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分子对接预测手性化合物在

蛋白质固定相色谱柱上的保留行为

任旭东　夏冬辉　李　华

（西北大学分析科学研究所　西安 ７１００６９）

摘　要　利用分子对接技术预测了２种蛋白质固定相分别与４对手性化合物的相互作用情况。结果表明，预
测结合自由能（ΔＧ）的大小与对映体（Ｒ（＋）型和 Ｓ（－）型）的出峰顺序一致；结合自由能差值的绝对值
（Δ（ΔＧ））与实验分离因子（α）大小顺序一致。说明分子对接可以反映蛋白质对不同的手性化合物的识别能
力和化合物Ｒ（＋）型和Ｓ（－）型的出峰顺序。
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很多手性化合物具有特定的药效、生物活性及代谢功能等，但其药效常常仅由一种消旋体发挥，而

另一种消旋体的药效很小甚至具有毒副作用［１］。如镇痛药萘普生其Ｓ构型的药效是Ｒ构型的２８倍［２］；

抗早孕反应药沙利度胺（又名反应停）其右旋体具有镇静作用而左旋体会导致婴儿畸胎［３］。常用的手

性分离方法［４５］有结晶拆分法、生物拆分法、萃取拆分法和色谱拆分法等。其中色谱拆分法中的蛋白质

手性固定相（ＣＳＰ）高效液相色谱（ＨＰＬＣ）以其拆分面广、柱效高和易于变化色谱条件等优点在各类分
离方法中独树一帜［６］。尤其是一些成型手性固定相商品柱的问世，进一步简化和方便了药物的拆

分［７８］。但是此类商品柱价格昂贵，使用寿命短。如果能在运用蛋白质固定相ＨＰＬＣ进行对映体分离实
验之前用计算模拟的方法先进行对映体的初选，选择出能够被有效分离的对映体再进行实验，将会提高

柱子的利用率并节省成本。

分子对接（ＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｏｃｋｉｎｇ）是依据配体与受体作用的“锁钥原理”（ｌｏｃｋａｎｄｋｅｙｐｒｉｎｃｉｐｌｅ）模拟
配体与受体生物大分子的非共价相互作用的计算机模拟技术［９］。常用的分子对接软件［１０１１］有

ＡｕｔｏＤｏｃｋ、Ｄｏｃｋ、ＦｌｅｘＸ和ＧＯＬＤ等。王舵［１２］运用分子对接模拟了色谱固定化配基与蛋白质的相互作

用。夏冬辉等［１３］运用分子对接研究了β受体阻滞剂及其类似物毛细管电泳手性识别机理。而将分子对
接技术用于手性对映体在蛋白质固定相色谱柱上的保留行为的预测目前尚未见报道。

本文运用分子对接技术预测２种蛋白质固定相与多种手性化合物（Ｓｃｈｅｍｅ１）的相互作用情况，并
研究其与色谱分离实验结果间的相关性。以期为蛋白质固定相ＨＰＬＣ分离手性化合物提供依据。
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Ｓｃｈｅｍｅ１　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆｃｈｉｒａｌｃｏｍｐｏｕｎｄｓ
１～７：ｗａｒｆａｒｉｎ，ｋｅｔｏｐｒｏｆｅｎ，ｎａｐｒｏｘｅｎ，ｉｂｕｐｒｏｆｅｎ，ｐｙｒｒｏｌｉｄｉｎｙｌｎｏｒｅｐｈｅｄｒｉｎｅ，ｒａｂｅｐｒａｚｏｌｅ，ｃｅｔｉｒｉｚｉｎｅ

１　原理与方法
１．１　色谱热力学和手性分离原理

蛋白质手性分离柱如Ｓｃｈｅｍｅ２所示，先将硅胶表面活化，然后在硅烷表面键合一层可键合蛋白质

Ｓｃｈｅｍｅ２　Ｐｒｏｔｅｉｎｓｔａｔｉｏｎａｒｙｐｈａｓｅｃｏｌｕｍｎ
ａ．ｓｕｒｆａｃｅｏｆａｃｔｉｖａｔｅｄｓｉｌｉｃｏｎｅ；ｂ．ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅｃｏｍｐｏｕｎｄｆｏｒｌｉｎｋｅｄｐｒｏｔｅｉｎ
ｗｉｔｈｓｉｌｉｃｏｎｅ（—ＮＨ—）；ｃ．ｐｒｏｔｅｉｎ；ｄ．ｐｒｅｓｅｐａｒａｔｉｏｎｍｏｌｅｃｕｌａｒｆｌｏｗ

