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摘 要:利用各种色谱技术从蜡梅枝叶中共分离得到 10 个化合物，通过波谱学方法将其鉴定为( + ) -Calycan-
thine( 1) 、( -) -Folicanthine( 2) 、( -) -Chimonanthine( 3 ) 、异秦皮啶( 4 ) 、3，3'-双异秦皮啶 ( 5 ) 、Euoniside ( 6 ) 、山奈
酚-3-O-芸香糖苷( 7) 、3，4-二羟基苯乙腈( 8) 、Di-O-methylcrenatin( 9) 和 Acanthoside B( 10) 。化合物 4 ～ 10 为首
次从该植物中发现。采用细胞病变效应法测试了化合物 1 ～ 5 与 8 对猪繁殖与呼吸综合征病毒的抑制活性，化
合物 2( IC50 = 58． 9 ± 10． 2 μM; TI = 19． 3) 、3( IC50 = 68． 9 ± 3． 1 μM; TI = 17． 9) 与 8( IC50 = 80． 5 ± 16． 9
μM; TI ＞ 19． 9) 显示出了弱的抑制活性。
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Abstract: Ten compounds were isolated from the branches and leaves of Chimonanthus praecox by various chromato-
graphic techniques． By spectroscopic methods，their structures were elucidated as ( + ) -calycanthine ( 1 ) ，( -) -folican-
thine ( 2) ，( -) -chimonanthine ( 3) ，isofraxidin ( 4) ，3，3'-biisofraxidin ( 5) ，euoniside ( 6) ，kaempferol-3-O- rutinoside
( 7) ，3，4-dihydroxybenzonitrile ( 8) ，di-O-methylcrenatin ( 9) and acanthoside B ( 10 ) ． Among them，compounds 4-10
were obtained from the herb for the first time． The inhibitory activity of compounds 1-5 and 8 against porcine respiratory
and reproductive syndrome virus ( PRRSV) was measured by the cytopathic effect ( CPE) method． Compounds 2 ( IC50

= 58． 9 ± 10． 2 μM; TI = 19． 3) ，3 ( IC50 = 68． 9 ± 3． 1 μM; TI = 17． 9) and 8 ( IC50 = 80． 5 ± 16． 9 μM; TI ＞
19． 9) showed weak effect on PRRSV．
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蜡梅 ( Chimonanthus praecox Link ) 是蜡梅科
( Calycanthaceae) 蜡梅属落叶灌木或小乔木，主要分
布于我国南方，是传统庭院名花和园林绿化植物。
其根、叶可药用，用于治疗跌打、腰痛、风湿麻木、风
寒感冒等。其花亦用于治疗头晕、胸闷、梅核气、咽
喉肿痛、百日咳、小儿麻诊等。果实有健脾止泻功
效，常用于治疗腹泻久痢等症［1］。前人对其根、果

实、叶和花的化学成分进行过研究，发现了色胺来源
的生物碱、花青素、黄酮醇、倍半萜及其糖苷以及苯
丙素糖苷等

［2-7］。其中生物碱 ( + ) -Calycanthine 和
( -) -Folicanthine 有抗真菌活性［6］，( -) -Chimonan-
thine、( -) -Calycanthidine 和 ( -) -Folicanthine 有细胞
毒活性

［7］。为了从天然产物中筛选动物病毒抑制
剂
［8］，我们对蜡梅枝叶的化学成分进行了研究，并

测试了分离物对猪繁殖与呼吸综合征病毒( Porcine
reproductive and respiratory syndrome virus，PRRSV)
的抑制活性。



1 仪器与材料
旋光通过 JASCO DIP-370 型数字式旋光仪测

定; NMR在 Bruker AM-400 和 DRX-500 核磁共振仪
上测量 ( TMS 为内标) ; FAB-MS 由 VG Auto Spec-
3000 质谱仪测定; ESI-MS 由 API Qstar Pulsar1 质谱
仪测定; Sephadex LH-20 是 GE Healthcare Bio-Sci-
ences AB产品; D101 大孔树脂、硅胶 GF254与柱层析

