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  摘 要:紫荆荚果中含有抑制乙酰胆碱酯酶(acetylcholinesterase,AChE)的有效活性成分,具有潜在治疗阿

尔茨海默症(Alzheimer'sdisease,AD)的作用.以紫荆荚果为研究对象,通过网络药理学方法预测了紫荆荚果治疗

AD的作用机制,并对筛选出的化合物的抑制效果进行了评价.结果显示,化合物C4和C13的活性较显著,可能通

过ESR1、CDK2和KDR等核心靶点来调控PI3K-AKT、MAPK、AGE-RAGE等信号通路发挥抗 AD作用.在体外

AChE的抑制实验中,化合物C4(IC50=0.488mg/mL)和C13(IC50=0.391mg/mL)对 AChE具有显著的抑制作

用,抑制率达到68%以上(阳性对照的抑制率为61.44%),其IC50值接近阳性对照品(多奈哌齐IC50=0.096mg/mL).
实验结果表明紫荆荚果提取物在治疗AD方面具有潜在的应用价值,网络药理学预测了紫荆荚果抗AD作用机制方

面的有效性.
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紫荆(CercisGlabra)是一种著名的观赏植物,广泛分布于中国东南部.其不同部位可入药,特别是花和

果实被广泛用于食品添加剂和保健品中.因具有活血行气、凉血止痛、消肿解毒等功效,常用作传统食药材

料[1].目前,国内外学者已在紫荆属植物中发现了多种有效成分,如黄酮类、酚类、二苯乙烯类、苯丙素类

等[2].紫荆荚果(CercisGlabraLegumes)作为食药两用材料,可以治疗咳嗽、缓解疼痛等[3].HONG等[4]采用

液相色谱-串联质谱联用技术对紫荆果实进行鉴定,发现其化合物主要是多酚类及其衍生物.研究表明,多酚

类物质能缓解各种疾病风险,如流感病毒[5]、肝癌[6]、炎症[7]、心血管疾病[8]、糖尿病[9]和神经退行性疾病(如
阿尔兹海默症(AD)、帕金森等)[10].因此,探究紫荆荚果的化学成分和生物活性,不仅有助于揭示其潜在的

药用价值和机制,还可以拓宽紫荆属植物的应用领域.
AD是一种复杂的神经退行性疾病,其发病机制涉及多个生物学过程.目前研究普遍认为,AD的发生与

体内神经递质乙酰胆碱(ACh)水平的降低密切相关[11].乙酰胆碱酯酶(AChE)作为一种关键酶,能够将神经

递质乙酰胆碱分解为乙酸和胆碱,这一过程进一步降低了体内的ACh水平,进而阻碍正常的神经信号传递.
因此,通过抑制AChE活性,提高AD患者体内的ACh水平,可有效缓解认知功能障碍[12].近年来,对抑制AChE
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的天然活性物质的研究已逐渐成为一个热点.这些活性物质主要来源于植物、细菌和真菌的代谢产物[13],其
具有毒性低、生物利用度高的特点,特别适用于食品、化妆品及医药等领域的开发与应用.网络药理学通过选

择特定信号节点开展多点药物分子设计,能够揭示药物多组分-多靶点-疾病之间的相互关系、作用机制及动

态过程.
基于紫荆荚果中含有能够有效抑制AChE的活性成分,显示出其治疗病(AD)的潜在能力.本研究以紫

荆荚果为研究对象,采用现代分离材料和多种色谱技术对其化学成分进行了系统筛选和鉴定.同时,利用网

络药理学结合实验验证的方法,深入探讨紫荆荚果治疗AD的药理活性及潜在机制.通过构建紫荆荚果成分

与AD相关靶点的相互作用网络,进一步研究其结构关系,为紫荆荚果的基础研究及开发应用提供理论支

持,助力其在医药、保健品及食品添加剂领域的广泛应用和商业化进程.深化对该天然资源的理解,为其在健

康产品中的价值挖掘开辟新路径.

