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摘  要 

目的：基于计算机的方法筛选中药天然产物数据库中潜在的新型Cdc2样激酶4 (CLK4)抑制剂。方法：利

用分子对接、分子动力学模拟、结合自由能计算等方法进行虚拟筛选。结果：筛选得到1个化合物，它能

通过特异性非共价相互作用与CLK4蛋白结合，分子动力学模拟也表明这个复合物体系在模拟时间内保持

稳定。结论：这个化合物具有潜在的CLK4抑制活性。本研究为发现新的CLK4抑制剂提供了新思路，并

为后续实验验证和药物开发提供了一个候选化合物。 
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Abstract 
Objective: To screen potential novel Cdc2-like kinase 4 (CLK4) inhibitors from a traditional Chinese 
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medicine natural product database by computer-based methods. Methods: Virtual screening was con-
ducted with molecular docking, molecular dynamics simulation, and binding free energy calculations. 
Results: One compound was identified, which interacted with CLK4 protein through specific non-co-
valent interactions. Molecular dynamics simulations showed that this complex system remained sta-
ble throughout the simulation. Conclusion: The compound shows potential CLK4 inhibitory activity. 
This research introduces a novel concept for uncovering new CLK4 inhibitors and identifies a poten-
tial compound for future experimental testing and drug development. 
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1. 引言 

胰腺癌(Pancreatic adenocarcinoma, PAAD)恶性程度高，早期转移倾向显著[1]，多数患者确诊时处于

晚期已失去手术机会[2]，5 年生存率仅约 13% [3]。当前化疗及外科切除疗效有限，且现有化疗药物往往

隐藏着难以预期的副作用[1] [4]，因此亟需开发针对 PAAD 关键分子靶点的靶向治疗策略。 
RNA 选择性剪接(Alternative splicing, AS)异常是 PAAD 发展的重要驱动因素[5]，当富含丝氨酸/精氨

酸的剪接因子(Serine/Arginine-Rich Splicing Factor, SRSF)家族成员(如 SRSF1、SFSF5、SRSF6)在 PAAD
中高表达或异常激活，RNA 的 AS 过程显著失调，进而促进癌细胞迁移、侵袭及转移；而敲除或下调这

些因子则抑制上述恶性表型[6]-[8]。Cdc2 样激酶 4 (Cdc2-like kinase 4, CLK4)作为双特异性 CMGC 激酶

[9]，通过磷酸化 SRSF 蛋白调控前体 mRNA 的 AS 过程，进而影响致癌基因表达及肿瘤细胞增殖、侵袭

[10] [11]。近期研究表明，CLK4 在 PAAD 细胞中表达显著上调，且其高表达与癌细胞增殖、侵袭密切相

关；抑制 CLK4 活性可有效降低 PAAD 细胞生长和存活率[12]。这些证据明确了 CLK4 是 PAAD 治疗的

潜在药物靶点。 
目前，针对 CLK4 的小分子抑制剂研究尚处于初期阶段[13]。仅有少数 CLK4 抑制剂被报道，例如

TG003、CTX-712、SM08502 等，它们在体外显示出对 CLK4 的抑制作用，但其靶向性和体内活性仍有

待进一步优化，以降低风险[14]-[16]。至今尚无获批上市的 CLK4 靶向药物，该领域存在巨大空白。因此，

开发新型、高效的 CLK4 抑制剂仍是该领域亟待解决的重要课题。 
中药天然产物具有来源广泛、结构多样及副作用较低等优势，为新型 CLK4 抑制剂的发现提供了丰

富的化合物筛选库[17]。计算机辅助药物设计借助计算算法与分子三维结构模拟，能够模拟分子间相互作

用，从而从海量化合物中快速、准确地筛选出潜在活性分子，为湿实验提供理论指导[18] [19]。本研究综

合运用分子对接、分子动力学模拟及自由能计算等方法，从中药天然产物数据库中筛选具有潜力的 CLK4
抑制剂，旨在为抗癌药物研发提供新型先导化合物。 

2. 方法 

2.1. 受体蛋白晶体结构准备 

从 RCSB 蛋白质数据库[20]中下载 CLK4 的晶体结构(PDBID: 6FYV)，同时去除水分子、离子及其他
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非配体小分子。CLK4 蛋白结构缺失的残基使用 Modeller [21]程序进行修复。使用 ADFR suite [22]对晶体

结构进行加氢和格式转化。基于共晶分子坐标确定筛选口袋位置及大小，用于接下来的对接过程。 

2.2. 高通量虚拟筛选 

2.2.1. 基于 AI 药物的高通量虚拟筛选 
DrugCLIp [23]作为当前最新一代人工智能驱动的高通量药物虚拟筛选平台，兼具超高通量筛选效率

与高精度结合亲和力预测能力，且经实验验证具有较高的命中率，适用于大规模候选分子的快速初筛。 
首先将来自 Herb [24]的中药天然产物数据库(包含约 4.6 万种化合物)上传至 DrugCLIp 的用户个人库，以

