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胆固醇酯转移蛋白天然产物抑制剂虚拟筛选和分子动力学模拟验证3 
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摘  要：目的  开发胆固醇酯转移蛋白（CETP）的天然产物抑制剂。方法  采用计算机辅助技术，对高通量筛选天然产物

数据库 L6000 分别进行 3 个精度梯度的分子对接、结合自由能计算、分子动力学模拟（MD 模拟）等多轮虚拟筛选的策略，

从中筛选 CETP 抑制剂。结果  共筛选得到 19 个候选化合物，其中前 3 位化合物分别为肉苁蓉苷 A、茶黄素、丹酚酸 B 二

甲酯，结合模式分析显示上述化合物与靶标活性口袋之间形成了较强的相互作用；MD 模拟的参数也证实上述蛋白–配体复

合物结合的稳定性。结论  肉苁蓉苷 A、茶黄素、丹酚酸 B 二甲酯可作为 CETP 抑制剂的先导化合物。 
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Abstract: Objective  To develop natural product inhibitors of cholesterol ester transfer protein (CETP). Methods  By using 

computer-aided technology, the high-throughput natural product database L6000 was screened for CETP inhibitors by multi-round 

virtual screening strategies such as molecular docking with three precision gradients, combined free energy calculation and molecular 

dynamics simulation (MD simulation). Results  A total of 19 candidate compounds were screened, of which the first three compounds 

were cistanosideA, theaflavin and dimethyllithospermate B. Binding mode analysis showed that there was a strong interaction between 

the above compounds and the active pocket of the target, and the MD simulation parameters also confirmed the stability of the protein-

ligand complex mentioned above. Conclution  CistanosideA, theaflavin, and dimethyllithospermate B can be used as the lead 

compounds of possible CETP inhibitors.  
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血脂异常与动脉粥样硬化和心血管疾病的发

展有关，对人类健康构成严重威胁。他汀类药物作

为目前降低总胆固醇（TC）和低密度脂蛋白胆固醇
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（LDL-C）的主要药物而广泛应用于临床，但在许多

经过治疗的血脂异常患者中，心血管病发病率和死

亡率仍然很高[1]。因此，寻找其他方法进一步降低
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心脑血管疾病的风险和死亡率十分必要。流行病学

