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摘要  细胞色素 P450 (CYP)是一类含亚铁血红素的酶, 不但能催化内源性底物的生物合成和

代谢, 而且对外源性化合物的代谢、激活以及降解毒性等起着重要作用. P450 也是人体内最

主要的药物代谢酶, 能催化代谢约 75%的临床药物. 已有的 P450 酶晶体结构显示, 绝大多数

酶呈现闭合的构象, 其催化活性位点位于血红素上方且深埋于蛋白质的中心, 没有明显的通

道用于配体进出活性中心. 因此一个有趣而重要的问题是, 配体如何进出酶的活性中心达到

被氧化或发生抑制作用? 近年来, 关于 P450 酶配体通道的研究取得了显著进展. 本文重点综

述了通道研究的实验方法及6类P450酶可能存在的通道和作用机制, 并对其未来的发展方向

进行了展望. 
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细胞色素 P450 (CYP)是以血红素为辅基的金属

酶大家族, 广泛存在于包括细菌、真菌、植物和动物

在内的各种生物体内 (http://drnelson.uthsc.edu/Cyto- 

chromeP450.html), 其催化中心的血红素与保守残基

半胱氨酸共价结合, 参与底物氧化. P450 酶不但参与

内源性底物(如脂类和类固醇激素等)的生物合成, 而

且在异源性化合物(如药物和致癌物等)的代谢中也

发挥着重要作用. 底物经 P450 氧化后, 其水溶性增

加, 从而更易排出体外. P450 也是人体中最主要的药

物代谢酶, 参与临床约 75%左右的药物代谢, 这其中

的 95%由 P450 3A4/5, 2C8/9, 2C19, 2D6, 1A2, 2E1 酶

来完成[1].  

P450 是一类单加氧酶, 在其催化的氧化反应中, 

分子氧被分开: 一个氧原子被加到底物中, 使底物氧

化; 另一个氧原子与氢原子结合形成水而释放. 催化 

循环步骤如图 1 所示[2,3]: (ⅰ) 底物结合到 P450 的活

性部位 . 这一过程血红素中心的铁原子的自旋态也

发生改变 , 由六配位的低自旋态变为五配位的高自

旋态. (ⅱ) NAD(P)H 提供第一个电子, 使三价铁还原

成二价铁. 这一电子的传递有 2 种情况, 主要依赖

P450 在细胞中的位置: 对于内质网上的 P450 而言, 

电子从辅酶 NADPH 经 NAD(P)H-P450 还原酶传递, 

再到 P450 的铁; 对于线粒体上的 P450 而言, 电子从

辅酶 NAD(P)H经黄素蛋白还原酶传递给铁氧还蛋白, 

再到 P450 的铁. (ⅲ) 分子氧结合到血红素的表面, 

形成 Fe-O2
–. (ⅳ) 通过电子传递系统提供第 2 个电子, 

形成 Fe-O2
–复合物 . 这个电子一般来自 NAD(P)H- 

P450 还原酶, 也有的来自细胞色素 b5. (ⅴ) 体系得到 2

个质子, 与 Fe-O2
–复合物的一个氧原子结合, 形成水

而释放. (ⅵ) 底物羟基化并释放, 水分子占据该配位

位置. (ⅶ) 过氧化物可取代氧分子氧化底物, 产生捷

径, 不再经过 3~5 步骤.  

迄今为止已有 30多个 P450亚型的晶体结构被报

道, 这些结构来自于不同的物种, 如细菌、真菌以及

哺乳动物等. 对这些 P450 的晶体结构分析后发现以

下特点 : 虽然有些 P450 的氨基酸同一性(sequence 

identity)较低 (~20%), 但它们的二级结构元素相同 , 

整体结构上相似, 通常有 13 个α螺旋、2~5 个β折叠



 
 
 

