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华南忍冬花蕾中 1 个新的单萜苷类化合物1 
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摘  要：目的  研究华南忍冬 Lonicera confusa 干燥花蕾（山银花）的化学成分。方法  综合应用 HP-20、硅胶、ODS、Sephadex 

LH-20 和半制备液相等多种色谱学方法进行分离纯化，并根据化合物的理化性质和核磁共振波谱数据进行结构鉴定。采用

LPS 诱导小鼠巨噬细胞 RAW264.7 模型，以抑制炎性细胞因子一氧化氮（NO）的分泌为评价指标对分离得到的化合物进行

体外抗炎活性评价。结果  从华南忍冬干燥花蕾 70%乙醇提取物中分离鉴定了 5 个化合物，分别为 8-[α-L-arabinopyranosyl- 

(1′′→6′)-β-D-glucopyranosyl]-2,6-dimethyloct-1,2′′-lactone（1）、天师酸（2）、黄麻脂肪酸 F（3）、天师酸甲酯（4）和黄麻脂

肪酸 F 甲酯（5）。结论  化合物 1 为新的单萜苷类化合物，命名为忍冬单萜 A，化合物 2～5 为首次从忍冬属植物中分离得

到。化合物对 LPS 诱导的 RAW264.7 细胞中 NO 的分泌均无显著的抑制作用。  
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Abstract: Objective  To study the constituents from the dried flower buds of Lonicera confusa. Methods  The compounds were 

isolated and purified by column chromatography of HP-20 macroporous resin, silica gel, ODS, Sephadex LH-20, and 

semi-preparative RP-HPLC. Their structures were elucidated by physicochemical properties and spectral analyses. Taking NO as the 

evaluating indicator, the model of LPS-induced RAW264.7 cells was used to evaluate the in vitro anti-inflammatory activity of 

isolates. Results  Five compounds were isolated and identified from the 70% ethanol extract of L. confusa, including 

8-[α-L-arabinopyranosyl-(1′′→6′)-β-D-glucopyranosyl]-2,6-dimethyloct-1,2′′-lactone (1), tianshic acid (2), corchorifatty acid F (3)、

tianshic acid methyl ester (4) and corchorifatty acid F methyl ester (5), respectively. Conclusion  Compound 1 is a new 

monoterpene glycoside, named comfusanoside A. Compounds 2—5 are identified from Lonicera for the first time. All the isolates 

had no significant inhibitory effect on NO secretion in RAW264.7 cells stimulated by LPS. 
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山银花 Lonicerae Flos 又名山花、南银花、土

忍冬、土银花等，为忍冬科（Caprifoliaceae）忍冬

属 Lonicera Linn. 植 物 灰 毡 毛 忍 冬 Lonicera 

macranthoides Hand.-Mazz.、红腺忍冬 L. hypoglauca 

Miq.、华南忍冬 L. confusa DC.或黄褐毛忍冬 L. 

