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摘　要　介绍了近几年为高通量药物筛选构建大型天然产物样品库的高通量天然产物化学 ,即多通道

平行高效液相制备和平行液质联用分析技术 ;详细介绍了核磁共振新技术即体积小和质量灵敏度高的毛细

管核磁共振探头技术 ,该探头技术的成功应用使得天然产物样品库中活性化合物的结构鉴定所需样品量降

低到前所未有的微克级水平 ;展望了源于中药的天然产物作为小分子探针开展脑功能方面的化学基因组学

研究。
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Abstract　High2throughput natural product chemistry methods , mainly consisting of two parallel multi2channel

systems of preparative HPLC and LC2ELSD2MS , have been applied to the generation and analysis of large natural product

libraries. The enhancement on mass sensitivity by the low volume capillary NMR probe (CapNMRTM) technology makes

the NMR data acquisition , structure elucidation and de2replication on microgram amounts of natural products a reality.

This state2of2the2art probe has ushered in a new era in the miniaturization of structure elucidation of natural products

using mass2limited material . The perspectives for natural products as small molecular probes in brain functional genomics

are briefly provided.
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1　引言

一般来说 ,天然活性物质结构新颖、疗效高和毒

副作用小 ,所以它们一直是新药设计的主要分子模

型之一。到目前为止 ,人类用于治疗疾病的药物中

直接来源于天然化合物的占 30 %—40 %
[1 ]。纵观

1981—2002的 20余年间 ,总共大约有 1 000个化学

药品得到美国 FDA 的批准 ,其中仅就抗肿瘤

(antitumor)和抗感染 (antiinfective)的药物而言 ,其直

接或间接来源于天然产物的就超过 60 %[2—6 ]。即便

如此 ,时至今日已被开发成为药物的天然化合物仅

占公开发表的天然产物的 1 % ,甚至更少[1 ]
;而且收

录在天然产物数据库 ( dictionary of natural products ,

DNP)中至少有 40 %的各种结构类型的化合物是合

成化合物库 (synthetic compound libraries ,SCL)所不具

备的[7 ]。新药的研发不仅有赖于药物筛选模型的建

立与优化 ,更取决于被筛化合物的多样性。目前已

建立起来的药靶大多缺乏足够的先导化合物来探索

结构与生物活性之间的关系 ( structure2activity

relationship , SAR) 。天然产物样品库 (natural products

libraries , NPL)是解决这一问题的有效途径之一。因

为该样品库既能提供结构复杂多样的有机小分子 ,

又适合目前的高通量药物筛选技术[8 ,9 ]。随着分离

技术和鉴定方法的现代化 ,天然产物的研究取得了

很大进展。从传统中药 (traditional Chinese medicine ,

TCM)中寻找对人类疾病药物靶点的有效成分 ,解析

其结构 ;对结构进行化学修饰和制备衍生物 ;通过构

效关系 (SAR)的研究发现先导化合物 ,从而找到相

应的药物 ,是当前我国新药研究的主要途径之一。

2　高通量天然产物化学方法的概述和大型

天然产物样品库的制备与分析

　　随着现代科学技术的迅猛发展 ,药物化学工作

者对大型天然产物样品库的制备与分析 ,尤其是对

快速分离和鉴定库中微量活性有机小分子化合物的

要求越来越高。平行制备和平行分析等高通量

(high2throughput)技术首先被应用在大型合成化合物

库 (SCL)的制备与分析上[10—19 ]。目前 ,该高通量方

法已成功地应用在大型天然产物样品库的建立与分

析上[8 ,9 ]
:具体是采用加速溶剂提取 ( accelerated

solvent extractor , ASE) ,快速自动硅胶柱层析 (flash

master automated chromatography , FAC) , 高通量平行

多通道高效液相制备 ( high2throughput parallel

multiple channel preparative HPLC , HT2pmHPLC)和高

通量平行多通道液质联用分析 ( high2throughput

parallel multiple channel LC2ELSD2MS , HT2pmLCMS)

等技术和方法来制备和分析天然产物样品库 (图

1—4) 。原材料的提取物 (包括水相和有机相)可通

过快速自动柱层析得到 4至 5个极性不同的硅胶柱

层析组分 (flash fractions) , 然后每个组分经过 HT2
pmHPLC在相应的溶剂梯度下各自制备成 40 个

HPLC组分 (HPLC fractions) (见图 1) 。

图 1 　运用高通量天然产物化学的多通道平行高效液相制备技术建立适合高通量药物筛选的中药天然产物样品库 (96

孔板)

