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基于虚拟筛选、分子对接和生物测活的 
TRPV3选择性小分子拮抗剂的发现 

沈燕君, 张新然, 吴  洋, 王克威, 刘振明, 金宏威*, 张亮仁*, 张礼和 

(北京大学药学院, 天然药物及仿生药物国家重点实验室, 北京 100191) 

摘要: 瞬时受体电位香草酸型通道第三亚型 (transient receptor potential vanilloid 3, TRPV3) 与伤害性感受、
热感受等重要生理功能密切相关, 发现靶向 TRPV3 通道的选择性小分子拮抗剂对深入研究 TRPV3 通道的病生
理功能和促进 TRPV 通道的基础研究和新药靶点研究具有重要的意义。本文基于已知的 TRPV3 小分子拮抗剂, 
提出基于配体的计算机辅助药物设计的方法进行选择性小分子拮抗剂的骨架跃迁, 采用三维形状和静电相似性
的虚拟筛选策略, 对 PKU-CNCL、Specs化合物库进行大规模的虚拟筛选; 同时以 TRPV1晶体结构为模板, 并结
合 TRPV3 的已解析出来的 N 末端 ARD 区域的晶体结构, 构建了人 TRPV3 的晶体结构的单体模型, 以 TRPV3
单体模型进行了 TRPV3小分子拮抗剂的分子对接分析, 将其应用于虚拟筛选和骨架跃迁中。经过两轮的虚拟筛
选和生物活性评价, 发现了对 TRPV3具有选择性抑制作用且抑制活性 IC50为 18.0 ± 1.1 μmol·L−1 (n = 4) 的新型
骨架结构化合物 V-39, 该化合物与 TRPV3相互作用的重要氨基酸残基为第 310和 314位组氨酸以及第 577位精
氨酸。本文研究结果可以用于进一步的结构改造和优化, 有助于指导新型的 TRPV3选择性拮抗剂的药物设计。 
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Abstract: Transient receptor potential vanilloid member 3 (TRPV3) is a temperature-sensitive cation       

channel protein, which contributes to nociception, itch, hair growth, emotional control and the pathophysiology 
of migraine.  However, research progress on TRPV3 fundamental molecular biology is rather slow, compared       
to other TRP channels due to the lack of its selective antagonists.  It ’s necessary to identify TRPV3 selective 
antagonists for the study on TRPV3 physiological functions.  In this study, several selective TRPV3 antagonists 
were identified by ligand-based virtual screening of shape-based similarity and electrostatic matching.  The 
most potent one (V-39) blocked 2-APB-activated currents in a stable human TRPV3 expressed HEK293T cell 
line with IC50 = 18.0 ± 1.1 μmol·L−1 (n = 4).  Besides, the interaction pattern between TRPV3 and its antagonists 
were studied through docking the antagonists into a homology model (TRPV3_HM4) generated from the crystal 
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structure of TPRV1.  The docking results show that the binding site of TRPV3 locates between linker domain 
(of N-terminus and TM1) and TRP Box.  There are a π-π stacking interaction and hydrogen bonding interactions 
between compound V-39 and residues His-310, His-314 and Arg-577 of the pocket.  Identification of these      
antagonists provides new probes for understanding the pharmacological function of TRPV3 channel. 

Key words: virtual screening; TRPV3; antagonist; selectivity; docking 

                                                                                                          

瞬时受体电位通道 (transient receptor potential, 
TRP) 是一类在外周和中枢神经系统分布很广泛的通
道蛋白, 与诸多细胞功能和遗传性疾病相关[1]。到目前

为止有大约 30 个 TRP 通道家族成员, 主要由 TRPV 
(vanilloid)、TRPA (ankyrin)、TRPM (melastatin)、TRPC 
(canonical)、TRPP (polycystin)、TRPN (NOMPC-like) 
和 TRPML (mucolipin) 7 个亚家族组成[2]。它们均为    
6 次跨膜蛋白, 其 N 末端和 C 末端均在胞内由第五    
和第六跨膜结构域共同构成非选择性阳离子孔道[3]。

细胞内的 C 末端和 N 末端长度不等且含有多种不同
的结构域[4]。瞬时受体电位香草酸型通道 (transient 
receptor potential vanilloid, TRPV) 由于其与伤害性
感受、热感受等重要生理功能的密切关系而成为 TRP
家族中被广泛研究的亚家族[5]。TRPV 亚家族包括
TRPV1～TRPV6 6 个成员, 根据同源性和生理特性, 
可分为两大类: TRPV1～4可通透包括 Ca2+

