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基于抗氧化和 α葡萄糖苷酶抑制活性导向下
三叶五加根的化学成分研究
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摘　要：研究三叶五加（Ａｃａｎｔｈｏｐａｎａｘｔｒｉｆｏｌｉａｔｕｓ（Ｌｉｎｎ．）Ｍｅｒｒ）根中的化学成分。采用甲醇提取三叶五加根，经石油
醚、乙酸乙酯分步萃取得到甲醇提取物及石油醚、乙酸乙酯萃取部位，通过ＭＴＴ法检测各部位细胞毒性后，再进行α
葡萄糖苷酶抑制活性及抗氧化活性筛选，明确乙酸乙酯部位为活性最佳组分。针对该部位，综合运用大孔吸附树

脂、正反相硅胶柱层析、ＳｅｐｈａｄｅｘＬＨ２０、半制备高效液相等色谱技术进行成分分离纯化，结合波谱解析与理化性质
鉴定化合物结构，并通过分子对接、α葡萄糖苷酶抑制实验及 ＤＰＰＨ与 ＡＢＴＳ自由基清除实验对部分单体化合物进
行活性评价。从乙酸乙酯部位分离得到１４个化合物，分别鉴定为绿原酸（１）、咖啡酸（２）、槲皮素（３）、柚皮苷（４）、
ｉｃａｒｉｓｉｄｅＥ４（５）、原儿茶酸（６）、开环异落叶松脂醇（７）、原儿茶酸甲酯（８）、（±）松脂素（９）、ｐｉｐｅｒｉｔｏｌ（１０）、β谷甾醇
（１１）、（＋）芝麻素（１２）、１５αｈｙｄｒｏｘｙｅｎｔｋａｕｒ１６ｅｎ１９ｏｉｃａｃｉｄ（１３）、苄基ＯβＤ吡喃葡萄糖苷（１４）。其中化合物
５、１３、１４为首次从五加科植物中分离得到，化合物２、４～１０、１２～１４为首次从三叶五加植物中分离得到，且具α葡萄
糖苷酶抑制作用的化合物１～３、７同时具备抗氧化活性。
关键词：三叶五加；化学成分；分子对接；α葡萄糖苷酶；抗氧化
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　　三叶五加（Ａｃａｎｔｈｏｐａｎａｘｔｒｉｆｏｌｉａｔｕｓ（Ｌｉｎｎ．）
Ｍｅｒｒ．）为五加科五加属植物，又称三加皮、白鷚、刺
三加等，主要分布于我国华南、西南、华中等地区，具

有清热解毒、祛风利湿、活血舒筋之效，临床用于风

湿疼痛、咳嗽胸闷等症［１］；从三叶五加不同部位的

研究现状来看，叶部研究多集中于抗炎、抗菌活

性［２］，在降糖领域则较少量报道；花部研究则局限

于挥发性成分分析［３］，且因样本量小、重复性差，采

集困难等因素难以支撑其药用开发；茎部研究相对

深入，前期课题组从三叶五加茎中分离得到多种木

脂素类化合物，证实其对 α葡萄糖苷酶具有一定抑
制作用［４］，但茎部提取物对大鼠胰岛 β细胞瘤细胞
（ＲＩＮｍ５Ｆ细胞）存在明显毒性，限制了进一步应
用。而根部作为五加属植物的传统药用部位，在糖

