－ｘｉｏｎｇ２，ＸＩＡＯＸｉａｏ－ｔｏｎｇ１，
ＬＵＯＺｈｕｏ－ｙａ２，ＹＡＮＧＺｈｉ－ｙｅ２

（１．ＳｃｈｏｏｌｏｆＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ，ＧｕａｎｇｚｈｏｕＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ５１１４３６，Ｃｈｉｎａ；２．ＧｕａｎｇｄｏｎｇＩｎｓｔｉｔｕｔｅｆｏｒＤｒｕｇＣｏｎｔｒｏｌ，ＮＭＰＡＫｅｙ

ＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＲａｐｉｄＤｒｕｇＩｎｓｐｅｃｔｉｏｎＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ＧｕａｎｇｄｏｎｇＢｉｏｍｅｄｉｃａｌＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＣｏｌｌａｂｏｒａｔｉｖｅＩｎｎｏｖａｔｉｏｎＣｅｎｔｅｒ，Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ５１０６６３，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：Ｔｏａｎａｌｙｚｅｔｈｅｐｅｐｔｉｄｅｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｏｆｂｒａｎ－ｆｒｉｅｄＢｏｍｂｙｘｂａｔｒｙｔｉｃａｔｕｓｄｅｃｏｃｔｉｏｎａｎｄ
ｖｉｒｔｕａｌｌｙｓｃｒｅｅｎａｎｔｉ－ｅｐｉｌｅｐｔｉｃｐｅｐｔｉｄｅｓｗｉｔｈＧＡＴ－１ｂｉｎｄｉｎｇａｃｔｉｖｉｔｙ．Ｍｅｔｈｏｄｓ：Ｔｈｅｐｅｐｔｉｄｅｃｏｍｐｏｕｎｄｓｉｎ
ｂｒａｎ－ｆｒｉｅｄＢｏｍｂｙｘｂａｔｒｙｔｉｃａｔｕｓｄｅｃｏｃｔｉｏｎｗｅｒｅｅｘｔｅｎｓｉｖｅｌｙｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｂｙｍｉｃｒｏ－ｆｌｏｗｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ－ｔａｎ
ｄｅｍｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ（μＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＰｏｔｅｎｔｉａｌａｎｔｉ－ｅｐｉｌｅｐｔｉｃｐｅｐｔｉｄｅｓｗｅｒｅｓｃｒｅｅｎｅｄｔｈｒｏｕｇｈ
ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓａｎｄｉｎｓｉｌｉｃｏｓｉｍｕｌａｔｉｏｎｓ，ｉｎｃｌｕｄｉｎｇｂｉｏａｃｔｉｖｉｔｙｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ，ｂｌｏｏｄ－ｂｒａｉｎｂａｒｒｉｅｒｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｐｒｅｄｉｃ
ｔｉｏｎ，ｔｏｘｉｃｉｔｙｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ，ａｎｄｍｏｌｅｃｕｌａｒｄｏｃｋｉｎｇＦｉｎａｌｌｙ，ｍｏｌｅｃｕｌａｒｄｙｎａｍｉｃｓｓｉｍｕｌａｔｉｏｎｓｗｅｒｅｅｍｐｌｏｙｅｄｔｏ
　　　　



　药 物 分 析 杂 志　
!"#$ % &"'() *$'+ ,-,.

，
..

（
/

） ·１３５７　 ·
　

ａｎａｌｙｚｅｔｈｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓｂｅｔｗｅｅｎｐｅｐｔｉｄｅｓａｎｄｔｈｅｔａｒｇｅｔｐｒｏｔｅｉｎ．Ｒｅｓｕｌｔｓ：Ａｔｏｔａｌｏｆ３８４ｐｅｐｔｉｄｅｓｗｅｒｅｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ
ｆｒｏｍｂｒａｎ－ｆｒｉｅｄＢｏｍｂｙｘｂａｔｒｙｔｉｃａｔｕｓｄｅｃｏｃｔｉｏｎ，ａｎｄ１９ｐｅｐｔｉｄｅｓｗｉｔｈｈｉｇｈｅｒｂｉｎｄｉｎｇａｆｆｉｎｉｔｉｅｓｔｏＧＡＴ－１ｔｈａｎｔｈａｔ
ｏｆｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｄｒｕｇｗｅｒｅｓｃｒｅｅｎｅｄａｓｐｏｔｅｎｔｉａｌａｎｔｉ－ｅｐｉｌｅｐｔｉｃｐｅｐｔｉｄｅｓＴｈｅＦＤＨＦＤＦＤＡＦｅｘｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅｈｉｇｈｅｓｔ
ｂｉｎｄｉｎｇａｆｆｉｎｉｔｙ，ｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙｔｈｅＥＨＹＡＷＧＩＫＴｗｏｐｅｐｔｉｄｅｓｐｒｉｍａｒｉｌｙｉｎｔｅｒａｃｔｅｄｗｉｔｈＧＡＴ－１ｔｈｒｏｕｇｈｈｙｄｒｏｇｅｎ
ｂｏｎｄｓ，ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃ，ａｎｄｅｌｅｃｔｒｏｓｔａｔｉｃｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓＭｏｌｅｃｕｌａｒｄｙｎａｍｉｃｓｓｉｍｕｌａｔｉｏｎｓｃｏｎｆｉｒｍｅｄｔｈｅｂｉｎｄｉｎｇｓｔａｂｉｌｉｔｙ
ｏｆＦＤＨＦＤＦＤＡＦａｎｄＥＨＹＡＷＧＩＫｔｏＧＡＴ－１．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｐｅｐｔｉｄｏｍｉｃｓａｎｄｉｎｓｉｌｉｃｏｖｉｒｔｕａｌｓｃｒｅｅｎｉｎｇｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ
ｆａｃｉｌｉｔａｔｅｔｈｅｒａｐｉｄｄｉｓｃｏｖｅｒｙｏｆａｃｔｉｖｅｐｅｐｔｉｄｅｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｉｎａｎｉｍａｌ－ｄｅｒｉｖｅｄｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅｍｅｄｉｃｉｎｅＴｈｉｓ
ｓｔｕｄｙｈａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｒｅｆｅｒｅｎｃｅｖａｌｕｅｆｏｒｒｅｓｅａｒｃｈｉｎｇａｎｔｉ－ｅｐｉｌｅｐｔｉｃｐｅｐｔｉｄｅｓｉｎｂｒａｎ－ｆｒｉｅｄＢｏｍｂｙｘｂａｔｒｙｔｉｃａｔｕｓｄｅｃｏｃ
ｔｉｏｎ，ａｎｄｐｒｏｖｉｄｅｓｎｅｗｉｎｓｉｇｈｔｓｆｏｒｔｈｅｓｔｕｄｙｏｆｐｅｐｔｉｄｅｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｉｎａｎｉｍａｌ－ｄｅｒｉｖｅｄｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅｍｅｄｉｃｉｎｅ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：μＬＣ－ＭＳ／ＭＳ；ｂｒａｎ－ｆｒｉｅｄＢｏｍｂｙｘｂａｔｒｙｔｉｃａｔｕｓ；ＧＡＴ－１；ｅｐｉｌｅｐｓｙ；ａｃｔｉｖｅｐｅｐｔｉｄｅ；ｐｅｐｔｉｄｏｍｉｃｓ；
ｖｉｒｔｕａｌｓｃｒｅｅｎｉｎｇ

