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摘要:利用比较分子相似性指数分析( CoMSIA)方法,结合黄酮类化合物含有较多羟基、易形成较强分子内氢键的特点, 建立

了黄酮类化合物色谱保留时间与其三维结构的关系模型, 以探讨黄酮类化合物色谱保留时间预测的新方法。模型交叉验证相关

系数 q2值为 0. 705,非交叉验证相关系数 r2为 0. 981,表明模型具有较好的预测能力。该研究结果对进一步开展黄酮类化合物液

相色谱保留参数与三维结构关系的研究提供了思路和方法。
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ABSTRACT: The retention time of liquid chromatography is one of the parameters which are important to study compound properties. The

reversed phase HPLC retention time is able to represent the oil- water partition coefficient of a compound which is a significant guidance to predict

the activity of the compound. The CoMSIA ( Comparative Similarity Indices Analysis) method is applied to study the three- dimensional quantita-

tive structure- retention relationship( QSRR) between the retention time of flavones on a reverse chromatographic column and the molecular char-

acters of them. Most flavones have a characteristic component: hydroxyl, which is easy to form relatively strong intramolecular hydrogen bond that

weakens the molecule polarity . So the electrostatic field energy, steric field energy of the compounds and also the field energy of hydrogen bond

donor and acceptor have been taken account of in the CoMSIA molecule field computation. Then Partial Least Square ( PLS) method is exploited

to analyze the relationship between the fields and retention time, and finally a CoMSIA model is built. The cross- validated correlation coefficient

q2 of the model is 0. 705 and the non cross- validated correlation coefficient r2 is 0. 981, so the predictive ability of the model is considerable.

The results of this paper can be applied to direct the further study of the relationship between three- dimensional structure and retention time of

liquid chromatography .
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1  引言

黄酮类化合物是广泛存在于自然界的一大类多酚类化合

物,类型多样,是中药中重要的有效成分, 具有多方面的生物

活性。对该类化合物的结构和性质关系的深入研究, 可以更

好地了解黄酮类化合物的生物活性, 并推测代谢过程中结构

修饰对活性的影响。

液相色谱保留时间是研究化合物性质的重要参数之一,

其中反相 HPLC 的保留时间可以代表化合物的油/水分配系

数,可用以预测化合物活性。定量结构- 保留相关关系

( Quantitative Structure Retention Relationship, QSRR) 是对有机物

的结构与色谱保留值之间的定量关系进行研究, 可以更加充

分地利用样品的分析数据、样品保留行为解释色谱分离机制、

预测保留值,预测化合物的理化性质和生物活性[ 1]。

本文通过比较分子相似性指数分析( Comparative Similarity

Indices Analysis, CoMSIA )方法进行黄酮化合物在反相色谱柱上

保留时间与化合物结构分子特征之间的三维结构- 保留定量

相关关系的研究, 探讨了三维定量构效关系方法在黄酮类化

合物组分保留时间预测中的应用, 建立了黄酮类化合物的 3D

- QSRR模型。

2  方法

2. 1  化合物的选择

文献[ 2]报道了黄酮合物在反相 HPLC 色谱柱( Dikama 钻石

ODS C18色谱柱,流动相组成: A(甲醇) : B( 0. 15% 磷酸二氢钾

+ 0. 01mM磷酸缓冲液) , 流速为 1mL/ min)上的色谱保留时间

(见表 1)。本文以此为基础进行三维结构与保留时间相关性

研究。任选其中三个分子为测试集, 其余为训练集, 用于模型

计算。
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表 1  黄酮化合物的结构与其在HPLC色谱柱上的色谱保留时间[2]

