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三重再摄取抑制剂从单胺转运体解离的拉伸分子动力学模拟研究 
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摘要：目的  研究三重再摄取抑制剂(triple reuptake inhibitors，TRIs)与人类单胺转运体(human monoamine transporters，
hMATs)的解离机制。方法  采用拉伸分子动力学的方法模拟 3 个 TRIs 从 hSERT、hNET 和 hDAT 主要结合位点解离的动

态过程；通过计算解离过程中施加的外力随模拟时间的变化，分析抑制剂解离过程中重要的蛋白-配体间的相互作用；最

后通过 Jarzynski 方程的二次累积展开式计算抑制剂在 3 种转运蛋白的平均力势。结果  力谱图曲线表明影响 TRIs 解离

的残基在单胺转运蛋白上的分布主要如下：跨膜区域(TM1b、TM3、TM6a、TM10)和胞外 Loop 区域(EL2、EL4、EL5、

EL6)，其中主要结合口袋附近的残基极大地阻碍 TRIs 的解离。比较每个体系的平均力势数值，结果表明 EB1020 相比

NS2359 和 SEP225289 更容易从蛋白中解离。结论  本研究从原子水平揭示了 hMATs 与 TRIs 结合-解离机制，为基于结

构的选择性抗抑郁药物设计提供了理论依据。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To investigate the unbinding mechanism between triple reuptake inhibitors(TRIs) and human 
monoamine transporters(hMATs). METHODS  Steered molecular dynamics was used to explore the unbinding process of three 
inhibitors from hSERT, hNET and hDAT. The important protein-ligand interactions during dissociation were analyzed by 
calculating the external force-time profiles. Finally, the results of potential of mean force of the three inhibitors in each 
transporter were calculated by using the second cumulant expansion of Jarzynski’s equality. RESULTS  The force-time curve 
indicated that residues located in transmembrane domains(TM1b, TM3, TM6a and TM10) and extracellular loops domains(EL2, 
EL4, EL5 and EL6) were mainly involved in the ligand unbinding. The residues were located on the center binding site of protein 
could greatly hinder ligand dissociation. The average power potential of each system was computed and the result denoted that 
the dissociation of EB1020 from the hMATs was easier than that of NS2359 and SEP225289. CONCLUSION  This study 
reveals the unbinding dissociation mechanism of hMATs and TRIs at the atomic level, which provides a theoretical basis for 
structure-based antidepressant drug design with higher potency and selectivity. 
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单胺转运体(monoamine transporters，MATs)
属于溶质载体转运蛋白家族(SCL6)，包括五羟色

胺转运体(serotonin transporter，SERT)、去甲肾上

腺素转运体(norepinephrine transporter，NET)和多

巴胺转运体蛋白(dopamine transporter，DAT)[1]，

这些转运蛋白可将底物如多巴胺、去甲肾上腺素、

五羟色胺从胞外转运至突触前神经元胞质内，以

维持神经递质稳态[2]。单胺转运蛋白的功能失调会

引发抑郁症和其他神经系统精神疾病相关的症

状，因此，与人类单胺转运体(human monoamine 
transporters，hMATs)可作为开发抗抑郁药物的潜

在靶点[1,3-5]。 
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在过去的十几年里，随着网络药理学的不断