fulvotomentosa Hsu et S. C. Cheng 的干燥花蕾或带

初开的花，具有清热解毒、疏散风热的功效，临床

上主要用于治疗用于痈肿疔疮、喉痹、丹毒、热毒

血痢、风热感冒、温病发热[1]。主要分布于我国四

川、广东、广西、湖南等南方各地。山银花的化学

成分多样，主要含有皂苷类[2-8]、有机酸类[9-15]、黄

酮类[16-17]、环烯醚萜苷[18-20]、挥发油[21-22]等，现代

药理学研究表明山银花提取物及其化学成分具有抗

菌抗病毒[23-26]、抗氧化[27-29]、解热抗炎[30-32]、抗肿

瘤[33-34]和保肝[35-38]等多种药理活性。金银花和山银

花作为我国清热解毒常用中药，《中国药典》2005

年版之前均将金银花和山银花收载为金银花使用，

直至《中国药典》2005 年版才将二者分别收载。而

山银花的产量高、花期长、价格低廉，种植规模

大，资源丰富。但目前关于山银花的药理学研究

主要集中于粗提物或有效部位的药效评价，缺乏

对山银花中所含化学成分及药理作用的系统深入

研究。为了给山银花在医药、化工、食品、饮料

工业等方面的应用价值和安全性作出科学的评价

和提供质控标准，合理开发和利用这一丰富的自

然资源，故对山银花中的化学成分进行系统研究，

为制定山银花药材及相关中成药质量标准的提升

奠定物质基础。 

为进一步探索山银花的有效成分，本实验综合

应用 HP-20、硅胶、ODS、Sephadex LH-20 和半制

备液相等多种色谱学方法，对华南忍冬干燥花蕾

70%乙醇提取物经石油醚、醋酸乙酯和正丁醇萃取

得到的醋酸乙酯部位的化学成分进行研究，从中分离

得到 5 个化合物，分别鉴定为 8-[α-L-arabinopyranosyl- 

(1′′→6′)-β-D-glucopyranosyl]-2,6-dimethyloct-1,2′′- 

lactone（1）、天师酸（tianshic acid，2）、黄麻脂肪酸

F（corchorifatty acid F，3）、天师酸甲酯（tianshic acid 

methyl ester，4）和黄麻脂肪酸F甲酯（corchorifatty acid 

F methyl ester，5）。化合物 1 为新的单萜苷类化合物，

命名为忍冬单萜 A；化合物 2～5 均为首次从忍冬属

植物中分离得到。采用脂多糖（lipopolysaccharide，

LPS）诱导小鼠巨噬细胞 RAW264.7 模型，以抑制炎

性细胞因子一氧化氮（NO）的分泌为评价指标对分

离得到的化合物进行体外抗炎活性评价。 

1  仪器与材料 

Brucker AVANCE 600 型核磁共振仪（德国

Bruker 公司），Finni-gan LCQ Advantage MAX 质谱

仪，Waters Snapt G2 mass spectrometer 高分辨质谱

仪，Shimadzu 分析高效液相色谱（Shimadzu LC-6AD 

series pump equipped with a UV detector），Shimadzu

制备型高效液相色谱，P2000旋光测定仪、FT/IR-480 

plus 红外光谱仪（KBr 压片）、JASCOV-550 紫外-

可见光谱仪（日本 Jasco 公司）。分析高效液相色谱

柱为 Phenomenex Gemini（C18，250 mm×4.6 mm，

5 μm），制备高效液相色谱柱为 C18柱（250 mm×

20 mm，5 μm，Nacalai tesque Inc.，日本）。TS100

型倒置显微镜（日本尼康公司）；A10051560 型超净

工作台（AIRTECH 公司）；ZW-A 型微量振荡器（常

州国华仪器有限公司）；L530 型离心机（湘仪集团）；

S25 型小舞灵旋涡混合器（德国 IKA 公司）；

EDP3-plus 电动多道移液器（美国 RAININ 公司）；

1000、200、20、10 μL 单道移液器（Brand 公司）。 

薄层硅胶 GF254 和柱色谱硅胶（青岛海洋化工

厂），HP-20 大孔树脂（Mitsubishi-Chemical，日本），

反相 ODS 填料（Merck 公司），Sephadex LH-20 填

料（Amersham Biosciences 公司），Toyo-pearl HW-40