Table1. The structures and retent ion time of the compounds

Compound R3 R5 R6 R7 R8 R2. R3. R4. Renten- tion t ime

Chrysin H OH H OH H H H 21. 914

Apigenin H OH H OH H H OH 10. 960

Baicalein H OH OH OH H H H 11. 628

Scutellarein H OH OH OH H H OH 6. 091

Luteolin H OH H OH H OH OH 7. 891

Galangin OH OH H OH H H H 24. 061

Kaempferol OH OH H OH H H OH 10. 229

Quercetin OH OH H OH H OH OH 6. 801

Morin OH OH H OH H OH H OH 5. 635

Wogonin H OH H OH OCH3 H H 18. 77

Acacet in H OH H OH H H OCH3 25. 734

Kaempferide OH OH H OH H H OCH3 27. 487

Tamarixetin OH OH H OH H OH OCH3 10. 228

Tangeretin H OCH3 OCH3 OCH3 OCH3 H OCH3 30. 909

Isovitexin H OH Glc- c OH H H OH 3. 489

Baicalin H OH OH A H H H 5. 256

DXG H OH H B H OH OCH3 3. 749

LG H OH H Glc- c H OH OH 3. 62

DG H OH H Glc- H OH OCH3 3. 747

Isoquecitrin Glc- OH H OH H OH OH 3. 913

Quercitrin Rha- OH H OH H OH OH 4. 568

  Glc- c: glucose-

Glc- : glucose- O-

A: Glucuronic acid

B: xylopyranosyl- glc-

DXG: diosmet in- 7- O- B- D- xylopyranosyl- ( 1- 6) - B- D- glucopyranoside

LG: luteolin- 7- O- glucoside

DG: diosmetin- 7- O- B- glucopyranoside

2. 2 计算方法

本文利用 CoMSIA 方法研究黄酮类化合物的定量结构-

保留相关关系, CoMSIA方法是在比较分子力场分析( Compara-

tive Molecular Field Analysis, CoMFA)方法基础上发展起来的建

立化合物结构与其性质之间相互关系的计算方法, 对 5 类物

化性质(立体场、静电场、疏水场、氢键给体场和氢键受体场)

进行评价。由于能够对氢键给体场和氢键受体场进行分析,

此方法较 CoMFA方法更适用于含有较多氢键给体和氢键受体

的分子模拟。CoMSIA方法采用具有物化特性且与距离有关的

高斯类型函数分别计算各力场能,避免了 CoMFA方法中因定

义分子表面附近网格点上能量阈值而造成的结果差异, 从而

更合理地揭示各力场分布与活性的相关性。

由于黄酮类化合物多含有羟基, 易形成较强的分子内氢

键,使分子极性减小。因此 CoMSIA分子场计算时不仅考虑了

化合物的静电场能,立体场能, 同时还考虑了化合物的氢键给

体和受体场能。

本文所有工作均在 SGI O2 工作站上 ,基于 Sybyl 6. 6 分子

模拟系统下完成, 计算过程中若无特别指明,所用参数均为软

件中的默认值。

2. 2. 1 构象分析和分子叠合

应用 Systematic Search方法, 以 10度为间隔搜寻该类化合

物的低能构象,并将最低能量构象默认为优势构象
[ 3]

(当多个

构象同时具有最低能量时, 选择出现概率最大的那个构象作

为化合物可能的优势构象)。对已优化的该类化合物加载了

Gasteiger- Huckel电荷[4] ,用于 CoMSIA模型计算。

所采用的叠合母核为黄酮分子骨架。对训练集分子进行

分子叠合,用于化合物 CoMSIA 模型计算。

2. 2. 2 构效关系的建立

根据叠加结果, 在叠合好的分子周围定义分子场的空间

范围,在定义的空间中按照 0. 02nm 的步长均匀划分格点; 在

每个格点上用探针离子 ( sp3 杂化的碳原子, 原子半径为 0.