1 材料与方法

1.1 实验材料与仪器

紫荆荚果,于2021年5月在河南省许昌市鄢陵县“河南省紫荆工程技术研究中心”采集,由兰州理工大

学杨林教授鉴定为豆科(Fabaceae)植物湖北紫荆(CercisGlabra)的荚果,标本(SPH2021J)现存于河南大学

生命科学学院发酵工程研究室;乙酰胆碱酯酶,上海麦克林生化科技有限公司;5,5'-二硫双(2-硝基苯甲酸)
(DTNB),北京伊诺凯科技有限公司;多奈哌齐,上海源叶生物科技有限公司.

旋转蒸发仪购于德国艾尔(IKL)公司,全波段多功能酶标仪购于美国BioTek公司.
1.2 实验方法

紫荆荚果有效成分的提取.称取风干后的紫荆荚果9.4kg,磨成粉末,在室温下用95%(体积分数)乙醇

(50L)浸泡3d,将提取液减压浓缩,得到浸膏约495.6g.使用二氯甲烷、乙酸乙酯和正丁醇分别对浸膏进行

萃取,萃取液减压浓缩得到3组活性成分.
活性成分的分离纯化.采用硅胶H、硅胶200~300目、聚酰胺、反相硅胶RP-18和葡聚糖SephadexLH-

20对3组部位的生物活性成分进行分离纯化.用常压、加压柱色谱和半制备型反相高效液相色谱等分离技

术,分离得到17个单体化合物.通过紫外分光光度计(UV)、傅里叶红外光谱仪(IR)、核磁共振(NMR)、质谱

仪(MS)等分析方法对提取物的化学成分进行结构分析,鉴定出17个化合物(C1~C17,波谱数据参照文献

[14]).其中,包括6个类黄酮类化合物,2个蒽醌类化合物,1个苯丙素类化合物,2个甾体类化合物,3个酚

酸类化合物,3个其他类化合物,名称及编号见表1.
紫荆荚果活性成分及靶点预测.使用pubchem数据库(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/)对17个化

合物潜在的活性成分进行分析;运用SwissTargetPrediction数据库(www.swisstargetprediction.ch/)对活

性化合物进行靶点预测,获取化合物的潜在作用靶点[15].
活性成分与疾病交集靶点的筛选.使用GeneCard数据库(www.genecards.org/)筛选出与AD相关的

靶点.通过Relevancescore筛选大于等于中位数的靶点,排除与疾病关联度较低靶点的干扰.使用韦恩图数据库

(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/)获得紫荆荚果活性成分中治疗疾病的交集靶点[16].
“活性成分—作用靶点”网络的构建.通过使用Cytoscape3.7.1软件绘制“活性成分—靶点”相互作用网

络,展示化合物与靶点之间的关系.借助“网络分析器(networkanalyzer)”工具,得到“活性成分—作用靶点”
互作的度值(Degree),选取度值较高的靶点作为关键靶标[17],确定紫荆荚果化学成分中治疗AD较为重要

的成分及相互作用力度.
PPI蛋白互作网络.为了进一步分析紫荆荚果治疗AD的作用机制,使用STRING数据库,将化学成分

和疾病共同的靶点信息导入,获得蛋白质之间相互作用的信息,得到共同靶点的PPI蛋白互作网络[18].
“紫荆荚果-活性成分-疾病靶点”网络分析.对PPI蛋白互作网络中筛选出的103个核心靶点与紫荆荚果

中活性化合物进行关联.进一步筛选出排名靠前的靶点基因和主要活性成分.
分子对接验证.根据配体与受体的作用性质,将“紫荆荚果-活性成分-疾病靶点”网络分析中筛选出排名
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靠前的 3 个 核 心 靶 点(ESR1、CDK2、KDR)基 因 的 蛋 白 分 别 与 3 个 主 要 活 性 成 分 化 合 物(ZJJG8
(Kaempferide-3-O-α-L-rhamnopyranoside)、ZJJG9(Rhein)、ZJJG12(Kaempferol-3-O-α-L-rhamnoside))配
对,并进行分子对接模拟.