Fig. 1　TCM compound libraries generated by HT2pmHPLC for high2throughput screening
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图 2　中药 (TCM)天然产物样品库中先导化合物的发现流程图

Fig. 2　Schematic flow of lead discovery from TCM compound libraries

　　每个 HPLC组分被自动移液器 (multiprobe liquid

handling system)转移到 96孔板制成天然产物样品库

(图 1 ,2) 。进而用 HT2pmLCMS来快速检测板中每

孔的样品 (图 2—4) , 从而可以快速得知库中每个

样品 (即 HPLC组分)所含化合物的个数及各化合物

的分子量与保留时间等信息。96 孔板中每一孔仅

含若干个化合物 ,每单个化合物的浓度比其在相应

的提取物中的浓度高出几十到上百倍 , 因此库中样

品有利于生物活性筛选。这样得到的天然化合物库

除去了潜在的杂质 (potential interferences)并利用离

心过滤 (CentriconTM high molecular weight filter)剔除了

大分子化合物。有了 LC2ELSD2MS的分析数据 ,活

性成分的复制 (de2replication)及计算机信息管理更

加方便。同时有了分子量的信息 , 有利于从天然化

合物库中开发新药 ,这是因为市场上绝大多数的药

物分子量在 300 到 600 道尔顿 (Da)的范围内[5 ]。

图 3　平行八通道分析型液质联用 (LC2ELSD2MS)分析天

然产物样品库 (平面示意图) [9 ]

Fig. 3 　Natural product libraries analyzed by HT2pmLCMS

system (plane illustration) [9 ]
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图 4　液质联用 (LC2ELSD2MS)分析天然产物样品库 (96孔板)中每个样品

Fig. 4　962well plates analyzed by LC2ELSD2MS

3　毛细管核磁共振探头技术和天然化合物

结构鉴定微型化

　　由于天然产物的含量低 , 化合物的结构又具有

多样性和复杂性 ,对活性天然产物尤其是微量成分

的分离纯化和结构鉴定具有极大的挑战性。众所周

知 ,生物活性筛选时 , 药靶所需化合物的量在微克

级 ,而常规天然产物的分离、结构鉴定如核磁共振波

谱所需化合物的量在毫克级。往往一个样品的生物

活性被确定后 ,研究人员需要重复该天然产物的提

取与纯化工作 ,以期得到足够量的单体用于化合物

的结构鉴定。这样需要大量的人力、物力和财力的

投入。我们在世界上率先利用体积小 (仅几个微

升) 、灵敏度高的毛细管核磁探头 (CapNMR
TM

probe)

　　　

图 5　毛细管核磁共振探头和 5 mm常规核磁管的对比

视图

Fig. 5　CapNMRTM probe and 5 mm conventional NMR tube

技术 (图 5 ,6) , 使得活性天然产物分离和结构鉴定

所需的样品微量化 ,降到一个前所未有的微量水平

(5—200μg) [20—22 ]
: 大约 5μg 的样品可以得到1

H2
NMR (5 min内) ,

1
H21

H COSY (60 min内)和 NOESY

(约 100 min内)等谱图 ;大约 30μg的样品可以得到

二维 HSQC或 HMQC谱图 (2—3 h内) ;70 至 100μg

的样品可以得到一张比较完全的 HMBC谱图 (12—

16 h内) ;如若想得到13
C2NMR谱图 ,则大约需要 200

μg的样品[20 ]。库中活性样品 (HPLC组分)一般可通

过半制备型 (semi2preparative)或分析型的 HPLC来进

行快速分离纯化得到单体化合物 (微克级) [20—22 ]。

对微量化合物的结构能进行鉴定的一个关键因

素是增强核磁共振的质量灵敏度。近十年来一些新

型核磁共振探头技术被研发和应用起来 ,这些探头

主要包括有 Cold Probe
[23—32 ]

,CryoProbe
TM [33—41 ]

,Nano

Probe
[42—48 ]

, CryoFlowProbe
TM [49 ] 和 MicroCryoProbe

TM

( http :ΠΠwww. bruker2biospin. comΠnmrΠ productsΠcrp .

