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低心血管疾病风险选择性环氧合酶 -2抑制剂的虚拟筛选 *
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摘要目的：寻找具有血栓素 A2受体（Thromboxane A2 receptor，TP）抑制作用的选择性环氧合酶 -2（Cyclooxygenase-2，COX-2）抑

制剂，以期降低其心血管疾病风险。方法：本研究从公开数据库中获取了 512种 TP抑制剂，通过分子对接、分子动力学模拟和

ADMET预测，筛选出化合物 TP84。结果：分子对接结果显示，与先前获批的选择性 COX-2抑制剂罗非昔布相比，TP84对 COX-2

的亲和力更高，对环氧合酶 -1（Cyclooxygenase-1，COX-1）的亲和力更低；分子动力学模拟进一步表明，模拟过程中 TP84与

COX-1的结合不稳定，而 TP84能稳定结合 COX-2，与 COX-2的结合自由能是 COX-1的 3倍；此外，根据 ADMET预测，TP84的

药物化学、吸收、分布、代谢、排泄和毒性处于类药物候选物的可接受范围内。结论：TP84是一种潜在的低心血管疾病风险选择性

COX-2抑制剂。
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Virtual Screening of Selective Cyclooxygenase-2 Inhibitors with Low
Cardiovascular Disease Risk*

To find selective Cyclooxygenase-2 (COX-2) inhibitors with thromboxane A2 receptor (TP) inhibition with

the aim of reducing their cardiovascular disease risk. In this study, a total of 512 TP inhibitors were obtained from public

databases. Through molecular docking, molecular dynamics simulation, and ADMET prediction, a compound named TP84 was

identified. The molecular docking results demonstrate that TP84 exhibits higher affinity for COX-2 and lower affinity for

Cyclooxygenase-1 (COX-1) compared with rofecoxib, a previously approved selective COX-2 inhibitor. Furthermore, molecular

dynamics simulation reveals that TP84 binds unstably to COX-1 during simulations, whereas TP84 can bind COX-2 stably. The binding

free energy of TP84 to COX-2 was three times higher than that of COX-1. Furthermore, the medicinal chemistry, absorption, distribution,

metabolism, excretion and toxicological properties of TP84 are predicted by ADMET to be within the acceptable range for drug-like

candidates. TP84 is a potential selective COX-2 inhibitor drug with low cardiovascular disease risk.
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前言

环氧合酶（Cyclooxygenase，COX）是机体合成前列腺素的

关键酶，具有 COX-1和 COX-2两种异构体[1]。COX-1主要功能

是保护胃黏膜和促进血小板聚集，在胃肠道、血小板和肾脏等

组织中均有表达。COX-2在生理状态下表达量较低，但在创伤

和发热等病理情况下会大量表达，从而引发炎症和疼痛[2，3]。

COX抑制剂分为两大类：非选择性 COX抑制剂和选择性

COX-2抑制剂，在临床上均可用于缓解炎症和疼痛[4]。由于非

选择性 COX抑制剂具有较强的 COX-1抑制作用，长期服用会

严重损害胃黏膜，引起恶心、呕吐、胃溃疡和胃出血等胃肠道副

作用[4]。选择性 COX-2抑制剂对 COX-1的抑制作用明显减弱，

从而避免了胃肠道副作用，但其心血管疾病风险明显增加。其

中最典型的例子为罗非昔布，因引发大范围患者心肌梗死而

被撤市[4，5]。导致这一现象的原因在于，选择性 COX-2抑制剂

破坏了体内血栓素 A2和前列环素的平衡[4]。血栓素 A2具有

促进血小板聚集作用，前列环素则抑制血小板聚集，两者对血

栓形成有拮抗作用[6]。选择性 COX-2抑制剂对 COX-2的过度

抑制显著降低了体内前列环素水平，进而导致血小板过度聚

集引发血栓[7]。

为了降低选择性 COX-2抑制剂的心血管疾病风险，应尽

可能减少血栓素 A2的血小板聚集作用，如抑制其受体 TP的
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PubChem CID
Binding energy of COX-2

(kcal/mol)

