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黑果枸杞中两个新的黄酮苷类化合物

代向阳 1, 朱研洁 1, 张晓祎 1, 赵珍珠 1,2, 孙彦君 1,2, 冯卫生 1,2*, 陈 辉 1,2*
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摘要: 采用D101大孔吸附树脂、硅胶、ODS、Sephadex LH-20等柱色谱以及半制备液相等现代色谱分离技术对

黑果枸杞果实水提物进行系统的分离纯化, 得到 9个黄酮苷类化合物。运用现代波谱学方法 (1D NMR、2D NMR、

MS等) 鉴定结构分别为 laricetrin-3-O-β-D-葡萄糖基-7-O-[(4′′′′-反式对羟基肉桂酰基)-α-L-鼠李糖(1′′′′→6′′′)]-β-D-葡

萄糖苷 (1)、(2S)-柚皮素-5-O-α-L-鼠李糖(1′′′→6′′)-β-D-葡萄糖苷 (2)、山柰酚-3-O-洋槐糖苷 (3)、槲皮素-3-O-芸香糖

苷 (4)、异鼠李素-3-O-芸香糖苷 (5)、山柰酚-3-O-β-D-葡萄糖-(1→4)-α-L-鼠李糖苷 (6)、柚皮素-7-O-β-D-葡萄糖苷 (7)、

(2S)-helichrysin A (8)、2′-O-β-D-glucopyranoside (9)。化合物1和2为两个新的黄酮苷, 分别命名为枸杞黄酮苷A和枸

杞黄酮苷B, 化合物 6和 9为首次从黑果枸杞中分离得到。对部分化合物进行 α-葡萄糖苷酶抑制活性筛选, 结果显

示, 化合物9对α-葡萄糖苷酶具有一定的抑制活性, IC50为 (76.14 ± 4.64) μmol·L-1。
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Abstract: Nine flavonoid glycosides were isolated from water extract of the fruits of Lycium ruthenicum 

Murr. by using various chromatographic methods, including D-101 macroporous adsorption resin, silica gel, ODS, 

Sephadex LH-20 and semi-preparative HPLC. The structures of the isolated compounds were identified as laricetrin-

3-O-β -D-glucopyranoside-7-O- [4′′′′ -O- (E) -p-coumaroyl-α -L-rhamnopyranosyl- (1′′′′→6′′′ )] -β -D-glucopyranoside 

(1), (2S)-naringenin-5-O-α-L-rhamnopyranosyl(1′′′→6′′)-β-D-glucopyranoside (2), kaempferol-3-O-robinobioside 

(3), quercetin-3-O-rutinose (4), isorhamnetin-3-rutinoside (5), kaempferol-3-β-D-glucopyranosyl(1→4)-α-L-rham‐

nopyranoside (6), prunin (7), (2S)-helichrysin A (8), 2′-O-β-D-glucopyranoside (9) by spectroscopy methods (1D 

NMR, 2D NMR, MS, etc.). Compounds 1 and 2 were new flavonoid glycosides, named lyciuflavonoid A and 

lyciuflavonoid B. Compounds 6 and 9 were isolated from L. ruthenicum for the first time. Compound 9 has an 

inhibitory effect on α-glucosidase with an IC50 of (76.14 ± 4.64) μmol·L-1.
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黑 果 枸 杞 (Lycium ruthenicum Murr.) 为 茄 科 

(Solanaceae) 枸杞属 (Lycium) 多年生多刺灌木, 广泛分

布于中国西北干旱沙漠和盐碱地区[1]。据《维吾尔药

志》及藏医学名著《晶珠本草》与《四部医典》记载: “黑

果枸杞味甘、性平、清心热,用于治疗心热病、心脏病、

月经不调、停经等病症”[2]。现代药理活性研究表明黑

果枸杞在抗疲劳[3]、抗辐射[4]、抗炎[5]、抗氧化、抗衰

老[6]、降血糖[7]等方面具有显著的治疗作用。化学成分

研究表明黑果枸杞中主要含有多糖、花青素、苯丙素类

衍生物、常见黄酮类化合物、亚精胺、苯乙胺衍生物[8,9]

类等成分, 其中以多糖和花青素类为其主要的药效成

分, 目前已被广泛研究。已有文献[10]研究表明, 黑果枸

杞提取物对 α-葡萄糖苷酶具有明显的抑制作用, 并发

现其中的苯丙素和生物碱类成分具有一定的α-葡萄糖

苷酶抑制活性, 但有关其余化学成分的 α-葡萄糖苷酶

抑制活性研究尚未见文献报道。本课题组前期曾对宁

夏枸杞和中华枸杞果实的化学成分进行了系统研究, 

部分化合物显示出较强的 α-葡萄糖苷酶抑制活性[11]。

为促进枸杞属药用植物资源的进一步开发利用, 本实

验对黑果枸杞果实水提物进行化学成分研究, 共分离

鉴定了 9个黄酮苷类化合物 (图 1), 包括 2个新的黄酮

苷 laricetrin-3-O-β-D-葡萄糖基-7-O-[(4′′′′-反式对羟基

肉桂酰基)-α-L-鼠李糖(1′′′′→6′′′)]-β-D-葡萄糖苷 (1)、

(2S)-柚皮素-5-O-α-L-鼠李糖(1′′′→6′′)-β-D-葡萄糖苷 

(2) 和 2个首次从黑果枸杞中分离得到的黄酮苷山柰

酚 -3-O-β -D-葡萄糖 - (1→4) -α -L-鼠李糖苷 (6)、2′-O-

β-D-glucopyranoside (9)。活性实验结果表明, 化合物9

对 α-葡萄糖苷酶具有一定的抑制活性, IC50为 (76.14 ± 

4.64) μmol·L-1。

结果与讨论

1　结构鉴定

化合物 1为黄色固体, [α]20
D  −12.5 (c 0.01, MeOH)。

紫外光谱 (UV) 显示该化合物在 211、268和 314 nm处

有最大吸收, 红外光谱 (IR) 显示有羟基 (3 414 cm-1), 羰

基 (1 694 cm-1) 和苯环 (1 598 cm-1) 的特征吸收。HR-

ESI-MS给出准分子离子峰m/z 971.242 9 [M+Na]+, 计

算值为 971.242 8 [M+Na]+, 推测分子式为C43H48O24, 不

饱和度为 20。化合物 1的 1H NMR (500 MHz, CD3OD) 

