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摘要:许多抗癌药物通过引起癌细胞的凋亡来达到治疗目的,因此开发能诱导癌细胞凋亡

的药物一直是癌症研究的热点.以153个结构各异的具有caspase-3激活作用的细胞凋亡诱

导剂为研究对象,通过三维定量构效关系(3D-QSAR)分析,得到了一个基于位阻场、静电场、

疏水场、氢键供体场和受体场参数的最优比较分子相似性指数法(CoMSIA)模型.该模型(Q2

=0.51、R2ncv=0.89和R2pred=0.82)具有良好的内部一致性和预测能力,通过对模型的等值线

图分析发现:(1)R2 取代基提高诱导剂活性的因素包括位阻大、负电性大、有亲水性和具有氢

键供体作用;(2)位阻适中和/或具有氢键供体作用的R4 取代基,以及位阻小和/或亲水的R1
取代基对提高分子的活性是有利的;(3)N-甲基-N-苯基-1-萘胺类细胞凋亡诱导剂具有正电

性的A环3号位或C环7号位取代基,以及具有负电性的B环1号位取代基有利于提高诱

导剂的生物活性.对该模型的分析更有利于认识细胞凋亡诱导剂的分子特征,并为设计和开

发新型细胞凋亡诱导剂提供理论指导.
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0 引 言

细胞凋亡(apoptosis)是程序性细胞死亡的一

种形式,通过清除多余的衰老细胞维持体内细胞

在数量、形态和功能上的平衡.细胞凋亡调控异常

会导致个体不能正常发育、严重畸形或者不能存

活,与许多疾病的发生密切相关.如在癌症的研究

过程中,人们发现癌症的发生不仅与癌细胞的生

长速度有关,而且与癌细胞的死亡速率密切相关,
因此,细胞凋亡的异常调控被认为是癌症发生和

发展的重要影响因素之一.在癌症治疗中,用细胞

凋亡诱导剂加快癌细胞的凋亡速度,特异性地杀

死癌细胞,将会达到治疗癌症的目的.
细胞凋亡可由两条途径介导:一条是死亡受

体介导的信号激活细胞内的caspases(半胱氨酸

天冬氨酸特异性蛋白酶),另一条是通过线粒体释

放的凋亡酶激活因子激活caspases.这些活化的

caspases可降解细胞内重要的蛋白,从而引起细

胞死亡,因此,caspase在介导细胞凋亡的过程中

起着非常重要的作用.Caspase-3是caspase家庭

中最关键的凋亡执行分子之一,它可以剪切许多

关键的凋亡靶蛋白酶,使细胞不可逆地走向死亡,
研究具有caspase-3激活作用的细胞凋亡诱导剂

是癌症研究的热点.
近二十多年中,已经发现了许多类具有药理

学作用的细胞凋亡诱导剂,如黄酮类及其衍生物

(如汉黄芩素[1]、紫杉醇[2]等)、蒽醌衍生物(如
EMO、PHY[3]等)、多环类化合物(如N-苯基烟酰

胺类[4]、藤黄酸[5]、JET-522[6]等)、烃类(如二烯

丙基二硫[7]、姜酮酚[8]等)、多肽类(如RGD多肽

类[9]、polyoxypeptinsA和B[10])等,其中,N-苯基

烟酰胺类、汉黄芩素、JET-522、EMO和藤黄酸等



诱导剂都被证明是通过激活caspase-3来达到诱

导癌细胞凋亡的目的的.Cai的研究小组通过高

通量筛选实验筛选出一类具有caspase-3激活作

用的细胞凋亡诱导剂,包括 N-苯基烟酰胺类[4]、

4-苯胺基-2-(2-吡啶基)嘧啶类[11-12]、4-芳氨基喹

唑啉类[13-14]、N-苯基-1H-吡唑并[3,4-b]喹啉-4-
胺类[15]等.这几类诱导剂通过作用在caspase-3
活化上游某个靶点,诱导T47D乳腺癌细胞的凋

亡.
传统的药物研究方法研发周期长,非常消耗

人力、物力和财力,计算机辅助药物设计通过定量

地分析小分子结构和其物理化学特征与生物活性

之间的关系,归纳出分子结构特点和生物活性之

间的规律,从而能更好地指导开发具有高药理作

用的化合物,大大缩短了研发周期,降低了人力和

财力的消耗.本文以153个来自Cai的研究小组

的细胞凋亡诱导剂为研究对象进行药物设计.由
于这类诱导剂分子的具体作用靶点尚不清楚,采
用间接 药 物 设 计 方 法,包 括 比 较 分 子 力 场 法

(CoMFA)和比较分子相似性指数法(CoMSIA),
建立诱导剂的分子结构特征与其生物活性之间的

三维定量构效关系(3D-QSAR)模型,为设计和开

发高活性的新型细胞凋亡诱导剂提供理论指导.