html) [20 ]等。在前文中[20 ] ,我们不仅对这些探头做

过简要的介绍 ,而且还对与 HPLC2NMR联用的一些

流动探头 (flow probes) [49—53 ]如 CryoFlowProbe
TM和 IFC

Cold Probe等在微量化合物 NMR波谱的采集和在线

结构鉴定 (on2line chromatographyΠstructure elucidation)

等方面做过简要分析。这些探头确实能提高核磁共

振的质量灵敏度 ,但购置费和维护费用相当高[20 ]。

毛细管核磁探头 ( CapNMR
TM

probe) 是美国 MRMΠ
Protasis公司 (MRM 公司成立于 1994 年 ,2000 年与

Protasis公司合并 ) 基于磁共振微传感器技术

(magnetic resonance microsensors , MRM)开发出来的
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图 6　体积小 (5μl 的线圈其中 NMR有效容积仅为 115μl)的毛细管核磁共振探头手动流动进样平面示意图 (600 MHz

NMR) [8 ,20 ]

Fig. 6　Schematic diagram of a 600 MHz NMR spectrometer equipped with 5μl CapNMRTM probe (115μl active volume) and the manual

syringe loading sample[8 ,20 ]

新产品并已商业化[54—56 ]
,近几年发展与应用非常迅

速。该探头价格比较合理 ,目前在美国的销售价大

约为 515—610 万美元 (包括自动进样系统) 。众多

厂家的 300 至 800 MHz 的核磁共振仪如 : Bruker、

Varian和 J EOL等现在均可支持这种微型的毛细管

核磁探头技术。此外该探头亦可与液相色谱技术联

用 (CapLC
TM

, CapLC2NMR)分析化合物的结构[57—59 ]。

CapNMRTM探头是毛细管大小的射频线圈 ( Rf

coil)呈螺线管状缠绕在熔融石英管 (相当于普通探

头中的核磁管)上而成的 (图 5) 。该探头带有 z 方

向的脉冲梯度场线圈 ,其螺线管线圈是一个对1
H优

化的 ,对1
H、13

C和2
H (用于锁场) 3 种共振频率可调

谐的线圈。该探头质量灵敏度的增益源于该射频线

圈和容积缩小的流动池 (流动池整体容积为 5μl ,而

有效容积即 NMR 的响应容积仅为 115μl ) (见图

6) 。该探头的技术含量高 ,采用了诸如毛细管流体

和质量敏感增强等先进技术。毛细管流体技术能使

探头 有 很 好 的 溶 剂 兼 容 性 ( excellent solvent

compatibility) 和很小的 NMR 峰宽 ( minimal peak

broadening) ;还能很好地保持已校准的信号传输基

线 (calibrated transmission lines) ;并且在非流动模式

(stop2flow)下测试 ,能保持有限的样品稀释度 (limited

sample dilution) 。所有这些流控技术 (fluidics)的成功

应用加上体积仅几个微升的线圈 ,能使体积在微升

级或质量在纳摩尔级的 NMR分析具有很高的质量

灵敏度。利用该探头可测得微量化合物的二维核磁

共振波谱 (2D2NMR) ,进而可大大加速样品量有限的

天然产物的结构鉴定过程[60 ]。一般情况下 ,起始原

料只需几百克 ,而不是几公斤或十几公斤 ,这样充分

利用了有限的资源 ,节约了宝贵的原材料。例如我

们曾经仅用 99 g(干燥后的称重)北美植物大红钓钟

柳 ( Penstemon centranthifolius)的地上部位作为起始原

料[20 ] ,经有机溶剂提取后得到 12 g有机相提取物。

该提取物利用快速自动硅胶柱层析 ,平行高效液相

制备和液质联用等技术来制备和分析钓钟柳天然产

物库 ( Penstemon library) 。该 96 孔板可复制成相同

的两份 ,一份用于生物活性筛选 ,另一份供稍后相对

应的孔板中活性化合物的分离纯化。库中有几个相

邻样品 (即 HPLC分离物)经生物活性筛选后发现具

有抗菌活性 ( anti2bacteria) 。合并这几个活性样品

(即 HPLC分离物) ,再经高效液相半制备分离纯化

得到 6个化合物 (图 7) 。对每个纯品经进一步的化

学和生物活性的分析得知 :化合物 6为主要成分 ,但

无抗菌活性 ;微量化合物 5才是活性物质。表 1 中

列出了每一微量单萜环烯醚苷 (1—6)的分离量及应

用毛细管核磁探头确定结构时获得各 NMR谱图所

用的测试时间 (acquisition time) 。其中每一化合物

的含量是在分离过程中通过蒸发光散射检测仪

( ELSD)的线性方程来计算得到的 : log ( ELSD 峰积

分面积) vs. log (纯品的含量 ,μgΠμl) (图 8) [20 ]。化
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图 7　高效液相半制备分离纯化单萜环烯醚苷 (iridoid glycosides 1—6) [20 ]

