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摘  要 : Faldaprevir 类似物 (Faldaprevir analogue molecule, FAM) 能有效抑制 HCV NS3/4A 蛋白酶的催化活

性，是一种潜在抗 HCV 先导化合物。通过生物信息学统计分析了已报道的 HCV NS3/4A 蛋白酶晶体结构，得

到了 FAM-HCV NS3/4A 蛋白酶晶体结构。对 FAM-HCV NS3/4A 蛋白酶复合物进行了 20.4 ns 的分子动力学模

拟，重点从氢键和结合自由能两个角度分析了二者分子识别中的关键残基及结合驱动力。氢键和范德华力是促

使 FAM 特异性结合到蛋白 V132S139、F154D168、D79D81 和 V55 的活性口袋中的主要驱动力，这与实验

数据较为吻合。耐药性突变实验分析了 R155K、D168E/V 和 V170T 定点突变对 FAM 分子识别的影响，为可

能存在的 FAM 耐药性提供了分子依据。最后，用自由能曲面和构象聚类两个方法探讨了体系的构象变化，给

出体系的 4 种优势构象，为后续的基于 HCV NS3/4A 蛋白酶结构的 Faldaprevir 类似物抑制剂分子设计提供一

定的理论帮助。 

关键词 : HCV NS3/4A 蛋白酶，Faldaprevir 类似物分子，分子动力学模拟，结合自由能，构象变化  
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Abstract:  Faldaprevir analogue molecule (FAM) has been reported to effectively inhibit the catalytic activity of HCV 

NS3/4A protease, making it a potential lead compound against HCV. A series of HCV NS3/4A protease crystal structures 

were analyzed by bioinformatics methods, and the FAM-HCV NS3/4A protease crystal structure was chosen for this study. 

A 20.4 ns molecular dynamics simulation of the complex consists of HCV NS3/4A protease and FAM was conducted. The 

key amino acid residues for interaction and the binding driving force for the molecular recognition between the protease 

and FAM were identified from the hydrogen bonds and binding free energy analyses. With the driving force of hydrogen 

bonds and van der Waals, FAM specifically bind to the active pocket of HCV NS3/4A protease, including V130−S137, 

F152−D166, D77−D79 and V55, which agreed with the experimental data. The effect of R155K, D168E/V and V170T 

site-directed mutagenesis on FAM molecular recognition was analyzed for their effect on drug resistance, which provided 

the possible molecular explanation of FAM resistance. Finally, the system conformational change was explored by using 

free energy landscape and conformational cluster. The result showed four kinds of dominant conformation, which provides 

theoretical basis for subsequent design of Faldaprevir analogue inhibitors based on the structure of HCV NS3/4A protease. 

Keywords:  HCV NS3/4A protease, Faldaprevir analogue molecule, molecular dynamics simulation, binding free energy, 

conformational change 

丙型肝炎病毒 (Hepatitis C virus，HCV) 感

染是造成慢性肝病和肝移植的主要原因之一[1]。

据估计，全球范围内有 1.61.8 亿人长期感染

HCV[2-3]，其中一部分会发展为进行性肝纤维

化，最终导致肝硬化，晚期肝病及肝癌[4]。目前

的丙型肝炎标准诊疗方案 (Standard of care，

SOC) 是联合使用长效干扰素  (PEG-IFNα) 和

广谱抗病毒药物利巴韦林 (Ribavirin) [5]。但这

种治疗方案的持续病毒学应答 (Sustained viral 

responses，SVR) 受治疗周期、HCV 基因型等

因素的影响，在 40%80%大范围内波动[6]，治

疗效果往往不够理想。Pawlotsky课题组的研究

结果表明[7]，在 SOC 中加入直接作用性抗病毒 

(Directly acting antiviral，DAA) 药物后 SVR显

著提高，疗效令人满意。 

HCV NS3/4A蛋白酶 (Protease，PR) 是由

NS3 丝氨酸蛋白与辅助因子 NS4A 蛋白以非共

价键结合而成的二聚体。NS3丝氨酸 PR是 HCV

非结构蛋白加工成熟过程的关键酶，与三磷酸

核苷酸酶、RNA 解螺旋酶结合，构成 HCV 复

制所必需的非结构蛋白 NS3。NS3属于胰 PR超

家族，拥有 PR 和 RNA 解螺旋酶双重活性[8]，

位于由 HCV RNA 编码的前体多聚蛋白的开放

阅读框 (Open reading frame，ORF) 中的非结构

蛋白区中。另外，NS3/4A PR 能水解 TRIF 和

MAVS 两种人类免疫蛋白，从而干扰人体对
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HCV 的先天性免疫应答[9-10]。NS3/4A PR 还可

