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摘 　 要 　 利用已知活性的分子采用基于配体的策略构建药效团模型,通过基于类药规则、药效团模型、
多种精度的分子对接算法、MM / GBSA 结合能预测以及 ADMET 筛选手段对含约 250 万个分子的数据库进行

虚拟筛选。 发现 5 种 JAK3 抑制剂的新型骨架,其中 6 个以 1-苯基咪唑烷-2-酮为骨架的分子在与 JAK3 激酶

的结合能以及分子的 ADMET 性质评价方面均表现优异,具备高 JAK3 抑制剂潜力,被认为是虚拟筛选的命中

分子。
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for
 

virtual
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　 　 JAK 激酶是一类细胞内的酪氨酸激酶,参与

了机体的诸多生理活动,例如调节机体免疫应答

活动、参与炎症反应以及与造血功能相关的多种

细胞因子和生长因子的信号传导。 JAKs 家族具

有四个不同的激酶 亚 型, 分 别 为 JAK1、 JAK2、
JAK3 和 TYK2。 在 JAKs 家族中,仅有 JAK3 蛋白

主要在免疫系统 ( 造血细胞、淋巴细胞等) 内表

达,而其他 JAK 蛋白在机体组织和细胞中普遍表

达 [ 1,2] 。 JAKs 激酶家族参与了机体内的多种生理

过程,其中 JAK3 蛋白在细胞因子信号传递中起

到至关重要的作用,且 JAK3 蛋白仅在特定的组

织中进行表达。 因此,若使用 JAK3 抑制剂作为

治疗药物,在抑制 JAK3 蛋白活性的同时,并不会

像抑制其他 JAKs 家族成员那样引起过多的非正

常生理变化,同时还可以减轻由于抑制 JAK1 蛋

白和 JAK2 而造成的机体免疫排斥反应,这使得

JAK3 激酶抑制剂成为治疗肿瘤、自身免疫性疾病

的有效手段 [ 3 ~ 6] 。
但是目前报道的具有 JAK3 蛋白抑制活性的

药物分子在研发上进展缓慢。 新型骨架 JAK3 抑

制剂可以为特异性作用或者推向临床研究提供更

多的可能,因此研究新型骨架 JAK3 抑制剂非常

有必要。 虚拟筛选( Virtual
 

screening)是发现新化

学型生物活性小分子的有效技术之一,目前已经

频繁被应用于各类靶点的药物开发工作当中,此
前已有 JAK3 共价抑制剂虚拟筛选研究的相关报
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道 [ 7] 。 在本研究中,采用基于配体的虚拟筛选以

及基于结构的虚拟筛选串行策略进行了大规模数

据库虚拟筛选以发现具有新型化学骨架的潜在

JAK3 抑制剂,虚拟筛选流程见图 1。

图 1　 虚拟筛选流程

Fig. 1　 virtual
 

screening
 

process

1　 材料与方法

1. 1　 小分子数据库及蛋白准备
　 　 对 LifeChemicals 数据库中的 2464468 个化学

小分子进行虚拟筛选。 该数据库拥有庞大的分子

数量,并且这些覆盖了大部分化学空间,这一优势

有利于寻找新骨架分子。 所有分子在对接之前进

行 3D 结构转换工作,该过程在 Schrödinger
 

2021-
4 软件包中的 LigPrep 模块下完成,主要包含对所

有分子在 OPLS4 力场下进行能量最小化,使用

Epik 方法对所有分子进行正确的质子化预测处

理,去除分子库中可能存在的盐离子等操作。 清

洗处理完毕的分子用于后续的分子性质计算。
从 PDB 数据库中检索到的 JAK3 与抑制剂

Peficitinib 结合的共晶结构( PDB
 

ID 为 6AAK) [ 8]

作为计算使用的晶体结构,Peficitinib 亲和力测量

范围为 0. 43 ~ 18
 

nmol / L,该共晶结构分辨率为

2. 67Å。 将 Maestro13. 0 软 件 包 中 的 Protein
 

Preparation
 

Wizard 模块用于该蛋白的准备工作,
包括杂基添加键序和电荷、去除所有水分子、给蛋

白体系添加氢原子并进行氢原子取向优化、在 pH
= 7. 2 的生理环境下对氨基酸进行质子化处理以

及对整个结构在 OPLS4 力场下进行的能量最

小化。

1. 2　 类药性过滤
　 　 药物性质计算采用 Schrödinger

 