1 材料与方法

1.1 数据集

数据集由9类具有caspase-3激活作用的细

胞凋亡诱导剂组成,如图1所示,包括N-苯基烟

酰胺[4](M001)、4-苯 胺 基-2-(2-吡 啶 基)嘧 啶

类[11-12](M010)、4-芳氨基喹唑啉类[13-14](M034)、

N-苯 基-1H-吡 唑 并 [3,4-b]喹 啉-4-胺 类

(M041)[15]、(4-萘基)苯基甲酮类(M054)[16]、N-
甲基-N-苯基-1-萘胺类(M060)[16]、4-苯胺基-N-
甲基噻吩并[3,2-d]嘧啶类(M097)[17]、4-苯胺基-
N-甲基噻吩并[2,3-d]嘧啶类(M105)[17]、N-芳
基-9-氧-9H-芴基-1-甲酰胺类(M115)[18-19],共153
个化合物小分子.化合物的结构和其对应的活性

数据(EC50)均来自Cai的研究小组.建模过程中,

EC50值被转化为pEC50(-logEC50),作为定量构

效关系研究的因变量.遵循训练集和验证集的分

子比例为4∶1的原则,随机选择119个化合物作

为训练集,其余34个化合物作为验证集来验证所

建模型的可靠性.图2为20个代表性化合物的分

子结构及其活性数据.
1.2 构象优化和分子叠合

3D-QSAR模型的建立和分析在SYBYL6.9
软件包(Tripos公司)中进行.利用该软件中的

Sketchmolecule模块构建小分子化合物初始的

三维结构.小分子能量优化的参数设置为Tripos
力场、Gasteiger-Huckel电荷、Powell共轭能量梯

度法,能量收敛限定为2090J/(mol·nm)[20].为
了构建具有较好预测能力的QSAR模型,基于配

体分子的公共骨架对所有的化合物进行了叠合,
在叠合过程中,以拥有最高pEC50值的 M071号

分子(pEC50=8.70)作为模板分子.如图3(a)所
示,蓝色加粗部分是分子叠合过程所选的公共子

图1 9类细胞凋亡诱导剂的代表性分子结构

Fig.1 Representativemolecularstructuresofnineseriesofapoptosisinducers
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图2 代表性细胞凋亡诱导剂的分子结构及其活性信息

Fig.2 Molecularstructuresandactivitiesofrepresentativeapoptosisinducers

架,所有分子叠合的效果如图3(b)所示.由图可

见,数据集中的所有分子叠合良好,为构建QSAR
模型奠定了基础.

图3 数据集中所有分子的叠合图

Fig.3 Molecularalignmentofallmoleculesinthedataset

1.3 CoMFA和CoMSIA分析

骨采用CoMFA 和CoMSIA 两种分析模型

研究小分子诱导剂与其活性之间的定量构效关

系.在CoMFA分析中,叠合后所有的小分子被放

入一个步长为0.2nm的三维网格中,以一个带

正电荷的sp3 碳原子为探针,分别对每个网格点

上位 阻 场(stericfield)和 静 电 场(electrostatic
field)的大小及分布进行了探测,计算过程中的能

量阈值设定为144kJ/mol,其他参数采用系统默

认值.CoMSIA分析是CoMFA分析的一种延伸,
除了具有CoMFA分析中的位阻场和静电场外,
还引入了疏水场(hydrophobicfield)、氢键供体场

(hydrogen-bond donor field) 和 受 体 场

(hydrogen-bondacceptorfield).在 CoMSIA 分

析中,网格步长设置为0.5nm,其他参数的设置

和CoMFA分析中一致.分子j上的原子i在网

格点q 上CoMSIA相似性指数(AF)可由下面公

式[21]计算得到:

Aq
F,k(j)=-∑ωprobe,kωi,ke-αr2i,q (1)

式中:k为位阻场、静电场、疏水场、氢键供体场和

受体场的描述符,ωprobe,k 为探针离子的分子场特

征(原子半径为0.1nm、电荷为 +1、疏水性为

+1、氢键受体和供体的强度都为 +1),ωi,k 为原

子i的分子场特征k的实际数值,ri,q 为探针离子

在网格点q上与原子i之间的距离.
1.4 PLS分析

为了构建具有统计显著性的3D-QSAR模

型,以CoMFA和CoMSIA中的各个分子力场为

自变量,以pEC50为因变量进行了PLS分析.在

PLS分析中,先用交叉验证抽一法(leave-one-
out)计算验证系数Q2,得到最佳主成分数 Nc,然
后采用非交叉验证法计算获得QSAR模型,并得

到非交叉验证相关系数R2
ncv.相关系数R2

pred由下

式计算得到:
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R2
pred =1-∑(Yactual-Ymean)2

∑(Ypred-Yactual)2
(2)

式中:Yactual为验证集中化合物的实验活性,Ymean

为训练集中化合物的平均活性,Ypred为验证集中

化合物的预测活性.