通过调控 IFN-3 的表达水平，破坏细胞内免疫

通路，诱导宿主产生免疫逃逸[11]。 

HCV NS3/4A PR抑制剂是首类进入临床试验

的DAA药物。Faldaprevir类似物分子 (Faldaprevir 

analogue molecule， FAM)[12]作为一种 HCV 

NS3/4A PR抑制剂，能有效抑制 NS3/4A PR活性。

阻断 HCV的复制、翻译和翻译后多聚蛋白的加工

成熟，还可使 IFN更好地发挥抗病毒疗效。 

构象变化和分子识别是药物设计的基础。

目前有关 HCV NS3/4A PR与 FAM之间识别机

制和复合物体系在水中构象变化等问题尚未见

报道。本文用分子动力学 (Molecular dynamics，

MD) 模拟方法对这些问题进行了研究，为后续

的结构改造、新药研发提供结构及理论支撑。

图 1给出了 FAM的化学结构，图中数字表示原

子序号，括号里的数字用来表示极性氢，这些

极性氢有可能和蛋白质部分形成氢键[12]。 

 

 

 
图 1  FAM 的分子结构

[12] 

Fig. 1  Molecular structure of FAM[12]. 

1  模拟方法 

1.1  分子动力学模拟 

在 HCV NS3/4A PR和 FAM的晶体结构[12] 

(PDB代码：4K8B) 中，包含有辅助结晶的离子

和结晶水，考虑到这些水分子等并未与 FAM结

合，也未参与活性中心的构成。故删去 4 条链

的非蛋白部分，包括 A 链的 ZN201、SO4203

和 SO4204，B 链的 ZN201、SO4203，以及 D

链的 SO4301及所有的结晶水分子。仅保留体系

中 PR 的氨基酸与 FAM 部分，并以此作为 MD

模拟的初始结构。MD模拟采用 AMBER[13]程序

以及 AMBER 力场，其中生物大分子的力场参

数基于实验值拟合[14]。模拟温度为 26.85 ℃，

溶剂使用 TIP3P水模型[15]。 

首先，将复合物置于去头八面体水盒子中，

使复合物边缘距盒子壁 0.8 nm，此时盒子里共

加入 9 820个水分子，体系总原子数为 15 614。

随后进行两次能量优化，第一次是约束溶质的

10 000 步 能 量 优 化 ， 约 束 力 常 数 为    

2.091×105 kJ/(mol·nm2)，由 5 000步最陡下降法

优化和 5 000步共轭梯度能量优化组成。第二次

是去约束的 5 000步最陡下降和 5 000步共轭梯

度能量优化，收敛条件为能量梯度小于

4.182×104 kJ/(mol·nm2)。能量优化完成后，开

始进行 MD 模拟，整个模拟过程分为两步分进

行：首先进行约束动力学模拟，约束力常数为

4.182×103 kJ/(mol·nm2)，期间温度使用 Langevin 

dynamics升温机制，温度偶联因子设为 1.0，温

度从–273.15 ℃逐步升高到 26.85 ℃，模拟 400 

ps；接着，再进行 20 ns的无约束恒温 MD模拟。

用 SHAKE算法[16]约束键长，非键半径为 1 nm；

模拟积分步长为 2 fs，每隔 1 ps采集一次构象，

共采集 20 400 个构象。并使用 VMD 软件对体
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系模拟全过程跟踪监测。 

1.2  能量分解 

在 本 文 中 ， 用 MM/GBSA        

(Molecular mechanics/generalized Born surface 

area) 方法[17-18]进行能量分解分析。其基本思想 

是把每个残基的能量贡献近似分为力学           

(Molecule mechanics，MM) 方法计算的真空分

子内能、用广义波恩 (Generalized Born，GB) 模

型[19-20]计算的极性溶剂化能，以及用 LCPO 算

法[21-22]计算的非极性溶剂化能，并且把能量分

解到残基的主链原子核侧链原子上。这里，真

空分子内能可分为极性的静电相互作用和非极

性的范德华相互作用两部分。LCPO算法认为非

极性溶剂化能与溶剂可接近表面积  (Solvent 

accessible surface area，SASA) 呈正相关。通过

MM/GBSA能量分解，可以观察到 HCV NS3/4A 

PR中的主要残基对 FAM结合所做出的贡献。 

1.3  自由能曲面 

自由能曲面 (Free energy landscape，FEL) 

