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摘　 要:柳杉叶马尾杉(Ｐｈｌｅｇｍａｒｉｕｒｕｓ ｃｒｙｐｔｏｍｅｒｉｎｕｓ (Ｍａｘｉｍ􀆰 )Ｓａｔｏｕ)的生物碱成分及神经保护活性至今未见研究报道.
为探索其生物碱成分及抑制乙酰胆碱酯酶活性ꎬ采用薄层层析、柱层析和高效液相色谱等方法对其全草中生物碱成分

进行分离和纯化ꎬ通过 ＥＳＩ￣ＭＳ、１Ｈ￣ＮＭＲ、１３Ｃ￣ＮＭＲ 和 ＥＣＤ 等波谱技术鉴定生物碱化合物的结构ꎬ采用改进的 Ｅｌｌｍａｎ 法

对分离得到的化合物进行抑制乙酰胆碱酯酶活性筛选ꎬ并通过分子对接技术研究化合物与乙酰胆碱酯酶蛋白的作用

机制. 结果表明ꎬ从柳杉叶马尾杉全草总生物碱中分离得到 ３ 个生物碱化合物ꎬ分别鉴定为:４Ｒꎬ１５Ｒ￣ｈｕｐｅｒｚｉｎｅ Ｒ(１)、
ｐｈｌｅｇｍａｒｉｕｒｉｎｅ Ｂ(２)和 ｎａｎｋａｋｕｒｉｎｅ Ａ(３)ꎬ其中 ｎａｎｋａｋｕｒｉｎｅ Ａ(３)对乙酰胆碱酯酶活性的 ＩＣ５０值为(４６􀆰 ５１ ± ０􀆰 ４９) μＭꎬ
同时ꎬ分子对接结果显示ꎬｎａｎｋａｋｕｒｉｎｅ Ａ(３)可以作用于乙酰胆碱酯酶的外周阴离子位点ꎬ与作用位点亲和力良好达到

了一定抑制作用. 化合物 １~ ３ 均为首次从该植物中分离得到ꎬ其中 ４Ｒꎬ１５Ｒ￣ｈｕｐｅｒｚｉｎｅ Ｒ(１)为首次从马尾杉属中分离得

到.
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　 　 石松科(Ｌｙｃｏｐｏｄｉａｃｅａｅ Ｐ. Ｂｅａｕｖ. ｅｘ Ｍｉｒｂ􀆰 )植物

共 １６ 属ꎬ全球广布ꎬ我国有 ６ 属[１] . 石松生物碱是石

松科植物的特征成分ꎬ主要包括四种结构类型ꎬ即 ｌｙ￣
ｃｏｄｉｎｅ、ｌｙｃｏｐｏｄｉｎｅ、ｆａｗｃｅｔｔｉｍｉｎｅ 和 ｐｈｌｅｇｍａｒｉｎｅ [２￣４] . 许
多石松生物碱对乙酰胆碱酯酶活性有不同程度的抑

制作用ꎬ其中从蛇足石杉(Ｈｕｐｅｒｚｉａ ｓｅｒｒａｔａ)中分离出

的石杉碱甲是近年来广为瞩目的天然药物成分ꎬ其对

乙酰胆碱酯酶(ＡＣｈＥ)活性的抑制作用非常显著ꎬ临
床试验的结果显示ꎬ其对重症肌无力和阿尔茨海默病

都有明显疗效ꎬ现为全球公认的第二代乙酰胆碱酯酶

抑制剂之一[５] .
石松科马尾杉属(Ｐｈｌｅｇｍａｒｉｕｒｕｓ)约有 ２００ 种ꎬ在

热带与亚热带地区分布较广. 我国现已知的马尾杉属

植物有 ２１ 种ꎬ可供药用的有 １０ 种ꎬ主要分布于秦岭

以南各省(区)ꎬ其中华南马尾杉、闽浙马尾杉、柄叶马

尾杉、美丽马尾杉的资源比较丰富[６ꎬ７] . 马尾杉属植物

因含有结构类型复杂多样的石松生物碱ꎬ所以一直是

研究热点之一[８￣１１] . 例如ꎬ从龙骨马尾杉(Ｐｈｌｅｇｍａｒｉ￣
ｕｒｕｓ ｃａｒｉｎａｔｕｓ (Ｄｅｓｖ. ｅｘ Ｐｏｉｒ􀆰 )Ｃｈｉｎｇ)中分离得到 ３ 个

