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表皮生长因子受体酪氨酸激酶结构域与其抑制剂染料木

素的模拟对接 
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摘   要 : 染料木素是表皮生长因子受体酪氨酸激酶结构域 (EGFR-TK)高度特异的非竞争性抑制剂。本研究采用

AUTODOCK3.05 分子对接软件包对 EGFR-TK 与染料木素进行了模拟对接研究, 探究了二者的相互作用机制, 为染料

木素的抗肿瘤机制提供理论依据。对接结果表明, 染料木素结合在 EGFR-TK 的活性腔中, 与 EGFR-TK 发生了强烈的

相互作用, 结合自由能 G△ 为−31.2 kJ/mol; 染料木素通过干扰 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, 属于非竞争性结合和抑制作用; 在结合中, 疏水力和氢键发挥了重要作用。 
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Abstract: Genistein is a high specific and noncompetitive inhibitor of epidermal growth factor receptor tyramine kinase domain 
(EGFR-TK). In the paper, a molecular docking between genistein and EGFR-TK was studied to explore the mechanism of their 
interaction and antitumor mechanism of genistein by AUTODOCK 3.05 program. The results indicated that genistein located in the 
active cavity of EGFR-TK by high affinity (△G=−31.2 kJ/mol), and genistein inhibited EGFR-TK by interfering with forming of 
Lys721/Glu738 ion pair. The inhibition belonged to noncompetitive interaction, in which hydrophobic force and hydrogen bond played 
key roles. 
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表皮生长因子受体(EGFR)与肿瘤的发生、发展

有密切关系。大量研究表明 , 在许多人类肿瘤中 , 

EGFR 过表达或异常活化。EGFR 介导的信号转导途

径参与了肿瘤的形成、增殖、凋亡抑制、血管生成

和转移等许多过程 , 并发挥重要作用 , 因此 EGFR

成为抗癌治疗中最令人关注的靶点 [1], 阻断 EGFR
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可抑制肿瘤生长[2]。已有若干种针对 EGFR 的靶向

