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HMQC—TOCSY技术在植物环肽和 

配糖体中的应用 

、／ 
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(，中国科学 院昆阴植物研究所．昆明 650204) ( 云南大学化学系，昆明 650091) 

摘 要 核磁共振 HMQC-TOC-SY二维技术可在氢谱方向和碳谱方 向分别得到独立的 自旋系 

统内氢按和碳核的垒相关信息 该技术对于分子内具有多个自旋系统的植物环肽和配糖体的 

结构解析尤为适用 本文以环肽 annosquamosin A和三萜皂甙 prc~tratoside A为例说 明该技术 

在这两类化合物中的应用． 

关键词 HMQC~TOCSY 

鸯6 

1 引言 
核磁共振同核TOCSY技术能有效地实现偶合网络内偶合氢核之阃相干的任意步传 

递．当复杂分子具有若干独立的自旋系统而在某些区域里谱峰严重重叠时，该方法可较好 

的分辨各个不同自旋系统内的氢核． 

同核 TOCSY所用的脉冲序列为：90。 一t 一t 一检测 在液体同核系统中，当混合期 

内采用强射频 场或特殊设计的脉冲序列 照射时．两个标量偶台核之 间建 立 Hartmann 

Hahn匹配条件，自旋系统内的各个核之间，不论有无直接偶合，磁化矢量问进行各向同性 

混合并发生相干传递 混合时间的长短决定相干传递的键的数 目．混台期可以是单个脉 

冲，也可以是组合脉冲．如 Mlev一16，Mlev一17，Waltz一16，Dipsi2等 ． 

TOCSY实验中的混合脉冲序列也可用于异核接力相关实验．若用 Mlev一17序列代 

替异核接力相关实验的最后一个9O。H脉冲．灵敏度可以提高一倍 脉冲序列见图 1． 

图 1b方法，采用 Mlev—l7代替最后一个 90 H脉冲．运用同核 Hartmann Hahn机 

理，在偶合的氢核之间进行磁矢量传递．改进了磁矢量的传递效率 与同核 TOCSY技 

术类似．图 1b实验中混合时间的长短．将决定相干传递的键的数 目．若混合时间只影响直 
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接相连的质子，谱图与异核接力相关实验相同 当选择合适的混合时间完整建立 自旋系统 

内所有质子的相关时，该实验不但在氢谱方向得到独立 白旋系统 内每个碳与该系统 内所 

有氢的相关；而且在碳谱方向得到 自旋系统内每个氢与该系统 内所有碳的相关 ．因此，称 

为 HMQC—TOCSY实验． 

90,IKI~90

=, =i』  一  

“ 韭  ：==i生E三 ， l [二址[三三二 
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图 l H检测的异拔接力脉冲序列 (Ⅱ)RELAY (b)用TOCSY序列混合脉冲的 RELAY，当混合 

时问较短时，得异棱接力谱 (HMQC—cOsY)；当混台时间足以建立整个偶合两 络的相关 时．得 

HMQC—T∞ sY图谱 

F i PuLse s~queace D{ H—detected her~ronttclear RELAY 印ectros∞p (a)RELAY (b)RELAY 

with TOCSY， w mixing time is short． afford heteTonuc]ear RELAY spectroscopy (HM QC 

COSy)；when mixing dme is long eaough．affard HMQC—TOCSY 

植物环肽的分子由多个氨基酸残基组成，而植物配糖体的糖基部分往往具有多个糖 

单元．由于各个 自旋系统间的化学位移接近，这类化合物的 NMR图谱，谱峰重叠。难 以解 

析，给结构鉴定带来了很大的困难．应用 HMQC—TOCSY技术，只要 自旋系统内有一个 

氢和一个碳的NMR信号与其他系统不重叠，就有可能将各个不同的自旋系统区别开．并 

对谱线进行归属．但由于 TOCSY实验不能揭示标量偶合核之间磁矢量的传递过程，得到 

的谱图不能区分直接或接力两种相关峰．因此，有必要测定”D H相关谱(HMQC或 

”0 H COSY)，对 比两谱可以区分直接或接力两种相关峰；或采用异核接力相关实验，以 

取得每个自旋系统的接力信息．应用 HMQG-TOGSY，结合 H一 H COSY和 HMQC实 

验，就可以对每个自旋系统内的氢核和碳核进行全归属． 

2 实验部分 

2．1 样品 

1 Annosquamosm A： 

为番荔枝科番荔枝属植物番荔枝(Annona squamosia)的种子中分离得到的一个含有 
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8个氨基酸残基的环肽．分子式为 91461OI1N8S1．氨基酸组成 为 Pro、Thr、Ala、Ile、Val、 