谱中 (表 1) 低场区共显示一组反式双键氢信号 [δH 

7.55 (1H, d, J = 15.8 Hz, H-7′′′′′), 6.27 (1H, d, J = 15.8 Hz, 

H-8′′′′′)], 一个对位取代苯环氢信号 [δH 7.51 (2H, d, J = 

8.0 Hz, H-2′′′′′, 6′′′′′), 6.84 (2H, d, J = 8.0 Hz, H-3′′′′′, 5′′′′′)] 

以及两个 1,3,4,5-四取代苯环氢信号 [7.57 (1H, s, H-

2′), 7.28 (1H, s, H-6′)] 和 [6.60 (1H, s, H-8), 6.43 (1H, s, 

H-6)]。此外, 1H NMR谱中高场区还显示三个糖端基

氢信号 [δH 5.44 (1H, d, J = 7.1 Hz, H-1′′), 5.02 (1H, d, 

J = 7.1 Hz, H-1′′′)] 和 [4.60 (1H, d, J = 1.7 Hz, H-1′′′′)] 以

及一个甲氧基氢信号 [3.91 (3H, s, 3′-OCH3)]。
13C NMR 

(125 MHz, CD3OD) 谱共显示43个碳信号, 结合HSQC, 

归属为两组吡喃葡萄糖基碳信号 (δC 103.4, 77.7, 76.9, 

78.2, 71.2, 62.3) 和 (δC 101.4, 74.6, 76.9, 71.0, 75.9, 67.7), 

一组鼠李糖基碳信号 (δC 102.0, 72.2, 70.3, 75.1, 67.8, 

17.6) 以及一组反式对羟基肉桂酸片段碳信号 (δC 

169.2, 161.2, 147.0, 131.4×2, 127.2, 116.9×2, 115.3)。

除去以上碳信号, 还剩余 16个碳信号, 包括一个羰基

碳信号 (δC 179.4), 12 个芳香碳信号 (δC 164.6, 162.5, 

157.8, 148.8, 146.3, 139.0, 121.6, 111.2, 107.4, 107.2, 

100.9, 95.8), 两个连氧烯碳信号 (δC 159.2, 135.5) 和一

Figure 1　Structures of compounds 1−9
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个甲氧基碳信号 (δC 57.1)。以上 NMR信息推测化合

物 1为一个黄酮醇苷类化合物, 进一步与文献[12]报道

的数据进行对比分析, 确定化合物1苷元为 laricetrin。

综合化合物 1 的 2D NMR (1H-1H COSY、HSQC、

HMBC和 NOESY) 谱信息, 对化合物 1的碳氢信号进

行了归属 (表 1)。在化合物 1的HMBC谱中 (图 2), H-

7′′′′′与C-2′′′′′/C-9′′′′′, H-8′′′′′与C-1′′′′′/C-9′′′′′以及H-2′′′′′

与 C-4′′′′′/C-6′′′′′/C-7′′′′′存在远程相关信号, 结合 1H-1H 

COSY 谱 (图 2) 中 H-2′′′′′/H-3′′′′′、H-7′′′′′/H-8′′′′′存在的

相关 , 证明化合物 1 中存在反式对羟基肉桂酸片段。

此外 , H-6 与 C-8/C-10, H-8 与 C-6/C-10, H-2′与 C-2/C-

4′/C-6′ , H-6′与 C-2/C-2′/C-4′以及 3′-OCH3 与 C-3′存在

关键远程HMBC相关信号, 结合NOESY谱中 3′-OCH3

与H-2′间的NOE相关信号, 进一步证明了化合物 1的

苷元为 laricetrin。此外, 鼠李糖上的H-4′′′′ (δH 4.88) 与

C-6′′′′ (δC 17.6)/C-9′′′′′ (δC 169.2) 存在明显远程相关, 说

Table 1　1H and 13C NMR data of compound 1

No.

2′

3′

4′

5′

6′

7′

8′

9′

10′

1′

2′

3′

4′

5′

6′

3′-OCH3

Glc-1′′

2′′

3′′

4′′

5′′

6′′

Glc-1′′′

2′′′

3′′′

4′′′

5′′′

6′′′

Rha-1′′′′

2′′′′

3′′′′

4′′′′

5′′′′

6′′′′

1′′′′′

2′′′′′

3′′′′′

4′′′′′

5′′′′′

6′′′′′

7′′′′′

8′′′′′

9′′′′′

1 (CD3OD)

δH

6.43 (1H, s)

6.60 (1H, s)

7.57 (1H, s)

7.28 (1H, s)

3.91 (3H, s)

5.44 (1H, d, J = 7.1 Hz)

3.53 (1H, m)

3.45 (1H, overlapped)

3.42 (1H, m)

3.71 (1H, m)

3.85 (1H, m)

3.69 (1H, d, J = 11.2 Hz)

5.02 (1H, d, J = 7.1 Hz)

3.47 (1H, m)

3.87 (1H, m)

3.71 (1H, m)

3.55 (1H, m)

3.83 (1H, dd, J = 10.8, 6.2 Hz)

3.52 (1H, d, J = 10.8 Hz)

4.60 (1H, d, J = 1.7 Hz)

3.50 (1H, overlapped)

3.71 (1H, m)

4.88 (1H, overlapped)

3.58 (1H, m)

0.88 (3H, d, J = 6.2 Hz)

7.51 (1H, d, J = 8.0 Hz)

6.84 (1H, d, J = 8.0 Hz)

6.84 (1H, d, J = 8.0 Hz)

