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娇嫩黄堇中 2个新生物碱成分
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2． 西藏自治区人民医院 高原医学研究所，西藏 拉萨 850000)

［摘要］ 该研究通过综合运用硅胶、碱性氧化铝柱色谱等多种色谱技术对娇嫩黄堇总生物碱进行分离和纯化，并借助核磁共
振( 1D /2D NMＲ) 、高分辨质谱( HＲ-ESI-MS) 及 X-射线单晶衍射等现代波谱解析技术对所得单体化合物进行结构鉴定。从娇
嫩黄堇的总生物碱中分离鉴定 9个生物碱，其中包括 2个新化合物 corlicatine ( 1) 、N-methyl-13-oxoprotopine ( 2) 和 7个已知化
合物: ( +) -ochotensine ( 3) 、rupestrine A ( 4) 、( +) -ochotensimine ( 5) 、oxohydrastinine ( 6) 、α-magnoflorine ( 7) 、6，7-methylene-
dioxy-N-methylisoquinoline ( 8) 、N-methyl-6，7-dimethoxyisoquinoline ( 9) 。对所有化合物进行乙酰胆碱酯酶抑制活性筛选，结果
显示化合物 4表现出一定的乙酰胆碱酯酶抑制作用，进一步通过分子对接分析其结合模式。研究结果为阐明娇嫩黄堇的药用
物质基础提供了重要依据。
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Two new alkaloids from Corydalis delicatula
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［Abstract］ In this study，the total alkaloids of Corydalis delicatula were isolated and purified by a combination of silica gel，
aluminum oxide basic column chromatography and other chromatographic techniques． The obtained compounds were structurally
identified with the help of modern spectral resolution techniques such as nuclear magnetic resonance ( 1D /2D NMＲ) ，high-resolution
mass spectrometry ( HＲ-ESI-MS ) ，and single crystal X-ray diffraction． Nine alkaloids were obtained from the total alkaloids of
C． delicatula，encompassing two new compounds，corlicatine ( 1) and N-methyl-13-oxoprotopine ( 2) ，and seven known ones: ( +) -
ochotensine ( 3) ，rupestrine A ( 4) ，( +) -ochotensimine ( 5) ，oxohydrastinine ( 6) ，α-magnoflorine ( 7) ，6，7-methylenedioxy-N-
methylisoquinoline ( 8 ) ， and N-methyl-6，7-dimethoxyisoquinoline ( 9 ) ． The inhibitory activities of the compounds against
acetylcholinesterase were evaluated，with compound 4 exhibiting moderate inhibition． Molecular docking was further performed to
elucidate the binding mode of this compound． The results provide a basis for elucidating the medicinal substance basis of C． delicatula．
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娇嫩黄堇 Corydalis delicatula D．G． Long 属于罂
粟科 Papaveraceae 紫堇属 Corydalis 多年生草本植

物，主要分布于不丹和我国西藏中南部( 朗县) 海拔

2 740～3 200 m的林下［1］。该属植物在传统医药中
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具有重要地位［2］，其主要活性成分包括异喹啉类生

物碱、黄酮类化合物及其他非生物碱类成分［3］。这
些成分赋予了紫堇属植物多种药理活性，如抗炎、镇
痛、抗肿瘤、抗菌、抗病毒、保护心脑血管及抗血小板
凝集等［4-7］。在临床应用方面，紫堇属植物被广泛用
于治疗肝炎、胆囊炎、高血压病、脑血管意外引起的
偏瘫、风湿性关节炎、胃溃疡等［8-9］。例如，赛北紫堇
的总生物碱被用于治疗肝炎和肝癌，并显示出显著

的抗炎和镇痛作用［10-11］。此外，夏天无注射液被用
于治疗高血压病、中风后遗症及坐骨神经痛
等［12-14］。然而，相较于该属其他广受关注的物种
( 如延胡索 C． yanhusuo) ，娇嫩黄堇的化学成分及生
物活性研究仍较为匮乏，其潜在的药用价值尚未

得到充分挖掘。本研究以娇嫩黄堇为研究对象，
对其生物碱成分进行了研究，从中共分离鉴定了 9
个生物碱类化合物( 图 1) 。采用 Ellman 改良法对
所有化合物进行了乙酰胆碱酯酶( AChE ) 抑制活
性筛选，并进一步通过分子对接技术研究了活性

