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陕北膜荚黄芪中的一个新二苯基丁二酮

杨晓军 1*, 王 超 1, 贾云鹏 1, 孙 悦 1, 任火冰 2

(1. 延安大学化学与化工学院, 陕西 延安 716000; 2. 陕西援康中药产业发展有限公司, 陕西 绥德 718000)

摘要 : 采用硅胶和凝胶柱色谱技术 , 结合现代波谱学方法及其理化性质分析 , 从陕北膜荚黄芪 (Astragalus

membranaceus) 醇提取物中共分离鉴定了 7个化合物, 分别为黄芪甲苷 (1)、芒柄花素 (2)、毛蕊异黄酮 (3)、1-(4-羟苯

基)-4-(2,4-羟苯基)-2-羟基-1,4-丁二酮 (4)、反式-4-甲基肉桂酸 (5)、槲皮素 (6) 和尿嘧啶核苷 (7)。其中化合物 4为新

化合物, 化合物 5系首次从黄芪属中分得。体外抗肿瘤活性结果显示, 化合物 4对人肺癌细胞A549增殖有一定抑制

作用, IC50为11.41 μmol·L-1。
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A new diphenyl butanedione from Astragalus membranaceus of
northern Shanxi
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Abstract: Seven compounds were isolated from Astragalus membranaceus of northern shaanxi by silica gel

and Sephadex LH-20 column chromatographies. Their chemical structures were identified on the basis of their

physical and chemical properties. These compounds were elucidated as astragaloside IV (1), formononetin (2),

calycosin (3), 1-(4-hydroxyphenyl)-4-(2,4-hydroxyphenyl)-2-hydroxy-1,4-but anedione (4), (E)-4-methylcinnamic

acid (5), quercetin (6), and uridine (7). Compound 4 is a new compound and compound 5 was isolated from the

plants of Astragalus Linn. for the first time. The results of in vitro antitumor activity assay showed that compound

4 could inhibit the proliferation of A549 with IC50 values of 11.41 μmol·L-1.
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黄芪为常用中药, 具有扶正强壮、降压利尿、保肝、

抗癌等多种生理活性[1-3]。主产于内蒙古、山西和黑龙江

等省区。膜荚黄芪 [Astragcrlus membranaceus (Fisch.)

Bge.] 是黄芪的正品之一, 20世纪 90年代末, 陕北也开

始栽培。膜荚黄芪中的化学成分极其丰富, 有多糖、氨

基酸、黄酮、萜类和皂苷等[4-9]。有关陕北膜荚黄芪化学

成分的研究, 目前尚未见报道。为阐明陕北膜荚黄芪的

化学成分、筛选出结构新颖且具有生理活性的天然产

物, 本课题组对陕北产膜荚黄芪醇提取物进行分离纯化,

从中分离得到 7个单体化合物, 经物理和化学方法分

别鉴定为黄芪甲苷 (1)、芒柄花素 (2)、毛蕊异黄酮 (3)、

1-(4-羟苯基)-4-(2,4-羟苯基)-2-羟基-1,4-丁二酮 (4)、反

式-4-甲基肉桂酸 (5)、槲皮素 (6) 和尿嘧啶核苷 (7)。

其中化合物4为新化合物, 化合物5系首次从黄芪中分

得, 所分离得到的化合物结构见图 1。对新化合物 4进
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行肿瘤细胞毒活性测试, 发现其对人肺癌细胞A549增

殖有一定的抑制作用, 其 IC50为11.41 μmol·L-1。

结果与讨论

1 结构鉴定

化合物4 白色粉末, 与三氯化铁反应呈阳性, 提示

该化合物中含有酚羟基。1H NMR (400 MHz, DMSO-d6)

