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南酸枣的黄烷类成分及其体外抗肿瘤与抗缺氧活性

李长伟 1 ,崔承彬 1 ,蔡 兵 2 ,韩 冰 2 ,李明明 3 ,范 明 3

(1.军事医学科学院 毒物药物研究所 ,北京 100850; 2.北京生物医药研究所 ,北京 100091

3.军事医学科学院 基础医学研究所 ,北京 100850)

摘　要 :目的 阐明南酸枣 [ Choerospondias ax illaries (Roxb. ) Burtt. et H ill. ]树皮中黄烷类成分及其体外抗肿瘤、
抗缺氧、抗菌活性。方法 利用各种色谱技术分离化学成分 ,根据理化性质和波谱数据鉴定结构 ,利用 MTT法
测评抗肿瘤及抗缺氧活性 ,采用纸片法测定抗菌活性。结果 从南酸枣树皮中分离鉴定了 3个黄烷类化合物 :
( + ) 2儿茶素 (1)、( + ) 2儿茶素 272O 2β2D 2吡喃葡萄糖苷 ( 2)和 ( + ) 2儿茶素 24′2O 2β2D 2吡喃葡萄糖苷 ( 3)。化
合物 1、2对 K562细胞呈一定的抗肿瘤活性。在 100μg·mL - 1质量浓度下的抑制率分别为 16. 0%和 27. 3%。
在 ECV 304细胞缺氧损伤保护实验中 ,化合物 1在无细胞毒作用的 50μg·mL - 1质量浓度下呈较强的抗缺氧
活性 ,化合物 3未表现出抗肿瘤与抗缺氧活性。化合物 1～3在测试浓度下对受试白色念珠菌和金黄色葡萄
球菌无抗菌活性。结论 化合物 1为南酸枣抗缺氧活性成分的首例报道 ,其抗缺氧活性也属首次报道。化合
物 2和 3为首次从该属植物中分离得到。
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Abstract: A im To investiga te flavano ida l constituen ts of C hoerosp ond ias axilla ries and the ir an titum o r, an ti2
hypox ia and an ti2bac te ria ac tiv ities. M ethods V arious chrom atograp h ic m eans w ere used to ob ta in pure com 2
p ounds from the alcoho lic ex trac t of C hoerospond ias axilla ries (R oxb. ) B urtt. e t H ill. S truc tu res of the com 2
p ounds ob ta ined w ere investiga ted by m odern spec troscop ic m e thods. M TT m ethod w as em p loyed to evalua te

the ir an titum or and an ti2hypox ia ac tiv ities. A ntibac te ria l ac tiv ities w ere tested by paper d isc m ethod. Results

Three flavano ida l com pounds 1 - 3 w ere iso la ted from the stem barks of C hoerosp ond ias axilla ries and they

w ere iden tif ied as ( + ) 2ca tech in ( 1 ) , ( + ) 2ca tech in272O 2β2D 2g lucopy ranoside ( 2 ) and ( + ) 2ca tech in24′2O 2
β2D 2g lucopy ranoside ( 3 ) . C om pounds 1 and 2 inh ib ited the p ro life ra tion of K562 ce lls w ith the inh ib ition

ra tes of 16. 0% and 27. 3% at 100μg·mL
- 1

, resp ec tive ly. C om pound 1 a lso show ed an ti2hyp ox ia effec t a t

low er concen tra tion (50μg·mL
- 1 ) w ithou t show ing cy to tox ic ity on anox ic ECV 304 ce lls. C om pounds 1 - 3

show ed no an tibac te ria l effec t on C and ida a lb icans A TCC10231 and S tap hylococcus aureus A TCC6538 a t

the ir concen tra tions tested each. Conclusion C om pound 1 is the f irs t rep orted an ti2hypox ia constituen t of
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C hoerospond ias axilla ries and its an ti2hypox ia ac tiv ity w as a lso assayed fo r the f irs t tim e. C om pounds 2, 3

w ere iso la ted from the genus Choerospond ias fo r the f irs t tim e.