化合物与 AChE 活性位点的相互作用模式。该研
究旨在阐明其化学物质基础及潜在作用机制，为

后续药理活性研究及资源开发利用提供科学依

据。研究结果不仅丰富了紫堇属植物的化学成分
数据库，其 AChE 抑制活性的发现也为阿尔茨海默
病药物研发和高山药用植物资源的可持续利用提

供了新的研究方向。

图 1 化合物 1～9的结构
Fig．1 Structures of compounds 1-9

1 材料
Büchi Ｒ-100旋转蒸发仪( 瑞士 BUCHI 公司) ;

341 polarimeter 旋光仪( 美国 PerkinElmer 公司) ;
TU-1901双光束紫外-可见分光光度计( 北京普析通
用仪器有限责任公司) ; Avance Ⅲ-400 型核磁共振
仪、Vion IMS QTof质谱仪( 上海沃特世科技有限公
司) ; Xcalibur E X 射线单晶衍射仪( 英国 Oxford 公
司) ; 工业级甲醇、二氯甲烷、石油醚、乙酸乙酯( 成
都力信和化工有限责任公司) ; 碱性氧化铝( 成都市

科隆化学品有限公司) ; 柱色谱硅胶( 青岛海洋化工

有限公司) ; Sephadex-LH-20 分子筛 ( 美国 GE
Healthcare公司) ; LC-16高效液相色谱仪( 日本岛津
公司) ;分析型色谱柱 Cosmosil 5C18-MS-Ⅱ( 4. 6 mm×250
mm，5 μm ) ; 制备型色谱柱 SunFireTM C18 OBDTM

Prep ( 10 mm×250 mm，10 μm) 。
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 C． delicatula，标本( No． LMCD1907) 存放于
西南民族大学药学与食品学院。
2 提取分离
干燥的娇嫩黄堇( 10 kg) 粉碎后经甲醇 60 ℃热

提 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
依次用氯仿和正丁醇分别萃取 3 次，将各萃取相减
压浓缩回收溶剂，分别得到氯仿部分( 总生物碱，

155. 8 g) 、正丁醇部分( 157. 7 g ) 和水相部分( 1. 4
kg) 。总生物碱采用硅胶柱色谱，二氯甲烷-甲醇( 1 ∶
0～0 ∶ 1) 体系梯度洗脱，分离出 7 个组分，即 1A ～
1G。组分 1B( 6. 9 g) 进一步使用二次硅胶柱色谱
( 石油醚-二氯甲烷 1 ∶0 ～ 10 ∶1) 进行纯化，期间析出
黄色针状结晶，即化合物 1 ( 13. 6 mg ) 。组分 1C
( 9. 5 g) 经过碱性氧化铝柱色谱( 石油醚-乙酸乙酯
25 ∶1) 纯化后得到化合物 3( 16. 6 mg) 、4( 17. 8 mg) 。
组分 1H( 40. 2 g) 使用碱性氧化铝( 二氯甲烷-甲醇
1 ∶0～ 10 ∶1) 梯度洗脱得到 1H-1 和 1H-2 2 个组分。
组分 1H-1( 2. 3 g) 析出白色粉末结晶，即化合物 2
( 200. 0 mg) ; 组分 1H-2( 3. 2 g) 进一步通过碱性氧
化铝色谱( 石油醚-二氯甲烷 10 ∶1) 处理，最终获得
化合物 5( 34. 5 mg) 。正丁醇部分选用 MCI 柱以甲
醇-水( 0 ∶1～1 ∶0) 为洗脱剂梯度洗脱，得到组分 2A～
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2C。2C段用 Sephadex LH-20( 甲醇) 柱色谱纯化后
经半制备高效液相色谱( 3 mL·min－1，甲醇-水 50 ∶
50) 得到化合物 6( 4. 0 mg，tＲ = 12. 5 min) 。水相提
取物经大孔树脂洗脱( 甲醇-水 0 ∶1～1 ∶0) ，得到组分
3A与 3B。组分 3A 经 Sephadex LH-20 ( 甲醇) 柱色
谱与制备高效液相色谱( 10 mL·min－1，甲醇-水 20 ∶
80) 分离纯化，最终得到化合物 7( 52. 0 mg，tＲ = 9. 5
min) 。组分 3B以碱性氧化铝柱( 二氯甲烷-甲醇 1 ∶
0～0 ∶1) 进行初步洗脱，得到后续待分离流分 3B-1
与 3B-2。流分 3B-1 经制备高效液相色谱( 10 mL·
min－1，甲醇-水 25 ∶75) 纯化得到化合物 8( 39. 4 mg，
tＲ = 8. 5 min) ; 流分 3B-2 选用 Sephadex LH-20 ( 甲
醇) 柱色谱与制备高效液相色谱( 10 mL·min－1，甲