和 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) 数据见表1。HR-ESI-

MS给出准分子离子峰 m/z: 303.087 3 [M+H]+ (计算值

303.086 4), 结合 13C NMR, 推测其分子式为 C16H14O6,

不饱和度为 10。化合物 1的 1H NMR谱 (表 1) 显示, 有

1 个 1,4-二取代苯环 δH 7.73 (2H, d, J = 8.2 Hz)、6.92

(2H, d, J = 8.2 Hz); 1个 1,2,4-三取代苯环 δH 6.57 (1H,

s)、7.99 (1H, d, J = 8.4 Hz) 和 7.12 (1H, d, J = 8.4 Hz);

3 个酚羟基 δH 9.57 (1H, br s)、8.41 (2H, br s) 以及 1 个

醇羟基 δH 4.63 (1H, br s)。13C NMR和DEPT谱显示有

1个亚甲基碳信号 (δC 42.6)、1个连氧次甲基碳信号 (δC

78.4)、7个芳香次甲基碳信号 (δC 104.3, 108.5, 115.6×2,

131.2×2, 132.3) 和 7 个季碳信号 (116.5, 128.7, 150.8,

157.1, 160.9, 198.1, 201.5)。1H-1H COSY谱图中观察到

连氧次甲基氢 δH 4.11 (1H, dd, J = 7.3, 4.1 Hz) 与亚甲

基氢 δ: 3.01 (1H, d, J = 7.3 Hz)、2.86 (1H, d, J = 4.1 Hz)

相关。根据以上信息, 可以推出该化合物含有1个1,4-二

取代苯环、1个 1,2,4-三取代苯环、2个酮羰基 (δC 198.1,

201.5) 和-CHCH2-的片段。HMBC谱图 (图 2) 中观察

到 , 1,4-二取代苯环上的芳香氢 δH 7.73 与酮羰基 (δC

198.1) 相关, 推出此苯环与酮羰基直接相连; 同时也观

察到-CHCH2-片段中的次甲基 (δH 4.11) 与该 1,4-二取

代苯环上的 1-位季碳 (δC 128.7) 以及另一个酮羰基

(δC 201.5) 也相关 , 亚甲基 δH 3.01、2.86 与酮羰基 (δC

198.1) 和 1,2,4-三取代苯环的 1-位季碳 (δC 116.5) 相

关, 从而可以确定-CHCH2-片段的两端均为羰基, 即该

化合物存在-COCHCH2CO-片段; 综合以上分析可以推

断该化合物可能存在以下两种结构。

进一步分析HMBC谱图发现, 1,2,4-三取代苯环上

的 δH 7.99 (6′′ -H) 与低场的 2 个连羟基芳香季碳 (δC

157.1, 160.9) 以及 4-位酮羰基 (δC 201.5) 均存在明显

H→C 相关的信息 , 推出该苯环上的 2 个羟基处于间

位。综合以上分析, 最终确定该化合物为结构 1, 即 1-

(4-羟苯基)-4-(2,4-羟苯基)-2-羟基-1,4-丁二酮。

2 化合物活性检测

采用MTT法测试了化合物 4对人肺癌细胞A549、

人肝癌细胞BEL-7402和人胃癌细胞SGC-7901的体外

细胞毒活性。测试结果 (表2) 表明化合物4对A549表

现出较强的细胞毒活性, 其 IC50值为 11.41 μmol·L-1; 对

BEL-7402 和 SGC-7901 的生长也有一定的抑制作用 ,

IC50值分别为36.28和45.37 μmol·L-1。

3 小结

本研究主要报道了从陕北膜荚黄芪中分离并鉴定

Figure 2 Key HMBC (   ) and 1H-1H COSY (
  ) correla‐

tions of compound 4

Figure 1 The structures of compounds 1-7
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的 7个化合物, 其中化合物 4为新化合物, 化合物 5系