Key words: f lavano id; ca tech in; g lycoside; struc tu ra l iden tif ica tion; Choerospond ias axilla ries; an titum or;

an ti2hyp ox ia ac tiv ity

　　南酸枣 [ C hoerospond ias axilla ries ( Roxb. )

B urtt. e t H ill. ]系漆树科南酸枣属植物 ,又名酸枣

树、酸醋树、五眼果树 ,其树皮和果实入药 [ 1 ]
,干

燥果实作为中药“广枣”收入 2005版《中华人民

共和国药典》[ 2 ]。南酸枣的有些化学成分已有报

道 [ 3 ]
,本课题组也曾报道其芳香族抗肿瘤活性成

分 [ 4 ]
,本文作者继续报道南酸枣树皮中的 3个黄

烷类成分 : ( + ) 2儿茶素 ( 1)、( + ) 2儿茶素 272O 2β2
D 2吡喃葡萄糖苷 ( 2 )、( + ) 2儿茶素 24′2O 2β2D 2吡
喃葡萄糖苷 (3)及其体外抗肿瘤、抗缺氧、抗菌活

性的测试结果。

1　实验部分

111　仪器与材料

熔点用北京天地宇科技有限责任公司 X - 4

型精密显微熔点测定仪测定 ,温度未经校正。质

谱采用美国 AB公司 A PI - 3000型质谱仪测定。

核磁共振谱采用日本电子 JNM - GX400型核磁

共振仪测定 , TM S 为内标。薄层色谱用硅胶

G F254薄层板 ( 20 cm ×10 cm ×0125 mm )为青岛

海洋化工集团公司产品 , 斑点在 254 nm 或

365 nm紫外线照射下 ,用硫酸铈钼酸铵试剂喷洒

加热或喷洒三氯化铁试剂显色。柱色谱采用大孔

吸附树脂 AB - 8 (南开大学 )、71～154μm聚酰

胺 (浙江省台州市路桥四甲生化塑料厂 )或

Sephadex L H - 20 ( Pharm acia)等填料。活性数据

采用美国 M D公司 V ersa m ax型酶标仪测试。

南酸枣树皮于 1999年 8～9月间采自云南勐

腊地区 ,由沈阳药科大学孙启时教授采集并鉴定 ,

原植物标本现存于沈阳药科大学中药学院。

112　细胞培养与抗肿瘤、抗缺氧活性测试

人白血病 K562细胞和人脐带静脉内皮

ECV 304细胞用含 10% (体积分数 )胎牛血清的

R PM I21640培养基常规继代培养 ,并于 37 ℃、体

积分数 (φ)为 5%的 CO 2细胞培养箱中培养。

抗肿瘤活性采用 K562细胞按照文献 [ 5 ]所

述 M TT法进行测试。抗缺氧活性采用 ECV 304

细胞缺氧损伤模型用 M TT法 [ 5 ]进行测试。取对

数生长期的 ECV 304细胞 ,用新鲜 R PM I21640培

养基配制成细胞密度为每毫升 1 ×105个的细胞

悬液 ,接种于 96孔板中 ,每孔 150μL ,于 37 ℃、

体积分数为 5% (φ)的 CO 2培养箱中培养 48 h,

吸去培养液。分成正常对照组、缺氧对照组和缺

氧给药组 ,正常对照组和缺氧对照组每孔加新鲜

RPM I21640培养基各 150μL ,缺氧给药组每孔加

含有一定浓度被测样品或阳性对照黄芩苷 ( ba2
ica lin) [ 6 ]的新鲜 RPM I21640培养基各 150μL。

缺氧对照组和缺氧给药组置于自制缺氧培养箱

中 ,于 37 ℃,在通入 5% (φ)的 CO 2和 95% (φ)

的 N 2的条件下培养 24 h,造成对细胞的缺氧损

伤 ,而正常对照组则于 37 ℃,在 5% (φ)的 CO 2

培养箱中正常培养 24 h。培养结束后 ,每孔加入

5 m g·mL
- 1的 M TT溶液 (用 0101 m ol·L - 1的

PB S液配制 )各 15μL ,混匀 , 37 ℃孵育 4 h。用

翻板法弃去孔内培养液 , 每孔加 DM SO 各

150μL ,振荡 10 m in使 M TT紫色产物充分溶解 ,

用酶标仪测量每孔在 490 nm处的 OD值。以正

常对照组数据为 100% ,取各组 OD平均值 ,按下

式计算缺氧对照组和缺氧给药组的细胞存活率 :