　　僵蚕ＢｏｍｂｙｘｂａｔｒｙｔｉｃａｔｕｓＢｏｍｂｙｘｍｏｒｉＬｉｎｎａｅｕｓ是
家蚕ＢｏｍｂｙｘｍｏｒｉＬ．幼虫感染病原白僵菌 Ｂｅａｕｖｅｒｉａ
ｂａｓｓｉａｎａ（Ｂａｌｓ．）Ｖｕｉｌｌ诱发白僵病后而致死的干燥虫
体，已经作为一种动物类中药被载入２０２０年版《中华
人民共和国药典》（简称《中国药典》）［１］。僵蚕临床上

常炮制后使用，即麸炒僵蚕，麸炒后的僵蚕可以起到矫

味和降低毒性的作用，其成方制剂在临床上已广泛用

于治疗癫痫等疾病［２］。然而，尽管麸炒僵蚕有着明显

的药效，但对其抗癫痫药效物质和药理作用机制的认

识仍然不足［３］，阻碍其临床推广以及现代化发展。

多肽是动物药药效物质基础的重要组成部分［４］，

多肽组学技术是分析生物组织或细胞内源性肽的组成

和特征的方法［５］，基于质谱的多肽组学技术为动物类

中药的多肽成分分析提供了便捷方法。同时，基于计

算机模拟的虚拟筛选技术有助于加快生物活性物质的

发现进程［６－７］，具有重要的应用价值。

癫痫发作与突触间隙中 γ－氨基丁酸（γ－ａｍｉ
ｎｏｂｕｔｙｒｉｃａｃｉｄ，ＧＡＢＡ）的失衡有关［８－９］。ＧＡＢＡ是中
枢神经系统中１种抑制性神经递质，主要通过ＧＡＢＡ
转运体１（γ－ａｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃａｃｉｄｔｒａｎｓｐｏｒｔ－１，ＧＡＴ－１）
从突触间隙循环进入细胞［１０］。当抑制 ＧＡＴ－１转运
ＧＡＢＡ时，会使突触间隙中的ＧＡＢＡ含量增多，从而使
ＧＡＢＡ持续减弱神经冲动，减少癫痫发作，因此，几十
年来，ＧＡＴ－１一直被认为是治疗癫痫的药物靶
点［１１－１２］。目前，ＧＡＴ－１抑制剂噻加宾（Ｔｉａｇａｂｉｎｅ）已
被批准用于癫痫的辅助治疗。既往研究表明，僵蚕提取

物可通过调控ＧＡＢＡ信号通路保护癫痫细胞模型［１３］。

本研究首先利用基于微升流速 ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ
（μＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）的多肽组学技术，系统地表征麸炒

僵蚕汤剂的多肽成分；随后利用生物信息学方法和

分子对接技术，从麸炒僵蚕多肽中筛选能与癫痫治

疗密切相关的靶点蛋白 ＧＡＴ－１结合的潜在生物活
性肽；最后利用分子对接和分子动力学模拟分析了

多肽与靶点蛋白的相互作用。本研究为动物类中药

生物活性肽的发现提供了１种快速有效的方法。
１　仪器与试药

麸炒僵蚕药材来自华润三九医药股份有限公

司，经检测符合《中国药典》标准，乙腈（质谱级）和甲

酸（质谱级）购自 Ｍｅｒｃｋ公司，蒸馏水购自屈臣氏公
司，３ｋＤａ超滤离心管购自 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司，牛血清白
蛋白胰蛋白酶酶切对照品购自Ｔｈｅｒｍｏ公司。