首次从黄芪属中分离得到。化合物 4可有效抑制肺癌

细胞 A549的生长, 该化合物具有潜在的抗肺癌活性,

为陕北膜荚黄芪进一步的研究与开发提供了一定的理

论依据。

实验部分

X-4 型显微熔点仪 (上海科学仪器有限公司); IR

Prestige-21红外光谱仪 (日本岛津公司); AV-400型核磁

共振仪 (瑞士Bruker公司), TMS为内标; MAT-711型质

谱仪 (美国 Thermo公司); Autopol III旋光仪 (Rudolph

Research Analytical, Flanders, NJ, 美国); Sephadex LH-

20 (Pharmacia产品); 柱色谱和薄层色谱用硅胶 (青岛

海洋化工厂产品); 阳性对照品紫杉醇 (江苏红豆杉药

业有限公司); 人肝癌细胞株BEL-7402、人肺癌细胞株

A549和人胃癌细胞株 SGC-7901 (中国科学院上海细

胞库) 保存于延安大学医学院细胞实验室; 甲基噻唑

蓝 (MTT, 美国Sigma-Aldrich公司)。

黄芪药材 (生长期为 2年) 于 2020年 3月采集自陕

西省绥德县, 经延安大学生命科学院白重炎研究员鉴

定为豆科膜荚黄芪的根, 标本存放于延安大学天然产

物化学实验室, 标本编号为YD20200410。

1 提取与分离

称取黄芪根 7.0 kg (干重), 用 10倍量 70%乙醇浸

泡, 超声波辅助下提取, 每次 3 h, 共 4次, 提取液过滤

后, 滤液经过减压回收溶剂得浸膏。将此浸膏溶解于

适量水中, 依次用石油醚、乙酸乙酯和正丁醇萃取, 乙

酸乙酯萃取物 (53.2 g) 采用硅胶柱色谱分离, 以氯仿-

甲醇 (100∶0→1∶2) 梯度洗脱分为 4 个组分 (Fr.1～4),

Fr.1经硅胶柱色谱 (洗脱剂为氯仿-甲醇 = 30∶1), 将所

得主成分进一步用 Sephadex LH-20凝胶柱 (甲醇为洗

脱剂) 纯化得化合物 1 (59 mg); Fr.2经硅胶柱色谱(洗

脱剂为氯仿-甲醇 = 20∶1) 分得化合物 2 (17 mg) 和化

合物 3 (14 mg); Fr.3经硅胶柱色谱 (洗脱剂为氯仿-甲

醇 = 15∶1) 分得化合物 4 (6 mg) 和化合物 5 (7 mg);