细胞存活率 ( % ) =缺氧对照组或缺氧给药组 OD

平均值 /正常对照组 OD平均值 ×100%。同样实

验分别独立进行 10次 ,计算相应细胞存活率

( % ) ,用 S tuden t2t检验法 ,统计检验两组间细胞

存活率的显著性差异。

113　抗菌活性测试

以 白 色 念 珠 菌 ( C and ida a lb icans )

A TCC10231和金黄色葡萄球菌 ( S taphylococcus
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aureus) A TCC6538为受试菌 ,分别用沙堡琼脂培

养基和胰蛋白胨大豆琼脂培养基 ,采用纸片法进

行抗菌活性测试。白色念珠菌阳性对照采用制霉

菌素 ,金黄色葡萄球菌阳性对照则采用青霉素。

制霉菌素和青霉素分别配成所需浓度的水溶液 ,

受试样品则配成所需浓度的甲醇溶液 ,采用自裁

8 mm滤纸片 ,干热灭菌 ,每片吸附 15μL阳性对

照或样品溶液。将受试菌的菌悬液均匀涂布于平

板培养基上 ,放置吸药滤纸片 ,于 28 ℃培养 1～

2 d,观察有无抑菌圈产生。

114　提取分离

文献 [ 4 ]中对 312 kg南酸枣干燥树皮进行了

乙醇提取和萃取分离 ,曾得到氯仿萃取物 60 g、乙

酸乙酯萃取物 310 g、正丁醇萃取物 300 g和水层

残留物 80 g,其中 ,氯仿萃取物具有细胞毒和细胞

凋亡诱导活性 ,而正丁醇萃取物则具有 G2 /M 期

抑制活性。本文作者进一步筛选了相关萃取物的

抗缺氧活性 ,由于正丁醇萃取物呈现出较强抗缺

氧活性 ,故对其化学成分做进一步地分离。

将正丁醇萃取物 300 g上大孔树脂 AB - 8

柱 (柱床 815 cm ×48 cm ) ,用水 2乙醇 ( 100∶0→

0∶100)洗脱 ,经薄层检测 ,合并得若干色谱组分。

其中 ,水洗脱部分按洗脱顺序合并成 20 g和 38 g

的两个组分。取 38 g的水洗脱组分 ,干法上聚酰

胺柱 (柱床 715 cm ×1815 cm ) ,用不同体积比的

水 2丙酮洗脱 ,经聚酰胺色谱与硅胶薄层色谱检

测 ,合并得到 8个聚酰胺柱色谱组分 : F r11 ( 10 g,

水洗脱 )、Fr12 ( 2 g,水洗脱 )、Fr13 ( 115 g, V水 ∶

V丙酮 = 90∶10洗脱 )、Fr14 (117 g, V水 ∶V丙酮 = 90∶10

洗脱 )、Fr15 ( 2 g, V水 ∶V丙酮 = 90∶10洗脱 )、Fr16

(5 g, V水 ∶V丙酮 = 70∶30洗脱 )、Fr17 ( 5 g, V水 ∶

V丙酮 = 50∶50洗脱 )、Fr18 (5 g,丙酮洗脱 )。

Fr16 (5 g)经再次聚酰胺柱 (柱床 218 cm ×

30 cm )色谱分离 ,乙酸乙酯 2甲醇 (体积比 4∶1)洗

脱 ,得到 Fr1621 ( 112 g)和 Fr1622 ( 311 g)两个组

分。其中 , F r1621 ( 112 g )经 Sephadex L H - 20柱

(柱床 218 cm ×45 cm )色谱分离 ,甲醇 2水 (体积

比 70∶30)洗脱 ,甲醇重结晶精制 ,得到化合物 1

纯品 330 m g。

Fr12 (2 g)用适量水溶解 ,经 Sephadex L H -

20柱 (柱床 218 cm ×27 cm )色谱分离 ,水 2甲醇溶
剂系统梯度洗脱 ,得到 3个组分 Fr1221 ( 350 m g,

V水 ∶V甲醇 = 70∶30洗脱 )、Fr1222 ( 114 g, V水 ∶

V甲醇 = 40∶60洗脱 )和 Fr1223 ( 200 m g,甲醇洗

脱 )。其中 , F r1222 ( 114 g )再经反复 Sephadex

L H - 20柱色谱和聚酰胺柱色谱分离 ,甲醇重结

晶 ,得化合物 2纯品 45 m g。

Fr13 (115 g)经反复聚酰胺柱色谱 (乙酸乙

酯 2甲醇洗脱系统 )分离 ,所得组分经 Sephadex

L H - 20柱色谱 (甲醇 2水洗脱 , V甲醇 ∶V水 = 80∶62 )