新生物碱ꎬ其中 ｐｈｌｅｇｃａｒｉｎｅ Ａ 具有新颖的 ５ / ９ / ６ / ６ 四

环结构[２]ꎻ从马尾杉(Ｐｈｌｅｇｍａｒｉｕｒｕｓ ｐｈｌｅｇｍａｒｉａ( Ｌ􀆰 )
Ｈｏｌｕｂ)的全株植物中分离得到 ６ 个新生物碱ꎬ其中

ｌｙｃｏｐｈｅｌｇｍａｒｉｎｉｎｅ Ａ 为一个具有 ９ / ５ / ５ 环的 Ｃ１５Ｎ 新骨

架结构ꎬ并提出了其合理的生物合成途径[３] .
柳 杉 叶 马 尾 杉 ( Ｐｈｌｅｇｍａｒｉｕｒｕｓ ｃｒｙｐｔｏｍｅｒｉｎｕｓ

(Ｍａｘｉｍ􀆰 )Ｓａｔｏｕ)是一种中型附生蕨类植物ꎬ分布于中

国福建、湖南、浙江、广西、台湾等地ꎬ附生于岩石或树

干上ꎬ偶有土生[６] . 目前未见其生物碱成分的研究报

道. 为探索柳杉叶马尾杉的神经保护活性成分ꎬ对其

化学成分研究采用了正相硅胶柱层析、ＭＣＩ 柱层析、
凝胶层析和制备高效液相色谱等方法ꎬ进行分离ꎬ采用

波谱分析技术(ＥＳＩ￣ＭＳ、１Ｈ￣ＮＭＲ、１３Ｃ￣ＮＭＲ 和 ＥＣＤ)鉴
定分离得到化合物的结构ꎬ同时采用改进的 Ｅｌｌｍａｎ
法[１２]研究生物碱化合物对 ＡＣｈＥ 的抑制活性效果ꎬ并
通过分子对接技术研究化合物与乙酰胆碱酯酶蛋白的

作用机制.

１　 实验与方法

１􀆰 １　 仪器与材料

核磁共振波谱仪(Ｂｒｕｋｅｒ ＡｖａｎｃｅⅢ)ꎻ多功能全波

长酶标仪(美国伯腾仪器有限公司)ꎻ薄层层析硅胶板

ＧＦ２５４和正相硅胶(２００ ~ ３００ 目) (青岛海洋化工有限

公司)ꎻ反相硅胶(ＲＰ￣１８ꎬ德国 Ｍｅｒｃｋ 公司)ꎻ葡聚糖

凝胶 ( Ｓｅｐｈａｄｅｘ ＬＨ￣２０ ｇｅｌꎬ 美国 ＧＥ 公司)ꎻ ＤＴＮＢ
(Ｄ８１３０ 型ꎬＳｉｇａｍａ 公司)ꎻＰＢＳ(ｐＨ ＝ ８ )、ＡＴＣＩ、石杉

碱甲(ｈｕｐｅｒｚｉｎｅ Ａ)、乙酰胆碱酯酶(来源:苍蝇头部)
(上海源叶生物科技有限公司).

