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应用圆二色谱法验证银杏内酯的绝对构型
及银杏提取物的化学成分

侯 　迪 , 宋 　爽 , 宋 　明 ,张怡轩 , 李 　铣 , 王金辉
(沈阳药科大学 中药学院 ,辽宁 沈阳 110016)

摘要 : 目的 验证银杏内酯 A、B 的绝对构型 ,并对银杏提取物的化学成分进行研究。方法 应用圆
二色谱法并依据 Klyne 内酯八区2扇形区律对银杏内酯 A、B 的绝对构型进行分析讨论 ;采用反复
硅胶柱色谱、聚酰胺柱色谱、Sephadex L H220柱色谱、高效液相色谱、重结晶等方法分离化学成分 ,
1 H2NMR、13C2NMR等方法进行结构鉴定。结果 从银杏提取物中分离得到 11 个化合物 ,分别鉴定
为 :芫花素 (genkwanin ,1) 、异鼠李素 (isorhamnetin ,2) 、山奈酚 (kaempferol ,3) 、槲皮素 (quercetin ,4) 、
白果内酯 (bilobalide ,5) 、银杏内酯 A ( ginkgolide A ,6) 、银杏内酯 B ( ginkgolide B ,7) 、银杏内酯 C
(ginkgolide C ,8) 、芦丁 (rutin ,9) 、β2谷甾醇 (β2sitosterol ,10) 、胡萝卜苷 (daucosterol ,11) 。结论 银杏
内酯 A、B 的绝对构型与文献报道相符。
关键词 : 圆二色谱 ; 银杏内酯 ; 绝对构型 ; 银杏提取物 ; 化学成分
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　　银杏 ( Gi nkgo biloba L . ) 为银杏科银杏属植

物 ,是我国特产植物 ,为古代孑遗植物之一 ,基本

保持了 115 亿年前的生态特征。其顽强的生命

力 ,引起了人们的关注。20 世纪 60 年代以来 ,国

内外学者对银杏的化学成分、药理作用进行了大

量的研究。据报道 ,仅从银杏叶中就已发现了

100 多种化合物[1 ] 。本文作者在对银杏提取物的

化学成分进行研究的同时 ,应用圆二色谱法对银

杏内酯的绝对构型进行了研究确证。

1 　仪器与材料

Bruker Avance AV 300 型、Bruker Avance

AV 600 型核磁共振仪 ( TMS 为内标物 ,瑞士

Bruker 公司) , YanacoMP S3 显微熔点测定测定

仪 (日本芝山制作所) ,Softa Model 200es EL SD 检

测器 (天津市沃尔孚科技发展有限公司) ,LabAl2
liance Series Ⅲ高效液相仪 (美国 SSI/ LabAlliance

公司) ,LabAlliance Model 500 紫外检测器 (美国

SSI/ LabAlliance 公司) ,JASCO pu 2080 高效液相

仪 (日本 Jasco 公司) ,JASCOCD 2095 圆二色谱

检测 器 ( 日 本 Jasco 公 司 ) , Agilent Venusil

XBP C18 (416 mm ×200 mm ,5μm) 反相色谱柱

(美国 Agilent 公司) 。

柱色谱硅胶、薄层硅胶 GF254 (青岛海洋化工

厂) ,柱色谱聚酰胺 (中国医药集团上海化学试剂

公司) ,Sephadex L H 20 (美国 Pharmacia 公司) 。

2 　圆二色谱法验证银杏内酯绝对构
型

211 　Klyne 内酯八区 扇形区律

以“Klyne 内酯八区 扇形区律”为原理对银

杏内酯 A、B 的绝对构型进行分析。分析结果与

实际测量的圆二色谱结果相符 ,证明它们的绝对

构型与文献报道确实相符。以下以银杏内酯 A

为例 ,说明具体分析过程。

羧基功能团 ,包括羧基、酯基、内酯基和酰胺

基等 ,在 210～220 nm 波长范围内有 1 个弱吸收

带 ,这导致 n →π3 跃迁。因此 ,对非对称的羧基

和酯等的 ORD 曲线常在 225 nm 附近给出 Cotton

效应的最大绝对值 ,即谱线的峰或谷。一般的羧

酸和酯等的羧基具有自由旋转的能力 ,所以很难

对它的光学活性与结构的关系进行研究。而内酯

具有比较稳定的构象 ,因而变成便于研究的对象

了。W·Klyne 等人研究了大量饱和的多环内酯

化合物的旋光谱与结构的关系 ,在 1964 年提出 1

个半经验的内酯扇形区律 Klyne 内酯八区 扇形
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Fig. 1 　Klyne lactone eight district

