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摘要：【背景】Ａ型流感病毒的 Ｍ２ 质子通道蛋白的 Ｘ-ｒａｙ和 ＮＭＲ 结构已于 ２００８ 年测定，并成为发展抗流感

的重要药物靶标，但学术界对于抑制剂的作用机理尚有争论。【方法】用 ＳＹＢＹＬ软件作 Ｍ２ 通道蛋白与金刚

烷胺抑制剂的对接计算，在可能的对接位点（Ａｓｐ-４４，Ｔｒｐ-４１，Ｈｉｓ-３７）上用精确的量子化学方法计算对接能，

并根据结构化学和物理化学的原理分析抑制剂的作用机理。【结果】计算了金刚烷胺与 Ｍ２ 质子通道的多个

可能的结合位点的结合能，包括 Ｈｉｓ-３７，Ｔｒｐ-４１ 和 Ａｓｐ-４４。【结论】金刚烷胺对 Ｍ２ 的抑制是一个动态过程，

可能有多个位点结合。金刚烷胺穿透细胞膜后在通道出口与 Ａｓｐ-４４ 形成盐桥，质子流使盐桥解离，金刚烷胺

再进入通道与芳香氨基酸 Ｔｒｐ-４１（或 Ｈｉｓ-３７）形成阳离子－π键。
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ：ｉｎｆｌｕｅｎｚａ Ａ ｖｉｒｕｓ，ａｍａｎｔａｄｉｎｅ，Ｍ２
ｐｒｏｔｏｎ ｃｈａｎｎｅｌ，ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ

　　【研究意义】Ａ 型流感是对人类威胁最大的流
行性疾病之一，每年都在人群和家禽、家畜中有不同



程度的发生。近 ５ 年 Ｈ５Ｎ１ 和 Ｈ７Ｎ１ 流感病例在
我国不断出现［１，２］，每年冬春季在华东、华中和华南
的养鸡场都有 Ｈ５Ｎ１ 和 Ｈ７Ｎ１ 禽流感发生，造成家
禽死亡或被大量捕杀，对公共卫生和饲养业都造成
重大损失。为应对 Ａ 型流感的大规模爆发，研发新
的抗流感病毒药物仍迫在眉睫［３］。【前人研究进展】

２００８ 年 ＮＡＴＵＲＥ 报道了 Ａ 型流感病毒的 Ｍ２ 质
子通道蛋白的两个三维结构，这两个 Ｍ２ 结构分别
用 Ｘ射线衍射法（Ｘ-ｒａｙ）［４］和核磁共振法（ＮＭＲ）［５］

测定（图 １）。这一具有里程碑意义的成果为新型流
感病毒抑制剂的设计提供了新的靶标和结构基础。
然而并列发表在 ＮＡＴＵＲＥ上的这两篇论文却给出
了不同的抑制剂结合位点。在 ＤｅＧｒａｄｏ［４］的研究小
组测定（用 Ｘ-ｒａｙ 法）的 Ｍ２ 通道蛋白的晶体结构
里，抑制剂金刚烷胺结合在 Ｍ２ 通道内部，位于丝氨
酸 Ｓｅｒ-３１ 和组氨酸 Ｈｉｓ-３７ 之间的位置。金刚烷胺
在通道内以物 理方式堵塞 Ｍ２ 质子通道。在

Ｃｈｏｕ［５］的研究小组测定（用 ＮＭＲ法）的 Ｍ２ 的溶液
结构里，抑制剂金刚烷乙胺处于 Ｍ２ 通道外部靠近
通道出口的位置，其亲水的药效团氨基（－ＮＨ＋

３ ）与
天冬氨酸 Ａｓｐ-４４ 的羧基（－ＣＯＯ－）形成盐桥，疏水
的金刚烷基夹裹在 Ｍ２ 通道与细胞膜之间。在这一
结构里金刚烷乙胺通过变构机制（Ａｌｌｏｓｔｅｒｉｃ ｒｅｇｕｌａ-
ｔｉｏｎ）抑制质子的流通。【本研究切入点】这两篇关
于 Ｍ２ 质子通道的论文在 ＮＡＴＵＲＥ 发表后，关于
金刚烷胺与 Ｍ２ 通道的结合位点和抑制机理引发了
广泛的讨论［６～９］。在 ２０１０ 年的 １ 篇综述论文里，

