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靶向 FLT3的抗肿瘤小分子抑制剂的虚拟筛选 *
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摘要 目的：本研究旨在利用虚拟筛选技术，从 ChEMBL数据库中发现新型 FLT3抑制剂，为靶向 FLT3的小分子抑制剂的开发提

供理论基础。方法：选取 ChEMBL数据库中约 240万个小分子作为数据集，以 FLT3蛋白为靶标，通过分子对接进行虚拟筛选，对

筛选得到的目标化合物进行 200 ns的分子动力学模拟，研究其与 FLT3蛋白之间的结合能力和稳定性。结果：通过虚筛选成功发

现了 5个未见文献报道的新型潜在 FLT3抑制剂（ChEMBL ID: 5186572、4845881、2151842、3642822、3916042），对接分数（-10.93

~ -12.58）和结合自由能（-82.06 ~ -88.49 kcal/mol）均优于参照组 Gilteritinib（-8.73和 -65.38 kcal/mol）；分子动力学模拟结果显示，

目标化合物与 FLT3蛋白均具有较强的结合能力，且与 FLT3蛋白形成的复合物具有良好的稳定性。结论：本研究利用虚拟筛选

技术成功发现了 5个未见文献报道的具有潜在抗肿瘤活性的 FLT3抑制剂，为新一代 FLT3抑制剂的研发提供了重要的理论基础。
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Virtual Screening of Small Molecule Inhibitors Targeting FLT3 for
Antitumor Activity*

To discover novel FLT3 inhibitors from the ChEMBL database by using virtual screening technology, and

provide a theoretical foundation for the development of small molecule inhibitors targeting FLT3. Approximately 2.4 million

small molecules from the ChEMBL database were selected as the dataset. FLT3 protein was chosen as the target, and virtual screening

was conducted via molecular docking. The binding affinity and stability of target compounds with FLT3 protein were investigated by

using 200 ns of molecular dynamics simulation. Five novel potential FLT3 inhibitors (ChEMBL ID: 5186572, 4845881,

2151842, 3642822, 3916042) not previously reported in the literature were successfully discovered by virtual screening. The docking

scores (-10.93 to -12.58) and binding free energies (-82.06 to -88.49 kcal/mol) of these compounds were superior to the reference com-

pound Gilteritinib (-8.73 and -65.38 kcal/mol). The results of molecular dynamics simulation have demonstrated a strong binding affinity

of the target compounds with FLT3 protein, leading to the formation of stable complexes. Five novel potential FLT3

inhibitors with potential anti-tumor activity not previously reported were discovered by virtual screening technology. These findings pro-

vide an important theoretical foundation for the development of next-generation FLT3 inhibitors.
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前言

近年来，白血病作为一种严重的血液系统恶性肿瘤，对世

界各地人们的健康构成了严重威胁 [1,2]。在白血病的不同亚型

中，急性髓系白血病（acutemyeloidleukemia, AML）是最为常见

且具有侵袭性的类型之一[3]。AML患者往往面临高度复发的风

险，同时可用的治疗选择相当有限[4]。FLT3（FMS-like Tyrosine

Kinase 3）是一种调节造血的 III类重要的细胞表面受体酪氨酸

激酶，激活后自身磷酸化从而激活下游多个信号通路，包括细

胞凋亡、增殖以及分化[5]。FLT3基因突变在 AML患者中特别

·基础研究·
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常见，这种突变导致 FLT3受体酪氨酸激酶的过度活化，进而

