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摘 要 目的：运用计算机辅助药物设计寻找川芎抗血栓活性成分。方法：以“血栓症”为关键词，从治疗靶蛋白数据库中搜索筛

选川芎抗血栓靶蛋白；再从蛋白质数据库中查询目标靶蛋白并下载其三维结构，采用蛋白质预处理工具确定活性区域中心坐标，

应用PyRx和Discovery Studio Visualizer软件对从台湾中医药资料库下载的247个川芎小分子与靶蛋白进行分子对接，通过结合

能筛选出活性成分并分析结合作用力。结果：筛选出 4个活性成分即新绿原酸、1-H-苯并咪唑-2-胺、3，8-二羟基酰内酯、川芎三

萜，其分别与凝血酶、抗凝血酶Ⅲ、凝血因子Ⅹa、血栓调节蛋白具有较高结合活性，结合能分别为－6.1、－4.5、－7.7、－8.6 kJ/mol；

分析结果显示范德华力、静电作用力在对接中发挥着重要作用。结论：新绿原酸、1-H-苯并咪唑-2-胺、3，8-二羟基酰内酯、川芎三

萜可能是中药川芎抗血栓的活性成分。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To find the active ingredient of on antithrombotic chuanxiong rhizoma using computer aided drug de-

sign. METHODS：Using“thrombosis”as keyword，thrombosis related proteins were searched and screened in therapeutic target da-

tabase；target proteins’three-dimensional structure were downloaded in protein database，then the protein preparing tool were used

to determine the coordinates of the active area center. PyRx software and Discovery Studio Visualizer were used to match the 247

small molecules of chuanxiong rhizoma with target protein that downloaded from Taiwan traditional Chinese medicine database. The

active molecules were screened and binding force was analyzed. RESULTS：Active molecules of neochlorogenic acid，1-H-benz-

imidazole-2-amine，3，8-dihydrodiligustilide，chuanxiongterpene were selected by blinding energy，and there were high binding ac-

tivity among these active molecules，thrombin，antithrombin Ⅲ，coagulation factor Ⅹa and thrombomodulin，and the binding ener-
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血栓形成及血栓栓塞性疾病是临床常见急重症类

疾病，祖国传统医学将其归为“血瘀”范畴，治疗以益气

活血、祛瘀通络为主；而川芎作为常用活血化瘀中药之

一，已被证实具有良好的抗血栓作用；但其提取物中含

有挥发油、生物碱、酚、有机酸及苯酞内酯等多种化学

物质[1-3]，常规检测手段难以有效确定活性成分。计算机

辅助药物设计（Computer aided drug design，CADD）是一

种伴随计算机技术、蛋白质组学以及人类基因组计划发

展而形成的新药开发技术，其以计算机化学研究技术为

基础，通过对药物与受体生物大分子的关系进行模拟、

计算及预算，从而设计并优化合成先导化合物[4]。已有

研究显示，CADD技术可快速有效地确定中药有效成分

和作用机制，科学客观地对中药独特药理作用进行阐

述，已成为中药新药设计关键技术之一[5]。在CADD模

式下进行中药活性成分筛选，需首先对化合物分子进行

虚拟筛选，在降低筛选化合物数量的同时提高先导化合

物发现效率[6]。川芎中川芎嗪、阿魏酸的抗血栓作用已

被广泛证实[7]，本次研究采用PyRx软件的Autodock vina

模块对中药川芎有抗血栓活性的其他成分进行筛选和

评价，拟探讨运用CADD寻找中药川芎新的抗血栓活性

成分的可行性及其意义，为中药川芎的现代化研究提供

理论基础和实践指导。

1 资料与方法
1.1 资料来源

治疗靶蛋白数据库（Therapeutic target database，

TTD，新加坡国立大学开发，下载网址：http：//bidd.nus.

edu.sg/group/ttd/）；蛋白质数据库（PDB，美国纽约结构

生物信息学研究实验室开发，下载网址：http：//www.rc-

sb.org/pdb/home/home.do）；蛋白质预处理工具 [Protein

preparing tool，中国医科大学（台湾）计算与系统生物学

实验室开发，下载网址：http：//dock.cmu.edu.tw/ligand.