醇-水 40 ∶60) 得到化合物 9( 12. 1 mg，tＲ =22. 5 min)。
3 结构鉴定
化合物 1 淡黄色粉末，［α］20D +292° ( c 0. 1，

MeOH) ，HＲ-ESI-MS m/z 382. 128 5［M+H］+ ( 计算
值 C21H19NO6，381. 121 2) ，结合13 C-NMＲ 数据确定
其分子式为 C21 H19 NO6，不饱和度为 13; UV
( MeOH) λmax ( log ε) : 288 ( 3. 45 ) ，237 ( 3. 52 ) ，
208 ( 4. 21) nm，显示出异喹啉生物碱的特征吸收
峰。1H-NMＲ ( DMSO-d6，400 MHz) 谱图( 表 1) 可观
察到以下特征氢信号: 2 个芳香氢单峰［δH 7. 50
( 1H，s，H-1) ，6. 71 ( 1H，s，H-4) ］，表明为 2个苯

环上对位氢; 2个芳香氢双峰［δH 6. 93 ( 1H，d，J =
8. 1 Hz，H-12) ，6. 80 ( 1H，d，J= 8. 1 Hz，H-11) ］，
提示 1对邻位偶合氢; 4 个亚甲二氧基氢信号［δH
6. 05 ( 1H，s，9，10-OCH2O-) ，5. 96 ( 1H，s，9，10-
OCH2O-) ，5. 98 ( 1H，s，2，3-OCH2O-) ，5. 97 ( 1H，
s，2，3-OCH2O-) ］; 2个连氧亚甲基氢信号［δH 4. 00
( 1H，m，-OCH2-) ，3. 61 ( 1H，d，J = 6. 7 Hz，
-OCH2-) ］; 4个亚甲基氢信号［δH 3. 03 ( 1H，d，J =
9. 6 Hz，H-6) ，2. 55 ( 1H，m，H-6) ，2. 74 ( 1H，m，
H-5) ，2. 61 ( 1H，m，H-5) ］; 1个次甲基氢信号［δH
4. 46 ( 1H，d，J = 3. 4 Hz，H-8) ］; 1 个甲基氢信号
［δH 0. 98 ( 3H，s，-CH3) ］以及 1 个羟基氢信号［δH
5. 02 ( 1H， s，-OH ) ］。13 C-NMＲ ( DMSO-d6，150
MHz) 谱( 表 1) 中共显示出 21 个碳信号，分别是 12
个芳香碳信号［δC 146. 2 ( C-3 ) ，144. 9 ( C-2 ) ，
144. 8 ( C-10 ) ，139. 8 ( C-9 ) ，137. 3 ( C-12a ) ，
129. 6 ( C-4a ) ，126. 8 ( C-14a ) ，120. 8 ( C-8a ) ，
120. 7 ( C-12) ，109. 3 ( C-1) ，107. 1 ( C-11) ，106. 9
( C-4) ］; 2 个亚甲二氧基碳信号［δC 100. 9 ( 9，10-
OCH2O-) ，100. 6 ( 2，3-OCH2O-) ］; 2个连氧季碳信
号［δC 99. 0 ( C-14) ，77. 5 ( C-13) ］; 2 个亚甲基碳
信号［δC 45. 4 ( C-6) ，29. 3 ( C-5) ］; 1 个次甲基碳
信号［δC 60. 0 ( C-8) ］; 1 个甲基碳信号［δC 28. 2
( -CH3) ］和 1个连氧仲碳信号［δC 68. 3 ( -OCH2-) ］。

表 1 化合物 1和 2的1H-NMＲ和13C-NMＲ数据( DMSO-d6 )

Table 1 1H-NMＲ and 13C-NMＲ data of compounds 1 and 2 ( DMSO-d6 )

No．
11) 22)

