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基于网络药理学与体外实验验证岩藻甾醇抗阿尔茨海默病的作用机制 
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摘  要：目的  通过网络药理学、分子对接、分子动力学模拟及体外实验揭示岩藻甾醇治疗阿尔茨海默病的潜在靶点与作用

机制。方法  通过网络数据库筛选阿尔茨海默病相关靶点与预测药物靶点，将获得的交集靶点取交集构建蛋白相互作用（PPI）

网络并进行基因本体论（GO）功能和京都基因与基因组百科全书（KEGG）通路富集分析，采用随后进行分子对接及动力学

模拟，通过 Western blotting 验证靶蛋白表达。结果  从数据库中筛选出 36 个交集靶点，PPI 网络分析获得 11 个核心靶点。

GO 富集结果显示靶点参与脂肪酸代谢、脱氧核糖核酸调控等，KEGG 分析提示岩藻甾醇主要通过过氧化物酶体增殖物激活

受体（PPAR）及环磷酸腺苷（cAMP）信号通路发挥作用。分子对接表明，岩藻甾醇与雌激素受体 1（ESR1）、细胞色素 P450

家族 19 亚家族 a 多肽 1（CYP19A1）结合稳定；分子动力学模拟中二者的 RMSD 均小于 0.5 nm，且在模拟过程中均存在氢

键实现持续的相互作用。Western blotting 结果表明，岩藻甾醇上调 ESR1、CYP19A1、PPAR 蛋白表达（P＜0.05）。结论  岩

藻甾醇可能作用于 ESR1、CYP19A1 等靶点，通过激活 PPAR 信号通路发挥抗阿尔茨海默病作用。 
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Abstract: Objective  To reveal the potential targets and mechanism of action of fucosterol in treatment of Alzheimer’s disease by 

using network pharmacology, molecular docking, and molecular dynamics simulation, and in vitro experiments. Methods  To screen 

Alzheimer’s disease-related targets and predicted drug targets through the network database, the intersecting targets obtained will be 

used to construct PPI network, and conduct GO and KEGG pathway enrichment analyses. To conduct molecular docking and kinetic 

simulation, and the expression of the target protein was verified by Western blotting. Results  Thirty-six intersecting targets were 

screened from the database, and 11 core targets were obtained through PPI network analysis. GO enrichment revealed that the targets 

were involved in fatty acid metabolism and DNA regulation, and KEGG analysis suggested that fucosterol mainly functioned through 

PPAR and cAMP signalling pathways. The molecular docking showed that fucosterol binds stably to ESR1 and CYP19A1, the RMSD 

of both of them in molecular dynamics simulation was less than 0.5 nm. Hydrogen bonding existed in both of them to achieve the 

sustained interactions during the simulation process. Western blotting results showed that fucosterol down-regulated ESR1, CYP19A1, 

and PPAR protein expression. Conclusion  Fagosterol may act on ESR1, CYP19A1 and other targets to exert anti-Alzheimer’s disease 

effects by activating the PPAR signalling pathway. 
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阿尔茨海默病是一种发病隐匿的中枢神经系

统退行性疾病，其发病率及患病人数逐年增加，给

人们的生活和社会带来沉重的负担，已经成为亟待

解决的一个世界难题[1-3]。现代研究表明，阿尔茨海

默病的可能的主要病理特征有 β-淀粉样蛋白（Aβ）

沉积、Tau 蛋白的过度磷酸化、乙酰胆碱递质减少、

炎症反应等[4-5]。针对以上靶点的研究已经成为热

点，但仅能缓解症状，因此发现新的潜在靶点具有

重要意义。近年来，天然产物因丰富的化学结构和

潜在的药理活性，成为药物研发的重要来源。岩藻

甾醇是一种从海洋藻类中提取分离的植物甾醇[6]。

近年来的研究表明岩藻甾醇具有抗胆碱能、抑制丁

基胆碱酯酶活性、抗氧化等多种药理活性，提示其

可能多靶点的干预阿尔茨海默病，为治疗阿尔茨海

默病提供了新的可能[7-11]。因此，本研究旨在通过网

络药理学、分子对接、分子动力学[12]模拟揭示岩藻

甾醇治疗阿尔茨海默病的潜在靶点与作用机制。 

1  网络药理学方法 

1.1  岩藻甾醇靶点的获取 

通过 PubChem 数据库（https://pubchem.ncbi. 

