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娇嫩黄堇生物碱成分及脲酶抑制活性研究

崔 佳, 熊邵文, 姜雨辰, 黄昕玥, 李丽梅*

(西南民族大学药学与食品学院, 四川 成都 610041)

摘要: 采用硅胶、碱性氧化铝、MCI、葡聚糖凝胶Sephadex LH-20柱色谱和高效液相色谱等多种色谱技术, 从娇

嫩黄堇 (Corydalis delicatula D. G. Long ) 总生物碱中分离得到 15个生物碱化合物。通过质谱、核磁共振波谱、紫外

可见光谱等方法分别鉴定为 (−) -tetrahydrocorysamine (1)、corysamine (2)、berberrubine (3)、(−) -scoulerine (4)、

bicuculline (5)、(−)-corlumine (6)、scoulerine-β-N-oxide (7)、salutaridine N-oxide (8)、allocryptopine (9)、protopine (10)、

coryximine (11)、cryptopine (12)、cis-N-methylstylopine (13)、hunnemannine (14) 和 corlicatine A (15)。所有化合物均首

次从娇嫩黄堇中分离得到, 其中 corlicatine A (15) 为新化合物。药理活性研究表明, 1对洋刀豆脲酶 (JBU) 的抑制活

性最强, IC50值为 1.28 µmol‧L-1, 优于阳性对照物乙酰氧肟酸 (AHA)。通过无机试剂对生物碱抑制 JBU的影响实验, 

发现四个生物碱 (1、6、11、12) 与无机试剂氟化钠 (NaF) 及丙烯酸丁酯 (BA) 之间存在协同抑制作用。将活性最好的

生物碱 (1) 与 JBU蛋白进行分子对接实验, 未发现与 JBU公认的活性中心位点Ni2+发生作用。结合无机试剂对生物

碱抑制 JBU活性的影响, 推测异喹啉类生物碱对脲酶的抑制作用可能涉及Ni2+以外的其他靶点或机制。
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Study on the alkaloids of Corydalis delicatula D. G. Long and their 

urease inhibitory activity
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(College of Pharmacy and Food, Southwest Minzu University, Chengdu 610041, China)

Abstract: Fifteen compounds were successfully isolated from the total alkaloid content of Corydalis 

delicatula D. G. Long using a variety of chromatographic techniques, including silica gel, basic alumina, MCI, 

Sephadex LH-20 column chromatography, and HPLC. The structures of the isolated compounds were identified as 

(−)-tetrahydrocorysamine (1), corysamine (2), berberrubine (3), (−)-scoulerine (4), bicuculline (5), (−)-corlumine 

(6), scoulerine- β -N-oxide (7), salutaridine N-oxide (8), allocryptopine (9), protopine (10), coryximine (11), 

cryptopine (12), cis-N-methylstylopine (13), hunnemannine (14), and corlicatine A (15) through spectroscopic 

methods such as MS, NMR, and UV. These compounds were isolated for the first time from C. delicatula, and 

corlicatine A (15) is a new compound. Pharmacological testing revealed that compound 1 demonstrated excellent 

inhibition against Jack bean urease (JBU), with an IC50 value of 1.28 µmol‧L-1, surpassing the effectiveness of the 

positive control AHA. The synergistic inhibitory influence on JBU activity by compounds 1, 6, 11, 12 and 

inorganic reagents NaF and BA were proved by addition of competitive inhibitors NaF or BA. The molecular 

docking experiment between the most active alkaloid (−) -tetrahydrocorysamine (1) and the urease protein of the 

JBU was not found to interact with Ni2+, which is recognized as the active site of urease. Consequently, considering 
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the impact of inorganic reagents on the inhibitory properties of alkaloids against JBU, it is hypothesized that the 

inhibitory effect of isoquinoline alkaloids on urease may involve targets or mechanisms other than Ni2+.

Key words: Corydalis delicatula D. G. Long; alkaloid; corlicatine A; urease inhibitor; molecular docking

脲酶 (urease) 作为一些植物、细菌和真菌中发现

的镍依赖性金属酶 , 被证实是多物种的有效毒力因

子[1], 在幽门螺杆菌代谢中, 其毒力是胃黏膜定植所必

须的, 并且是引发强烈免疫应答的有效免疫原[2], 而乙

酰氧肟酸 (AHA) 作为临床实践中被美国食品和药物

管理局批准的标准药物, 其不良反应严重影响了临床

使用[3]。研究和开发不良反应小、效果更好的脲酶抑

制剂在药物化学中一直是活跃领域。

本课题组对多种植物提取物进行了抑制脲酶活性

筛选 , 发现罂粟科 (Papaveraceae) 紫堇属 (Corydalis) 

