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中文摘要

缬草(Valeriana officinalis L．)系败酱科(Valer ianace)缬草

属(Va ler ian)植物，为传统中药，收载于2 0 05年版《中华人民共和

国药典汾，具有镇静安神、解痉止痛之功效。现代药理研究表明，缬

草提取物具有抗心律失常的活性作用。本论文通过多学科交叉的研究

方法，对缬草抗心律失常的活性成分及血清药物化学进行了研究。

采用超临界co：萃取法和溶剂法，将缬草提取分离为缬草油部位、

乙酸乙酯部位、正丁醇部位和水溶液部位；以抗心律失常和降低室颤

发生率为药理筛选指标，对缬草提取分离各部位进行了活性筛选研

究。研究结果表明，其水溶液部位和缬草油部位能显著对抗氯仿诱发

的小鼠心律失常，并降低室颤发生率；水溶液部位和正丁醇萃取部位

具有显著对抗乌头碱诱发的大鼠室性心律失常作用。进一步通过大孔

吸附树脂纯化技术分离正丁醇萃取物与水溶液合并后的水溶性部位，

收集不同浓度的乙醇洗脱液，经药理实验筛选，90％乙醇洗脱组分能

显著对抗氯仿诱发的小鼠心律失常和降低室颤发生率，从而确定其为

活性成分较集中的最终有效部位。

采用硅胶柱色谱、凝胶渗透色谱及制备高效液相色谱等分离技术，

从有效部位分离得到了11个单体成分，通过IR、NVIR、MS等波谱技

术鉴定了其中的8个化合物，分别为：绿原酸(Chl orogeni c ac i d)

(I)、咖啡酸(caffe ic ac id)(Ⅱ)、青刺尖木脂醇苷 (pr insepiol一4

-0-B—D—glucoside)(III)、 (+)8一羟基一松脂素-47-0-D-D-葡萄

吡喃糖苷[(+)8一Hydroxypinores inol一4 7—0一p—D—glucopyranos i

de】(IV)、(+)8一羟基一松脂素-4-0-D-D-葡萄吡喃糖苷【(+)8一

Hydroxypinores inol-4-0一p—D-glucopyranos ide】(V)、8一羟基松

脂醇苷(8一hydroxypinores inol一4-0一D—D—glucos ide)(Ⅵ)、(+)8一

羟基一松脂素【(+)一8一Hydroxyp inores inol】(VⅡ)、 山奈酚



(Kaempfer01)(VIII)。这8个单体化合物的抗心律失常活性正在筛选

中。

采用顶空固相微萃取．气相联用技术的分析方法，对缬草萃取物

的化学成分进行了分析研究。研究结果表明，固相微萃取对缬草特定

成分提取效果良好，气相色谱分离度高，重现性好，从而为中药有效

成分研究探索了二种新的分析方法。’

对缬草各提取分离部位进行了血清药物化学研究，采用优选后的

顶空固相微萃取及气相联用方法，比较研究了缬草全药顶空固相微萃

取成分与各提取部位血清中的成分，两者色谱峰难以找到对应关系，

但在乙酸乙酯部位血清中出现明显新代谢产物峰，提示缬草抗心律失

常的活性物质可能为其代谢产物。这对于探讨缬草抗心律失常活性物

质具有重要的参考意义。

主题词：缬草；抗心律失常；化学成分；顶空固相微萃取；血清药物

化学
‘



Study on the Ant i—ar rhythm i a Effect i ve Substances and

Serun Pharmacochem i strY of跆ler／ana 0甲‘cinaIerum Str I Iana ot I InaI／’S‘L．PharmaCOChem I Ot ya 广C ．

Spec i a I i ty：Chinese Traditional Medicine

Author：Gong Zhanfeng

Tutor：Liu Yanwen

ABSTRACT

魄leriana 0n—cinalis L．was a herbal tradit ional Chinese

mediCine belongs to the fami ly of Valetianace which waS long

used to treat i l lnesS such as disquiet、insomnia and aches of

various kind and i t haS been wri tten into<Chinese

Pharmacopoeia of 2005>． Modern research shows that， i t has a

grea t potent i a 1 capab i 1 i ty of cur ing cardi ac arrhythmi a．

We separated the medic inal mater i al s into oi l、

ethyl acetate extract、n—BuOH extract、water—extract．

Pharmacological method was adopted to compare effect of

different extractS．The result Shows that the water-extract and

oi l have obvious ant i-arrhythmia effect induced by

trichloromethane and the water-extract and the n-BuOH extract

have obvious ant i-arrhythmia effect induced by aconi t ine．

Then we merged the n——BuOH-。extract and water—-extract together

and separated it with diffirent consi stency of ethanol on the

Macfofeticulf res in．The 90％一ethyl part shows good ant i

—arrhythmia effect induced by trichloromethane，SO we defines

i t a s the mos t effec t ive par t．

The methods of solvent and chromatography were used to get



11 monomer ic compounds from the 90％一ethyl par t，and 8 of

them were elucidated by spectroscopic spectrum as Chlorogenic

acid(I)、CaffeiC acid(H)、prinsepiol一4—0一D—D—glucoside

(HI)、(+)8一Hydroxypinores inol-47-0-D—D—glucopyranos ide

(IV)、 (+)8一Hydroxypinores in01-4-O—p—D—glucopyranos ide

(V)、8一Hydroxypinores inol-4-0-p—D-glucos ide(VI)、(+)一8一

Hydroxypinores inol(VII)、Kaempferol(VIII)．The ant i-arrhythmia

effect of the 8 compounds i s S t i1 1 screening．

The Headspace S01 id Phase Micro-extract ion and Gas

Chromatography(HS—SPME—GC)technology was adopted to analyse

the compos i t i on of场lerlana officiaalis L．as—SPME—GC method

gives US a new analyt ic method which shows a good capabi 1i ty

of composition-extraction，Gas Chromatography al so has good

credi bi l i ty and S tab i 1 i ty．

．The best condi t ion of HS-SPME-GC was adopted in the Serum

Pharmacochemi Stry Study of different extracts and their serum

sampl e．There i S l i t t le S imi lar i es be tween the exttact and the

serum sample， SO that the metabol ized productS may be

effective substances．The research provided certain

SC i ent i fi c parameter of ant i—arrhythmi a effect ive subs tances

Of Val er j an．

KEY WORDS：

焰leriana officina／is L： ant i—ar rhythm i a： chem i ca I

const i tuents：HS—SPME—GC： SPC



湖北中医学院学位论文原创性声明

本人声明： 所呈交的学位论文是在导师的指导下进行的研究工作及取得的

研究成果。除了论文中特别加以标注和致谢的地方外，本论文不包含其他个人或

集体已经发表或撰写过的研究成果，也不包含为获得湖北中医学院或其他单位的

学位或证书而使用过的材料。对本文的研究做出贡献的个人和集体，均已在论文

中作了明确的说明。本人完全意识到本声明的法律结果由本人承担。

学位论文作者签名：

矽9伽油

关于学位论文使用授权的声明

本人完全了解湖北中医学院有关保留、使用学位论文的规定，即：学校有权

保留学位论文，允许学位论文被查阅和借阅；学校可以公布学位论文的全部或部

份内容，可以采用复印、缩印或其他手段保留学位论文；学校可以根据国家或湖

北省有关部门的规定送交学位论文。同意《中国优秀博硕士论文全文数据库出版

章程》的内容。

(保密论文在解密后遵守此规定)

敝储签名毽睥挪摊：步≥节厂月。



缬草抗心律失常活性成分及血清药物化学研究

-^‘-—‘一
刖 舌

现代社会生活压力的增大及饮食结构的转变使得心脑血管疾病成为

了威胁全球人类健康的三大疾病之一，其发病率和死亡率位居首位。临床

用于治疗心脑血管疾病的大多为化学药物，但存在着毒副作用大、耐用性

强、价格昂贵等弊端。因此，在中医药理论指导下，开发研究有效治疗心

脑血管疾患的中药新品种，是从事中医药研究的科学工作者的重大课题。

缬草(Valeriana officinalis L．)系败酱科缬草属多年生草本植物，

为传统常用中药，具有镇静安神、解痉止痛之功效，临床用于治疗心神不

安、心悸失眠、癫狂、藏燥；风湿痹痛、脘腹胀痛、痛经、经闭以及跌打

损伤等。现代药理研究表明，缬草具有显著抗心律失常的作用，美国药品

食品监督管理局认定缬草属于安全性强、毒副作用较小，因此将缬草开发

为抗心律失常的中药新药品种具有广阔的前景。

为了探讨缬草抗心律失常的物质基础，本省级重点实验室于2 005年

申请了国家自然科学基金课题“缬草抗心律失常活性成分研究"。本论文

按照预期的研究目标，在药理试验跟踪下，对缬草抗心律失常的活性物质

进行了系统研究，取得了预期的研究成果。初步阐释了缬草抗心律失常的

药效物质基础，从而为将缬草开发为抗心律失常药物奠定了一定基础。
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第一章抗心律失常药物及缬草属药用植物的研究进展

