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摘要    目前治疗阿尔茨海默症(Alzheimer’s disease, AD)的主要药物为乙酰胆碱酯酶抑

制剂 (AChEI). 为探讨石松碱类化合物对 AChE 的抑制作用 , 以 6-羟基石松碱

(6-hydroxylycopodine, HLD)为对象, 应用核磁共振、分子对接、酶活性测定、分子动力学

模拟及自由能分析, 研究了 HLD 与 AChE 的相互作用. 研究发现 6-羟基石松碱对乙酰胆

碱酯酶具有混合型抑制作用, 其结合作用主要来自氢键和范德华作用.  
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1  引言 

阿尔茨海默症(Alzheimer’s disease, AD)是一种

严重危害人类健康的神经退行性疾病 [1]. 目前研究 

认为 AD 可能与β-淀粉样蛋白(Aβ)沉积、τ蛋白聚集、

脑内异常氧化压、低浓度乙酰胆碱等因素有关 [2~4], 

其中最为广泛接受的是“胆碱能假说”[5, 6], 因而提高

脑内乙酰胆碱(ACh)的含量是治疗 AD 的一个重要途

径. 乙酰胆碱酯酶(AChE)在调控胆碱能系统中发挥

关键作用, 因此乙酰胆碱酯酶抑制剂(AChEI)被认为

是治疗  AD 最具疗效的策略之一. 值得注意的是, 外

周胆碱酯酶的抑制会带来较多的副作用, 如肝硬化

患者血清中胆碱酯酶水平较低[7], 患者由于年龄较大

亦为 AD 的高发人群, 因而寻找高效的只作用于脑内

乙酰胆碱酯酶抑制剂显得尤为重要.  

石松生物碱是从石松属植物分离得到的一类具

有相似结构和官能团的化合物[8], 其中许多化合物能

够抑制乙酰胆碱酯酶活性 ,  从千层塔 ( H u p er z ia 

Serrata)中提取出的石杉碱甲(huperzine A, HupA, 图

1(a))被证明是高效、低毒、高选择性的 AChEI[9], 目

前也已研制成临床药物用于 AD治疗. 然而, HupA的 

化学合成未取得突破性进展, 主要来源仍为生物提

取. 基于此, 对石松生物碱类化合物的研究一直备受

人们关注, 以期开发出高效便捷合成的 AChEI. 石松

碱(lycopodine, 图 1(b))作为第一个分离出的石松生

物碱, 自发现以来就引起人们广泛的兴趣, 其合成路

线已较为成熟. 本文选取石松碱衍生物—6-羟基石松

碱(6-hydroxylycopodine, HLD, 图 1(c))作为对象, 结

合多种实验方法, 研究了 HLD 对 AChE 的抑制作用, 

给出两者结合过程的详细信息, 为开发新的 AChEI

提供了一种较为全面的实验方法和思路.  

2  实验部分 

2.1  实验材料 

HupA、HLD 由中国科学院上海药物研究所提供, 

AChE 购自美国 Sigma 公司, D2O(99.9%) 购自德国

CIL 公司, 其他试剂均为分析纯.  

2.2  核磁实验 

所有 NMR 实验均在 Bruker Avance 400MHz 核 
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图 1  化合物结构 

磁共振仪上进行. 用于核磁实验的溶液配制在pH 7.0的

50 mmol L
−1重水磷酸盐缓冲液中, 采样温度为 298 K. 

1H NMR 实验中 HLD 浓度为 1 mmol L
−1, 取出一份作

为空白对照, 另一份加入 AChE, 小分子与酶浓度比

为 200:1, 测定溶液中小分子的非选择性自旋-晶格

弛豫速率 Rns 与选择性自旋-晶格弛豫速率 Rse[10~12]. 

Rns 与 Rse 测定实验参数均采用(180°-τ-90°-t)n 反转恢

复脉冲, τ 值取 1 × 10−5, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 

0.8, 1, 1.2, 1.5, 2, 3, 5.0 s, 脉冲恢复时间 5 s. 180° 选

择性脉冲采用 Gaus1_180 i.1000 软脉冲, 脉冲时间 20 

ms, 脉冲功率为 50 dB, 激发宽度大约 45 Hz.  

