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过氧化物酶体增殖物激活受体（Peroxisome prolifer-

ator-activated receptor，PPAR）是配体激活转录因子核受

体家族成员[1-2]，PPAR包括 3种亚型：α、β/δ和γ。PPAR-γ

系在脂肪组织、巨噬细胞、单核细胞、肠细胞、骨骼肌和

内皮细胞中表达最丰富的亚型，在调节胰岛素敏感性、

脂质代谢、脂肪生成和葡萄糖的体内平衡中具有重要作

用，成为近十几年来研究热点[3]。

已知的PPAR-γ配体类型主要包括2种：生理性配体

和药理性配体。生理性配体包括内源性的15-脱氧前列

腺素 J2及其代谢产物和饮食来源的不饱和脂肪酸等；药

理性配体有合成药物噻唑烷二酮类（Thiazolidinedione，

TZDs，PPAR-γ的高效配体）、L-酪氨酸衍生物（PPAR-α/γ

双重激动药）以及不断发现的具有PPAR-γ激动活性的天

然产物和合成产物，其中以曾广泛应用于临床的胰岛素
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摘 要 目的：从黑沙蒿所含黄酮类化合物中筛选过氧化物酶体增殖物激活受体γ（PPAR-γ）的激动活性成分，为发现黑沙蒿中抗

糖尿病药效物质提供参考。方法：以已知PPAR-γ激动药罗格列酮为阳性对照，采用分子对接技术对黑沙蒿中已分离得到的18个

黄酮类化合物与PPAR-γ靶点进行一一分子对接，并对化合物与PPAR-γ靶点的对接亲和力、对接构象等进行分析比较，筛选黑沙

蒿中可能的PPAR-γ激动活性成分。结果：有5个黄酮类化合物呈现了较好的对接亲和力，其中以化合物3（5，3′，4′-三羟基-7-甲氧

基黄酮）亲和力最高（－8.3 kcal/mol）；对接构象分析发现，黄酮类化合物A环与B环上的氧原子易与PPAR-γ配体结合域活性位点

形成 1个（Tyr327）或 2个（Tyr327、Arg288）氢键结合，这对于黄酮类化合物与 PPAR-γ的结合以及 PPAR-γ构象的稳定起着重要作

用。结论：采用分子对接技术进行的虚拟筛选结果表明，黑沙蒿中的黄酮类化合物（大多含有多个自由酚羟基）易与PPAR-γ形成

较好的对接模式与较高亲和力，具有潜在抗糖尿病活性；本研究可为黑沙蒿治疗2型糖尿病的化学成分研究提供参考。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To screen the agonist active ingredients of peroxisome proliferator-activated receptor-γ（PPAR-γ） in

flavonoids from Artemisia ordosica，and provide reference for finding antidiabetic agents in A. ordosica. METHODS：Using known

PPAR-γ agonist rosiglitazone as positive control，molecular docking technology was conducted for docking one by one for 18 flavo-

noids and PPAR-γ targets obtained from A. ordosica. It was compared with binding affinities and binding modes of compounds and

PPAR-γ targets，and the possible PPAR-γ agonist ingredients in A. ordosica were screened. RESULTS：5 flavonoids showed good

docking affinities，in which，compound 3（5，3′，4′-trihydroxy-7-methoxyflavone）showed the highest（－8.3 kcal/mol）. Docking

mode analysis showed that the phenol oxygen on ring A and ring B of the flavonoids with LBD active site of PPAR-γ formed one

（Tyr327）or two hydrogen bonding（Tyr327，Arg288），which played an important role in the binding of flavonoids and PPAR-γ

and the stability of PPAR-γ conformation. CONCLUSIONS：Results of virtual screening in molecular docking technology indicate

that flavonoids（mostly containing multiple free phenolic hydroxyl groups）in can easily form good docking mode and high affinity

with PPAR-γ，showing potential antidiabetic activity. The study can provide reference for further research of chemical ingredients

for the treatment of type 2 diabetes.
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finity；Antidiabetic
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增敏剂TZDs最有名。分子对接是一种计算程序，可根

