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摘  要 : 用分子对接方法预测天然植物化学物质与受体蛋白的相互作用位点并探究作用机制。利用 MVD 

(Molecular Virtual Docker 5.5) 软件，以 HER-2 激酶区为受体模板建立活性位点，与 12 种花青素成分进行分子

对接。结果表明 12 种化合物均能在同一活性腔中与 HER-2 激酶区对接 (MolDock Score: 苷元<–105 kJ/mol, 单

葡糖苷<–130 kJ/mol)，主要作用力是疏水作用和氢键；该活性腔也是 ATP 与 HER-2 激酶区的结合 (MolDock 

Score= –161 kJ/mol) 位点，花青素的结合可能会干扰 ATP 与 HER-2 之间氢键的形成。提示花青素可能以竞争

性结合方式阻碍 ATP 与 HER-2 的结合，抑制 HER-2 磷酸化激活及下游信号通路的激活，从而发挥抑癌活性。 
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Abstract:  Anthocyanins are a ubiquitous group of water-soluble plant pigments of the flavonoid family, with anticancer 

property through HER-2 signaling pathway. Nowadays, molecular docking plays an important role in exposing the active 
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sites and obtaining the bioactive conformation involving protein-ligand interactions. According to the crystal structure of 

HER-2 kinase domain and 12 main antitumor compounds of anthocyanins as well as ATP, a molecular docking study was 

performed by MVD program. All 12 compounds could bind to the same cavity of HER-2 kinase domain by high affinity 

(MolDock Score< 105 kJ/mol for anthocyanidins, < 130 kJ/mol for anthocyanidins-glc), where hydrophobic force and 

hydrogen bond played key roles. Additionally, this cavity overlapped with ATP binding (MolDock Score= 161 kJ/mol) 

domain; the binding of anthocyanins presumably interfered the H bond formation between ATP and HER-2. These results 

indicate that anthocyanins may competitively bind to ATP binding site in HER-2 kinase domain by suppressing HER-2 

activation and downstream signaling cascade. This may provide useful theoretical instruction for the molecular mechanism 

of HER-2 kinase activity inhibition by anthocyanins in cancer prevention and treatment. 

Keywords:  human epidermal growth factor receptor, tyrosine kinase, flavonoids, anthocyanins, molecular docking 

近年来，天然植物化学物质的健康防护作用

越来越受到研究者们的重视，但其与细胞相互作

用的衔接位点研究较少，特别是化合物成分如何

与靶点作用发挥生物学效应不甚明了，该问题一

直困扰诸多研究者。此外，天然植物提取物成分

复杂，传统试验方法在筛选有效成分方面费时耗

力，周期长成本高，利用各种生物信息学方法进

行新药研发和靶点预测已经成为热点[1-3]。 

MVD 采用 MolDock 的演算法来预测小分子

配体和大分子蛋白的相互作用，能够根据配体准

确预测大分子蛋白的活性位点，是一款精确半柔

性分子对接程序，通过增加限定条件，其对结合

模式的识别有较好的准确度[4]。与其他对接软件

相比，MVD对活性位点预测的准确率较高 (MVD: 