二维 1H-1H TR-NOESY[13]实验混合时间 tm 设为

200 ms, 采用预饱和方法压制水峰 . 为观测到

TR-NOE信号, 溶液中HLD最终浓度为 1.5 mmol L
−1, 

蛋白最终浓度为 0.05 mmol L
−1, 两者比例达到 30:1. 

分别测定 HLD 小分子在自由态及加入酶后混合体系

的谱图, 两实验参数相同.  

2.3  Ellman比色法测定酶活性 

按照 Ellman 方法 [14], 以碘化硫代乙酰胆碱

(ATCh)为底物, 在 412 nm 处比色, 以酶促反应的初

速度来确定酶活性.  

在 pH 7.2 的 0.067 mmol L
−1磷酸盐缓冲液条件下, 

20 μL 5.0 nmol  L
−1 的 AChE 与 30 μL HLD 在 298 K

水浴中反应 25 min, 然后依次加入 25 μL ATCh, 175 μL 

0.3 mmol L
−1 5,5-二硫双硝基苯甲酸(DTNB), 最终溶

液体积为 250 μL. 混合后恒温振荡, 使用 MK-III 酶

标仪测定体系在 412 nm 处的 OD 值, 分别在反应时

间为 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 30 min 时测定. 

每组实验数据重复记录三次, 取平均值. 以 HupA 为

参照, 进行上述同样实验.  

2.4  Surflex Dock分子对接 

分子对接实验通过 SYBYL 程序包中 Surflex- 

Dock 模块实现[15]. HLD 的三维结构使用 SYBYL 7.3

绘制, 并应用 Minimize 程序对小分子进行能量优化, 

能量收敛为 0.42 kJ mol−1 nm−1, 得到 HLD 的最低能

量构象.  

以 AChE 与 HupA 的复合物晶体结构(PDB: 1GPK)

为初始模型[16], 保留结晶水, 对照AChE-乙酰葡萄酰

胺(NAG)复合物晶体结构(PDB:1EA5)补齐缺失残基, 

并加入氢原子及其他遗漏原子, 能量优化后构型作为

对接起始结构. 对接通过 Surflex-Dock 中 Ligand 模式

进行, 分别以 HupA 和 HLD 为 Ligand, 考虑配体环柔

性, 对接前后均进行能量优化, 其余使用缺省参数. 

结果分析通过 MolMol 软件进行, 给出最可能的氢键.  

2.5  结合自由能分析 

应用分子对接产生的 AChE-HLD 复合物结构, 

通过 Amber 9 软件进行分子动力学模拟. 蛋白质采

用 Amber 9 中的 ff 03 力场, HLD 采用 gaff 力场. 加入

抗衡离子(Na+或 Cl−)使体系中性化; 加 TIP3P 模型的

15 Å 立方体水环境. 复合物在分子动力学模拟之前

需通过优化平衡[17], 之后在 310 K 温度下进行 10 ns

的分子动力学模拟, 步长 2 fs, 每隔 10 ps进行一次取

样, 使用 SHAKE 方法限制氢键伸缩, 利用 PME 方法

来计算体系的长程静电相互作用. 同样, 对 HupA 与

AChE 的复合物进行相同处理.  

结合自由能计算通过 Amber 9 中 MM_PBSA 模
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块实现[18], 计算式为:  

 
binding complex protein ligand

MM PB NP            

G G G G

E G G T S

Δ = − −
= Δ + Δ + Δ − Δ

 (1) 

ΔEMM 为体系内能的变化, 可以通过分子力学计算得

到; ΔGPB 指溶剂化能中极性部分的贡献, 在此通过计

算 Poisson-Boltzmann 模型方程得到的; ΔGNP 是溶剂

化能中非极性部分的贡献, 这部分主要通过计算溶

剂可极化表面完成. 上式中最后一项为构象熵的改

变, 由于复合物较庞大, 计算成本过高, 且其准确度

较差, 故在此不考虑熵的贡献. 自由能计算参数均取

缺省值. 从分子动力学模拟中取 8 至 10 ns 的轨迹, 

一共取样 200 个分析结合自由能.  