是通过研究自由能曲面图的最小值 (即体系最

稳定的状态) 和分界点 (即体系变化过程中的

一个短暂的状态) 来表示生物学过程中发生的

动力学变化的一种分析方法[23-26]。一些主成分 

(Principal component，PC) 可以用以表示重要的

动力学过程，这些 PC也可以来绘制自由能曲面

图[27]，具体根据公式： 

( ) = ln ( )  BG X k T P X
 

式中，坐标 X表示 PC，kB表示玻尔兹曼常

数，T是绝对温度，P(X)是体系 PC的概率。 

1.4  聚类分析 

使用 MMTSB 工具[28]，对 MD 模拟得到的

20 400 个体系构象进行聚类分析  (Clus ter 

analysis)。分析过程依据 Daura 等[29]提出的观 

点：逐一计算各构象之间的 RMSD值，以此为 

基础建立 RMSD 矩阵 (N×N, N 为构象数)。人

为设定一个 RMSD 阈值，在任意两构象 RMSD

值之间进行比较，若其差值小于此阈值则归为

一类。以每一类中能量最低的构象作为该类的

代表构象。本文中，以体系整体 RMSD 值建立

矩阵，对体系整体构象的聚类情况进行了讨论。 

2  结果与讨论 

2.1  HCV NS3/4A PR 的生物信息学分析 

截止目前，在蛋白质数据库 (www.rcsb.org)

中检索 HCV NS3/4A PR，得到相关结构 104个。

其中仅来源于丙型肝炎病毒的结构有 81个，而

其中结合了 NS4A 蛋白的成熟复合物结构仅有

17 个。表 1 给出了蛋白质数据库中收录的成熟

HCV NS3/4A PR结构生物学信息。表中 PDB表

示解析结构的 PDB 代码，Res.表示解析的分辨

率，Sequence为 HCV NS3/4A PR的氨基酸序列，

ligand则表示结构中的小分子结合信息。 

从表 1可以看出，该 17个结构分辨率相差

较大，但均在可接受范围内。除 4U01外均为二

聚体结构，其中 3LOX、3LON、3OYP、2XCN、

2OBO、2A4Q、2F9U和 1RTL的 NS3A、NS4A

蛋白单体氨基酸序列之间不一致，表中仅给出

了相对较全的单体序列。考虑到后续对二聚体

结构整体的模拟工作，避免二聚体结构不完整

对模拟结果可能造成的误差，故没有选取这些

结构。加之结合有 FAM 的晶体结构仅有 4K8B

一个，故选其用于后续的 MD模拟。 

2.2  体系整体的模拟分析 

图 2显示了 HCV NS3/4A PR和 FAM的复

合物体系在模拟过程中的势能随时间的变化。

分子势能在 400 ps以后达到平衡。经计算，平衡 
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表 1  HCV NS3/4A PR 结构生物学信息 

Table 1  The structural biological information of HCV NS3/4A PR 

PDB Res.(Å) Polymer Sequence Ligand 

4U01 2.80 Nonamer NS3: A1S182, NS4A: K220S232 Macrocyclic inhibitor, chloride ion, zinc ion 

4K8B 2.80 Dimer NS3: I3M179, NS4A: G221S232 FAM, sulfate ion, zinc ion 

4I31 1.93 Dimer NS3: A1S182, NS4A: K220S232 Macrocyclic inhibitor, sodium ion 

4I32 2.30 Dimer NS3: A1S182, NS4A: K220S232 Macrocyclic inhibitor, sodium ion 

4I33 1.90 Dimer NS3: A1S182, NS4A: K220S232 Macrocyclic inhibitor, sodium ion 

3LOX* 2.65 Dimer NS3: A1S181, NS4A: K20K41 Linear inhibitor, beta-mercaptoethanol, zinc ion

3LON* 2.20 Dimer NS3: A1S181, NS4A: K20K41 Linear inhibitor, beta-mercaptoethanol, zinc ion