 在内的阳

离子, TRPV5～6则只通透 Ca2+ [6, 7]。热敏的瞬时受    
体电位通道 (temperature-sensitive transient receptor 
potential, Thermo-TRP) 是 TRP家族中能被热所激活
的一类离子通道[8], 其中 TRPV1～4、TRPA1和 TRPM8
就是典型的热敏瞬时受体电位通道[4]。炎症/癌症等引
发的病理性疼痛表现为热敏性的痛觉过敏, 从而导
致这些离子通道的功能失调[9], 因此热敏的 TRP 通
道也成为了关键的药物作用靶点[3], 备受学术界和工
业界的关注[10]。 

TRPV3 与 TRPV1 具有 43%  的序列同源性[11−14], 
TRPV3 广泛地表达在皮肤角质细胞 /口腔和鼻黏     
膜[11, 15−17]。它在多次重复刺激下的敏化特性在 TRPV
通道中独一无二; 它在体内的表达分布也不同于其
他 TRPV通道。TRPV3广泛表达在皮肤的角质细胞、
口腔和鼻腔的上皮细胞。TRPV3 通道能够被中、高
温激活, 在角质细胞中, TRPV3被激活后将释放多种
物质, 其功能包括: 温度调节、皮肤瘙痒和疼痛感   
知、皮肤屏障的建立、毛发生长、伤口愈合等[2, 18, 19]。

TRPV3是具有多模式的受体蛋白, 能够被具有刺激性
的化合物所激活, 比如非特异性的 TRP 激动剂[20−23], 
樟脑和香芹酚或特异性激动剂如百里酚和丁子香     
酚[24−27]。此外, 角质细胞释放的炎症介质, 包括 ATP/

前列腺素 PGE2和 IL-1b等, 对TRPV3都有刺激作用, 
可见 TRPV3在皮肤炎症信号传导和疼痛转导过程中
起到的关键作用, 因此该靶点对于相关疾病的治疗具
有重要意义[2]。HC-001403在体实验中被确定为有效
的 TRPV3 拮抗剂, 但截至目前没有其用于治疗疼痛
的进一步研究发展[28]。Glenmark 制药公司申报了一
系列化合物专利, 都是针对 TRPV3选择性的拮抗剂, 
比如 GP-7[29−35]。Abbott公司也申报了一系列 TRPV3
调节剂的专利, 代表化合物为 Ab-8和 Ab-9[36, 37]。最

新研究表明, TRPV3 功能增强突变体或细胞内 H+
 增

加导致细胞内钙超载, 从而导致细胞凋亡和相关的
皮肤疾病。然而与其他 TRP通道相比, 由于缺乏有效
的拮抗剂, TRPV3的研究进展相当缓慢。 

由于 TRPV3晶体结构尚未解析, TRPV3与拮抗
剂的活性结合位点尚未确定, 因此选择了基于配体
的虚拟筛选[38, 39]。基于配体的虚拟筛选可以快速地    
评估数百万个分子, 基于已知拮抗剂的结构, 通过形
状/静电匹配方法发现新型的选择性 TRPV3拮抗剂。
小分子配体和受体之间的结合相互作用可能导致受

体的活化或抑制。为了发现受体调节剂及其结合构象, 
在此使用 TRPV1 的晶体结构作为模板, 通过同源模
建建构了 TRPV3单体模型。本研究中发现的 TRPV3
选择性拮抗剂和 TRPV3与拮抗剂的结合模式将有助
于开发基于 TRPV3调节的治疗药物。 
 

结果与讨论 
1  第一轮虚拟筛选和生物活性评价 

第一轮虚拟筛选选择了 Specs化合物库, 该化合
物库共有约 27 万个化合物。基于已知拮抗剂结构的
问询式对 Specs化合物库进行ROCS形状相似的高通
量虚拟筛选, 随后运用 EON 将打分排名前 10%  的化

合物进行静电匹配, 最后将 EON 打分排名前 1%  的

化合物进行筛选和生物测活。每个问询式在 Specs中
经过形状和静电匹配后将产生约 400个化合物, 根据
化合物骨架和化学属性的相似性, 作者采用 Pipeline 
Pilot and Cluster (Discovery Studio 2.5, Accelrys 
Software, Inc.) 进行分类分析, 最终挑选出 36个化合
物进行生物活性测试, 这 36 个化合物的结构详见附
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加文件 (supporting information)。 
经过钙荧光 FlexStation实验, 发现 3个化合物对

