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流感是由流感病毒引起一种常见的疾病，而流感病

毒易发生变异的生物学特性和传播速度快的特点，决定

了抗流感病毒药物研发的必要性。研究发现，流感病毒

增殖后要从位于宿主细胞的唾液酸残基中释放出来并

且感染其他宿主细胞，这一过程中需要神经氨酸酶

（Neuraminidase，NA）的参与[1]。

NA又称唾液酸酶，是一种流感病毒表面糖蛋白，在

流感病毒复制和感染过程中起关键作用[2]。NA的晶体

结构是一个四聚体结构，由4个相同的亚基以二硫键形

式连接而成[3]。这4个部分分别被称为尾、跨膜域、茎和
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摘 要 目的：研究银翘散中17个主要抗流感病毒成分与神经氨酸酶（NA）的结合模式和相互作用。方法：采用CORINA、UCSF

Chimera 1.3、AutoDock Tools 1.5.4等分子对接软件，将银翘散中的甘草素、甘草苷、绿原酸、3，3′，4-三甲氧基鞣花酸等17个活性成

分及阳性对照扎那米韦的二维结构转化成三维结构，确立其空间坐标，再设置受体蛋白NA的网格，并运行对接程序进行对接运

算。以估计抑制常数（Ki）和结合自由能（ΔGbind）为参考指标，比较对接分子的虚拟活性差异，并从对接构象上分析产生活性差异的

原因。结果：在17个活性成分中，绿原酸对接的Ki值为1.20 µmol/L，ΔGbind值为－8.08 kcal/mol（1 kcal＝4.184 kJ），优于扎那米韦（Ki

值为 2.26 µmol/L，ΔGbind 值为－7.70 kcal/mol）；3，3′，4-三甲氧基鞣花酸对接数据最差，Ki 值和ΔGbind 值分别为 149.41 µmol/L、

－5.22 kcal/mol。在对接构象上，绿原酸与扎那米韦相似，在空间上更加匹配NA活性腔的活性位点，占据了除S5以外的所有活性

位点，呈现出与NA较强的结合作用。3，3′，4-三甲氧基鞣花酸的平面分子结构限制了其与NA多个活性位点结合，对接构象不牢

固。结论：绿原酸可能是银翘散中最强的抗流感病毒活性成分，其虚拟活性强于扎那米韦；3，3′，4-三甲氧基鞣花酸空间上与NA

活性腔不匹配，虚拟活性最弱。本研究可为NA抑制剂的开发提供一定的理论指导。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the binding mode and interaction of 17 main antiviral components in Yinqiao powder with

neuraminidase（NA）. METHODS：The two-dimensional structure of 17 active components as glycyrrhizin，liquiritin，chlorogenic

acid，3，3′，4-trimethoxy ellagic acid in Yinqiao powder and positive control zanamivir were transformed into three-dimensional

structure by using CORINA，UCSF Chimera 1.3 and AutoDock Tools 1.5.4 molecular docking software. Then the grids of acceptor

protein NA were set up，and the docking program was run to perform the docking operation. Using estimation inhibit constant（Ki）

and binding energy（ΔGbind）as reference indexes，the difference of virtual activity of the docking moleculars were compared，and

its reasons were analyzed from the docking conformation. RESULTS：In the 17 active components，Ki value for molecule docking

of chlorogenic acid was 1.20 µmol/L，and ΔGbind was －8.08 kcal/mol（1 kcal＝4.184 kJ），which was better than zanamivir（Ki

2.26 µmol/L，ΔGbind －7.70 kcal/mol）. Ki and ΔGbind of 3，3′，4-trimethoxy ellagic acid were 149.41 µmol/L and －5.22 kcal/mol，

which were the worst among 17 compounds. Chlorogenic acid and zanamivir were more closely matched to the active sites of NA

active cavity in space from the docking conformation，and occupied all the active chambers except S5，which presented a strong

binding effect with NA. The docking conformation of 3，3′，4-trimethoxy ellagic acid was not strong as its plane structure restricted

the combination with NA active sites. CONCLUSIONS：Chlorogenic acid is the strongest antiviral activity component in the

Yinqiao powder，whose virtual activity is even stronger than zanamivir. The virtual activity of 3，3′，4-trimethoxy ellagic acid may

be the weakest as its mismatching with the NA active cavity. This study may provide some theoretical guidance for the development

of NA inhibitors.
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球状头。 Stoll V等[4]研究发现，NA的活性位点具有高

