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基于三维定量构效关系、分子对接与实验验证

对细辛中抗气道炎症成分的虚拟筛选

李佳颖１，２，黄慧学１，李君３，邓芳１，２，窦潞娜１，梁晓１，２
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　　摘要：目的 基于三维定量构效关系（ｔｈｒｅｅ－ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅ－ａｃｔｉｖｉｔｙｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ，３Ｄ－ＱＳＡＲ）、分子
对接和细胞实验，研究细辛中潜在抑制核转录因子 κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ－ｋａｐｐａＢ，ＮＦ－κＢ）的抗炎活性成分。方法 使用

ＤｉｓｃｏｖｅｒｙＳｔｕｄｉｏ软件构建基于ＮＦ－κＢ的最佳３Ｄ－ＱＳＡＲ模型，虚拟筛选细辛中潜在活性成分，并预测其药动学性质；
随后采用ＡｕｔｏＤｏｃｋＶｉｎａ软件进行分子对接评判潜在活性成分与ＮＦ－κＢ通路靶点的结合能力；建立ＢＥＡＳ－２Ｂ细胞模
型，采用体外酶联免疫吸附试验验证所选活性成分的抗炎效果。结果 ３Ｄ－ＱＳＡＲ模型与ＡＤＭＥＴ预测共筛选出细辛中
细辛脂素、芝麻脂素等５种活性成分；分子对接结果显示所得活性成分与ＮＦ－κＢ蛋白均具有较好的亲和力。体外细胞
实验表明所选成分细辛脂素、芝麻脂素具有显著抗炎效果。结论 基于３Ｄ－ＱＳＡＲ模型、分子对接和体外实验技术可有
效挖掘细辛中ＮＦ－κＢ抑制成分，揭示其药效物质基础。
　　关键词：３Ｄ－ＱＳＡＲ；分子对接；细辛；核转录因子κＢ；支气管哮喘
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　　支气管哮喘（Ｂｒｏｎｃｈｉａｌａｓｔｈｍａ，ＢＡ）简称哮喘，是由多种因
素引起的慢性气道炎性疾病。其发病机制包括气道炎症、气道

高反应性和气道重塑等，其中气道炎症是基础，气道高反应性

是特征［１］。ＢＡ治疗困难的主要原因在于炎症细胞浸润以及
气道管壁结构的改变［２］。细辛为马兜铃科植物北细辛 Ａｓａｒｕｍ
ｈｅｔｅｒｏｔｒｏｐｏｒｄｅｓＦｒ．Ｓｃｈｍｉｄｔｖａｒ．Ｍａｎｄｓｈｕｒｉｃｕｍ（Ｍａｘｉｍ）Ｋｉｔａｇ、汉
城细辛ＡｓａｒｕｍｓｒｅｂｏｌｄｉｉＭｉｑ．ｖａｒ．ＳｅｏｕｌｅｎｓｅＮａｋａｉ或Ａｓａｒｕｍｓｒｅ
ｂｏｌｄｉｉＭｉｑ．的干燥根和根茎，有祛风散寒，通窍止痛，温肺化饮
之功效［３］。细辛常配伍用于治疗哮喘的中药方剂，如《伤寒

论》中的麻黄附子细辛汤［４］。研究发现，麻黄附子细辛汤用于

过敏性支气管炎、支气管哮喘，有助于降低气道高反应，减轻气

道的慢性炎症［５］。细辛单用能松弛气管平滑肌，止咳平喘、镇

痛抗炎［６－７］，但是细辛具有一定毒性［８］，常配伍使用。目前，

细辛的物质基础和作用机制研究尚未完全明确。

核转录因子 κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ－ｋａｐｐａＢ，ＮＦ－κＢ）是应对
炎症过程与应对损伤或感染免疫过程的主要调节因子，ＮＦ－
κＢ信号通路是炎症、免疫反应过程较为重要的信号通路［９］。

ＮＦ－κＢ信号通路根据激活方式分为经典途径与非经典途
径［１０］。研究表明，通过调节ＮＦ－κＢ信号通路经典途径，能够
特异性调控炎症反应、减少炎症因子的产生、降低氧化应激水

平从而阻止细胞凋亡与自噬、进行气道重塑进而减缓哮喘的发

病进程［１１］。因此，筛选靶向调控 ＮＦ－κＢ信号通路的活性成
分，可为ＢＡ治疗药物的开发提供理论依据。

定量构效关系研究化合物活性与其分子结构、理化性质间

的相关关系，是计算机辅助药物设计的重要组成部分［１２］。三

维定量构效关系（ｔｈｒｅｅ－ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅ－ａｃ
ｔｉｖｉｔｙｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ，３Ｄ－ＱＳＡＲ）通过引入分子三维结构信息，研
究药物与受体间的相互作用、建立药效活性与其分子结构之间