缬草(Valeriaaa officinalis L)系败酱科缬草属多年生草本植物，

分布于世界各地，欧洲于16世纪便开始应用缬草，是历史最古老的药用

植物之一。缬草具有镇静安神、解痉止痛之功效。现代药理学研究表明，

缬草具有多方面生物活性。由于缬草良好的应用前景，引起了国内外学者

的广泛关注，因此其研究资料涉及各个领域。

1生药学研究

败酱科缬草属(Valeriana)植物全世界约250余种，主要分布于温带

地区，我国有缬草属植物1 7个种和2个变种，主产于西南、西北和东北

地区n1。除缬草外，还有以下同属植物的根及根茎亦作“缬草”入药。

湖北西部巴东、鹤峰、利川、五峰等县市有大面积野生缬草资源；四

川、重庆、云南、贵州等省区为蜘蛛香的主产地；黑水缬草主要分布于东

北东部山区、小兴安岭、大兴安岭地区和山东胶东山区、丘陵地；宽叶缬

草的野生资源分布于我国东北至西南，分布地区与缬草基本相近犯1。除此

四种常见缬草外，还有细花缬草、毛节缬草、长序缬草等分布也有报道D1。

2化学成分

缬草的主要化学成分为萜类中的单萜、倍半萜、环烯醚萜以及木脂素、

生物碱和黄酮等成分。缬草根部含有较多的环烯醚萜与倍半萜，其中倍半

萜和其他单萜类成分多位于根部的挥发油中，绝大部分生物碱与黄酮存在

于缬草地上部分D1。

2．1挥发油成分

挥发油为缬草化学成分的重要组成部分。目前，国内外对该属1 o多

个植物品种的挥发油成分进行了分析研究，共鉴定了其中的6 o多个成分，

主要为单萜和倍半萜。龙脑(borne01)、异戊酸酯及乙酸龙脑酯为其中含

量最大的几种成分；倍半萜类成分以缬草烯酸(valerenic acid)、缬草酮

(valeranone)、缬草萜醇酸(valerenol ic aCid)、缬草烯醛(Valerenal)、

valeracetate等为主，这类成分也是缬草众多药理活性的有效成分【3】。
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黄龙等H1利用GC和GC／MS对缬草油的化学成分进行了分析，共鉴定

出65种化合物，其中三环烯、芳樟醇、马鞭草烯酮、6一榄香烯、2，3，4

一可力丁、。【一小茴香烯、0【一荜澄茄油烯、白菖油烯、1，2，9，1 0一四

氢马蔸铃烯、对孟三烯、环异长叶烯、9，10一二氢异长叶烯、大根香叶

烯D、6一杜松烯、大根香叶烯B、大花桉油醇、异大花桉油醇、仪一杜

松醇、T一杜松醇、2一氨基芴酮、0【一雪松烯、香橙烯、邻苯二甲酸二丁

酯等26种成分为该植物首次报道。

R1

CH0

COOH

COOH

COOH

R¨

H 缬草醛

H 缬草萜酸

0H 羟基缬草萜酸

OAC 乙酰氧基缬草萜酸

C H2O R

2

R

H

AC

COCH：CH(Me)2

COC。H9

COC5H1。

R1 R2

H H

OH OH

H OH

OH H

戊烯醇

E一戊烯乙酸酯

E一戊烯异戊酯

E一戊烯正戊酯

E一戊烯乙酯

缬草烷

缬草二醇

缬草-8-醇

缬草-2-醇
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CH20R

环野缬草乙酸酯

R

AC

COCH2cn(Me)2

COC4H9

COC5H1l

z一戊烯乙酸酯

z一戊烯异戊酯

z一戊烯正戍酯

z一戊烯己酯

O

缬草酮

2．2木脂素类

近年来国外报道的木脂素均为双环氧型或7，97一单环氧型木脂素及

其苷。

Br i t ta Schumacher等叭1从Valeriana of，icinalis中分离得到8个

木脂素类化合物，分别为1 ignans 87-hydroxypinoresinol(1)and

pinores inol一4-0一p—D-glucos ide (2) 7，97一monoepoxyl ignans

lllassonires inol一4 7—0一p—D—glucos ide(3)，47—0一p—D-glucosyl一9—

0一(6∥一deoxysaccharosyl)ol ivi l(4)，and berchemol-47一O—D—D—

glucos ide(5)and the 7，97：77，9-diepoxyl ignans pinores inol一4，4L

D一0一D—glucos ide(6)，8一hydroxypinores inol一4 7—0一D—D—glucos ide

(7)，and 87一hydroxypinores inol-47-O-D-D-glucos ide(8)．其中木脂

素4和5是新的天然产物．木脂素4具有部分对抗A1阿糖腺苷受体活

性。

Anna Li sa Piccinel 1 i等n21从Valeriana priorrophylla中分离得

到两个新的木脂素苷，它们的结构由1D和2D核磁共振波谱鉴定，分别是：

pr insepiol一4-0一D—D—g lucopyranos ide和fraxi res lnol一47—0一D—D一

4
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glucopyranos ide，前者有较强的血管舒张活性。

此外还有8一Hydroxypinores inol一47—0一p—D—glucopyranos ide、

8一Hydroxypinores inol、prinsepiol等木脂素。

2．3环烯醚萜类

综合文献报道，缬草中共分离鉴定了34种环烯醚萜，其中26种苷元、

8种苷，环烯醚萜三酯(又称缬草三酯或缬草素)为环烯醚萜苷元中大多

成分种类D1，缬草素有较强的镇静、安定活性b“1和抗肿瘤活性盯‘81。

Yuping Tang等n1从蜘蛛香Valeriaaa力tamansi中分离出5个新环烯醚

1-homoaceva l tl'a te(1)，1-homoi soaceva l t rate(2)，儿一homohydroxyl dih

ydrovaltrate(3)，10-acetoxy一1一homovaltrate hydrin(4)，和10—

acetoxy-卜aceval trate hydrin(5)。郭元强等n01从Valerians饧口厂，口，

中分离出一种新环烯醚萜10-i sovaleryl kanokos ide C。

堕

烯
闭

环文

R2

3

单烯开环

S

堕

烯
闭
环，
。形

3

双
烯
开
环

4
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多

R2

n3 CHO
K

R

2．4黄酮类

缬草中含有棚皮素(quercet in)，di osmet in、芹菜素(ap i genin)，莰

菲醇(kaempfer01)、金合欢素(acacet in)、腾黄菌素(1uteol in)等黄酮类

成分。在花、果中黄酮的含量一般超过叶中黄酮的含量n引。缬草黄酮苷在

最近国外研究报道中有枢神经抑制作用n射。

2．5生物碱类

缬草根中含有缬草碱(D-va ler ine)n”、鬃草宁碱(chat inine)

n
41、 8一甲氧猕猴桃碱(8-methoxyact ini dine)n 51、异缬草酰胺碱

(i soval erami de)n们、猕猴桃碱(act ini dine)n"、缬草胺碱(va l er iamine)

和valeriane等生物碱。

2．6其他

在缬草的水提取物中含有游离的氨基酸，如v一氨基丁酸(GABA)，酪

氨酸、精氨酸、谷酰胺。此外还含有咖啡酸、绿原酸、鞣质、谷甾醇、卜

羟基松脂醇等[20-21]．

3药理活性

3．1 对CNS的抑制作用

缬草醇提物对小鼠的自发活动具有明显的抑制作用，与戊巴比妥钠有

较好的催眠协同作用，可延长小鼠睡眠时间，提高小鼠的入睡率n”。缬草挥

发油中的缬草醛、缬草萜烯、缬草酮等均有镇静、解痉作用。异缬草酸
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有镇痛作用。缬草二醇类为镇静有效成分n31。缬草三酯巧卅有较强镇静、