7.51 (1H, d, J = 8.0 Hz)

7.55 (1H, d, J = 15.8 Hz)

6.27 (1H, d, J = 15.8 Hz)

δC

159.2

135.5

179.4

162.5

100.9

164.6

95.8

157.8

107.4

121.6

107.2

148.8

139.0

146.3

111.2

57.1

103.4

77.7

76.9

78.2

71.2

62.3

101.4

74.6

76.9

71.0

75.9

67.7

102.0

72.2

70.3

75.1

67.8

17.6

127.2

131.4

116.9

161.2

116.9

131.4

147.0

115.3

169.2

1 (DMSO-d6)

δH

6.43 (1H, d, J = 2.1 Hz)

6.66 (1H, d, J = 2.1 Hz)

7.45 (1H, d, J = 2.1 Hz)

7.16 (1H, d, J = 2.1 Hz)

3.83 (3H, s)

5.54 (1H, d, J = 7.1 Hz)

3.26 (1H, m)

3.26 (1H, m)

3.38 (1H, overlapped)

3.72 (1H, d, J = 11.0 Hz)

3.72 (1H, d, J = 11.0 Hz)

3.65 (1H, dd, J = 11.0, 2.0 Hz)

5.04 (1H, d, J = 7.1 Hz)

3.25 (1H, m)

3.70 (1H, overlapped)

3.53 (1H, m)

3.53 (1H, m)

3.72 (1H, d, J = 11.0 Hz)

3.50 (1H, overlapped)

4.51 (1H, d, J = 1.7 Hz)

3.53 (1H, m)

3.66 (1H, overlapped)

4.76 (1H, t, J = 9.6 Hz)

3.51 (1H, overlapped)

0.80 (3H, d, J = 6.2 Hz)

7.54 (1H, d, J = 8.5 Hz)

6.81 (1H, d, J = 8.5 Hz)

6.81 (1H, d, J = 8.5 Hz)

7.54 (1H, d, J = 8.5 Hz)

7.50 (1H, d, J = 16.0 Hz)

6.24 (1H, d, J = 16.0 Hz)

δC

157.1

133.3

177.5

160.9

99.8

162.8

94.4

155.9

105.5

119.5

105.8

147.6

138.0

145.5

109.8

55.9

100.8

76.5

75.7.

77.1

70.4

60.5

99.3

73.4

76.4

70.3

74.2

65.9

100.4

68.2.

69.6

74.2

66.2

17.1

125.1

130.3

115.8

159.7

115.8

130.3

144.7

114.3

166.3
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明鼠李糖的 C-4′′′′位与反式对羟基肉桂酸的 C-9′′′′′位

通过酯键相连。鼠李糖端基H-1′′′′ (δH 4.60) 与葡萄糖

Glc Ⅱ的C-6′′′ (δC 67.7) 存在明显远程相关, 说明鼠李糖

和葡萄糖 Glc Ⅱ的连接方式是 C-1′′′′→C-6′′′连接。葡

萄糖 Glc Ⅰ端基 H-1′′ (δH 5.44) 与苷元的 C-3 (δC 135.5) 

