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分子对接技术与共有药效基团比对法

——一种发现多靶点药物的策略
[前言]:相信大家一定知道举世闻名的瑞士军刀,这种小小的工具因为其多功能性而深受喜爱.多年来,科学界也一直在致力于研究药物界的“瑞士军刀”，一种能影响多个靶点的药物。这样的研究是一项打破传统的勇敢尝试，本文作者使用了一种将分子对接技术与共有药效基团比对法相结合的策略成功发现了一种能同时抑制LTA4H-h及hnps-PLA2两种炎症反应相关酶的化合物，为多靶点药物的研究带来了一线曙光。

【设计多靶点药物的意义】

   现代医学研究越来越表明，引起疾病的机制并非想象中的那么简单。身体机能的正常运行依赖于一个复杂而精确的生物效应网络，至今为止的大部分医学理论均认为疾病是由效应网络中某个节点出现问题而引起的，正是依据这一思想，目前大多数药物研究都把精力耗费在了单一靶点药物的研究上。但是，有越来越多的证据显示，疾病往往是由于多个节点出现问题而产生的。如果药物的开发始终禁锢在单一靶点的研究上，我们依然会在相当长的一段时间内对癌症、抑郁症等复杂疾病束手无策。另一方面，一些刚上市时具有良好效果的单一靶点药物正面临着耐药性不断增加的问题，这一点并不奇怪，因为针对单一靶点的长期用药必然会激发机体对药物效应产生代偿机制。为了解决以上两点问题，医学界不得不采取多药联用的手段来达到最佳的治疗效果，但是这又带来了新的不安全因素——药物相互作用带来的危险。临床药理学的研究显示，多药合用将大大增加ADR的发生率，但由于多靶点药物的缺乏，病人只得承受这样的风险，有时甚至明知两药合用会产生毒性，例如治疗结核病时使用的异烟肼和利福平，在权衡利弊后也只能照用，医务人员所能做的只是加强监测，尽可能的降低风险。要解决上述这些问题，设计出多靶点药物无疑是一个重要的思路。
【传统多靶点药物设计方法的局限性】

传统的多靶点药物设计方法主要有三种：偶然发现、活性单靶点化合物的结合以及利用高通量筛选进行“海选”。依靠这些发放，科学界的确开发出了一些有临床应用价值的多靶点药物，但是这三种方法均存在着不同的局限性。偶然发现早已不是药物开发的主流方法，借此开发多靶点药物是件值得庆幸的事，却并不能对多靶点药物的发展有所帮助。单靶点活性化合物结合法依据的是一条“1”+“1”=“2”的公式，即对一个靶点有效的化合物与对另一靶点有效的化合物相结合将创造出对两个靶点都有效的化合物。但事实上，这一公式的正确性是值得怀疑的。许多此类实验显示，结合物往往只对一个靶点有效，而对另一个靶点只是勉强有效，实际的公式变为了“1”+“1”=“1.5”。另一方面，本文的研究表明，对两个靶点活性均很低的化合物在影响多个靶点时也可以成为一个很好的活性化合物，这样我们在进行结合实验时也不能排除“0.5”+“0.5”=“2”的可能性。只是如此一来，即使我们只想寻找一个双靶点化合物，并且假设每个靶点的活性化合物都只有100个，我们也得进行多达10000次的结合实验以进行筛选，这样耗时的研究在目前显然是不可行的。至于高通量筛选，它之所以可行是由于有人发现具有多靶点抑制作用的化合物通常都是小分子化合物，并且活性往往取决于重原子的结合能，这样需进行筛选的化合物也就可以限定在有限的范围之内。即便如此，这样的筛选依然有如沙里淘金，花费巨大却效率低下，更何况这种方法仅能应用于多靶点抑制剂的筛选，因此用这项技术寻找多靶点药物依旧是困难重重。
【新的思路】

上述几种设计方法之所以很难取得成功，是因为他们在寻找多靶点药物的过程中忽视了一个重要的信息来源——靶蛋白的结构信息。我们不难想象，药物要与一个靶点起作用，其结构必定与靶蛋白的结构有所联系。凭借目前的研究手段，通过靶蛋白的结构信息来推测药物的基本结构已不是什么难事，我们也可以方便地推测出多个靶点活性化合物的必需结构，只要这些结构有一定的共性，那么，这些共性结构与靶蛋白的结合排列方式就可以作为一项重要的筛选标准，候选化合物与靶蛋白的结合排列方式只有与共性结构一致，才有可能具有多靶点作用，这样一来，待研究的化合物便被限制在了一个很小的范围内，这无疑将大大降低筛选所需的时间。基于这样的思路，本文的作者设计了这样一套多靶点抑制剂的研究策略，其基本步骤如下：
（1） 通过各个靶蛋白的结构获得各个靶蛋白的药效基团模型

（2） 若共有药效集团存在，通过比对多个靶蛋白的药效基团模型将其确定

（3） 利用快速分子对接技术找出能与某一靶蛋白结合的分子，比较其与靶蛋白的结合排列是否和共有药效基团一致，如是，则将这一化合物归入候选库

（4） 利用更为严格的分子对接确认化合物与其它靶蛋白的结合性，再次比较其与靶蛋白的结合排列是否和共有药效基团一致，如是，化合物则继续保留待选

（5） 进行实际药理筛选实验验证化合物是否真有多靶点作用

   本文的作者正是通过这一方法于茫茫化合物库中找到了能同时抑制LTA4H-h及hnps-PLA2两种与炎症反应有关的酶，从而高效抑制炎症反应的活性化合物。下面，我将作者的研究整理为一份简要的实验报告，以便对整个设计方法有更清晰的认识。