用硅胶 G( 80 ～ 100 目，300 ～ 400 目) 为青岛美高集
团有限公司的产品; C-18 反相硅胶( 40 ～ 75 μm) 来
自美国的 Fuji Silysia Chemical LTD 的产品; 高效液
相色谱仪为 Agilent 1200( 色谱柱 Zorbax SB-C18，9． 4
( 250 mm，5 μm) ;旋转蒸发仪是 BUCHI公司的 Ro-
tavapor RII。
植物材料于 2009 年 8 月采自云南省昆明市，经

中国科学院昆明植物研究所胡光万博士鉴定为蜡梅

( Chimonanthus praecox) 。

2 提取与分离
蜡梅枝、叶( 3． 6 kg) 干燥、粉碎，用甲醇回流提

取 3 次( 4、3、3 h) ，浓缩后得浸膏，加适量水混悬，石
油醚萃取( 弃) ，无机相用 1% HCl 调 pH 值至 1，乙
酸乙酯萃取( 弃) 。无机相用 5% NaOH 调 pH 值至
10，用氯仿萃取。氯仿萃取物部分( 5 g) 用中压反相
硅胶层析，50% 甲醇洗脱部分经 Sephadex LH-20
( MeOH)和制备性 TLC(氯仿-甲醇-二乙胺，5∶ 1∶ 0. 05)
分离得到化合物 1 ( 11． 2 mg) 和 3 ( 87． 7 mg) ; 70%
～ 80% 甲醇洗脱部分合并经 Sephadex LH-20
( MeOH)和制备性 TLC(氯仿-甲醇-二乙胺，5∶ 1∶ 0. 05)
得到化合物 2( 35． 2 mg) 。
氯仿萃取后的无机相用 1% HCl调 pH值至 7，

D101 大孔树脂柱层析分离，分别用水与 95%乙醇
洗脱。取 95%乙醇部分经硅胶柱层析，用氯仿-甲
醇梯度洗脱。氯仿-甲醇( 5∶ 1) 洗脱部分经中压反相
硅胶柱层析，10% ～ 30%甲醇洗脱部分用 Sephadex
LH-20( MeOH ) 和制备性 TLC 分离得到化合物 8
( 18． 6 mg; 氯仿-甲醇，5 ∶ 1 ) 和 9 ( 13． 4 mg; 氯仿-甲
醇，3∶ 1) ; 40% ～50%甲醇洗脱部分用 Sephadex LH-
20( MeOH) 和硅胶柱色谱( 氯仿-甲醇，5 ∶ 1 ) 分离得
到化合物 4( 18． 0 mg) ; 60%甲醇洗脱部分经 Sepha-
dex LH-20 ( MeOH ) 柱层析后得到化合物 5 ( 20． 8
mg) 。氯仿-甲醇( 2∶ 1) 洗脱部分经中压反相硅胶柱
层析，20% 甲 醇 洗 脱 部 分 用 Sephadex LH-20

( MeOH) 柱层析后重结晶得到化合物 6 ( 14． 1 mg) ;
40% ～ 50% 甲醇洗脱部分用 Sephadex LH-20
( MeOH) 和制备性 TLC 分离得到化合物 7 ( 28． 7
mg; 氯仿-甲醇，3 ∶ 1 ) 和 10 ( 17． 8 mg; 氯仿-甲醇，
5∶ 1) 。

3 生物活性测定
3． 1 细胞系与病毒

Marc-145 细胞( 中国科学院上海细胞库) 用含
有 10% 胎牛血清( Fetal bovine serum，FBS; HyClone
Co． ) ，100 U /mL青霉素，和 100 μg /mL链霉素的营
养液在 37 ℃，5% CO2 的培养箱中进行培养。待细
胞长至单层时，使用 0． 25% 胰酶( HyClone Co． ) 进
行消化，根据实验的需要转入 96 孔培养板进行培
养。本实验所使用的 PRRSV( YN-1 株) 在云南分离
获得
［9］。该毒株在 Marc-145 细胞上的半数感染量
( 50% Tissue culture infectious dose，TCID50 ) 为 10-5． 3