Fig.7 　The structures of iridoid glycosides (1—6) and their corresponding ELSD peaks in the semi2preparative HPLC purification

chromatogram[20 ]

图 8　挑选 7个有代表意义的天然化合物 (分子量约 200

到 650 Da之间)。根据线性关系 ,利用它们的 ELSD峰积

分面积而得来的计算公式 [ log ( ELSD峰积分面积) vs.

log (纯品的含量 ,μgΠμl) ]可用来估算天然产物样品库中

被分离化合物的质量 (标准偏差大约为±20 %)

Fig. 8　Seven standard natural products ( Mw between ca 200

and 650 Da) were selected for ELSD evaluation and generation

of the quantification equation : logμg = (log peak area 2A)ΠB

合物 6的质量约为 300μg ,我们采用毛细管核磁探

头在较短的时间内测得它的13
C谱 (图 9) 。NMR谱

图测试完毕后 ,一般来说 ,被测样品的回收率都能达

到 95 %以上 (表 1和图 10) 。

图 9　质量μg级的 penstemoside(6)运用毛细管核磁探头

测得的13 C和 DEPT谱。300μg化合物 6溶解在 615μl氘

代甲醇 (CD3OD)中 ; 探头流动池 (5μl)里的质量为 230

μg ,有效容积 (即 NMR的响应容积 115μl)里的质量仅为

70μg

Fig. 9 　Carbon and DEPT data acquisition by CapNMRTM

probe : 300μg penstemoside (6) diluted with 615μl CD3OD ;

230μg (5μl) injected ; 70μg in the active volume (115μl)

表 1　天然化合物 (1—6)的分离量、NMR波谱测试时间和各样品的回收率

Table 1　Natural products (1—6) : amount , NMR data acquisition time and the recovery ratio

compound amounta 1 H COSY HSQC HMBC 13C DEPT recovery( %) e

1 35μg 5 min 54 min 2 h 40 min 15 h NAc NA > 95

2 25μg 5 min 54 min 2 h 40 min 15 h NA NA > 95

3 32μg 5 min 54 min 2 h 40 min 15 h NA NA > 95

4 90μg 5 min 54 min 5 hb 8 h NA NA > 98

5 46μg 5 min 54 min 1 h 20 min 15 h NA NA > 95

6 300μg 5 min 30 min 30 min 2 h 1. 5 h 45 mind > 99

a each sample diluted with 615μl CD3OD ; 5μl injected into the capillary NMR probe ; b HSQC data could be acquired in 80 min , however , the experiment was

set up for 5 h ; c not aquired ; d 45 min per spectrum of DEPT (135°, 90°and 45°) ; e Final sample recovery was measured by NMR peak area
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图 10　以化合物muristerone A(7)为例说明用毛细管核磁

探头 (CapNMRTM probe) NMR波谱测试完毕后样品从探头

中的回收率

Fig. 10 　Using muristerone A ( 7 ) as an example to

demonstrate the ratio of the sample recovery from the probe after

NMR experiments

　　对于质量大于 70μg但还不足以直接测得碳谱

的化合物 ,如上述从大红钓钟柳植物得到的单萜环

烯醚苷 ipolamiide (4 ,90μg) ,由于可以测得 HSQC和

比较完全的 HMBC谱 ,因而其13 C信号 (包括季碳)的

归属完全可结合1 H21 H COSY, HSQC和 HMBC等二

维 NMR 谱中的相关交叉峰尤其是 HMBC 谱中的
2

J CH和
3

J CH 交叉峰 (cross peaks)来推导出来 (表 1 和

图 11) [20 ]。

毛细管核磁探头 (CapNMR
TM

Probe)的安装和维

护均很简单 ,操作平台坚实稳定、使用便利。测试样

品时可采用手动 (manual syringe loading) [8 ,20—22 ]、辅助

手动 (assisted manual syringe loading HTSL21100)或自

动流 动 进 样 [ automatedΠunattended flow injection

(Bruker BEST or Varian VAST) ]
[61 ,62 ]。该探头分析样

品经济实用 :测试中免除了核磁管的使用 ,氘代试剂

用量亦很少 (low solvent consumption) ,约为常规 5 mm

核磁管试剂耗量的 1Π10 ,即大约用 615μl 氘代试剂

溶解每个样品 ,NMR测试完后另外再需约 30—40μl

氘代试剂用来冲洗线圈中的熔融石英管若干次

　　　　　

