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月见草中一个新的核苷类化合物
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摘要: 运用大孔吸附树脂、硅胶、凝胶Sephadex LH-20、MCI等柱色谱并结合半制备高效液相等分离纯化技术, 从

月见草中分离得到 7个核苷类化合物, 根据化合物的理化性质和波谱特征对其结构进行鉴定, 分别为 9-(3′-carbonyl

methyl)hydroxypurine (1)、1-(3′-carbonyl methyl)purine-6,8-dione (2)、N-methyl-2-pyridone-5-carboxamide (3)、尿嘧啶

(4)、尿嘧啶核苷 (5)、胸腺嘧啶脱氧核苷 (6) 和 2′-Ο-甲氧基尿嘧啶核苷 (7)。其中化合物 1为新化合物, 化合物 2～7

为首次从月见草中分离得到。化合物1、2可显著提高TGF-β1诱导BEAS-2B细胞的活力, 说明其具有潜在的抗肺纤

维化活性。

关键词: 月见草; 化学成分; 核苷类; BEAS-2B细胞; MTT

中图分类号: R284 文献标识码: A 文章编号: 0513-4870(2022)06-1840-05

A new nucleoside from the Oenothera biennis L.
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Abstract: Seven nucleoside compounds were isolated from the Oenothera biennis L. by various chromato‐

graphic techniques such as Diaion HP-20, silica gel, Sephadex LH-20, MCI and semi-preparative HPLC. Their

structures were identified by analysis of physicochemical properties and spectral data, and determined as 9- (3′-

carbonylmethyl)hydroxypurine (1), 1-(3′-carbonylmethyl)purine-6,8-dione (2),N-methyl-2-pyridone-5-carboxamide

(3), uracil (4), uridine (5), thymidine (6) and 2′-Ο -methoxy luridine (7). Compound 1 is a new nucleoside and

compounds 2-7 were newly isolated from the Oenothera biennis L. Compounds 1-2 can significantly increase the

viability of BEAS-2B cells induced by TGF-β1, showing potent anti-pulmonary fibrosis activity.
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月见草Oenothera biennis L.为柳叶菜科月见草属

多年生草本植物, 最早出自《贵州草药》, 全草入药[1]。

性温、味甘, 具有强筋壮骨、祛风除湿、活血通络的功

效。可用于治疗胸痹心痛, 中风偏瘫, 虚风内动, 小儿

多动等症状[2]。现代药理研究表明 , 月见草具有抗

菌[3]、抗炎[4]、抗氧化[5]、降血脂[6,7]、降血糖[8,9]、抗肿瘤[10]

等药理作用。原产于北美洲, 在我国主要产于东北南

部及东部山区等地。其中在河南伏牛山区的山坡、荒

地、河岸等地随处可见, 资源分布十分丰富。目前国内

外对于月见草的研究主要集中在其种子上, 而对月见

草的化学成分缺乏系统的研究。为了进一步对月见草

化学成分进行系统的研究, 为其后续药效物质基础研

究提供理论依据, 本实验利用大孔树脂、硅胶、ODS、

Sephadex LH-20、MCI等柱色谱并结合半制备高效液
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相等分离纯化技术, 从月见草50%含水丙酮提取物中分

