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基于分子对接与 ＳＰＲ实验研究祛风通络药
对天麻 －附子中黄酮酚化合物与 ＣＮＲ结合的亲和力

杨杰１，马磊２，刘青妹２，陈虹雨１，叶茂１，丁维俊３，易伟２

（１．毕节医学高等专科学校，贵州 毕节 ５５１７００；２．广州医科大学，广东 广州 ５１１４３６；
３．成都中医药大学，四川 成都 ６１００７５）

　　摘要：目的 以大麻素受体（ｃａｎｎａｂｉｎｏｉｄｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＣＮＲ）为靶标，通过虚拟筛选和表面等离子共振实验（ｓｕｒｆａｃｅｐｌａｓ
ｍｏｎｒｅｓｏｎａｎｃｅ，ＳＰＲ），从祛风通路药对天麻－附子中筛选治疗类风湿性关节炎（ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＲＡ）的小分子黄酮酚
化合物（配体），比较小分子化合物与ＣＮＲ１和ＣＮＲ２结合的差异性。方法 通过ＵＰＬＣ－ＭＳ非靶向代谢组学技术获取天
麻－附子中３种黄酮酚化合物，即大豆苷、大豆苷元和姜黄素，确定为小分子化合物（配体）。运用分子对接研究３种黄
酮酚化合物与ＣＮＲ的结合模式，并进一步预测其药动学性质、类药性和毒性。采用分子动力学模拟评估３种小分子化
合物与ＣＮＲ１或ＣＮＲ２结合稳定性的差异性。最后，采用ＳＰＲ实验验证３种黄酮酚小分子化合物与ＣＮＲ１或ＣＮＲ２结合
的稳定性。结果 分子对接与分子动力学模拟结果显示，大豆苷 －ＣＮＲ２、大豆苷元 －ＣＮＲ２和姜黄素 －ＣＮＲ２复合物的
稳定性分别高于大豆苷－ＣＮＲ１、大豆苷元－ＣＮＲ１和姜黄素 －ＣＮＲ１复合物。ＳＰＲ实验结果证实，大豆苷 －ＣＮＲ２复合
物的值１０．１９μｍｏｌ低于大豆苷－ＣＮＲ１复合物的值１９．６７μｍｏｌ，提示大豆苷－ＣＮＲ２复合物的结合稳定性高于大豆苷－
ＣＮＲ１复合物。结论 经高通量生物信息技术与ＳＰＲ实验证实，与ＣＮＲ２结合稳定性较高的天麻－附子活性成分为大豆
苷。研究为天麻－附子活性成分治疗类风湿性关节炎提供了新借鉴。
　　关键词：分子对接；分子动力学模拟；表面等离子共振；大麻素受体；天麻－附子；活性成分
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　　类风湿性关节炎（ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＲＡ）是一种常见的
自身免疫性疾病，其病理变化主要表现为滑膜炎症增生以及

骨、软骨组织破坏，经久不愈易导致关节残疾，影响患者生活质

量。ＲＡ全球发病率约０．５％ ～１％［１－２］。靶向药物分子治疗

是ＲＡ治疗的一个新方向之一。因此，寻找有价值的靶点非常
重要，为ＲＡ临床治疗提供新依据。

大麻素受体（ｃａｎｎａｂｉｎｏｉｄｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＣＮＲ）为七次跨膜 Ｇ蛋
白耦联受体，主要分为大麻素受体１（ＣＮＲ１）和大麻素受体２
（ＣＮＲ２）。其中，ＣＮＲ１主要分布于中枢神经系统和外周神经
元，ＣＮＲ２主要分布于外周免疫细胞、滑膜细胞和破骨细胞
等［３－５］。然而，靶向ＣＮＲ１会导致神经精神类不良反应，因此
具有抗炎镇痛活性的选择性 ＣＮＲ２激动剂成为了研究关注的
焦点。比如，ＨＵ３０８与 ＣＮＲ２结合的亲和力较 ＣＮＲ１强５０００
倍，Ｌ－７５９６５６与ＣＮＲ２结合的亲和力较ＣＮＲ１强４０６倍，成为
了一种具有显著抗炎抗风湿作用的选择性 ＣＮＲ２激动剂［６］。