GO生物富集与KEGG通路富集分析.使用 Metascape数据库(https://metascape.org/)对筛选得到的

靶点进行富集分析,包括 GO生物过程、GO分子功能、GO细胞组分;同时,使用 Metascape数据库进行

KEGG通路富集分析[19].
乙酰胆碱酯酶活性抑制实验.实验样品组:将上述分析筛选得到的13个活性单体化合物各取2mg,根

据倍半稀释法用甲醇或二甲基亚砜(DMSO)溶解完全并稀释至5个质量浓度梯度,分别为0.0625、0.1250、

0.2500、0.5000、1.0000mg/mL的样品溶液.
参照文献[20]并稍作改进,依次加入120μL0.1mol/LpH=8.0的磷酸盐缓冲液PBS、20μL3mmol/L

的DTNB溶液(空白对照组则加PBS代替DTNB)于96孔板中,再分别加入20μL的待测实验样品组、阳性

对照组和空白对照组,最后加入20μL0.2U/mL的AChE溶液,将96孔板置于恒温箱37℃反应20min,
各反应孔加入20μL3mmol/L的碘代硫代乙酰胆碱,反应20min.用酶标仪在412nm波长处测定吸光度

(OD)值,计算各样品对乙酰胆碱酯酶的抑制率;根据抑制率分别计算各化合物的IC50值,由 GraphPad

Prism8.0软件计算分析,其结果以平均抑制率±SEM(%)表示.SEM =(1-
As -Aj

AC

)×100%,式中,AC

是空白组的吸光值,As 是实验组的吸光值,Aj 是样品空白组的吸光值.

2 实验结果与分析

2.1 紫荆荚果活性化合物筛选及靶点预测结果

对从紫荆荚果中鉴定的17个化合物活性成分进行潜在靶点预测,其活性成分编号、名称、分子式如表1
所示.

表1 紫荆荚果活性成分预测结果

Tab.1 PredictionresultsofactivecomponentsofCercisGlabraLegumes

编号 对照编号 名称 分子式 CAS号

ZJJG1 C1 (+)-(R)-α-terpineolα-L-rhamnoside — —

ZJJG2 C16 Griffonilide C8H8O4 61371-55-9

ZJJG3 C13 Gallicacid C9H8O4 149-91-7

ZJJG4 C14 Ethylgallate C9H10O5 831-61-8

ZJJG5 C15 Methylgallate C8H8O5 99-24-1

ZJJG6 C7 Kaempferol C15H10O6 520-18-3

ZJJG7 C3 Catechin C15H14O6 154-23-4

ZJJG8 C4 Kaempferide-3-O-α-L-rhamnopyranoside C21H20O10 —

ZJJG9 C8 Rhein C15H8O6 478-43-3

ZJJG10 C9 Aloe-emodin C15H10O5 481-72-1

ZJJG11 C10 Lingueresinol C22H28O8 —

ZJJG12 C6 Kaempferol-3-O-α-L-rhamnoside C21H20O10 915778-43-7

ZJJG13 C5 Quercetin-3-O-α-L-rhamnoside C21H20O —

ZJJG14 C2 Apigenin C15H10O5 520-36-5

ZJJG15 C11 β-Sitosterol C29H50O 83-46-5

ZJJG16 C12 β-Sitosterol-3-O-butyl — —

ZJJG17 C17 rel-1,4-Bis[(2R)-2-ethylhexyl]1,4-benzenedicarboxylate C24H38O4 —

2.2 活性化合物抗AD的潜在靶点筛选

通过SwissTargetPrediction数据库和GeneCard数据库预测化合物潜在作用靶点和AD相关靶点.使
用SwissTargetPrediction数据库和GeneCard数据库分析,获得化合物潜在作用靶点579个、AD疾病相
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关靶点11501个,经过筛选后,得到5751个与

疾病相关的靶点.对两个靶点集合进行韦恩图分

析后,得到437个交集靶点,如图1所示,即紫荆荚

果中化学成分对抗AD疾病的相关靶点有437个.
2.3 “活性成分—作用靶点”网络构建分析

对17个活性成分及其作用靶点进行分析,
构建“活性成分-作用靶点”网络图[21].网络由593
个节点和1313条边组成.经过筛选后,选择了13
个活性成分以及它们所对应的靶点信息.如图2
所示.