填料（Toyo Soda MFG）；95%乙醇（食用级，连云

港长和酒业有限公司），水（三蒸水，自制），分析

纯试剂（南京化学试剂有限公司）。DMEM 高糖细

胞培养基（Hyclone），胎牛血清（Lonsera），LPS

（南京大治生物科技有限公司），二甲基亚砜

（DMSO，阿拉丁试剂），24 孔细胞培养板（JET 公

司），96 孔细胞培养板（JET 公司），0.25%胰酶细

胞消化液（Gibco），NO 检测试剂盒：NaNO2，Griess 

试剂 II＋Griess 试剂 II（上海碧云天）；亚硝酸钠（南

京化学试剂股份有限公司）。单糖标准品 D-Glc（批

号 C10911131，质量分数 99%，Macklin 公司）、L-Glc

（批号 E1506024，质量分数 98%，Aladdin 公司）、

D-Ara（批号 C14635692；质量分数 98%，Macklin

公司）、L-Ara（批号 J24M10R89091；质量分数 98%，

上海源叶生物有限公司）。 

山银花药材于 2021 年购自安徽亳州（产地湖南

溆浦），药材经南京中医药大学吴启楠教授鉴定为忍

冬科植物华南忍冬 L. confuse DC.的干燥花蕾，样品

标本（20210506）现保存于江苏康缘药业股份有限

公司标本室。 
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2  提取与分离 

山银花干燥花蕾 10 kg，8 倍量 70%乙醇加热回

流提取 3 次，每次 2 h，合并提取液，减压浓缩之后，

得流浸膏 7 L。总浸膏用适量水分散均匀后，1 次用

石油醚、醋酸乙酯和正丁醇进行萃取，分别得到石

油醚部位（151 g，LC-1）、醋酸乙酯部位（283 g，

LC-2）和正丁醇部位（246 g，LC-3）。取醋酸乙酯

部位 LC-2（240 g）进行硅胶柱色谱（φ 8.5 cm×100.0 

cm）分离，二氯甲烷-甲醇（100∶0、98∶2、95∶

5、90∶10、85∶15、80∶20、70∶30、60∶40、50∶

50、0∶100）梯度洗脱得到共 11 个馏份 Fr. 2A～2K。

Fr. 2H（11.9 g）经 ODS 柱色谱（φ 80.0 cm×5.0 cm）

分离，甲醇-水（2∶8、4∶6、6∶4、7∶3、10∶0）

梯度洗脱得到 Fr. 2H1～2H9，2H6（3.2 g）经制备

液相（50%乙腈-酸水，体积流量 8 mL/min，示差检

测器 RID）纯化得到化合物 2（101.2 mg，tR＝21 

min）、3（93.2 mg，tR＝14 min）、4（23.0 mg，tR＝23 

min）和 5（50.3 mg，tR＝17 min）。2I（12.8 g）经

ODS 柱色谱（φ 5.0 cm×80.0 cm）分离，甲醇-水（2∶

8、4∶6、6∶4、7∶3、10∶0）梯度洗脱得到 Fr. 2I1～

2I11，2I8（4.2 g）经硅胶柱色谱（φ80.0 cm×5.0 cm）

分离，氯仿-甲醇（100∶0、98∶2、95∶5、90∶10、

85∶15、80∶20、70∶30、60∶40、50∶50、0∶100）

梯度洗脱得到 Fr. 2I1～2I9，2I5 经半制备液相（25%

乙腈-酸水，体积流量 4 mL/min，208 nm）纯化得

到化合物 1（11.8 mg，tR＝15 min）。 

3  糖的绝对构型的鉴定 

3.1  单糖标准品的衍生化实验 

参考文献的方法[39]，对单糖标准品进行衍生化

反应，反应过程见图 1。取单糖标准品混合物 

（D-Glc、L-Glc、D-Ara、L-Ara，各 0.5 mg），加入

左旋半胱氨酸甲酯（L-cysteine methyl ester，1 mg）

和吡啶（1 mL），置于 60 ℃下反应 1 h。再加入邻

甲苯异硫氰酸酯（o-tolyl isothiocyanate，1 µL），继

续在 60 ℃下反应 1 h。反应完成后，混合物直接作

为供试品，以进行 HPLC 分析。 

 

图 1  醛糖与左旋半胱氨酸甲酯和邻异硫氰酸酯的反应 

Fig.1  Reaction of aldoses with L-cysteine methyl ester and o-tolyl isothiocyanate 

