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(54)发明名称

化合物Villanovane Ⅵ及其药物组合物与

其制备方法和应用

(57)摘要

本发明提供一种对映‑滨海孪生花烷型咖啡

二萜（化合物Villanovane  Ⅵ）及其药物组合物

与其制备方法，与其在制备药物和食品中的应

用。属于药物技术领域和食品技术领域。本发明

的新化合物Villanovane  Ⅵ对α ‑葡萄糖苷酶抑

制活性I C 5 0 (μ M) 为 9 .2± 1 .7 3 ，化合物

Villanovane  Ⅵ对α ‑葡萄糖苷酶抑制活性比一

线临床α ‑葡萄糖苷酶抑制药物Acarbose更强。

可作为药物用于治疗糖尿病相关的疾病。可用于

降糖的健康产品。本发明的制备方法原料易得，

易于操作，收率高，适于工业化生产。
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1.如下结构式所示的化合物VillanovaneⅥ，

2.权利要求1所述的化合物VillanovaneⅥ的制备方法，其特征在于该方法包括下述步

骤：取云南咖啡S288烘焙豆，粉碎，用3‑5倍量甲醇加热回流提取二次，每次提取时间分别为

10小时、3小时，合并提取液，减压回收溶剂得到浓缩浸膏MeOHE，将浸膏分散在水相中，依次

用石油醚，乙酸乙酯进行萃取，分别得到两个部分浸膏PEE和AcOEtE；AcOEtE浸膏上正相硅

胶柱，以体积比为15:1、10:1、2:1、1:1、1:4的石油醚/乙酸乙酯为流动相，和体积比为50:1、

20:1、10:1、2:1、1:1、0:1的氯仿/甲醇为流动相，进行流份分段，得到八个组分段Fr.A→

Fr.H；对Fr.B部分利用C18反相色谱柱，以体积比为70:30→0:100的水/甲醇进行流份分段，

合并相同部分得到9个部分Fr.B‑1→Fr.B‑9，其中Fr.B‑6部分利用正相硅胶柱色谱，以体积

比为石油醚/乙酸乙酯4:1→0:1处理，分别得到6个部分Fr.B‑6‑1→Fr.B‑6‑6，Fr.B‑6‑4通

过反相硅胶柱层析，乙腈/水45:55纯化，得单体化合物VillanovaneⅥ。

3.权利要求1所述的化合物VillanovaneⅥ在制备治疗糖尿病药物中的应用。

4.权利要求1所述的化合物VillanovaneⅥ在制备降糖药物中的应用。

5.含有权利要求1所述的化合物VillanovaneⅥ及可药用载体的药物组合物。

6.权利要求5所述的药物组合物的制备方法，其特征在于该方法包括下述步骤：取云南

咖啡S288烘焙豆，粉碎，用3‑5倍量甲醇加热回流提取二次，每次提取时间分别为10小时、3

小时，合并提取液，减压回收溶剂得到浓缩浸膏MeOHE，将浸膏分散在水相中，依次用石油

醚，乙酸乙酯进行萃取，分别得到两个部分浸膏PEE和AcOEtE；AcOEtE浸膏上正相硅胶柱，以

体积比为15:1、10:1、2:1、1:1、1:4的石油醚/乙酸乙酯为流动相，和体积比为50:1、20:1、

10:1、2:1、1:1、0:1的氯仿/甲醇为流动相，进行流份分段，得到八个组分段Fr.A→Fr.H；对

Fr.B部分利用C18反相色谱柱，以体积比为70:30→0:100的水/甲醇进行流份分段，合并相

同部分得到9个部分Fr.B‑1→Fr.B‑9，其中Fr.B‑6部分利用正相硅胶柱色谱，以体积比为石

油醚/乙酸乙酯4:1→0:1处理，分别得到6个部分Fr.B‑6‑1→Fr.B‑6‑6，Fr.B‑6‑4通过反相

硅胶柱层析，乙腈/水45:55纯化，得单体化合物VillanovaneⅥ，然后加入可药用载体。

7.权利要求5所述的药物组合物在制备治疗糖尿病药物中的应用。

8.权利要求5所述的药物组合物在制备降糖药物中的应用。
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化合物Villanovane  Ⅵ及其药物组合物与其制备方法和应用