    2011 年 1 月  第 56 卷  第 3 期 

190   

结构构成三角棱柱结构[4]; P450 的催化活性中心位于

血红素的上方 , 深埋于酶的结构内部 ; 绝大部分

P450 的晶体呈现一个闭合的构象, 没有明显的通道

用于配体的进出, 如图 2所示. 底物要发生催化氧化, 

首先必须到达酶的催化活性中心 , 然后生成产物离

开活性口袋. 实验研究表明, P450 酶在催化代谢循环

过程中, 底物在多个步骤均有结合或释放的行为. 但

是上述酶的晶体结构特点并不允许配体进入 , 因此

产生了一个有趣而重要的问题: P450 如何识别底物/

抑制剂 , 并打开其结构的某一部分 , 使得底物/抑制

剂能自由进出活性中心 [5,6]? 这些过程十分关键, 因

为它们涉及配体与受体间的相互作用和动态结合路

径等重要信息, 同时也可以解释为何 P450 酶具有底

物特异性等特点[7,8].  

近年来 , 有关配体通道的研究获得了越来越多

的关注, 如细胞色素 P450 中配体进出活性中心的通

道、核糖体中多肽的进出通道 [9]及细胞膜通道 [10]等. 

许多通道识别软件也应运而生 , 如 MOLE[11] 和

CAVER[12]等, 软件的开发与应用为课题研究提供了

更多的信息. 本文综述了细胞色素 P450 配体通道研

究的实验方法和最新进展, 并做了一些展望, 以期为

相关研究提供参考.  

1  主要实验方法 

1.1  计算机模拟方法 

(ⅰ) 拉伸分子动力学(steered molecular dynam-

ics, SMD).  SMD 方法[6]通过对配体质心施加外力, 使

配体从活性中心移动到蛋白质表面一个确定位置 . 

它可以加速结合或解离过程 , 能够使原本需要在较

长时间内发生的动力学行为在允许的时间尺度内完

成. 通过分析外力、做功和能量大小, SMD 能准确获

得配体与通道之间的作用机制.  

SMD 方法中施加于配体小分子上的作用力, 由

以下公式计算:  

0( ) ( )[ ( )],F t k t r r t= −  

其中, k(t)为弹力常数, 与配体的弹性波动幅度有关; 

0 ( )r r t− 是距离向量, 是配体的质心与外部约束力点

之间的距离.  

在拉伸动力学模拟中, 需要注意 2 个方面的因

素: (1) 外力的方向; (2) 外力大小与拉伸速度. 对于

一般的受体与配体结合, 最佳的路径是 1 条直线. 这

时只需要给出 1 个最优的外力方向即可确定解离或

结合路径. 在拉伸动力学中, 可选择 2 种外力模式: 

(1) 等外力大小; (2) 等速度大小 . 前者通过速度随

时间的变化来体现解离或结合过程中的动态变化 , 

后者通过力随时间的变化来体现解离或结合过程中

的动态变化, 并被广泛采用. 通常, 在最小恒速和外

力下使配体离开活性中心 , 同时蛋白质构象发生最

小改变, 保证实验的可靠性和准确性.  

(ⅱ) 随机加速分子动力学 (random acceleration 

molecular dynamics, RAMD).  2000 年, Lüdemann 等

 

图 1  P450 酶反应循环 

 

图 2  P450 2A6 三维结构 
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人[5]提出了 RAMD 方法. 该方法是 SMD 方法的一种

改进. RAMD方法首先在配体上施加一个随机方向的

外力, 当配体在预定时间内不能通过规定的距离时, 

外力改变方向; 重复上述过程直到配体离开通道. 与

SMD 相比, RAMD 最大的优势是, 它不需要预先定

义一个拉伸方向 , 而是能通过设定的条件自动地搜

寻配体行走的方向. RAMD可以提高发现配体通道的

可能性 , 特别适合于那些结合口袋深埋于结构内部

的生物大分子的通道搜寻. 迄今为止, RAMD 已经在

维甲酸受体[13]、雌激素受体[14]和 P450 体系[15]中得到

了广泛的应用. 2008 年, 中国科学院上海药物研究所

Liu 等人[16]也提出了一种类似 RAMD 的方法, 简化

了模拟过程并且实验结果较为可靠.  

施加在配体上的作用力, 由以下公式计算:  

0 ,F kr=  

k 为弹力常数; 0r 为随机方向的单位向量.  