安定活性。缬草水溶性成分也有镇定和催眠的作用。缬草挥发油能对抗戊

四氮硫代氨基脲电休克等导致的惊厥旺41。

据文献报道，缬草属植物镇静催眠的作用机制主要为：GABA受体机

制、苯二氮卓受体机制、腺苷受体机制和神经保护机制n 51。

3．2抗抑郁作用

Yoshiteru Oshima等进行小鼠强迫游泳实验，发现阔叶缬草醇及其2

种愈创木烷型倍半萜日缬草素醇和醋酸环阔叶缬草醇a均显示较强的抗

抑郁作用n61。缬草宁碱也具有抗抑郁作用㈣。缬草的抗抑郁作用可能与

其能强烈抑制GABA受体亲和力有关乜引。

3．3对心血管系统作用

缬草能改善心肌缺血。缬草乙醇提取物在麻醉猫实验中能明显扩张冠

状血管并降低心肌的耗氧量旺91。缬草氯仿提取物不仅可抑制中枢，而且有

预防心肌缺血和改善心肌循环的作用乜31。薛存宽等D0。3u发现缬草挥发油能

增加实验动物的冠脉流量、改善心肌组织的微循环灌注、缩小心肌梗死范

围，提示缬草挥发油有抗心肌缺血再灌注损伤的作用。

缬草还有良好的抗心律失常作用。王玉良等b21研究发现缬草水提物对

由乌头碱、哇巴因、肾上腺素等诱发的心律失常动物模型均有良好的对抗

作用，延长动作电位时程和有效不应期，抑制心肌自律性。贾健宁等b31

研究发现缬草提取物(V3d)能明显对抗乙酰胆碱一氯化钙诱发的小鼠房颤

和氯仿诱发的小鼠室颤等。缬草中挥发性成分也有抗心律失常及降压作用

[231。黄峥嵘D引研究发现缬草提取物(所合成份为挥发油中的单萜、倍半萜

的含氧化合物)浓度依赖性缩短动作电位时程；浓度依赖性抑制INa、ICa-

L、I to，并作用于INa、ICa-L的失活状态；不同浓度缬草提取物对IK，II(1，

无明显影响；缬草提取物对IKATP无直接的开放作用。缬草提取物对上述离

子通道的影响可能是其抗心律失常的重要机制。

3。4抗肿瘤作用

缬草环烯醚萜类物质具有显著的细胞毒与抗肿瘤作用，尤其是环烯醚
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萜酯b"。体外实验表明缬草波春对Kreb II腹水癌细胞、肝癌细胞、骨髓造

血祖细胞和人T2淋巴细胞有抑制作用∞61。动物学实验证明二氢缬草素与肝

癌细胞反应迅速D71。药理试验表明，缬草素对宫颈鳞癌细胞、胃腺癌细胞、

肺腺癌细胞均有杀灭作用口81。叶建明等。91阐明了缬草波春诱导MKN一45胃

癌细胞凋亡的机制。

3．5抗菌抗病毒作用

从缬草中提出的总生物碱有抗菌作用，特别是对革兰氏阳性细菌效力

较好㈣。体外实验表明，缬草有抗轮状病毒作用，并认为缬草素类成分可

能为其抗病毒的有效成分H们。

3．6保护肝脏

对四氯化碳引起肝损害的兔，每天给予缬草3-5克，病理切片研究表

明，对兔肝脏有相当程度的保护作用t241。 ·

3．7保护肾脏

缬草油可以明显改善2型糖尿病大鼠的肾脏损害，减少蛋白尿，延缓

肾功能损害的进展。其作用与其降低血脂、抗氧化、抑制肾皮质内PKC

的激活有关H¨。

3．8其他 。

缬草挥发油能抗脑缺血H21、宽叶缬草能预防血管狭窄H31等。

4临床应用

缬草在临床用于镇静催眠等，如失眠、劳累压力、肌肉痛、月经痛、

支气管痉挛、长久咳嗽、紧张头痛、焦虑、停服安定。

缬草还可用于过度激动导致的心律不齐、小孩厌食、颤抖、胃肠不适、

慢性消化不良、胃绞痛、疝气、痢疾、肿胀、以及帕金森氏症、小孩的尿

床及蛔虫等乜¨。

5抗心律失常药物

心律失常指心律起源部位、心搏频率、节律以及冲动传导等任一项异

常所引起的心脏节律的异常。临床常见的心律失常有窦性心动过速、窦性

心动过缓、期前收缩(早博)、阵发性室上性心动过速、阵发性室性心动过
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速及房室传导阻滞等表现¨51。

5．1常用药物及分类

按临床应用分类主要是通过抗心律失常药物对心脏作用部位进行的，

可分为3类，分别为作用于房室结的药物、作用于心室的药物以及作用于

心房、心室和房室旁道的药物[45]o若按其电生理作用不同，则可分为4大

类。I类为钠通道阻滞剂(膜稳定剂)，Ⅱ类为p受体阻滞剂，通过抑制p

受体，间接影响膜离子流。对慢反应细胞可抑制钙内流，从而降低传导和自

律性。Ⅲ类为延长动作电位时程和有效不应期的药物。Ⅳ类为钙拮抗剂，

抑制慢反应细胞的除极和自律性，抑制触发活动，减轻心肌细胞内钙超负

荷n们。

5．2现有药物存在的问题

临床实践证明，多数抗心律失常药物都有一定的毒副作用，而且抗心

律失常作用越强其毒副作用可能越明显，甚至出现严重的致心律失常作

用。例如广泛应用的奎尼丁可引起心肌收缩力下降和低血压，严重时可发

生心功能不全或休克。口服给药时可发生食欲不振、恶心呕吐及腹泻等消

化道反应。用量过大可引起心脏停搏或心室颤动。严重低血钾或Q-T间期

延长时应用本药易引起扭转型室性心动过速H71。

综上所述，现代研究表明，缬草生物活性广泛，疗效明显，安全性好，

服用推荐量20倍，仅轻微不适且24小时后缓解，无毒性及致突变性。长

期服用缬草安全，我国民间有长期作茶饮用的历史。无成瘾性n1。是一

种很有开发前景的中药资源。缬草有着明确的抗心律失常活性，并且无严

重不良反应，应用前景广泛。但是，缬草的开发还相对落后。本论文对缬

草的生药资源、化学成分、药理活性和临床应用等方面的研究进展进行综

述，为本论文的研究思路提供了参考依据。
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第二章 缬草抗心律失常活性部位和活性组分的筛选研究

本实验采用超临界co：萃取法和溶剂提取法，将缬草粗粉分为挥发油、

乙酸乙酯萃取物、正丁醇萃取物和水液四个提取部位；以氯仿诱导心律失

常的为指标，对各提取分离部位进行了药理筛选研究。

1缬草的提取分离

将2kg缬草干药材碾成可以通过80目筛的粉末，超临界CO：萃取得

到缬草油部位，再以7 0％乙醇对药渣渗漉提取，回收提取液中乙醇，采用

溶剂萃取法依次以乙酸乙酯、正丁醇依次萃取，萃取液回收溶剂，减压干

燥，得乙酸乙脂部位、正丁醇部位和水液部位的干膏，具体流程图如下：

缬草粗粉(2kg)

上 超临界CO：萃取

缬草油脂部位 缬草药渣

I 70％乙醇渗漉提取
◆

乙醇渗漉液

乙醇总

l减压回收溶剂至无醇
，

流浸膏

1L

乙酸乙酯部位 正丁醇部位 水液部位
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取缬草油部位、乙酸乙脂部位、正丁醇部位和水液部位的备用液，分

别稀释成两种剂量，即59生药／mL和2．5 g生药／mL，作为供试品溶液备

用。普萘诺尔药粉6 0rag(湖北华中药业有限公司)，以8 0mL生理盐水溶

解后摇匀，制得阳性对照品溶液；氯仿(分析纯，天津市海迪化工有限公

司)

2抗心律失常活性部位筛选研究

2．1氯仿诱发小鼠心室纤颤的影响

2．1．1试验动物

昆明种小鼠，雄性，体重18-229，由武汉医工所提供。动物许可证

号：SCXK(鄂)2003-2005。

2．1．2试验药材

缬草valeriaaa officinalis．厶采自湖北省恩施州，经湖北中医

学院鉴定教研室吴和珍副教授鉴定，确认其为败酱科(Valerianaceae)缬

草属(va ler iana Linn．)植物的根及根茎。

2．1．3试验方法

选择体重23-279小鼠2 00只，随机分成1 o组：即生理盐水组、给

药组(四个提取部位，分别为高、低剂量组)和普萘诺尔组。连续三天灌

胃给药，每次剂量2 0mL／kg。第三天给药后30min时，将小鼠放入倒扣的

用橡皮泥密闭的500mL烧杯中，同时将装有吸附2mL氯仿(每做完一次补

充0．5mL)的棉花的安剖瓶敞口平躺放入烧杯，使小鼠吸入过量的氯仿，

直到呼吸停止时立即剖胸检查。实验结果见表2-1。

2．1．4结果

11
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表2-1．不同部位提取物对氯仿诱发小鼠心室纤颤的影响