尿病中的活性及物质基础研究仍处于空白状态。这

种叶、花研究碎片化，茎部毒性受限，根部研究缺失

的现状，不仅制约了三叶五加的综合开发，也导致五

加属植物药用资源的不完整。

α葡萄糖苷酶抑制剂是治疗２型糖尿病的一类
药物，在糖尿病中由于葡萄糖的自动氧化，体内自由

基增加导致负责胰岛素合成的 β细胞损伤，从而减
少胰岛素合成［５］。自由基产生与抗氧化系统的失

衡会导致外周胰岛素敏感性降低，诱导炎症因子产

生，进而促进糖尿病及其并发症的发生发展［６］。因

此，糖尿病患者在治疗中除了要控制血糖的升高，还

需控制氧自由基的增加。基于课题组在前期的研究

中发现吴茱萸五加叶［７］、细柱五加叶［８］及三叶五加

茎［９］对α葡萄糖苷酶都具有显著的抑制作用和较
好的抗氧化活性，本研究对三叶五加根甲醇提取物

和其萃取的石油醚部位、乙酸乙酯部位进行细胞毒

性、α葡萄糖苷酶的抑制活性及抗氧化活性筛选，对
活性较好的乙酸乙酯部位进行成分分离和纯化，并

结合理化性质与波谱手段对化合物进行鉴定，再通

过分子对接、α葡萄糖苷酶抑制实验及ＤＰＰＨ、ＡＢＴＳ
自由基清除实验，评价部分单体化合物的活性，旨在

为寻找新型降糖活性成分，完善三叶五加药用价值

研究提供科学依据，也为其后续降糖功能食品与新

药开发奠定理论基础。

１　材料与方法
１．１　药材与细胞

三叶五加于２０２１年１０月采自广东江门，经湖
南中医药大学刘向前教授鉴定为五加科五加属植物

三叶五加（Ａｃａｎｔｈｏｐａｎａｘｔｒｉｆｏｌｉａｔｕｓ（Ｌｉｎｎ．）Ｍｅｒｒ．）
的根。

大鼠胰岛 β细胞瘤细胞（ＲＩＮｍ５Ｆ细胞）来源
于美国模式培养物集存库（Ｒｏｃｋｖｉｌｌｅ，ＭＤ，ＵＳＡ）。
１．２　试剂与仪器

α葡萄糖苷酶（αｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ）（纯度：５０Ｕ／ｍｇ，
批号：９００１４２７，北京普瑞因生物）；二甲基亚砜
（ＤＭＳＯ）（纯度：９９．０％，批号：８４７７７８７７２，上海源
叶生物科技有限公司）；胎牛血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒ
ｕｍ，ＦＢＳ）（批号：０４００１１Ａ，以色列 ＢＩ公司）；阿卡
波糖（纯度≥９５％，批号：ＲＴ２０Ｕ１２１０，上海瑞永生物
科技有限公司）；对硝基苯αＤ吡喃葡萄糖苷（ｐｎｉ
ｔｒｏｐｈｅｎｙｌαＤｇｌｕｃｏｐｙｒａｎｏｓｉｄｅ，ＰＮＰＧ）（纯度 ＞９９０％，
批号：Ｃ１４４４８６３１，上海麦克林生化科技有限公司）；
抗坏血酸（纯度≥９９．７％，批号：Ａ８００２９６，上海麦克
林生化科技有限公司）；ＤＰＰＨ（纯度：９８％，批号：
４６４ＲＢＧＥ，上海化成工业发展有限公司）、ＡＢＴＳ（纯
度：９８％，批号：Ｍ０４０３Ａ，泽浩公司）；硅胶／硅胶 Ｈ、
薄层层析硅胶 Ｇ／Ｇ２５４（山东西亚有限公司）；Ｄ１０１
大孔吸附树脂（天津允开树脂科技）；ＳｅｐｈａｄｅｘＬＨ
２０葡聚糖凝胶（上海卡迈舒生物科技有限公司）；羧
甲基纤维素钠（上海山浦化工有限公司）。

ＢｒｕｋｅｒＡＶＡＮＣＥⅢ ６００ＭＨＺ超导核磁共振仪
（德国Ｂｒｕｋｅｒ公司）；ＡｇｉｌｅｎｔＰ／ＮＧ１９６９９００１０质谱
仪（美国安捷伦科技有限公司）；１２６０ＩｎｆｉｎｉｔｙＩＩ半制
备液相（安捷伦科技有限公司）；Ｃｏｓｍｏｓｉｌ３８０２０４１
５Ｃ１８ＭＳＩＩ（１０ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ；日本Ｃｏｓｍｏｓｉｌ公
司）；ＪＨＨ２Ａ暗箱三用紫外分析仪（上海嘉鹏科技
有限公司）。
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１．３　方法
１．３．１　样品处理

将干燥的三叶五加根（１０．５ｋｇ）打粉，用甲醇多
次冷浸，合并冷提液浓缩至无溶剂残留得甲醇提取

物（５８５．８ｇ），其中（５８０．０ｇ）分别用石油醚、乙酸乙
酯萃取，浓缩至无溶剂残留得到石油醚部位（ＡＴＲ
ＰＥ）、乙酸乙酯部位（ＡＴＲＥＡ）和剩余的甲醇提取物
（ＡＴＲＭＥ）进行细胞毒性和体外活性研究。
１．３．２　细胞毒性检测

以含有１０％牛血清白蛋白和１％抗生素的 ＲＰ
ＭＩ１６４０和ＤＭＥＭ１∶１混合物为培养基培养大鼠胰
岛β细胞瘤细胞（ＲＩＮｍ５Ｆ细胞），细胞毒性测定采
用ＭＴＴ法［９］，简而言之，将处在对数生长期的 ＲＩＮ
ｍ５Ｆ细胞，调节其细胞密度为２×１０５个／孔，接种
于９６孔板中，经过指定处理后，每孔加入 ３００μＬ
ＭＴＴ溶液（０．５ｍｇ／ｍＬ），继续培养４ｈ，随后每孔加
入２００μＬＤＭＳＯ，在５７０ｎｍ处测定其吸光度值，以
吸光度值反映细胞活力水平。

１．３．３　α葡萄糖苷酶抑制活性
采用 Ｈｕａｎｇ［１０］的方法进行 α葡萄糖苷酶抑制

实验。本试验共设置４个组，在９６孔板上进行反
应，阳性对照为阿卡波糖。样品组为２０μＬ不同浓
度样品＋１００μＬＰＢＳ＋２０μＬα葡萄糖苷酶溶液
（３７℃下恒温孵育１０ｍｉｎ）＋浓度２．５ｍｍｏｌ／Ｌ的
ＰＮＰＧ溶液 ２０μＬ（３７℃下恒温孵育２０ｍｉｎ），孵育
完成后加入０．２ｍｏｌ／ＬＮａ２ＣＯ３１００μＬ停止反应后
置于酶标仪下测定 ４０５ｎｍ处吸光度值；空白组为
１００μＬＰＢＳ＋２０μＬＤＭＳＯ＋２０μＬα葡萄糖苷酶
＋２０μＬＰＮＰＧ ＋１００μＬＮａ２ＣＯ３；空白背景组为
１２０μＬＰＢＳ＋２０μＬＤＭＳＯ＋２０μＬＰＮＰＧ ＋１００
μＬＮａ２ＣＯ３；样品背景组为 １２０μＬＰＢＳ＋２０μＬ
ＰＮＰＧ＋１００μＬＮａ２ＣＯ３。抑制率（Ｉ）通过公式（１）
计算。

Ｉ＝［（ＡｋＡｋｂ）（ＡｓＡｓｂ）］／（ＡｋＡｋｂ）×１００％（１）
式中，Ａｋ：空白组吸光度；Ａｋｂ：空白背景组吸光

度；Ａｓ：实验组吸光度；Ａｓｂ：实验背景组吸光度。
１．３．４　ＤＰＰＨ自由基清除活性

采用Ｈｕ等［１１］的方法进行ＤＰＰＨ自由基清除实
验。将１８０μＬＤＰＰＨ溶液（０．１ｍｏｌ／Ｌ溶解于８０％
甲醇中）与２０μＬ不同浓度样品溶液（溶于甲醇）混
合，在室温黑暗条件下孵育，３０ｍｉｎ后在５１７ｎｍ处
测定吸光度值。以抗坏血酸为阳性对照，通过公式