Ｊａｍｅｓ Ｃｈｏｕ教授认为抑制剂在受体蛋白里可能有
不止 １ 个结合位点，在不同的阶段，抑制剂的结合位
点可能会发生转移。虽然 Ｃｈｏｕ 教授的这一观点被
普遍接受，但金刚烷胺类抑制剂与 Ｍ２ 通道的结合
与转移的详细过程尚不清楚。【拟解决的关键问题】
采用计算化学和理论分析的方法探讨金刚烷胺抑制

剂在 Ｍ２ 通道中的结合与转移的机制，其结论可能
对新型流感病毒抑制剂的设计有帮助。

１　研究方法

　　计算化学和分子模拟是研究复杂化学和生物学
问题的重要方法［１ １～ １４］，它的最大优点是用计算机模
拟实验中难以实现的各种复杂的细微过程，从理论
上探讨可能的反应机制和过程细节。本文首先用分
子对接的方法探索金刚烷胺（或金刚烷乙胺）在 Ｍ２
质子通道蛋白中的可能的结合位点，然后用高档量
子化学方法计算各结合位点的结合能。根据能量数

据和理论分析，推导金刚烷胺在 Ｍ２ 通道内的结合
位点和迁移过程。

　　图 １　（ａ）流感病毒的 Ｍ２ 质子通道蛋白的溶液 ＮＭＲ
结构（ＰＤＢ代码：２ＲＬＦ）。（ｂ）流感病毒的 Ｍ２ 质子通道蛋白

的 Ｘ-ｒａｙ结构（ＰＤＢ代码：３Ｃ９Ｊ）。

　　Ｆｉｇ．１　（ａ）Ｔｈｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ＮＭＲ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ Ｍ２ ｐｒｏｔｏｎ

ｃｈａｎｎｅｌ ｏｆ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ Ａ ｖｉｒｕｓ （２ＲＬＦ）．（ｂ）Ｔｈｅ Ｘ-ｒａｙ ｃｒｙｓｔａｌ

ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ Ｍ２ ｐｒｏｔｏｎ ｃｈａｎｎｅｌ ｏｆ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ Ａ ｖｉｒｕｓ （３Ｃ９Ｊ）．

　　金刚烷胺与 Ｍ２ 质子通道的对接计算采用 Ｔｒｉ-
ｐｏｓ 公司的 ＳＹＢＹＬ-Ｘ１．１ 软件进行。由于对接计
算与起始位点的选择有密切关系，故采用文献［６，７，

１５］中介绍过的几个关键氨基酸位点作为起始的试
探位点，包括 Ｓｅｒ-３１、Ｈｉｓ-３７、Ｔｒｐ-４１ 和 Ａｓｐ-４４。选
用 ＳＹＢＹＬ 提供的 Ｓｕｒｆｌｅｘ-Ｄｏｃｋ 对接计算方法，计
算中采用 Ｍ２ 蛋白与金刚烷胺的柔性对接，并在打
分函数中加入各种非共价键作用的成分。在对接计
算的结构基础上，进一步用高档量子化学方法

ＭＰ２／６-３１１＋Ｇ（ｄ，ｐ）和 ＣＣＳＤ／６-３１１＋Ｇ（ｄ，ｐ）计算
精确的配体-受体结合能。为简化计算量，在量子化
学计算中只计算活性氨基酸与金刚烷胺间的作用