php]；台湾中医药资料库 [Traditional Chinese Medicine

Dadabase@Taiwan，中国医科大学（台湾）计算与系统生

物学实验室开发，下载网址：http：//tcm.cmu.edu.tw/]；

PyRx软件0.8版（美国Scripps研究所开发）；分子模拟图

形界面软件（Discovery Studio Visualizer）3.5版（美国Ac-

celrys公司开发）。

1.2 方法

1.2.1 数据挖掘 以“血栓症”“Thrombosis”作为关键

词，从TTD中搜索与其相关的蛋白，作为川芎抗血栓的

靶蛋白，并且对相应的文献进行查询及筛选，选取试验

所需的目标靶蛋白[8-11]。

1.2.2 受体结构信息来源及处理 根据筛选结果，从

PDB 中搜索目标靶蛋白并下载其三维结构，然后采用

Protein preparing tool进行预处理，主要包括删去自带的

配体小分子、分配相关电荷及加氢，然后以自带配体位

置为中心，确定活性区域的中心坐标；预处理完成后蛋

白可用于后续分子对接。以凝血酶为例，预处理前、后

的三维结构图见图1。

1.2.3 配体小分子化合物库准备 从台湾中医药资料

库中下载本次研究的 247个川芎分子结构，下载的川芎

各小分子均符合Lipinski CA提出的“类药五原则”：（1）

分子量小于 500；（2）氢键给体数目小于 5；（3）氢键受体

数目小于10；（4）脂水分配系数小于5；（5）可旋转键的数

量不超过 10个 [12]。将各分子 mol2结构转换成 PyRx 软

件能认可的pdbqt格式，三维结构均采用MM2力场进行

优化。应用PyRx软件中的Open babel模块对川芎各个

小分子进行能量最小优化。

1.2.4 分子对接 川芎活性成分与靶蛋白的匹配情况

应用PyRx软件中Autodock vina模块进行分子对接，根

据结合能的大小进行打分。结合位点坐标参照各蛋白

自带配体的坐标，运用Grid box（盒子）将蛋白质嵌入一

个三维网格中，Grid box 大小设定为 9埃米（Å，1 Å＝

10－10 m）×9 Å×9 Å；另血栓调节蛋白（1DQB）晶体结构

因不自带配体，结合位点及Grid box大小采用默认值，

可以涵盖各个活性位点。除具体坐标外的其他参数均

采用默认值。

1.2.5 数据分析与图像处理 采用Discovery Studio Visu-

alizer对分子对接结果进行分析并制作三维和二维图像。

2 结果
2.1 数据挖掘结果

在TTD中，共检索到30余种靶蛋白，涉及止血系统

和纤溶系统等多个环节。选择与血栓症密切关联的4个

靶蛋白，即凝血酶、抗凝血酶Ⅲ、凝血因子Ⅹa、血栓调节

蛋白，而这些靶蛋白也是川芎抗血栓作用研究的热点。

2.2 分子对接结果

lide，chuanxiongterpene may be the antithrombotic activity ingredients of Chuanxiong rhizoma.

KEYWORDS Thrombogenesis；Chuanxiong rhizoma；Computer aided drug design；Virtual screening；Target protein；Molecular

docking；Active ingredients

图1 凝血酶预处理前后的三维结构图

Fig 1 Three-dimensional structures of thrombin be-

fore and after pretreatment

A.预处理前 B.预处理后

··2183



中  国
  药

  房
  网

 

www.china-pharm
acy.