植物娇嫩黄堇 (Corydalis delicatula D. G. Long) 的总

生物碱对洋刀豆脲酶 (JBU)具有明显的抑制活性, 其

IC50为 0.19 µg‧mL-1。娇嫩黄堇是多年生草本, 高 26～

45 cm。须根多数, 细长。茎直立, 具少数分枝。产自

西藏中南部 (朗县), 生于海拔 274～3 200 m的林下, 不

丹有分布[4]。国内外未见对该植物的化学成分及相关

活性的研究报道。因此, 研究娇嫩黄堇的总生物碱的

化学成分及其脲酶抑制活性, 对脲酶抑制剂的开发及

相关医药领域的研究具有一定意义。本研究从娇嫩黄

堇总生物碱中共分离得到 15 个化合物 (图 1), 其中

corlicatine A (15) 为新化合物。将含量较多的 11个化

合物进行标准酶活性实验, 并测试了无机试剂氟化钠 

(NaF) 及丙烯酸丁酯 (BA) 对化合物 1、6、11和 12抑制

JBU活性的影响, 最后以分子对接的形式探究化合物1

对 JBU蛋白的抑制机制, 为研发新型的脲酶抑制剂提

供一定的理论基础。

结果与讨论

1　新化合物结构鉴定

化合物 15 黄色粉末, HR-ESI-MS给出准分子离

子峰m/z 342.091 8 [M]+ (计算值为342.097 3), 推测分子

式为C18H16NO6
+, 不饱和度为12。1H NMR谱 (600 MHz, 

DMSO-d6) 数据显示 (表 1) 存在 3 个芳香氢信号 [δH 

9.20 (s, 1H, H-8), 7.56 (s, 1H, H-1), 7.14 (s, 1H, H-4)]、2

个亚甲基信号 [δH 4.67 (m, 2H, H-6), 3.07 (m, 2H, H-

5)]、1个亚甲二氧基信号 δH 6.18 (s, 2H, 2-OCH2O-3)、1

个甲氧基信号 δH 3.86 (s, 3H) 和 1 个甲基信号 δH 2.51 

(s, 3H)。 13C NMR 谱 (150 MHz, DMSO-d6) 数据显示 

(表 1) 共 18 个碳原子 , 包括 11 个芳环碳 [δC 150.3 (C-

3), 149.7 (C-10a), 147.5 (C-12), 146.4 (C-2), 144.9 (C-

8), 135.2 (C-4a), 133.7 (C-8a), 130.2 (C-11), 119.4 (C-

12a), 110.1 (C-1), 108.2 (C-4)]、2 个亚甲基碳 [δC 55.3 

(C-6), 26.6 (C-5)]、1 个亚甲二氧基碳 [δC 102.3 (2-

OCH2O-3)]、1 个甲氧基碳 (δC 52.5)、1 个甲基碳 (δC 

18.3) 以及与芳环共轭的 1个羧基 (δC 160.9) 和 1个酯

羰基 (δC 167.0)。以上数据提示化合物 15可能为小檗

碱类生物碱的衍生物[5]。在HMBC谱中 (图 2), H-8与

C-6 (δC 55.3)、C-12 (δC 147.5)、C-10a (δC 149.7)、C-8a 

(δC 133.7) 相关, H-5与 C-4 (δC 108.2)、C-4a (δC 135.2)、

C-6 (δC 55.3)、C-12a (δC 119.4) 相关 , 证明存在异喹啉

结构片段；亚甲二氧基的氢信号 (δH 6.18) 与 C-2 (δC 

146.4)、C-3 (δC 150.3) 相关, 表明亚甲二氧基连在C-2, 

3 位; 甲基信号 (δH 2.51) 与 C-11 (δC 130.2) 相关 , 表明

Figure 1　Structures of compounds 1−15
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甲基连在 C-11; 甲氧基信号 (δH 3.86) 与 C-9 (δC 167.0) 

相关, 表明其与C-9的酸形成甲酯, 使羧酸中碳的化学

位移向低场变化; H-8与C-9 (δC 167.0) 相关, 进一步证

明羧酸甲酯连在 C-8a。至此 , 再结合 HR-ESI-MS, 可

以推测羧基位于C-10。综上所述, 确定化合物 15的结

构, 命名为 corlicatine A。

2　对JBU的抑制活性

2.1　对 JBU抑制活性的筛选　娇嫩黄堇中分离得到

含量较多的 11个化合物 1、2、4～7、9～13对 JBU的抑

制活性见表 2。由表 2可知, 11个化合物均表现出不同

程度的抑制活性, 化合物 1、4、5、7、11、12和 13对 JBU

的抑制活性均强于阳性对照 AHA。其中 (−)-tetrahy‐

droeorysamine (1) 对 JBU的抑制活性最强, IC50值明显

小于阳性对照物AHA, 为1.28 ± 0.02 µmol‧L-1。

2.2　无机试剂对生物碱抑制 JBU作用的测试　在无

机试剂对生物碱抑制 JBU影响的测试中, 将上述 11个

生物碱化合物分类后, 选取每种类型中含量较多、活性

较好的 4个化合物 1、12、11和 6, 测试其在竞争性抑制

剂无机试剂的影响下, 对 JBU抑制活性的作用。结果

如图 3, 4个生物碱与NaF及BA对 JBU的抑制作用程

度均不相同, 但在BA或NaF存在下 4个生物碱灭活的

JBU残留活性均低于单独使用无机试剂时的残留酶活

性, 表明 4个生物碱与无机试剂NaF及BA之间可能对

JBU具有协同抑制作用。

3　娇嫩黄堇生物碱单体与 JBU 活性部位分子对接

研究

选取抑制活性最强的化合物 1与底物 JBU蛋白进

行分子对接研究。在对接实验中, 选取 JBU活性中心

Figure 2　Key HMBC correlations of compound 15

Table 2　Inhibitory activity of major compounds from C. delicatula 

on Jack bean urease (JBU). AHA: Acetohydroxamic acid

Compound
1
2
4
5
6
7
9

10
11
12
13

AHA

IC50 / µmol‧L-1

1.28 ± 0.02
45.67 ± 0.13
15.04 ± 0.32
24.23 ± 0.32
61.95 ± 0.29
22.92 ± 0.03
70.44 ± 0.38
94.83 ± 0.28
39.28 ± 0.23

