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摘要　 目的　 基于荧光实验及分子对接研究黄褐毛忍冬抗

丙型肝炎病毒（ＨＣＶ）ＮＳ３ ／ ４Ａ 蛋白酶的活性。 方法 　 采用

荧光法测试黄褐毛忍冬提取物抑制 ＨＣＶ ＮＳ３ ／ ４Ａ 蛋白酶活

性，分子对接分析主要活性成分与 ＨＣＶ ＮＳ３ ／ ４Ａ 病毒蛋白酶

结合情况。 结果　 黄褐毛忍冬水提物、醇提物能较好的抑制

ＨＣＶ ＮＳ３ ／ ４Ａ 蛋白酶活性，半数抑制浓度（ ＩＣ５０ ）为 ０. ００５ ～
０. ０１９ ｍｇ ／ ｍｌ。 分子对接和相互作用分析发现绿原酸、异绿

原酸 Ａ、木犀草苷、木犀草素与 ＨＣＶ ＮＳ３ ／ ４Ａ 蛋白酶结合较

好，可形成多个氢键。 结论 　 初步明确异绿原酸 Ａ 和木犀

草素是黄褐毛忍冬抗 ＨＣＶ ＮＳ３ ／ ４Ａ 蛋白酶活性的有效成分。
关键词　 黄褐毛忍冬；ＨＣＶ ＮＳ３ ／ ４Ａ 蛋白酶；活性测定；分子

对接
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　 　 丙型肝炎是因为感染丙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ｃ
ｖｉｒｕｓ，ＨＣＶ）引起的慢性疾病，易发展为慢性丙型肝

