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虚拟筛选结合活性验证发现新型ＳＨＰ２
催化位点抑制剂
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摘　要　原癌蛋白ＳＨＰ２是一种蛋白酪氨酸磷酸酶，其在多种恶性血液病和实体瘤中异常活跃表达。所

以，研发靶向ＳＨＰ２的抗肿瘤小分子抑制剂已成为当前研究的热点。通过基于ＳＨＰ２抑制剂和非抑制剂的

贝叶斯分类模型，药效团模型，及分子对接的组合虚拟筛选技术联合酶水平活性验证，发现３个新型ＳＨＰ２
催化位点抑制剂。因蛋白酪氨酸磷酸酶催化位点结构高度保守，靶向催化位点抑制剂一般选择性较差。检

测了活性最高化合物ｃｐｄ２在１０μｍｏｌ／Ｌ浓度下对ＳＨＰ２，ＳＨＰ１，ＰＴＰ－１Ｂ和ＤＵＳＰ２２的抑制作用，检测结

果提示该化合物具有一定潜在选择性。通过分析化合物ｃｐｄ２与药效团的匹配结果，及分子对接技术预测的

ｃｐｄ２与ＳＨＰ２催化活性位点间相互作用，阐明该化合物抑制ＳＨＰ２催化活性的作用机制。所得结果为发现

更多高活性和高选择性ＳＨＰ２催化位点抑制剂奠定了新的基础。
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１　引言

ＳＨＰ２（ＳＨ２ｄｏｍａｉｎ－ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ　ｐｒｏｔｅｉｎ－ｔｙｒｏｓｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ－２）由ＰＴＰＮ１１基因编码，属于非受体蛋白

酪氨酸磷酸酶。完整的ＳＨＰ２蛋白晶体结构显示［１］，在本底状态下，ＳＨＰ２通过Ｎ－ＳＨ２域和催化位点ＰＴＰ
域间形成分子内相互作用而处于一种自抑制的失活构象；在生长因子、细胞因子等外界环境因子的刺激下，

ＳＨＰ２的失活状态被打破，变成有活性的开放构象。研究表明，ＳＨＰ２参与多种信号通路，ＳＨＰ２的活化是

Ｒａｓ／ＥＲＫ１／２通路完全激活所必需的，此外，ＳＨＰ２活化ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ，ＪＡＫ／ＳＴＡＴ，ＪＮＫ和 ＮＦ－κＢ信号通

路，进而调控细胞增殖、分化、细胞周期维持和迁移等生理功能［２］。ＳＨＰ２还通过其Ｎ－ＳＨ２结构域结合免疫

检查点蛋白ＰＤ－１的磷酸酪氨酸基序（ｐＴｙｒ　ｍｏｔｉｆ），参与调节 Ｔ 细胞的活性［３］。综上ＳＨＰ２是细胞中多种

信号通路的重要信号调节分子，同时ＳＨＰ２还是控制细胞因子产生及免疫细胞反应的重要调控因子。

所以，当ＰＴＰＮ１１基因发生突变而表达异常时，将导致细胞增殖分化异常，引起多种疾病的发生发展。

近几年大量遗传学和临床研究表明，在多种恶性血液病和实体瘤中都存在ＳＨＰ２突变活化或过表达［４］。例

如，生殖系获得功能性ＰＴＰＮ１１基因突变会导致Ｎｏｏｎａｎ综合征（４０％～５０％），该疾病是一种可增加恶性
肿瘤风险的常染色体显性遗传发育障碍症［５］。ＳＨＰ２高活化突变出现于幼年慢性骨髓单核细胞性白血病