（２）计算样品的ＤＰＰＨ自由基清除率（Ｓ）。

Ｓ＝（１Ａ１／Ａ２）×１００％ （２）
式中，Ａ１为样品组吸光度值，Ａ２为空白组吸光

度值。

１．３．５　ＡＢＴＳ自由基清除活性
采用Ｈｕ等［１１］的方法进行ＡＢＴＳ自由基清除实

验。将ＡＢＴＳ和过硫酸钾溶液按等比例混合于室温
下避光反应１６ｈ得到ＡＢＴＳ自由基原液，用 ＰＢＳ缓
冲溶液稀释原液，现配现用。然后将１７０μＬＡＢＴＳ
溶液与１０μＬ不同浓度的样品溶液和抗坏血酸对照
样品溶液充分混匀，室温避光静置６ｍｉｎ，测定４０５
ｎｍ处的吸光度值，通过公式（２）计算样品的 ＡＢＴＳ
自由基清除率。

１．３．６　分子对接
通过ＡｕｔｏＤｏｃｋＴｏｏｌｓ对酶和化合物配体中的可

旋转键进行配位；使用ＡｕｔｏＤｏｃｋｌａｍａｒｋｉａｎ遗传算法
（ＬＧＡ）进行配体对接［１２］。根据 α葡萄糖苷酶与三
叶五加各单体化合物的最低结合能选择对接结果得

到最优的结合方式。

１．３．７　提取与分离
选用 ＡＴＲＥＡ部位上大孔树脂柱，用 ３０％、

５０％、７０％、１００％甲醇水梯度洗脱，回收试剂，浓缩
得到３０％甲醇洗脱部分（２０．２ｇ），５０％甲醇洗脱部
分（１８．３ｇ），７０％甲醇洗脱部分（１８．２ｇ），１００％甲
醇洗脱部分（１６．２ｇ）。
３０％部分用硅胶柱色谱以乙酸乙酯甲醇（１００∶

１１∶１）为流动相对样品进行梯度洗脱，得到１８个
组分（Ｆｒ１．１～Ｆｒ１．１８）。５０％部分用硅胶柱色谱以
乙酸乙酯甲醇（２００∶１１∶１）为流动相对样品进行
梯度洗脱，得到２０个组分（Ｆｒ２．１～Ｆｒ２．２０）。７０％、
１００％部分用硅胶柱色谱以石油醚乙酸乙酯（２∶１
０∶１）、乙酸乙酯甲醇（１００∶１１∶１）为流动相对样
品进行梯度洗脱，７０％甲醇洗脱部分得到２３个组分
（Ｆｒ３．１～Ｆｒ３．２３），１００％甲醇洗脱部分得到１５个组
分（Ｆｒ４．１～Ｆｒ４．１５）。Ｆｒ１．４、Ｆｒ１．５、Ｆｒ１．７经反复
ＯＤＳ柱色谱及半制备液相分离纯化分别得到化合
物１（２．９ｍｇ，ｔＲ＝１５ｍｉｎ）、２（３ｍｇ，ｔＲ＝１８ｍｉｎ）、３
（２．８ｍｇ，ｔＲ＝６ｍｉｎ）。Ｆｒ２．３经反复 ＯＤＳ柱色谱及
重结晶得到化合物４（３．１ｍｇ，ｔＲ＝２４ｍｉｎ）；Ｆｒ２．４、
Ｆｒ２．７、Ｆｒ２．９、Ｆｒ２．１１经反复 ＯＤＳ柱色谱及半制备
液相分离纯化分别得到化合物５（２４．９ｍｇ，ｔＲ＝２１
ｍｉｎ）、６（１．７ｍｇ，ｔＲ ＝２８ｍｉｎ）、７（２．０ｍｇ，ｔＲ ＝１９
ｍｉｎ）、８（１．７ｍｇ，ｔＲ＝３３ｍｉｎ）。Ｆｒ３．２、Ｆｒ３．７反复
ＯＤＳ柱色谱及半制备液相分离纯化分别得到化合
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物９（１．９ｍｇ，ｔＲ＝２７ｍｉｎ）、１０（１．８ｍｇ，ｔＲ＝１９ｍｉｎ）。
Ｆｒ４．３、Ｆｒ４．５经反复重结晶得到化合物１１（２ｍｇ，ｔＲ
＝９ｍｉｎ）、１２（１．６ｍｇ，ｔＲ＝２４ｍｉｎ）；Ｆｒ４．７经正向硅
胶Ｈ柱色谱、反相ＯＤＳ柱色谱及半制备液相分离纯
化得到化合物１３（４．２ｍｇ，ｔＲ＝３３ｍｉｎ）、１４（２２ｍｇ，
ｔＲ＝１６ｍｉｎ）。
１．３．８　统计学分析

通过 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８．３．０软件进行处理，数
据以平均值±标准差（ｘ±ｓ）表示，多组间比较采用
ＡＮＯＶＡ单因素方差分析，Ｐ＜０．０５表示差异具有统
计学意义。

２　结果
２．１　三叶五加根 ＡＴＲＭＥ、ＡＴＲＰＥ、ＡＴＲＥＡ体外
活性筛选

２．１．１　三叶五加根 ＡＴＲＭＥ、ＡＴＲＰＥ、ＡＴＲＥＡ的
细胞毒性

　　在研究细胞毒性实验中，ＡＴＲＭＥ、ＡＴＲＰＥ、
ＡＴＲＥＡ的浓度设置主要依据各部位溶解性、预实
验结果及后续活性筛选需求确定：ＡＴＲＭＥ作为粗
提物，水溶性成分占比高且预实验显示浓度＞２５０．００
μｇ／ｍＬ时细胞死亡率显著升高，故设置 ３１．２５～