GIy、Ty 和含硫的非蛋白质氨基酸(OMet)，结构见图2c ． 

2 Prostratoside A： 

为石 竹 科 多 英 草 属 植 物 多 荚 草 (Polyearpon prostratum (Forssk)Aschers et 

Schwein ex Aschers．)中分离得到的一个齐墩果烷型五环三萜皂甙 分子式为 c5 6 

其甙元的结构与柴胡皂甙元相似，糖基部分由一个阿拉伯糖(Ara)、一个木糖(XyD和两个 

葡萄糖(Olc)组成．结构见图 3_6】． 
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图2 Annosq~u m．、的结构 

Fig．2 Structure ot annosquamo~n A 
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图 3 Prostratoside A的结 掏 

Fig 3 Stmcture of proatratoside A 

样品 1(约 40mg)和 2(约 35rag)溶于 0 4mI 的氘代吡啶中进行核磁共振谱测试． 

2．2 仪器及测定 

Bruker DRX一500超导核磁共振仪，500．13MHz( H)和 125 76MHz(”C)，于室温下 

用 mm反相探头(BBI)进行测定．溶剂提供氘锁信号兼作内标，采用正交检测．实验所 

用脉冲序列为 inv4mltp[4】，TPPI相敏方式，采样数据矩阵为 256×1024，Fl和 F2维均采 

用相移 90 的正弦窗函数，零填充至 512×1024进行 FT变换，常规 2D图谱相敏方式相位 

校正 annosquamosin A混合时问采用 105ms，每一个 tl累加 88次；pr0strat。side A混合时 

间采用 185ms，每一个 tl累加 64次；分别得到它们的HMQ~一TOCSY谱． 

3 实验结果与讨论 
3．1 Annosquamo~in A： 

文献[5]中采用 H一 H COSY和13C— H COSY技术来确定该环肽氨基酸残基的 自 

旋系统．如前所述，当NMR谱峰重叠或位置接近时，如 Tyr的 a—H和 Thr的 a—H凡乎重 

叠，而 IIe和 ~t-H和 一NH与 Ala的 a—H和 一NH只有很 小的化学位移差 ；碳谱上如 IIe的 

口c和 Tyr的 c化学位移也很接近，因此，很难用上述技术得到准确的指定 应用 

HMQC—TOC~Y技术(谱图见图4)，从每个氨基酸残基 内任一个氢和碳的相关点出发。 

在氢谱方向，可 得到每个自旋系统内所有氢的信号；在碳谱方向，可以得到每个自旋系 

统内的所有碳的信号．即使 自旋系统之间氢或碳的化学位移只有很小的差异。用 HMQC 
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一 TOC~Y技术司以清楚区分每一个 自旋系统．例如，从 Ala的 a-H 与其 a-C相关峰出发， 

沿碳谱和氢谱方向做直线，分别得到与 652．06( c)和 占18．30(p-C)以及 盯 72(NH)、占4． 

80(n—H)和 81．61(p-H)的相关信号；从 I1e的 7-H与 6 C的相关峰出发，沿碳谱方向，得到 

655 88( —C)、636．73( C)、624．53(7-CH2)、8l7 48(7-CH3)和 6l1．31(6一C)的相 关信 号． 

以此类推，即可对各个氨基酸残基的相应谱线一一进行指定．指定的结果用 HMQc和 

HMBC加以验证，从而对文献[5]中氨基酸残基的指定作出修正(表 1)． 
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图 4 Ann。sq m A的 HMQC—TOCSY图谱 

Fig 4 HM(!c—TOCSY spectrum ofAnnosquanmsin A 
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圈 5 P~ostratos Lde A的 HMQc—TOCSY图谱 

Fig 5 HM QC —TOCSY spect~ m o r"Prostratoside A 
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表 1 Annosquamosin A H和 C̈ NMP．指定数据与文献值的比较 

溶剂：砒啶一d ，偶合常数J／Hz 

Tab 1 Comparison of‘H and C NMR data of Annosquamosin A with reference fa in pyridine 

