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基于分子对接探究紫苏粗提物对代谢

综合征相关酶的抑制作用
>;

"

#(+2'12$)1$4$'(+

.

2//2%'(/6)#-33&%+3*22;'+&%'()02'&4(#$%

,

.

)*+(028+2#&'2*2)F

.

02,4&,2*()0(#2%3#&+*(%-$)

7

余雨婷)

<"<C=3%,

-

)

!

张
!

彦)

P*?)!<&,

>

!

张
!

迎'

P*?)!<%,

-

'

!

李娜娜)

'()&=,&

)

程
!

研)

6*;)!<&,

)

!

郑梦迪)

P*;)!O/,

-

=9%

)

!

闫
!

平)

<?)J%,

-

)

!

柴希艳;

6*?(G%=

4

&,

;

!

)D

西安医学院$陕西 西安
!

T)((')

/

'D

南京中医药大学$江苏 南京
!

')((';

/

;D

西安雨润百德健康管理有限公司$陕西 西安
!

T)((-)

#

!

)D6+>>/

-

/+

5

J7&1L&.

4

$

G%̀&,O/9%.&>",%0/12%3

4

$

G%̀&,

$

:7&&,Y%T)((')

$

67%,&

/

'D)&,

B

%,

-

",%0/12%3

4

+

5

67%,/2/O/9%.%,/

$

)&,

B

%,

-

$

$%&,

-

2C')((';

$

67%,&

/

;DG%̀&,<C1C,@&%9/*/&>37

4

O&,&

-

/L/,36+D

$

'39D

$

G%̀&,

$

:7&&,Y%T)((-)

$

67%,&

#

摘要!目的!探讨紫苏粗提物对酶的抑制作用!阐明其对

代谢综合征的药效物质基础"方法!测定紫苏粗提物中

黄酮及酚酸含量#以抑制率为指标!测定紫苏粗提物对不

同酶活性的抑制作用#采用分子对接预测紫苏粗提物对

胰脂肪酶和淀粉酶抑制作用靶点"结果!紫苏粗提物中黄

酮含量为
(8;(,S.

5

(

.

5

!总酚酸含量为
*S8*,.

5

(

5

"紫

苏粗提物对
!

&

淀粉酶%黄嘌呤氧化酶%胰脂肪酶及乙酰胆

碱酯酶的
PC

*(

值分别为
(8'T;
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(8'++
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(8;+T

!

(8()S.
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"

芹菜素
&*&#&

"

&H&

葡萄糖苷%木犀草素
&T&

二葡萄糖苷酸%

芹菜素
&T&

葡萄糖苷%山奈酚
&;&#&

芸香苷%迷迭香酸%芦丁

等为紫苏粗提物的有效活性成分"结论!紫苏粗提物对

+

种酶都有一定的抑制活性!且呈剂量)效应关系"

关键词!代谢综合征#紫苏#黄酮#总酚酸#酶抑制剂#分子
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#为唇形科紫苏属植

物%-中国药典.!
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版#记载$紫苏可用于风寒感冒(咳

嗽呕恶(妊娠呕吐(鱼蟹中毒等)
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%其含有挥发油(黄酮(

酚酸(花色苷等化学成分$具有抗炎(抗氧化(抑菌(抗抑

郁等作用)
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以肥胖(高血糖(高尿酸血症等为主的代谢综合征

!

OV

#是多种代谢紊乱在体内+聚集,的一种病理状态$可

增加糖尿病(心血管疾病等的发生风险$近年来已成为全

球公共健康问题)

;

*

%目前对
OV

的治疗均为对某一疾病

的单一治疗$如降低血糖(血脂(血压水平)

+

*

$尚缺少对

OV

的综合治疗%有效防治
OV

涉及多靶点调控)

*J-

*

%

胰脂肪酶是胰腺腺泡细胞分泌的消化脂肪的关键酶$抑

制胰脂肪酶可降低肠道中脂肪的消化和分解$治疗肥

胖)

T

*

%黄嘌呤氧化酶!

WLM

#是尿酸生成的关键酶$在体

内可催化次黄嘌呤氧化为黄嘌呤$进一步氧化为尿

酸)

SJ,

*

%该途径可切断尿酸生成$从而降低尿酸水平%

!