治疗药物进入临床, 这些药物主要分为 2 种: 一种

为 酪 氨 酸 激 酶 (TK) 的 小 分 子 抑 制 剂 , 主 要 针 对

EGFR 的胞内 TK 活性区, 通过抑制 ATP 与受体 TK

结构域的结合而抑制 TK 活性, 从而阻断 EGFR 信号

传导途径[3]。另一种为单克隆抗体, 针对 EGFR 胞外

配 体 连 接 区 , 可 阻 止 配 体 与 受 体 结 合 , 从 而 抑 制

EGFR 的激活。 

染料木素是一种常见的大豆异黄酮, 在大豆中

含量丰富。染料木素具有多种生物学活性, 主要包

括抗肿瘤[4−8]、降血脂、雌激素样作用、抗骨质疏松

等。染料木素是 EGFR-TK 的高度特异的非竞争性抑

制剂, 可有效地抑制 EGFR 信号传导途径, 因此抑

制了多种肿瘤的发生[9−13]。在培养的 A431 细胞中发

现染料木素抑制了表皮生长因子刺激的磷酸化 [9]。

虽然研究已经证明染料木素是 EGFR-TK 的高度特

异的非竞争性抑制剂, 但迄今为止尚无染料木素和

EGFR-TK 结合复合物的晶体结构报道, 在分子水平

上的抑制作用机制并不十分明确。本研究通过对染

料木素与 EGFR-TK 的模拟对接, 有助于从分子水平

上探究染料木素对 EGFR 的抑制机制, 从而阐明染

料木素的抗肿瘤机制。 

1  计算原理和方法 

分子对接计算就是将配体分子与受体分子相

结合, 然后按照几何互补、能量互补以及化学环境

互补的原则来实时评价配体与受体相互作用的好

坏, 并找到 2 个分子之间最佳的结合模式。通过分

子对接可以确定对接复合物中 2 个分子的相对位置

和取向。 

AUTODOCK 是 Scripps 的 Olson 科研小组开发

的分子对接软件包 , 是一种半柔性的分子对接方

法。AUTODOCK 3.05[14−16]采用了一种改良的遗传算

法 , 即拉马克遗传算法(LGA)来寻找受体和配体最

佳的结合位置, 用半经验的自由能计算方法来评价

受体和配体之间的匹配情况[17,18]。LGA 比传统的遗

传算法(GA) 和模拟退火具有更高的效率 , 它将遗

传算法和局部搜索结合在一起, 用包含两点杂交和

随机突变的遗传算法用于全局搜索 , 用 Solis and 

Wets 优化算法来完成局部搜索。 

2  对接方法 

2.1  计算基础 
根据 Sybyl 6.9.2 中 Kollman-united-atom 电荷规

则, 计算 EGFR-TK 的点电荷, 并在 Amber 4.0 力场

中对其结构进行能量优化。利用 AUTODOCK 的

Addsol 模块给 EGFR-TK 加上溶剂化参数。染料木

素采用柔性处理方式, 分子对接起始位置和方向随

机, 每个计算包括 100 个循环。遵循能量及几何匹

配 原 则 来 选 择 结 果 。 所 有 的 结 合 模 式 图 均 使 用

DeepView 3.7 软件进行显示。 

2.2  结构预处理 
用于分子对接计算的 EGFR-TK 蛋白结构和染

料木素立体结构取自蛋白质 PDB 晶体结构数据库

(http://www.rcsb.org/pdb), 提取代码分别为 2GS6 和

1X7R, 2GS6 为 EGFR-TK 与其抑制剂 ATP Analog- 

Peptide(ATP 类似物肽)的复合物结构, 对接前, 将配体

ATP Analog-Peptide 从复合物中去除后, 得到 EGFR- 

TK的空间结构(如图 1), 再加上极性氢原子及 Kollman

电荷, 然后与染料木素进行对接。1X7R 为染料木素与

雌激素受体α的复合物结构, 从中提取染料木素结构, 

用于分子对接。染料木素立体结构如图 2 所示。 

 
图 1  EGFR-TK 的立体结构 

Fig. 1  Three-dimensional structure of EGFR-TK 

 

图 2  染料木素的立体结构 
Fig. 2  Three-dimensional structure of genistein 
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2.3  参数设置 
使用 AUTODOCK 3.05 软件, 对接计算中采用

LGA 算法, 为了提高底物分子在对接过程中的柔性, 

使每次计算更为充分 , 从而得到更精确的结果 , 采

用 了 较 大 的 运 算 参 数 , 将 该 算 法 中 的 种 群 数

ga_pop_size 从默认值 100 增大为 150, 能量评估最大

值 ga_num_evals 由默认值 2 500 000 增大为 10 000 000, 

运算循环数从默认值 10 增大为 100, 其余参数使用

默认值[18,19]。对接计算在 3.75 nm × 3.75 nm × 3.75 nm

的矩形框中进行。 

3  分子对接结果 

3.1  结合位点 
将染料木素与 EGFR-TK 进行分子对接, 在 100

次独立计算完成后, 获得了最适宜的复合物结构(见

图 3), 其结合自由能为−31.2 kJ/mol。如图 3 所示, 染

料木素结合在 TK 区域的活性腔中。由于该活性腔

是 TK 的底物 ATP 的结合腔, 同时也是 TK 中结合和

催化活性残基所在区域, 因此染料木素的结合可能

对 TK 底物 ATP 的结合或 EGFR-TK 的催化活性产

生影响, 从而抑制了 EGFR-TK 的活性。 

 

图 3  分子对接的最适结构 
Fig. 3  The optimum structure from molecular docking 

 
3.2  结合和抑制机制 

由染料木素结合位点的微环境(图 4)可知, 染料

木素分子的苯环平面处于 Phe699、Val702、Ile720、

Ala719、Leu764、Ile765、Met742 等疏水氨基酸形成的

疏水腔中 , 可产生较强的疏水作用 ; 另一方面 , 染

料木素的 3 个酚羟基分别与周围氨基酸残基形成了

3 个氢键, Arg817、Lys721 等带正电的极性氨基酸分处两

侧, 可与带微弱负电荷的染料木素分子的酚羟基氧相

互作用。综合分析, 染料木素与 EGFR-TK 结合的主要

驱动力是疏水作用力和氢键, 静电作用力比较弱。 

 