δC δH δC δH
1 109. 3 7. 50 ( 1H，s) 111. 6 7. 03 ( 1H，s)
2 144. 9 － 145. 3 －
3 146. 2 － 150. 7 －
4 106. 9 6. 71 ( 1H，s) 107. 8 7. 68 ( 1H，s)
4a 129. 6 － 133. 4 －
5 29. 3 2. 74 ( 1H，m) ; 2. 61 ( 1H，m) 26. 9 3. 28 ( 2H，m)
6 45. 4 3. 03 ( 1H，d，J= 9. 6 Hz) ; 2. 55 ( 1H，m) 63. 0 3. 65 ( 2H，m)
8 60. 0 4. 46 ( 1H，d，J= 3. 4 Hz) 69. 0 5. 43 ( 2H，s)
8a 120. 8 － 112. 9 －
9 139. 8 － 145. 7 －
10 144. 8 － 150. 0 －
11 107. 1 6. 80 ( 1H，d，J= 8. 1 Hz) 106. 9 6. 92 ( 1H，d，J= 7. 9 Hz)
12 120. 7 6. 93 ( 1H，d，J= 8. 1 Hz) 123. 1 7. 01 ( 1H，d，J= 8. 2 Hz)
12a 137. 3 － 127. 5 －
13 77. 5 － 188. 1 －
14 99. 0 － 192. 0 －
14a 126. 8 － 132. 2 －
-OCH2O- 100. 6 5. 98 ( 1H，s) ; 5. 97 ( 1H，s) 102. 2 6. 12 ( 2H，s)
-OCH2O- 100. 9 6. 05 ( 1H，s) ; 5. 96 ( 1H，s) 101. 7 6. 06 ( 2H，s)
-CH3 28. 2 0. 98 ( 3H，s) 48. 7 3. 18 ( 6H，s)
-OCH2- 68. 3 4. 00 ( 1H，m) ; 3. 61 ( 1H，d，J= 6. 7 Hz)
-OH 5. 02 ( 1H，s)
注: 1) 1H-NMＲ ( 400 MHz) / 13C-NMＲ ( 150 MHz) ; 2) 1H-NMＲ ( 600 MHz) / 13C-NMＲ ( 150 MHz) 。
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进一步分析其 HMBC 谱( 图 2) ，单峰芳香氢 δH
7. 50 ( H-1 ) 与 δC 99. 0 ( C-14 ) ，129. 6 ( C-4a ) ，
144. 9 ( C-2) ，146. 2 ( C-3) 相关，δH 6. 71 ( H-4) 与
δC 29. 3 ( C-5 ) ，126. 8 ( C-14a ) ，144. 9 ( C-2 ) ，
146. 2 ( C-3) 相关; 双峰芳香氢 δH 6. 93 ( H-12) 与 δC
77. 5 ( C-13) ，144. 8 ( C-10) 相关，δH 6. 80 ( H-11)
与 δC 137. 3 ( C-12a) ，139. 8 ( C-9) 相关; 亚甲二氧
基氢 δH 6. 05，5. 96 ( 9，10-OCH2O-) 与 δC 139. 8 ( C-
9) ，144. 8 ( C-10 ) 相 关，δH 5. 98，5. 97 ( 2，3-
OCH2O-) 与 δC 146. 2 ( C-3) ，144. 9 ( C-2) 相关。结
合 NMＲ数据推断化合物 1 的结构中包含异喹啉片
段，且 2个亚甲二氧基分别稠合于 2 个苯环。次甲
基氢 δH 4. 46 ( H-8) 与 δC 45. 4 ( C-6) ，99. 0 ( C-
14) ，120. 8 ( C-8a) ，137. 3 ( C-12a) ，139. 8 ( C-9)
均有相关信号，这表明 δC 60. 0 ( C-8) 连接了异喹啉
片段与苯环片段。此外，δH 3. 61 ( -OCH2-) 与连氧
季碳 δC 99. 0 ( C-14 ) 之间存在相关信号，δH 4. 46
( H-8) 与 δC 68. 3 ( -OCH2-) 也有相关，表明 δC 60. 0
( C-8) 与 δC 68. 3 ( -OCH2-) 相连，即 δC 60. 0 ( C-8) 、
68. 3 ( -OCH2-) 连接在 N 和 O 之间并形成了桥环。
结合 δH 0. 98 ( -CH3 ) 、δH 5. 02 ( -OH) 和 δC 77. 5 ( C-
13) 的相关信号，表明化合物 1 属于原小檗碱型异
喹啉生物碱，类似于 solidaline［15］，区别在于化合物 1
中含有 2个亚甲二氧基，而非 solidaline 中的 4 个甲
氧基。在 ＲOESY谱中( 图 3) ，δH 5. 02 ( -OH) 与 δH
3. 61 ( -OCH2-) 存在相关，δH 2. 55 ( H-6β) 与 δH 4. 00
( -OCH2-) 有相关，δH 3. 03 ( H-6α) 与 δH 4. 46 ( H-8)
相关，推测 H-8和 13-CH3 可能为 α 构型，最后采用
X射线单晶衍射实验确定了化合物 1 的结构( 图
4) ，命名为 corlicatine。

