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Abstract: Leojaponin is a typical diterpene isolated and identified from the leaves of the traditional Chinese medicine 

Yimucao (Leonurus japonicus). It has a unique chemical structure bearing a furan moiety and a cross alpha, beta- unsaturated 

carbonyl, which is a pharmacophore for many drugs, and it can be chemically transformed into a series of derivatives. Also, 

some so called natural products isolated from L. japonicus might be artifacts transformed from leojaponin during the process of 

purification. Although leojaponin is not active against acetylcholinesterase, a similar compound isolated from the herb 

displayed moderate inhibitory activity on acetylcholinesterase. Therefore, establishment of the process of preparing leojaponin 

and derivation of this compound are of great importance in utilization of this medicinal plant. In this paper, the purification and 

chemical transformation of leojaponin are reported. The raw material was extracted with 95% ethyl alcohol, and then the 

solvent was evaporated to dryness by using a rotary evaporator. After that, the residue was dissolved in water and extracted 

with ethyl acetate, and fractionated by column chromatography on AB-8 macroporous resin. The collected fraction was 

separated and purified by semi-preparative HPLC. As a result, the purity of the product quantitated by HPLC normality was 

over 98%. And then three new derivatives have been synthesized by transformation of leojaponin through oxidation and 

Mannich reactions. All the chemical structures of the new compounds have been elucidated by using 1D and 2D NMR 

spectroscopic analysis. The in silica interactions between the four compounds and acetylcholinesterase have been performed, 

and the results showed that compound 2 had the best binding activity (-9.6 kcal/mol). 
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摘要：益母草素是从中药益母草叶中分离鉴定的典型二萜。它具有独特的化学结构，带有呋喃部分和交叉α，β-不饱

和羰基，这是许多药物的药效基因，它可以化学转化为一系列衍生物。此外，从益母草中分离出的一些所谓的天然

产物可能是在纯化过程中从益母草素转化而来的人工产物。虽然益母草素对乙酰胆碱酯酶没有活性，但从该植物中

分离出的一种类似化合物对乙酰胆碱酯酶显示出中等抑制活性。因此，建立益母草素的制备工艺和该化合物的衍生
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化对该药用植物的利用具有重要意义。本文报道了益母草素的纯化和化学转化。原料用95%乙醇提取，然后用旋转

蒸发器将溶剂蒸发至干。之后，将残余物溶于水中并用乙酸乙酯萃取，并通过使AB-8大孔树脂吸附分离。进一步通

过半制备型高效液相色谱进行分离和纯化得到产物。结果表明，用正相高效液相色谱定量的产品纯度大于98%。然

后通过氧化和曼尼希反应转化益母草素合成了三个新的衍生物。最后通过一维和二维核磁共振波谱分析阐明了其化

学结构。通过计算机软件研究了四个化合物与乙酰胆碱酯酶的相互作用，结果表明化合物2具有最好的结合活性（-9.6 

kcal/mol）。 
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1．引言 

益母草为唇形科植物 Leonurus japonicus 的全草，是

一种一年生或两年生的草本植物，夏季开花。常见于山野

荒地、田埂及草地等。全国大部分地区均有分布，广泛种

植[1]。益母草药材能用于传统中药，其性味辛苦凉，具有

活血、法瘀、调经、消水的功效，可以治疗各种疾病，特

别是治月经不调、浮肿下水、尿血、泻血、痢疾等[2]。近

年来，人们对益母草植物化学成分的研究已大量报道

[3-11]，肖伟烈、熊亮等研究人员对益母草的化学成分研

究较为深入。本课题组前期对两种唇形科植物化学成分开

展了系统研究，我们分离鉴定了一系列新半日花烷型二萜

类化合物[12-18]。其中，在我们研究益母草属植物具有精

神活性的天然产物过程中，分离鉴定了一个二萜类化合物

益母草素，但目前尚未有对益母草素对照品进行制备性分

离的报道。而且市场无益母草素对照品出售。因此，为了

对益母草药材及其成药进行药物质量控制，本实验采用常

规色谱及高效液相色谱结合的方法制备益母草素对照品。

此方法简洁快速，益母草素纯度达到98%。在前期的研究

中本课题组分离鉴定了益母草中具有抗乙酰胆碱酯酶活

性的二萜类化合物[18]。为了获得结构多样的衍生物进行

活性筛选，我们对益母草素进行结构改造，通过氧化反应

及曼尼希反应合成了三个新的衍生物。 

 