‘ c，pp H／ppm 

Of) a B -／ 8 

176 90 64 08 30 25 25 49 48 l7 5 27(dd】 2 34{dd) 2 l 5(m) 4 14(dd】 

J=9 72．7 22 J=l3 6． 22 J=7 22．3 75 

l 94(m) l 86 cm) 4 04 cm) 

文-}值 I76 91 64 儿 如 29 25 54 4817 5 27(t．8 4)2 35(m)；1 95(m)2 20 cm)；1 88(m)4 01(m】 

() 172 27 56 09 24 83 49 21 37 5l{Me) { 63(m】 2 56(m) 2 97{m) 2 54(s】(Me) 9 67 cd．J=4 1"／) 

【55 99】~24 oo】[48 95】【 7]cMe) 【4 58(m)】 2 50(m)][2 80 cm)][2 38(s)(啪 ) 【9 58(d，J=4 l7)】 

文献值 t72 34 55 98 24 82 49 42 37 7D(Me) 4 60(m)2 56(m)；2+35(m)2 95 cm)；2 82(m)2 56(s】9 72(d．J=3 5) 

5 64(d) 4 99(dd) 1 41(d) 8 06I：d) 

J=6 94 ]=6 94，6'71 J=6"／1 J=lD 38 

文献值 I72 45 53柚 70 76 I9 93 5 65(m) 5 03(m) l 43(d) 8 721 d) 

J 6 0 J=9 q 

Ala 4 80(t1 t 6L(d) 7 72(d) 

J=7 22 J=7 22 J=7 22 

献 值 4 86(t) l 6l(d) 7 73(d) 

J=9 8 J=7 4 J=9 3 

jJe 172 2-／55 88 36 73 551：CH2)．1l 3l 4 85(dd) 2 28(m) l 56(m)，l 24(m】(CH2)；0 64(d) 7 68(d) 

l-／48(CH3) J=l0 56．9 44 0 99(d．J=6 6-／)(c ) J=7 50 J=9 44 

献值 l 72 28 52 04 82 24 65(C )l1 41 4 8o(t】 2 35(m) l 58(m)，1 28(m)cCr-h)．o 64 ct) 7 77(d) 

I7 53(CI-I3) 』= 2 0 99(d，J=10 2】{c ) 』=15 2 J=l1 0 

172 29 6，09 29 8ol9 7l； 4 14(dd) 2 34(m】 I 14(d．J=6 o5)， 9 06<d) 

J=3 89，6 67 1 12(d．J=6 94) 』=3 89 

文献值 I72 45 63 l6 29 8419 73 4 l4{dd) 2 35(m) l l5 cd．J=6 7) 9 14(d) 

J 3 5．6 4 1 12(d，J=6 8) J=3 4 

4 6-／(rid,J=6 67，16 6-／) 8 72(t) 

3 96 cdd，J=6 67．16 67) J=6 67 

文献值 4 6"／(dd，J=6 5，16 9) 8 76 ct) 

4 01(m) J=6 2 

Tw t"／3 13 53 2．3 36 8"／ 129 髓 ¨6 22 5 66(dd) 4 24~dt) 7 16(d)(B) 1 " tddd)tt) B 鸫 cI) 

157 43 c}) J=12 56．5 0l 』=4 44．15 56 』=8 89 J=2 49，4 44．8 89 J=5 0l 

3 30(dO．J=12 56．15 56) 

文献值 173 O 56．97 37I51．29 44¨6如 5 65(m) 4 25(d，j=l4 8) 7 18(d) 7 38(d)fe) 8 O7(d) 

l57 44(E) 3 3o(~I．』=12 6．15 4) J=8 4 J=8 4 J=81 

注：[】内为OMet另一种构型舶 NMR戥据 
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我们还应用 2D同核J分解谱获得比较准确的化学位移和偶合常数 从图谱上发现 

