
 

中国现代应用药学 2022 年 12 月第 39 卷第 23 期                       Chin J Mod Appl Pharm, 2022 December, Vol.39 No.23     ·3045· 

·论 著· 
 

基于UHPLC-QE-MS分析结合网络药理学探讨小叶黄杨生物碱治疗阿

尔茨海默病的作用机制 
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摘要：目的  鉴定小叶黄杨中生物碱类化学成分，探讨治疗阿尔茨海默病的物质基础和作用机制。方法  表征小叶黄杨生

物碱成分，并利用 PubChem、SwissADME、Swiss Target Prediction、Genecards 和 OMIM 等数据库获取小叶黄杨生物碱的活

性成分和对应靶点，以及阿尔茨海默病的相关靶点；运用 Cytoscape3.9.0 软件绘制“成分-靶点”网络图；运用 String 平台

构建蛋白互作网络图；运用微生信在线绘图工具进行通路富集分析可视化；用 AutodockTools-1.5.6 软件对筛选出的核心成

分做分子对接。结果  鉴定小叶黄杨生物碱成分 23 个，筛选有效成分 19 个，对应靶点 216 个；筛选阿尔茨海默病靶点 880
个，药物-疾病交集靶点 49 个；GO 富集分析主要相关的生物过程有化学性突触传递，顺行跨突触信号，跨突触信号等；KEGG
通路富集分析中神经活性配体-受体相互作用，5-羟色胺能突触，cAMP 信号等为主要信号通路。分子对接显示筛选的核心靶

点和核心成分均有较强结合力。结论  本研究初步证明了小叶黄杨生物碱成分可以多成分、多靶点、多通路共同作用治疗

阿尔茨海默病，为进一步深入研究小叶黄杨生物碱对阿尔茨海默病作用的物质基础以及作用机制提供参考。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To identify the chemical constituents of alkaloids in Buxus microphylla, and to explore the 
material basis and mechanism of action in the treatment of Alzheimer’s disease. METHODS  The alkaloid components of 
Buxus microphylla were characterized, and the active components and corresponding targets of Buxus microphylla alkaloids and 
related targets of Alzheimer’s disease were obtained by PubChem, SwissADME, Swiss Target Prediction, Genecards and OMIM 
databases. Cytoscape 3.9.0 software was used to draw the “component-target” network diagram. The protein-protein interaction 
network was constructed by String platform. The visualization of pathway enrichment analysis was carried out by using the 
on-line drawing tool of bioinformatics. Molecular docking was performed on the screened core components with 
AutodockTools-1.5.6 software. RESULTS  Twenty-three alkaloid components of Buxus microphylla were identified, 19 active 
components and 216 corresponding targets were screened. Eight hundred and eighty Alzheimer’s disease targets and 49 drug 
disease intersection targets were screened. The main biological processes related to GO enrichment analysis include chemical 
synaptic transmission, anterograde cross synaptic signal, cross synaptic signal and so on. In KEGG pathway enrichment analysis, 
neuroactive ligand receptor interaction, serotonergic synapse and cAMP signal were the main signal pathways. Molecular 
docking showed that the screened core targets and core components had strong binding force. CONCLUSION  This study 
preliminarily proves that the alkaloid components of Buxus microphylla can act together in multiple components, multiple targets 
and multiple pathways to treat Alzheimer’s disease. It provides a reference for further research on the material basis and 
mechanism of the effect of Buxus microphylla alkaloids on Alzheimer’s disease. 
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阿尔茨海默病(Alzheimer’s disease，AD)是在

老年人口中最为普遍的一种不可逆的神经退行性

疾病，其特征是大脑海马区和皮质中乙酰胆碱浓

度较低[1]，临床主要表现为认知功能减退，语言和

行为障碍等，是痴呆症的最常见原因。目前研究

认为 AD 是一种多病因性疾病，其发病原因综合年

龄、遗传及环境等多种因素，并且发病率还在逐

年提高。虽然 AD 的确切发病机制仍不清楚，但是

淀粉样蛋白斑块沉积和 tau 蛋白过度磷酸化被认

为是 AD 发病的主要原因[2-3]。目前已上市的药物

多奈哌齐、加兰他敏可以改善 AD 的症状，提高患

者生活质量，但是目前没有药物能够治愈。因此，

寻找治疗 AD 药物的研究具有重要意义。 
小叶黄杨(Buxus sinica var.parvifolia M.Cheng)

