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沙棘叶提取物的体外抗氧化及乙酰胆碱酯酶抑制能力 
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黑龙江 哈尔滨  150040） 

摘要：以 1,1-二苯基-2-三硝基苯肼自由基（DPPH•）清除能力、总还原力为指标，评估了沙棘叶提取物的体外

抗氧化活性，考察其对乙酰胆碱酯酶的抑制能力。结果表明：5 种不同乙醇体积分数的（40%、50%、60%、70%、

80%）沙棘叶提取物均有较好的抗氧化活性及乙酰胆碱酯酶抑制能力。以体积分数为 60%乙醇水溶液提取的沙

棘叶提取物的 DPPH•清除率、总还原力及乙酰胆碱酯酶抑制能力最强，分别为 85.80%±1.39%，2.45±0.18，

97.14%±0.81%，可作为抗氧化剂与乙酰胆碱酯酶抑制剂。该沙棘叶提取物对乙酰胆碱酯酶有较强的抑制能力，

半数抑制浓度（IC50）为(1.086±0.144) g/L，对乙酰胆碱酯酶的抑制类型是竞争性大于非竞争性的混合可逆抑制。

Auto Dock 分子对接及剂效相关性分析表明，沙棘叶活性成分与乙酰胆碱酯酶具有一定的对接亲和力，沙棘叶提

取物的抗氧化、酶抑制活性与功能成分之间均存在良好的正相关性（P<0.05），沙棘叶提取物中起主要抗氧化与

酶抑制作用的成分为多酚类化合物。 
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In vitro antioxidant activities and acetylcholinesterase inhibition ability of 
Hippophae rhamnoides L. leaves extract 
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Abstract: Hippophae rhamnoides L. leaves extract was evaluated for its in vitro antioxidant activity using 
1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl radical (DPPH•) scavenging capacity and total reducing power as indicators, 
and further assessed for its acetylcholinesterase inhibition ability. The results showed that all Hippophae 
rhamnoides L. leaves extracts with ethanol volume fractions of 40%, 50%, 60%, 70%, and 80% showed 
good antioxidant activity and acetylcholinesterase inhibition ability, while extract with ethanol volume 
fractions of 60% exhibited the highest DPPH• scavenging rates, total reducing power, and 
acetylcholinesterase inhibition ability of 85.80%±1.39%, 2.45±0.18, and 97.14%±0.81% respectively, 
indicating its potential as antioxidant and acetylcholinesterase inhibitor. Moreover, this extract displayed a 
half acetylcholinesterase inhibitory concentration (IC50) of (1.086±0.144) g/L and a mixed reversible 
inhibition mechanism against acetylcholinesterase based on the kinetic analysis of enzyme inhibition that 
was more competitive than non-competitive. Data from Auto Dock molecular docking and dose-effect 
correlation analysis indicated that the active ingredients of Hippophae rhamnoides L. leaves had a certain 
docking affinity with acetylcholinesterase. The antioxidant and enzyme inhibitory activities of the extract 
were positively correlated with the functional ingredients polyphenols (P<0.05). 

Key words: Hippophae rhamnoides L. leaves; active ingredients; acetylcholinesterase; in vitro antioxidation; 

molecular docking; modernization technology of traditional Chinese medicines 
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沙棘（Hippophae rhamnoides L.）是胡颓子科