nlm.nih.gov/）检索岩藻甾醇并获取其化学结构式以

及 SMILES 号，并对其进行结构优化优化后的。随

后将 SMILES 号输入到 Swiss Target Prediction 数据

库（http://www.swisstargetprediction.ch/）中进行分

析，预测岩藻甾醇可能结合的靶点。 

1.2  疾病靶点的获取 

通过 GeneCards 数据库（https://www.genecards. 

org/）和 DisGeNET 数据库（https://www.disgenet. 

org/）检索“Alzheimer’s disease”，获取阿尔茨海默

病的相关靶点，选择 relevance score≥10 的基因。

对在两个数据库中所获得的疾病靶点进行过滤，整

合获得的疾病靶点并删除重复基因，最终获得阿尔

茨海默病靶点。 

1.3  构建蛋白相互作用网络（PPI） 

使用 Venny 网站（https://bioinfogp.cnb.csic.es/ 

tools/venny/）获取的药物及阿尔茨海默病的交集靶

点。将得到的交集靶点导入 String 数据库（https://cn. 

string-db.org/），设置物种为“homo sapiens”，设置

中等置信度（score≥0.400）的蛋白关系构建 PPI 网

络并分析交集靶点的相互作用关系。将分析结果导

入 Cytoscape 3.9.1 软件，利用 NetworkAnalyzer 工

具计算网络关键拓扑参数，包括节点度值、介数中

心性及聚类系数筛选核心靶点。 

1.4  基因本体论（GO）功能和京都基因与基因组

百科全书（KEGG）通路富集分析 

利用 DAVID 数据库（https:/davidbioinformatics. 

nih.gov/）对核心靶点进行 GO 富集分析和 KEGG 通

路富集分析。选择物种为“home sapiens”，得到靶

点相关的信号通路。 

1.5  分子对接与结合模式分析 

在 RCSB PDB 数据库（https://www.rcsb.org/）

下载蛋白晶体结构[PPARG（PDB ID 1i7i）、3-羟基-

3-甲基戊二酰辅酶 A 还原酶（HMGCR，PDB ID 

1DQ8）、ESR1（PDB ID 1A52）、CYP19A1（PDB ID 

3S7S）]。分别使用 PyMOL 和 AutoDock 软件对靶

点蛋白和岩藻甾醇的结构进行分子对接前处理，去

除结构中的冗余水分子及其他杂质原子，随后通过

AutoDock vina 对 Cytoscape 中排名前 4 位的核心靶

点与岩藻甾醇进行分子对接，筛选对接分数小于−7 

kcal/mol（1 cal＝4.2 J）的复合物，利用 PyMOL 和

Discover studio 软件进行可视化分析，包括氢键、疏

水作用及 π-π 堆积等关键相互作用。 

1.6  分子动力学模拟与结合稳定性评估 

使用 Gromacs 2020.6 软件进行分子动力学模

拟，探究核心靶点和岩藻甾醇结合的稳定性和结合

模式，采用 Amber 20 力场，对蛋白质和分子进行力

场参数化，对体系进行能量最小化，在系统平衡后，

进行 100 ns 的动力学模拟。并对模拟轨迹进行分

析，通过方根偏差（RMSD）分析描述模拟中每个

时刻蛋白质的结构与初始结构的差异，判断复合物

体系的稳定性；通过均方根涨落（RMSF）分析评估

蛋白质模拟稳定之后的波动；通过溶剂可及表面积

（SASA）分析推断疏水相互作用对体系稳定性的影

响；通过氢键（H-BOND）分析计算复合物体系中

氢键的数量、长度分布，判断体系的稳定性；结合

自由能分析计算范德华力、静电能及溶剂化能对总

结合能的贡献，评估药物与靶点结合的稳定性和亲

和力。 

2  实验验证 

2.1  主要试剂及仪器 

PC12 细胞（中国上海富恒生物科技有限公司）；

DMEM 培养基（批号 6125526，美国 Gibco 公司）；

牛血清白蛋白 BSA（德国赛国生物科技有限公司）；

辣根过氧化物酶标记山羊抗兔 IgG（H＋L）（中杉

金桥生物技术有限公司）；青霉素–链霉素溶液（浓

度 1%，中国普罗普生物技术有限公司）；甘油醛-3-

https://bioinfogp.cnb.csic.es/%20tools/
https://bioinfogp.cnb.csic.es/%20tools/
https://cn/
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磷酸脱氢酶（GAPDH，AB0036）、过氧化物酶体增