存在明显远程相关信号, 说明葡萄糖Glc Ⅰ连接在苷元

3位碳上。化合物 1以CD3OD为溶剂测试的HMBC谱

中, 葡萄糖Glc Ⅱ的端基氢与苷元之间未出现明显的相

关信号, 但已有文献[13]研究报道黄酮醇类化合物形成

糖苷时苷元碳原子化学位移向高场区移动, 结合化合

物 1苷元 C-7的化学位移向高场区移动了 δ 5.0, 可判

断化合物 1的C-7位形成糖苷。为进一步证明上述结

论的正确性, 换用DMSO-d6为溶剂重新对化合物 1进

行了图谱测试。在化合物 1以DMSO-d6为溶剂测试的

HMBC 谱中 , 观察到葡萄糖 Glc Ⅱ的端基氢 H-1′′′ (δH 

5.04) 与苷元C-7 (δC 162.8) 存在明显的相关信号, 证明

葡萄糖 Glc Ⅱ连接在苷元 7位碳上。根据葡萄糖端基

氢的偶合常数 (JH-1′′ = 7.1 Hz 和 JH-1′′′ = 7.1 Hz) 可确定

其相对构型为 β构型, 根据鼠李糖端基氢的偶合常数 

(JH-1′′′′ = 1.7 Hz) 可确定其相对构型为 α构型[14]。将化

合物 1进行酸水解及衍生化实验, 之后与D-葡萄糖、D-

鼠李糖和 L-鼠李糖的标准品衍生物进行LC-MS分析, 

确定葡萄糖绝对构型为 D 型 , 鼠李糖绝对构型为 L

型[14]。综合以上信息 , 确定化合物 1 为 laricetrin-3-O-

β-D-葡萄糖基-7-O-[(4′′′′-反式对羟基肉桂酰基)-α-L-鼠

李糖 (1′′′′→6′′′ )] -β -D-葡萄糖苷 , {laricetrin-3-O-β -D-

glucopyranoside-7-O- [4′′′′ -O- (E) -p-coumaroyl- α -L-

rhamnopyranosyl-(1′′′′→6′′′)]-β-D-glucopyranoside)}, 命

名为枸杞黄酮苷A (lyciuflavonoid A)。

化合物 2为黄色固体, [α]20
D  −6.43 (c 0.01, MeOH)。

紫外光谱 (UV) 显示该化合物在 204 和 367 nm 处有

最大吸收。红外光谱 (IR) 显示有羟基 (3 367cm-1) 和

苯环 (1 606, 1 519 cm-1) 的特征吸收。HR-ESI-MS 给

出准分子离子峰 m/z 603.168 1 [M+Na] + , 计算值为

603.168 4 [M+Na]+, 推测分子式为C27H32O14, 不饱和度

为 12。化合物 2 的 1H NMR (500 MHz, CD3OD) 谱中 

(表 2) 低场区共显示一个对位取代苯环氢信号 [δH 

7.30 (2H, d, J = 8.4 Hz, H-2′, 6′), 6.80 (2H, d, J = 8.4 Hz, 

H-3′, 5′)] 和一个 1,3,4,5-四取代苯环氢信号 [6.31 (1H, 

d, J = 2.2 Hz, H-6), 6.04 (1H, d, J = 2.2 Hz, H-8)]。此

外 , 1H NMR 谱中高场区还显示两个糖端基氢信号 

[4.79 (1H, d, J = 1.7 Hz, H-1′′′)] 和 [δH 4.74 (1H, d, J = 

7.5 Hz, H-1′′)] 以及一个次甲基氢信号 [5.29 (1H, dd, J = 

13.0, 3.0 Hz, H-3)], 一组亚甲基氢信号 [2.95 (1H, dd, 

J = 17.4, 13.0 Hz, H-3b), 2.66 (1H, dd, J = 17.4, 3.0 Hz, 

H-3a)]。 13C NMR (125 MHz, CD3OD) 谱共显示 27 个

碳信号, 结合 HSQC, 归属为一组葡萄糖基碳信号 (δC 

104.8, 74.1, 77.6, 77.2, 72.1, 69.9) 和一组鼠李糖基碳

信号 (δC 102.5, 72.3, 71.4, 74.7, 67.8, 18.0)。除去以上

碳信号, 还剩余 15个碳信号, 包括一个羰基碳信号 (δC 

192.6), 12个芳香碳信号 (δC 166.7, 162.9, 162.5, 158.9, 

131.3, 128.9×2, 116.3×2, 105.7, 102.0, 100.4), 一个次甲

基碳信号 (δC 80.0) 和一个亚甲基碳信号 (δC 46.3)。以

上NMR信息推测化合物 2为一个二氢黄酮苷类化合

物, 进一步与文献[15]报道的数据进行对比分析, 确定化

合物2苷元为柚皮素。

综合化合物 2的 2D NMR (1H-1H COSY、HSQC和

HMBC) 谱信息 , 对化合物 2 的碳氢信号进行了归属 

(表 2)。在化合物 2 的 HMBC 谱中 (图 2), H-6 与 C-8/

C-10, H-8与C-6/C-10, H-2′与C-2′/C-4′/C-6′以及H-2与

C-3/C-4/C-2′, H-3与C-2/C-4存在远程相关信号, 结合 
1H-1H COSY谱中H-2/H-3、H-2′/H-3′存在的相关, 进一

步证明了化合物2的苷元为柚皮素。此外, 在HMBC谱

中鼠李糖上的端基H-1′′′ (δH 4.79) 与葡萄糖的C-6′′ (δC 

69.9) 存在明显远程相关, 说明鼠李糖和葡萄糖的连接

方式是 C-1′′′→C-6′′连接。葡萄糖端基 H-1′′ (δH 4.74) 

与苷元的C-5 (δC 162.5) 存在明显远程相关, 说明葡萄

糖连接在苷元的 5位碳上。同时结合苷元 C-6和 C-8

的化学位移分别向低场移动了 δ 4.8和 4.1, 进一步证

明化合物 2 的 C-5 位形成糖苷[15,16]。根据糖端基氢的

偶合常数 (葡萄糖 JH-1′′ = 7.5 Hz, 鼠李糖 JH-1′′′ = 1.7 Hz), 

判断葡萄糖相对构型为β构型, 鼠李糖相对构型为α构

Figure 2　Key 1H-1H COSY and HMBC correlations of compounds 1 and 2 and key NOESY correlations of compound 1
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型[16]。化合物 2经酸水解及衍生化实验, 之后与D-葡

萄糖、D-鼠李糖和 L-鼠李糖的标准品衍生物进行 LC-

MS分析, 确定葡萄糖绝对构型为D型, 鼠李糖绝对构

型为 L 型。化合物 2 的 CD 谱在 302 nm 处显示负的

Cotton效应 (苯环 π-π*跃迁产生), 在 333 nm处显示正

的 Cotton效应 (羰基 n-π*跃迁产生), 与文献[17]报道已

知化合物(2S)-naringenin 5-O-β-D-glucopyranosyl(1′′′→
6′′)-β-D-glucopyranoside一致, 说明C-2的绝对构型为

S型。此外, CD激子手性法显示出负的激子手性, 这

与化合物 2在 302 nm处的Cotton效应一致, 进一步证

明以上结论的正确性。综合以上信息确定化合物 2为

(2S)-柚皮素-5-O-α-L-鼠李糖(1′′′→6′′)-β-D-葡萄糖苷, 

[(2S) -naringenin-5-O- α -L-rhamnopyranosyl(1′′′→6′′ ) -

β-D-glucopyranoside], 命名为枸杞黄酮苷 B (lyciufla‐

vonoid B)。

2　α-葡萄糖苷酶抑制作用

实验结果表明在初始浓度为 50.0 μmol·L-1时, 化

合物 3、4和 9具有弱的α-葡萄糖苷酶抑制活性, 其抑制

率分别为 (10.75 ± 1.72)%、(16.62 ± 1.69)%和 (45.53 ± 

2.29)%。化合物 1、2、5、6 和 8 抑制率均小于 5.00%。

对抑制率最高的化合物 9 进一步测试 , 其 IC50 为 

(76.14 ± 4.64) μmol·L-1。阳性对照药槲皮素在浓度为

10.0 μmol·L-1 时 , 抑制率为 (69.88 ± 2.07)% , IC50 为 

(5.61 ± 0.27) μmol·L-1。化合物 7的 α-葡萄糖苷酶抑制

活性已有文献[18]报道, 其 IC50为 (317 ± 2.12) μmol·L-1。

实验部分

BrukerAM-500 MHz核磁共振谱用超导核磁共振

仪 (TMS为内标, 德国Bruker公司); TripleTOF 6600型

高效液相色谱−高分辨质谱联用仪 (美国 ABSCIEX); 