的定量构效关系，其通过分析已知活性化合物的结构和活性数

据，生成可以预测未知化合物活性的药效团模型，虚拟筛选未

知化合物，从而快速高效地挖掘活性化合物［１３－１４］。分子对接

是通过在受体（生物大分子）和配体（药物）间建模，预测二者

之间对接位点、计算其结合模式及亲和力的一种理论模拟方

法，广泛应用于筛选药物有效成分、发现药物的作用靶点以及

探索药物的作用机制［１５］。

本研究以 ＮＦ－κＢ信号通路为切入点，综合运用 ３Ｄ－
ＱＳＡＲ模型、分子对接与实验验证的方法，系统性地挖掘细辛
中具备ＮＦ－κＢ抑制活性的化合物成分。基于分子层面的深
入研究，揭示细辛治疗 ＢＡ的物质作用基础与潜在机制，旨在
为中药现代化开发及临床合理用药提供依据。

１　仪器与材料
１．１　仪器

倒置生物显微镜 （重庆重光实业有限公司 ＣＯＩＣ，
ＤＳＺ２０００Ｘ）；三气培养箱（ＥｓｃｏＬｉｆｅｓｃｉｅｎｃｅｓ，ＣＣＬ－１７０Ｔ－８）；
生物安全柜（西班泰克净化设备苏州有限公司，ＢＳＣ－１３０００Ⅱ
Ａ２）；酶标仪（ＴｈｅｒｍｏＭｕｌｔｉｓｋａｎＦＣ，１４１０１０１）。
１．２　细胞株

人支气管上皮细胞株ＢＥＡＳ－２Ｂ（大连美仑生物技术有限
公司，ＰＷＥ－ＨＵ１２０）。

１．３　材料
ＤＭＥＭ培养基（Ｇｉｂｃｏ，Ｃ１１９９５５００ＢＴ）；胎牛血清（ＯｒｉＣｅｌｌ，

ＦＢＳＡＤ－０１０１１－５００）；胰蛋白酶 －ＥＤＴＡ消化液（０．２５％）不
含酚红（Ｓｏｌａｒｂｉｏ，Ｔ１３００）；１０×ＰＢＳ缓冲液（Ｓｏｌａｒｂｉｏ，Ｐ１０２０）；
ＤＭＳＯ二甲基亚砜（细胞培养级）（Ｓｏｌａｒｂｉｏ，Ｄ８３７１）；人白细胞
介素－１β（ＩＬ－１β）酶联免疫吸附测定试剂盒（Ｅｌａｂｓｃｉｅｎｃｅ，
Ｅ－ＥＬ－Ｈ０１４９）；人肿瘤坏死因子 α（ＴＮＦ－α）酶联免疫吸附
测定试剂盒（Ｅｌａｂｓｃｉｅｎｃｅ，Ｅ－ＥＬ－Ｈ０１０９）；ＱｕｉｃＫｅｙＰｒｏ－人白
细胞介素－６（ＩＬ－６）酶联免疫吸附测定试剂盒（Ｅｌａｂｓｃｉｅｎｃｅ，
Ｅ－ＯＳＥＬ－Ｈ０００１）；ＣＣＫ－８细胞增殖检测试剂盒（ＵＥｌａｎｄｙ，
Ｃ６００５Ｍ）；脂多糖（Ｓｉｇｍａ，Ｌ２８８０）；细辛脂素，≥９８％（上海麦克
林生化科技股份有限公司，Ａ８６１２２５）；芝麻脂素，９８％（上海麦
克林生化科技股份有限公司，Ｓ８９０２２８）。
１．４　数据库与软件