纯化 ,甲醇重结晶精制 ,得化合物 3纯品 56 m g。

2　结果

211　结构鉴定

化合物 1:白色针晶 (甲醇 ) , m p 13710～

13910 ℃, [α]
24
D = + 1012°( c = 110,甲醇 )。正离

子 ES I2M S m / z: 291 [M + H ]
+、313 [M + N a ]

+
;

负离子 ES I2M S m / z: 289 [ M - H ]
- 。 1

H 2NM R

(400 M H z, M eO H 2d4 )δ: 4156 ( 1H, d, J = 716 H z,

H 22)、3197 ( 1H, m , H 23)、2183 ( 1H, dd, J = 1610,

512 H z, H e24 )、2149 ( 1H, dd, J = 1610, 810 H z,

H a 24)、5184 ( 1H, d, J = 214 H z, H 26 )、5191 ( 1H,

d, J = 214 H z, H 28 )、6182 ( 1H, d, J = 210 H z, H 2
2′)、6175 (1H, d, J = 810 H z, H 25′)、6170 ( 1H, dd,

J = 810, 210 H z, H 26′)。由 H 22与 H 23之间的偶
合常数 J2, 3 = 716 H z可以判定这两个氢为反式。
13

C 2NM R ( 100 M H z, M eO H 2d4 )δ: 8215 ( C 22 )、

6814 (C 23 )、2812 ( C 24 )、10014 ( C 24a)、15715 ( C 2
5)、9511 ( C 26 )、15712 ( C 27 )、9519 ( C 28 )、15616

(C 28a )、13118 ( C 21′)、11419 ( C 22′)、14519 ( C 2
3′)、14519 ( C 24′)、11517 ( C 25′)、11917 ( C 26′)。
以上数据与文献 [ 7 - 8 ]中 ( + ) 2儿茶素的数据一
致 ,故鉴定化合物 1为 ( + ) 2儿茶素。
化合物 2:白色晶状粉末 (甲醇 ) , m p 16110～

16310 ℃, [α]
24
D = - 2517°( c = 012,甲醇 )。正离

子 ES I2M S m / z: 453 [M + H ]
+、475 [M + N a ]

+
;

负离子 ES I2M S m / z: 451 [ M - H ]
- 。 1

H 2NM R

(400 M H z, M eO H 2d4 )δ: 4158 ( 1H, d, J = 712 H z,

H 22)、3197 ( 1H, m , H 23)、3101 ( 1H, dd, J = 1614,

516 H z, H e24 )、2155 ( 1H, dd, J = 1414, 810 H z,

H a 24)、6101 ( 1H, d, J = 212 H z, H 26 )、6125 ( 1H,

d, J = 212 H z, H 28 )、6181 ( 1H, d, J = 210 H z, H 2
2′)、6175 (1H, d, J = 810 H z, H 25′)、6169 ( 1H, dd,

J = 810, 210 H z, H 26′)、4183 ( 1H, d, J = 716 H z,

H 21″)、3136 ～ 3146 ( 4H, m , H 22″～H 25″)、3171

(1H, dd, J = 1018, 218 H z, H a26″)、3190 ( 1H, d,

J = 1116 H z, H b26″)。由 H 22与 H 23之间的偶合
常数 J2, 3 = 712 H z可以判定这两个氢为反式 ; H 2
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1″与 H 22″之间的偶合常数 J1″, 2″= 716 H z,表明葡

萄糖端基碳为 β构型。 13
C 2NM R ( 100 M H z,

M eO H 2d4 )δ: 8218 (C 22)、6816 (C 23)、2814 (C 24)、

10313 (C 24a)、15719 (C 25)、9810 (C 26)、15616 (C 2
7)、9618 ( C 28 )、15811 ( C 28a )、13210 ( C 21′)、
11511 ( C 22′)、14612 ( C 23′)、14612 ( C 24′)、11610