ＶＡＮＱＵＩＳＨ超高效液相色谱仪和 ＱＥｘａｃｔｉｖｅ四
极杆／静电场轨道阱高分辨质谱仪（Ｔｈｅｒｍｏ公司），
ＭＳ１００３Ｓ万分之一分析天平（ＭＥＴＴＬＥＲＴＯＬＥＤＯ公
司），Ｘ１Ｒ高速低温离心机（Ｔｈｅｒｍｏ公司），ＫＱ－
５００ＤＥ超声波清洗器（昆山市超声仪器有限公司），
ＭＳ３ｄｉｇｉｔａｌ涡旋震荡器（ＩＫＡ公司）。

多肽生物活性预测软件 ＰｅｐｔｉｄｅＲａｎｋｅｒ（ｈｔｔｐ：／／
ｄｉｓｔｉｌｌｄｅｅｐｕｃｄｉｅ／ＰｅｐｔｉｄｅＲａｎｋｅｒ／），血脑屏障通透性
预测软件ＢＢＰｐｒｅｄ（ｈｔｔｐ：／／ｂｂｐｐｒｅｄ．ｘｉａｌａｂ．ｉｎｆｏ／＃），
多肽毒性预测软件 ＴｏｘＩＢＴＬ（ｈｔｔｐｓ：／／ｓｅｒｖｅｒ．ｗｅｉ－
ｇｒｏｕｐ．ｎｅｔ／ＴｏｘＩＢＴＬ／Ｓｅｒｖｅｒ．ｈｔｍｌ），分子对接软件
ＨＡＤＤＯＣＫ ２４（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｅｎｍｒ．ｓｃｉｅｎｃｅ．ｕｕ．ｎｌ／ｈａｄ
ｄｏｃｋ２．４／），分子动力学模拟软件ＤｉｓｃｏｖｅｒｙＳｔｕｄｉｏ２０２４。
２　方法
２１　麸炒僵蚕汤剂的准备

按照《医疗机构中药煎药室管理规范》制备麸炒

僵蚕汤剂：取麸炒僵蚕药材１ｇ，置于圆底烧瓶，加１０
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倍量的水浸泡１ｈ，加热使微沸２０ｍｉｎ，冷却后取上
清液，药渣再加８倍量的水，加热使微沸１５ｍｉｎ，同样
取上清液，合并２次提取液，定容至１０ｍＬ，即得麸炒
僵蚕汤剂多肽粗提液，用０２２μｍ微孔滤膜滤过，转
移至３ｋＤａ的超滤管，１４０００ｒ·ｍｉｎ－１离心２０ｍｉｎ，
取下层多肽溶液进行μＬＣ－ＭＳ／ＭＳ分析。
２２　色谱条件

捕集柱为 ＷａｔｅｒｓｎａｎｏＥａｓｅＭ／ＺＳｙｍｍｅｔｒｙＣ１８
（３００μｍ×５０ｍｍ，５μｍ），分析柱为 ＷａｔｅｒｓＡＣＱＵ
ＩＴＹＵＰＬＣＰｅｐｔｉｄｅＣＳＨ Ｃ１８（１５０ｍｍ×１０ｍｍ，
１７μｍ），流动相为０１％甲酸－０４％乙酸－水（Ａ）
和０１％甲酸 －０４％乙酸 －乙腈（Ｂ），线性梯度洗
脱（０～１ｍｉｎ，１％Ｂ；１～７５ｍｉｎ，１％Ｂ→３５％Ｂ；７５～８０
ｍｉｎ，３５％Ｂ→５０％Ｂ；８０～８０１ｍｉｎ，５０％Ｂ→９９％Ｂ；
８０１～８５ｍｉｎ，９９％Ｂ；８５～８５１ｍｉｎ，９９％Ｂ→１％Ｂ；
８５１～１００ｍｉｎ，１％Ｂ），流速００５ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温
５５℃，进样体积２０μＬ。用牛血清白蛋白胰蛋白酶
酶切对照品（ＢＳＡｔｒｙｐｔｉｃｄｉｇｅｓｔｓｔａｎｄａｒｄ）对仪器进行
性能评估，保证检测体系的稳定性。

２３　质谱条件
采用高能电喷雾离子源（ＨＥＳＩ），喷雾电压

３８０ｋＶ，毛细管温度３２０℃；管状透镜电压５００Ｖ，辅
助气加热温度１５７℃，鞘气流速３１Ｌ·ｍｉｎ－１，辅助气
流速１０Ｌ·ｍｉｎ－１。扫描类型为全扫描／数据依赖二级
质谱扫描（ＦｕｌｌＭＳ／ｄｄ－ＭＳ２），正离子模式。ＦｕｌｌＭＳ
参数：分辨率３５０００，自动增益控制目标离子数（ＡＧＣ
ｔａｒｇｅｔ）３０×１０６，最大离子注入时间（ＩＴ）１１０ｍｓ，扫描
范围ｍ／ｚ２００～２０００。ｄｄ－ＭＳ２参数：分辨率１７５００，
ＡＧＣｔａｒｇｅｔ为１０×１０５，ＩＴ为１００ｍｓ，循环次数（ｌｏｏｐ
ｃｏｕｎｔ）１２，隔离窗口（ｉｓｏｌａｔｉｏｎｗｉｎｄｏｗ）２０ｍ／ｚ，归一化
碰撞能量（ＮＣＥ）２８％，强度阈值（ｉｎｔｅｎｓｉｔｙｔｈｒｅｓｈｏｌｄ）为
１０×１０４，选择电荷１～７，开启动态排除２５０ｓ。
２４　数据库检索