图 11　化合物 4的13 C信号归属 :90μg溶解在 615μl CD3OD中 ; 探头流动池 (5μl)里的质量为 70μg ,有效容积 (即NMR的响

应容积 115μl)里的质量仅为 20μg

Fig. 11　The assignment of 13 C signals for the mass2limited material ipolamiide (4) : 90μg diluted with 615μl CD3OD , 70μg (5μl)

injected into the probe with only 20μg of sample in the active voulme (115μl) . a) COSY, NS = 8 , 54 min (data acquisition time) . Data

processed with unshifted sine bell function without symmetrization ; b) HSQC , NS = 128 , 54 min ; c) HMBC , NS = 200 , 8 h
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(如图 12所示)以备用。

图 12　以化合物 quinidine (8)为例说明毛细管核磁探头

(CapNMRTM probe)的冲洗

Fig. 12　Using quinidine (8) as an example to demonstrate the

purge of the coil after NMR experiments. 1) 50μg quinidine

infused ; 2) 10μl solvent flushed ; 3) 25μl solvent flushed

该探头的线圈适用于各种氘代试剂。根据被测

化合物的溶解性能 ,我们曾使用过苯、氯仿、丙酮、乙

腈、甲醇、水、二甲亚砜和吡啶等氘代试剂或两种氘

代试剂的混合溶剂。NMR匀场容易 ,所用的氘代溶

剂量很少 ,因此谱图受溶剂残留峰的影响很小 ,即使

氘代试剂里添有缓冲溶剂 (不同的 pH值)甚至是在

高浓度的盐溶液 (salt tolerance)中仍然能保持着良好

的信噪比 (SΠN) (图 13) 。

coil sensitivity

　　　　　　SΠN∝
S coil B2

0 m sample

V noise

　

　

　

magnetic field
sample mass
in coil
　
　
Rcoilnoise ∝

　

　

　

CapNMRTM involves :

1) high strength magnets (7T < B0 < 21 + T)

2) RF microcoils with high mass sensitivity

reminder : acquisition time ∝ (SΠN) 2

图 13　毛细管核磁探头信噪比 (SΠN)的制约因素 [54 ,63 ]

Fig. 13　The impact factors effecting the ratio of the signal and

noise (SΠN) of the CapNMRTM Probe [54 ,63 ]

　　由图 13所示公式来看 ,提高毛细管核磁共振探

头的信噪比主要可来自高强度磁场 ( high field

strength magnet)和微型射频线圈 (Rf microcoil)等两个

方面。诚然 ,单方面提高核磁共振仪的场强是可以

提高 NMR的灵敏度和信噪比 ,但成本太高 , 例如将

600 MHz的 NMR更新为 800 MHz ,信噪比是提高了

115倍但每台仪器的成本却飙升近 4倍 , 达 350 万

美元 (见表 2) 。若以蔗糖 (sucrose , 9)的异端质子为

例 (图 14) ,仅仅将 600 MHz核磁共振仪上的常规核

磁管改换为毛细管核磁共振探头 ,信噪比 (SΠN)就能

提高 10倍以上 (表 3和图 14) 。

表 2　NMR场强 (≥600 MHz)、信噪比和相应的价格

Table 2　NMR spectrometers’frequencies , the corresponding SΠN

and prices

NMR spectrometer

(1 H frequency)
SΠN
(011 % EB)

price
(USD , million)

600 MHz 1 200∶1 019

700 MHz 1 500∶1 210

800 MHz 1 850∶1 315

900 MHz 2 700∶1 510

表 3　毛细管核磁共振探头与常规核磁管相对信噪比和采

样时间的对比 (参照蔗糖的异端质子的1 H信号)