研究表明，选择性 ＣＮＲ２激动剂 ＪＷＨ１３３、４Ｑ３Ｃ等作用于胶原
诱导关节炎（ｃｏｌｌａｇｅｎ－ｉｎｄｕｃｅｄａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＣＩＡ）雄性 ＤＢＡ／１小鼠
后，可下调炎症因子肿瘤坏死因子 －α（Ｔｕｍｏｕｒｎｅｃｒｏｓｉｓ
ｆａｃｔｏｒ－α，ＴＮＦ－α）、白介素－１β（Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－１β，ＩＬ－１β）、白
介素－６（Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－６，ＩＬ－６）和环氧化酶（ｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ－
２，ＣＯＸ－２）的水平，抑制破骨细胞活性［７－９］；同样，ＨＵ３０８（１－
１０μＭ）通过选择性激动ＣＮＲ２，能显著抑制脂多糖刺激的小鼠
腹膜巨噬细胞炎症反应，减少炎症细胞因子ＴＮＦ－α、ＩＬ－６的
水平［１０］。此外，内源性大麻素系统是由内源性大麻素衍生物、

大麻素受体及相关酶基因群所组成的信号传导系统，可协调、

整合机体对某些触发的反应［１１－１３］。内源性大麻素衍生物是一

组类花生酸衍生物，以自分泌或旁分泌的方式按需合成或分

泌，与类风湿性关节炎的病理变化密切相关［１４－１５］。

从天然植物中发现靶向 ＣＮＲ２的黄酮酚化合物是抗炎抗
纤维化的研究策略之一。比如，脐橙中含量丰富的黄酮成分橙

皮苷及脐橙酚酸化合物可促进肝细胞ＣＮＲ２表达，下调ｐ３８丝
裂原活化蛋白激酶（ｐ３８ｍｉｔｏｇｅｎ－ａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ｐ３８
ＭＡＰＫ）表达，进而减少ＣＯＸ－２和转化生长因子 －β（ｔｒａｎｓｆｏｒ
ｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ－β，ＴＧＦ－β）表达，导致抗炎和抗纤维化效
应［１６］。酚酸化合物姜黄素通过靶向 ＣＮＲ而延缓四氯化碳诱
导的肝纤维化［１７］。课题组通过前期研究发现，祛风通络药对

天麻－附子在ＲＡ痹证中高频应用［１８－２０］，天麻－附子药对１∶
１、３∶２、２∶３各剂量比水煎液样本之间的差异性分布化合物显
著富集于异黄酮生物合成，包括大豆苷、大豆苷元等化合物；同

时，天麻－附子药对各剂量比水煎液能明显抑制ＣＯＸ－２所介
导的花生四烯酸代谢通路而具有抗炎抗风湿作用［２１］。研究表

明，大豆苷元可通过体内代谢为 Ｓ－雌马酚［２２］；Ｓ－雌马酚是
大豆异黄酮衍生的化合物，通过减少氧化应激和降低基质降解

酶活性而延缓绝经期关节炎大鼠病程，防止关节软骨降解和破

坏［２２］。但是，从祛风通络药对天麻－附子中发现的大豆苷、大
豆苷元和姜黄素与ＣＮＲ的结合模式尚未明确。因此，本研究
以大麻素受体为靶标，大豆苷、大豆苷元和姜黄素为配体，采用

分子对接与ＳＰＲ实验筛选能治疗 ＲＡ并能与 ＣＮＲ２结合的天
麻－附子黄酮酚活性成分。
１　材料
１．１　主要药物　大豆苷元（ＲＰ２１０８１７）、大豆苷（ＲＰ２２０９１０）
和姜黄素（ＲＰ２２０３３１）购自成都麦德生科技有限公司。
１．２　主要试剂　ＤＭＳＯ（４７２３０１，Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ），ＰＢＳ
（ＳＮＢ－００１，广州尚恩科技股份有限公司），ＣＮＲ１－ＶＬＰ蛋白
（ＨＹ－Ｐ７００４０８，ＭＣＥ），ＣＮＲ２－ＶＬＰ蛋白（ＨＹ－Ｐ７００６３６，
ＭＣＥ）。
１．３　主要仪器　生物分子相互作用仪（ＢｉａｃｏｒｅＳ２００，Ｃｙｔｉｖａ），
Ｓ系列Ｌ１传感芯片（２９１０４９９３，ｃｙｔｉｖａ）。
２　方法
２．１　结构准备　首先，天麻 －附子药对水煎液制备方法及非
靶向ＵＰＬＣ－ＭＳ分析方法详见课题组发表文献［２１］。经非靶向