极性，其活性区域有 5个活性位点。在A型和B型流感

病毒每个糖蛋白亚单位表面的口袋中都存在NA的活性

位点，并且这些活性位点周围存在的氨基酸序列均是高

度保守的，这有利于NA抑制剂的设计和开发[5]。

银翘散是由金银花、连翘、牛蒡子等9味中药组成的

复方制剂，在临床上被广泛应用于抗流感治疗[6]。其中

的金银花、连翘、牛蒡子和生甘草是主要的抗病毒组

分。金银花中的黄酮类、有机酸类、三萜皂苷类成分有

明显的抗病毒作用[7]，尤其是有机酸类的绿原酸对呼吸

道病毒的抑制作用明显[8]；连翘中的连翘苷、连翘酯苷，

甘草中的甘草素、甘草苷，牛蒡子中的牛蒡子苷等成分

均有抗病毒活性[9]。

研究表明，银翘散中的活性成分，如甘草中的甘草

素、甘草苷、异甘草素、异甘草苷、芒柄花素，连翘中的连

翘苷、连翘酯苷，金银花中的绿原酸、金丝桃苷，薄荷中

的醉鱼草苷、金合欢素，牛蒡子中的牛蒡子苷、染料木

素，淡豆豉中的大豆素、6-甲氧基大豆素及荆芥中的橙

皮苷和 3，3′，4-三甲氧基鞣花酸等[9-14]，均有较好的抗流

感病毒作用，作用机制可能与其抑制 NA 活性有关 [15]。

因此，本文采用分子对接的方法模拟了银翘散中甘草

素、甘草苷等 17个主要的抗病毒成分与 NA 的结合模

式，并探讨其与NA的作用差异，推测可能的构效关系，

为NA抑制剂的开发提供一定理论指导和实验依据。

1 材料

M4500-N000台式电子计算机[联想（北京）有限公

司]；ChemBioDraw Ultra 11.0软件（CambridgeSoft公司，

用于绘制各成分的化学结构式）；UCSF Chimera 1.3软

件（美国加州大学）；AutoDock Tools 1.5.4、AutoGrid 4.2、

AutoDock 4.2软件（美国斯克利普斯研究所）；Discovery

Studio 2.5 Visualizer、Python 2.5软件（美国 Accelrys 公

司，用于分子对接）；CORINA工具（http：//www.molecu-

lar-networks.com）（美国 Molecular Networks GmbH 公

司，用于配体分子三维结构的转化）；Brookheaven蛋白

数据库（http：//www.rcsb.org/pdb.com，用于下载靶蛋白

的晶体结构）。

2 方法

2.1 分子对接计算前处理

2.1.1 配体分子的选取及对接前处理 银翘散中成分

复杂，其中黄酮类等被认为是具有抗流感病毒的活性成

分[7]。笔者选取了银翘散中甘草素、甘草苷等17个抗流

感病毒成分作为分子对接的配体分子，且以NA蛋白原

始配体分子（扎那米韦）为阳性对照。各配体分子名称

及结构详见表1。

将表 1中 18个配体分子的平面结构用CORINA工

表1 配体分子的名称及化学结构

Tab 1 Name and chemical structure of ligands mole-

cule
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具在线转化成三维结构，并在 UCSF Chimera程序中将

