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摘  要 

p53能诱导细胞凋亡，抑制肿瘤的发生发展。MDM2是p53最重要的负调控因子，能诱导p53的泛素化降解，

抑制p53的功能。因此，针对p53-MDM2设计小分子靶向抑制剂是开发新型抗肿瘤药物的一种极具前景

的策略。喹啉类化合物及其衍生物是具有抗肿瘤活性的小分子药物的重要来源。本研究以p53-MDM2为
药物靶点，对喹啉类化合物库进行了基于药效团和分子对接的虚拟筛选，最终获得了具有潜在的靶向

p53-MDM2抗肿瘤的小分子化合物Compound 6和Compound 9。本研究为靶向抗癌药物研发提供了一

种筛选方法，并为进一步开发针对p53-MDM2的小分子靶向药奠定了基础。 
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Abstract 
p53 can induce cell apoptosis and inhibit tumor occurrence and development. MDM2 is the most 
important negative regulator of p53, which can induce the ubiquity nation and degradation of p53, 
and inhibit its function. Therefore, designing small molecular inhibitors against p53-MDM2 is a 
promising strategy for the development of novel antitumor drugs. Quino line and its derivatives 
are important sources of small molecular drugs with potential antitumor activities. In this work, 
using the p53-MDM2 as the target, we performed virtual screening on the quino line compound li-
brary based on pharmacophore modeling and molecular docking, and finally obtained Compound 
6 and Compound 9 which have potential antitumor activities against p53-MDM2.This work pro-
vides a screening method for the discovery of targeted antitumor drugs, and lays the foundation 
for further development of small molecular inhibitors against p53-MDM2. 
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1. 引言 

p53 蛋白是由抑癌基因 TP53 编码的转录因子，可通过调控多个下游靶基因的表达，实现细胞凋亡、

细胞周期停滞、DNA 修复等功能，从而抑制肿瘤发生发展[1]。MDM2 蛋白(Murine Double Minute 2)是
p53 的负调控因子，具有 E3 泛素连接酶活性，能促进 p53 的泛素化，使 p53 被蛋白酶体识别并降解[2]。
如果阻断 p53 与 MDM2 之间的相互作用，就能提高 p53 蛋白的稳定性，使 p53 得以持续发挥其抑癌功能，

这也是目前肿瘤靶向治疗的重要策略之一[2] [3]。在这一策略的基础上，研究人员已开发出不少靶向

p53-MDM2 的小分子药物，其中部分药物已进入临床试验阶段。例如，RG7112 就是一种能有效抑制 p53
与 MDM2 结合的小分子化合物[3]，是首批进入临床试验的 p53-MDM2 抑制剂之一，且已完成了针对各

种不同癌症类型的Ⅰ期临床研究(NCT00623870, NCT00559533, NCT01164033)。目前已进入临床试验的

p53-MDM2 小分子抑制剂还有 AMG232、RG7388、APG115、HDM201 等等。正因为 p53-MDM2 这一靶

点对于肿瘤治疗具有重要意义，所以其小分子靶向抑制剂的临床研究也在不断增加。然而，虽然现在已

发现不少能抑制 p53-MDM2 的小分子药物，但能通过临床试验筛选的药物极少[4] [5]，目前暂无相关药

物上市，迫切需要开发新型小分子靶向药。 
喹啉类化合物泛指结构中含喹啉或异喹啉基团的小分子化合物，在自然界中广泛存在，在抗肿瘤药

物开发方面具有很大的潜力[6] [7] [8] [9]。不少天然或者合成的喹啉类小分子均已有报道具有显著的抗癌

作用，如甲基莲心碱、石蒜碱、蝙蝠葛碱、血根碱和小檗碱等等[10]-[15]。例如，本研究团队曾发现，石

蒜碱能靶向 EGFR 抑制前列腺癌及神经胶质瘤细胞的增殖，诱导肿瘤细胞凋亡，且其抑癌机制与 EGFR
诱导的 JAK/STAT 信号通路有关[10] [16]。另外，已有多项研究报道，喹啉类化合物的抗癌机制可能与诱