研究表明，高密度脂蛋白胆固醇（HDL-C）是心脏

病风险的一个独立且强大的反向预测因子，提高

HDL-C 水平可降低使用他汀的血脂异常患者中的

残余心血管风险[2]。人血浆中的 HDL 根据水合密度

被分为 HDL2 和 HDL3 2 个主要亚组分，具有不同

的代谢途径和生物学特性[3]。胆固醇酯转移蛋白

（CETP）是一种主要与 HDL3 颗粒结合的血浆糖蛋

白，并在循环脂蛋白之间传递甘油三酯和胆固醇

酯[4-5]。胆固醇逆向转运（RCT）是指将多余的胆固

醇从动脉粥样硬化病变中的巨噬细胞经由 HDL 逆

向转移到肝脏的过程[5]。经 CETP 处理后 HDL 易受

肝脂肪酶和内皮脂肪酶的脂肪分解修饰，进而形成

较小 HDL 颗粒，易于快速分解代谢。研究证实，代

谢综合征患者体内 CETP 活性增高，并与过早的动

脉粥样硬化和高心血管风险密切相关[6]。因此，抑

制 CETP 是提高 HDL-C 和减少动脉粥样硬化的重

要靶点[7]。 

在过去的几十年里，多种新发现的 CETP 抑制

剂在临床研究中被证实具有显著提高 HDL 水平的

作用，但几乎均因药物开发过程中未能达到预期临

床获益点而终止[8-9]。研究指出，现有 CETP 抑制剂

可能存在结构相关的脱靶效应，导致患者血压升

高、激素生成异常，且这类 CETP 抑制剂在升高

HDL-C 的同时对 LDL-C 水平的降幅不大，这可能

成为现有 CETP 抑制剂未达到主要心血管终点或增

加心血管风险的原因[8]。天然产物中蕴藏了大量

的生物活性物质，一直都是药物开发的重要来

源，其提供的独特生物相关化学空间可以影响多种

蛋白靶点的功能，对很多疾病都有一定的治疗潜

力。本研究以高通量天然产物数据库为筛选对象，

通过计算机辅助筛选技术，针对与血脂异常相关的

CETP 靶点进行药物筛选研究，通过分子对接以及

结合自由能计算等手段，筛选出特异性强且安全性

高的 CETP 抑制剂，随后根据分子动力学模拟技术

进行验证，探寻特异性强的天然产物小分子，为新

型高效的 CETP 抑制剂开发提供一定的理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

本 研 究 虚 拟 筛 选 过 程 主 要 采 用 美 国 

Schrödinger 公司的 Schrödinger-v2023.2 软件完成，

靶点蛋白信息由PDB数据库（https://www.rcsb.org/）

获得，配体化合物信息由 Topscience 数据库

（https://www.screeningcompound.com/）获得。根据

虚拟筛选结果，使用 GROMACS 2020.6（GPU）进

行分子动力学模拟，参数设置除非特殊指明，均为

默认值。 

1.2  靶点蛋白的准备 

从 PDB 数据库中下载 CETP 蛋白的晶体结构，

并对 CETP 结构进行分析，种属为人，UniProt ID 为

P11597，序列长度为 493个氨基酸。使用Schrödinger

软件的 Protein Preparation Wizard 模块进行蛋白准

备[10]。进行分配键级、加氢等操作，若有缺失的侧

链，使用 Prime 模块进行补全，接着去除蛋白中的

水分子和辅因子，随后采用 PROPKA 方法，pH 7.0

下进行蛋白氨基酸残基氢键网络优化，最后采用

OPLS_4 力场进行蛋白质能量最小化，只对氢原子

进行优化，方均根偏移（RMSD）收敛于 0.3 Å

（1 Å＝0.1 nm）。 

1.3  化合物库 3D 结构的准备 

下载 Topscience 数据库中的高通量筛选天然产

物库（L6000 Natural Product Library for HTS），该数

据库共有 4 320 种天然产物单体，来源丰富，结构

多样，具有很强的代表性。将 2D sdf 文件导入

Schrödinger 软件，用 Ligprep 模块基于 OPLS_4 力

场准备每个底物的 3D 结构并确定坐标，并利用

Epik 模块确定所有可能的立体异构体和相关的质

子化状态。 

1.4  虚拟筛选 

采 用 Schrödinger 中 的 Virtual Screening 

Workflow 模块进行分子对接[10]。将准备好的化合物

导入后，虚拟筛选过程依次采用 4 种模式进行。（1）

高通量筛选（HTVS），保留每个配体的所有立体异

构状态，并选择每个配体的不同立体异构状态只生

成 1 个构象，对接完成后，保留打分最好的前 50%

的化合物进行下一步筛选；（2）标准精度（standard 

precision，SP）进行对接，只保留每个配体的具有好

的打分的立体异构状态，并选择每个配体的不同立

体异构状态只生成 1 个构象，对接完成后，保留打

分最好的前 20%的化合物进行下一步筛选；（3）超

精度（extra precision，XP），只保留每个配体具有

最好的打分立体异构状态，并选择每个配体的不同

立体异构状态只生成 1 个构象，对接完成后，保留

前 100 个化合物进行下一步筛选；（4）分子力学广

义波恩表面积（molecular mechanics/generalized born 

surface area，MM/GBSA）方法计算结合自由能重新
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打分。对于最终筛选到的候选化合物与 4EWS 的结