图1 益母草植物图片及益母草素（leojaponin）。 

2．方法 

2.1．仪器、试剂和样品 

2.1.1．仪器 

高效液相色谱仪（Waters 2767样品管理器、Waters 2489

紫外可见检测器、Waters2545二元梯度泵）；AVANCEIII 400 

MHz核磁共振仪（瑞士Bruker公司）；ZF-20C暗箱式紫外分

析仪（上海宝山顾村电光仪器厂）；KQ3200B型超声波清洗

机（昆山市超声仪器有限公司）；RE52CS-1旋转蒸发仪（上

海亚荣生化仪器厂）；AB-8型大孔树脂（天津南大树脂科技

有限公司）；SHZ-DⅢ循环水真空泵（郑州欧卡仪器设备有

限公司）；B-260恒温水浴锅（上海亚荣生化仪器厂）；

FA2004B电子天平（上海佑科仪器仪表有限公司）；

YB-1500A型高速多功能粉碎机（永康市速峰工贸有限公司）。 

2.1.2．试剂 

甲醇、乙腈为色谱纯试剂（国药集团化学试剂有限公司）。

磷酸、醋酸、二乙胺、甲醛、二氯甲烷、无水乙醇、盐酸等

试剂均为分析纯（上海阿拉丁生化科技股份有限公司）。 

2.1.3．提取分离 

益母草购于中国甘肃省张掖，通过形态及理化鉴定该

植物为唇形科益母草的全草（Leonurus japonicus）。取益

母草85 Kg,粉碎，以95%乙醇室温浸泡提取3次，每次3天，

然后合并提取液，减压浓缩回收溶剂得浸膏状提取物，将

浸膏溶解于蒸馏水，用乙酸乙酯萃取3次，浓缩得到乙酸

乙酯部位。取693 g乙酸乙酯部位吸附于5 kg大孔树脂

（AB-8型），以30%，60%，90%的乙醇水溶液洗脱，每

个梯度洗脱5倍柱体积。90%乙醇洗脱部位浓缩至干后通

O

O

OH
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过硅胶柱色谱分离，以石油醚（30-60°C）-乙酸乙酯（50: 

1,体积比）洗脱，减压浓缩得到油状物80 g。 

2.2．制备液相色谱分离 

制备型高效液相色谱条件：YMC-Pack ODS-A柱（150 

mm×19 mm, 5 µm）；柱温：25°C；检测波长：259 nm；

流动相：90%甲醇；流速：20 mL/min；进样量：200 µL。 

益母草素的制备：取50 g粗产品溶于甲醇溶液，超声

溶解后过滤，用高效液相色谱纯化。进样量200 µL,收集保

留时间为2.8-3.2 min的组分，如图1所示，经多次进样和收

集，合并收集组分，将其用旋转蒸发仪在50°C下减压浓缩，

冷却至室温，最后得到油状物13.9 mg。 

 

图2 益母草素的制备液相色谱图。 

2.3．产物纯度检验 

薄层色谱分析：取自制对照品与粗品进行薄层色谱分

析，以石油醚-乙酸乙酯（50: 1）展开，在紫外分析仪中

观察，对照品的比移值Rf为0.82，粗品对应化合物的比移

值Rf为0.82，在254 nm紫外光下可观察到对照品有一个蓝

紫色斑点，而粗品有蓝紫色斑点，尚有较多有杂质点。 

高效液相色谱分析，色谱条件：YMC-Pack ODS-A柱

（250 mm×4.6 mm, 5 µm）；柱温：25°C；检测波长：259 

nm；流动相：90%甲醇；流速：1.0 mL/min；进样量：20 

µL。分离得到的化合物通过高效液相色谱分析（图2），

通过面积归一化法计算，样品纯度为98.36%。 

 

图3 益母草素纯度分析。 

2.4．结构改造 

2.4.1．氧化反应 

取2 g益母草素置于50 mL圆底烧瓶，加入甲醇溶解，随

后分批加入高锰酸钾1.0 g，超声0.5 h使其充分溶解后，加入

盐酸1 mL常温反应两天。反应结束后，加入10 mL水稀释，

用乙酸乙酯萃取2次，转移至100 mL圆底烧瓶，于旋转蒸发

仪蒸干后得到0.379 g产物。该产物成分复杂，进一步采用高

效液相色谱分离。以甲醇-水洗脱（6 min内从甲醇75%升到

90%，流速15 mL/ min，进样量100 µL，检测波长210 nm和

254 nm），收集主要峰，得到化合物2，23 mg）。 

 

图4 氧化产物的分离色谱图（中间黄色峰为已鉴定产物）。 
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2.4.2．曼尼希反应 