在 RAMD 方法中有 4 个可调参数: (1) k, 在整个

模拟过程中保持不变并决定力的大小; (2) N, 在力的

方向不变时 MD 的步数; (3) rmin, 在经过 N 步后底物

必须移动的最小距离; (4) Δt, 步长. 在 N×Δt 时间内, 

底物必须经过预定的距离 rmin, 否则将选择一个新的

单位向量 0r .  

(ⅲ) 晶体热力学因子法(thermal factors).  不论

是在液相还是固相中 , 蛋白质柔性是蛋白质结构的

固有性质 . 从晶体结构获得的热力学因子判断蛋白

质柔性大小是一种较为有效的方法 . 热力学因子越

高则说明蛋白质柔性越大 , 这些柔性区域则有可能

包含配体进出的热力学运动通道 (thermal motion 

paths, TMPs). 基于这样一个假设, Carugo 等人[17]提

出了一种简单且快速的方法分析通道方向: 选择 3 个

在不同残基上、作用范围在 4.5 Å 内的原子作为一组

起始三联体, 搜寻并保留周围平均热力因子最高、且

质心距离在 7.1 Å 范围内的一组三联体, 重复该过程, 

最终得到的三联体链就组成了配体进出的热力学运

动通道.  

(ⅳ) MOLE 和 CAVER 计算法 .  MOLE[11]和

CAVER[12]程序通过对晶体衍射、NMR 或者分子动力

学模拟轨迹中获得的结构进行计算 , 可以快速地发

现从结构内部的裂缝或口袋到表面溶剂的通道 . 但

是两者运算法则有所不同 : MOLE 程序采用基于

Voronoi 图的 Dijkstra 最短路径算法, 而 CAVER 采用

的是格点算法.  

以上研究方法中, RAMD 与 SMD 可以对通道变

化的动态过程进行分析, 前者用于发现 P450 酶中可

能存在的通道, 后者对 1 个已确定的通道进行更具

体精确的分析, 如能量和作用力等, 2 种方法较为准

确但十分耗时; 晶体热力学因子和 MOLE/CAVER 方

法是对通道进行静态分析 , 主要针对晶体结构 , 计

算速度快 ,  但是无法描述通道中动态相互作用 

机制.   

1.2  定点突变与晶体结构分析 

定点突变是分子生物学最常用的技术之一 , 主

要通过 PCR[18,19]向目的片段的特定碱基进行定点改

变、缺失或者插入, 从而改变对应的氨基酸序列. 对

突变基因表达产物的研究有助于了解蛋白质结构与

功能的关系 . 定点突变结合计算机模拟研究已成为

一种很有用的工具来表征 P450 的活性位点和对化合

物的立体选择性有重要影响的关键残基.  

迄今为止, 蛋白质数据库(PDB)中已有 300 多个

P450 酶晶体结构, 同一酶具有多个结合了不同配体

的晶体结构 . 这些结构有的来自于低等生物可溶性

的 P450, 也有的来自于哺乳类动物膜结合形态的

P450. 通过对这些晶体结构在不同形态(结合及没有

结合配体)的构象差异分析, 可以获得酶的柔性部位, 

为通道的表征提供参考.  

2  P450s 中的通道 

2.1  P450cam 中的通道 

P450cam催化天然底物樟脑的羟基化作用, 其活

性中心封闭且具有刚性[20]. 1987 年, Poulos 等人[21]首

先发现了恶臭假单胞菌的 P450cam 晶体结构, 指出

该晶体结构有 2 个可能性较大的通道区域: 一个位于

B-螺旋和 F/G环区之间, 该区域被认为是疏水性底物

的进入通道 ; 另一个靠近血红素丙酸基团并且被认

为是亲水性产物的出口通道. 1994 年, Deprez 等人[22]

发现底物进入活性中心的过程受到 Asp251 等残基的

静电相互作用调控, 该作用将 F-G 环束缚在 I 螺旋上

使活性中心关闭.  