晶配体进行基于相似性的聚类分析。分析过程主要

使用 Schrödinger 中 clustering of ligand 模块实现，

采用模式为 volume overlap。随后通过 MM-GBSA

对候选化合物重打分，并根据结合自由能排序后选

择匹配度高的化合物用于后续分析。 

1.5  分子动力学模拟 

基于上述对接获得的小分子与蛋白复合物作

为初始结构分别进行分子动力学模拟[11]。分子动力

学模拟所使用的蛋白质力场为 AMBER14SB，水分

子为三点模型 TIP3P。每组动力学体系都被置于一

个由水分子填充的立方体盒中，定义周期边界条

件，通过添加钠、氯离子来实现系统电荷平衡。模

拟中，分别通过 100 ps 的 NVT 系综和 NPT 系综模

拟对体系进行预平衡，在基于上述恒温恒压的平衡

条件下以 2.0 fs 的时间步长进行 50 ns 的生产模拟，

后通过计算均方根偏差（root mean square deviation，

RMSD）、均方根波动（root Mean square fluctuation，

RMSF）及蛋白质的表面溶剂接触面积（solvent 

accessible surface area，SASA）分析蛋白质-配体复

合物的相互作用和结合稳定性；通过二级结构构象

分析蛋白质结构的变化情况。 

2  结果  

2.1  蛋白结构调研 

目前在 PDB 数据库 CETP 蛋白有 3 个晶体结

构（2OBD、4EWS、4F2A），本研究使用的 4EWS

晶体结构，分辨率最高且结合了一个强效抑制剂，

活性达到单纳摩尔级别，分辨率为 2.59 Å。其中蛋

白和小分子抑制剂结合的位置也是蛋白的唯一结

合口袋，口袋的 surface 见图 1A，可见小分子结合

位置有个较大的疏水口袋。因此，针对此结合口袋，

进行基于结构的虚拟筛选。对接格点的生成基于小

分子抑制剂所在的口袋位点将对接格点中心设置

为结晶配体，对接外盒的大小设置为与结晶配体大

小类似，尺寸为 10×10×10 Å3，内盒的大小设置为

10 Å3，见图 1B。 

2.2  基于对接的虚拟筛选 

基于以上口袋，对 L6000 数据库进行了多轮筛

选，具体流程见图 2。经过高通量虚拟筛选、标准

精度的虚拟筛选、超精度的虚拟筛选，最后保留 100

个化合物，其中分子对接打分值最高为−16.991 

kcal/mol（1 cal＝4.2 J），最低为−13.009 kcal/mol，

平均值为−14.396 kcal/mol。利用 MM-GBSA 对保留 

 

图 1  CETP 蛋白结合口袋示意图（A）、CETP 蛋白结合

位点示意图（B） 

Fig. 1  Schematic diagram of CETP protein binding pocket 

(A), Schematic diagram of CETP protein binding site (B) 

 

图 2  虚拟筛选和分子动力学模拟流程图 

Fig. 2  Flow chart of virtual screening and molecular 

dynamics simulation 

的 100 个化合物进行重新打分，最终得到 49 个唯

一化合物，经过聚类和构象分析，并且和原有结晶

小分子进行位置叠合，得到匹配度最佳的 19 个化

合物作为候选化合物，见表 1、图 3。 

2.3  聚类分析 

对筛选出的 19 个化合物化合物与 4EWS 的结

晶配体进行基于相似性的聚类分析后，按照分子结 

 

 

A 

B 

L6000 Database（4 320 化合物） 

Ligprep（6 509 化合物） 

Glide HTVS docking（3 253 化合物） 

Glide SP docking（649 化合物） 

MM-GBSA rescore（100 化合物, 49 特有） 

人工挑选和聚类分析（19 化合物） 

结合模式分析和 MD 模拟（3 化合物） 

3D 结构生成 

靶点蛋白 

Glide XP docking（100 化合物） 
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表 1  19 个候选化合物 