导细胞周期停滞、细胞凋亡、抑制血管生成和破坏细胞迁移有关[17]-[21]。因此，开发喹啉类小分子化合

物作为抗肿瘤的候选药物具有极佳的应用前景。 
虽然目前已出现许多有潜力的靶向 p53-MDM2 喹啉类小分子药物，且其体外或体内抗肿瘤活性也已
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得到了验证；但是，体外实验的筛选效率较低，研发周期较长、成本较大。若采用计算机辅助药物设计

的方法，就能够降低实验成本、缩短研发周期、提高药物研发效率，目前这已成为高通量筛选并获得高

活性候选药物的重要手段[22] [23]。本研究拟利用基于简单药效团及分子对接的虚拟筛选方法，对靶向

p53-MDM2 的喹啉醇类小分子抑制剂进行研究分析，探索小分子化合物与 MDM2 的结合方式，最终筛选

出能抑制 p53-MDM2的新型候选先导化合物，为进一步研究喹啉类小分子化合物的抗肿瘤活性奠定基础。 

2. 方法 

2.1. 小分子配体的准备 

将本实验室自有的 82 个喹啉类化合物及其衍生物的分子结构以 mol2 格式保存，运行 SYBYL2.0 软

件并导入自主构建的小分子化合物，再对化合物进行几何优化与力场优化等操作，将所有小分子结构以

PDBQT 格式保存，完成小分子化合物库的建立。 

2.2. 蛋白质靶点的准备 

在 PDB 数据库(ProteinDataBank)中搜集分辨率较高的 MDM2 蛋白质晶体结构，导入 SYBYL2.0 软件，

删除水分子和原配体，添加缺失残基，再进行加氢、加电荷处理，计算残基质子化状态和氢键网络，确

定对接的活性位点，再将所有蛋白质结构转换为 PDBQT 格式并保存，随后与晶体结构中的小分子配体

进行初步的交叉对接以确定适用于虚拟筛选的最佳 MDM2 蛋白质结构。 

2.3. 基于药效团模型和分子对接的虚拟筛选 

本研究整合了两种常用的药物筛选策略(图 1)，先进行基于药效团模型的批量筛选，再进行基于分子

对接的精细筛选，以期筛选出最优候选先导化合物。首先，基于 MDM2 与 p53 肽段的蛋白质共结晶结构

及 MDM2 与 7 种非肽小分子抑制剂的共结晶结构，开发一个简单的药效团模型。该模型用于执行药效团

筛选，整理出符合该模型的化合物。由于药效团搜索显著减少了用于下一步分子对接研究的化合物数量，

因此可以采用更耗时、更精细的分子对接来获得更准确的配体结合模型。然后，采用 Autodock 软件对候

选化合物与 MDM2 进行精细对接，获得小分子与 MDM2 的 10 个结合构象，最后根据亲和力及 RMSD
值评估最佳结合构象并进行可视化分析。 

 

 
Figure 1. An integrated computational screening strategy for the small molecular lead compounds targeting 
the p53-MDM2 interaction 
图 1. 靶向 p53-MDM2 的小分子先导化合物的计算机综合筛选策略 
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3. 结果与讨论 

3.1. MDM2 蛋白质结构的选择 

在 PDB 数据库中搜集了 7 个分辨率较高(≤2.3 Å)的 MDM2 与小分子配体的共结晶复合物结构，将原

小分子配体与蛋白质分离，并进行初步的交叉对接，并与原复合物结晶结构进行比对(表 1)。结果显示，

在本研究中采用的计算策略背景下，PDB 编号为 3JZK 的蛋白质结构的对接性能表现最佳，平均 RMSD
值最低，对小分子配体结合构象的预测最准。如图 2 所示，经三次平行对接后，可见 Dockingmode 1 和

Dockingmode 2 的小分子配体预测构象与原配体近乎一致。因此，在本研究的后续工作中均采用编号为

3JZK 的 MDM2 晶体结构。 
 
Table 1. Cocryst allized structures of MDM2 and its ligands and the average cross-docking RMSD values 
表 1. MDM2 与其小分子配体的共结晶结构及交叉对接的平均 RMSD 值 

PDB code Resolution Ligand 
Number 

Ligand 
formula 

Cross-docking 
Average RMSD 

3LBL 1.6 1 C29H35Cl2FN4O3 3.16 
3TU1 1.6 2 C23H21ClF2N3O4 3.50 
4ERE 1.8 3 C27H31Cl2NO5 4.19 
4DIJ 1.9 4 C31H29Cl2N5O2 2.87 
4ERF 2.0 5 C25H29Cl2NO4 3.05 
3JZK 2.1 6 C24H16Br2N4O 2.17 
3LBK 2.3 7 C25H17Cl2N3O2 3.86 