3OYP* 2.76 Dimer NS3: A1M175, NS4A: G221S232 Peptidomimetic inhibitor, zinc ion 

2XCN* 3.02 Dimer NS3: A1R180, NS4A: K20K40 Linear inhibitor, magnesium ion, zinc ion 

2OBO* 2.60 Dimer NS3: M-1G182, NS4A: K19K41 Linear inhibitor, beta-mercaptoethanol, zinc ion

2A4Q* 2.45 Dimer NS3: A1S181, NS4A: K20K41 Linear inhibitor, beta-mercaptoethanol, zinc ion

2F9U* 2.60 Dimer NS3: A1S183, NS4A: K19K41 Linear inhibitor, zinc ion 

1RTL* 2.75 Dimer NS3: A1R180, NS4A: K20K40 Linear inhibitor, zinc ion 

1W3C 2.30 Dimer NS3: I3E176, NS4A: G221G233 Linear inhibitor 

1DY8 2.40 Dimer NS3: A1M175, NS4A: G221S232 Linear inhibitor 

1DY9 2.10 Dimer NS3: A1M175, NS4A: G221S232 Linear inhibitor, zinc ion 

1DXP 2.40 Dimer NS3: A1M175, NS4A: G221S232 Glycerol, zinc ion 

Due to the missing residues in the monomer of NS3 or NS4A, the data presented in the table is the relatively complete one. 
 

后的势能平均值为–4.26×105 kJ/mol，标准偏差为

2 000 kJ/mol，波动范围小于 0.47%。由于模拟体

系较大，共含有 15 614个原子，波动对结果的影

响不大，可以忽略。可见，HCV NS3/4A PR和

FAM的复合物结构在模拟过程中维持稳定可靠。 

 

 

 
图 2  体系势能随时间的变化 

Fig. 2  Potential energy of the system versus 
simulation time. 

图 3A给出了 PR分子中 A链、B链、C链

和 D 链主链 Cα原子的方均根偏差 (Root mean 

square deviation，RMSD) 随时间的变化。从图

3A可以看出，蛋白酶在 400 ps后基本趋于平稳。

A、B链的 RMSD高于 C、D链。经计算，A链

RMSD 为 (0.125±0.020) nm、B 链 RMSD 为 

(0.117±0.017) nm 、 C 链 和 D 链 分 别 为     

(0.062±0.019) nm和 (0.060±0.017) nm。说明 C、

D 链较 A、B 链稳定。这与其结构有关，A、B

链较长，含 177 个氨基酸残基，为蛋白酶的主

体部分，大部分暴露在溶剂中，更易受到溶剂

的影响；而 C、D链仅含 12个氨基酸，分别结

合与 A、B链外侧的结合口袋中，受到口袋内氨

基酸残基的牵制作用，稳定性较好。 

图 3B 给出了体系整体主链 Cα原子、配体

FAM的 ligand分子的 RMSD随时间的变化。与

图 3A 对比发现两个小分子的 RMSD 值在模拟
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过程中基本趋于平衡，经计算，ligand的 RMSD

为 (0.173±0.024) nm，无较大波动。表明 FAM

稳定地结合在活性口袋中。而体系整体的

RMSD 数值则维持在较高位置，这可能是由于

复合物分子较大，通过两分子 FAM相互作用，

形成二聚体结构，故在模拟过程中分子内有着

较为显著的相对运动，4条链的相对位置及角度

有较大变化。 

 

 
 

 

 
图 3  蛋白质体系中 Cα原子与 FAM方均根偏差随时

间的变化 

Fig. 3  RMSD of the Cα atoms in the proteinic system 
and FAM versus simulation time. 
 

图 4 给出了复合物分子中蛋白酶 B 链和 D

链的主链 Cα 方均根涨落  (Root mean square 

fluctuation，RMSF) 分布。由于体系为二聚体结

构，为简化分析运算，此处仅分析 B链和 D链。

从图 4中可以看到 4个区域的涨落较大，分别是

P96S101、P115R119、R123L126、V158V163。

通过 VMD观察这 4个区域在水中模拟的运动轨

迹，发现 P96S101 段和 P115R119 段是两个

loop区，暴露在水中，与周围的残基作用较弱，

所以柔性较大；R123L126段和 V158V163段

则是两个 β折叠片，均与 FAM结合部位相近。

较大的运动幅度可能是受到了小分子的影响。D

链仅有较小的涨落出现，说明其柔性较小。 

图 5A 给出了晶体结构中蛋白酶 A 链和 B

链温度因子 (B-factor，B 因子) 的自相关性。

可以看到，A 链和 B 链的相关性很高，其相关

系数为 0.81，这表明模拟分析方法可靠。图 5B

给出了模拟计算得到的 B 因子与 X-ray 实验所

得 B 因子的相关性。一般来说，体系较大的

RMSF 和 B 因子均可用于说明相应的残基部分 

 