ＵＰＬＣ－ＭＳ代谢组学技术获取天麻 －附子药对水煎液中３种
黄酮酚小分子化合物，即大豆苷、大豆苷元和姜黄素，并经

Ｐｕｂｃｈｅｍ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｐｕｂｃｈｅｍ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）获取此
化合物的２Ｄ结构（“．ｓｄｆ”格式），确定为配体。此外，从 ＰＤＢ
数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｒｃｓｂ．ｏｒｇ／）中获取 ＣＮＲ１（ＰＤＢｃｏｄｅ：
６ｋｐｇ）、ＣＮＲ２（ＰＤＢｃｏｄｅ：６ｋｐｆ）的３Ｄ结构（“．ｐｄｂ”格式），并删
除其原始配体，确定为受体。

２．２　基于虚拟筛选的分子对接　３种黄酮酚小分子化合物与
上述蛋白活性位点经 ＷｅＭｏｌ工作平台（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｅｍｏｌ．ｗｅｃｏｍ
ｐｕｔ．ｃｏｍ／）的ＡｕｔｏＤｏｃｋ－ＧＰＵ模块进行虚拟筛选的刚性分子
对接。ＣＮＲ１活性口袋（ＢｏｘＣｅｎｔｅｒｘ＝１０４．２２７、ｙ＝１４４．９５５、
ｚ＝１３４．２６３，ＢｏｘＳｉｚｅｘ＝４０、ｙ＝４０、ｚ＝４０）与３种黄酮酚小分
子化合物提交至平台进行分子对接；同理，ＣＮＲ２活性口袋
（ＢｏｘＣｅｎｔｅｒｘ＝１０９．６５１、ｙ＝１０９．０２、ｚ＝１２６．８１，ＢｏｘＳｉｚｅｘ＝
４０、ｙ＝４０、ｚ＝４０）与３种黄酮酚小分子化合物提交至平台进行
分子对接。一般来说，对接结合能≤－７ｋｃａｌ／ｍｏｌ，配体与受体
结合力高［２３］。最后，采用 Ｐｙｍｏｌ软件绘制可视化的最佳匹配
结果图。

２．３　药动学、类药性及毒性预测　上述３种黄酮酚小分子化
合物，根据ＷｅＭｏｌ工作平台的药动学及毒性预测（Ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ，
Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ，Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ，Ｅｘｃｒｅｔｉｏｎ，ａｎｄＴｏｘｉｃｉｔｙｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ，ＡＤ
ＭＥＴＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ）模块对其中的化合物进行药动学性质预测，获
取脑－血流比值以及与核受体、应激相关靶点的毒性。然后，
根据类药性规则，采用平台的类药性模块预测化合物的类

药性。

３４２
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２．４　分子动力学模拟　ＧＲＯＭＡＣＳ是用于化学模拟的Ｇｒｏｎｉｎ
ｇｅｎＭａｃｈｉｎｅ的缩写［２４－２５］。ＧＲＯＭＡＣＳ最初是由荷兰格罗宁根
大学开发，目前主要由瑞典乌萨拉大学、斯德哥尔摩大学和德

国的马普学会高分子研究所维护和管理。它开创了分子动力

学模拟的先河，成为迄今为止应用很广泛的动力学模拟软件

之一［２４－２５］。

上述３种黄酮酚小分子化合物分别与 ＣＮＲ１或 ＣＮＲ２的
复合物，进行基于Ｇｒｏｍａｃｓ的全自动分子动力学模拟流程（ｈｔ
ｔｐｓ：／／ｗｅｍｏｌ．ｗｅｃｏｍｐｕｔ．ｃｏｍ／）。流程包括 ｐｄｂ结构处理，蛋白
质质子化处理，蛋白参数化，小分子参数化，溶剂化，分子动力