柳杉叶马尾杉全草采自云南省德宏傣族景颇族

自治州瑞丽市ꎬ由中国科学院西双版纳热带植物园纳

智研究员鉴定ꎬ标本(Ｎｏ. ＬＭＰＣ１８１１)保存在西南民

族大学药学与食品学院.
１􀆰 ２　 生物碱提取与分离

柳杉叶马尾杉全草干重 １􀆰 １ ｋｇꎬ粉碎后ꎬ选用分

析级甲醇室温浸取 ５ 次ꎬ每次 ３ ｄꎬ将提取液进行合并

和过滤ꎬ并减压浓缩后得到 ２３０ ｇ 醇提物. 醇提物经 １
Ｌ 反渗水分散后ꎬ用 ２ Ｍ ＨＣｌ 调至 ｐＨ ＝ １ ~ ２ꎬ并使用

１􀆰 ５ Ｌ 的乙酸乙酯萃取 ２ 次ꎬ去除非碱性脂溶性杂质ꎬ
酸水层用 ２ Ｍ ＮａＯＨ 溶液调至 ｐＨ ＝１０ꎬ并使用等体积

的氯仿连续萃取 ５ 次ꎬ减压浓缩氯仿层ꎬ得到总生物

碱 １８􀆰 ８ ｇ. 总生物碱先使用 ＭＣＩ 柱ꎬ３０％ ~ ９０％甲醇￣
水梯度洗脱ꎬ合并相同组分后分为 ３ 个组分ꎬ分别是

Ｆｒ􀆰 １ ~ ３. 组分 Ｆｒ􀆰 １(１􀆰 ８ ｇ)经二氯甲烷￣甲醇(５０∶１)正
相硅胶柱分离得到化合物 １(２ ｍｇ). 组分 Ｆｒ􀆰 ２ (１５０
ｍｇ)先经过石油醚￣丙酮(１０∶１ ~ ５∶１)正相硅胶柱分离

得到 Ｆｒ􀆰 ２􀆰 １(１５􀆰 ６ ｍｇ)ꎬ接着采用半制备 ＨＰＬＣ(３５％
甲醇￣水 ) 得 到 化 合 物 ２ ( ５ ｍｇꎬ ３ ｍＬ / ｍｉｎꎬ ｔＲ ＝
３２ ｍｉｎ). 组分 Ｆｒ􀆰 ３ (１􀆰 ２ ｇ) 先经过 Ｓｅｐｈａｄｅｘ ＬＨ￣２０
(ＭｅＯＨ)分离得到 Ｆｒ􀆰 ３􀆰 １(９４０ ｍｇ)ꎬ接着采用氯仿￣
甲醇 ( １０ ∶ １ ) 正 相 硅 胶 柱 分 离 得 到 化 合 物 ３
(５１􀆰 ８ ｍｇ)ꎬ化学结构见图 １.
１􀆰 ３　 抑制乙酰胆碱酯酶活性筛选

采用改进的 Ｅｌｌｍａｎ 法[１２]ꎬ测定了量稍多的化合

物 ２、３ 抑制乙酰胆碱酯酶活性的能力. 在 ９６ 孔板中

加入 １４０ μＬ ＰＢＳ(ｐＨ ＝８)缓冲液ꎬ２０ μＬ 各浓度梯度

待测样品溶液和 ２０ μＬ 的 ０􀆰 ２ Ｕ / ｍＬ 酶溶液ꎬ混合均

匀后在 ３７ ℃ 下孵育 １０ ｍｉｎ. 随后加入 １０ μＬ ３ ｍＭ
ＤＴＮＢ 和 １０ μＬ １５ ｍＭ ＡＴＣＩꎬ在 ３７ ℃反应 ２０ ｍｉｎ 后ꎬ
在 ４０５ ｎｍ 处读取吸光度值. 每组实验设置三个复孔ꎬ
ｈｕｐｅｒｚｉｎｅ Ａ 为阳性对照.

６６
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　 Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ(％ ) ＝
(Ａ１ ￣ Ａ２) ￣(Ａ３ ￣ Ａ４)

Ａ１ ￣ Ａ２
× １００％ ꎬ

Ａ１为空白对照组(有酶无抑制剂)ꎻＡ２ 为空白本底组

(无酶无抑制剂)ꎻＡ３为实验组(有酶有抑制剂)ꎻＡ４为

实验本底组(无酶有抑制剂).

１􀆰 ４　 分子对接研究

乙酰胆碱酯酶蛋白质序列来自蛋白质数据库

(ＰＤＢ ＩＤ:２ＣＭＦ). 分子对接采用 Ａｕｔｏｄｏｃｋ Ｔｏｏｌ 软件.
按照以前报道的方法进行分子对接[１３] .

