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棠梨枝叶的化学成分研究 
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摘要  从棠梨枝叶(Pyrus pashia Buch.-Ham. ex D. Don)的甲醇提取物中分离得到了 17 个化合物, 采用高分辨质谱、一

维和二维核磁共振等现代波谱技术, 鉴定上述化合物的结构分别为: pashinin A (1), 天麻苷-7-O-顺式咖啡酸酯(2), 天麻

苷-7-O-反式咖啡酸酯(3), 山奈酚-3-O-β-D-(6′′-O-对香豆酸酯)吡喃葡萄糖苷(4), 山奈酚-3-O-β-D-(6′′-O-顺式对香豆酰)
吡喃葡萄糖苷(5), 天麻苷-7-O-对羟基苯甲酸酯(6), 熊果苷(7), robustaside B (8), 委陵菜酸(9), 蔷薇酸(10), 槲皮素

3-O-β-D-吡喃葡萄糖苷(11), 2R,3R-二氢槲皮素(12), 木犀草素-4′-O-β-D-吡喃葡萄糖苷(13), 芹黄素-4′-O-β-D-吡喃葡萄

糖苷(14), 5,7,4′-三羟基异黄酮-7-O-β-D-吡喃葡萄糖苷(15), 染料木素(16), 咖啡酸(17), 其中化合物 1 和 2 为新化合物, 
化合物 3 为新的天然产物. 除化合物 17 外, 其余化合物均首次从该植物中分离得到. 化合物 1～3 的抗肿瘤细胞活性实

验表明其没有体外肿瘤细胞生长抑制活性(IC50＞40 μmol•L－1); 抗 HIV 病毒(HIV-1IIIB)实验显示: 化合物 1 有极弱的抗

HIV-1 的活性, 化合物 4 有弱的抗 HIV-1 的活性. 
关键词  棠梨; 枝叶; pashinin A; 天麻苷-7-O-顺式咖啡酸酯; 抗 HIV-1 活性 
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Abstract  Seventeen compounds were isolated from the branches and leaves of Pyrus pashia Buch.-Ham. ex D. Don. On the 
basis of spectroscopic methods (HR-ESIMS, 1D- and 2D-NMR), their structures were identified as pashinin A (1), gas-
trodin-7-O-cis-caffeoyl ester (2), gastrodin-7-O-trans-caffeoyl ester (3), kaempferol-3-β-D-(6-O-trans-p-coumaroyl)glu-
copyranoside (4), kaempferol-3-β-D-(6-O-cis-p-coumaroyl)glucopyranoside (5), gastrodin-7-O-p-hydroxybenzoyl ester (6), 
arbutin (7), robustaside B (8), tormentic acid (9), euscaphic acid (10), quercetin-3-O-β-D-glucopyranoside (11), 
2R,3R-dihydyoquercetin (12), luteolin-4'-O-β-D-glucopyranoside (13), apigenin-4'-O-β-D-glucopyranoside (14), 5,7,4'-trihy-
droxyisoflavone-7-O-β-D-glucopyranoside (15), genistein (16), caffeic acid (17). Among them, 1 and 2 were new compounds, 
3 was a new natural product, 4～16 were isolated from this plant for the first time. Compounds 1～3 showed no cytotoxic 
effects on tumor cell (IC50＞40 μmol•L－1). 1 and 4 exhibited weak anti-HIV-1 activities. 
Keywords  Pyrus pashia; branches and leaves; pashinin A; gastrodin-7-O-cis-caffeoyl ester; anti-HIV-1 activities 

 
棠梨又称川梨(Pyrus pashia Buch.-Ham. ex D. Don), 

云南土名棠梨刺, 是蔷薇科梨属植物[1], 分布于我国云

南、四川、贵州和甘肃等省, 长在海拔 1000～1500 m 的

高山喜光林中或灌木草原上. 棠梨在民间有很多的应



   
Chinese Journal of Organic Chemistry ARTICLE 

 
Chin. J. Org. Chem. 2013, 33, 1284～1290 © 2013 Chinese Chemical Society & SIOC, CAS http://sioc-journal.cn/      1285 