殖物激活受体γ（PPARγ，批号 Y6675）、磷酸化

cAMP 反应元件结合蛋白（p-CREB，批号 CY5043）、

雌激素受体 1（ESR1，批号 CY5041）、细胞色素 P450

家族 19 亚家族 a 多肽 1（CYP19A1，批号 CY6731）

抗体（武汉三鹰生物技术有限公司）；化学发光 HRP

底物（美国 Merck Millipore 公司）。 

细胞培养箱（美国 Thermo Fisher Scientific 公

司）；生物安全柜（美国 Thermo Fisher Scientific 公

司）；Motic AE2000 倒置显微镜（麦克奥迪实业集

团有限公司）；台式冷冻离心机（德国 Eppendorf）；

移液器（德国 Eppendorf）。 

2.2  PC12 细胞培养及 Western blotting 检测 

PC12 细胞以每孔 1×106 个细胞的密度接种于

6 孔板中，在含有 10%胎牛血清的 DMEM 培养基

中培养 24 h。使用乙醇配制岩藻甾醇母液，用培养

基稀释至 5 μmol/L 后预孵育 12 h，对照组及 Aβ 组

添加等体积含乙醇培养基。细胞接种培养至一定密

度后，除含岩藻甾醇培养基，PBS 清洗后，将 100 

μmol/L Aβ 寡聚体母液用培养基稀释至终浓度 20 

μmol/L[13]，以此制备含 Aβ 的培养基。实验另设置

对照组（不含 Aβ 的普通培养基）、Aβ 模型组（20 

μmol/L Aβ 培养基），两组细胞均置于培养箱中继续

培养 24 h。随后，提取蛋白，BCA 法定量蛋白浓度，

10%SDS-PAGE 凝胶电泳分离蛋白，转移至 PVDF

膜封闭 30 min，在 4 ℃下与 PPARγ（1∶2 000）、

p-CREB（1∶2 000）、ESR1（1∶2 000）、CYP19A1

（1∶2 000）、GAPDH（1∶10 000）一抗孵育过夜，

之后与二抗孵育 1 h。并用化学发光 HRP 底物检测

蛋白条带。蛋白条带图像通过 ChemiDoc 系统捕获，

以 GAPDH 为内参对照并使用 Image J 软件进行灰

度值定量分析。 

2.3  统计学分析 

采用 SPSS 统计软件进行统计分析，所有数据

以x ± s 表示。组间比较采用单因素方差分析（one-

way ANOVA），随后进行 Tukey 检验。 

3  结果 

3.1  药物与疾病靶点 

通过 GeneCards 和 DisGeNET 数据库获取并删

除重复值后获得阿尔茨海默病相关靶点 4 280 个，

通过 Swiss Target Prediction 数据库获得岩藻甾醇靶

点 44 个，二者交集靶点 36 个。通过 String 数据库

获取 36 个靶点的 PPI（图 1A）。将 PPI 信息导入

Cytoscape 软件，按度值对疾病靶点的重要程度进行

排序，筛选得到 11 个核心靶点（图 1B、表 1）。 

 

图 1  阿尔茨海默病与岩藻甾醇交际靶点 Venn 图（A）与

PPI 网络图（B） 

Fig. 1  Venn diagram of the interaction targets of 

Alzheimer’s disease and fucosterol (A) and PPI network 

diagram (B) 