Table 1  19 Candidate compounds 

L6000 ID 化合物中文名称 CAS 化学结构式 类别 来源 

T5S0285 肉苁蓉苷 A 93236-42-1 C36H48O20 苯及其取代衍生物 肉苁蓉 

T7602 茶黄素 4670-05-7 C29H24O12 黄酮类 茶树 

T8299 丹酚酸 B 二甲酯 875313-64-7 C38H34O16 苯及其取代衍生物 丹参 

T3S1088 异连翘酯苷 1357910-26-9 C29H36O15 苯及其取代衍生物 连翘 

T2791 大蓟苷 28978-02-1 C29H34O15 苷类；黄酮类 大蓟 

T3415 亚麻木酚素 148244-82-0 C32H46O16 木脂素类 亚麻属 

T3854 山茶苷 A 135095-52-2 C33H40O20 黄酮类 油茶 

T6S2227 棘苷 72063-39-9 C28H32O15 黄酮类 酸枣 

T0878 地奥司明 520-27-4 C28H32O15 苷类；黄酮类 芸香属 

T3S2312 枸橘苷 14941-08-3 C28H34O14 黄酮类 三叶海棠 

TN2165 红链霉素-龙胆二糖苷 24577-90-0 C27H32O15 酚类 决明子 

T12651 咖啡酸四聚体异构体 263397-69-9 C36H30O16 酚类 日本香茶菜 

TN7085 杨梅常山苷 76076-04-5 C34H44O19 糖苷 红杨梅 

T3897 夏佛塔苷 52012-29-0 C26H28O14 黄酮类 广金钱草 

T3851 新西兰牡荆苷 23666-13-9 C27H30O15 黄酮类 野菊花属药用植物 

T6102 2-乙酰基洋丁香酚苷 94492-24-7 C31H38O16 苯及其取代衍生物 肉苁蓉 

T8277 连翘苷 I 1177581-50-8 C29H36O15 酚类 连翘 

TN2011 商陆苷 20188-85-6 C29H34O16 黄酮类 半枝莲 

T4130 沙苑子苷 116183-66-5 C28H32O16 黄酮类 沙打旺 

 

图 3  19 个候选化合物的结构、分子对接打分及结合自由能打分 

Fig. 3  Structure, molecular docking score and binding free energy score of 19 candidate compounds 

构的重叠程度分为以下 3 类。其中图 4A 为第 1 个

聚类，含 14 个小分子，说明大部分小分子的骨架较

为相似；图 4B 为第 2 个聚类，含 1 个小分子，图

4C 为第 3 个聚类，含 4 个小分子。图中黑色的为结 

https://www.solarbio.com/goods.php?id=220345
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A-聚类 1，B-聚类 2，C-聚类 3。 

A-cluster 1,  B-cluster 2,  C-cluster 3. 

图 4  19 个候选化合物的聚类分析 

Fig. 4  Cluster analysis of 19 candidate compounds 

晶配体，其余为虚筛得到的小分子。 

2.4  结合模式分析  

通过综合考虑 19 个候选化合物的对接打分和

结合自由能，结合自由能排名前 3 位的化合物最终

被挑选用于分析结合模式，包括肉苁蓉苷 A、茶黄

素、丹酚酸 B 二甲酯。采用 PyMol 软件绘制出这 3

种化合物和 CETP 蛋白的结合模式图，3 种配体氨基

酸残基之间与靶蛋白 CETP 的作用力促进了蛋白–

配体复合物的结合，使其形成更加稳定的复合物。

其中肉苁蓉苷A 与靶蛋白的 phe463形成芳香氢键，

和 phe263 行成芳香氢键和 π-π 堆积作用；茶黄素与

靶蛋白的 HIS232 形成经典氢键，与 PHE263 形成

芳香氢键，与 PHE461 形成阳离子-π 相互作用；丹

酚酸 B 二甲酯与靶蛋白的 HIS232、PHE441 形成芳

香氢键，与 PHE463 形成 π-π 堆积作用。其他蛋白

–配体的作用力还包括疏水作用和盐桥等，结果见

图 5。 

2.5  分子动力学模拟 

2.5.1  RMSD值计算  由图 6A可知，肉苁蓉苷A–

CETP 体系在模拟运行 10 ns 后，RMSD 涨落范围 

 

