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Tóm tắt   

Một số enzyme PMO của nấm đạo ôn Magnaporthe oryzae được biểu hiện mạnh trong quá trình xâm nhiễm vào cây lúa. 

Đây có thể là nhân tố trợ giúp trong quá trình xâm nhiễm của nấm đạo ôn vào vật chủ, do đó việc nghiên cứu các chất ức 

chế enzyme PMO có nguồn gốc từ thiên nhiên có thể mang lại một phương pháp kháng bệnh đạo ôn thân thiện với môi 

trường. Trong nghiên cứu này chúng tôi đã sử dụng các công cụ tính toán để sàng lọc các hợp chất thiên nhiên ức chế 

enzyme PMO MGG_06069 (AA9) từ cơ sở dữ liệu Vietherbs của hơn 4600 các hợp chất thiên nhiên khác nhau. Kết quả 

mô phỏng động lực học phân tử và mô phỏng docking phân tử cho thấy có 41873 cấu hình docking với AA9, trong đó có 

03 hợp chất (Pubchem ID 164630, 5322012, và 6325833) tạo ái lực liên kết mạnh nhất với AA9. 

Từ khóa: Magnaporthe oryzae; bệnh đạo ôn; enzyme PMO; mô phỏng, docking.  

Abstract 

Some PMO enzymes of the rice blast fungus Magnaporthe oryzae were highly expressed during infection in rice. These 

PMO enzymes could facilitate fungal penetration into rice tissues; therefore, the study of naturally derived PMO enzyme 

inhibitors may provide an eco-friendly method to control rice blast disease. In this study, we used computational tools to 

screen natural compounds that potentially inhibit PMO enzyme MGG_06069 (AA9) from the Vietherbs database of more 

than 4,600 different natural compounds. The results of molecular and molecular docking simulations showed that there 

were 41873 docking compounds with AA9, of which 03 compounds (Pubchem ID 164630, 5322012, and 6325833) 

showed highly potent inhibitors with sub-nanomolar affinities. 
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1. Mở đầu 

Đồng là một trong những kim loại oxy hóa 

khử được sử dụng nhiều nhất trong sinh học [1]. 

Có một số loại vị trí hoạt động của đồng trong 

sinh học với sự kết hợp khác nhau của các phối 

tử N, O và S. Trung tâm hoạt động monocopper 

loại 2 chứa các phối tử N/O, được tìm thấy trong 

nhiều enzyme hoạt hóa oxy. Trong thập kỷ 

trước, trung tâm hoạt động monocopper loại 2 

mới được xác định trong polysaccharide 

monooxygenase (PMO), một họ của enzyme 

hoạt hóa oxy có thể phân cắt các polysaccharide 

thông qua hydroxyl hóa liên kết CH gây ra sự 

phân cắt liên kết glycosidic (Hình 1) [2-10]. Do 

tác dụng phân cắt oxy hóa mới của chúng, PMO, 

còn được gọi là PMO dung dịch (LPMO), có khả 

năng hoạt động hiệp đồng với các hydrolase 

glycoside (GH) truyền thống được sử dụng rộng 

rãi trong các ngành công nghiệp. Do đó, PMO 

có tiềm năng to lớn trong việc cải thiện các quá 

trình chuyển đổi sinh khối. 

PMO sử dụng histidine đầu N bảo tồn (H1) 

và một histidine bảo tồn khác (H75 trong cấu 

trúc PDB 5UFV) để điều phối trung tâm đồng 

theo mô típ hình chữ T được gọi là nẹp histidine 

[6] (Hình 1). Trong hầu hết các họ PMO, một 

tyrosine chiếm vị phối trí proximal. Vị trí 

equatorial và vị trí distal mở để liên kết với các 

phối tử ngoại lai như O2 và nước. Một số đơn 

phân bao quanh các tâm đồng, chẳng hạn như 

đơn phân được bảo tồn Q167 trong các PMO 

hoạt tính trên cellulose, tạo thành liên kết H với 

các phối tử vị trí hoạt động, đã được chứng minh 

là rất quan trọng đối với hoạt tính [3, 11]. 