能。作用能按（１）式定义，

　　ΔＥ（ａ －ｂ）＝Ｅ（ａ －ｂ）－［Ｅ（ａ）＋Ｅ（ｂ）］，
（１）

其中 Ｅ（ａ －ｂ ）是氨基酸-金刚烷胺复合物的能量，

Ｅ（ａ）和 Ｅ（ｂ ）分别是氨基酸和金刚烷胺单体的能
量。对接计算在曙光 ５０００ 工作站上完成，复杂量子
化学计算在天津天河一号超级计算机上（ＴＨ-１Ａ
ｓｕｐｅｒ ｃｏｍｐｕｔｅｒ）完成（ｗｗｗ．ｎｓｃｃ-ｔｊ．ｇｏｖ．ｃｎ）。
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２　结果与分析

　　文献报导过的金刚烷胺与 Ｍ２ 质子通道蛋白的
可能结合位点有 ４ 个（Ｓｅｒ-３１、Ｈｉｓ-３７、Ｔｒｐ-４１ 和

Ａｓｐ-４４），４ 个氨基酸的位置参见图 ２。

　　图 ２　金刚烷胺在 Ｍ２ 质子通道蛋白的 ４ 个可能的氨基

酸结合位点（Ｓｅｒ-３１、Ｈｉｓ-３７、Ｔｒｐ-４１、Ａｓｐ-４４）的位置。

　　Ｆｉｇ．２　Ｐｏｓｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ｆｏｕｒ ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅｓ （Ｓｅｒ-３１，

Ｈｉｓ-３７，Ｔｒｐ-４１ ａｎｄ Ａｓｐ-４４）ｏｆ ａｍａｎｔａｄｉｎｅ ｉｎ Ｍ２ ｐｒｏｔｏｎ

ｃｈａｎｎｅｌ ｏｆ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ Ａ ｖｉｒｕｓ．

２．１　金刚烷胺与 Ｍ２ 质子通道的对接计算

　　在图 １ 所示的 Ｍ２ 质子通道的两个结构中，Ｘ-
ｒｅｙ法测定的 Ｍ２ 结构 （ＰＤＢ 代码 ３Ｃ９Ｊ）是一个不
完全的通道结构，缺少通道的底座部分，通道呈开放
的喇叭口状。ＮＭＲ 法测定的 Ｍ２ 溶液结构 （ＰＤＢ
代码 ２ＲＬＦ）是一个完整的通道结构，包括跨膜部
分、膜外的开口和膜内的基座部分。本文基于 Ｍ２
的 ＮＭＲ结构 ２ＲＬＦ，在 ４ 个活性位点 Ｓｅｒ-３１、Ｈｉｓ-
３７、Ｔｒｐ-４１ 和 Ａｓｐ-４４ 上作对接计算。表 １ 列出了
得到酸性氨基酸 Ａｓｐ 和 Ｈｉｓ 以及碱性的金刚烷胺
和金刚烷乙胺的酸电离常数（ｐＫａ）。
表 １　天冬氨酸、组氨酸和金刚烷胺的酸电离常数*（ｐＫａ）

Ｔａｂｌｅ １　Ｔｈｅ ａｃｉｄｉｃ ｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｃｏｎｓｔａｎｔｓ （ｐＫａ）ｏｆ Ａｓｐ，Ｈｉｓ

ａｎｄ ａｍａｎｔａｄｉｎｅ）

Ｎａｍｅ Ｃｏｄｅ ｐＫａ

Ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ Ｈｉｓ，Ｈ ６．０８
Ａｓｐａｒｔｉｃ ａｃｉｄ Ａｓｐ，Ｄ ３．９０
金刚烷胺
Ａｍａｎｔａｄｉｎｅ ｍｏｎｏｔｈｅｒａｐｙ Ａｍｄ ９．００

金刚烷乙胺
Ａｍａｎｔａｄｉｎｅ ｅｔｈｙｌａｍｉｎｅ Ｒｍｄ １０．４０

*ｈｔｔｐ：／／ｅｎ．ｗｉｋｉｐｅｄｉａ．ｏｒｇ／ｗｉｋｉ／Ｐｒｏｔｅｉｎ＿ｐＫａ＿ｃａｌｃｕｌａｔｉｏｎｓ

　　在图 ２ 中，Ｓｅｒ-３１ 位于 Ｍ２ 通道跨膜区的上部，
其官能团羟基（－ＯＨ）朝向通道外。金刚烷胺是碱
性分子（ｐＫａ≈ ９．００），在细胞内其氨基应是质子化
的（－ＮＨ＋

