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睡菜醋酸乙酯部位化学成分及其神经保护作用研究4 
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摘  要：目的  研究神农架产睡菜 Menyanthes trifoliate 全草醋酸乙酯部位的化学成分及其神经保护作用。方法  采用薄层

色谱，正相硅胶、AB-8 大孔树脂、Sephadex LH-20 葡聚糖凝胶及制备型 HPLC 等柱色谱方法分离纯化，利用 NMR、MS 等

波谱学方法鉴定化合物结构。采用体外建立皮质酮诱导 PC12 细胞损伤模型，就单体化合物对皮质酮诱导 PC12 细胞损伤的

保护作用进行初步确认。结果  从睡菜醋酸乙酯部位中得到了 21 个化合物，分别鉴定为 4-O-咖啡酰奎尼酸甲酯（1）、绿原

酸甲酯（2）、绿原酸（3）、异秦皮素（4）、异嗪皮啶（5）、7R,7′R,8S,8′S-(+)-新-橄榄脂素-4-O-β-D-吡喃葡萄糖苷（6）、肿柄

雪莲苷（7）、丁香脂素（8）、苏式-(7R,8R)-愈创木基丙三醇-8-香草醛醚（9）、(7S,8R)-二氢去氢二松柏醇-4-O-β-D-吡喃葡萄

糖苷（10）、(−)-落叶松脂素-4-O-β-D-吡喃葡萄糖苷（11）、山柰酚-3-O-芸香糖苷（12）、槲皮素-3-O-芸香糖苷（13）、去氢

吐叶醇（14）、布卢门醇 A（15）、黑麦草内酯（16）、(E)-6-羟基-2,6-二甲基辛-2,7-二烯酸甲酯（17）、3-甲氧基酚-1-O-α-L-

吡喃鼠李糖基-(1→6)-O-β-D-吡喃葡萄糖苷（18）、2-羟基苯并咪唑（19）、丁香醛（20）、1-苯基-1,2-乙二醇（21）。皮质酮诱

导 PC12 细胞损伤的神经保护作用研究显示，化合物 1～3、7、9 对皮质酮诱导 PC12 细胞损伤具有显著的保护作用，化合物

4、5、10、11、15～17 表现出中等的保护作用。结论  化合物 1～9、11～12、14～21 为首次从该植物中分离得到；部分化

合物对皮质酮诱导 PC12 细胞损伤具有保护作用。 
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Abstract: Objective  To study the chemical constituents of the ethyl acetate extract from the whole herb of Menyanthes trifoliate of 

Gentianaceae. Methods  various chromatographic techniques, including positive phase silica gel column chromatography, thin-layer 

chromatography, AB-8 macroporous resin column chromatography, Sephadex LH-20 and preparative HPLC were used to separate 

and purify the chemical constituents. In vitro cell model was used for preliminary confirmation of the neuroprotective ability of 

compounds on corticosterone (CORT)-induced neurotoxicity in differentiated PC12 cells. Results  Their structures were determined 

by various spectral data. Finally, 21 compounds were isolated from the acetic ether extract of M. trifoliate  and the structures were 

identified as 4-O-caffeoylquinic acid methyl ester (1), methylchlorogenate (2), chlorogenic acid (3), isofraxetin (4), isofraxidin (5), 

7R,7′R,8S,8′S-(+)-neo-olivil-4-O-β-D-glucopyranoside (6), conicaoside (7), (−)-syringaresinol (8), threo-(7R,8R)-guaiacylglycerol 
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8-vanillin ether (9), (7S,8R)-dihydrodehydrodiconiferyl alcohol-4-O-β-D-glucopyranoside (10), (−)-lariciresinol-4-O-β-D- 

glucoyranoside (11), kaempferol-3-O-rutinoside (12), quercetin-3-O-rutinoside (13), dehydrovomifoliol (14), blumenol A (15), 

loliolide (16), (E)-6-hydroxy-2,6-dimethylocta-2,7-dienoicacidmethylester (17), 3-methoxyphenol 1-O-α-L-rhamnopyranosyl- 

(1→6)-O-β-D-glucopyranoside (18), 2-hydroxybenzimidazole  (19), syringaldehyde (20), 1-phenyl-1,2-ethanediol (21). The 

neuroprotective effects investigation of compounds  on CORT-induced neurotoxicity in differentiated PC12 cells showed that 

compounds 1—3, 7, 9 had significant protective effects on PC12 cells, and compounds 4, 5, 10, 11, 15—17 showed moderate 

protective effects. Conclusion  Compounds 1—9, 11—12, 14—21 are isolated from M. trifoliate  for the first time. Some 

compounds exert neuroprotective activity to corticosterone-induced injury of PC12 cells. 

Key words: Menyanthes trifoliate L.; anxiolytic activity; PC12 cell; neuroprotective activity; 4-O-caffeoylquinic acid methyl ester; 