8.21 ± 0.13
32.29 ± 0.48
41.96 ± 0.02

Table 1　 1H NMR (600 MHz) and 13C NMR (150 MHz) data of 

compound 15 in DMSO-d6

No.
1
2
3
4
4a
5
6
8
8a
10a
11
12
12a

2-OCH2O-3
-CH3

-COOH
-COOCH3

-COOCH3

δH

7.56 (s, 1H)

7.14 (s, 1H)

3.07 (m, 2H)
4.67 (m, 2H)
9.20 (s, 1H)

6.18 (s, 2H)
2.51 (s, 3H)

3.86 (s, 3H)

δC

110.1
146.4
150.3
108.2
135.2

26.6
55.3

144.9
133.7
149.7
130.2
147.5
119.4
102.3

18.3
160.9

52.5
167.0

Figure 3　Residual enzymatic activity under the action of com‐

pounds and inorganic reagents. A: Compound 1; B: Compound 12; 

C: Compound 6; D: Compound 11. n = 3, x̄ ± s. *P < 0.05, **P < 

0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.0001. T: ( −) -Tetrahydroeorysamine; 

BA: Butyl acrylate; Cpn: Cryptopine; Clm: ( −) -Corlumine; Crx: 

Coryximine
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的两个镍离子的平均坐标为中心, 逐步缩小对接盒子

的体积, 最终确定化合物 1与 JBU的最佳结合构象, 其

结构能为−6.6 kcal‧mol-1。从图 4中看出化合物 1的游

离甲基与残基HIS593通过Pi-Sigma键稳定结合, 两个

苯环分别与 ASP494 及 ALA436 残基通过 Pi-Anion 及

Pi-Alkyl键相互作用, 其中一个环氧亚甲基的O与残基

HIS594形成C-H作用键, 整个生物碱基团与LEU523、

CME592及ARG439残基通过范德华力固定于活性空

腔中。从对接图中并未看出生物碱分子与 JBU公认活

性中心Ni2+发生明显的相互作用。

4　讨论

本研究首次发现娇嫩黄堇总生物碱对 JBU有明显

的抑制活性 , 随后从总生物碱中分离得到 15 个化合

物, 其中化合物 15为新化合物, 揭示了娇嫩黄堇化学

成分的多样性。并且将分离得到含量较多的 11个化

合物进行 JBU抑制活性研究, 结果表明 11个化合物对

JBU均表现出不同程度的抑制作用, 其中化合物 1的

抑制活性最强, 且强于阳性对照AHA。其中 4个生物

碱 (1、6、11、12) 与无机试剂 NaF及 BA 之间可能存在

对 JBU活性的协同抑制作用。通过分子对接初步探究

化合物1对 JBU的抑制机制, 结果表明化合物1的不同

特征基团均对不同的氨基酸残基产生作用, 从而将生

物碱固定于 JBU活性空腔中, 但并未对公认的 JBU活

性中心 Ni2+有明显的作用, 结合无机试剂实验推测异

喹啉类生物碱对 JBU的抑制作用可能涉及Ni2+以外的

其他靶点或机制。因此, 后续将进一步研究娇嫩黄堇

中生物碱化合物对 JBU抑制作用的机制和靶点, 为开

发效果更好、不良反应更小的脲酶抑制剂提供新的思

路和方向。

实验部分

400、600 MHz 核磁共振波谱仪 (德国 Bruker 公

司), SPD-16 高效液相色谱仪 (岛津仪器有限公司), 

LC-100 伍丰液相色谱仪 (上海伍丰科学仪器有限公

司), 质谱 (Waters Vion IMS QTof), CYT5M 多功能全

波长酶标仪 (美国伯腾仪器有限公司), TU-1901双光

束紫外可见分光光度计 (北京普析通用仪器有限

公司)。

碘化铋钾 (国药集团化学试剂有限公司), 氘代试

剂 (99.8%, 美国剑桥同位素实验有限公司), 乙酰氧肟

酸 (西亚试剂有限公司), PBS 缓冲溶液 (pH 7.2～7.4) 

(上海通蔚生物有限公司), 二甲基亚砜 (DMSO, 天津

金瑞特试剂有限公司), JBU、尿素 (源叶生物有限公

司), 甲醇、氯仿、石油醚、乙酸乙酯等试剂均为分析纯, 

由成都力信和化工有限责任公司提供。

娇嫩黄堇全草 2019 年 7 月采自云南腾冲 , 由西

南民族大学药学与食品学院吕露阳副教授鉴定为

娇嫩黄堇 (Corydalis delicatula D. G. Long), 标本 (No. 