（Elaeagnaceae）的灌木或小乔木[1]。自 1977 年中

国卫生部首次将沙棘列入《中国药典》并认定为药

食同源植物后，2020 年版《中华人民共和国药典》

也列出沙棘具有健脾、止咳、活血等功效[2-3]，并且

其富含类黄酮、酚酸、萜类等多种活性物质[4]。目

前，国际上对于沙棘的叶片、浆果、种子及提取的

衍生产品沙棘果汁和沙棘油都已有较多研究[5]。而

沙棘叶片虽易采摘保存且蕴藏丰富，却往往在采摘

过程被丢弃，资源利用率极低[6-7]，但实际上沙棘叶

中的总黄酮与总酚含量都远高于沙棘果实[8]，在国

内外进行的体内外实验也已经证实了沙棘叶可以对

人体发挥抗氧化、免疫调节、护肝和糖尿病等珍贵

的药理作用[9]。目前，沙棘叶在食品领域的产业化

应用，主要集中在开发成为天然来源的食品添加剂，

以及沙棘茶叶、沙棘叶饮料类特色产品[2]。 

阿尔茨海默症（Alzheimer's disease，AD）又称

老年痴呆症，是一种不可逆的、多因素的神经退行

性疾病，对人类健康构成严重威胁[10]。目前，世界

上 AD 患病人数达 5000 万，且其病程缓慢，患者从

开始出现症状到死亡一般持续 7~12 年，多发病于老

年时期[11]。乙酰胆碱（ACh）是一种在人体大脑中

起重要作用的神经递质 [12]，其会在乙酰胆碱酯酶

（AChE）的作用下失活，从而阻断神经信号的传递[13]。

因此，乙酰胆碱酯酶抑制剂（AChEI）可通过抑制

AChE 活性以减少 ACh 的水解，起到治疗或改善 AD

的作用[14]。而天然植物在大自然中广泛存在，易获

取，从中提取的 AChEI 相较于现在市面上主流的

AChE 抑制类药物如他克林、加兰他敏等，具有价格

低廉、无副作用的优点[15] 。此外，也有研究表明，

体内自由基氧化效应也可能会诱发 AD[16]，结合

AChEI 与抗氧化剂治疗 AD 是有效的防治方式[17]。

因此，有必要不断地寻找到可提取制得 AChEI 与抗

氧化剂的天然植物，而关于沙棘叶的研究鲜见报道。 

本研究以多种极性溶剂（不同体积分数的乙醇

水溶液）沙棘叶提取物作为研究对象，测定其体外

抗氧化能力〔 1,1-二苯基 -2-三硝基苯肼自由基

（DPPH•）、总还原力〕和活性物质（总黄酮、总酚、

总三萜）含量，测定其对 AChE 的抑制能力并结合

抑制动力学分析对 AChE 的抑制类型，利用分子对

接技术虚拟筛选沙棘叶中具有 AChE 抑制能力的潜

在活性成分，从而为沙棘叶提取物用作天然抗氧化

剂和植物源 AChEI 提供基础数据，并通过对比多种

极性溶剂提取物的活性差异，以期在产业转化中，通

过提取工艺条件的微调，获得不同应用目的的提取

物，从而实现最大程度的低成本设备投资，为拓宽沙

棘叶资源的深度开发，与林产资源在功能食品、生物

医药、化工等领域的应用提供理论支持和科学依据。 

1  实验部分 

1.1  原料、试剂与仪器 

沙棘叶，2022年黑龙江省农科院园艺分院提供，

经清洗、干燥、研磨过 80 目筛得到粉末，置于阴凉

干燥处备用；苍蝇头部乙酰胆碱酯酶（AChE）、碘

化硫代乙酰胆碱（ATCI）、5,5'-二硫代双(2-硝基苯

甲酸)（DTNB）、加兰他敏、芦丁对照品（质量分数

≥98%）、三萜酸标准品（齐墩果酸）、没食子酸标

准品（质量分数≥95%）、维生素 C（VC）、DPPH•，

上海源叶生物科技有限公司；PBS 缓冲液（0.01 mol/L，

pH 7.2~7.4），北京博奥拓达科技有限公司；无水乙

醇、铁氰化钾{K3[Fe(CN)6]}、Al(NO3)3 等均为市售

AR，天津市天力化学试剂有限公司。 

NP-PS-20AL 型数码超声波清洗机，北角仪器科

技数码公司；EPOCH12 型酶标仪，美国 Bio Tek 

Instruments 公司；UV-5500PC 型紫外-可见分光光度

计，上海元析仪器有限公司。 

1.2  方法 

1.2.1  沙棘叶醇提物的制备 

精确称取 4 g 干燥的沙棘叶粉末，加入 80 mL 不同

体积分数（40%、50%、60%、70%、80%）的乙醇水溶

液，料液比为 1∶20（g∶mL），随后在超声功率 80 W，

超声温度 50 ℃条件下超声辅助提取 60 min，冷却后抽

滤。将滤液旋转蒸发浓缩后，用电热鼓风干燥箱 45 ℃

恒温烘干 48 h，制得沙棘叶醇提取物（SBLE）[18-19]。 

1.2.2  沙棘叶醇提物的抗氧化活性实验 

将 SBLE 溶解在体积分数为 60%的乙醇水溶液

中，制成质量浓度为 10 g/L 的沙棘叶醇提液，备用。 

1.2.2.1  DPPH•清除率的测定 

参考 CHEN 等[20]的方法并略作改动。首先配制

浓度为 0.2 mmol/L 的 DPPH•乙醇溶液，并将沙棘叶

醇提液按梯度稀释成质量浓度为 0.015、0.020、

0.025、0.030、0.035、0.040、0.060、0.080、0.100、

0.150、0.200、0.250 g/L，避光下在 96 孔板中依次

加入不同质量浓度梯度的样液与 DPPH•乙醇溶液各

100 μL，混匀后室温下避光反应 30 min 后迅速使用

酶标仪于 517 nm 波长下测定其吸光度（Ai）。用等

体积无水乙醇代替 DPPH•乙醇溶液作为空白组，测

其吸光度（Aj）。用等体积蒸馏水代替沙棘叶醇提液，

测其吸光度（A0）。同时，用 VC 作为阳性对照，根

据式（1）计算 DPPH•清除率： 

 
0

DPPH / % 1 100i jA A
A
 
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 

清除率  （1） 
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1.2.2.2  总还原力的测定 

参考冉丽梅[21]的方法进行测定。在试管中加入

1.0 mL 不同质量浓度（0.2、0.4、0.6、0.8、1.0 g/L）

的沙棘叶醇提液，然后依次加入 2.5 mL PBS 缓冲液

（0.01 mol/L，pH 7.2~7.4）和 5.0 mL 质量分数为

1.0%的铁氰化钾溶液，摇匀。于 50 ℃水浴条件下

恒温反应 20 min，并通过加入 5.0 mL 质量分数为

10%的三氯乙酸溶液终止反应。将反应液以 3000 

r/min 离心处理 10 min，取 2.5 mL 上清液，加入 2.5 

mL 蒸馏水和 0.5 mL 质量分数为 10%的 FeCl3 溶液

并充分混合。用紫外-可见分光光度计测定反应液在

700 nm 处的吸光度（OD700），样品的还原力与被测

溶液的吸光度存在正相关性，用样品溶液的吸光度

来评价其还原力，同时用 VC 作为阳性对照。 

1.2.3  沙棘叶醇提物抑制乙酰胆碱酯酶能力及抑制

类型的测定 

用 PBS 缓冲液（0.01 mol/L，pH 7.2~7.4）将已

制好的质量浓度为 10 g/L 的沙棘叶醇提液，梯度稀

释成质量浓度分别为 0.5、1.0、2.0、4.0、8.0 g/L。

并用 PBS 缓冲液配制 AChE（0.8 U/mL）、DTNB

（5 mol/L）和 ATCI（10 mol/L）溶液，备用。 

1.2.3.1  抑制乙酰胆碱酯酶活性测定 

采用改良的 ELLMAN 法[12,22]，具体步骤为：在

96 孔板中依次加入 140 μL PBS 缓冲液，10 μL AChE

溶液和 20 μL 样品溶液（质量浓度为 10 g/L），然后

将 96 孔板置于酶标仪中 37 ℃恒温振板 15 min；随

后加入 20 μL DTNB 溶液与 10 μL ATCI 溶液，并立

即再次置于酶标仪中 37 ℃振板充分反应 15 min 后，

用酶标仪测定反应前后溶液在 412 nm 处的吸光度，

同时用加兰他敏作为阳性对照组。根据式（2）及式

（3）计算乙酰胆碱酯酶的酶促反应速率（v，单位

为 OD/min）和抑制率，以 PBS 缓冲液代替样品溶

液作为空白，不加 AChE 为相对应本底值。 

 