炎、肝硬化和肝癌，其传播主要与输血有关。 ＨＣＶ
由于病毒株高度变异性导致疫苗的开发变得非常困

难，目前尚无针对 ＨＣＶ 的疫苗［１ － ２］。 人类使用植物

药治疗疾病已有上千年的历史，一些天然产物显示

出抗病毒的活性，如抗疱疹病毒、流感病毒、获得性

免疫缺陷综合征、乙型肝炎病毒和 ＨＣＶ 等［３ － ４］。 黄

褐毛忍冬（Ｌｏｎｉｃｅｒａ ｆｕｌｖｏｔｏｍｅｎｔｏｓａ Ｈｓｕ ｅｔ Ｓ． Ｃ． Ｃｈｅｎｇ）
为忍冬科、忍冬属藤本植物，具有清热解毒，疏散风

热的功效，主治温病发热、热毒血痢、痈肿疔疮等多

种感染性疾病［５］，分布广泛，资源丰富，且产量高。
２０２０ 版《中国药典》将其收载为山银花基源植物之

一［６］，该药材在民间常用于代茶饮，其水煎剂或醇

提物已制成药，如双黄连注射液、银黄注射液等已作

为抗病毒药物广泛应用于临床。 该研究采用荧光法

和分子对接技术检测黔产道地药材黄褐毛忍冬抗

ＨＣＶ ＮＳ３ ／ ４Ａ 蛋白酶活性，拟期从中药、民族药中发

现更多的抗病毒药效物质，阻断 ＨＣＶ 的复制。

１　 材料与方法

１． １　 实验材料

１． １． １　 实验药材来源　 黄褐毛忍冬药材于 ２０１６ 年

３ 月采自贵州兴义，由贵州中医药大学陈德媛教授

鉴定为 Ｌｏｎｉｃｅｒａ ｆｕｌｖｏｔｏｍｅｎｔｏｓａ Ｈｓｕ ｅｔ Ｓ． Ｃ． Ｃｈｅｎｇ，植
物标本存放在贵州中医药大学科研楼中药民族药活

性筛选实验室（标本号为 ＬＦ２０１６０７）。
１． １． ２　 实验试剂　 ＨＣＶ ＮＳ３ ／ ４Ａ 蛋白酶 、ＨＣＶ 蛋

白酶试剂盒购自美国 ＡｎａＳｐｅｃ 公司；信筒子醌购自

美国 Ｓｉｇｍａ Ａｌｄｒｉｃｈ 公司；绿原酸、异绿原酸 Ａ、木犀

草苷、木犀草素、灰毡毛忍冬苷乙购自成都德锐可生

物有限公司，样品纯度≥９８％ 。
１． １． ３　 实验仪器　 Ｓｙｎｅｒｇｙ Ⅱ酶标仪购自美国 Ｂｉｏ
Ｔｅｃｈ 公司 ，分析天平 ＭＳ２０５ＤＵ 购自瑞士 Ｍｅｔｔｌｅｒ
Ｔｏｌｅｄｏ 公司，３８４ 孔板购自美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司，Ｍｉｌｉ⁃Ｑ
系统超纯水购自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司，ＤＭＳＯ 购自北

京索莱宝科技有限公司。
１． ２　 方法

１． ２． １　 黄褐毛忍冬不同提取物及主要活性成分　
取黄褐毛忍冬药材 ２５ ｇ，共 ４ 份，粉碎，分别加 ２５０
ｍｌ 的蒸馏水、３０％甲醇、６０％甲醇、８５％甲醇，超声 ２
ｍｉｎ 后，加热回流提取 ３ 次，第 １、２ 次回流提取 １ ｈ，
第 ３ 次回流提取 ３０ ｍｉｎ，合并提取液，减压浓缩成浸

膏，真空干燥，采用 ＵＰＬＣ⁃ＨＲＭＳ 技术对黄褐毛忍冬

水提物及不同醇提物的化学成分变化情况进行研

究［７］。 结合对照品比对、液质提供的精确分子量和

多级质谱碎片离子信息进行定性分析，根据 Ｌｉｐｉｎｓｋｉ
类药五原则进行筛选。
１． ２． ２　 荧光法检测 ＨＣＶ ＮＳ３ ／ ４Ａ 蛋白酶抑制试验

　 以黄褐毛忍冬水提物、３０％ 醇提物、６０％ 醇提物、
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８５％醇提取物为研究样本，采用荧光法测定样品抑

制 ＨＣＶ ＮＳ３ ／ ４Ａ 蛋白酶活性［８］。 具体操作：１０ μｌ
底物（用 １ ∶ １００ 实验缓冲溶液稀释 Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ Ａ）
与 ２ μｌ 抑制剂混合，然后加入 ８ μｌ 酶（０. ５ μｇ ／ ｍｌ）
于 ３８４ 孔板，反应混合物在 ３７ ℃ 卵孵 ３０ ｍｉｎ，在
Ｅｍ ／ Ｅｘ 为 ４９０ ｎｍ 和 ５２０ ｎｍ 下检测荧光。 信筒子醌

作为阳性对照运用于同一试验中，每个样品测试 ３
次。 抑制率计算公式：抑制率％ ＝１００ × （Ｆｖｅｈｉｃｌｅ －
Ｆｓａｍｐｌｅ） ／ Ｆｖｅｈｉｃｌｅ；式中的 Ｆ 为对照组和样品组荧

光值。 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ 计算半数抑制浓度（ｈａｌｆ ｍａｘ⁃
ｉｍａｌ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ， ＩＣ５０ ），数据以 �ｘ ± ｓ 表

示，计量资料采用 ＳＴＤＥＶ⁃ｔ 检验计算抑制率。
１． ２． ３　 受体与配体文件准备　 从蛋白质晶体结构

数据库 ＲＣＳＢ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｒｃｓｂ． ｏｒｇ ／ ｐｄｂ ） 获取

ＨＣＶ 蛋白酶（ ＰＤＢ ＩＤ：１ＮＳ３）。 利用 ＳＹＢＹＬ２． １. １
对蛋白晶体结构进行抽离配体、删除水分子、加氢、
修复侧链氨基酸、加电荷、提取配体等前处理，保存