 
 

图 4  体系 B 链和 D 链 Cα原子的方均根涨落分布 

Fig. 4  RMSF distribution of the Cα atoms in chain B 
and chain D. 
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图 5  晶体结构 A 链和 B 链的 B 因子相关性以及晶

体结构 B 因子与分子模拟 B 因子数据的相关性 

Fig. 5  The correlation of B-factors for crystal 
structure from PDB of chain A with chain B, and that 
of calculated B-factor values in chain B from MD 
simulation with B-factors from crystal structure. 

 

柔性较大。经计算，二者相关性为 0.68。考虑

到样本数达到了 177 个，两组数据存在着较为

显著的相关性，进而证明用模拟计算分析得到

的柔性分布结论较为可靠。 

2.3  分子识别 

表 2 列出了各能量项对 FAM 与 HCV 

NS3/4A PR 结合自由能的贡献。结合自由能 

(Binding free energy) 对药物分子的活性评价起

着重要的作用。表 2中 ELEIN表示真空状态下分

子内能的静电能部分；VDWIN 表示真空中分子

内能的范德华能部分；ELEPB是指通过 PB算法

计算出的体系与溶剂之间的静电能；VDWPB 是

指通过 PB 算法计算得到的体系与溶剂之间的

范德华能。Protease表示对 HCV NS3/4A PR单

独计算的能量结果；FAM则表示单独考虑 FAM

的能量结果；Complex表示对复合物进行模拟计

算的能量值；Delta值则是复合物形成前后的能

量变化。 

从表 2可以看出，当 FAM与 PR 结合成复

合物时，体系内能减小。这一过程主要通过两

条途径实现：一是体系内能的静电部分减小，

释放了 17.08 kJ/mol；二是体系内能的范德华部

分的减小，释放了 73.78 kJ/mol，促进了复合物

的形成。体系溶剂化能的范德华部分也降低 

表 2  各能量对结合自由能的贡献 (kJ/mol) 

Table 2  The contribution to binding free energy by each kind of energy (kJ/mol) 

Item Protease FAM Complex Delta 

ELEIN 6 762.52±156.40 180.34±5.18 6 959.93±158.87 17.08±6.37 

VDWIN 1 50.5.78±3.55 17.84±0.94 1 561.72±2.64 73.78±5.84 

ELEPB 5 081.33±125.82 42.89±0.38 5 073.30±129.40 50.92±4.45 

VDWPB 101.12±0.64 6.48±0.12 98.89±0.66 8.70±0.18 

H 5 424.77±56.56 71.95±9.58 5 545.37±58.18 48.65±2.64 

TS 4 066.81±9.64 87.87±0.38 4 137.76±11.01 16.92±1.00 

ΔGbind 31.73 

ΔGexp 43.49[11]
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(8.70 kJ/mol)；但代替牺牲溶剂化能的静电部