15 0 
15

A A
v

  
  （2） 

 
0/ % ( /1 ) 100iv v  乙酰胆碱酯酶抑制率  （3） 

式中：∆A15 为反应 15 min 后对照组或实验组除去相

应本底值后的吸光度；∆A0 为反应前对照组或实验

组除去相应本底值后的吸光度；vi 为实验组的酶促

反应速率；v0 为对照组酶促反应速率。 

1.2.3.2  乙酰胆碱酯酶抑制类型判定 

通过 1.2.3.1 节确定采用体积分数为 60%的乙醇

水溶液的沙棘叶醇提物对乙酰胆碱酯酶抑制能力最

强。将 SBLE 溶解在体积分数为 60%的乙醇水溶液中

制得样品溶液用于判定乙酰胆碱酯酶抑制类型。按

1.2.3.1 节方法，固定底物 ATCI 的浓度（5 mmol/L），

修改样品溶液质量浓度（0、0.5、1.0、1.5 g/L）和

AChE 活性浓度（0、0.2、0.4、0.6、0.8 U/mL），测

定不同质量浓度沙棘叶提取物作用下 AChE 的酶促

反应速率，以横坐标为 AChE 活性浓度，纵坐标为

酶促反应速率作图，判断样品溶液对 AChE 的抑制

类型为可逆抑制/不可逆抑制。 

根据 1.2.3.1 节方法，固定 AChE 活性浓度

（0.4 U/mL），修改沙棘叶样品溶液的质量浓度（0、

0.5、1.0、1.5 g/L）和底物 ATCI 浓度（0.625、1.25、

2.50、5.00、10.00 mmol/L），测定酶促反应速率后并

以底物 ATCI 浓度的倒数为横坐标，酶促反应速率的

倒数为纵坐标绘制 Lineweaver-Burk 双倒数曲线，确定

沙棘叶提取物对 AChE 的抑制类型及抑制常数[12]。 

1.2.4  沙棘叶醇提物中主要活性成分含量测定 

根据 1.2.2 节与 1.2.3 节的实验结果，比较乙醇

各级分的 3 种能力剂效关系及抑制类型，从而筛选

出最佳提取溶剂（乙醇体积分数）。称取 2 g 干燥的

沙棘叶粉末，加入 40 mL 选定体积分数的无水乙醇

溶液参照 1.2.1 节方法进行超声辅助提取，抽滤合并

滤液后用无水乙醇定容至 100 mL 容量瓶中，待用。 

1.2.4.1  总黄酮含量测定 

参照刘馨雨等[23]的“硝酸铝”法进行测定。用

紫外-可见分光光度计测定反应液在 510 nm 处的吸

光度。以芦丁为标准品，得到标准曲线方程为 y= 

17.393x–0.0074（y 为吸光度；x 为芦丁标准溶液的

质量浓度，g/L），R2=0.9993。通过测定样品提取液

在 510 nm 处的吸光度得到样品提取液中芦丁质量

浓度，再根据式（4）计算得到 SBLE 中的总黄酮含

量，结果以每克沙棘叶干的芦丁当量表示(mg/g)。 

 
VDP
M


  （4） 

式中：P 为总黄酮（或总酚）含量，以每克沙棘叶

干样品的芦丁（或没食子酸）当量表示，mg/g；ρ
为沙棘叶中总黄酮（或没食子酸）的质量浓度，g/L；

V 为样品提取液体积，mL；D 为样品提取液稀释倍

数；M 为沙棘叶样品干粉质量，g。 

1.2.4.2  总酚含量测定 

参照傅钰等[24]的“福林酚”法进行测定。用紫

外-可见分光光度计测定反应液在 765 nm 处的吸光

度。以没食子酸为标准品，得到没食子酸标准曲线方

程为 y=84.886x–0.0014（y 为吸光度；x 为没食子酸标

准溶液的质量浓度，g/L），R2=0.9991。通过测定样品

提取液在 765 nm 处的吸光度得到样品提取液中没食

子酸质量浓度，再根据式（4）计算总酚含量，结果以

每克干样品中所含的没食子酸当量表示(mg/g)。 

1.2.4.3  总三萜含量测定 

参照付亚玲等[25]的“香草醛-冰乙酸”法进行测
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定。用紫外-可见分光光度计测定反应液在 547 nm