备接下来的高通量筛选过程使用。接着进入 DrugCLIp 首页，进行高通量筛选，受体蛋白为 1.1 中处理好的

CLK4 的晶体结构，通过晶体结构中的共晶分子确定蛋白结合口袋，筛选数据库为已上传的 Herb 数据库，参

数选择为默认模型。参照DrugCLIP 官方筛选流程(https://github.com/THU-ATOM/DrugCLIP_screen_pipeline)
的推荐阈值，最终保留 DrugCLIP 评分大于 3 的分子用于后续分析。 

2.2.2. 基于分子对接的虚拟筛选 
首先，对 2.2.1 中 DrugCLIp 评分大于 3 的化合物，使用 DataWarrior [25]生成其三维构型，并在 MMFF94s

力场下进行能量最小化，通过这些步骤确保生成的结构是能量最小的构象异构体。然后通过 OpenBabel [26]
确定化合物在 pH = 7.4 的环境下的质子化状态，为化合物结构中每个原子添加 Gasteiger 电荷，并将化合物

文件转变为 pdbqt 文件，用于接下来的对接过程。蛋白和小分子对接通过 AutoDockVina [27]完成，并筛选

对接得分小于−9 kcal/mol 的化合物。选择最佳结合构象导入 PyMOL 中进行进一步分析。 

2.3. 成药性参数预测 

使用 DataWarrior 对候选化合物进行成药性参数预测，计算包括 cLogP、致突变性、致肿瘤性、致畸

性、刺激性和药物评分，以进一步评估对人体的安全性和成药性。 

2.4. 分子动力学模拟 

使用 Amber24 [28]软件对未结合配体的蛋白质以及候选化合物与蛋白的复合物分别进行 100 ns 的分

子动力学模拟。首先，利用 tleap 模块调用 Amber ff19SB 力场，构建受体蛋白的拓扑文件。随后，针对

复合物中的候选配体，采用 antechamber 程序调用 GAFF2 力场生成其力场参数，并计算 AM1-BCC 电荷；

同时，使用 parmchk2 工具检查并补全缺失参数，以确保后续分子动力学模拟的顺利进行。SHAKE 算法

约束含氢原子的键，并使其维持在平衡值。每个体系都在 OPC 水模型的立方盒中溶剂化。从盒子表面到

溶质原子的最近距离设置为 10 Å，添加盐离子(Na+或 Cl−)以中和体系。对于每个体系，能量最小化分两

步完成。在第一步中，优化溶剂分子，同时对溶质施加 100.0 kcal/(mol·Å2)的力进行约束。第二步，取消

约束对整个体系能量最小化。然后，使用朗之万动力学控制温度，在 0.3 ns 内将体系温度从 0 K 逐渐加

热到 300 K，时间步长为 1 fs，在此期间为保持蛋白质结构稳定对溶质中的重原子施加 10.0 kcal/(mol·Å2)
力进行约束。在正式的分子动力学模拟运行之前，在温度为 300 K 和压力为 1 bar 的恒温恒压条件下运行

1 ns 模拟，以完全平衡体系。使用 Amber24 的 pmemd.cuda 模块，在 300 K 下以 2 fs 的时间步长，在恒

温恒容条件下运行 100 ns 模拟。 

2.5. 数据分析 

使用 cpptraj [29]分析轨迹数据，计算蛋白质的均方根偏差、均方根涨落，回转半径和候选化合物与

蛋白质间的氢键；使用 VMD [30]分析候选化合物和蛋白质的盐桥相互作用；使用 ProLIF [31]分析候选化
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合物和蛋白质的疏水相互作用，同时分析这些关键指标随时间的变化。并从 80~100 ns 轨迹中提取 200 帧

轨迹文件，通过 MM-GBSA 方法进行结合自由能计算，评估结合强度及能量贡献。 

3. 结果 

3.1. 分子对接结果分析 

为充分利用 Herb 中药天然产物数据库中多样化的分子，筛选靶向 CLK4 蛋白的潜在抑制剂，我们参

照图 1 所示流程进行逐步筛选，在此阶段获得 3 个符合条件的化合物(详见表 1 和图 2)，各项评分均表现

优异。为评估候选化合物对人体的安全性，进一步分析了它们的化合物相关性质(详见表 2)，综合结果表

明这些化合物成药性良好，对人体较为安全，可以进行下一步的研究。 
 

 
Figure 1. Virtual screening process 
图 1. 虚拟筛选流程 

 
Table 1. Scores of candidate compounds 
表 1. 候选化合物得分 

化合物 Herb Id DrugCLIP Score Docking score (kcal/mol) 