序列数据库从 ｕｎｉｐｒｏｔ中下载（２０２３年１１月２６
日），包含僵蚕基源动物家蚕（Ｂｏｍｂｙｘｂａｔｒｙｔｉｃａｔｕｓ）和
白僵菌（Ｂｅａｕｖｅｒｉａｂａｓｓｉａｎａ）；使用ｐＦｉｎｄ软件对数据进
行多肽鉴定，参数设置：母离子和碎片离子质量偏差分

别为１０ｐｐｍ和００２，无酶切，甲硫氨酸（Ｍ）氧化为可
变修饰，肽水平的错误发现率（ｆａｌｓｅｄｉｓｃｏｖｅｒｙｒａｔｅ，
ＦＤＲ）＜１％，蛋白质水平的ＦＤＲ＜１％。
２５　多肽的初步筛选

鉴定从麸炒僵蚕汤剂中得到的多肽，首先，利用

ＰｅｐｔｉｄｅＲａｎｋｅｒ（ｈｔｔｐ：／／ｄｉｓｔｉｌｌｄｅｅｐｕｃｄｉｅ／ＰｅｐｔｉｄｅＲ
ａｎｋｅｒ／）工具进行生物活性预测，选择活性评分高于
０５的 多 肽；然 后，利 用 ＢＢＰｐｒｅｄ［１４］ （ｈｔｔｐ：／／
ｂｂｐｐｒｅｄｘｉａｌａｂｉｎｆｏ／＃）工具进行血脑屏障透过性预
测，选择可能性值高于０５的多肽；最后，应用 ＴｏｘＩ
ＢＴＬ［１５］ （ｈｔｔｐｓ：／／ｓｅｒｖｅｒｗｅｉ－ ｇｒｏｕｐｎｅｔ／ＴｏｘＩＢＴＬ／
Ｓｅｒｖｅｒｈｔｍｌ）工具进行毒性预测，选择毒性概率小于
０５的多肽。具有生物活性、血脑屏障透过性且无毒
的多肽被挑选进行下一步的分子对接。

２６　分子对接
２６１　配体分子准备　使用 ＤｉｓｃｏｖｅｒｙＳｔｕｄｉｏ２０２４
（ＤＳ）软件，为每条候选多肽生成３种不同的构象，右
手 α螺旋（ｐｈｉ：－５７°；ｐｓｉ：－４７°）、聚脯氨酸Ⅱ
（ｐｈｉ：－７８°；ｐｓｉ：１４９°）和扩展构象（ｐｈｉ：－１３９°；
ｐｓｉ：－１３５°），这３种构象代表了 ＰＤＢ数据库中大多
数的多肽构象［１６］。选择ＧＡＴ－１蛋白抑制剂噻加宾
作 为 阳 性 对 照 配 体，从 Ｐｕｂｃｈｅｍ （ｈｔｔｐｓ：／／
ｐｕｂｃｈｅｍｎｃｂｉｎｌｍｎｉｈｇｏｖ／）数据库下载噻加宾的
ｓｄｆ结构文件，导入ＤＳ软件进行结构优化，首先应用
“ＰｒｅｐａｒｅＬｉｇａｎｄ”程序对配体进行预处理，包括三维
结构生成、加氢和配体质子化，再应用“ＦｕｌｌＭｉｎｉｍｉ
ｚａｔｉｏｎ”程序进行ＣＨＡＲＭｍ力场最小化优化结构。
２６２　受体蛋白准备　从ＰＤＢ数据库下载ＧＡＴ－１
晶体复合物结构（ＩＤ：７Ｙ７Ｚ），原配体分子为抑制剂噻
加宾。导入 ＤＳ软件，应用“ＣｌｅａｎＰｒｏｔｅｉｎ”程序对蛋
白文件进行规范，再使用“ＰｒｅｐａｒｅＰｒｏｔｅｉｎ”程序进行
结构优化，包括加氢、除水、质子化、添加 ＣＨＡＲＭｍ
力场等，并删除原配体。

２６３　ＨＡＤＤＯＣＫ分子对接　使用ＨＡＤＤＯＣＫ网站
进行分子对接分析［１７］。提取蛋白晶体中的配体以构

建活性位点，选择配体周围５?范围内的残基，即以
残基５９、６０、６１、６２、６３、６４、６５、６６、１３６、１４０、２３６、２９４、
２９５、２９６、２９７、３００、３０２、３０３、３０６、３９５、３９６、３９９和４００
为活性残基，关闭自动定义被动残基；多肽所有氨基

酸设为被动残基和完全柔性，多肽的 Ｎ端和 Ｃ端离
子化带电。随机排除分区数（ｎｕｍｂｅｒｏｆｐａｒｔｉｔｉｏｎｓｆｏｒ
ｒａｎｄｏｍｅｘｃｌｕｓｉｏｎ）为 １１４２９，刚体对接结构数量
（ｎｕｍｂｅｒｏｆｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｆｏｒｒｉｇｉｄｂｏｄｙｄｏｃｋｉｎｇ）为３０００，
半柔性改进的结构数量（ｎｕｍｂｅｒｏｆｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｆｏｒ
ｓｅｍｉ－ｆｌｅｘｉｂｌｅｒｅｆｉｎｅｍｅｎｔ）、显式溶剂改进的结构数量
（ｎｕｍｂｅｒｏｆｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｆｏｒｔｈｅｅｘｐｌｉｃｉｔｓｏｌｖｅｎｔｒｅｆｉｎｅ
ｍｅｎｔ）和分析的结构数量（ｎｕｍｂｅｒｏｆｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｔｏａｎａ
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ｌｙｚｅ）均设为４００，其他参数按照“Ｐｅｐｔｉｄｅ”模式的默
认值。对照药物噻加宾的分子对接采用上述相同的