分在结合过程中则大幅增大 (50.92 kJ/mol)，逆

转了内能静电部分降低引起的促结合结果。 

综上，非极性相互作用为 FAM 与 PR 识别的

主要驱动力。此外，体系总焓变为48.65 kJ/mol，

总熵变为16.92 kJ/mol，求得体系绝对结合自由

能为31.73 kJ/mol。实验文献[12]提到，与 FAM

结构类型很高的化合物抑制剂的实验结合自由

能值 ΔGexp。此化合物仅以 O取代了 N30，所以

其实验数据有较高的参考价值。经对比，计算

得出的理论值与实验值基本吻合。 

氢键的存在可以维持复合物分子的稳定

性，同时也可以增强受体-配体分子之间的特异

性识别。为进一步探讨 HCV NS3/4A PR与 FAM

的识别机制，表 3列出了二者之间形成的氢键。

氢键采用几何判据[30]，供体原子-氢原子-受体原

子之间的夹角大于 135°，供体原子-受体原子之

间的距离小于 0.35 nm。表中 ligand1和 ligand2

分别表示结合在 A链和 B链的 FAM，Freq表示

氢键占有率，即氢键在整个模拟过程中出现的

概率，Freq越大表示对应的氢键越稳定。 

从表 3可以看出，FAM与A157、R155和 S139

形成了稳定的氢键，与 X-ray 实验数据[12]一致。

其中，S139位于 HCV NS3/4A PR的催化中心，

是酶发挥生物活性的关键残基之一；R155和A157

位于的扭曲片段也是 PR 抑制剂的重要结合部  

位[1]。FAM 与 PR 之间较为稳定的 3 个氢键为维

持复合物的稳定性，并有助于促进抑制剂的特异

性识别，发挥较高的抑制活性 (Ki=0.02 μmol/L)。 

表 4列出了 HCV NS3/4A PR 与底物 FAM

识别的关键残基能量分解结果。考虑到体系为

同源二聚体结构，并结合两分子 FAM，为方便

分析，此处仅研究了与 B链结合的 ligand2。表

中的 Resid 表示关键残基的残基号，ligand1 表

示与 A链结合的 FAM；Evdw为真空范德华结合

能；Eele 为真空静电结合能；Egb 为极性溶剂化

结合能，Egbsur 表示非极性溶剂化结合能。能量

分解显示，小分子 ligand1在结合过程中起着重

要作用，说明复合物中 FAM以双分子形式存在

是其发挥药效的重要形式。B链的 F154’A157’

段和 R130’Y134’段也在结合中起着关键的作

用，与有关文献[1]报道的 HCV NS3/4A蛋白酶

抑制剂结合部位基本一致。此外，V55’也在 FAM

的结合中作出了较大的贡献。Welsch 等[31]曾探

究过 V55突变后产生酰胺基抵抗的现象，可见，

V55’是 FAM发挥抑制作用的关键残基。由此可

以断定：HCV NS3/4A 蛋白酶的 F154A157、

R130Y134为 FAM结合的主要区域，V55与另

一分子的 FAM为维持复合物结构稳定，发挥抑

制作用提供了重要保证。 

 

表 3  FAM 和 HCV NS3/4A PR 之间所形成的氢键 

Table 3  The hydrogen bonds between FAM and HCV NS3/4A protease 

Donor Acceptor Distance (nm) Angle (°) Freq (%) 

Ligand1-N28-H11 A157-O 0.2854±0.008 160.17±8.83 82.86 

Ligand1-N30-H1 A157-O 0.2902±0.007 153.90±7.74 32.28 

Ligand1-N41-H40 R155-O 0.2896±0.007 164.63±8.57 19.63 

Ligand2-N41-H40 A157’-O 0.2858±0.008 149.76±9.85 79.03 

Ligand2-N30-H1 A157’-O 0.2863±0.008 149.05±10.35 74.38 

S139’-OG-HG ligand2-O42 0.2803±0.011 157.01±10.87 30.95 
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图 6A给出了在势能最低构象中，以 ligand2 

(FAM) 为中心，半径为 0.4 nm范围内的接触残

基。图中，D 7 9 ’ – D 8 1 ’、V 1 3 2 ’ – S 1 3 9 ’、

F154’–D168’、用黄色 solid-ribbon模式表示，A

链的关键残基用红色 stick 模式表示，B 链的关

键残基用蓝色 stick 模式表示，FAM ligand1 用

line模式表示。ligand2 (FAM) 用 stick模式表示。

从图中可以看出位于酶催化中心的 H57’的咪唑

环与 FAM的喹啉环通过 π-π作用结合在一起。

表明蛋白酶此处活性口袋平坦，FAM 的喹啉环

为使其在活性口袋中结合地更加紧密，有利于

提高抑制活性。图 6B 主要展示了 FAM 在复合 
 

表 4  HCV NS3/4A 蛋白酶与底物 FAM 结合密切相关残基的能量分解结果 (kJ/mol) 

Table 4  The energy decomposition of the key residues in HCV NS3/4A protease significantly concerned with 
binding ligand FAM. (kJ/mol) 