图 １　 化合物 １ ~ ３ 的化学结构

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ １￣３

２　 结果与讨论

２􀆰 １　 结构鉴定

化合物 １:为白色无定形粉末ꎬ易溶于三氯甲烷ꎻ
在紫外波长 ２５４ ｎｍ 下观察到暗斑ꎬ碘化铋钾反应呈

阳性. ＥＳＩ￣ＭＳ ｍ / ｚ :２６４ [Ｍ ＋ Ｈ] ＋ ꎬ分子式 Ｃ１５ Ｈ２ １

ＮＯ３ . １Ｈ￣ＮＭＲ(４００ ＭＨｚꎬＣＤＣｌ３ ) δ:１􀆰 １２ ( ｄꎬ Ｊ ＝ ６􀆰 ４
Ｈｚꎬ３Ｈ)ꎬ１􀆰 ３５(ｍꎬ１Ｈ)ꎬ１􀆰 ９０(ｍꎬ１Ｈ)ꎬ１􀆰 ９６(ｍꎬ１Ｈ)ꎬ
２􀆰 ０１(ｍꎬ１Ｈ)ꎬ２􀆰 ０３(ｄｄꎬＪ ＝ １３􀆰 ２ꎬ１１􀆰 ４ Ｈｚꎬ１Ｈ)ꎬ２􀆰 １６
(ｍꎬ１Ｈ)ꎬ２􀆰 ２０(ｍꎬ１Ｈ)ꎬ２􀆰 ４２(ｍꎬ１Ｈ)ꎬ２􀆰 ４３(ｍꎬ１Ｈ)ꎬ
２􀆰 ４５(ｍꎬ１Ｈ)ꎬ２􀆰 ５０(ｍꎬ１Ｈ)ꎬ２􀆰 ５１(ｍꎬ１Ｈ)ꎬ２􀆰 ５６(ｄｄꎬ
Ｊ ＝ １２􀆰 ６ꎬ１２􀆰 ６ Ｈｚꎬ１Ｈ)ꎬ２􀆰 ９３(ｄｄｄꎬＪ ＝ １４􀆰 ２ꎬ４􀆰 １ꎬ４􀆰 １
Ｈｚꎬ１Ｈ)ꎬ３􀆰 １２ ( ｄꎬＪ ＝ １５􀆰 １ Ｈｚꎬ１Ｈ)ꎬ３􀆰 ９５ ( ｄｄｄꎬＪ ＝
１４􀆰 ０ꎬ３􀆰 ４ꎬ３􀆰 ４ Ｈｚꎬ１Ｈ)ꎬ４􀆰 ０３(ｄｄｄꎬＪ ＝ １５􀆰 １ꎬ１３􀆰 ５ꎬ３􀆰 ４
Ｈｚꎬ１Ｈ)ꎬ４􀆰 ８１ ( ｄꎬ Ｊ ＝ ５􀆰 ０ Ｈｚꎬ １Ｈ)ꎻ１３ Ｃ￣ＮＭＲ (１００

ＭＨｚꎬＣＤＣｌ３ ) 数据见表 １ꎬ上述结果与文献报道数

据[１４￣１５]基本一致ꎬ确定化合物 １ 的平面结构为 ｈｕ￣
ｐｅｒｚｉｎｅ Ｒ. 化合物 １ 的 Ｃ －４ 和 Ｃ －５ 可能构型有两种

(４Ｒꎬ１５Ｒ 和 ４Ｒꎬ１５Ｓꎬ图 ２)ꎬ由于未见 ｈｕｐｅｒｚｉｎｅ Ｒ 绝

对构型及其 ＥＣＤ 的数据报道ꎬ所以本研究通过计算

ＥＣＤ 方法确定化合物 １ 的绝对构型. 首先将化合物 １
的构型导入 Ｇａｕｓｓｖｉｅｗ ６􀆰 ０􀆰 １６ 软件中的 ＭＭＦＦ９４ｓ 程

序ꎬ使用 １０ ｋｃａｌ􀅰ｍｏｌ － １的能量窗进行构型搜索. 对搜

索出来的优势构型使用 Ｇａｕｓｓｉａｎ １６ 软件进行优化

后ꎬ再进行 ＥＣＤ 运算ꎬ然后在 ＳｐｅｃＤｉｓ１７０１ 程序中ꎬ进
行 ＥＣＤ 算法结果拟合. 结果显示化合物 １ 的实验

ＥＣＤ 与 ４Ｒꎬ１５Ｒ￣ｈｕｐｅｒｚｉｎｅ Ｒ 的 ＥＣＤ 高度吻合(图 ３)ꎬ
所以化合物 １ 被鉴定为 ４Ｒꎬ１５Ｒ￣ｈｕｐｅｒｚｉｎｅ Ｒ.