chlorogenic acid; isofraxetin; threo-(7R,8R)-guaiacylglycerol 8-vanillin ether 

睡菜 Menyanthes trifoliate L.为龙胆科睡菜属多

年生水生植物，广布于北半球温带地区，我国西藏、

云南、四川、贵州、黑龙江、吉林、辽宁及鄂西地

区均有分布[1]。又名醉草、绰菜、瞑菜。《本草纲目》

记载，睡菜性甘微苦，寒，无毒，以单方入药，治

心膈邪热，不得眠；《北方常用中草药手册》曰：睡

菜味甘微苦，性温，无毒，能健脾消食、养心安神，

治胃炎、胃痛、消化不良、心悸失眠、心神不安[2]。

据《南方草木状》记载：“睡菜，夏生于池沼间，叶

类慈姑，根如藕条，南海人食之，云令人思睡，呼

为瞑菜”[3]。睡菜在民间药食两用，我国民间部分

省市有采集睡菜做泡菜的习俗，吃后较为嗜睡，可

以治疗失眠，有养心安神的功效。睡菜中主要含有

环烯醚萜、挥发油、生物碱、甾体等类成分。 

本课题组在前期研究中已证实睡菜提取物毒性

较小且具有良好的镇静催眠活性，其中的醋酸乙酯

部位具有显著地镇静催眠活性[4]。《问斋医案》所云：

“动甚则怔仲，令人惶惕不安，凄怆不乐，甚至心烦

虑乱，不知所从，无故多思，寤不成寐”。阐明了焦

虑与失眠有着密切联系，并在病因病机方面有着共

通之处。有研究显示，失眠作为一项独立的危险

因素，在焦虑状态的发病过程中起着决定性的作

用[5-6]。PC12 细胞株来源于一种可移植的鼠嗜铬细

胞瘤，分化的 PC12 细胞具有典型的神经元的功能，

被广泛用于神经细胞分化、离子通道、受体、递

质等研究领域[7]。皮质酮是一种糖皮质激素，可

导致海马神经元的病理损伤，从而诱导焦虑行为。

这一特点使得高浓度皮质酮诱导 PC12 细胞损伤

可模拟焦虑症神经细胞损伤状态 [8]。因此本研究

从睡菜全草醋酸乙酯部位分离并鉴定得到 21 个

化合物，并通过建立皮质酮损伤的 PC12 细胞模

型探究睡菜中抗焦虑活性物质，该研究结果为深入

开发利用睡菜植物资源，发现具有抗焦虑活性的天

然活性物质奠定基础。 

1  材料与仪器 

1.1  仪器与试剂 

Bruker AV 400 型核磁共振波谱仪（瑞士布鲁克

公司）；Thermo ISQ LT 单四极杆气质联用仪（美国

赛默飞公司）；Dionex Ultimate 3000 型高效液相色

谱仪（美国戴安公司）；Waters 1525 EF 高效液相色

谱仪（美国 Waters 公司）；Venusil XBP C18色谱柱

（半制备型；250 mm×10 mm，10 μm；分析型：250 

mm×4.6 mm，5 μm，天津博纳艾杰尔科技有限公

司）；低温冷冻干燥机（美国 Labconco 公司）；

TECAN infinite F200 PRO 酶标仪（瑞士帝肯公司）；

荧光显微镜（宁波舜宇仪器有限公司XD30A-RFL）；

CO2 培养箱（德国 binder 公司）；低温离心机（德国

Eppendorf 公司）；SZ-93 型自动双重纯水蒸馏器（上

海亚荣生化仪器厂）；MS-TS 万分之一电子天平（上

海梅特勒-托利多有限公司；正相色谱硅胶（烟台化

学工业研究所）；反相色谱硅胶（日本 YMC 公司）；

Sephadex LH-20（美国 Pharmacia 公司）；MCI GEL

（日本三菱化学）；1640 培养基（美国 Gibco 公司）；

胎牛血清（浙江天杭生物科技股份有限公司）；皮质

酮（美国 Medchemexpress 公司）；MTT（美国

Amersco 公司）；DMSO（美国 Sigma 公司）；高效

液相用乙腈、甲醇均为色谱纯（美国 Tedia 公司）；

水为三蒸水；其他试剂均为分析纯（国药集团化学

试剂有限公司）。 

1.2  材料 

实验用睡菜全草于2018年9月采自湖北省神农

架大九湖，经三峡大学生物与制药学院王玉兵博士

鉴定为龙胆科睡菜属植物睡菜 M. thestrifoliate L.的

全草。植物标本现保存于三峡大学天然产物研究与

利用湖北省重点实验室。 

实验所用细胞：PC12 高分化细胞，为三峡大学
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医学院提供。接种于含 10%胎牛血清，2%谷氨酰胺