212 　银杏内酯 A的结构与 Cotton 效应

银杏内酯 A 共有 3 个内酯基团 ,分别在环 C、

E、F 上。通过 Woodward 规则计算 ,它们的紫外

吸收带都在 235 nm 附近。应用 Klyne 内酯八区

扇形区律分别对这些结构进行分析如下 :

以 F 环上的内酯基团为对象进行分析 ,视觉

效果 (如图 2) ,在 E 区存在 1 个完整的羟基 ,而在

B 区却只有一部分甲基 ,甲基与羟基对Δε的贡献

基本相同[2 ] ,因此应该显正性 Cotton 效应。

Fig. 2 　F collar′actone group of ginkgolide A

　　以环 E 上的内酯基团为对象进行分析 (如图

3) ,显然在 E 区的基团远远多于在 B 区中的 ,因

此显正性 Cotton 效应。

　　以环 C 上的内酯基团为对象进行分析 (如图

4) ,在 B 区没有基团存在 ,而在 E 区有部分基团 ,

因此显正性 Cotton 效应。

　　综上分析 ,3 个部位的 Cotton 效应均为正性 ,

与实际测得的结果相符。这证明了银杏内酯 A

的结构 (如图 5) 与报道相符 ,从而排除了银杏内

酯 A 的对映异构体的情况 (如图 6) 。

Fig. 3 　E collar′lactone group of ginkgolide A

Fig. 4 　C collar′lactone group of ginkgolide A

Fig. 5 　Structure of ginkgolide A

Fig. 6 　Structure of ginkgolide A′enantiomer

3 　银杏提取物化学成分的提取与分
离

取银杏提取物 40 g ,以体积分数为 95 %乙醇溶液

回流提取 3 次 ,减压回收溶剂得到浸膏 23 g ,经反

复硅胶柱色谱、聚酰胺柱色谱、Sephadex L H 20

柱色谱、高效液相色谱、重结晶等方法等手段 ,得

到化合物 1 ( 25 mg) 、2 ( 75 mg) 、3 ( 35 mg) 、4

(45 mg) 、5 ( 120 mg) 、8 ( 5 mg) 、9 ( 15 mg) 、10

(15 mg) 、11 (68 mg) 。

4 　结构鉴定

化合物 1 : 黄色不定型粉末 , mp 285 ～

286 ℃,三氯化铁 铁氰化钾反应阳性 ,示有酚羟

基存在 ,盐酸 镁粉反应阳性 ,推测为黄酮类化合
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物。1 H NMR ( 300 MHz , DMSO2 d6 ) 谱中给出