用, 棠梨果树常用作人工栽培梨的砧木; 棠梨的花是云

南人民喜食的一种野生食疗蔬菜, 可用于降血脂和清理

肠胃; 棠梨的果实性温, 可治疗肉食积滞、消化不良、

泄泻、痛经、产后血瘀作痛; 棠梨的枝叶性寒, 具有舒

肝和胃、缓急止泻的功能. 1971 年, Bhakuni 等[2,3]报道从

棠梨的树皮、茎和树叶中分离得到 8 个化合物; 2011 年, 
我们课题组[4]从棠梨的花中分离鉴定了13个化合物. 本
文进一步系统研究了棠梨枝叶的化学成分, 从其甲醇提

取物的乙酸乙酯萃取部位分离鉴定了17个化合物(图1), 
包括 2 个新化合物: pashinin A (1), 天麻苷-7-O-顺式咖

啡酸酯(2), 和 1 个新的天然产物: 天麻苷-7-O-反式咖啡

酸酯(3), 以及 15个已知化合物: 山奈酚-3-O-β-D-(6′′-O-
对香豆酸酯)吡喃葡萄糖苷(4), 山奈酚-3-O-β-D-(6′′-O-
顺式对香豆酰)吡喃葡萄糖苷(5), 天麻苷-7-O-对羟基苯

甲酸酯(6), 熊果苷(7), robustaside B (8), 委陵菜酸(9), 
蔷薇酸(10), 槲皮素 3-O-β-D-吡喃葡萄糖苷(11), 2R,3R-
二氢槲皮素(12), 木犀草素-4′-O-β-D-吡喃葡萄糖苷(13), 
芹黄素-4′-O-β-D-吡喃葡萄糖苷(14), 5,7,4′-三羟基异黄

酮- 7-O-β-D-吡喃葡萄糖苷(15), 5,7,4'-三羟基异黄酮

(16), 咖啡酸(17). 除化合物 17 外, 其余化合物均为首

次从棠梨中分离得到, 化合物 3的波谱数据为首次报道. 
化合物 1～3 的抗肿瘤细胞活性实验表明其没有体外肿

瘤细胞生长抑制活性(IC50＞40 μmol•L－1); 抗 HIV 病毒

(HIV-1 BⅢ )实验显示: 化合物 1 有极弱的抗 HIV-1 的活

性, 化合物 4 有弱的抗 HIV-1 的活性. 

1  结果与讨论 

化合物 1 为淡黄色无定形粉末, 其 HR-ESIMS 显示

该化合物分子式为 C32H30O14 (m/z: 639.1771 [M＋H]＋, 
calcd. 639.1714; m/z: 661.1590 [M ＋ Na] ＋ , calcd. 
661.1533). 1的NMR数据显示该化合物具有黄酮化合物

骨架, 其 13C NMR 谱中 δC 105 附近没有 CH 信号(除去

葡萄糖异头碳信号), 而在 δC 135.5 有季碳信号, 其 C-3
上有含氧取代[5], 即为黄酮醇化合物. 苯环对位取代氢

[δH 8.00, 6.85 (each d, J＝8.6 Hz, 2H)]的存在判断其 B 环

为对位取代, 其 A 环上只有一个芳香氢[δH 6.37 (s)], 推
测该化合物 A 环为三取代. HMBC 谱显示该化合物中有

一个 CH2信号[δH 4.48 (s, 2H), δC 63.53 (t)]与 C-5, C-6 和

C-7 都相关, 由此确定该 CH2 (C-11)与 C-6 通过碳碳键

连接. 文献数据也支持这一判断, 若在 C-8 上形成碳碳

键则C-6的化学位移应该在 δ 100左右[6], 若在C-6上形

成碳碳键则 C-8 的化学位移在 δ 95 左右[7], 而该化合物

中 A 环上的芳香 CH 的化学位移是 δC 94.58, 由此进一

步确定该 CH2与 C-6 形成碳碳键. 仔细分析 1 的 NMR
数据, 发现该化合物中还含有 1 个甲氧基[δH 3.36 (s, 

3H), δC 58.51 (q)]、1 个葡萄糖取代基[δC 104.1 (d), 78.4 
(d), 76.3 (d), 76.2 (d), 72.2 (d), 64.7 (t)]和 1个对香豆酸酯