促进细胞的生长和增殖[6]。因此，针对 FLT3靶点的治疗策略已

成为 AML治疗领域的研究热点之一[7]。迄今为止，主要上市的

FLT3抑制剂有Midostaurin（米哚妥林）、Quizartinib（奎扎替尼）

和 Gilteritinib（吉列替尼）[8]，结构如图 1所示。其中，Midostaurin

属于多靶点激酶抑制剂，对 FLT3具有相对较强的抑制活性，

由于其有限的特异性，在临床治疗中容易出现脱靶效应 [9]。

Quizartinib和 Gilteritinib对于治疗携带 FLT3突变的复发 /难

治性 AML均具有显著疗效[10,11]，其中 Gilteritinib是可以单药治

疗 AML的 FLT3抑制剂[13]。然而，目前已有 FLT3抑制剂在使

用过程中仍然存在耐药性难以克服、治疗有效性不足等缺点。

因此，寻找新型的 FLT3抑制剂对 AML患者的治疗具有重要

意义。

图 1 已上市的 FLT3抑制剂结构

Fig.1 Structures of FLT3 inhibitors approved for marketing

随着计算化学的快速发展，虚拟筛选及分子动力学模拟技

术已在药物研发中得到了广泛的应用，成为了发现新型药物骨

架的有效途径，大大缩短了新药研发的时间周期[14-16]。虚拟筛选

分为基于配体和基于结构两种方法，前者利用药效团模型构

建，在受体蛋白结构未知时使用，后者则通过分子对接实现，适

用于已知受体蛋白结构的情况[12]。在本研究中，以欧洲生物信

息研究所开发的 ChEMBL数据库为基础[17,18]，该数据库是一个

手动整理的具有类似药物特性的生物活性分子数据库，包含约

240万个不同结构的化合物，以 FLT3蛋白为靶点，采用基于结

构的虚拟筛选方法，从约 240万个分子中进行新型 FLT3抑制

剂的筛选研究，对筛选得到的目标化合物通过分子动力学模拟

技术，分析其与 FLT3蛋白的结合能力与稳定性，为新型 FLT3

抑制剂的进一步研究提供理论基础。

1 材料与方法

1.1 受体蛋白及小分子数据库的准备

从蛋白质三维结构数据库 Protein Data Bank（http://www.

rcsb.org/pdb）中下载得到 FLT3蛋白与 Gilteritinib结合的共晶

结构（PDB ID：6JQR）作为后续虚拟筛选使用的受体结构[20]。使

用 Schr觟dinger 2023-4 软件包中的 Protein Preparation Wizard

模块对该蛋白进行预处理准备，包括去除原始配体、去除水分

子、给蛋白体系添加氢原子、在 pH=7.2的生理环境下对氨基酸

进行质子化处理等操作[21]，最后在 OPLS4[23]力场下对其进行能

量最小化处理，以确保体系达到稳定状态。

用于虚拟筛选的小分子结构来源于 ChEMBL数据库 [22]，

可从 https://www.ebi.ac.uk/chembl/ 下载。使用 Schr觟dinger
2023-4软件包中的 LigPrep模块对所有配体小分子进行 3D结

构优化工作，包括在 OPLS4力场下将所有配体小分子进行能

量最小化处理，使用 Epik程序进行正确的质子化预测处理，确

保其在生理条件（pH=7.2）下的质子化状态准确无误[24]。

1.2 验证性分子对接

为了确保分子对接方法的准确性，为后续虚拟筛选建立可

靠的实验条件，使用 Schr觟dinger 2023-4软件包中的 Glide 模

块，将共晶结构中原始配体 Gilteritinib从原始蛋白中分离，采

用 XP算法将其与 FLT3蛋白进行半柔性对接，对输出的最佳

结合构象与活性构象进行叠合分析，验证分子对接实验的准

确性。

1.3 基于结构的虚拟筛选

将上述预处理过的所有小分子化合物作为输入结构，使用

Schr觟dinger 中的 Virtual Screening Workflow 模块执行基于结

构的虚拟筛选[21]，虚拟筛选流程如图 2所示。

在 Glide模块下，依次使用高通量虚拟筛选（HTVS）、标准

精度（SP）和额外精度（XP）进行逐次筛选，每轮筛选结束后取

打分排名前 10％的化合物进行下一轮筛选。随后，利用 Prime

模块对筛选后得到的化合物分子进行分子力学 /广义波恩表

面积（MM/GBSA）[19]结合自由能的计算[25]。最后，对MM/GBSA
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结合自由能优于参照配体 Gilteritinib的分子进行聚类分析，以