Table 3 　The comparison of the relative SΠN and the data

acquisition time between the CapNMRTM probe and the 5 mm

conventional probe ( referring to the 1 H signal of the anomeric atom

in sucrose)

single scan , figure

of merita

5 mm conventional

probeb

capNMRTM

probec

spectral resolution < 1 Hz < 1 Hz

relative SΠN , fixed massd 1 10

relative data acquisition time ,
fixed mass

100
　

1
　

a at 600 MHz , sucrose (9) anomeric proton ; b line broadening 1. 0 Hz ; c

line broadening 017 Hz ; d 1 scan : SΠN = 3 for 115 nmol (513 ng) of

sucrose ; 256 scans (10 min) : SΠN > 10 for 1 nmol (340 ng) of sucrose ;

rule of thumb : 1 nmol injected gives SΠN > 10Π1 in 10 min

　　总之 ,毛细管核磁共振探头有着常规的 5mm探

头不可比拟的质量灵敏度 (表 3 和图 15) 。相对于

常规探头 ,该探头即使对微量的具有较大分子量的

化合物 ,例如人参皂苷 Rc ,其 NMR波谱的测试仍具

有强大的优势 (表 4和图 16) 。不仅如此 ,毛细管核

磁共振探头还可应用在微量蛋白质大分子的 NMR

测试上[64 ]。

我们曾对当今具有领先技术水平的两个探头即

CapNMR
TM和 MicroCryoProbe

TM作过对比[20 ,21 ]。在实

验过程中 ,两探头对微量化合物的二维 NMR谱 (30

μg :HSQCΠHMQC和 70μg :HMBC)的测试能力是相当

的。正如大多数高新技术本身有着各自的优缺点一

样 ,MicroCryoProbe
TM探头比较适合单位体积里溶解

性能不太好的样品即需要较多的氘代试剂 (至少

100μl)来溶解的样品 ,而且测试碳谱时需要的样品
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图 14　观察 sucrose (9 , 微量)的异端质子信号来说明毛细管核磁探头的高信噪比 (SΠN) [54 ]

Fig. 14　The 1 H signal of the anomeric proton of sucrose (9 , trace amount) is used to calculate SΠN for the CapNMRTM probe[54 ]

图 15　以化合物muristerone A(7)为例对比毛细管核磁探

头和常规核磁探头的质量灵敏度

Fig. 15 　Using muristerone A ( 7 ) to demonstrate the

preeminent enhancement on mass sensitivity by using the

CapNMRTM probe (over the conventional 5 mm BBI probe)

量较大 ;CapNMR
TM探头因为在 NMR测试过程中氘

代溶剂的残留峰影响很小 ,因而拥有较高的样圈比

(sample2to2coil ratio)即注满因子 (filling factor)
[65 ]

, 所

以测试 NMR谱尤其是1 H和 COSY谱时所需的样品

量相对于 MicroCryoProbeTM探头来说更少 (5 到 10

μg) [20 ,21 ] (图 17) 。

表 4　对比毛细管核磁探头和常规核磁管对人参皂苷 Rc的

NMR测试

Table 4 　The comparison of the NMR data acquisition for

ginsenoside2Rc between the CapNMRTM probe and the 5 mm

conventional probe

ginsenoside2Rc (10)
( Mw > 1 000)

amount
(μg)

acquisition time

flow inject

CapNMRTM probe

5 mm
conventional probe

1 H 3 5 min impossile
TOCSY 3 1 h impossile
HSQC 50 3 h 24 h ok
HMBC 50 12 h impossile

图 16　毛细管核磁探头测微量且分子量较大的化合物 ginsenoside2Rc (10)的1 H NMR波谱

Fig. 16　1 H NMR data acquired for ginsenoside2Rc (10 , trace amount) with a large molecular weight (over 1 000 Da) . Sample in the

coil : 1μgΠμl (CD3OD) ; The CapNMRTM probe was operated at a temperature of 298 K; Pulse widths were 515μs at a power of 24 dB for

the 1 H spectrum (NS = 64 , 5 min acquisition time)
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图 17　对比 CapNMRTM和 3 mm MicroCryoProbeTM两探头测得 ginsenoside2Rc (10 , 115μgΠμl)的1 H2NMR(600 MHz , CD3OD)

Fig. 17　1 H2NMR (600 MHz , CD3OD) of ginsenoside2Rc (10 , 1. 5μgΠμl) : CapNMRTM probe vs. 3 mm MicroCryoProbeTM probe

