溪黄草的化学成分研究
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摘要：目的　对溪黄草Isodon serra (Maxim.) Hara的化学成分进行研究。方法　采用柱层析方法进行分离、纯化，经现代波谱技术对化合物进行结构鉴定。结果　从溪黄草中分离得到14个化合物，分别鉴定为诺多星(1)、毛果青茶菜素(2)、β-香树脂醇棕榈酸酯(3)、2-三十三酮(4)、三十烷酸对羟基苯乙酯(5)、腺苷(6)、丹酚酸B(7)、7-甲氧基香豆素(8)、伞形花内酯(9)、香草醛(10)、丁香酸(11)、香草酸(12)、绿原酸(13)、槲皮素-3, 3′-二甲醚(14)。结论 化合物3、4、5、6、7、8、9、12、13、14均为首次从溪黄草属中分离得到，化合物10、11为首次从该植物中分离得到。
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Chemical Constituents from Isodon serra (Maxim.) Hara 

LIU Fangle, CHEN Dejin, FENG Xiuli, WU chong, LIN Chaozhan, ZHU Chenchen (Institute of Clinical Pharmacology, Guangzhou University of Chinese Medicine, Guangzhou 510405, China)

Abstract: Objective To study the chemical constituents of Isodon serra (Maxim.) Hara. Methods The chemical constituents were isolated by chromatographic methods and structurally elucidated by spectral analysis. Results Fourteen compounds were obtained and identified as nodosin (1), isodocarpin (2), β-amyrin palmitate (3), qritriacontan-2-one (4), triacontanoic acid, 2-(4-hydroxyphenyl)ether ester (5), adenosine (6), salvianolic acid B (7), 7-methoxy coumarin (8), umbelliferone (9), vanillin (10), syringic acid (11), vanillic acid (12), chlorogenic acid (13), quercetin-3, 3′-dimethylether (14). Conclusion Compounds 3-14 were isolated from genus Isodon for the first time.
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溪黄草Isodon serra (Maxim.) Hara为民间习用草药，俗称熊胆草、血风草、黄汁草、溪沟草、手擦黄等，主产于长江以南的广东、广西、福建等省区，具有清热利湿、退黄、凉血散瘀及保肝等作用，主要应用于治疗湿热泻痢，跌打瘀肿，急性黄疸型肝炎，急性胆囊炎等疾病，临床疗效确切[1]。化学成分研究[2-4]表明溪黄草中主要含有二萜、香豆素和酚酸类成分。为进一步阐明其保肝作用药效物质基础，我们采用柱层析方法进行分离、纯化，经现代波谱技术对对该植物进行了化学成分研究。
1 材料
1.1药品及试剂  实验药材收集自广东省清远溪黄草GAP种植基地，经广州中医药大学中药学院潘超美教授鉴定为溪黄草Isodon serra (Maxim.) Hara， 凭证标本现存于广州中医药大学临床药理研究所（样品编号：IS-201310）;氘代试剂：DMSO-d6和CDCl3，美国Norell公司;石油醚、乙酸乙酯、正丁醇和甲醇等均为国产分析纯试剂，广东光华科技股份有限公司。
1.2仪器X-6型显微熔点测定仪（温度未校正），北京泰克仪器有限公司； AVANCE DRX – 500 MHz超导核磁共振仪，瑞士Bruker公司；DSQ电子轰击电离质谱仪，美国Thermo公司；层析硅胶（200～ 300目），青岛海洋化工厂；反相硅胶，ODS RP-18 （40 ～ 63 μm），德国Merck公司；Sephadex LH-20：25～ 100 μm，Fluka BioChemika，瑞士Buchs公司。
2方法与结果

2.1 提取及分离 溪黄草干燥全草（10 kg），粉碎，用甲醇于室温浸泡（40 L(3/10天），合并提取液，减压浓缩得棕褐色粘稠膏状物（468 g）。浸膏加水分散后依次用石油醚、乙酸乙酯、正丁醇分配萃取，萃取液减压浓缩得石油醚部位（172 g）、乙酸乙酯部位（223 g）、正丁醇部位（46 g）。乙酸乙酯部位200 g，采用硅胶柱层析（200～ 300目，2.5 kg，D =12 cm，H = 50 cm），石油醚-乙酸乙酯（1:0-0:1）梯度洗脱，TLC薄层检识跟踪，合并得到8个流份。各流份再经过硅胶、RP-C18、Sephadex LH-20反复柱层析及重结晶，依次得到14个化合物。