图 5  CETP 蛋白与化合物的结合模式图 

Fig. 5  Binding pattern of CETP protein to compounds 

稳定在±0.1 nm 以下，RMSD 的平衡状态表明该体

系的结合强度良好。茶黄素–CETP 体系在模拟运

行 25 ns 之后波动开始出现显著放缓，涨落范围同

样稳定在±0.1 nm 以下，达到了平衡状态；丹酚酸

B 二甲酯–CETP 体系的 RMSD 值在模拟运行 10 

ns 之后波动变小，RMSD 平均值为 0.2～0.3 nm，且

涨落范围都稳定在 0.1 nm 以下，均达到了平衡状

态。另外，本研究也同时计算了配体的 RMSD 值，

由图可知，茶黄素–CETP 在模拟初始阶段就处于

稳定状态，肉苁蓉苷 A–CETP 和丹酚酸 B 二甲酯–

CETP 则在经过快速的波动期后迅速回稳，该差别

可能是由于不同的分子构型以及在结合腔的相互

作用力差异造成的，三者总体上处于平衡状态。 

2.5.2  RMSF 值计算  基于不同药物分子与 CETP

蛋白复合物体系，本研究计算了各组的蛋白质氨基

酸残基的 RMSF 值。从图 6B 可以看出，3 种小分

子化合物与 CETP 作用的关键残基的 RMSF值处于

一个相对较低的水平，平均值约为 0.16 nm，表明

CETP 蛋白与小分子配体结合促进了蛋白质的空间

结构稳定性，进而表明配体与蛋白结合的稳定性。 

2.5.3  SASA 值计算  由图 6C 可知，肉苁蓉苷 A–

CETP 和茶黄素–CETP 2 组复合物在 0～15 ns 附近 

     

A B C 

   
肉苁蓉苷 A–CETP                          茶黄素–CETP                       丹酚酸 B 二甲酯–CETP 
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图 6  CETP–配体复合物的 RMSD（A）、RMSF（B）和 SASA（C）图 

Fig. 6  RMSD (A) and RMSF (B) and SASA (C) of protein and complex 

的模拟初期的 SASA 出现了快速下降，这直观的表

明了配体的快速结合，并由于结合行为导致蛋白质

表面暴露在溶剂中的面积减少，通过 SASA 的下降

可以推测配体与蛋白质的活性位点进行了紧密结

合，并可能伴随这结合口袋的构象变化甚至是蛋白

质的构象变化。随着模拟的继续，由于蛋白质和配

体二者原子的共同滚转变动，导致在模拟中期阶段

SASA 出现了一定幅度的增加，推测在该阶段二者

的结合变弱。这可能是由于蛋白质构象扰动造成的

阶段性的稳定性下降，在此之后，SASA 进入第 3

阶段，迅速降低，直至模拟结束。丹酚酸 B 二甲酯–

CETP 组复合物的 SASA 则全程下降，并在约 40 ns

后进入稳定状态。 

2.5.4  二级结构构象分析  由图 7 可知，3 组复合

物中蛋白质的 α-helix 含量比例最为稳定，未见明显

增减。在肉苁蓉苷 A–CETP 中，可以明显的观察

到在 0～25 ns阶段伴随着 β-sheet含量的下降和 coil

的增加，并在 25 ns 后该增减变化出现恢复。在茶

黄素–CETP 中可以看到，较为明显的变化则主要

出现在 β-turn 和 coil 的相互转换中。在丹酚酸 B 二

甲酯–CETP 中，则主要是 β-sheet 的减少和 coil 的

增加。蛋白质二级结构含量的变化主要受结合位点

附近氨基酸类型的影响较大，由于不同复合物中配

体分子结合的具体位置和相互作用力类型、强弱的

不同，因此各组的蛋白质构象亦有差异。总体上，

各组的蛋白质二级结构含量均有明显变化，这与配

体的紧密结合关系密切。 

3  讨论 

血脂是血浆中的中性脂肪和类脂的总称。血脂

代谢平衡对维持细胞和机体的生命活动至关重要；

血脂代谢异常则与心脑血管疾病、神经退行性疾病

及肿瘤等的发生密切相关[12-13]。中医对血脂异常的

认识和治疗，早在很久就有记录。中药具有资源丰

富、结构多样、不良反应小，价格低廉的优点，在 
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A-肉苁蓉苷 A–CETP，B-茶黄素–CETP，C-丹酚酸 B 二甲酯–CETP。 

A-cistanoside A–CETP, b-theaflavin–CETP, C-dimethyl lithospermate B–CETP. 