得到结构和骨架多样的 FLT3抑制剂。

1.4 分子动力学模拟

为了验证虚拟筛选得到的目标化合物与 FLT3蛋白结合

的稳定性，采用 GROMACS 2020.7软件[26]对目标化合物 -FLT3

蛋白复合物进行分子动力学模拟。模拟过程中 FLT3蛋白采用

AMBER FF14SB [27] 力场，配体小分子的参数采用 AMBER

GAFF[28]力场将分子对接生成的复合物作为起始结构进行 200 ns

的分子动力学模拟[29]，最后对模拟的结果进行分析，获取目标

化合物与 FLT3蛋白结合复合物的均方根偏差（RMSD）、均方

根波动（RMSF）、回转半径（Rg）及氢键（H-bonds）数量等。随后，

使用 gmx_MMPBSA 1.6.0软件包中的分子力学 /泊松玻尔兹

曼表面积（MM/PBSA）方法，计算复合物模拟轨迹的结合自

由能。

2 结果

2.1 基于结构的虚拟筛选

通过 Schr觟dinger 2023-4软件包中的 Glide模块，成功地将

共晶结构中的原始配体 Gilteritinib从原始蛋白中分离，并采用

XP算法对其与 FLT3蛋白进行了半柔性对接。使用 PyMOL 2.5

软件将 Gilteritinib的对接构象与其活性构象进行了叠合分析，

并计算其 RMSD值，结果如图 3所示。RMSD为 0.3 魡，表明共
晶分子的对接构象与原始晶体结构几乎完全重合。图 2 虚拟筛选工作流程图

Fig.2 Workflow diagram of virtual screening

图 3 对接叠合结果

Fig.3 Result of molecular docking

对 ChEMBL数据库中约 240万个小分子化合物进行预处

理，同时选择已获批上市的 Gilteritinib作为参照化合物，分别

采用 HTVS、SP、和 XP三种不同精度，对数据集进行三轮虚拟

筛选，分别取对接打分排名前 10％的化合物，对最终命中化合

物进行MM/GBSA结合自由能计算，筛选得到 1060个结合能

力优于 Gilteritinb的化合物。通过聚类分析，筛选得到如下表 1

所示的 5个目标化合物，其中编号为 5186572的化合物的 XP

对接评分和 MM/GBSA 结合自由能分别为 -12.58 和 -88.49

kcal/mol，是目标化合物中与 FLT3相互作用最强的候选化合

物。化合物 4845881、2151842、3642822和 3916042的对接分数

（-10.93 ~ -12.53）和结合自由能（-82.06 ~ -87.86 kcal/mol）均优

于参照组 Gilteritinib（-8.73和 -65.38 kcal/mol），表明筛选得到

的目标化合物对 FLT3 蛋白具有比 Gilteritinib更好的结合亲

和力。
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2.2 分子动力学模拟

为了进一步探究各化合物与靶蛋白之间的结合机制、动态

行为和结合能力，对配体 -靶蛋白复合物进行了 200 ns的分子

动力学模拟[30]。通过分析 RMSD、RMSF、Rg值及氢键数量来观

察配体与靶蛋白之间的相互作用及结合稳定性。

RMSD值代表了与 FLT3蛋白形成的复合物在分子动力

学模拟期间与初始结构之间的偏离程度。根据图 4(a)所示的结

果，化合物 4845881、2151842、3916042和 3642822与 FLT3 蛋

白的复合物的 C琢 原子的 RMSD值的变化模式与 Gilteritinib

相似。在模拟开始时，这些化合物的 RMSD值逐渐增加，然后

在约 32 ns时趋于稳定。化合物 5186572与 FLT3蛋白复合物

的 C琢原子的 RMSD值在 175 ns时也趋于稳定。这表明，通过

虚拟筛选得到的目标化合物在 MD 模拟期间均能够与 FLT3

蛋白稳定的结合。

RMSF值能够有效地表征复合物在分子动力学模拟期间

的灵活性和运动强度。根据图 4(b)所示的结果，观察到大多数

残基的 RMSF值都小于 0.5 nm，除了位于末端和 Loop链区域

的残基外。这一结果表明，在整个 MD模拟的 200 ns范围内，

所有复合物均处于平衡状态。

Rg值可以有效地反映目标化合物与 FLT3蛋白复合物整

体构象的紧密程度和结构稳定性。如图 4(c)所示，在MD模拟

期间，FLT3蛋白与化合物 3642822、5186572复合物的 Rg值稳

定在 2.04 nm，化合物 3916042复合物的 Rg值稳定在 2.06 nm，

化合物 4845881和 2151842复合物与 Gilteritinib的 Rg值稳定

