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[摘要 ] � 目的: 研究红凉伞 A rdisia C renata的化学成分及其抗肿瘤转移活性。方法: 采用硅胶柱色谱、凝胶柱色谱和

HPLC制备色谱方法分离纯化得到单体化合物, 采用有机波谱方法鉴定化合物结构,进一步以 T ransw ell趋化实验方法测定化

合物抗肿瘤转移作用。结果: 从红凉伞乙醇提取物中分离得到 9个化合物, 分别为 5�羟甲基糠醛 ( 1), 乙基���D�吡喃果糖苷

( 2), 丁香酸 ( 3),正丁基���D�呋喃果糖苷 ( 4), 正丁基���D�呋喃果糖苷 ( 5) , 甲基���D�呋喃果糖苷 ( 6), 岩白菜素 ( 7), 百两金

皂苷 B( 8),车叶草酸 ( 9)。抗肿瘤转移实验结果表明化合物 1~ 9均有明确的抗肿瘤转移作用,其中化合物 1, 5和 8的抗肿瘤

转移活性较强, 化合物 5在质量浓度 0� 8 mg� L- 1下对人乳腺癌细胞 M DA�M B�231趋化抑制率达到 93�8%。结论: 化合物

2~ 6和 9均为首次从该植物中分离得到; 化合物 1~ 9均具有明确的抗肿瘤转移作用, 其中化合物 1, 5和 8的抗肿瘤转移活性

较强。
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� � 红凉伞A rd isia crena ta S im s .f hortensis(M igo)为

紫金牛属植物朱砂根 A� crena ta的变种, 又名红八

爪
[ 1]

,是湖北省土家族常用民间草药。研究表

明, 紫金牛属植物具有止咳化痰, 活血化瘀, 消肿

解毒等功效,主要用于肺结核、黄疸型肝炎、慢性

支气管炎及妇女月经不调等疾病的治疗
[ 2�4]
。红

凉伞中含有肽类、香豆素类、酚类、醌类、黄酮类

及三萜皂苷类等多种生物活性成分
[ 5�6 ]

, 其中皂

苷类成分具有显著抗肿瘤、抗 H IV等活性
[ 2, 6]
。

本文对红凉伞进行了初步化学成分研究, 从

中分离得到的 9个化合物, 利用有机波谱技术鉴

定了各化合物的结构, 分别为 5�羟甲基糠醛 ( 1) ,

乙基 ���D �吡喃果糖苷 ( 2) ,丁香酸 ( 3 ) , 正丁基 ���
D �呋喃果糖苷 ( 4 ) , 正丁基 ���D �呋喃果糖苷 ( 5 ) ,

甲基 ���D �呋喃果糖苷 ( 6) , 岩白菜素 ( 7) , 百两金

皂苷 B ( 8) , 车叶草酸 ( 9)。以上化合物 2~ 6和

9为从本植物中首次分离得到。对各化合物进行

了抗肿瘤转移活性筛选表明化合物 1 ~ 9均有明

确的抗肿瘤转移作用, 其中化合物 1, 5和 8的抗

肿瘤转移活性较强, 化合物 5在浓度 0�8 m g�

L
- 1
下对人乳腺癌细胞 M DA�M B�231趋化抑制率

达到 93� 8% 。

1� 材料

核磁共振仪: Bruker AV 400 instrum ent( TM S内

标 ) ;液质联用色谱仪: A lliance 2695, Quattro M icro

TM ESI(W aters); 半制备高效液相色谱仪: 日本分光

公司 ( JASCO ) , PU�2089 (泵 ), R I�2031和 UV�2075

(检测器 ); 制备 HPLC色谱柱: C�18反相柱 YMC�
Pack ODS�A SH�343�5( 20 mm � 250 mm ), GPC (凝

胶渗透色谱柱 ) Shodex, Asah ipak GS�20G ( 20 mm �

500 mm ); 凝胶柱色谱: Toyopearl HW �40C ( Tosoh );

氘代试剂 ( ALDR ICH 公司 ) ; 柱色谱和薄层色谱用

硅胶均系青岛海洋化工厂生产, 所用试剂均系分

析纯。

CO 2细胞培养箱: HF160W ( Therm o公司 ); 全自

动酶标仪: M ode l 680 ( B IO�RAD ); 倒置显微镜:

CKX41( O lympus) ; 超净工作台: SW �C J�2G (苏州净

化设备有限公司 ) ; 低速自动平衡离心机: B600(白

洋离心机厂 ); 蒸汽压力消毒器: YXDGO2(山东新华

医疗器械厂 ) ; H�DMEM培养液: NUL0219 (H yc lone

公司 ); H anks液: 0089n(天津圣东生物科技发展有

限公司 ); 胎牛血清: NUC0153 (H yc lone公司 ); 四甲

基偶氮唑盐 (MTT, Sigm a公司 ) ; 二甲基亚砜 ( DM�
SO, S igm a公司 ) ; BSA (胎牛血清白蛋白, 联星生物

技术有限公司分装 ) ; EGF: CBL417F ( M illipore公

司 ) ; H u P lasm a Fibronectin: NMM 1604793 (M illipore
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公司 )。