处的吸光度。以齐墩果酸为标准品，得到齐墩果酸

标准曲线方程为 y=9.1926x+0.0223（y 为吸光度；x 为

齐墩果酸质量，mg），R2=0.9996。结果以每克干样

品中所含的齐墩果酸当量表示（mg/g），计算公式类

似于式（4）。 

1.2.5  沙棘叶醇提物成分与抗氧化、酶抑制相关性

分析 

所有实验均进行 3 次平行实验，数据结果表示

为平均值±标准差。使用 Excel 2019 软件与 SPSS 

25.0 进行数据分析，并使用 Origin Pro 2022 软件进

行绘图；采用 SPSS 25.0 软件，利用 Pearson 法对沙

棘叶中高活性成分含量与抗氧化、酶抑制能力进行

相关性分析（P < 0.05 表示差异显著，P < 0.01 表示

差异极显著）。 

1.2.6  分子对接 

分子对接模拟为活性蛋白酶与化合物的相互作用

方式给予一定的解释，为进一步研究小分子药物奠定理

论基础。通过查阅文献[26-28]并整合筛选，结合 1.2.5 节中

相关性分析结果，可预测出沙棘叶醇提物中的 11 个潜在

活性成分，再加上阳性对照加兰他敏，如表 1 所示。 

 
表 1  沙棘叶提取物的潜在活性成分 

Table 1  Potential active ingredients of Hippophae rhamnoides 
L. leaves extract 

编号 化合物 
有机小分子生物活性数据

库中化合物对应编码 
分子简式

1 加兰他敏 9651 C17H21NO3

2 儿茶素 9064 C15H14O6 

3 丁香酸 10742 C9H10O5 

4 异鼠李素 5281654 C16H12O7 

5 山奈酚 5280863 C15H10O6 

6 槲皮素 5280343 C15H10O7 

7 杨梅素 5281672 C15H10O8 

8 没食子酸 370 C7H6O5 

9 鞣花酸 5281855 C14H6O8 

10 熊果酸 64945 C30H48O3 

11 科罗索酸 6918774 C30H48O4 

12 齐墩果酸 10494 C30H48O3 

 
借助有机小分子生物活性（PubChem）数据库中下

载配体（11 种潜在活性成分和标准品）的 3D 结构，并

结合 Open Babel 工具转换为 PDB 格式；AChE（PDB 代

码： 1C2O ）的 3D 结构从 RCSB 蛋白数 据库

（https://www.rcsb.org/）下载，使用 PyMOL 软件删除配

体、除水，用 Auto Dock Tools 进行加氢和加 Gasteiger

电荷修饰，保存为受体结构的 pdbqt 格式；通过 Auto 

Dock 软件预测各活性成分与受体 AchE 蛋白的结合，对

接参数均采用默认设置，借助 Auto Grid 工具进行格点

能量的计算，利用拉马克遗传算法（LGA）半柔性对接

寻找到最佳位点，选择每组中对接结合能小于–5 

kcal/mol、均方根偏差（RMSD）<0.2 nm 的小分子配体

与受体蛋白进一步分析其结合位点[29]，使用 PyMOL 软

件对对接结果进行可视化分析。 

2  结果与讨论 

2.1  不同乙醇级分沙棘叶提取物的抗氧化活性评价 

2.1.1  对 DPPH•清除率的影响 

DPPH•是一种以氮为中心的稳定自由基，常被

用来反映样品抗氧化能力强弱[30]。使用不同体积分

数乙醇提取的 SBLE 对 DPPH•的清除能力进行测

定，结果如图 1a 所示。从图 1a 可以看出，5 种不同

乙醇级分提取的 SBLE 对 DPPH•均具有显著的清除

能力，但整体上弱于阳性对照 VC 对 DPPH•的清除

能力。当提取物质量浓度为 0.015~0.25 g/L 时，SBLE

对 DPPH•清除率随着提取物质量浓度的升高逐渐增

大，表现出显著的剂量依赖性；当提取物质量浓度

高于 0.06 g/L 后，DPPH•清除率趋于平稳。比较发

现，体积分数为 60%的乙醇水溶液提取的 SBLE，

其 DPPH•清除率最高，当其质量浓度为 0.25 g/L 时，

DPPH•清除率最大，为 85.80%±1.39%，与 VC 的 DPPH•

清除率无显著差异，此时，其他 4 种 SBLE 的 DPPH•

清除率均可达到 83%以上。结合图 1c，采用体积分数