LMCD1907) 存放于西南民族大学药学与食品学院。

1　提取与分离

称取干燥的娇嫩黄堇 10 kg, 粉碎后用甲醇浸泡提

取 3次, 浸泡时间依次为 48、24、24 h, 提取液减压浓缩

得到浸膏。将浸膏分散于 2%的HCl溶液中, 所得酸提

取液合并后用氯仿等体积萃取 3次, 酸水层用氨水碱

化 (pH 9～10) 后抽滤, 除去固体杂质, 滤液继续用氯

仿萃取 3次, 将氯仿层减压浓缩回收溶剂, 得到总生物

碱 (155.8 g)。总生物碱 (155.5 g) 经 200～300 目硅胶

柱色谱分离, 以氯仿−甲醇 (1∶0→0∶1)进行梯度洗脱。

回收溶剂TLC检测后并以碘化铋钾试液进行显色, 合

并相同组分, 共得到11个组分 (Fr.A～K)。

Fr.A (25.9 g) 经 200～300 目硅胶柱色谱分离 , 以

石油醚−氯仿 (50∶1→1∶1) 进行梯度洗脱, 得到化合物

1 (13.0 mg)。Fr.A和 Fr.B (6.9 g) 中析出大量黄色针状

晶体, 即为化合物2 (1.5 g)。

Fr.C (9.5 g) 经 200～300 目碱性氧化铝柱色谱分

离 , 以氯仿−甲醇 (1∶0→0∶1) 进行梯度洗脱得到 Fr.

C1～C10。Fr.C10 经 MCI 柱 , 以甲醇−水 (0∶1→1∶0) 

进行梯度洗脱, 得到化合物3 (17.0 mg)。

Fr.D (6.4 g) 经 200～300 目碱性氧化铝柱色谱分

离 , 以氯仿−甲醇 (1∶0→0∶1) 进行梯度洗脱得到 Fr.

D1～Fr. D4。 Fr. D1 经制备 HPLC 纯化 (甲醇 −水 = 

9∶20, 0.1% 三乙胺 , 30 mL‧min-1), 得到化合物 4 (tR = 

Figure 4　The docking conformation of compound 1 with JBU
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19.1 min, 25.0 mg)。Fr.D2 经制备 HPLC 纯化 (甲醇−
水 = 11∶20, 0.1% 三乙胺, 30 mL‧min-1), 得到化合物 5 

(tR = 16.3 min, 35.0 mg); Fr.D3 经制备 HPLC 纯化 (甲

醇−水 = 33∶50, 0.1% 三乙胺 , 30 mL‧min-1), 得到化合

物 6 (tR = 22.3 min, 68.0 mg); Fr.D4经制备 HPLC 纯化 

(甲醇−水 = 7∶10, 0.1%三乙胺, 30 mL‧min-1), 得到化合

物 7 (tR = 25.1 min, 15.0 mg)、化合物 8 (tR = 36.3 min, 

23.0 mg)。

Fr.G (7.6 g) 经大孔吸附树脂, 甲醇−水 (0∶1→1∶0) 

梯度洗脱后得到Fr.G1～G6。Fr.G2再经200～300目碱

性氧化铝柱色谱分离, 以氯仿−甲醇 (20∶1→15∶1) 进行

梯度洗脱, 得到化合物15 (2.5 mg)。

Fr.H (40.2 g) 经 200～300目碱性氧化铝柱色谱分

离 , 以氯仿−甲醇 (1∶0→0∶1) 进行梯度洗脱得到 Fr.

H1～H4, 其中 Fr.H3析出化合物 11 (135.0 mg)。Fr.H1

经制备 HPLC 纯化 (甲醇−水 = 77∶100, 0.1% 三乙胺 , 

10 mL‧min-1), 得到化合物 9 (tR = 30.0 min, 230.0 mg); 

Fr.H2经制备HPLC纯化 (甲醇−水 = 3∶5, 0.1%三乙胺, 

10 mL‧min-1), 得到化合物 10 (tR = 35.2 min, 170.0 mg); 

Fr.H4经制备HPLC纯化 (甲醇−水 = 9∶20, 0.1%三乙胺, 

10 mL‧min-1), 得到化合物12 (tR = 55.2 min, 250.0 mg)。

Fr.J (4.8 g) 经MCI柱, 以甲醇−水 (0∶1→1∶0) 进行

梯度洗脱得 Fr.J1～J3, 其中 Fr.J2中析出白色粉末, 即

化合物 13 (500.0 mg)。Fr.J3用ODS柱色谱分离, 以甲

醇−水 (0∶1→1∶0) 进行梯度洗脱后, 继续进行硅胶柱

色谱分离, 以乙酸乙酯−甲醇 (50∶0→5∶1) 进行梯度洗

脱, 得到化合物14 (4.0 mg)。

2　结构鉴定

化合物 1 无色柱晶; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) 

δH: 0.95 (3H, d, J = 8.0 Hz, 13-CH3), 2.58 (2H, m, H-5), 

3.08 (1H, m, H-6a), 3.15 (1H, m, H-13), 3.23 (1H, m, H-

6b), 3.48 (1H, d, J = 15.3 Hz, H-8a), 3.70 (1H, brs, H-

14), 4.06 (1H, d, J = 15.3 Hz, H-8b), 5.93, 5.91 (each 

1H, s, 2-OCH2O-3), 5.96, 5.95 (each 1H, s, 9-OCH2O-

10), 6.60 (1H, s, H-1), 6.68 (3H, m, H-4,11,12); 13C NMR 

(100 MHz, CDCl3) δC: 18.5 (13-CH3), 29.9 (C-5), 38.8 (C-

13), 51.3 (C-6), 53.4 (C-8), 63.6 (C-14), 100.9 (2-

OCH2O-3), 101.2 (9-OCH2O-10), 105.7 (C-1), 106.9 (C-

11), 108.4 (C-4), 116.9 (C-8a), 121.4 (C-12), 129.4 (C-

14a), 129.7 (C-4a), 136.0 (C-12a), 143.2 (C-2), 144.8 (C-

3), 145.8 (C-10), 146.5 (C-9)。 1H NMR 与 13C NMR 数

据与文献[6]对照一致, 因此鉴定化合物 1为 (−)-tetrahy‐

drocorysamine。

化合物2 黄色针晶; 1H NMR (400 MHz, CD3OD) 