TCID50 /0． 1 mL。
3． 2 化合物细胞毒性测定
化合物对 Marc-145 细胞的毒性使用 WST-8 方

法进行测定
［10］。简单来说，将密度为 1 × 104 cells /

mL的 Marc-145 cells 加入 96 孔培养板中培养至单
层，将化合物 1 ～ 5 和 8 以及阳性对照磷酸替米考星
( 湖北恒硕生物化工有限公司) 用 DMEM 培养液
( Dulbecco’s modified Eagle’s medium，HyClone
Co． ) 做 2 倍连续稀释，每个梯度浓度接种 3 个细胞
孔，混合液总量为 100 μl。同时设正常细胞对照、培
养液对照。37 ℃二氧化碳培养箱中培养 3 d 后，每
孔加入 10 μl CCK-8 溶液( Cell Counting Kit-8，Beyo-
time Co． ) ，在细胞培养箱内继续孵育 1． 5 h，酶标仪
( Bio-Tek ELx 800) 在 450 nm 处阅读 OD 值。根据
OD 值计算细胞存活率及 50% 细胞毒性浓度
( CC50 ) 。
3． 3 抗病毒活性实验
化合物抗病毒活性使用 CPE 抑制实验进行评

价
［11］。将 Macr-145 细胞接种于 96 孔培养板中，使
之长满单层;将测试化合物分别做 2 倍连续稀释，将
不同浓度提取物及阳性药物分别与 500 TCID50 /0． 1
mL病毒液混合，然后将病毒药物混合液加入细胞
中，同时设正常细胞对照组( 不含药物和病毒) ，病

毒对照组( 只含病毒) 。于 37 ℃，5% CO2 培养箱中

继续培养，逐日观察 CPE，在显微镜下可见细胞出现
圆缩，聚集，最后脱落。4 d后根据 CPE 结果判订药
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物有效抑制 50%细胞出现病变的浓度( 50% inhibi-
tion concentration，IC50 ) ，并计算药物治疗指数( TI =
CC50 / IC50 ) 。
3． 4 荧光定量 RT-PCR检测 PRRSV mRNA表达的
变化

应用 RT-PCR方法检测了化合物 2、3 和 8( 设 4
个浓度) 对 PRRSV ORF7 和 NSP9 基因 mRNA 表达
的影响

［12］。给药培养 4 d 后，使用 RNA 提取试剂
RNAisoTM Plus( TaKaRa Biotechnology，中国大连) ，
按照说明书提取药物组和病毒对照组的总 RNA，所
提取 RNA使用 30 μl RNase-free水溶解，待 RNA完
全溶解后于( 80 ℃保存。所使用引物根据 GenBank
参考序列 PRU87392，利用 Primer5． 0 和 Oligo6 软
件，在 PRRSV ORF7 和 NSP9 保守区域分别设计了
一段长为 330 bp 和 162 bp 的引物。ORF7 引物序
列为: 上游 5'-AATGGCCAGCCAGTCAATCA-3'和下
游 5'-TCATGCTGAGGGTGATGCTG-3'。NSP9 引物
序列为: 上游 5'-CACTAAAGAGGAAGTCGCACTCA-
3'和下游 5'-GGTATGTCTCCAAACCTTGTATTCTG-
3'。内参基因 beta-actin，引物序列为: 上游引物 5'-
ATCCAGGCTGTGCTGTCC-3'，下 游 引 物 5'-GAG-
GATCTTCATGAGGTAGTCG-3'。
将所提取总 RNA 使用 PrimeScript RT  Rea-

gent Kit( TaKaRa) 反转录为 CDNA，反应体系为 10
μL，其中 RNase Free dH2O 4． 5 μL，5 × PrimeScript
Buffer 2 μL，PrimeScript RT Enzyme MixⅠ0． 5 μL，
Random 6 mers ( 100 μM) 0． 5 μL，Oligo dT Primer
( 50 μM) 0． 5 μL，总 RNA 2 μL。反应程序为: 37
℃，15 min; 85 ℃，5 sec。PCR反应体系为 25 μL，其
中 SYBR ～ Primix Ex TaqTM II ( TaKaRa ) 12． 5 μL，
PCR Forward Primer ( 10 μM) 0． 5 μL，PCR Reverse
Primer ( 10 μM) 0． 5 μL，dH2O 9． 5 μL，cDNA 2 μL。
使用 iQ5 real time PCR 仪 ( Bio-Rad． Co． Ltd． ) 进行
扩增反应程序为: 1 个循环( 95 ℃，30 sec) ，然后 40
个循环( 95 ℃，5 sec; 60 ℃，30 sec) 。
3． 5 统计分析
所有的实验进行三个重复，数据使用平均值 ±