图 ２　 化合物 １ 的 ２ 种可能构型结构

Ｆｉｇ. ２　 Ｔｗｏ ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｃｏｎｆｉｇｕｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｃｏｍｐｏｕｎｄ １

７６
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图 ３　 化合物 １ 的实验和计算 ＥＣＤ 谱图

Ｆｉｇ. ３　 Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｎｄ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ＥＣＤ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ｃｏｍｐｏｕｎｄ １

　 　 化合物 ２:为无色针状结晶ꎬ易溶于三氯甲烷ꎻ在
紫外波长 ２５４ ｎｍ 下观察示暗斑ꎬ碘化铋钾反应呈阳

性. ＥＳＩ￣ＭＳ ｍ / ｚ :２６２ [Ｍ ＋ Ｈ] ＋ ꎬ分子式 Ｃ１６Ｈ２３ＮＯ２ . １

Ｈ￣ＮＭＲ(４００ ＭＨｚꎬＣＤＣｌ３)δ:１􀆰 ０７(ｄꎬＪ ＝ ７􀆰 ０ Ｈｚꎬ３Ｈ)ꎬ
１􀆰 ４１(ｄｄꎬＪ ＝ ９􀆰 ９ꎬ３􀆰 ０ Ｈｚꎬ１Ｈ)ꎬ１􀆰 ９５ ~ １􀆰 ７３(ｍꎬ５Ｈ)ꎬ
２􀆰 ２４ ~ ２􀆰 ０８ (ｍꎬ２Ｈ)ꎬ２􀆰 ４８ ~ ２􀆰 ３１ (ｍꎬ４Ｈ)ꎬ２􀆰 ８６ ~
２􀆰 ５６(ｍꎬ６Ｈ)ꎬ３􀆰 ２１ ~ ３􀆰 １４(ｍꎬ１Ｈ)ꎬ３􀆰 ９１ ~ ３􀆰 ８２(ｍꎬ
１Ｈ)ꎬ４􀆰 ０６(ｄｄꎬＪ ＝ １５􀆰 ５ꎬ３􀆰 ６ Ｈｚꎬ１Ｈ)ꎻ１３ Ｃ￣ＮＭＲ(１００
ＭＨｚꎬＣＤＣｌ３ ) 数据见表 １ꎬ上述结果与文献报道数

据[１６]基本一致ꎬ化合物 ２ 鉴定为 ｐｈｌｅｇｍａｒｉｕｒｉｎｅ Ｂ.
化合物 ３:为黄色无定形粉末ꎬ易溶于甲醇ꎻ碘化

铋钾反应呈阳性. ＥＳＩ￣ＭＳ ｍ / ｚ :２６３ [Ｍ ＋ Ｈ] ＋ ꎬ分子

式 Ｃ１７Ｈ３０Ｎ２ . １Ｈ￣ＮＭＲ(４００ ＭＨｚꎬＣＤ３ＯＤ) δ:０􀆰 ８６(ｄｄꎬ
Ｊ ＝ ６􀆰 ７ Ｈｚꎬ３Ｈ)ꎬ０􀆰 ８７(ｍꎬ１Ｈ)ꎬ１􀆰 １９ ( ｔꎬＪ ＝ ２􀆰 ９ Ｈｚꎬ
１Ｈ)ꎬ１􀆰 ５４ ~ １􀆰 ４３(ｍꎬ７Ｈ)ꎬ１􀆰 ７５ ~ １􀆰 ６６(ｍꎬ３Ｈ)ꎬ１􀆰 ９５
~ １􀆰 ８２ (ｍꎬ４Ｈ)ꎬ２􀆰 ０２ (ｍꎬ２Ｈ)ꎬ２􀆰 １３ (ｍꎬ４Ｈ)ꎬ２􀆰 ２８
(ｍꎬ１Ｈ)ꎬ２􀆰 ５４(ｄｄꎬＪ ＝ １４􀆰 ５ꎬ１０􀆰 ９ Ｈｚꎬ１Ｈ)ꎬ２􀆰 ８３(ｄｄꎬ
Ｊ ＝ １４􀆰 ６ꎬ３􀆰 ６ Ｈｚꎬ１Ｈ)ꎬ３􀆰 ０ ( ｍꎬ１Ｈ)ꎻ１３ Ｃ￣ＮＭＲ(１００
ＭＨｚꎬＣＤ３ＯＤ)数据见表 １ꎬ上述结果与文献报道数