2021-4 软件

中的 Qikprop 模块完成,主要计算 Lipinski 五倍率

法则( Lipinski
 

rule
 

of
 

five)中所描述的化合物的氢

键受体、化合物的氢键供体、化合物的分子质量、
化合物的脂水分配系数的对数值、化合物中可旋

转键的数量。 基于生成的各个属性,采用 Lipinski
五倍率法则对 LifeChemicals 化合物数据库进行过

滤,通过该规则的分子用于后续的药效团筛选。
1. 3　 药效团筛选
　 　 药效团模型使用文献[ 9 ~ 11]中所报道的 33
个化合物进行构建,这些化合物的骨架与日本上

市的 JAK3 抑制剂 Peficitinib 骨架相同,侧链基团

具有多样性,并且结合模式类似,因此用于建模的

分子具有代表性。 本研究中以其中 25 个 JAK3
激酶活性数值在 20nmol / L 以下的分子作为活性

数据集;7 个活性数值大于 1000nmol / L 的分子作

为非活性数据集。 空间构象均选用 MCS
 

Docking
 

Ligand
 

Alignment 模块工作后的活性构象。 药效

团构 建 工 作 使 用 Phase 模 块 完 成。 随 后 使 用

Phase 模块中的 Phase
 

Ligand
 

Screening 方法用于

完成虚拟筛选中的基于药效团模型筛选过程。 该

过程的输入分子为上述经过类药规则过滤的分子

库。 筛选时,设置每个分子生成 50 种不同的空间

构象用于与药效团模型进行匹配,要求输出分子

必须匹配至少 4 个任意的空间药效团特征。 所有

输出的分子用于后续基于结构的虚拟筛选。
1. 4　 验证性分子对接
　 　 在本研究中采用分子对接预测目标分子与

JAK3 蛋白的结合模式。 Schrödinger2021-4 软件

包中 的 Glide 软 件 用 于 该 分 子 对 接 工 作。
Peficitinib 通过 Maestro

 

13. 0 手动构建,靶点蛋白

的晶体结构从 PDB 数据库中下载获得( PDB
 

ID:
6AAK) [ 8] 。

在对接之前,使用与上述准备小分子数据库

同样的方法准备 Peficitinib 分子,然后使用上述

准备好的对接盒子、以 SP 精度的算法进行分子

对接工作。 最后,对接输出的最低能构象 ( 最佳

对接构象)与活性构象进行 RMSD 计算以及叠合

分析。 本研究使用 PyMOL
 

2. 5[ 12] 配合 plip
 

2. 1. 7
软件 [ 13] 进行 3D 相互作用力分析。
1. 5　 基于结构的虚拟筛选
　 　 对接盒子文件通过 Schrödinger

 

2021-4 软件

中受体格点准备模块生成,上述准备好的共晶结

构中的小分子质心被选作为活性口袋的中心。 在

准备对接格点文件时,选择铰链上的 Glu903:O、
Leu905:O、Leu905:H 作为氢键的供体或受体,以
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此作为氢键限制条件,以便高效识别活性分子。
在上述条件的基础下最后计算生成体积为 20×20
×20Å3 的对接盒子文件。 基于结构的虚拟筛选工

作使用 Schrödinger
 

2021-4 软件中的 VSW( Virtual
 

Screening
 

Workflow) 模块完成。 在对接过程中要

求化合物输出的对接构象必须满足和受体蛋白

( JAK3 蛋 白 ) 铰 链 区 的 Glu903: O、 Leu905: O、
Leu905:H 三个氢键供体或受体中的至少两个形

成氢键。
由于虚拟筛选所用的数据库中含有大量的小

分子结构,采用串行策略可以在提高计算效率的

同时筛选出符合条件的分子。 而并行筛选需要耗

费大量的计算资源,在筛选效率上要低于串行策

略,因此利用三种不同精度的算法进行串行筛选。
对接采用 Glide 三种精确度的算法: HTVS

(高通量虚拟筛选) 、 SP、 XP,三种算法在精度上

逐步提升。 本过程三种算法都采用,对接过程类

似,逐渐提高精度提取打分前 10%的化合物进入

下一轮对接,最后 XP 算法设置每个对接输出 3
个构象用于 MM / GBSA 计算。
1. 6　 ADMET 性质计算
　 　 使用 Schrodinger

 