备用；运用 ＳＹＢＹＬ２. １. １ 构建黄褐毛忍冬主要活性

成分配体库并完成分子优化， 设置参数： 选择

ＧａｓｔｅｉｇｅｒＨüｃｋｅｌ 电荷，采用 Ｔｒｉｐｏｓ 力场，最大迭代系

数设置为 １０ ０００，其它参数均设为默认值。
１． ２． ４ 　 ＳＹＢＹＬ ２. １. １ 分 子 对 接 实 验 　 基 于

ＳＹＢＹＬ２. １. １ 的 Ｄｏｃｋｉｎｇ Ｓｕｉｔｅ 模块，读取已生成的

受体 ＳＦＸＣ 格式文件开始对接工作［９］。 实验结果以

总分 ＞ ５ 为阈值，采用 Ｌｉｇｐｌｏｔ１. ４. ５ 软件进行相互作

用分析。 实验结果以氢键、疏水作用和结构比对输

出，筛选关键的氨基酸位点。
１． ２． ５　 实验验证分析　 采用荧光法验证 ６ 个黄褐

毛忍冬中主要成分（绿原酸、异绿原酸 Ａ、木犀草苷、
木犀草素、灰毡毛忍冬苷乙和常春藤皂苷元）抑制

ＨＣＶ ＮＳ３ ／ ４Ａ 蛋 白 酶 的 活 性［１０ － １３］。 使 用 Ｓｅｎ⁃
ｓｏＬｙｔｅＴＭ ５２０ 荧光 ＨＣＶ ＮＳ３ ／ ４Ａ 蛋白酶试剂盒，操
作方法与前面实验保持一致性。

２　 结果

２． １ 　 黄褐毛忍冬不同溶剂提取物体外抑制 ＨＣＶ
ＮＳ３ ／ ４Ａ 蛋白酶活性 　 在浓度为 １. ０、０. １ 和 ０. ０１
ｍｇ ／ ｍｌ 时，黄褐毛忍冬不同溶剂提取物对 ＨＣＶ
ＮＳ３ ／ ４Ａ 蛋白酶具有不同程度的抑制作用（表 １），
ＩＣ５０值范围为 ０. ００５ ～ ０. ０１９ ｍｇ ／ ｍｌ，其中黄褐毛忍

冬 ６０％醇提物显示较强的抗 ＨＣＶ ＮＳ３ ／ ４Ａ 蛋白酶

的活性。
２． ２　 配体优化　 绿原酸、异绿原酸 Ａ、木犀草苷、木
犀草素、灰毡毛忍冬苷乙、常春藤皂苷元 ６ 个活性成

分可遵循 Ｌｉｐｉｎｓｋｉ 类药五原则。 基于 ＳＢＹＢＬ 对黄

褐毛忍冬活性成分进行优化，图 １Ａ 为未优化的活

性成分棒状模型（Ｓｔｉｃｋｓ），共有 ６ 个配体，红色代表

氢原子，蓝色代表氧原子。 对小分子配体进行基于

Ｔｒｉｐｏｓ 力场的能量最小化计算，优化分子结构，获得

合理构象（图 １Ｂ）。

表 １　 黄褐毛忍冬不同溶剂提取物体外抑制 ＨＣＶ ＮＳ３ ／ ４Ａ 蛋白酶活性（�ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）

样品名称
抑制率（％ ）

１． ０ ｍｇ ／ ｍｌ ０． １ ｍｇ ／ ｍｌ ０． ０１ ｍｇ ／ ｍｌ
ＩＣ５０（ｍｇ ／ ｍｌ）

黄褐毛忍冬水提物 ９２． ０２ ± １． ６５ ７２． ７６ ± ６． ０４ ４７． ７０ ± ２． ８２ ０． ０１３ ± ０． ００３
黄褐毛忍冬 ３０％醇提物 ９２． ５４ ± ２． ３７ ８２． ７５ ± ３． ９０ ３５． ７０ ± ２． １９ ０． ０１９ ± ０． ００３
黄褐毛忍冬 ６０％醇提物 ９３． ０３ ± ２． １９ ７９． ８４ ± １． １０ ５８． １０ ± ５． ４８ ０． ００５ ± ０． ００３
黄褐毛忍冬 ８５％醇提物 ９９． ５２ ± ０． ２８ ７９． ３１ ± １． ０２ ４９． ５０ ± ３． ０１ ０． ０１０ ± ０． ００１
信筒子醌（阳性对照） １２３． ２８ ± ０． ３８ １０５． ９２ ± １． ３３ ７３． １０ ± ２． ４６ ０． ００８ ± ０． ００３

