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万寿菊根中一个新的双取代丁二酸酯
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摘要: 采用硅胶柱色谱、Sephadex LH-20色谱等技术从万寿菊根的 95%乙醇提取物中分离得到 9个化合物, 利

用波谱法对其进行结构鉴定, 分别为: 5-羟甲基糠醛基-甲基-丁二酸酯 (1)、5,7,3'-三羟基-3,6,4'-三甲氧基黄酮 (2)、丁

香酸 (3)、5,7,4'-三羟基-3,6-二甲氧基黄酮 (4)、万寿菊素-4'-甲氧基-7-O-β-D-葡萄糖苷 (5)、万寿菊苷 (6)、5,3'-二羟基-

3,6,4'-三甲氧基-黄酮-7-O-β-D-葡萄糖苷 (7)、2,2'-二联噻吩-5-醇 (8) 和 3-羟基-4-甲氧基苯甲酸 (9)。其中化合物 1为

新化合物, 化合物 8为首次从天然来源分离得到, 化合物 2、4、5、9为首次在该属植物中分离得到。通过测定比较不

同化合物对大豆胞囊线虫的生物活性及毒力, 测得化合物 1～8对大豆胞囊线虫均具有毒杀作用, 化合物 3和 7的

ED50均为0.008 μg·mL-1, 表现出更强的毒杀作用。
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Abstract: Nine compounds were isolated from 95% ethanol extract of the roots of Tagates erecta by silica gel

column chromatography and Sephadex LH-20 chromatography. Their structures were identified by spectroscopic

data as 5-hydroxymethylfurfuryl methyl succinate (1), 5,7,3'-trihydroxyl-3,6,4'-trimethoxylflavone (2), syringic acid

(3), 5,7,4'- trihydroxyl-3,6-trimethoxylflavone (4), patuletin-4'-methoxyl-7-O -β -D-glucopyranoside (5), patulitrin

(6), 5,3'-dihydroxyl-3,6,4'-trimethoxylflavone-7-O- β -D-glucopyranoside (7), (2,2'-biththiophen)-5-ol (8), and

3-hydroxyl-4-methoxyl benzoic acid (9). Among them, compound 1 is a new disubstituted succinate and compound

8 was isolated from a natural resource for the first time. Compounds 2, 4, 5 and 9 were isolated from this genus

for the first time. By measuring the biological activity and virulence of different compounds against soybean cyst

nematode, it has found that compounds 1-8 exhibited a toxic effect on soybean cyst nematode, and ED50 values

indicate that compounds 3 and 7 are the most potent, with ED50 values of 0.008 μg·mL-1.
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万寿菊 (Tagetes erecta L. ) 为菊科万寿菊属1年生

草本植物, 又称非洲金盏花、臭芙蓉等。由于其花具有

花形较大、绚丽多彩、易于栽培等特点, 目前已经在世

界各地广泛引种。除作为一般观赏花卉外, 该植物的

花、叶和根均可入药, 有消热、化痰、补血通经、去淤生
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新等功效[1]。万寿菊全株提取的精油具有独特香气 ,