３ ），无法与 Ｓｅｒ-３１ 的羟基形成氢键。虽有

文献［４，１６］分析 Ｓｅｒ-３１ 是金刚烷胺的可能结合位
点，我们认为 Ｓｅｒ-３１ 不像是合适的结合位点。

　　Ｈｉｓ-３７ 位于 Ｍ２ 通道的中部，４ 个芳香环侧链
构成一个网兜状。如果金刚烷胺能够进入通道内
部，其质子化的氨基（－ＮＨ＋

３ ）可与 Ｈｉｓ-３７ 的芳香
环形成很强的阳离子－π键。由于金刚烷胺的氨基
（－ＮＨ＋

３ ）与 ４ 个 Ｈｉｓ-３７ 的芳香环形成阳离子－π
键，其作用能会很强。

　　酸性的天冬氨酸 Ａｓｐ-４４ 位于 Ｍ２ 通道的出口，
跨膜区的末端，其官能团羧基（－ＣＯＯ－）朝外。如
果金刚烷胺穿透细胞膜，来到 Ａｓｐ-４４ 的位置，金刚
烷胺的氨基（－ＮＨ＋

３ ）有可能与 Ａｓｐ-４４ 的羧基形成
盐桥。因而 Ａｓｐ-４４ 是金刚烷胺可能的结合位点。

　　色氨酸 Ｔｒｐ-４１ 是最大的芳香氨基酸，由一个六
元环和一个五元环构成。由于色氨酸 Ｔｒｐ-４１ 的侧
链截面积最大，形成了 Ｍ２ 通道的最狭窄处。色氨
酸 Ｔｒｐ-４１ 的截面和天冬氨酸 Ａｓｐ-４４ 的截面之间的
通道空间狭小，金刚烷胺不可能从通道内部与 Ｔｒｐ-
４１ 形成阳离子－π键作用。如果金刚烷胺穿透细胞
膜，则有可能从 Ｍ２ 通道的出口处进入，与 Ａｓｐ-４４
的侧链形成阳离子－π键。

　　在以上 ４ 个结合位点作对接计算，得到的对接
结构示于图 ３。

　　图 ３　（ａ）金刚烷胺的氨基（－ＮＨ＋
３ ）与 Ｓｅｒ-３１ 的羟基

（－ＯＨ）不可能形成氢键。（ｂ）金刚烷胺的氨基（－ＮＨ＋
３ ）与

４ 个 Ｈｉｓ-３７ 的芳香环侧链形成阳离子－π键。（ｃ）金刚烷胺

的氨基（－ＮＨ＋
３ ）与 Ａｓｐ-４４ 的羧基形成盐桥。（ｄ）金刚烷胺

的氨基（－ＮＨ＋
３ ）与 Ｔｒｐ-４１ 的芳香环侧链形成阳离子－π

键。

　　Ｆｉｇ．３　（ａ）Ｐｒｏｔｏｎａｔｅｄ ａｄｍａｎｔａｄｉｎｅ ｃａｎｎｏｔ ｆｏｒｍ ｈｙｄｒｏ-

ｇｅｎ ｂｏｎｄ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ Ｓｅｒ-３１．（ｂ）Ａｄｍａｎｔａｄｉｎｅ ｆｏｒｍｓ