δH: 2.99 (3H, s, 13-CH3), 3.16 (2H, m, H-5), 4.77 (2H, m, 

H-6), 6.12 (2H, s, 2-OCH2O-3), 6.49 (2H, s, 9-OCH2O-

10), 7.04 (1H, s, H-4), 7.34 (1H, s, H-1), 7.91 (1H, d, J = 

8.0 Hz, H-12), 8.01 (1H, d, J = 8.0 Hz, H-11), 9.73 (1H, 

s, H-8); 13C NMR (100 MHz, CD3OD) δC: 18.7 (13-CH3), 

29.1 (C-5), 58.6 (C-6), 103.6 (2-OCH2O-3), 106.3 (9-

OCH2O-10), 109.2 (C-1), 111.8 (C-4), 112.9 (C-11), 

120.6 (C-12), 121.4 (C-14a), 121.9 (C-4a), 132.8 (C-13), 

134.5 (C-12a), 134.8 (C-8a), 137.5 (C-14), 143.8 (C-8), 

146.7 (C-10), 148.6 (C-9), 149.2 (C-2), 151.3 (C-3)。
1H NMR与 13C NMR数据与文献[5]对照一致, 因此鉴定

化合物2为 corysamine。

化合物 3 砖红色粉末 ; 1H NMR (400 MHz, 

DMSO-d6) δH: 3.19 (2H, m, H-5), 3.87 (3H, s, -OCH3), 

4.87 (2H, m, H-6), 6.52 (2H, s, 2-OCH2O-3), 7.05 (1H, 

s, H-4), 7.54 (1H, s, H-1), 7.88 (1H, d, J = 8.7 Hz, H-

11), 8.02 (1H, d, J = 8.7 Hz, H-12), 8.84 (1H, s, H-13), 

9.92 (1H, s, H-8); 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δC: 

25.9 (C-5), 55.5 (C-6), 55.9 (-OCH3), 104.4 (2-OCH2O-

3), 111.4 (C-4), 111.7 (C-1), 112.1 (C-11), 119.2 (C-8a), 

120.5 (C-14a), 120.9 (C-13), 121.8 (C-12), 127.0 (C-4a), 

132.5 (C-12a), 137.2 (C-14), 143.7 (C-9), 144.5 (C-8), 

146.4 (C-2), 146.9 (C-3), 150.6 (C-10)。 1H NMR 与 
13C NMR数据与文献[7]对照一致, 因此鉴定化合物 3为

berberrubine。

化合物 4 无色方晶; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) 

δH: 2.64 (2H, m, H-5), 2.83 (1H, m, H-13a), 3.14 (1H, 

m, H-6a) 3.22 (2H, m, H-6b, 13b), 3.50 (1H, d, J = 

15.6 Hz, H-8a), 3.54 (1H, m, H-14), 3.87 (6H, s, 3, 10-

OCH3), 4.24 (1H, d, J = 15.6 Hz, H-8b), 6.59 (1H, s, H-

4), 6.66 (1H, d, J = 8.1 Hz, H-12), 6.73 (1H, d, J = 8.1 Hz, 

H-11), 6.82 (1H, s, H-1); 13C NMR (100 MHz, CDCl3) 

δC: 29.8 (C-5), 36.3 (C-13), 51.7 (C-6), 53.6 (C-8), 56.1 

(10-OCH3), 56.3 (3-OCH3), 59.3 (C-14), 109.2 (C-1), 

110.7 (C-11), 111.5 (C-4), 119.4 (C-12), 121.7 (C-8a), 

126.3 (C-14a), 128.3 (C-12a), 130.6 (C-4a), 141.7 (C-9), 

144.1 (C-10), 144.2 (C-3), 145.2 (C-2)。 1H NMR 与 
13C NMR数据与文献[8]对照一致, 因此鉴定化合物 4为 

(−)-scoulerine。

化合物5 淡黄色粉末; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) 

δH: 2.23 (1H, m, H-4a), 2.55 (5H, m, H-3a, 4b, N-CH3), 

2.84 (1H, m, H-3b), 4.04 (1H, d, J = 4.0 Hz, H-1), 5.56 

(1H, d, J = 4.0 Hz, H-9), 5.94 (2H, s, 4′-OCH2O-5′ ), 

6.17 (3H, m, H-2′, 6-OCH2O-7), 6.48 (1H, s, H-8), 6.58 

(1H, s, H-5), 6.91 (1H, d, J = 8.0 Hz, H-3′ ); 13C NMR 

(100 MHz, CDCl3) δC: 29.9 (C-4), 45.2 (N-CH3), 49.4 
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(C-3), 66.1 (C-1), 85.0 (C-9), 101.0 (6-OCH2O-7), 103.3 