2 结果与讨论

2.1 CoMFA和CoMSIA模型

在QSAR建模过程中,从153个诱导剂中随

机选取119个化合物作为模型的训练集,其余34
个化合物作为验证集.通过PLS分析,最终得到

了较优的 CoMFA 和 CoMSIA 模型(如表1所

示),最优的CoMFA模型仅由位阻场描述符组

成.最终7个成分的交叉验证系数Q2=0.32,非
交叉验证系数R2

ncv=0.88,标准差ese为0.31.使
用验证集来检验该模型时,验证集预测值相关系

数R2
pred为0.75,验证集的最小预测偏差ep 为

0.74.在统计分析中,如果模型的Q2<0.4,表明

此模型的预测能力小于均值预测能力.故最优

CoMFA模型的预测能力并不理想.
最优的CoMSIA模型由位阻场、静电场、疏

水场、氢键供体场和受体场5种力场的描述符构

建而成.模型的统计结果显示,交叉验证系数Q2

为0.51(Q2>0.4),最佳组分数 Nc 为7,标准差

为0.29,表明此模型具有良好的内部预测能力.
较高的非交叉验证系数(R2

ncv=0.89)表明该模型

中的预测值和实验值自洽性良好.用验证集来检

验该模型,结果为R2
pred=0.82,ep=0.63,表明此

模型良好的外部预测能力.在构建CoMSIA模型

的5个力场中,静电场和氢键受体场的贡献率分

别为25%和29%,明显高于其他3个力场的贡献

率,表明氢键受体场和静电场对细胞凋亡诱导剂

的生物活性影响比较大.
图4是最优CoMSIA模型中所有小分子诱

导剂实验和预测活性值之间线性拟合图.由图可

见,数据集中所有分子均匀地分布在趋势线的两

侧,分 子 的 预 测 值 和 实 验 值 非 常 接 近,表 明

CoMSIA模型良好的预测能力.

表1 CoMFA和CoMSIA模型的统计结果

Tab.1 StatisticalresultsoftheCoMFAandCoMSIAmodels

模型 Q2 Nc R2ncv ese F R2pred ep
力场贡献率

S E H D A

CoMFA 0.32 7 0.88 0.31 116.58 0.75 0.74 1 - - - -
CoMSIA 0.51 7 0.89 0.29 130.30 0.82 0.63 0.12 0.25 0.19 0.15 0.29

注:S,位阻场;E,静电场;H,疏水场;D,氢键供体场;A,氢键受体场

图4 最优CoMSIA模型中小分子诱导剂的

实验和预测活性值之间的线性拟合

Fig.4 ThepredictedversusactualpEC50valuesof

thetrainingandtestsetsbasedonthe

optimalCoMSIAmodel

2.2 三维等值线图

为了进一步地分析各个力场对诱导剂分子活

性的 影 响,以 M071 号 分 子 为 模 板 分 析 最 优

CoMSIA模型的StDev*Coeff三维等值线图,结
果如图5所示.由图可见,这些等值线图能非常直

观地反映诱导剂小分子的各个不同力场对其生物

活性的影响.
图5(a)是最优CoMSIA模型的位阻场等值

线图,其中绿色云团表示这一区域中大的取代基

有利于诱导剂分子的生物活性,黄色区域代表大

的取代基不利于分子的活性.对应图2结构式由

图5(a)可见,在R1 和R4 取代基附近有一个较大

的黄色云团,而在R4 取代基以及B环和C环后

方有一个大的绿色云团,表明R1 取代基位置上

连接一个较小的取代基有利于提高小分子的诱导

活性,而R4 取代基处连接一个中等大小的取代

基有利于提高小分子的生物活性.结果与诱导剂

分子的实验结果是一致的,例如,M067号分子

(pEC50=8.70)在R1 取代基处有一个相对较小
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图5 最优CoMSIA模型的等值线图

Fig.5 OptimalCoMSIAmodelcontourplots

的甲基取代基,活性高于在R1 处取代基为乙基

的 M068号分子(pEC50=8.05);在R4 处为甲基

取代基的 M020号分子(pEC50=8.70),活性明显

高于 M035号分子(R4 位取代基为乙基,pEC50=
7.41);R4 取代基非常小时也不利于分子的活性,
如M073号分子(pEC50=5.19)的R4 位取代基为

H,活性明显小于R4 位取代基为甲基的 M067号分

子.同理,R2 取代基处出现了一个小的绿色云团,表
明此位置上一个较大的取代基有利于分子的活性.

