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Виропорины являются небольшими мембранными белками оболочечных вирусов. Они 
играют важную роль как в жизненном цикле вируса, так и развитии патогенеза заболева-
ния. В связи с этим, ингибирование виропоринов считается перспективной стратегией 
в лечении многих заболеваний, вызванных оболочечными вирусами, такими как коро-
навирус, вирус герпеса, вирус иммунодефицита человека, вирус Эбола и многие другие. 
Важным этапом поиска высокоэффективных ингибиторов таких каналов является изу-
чение особенностей взаимодействия потенциальных противовирусных препаратов 
с аминокислотными остатками канала виропорина. В свою очередь, метиленовый синий 
является известным эффективным противовирусным агентом и широко применяется 
в медицинской практике. В данной работе мы провели расчеты молекулярной динамики 
взаимодействия метиленового синего с каналом виропорина коронавируса SARS-CoV-2 
методом отбора зонтичных проб. Анализ образуемых контактов между молекулой мети-
ленового синего и аминокислотными остатками виропорина показал, что ключевую 
роль в связывании играют нековалентные стэкинг-взаимодействия между системой аро-
матических колец метиленового синего и остатками фенилаланина, расположенными 
в центре канала виропорина. Полученные результаты приближают нас к пониманию ме-
ханизмов противовирусного действия метиленового синего. Проведение подобных вы-
числительных экспериментов представляется эффективным подходом при поиске инги-
биторов виропоринов. 
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Введение
Целый ряд вирусных заболеваний представля-

ет значительный риск для общественного здраво-
охранения. Приоритетными для исследований 
и  разработок считают вирусные инфекции, кото-
рые могут вызывать вспышки или пандемии [1]. 
Возбудителями таких инфекций являются вирус 
Конго-крымской геморрагической лихорадки, ви-
русы Эбола, Нипах, Зика, Ласса, коронавирусы. 
Все перечисленные вирусы объединяет наличие 
в  их структуре дополнительной внешней липид-
ной оболочки со встроенными гликопротеинами. 
К группе оболочечных относятся также вирусы 
гриппа и вирус иммунодефицита человека. 

В XXI в. представители коронавирусов (CoV) 
оказались в центре внимания в связи со вспыш-
ками тяжелого острого респираторного синдрома 

(SARS – Severe acute respiratory syndrome)  
в  2002–2003 гг. [2], ближневосточного респира-
торного синдрома (MERS – Middle East respiratory 
syndrome) в 2012 г. [3] и пандемией COVID-19 [4], 
которая побудила исследователей по всему миру 
к  тщательному изучению строения и жизненного 
цикла ее возбудителя SARS-CoV-2. Сферические 
частицы коронавируса диаметром 80–120 нм окру-
жены бислойной мембраной, липиды которой 
происходят из липидов клеток организма-хозяина. 
В мембрану оболочки коронавирусов встроены три 
основных структурных белка – спайковый, S; мем-
бранный, M и оболочечный, E [5]. Спайковые 
S-белки являются важнейшими функциональны-
ми структурами, обеспечивающими узнавание, 
связывание с рецепторами клеток хозяина, слия-
ние мембран, вход вирусов в  клетки [6, 7], в то 
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время как М- и Е-белки играют ключевую роль 
в сборке и почковании вируса [8, 9].

Эктодомены S-белков (шипы) выступают за 
липидный бислой на 10–20 нм, образуя характер-
ную «корону», которой и обязана своим названи-
ем данная группа вирусов. Матрицу оболочки  
коронавирусов образует гликозилированный 
структурный М-белок, который имеет три транс-
мембранных домена и обычно существует в фор-
ме функциональных димеров [10]. Этот белок 
представлен наибольшим числом копий и, взаи-
модействуя с другими белками оболочки и бел-
ком, формирующим нуклеокапсид (N белок), от-
вечает за сборку и поддержание формы и размера 
вирионов [11]. Когда новые вирионы собираются 
и отпочковываются в промежуточный компар-
тмент эндоплазматического ретикулума и аппара-
та Гольджи (ERGIC – Endoplasmic Reticulum-
Golgi Intermediate Compartment), нуклеокапсид 
покрывается бислойной мембраной из липидов 
клетки-хозяина со встроенными трансмембран-
ными вирусными белками. 

