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黄皮树中的酚酸类化合物及抑制α-葡萄糖苷酶活性

张玉林, 李思琪, 朱兰珠, 陈宣钦*

(昆明理工大学生命科学与技术学院, 云南 昆明 650500)

摘要: 对黄皮树 (Phellodendron chinense) 干燥树皮的非生物碱部分进行化学成分研究。采用硅胶柱色谱、中压

液相色谱、葡聚糖凝胶 Sephadex LH-20柱色谱及制备液相色谱等多种色谱技术, 从黄皮树 95%乙醇提取物中分离

鉴定了 14个化合物, 其中 isophellolactone (1) 为新化合物。对这 14个化合物进行了抑制α-葡萄糖苷酶活性筛选, 首

次发现奎宁酸酯类化合物3～6和8有较好的抑制α-葡萄糖苷酶活性, 多羟基六元碳环可能是其活性的关键基团。
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Phenolic acid compounds from Phellodendron chinense and their 
activity on α-glucosidase inhibition
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(Faculty of Life Science and Technology, Kunming University of Science and Technology, Kunming 650500, China)

Abstract: The non-alkaloid chemical constituents of dried Phellodendron chinense barks were investigated. A 

total of 14 phenolic compounds (1−14) were isolated from the 95% ethanol extract of Phellodendron chinense by 

the utilization of silica gel, medium pressure liquid chromatography, Sephadex LH-20 column chromatography, 

and preparative liquid chromatography. Among of the isolated compounds, isophellolactone (1) was identified as a 

new compound. The isolated 14 compounds were further tested the activity on α-glucosidase inhibition. The results 

for the first time demonstrated that quininic acid ester 3−6 and 8 exhibited good α-glucosidase inhibitory activity. 

Polyhydroxy hexa-membered carbon ring in quinine ester derivatives is possibly the essential group for the 

α-glucosidase inhibitory activity.
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芸香科黄檗属在我国有 2种及 1变种[1], 包括黄皮

树 (Phellodendron chinense Schneid.) 和黄檗 (Phello‐

dendron amurense Rupr.) 以及变种秃叶黄皮树 (Phello‐

dendron chinense Schneid. var. glabriusculum Schneid.)。

黄柏 (中药名) 是指黄皮树或黄檗的干燥树皮, 黄皮树

主产于西南地区, 如四川、贵州、云南和广西等地, 常称

为川黄柏; 黄檗主产于东北三省以及内蒙古等地, 如黑

龙江、河北、内蒙古、辽宁和吉林, 常称为关黄柏[2]。

现代药理学研究表明黄柏有抗氧化[3]、抗炎[4]、抗

溃疡[5]、抗前列腺癌[6]、免疫调节[7]神经保护[8]和气道平

滑肌松弛等多种活性, 临床上应用广泛[9,10]。如黄柏胶

囊 (用于泻痢、湿疹瘙痒、带下、热淋、黄疸、脚气、遗

精、疮疡肿毒、骨蒸劳热、盗汗和湿疹瘙痒)、黄柏八味

丸 (清热燥湿、泻火除蒸和解毒疗疮)、黄柏果油软胶

囊 (呼吸系统、化痰止咳、哮喘用药、感冒咳嗽、呼吸道

感染、咳血盗汗、胸腔积液、抗结核、肺癌、气管炎和肺

炎) 和杞菊地黄丸 (用于肝肾阴亏、眩晕耳鸣、羞明畏

光、迎风流泪、视物昏花)。
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黄柏中的生物碱是其重要的化学成分之一, 含量

高达 3% 以上, 目前对黄柏的化学成分和药理作用的

研究大部分集中在生物碱部分, 现已从黄柏中分离得

到 100多个生物碱。黄柏中主要生物碱骨架为原小檗

碱型生物碱 (小檗碱)、伪小檗碱型生物碱 (小黄连素)、

阿朴菲型生物碱 (木兰碱)、喹啉类生物碱 (白藓碱) 和

吲哚型生物碱 (吴茱萸次碱) 等, 原小檗碱型生物碱是

黄柏中最具代表性的化学成分[11,12]。黄柏中的生物碱

具有多种生物活性, 包括降血糖[13]、抗氧化[14]、抗炎[15]