据[１７￣１８]基本一致ꎬ化合物 ３ 鉴定为 ｎａｎｋａｋｕｒｉｎｅ Ａ.
４Ｒꎬ１５Ｒ￣ｈｕｐｅｒｚｉｎｅ Ｒ(１)和 ｐｈｌｅｇｍａｒｉｕｒｉｎｅ Ｂ(２)

属于 ｆａｗｃｅｔｔｉｍｉｎｅ 型生物碱ꎬｎａｎｋａｋｕｒｉｎｅ Ａ(３) 属于

Ｃ１７Ｎ２型新骨架生物碱. ｐｈｌｅｇｍａｒｉｕｒｉｎｅ Ｂ(２)也在龙骨

马尾杉 ( Ｐ. ｃａｒｉｎａｔｕｓ) [２]、 粗糙马尾杉 ( Ｐ. ｓｑｕａｒｒｏ￣
ｓｕｓ) [１９]、椭圆叶马尾杉(Ｐ. ｈｅｎｒｙｉ) [２０] 和福氏马尾杉

(Ｐ. ｆｏｒｄｉｉ) [２１]中分离得到ꎬＨｉｒａｓａｗａ 等在喜马拉雅马

尾 杉 ( Ｐ. ｈａｍｉｌｔｏｎｉｉ ) 中 也 发 现 了 ｎａｎｋａｋｕｒｉｎｅ Ａ
(３) [１７]ꎬ表明柳杉叶马尾杉和其他马尾杉属植物有密

切的化学分类学关系. ｈｕｐｅｒｚｉｎｅ Ｒ 曾被从蛇足石杉

(Ｈｕｐｅｒｚｉａ ｓｅｒｒａｔａ) 中分离得到ꎬ 并鉴定了相对构

型[１４]ꎬ本研究通过计算 ＥＣＤ 确定化合物 １ 的绝对构

型为 ４Ｒꎬ１５Ｒ￣ｈｕｐｅｒｚｉｎｅ Ｒ(１)ꎬ其为首次从马尾杉属

中分得该成分ꎬ说明 ４Ｒꎬ１５Ｒ￣ｈｕｐｅｒｚｉｎｅ Ｒ 可以作为柳

杉叶马尾杉区别于其他马尾杉属植物的分类标记.
表 １　 化合物 １ ~ ３１３Ｃ￣ＮＭＲ 数据

Ｔａｂｌｅ１　 １３ＣＮＭＲ ｄａｔａ ｏｆ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ １￣３

Ｎｏ􀆰 １ ２ ３
１ ４９􀆰 ９ ５１􀆰 ０ ４０􀆰 ８
２ １８􀆰 ８ １９􀆰 ８ ２６􀆰 ５
３ ３２􀆰 １ ２２􀆰 ４ ２０􀆰 ８
４ ８１􀆰 ９ １４１􀆰 ８ ３４􀆰 ９
５ ２０７􀆰 ４ ５６􀆰 ５
６ １７３􀆰 ２ ３８􀆰 ５ ３９􀆰 ６
７ １２６􀆰 ８ ４１􀆰 ２ ３４􀆰 ４
８ ３２􀆰 ７ ４１􀆰 ０ ４１􀆰 ７
９ ５１􀆰 ２ ５１􀆰 ０ ５８􀆰 ７
１０ ２５􀆰 ４ ２５􀆰 ８ ３７􀆰 ６
１１ ２６􀆰 ５ ２９􀆰 ０ ３２􀆰 ８
１２ １６２􀆰 ７ １７１􀆰 ７ ３６􀆰 ５
１３ １７２􀆰 ２ １７３􀆰 ４ ６５􀆰 ４
１４ ４０􀆰 ４ ４０􀆰 ８ ３９􀆰 ８
１５ ３０􀆰 ０ ２７􀆰 ２ ２１􀆰 ９
１６ ２３􀆰 ３ ２６􀆰 ７ ２２􀆰 ９
１７ ４３􀆰 ０

２􀆰 ２　 抑制乙酰胆碱酯酶活性筛选结果

本研究结果表明化合物 ３ 对 ＡＣｈＥ 有一定抑制

作用. 随着化合物 ３ 浓度的增加ꎬ抑制率逐渐增加ꎬ呈
浓度依赖关系. 化合物 ３ 抑制 ＡＣｈＥ 的 ＩＣ５０ 值为

(４６􀆰 ５１ ± ０􀆰 ４９)μＭ(图 ４).