又名瓜子黄杨，为黄杨科黄杨属常绿灌木或小乔

木，国内主要分布在安徽、浙江、江西、湖北等地。

早在《本草纲目》中就有记载，黄杨木属于中国的

一种传统药用植物，具有行气活血、祛湿通络等功

效。小叶黄杨含有多种化学成分，如生物碱类、黄

酮类、香豆素类、甾醇类和酚酸类化合物等[4]。已

有研究从黄杨属中分离出 200 多种生物碱成分，如

(+)-buxabenzamidienine、(+)-buxamidine、环黄杨碱

D 以及环维黄杨星 D 等[5-6]。研究证实，小叶黄杨

生物碱通过抑制 AChE 和 BChE 在抗 AD 中发挥重

要作用[7-10]。诸多证据表明，AD 患者的记忆缺陷

与中枢神经系统胆碱能神经传递障碍之间可能存

在联系[11-14]。胆碱能假说认为，恢复胆碱能神经

传递是一种增强突触乙酰胆碱可用性和改善 AD
患者受损记忆的有益策略。因此通过抑制 AChE
和 BChE，恢复胆碱能神经传递，可以改善患者的

症状。研究发现多种黄杨生物碱成分具有不同程

度的 AChE 和 BChE 抑制作用[15-17]。Ata 等[15]以阳

性药物石杉碱甲和加兰他敏作对照，证明黄杨中的

生 物 碱 成 分 (E)-Buxenone 、 (Z)-Buxenone 和

Cyclobuxophylline O 均对 AChE 具有中度抑制作

用。Atta-ur-Rahman 等[16]发现 Cyclovirobuxeine A
和 Cyclomicrophylline A 能够抑制 AChE。Choudhary
等[17]鉴定出来的生物碱 Buxippine K 和 Buxidine 也

是 AChE 及 BChE 的抑制剂。虽然多种黄杨生物碱

表现出抗 AD 的药效作用，但至今其抗 AD 的机制

还尚未明确。 
最近网络药理学已用于肿瘤、AD 等复杂疾病

的中医药研究中，可以预测中药化合物的靶标和

药理作用，揭示药物-基因-疾病的关系[18]。因此，

本研究首先利用 UHPLC-QE-MS 技术分析黄杨生

物碱成分，并结合网络药理学方法对治疗 AD 的作

用靶点和主要通路进行预测，通过分子对接进行

初步的验证，期望为黄杨生物碱的开发和药用价

值的研究提供科学依据。 
1  仪器与试剂 

Agilent 1290 超高效液相色谱仪(美国 Agilent 
technologies 公司)；Q Exactive Orbitrap 高分辨质谱

仪(美国 Thermo Fisher Scientific 公司)；KQ3200DE
型超声仪(昆山市超声仪器有限公司)；AR153CN 型

电子天平(上海奥豪斯仪器有限公司)。 
水为娃哈哈纯净水；甲醇、乙腈(色谱级，

Sigma-Aldrich)；二氯甲烷(分析纯，天津市华东试

剂厂)；甲酸(分析纯，天津市科密欧化学试剂有限

公司)；小叶黄杨(Buxus microphylla)样品于潍坊医

学院校园中采集，经药学院许崇梅副教授鉴定，

确定为黄杨科黄杨属小叶黄杨(Buxus sinica var. 
parvifolia M.Cheng)；环维黄杨星 D(成都普思生物

科技股份有限公司，批号：PS020065；纯度：98.0%)。 
2  方法 
2.1  小叶黄杨生物碱的 LC-MS 鉴定 
2.1.1  供试品的制备   精密称定小叶黄杨粉末

0.02 g，加 1 mL 80%乙醇超声提取 20 min，二氯

甲烷 1 mL 萃取 3 遍，氮气吹干后，精密吸取 1 mL
甲醇溶解，经 0.22 μm 微孔滤膜过滤，待 LC-MS
分析。 
2.1.2  对照品溶液的配制  取环维黄杨星 D 适