兴起，为复杂疾病的多重药理学(一个药物同时作

用于多个靶点)发展奠定了基础，同时，相对于单

一靶点对应单一药物，也为复杂疾病的多靶点药

物研究提供了新范式[6-8]。三重再摄取抑制剂(triple 
reuptake inhibitors，TRIs)能够同时作用于 hSERT、

hNET 和 hDAT，进而参与突触前神经递质 DA、

NE 和 5-HT 的释放并诱导单胺系统协同调节作用。

近年来，部分 TRIs 已进入临床研究阶段，通过调

节神经递质水平进而达到治疗抑郁症的目的[9-10]。

目前部分基于同源性蛋白(如亮氨酸转运体 LeuT
和果蝇 DAT)以及人源性蛋白(如 hSERT)的晶体结

构已被解析[11-12]，见图 1，hSERT 蛋白晶体结构由

12 段跨膜区域(TM)组成，并通过胞内和胞外 Loop
区域连接(ILs 和 ELs)形成的膜蛋白。钠离子、底

物 和 药 物 的 结 合 位 点 主 要 位 于 蛋 白 跨 膜 区 域

(TM1、TM3、TM6 和 TM8)。在此基础上相关研

究通过计算机模拟手段研究了 3 种转运体的热力

学性质，这些研究为基于结构的抗抑郁药物设计提

供了基础[13-14]。然而由于传统实验方法如 X-ray 和

NMR 难以捕捉到靶点-配体之间的结合-解离的动

态过程，目前 TRIs 抑制剂在 hMATs 中相关结合-
解离等动力学性质的研究尚不清楚。其次由于单胺

转运蛋白主要结合位点残基的保守型较高且跨膜

区域序列相似性>50%，这为设计选择性较好、活

性较高的多靶点抗抑郁剂药物带来挑战。 
 

 
 

图 1  人类单胺转运蛋白 hSERT 与模建的 hNET 和 hDAT
结构示意图 
Fig. 1  Structural diagram of human monoamine transporter 
hSERT, the modeled hNET and modeled hDAT  

因此，本研究通过恒速拉伸分子动力学模拟

(steered molecular dynamics，SMD)方法来表征 3 个

活 性 较 好 且 进 入 临 床 试 验 的 TRIs(NS2359 、

SEP225289 和 NS2359)在 hMATs 解离机制。在纳

秒时间尺度内，揭示了 3 个 TRIs 在 3 种转运蛋白

中可能的转运路径，并从中发现了 2~3 个短暂且

稳定相互作用的复合物构象。此外，根据平均力

势的计算对 3 个 TRIs 的解离难易程度进行评估。

这些信息也有助于从原子水平解释 TRIs 在 hMATs
中的选择性作用机制，为设计活性更佳、选择性

更专一、不良反应更少的抗抑郁药物设计提供有

用的信息。 
1  方法 
1.1  体系准备 
1.1.1  蛋白准备  hSERT 晶体结构来自 PDB 数据

库(PDB ID：5i71)，通过 Pymol 软件[15]将 hSERT
的突变位点 (Y110A-I291A-T439S)进行修改得到

野生型 hSERT 蛋白，并通过 Maestro 的 Protein 
Preparation Wizard 模块对野生型 hSERT 结构进行

优化。由于人源性 hDAT 和 hNET 晶体结构尚未解

析出来，所以本研究以 hSERT 晶体结构为模板，

使用 Chimera 软件构建 hDAT 和 hNET 的三维结

构。其中 hDAT 和 hNET 的一级氨基酸序列从

UniPort 网址(Entries：P23975 和 Q01959)获得。通

过对优化后的 3D-晶体结构的主要结合位点定义

蛋白格点文件，使用 Maeastro 的 Receptor Grid 
Generation 模块生成格点文件以备用。 
1.1.2  抑制剂准备  3 个抑制剂的化合物结构导

入 Maestro 中，通过 LigPrep 模块[16]给小分子施加

力场(OPLS-2005 力场)，然后对其进行构象和能量

的优化，并在 pH 值为 7.0±2.0 条件下，使用 Epik
进行离子化处理。 
1.1.3  分子对接  选择 SP 精确度，将预处理的 3
个配体分子分别对接到蛋白中。为提高对接构象

的采样，设置每次对接至少产生 30 个对接构象。 
1.1.4  分子动力学模拟体系准备  9 个复合物的

模拟代表构象来自文献[14]。首先利用 PPM[17]和

CHARMM-GUI 在线网址[18]将 9 个起始对接构象

进行跨膜蛋白定向和 POPC 磷脂双分子的添加。

为了构建的体系更接近真实的生理环境，对体系

中添加额外的抗衡离子 0.15 mol·L−1 NaCl 用以中

和体系的电荷以及水分子的混合溶剂模型。其中

水分子模型 TIP3P 的厚度为 20 Å，分别位于蛋白
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的上下两端，最终形成约 86 000 个原子的复合物