离得到 7个核苷类化合物, 根据化合物的理化性质及

波谱特征对其结构进行鉴定。分别为 9-(3′-carbonyl

methyl)hydroxypurine (1)、1-(3′-carbonyl methyl)purine-

6, 8-dione (2)、N-methyl-2-pyridone-5-carboxamide (3)、

尿嘧啶 (4)、尿嘧啶核苷 (5)、胸腺嘧啶脱氧核苷 (6) 和

2′-Ο-甲氧基尿嘧啶核苷 (7)。其中化合物 1为新化合

物, 化合物 2～7为首次从月见草中分离得到, 化合物

的结构见图1。

肺纤维化 (pulmonary fibrosis, PF) 是一种慢性、不

可逆性和致死性的肺间质病[11], 研究表明, 多种呼吸道

病毒 (包括常见的流感以及突发的新冠病毒) 感染均可

能导致肺纤维化的发生[12]。目前, 对于该病的治疗尚

无效果显著的药物, 临床常用的激素、尼达尼布等都存

在一定的不良反应[13]。中药具有悠久的历史, 其作用

广泛、不良反应少、药物依赖性低等, 且越来越多的研

究表明中药及其提取物对肺纤维化有治疗作用[14-16]。

本研究采用TGF-β1诱导BEAS-2B细胞建立肺纤维化

体外模型, 基于MTT法检测化合物 1～7对TGF-β1诱

导BEAS-2B细胞损伤的影响。结果表明, 化合物 1、2

可显著提高 TGF-β1诱导 BEAS-2B细胞的活力, 说明

其具有潜在的抗肺纤维化活性。

结果与讨论

1 结构鉴定

化合物1, 白色粉末, [α]20
D -3.062 (c 0.080 4, CH3OH),

HR-ESI-MS m/z: 207.087 7 [M+H]+ (C9H11N4O2计算值

207.088 2), 提示化合物的分子式为 C9H10N4O2。UV

λmax (CH3OH)/nm (logε): 203 (1.90)、249 (0.96), IR光谱

中 3 358 cm-1为伯胺 N-H 伸缩振动特征峰, 1 640 cm-1

有C=N双键伸缩振动特征峰。

在1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) 谱中, δH 8.06 (1H,

s, H-8)、8.04 (1H, brs, H-2) 推测为氮杂环上不饱和氢

的信号; δH 12.3 (1H, brs, -NH) 为一个活泼氢的信号;

δH 4.30 (2H, t, J = 6.8 Hz, H-1′)、3.08 (2H, t, J = 6.8 Hz,

H-2′) 为两个亚甲基的氢信号; δH 2.10 (3H, s, H-4′) 为

一个甲基的氢信号。在 13C NMR (125 MHz, DMSO-d6)

谱中, 共有9个碳信号, 结合DEPT135谱可知, 共有4个

季碳信号 [δC 123.6 (C-5)、148.2 (C-4)、156.5 (C-6)、206.2

(C-3′), 其中δC 156.5 (C-6)[17]、206.2 (C-3′) 为两个酮羰基

的碳信号], 2个叔碳信号 [δC 140.4 (C-8)、145.5 (C-2)],

2个仲碳信号 [δC 38.4 (C-1′)、42.2 (C-2′)], 1个伯碳信号

[δC 29.8 (C-4′)]。
1H-1H COSY谱中, δH 4.30 (2H, t, J = 6.8 Hz, H-1′)

与 3.08 (2H, t, J = 6.8 Hz, H-2′) 相关, 确定-CH2-CH2-的

结构片段。通过HSQC谱, 进一步将化合物的C-H数

据予以归属 (表 1)。HMBC 谱中 δH 2.10 (3H, s, H-4′)

与 δC 38.4 (C-1′)、42.2 (C-2′)、206.2 (C-3′) 具有远程相

关, 可以确定-CH2CH2COCH3的结构片段; δH 8.04 (1H,

brs, H-2) 与 δC 148.2 (C-4)、123.6 (C-5)、156.5 (C-6) 具

有远程相关, 且 δH 8.06 (1H, brs, H-8) 与 δC 148.2 (C-4)、

123.6 (C-5) 也具有远程相关, 说明存在一个次黄嘌呤

的结构片段; 同时根据 δH 4.30 (2H, t, J = 6.8 Hz, H-1′)

与 δC 148.2 (C-4)、140.4 (C-8) 具有远程相关 , 说明

-CH2CH2COCH3 连在次黄嘌呤 9 位 N 原子上 (图 2)。

根据以上数据, 结合文献NMR数据[18], 与文献中已知

化合物相比差别仅在于C-4′位酮羰基, 确定为新化合

物, 结构为9-(3′-carbonyl methyl)hydroxypurine。

Figure 1 Structures of compounds 1−7

Figure 2 Key 1H-1H COSY and HMBC correlations of com‐

pound 1

Table 1 1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) and 13C NMR (125 MHz,

DMSO-d6) spectral data of compound 1

No.
1
2
3
4
5
6
7
8
9
1′
2′
3′
4′

δH

12.3 (1H, brs)
8.04 (1H, brs)
-

-

-

-

-

8.06 (1H, s)
-

4.30 (2H, t, J = 6.8 Hz)
3.08 (2H, t, J = 6.8 Hz)
-

2.10 (3H, s)