Khi nghiên cứu kỹ các trung tâm đồng trong 

tất cả các họ PMO đã được mô tả đặc trưng, 

chúng tôi nhận thấy rằng có sự đa dạng lớn về cả  

 

hình học của inner sphere và mạng liên kết hydro 

xung quanh trung tâm hoạt động [12]. Tuy 

nhiên, chỉ trong một số trường hợp có các cấu 

trúc độ phân giải cao, trung tâm Cu(II) của PMO 

mới được mô tả chi tiết [13-16]. Trong hầu hết 

các cấu trúc, trung tâm đồng bị hư hỏng bởi 

chùm tia X cường độ cao được sử dụng để thu 

thập dữ liệu XRD [12]. Hơn nữa, các cấu trúc 

XRD chỉ cung cấp quan điểm tĩnh trên các trang 

web hoạt động của đồng. Trong nhiều PMO, phổ 

cộng hưởng thuận từ điện tử (EPR) cho thấy tâm 

đồng tồn tại trong một hỗn hợp của các cấu trúc 

khác nhau [9-11, 17]. 

Sự hiểu biết chi tiết về trung tâm hoạt động 

đơn nhân đồng là việc cần thiết để hiểu được cơ 

chế của PMO. Do sự hạn chế về dữ liệu thực 

nghiệm nói trên, các công cụ tính toán đã được 

sử dụng để nghiên cứu về trung tâm hoạt động 

của các PMO [18] cũng như cơ chế phản ứng 

[19] hay tương tác giữa chúng với các cơ chất 

[20]. Các phương pháp tính toán này đã được sử 

dụng để sàng lọc chất ức chế cho nhiều enzyme 

[21, 22] và cũng có thể được áp dụng để sàng lọc 

các chất ức chế PMO. Các PMO của nấm đạo ôn 

Magnaporthe oryzae, bao gồm MGG_06069 

(AA9) và MGG_00245 (AA16), được biểu hiện 

mạnh trong quá trình xâm nhiễm vào vật chủ 

(cây lúa). Ức chế các enzyme này sử dụng các 

chất ức chế tự nhiên có thể mang lại một phương 

pháp thân thiện môi trường để kháng bệnh đạo 

ôn trên cây lúa. Các PMO thuộc họ PMO AA16 

chưa được nghiên cứu cấu trúc, trong khi họ 

PMO AA9 đã được nghiên cứu. Vì vậy, chúng 

tôi tập trung vào việc sàng lọc các chất ức chế tự 

nhiên cho AA9. 4600 hợp chất thiên nhiên từ cơ 

sở dữ liệu Vietherbs [23], cơ sở dữ liệu các hợp 

chất tự nhiên ở Việt Nam, sẽ được nghiên cứu. 
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Hình 1. Sự phân cắt liên kết glycosidic gây ra bởi sự hydroxyl hóa liên kết C-H bởi vị trí hoạt động của đồng trong PMO. 

2. Phương pháp nghiên cứu 

2.1. Cấu trúc AA9 và chất ức chế 

Khoảng hơn 4600 chất thiên nhiên từ cơ sở 

dữ liệu Vietherbs [23] được sử dụng để đánh giá 

khả năng ức chế enzyme AA9 (tên gọi khác là 

enzyme PMO). Cấu trúc 3 chiều của các hợp 

chất thu được từ cơ sở dữ liệu PubChem [24-26]. 

Trong khi đó, cấu trúc 3 chiều của AA9 được tải 

từ ngân hàng cơ sở dữ liệu protein (Protein Data 

Bank) với ID 5TKI [16].  