可用于香精、香水的调制, 具有杀菌、消炎和活血通经

的功能。其花含有大量的天然色素而受到特别的重

视, 目前的研究内容也主要集中在花部, 包括花的挥发

油类、黄酮类及噻吩类等化学成分研究。近些年, 多方

报道万寿菊作为提取叶黄素的原料种植面积正在不断

增大, 万寿菊花作为提取叶黄素的主要部位, 仅占万寿

菊全株生物质量的 10%左右, 万寿菊的非花部位据报

道在农业方面亦有很好的杀虫等生物活性[2], 因此为

合理的利用开发生物资源, 从资源学高效利用的角度

还是作为将来的天然药物来源之一, 万寿菊其他部位

的化学成分研究也必将是建立生物资源效应物质量控

制的必然要求。本实验采用硅胶柱色谱、Sephadex

LH-20色谱等技术对万寿菊根部进行分离纯化, 并采

用波谱法对分离得到的单体化合物进行结构鉴定, 共

分离鉴定了 9个化合物, 分别鉴定为 5-羟甲基糠醛基-

甲基-丁二酸酯 (1)、5,7,3'-三羟基-3,6,4'-三甲氧基黄酮

(2)、丁香酸 (3)、5,7,4'-三羟基-3,6-二甲氧基黄酮 (4)、万

寿菊素 -4'-甲氧基 -7-O-β -D-葡萄糖苷 (5)、万寿菊苷

(6)、5,3'-二羟基-3,6, 4'-三甲氧基-黄酮-7-O-β-D-葡萄糖

苷 (7)、2,2'-二联噻吩-5-醇 (8) 和 3-羟基-4-甲氧基苯甲

酸 (9)。其中化合物 1为新化合物, 化合物 8为首次从

天然来源分离得到, 化合物 2、4、5、9为首次在该属植

物中分离得到 (图 1)。通过测定比较不同化合物对大

豆胞囊线虫的生物活性及毒力, 发现化合物 1～8对大

豆胞囊线虫具有毒杀作用, 化合物 3和7对大豆胞囊线

虫的毒杀作用更强。

结果与讨论

化合物1 淡黄色油状, 硅胶TLC检识10%硫酸加

热显色呈墨绿色, Molish反应呈阴性; UVλmax = 284 nm,

HR-ESI-MS m/z: 279.027 5 [M+K]+(计算值为279.027 1),

提示分子式为C11H12O6, 算得不饱和度为6。在 1H NMR

(DMSO-d6, 400 MHz) 中, δ 9.55 (1H, s, -CHO) 处可观

察到1个醛基氢质子信号, 7.50 (1H, d, J = 3.5 Hz, H-3)、

6.60 (1H, d, J = 3.5 Hz, H-4) 分属于 2, 5-二取代呋喃环

3、4位的氢质子信号, 4.51 (2H, s, 5-CH2O-) 为羟甲基

质子信号, 未见其他活泼氢质子信号, 因此提示以上为

5-羟甲基糠醛而排除了 6-amino-1,2-dihydro-pyridine-

3-carbaldehyde基团[3]的存在, 并且其羟甲基有取代; 在

3.58 (3H, s, -OCH3) 处可观察到一甲氧基氢质子信号,

2.48 (2H, ddd, J = 6.8, 1.8, 0.9 Hz)、2.42 (2H, ddd, J = 6.8,

1.8, 0.9 Hz) 处可见两个亚甲基氢质子信号。在13C NMR

(DMSO-d6, 100 MHz) 中, δ 177.9 (-CHO)、162.2 (C-5)、

151.7 (C-2)、124.4 (C-3)、109.6 (C-4)、55.8 (-OCH2-) 为

5-羟甲基糠醛母核碳信号 , 173.6 (C-7)、172.8 (C-10)、

28.8 (C-8)、29.2 (C-9) 双酯化丁二酸 (琥珀酸) 的碳信

号, 51.3 (-OCH3) 为甲酯化甲基碳信号。

在 HMBC 中 , 可观察到 9.55 (1H, s, -CHO) 与

151.7 (C-2) 相关 , 提示 2 位碳为呋喃环上烯碳 ; 7.50

(1H, d, J = 3.5 Hz, H-3) 与 162.2 (C-5)、151.7 (C-2)、

109.6 (C-4) 相关, 6.60 (1H, d, J = 3.5 Hz, 4-H) 与 162.2

(C-5)、151.7 (C-2)、124.4 (C-3) 相关 , 提示该部分片段

为一对烯碳; 4.51 (2H, s, 5-CH2O) 与 162.2 (C-5) 相关,

提示 5位碳为呋喃环上另一烯碳; 3.58 (3H, s, -OCH3)

与 172.8 (C-10) 相关 , 提示丁二酸一端甲酯化 ; 2.48

(2H, ddd, J = 6.8, 1.8, 0.9 Hz)、2.42 (2H, ddd, J = 6.8,

1.8, 0.9 Hz) 均与 173.6 (C-7)、172.8 (C-10) 相关 , 提示

二者为丁二酸中的亚甲基。具体见图2。

综上, 结合DEPT及其分子式, 化合物1鉴定为5-羟

甲基糠醛基-甲基-丁二酸酯 (5-hydroxymethylfurfuryl

methyl succinate)。具体的NMR数据归属见表1。

通过测定比较不同化合物对大豆胞囊线虫的生物

活性及毒力 (因化合物 9量较少, 故未做活性试验), 结

果显示, 化合物 1～8对大豆胞囊线虫都具有毒杀作用,

化合物 3 和 7 对大豆胞囊线虫的毒杀作用较为显著 ,

EC50均达到了 0.008 μg·mL-1。各化合物具体杀虫毒

力, 毒力回归方程、95%置信区间等结果见表2。

实验部分

旋转蒸发仪 (瑞士BUCHI); ZF-I型三用紫外分析

Figure 1 The chemical structures of some compounds

Figure 2 HMBC correlations of compound 1
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(上海顾村电光仪器厂); SHB-Ⅲ循环水式多用真空泵