取益母草素0.9018 g，置于100 mL圆底烧瓶，加入2.0 

mL醋酸，0.26 mL甲醛，二乙氨0.30 mL，再加入3.0 mL

醋酸，加热到100°C，维持1个小时。通过TLC检测。待原

料反应结束后冷却至室温，取少量氨水滴加入反应液中以

中和过量的醋酸，将pH调节至7。中和完毕后将其转移到

分液漏斗中，加入10 mL的二氯甲烷进行萃取，重复3次，

合并有机相。产物以制备薄层色谱进行分离，以二氯甲烷：

甲醇（20:1）为展开剂展开纯化，得到化合物3（31 mg）

和化合物4（19 mg）。 

2.5．分子对接 

将化合物1-4的分子结构分别用ChemBioOffice 2010

软件进行准备，转为为三维结构后通过MM2进行能量优

化，导出为pdb格式。乙酰胆碱酯酶的三位结构（1vot）

通过https://www.rcsb.org/网站下载，通过PyMOL软件进行

去水、除去原配体石杉碱甲、添加氢。准备好的小分子和

蛋白分子在AutoDock Vina进行对接分析[19]。结果通过

Discovery Studio软件进行分析和绘制。 

3．结果与讨论 

化合物1，1
H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ 1.55 (1H, m, 

H-1), 2.06 (1H, m, H-1), 1.70 (1H, m, H-2), 1.88 (1H, m, 

H-2), 1.42 (1H, m, H-3), 1.87 (1H, m, H-3), 2.57 (1H, m, 

H-11), 2.66 (1H, m, H-11), 2.57 (1H, m, H-12), 6.34 (1H, d, 

J =1.6 Hz, H-14), 7.40 (1H, d, J =1.6 Hz, H-15), 7.30 (1H, m, 

H-16), 1.94 (3H, s, H-17), 1.35 (3H, s, H-18), 1.36 (3H, s, 

H-19), 1.32 (3H, s, H-20), 7.02 (1H, s, 6-OH)。13
C-NMR 

(100 MHz，CDCl3): δ 29.4 (C-1), 17.2 (C-2), 37.2 (C-3), 35.6 

(C-4), 138.6 (C-5), 143.1 (C-6), 181.6 (C-7), 127.3 (C-8), 

43.8 (C-9), 165.8 (C-10), 31.5 (C-11), 23.7 (C-12), 124.3 

(C-13), 110.5 (C-14), 143.1 (C-15), 138.6 (C-16), 11.5 

(C-17), 28.0 (C-18), 27.9 (C-19), 27.6 (C-20)。以上数据与参

考文献[3, 20]的氢谱和碳谱数据对照基本一致，鉴定该化

合物为leojaponin，译为益母草素。 

化合物2,黄色固体。其13
C-NMR谱显示该化合物有20

个碳,由DEPT90谱推出有3个叔碳(δC 143.2，138.7, 110.3), 

由DEPT135谱推出有4个伯碳(δC 26.9, 22.9, 18.0, 12.0) 和

5个仲碳(δC 37.8, 31.7, 28.8, 19.5, 17.4), 一共有8个季碳(δC 

35.1, 91.8, 189.0, 147.4, 124.7, 90.6, 59.2)其中包含四个连

接在季碳上的甲基。结合文献数据[13]，在HMBC谱中，

H-3与C-2，C-4，C-5，C-18相关；H-20与C-1, C-10，C-9

相关。由此可推出A片段(图5a)。由C-7(147.4)和C-8(124.7)

在175-225之间，可知为一个sp
2杂化的碳碳双键[20]。由

C-6(189.0)在175-225之间，可知为一个羰基[20]。由C-5 

(189.0)、C-9(90.6)在70-85附近，推出为一个醚键[20]。
1
H-NMR（图5）中有一个可与D2O交换的质子(δ 6.29)，但

在HMQC谱上找不到相对应的C信号，根据它的氢谱化学

位移值推测为羟基。在远程相关谱HMBC中，这个羟基的

质子与双键上的C-6，C-7，C-8相关，可得知B片段(图5b)。

结合文献数据[13-20]，推出C-13(124.0)、C-14(110.3)、

C-15(143.2)、C-16 (138.7)这四个碳信号为一个呋喃环的特

征。在HMBC谱中，H-11与C-12，C-9，C-10，C-8，C-7

相关；H-12与C-13，C-14，C-16相关，可得知C片段（图

5c）。综合以上信息，把上述A、B、C片段组合起来，可

推出化合物2的化学结构（如图5所示）。 

 

图5 化合物2的部分结构。 

 

图6 化合物2的HMBC相关谱。 

化合物3，橘黄色油状物， 
1
H-NMR (400 MHz, CDCl3) 