 

 
Figure 2. Superimposed binding modes of a ligand docked to MDM2 (PDB code: 3JZK). 
图 2. 小分子配体对接 MDM2 的结合模式叠合图(PDB code: 3JZK) 

3.2. 蛋白质靶点结构分析及药效团模型构建 

基于药效团的筛选和基于结构的筛选是两种常用的计算机辅助虚拟筛选技术。基于药效团的筛选方

法能够快速淘汰化合物，但其缺点是对空间匹配度的考虑不足。基于结构的筛选方法能够计算小分子配

体与蛋白质结合的亲和力，但缺点是在计算资源有限的情况下可能会导致对结合构象的预测不准[24] [25] 
[26]。为了充分利用两种方法的优势，互相弥补不足，本研究采用了一种综合的策略(图 1)：首先，对

MDM2 与已知的小分子抑制剂的结合模式进行分析，再根据分析结果构建药效团模型，该模型用于筛选
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出符合条件的小分子化合物；然后，再用基于结构的筛选将小分子化合物对接到 MDM2 的 p53 结合口袋，

并根据亲和力的大小对其进行排序。由于药效团筛选能大幅度降低小分子化合物的数量，后续就可以采

用更精细的对接程序，得到更准确的蛋白质和配体的结合模型。 
对 MDM2 与其小分子抑制剂共结晶的结构分析表明，所有 7 种已知的 MDM2 小分子抑制剂均能较

好地模拟 p53 与 MDM2 的“结合热点”残基，即 p53 的三个疏水残基 Phe19、Trp23、Leu26 (图 3A)。对

已知小分子配体进行结构叠合分析结果表明，所有已知小分子抑制剂均能与以上 p53 的三个残基结合亚

口袋相互作用，且三个疏水核心之间的距离分别为：5.6 ± 1.0Å (Phe19-Trp23)、5.1 ± 1.2Å (Phe19-Leu26)、
7.2 ± 1.5Å (Trp23-Leu26) (图 3B)。根据 7 个小分子配体的结构及其与 MDM2 的相互作用模式，开发一个

简单的药效团模型(图 4)。该模型的组成是 H1H2H3H4 (H 为 Hydrophobic)，其中 H1和 H2的空间分布较为

分散，而 H3与 H4的距离较为接近(<4Å)，H1、H2、H3-H4分别对应于 MDM2 的三个疏水结合亚口袋。 
 

 
Figure 3. Analyses of thecocry stallized structures of MDM2 and its small ligands. (A) Superimposition of MDM2 ligands; 
(B) Relative locations of the three hydrophobic binding subpockets of MDM2 
图 3. MDM2 与其小分子配体共结晶的结构分析。(A) MDM2 与小分子配体的共结晶结构叠合图；(B) MDM2 的三个

疏水残基结合亚口袋的相对位置图 

 

 
Figure 4. Pharmacophore hypothesis and characteristics for the virtual screening of this work 
图 4. 用于虚拟筛选的药效团模型及特征 
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3.3. 基于药效团及分子对接的虚拟筛选 

第一轮筛选采用基于药效团的虚拟筛选，从化合物库中得到了 9 个符合规则的喹啉醇类小分子化合

物(图 5)。结构叠合分析结果显示，9 个小分子化合物与药效团模型 HHHH 高度匹配(图 6A)。由于基于配

体的药效团模型缺乏蛋白质柔性结构的分析信息，因此下一轮筛选的方法采用基于分子对接的虚拟筛选。

第二轮筛选采用 Autodock 将小分子化合物对接到 MDM2 的疏水口袋中，以已被广泛使用的靶向

p53-MDM2 小分子药物 Nutlin3a [27]为阳性对照。经对接后，每个小分子得到 10 个结合构象，再根据 Affinity
值及 RMSD 值进行综合评价打分，分析和比较每个小分子与 MDM2 的匹配度(表 2)。结果显示，Compound 
6 和 Compound 9 的 Affinity 分别为−9.1kcal/mol 及−9.8kcal/mol，而阳性对照 Nutlin3a 为−8.3kcal/mol；因此，