赛谱锐思LC-52型半制备液相色谱仪 (中国赛谱锐思

北京科技有限公司); RE-5210A型旋转蒸发仪 (上海亚

荣生化仪器厂); LC52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 (Herbsil C18 Plus, 10 mm × 250 mm, 5 μm) 

和C18 ODS柱色谱材料 (50 μm, 日本YMC有限公司); 

薄层色谱硅胶GF254、柱色谱硅胶 (200～300目, 青岛

海洋化工厂); Sephadex LH-20 (Pharmacia Biotech 公

司); RP-C18 (40～60 μm, YMC); 大孔吸附树脂 D101; 

分析甲醇、色谱甲醇 (天津市四友精细化学品有限公

司); 其他试剂均为分析级。α -葡萄糖苷酶、底物 4-

nitrophenyl α-D-glucopyranoside 和阳性对照 quercetin

均购买自Sigma公司。

黑果枸杞果实于 2022 年 9 月采自青海柴达木盆

地, 经河南中医药大学药学院陈随清教授鉴定为茄科

枸杞属植物黑果枸杞 Lycium ruthenicum Murr.的干燥

成熟果实。凭证样本 (20220906A) 存放于河南中医药

大学中药化学研究室。

1　提取分离

黑果枸杞干燥果实 30.00 kg, 使用水溶液闪式提

取 3次, 每次 5 s, 过滤得到滤液, 药渣使用水溶液超声

提取 3次, 每次 15 min。合并滤液, 减压浓缩, 得到总

浸膏 26.14 kg。浸膏加水混悬, 经大孔吸附树脂D101

柱色谱分离, 依次用水、50%乙醇、95%乙醇进行洗脱, 

得到水洗脱部位 20.00 kg、50%乙醇洗脱部位 2.33 kg、

95%乙醇洗脱部位 152.50 g。50%乙醇洗脱部位加水

混悬, 再次经大孔吸附树脂D101柱色谱分离, 依次用

水、10%乙醇、30%乙醇、50%乙醇、70%乙醇、95%乙

醇进行洗脱, 得到第二次水洗脱部位 1.00 kg、10% 乙

醇洗脱部位100.96 g、30%乙醇洗脱部位200.48 g、50%

乙醇洗脱部位 500.25 g、70% 乙醇洗脱部位 20.26 g、

95% 乙醇洗脱部位 10.50 g。第二次过大孔吸附树脂

50%乙醇洗脱部位浸膏 (500.25 g) 经中压ODS柱色谱

分离, 依次用甲醇−水 (10%→100%) 梯度洗脱, 得到6个

流份 (Fr. A～Fr. F)。Fr. B (40.2 g) 经硅胶柱色谱分离依

次用二氯甲烷−甲醇 (40∶1→0∶1) 梯度洗脱, 并经薄层

Table 2　1H and 13C NMR data of compound 2 (CD3OD)

No.

2′

3′

′

4′

5′

6′

7′

8′

9′

10′

1′

2′

3′

4′

5′

6′

Glc-1′′

2′′

3′′

4′′

5′′

6′′

Rha-1′′′

2′′′

3′′′

4′′′

5′′′

6′′′

2

δH

5.29 (1H, dd, J = 13.0, 3.0 Hz)

2.66 (1H, dd, J = 17.4, 3.0 Hz)

2.95 (1H, dd, J = 17.4, 13.0 Hz)

6.31 (1H, d, J = 2.2 Hz)

6.04 (1H, d, J = 2.2 Hz)

7.30 (1H, d, J = 8.4 Hz)

6.80 (1H, d, J = 8.4 Hz)

6.80 (1H, d, J = 8.4 Hz)

7.30 (1H, d, J = 8.4 Hz)

4.74 (1H, d, J = 7.5 Hz)

3.51 (1H, m)

3.57 (1H, m)

3.46 (1H, m)

3.38 (1H, m)

4.03(1H, dd, J = 11.5, 2.0 Hz)

3.70 (1H, d, J = 11.5 Hz)

4.79 (1H, d, J = 1.7 Hz)

3.91 (1H, m)

3.36 (1H, d, J = 6.0 Hz)

3.71 (1H, d, J = 3.2 Hz)

3.68 (1H, m)

1.23 (3H, d, J = 6.2 Hz)

δC

80.0

46.3

192.6

162.5

102.0

166.7

100.4

162.9

105.7

131.3

128.9

116.3

158.9

116.3

128.9

104.8

74.1

77.6

77.2

72.1

69.9

102.5

72.3

71.4

74.7

67.8

18.0
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检识, 得4个流份 (Fr. B-1～Fr. B-4): Fr. B-1 (800.5 mg)、

Fr. B-2 (1.5 g)、Fr. B-3 (2.2 g)、Fr. B-4 (6.5 g)。Fr. B-1 

(800.5 mg) 经甲醇溶解后进一步经 Sephadex LH-20

凝胶柱色谱分离得 3 个流份 (Fr. B-1-1～Fr. B-1-3)。

Fr. B-1-1 (200.8 mg) 经制备型 HPLC 制备 (甲醇∶水 = 

30∶70) 得化合物 2 (tR = 19.20 min; 4.30 mg)、8 (tR = 

33.10 min; 23.40 mg)、9 (tR = 35.20 min; 2.56 mg)。

Fr. B-1-2 (150.6 mg) 经制备型 HPLC 制备 (甲醇∶水 = 

28∶72) 得化合物 5 (tR = 22.24 min; 7.82 mg)、6 (tR = 

28.23 min; 20.82 mg)、7 (tR = 40.60 min; 19.30 mg)。

Fr. B-1-3 (200.4 mg) 经制备型 HPLC 制备 (甲醇∶水 = 

28∶72) 得化合物 3 (tR = 22.24 min; 3.52 mg)、4 (tR = 

28.23 min; 4.82 mg)、1 (tR = 40.60 min; 60.30 mg)。

2　结构鉴定

化合物 1 黄色固体 , 易溶于甲醇 ; UV (MeOH) 