Binding energy of COX-1

(kcal/mol)

TP428 10249316 -10.8 -9.2

TP84 14953120 -10.6 -7.4

TP115 44366545 -10.6 -8.9

TP117 10601707 -10.6 -9.2

TP161 44209494 -10.6 -9.2

TP27 18675848 -10.4 -9.8

Rofecoxib 5090 -10.2 -7.9

功能。这可以通过联合使用现有选择性 COX-2抑制剂和 TP抑

制剂来实现[8]。然而，不同药物的药代动力学参数不同，同时发

挥最佳生物学效应的概率很低。因此，寻找具有抑制 TP功能作

用的选择性 COX-2抑制剂是一种更好的选择[9，10]。本研究从公

开数据库中获取并筛选出 512种 TP小分子抑制剂，通过分子

对接、分子动力学模拟和 ADMET参数预测，初步筛选得到潜

在的低心血管疾病风险选择性 COX-2抑制剂。

1 材料与方法

1.1 材料

本研究从公开数据库 PubChem中获取所有以人源 TP蛋

白为靶点的活性测试数据（https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/），

在去除重复测量的数据、分子量大于 1000 Da以及无 TP抑制

活性的化合物后，得到 512种经过实验验证的 TP小分子抑制

剂。从 PubChem中下载抑制剂的 3D结构。COX-1和 COX-2

蛋白的晶体结构从 RCSB蛋白质数据库（https://www.rcsb.org/）

中下载，其 PDB ID分别为 4o1z和 5kir。删除晶体结构中所有

的小分子配体和水分子，利用 AutoDock Tool软件添加氢原子

和原子电荷[11，12]。

1.2 分子对接

本研究基于原配体小分子与蛋白的结合位点确定对接位

点的中心坐标。对于 COX-1，中心坐标设置为 x=252.481 魡、
y=107.594 魡、z=4.698 魡；对于 COX-2，中心坐标设置为 x=22.

902 魡、y=1.64 魡、z=32.519 魡。对接盒子大小为 30 魡伊30 魡伊30
魡。利用 Quick Vina 2进行分子对接，随机探索 20个构象，并保