3  结果 

3.1  质子弛豫速率测定 

溶液中小分子的非选择性自旋-晶格弛豫速率

Rns 与选择性自旋-晶格弛豫速率 Rse 的差异反映小分

子与蛋白的结合状态[10]. 1H NMR 实验中, 我们观测

了与乙酰胆碱酯酶结合的 HLD 及自由态的 HLD 中

H1a、H1e、H6、H7、H9a、H9e 和 H16 质子的弛豫

速率, 这些质子分辨率较好, 而其他质子由于化学位

移相互重叠或为多重峰型, 无法选择合适的软脉冲

照射进行观测. 表 1 可见被测质子的化学位移, 其归

属参照并与文献[19]吻合; 可以看到, 加入蛋白前后

质子化学位移未发生明显变化, 而几乎所有质子选

择性和非选择性自旋-晶格弛豫速率都有变化. Rns 变

化不大, 而 Rse 却普遍增强, 使得 Rns/Rse 的比值在加

入蛋白后减小. 这是因为当小分子与大分子结合后, 

质子间的交叉弛豫速率σ ij 往往为负值, 抵消了部分

由偶极作用带来的弛豫速率增强. 选择弛豫速率 Rse 

的普遍增强说明 HLD 与 AChE 发生了结合.  

3.2  分子运动相关时间τij 

除单选择性弛豫速率 Ri
se外, 通过双选择性照射, 

可以测得 Ri
ij[11, 12], 由此可以得知质子间的交叉弛豫

速率σ ij, 而分子运动相关时间τ ij 则可通过测定σ ij 计

算而得到:  

 
4 2

6 2 2

61

10 1 4
ij c

ij
ij ijr

τγσ τ
ω τ

⎡ ⎤
= −⎢ ⎥

+⎢ ⎥⎣ ⎦
 (2) 

式中 为约化 Planck 常数(h/2π, 1.0545887 × 10−27  

erg S rad−1); γ是质子的磁旋比值(26,753 rad S
−1 G−1); ω

为质子的 Larmor 进动频率, 随磁场强度而改变; rij 是

质子 Hi、Hj 的核间距离. 测定小分子配体在自由态和

结合态时的σ ij, 并计算得到两种状态下的τ 
ij. τ 

ij 依赖

于分子的大小、对称性和溶液的黏度等因素而不同, 

体现了小分子在溶液中的运动状态.  

HLD 中 H1a/H1e 为同碳上相耦合的质子对, 由

于两者化学位移相差较大, 可以选择合适的 180°脉

冲照射并进行观测 . 实验测得 free
ijσ 和 obs

ijσ 分别为

0.42 s−1, 0.37 s−1, 它们分别为未加酶时和加酶后观察

到的交叉弛豫速率; 再计算得到纯酶结合状态下的

交叉弛豫速率 bound
ijσ [11], 本文中为−0.96 s−1. 得到

free
ijσ 和 bound

ijσ 后, 通过 eq. (2)即可求出结合前后的分

子相关时间. 交叉弛豫速率σ ij 从未结合状态下一个

较小的正值转变为结合状态下的一个较大的负值 , 

说明 HLD 与 AChE 结合后其分子运动相关速率减慢, 

使得ω τ从小于 1 转化为大于 1. 而所观测质子对的τij

也从未加酶时的 34.6 ps 变化到结合酶后的 3.21 ns. 时

间尺度的变化表明 HLD 与乙酰胆碱酯酶发生了结合. 

表 1  加入乙酰胆碱酯酶(5 μmol L
−1)前后HLD (1 mmol L

−1)的 1H NMR 弛豫速率参数(400 MHz, 溶剂: D2O pH 7.4, T = 298 K) 

Ligand  Ligand+AchE 
Protons number 

δ (ppm) Rns (s−1) Rse (s−1) Rns/Rse  δ (ppm) Rns (s−1) Rse (s−1) Rns/Rse 

6H 3.87 0.75 0.56 1.34  3.87 0.74 0.60 1.23 

9a 3.71 2.51 2.73 0.92  3.71 2.32 2.91 0.80 

1a 3.60 2.49 2.12 1.17  3.60 2.05 2.02 1.01 

9e 3.09 2.51 2.19 1.15  3.09 2.15 2.25 0.96 

1e 2.92 2.44 1.71 1.43  2.92 2.32 1.99 1.17 

7H 2.66 2.59 2.57 1.01  2.66 2.46 2.59 0.95 

16H 0.82 2.14 2.05 1.04  0.82 2.07 2.12 0.98 
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3.3  转移 NOE (TR-NOE, transferred nuclear 
overhauser enhancement) 