3.2  化合物的水解及衍生化反应 

取化合物（约 1 mg），加入 2 mol/L HCl (2 mL)，

置于 80～90 ℃水浴中反应 1 h。将混合物蒸干，加

入 1 mL 水混悬，再加入等体积的水饱和的氯仿萃

取。取水层，蒸干，用与单糖对照品一样的方法进

行衍生化反应，得到 HPLC 供试品。  

HPLC 分析条件：色谱柱 Phenomenex Gemini

（C18，250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动相为 25%乙

腈（0.1%甲酸）；体积流量 0.8 mL/min；柱温 35 ℃；

进样量 10 µL；检测波长 250 nm；检测时间 40 min。 

3.3  结果 

通过对比化合物水解得到的糖基衍生物和单糖

标准品衍生物在 HPLC 图谱中的保留时间确定化合

物结构中所含有的糖基类型，结果见图 2。化合物 1

所含糖基类型为 D-Glc 和 L-Ara。 

 

图 2  化合物 1的糖基衍生物与单糖标准品衍生物HPLC对

比图 

Fig. 2  HPLC chromatograph for derivatives of compound 

1 and monosaccharide standards  

4  结构鉴定 

化合物 1：白色无定形粉末，[α]
29 

D −36.8（c 0.50， 

CH3OH）。HR-ESI-MS 给出 m/z 465.233 9 [M＋H]+

0      5     10     15     20     25     30     35  

t/min 

D-Glc 
L-Glc 
D-Ara 
L-Ara 
1 
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（计算值为 465.233 6），确定分子式为 C21H36O11，

计算不饱和度为 4。UV（甲醇）图谱可见 λmax (log ε): 

204 (3.6), 230 (3.3)。IR (KBr) 光谱给出 νmax: 3418, 

2929, 2358, 1715, 1064 cm−1。 

1H-NMR (600 MHz, CD3OD) 图谱，低场区显

示见 2 个糖端基质子信号 [δH 4.50 (1H, d, J = 6.8 

Hz), 4.21 (1H, d, J = 8.0 Hz)]，高场区可见 2 个甲基

氢信号 [δH 1.15 (3H, d, J = 7.0 Hz, 9-CH3), 0.91 (3H, 

d, J = 6.6 Hz, 10-CH3)]。 13C-NMR (150 MHz, 

CD3OD) 结合 DEPT-135 谱共显示 21 个碳信号，包

括 11 个糖残基的碳信号、1 个季碳信号 (δC 178.3)、

2 个次甲基 (δC 40.4, 29.7)、5 个亚甲基 (δC 68.9, 37.4, 

37.1, 35.5, 24.9)、2 个甲基 (δC 21.5, 18.4)，推测结构中

可能存在单萜结构片段。由 1H-1H COSY 谱 （图 3），

可 观 察 到 H-9/H-2/H-3/H-4/H-5/H-6/H-10 以 及

H-6/H-7/H-8之间存在明显相关，结合H3-9 (δH 1.15)/C-1 

(δC 178.3), C-2 (δC 40.4), C-3 (δC 35.5) 的HMBC 相关，

进一步确证了结构中存在单萜结构片段。 

 

图 3  化合物 1的主要 1H-1H COSY ( ) 和HMBC ( ) 

相关 

Fig. 3  Key 1H-1H COSY ( ) and HMBC ( ) 