TRPV3 具有拮抗作用, 分别为 V-13、V-16 和 V-29, 
见图 1。在表达 TRPV3的细胞实验中, 使用 2-APB将
TRPV3 激活, 钙离子将进入到细胞内, 表现出荧光的
增强。对比添加 0.4% DMSO的空白对照组, 这 3个
化合物均显著抑制细胞内钙荧光的增强, 见图 2。钙
荧光实验的结果表明, 这 3 个化合物可能是 TRPV3
的拮抗剂。 

为了进一步确定这 3 个化合物对 TRPV3 的拮      
抗作用, 采用全细胞膜片钳技术对表达 TRPV3 的 
 

 
Figure 1  Structures of compounds V-13, V-16, and V-29 

HEK-293T 细胞进行电生理实验。如图 3所示, 60 μL
和 40 μL V-13 (537 μmol·L−1), 60 μL和 40 μL V-16     
(460 μmol·L−1), 以及 20 μL V-29 (751 μmol·L−1) 分
别滴入～600 μL 电生理实验的细胞反应池中, 因此
V-13、V-16 和 V-29 的作用浓度分别约为 54、45 和
25 μmol·L−1。电生理实验结果显示, V-29显著抑制了
2-APB激活 TRPV3的电流, 而另外两个化合物 V-13
和 V-16并未表现出抑制作用。 

为了评价化合物 V-29 对于其他热敏 TRP 通道   
蛋白的选择性, 采用同样的方法, 使用不同的工具化
合物, 分别对 TRPV1、TRPV2、TRPV4、TRPA1 和
TRPM8 离子通道进行钙荧光实验。如图 4, 化合物
V-29对其他的热敏 TRP离子通道并没有表现出抑制
作用, 说明化合物 V-29是 TRPV3的选择性拮抗剂。 
2  同源模建和分子对接 

本研究选择已解析出来的 TRPV1 的两个结构 
(PDB ID: 3J5P; 3J9J), 作为模板基于知识的序列比对
构建 TRPV1 单体模型。将 4N5Q 替代了相应的模建 

 

 
Figure 2  Fluorescent calcium FlexStation assay results of compounds  V-13, V-16, and V-29.  Inhibition of calcium intensity in 
TRPV3 channel expressed HEK-293T cells in response to the mixture of the tool compound 2-APB (200 μmol·L−1) and test compounds 
by FlexStation3 fluorescent calcium assay.  (a), (b) and (c) correspond to compound V-13, V-16 and V-29, respectively.  The screening 
scheme consists of 80 seconds (from 100 s to 180 s) for test compounds.  After bath application of 2-APB that activates TRPV3 in 100 s, 
fluorescence intensity of test compounds was smaller than that of blank control with 0.4% DMSO respectively.  The final concentration 
of these three compounds  V-13, V-16 and V-29 was 54, 46 and 75 μmol·L−1, respectively 
 

 
Figure 3  Electrophysiological assay results of three compounds, V-13, V-16 and V-29.  Whole-cell current of TRPV3 in response to 
2-APB (200 μmol·L−1) and compounds.  The current decreased as soon as compound V-29 was added into the bath, where TRPV3 was 
activated by 2-APB and current increased accordingly.  The final concentration of these three compounds V-13, V-16 and V-29 were 
approximately 54, 45 and 25 μmol·L−1, respectively 
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Figure 4  Compound V-29 performed no inhibition on TRPA1, TRPM8, TRPV1, TRPV2 and TRPV4 channels.  Although the fluores-
cence intensity of these five channels varies,  none of them was inhibited by  compound V-29 (75 μmol·L−1).  (a) From 100 s to 180 s, 
fluorescence intensity of compound V-29 was not smaller than that of blank control with 0.4% DMSO after bath application of AITC 
(300 μmol·L−1) which activates TRPA1, indicating that compound V-29 didn’t inhibit TRPA1 channel.  (b), (c), (d) and (e) correspond to 
TRPM8, TRPV1, TRPV2 and TRPV4, respectively 