为 60%的乙醇水溶液提取的 SBLE 对 DPPH•清除率的

半数抑制浓度（IC50）为(0.022±0.001) g/L，说明其对

DPPH•清除能力显著强于其他乙醇级分的醇提物（P < 

0.05），这与图 1a 的结果相符。此结果与周浩楠等[31]

的研究一致，表明 SBLE 具有较强的抗氧化活性。 

2.1.2  对总还原力的影响 

总还原力的大小与其抗氧化能力有关，且和显

色反应吸光度值成正相关性，常被用来评价抗氧化

剂的抗氧化能力 [32]，所以测定的吸光度值越高，

SBLE 的还原力越强。不同体积分数乙醇提取的

SBLE 在 700 nm 处的吸光度（OD700）测定结果如图

1b 所示。从图 1b 可以看出，5 种不同乙醇级分提取

的 SBLE 溶液质量浓度为 0.2~1.0 g/L 范围内，总还

原力随着溶液质量浓度的增加而显著增大，样品溶

液质量浓度与其吸光度呈正相关性，说明二者之间

有显著的剂量依赖性。当提取物质量浓度为 1.0 g/L

时，采用体积分数为 60%乙醇水溶液作为提取剂时

SBLE 的吸光度值最大，为 2.45±0.18，且显著高于

其他 4 种 SBLE（P < 0.05），但低于阳性对照 VC。

结合图 1c 可见，采用体积分数 60%乙醇水溶液的

SBLE 总还原力的半数抑制浓度（C0.5，即 OD700 为
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0.5 时的质量浓度）为(0.304±0.006) g/L，说明该提

取物的总还原力显著强于其他乙醇级分制得的

SBLE（P < 0.05），阳性对照 VC的 C0.5为(0.257±0.013) 

g/L，总还原力强于 SBLE，这与图 1b 的结果相符。 
 

 
图中不同的小写字母代表显著性差异（P<0.05），下同 

图 1  不同乙醇级分沙棘叶提取物的 DPPH•清除能力（a）、

总还原力（b）与半数抑制浓度（c） 
Fig. 1  DPPH• scavenging ability (a), total reducing power 

(b) and half-inhibitory concentration (c) of 
Hippophae rhamnoides L. leaves extracts at different 
ethanolic levels 

 

2.2  不同乙醇级分沙棘叶提取物对乙酰胆碱酯酶

抑制活性评价 

2.2.1  对乙酰胆碱酯酶抑制活性的影响 

阿尔茨海默症（AD）患者大脑中神经递质乙酰

胆碱（ACh）的缺失是该疾病的致病主要原因，乙

酰胆碱酯酶（AChE）催化 ACh 的分裂和水解，导

致 ACh 的缺失以及神经元信息传递受损，因此，抑

制 AChE 的活性是临床上治疗 AD 的重要手段[33]。

探究不同乙醇级分的 SBLE 对 AChE 活性的抑制作

用，结果如图 2a 所示。从图 2a 可以看出，在提取

物溶液质量浓度为 0.5~8.0 g/L 范围内，随着 SBLE

质量浓度的升高，其对 AChE 的抑制作用显著增强

（P < 0.05），表现出显著的剂量依赖性。虽然阳性

对照加兰他敏表现出极强的 AChE 抑制能力，但比

较 5 种沙棘叶醇提物对 AChE 的抑制能力，当提取

物质量浓度为 8.0 g/L 时，体积分数为 60%的乙醇水

溶 液 沙 棘 叶 醇 提 物 的 抑 制 能 力 最 大 ， 为

97.14%±0.81%，此时其他 4 种沙棘叶醇提物的抑制

能力均可达 81%以上，说明不同乙醇级分的 SBLE

对 AChE 均有较好的抑制能力。结合图 2b，使用软

件 SPSS 25.0 计算得出采用体积分数为 60%乙醇水

溶液的沙棘叶醇提物对 AChE 抑制能力的 IC50 为

(1.086±0.144) g/L，显著强于其他乙醇级分的醇提物

（P < 0.05），这与图 2a 的结果相符。此实验结果远

高于丁林玲等 [30]研究的三叶木通果肉提取物对

AChE 的抑制能力，说明 SBLE 有成为较好的 AChEI

的开发潜力。 

 
图 2  不同乙醇级分沙棘叶提取物对乙酰胆碱酯酶抑制

能力（a）与乙酰胆碱酯酶半数抑制浓度（b） 
Fig. 2  Inhibitory ability (a) and half-inhibitory concentration 