的 DMEM 培养液中，在 37 ℃、5% CO2培养箱中

培养。 

2  方法 

2.1  提取分离   

睡菜干燥全草（6.3 kg）粉碎，用 95%乙醇回

流提取 3 次（60 L×3），每次 2 h。将乙醇提取液减

压浓缩干燥，得到睡菜醇提总浸膏 1514 g，总浸膏

加水均匀混悬，依次用石油醚、醋酸乙酯、正丁醇

萃取，萃取液减压浓缩，得到石油醚萃取部位 102 g、

醋酸乙酯萃取部位 172 g、正丁醇萃取部位 350 g。 

取醋酸乙酯萃取部位 160 g，纯水溶解后，AB-8

大孔吸附树脂柱色谱分离，依次用纯水及 20%、

40%、60%、80%、100%乙醇洗脱，减压浓缩干燥，

得到纯水洗脱部位（13 g）、20%乙醇水洗脱部位（6 

g）、40%乙醇水洗脱部位（34 g）、60%乙醇水洗脱

部位（23 g）、60%乙醇水洗脱部位（30 g）、100%

乙醇洗脱片段（50 g）。取 40%乙醇水洗脱部位，用

C18 反相硅胶柱色谱分离，水-甲醇梯度洗脱，经

HPLC 分析合并，得到 10 个组分 Fr. C1～C10。Fr.C3

（1500 mg）经 HW-20F 凝胶柱分离，得到 Fr. C3a～

C3i；Fr. C3a 经制备型 HPLC［乙腈-水（18∶82）］

纯化，得到化合物 7（2.1 mg）、13（9.1 mg）、18

（1.1 mg）、21（5.2 mg）；Fr. C3b 经制备型 HPLC［（乙

腈-水（20∶80）］纯化，得到化合物 2（24.4 mg）、

5（5.3 mg）；Fr. C3e 经制备型 HPLC［乙腈-水

（22∶78）］纯化，得到化合物 1（3.3 mg）、4（3.2 mg）、

14（4.9 mg）、15（3.8 mg）；Fr. C3i 经制备型 HPLC

［乙腈-水（23∶77）］纯化，得到化合物 12（3.1 mg）、

16（3.2 mg）、19（2.5 mg）。Fr. C6 经 Sephadex LH-20

葡聚糖凝胶柱色谱分离，得到 Fr. C6a～C6d。Fr. C6c

经制备型 HPLC［乙腈-水（24∶75）］纯化，得到

化合物 3（11.7 mg）、8（3.1 mg）、9（3.1 mg）、10

（8.1 mg）、11（30.1 mg）；Fr. C6d 经制备型 HPLC

［乙腈-水（24∶76）］纯化，得到化合物 6（10.1 mg）、

17（3.9 mg）、20（2.3 mg）。 

2.2  生物活性评价 

2.2.1  皮质酮对 PC12 细胞的浓度选择  将浓度为

1.5×105个/mL的处于对数生长期PC12细胞接种于

96 孔板，培养 24 h 后，分别加入终浓度为 450、550、

650、750、850、950、1050、1150 μmol/L 皮质酮溶

液，培养 48 h 后，每孔加入 25 μL MTT（5 mg/mL）

继续培养 4 h 后，弃上清，每孔加入 150 μL 二甲基

亚砜，震摇 10 min 后，于酶标仪 570 nm 波长处检

测吸光度值。 

2.2.2  实验分组及药物处理   将对数生长期的

PC12 细胞以 1.5×105个/mL 细胞密度接种于 96 孔

板中，培养 24 h 后，随机分为对照组（只加细胞）、

模型组（650 μmol/L 皮质酮）、实验组（650 μmol/L

皮质酮＋200 μmol/L化合物 1～21），继续培养 48 h。 

2.2.3  MTT 法检测单体化合物对皮质酮诱导的

PC12 细胞的保护作用  PC12 细胞按照“2.2.1”项

方法处理后，每孔加入 25 μL MTT（5 mg/mL）继

续作用 4 h 后，弃上清，每孔加入 150 μL 二甲基亚

砜，震摇 10 min 后，于酶标仪 570 nm 波长处检测

吸光度值。 

2.2.4  数据分析   所有实验数据进行 One-way 

ANOVA 比较分析，并釆用数据分析软件 Graphpad 

Prism 5.03 Turkey’s t 检验进行组间显著性分析，实

验数据表示为  sx  ，P＜0.05 时，不同实验组间存

在统计学意义。 

3  结果 

3.1  结构鉴定 

化合物 1：白色粉末，EI-MS m/z: 368 [M]+，分

子式为 C17H20O9。1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 

7.51 (1H, d, J = 15.9 Hz, H-7′), 7.06 (1H, d, J = 1.9 

Hz, H-2′), 7.02 (1H, dd, J = 8.1, 1.9 Hz, H-6′), 6.78 

(1H, d, J = 8.1 Hz, H-5′), 6.28 (1H, d, J = 15.9 Hz, 

H-8′), 4.74 (1H, m, H-4), 4.08 (1H, m, H-5), 3.95 (1H, 

m, H-3), 3.63 (3H, s, -OCH3), 1.81～2.09 (4H, m, 

H-2, 6)；13C-NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ: 173.7 

(C-7), 166.5 (C-9′), 148.5 (C-4′), 145.6 (C-7′), 144.8 

(C-3′), 125.7 (C-1′), 121.3 (C-6′), 115.9 (C-5′), 114.7 

(C-2′), 114.5 (C-8′), 75.6 (C-4), 73.5 (C-1), 65.4 (C-5), 

64.5 (C-3), 51.7 (-OCH3), 40.9 (C-2), 38.1 (C-6) 。以

上数据与文献报道一致[9]，故鉴定化合物 1 为 4-O-

咖啡酰奎尼酸甲酯。 

化合物 2：白色粉末，EI-MS m/z: 368 [M]+，分

子式为 C17H20O9。1H-NMR (400 MHz, CD3OD) δ: 

7.51 (1H, d, J = 15.9 Hz, H-7′), 7.05 (1H, d, J = 1.9 

Hz, H-2′), 6.95 (1H, dd, J = 8.1, 1.9 Hz, H-6′), 6.79 

(1H, d, J = 8.1 Hz, H-5′), 6.20 (1H, d, J = 15.9 Hz, 

H-8′), 5.26 (1H, m, H-3), 4.13 (1H, m, H-5), 3.72 (1H, 

dd, J = 7.5, 3.1 Hz, H-4), 3.69 (3H, s, -OCH3), 2.00～

2.23 (4H, m, H-2, 6)；13C-NMR (100 MHz, CD3OD) 

δ: 175.5 (C-7), 168.3 (C-9′), 149.6 (C-4′), 147.4 (C-7), 
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146.6 (C-3′), 127.5 (C-1′), 123.1 (C-6′), 116.2 (C-5′), 

115.2 (C-2′), 115.0 (C-8′), 75.7 (C-1), 72.3 (C-4), 72.1 

(C-3), 70.1 (C-5), 53.0 (-OCH3), 38.1 (C-6), 37.6 

(C-2)。以上数据与文献报道一致[10]，故鉴定化合物

2 为绿原酸甲酯。 

化合物 3：白色粉末，EI-MS m/z: 354 [M]+，分

子式为 C18H18O9。1H-NMR (400 MHz, CD3OD) δ: 