技术领域

[0001] 本发明属于药物技术领域，具体地，涉及一种对映‑滨海孪生花烷型咖啡二萜(化

合物Villanovane  Ⅵ)及其药物组合物与其制备方法，与其在制备药物中的应用。

背景技术

[0002] 咖啡二萜属于对映贝壳杉烷型的二萜，是咖啡中一类非常重要的次生代谢产物，

两个主要成分为咖啡醇，咖啡豆醇，由于咖啡二萜类物质在咖啡中不可忽视的存在，一直有

大量研究，包括新型咖啡二萜结构和活性功能。目前咖啡二萜类化合物抗肿瘤活性研究比

较深，除了具有抗肿瘤活性外,还具有抗菌,抗病毒等活性。

[0003] 本发明人一直在咖啡二萜的新型结构及其活性上深度挖掘，将已经发表的咖啡二

萜化合物和类似化合物的13C  NMR，组建咖啡二萜数据库；再通过Python编写数据匹配语法

(DATAanalyte软件)，进行粗提物的13C  NMR与数据库对比，快速分析粗提物中主要的二萜化

合物，对粗提物选择性纯化，快速发现并分离鉴定新活性二萜化合物。利用这一技术，从云

南咖啡中发现了80多个新咖啡二萜类化合物，包括氧化型二萜、重排型二萜、呋喃型二萜、

内酰胺型二萜、内酯型二萜、Δ4,18型二萜、降解型二萜、维拉诺瓦型二萜和阿替生烷型二

萜。最近邱明华研究团队从云南咖啡的烘焙豆中发现十个新颖的对映贝壳衫烷二萜衍生

物。在活性研究中发现，其中四个对α‑葡萄糖苷酶显示出中等抑制作用，在咖啡中含量最高

的两类二萜Cafestol和Kahweol对α‑葡萄糖苷酶不显示抑制作用，但十分有趣：咖啡二萜主

成分对应Cafestol和Kahweol的脱水产物Dehydrocafestol和Dehydrokahweol显示出中等

的α‑葡萄糖苷酶抑制活性。该现象表明，在C‑15和C‑16之间的双键有利于发挥α‑葡萄糖苷

酶抑制活性。通过分子对接实验深入研究了这些二萜衍生物发挥活性的可能机制。

[0004] 迄今为止，现有技术中未见有对新化合物Villanovane  Ⅵ的报道，也未对其有活

性和应用方面的报道。

发明内容：

[0005] 本发明的目的在于提供一种新的对映‑滨海孪生花烷型咖啡二萜及其药物组合物

与其制备方法，与其在制备药物中的应用。

[0006] 本发明应用咖啡二萜NMR特征数据库的分析技术，从云南咖啡栽培品种S288熟豆

中共分离鉴定了60个化合物，包括2种类型二萜新骨架，32个新化合物。对分离得到的咖啡

二萜化学进行了α‑葡萄糖苷酶抑制活性实验，结果表明：新化合物Villanovane  Ⅵ，显示明

显优于阿卡波糖中等的抑制活性。新化合物Villanovane  Ⅵ结构属于对映‑滨海孪生花烷

型二萜，本发明还对分离鉴定的部分二萜的α‑葡萄糖苷酶抑制活性，通过分子对接进行构

型关系讨论。

[0007] 为了实现本发明的上述目的，本发明提供了如下的技术方案：

[0008] 如下结构式所示的化合物Villanovane  Ⅵ，
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[0009]