图 7  蛋白–配体复合物的二级结构构象 

Fig. 7  Secondary structure conformations of the complex and protein 

脂质异常的调节方面具有良好效果，在国内外基础

研究以及临床应用已经获得广泛认可[14-16]。从高通

量中药单体数据库中筛选可用于血脂异常的调节

和治疗的中草药成分小分子，具有实际意义。虚拟

筛选技术和分子动力学模拟技术作为当前中药研

究中最重要的技术与手段之一，可对药物分子进行

大范围筛选[17]。CETP 是血液循环中参与脂代谢与

RCT 过程的重要调节酶，本研究聚焦于 CETP 蛋白

的功能与作用，通过虚拟筛选研究，得到了与 CETP

蛋白有亲和力的 19 个候选配体，通过聚类分析验

证了候选配体的骨架多样性，并选择排名前 3 位的

配体小分子进行结合模式分析，配体与受体之间的

疏水作用、π-π 堆积和盐桥在维持蛋白质配体的较

强亲和力发挥了重要作用。本研究也对 3 个候选的

蛋白-配体复合物通过 MD 模拟探究了其稳定性，

结果显示排名前 3 位的蛋白–配体复合物的

RMSD、RMSF、SASA 图经波动后均趋于稳定，且

波动幅度小，蛋白质二级结构含量的明显变化也提

示了蛋白配体的紧密结合，因此认为它们是与

CETP 蛋白具有较高亲和力的小分子抑制剂潜在候

选者。 

肉苁蓉苷 A 为苯乙醇苷类化合物，主要存在于

肉苁蓉、地黄等中药材中，在肉苁蓉中的质量分数

为 0.02%～0.44%，属于主要化合物，在地黄中的质

量分数为 0.02%～0.07%，属于微量化合物 [18]。

Shimoda 等 [19]报道了肉苁蓉提取物能影响饮食诱

导的高胆固醇血症小鼠胆固醇转运和代谢相关分

子的 mRNA 表达，并显示出降低胆固醇的活性。茶

黄素是红茶发酵过程中形成的特有成分，在红茶中

的含量固形物的 0.3%～1.5%[20]。通过随机对照研

究发现富含茶黄素的茶叶提取物是低饱和脂肪饮

食的有效辅助，可以降低高胆固醇血症成年人LDL-

C 水平，耐受性良好[21]。丹酚酸 B 二甲酯是丹参中

提取的脂溶性成分，为丹酚酸B的二甲酯化衍生物，

两者在丹参中的含量约为 20∶1，因此丹酚酸 B 二

甲酯是丹参根中的微量化学成分[22]。既往研究认

为，丹酚酸 B 二甲酯具有与丹酚酸 B 相似的抗氧

化、清除自由基以及抗心律失常的药理活性[22-23]。 

因此，本研究通过虚拟筛选和分子动力学模拟

筛选出的天然小分子化合物肉苁蓉苷 A、茶黄素、

丹酚酸 B 二甲酯不仅可用于 CETP 蛋白抑制剂先导

化合物的发现和优化，也可以从分子机制更好理解

中药调脂治疗的作用过程，帮助筛选含有关键化合

物的中药药材，对这些中药进行归纳和分析，通过

与中医整体观和辨证理论的结合，进行中药组方配

伍。此外，本研究通过虚拟筛选得到的其他多种

CETP 蛋白抑制剂如异连翘酯苷、地奥司明、维采

宁-2 等，以及天然化合物的来源中药如连翘、野菊

花、芸香属植物等，可在今后的研究中进一步研究

和验证。 
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