最优CoMSIA模型的静电场等值线图如图

5(b)所示,在蓝色区域引入正电性的基团或在红

色区域引入负电性的基团有利于提高诱导剂小分

子的生物活性.对应图2结构式由图5(b)可见,
在R2 取代基处有一个较大的红色云团,表明在

R2 处引入负电性的基团有利于诱导剂的活性.譬
如 M020和 M023(pEC50=8.30)号分子由于在

R2 位置引入了具有负电性取代基(分别是 OMe
和OEt取代基),而具有较高的活性.同样的现象

也发生在B环的1号位上,此处的红色小云团表

明在此位置引入负电性的取代基有利于分子的诱

导活性.在A环的3号位上有一个较大的蓝色区

域,表明诱导剂分子在该区域是正电性的基团能

提高其生物活性.结果与实验值也是一致的,如

M030(pEC50=5.35)和 M033(pEC50=6.17)号
分子在此3号位上含有OMe取代基,分子活性较

低.同理,C环的7号位上有一个蓝色云团,表明在

此区域引入正电性的基团有利于分子的生物活性.
图5(c)是最优CoMSIA模型的疏水场等值

线图.图中的黄色和白色云团分别代表该区域中

疏水性和亲水性的取代基能提高分子的生物活

性.对应图2结构式由图5(c)可见,R2 取代基有

一个较大的白色云团,表明该位置上亲水性的基

团有益于分子生物活性,可以通过分子实验活性

来证明,如 M020、M023、M024(pEC50=7.82)和
M027(pEC50=7.17)号分子具有共同的分子骨

架,仅在 R2 位上的取代基不同,分别是 OMe、

OEt、Me和Cl,而其活性则是逐渐降低的.同理

R1 取代基上两个白色的云团也显示了该区域中

引入亲水性基团是有利于诱导剂分子活性的.而
围绕R4 取代基和B环有一块大的黄色云团和两

块小的白色云团,表明在这一区域内取代基的疏

水性对诱导剂分子的活性影响比较大.
最优CoMSIA模型氢键供体场的等值线图

如图5(d)所示.图中青色云团代表该区域中氢键

供体基团将有利于提高诱导剂分子的活性,紫色

云团表示氢键供体基团在该区域不利于分子的生

物活性.对应图2结构式由图5(d)可见,围绕着

R4 取代基有两个青色区域,表明在这一区域具有

氢键供体作用的取代基能提高分子的生物活性,
可以 用 实 验 数 值 来 证 明,如 M062(pEC50 =
8.40)、M067和 M071号分子在该区域都含有氢

键供体基团(Me),生物活性明显高于其他诱导剂

的活性.同理C环周围的青色区域表明该区域氢

键供体取代基有利于分子的生物活性.另外,在B
环的1号位上出现了紫色区域,表明该区域中氢

键供体基团不利于小分子的诱导活性.M021号

分子(pEC50=8.22)在B环1号位上具有氢键受

体取代基(—N—),活性大于在该位上取代基

为—C—的 M152号分子(pEC50=7.68).
图5(e)为最优CoMSIA模型的氢键受体场

等值线图,其中紫色云团代表氢键受体场在这一

区域有利于分子活性,红色云团代表氢键受体场

在这一区域不利于分子活性.对应图2结构式由

图5(e)可见,R4 和R1 取代基周围发现了红色和

紫色云团,结果与氢键供体场的结果一致.此外,
在R2 取代基处出现一个红色的云团,表明在此

区域氢键受体基团不利于诱导剂分子的活性.
M020和 M023号分子在该区域处存在氢键供体

基团(OMe和OEt),分子的活性明显高于其他诱
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导剂分子的生物活性.
通过对最优CoMSIA模型的5个力场等值线

图进行分析,确定了此类化合物作为细胞凋亡诱导

剂的分子结构特点.以 M071号分子为模板,分析

得出了各取代基处的力场作用特征,如图6所示.