（ＪＭＭＬ，３５％），急性Ｂ淋巴细胞白血病（７％）和急性髓性白血病（４％）［６，７］。白血病相关ＰＴＰＮ１１　Ｅ７６Ｋ突变

会促进骨髓增殖性肿瘤的发生和发展［８］。ＳＨＰ２过表达在多种实体瘤中非常常见，例如：在大约５５％原发性

乳腺癌中ＳＨＰ２过表达，并会导致预后不良［９］。最近 Ｈａｎａ　Ａｌｇüｌ课题组发现ＫＲＡＳ突变驱动的胰腺导管

腺癌和非小细胞肺癌依赖于ＳＨＰ２［１０］。据Ｒｅｎｅ　Ｂｅｒｎａｒｄｓ课题组报道ＳＨＰ２是ＫＲＡＳ突变型非小细胞肺癌

所必需的［１１］。除此之外，近期研究表明ＳＨＰ２与肿瘤免疫调节密切相关，例如，Ｚｈａｏ等研究发现［１２］，抑制

ＳＨＰ２活性可激活抗肿瘤免疫力，并可以与阻断ＰＤ－１起协同作用，这为肿瘤免疫治疗提供了新的思路。以

上研究均提示ＳＨＰ２是一个抗肿瘤新靶标。靶向抑制ＳＨＰ２可双管齐下，既减缓癌细胞生长，同时也调节免

疫功能以激活其抗肿瘤作用。

综上，研发ＳＨＰ２小分子抑制剂，对靶向ＳＨＰ２的抗肿瘤治疗及其分子机制研究都具有十分重要的意

义。目前已经有一些ＳＨＰ２小分子抑制剂被报道，这些小分子抑制剂主要分为两大类：催化位点抑制剂和

变构位点抑制剂［１３，１４］。张仲寅课题组开发了多个ＳＨＰ２催化位点抑制剂［１５－１７］，最近，国内学者王文龙课题

组［１８］和王润玲课题组［１９，２０］也发现多个新型ＳＨＰ２催化位点抑制剂。除此，还有４款小分子变构抑制剂进入

临床研究［２１，２２］。

计算机辅助药物设计（ｃｏｍｐｕｔｅｒ　ａｉｄｅｄ　ｄｒｕｇ　ｄｅｓｉｇｎ，ＣＡＤＤ）技术已在药物研发中得到广泛应用，据估计

ＣＡＤＤ使得新药研发周期缩短了０．９年，研发费用降低１．３亿美元［２３］。根据药物作用靶点三维结构是否已

知，ＣＡＤＤ大概可以分为基于配体的药物设计（如药效团模型）和基于结构（如分子对接）的药物设计。研究

证明三维药效团模型和分子对接技术的联合应用可以缩短大型化合物数据库虚拟筛选的时间，并可提高命

中率［２４］。虚拟筛选获得化合物的活性基本上在μｍｏｌ／Ｌ水平，有少量的化合物达到ｎｍｏｌ／Ｌ水平，这一活

性水平的化合物可以作为先导化合物进行结构改造，以获得活性高的类药性化合物［２５］。计算机辅助药物分

子设计作为创新药物研究的新方法和新技术，已经成为一种实用化工具，加入到了创新药物研究的工作流程

中，成为现代药物研发的核心技术之一。

本研究使用ＤＳ软件构建ＳＨＰ２催化位点抑制剂和非抑制剂的贝叶斯分类模型，抑制剂的３Ｄ－ＱＳＡＲ药

效团模型，利用贝叶斯分类模型对大型商业数据库进行筛选，预测阳性化合物再由药效团进行筛选，通过两

轮筛选的化合物利用分子对接技术对接到ＳＨＰ２催化活性位点，通过分析对接结果选出潜在活性化合物，再

从公司购买化合物实体，进行酶水平抑制活性检测，最终得到３个具有一定潜在选择性的ＳＨＰ２新型抑制
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剂。并通过分析活性最高化合物和药效团匹配和分子对接结果，阐明化合物起抑制作用的机制。

２　材料和方法

２．１　搜集ＳＨＰ２催化位点小分子抑制剂

从ＢｉｎｄｉｎｇＤＢ数据库下载已报导的ＳＨＰ２小分子抑制剂的ＳＤＦ文件［２６］，利用Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ　Ｓｔｕｄｉｏ　３．１（ＤＳ

３．１）打开文件，根据文件中提供的每个化合物的信息，删除非活性位点抑制剂。利用ＤＳ　３．１的“Ｐｒｅｐａｒｅ　Ｌｉｇ－
ａｎｄｓ”模块对剩余ＳＨＰ２催化位点小分子抑制剂进行去重处理；将去重处理后的所有ＳＨＰ２小分子抑制剂按

照活性ＩＣ５０进行排序，规定ＩＣ５０＜２０μｍｏｌ／Ｌ为ＳＨＰ２的抑制剂，添加标注为１，ＩＣ５０＞２０μｍｏｌ／Ｌ为非抑制

剂，添加标注为－１。

２．２　构建ＳＨＰ２催化位点小分子抑制和非抑制剂二分类贝叶斯模型

利用ＤＳ　３．１的“Ｇｅｎｅｒａｔｅ　Ｔｒａｉｎｉｎｇ　ａｎｄ　Ｔｅｓｔ　Ｄａｔａ”模块，构建训练集和测试集，将注有标记的ＳＨＰ２催

化活性位点抑制剂作为输入化合物，“Ｓｐｌｉｔ　Ｍｅｔｈｏｄ”参数设置为“Ｒａｎｄｏｍ”，“Ｔｒａｉｎｉｎｇ　Ｓｅｔ　Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ”参数

设置为８０。利用ＤＳ　３．１中“Ｃｒｅａｔｅ　Ｂａｙｅｓｉａｎ　Ｍｏｄｅｌ”模块，以生成的训练集和测试集化合物作为输入，构建

贝叶斯模型，设置“Ｃａｌｃｕｌａｔｅ　Ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ”时，先确定所用分子指纹的类型，然后将确定的分子指纹和常见的

几种分子描述符组合进行模型构建。为确定关键分子描述符，采取逐一排查法，最终确定分子指纹和分子描

述符的最优组合。

２．３　构建ＳＨＰ２催化位点小分子抑制剂３Ｄ－ＱＳＡＲ药效团

２．３．１　训练集化合物的选取。药效团建模过程中，训练集分子的挑选对模型的构建具有非常重要的作用。

利用ＤＳ３．１构建３Ｄ－ＱＳＡＲ药效团模型对训练集分子有如下要求［２７］：（１）１８－２５个结构多样性的化合物，为

保证结果具有统计学意义，化合物分子数目不得低于１５个。（２）化合物活性跨度至少为４个数量级，每个数

量级至少有３个化合物。（３）结构相似的化合物活性至少相差一个数量级，有相似活性的化合物结构必须不

同。（４）所有化合物提供的信息不得冗余。根据这４条要求，从搜集的ＳＨＰ２催化位点抑制剂中选择１６个

化合物构成训练集。

２．３．２　３Ｄ－ＱＳＡＲ药效团的构建。利用ＤＳ　３．１中的“３ＤＱＳＡＲ　Ｐｈａｒｍａｃｏｐｈｏｒｅ　Ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ”模块以１６个训

练集化合物作为输入化合物，两个高活性化合物１（ＩＣ５０：０．２μｍｏｌ／Ｌ）和２（ＩＣ５０：０．４５μｍｏｌ／Ｌ）用作建模过程

中的模板分子，其对应的参数“Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ”及“ＭａｘＯｍｉｔＦｅａｔ”分别设为２和０，其余化合物的这两个参数都设