7.58 (1H, d, J = 15.9 Hz, H-7′), 7.02 (1H, d, J = 2.0 

Hz, H-2′), 6.95 (1H, dd, J = 8.1, 2.0 Hz, H-6′), 6.76 

(1H, d, J = 8.0 Hz, H-5′), 6.32 (1H, t, J = 15.9 Hz), 

5.35 (1H, m, H-3), 4.15 (1H, m, H-5), 3.65 (1H, dd,  

J = 8.5, 3.4 Hz, H-4), 1.96～2.22 (4H, m, H-2, 6)；13C- 

NMR (100 MHz, CD3OD) δ: 178.3 (C-7), 169.1 

(C-9′), 149.5 (C-4′), 146.6 (C-7′), 146.6 (C-3′), 127.8 

(C-1′), 122.8 (C-6′), 116.5 (C-5′), 115.9 (C-8′), 115.1 

(C-2′), 75.5 (C-1), 74.8 (C-4), 73.1 (C-3), 68.3 (C-5), 

41.6 (C-6), 36.6 (C-2)。以上数据与文献报道一致[10]，

故鉴定化合物 3 为绿原酸。 

化合物 4：白色粉末，EI-MS m/z: 220 [M]+，分

子式为 C11H10O5。1H-NMR (400 MHz, CD3OD) δ: 

7.89 (1H, d, J = 9.5 Hz, H-4), 6.77 (1H, s, H-5), 6.32 

(1H, d, J = 9.5 Hz, H-3), 3.81 (3H, s, 6-OCH3), 3.77 

(3H, s, 7-OCH3)；13C-NMR (100 MHz, CD3OD) δ: 

160.3 (C-2), 149.9 (C-6), 144.9 (C-4), 140.3 (C-7), 

138.5 (C-9), 138.4 (C-8), 114.6 (C-3), 114.5 (C-10), 

100.4 (C-5), 60.7 (7-OCH3), 56.1 (6-OCH3)。以上数

据与文献报道一致[11]，故鉴定化合物 4 为异秦皮素。 

化合物 5：白色粉末，EI-MS m/z: 222 [M]+，分

子式为 C11H10O5。1H-NMR (400 MHz, CD3OD) δ: 

7.83 (1H, d, J = 9.5 Hz, H-4), 6.91 (1H, s, H-5), 6.20 

(1H, d, J = 9.5 Hz, H-3), 3.94 (3H, s, 6-OCH3), 3.88 

(3H, s, 8-OCH3)｡13C-NMR (400 MHz, CD3OD) δ: 

163.4 (C-2), 147.8 (C-8), 146.6 (C-4), 146.3 (C-9), 

144.8 (C-7), 136.7 (C-8), 112.2 (C-3), 112.1 (C-10), 

104.9 (C-5), 61.7 (8-OCH3), 56.7 (6-OCH3)。以上数

据与文献报道一致[12]，故鉴定化合物 5为异嗪皮啶。 

化合物 6：白色无定形粉末，EI-MS m/z: 538 

[M]+，分子式为 C26H34O12。1H-NMR (400 MHz, 

CD3OD) δ: 7.14 (1H, d, J = 8.2 Hz, H-5), 7.12 (1H, d, 

J = 1.9 Hz, H-2), 7.02 (1H, d, J = 1.7 Hz, H-2′), 6.97 

(1H, dd, J = 8.2, 1.9 Hz, H-6), 6.87 (1H, dd, J = 8.1, 

1.7 Hz, H-6′), 6.78 (1H, d, J = 8.1 Hz, H-5′), 4.98 (1H, 

d, J = 8.1 Hz, H-7′), 4.93 (1H, d, J = 8.4 Hz, H-7), 

4.89 (1H, d, J = 7.6 Hz, H-1′′), 3.89 (3H, s, 3-OCH3), 

3.88 (3H, s, 3′-OCH3), 3.56～3.73 (4H, m, H-9, 9′), 

2.32 (2H, m, H-8, 8′)；13C-NMR (100 MHz, CD3OD) 