87%, Glide: 82%, Surflex: 75%, FlexX: 58%)[5]。 

人表皮生长因子受体 HER-2，又称 ErbB-2

或 Neu，基因位于染色体 17q21.1，其过表达可

导致多种恶性肿瘤 (如乳腺癌、前列腺癌、卵巢

癌、宫颈癌等) 的发生，且患者预后差[6]。花青

素属于黄酮类化合物，大量研究表明，花青素

能通过阻断 HER-2 受体信号传导发挥抗癌作

用，是潜在的 HER-2靶向治疗联用药物[7-9]，但

其如何与 HER-2 受体作用尚不明确。目前已发

现 27 种天然存在的花青素苷元 (Anthocyanidin 

或 Aglycone)，其中 6种 (结构见图 1) 较常见：

矢车菊色素  (Cyanidin, Cy)、飞燕草色素 

(Delphinidin, Dp)、锦葵色素 (Malvidin, Mv)、

天竺葵色素  (Pelargonidin, Pg)、芍药色素 

(Peonidin, Pn) 和牵牛花色素 (Petunidin, Pt)；此

外，由于花青素苷元性质活泼不稳定，常与葡

萄糖、阿拉伯糖、鼠李糖等结合形成花色苷[10]。 

本研究利用生物信息学方法对花青素中主要

抗癌活性成分与 HER-2酪氨酸激酶区进行对接，

试图阐明二者相互作用机制，为研究该类化合物

发挥抗癌作用的分子机制提供理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  受体晶体结构 

以人 HER-2 同源二聚体激酶结构域的晶体

结构 (PDB ID: 3PP0, MMDB ID: 89546) [11]为

基础，选择单体 A 作为计算机分子对接的受体

模型，使用 Molegro Virtual Docker 5.5 (MVD) 

软件进行对接研究。 

1.1.2  配体三维结构  

六种花青素苷元及其对应的单葡糖苷 (-G) 

及 ATP 共 13 种化合物的三维结构文件，均从

PubChem Compound (http://www.ncbi.nlm.nih.gov 
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/pccompound/) 上下载，CID号分别为：花青素苷

元：Cy (128861)，Dp (128853)，Mv (159287)，Pg 

(440832)，Pn (441773)，Pt (441774)；花青素单葡

糖苷：Cy-G (441667)，Dp-G (443650)，Mv-G 

(443652)，Pg-G (443648)，Pn-G (443654)，Pt-G 

(443651)；ATP (UNX_0)。 

1.1.3  细胞和试剂 

人乳腺癌细胞株 MDA-MB-453 (HER-2 高

表达) 购自中国科学院上海生命科学研究院生

物化学与细胞生物学研究所。黑米花青素

BRA-90 (Black Rice Anthocynins, BRACs) 购自

吉林新星天然植物开发有限责任公司。RPMI 

1640 培养基购自美国 Hyclone 公司，胎牛血清

购自 TBD 公司。RIPA (强) 裂解液购自碧云天

生物科技研究所。兔抗人磷酸化 HER-2 多克隆

抗体、FITC标记山羊抗兔 IgG抗体分别购自美

国 Bioworld和北京中杉金桥生物科技有限公司。 

1.2  方法 

1.2.1  对接程序 

采 用 Molecular Virtual Docker 5.5 

(http://www.molegro.com/mvd-product.php) 软

件，以 HER-2激酶区 (HER-2 receptor tyrosine 

kinase domain, HER2TK, 氨基酸序列：706–993) 