学模拟，轨迹生成，波动分析以及结合自由能计算。每一配

体－受体复合物总的运行模拟时间为１５０ｎｓ。所有模拟轨迹
用于分析均方根偏差（ＲｏｏｔＭｅａｎＳｑｕａｒｅＤｅｖｉａｔｉｏｎ，ＲＭＳＤ）和标
准差波动性（ＲｏｏｔＭｅａｎＳｑｕａｒｅＦｌｕｃｔｕａｔｉｏｎ，ＲＭＳＦ）。最后，使用
分子力学泊松玻尔兹曼表面积（ＭｏｌｅｃｕｌａｒＭｅｃｈａｎｉｃｓＰｏｉｓｓｏｎ－
ＢｏｌｔｚｍａｎｎＳｕｒｆａｃｅＡｒｅａ，ＭＭＰＢＳＡ）模块计算配体 －受体复合物
的结合自由能，计算公式如下：

Ｇｂｉｎｄ＝Ｇｃｏｍｐｌｅｘ－（Ｇｒｅｃｅｐｔｏｒ＋Ｇｌｉｇａｎｄ）
２．５　ＳＰＲ实验　ＢｉａｃｏｒｅＳ２００系统用于测量大豆苷元、大豆苷
和姜黄素与ＣＮＲ１或 ＣＮＲ２结合的亲和力。在测量这些物质
亲和力之前，配置５％ＤＭＳＯ浓度校正曲线，通过 ＢｉａｃｏｒｅＳ２００
启动试剂验证。ＳＰＲ实验步骤包含３步，比如固定、结合分析
和再生成。对于固定，ＣＮＲ１或 ＣＮＲ２（１ｍｇ／ｍＬ）蛋白通过胺
偶联结合到Ｓ系列 Ｌ１传感芯片上。注射时间设置为７ｍｉｎ。
对于结合分析，１０ｍｍｏｌ小分子液体（大豆苷元或大豆苷或姜
黄素）被１．０５×ＰＢＳ－Ｐ稀释至５００μｍｏｌ浓度的含有小分子的
５％ＤＭＳＯ溶液。然后，使用含有５％ＤＭＳＯ的运行缓冲液将此
溶液进一步稀释至１００μｍｏｌ高注射浓度。随后，进一步分别
稀释至５０、２５、１２．５、６．２５、３．１２５μｍｏｌ浓度的溶液。最后，测
试小分子以流速３０μＬ／ｍｉｎ、时间２ｍｉｎ流入Ｓ系列Ｌ１传感芯
片，与芯片上提前负载的 ＣＮＲ１－ＶＬＰ或 ＣＮＲ２－ＶＬＰ蛋白结
合。对于再生成，在测试反应之后，Ｓ系列 Ｌ１传感芯片用
５０μＬ／ｍＬ运行缓冲液再生成１０ｍｉｎ。
２．６　统计学方法　采用ＰＲＩＭ６．０统计软件，计量数据以珋ｘ±ｓ
表示，组间进行单因素方差分析，方差齐则采用 ＬＳＤ进行比
较，方差不齐则采用秩和检验，Ｐ＜００５为差异具有统计学
意义。

３　结果
３．１　祛风通络药对天麻－附子水煎液中３种黄酮酚小分子化
合物药动学性质及类药性预测　表１显示了３种黄酮酚小分
子化合物的脑－血流比值以及与核受体、应激相关靶点的毒
性。根据类药性规则，大豆苷、大豆苷元与姜黄素均符合类药