δ: 151.1 (C-3), 149.2 (C-3′), 147.6 (C-4), 147.4 (C-4′), 

138.8 (C-1), 134.7 (C-1′), 120.5 (C-6), 120.3 (C-6′), 

118.1 (C-5), 116.2 (C-5′), 111.7 (C-2), 111.2 (C-2′), 

103.0 (C-1′′), 84.9 (C-7′), 84.2 (C-7), 78.2 (C-5′′), 

77.9 (C-3′′), 74.4 (C-2′′), 71.4 (C-4′′), 62.6 (C-2′′), 

61.9 (C-9), 61.7 (C-9′), 56.8 (3-OCH3), 56.5 

(3′-OCH3), 55.4 (C-8′), 55.2 (C-8)；以上数据与文献

报道一致[13]，故鉴定化合物 6 为 7R,7′R,8S,8′S-(+)-

新-橄榄脂素-4-O-β-D-吡喃葡萄糖苷。 

化合物 7：白色无定形粉末，EI-MS m/z: 552 

[M]+，分子式为 C27H36O12。1H-NMR (400 MHz, 

CD3OD) δ: 6.77 (1H, d, J = 1.8 Hz, H-2′), 6.71 (1H, d, 

J = 8.0 Hz, H-5′), 6.66 (2H, s, H-2, 6), 6.61 (1H, dd,  

J = 8.0, 1.8 Hz, H-6′), 4.86 (1H, d, J = 7.6 Hz, H-1′′), 

4.75 (1H, d, J = 7.0 Hz, H-7), 3.99 (1H, m, H-9′a), 

3.88 (1H, m, H-9a), 3.84 (6H, s, 3, 5-OCH3), 3.82 

(3H, s, 3′-OCH3), 3.71 (1H, m, H-9′b), 3.58 (1H, d,   

J = 7.5 Hz, H-7′), 2.88 (1H, dd, J = 13.4, 5.1 Hz, 

H-7′a), 2.67 (1H, m, H-8′), 2.48 (1H, dd, J = 13.4, 2.4 

Hz, H-7′b), 2.32 (1H, m, H-8)；13C-NMR (100 MHz, 

CD3OD) δ: 154.3 (C-3, 5), 147.5 (C-3′), 144.6 (C-4′), 

141.4 (C-4), 135.4 (C-1), 133.6 (C-1′), 122.2 (C-6′), 

116.4 (C-5′), 113.2 (C-2′), 105.1 (C-1′′), 104.5 (C-2, 

6), 83.9 (C-7), 78.2 (C-5′′), 77.7 (C-3′′), 75.6 (C-2′′), 

73.8 (C-9′), 71.2 (C-4′′), 62.6 (C-6′′), 60.8 (C-9), 57.1 

(3, 5-OCH3), 56.2 (3′-OCH3), 54.2 (C-8), 43.8 (C-8′), 

33.5 (C-7′)。以上数据与文献报道一致[14]，故鉴定化

合物 7 为肿柄雪莲苷。 

化合物 8：白色无定形粉末，EI-MS m/z: 418 

[M]+，分子式为 C22H26O8。 1H-NMR (400 MHz, 

CDCl3) δ: 6.60 (4H, s, H-2, 2′, 6, 6′), 4.72 (2H, d, J = 

3.9 Hz, H-7, 7′), 4.29 (2H, dd, J = 8.9, 6.4 Hz, H-9a, 

9a′), 3.88 (12H, s, 4×OCH3), 3.86～3.92 (2H, m, 

H-9b, 9b′), 3.10 (2H, m, H-8, 8′)；13C-NMR (100 MHz, 

DMSO-d6) δ: 147.2 (C-3, 3′, 5, 5′), 134.5 (C-4, 4′), 

132.3 (C-1, 1′), 102.6 (C-2, 2′, 6, 6′), 86.4 (C-7, 7′), 

71.8 (C-9, 9′), 56.5 (4×OCH3), 54.6 (C-8, 8′)｡以上数

据与文献报道一致[15]，故鉴定化合物 8 为丁香脂素。 

化合物 9：白色无定形粉末，EI-MS m/z: 348 

[M]+，分子式为 C18H20O7。 1H-NMR (400 MHz, 
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DMSO-d6) δ: 9.80 (1H, s, H-7′), 7.46 (1H, dd, J = 8.4, 

2.0 Hz, H-6′), 7.35 (1H, d, J = 1.9 Hz, H-2′), 7.23 (1H, 

d, J = 8.5 Hz, H-5′), 7.01 (1H, d, J = 1.9 Hz, H-2), 

6.80 (1H, dd, J = 8.1, 1.9 Hz, H-6), 6.67 (1H, d, J = 

8.0 Hz, H-5), 4.71 (1H, d, J = 5.6 Hz, H-7), 4.65～

4.51 (1H, m, H-8), 3.80 (3H, s, 3′-OCH3), 3.73 (3H, s, 

3-COH3), 3.65 (1H, dd, J = 11.9, 5.9 Hz, H-9a), 3.51 

(1H, dd, J = 11.9, 3.4 Hz, H-9b)；13C-NMR (100 MHz, 

DMSO-d6) δ: 191.2 (C-7′), 154.1 (C-4′), 149.6 (C-4), 

147.0 (C-3′), 145.5 (C-3), 132.8 (C-1), 129.2 (C-1′), 

125.6 (C-6′), 119.2 (C-6), 114.5 (C-5′), 113.7 (C-5), 

111.1 (C-2), 110.3 (C-2′), 83.5 (C-8), 71.4 (C-7), 60.3 

(C-9), 56.1 (3′-OCH3), 55.9 (3-OCH3)。以上数据与文

献报道一致[16]，故鉴定化合物 9 为苏式-(7R,8R)-愈

创木基丙三醇-8-香草醛醚。 

化合物 10：白色无定形粉末，EI-MS m/z: 522 

[M]+，分子式为 C26H34O11。1H-NMR (400 MHz, 

CD3OD) δ: 7.13 (1H, d, J = 8.4 Hz, H-5), 7.01 (1H, d, 

J = 1.7 Hz, H-2), 6.94 (1H, dd, J = 8.4, 1.7 Hz, H-6), 

6.73 (1H, d, J = 1.7 Hz, H-6′), 6.71 (1H, d, J = 1.7 Hz, 

H-2′), 5.53 (1H, d, J = 5.8 Hz, H-7), 4.89 (1H, d, J = 

7.3 Hz, Glc-H-1′′), 3.83 (3H, s, 3-OCH3), 3.82 (3H, s, 

3′-OCH3), 3.75 (1H, m, H-9a), 3.66 (1H, m, H-9b), 

3.54 (2H, t, J = 6.5 Hz, H-9′), 3.45 (1H, m, H-8), 2.62 

(2H, t, J = 7.5 Hz, H-7′), 1.81 (2H, m, H-8′)；13C-NMR 

(100 MHz, CD3OD) δ: 149.4 (C-3), 146.3 (C-4), 146.1 

(C-4′), 143.7 (C-3′), 137.1 (C-1), 135.6 (C-1′), 128.3 

(C-5′), 118.0 (C-6), 116.8 (C-5), 116.5 (C-6′), 112.7 

(C-2′), 109.7 (C-2), 101.3 (C-1′′), 87.2 (C-7), 76.9 

(C-5′′), 76.4 (C-3′′), 73.4 (C-2′′), 70.1 (C-4′′), 63.6 

(C-9), 61.2 (C-6′′), 60.7 (C-9′), 55.5 (3-OCH3), 55.2 

(3′-OCH3), 54.3 (C-8), 34.5 (C-8′), 31.5 (C-7′)｡以上

数据与文献报道一致 [17]，故鉴定化合物 10 为 

(7S,8R)-二氢去氢二松柏醇-4-O-β-D-吡喃葡萄糖苷｡ 

化合物 11：白色粉末，EI-MS m/z: 522 [M]+，

分子式为 C26H34O11｡1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) 