据配体与受体作用的“锁钥原理”用于预测大分子的非

共价结合情况。该技术的应用使基于人体靶点的中药

天然产物活性成分的高效、快速筛选成为可能[4-5]。

黑沙蒿（Artemisia ordosica Krasch.）为菊科蒿属植

物，在前期研究中，笔者对黑沙蒿的资源分布、化学成分

及药理活性研究进展进行了综述，结果发现黑沙蒿含有

18种黄酮类化学成分[6]。本研究尝试利用分子对接技术

从黑沙蒿所含黄酮类化合物中筛选PPAR-γ激动活性成

分，并预测其与PPAR-γ的结合模式，旨在从分子水平探

究黑沙蒿黄酮类化学成分通过PPAR-γ产生生理作用的

潜在药效物质基础，并进一步为中药化学成分的虚拟筛

选提供参考和借鉴。

1 材料
PPAR-γ蛋白与罗格列酮的X-射线共结晶结构文件

来 源 于 RCSB PDB Bank（Research Collaboratory for

Structural Bioinformatics：Protein Data Bank）数 据 库

（http：//www.rcsb.org/pdb/home/home.do， PDB code：

2PRG）；晶体结构预处理采用分子建模软件包 Chimera

1.5.3（National Institutes of Health，USA）；受体加氢以及

grid box（箱格）设置采用分子建模软件包 MGL Tools

1.5.4（The Scripps Research Institute，USA）处 理 ；

Chem3D Ultra 8.0 软 件（Cambridge Soft Corporation，

USA）；分子对接模拟应用对接软件AutoDock Vina 1.1.2

（The Scripps Research Institute，USA）；软件PyMOL v1.5

（Schrodinger LLC，USA；用于分析和观察配体-蛋白质

的对接构象）。

2 方法
2.1 罗格列酮的药效团研究

从RCSB PDB Bank数据库中下载PPAR-γ与其配体

小分子药物罗格列酮的共结晶结构（PDB code：2PRG）

作为分子对接的受体模型。罗格列酮在本研究中作为

阳性对照，因此基于共结晶结构 2PRG进行了罗格列酮

的药效团研究，重点对罗格列酮的拓扑结构、PPAR-γ的

关键螺旋、折叠、氨基酸残基、重要水分子等进行了总结。

2.2 基于PPAR-γ的分子对接研究

2.2.1 PPAR-γ的晶体结构及预处理 X-射线衍射得到

的靶点的晶体结构与生物体中实际情况往往略有差异，

故需进行预处理以接近其生理状态。从 2PRG 中分离

出A链或B链，去除C链以及所有配体和水分子（关键水

分子除外），并计算蛋白质的质子化态，备用。

2.2.2 配体构建及预处理 黑沙蒿中已知的 18种黄酮

类化合物的平面结构采用 ChemDraw 软件绘制，通过

Chem3D Ultra 8.0软件将二维结构转换成三维结构数据

并使其能量最小化。对配体进行预处理以使配体分子

接近天然构象，加载电荷，备用。

2.2.3 对接流程 综合“2.2.1”和“2.2.2”项，对接流程如

下：（1）从RCSB PDB Bank数据库中下载PPAR-γ与配体

罗格列酮的共结晶晶体结构（2PRG.pdb），去除C链，分

离A链或B链，制备PPAR-γ monomer（.pdb格式文件）；

去除所有配体和水分子（关键水分子除外），根据软件默
认方法计算蛋白质质子化态，受体加氢，设置grid box参
数，使其覆盖整个 PPAR-γ monomer蛋白晶体以探寻所
有可能的结合模式。（2）制备待对接配体，将二维结构转
换成三维结构数据并使其能量最小化，加载电荷（.pdbqt

格式文件）。（3）创建 config.txt 文件，将对接参数（grid

box 坐标、exhaustiveness 数值）输入其中。（4）将 PPAR-γ

与黑沙蒿中所有已知黄酮类化合物进行逐一对接（之前
4步为预处理）。（5）根据配体的构象、位置及对接亲和力
（软件自动给出）等对各种结合模式进行综合对比。

3 结果
3.1 已知PPAR-γ与配体罗格列酮的药效团研究

Nolte RT等于 1998年报道了由人源PPAR-γ配体结
合域（Ligand binding domain，LBD）、罗格列酮和类固醇
受体共激活因子 1（Human steroid receptor co-activating

factor-1，SRC-1）组成的三元络合物 2PRG[7]。笔者对
PPAR-γ的药效团进行了总结，如图1所示。

PPAR-γ LBD包含一个大的结合口袋，可容纳不同
配体进入并形成适当构象从而组成配体-受体复合物。

罗格列酮骨架被分为头部（Head）、连接基（Linker）和尾
部（Tail）。PPAR-γ激动药包含有一个亲水性头部Head，

通过一个芳香连接基与疏水性尾部相连接。亲水性头
部基团通常含有羟基、羰基或羧基氧原子（例如，羧酸和
2，4-噻唑烷二酮），可与PPAR-γ LBD的关键氨基酸残基
（Tyr473、His449、His323和 Ser289）形成氢键（图 1中虚
线）网络。这些氢键有助于稳定PPAR-γ于适当的构象，