Fr.4经硅胶柱色谱 (洗脱剂为氯仿-甲醇 = 9∶1) 分得化

合物6 (19 mg) 和化合物7 (6 mg)。

2 结构鉴定

化合物1 无色针状, mp 294.1～295.6 ℃。ESI-MS

m/z: 785.68 [M+H]+。1H NMR (DMSO-d6, 400 MHz) δH

5.06 (1H, d, J = 7.4 Hz, H-1′′), 5.01 (1H, d, J = 7.4 Hz,

H-1′), 4.81 (1H, dd, J = 7.9, 7.2 Hz, H-2′), 4.74 (1H, dd,

J = 7.8, 7.4 Hz, H-2′′), 4.38 (1H, d, J = 11.7 Hz, H-6a′′),

4.32 (1H, d, J = 10.6 Hz, H-5a′), 4.26 (1H, d, J = 2.1 Hz,

H-6b′′ ), 4.23 (1H, dd, J = 7.8, 7.3 Hz, H-3′′ ), 4.21 (1H,

dd, J = 7.8, 7.4 Hz, H-4′′), 4.19 (1H, dd, J = 8.4, 4.2 Hz,

H-4′), 4.12 (1H, dd, J = 8.4, 4.7 Hz, H-3′), 3.93 (1H, dt,

J = 7.6, 4.3 Hz, H-5′′), 3.78 (1H, d t, J = 9.3, 6.5 Hz, H-

6), 3.69 (1H, d, J = 4.7 Hz, H-5b′), 3.59 (1H, m, H-23),

3.47 (1H, t, J = 6.5 Hz, H-3), 2.31 (1H, d, J = 4.7 Hz, H-

15a), 2.09 (2H, m, H-7), 1.96 (1H, dd, J = 9.8, 3.6 Hz, H-

17), 1.82 (1H, d, J = 9.5 Hz, H-15b), 1.79 (2H, dd, J =

10.1, 5.4 Hz, H-21), 1.79 (2H, m, H-22), 1.78 (1H, d, J =

8.2 Hz, H-5), 1.71, 1.46 (2H, m, H-2), 1.59 (1H, m, H-

8), 1.58 (3H, s, H-18), 1.55 (2H, m, H-16), 1.48, 1.26

(2H, m, H-1), 1.46 (2H, dd, J = 8.4, 4.2 Hz, H-11), 1.43

(2H, dd, J = 8.4, 4.2 Hz, H-12), 1.38 (6H, s, H-29, 30),

1.33 (3H, s, H-27), 1.26 (6H, s, H-24,25), 0.87 (3H, s, H-

26), 0.54 (1H, s, H-19a), 0.34 (1H, s, H-19b); 13C NMR

(DMSO-d6, 100 MHz) δC 33.3 (t, C-1), 27.2 (t, C-2),

82.5 (d, C-3), 39.9 (s, C-4), 53.3 (d, C-5), 79.1 (d, C-6),

34.7 (t, C-7), 41.7 (d, C-8), 24.5 (s, C-9), 28.4 (s, C-10),

27.9 (t, C-11), 34.9 (t, C-12), 39.9 (s, C-13), 48.3 (s, C-

14), 37.4 (t, C-15), 24.0 (t, C-16), 56.8 (d, C-17), 18.9 (q,

C-18), 28.9 (t, C-19), 80.2 (s, C-20), 38.8 (t, C-21), 25.8

Table 1 1H NMR (400 MHz) and 13C NMR (100 MHz) data in

DMSO-d6 for compound 4

Position

1
2

3a
3b
4
1′
2′,6′
3′,5′
4′
1′′
2′′
3′′
4′′
5′′
6′′

2-OH
4′,4′′-OH
2′′-OH

δH

4.11 (1H, dd, J = 7.3,

4.1 Hz)
3.01 (1H, d, J = 7.3 Hz)
2.86 (1H, d, J = 4.1 Hz)

7.73 (2H, d, J = 8.2 Hz)
6.92 (2H, d, J = 8.2 Hz)

6.57 (1H, s)

7.12 (1H, d, J = 8.4 Hz)
7.99 (1H, d, J = 8.4 Hz)

4.63 (1H, br s)
8.41 (2H, br s)
9.59 (1H, br s)

δc

198.1 (s)
78.4 (d)

42.6 (t)

201.5 (s)
128.7 (s)
131.2 (d)
115.6 (d)
150.8 (s)
116.5 (s)
157.1 (s)
104.3 (d)
160.9 (s)
108.5 (d)
132.3 (d)

1H-1H

COSY

H-3

H-2

H-3′,5′
H-2′,6′

H-6′′
H-5′′

HMBC

C-4, C-1′

C-1, C-1′′

C-1, C-4′
C-1′

C-1′′, C-5′′

C-1′′, C-3′′
C-2′′, C-4′′,

C-4

Table 2 IC50 values for cytotoxicity activity of compound 4

(
-
x ± s, n = 3)

Compd.