基[δH 7.39 (d, J＝15.9 Hz), 7.30 (d, J＝8.4 Hz, 2H), 6.80 
(d, J＝8.4 Hz, 2H), 6.07 (d, J＝15.9 Hz); δC 169.1 (s), 
161.6 (s), 146.9 (d), 131.5 (d, 2C), 127.5 (s), 117.2 (d, 2C), 
115.2 (d)]. HSQC 谱中, 葡萄糖基中异头碳 δC 104.12 
(C-1'')与 δH 5.31 (H-1'')相关, 确定该信号为异头碳上的

氢信号. HMBC谱中, 甲氧基与C-11连接是基于 δH 3.36 
(CH3O)与 δC 63.5 (C-11)相关, δH 4.48 (H-11)与 δC 58.5 
(CH3O)相关; 葡萄糖连接在 3-OH上是因为HMBC谱中

δH 5.31 (H-1'')与 δC 135.5 (C-3)的相关; 对香豆酸酯基连

接在葡萄糖的 6-OH 上是因为 HMBC 谱中存在 δH 4.30 
(H-6''a)和 4.23 (H-6''b)与 δC 169.1 (C-9''')的相关, 且 C-6''
处于相对低场. 

糖基异头氢的偶合常数为 7.2 Hz[8], 通过水解测得

的旋光值为 20
D[ ]α ＋36.5 (c 0.15, H2O), 由此确定该葡萄

糖为 β-D 型[9]; 对香豆酸酯基的 2 个双键氢的偶合常数

为 15.9 Hz[10], 而且在 ROESY 谱中未见 H-7'''和 H-8'''的
相关, 但存在 δH 6.07 (H-8''')和 δH 7.30 (H-2''',6''')的相关

(图 2), 这证明了对香豆酸酯基的环外双键为反式构型. 
至此, 确定化合物 1 的结构为 6-甲氧亚甲基山奈酚- 
O-β-D-(6′′-O- 对香豆酸酯 ) 吡喃葡萄糖苷 , 命名为

pashinin A. 
化合物 2 的 HR-ESIMS 显示其分子式为 C22H24O10 

(m/z: 447.1273 [M－H]－, calcd. 447.1291). 其 NMR 谱显

示该化合物由 3 个片段构成: 1 个对羟基苄基[δH 7.31 (d, 
J＝8.5 Hz), 7.10 (d, J＝8.5 Hz), 5.18 (s, 2H); δC 159.5 (s), 
131.9 (s), 131.3 (d), 118.2 (d), 67.3( t)]、一个葡萄糖取代

基[δC 102.7 (d), 78.6 (d), 78.4 (d), 75.4 (d), 71.8 (d), 63.0 
(t)]和一个咖啡酸酯基[δH 7.33 (d, J＝2.0 Hz), 7.01 (dd,  
J＝8.0, 2.0 Hz), 6.82 (d, J＝12.8 Hz), 6.72 (d, J＝8.5 Hz), 
5.78 (d, J＝12.8 Hz); δC 168.7 (s), 148.6 (s), 146.2 (s), 
145.5 (d), 128.7 (s), 125.1 (d), 118.9 (d), 117.2 (d), 116.2 
(d)]. 与文献数据比较发现, 化合物 2 与天麻素[11]的

NMR数据非常接近, 判断葡萄糖通过异头碳与 4-OH连

接形成天麻素片段, HMBC谱中δH 4.95 (H-1')与δC 159.5 
(C-4)的相关(图 3)也证明了该化合物中存在天麻素片段. 
仔细分析化合物的 1H NMR 数据, 发现其 H-7 的化学位

移较天麻素向低场位移了将近 δ 0.6, 推测 7-OH 与咖啡

酸酯基相连, 由此产生了对 H-7 的去屏蔽效应导致了这

一位移[12], HMBC 谱中存在的 δH 5.18 (H-7)与 δC 168.7 
(C-9'')相关也支持这个推断. 