ＣｈＥＭＢＬ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｅｂｉ．ａｃ．ｕｋ／ｃｈｅｍｂｌ／ｖｉｓｕａｌ
ｉｓｅ）；中药系统药理学分析平台（ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅｍｅｄｉｃｉｎｅ
ｓｙｓｔｅｍｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙａｎａｌｙｓｉｓｐｌａｔｆｏｒｍ，ＴＣＭＳＰ，ｈｔｔｐ：／／ｔｃｍｓｐｗ．
ｃｏｍ／ｔｃｍｓｐ．ｐｈｐ）；ＰＤＢ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｒｃｓｂ．ｏｒｇ／）；ＰＯＣＡ
ＳＡ１．１（ｈｔｔｐｓ：／／ｇ６ａｌｔａｉｒ．ｓｃｉ．ｈｏｋｕｄａｉ．ａｃ．ｊｐ／ｇ６／ｓｅｒｖｉｃｅ／ｐｏｃａｓａ）；
ＤｉｓｃｏｖｅｒｙＳｔｕｄｉｏ２０１９ｃｌｉｅｎｔ（ＢＩＯＶＩＡ，Ｆｒａｎｃｈ）；ＡｕｔｏＤｏｃｋｔｏｏｌｓ
ｖ１．５．６（Ｓｃｒｉｐｐｓ，ＵＳＡ）；ＡｕｔｏＤｏｃｋＶｉｎａ１．１．２（Ｓｃｒｉｐｐｓ，ＵＳＡ）；
ＰｙＭＯＬ３．２．０（Ｓｃｈｒｏｄｉｎｇｅｒ，ＵＳＡ）；ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９．５（Ｇｒａｐｈ
ＰａｄＳｏｆｔｗａｒｅ，ＵＳＡ）。
２　实验方法
２．１　训练集与测试集的建立

从ＣｈＥＭＢＬ数据库收集已报道的３７个ＮＦ－κＢ抑制剂作
为训练集和测试集。抑制剂的生物活性以半抑制浓度（ｈａｌｆｉｎ
ｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＩＣ５０）值表示，活性跨度至少为３个数量
级且结构具有多样性。随机选取２５个化合物组成训练集（图
１），１２个化合物组成测试集（图２）。
２．２　３Ｄ－ＱＳＡＲ模型的建立

将２５个训练集分子三维结构导入 ＤｉｓｃｏｖｅｒｙＳｔｕｄｉｏ（ＤＳ）
中，采用Ｈｙｐｏｇｅｎ算法建立具有活性预测能力的３Ｄ－ＱＳＡＲ模
型［１６］。使用ＰｈａｒｍａｃｏｐｈｏｒｅＧｅｎｅｒａｔｉｏｎＰｒｏｔｏｃｏｌ模块，根据训练
集分子的结构特征，选择药效团元素，包括疏水中心（ｈｙｄｒｏｐｈｏ
ｂｉｃ，ＨＹＤ）、氢键受体（ｈｙｄｒｏｇｅｎ－ｂｏｎｄａｃｃｅｐｔｏｒ，ＨＢＡ）、氢键供
体（ｈｙｄｒｏｇｅｎ－ｂｏｎｄｄｏｎｏｒ，ＨＢＤ）、正电离子中心（ｐｏｓ＿ｉｏｎｉｚａｂｌｅ，
ＰＩ）及芳香环中心（ｒｉｎｇａｒｏｍａｔｉｃ，ＲＡ）等，结果产生１０个得分最
高的３Ｄ－ＱＳＡＲ模型。通过３Ｄ－ＱＳＡＲ模型的相关系数（ｃｏｒ
ｒｅｌａｔｉｏｎｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ）、均方根偏差（ｒｏｏｔｍｅａｎｓｑｕａｒｅｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ，
ＲＭＳＤ）、零成本（ｎｕｌｌｃｏｓｔ）、总成本（ｔｏｔａｌｃｏｓｔ）、成本差异
（Δｃｏｓｔ＝ｎｕｌｌｃｏｓｔ－ｔｏｔａｌｃｏｓｔ）值选择最佳模型。采用测试集
和Ｆｉｓｈｅｒ随机法来协同验证药效团的可靠性。使用验证过的
３Ｄ－ＱＳＡＲ模型筛选具有活性的化学成分。
２．３　虚拟筛选和ＡＤＭＥＴ预测

在ＴＣＭＳＰ数据库中以“细辛”为关键词进行检索，结合文
献资料［１７］，共获得细辛中１７７个化学成分。使用 ＤＳ软件中
Ｓｅａｒｃｈ，ＳｃｒｅｅｎａｎｄＰｒｏｆｉｌｅ模块对１７７个化学成分进行筛选，得
到潜在活性成分；再使用 ＡＤＭＥＴｄｅｓｃｒｉｐｔｏｒｓ模块进行药动学
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的吸收、分布、代谢、排泄和毒性（ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ，ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ，ｍｅｔａｂ
ｏｌｉｓｍ，ｅｘｃｒｅｔｉｏｎａｎｄｔｏｘｉｃｉｔｙ，ＡＤＭＥＴ）预测，筛选出符合类药性
规则的活性成分［１８］。