(4′-OCH2O-5′ ), 107.8 (C-8), 108.6 (C-5), 110.3 (C-3′ ), 

113.2 (C-6′ ), 115.6 (C-2′ ), 124.5 (C-4a), 130.6 (C-8a), 

140.4 (C-1′ ), 144.6 (C-5′ ), 146.0 (C-7), 146.9 (C-6), 

149.2 (C-4′), 167.4 (C-10)。 1H NMR 与 13C NMR 数据

与文献[9]对照一致, 因此鉴定化合物5为bicuculline。

化合物6 白色针晶; 1H NMR (400 MHz, CD3OD) 

δH: 2.44 (1H, m, H-4a), 2.58 (3H, s, N-CH3), 2.63 (1H, 

m, H-4b), 2.70 (1H, m, H-3a), 3.01 (1H, m, H-3b), 3.50 

(3H, s, 6-OCH3), 3.78 (3H, s, 7-OCH3), 4.15 (1H, m, H-

1), 5.84 (1H, m, H-9), 6.12 (2H, s, 4′-OCH2O-5′ ), 6.16 

(1H, s, H-8), 6.55 (1H, d, J = 8.0 Hz, H-2′), 6.67 (1H, s, 

H-5), 7.09 (1H, d, J = 8.0 Hz, H-3′); 13C NMR (100 MHz, 

CD3OD) δC: 27.1 (C-4), 44.5 (N-CH3), 49.9 (C-3), 56.3 

(6-OCH3), 66.9 (C-1), 85.4 (C-9), 104.8 (4′-OCH2O-5′ ), 

110.7 (C-6′ ), 112.1 (C-8), 112.7 (C-5), 114.7 (C-3′ ), 

116.8 (C-2′ ), 123.8 (C-4a), 130.5 (C-8a), 142.4 (C-1′ ), 

146.0 (C-5′ ), 148.0 (C-7), 149.6 (C-6), 150.6 (C-4′ ), 

166.9 (C-10)。1H NMR与 13C NMR数据与文献[10]对照

一致, 因此鉴定化合物6为 (−)-corlumine。

化合物7 黄色粉末; 1H NMR (400 MHz, CD3OD) 

δH: 2.76 (1H, m, H-5a), 3.28 (2H, m, H-13), 3.37 (1H, 

m, H-6a), 3.57 (1H, m, H-5b), 3.72 (1H, m, H-6b), 3.77 

(3H, s, 10-OCH3), 3.81 (3H, s, 3-OCH3), 4.57 (3H, m, H-

8, 14), 6.74 (2H, s, H-1, 4), 6.75 (1H, d, J = 8.0 Hz, H-

12), 6.84 (1H, d, J = 8.0 Hz, H-11); 13C NMR (100 MHz, 

CD3OD) δC: 25.9 (C-5), 30.5 (C-13), 56.3 (10-OCH3), 

56.5 (3-OCH3), 65.3 (C-6), 67.6 (C-8), 68.8 (C-14), 111.8 

(C-11), 112.4 (C-4), 113.5 (C-1), 117.3 (C-8a), 119.9 (C-

12), 124.4 (C-4a), 125.7 (C-14a), 126.5 (C-12a), 144.4 

(C-9), 146.7 (C-3), 146.9 (C-10), 148.6 (C-2)。1H NMR

与 13C NMR数据与文献[11]对照一致, 因此鉴定化合物

7为 scoulerine-β-N-oxide。

化合物8 黄色粉末; 1H NMR (400 MHz, CD3OD) 

δH: 2.38 (1H, m, H-15a), 2.44 (1H, m, H-16a), 3.22 (2H, 

m, H-15b, 16b), 3.30 (3H, overlapped, N-CH3), 3.49 

(2H, m, H-10), 3.75 (3H, s, 6-OCH3), 3.86 (3H, s, 3-

OCH3), 4.29 (1H, m, H-9), 6.45 (1H, s, H-8), 6.69 (1H, 

d, J = 8.3 Hz, H-1), 6.92 (1H, d, J = 8.3 Hz, H-2), 7.80 

(1H, s, H-5); 13C NMR (150 MHz, CD3OD) δC: 34.3 (C-

10), 36.4 (C-15), 43.6 (C-13), 55.4 (N-CH3), 56.8 (6-

OCH3), 57.6 (3-OCH3), 62.0 (C-16), 77.7 (C-9), 112.2 

(C-2), 120.0 (C-1), 122.1 (C-5), 124.7 (C-12), 126.1 (C-

11), 127.5 (C-8), 145.7 (C-4), 148.7 (C-3), 152.0 (C-6), 

158.4 (C-14), 182.2 (C-7)。1H NMR与 13C NMR数据与

文献[12]对照一致, 因此鉴定化合物 8为 salutaridine N-

oxide。

化合物 9 白色粉末; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) 

