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摘要：吡唑硫磷（pyraclofos）对映异构体对丁酰胆碱酯酶（Butyrylcholinesterase, BChE）具有显著的对映体选择性抑制作用。该抑制作用的差异可能与pyraclofos对映异构体和BChE酶的相互作用模式相关。利用分子对接（Molecular docking）方法预测了pyraclofos对映异构体与BChE酶配体结合域（Ligand Binding Domain, LBD）的相互作用，发现R-pyraclofos与BChE酶LBD甘氨酸Gly116形成氢键，S-pyraclofos与BChE酶 LBD甘氨酸Gly116、甘氨酸Gly117及丝氨酸Ser198形成氢键。Pyraclofos与BChE酶LBD氨基酸氢键作用的差异可能是导致R/S-pyraclofos对BChE酶具有对映体选择性抑制作用的原因。 
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The molecular mechanism of enantioselective inhibition to BChE by pyraclofos
ZHANG Zhisheng1, ZHUANG Shulin2
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Abstract: Pyraclofos enantiomers had significant enantioselective inhibition effect towards Butyrylcholinesterase (BChE). Such difference may be related to the binding mode between R/S-pyraclofos and BChE. To explore the underlying molecular mechanism, molecular docking method was performed to probe the binding characteristics of pyraclofos-BChE complex. For the interactions of R- and S- isomers with BChE, no obvious difference exits in hydrophobic interaction and electrostatic interaction. R-pyraclofos forms one hydrogen bond with residue Gly116 of BChE LBD (Ligand Binding Domain, LBD), while S-pyraclofos forms hydrogen bonds with residues Gly116, Gly117 and Ser198. The difference in binding mode may contribute partly to the different inhibition of R/S-pyraclofos to BChE.
Key words: Butyrylcholinesterase; molecular docking; pyraclofos；enantiomers
0 引言
吡唑硫磷（（RS）-[O-1-(4-chlorophenyl)pyrazol-4-yl O-ethyl S-propyl phosphorothioate]，pyraclofos）（图1）是一种三元不对称有机磷杀虫剂被广泛用于水果、蔬菜和其它农产品中鳞翅目、鞘翅目、螨蜱目、线虫类等农业害虫的防治。在1989年pyraclofos被日本人Takeda引进并首次作为商业用药[1]。有机磷农药在使用过程中，其暴露可能会引起人体及动物潜在的急性和慢性毒性，这逐渐引起了人们对有机磷农药对人体健康和生态安全评价的重视。在2002欧盟公布了的320种禁用农药，pyraclofos位列其中。
Pyraclofos是一种典型的乙酰胆碱酯酶（Acetylcholinesterase, AChE）抑制剂，与AChE酶结合后导致AChE酶磷酸化，使得AChE酶失去催化乙酰胆碱水解的作用，导致了乙酰胆碱的积聚，并在神经末端对效应器官过度刺激，引发信号转导阻滞，从而引起神经毒性[2]。丁酰胆碱酯酶（Butyrylcholinesterase，BChE）与AChE酶属同一胆碱酯酶家族，氨基酸序列同源性达65%且具有相似的分子结构[3]，它们均能被有机磷类农药（Organophosphorus compounds, OPs）所抑制。
Pyraclofos具有一个P手性中心，存在一对互为镜像关系的对映体（图1），这种空间结构的差异性能够影响对映异构体与靶分子的相互识别和作用。我们通过圆二色谱和TDDFT方法对拆分后光学异构体(+)-pyraclofos/(-)-pyraclofos绝对构型进行归属发现，(-)对应R构型，(+)对应S构型[4]。关于pyraclofos与BChE酶的相互作用已有文献报道，发现pyraclofos对映异构体对BChE酶的抑制作用具有显著的对映体选择性，S-pyraclofos对BChE酶的抑制作用是R-pyraclofos的15倍[5]。然而，关于这种对映体选择性抑制的分子机理目前尚不明晰，需要进一步从分子水平上研究吡唑硫磷与BChE酶的相互作用，从结合模式、疏水作用、静电作用等角度进行深入分析。
本文通过分子对接方法模拟了R/S-pyraclofos与BChE酶的相互作用，获取了对映异构体与BChE酶的具体作用模式，从分子水平上探究pyraclofos与BChE酶的对映体选择性作用机理。为了解手性OPs对映异构体的环境行为选择性和手性OPs的生态风险评价和环境污染治理提供数据支持。
[image: image2.png]HyC CH,-0,
(S) P =N
HyC CH, CHy-S” O{N

&

Cl

OgR0-CH; CHy

}o “S-CHy CH, CH

jos

cl




图1 吡唑硫磷对映异构体结构式
Fig.1 Structure of pyraclofos enantiomers
1 材料与方法
1.1  配体准备
采用MOE2009构建pyraclofos对映异构体的分子三维结构，并进行能量优化，能量最优化至Gradient<0.0001，优化过程中采用手性约束（Chiral Constraints），防止手性构型转化。
1.2  受体准备
分子对接所需的人体BChE酶晶体结构来自蛋白质数据库（Protein Data Bank, PDB），序号1P0I，分辨率为2.0Å。与R/S-pyraclofos对接前，移除BChE蛋白中的辅因子、底物以及水分子，采用MVD4.3软件自动对蛋白受体补齐氢原子。
1.3  分子对接
采用MVD4.3软件预测R-pyraclofos、S-pyraclofos和BChE酶LBD的结合模式。BChE酶LBD受体结合活性区域设定为半径为10Å的球形空间；打分函数采用MolDock Score，设定分辨率0.3Å；搜索函数选取MolDock SE算法，进行10次循环运算，计算返回10个优势构象，基于能量打分、RMSD和经验判断筛选出最佳构象。
2 结果与分析  