2 个活泼质子信号δ:12197 (1H ,s ,5 OH) 、10138

(1H ,s ,4′OH) ,δ:7197 (2H ,d , J = 716 Hz , H 2′,

6′) 、6194 (2H ,d , J = 716 Hz , H 3′,5′) 为 B 环 4′

羟基取代所形成的 AA′BB′系统中 2′,6′和 3′,5′

质子信号 ;δ:6186 (1H ,d , J = 211 Hz ,H 8) 、6178

(1H ,d ,J = 211 Hz ,H 6)为 A 环 8 位和 6 位质子

信号 ;δ3188 (3H ,s) 为甲氧基质子信号。综合以

上理化性质和波谱数据 ,并与文献 [ 3 ]进行对照 ,

鉴定化合物 1 为芫花素。

化合物 2 :黄色粉末 ,mp > 300 ℃,紫外灯下

显黄色荧光 ,三氯化铁 铁氰化钾反应阳性 ,示有

酚羟基存在 ,盐酸镁粉反应阳性 ,示为一黄酮类化

合物。1 H NMR (300 MHz ,DMSO2 d6) 谱中给出

4 个活泼质子信号δ:12145 (1H ,s ,5 OH) 、11124

(1H ,s ,7 OH) 、10138 (1H ,s ,4′OH) 、9165 (1H ,

s ,3 OH) ,δ: 6194 ( 1H , d , J = 814 Hz , H 5′) 、

7168 (1H , dd , J 1 = 814 Hz , J2 = 210 Hz , H 6′) 、

7176 (1H ,d ,J = 210 Hz ,H 2′)为 B 环上 5′,6′,2′

组成的 ABX 偶合系统质子信号 ;δ: 6147 (1H ,d ,

J = 118 Hz ,H 8) 、6119 (1H ,d , J = 118 Hz ,H 6)

为 A 环 8 位和 6 位质子信号 ;δ3184 (3H ,s) 为甲

氧基质子信号。综合以上理化性质和波谱数据 ,

并与文献[ 4 - 5 ]进行对照 ,鉴定化合物 2 为异鼠

李素。

化合物 3 : 黄色针晶 (甲醇 ) , mp 274 ～

276 ℃。盐酸镁粉反应阳性 ,三氯化铝反应阳性 ,

三氯化铁 铁氰化钾反应阳性 ,示为黄酮类化合

物。1 H NMR (300 MHz ,DMSO2 d6 ) 谱中给出 4

个活泼质子信号δ: 12147 (1H , s ,5 OH) 、10173

(1H ,s ,7 OH) 、10107 (1H ,s ,4′OH) 、9133 (1H ,

s ,3 OH) ,δ:8104 (2H ,d , J = 910 Hz , H 2′,6′) 、

6193 (2H ,d ,J = 910 Hz , H 3′,5′) 为 B 环 4′羟基

取代所形成的 AA′BB′系统中 2′,6′和 3′,5′质子

信号 ;δ: 6144 ( 1H , d , J = 211 Hz , H 8 ) 、6119

(1H ,d ,J = 211 Hz ,H 6)为 A 环 8 位和 6 位质子

信号 ;δ3188 (3H ,s) 为甲氧基质子信号。综合以

上理化性质和波谱数据 ,并与文献 [ 6 ]进行对照 ,

鉴定化合物 3 为山奈酚。

化合物 4 :黄色粉末 (甲醇) ,mp > 300 ℃。盐

酸 镁粉反应阳性 ,三氯化铝反应阳性 ,三氯化铁

铁氰化钾反应阳性 ,SrCl2 反应阳性 ,提示为一含

有邻二酚羟基 的 黄 酮 类 化 合 物。1 H NMR

(300 MHz ,DMSO2 d6) 谱中给出 5 个活泼质子信

号δ:12148 (1H ,s ,5 OH) 、10174 (1H ,s ,7 OH) 、

9154 ( 1H , s , 4′OH) 、9160 ( 1H , s , 3 OH) 、9130

(1H , s , 3′OH) ,δ: 6188 ( 1H , d , J = 817 Hz ,

H 5′) 、7154 (1H , dd , J1 = 817 Hz , J 2 = 211 Hz ,

H 6′) 、7167 (1H ,d , J = 211 Hz , H 2′) 为 B 环上

5′,6′,2′组成的 ABX 偶合系统质子信号 ;δ:6140

(1H ,d , J = 210 Hz , H 8) 、6118 ( 1H , d , J = 210

Hz ,H 6)为 A 环 8 位和 6 位质子信号 ,综合以上

理化性质和波谱数据 ,并与文献 [ 7 ]进行对照 ,鉴

定化合物 4 为槲皮素。

化合物 5 : 白色针状结晶 (甲醇 ) , mp >

300 ℃。溶于甲醇。硫酸不显色 ,碘熏显黄色。

经HPLC UV EL SD法检测与白果内酯出峰时

间相同。1 H NMR (300 MHz ,DMSO2 d6) 给出以

下信号δ: 1104 (9H , s , t Bu) 、2178 (1H , d , J =

1811 Hz , 1 βH) 、2188 ( 1H , d , J = 1811 Hz ,

1 α H) 、4192 ( 1H , t , J = 619 Hz , 6 H) 、2108

(1H ,dd ,J1 = 1312 Hz ,J2 = 619 Hz ,7 βH) 、2156

(1H ,dd ,J1 = 1312 Hz ,J2 = 619 Hz ,7 α H) 、6127

(1H , s , 12 H) 。13C NMR (75 MHz ,DMSO2 d6 )