TR-NOE 实验同弛豫速率实验均适用于化学交

换较快的体系[20], 通过观察由大分子转移到小分子

上的 NOE 所产生的小分子 NOE 性质的改变, 判定与

酶作用的小分子的结合部位. 如图 2 所示, 在高场区

我 们 选 择 检 测 两 个 NOE 信 号 , 分 别 归 属 为

H14a/H14e、H7/H8e 的交叉信号峰, 在自由态时它们

均与对角峰信号反相, 表明在小分子溶液中小分子

转动速率较快. 加入酶后, 这些交叉峰变成与对角峰

同相, 这是由于HLD与AChE结合后, 分子转动速率

会与酶一起变慢, 而小分子大多以结合态存在, 故测

得的 NOE 信号也会变为与对角峰同相. 实验表明, 

小分子的 H14, H7 等位点与酶的作用较强.  

3.4  酶活性实验测定 

选取 HupA 作为抑制 AChE 活性的参照物, 测定

所得 IC50 与文献值吻合[16], 并测得 HLD 抑制 AChE

的 IC50约为 0.35 mmol L
−1(图 3). 选择 HLD 在 IC50 附

近的浓度, 测定含有 HLD 的酶促反应的表观米氏常

数Kapp和最大反应速率Vmax. 实验发现, Kapp随抑制剂

浓度的增加而增加, 而 Vmax 随抑制剂浓度的增加而

减小, 因此, 我们可以推断, HLD 为 AchE 的混合型

抑制剂, 并测得其 Ki 值为 190 μmol L
−1. 结果表明, 

HLD 对 AchE 有较好的抑制作用 , 且抑制机理与

HupA 类似. 

 

图 2  加入 AChE 前后 HLD 的 TR-NOE 谱图. 粉色为小分

子 NOE 谱图中的负信号峰, 蓝色为加入蛋白后 NOE 谱图中

的正信号峰. 溶液条件: D2O, pH 7.0, 50 mmol L
−1 磷酸盐缓

冲溶液, 298 K 

 

图 3  HLD 的 IC50测定. 横坐标为抑制剂浓度的负对数, 纵

坐标为加入不同浓度抑制剂与不加抑制剂的 OD 值之比(用

%表示), 结果为三次实验平均值 

3.5  分子对接 

酶活性实验表明 HLD 与 HupA 抑制机理类似, 

因此我们选取 AChE 与 HupA 的复合物作为起始结构, 

通过 Surflex-Dock对HLD与AChE进行对接分析, 预

测配体与受体之间的结合性. 实验数据给出 HLD 4.3

的分值, 这与酶活性实验数据较吻合, 说明计算结果

合理可信.  

图 4 给出 HLD 与 AChE 结合位点处的构象, 显

示范围为与 HLD5 Å 距离内的氨基酸残基. 由图可见, 

结合位点中关键的残基有 Trp84, Asn85, Gly117, 

Gly118, Gly119, Tyr121, Ser122, Gly123, Tyr130, 
Ser200, Glu199, Phe330, Phe331 和 His440. 分析显示, 

Ser122侧链的羟基氢与HLD6位羟基氧形成氢键. 同 

 

图 4  HLD与AChE结合示意图. 黄色表示HLD, 碳编号用数

字标出, 绿线为可能的氢键, 并标注形成氢键两原子间距离 
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时看到在结合过程中, 水分子参与了氢键的形成, 这

种参与在 AChE 催化过程中不可或缺[21, 22]. 

进一步分析 HLD 结合部位, 可以看到 AChE 活

性位点入口处的残基 Phe330 和 Tyr121 此刻处于开放

构象, HLD 进入了活性位点中. 构象分析可知此处较

为狭窄, 而 HLD 的六氢久洛里定结构较为庞大[23], 

可能不利于分子进出, 这是降低 HLD 抑制性能的一 

个可能原因. HLD 上的羰基氧与羟基分别与水分子

和残基形成氢键, 在结合过程中发挥了重要作用. 对

比于 HupA 结合 AChE 的过程[16], 大部分残基均与这

两种抑制剂作用. 本实验中, Trp84 与 HLD 的 C16 较

为接近, 形成 C−H−π作用, 同时, Phe330 与 C14, C7

接近, 这与 TR-NOE 中的实验数据吻合, 残基的影响

使得与 H14, H7 有交叉质子峰的 NOE 正信号被观测

到. Lycopodine 类似物较少被报道有 AChE 的抑制活

性, 而 HLD 的抑制性能可通过多种实验被观测, 羟

基可能起着主要作用. 