图6 各取代基处的力场作用特征

Fig.6 Interactionfeaturesofcompoundateachsubstituent

2.3 诱导剂分子结构比较分析

目前,具有caspase-3激活作用的细胞凋亡诱

导剂主要包括多环类、黄酮类和烃类等,代表性的

化合物如图7所示.其中,Cai的研究小组通过

T47D乳腺癌细胞caspase-3活化检测法筛选出了

一大批多环类的细胞凋亡诱导剂[22],如N-苯基烟

酰胺[4]、藤黄酸[5]、2-氨基-3-氰基-7-二甲氨基-4-芳
基-1H-苯并吡喃[23]、2-氯-N-(4-甲氧基苯基)-N-甲
基喹唑啉-4-胺(M020)[13]等;来自大蒜的二烯丙基

二硫(DADS)能通过激活caspase-3诱导人类白

血病HL-60细胞的凋亡[7];姜酮酚([6]-paradol)
及其结构类似物也是通过激活caspase-3途径引

起口腔鳞状细胞癌KB的凋亡[8].
由图7可见,具有caspase-3激活作用的凋亡

诱导剂呈现出结构多样性,通过作用在caspase级

联反应上游某个已知的或是未知的作用靶点来激

活caspase-3,最终诱导细胞凋亡.由于这类分子结构

多样,作用靶点不明,很难对其进行综合的比较和分

析.因此,本文用间接的药物设计方法对153个具有

公共骨架的细胞凋亡诱导剂进行结构和活性的比较

分析,有助于指导开发更高效的细胞凋亡诱导剂.

图7 Caspase-3激活作用的细胞凋亡诱导剂

Fig.7 Apoptosisinducersthroughactivationofcaspase-3

3 结 论

采用3D-QSAR中的CoMFA和CoMSIA两

种方法,对153个具有caspase-3激活作用的细胞

凋亡诱导剂进行三维定量构效关系研究.结果显示,

CoMSIA模型(Q2=0.51,R2
ncv=0.89和R2

pred=
0.82)具有良好的可靠性和预测能力.通过对该模

型中5个力场等值线图的分析,确定了此类化合物

作为细胞凋亡诱导剂的结构特点.具体结论如下:
(1)诱导剂分子中的R1、R2 和R4 取代基,以

及B环的1号位、A环的3号位和C环的7号位

是提高生物活性的关键位点.
(2)R2 位取代基提高诱导剂分子活性的因素

有位阻大、负电性大、有亲水性和具有氢键供体作

用.
(3)在 R4 取代基处引入位阻中等大小和
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(或)有氢键供体作用的基团,以及R1 位置引入

位阻小和(或)亲水的取代基时,诱导剂小分子的

生物活性会增加.
(4)A环的3号位和(或)C环的7号位引入

正电性基团,以及B环的1号位引入负电性取代

基,都将有利于增加诱导剂分子的活性.
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Studiesofstructuralfeatureofaseriesofapoptosisinducers
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Abstract:Alargenumberofanti-canceragentsexerttheirtherapeuticeffectsthroughinducing
apoptosisinmalignantcells.Therefore,developingapoptosis-inducingdrugsisalwaysoneofthe
hotspotsinthefieldofcancerresearch.153structurallydiverseapoptosisinducerswithcaspase-3
activationarestudiedbythree-dimensionalquantitativestructure-activityrelationships(3D-QSAR)
analysis,resultinginanoptimalCoMSIA (comparativemolecularsimilarityindicesanalysis)model
whichisconstructedbasedontheparametersofsteric,electrostatic,hydrophobic,hydrogen-bond
donorandreceptorfields.TheexperimentalresultsshowthatthisCoMSIAmodel(Q2=0.51,R2

ncv=
0.89andR2

pred=0.82)displaysexcellentinter-consistencyandpredictiveabilities.Meanwhile,from
analyzingCoMSIAcontourmaps,itcanbeconcludedthat(1)theR2substituentwithoneormore
featuresofbulk,electronegativity,hydrophilicityandH-bonddonorisbeneficialtotheactivity;(2)
medium-sizedand/orH-bonddonorsubstitutionofR4,aswellastheR1substituentwithsmalland/or
hydrophilicgroupcanimprovetheactivity;(3)theapoptosisinducersN-methyl-N-phenylnaphthalen-
1-amineswithelectropositivegroupsin3-positionofring-Aor7-positionofring-C,and1-positionof
ring-Bpossessingtheelectronegativegroupswillbenefittheapoptosis-inducingbio-activity.These
conclusionsmaybehelpfultounderstandingthemolecularcharacteristicsofapoptosisinducers,as
wellasprovidingtheoreticalguidanceforthedesignanddevelopmentofnovelapoptosisinducers.

Keywords:apoptosisinducer;caspaseactivation;three-dimensionalquantitativestructure-activity
relationships(3D-QSAR);comparativemolecularfieldanalysis(CoMFA);comparative
molecularsimilarityindicesanalysis(CoMSIA)
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