(Ａ:化合物ꎻＢ:阳性对照石杉碱甲)
图 ４　 化合物 ３ 和石杉碱甲对 ＡＣｈＥ 的抑制率曲线

Ｆｉｇ. ４　 ＡＣｈＥ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ３ ａｎｄ ｈｕｐｅｒｚｉｎｅ Ａ

８６
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２􀆰 ３　 化合物 ３ 与乙酰胆碱酯酶对接结果

分子对接技术可以提供很多小分子配体与蛋白质

受体的结合信息ꎬ研究表明受体与配体之间的结合能

越低结合的构象越稳定ꎬ通常结合能< － ５ ｋｃａｌ􀅰ｍｏｌ －１

则表明两者之间亲和力良好[２２] . 本研究中化合物 ３
与乙酰胆碱酯酶的结合能力为 － ８􀆰 ８３ ｋｃａｌ􀅰ｍｏｌ － １ꎬ
说明化合物 ３ 可以与乙酰胆碱酯酶自主结合. 如图 ５
所示ꎬ化合物 ３ 酰胺键上的氢原子与 ２ＣＭＦ 的氨基酸

残基 ＴＹＲ￣４５８ 形成一条氢键ꎬ从而与 ＡＣｈＥ 的外周阴

离子位点(ＰＡＳ)连接发挥抑制作用.

抑制 ＡＣｈＥ 的活性有利于提高乙酰胆碱水平ꎬ从
而缓解老年人认知障碍和记忆力衰退ꎬ本研究发现

ｎａｎｋａｋｕｒｉｎｅ Ａ 对 ＡＣｈＥ 活性有一定抑制作用ꎬ同时

Ｈｉｒａｓａｗａ 等发现 ｎａｎｋａｋｕｒｉｎｅ Ａ 可以诱导 １３２１Ｎ１ 细

胞分泌营养因子ꎬ从而促进 ＰＣ￣１２ 细胞的神经元分

化[１７]ꎬ因此证实了 ｎａｎｋａｋｕｒｉｎｅ Ａ 的神经保护作用. 由
于受分离得到化合物 １ 的量所限ꎬ本研究未筛选其对

ＡＣｈＥ 抑制作用ꎬ但有研究报道 ｈｕｐｅｒｚｉｎｅ Ｒ 对 ＡＣｈＥ
显示一定的抑制作用[１４] .

图 ５　 化合物 ３ 与乙酰胆碱酯酶之间的分子对接构象

Ｆｉｇ. ５　 Ｍｏｌｅｅｃｕｌａｒ ｄｏｃｋｉｎｇ ｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ３ ａｎｄ ａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅｓｔｅｒａｓｅ

３　 结论

　 　 本研究从柳杉叶马尾杉全草总生物碱中分离得

到 ３ 个生物碱化合物:４Ｒꎬ１５Ｒ￣ｈｕｐｅｒｚｉｎｅ Ｒ(１)、ｐｈｌｅｇ￣
ｍａｒｉｕｒｉｎｅ Ｂ(２)和 ｎａｎｋａｋｕｒｉｎｅ Ａ(３)ꎬ均为首次从该植

物中分离得到ꎬ其中 ４Ｒꎬ１５Ｒ￣ｈｕｐｅｒｚｉｎｅ Ｒ(１)为首次

从马尾杉属中分离得到. 化合物 ｎａｎｋａｋｕｒｉｎｅ Ａ(３)对
乙酰胆碱酯酶活性显示一定抑制作用ꎬ ＩＣ５０ 值为

(４６􀆰 ５１ ± ０􀆰 ４９)μＭꎬ分子对接进一步证实了 ｎａｎｋａｋ￣
ｕｒｉｎｅ Ａ(３)通过与 ＡＣｈＥ 的氨基酸残基稳固结合发挥

抑制其活性的作用. 因此ꎬ柳杉叶马尾杉含有具有神

经保护作用的生物碱成分ꎬ本研究结果将为该植物的

后续研究奠定基础.
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