2000 年, Lüdemann 等人[5]用 RAMD 方法发现了

3 类通道(pathway, pw), 根据 Wade 系统命名法[23], 

分别为 pw1, pw2 和 pw3 (图 3), 这与使用晶体热力学
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因子法得到的结果一致[24], 其中 pw1 的热力学因子

最大, 表明该通道的柔性最大. Pw1 位于 C 和 H 螺旋

或 C 和 L 螺旋之间, 接近 G-H 环和β2 折叠, 因为柔

性较大, 适合分子量较大的配体出入. pw2 由 pw2a, 

2b 和 2c 共 3 个子通道组成[23]: pw2a 位于 F/G 环和

B-螺旋之间 , 模拟过程中发现通道中的残基构象变

化较大, 包括 F193, F87, Y29 和 Y96 等残基; pw2b 位

于 B/B-环和β1, β3 折叠之间, 该通道只有在配体获得

较大外力的情况下才存在 , 所以作为通道可能性较

小; pw2c 位于 B-, G 和Ⅰ螺旋之间, 配体解离过程中

破坏了 D97 和 K197 之间的盐键作用, 并且邻近残基

的芳香环发生了翻转. pw3 位于 F 和 G 螺旋之间, 主

要由脂肪族残基构成, 模拟过程中发现 L200, L177

和 V247 疏水残基发生了位移. 对 RAMD 产生的 14

条轨迹进行分析后发现, pw1, pw2 和 pw3 的比例分别

为 4:7:3, 推测 pw2 的可能性较大. 整个 RAMD 模拟

过程中, 盐键起着十分重要的作用, 它们束缚相关的

链使通道关闭, 而配体的移动需要克服这些作用力.  

2000 年, Lüdemann 课题组[6]在 RAMD 基础上通过

绝热映射法和 SMD方法获得了更为准确的蛋白配体相

互作用机制和 3 类通道存在的概率. 结果表明, pw2a 是

底物与产物进出最有可能的通道, 因为 pw2a 中的能

垒、拉力和做功都是最低的并且通道的长度最短; pw3

存在概率为 pw2a 的十分之一; pw1 所需的能垒、拉力

和做功是最大的, 所以在 3 类通道中的可能性最小.  

2.2  P450BM-3 中的通道 

P450BM-3 是巨大芽孢杆菌脂肪酸单加氧酶 . 

1993 年, Ravichandran 等人[25]最先测定了 P450BM-3

的晶体结构. 1997 年, Li 和 Poulos[26]发布了结合脂肪

酸的 P450BM-3 复合物晶体结构, 与未结合底物的晶

体结构相比, 该复合物结构发生了较大的构象变化, 

致使通道口关闭.   

2000 年, Lüdemann 等人[5]用 RAMD 方法发现

BM-3 中只有 pw2(图 4), 由 pw2a 和 pw2d 共 2 个子

通道组成. pw2a 位于 F/G 环和 B-螺旋之间, pw2d 位

于 N 末端和 A 螺旋之间, 两者都都位于疏水区域并

且可作为对接区. P450BM-3 表面的 Arg47 残基能与

配体棕榈油酸(PAM)形成盐键, 使得 PAM 在解离过

程中发生翻转 , 所以盐键对配体的定位取向十分重

要. 为了消除盐键的影响, 将 PAM 上的电荷中和得

到 PAMn, 其他条件保持一致, 发现 RAMD 施加的拉

力显著下降, 说明 PAM 离开通道的最大阻力是盐键, 

而非疏水作用. 底物的柔性也起着十分重要的作用, 

U 型构象的 PAM 更易进出活性中心.  

虽然 P450cam 和 P450BM-3 都存在 pw2a, 但是

两者的作用机制完全不同[6]. 在 P450BM-3 中, 由于

pw2a 与底物 PAM 存在盐键作用, 使得 PAM 的解离

需要更大的外力、能量和功. 同时还发现, 虽然两种

酶折叠类似, 但结构有较大差异, pw2a 在 P450BM-3

中较长. 2002 年, Winn 等人[27]证实了这一观点, 并且

发现 P450ery 中的 pw2a 也有类似的盐键作用. 此外, 

通道中的 R185 能与周围 4 个残基 I174, V176, L76 和

A74 形成氢键使通道关闭, 底物解离需要破坏这些

氢键, 使 R185 向外旋转、F/G 和 B-B-环打开. 2003

年, Poulos[28]认为, F, G 螺旋及 F/G 环的柔性决定了

 

图 3  P450cam 中的通道 

 

图 4  P450BM-3 中的通道 
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pw2a 通道的开闭, 并且对 pw2ac, pw2f 和溶剂通道 S

的存在也有一定的影响.  