&

淀粉酶是重要的碳水化合物水解酶$尤其对于中国
'

型

糖尿病以碳水化合物为主要食物的患者$抑制
!

&

淀粉酶

的活性可减少餐后高血糖)

)(

*

%乙酰胆碱酯酶!

GC3#

#是

生物神经传导中的关键性酶$

GC3#

抑制剂!

GC3#P

#是当

前阿尔茨海默症与中老年人痴呆最常见的疾病靶点)

))

*

%

目前对紫苏的研究多集中于紫苏叶(紫苏籽粕)

)'

*及

紫苏籽油)

);

*的药用(油用(香料(食用等方面$但未见关于

紫苏防治
OV

及多靶点抑制作用的研究%研究拟通过

PC

*(

值评价抑制活性$并采用分子对接验证结果及预测更

多潜在靶点$旨在为紫苏作为食品添加剂预防和治疗代

谢综合征的作用提供依据%
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仪器与试剂
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主要仪器

架盘药物天平"

PR<&)(

型$上海光正医疗仪器有限

公司/

数显控温电热套"

VWd\

型$北京市永光明医疗仪

器厂/

电热恒温水浴锅"

M!d\&M&'

型$北京市永光明医疗

仪器厂/

超声波清洗器"

dZ&'*(X

型$昆山市超声仪器有限

公司/

旋转蒸发器"

WM&*'GG

型$上海贤德实验仪器有限

公司/

干燥箱"

)()&)

型$上海市实验仪器总厂/

紫外可见分光光度计"

[̀&))((

型$上海美谱达仪器

有限公司/

高效液相色谱仪"

G

5
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型$美国安捷伦科

技有限公司/

电子分析天平"

VZY

型$赛多利斯科学仪器北京有限

公司/

砂芯过滤器"

)((( .U

$上海申迪玻璃仪器有限

公司/

酶标仪"
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),((Y16=

型$上海闪谱生物

科技有限公司%

)8'

!

试剂与试药

紫苏"

'()T

&

'(),

年采集于陕西西安(眉县和甘肃正

宁$经西安医学院生药教研室汪兴军老师鉴定为唇形科

植物紫苏
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无水乙醇"分析纯$利安隆博华天津医药化学有限

公司/

没食子酸对照品"纯度
%

,,]

$天津市光复精细化

工厂/

芦丁(木犀草苷"

"YUC

%

,S]

$上海源叶生物科技有

限公司/

甲醇"色谱纯$广东光华科技有限公司/

黄嘌呤氧化酶"美国
V0

5

./

公司/

黄嘌呤"纯度
%

,*]

$美国
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./

公司/

!

&

淀粉酶(

;

$

*&

二硝基水杨酸试剂!

M$V

#"西安姚北

生物科技有限责任公司/

胰脂肪酶"上海阿拉丁生化科技有限责任公司/

对硝基苯丁酸酯!

Y$YY

#"上海源叶生物科技有限

公司/

)

$

)&

二甲基甲酰胺(磷酸盐缓冲液!

YXV

#(乙酰胆

碱酯酶(

*

$

*&

二硫代
&'&

硝基苯甲酸!

M<$X

#(多奈哌齐"

美国
V0

5

./

公司%

)8;

!

分子对接软件及数据库

采 用
VRXRU&W'8)8)

分 子 模 拟 软 件 !

V̀G

#(

C39.MA/D

绘图软件/采用
<COVY

!
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B

=
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B
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74.
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QCVX

!
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=
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#和
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!
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B
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#数据库%

)8+

!

方法

)8+8)

!

粗提物的制备
!

称取紫苏叶
)((

5

$用
-(]

乙醇回

流提取两次$每次
)3

$合并提取液$过滤$滤液减压浓缩

至无醇味$置于水浴锅中浓缩得醇提物浸膏$

*(a

烘干得

紫苏粗提物%

)8+8'

!

总酚酸含量测定
!

采用福林酚法)

)+

*

%

)8+8;

!

总黄酮含量测定
!

采用亚硝酸钠&硝酸铝&氢氧

化钠比色法)

)*

*

%

)8+8+

!

木犀草苷含量测定
!

采用高效液相法$色谱条件"

G

5

0192>*"CC

)S

'*(..c+8-..

$柱温为室温$以甲

醇&

(8)]

甲酸水!