量，精密称定，加甲醇配制成浓度为 1 mg·mL–1

储备液，稀释成浓度为 50 ng·mL–1 的对照品溶液，

待 LC-MS 分析。 
2.1.3  色谱条件  色谱柱：Welch Ultimate XB C18

色谱柱(2.1 mm×100 mm，1.8 μm)；流动相为 0.1%
甲酸水(A)-乙腈(B)；梯度洗脱程序：0~5 min，20% 
B，5~30 min，20%→50%B，30~35 min，50%→95% 
B，35~40 min，95%B，40~45 min，20%B；流速：

0.3 mL·min–1；进样量 10 μL。 
2.1.4  质谱条件  Q-Exactive 四级杆-静电场轨道

阱高分辨质谱采用电喷雾离子源(ESI)正离子全扫

描模式。电喷雾电压：3.8 kV；毛细管温度：280 ℃；

辅助气温度：280 ℃；鞘气流速(Arb)：35 psi；辅

助气体流量(Arb)：10 psi；一级质谱分辨率(Full ms 
resolution)：60 000；二级质谱(MS/MS)分辨率：
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30 000；扫描碰撞能量(CE)：40 eV，数据采集范

围 m/z 100~1 500。 
2.2  小叶黄杨中生物碱活性成分及其类药性筛选

以及靶点预测 
2.2.1  小叶黄杨生物碱活性成分的筛选   通过

中国知网(CNKI，https://kns.cnki.net/)和 PubMed
数 据 库 (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/) 检 索

1970 年—2022 年 4 月黄杨生物碱的化学成分活性

研究的文献[15-17,19-22]，进行小叶黄杨生物碱活性

成分的筛选。 
2.2.2  小叶黄杨生物碱活性成分类药性筛选  运

用 SwissADME 数据库[23]预测其 ADME 参数。以

药动学参数胃肠吸收度为“high”及药物相似性满

足>2 项的“Yes”为筛选标准，来筛选小叶黄杨生

物碱活性成分的类药性。 
2.2.3  小叶黄杨生物碱活性成分的靶点预测  通

过 PubChem 数据库 (https://pubchem.ncbi.nlm.nih. 
gov/)查询成分对应的 SMILES 号，进一步采用

TargetNet 数 据 库 [24](http://targetnet.scbdd.com/) ，

Swiss Target Prediction 数 据 库 [25](http://www. 
swisstargetprediction.ch/)，PharmMapper 数据库[26] 

(http://lilab-ecust.cn/pharmmapper/) 进 行 靶 点 预 测

补充。运用 Uniport 数据库将 TargetNet 数据库(选
择值>0 的)、PharmMapper 数据库得到的且去重后

的所有靶点名称转化为标准基因名称。 
2.3  AD 靶点的提取及药物治疗疾病靶点的筛选 

通过 GeneCards[27](https://www.genecards.org/)，
OMIM(https://omim.org/) 以 及 Therapeutic Target 
Database(TTD，http://db.idrblab.net/ttd/)数据库[28]，

以“Alzheimer’s disease”为关键词检索疾病相关

靶点，其中 Genecards 数据库将检索结果按 score> 
20 的原则进行筛选，将 3 个数据库得到的疾病靶

点合并，去除重复靶点。将得到的有效成分靶点

和 疾 病 靶 点 导 入 Venny2.1.0 在 线 工 具 (https:// 
bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/)绘制 Venn 图，获