为１。

所有ＳＨＰ２催化活性位点抑制剂利用ＤＳ　３．１的“Ｐｒｅｐａｒｅ　Ｌｉｇａｎｄｓ”模块进行能量优化，使其初始构象处

于能量较低的状态。在“３ＤＱＳＡＲ　Ｐｈａｒｍａｃｏｐｈｏｒｅ　Ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ”模块中“Ｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ　Ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ”参数设为

Ｂｅｓｔ，并将能量阈值设为“２０ｋｃａｌ／ｍｏｌ”，然后利用Ｐｏｌｉｎｇ算法对每个化合物产生２５５个构象，这些构象涵盖

了所有可能与ＳＨＰ２催化结构域结合的化合物的活性构象。“Ｍａｘｉｍｕｍ　Ｐｈａｒｍａｃｏｐｈｏｒｅｓ”参数设置为５，

“Ｍｉｎｉｍｕｍ　Ｉｎｔｅｒｆｅａｔｕｒｅ　Ｄｉｓｔａｎｃｅ”设为１．５，利用剩余ＳＨＰ２抑制剂作为测试集化合物，“Ｆｉｔｔｉｎｇ　Ｍｅｔｈｏｄ”设

置为ｆｌｅｘｉｂｌｅ，“Ｆｉｓｈｅｒ　Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ”设置为９５％。除此，构建药效团所需其它参数采用默认参数。

通过对所有ＳＨＰ２小分子抑制剂的观察和相关文献报道，选择以下药效特征元素作为初始药效特征：氢

键受体（Ｈｙｄｒｏｇｅｎ－ｂｏｎｄ　ａｃｃｅｐｔｏｒ，Ａ），氢键供体（Ｈｙｄｒｏｇｅｎ－ｂｏｎｄ　ｄｏｎｏｒ，Ｄ），疏水特征（Ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃ　ｆｅａ－
ｔｕｒｅ，Ｈ）），芳香环特征（Ｒｉｎｇ　ａｒｏｍａｔｉｃ　ｆｅａｔｕｒｅ，Ｒ）和电离后呈负电荷基团（ＮＥＧ＿ｉｏｎｉｚａｂｌｅ，Ｎ）。

２．３．３　３Ｄ－ＱＳＡＲ药效团的评价。通常通过分析计算结果中给出的ｃｏｓｔ值和其它相关统计学参数对３Ｄ－
ＱＳＡＲ药效团模型进行初评，对通过初评的药效团模型再利用测试集和交叉验证法进行进一步的评价。参

数修改后运算给出最好的５个药效团模型及其相应参数，这些参数主要有：Ｆｉｘｅｄ　ｃｏｓｔ，理想模型的ｃｏｓｔ值；

Ｎｕｌｌ　ｃｏｓｔ，无意义模型的ｃｏｓｔ值，即模型预测活性和实验活性完全不相关时的ｃｏｓｔ值；Ｔｏｔａｌ　ｃｏｓｔ，对应于每

个不同的药效团模型其值不同；相关系数（ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ　ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ），代表利用药效团模型预测的训练集分子

活性值和实际实验活性值的相关度；Ｃｏｎｆｉｇ值，代表药效团模型空间构象的复杂程度；还有均方根偏差值
（ＲＭＳＤ　ｖａｌｕｅ）等。一个好的药效团模型，应当具有较高的相关系数，其Ｔｏｔａｌ　ｃｏｓｔ值应该接近Ｆｉｘｅｄ　ｃｏｓｔ值
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远离Ｎｕｌｌ　ｃｏｓｔ值，Ｃｏｎｆｉｇ值不大于１７，均方根偏差越小越好。交叉验证法可以进一步评价通过初评药效团

模型的可信度（ｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅ　ｌｅｖｅｌ），将置信度设为９５％，那么程序将产生１９个随机表单，每个表单中化合物的

结构和活性数据是随机混乱匹配的，但是表单中的其它参数与构建初始药效团模型的参数值完全相同。通

过分析随机产生的１９个训练集构建的９５个药效团模型的统计学参数可评价构建的定量药效团模型的可信

性。在测试集验证方法中，将除训练集之外的６６个化合物组成独立测试集，运用构建的定量药效团模型对

测试集化合物进行活性预测并与其实验活性做回归分析，以验证药效团模型的预测能力。

２．４　分子对接研究

本研究中的所有对接研究均使用ＧＯＬＤ　５．１来完成［２８］。ＳＨＰ２催化结构域的晶体结构来源于蛋白质数
据库（ＰＤＢ　ＩＤ：４ＲＤＤ），因为其在所有的ＳＨＰ２催化结构域晶体结构中分辨率最高（０．１６ｎｍ），所以被作为
对接研究中小分子化合物的受体。通过使用ＤＳ　３．１将氢原子添加到蛋白质，然后分配ＣｈＡＲＭＭ力场。结
合位点被定义为一个球体，其覆盖以配体为中心１ｎｍ范围内的受体氨基酸残基，这个球体足够覆盖活性位
点中配体化合物的结合区域。通过将与ＳＨＰ２催化结构域共结晶的抑制剂对接到受体的活性部位，预先优
化了评分函数和对接参数。

２．５　新型ＳＨＰ２催化位点抑制剂的虚拟筛选
使用构建好的贝叶斯分类模型通过ＤＳ　３．１中“Ｃａｌｃｕｌａｔｅ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ”模块对大型商业化合物

数据库里的化合物进行预测，利用预测为阳性的化合物，构建药效团筛选数据库。使用ＤＳ　３．１中的“Ｓｅａｒｃｈ
３ＤＤａｔａｂａｓｅ”模块，利用建立的药效团模型对构建好的化合物数据库进行３Ｄ结构匹配，选择匹配值（Ｆｉｔ
Ｖａｌｕｅ）超过一定阈值的化合物进行分子对接研究，通过对对接结果的分析，选择购买数个化合物进行后续的
活性研究。