No. Resid Evdw Eele Egb Egbsur Etot 

1 Ligand1 9.82±1.57 1.05±1.01 4.28±0.40 1.05±0.08 7.65±1.13 

2 R155’ 1.65±0.95 6.00±0.61 3.91±0.18 0.19±0.00 3.94±0.24 

3 V55’ 3.76±0.55 1.22±0.43 1.97±0.26 0.38±0.04 3.39±0.37 

4 F154’ 2.36±0.54 0.92±0.67 0.77±0.23 0.26±0.02 2.77±0.16 

5 I153’ 2.61±0.12 0.49±0.67 1.31±0.50 0.16±0.02 1.94±0.21 

6 A156’ 1.30±0.16 0.29±0.03 0.28±0.13 0.09±0.02 1.41±0.10 

7 G152’ 1.01±0.26 0.33±0.10 0.19±0.05 0.04±0.01 0.92±0.30 

8 Y134’ 1.60±0.22 1.53±0.72 2.40±0.94 0.16±0.03 0.89±0.57 

9 S133’ 0.94±0.21 0.18±0.23 0.03±0.30 0.01±0.00 0.80±0.14 

10 A157’ 0.91±0.23 0.35±0.25 0.01±0.25 0.12±0.03 0.68±0.15 

11 T76 0.67±0.40 0.07±0.07 0.10±0.06 0.12±0.06 0.61±0.42 

12 T54 0.65±0.33 0.29±0.19 0.54±0.32 0.15±0.04 0.56±0.23 

13 G137’ 0.93±0.47 2.01±1.81 2.52±1.37 0.09±0.01 0.51±0.65 

14 R130’ 0.65±0.70 0.13±0.25 0.41±0.41 0.14±0.02 0.50±0.86 
 
 
 

 

         
 

图 6  HCV NS3/4A PR 与底物 FAM 的结合模式图 

Fig. 6  The map of the binding mode between HCV NS3/4A protease and FAM. 
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物中的双分子结合模式。从图中可以看出，ligand2

分子的苯环与 ligand1分子的喹啉环相互平行。

经计算，平面间的距离为 (0.446±0.049) nm，符

合产生 π-π作用的条件。通过 VMD跟踪观察，

也发现 FAM在模拟过程中一直保持这一结构。

结合表 3 的能量分解分析，可以进一步确定，

这种结合模式非常稳定，在分子识别和维持抑

制活性方面作出了重要的贡献。 

2.4  耐药性突变 

有报道[32-35]显示，HCV NS3 蛋白 R155K、

D168E/V和V170T突变株对包括 Faldaprevir等多

种 HCV NS3/4A PR可逆抑制剂产生耐药。为了进

一步探究这些突变残基对 FAM分子识别的影响，

对复合物晶体结构相关氨基酸进行了定点突变，

并对突变后与 FAM 形成复合物的结合自由能量

变进行了分析。图 7给出了 HCV NS3/4A PR氨基

酸定点突变后关键残基对结合自由能贡献的变

化。图中蓝色表示野生型 (Wild type，WT) HCV 

NS3/4A PR 关键残基的结合自由能；红色表示

R155K 突变株 NS3/4A PR 关键残基的结合自由

能；淡蓝色表示 D168E突变株 NS3/4A PR关键残

基的结合自由能，而紫色和绿色则分别表示

D168V和 V170T突变株 NS3/4A PR关键残基的

结合自由能。 

经计算，形成 FAM-R155K突变株复合物的 

结合自由能变为11.55 kJ/mol，FAM-D168E突变

株复合物为17.48 kJ/mol，而形成 FAM-D168V突

变株复合物与 FAM-V170T 突变株复合物的结合

自由能变则分别为10.91 kJ/mol和12.14 kJ/mol。

与野生型FAM-NS3/4A PR复合物的31.73 kJ/mol

相比不难看出，R155、D168 和 V170 的突变对

FAM 的结合能力造成了不同程度的下降。说明

FAM对突变型的HCV NS3/4A PR结合能力较弱。 

 
 

图 7  HCV NS3/4A PR 氨基酸定点突变后关键残基

对结合自由能贡献的变化 

Fig. 7  The change of the decomposition of key HCV 
NS3/4A PR residues after the site-directed amino acid 
mutation. 
 