Электростатическое поле оболочки SARS-
CoV-2 крайне неоднородно и состоит из череду-
ющихся областей положительного и отрицатель-
ного потенциала. Отрицательные участки 
электростатического потенциала генерируются 
в  основном липидами мембраны фосфатидили-
нозитолом, фосфатидилсерином и кардиолипи-
ном, а также отрицательно заряженными амино-
кислотами спайкового белка S [12].

Небольшой (75 аминокислот) Е-белок с един-
ственным гидрофобным доменом образует в мем-
бранах гомопентамерные каналы, так называемые 
«виропорины» [13, 14]. В отличие от М-белков, ви-
ропорины в оболочке SARS-CoV-2 представлены 
всего несколькими копиями и преимущественно 
локализуются в мембранах эндоплазматического 
ретикулума, аппарата Гольджи и ERGIC инфици-
рованной вирусом клетки. Липиды мембраны яв-
ляются частью архитектуры каналов, образованных 
Е-белками, а их электрический заряд сильно влия-
ет на ионную селективность каналов, при этом 
в отрицательно заряженных мембранах (например, 
мембраны ERGIC содержат 20% отрицательно за-
ряженных липидов) возрастает проницаемость ви-
ропоринов для катионов [15]. Наличие ионов каль-
ция модулирует транспортные свойства канала 
виропоринов через взаимодействие с заряженными 
липидами [16]. 

Ключевая роль виропоринов в процессе поч-
кования вирионов показана в нескольких иссле-
дованиях in vitro [17–19]. Несмотря на то, что бе-
лок N значительно увеличивает продукцию новых 
вирусных частиц, для их сборки достаточно толь-
ко белков Е и М [20]. Виропорины также вносят 
вклад в заключительный этап жизненного цикла 
коронавирусов, на котором вновь образованные 
вирусные частицы включаются в секреторные пу-

зырьки и высвобождаются из инфицированной 
клетки. Заражение клеток Vero E6 вирусом SARS-
CoV-2 приводит к подщелачиванию внутреннего 
содержимого ERGIC и лизосом, и это изменение 
pH связывают с функционированием образован-
ных Е-белками ионных каналов [21]. Предполага-
ют также, что виропорины SARS-CoV-2, участвуя 
в деацидификации лизосом, предотвращают де-
градацию вирусных частиц [22]. 

С учетом важной роли виропоринов в фор-
мировании и высвобождении вирусных частиц 
представляет интерес поиск и изучение потенци-
альных модуляторов их проводимости. С этой 
точки зрения, среди соединений с широким 
спектром антивирусной активности привлекает 
внимание метиленовый синий (МС). Как следует 
из результатов проведенного нами компьютерно-
го моделирования взаимодействия МС с поверх-
ностными структурами оболочки коронавиру-
са  [23], молекулы этого красителя связываются 
с отрицательно заряженными липидами мембра-
ны, а также S- и E-белками. При этом МС прояв-
лял сродство к  области с отрицательным элек-
трическим потенциалом, которая формируется 
глутаматами Е-белков вокруг входа в канал виро-
порина SARS-CoV-2. В настоящей работе мы де-
тально исследовали возможные локализации МС 
внутри канала виропорина SARS-CoV-2 методом 
полноатомной молекулярной динамики с ис-
пользованием подхода зонтичной выборки.