４原则［２６］，即分子量小于５００ｇ／ｍｏｌ、脂／水分配系数小于５、氢
键结合受体数量小于１０、氢键结合供体数量小于５等，提示此

化合物水溶性好，易通过细胞膜产生药效作用。其中，大豆苷

元存在核受体与应激相关毒性。插页ⅩⅩⅩⅦ图１显示，大豆苷、
大豆苷元和姜黄素在天麻 －附子药对１∶１、２∶３、３∶２各剂量
比水煎液样本中的相对含量存在差异性，提示３种黄酮酚化合
物源于祛风通络药对天麻 －附子。此３种黄酮酚小分子化合
物与ＣＮＲ１、ＣＮＲ２结合的情况见表２。
３．２　基于虚拟筛选的分子对接　分子对接主要用于测量小分
子化合物与大麻素受体结合的亲和力和作用类型。表２结果
显示，大豆苷、大豆苷元和姜黄素等３个黄酮酚小分子化合物
与大麻素受体２的结合能均低于 －７．０ｋｃａｌ／ｍｏｌ，并分别低于
与大麻素受体１的结合能，提示了３种黄酮酚小分子化合物与
ＣＮＲ２结合的稳定性高于ＣＮＲ１。

然而，大豆苷与大豆苷元的化学结构仅一个糖基的差异，

从而导致与ＣＮＲ２结合氨基酸的差异。从表１结果可知，大豆
苷不具有核受体和应激反应相关毒性，大豆苷元则具有核受体

和应激反应相关毒性。因此，大豆苷具有高效低毒的效应。除

了结合能之外，精确的相互作用有助于评价配体－受体复合物
的稳定性。周围的氨基酸残基可通过非共价相互作用结合配

体，比如氢键、ｐｉ－ｐｉ相互作用等。
从插页ⅩⅩⅩⅧ图２ａ、ｂ、ｃ中可知，大豆苷与 ＣＮＲ２结合形成

了３个ｐｉ－ｐｉ相互作用（涉及氨基酸残基为 Ｐｈｅ１８３，Ｐｈｅ９１和
Ｔｙｒ２５），同时也与ＣＮＲ２关键氨基酸残基 Ｓｅｒ２８５、Ｔｙｒ２５形成了
２个氢键结合（大豆苷 －ＯＨ·Ｓｅｒ２８５－Ｏ、大豆苷 －ＯＨ·
Ｔｙｒ２５－Ｏ）；姜黄素与ＣＮＲ２结合则形成了３个氢键结合（姜黄
素－Ｏ·Ｈｉｓ９５－ＮＨ、姜黄素 －ＯＨ·Ｌｙｓ１０９－Ｏ和姜黄素 －
Ｏ·Ｃｙｓ２８８－ＳＨ）和２个ｐｉ－ｐｉ相互作用（涉及的氨基酸残基
为Ｐｈｅ２８１和Ｓｅｒ９０）。此外，大豆苷元与ＣＮＲ２对接，形成２个
氢键结合（大豆苷元 －ＯＨ·Ｌｅｕ１８２－Ｏ和大豆苷元 －ＯＨ·
Ｌｙｓ１０９－Ｏ）。据发现，大豆苷 －ＣＮＲ２和姜黄素 －ＣＮＲ２的结
合模式更接近 ＣＮＲ２激动剂 ＡＭ１２０３３和选择性 ＣＮＲ２激动剂
ＨＵ－３０８与ＣＮＲ的结合模式［６］。

从插页ⅩⅩⅩⅨ图３ａ、ｂ、ｃ中可知，大豆苷与 ＣＮＲ１氨基酸残
基Ｉｌｅ２６７和Ｔｈｒ２９７形成３个氢键结合；大豆苷与ＣＮＲ１氨基酸
残基Ｌｙｓ３７６形成一个氢键结合；姜黄素则与 ＣＮＲ１氨基酸残
基Ｃｙｓ３８６和Ｓｅｒ１７３形成２个氢键结合。此后，进一步应用分
子动力学模拟测试这些配体受体复合物的稳定性。

３．３　ＲＭＳＤ稳定性分析　ＲＭＳＤ值用于评价配体 －受体复合
物的结合稳定性［２７－２８］。通过计算分子动力学模拟运行时间

１５０ｎｓ内配体 －受体复合物的 ＲＭＳＤ均值，以比较配体与
ＣＮＲ１或ＣＮＲ２结合稳定性的差异。插页ⅩＬ图４结果显示，大
豆苷－ＣＮＲ２复合物ＲＭＳＤ曲线于１００ｎｓ基本达到平衡，大豆
苷元－ＣＮＲ２复合物ＲＭＳＤ曲线于１００ｎｓ基本达到平衡，姜黄
素 －ＣＮＲ２复合物 ＲＭＳＤ曲线于４０ｎｓ基本达到平衡，提示了
大豆苷、大豆苷元和姜黄素 －ＣＮＲ２复合物的稳定性分别高