对共激活因子的成功摄取至关重要[8-9]。芳香中心与关
键螺旋Helix 3的多个疏水性氨基酸残基形成范德华力，

而疏水性尾部则可允许多种取代基与PPAR-γ大的疏水
性口袋以及自由水分子相互作用[10]。

3.2 基于PPAR-γ的分子对接研究

3.2.1 2PRG晶体结构A链和B链的对比、选择 2PRG

晶体结构包含了 3个不对称分子单元 A、B 和 C（见图
2）。本研究去除了C链，对A链和B链进行了分离及与
罗格列酮的再对接试验。

A 链和 B 链与配体罗格列酮的结合具有明显的不
同，A链缺失了与关键氨基酸残基His449间的氢键结合
（见图 3a）；B 链缺失了与 Glu286间的氢键结合（见图

图1 罗格列酮的药效团图示

Fig 1 Pharmacophore of rosiglitazone

头部（Head） 连接基（Linker） 尾部（Tail）

关键螺旋：Helix 3、4、6、
7、10、AF-2；折 叠 ：β
sheet；氨基酸残基：Y473、
H323、H449、S289、Q286；
虚线为氢键；水分子：H2O
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3b）。此外，同一软件（Chimera1.5.3）得到的位于PPAR-

γ LBD尾部结合口袋的关键水分子（红色球体）也不同。

分别以A链和B链为靶蛋白受体与罗格列酮进行

分子再对接试验后，发现A链再对接结果呈现了所有关

键的配体-受体氢键组合。对于B链，大部分的再对接构

象缺乏与氨基酸残基 His449和 Glu286之间的氢键结

合。同时，A 链被认为与激活态的 PPAR-γ蛋白结构相

近[11]。因此，A链被选定用于PPAR-γ激动活性成分的分

子对接试验。

3.2.2 PPAR-γ LBD 中水分子的选择保留 PPAR-γ

LBD尾部结合口袋未与罗格列酮形成氢键结合，且大的

结合口袋允许诸多自由水分子的存在，并与罗格列酮存

在范德华力等相互作用，尤其H2O604（注：604以及后文

的 308是水分子的标号，此标号为 2PRG 中固有标号）

（见图 1中标出的水分子）与罗格列酮分子吡啶环上的N

原子形成了氢键结合，这对于罗格列酮在PPAR-γ LBD

内构象的稳定起着重要作用。鉴于此，本研究选择了A

链PPAR-γ LBD尾部结合口袋内的若干重要水分子进行

考察，保留不同的水分子组合进行再对接试验，最终选

定H2O308、H2O339、H2O444和H2O467（A链水分子的标

识号在.mol2 格式的文件中的编号有所变化，与2PRG中

编号有差异，但本研究中选择的相应水分子，随后用Py-

MOL打开后发现其显示了正常的编号）。此条件生成

了与2PRG晶体接近、重现性高并排名第一的结合模式。

3.2.3 对接结果 将黑沙蒿药材中已知的黄酮类化学

成分与PPAR-γ 进行分子对接，根据AutoDock Vina分子

对接程序，每个化合物有9个分子对接模式，并按照所有

模式的亲和力进行排名。与罗格列酮比较，所有化合物

与PPAR-γ分子对接的亲和力均略低于罗格列酮，从中筛

选得到 5 个亲和力较高的化合物（亲和力绝对值大于
8.0，罗格列酮为－8.7 kcal/mol），其中以化合物 3最高
（－8.3 kcal/mol）。筛选结果（由对接软件AutoDock Vi-

na自动给出，包括 9个构象中最高亲和力、亲和力平均
值、9个构象中位于PPAR-γ LBD内的个数、最高亲和力
构象与PPAR-γ形成的氢键结合情况）见表1。

3.2.4 PPAR-γ与配体的结合构象 以得分较高的配体
结合构象用来预测PPAR-γ与激动活性成分的结合模式，

罗格列酮、化合物3与PPAR-γ受体的对接构象如图4所
示。

罗格列酮与受体的氨基酸残基 Tyr473、His323、

Gln286、Ser289形成 4个氢键结合（虚线表示，见图 4a），

得分最高的化合物 3与受体的Tyr327、Arg288形成 2个
氢键结合（虚线表示，图4b）。筛选出的其他化合物与化
合物 3相似，化合物中的A环与B环上的氧原子均易与
PPAR-γ LBD活性位点形成1个（Tyr327）或2个（Tyr327、

Arg288）氢键结合。分析可知，这些化合物均对接到
PPAR-γ LBD 活性位点，占据其结合腔，氢键结合将
PPAR-γ的若干 Helix 固定，形成稳定的构象，对于