表 1  基于 PPI 网络拓扑属性筛选的核心靶点 

Table 1  Core targets screened based on topological 

properties of PPI network 

靶点 度值 介数中心性 聚类系数 

PPARG 18 188.925 774 20 0.023 255 814 

ESR1 14 140.493 428 80 0.020 408 163 

HMGCR 12  70.954 029 30 0.019 230 769 

CYP19A1 11  55.891 386 39 0.019 607 843 

NR3C1  9  52.935 714 29 0.018 867 925 

CYP17A1  9  33.248 701 30 0.018 518 519 

PPARA  9  69.206 105 01 0.018 430 769 

ESR2  8  70.728 571 43 0.018 518 519 

HSD11B1  8  66.952 525 25 0.017 241 379 

CYP27B1  7  42.180 130 98 0.016 666 667 

CYP2C19  7  47.881 096 68 0.016 393 443 
 

3.2  GO 和 KEGG 富集分析 

GO 富集分析中，生物过程（BP）富集结果包

括脂肪酸代谢过程的正调控、脱氧核糖核酸正调控

等；细胞组成（CC）的富集结果包括内质网膜及突

触后膜等；分子功能（MF）富集结果包括在脱氧核

糖核酸结合区域、核糖核酸聚合酶 Il转录因子活性、

配体激活序列特异性脱氧核糖核酸结合等，见图 2。

KEGG 通路富集分析共得到 9 条通路，将结果进行

可视化分析，见图 3。岩藻甾醇可能影响阿尔茨海

默病的通路包括化学致癌–受体激活通路、PPAR

信号通路、胰岛素抵抗通路、cAMP 信号通路等。 

8      36      4 244 

B 

岩藻甾醇 阿尔兹海默病 

A 
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图 2  GO 功能富集分析图 

Fig. 2  GO enrichment analysis diagram 

 

图 3  KEGG 通路富集分析图 

Fig. 3  KEGG pathway enrichment analysis 

3.3  分子对接及可视化 

选择度值排名最高 4 个靶点（PPARG、

HMGCR、ESR1、CYP19A1），将其所编码的蛋白利

用 Autodock vina 分别与岩藻甾醇进行分子对接，并

计算对接分数，见表2。结果显示，ESR1和CYP19A1

与岩藻甾醇的结合更稳定。进一步使用 PyMOL 和

Discovery Studio 对 ESR1、CYP19A1 和岩藻甾醇复

合物进行可视化分析，见图 4。岩藻甾醇未与 ESR1 
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表 2  分子对接结果 

Table 2  Molecular docking results 

靶点 结合能/(kcal·mol−1) 

PPARγ  −6.2 

HMGCR  −6.3 

ESR1 −10.0 

CYP19A1  −9.4 

 