存结合能最优的构象[13，14]。使用 LigPlot+软件分析小分子化合

物与蛋白之间的相互作用，以 2D结构展示[15]。

1.3 分子动力学模拟

使用 Amber20软件[16，17]中的 pdb4amber和 leap 模块生成

COX-1、COX-2蛋白的二硫键，并填充缺失的氢原子。对于小分

子化合物，使用在线工具 protein+（https://proteins.plus/）进行加

氢，并使用 antechamber模块生成电荷文件，parmchk2模块生

成键长、键角和二面角。蛋白选用 ff14SB力场，小分子化合物

采用 GAFF力场。蛋白和小分子化合物均溶解在一个正八面体

的 TIP3P水盒子中，盒子边缘与蛋白质之间的距离不小于 12

魡。为了维持电中性，在系统中引入了 Na+或 Cl-。使用陡坡下降

法和共轭梯度法进行能量最小化，随后将系统从 0 K加热至

300 K。在恒温恒压条件下，使用 pmemd.cuda模块进行 50 ns

的分子动力学模拟，其中积分时间步长设置为 2 fs。模拟结束

后，利用 CPPTRAJ模块对轨迹进行分析，计算 COX-1、COX-2

蛋白和小分子化合物的均方根偏差（Root mean square devia-

tion，RMSD）。此外，对模拟最后 10 ns的轨迹做进一步分析，采

用 MM/GBSA方法计算 COX-1、COX-2蛋白和小分子化合物

之间的结合自由能以及能量分解分析。

1.4 ADMET预测

本研究使用 ADMETLab 2.0 在线预测平台（https://ad-

metmesh.scbdd.com/）对目标化合物的药物代谢动力学特性进

行预测。在 ADMETLab 2.0平台中输入目标化合物的 SMILES

表达式，平台自动对化合物进行标准化处理，并计算其理化、吸

收、分布、代谢、排泄和毒理学特性参数[18]。

2 结果

2.1 分子对接结果

本研究将 513种小分子化合物（罗非昔布和 512种 TP抑

制剂）分别与 COX-1和 COX-2蛋白进行分子对接，并分析其

结合能。结合能数值越低，表明化合物和蛋白的亲和力越强[19]。

因此，与 COX-2结合能数值较低，而与 COX-1结合能数值较

高的化合物，均为潜在的选择性 COX-2抑制剂[20]。罗非昔布是

本研究重要的对照药物，也是 COX-2晶体结构中的共晶分子。

进行虚拟筛选工作之前，首先将罗非昔布对接到 COX-2蛋白

的活性口袋中，显示其结合能为 -10.2 kcal/mol。为筛选出结合

能与罗非昔布接近或更优的化合物，本研究以 -10.2 kcal/mol

作为筛选标准[21]，得到 6个候选化合物（见表 1）。

表 1分子对接结果

Table 1 Molecular docking results

结果显示，与 COX-2 结合能数值低于罗非昔布（-10.2

kcal/mol） 的化合物有 TP428、TP84、TP115、TP117、TP161、

TP27，表明这 6个化合物与 COX-2的亲和力高于罗非昔布。罗

非昔布与 COX-1的结合能为 -7.9 kcal/mol，而在 6个候选化合

物中，仅有 TP84与 COX-1的结合能高于 -7.9 kcal/mol，达到

-7.4 kcal/mol。因此，在 512种 TP小分子抑制剂中，TP84具有

比罗非昔布更高的 COX-2亲和力、更低的 COX-1亲和力，是

潜在的选择性 COX-2抑制剂。
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图 1相互作用示意图

Fig.1 Schematic representation of the interaction

Note: A represents the interaction between rofecoxib and COX-1; B represents the interaction between TP84 and COX-1; C represents the interaction

between rofecoxib and COX-2; D represents the interaction between TP84 and COX-2.