(b) of acetylcholinesterase by Hippophae rhamnoides 
L. leaves extracts at different ethanolic levels 

 

2.2.2  对乙酰胆碱酯酶抑制类型的分析 

图 3a 为不同质量浓度 SBLE 作用下 AChE 的酶

促反应速率。从图 3a 可以看出，未加 SBLE 和加入

SBLE 均得到一条通过原点的直线，且拟合直线斜
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率随着 SBLE 质量浓度的增加而减小，表明 SBLE

对 AChE 的抑制类型属于可逆抑制 [34]，SBLE 与

AChE 分子以非共价键的形式结合从而造成酶活性

降低或丧失，但未引起酶蛋白变性，AChE 酶活力

可通过物理手段恢复[35]。 

为进一步明确 SBLE 对 AChE 的可逆抑制类型，

通过 Lineweaver-Burk 双倒数作图法，进一步确定抑

制类型和抑制常数，结果见图 3b。从图 3b 可以看

出，不加 SBLE 和加入 SBLE 后，得到的双倒数曲

线相交于一点且交点位于第三象限，横轴截距为

–1/Km，纵轴截距为 1/Vmax，说明随着 SBLE 质量浓

度增大，米氏常数 Km 增大，最大酶解速率 Vmax 减

小。随着底物 ATCI 浓度的增加，酶促反应速率也在

增加，并逐渐接近 Vmax。拟合直线斜率为 Km 和 Vmax

的比值，随着 SBLE 质量浓度的增加，直线斜率也随

之增加，这一结果表明，Km 随着抑制剂浓度的增加而

增大。综上所述，SBLE 能够竞争底物 ATCI，并优先

与酶相结合形成复合物，从而使酶失活[36-37]。 

结合酶的可逆抑制动力学特征进行分析，SBLE

对 AChE 的可逆抑制类型为混合型，SBLE 不仅可以

和游离酶结合，还可以与酶-底物复合物在非活性中心

结合，导致酶活力降低，且根据双倒数曲线图的特点，

交点Km位于第三象限说明SBLE对AChE的混合型抑

制具体为非竞争型抑制与反竞争型抑制的混合。SBLE

对 AChE 的抑制类型为混合型抑制，可能是因为本实

验制得的 SBLE 为粗提物，因此，所含的活性成分复

杂从而对 AChE 的抑制类型不同。而根据混合型抑制

的动力学特征，在可逆抑制剂存在的情况下，表观米

氏常数、最大反应速率与抑制常数遵循以下关系[12,38]： 
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式中：Km、Vmax 分别为无抑制剂存在时的米氏常数

（mol/L）与最大酶解速率（OD/min）； mK  、 maxV  分

别为有抑制剂存在下的表观米氏常数（mol/L）及最大

酶解速率（OD/min）；[I]为抑制剂质量浓度（g/L）； iK
为对游离酶的抑制常数，即竞争性常数（g/L）； iK 为

对酶-底物复合物的抑制常数，即非竞争性常数（g/L）。 

根据 Lineweaver-Burk 图和公式（5）和公式（6）， 

SBLE 对 AChE 的混合抑制常数 iK 为 1.264 g/L， iK 

为 0.823 g/L，抑制常数越大，竞争能力越弱。通过

比较表明 iK < iK ，说明 SBLE 对酶-底物复合物的抑

制作用强于对游离酶的抑制作用，也说明 SBLE 对

AChE 是竞争性大于非竞争性的混合可逆抑制类型。 
 

 
图 3  不同质量浓度沙棘叶提取物作用下乙酰胆碱酯酶

的酶促反应速率（a）与乙酰胆碱酯酶抑制作用的

Lineweaver-Burk 模型拟合线（b） 
Fig. 3  Enzymatic reaction rate of acetylcholinesterase 

under the action of Hippophae rhamnoides L. 
leaves extract with different mass concentrations (a) 
and Lineweave-Burk curves of acetylcholinesterase 
inhibition with Hippophae rhamnoides L. leaves 
extract (b) 

 

2.3  沙棘叶醇提物成分与抗氧化、AChE 抑制能力

相关性分析 

根据 2.1 与 2.2 节实验结果，发现体积分数为

60%的乙醇水溶液提取的沙棘叶醇提物，对 DPPH•

的清除能力、总还原力与 AChE 抑制能力均强于其

他 4 种乙醇级分，说明该沙棘叶醇提物具有较好的

抗氧化能力与 AChE 抑制能力。因此，选定体积分

数为 60%的乙醇水溶液提取的沙棘叶醇提物，进一

步考察该提取物中多酚、黄酮和总三萜主要活性成

分的含量，并分析 3 种主要活性成分和抗氧化能力、

AChE 抑制活性的相关性。 

2.3.1  高活性成分的含量 

天然植物来源的黄酮类化合物具有较好的生物活

性，已被发现在人体中具有抗氧化、抗癌和保护血管等

作用[39]，并因其生物特性作为 AD 治疗的潜在候选药

物获得关注[40]。根据芦丁标准曲线计算出沙棘叶醇提

物的总黄酮含量为(30.63±2.04) mg/g，高于辛燕花等[19]