２．４　分子对接
采用半柔性对接策略进行分子对接，剖析药物活性分子与

受体靶蛋白间的结合能力和结合构象。依据文献资料［１９］，选

取ＰＤＢ数据库中收录的 ＮＦ－κＢｐ６５（ＲｅｌＡ）蛋白（编号：
３ＱＸＹ，分辨率：２．０９?）为靶蛋白。Ｐｙｍｏｌ软件进行靶蛋白预
处理，ＡｕｔｏＤｏｃｋｔｏｏｌｓ软件对活性分子和靶蛋白进行加氢并计算
电荷等。基于ＰＤＢ数据库提供的蛋白 －配体结构信息确定分

图１　２５个训练集化合物结构及其ＩＣ５０值
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图２　１２个测试集化合物结构及其ＩＣ５０值

子活性位点。ＡｕｔｏＤｏｃｋＶｉｎａ软件进行分子对接，以结合能大
小评估结合活性。ＤＳ软件进行可视化分析，探究结合模式。
２．５　体外抗炎活性验证
２．５．１　ＣＣＫ－８法筛选最佳作用浓度　将 ＢＥＡＳ－２Ｂ细胞置
ＤＭＥＭ的培养基中，于３７℃，５％ ＣＯ２培养箱内进行培养。待
ＢＥＡＳ－２Ｂ细胞融合度达到８０％以上时，参考文献［２０－２２］，分别

用不同浓度的细辛脂素（５、１０、２０、３０、４０μＭ）、芝麻脂素（５、
１０、２０、３０、４０μＭ）处理ＢＥＡＳ－２Ｂ细胞２４、４８ｈ，以未处理的细
胞作为对照组，ＣＣＫ８检测细胞活力，评估药物对ＢＥＡＳ－２Ｂ细
胞的毒性。

将ＢＥＡＳ－２Ｂ细胞暴露于１μｇ／ｍＬ脂多糖（Ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃ
ｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）中培养２４ｈ诱导炎症模型，分别加入相应浓度的
不同药物处理２４ｈ，ＣＣＫ８检测细胞活力，筛选最佳作用剂量。
２．５．２　ＥＬＩＳＡ检测各组细胞 ＩＬ－１β、ＴＮＦ－α、ＩＬ－６、ＩＦＮ－γ
浓度　将ＢＥＡＳ－２Ｂ细胞分为空白对照组、ＬＰＳ模型组、ＬＰＳ＋
细辛脂素组、ＬＰＳ＋芝麻脂素组。各组细胞于１μｇ／ｍＬＬＰＳ培
养２４ｈ后，加入各组药物继续培养２４ｈ。收集各组细胞上清
培养液，ＥＬＩＳＡ法检测上清液中 ＩＬ－１β、ＴＮＦ－α、ＩＬ－６的
含量。

２．５．３　统计分析　采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９．５软件进行统计分
析，实验结果以平均值±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，采用单因素方差
分析，组间两两比较采用 ＬＳＤ事后检验，Ｐ＜００５表示差异具
有统计学意义。

３　结果
３．１　３Ｄ－ＱＳＡＲ模型的建立

本研究采用ＤＳ软件通过Ｈｙｐｏｇｅｎ算法构建了具有活性预

测能力的药效团模型，得到１０个具有预测 ＮＦ－κＢ抑制活性
药效团模型（表１）。这些药效团模型的特征包括疏水中心、氢
键受体、氢键供体，Δｃｏｓｔ均大于６０，表明１０个药效团模型具有
较高的可信度。在这些药效团模型当中，由３个氢键受体、１
个疏水中心特征元素组成的１号药效团模型，Δｃｏｓｔ值最大，为
６０１．５７；相关系数值最大，为 ０．９０２７６３；均方根（ｒｏｏｔｍｅａｎ
ｓｑｕａｒｅ，ＲＭＳ）值最小，为最优药效团模型（插页ⅩⅩⅪ图３）。为评
估药效团的预测精度，２５个训练集化合物根据药效活性划分
为３个等级，分别为高活性（０～１００ｎｍｏｌ·Ｌ－１，＋ ＋ ＋）、中
活性（１００～５００ｎｍｏｌ·Ｌ－１，＋ ＋）和低活性（５００～１０００
ｎｍｏｌ·Ｌ－１，＋）。由训练集２５个化合物的药效活性实际值和
基于１号药效团模型的药效活性预测值可知（表２），１６个高活
性化合物和２个低活性化合物均被准确预测，表明该药效团模
型具有较好的预测能力，预测结果可信。