2.3  P450 2B1 中的通道 

本课题组对 P450 2B1 的通道进行过探索. 由于

P450 2B1 的晶体结构到目前为止仍未被解析, Li 等

人[29]用序列一致性较高的 2B4 复合物晶体结构同源

模建了 2B1 三维结构(图 5), 并将睾酮对接入活性中

心, 用 SMD 模拟方法将睾酮从三个预设通道拉出, 

分别为 pw2c, pw2e 和位于 E, F, I 螺旋与β3 发夹之间

的溶剂通道 S, 其中溶剂通道 S 被认为对传递质子起

着十分重要的作用[30].  

实验结果表明, 溶剂通道 S需要最大的拉力和主

链移动, 通道中的残基 Glu301 和 Lys479 之间的氢键

是阻碍睾酮离去最主要的因素. 此外, Scott 等人[31]

通过点突变实验认为 F-G 区域不参与该通道形成 , 

所以溶剂通道 S 在 P450 2B1 中存在的可能性较小. 

但在其他 P450 酶中 , 如 P450 2C5, 2B4, 2D6 和

BM3[32,33], 在它们的晶体结构中均观察到了溶剂通

道 S 的开口. 2009 年, Fishelovitch 等人[34]用 SMD 方

法证实了 P450 3A4 存在溶剂通道 S.  

pw2c 和 2e 需要相对较小的拉力和主链位移, 所

以两者作为通道的可能性较大. 在 pw2c 中, F297 和

F108 如同夹子固定睾酮且 S294 与配体形成氢键, 阻

止其离开活性中心 . 当配体克服氢键作用离去时 , 

F297 的芳环发生旋转并且 B-C 环有较大的移动. 点

突变实验认为,Ⅰ螺旋和 B-C 环具有十分重要的作用, 

这个结果也支持了该区域可能存在 pw2c 的结论. 在

pw2e 中, F115 作为关键残基稳定配体的结合方向并

阻止其离开活性中心. 突变实验发现, F115A 影响酶

的区域和立体选择性, 使酶的羟基化作用活性下降 5

倍. 当配体从 pw2e 中离开时, B-C 环/B-螺旋区域略

有扩展但主链未发生较大的移动. 在其他 P450 酶中, 

P450 51[35]和 P450BS β[36]的晶体结构均显示在 B-C

环有较大开口, pw2e 的存在主要与该区域的柔性和

大小有关.  

2.4  P450 2C5 中的通道 

P450 2C5 存在于兔子体内, 主要催化孕酮羟基

化[37], 它是一种膜结合蛋白, 分布在内质网、微粒体

和线粒体内膜上, 但在原核生物中 P450 酶是一种可

溶性蛋白. 2000 年, Williams 等人[38]发现 P450 2C5 的

N 末端是唯一的跨膜部分并且疏水的 B-C 环与 F-G

环同膜表面结合, 该区域中的 pw2a 具有较高的疏水

性并且有一部分嵌入脂膜内 , 允许膜中疏水性底物

进入. 这些结构特点使得真核生物通道存在 2 种机制: 

第一种是膜中的疏水性底物与羟基化产物从不同通

道进出 ; 第二种是可溶性底物与羟基化产物从同一

通道进出. 采用何种机制主要取决于底物的位置.  

2000 年, Williams 等人[39]首次得到了 P450 2C5

的晶体结构, 并利用水探针发现了 4 个通道: pw2a, 

pw2c, pw2e 和溶剂通道 S. 2003 年, Wester 等人[40]获

得了结合底物二甲硝咪唑(DMZ)的 P450 2C5 复合物

晶体结构, 但是该结构中没有发现 pw2c, 因为酶结

合底物后晶体结构发生较大的变化使通道关闭 , 类

似的作用方式也存在于 P450 2B4 中 [41]. 2005 年 , 

Schleinkofer 等人[15]通过 RAMD 方法发现了 pw1, 2a, 

2c, 2e 和溶剂通道 S (图 6). 模拟后的结果显示 33 条

轨迹中有 26 条属于 pw2c, 并且配体在 pw2c 中的加

速度是最小的, 所以推测 pw2c 是最主要的出口通道.  