4

Taxol

IC50/μmol·L-1

A549

11.41 ± 1.69

0.58 ± 0.01

BEL-7402

36.28 ± 1.21

2.08 ± 0.26

SGC-7901

45.37 ± 0.93

1.35 ± 0.61
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(t, C-22), 83.3 (t, C-23), 19.1 (q, C-24, 25), 17.4 (q, C-

26), 22.3 (q, C-27), 71.5 (s, C-28), 23.6 (q, C-29, 30),

103.2 (d, C-1′), 75.7 (d, C-2′), 79.3 (d, C-3′), 71.6 (d, C-

4′), 78.3 (t, C-5′), 101.5 (d, C-1′′), 79.5 (d, C-2′′), 77.8 (d,

C-3′′), 73.6 (d, C-4′′), 70.2 (d, C-5′′), 63.1 (t, C-6′′)。以

上数据与文献[10]报道基本一致, 故鉴定化合物 1为黄

芪甲苷。

化合物2 白色针晶, mp 255.3～256.7 ℃。1H NMR

(400 MHz, DMSO-d6) δH 9.69 (1H, br s, 7-OH), 8.35

(1H, s, H-2), 7.93 (1H, d, J = 8.7 Hz, H-5), 7.38 (2H, d,

J = 8.4 Hz, H-2′,6′), 6.94 (1H, d, J = 8.7 Hz, H-6), 6.86

(2H, d, J = 8.4 Hz, H-3′,5′), 6.85 (1H, br s, H-8), 3.77 (3H,

s, 4′-OCH3);
13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δC 153.0

(d, C-2), 124.3 (s, C-3), 175.9 (s, C-4), 118.0 (s, C-4a),

128.9 (d, C-5), 111.3 (d, C-6), 157.3 (s, C-7), 104.9 (d,

C-8), 159.4 (s, C-8a), 124.7 (s, C-1'), 130.4 (d, C-2',6'),

113.5 (d, C-3', 5'), 157.0 (s, C-4'), 55.7 (q, C-4'-OCH3)。

以上数据与文献[6]报道的化合物芒柄花素数据一致 ,

故鉴定化合物2为芒柄花素。

化合物 3 无色针状结晶 , mp 244.7～246.3 ℃。
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δH 9.76 (1H, br s, 7-OH),

9.01 (1H, br s, 3′-OH), 8.31 (1H, s, H-2), 7.94 (1H, d,

J = 8.7 Hz, H-5), 7.28 (1H, d, J = 8.4 Hz, H-6′ ), 7.06

(1H, s, H-2′), 6.99 (1H, d, J = 8.4 Hz, H-5′), 6.92 (1H, d,

J = 8.7 Hz, H-6), 6.87 (1H, s, H-8), 3.79 (3H, s, 4′-OCH3);
13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δC 151.4 (d, C-2), 121.7