３．２　３Ｄ－ＱＳＡＲ模型的验证
３．２．１　测试集方法验证　测试集中１２个化合物的实际值和
基于最优药效团模型的预测值数据中５个高活性化合物与３
个低活性化合物均被准确预测，４个中等活性化合物中仅１个
化合物未被准确预测，准确率９１．６７％（表３）。训练集化合物
预测值与实际值的Ｒ２为０．９０８３９，测试集化合物的预测值与
实际值的Ｒ２为０．８３５４，这表明了最优药效团模型的可信度和
可靠性（插页ⅩⅩⅪ图４）。
３．２．２　Ｆｉｓｈｅｒ随机验证　使用 Ｆｉｓｈｅｒ随机法协同验证药效团
模型的可靠性［２３］。该方法基于训练集化合物的结构和活性之

间随机相关性，生成１９个随机假设，这些随机假设使用与训练
集药效团相同的特征和参数。如果所有随机假设的成本均高
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于训练集药效团模型的成本，则具有统计学意义。结果显示

（插页ⅩⅩⅪ图５），在９５％的置信区间水平下，通过Ｈｙｐｏｇｅｎ算法
构建的３Ｄ－ＱＳＡＲ模型相较于Ｆｉｓｈｅｒ随机法生成的药效团，具
有更低的药效团总成本值（ＰｈａｒｍａｃｏｐｈｏｒｅＣｏｓｔＶａｌｕｅｓ）。这进
一步表明３Ｄ－ＱＳＡＲ模型在统计学上是可靠的。

表１　１０个药效团模型参数

模型

编号
总成本 成本差异 均方根值 相关系数 特征元素

１
２
３
４
５
６
７
８
９
１０

２６５．３４１
３００．０７４
３０１．９７９
３１９．３０１
３３０．６６４
３３２．７５１
３３５．６６４
３４０．６１４
３４２．９７４
３４５．７８４

６０１．５７０
５６６．８３７
５６４．９３２
５４７．６１３
５３６．２４７
５３４．１６１
５３１．２４７
５２６．２９７
５２３．９３７
５２１．１２７

２．６００７
２．８９９４
２．９２７１
３．０６９３
３．１５０４
３．１６７５
３．１８３７
３．２０６１
３．２４９８
３．１９５８

０．９０２７６３
０．８７７５１５
０．８７４９７５
０．８６１５３９
０．８５３４９７
０．８５１７６２
０．８５０１１９
０．８４７８４３
０．８４３２２４
０．８４９０８６

ＨＢＡ、ＨＢＡ、ＨＢＡ、ＨＹＤ
ＨＢＡ、ＨＢＡ、ＨＢＤ、ＨＹＤ
ＨＢＡ、ＨＢＤ、ＨＹＤ、ＨＹＤ、ＨＹＤ
ＨＢＡ、ＨＢＡ、ＨＢＤ、ＨＹＤ
ＨＢＡ、ＨＢＡ、ＨＢＡ、ＨＹＤ
ＨＢＡ、ＨＢＤ、ＨＢＤ、ＨＹＤ
ＨＢＡ、ＨＢＡ、ＨＢＡ、ＨＹＤ
ＨＢＡ、ＨＢＡ、ＨＹＤ、ＨＹＤ
ＨＢＡ、ＨＢＤ、ＨＹＤ、ＨＹＤ、ＨＹＤ
ＨＢＡ、ＨＢＡ、ＨＢＡ、ＨＹＤ