δ: 7.01 (1H, d, J = 9.0 Hz, H-5′), 6.89 (1H, brs, H-2), 

6.76 (1H, d, J = 1.9 Hz, H-6′), 6.75 (1H, s, H-6), 6.65 

(1H, d, J = 8.1 Hz, H-5), 6.55 (1H, d, J = 2.0 Hz, 

H-2′), 4.85 (1H, d, J = 7.0 Hz, Glc-H-1′′), 4.73 (1H, d, 

J = 6.0 Hz, H-7′), 3.89 (1H, m, 6.0 Hz, H-9′), 3.73 

(6H, s, 2×OCH3), 3.45 (2H, m, H-9), 2.21 (1H, m, 

H-8′), 3.66 (1H, m, H-8′), 3.59 (1H, t, J = 7.4 Hz, 

H-9′), 2.82 (1H, m, H-7′), 2.56 (1H, m, H-8), 2.40 

(1H, m, H-7′), 2.20 (1H, m, H-8′)；13C-NMR (100 

MHz, DMSO-d6) δ: 148.6 (C-3′), 147.5 (C-3), 145.4 

(C-4′), 144.5 (C-4), 137.1 (C-1′), 131.7 (C-1), 120.7 

(C-6), 117.6 (C-6′), 115.4 (C-5), 115.4 (C-5′), 112.6 

(C-2′), 112.6 (C-2), 100.2 (C-1′′), 81.6 (C-7′), 77.0 

(C-5′′), 71.8 (C-2′′), 71.8 (C-9), 69.7 (C-4′′), 60.4 

(C-6′′), 58.4 (C-9′), 56.2 (-OCH3), 55.3 (-OCH3), 52.6 

(C-8′), 41.8 (C-8), 32.2 (C-7)。以上数据与文献报道

一致 [18]，故鉴定化合物 11 为 (−)-落叶松脂素 - 

4-O-β-D-吡喃葡萄糖苷。 

化合物 12：黄色粉末，EI-MSm/z 594 [M]+，分

子式为 C27H30O15。1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 

7.99 (2H, d, J = 8.0 Hz, H-2′, 6′), 6.86 (2H, d, J = 8.0 

Hz, H-3′, 5′), 6.35 (1H, s, H-8), 6.16 (1H, s, H-6), 5.29 

(1H, d, J = 8.0 Hz, Glc-H-1′′), 4.40 (1H, brs, 

Rha-H-1′′′), 1.00 (3H, d, J = 7.5 Hz, Rha-H-6′′′)；13C- 

NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ: 177.3 (C-4), 165.4 

(C-7), 161.2 (C-5), 160.1 (C-4), 156.5 (C-2), 133.3 

(C-3), 131.0 (C-2′, 6′), 120.8 (C-1), 115.2 (C-3′, 5′), 

103.4 (C-10), 101.5 (C-1′′), 100.7 (C-1′′′), 99.0 (C-6), 

93.8 (C-8), 76.3 (C-3′′), 75.9 (C-5′′), 74.1 (C-2′′), 71.9 

(C-4′′′), 70.5 (C-4′′), 70.4 (C-2′′′), 69.8 (C-3′′′), 68.2 

(C-5′′′), 67.0 (C-6′′), 17.7 (C-6′′′)。以上数据与文献报道

一致[19]，故鉴定化合物 12 为山柰酚-3-O-芸香糖苷。 

化合物 13：黄色粉末，EI-MS m/z: 624 [M]+，

分子式为 C28H32O16。1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) 

δ: 7.87 (1H, s, H-2′), 7.53 (1H, d, J = 8.0 Hz, H-6′), 

6.93 (1H, d, J = 8.0 Hz, H-5′), 6.41 (1H, s, H-8), 6.20 

(1H, s, H-6), 5.45 (1H, d, J = 7.2 Hz, Glc-H-1′′), 4.44 

(1H, brs, Rha-H-1′′′), 3.27 (3H, s, -OCH3), 0.99 (3H, 

d, J = 6.2 Hz, Rha-H-6′′′), 0.99 (3H, d, J = 6.1 Hz, 

Rha-H-6′′′)；13C-NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ: 177.3 

(C-4), 164.5 (C-7), 161.2 (C-5), 157.1 (C-2), 156.1 

(C-9), 149.1 (C-4′), 147.5 (C-3′), 133.1 (C-3), 122.4 

(C-6′), 121.2 (C-1′), 115.4 (C-5′), 113.4 (C-2′), 103.4 

(C-10), 102.2 (C-1′′), 101.0 (C-1′′′), 99.6 (C-6), 94.4 

(C-8), 76.7 (C-3′′), 76.1 (C-5′′), 74.5 (C-2′′), 72.1 

(C-4′′′), 70.9 (C-2′′′), 70.7 (C-4′′), 70.3 (C-3′′′), 68.5 

(C-5′′′), 67.2 (C-6′′), 56.0 (-OCH3), 18.0 (C-6′′′)。以上

数据与文献报道一致[20]，故鉴定化合物 13 为槲皮

素-3-O-芸香糖苷。 

化合物 14：黄色粉末，EI-MS m/z: 222 [M]+，
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分子式为 C13H18O3。1H-NMR (400 MHz, CD3OD) δ: 