λmax (log ε) 211 (3.59), 268 (3.28) 和 314 (3.43) nm; IR 

νmax 3 414, 2 910, 2 830, 1 694, 1 598, 1 515, 1 494, 

1 339, 1 202, 1 167, 1 017, 833 cm-1; 1H NMR (500 MHz, 

CD3OD) 和 13C NMR (125 MHz, CD3OD) 数据见表 1, 

HR-ESI-MS m/z 971.242 9 [M+Na] + ( 计 算 值 为

C43H48O24Na+, 971.242 8)。

化合物 2 黄色固体 , 易溶于甲醇 ; UV (MeOH) 

λmax (log ε) 204 (3.87), 367 (3.18) nm; IR νmax 3 367, 

2 930, 1 606, 1 519, 1 448, 1 362, 1 217, 1 066, 977, 

899 cm-1; 1H NMR (500 MHz, CD3OD) 和 13C NMR 

(125 MHz, CD3OD) 数 据 见 表 2, HR-ESI-MS m/z 

603.168 1 [M+Na]+ (计算值为C27H32O14Na+, 603.168 4)。

化合物3 黄色粉末, 易溶于甲醇, ESI-MS m/z 617 

[M+Na] + , 分子式为 C27H30O15。
1H NMR (500 MHz, 

CD3OD) δH 8.05 (2H, d, J = 8.5 Hz, H-2′, 6′), 6.87 (2H, 

d, J = 8.5 Hz, H-3′ , 5′ ), 6.31 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-8), 

6.13 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-6 ), 5.06 (1H, d, J = 7.2 Hz, 

H-1′′ ), 4.51 (1H, d, J = 1.7 Hz, H-1′′′ ), 3.80-3.23 (10H, 

m, H-2′′-6′′, H-2′′′-5′′′), 1.13 (3H, d, J = 6.2 Hz, H-6′′′)。
13C NMR (125 MHz, CD3OD) δC 159.2 (C-2), 135.5 (C-

3), 179.1 (C-4), 163.1 (C-5), 100.7 (C-6), 166.8 (C-7), 

95.5 (C-8), 158.6 (C-9), 105.3 (C-10), 122.7 (C-1′ ), 

132.3 (C-2′, 6′), 116.1 (C-3′, 5′), 161.5 (C-4′), 104.8 (C-

1′′ ), 73.1 (C-2′′ ), 78.1 (C-3′′ ), 71.4 (C-4′′ ), 77.1 (C-5′′ ), 

68.6 (C-6′′ ), 102.4 (C-1′′′ ), 72.2 (C-2′′′ ), 72.5 (C-3′′′ ), 

74.0 (C-4′′′), 69.7 (C-5′′′), 18.0 (C-6′′′)。以上数据与文

献[19]报道基本一致 , 确定化合物为山柰酚-3-O-洋槐

糖苷。

化合物4 黄色粉末, 易溶于甲醇, ESI-MS m/z 633 

[M+Na] + , 分子式为 C27H30O16。
1H NMR (500 MHz, 

CD3OD) δH 7.66 (1H, d, J = 2.2 Hz, H-2′), 7.62 (1H, dd, 

J = 8.5, 2.2 Hz, H-6′ ), 6.86 (1H, d, J = 8.5 Hz, H-5′ ), 

6.37 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-8), 6.18 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-

6), 5.08 (1H, d, J = 7.7 Hz, H-1′′), 4.51 (1H, d, J = 1.7 Hz, 

H-1′′′), 1.12 (3H, d, J = 6.2 Hz, H-6′′′), 3.20～3.80 (10H, 

m, H-2′′-6′′, H-2′′′-5′′′)。13C NMR (125 MHz, CD3OD) δC 

159.2 (C-2), 135.6 (C-3), 179.3 (C-4), 162.9 (C-5), 98.6 

(C-6), 166.2 (C-7), 94.0 (C-8), 158.6 (C-9), 105.3 (C-

10), 123.5 (C-1′ ), 116.8 (C-2′ ), 145.9 (C-3′ ), 149.9 (C-

4′), 117.6 (C-5′), 123.1 (C-6′), 104.8 (C-1′′), 75.7 (C-2′′), 

78.2 (C-3′′), 72.2 (C-4′′), 77.2 (C-5′′), 69.7 (C-6′′), 102.4 

(C-1′′′), 71.4 (C-2′′′), 72.1 (C-3′′′), 73.9 (C-4′′′), 68.6 (C-

5′′′), 17.9 (C-6′′′)。以上数据与文献[20]报道基本一致 , 

确定化合物为槲皮素-3-O-芸香糖苷。

化合物5 黄色粉末, 易溶于甲醇, ESI-MS m/z 647 

[M+Na] + , 分子式为 C28H32O16。
1H NMR (500 MHz, 

CD3OD) δH 7.93 (1H, d, J = 2.2 Hz, H-2′), 7.61 (1H, dd, 

J = 8.5, 2.2 Hz, H-6′ ), 6.90 (1H, d, J = 8.5 Hz, H-5′ ), 

6.36 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-8), 6.17 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-