表２　基于１号药效团模型的训练集化合物的实际值与预测值

化合物

编号
匹配值

实际值ＩＣ５０／

（ｎｍｏｌ·Ｌ－１）

预测值ＩＣ５０／

（ｎｍｏｌ·Ｌ－１）

实际值

（活性）

预测值

（活性）

１ １０．２５４６３ ０．００１ ０．００７ ＋＋＋ ＋＋＋
２ ９．８５９７４ ０．０２５ ０．０３５ ＋＋＋ ＋＋＋
３ ６．９３３３７ ９ １５．０７４ ＋＋＋ ＋＋＋
４ ７．０５３６５ １０ １１．４２７ ＋＋＋ ＋＋＋
５ ７．０２７６６ １２ １２．１３２ ＋＋＋ ＋＋＋
６ ６．８１０１８ １７ ２０．０１８ ＋＋＋ ＋＋＋
７ ６．９４３８７ １８ １４．７１４ ＋＋＋ ＋＋＋
８ ６．９４６１４ １８．２ １４．６３７ ＋＋＋ ＋＋＋
９ ７．１５８０８ ２２ ８．９８５ ＋＋＋ ＋＋＋
１０ ７．１０８９６ ２３ １０．０６１ ＋＋＋ ＋＋＋
１１ ６．４５０３４ ３８ ４５．８４２ ＋＋＋ ＋＋＋
１２ ６．４０９８２ ５５ ５０．３２５ ＋＋＋ ＋＋＋
１３ ６．３２１４７ ５６ ６１．６７９ ＋＋＋ ＋＋＋
１４ ７．１０２５１ ６２ １０．２１１ ＋＋＋ ＋＋＋
１５ ６．２３６８３ ７１ ７４．９４９ ＋＋＋ ＋＋＋
１６ ６．２８７５８ ７４ ６６．６８３ ＋＋＋ ＋＋＋
１７ ５．５１３５９ ９８ ３９６．２８４ ＋＋＋ ＋＋
１８ ６．３８４３６ １２７ ５３．３６４ ＋＋ ＋＋＋
１９ ６．５４３２３ １３３ ３７．０１５ ＋＋ ＋＋＋
２０ ５．５５０５４ １３４ ３６３．９６８ ＋＋ ＋＋
２１ ５．２０５６８ １４６ ８０５．２３９ ＋＋ ＋
２２ ５．８４３２５ ２０９ １８５．５０２ ＋＋ ＋＋
２３ ５．２０３６７ ２４５ ８０８．９７４ ＋＋ ＋
２４ ５．２４０６８ ７００ ７４２．８８５ ＋ ＋
２５ ５．２０３９４ １０００ ８０８．４７１ ＋ ＋

　　注：“＋＋＋”表示高活性（０～１００ｎｍｏｌ·Ｌ－１）；“＋＋”表示中活性（１００～

５００ｎｍｏｌ·Ｌ－１）；“＋”表示低活性（５００～１０００ｎｍｏｌ·Ｌ－１）。

３．３　虚拟筛选与ＡＤＭＥＴ预测　
使用构建的最优药效团模型筛选１７７个细辛化学成分并

预测其对ＮＦ－κＢ抑制活性，筛选得到９个具有潜在 ＮＦ－κＢ
抑制活性的化学成分并预测出其ＩＣ５０值（表４）。

表３　基于１药效团模型的测试集化合物的实际值与预测值

化合物

编号
匹配值

ＩＣ５０／（ｎｍｏｌ·Ｌ－１）

实际值 预测值

Ｉ活性

实际值 预测值

１ ６．９９７２２ ２０ １３．０１３ ＋＋＋ ＋＋＋
２ ６．８１１７９ ３２ １９．９４４ ＋＋＋ ＋＋＋
３ ６．２３６８３ ３６ ７４．９４９ ＋＋＋ ＋＋＋
４ ６．２００１２ ９５ ８１．５６１ ＋＋＋ ＋＋＋
５ ６．５０４９８ ９５ ４０．４２２ ＋＋＋ ＋＋＋
６ ６．７５６６６ １１０ ２２．６４３ ＋＋ ＋＋＋
７ ６．０６５０３ ２１０ １１１．３１９ ＋＋ ＋＋
８ ５．７７４３９ ３３２ ２１７．３７８ ＋＋ ＋＋
９ ５．７９４５５ ４８０ ２０７．５１３ ＋＋ ＋＋
１０ ５．２０７９０ ６００ ８０１．１２９ ＋ ＋
１１ ５．２２５４９ ９００ ７６９．３２１ ＋ ＋
１２ ５．２４４１８ １０００ １７３９．９２６ ＋ ＋

表４　细辛中具有潜在ＮＦ－κＢ抑制活性小分子及其预测活性值

化合物（编号） 匹配值
ＩＣ５０预测值／

（ｎｍｏｌ·Ｌ－１）
山柰酚３－龙胆二糖苷（１） ７．５６０２４ ３．５５９
山柰酚－３－Ｏ－芸香糖苷（２） ７．１１００６ １０．０３５
ＳＣＨＥＭＢＬ１１９９６９（３） ４．０７８８７ １０７８３
（－）－细辛脂素（４） ３．５７７４３ ３４２１１
紫云英苷（５） ３．１６７４７ ８７９２９
细辛脂素（６） ２．９３８５１ １４８９６８
正丁基－Ｏ－β－Ｄ－吡喃果糖苷（７） ２．８８７５３ １６７５２２
芝麻脂素（８） １．５５２８３ ３６２０５２０
３＇－Ｏ－甲基紫黄檀素（９） ０．８８８６２ １６７１００００