药物 浓度(g生药／mL) 鼠数 室颤发生率

NS

普萘诺尔

水液部位

正丁醇部位

乙酸乙脂部位

油部位

表注：与对照组相比：奉P<O．05；··P<O．0 I；与阳性对照组比较：AP<O．05：AAp<o．01

表2-1可见：缬草提取分离部位中的水液部位在高、低剂量组均能非

常显著降低氯仿所致小鼠室颤发生率，P<0．01，具有统计学意义；缬草

油部位在两个剂量组也能、显著降低氯仿所致小鼠室颤发生率，P<0．01；

乙酸乙酯部位在低剂量组能显著降低氯仿所致小鼠室颤发生率，P<0．05，

而高剂量组中无显著性差异。

2．2乌头碱诱发的大鼠心律失常的影响

为了进一步观察缬草抗心律失常的活性以及确定其活性部位，采用另

外一种造模方法，即乌头碱诱发的大鼠心律失常进行药理筛选研究。

2．2．1试验材料

2．2．1．1试验动物

Wi s t ar大鼠，体重2 00±309，雌雄各半。由湖北省疾病控制动物实

验中心提供，动物许可证号：SCXK(鄂)2003-2005。

2．2．1．2试药及其制备

按上述氯仿诱发小鼠心律失常试验中的提取流程和备用液的制备方

g0^／

5

5

5

5
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法，制得得乙醇总提取物的备用液，取乙醇总提物、缬草油部位、乙酸乙

脂部位、正丁醇部位和水液部位的备用液各70mL，分别配制成高、中、

低三个剂量，即5 g生药／mL、2．5 g生药／mL和1．25 g生药／mL，作为供

试品溶液。盐酸利多卡因注射液，用生理盐水稀释至30mL即得阳性对照

品。乌头碱(DELTA天然有机化合物信息中心，用生理盐水配成0．02mg／mL

溶液)。乌拉坦：0．2 59／mL(化学纯，中国医药集团上海化学试剂公司，

批号：C)。

2．2．1．3仪器

BL-420F生物机能实验系统(成都太盟科技有限公司)。

2．2．2．试验方法

选择体重1 7 0-2 309大鼠17 0只，随机分成17组：生理盐水组、给药

组(四个提取部位及总提物，分高、中、低剂量)和利多卡因组。连续两

天灌胃给药，每次剂量15mL／kg．阳性药每次给药量为7．5 mL／kg，腹腔注

射。第二天给药后20min时腹腔注射乌拉坦(5mL／kg)麻醉，插入电极，观

察二导联心电图，此时为正常波形。1 0min后舌下静脉注射乌头碱

(2．9mL／kg)。记录此后2．5h内室早、室速和室颤的开始时间(未出现失

常，按2．5h算)、持续时间和死亡率。取各组X±s值，进行组间t检验。

选出具有比较意义的指标，结果见表2-2。

表2-2．缬草各提取部位对抗乌头碱引起心律失常作用
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表汪：与对照组相比：★P<0．05：★★P<0．01：与阳性对照组比较：AP<0．05：△△P<0．01

2．2．3结果

由表2-2可见：缬草提取物中水液部位在59和2．5 g生药／ml能非

常显著推迟乌头碱致大鼠室性早搏(VE)、室性纤颤(VF)发生时间，减少

室颤发生率，P<0．01；正丁醇部位在59生药／mL显著推迟乌头碱致大鼠

室性早搏(VE)、室性纤颤(VF)发生时间，减少室颤发生率，P<O．05，在

2．59生药／mL时显著减少死亡率。缬草油和乙酸乙酯部位在一定浓度下有

相对较弱的对抗乌头碱致大鼠心律失常的作用。

3缬草水溶性部位活性组分的提取分离及筛选

3．1缬草水溶性部位大孔吸附树脂洗脱组分的分离

为使活性成分进一步集中，将药理实验中筛出的活性较强的水液部位
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及正丁醇萃取部位合并得到缬草水溶性成分。通过大孔吸附树脂柱，依次

用水、3 0％、5 0％、7 0％、9 0％乙醇洗脱至流出液澄清，各洗脱部位经过喷雾

干燥后得到干粉备用。流程图如下：

水溶性部位浸膏(1．2kg)

l
上以蒸馏水溶解

D101大孔吸附树脂20kg

水洗组分

(202．89)

30％醇洗组分 50s醇洗组分70s醇洗组分

90％乙醇洗

脱至5倍柱

体积

90％醇洗组分

(18．29)

3．2缬草水溶性部位大孔吸附树脂洗脱组分活性筛选

3．2．1试验动物

昆明种小鼠，体重2 5±29，雌雄各半。由湖北省疾病控制动物实验

中心提供，动物许可证号：SCXK(鄂)2003—2005。

3．2．2供试品药液制备

取上述大孔树脂分离得到的各组分的干粉，分别稀释成两种剂量，

即相当于59生药／mL和2．5 g生药／mL，作为供试品溶液。普萘诺尔(湖

北华中药业有限公司批号2 0061 00 3：6 0mg药片碾成粉末，溶于8 0mL生

理盐水摇匀，制得阳性对照品溶液)氯仿(分析纯，天津市博迪化工有

限公司)

3．2．3试验方法及结果

选择体重2 3-279小鼠240只，随机分成1 2组：即生理盐水组、给药

组(5个大孔树脂分离组分，分高、低剂量)和普萘诺尔组。将小鼠灌胃
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给药一次，每只小鼠0．6ml／次，24小时后以相同剂量再灌胃给药一次，

半小时后放入密封的装有1．5ml氯仿及棉花的安剖瓶中，并扣于烧杯中，

待小鼠刚好无呼吸时迅速取出解剖，观察是否出现心室震颤的现象，并做

纪录，详细结果见表3-1

表3-1：缬草各提取部位对氯仿诱发小鼠心律失常的对抗作用 ，

组别 剂量(g生药／kg) 一，动物数 室颤发生率

阴性对照组

缬草水洗部位

缬草30％乙醇洗脱部位

缬草50％乙醇洗脱部位

缬草70％乙醇洗脱部位

缬草90％乙醇洗脱部位

普萘洛尔组

与对照组相比：★P<O．05；★★P<0．01

由上表可见，90％醇洗部分在高低剂量组的效果最佳，且已接近阳性

药物的效果。其他部位有一定效果，但不明显，说明9 0％乙醇洗脱组分为

活性物质最集中的组分。

药理跟踪筛选结果表明，水溶性部位经大孔吸附树脂分离纯化，90％

醇洗部位对抗小鼠心律失常的活性较强，确定其为水溶性部位的活性组

分，并对该组分中的化学成分进行了提取分离和结构鉴定。
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第二章水溶性部位活性组分的化学成分研究

药理实验结果表明，缬草提取部位中，水液部位为活性部位，为富集

有效成分，将水液与正丁醇萃取部位合并得到水溶性部位；水溶性部位经

大孔吸附树脂分离后继续筛选，发现90％醇洗组分抗心律失常作用显著，

故本项研究对90％乙醇洗脱组分进行了化学成分的研究。

1缬草水溶性部位活性组分的提取分离

1．1仪器与试药

缬草valerlana offlcLnalLs购自湖北省中药材公司，经湖北中医学

院鉴定教研室吴和珍副教授鉴定为败酱科(Va l er i anaceae)缬草属

(valeriana Linn．)植物的根及根茎。

显微熔点测定仪：XRC-1型显微熔点仪(温度未校正)

EI-MS：VG ZAB-3F型质谱仪FAB-MS．EI-MS

1H-NMR：Vat Jan Mercury VX-300型核磁共振仪

13C-NMR：Varian INOVA-600型核磁共振仪

显色刹：10％硫酸茴香醛乙醇溶液，3％FeCl，乙醇溶液，5％磷钼酸乙醇

液

硅胶为青岛海洋化工厂生产；所用试剂均为化学纯或分析纯

1．2提取与分离

取缬草粗粉(15kg)，采用超临界cO：萃取(SFE-CO：)，缬草经超临

界co：萃取后的药渣(1 3kg)II置渗漉桶中，用70％乙醇渗漉，浓缩乙醇提

取物，加适量水充分搅拌，依次以乙酸乙酯、正丁醇萃取得到乙酸乙酯提

取物、正丁醇提取物和水液部分。将正丁醇与水部位合并后经大孔吸附树

脂以不同浓度乙醇进行洗脱，浓缩干燥后得到5个组分；90％醇洗组分再

分别经聚酰胺柱、硅胶柱、Toyopearl HW_40、Sephadex LH-20凝胶柱

色谱纯化，得到11个单体成分，并鉴定了其中8个。提取分离流程图如

下：
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慝薰
缬草油 正 乙酸乙酯部位

水洗 30％醇洗 50％醇洗 70％醇洗 90％醇洗(18．29)