在 2.08 nm。结果表明，5个目标化合物的 Rg值均与 Gilteritinib

相近，且复合物体系曲线波动较小，表明目标化合物均可以与

FLT3蛋白紧密结合且稳定存在。

在分子动力学模拟过程中，氢键的形成对于评估蛋白质 -

配体复合物的稳定性和结构完整性至关重要。FLT3蛋白与 5

个目标化合物以及 Gilteritinib的复合物的分子间氢键相互作

用结果显示，所有配体与 FLT3蛋白均形成了稳定的氢键，如

图 5所示。其中，化合物 2151842、3916042与 3642822与 FLT3

靶蛋白之间保持了 3-4个氢键，与 Gilteritinib 的氢键数目相

当。化合物 4845881 与 FLT3 之间保持了 4-5 个氢键，优于

Gilteritinib，化合物 5186572与 FLT3之间维持了 2-3个氢键，

在整个模拟过程中保持稳定。模拟过程中多个氢键的形成表明

了目标化合物与 FLT3之间的特异性结合，与分子对接结果相

一致。

表 1 5个目标化合物及 Gilteritinib的对接结果

Table 1 Docking results of the five hit compounds and Gilteritinib

Serial Number Compound Name Compound Structure XP Docking score
MMGBSA △ G Bind

(kcal/mol)

1 5186572 -12.58 -88.49

2 4845881 -11.18 -87.86

3 2151842 -12.53 -84.20

4 3642822 -12.19 -82.10

5 3916042 -10.93 -82.06

Reference Compound Gilteritinib -8.73 -65.38
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图 4 MD模拟中复合物 C琢的 RMSD、RMSF及 Rg值

Fig.4 RMSD, RMSF, and Rg Values of C琢 in the Complex During

3 讨论

本研究采用基于结构的虚拟筛选和分子动力学模拟相结

合的方法，从 ChEMBL数据库 240万个小分子中筛选出了五

个具有潜在 FLT3 抑制活性的目标化合物（ChEMBL ID：

5186572、4845881、2151842、3642822、3916042）。SciFinder数据

库搜索结果显示，5个目标化合物均未有以 FLT3为靶点的抗

AML疾病的相关研究报道。化合物 5186572是一种基于哌嗪

的新型细菌拓扑异构酶抑制剂，目前用于新型抗菌药物的研发

中 [31]；化合物 4845881 属于嘧啶并咪唑类化合物，是一种

ZAP70不可逆抑制剂，对治疗免疫性疾病具有重要的意义[32]；

化合物2151842属于 N-苯基芳基甲酰胺衍生物，是一种新型

非核苷类逆转录酶抑制剂，已被证实对野生型 HIV-1病毒具有

较强抑制活性[33]；化合物 364282属于噻吩并嘧啶类化合物，被

证实具有潜在的蛋白激酶抑制活性[34]；化合物 3916042属于环

状吲哚衍生物，是一种微管蛋白聚合抑制剂，目前应用于新型

抗有丝分裂药物的研发中[35]。所筛选得到的 5个目标化合物突

破了现有 FLT3抑制剂药物骨架的局限性，为新型 FLT3抑制

剂的设计带来新的视角和思路。

200 ns的分子动力学模拟结果分析表明，5个目标化合物

与FLT3 蛋白复合物体系的 RMSD、RMSF和 Rg 值与 Gilteri-

tinib的相近；氢键相互作用分析结果表明目标化合物可以与

FLT3蛋白稳定形成 3-4个氢键，进一步证明目标化合物在与

FLT3蛋白的结合中表现出较强的结合力；5个目标化合物的

MM/PBSA计算所得各配体与靶蛋白之间的结合自由能，结果

表明，5 个化合物平均结合自由也能值在 -42.14 ~ -52.51

kcal/mol之间，与 Gilteritinib的（-44.64 kcal/mol）相当。

综上所述，本研究筛选得到的 5个目标化合物是结构新颖

图 5 配体与 FLT3复合物氢键统计图

Fig.5 Ligand-FLT3 Complex Hydrogen Bonding Statistic
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且具有潜在靶向 FLT3抗肿瘤活性的小分子抑制剂，为新型的

FLT3抑制剂的药物设计和结构优化研究提供一定的参考。
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