蛋白活性残基，噻加宾设为活性位点和完全柔性，蛋

白与配体均关闭自动定义被动残基，其他参数按照

“Ｌｉｇａｎｄ”模式默认值。选择 ＨＡＤＤＯＣＫ分数最低的
结构作为该复合物的最终结合构象。

２７　分子动力学模拟
将目标多肽与受体蛋白复合物进一步利用ＤＳ软

件进行分子动力学模拟。首先，复合物进行“Ｐｒｅｐａｒｅ
ｐｒｏｔｅｉｎ”预处理并施加ＣＨＡＲＭｍ力场；然后，添加显性
溶剂水盒子模型，复合物距离水盒子周期性边界１５?，
并加入Ｎａ＋和Ｃｌ－至体系ＮａＣｌ浓度为０１４５ｍｏｌ·Ｌ－１；
随后，体系能量优化至梯度容差＜０１ｋｃａｌ·（ｍｏｌ·
?）－１，并升温１００ｐｓ至目标温度３１０Ｋ（３６８５℃），平衡
１ｎｓ；最后，进行４０ｎｓ的ＣＨＡＲＭｍ分子动力学模拟，

时间间隔为２ｆｓ，每１００ｐｓ保存一次能量和坐标文件。
模拟完成后，以第一帧为参照分析轨迹，并计算主链

的均方根差（ｒｏｏｔｍｅａｎｓｑｕａｒｅｄｅｖｉａｔｉｏｎ，ＲＭＳＤ）和均
方根波动（ｒｏｏｔｍｅａｎｓｑｕａｒｅｆｌｕｃｔｕａｔｉｏｎ，ＲＭＳＦ），以评
估复合物的结合稳定性，并与无配体蛋白和噻加

宾－受体蛋白复合物的模拟结果进行比较。
３　结果
３１　麸炒僵蚕多肽的鉴定

采用μＬＣ－ＭＳ／ＭＳ分析，总离子流色谱图（ｔｏｔａｌ
ｉｏｎｃｕｒｒｅｎｔ，ＴＩＣ）如图１所示，共鉴定得到３８４条高
可信度的多肽序列，其中，１１２条多肽鉴定自白僵菌
蛋白序列，２７２条多肽来自家蚕。麸炒僵蚕汤剂多肽
的相对分子质量主要范围为 １０００～２０００（占比
８１５１％），长度主要为 ９～２０个氨基酸 （占比
８３３３％）（图２）。

图１　麸炒僵蚕汤剂多肽样品的总离子流色谱图

Ｆｉｇ１　Ｔｏｔａｌｉｏｎｃｕｒｒｅｎｔｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｔｈｅｐｅｐｔｉｄｅｓａｍｐｌｅｏｆｂｒａｎ－ｆｒｉｅｄＢｏｍｂｙｘｂａｔｒｙｔｉｃａｔｕｓｄｅｃｏｃｔｉｏｎ

图２　麸炒僵蚕汤剂的多肽相对分子质量（Ａ）和肽段长度（Ｂ）分布

Ｆｉｇ２　Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｐｅｐｔｉｄｅｒｅｌａｔｉｖｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｓｓ（Ａ）ａｎｄｐｅｐｔｉｄｅｌｅｎｇｔｈ（Ｂ）ｏｆｔｈｅｂｒａｎ－ｆｒｉｅｄＢｏｍｂｙｘｂａｔｒｙｔｉｃａｔｕｓｄｅｃｏｃｔｉｏｎ

３２　潜在活性多肽筛选
多肽活性、血脑屏障通透性和毒性预测结果见

表１。在鉴定的 ３８４条麸炒僵蚕多肽中，共筛选出

１０５条活性多肽，其中２０条具有血脑屏障通透性，进
一步筛选出１９条无毒多肽。将这１９条多肽与癫痫
相关治疗靶点蛋白ＧＡＴ－１进行分子对接分析。
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表１　多肽生物活性、血脑屏障通透性和毒性预测结果
Ｔａｂ１　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｂｉｏｌｏｇｉｃａｌａｃｔｉｖｉｔｙ，ｂｌｏｏｄ－ｂｒａｉｎｂａｒｒｉｅｒｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙａｎｄｔｏｘｉｃｉｔｙｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｆｐｅｐｔｉｄｅｓ

编号

（Ｎｏ）

肽段序列　　　

（ｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｐｅｐｔｉｄｅｓ）　　　

Ｐｅｐｔｉｄｅｒａｎｋｅｒ分数

（Ｐｅｐｔｉｄｅｒａｎｋｅｒｓｃｏｒｅ）

ＢＢＰｐｒｅｄ分数

（ＢＢＰｐｒｅｄｓｃｏｒｅ）

ＴｏｘＩＢＴＬ分数

（ＴｏｘＩＢＴＬｓｃｏｒｅ）

１ ＦＤＨＦＤＦＤＡＦ ０９２８３７８ ０７７６４３４ ２１１Ｅ－３７

２ ＥＨＹＡＷＧＩＫ ０５０５２３１ ０６５６９８３ ５１３Ｅ－０５

３ ＴＤＹＰＰＬＧＲＦＡＶＲ ０５９５２５７ ０５２０７４２ １６６Ｅ－１７

４ ＴＧＰＮＬＨＧＬＦＧＲ ０７１５４７８ ０５２７８８３ ４０１Ｅ－１７

５ ＤＰＤＷＩＩＱＧＬ ０８７４６４９ ０５５５６３０ １０７Ｅ－０７

６ ＧＹＰＦＤＲＰＩＤＭＡ ０７７０２２６ ０５５６１７９ ８５２Ｅ－１６

７ ＫＹＥＮＤＶＬＦＦ ０５９３０８６ ０８８１７０４ ３４０Ｅ－０８

８ ＡＧＡＧＡＧＳＧＡＧＡＧＹ ０５１８５３８ ０６０１５３８ ７２５Ｅ－３５

９ ＡＧＡＧＹＧＡＧＡＧＧＹ ０５４７８６３ ０７７６９８１ １９３Ｅ－２１

１０ ＶＩＶＳＰＶＲＴＧＭＬ ０５１３１２３ ０６４５２２１ ２５３Ｅ－２４

１１ ＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＹＧ ０５７４３８０ ０５９２９４８ １３０Ｅ－２９

１２ ＳＳＤＡＳＶＡＲＬＦ ０６３０９１９ ０５１９１４４ １２４Ｅ－１５

１３ ＤＭＰＥＰＶＧＰＩＡＩＬ ０５３２５８７ ０５４３７２９ ４９６Ｅ－２４

１４ ＡＧＡＧＡＧＡＧＹＧＡＧＡＧＡＧＹＧＡＧＹ ０８５３０８３ ０７４０４９９ ４３２Ｅ－３０

１５ ＡＧＡＧＡＧＳＧＡＧＡＧＳＧＡＧＡＧＹ ０６８６６１７ ０５６９１２４ ３６２Ｅ－２４

１６ ＡＧＳＧＡＧＡＧＳＧＡＧＡＧＳＧＡＧＡＧＳＧＡＧＹ ０７０９１８２ ０５９４２１４ ５５１Ｅ－２８

１７ ＡＧＡＧＳＧＡＧＡＧＳＧＡＧＡＧＳＧＡＧＹ ０７０２１８９ ０５７７５９１ １７５Ｅ－３６

１８ ＡＧＳＧＡＧＡＧＳＧＡＧＡＧＳＧＡＧＹ ０６４８６５６ ０５６１６３８ １２４Ｅ－２４

１９ ＡＧＡＧＳＧＡＧＡＧＳＧＡＧＡＧＳＧＡＧＡＧＹ ０６７５２８２ ０５８９２５９ ５０２Ｅ－１８

３３　分子对接
分子对接结果（表 ２）显示，１９条多肽的 ＨＡＤ

ＤＯＣＫ分数均低于对照药物噻加宾，表明它们与
ＧＡＴ－１的结合亲和力都比较高，其中 ＦＤＨＦＤＦＤＡＦ
的分数最低，为１８９０，其次为 ＥＨＹＡＷＧＩＫ。进一步
分析这２条多肽与 ＧＡＴ－１的相互作用模式，结果
（图３、表３）表明，噻加宾主要通过氢键和疏水相互
作用与 ＧＡＴ－１结合，此外，噻加宾的噻吩环还与残
基ＣＹＳ３９９的硫原子产生相互作用。多肽由于含有
更多的官能团，与 ＧＡＴ－１产生更多的相互作用，主
要包括氢键、疏水、静电和范德华力等。活性多肽的

高结合亲和力可能归因于它们能与靶蛋白产生更多

有利的相互作用，使得结合更加稳定。此外，ＦＤＨ
ＦＤＦＤＡＦ与ＳＥＲ２９５、ＬＥＵ３０６和 ＣＹＳ３９９产生氢键
或疏水相互作用，而 ＥＨＹＡＷＧＩＫ与 ＬＥＵ６４、ＧＬＹ
６５、ＳＥＲ２９５和 ＬＥＵ３０６产生氢键或疏水相互作用，
这与噻加宾和ＧＡＴ－１的相互作用一致。
３４　分子动力学模拟

基于分子对接的结果，挑选 ＨＡＤＤＯＣＫ分数最
低的 ２条多肽 ＦＤＨＦＤＦＤＡＦ和 ＥＨＹＡＷＧＩＫ进一步
进行分子动力学模拟试验，并以无配体蛋白和噻

　　　　表２　多肽与ＧＡＴ－１蛋白分子对接结果
Ｔａｂ２　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｍｏｌｅｃｕｌａｒｄｏｃｋｉｎｇｂｅｔｗｅｅｎｐｅｐｔｉｄｅｓ