表１　药动学性质及类药性预测

化合物ＩＤ 化合物名称 分子式
保留时间／
（ｍｉｎ）

核受体相关

毒性

应激相关

毒性

脑／血流
比值

分子量／
（ｇ／ｍｏｌ）

脂／水分配
系数

氢键受体

数目

氢键供体

数目

１０７９７１ 大豆苷Ｄａｉｄｚｉｎ Ｃ２１Ｈ２０Ｏ９ １１．０６００ － － ≥５∶１ ４１６．４０ ０．３４ ９ ５
５２８１７０８ 大豆苷元Ｄａｉｄｚｅｉｎ Ｃ１５Ｈ１０Ｏ４ １２．２５１０ ＋ ＋ ≥５∶１ ２５４．２４ ２．８７ ４ ２
９６９５１６ 姜黄素Ｃｕｒｃｕｍｉｎ Ｃ２１Ｈ２０Ｏ６ １０．０６１０ － － ≥５∶１ ３６８．４０ ３．３７ ６ ２

　　注：“＋”表示存在，“－”表示不存在，保留时间为非靶向ＵＰＬＣ－ＭＳ代谢组学技术所检测的３种黄酮酚化合物的特征值。
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Ｖｏｌ．４４Ｎｏ．９
Ｓｅｐ．２０２６

表２　基于分子对接虚拟筛选结果

化合物ＩＤ 化合物名称

与ＣＮＲ１对接

结合能／
（Ｋｃａｌ／ｍｏｌ）

相互作用的关键

氨基酸残基
作用类型

与ＣＮＲ２对接

结合能／
（Ｋｃａｌ／ｍｏｌ）

相互作用的关键

氨基酸残基
作用类型

１０７９７１ 大豆苷

Ｄａｉｄｚｉｎ
－７．９ Ｐｈｅ１７０， Ｐｈｅ２６８，

Ｉｌｅ２６７，Ｔｈｒ１９７
Ｐｉ－ＰｉＴ－ｓｈａｐｅｄ
Ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌｈｙｄｒｏ
ｇｅｎｂｏｎｄ

－８．０５ Ｓｅｒ２８５， Ｐｈｅ１８３，
Ｐｈｅ９１，Ｔｙｒ２５

Ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌｈｙｄｒｏ
ｇｅｎｂｏｎｄ，Ｐｉ－Ｐｉ
Ｔ－ｓｈａｐｅｄ

５２８１７０８ 大豆苷元

Ｄａｉｄｚｅｉｎ
－６．５７ Ｐｈｅ１７７，Ｐｈｅ３７９，Ｌｙｓ３７６ Ｐｉ－ＰｉＴ－ｓｈａｐｅｄ，

Ｐｉ－ ＰｉＳｔａｃｋｅｄ
Ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌｈｙｄｒｏ
ｇｅｎｂｏｎｄ

－７．０８ Ｌｙｓ１０９，Ｌｅｕ１８２ Ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌｈｙｄｒｏ
ｇｅｎｂｏｎｄ

９６９５１６ 姜黄素

Ｃｕｒｃｕｍｉｎ
－７．２２ Ｐｈｅ２６８， Ｐｈｅ１７４，

Ｓｅｒ１７３，Ｃｙｓ３８６
Ｐｉ－ＰｉＴ－ｓｈａｐｅｄ，
Ｐｉ－ ＰｉＳｔａｃｋｅｄ
Ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌｈｙｄｒｏ
ｇｅｎｂｏｎｄ

－８．０７ Ｐｈｅ２８１，Ｈｉｓ９５，Ｓｅｒ９０，
Ｃｙｓ２８８，Ｌｙｓ１０９

Ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌｈｙｄｒｏ
ｇｅｎｂｏｎｄ，Ｐｉ－Ｐｉ
Ｔ－ｓｈａｐｅｄ