2.2 相互作用分析

本研究利用对接后的构象进行相互作用分析。罗非昔布与

COX-1 蛋 白 的 Ile345、Val349、Leu352、Tyr355、Leu359、

Trp387、Ala527、Ser530、Leu531和 Leu534共 10个氨基酸残基

形成疏水相互作用，没有形成任何氢键相互作用（见图 1A）。相

比于罗非昔布，TP84与 COX-1蛋白之间有相互作用的氨基酸

残基较少，其中 TP84 与 COX-1 蛋白的 Glu347、Gln350、

Gln351、Gly354、Phe580 和 His581 形成疏水相互作用，与

Gln350和 Tyr355形成氢键相互作用（见图 1B）。对于 COX-2

蛋白，罗非昔布和 TP84具有相似的结合模式。罗非昔布与

COX-2 蛋白的 His90、Val349、Leu352、Ser353、Tyr355、Trp387、

Arg513、Ala516、Phe518、Val523、Gly526和 Ala527形成疏水相

互作用，与 Phe518形成氢键相互作用（见图 1C）。TP84 与

COX-2 蛋 白 的 Arg120、Val349、Leu352、Ser353、Tyr355、

Leu359、Trp387、Phe518、Val523、Gly526、Ala527 和 Leu531 形

成疏水相互作用，与 Arg120形成氢键相互作用（见图 1D）。

虽然 COX-1和 COX-2蛋白高度同源，但其活性区域的

氨基酸残基存在一定的差异，这是开发选择性 COX-2抑制剂

的重要基础[22]。在活性区域中，COX-1的 523号氨基酸残基为

异亮氨酸（Ile），而在 COX-2中则为缬氨酸（Val），这种差异是

罗非昔布具有高 COX-2 选择性的重要因素之一。当 COX-2

的 Val523突变为 Ile时，罗非昔布对 COX-2的抑制活性明显

减弱 [23]。与罗非昔布一致，TP84与COX-2的Val523有相互作

用，而与 COX-1的 Ile523无相互作用，进一步说明 TP84是潜在

的选择性COX-2抑制剂。此外，Arg120是COX-1和COX-2的关

键活性位点之一 [24]。相互作用分析表明，TP84 与 COX-2 的

Arg120形成氢键相互作用，而与COX-1的 Arg120无相互作用。

2.3 分子动力学模拟

分子动力学模拟是最接近真实实验的模拟方法，能够实时

观察蛋白和配体在水溶液中的构象变化 [25]。为了进一步了解

TP84和 COX-1、COX-2蛋白在真实环境的结合模式，以及验

证对接结果的可靠性，本研究选择对接后的复合物为初始构象

进行分子动力学模拟，RMSD曲线用于评估模拟过程中复合物

的状态是否稳定。在 10 ns后，COX-1蛋白的 RMSD稳定在 2

魡左右，模拟已经达到稳定状态。然而，TP84的 RMSD变化非

常明显，在 0.26 魡至 2.86 魡之间波动（见图 2A），表明 TP84和

COX-1的结合状态非常不稳定。对于 TP84和 COX-2形成的

复合物，在约 40 ns时 RMSD趋于收敛，TP84的 RMSD维持在

2.2 魡左右（见图 2B），表明 TP84能够稳定地结合 COX-2蛋白。

MM/GBSA计算结果显示（见图 3），在最后 10 ns的分子

动力学模拟过程中，TP84与 COX-1之间的平均结合自由能为

-6.14 kcal/mol。然而，TP84 与 COX-2 的结合自由能为 -20.64
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图 4 MM/GBSA结合自由能分解分析

Fig.4 MM/GBSA binding free energy decomposition analysis

Note: A represents COX-1; B represents COX-2. Asterisks indicate hot spot residues.

图 2模拟过程中 RMSD变化曲线

Fig.2 RMSD change curves during simulation

Note: A represents COX-1 and TP84; B represents COX-2 and TP84.

kcal/mol，超过与 COX-1 结合自由能的 3 倍。接着，通过

MM/GBSA方法进行能量分解分析，计算每个氨基酸残基对结

合自由能的贡献。结合自由能数值低于 -1 kcal/mol的氨基酸残

基定义为热点氨基酸，它们是结合自由能的重要贡献者 [26]。

COX-1蛋白中的热点氨基酸为 Gln192和 His581（见图 4A），

而 COX-2 蛋白的热点氨基酸为 His90、Arg120、Tyr355、

Val523、Glu524 和 Ala527（见图 4B），其中 Val523、Arg120 和

Glu524对结合自由能的贡献最大，分别为 -2.15 kcal/mol、-2.81

kcal/mol和 -4.58 kcal/mol。在 COX-1蛋白中，Ile523和 Arg120

对结合能的贡献仅为 -0.0038 kcal/mol和 0.093 kcal/mol，进一

步表明 TP84与 COX-1蛋白的 Ile523和 Arg120无相互作用，

而与 COX-2蛋白的 Val523和 Arg120有重要相互作用。

2.4 ADMET预测

为了评估 TP84的药代动力学和毒性，本研究使用 AD-

METlab 2.0在线平台预测 TP84的理化、药物化学、吸收、分

布、代谢、排泄和毒理学特性（见表 2），并与罗非昔布[27]进行比

较。预测结果表明 TP84具有和罗非昔布相似的理化性质，并且

符合 Lipinski类药物五原则。此外，与罗非昔布相比，TP84具有

更好的吸收特性，其中 Caco-2细胞膜渗透性、Pgp抑制活性、人

肠道吸收性和口服生物利用度均满足作为口服药物的标准。除

血浆蛋白结合率偏高以外，TP84和罗非昔布的分布特性均处

于类药物候选物可接受的范围内。在代谢和排泄特性方面，

TP84与罗非昔布类似。根据毒理学评估的结果，TP84被预测

为没有肝毒性和遗传毒性。综上所述，TP84的 ADMET特性处

于类药物候选物可接受的范围内，具有潜在的成药性[28，29]。

3 讨论

为寻找低心血管疾病风险的选择性 COX-2抑制剂，本研

究通过分子对接、分子动力学模拟和 ADMET预测，从 512种

图 3 TP84与 COX-1或 COX-2之间的MM/GBSA结合自由能

Fig.3 MM/GBSA binding free energy between TP84 and COX-1 or COX-2
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Note: MW, Molecular Weight; nHA, Number of hydrogen bond acceptors; nHD, Number of hydrogen bond donors; TPSA, Topological polar surface area;

logP, Logarithm of the n-octanol/water distribution coefficient; NPscore, Natural Product-likeness score; Caco-2, Human colon adenocarcinoma cell lines;