葡萄糖为 β 构型是通过糖基异头氢的偶合常数(7.0 
Hz)确定的[8]; 咖啡酸酯基的环外碳碳双键确定为顺式

构型是根据两个双键氢的偶合常数为 12.8 Hz[13]. 同时,  



   
有机化学 研究论文 

 
1286      http://sioc-journal.cn/ © 2013 Chinese Chemical Society & SIOC, CAS Chin. J. Org. Chem. 2013, 33, 1284～1290 

O OH
O

OH

HO

HO

HO

HO COOH

HO

HO

O

OH
OH

OH

O

O

HO

OHO

OH O

OH

O
O

HO

OH

O

OH O

OH

OH

OH

C
HO

O

OH

HO

HO

O

O OH
O

OH

HO

HO

O

OH

HO
O

OH

O

HO
O

O

OH
OH

O

OH

O

HO
O

O

OH

OH

HO

OH

OHO

OH O

OH

O

O

OH
OH

OH

O

O

HO

OHO

OH O

OH

O

O

OH
OH

OH

HO

O

OH
O

O

HO

OH

O

OH

OH

OH

HO

O
OH

HO

OH O

O O
OH

OH

OH

O

OH
OOH

O
HO

OH

O

HO OH

O

O

OH

O

O
HO

HO OH
OH

HO COOH

HO

HO

OHO

OH O

OH

O

O

OH
OH

OH

O

O

OH

O
OH

HO

OH

O

2

8

9 11
12

17

13

1
2

3
4

5

6 7 1''
2''
3''

4''
5''

6''

7''
8''

9''
1'

2'3'

4'

5'
6'

1
2

3
4

5
6 7

1'' 2''

3''

4''
5''

6''

7''

8''
9''

1'
2'

3'

4'

5'
6'

3

14 15

16

10

4''
5''

6''

1'''

2'''
3'''

4'''
5'''

6'''

7'''

8'''
9'''

1

2

3
45

10
9

8
7

6

11

1'
2'

3'
4'

5'
6'

1''

2''

3''

6

4 5

7

 

图 1  化合物 1～17 的结构 
Figure 1  Structures of compounds 1～17

ROESY谱中存在δH 6.82 (H-7''')和δH 5.78 (H-8''')的相关, 
而未见H-8'''与H-2'''或H-6'''的相关也确证了环外碳碳双

键为顺式构型. 由此确定化合物 2的结构为天麻苷-7-O-
顺式咖啡酸酯. 

化合物 3 的 HR-ESIMS 显示其分子式为 C22H24O10 
(m/z: 447.1293 [M－H]－, calcd 447.1291). 该化合物与 2
的 NMR 数据非常相似, 差别仅在于环外双键上. 仔细

分析发现化合物3的H-7'''和H-8'''的偶合常数为15.9 Hz,  
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表 1  化合物 1 的 NMR 数据(CD3OD) 
Table 1  NMR spectral data of compound 1 (CD3OD) 

Position δH δC Position δH δC 

1 — — 1'' 5.31 (d, J＝7.2 Hz) 104.1 (d)
2 — 159.8 (s) 2'' 3.48～3.50 (m) 76.3 (d)
3 — 135.5 (s) 3'' 3.47～3.49 (m) 76.2 (d)
4 — 180.0 (s) 4'' 3.38～3.40 (m) 72.2 (d)
5 — 162.2 (s) 5'' 3.46～3.48 (m) 78.4 (d)

6 — 109.1 (s) 6'' 
4.27～4.31 (d, J＝11.1 Hz), 
4.22～4.26 (dd, J＝11.1, 6.3 Hz) 

64.7 (t)