于ＣＮＲ１。
３．４　ＲＭＳＦ波动性分析　ＲＭＳＦ值用于分析配体 －受体复合
物在模拟过程中的波动性，根据插页ⅩⅩⅩⅧ图２和插页ⅩⅩⅩⅨ图３
所示的氨基酸残基，大豆苷不仅与 ＣＮＲ１氨基酸残基 Ｔｈｒ１９７
氢键结合，而且与ＣＮＲ２氨基酸残基Ｓｅｒ２８５氢键结合均出现了
较低的波动性（ＲＭＳＦ＜０．２ｎｍ）。同样，姜黄素与 ＣＮＲ１氨基
酸残基Ｓｅｒ１７３氢键结合，而且与 ＣＮＲ２氨基酸残基 Ｃｙｓ２８８氢
键结合也出现了较低的波动性（ＲＭＳＦ＜０．２ｎｍ），提示了此２
种化合物与ＣＮＲ结合后使关键氨基酸残基更加稳定，有利于
配体与受体的相互作用［２９］。然而，大豆苷元与ＣＮＲ形成氢键
结合和ｐｉ－ｐｉ相互作用的氨基酸残基的 ＲＭＳＦ值均大于０．２
ｎｍ，因此，大豆苷、姜黄素与 ＣＮＲ的结合较大豆苷元更加
稳定。

表３　配体－受体复合物ＲＭＳＤ均值比较

化合物ＩＤ 化合物名称

配体－ＣＮＲ１复合
物的ＲＭＳＤ值
ＲＭＳＤ／（ｎｍ）

配体－ＣＮＲ２复合
物的ＲＭＳＤ值
ＲＭＳＤ／（ｎｍ）

１０７９７１ 大豆苷　 ０．５５８２±０．００３９ ０．３８０８±０．００２６
５２８１７０８ 大豆苷元 ０．５０２２±０．００４１ ０．４５８５±０．００３９
９６９５１６ 姜黄素　 ０．３９４９±０．００２８ ０．４５４４±０．００３２

３．５　ＭＭ－ＰＢＳＡ结合自由能分析　如３．３所述，大豆苷 －
ＣＮＲ２、大豆苷元 －ＣＮＲ２以及姜黄素 －ＣＮＲ２结合较稳定，且
结合自由能均为负值。一般来说，结合自由能数值越小，表示

结合所需的能量越低，更有利于配体与受体的结合。此结合自

由能进一步验证了分子对接和分子动力学模拟的结果。

３．６　ＳＰＲ实验结果分析　ＳＰＲ实验是验证配体－受体复合物
稳定性的主要方法之一。ＳＰＲ实验结果表明，大豆苷分别与
ＣＮＲ１、ＣＮＲ２结合的值为１９．６７μｍｏｌ和１０．１９μｍｏｌ，提示了大
豆苷与ＣＮＲ２结合的稳定性高于大豆苷与 ＣＮＲ１的结合。大
豆苷与 ＣＮＲ１或 ＣＮＲ２结合的传感曲线见插页ⅩＬ图５。此外，
本研究也通过 ＳＰＲ实验发现，大豆苷元、姜黄素与 ＣＮＲ１和
ＣＮＲ２均无结合。因此，课题组推测大豆苷是天麻 －附子通过
结合ＣＮＲ２治疗类风湿性关节炎的主要活性成分。
４　讨论

大麻素受体２主要表达于 ＲＡ患者滑膜组织和成纤维样
滑膜细胞［３０］。通过激动大麻素受体２，具有免疫调节和抗炎

效应，可减少炎症因子的释放［３０］。因此，大麻素受体２成为抗
炎抗风湿药物的潜在靶点。长期以来，天麻－附子作为中药复
方的配伍应用于类风湿性关节炎痹证的治疗。前期研究发现，