单体 A全域进行对接，检测活性位点数设为 10，

采用标准 MVD对接程序进行分子对接。对接范

围采用球形，半径 15Å，其他参数默认。将得

到的配体构象进行成簇分析(成簇参数为 0.5 Å)，

然后基于对接的分子能量对各种结合模式进行

MolDock 评分，最后依据成簇情况和最低

MolDock Score来选取合理的对接结果。氢键供

体-受体间的最大距离为 0.30 nm[12]。 

1.2.2  细胞培养及 Western blotting 

MDA-MB-453细胞用 RPMI 1640 (含 10%胎

牛血清) 培养基，在 37 ℃、饱和湿度、5% CO2条

件下常规传代培养。用 RIPA裂解液提取经 BRACs 

(0、25 μg/mL、50 μg/mL、100 μg/mL) 处理后细胞

总蛋白。BCA法测定蛋白样品浓度后，与 5×上样

缓冲液混匀，煮沸 5 min，每孔上样 100 μg，进行

10% SDS-PAGE电泳，半干法转至 PVDF膜。5% 

BSA室温封闭 2 h，加 1∶500一抗于 4 ℃孵育过

夜；次日，TBST漂洗 10 min，重复漂洗 4次后，

加入1∶5 000二抗室温孵育2 h，TBST漂洗10 min，

重复漂洗 4次后，化学发光显色，暗室压片曝光，

常规程序显影、定影，晾干底片后扫描条带图像，

以 Quantity One 软件进行条带光密度值分析。 

1.2.3  数据处理 

结果以 x ±s表示，采用 GraphPad Prism 5.0

统计软件分析，组间比较使用单因素方差分析。 

2  结果 

2.1  花青素苷元与 HER-2 激酶区的分子对接 

花青素的基本结构单元是 3,5,7-三羟基-2-

苯基苯并吡喃型阳离子 (图 1)，能选择性作用
 

 
图 1  花青素苷元基本化学结构[13] 
Fig. 1  Chemical structures of anthocyanidins[13]. 
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于 HER-2 受体激酶区 (图 2)。对接发现，6 种

花青素苷元都能结合在 HER2TK 区同一活性腔

中，且 MolDock Score都低于–100 kJ/mol，相互

作用值 (Interaction) 低于–125 kJ/mol，表明对

接结果良好，可用于后续研究 (表 1)。 

以 Cy与 HER2TK对接结果为例，图 3展示

了最适构象结合位点的微环境，Cy 分子处于

Val734 、Ala751、Leu755、Ile767、Ala771、Met774、

Leu785、Leu796、Leu852、Phe864等疏水氨基酸形

成的疏水腔中，可产生较强的输水作用；另一

方面，Ile767、Glu770、Ser783、Thr798、Thr862 等

氨基酸与 Cy 之间还有氢键作用；带正电的

Lys753还能与带微弱负电荷的酚羟基相互作用。

综合分析，花青素苷元与 HER2TK 结合的主要

驱动力是疏水作用力和氢键，静电作用力较弱。 

2.2  花青素单葡糖苷与 HER-2 激酶区的分

子对接 

图 4 显示，6 种花青素单葡糖苷均结合在

HER2TK 的同一活性腔中，且与苷元结合的活性

腔相同。此外，MolDock Score都低于–130 kJ/mol，

相互作用值低于–150 kJ/mol，表明对接结果良

好 (表 2)。 

 

 
 

图 2  花青素苷元与 HER2TK 对接最适构象 

Fig. 2  Optimum conformations of HER2TK docking 
with anthocyanidins. 
 

表 1  花青素苷元与 HER2TK 对接最适构象参数 

Table 1  Optimum parameters of HER2TK 
docking with anthocyanidins 

Ligand 
Moldock 

score 
(kJ/mol) 

Interaction 
(kJ/mol) 

H bond
(kJ/mol)

Docking 
Score

(kJ/mol)

Cy (128861) –114.2 –127.3 –15.0 –113.3 

Dp (128853) –117.5 –137.7 –16.2 –116.3 

Mv (159287) –119.6 –138.2 –4.4 –121.9 

Pg (440832) –109.4 –121.2 –2.9 –112.8 

Pn (441773) –113.5 –128.9 –6.7 –114.4 

Pt (441774) –120.3 –138.4 –11.7 –123.7 

 

 
 

图 3  Cy 与 HER2TK 对接最适构象微环境 

Fig. 3  Microenvironment around binding site of Cy and HER2TK. 
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图 4  花青素单葡糖苷与 HER2TK 对接最适构象 

Fig. 4  Optimum conformations of HER2TK docking 
with anthocyanidins-glc. 
 