ｃａｔｉｏｎ－π ｂｏｎｄ ｗｉｔｈ ｆｏｕｒ Ｈｉｓ-３７．（ｃ）Ａｄｍａｎｔａｄｉｎｅ ｆｏｒｍｓ

ｓａｌｔ-ｂｒｉｄｇｅ ｗｉｔｈ Ａｓｐ-４４．（ｄ）Ａｄｍａｎｔａｄｉｎｅ ｆｏｒｍｓ ｃａｔｉｏｎ－π

ｂｏｎｄ ｗｉｔｈ Ｔｒｐ-４１．

１９２秦　艳等：流感病毒 Ｍ２ 质子通道抑制机理的计算化学模拟和理论分析 　 　　



２．２　金刚烷胺与氨基酸位点结合能的量子化学
计算

　　用量子化学 ＣＣＳＤ／６-３１１＋Ｇ（ｄ，ｐ）方法计算
在前节分析的 ３ 个可能的氨基酸位点（Ｈｉｓ-３７，Ｔｒｐ-
４１，Ａｓｐ-４４）上金刚烷胺与 Ｍ２ 质子通道的结合能，
作用结构示于图 ４，结合能列于表 ２。

　　图 ４　（ａ）金刚烷胺 （Ａｄ-ＮＨ＋
３ ）与 Ａｓｐ-４４ 的盐桥作用。

（ｂ）金刚烷胺 （Ａｄ-ＮＨ＋
３ ）与 Ｔｒｐ-４１ 的阳离子－π键作用。

（ｃ）金刚烷胺（Ａｄ-ＮＨ＋
３ ）与 Ｈｉｓ-３７ 的盐桥作用。（ｄ）金刚烷

胺（Ａｄ-ＮＨ＋
３ ）与 Ｈｉｓ-３７ 的阳离子－π键作用。

　　Ｆｉｇ．４　（ａ）Ｔｈｅ ｓａｌｔ-ｂｒｉｄｇｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ａｄｍａｎｔａｄｉｎｅ ａｎｄ

Ａｓｐ．（ｂ）Ｔｈｅ ｃａｔｉｏｎ－πｂｏｎｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ａｄｍａｎｔａｄｉｎｅ ａｎｄ Ｔｒｐ．
（ｃ）Ｔｈｅ ｓａｌｔ-ｂｒｉｄｇｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ａｄｍａｎｔａｄｉｎｅ ａｎｄ Ｈｉｓ．（ｄ）Ｔｈｅ

ｃａｔｉｏｎ－πｂｏｎｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ａｄｍａｎｔａｄｉｎｅ ａｎｄ Ｈｉｓ．

　　在图 ４（ａ）中金刚烷胺的氨基（ＮＨ＋
３ ）与 Ａｓｐ-４４

的羧基（－ＣＯＯ－）形成稳定的盐桥，作用能高达－
４９７．７ｋＪ／ｍｏｌ。图 ４（ｂ）中金刚烷胺的氨基（ＮＨ＋

３ ）
与 Ｔｒｐ-４１ 的芳香环侧链的阳离子－ π作用能为

８６４１ｋＪ／ｍｏｌ。组氨酸既是酸性氨基酸，又是芳香
氨基酸，金刚烷胺与组氨酸 Ｈｉｓ-３７ 可形成盐桥作用

或阳离子－π作用。在图 ４（ｃ）中金刚烷胺与组氨酸

Ｈｉｓ-３７ 形成的盐桥作用能为 ９３．１３ｋＪ／ｍｏｌ。在图 ４
（ｄ）中金刚烷胺与组氨酸 Ｈｉｓ-３７ 形成的阳离子－π
作用能是 ５０．２８ｋＪ／ｍｏｌ。这几种作用能都远远高于
普通氢键的能量（～２０ｋＪ／ｍｏｌ）。

３　结论

　　根据以上计算结果和理论分析可知，金刚烷胺
与 Ｍ２ 质子通道的可能结合位点是 Ｈｉｓ-３７、Ｔｒｐ-４１
和 Ａｓｐ-４４，金刚烷胺与 Ｍ２ 质子通道结合的机制可
能有两种。一种是 ＤｅＧｒａｄｏ 研究组提出的机制：金
刚烷胺从通道开口处进入通道，与 Ｈｉｓ-３７ 可形成阳
离子－π作用（或盐桥作用）。另一种是 Ｊａｍｅｓ Ｃｈｏｕ
研究组提出的机制：金刚烷胺首先在细胞膜与 Ｍ２
通道之间穿透细胞膜，然后在通道出口处与 Ａｓｐ-４４
形成强大的盐桥，或与 Ｔｒｐ-４１ 形成阳离子－π作用。