[0010] 本发明同时提供了化合物Villanovane  Ⅵ的制备方法，该方法包括下述步骤：取

云南咖啡烘焙豆，粉碎，用3‑5倍量甲醇加热回流提取二次，每次提取时间分别为10小时、3

小时，合并提取液，减压回收溶剂得到浓缩浸膏MeOHE，将浸膏分散在水相中，依次用石油

醚，乙酸乙酯进行萃取，分别得到两个部分浸膏PEE和AcOEtE；AcOEtE浸膏上正相硅胶柱，以

体积比为15:1、10:1、2:1、1:1、1:4的石油醚/乙酸乙酯为流动相，和体积比为50:1、20:1、

10:1、2:1、1:1、0:1的氯仿/甲醇为流动相，进行流份分段得到八个组分段Fr.A→Fr.H；对

Fr.B部分利用C18反相色谱柱，以70:30→0:100的水/甲醇进行流份分段，合并相同部分得

到9个部分Fr.B‑1→Fr.B‑9，其中Fr.B‑6部分利用正相硅胶柱色谱，石油醚/乙酸乙酯4:1→

0:1处理，分别得到6个部分Fr.B‑6‑1→Fr.B‑6‑6，Fr.B‑6‑4通过反相硅胶柱层析，乙腈/水

45:55纯化，得单体化合物Villanovane  Ⅵ。

[0011] 本发明还提供了化合物Villanovane  Ⅵ在制备治疗糖尿病药物中的应用。

[0012] 化合物Villanovane  Ⅵ在制备降糖药物中的应用。

[0013] 此外，本发明还提供了含有化合物Villanovane  Ⅵ及可药用载体的药物组合物。

[0014] 药物组合物的制备方法：取云南咖啡烘焙豆，粉碎，用3‑5倍量甲醇加热回流提取

二次，每次提取时间分别为10小时、3小时，合并提取液，减压回收溶剂得到浓缩浸膏MeOHE，

将浸膏分散在水相中，依次用石油醚，乙酸乙酯进行萃取，分别得到两个部分浸膏PEE和

AcOEtE；AcOEtE浸膏上正相硅胶柱，以体积比为15:1、10:1、2:1、1:1、1:4的石油醚/乙酸乙

酯为流动相，和体积比为50:1、20:1、10:1、2:1、1:1、0:1的氯仿/甲醇为流动相，进行流份分

段得到八个组分段Fr.A→Fr.H；对Fr.B部分利用C18反相色谱柱，以70:30→0:100的水/甲

醇进行流份分段，合并相同部分得到9个部分Fr.B‑1→Fr.B‑9，其中Fr.B‑6部分利用正相硅

胶柱色谱，石油醚/乙酸乙酯4:1→0:1处理，分别得到6个部分Fr.B‑6‑1→Fr.B‑6‑6，Fr.B‑

6‑4通过反相硅胶柱层析，乙腈/水45:55纯化，得单体化合物Villanovane  Ⅵ，然后加入可

药用载体。

[0015] 药物组合物在制备治疗糖尿病药物中的应用。

[0016] 药物组合物在制备降糖药物中的应用。

[0017] 本发明化合物用作药物时，可以直接使用，或者以药物组合物的形式使用。该药物

组合物含有0.1‑99％，优选0.5‑90％的本发明化合物，其余为药物学上可接受的，对人和动

物无毒和惰性的可药用载体和/或赋形剂。

[0018] 所述的药用载体或赋形剂是一种或多种固体、半固体和液体稀释剂、填料以及药

物制品辅剂。将本发明的药物组合物以单位体重服用量的形式使用。本发明的药物可经多

种形式(液体制剂、固体制剂、注射剂、外用制剂、喷剂、复方制剂)给药。

[0019] 与现有技术相比，本发明具备如下的优益性：

[0020] 1.本发明提供了新化合物Villanovane  Ⅵ，填补了现有技术的空白。
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[0021] 2.本发明提供了制备新化合物Villanovane  Ⅵ的方法，该方法原料易得，易于操

作，收率高，适于工业化生产。

[0022] 3.本发明提供了新化合物Villanovane  Ⅵ作为有效成分的药物组合物，为新的抗

肿瘤药物提供了具有较好药用作用的新的药物。

[0023] 4.本发明的新化合物Villanovane  Ⅵ对α‑葡萄糖苷酶抑制活性IC50(μM)为9.2±

1.73，化合物Villanovane  Ⅵ对α‑葡萄糖苷酶抑制活性比一线临床α‑葡萄糖苷酶抑制药物

Acarbose更强。

[0024] 5.新化合物Villanovane  Ⅵ可作为药物用于治疗糖尿病相关的疾病。

附图说明：

[0025] 图1  Villanovane  Ⅵ的制备工艺流程；

[0026] 图2  Villanovane  Ⅵ与α‑葡萄糖苷酶蛋白分子对接结果；

[0027] 图3化合物Villanovane  Ⅵ的化学结构示意图。

具体实施方式：

[0028] 下面结合附图，用本发明的实施例来进一步说明本发明的实质性内容，但并不以

此来既定本发明。

[0029] 实施例1

[0030] 一种对映‑滨海孪生花烷型咖啡二萜(化合物Villanovane  Ⅵ)的制备：

[0031] 取云南咖啡S288烘焙豆定量，将烘焙豆粉碎之后用3‑5倍量甲醇加热回流提取二

次，每次提取时间分别为10小时、3小时，合并提取液，减压回收溶剂得到浓缩浸膏MeOHE(得

率20％‑25％)，将浸膏分散在水相中，依次用石油醚，乙酸乙酯进行萃取，分别得到两个部

分浸膏PEE和AcOEtE(得率6％‑8％)。

[0032] AcOEtE浸膏上正相硅胶柱，以石油醚/乙酸乙酯为流动相(15:1、10:1、2:1、1:1、1:

4，v/v)和氯仿/甲醇为流动相(50:1、20:1、10:1、2:1、1:1、0:1，v/v)进行流份分段得到八个

组分段(Fr.A→Fr.H)。对Fr.B(得率0.2％‑0.3％)部分利用C18反相色谱柱，以水/甲醇(70:

30→0:100,v/v)进行流份分段合并相同部分得到9个部分(Fr.B‑1→Fr.B‑9)。其中Fr.B‑6

部分(得率0.1％‑0.15％)利用正相硅胶柱色谱(石油醚/乙酸乙酯,4:1→0:1,v/v)处理，分

别得到6个部分(Fr.B‑6‑1→Fr.B‑6‑6)。Fr.B‑6‑4通过反相硅胶柱层析(乙腈/水，45:55)纯

化即得到单体化合物Villanovane  Ⅵ(得率0.02％‑0.04％)。

[0033] 化合物Villanovane  Ⅵ制备工艺流程：根据实验总结，目标活性分子Villanovane 

Ⅵ的制备工艺流程归纳如图1。目标活性分子Villanovane  Ⅵ的结构表征：

[0034] 1)化合物Villanovane  Ⅵ的化学结构：

[0035]

[0036] 2)化合物Villanovane  Ⅵ的结构表征。
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[0037] Villanovane  Ⅵ：白色无定形粉末。[α]28D  96.54(c  0.26,MeOH)；UV(MeOH)λmax

(logε):243.0(4.01) ,196.0(4.02)；HRESIMS  m/z  339.1931[M+Na]+给出分子式C20H28O3(计

算值：C20H28O3Na
+,339.1931)；。

[0038] 1H  NMR(CH3OD,600MHz ,J  in  Hz)δH:1 .50(1H ,m ,H‑1a) ,1 .56(1H ,m ,H‑1b) ,1 .54

(1H ,m ,H‑2a) ,1 .93(1H ,m ,H‑2b) ,1 .09(1H ,m ,H‑3a) ,2 .21(1H ,m ,H‑3b) ,2 .11(1H ,d ,J＝

10.2Hz,H‑5) ,6.11(1H,d ,J＝10.2Hz,,H‑6) ,5.88(1H,dd ,d ,J＝3,10.2Hz,H‑7) ,1.33(1H,

m,H‑11a) ,1.85(1H,m,H‑11b) ,1.66(2H,m,H‑12) ,2.39(1H,m,H‑13) ,1.58(1H,m,H‑14a) ,

1.76(1H,m,H‑14b) ,5.17(1H,brs,H‑15) ,2.63(1H,m,H‑16) ,3.50(2H,d ,J＝8.4Hz,H‑17) ,

1.30(3H,s,H‑18) ,0.83(3H,s,H‑20) ,xx(1H,s,COOH)。

[0039] 13C  NMR(CH3OD,150MHz)δC:32.2(CH2,C‑1) ,20.5(CH2,C‑2) ,38.7(CH2,C‑3) ,44.5

(C,C‑4) ,52.2(CH,C‑5) ,128.4(CH,C‑6) ,126.7(CH,C‑7) ,144.7(C,C‑8) ,53.8(C,C‑9) ,

39.1(C,C‑10) ,32.9(CH2,C‑11) ,24.2(CH2,C‑12) ,35.9(CH,C‑13) ,36.6(CH2,C‑14) ,123.2

(CH,C‑15) ,47.9(CH,C‑16) ,64.4(CH2,C‑17) ,30.0(CH3,C‑18) ,181.2(C,C‑19) ,17.5(CH3,

C‑20) .