7.01 (1H, d, J = 15.8 Hz, H-7), 6.46 (1H, d, J = 15.8 

Hz, H-8), 5.97 (1H, m, H-4), 2.65 (1H, d, J = 17.8 Hz, 

H-2), 2.32 (3H, s, H-10), 1.91 (3H, d, J = 1.4 Hz, 

H-13), 1.07 (3H, s, H-12), 1.01 (3H, s, H-11)；13C- 

NMR (100 MHz, CD3OD) δ: 199.2 (C-9), 199.0 (C-3), 

163.1 (C-5), 147.0 (C-7), 130.4 (C-8), 126.5 (C-4), 

78.4 (C-6), 49.2 (C-2), 41.7 (C-1), 26.3 (C-10), 23.4 

(C-12), 22.1 (C-11), 17.5 (C-13)｡以上数据与文献报

道一致[21]，故鉴定化合物 14 为去氢吐叶醇。 

化合物 15：无色油状物，EI-MS m/z: 224 [M]+，

分子式为 C13H20O3。1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) 

δ: 5.70 (1H, d, J = 15.5 Hz, H-7), 5.63 (1H, d, J = 15.5 

Hz, H-8), 5.78 (1H, brs, H-4), 4.19 (1H, d, J = 6.4 Hz, 

H-9), 2.35 (1H, d, J = 16.6 Hz, H-2a), 2.05 (1H, d, J = 

16.6 Hz, H-2b), 1.82 (3H, d, J = 1.2 Hz, H-13), 1.11 

(3H, s, H-10), 0.93 (3H, s, H-11), 0.91 (3H, s, H-12)；
13C-NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ: 197.5 (C-3), 164.5 

(C-5), 135.8 (C-7), 127.9 (C-8), 125.5 (C-4), 77.9 

(C-6), 65.9 (C-9), 49.4 (C-2), 41.0 (C-1), 24.1 (C-10), 

23.7 (C-12), 23.1 (C-11), 19.0 (C-13)｡以上数据与文

献报道一致[22]，故鉴定化合物为布卢门醇 A。 

化合物 16：白色无定形粉末，EI-MS m/z: 196 

[M]+，分子式为 C11H16O3。 1H-NMR (400 MHz, 

CD3OD) δ: 5.73 (1H, s, H-7), 4.18 (1H, m, H-3), 2.42 

(1H, dt, J = 14.0, 2.8 Hz, H-4b), 2.01 (1H, dt, J = 14.5, 

2.8 Hz, H-2b), 1.77 (3H, s, H-11), 1.75 (1H, dd, J = 

14.0, 3.8 Hz, H-4a), 1.51 (1H, dd, J = 14.5, 3.8 Hz, 

H-2a), 1.47 (3H, s, H-9), 1.27 (3H, s, H-10)；13C-NMR 

(100 MHz, CD3OD) δ: 185.4 (C-6), 174.4 (C-8), 113.2 

(C-7), 88.8 (C-5), 67.2 (C-3), 47.7 (C-2), 46.3 (C-4), 

37.2 (C-1), 30.7 (C-10), 27.1 (C-11), 26.6 (C-9)｡以上

数据与文献报道一致[23]，故鉴定化合物 16 为黑麦

草内酯。 

化合物 17：黄色油状物，EI-MS m/z: 196 [M]+，

分子式为 C12H20O2。1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 

6.75 (1H, dd, J = 7.1, 1.3 Hz, H-3), 5.88 (1H, dd, J = 

17.2, 10.7 Hz, H-7), 5.21 (1H, dd, J = 17.2, 1.4 Hz, 

H-8a), 5.08 (1H, dd, J = 10.7, 1.4 Hz, H-8b), 3.71 

(3H, s, -OCH3), 2.19 (2H, m, H-4), 1.81 (3H, s, H-10), 

1.62 (2H, m, H-5), 1.28 (3H, s, H-9)；13C-NMR (100 

MHz, CDCl3) δ: 168.7 (C-1), 144.4 (C-7), 142.1 

(C-3), 127.6 (C-2), 112.2 (C-8), 73.1 (C-6), 51.7 

(-OCH3), 40.7 (C-5), 27.9 (C-9), 23.5 (C-4), 12.2 

(C-10)。以上数据与文献报道一致[24]，故鉴定化合

物 17 为 (E)-6-羟基-2, 6-二甲基辛-2,7-二烯酸甲酯。 

化合物 18：白色无定形粉末，EI-MS m/z: 432 

[M]+，分子式为 C19H28O11。1H-NMR (400 MHz, 

CD3OD) δ: 7.15 (1H, d, J = 6.5 Hz, H-6), 7.03 (1H, d, 

J = 2.9 Hz, H-2), 6.95～7.02 (2H, m, H-4, 5), 4.86 

(1H, d, J = 6.6 Hz, Glc-H-1′), 4.72 (1H, d, J = 1.2 Hz, 

Rha-H-1′′), 3.86 (3H, s, 3-OCH3), 1.21 (3H, d, J = 5.2 

Hz, Rha-H-6′′)；13C-NMR (100 MHz, CD3OD) δ: 

150.7 (C-3), 147.8 (C-1), 124.3 (C-2), 122.2 (C-5), 

118.5 (C-6), 113.5 (C-4), 102.5 (C-1′), 102.2 (C-1′′), 

77.9 (C-3′), 76.8 (C-5′), 75.0 (C-2′), 74.1 (C-3′′), 72.3 

(C-4′′), 72.2 (C-2′′), 71.5 (C-4′), 70.1 (C-5′′), 67.9 

(C-6′), 56.8 (-OCH3), 17.9 (C-6′′)。以上数据与文献报

道一致[25]，故鉴定化合物 18 为 3-甲氧基苯酚-1- 

O-α-L-吡喃鼠李糖基-(1→6)-O-β-D-吡喃葡萄糖苷。 

化合物 19：浅黄色粉末，EI-MS m/z: 134 [M]+，

分子式为 C7H6N2O。1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) 