取相交靶点，从而初步得到小叶黄杨生物碱治疗

AD 的潜在作用靶点。 
2.4  “成分-靶点”的网络构建 

通过 TargetNet、Swiss Target Prediction 和

PharmMapper 数据库筛选药物作用靶点，并借助

Uniport 数据库进行基因校正。将筛选得到的小叶

黄杨生物碱成分及相关作用靶点结果输入 Excel
表格，然后导入 Cytoscape(Version 3.9.0)软件，筛

选其主要活性成分及核心靶点。本研究基于参数

平均最短路径、介数中心性、中心接近度、聚类

系数、网络度值来评估节点重要性。构建“成分-
靶点”网络图。以不同可视化效果表达成分和相

交靶点的相互关系，并进行网络拓扑分析，根据

自由度大于均值来筛选关键活性成分。 
2.5  蛋白互作(protein-protein interaction，PPI)网
络的构建 

将交集基因导入 String 在线数据库[29](https:// 
string-db.org/)，限定物种选“Homo sapiens”，置

信度>0.4 为条件进行筛选，隐藏离散节点，构建

PPI 网络关系图，将获得的结果保存为 tsv 格式。

通过 Cytoscape 3.9.0 软件对网络互作关系进行拓

扑分析，筛选核心靶点。 
2.6  交集靶点的富集分析及可视化 

将筛选得到的交集靶点导入 Metascape 在线数

据库 [30](https://metascape.org/)进行基因本体 (gene 
ontology，GO)富集分析和京都基因与基因组百科全

书(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes，

KEGG)通路富集分析，设定物种为“H.sapiens”，

阈值 P<0.05。其中 GO 富集分别选取生物学过程

(biological process ， BP) 、 分 子 功 能 (molecular 
funtion，MF)、细胞组成(cellular component，CC)
进行富集，将结果按照 P 值排序，3 个方面各取前

10 位结果，并使用微生信在线绘制工具平台绘制三

合一柱状图。KEGG 富集分析选取与 AD 相关的且

显著性较高的信号通路使用微生信在线绘制工具

平台制作 KEGG 富集气泡图。 
2.7  活性成分与靶点的分子对接验证 

对“2.4”项下筛选出的主要活性成分和筛选

出的核心靶点进行分子对接验证。将主要活性成

分输入到 PubChem 数据库，下载其 3D 结构图，

保存为“sdf”格式。从 RCSB PDB 数据库 [31] 

(https://www.rcsb.org/)下载核心靶点对应的大分子

受体蛋白的 3D 结构，保存“pdb”格式文件。并

通过 PyMOL 软件对其去水，添加非极性氢，去除

孤对电子，计算 Gasteiger 电荷，将预处理后的靶

蛋白存为“pdbqt”文件。采用 Open Bable GUL 软

件将小分子活性化合物转化为“pdbqt”格式，导

入 AutoDockTools 添加原子电荷，分配原子类型，

所有柔性键均默认可旋转，并存为“pdbqt”文件。

利用 AutoDockTools 工具寻找蛋白活性位点参数，

设置 Grid box 坐标及大小，确定受体蛋白的活性对



 

·3048·     Chin J Mod Appl Pharm, 2022 December, Vol.39 No.23                        中国现代应用药学 2022 年 12 月第 39 卷第 23 期 

接区域后，运行 AutoDock Vina 1.5.6 对大分子蛋白

和配体进行分子对接，并计算其结合能[32]，利用

PyMOL 对模型进行可视化。 
3  结果 
3.1  小叶黄杨中生物碱成分分析 

定性分析小叶黄杨中的生物碱成分，总离子

流图见图 1。结合对照品环维黄杨星 D 的裂解规

律以及相关文献[33-35]进行化合物结构解析，鉴定

出小叶黄杨生物碱成分 23 个，见表 1[15-17,19-22,36-38]。 
HY1 的保留时间为 1.10 min，与对照品环维黄

杨星 D 的保留时间一致，观察到准分子离子峰 m/z 
403.367 6[M+H]+及特征碎片 m/z 372.325 6 [M+H- 
NH2CH3]+，m/z 354.314 1(372.325 6 脱水)，341.302 8 
[M+H–NH2CH3–NH2CH3]+，m/z 323.272 6 (341.302 8
脱水)，203.179 2(C 环开裂)，135.116 9，121.101 3(B
环开裂)。其精确分子质量及特征碎片离子与文献

[33-34]报道基本一致，因此 HY1 鉴定为环维黄杨

星 D，二级质谱图及质谱裂解途径见图 2。代表

化合物 HY22 的保留时间为 25.37 min，可观察到

准分子离子峰 m/z 356.294 4[M+H]+及特征碎片

m/z 339.267 7[M+H-NH3]+，m/z 203.142 7，137.095 9 
(C 环开裂)，135.080 5，121.101 3(B 环开裂)，根据