2.2结构鉴定  化合物1 ： 白色针状结晶（甲醇），254 nm下有暗斑。ESI-MS: m/z 363 [M+H]+。1H-NMR（DMSO，500 MHz）δ：6.28 (1H, s, 6-OH)，5.87, 5.57 (each 1H, s, H2-17)，5.27 (1H, t, J = 9.0 Hz, H-1β)，5.22 (1H, s, H-6α)，3.83, 3.61 (each 1H, dd, J = 8.5 Hz, H2-20)，3.18 (1H, dd, J = 8.5, 4.0 Hz, H-13β)，2.18 (1H, d, J = 12.0 Hz, H-9α)，2.11 (1H, s, H-5β)，1.76 (2H, m, H-2)，1.66 (2H, m, H-3)，1.36 (1H, m, H-14β)，1.29 (1H, m, H-14α)，0.97(3H, s, Me-18)，0.90 (3H, s, Me-19)；13C-NMR （DMSO，125 mHz）δ：77.8 (C-1)，23.0 (C-2)，36.6 (C-3)，31.1 (C-4)，54.4 (C-5)，100.8 (C-6)，171.0 (C-7)，55.3 (C-8)，47.1 (C-9)，48.7 (C-10)，64.7 (C-11)，40.5 (C-12)，34.3 (C-13)，33.2 (C-14)，200.5 (C-15)，150.5 (C-16)，118.1 (C-17)，32.7 (C-18)，23.0 (C-19)，72.5 (C-20)。以上波谱数据与文献[5]报道的诺多星一致，故鉴定化合物1为诺多星（nodosin）。

化合物2 ： 白色结晶（甲醇），254 nm下有暗斑。ESI-MS: m/z 347[M+H]+。1H-NMR（CDCl3，500 mHz）δ：6.05, 5.48 (each 1H, s, H2-17)，5.35 (1H, s, H-6α)， 4.41 (1H, dd, J = 8.5, 4.0 Hz, H-1β)，4.02, 3.97(each 1H, dd, J = 8.5, 4.0 Hz, H2-20)， 3.10 (1H, dd, J = 8.5, 4.0 Hz, H-13β)，2.35 (1H, d, J = 12.0 Hz, H-9α)，2.32 (2H, m, H-14)，1.95 (1H, s, H-5β)，1.02 (3H, s, Me-19)，0.97 (3H, s, Me-18)；13C-NMR（CDCl3，125 mHz）δ：76.6 (C-1)，23.4 (C-2)，37.3 (C-3)，32.7 (C-4)，53.8 (C-5)，101.9 (C-6)，171.8 (C-7)，56.2 (C-8)，45.2 (C-9)，49.8 (C-10)，19.8 (C-11)，35.1 (C-12)，33.0 (C-13)，29.4 (C-14)，200.2 (C-15)，150.4 (C-16)，118.5 (C-17)，31.1 (C-18)，23.2 (C-19)，74.3 (C-20)。以上波谱数据与文献[5]报道的毛果青茶菜素一致，鉴定化合物2为毛果青茶菜素（isodocarpin）。