6), 5.20 (1H, d, J = 7.2 Hz, H-1′′), 4.52 (1H, d, J = 1.6 Hz, 

H-1′′′ ), 3.94 (3H, s, 3′-OCH3), 3.20～3.82 (10H, m, H-

2′′ -6′′ , H-2′′′ -H-5′′′ ), 1.09 (3H, d, J = 6.2 Hz, H-6′′′ )。 
13C NMR (125 MHz, CD3OD) δC 158.7 (C-2), 135.4 (C-

3), 179.1 (C-4), 163.0 (C-5), 100.0 (C-6), 167.4 (C-7), 

95.2 (C-8), 158.6 (C-9), 104.6 (C-10), 122.9 (C-1′ ), 

114.5 (C-2′ ), 150.9 (C-3′ ), 148.3 (C-4′ ), 116.1 (C-5′ ), 

123.9 (C-6′ ), 102.5 (C-1′′ ), 75.9 (C-2′′ ), 78.2 (C-3′′ ), 

72.3 (C-4′′ ), 77.4 (C-5′′ ), 68.5 (C-6′′ ), 100.4 (C-1′′′ ), 

71.6 (C-2′′′ ), 72.1 (C-3′′′ ), 73.8 (C-4′′′ ), 69.9 (C-5′′′ ), 

17.9 (C-6′′′), 56.7 (3′-OCH3)。以上数据与文献[21]报道

基本一致, 确定化合物为异鼠李素-3-O-芸香糖苷。

化合物6 黄色粉末, 易溶于甲醇, ESI-MS m/z 617 

[M+Na] + , 分子式为 C27H30O15。
1H NMR (500 MHz, 

CD3OD) δH 7.75 (2H, d, J = 8.5 Hz, H-2′, 6′), 6.92 (2H, 

d, J = 8.5 Hz, H-3′ , 5′ ), 6.41 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-8), 

6.23 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-6), 5.16 (1H, d, J = 1.4 Hz, H-

1′′), 4.30 (1H, d, J = 7.8 Hz, H-1′′′), 4.01 (1H, m, H-2′′), 

3.80 (1H, m, H-3′′ ), 3.70 (1H, m, H-6′′′ a), 3.65 (1H, d, 

J = 11.2 Hz, H-6′′′b), 3.43 (1H, m, H-4′′ ), 3.42 (1H, m, 

H-3′′′ ), 3.40 (1H, m, H-4′′′ ), 3.30 (1H, m, H-5′′ ), 3.20 

(1H, m, H-5′′′ ), 2.95 (1H, m, H-2′′′ ), 0.88 (3H, d, J = 

6.2 Hz, H-6′′ )。 13C NMR (125 MHz, CD3OD) δC 157.0 

(C-2), 135.4 (C-3), 177.6 (C-4), 161.5 (C-5), 98.8 (C-6), 

164.5 (C-7), 93.8 (C-8), 156.5 (C-9), 104.2 (C-10), 

120.4 (C-1′), 130.5 (C-2′, 6′), 115.4 (C-3′, 5′), 160.0 (C-
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4′), 101.9 (C-1′′), 70.2 (C-2′′), 70.3 (C-3′′), 81.9 (C-4′′), 