7 — 165.3 (s) 1''' — 127.5 (s)
8 6.37 (s) 94.6 (d) 2''' 7.30 (d, J＝8.4 Hz) 131.5 (d)
9 — 158.4 (s) 3''' 6.80 (d, J＝8.4 Hz) 117.2 (d)
10 — 105.7 (s) 4''' — 161.6 (s)
11 4.48 (s, 2H) 63.5 (t) 5''' 6.80 (d, J＝8.4 Hz) 117.2 (d)
1' — 123.1 (s) 6''' 7.30 (d, J＝8.4 Hz) 131.5 (d)
2' 8.00 (d, J＝8.7 Hz) 132.6 (d) 7''' 7.39 (d, J＝15.9 Hz) 146.9 (d)
3' 6.85 (d, J＝8.7 Hz) 116.5 (d) 8''' 6.07 (d, J＝15.9 Hz) 115.2 (d)
4' — 162.0 (s) 9''' — 169.1 (s)
5' 6.85 (d, J＝8.7 Hz) 116.5 (d) 11-OCH3 3.36 (s, 3H) 58.5 (q)
6' 8.00 (d, J＝8.7 Hz) 132.6 (d)    

表 2  化合物 2 和 3 的 NMR 数据(CD3OD) 
Table 2  NMR spectral data of compounds 2 and 3 (CD3OD) 

2 3 Position 
δC δH δC δH 

1 131.9 (s) — 132.2 (s) — 
2 131.3 (d) 7.31 (d, J＝8.5 Hz) 131.3 (d) 7.37 (d, J＝8.5 Hz) 
3 118.2 (d) 7.10 (d, J＝8.5 Hz) 118.2 (d) 7.13 (d, J＝8.5 Hz) 
4 159.5 (s) — 159.5 (s) — 
5 118.2 (d) 7.10 (d, J＝8.5 Hz) 118.2 (d) 7.13 (d, J＝8.5 Hz) 
6 131.3 (d) 7.31 (d, J＝8.5 Hz) 131.3 (d) 7.37 (d, J＝8.5 Hz) 
7 67.3 (t) 5.18 (s, 2H) 67.1 (t) 5.13 (s, 2H) 
1′ 102.7 (d) 4.95 (d, J＝7.0 Hz) 102.7 (d) 4.94 (d, J＝7.0 Hz) 
2′ 75.4 (d) 3.47～3.49 (m) 75.4 (d) 3.47～3.49 (m) 
3′ 78.4 (d) 3.41～3.43 (m) 78.4 (d) 3.41～3.43 (m) 
4′ 71.8 (d) 3.45～3.47 (m) 71.8 (d) 3.45～3.47 (m) 
5′ 78.6 (d) 3.48～3.50 (m) 78.6 (d) 3.48～3.50 (m) 

6′ 63.0 (t) 
3.91 (dd, J＝12.0, 2.0 Hz)
3.72 (dd, J＝12.5, 5.5 Hz)

63.0 (t) 
3.91 (dd, J＝12.0, 2.0 Hz),
3.72 (dd, J＝12.5, 5.5 Hz) 

1″ 128.7 (s) — 128.2 (s) — 
2″ 118.9 (d) 7.33 (d, J＝2.0 Hz) 115.6 (d) 7.05 (d, J＝2.0 Hz) 
3″ 146.2 (s) — 147.2 (s) — 
4″ 148.6 (s) — 150.0 (s) — 
5″ 116.2 (d) 6.72 (d, J＝8.5 Hz) 117.0 (d) 6.79 (d, J＝8.5 Hz) 
6″ 125.1 (d) 7.01 (dd, J＝8.0, 2.0 Hz) 123.4 (d) 6.96 (dd, J＝8.5, 2.0 Hz) 
7″ 145.5 (d) 6.82 (d, J＝12.8 Hz) 147.5 (d) 7.57 (d, J＝15.9 Hz) 
8″ 117.2 (d) 5.78 (d, J＝12.8 Hz) 115.5 (d) 6.30 (d, J＝15.9 Hz) 
9″ 168.7 (s) — 169.5 (s) — 

 
判断 C(7)＝C(8)为反式构型, ROESY 谱中未见 H-7'''和
H-8'''的相关, 而存在 δH 6.30 (H-8''')与 δH 7.05 (H-2'')和
δH 6.96 (H-6'')的相关(图 4), 进一步确定了 C(7)＝C(8)为
反式构型. 至此确定化合物 3的结构为天麻苷-7-O-反式