Pgp, P-glycoprotein; HIA, Human intestinal absorption; F30% , The human oral bioavailability 30% ; PPB, Plasma protein binding; VD, Volume

Distribution; BBB, Blood-brain barrier; Fu, Fraction unbound in plasma; CYP, Cytochrome P450; CL, Clearance; T1/2, Half time; H-HT, Human

hepatotoxicity.

ADMET properties Permissible rang Rofecoxib TP84

Physicochemical property MW 100~600 314.06 372.1

nHA 0~12 4 4

nHD 0~7 1 1

TPSA 0~140 67.51 55.12

logP (log mol/L) 0~5 3.014 4.667

Medicinal Chemistry NPscore -5~5 -0.256 -1.134

Lipinski Rule - Accepted Accepted

Absorption
Caco-2 Permeability (log

cm/s)
> -5.15 -5.598 -4.69

Pgp-inhibitor 0~0.3 0.01 0.007

HIA 0~0.3 0.005 0.003

F30% 0~0.3 0.003 0.004

Distribution PPB ≤ 0.9 0.99 0.976

VD (L/kg) 0.04~20 0.626 0.477

BBB (cm/s) 0~1 0.037 0.165

Fu ≥ 0.05 0.02 0.0135

Metabolism CYP inhibitor 0~1 0.146 0.096

CYP substrate 0~1 0.358 0.297

Excretion CL (ml/min/kg) ≥ 5 0.535 3.319

T1/2 0~0.7 0.116 0.075

Toxicology H-HT 0~0.7 0.592 0.35

AMES Toxicity 0~0.7 0.006 0.053

经实验验证的 TP小分子抑制剂中筛选出化合物 TP84。与罗非

昔布相比，TP84对 COX-2的亲和力更高，而对 COX-1的亲和

力更低。分子动力学结果进一步显示，TP84与 COX-2的结合

自由能明显高于 COX-1。ADMET 预测结果显示，TP84 的

ADMET特性处于类药物候选物可接受的范围内，且被预测为

无肝毒性和遗传毒性。

虚拟筛选是目前寻找新型药物最有效的工具之一，能够最

大限度地减少生物测试实验[30]。当前，国内外研究大多集中在

COX-2单一靶点小分子药物的虚拟筛选，但这类药物存在一定

的胃肠道副作用[4，27]。尽管选择性 COX-2抑制剂在发挥抗炎和

镇痛作用的同时，能够有效降低胃肠道副作用，却增加了罹患

心血管疾病的风险，严重限制了选择性 COX-2抑制剂的临床

应用[4]。鉴于 TP抑制剂能够明显减少心血管疾病事件的发生
[31]，寻找具有 TP抑制作用的选择性 COX-2抑制剂是降低其心

血管疾病风险的有效策略[9]。Selg等[10]发现，选择性 COX-2抑

制剂罗美昔布具有 TP抑制活性，证实了单一化合物同时具备

COX-2和 TP双重抑制作用是可能的。然而，尽管罗美昔布的

胃肠道副作用和心血管疾病风险明显降低，但因为肝毒性问

题，其上市申请被美国 FDA拒绝[32，33]。在本研究中，ADMET预

测显示 TP84没有肝毒性，是一种副作用更低的小分子化合物。

TP84 与 COX-2 蛋白的关键氨基酸残基 Val523 和 Arg120 有

相互作用，与 COX-1蛋白的结合自由能明显低于 COX-2，表明

TP84是潜在的选择性 COX-2抑制剂。此外，TP84的 TP抑制

活性已得到实验验证[34]。综上所述，TP84是一种潜在的低心血

管疾病风险选择性 COX-2抑制剂。
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