模拟体系。其次，蛋白和磷脂双分子层分别选择

ff14SB 力场和 Lipid14 力场描述。小分子配体分子

参数化使用 Gaussian 09[19]软件和 antechamber 程

序[20]对 3 个小分子配体进行 HF/6-31G*RESP 电荷

参数的拟合。最后，使用 AMBER16[21]中的 tleap
工具生成 9 个复合物体系进行分子动力学模拟前所

需的拓扑文件和坐标文件。 
1.2  分子动力学模拟 
1.2.1  常规分子动力学模拟  NAMD-GPU(版本：

2.12)软件用于复合物体系的常规分子动力学模

拟。其过程共分为 3 个部分：能量最小化、能量

平衡以及模拟过程。首先，对系统进行能量最小

化，第 1 步，限制除磷脂分子亲水性头部以外的

所有原子，只允许磷脂分子亲水性头部运动，优

化 0.1 ns，并平衡 0.5 ns。第 2 步，固定配体除氢

以外的所有重原子，蛋白的 Cα 原子，其余原子自

由移动，也进行 0.1 ns 的优化并平衡 0.5 ns。优化

完成后，模拟体系进入平衡阶段，解除约束限制，

使所有原子处于自由运动状态。最后在恒温恒压

条件下进行 5 ns 成品动力学模拟以获得拉伸模拟

所需要的输入文件。其中，温度和压力设置为 310 K
和 1 个大气。特定的准备文件及周期性边界的数值

大小使用 VMD1.9.3 软件[22]获得。模拟体系静电作

用截断值为 10.0 Å，采用 PME 计算方法[23]，所有

包含氢原子的键的伸缩通过 SHAKE 算法[24]进行限

制。模拟过程中积分步长为 2 fs，轨迹每 5 000 步

写入一个数据。 
1.2.2  拉伸模拟  在进行拉伸模拟前，首先对蛋

白 α-碳骨架进行约束限制、对配体重原子施加一

个外力。拉伸的起始位置位于蛋白的主要结合位

点区域，拉伸方向朝蛋白胞外一侧。其中范德华

相互作用的截断值设置为 13 Å，switchdist 为

10 Å，pairlistdist 为 13.5 Å。温度由朗之万动力学

(Langevin Dynamics)控制[25]。通过预实验对 2 个关

键参数弹性系数(k)和速度(v)进行摸索，最终选定

拉 伸 速 度 v 为 4 Å·ns−1 ， 弹 性 系 数 k 为

30 kcal·mol−1·Å−2 时能够达到匀速拉伸的要求。为

了减小 PMF 统计误差，本实验对每一个体系平行

10 次分子动力学模拟，然后计算平均 PMF 值。最

后，经过 10 ns 模拟轨迹得到 1 000 帧蛋白-配体复

合物的动态解离构象以及力随模拟时间变化的力

谱图。 

2  结果 
2.1  TRIs 在解离过程中拉力随模拟时间的变化 
2.1.1  3 个抑制剂在 hSERT 中的解离机制  通过

计算拉力随模拟时间的变化，在 9 个 hMATs-TRIs
复合物体系中观察到 3~4 个显著的力峰值，表明

hMATs-TRIs 模拟过程中出现短暂且稳定的相互作

用，进而需要更大的外力维持抑制剂的匀速移动。

出现第 1 个力的峰值分别在 0.57~0.65 ns，0.55~ 
0.71 ns 和 0.46~0.55 ns 左右附近，此时 NS2359、

SEP225289 和 EB1020 在 hSERT 中的拉力分别约

为 46.40 kcal·mol−1·Å−1，28.24 kcal·mol−1·Å−1，

30.73 kcal·mol−1·Å−1，结果见图 2。在对应的代表

结构 P1 中，可以观察到抑制剂的质子化氮基团与 
 

 
 