图 2 化合物 1和 2的关键 HMBC相关
Fig．2 Key HMBC correlations of compounds 1 and 2

化合物2 淡黄色粉末，HＲ-ESI-MS m/z 382. 129 6
( 计算值 C21H20NO

+
6，382. 128 5) ，分子式为 C21H20NO

+
6，

UV ( MeOH) λmax( log ε) : 327 ( 1. 69) ，266 ( 1. 18)

图 3 化合物 1的关键 ＲOESY相关
Fig．3 Key ＲOESY correlations of compound 1

图 4 化合物 1的单晶衍射
Fig．4 X-ray crystal structure of compound 1

nm，对化合物 2 和 13-oxoprotopine［16］的1H-NMＲ、13

C-NMＲ数据进行系统比较，发现两者在化学位移
及1H-NMＲ信号裂分模式上高度相似，提示化合物 2
可能为 13-oxoprotopine 的结构类似物。然而，关键
差异体现在化合物 2 的相对分子质量增加了 15 个
质量单位，对应于 1 个甲基单位的质量增量。进一
步分析其核磁数据发现，C-6 ( δC 63. 0) 和 C-8 ( δC
69. 0) 的碳信号相较于 13-oxoprotopine 均发生显著
的低场位移。更重要的是，在1H-NMＲ 谱( 表 1) 中
δH 3. 18 ( 6H，s) 处出现 1 个单峰信号，对应 6 个质
子，提示可能存在 2个化学环境等效的甲基，并且该
化学位移特征提示该甲基连接于氮原子上。在13C-
NMＲ谱中，相应的氮甲基碳信号出现在 δC 48. 7。
为确证该甲基的连接位置，系统解析了化合物 2 的
HMBC谱图( 图 2) 。在 HMBC 谱中观察到 H-6 ( δH
3. 65) 和 H-8 ( δH 5. 43) 均与 N-CH3 中的碳信号 δC
48. 7存在相关信号，这一结果充分证实该甲基确系
连接于氮原子上。此外，HMBC 谱中的其他相关信
号与 13-oxoprotopine基本一致( 图 2) ，表明化合物 2
保留了与其相同的核心骨架。综上所述，化合物 2
被鉴定为 N-methyl-13-oxoprotopine。
化合物 3 黄色固体，1H-NMＲ ( DMSO-d6，400

MHz) δH : 8. 80 ( 1H，s，3-OH) ，7. 19 ( 1H，d，J =
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8. 0 Hz，H-12) ，6. 88 ( 1H，d，J = 8. 0 Hz，H-11) ，
6. 44 ( 1H，s，H-4 ) ，6. 12 ( 1H，s，H-1 ) ，6. 05
( 2H，d，J = 4. 0 Hz，-OCH2O-) ，5. 65 ( 1H，s，
=CH2 ) ，4. 72 ( 1H，s， = CH2 ) ，3. 46 ( 3H，s，
-OCH3 ) ，3. 32 ( 1H，m，H-8) ，2. 82 ( 1H，m，H-
8) ，2. 69～2. 82 ( 2H，m，H-6) ，2. 59 ～ 2. 69 ( 2H，
m，H-5) ，1. 98 ( 3H，s，N-CH3 ) ;

13C-NMＲ ( DM-
SO-d6，100 MHz ) δC : 155. 2 ( C-13 ) ，147. 7 ( C-
10) ，146. 0 ( C-2) ，145. 0 ( C-3) ，142. 5 ( C-9) ，
136. 5 ( C-12a ) ，134. 4 ( C-14a ) ，126. 0 ( C-4a ) ，
123. 2 ( C-8a) ，114. 3 ( C-4) ，113. 6 ( C-12) ，110. 5
( C-1 ) ，107. 9 ( C-11 ) ，106. 1 ( = CH2 ) ，101. 2
( -OCH2O-) ，71. 1 ( C-14 ) ，55. 8 ( -OCH3 ) ，47. 3
( C-6) ，38. 5 ( N-CH3 ) ，36. 8 ( C-8) ，28. 3 ( C-5) 。
以上数据与文献报道基本一致［17］，故鉴定化合物 3
为( +) -ochotensine。
化合物 4 1H-NMＲ ( CDCl3，400 MHz ) δH :