δ: 10.71 (2H, s, 2×NH), 7.04～6.97 (4H, m, H-5, 6, 

7, 8)；13C-NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ: 155.3 (C-2), 

129.7 (C-4, 9), 120.4 (C-6, 7), 108.5 (C-5, 8)。以上数

据与文献报道一致[26]，故鉴定化合物 19 为 2-羟基

苯并咪唑。 

化合物 20：无色针状晶体（氯仿），EI-MS m/z: 

182 [M]+，分子式为 C9H10O4。1H-NMR (400 MHz, 

CDCl3) δ: 9.79 (1H, s, 1-CHO), 7.13 (2H, s, H-2, 6), 

3.91 (6H, s, 3, 5-OCH3)；13C-NMR (100 MHz, CDCl3) 

δ: 190.5 (C-1), 147.1 (C-3, 5), 141.0 (C-4), 128.2 

(C-1), 106.8 (C-6), 56.3 (3, 5-OCH3)。以上数据与文

献报道一致[27]，故鉴定化合物 20 为 syringaldehyde。 

化合物 21：无色粉末，EI-MS：m/z 138 [M]+，

分子式为 C8H10O2。1H-NMR (400 MHz, CD3OD) δ: 

7.25～7.38 (5H, m, H-2～6), 4.67 (1H, dd, J = 7.4, 

4.7 Hz, H-1′), 3.64 (2H, m, H-2′)；13C-NMR (100 

MHz, CD3OD) δ: 143.4 (C-1), 129.1 (C-3, 5), 128.4 

(C-4), 127.5 (C-2, 6), 76.1 (C-1′), 68.5 (C-2′)。以上数

据与文献报道一致[28]，故鉴定化合物 21 为 1-苯基- 

1,2-乙二醇。 

3.2  皮质酮对 PC12 细胞损伤的浓度选择 

结果（图 1）显示，皮质酮对 PC12 细胞的损伤

程度随浓度呈相关性上升，450、550、650、750、

850、950、1050、1150 μmol/L 皮质酮作用 PC12 细 
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与对照组比较：**P＜0.01 

**P < 0.01 vs control group 

图 1  不同浓度皮质酮对 PC12 细胞存活率的影响 

( 3= n , sx ) 

Fig. 1  Effect of different concentrations of CORT on cell 

viability in PC 12 cells ( 3= n , sx ) 

胞 48 h 后，其细胞存活率分别为（88.81±2.21）%、

（77.07±4.21）%、（52.47±0.99）%、（44.78±0.95）%、

（34.26±0.91）%、（26.96±3.36）%、（12.32±0.22）%、

（13.21±2.02）%。本结果验证了一定浓度的皮质酮

确实能损伤神经元，650 μmol/L 皮质酮作用 48 h 对

高分化 PC12 细胞的抑制率接近 50%，故选择以体

外 650 μmol/L 皮质酮 48 h 作用于 PC12 细胞以模拟

焦虑症神经细胞损伤状态，构建抗焦虑活性成分体

外细胞筛选模型。 

3.3  单体化合物对皮质酮诱导的 PC12 细胞损伤的

保护作用 

结果显示，与模型组相比，化合物 1～5、7、9～

11、15～17 与 650 μmol/L 皮质酮共同作用 PC12 细胞

48 h 后，细胞存活率分别提高至（92.29±2.31）%、

（90.74±1.61）%、（91.62±1.83）%、（63.11±2.30）%、

（61.01±1.21）%、（101.18±1.56）%、（105.23±1.11）%、

（67.77±1.89）%、（65.66±1.06）%、（75.94±0.24）%、

（64.39±1.47）%、（72.88±1.82）%。苯丙素、木脂素、

黄酮、单萜类均有不同程度的促进皮质酮（650 μmol/L）

诱导的 PC12 细胞增殖的作用。其中，化合物 1～3、7、

9 对皮质酮（650 μmol/L）诱导的 PC12 细胞损伤保护

作用最为显著，见图 2。

 

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01   

##P < 0.01 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01 vs model group 

图 2  睡菜提取单体化合物对皮质酮诱导受损 PC12 细胞存活率的影响 ( 3= n , sx ) 

Fig. 2  Effects of compounds isolated from M. trifoliata on cell viability in corticosterone-treated PC 12 cells ( 3= n , sx )

4  讨论 

本研究从睡菜全草醋酸乙酯部位分离并鉴定得

到 21 个化合物，包括 3 个苯丙素类（1～3），2 个

香豆素类（4 和 5），6 个木脂素类（6～11），2 个黄

酮类（12 和 13），4 个单萜类（14～17），4 个其他

类（18～21）。同时考察了 21 个化合物对皮质酮诱

导损伤的 PC12 细胞的保护作用。结果表明化合物

1～3、7、9 表现出显著的保护作用，化合物 4、5、

10、11、15～17 表现出中等的保护作用。 

北五味子作为我国传统的安神药，近年来的研

究报道了北五味子木脂素具有显著的中枢抑制与安

神作用[29]。合欢皮经研究也证明其抗焦虑的主要活

性成分是(−)-丁香树脂酚-4-O-β-D-葡萄糖苷，其作

用机制可能与抑制 PC12 细胞线粒体凋亡有关[30]。

后续将进一步探索睡菜主要活性成分对皮质酮损伤

的 PC12 细胞的抗凋亡及保护作用机制，阐明睡菜

抗焦虑活性的药效物质基础。 
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