2.2. Tính toán hóa học lượng tử 

Vị trí hoạt động đồng trong cấu trúc XRD của 

AA9 được sử dụng để chuẩn bị các mô hình đầu 

vào cho tính toán DFT. Các residue quan trọng 

tạo thành tương tác đáng kể với tâm đồng được 

lấy bằng MCPB.py [27] với mức cắt 4,1 Å từ 

nguyên tử đồng. Các mô hình được tối ưu hóa về 

mặt hình học trong môi trường nước ẩn (hằng số 

điện môi ε ~ 78,4) bằng cách sử dụng phép tính 

lượng tử hóa học với B3LYP phiếm hàm lai ở 

mức 6-31G (d, p).  

2.3. Mô phỏng docking phân tử 

AutoDock Vina [28] được sử dụng để gắn các 

chất ức chế có sẵn vào khe hở liên kết của AA9. 

Khe hở liên kết được chọn có trung tâm là Cu2+. 

Trong đó, kích thước lưới docking được chọn là 

24 × 24 × 24 Å. Mặc dù, hiệu suất của AutoDock 

Vina phụ thuộc vào tham số exhautiveness, được 

chọn là 8 do các kết quả đánh giá cho thấy 8 là 

một giá trị phù hợp [29]. Chênh lệch năng lượng 

lớn nhất giữa các cấu hình docking được đặt 

thành 7 kcal mol-1. Ái lực liên kết phối tử lớn 

nhất được chọn là cấu trúc gắn kết tốt nhất. 

2.4. Mô phỏng động lực học phân tử 

GROMACS phiên bản 5.1.5 [30] với khả 

năng tăng tốc GPU được sử dụng để mô phỏng 

động lực học phân tử của hệ AA9 + chất ức chế. 

Các thông số mô phỏng MD được tham khảo từ 

các nghiên cứu trước đó [18, 31, 32]. Các cặp 

không liên kết được tính toán với cut-off 0,9 nm. 

Cụ thể, các tương tác van der Waals (vdW) được 

tính toán với khoảng cách 0,9 nm và phương 

pháp lưới hạt Ewald được sử dụng để tính toán 

tương tác tĩnh điện với khoảng cách 0,9 nm. Ban 

đầu, các hệ thống solvat hóa được cực tiểu hóa 

bằng cách sử dụng phương pháp dốc cao nhất 

(steepest descent). Các hệ đã cực tiểu sau đó 

được hồi phục trong 0,1 ns mô phỏng NVT và 

mô phỏng NPT. Ảnh chụp nhanh cuối cùng của 

mô phỏng NPT được sử dụng làm đầu vào cho 

mô phỏng MD. Mỗi quỹ đạo dài 100 ns. Dữ liệu 

mô phỏng được ghi lại sau mỗi 1 ps. 

3. Kết quả nghiên cứu và thảo luận 

Các phân tử hợp chất tự nhiên từ cơ sở dữ liệu 

Vietherb được dock vào AA9 sử dụng 

AutoDock Vina, phần mềm docking nguồn mở 

phổ biến với hơn 10000 trích dẫn trong mười 

năm qua [33]. AutoDock Vina được sử dụng vì 

cho kết quả đáng tin cậy với enzyme AA13 [34]. 

Ứng với mỗi chất tự nhiên có khoảng 9 vị trí liên 
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kết với AA9 (pose). Do đó, chúng ta có 41873 

kết quả docking cho AA9. Phân bố năng lượng 

liên kết tự do docking của các hợp chất tự nhiên 

với AA9 được thể hiện trong Hình 2. 

 

Hình 2. Phân bố ái lực liên kết tự do của các chất tự nhiên với AA9. Ái lực liên kết tự do thu được từ phương pháp 

docking phân tử sử dụng phần mềm AutoDock Vina. 