N

甲醇
eN

甲酸水 为
+*e**

#为流动相$流

速
)8(.U

'

.02

$波长
;-(2.

%

)8+8*

!

体外
!

&

淀粉酶活性抑制试验
!

参照文献)

)-J)T

*

的方法并修改%精密称取
)

5!

&

淀粉酶$用
YXV

缓冲液配

置成
(8('

5

'

.U

溶液$待用%精密称
)

5

可溶性淀粉$先

用少量沸水溶解$再定容至
)((.U

$煮沸至溶液澄清$取

上清液备用%并按式!

)

#计算
!

&

淀粉酶的抑制率%

K

P

f

)J

?

;

J?

+

?

)

J?

'

! #

c)((]

$ !
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式中"

$(!

提取与活性
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P

&&&抑制率$

]

/

?

)

&&&空白组吸光度/

?

'

&&&空白对照组吸光度/

?

;

&&&抑制组吸光度/

?

+

&&&抑制对照组吸光度%

)8+8-

!

体外
WLM

活性抑制试验
!

称取
;(.

5

黄嘌呤$加

入
' .U

氨 水 超 声 溶 解$用 磷 酸 钾 缓 冲 液 配 制 成

(8)..41

'

U

的溶液$用时稀释至
(8()`

'

U

%取
*`

黄嘌

呤氧化酶$配制成
(8*`

'

.U

$用时稀释至
(8)`

'

.U

$现

配现用%以黄嘌呤为底物$通过酶标仪检测
;

种药材的

WLM

抑制活性%设置紫苏粗提物质量浓度分别为
(8(*

$

(8)(

$

(8'(

$

(8;(

$

(8+(.

5

'

.U

$设置空白组(空白对照组(

抑制组和抑制对照组$每组总体积
'((

&

U

%将各样品和

*(

&

U

黄嘌呤!

(8()`

'

U

#共孵育
*.02

%加入
*(

&

UWLM

!

(8)`

'

U

#引发反应!

WLM

需在
'*a

预孵
;(.02

以稳定

酶活#$混匀$测定
',*2.

处吸光度$按式!

)

#计算
WLM

抑制率$并以别嘌醇片为阳性对照)

)S

*

%

)8+8T

!

胰脂肪酶活性抑制测定
!

参照
U0/2

5

等)

),

*的方法

并修改%称取
(8(*

5

胰脂肪酶用缓冲液溶解定容至

*(.U

$

S(((A

'

.02

离心
)(.02

$取上清液稀释得胰脂肪

酶溶液%称取
(8)*-

5

Y$YY

$溶于
(8'*.U)

$

)&

二甲基

甲酰胺$缓冲液定容得底物溶液%按式!

)

#计算
Y$YY

抑

制率%

)8+8S

!

乙酰胆碱酯酶活性抑制试验
!

将乙酰胆碱酯酶配

置成
)8' ..41

'

U

溶液待用$用时稀释
)(

倍%称取

G<C";8* .

5

定容至
)( .U

%称取
'+ .

5

M<$X

于

)(.U

容量瓶%

,-

孔板中每孔加入
YXV)((

&

U

$乙酰胆

碱酯酶!溶于
B

"T8*YXV

中#

'(

&

U

$样品溶液
'(

&

U

$

(8)'..41

'

UG<C3'(

&

U

作为酶反应底物%

;Ta

培养

;(.02

$加入
'(

&

U

质量分数为
+]

的
VMV

终止反应$加

入
(8-..41

'

UM<$X'(

&

U

$测定
+(*2.

处吸光度$按

式!

'

#计算乙酰胆碱酯酶抑制率$并以多奈哌齐为阳

性药%

Kf

)

)J

!

?

样品
J?

背景#'
?

空白*
c)((]

$ !

'

#

式中"

K

&&&乙酰胆碱酯酶抑制率$

]

/

?

样品&&&加入样品的反应体系的吸光度/

?

背景&&&以
YXV

!

B

"T8*

#代替酶液的反应体系的吸

光度/

?

空白&&&以样品溶剂代替样品的反应体系的吸

光度%

)8+8,

!

分子对接预测作用机制与靶点

!

)

#小分子结构"将化合物
;M

结构导入
VRXRU&W'8

)8)

中生成表单$再分别放入摩尔区进行能量最小化和加

电荷处理$将处理好的结构保存至
:/>/@/=9

数据库中$以

备后续对接%

!