com 

China Pharmacy 2017 Vol. 28 No. 16 中国药房 2017年第28卷第16期

下载 247个川芎小分子配体与靶蛋白进行对接，结

果显示新绿原酸（Neochlorogenic acid）、1-H-苯并咪唑-2-

胺（1-H-benzimidazole-2-amine）、3，8-二羟基酰内酯（3，

8-dihydrodiligustilide）、川芎三萜（Chuanxiongterpene）分

别与凝血酶、抗凝血酶Ⅲ、凝血因子Ⅹa、血栓调节蛋白

结合具有较低结合能，可作为靶蛋白抑制剂先导化合物

加以研究。靶蛋白的靶标名称及筛选结合位点坐标见

表1，川芎活性成分与靶蛋白对接的结合能见表2。

表1 靶蛋白的靶标名称及筛选结合位点坐标

Tab 1 Target name of target protein and coordinates

of screening binding site

靶蛋白
凝血酶
抗凝血酶Ⅲ
凝血因子Ⅹa

血栓调节蛋白

靶标名称
2BDY

2B4X

1IQE

1DQB

结合位点坐标（x×y×z）

12.490 9×（-0.291 7）×19.159 8

27.441 3×18.246 9×1.090 1

6.644 2×20.805 2×7.108 7

（-0.111 5）×0.074 9×（-0.146 4）

表2 川芎活性成分与靶蛋白对接的结合能（kJ/mol）

Tab 2 Binding energy of active ingredients of chuanx-

iong rhizoma docking with target protein

（kJ/mol）

成分名称

1-H-苯并咪唑-2-胺
3，8-二羟基酰内酯
川芎三萜
新绿原酸

靶蛋白
凝血酶
-5.8

-3.6

30.3

-6.1

抗凝血酶Ⅲ
-4.5

4.2

148.7

0.3

凝血因子Ⅹa

-5.6

-7.7

26.5

-7.2

血栓调节蛋白
-5.2

-7.9

-8.6

-6.5

2.3 对接结果分析

2.3.1 新绿原酸与凝血酶的相互作用 川芎的247个小

分子配体与凝血酶进行分子对接后，新绿原酸与凝血酶

的结合能最低，为－6.1 kJ/mol；其对接效果见图 2（图C

中“HIS”等为氨基酸缩写，下同）。

从图 2C可以看出，范德华力在此对接中起重要作

用；同时GLY233与新绿原酸形成了氢键。

2.3.2 1-H-苯并咪唑-2-胺与抗凝血酶Ⅲ的相互作用 川

芎的 247个小分子配体与抗凝血酶Ⅲ进行分子对接后，

1-H-苯并咪唑-2-胺与抗凝血酶Ⅲ结合能最低，为－4.5

kJ/mol；其对接效果见图3。

从图 3C可以看出，静电作用力在此对接中起着重

要作用；同时，LYS193、NAG861与1-H-苯并咪唑-2-胺形

成了盐桥，这是离子π-π相互作用引起的。

2.3.3 3，8-二羟基酰内酯与凝血因子Ⅹa的相互作用 川

芎的 247个小分子配体与凝血因子Ⅹa 进行分子对接

后，3，8-二羟基酰内酯与凝血因子Ⅹa 的结合能最低，

为－7.7 kJ/mol；其对接效果见图4。

从图 4C可以看出，范德华力在此对接中起着重要

作用。

2.3.4 川芎三萜与血栓调节蛋白的相互作用 川芎的

图2 新绿原酸与凝血酶分子对接效果图

Fig 2 Docking renderings of chlorogenic acid with

thrombin molecules

A.新绿原酸三维结构图 B.新绿原酸与凝血酶的蛋白复合体三维结构图

C.新绿原酸与凝血酶作用的二维图

* ：静电作用力

△：范德华力

图3 1-H-苯并咪唑-2-胺与抗凝血酶Ⅲ分子对接效果图

Fig 3 Docking renderings of 1-H-benzimidazole-2-

amine with antithrombin Ⅲ

A. 1-H-苯并咪唑-2-
胺三维结构图

B. 1-H-苯并咪唑-2-胺结构与抗凝
血酶Ⅲ的蛋白复合体三维结构图

C. 1-H-苯并咪唑-2-胺结构与抗凝血酶Ⅲ作用的二维图

* ：静电作用力

△：范德华力

图4 3，8-二羟基酰内酯与凝血因子Ⅹa对接效果图

Fig 4 Docking renderings of 3，8-dihydrodiligustilide

with coagulation factor Ⅹa

A. 3，8-二羟基酰内酯三维结构图 B. 3，8-二羟基酰内酯与凝血因子Ⅹa
的蛋白复合体三维结构图

C. 3，8-二羟基酰内酯与凝血因子Ⅹa作用的二维图

* ：静电作用力

△：范德华力
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247个小分子配体与血栓调节蛋白进行分子对接后，川