咖啡酸酯. 参照化合物 2, 对其数据进行了归属, Sci-
Finder 检索发现该化合物仅在 ACD 软件中出现(预测其

核磁数据)[14], 未见该化合物的任何来源及理化数据方

面的报道. 
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图 2  化合物 1主要的 1H-1H COSY ( ), HMBC ( ) 和
ROESY ( ) 相关 
Figure 2  Key 1H-1H COSY ( ), HMBC ( ) and 
ROESY ( ) correlations of 1 

 

图 3  化合物 2 主要的 1H-1H COSY ( ), HMBC ( )和
ROESY ( )相关 
Figure 3  Key 1H-1H COSY ( ), HMBC ( ) and 
ROESY ( ) correlations of 2 

 

图 4  化合物 3 主要的 ROESY ( )相关 
Figure 4  The key ROESY ( ) correlations of 3 

化合物 4～17 为已知化合物, 经波谱分析及文献数

据对照, 将它们分别鉴定为山奈酚-3-O-β-D-(6′′-O-对香

豆酸酯)吡喃葡萄糖苷(4)[15], 山奈酚-3-O-β-D-(6′′-O-顺
式对香豆酰)吡喃葡萄糖苷(5)[16], 天麻苷-7-O-对羟基苯

甲酸酯(6)[17], 熊果苷(7)[18], robustaside B (8)[19], 委陵菜

酸(9)[20], 蔷薇酸(10)[20], 槲皮素 3-O-β-D-吡喃葡萄糖苷

(11)[21], 2R,3R-二氢槲皮素(12)[22], 木犀草素-4′-O-β-D-
吡喃葡萄糖苷(13)[23], 芹黄素-4′-O-β-D-吡喃葡萄糖苷

(14)[24], 5,7,4′-三羟基异黄酮 -7-O-β-D-吡喃葡萄糖苷

(15)[25], 5,7,4'-三羟基异黄酮(16)[26], 咖啡酸(17)[27]. 
采用 MTS 法 , 以五株肿瘤细胞 (HL-60, A549, 

SMMC-7721, MCF-7, SW480)对化合物 1～3 进行了 40 
μmol•L－1 浓度的抗肿瘤细胞实验初筛, 在此浓度下对于

肿瘤细胞生长抑制率到达 50%左右的化合物进入梯度

浓度复筛. 与阳性对照药物顺铂和紫杉醇相比, 这三个

化合物均没有体外肿瘤细胞生长抑制活性(IC50＞40 
μmol•L－1). 抗 HIV 病毒筛选实验显示: 化合物 1 抑制病

毒(HIV-1 BⅢ )的 EC50 为 2.8 μmol•L－1, 抑制细胞(T 淋巴

细胞 C8166)生长的 CC50 为 246 μmol•L－1, 抗活性的选

择指数 SI 值(CC50/EC50)为 88, 显示有极弱的抗 HIV-1
的活性. 化合物 4 抑制病毒(HIV-1ⅢB)的 EC50 为 0.7 
μmol• L－1, 抑制细胞生长浓度 CC50为 200.7 μmol•L－1, 
抗活性的选择指数 SI 值(CC50/EC50)为 287, 显示有弱的

抗 HIV-1 的活性. 

2  实验部分 

2.1  实验仪器和试剂 

Bruker AV-500 型核磁共振波谱仪(TMS 为内标); 
Agilent G3250AA LC/MSD TOF 质谱仪; XT-4 型显微熔

点仪(温度计未校正); JASCO DIP-370 型数字旋光仪; 
Bio-Rad FTS-135 型红外光谱仪测定 IR (KBr 压片); 
Waters 600 半制备高效液相色谱, Spherisorb® ODS2 分

析柱(5 μm, 4.6 mm×250 mm), Spherisorb® S10 ODS2 制

备柱(5 μm, 20 mm×250 mm); 葡聚糖凝胶 Sephadex 
LH-20(安法玛西亚技术(上海)有限公司); RP-18 (Merck
公司); 柱层析硅胶和薄层层析硅胶板(青岛海洋化工

厂). 