'

#蛋白质结构"从
QCVX

蛋白质数据库中下载胰脂

肪酶和
!

&

淀粉酶的靶点蛋白晶体结构$利用
VRXRU&W'8(

软件中的
V6A?19I&M47_

模块对其进行结构处理$用于设

定对接口袋%

!

;

#

V6A?19I&M47_

对接及评分标准"

V6A?19I&M47_

用

于分子对接$

C=74A9

用于评价结合打分的一致性$配体模

式用于对接小分子化合物到受体的结合部位$小分子配

体与相关蛋白的亲和力打分用于评价其结合力$亲和力

打分越高$结合力越强(结合活性越高%用
<4>/1&V74A9

打

分函数对小分子与靶标相互作用进行评分$

<4>/1&V74A9

函数综合考虑了极性作用(疏水作用(焓和溶剂化等因

素$该值愈大$对接复合物越稳定$小分子化合物与大分

子蛋白质的匹配结合作用越好%

<4>/1&V74A9

等于
S

为阈

值$

S

分以上为匹配结合作用良好%

)8+8)(

!

试验数据处理
!

使用
LA0

5

02S8*

软件进行数据处

理和作图$采用
VYVVV>/>0=>07=';8(

软件计算
PC

*(

值%

'

!

结果与分析

'8)

!

样品提取率

紫苏叶醇提取后最终得到干燥品
)S8*,

5

$提取率为

)S8*,]

%

'8'

!

总酚酸含量

没食子酸标准曲线方程为
4

f*8+*;(Yq(8;T*,

$

K

'

f(8,T*+

$吸光度与浓度呈良好的线性关系%试验测

得紫苏粗提取物中总酚酸含量为
*S8*,.

5

'

5

%

'8;

!

总黄酮含量

芦丁标准曲线方程为
4

f+8S')SYJ(8((;S

$

K

'

f

(8,,**

$吸光度与浓度线性关系良好$试验测得紫苏粗提

物中黄酮含量为
(8;(,S.

5

'

.

5

%

'8+

!

木犀草苷含量

木犀草苷标品及样品的色谱图见图
)

$木犀草苷保留

时间为
S8';-

$峰面积为
)(-8,

%采用外标法测得样品中

木犀草苷含量为
(8S),+.

5

'

5

%

!!

试验发现$木犀草苷标准品的进样量与峰面积的积

分值的线性方程为
<f),8TT'GJ;8S*

$

K

'

f(8,,,'

$当

木犀草苷质量浓度为
;S

"

)*'.

5

'

.U

时线性关系良好%

精密度试验的
QVM

为
(8;-]

$表明仪器的精密度良好%

重复性试验的
QVM

为
)8,T]

$表明该方法重复性较好%

稳定性试验的
QVM

为
)8*']

$表明供试品溶液在
;-3

内

稳定性良好%

'8*

!

紫苏粗提物对
!

&

淀粉酶的抑制活性

由图
'

可知$紫苏粗提物对
!

&

淀粉酶活性抑制作用

的
PC

*(

值为
(8'T;.

5

'

.U

$表明紫苏粗提物对
!

&

淀粉酶

活性有一定的抑制作用$即紫苏中含有的活性成分能够

抑制血糖水平$后续可对其进行进一步研究%

%(!

"
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图
)

!

标准品和样品的色谱图

K0

5

6A9)

!

C3A4./>4

5

A/

B

3

H

4?>39=>/2:/A:=/2:=/.

B

19=

图
'

!

紫苏粗提物对淀粉酶的抑制曲线

K0

5

6A9'

!

G.

H

1/=90230@0>04276AE9=4?7A6:99I>A/7>=

4?J/1%>>&

'8-

!

紫苏粗提物对黄嘌呤氧化酶的抑制活性

由图
;

可知$紫苏粗提物和别嘌醇对黄嘌呤氧化酶

活性抑制作用的
PC

*(

值分别为
(8'++

$

(8;),.

5

'

.U

%与

阳性对照药别嘌醇相比$紫苏粗提物对黄嘌呤氧化酶有

一定的抑制活性$说明紫苏中的活性成分可以降低尿酸

水平%

'8T

!