化合物3 ： 白色油状物（石油醚），Liebermann-Berchard反应呈阳性，10% H2SO4-EtOH喷雾后加热显紫色，ESI-MS: m/z 663 [M-H]-。1H-NMR（CDCl3，500 mHz）δ：5.10 (1H, t-like, H-12)，4.43 (1H, t, J = 6.5 Hz, H-3)，1.18~2.22 [31H, m, -CH2(CH2)13CH3]，1.06 (3H, s, 27-CH3)，0.91 (3H, s, 26-CH3)，0.89 (3H, s, 25-CH3)，0. 80 (12H, s, 23, 24, 29, 30-CH3)，0.77 (3H, s, 28-CH3)；13C-NMR（CDCl3，125 mHz）δ：37.2 (C-1)，21.7 (C-2)，79.4 (C-3)，36.7 (C-4)， 54.2 (C-5)，17.2 (C-6)，31.6 (C-7)，38.8 (C-8)，46.5 (C-9)，36.1 (C-10)，22.6 (C-11)，120.6 (C-12)，144.1 (C-13)，40.6 (C-14)，25.9 (C-15)，24.9 (C-16)，31.5 (C-17)，46.2 (C-18)，45.7 (C-19)，30.9 (C-20)，33.8 (C-21)，35.8 (C-22)，27.0 (C-23)，15.8 (C-24)，14.5 (C-25)，15.8 (C-26)，25.1 (C-27)，27.4 (C-28)，32.3 (C-29)，22.7 (C-30)，172.5 (C-1′)，33.8 (C-2′)，24.1 (C-3′)，28.4 ~ 28.7 (C-4′~13′)，30.0 (C-14′)，22.5 (C-15′)，13.1 (C-16′)。与文献[6]对照，鉴定化合物3为β-香树脂醇棕榈酸酯（β-amyrin palmitate）。
化合物4 ： 白色粉末（氯仿），m.p. 60 ～ 62 ℃。ESI-MS: m/z 479 [M+H]+。1H-NMR（CDCl3，500 MHz）δ：2.41 (2H, t, J = 7.5 Hz, 3-CH2)，2.13(3H, s, 1-CH3)，1.56 (2H, m , 4-CH2)，1.25 (56H, 28×CH2, 5-CH2～32-CH2)，0.88 (3H, t, J = 6.5 Hz, 33-CH3)；13C-NMR（CDCl3，125 MHz）δ：29.4 (C-1)，209.6 (C-2)，44.1 (C-3)，24.1 (C-4)，29.6～ 29.9 (C-5～C-30)，32.1 (C-31)，22.9 (C-32)，14.3 (C-33)。与文献[7]对照，鉴定化合物4为2-三十三酮（qritriacontan-2-one）。
化合物5 ： 白色粉末（氯仿），m.p. 78 ～ 80 ℃。ESI-MS: m/z 573 [M+H]+。1H-NMR（CDCl3，500 mHz）δ： 7.08 (2H, d, J = 8.0 Hz, H-3′,5′)，6.76 (2H, d, J = 8.0 Hz, H-2′,6′)，4.23 (2H, t, J = 7.0 Hz, H-1)，2.86 (2H, t, J = 7.0 Hz, H-2)，2.28 (2H, t, J = 7.0, 7.5 Hz, H-2′′)，1.60 (2H, m, H-3′′)，1.26 ~ 1.36 (52H, m, H-4′′~H-29′′)，0.88 (3H, m, H-30′′)；13C-NMR（CDCl3，125 MHz）δ：64.9 (C-1)，34.4 (C-2)，154.3(C-4′)，130.0 (C-1′)，115.3 (C-2′, 6′)，130.0 (C-3′, 5′)，173.9 (C-1′′)，34.3 (C-2′′)，25.0(C-3′′)，29.1~29.7 (C-4′′～ C-27′′)，31.9 (C-28′′)，22.7 (C-29′′)，14.1 (C-30′′)。与文献[8]对照，鉴定化合物5为三十烷酸对羟基苯乙酯（triacontanoic acid, 2-(4-hydroxyphenyl)ether ester）。
化合物6 ： 白色无定型粉末，m.p. 234 ～ 236 ℃。ESI-MS: m/z 268 [M+H]+，254nm下有暗斑。与腺苷对照品对照，经TLC、HPLC分析，两者Rf值和保留时间均一致，与腺苷对照混合熔点不降，故鉴定化合物6为腺苷（adenosine）。
化合物7 ： 淡黄色粉末（甲醇），FeCl3-K3[Fe(CN)6] 反应均呈阳性，提示结构中含有酚羟基。ESI-MS: m/z 717 [M-H]-。1H-NMR（DMSO，500 MHz）δ：7.41 (1H, brs, H-7)，6.87 (2H, brs, H-2′′, 2′′′)，6.79 (1H, d, J = 8.0 Hz, H-5)，6.74 (1H, d, J = 8.0 Hz, H-6)，6.59 (1H, brs, H-2′)， 6.52～6.57, 6.60～6.63 (6H, m, H-5′, 6′, 5′′, 6′′, 5′′′, 6′′′) ，6.39 (1H, brs, H-8)，2.82 ～ 3.04 (4H, m, H-7′, H-7′′′)， 4.81 (1H, d, J = 9.5 Hz, H-7′′)，4.57 (1H, d, J = 9.5 Hz, H-8′′)，4.05 (2H, brs, H-8′, 8′′′)；13C-NMR（DMSO，125 mHz）δ：122.4 (C-1)，129.9 (C-2)，145.2 (C-3)，147.6 (C-4)，117.8 (C-5)，119.0 (C-6)，138.0 (C-7)，117.2 (C-8)，166.7 (C-9)，130.2 (C-1′)，115.5 (C-2′)，145.0 (C-3′)，144.3 (C-4′)，115.0 (C-5′)，119.9 (C-6′)，37.2 (C-7′)，77.3 (C-8′)，172.8 (C-9′)，134.8(C-1′′)，114.8 (C-2′′)，143.7 (C-3′′)，143.5 (C-4′′)，116.5 (C-5′′)，116.8 (C-6′′)，78.2 (C-7′′)，44.1 (C-8′′)，171.7 (C-9′′)，130.0 (C-1′′′)，115.6 (C-2′′′)，143.8 (C-3′′′)，145.6 (C-4′′′)，116.3 (C-5′′′)，122.3 (C-6′′′)，37.6 (C-7′′′)， 77.3 (C-8′′′)，172.5 (C-9′′′)。与文献[9]对照，鉴定化合物7为丹酚酸B（salvianolic acid B）。
化合物8 ： 淡黄色粉末（甲醇），365 nm下呈蓝色荧光。ESI-MS: m/z 177 [M+H]+。1H-NMR（DMSO，500 mHz）δ：7.42 (1H, d, J = 16.0 Hz, H-4)，6.99 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-8)，6.93 (1H, dd, J = 2.0, 8.0 Hz, H-6)，6.70 (1H, d, J = 8.0 Hz, H-5)， 6.21 (1H, d, J = 16.0 Hz, H-3)，3.62 (3H, s, 7-OCH3)；13C-NMR（DMSO，125 mHz）δ： 167.1 (C-2)，115.8 (C-3)，145.3 (C-4)，125.6 (C-5)，121.6 (C-6)，148.5 (C-7)，114.8 (C-8)，145.7 (C-9)，113.8 (C-10)，51.3 (7-OCH3)。与文献[10]对照，鉴定化合物8为7-甲氧基香豆素（7-methoxy coumarin）。
化合物9 ： 淡黄色粉末（甲醇），365 nm下呈蓝色荧光， FeCl3-K3[Fe(CN)6] 反应呈阳性。ESI-MS: m/z 163 [M+H]+。1H-NMR（DMSO，500 mHz）δ：10.58 (1H, s, 7-OH)，7.91 (1H, d, J = 9.5 Hz, H-4)，7.51 (1H, d, J = 8.5 Hz, H-5)，6.77 (1H, dd, J = 2.0, 8.5 Hz, H-6)，6.70 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-8) ，6.19 (1H, d, J = 9.5 Hz, H-3)；13C-NMR（DMSO，125 mHz）δ： 161.1 (C-2)，111.9 (C-3)，145.2 (C-4)，130.4 (C-5)，113.8 (C-6)，162.0 (C-7)，102.8 (C-8)，156.2 (C-9)，112.1 (C-10)。与文献[11]对照，鉴定化合物9为伞形花内酯（umbelliferone）。