Compound 6 和 Compound 9 的亲和力均优于 Nutlin3a。结合模式分析结果显示，Compound 6 和 Compound 
9 均能与 MDM2 的三个结合亚口袋相互作用(表 2 及图 6B)。 

 

 
Figure 5. Structures of the nine small compound candidates 
图 5. 九个候选小分子化合物分子结构 

 

 
Figure 6. Superimposition of the structures of small compound candidates.(A) Superimposition of the 
nine small molecule compound candidates after the first screening; (B) Superimposition of the two small 
molecular compounds docked to the MDM2 hydrophobic pocket after the second screening 
图 6. 候选小分子化合物结构叠合图。(A) 第一轮筛选得到的九个候选小分子化合物叠合图；(B) 第
二轮筛选得到的两个小分子化合物对接 MDM2 疏水口袋的叠合图 
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Table 2. Affinity and RMSD values from the optimal binding mode of the small molecule candidate compound sbymolecu-
lar docking 
表 2. 候选小分子化合物对接 MDM2 最优结合构象的亲和力及 RMSD 值 

Ligand Mode 
Number 

Affinity 
(kcal/mol) MDM2 subpocket binding counts 

Dist. from best mode 
RMSD lb.a RMSD ub.b 

Compound 1 1 7.4 2 0.000 0.000 
Compound 2 1 7.6 3 0.000 0.000 
Compound 3 1 7.7 3 0.000 0.000 
Compound 4 1 7.7 3 0.000 0.000 
Compound 5 1 6.8 2 0.000 0.000 
Compound 6 1 9.1 3 0.000 0.000 
Compound 7 1 7.3 2 0.000 0.000 
Compound 8 1 7.5 3 0.000 0.000 
Compound 9 1 9.8 3 0.000 0.000 

Nutlin3a 1 8.3 3 0.000 0.000 

a. Root mean square deviation lower bound； 
b. Root mean square deviation upper bound。 

 
PubChem 数据库搜索结果显示，Compound 6 和 Compound 9 均未有以 p53-MDM2 为靶点的抗肿瘤研

究报道，说明本研究筛选出的化合物具有结构新颖性。文献搜索结果显示，与本研究的候选化合物较为

相似的一种喹啉醇类化合物在体外实验中能抑制 Rce1 蛋白酶的功能，且细胞毒性较低，具有较好的靶向

Rce1 抗结肠癌的活性[28]。因此，本研究得到的候选化合物极有可能也具有潜在的抗肿瘤活性。Compound 
6 和 Compound 9 的后续抗肿瘤体外研究正在进行中。 

4. 结论 

近年来，随着肿瘤发病率的不断攀升，迫切需要开发新型抗肿瘤药物。p53-MDM2 是肿瘤治疗的关

键靶点，抑制 p53-MDM2 相互作用能够延续 p53 的抑癌功能，从而抑制肿瘤生长。针对该靶点，已有各

类 p53-MDM2 的抑制剂被开发出来，包括抗体类、肽类、小分子类等等。其中，小分子类抑制剂具备可

口服、渗透率高，且储存运输成本较低的特性，已成为研发的热点。本研究根据 p53 与 MDM2 的相互作

用结构特征及 MDM2 与 7 个已知小分子抑制剂的相互作用模式构建了一个药效团模型。运用该模型对化

合物库进行第一轮筛选结果显示，有 9 个喹啉醇类小分子的匹配度高，符合药效团特征。采用分子对接

进行第二轮筛选的结果显示，Compound 6 和 Compound 9 的亲和力较高，且优于已知的靶向 MDM2 的抗

肿瘤药物 Nutlin3a。结合模式分析显示，Compound 6 和 Compound 9 均能与 MDM2 的疏水口袋相互作用，

且主要相互作用力为疏水堆积力。PubChem 数据库的搜索结果显示，本研究筛选出的候选化合物均未见

报道，而相似度较高的另一个喹啉醇化合物表现出了显著的抗肿瘤活性。因此，本研究得出的候选化合

物极有可能具备靶向 p53-MDM2 抑制肿瘤细胞生长的潜力。综上所述，本研究为开发靶向 p53-MDM2
的新型抗肿瘤抑制剂提供了筛选方法，并获得了两个有潜力的候选化合物，为将来进一步开发和验证喹

啉醇类的小分子抗肿瘤化合物奠定了理论基础。 
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