4　毛细管核磁共振探头技术在微量新天然

化合物结构鉴定过程中的应用

　　近几年来我们使用世界上首个 5μl氢间接碳梯

度 (proton indirect carbon gradient)的毛细管核磁共振

探头在天然产物尤其是微量新成分的结构鉴定上开

展了大量工作 (表 5) [21 ,22 ,66—72 ]。表 5中新化合物的

分子量大多在 250至 1 000 Da之间。由于是采用高

通量而非常规的分离技术 ,新化合物的样品量均在

μg级 (一般在几个μg到几百个μg之间) 。显然一些

理化数据譬如熔点 (m. p . ) 、比旋光 ( [α]D) 、红外 ( IR)

和紫外 ( UV) 等因样品量少的原因而无法检

测[21 ,22 ,66—72 ]。但由于使用了毛细管核磁探头 ,这些

微量新化合物的1 H和13 C化学位移的归属以及相对

构型均能确定下来。根据近几年我们与一些制药和

生物技术公司以及学术单位的合作经验 ,大约

　　　　　
表 5　首个 5μl氢间接碳梯度的毛细管核磁探头的应用 :μg级新天然产物结构鉴定

Table 5　The application of the first 5μl proton indirect carbon gradient CapNMRTM probe to the structure elucidation of novel natural products

with mass2limited materials

compound name class Mw amount ref .

acuminatanol flavanoid 638 160μg 66

arborestin flavanoid 368 140μg 67

cleistrioside25 alkylated sugar 750 400μg 70

2 ,62diacetyl23 ,42diisobutyl212O2octylglucopyranoside alkylated sugar 516 200μg 21

2 ,62diacetyl23 ,42dimethylbutyl212O2octylglucopyranoside alkylated sugar 544 70μg 21

2 ,3′2dihydroxy25′2methoxystilbene stilbene 242 200μg 68

2 ,32dihydroxy23′,5′2dimethoxystilbene stilbene 272 35μg 68

2 ,3′2dihydroxy25 ,5′2dimethoxystilbene stilbene 272 360μg 68

hispitolide A sesquiterpene 336 250μg 69

hispitolide B sesquiterpene 350 35μg 69

( E)222hydroxy22′2(42hydroxybenzyl)25 ,5′2dimethoxystilbene stilbene 378 50μg 68

ocholignan A lignan 374 70μg 72

ocholignan B lignan 374 15μg 72

3β2O2cis2p2coumaroyl220β2hydroxy2122ursen2282oic acid triterpene 618 8μg 71

phragmidimer A stilbene 482 350μg 68

suaveolindole indolo2sesquiterpene 353 300μg 22
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100μg的化合物就足以完成生物活性的初步确定和

化学结构的初步鉴定 ;从而足以为下一步的研发工

作提供必要的信息 ,诸如化合物的生物活性、骨架类

型、结构新颖性、合成可行性和该类化合物在临床应

用方面的索引等等[21 ,66 ]。

5　天然产物应用于化学基因组学研究

快速结构鉴定的微型化技术为从中药天然产物

样品库中快速地找到先导化合物提供了极大的方

便。通过利用高通量天然产物化学和毛细管核磁探

头 (CapNMR
TM

probe)技术 ,可以使生物活性筛选和结

构鉴定同时在μg级上进行。我们首先建立了大型

中药资源库 (其中包括近 200种具有健脑益智功效

的中药) [73—76 ]
,然后利用高通量天然产物化学技术

成功地为高通量药物筛选构建了大型天然产物样品

库。通过基因芯片等功能基因组学技术 ,我们对不

同的人类大脑疾病模式动物进行基因表达和蛋白组

学研究 ,发现若干与脑衰老疾病有关的基因靶

点[77—80 ]。在此基础上建立了基于细胞筛选模型的

高通量药物筛选平台 ,对中药天然化合物库进行生

物活性筛选。这种针对基因靶点的细胞筛选灵敏性

高、检测方便 ,能有效地追踪活性成分 ,给活性物质

的分离带来了极大的便利。放大中药提取物中含有

对基因靶点有作用的活性成分提取分离和纯化的规

模 , 得到足够量的纯品活性化合物。对活性化合物

进行化学结构修饰 , 探讨构效关系 (SAR) 。利用天

然活性化合物作为小分子探针对脑衰老相关基因进

行化学基因组学 (chemical genomics)等方面的深入研

究 ,进一步发现与确证脑衰老基因靶标的功能 ,探讨

脑衰老的机理 ;同时为找到抗脑衰老疾病的药物先

导化合物提供新的线索和科学依据。这也是后基因

组时代创新药物研发的最新途径之一。
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