 
ARD 区域, 最终构建出 TRPV3 单体模型: TRPV3_    
HM4。因此 1～116 位的氨基酸残基是缺失的, 同时
TRPV3_HM4比完整的 hTRPV3单体少 116个氨基酸
残基。该模型通过 PTOCHECK的立体化学验证和残
基−残基以及整体结构的几何学分析, 99.8%  残基是

落在可接受的区域内的, 说明该模型是合理的。 
TPRV3 与其拮抗剂相互作用的活性口袋还没有被

发现, 然而 Chung等[40−42]发现了 TPRV3和 2-APB相
互作用的两个关键残基: His-426和 Arg-696。2-APB
是 TRPV3 的强效激动剂, 被作为工具化合物广泛地
应用于激活 TRPV3。如图 3, 化合物 V-29对于 2-APB
激活的 TRPV3 的抑制作用表现有所延迟, 进一步观
察发现, 当再次加入 2-APB, 对 TRPV3 的激活作用
有所降低。然而根据现有的研究, TRPV3对于重复性
刺激表现出的是高敏感性。与此同时, 对化合物 V-29
和 2-APB进行了结构上的比对, 如图 5 (a) 所示, 两
个结构的重叠性非常高。经过对单体 TRPV3_HM4
的 linker 区域 (N 端和 TM1) 以及 TRP Box 的仔细     
观察, 认为该区域有可能形成 TRPV3 与调节剂化合
物相互作用的活性口袋。于是将化合物 V-29 和
2-APB 分别与 TRPV3_HM4 进行对接。对接结果显
示, 相比于 2-APB, 化合物 V-29 更加深入到该活性
口袋中 (图 5), 可见化合物 V-29 通过竞争性地占据

2-APB 与 TRPV3 的作用部位从而起到抑制 TRPV3
的效果。因此, 2-APB与 TRPV3相互作用的位置可能
是 TRPV3与其选择性拮抗剂相互作用的活性口袋。 
 

 
Figure 5  Comparison of compound V-29 and 2-APB, including 
3D conformations and binding mode.  a: V-29 overlapped very 
well with 2-APB in 3D conformations; b: The binding mode of 
V-29 and 2-APB with TRPV3_HM4, V-29 is cyan and 2-APB is 
red.  Compound V-29 competitively binds TRPV3 against 2-APB 
 
3  第二轮虚拟筛选和生物活性评价 

基于第一轮的虚拟筛选结果和相互作用分析 , 
进行了第二轮的虚拟筛选。两个问询式分别为: 化合
物 V-29与 TRPV3_HM4相互作用的构象; 2016年报
道的 TRPV3选择性拮抗剂 Ab-9的最低能量构象[35]。

经过形状和静电匹配, 最终筛选出 63 个化合物进行
初步的生物测活, 钙荧光 FlexStation 实验表明其中
17 个化合物对 TRPV3 具有抑制作用。 结构和钙荧
光实验结果详见附加文件 (supporting information)。
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为了进一步验证这些化合物对于 TRPV3 的抑制作     
用, 采用全细胞膜片钳技术对表达 TRPV3 的 HEK-   
293T细胞进行电生理实验。如图 6所示, 20 μL V-39     
(691 μmol·L−1)、V-46 (593 μmol·L−1) 和 V-53 (480 
μmol·L−1) 分别被滴入～600 μL的细胞反应池中, 因
此 V-39、V-46 和 V-53 的作用浓度分别约为 23、20
和 16 μmol·L−1。这 3 个化合物 V-39、V-46 和 V-53
对 2-APB 激活的电流的显著抑制作用 (图 6、7), 可
见这 3个化合物确实是 TRPV3的拮抗剂。 

为了评价这 3 个化合物 V-39、V-46 和 V-53 对
于其他热敏 TRP 离子通道的选择性, 采用同样的方

法, 使用不同的工具化合物, 分别对 TRPV1、TRPV2、
TRPV4、TRPA1 和 TRPM8 离子通道进行钙荧光实
验。如图 8, 这 3个化合物 V-39、V-46和 V-53对其
他的热敏 TRP 离子通道并没有表现出抑制作用, 说 
 

 
Figure 6  Structures of compounds V-39, V-46 and V-53 

 

 
Figure 7  Electrophysiological assay results of compounds V-39, V-46 and V-53.  Whole-cell current of TRPV3 in response to the 
mixture of 2-APB (200 μmol·L−1) with compounds.  The current decreased as soon as test compound was added into the bath, where 
TRPV3 was activated by 2-APB and current increased accordingly.   The final concentration of these three compounds V-39, V-46 and 
V-53 were approximately 23, 20 and 16 μmol·L−1 respectively 
 