精确分子质量及特征碎片，并结合文献[34]及对照品

的裂解规律，推测该成分为 cyclobuxophylline O，

其裂解途径及二级质谱图见图 3。 
3.2  小叶黄杨中生物碱活性成分及其类药性筛选

以及靶点预测 
3.2.1  小 叶 黄 杨 生 物 碱 活 性 成 分 筛 选   通 过

LC-MS 分析并与黄杨生物碱的相关文献比对，本

研究尝试鉴定出小叶黄杨生物碱成分 23 个。通过

对 1970 年—2022 年 4 月的文献检索[15-17,19-22]，其

中 19 个为活性成分，见表 1。 
 

 
 
图 1  小叶黄杨生物碱的 LC-MS 总离子流图 
Fig. 1  LC-MS total ion flow diagram of Buxus microphylla alkaloids 
 
表 1  小叶黄杨生物碱成分 
Tab. 1  Alkaloid constituents of Buxus microphylla 

序号 tR/min 化合物 分子式 理论值
[M+H]+

实测值
[M+H]+ MS/MS 裂解碎片 Δppm

参考

文献

HY1* 1.10 环维黄杨星 D C26H46N2O 403.361 0 403.367 6 372.325 6，354.314 1，341.302 8，323.272 6，203.179 2，135.116 9，
121.101 3

–1.46 [19,36]

HY2* 1.88 环黄杨碱 D C25H42N2O 387.329 7 387.337 3 342.278 9，324.268 4，241.195 0，189.151 5，119.085 7 0.80 [19,37]

HY3 2.54 cycloprotobuxine C26H46N2O 403.361 0 403.367 9 385.357 7，340.299 3，323.272 9，189.163 7，173.132 8，135.116 9，
121.101 3

–1.07 [38]

HY4* 3.46 buxmicrophylline O C28H48N2O2 445.371 6 445.378 7 400.320 8，382.311 3，189.163 8，184.968 4，262.920 2，121.101 4 –0.30 [38]

HY5 3.70 buxmicrophylline D C29H50N2O2 459.387 2 459.394 0 414.335 2，396.326 0，330.278 9，121.101 3 –1.10 [36]

HY6* 4.86 cyclovirobuxeine A C28H48N2O 429.376 7 429.384 0 384.325 4，366.313 8，339.267 7，255.210 7，201.163 9，121.101 3 0.07 [16,38]

HY7 14.57 cycloprotobuxinamine C29H46N2O5 503.340 7 503.346 0 398.304 6，339.266 9，189.163 4，168.091 9，151.148 0，121.101 3 –3.73 [36]

HY8* 16.47 cyclobuxoxazine C27H46N2O2 431.355 9 431.362 6 413.350 7，368.293 9，189.163 9，161.132 5，121.101 4 –1.52 [20,36]

HY9* 17.39 cyclomicrophylline A C28H48N2O2 445.371 6 445.378 0 427.367 7，382.309 9，271.240 9，311.692 6，121.101 4 –2.01 [16,38]

HY10* 17.44 buxippine K C25H39NO2 386.298 1 386.305 0 368.293 6，241.158 6，187.148 0，137.096 1，119.085 6 –0.92 [17]

HY11* 18.22 cyclosuffrobuxinine M C24H35NO 354.271 9 354.278 3 323.237 0，187.147 8，241.158 6，137.096 0，119.085 7，105.070 1 –2.38 [21,36]
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续表 1 

序号 tR/min 化合物 分子式 理论值
[M+H]+

实测值
[M+H]+ MS/MS 裂解碎片 Δppm

参考

文献
HY12* 18.50 cyclomicrobuxinine C24H37NO2 372.282 4 372.290 1 323.235 3，119.085 6，187.148 3，137.095 9，105.070 1 1.06 [19,36]
HY13* 19.55 buxbodine B C26H41NO2 400.313 7 400.321 0 382.274 1，189.163 4，149.096 1，121.101 4，135.080 5 –0.02 [17,36]
HY14* 21.11 17-oxocycloprotobuxine C23H37NO 344.287 5 344.294 7 313.234 1，203.142 4，111.107 9，135.080 4，179.085 6，

121.101 3
–0.41 [16,38]