的中间化合物（通常含有氨基），再通

过化学键合（如偶联戊二醛法和三嗪

法等）将蛋白质键合到中间化合物上

制备而成［１４］。当手性小分子经过此

色谱柱时，将与固定的蛋白质发生非

共价键相互作用。不同旋光性的一对

对映体一般与同种蛋白的结合模式和

结合能不同，因此其色谱迁移时间有

一定差别。利用此差别可实现手性化合物的拆分。依据色谱热力学原理，在色谱柱内存在以下平衡［１５］：

ＣＳＰ＋Ａ幑幐Ｒ ＣＳＰ·ＡＲ

ＣＳＰ＋Ａ幑幐Ｓ ＣＳＰ·ＡＳ

式中，ＣＳＰ为蛋白质固定相，ＡＲ为右旋对映体，ＡＳ为左旋对映体。对于液相色谱，容量因子ｋ与溶质对映
体在流动相和固定相间可逆吸附的热力学常数 Ｋ的关系为：ｋ＝φＫ（φ指色谱柱相比）。对映体分离因
子α＝ｋ２／ｋ１（ｋ２＞ｋ１）。色谱过程的自由能（单位ｋＪ／ｍｏｌ）变化可以表示为：

ΔＧ＝－ＲＴｌｎＫ＝－ＲＴｌｎ（ｋ／φ） （１）
　　因此，可以推导出结合自由能差值的绝对值与分离因子的关系式为：

Δ（ΔＧ）＝－ＲＴｌｎα （２）
１．２　分子对接原理

用来计算配体和受体间相互作用能和结合模式的分子模拟技术，同时考虑了分子间的几何构型和

能量的匹配与识别能力。对于手性对映体，由于其几何构型不同（呈镜映对称），与蛋白质结合时有不同

的匹配性质和结合能力，从而使对接结果中的结合能（ΔＧ）和结合模式有一定的差异。而蛋白质固定相
ＨＰＬＣ就是利用手性化合物（Ｓ（－）型和Ｒ（＋）型）结合能的差异实现拆分的。因此，分析对接计算的结
合能的差异，可以大体预测手性化合物的拆分情况。在 ＡｕｔｏＤｏｃｋ４．２［１６］中采用半经验的自由能计算方
法评价配体和受体之间的能量匹配关系。计算结合能的函数为：

ΔＧ＝ΔＧｖｄｗ＋ΔＧｅｌｅｃ＋ΔＧＨｂｏｎｄ＋ΔＧｓｏｌ＋ΔＧｃｏｎｆｏｍ ＋ΔＧｔｏｒ （３）
式中，前４项分别指范德华力、静电作用力、氢键相互作用力和疏水作用能，ΔＧｃｏｎｆｏｍ指背离实际键角和键
长的偏差，ΔＧｔｏｒ为内部转动、全局转动和平动的限制。半经验结合自由能评价函数（ΔＧ）和蛋白质固定
相与手性化合物相互作用的结合自由能可直接相关。

１．３　对接及参数设置
采用ＣｈｅｍＳｋｔｅｃｈ程序［１７］构建各种手性化合物三维分子模型，再用 ＧＡＭＥＳＳ软件［１８］在 ＤＦＴ／

Ｂ３ＬＹＰ／６３１Ｇ水平进行能量最小化，获得能量最小构象。蛋白质晶体结构自ｐｄｂ数据库（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．
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ｒｃｓｂ．ｏｒｇ／ｐｄｂ）下载（ｐｄｂＩＤ：１ＨＡ２，１Ｈ９Ｚ，２ＢＸＧ，２ＶＤＢ，３Ｐ６Ｇ），除去水分子等杂质分子，保存受体文件。
对接使用ＡｕｔｏＤｏｃｋ４．２程序，主要对接参数设置：对于 ＨＳＡ以小分子各自的结合位点的中心为格点中
心，对于α１酸性糖蛋白以其质心为格点中心、格点盒子大小均为５０点 ×５０点 ×５０点（格点间距为
００３７５ｎｍ）、对接算法选用拉马克遗传算法（ＬＧＡ）、其它参数为程序默认值，进行５０次运算。在最佳
聚类中选取优势的构象进行分析。