２５０．００μｇ／ｍＬ浓度梯度；ＡＴＲＰＥ为脂溶性部位，受
限于与培养基相容性及 ＤＭＳＯ助溶浓度，预实验显
示浓度＞７．８１μｇ／ｍＬ时易析出沉淀干扰细胞检测，
故设置０．９８～７．８１μｇ／ｍＬ浓度梯度；ＡＴＲＥＡ为中
等极性成分，在培养基中溶解度良好，预实验显示浓

度≤ ６２．５０μｇ／ｍＬ时无沉淀且细胞活性稳定，故设
置０．９８～６２．５０μｇ／ｍＬ浓度梯度以匹配后续活性
实验浓度范围。

通过 ＭＴＴ法测定不同浓度的三叶五加根的
ＡＴＲＭＥ、ＡＴＲＰＥ、ＡＴＲＥＡ部位对ＲＩＮｍ５Ｆ细胞的
影响。由图１可知，ＡＴＲＭＥ在４个不同浓度下的
细胞活性均低于对照组，其中在３１．２５μｇ／ｍＬ浓度
下，细胞活性显著低于对照组（Ｐ＜０．０１）；６２．５０
μｇ／ｍＬ浓度下，细胞活性极显著低于对照组（Ｐ＜
０００１）；２５０．００μｇ／ｍＬ浓度下，细胞活性显著低于
对照组（Ｐ＜０．０５）。ＡＴＲＰＥ只有在０．９８μｇ／ｍＬ浓
度下的细胞活性比对照组低，其他３个浓度下的细
胞活性均高于对照组，而 ＡＴＲＥＡ在４个不同浓度
下的细胞活性均高于对照组，这表明 ＡＴＲＥＡ部位
无明显细胞毒性。

图１　ＡＴＲＭＥ、ＡＴＲＰＥ、ＡＴＲＥＡ细胞毒性（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｆｉｇ１　ＣｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｏｆＡＴＲＭＥ，ＡＴＲＰＥ，ａｎｄＡＴＲＥＡ（ｘ±ｓ，ｎ＝３）
注：与对照组（Ｃｏｎ）相比，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１。Ｎｏｔｅ：Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌ（Ｃｏｎ）ｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，

Ｐ＜０．００１．

２．１．２　三叶五加根 ＡＴＲＭＥ、ＡＴＲＰＥ、ＡＴＲＥＡ对
α葡萄糖苷酶的抑制作用
　　由图２可知，ＡＴＲＭＥ在３１．２５、６２．５０、１２５．００、
２５０．００μｇ／ｍＬ浓度下对 α葡萄糖苷酶抑制率均低
于阳性对照阿卡波糖６００．００μｇ／ｍＬ时的７４．９％，
其中前三个浓度下的抑制率极显著低于阿卡波糖

（Ｐ＜０．００１）；ＡＴＲＰＥ在６２．５０μｇ／ｍＬ时抑制率达
８４．９０％，虽显著高于阿卡波糖（Ｐ＜０．０１），但此浓
度已接近其溶解度上限，且在 ７．８１、１５．６３、３１．２５
μｇ／ｍＬ时抑制率均极显著低于阿卡波糖（Ｐ＜
０００１）；ＡＴＲＥＡ则呈现出低浓度强效的特征，虽在
０９８、１９５、３１２５μｇ／ｍＬ时抑制率极显著低于阿卡
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（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝７３Ｈｚ，Ｈ１′′），３８８（３Ｈ，ｓ，ＯＣＨ３），
３８６（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝６７Ｈｚ，Ｈ８′），３８５（３Ｈ，ｓ，ＯＣＨ３），
３７７（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝１１０，７５Ｈｚ，Ｈ６′′ａ），３７０（１Ｈ，
ｄｄ，Ｊ＝１２４，３７Ｈｚ，Ｈ６′′ｂ），３５８（２Ｈ，ｔ，Ｊ＝６５
Ｈｚ，Ｈ９），３５３～３４４（３Ｈ，ｍ，Ｈ２′′／３′′／４′′），３４１
（２Ｈ，ｄ，Ｊ＝５１Ｈｚ，Ｈ９′），３３７（１Ｈ，ｍ，Ｈ５′′），２６４
（２Ｈ，ｔ，Ｊ＝７７Ｈｚ，Ｈ７），１８３（２Ｈ，ｐ，Ｊ＝６９Ｈｚ，Ｈ
８）；１３ＣＮＭＲ（１５０ＭＨｚ，ＣＤ３ＯＤ）δ：１２９６（Ｃ１），
１１４２（Ｃ２），１４５２（Ｃ３），１４７５（Ｃ４），１３７１（Ｃ
５），１１８０（Ｃ６），３２９（Ｃ７），３５８（Ｃ８），６２２（Ｃ
９），１３８３（Ｃ１′），１１１２（Ｃ２′），１５０９（Ｃ３′），１４７６
（Ｃ４′），１１９４（Ｃ５′），１１８１（Ｃ６′），８８５（Ｃ７′），
５５６（Ｃ８′），６５１（Ｃ９′），１０２８（Ｃ１′′），７４９（Ｃ
２′′），７８２（Ｃ３′′），７１３（Ｃ４′′），７７８（Ｃ５′′），６２５
（Ｃ６′′），５６８（ＯＣＨ３），５６７（ＯＣＨ３）。与文献