7. 13 ( 1H，d，J= 7. 9 Hz，H-12) ，6. 93 ( 1H，d，J=
7. 9 Hz，H-11) ，6. 66 ( 1H，s，H-1) ，6. 39 ( 1H，s，
H-4) ，6. 09 ( 2H，s，9，10-OCH2O-) ，5. 84 ( 2H，s，
2，3-OCH2O-) ，5. 61 ( 1H，d，J = 3. 2 Hz，H-13) ，
4. 01 ( 1H，d，J= 3. 1 Hz，H-14) ，3. 06 ( 1H，m，H-
6) ，2. 74 ( 1H，m，H-5) ，2. 52 ( 3H，s，N-CH3 ) ，

2. 48 ( 1H，m，H-6) ，2. 43 ( 1H，m，H-5 ) ; 13C-
NMＲ ( CDCl3，150 MHz) δC : 167. 5 ( C-8) ，149. 0
( C-9) ，146. 5 ( C-3 ) ，146. 0 ( C-2 ) ，144. 3 ( C-
10) ，141. 0 ( C-12a ) ，130. 2 ( C-4a ) ，125. 3 ( C-
14a) ，116. 0 ( C-12 ) ，113. 0 ( C-11 ) ，110. 1 ( C-
8a) ，108. 3 ( C-4 ) ，107. 7 ( C-1 ) ，103. 2 ( 9，10-
OCH2O-) ，100. 9 ( 2，3-OCH2O-) ，83. 0 ( C-13 ) ，
66. 3 ( C-14 ) ，51. 5 ( C-6) ，45. 1 ( N-CH3 ) ，29. 3
( C-5) 。以上数据与文献报道基本一致［18］，故鉴定
化合物 4为 rupestrine A。
化合物 5 黄色固体，1H-NMＲ ( CDCl3，400

MHz) δH : 7. 13 ( 1H，d，J = 8. 0 Hz，H-12) ，6. 81
( 1H，d，J = 8. 0 Hz，H-11) ，6. 55 ( 1H，s，H-4) ，
6. 31 ( 1H，s，H-1) ，6. 01 ( 2H，s，9，10-OCH2O-) ，
5. 65 ( 1H，s，=CH2 ) ，4. 91 ( 1H，s，=CH2 ) ，3. 87
( 3H，s，2-OCH3 ) ，3. 65 ( 3H，s，3-OCH3 ) ，3. 46
( 1H，d，J= 17. 8 Hz，H-8) ，3. 08 ( 1H，m，H-6) ，
2. 72～2. 98 ( 4H，m，H-5，6，8) ，2. 15 ( 3H，s，N-
CH3 ) ;

13C-NMＲ ( CDCl3，100 MHz) δC : 155. 5 ( C-

13) ，148. 1 ( C-9) ，147. 5 ( C-10) ，147. 4 ( C-3) ，
142. 9 ( C-2 ) ，137. 1 ( C-14a ) ，135. 9 ( C-12a ) ，
126. 1 ( C-4a ) ，123. 8 ( C-8a ) ，113. 5 ( C-12 ) ，
110. 3 ( C-1) ，110. 3 ( C-4) ，108. 0 ( C-11) ，106. 8
( = CH2 ) ，101. 3 ( -OCH2O-) ，71. 9 ( C-14) ，56. 1
( 2-OCH3 ) ，55. 8 ( 3-OCH3 ) ，48. 1 ( C-6 ) ，39. 0
( N-CH3 ) ，37. 0 ( C-8) ，29. 1 ( C-5) 。以上数据与
文献报道基本一致［19］，故鉴定化合物 5 为( + ) -
ochotensimine。
化合物 6 白色固体，1H-NMＲ ( CD3OD，400

MHz) δH : 7. 33 ( 1H，s，H-8) ，6. 72 ( 1H，s，H-
5) ，5. 99 ( 2H，s，-OCH2O-) ，3. 56 ( 2H，t，J= 6. 8
Hz，H-3) ，3. 10 ( 3H，s，N-CH3 ) ，2. 92 ( 2H，t，
J= 6. 8 Hz，H-4) 。以上数据与文献报道基本一
致［20］，故鉴定化合物 6为 oxohydrastinine。
化合物 7 白色固体，1H-NMＲ ( CD3OD，400