δH 7.33 (s, 1H), 6.35 (s, 1H), 5.30 (s, 1H), 3.83 (s, 1H), 2.76 

– 2.54 (m, 4H), 2.01 (s, 2H), 1.46 – 1.31 (m), 1.18 (d, J = 6.9 

Hz, 4H), 0.88 (d, J = 3.7 Hz, 1H)。13
C-NMR (100 MHz, 

CDCl3) δc 181.6 (C-7), 165.6 (C-9), 143.1 (C-6), 142.3 

(C-15), 140.6 (C-5), 127.4 (C-16), 111.0 (C-14), 46.9 (C-3’’), 

43.9 (C-1’), 37.2 (C-3), 35.7 (C-4), 31.7(C-11), 29.4 (C-1), 

28.1(C-18), 28.0 (C-19), 27.6 (C-20), 23.6 (C-12), 17.2 (C-2), 

11.7 (C-2’), 10.9 (C-17). 通过与leojaponin的13
C NMR谱进

行对比，再结合化合物3的二维HMQC谱, 看出只有C-14

（111.0）与C-15（142.3）有相关信息，在HMQC谱中无

与C-16（138.6）相关的氢信息，说明了呋喃环上的C-16

上的氢被取代了，综合化合物3的HMBC谱图，可以推出

化合物3的化学结构(如图7左)。 

化合物4，淡黄色固体，1
H-NMR (400 MHz, CDCl3) δH 

6.47 (s, 1H), 4.58 (s, 1H), 4.12 (s), 3.67 (s, 2H), 3.00 (d, J = 

6.7 Hz,), 2.64 (s, 4H), 2.60 – 2.01 (m), 2.00 (s), 1.46 – 1.20 

(m)。13
C-NMR (100 MHz, CDCl3) δc 181.6 (C-7), 165.5 

(C-9), 143.1 (C-6), 127.5 (C-8), 46.8 (C-3’’), 43.9 (C-10), 

41.8 (C-1’), 37.2 (C-3), 37.0 (C-3), 35.7 (C-4), 33.7, 32.0 

(C-11), 29.4 (C-1), 28.1 (C-18), 27.9 (C-20), 27.6 (C-19), 

24.5, 23.5 (C-12), 17.2 (C-2), 13.5 (C-1’), 11.6 (C-17), 10.6 

(C-2’’), 9.7 (C-2’)。在化合物4的HMQC谱图中只与(6.40, 

114.1)相关，而且无其余的呋喃环上碳氢相关信息，说明

了呋喃环上的C-15和C-16上的两个氢都被取代，结合化合

物4的HMBC谱图，可以推出化合物4的化学结构为呋喃环

上双曼尼希反应产物（如图7右）。 
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图7 化合物3和4的化学结构。 

通过计算机分子对接分析，化合物1-4与乙酰胆碱酯

酶的亲和能分别为-8.9、-9.6、-9.5、-8.1 kcal/mol，相比原

配体石杉碱甲的亲和能为-11.6 kcal/mol，说明四个化合物

对乙酰胆碱酯酶有一定的抑制活性，有开发为抗老年痴呆

药物的潜力。化合物1-4与酶相互作用如图8-11所示。活性

相比原化合物提高的化合物2和酶的相互作用主要有化合

物2的6位羰基与PHE288形成氢键、7位羟基与SER286和

ARG289形成氢键、呋喃环与TRP279形成pi-pi相互作用、

疏水侧链分别与TYR121、LEU282、PHE290、PHE331、

TYR334形成疏水相互作用（图9）。 

 

图8 化合物1与乙酰胆碱酯酶作用模式。 

 

图9 化合物2与乙酰胆碱酯酶作用模式。 

 

图10 化合物3与乙酰胆碱酯酶作用模式。 

 

图11 化合物4与乙酰胆碱酯酶作用模式。 

4．结论 

益母草素是益母草次生代谢产物中代表性二萜类化

合物。通过研究，我们建立采用大孔树脂富集与分离，结

合制备液相色谱分离益母草素的方法，该方法制备速度快，

可得纯度大于98%的对照品，可用于控制益母草药材的质

量。通过高锰酸钾氧化反应，成功实现了益母草素的结构

转变，转化为含内醚键的重排化合物2。含氮化合物往往

具有较强的生物活性，该研究中通过曼尼希反应，成功地

在益母草素的呋喃环上引入了含氮官能团，通过二维核磁

共振波谱分析鉴定了两个含氮衍生物的化学结构（化合物

3和4），采用计算机软件研究了化合物与乙酰胆碱酯酶的

相互作用，计算了亲和能，结果表明改造得到的化合物2

和3比原化合物亲和能强，为进一步研究益母草素衍生物

抑制乙酰胆碱酯酶活性，发现抗老年痴呆先导化合物奠定

了基础。 
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