(C 25′)、11919 (C 26′)、10214 (C 21″)、7418 ( C 22″)、
7811 ( C 23″)、7112 ( C 24″)、7811 ( C 25″)、6214 ( C 2
6″)。与化合物 1相比 ,化合物 2的 C 27位信号向
高场位移 ,而 C 24a、C 26和 C 28位信号则向低场位
移 ,符合 C 27位苷化位移规律 [ 9 ]。以上数据与文

献 [ 10 ]中 ( + ) 2儿茶素 272O 2β2D 2吡喃葡萄糖苷的
数据吻合 ,故鉴定化合物 2为 ( + ) 2儿茶素 272O 2
β2D 2吡喃葡萄糖苷。
化合物 3:白色晶状粉末 (甲醇 ) , m p 15910～

16110 ℃, [α]
24
D = - 4616°( c = 012,甲醇 )。正离

子 ES I2M S m / z: 453 [M + H ]
+、475 [M + N a ]

+
;

负离子 ES I2M S m / z: 451 [ M - H ]
- 。 1

H 2NM R

(400 M H z, M eO H 2d4 )δ: 4162 ( 1H, d, J = 712 H z,

H 22)、3197 ( 1H, m , H 23)、2180 ( 1H, dd, J = 1612,

516 H z, H e24 )、2150 ( 1H, dd, J = 1612, 716 H z,

H a24)、5185 ( 1H, d, J = 212 H z, H 26 )、5192 ( 1H,

d, J = 212 H z, H 28 )、6189 ( 1H, d, J = 210 H z, H 2
2′)、7117 (1H, d, J = 814 H z, H 25′)、6182 ( 1H, dd,

J = 814, 210 H z, H 26′)、4176 ( 1H, d, J = 716 H z,

H 21″)、3138 ～ 3152 ( 4H, m , H 22″～H 25″)、3170

(1H, m , H a26″)、3188 ( 1H, m , H b26″)。由 H 22与

H 23之间的偶合常数 J2, 3 = 712 H z可以判定这两

个氢为反式 ; H 21″与 H 22″之间的偶合常数 J1″, 2″=

716 H z,表明葡萄糖端基碳为β构型。13
C 2NM R

(100 M H z, M eO H 2d4 )δ: 8214 ( C 22)、6818 ( C 23 )、

2814 (C 24 )、10017 ( C 24a)、15716 ( C 25 )、9613 ( C 2
6)、15719 (C 27)、9514 (C 28)、15617 (C 28a)、13613

( C 21′)、11518 ( C 22′)、14615 ( C 23′)、14812 ( C 2
4′)、11814 ( C 25′)、11919 ( C 26′)、10412 ( C 21″)、
7418 ( C 22″)、7716 ( C 23″)、7112 ( C 24″)、7813 ( C 2
5″)、6214 (C 26″)。与化合物 1相比 ,化合物 3的

C 21′和 C 25′信号向低场位移 ,其中 C 21′的位移幅
度尤为显著且符合苷化位移规律。以上数据与文

献 [ 10 ]中 ( + ) 2儿茶素 24′2O 2β2D 2吡喃葡萄糖苷
的数据一致 ,故鉴定化合物 3为 ( + ) 2儿茶素 24′2
O 2β2D 2吡喃葡萄糖苷。
212　生物活性

在 M TT法抗肿瘤活性测试中 ,化合物 1、2对

K562细胞呈一定的抗肿瘤活性 ,在 100μg·mL
- 1

质量浓度下的抑制率分别为 1610%和 2713% ,而

化合物 3在此测试浓度范围内对 K562细胞无抗

肿瘤活性。

在 ECV 304细胞的缺氧损伤保护实验中 ,南

酸枣的乙酸乙酯萃取物、正丁醇萃取物和化合物

1在无细胞毒作用的质量浓度下 ( 50μg·mL
- 1 )

显示出较强的抗缺氧活性 ,结果见表 1;而其余萃

取物样品和化合物 2、3则在测试浓度范围内均未

显示出抗缺氧活性。

Table 1　An ti2hypox ia effects of the sam ples from Choerospond ias ax illa ries on anox ic ECV304 cells

Samp le c / (μg·mL - 1 )
Cell viabilities( �x ±s, n = 10)