图2 2PRG的结构

Fig 2 Structure of 2PRG

A链

B链

C链（SRC-1）

表1 黑沙蒿中PPAR-γ激动活性成分虚拟筛选结果

Tab 1 Results of virtual screening of PPAR-γ agonist

active ingredients from A. ordosica

化合物
序列

1

2

3

4

5

6

化合物名称

5，4′-二羟基-7-甲
氧基黄酮

5-羟基-4′，7-二甲
氧基黄酮

5，3′，4′-三羟基-7-
甲氧基黄酮

5，7-二羟基-3′，4′-
二甲氧基黄酮

5，7-二羟基-4′-甲
氧基黄酮

罗格列酮

分子式
最高

亲和力

-8.2

-8.2

-8.3

-8.2

-8.2

-8.7

亲和力
平均值

-6.8

-6.7

-6.7

-6.2

-6.7

-7.73

位于LBD
内构象数

8

4

6

3

7

8

形成氢键结合
的氨基酸残基

Tyr327
Arg288

Tyr327

Tyr327
Arg288

Tyr327
Arg288

Tyr327
Arg288

Tyr473
His323
Gln286
Ser289

a. 2PRG 中的A链及氢键对接 b. 2PRG 中的B链及氢键对接

图3 罗格列酮与A、B链的对接图示

Fig 3 Interactions of rosiglitazone with chain A and

chain B

a. 罗格列酮与PPAR-γ b. 化合物3与PPAR-γ

图4 罗格列酮、化合物3与PPAR-γ的对接构象图示

Fig 4 Docking modes of rosiglitazone，compound 3

with PPAR-γ
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PPAR-γ进一步与靶基因结合以及PPAR-γ受体的激活起