［１７］数

据对比，该化合物鉴定为ｉｃａｒｉｓｉｄｅＥ４。
化合物６　褐色粉末；ＨＲＥＳＩＭＳ：ｍ／ｚ１５５０２９０

［Ｍ＋Ｈ］＋，分子式为 Ｃ７Ｈ６Ｏ４。
１ＨＮＭＲ（６００ＭＨｚ，

（ＣＤ３）２ＣＯ）δ：７５３（１Ｈ，ｓ，Ｈ２），７４８（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝
８２Ｈｚ，Ｈ６），６９０（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝８２Ｈｚ，Ｈ５）；１３Ｃ
ＮＭＲ（１５０ＭＨｚ，（ＣＤ３）２ＣＯ）δ：１２３１（Ｃ１），１１７５
（Ｃ２），１４５５（Ｃ３），１５０７（Ｃ４），１１５７（Ｃ５），
１２３７（Ｃ６），１６７８（７ＣＯＯＨ）。与文献［１８］数据对

比，该化合物鉴定为原儿茶酸。

化合物 ７　浅褐色油状物；ＨＲＥＳＩＭＳ：ｍ／ｚ
３６３１７７３［Ｍ＋Ｈ］＋，分子式为 Ｃ２０Ｈ２６Ｏ６。

１ＨＮＭＲ
（６００ＭＨｚ，ＣＤ３ＯＤ）δ：６６５（２Ｈ，ｄ，Ｊ＝８０Ｈｚ，Ｈ５′，
Ｈ５′′），６５９（２Ｈ，ｄ，Ｊ＝２２Ｈｚ，Ｈ２′，Ｈ２′′），６５３
（２Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝２５Ｈｚ，１５Ｈｚ，Ｈ６′，Ｈ６′′），３７２（６Ｈ，
ｓ，ＯＣＨ３），３６２（４Ｈ，ｍ，Ｈ１，Ｈ４），２６４（２Ｈ，ｄｄ，Ｊ
＝１１５Ｈｚ，６０Ｈｚ，Ｈａ７′，Ｈａ７′′），２５４（２Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝
１４Ｈｚ，６０Ｈｚ，Ｈｂ７′，Ｈｂ７′′），１９３（２Ｈ，ｍ，Ｈ３，Ｈ
４）；１３ＣＮＭＲ（１５０ＭＨｚ，ＣＤ３ＯＤ）δ：６２１（Ｃ１，Ｃ４），
４４１（Ｃ２，Ｃ３），１３３８（Ｃ１′，Ｃ１′′），１１３４（Ｃ２′，Ｃ
２′′），１４８７（Ｃ３′，Ｃ３′′），１４５４（Ｃ４′，Ｃ４′′），１１５６
（Ｃ５′，Ｃ５′′），１２２８（Ｃ６′，Ｃ６′′），３６０（Ｃ７′，Ｃ
７′′）。与文献［１９］数据对比，该化合物鉴定为开环异

落叶松脂醇。

化合物８　白色粉末；ＨＲＥＳＩＭＳ：ｍ／ｚ２０１０３５０
［Ｍ＋Ｈ］＋，分子式为 Ｃ８Ｈ８Ｏ４。

１ＨＮＭＲ（６００ＭＨｚ，
ＣＤ３ＯＤ）δ：７４３（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝１６Ｈｚ，Ｈ２），６８８（１Ｈ，
ｄ，Ｊ＝７５Ｈｚ，Ｈ５），７４５（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝８０Ｈｚ，Ｈ６），
３８１（３Ｈ，ｓ，７ＯＣＨ３）；

１３ＣＮＭＲ（１５０ＭＨｚ，ＣＤ３ＯＤ）

δ：１２２４（Ｃ１），１１８６（Ｃ２），１４６５（Ｃ３），１５１７（Ｃ
４），１１６２（Ｃ５），１２３６（Ｃ６），１６８８（Ｃ７），５２３（７
ＯＣＨ３）。与文献

［２０］基本一致，故鉴定化合物８为原
儿茶酸甲酯。

化合物９　白色粉末；ＨＲＥＳＩＭＳ：ｍ／ｚ３５９１４４６
［Ｍ＋Ｈ］＋，分子式为 Ｃ２０Ｈ２２Ｏ６。

１ＨＮＭＲ（５００ＭＨｚ，
ＣＤ３ＯＤ）δ：６９０（２Ｈ，ｄ，Ｊ＝１５Ｈｚ，Ｈ５，５′），６８４
（２Ｈ，ｄ，Ｊ＝８５Ｈｚ，Ｈ２，２′），６７７（２Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝８５，
１５Ｈｚ，Ｈ６，６′），４６７（２Ｈ，ｄ，Ｊ＝４０Ｈｚ，Ｈ７，７′），
４１９（２Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝９０，７０Ｈｚ，Ｈ９ａ，９′ａ），３８２（６Ｈ，
ｓ，２×ＯＣＨ３），３７９（２Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝９０，３５Ｈｚ，Ｈ９ｂ，９′
ｂ），３０５（２Ｈ，ｂｒｓ，Ｈ８，８′）；１３ＣＮＭＲ（１２５ＭＨｚ，
ＣＤ３ＯＤ）δ：１３４２（Ｃ１，１′），１１０６（Ｃ２，２′），１４８３
（Ｃ３，３′），１４６９（Ｃ４，４′），１１５５（Ｃ５，５′），１１９６
（Ｃ６，６′），８６６（Ｃ７，７′），５５７（Ｃ８，８′），７２２（Ｃ９，
９′），５６３（３，３′ＯＣＨ３）。与文献

［２１］数据对比，该化

合物鉴定为（±）松脂素。
化合物１０　白色粉末；ＨＲＥＳＩＭＳ：ｍ／ｚ３５７１３１５

［Ｍ＋Ｈ］＋，分子式为 Ｃ２０Ｈ２０Ｏ６。
１ＨＮＭＲ（６００ＭＨｚ，

（ＣＤ３）２ＣＯ）δ：６９１～６８２（２Ｈ，ｍ，Ｈ２，６′），６８０～
６７４（２Ｈ，ｍ，Ｈ５，３′），６７０（２Ｈ，ｄ，Ｊ＝８０Ｈｚ，Ｈ６，
２′），５９０（２Ｈ，ｓ，ＯＣＨ２Ｏ），４６３（２Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝２４９，
４７Ｈｚ，Ｈ７，７′），３８１～３７４（３Ｈ，ｍ，ＯＣＨ３）；