2.4 PPI蛋白互作网络分析

通过STRING数据库对活性成分治疗AD的潜在靶点进行分析.将靶点筛选条件设置为Degree⩾10,
在Cytoscape3.7.1中构建PPI网络,如图3所示.将获取的蛋白互作关系的PPI网络数据导入后,置信度设

为0.9对靶点进行筛选,仅保留Degree值大于等于2倍中位数的节点,如附录表S1所示.
核心靶点共有103个,节点越大、颜色越红,表示该节点在整个网络中越具有重要作用,表明该活性成分

的生物学作用越强.为了评价蛋白质相互作用的强度,通常使用Degree值作为评价参数.Degree值越高,表
明蛋白质相互作用越强,可能在生物学功能中越发挥重要作用.
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2.5 “紫荆荚果-活性成分-疾病靶点”网络分析

对筛选出103个核心靶点与筛选出的13种活性

成分进行关联.使用Cytoscape3.7.1软件构建了一个

“紫荆荚果-活性成分-疾病靶点”网络,如图4所示.节
点大小表示该靶点在网络中的重要程度,其中排名靠

前的3个活性成分ZJJG8(Kaempferide-3-O-α-L-rh-
amnopyranoside)、ZJJG9(Rhein)、ZJJG12(Kaempferol-3-
O-α-L-rhamnoside)可能在治疗AD中起重要作用.此
外,Degree值排名靠前的靶点分别是ESR1、CDK2、

KDR、MET、SRC、EGFR、PTK2、GSK3B、PTPN1、

BCL2、BCL2L1,Degree值分别是9、8、8、8、7、7、7、7、

7、7、7,表明药物可能通过调节血管生成、炎症、细胞

增殖和生长等多种作用途径来参与治疗 AD,并具有

多种成分和多个靶点的特点.
2.6 分子对接验证

选取排名靠前的3个活性成分与3个靶点进行分子对接.分子对接结果如附录图S1所示,其结合能如

表2所示.
一般认为,结合能低于-16.74kJ·mol-1时,结合能力更强.对3个核心靶点(ESR1、CDK2、KDR)基因

的蛋白分别与3个活性成分(ZJJG8、ZJJG9、ZJJG12)配对,得到9种结果.因此,紫荆荚果可能是通过这3个

靶点抑制AChE而发挥抗AD效果.其中3个对接结果显示:CDK2和ZZJG9(-24.52kJ·mol-1)、KDR和

ZZJG9(-18.87kJ·mol-1)、CDK2和ZZJG12(-17.95kJ·mol-1)具有较强的结合能力,表明起主要作用

的是CDK2和KDR这两个靶点.
表2 核心基因蛋白与活性成分对接结合能

Tab.2 Bindingenergyofcoregeneproteinandactiveingredient

编号 活性化合物名称
结合能/(kJ·mol-1)

ESR1 CDK2 KDR

ZZJG8 Kaempferide-3-O-α-L-rhamnopyranoside -6.23 -11.09 -8.83

ZZJG9 Rhein -14.77 -24.52 -18.87

ZZJG12 Kaempferol-3-O-α-L-rhamnoside -10.04 -17.95 -15.56

2.7 GO通路与KEGG通路富集分析

运用 Metascape平台将紫荆荚果中对于治疗AD的活性成分进行生物功能与GO富集分析,主要涉及

细胞信号转导、凋亡过程负调控等生物学过程;细胞核、胞质溶胶、核质等3种细胞组分,以及蛋白质结合、

ATP结合、细胞因子活性等多种分子功能,结果如图5(a-c)所示;对治疗AD的活性成分进行通路富集分

析,结果如图5(d)所示.
GO通路富集共得到338个有效条目.根据P 值筛选出前20个条目,其中抗AD的主要生物过程为对

蛋白激酶、醇基为受体的磷酸转移酶、激酶等活性的影响.表明紫荆荚果中的活性成分可能通过影响蛋白激

酶活性等途径参与AD治疗[22].对KEGG通路分析,根据P 值结果得到,紫荆荚果对抗AD的信号通路为

PI3K-AKT、MAPK、AGE-RAGE等;进行收集后,得到50个靶点作用于PI3K-AKT通路,43个靶点作用于

MAPK信号通路,30个靶点作用于AGE-RAGE通路发挥抗AD作用.
2.8 乙酰胆碱酯酶活性抑制结果分析

通过对17种活性化合物进行体外乙酰胆碱酯酶抑制实验,得到9种具有阳性反应的化合物,依次是:

C2、C4、C6、C7、C8、C13、C14、C15、C16,如图6所示.
由图6可知,化合物C4、C6和C13的酶抑制率均超过50%,分别为68.38%、54.14%和71.27%.这与预

测的结果中化合物C4,C6具有抗AD活性相吻合.其中化合物C4、C13的酶抑制作用显著,到达与阳性对照相
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当水平.化合物C13是一种天然有机酸,具有AChE抑制的高效性,与已有报道[23-24]相对应.而化合物C4抑制

AChE活性显著为首次发现,其具体作用机制还需进一步进行探讨.值得注意的是,作为C13的类似物,化合物

C14和C15表现出较弱的抑制活性,这表明苯环上的游离羧基对于AChE的抑制活性至关重要,乙基和甲基的

不同导致与酶结合的亲和力或方式不同.此外,预测物C8并没有表现出显著的抑制效果,与预测结果出现偏差,
其原因可能是化合物C8不仅仅是通过抑制AChE来对抗AD,更多是通过其他作用机制.

根据剂量反应曲线进一步计算出化合物C4和C13的IC50值,C4、C13的IC50值分别为0.488mg/mL、

0.391mg/mL,相比多奈哌齐的IC50值(0.096mg/mL)较高,表明这2个化合物能有效抑制AChE,并具有

对抗AD的潜在药物活性.

3 结论与讨论

紫荆荚果一直被作为园林废弃物,此前因缺乏

相关研究和科学管理,导致该资源的利用率低

下[25].本研究从紫荆荚果中成功分离并鉴定了多

种活性化合物,包括类黄酮类、蒽醌类,苯丙素类、
甾体类等.这些化合物的发现不仅丰富了紫荆属植

物的化学成分数据库,也为进一步的药理研究和应

用提供了重要基础.利用网络药理学方法预测紫荆

荚果提取物中具有抑制 AChE的活性成分,其通

过ESR1、CDK2和KDR等核心靶点来调控PI3K-
AKT、MAPK、AGE-RAGE等信号通路,发挥抗

AD作用.体外抗胆碱验证实验与预测结果吻合.这
些结果表明,紫荆荚果提取物通过抗 AChE提高

AD患者脑内乙酰胆碱水平,进而有助于缓解认知
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障碍.
尽管网络药理学预测与实验验证总体上表现出一致性,但两者之间也存在一些偏差.例如化合物C8在

实验中的抑制效果不显著,这一现象可能源于多种因素,如数据库中信息不全导致的预测偏差或通过其他途

径发挥作用[26-27].另一方面,诱发AD的病因复杂,除乙酰胆碱失调外,还涉及多个生物学过程和分子机制,
如β-淀粉样蛋白(amyloidβ-protein,Aβ)代谢异常,Tau蛋白的异常磷酸化与沉积,氧化应激与神经炎症,线
粒体功能障碍等.尽管本研究通过网络药理学结合体外实验验证的方法探讨了紫荆荚果治疗AD的潜在机

制,但仍存在一些局限性.首先,网络药理学的预测基于已知的靶点信息和通路数据,可能遗漏了一些尚未完

全了解的机制.其次,体外实验虽然提供了初步的证据,但其结果在体内的表现还需进一步验证.此外,紫荆

荚果中的其他化合物及其在复杂生理环境下的协同作用也需要通过更深入的研究加以探讨.因此,进一步的

研究需要综合考虑这些因素,通过更多的实验验证和临床研究来揭示紫荆荚果的全面药理作用.
本研究通过网络药理学与实验验证相结合的方法,揭示了紫荆荚果提取物在治疗阿尔茨海默症中的潜

在作用机制,为开发新型AD药物提供了科学依据.这不仅有助于提高紫荆属植物的资源利用率,也为中药

现代化研究和开发提供了新的视角和方法.