数据见表 1。综合以上理化性质和波谱数据 ,并

与文献[ 8 - 9 ]进行对照 ,鉴定化合物 5 为白果内

酯。

　　化合物 6 :白色晶体 (甲醇) ,mp > 300 ℃,溶

于甲 醇 , 硫 酸 不 显 色。13C NMR ( 75 MHz ,

Pyridine2 d6)信号归属见表 1。综合理化性质和

波谱数据 ,并与文献[ 10 ]进行对照 ,鉴定化合物 6

为银杏内酯 A。

化合物 7 :白色晶体 (甲醇) ,mp > 300 ℃,溶

于甲醇 ,硫酸不显色。13C NMR ( Pyridine2 d5) 信

号归属见表 1。综合理化性质和波谱数据 ,并与

文献[ 10 ]进行对照 ,鉴定化合物 7 为银杏内酯 B。

化合物 8 : 白色针状结晶 (甲醇 ) , mp >

300 ℃。溶于甲醇 ,硫酸不显色 ,碘熏显黄色 ,经

HPLC UV EL SD法检测与银杏内酯 C 出峰时

间相同。1 H NMR (300 MHz ,DMSO2 d6) 给出以

下信号δ:4199 (1H ,dd ,J1 = 711 Hz ,J 2 = 318 Hz ,

1 βH) 、4107 (1H ,dd , J1 = 711 Hz , J2 = 318 Hz ,

7α H) 、4162 ( 1H , d , J = 811 Hz , H 2) 、4197

(1H , d , J = 811 Hz , H 6) 。13C NMR (75 MHz ,

Pyridine2 d5)信号归属见表 1。综合理化性质和

波谱数据 ,并与文献[ 11 ]进行对照 ,鉴定化合物 8

为银杏内酯 C。
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Table 1 　The 13C NMR data of bilobalide ,ginkgolide A, B

and C

Position Bilobalide
Ginkgolide

A
Ginkgolide

B
Ginkgolide

C

C - 1 4116 3710 7512 7317

C - 2 17310 8617 9315 9210

C - 3 17315 6914 8417 8310

C - 4 5717 10117 9919 9812

C - 5 6812 8617 7311 6614

C - 6 3711 8911 7918 7911

C - 7 8516 3719 3717 7410

C - 8 6513 4918 4918 4910

C - 9 8218 6811 6816 6318

C - 10 17713 6918 7011 6910

C - 11 9913 17515 17511 17410

C - 12 11110 11112 10915

C - 13 17219 17117 17017

C - 14 4210 4312 4116

C - 15 17715 17713 17615

C - 16 913 910 818

C - 17 3216 3216 3210

C - 18 ,19 ,20 2911 2911 2910

C(CH3) 3 3817

C(CH3) 3 2615

　　化合物 9 :黄色粉末 , mp 176～178 ℃,盐

酸 镁粉反应阳性 ,Molish 反应阳性 ,示为一黄酮

苷类化合物 ,质量分数为 2 %的硫酸溶液水解 ,薄

层检识出葡萄糖和鼠李糖。ESI MS测得其分子

质量为 610。1 H NMR R (300 MHz ,DMSO2 d6 )

谱中给出 4 个活泼质子信号 δ: 12160 ( 1H , s ,

5 OH) 、10180 ( 1H , s , 7 OH ) 、9162 ( 1H , s ,

4′OH) 、9118 (1H ,s ,3′OH) ,δ:6186 (1H ,d , J =

816 Hz , H 5′) 、7155 (1H , dd , J1 = 816 Hz , J2 =

210 Hz ,H 6′) 、7157 (1H ,d , J = 210 Hz ,H 2′) 为

B 环上 5′,6′,2′组成的 ABX 偶合系统质子信号 ;