　　在 ＤｅＧｒａｄｏ机制中，由于金刚烷胺与 ４ 个 Ｈｉｓ-
３７ 形成阳离子－π作用（或盐桥作用），作用能会很
强，但这两种作用都受环境的 ｐＨ 值的影响。在酸
性环境中，组氨酸也会质子化（Ｈｉｓ＋），组氨酸质子
化后不会再与金刚烷胺形成吸引的阳离子－π作用
（或盐桥作用）。Ｍ２ 蛋白是质子通道，很有可能是
酸性环境。

　　在 Ｊａｍｅｓ Ｃｈｏｕ 的机制中，类似于洗涤剂分子
（ｄｅｔｅｒｇｅｎｔ ｌｉｋｅ ｃｏｍｐｏｕｎｄ）的金刚烷胺有穿透细胞
膜的能力，来到 Ｍ２ 通道的出口处。金刚烷胺在通
道出口处首先与 Ａｓｐ-４４ 形成强大的盐桥。但盐桥
会在质子流中分解，解离后金刚烷胺进入通道，与

Ｔｒｐ-４１ 形成阳离子－π作用。阳离子－π作用在酸
性环境中仍然有较强的作用能（表 ２）。

表 ２　金刚烷胺与 Ｍ２ 通道蛋白的三个结合位点（Ｈｉｓ-３７，Ｔｒｐ-４１，Ａｓｐ-４４）的结合能。

Ｔａｂｌｅ ２　Ｂｉｎｄｉｎｇ ｅｎｅｒｇｉｅｓ ｏｆ ａｍａｎｔａｄｉｎｅ ａｔ ｔｈｒｅｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅｓ （Ｈｉｓ-３７，Ｔｒｐ-４１，Ａｓｐ-４４）ｏｆ Ｍ２ ｐｒｏｔｏｎ ｃｈａｎｎｅｌ）

Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ

ｐａｉｒ

Ｂ３ＬＹＰ／６-３１１＋Ｇ（ｄ，ｐ） ＣＣＳＤ／６-３１１＋Ｇ（ｄ，ｐ）

Ｇａｓｅｏｕｓ ｐｈａｓｅ Ａｑｕｅｏｕｓ ｐｈａｓｅ Ｇａｓｅｏｕｓ ｐｈａｓｅ Ａｑｕｅｏｕｓ ｐｈａｓｅ

△Ｅ ｓ－ｂ

ｋＪ／ｍｏｌ

Ｂｏｎｄ



△Ｅ ｓ－ｂ

ｋＪ／ｍｏｌ

Ｂｏｎｄ



△Ｅ ｓ－ｂ

ｋＪ／ｍｏｌ

Ｂｏｎｄ



△Ｅ ｓ－ｂ

ｋＪ／ｍｏｌ

Ｂｏｎｄ



Ｓａｌｔ-ｂｒｉｄｇｅ

Ａｄ-ＮＨ＋
３-Ａｓｐ－ －４９４．３ ２．８８４ －３３．１７ ２．９９９ －４９７．７ ２．８７３ －３７．６４ ２．９９２

Ａｄ-ＮＨ＋
３-Ｈｉｓ －８９．１０ ２．７９３ －１１．５０ ２．９０１ －９３．１３ ２．７８７ －１５．９３ ２．８９３

Ｃａｔｉｏｎ－π

Ａｄ-ＮＨ＋
３-Ｔｒｐ －７１．５３ ２．９９０ －１２．６７８ ３．０４３ －８６．４１ ２．９０３ －１６．７５ ２．９９０

Ａｄ-ＮＨ＋
３-Ｈｉｓ －３９．９９ ３．０７２ －７．１４２ ３．１０１ －５０．２８ ３．０５１ －１１．７８ ３．０８３
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