水

l 硅胶柱及 硅胶柱及 I 硅胶柱及

I Sephadex I Sephadax I Sephadex

I 柱等 I 柱等 l 柱等
◆ 审 丫

化合物I，Ⅱ，Ⅳ 化合物V一Ⅺ 化合物Ⅲ

乙醇
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2抗心律失常活性组分的分离与鉴定

化合物I的鉴定

白色无定形粉末(甲醇)，1H—NMR谱显示5 6．8 5(1H，d，J=8．4 llz)，

5 6．86(IH，dd，J--8．4 Hz，1．8 llz)，5 7．OO(1H，d，J=1．8 Hz)，另有一组

质子信号为5 6．22(IH，d，J=1 6．1 Hz)，6 7．5 0(IH，d，J=1 6．1 Hz)，鉴定

为反式偶合的烯健质子，这与苯丙烯酸类成分的波普特征是温和的，其波

谱数据与文献报道的咖啡酸数据一致H钔，且TLC与对照品的Rf值相同，

故鉴定该化合物为咖啡酸(Caffeic acid)，其核磁图谱见附表1。其化

学结构如下：
。

化合物II的鉴定

C00

咖啡酸

(Caffeic ac id)

H

白色无定形粉末(甲醇)，1H-NMR(CD，OD)。5 2．04-2．18(2H，m，15一I-I)，

6 2．2i-2．28(2H，m，1 3一H)，5 3．7 3(1H，dd，J=3．2 0，8．56 Hz，1 2一H)，5

4．1 7-4．2 0(IH，m，1 I-H)，5 5．3 3—5．38(IN，m，1 O—H)，5 6．26(IH，d，J=

15．88Hz，8-H)，6 6．79(IH，dJ---8．20Hz，3-H)，5 6．96(IH，dd，J--2．00，8．16

Hz，6-H)，5 7．56(1H，d，J=1 5．8 8Hz，7-H)。

化合物Ⅱ的波谱数据与文献报道H踟绿原酸的数据一致，TLC与绿原

酸标准品Rf值及斑点颜色一致，相互混合熔点不下降，因此鉴定化合物
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H

H

绿原酸

(Chlorogenic ac id)

COOH

其化学结构如

化合物fflfl勺鉴定

白色无定形粉末，易溶于甲醇，EI-MS m／z：5 5 2【M+】；其”C—NMR

显示26个碳信号，1H—NMR显示有25个氢信号，推测分子式为C：。H。：0。，。

1H-NMR明显可以发现两个ABX系统，提示有两个1，3，4一取代苯环，进一

步将其1H-NMR及13C—NMR与文献进行对比发现，其波谱数据与文献报道H"

一致，故鉴定该化合物为青刺尖木脂醇苷(pr insepiol-4-0 D-D—

g lucos i de)，其核磁谱图见附表3-4。其结构式如下：

H3co

青刺尖木脂醇苷

(pr insepiol一4—0一D—D-glucos ide)

c’二表附见谱图磁核其、Jd．．．上CaC．，工negOrO1lhC，●～酸原绿

为：Ⅱ下
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化合物ⅡI的1H—NMR及¨C-NMR波普数据归属见表3-1

表3-1化合物3的1H-NMR和nC-NMR谱的归属

d 1H d 13C d 1H d 13C

position position

(JH—H in Hz)(JC-H) ‘(Jn-H in I-Iz) (JC-H)

1 132．0 4’ 146．3

2 7．16(d，1．5) 112．3 5’ 6．83(d，8．0) 114．4

3 149．2 6’ 6．89(dd，1．5，8．0) 120．4

4 146．5 7’ 5．01(s)87．9

5 7．20(d，8．o) 116．3 8’ 88．1

6．99(dd，1．5，
6 120．2 9'a 4．02(d，9．4) 75．5

8．o)

7 5．05(S)87．6 9'b 4．16(d，9．4)

3’．0CH

8 87．9 3．91(S) 55．2

3

9a 4．02(d，9．4) 75．6 Glc一1” 4．94(d，7．5) 101．7

9b 4．17(d，9．4) Glc-2” 3．55(dd，9．5，7．5) 73．7

3-OCH3 3．92(s) 55．5 GIc一3” 3．51(t，9．5) 76．6

1’ 128．3 Glc-4” 3．44(t，9．5) 70．2

2’ 7．09(d，1．5) 112．3 Glc-5” 3．45(m) 77．0

3．74(dd，12．1，4．5．)
3’ 149．2 Glc．6” 61．3

3．91(dd，12．1，3．5)

化合物Ⅳ的鉴定

白色无定形粉末，易溶于甲醇。三氯化铁反应阳性，示有酚羟基存在；

Moli sh反应阳性，示其为糖或苷类化合物；结合化合物Ⅳ的1H—NMR、

”C-NMR、DEPT谱等可推测其分子式为C：。H，：0。：；计算其不饱和度为11。

1H—NMR谱中，在6 4．88(1H，d，J=9．2Hz)处判断为葡萄糖连接处氢信
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号，根据偶合常数推断其苷键的构型为为p构型。在1H-NMR谱中还显示

有两组三取代芳环的6个芳香质子信号，其中在6 7．03(1 n，d，J=2．0Hz)，

6 6．84(1H，dd，1=8．4、2．0Hz)和6 6．77(1 n，d，J=8．4Hz)处的信号构成一个

苯环的AMX系统；在6 7．11(1n，d，l=2．0Hz)，6 6．96(1H，dd，1=8．4、2．0Hz)

和6 7．1 5(1H，d，1=8．4Hz)处的信号构成另一个苯环的AMX系统。6 4．67

(1H，s，H-7)和6 4．8 8(1H，d，l=3．6Hz)处为2个氧代次甲基质子信号。6

4．67(1 H，s，H-7)以单峰信号形式出现，说明8号碳为季碳；6 3．77(1H，dd，

l=6．4、8．4Hz)和6 4．46(1H，t，l=8．4Hz)及6 3．84(1H，d，l--9．2Hz)

和6 4．04(1H，d，1--9．2Hz)处的信号归属为氧代亚甲基的4个质子信号。

6 3．02(1H，m)处归属为1个次甲基的质子信号；2个甲氧基的质子信号位

于6 3．8 6(3H，s)和6 3．87(3H，s)处；该化合物的不饱和度为11，除去

两个苯环和一个糖外，还有2个不饱和度，推测可能为双环氧木脂素苷类

化合物。

13C-NMR谱中，可见两组三取代芳环碳信号，一组葡萄糖基碳信号，

另有两组相似的氧代碳信号6 89．3(CH)和6 87．3(cH)，6 76．2(cH：)和

6 72．1(Ell：)，还有一个季碳信号6 92．8(C)和一个次甲基碳信6 62．5

(CH)，分别为C-7、C-7’，C-9、C-97和C-8、C-87，进一步证明化合物Ⅳ

是一个双环氧木脂素苷类化合物。

在1H一1HCOSY谱中，可见H-8’(6 3．02)信号分别与H-77(6 4．88)和

H-9’(6 4．46，3．77)信号呈相关关系，2个H-9(6 4．04，6 3．84)之间存

在相关关系；另外可见，H-6(6 6．84)信号分别与H-2(6 7．0 3)和H-5(6

6．77)信号，H-6’(6 6．96)信号分别与H-2’(6 7．1 1)和H-5’(6 7．1 5)信号

出现了明显相关峰。

化合物Ⅳ的HMBC谱中，H-7(6 4．67)与C-2(6 1 1 2．7)、C-6(6

1 21．5)、C-1(6 12 9．0)存在明显相关峰；H-7’(6 4．88)与C-2’(6 1 11．9)、

C-6’(6 1 2 0．2)存在明显相关峰，以上证明两个稠合的四氢呋喃环与芳香

环之间的连接位置是7位和7‘位。H-1。(6 4．88)与C-4’(6 147．5)存在明

显相关峰，由此确定糖和苷元的连接位置为Cr—C。．。
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将化合物IV的13C-NMR和1H-NMR谱数据与文献数据口们进行对照，最