δC

-

145.5
-

148.2
123.6
156.5
-

140.4
-

38.4
42.2

206.2
29.8
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2 化合物活性检测

采用TGF-β1诱导BEAS-2B细胞建立肺纤维化体

外模型, 基于MTT法检测化合物 1～7对TGF-β1诱导

BEAS-2B细胞损伤的影响。结果表明, 化合物 1、2可

显著提高 TGF-β1诱导 BEAS-2B细胞的活力, 提示其

可能具有潜在的抗肺纤维化活性 (表2)。

小结

本研究从月见草中分离并鉴定了 7个核苷类化合

物, 其中化合物 1为新化合物, 化合物 2～7为首次从月

见草中分离得到。化合物 1、2可显著提高 TGF-β1诱

导BEAS-2B细胞的活力, 说明其具有潜在的抗肺纤维

化活性, 为月见草进一步的研究与开发提供了一定的

理论依据。

实验部分

Bruker AVANCE III 500型核磁共振仪 (德国Bruker

公司); Bruker maxis HD型飞行时间质谱 (德国Bruker公

司); OSB-21000型旋转蒸发仪 (上海爱朗仪器有限公

司); 赛谱锐思 LC-52型高压制备液相色谱仪 (赛谱锐

思北京科技有限公司, SP-5030型半制备型高压输液泵,

UV200型紫外检测器, Easychrom型色谱工作站; 色谱

柱为COSMOSIL C18-MS-II, 250 mm × 20 mm, 5 μm);

薄层色谱硅胶 GF 254; Sephadex LH-20 (Pharmacia

Biotech 公司); 柱色谱所用硅胶 H (200～300 目) 为青

岛海洋化工厂生产; 所用色谱纯试剂为天津市富宇精

细化工有限公司生产; 所用分析纯试剂为北京化工厂

和天津第三化学试剂厂生产; 二氧化碳 3111型培养箱

(Thermo, USA); Multiskan MK3酶标仪 (Thermo Fisher,

USA); Advantage A10 超纯水仪 (Sartorius, Germany);

ECTGF-Β1E TS100倒置显微镜 (Nikon, Japan); TGF-β1

(PeproTech, 美国); 噻唑蓝 (北京索莱宝科技有限公

司); 二甲基亚砜 (上海麦克林生物科技有限公司)。

月见草采自于河南省伏牛山区, 经河南中医药大

学董诚明教授鉴定为柳叶菜科月见草属植物月见草

(Oenothera biennis L.) 的干燥全草。

1 提取与分离

取干燥月见草 40 kg, 用 50%含水丙酮组织破碎提

取 2次, 过滤, 合并滤液, 减压浓缩, 得到总浸膏 3.3 kg。

总浸膏加等量水分散, 依次用石油醚、二氯甲烷、乙酸

乙酯以及水饱和正丁醇进行萃取, 各部位经减压浓缩, 回

收溶剂, 得到石油醚部位 (5.0 g)、二氯甲烷部位 (49.6 g)、

乙酸乙酯部位 (161.0 g) 及正丁醇部位 (457.0 g)。对正

丁醇部位上Diaion HP-20大孔吸附树脂柱, 按照极性

由大到小依次用水、10% EtOH、20% EtOH、30% EtOH、

50% EtOH、70% EtOH、95% EtOH进行梯度洗脱, 得到

7个洗脱组分, 即Fr.1～Fr.7。

Fr.2 (52.0 g) 加水溶解, 进行凝胶 Sephadex LH-20

柱色谱 , 用不同比例的甲醇-水 (甲醇∶水 = 0∶100→
100∶0) 梯度洗脱, 洗脱组分经薄层硅胶检识, 合并相同

组分, 得到6个洗脱组分: Fr.2-1～Fr.2-6。其中Fr.2-2经

凝胶Sephadex LH-20柱色谱, 70%含水甲醇等度洗脱,

经硅胶薄层检识, 合并相同组分, 得到 4个洗脱组分,

即 Fr.2-2-1～Fr.2-2-4, Fr.2-2-2反复经过凝胶 Sephadex

LH-20柱色谱分离并结合半制备高效液相 (乙腈-水洗脱

体系) 最终得到化合物1 (4.02 mg)、化合物5 (12.15 mg)

和化合物 7 (3.25 mg); Fr.2-2-4 加适量水溶解 , 进行

MCI柱色谱分离, 用不同比例的甲醇-水 (甲醇∶水 =

0∶100→100∶0) 梯度洗脱, 最终得到 4个洗脱组分, 即

Fr.2-2-4-1～Fr.2-2-4-4, Fr.2-2-4-2进行制备薄层分离纯

化, 以二氯甲烷-甲醇-水系统为展开剂 (二氯甲烷∶甲

醇∶水 = 10∶1∶0.1), 最终得到化合物 4 (5.56 mg)、化合

物 6 (8.89 mg); Fr.2-3采用Fr.2-2-2相同的洗脱方法, 得

到 3个洗脱组分, 即 Fr.2-3-1～Fr.2-3-3, Fr.2-3-3加适量

甲醇溶解, 硅胶 (200～300目) 拌样后进行硅胶柱色谱

分离, 用二氯甲烷-甲醇系统 (二氯甲烷∶甲醇 = 30∶1)