Материалы и методы
Создание системы виропорина в мембране. В ис-

следовании использовали модель виропорина, по-
лученную ранее [24]. Молекулу МС (рис. 1) распо-
лагали над порой виропорина на расстоянии 4  нм 
от центра масс пяти остатков PHE26, составляю-
щих центр поры этого пентамерного Е-белка. Бе-
лок помещали в мембрану, созданную с использо-
ванием веб-сервиса CHARMM-GUI Membrane 
Builder [25]. Мембрана имела следующий состав: 
1-пальмитоил-2-олеоилфосфатидилхолин (POPC – 
1-palmitoyl-2-oleoylphosphatidylcholine, 59%), 
1-пальмитоил-2-олеоилфосфатидилэтаноламин 
(POPE – 1-palmitoyl-2-oleoylphosphatidylethanola- 
mine, 20%), 1-пальмитоил-2-олеоилфосфатидили-
нозитол (POPI – 1-palmitoyl-2-oleoylphosphatidyli-
nositol, 10%), холестерин (CHOL, 4,5%), кардиоли-
пин (CDL2, 4,5%), пальмитоилолеоилфос- 
фатидилсерин (POPS – palmitoyloleoyl phosphatidyl-
serine, 2%). В молекулярно-динамической системе 
использовали силовое поле CHARMM36m и мо-
дель воды TIP3P. Для нейтрализации системы до-
бавляли ионы калия и хлора в концентрации 0,1 М 
для каждого иона. Топология молекулы МС была 
получена с помощью программы Antechamber [26], 
реализованной в веб-сервисе CHARMM-GUI, 
в  силовом поле gaff2 методом AM1-BCC. Про-
странственная визуализация молекулы МС пред-
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ставлена на рис. 1. После минимизации системы 
методом наискорейшего спуска проводили ее урав-
новешивание с постепенным снятием позицион-
ных ограничений в программе GROMACS-2022.5 
[27]. На атомы молекулы МС накладывали доба-
вочный потенциал 10000 кДж/моль, чтобы пред- 
отвратить перемещение молекулы в растворе.  
Состояние системы после уравновешивания пред-
ставлено на рис. 1.

Отбор зонтичных проб. Исследование взаимо-
действия МС с каналом виропорина проводили 
методом полноатомной молекулярной динамики 
с  использованием подхода зонтичной выборки. 
Для отбора зонтичных проб использовали про-
граммный модуль PLUMED-2.9.0 [28] для про-
граммного пакета GROMACS-2022.5 [27]. В каче-
стве координаты реакции была выбрана 
координатная ось OZ, нормальная к плоскости 

мембраны и направленная вдоль оси канала, с на-
чалом в центре масс пяти аминокислотных остат-
ков (F26 в каждом из пяти мономеров Е-белка) 
в  начальный момент времени. Положение МС 
фиксировали вдоль оси OZ с помощью добавочно-
го зонтичного потенциала, тогда как в плоскости 
мембраны молекула могла свободно перемещать-
ся, взаимодействуя с аминокислотными остатками 
Е-белка. Реакционный путь составил 8  нм и был 
разбит на 80 окон, в каждом из которых проводи- 
ли молекулярно-динамический расчет в течение 
200  нс с внешним зонтичным потенциалом 
1000  кДж/моль/нм2, наложенным на координату 
реакции. Потенциал средней силы (ПСС) рассчи-
тывали с использованием метода анализа взвешен-
ных гистограмм (WHAM – Weighted Histogram 
Analysis Method) [29], как это реализовано в про-
грамме WHAM версии 2.0.10 [30]. 

Рис. 1. Визуализация молекулярно-динамических моделей МС и виропорина в мембране. Е-белки представлены оранжевым 
цветом; атомы фосфатных групп липидов мембраны представлены светло-коричневыми сферами, остальные атомы – серыми 
сферами; ионы калия и хлора представлены фиолетовыми и красными маленькими сферами соответственно. Состояние систе-
мы показано после этапа уравновешивания. Молекула МС расположена в центре первого окна зонтичной выборки.
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Кластерный анализ. Для отбора структур 
с минимумами ПСС определяли диапазон значе-
ний координаты реакции, где значение ПСС 
превосходило таковое в локальном минимуме не 
более чем на 0,25 кДж/моль (0,1 kT, где k – по-
стоянная Больцмана, T – абсолютная температу-
ра). Из траекторий зонтичной выборки выбирали 
пространственные положения, в которых коор-
дината реакции находится внутри выбранного 
диапазона. Таким образом был получен набор 
пространственных положений МС для каждого 
из пяти локальных минимумов. Количество 
структур, отобранных для кластерного анализа, 
в  каждом из пяти минимумов составило 1068, 
1057, 2946, 1493 и 1244 соответственно. Кластер-
ный анализ был проведен с  помощью утилиты 
gmx_cluster методом gromos (cutoff = 0,6). Цен-
тральную структуру наиболее заселенного кла-
стера рассматривали как типичное положение 
молекулы МС. Структуры визуализировали с ис-
пользованием программы PyMol-2.5.4 [31], диа-
граммы взаимодействия молекул метиленового 
синего с  белком получены с  помощью програм-
мы BIOVIA Discovery Studio 2024 [32].