δH: 1.88 (3H, s, N-CH3), 2.36～3.40 (6H, m, H-5, 6, 13), 

3.74 (2H, d, J = 16.2 Hz, H-8), 3.76 (3H, s, 9-OCH3), 

3.83 (3H, s, 10-OCH3), 5.90 (2H, s, 2-OCH2O-3), 6.61 

(1H, s, H-1), 6.78 (1H, d, J = 8.2 Hz, H-12), 6.89 (1H, d, 

J = 8.2 Hz, H-11), 6.93 (1H, s, H-4); 13C NMR (150 MHz, 

CDCl3) δC: 32.3 (C-5), 41.3 (N-CH3), 44.8 (C-13), 50.8 

(C-8), 55.7 (10-OCH3), 57.5 (C-6), 60.8 (9-OCH3), 101.3 

(2-OCH2O-3), 109.2 (C-4), 110.4 (C-1), 110.7 (C-11), 

127.7 (C-12), 128.5 (C-8a), 129.5 (C-12a), 132.8 (C-14a), 

134.9 (C-4a), 146.1 (C-3), 147.4 (C-10), 148.1 (C-2), 

151.1 (C-9), 191.9 (C-14)。1H NMR与 13C NMR数据与

文献[13]对照一致, 因此鉴定化合物9为 allocryptopine。

化合物10 白色粉末; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) 

δH: 1.94 (3H, s, N-CH3), 2.38～3.88 (8H, m, H-5, 6, 8, 13), 

5.95 (2H, s, -OCH2O-), 5.97 (2H, s, -OCH2O-), 6.69 (3H, 

m, H-4, 11, 12), 6.92 (1H, s, H-1); 13C NMR (100 MHz, 

CDCl3) δC: 31.9 (C-5), 41.6 (N-CH3), 46.6 (C-13), 51.0 

(C-8), 58.0 (C-6), 101.0 (-OCH2O- ), 101.3 (-OCH2O- ), 

106.9 (C-11), 108.3 (C-1), 110.6 (C-4), 118.0 (C-8a), 

125.2 (C-12), 129.1 (C-12a), 132.9 (C-14a), 136.3 (C-

4a), 146.0 (C-10), 146.1 (C-9), 146.5 (C-2), 148.1 (C-3)。
1H NMR 与 13C NMR 数据与文献[14]对照一致 , 因此鉴

定化合物10为protopine。

化合物 11 无色棱柱状晶体; 1H NMR (400 MHz, 

CDCl3) δH: 2.52 (3H, s, N-CH3), 2.72～3.04 (4H, m, H-

3, 4), 3.32 (1H, m, H-9a), 3.55 (1H, dd, J = 18.4, 5.0 Hz, 

H-9b), 4.12 (1H, m, H-1), 5.95 (2H, s, 6-OCH2O-7), 

6.06 (2H, s, 4′-OCH2O-5′ ), 6.40 (1H, d, J = 7.9 Hz, H-

2′), 6.43 (1H, s, H-8), 6.60 (1H, s, H-5), 6.68 (1H, d, J = 

7.9 Hz, H-H-3′ ); 13C NMR (100 MHz, CDCl3) δC: 24.5 

(C-4), 42.1 (C-9), 42.8 (N-CH3), 48.5 (C-3), 66.7 (C-1), 

101.4 (6-OCH2O-7), 101.9 (4′-OCH2O-5′ ), 107.7 (C-8), 

108.4 (C-5), 108.9 (C-3′ ), 121.9 (C-6′ ), 123.9 (C-2′ ), 

125.6 (C-4a), 125.9 (C-1′ ), 127.5 (C-8a), 146.9 (C-5′ ), 

147.2 (C-7), 147.4 (C-6), 147.6 (C-4′), 169.1 (-COOH)。
1H NMR 与 13C NMR 数据与文献[15]对照一致 , 因此鉴

定化合物11为 coryximine。

化合物12 黄色针晶; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) 

δH: 2.00 (3H, s, N-CH3), 2.73 (2H, m, H-5), 3.27 (1H, m, 

H-6a), 3.50 (2H, m, H-6b), 3.71 (2H, m, H-13), 3.84 (2H, 

m, H-8), 3.89 (6H, s, 2, 3-OCH3), 5.93 (2H, s, 9-OCH2O-

10), 6.68 (3H, m, H-11, 12, 4), 7.01 (1H, s, H-1); 13C NMR 

·· 3136



崔 佳等: 娇嫩黄堇生物碱成分及脲酶抑制活性研究

(100 MHz, CDCl3) δC: 31.7 (C-5), 41.7 (N-CH3), 45.6 

(C-13), 51.0 (C-8), 56.1 (2, 3-OCH3), 57.5 (C-6), 101.1 

(9-OCH2O-10), 107.2 (C-11), 112.1 (C-1), 113.4 (C-4), 

116.8 (C-8a), 124.8 (C-12), 129.0 (C-12a), 130.5 (C-4a), 

134.0 (C-14a), 146.2 (C-9), 146.3 (C-10), 147.4 (C-2), 

149.6 (C-3), 180.6 (C-14)。1H NMR与 13C NMR数据与

文献[16]对照一致, 因此鉴定化合物12为 cryptopine。

化合物13 白色针晶; 1H NMR (400 MHz, CD3OD) 

δH: 3.19 (1H, m, H-5a), 3.31 (6H, m, N-CH3, H-5b,13), 

3.49 (1H, dd, J = 18.4, 5.1 Hz, H-6a), 3.66 (1H, m, H-

6b), 3.88 (1H, m, H-8a), 4.81 (2H, m, H-8b, 14), 6.00 

(4H, m, 2-OCH2O-3, 9-OCH2O-10), 6.82 (4H, m, H-1, 

4, 11, 12); 13C NMR (100 MHz, CD3OD) δC: 23.5 (C-5), 

34.7 (C-13), 50.9 (N-CH3), 53.5 (C-6), 59.7 (C-8), 67.6 

(C-14), 103.0 (2-OCH2O-3), 103.5 (9-OCH2O-10), 107.7 

(C-4), 109.4 (C-11), 110.1 (C-1), 122.4 (C-12, 4a), 123.4 

(C-8a), 123.8 (C-14a), 125.9 (C-12a), 145.6 (C-3), 148.0 

(C-10), 148.6 (C-2), 150.1 (C-9)。1H NMR 与 13C NMR

数据与文献[17]对照一致, 因此鉴定化合物 13为 cis-N-

methylstylopine。

化合物14 无色晶体; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) 