δ:6140 (1H , d , J = 210 Hz , H 8) 、6121 ( 1H , d ,

J = 210 Hz ,H 6) 为 A 环 8 位和 6 位质子信号 ;

糖区给出 2 个端基质子信号δ: 5136 (1H ,d , J =

613 Hz) 、δ5125 (1H ,br s) 。13C NMR (75 MHz ,

DMSO2 d6) 谱中黄酮母核上 15 个碳信号与槲皮

素数据比较 ,发现C 3位向高场位移δ13314 ,同

时C 2、C 4分别向低场位移至δ:14815、17714 ,

提示C 3位酚羟基成苷。糖区共给出 12 个碳信

号 ,根据其数据并结合端基质子偶合常数 ,推测其

为芸香糖基片段。综合理化性质和波谱数据 ,并

与文献[ 12 ]进行对照 ,鉴定化合物 9 为芦丁。

化合物 10 :白色针晶 (石油醚) ,mp 13610～

13710 ℃, Liebermann Burchard反应呈阳性 ,体

积分数为 10 %的硫酸乙醇溶液显紫色。与已知

标准品β 谷甾醇共薄层 ,Rf 值一致 ,与β 谷甾醇

混合后的熔点不下降 ,故鉴定化合物 10 为β 谷

甾醇。

化合 物 11 : 白 色 粉 末 , mp > 300 ℃,

Liebermann Burchard反应呈阳性 ,体积分数为

10 %的硫酸乙醇溶液显紫色。在 3 种溶剂系统中

与胡萝卜苷对照品共薄层 , Rf 值一致 ,故鉴定化

合物 11 为胡萝卜苷 (daucosterol) 。
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A rapid plate method for screening antif ungal sub2
stance2producing bacteria

CAI Su2lan , L IU Ting2ting , YAN Hao2lin , L IAN G Li2li
( School of L if e Science and B iopharm aceutics , S henyang Pharm aceutical U niversity , S henyang 　

110016 , Chi na)

Abstract : Objective To study the method for screening antifungal substance2producing bacteria ,and lay the

foundations of screening antifungal antibiotics. Methods Combined with the advances of cup2plate method

and differential step cultivation method ,the improved screening method from Kekessy was used to screen

the antifungal substance2producing bacteria f rom 3685 strains. Results Twenty2eight st rains with anti Can2
di da albicans 312 activity were screened from 3685 strains. Conclusions By using the improved screening

method ,the antifungal substance2producing bacteria could be screened efficiently and rapidly. The method is

adapted to be used in laboratory.

Key words : antifungal activity ; bacteria ; screening method
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Verif ication of the bilobal ide′s absolute conf igura2
tion using CD spectrum and chemical constituents of
the extract from Ginkgo biloba

HOU Di , SON G Shuang , SON G Ming , ZHAN G Yi2xuan , L I Xian , WAN G Jin2hui
( School of T raditional Chi nese M ateria Medica , S henyang Pharm aceutical U niversity , S henyang

110016 , Chi na)

Abstract : Objective To verify the absolute configuration ,and study the chemical constituents of the extract

f rom Ginkgo biloba. Methods The absolute configuration of ginkgolide was analyzed by adopting both the

method of circular dichroism spectra and the theory of Klyne′s lactone sector rule ;the constituents were iso2
lated by silica gel column chromatography ,polyamide column chromatography ,sephadex L H220 and HPLC.

The 1 H2NMR ,13C2NMR spectroscopic analysis were employed for the st ructural elucidation. Results Eleven

compounds were isolated and their st ructures were identified as :genkwanin (1) ,isorhamnetin (2) ,kaempfer2
ol (3) ,quercetin (4) ,bilobalide (5) ,ginkgolide A (6) ,ginkgolide B (7) ,ginkgolide C (8) , rutin (9) ,β2sitos2
terol (10) ,daucosterol (11) ,respectively. Conclusions The absolute configuration of ginkgolide matches that

reported in references very well.

Key words : CD spectrum ; bilobalide ; absolute configuration ; Ginkgo biloba extract ; chemical constituents
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