Результаты и обсуждение
Структура молекулы МС включает в себя три 

конденсированных ароматических кольца, цен-
тральное из которых является гетероциклом с атома-
ми серы и азота. К каждому из боковых бензольных 
колец присоединено по диметиламиновой группе 
(рис. 1). В растворе МС чаще всего существует 
в виде однозарядного катиона. Как мы показали ра-
нее [23], дальнодействующие электростатические 
взаимодействия обусловливают сильное начальное 
притяжение положительно заряженных молекул 
МС к поре канала. Действительно, вокруг входа 
в канал виропорина существует заметная кольцевая 
область отрицательного потенциала, обусловленно-
го наличием двух соседних (7 и 8 а.о.) остатков глу-
таминовой кислоты в петлях Е-белков, выходящих 
в раствор, и колокализованных с виропоринами от-
рицательно заряженных липидов. Эта область явля-
ется весьма привлекательной для молекул МС. 

В настоящей работе для описания взаимодей-
ствий МС с аминокислотными остатками виропо-
рина в минимумах ПСС из траекторий молекуляр-
ной динамики были отобраны соответствующие 
положения МС (рис. 2). Для типичных конформа-

Рис. 2. Потенциал средней силы взаимодействия МС с аминокислотными остатками, формирующими канал виропорина SARS-
CoV-2. Слева показан виропорин (оранжевый цвет) и центры масс молекул МС, положения которых соответствуют минимумам 
ПСС на правой панели.
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ций МС с минимальными значениями ПСС были 
проанализированы взаимодействия молекул кра-
сителя с аминокислотными остатками канала ви-
ропорина. Всего было выявлено шесть типов не-
ковалентных взаимодействий (рис. 3), в основном 
обусловленных наличием системы ароматических 
колец в структуре МС. Так, наблюдаемые π-π-
стэкинг-взаимодействия обусловлены перекрыва-
нием p-орбиталей в π-сопряженных системах МС 
и остатков ароматических аминокислот тирозина 

и фенилаланина. При CH-π-взаимодействиях 
происходит взаимодействие π-электронного обла-
ка МС и электронного облака алкильных групп 
аланина, валина или лейцина. Другие типы 
π-взаимодействий включали S-π-, NH-π- и OH-π-
взаимодействия. Кроме этого, существенную 
долю контактов между молекулами МС и амино-
кислотными остатками белка составляли неклас-
сические водородные связи, образующиеся между 
водородами диметиламиновых групп и атомами 

Рис. 3. Положения МС, соответствующие минимумам ПСС. МС представлен синим цветом, виропорин представлен оранжевым 
цветом, его конформация соответствует состоянию белка после уравновешивания. Для положений в каждом минимуме пред-
ставлены диаграммы взаимодействий молекулы МС с аминокислотными остатками Е-белков. В обозначении аминокислотного 
остатка используется цепь, которой он принадлежит, трехбуквенное обозначение типа аминокислоты и номер остатка. Положе-
ния МС в канале виропорина пронумерованы в соответствии с рис. 2.
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кислорода белка. Такие связи гораздо слабее клас-
сических водородных связей, тем не менее их 
энергия находится в диапазоне 2–10 кДж/моль.