δH: 2.07 (3H, s, N-CH3), 2.78 (2H, m, H-5), 2.95 (2H, m, 

H-6), 3.69 (2H, m, H-13), 3.86 (2H, m, H-8), 3.87 (3H, s, 

10-OCH3), 5.94 (2H, s, 2-OCH2O-3), 6.62 (1H, s, H-4), 

6.69 (1H, d, J = 8.2 Hz, H-12), 6.75 (1H, d, J = 8.2 Hz, 

H-11), 6.95 (1H, s, H-1); 13C NMR (150 MHz, CDCl3) 

δC: 30.9 (C-5), 41.5 (N-CH3), 45.2 (C-13), 51.0 (C-8), 56.2 

(10-OCH3), 57.1 (C-6), 101.4 (2-OCH2O-3), 108.7 (C-

1), 109.4 (C-4), 110.2 (C-11), 128.0 (C-12, 8a), 129.7 (C-

12a), 132.7 (C-4a), 135.6 (C-14a), 143.9 (C-9), 145.6 (C-

2), 146.4 (C-3), 148.2 (C-10), 193.5 (C-14)。 1H NMR

与 13C NMR数据与文献[18]对照一致, 因此鉴定化合物

14为hunnemannine。

化合物 15 黄色粉末, UV (MeOH) λmax log (ε) 200 

(4.88), 290 (4.00), 380 (4.09) nm; 1H NMR (600 MHz, 

DMSO-d6) 和
13C NMR (150 MHz, DMSO-d6) 数据见表1, 

分子式为 C18H16NO6
+, HR-RES-MS m/z 342.091 8 [M]+ 

(计算值为342.097 3)。

3　抑制JBU活性的研究

3.1　对 JBU抑制活性的筛选　在 96孔板中分别加入

50 µL 浓度为 0.25 mg‧mL-1 的 JBU 溶液和一系列浓

度梯度的娇嫩黄堇总生物碱及其 11个生物碱单体, 于

预设温度为 37 ℃的多功能酶标仪中振荡混匀 , 孵育

20 min后加入 100 µL尿素配制液, 振荡混匀后继续孵

育 20 min。然后加入Berthelot显色液 (先加A液后加

B 液, 各 25 µL), 混匀后反应 10 min, 在酶标仪中测定

635 nm处加入显色液前后 10 min的吸光度, 计算 OD

实验值, 每个浓度测三组平行。加入相应体积的PBS-

EDTA溶液作空白对照, 求得相应的OD空白值。根据

公式1计算抑制率。

抑制率 (%) = ( OD 空白 − OD 抑制剂) ∕ OD 空白 × 100%

(1)

3.2 无机试剂对生物碱抑制 JBU 作用的测试 NaF

是竞争性慢结合抑制剂与经典竞争性脲酶抑制剂BA

通常作为竞争性抑制剂来研究抑制剂的抑制靶点是否

为脲酶的活性位点Ni2+。为测试生物碱单体对 JBU的

抑制靶点是否为公认活性中心Ni2+, 在 96孔板中以相

同方法加入 JBU溶液和 5 mmol‧L-1BA或 NaF, 孵育完

成后, 加入Berthelot显色液, 反应 10 min, 在酶标仪中

测定 635 nm处加入显色液前后 10 min的吸光度, 测三

组平行后根据公式 2算出残余酶活性。以相同方法, 

加入相应体积的 PBS-EDTA溶液作空白对照, 测三组

平行后算出残余酶活性。

残余酶活性RA (%) = 100% – [(OD 抑制剂 – 

OD 空白) ∕ OD 空白]% (2)

4　娇嫩黄堇生物碱单体与 JBU 活性部位分子对接

研究

从Protein Data Bank蛋白数据库中下载JBU蛋白三

维结构 (PDB ID: 3LA4), 分辨率2.05 Å。通过Dsicovery 

Studio 2019 软件对其进行预处理 , 在使用 AutoDock‐

Tools软件将处理过的蛋白转化为 pdbqt文件。将 (−)-

tetrahydrocorysamine (1) 单体的 2D 结构导入 Chem3D

软件中, 获取化合物的 3D结构并进行能量优化, 并同

样运行AutoDockTools软件进行预处理, 转化为 pdbqt

文件。以 JBU活性中心的两个镍离子的平均坐标为中

心, 形成对接的活性口袋。运用 vina进行分子对接, 计

算结果小于 0 kcal‧mol-1则表明化合物可与蛋白结构相

结合, 能量越低, 结构构象越稳定。

5　统计学分析

使用 GraphPad Prism 8 软件进行统计学分析 , 所

有实验组均重复 3次 (n = 3), 数据均采用 x̄ ± s表示, 两

组间均数采用 t检验进行比较, P < 0.05表示差异具有

统计学意义。
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