ａｎｄｔｈｅＧＡＴ－１ｐｒｏｔｅｉｎ

编号

（Ｎｏ）

肽段或对照药物　　

（ｐｅｐｔｉｄｅｓｏｒｃｏｎｔｒｏｌｄｒｕｇ）　　

ＨＡＤＤＯＣＫ分数

（ＨＡＤＤＯＣＫｓｃｏｒｅ）

１ ＦＤＨＦＤＦＤＡＦ －１８９０＋／－１２

２ ＥＨＹＡＷＧＩＫ －１６４１＋／－１２４

３ ＴＤＹＰＰＬＧＲＦＡＶＲ －１６２４＋／－５９

４ ＴＧＰＮＬＨＧＬＦＧＲ －１３７９＋／－４７

５ ＤＰＤＷＩＩＱＧＬ －１３１０＋／－２６

６ ＧＹＰＦＤＲＰＩＤＭＡ －１３０３＋／－７４

７ ＫＹＥＮＤＶＬＦＦ －１２８５＋／－１１９

８ ＡＧＡＧＡＧＳＧＡＧＡＧＹ －１１２７＋／－３０

１１ ＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＹＧ －１０１６＋／－５３

１２ ＳＳＤＡＳＶＡＲＬＦ －９６９＋／－１１９

１３ ＤＭＰＥＰＶＧＰＩＡＩＬ －９１９＋／－７７

１４ ＡＧＡＧＡＧＡＧＹＧＡＧＡＧＡＧＹＧＡＧＹ －９０８＋／－９３

１５ ＡＧＡＧＡＧＳＧＡＧＡＧＳＧＡＧＡＧＹ －８８９＋／－８０

１６ ＡＧＳＧＡＧＡＧＳＧＡＧＡＧＳＧＡＧＡＧＳＧＡＧＹ －８８２＋／－４２

１７ ＡＧＡＧＳＧＡＧＡＧＳＧＡＧＡＧＳＧＡＧＹ －８６９＋／－４７

１８ ＡＧＳＧＡＧＡＧＳＧＡＧＡＧＳＧＡＧＹ －８５７＋／－２５

１９ ＡＧＡＧＳＧＡＧＡＧＳＧＡＧＡＧＳＧＡＧＡＧＹ －７９２＋／－５４

２０ 噻加宾（Ｔｉａｇａｂｉｎｅ） －４３７＋／－０８
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图３　ＧＡＴ－１与噻加宾（Ａ）、ＦＤＨＦＤＦＤＡＦ（Ｂ）和ＥＨＹＡＷＧＩＫ（Ｃ）的相互作用模式

Ｆｉｇ３　ＢｉｎｄｉｎｇｐａｔｔｅｒｎｓｏｆｔｈｅＧＡＴ－１ｗｉｔｈＴｉａｇａｂｉｎｅ（Ａ），ＦＤＨＦＤＦＤＡＦ（Ｂ）ａｎｄＥＨＹＡＷＧＩＫ（Ｃ）

表３　复合物相互作用类型及残基位点
Ｔａｂ３　Ｔｙｐｅｓａｎｄｒｅｓｉｄｕｅｓｉｔｅｓｏｆｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓｆｏｒｃｏｍｐｌｅｘｅｓ

复合物

（ｃｏｍｐｌｅｘｅｓ）
氢键相互作用　　　

（ｈｙｄｒｏｇｅｎｂｏｎｄｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ）　　　
疏水相互作用　

（ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ）　
静电相互作用　

（ｅｌｅｃｔｒｏｓｔａｔｉｃｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ）　
其他

（ｏｔｈｅｒｓ）

ＧＡＴ－１＋噻加宾（Ｔｉａｇａｂｉｎｅ）ＬＥＵ６４，ＧＬＹ６５，ＴＹＲ１４０，ＳＥＲ２９５ ＬＥＵ３０６，ＣＹＳ３９９ ＣＹＳ３９９

ＧＡＴ－１＋ＦＤＨＦＤＦＤＡＦ ＡＲＧ６９，ＴＨＲ２３６，ＧＬＮ２９１，ＰＨＥ２９４，ＳＥＲ２９５，
ＳＥＲ３０２，ＡＳＮ３２７，ＳＥＲ３９６，ＡＬＡ４５５

ＩＬＥ６２，ＰＨＥ７０，ＴＹＲ８６，ＰＨＥ２９４，ＬＥＵ
３０６，ＭＥＴ３３２，ＡＳＰ３９５，ＣＹＳ３９９

ＡＲＧ６９ ＧＬＹ６３

ＧＡＴ－１＋ＥＨＹＡＷＧＩＫ ＡＬＡ６１，ＬＥＵ６４，ＧＬＹ６５，ＴＲＰ６８，ＡＧＲ６９，
ＴＹＲ１３９，ＰＨＥ２９４，ＳＥＲ２９５，ＳＥＲ３０２，ＴＹＲ３０９，
ＰＨＥ３６５，ＴＨＲ４００，ＧＬＹ４０３，ＡＳＰ４５１

ＩＬＥ６２，ＴＹＲ１３９，ＩＬＥ１４３，ＰＨＥ２９４，
ＬＥＵ３０６，ＬＥＵ３８９

ＡＲＧ６９，ＰＨＥ３６５ ＧＬＹ６３

　注（ｎｏｔｅ）：表示与噻加宾相同的相互作用残基（ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｓａｍｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｒｅｓｉｄｕｅｓａｓＴｉａｇａｂｉｎｅ）
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加宾－靶蛋白复合物作为对照，通过计算主链的
ＲＭＳＤ和ＲＭＳＦ，进行轨迹分析。

ＲＭＳＤ表示某一时刻相对于参考构象的结构偏
差，可以反映模拟体系的稳定情况［１８］，ＲＭＳＤ波动
小，说明结构偏差小，体系达到稳定。如图４－Ａ所
示，在模拟过程中，所有复合物轨迹的 ＲＭＳＤ在

０～２０ｎｓ或０～２５ｎｓ上升，随后波动减小，而无配体
蛋白则在０～１０ｎｓ上升，随后趋于稳定。复合物或
蛋白轨迹的ＲＭＳＤ在前期上升可能是由于体系经过
升温后温度尚未达到均衡，导致复合物构象的变化，