Control group Test group
t2Test results

baicalin① 50 2216 ±011 5117 ±117 P < 01001

EtOAc extract 50 2216 ±011 5618 ±014 P < 01001

n2BuOH extract 50 2216 ±011 4616 ±017 P < 01001

( + ) 2catechin 50 2216 ±011 3818 ±012 P < 01001

　　Note:① baicalin was used as positive control

　　在纸片法抗菌活性测试中 ,在测试浓度范围

内没有检测到化合物 1～3对受试白色念珠菌和

金黄色葡萄球菌具有抗菌活性。

3　讨论

本文在文献 [ 4 ]研究的基础上继续筛选相关

萃取部位的抗缺氧活性 ,发现乙酸乙酯萃取物和

正丁醇萃取物还具有显著的抗缺氧活性 ,并从正

丁醇萃取物中分离鉴定了 3个黄烷类化合物 1～

3。抗肿瘤、抗缺氧、抗菌等活性筛选结果表明 ,化

合物 1、2具有一定的抗肿瘤活性 ,化合物 1还具

有较显著的抗缺氧活性。尽管南酸枣提取物的缺

血再灌注损伤保护作用已有文献报道 [ 3 ]
,但相关

活性成分未见报道 ,化合物 1为南酸枣抗缺氧活

性成分的首例报道 ,其抗缺氧活性也属首次报道。

化合物 2和 3为首次从该属植物中分得的已知化

合物。
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J = 118 H z, H 28 )、6143 ( 1H, d, J = 214 H z, H 2
6″)、6119 (1H, d, J = 118 H z, H 26 )、5106 ( 1H,

d, J = 712 H z, H 21Ê′) 。13
C 2NM R ( 150 M H z,

DM SO 2d6 )δ: 18211 ( C 24″)、18118 ( C 24 )、16414

(C 27)、16313 (C 27″)、16311 (C22, 2″)、16115 (C 25)、

16112 ( C25″)、16019 ( C 24Ê)、15714 ( C 29 )、15710

(C29″) 、15315 (C 24′) 、14117 (C 23′)、12815 (C 22Ê,

6Ê)、12516 ( C 26′)、12414 ( C21Ê)、12214 ( C 21′)、
12115 ( C 22′)、11810 ( C 25′)、11611 ( C 23Ê, 5Ê)、

10514 ( C 210″)、10411 ( C 23 )、10319 ( C 23″)、10318

(C 210)、9919 ( C 21″″)、9917 ( C 26″)、9910 ( C 26 )、

9510 (C 28″)、9411 ( C 28 )、7712 ( C 23″″)、7612 ( C 2
5″″)、7312 ( C 22″″)、6916 ( C 24″″)、6017 ( C 26″″)。
将该化合物苷元部分的 1

H 2NM R和 13
C 2NM R谱数

据与文献 [ 1 ]中 ochnaflavone数据比较 ,基本一

致。此外 ,它在碳谱高场区给出一组葡萄糖的碳

信号 ,并且 C 26″、8″和 10″位发生了苷化位移 ,说

明糖连接在 C 27″位上 ,这种连接方式也可通过

HM B C谱进行确认 ,在 HM B C谱 (图 1 )中 ,糖端

基质子δH 5106与δC 16313 (C 27″)存在远程相关。
因此 ,推定化合物 1的结构为 ochnaf lavone 7″2O 2
β2D 2g lucopyranoside,该化合物是未见文献报道的

新化合物。
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　　从化合物 1～3抗肿瘤活性的初步测试结果

看 , ( + ) 2儿茶素 ( 1)与葡萄糖成苷 ( 2和 3 )以及

成苷位置对抗肿瘤活性似乎有直接影响 ,与苷元

1相比 , 72位葡萄糖成苷化合物 2活性更强 ,而 4′2
位葡萄糖成苷化合物 3则没有抗肿瘤活性。从表

1的活性数据看 ,化合物 1的抗缺氧活性并不代

表其母体正丁醇萃取物的全部活性 ,表明母体中

还有其他相关活性成分 ,目前正在进一步研究。

此外 ,化合物 1～3的抗缺氧活性与抗肿瘤活性不

同 ,无论苷元在 72位成苷或是在 4′2位成苷 ,均使

苷化产物 (2、3)完全丧失苷元 1所显示的抗缺氧

活性。

致谢 :南酸枣植物药材由沈阳药科大学孙启

时教授采集鉴定。
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