图 １　 黄褐毛忍冬主要活性成分优化

Ａ：未优化的活性成分棒状模型； Ｂ： 优化的活性成分棒状模型
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２． ３　 受体优化　 基于 ＰＤＢ 数据库下载 ＨＣＶ 蛋白

酶结构见图 ２Ａ，Ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ：２. ８０ Å，通过 ＳＹＢＹＬ 去

水、加全氢、加电子，选择 Ｌｉｇａｎｄ（Ｂ ／ ＺＮ６９０）模式形

成口袋。 图 ２Ｂ 绿色区域为对接口袋的位置，是受

体中配体结合的区域。

图 ２　 ＨＣＶＮＳ３ ／ ４Ａ 蛋白酶优化及结合口袋

Ａ：ＰＤＢ 数据库下载 ＨＣＶ 蛋白酶结构； Ｂ：对接口袋的位置

２． ４　 分子对接分析　 基于原配体进行对接，阳性对

照信筒子醌与 ＨＣＶ 蛋白酶的 总分为 ７. １，Ｃ 分数值

为 ５，说明信筒子醌与 ＨＣＶ 蛋白酶结合能力较好。
绿原酸、异绿原酸 Ａ、木犀草苷、木犀草素与 ＨＣＶ 蛋

白酶有较好的结合（总分 ＞ ５），其中异绿原酸 Ａ、木
犀草素与 ＨＣＶ 蛋白酶结合能力接近阳性对照药

（表 ２），课题组将采用实验研究验证分子对接的结

果。
２． ５ 　 相互作用分析 　 运用 Ｌｉｇｐｌｏｔ１. ４. ５ 软件对结

合较好的蛋白复合物相互作用力进行分析，明确氢

键和疏水作用力在对接中起着重要的作用。 绿原酸

与 ＨＣＶ 结合后形成 ４ 个氢键 （ Ｓｅｒ１３９、 Ｈｉｓ５７、
Ｌｙｓ１３６、Ａｒｇ１０９）；异绿原酸 Ａ 与 ＨＣＶ 结合后形成 ７

个 氢 键 （ Ｇｌｙ１３７、 Ｌｙｓ１３６、 Ｃｙｓ１５９、 Ｈｉｓ５７、 Ｓｅｒ４２、
Ａｒｇ１５６、Ｔｈｒ４０）；木犀草苷与 ＨＣＶ 结合后形成 ２ 个

氢键（Ｌｙｓ１３６、Ｇｌｎ４１）；木犀草素与 ＨＣＶ 结合后形成

１ 个氢键（Ｇｌｎ４１）；信筒子醌 与 ＨＣＶ 结合后形成 ３
个氢键（Ｓｅｒ４２、Ｌｙｓ１３６、Ｔｈｒ４０）。

表 ２　 黄褐毛忍冬主要活性成分与 ＨＣＶ 蛋白酶分子对接

化合物 分子式 分子量 ＣＡＳ 号 总分

绿原酸 Ｃ１６Ｈ１８Ｏ９ ３５４． ３１ ２０２６５０⁃８８⁃２ ６． ５
异绿原酸 Ａ Ｃ２５Ｈ２４Ｏ１２ ５１６． ４０ ８９９１９⁃６２⁃０ ６． ６
木犀草苷 Ｃ２１Ｈ２０Ｏ１１ ４４８． ４０ ５３７３⁃１１⁃５ ５． ８
木犀草素 Ｃ１５Ｈ１０Ｏ６ ２８６． ２４ ４９１⁃７０⁃３ ７． ０
灰毡毛忍冬皂苷乙 Ｃ６５Ｈ１０６Ｏ３２ １ ３９９． ５３ １３６８４９⁃８８⁃２ － １． ２
常春藤皂苷元 Ｃ３０Ｈ４８Ｏ４ ４７２． ７０ ４６５⁃９９⁃６ ３． １