HY15* 21.95 buxmicrophylline C C30H50N2O3 487.382 1 487.388 7 469.379 3，424.320 6，354.279 3，337.251 8，121.101 2 –1.48 [19,36]
HY16* 22.48 demethylcyclomikuranine C25H41NO2 388.313 7 388.320 6 370.311 2，339.267 6，121.101 3，151.111 9，189.163 8 –1.05 [22,36]
HY17 23.36 buxmicrophylline K C25H43NO2 390.329 4 390.336 0 372.325 0，323.272 8，203.178 7，135.116 8，121.101 3 –1.68 [36]
HY18* 23.65 buxmicrophylline G C36H54N2O5 595.403 3 595.410 0 577.400 2，550.354 5，532.340 5，339.267 6，194.081 1，

137.132 5
–0.92 [17,36]

HY19* 23.82 16-deacetoxyhyrcamine C31H52N2O3 501.397 8 501.404 3 483.393 8，438.336 6，339.267 0，356.293 9，189.163 7，
121.101 4

–1.60 [16,38]

HY20* 24.47 cyclobuxophylline-K C26H41NO 384.318 8 384.325 1 339.267 5，203.143 0，137.132 4，135.080 5，121.101 3 –2.50 [21,38]
HY21* 24.80 N-Acetyldihydrocyclomi

crophylline F 
C28H48N2O3 461.366 5 461.373 2 443.362 6，416.315 6，339.267 2，321.257 3，137.132 1，

121.101 4
–1.24 [21,36]

HY22* 25.37 cyclobuxophylline O C24H37NO 356.287 5 356.294 4 339.267 7，203.142 7，137.095 9，135.080 5，121.101 3 –1.18 [15]
HY23* 25.38 (E)-buxenone C25H39NO 370.303 2 370.310 5 339.268 8，203.142 9，137.096 0，135.080 5，121.101 3 0.16 [17]

注：*代表活性生物碱成分。 
Note: *Represented active alkaloid ingredient. 
 

 
 

图 2  对照品环维黄杨星 D(HY1)的裂解途径 
Fig. 2  Cleavage pathway of reference substance cyclovirobuxine D(HY1) 
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图 3  化合物 cyclobuxophylline O(HY22)的裂解途径 
Fig. 3  Cleavage pathway of compound cyclobuxophylline O(HY22) 

 

3.2.2  小叶黄杨生物碱活性成分类药性筛选  通

过 SwissADME 数据库筛选 19 个化合物成分的胃

肠吸收度为“high”。进一步筛选活性成分的类药

性，药物相似性均满足>2 项的“Yes”。因此 19 个

化合物成分具有类药性。 
3.2.3  小叶黄杨生物碱活性成分靶点预测  通过

PubChem 数据库查询成分对应的 SMILES 号，将

TargetNet 数据库，Swiss Target Prediction 数据库，

PharmMapper 数据库检索出的成分靶点去除重复

项，共得到 216 个成分靶点。 
3.3  疾病靶点的提取及药物治疗疾病靶点的筛选 

经多个数据库分别筛选去重后得到 AD 相关靶

点 880 个，活性成分靶点和疾病靶点的交集靶点 49
个，通过 Venny 在线工具绘图，绘制结果见图 4。 

 
 

图 4  小叶黄杨生物碱活性成分与疾病交集靶点 
Fig. 4  Alkaloid active components and disease intersection 
targets of Buxus microphylla 

 
3.4  “活性成分-靶点”网络构建与分析 

将上述得到的交集靶点与药物活性成分信息

导入 Cytoscape3.9.0 进行可视化，得到“成分-靶
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点”网络图见图 5。图中的节点表示活性成分和交

集靶点，靶点节点的大小和颜色的深浅表示其度

值的高低。边表示活性成分与靶点之间的相互关

系，该网络共有 68 个节点，其中包含 19 个药物

节点和 49 个靶点节点，共有 256 条边，平均度值

为 7.5。大于平均度值的活性成分有 16 个，其中

HY11 能与 21 个靶点蛋白发生作用，HY8 能与 20
个靶点蛋白发生作用，说明黄杨生物碱活性成分

的多靶点，多层次的特点。 
 

 
 