化合物10 ： 白色结晶(乙酸乙酯)，FeCl3-K3[Fe(CN)6]反应呈黑色ESI-MS: m/z 153 [M+H]+。1H-NMR（DMSO，500 MHz）δ：10.27 (1H, brs, 4-OH)，9.76 (1H, s, 1-CHO)，7.41 (1H, dd, J = 2.0, 8.0 Hz, H-6)，7.37 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-5)，6.95 (1H, d, J = 8.0 Hz, H-2)，3.84 (3H, s, 3-OCH3)；13C-NMR（DMSO，125 mHz）δ：129.4 (C-1)，111.3 (C-2)，153.7 (C-3)，148.8 (C-4)，116.0 (C-5)，126.7 (C-6)，191.6 (1-CHO)，56.2 (3-OCH3)。与文献[12]对照，鉴定化合物10为香草醛（vanillin）。

化合物11：  白色针晶（甲醇），m.p. 212～213 ℃。ESI-MS: m/z 197 [M-H]-。1H-NMR（DMSO，500 mHz）δ: 9.23 (1H, s, 4-OH)，7.20 (2H, s, H-2, 6)，3.80 (6H, s, 3, 5-OCH3)；13C-NMR（DMSO，125 mHz）δ：121.0 (C-1)，107.5 (C-2, 6)，148.1 (C-3, 5)，140.8 (C-4)，167.9 (1-COOH)，56.6 (3, 5-OCH3)。与文献[13]对照，鉴定化合物11为丁香酸（syringic acid）。

化合物12 ： 白色粉末（甲醇），m.p. 210～211℃。ESI-MS: m/z 167 [M-H]-；1H-NMR（DMSO，500 mHz）δ：，12.50 (1H, s, 1-COOH)，9.84 (1H, s, 4-OH)，7.44 (1H, d, J = 8.0 Hz, H-6)，6.84 (1H, d, J = 8.0 Hz, H-5)，7.46 (1H, s, H-2) 3.80 (3H, s, 3-OCH3); 13C-NMR（DMSO，125 MHz）δ：125.5 (C-1)，115.7 (C-2)，122.3 (C-3)，151.7 (C-4)，113.4 (C-5)，124.2 (C-6)，167.9 (1-COOH)，56.2 (3-OCH3)。与文献[14]对照，鉴定化合物12为香草酸（vanillic acid）。