２．６　酶水平化合物活性检测

本研究中酶水平活性检测选用欧洲Ｅｕｒｏｆｉｎｓ　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ公司的Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ　Ｓｅｒｖｉｃｅｓ模块中的Ｐｈｏｓｐｈａｔａ－
ｓｅＰｒｏｆｉｌｅｒ　ＴＭ完成，该方法使用荧光法测试磷酸酶活性。参考文献［２９，３０］并作适当调整，以６，８－二氟－４－甲基－７－
羟基香豆素磷酸酯（ＤｉＦＭＵＰ）作为底物，ＳＨＰ２催化其水解产生６，８－二氟－４－甲基－７－羟基香豆素（ＤｉＦＭＵ），

通过Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｆｉｃ　Ｖｅｒｉｏｓｋａｎ　Ｆｌａｓｈ多功能读数仪，以３５８ｎｍ为激发波长来检测４５０ｎｍ处的荧光
值，确定ＳＨＰ２的酶活。以矾酸钠（Ｎａ３ＶＯ４·１２Ｈ２Ｏ）为阳性抑制剂，它能够氧化蛋白酪氨酸磷酸酶的保守
催化活性位点半胱氨酸，是一种ＰＴＰｓ的通用抑制剂。除了感兴趣的待测化合物被正钒酸钠取代，阳性对照
孔包含了反应的所有组分以及控制溶剂效应的ＤＭＳＯ；除了化合物，空白孔包含了反应的所有成分。各种
不同酶的活性抑制实验具体操作如下。

２．６．１　ＳＨＰ２活性检测。使用在大肠杆菌中表达的人重组磷酸酶ＰＴＰＮ１１（ＳＨＰ－２）。将试验化合物与４５
ｎｇ／ｍＬ酶在３７℃、ｐＨ　７．２的改良 ＨＥＰＥＳ缓冲液中预孵育１５ｍｉｎ。通过添加１００μｍｏｌ／Ｌ　ＤｉＦＭＵＰ　６０
ｍｉｎ来引发反应。在３５８ｎｍ／４５０ｎｍ下用荧光光谱法读取所形成的 ＤｉＦＭＵ的量的测定。化合物在１０

μｍｏｌ／Ｌ下进行筛选。

２．６．２　ＳＨＰ１活性检测。使用在大肠杆菌中表达的人重组蛋白磷酸酶ＳＨＰ１。将试验化合物与２Ｕ／ｍＬ酶
在３７℃、ｐＨ　７．２的改良 ＨＥＰＥＳ缓冲液中预孵育１５ｍｉｎ。通过加入１００μｍｏｌ／Ｌ　ＤｉＦＭＵＰ　３０ｍｉｎ来引发
反应。在３５８ｎｍ／４５０ｎｍ下用荧光光谱法读取所形成的ＤｉＦＭＵ的量的测定。化合物在１０μｍｏｌ／Ｌ下进
行筛选。

２．６．３　ＰＴＰ１Ｂ活性检测。使用在大肠杆菌中表达的人重组蛋白磷酸酶ＰＴＰ１Ｂ。将受试化合物与１７０μＵ／

ｍＬ酶在３７℃、ｐＨ　７．２的改良 ＨＥＰＥＳ缓冲液中预孵育１５ｍｉｎ。通过加入１０μＭ　ＤｉＦＭＵＰ　６０ｍｉｎ来引发
反应。在３５８ｎｍ／４５０ｎｍ下用荧光光谱法读取所形成的ＤｉＦＭＵ的量的测定。化合物在１０μｍｏｌ／Ｌ下进
行筛选。

２．６．４　ＤＵＳＰ２２检测。使用在大肠杆菌细胞中表达的人重组蛋白磷酸酶ＤＵＳＰ２２。将受试化合物与２μｇ／

ｍＬ酶在３７℃、ｐＨ　７．２的改良 ＨＥＰＥＳ缓冲液中预孵育１５ｍｉｎ。通过加入１０μｍｏｌ／Ｌ　ＤｉＦＭＵＰ　３０ｍｉｎ来
引发反应。在３５８ｎｍ／４５０ｎｍ下用荧光光谱法读取所形成的ＤｉＦＭＵ的量的测定。化合物在１０μｍｏｌ／Ｌ
下进行筛选。
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３　结果和讨论

３．１　ＳＨＰ２催化位点小分子抑制和非抑制剂二分类贝叶斯模型
总共搜集到３７６个ＳＨＰ２催化位点抑制剂，其中２２０个化合物活性（ＩＣ５０）高于２０μｍｏｌ／Ｌ，在模型构建

中作为非活性化合物，标注为－１；剩余１５７个化合物活性（ＩＣ５０）低于２０μｍｏｌ／Ｌ，在构建模型时作为活性抑
制剂，标注为１。训练集化合物占比８０％，剩余２０％为测试集化合物，经程序随机分配后，训练集总共３０１
个化合物，其中１７８个非活性化合物，１２３个活性化合物；测试集总共７５个化合物，由４２个非活性化合物和

３３个活性化合物组成。

模型构建时，分子指纹ＬＣＦＣ１６与分子描述符 Ｎｕｍ＿Ｈ＿Ｄｏｎｏｒｓ，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ＿Ｆｒａｃｔｉｏｎａｌ　Ｐｏｌａｒ　Ｓｕｒｆａｃｅ
Ａｒｅａ为最优组合，给出最好的二分类结果。最优贝叶斯分类模型ＳＨＰ２＿ＢＤＭ评价数据见表１，ＲＯＣ　Ｓｃｏｒｅ，