其置于对接靶蛋白的活性位点处，保存为 pdb 格式文

件。再将此 pdb 格式文件的配体分子置于 AutoDock-

Tools（ADT）软件中加上电荷和非极性氢，保存为 pdbqt

格式文件。

2.1.2 受体分子的选取及对接前处理 从Brookheaven

蛋白数据库中获取受体 NA 的晶体结构，pdb 代码为

1A4G[16]。在UCSF Chimera程序中将NA蛋白晶体结构

中的水分子、原始配体等剔除，保存为pdb格式文件。再

将此 pdb格式文件的受体分子置于ADT软件中加上电

荷和非极性氢，保存为pdbqt格式文件。

2.2 分子对接运算

在ADT软件中，设置 pdbqt格式文件的配体分子和

受体分子的网格，并运行 AutoGrid 生成必要的图像文

件，最后运行AutoDock进行分子对接运算。以估计抑

制常数（Inhibit constant，Ki）和结合自由能（Binding ener-

gy，ΔGbind）为参考指标，获取18个配体分子与NA蛋白对

接的ΔGbind和Ki值，并将银翘散中17个活性成分的ΔGbind

和Ki值与扎那米韦的ΔGbind和Ki值进行比较。最后从最

优构象上分析配体分子与NA的结合模式，从分子水平

探讨两者的结合作用。

3 结果

3.1 分子对接运算结果

扎那米韦、甘草素等18个配体分子与NA受体对接

的Ki值和ΔGbind值见表2。

表2 配体分子与NA受体的对接数据

Tab 2 Docking data of ligands molecular and NA re-

ceptor

配体分子编号
1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

Ki，μmol/L

2.26

5.86

6.18

24.41

22.31

7.73

14.79

43.27

14.30

23.89

68.61

39.61

54.15

149.41

1.20

2.39

6.76

14.30

ΔGbind，kcal/mol

-7.70

-7.14

-7.11

-6.29

-6.35

-6.97

-6.59

-5.95

-6.61

-6.31

-5.68

-6.01

-5.82

-5.22

-8.08

-7.67

-7.05

-6.61

注：ΔGbind、Ki值越小，配体分子与NA受体的结合能力越强

Note：The smaller ΔGbind and Ki，the stronger binding ability between

ligands molecular and NA receptor

如表 2所示，扎那米韦（配体分子 1）的Ki值和ΔGbind

值分别为 2.26 µmol/L和－7.70 kcal/mol，对接的配体分

子中数据与之接近的为配体分子 2（金合欢素）、3（橙皮

苷）和6（金丝桃苷），有机酸类的配体分子15（绿原酸），

多酚类的配体分子16（牛蒡子苷）、17（连翘苷）。对接数

据与扎那米韦相差最大的是配体分子 14（3，3′，4-三甲

氧基鞣花酸），Ki值和ΔGbind值分别为 149.41 µmol/L 和

－5.22 kcal/mol。

3.2 分子对接数据分析

扎那米韦与NA受体对接的Ki值和ΔGbind值均较小，

说明扎那米韦在与NA受体进行分子对接时，空间上相

互匹配，结合比较牢固，构象比较稳定，对NA蛋白表现

出很强的虚拟抑制活性。

银翘散中 17个成分与NA受体对接的Ki值和ΔGbind

值较小的主要有金合欢素、橙皮苷、金丝桃苷、绿原酸、

牛蒡子苷、连翘苷等。与扎那米韦对接数据接近的是绿

原酸、牛蒡子苷，其中绿原酸对接的Ki值和ΔGbind值甚至

低于扎那米韦，分别为1.20 µmol/L和－8.08 kcal/mol，表

现出与NA蛋白很强的结合能力，结合构象也比较稳定，

可能对NA存在很强的虚拟抑制活性。对接数据最不理

续表1

Continued tab 1

··2353



China Pharmacy 2018 Vol. 29 No. 17 中国药房 2018年第29卷第17期

想的是 3，3′，4-三甲氧基鞣花酸，Ki值和ΔGbind值分别为

149.41 µmol/L 和－5.22 kcal/mol，表现出与 NA 蛋白较

弱的结合能力，结合构象不稳定，对NA的虚拟抑制活性

较差。

3.3 分子对接构象分析

Stoll V等[4]的研究表明，NA活性腔由5个活性位点

（S1～S5）构成。NA活性位点S1主要是静电区域，易与

配体分子形成盐桥；S2为带负电区域，主要与配体分子

的极性基团形成氢键相互作用力，是配体分子产生活性

的关键区域之一；S3中的TRP178是一个关键氨基酸，与

配体分子中的疏水基团形成疏水作用；S4属于一个大的

疏水口袋，很难被配体分子占据；S5中的极性氨基酸

GLU274和GLU276也主要与配体分子形成氢键相互作

用力[4]。利用UCSF Chimera程序分析NA晶体结构，其

活性位点分布图详见图 1（以棒状图和溶剂化图两种不

同形式体现）。

为了更直观地反映各成分与NA蛋白的结合作用，

笔者从分子对接构象上进行分析。将绿原酸和3，3′，4-