后鉴定化合物Ⅳ为(+)8一羟基一松脂素-4’-0-p-D-葡萄吡喃糖苷[(+)8一

Hydroxypinores inol一4’-0-D—D—91ucopyranos ide]，其核磁谱图见附表

5-8。其化学结构如下：
H

二!$
H

OCH3

OH

(+)8一羟基一松脂素-4’-0-D—D一葡萄吡喃糖苷

[(+)8一Hydroxypinores in01-4’-0-p—D—91ucopyranos ide】

化合物Ⅳ的1H—NMR及13C-NMR波普数据归属见表3—2

表3-2化合物4的1H-NMR和13C-NMR谱的归属

d1H d1H d 13C

position d 13C 0c-H) position

(Ⅲ一HinHz) (JH-H in riz)(JC-H)

1 132．8 5’ 6．76(d，8．4) 116．0

2 7．11(d，1．8) 113．4 6’ 6．86(ad，1．8，8．4) 120．5

3 150．5 7’ 4．89(d)87．8

4 147．7 8’ 3．00—3．06(m) 62．4

3．74．3．78

5
． 7．15(d，8．4) 117．5 9’ 72．1

(dd，9．0，6．4)

6 6．96(ad，2．0，8．4) 121．3 3-CH30 3．88(s) 56．4

7 4．72(s)88．9 3'-CH30 3．84(s) 56．4

8 93．0 GIc-1” 4．88(d，7．2) 102．9

3．86(d，9．2)；
9 76．0 Glc-2” 3．55(dd，9．5，7．5) 74．9

4．05(d，9．2)



湖北中医学院2009届硕士学位论文

1’ 133．6 Glc一3” 3．51(t，9．5) 77．8

2’ 7．04(d，2．0) 111．3 Glc-4” 3．44(t，9．5) 71．3

3’ 149．1 Glc-5” 3．45(m) 78．2

4’ 147．4 GIc·6” 3．66(m)；3．73(m) 62．5

化合物V的鉴定

白色无定形粉末(甲醇)，三氯化铁反应阳性，示有酚羟基存在；Mol i sh

反应阳性，示其为苷类；酸水解后，糖部分经薄层色谱检识证明只含有

D一葡萄糖。化合物V的ESI-MS在m／z 5 35处给出分子离子峰，表明其分

子量为5 36。结合化合物V的1H—NMR、”C-NMR、和DEPT谱等可推测其分

子式为c：。H，：0。：。计算其不饱和度为11。

化合物V的1H-NMR谱与化合物Ⅳ极其相近，表明两者具有非常相近

的化学结构。结合质谱数据认定化合物Ⅳ与V为同分异构体。将其与化合

物IV的波普数据对比分析发现，化合物V与化合物Ⅳ的结构差异只存在于

苷键的连接位置不同。

进一步将化合物V的”C-NMR和1H—NMR谱数据与文献数据b们进行对

照，最后鉴定化合物V为(+)8一羟基一松脂素-4-0-D-O-葡萄吡喃糖苷

【(+)8一Hydroxypinores ino 1-4-0-p—D—glucopyranos id色】，其核磁谱图

见附表9-11。其化学结构如下：

：：!$
(+)8一羟基一松脂素-4-0-p-O-葡萄吡喃糖苷
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化合物V的1H—NMR及”C-NMR数据归属见下表3-3

表3-3化合物5的’H-NMR和13c-MR谱的归属

d1H d 13C d1H d 13C

posifion position

(m．HinHz)0c—H) (m-HinHz)(JC-H)

1 128．5 5’ 6．80(d，8．1) 116．2

2 7．加(d，1．O 114．0 6’ 6．88(rid，1．8，8．1) 119．8

3 148．3 7’ 4．82(d，5．6)87．8

4 147．4 8’ 3．39(m) 60．3

4．4(t，8．4)；3．80(dd，6．0
5 6．71(d，8．1) 115．1 9’ 72．2

，8．8)

6 6．86(dd，1．6，8．1) 122．4 3-CH30 3．84(s) 56．5

7 4．68(s) 90．0 3'-CH30 3．88(s) 56．4

8 99．2 Glc一1” 4．33(d，7．7) 100．0

3．94(d，10．4)；
9 73．1 Glc-2” 3．03㈣ 74．8

4．40(d，10．4)

1’ 133．1 Glc一3” 3．15(m) 78．3

2’ 7．03(d，1．O 110．6 Glc4” 3．14㈤ 71．1

3’ 149．3 Gk一5” 2．89(m) 78．0

4’ · 147．2 Glc-6” 3．66(m)；3．51㈣ 62．4一

化合物Ⅵ的鉴定

白色无定形粉末，易溶于甲醇，El-MS m／z：5 36[M+】；”C—NMR显示

26个碳信号，1H—NMR显示有32个氢信号，推测分子式为C：。H，：Om 1H—NMR显

示有两个ABX系统：其中一个为6 7．1 1(1H，d，，=1．8Hz，H-2)，7．1 5

(1H，d，J=8．4 Hz，H-5)，6．94(1H，dd，，=1．8、8．4 Hz，H一6)；6 7．04

(1H，d，J=1．8 Hz，H一2’)，6．77(1H，d，，=8．4 Hz，H-5’)，6．86(1H，

dd，／=1．8、8．4 Hz，0-6’)为另外一个苯环ABX系统的信号。
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”C-NMR中6个碳6 1 02．9、7 4．9、77．8、71．3、78．2、62．5和1H-NMR

中对应的6 3．4 0-4．94范围内为糖的信号，提示该化合物连接了一个单

糖；由不饱和度可推测，结构中还有两个环，推测其为以双环氧木脂素为

母核的苷。进一步将化合物V的13C-NMR和1H-NMR谱数据与文献数据b町

进行对照，其波谱数据与文献报道b11一致，故鉴定该化合物为8一羟基松

脂醇苷(8一Hydroxypinores inol-4-0-p-O-glucos ide)其核磁图谱见附

表12-14。其化学结构式为：

OCH3

8一羟基松脂醇苷

(8一Hydroxypinores inol-4一O—p—D-glucos ide)

化合物Ⅵ的1H～NMR及13C-NMR数据归属见下表3-3

表3-4化合物Ⅵ的1H-NMR和”C-NMR谱的归属

‘d1H d 13C d1H d 13C

position position

(JH-HinHz)(JC-H) (JH-HinHz)(JC-n)

1 132．7 4’ 147．4

2 7．11(d，1．8) 113．4 5’ 6．77(d，8．4) 116．0

3 150．5 6’ 6．86(dd，1．8，8．4) 120．5

4 149．1 7’ 4．89(d)87．8

5 7．15(d，8．4) 117．6 8’ 3．00·3．06(m) 62．4

3．74-3．78

6 6．94(dd，1．8，8．4) 121．3 9’强 72．1

(dd，9．0，6．4)
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4．43-4．47(dd

7 4．72(s)88．9 9’eq一 ^

勺=9．OI-Iz)

8 93．0 3'-OCHa 3．88(s) 56．4

9ax 3．86(d，7．2) 76．1 Glc一1” 4．88(d，7．2) 102．9

9eq 4．05(d，7．2) Glc一2” 3．55(dcl，9．5，7．5) 74．9

3-OCH3 3．83(s) 56．7 Glc·3” 3．51 G 9．5) 77．8

1’ 133．6 Glc-4” 3．44(t，9．5) 71．3

2’ 7．04(cl，1．8) 111．3 Glc一5” 3．45㈤ 78．2

3．74(old，12．1，4．5)
3’ 147．7 G1c．6” 62．5

3．91(dd，12．1，3．5)

化合物Ⅶ的鉴定

白色无定形粉末，可溶于甲醇、乙醇、水；三氯化铁反应阳性，示有

酚羟基存在；Mol i sh反应为阴性。

化合物ⅥI的1H-NMR谱中显示有两组三取代芳环的6个芳香质子信号，

其中在6 7．03(1H，d，J=2．0Hz)，6 6．8 3(1H，dd，J=8．0、2．0Hz)和6

6．76(1H，d，J=8．0Hz)处的信号构成一个苯环的AMX系统；在6 7．02(1H，

d，J=2．0Hz)，6 6．85(1H，dd，J=8．O、2．0Hz)和6 6．7 5(1I-I，d，J=8．0Hz)