(郑州长城科工贸有限公司); SB-5200D超声波清洗机

(宁波新艺生物科技股份有限公司); 柱色谱硅胶、薄层

色谱硅胶 G/GF254 (青岛海洋化工厂分厂); Sephadex

LH-20 (BIOSHARP); 聚酰胺薄膜 (浙江省台州市路桥

四甲生化塑料厂出品); 二氯甲烷等试剂均为分析纯。

万寿菊原料于 2016 年 6 月采自黑龙江省五常

市 , 经曲中原博士鉴定为菊科万寿菊属植物万寿菊

(Tagetes erecta L.), 样品 (编号: HLJSD-201706102) 保

存哈尔滨商业大学药学院。

1 提取与分离

万寿菊干燥根 G (2.7 kg), 95%乙醇加热回流, 加

乙酸乙酯萃取得G1 (16.1 g); 下层水液加水饱和正丁

醇萃取得G2 (15.9 g)。取G1采用正相硅胶柱色谱粗

分离, 得到 5个部分 (G1-1～5)。取G1-4部分, 用石油

醚-丙酮 (5∶2) 等度洗脱 , 得到化合物 9 (4.3 mg)。取

G1-5部分石油醚-丙酮 (5∶2) 等度洗脱, 得到化合物 4

(10.3 mg)。取G1-2依次二氯甲烷、二氯甲烷-甲醇 (50∶1)

梯度洗脱, 得到5个部分。G1-2-4二氯甲烷-甲醇 (100∶1)

等度洗脱, 得 3个部分, 其中G1-2-4-2 (1.8 g) 中析出黄

色沉淀, 为化合物2 (480 mg)。取G1-3, 用二氯甲烷-甲

醇 (100∶1) 等度洗脱, 得到 4个部分 (G1-3-1～G1-3-4),

G1-3-2 (1.48 g) 用甲醇溶解, 经葡聚糖凝胶LH-20柱色

谱分别得到化合物 3 (13.6 mg)、化合物 8 (9.1 mg) 及化

合物 4 (0.28 g)。取G2以二氯甲烷-甲醇 (50∶1～20∶1)

采用正相硅胶柱 (200～300 目) 色谱粗分离 , 得到 8

个部分 (G2-1～G2-8)。G2-4中析出沉淀, G2-6二氯甲

烷-甲醇 (20∶1) 等度洗脱 , 再经葡聚糖凝胶 LH-20

柱 (内径 1.5 cm, 柱高 95 cm) 色谱分离, 得到化合物 7

(12.1 mg); G2-7分别用少量甲醇溶解 , 经葡聚糖凝胶

LH-20 柱色谱分离 , 得到化合物 5 (14.5 mg)、6 (10.6

mg) 和1 (7.11 mg)。

2 结构鉴定

化合物 1 淡黄色油状。UV λmax = 284 nm, HR-

ESI-MS m/z: 279.027 5 [M+K]+。1H NMR和13C NMR数

据见表1。

化合物2 淡黄色粉末。HR-ESI-MS m/z: 361.092 7

[M+H]+。1H NMR (DMSO-d6, 400 MHz) δ 7.56 (1H, d,

J = 8.4 Hz, H-6'), 7.54 (1H, brs, H-2'), 7.10 (1H, d, J =

8.4 Hz, H-5'), 6.54 (1H, s, H-8), 3.87 (3H, s, 4'-OCH3),

3.79 (3H, s, 3-OCH3), 3.76 (3H, s, 6-OCH3)。
13C NMR

(DMSO-d6, 100 MHz) δ 155.3 (C-2), 137.6 (C-3), 178.2

(C-4),152.4 (C-5), 131.1 (C-6), 157.4 (C-7), 93.9 (C-8),

151.5 (C-9), 104.6 (C-10), 122.3 (C-1'), 114.9 (C-2'),

146.3 (C-3'), 150.2 (C-4'), 111.9 (C-5'), 120.3 (C-6'),

59.7 (3-OCH3), 59.9 (6-OCH3), 55.6 (4'-OCH3)。经与文

献[4]数据比较, 鉴定化合物 2为 5,7,3'-三羟基-3,6,4'-三

甲氧基黄酮。

化合物 3 无色针晶 (MeOH)。ESI-MS m/z: 197.0

[M-H]-。1H NMR (CD3OD, 400 MHz) δ 7.32 (2H, s, H-

2,6), 3.88 (6H, s, -OCH3×2)。13C NMR(CD3OD,100MHz)