三甲氧基鞣花酸与NA的对接构象同扎那米韦与NA对

接构象进行比较，分析该 3种配体分子与NA各活性位

点的结合作用。

3.3.1 扎那米韦与NA对接构象分析 扎那米韦与NA

对接的构象详见图2。

由图 2B可见，扎那米韦的整个分子结构基本能占

据NA的活性腔；由图2A可见，其与活性位点S1、S3、S5

结合紧密。扎那米韦结构中的羧基部分伸入到S1活性

位点，羧基上的羟基和羰基分别与周围的氨基酸

TYR408、ARG153、ARG115形成了 4个氢键；胍基结构

靠近 S2活性位点，与氨基酸ASP148形成了氢键，但在

空间上并未完全占据该活性位点；乙酰氨基结构与S3活

性位点形成疏水作用的同时，还与该位点的关键氨基酸

TRP176形成了氢键；醇羟基结构则深入S5活性位点，并

与该位点的极性氨基酸GLU274形成了氢键。S4活性

位点类似于一个大的疏水口袋，很难被配体分子占据，

故扎那米韦没能与之形成相互作用。

3.3.2 绿原酸与NA对接构象分析 绿原酸与NA对接

的构象详见图3。

由图3B可见，绿原酸与NA的对接构象与扎那米韦

相似，占据了NA活性腔的主要活性位点，其中绿原酸结

构中的酯链部分落在NA活性腔的S1活性位点，酯链的

羰 基 氧 分 别 与 周 围 的 氨 基 酸 TYR408、ARG153、

ARG115形成了4个氢键，酚羟基结构落入S3活性位点，

并与关键氨基酸TRP176形成了氢键。

与扎那米韦不同的是，绿原酸结构中的环己醇部分

与S2活性位点的结合，除了醇羟基与氨基酸ASP148形

成氢键外，整个环己醇结构也嵌入S2活性位点，空间上

与之相匹配，结合较牢固。由此推测，该作用方式可能

是绿原酸对接数据优于扎那米韦的原因之一。另外，绿

原酸结构并未伸入到由极性氨基酸构成的S5活性位点，

提示在对其进行结构修饰时，可以考虑在酚羟基结构上

引入部分极性基团，使之延伸靠近S5活性位点，并与周

围氨基酸形成相互作用，有助于增强绿原酸与NA的结

合作用，提高其活性。

3.3.3 3，3′，4-三甲氧基鞣花酸与NA对接构象分析 3，

3′，4-三甲氧基鞣花酸与NA对接的构象详见图4。

A. NA活性位点分布棒状图 B. NA活性位点分布溶剂化图

图1 NA活性位点分布图

Fig 1 Distribution of NA active sites

A.扎那米韦与NA对接棒状图 B.扎那米韦与NA对接溶剂化图

图2 扎那米韦与NA对接的构象图

Fig 2 Conformation for zanamivir and NA

A.绿原酸与NA对接棒状图 B.绿原酸与NA对接溶剂化图

图3 绿原酸与NA对接的构象图

Fig 3 Conformation for chlorogenic acid and NA

A. 3，3'，4-三甲氧基鞣花酸与NA对接棒状图 B. 3，3'，4-三甲氧基鞣花酸与NA对接溶剂化图

图4 3，3′，4-三甲氧基鞣花酸与NA对接的构象图

Fig 4 Conformation for 3，3′，4-trimethoxy ellagic

acid and NA
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由图4可见，3，3′，4-三甲氧基鞣花酸虽然能够靠近

S1和S3活性位点，可与S1活性位点的多个氨基酸形成

了氢键，但整个平面分子在空间上却很难与其他活性位

点结合，尤其是S2和S5活性位点，导致其与NA结合不

牢固，虚拟抑制活性较差。3，3′，4-三甲氧基鞣花酸抗病

毒活性的对接数据最不理想，主要原因可能是其平面结

构限制了其与NA活性腔的结合。

银翘散中其他抗病毒活性成分与NA对接的空间构

象基本相似，因结构存在差异，在与NA结合时，结合位

点和相互作用力会有差别，使得虚拟活性也不尽相同。

4 讨论

本研究以上市的NA抑制剂扎那米韦为阳性对照，

利用分子对接的方法模拟了银翘散中主要的 17个抗流

感病毒活性成分与NA的相互作用。通过分析各成分与

NA的对接数据（Ki值、ΔGbind值）发现，绿原酸、牛蒡子苷、

连翘苷、金合欢素、橙皮苷、金丝桃苷与扎那米韦的对接

数据接近，其中绿原酸的对接数据最接近扎那米韦。故

笔者推测这 6种成分对NA的虚拟抑制活性较强，是银

翘散中主要的抗病毒成分。

从对接构象上看，NA活性腔中的 S1、S2、S3、S5活

性位点是NA抑制剂发挥作用的主要位点。3，3′，4-三

甲氧基鞣花酸是一个平面分子，限制了其与NA多个活

性位点的结合，导致对接数据不理想、对接构象不稳定、

对NA的虚拟抑制活性较弱。绿原酸与扎那米韦的对接

构象相似，在空间上能与NA活性腔的多个活性位点结

合，并与周围的关键氨基酸形成氢键等，对接构象牢固，

表现出对NA较强的虚拟抑制活性。与扎那米韦比较，

绿原酸更加嵌入NA活性腔的S2活性位点，表现出更强

的结合能力。但其离由极性氨基酸构成的S5活性位点

较远，与周围氨基酸形成的相互作用力有限。在后续的

研究过程中，可以考虑在酚羟基结构上引入部分极性基

团，使之延伸靠近S5活性位点，以增强绿原酸与NA的

结合能力，提高其活性。
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