天麻－附子水煎液可抑制 ＣＯＸ－２介导的炎症介质前列腺素
的释放［３１］，但是对激动大麻素受体２所致的 ＣＯＸ－２ｍＲＮＡ
表达作用不明。因此，本研究对照能与ＣＮＲ２形成ｐｉ－ｐｉ相互
作用和氢键结合的氨基酸残基，比如 Ｐｈｅ１８３、Ｐｈｅ２８１、Ｐｈｅ９４、
Ｐｈｅ９１、Ｈｉｓ９５、Ｓｅｒ２８５、Ｐｈｅ１１７等［６］，经 ＵＰＬＣ－ＭＳ非靶向代谢
组与分子对接虚拟筛选出３种黄酮酚小分子化合物能与 ＣＮＲ
结合。分子动力学模拟结果进一步表明，大豆苷－ＣＮＲ２、大豆
苷元－ＣＮＲ２和姜黄素－ＣＮＲ２复合物结合较稳定。

ＷＥＧＥ－ＪＩＮ等研究表明，大豆苷可通过抑制 ＮＦ－κＢ配
体受体激活（Ｒｅｃｅｐｔｏｒａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒκ－Ｂｌｉｇａｎｄ，
ＲＡＮＫＬ）所诱导的破骨细胞分化，防止骨吸收和骨量丢失，是
ＲＡ等溶骨性疾病的一种具有研究前景的天然药物活性成
分［３２］。首先，大豆苷、大豆苷元是从豆科植物中发现的天然异

黄酮活性成分，具有抗癌、抗菌、抗炎、防治心血管疾病和骨质

疏松症等药理作用［３１－３３］。其次，大豆苷元的抗炎效应可通过

抑制诱导型一氧化氮合成酶（Ｉｎｄｕｃｉｂｌｅｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ｉＮ
ＯＳ）和ＣＯＸ－２所介导，从而减少炎症细胞因子的释放［３４－３５］，

这与前期代谢组学和网络药理学研究的结论相一致［２１］。经

ＳＰＲ实验验证，大豆苷与 ＣＮＲ２结合的稳定性高于大豆苷与
ＣＮＲ１的结合，可成为激动 ＣＮＲ２而具有抗炎抗风湿作用的一
种有前景的天然活性成分。但是，通过 ＳＰＲ实验验证，大豆苷
元、姜黄素与ＣＮＲ无结合作用。
５　结论

目前通过分子对接、分子动力学模拟及 ＳＰＲ实验筛选到
与ＣＮＲ２结合稳定性较高的天麻－附子活性成分大豆苷，后期
还需通过多组学系统生物学技术对天麻 －附子活性成分激动
ＣＮＲ２ｍＲＮＡ和蛋白表达的程度进行验证。
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图２　化合物１－８与ＲｄＲｐ的ＮＴＰｓ通道处氨基酸的相互作用

基于分子对接与ＳＰＲ实验研究祛风通络药
对天麻－附子中黄酮酚化合物与ＣＮＲ结合的亲和力

（正文见２４２－２４６页）

　　注：ＧＲ１１为天麻－附子药对１∶１剂量比水煎液样本；ＧＲ２３为天麻－附子药对２∶３剂量比水煎液样本；ＧＲ３２为天麻 －附子药对３∶２
剂量比水煎液样本。表示两组样本化合物相对含量比较差异有统计学意义，表示Ｐ＜０．０１，表示Ｐ＜０．００１。

图１　大豆苷（Ｄａｉｄｚｉｎ）、大豆苷元（Ｄａｉｄｚｅｉｎ）、姜黄素（Ｃｕｒｃｕｍｉｎ）在天麻－附子药对各剂量比水煎液样本中的相对含量
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图２　大豆苷（ａ）、大豆苷元（ｂ）和姜黄素（ｃ）与ＣＮＲ２结合的２Ｄ和３Ｄ结构
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图３　大豆苷（ａ）、大豆苷元（ｂ）和姜黄素（ｃ）与ＣＮＲ１结合的２Ｄ和３Ｄ结构
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图４　配体－ＣＮＲ１或ＣＮＲ２复合物氨基酸骨架原子随时间变化的ＲＭＳＤ值

注：大豆苷与ＣＮＲ１结合的传感曲线的χ２值为０．７４３；大豆苷与ＣＮＲ２结合的传感曲线的χ２值为２．１３。
图５　表面等离子共振法（ＳＰＲ）检测大豆苷与ＣＮＲ１／２蛋白结合的值
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