TCM1 HBIN000967 3.68 −9.38 

TCM2 HBIN026574 3.02 −9.47 

TCM3 HBIN033946 3.02 −9.12 

 

 
Figure 2. 2D structure of candidate compounds 
图 2. 候选化合物的 2D 结构 
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Table 2. Drug-likeness parameters of candidate compounds 
表 2. 候选化合物的成药性参数 

化合物 cLogP 致突变性 致肿瘤性 致畸性 刺激性 药物评分 

TCM1 −1.61 none none none none 0.66 

TCM2 1.99 low none none none 0.55 

TCM3 2.86 none none none none 0.52 

注：cLogP (化合物亲水性)：推荐范围 < 5；药物评分：参考范围为 0~1。 
 

三个候选化合物与 CLK4 的对接结果如图 3 所示。TCM1 与 CLK4 的残基 K189 形成了 1 个氢键

(hydrogen bonds, Hb)，并与残基 L165、V173、A187、F239、L242、L293 和 V322 形成多个疏水(hydrophobic, 
hp)相互作用，增强了亲和力，使形成的复合物结构更加稳定；TCM2 分别与 CLK4 的残基 E167 和 L242
形成了 1 个 Hb，也与 CLK4 的残基 L165 等形成多个 Hp 相互作用；TCM3 与 CLK4 的残基 K189 形成了

1 个盐桥(salt bridg, Sb)相互作用，同时又与多个残基形成 Hp 相互作用。 
 

 
Figure 3. Molecular docking of TCM1 (a), TCM2 (b) and TCM3 (c) with CLK4 
图 3. TCM1 (a)、TCM2 (b)、TCM3 (c)与 CLK4 蛋白对接结果 

 
两次筛选和化合物成药性参数分析结果表明，3 种化合物均可以与 CLK4 蛋白稳定结合，且具有良

好的安全性，具备成为 CLK4 抑制剂的潜力。 

3.2. 分子动力学模拟结果 

为了验证蛋白质和配体结合的稳定性，我们对未结合配体(Apo)蛋白和每个蛋白质–配体结合复合物

进行了时长为 100 ns 的分子动力学模拟。图 4(a)显示每个体系蛋白骨架的均方根偏差(root mean square 
deviation, RMSD)，它们在稳定后均收敛良好，表明在模拟过程中所有化合物都能够稳定结合到预测口袋，

并且每个复合物在 100 ns 模拟期间均能达到相应的平衡状态。值得注意的是，与 TCM1 结合后的 CLK4
蛋白 RMSD 值小于 Apo 的状态，表明化合物结合对 CLK4 稳定性的贡献；与 TCM3 结合后的 CLK4 蛋

白显示出比相应 apo 状态更小或相似的 RMSD 值，这表明在结合化合物的分子动力学模拟期间 CLK4 蛋

白没有发生明显的构象变化。然而，TCM2 结合后导致产生了比 apo 状态相对更大的 RMSD 值，这可能
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意味着 TCM2 结合模式不佳或诱导了非适应性构象变化。 
均方根涨落(root mean square fluctuation, RMSF)可以反映蛋白质中单个结构域的波动，这可以用于评

估化合物结合对蛋白质结构稳定性的影响。图 4(b)显示了 CLK4 蛋白结合化合物状态与 apo 状态 RMSF
值的对比，其中与 TCM1 结合的蛋白质展示出明显较低的灵活性，尤其在其所在口袋附近的氨基酸，表

明 TCM1 可能通过强相互作用稳定了蛋白质的结构；其余处于结合化合物状态的 CLK4 都显示出与其 apo
状态相似或偏大的 RMSF，这与 RMSD 值结果一致。 

回转半径(radius of gyration, Rg)可以反映蛋白质分子紧凑程度，这可以用于评估化合物结合后蛋白质

紧密程度。图 4(c)显示了 CLK4 蛋白结合化合物状态与 apo 状态 Rg 值的对比，表明蛋白在模拟过程中始

终处于相对紧凑和稳定的构象状态，与 RMSD 及 RMSF 结果基本一致。 
 

 
Figure 4. Molecular dynamics simulation results 
图 4. 分子动力学模拟结果 
 

综上，在分子动力学模拟过程中，CLK4 蛋白质在与 TCM1 结合后表现出较高的稳定性和较低灵活

性，表明 TCM1 的结合对 CLK4 是具有明显的稳定作用；CLK4 在与 TCM2 和 TCM3 结合后表现出相似

或偏大的灵活性，仍需通过结合自由能计算进一步评估。 

3.3. 结合自由能计算结果分析 

结合自由能用于评估不同小分子与 CLK4 蛋白结合的稳定性及结合亲和力。结合能分项包括范德华

作用能、静电能、溶剂化极化能、非极性溶剂化能、气相自由能和溶剂化自由能，总结合自由能是评估

蛋白配体结合稳定性和亲和力的重要指标。根据表 3的结果，TCM1 的总结合自由能表现优异在−30 kJ/mol
以下，具有较高的亲和力，是潜在的优质候选药物，在结合中范德华作用能、静电能、非极性溶剂化能