处的信号构成另一个苯环的AMX系统。该化合物的不饱和度为10，除去

两个苯环，还有2个不饱和度，推测可能为双环氧木脂素类化合物。

化合物VII的13C-NMR谱中，可见两组芳环的信号，另有两组相似的氧

代碳信号6 76．2和6 72．O，6 89．2和6 87．6，还有一个次甲基碳信号6

62．3和一个季碳信号6 92．5，进一步证实为双环氧木脂素类化合物。

进一步将化合物VII的13C—NMR和1H—NMR谱数据与文献数据b们进行对

照，最后鉴定化合物Ⅶ为(+)8一羟基一松脂素[(+)8一Hydroxyp inores ino l】，

其核磁波普图见附表15-16。其化学结构如下：
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H3CO

HO

HIIl

H

H

(+)8一羟基一松脂素

[(+)8一Hydroxypinores inol】

化合物Ⅶ的1H-NMR及13C-NMR数据归属见下表3-5

表3-5化合物Ⅶ的1H-NMR和"C-NMR谱的归属

OCH3

OH

d 1H d 13C d1H d 13c

position position

(JI-I—H in Hz)(JC-H) (m-HinH刁 (JC-H)

1 129．1 2’ 7．03(d，2．0) 111．3

2 7．03(d，2．0) 112．7 3’ 148．7

3 149．1 4’ 147．4

4 147．5 5’ 6．76(d，8．o) 115．6

5 6．76(d，8．o) 116．0 6’ 6．SS(ad，2．0，8．O) 120．5

6 6．83(ad，2．0，8．0) 121．6 7’ 4．84(d，5．2)87．8

7 4．66(s)88．3 8’ 3．03(m) 62．4

4．45(t，8．4)；
8 92．7 9’72．O

3．75(dd，6．4，8．4)

4．03(d，9．2)；
9 76．1 3-CH30 3．S6(s) 56．4

3．83(d，9．2)

1’ 133．6 3'-CH30 3．86(s) 56．4
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化合物Ⅷ的鉴定

黄色无定形粉末，易溶于甲醇；盐酸嗾粉反应和三氯化铁反应均为
阳性，推测为黄酮类成分。推测化合物VIII的1H-NMR中5 8．05ppm

(2H，d，I=8．5Hz，)与6．9 3(d，I--8．5Hz，)为AA’BB’系统，归属于黄酮B

环上的H-2’，6’和H一3’，5’。 6 6．44 ppm(IH，d，／=2．5Hz)与6．1 9

(tH，d，I=2．5Hz)为间位偶合的两个氢，归属为A环的H一8和H一6，即5，

7位连接有-OH。与文献数据对比推断化合物VIn为山柰酚(Kaempfer01)瞪羽，

其核磁图谱见附表17。其化学结构如下：

山柰酚

(Kaempfer01)
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第三章 缬草挥发性成分的顶空固相微萃取一气相色谱分析

顶空固相微萃取(HS-SPME)具有集采样、分离、富集及进样于一体、

不需加入有机溶剂、萃取时间短等优点。为了探讨顶空固相微萃取一气相

联用技术在中药研究中的应用，本实验以缬草为研究对象，对顶空固相微

萃取的条件和气相色谱的分离条件进行了考察。

1仪器及试药 一．

1．1试验仪器

CLASS-GCl 0色谱工作站，高纯N2(≥99．9％)，高H：(≥99．9％)；BP一21 1D

型十万分之一分析天平(德国Satorius)，J，I'Mx一80一2型台式离心机。

1．2试验材料

对照品：乙酸龙脑酯、龙脑、异戊酸(中国药品生物制品检定所提供)，

乙醇、乙醚为分析纯。缬草药材经湖北中医学院中药鉴定教研室鉴定为缬

草属植物缬草(Valeriana officinalis L)，粉碎备用。Wi star大鼠，

体重200±309，雌雄各半。由湖北省疾病控制动物实验中心提供，动物

许可证号：SCXK(鄂)2003-2005。

1．3色谱条件

载气为氮气(N：)，供试品溶液进样量1 u 1，分流比1 o：1，载气流速

1．8ml／min，柱前压50Kpa，DB-WAX石英毛细管柱(30m x 0．32mm×0．25btm)

进样口温度250"C，检测器温度250"C，柱起始温度60"C。

程序升温：

6 0"C!Q箜Z匹驷 1 2 Q要，4℃／mi垒!1 5要 !Q℃／min 25 0℃

(20min)

2 HS．SPME萃取条件考察

固相微萃取主要针对有机物进行分析，根据有机物与溶剂之间“相

似者相溶’’的原则，利用石英纤维表面的色谱固定相对分析组分的吸附作

用，将组分从试样基质中萃取出来，并逐渐富集，完成试样前处理过程。

在进样过程中，利用气相色谱进样器的高温，液相色谱、毛细管电泳的流
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动相将吸附的组分从固定相中解吸下来，由色谱仪进行分析。

但由于待分析样品与吸附涂层之间的结合是个动态平衡过程，且每种

涂层的对分析物有着特定的吸附范围。所以在分析前对萃取头涂层的

Fiber种类、萃取的温度、时间、萃取样品的质量都需要进行考察。

2．1 Fiber种类的考察

dj SPME萃取的原理可知：涂层的极性、厚度差异都将对待测物的选择

萃取有影响。根据相似相溶原理，非极性涂层(如聚二甲基硅氧烷)有利于

对非极性或极性小的有机物的分离，极性涂层(如聚丙烯酸酯、聚乙二醇)

对极性有机物的分离效果较好。市场上主要的固相微萃取Fiber种类及其

使用范围见下表：

表4-1：固相微萃取Fiber种类及其使用范围
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注：PDMS一聚二甲基硅氧烷；cw一聚L-醇；PA-聚N烯；DVB一二乙烯苯；Carboxen-碳分子筛

本课题中考察了PDMS(1 00“m)、PDMS—DVB、PA、CW—DVB(65“m)四种

Fi ber在相同条件下对0．5 g缬草药粉顶空萃取的效果。萃取的其他条件均

为萃取时间：30min；萃取温度为60*(2；缬草粉质量为0．59。考察了4个单

峰情况及总峰面积与总峰数，结果见表4-2：

表4．2：Fiber种类的考察

由上表可看出，PDMs虽然对异戊酸没有特定吸收，但其在总峰面积上

大大领先于其他种类涂层的Fiber，且总峰数也较多，综合考虑最终选择

了涂层种类为PDMS的萃取头进行下面一系列萃取条件的考察。使用涂层种

类为PDMs的萃取头在萃取温度为60"C；萃取时间为30分钟；萃取的缬草粉

质量为0．59的条件下，其GC分析图谱如下图4．1：

：o l 2 l { s § ．f § 警‘维+髓 12嚣错1誊俘盯住惶萄2l篮薯麓篇笛万蕊。嚣j篝
钨稚磕o∞缸喙bi诸执赫≈‰。撕二w珏也，巾％托．魄曲一。≈；}；。辫啦t≈；}。慨j：酶蟊|q’矗g，旃弘甜i揪讯融j Mt诚。慨；i池?拖，一岛÷。z∥铀÷。也“如。。、：⋯。‘￡。：立黝：犯：j|二j。屯。囊琵京



缬革抗心律失常活性成分及血清药物化学研究

图4-1：PDMB在60’C萃取0．59缬草粉30mi n的GC图谱

由于PDMS涂层对异戊酸无特定吸附，为了不减少考察的峰数，故在后

面的条件考察中加以分离较好的3．1min处的峰代替异戊酸进行考察，即

考察3．1min、乙酸龙脑酯、龙脑、23．3min四个单峰情况以及总峰面积、

总峰数。

2．2缬草粉质量的考察

萃取物质量也是考察的要素之一，质量过小，萃取头涂层没有达到最

大吸附，分析效果会受影响；质量过大，在一定的容器体积内样品累积过

厚，底层较难挥发的物质不能挥发至上层，吸附必然下降；对易挥发物质

而言，吸附达到饱和会造成样品的浪费。本课题在萃取温度6 0"C下以PDMS

顶空萃取样品30min条件下，对萃取物质量勘察的GC色谱分析结果如下：

表4．3：缬草粉质量的考察

O．2 43323

O．5 148989

1．O 1 712 06

2．O 214352

从上图中的数据可以看出，出峰时间较晚的难挥发物质(2 3．3min)，

质量小(0．29)，缬草粉较少可以使其易挥发出来，质量增加(0．59及1 g)