2.2  植物标本 

植物样品棠梨枝叶于 2010 年 6 月在云南省昆明市

双哨乡采集, 并经云南大学生命科学院陆树刚教授鉴定

为棠梨(Pyrus pashia Buch.-Ham. ex D. Don)的枝叶. 标
本保存于云南大学教育部自然资源药物化学重点实验

室(标本号: 2010-TL-1). 

2.3  提取分离 

取新鲜的川梨的枝叶 80 kg, 风干得干品 40 kg, 粉
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碎后用甲醇于 60 ℃回流提取 3 次. 过滤, 滤液经减压浓

缩回收甲醇后得到总浸膏. 总浸膏用水分散后依次用石

油醚、乙酸乙酯和正丁醇萃取, 得到石油醚萃取物 800 
g, 乙酸乙酯萃取物 1200 g, 正丁醇萃取物 2500 g. 

乙酸乙酯萃取物 1200 g 经硅胶柱层析, 采用氯仿-
甲醇系统(V∶V＝100∶1→1∶1)梯度洗脱, 等量接收并

合并相同部分得到 13 个部分(Fr.A1～Fr.A13). Fr.A4 
(9.3 g)经硅胶柱层析 , 采用氯仿-甲醇(V∶V＝100∶
1→1∶1)梯度洗脱, 得到 7 个部分(Fr.A41～Fr.A47). 经
反相 RP-18 柱层析 , 反复硅胶柱层析 , 及 Sephadex 
LH-20 凝胶柱层析(甲醇)分离纯化, 得到化合物 1 (15.0 
mg), 4 (35.0 mg), 5 (2.3 mg). Fr.A5 (20.5 g)经硅胶柱层

析, 采用氯仿-甲醇(V∶V＝60∶1→1∶1)梯度洗脱, 得
到 6 个部分(Fr.A51～Fr.A56). 经反相 RP-18 柱层析, 再
经 Sephadex LH-20 凝胶柱层析(甲醇)分离纯化, 最后经

反复硅胶柱层析, 得到化合物 9 (9.3 mg), 10 (9.7 mg), 12 
(8.7 mg), 17 (10.1 mg). Fr.A9 (6.8 g)经硅胶柱层析, 采用

氯仿-甲醇(V∶V＝90∶1→5∶1)梯度洗脱, 得到 7 个部

分(Fr.A91～Fr.A97). Fr.A92 (1.1 g)经反相RP-18柱层析, 
再经 Sephadex LH-20 凝胶柱层析(甲醇)分离纯化, 最后

经过高效制备, 得到化合物 2 (4.2 mg)和 3 (113.1 mg). 
Fr.A94 (2.3 g)经反复硅胶柱层析以及 Sephadex LH-20
凝胶柱层析(甲醇)分离纯化得到化合物 6 (1.5 mg), 7 
(5.9 mg), 8 (35.1 mg), 11 (67.4 mg), 13 (4.4 mg), 14 (4.0 
mg)和 15 (17.3 mg), 16 (3.5 mg).  

2.4  结构鉴定 

pashinin A (1): 黄色无定形粉末, m.p.＞370 ℃, 
20
D[ ]α －47.0 (c 0.28, CH3OH); UV (MeOH) λmax: 274.5, 

212 nm; 1H NMR (500 MHz, CD3OD)和 13C NMR (125 
MHz, CD3OD)数据见表 1; IR (KBr) vmax: 3387, 2923, 
2856, 1604, 1452, 1363, 1264, 1178, 1080 cm－1; HR 
ESIMS calcd for C32H31O14 [M＋H]＋ 639.1714, found 
639.1771; calcd for C32H30O14Na [M＋Na]＋ 661.1533, 
found 661.1590; calcd for C64H60O28Na [2M ＋ Na] ＋ 
1299.3169, found 1299.3249. 