使用不同溶剂提取的沙棘叶总黄酮含量 (19.84± 
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0.10) mg/g，与刘馨雨等[23]使用超声波微波协同提取法

提取的沙棘叶黄酮含量 42.09 mg/g 结果相似。 

多酚类物质因具有潜在的促进健康作用的生理

活性，被称为“第七营养素”[41]，而且天然植物来源

的酚类化合物在治疗防治 AD 方面已取得了相关研究

进展，吴良文等[42]通过实验均已验证。根据没食子酸

标准曲线计算出沙棘叶醇提物的总酚含量为(100.41± 

2.37) mg/g，与研究者们已有的研究结果类似[8]。 

沙棘叶中富含三萜类和甾醇类化合物，目前科

罗索酸、齐墩果酸、熊果酸是沙棘中研究比较热门

且具有代表性的五环三萜酸物质。根据齐墩果酸标

准曲线计算出沙棘叶醇提物的总三萜含量为(23.43± 

0.97) mg/g，高于刘伟等[3]通过 HPLC 检测测定的沙

棘叶总三萜含量 2.332 mg/g。 

2.3.2  高活性成分与抗氧化、酶抑制能力相关性分析 

使用 SPSS 25.0 对 SBLE 含量与抗氧化、酶抑

制能力测定结果进行 Pearson 相关性分析。在本研

究中，高活性成分含量和抗氧化、酶抑制数据均为

连续变量且成对出现，服从正态分布，高活性成分

含量与 DPPH•清除能力、总还原力、AChE 抑制能

力基本呈线性关系，符合数据分析的条件[43]，相关

性分析结果如表 2 所示。 
 

表 2  沙棘叶醇提物的主要活性成分与抗氧化、AChE 抑制能力的相关性 
Table 2  Correlations of main ingredients of Hippophae rhamnoides L. leaves extract with antioxidant and AChE inhibitory activity 

项目 总黄酮 总多酚 总三萜 AChE 抑制能力 DPPH•清除能力 总还原力 

总黄酮 1.000      

总多酚 0.975** 1.000     

总三萜 0.967** 0.989** 1.000    

AChE 抑制能力 0.965** 0.989** 0.978** 1.000 
 
 

 