图 2  TRIs-hSERT 体系的拉伸分子动力学模拟 
A–hSERT-NS2359；B–hSERT-SEP225289；C–hSERT-EB1020。 
Fig. 2  Steered molecular dynamics of TRIs in hSERT 
A–hSERT-NS2359; B–hSERT-SEP225289; C–hSERT-EB1020. 
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带负电的天冬氨酸之间的氢键相互作用仍然存

在。同时随着抑制剂不断移动，残基 Y176 的侧链

形成显著的空间阻碍，从而出现较大的峰值。此

外，抑制剂 SEP225289 与残基(S336 和 F335)骨架

氧原子形成 2 个氢键相互作用，EB1020 与残基

S438 侧链氧原子形成一个氢键相互作用。由于这

些短暂的氢键相互作用促使抑制剂的质子化氮端

基团(定义为头端)稳定在中心结合口袋，而含芳香

模块的一端(定义为末端)经历显著的构象翻转。在

2.35~2.75 ns 时，出现第 2 个力峰值，通过提取对

应的代表结构 P2 进行结合模式分析，可以观察到

残基 F355 的骨架氧原子均与 3 个抑制剂形成氢键

相互作用。同时，抑制剂 NS2359 和 SEP225289
与口袋附近的残基(Y175、V489、E493、E494、

F335、R104 和 W103)形成疏水性相互作用。值得

注意的是，门控开关(残基 R104 和 E493)与抑制剂

的芳香基团形成强烈的空间阻碍。在 5.00~5.73 ns
左右，通过对代表结构 P3 进行分析，NS2359 主

要与 EL2 和 TM10 区域的残基(T233、E229、Y232、

F566、L566 和 S404)相互作用，其中 F566 与

NS2359 形成氢键相互作用。SEP225289 主要与残

基(Y323、W182、A401、S404、L565 和 F566)相
互作用。而此时 EB1020 的头端基团除了与残基

D328 存在氢键互作外，抑制剂的萘基团几乎完全

从 hSERT 通道中解离。在 8.00 ns 附近，对代表结

构 P4 进行分析，除了少数残基如 E229、T232 与

SEP22528 形成氢键相互作用外。3 个小分子抑制

剂基本从靠近胞外 Loop 区域解离。 
2.1.2  3 个抑制剂在 hNET 中的解离机制  3 个抑

制剂在 hNET 中力与时间变化的曲线图见图 3。在

起始 1.24 ns 附近，拉力急剧增大。通过代表构象

P1 可以观察到，由于小分子配体的质子化氮基团同

时与残基 D75 侧链羧基、残基 F317 骨架氧原子形

成氢键相互作用。同时，3 个抑制剂的末端基团

经历显著的构象变化，残基侧链 L76 和 Y152 显

著阻碍抑制剂的解离。在 0.48~1.24 ns 附近，

NS2359、SEP22529 和 EB1020 出现第一个力的峰

值分别约为 35.38 kcal·mol−1·Å−1，27.70 kcal·mol−1·Å−1

和 36.98 kcal·mol−1·Å−1。随着抑制剂不断移动，这

些短暂的相互作用被打破，外力急剧变小。此时，

在 1.72~2.98 ns 附近，配体在解离过程中出现第二

个力峰值。其中，保守性残基 D75 侧链的羧基仍

与抑制剂 SEP225289 和 EB1020 形成氢键相互作 

 
 

图 3  TRIs-hNET 体系的拉伸分子动力学模拟 
A–hNET-NS2359；B–hNET-SEP225289；C–hSERT-EB1020。 
Fig. 3  Steered molecular dynamics of TRIs-hNET system 
A–hNET-NS2359; B–hNET-SEP225289; C–hNET-EB1020. 
 