的时候反而出现降低，这可能与缬草粉厚度增加后底层物质难挥发出来有

关，到29的时候由于质量的成倍增加，其峰面积又会增大。但我们还是

以总峰面积及总峰数为主要参考因素。而29时峰面积略大，但不是很明

显，所以还是选择了19为最佳萃取质量。

2．3萃取时间的考察



萃取时间不同对萃取的最终效果也有着很大的影响，萃取时间过长虽

然会使难挥发物质更多的累积，但同时也会使易挥发物质产生逃逸现象，

因此，对萃取时间进行考察是十分必要的。

表4-4：萃取时间的考察

时间(rain)
3．1min 乙酸龙脑酯 龙脑 23．3min 总面积 总峰数

30min与45min的峰面积及出峰数较其他条件多，但30min与45min

差距不大，为了节省萃取时间，故选择3 0min为最好萃取时间。

2．4萃取温度的考察

萃取温度是HS-SPME的重要影响因素，萃取动态平衡的分配系数与温

度有关。温度升高，分析物扩散系数增大，扩散速度随之增大，同时升温

加强了对流过程，因此有利于缩短平衡时间，加快分析速度。但是升温会

使分析物的分配系数减小，在固相涂层的吸附量减少，所以在使用SPME

技术时应寻找最佳工作温度。本课题加热使用的方法为水浴加热。萃取温

度考察见下表：
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由上表中的数据可以看出，50。C时总峰面积及总峰数均为最高，所以

选择50。C为最佳萃取温度。

2．5最佳萃取条件的确定．

综合上面所有单因素考察的结果，HS-SPME的最佳条件为：I g缬草粉

装在固定容器内，以涂层为PDMS的萃取头在50。C水浴温度下加热萃取30

min。在最佳HS-SPME萃取条件下萃取后的气相色谱结果如下图4-2一-

时间“ia)

图4—2：最佳条件下的全药GC图谱

可见总峰面积明显增大，且色谱图分离度良好。为了证明缬草全药的

∞髓∞酯∞侣为髂邬砧∞惦蚰强；；嚣如=2伸5
o

4

《IJ髻
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HS-SPME-GC结果并不完全等同于挥发油部位的HS-SPME-GC结果，我们以

相同条件对乙醚溶解的缬草挥发油进行了HS-SPME-GC研究，色谱图如下

图4-3一．

爱
q

i

容
景

捶 翠聱斟酬雾誊．搴 ．季蔫菁
’

’’■ ■ ’。’■ ■ ●● ■ ■ ⋯ ■

o 1 2 3 · s 8 7 8 9 10”’2 13¨1s侣17 18倌20 21麓签辱：蒜焉万拍∞∞
图4-3：最佳条件下的缬草挥发油GC图谱

可以看出两者的色谱图存在着很大的不同，说明HS-SPME可以将挥发

油中没有的物质萃取出并进行分析。

∞惦"拈舯；2"船∞髓∞惦帅骚撕籍舶12"s

o占

篁警
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第四章缬草抗心律失常部位的血清药物化学研究

近年来，血清药物化学(Serum Pharmacochemi stry，SPC)的研究方

法在中药研究中得到了很大的发展n1，许多学者采用此研究方法来探讨中

药单方的有效部位、中草药药理药效的真正物质基础的研究以及作用机理

等，取得了有意义的结果删。但是采用血清药物化学的研究方法对缬草的

有效部位的研究尚未见报道，用血清药物化学的研究方法对缬草药效物质

基础进行深入的研究也尚未见报道；本课题在药理研究的基础上，对缬草

各提取部位的血清药物化学进行了研究，以期从血清药物化学的角度阐述

提取部位具有活性的原因。采用大鼠灌胃取血，固相微萃取顶空萃取(as-

SPME)技术制样，气相检测的方法进行。

1仪器与试样：

1．1试验仪器：

CLASS-GCl0色谱工作站，高纯N：(≥99．9％)，高H：(≥99．9％)；BP一21 1D

型十万分之一分析天平(德国Satorius)，JTMX-80-2型台式离心机。

1．2样品制备：

Wi Star大鼠6只，体重170-2309，五个提取部位以及阴性每组一只。

空腹下连续两天灌胃给药，每次剂量15mL／kg巧"。第二次灌胃结束后1

小时断头取血，高速离心后取上层血清备用。

2．方法与结果

2．1试验方法：

采用优选的HS-SPME条件对各提取部位血清进行萃取后，迅速进入气

相色谱进行考察，将考察得到的数据去掉阴性血清中的物质峰后与缬草药

粉的HS-SPME-GC数据进行对比，观察是否有相同物质，如有则说明该物

质以原型的方式进入到了血液循环。若出现了阴性血清和缬草药粉中均不

具备的新物质则为代谢物质。
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2．2各提取部位血清的顶空固相微萃取一气相联用分析结果(HS—SPME—GC)

将各部位血清按HS-SPME最佳优选条件萃取后，与气相色谱联用进行

分析，将不同部位血清气相色谱图累加如下图5-1，其中为阴性血清在图

中为蓝色曲线，挥发油部位血清在图中为红色曲线，乙酸乙酯部位血清在

图中为绿色曲线，正丁醇部位血清在图中为粉色曲线，水部位血清在图中

为浅绿色曲线。

图5-1：各提取部位血清HS—SPME—GC全图

图5-1中的数据对比缬草全药HS-SPME-GC数据可知，清晰可见的只有括

油部位有部分的乙酸龙脑酯以原型形式直接进入到了血清当中。其他部位峰j

小，难以进行分析，为了进一步说明各部位入血成分，我们对上图进行了局j

大如下图5-2：
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围5．2保留时同为8分钟前的放大谱围

图5-2中可以看出，与阴性血清相比，主要是乙酸乙酯部位(绿色)

存在显著差异，在2-3min，4．?min与8．2mln共比阴性(蓝色)多出5

个蜂，其他部位无显著性差异．

图5-3：保留时问为8-18分钟的放大谱围
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可见8--1 8分钟放大谱图最明显的差别即为挥发油部位在8．4min左右

的乙酸龙脑醇蜂，这也是此次检测出的唯一一个直接进入血液代谢的成

分，其他与阴性(蓝色)无明显差别。

图．5-4：保留时甸18-35分钟的放大

18—35min的放大图谱显示，在保留时间较长，也就是较难挥发的物

质对比中，各提取部位与阴性几乎无差别．

3讨论

各提取部位与阴性血清的对比说明：缬草挥发性成分中仅有乙酸龙脑

酯部分以原型形武进入血清，其他物质或是无法进入血液循环或是被代谢

为其他产物。在保留时问O-8min，也就是极易挥发部分，乙酸乙酯部位

与阴性有较大差别，但不是原药材中的成分，说明乙酸乙酯部位在代谢中

产生了新的易挥发成分，可能为乙酸乙酯部位有抗心律失常活性的原因；

有着很好的抗心律失常活性正丁醇部位与的水部位成分由于极性较大，挥

发性较差，故检测出峰较少。

期草油作为挥发性成分最多的活性部位，在此次实验中只检测到了乙

酸龙脑酯一个原型成分峰，可能与其中大部分脂溶性成分与血清中蛋白等

成分结合，难以在固相徽萃取中挥发出来有关．这霄要进一步的研究．
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结语与创新

本论文采用多学科交叉的研究方法和现代科学技术，对缬草抗心律失

常的活性物质进行了较系统研究，这对阐释该传统中药的药效物质基础具

有重要意义，其创新性体现在以下几个方面：

1．在现代药理学跟踪下，采用超临界CO：萃取法、溶剂分离方法和现代

色谱分离技术，确定了缬草抗心律失常的活性部位和活性组分，并从活性

组分中分离出1 1个单体成分，鉴定了其中8个化合物，其抗心律失常的

单体化合物活性正在筛选中。从而为缬草用于临床治疗心律失常疾患提供

了科学依据，也为进一步研究其抗心律失常的药效物质基础和作用机理奠

定了良好的基础。

2．首次采用顶空固相微萃取一气相色谱联用分析技术，对缬草萃取物的化

学成分进行了分析研究，能有效分析缬草中相关活性成分，从而为中药研

究探索了一种新的分析方法。

3．首次对缬草抗心律失常活性部位进行了血清药物化学研究；采用相同

的分析方法，比较研究了缬草全药成分与提取部位血清中化学成分的对应

关系，两者的色谱难以找到对应关系，提示缬草抗心律失常活性成分可能

为其代谢产物。这对于探讨缬草抗心律失常的活性物质具有重要参考意

义。
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Fi97 1H_1HCOSY of Compound IV

Fi98 HMBC of CompoundⅣ
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Figll HMBC of Compound V
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