δ 122.6 (C-1), 108.3 (C-2,6), 148.8 (C-3,5), 141.5 (C-4),

170.4 (-COOH), 56.8 (-OCH3)。经与文献[5]比较, 鉴定

化合物3为丁香酸。

化合物4 淡黄色粉末。HR-ESI-MS m/z: 331.081 4

[M+H] +。 1H NMR (DMSO-d6, 400 MHz) δ 7.94 (2H,

dd, J = 6.9, 1.9 Hz, H-2',6'), 6.95 (2H, dd, J = 6.9, 1.9 Hz,

H-3', 5'), 6.55 (1H, s, H-8), 3.78 (3H, s, 3-OCH3), 3.76

(3H, s, 6-OCH3)。
13C NMR (DMSO-d6, 100 MHz) δ 155.6

(C-2), 137.2 (C-3), 178.1 (C-4), 152.4 (C-5), 131.1 (C-6),

157.2 (C-7), 93.9 (C-8), 151.5 (C-9), 104.6 (C-10), 120.6

(C-1'), 130.1 (C-2',6'), 115.6 (C-3',5'), 160.1 (C-4'), 60.6

(3-OCH3), 60.3 (6-OCH3)。经与文献[6]比较, 鉴定化合

物4为5,7,4'-三羟基-3,6-二甲氧基黄酮。

化合物5 淡黄色粉末。ESI-MS m/z: 507.1 [M-H]-。
1H NMR (DMSO-d6, 400 MHz) δ 7.71 (1H, d, J = 2.2 Hz,

H-2'), 7.65 (1H, dd, J = 8.5, 2.2 Hz, H-6'), 6.96 (1H, s,

H-8), 6.95 (1H, d, J = 8.5 Hz, H-5'), 5.13 (1H, d, J = 7.6 Hz,

Glc-1), 3.86 (3H, s, -OCH3), 3.78 (3H, s, -OCH3)。
13C NMR

(DMSO-d6, 100 MHz) δ 147.2 (C-2), 136.1 (C-3), 176.2

Table 1 NMR data of compound 1 (400/100 MHz, DMSO-d6)

No.

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

δH (J in Hz)

7.50 (1H, d, J = 3.5)

6.60 (1H, d, J = 3.5)

4.51 (2H, s)

2.48 (2H, ddd, J = 6.8, 1.8, 0.9)

2.42 (2H, ddd, J = 6.8, 1.8, 0.9)

3.58 (3H, s)

9.55 (1H, s, -CHO)

δC

151.7

124.4

109.6

162.2

55.8

173.6

28.8

29.2

172.8

51.3

177.9

Table 2 Determination of lethality of soybean cyst nematode

Compd.

1

2

3

4

5

6

7

8

y =

0.756+1.212x

-1.900+1.895x

2.958+1.399x

0.985+0.924x

1.622+0.309x

1.032+0.542x

0.665+0.317x

0.508+0.147x

EC50/μg·mL-1

0.238

1.259

0.008

0.086

0.307

0.012

0.008

0.072

95%/μg·mL-1

0.102-5.268

0.655-3.135

0.003-1.376

0.059-2.192

0.109-4.450

0.007-3.206

0.002-2.985

0.012-3.265

r

0.999 0

0.999 6

0.996 9

0.997 8

0.999 2

0.998 9

0.998 7

0.998 5
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(C-4), 146.1 (C-5), 129.6 (C-6), 151.4 (C-7), 93.9 (C-8),

149.5 (C-9), 105.0 (C-10), 123.3 (C-1'), 115.4 (C-2'), 147.1

(C-3'), 151.1 (C-4'), 111.7 (C-5'), 119.8 (C-6'); Glc: 100.1

(C-1), 73.2 (C-2), 76.6 (C-3), 69.5 (C-4), 77.2 (C-5), 60.6

(C-6), 60.3 (-OCH3), 55.6 (-OCH3)。经与文献[7]比较 ,

鉴定化合物 5 为万寿菊素 -4'-甲氧基 -7-O-β -D-葡萄

糖苷。

化合物6 淡黄色粉末。ESI-MS m/z: 493.2 [M-H]-。
1H NMR (DMSO-d6, 400 MHz) δ 7.72 (1H, d, J = 2.2 Hz,