3.6  分子动力学模拟与结合自由能计算 

从模拟轨迹文件中提取出 HLD 与 AChE 复合物

的平均结构, 与对接时产生的位点结构相比, 小分子

周围的残基大部分均保留, 表明经过较长时间模拟, 

小分子与蛋白的结合位点未产生较大偏差. 同时, 我

们从轨迹文件中取 200 帧进行自由能计算. 由表 2 可

以看出, 在 HLD 与 AChE 的结合过程中, 范德华相互

作用对结合自由能起主要贡献作用. 并且, HLD 与

HupA 对 AChE 的结合自由能大小顺序也与实验数据

相吻合.  

4  讨论 

通过 NMR 方法、酶活性测定、分子对接、分子

动力学模拟及结合自由能计算 , 研究了 HLD 对

AChE的抑制作用及其结合位点. 弛豫速率研究发现, 

结合酶后, 小分子的弛豫速率由皮秒级变到纳秒级, 

分子运动由于结合酶的影响明显减慢. 转移 NOE 实

验表明 HLD 可以较好地结合 AChE, 而对于结合性

较差的体系, 在毫摩尔数量级浓度下很难观察到小

分子 NOE 信号的性质变化. HLD 对 AChE 抑制类型

为混合型抑制剂, 这已由酶活性实验证实. 实验测得

的抑制常数与分子对接给出的打分值吻合 , 表明

HLD在AChE中的结合位点可信. HLD的六氢久洛里

定结构不利于 HLD 进出 AChE 催化位点, 可能会降

低抑制性能, 而羟基和羰基氧在与蛋白结合过程中

起重要作用, 增加小分子的极性可能对抑制性能有

较好的改善作用. 由分子动力学模拟及 MM_ PBSA

计算结合自由能, 与实验结果得到较好吻合, 并发

现范德华相互作用是 HLD 与 AChE 结合的主要驱动

力, 这为之后的分子基团改造和抑制性能改善提供

了思路. 

HLD 作为石松碱类化合物的代表, 其与 AChE

的结合作用研究, 为 AChE 的抑制剂设计与开发提供

了一种较为完善的基于实验的技术和方法. 对于这

种中等结合力的分子, 可以经过逐步的基团修饰, 提

高与酶的结合亲合力, 增加对酶的抑制作用. 而本研

究所采取的多种方法联用技术可广泛应用于其他小

分子与大分子结合体系研究中. 

表 2  HLD-AChE 与 HupA-AChE 复合物体系的结合自由能 (kcal/mol) 

HLD-AChE  HupA-AChE 
能量项 a) 

平均值 偏差  平均值 偏差 

ELE −4.44 2.88  −21.40 2.68 

VDW −34.14 1.73  −33.43 2.28 

INT 0.00 0.00  0.00 0.00 

GAS −38.57 2.94  −54.83 3.46 

PBSUR −4.49 0.24  −4.68 0.11 

PBCAL 23.67 3.67  34.65 3.12 

PBSOL 19.18 3.60  29.97 2.09 

PBTOT −19.39 4.20  −24.86 4.23 

    a) ELE 为静电作用能; VDW 为范德华作用能; INT 为键, 键角, 二面角能; GAS 为 ELE+VDW+INT 之和; PBSUR 为非极性溶剂作用; 

PBCAL 为极性溶剂作用; PBSOL 为总溶剂作用; PBTOT 为总结合自由能 
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Abstract: Acetylcholinesterase inhibitors (AChEI) are mainly used in the treatment of Alzheimer’s disease(AD). In 
order to investigate the inhibition of lycopodium alkaloids on acetylcholinesterase, the compound 6-hydroxylycopodine(HLD) 
was used as a potential candidate in the present work. The interaction of HLD with AChE was studied combining NMR, 
molecule docking, enzymatic activity determination, molecular dynamics simulation and binding free energy analysis. 
Experimental data reveal that HLD can inhibit AChE in a mixed type, and the HLD-AChE binding is mainly from the 
hydrogen bond and the Van der Waals interaction. 

Keywords: 6-hydroxylycopodine, acetylcholinesterase, interaction 
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