MHz) δH : 6. 70 ( 1H，d，J = 7. 9 Hz，H-9) ，6. 51
( 2H，d，J = 9. 7 Hz，H-8，3 ) ，3. 84 ( 3H，s，10-
OCH3 ) ，3. 79 ( 3H，s，2-OCH3 ) ，3. 31 ( 2H，s，H-
5) ，3. 23 ( 3H，s，α-CH3 ) ，2. 80 ( 3H，s，β-CH3 ) ;
13C-NMＲ ( CD3OD，100 MHz ) δC : 153. 0 ( C-2 ) ，
151. 6 ( C-10) ，150. 8 ( C-1) ，149. 8 ( C-11) ，126. 0
( C-7a) ，123. 5 ( C-11a) ，123. 5 ( C-1a) ，121. 0 ( C-
1b) ，117. 0 ( C-8) ，115. 8 ( C-3a) ，110. 4 ( C-9) ，
109. 3 ( C-3) ，71. 1 ( C-6a) ，62. 3 ( C-5) ，56. 3 ( 2-
OCH3 ) ，56. 0 ( 10-OCH3 ) ，53. 8 ( α-CH3 ) ，43. 5
( β-CH3 ) ，31. 7 ( C-7) ，24. 6 ( C-4) 。以上数据与
文献报道基本一致［21］，故鉴定化合物 7 为 α-magno-
florine。
化合物 8 黄色固体，1H-NMＲ ( CD3OD，400

MHz) δH : 9. 35 ( 1H，s，H-1) ，8. 36 ( 1H，d，J =
6. 7 Hz，H-3) ，8. 18 ( 1H，d，J = 6. 7 Hz，H-4) ，
7. 60 ( 1H，s，H-5 ) ，7. 55 ( 1H，s，H-8 ) ，6. 36
( 2H，s，6，7-OCH2O-) ，4. 40 ( 3H，s，N-CH3 ) 。以
上数据与文献报道基本一致［22］，故鉴定化合物 8 为
6，7-methylenedioxy-N-methylisoquinoline。
化合物 9 无色针状晶体，1H-NMＲ ( CD3OD，

400 MHz) δH : 9. 36 ( 1H，s，H-1) ，8. 34 ( 1H，d，
J= 6. 8 Hz，H-3) ，8. 19 ( 1H，d，J= 6. 8 Hz，H-4) ，
7. 69 ( 1H，s，H-8 ) ，7. 64 ( 1H，s，H-5 ) ，4. 42
( 3H，s，N-CH3 ) ，4. 11 ( 3H，s，7-OCH3 ) ，4. 06
( 3H，s，6-OCH3 ) ;

13C-NMＲ ( CD3OD，100 MHz )
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δC : 160. 1 ( C-6 ) ，155. 0 ( C-7 ) ，146. 9 ( C-1 ) ，
137. 1 ( C-4a) ，135. 2 ( C-3) ，125. 9 ( C-8a) ，124. 7
( C-4 ) ，107. 8 ( C-8 ) ，106. 5 ( C-5 ) ，57. 5 ( 6-
OCH3 ) ，57. 1 ( 7-OCH3 ) ，48. 0 ( N-CH3 ) 。以上数
据与文献报道基本一致［23］，故鉴定化合物 9 为 N-
methyl-6，7-dimethoxyisoquinoline。
4 抗乙酰胆碱酯酶活性筛选
采用 Ellman改良法［24］对分离得到的 9个化合物

进行 AChE 抑制活性评价，以石杉碱甲作为阳性对
照。具体实验步骤:在 96孔酶标板中依次加入 20 μL
待测样品溶液、140 μL PBS 缓冲液( 0. 1 mol·L－1，pH
8. 0) 及 20 μL乙酰胆碱酯酶溶液，充分混匀后于 37
℃水浴孵育 10 min。实验设置以下对照组: 样品本底
对照组( 不含酶溶液) 、空白对照组( 不含样品溶液) 、
空白本底对照组( 不含样品溶液和酶溶液) 。孵育结
束后，每孔分别加入 10 μL DTNB ( 2 mmol·L－1 ) 和 10
μL ATCI ( 15 mmol·L－1 ) ，继续于 37 ℃反应 10 min
后，使用酶标仪在 412 nm波长处测定吸光度。
对于初筛浓度( 1 mmol·L－1 ) 下表现出显著抑制