图 4  染料木素与 EGFR-TK 结合位点的微环境 
Fig. 4  Microenvironment around binding site of 

genistein and EGFR-TK 
 

根据文献报道[20], EGFR-TK 活性构象的催化位

点中 Lys721 和 Glu738 形成了离子对, 而失活状态时,  

Lys721 和 Glu738 离子对形成受阻 , 可见 Lys721 和

Glu738 离子对的形成对于 EGFR-TK 的催化活性起着

至关重要的作用。由图 4 所示, 染料木素结合在活性

腔中, 并且与 Glu738 形成了较强作用的氢键, 抵消了

Glu738 的部分电荷 , 并且染料木素结合于 Lys721 和

Glu738 之间, 对该离子对的形成产生了空间位阻效应, 

因此染料木素的结合使 EGFR-TK 活性受到抑制。 

3.3  染料木素对 EGFR-TK 的非竞争性抑制机制 
为了进一步分析染料木素对 EGFR-TK 的抑制机

制, 将图 3 中染料木素与 EGFR-TK 的复合结构和 ATP 

Analog-Peptide 与 EGFR-TK 的复合物结构[20]进行比较, 

结果见图 5。ATP Analog-Peptide 结合在 EGFR-TK 上

时, EGFR-TK 处于催化活性状态, TK 中所有参与催化

的残基均处于正确的位点上[20]。如图 5 所示, ATP 
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Analog-Peptide 与染料木素均结合在 TK 活性腔中, 

但结合位点在空间上并无明显的竞争性, 即二者在

与 TK 的结合中并不存在明显的竞争作用。如上所

述 , 由于染料木素的结合抑制了 TK 活性构象中

Lys721/Glu738 离子对的形成, 从而抑制了 TK 的催化

活性。因此染料木素是通过干扰 TK 催化活性构象

的形成, 而不是与底物 ATP 竞争结合位点实现其抑

制作用的, 应该属于非竞争性抑制。并且由于染料木

素与 TK 之间的高亲和力( G=−31.2△  kJ/mol), 因此染

料木素是 EGFR-TK 的高度特异的非竞争性抑制剂, 

从而有效抑制了肿瘤的发生和发展。另一方面, 计

算结果还发现了另外 3 个距活性腔较远的结合位点

(结果未显示), 由于结合自由能较低, 也有可能是染

料 木 素 的 结 合 位 点 , 这 进 一 步 说 明 染 料 木 素 对

EGFR-TK 的抑制很可能属于非竞争性抑制。 

Akiyama 等对染料木素的抑制动力学分析揭示

染料木素的结合并未干扰 ATP 与 EGFR-TK 的结合, 

但导致了非反应性酶-底物复合物的形成, 因此染料木

素是 EGFR-TK 的非竞争性抑制剂。因为染料木素在

结构上与 ATP 并无相关性, 那么染料木素的抑制作用

并非由于染料木素与 ATP 竞争同一位点而致, 因此很

可能染料木素与 EGFR-TK 有多个结合位点[9]。本文结

果与 Akiyama 的实验结果和推断具有较好的一致性。 

 

图 5  染料木素/EGFR-TK 复合物与 ATP Analog- 
Peptide/EGFR-TK 复合物的结构比较 

Fig. 5  Structral constrast of genistein/EGFR-TK and 
ATP Analog-Peptide/EGFR-TK compounds 

 

4  结论 

本研究利用 AUTODOCK 3.05 分子对接软件探

究了染料木素与 EGFR-TK 的结合作用, 并进一步就

染料木素对 EGFR-TK 的结合和抑制机制进行了分

析, 从分子水平上阐明了染料木素的抗肿瘤机制。

研究发现染料木素与 EGFR-TK 发生了强烈的结合

作用, 结合自由能达到−31.2 kJ/mol。染料木素结合

在 EGFR-TK 的活性腔中, 结合位点与 ATP Analog- 

Peptide 并无明显竞争性, 但是染料木素的结合抑制

了 TK 分子中 Lys721/Glu738 离子对的形成, 从而抑制

了 TK 的催化活性。说明染料木素对 EGFR-TK 的抑

制属于高度特异的非竞争性抑制, 与文献的试验研

究报道一致。由于结合位点处微环境具有较强的疏

水性, 并且形成了 3 个氢键, 因此推断疏水力和氢

键在染料木素对 EGFR-TK 的结合与抑制中发挥了

重要作用。 
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