[0040] 实施例2

[0041] 化合物Villanovane  Ⅵ与对照的α‑葡萄糖苷酶抑制活性试验：

[0042] 1)实验原理

[0043] α‑葡萄糖苷酶能催化α‑1,4‑糖苷键水解，使小肠内麦芽糖、蔗糖等寡糖水解。抑制

α‑葡萄糖苷酶的活性，可使葡萄糖的生成及吸收减缓，降低餐后血糖峰值，调整血糖水平。

α‑葡萄糖苷酶抑制剂已成为近年来药物化学的研究热点。4‑硝基苯‑α‑D‑吡喃葡萄糖苷(4‑

nitrophenyl‑α‑D‑glucopyranoside，PNPG)是α‑葡萄糖苷酶的特异性底物，PNPG能被α‑葡

萄糖苷酶水解产生对硝基苯酚(黄色)，该产物在405nm有特征吸收。通过对比本发明化合物

Villanovane  Ⅵ加入前后体系中对硝基苯酚的生成量，即可测定化合物的α‑葡萄糖苷酶抑

制活性。实验选用阿卡波糖(Acarbose)为阳性对照。

[0044] 2)实验方法

[0045] i)溶液配制

[0046] a)磷酸盐缓冲液PBS(pH＝6.86):混合磷酸盐粉末加入500mL容量瓶中，加入无CO2
蒸馏水至刻度，溶解摇匀后4℃保存备用。

[0047] b)底物溶液PNPG(2.5mM):精密称取PNPG共37.6mg，用上述PBS定容到50mL，溶解摇

匀后4℃保存备用。

[0048] c)α‑葡萄糖苷酶溶液(1U/mL):精密称取2.3mg(26U/mg)葡萄糖苷酶粉末，用上述

PBS溶解配制到10U/mL,10U/mL管分装，于‑20℃下保存备用。每次使用时再用PBS稀释10倍。

[0049] d)Na2CO3溶液(0.2M):称取无水Na2CO3粉末2.12g置于100mL容量瓶中，用上述PPBS

定容到100mL，溶解摇匀后4℃保存备用。

[0050] e)样品溶液:单体化合物母液配制浓度20μmol/mL，阳性药母液配制浓度20μmol/

mL。测定时将母液稀释到相应的倍数。

[0051] ii)α‑葡萄糖苷酶抑制活性的测定

[0052] 样品组:96孔板中依次添加40μL  PBS缓冲液，10μL样品溶液，10μLα‑葡萄糖苷酶溶

液，于37℃预孵育10min，后加入50μL  PNPG溶液，于37℃孵育60min，最后加入80μL  Na2CO3溶
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液。

[0053] 背景组:96孔板中依次添加50μL  PBS缓冲液，10μL样品溶液，于37℃预孵育10min，

后加入40μL  PNPG溶液，于37℃孵育60min，最后加入80μL  Na2CO3溶液。

[0054] 对照组:96孔板中依次添加40μL  PBS缓冲液，10μL阿卡泼糖溶液，于37℃预孵育

10min，后加入40μL  PNPG溶液，于37℃孵育60min，最后加入80μL  Na2CO3溶液。

[0055] 每组实验平行做三次，在酶标仪中检测405nm处的吸光度，根据以下公式计算出样

品的酶抑制率:α‑葡萄糖苷酶抑制率％＝(OD背景‑OD样品)/OD背景×100％。

[0056] 结果：

[0057] 化合物Villanovane  Ⅵ对α‑葡萄糖苷酶抑制活性的IC50
[0058] Villanovane  Ⅵ  IC50(μM)9.2±1.73

[0059] 同实验中Acarbose  IC50(μM)60.71±16.45

[0060] 实验结果表明：化合物Villanovane  Ⅵ对α‑葡萄糖苷酶抑制活性比一线临床α‑葡

萄糖苷酶抑制药物Acarbose更强。

[0061] 活性化合物分子对接结果：

[0062] 化合物Villanovane  Ⅵ与α‑葡萄糖苷酶蛋白分子对接结果(图2)，发现

Villanovane  Ⅵ的C‑19上的羰基分别与TRP81 和ASP64 形成氢键。

[0063] 制剂实施例：

[0064] 1.取化合物Villanovane  Ⅵ，按其与赋形剂重量比1:1的比例加入赋形剂，制粒压

片。

[0065] 2.取化合物Villanovane  Ⅵ，按其与赋形剂重量比1:2的比例加入赋形剂，制粒压

片。

[0066] 3.取化合物Villanovane  Ⅵ，按常规胶囊制剂方法制成胶囊。

[0067] 4.取化合物Villanovane  Ⅵ，再按下述方法制成片剂：

[0068]

[0069] 5.胶囊剂：取化合物Villanovane  Ⅵ  100mg，淀粉适量，硬脂酸模适量，制备方法：

将化合物与助剂混合，过筛，在合适的容器中均匀混合，把得到的混合物装入硬明胶胶囊。

[0070] 6 .取化合物Villanovane  Ⅵ  1份，10份植脂末，混匀，按照常规方法制成固体饮

料。

说　明　书 5/5 页

7

CN 115010598 B

7



图1
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