ＳＥ，ＳＰ和Ｃｏｎｃｏｒｄａｎｃｅ数值越接近１，说明模型的二分类能力越优。从表１中的数据可见已构建模型是一
个优秀的贝叶斯分类模型，可用于后续虚拟筛选。

表１　ＳＨＰ２催化位点抑制剂和非抑制剂贝叶斯分类模型的验证结果

项目 Ｍｏｄｅｌ　Ｎａｍｅ　 ＲＯＣ　Ｓｃｏｒｅ　 ＲＯＣ　Ｒａｔｉｎｇ　 ＴＰ　 ＦＮ　 ＦＰ　 ＴＮ　 ＳＥ　 ＳＰ　 Ｃｏｎｃｏｒｄａｎｃｅ

训练集５重交叉

验证结果
ＳＨＰ２＿ＢＤＭ　 ０．８９３ Ｇｏｏｄ　 １１４　 ９　 １８　 １６０　 ０．９２７　 ０．８９９　 ０．９１０

测试集验证结果 ＳＨＰ２＿ＢＤＭ　 ０．９２８ Ｅｘｃｅｌｌｅｎｔ　 ３０　 ３　 ７　 ３５　 ０．９０９　 ０．８３３　 ０．８６７

　　注：ＴＰ，ｔｒｕｅ　ｐｏｓｉｔｉｖｅ；ＴＮ，ｔｒｕｅ　ｎｅｇａｔｉｖｅ；ＦＰ，ｆａｌｓｅ　ｐｏｓｉｔｉｖｅ；ＦＮ，ｆａｌｓｅ　ｎｅｇａｔｉｖｅ；ＳＥ：ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ，ＳＥ ＝ＴＰ／（ＴＰ ＋ＦＮ）；ＳＰ：ｓｐｅｃｉｆｉｃｉ－

ｔｙ，ＳＰ ＝ＴＮ／（ＴＮ ＋ＦＰ）；Ｃｏｎｃｏｒｄａｎｃｅ：ｏｖｅｒａｌｌ　ａｃｃｕｒａｃｙ，Ｃｏｎｃｏｒｄａｎｃｅ＝ （ＴＰ ＋ＴＮ）／（ＴＰ ＋ＴＮ ＋ＦＰ ＋ＦＮ）。

图１　构建药效团模型的训练集分子化学结构及其生物活性（ＩＣ５０：μｍｏｌ／Ｌ）
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３．２　３Ｄ－ＱＳＡＲ药效团模型的构建及评价

３．２．１　药效团模型的构建。利用选出的１６个训练集小分子化合物（图１），经过运算得到５个最佳的药效团

模型，其参数见表２，从表２数据可见，Ｐ１－Ｐ５的Ｃｏｓｔ差值分布在５３．０１４～６３．６５６之间。就药效团有意义的

显著性而言，真正重要的是任何药效团的Ｔｏｔａｌ　ｃｏｓｔ与Ｎｕｌｌ　ｃｏｓｔ之间的差异大小，如果二者差异为４０～６０，

那么代表有７５％～９０％的可能性活性数据和化学结构是真正相关的。Ｔｏｔａｌ　ｃｏｓｔ和Ｎｕｌｌ　ｃｏｓｔ差值越大代

表构建的药效团预测化合物活性的能力越高。

表２　排名前五的ＳＨＰ２催化位点小分子抑制剂定量药效团模型的统计学参数

Ｐｈａｒｍａｃｏｐｈｏｒｅ　Ｎｏ． Ｔｏｔａｌ　ｃｏｓｔ　 Ｃｏｓｔ　ｄｉｆｆ．ａ ＲＭＳＤ（） Ｆｅａｔｕｒｅｓ　ｂ

Ｐ１　 ６９．７８４　９０　 ６３．４５６　０　 ０．８４２　２０ Ａ１Ｈ１Ｎ１Ｒ１Ｖ４

Ｐ２　 ７９．３５８　１０　 ５３．８８３　０　 １．３９６　００ Ａ２Ｈ２Ｎ１Ｖ３

Ｐ３　 ７９．４７９　１０　 ５３．７６２　０　 １．３５２　４１ Ａ１Ｈ２Ｎ１Ｒ１Ｖ０

Ｐ４　 ７９．７６０　９０　 ５３．４８０　０　 １．３７６　７０ Ａ１Ｈ２Ｎ１Ｖ０

Ｐ５　 ８０．２２７　５０　 ５３．０１４　０　 １．４１７　５２ Ａ１Ｄ１Ｈ１Ｎ１Ｖ４

　　　　注：ａ：（Ｎｕｌｌ　ｃｏｓｔ－ｔｏｔａｌ　ｃｏｓｔ），Ｎｕｌｌ　ｃｏｓｔ＝１３３．２４１，Ｆｉｘｅｄ　ｃｏｓｔ＝６３．５２７　６，ｃｏｎｆｉｇｕｒａｔｉｏｎ　ｃｏｓｔ＝１５．９５３　９；ｂ：Ａ，Ｄ，Ｈ，Ｎ