图 4  分子对接可视化图 

Fig. 4  Visualization of molecular 

中的氨基酸形成氢键，而与 CYP19A1 蛋白的 LEU-

477 氨基酸形成氢键，岩藻甾醇与 ESR1、CYP19A1

的氨基酸残基能形成范德华力、π-烷基等作用力。 

3.4  分子动力学模拟 

为了评估 ESR1 和 CYP19A1 与岩藻甾醇结合

的稳定性，进行了分子动力学模拟，并对蛋白的模

拟轨迹进行了 RMSD 分析。结果显示，ESR1 的

RMSD 值在模拟过程中逐渐趋于稳定，最终稳定在

约 0.3 nm；而 CYP19A1 的 RMSD 值在约 0.2 nm 时

达到平衡。两个体系的 RMSD 值均小于 0.5 nm，表

明 ESR1 和 CYP19A1 均能与岩藻甾醇稳定结合。

进一步比较发现，CYP19A1 的 RMSD 值波动幅度

明显小于 ESR1，这表明 CYP19A1 在模拟过程中表

现出更高的稳定性，见图 5。 

在 RMSF 分析中，CYP19A1 中的 RMSF 值整

体波动幅度较小，表明其结构在模拟过程中较为稳

定，动态变化较少。相比之下，ESR1 的 RMSF 值

在残基 300 附近以及 500～600 区域出现了明显的

峰值，尤其是在接近残基 600 的位置，波动幅度超

过了 1.0 nm。这些结果表明，ESR1 在这些区域可

能存在较高的动态活性，而 CYP19A1 则表现出更

高的整体结构稳定性。 

在 SASA 分析中，ESR1 的曲线在 215 nm²左右

波动，表现出较高的溶剂暴露水平。相比之下，

CYP19A1 的曲线从模拟开始时逐渐下降，最终下降

到约 130 nm2 左右，表明 CYP19A1 与岩藻甾醇的

结合导致蛋白质表面暴露在溶剂中的面积减少。 

两种复合物的氢键长度主要在 0.3 nm 左右，且

分布曲线相似，表明两种复合物中的氢键在空间距

离上具有相似的分布特征，进一步说明氢键在维持

复合物结构稳定性方面发挥了重要作用。 

ESR1 和 CYP19A1 与岩藻甾醇复合物在模拟

过程中，两种复合物的氢键数量都保持在 1 左右，

偶尔出现 2 个氢键的情况，表明氢键在整个模拟过

程中相对稳定且连续，体系中始终存在一定数量的

氢键。 

3.5  结合自由能计算 

通过MM-PBSA算法计算获得两个复合物体系

的结合自由能，见表 3，两个复合物体系的结合自

由能主要依赖范德华力和气相自由能，岩藻甾醇–

ESR1 和岩藻甾醇–CYP19A1 的总结合自由能

−57.75、−54.2 kcal/mol 均为负值，进一步表明两个

体系都能稳定结合。 

3.6  Western blotting 检测 

Western blotting 检测结果显示，与模型组相比。

岩藻甾醇组 ESR1、CYP19A1、PPARγ 的蛋白表达

水平显著上调（P＜0.05），见图 6。 

4  讨论 

阿尔茨海默病是一种慢性中枢神经退行性疾

病，其主要病理特征包括 β-淀粉样蛋白斑块沉积、

神经纤维缠结、神经元丢失和炎症反应等[14-15]，多

靶点药物的研发可能会在阿尔茨海默病治疗中发

挥重要作用[16-17]。本研究通过在公众数据库中筛选

岩藻甾醇和阿尔茨海默病相关靶点，进一步筛选出

11 个核心靶点。通过 KEGG 通路富集分析显示，岩

藻甾醇可能通过调控 PPAR、cAMP 等通路等途径

对阿尔茨海默病产生治疗作用。 

PPAR 信号通路的调控神经炎症和调节 Aβ 代

谢作用在阿尔茨海默病中至关重要。研究表明，

PPARγ 的激活可抑制促炎因子的释放，增强胰岛素

信号传导，减少 Aβ 沉积和 tau 磷酸化，并可以通过

调节胆固醇外流抑制脑内胆固醇堆积对 Aβ 生成的

促进作用[18-20]。cAMP 信号通路在突触可塑性和记

忆形成中起关键作用。研究表明，神经元膜胆固醇

水平升高促进 β-分泌酶（BACE1）和 γ-分泌酶的活 

岩藻甾醇–ESR1 

岩藻甾醇–CYP19A1 
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图 5  分子动力学模拟分析 

Fig. 5  Molecular dynamics simulation analysis 

表 3  结合自由能分析 

Table 3  Binding free energy analysis 

结合能 ESR1/(kcal·mol−1) CYP19A1/(kcal·mol−1) 

键变化   0.00    0.00  

键角能变化   0.00    0.00  

二面角能变化   0.00    0.00  

范德华力 −59.80 −57.71 

静电相互作用能变化  −2.00  −7.40 

1-4范德华力相互作用   0.00    0.00  

1-4静电相互作用   0.00    0.00  

广义玻恩溶剂化能变化  11.21   17.96  

表面能变化  −7.16  −7.06 

气相自由能 −61.80 −65.10 

溶剂化自由能变化   4.05  10.91  

总结合自由能 −57.75 −54.20 

 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.05。 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group; #P < 0.05 vs model group. 

图 6  岩藻甾醇对 ESR1、CYP19A1、PPARγ、p-CREB 蛋白的表达的影响（x ± s，n = 3） 

Fig. 6  Effects of fucosterol on the protein expressions of ESR1, CYP19A1, PPAR γ, and p-CREB (x ± s, n = 3 ) 
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性[21-22]，增强淀粉样前体蛋白（APP）向 Aβ42（毒