用。残基 Y152 也与抑制剂 EB1020 形成氢键相互

作用。此外，NS2359 与残基(W80、R81、L76、

Y151、Y152、I155、F388、A384、D473 和 L469)，
SEP225289 与残基(W158、I155、Y151、Y152、

D473、R81、L76 和 W80)，EB1020 与蛋白区域

TM1b、TM3 和 TM10 残基(W80、D75、F317、

D473、Y151 和 Y152)形成疏水相互作用。与起始

构象相比较，3 个抑制剂的解离过程与门控开关

(R81 和 D473)存在显著的构象重排。在 2.98 ns 之

后，随着拉伸的距离变大，抑制剂与保守型残基

D75 的氢键相互作用完全消失，同时，抑制剂

NS2359 和 SEP225289 的末端基团的朝向再次发生
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显著的构象变化。第三个力的峰值出现在 5.00 ns
附近，抑制剂 NS2359 和 EB1020 分别与残基 D546
和 D473 侧链形成氢键相互作用。同时，NS2359
与蛋白区域(EL4、TM6a 和 EL5)，SEP225289 与

蛋白区域(TM1b、EL4 和 EL5)，EB1020 与蛋白区

域(TM1b、EL4、TM10 和 EL5)部分残基主要形成

疏水性相互作用见图 3。在模拟时间为 5.50 ns 时，

蛋白残基(D378 和 E337)与 SEP25289 的质子化基

团(–NH3+)形成明显的静电相互作用，且氢键相互

作 用 距 离 <2.0 Å ， 5.00~6.00 ns 平 均 力 值 为

2.20 kcal·mol−1·Å−1。在模拟进行到 8.10 ns 时，尽

管配体的构象发生较大的翻转，残基 D378 与

SEP225289 的相互作用仍然维持，其中 5.50~8.0 ns
的平均力值为 0.94 kcal·mol−1·Å−1，表明随着配体

逐渐靠近胞外 EL4a 区域时，力值的变小以及残基

(D378 和 E337)与配体形成氢键相互作用的倾向可

能有利于配体的解离。在 8.00 ns 附近，通过 P4
代表结构，可以看出少数残基与抑制剂有较弱的

相互作用如 EB1020 与 T544 和 Y545、SEP225289
与 D378 参与氢键相互作用。整体而言，3 个抑制

剂完全从 hNET 口袋中解离。 
2.1.3  3 个抑制剂在 hDAT 中的解离机制  在 3 个

hDAT-hTRIs 复 合 物 体 系 中 ， 第 一 个 力 的 峰 在

1.42~1.51 ns(NS2359) ， 0.57~0.74 ns(SEP225289)
和 0.70~0.81 ns(EB1020)附近，对应的力峰值分别

约为 33.50 kcal·mol−1·Å−1，40.97 kcal·mol−1·Å−1 和

39.00 kcal·mol−1·Å−1。结果见图 4。 
从代表结构 P1 可以看出，小分子抑制剂的质

子化氮基团仍位于中心结合口袋，并与残基 D79
侧链羧基形成氢键相互作用。此外，抑制剂 NS2359
与残基 F320，EB1020 与残基(F76 和 S321)也参与

氢键相互作用。与起始构象相比，小分子配体的

尾端芳香模块也经历显著的构象变化。同时，抑

制剂的解离必须通过克服残基 Y145 和配体芳香

环之间的空间位阻才能越过能量壁垒。这些观察

结果有助于理解 TRIs 的动力学行为的差异。第二

个峰值出现在 3.78~3.84 ns(NS2359)，2.41~2.52 ns 
(SEP225289)和 2.63~2.73 ns(EB1020)附近，通过代