2021-4 中的 Qikprop 模型预

测了包括犬肾细胞细胞通透率( MDCK) 、血脑屏

障通透性 ( BBB) 、人类口服吸收率 ( Human
 

oral
 

absorption)以及人肠道吸收百分比( % HIA) 等多

种药理学相关参数。 此外还使用 PreADMET 在

线服务预测了 CaCo2(肠血屏障通透性) 、CYP3A4
底物、CYP2C19 抑制剂、CYP2C9 抑制剂、CYP3A4
抑制剂等性质。 通过对这些性质的综合分析,将
满足 HERG 小于-4、口服吸收率大于 70%、 BBB
小于 1、MDCK 大于 4、CaCo2 大于 4、% HIA 大于

90%等条件的分子确定为虚拟筛选最终命中的化

合物。

2　 结果与讨论

2. 1　 药效团模型验证结果
　 　 如图 2( A) 所示,ADDHRR_1 药效团模型主

要由两个氢键供体、一个氢键受体、两个芳环以及

一个疏水中心 构 成。 将 目 前 已 于 日 本 上 市 的

JAK3 抑制剂 Peficitinib 拟合至该药效团模型中

(图 2( B) ) ,可见 Peficitinib 与药效团匹配度非常

高,除了该分子上的羟基没有被药效团包裹,其余

的氢键供体或受体,芳环以及疏水中心都与药效

团模型高度拟合。

图 2　 (A)药效团模型 ADDHRR_1;(B)
 

Peficitinib 与

药效团模型的叠合图

Fig. 2　 (A)
 

Pharmacophore
 

model
 

ADDHRR_1;

(B)
 

Superposition
 

diagram
 

of
 

peficitinib
 

and
 

pharmacophore
 

model

ADDHRR_1 药效团模型可以与活性数据集

内 25 个活性分子中的 22 个相匹配,表明这个模

型具备较高的富集率。 从软件的评分角度而言,
该模型的生存得分为 6. 263,位点得分为 0. 815,
表明该模型质量较高,可用于大规模的虚拟筛选

工作。
2. 2　 对接方法验证结果
　 　 从图 3 中可以看出,三种算法获得的对接构

象都结合在活性构象所在的位置,其中 SP、XP 几

乎完全和活性构象叠合,RMSD 分别为 0. 1530 和

0. 1395Å ( 见 表 1 ) , 对 接 打 分 为 别 - 9. 888、
-10. 092kcal·mol- 1 ,意味着 SP 以及 XP 算法可以

非常准确地搜索到 JAK3 抑制剂的正确构象,因

　 　 　

图 3　 (A)HTVS、(B)SP、(C)XP 算法的构象叠合图

Fig. 3　 Conformational
 

superposition
 

graph
 

of
 

algorithm
 

(A)HTVS,
 

(B)SP,
 

(C)XP
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表 1　 HTVS、SP 和 XP 的对接分数及 RMSD 值

Tab. 1　 Docking
 

score
 

and
 

RMSD
 

value
 

of
 

HTVS,
 

SP
 

and
 

XP

对接算法 对接分数 / kcal·mol- 1 RMSD / Å

HTVS -9. 189 1. 5379

SP -9. 888 0. 153

XP -10. 092 0. 1395

此 SP、XP 都被选用于基于结构的虚拟筛选。
在 HTVS 算法的构象叠合中,虽然母核有些

颠倒,但是分子处于正确的位置,功能性基团基

本和活性分子叠合,并且 RMSD 在 2Å 以内,对

接打分 为 - 9. 189kcal·mol- 1 , 表 明 这 种 算 法 可

取。 考虑到虚拟筛选分子库较大,而 HTVS 筛选

迅速,精度也尚可。 因此将 HTVS 算法应用于基

于结构的虚拟筛选第一步,在 SP 、XP 算法筛选

之前。
此前报道的大多数 JAK3 抑制剂为 ATP 竞争

性抑制剂。 如图 4( A) 所示,参考分子 Peficitinib
结合在 JAK3 蛋白的 ATP 口袋当中。 蛋白的铰链

区是比较保守的 loop 区域,铰链上的骨架酰胺键

往往作为氢键供体或受体与活性分子的母核结构

形成氢键作用 [ 14,15] 。 并且从 Peficitinib 与 JAK3
的共 晶 结 构 中 发 现 [ 8] , Peficitinib 与 铰 链 上 的