图 5  “生物碱活性成分-靶点”相互作用网络图 
Fig. 5  Interaction network diagram of “alkaloid active 
component-target” 
 

3.5  PPI 网络拓扑分析 
通过 PPI 网络分析见图 6，共有 49 个节点，

248 条边，平均度值为 10.33。MC4R 未参与 PPI，
予以剔除。度值越大说明与其他蛋白作用更强一

些，其中度值≥5 的靶点占总靶点的 81%，度值>18
的靶点主要有白蛋白、蛋白激酶、淀粉样蛋白前

体蛋白基因，这些靶点可能在发挥药理作用中起

着非常重要的作用，可能是小叶黄杨生物碱活性

成分发挥治疗 AD 的重要靶点。 
3.6  GO 功能分析 

对生物碱活性成分治疗 AD 疾病的 49 个交集

靶点使用 Metascape 在线数据库进行 GO 富集分析，

共得到 804 个条目，其中 BP 功能条目有 642 个，

CC 功能条目 69 个，MF 功能条目 93 个(结果满足

P<0.05)。分别选择 3 组 P 值排名前 10 的利用微生

信在线绘图工具进行可视化[39-40]，见图 7，生物碱

活性成分治疗 AD 疾病主要涉及的 BP 有化学性突

触传递，跨突触信号的调节，循环系统过程等；涉

及的 CC 主要有突触后膜，神经元细胞体，轴突等；

涉及的 MF 主要有神经递质受体活性，G 蛋白偶联

胺受体活性，G 蛋白偶联 5-羟色胺受体活性等。 
 

 
 
图 6  相交靶点 PPI 网络图 
Fig. 6  PPI network of intersecting targets 
 

 
 

图 7  GO 富集分析条形图 
Fig. 7  Bar chart of GO enrichment analysis 
 

3.7  KEGG 靶点通路富集分析 
通过将 49 个交集靶点使用 Metascape 在线数

据库进行 KEGG 富集分析，共得到 109 个条目(结
果满足 P<0.05)，对其按 P 值由小到大排名前 20
的结果用微生信在线绘图工具进行可视化，见图

8，生物碱活性成分治疗 AD 涉及的调控通路主要

与神经活性配体-受体相互作用，5-羟色胺能突触，

cAMP 信号通路等有关。 
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图 8  KEGG 富集分析气泡图 
Fig. 8  Bubble diagram of KEGG enrichment analysis 
 
3.8  主要活性成分与核心靶点的分子对接 

为了进一步验证小叶黄杨生物碱治疗 AD 的

核心靶点与活性成分间的相互作用，筛选“成分-
靶点”网络图中度值相对较高的 4 个活性成分

(HY1，HY10，HY12，HY22)与 4 个核心靶点

(AChE，NOS2，ADRA2C，AR)进行分子对接验

证，4 个活性成分的度值分别为 14，16，16，15，

4 个核心靶点的度值分别为 19，19，17，16。其

中结合能越低，表明配体与蛋白间的亲和力越高，

构象匹配越高越稳定，结合能<–5 kJ·moL–1 表示配

体与蛋白具有较高的亲和性，结果见表 2。选取与

4 个活性成分相结合具有较低结合能的核心靶点

对接结果进行可视化，分子对接示意图见图 9。 
4  讨论 

本研究利用 LC-MS 分析小叶黄杨生物碱，根

据 TIC 图中的色谱峰的精确分子量，结合其二级

碎片离子峰以及各峰的保留时间进行分析，通过

查找相关文献以及根据对照品解析鉴定出 23 个小

叶黄杨生物碱化学成分，均为环孕甾烷型生物碱。

其中 Cyclovirobuxeine A(HY6)，Cyclomicrophylline 
A(HY9)，Buxippine K(HY10)，Cyclobuxophylline 
O(HY22)和(E)-Buxenone(HY23)具有抑制 AChE 和

BChE 的作用[11,15-16]。HY22 因其良好的生物活性

及在网络药理学筛选中的较高度值，作为环孕甾

烷型生物碱的代表成分进行质谱解析。同时分子

对接表明 HY22 与 AChE 的结合能最低，结合能力

最高(表 2)。 

表 2  小叶黄杨生物碱活性成分和关键活性靶点对接的结

合能 
Tab. 2  Binding energy of docking between alkaloid active 
components and key active targets of Buxus microphylla 