和 Ｖ分别代表氢键受体，氢键供体，疏水特征，负电荷特征和排除体积（排斥球）。

图２　ＤＳ产生的ＳＨＰ２催化位点抑制剂的定量药效团模型（ａ～ｅ）药效团Ｐ１－Ｐ５药效特征元素的空间排布及其几何参数；

（ｆ）５个药效团的叠合结果（绿色：氢键受体；玫红色：氢键供体；蓝色：疏水特征；黄色：芳香环；灰色：排斥球）

图２（ａ～ｅ）显示了构建的５个定量药效团模型，包括药效特征元素种类和药效团特征元素三维空间以

及距离限制，图２（ｆ）显示了５个药效团的叠合结果，从图２可以看出５个药效团的药效特征的空间排布和各

个特征元素之间的距离是相差无几的。但５个药效团的药效特征的种类和数目却有较大差别。５个药效团

都含有空间分布类似的１个电离负电荷基团特征，１个氢键受体和１个疏水特征。Ｐ２、Ｐ３和Ｐ４还各含有一

个位置相似的疏水基团特征；Ｐ１和Ｐ３还各含有一个位置类似的芳香环特征；Ｐ２在与Ｐ１和Ｐ３芳香环特征

位置相似的空间位置有一个氢键受体；Ｐ５还在一个靠近电离负电荷特征的位置有个氢键供体；除此，Ｐ１、Ｐ２
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和Ｐ５还含有３～４个不等的排斥球，即化合物不能占据的空间。经过分析５个药效团含有的药效特征种类、

数目和空间排布，本研究倾向选择Ｐ３和Ｐ５进行后续的活性化合物筛选。

３．２．２　药效团模型的验证。好的药效团模型不仅能正确预测训练集化合物的分子活性，还应当具有正确预

测训练集之外其它分子生物活性的能力。因此，本研究使用６６个训练集分子之外的ＳＨＰ２催化位点抑制剂

组成测试集，用于测试药效团正确预测外部分子活性的能力。图３显示了５个药效团模型对１６个训练集化

合物和６６个测试集化合物预测活性值与实验活性值的回归分析结果。由图可见，５个药效团模型对训练集

化合物的活性预测是非常准确的，化合物预测活性值和实验活性值间的相关系数在０．９２３　３～０．９５２　４。通过

对５个药效团模型对测试集化合物预测活性值和实验活性值进行回归分析，得出药效团模型准确预测训练

集之外化合物活性值的能力，从图３可见，５个药效团模型对６６个测试集化合物的活性预测值和实验活性

值之间的相关系数在０．８２２　８～０．９０９　１，其中Ｐ３和Ｐ５的预测准确度最高，相关系数分别为０．８９９　８和

０．９０９　１。通过对化合物活性预测值和实验值相关系数的分析，本研究倾向选择Ｐ３和Ｐ５进行后续的虚拟筛

选，以发现新型ＳＨＰ２催化位点抑制剂。

图３　５个药效团模型对训练集和测试集化合物活性预测值和实验值回归分析结果

图４　原始表单和１９个随机表单产生的药效团的ｔｏｔａｌ　ｃｏｓｔ值的区别

除了测试集方法，本研究采用Ｆｉｓｈｅｒ验证法对药效团进行随机交叉验证分析。在本次验证中，置信水
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平设为９５％，程序将训练集化合物结构和活性值随机混乱组合，产生１９个输入表单，这些表单参数与构建

药效团模型时使用的参数设置完全相同，程序将产生９５个药效团型。图４显示了新建的９５个药效团模型

和原始表单产生的５个药效团模型的Ｔｏｔａｌ　ｃｏｓｔ值，比较发现原始表单产生的５个药效团模型除药效团Ｐ２

外的Ｔｏｔａｌ　ｃｏｓｔ值比随机表单产生的９５个药效团的Ｔｏｔａｌ　ｃｏｓｔ值低的多，这说明构建的药效团模型Ｐ１、Ｐ３、

Ｐ４和Ｐ５具有很强的可信性。

图５　药效团和训练集活性最高的化合物１（ＩＣ５０：０．２μｍｏｌ／Ｌ）和活性最低化合物１６（ＩＣ５０：５００μｍｏｌ／Ｌ）的匹配效果图

（ａ～ｄ）Ｐ１、Ｐ３、Ｐ４和Ｐ５与活性最高的化合物１的匹配图；（ｅ～ｈ）Ｐ１、Ｐ３、Ｐ４和Ｐ５与活性最低的化合物１６的匹配图

（绿色：氢键受体；玫红色：氢键供体；蓝色：疏水特征；黄色：芳香环特征；灰色：排斥球）

为了进一步分析药效团模型Ｐ１、Ｐ３、Ｐ４和Ｐ５的有效性，将这４个药效团模型与训练集活性最高和活性

最低的２个化合物进行匹配叠合。图５显示了定量药效团模型Ｐ１、Ｐ３、Ｐ４和Ｐ５与训练集中活性最高的化

合物１（ＩＣ５０＝０．２μｍｏｌ／Ｌ）和活性最低化合物１６（ＩＣ５０＝５００μｍｏｌ／Ｌ）的匹配情况，从图５（ａ－ｄ）可见，各药效

团和化合物１匹配得非常完美，其每个药效特征元素均与化合物１中的相应化学功能基团匹配，而在图５（ｅ－

ｈ）中药效团模型只与化合物１６有部分匹配。因此，这些结果在一定程度上反映了各药效团的有效性。

根据药效团模型对训练集和测试集化合物的活性预测能力，Ｆｉｓｈｅｒ验证法分析，药效特征元素的组成和

空间排布，及药效团和训练集化合物的匹配情况，最终选择药效团Ｐ３和Ｐ５进行后续的虚拟筛选。

３．３　分子对接参数和评分函数的确定

　　由于分子对接参数和评分函数对最终对接结果具有很大影

响，因此在进行基于分子对接的虚拟筛选之前需要确定最优对

接参数和评分函数。本研究选择ＳＨＰ２催化结构域结合１个头

孢磺啶衍生物的晶体复合物结构（ＰＤＢ　ＩＤ：４ＲＤＤ）作为对接研

究的受体，因为在所有已结晶ＳＨＰ２催化结构域与催化位点抑

制剂的复合物结构中，４ＲＤＤ具有高分辨率（０．１６ｎｍ）。为了确

定最佳的对接参数和评分函数，将已经与ＳＨＰ２催化位点共结

晶的４种活性化合物重新对接到ＳＨＰ２的活性位点，调整对接

　