着重要作用[12]。所有化合物与罗格列酮的结合模式均

不同（如形成氢键结合的氨基酸），提示对接亲和力及激

动活性与罗格列酮有所不同。而对PPAR-γ受体的激动

活性尚需体内外活性研究进行验证。

4 讨论
（1）分子对接用于预测小分子与蛋白的结合具有特

殊的意义，可以用来进行类药分子的虚拟筛选，以获得

药物开发的先导化合物，也可用于缺少实验数据的已知

结合体的构象的预测。迄今为止，采用分子对接技术对

中药化学成分进行活性机制研究的报道不多。笔者以

黑沙蒿为研究对象，拓展了分子对接技术在中药药效物

质基础和中药作用机制研究方面的应用。

（2）本文采用分子对接技术筛选黑沙蒿中PPAR-γ激

动活性成分，得到 5种亲和力较高的黄酮类化合物 1～

5。这些黄酮类化合物有望作为配体与PPAR-γ受体结合

并使之激活，随后与视黄醛X受体α形成异二聚体，结合

到特异性DNA序列-PPAR特异性反应元件而活化靶基

因[13-15]。同时，这 5种黄酮类化合物可能会成为PPAR-γ

激动药的先导化合物，值得进一步研究。

（3）配体最佳对接模式的选择不仅需要考虑对接亲

和力，还应结合对接模型的构象观察[16-18]。此外，分子对

接模拟的应用局限于前期研究，对化合物的进一步活性

测试依然是必要的。

（4）分子对接模拟是一种成本较低的虚拟筛选技

术，对于活性结果的预测具有参考意义。分子对接过程

中阳性对照化合物的选择、目标受体蛋白共晶的选择、

受体蛋白的处理、对接流程及条件的优化（如本文中共

晶结构 2PRG 中 A 链、B 链与罗格列酮的再对接、grid

box参数的设置）对于预测待筛选分子的准确活性至关

重要。

综上，采用分子对接技术筛选黑沙蒿中PPAR-γ激动

活性成分的方法可靠，黑沙蒿中 5种黄酮类化合物与

PPAR-γ的对接呈现了较高的亲和力，但对接构象与已知

PPAR-γ激动药罗格列酮不同，黄酮类化合物A环与B环

上的氧原子易与PPAR-γ受体的LBD活性位点形成 1个

（Tyr327）或2个（Tyr327、Arg288）氢键结合（罗格列酮与

Tyr473、His343、Gln286和 Ser289形成氢键结合），其中

以化合物3（5，3′，4′-三羟基-7-甲氧基黄酮）对接亲和力

最强。本研究为这 5种黄酮类化合物与PPAR-γ靶点的

结合以及用于治疗 2型糖尿病的化学成分研究提供了

参考。
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利尔眠胶囊是由黄连、肉桂两味药材组成的中药复

方制剂，具有清心降火、交通心肾的作用，用于心肾不交

所致的失眠多梦、心悸不宁[1-2]等症。其中黄连的主要成

分为盐酸小檗碱和盐酸巴马汀，这两种成分具有抗菌、

抗炎、抗焦虑、抗抑郁、治疗心血管系统疾病等多种药理

作用[3-4]；肉桂的主要成分为桂皮醛，该成分具有镇静、抗

炎、解热镇痛、改善心血管疾病、抗菌等药理作用[5]。利

尔眠胶囊收载于《国家中成药标准汇编·内科·心系分

册》，标准编号为WS-10171（ZD-0171）-2002[6]，其含量测

定采用薄层扫描法测定盐酸小檗碱的含量，方法专属性

不强，结果准确性差，且样品处理时间过长，步骤烦琐。

目前，有关利尔眠胶囊的质量控制研究亦未见相关文献

报道。因此，笔者参考相关文献[7-13]，采用高效液相色谱

法（HPLC）建立了同时测定利尔眠胶囊黄连中盐酸小檗

碱、盐酸巴马汀，肉桂中桂皮醛含量的方法，以期为完善

该制剂的质量控制方法提供参考。

HPLC法测定利尔眠胶囊中3种成分的含量

王 雷＊，于 荣（山西省心血管病医院药学部，太原 030024）

中图分类号 R917 文献标志码 A 文章编号 1001-0408（2018）01-0062-03

DOI 10.6039/j.issn.1001-0408.2018.01.16

摘 要 目的：建立同时测定利尔眠胶囊中盐酸小檗碱、盐酸巴马汀、桂皮醛含量的方法。方法：采用高效液相色谱法。色谱柱为

Agilent Zorbax SB-C18，流动相为乙腈-0.05 mol/L 磷酸二氢钾溶液（23 ∶ 77，V/V），流速为 1.0 mL/min，检测波长为 345 nm（0～20

min，盐酸小檗碱、盐酸巴马汀）和290 nm（＞20～30 min，桂皮醛），柱温为30 ℃，进样量为10 μL。结果：盐酸小檗碱、盐酸巴马汀、桂

皮醛进样量检测线性范围分别为0.036 80～0.736 0、0.016 76～0.335 2、0.004 140～0.082 80 μg（r≥0.999 5）；检测限分别为0.110 4、

0.050 3、0.124 2 ng，定量限分别为0.368 0、0.167 6、0.414 0 ng；精密度、稳定性（12 h）、重复性试验的RSD均＜2.0％（n＝6）；加样回

收率为96.16％～99.73％，RSD为0.99％～1.21％（n＝6）。结论：建立的方法操作简单、重复性好，适用于同时测定利尔眠胶囊中

盐酸小檗碱等3种成分的含量。

关键词 利尔眠胶囊；高效液相色谱法；盐酸小檗碱；盐酸巴马汀；桂皮醛；含量测定

Content Determination of 3 Components in Li’ermian Capsule by HPLC

WANG Lei，YU Rong（Dept. of Pharmacy，Shanxi Cardiovascular Hospital，Taiyuan 030024，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for simultaneous determination of 3 components in Li’ermian capsule，includ-

ing berberine hydrochloride，palmatine hydrochloride and cinnamaldehyde. METHODS：HPLC method was adopted. The determina-

tion was performed on Agilent Zorbax SB-C18 with mobile phase consisted of acetonitrile-0.05 mol/L potassium dihydrogen phos-

phate solution（23 ∶ 77，V/V）at the flow rate of 1.0 mL/min. The detection wavelengths were set at 345 nm（0-20 min，berberine

hydrochloride，palmatine hydrochloride）and 290 nm（＞20-30 min，cinnamaldehyde），and column temperature was 30 ℃ . The

sample size was 10 μL. RESULTS：The linear ranges of berberine hydrochloride，palmatine hydrochloride and cinnamaldehyde were

0.036 80-0.736 0，0.016 76-0.335 2，0.004 140-0.082 80 μg（r≥0.999 5）. The limits of detection were 0.110 4，0.050 3，0.124 2

ng，and the limits of quantitation were 0.368 0，0.167 6，0.414 0 ng，respectively. RSDs of precision，stability（12 h）and repro-

ducibility tests were all lower than 2.0％（n＝6）. The recoveries were 96.16％-99.73％（RSD＝0.99％-1.21％，n＝6）. CONCLU-

SIONS：Established method is simple，reproducible and suitable for simultaneous determination of 3 components such as berberine

hydrochloride in Li’ermian capsule.

KEYWORDS Li’ermian capsule；HPLC；Berberine hydrochloride；Palmatine hydrochloride；Cinnamaldehyde；Content determi-

nation
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