和抗菌[16]等作用。对非生物碱部分的研究相对较少, 

本文对黄柏 95%乙醇提取物非生物碱部分[17,18]进行了

化学成分研究, 从中分离得到 14个酚酸类化合物 (图

1), 分别鉴定为 isophellolactone (1)、phellolactone (2)、

(−)-5-O-阿魏酰奎宁酸甲酯 (3)、(−)-4-O-阿魏酰奎宁酸

甲酯 (4)、(−)-5-O-阿魏酰奎宁酸乙酯 (5)、(−)-4-O-阿魏

酰奎宁酸乙酯 (6)、amurenlactone A (7)、3,5-O-二咖啡

酰基奎宁酸乙酯 (8)、阿魏酸甲酯 (9)、4-羟基-3-甲氧基

苯基 (E) -3-(4-羟基 -2-甲氧基苯)丙烯酸酯 (10)、4-羟

基-3-甲氧基苯基(E)-3-(3-羟基-5-甲氧基苯)丙烯酸酯 

(11)、(E)-3-羟基-4-甲氧基肉桂酸 (12)、(E)-3,4-二甲氧

基苯基丙酸酐 (13) 和 (E)-2-羟基-4-((3-(4-羟基-3-甲氧

基苯基)丙烯酰基)氧基)苯甲酸甲酯 (14), 并对 14个化

合物的抑制α-葡萄糖苷酶活性进行了评价。

结果与讨论

1　结构鉴定

化合物 1 为油状 , 通过高分辨质谱 (HR-ESI-MS) 

给出准分子离子峰为m/z 299.076 5 [M+H]+ (计算值为

299.076 1) 和 321.058 6 [M+Na]+ (计算值为 321.058 1) 

及 1H NMR 和 13C NMR 波谱数据可确定其分子式为

C13H14O8, 不饱和度为 7。1H NMR 谱中显示在 δH 7.61 

(1H, d, J = 8.2 Hz, H-6′), 7.57 (1H, s, H-2′) 和 6.88 (1H, 

d, J = 8.2 Hz, H-5′) 处有一组ABX信号, 为一个 1,3,4-

三取代苯环, δH 3.91 (s, 3H) 处有一个甲氧基信号 (表 1

和图 2)。 13C NMR 谱中共显示 13 个碳信号 , 结合

DEPT 谱 , 可知其中包括两个羰基 δC 175.8 (C-1) 和

166.1 (C-7′), 一个连氧甲基 δC 55.1, 两个亚甲基 δC 72.6 

(C-4) 和 64.3 (C-5), 四个次甲基 δC 73.1 (C-2), 112.4 (C-

2), 114.4 (C-5) 和 123.9 (C-6), 四个季碳 δC 75.8 (C-3), 

120.4 (C-1), 147.2 (C-3) 和 151.5 (C-4) (表 1 和图 2)。

化合物 1 的核磁数据与 phellolactone (化合物 2) 十分

相似[17], 除了化合物 1 的 C-2′位碳信号从 69.6 位移到

73.1, C-4′位碳信号从 71.4位移到 72.6。同时, 化合物 1

和 phellolactone在HPLC上具有相似的紫外吸收特征, 

二者的保留时间相差∆tR = 0.588 min。综合 phellolac‐

tone结构及以上NMR的差异, 确定化合物 1是 phello‐

lactone C-2′位差向异构体, 通过ECD计算确定其绝对

构型为2′S,3′R (图3), 命名为 isophellolactone。

2　α-葡萄糖苷酶活性

采用 α-葡萄糖苷酶诱导 4-硝基苯基-β-吡喃葡萄

糖苷 (pNPG) 生成对硝基苯酚 (pNP) 的体外筛选模

型, 对化合物 1～14抑制 α-葡萄糖苷酶活性进行了评

价。发现化合物 3～6和 8在 120 μmol·L-1浓度下对 α-

葡萄糖苷酶有较好的抑制活性, 抑制率分别为 85.7%、

72.5%、86.6%、90.7% 和 87.5%, 其余化合物均未表现

出明显的 α-葡萄糖苷酶活性。进一步测定了化合物

Figure 1　Structures of compounds 1−14
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3～6 和 8 在多个浓度下的 α-葡萄糖苷酶活性的抑制