所有体系最终稳定在２０～４０?，表明所有系统都
达到了平衡，构象处于稳定状态。

图４　分子动力学模拟轨迹的ＲＭＳＤ（Ａ）和ＲＭＳＦ（Ｂ）分析

Ｆｉｇ４　ＡｎａｌｙｓｅｓｏｆＲＭＳＤｓ（Ａ）ａｎｄＲＭＳＦｓ（Ｂ）ｏｆｍｏｌｅｃｕｌａｒｄｙｎａｍｉｃｓｓｉｍｕｌａｔｉｏｎｔｒａｊｅｃｔｏｒｉｅｓ

　　ＲＭＳＦ指模拟时间内，某一原子相对于参考构
象的结构变化［１９］，反映了原子的自由度。如图

４－Ｂ所示，所 有 体 系 的 大 多 数 氨 基 酸 残 基
ＲＭＳＦ＜３?，表明各体系的蛋白在模拟过程中结构
相对稳定，柔性变化在合理范围内［２０］。为研究活

性位点残基在模拟期间的稳定性，选择对照药物噻

加宾周围４?的残基，并计算这些残基在各体系中
的 ＲＭＳＦ，结果见表４。在所有系统中，这些残基的
ＲＭＳＦ均 ＜３?，表明活性口袋在肽结合后保持
稳定。

表４　配体周围４?内的蛋白残基及其ＲＭＳＦ
Ｔａｂ４　Ｐｒｏｔｅｉｎｒｅｓｉｄｕｅｓｗｉｔｈｉｎ４?ａｒｏｕｎｄｔｈｅｌｉｇａｎｄａｎｄｔｈｅｉｒＲＭＳＦｖａｌｕｅｓ

蛋白残基　

（ｐｒｏｔｅｉｎｒｅｓｉｄｕｅ）　

ＲＭＳＦ／?

ＧＡＴ－１ ＧＡＴ－１＋噻加宾（Ｔｉａｇａｂｉｎｅ） ＧＡＴ－１＋ＦＤＨＦＤＦＤＡＦ ＧＡＴ－１＋ＥＨＹＡＷＧＩＫ

ＧＬＹ５９ １１７ １２２ １４５ １２０

ＴＹＲ６０ １５９ １６０ ２３５ １７２

ＡＬＡ６１ １２２ ０８８ １３４ １０５

ＧＬＹ６３ ０７８ ０６７ ０８２ １３６

ＬＥＵ６４ ０８６ ０７８ ０８９ ２００

ＧＬＹ６５ ０９４ ０８０ ０８３ １５０

ＡＳＮ６６ １０６ １０４ １０４ １４１

ＴＹＲ１４０ ０９７ １１４ １０２ １１５

ＳＥＲ２９５ ０９１ ０６８ １４６ １１９

ＳＥＲ３０２ １２５ １５５ ２４９ １４４

ＬＥＵ３０３ １２５ １５０ ２７３ １５１

ＬＥＵ３０６ １２８ １３７ ２５４ １７３

ＡＳＰ３９５ １１５ １０６ １１７ １８１

ＳＥＲ３９６ ０９４ ０９６ ０８７ １３２

ＣＹＳ３９９ １１６ ０８７ １０３ １４８

ＴＨＲ４００ １０７ ０９０ ０８９ １２７
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４　讨论
动物类中药富含具有治疗作用的蛋白质和多

肽，如动物毒素［２１－２２］、抗菌肽［２３］和抗血栓肽［２４］。蛋

白多肽类成分是麸炒僵蚕重要的药效成分，研究发

现，富含蛋白多肽类物质的僵蚕提取物具有显著的

抗癫痫活性，其通过 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路发挥抗氧化
和抗凋亡作用［２５－２６］。因此，活性肽的研究是动物药

药效物质研究中的重要部分。

与植物药丰富的小分子次生代谢产物相比，动

物药中的蛋白多肽类大分子化合物分析难度较

大［２７］，基于质谱的多肽组学技术为多肽成分的鉴定

提供更高效的方法，质谱的高灵敏度可在非常低的

浓度水平上检测和鉴定多肽。多肽组学技术的发展

使动物药中的多肽类成分受到众多学者的关

注［２８－３１］，但是多肽的生物活性还需要进一步的研

究。传统活性物质研究包括分离纯化、结构鉴定和

活性测定等过程，耗时费力，而基于计算机模拟的虚

拟筛选技术被证实提高了活性肽发现的效率。如廖

倩等［３２］从美洲大蠊多肽中虚拟筛选出具有促创面修

复的活性多肽，并进一步通过细胞实验验证了多肽

的活性；华羽彤等［３３］同样采用虚拟筛选结合实验验

证，从宽体金线蛭多肽库中鉴定得到抗凝活性多肽

ＱＮＴＶＧＬＤＤＦＦＳＳＹＥＲ。将多肽组学技术应用于动物
药物质基础研究，能全面地检测和分析药用动物的

多肽组成，与计算机虚拟筛选技术相结合，是探究动

物药生物活性肽及其药效作用机制的有效方法。

本研究从麸炒僵蚕汤剂中分离出相对分子质

量＜３０００的多肽组分，采用基于 μＬＣ－ＭＳ／ＭＳ的多
肽组学技术鉴定得到３８４条多肽序列，利用生物信
息学方法预测多肽的生物活性、血脑屏障通透性和

毒性，初步筛选出１９条潜在活性多肽，分子对接结
果显示１９条多肽均能与 ＧＡＴ－１有效结合，进一步
对结合亲和力最高的 ２条多肽 ＦＤＨＦＤＦＤＡＦ和
ＥＨＹＡＷＧＩＫ进行分子动力学模拟研究，结果显示２
条多肽均能与靶蛋白稳定结合，为麸炒僵蚕抗癫痫

生物活性肽的研究提供了科学依据。
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