　　对９个活性成分进行ＡＤＭＥＴ预测（插页ⅩⅩⅫ图６），得到５
个药动学参数均落在可用区域，ＡＤＭＥＴ特征符合候选药物的
性质，具有较好类药性的活性成分，分别是芝麻脂素（８）、
（－）－细辛脂素（４）、细辛脂素（６）、ＳＣＨＥＭＢＬ１１９９６９（３）、３＇－
Ｏ－甲基紫黄檀素（９）。
３．４　分子对接

分子对接结果显示（插页ⅩⅩⅩⅢ图７），筛选出的５个潜在活
性成分与 ＮＦ－κＢ具有亲和力，结合自由能均小于 －７．０
ｋｃａｌ／ｍｏｌ，其中芝麻脂素（－９．５ｋｃａｌ／ｍｏｌ）、细辛脂素（－９．５
ｋｃａｌ／ｍｏｌ）、（－）－细辛脂素（－８．８ｋｃａｌ／ｍｏｌ）结合自由能较
高。分析结合模式，ＡＬＡ７３，ＰＨＥ２９９，ＴＹＲ２８５，ＡＳＮ７５是多
个活性化合物与ＮＦ－κＢ蛋白发生互相作用的关键残基。筛
选出的活性化合物均具有芳香环，多个活性化合物中的苯环不

仅可以与ＮＦ－κＢ中ＴＹＲ２８５等形成氢键作用，还与 ＰＨＥ２９９
产生了Ｐｉ－Ａｌｋｙｌ与Ａｌｋｙｌ等多个Ｐｉ键相互作用。

将５种活性成分的最优药效团模型匹配图与分子对接结
合示意图相比较，发现与ＮＦ－κＢ活性中心关键残基发生氢键
作用的氢键受体与最优药效团模型中的３个氢键受体特征基
本相对应，说明本研究构建的３Ｄ－ＱＳＡＲ模型可靠性高。
３．５　体外抗炎活性验证
３．５．１　药物作用时间与浓度筛选　ＣＣＫ８细胞活力检测显
示，细辛脂素、芝麻脂素处理细胞２４ｈ和４８ｈ后，ＢＥＡＳ－２Ｂ
细胞活性随药物浓度增加而降低。其中药物处理４８ｈ后细胞
活力变化差异明显（插页ⅩⅩⅫ图８）。综合考量，后续实验选择
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２４ｈ作为药物干预时间。
ＣＣＫ８法筛选药物浓度结果显示（图 ９），经 ＬＰＳ处理

ＢＥＡＳ－２Ｂ细胞诱导炎症反应后细胞活力显著降低（Ｐ＜
０００１）。使用不同浓度的细辛脂素、芝麻脂素干预２４ｈ后，细
胞活力显著增加（Ｐ＜００５），其中３０μＭ细辛脂素、３０μＭ芝
麻脂素干预２４ｈ时细胞活力增加最显著。因此，将３０μＭ作
为药物最佳作用浓度。

　　注：与空白对照组比较，Ｐ＜０００１；＃＃与ＬＰＳ模型组
比较，Ｐ＜００５；＃与ＬＰＳ模型组比较，Ｐ＜００１。

图９　药物对炎症细胞模型活力的影响

３．５．２　药物对细胞模型炎症因子的影响　基于ＥＬＩＳＡ检测结
果（图１０），研究发现，与空白对照组相比，ＬＰＳ模型组中 ＩＬ－
１β、ＩＬ－６、ＴＮＦ－α的表达水平显著上调（Ｐ＜０００１），提示
ＬＰＳ成功诱导了炎症反应模型的构建。相较于ＬＰＳ模型组，细
辛脂素组与芝麻脂素组的ＩＬ－１β、ＩＬ－６、ＴＮＦ－α水平均显著
降低（Ｐ＜００１），表明细辛脂素和芝麻脂素有效抑制了上述炎
症因子的过度分泌，具有显著抗炎效果。