成分 靶点 结合能/kJ·moL−1 

HY1 AChE –8.48 

NOS2 –8.02 

ADRA2C –8.87 

AR –6.39 

HY10 AChE –9.25 

NOS2 –6.73 

ADRA2C –6.60 

AR –6.62 

HY12 AChE –7.39 

NOS2 –7.50 

ADRA2C –7.20 

AR –6.93 

HY22 AChE –9.55 

NOS2 –7.29 

ADRA2C –6.95 

AR –7.55 

 

 
 

图 9  分子对接示意图 
Fig. 9  Molecular docking schematic diagram 
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本研究构建的“成分-靶点”网络图，筛选出

了度值较高的 AChE，NOS2，ADRA2C，AR 等靶

点，生物碱活性成分与其结合度较高，可作为治

疗 AD 的潜在核心靶点。AChE 是一种具有水解乙

酰胆碱作用的特异性酶，通过破坏乙酰胆碱的正常

生理结构使其失活，从而发挥治疗 AD 的作用[41]。

NOS2 主要是由星形胶质细胞，小胶质细胞和血液

来源的巨噬细胞响应异物和组织损伤而产生的，

能激活先天性免疫系统，释放出更高浓度的 NO，

进而调节大脑的病变[42]。ADRA2C 属于肾上腺素

能受体，调节去甲肾上腺素能活性，是疼痛感知

和镇痛的重要介质[43]。雄激素受体 AR 是一种转

录调节因子，调节许多生物作用。编码 AR 的基因

位于 X 染色体长臂(Xq11~12)上，AR 的 N 端的转

录激活区内含有多聚谷氨酰胺(Gln)n 重复片段[44]。

KEGG 信号通路富集显示，其作用机制与神经活

性受体相互作用通路，胆碱能突触信号通路，钙

信号通路，胰岛素抵抗通路等相关，这与已知的

AD 发病机制基本相符[45]。此外，近几年关注的焦

点主要集中在神经炎症[46-47]和胰岛素抵抗[48]，这 2
种途径都在突触功能障碍和神经退行性病变中发

挥作用，可能阻碍疾病发展的进展，因此它们也成

为治疗 AD 的新思路。分子对接显示，HY10 主要

与 AChE 的组氨酸区域相结合，使其发挥抑制作用；

HY22 与 AR 也有较稳定的结合，AR 基因第 1 外显

子上的 CAG 重复多态性调节雄激素敏感性，延长

重复序列导致雄激素受体作用降低，雄激素应答基

因转录活性降低会影响大脑 β-淀粉样蛋白水平和

沉积[49]。 
本研究基于 LC-MS 结合网络药理学探讨了小

叶黄杨生物碱治疗 AD 的物质基础及分子机制。

“成分-靶点”网络图和拓扑分析结果显示 HY10，

HY12，HY16，HY22 等活性物质可能是其治疗

AD 的物质基础，研究发现与黄杨生物碱具有相似

结构的甾体生物碱，在 C-3 或 C-20 位置的氨基是

决定生物碱发挥抑制能力的最重要的结构特征，

具有抑制 AChE 和 BChE 的作用[50]，推测含有这

个结构的 HY1，HY2，HY6 等活性物质也可能具

有一定的治疗作用。GO，KEGG 富集与分子对接

显示，AChE，NOS2，AR 以及 MAPK1 等靶点作

用于胆碱能突触信号通路，雄激素信号通路[51]和

胰岛素抵抗通路，来发挥治疗 AD 的作用。因此，

推测生物碱活性成分可能是通过这几个机制来发

挥治疗 AD 的作用。 

本研究发现小叶黄杨生物碱对治疗 AD 有多

成分，多靶点，多通路相结合的特点，为黄杨生

物碱治疗 AD 的潜在的物质基础和分子作用机制

提供参考，进一步对黄杨生物碱的开发以及对 AD
的治疗作用提供了一定的理论依据。由于网络药

理学与分子对接预测的局限性，基于其预测结果

未来将进行深入的分析和实验验证。 
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