OMet残基存在两组 NMR信号。推测可能是由样品中混有仅只 OMet残基构型不同的环 

肽所引起 的． 

3．2 Prostratoside A： 

HMQC—TOCSY可以获得每个糖基 内氢与碳的化学位移(图谱见图 5)例如，末端 

B_n 葡萄吡喃糖基，从其端基氢与端基碳的相关峰出发，沿碳谱和氢谱方向做直线；从低 

场往高场，碳谱方向，找到化学位移 8105．2、明8 4、877．9、876．3、871．2和862．9的碳与 

端基氢的相关信号．与文献[7]中的”C数据比较，推定它们分别是该葡萄糖基的 C-1、C一 

3、C一5、C-2、C-4和 (7)-6．氢谱方 向找到 85．46、84．55、占4．38、硝 ．23、占4．21、84．09和 ．0O 

的氢与端基碳的相关信号 ．在此基础上，根据 DQF-COSY，从该糖基的端基氢和末端氢出 

发。采用两头向中间推的办法，指定每个糖基 自旋系统内氢的化学位移．从 H 1(85．46)指 

定 H-2(84．09)，由 H-2指定 H一3(占4．21)；从 H 6b(84．38)指定 H 5(84．(】(】)，从 H-5指定 

I-I-4( ．23)．应用同样的方法分别指定了其他糖基的氢与碳的化学位移 ．结果见表 2 

表 2 ProstratosideA糖基的 H NMR和 CNMR数据 c溶剂 ：吡啶 一也，~／ppm，J／Hz} 

Tab．2 H NM R and C NMR spectra data 0f the snagar moiety of Prostratoside Ai 8 in p
．
vridine 

ref【7] Prostratos[de A ref【7] Prostratoside A 
位置 位 置 

C 3C H 3C C H 

3一Ara Xyl 

1 104．1 104 1 5 00(d，J=5 85) 1 107 7 107 7 4．96(d，J=7 08) 

2 80 3 80 4 4 56(m) 2 76 2 76 2 4 02(m) 

3 73 5 73 4 4 17(m) 3 77 9 77 7‘ 413(m) 

4 78 1 78 2 4 17(m) 4 70 7 8 4 13(m) 

5 64．3 64 3 4 56{m) ：3 57{br 5 67 5 67 6 4 57(m)； 

d．J：11．80) 3 71(m) 

GIc(inns) Glc(outer) 

103．7 103 8 4．98<d，J=7．84) 105．1 105 2 5．46{d J=7 84) 

85 5 85 4 3 92(dd，J=7．93，7 65) 76 2 76 3 4 09(m) 

77 7 77．7‘ 4 18(m) 78 4 78 4 4 21(m) 

71 1 71 7 4 18(m)‘ 71 5 71 2 4 23(m) 

78 4 78 2 3．75(m) 78 3 77 9 4 O0(m) 

62 4 62 4 4 40(m)； 6 62 8 62 9 4 55(m)； 

4．27{m) 4 38(m) 

注：“信号重叠。 

以上两个例子说明，HMQC—TOCSY技术对具有若干独立 自旋 系统的复杂分子的 

结构解析有十分重要的作用．当选择恰当的混合时间( )使多步接力达到 自旋系统的末 

尾时，即使 自旋系统间谱峰严重重叠，只要 自旋系统内有一个氢和碳的化学位移位置与其 

他系统不重叠，就可以从该氢与该碳的相关峰出发，在氢谱方向得到该系统内所有氢的化 

学位移；在碳谱方向得到该系统内所有碳的化学位移，从而对该自旋系统作出较准确的归 
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属．在天然产物化学中，这一技术对于植物环肽和植物配糖体的结构解析，是一个十分有 

力的手段 
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THE APPLICATION OF HMQC-TOCSY TO THE 

PLANT GLYC0SIDES AND PLANT CYCLOPEPTIDES 

n 馏 Rongr~ei ， Wang Dezu” ，Li Chaoming ， Ding Zhongtaob and Yarig Chongren 

( Kunming Institute of Botany．The Ch／nese Academic。f Sciences，Kunming 650204) 

( unns~-i Uniw~rsity，Department。f Chemistry，Ktmrlfing 650091) 

AI~tract 

HMQC—TOCSY experiment is a useful 2D NMR technique for elucidating structures of 

organic molecules that possess independent spin systems．From HMQC—TOCSY spectrum， 

we can obtain information of all the proton connectivities in the F2 dimension and inforlxla— 

tion of the carbon connectivity in the Fl dimension for a given spin system，so the chemical 

shifts of bo th proton and carbo n can be simultaneously assigned．In this pape r．two exam— 

pies，~ nosquamnsin A， which is a cyclope ptide， and prostmtoside A， which is a triter— 

pe noidal saponin． ar given to demonstrate the application of this tec hn ique to the natural 

products． 

Ke,d ord5 HMQC—TOCSY，Ann∞qu毗no出 A，ProetratceideA 
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