４　讨论
ＢＡ的治疗通常以减少气道炎症、解决气道阻塞为主，西医

常使用糖皮质激素类、白三烯受体拮抗剂、β２受体激动剂等药
物，虽能迅速缓解气道炎症，控制临床症状，但不易于根治，需

长期使用，存在一定的不良反应［２４］。中医药治疗 ＢＡ，辨证论
治，扶正固本，从肺脾肾论治，兼顾理气、清肺、化痰、活血，针对

患者的病因病机，改善患者体质，降低 ＢＡ的复发率，疗效确
切，预后作用明显［２５］。因此，从中药中寻找针对ＢＡ关键靶点

的治疗新药，可以开发更有效治疗措施。

本研究利用３Ｄ－ＱＳＡＲ技术构建并验证了 ＮＦ－κＢ药效
团模型，并使用该药效团模型对细辛所含有的１７７种化学成分
进行初步筛选，最终得到９种满足要求的活性成分。随后，通
过ＡＤＭＥＴ预测得到芝麻脂素、（－）－细辛脂素、细辛脂素、
ＳＣＨＥＭＢＬ１１９９６９、３＇－Ｏ－甲基紫黄檀素等５个符合类药性的
活性成分。分子对接显示芝麻脂素、（－）－细辛脂素、细辛脂
素３个木脂素类化合物均与 ＮＦ－κＢ有较高的亲和力。细辛
中的木脂素化合物与ＮＦ－κＢ对接的评分较高，可能是由于木
脂素类化合物具有的多个芳香环与药效团模型有较好匹配作

用，较多的羟基更易与ＮＦ－κＢ活性口袋中关键残基的供电子
基团形成氢键作用，且能形成多种Ｐｉ键相互作用，并且（－）－
细辛脂素与细辛脂素两者互为光学异构，（－）－细辛脂素为
外内式构型；细辛脂素为双外式构型，在形成稳定氢键的同时

还与ＰＨＥ２３９和ＡＲＧ２３６形成Ｐｉ键相互作用，二者在空间结
构上的不同之处造成了对接结果的差异。

体外细胞抗炎活性实验表明，芝麻脂素、细辛脂素可以降

低ＩＬ－１β、ＩＬ－６、ＴＮＦ－α等炎症因子的水平，具有显著抗炎
功效。以往研究也发现细辛脂素能抑制ＩＬ－６和 ＩＬ－１２的分
泌，通过 Ｔｏｌｌ样受体信号通路延长同种异体移植物的存活并
抑制移植后免疫排斥反应［２６］。芝麻脂素还可以调节炎症、细

胞和体液适应性免疫反应以及 Ｔｈ１／Ｔｈ２型免疫反应［２７］。这些

研究证明了３Ｄ－ＱＳＡＲ模型在筛选细辛中抑制气管炎症活性
成分的可靠性。

宋代陈承的《本草别说》中记载：“细辛若单用末，不可过

半钱匕，多即气闷塞不通者死”，说明细辛具有毒性［２８］。研究

发现，细辛挥发油中黄樟醚可影响细胞色素 Ｐ４５０中的
ＣＹＰ１Ａ１、ＣＹＰ１Ａ２和 ＣＹＰ３Ａ４，增加细胞毒性，产生致癌效
应［２９］。此外，由黄樟素、甲基丁香酚和３，５－二甲氧基甲苯组
成的细辛精油，具有良好的抗炎镇痛药理活性，但高浓度的细

辛精油会导致细胞核异常、凋亡细胞数量增加、ＲＯＳ形成增加
以及 ＳＯＤ水平降低，其毒性与给药剂量成正比［３０］，因此，确定

细辛中活性成分的安全窗对于其临床应用至关重要。现阶段，

由于计算模型并非绝对精确，还无法准确呈现生物系统，可能

会导致预测结果与实际效果间存在偏差［３１］。因此，针对细辛

中芝麻脂素、细辛脂素等活性成分与黄樟醚、甲基丁香酚等毒

注：与空白对照组比较，Ｐ＜０００１；＃＃与ＬＰＳ模型组比较，Ｐ＜００５；＃与ＬＰＳ模型组比较，Ｐ＜００１。
图１０　细辛脂素、芝麻脂素对ＬＰＳ诱导ＢＥＡＳ－２Ｂ细胞模型的抗炎作用
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性物质的协同作用机制，亟待通过体内外系统性实验研究予以

阐明，为指导临床安全用药及剂量优化提供科学依据。

本研究基于药效团模型与分子对接技术，筛选出细辛中可

以抑制ＮＦ－κＢ活性的抗ＢＡ气道炎症的活性成分。体外细胞
模型实验证实筛选出的活性成分可以显著下调炎症因子表达

水平，从而阐明了细辛抗气道炎症的物质基础和作用机制，为

中药多靶点抗炎药物开发提供了理论参考。
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基于三维定量构效关系、分子对接与实验验证

对细辛中抗气道炎症成分的虚拟筛选

（正文见１６０－１６６页）

图３　１号药效团模型

图４　基于１号药效团模型的训练集与测试集化合物的

实际值和预测值的Ｒ２

图５　１０个药效团模型与１９个随机产生的药效团的总成本值
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ⅩⅩⅫ

图６　候选小分子化合物ＡＤＭＥＴ性质预测

图８　药物对细胞活力的影响
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图７　细辛中５种潜在活性成分与靶蛋白对接示意图
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