68.9 (C-5′′ ), 17.2 (C-6′′ ), 104.7 (C-1′′′ ), 74.5 (C-2′′′ ), 

76.6 (C-3′′′), 69.9 (C-4′′′), 76.9(C-5′′′), 62.2 (C-6′′′)。以

上数据与文献[22]报道基本一致 , 确定化合物为山柰

酚-3-O-β-D-葡萄糖-(1→4)-α-L-鼠李糖苷。

化合物7 黄色粉末, 易溶于甲醇, ESI-MS m/z 457 

[M+Na] + , 分子式为 C21H22O10。
1H NMR (500 MHz, 

CD3OD) δH 7.33(2H, d, J = 8.4 Hz, H-2′ , 6′), 6.84 (2H, 

d, J = 8.4 Hz, H-3′, 5′), 6.22 (1H, s, H-8), 6.20 (1H, s, H-

6), 5.40 (1H, m, H-2), 4.99 (1H, d, J = 6.9 Hz, H-1′′ ), 

3.89 (1H, brd, J = 11.9 Hz, H-6′′ a), 3.70 (1H, dd, J = 

11.9, 4.7 Hz, H-6′′b), 3.49～3.34 (4H, m, H-2′′-5′′), 3.18 

(1H, dd, J = 17.2, 13.0 Hz, H-3a), 2.77 (1H, dd, J = 

17.2, 3.3 Hz, H-3b)。 13C NMR (125 MHz, CD3OD) δC 

80.6 (C-2), 44.2 (C-3), 198.6 (C-4), 165.0 (C-5), 98.0 (C-

6), 167.1 (C-7), 96.9 (C-8), 164.6 (C-9), 105.0 (C-10), 

130.8 (C-1′), 129.1 (C-2′, 6′), 116.3 (C-3′, 5′), 159.1 (C-

4′), 101.2 (C-1′′), 74.6 (C-2′′), 77.8 (C-3′′), 71.1 (C-4′′), 

78.3 (C-5′′), 62.3 (C-6′′)。以上数据与文献[23]报道基本

一致, 确定化合物为柚皮素-7-O-β-D-葡萄糖苷。

化合物8 黄色粉末, 易溶于甲醇, ESI-MS m/z 457 

[M+Na] + , 分子式为 C21H22O10。
1H NMR (500 MHz, 

CD3OD) δH 7.28 (2H, d, J = 8.5 Hz, H-2′, 6′), 6.80 (2H, d, 

J = 8.5 Hz, H-3′, 5′), 6.46 (1H, d, J = 2.2 Hz, H-8), 6.11 

(1H, d, J = 2.2 Hz, H-6), 5.29 (1H, dd, J = 13.2, 3.0 Hz, 

H-2), 4.75 (1H, d, J = 7.5 Hz, H-1′′ ), 3.94 (1H, dd, J = 

12.0, 2.0 Hz, H-6′′a), 3.75 (1H, dd, J = 12.0, 5.2 Hz, H-

6′′ b), 3.54～3.42 (4H, m, H-2′′ -5′′ ), 2.97 (1H, dd, J = 

17.3, 13.2 Hz, H-3a), 2.68 (1H, dd, J = 17.3, 3.0 Hz, H-

3b)。 13C NMR (125 MHz, CD3OD) δC 80.3 (C-2), 46.4 

(C-3), 193.2 (C-4), 162.5 (C-5), 100.6 (C-6), 167.4 (C-

7), 99.7 (C-8), 166.7 (C-9), 107.1 (C-10), 131.1 (C-1′ ), 

129.2 (C-2′, 6′), 116.4 (C-3′, 5′), 159.1 (C-4′), 105.2 (C-

1′′ ), 74.8 (C-2′′ ), 77.3 (C-3′′ ), 71.4 (C-4′′ ), 78.8 (C-5′′ ), 

62.7 (C-6′′)。以上数据与文献[24]报道基本一致 , 确定

化合物为 (2S)-helichrysin A。

化合物9 黄色粉末, 易溶于甲醇, ESI-MS m/z 457 

[M+Na] + , 分子式为 C21H22O10。
1H NMR (500 MHz, 

CD3OD) δH 8.01 (1H, d, J = 15.5 Hz, H-8), 7.66 (1H, d, 

J = 15.5 Hz, H-7), 7.60 (2H, d, J = 8.4 Hz, H-2, 6), 6.83 

(2H, d, J = 8.4 Hz, H-3, 5), 6.21 (1H, d, J = 2.2 Hz, H-

5′), 5.99 (1H, d, J = 2.2 Hz, H-3′), 5.13 (1H, d, J = 7.4 Hz, 

H-1′′), 3.92 (1H, m, H-6′′a), 3.75 (1H, d, J = 5.5 Hz, H-

6′′b), 3.55 (1H, s, H-5′′), 3.51 (1H, d, J = 8.4 Hz, H-3′′), 

3.43～3.46 (2H, m, H-2′′ , 4′′ )。 13C NMR (125 MHz, 

CD3OD) δC 128.5 (C-1), 131.7 (C-2, 6), 116.9 (C-3, 5), 

161.1 (C-4), 144.1 (C-7), 125.9 (C-8), 194.5 (C-9), 

107.4 (C-1′), 161.8 (C-2′), 95.7 (C-3′), 166.6 (C-4′), 98.4 

(C-5′), 167.8 (C-6′), 101.8 (C-1′′), 75.0 (C-2′′), 78.5 (C-

3′′), 71.1 (C-4′′), 78.6 (C-5′′), 62.4 (C-6′′)。以上数据与

文献[25]报道基本一致 , 确定化合物为 2′-O-β-D-gluco‐

pyranoside。

3　化合物的酸水解及糖的鉴定

称取化合物 1和 2各 1 mg, 分别加 3.0 mol·L-1盐酸

溶液3.0 mL, 在90 ℃水浴加热2.5 h。将混合物真空浓

缩干燥后加水 (1 mL), 再加等体积的乙酸乙酯 (1 mL × 

3) 萃取三次。水层浓缩干燥得到糖部分。糖部分加

入吡啶 (1 mL)、L-半胱氨酸甲酯盐酸盐 (1 mg), 在

60 ℃水浴下加热 1.5 h, 然后加入邻甲苯异硫氰酸酯 

(20 μL), 在 60 ℃水浴再加热 1.5 h, 得到糖部分的衍生

物。另取D-葡萄糖、L-鼠李糖和D-鼠李糖加L-半胱氨

酸甲酯盐酸盐 (1 mg) 和吡啶 (1 mL) 在 60 ℃水浴下加

热 1.5 h,再加入邻甲苯异硫氰酸酯 (20 μL) 在 60 ℃水

浴下加热 1.5 h。将得到的葡萄糖供试品衍生物和D-

葡萄糖标准品、L-鼠李糖和D-鼠李糖标准品衍生物进

行液质分析。液质分析条件 :TripleTOF 6600 UPLC/

MS(AB SCIEX); Kinetex C18 100Å (2.6 μm, 2.1 mm × 

50 mm); 梯度洗脱: 经 0.1%甲酸水 (A)−甲醇 (B) 等度

洗脱 (0～30 min, 28%B); 柱温 40 ℃ , 体积流量为

0.3 mL·min-1, 进样量为 10 μL; 质谱条件: 正离子模式。

通过对比供试品衍生物与各标准品衍生物的保留时间

和质谱数据, 化合物 1酸水解糖部分衍生物质谱数据 

(m/z 447.125 5 [M+H] + , tR = 8.728 min; m/z 431.129 7 

[M+H]+, tR = 13.551 min), 化合物 2酸水解糖部分衍生

物质谱数据 (m/z 447.125 0 [M+H]+, tR = 8.722 min; m/z 

431.130 9 [M+H]+, tR = 13.546 min), D-葡萄糖标准品衍

生物质谱数据 (m/z 447.125 8 [M+H]+, tR = 8.725 min), 

D-鼠李糖标准品衍生物质谱数据 (m/z 431.130 3 [M+

H]+, tR = 6.855 min), L-鼠李糖标准品衍生物质谱数据 

(m/z 431.130 0 [M+H]+, tR = 13.544 min)。从而确定了化

合物 1 和 2 中的单糖结构片段为 D-葡萄糖和 L-鼠

李糖。

4　α-葡萄糖苷酶抑制活性筛选

采用 4-硝基苯基-β-D-吡喃葡萄糖苷 (PNPG) 法[10]

筛选化合物 1～6、8和 9对 α-葡萄糖苷酶的抑制作用, 

槲皮素为阳性对照药。将样品 (终浓度 50 μmol·L-1) 

与酶溶液 (终浓度0.025 U·mL-1)、缓冲液、底物 (终浓度

1 mmol·L-1) 顺序加入96孔酶标板, 充分混匀, 设置三孔

重复。同时设置不含药物的空白对照和槲皮素 (终浓

度10 μmol·L-1) 阳性对照。37 ℃孵育50 min, 酶标仪测
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定 405 nm处的OD值, 计算得出 α-葡萄糖苷酶活性的

抑制率。选择抑制率大于 40%的样品, 从 50 μmol·L-1

开始梯度稀释 , 按照上述方法操作并计算其 IC50值。

抑制率 (%) = (1 − 实验孔 OD405 nm / 空白孔 OD405 nm) × 

100%。IC50按Reed＆Muench法计算。

作者贡献: 陈辉负责实验设计; 代向阳负责实验实施、数

据处理和论文撰写; 朱研洁和张晓祎参与实验实施; 陈辉、冯

卫生、赵珍珠和孙彦君负责文章的审阅和提出论文写作的

建议。
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