При анализе профиля ПСС на пути проник-
новения молекулы МС через пору виропорина 
критических энергетических барьеров не выявле-
но. Наблюдали пять локальных минимумов энер-
гии, самый глубокий из которых соответствовал 
положению 3 МС в центре белкового канала и со-
ставлял –13,56 кДж/моль (–5,50 kT) (рис. 2). 

В области N-концов мономеров Е-белка взаи-
модействие МС с аминокислотными остатками 
выражается в наличии двух минимумов ПСС (ми-
нимумы 1 и 2 на рис. 2) с энергиями –6,01 
и  –7,54  кДж/моль соответственно. Энергетиче-
ский барьер перехода из минимума 1 в минимум 2 
и из второго в третий составляет ~4 кДж/моль 
(2 kT). В первом локальном минимуме наблюдает-
ся взаимодействие молекулы МС с белком по-
средством CH-π-взаимодействий и слабых не-
классических водородных связей, поэтому этот 
минимум не столь глубок и он не является препят-
ствием для перехода МС в следующее состояние 2. 
Однако во втором локальном минимуме подобно-
го рода слабых взаимодействий становится боль-
ше и МС образует связи уже с пятью аминокис-
лотными остатками.

Когда положение МС соответствует середине 
поры виропорина, на кривой ПСС наблюдается гло-
бальный минимум со значением –13,56 кДж/моль 
(–5,5 kT) (положение 3 на рис. 2). Эта область канала 
богата ароматическими аминокислотными остатка-
ми – фенилаланинами 20, 23 и 26 в каждом из пяти 
мономеров пентамера виропорина. Центр масс пяти 
остатков F26 был принят за центр поры виропорина. 
Эти остатки образуют самое узкое место в  канале 
и  ответственны за закрытое и открытое состояния 
канала. Именно нековалентные π-π-взаимо- 
действия молекулы МС с остатками фенилаланина 
определяют наличие самого глубокого минимума 
на кривой ПСС. При этом фенилаланин 26 D-цепи 
образует стэкинг-взаимодействия со всеми тремя 
кольцами молекулы МС, фенилаланин 23 A-цепи 
взаимодействует с двумя кольцами, тогда как фе-
нилаланины 26 A- и  B-цепи – только с  одним 
кольцом. Подобные сети стэкинг-взаимодействий 
прочно связывают молекулу МС и осложняют ее 
движение внутри канала, что может приводить 
к  ингибированию его проводимости. Энергетиче-
ские барьеры перехода из этого положения в сосед-
ние минимумы довольно высокие и составляют 
~12,5 кДж/моль (4,5–5 kT). 

В области выхода из канала виропорина ами-
нокислотные остатки Е-белков взаимодействуют 
с МС, что выражается в наличии еще двух локаль-
ных минимумов ПСС (положения 4 и 5 на рис. 2) 
с энергиями –10,25 и –9,75 кДж/моль соответ-
ственно. Между ними находится небольшой энер-
гетический барьер ~6 кДж/моль (2 kT). Важную 

роль в стэкинг-взаимодействиях МС играет аро-
матический аминокислотный остаток тирозина 
24  B-цепи белка. Помимо этого, для положения 
МС в минимуме 4 профиля ПСС характерны  
CH-π-взаимодействия с пятью алкильными груп-
пами остатков аланина, валина и лейцина. В ми-
нимуме 5, помимо π-π-взаимодействий, имеют 
место OH-π-взаимодействия и образование нети-
пичных водородных связей между кислородами 
остатков аланина 36 и аргинина 38, у которого бо-
ковая цепь, имеющая положительный заряд, экс-
понирована в раствор.

Энергия выхода МС из поры виропорина до-
статочно высокая и составляет ~10 кДж/моль 
(4 kT). В петлях, соединяющих две альфа-спирали 
мономеров Е-белка и образующих выход из поры 
виропорина, присутствует пять остатков аргини-
на-38, экспонированных в раствор. Кольцо из 
пяти положительно заряженных аминокислот за-
трудняет выход положительно заряженной моле-
кулы МС из канала виропорина, что выражается 
в  довольно высоком энергетическом барьере вы-
хода из минимума 5 на профиле ПСС.