芎三萜与血栓调节蛋白的结合能最低，为－8.6 kJ/mol；

其对接效果见图5。

从图 5C可以看出，范德华力与静电作用力在此对

接中起着重要作用。

3 讨论
传统药物研究方法为中医药现代化研究奠定了良

好基础，但由于中药自身具有多组分的特点，涉及有效

药物成分、配伍、人体内吸收及代谢等问题存在，常规试

验研究技术用于中药活性成分检测具有较大盲目性[13]。

首先，中药中含有多类微量成分故无法通过传统分离筛

选方法确定其作用机制及药理作用；其次，中药筛选目

前多采用基于疾病特征的动物实验模型进行，难以从分

子机制上阐明中药作用机制；最后，目前尚无可描述中

药传统功效及科学内涵的符合中医药理论评价的模型[14]。

台湾中医药资料库是全世界目前最大的中医药小

分子化合物数据库之一，数据库中包含了 453种中药的

小分子化合物，共含有超过 20 000种的小分子化学成

分；数据库提供了中药小分子活性成分虚拟筛选、分子

对接及分子动力学模拟等应用工具，可有效解决中西药

分歧[15]，故本试验采用此库作为依据。

相较于传统药物研发方法，CADD技术能够显著提

高药物设计速度，减少药物创新工作所需人力和物力。

而虚拟筛选技术应用可在生物活性筛选前以计算机对

化合物分子进行提前筛选，主要目的为降低实际筛选化

合物数目，提高先导化合物发现效率；其中分子对接技

术应用最为普遍，即从小分子数据库中检索能与之匹配

的候选化合物，通过计算机对接技术评价已知药物分子

与受体大分子间是否可相互结合，并对两者间相互作用

亲和力及结合模式进行评价[16]。分子对接由于从整体

上考虑配体与受体的结合效果，因而能更好地避免其他

方法的弊端，例如局部作用较好而整体结合欠佳的状

况[17]。本次研究中采用的PyRx软件是应用较为广泛的

对接软件之一，其能够自动模拟配体在受体活性位点的

作用情况，记录最优相互作用方式，并具有配体三维数

据库搜索功能。

本研究运用PyRx软件的Autodock vina模块对中药

川芎中除川芎嗪和阿魏酸外的其他抗血栓活性成分进

行筛选，从247种川芎成分中筛选出活性分子新绿原酸、

1-H-苯并咪唑-2-胺、3，8-二羟基酰内酯、川芎三萜分别

与凝血酶、抗凝血酶Ⅲ、凝血因子Ⅹa、血栓调节蛋白结

合活性较高；然后运用 Discovery Studio Visualizer 软件

对分子对接最匹配的蛋白复合物相互作用力进行分析，

其结合能分别为－6.1、－4.5、－7.7、－8.6 kJ/mol，证实

范德华力和静电作用力在各自的对接中起着重要作

用。已有研究显示，新绿原酸可以减少剪切应激引起的

血小板聚集；凝血酶GLY233对酶水解专一性具有决定

作用，并可识别和定位底物[18]。从图2C 可以看出，新绿

原酸与凝血酶核心氨基酸均有相互作用。以上均说明

川芎活性成分与靶蛋白的核心氨基酸存在相互的作用

力。而二维图可以帮助了解川芎活性成分与受体对接的

作用力和位置结合等情况，有助于阐述抗血栓作用机制。

综上所述，活性分子新绿原酸、1-H-苯并咪唑-2-胺、

3，8-二羟基酰内酯、川芎三萜可能是中药川芎抗血栓的

活性成分。本文建立的方法弥补了传统药理学实验方

法的不足，提高了先导化合物的发现效率，在中药药理

学研究中具有可行性。
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葛根芩连结肠定位片对湿热内蕴型溃疡性结肠炎模型兔结肠组
织PPAR-γ、NF-κB p65蛋白表达的影响Δ
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摘 要 目的：观察葛根芩连结肠定位片（GGQLJC）对湿热内蕴型溃疡性结肠炎（UC）模型兔结肠组织过氧化物酶增殖物激活受

体（PPAR-γ）和核因子κB（NF-κB p65）蛋白表达的影响。方法：将56只家兔随机分为正常组（生理盐水）、模型组（生理盐水）、柳氮

磺胺吡啶片（SASP）组（阳性对照，0.300 g/kg）、葛根芩连片（GGQL）组（0.225 g/kg）和 GGQLJC 高、中、低剂量组（1.036、0.518、

0.259 g/kg），每组8只。除正常组外，其余各组兔复制湿热内蕴型UC模型，于造模结束后次日 ig给药，每天1次，连续14 d。对兔

疾病活动度指数（DAI）、结肠黏膜损伤指数（CMDI）、组织学损伤（TDI）进行评分，测定结肠、脾、胸腺指数，并检测结肠组织中

PPAR-γ、NF-κB p65蛋白表达。结果：与正常组比较，模型组兔DAI 、CMDI和TDI评分以及结肠指数、脾指数、结肠组织中NF-κB

p65蛋白表达水平均显著升高（P＜0.01），胸腺指数、结肠组织中PPAR-γ蛋白表达水平均显著降低（P＜0.01）；与模型组比较，各给

药组兔上述指标均显著改善（P＜0.05或 P＜0.01）；与 GGQL 组比较，SASP 组和 GGQLJC 高、中剂量组兔 DAI 和 TDI 评分、脾指

数、结肠指数、结肠组织中NF-κB p65蛋白表达水平以及SASP 组和GGQLJC高剂量组兔CMDI评分均显著降低（P＜0.05），SASP

组和GGQLJC高、中剂量组兔结肠组织中PPAR-γ蛋白表达水平显著升高（P＜0.05或P＜0.01）。结论：GGQLJC对湿热内蕴型UC

模型兔有一定改善作用，且作用优于GGQL；其机制可能与上调结肠组织中PPAR-γ蛋白表达和下调NF-κB p65蛋白表达有关。
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