洗脱, 得到 3个洗脱组分Fr.2-3-3-1～Fr.2-3-3-3, Fr.2-3-

3-2使用半制备高效液相 (乙腈-水洗脱体系) 最终得到

化合物 2 (9.84 mg); Fr.2-4加适量水溶解, 进行ODS柱

色谱分离, 用不同比例的甲醇-水 (甲醇∶水 = 0∶100→
100∶0) 梯度洗脱, 最终得到5个洗脱组分, 即Fr.2-4-1～

Fr.2-4-5, Fr.2-4-1反复经过 Sephadex LH-20、Toyopearl

HW-40 凝胶柱色谱分离 , 结合使用半制备高效液相

(乙腈-水洗脱体系), 最终得到化合物3 (6.35 mg)。

2 结构鉴定

化合物 1 白色粉末, 溶于甲醇, HR-ESI-MS m/z:

207.087 7 [M+H]+ (C9H10N4O2计算值 207.088 2), 提示

化合物的分子式为 C9H10N4O2。UV λmax (CH3OH)/nm

(logε): 203 (1.90)、249 (0.96), IR (CH3OH) vmax: 3 358、

Table 2 The effect of compounds 1-7 on BEAS-2B cell injury

induced by TGF-β1 (x̄ ± s, n = 4). Con: Normal group; M: Model

group. *P < 0.05; **P < 0.01 vs M group

Group
Con
M
1
2
3
4
5
6
7

Cell index
1.000 ± 0.009**

0.835 ± 0.068
0.945 ± 0.020*

0.946 ± 0.025**

0.833 ± 0.012
0.861 ± 0.073
0.891 ± 0.031
0.912 ± 0.036
0.905 ± 0.032

·· 1842



刘娟娟等: 月见草中一个新的核苷类化合物

1 640 cm-1。1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) 和
13C NMR

(125 MHz, DMSO-d6) 数据见表1。

化合物 2 白色粉末, 溶于甲醇, ESI-MS m/z: 223

[M+H] + , 分子式为 C9H10N4O3。
1H NMR (500 MHz,

DMSO-d6) δH 7.88 (1H, s, H-2), 4.32 (2H, t, J = 6.6 Hz,

H-1′), 3.06 (2H, t, J = 6.6 Hz, H-2′), 2.09 (3H, s, H-4′);
13C NMR (125 MHz, DMSO-d6) δC 142.8 (C-2), 149.5

(C-4), 106.1 (C-5), 155.5 (C-6), 151.2 (C-8), 41.1 (C-1′),

43.0 (C-2′), 206.2 (C-3′), 29.8 (C-4′)。根据以上数据 ,

结合参考文献[17], 鉴定该化合物为 1-(3′-carbonylbutyl)

purine-6,8-dione。

化合物 3 白色粉末, 溶于甲醇, ESI-MS m/z: 153

[M+H] + , 分子式为 C7H8N2O2。
1H NMR (500 MHz,

DMSO-d6) δH 8.46 (1H, d, J = 2.5 Hz, H-6), 7.77 (1H,

dd, J = 2.5, 9.4 Hz, H-4), 6.40 (1H, d, J = 9.4 Hz, H-3),

3.49 (3H, s, H-7); 13C NMR (125 MHz, DMSO-d6) δC

162.0 (C-2), 118.1 (C-3), 138.8 (C-4), 109.0 (C-5), 144.9

(C-6), 37.3 (C-7), 165.4 (C-8)。根据以上数据, 结合参

考文献[19], 确定化合物为 N-methyl-2-pyridone-5-car‐

boxamide。

化合物4 白色无定形粉末, 溶于甲醇, ESI-MS m/z:

135 [M+Na]+, 分子式为C4H4N2O2。
1H NMR (500 MHz,

DMSO-d6) δH 11.01 (1H, s, NH-3), 10.81 (1H, s, NH-1),

7.38 (1H, d, J = 7.7 Hz, H-6), 5.44 (1H, d, J = 7.7 Hz, H-

5); 13C NMR (125 MHz, DMSO-d6) δC 151.5 (C-2), 164.4

(C-4), 100.2 (C-5), 142.2 (C-6)。根据以上数据, 结合参

考文献[20], 确定化合物为尿嘧啶。

化合物 5 白色针晶, 溶于甲醇, ESI-MS m/z: 267

[M+Na] + , 分子式为 C9H12N2O6。
1H NMR (500 MHz,

DMSO-d6) δH 8.01 (1H, d, J = 8.1 Hz, H-6), 5.90 (1H, d,

J = 4.6 Hz, H-1′ ), 5.69 (1H, d, J = 8.1 Hz, H-5), 4.16

(2H, m, H-2′ ), 4.00 (1H, m, H-3′ ), 3.84 (1H, m, H-4′ ),

3.73 (1H, m, H-5′ ); 13C NMR (125 MHz, DMSO-d6) δC

152.4 (C-2), 166.2 (C-4), 102.6 (C-5), 142.7 (C-6), 90.7

(C-1′), 71.3 (C-2′), 75.7 (C-3′), 86.4 (C-4′), 62.3 (C-5′)。

根据以上数据, 结合参考文献[21], 确定化合物为尿嘧啶

核苷。

化合物 6 白色粉末, 溶于甲醇, ESI-MS m/z: 265

[M+Na]+ , 分子式为 C10H14N2O5。
1H NMR (500 MHz,

DMSO-d6) δH 11.25 (1H, s, -NH), 7.69 (1H, s, H-6), 6.16

(1H, t, J = 6.3 Hz, H-1′), 4.23 (1H, m, H-3′), 3.75 (1H,

m, H-4′ ), 3.56 (2H, m, H-5′ ), 2.07 (2H, m, H-2′ ), 1.76

(3H, s, -CH3);
13C NMR (125 MHz, DMSO-d6) δC 150.5

(C-2), 163.7 (C-4), 109.4 (C-5), 136.1 (C-6), 83.7 (C-1′),

39.4 (C-2′ ), 70.4 (C-3′ ), 87.2 (C-4′ ), 61.3 (C-5′ ), 12.31

(-CH3)。根据以上数据, 结合参考文献[22], 确定化合物

为胸腺嘧啶脱氧核苷。

化合物 7 白色粉末, 溶于甲醇, ESI-MS m/z: 281

[M+Na]+ , 分子式为 C10H14N2O6。
1H NMR (500 MHz,

DMSO-d6) δH 8.08 (1H, d, J = 8.1 Hz, H-6), 5.94 (1H, d,

J = 3.6 Hz, H-1′ ), 5.68 (1H, d, J = 8.1 Hz, H-5), 4.33

(1H, t, J = 6.0 Hz, H-3′), 3.97 (1H, m, H-4′), 3.86 (2H,

m, H-5′), 3.74 (1H, dd, J = 3.0, 12.4 Hz, H-2′), 3.52 (3H,

s, 2′-OCH3);
13C NMR (125 MHz, DMSO-d6) δC 152.2

(C-2), 166.2 (C-4), 102.5 (C-5), 142.4 (C-6), 88.8 (C-1′),

85.0 (C-2′), 69.8 (C-3′), 86.1 (C-4′), 61.6 (C-5′), 58.8 (2′-

OCH3)。根据以上数据, 结合参考文献[23], 确定化合物

为2′-Ο-甲氧基尿嘧啶核苷。

3 化合物 1～7对TGF-β1诱导BEAS-2B细胞损伤的

影响

采用MTT法探究7个化合物对TGF-β1诱导BEAS-

2B细胞损伤的影响[24]。将BEAS-2B细胞置于 37 ℃、

5% CO2培养箱中培养至对数生长期, 按照细胞密度每

毫升2.5×104个细胞, 每孔200 μL接种于96孔板中, 24 h

后分为正常组 (Control)、模型组 (TGF-β1, 1 ng·mL-1) 及

各给药组 (10 μmol·L-1 + TGF-β1, 1 ng·mL-1), 继续培养

24 h后, 每孔加入MTT溶液 (5 mg·mL-1) 20 μL, 再继续

培养4 h, 小心吸净培养液, 每孔加入DMSO 150 μL, 振

荡10 min使孔内蓝紫色结晶完全溶解。酶标仪490 nm

测定各孔吸光度值 (OD), 计算细胞活力。实验数据以

均值±标准差 (x̄ ± s) 表示, 应用 SPSS 26.0进行统计学

分析, 以P < 0.05为差异有统计学意义。
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