correlations of compound 1 

化合物的 1D 核磁图谱中显示结构中含有 2 分

子糖残基，对其进行糖水解衍生化实验，结果表明

化合物1所含2个糖基分别为D-Glc和L-Ara（图2），

结合糖端基质子信号 [δH 4.50 (1H, d, J = 6.8 Hz), 

4.21 (1H, d, J = 8.0 Hz)] 中的偶合常数提示葡萄糖

端基碳构型为 β 构型，阿拉伯糖端基碳为 α 构型。

在HMBC谱中，可见H-1′′ (δH 4.50)/C-6′ (δC 68.5) 和

H-6′ (δH 4.15, 3.65)/C-1′′ (δC 101.5) 相关，提示阿拉

伯糖基和葡萄糖基为 1→6 连接，此外，可见相关峰

H-2′′ (δH 5.03)/C-1 (δC 178.3) 和 H-8 (δH 3.76,  

3.71)/C-1′ (δC 104.4) （图 3），提示单萜结构片段分

别连接在阿拉伯糖基的 2 位和葡萄糖基的 1 位。 

综合 NMR 图谱信息，归属了化合物 1 的碳氢

信号（表 1）。鉴定化合物 1 的结构为 8-[α-L- 

arabinopyranosyl-(1′′→6′)-β-D-glucopyranosyl]-2,6- 

dimethyloct-1,2′′-lactone；经 SciFinder Scholar 网络

检索，未发现相关报道，表明化合物 1 为 1 个新的

单萜苷类化合物，命名为忍冬单萜 A（图 4）。化合

物的绝对构型有待进一步确定。 

化合物 2：白色无定形粉末，HR-ESI-MS 给出

m/z 331.248 3 [M＋H]+（计算值为 331.248 4），确定

分子式为 C18H34O5，计算不饱和度为 2。1H-NMR 

(600 MHz, C5D5N) δ: 2.46 (2H, m, H-2), 1.60 (2H, m, 

H-3), 1.26～1.34 (6H, m, H-4～6), 1.46 (2H, m, H-7), 

4.47 (1H, m, H-8), 6.27 (1H, dd, J = 15.6, 5.5 Hz, 

H-9), 6.32 (1H, dd, J = 15.6, 5.8 Hz, H-10), 4.44 (1H, 

m, H-11), 3.88 (1H, m, H-12), 1.78 (2H, m, H-13), 

1.53～1.76 (8H, m, H-14～17), 0.81 (3H, m, CH3-18)； 

表 1  化合物 1 的核磁数据 (600/150 MHz, CD3OD) 

Table 1  NMR data of compound 1 (600/150 MHz, CD3OD) 

碳位 δC δH 碳位 δC δH 

1 178.3  2′ 75.1 3.13 (overlapped) 

2 40.4 2.53 (ddd, J = 10.4, 6.9, 3.4 Hz) 3′ 77.9 3.32 (overlapped) 

3 35.5 1.61 (m), 1.42 (m) 4′ 72.1 3.12 (overlapped) 

4 24.9 1.37 (m), 1.27 (m) 5′ 77.2 3.42 (ddd, J = 9.3, 7.4, 1.7 Hz) 

5 37.1 1.33 (m), 1.17 (m) 6′ 68.5 4.14 (dd, J = 10.7, 1.7 Hz), 3.64 (dd, J = 10.7, 7.4 Hz) 

6 29.7 1.76 (qd, J = 6.9, 6.4, 3.3 Hz) 1′′ 101.5 4.51 (d, J = 6.8 Hz) 

7 37.4 1.53 (overlapped), 1.51 (overlapped) 2′′ 72.9 5.04 (dd, J = 8.8, 7.0 Hz) 

8 68.9 3.76 (ddd, J = 10.1, 8.3, 5.1 Hz), 3.71 (dt, J = 10.1, 5.6 Hz) 3′′ 72.7 3.67 (dd, J = 8.8, 3.5 Hz) 

9 18.4 1.15 (d, J = 7.0 Hz) 4′′ 69.7 3.82 (td, J = 3.4, 1.8 Hz) 

10 21.5 0.91 (d, J = 6.6 Hz) 5′′ 66.5 3.90 (dd, J = 12.4, 3.4 Hz), 3.58 (dd, J = 12.4, 1.9 Hz) 

1′ 104.4 4.21 (d, J = 8.0 Hz)    
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图 4  化合物 1 的结构 