Pw2c 主要取决于 B-C 环与 G 螺旋的相互作用以

及 B-C 环的柔性. 对晶体结构和常规分子动力学结

果分析后发现, P450 2C5 并不存在 pw2c, 因为 B-C

环残基 V106 与 G 螺旋残基 K241 之间形成氢键使

pw2c 关闭, 该机制与 P450eryF 中 R185 与周围残基

之间的氢键作用类似[27].  

 

图 5  P450 2B1 中的通道 



 
 
 

    2011 年 1 月  第 56 卷  第 3 期 

194   

2.5  P450 3A4 中的通道 

P450 3A4 是人体内最重要的药物代谢酶, 参与

了大约 50%的代谢反应. 2004 年, Williams 等人[42]发

表了 P450 3A4 无配体晶体结构, 以及分别结合了抑制

剂甲吡酮和底物孕酮的复合物晶体结构 . 由于配体

较小 , 复合物晶体结构与无配体晶体结构相比并未

发生较大变化. 在甲吡酮复合物晶体表面发现了 2 个

明显的开口: 其中一个位于β1 折叠、B-B-环和 F-螺

旋末端; 另一个位于 B-C 环之间. 在结合孕酮的复合

物晶体结构中, 孕酮并未结合在活性中心, 而是与活

性中心上方的苯丙氨酸簇结合 , 可以推测当苯丙氨

酸移动时底物就可以进入活性中心. 当 P450 3A4 与

较大配体结合时, 活性中心相应扩大, 晶体构象之间

发生很大变化.  

根据这些晶体结构特点, 2007 年本课题组的 Li

等人[43]认为, 甲吡酮晶体复合物结构具有 3 个可能

的通道, 分别为 pw2a, pw2e 和 pw3 (图 7), 通过 SMD

模拟发现 pw2e 需要相对较小的外力和残基移动, 同

时也发现 F108 和 I120 两个关键残基阻止抑制剂离开

活性中心 , 突变实验显示这两个残基影响酶的区域

与立体选择性[44]. Pw2a 中的残基在分子动力学模拟

过程中形成了氢键致使 pw2a 关闭, 所以在晶体结构

中观察到的表面开口区域不一定能成为配体的进出

通道口. 在 pw3 中, 抑制剂甲吡酮与苯丙氨酸簇形成

疏水相互作用 , 该作用使得抑制剂在解离过程中需

要较大的外力, 此外, 均方根偏差值 (RMSD)显示通

道周围残基发生了十分大的位移 , 这些结果说明了

pw3 成为 P450 3A4 通道的可能性较小. 综上所述, 

pw2e 最有可能作为甲吡酮的出口通道.  

2009 年, Fishelovitch 等人[34]将产物 6β羟基睾酮

(TST-OH)和羟基安定(TMZ)对接入 P450 3A4 的活性

中心, 并通过 SMD 模拟方法识别 6 类通道中 (pw2a, 

2b, 2c, 2e, 3 和溶剂通道 S)可能性最大的通道和它们

的作用机制. 结果发现, 溶剂通道 S 在 TST-OH 解离

过程中形成了最大的表面开口 , 并且产物在该通道

中需要较小的拉力; TMZ 和 TST-OH 通过 pw2e 时所

需的外力最小; 大部分通道都发现了苯丙氨酸π-π堆
积效应, 该作用力会阻止产物离去. 所以同一 P450

酶的通道并不是唯一的, 在 P450 3A4 中溶剂通道 S

和 pw2e 都有可能作为产物通道.  

P450 3A4 具有底物选择性羟基化的性质, 同一

底物的羟基化位置不同会导致产物通道的不同 , 如

产物 TST-16OH 与 TST-6OH, 前者以 pw2c 为主而后

者更倾向于 pw3, 所以酶的底物特异性不仅与活性

中心有关 , 而且与通道的物理化学性质也有密不可

分的联系.  