1nm, 带一个正电荷)来评价格点上的分子场特征, 在计算分子

#10#     现代生物医学进展    Progress in Modern Biomedicine    2006 Vol. 6 No. 2     



中采用不同的分子场势能函数。

应用偏最小二乘( Partial Least Square, PLS)方法建立化合

物的色谱保留时间和分子场特征之间的关系[ 5, 6]。静电场能,

立体场能,氢键给体场和受体场能的势能值, 以及文献中测得

的保留时间值都用于模型 PLS 计算。

3  实验结果

3. 1  分子叠合
化合物分子结构的叠合图见图 1。

图 1  黄酮化合物分子叠合图

Fig. 1  The aligned compounds of f lavones

3. 2 QSRR模型建立

所建立的模型为立体场、静电场、氢键给体场及氢键受体

场等势图形式,以便于分析、预测。如图 2 所示, 左图为 CoM-

SIA立体场和静电场等势图, 右图为 CoMSIA氢键给体场和氢

键受体场等势图。

在立体场和静电场等势图中, 绿色 ( Green)区域表示在该

区域引入体积较大的基团将有利于提高化合物色谱保留时

间,而黄色( Yellow)区域则表明该区域附近不宜引入体积较大

的取代基,否则会降低化合物的保留时间; 红色 ( Red)区域表

示引入负电性基团使化合物保留时间将提高, 蓝色( Blue)区域

则表示引入正电性基团有助于提高化合物保留时间。

在氢键给体场和氢键受体场等势图中, 蓝绿色( Cyan)区

域表示在该区域引入越多的氢键给体, 越有利于提高化合物

保留时间,红紫色( Magenta)区域表示在该区域引入越多的氢

键受体,越有利于提高化合物保留时间。

图 2  黄酮化合物 CoMFA 分子场等势图

Fig. 2  The contour plot s of CoMFA of the flavones

  模型中 PLS计算中交叉验证方法结果如表 2。

表 2  CoMSIA模型分析结果

Table 2  Results of CoMSIA analyses

q2 r2 F Standard error

0. 705 0. 981 148. 492 1. 442

模型中分子场对所建结构- 保留时间相关关系的贡献分

别如表 3所示。

表 3  分子场对构建模型的贡献

Table 3  contribute of molecular fields to model constructing

steric elect rostatic hydrogen bond acceptor hydrogen bond donor

0. 106 0. 264 0. 200 0. 430

模型对测试集分子的预测值与实验值见表 4, 保留时间预

测值与实验测定值的相关图见图 3。

表 4  CoMSIA 模型对测试集分子预测结果

Table. 4  Results of CoMSIA analyses in testing set s

Test compound Actual Predicted error

Isoquecitrin 3. 913 3. 70706 0. 20594

baical in 5. 256 4. 28807 0. 96793

baicalein 11. 628 12. 4039 - 0. 7759

图 3  黄酮化合物实验值与模型预测值相关图

Fig. 3  Comparison of experimental w ith predicted value of the flavones
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4  讨论

通常交叉验证相关系数 q2> 0. 5 即表明由相应的变量所

建立的模型具有较好的预测能力[ 7] , 本模型 q2 值为 0. 705, 表

明该模型具有较好的预测能力。

从图 3 中可以看出: 在此 CoMSIA 模型中, 取代基处于 4.

位时, 取代基体积越大, 正电性越大, 有利于提高化合物保留

时间值; 取代基位于 7 位时, 取代基体积越小, 越则利于提高

化合物保留时间值。取代基位于 4. 、7 位时, 取代基正电性越

大,越有利于提高化合物保留时间。此外, 从表 3 中可以看

出,立体场的贡献比静电场的贡献大,所以立体场对保留时间

的影响程度比静电场要大。

例如化合物 DG 和化合物 LG,前者 7 位取代基的体积比

后者的小,前者 4. 位取代基体积及正电性皆比后者的大, 因此

前者比后者保留时间较长。化合物 Acacetin 和化合物 Ap-i

genin, 前者 4. 位取代基为甲氧基,比后者的 4. 位取代基羟基正

电性大,因此前者比后者保留时间长。

氢键给体位于 3. 、4. 、6、7 位时,有利于提高化合物保留时

间。氢键受体位于 3. 、4. 、4、5、6、7 位时,有利于提高化合物保

留时间。黄酮化合物多含有羟基, 可以形成分子内氢键, 降低

化合物极性,延长化合物色谱保留时间。

5  结论

本文通过对黄酮类化合物在 HPLC 色谱柱上的保留时间

和三维结构的QSRR研究, 结合黄酮类化合物富含羟基、易形

成分子内氢键的特点, 建立了较好的三维结构- 保留时间的

CoMSIA模型, 探讨了黄酮化合物色谱保留时间预测的新方法。

通过此实验,可以指导对同类未知成分的保留时间进行预测,

并提供相关的结构类别信息,为进一步通过 QSRR 方法指导同

类化合物保留时间预测提供了依据。
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药有效组分可能不透过血脑屏障却发挥良好的临床疗效。脑

微血管内皮细胞是血脑屏障的主要基础结构, 是药物直接作

用的靶细胞,既是效应器, 又具有强大的分泌功能。药物是否

直接改善内皮细胞功能而调节微血管机制, 或是通过内皮细

胞介导而发挥影响神经细胞功能都亟待探知。首先以脑微血

管内皮细胞为切入点,探索药物对内皮细胞的作用机制, 进而

研究内皮的分泌情况及其活性物质介导而影响神经细胞功能

的作用机制,阐明中药在可能不透过血脑屏障的情况下发挥

疗效的另一作用途径,无疑会为治疗脑系疾病的药物研究提

供新思路。
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