以 Cy-G与 HER2TK对接结果为例，图 5展

示了最适构象结合位点的微环境，Cy-G 分子处

于 Leu726、Gly727、Gly729、Val734、Ala751、Ile752、

Leu796、Leu800、Met801、Pro802、Gly804、Cys805、

Leu852等疏水氨基酸形成的疏水腔中，疏水作用

较强；另一方面，Leu726、Ser728、Ala751、Lys753、

Leu796、Thr798、Cys805、Arg849、Asn850、Thr862、

Asp863等氨基酸与 Cy-G 之间还能产生很强的氢

键作用；带正电的 Lys753、Arg849还能与带微弱

负电荷的酚羟基相互作用。综合分析，花青素单

葡糖苷与 HER2TK 的主要驱动力是疏水作用力

和氢键，静电作用力较弱。 

2.3  花青素对 HER2TK 的竞争性抑制机制 

为进一步分析花青素对 HER2TK 的抑制机

制，我们将 HER2TK的底物，即 ATP也进行了

对接，其 MolDock Score为161 kJ/mol，低于花

青素苷元和单葡糖苷。 

图 6 和 图 7 分 别 为 Cy/HER2TK 和

Cy-G/HER2TK 与 ATP/HER2TK 结合位点的比

较，比较发现，三者均在同一活性腔中且存在明

显竞争性。进一步分析发现，能与 ATP 形成氢

键的氨基酸有 Ser783、Thr798、Met801、Arg849、

Asn850、Thr862、Asp863，结合 2.1 和 2.2 的对接

结果可知，Cy可能干扰 ATP与 Ser783、Thr798、

Thr862间氢键的形成；而 Cy-G可能阻碍 ATP与

Arg849、Asn850、Asp863间氢键的形成。 

2.4  黑米花青素对 HER-2 磷酸化水平的影响 

为验证花青素能否竞争性抑制 HER-2 的磷

酸化，我们用不同浓度 BRACs对 HER-2高表达

乳腺癌细胞株进行处理。Western blotting结果显

示， BRACs 能显著抑制 HER-2 的磷酸化 

(P<0.05)，且有剂量依赖性 (图 8)。 

 
 
表 2  花青素单葡糖苷与 HER2TK 对接最适构象参数 

Table 2  Optimum parameters of HER2TK docking with anthocyanidins-glc 

Ligand MolDock score (kJ/mol) Interaction (kJ/mol) H bond (kJ/mol) Docking score (kJ/mol)

Cy-G (441667) –133.7 –160.1 –12.0 –146.2 

Dp-G (443650) –141.7 –167.5 –21.4 –152.8 

Mv-G (443652) –141.9 –168.9 –27.8 –139.2 

Pg-G (443648) –131.4 –156.7 –15.8 –133.7 

Pn-G (444654) –132.1 –149.1 –4.8 –131.5 

Pt-G (443651) –159.5 –175.0 –16.8 –163.3 
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图 5  Cy-G 与 HER2TK 对接最适构象微环境 

Fig. 5  Microenvironment around binding site of Cy-G and HER2TK. 

 

 
 

图 6  ATP 和 Cy 与 HER2TK 对接最适构象比较 

Fig. 6  Comparison of interaction between HER2TK and Cy against ATP. Purple: Cy; Brown: ATP. 

 
 

 
 

图 7  ATP 和 Cy-G 与 HER2TK 对接最适构象比较 

Fig. 7  Comparison of interaction between HER2TK and Cy-G against ATP. Purple: Cy-G; Brown: ATP. 
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图 8  Western blotting (A)和光密度分析法(B)检测

BRACs 处理后 HER-2 磷酸化水平变化 

Fig. 8 HER-2 phosphorylation level variation after 
BRACs treatment by Western blotting technology (A) 
and optical density analysis (B). N=3; *: P <0.05, ***: 
P <0.001. 

 