２　结果与讨论
ＨＰＬＣ手性分离的效果主要取决于对映体

!

峰时间的长短和对映体间的
!

峰时间差。在蛋白质作

固定相的ＨＰＬＣ手性分离柱中，对映体
!

峰时间主要取决于其与蛋白质的结合能，
!

峰时间差主要取决

于两对映体与蛋白质的结合自由能的差值。分子对接技术通过计算对映体与蛋白质间的结合自由能的

大小及推算其差值，能够直接反映蛋白质作固定相 ＨＰＬＣ手性分离的结果。此外，ＨＰＬＣ手性分离的效
果在一定程度上还受到柱温、ｐＨ值、缓冲溶液、有机改性剂和离子浓度等环境条件的影响。本文所用分
子对接软件ＡｕｔｏＤｏｃｋ４．２默认温度为２５℃，ｐＨ值为７．０的无水体系。结合软件参数要求及大量对接尝
试，确定色谱条件为：ｐＨ值为７０±０６的磷酸缓冲溶液，柱温（３０±５）℃和以乙腈作有机改性剂时对
接结果与实验结果较吻合。对接结果与文献［１９２３］中的色谱分离数据间的相关性分析如下。

２．１　结合能（ΔＧ）与!

峰顺序的相关性

当一对对映体经过蛋白质固定相时，结合能小的不易被洗脱，即
!

峰时间较晚。表１列出了蛋白质
与对映体的对接结合能数据。由８对对映体的对接结合能大小可知，在人血清白蛋白柱中华法林和酮
基布洛芬对映体的Ｓ（－）型晚于 Ｒ（＋）型

!

峰；而萘普生和布洛芬对映体的 Ｒ（＋）型晚于 Ｓ（－）型
!

峰。在α１酸性糖蛋白柱中布洛芬、雷贝拉唑和西替利嗪的Ｓ（－）型晚于Ｒ（＋）型!

峰；而吡咯烷基苯丙

醇胺的Ｒ（＋）型晚于Ｓ（－）型
!

峰。此结果与文献［１９２３］中实验
!

峰顺序完全一致。这表明了分子对接

技术能够正确反映上述色谱柱的对映体
!

峰顺序。

表１　蛋白质与对映体的结合能（ΔＧ）、结合能差Δ（ΔＧ）和分离因子（α）
Ｔａｂｌｅ１　Ｂｉｎｄｉｎｇｅｎｅｒｇｙ（ΔＧ）ｏｆｐｒｏｔｅｉｎｗｉｔｈｅｎａｎｔｉｏｍｅｒｓ，ｂｉｎｄｉｎｇｅｎｅｒｇｙ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅΔ（ΔＧ）ａｎｄｓｅｐａｒａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ（α）

Ｃｈｉｒａｌｓｔａｔｉｏｎａｒｙｐｈａｓｅ Ｃｈｉｒａｌｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ΔＧ／（ｋＪ·ｍｏｌ－１） Δ（ΔＧ）／（ｋＪ·ｍｏｌ－１）
Ｒ（＋） Ｓ（－） Ａｎｔｉｃｉｐａｔｅｄｖａｌｕｅｓ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｖａｌｕｅｓ

Ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ
ｆａｃｔｏｒ（α）

ＨｕｍａｎＳｅｒｕｍＡｌｂｕｍｉｎ ｗａｒｆａｒｉｎ －２７．７１ －３０．５１ ２．８０ ２．６３［１９］ １．２８
ｋｅｔｏｐｒｏｆｅｎ －３４．２３ －３６．１２ １．８９ ＞１．４６［１９］ ＞１
ｎａｐｒｏｘｅｎ －３７．３３ －３６．１２ １．２１ ＜１．４６［１９］ ＜１
ｉｂｕｐｒｏｆｅｎ －３０．７２ －３０．４７ ０．２５ ＜１．４６［１９］ ＜１