活性的样品，采用梯度稀释法进一步测定其半数抑

制浓度( IC50 ) 。具体通过检测 7 个不同浓度梯度下
样品对 AChE 的抑制率，将浓度-抑制率数据导入
IC50计算软件( GraphPad Prism 8. 0) ，采用非线性回

归分析获得 IC50，所有实验均独立重复 3 次。活性
测试结果表明，化合物 4 表现出明显的 AChE 抑制
活性，其 IC50为( 249. 5±1. 52) μmol·L

－1。
5 分子对接分析
为探究化合物 4 与 AChE 的相互作用机制，采

用分子对接技术进行模拟分析。从 ＲCSB PDB数据
库( PDB ID: 7XF7 ) 获取 AChE 的晶体结构，利用
PyMOL软件去除水分子及无关配体，优化蛋白结
构。使用 ChemDraw 3D 22. 0 构建化合物 4 的三维
结构，随后进行能量最小化优化并导出为“．mol2”格
式文件，采用 AutoDock Vina 进行对接计算。对接
前，在 AChE 活性口袋 ( 坐标: X = － 4. 830，Y =
－13. 039，Z= 17. 012) 设置对接网格( 尺寸: 40 Å×
40 Å×46 Å) ，其余参数保持默认。对接完成后，使
用 PyMOL可视化结合模式，并计算结合自由能。结
果显示，化合物 4 与 AChE 的结合能为－9. 0 kcal·
mol－1，表明其具有较强的自发结合能力。进一步分
析表明，化合物 4 通过与 AChE 活性位点的多个残
基形成相互作用而稳定结合，包括与 TＲP-82 的氢
键作用、与 TYＲ-81 的 π-烷基作用、与 GLU-53 的静
电吸引作用以及与 ASP-71 的 π-阴离子作用( 图
5) 。该计算结果与体外活性实验结果一致，提示化
合物 4可能通过直接抑制 AChE发挥生物活性。

图 5 化合物 4和乙酰胆碱酯酶的分子对接
Fig．5 Molecular docking of compound 4 with acetylcholinesterase

6 结果与讨论
本研究对采自云南的娇嫩黄堇进行了系统的化

学成分研究，通过甲醇提取、溶剂分配及多种色谱分
离技术，包括硅胶柱色谱、Sephadex LH-20 凝胶柱色
谱及半制备高效液相色谱等，成功分离得到 9 个化
合物。运用 HＲ-ESI-MS、NMＲ、X-ray 单晶衍射等现

代波谱技术，鉴定了这些化合物的结构。研究结果
显示，分离得到的化合物主要为异喹啉类生物碱，其

中包括 2个新化合物( 1、2) 和 7 个已知化合物( 3 ～
9) 。这一发现与紫堇属植物富含异喹啉类生物碱
的化学特征高度吻合。在已知化合物中，oxohydras-
tinine ( 6) 作为一种天然异喹啉生物碱，文献报道显
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示其在抗菌［25］ 和抗炎［26］ 领域展现明确潜力;

α-magnoflorine ( 7) 是一种广泛分布于植物界的阿朴
菲型异喹啉生物碱，其药理活性广泛，包括抗糖尿

病、抗炎、抗肿瘤、神经保护、抗氧化、抗真菌及免疫
调节等多种作用［27］。这些活性化合物的分离鉴定
为阐释娇嫩黄堇的传统药用价值提供了科学依据。
特别值得关注的是，2 个新化合物( 1、2) 的发现，尤
其与化合物 1同类型的原小檗碱型异喹啉生物碱目
前仅见 1个化合物被报道［15］，其结构特点在于 C-8
与 C-14之间形成了桥环。此外，结合化合物 4 的潜
在 AChE抑制活性及明确作用机制，本研究结果不
仅丰富了紫堇属植物的化学多样性认识，也为紫堇

属植物的现代化开发提供了双重依据，既验证了传

统药用价值的化学基础，又发现了潜在的神经保护

剂候选分子。鉴于紫堇属植物在传统医药中的重要
地位，本研究结果对深入挖掘娇嫩黄堇的药用潜力

具有重要指导意义。后续研究将重点关注这些化合
物( 特别是新化合物) 的构效关系研究及体内药效

评价，以期为新药研发提供先导化合物。
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