分子对接技术与共有药效基团比对法联用寻找同时抑制LTA4H-h及hnps-PLA2的化合物

【实验背景】：人体的炎症反应是由一个复杂的生物效应网络，其中的一些关键酶调控着致炎物质的合成与释放，是抗炎症药物研究的重要靶点。LTA4H-h、hnps-PLA2即是这样两个关键的酶，前者可以将白介素A4羟化为致炎物质白介素B4，而后者则能破坏细胞膜磷脂层而释放致炎物质花生四烯酸。因此能同时抑制这两种酶的化合物将很有希望成为高效的抗炎药物。本实验将采用一种全新的策略，将分子对接技术与共有药效基团联用，从而高效经济地找到这些活性化合物。
【实验装置】

数据库：PDB数据库（生物大分子三维结构数据库）、MDL数据库

计算机软件：Pocket v.2（用来从靶蛋白结构推测药效基团）

            Sybyl 6.91 （绘制靶蛋白结构的绘图软件）

Dock 4.0 （快速分子对接软件，用来进行初步筛选，判断与靶蛋白的结合性）

            Pscore    (作者实验室的自创程序，用来比较化合物与靶蛋白的结合排列是否与共有药效基团一致)

            Autodock 3.05  (更精确的分子对接软件，用来对初选出的化合物进行细筛)

试剂与装置：筛选出的化合物以及进行实际酶抑制实验所需的一系列试剂、装置

【实验步骤】

1. 在PDB数据库中查找出LTA4H-h及hnps-PLA2的三维结构，用Sybyl 6.91软件进行绘制。

2. 将两酶的结构输入软件Pocket v.2，分别预测出两酶的药效基团，并确定共有药效基团。
3. 使用Dock 4.0软件对MDL数据库中的大量化合物进行快速分子对接，找出能与两酶结合的化合物。

4. 使用Pscore程序比较目标化合物与靶蛋白结合排列是否与共有药效基团一致，淘汰绝大多数不一致的化合物

5. 使用Autodock 3.05软件对留下的化合物进行更精确的对接，验证化合物是否与两个酶均有很好的结合性

6. 对留下的化合物重复步骤4

7. 订购最终筛选出的几个化合物，进行试剂的酶抑制活性实验

【实验数据】

1. 两酶的药效基团及其共有药效基团模型（黄色球为金属结合位点,红色为氢键配对中心,青色为疏水中心）
Hnps-PLA2药效基团模型                              [image: image1.emf]
LTA4H-h药效基团模型
[image: image2.emf] [image: image3.emf]
                                                     共有药效基团结构

2. 完成所有虚拟筛选后找到的9个化合物
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【实验结果】
有效化合物及其IC50值
	IC50(uM)

	
	LTA4H-h
	

	化合物
	氨基肽酶抑制
	环氧化物纾解酶抑制
	Hnps-PLA2

	4
	17.3+-0.2
	231+-4
	42.1+-1.9

	6
	23.4+-2.3
	386+-5
	43.7+-1.2

	7
	12.5+-1.3
	217+-4
	52.5+-9.0


【进一步讨论】

本文作者将分子对接技术与共有药效基团联用，成功的制定出一种发现多靶点抑制剂的策略，但是这种策略依然有其局限性。首先，找出多个靶点的共有药效基团是提高药物筛选效率的关键。但是，我们并不能保证多个靶点一定会有共有药效基团，这就使该策略在面临这种局面时陷入僵局。其次，这一策略之所以得以实现，是因为研究表明多靶点抑制剂多位小分子物质，这就限定了筛选范围。然而，目前尚无法说明多靶点激动剂有何特征，这样研究者就无限定筛选范围，该策略也就无法用来研究这些药物了。

【展望】

     阅读完整篇论文后，我觉得共有药效基团这一概念在其它药物研究领域应该也能有很好的应用。例如，有相当多的药物副作用从本质上来讲都是药物的多靶点作用引起的，我们如果能知道药物作用的这些靶点，找到共有药效基团，再与药物比对靶蛋白的排列方式，究竟是药物的哪个部分引起副作用是不是就能水落石出了。进一步，研究者就可以对这些结构加以改进，从而开发出副作用更小的药物。多靶点共有药效基团的概念可能还有助于阐明中药的作用方式。中药讲究的是辨证施治，与多靶点药物强调多靶点调控有异曲同工之妙，那么，中药的作用机制是不是能用多靶点理论加以解释？通过比对共有药效基团与中药活性成分的结构，我们也许能更方便的探索中药的奥秘。
【结语】

     医药学的发展史表明，一种概念的提出往往会引领一代药物的发展。例如，受体理论的提出引领出众多单靶点药物的发展，挽救了无数陷入绝境的生命。目前疾病的多因素理论正日益被接受，可以肯定，多靶点药物发展的时代必将到来，到那时，相信到时很多目前的疑难杂症必然会成为小事一桩。
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