α１ａｃｉｄｏｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ ｉｂｕｐｒｏｆｅｎ －２１．１１ －２３．４５ ２．３４ ２．５１［２０］ １．２７
ｐｙｒｒｏｌｉｄｉｎｙｌｎｏｒｅｐｈｅｄｒｉｎｅ －２４．９１ －２２．３６ ２．５５ ３．２２［２１］ １．３６

ｒａｂｅｐｒａｚｏｌｅ －２５．６７ －２９．０１ ３．３４ ３．５５［２２］ １．４０
ｃｅｔｉｒｉｚｉｎｅ －２４．６６ －２９．５１ ４．８５ ６．５２［２３］ １．８７

２．２　结合能差（Δ（ΔＧ））与分离因子（α）的相关性
色谱分离效果的判断标准之一是分离因子（α）。当 α＞１时，可以分离，且 α越大，分离效果越好；

当α＜１时，不能分离，且α越小，峰的重叠越严重。由式（１）和式（２），Δ（ΔＧ）与α成正比，且当Δ（ΔＧ）
约等于１４６时，α约等于１。由表 １中人血清白蛋白与４种手性对映体华法林、酮基布洛芬、萘普生和
布洛芬的结合自由能差值的绝对值的预测值（依次为２８０、１８９、１２１和０２５）可以推断，人血清白蛋
白柱可拆分华法林和酮基布洛芬，且对华法林的拆分效果最好，不可拆分萘普生和布洛芬。由 α１酸性
糖蛋白与４种手性对映体布洛芬、吡咯烷基苯丙醇胺、雷贝拉唑和西替利嗪的结合自由能差值的绝对值
的预测值（依次为２３４、２５５、３３４和４８５）可以推断，α１酸性糖蛋白柱对这４种对映体均可拆分，且拆
分能力依次为布洛芬＜吡咯烷基苯丙醇胺＜雷贝拉唑 ＜西替利嗪。此结果与实验值的大小顺序一致。
这表明了分子对接技术能够正确反映对映体分离的分离因子的大小顺序。
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由于文献［１９］中没有酮基布洛芬、萘普生和布洛芬结合能差的实验数据，此处用“大于１４６”、“小
于１４６”表示其分离效果。由表１可知，预测结果仍与实验相符。其它５组对映体的结合自由能差值的
绝对值的预测值与实验值数值均存在一定偏差。由于实验是在乙腈为有机改性剂的磷酸缓冲溶液中进

行的，各对映体分子存在溶剂效应。而分子对接计算是在无水情况下模拟的，没有考虑溶剂效应。从而

导致实验状态与对接计算状态下对映体分子的电荷密度间存在差别，从而影响了蛋白质固定相与对映

体之间的相互作用，使分子对接计算值与实验测定值间存在一定的偏差。进一步考察温度对蛋白质固

定相与对映体之间相互作用的实验结果表明，吡咯烷基苯丙醇胺和西替利嗪在（３０±５）℃时受温度的
影响较大，因此这２组对映体的预测值与实验值间的偏差较大。但是这种数值上的偏差并不影响对

!

峰顺序及分离因子大小顺序的判断。

３　结　论
运用分子对接技术预测了人血清白蛋白、α１酸性糖蛋白分别与４组手性化合物的相互作用情况，

并研究了预测的结合自由能与对映体
!

峰顺序和分离因子等色谱数据间的相关性。结果表明，预测的

结合自由能的大小与对映体
!

峰顺序一致；结合自由能差值的绝对值与实验分离因子大小顺序一致。

表明分子对接技术可以反映蛋白质对不同的手性化合物的识别能力和化合物的出峰顺序，可能为以蛋

白质作固定相的ＨＰＬＣ手性分离实验进行初步筛选，节省研究时间和成本。期待开发出考虑因素更全
面、更精确的分子对接技术及软件。
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