2.1结合模式分析
分子对接发现pyraclofos对映异构体与BChE酶LBD在结合模式上存在显著差别（图2）。R-pyraclofos的羰基O与BChE酶LBD 氨基酸Gly116氨基N原子形成一个氢键，键能为-0.06596 Kcal/mol，键长为2.95 Å。而S-pyraclofos与BChE酶LBD共形成三个氢键。处于五元杂环和P原子之间的醚键O作为H受体与BChE酶LBD形成两个键能和键长显著不同的氢键，其中与氨基酸Gly116氨基N原子形成一个键能为-0.51116 Kcal/mol，键长为3.23Å的氢键；而与氨基酸Ser198羟基H原子形成更强的氢键，键能为-2.43501Kcal/mol，键长为3.11 Å。此外，五元杂环上的N原子与氨基酸Gly117羟基H原子形成氢键，键能为-0.18571Kcal/mol，键长为3.22Å。
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图2 Pyraclofos对映异构体与BChE酶LBD结合模式（氢键用黑虚线表示）
Fig.2 The binding mode of pyraclofos enantiomers to BChE LBD
(Hydrogen bonds were showed by black dashed lines)

2.2疏水作用分析
运用MVD软件的Hydrophobicity模块分别分析pyraclofos对映异构体与BChE酶结合口袋周围氨基酸的疏水作用（图3，其中蓝色代表疏水氨基酸，红色代表亲水氨基酸）。Pyraclofos对映异构体在结合口袋处的构型相似，两个构型与结合口袋处氨基酸的疏水作用亦具有相似性。与五元杂环相对应的氨基酸呈亲水性，与五元杂环两端的苯环及支链部分相接触的氨基酸也以亲水性为主，只有pyraclofos分子上部区域有部分氨基酸具有疏水性。
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图3 Pyraclofos对映异构体与BChE酶LBD之间疏水作用
Fig.3 Hydrophobic interaction between pyraclofos enantiomers and BChE LBD

2.3静电作用分析
BChE酶结合口袋受体-配体作用的静电势用MVD软件Electrostatic interacstion模块进行了比较分析（图4，其中蓝色代表正静电势，红色代表负静电势）。Pyraclofos对映异构体与BChE酶LBD的结合口袋处氨基酸静电作用相似，仅有pyraclofos五元杂环对应的底部氨基酸带部分正静电势，其余整个结合口袋的其他氨基酸带负静电势。
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图4 Pyraclofos对映异构体与BChE酶LBD之间静电作用
Fig.4 The electrostatic interaction of pyraclofos enantiomers with BChE LBD
3 讨论
目前研究发现了pyraclofos对BChE酶的抑制作用表现出明显的对映体差异性，S-pyraclofos抑制作用比R-pyraclofos的抑制作用明显[5]。这种差异的产生可能与pyraclofos对映异构体和BChE酶相互作用的结合模式、作用方式具有密切关系。本研究通过分子对接分析了R/S-pyraclofos与BChE在原子水平上的结合差异的分子机理。
分子对接结果表明，R-pyraclofos与BChE酶中重要氨基酸Gly116形成稳定的氢键，而S-pyraclofos与关键氨基酸Gly116、 Gly117 、Ser198分别形成稳定氢键（图2）。其中Ser198与His438以及Glu325共同组成BChE的催化三联体（Catalytic triad），该催化三联体位于酯酶位点的活性中心，对底物催化具有重要作用[6]。BChE酶口袋内部氧离子洞内Gly116、Gly117、以及Ala199能够协助底物从垂直角度旋转到水平角度，并在水平位置被Ser198水解。Ser198位于酯酶部位活性中心，通过接受电子而成为亲核体。OPs对BChE酶的抑制就是由于Ser198磷酸化的结果[7]。通过比较R-pyraclofos及S-pyraclofos在BChE酶LBD中的构象，可以看出S-pyraclofos更接近于催化三联体，并使得与五元环相连的醚键O原子能够在适当的距离内成为氢受体与Ser198上羟基H原子形成氢键。BChE酶LBD中氨基酸与配体的氢键网对底物的结合以及催化的持续性具有重要影响，S-pyraclofos与Ser198的氢键结合割裂了His438与Ser198之间的氢键作用，可能会影响催化三联体的间质子的传递，导致BChE酶无法催化天然底物[8]，因此S-pyraclofos表现出更为明显的抑制作用。此外，S-pyraclofos上的S原子比R-pyraclofos更靠近His438，两者之间的相互作用也将给结合模式带来影响。pyraclofos与BChE酶LBD周围氨基酸的疏水作用和静电作用不是导致pyraclofos对映异构体选择性抑制BChE酶的主要原因。BChE酶LBD关键氨基酸与S-pyraclofos形成的氢键作用，可能使得S-pyraclofos体更能稳定地嵌合在BChE蛋白口袋中的活性中心并发生相互作用，从而导致S-pyraclofos对BChE酶的抑制作用强于R-pyraclofos。
4 结论

采用分子对接方法分析了pyraclofos对映异构体与BChE酶的相互作用差异。Pyraclofos对映异构体与BChE酶LBD周围氨基酸的静电作用和疏水作用并无表现出显著的差异，但在氢键相互作用方面有显著差异。R-pyraclofos与BChE酶LBD中氨基酸Gly116存在氢键作用，S-pyraclofos与BChE酶 LBD中关键氨基酸Ser198 、Gly116、 Gly117存在氢键作用。这种氢键作用的差异可能是S-pyraclofos对BChE酶活性表现出更大抑制作用的重要原因。
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