(s, C-3), 179.6 (s, C-4), 117.3 (s, C-4a), 129.2 (d, C-5),

108.7 (d, C-6), 158.4 (s, C-7), 103.7 (d, C-8), 157.1 (s,

C-8a), 124.7 (s, C-1'), 115.4 (d, C-2'), 148.9 (s, C-3'),

151.4 (s, C-4'), 114.5 (d, C-5'), 119.3 (s, C-6'), 62.3 (q,

C-4'-OCH3)。以上数据与文献[5]报道基本一致, 故鉴定

化合物3为毛蕊异黄酮。

化合物 4 白色粉末 , mp 169.2～171.3 ℃, [α]20
D

+4.9 (c 0.01, CHCl3); IR/cm-1: 3 449、1 735、1 718、

1 624、1 539、1 476; HR-ESI-MS m/z: 303.087 3 [M+H]+

(C16H15O6计算值 303.086 4); 1H NMR和 13C NMR数据

见表1。

化合物5 白色固体, mp 190.2～191.7 ℃, 1H NMR

(400 MHz, DMSO-d6) δH 12.28 (1H, br s, COOH), 7.64

(1H, d, J = 14.8 Hz, H-3), 7.63 (2H, d, J = 8.4 Hz, H-2′,

6′ ), 6.74 (2H, d, J = 8.4 Hz, H-3′ ,5′ ), 6.42 (1H, d, J =

14.8 Hz, H-2), 2.36 (3H, s, 4′-CH3);
13C NMR (100 MHz,

DMSO-d6) δC 170.3 (s, C-1), 115.8 (d, C-2), 145.9 (d, C-

3), 129.4 (s, C-1'), 126.3 (d, C-2',6'), 128.9 (d, C-3',5'),

135.2 (s, C-4'), 24.6 (q, 4'-CH3)。以上数据与文献[12]报

道基本一致, 故确定为反式-4-甲基肉桂酸。

化合物6 黄色固体, mp 313.6～315.1 ℃。1H NMR

(400 MHz, DMSO-d6) δH 7.78 (1H, s, H-2'), 7.54 (1H, d,

J = 8.2 Hz, H-6'), 6.91 (1H, d, J = 8.2 Hz, H-5'), 6.49

(1H, s, H-8), 6.23 (1H, s, H-6); 13C NMR (100 MHz,

DMSO-d6) δC 147.8 (s, C-2), 139.2 (s, C-3), 178.6 (s, C-

4), 105.1 (s, C-4a), 158.9 (s, C-5), 100.1 (d, C-6), 160.0

(s, C-7), 96.7 (d, C-8), 124.5 (s, C-1'), 117.2 (d, C-2'),

145.9 (s, C-3'), 148.2 (s, C-4'), 116.1 (d, C-5'), 123.4 (d,

C-6')。以上数据与文献[13]报道的化合物槲皮素数据一

致, 故鉴定化合物6为槲皮素。

化合物7 白色针晶, mp 163.4～165.1 ℃。1H NMR

(400 MHz, DMSO-d6) δH 11.16 (1H, br s, 3-NH), 7.76

(1H, d, J = 8.1Hz, H-6), 5.68 (1H, d, J = 8.4 Hz, H-5),

5.43 (1H, d, J = 5.9 Hz, H-1′ ), 5.35 (1H, br s, 2′-OH),

5.04 (1H, br s, 3′-OH), 4.98 (1H, br s, 5′-OH), 3.98 (1H,

dd, J = 11.0, 5.7 Hz, H-2′), 3.87 (1H, dd, J = 8.7, 4.5 Hz,

H-3′), 3.75 (1H, dd, J = 6.9, 3.3 Hz, H-4′), 3.67 (2H, m,

H-5′); 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δC 167.4 (s, C-2),

170.3 (s, C-4), 103.1 (d, C-5), 141.2 (d, C-6), 85.6 (d, C-

1′), 71.4 (d, C-2′), 74.3 (d, C-3′), 82.7 (d, C-4′), 65.4 (t,

C-5′)。以上数据与文献[13]报道基本一致, 故鉴定化合

物7为尿嘧啶核苷。

3 化合物4体外抑制肿瘤细胞增殖活性[14]

采用MTT法测试化合物 4对人肺癌细胞A549、人

肝癌细胞BEL-7402和人胃癌细胞SGC-7901的体外细

胞毒活性。化合物4用DMSO溶解后配成10 mmol·L-1

储备液, 测前稀释到适合的浓度。将3种人体肿瘤细胞

制成单细胞悬浮液, 接种于 96孔板上, 并设空白组、阳

性对照组 (紫杉醇) 以及实验组, 每组设 3个平行孔, 实

验组为100、50、25、12.5、6.25 μmol·L-1的含药样品溶液,

紫杉醇组为 40、20、10、5、2.5 μmol·L-1的含药样品溶液,

在 96孔板中直接加入各个样品溶液 10 μL, 连续培养

48 h后。再加入10 μL配制好的MTT溶液 (5 mg·mL-1),

在CO2恒温培养箱中恒温培养, 孵育后使用酶标仪测

量其在波长为 490 nm下的吸光度值 (A), 计算对细胞

增殖抑制率, 并用Origin 7.0软件计算其 IC50值。细胞

增殖抑制率 (%) = [(对照组A平均值 - 给药组 A 平均

值) ÷ 对照组A平均值] × 100%。
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