标准差( SD) 表示。数据分析使用 SPSS17． 0 统计软
件进行分析，* 表示差异极其显著( P ＜ 0． 001) 。

4 结构鉴定与生物活性筛选结果
从蜡梅枝叶甲醇提取物中共分离得到 10 个化

合物( 部分化合物结构式见图 1 ) ，通过与文献对比

波谱数据对其结构进行了鉴定，这些化合物包括 3
个色胺来源的生物碱即 ( + ) -Calycanthine ( 1 ) ［6］、
( -) -Folicanthine( 2) ［6］和 ( -) -Chimonanthine ( 3 ) ［13］，
3 个香豆素类成分即异秦皮啶 ( 4 ) ［14］、3，3'-双异秦
皮啶( 5) ［15］和 Euoniside( 6) ［16］，以及一些其它成分:山
奈酚-3-O-芸香糖苷( 7) ［17］，3，4-二羟基苯乙腈( 8) ［18］，
Di-O-methylcrenatin( 9) ［19］和 Acanthoside B( 10) ［20］。

图 1 化合物 1 ～ 3 与 8 的结构
Fig. 1 Chemical structures of compounds 1-3 and 8

采用细胞病变效应法 ( Cytopathic effect，CPE)
对化合物 1 ～ 5 与 8 的对 PRRSV的抑制活性进行测
试，化合物 2( IC50 = 58． 9 ± 10． 2 μM; TI = 19． 3) 、
3( IC50 = 68． 9 ± 3． 1 μM; TI = 17． 9 ) 与 8 ( IC50 =
80． 5 ± 16． 9 μM; TI ＞ 19． 9) 显示了弱的抑制活性
( 表 1) 。由于目前尚没有猪繁殖与呼吸综合征的有
效治疗药物，我们选用了兽用抗生素磷酸替米考星

作为阳性对照药，其对 PRRSV 的抑制作用 ( IC50 =
225． 1 ± 27． 4 μM) 比上述 3 个化合物的更弱，且治
疗指数( TI = 3． 8) 较低。
表 1 化合物 2、3 和 8 对 Marc-145 细胞感染的 PRRSV病毒
抑制效果

Table 1 The Inhibitory Effects of 2，3 and 8 on PRRSV in
Marc-145 Cells

化合物 Compound CC50 ( μM) IC50 ( μM) TI

( -) -Folicanthine( 2) 1135． 5 ± 5． 9 58． 9 ± 10． 2 19． 3

( -) -Chimonanthine( 3) 1235． 7 ± 11． 1 68． 9 ± 3． 1 17． 9

3，4-二羟基苯乙腈( 8) ＞ 1600 80． 5 ± 16． 9 ＞ 19． 9

磷酸替米考星 855． 4 ± 74． 9 225． 1 ± 27． 4 3． 8

在观察细胞病变的同时，通过荧光定量 RT-
PCR检测了 PRRSV mRNA表达的变化。在给药 4 d
后，化合物 2、3 和 8( 浓度 50 ～ 400 μM) 不同程度地
下调了 PRRSV NSP9 与 ORF7 基因的相对表达量
( 图 2) 。

PRRSV病毒的 RNA依赖性 RNA聚合酶( RNA-
dependent RNA polymerase，RdRp; nsp9 ) 是 PRRSV
病毒 RNA 合成的关键酶，由 NSP9 基因编码［21］。
ORF7 基因则编码 N蛋白( Nucleocapsid protein N) ，
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* P ＜ 0． 001

图 2 化合物 2、3 和 8 下调了 NSP9 (左)和 ORF7 (右)mRNA
相对表达水平

Fig. 2 The NSP9 ( left) and ORF7 ( right) mRNA relative ex-
pression level reduced by compounds 2，3 and 8

后者是病毒感染的细胞中含量最丰富的病毒蛋白，

其功能是负责病毒粒子的组装和去组装
［22］。NSP9

和 ORF7 mRNA表达的下调，表明 PRRSV RNA的复
制和病毒粒子的组装可能被测试的化合物所抑制。
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