率 , 发现呈剂量依赖性 , 并计算其 IC50 分别为 94.7、

34.7、89.8、53.2和 64.2 μmol·L-1, 阳性对照为阿卡波糖, 

其 IC50值为81.9 μmol·L-1。

3　讨论

α-葡萄糖苷酶抑制剂是通过阻碍体内葡萄糖的分

解[19,20], 阻止小肠对葡萄糖的吸收 , 达到降血糖的效

果, 其优点是可使血糖维持在一定水平, 并减少并发症

的发生。目前, 上市的 α-葡萄糖苷酶抑制剂主要包括

伏格列波糖、阿卡波糖和米格列醇, 但是也有一些不良

反应, 主要表现为腹部不适, 其原因是糖类物质积聚在

肠道内, 引起细菌发生酵解, 最终导致小肠疾病。此

外, 不良反应也包括心跳不规则、皮肤敏感和肝功能受

损等。最近, 一种甘露聚糖在 I期临床试验中, 通过抑

制碳水化合物水解显著降低了患者餐后葡萄糖对高淀

粉饮食的反应[21], 但因不良反应持续存在, 患者对治疗

的依从性较低, 因而被提前终止。因此, 寻找新型安全

的α-葡萄糖苷酶抑制剂仍然具有一定的临床需求。天

然的 α-葡萄糖苷酶抑制剂广泛存在于植物中, 如黄酮

类 (水飞蓟素 A) [22]、萜类 (agarozizanol E) [23]、生物碱 

(小檗碱)、酚类 (白藜芦醇苷)、多糖类 (桑叶多糖) 等。

本研究对从黄皮树中分离得到的14个化合物进行了抑

制 α-葡萄糖苷酶活性筛选, 首次发现奎宁酸酯类化合

物 3～6和 8有较好的α-葡萄糖苷酶抑制活性。含有多

羟基的五元/六元环葡萄糖衍生物及其类似物是一类

重要的α-葡萄糖苷酶化合物, 现有的药物均为此类型。

多羟基五元/六元环葡萄糖衍生物结构与葡萄糖相似, 

主要通过与体内的糖竞争结合 α-葡萄糖苷酶, 抑制其

活性, 多羟基五元/六元环是结合的关键部位和活性必

需基团。化合物 3～6和 8中奎宁酸部分具有多羟基六

元碳环结构, 可能是其活性的关键基团。此外, 奎宁酸

酯类广泛存在于植物中, 资源丰富, 在发现和开发新型

α-葡萄糖苷酶抑制剂类降血糖药物具有很大的潜力。

实验部分

BrukerAvance III HD 600 MHz 核磁共振波谱仪 ; 

Q Exactive 液相色谱超高分辨质谱联用仪 (美国

Thermo 公司); Agilent 1260 型高效液相色谱仪 , 配备

ZORBAX SB-C18反相柱 (分析型 : 150 mm × 4.6 mm, 

1 mL·min-1; 半制备型: 9.4 mm × 250 mm, 3 mL·min-1) 

和二极管阵列检测器 (美国 Agilent 公司); Hei-VAP 

Value G3型旋转蒸发仪 (德国 Heidolph公司); 3111型

CO2 恒温培养箱 (美国 ThermoFisher 公司); Spectra 

Max M2多功能读板机 (美国Molecular Devices公司); 

薄层色谱硅胶GF254、柱色谱硅胶 (青岛海洋化工厂); 