Fig. 4  Structure of compound 1 

13C-NMR (150 MHz, C5D5N) δ: 176.2 (C-1), 35.0 (C-2), 

25.8 (C-3), 26.3 (C-4), 29.9 (C-5), 26.3 (C-6), 38.6 (C-7), 

72.1 (C-8), 136.8 (C-9), 131.0 (C-10), 75.4 (C-11), 76.3 

(C-12), 33.8 (C-13), 30.1 (C-14), 29.6 (C-15), 32.5 

(C-16), 23.2 (C-17), 14.5 (C-18)。氢谱、碳谱数据与文

献报道的数据一致[40]，故鉴定化合物 2 为天师酸。 

化合物 3：白色无定形粉末，HR-ESI-MS 给出

m/z 329.232 6 [M＋H]+（计算值为 329.232 8），确定

分子式为 C18H32O5，计算不饱和度为 3。1H-NMR 

(600 MHz, C5D5N) δ: 2.28 (2H, t, J ＝7.3 Hz, H-2), 

1.59 (2H, m, H-3), 1.33 (8H, m, H-4～7), 1.50 (2H, 

m, H-8), 4.48 (1H, m, H-9), 6.31 (1H, dd, J = 15.6, 5.6 

Hz, H-10), 6.38 (1H, dd, J = 15.5, 6.0 Hz, H-11), 4.54 

(1H, t, J = 5.8 Hz, H-12), 4.00 (1H, m, H-13), 2.34 

(1H, m, H-14a), 2.10 (3H, overlapped, H-14b, 17), 

5.85 (1H, m, H-15), 5.50 (1H, m, H-16), 0.93 (3H, t,  

J = 7.5 Hz, CH3-18)；13C-NMR (150 MHz, C5D5N) δ: 