天麻苷-7-O-顺式咖啡酸酯(2): m.p. 135～137 ℃; 
20
D[ ]α －31.2 (c 0.12, CH3OH); UV (MeOH) λmax: 281.5 

nm; 1H NMR (500 MHz, CD3OD)和 13C NMR (125 MHz, 
CD3OD)数据见表 2; IR (KBr) vmax: 3411, 2923, 1620, 
1514, 1383, 1232, 1106 cm － 1; HR-ESIMS calcd for 
C22H23O10 [M－H]－ 447.1291, found 447.1273. 

天麻苷-7-O-反式咖啡酸酯(3): m.p. 147～150 ℃; 
1H NMR (300 MHz, CD3OD)和 13C NMR (75 MHz, 
CD3OD)数据见表 2; HR-ESIMS calcd for C22H23O10   
[M－H]－ 447.1291, found 447.1293. 

2.5  化合物 1 的水解 

取 6.4 mg 化合物 1 置于 10 mL 圆底烧瓶中, 加入 2 
mol•L－1的盐酸溶液 3 mL, 90 ℃水浴加热反应 2 h. 反应

完毕后, 用乙酸乙酯萃取反应液 3 次, 每次 3 mL. 水相

经减压浓缩后得到固体 1.5 mg, 测定其旋光值为＋36.5 
( 20

D[ ]α ＋36.5, c 0.15, H2O), 与文献标准值比较确定为 D
型葡萄糖.  

2.6  活性筛选 

MTS 法检测抗肿瘤细胞活性: 取含 10%胎牛血清

的培养液(DMEM 或者 RMPI1640)配成单个细胞悬液, 
以每孔 5000～10000 个细胞接种到 96 孔板, 每孔体积

100 μL, 加入待测化合物溶液(固定浓度 40 μmol•L－1初

筛, 在该浓度对肿瘤细胞生长抑制在 50%附近的化合物

设 5 个浓度进入梯度复筛), 每孔终体积 200 μL, 每种处

理均设 3 个复孔. 37 ℃培养 48 h 后, 吸弃孔内培养上清

液, 每孔加 MTS 溶液 20 μL以及培养液 100 μL. 继续孵

育 1～4 h, 使反应充分进行. 选择 490 nm 波长, 酶联免

疫检测仪(Bio-Rad 680)读取各孔光吸收值, 记录结果, 
以浓度为横坐标, 细胞存活率为纵坐标绘制细胞生长曲

线, 应用两点法(Reed and Muench 法)计算化合物的 IC50

值. 
化合物对人悬浮细胞系 C8166 的细胞毒性作用采

用 MTT 比色法进行检测: 在 96 孔细胞培养板上, 将
4×105/mL的细胞悬液 100 μL与 100 μL 5倍稀释度浓度

的待测化合物溶液混合, 每个稀释度 3 个重复孔, 6个稀

释度, 同时设置不含化合物的对照孔. 37  5% CO℃ 2培

养 3 d, 每孔加入 MTT 溶液 20 μL, 37  5% CO℃ 2培养 4 
h, 吸弃 100 μL 上清液, 加入 100 μL SDS-DMF 溶液, 37 
℃过夜. BIO-TEK Elx800 ELISA 仪于 570 nm 测定 OD
值. 按 Reed&Muench 方法计算得到 CC50 值. 化合物对

HIV-1 BⅢ 诱导C8166细胞形成合胞体的抑制实验: 在 96
孔细胞培养板上, 将 100 μL 5 倍稀释度浓度的待测化合

物溶液配好, 每个稀释度 3 个重复孔, 6 个稀释度, 同时

设置不含化合物的对照孔以及 AZT 为阳性药物的阳性

对 照 组 . 加 HIV-1 BⅢ 稀 释 上 清 (M.O.I. ＝ 0.1) 于
4×105/mL 的细胞悬液中, 各孔加入病毒细胞混合悬液

100 μL, 37  5% CO℃ 2培养 3 d, 倒置显微镜下(100x)计
数合胞体的形成, 按 Reed&Muench 方法计算 EC50 值. 
根据以上得到抗活性的选择指数 SI 值: SI＝CC50/EC50. 
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