SephadexLH-20 ( 瑞 典 GE Healthcare Biosciences 公

司); ODS-C18 (75 μm) 反相填充材料 (日本 YMC 公

司); DMSO (北京 Solarbio公司); α-葡萄糖苷酶 (日本

Olympus 公司); 圆二色谱仪 (英国应用光物理有限

公司)。

黄皮树树皮于 2022年 9月购自昆明螺蛳湾药材市

场, 并由上昆明理工大学李洪梅教授鉴定, 样品标本存

于昆明理工大学生命科学技术大楼资源药物化学重点

实验室。

1　提取与分离

干燥的黄皮树树皮 5.0 kg, 粉碎后, 用 95%乙醇室

温渗漉提取, 减压浓缩得总浸膏约 500 g。将黄皮树总

Figure 3　Experimental and calculated ECD spectra of compound 1

Figure 2　Key 1H-1H COSY and HMBC correlations of compound 1

Table 1　 1H NMR, 13C NMR spectral data and HMBC correla‐

tions of compound 1

No.
1′
2′
3′
4′a
4′b
5′
1
2
3
4
5
6
7

3-OCH3

δH

4.49 (s, 1H)

4.42 (d, 1H)
4.21 (d, 1H)
4.45 (s, 1H), 4.32 (d, 1H)

7.50 (s, 1H)

6.83 (d, 1H, 8.2 Hz)
7.53 (d, 1H, 8.0 Hz)

3.91 (s, 3H)

δC

175.8
73.1
75.8
72.6

64.3
120.4
112.4
147.2
151.5
114.4
123.9
166.1

55.1

HMBC (H→C)

C-1′, C-3′, C-5′

C-1′, C-3′, C-5′
C-1′, C-3′, C-5′
C-1, C-3, C-5, C-7

C-3, C-4, C-6, C-7

C-1, C-2, C-3, C-4, C-7
C-2, C-4, C-7

C-3
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浸膏混悬于热水中, 依次用石油醚、乙酸乙酯和正丁醇

萃取, 减压回收溶剂后得到不同极性的萃取部位。乙

酸乙酯萃取部位 16.0 g经 200～300目硅胶色谱柱, 石

油醚−乙酸乙酯系统 (100∶1～0∶1) 不同比例梯度洗

脱 , TLC 检测合并相同组分 , 得到 7 个组分 (Fr.1～

Fr.7)。Fr.2经硅胶色谱柱, 石油醚−乙酸乙酯 (30∶1～

0∶1) 梯度洗脱得到 Fr.2.1～Fr.2.6, Fr.2.5 经过 ODS 柱

色谱, 水−甲醇 (9∶1～0∶10) 洗脱得到Fr.2.5.1～Fr.2.5.4, 

Fr.2.5.3经Sephadex LH-20凝胶色谱柱甲醇洗脱和制备

液相色谱 (30%～95%) 梯度洗脱, 再经薄层色谱制备(二

氯甲烷−乙酸乙酯 , 40∶1) 纯化得到化合物 1 (2.7 mg) 