表３　ＳＨＰ２催化位点抑制剂的结晶构象

和对接构象之间ＲＭＳＤ值

Ｌｉｇａｎｄ　ＩＤａ ＰＤＢ　ｅｎｔｒｙ　 ＲＭＳＤ／ｎｍ

３ＬＵ　 ４ＲＤＤ　 ０．１８６　９５

ＪＺＧ　 ３Ｏ５Ｘ ０．６３０　７３

Ｂ２Ｂ ３ＭＯＷ　 ０．７３５　３５

２ＷＴ　 ４ＰＶＧ　 ０．８０３　０７

　　注：ａ：ＰＤＢ数据库中配体化合物的ＩＤ编号。

参数和评分函数，直到小分子化合物对接构象尽可能与原来的结晶构象重合。经过不断测试，对接参数设置

如：Ｆｉｔｎｅｓｓ　Ｆｕｎｃｔｉｏｎ选用Ｃｈｅｍｓｃｏｒｅ，ＧＡ　Ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ选用ＧＯＬＤ　Ｄｅｆａｕｌｔ，Ｇｅｎｅｒａｔｅ　Ｄｉｖｅｒｓｅ　Ｓｏｌｕｔｉｏｎ设为

Ｔｒｕｅ，Ｅａｒｌｙ　Ｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ设为Ｆａｌｓｅ，其它参数保留软件默认参数。选用参数和评分函数的组合，使配体的
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对接构象与它们在晶体结构中的相应结合构象之间有最小均方根偏差（ＲＭＳＤ）值。表３列出了计算的

ＲＭＳＤ值。４个化合物中３ＬＵ具有最小ＲＭＳＤ值０．１８６　９５ｎｍ，此值可接受。其它３个化合物的ＲＭＳＤ值

都高于０．５ｎｍ，这是因为这３个化合物本身柔性较大，与ＳＨＰ２催化位点结合不够紧密，化合物三分之二的

结构暴露于溶剂中与受体蛋白无任何相互作用，故对接构象与原结晶构象差别较大。基于化合物３ＬＵ的对

接结果及对接软件ＧＯＬＤ５．１在其它研究中的可靠性［２９］，表明ＧＯＬＤ软件在一定程度上能够重现配体的正

确结合构象，可用于本研究中的分子对接研究。

３．４　新型ＳＨＰ２催化位点抑制剂的虚拟筛选

本研究采用３种计算机辅助药物发现技术，即贝叶斯分类模型，药效团模型和分子对接技术，进行多步

骤的组合虚拟筛选以发现潜在新型ＳＨＰ２活性位点抑制剂。虚拟筛选工作流程如图６所示。本研究所用３
种计算机辅助药物发现技术中，基于贝叶斯分类模型的虚拟筛选速度最快，所以首先利用贝叶斯分类模型对

包含１２９　０８７个化合物的大型商业化合物数据库进行ＳＨＰ２催化位点抑制剂的预测；把预测为阳性的

４８　５０７个化合物构建为可用药效团模型进行筛选的３Ｄ数据库，利用比分子对接速度快很多的药效团模型进

图６　本研究的虚拟筛选流程

行３Ｄ数据库筛选；将筛选化合物与药效团匹配值高于４
（ＦｉｔＶａｌｕｅ大于４．０）的１５８个化合物进行最后的分子对

接筛选，根据对接化合物的打分值高低和观察对接构象

与活性位点关键氨基酸残基的相互作用，最终选取了８
个化合物进行购买和后续的酶水平活性验证。图７显

示８个购买化合物的分子结构，表４列出８个化合物的

筛选参数。

　

图７　８个命中化合物的化学结构

表４　８个命中化合物的筛选参数，包括药效团匹配值、３Ｄ－ＱＳＡＲ药效团模型预测的活性值和对接打分

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ　Ｎａｍｅ
Ｐ３ Ｐ５

Ｆｉｔ　Ｖａｌｕｅ　 Ｐｒｅ．Ａｃ． Ｆｉｔ　Ｖａｌｕｅ　 Ｐｒｅ．Ａｃ．
Ｄｏｃｋｉｎｇ　ｓｃｏｒｅ

ｃｐｄ１　 ５．６２０　９６　 ２．０５３　２４　 ６．３４８　２６　 ０．１１３　６４３　 ２８．７７２　４

ｃｐｄ２　 ５．５７２　２９　 ２．２９６　７６　 ６．１７５　９８　 ０．１６８　９７３　 ２５．５２５　３

ｃｐｄ３　 ５．５３３　６３　 ２．５１０　５３　 ６．１２２　９５　 ０．１９０　９２１　 ２７．６７２　４

ｃｐｄ４　 ５．４５６　６９　 ２．９９７　１９　 ５．４９７　７２　 ０．８０５　５２７　 ２２．７６２　８

ｃｐｄ５　 ５．３７５　８１　 ３．６１０　７０　 ５．２０６　３８　 １．５７５　５１０　 ２９．２９４　１

ｃｐｄ６　 ５．３５４　６８　 ３．７９０　７１　 ４．９５５　７１　 ２．８０６　０００　 ２３．１００　８

ｃｐｄ７　 ５．３４２　５７　 ３．８９７　８６　 ４．６８２　０９　 ５．２６８　８００　 ３０．１３８　８

ｃｐｄ８　 ４．５２６　１３　 ２５．５４２　８０　 ４．１０５　８０　 １９．８６０　８００　 ２３．９７８　６
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３．５　新型ＳＨＰ２催化位点抑制剂活性检测