另外，从图 7 可以看出突变株的 V55、I153 和

F154能量下降最明显。这可能是由于 R-K、D-E、

D-V以及 V-T突变后，改变了口袋内部的疏水性

造成的；此外，侧链体积增加，使得口袋内部的

原子堆积，从而使得口袋发生了形变，降低了

FAM的结合自由能。虽然突变株的 A156、A157

的结合自由能较野生型高，但由于突变后影响了

FAM识别的大部分关键残基，故复合物体系总体

自由能显著降低。再次证明了 V55、I153和 F154

对 FAM的识别十分重要，与前文分析结果一致。 

2.5  构象变化 

2.5.1  自由能曲面分析 

图 8给出了 26.85 ℃下体系自由能曲面图。

图中的颜色越深，相应区域的自由能越低。由

图 8 可知，体系在模拟过程中存在 4 个相对独

立的低自由能区域，即左侧的 M1、右上部的

M2、中部的 M3以及右下部的 M4。为了进一步

分析图中出现低自由能区的原因，我们进行了

聚类分析。这 4 个区域分别与图 9 中的 4 类能

量最低构象相对应。 
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图 8  体系的自由能曲面图 

Fig. 8  The free energy landscape map of the system. 
 

2.5.2  聚类分析 

图 9给出了 HCV NS3/4A蛋白酶与 FAM所

构成的复合物聚类分析的结果。RMSD 域值为

0.31 nm。从图 9中可以看出经过 MD模拟所得

的 20 400个体系构象共 4类，1.0 ns以前为第 1

类；2.764.41 ns、4.625.92 ns、6.036.04 ns、

6.166.19 ns 之间为第 2 类；4.424.61 ns、

1.621.76 ns、5.936.15以及 6.2020.4 ns之间

为第 3 类；剩余构象合为第 4 类，它们所占的

概率分别是 5.34%、15.63%、70.67%和 8.36%。

聚类分析结果表明，在 MD模拟的 20.4 ns时间

内，HCV NS3/4A蛋白酶和配体 FAM形成的复

合物存在 4个优势构象；各类构象之间有一定的结

构跃迁，这也部分地解释了 RMSD中出现的涨落。 

 
 

图 9  基于 HCV NS3/4A 蛋白酶 RMSD 的聚类分析 

Fig. 9  Cluster analysis based on RMSD of the HCV 
NS3/4A protease. 

图 10给出了复合物聚类分析得到的各类代

表性构象。图中结合于 A 链的 FAM 用 stick 模

式表示；另一分子 FAM 和蛋白酶催化中心 

(H57、D81和 S139) 用紫红色 stick表示；蓝色

片段表示能量分解中有较大贡献的 F154A157

和 R130Y134。从图 10可以看到，在 4类代表

性构象中，口袋区的结合模式变化不大，仅是

ligand2 (FAM) 分子的苯环与 ligand1分子的喹啉

环空间相对位置略有变化，这点在图 6也有提到。

结合模式方面，FAM 的吡咯环主体通过 C22 和

N23位取代侧链，稳定附着于 F154A157段，为

其喹啉环侧链和乙烯基侧链顺利嵌入催化中心提

供了保证。由于此 3处催化中心位于蛋白酶内部，

在模拟过程中，没有发生明显的相对位移，使得

FAM更有效地占据催化中心，发挥抑制活性。 

3  结论 

对 HCV NS3/4A蛋白酶与底物 FAM的复合

物进行 20.4 ns的显含水分子动力学模拟。基于

RMSF计算值找出了分子的柔性区域，并与实验

B因子值进行了相关性分析，良好的相关性验证

了模拟方法的可靠性。FAM 的取代尿素侧链上

的 NH与蛋白酶 A157，以及乙烯基侧链的 O与

S139 形成较为稳定的氢键。结合自由能计算值

与类似化合物的实验值吻合较好，其中范德华

相互作用为复合物形成的主要驱动力。通过能

量分解分析发现，FAM 的双分子结合模式为发

挥药效关键形式，V55 在形成复合物的关键残

基，对现有实验数据做了有益补充。随后的耐

药性突变实验也证明了 V55、I153 和 F154 对

FAM 识别重要作用。最后，对复合物体系的构

象变化做了简要分析，得到了模拟过程中的 4

类代表性稳定构象。模拟结果为以 HCV NS3/4A 
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图 10  聚类分析的代表构象 

Fig. 10  The representative conformation of cluster analysis. 
 

蛋白酶为靶点的药物分子设计和药物分子的作

用机理研究提供了一定的理论指导。 
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