 
Figure 8  These three compounds, V-39, V-46 and V-53, performed no effect on TRPA1, TRPM8, TRPV1, TRPV2 and TRPV4      
channels.  Although the fluorescence intensity of these five channels varies,  none of them was inhibited by  these three compounds, V-39 
(57 μmol·L−1), V-46 (59 μmol·L−1) and V-53 (48 μmol·L−1), respectively.  (a) From 100 s to 180 s, fluorescence intensity of compound 
V-39 was not smaller than that of blank control with 0.4% DMSO after bath application of AITC (300 μmol·L−1) which activates TRPA1, 
indicating that compound V-39 didn’t inhibit TRPA1 channel.  The effect of V-46 (59 μmol·L−1) was the same as V-39.  As to V-53      
(48 μmol·L−1), fluorescence intensity even increased, indicating it may activate TRPA1.  (b), (c), (d) and (e) correspond to TRPM8, 
TRPV1, TRPV2 and TRPV4, respectively 
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明 V-39、V-46和 V-53是 TRPV3的选择性拮抗剂。 
通过更加全面的电生理实验, 证实了不同浓度

的化合物 V-39对 2-APB激活的 TRPV3的抑制作用。
如图 9, 从 1 μmol·L−1到 300 μmol·L−1不同浓度的化

合物 V-39 对 TRPV3 的抑制作用呈现出浓度依赖性, 
通过Hill方程的计算方法进行曲线模拟匹配, 计算出
化合物 V-39对 TRPV3的 IC50为 18.0 ± 1.1 μmol·L−1     
(n = 4)。 

通过基于配体的虚拟筛选和生物测活验证, 发现
了 4个全新结构的 TRPV3选择性拮抗剂 V-29、V-39、
V-46和 V-53。目前已知的 TRPV3拮抗剂 GP-7、Ab-8
和 Ab-9 在针对包括关节疼痛在内的疼痛治疗的临床
试验均以失败告终, 虽然这 4个化合物 V-29、V-39、
V-46和 V-53分别从基于 Ab-8、V-29和 Ab-9的结构
虚拟筛选所得, 但它们的结构都与目前已知的 TRPV3
拮抗剂结构不同, 其中 GP-7 虚拟筛选所得的化合物

对于 TRPV3 不具有抑制作用的原因可能是它们的结
构太大, linker和 TRP Box所形成的活性口袋无法容
纳。本研究不仅提出了 TRPV3 与其拮抗剂的相互作
用模式, 同时也指出了在化合物 V-39 结构基础上进
行优化从而得到 TRPV3 更加强效的选择性拮抗剂的
可能性。 
4  TRPV3关键氨基酸残基和潜在的活性口袋 

采用了 Induced Fit Docking 进行分子对接, 对接
结果表明相互作用的活性口袋可能位于 linker (N 末
端和 TM1) 和 TRP Box之间。化合物 V-39和该活性
口袋的氨基酸残基具有 π-π 堆叠和氢键相互作用, 化
合物 V-39 的苯环和氨基酸残基 His-310 的咪唑环具
有 π-π堆叠相互作用 (图 10), V-39四氢吡咯环上的氨
基作为氢键供体, 与 His-314 的咪唑环上的 N-3 具有
氢键相互作用, V-39的羟基作为氢键供体, 与 Arg-577
的羰基氧具有氢键相互作用。 

 

 
Figure 9  The dose-dependent inhibition of TRPV3 current by compound V-39 in HEK-293T cells expressing TRPV3 channel.  a: 
Representative whole-cell currents of TRPV3 channels inhibited by increasing the concentrations  of compound V-39 from 1.0 μmol·L−1 
to 300.0 μmol·L−1; b: Curve fitting in red represents dose-dependent  inhibition of TRPV3 by compound V-39 with an IC50 of 18.0 ± 1.1 
μmol·L−1 (n = 4 for all data points) 
 