１３Ｃ
ＮＭＲ（１５０ＭＨｚ，（ＣＤ３）２ＣＯ）δ：１３５５（Ｃ１），１０６５
（Ｃ２），１４５２（Ｃ３），１４７５（Ｃ４），１０８５（Ｃ５），
１２０２（Ｃ６），８６１（Ｃ７），５４２（Ｃ８），７２１（Ｃ９），
１３５０（Ｃ１′），１１８５（Ｃ２′），１４５５（Ｃ３′），１４８８（Ｃ
４′），１１４３（Ｃ５′），８６１（Ｃ７′），７２０（Ｃ９′），５５５
（ＯＣＨ３），１０２０（ＯＣＨ２Ｏ）。与文献

［２２］数据对比，该

化合物鉴定为ｐｉｐｅｒｉｔｏｌ。
化合物１１　无色针晶（氯仿）；ＨＲＥＳＩＭＳ：ｍ／ｚ

４１５３８９５［Ｍ＋Ｈ］＋，分子式为 Ｃ２９Ｈ５０Ｏ。
１ＨＮＭＲ

（６００ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）δ：５３５（Ｈ，ｄ，Ｊ＝５２Ｈｚ，Ｈ６），
３５３（Ｈ，ｍ，Ｈ３），１０１（３Ｈ，ｓ，Ｈ１９），０９８（３Ｈ，ｄ，Ｊ
＝６５Ｈｚ，Ｈ２１），０８６～０８４（３Ｈ，ｍ，Ｈ２６），０８０
（３Ｈ，ｄ，Ｊ＝２３Ｈｚ，Ｈ２９）；１３ＣＮＭＲ（１５０ＭＨｚ，
ＣＤＣｌ３）δ：３７４（Ｃ１），３１８（Ｃ２），７１５（Ｃ３），４２３
（Ｃ４），１４０８（Ｃ５），１２１７（Ｃ６），３２１（Ｃ７），３２０
（Ｃ８），５０１（Ｃ９），３６７（Ｃ１０），２１２（Ｃ１１），３９８
（Ｃ１２），４２５（Ｃ１３），５６５（Ｃ１４），２４５（Ｃ１５），
２８４（Ｃ１６），５６１（Ｃ１７），１２０（Ｃ１８），１９６（Ｃ
１９），３６３（Ｃ２０），１９１（Ｃ２１），３４１（Ｃ２２），２６２
（Ｃ２３），４６１（Ｃ２４），２９３（Ｃ２５），２００（Ｃ２６），
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１８９（Ｃ２７），２３２（Ｃ２８），１２１（Ｃ２９）。与文献［２３］

数据对比，该化合物鉴定为β谷甾醇。
化合物１２　白色针晶（甲醇）；ＨＲＥＳＩＭＳ：ｍ／ｚ

３５５１１２６［Ｍ＋Ｈ］＋，分子式为 Ｃ２０Ｈ１８Ｏ６。
１ＨＮＭＲ

（６００ＭＨｚ，（ＣＤ３）２ＣＯ）δ：６８４（２Ｈ，ｄ，Ｊ＝１７Ｈｚ，Ｈ
２，２′），６８５（２Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝８０，１７Ｈｚ，Ｈ６′，６′′），
６８０（２Ｈ，ｄ，Ｊ＝７９Ｈｚ，Ｈ５′，５′′），５９７（２Ｈ，ｓ，
ＯＣＨ２Ｏ），４６８（２Ｈ，ｄ，Ｊ＝４１Ｈｚ，Ｈ２，６），４２０
（２Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝９１，７０Ｈｚ，Ｈ４，８），３８２（２Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝
９２，３８Ｈｚ，Ｈ４，８），３１０～３０２（２Ｈ，ｍ，Ｈ１，５）；
１３ＣＮＭＲ（１５０ＭＨｚ，（ＣＤ３）２ＣＯ）δ：５４６（Ｃ１，５），
８６０（Ｃ２，６），７１４（Ｃ４，８），１３６８（Ｃ１′，１′′），
１０６７（Ｃ２′，２′′），１４７８（Ｃ３′，３′′），１４８８（Ｃ４′，
４′′），１１９５（Ｃ５′，５′′），１０８３（Ｃ６′，６′′），１０１３
（ＯＣＨ２Ｏ）。与文献

［２４］数据对比，该化合物鉴定为

（＋）芝麻素。
化合物１３　白色粉末；ＨＲＥＳＩＭＳ：ｍ／ｚ３１９２２１９

［Ｍ＋Ｈ］＋，分子式为 Ｃ２０Ｈ３０Ｏ３。
１ＨＮＭＲ（５００ＭＨｚ，

ＣＤ３ＯＤ）δ：５１６（１Ｈ，ｓ，Ｈ１７ａ），５０６（１Ｈ，ｓ，Ｈ
１７ｂ），３７４（１Ｈ，ｓ，Ｈ１５），２６９（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝４６Ｈｚ，
Ｈ１３），２１３（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝１３７Ｈｚ，Ｈ３ａ），１９０（３Ｈ，
ｍ，Ｈ１１ａ，１１ｂ，６ａ，７ａ），１８３～１７６（１Ｈ，ｍ，Ｈ１２ａ），
１７０（１Ｈ，ｄｔ，Ｊ＝１３４，３４Ｈｚ，Ｈ３ｂ），１６０（２Ｈ，ｄｔ，
Ｊ＝１４６，５２Ｈｚ，Ｈ２ａ，２ｂ），１４８～１４２（２Ｈ，ｍ，Ｈ
１ａ），１３９（３Ｈ，ｍ，Ｈ７ｂ，１４ａ），１３４（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝

１３６，３７Ｈｚ，Ｈ５），１２８（１Ｈ，ｍ，Ｈ６ｂ），１１９（３Ｈ，
ｓ，Ｈ１８），１０７（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝１２１，２１Ｈｚ，Ｈ１ｂ），
１０２（２Ｈ，ｍ，Ｈ１２ｂ，１４ｂ），０９８（３Ｈ，ｓ，Ｈ２０），０８７
～０７９（１Ｈ，ｍ，Ｈ９）；１３ＣＮＭＲ（１２５ＭＨｚ，ＣＤ３ＯＤ）
δ：４１０（Ｃ１），２０４（Ｃ２），３７２（Ｃ３），４４７（Ｃ４），
５８３（Ｃ５），２２３（Ｃ６），３６７（Ｃ７），４９０（Ｃ８），
５５１（Ｃ９），３９２（Ｃ１０），１９４（Ｃ１１），３３８（Ｃ１２），
４３７（Ｃ１３），４２１（Ｃ１４），８３６（Ｃ１５），１６０６（Ｃ
１６），１０８９（Ｃ１７），２９５（Ｃ１８），１６６（Ｃ２０）。与文
献［２５］数据对比，该化合物鉴定为 １５αｈｙｄｒｏｘｙｅｎｔ
ｋａｕｒ１６ｅｎ１９ｏｉｃａｃｉｄ。

化合物１４　白色粉末；ＨＲＥＳＩＭＳ：ｍ／ｚ２７１１０９０
［Ｍ＋Ｈ］＋，分子式为 Ｃ１３Ｈ１８Ｏ６。

１ＨＮＭＲ（６００ＭＨｚ，
ＣＤ３ＯＤ）δ：７４４（２Ｈ，ｄ，Ｊ＝７５Ｈｚ，Ｈ２，６），７３５
（２Ｈ，ｔ，Ｊ＝７５Ｈｚ，Ｈ３，５），７２９（１Ｈ，ｔ，Ｊ＝７４Ｈｚ，
Ｈ４），４９５（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝１１８Ｈｚ，Ｈ７ａ），４６９（１Ｈ，ｄ，
Ｊ＝１１８Ｈｚ，Ｈ７ｂ），４３８（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝７８Ｈｚ，Ｈ１′），
３９２（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝１２０，２２Ｈｚ，Ｈ６ａ′），３７２（１Ｈ，
ｄｄ，Ｊ＝１１９，５７Ｈｚ，Ｈ６ｂ′），３４０～３２６（４Ｈ，ｍ，Ｈ
２′，３′，４′，５′）；１３ＣＮＭＲ（１５０ＭＨｚ，ＣＤ３ＯＤ）δ：１３９１
（Ｃ１），１２９３（Ｃ２，６），１２９２（Ｃ３，５），１２８７（Ｃ４），
７１７（Ｃ７），１０３３（Ｃ１′），７５１（Ｃ２′），７８０（Ｃ３′），
７１７（Ｃ４′），７８１（Ｃ５′），６２８（Ｃ６′）。与文献［２６］数据

对比，该化合物鉴定为苄基ＯβＤ吡喃葡萄糖苷。
化合物１～１４的结构见图４。

!" !#"#$%&$'()*+,-.!$

４９６１ 天然产物研究与开发　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 　Ｖｏｌ３８

天
然
产
物
研
究
与
开
发



图４　化合物１～１４的结构
Ｆｉｇ４　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄｓ１１４

２３　三叶五加根 ＡＴＲＥＡ部位单体化合物活性考
察结果

　　根据上述各粗提物部位活性初步筛选结果，对
活性较好的ＡＴＲＥＡ部位进一步分离纯化得到了１４
个化合物，通过分子对接对各单体化合物进行预测，利

用α葡萄糖苷酶抑制实验进行验证，最后将具有较好
降糖活性的单体化合物进行氧自由基清除实验。

２３１　分子对接预测
以各单体化合物小分子为配体，α葡萄糖苷酶

为受体蛋白，对二者进行对接，探究小分子和配体结

合能的大小。结合能越小，说明对接的构象越稳定，

与蛋白的亲和力越强，筛选结果见表１。
　　结果如表１所示，化合物１、２、３、７、１３、１４与 α
葡萄糖苷酶的结合能分别为３１０、２３２、２２８、
１９０、１８４、２２５ｋｃａｌ／ｍｏｌ，均比阳性对照阿卡波糖
（１０４ｋｃａｌ／ｍｏＬ）低，与α葡萄糖苷酶结合更紧密；
其余８个化合物（４、５、６、８～１２）结合能均为正值或
远高于阿卡波糖，提示其与酶的结合能力较弱，暂不

具备显著 α葡萄糖苷酶抑制潜力。这６个活性化
合物与α葡萄糖苷酶的相互作用均以范德华力为
基础，通过氢键与酶活性中心关键氨基酸残基（如

Ａｓｐ、Ｔｈｒ、Ｔｙｒ等）形成稳定结合，部分化合物还借助
ＰｉＡｌｋｙｌ、ＰｉＡｎｉｏｎ、Ａｌｋｙｌ等特异性相互作用增强结
合亲和力，其分子对接结构视图见图５。
２３２　化合物对α葡萄糖苷酶抑制活性实验结果

基于分子对接预测，对化合物进行体外 α葡萄
糖苷酶抑制实验，以阿卡波糖为阳性对照，结果与对

接预测高度一致：仅化合物１、２、３、７、１３、１４表现出

表１　化合物及阿卡波糖与α葡萄糖苷酶的结合能
Ｔａｂｌｅ１　Ｂｉｎｄｉｎｇｅｎｅｒｇｉｅｓｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄｓ
ａｎｄａｃａｒｂｏｓｅｗｉｔｈαｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ

化合物 Ｃｏｍｐｏｕｎｄ 结合能Ｂｉｎｄｉｎｇｅｎｅｒｇｙ（ｋｃａｌ／ｍｏＬ）

１ ３１０

２ ２３２

３ ２２８

４ １８

５ １０４

６ ２６

７ １９０

８ １７９

９ ３０

１０ １５８

１１ ２５９

１２ １０

１３ １８４

１４ ２２５

阿卡波糖 Ａｃａｒｂｏｓｅ １０４

抑制活性，且抑制能力存在显著差异。如表２所示，
化合物３（槲皮素）的抑制活性最强，其 ＩＣ５０值仅为
０４５μｍｏｌ／Ｌ，接近阳性对照阿卡波糖（ＩＣ５０＝０１２
μｍｏｌ／Ｌ）的活性水平；化合物２（咖啡酸，ＩＣ５０＝３７０
μｍｏｌ／Ｌ）、化合物１（绿原酸，ＩＣ５０＝４５４μｍｏｌ／Ｌ）活
性次之；化合物７（开环异落叶松脂醇）活性中等，ＩＣ５０
＝１３１５μｍｏｌ／Ｌ；而化合物１４（苄基ＯβＤ吡喃葡萄糖
苷）和化合物 １３（１５αｈｙｄｒｏｘｙｅｎｔｋａｕｒ１６ｅｎ１９ｏｉｃ
ａｃｉｄ）活性相对较弱，但高浓度下仍有一定抑制率。
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图５　化合物与α葡萄糖苷酶分子对接结构视图
Ｆｉｇ５　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｄｏｃｋｉｎｇｓｔｒｕｃｔｕｒｅｖｉｅｗｓｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄｓｗｉｔｈαｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ
注：Ａ～Ｆ为化合物１、２、３、７、１３、１４。Ｎｏｔｅ：ＡＦａｒｅｃｏｍｐｏｕｎｄ１，２，３，７，１３，１４

表２　化合物及阿卡波糖对α葡萄糖苷酶抑

制能力的ＩＣ５０值（ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ｔａｂｌｅ２　ＩＣ５０ｖａｌｕｅｓｏｆｖａｒｉｏｕｓｃｏｍｐｏｕｎｄｓａｎｄａｃａｒｂｏｓｅｆｏｒ

αｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙａｃｔｉｖｉｔｙ（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

化合物 Ｃｏｍｐｏｕｎｄ ＩＣ５０（μｍｏｌ／Ｌ）

１ ４５４

２ ３７０

３ ０４５

７ １３１５

１３ ３８７５０

１４ ２６７７０

阿卡波糖 Ａｃａｒｂｏｓｅ ０１２

２３３　化合物的抗氧化活性结果
选取α葡萄糖苷酶抑制活性显著的化合物１、

２、３、７，以抗坏血酸为阳性对照，结果如表３所示这
４个化合物均具备抗氧化能力。其中化合物３（槲
皮素）抗氧化活性最优，其 ＤＰＰＨ自由基清除ＩＣ５０为
５２３ｍｍｏｌ／Ｌ、ＡＢＴＳ自由基清除 ＩＣ５０为０２９ｍｍｏｌ／
Ｌ，与抗坏血酸活性接近，且４种化合物对 ＡＢＴＳ自

由基的清除能力整体优于对ＤＰＰＨ自由基的清除能
力。

表３　化合物及抗坏血酸的抗氧化活

性ＩＣ５０值（ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ｔａｂｌｅ３　ＩＣ５０ｖａｌｕｅｓｏｆａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｆｏｒｖａｒｉｏｕｓ

ｃｏｍｐｏｕｎｄｓａｎｄａｓｃｏｒｂｉｃａｃｉｄ（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

化合物 Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
ＩＣ５０（ｍｍｏｌ／Ｌ）

ＤＰＰＨ ＡＢＴＳ

１ ６２５ ０３１

２ ７８７ ０３５

３ ５２３ ０２９

７ ９５０ ０６４

抗坏血酸 Ａｓｃｏｒｂｉｃａｃｉｄ ３３３ ０２８

３　结论
三叶五加为药食两用植物，被列入《广东省食

品安全地方标准》，且同属植物细柱五加、刺五加、

糙叶五加均以根入药。为了寻找五加属植物中的药

食资源，本文以三叶五加根为研究对象，从抑制 α
葡萄糖苷酶及抗氧化作用最优的三叶五加根乙酸乙
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酯萃取部位分离得到１４个化合物，包括甾体化合物
１个，苯丙素类化合物９个，萜类化合物１个，黄酮
类化合物２个，其他类化合物１个。经分子对接与
体外实验验证了开环异落叶松脂醇、槲皮素、咖啡

酸、绿原酸兼具有较好的降糖与抗氧化活性。

本研究的石油醚部位因萃取出较多脂溶性萜

类、甾醇等可能潜在成分叠加产生毒性，易破坏细胞

膜结构或干扰细胞代谢；甲醇提取物则因提取出极

性较大的生物碱、皂苷等物质叠加，可抑制细胞内酶

活性或诱导氧化应激，二者所含毒性成分的协同作

用导致细胞活性显著降低，所以没有对这两部分进

行成分研究。

此研究完善了三叶五加的化学成分和药理活

性，研究结果为利用该植物开发降糖功能食品及降

糖新药提供了一定的理论基础研究。

数据可用性声明：本篇论文的关联数据可在

ＳｃｉｅｎｃｅＤＢ数据库 （ｈｔｔｐｓ：ｄｏｉ．ｏｒｇ／１０．５７７６０／ｓｃｉ
ｅｎｃｅｄｂ．ｎｐｒｄ．００３９９）中访问获取。
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