和化合物 2 (13.0 mg)。Fr.6经硅胶色谱柱, 二氯甲烷−
甲醇系统 (1∶0～0∶1) 梯度洗脱得到 Fr. 6.1～Fr. 6.5, 

Fr.6.2 经 ODS 柱色谱 , 水−甲醇 (9∶1～0∶1) 洗脱得到

Fr.6.2.1～Fr.6.2.5, Fr.6.2.1～Fr.6.2.4再经Sephadex LH-

20凝胶色谱柱 (二氯甲烷−甲醇, 1∶1) 洗脱, 再经制备

薄层色谱 (二氯甲烷−甲醇 , 10∶1) 纯化得到化合物

3 (13.0 mg)、4 (15.0 mg)、5 (2.0 mg)、6 (22.6 mg)、7 

(32.0 mg) 和 8 (52.9 mg)。Fr.7 (3.3 g) 被中压反相 C18

柱 (梯度洗脱剂为甲醇−水, 10∶90～100∶0) 分为 7个部

分 (Fr.7.1～Fr.7.7)。Fr.7.1 (1.41 g) 过硅胶柱 (二氯甲

烷−甲醇 , 20∶1), 被分为 4 个部分 (Fr.7.1.1～Fr.7.1.4), 

Fr.7.1.1 (743.0 mg) 先后过凝胶色谱柱 (甲醇) 和硅胶色

谱柱 (二氯甲烷−甲醇, 20∶1) 除杂, 再经制备HPLC (甲

醇−水, 30∶70, 10 mL·min-1) 进一步纯化, 最终获得化合

物 10 (40.8 mg) 和 12 (10.3 mg)。Fr.7.1.4 (165.8 mg), 

过硅胶色谱柱 (二氯甲烷−甲醇, 20∶1) 被分为 5个部分 

(Fr.7.1.4.1～Fr.7.1.4.5), Fr.7.1.4.2 (38.5 mg) 经凝胶色谱

柱 (甲醇) 纯化, 得到化合物 9 (11.7 mg) 和 11 (2.3 mg)。

Fr.7.1.4.4 (231.2 mg) 过凝胶色谱柱 (甲醇), 得到化合

物13 (47.7 mg) 和14 (12.8 mg)。

2　结构鉴定

化合物 1: 无色油状 , HR-ESI-MS m/z 299.076 5 

[M+H]+ (计算值为299.076 1) 和321.058 6 [M+Na]+ (计

算值为 321.058 1), ECD λmax (Δε) 220 (−1.69), 1H NMR 

(600 MHz, CD3OD) 和 13C NMR (151 MHz, CD3OD) 见

表1。   

3　化合物1和2的HPLC分析

将化合物 1 (1.0 mg) 和 2 (0.5 mg) 分别用 1.0 mL

甲醇溶解, 过滤, 使用Agilent1260高效液相色谱仪 (甲

醇−水, 20∶80) 进行分析, 然后使用移液枪分别从两个

液相小瓶中取样品 200 μL, 使用高校液相色谱仪进行

分析 (甲醇−水, 15∶85)。

4　ECD计算

化合物 1有 4个绝对构型异构体, 分别在Chem3D

中优化后, 将合适的化合物构象通过CONFLEX软件

在 MMFF94S 下的 10 kcal·mol-1 能量窗口内生成[24]。

在 B3LYP/6-31G (d) 水平上 , 使用 DFT (密度泛函理

论) 的方法再次优化每一个模型化合物的分布较高的

构象 (占比 > 1%)[25]。然后再在B3LYP/6-311+G (2d,p) 

水平上, 运用 TDDFT法对它们的 ECD 进行计算。所

有上述计算均使用Gaussian 16软件完成, ECD曲线由

SpecDis 1.71生成[26]。根据每种构象的光谱进行玻尔

兹曼权重分析后合并, 并对其进行紫外校正。

5　抑制α-葡萄糖苷酶活性

采用 α-葡萄糖苷酶诱导 pNPG 生成 pNP 的体外

筛选模型, 对化合物 1～14抑制 α-葡萄糖苷酶活性进

行了评价。实验分为四个组, 分别为空白组 (B)、对照

组 (C)、样品空白组 (SB) 和样品组 (S), 每组 6个平行。

以 pNPG为底物, 阿卡波糖作为阳性对照, 将 α-葡萄糖

苷酶溶液 (0.483 8 U·mL-1) 20 μL、磷酸盐缓冲溶液 

(0.1 mol·L-1, pH 6.8) 90 μL 和不同浓度的样品溶液

30 μL加入 96孔板, 37 ℃孵育 20 min, 再加入 pNPG溶

液 (10 mmol·L-1) 40 μL, 37 ℃孵育 20 min, 最后加入

0.2 mol·L-1碳酸钠溶液 70 μL终止反应, 在 405 nm处测

定样品吸光度 (A)。空白和样品空白组中用等体积的

磷酸盐缓冲液代替 α-葡萄糖苷酶溶液, 空白和对照组

中用等体积的磷酸盐缓冲溶液代替样品溶液, 根据不

同浓度样品的抑制率可计算出 IC50, 见式 (1)。

抑制率 =  
( )AC - AB - ( AS - ASB )

( )AC - AB

 × 100% (1)

6　统计学分析

实验数据采用 SPSS 18.0数据处理软件进行统计

分析, 以 x̄ ± s表示。
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