紫苏粗提物对胰脂肪酶的抑制活性

由图
+

可知$紫苏粗提物和奥利司他对胰脂肪酶活

性抑制作用的
PC

*(

值分别为
(8;+T

$

(8-)+.

5

'

.U

%与阳

性药奥利司他相比$紫苏粗提物有较好的抑制胰脂肪酶

作用$表明紫苏粗提物可以降脂(治疗肥胖代谢综合征%

图
;

!

紫苏粗提物质量浓度与
WLM

酶抑制率的量效关系

K0

5

6A9;

!

<39:4=9&9??97>A91/>042=30

B

@9>D992=/.

B

19742792>A/>042/2:WLM92F

H

.90230@0>042A/>9

图
+

!

紫苏粗提物对胰脂肪酶的抑制曲线

K0

5

6A9+

!

Y/27A9/>0710

B

/=90230@0>04276AE9=4?>397A6:99I>A/7>=

&(!

提取与活性
#W<QGC<PL$ N GC<P[P<R

总第
'+-

期
"

'(''

年
+

月
"



'8S

!

紫苏粗提物对乙酰胆碱酯酶的抑制活性

由图
*

可知$紫苏粗提物对乙酰胆碱酯酶活性抑制

作用的
PC

*(

值为
(8()S.

5

'

.U

$说明紫苏粗提物对乙酰

胆 碱 酯 酶 有 抑 制 作 用$但 相 对 阳 性 药 多 奈 哌 齐

!

(8((S.

5

'

.U

#较差$需对粗提物进行深入研究%

图
*

!

紫苏粗提物对乙酰胆碱酯酶的抑制曲线

K0

5

6A9*

!

P230@0>04276AE94?J/1%>>&42

/79>

H

17341029=>9A/=9

'8,

!

分子对接预测紫苏与胰脂肪酶和淀粉酶抑制作用

靶点

!!

将
;'

种化合物与胰脂肪酶蛋白数据库中
)1

B

/

(

)1

B

@

(

)2S=;

个靶标蛋白进行分子对接$共分子对接
,-

次$将

;'

种化合物与
!

&

淀粉酶的一个靶标蛋白
*6;/

对接

;'

次$对接最佳结果见表
)

"

表
;

$其中$与
)2S=

对接无

化合物打分
(

S

%由表
)

"

表
;

可知$芹菜素
&*&#&

"

&H&

葡

萄糖苷(木犀草素
&T&

二葡萄糖苷酸(芹菜素
&T&

葡萄糖苷(

山奈酚
&;&#&

芸香苷(迷迭香酸(芦丁等为紫苏粗提物的有

效活性成分%

;

!

结论
探究了紫苏粗提物对

!

&

淀粉酶(黄嘌呤氧化酶(胰脂

肪酶(乙酰胆碱酯酶的体外抑制活性%结果表明$紫苏粗

表
)

!

与胰脂肪酶
)1

B

/

对接最佳结果

</@19)

!

X9=>A9=61>=?4A:47_02

5

D0>3

B

/27A9/>07

10

B

/=9)1

B

/

名称 结构
<4>/1&V74A9

芹菜素
&*&#&

"

&

H&

葡萄糖苷
S8,S*'

迷迭香酸
S8';'-

表
'

!

与胰脂肪酶
)1

B

@

对接最佳结果

</@19'

!

X9=>A9=61>=?4A:47_02

5

D0>3

B

/27A9/>07

10

B

/=9)1

B

@

名称 结构
<4>/1&V74A9

木犀草素
&

T&

二 葡 萄

糖苷酸

,8,+S+

山奈酚
&;&

#&

芸香苷
S8*',S

芦丁
S8')*+

表
;

!

与
!

&

淀粉酶
*6;/

对接最佳结果

</@19;

!

X9=>A9=61>=?4A:47_02

5

D0>3&/.

H

1/=9*6;/

名称 结构
<4>/1&V74A9

芹菜素
&

T&

葡 萄

糖苷

S8-),-

提物对
+

种酶均有抑制作用$表明紫苏粗提物可有效防

治以肥胖(高血糖(高尿酸血症等为主的代谢综合征%但

多靶点体外筛选模型仅为代谢综合征的治疗提供参考$

后续将通过体内整体动物试验深入探究紫苏粗提物的降

脂(降糖(降尿酸作用%
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