DPPH•清除能力 0.850* 0.930** 0.921** 0.957** 1.000  

总还原力 0.875* 0.941** 0.931** 0.937** 0.951** 1.000 

注：表中数据均为相关系数；“*”代表相关性显著（P < 0.05）；“**”代表相关性极显著（P < 0.01）。 
 

由表 2 可见，沙棘叶醇提物的抗氧化、酶抑制

活性与功能成分之间存在良好的相关性。AChE 抑

制能力与总黄酮、总多酚、总三萜含量均呈极显著

正相关性（P<0.01），相关系数（r）分别为 0.965、

0.989、0.978；DPPH•清除能力与总黄酮呈显著正相

关（P<0.05），r 为 0.850；DPPH•清除能力与总多酚、

总三萜含量均呈极显著正相关性（P<0.01），r 分别

为 0.930、0.921；总还原力与总黄酮呈显著正相关

性（P<0.05），r 为 0.875；总还原力与总多酚、总三

萜含量均呈极显著正相关性（P<0.01），r 分别为

0.941、0.931。抗氧化指标间存在极好的相关性，总

还原力与 AChE 抑制能力、DPPH•清除能力之间均

呈极显著正相关性（P<0.01），r 分别为 0.937、0.951。

其活性成分之间也存在极好的相关性，总三萜与总

黄酮、总多酚含量均呈极显著正相关性（P<0.01），

r 分别为 0.967、0.989。此相关性分析结果进一步证

明了 SBLE 中 3 种高活性成分含量与酶抑制、抗氧

化作用密切相关，SBLE 中起主要抗氧化与酶抑制

作用的是多酚类物质，总黄酮含量与抗氧化能力之

间相关性稍弱，但与酶抑制能力的相关性仍极好。 

2.4  基于分子对接技术的沙棘叶醇提物体外 AChE
抑制能力的分析 

采用 Auto Dock 将现有研究发现 SBLE 中的黄酮

类、酚酸类以及三萜类物质共计 11 种和 AD 治疗药物

加兰他敏与 AChE 进行分子模拟对接，对接结果见表

3。配体物质的对接结合能越低，对接物构象越稳定，

与蛋白质受体的亲和力越强，对蛋白质受体可能具有

抑制活性，一般认为最低对接结合能<–5 kcal/mol，说

明配体能稳定对接受体蛋白[44]；RMSD<0.2 nm 时，说

明配体与受体蛋白结合模式较好[45]。 
 

表 3  沙棘叶醇提物中主要成分与 AChE 对接构象的对接

结合能与 RMSD 
Table 3  Docking binding energy and RMSD between main 

ingredients of Hippophae rhamnoides L. leaves 
extract and AChE 

序号 化合物 对接结合能/（kcal/mol） RMSD/Å 

1 加兰他敏 –7.92 0 

2 儿茶素 –7.36 0.042 

3 丁香酸 –5.57 1.308 

4 异鼠李素 –6.59 0.001 

5 山奈酚 –6.55 0.001 

6 槲皮素 –7.00 0.001 

7 杨梅素 –5.74 0.065 

8 没食子酸 –5.26 0 

9 鞣花酸 –7.71 0.001 

10 熊果酸 –9.59 0 

11 科罗索酸 –9.27 0.001 

12 齐墩果酸 –9.51 0.001 

注：1 Å=0.1 nm。 
 

由表 3 可知，SBLE 中的相关活性物质与 AChE
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均有较好的结合模式，主要活性物质结合能在

–9.59~–5.26 kcal/mol，并与加兰他敏作对比，说明

具有较好的对接稳定性。 

进一步将沙棘叶醇提物中主要成分与 AChE 的

分子对接最优构象进行可视化分析，结果如图 4 所

示（因为在分子对接过程中，蛋白质受体结构均采

用 A 链进行对接，删除了其他侧链结构）。从图 4

可以看出，12 种化合物与 AChE 的结合位点都位于

其活性口袋内，被受体的氨基酸残基所包围。 

 

 
 

a~l 分别为加兰他敏（a）、儿茶素（b）、丁香酸（c）、异鼠李素（d）、山奈酚（e）、槲皮素（f）、杨梅素（g）、没食子酸（h）、鞣花

酸（i）、熊果酸（j）、科罗索酸（k）、齐墩果酸（l）与 AchE 分子对接；下标 1 为对接位点在活性口袋内的小分子与受体结合的 3D

图（图中键长单位为 Å 且 1 Å=0.1 nm）；下标 2 为配体/受体结合处相互作用的 2D 图 

图 4  沙棘叶醇提物中主要成分与 AChE 的分子对接可视化效果图 
Fig. 4  Visualization of molecular docking of main ingredients of Hippophae rhamnoides L. leaves extract with AChE 

 

以加兰他敏与 AChE 对接结果（图 4a）为例进

行分析，配体与氨基酸 TYR-124 之间存在一条氢键，

键长为 0.24 nm，与氨基酸 TRP-286 之间通过 π-π
堆积相互作用，与氨基酸 TYR-341 之间存在疏水性
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相互作用。上述的 11 个化合物均与 AchE 形成了较

稳定的复合物，说明这些沙棘叶醇提物相关活性成

分对 AchE 可能具有较好的抑制活性，这与 2.2 节研

究结果中对 AchE 体外抑制活性的测定结果相符。 

3  结论 

通过测定 5 种不同乙醇级分 SBLE 的 DPPH•、

总还原力与 AChE 抑制能力，说明不同级分醇提

SBLE 均有较好的抗氧化能力与 AChE 抑制能力，

其中以体积分数为 60%乙醇水溶液提取的 SBLE 的

DPPH•清除率、总还原力及 AChE 抑制能力最强，

分别为 85.80%±1.39%，2.45±0.18，97.14%±0.81%。

结合酶抑制动力学分析，探究确定了 SBLE 对 AChE

的抑制类型是竞争性大于非竞争性的混合可逆抑制

类型。不同乙醇级分提取物的活性存在差异，证明

溶剂极性不同，提取物构成不同，从而造成协同后

的活性亦不同。 

通过对 SBLE 中总多酚、总黄酮和总三萜 3 种

活性成分与 DPPH•、总还原力与 AChE 抑制能力作

相关性研究，结果表明，SBLE 中起主要抗氧化与

酶抑制作用的是多酚类物质。结合分子对接技术对

SBLE 中的 11 种潜在活性成分与 AChE 进行模拟分

子对接，对接结果表明，SBLE 中的主要物质均表

现出了对 AChE 的抑制能力，进一步理论验证了

SBLE 开发为 AChEI 的潜力。 

综上所述，SBLE 具有很强的体外抗氧化能力

与 AChE 抑制能力，这与沙棘叶内含有丰富的酚类

物质、黄酮类物质和三萜类物质密不可分，为沙棘

叶开发成天然植物源自由基清除剂和 AChEI 提供基

础研究数据，进一步开发成为有抗氧化、增强记忆

力的功能食品、膳食补充剂提供了理论参考。但是

本研究仅对 SBLE 对 AChE 的抑制能力进行了初步

测定，还需要通过开展体外模拟消化实验、细胞毒

性实验、细胞水平有效性评价实验等进一步探究

SBLE 发挥抗氧化与 AChE 抑制的作用效果。本文

为沙棘叶在功能食品、生物医药等领域的应用提供

了理论支持和科学依据。 
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