化合物13：  白色针晶(甲醇)，FeCl3-K3[Fe(CN)6]反应呈阳性。ESI-MS：m/z 353 [M-H]-。1H-NMR（DMSO，500 mHz）δ：12.43 (1H, s, COOH)，9.61 (1H, s, OH)，9.18 (1H, s, OH)，7.42 (1H, d, J = 16.0 Hz, H-7′)，7.03 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-2′)，6.98 (1H, dd, J = 2.0, 8.0 Hz, H-6′)，6.76 (1H, d, J = 8.0 Hz, H-5′)，6.14 (1H, d, J = 16.0 Hz, H-8′)，5.55 (1H, s, OH)，4.94 (1H, s, OH), 3.92 (1H, s, OH)，5.06 (1H, m, H-3)，3.56 (1H, m, H-5)，2.50 (1H, m, H-4)，2.03 (2H, m, H-6)，1.92 (2H, m, H-2)；13C-NMR（DMSO，125 MHz）δ: 74.1 (C-1)，37.8 (C-2)，71.5 (C-3)，71.0 (C-4)，68.7 (C-5)，36.8 (C-6)，175.6 (C-7)，126.2 (C-1′)，115.4 (C-2′)，146.2 (C-3′)，149.0 (C-4′)，114.9 (C-5′)，122.0 (C-6′)，145.6 (C-7′)，116.4 (C-8′)，166.4 (C-9′)。与文献[15]对照，鉴定化合物13为绿原酸（chlorogenic acid）。

化合物14 ： 黄色粉末（甲醇），盐酸-镁粉反应和 FeCl3-K3[Fe(CN)6] 反应均呈阳性。ESI-MS: m/z 331 [M+H]+。1H-NMR（DMSO，500 mHz）δ：12.91 (1H, s, 5-OH)，7.43 (2H, m, H-2′, 6′)，6.88 (1H, d, J = 8.5 Hz, H-5′)，6.83 (1H, s, H-8)，6.70 (1H, s, H-6)，3.90 (3H, s, 3-OCH3)，3.72 (3H, s, 3′-OCH3)；13C-NMR（DMSO，125 mHz）δ：153.2 (C-2)，132.5 (C-3)， 182.7 (C-4)，159.2 (C-5)，103.3 (C-6)，164.9 (C-7)，92.0 (C-8)，152.7 (C-9)，105.7 (C-10)， 119.7 (C-1′)，114.1 (C-2′)，150.5 (C-3′)，146.5 (C-4′)，116.6 (C-5′)，122.0 (C-6′)，60.7 (3-OCH3)，57.0 (3′-OCH3)。与文献[16]对照，鉴定化合物14为槲皮素-3, 3′-二甲醚（quercetin-3, 3′-dimethylether）。
3 讨论
经现代波谱技术对溪黄草分离提取的的主要化合物进行结构鉴定，并从中分离得到14个化合物，经现代波谱技术鉴定为诺多星 (1)、毛果青茶菜素 (2)、β-香树脂醇棕榈酸酯 (3)、2-三十三酮 (4)、三十烷酸对羟基苯乙酯 (5)、腺苷 (6)、丹酚酸B (7)、7-甲氧基香豆素 (8)、伞形花内酯 (9)、香草醛 (10)、丁香酸 (11)、香草酸 (12)、绿原酸(13)、槲皮素-3, 3′-二甲醚 (14)，其中化合物3、4、5、6、7、8、9、12、13、14均为首次从溪黄草属植物中分离得到，化合物10、11为首次从该植物中分离得到。
2010版中国药典一部附录[17]收载了线纹香茶菜Isodon striatus(Benth.) Kudo和溪黄草Isodon sorra (Maxim.) Kudo 两个基原植物的干燥地上部分作为中药“溪黄草”的正品，这引起了一些异议，有文献[18]报道这两种原植物的基原考证、形态描述、显微和薄层鉴定均具有显著差别。本研究自I. serra (Maxim.) Hara中分离鉴定的化合物亦与线纹香茶菜I. striatus(Benth.) Kudo报道[19]的化合物存在较大差异。因此，2010版药典将线纹香茶菜I. striatus(Benth.) Kudo和溪黄草I. serra (Maxim.) Kudo 两个基原植物同时收载为中药“溪黄草”确实值得商榷。
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