化合物由ＬｉｆｅＣｈｅｍｉｃａｌ化合物数据库国内代理商上海陶术购买（根据化合物售卖公司提供的材料显

示，所有化合物纯度均大于等于９０％），每种化合物皆用ＤＭＳＯ溶解，精确配置成１０ｍｍｏｌ／Ｌ的母液，每个

待测化合物取２０μＬ母液，寄往英国Ｅｕｒｏｆｉｎｓ　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ公司完成酶水平活性检测。图８显示化合物在

１０μｍｏｌ／Ｌ浓度下对ＳＨＰ２活性的抑制率，化合物ｃｐｄ２、ｃｐｄ４和ｃｐｄ６在浓度为１０μｍｏｌ／Ｌ时对ＳＨＰ２催化

活性具有明显抑制能力，抑制率分别为７９％，７１％和６７％。为了进一步检测活性最高化合物抑制不同磷酸

酶催化活性的选择性，检测了ｃｐｄ２在１０μｍｏｌ／Ｌ浓度时，对ＳＨＰ１、ＰＴＰ１Ｂ和ＤＵＳＰ２２催化活性的抑制。

如图９所示，化合物ｃｐｄ２在１０μｍｏｌ／Ｌ浓度时，对ＳＨＰ１、ＰＴＰ１Ｂ和ＤＵＳＰ２２的酶活抑制率分别为４２％，

４１％和３４％，与同浓度ｃｐｄ２对ＳＨＰ２酶活抑制率２１％相比较，提示化合物ｃｐｄ２具有一定潜在选择性。酶

活检测表明，化合物ｃｐｄ２是一个具有潜在选择性的ＳＨＰ２催化位点抑制剂，具有进一步改构的价值。

图８　８个筛选命中化合物抑制ＳＨＰ２酶活性结果

　
图９　化合物ｃｐｄ２酶水平抑制ＳＨＰ２、ＳＨＰ１、ＰＴＰ１Ｂ和

ＤＵＳＰ２２活性比较

３．６　活性化合物ｃｐｄ２与药效团模型的匹配及分子对接结果分析

为了更好地解释化合物ｃｐｄ２结构和活性间的关系，分析了该化合物和药效团的匹配情况，及其与

ＳＨＰ２催化活性位点的对接结果，以阐明化合物ｃｐｄ２为何会抑制ＳＨＰ２催化活性。

图１０　（ａ）和（ｂ）分别是药效团Ｐ３和Ｐ５与化合物ｃｐｄ２的匹配结果（绿色：氢键受体，玫红色：氢键供体，蓝色：疏水特征，

黄色：芳香环特征，灰色：排斥球）；（ｃ）ｃｐｄ２在ＳＨＰ２催化活性位点中可能的结合构象

（绿色：氢键，浅粉：疏水相互作用，橙色：静电相互作用，灰绿：弱氢键）

从图１０（ａ）中可以看到，命中化合物ｃｐｄ２与药效团模型Ｐ３匹配效果较好。具体地说，２个疏水特征与

ｃｐｄ２的苯基匹配，解离负电荷特征与羧基匹配，氢键受体与硫氧代噻唑啉上的氧原子匹配，芳香环特征没有

匹配到化合物ｃｐｄ２的结构上。相比较，化合物ｃｐｄ２与药效团模型Ｐ５匹配效果好于其与Ｐ３的匹配效果，如

图１０（ｂ）。具体来说，解离负电荷特征与羧基匹配，氢键受体与硫氧代噻唑啉上的氧原子匹配，氢键受体与

羟基匹配，疏水特征与甲氧基匹配。图１０（ｃ）显示了ｃｐｄ２在ＳＨＰ２催化活性位点中可能的结合构象，水杨
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酸结合在ＳＨＰ２底物磷酸化部位的结合位点，其中羧基与ＧＬＮ５１０和ＧＬＹ４６４形成氢键相互作用，羟基和

ＣＹＳ４５９形成氢键相互作用，苯环与ＡＬＡ４６１形成疏水相互作用并与ＬＹＳ３６６形成正电荷－π相互作用；硫

氧代噻唑啉上的氧原子与ＳＥＲ４６０形成氢键相互作用，硫氧代噻唑啉的五元环与ＬＹＳ３６４形成疏水相互作

用；邻二甲氧基苯上的一个甲氧基与ＡＲＧ２７８形成弱氢键相互作用。化合物ｃｐｄ２与药效团的匹配结果与

其和ＳＨＰ２催化活性位点结合形成的相互作用相吻合，说明药效团预测的ｃｐｄ２活性构象和分子对接预测的

活性构象基本吻合，化合物ｃｐｄ２极可能是采取此种构象结合在ＳＨＰ２催化位点抑制其催化活性。药效团匹

配和分子对接的结果阐明了化合物ｃｐｄ２抑制ＳＨＰ２催化活性的作用机制。

４　结论

本研究利用计算机辅助药物设计技术结合酶水平活性测试，发现了３个新型ＳＨＰ２催化位点抑制剂，其

中活性最高化合物ｃｐｄ２具有一定的潜在选择性。通过分析ｃｐｄ２与ＳＨＰ２催化位点抑制剂３Ｄ－ＱＳＡＲ药效

团的匹配结果以及ｃｐｄ２与ＳＨＰ２催化活性位点的对接结果，发现药效团预测的活性构象与分子对接预测的

活性构象相当吻合，且ｃｐｄ２与药效团关键药效特征的匹配与其和ＳＨＰ２催化活性位点关键氨基酸残基的相

互作用基本一致，所以阐明了ｃｐｄ２抑制ＳＨＰ２酪氨酸磷酸酶活性的作用机制。
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