 
Figure 10  Putative binding sites for compound V-39 in TRPV3 channel.  a: Location of 3 key residues mapped to TRPV3_HM4,       
the TRPV3 monomeric model.  His-310, His-314 and Arg-577 correspond to His-426, His-430 and Arg-693 of complete hTRPV3.  
Compound V-39 and the key residues are presented in the form of stick.  Hydrogen bonds are drawn in yellow dashed lines, and π-π 
stacking interaction is drawn in a cyan dashed line.  b: Side view of molecular docking of compound V-39 into TRPV3_HM4 using 
Maestro Suite software.  The helices are colored by red.  The ligand is depicted as a stick presenting in cyan.  The binding pocket is 
composed of residues located in linker domain (of N-terminus and TM1) and TRP Box.  Compound V-39 is deep in the pocket 
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分子对接结果表明, 化合物 V-39 通过图 10 所    
示的方式与 TRPV3 相互作用。其中化合物 V-39 和
2-APB 显示出一些结构相似性, 它们都拥有两个芳
香基团和三键交汇形成的大基团。不同的是, 2-APB
比 V-39 少了一个环状基团, 这可能是其较低结合稳
定性的原因。在未来的结构修饰中, 可延长化合物
V-39 的  -OH 取代基或在四氢吡咯环上的氨基位置引
入更好的氢键供体, 以增强其对 TRPV3 的抑制作   
用。此外, 手性异构体的拆分研究将更深入地了解
TRPV3与其拮抗剂之间的相互作用机制。 
5  小结 

本研究基于配体的虚拟筛选和生物活性评价发

现了新型的 TRPV3选择性拮抗剂。采用目前已知的
TRPV3拮抗剂结构生成问询式, 基于形状和静电匹配, 
对 Specs和 PKU-CNCL化合物库进行虚拟筛选。在第
一轮虚拟筛选中发现了新型的 TRPV3选择性拮抗剂
化合物 V-29。在第二轮的虚拟筛选过程中, 采用 V-29
和最新报道的 TRPV3 选择性拮抗剂 (Ab-9) 生成问
询式进行虚拟筛选。最终得到最具潜力的 TRPV3选
择性拮抗剂 V-39, 其 IC50为 18.0 ± 1.1 μmol·L−1 (n = 

4)。基于精确的序列比对, 以 TRPV1 晶体结构为模
板, 构建了TRPV3单体模型TRPV3_HM4, 并进行了
结构验证表明该模型的合理性。分子对接的结构表明

TRPV3 与其拮抗剂相互作用的活性口袋可能位于
linker区 (N末端和 TM1) 和 TRP Box之间, 化合物
V-39 与该活性口袋的氨基酸残基具有 π-π 堆叠和氢
键相互作用。TRPV3_HM4的关键性残基为 His-310、
His-314和 Arg-577, TRPV3_HM4 可用于进一步研究
TRPV3结构、功能及其与调节剂相互作用机制。 
 

实验部分 
1  虚拟筛选 

用于虚拟筛选的化合物库的准备是所有的基    
础[43−45]。本研究选择了两个化学库, PKU-CNCL[46]和

Specs数据库。请参考附加文件 (supporting information) 
获取详细的化合物库准备流程。本研究中运用了两轮

虚拟筛选。第一轮虚拟筛选包含两个阶段: 第一阶段
是初步形状匹配, 基于图11中所示的已知拮抗剂结构
的最小能量构象的分子形状; 第二阶段是优化, 通过
与已知骨架进行静电匹配, ROCS 打分排名, 去除不
理想的结构式[47−50]。基于已知拮抗剂结构的形状和

静电匹配能够有效地筛选出潜在的拮抗剂骨架[51]。

用于形状和静电匹配的最小能量构象是由 Sybyl-X 
2.0的分子能量最小化模块产生的。 除化合物问询式

的产生有所不同外, 第二轮虚拟筛选的过程与第一
轮的过程相同。化合物 V-29 是从第一轮虚拟筛选发
现的 TRPV3 选择性拮抗剂。使用化合物 V-29 与
TRPV3单体结构的结合构象来产生问询式。 
 

 
Figure 11  Representatives of known TRPV3 antagonists 

 
2  钙荧光实验和电生理实验 

TRPV3通道是一种阳离子非选择性通道, 可以大
量通透 Ca2+ [52]。Flex Station3 技术是一种基于钙荧    
光的高通量筛选技术, 可应用该方法对 TRPV3 通道
的调节剂进行筛选。采用 FlexStation 3微孔板读数器 
(molecular devices) 中的 Calcium 5测定试剂盒通过
荧光钙敏感染料测量细胞群中细胞内钙水平 ([Ca2+]i) 
的变化。电生理技术主要应用全细胞式记录方法, 应
用 HEKA EPC10放大器系统及 PatchMaster记录软件 
(玻璃微电极阻值为 3～5 MΩ, 细胞钳制电位为 0 mV, 
使用−80 mV和+80 mV方波电压记录)。 