性形式）的切割，同时胆固醇通过激活糖原合成酶

激酶-3β，促进 tau 蛋白过度磷酸化，形成神经纤维

缠结[23-24]。而 HMGCR 作为胆固醇合成的限速酶，

直接调控脑内胆固醇代谢，且 HMGCR 作为 PKA-

C 磷酸化下游靶蛋白其含量受 cAMP 激活 PKA 释

放 PKA-C 含量直接相关[25-27]。然而，本研究 Western 

blotting 结果显示岩藻甾醇对 cAMP 下游关键蛋白

p-CREB 的表达未产生显著影响。cAMP 信号通路

虽在网络层面具有潜在关联，但可能并非其主要作

用通路。KEGG 富集分析反映的是潜在功能关联，

而非通路的直接激活，且 cAMP 信号通路具有明显

的时间相关性和动态调控特征，其变化可能未在本

研究检测时间点体现[28]。此外岩藻甾醇可能通过调

控胆固醇代谢或膜微结构间接影响 cAMP 信号转

导，而非直接作用于该通路核心分子。 

研究表明，绝经后女性阿尔茨海默病风险升高

与雌激素水平骤降相关，雌激素受体的活性、表达

水平及分布的变化会引起大脑中雌激素的波动，其

可能是因为 BACE1 活性增高，促进 Aβ 生成，而阿

尔茨海默病病情发展的一个重要的危险因素就是

脑源性雌激素的下降，雌激素在阿尔茨海默病的发

病过程中具有保护作用，能够减轻神经退化和炎症

反应[29-31]。类固醇激素生物合成通路中关键酶包括

CYP19A1。ESR1 属于核受体家族，负责接收激素

信号并调控基因表达，属于下游的信号传导部分，

且 ESR1 为雌激素受体在中枢神经系统中广泛表

达，并参与调节神经元的生存、突触可塑性和神经

炎症等多种生理过程[32]。岩藻甾醇和 ESR1 结合可

能模拟雌激素效应，激活下游信号通路产生作用；

CYP19A1 是雌激素生物合成的关键酶，岩藻甾醇通

过与 CYP19A1 结合，可能促进雌激素合成，调节

中枢神经系统中的雌激素水平[33]。所以本研究通过

分子对接对筛选得到的前 4 个靶点进行静态对接，

结果显示 ESR1、CYP19A1 均能与岩藻甾醇产生良

好的结合作用，其中 CYP19A1 与岩藻甾醇形成氢

键。随后本研究通过分子动力学模拟进一步验证

ESR1、CYP19A1 与岩藻甾醇的动态结合能力与稳

定性。RMSD 分析可以描述模拟中每个时刻分子的

结构与初始结构的差异，当 RMSD 在一定范围波动

达到收敛时，认为分子的构型变化较小，ESR1 

RMSD 稳定在 0.3 nm，CYP19A1 在 0.2 nm 达到平

衡，表明它们的构象均保持了较好的稳定性。RMSF

分析表示分子中各个原子的自由程度，分析蛋白质

模拟稳定之后的波动，CYP19A1 的 RMSF 值波动

幅度较低，显示其结构的稳定性以及较少的动态变

化。ESR1 在残基 300 附近及 500～600 区域出现明

显的 RMSF 峰值，这些高波动区域的残基构象灵活

性高，可能位于蛋白质的功能位点。SASA 分析疏

水相互作用，值越小表明蛋白质的折叠态则就越完

整，体系的总溶剂可及表面积在模拟过程中相对稳

定，体系的暴露程度未发生明显变化，体系结构保

持较稳定状态[34]。同时分子疏水区域与溶剂接触面

积基本稳定，疏水相互作用在模拟过程中未出现大

幅变化。氢键在维持蛋白质结构的稳定性方面发挥

重要作用，氢键越多蛋白质结构则越稳定。而二级

结构的变化会导致氢键数量的变化，因此蛋白构象

的变化程度也会影响氢键的数量，体系中氢键总数

随时间动态变化，但体系中始终存在至少 1 对氢键

作用对，这进一步证实了体系在模拟过程中的结构

稳定性。结合自由能分析利用 Amber 20 的 MM/ 

PBSA 方法来完成，计算范德华力、静电能及溶剂

化能对总结合能的贡献[35]，结合自由能分析的结果

显示，ESR1 和 CYP19A1 与岩藻甾醇均有良好的动

态结合能力。同时 Western blotting 结果进一步证明

了岩藻甾醇对 ESR1、CYP19A1、PPARγ 有调控作

用，验证了分子动力学结果。 

研究表明，岩藻甾醇通过调控 ESR1、CYP19A

关键靶点，干预 PPAR 信号通路，产生缓解阿尔茨

海默病的作用。 
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