Заключение
МС одобрен для лечения метгемоглобинемии, 

малярии, при отравлении цианидом. Он также 
проявляет вирулицидную активность, причем при 
достаточно низких концентрациях 1–5 мкмоль/л 
[33, 34] в качестве фотосенсибилизатора и эффек-
тивен против широкого спектра оболочечных ви-
русов при обеззараживании препаратов крови пе-
ред переливанием. В отсутствие активации светом 
МС также эффективен в отношении ряда вирусов, 
включая коронавирусы [35], однако о механизмах 
такого противовирусного действия красителя  
известно мало. В циклах репликации многих ви-
русов участвуют белки виропорины, которые об-
разуют трансмембранные гидрофильные поры 
с определенной селективностью, модулируя таким 
образом проницаемость мембран [36]. В результа-
те экспрессии виропоринов в инфицированных 
вирусом клетках происходят такие критические 
процессы, как нарушение гомеостаза важнейшего 
внутриклеточного мессенджера Ca2+, деацидифи-
кация компартментов ERGIC и лизосом, а также 
повышение цитозольного рН, активация инфлам-
мосомы, запуск апоптоза. Вирусные каналы явля-
ются признанными фармакологическими мише-
нями, а их потенциальные ингибиторы находятся 
в центре внимания исследователей. Хорошо из-
вестными соединениями, которые проявляют ви-
рулицидную активность путем ингибирования  
виропорина, являются противогриппозные ами-
ноадамантаны – амантадин и римантадин [37]. 
С помощью методов компьютерного моделирова-
ния мы показали, что следующим этапом после 
первоначального электростатического контакта 
МС с отрицательно заряженными остатками глу-
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таминовой кислоты N-конца Е-белков SARS-
CoV-2 при дальнейшем погружении в канал виро-
порина молекулы МС вступают в множественные 
π-взаимодействия. Рассчитанная нами энергия 
этих взаимодействий (–13,56 кДж/моль) немного 
превышает энергию связывания амантадина с ви-
ропорином SARS-CoV (~ –12,3 кДж/моль или 
–4,9 kT), рассчитанную на основе эксперимен-
тально определенной константы диссоциации 
[38]. Это указывает на перспективу дальнейших 
экспериментальных исследований потенциала 
МС в качестве ингибитора функционирования 
виропоринов – в частности, методом patch-

clamp – и возможность постановки тестов на ин-
гибирование МС репликации коронавирусов 
в клеточных культурах.

Статья подготовлена в рамках реализации 
проекта «Научно-образовательный математиче-
ский центр “Северо-Западный центр математиче-
ских исследований имени Софьи Ковалевской”» 
(соглашение № 075-02-2025-1607 от 27 февраля 
2025 г). Авторы заявляют об отсутствии конфлик-
та интересов. Исследования выполнены без ис-
пользования животных и без привлечения людей 
в качестве испытуемых.
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Viroporins are small membrane proteins of enveloped viruses. They play an important role both 
in the life cycle of the virus and in the development of disease pathogenesis. In this regard, 
inhibition of viroporins is considered a promising strategy in the treatment of many diseases 
caused by enveloped viruses, such as coronavirus, herpes virus, human immunodeficiency virus, 
Ebola virus and many others. An important step in the search for highly effective inhibitors of 
such channels is the study of the interaction of potential antiviral drugs with the amino acid 
residues of the viroporin channel. In turn, methylene blue is a well-known effective antiviral 
agent and is widely used in medical practice. In this work, we carried out molecular dynamic 
calculations of the interaction of methylene blue with the viroporin channel of the SARS-CoV-2 
coronavirus using the umbrella sampling method. Analysis of the contacts formed between the 
methylene blue molecule and the amino acid residues of viroporin showed that the key role in 
binding is played by non-covalent stacking interactions between the system of aromatic rings of 
methylene blue and the phenylalanine residues located in the center of the viroporin channel. 
The results obtained bring us closer to understanding the mechanisms of the antiviral action of 
methylene blue. Conducting such computational experiments seems to be an effective approach 
in the search for viroporin inhibitors.
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