化合物活性初筛和选择性评价采用的是钙荧光

FlexStation实验。初筛所用的细胞是 HEK293T 细胞, 
接种于 24孔板中, 37 ℃、5% CO2培养过夜。瞬时转

染 pIRES-EGFP/hTRPV3 质粒, 换液时传代至 96 孔   
板, 细胞密度约为每孔 50 000个。转染后 24 h时进行
染料孵育, 所用染料为 Cal-520 assay kit。吸出 40 μL
培养基, 此时 96 孔板中剩余 60 μL 培养基, 加入等    
量的 Cal-520 染料, 孵箱孵育 1.5 h 时可上机检测。
FlexStation系统激发波长 495 nm, 发射波长 525 nm, 
每间隔 1.6 s读数一次。17 s时加入待测化合物 (终
浓度 40～90 μmol·L−1不等), 100 s时加入 TRPV3激
动剂 2-APB (终浓度 200 μmol·L−1), 每次测试共计
180 s。对于拮抗剂, 其筛选实验的荧光特征应为加入
2-APB后, 与空白对照 0.4% DMSO组对比荧光值没
有明显上升。采用各个化合物同样的终浓度 (40～90 
μmol·L−1不等), 分别对 TRPV1、TRPV2、TRPV4、
TRPA1、TRPM8 这 5 个进行抑制活性的评测, 在表
达 TRPV1、TRPV2、TRPV4、TRPA1、TRPM8的细
胞上测定这些化合物的通道选择性 , 以筛选出对
TRPV3具有选择性拮抗作用的小分子。 
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为了进一步验证这些化合物对于TRPV3的作用, 
采用全细胞膜片钳技术对表达 TRPV3 的 HEK-293T 
细胞进行电生理实验。应用瞬时转染 pIRES-EGFP/    
hTRPV3质粒的 HEK293T细胞, 于转染后 24 h开始
测试。电极内液及外液的组成成分为 130 mmol·L−1 
NaCl、0.2 mmol·L−1 EDTA 和 3 mmol·L−1 HEPES,     
pH为 7.4。测试开始待基线平稳后, 给予 2-APB激活
TRPV3通道。在假阳性评价中, 待电流平稳后, 分别
滴加不同化合物, 观察其对通道的抑制作用, 以判断
该化合物在初筛中表现出来的 TRPV3的拮抗作用是
否为假阳性。活性的定量测定中, 待电流平稳后, 分
别重力灌流给予不同化合物观察其对通道的抑制作

用。IC50 曲线的绘制由重力灌流不同浓度的化合物    
制得。 
3  同源模建 

从 RCSB 蛋白质数据库中检索选定的用于建模
的 TRPV1晶体结构, 包括两种结构 (PDB ID: 3J5P; 
3J9J)[53−55]。apo模型是基于知识的序列比对和同源性
建模而建立的。TRPV3同源模建的主要步骤如下: ① 
模板识别: 将 hTRPV3序列作为查询基本局部比对搜
索工具 (BLAST) 的模板; ② 目标−模板比对; ③ 模
型构建; ④ 模型改进和验证: 在替换 ARD结构域之
前, 在已知的 TRPV3 ARD结构 (PDB ID: 4N5Q) 上
叠加了 apo模型, 4N5Q是 TRPV3细胞内 N端的锚蛋
白重复序列结构域[56]。运用 Accelrys Discovery Studio 
2.5中的 Align and Superimpose Proteins 模块将 4N5Q
替代相应的模建的ARD区域, 最终构建了 TRPV3单
体模型: TRPV3_HM4。 
4  分子对接 

基于同源模建得到的蛋白质三维结构和文献报

道的重要氨基酸残基, 尝试探索蛋白质的活性口袋, 
并运用 Schrödinger Glide 6.7 和 Schrödinger Maestro 
10.2的 Induced Fit Docking组建进行刚性对接和柔性
对接, 其中配体由 Sybyl X-2.0绘画并进行 Ligprep优
化, 受体则按照 Induced Fit Docking 的标准流程进行
优化。最终通过 Grids得到小分子拮抗剂与蛋白质相
互作用的可能的活性构象, 并将之应用于基于三维
形状相似性搜索的虚拟筛选。 
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