  附录见电子版(DOI:10.16366/j.cnki.1000-2367.2024.09.23.0002).
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ThemechanismofextractsofCercisGlabraLegumesfortreating
Alzheimer'sdiseasebasedonnetworkpharmacology

CaoHuaqiang1a,b,XuTing1a,2,WenSimiao1a,b,ShuPenghua2,ZhangPengpai1a,b

(1.a.SchoolofLifeSciences;b.EngineeringResearchCenterforAppliedMicrobiologyofHenanProvince,HenanUniversity,

Kaifeng475004,China;2.FoodandPharmacyCollege,XuchangUniversity,Xuchang461000,China)

  Abstract:TheCercisGlabraLegumes(Chineseredbud)containsactiveingredientsthateffectivelyinhibitacetylcholines-
terase(AChE),whichhasapotentialtherapeuticroleinAlzheimer'sdisease(AD).ThemechanismofCercisGlabraLegumesin
thetreatmentofADwasinvestigatedusinganetworkpharmacologyapproach,andtheinhibitoryeffectoftheselectedcom-

poundswasevaluated.TheresultsshowedthatcompoundsC4andC13exhibitedsignificantactivities,suggestingthatthesig-
nalingpathwayssuchasPI3K-AKT,MAPKandAGE-RAGEcouldberegulatedthroughcoretargetssuchasESR1,CDK2
andKDRtoexertanti-ADroles.InvitroAChEinhibitionassaysrevealedthatcompoundsC4(IC50=0.488mg/mL)andC13
(IC50=0.391mg/mL)significantlyinhibitedacetylcholinesterase,withinhibitionratesexceeding68%(comparedwithaposi-
tivecontrolinhibitionrateof61.44%).Furthermore,theIC50valuewasclosetothatofthepositivecontrolsubstance(Donepe-
zilIC50=0.096mg/mL).ThesefindingsdemonstratethepotentialapplicationofextractsofCercisGlabraLegumesinthe
treatmentofADandtheeffectivenessofnetworkpharmacologyinpredictingtheanti-ADmechanismsaswell.

Keywords:CercisGlabraLegumes;networkpharmacology;acetylcholinesterase;Alzheimer'sdisease;actionmechanism
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  附 录

表S1 核心靶点度值表

Tab.S1 Coretargetpointdegreetable

Degree 核心靶点

68 SRC

59 MAPK3

59 MAPK1

58 HSP90AA1

52 STAT3

49 PIK3R1

47 PIK3CA

47 AKT1

40 FYN

38 LCK

37 PTPN11

36 EGFR

34 ESR1

33 HDAC1

33 JUN

33 RXRA

31 MAPK14

30 VEGFA

29 MAPK8

29 JAKI

29 ITGB1

29 PTK2B

27 CDK1

25 JAK3

25 PTK2

24 PRKCA

Degree 核心靶点

24 AR

24 IL2

24 HIF1A

23 TNF

23 CASP3

23 PRKCZ

23 ITGAV

22 PRKCB

22 NR3C1

22 PRKACA

21 CCND1

21 GSK3B

21 RXRB

21 SYK

20 MDM2

20 RAF1

20 MAPK11

19 CDK2

18 APP

18 ERBB2

18 HSP90AB1

18 RXRG

18 PPP2CA

18 KDR

17 PDGFRB

17 PTPN1

Degree 核心靶点

17 CASP8

17 PRKCD

17 IGF1R

16 ABL1

16 F2

16 HSPA8

16 MAPT

15 CDK4

15 SIRT1

15 MAP2K3

15 PPARA

14 HSPA5

14 NOS2

14 BCL2

14 SNCA

14 CAMK2B

14 IL1B

14 CDC25A

13 CDK6

13 ITGA2B

13 RARG

13 HDAC3

13 MET

13 PTPN6

13 TYK2

12 CHEK1

Degree 核心靶点

12 PRKCE

12 DNM1

12 TBXA2R

12 PLG

11 TERT

11 CCND3

11 GAPDH

11 BCL2L1

11 RARB

11 IKBKB

11 PIN1

11 RAP1A

11 PRKCQ

11 NR1H3

11 TLR4

11 MMP1

11 MNP2

10 S1PR1

10 CDC25B

10 BRAF

10 GRIA2

10 FGF2

10 TEK

10 PRKCG

10 PPARG