2.6  P450 2A6 中的通道 

P450 2A6 在人体药物代谢中起着重要作用, 是

人体内唯一能催化香豆素羟基化过程的酶 [45]. 此外, 

它还与尼古丁和其他烟草致癌物的代谢有关 . 与其

他哺乳动物 P450 相比, P450 2A6 的活性中心十分小, 

没有明显的通道使配体进出. 2010 年, 本课题组对

P450 2A6 中存在的通道进行了细致的研究. Li 等人[46]

首先用 MOLE 软件对晶体结构进行探索, 结果表明

晶体中没有通道存在; 然后用 RAMD 方法预测可能

存在的通道 , 统计所有的轨迹后发现 pw2c 和位于  

 

图 6  P450 2C5 中的通道 

 

图 7  P450 3A4 中的通道 
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I, K 螺旋和β4 折叠之间的 pw6 概率最大(图 8); 再用

SMD 方法分析 2 类通道中配体与受体之间的相互作

用和作用力大小, 认为 Phe111 的翻转对配体的进出

起着十分重要的作用, 并且在 pw2c 中配体所需的拉

力较小; 最后用平均力势[47]计算这 2 类通道的能量, 

结果表明 pw6 需要克服较大的能垒. 所以 pw2c 作为

P450 2A6 的通道的可能性最大.  

本课题组首次发现了 pw6 的存在, 进一步证实

了由于酶和配体的结构差异, 不同的 P450 酶的通道

并不是唯一的. 此外还发现, pw2c 不仅存在于前面已

论述的 P450 2B1, 2C5 和 3A4 中, 还存在于 P450 2A6

中, 所以推测 pw2c 更倾向于在动物 P450 酶中存在.  

3  结论与展望 

到目前为止, 以上 6 类 P450 酶的通道研究较为

全面和透彻, 其他 P450 酶在文中有所涉及, 但一般

只是基于晶体结构表面分析 , 并没有使用更为准确

的动力学方法、突变实验和其他数据的验证, 所以方

法和结果的可靠性还需进一步提高. 此外, 如果能够

获得配体在不同时期与受体结合的晶体结构 , 则会

为通道位置的确定提供更多的支持.  

通过以上所述的实验结果, 我们发现: (ⅰ) 所有

的细胞色素 P450 酶进出通道都不是唯一的. 配体结

构的差异会导致与活性中心和通道相互作用改变 , 

所以配体对通道的选择倾向不同. (ⅱ) 由于酶对底

物的选择性氧化 , 会使同一底物具有不同的产物通

道. (ⅲ) P450 酶具有不同的关键残基, 如 P450 2B1

的 F115 和 3A4 中的 V106 与 K241 等, 它们分别对各

自酶的配体进出起着重要影响并且作用方式不同 . 

(ⅳ) 真核生物中的 P450 酶是膜结合蛋白, 相对于原

核生物中的游离蛋白, 其通道机制更加复杂和多样. 

(ⅴ) 通过对晶体结构分析得到的通道会与动力学模

拟及点突变实验的结果不一致 , 酶的动力学运动会

导致晶体结构中通道的关闭或开启 , 所以对于通道

的研究还需要大量实验作为依据.  

P450 在药物代谢和解毒方面具有重要作用, 人

体内约 75%的药物经其代谢氧化. 但我们仍对 P450

的底物进出通道机制知之甚少, 主要存在以下 3 个不

足: (ⅰ) 由于 P450 及其配体复合物的晶体结构较少

并且较难获得 , 结合不同底物或者在不同的实验条

件下都可能使晶体结构发生变化; (ⅱ) 分子动力学

模拟仍不够完善; (ⅲ) 缺少实验验证, 动力学模拟的

结果仍缺少相关实验的验证 , 一些实验结果仍与实

际情况有偏差. 随着晶体结构数据库、分子动力学模

拟和实验技术的不断发展 , 这些数据都可以为细胞

色素 P450 的底物进出机制提供研究方向和理论支持, 

有利于获得配体与受体间的相互作用、动态结合路径

以及受体对配体选择性等重要信息 , 可以为药物设

计等提供理论帮助. 
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