和气相自由能都有助于蛋白配体的结合。其中，静电能和气相自由能的作用尤为显著。而 TCM2 和 TCM3
的结合自由能与 TCM1 差值较大，表现一般，这与之前分子动力学模拟结果基本一致，表明它们与靶蛋

白的结合稳定性较弱，具有较差的特异性，因此予以排除。 
 

Table 3. Binding free energy decomposition of simulation systems 
表 3. 模拟体系结合自由能分解 

化合物 范德华作用能 静电能 溶剂化极化能 非极性溶剂 
化能 气相自由能 溶剂化 

自由能 总结合自由能 

TCM1 −27.02 −84.39 84.95 −3.76 −111.41 81.20 −30.21 

TCM2 −35.29 85.79 −63.43 −4.23 50.50 −67.66 −17.16 

TCM3 −39.11 89.36 −60.57 −4.67 50.25 −65.24 −14.98 
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综上结果表明，TCM1 这个候选化合物与 CLK4 的结合稳定性较高，结合自由能达到了较高的水平，

在热力学上表现出了较强的结合倾向，这一系列结果均表明 TCM1 是潜在优良的 CLK4 抑制剂。 

3.4. 潜在抑制剂的结合模式 

TCM1在动力学过程中氢键变化如图5(a)所示。在整个模拟过程中，它在80%以上的时间里都与CLK4
保持了连续且多个氢键相互作用，TCM1 与 CLK4 最高形成了 7 个氢键；如图 5(b)所示，TCM1 几乎始

终与 CLK4 保持了连续且多个疏水相互作用，与 CLK4 最高形成了 6 个相互作用。如图 5(c)所示，盐桥

相互作用与氢键形成数量基本类似，在 80%以上的时间里都与 CLK4 保持了连续且多个盐桥相互作用。 
 

 
Figure 5. Changes in the number of key interactions of TCM1 during molecular dynamics simulation and the contribution of potential 
key residues 
图 5. TCM1 在分子动力学模拟过程中关键相互作用数量的变化及潜在关键残基的贡献 
 

为进一步分析 TCM1 与 CLK4 结合的关键位点，我们统计整个轨迹中能稳定形成相互作用的氨基酸

及其对蛋白质稳定性的贡献。如图 5(d)~(e)所示，L165、F170、V173 和 V322 通过与 TCM1 形成疏水相

互作用，既稳定 TCM1 的构象，又降低蛋白质体系的能量；K189、N291 和 D323 通过与 TCM1 形成稳定

的氢键和盐桥相互作用，对蛋白质稳定性有较大贡献；遗憾的是尽管 F239 和 L242 与 TCM1 形成了疏水

相互作用，但是对蛋白质本身稳定性贡献几乎为零，只起到稳定化合物构象的作用。因此，TCM1 与 K189
和 D323 这两个位点形成的强相互作用对与 CLK4 的结合起到关键作用。 

4. 讨论 

PAAD 致死率高、缺乏有效治疗药物，已成为严峻的社会问题。中药天然产物因成分多样且对肿瘤

具有良好的靶向性，是宝贵的药物研发资源。鉴于 CLK4 与 PAAD 细胞的迁移侵袭高度相关，抑制其功

能对 PAAD 治疗具有重要意义，本研究基于 CLK4 三维结构，从中药天然产物数据库出发，综合运用分

子对接、分子动力学模拟及结合自由能计算等方法，经多轮筛选获得一个对 CLK4 具有明显抑制活性的

潜在化合物。结果显示，该化合物能与 CLK4 形成稳定复合物且结合亲和力强，同时具有良好成药性与
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结构稳定性。进一步发现 K189 和 D323 为关键结合位点，它们不仅与化合物形成稳定相互作用以维持其

构象，还显著降低蛋白体系能量，增强蛋白空间稳定性。 
综上，本研究通过计算机辅助筛选获得一个有潜力的 CLK4 天然抑制剂，为解决 PAAD 治疗药物匮

乏问题提供了新线索。但当前结论仅基于计算预测，后续需通过细胞、动物及临床研究进一步验证其疗

效与机制，从而为中药治疗 PAAD 提供更坚实的实验依据。 
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