Các hợp chất có thể tạo liên kết không hóa trị 

với Cu2+ có nhiều tiềm năng có thể ức chế hoạt 

tính của AA9. Do đó, chúng tôi tiến hành sàng 

lọc kết quả docking sử dụng tính toán khoảng 

cách cực tiểu từ phối tử tới Cu2+. Các hợp chất 

có nguyên tử tạo khoảng cách nhỏ nhất tới Cu2+ 

nhỏ hơn 0.3 nm sẽ được ghi nhận. Sắp xếp ái lực 

liên kết tự do từ nhỏ đến lớn các cấu hình 

docking này. Chúng tôi đề xuất top-lead 

compounds có khả năng ức chế AA9 thông qua 

tạo liên kết hydro với Cu2+ như Hình 3. 

 

Hình 3. Cấu hình liên kết docking của toplead 6 hợp chất tự nhiên tạo liên kết với Cu2+. Kết quả thu được bởi mô phỏng 

AutoDock Vina và trình bày bởi PyMOL 1.3. 

Do mô phỏng docking phân tử sử dụng nhiều 

gần đúng (như mô hình nước ẩn, chỉ sử dụng các 

hydrogen phân cực, giới hạn số vị trí thử của 

phối tử, cấu trúc của enzyme là cố định). Mô 

phỏng động lực học phân tử không định kiến 

được sử dụng để tinh chỉnh kết quả docking thu 
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được. Vị trí liên kết của phối tử với AA9 được 

hồi phục trong thời gian 100 ns mô phỏng động 

lực học phân tử. Phần lớn các hệ đạt tới cân bằng 

sau 40 ns của mô phỏng (Hình 4).  

 

Hình 4. Độ lệch quân phương đầy đủ nguyên tử của các hệ AA9 + chất ức chế trong mô phỏng động lực học phân tử. 

Sau khi tinh chỉnh bằng mô phỏng động lực 

học phân tử chỉ có 3 hợp chất có Pubchem ID 

164630, 5322012, và 6325833 tạo liên kết chặt 

chẽ với AA9 (Hình 5). Việc này có thể khẳng 

định khả năng ức chế hoạt tính của AA9 bởi 3 

hợp chất nói trên. Tiến hành nghiên cứu sâu hơn 

sử dụng phương pháp lai giữa mô phỏng cơ học 

lượng tử với cơ học cổ điển (QM/MM) nên được 

áp dụng để tái khẳng định khả năng này. Đồng 

thời, các nghiệm in vitro cũng nên được tiến 

hành nhằm khẳng định kết quả tính toán. 

 

Hình 5. Cấu hình liên kết của 164630 (Butrin) (A), 5322012 (Grossamide) (B) và 6325833 (Prebetanin) (C) với AA9  

đã được tinh chỉnh thông qua mô phỏng động lực học phân tử. 

4. Kết luận 

Một số hợp chất tự nhiên có khả năng tạo liên 

kết với AA9, trong đó 164630, 5322012 và 

6325833 là 3 chất tiềm năng nhất được đề xuất 

bởi mô phỏng động lực học phân tử và mô phỏng 

docking phân tử. Các phối tử này đều có tương 

tác không liên kết với Cu(II) trong trung tâm 

hoạt hóa của protein. Các nghiên cứu chuyên sâu 

hơn như tính toán ái lực liên kết tự do sử dụng 

mô phỏng động lực học phân tử hay các tính toán 

QM/MM giúp làm sáng tỏ có hay không phản 

ứng hóa học hoặc tạo liên kết phối trí giữa AA9 

và phối tử hay nghiên cứu in vitro sẽ được tiến 

hành trong tương lai gần để tái khẳng định kết 

quả thu được. 
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Lời cảm ơn: Công trình khoa học này là một 

phần kết quả của Chương trình Hợp tác Khoa 

học và Công nghệ theo Nghị định thư giữa Bộ 

Khoa học và Công nghệ Việt Nam và Bộ Ngoại 

giao và Hợp tác quốc tế Italia (Mã số 

NĐT.36.ITA/18). 
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