Tyr904、Leu905、Glu903 的酰胺键形成三个氢键作

用(图 4( B) ) 。 这三个氢键对分子产生 JAK3 激

酶活性非常重要,故在后续基于结构的虚拟筛选

(分子对接)过程中对输出的构象进行条件限定,
要求待筛选分子必须与 JAK3 蛋白形成上述三个

氢键中的任意两个或以上的氢键作用才能被筛选

出来。
2. 3　 基于配体及基于结构的虚拟筛选
　 　 基于上述结果,将基于配体(药效团) 的虚拟

筛选以及基于结构(分子对接) 的虚拟筛选策略

串行使用。 在 2464468 个化合物中,有 2045823
个化合物符合 Lipinski 的特性,并表现出令人满

意的类药性,表明这些分子可能具有良好的生物

膜吸收或渗透性。 采用 ADDHRR_1 药效团模型

对类药性五规则过滤之后的 2045823 个分子进行

筛选,要求匹配 6 个药效团特征中任意 4 个或 4
个以上的分子为符合要求的潜力分子,最终基于

药效团筛选获得 956138 个分子。
在进行基于结构的虚拟筛选时,首先基于

HTVS 算法将 956138 个分子分别对接到 JAK3 蛋

白的 ATP 口袋当中,成功对接且符合氢键形成条

件的分子共计 196840 个。 在此保留对接打分前

图 4　 (A)
 

JAK3 蛋白活性口袋;(B)重要氢键作用

Fig. 4　 (A) JAK3
 

protein
 

active
 

pocket;(B)
 

Important
 

hydrogen
 

bonding

10%的分子,进一步使用 SP 算法对接且保留对接

打分排名前 10%的分子,获取 1968 个分子。 考虑

到之前分析的 XP 算法对分子的搜索能力最强,
对接构象与活性构象的 RMSD 值为 0. 1395Å。 为

了进一步筛选采用 MM / GBSA 计算这些分子高精

度结合能,采用 XP 算法进行高精度对接,并选取

了打分排名前 10%的分子构象用于 MM / GBSA 计

算。 MM / GBSA 结合能计算完成后,通过对结合

能数值进行排名以及手动挑选从 196 个分子筛选

出 80 个高潜力化合物。
经筛选所得到的分子在药效团匹配度、结合

模式以及结合能方面均表现优异。 通过分析这些

化合物的化学骨架结构,可以获得如图式 1 所示

的 6 个化合物骨架,除骨架 6 外均未有相关文献

报道,为新型 JAK3 小分子抑制剂骨架。

图式 1　 虚拟筛选所得的 6 个化学骨架结构

Scheme
 

1　 Six
 

chemical
 

skeleton
 

structures
 

obtained
 

by
 

virtual
 

screening

2. 4　 ADMET 分析
　 　 上述筛选工作获得的 80 个高潜力化合物中,
数 据 库 编 号 LCM00702393、 LCM01358243、
LCM01358357、 LCM01358371、 LCM01358983、
LCM01415405 的化合物具备优秀的 ADMET ( 药

物的吸收、分配、代谢、排泄和毒性) 性质,其各项

ADMET 指标均表现出色,被视为虚拟筛选的命中

分子,其化学结构见图式 2。
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图式 2　 虚拟筛选最终命中的 6 个化学骨架结构

Scheme
 

2　 Six
 

chemical
 

skeleton
 

structures
 

finally
 

obtained
 

by
 

virtual
 

screening

3　 结论

　 　 本研究选择了化学空间覆盖范围较为广泛的

LifeChemicals 数据库。 为了最终获取的分子具有

更好的成药性以及可改造空间,在虚拟筛选的开

始阶段将数据库进行类药性过滤,而后才进行基

于药效团筛选和基于结构的虚拟筛选。 在经过计

算机筛选以及人工筛选过滤后,确定了 80 个潜在

苗头化合物。 这些分子具备良好的理化性质,可
以通过 JAK3 抑制剂药效团模型, 并且还能和

JAK3 蛋白以高亲和力相互结合。 在筛选出的 80
个潜在苗头化合物中,共发现了 6 种骨架结构,其
中有 5 种骨架是未见报道的。 大多数通过筛选的

分子均具有良好的 　 　 　 　

ADMET 性质,其中代表性分子为 LCM00702393、
LCM01358243、 LCM01358357、 LCM01358371、
LCM01358983、LCM01415405,为后续 JAK3 抑制

剂的开发与结构优化提供了重要的参考价值。
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