3  讨论 

分子对接方法在药物研究领域发挥了重要

作用，为先导化合物的发现和优化提供了有效的

工具：研究小分子探针与细胞内生物大分子的结

合机制，确认小分子在生物体内的作用靶点，指

导和解释实验现象，为新药开发寻找新的突破

口；以结构生物学为基础，进行药物与靶标蛋白

相互作用的动力学模拟研究，充分利用现有天然

植物化学物质中有效成分，经修饰和优化，设计

具有更高活性的先导化合物，较好的软件成功率

高达 70%–80%[14-16]。Chalopin 等[17]用分子对接

方法发现 Dp能直接与 ERα的激活位点作用，促

进血管扩张，证明红酒多酚尤其是 Dp 对心血管

疾 病 有 防 护 效 应 。 与 袁 江 兰 等 [18] 利 用

AUTODOCK 3.05分子对接软件探究了染料木黄

酮与 EGFR-TK (EGFR酪氨酸激酶区) 的结合作

用，发现染料木黄酮能通过干扰 TK催化活性结

构中 Lys721/Glu738 离子对的形成而抑制了

EGFR-TK的活性，且属于非竞争性结合。 

HER-2是分子量约 138 kDa的受体膜蛋白，

其过度表达能引起 HER-2 同源二聚体的形成，

引发不受配体激活的自发磷酸化，导致下游促

癌信号通路持续性激活；还能通过 INTERNET 

(Integral trafficking from the ER to the nuclear 

envelope transport, 从内质网到核膜的整合转运) 

途径转运入核，参与 COX-2、rRNA等基因转录

的调控，使细胞周期紊乱，转移增加，并引发

药物耐受[19-20]。HER-2含一个胞外 EGF相关的

配体结合区，一个跨膜螺旋区，一个胞内区，

包括酪氨酸激酶区和 C-端调控区，本研究选择

HER-2的激酶区作为对接受体，因该区域含ATP

结合位点，为激活下游信号通路所必需。 

作为天然植物多酚化合物，花青素具有较强

的健康促进作用而倍受肿瘤学家和营养学家的关

注。已有研究表明，花青素是酪氨酸激酶 (Protein 

tyrosine kinase, PTK) 的抑制剂[13]，能通过抑制

HER-2 的激酶活性发挥抗癌效应，且具有无毒、

不致畸、不致癌、不致敏、不致突变等特性[21]，

但因其作用位点不明确阻碍了研发。在植物体内，

花青素很少以游离状态 (苷元) 存在，在花色苷合

成酶催化合成的极短时间内，易在 C环 3-位被类

黄酮 3-O-糖基转移酶糖基化，与单糖或多糖结合

形成稳定的花青素，再转运至酸性液泡中发挥作
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用[22]，其在人体内的吸收亦受糖苷配基的性质和

结构的影响[23]。因此，本研究选择花青素苷元和

对应单葡糖苷进行对接研究。 

对接结果表明，6 种花青素苷元及其单葡糖

苷均能在同一活性腔与 HER2TK 结合，但后者

的结合能更低，可能是糖基增加了氢键作用力。

提示花青素与 HER2TK 的结合位点主要取决于

母核结构，糖的结合可增加花青素与 HER-2 激

酶区结合的稳定性。但花青素结合糖基的种类和

数目对 HER-2 激酶活性的抑制作用是否有规律

还有待探究。 

由分子对接结果，我们推测：花青素能竞

争性与 ATP结合于 HER2TK同一活性腔，并干

扰氢键的形成，且单葡糖苷的竞争结合能力强

于苷元。由于 ATP 结合的稳定性高于花青素，

因而解释了花青素发挥抗癌效应时对正常细胞

具有保护效应[4-5,24-25]。值得注意的是，目前研

究主要集中在丰度较高的 Cy-G和 Dp-G[4,16]，但

本研究发现，Pt-G 的结合能低于 ATP，具备很

高的作为 ATP小分子抑制剂开发的价值。 

前有研究证实花青素主要抗癌活性成分

Cy-G和Dp处理高表达HER-2乳腺癌细胞株后，

均能抑制 HER-2 的磷酸化水平，但并不影响总

HER-2含量[7,26]。本研究进一步证实，黑米花青

素能以剂量依赖方式抑制 HER-2 的磷酸化。该

结果与推测结果一致：花青素能竞争性抑制

HER-2和 ATP结合，从而抑制 HER-2的磷酸化

激活，但并不影响总 HER-2的表达水平。 

综上所述，该研究表明花青素中 12种主要

抗癌活性成分均能与 HER-2 酪氨酸激酶区对

接，且对 ATP与 HER-2的结合存在竞争性。该

对接位点的信息对分析该类化合物抑制 HER-2

酪氨酸激酶活性的分子机制提供了依据，有助

于花青素等天然植物化学物质用于肿瘤治疗及

相关药物的研发。 
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