H-2'), 7.55 (1H, dd, J = 8.4, 2.2 Hz, H-6'), 6.93 (1H, d,

J = 8.4 Hz, H-5'), 6.89 (1H, s, H-8), 5.12 (1H, d, J = 7.6 Hz,

Glc-1), 3.76 (3H, s, H-OCH3)。
13C NMR (DMSO-d6,

100 MHz) δ 147.7 (C-2), 129.6 (C-3), 176.1 (C-4), 151.3

(C-5), 131.7 (C-6), 156.3 (C-7), 93.8 (C-8), 151.0 (C-9),

104.9 (C-10), 115.5 (C-2'), 145.0 (C-3'), 147.9 (C-4'),

115.3 (C-5'), 119.9 (C-6'); Glc: 100.1 (C-1), 73.2 (C-2),

76.7 (C-3), 69.5 (C-4), 69.5 (C-5), 60.6 (C-6), 60.3

(-OCH3)。经与文献[8]比较, 鉴定化合物6为万寿菊苷。

化合物7 淡黄色粉末。HR-ESI-MS m/z: 523.146 7

[M+H]+。1H NMR (DMSO-d6, 400 MHz) δ 7.57 (1H, s,

H-2'), 7.55 (1H, dd, J = 8.8 Hz, H-6'), 7.12 (1H, d, J =

8.8 Hz, H-5'), 6.97 (1H, s, H-8), 5.13 (1H, d, J = 7.2 Hz,

Glc-1), 3.87 (3H, s, 4'-OCH3), 3.80 (3H, s, 3-OCH3),

3.76 (3H, s, 6-OCH3)。
13C NMR (DMSO-d6, 100 MHz)

δ 156.5 (C-2), 137.9 (C-3), 178.3 (C-4), 152.0 (C-5), 132.2

(C-6), 156.0 (C-7), 94.1 (C-8), 151.3 (C-9), 106.2 (C-10),

122.2 (C-1'), 115.1 (C-2'), 146.3 (C-3'), 150.3 (C-4'),

111.9 (C-5'), 120.4 (C-6'); Glc: 100.1 (C-1), 73.2 (C-2),

77.2 (C-3), 69.5 (C-4), 76.6 (C-5), 60.6 (C-6), 60.3 (6-

OCH3), 59.7 (3-OCH3), 55.6 (4'-OCH3)。经与文献[9,10]

对比, 鉴定化合物 7为 5,3'-二羟基-3,6,4'-三甲氧基-黄

酮-7-O-β-D-葡萄糖苷。

化合物 8 淡黄色油状。ESI-MS m/z: 164.0 [M-

H2O]-。1H NMR (DMSO-d6, 400 MHz) δ 7.58 (1H, dd,

J = 1.0, 5.1 Hz, H-5'), 7.52 (1H, d, J = 3.8 Hz, 4-H),

7.42 (1H, dd, J = 1.0, 3.6 Hz, H-3'), 7.28 (1H, d, J = 3.8

Hz, H-3), 7.12 (1H, dd, J = 3.6, 5.1 Hz, H-4')。13C NMR

(DMSO-d6, 100 MHz) δ 141.2 (C-2), 124.2 (C-3), 132.3

(C-4), 163.0 (C-5), 135.9 (C-2'), 12,5.1 (C-3'), 128.5 (C-

4'), 126.5 (C-5')。经与文献[11]对比, 鉴定化合物 8为 2,

2'-二联噻-5-醇 ([2,2'-biththiophen]-5-ol)。

化合物 9 无色针晶 (MeOH), mp 248～250 ℃。

ESI-MS m/z: 167.0 [M-H]-。1H NMR (CD3OD, 400 MHz)

δ 7.53 (1H, dd, J = 2.1, 8.4 Hz, H-6), 7.43 (1H, d, J =

2.1 Hz, H-2), 6.97 (1H, d, J = 8.4 Hz, H-5), 3.90 (3H, s,

4-OCH3)。
13C NMR (CD3OD, 100 MHz) δ 124.4 (C-1),

117.3 (C-2), 153.3 (C-3),147.3 (C-4), 111.7 (C-5), 123.7

(C-6), 56.4 (-OCH3), 169.9 (-COOH)。经与文献[12]对

比, 鉴定化合物9为3-羟基-4-甲氧基苯甲酸。

3 化合物对大豆胞囊线虫的毒杀作用

通过测定比较不同化合物对大豆胞囊线虫的生物

活性及毒力。化合物溶液用线虫 J2悬浮液稀释, 24 h

后观察记录线虫 J2的死亡率。化合物 9由于量较少,

未做杀虫活性评价。结果显示化合物 1～8化合物对

大豆胞囊线虫都具有毒杀作用, 化合物 3和7对大豆胞

囊线虫的毒杀作用较为明显。
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