176.3 (C-1), 35.1 (C-2), 26.0 (C-3), 26.3 (C-4), 30.0 

(C-5), 29.8 (C-6), 30.2 (C-7), 38.7 (C-8), 72.1 (C-9), 

136.9 (C-10), 131.1 (C-11), 75.6 (C-12), 75.7 (C-13), 

31.9 (C-14), 133.2 (C-15), 127.3 (C-16), 21.3 (C-17), 

14.7 (C-18)。氢谱、碳谱数据与文献报道的数据一

致[41]，故鉴定化合物 3 为黄麻脂肪酸 F。 

化合物 4：白色无定形粉末，HR-ESI-MS 给出

m/z 345.263 9 [M＋H]+（计算值为 345.264 1），确定

分子式为 C19H36O5，计算不饱和度为 2。1H-NMR 

(600 MHz, C5D5N) 显示 1 组反式双键信号 δH 6.32 

(1H, d, J = 15.6, 5.8 Hz), 6.27 (1H, dd, J = 15.5, 5.5 

Hz)，1 个甲氧基信号 δH 3.62 (3H, s)，1 个甲基信号 

δH 0.81 (3H, m)，3 个羟基偕氢 δH 4.47 (1H, m), 4.44 

(1H, m), 3.88 (1H, m)。13C-NMR (150 MHz, C5D5N) 图

谱共显示 19 个碳信号，结合 DEPT 135 图谱，发现共

含有 1 个季碳信号 (δC 176.2)、5 个次甲基碳信号 (δC 

136.8, 131.1, 76.4, 75.4, 72.0)、11 个亚甲基碳信号 (δC 

38.6, 35.0, 33.8, 32.5, 30.1, 29.9, 29.7, 26.4, 26.2, 25.8, 

23.2)、1 个甲氧基碳信号 (δC 51.5)、1 个甲基碳信号 

(δC 14.5)。将化合物 4 的核磁数据与 2 对比发现 4 仅

多出 1 个甲氧基信号 [δH 3.62 (3H, s); δC 51.5]，其他数

据一致[40]，故鉴定化合物 4 为天师酸甲酯。 

化合物 5：白色无定形粉末，HR-ESI-MS 给出

m/z 343.248 0 [M＋H]+（计算值为 343.248 1），确定

分子式为 C19H34O5，计算不饱和度为 3。1H-NMR 

(600 MHz, C5D5N) 显示 2 组双键信号 δH 6.38 (1H, 

dd, J = 15.5, 6.0 Hz, H-11), 6.31 (1H, dd, J = 15.6, 5.6 

Hz, H-10), 5.85 (1H, m, H-15), 5.50 (1H, m, H-16)，1

个甲基信号 δH 0.93 (3H, t, J = 7.5 Hz, CH3-18)，1 个

甲氧基信号 δH 3.62 (3H, s, CH3)，3 个羟基偕氢 δH 

4.54 (1H, t, J = 5.8 Hz, H-12), 4.48 (1H, m, H-9), 4.00 

(1H, m, H-13)。13C-NMR (150 MHz, C5D5N)图谱共

显示 19 根碳信号，结合 DEPT-135 图谱，发现共含

有 1 个季碳信号 (δC 176.3)，7 个次甲基碳信号 (δC 

136.9, 133.2, 131.1, 127.3, 75.7, 75.6, 72.1)，9 个亚甲

基碳信号 (δC 38.7, 35.1, 31.9, 30.2, 30.0, 29.8, 26.3, 

25.9, 21.3)，1 个甲基碳信号 (δC 14.7)，1 个甲氧基

碳信号 (δC 51.6)。将化合物 5 的 1H-NMR、13C-NMR

数据与 3 对比发现 5 仅多出 1 个甲氧基信号 [δH 

3.62 (3H, s, CH3), δC 51.6]，其他数据一致[41]，故鉴

定化合物 5 为黄麻脂肪酸 F 甲酯。 

5  化合物体外抑制 NO 释放活性 

5.1  细胞活力测试 

RAW 264.7 细胞在 37 ℃的培养箱中以含有

10% FBS 和 1% PS 的 DMEM 培养基为基质培养至

细胞密度为 2×105 个/mL。取对数生长期细胞均匀

接种于 96 孔板中（每孔 400 μL），样品组中加入分

别加入 50、20、10 μmol/L 药物，对照组加入等量

无血清的 DMEM 培养基。继续培养 24 h 后，于多

功能酶标仪测定 490 nm 吸光度（A）值。 

5.2  炎症因子 NO 测试 

取 RAW 264.7 细胞均匀接种于 96 孔板中（终

密度 2.5×105 个/mL），继续培养 24 h 后吸去上清

液。模型组和样品组中加入 LPS（终质量浓度为 1 

μg/mL），对照组中加入等量无血清的 DMEM 培养

基，样品组中药物的终浓度为 50、20、10 μmol/L。

24 h 后取 50 μL 上清液，加入 Griess A 试剂和

Griess B 试剂各 50 μL。在酶标仪上 540 nm 处测定

最终产物的 A 值，根据标准曲线计算亚硝酸盐浓度

并按公式计算抑制率。 

抑制率＝(模型组 NO 平均含量－样品组 NO 平均含

量)/(模型组 NO 平均含量－对照组 NO 平均含量) 
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5.3  实验结果 

实验结果表明，各化合物在其测试浓度下对

RAW 264.7 细胞均无细胞毒性。各化合物对 LPS

诱导的 RAW264.7 细胞 NO 的分泌均无显著抑制作

用，抑制率均低于 2.05%。 

6  讨论 

金银花和山银花作为我国清热解毒常用中药，

其功能主治相同、化学成分相似，但目前的研究多

集中于金银花，而山银花的药理学研究主要集中于

粗提物或有效部位的药效评价，缺乏对山银花中所

含化学成分及其药理作用的系统深入研究，不利于

明确和区分二者的临床应用价值以及山银花自然资

源的合理开发利用。另一方面山银花与金银花的主

要差异性成分，是三萜及皂苷类成分，其在山银花

药材中的含量也相对较大，但目前市售来自山银花

的三萜皂苷类化学对照品品种单一（仅有灰毡毛忍

冬皂苷甲、乙和川续断皂苷乙），因而本实验整体研

究思路是对山银花中三萜及皂苷类富集部位进行系

统的化学成分研究，首先进行采用溶剂萃取法进行

粗分离得到水部位、醋酸乙酯部位和正丁醇部位。

经过 HPLC 及 UPLC-Q/TOF-MS 分析，山银花中三

萜及皂苷类成分主要富集在醋酸乙酯部位，因此本

研究首先对醋酸乙酯部位进行系统的研究，为山银

花质量标准的提升提供标准品。后续本课题组将继

续对山银花中的主要成分（三萜及皂苷类成分）进

行规模化制备，并结合山银花的功能主治建立合理

的药效评价模型对分离得到的化合物进行活性评

价，建立山银花与功效相关联的指纹图谱，提供山

银花鉴别用指标成分标准品的制备方法，为山银花

药材及相关中成药质量标准的提升奠定物质基础。 
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