信筒子醌（阳性对照） Ｃ１７Ｈ２６Ｏ４ ２９４． ４０ ５５０⁃２４⁃３ ７． １

２． ６ 　 荧光法测试黄褐毛忍冬主要化合物抗 ＨＣＶ
ＮＳ３ ／ ４Ａ 蛋白酶活性　 在浓度为 ０. ０１ ｍｇ ／ ｍｌ 时， 结

果显示均具有抑制 ＨＣＶ 蛋白酶活性（表 ３），其中异

绿原酸 Ａ 和木犀草素对 ＨＣＶ ＮＳ３ ／ ４Ａ 蛋白酶抑制

率分别为 ６０. ５％和 ４３. １％ 。 异绿原酸 Ａ、木犀草素

的 ＩＣ５０值分别为 ０. ００８ ｍｇ ／ ｍｌ 和 ０. ０１９ ｍｇ ／ ｍｌ。

表 ３　 黄褐毛忍冬主要活性成分

抑制 ＨＣＶ ＮＳ３ ／ ４Ａ 蛋白酶活性（ｎ ＝ ３）

化合物 ＣＡＳ 号 分子量 抑制率（％ ）
绿原酸 ２０２６５０⁃８８⁃２ ３５４． ３１ ３５． ２３ ± ８． ０８
异绿原酸 Ａ ８９９１９⁃６２⁃０ ５１６． ４０ ６０． ５１ ± ４． ８５
木犀草苷 ５３７３⁃１１⁃５ ４４８． ４０ ３８． ０２ ± ５． ７０
木犀草素 ４９１⁃７０⁃３ ２８６． ２４ ４３． １９ ± ２． ０３
灰毡毛忍冬皂苷乙 １３６８４９⁃８８⁃２ １ ３９９． ５３ １６． ６３ ± ３． ４８
常春藤皂苷元 ４６５⁃９９⁃６ ４７２． ７０ ３５． ６２ ± ３． ４８
信筒子醌（阳性对照） ５５０⁃２４⁃３ ２９４． ４０ １００． ００ ± ０． １６

３　 讨论

　 　 ＨＣＶ 是引发肝脏疾病的主要病因，对人类健康

影响较大，尚无疫苗预防 ＨＣＶ 感染，近 １０ 年来治

疗主要以利巴韦林联合长效聚乙二醇 Ｉ 型干扰素，
但是存在联合抗病毒治疗无效的情况，同时也容易

出现副作用，如抑郁症、机体免疫下降、贫血等，且联

合用药周期长，因此在临床上应用受限。 ＨＣＶ 复制

的两个主要药物病毒因子包括 ＲＮＡ 聚合酶 ＮＳ５Ｂ
和非结构蛋白 ＮＳ３ ／ ４Ａ［１４］。 目前已经成为人们筛选

药物的关键靶点，且取得了较大的进展，但临床治疗

药物治疗费用较高，不能让所有患者受益。 因此不

断从中药中开发低毒、高效、安全的抗病毒小分子用
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于 ＨＣＶ 的治疗具有现实意义。 黄褐毛忍冬 ６０％ 醇

提物具有较强的抗 ＨＣＶ 蛋白酶活性，其有效部位单

独或与其他药物复配，可用于研制治疗丙型肝炎药

物的原料药［１５］。 分子对接和实验结果发现其主要

成分木犀草素和异绿原酸 Ａ 显示较好的抗 ＨＣＶ 的

作用，为从中药和民族药中开发丙型肝炎非肽类药

物提供依据。
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