表结构 P2 可以看出，3 个抑制剂与残基 D78 的氢

键相互作用消失。NS2359 中-CH2CH3 基团与残基

R85 形成氢键相互作用。抑制剂的末端朝向胞外一

侧主要与疏水性残基相互作用(Y548、F472、D476、

F387、R85、W84 和 P387)，尤其是门控开关残基

R85 和 D476 的盐桥相互作用与抑制剂中芳香基团

两侧存在较强的空间阻碍，可能会影响抑制剂从

主要结合口袋中解离。在第三个力的峰值中，抑

制剂(NS2359 和 EB1020)与残基(I469、F472、H547、

P387、D385、F217、Y548、I392 和 A214)，SEP225289
和残基(Y470、T419、L541、L224 和 L222)主要参

与疏水性相互作用。此外，NS2359 和 EB1020 分

别与残基 H547 和 P387 形成氢键相互作用。在

7.00~8.00 ns 附近，抑制剂 SEP225289 和 EB1020
几乎完全从蛋白通道中解离。NS2359 再次经历构

象翻转，头端与残基(E218 和 A214)形成氢键相互

作用，之后 NS2359 也从 hDAT 蛋白通道中完全

解离。 
 

 
 

图 4  TRIs-hDAT 体系的拉伸分子动力学模拟 
A–hDAT-NS2359；B–hDAT-SEP225289；C–hDAT-EB1020。 
Fig. 4  Steered molecular dynamics of TRIs-hDAT system 
A–hDAT-NS2359; B–hDAT-SEP225289; C–hDAT-EB1020. 
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2.2  平均力势随反应坐标的变化 
为了进一步研究 3 个抑制剂在 hMATs 中的解

离机制，本研究通过 Jarzynski 方程二次累积展开

式计算 9 个复合物体系的 PMF。3 个抑制剂

NS2359、SEP225289 和 EB1020 在 hDAT、hNET
和 hSERT 中的ΔGoff 分别为 261.52，200.91，

199.41，262.24，270.84，212.47，183.67，160.79，

158.15 kcal·mol−1，见图 5A~C。 
3 个抑制剂在 hDAT 中的 PMF 值均大于

hSERT-TRIs 体系，表明抑制剂在 hDAT 中的解离

比后者较难，这也与实验值 Ki 一致，见图 5。此

外，除了 SEP225289-TRIs 体系外，也发现 NS2359
和 EB1020 在 hNET 和 hSERT 中的 PMF 值相差不

大。然而在 EB1020-hNET 模拟体系中，解离自由

能数值与实验值的趋势不一致，可能的原因是抑

制剂作用于不同蛋白时的活性值(Ki)差异较小。 
3  结论 

本研究中，SMD 揭示了 TRIs 从 3 种转运蛋

白口袋中结合到解离的动态过程。力谱图表明 3
个 TRIs 在解离过程中经历蛋白 TM 区域(TM1b、

TM3、TM6a、TM10)以及胞外 Loop 区域(EL2、

EL4、EL5 和 EL6)，位于这些区域的氨基酸在

TRIs 解离过程参与重要的作用，同时 TRIs 解离

过程中出现短暂的相互作用为基于结构的药物

设计提供了有用的信息。此外，通过 PMF 曲线

图定量地比较了解离自由能与抑制剂的结合亲

和力的相关性。以上结果表明通过对模拟轨迹的

构象分析以及能量计算能够预测 TRIs 抑制剂在

hMATs 的动力学性质，这将有助于多靶点抗抑郁

药物的设计。 
 

 
 

图 5  抑制剂从 hMATs 蛋白解离过程中 PMF 随反应坐标的变化 
A–NS2359 复合物体系；B–SEP225289 复合物体系；C–EB1020 复合物体系；A1–NS2359 的解离路径；B1–SEP225289 的解离路径；C1–EB1020
的解离路径。球体代表配体的质心。 
Fig. 5  Potential of mean force(PMF) profiles of inhibitors dissociate from center binding site of hMATs  
A–NS2359-bound complexes system; B–SEP225289-bound complexes system; C–EB1020-bound complexes system; A1–unbinding pathway of NS2359 
to hMATs; B1–unbinding pathway of SEP225289 to hMATs; C1–unbinding pathway of EB1020 to hMATs. The ligands were represented by sphere. 
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