人乳腺癌细胞 MDA�M B�231由天津医科大学

肿瘤研究所提供。

红凉伞 A. crenata于 2005年 4月采自湖北省建

始县, 由中南民族大学生命科学院万定荣教授鉴定,

标本 ( D20050108) 存放于天津医科大学药学院。

2� 提取分离
取自然干燥的红凉伞 6�6 kg,粉碎后用 95%乙

醇加热回流提取 3次, 每次 6 h。提取液减压浓缩,

得浸膏 650 g,浸膏加水混悬后,分别用石油醚、醋酸

乙酯、正丁醇萃取, 得石油醚提取物 31�7 g, 醋酸乙

酯提取物 70�8 g,正丁醇提取物 398�8 g。

醋酸乙酯提取物经硅胶柱色谱, 以石油醚�醋酸
乙酯梯度 [石油醚�醋酸乙酯 ( 3�1, 2�1, 1�1, 1�2) ,

醋酸乙酯,含 5%甲醇的醋酸乙酯, 10%甲醇的醋酸

乙酯, 20%甲醇的醋酸乙酯, 甲醇 ]洗脱, 根据 TLC

检测结果合并相同部分, 然后经凝胶 ToyopearlHW �
40柱色谱 (氯仿 �甲醇, 2�1 )分离, 进一步经制备

H PLC色谱和制备薄层色谱纯化得化合物 1( 83�9
m g) , 2( 6�1 m g) , 3( 21�1 m g)。

正丁醇提取物经硅胶柱色谱, 以二氯甲烷�甲醇�
水梯度 [二氯甲烷 �甲醇�水 ( 8�2�0�2, 7�3�0�5, 6�4�
0�8, 5: 5�1)甲醇 ]洗脱,根据 TLC检测结果合并相同

部分,然后经凝胶 ToyopearlHW �40柱色谱 (氯仿�甲
醇, 2�1)分离,进一步经制备 H PLC色谱和制备薄层

色谱纯化得化合物 4( 9�0 m g) , 5( 14�5 mg ), 6( 17�5
m g), 7( 150�9 mg), 8( 168�3 mg ), 9( 11�3 m g)。

3� 结构鉴定

化合物 1� 无色油状物。ES I�M S m /z 127[M +

H ]
+

(分子式 C6H6O 3 )。
1
H�NMR ( CDC l3, 400 MH z)

�: 4�72( 2H, s, �CH2 �O�), 6�52( 1H, d, J = 3�6 H z, H�
3) , 7�22 ( 1H, d, J = 3�6 H z, H�4) , 9�58 ( 1H, s,

�CHO);
13

C�NMR( CDC l3, 100 MH z) �: 152�2( C�2) ,

124�9( C�3), 110�2 ( C�4) , 162�7 ( C�5 ), 178�4 ( C�
6, �CHO ), 56�4 ( C�7, �CH 2 OH )。以上数据与文献

[ 7]报道的 5�羟甲基糠醛基本一致, 鉴定化合物 1

为 5�羟甲基糠醛。
化合物 2� 白色粉末。ESI�M S m /z 209 [M +

H ]
+

(分子式 C8 H16 O6 )。
1
H�NMR ( DM SO�d6, 400

MH z) �: 1�09 ( 3H, ,t J = 7�0 H z, H�2�) , 3�28 ( 1H,

dd, J = 5�5, 10�7 H z, H�1), 3�37 ( 1H, dd, J = 5�4,
10�8 H z, H�1) , 3�45( 2H, q, J = 7�2 H z, H�1�) , 3�53

( 2H, m, H �6), 3�60~ 3�80( 3H, 糖 );
13

C�NMR ( DM�
SO�d6, 100 MH z) �: 63�6( C�1) , 100�7( C�2), 69�4
( C�3), 69�8( C�4) , 69�6( C�5), 62�6( C�6) , 55�6( C�
1�) , 16�0( C�2�)。以上数据与文献 [ 8]报道的乙基 �
��D �吡喃果糖苷基本一致,鉴定化合物 2为乙基 ���
D �吡喃果糖苷。

化合物 3� 白色粉末。 ESI�M S m /z 199 [ M +

H ]
+

(分子式 C9H 10O5 )。
1
H�NMR( CDC l3, 400 MH z)

�: 3�80 ( 6H, s, �OCH3 � 2 ), 7�21 ( 2H, s, H�2, 6 );
13

C�NMR( CDC l3, 100 MH z) �: 145�4 ( C�1) , 152�6
( C�2, 6 ) , 112�0 ( C�3, 5 ) , 125�7 ( C�4 ) , 61�2 ( �
OCH 3 ) , 172�5( �COOH )。以上数据与文献 [ 9]报道

的丁香酸基本一致,鉴定化合物 3为丁香酸。

化合物 4� 白色粉末。 ESI�M S m /z 237 [ M +

H ]
+

(分子式 C10H 20 O6 )。
1
H�NMR ( DM SO�d6, 400

MH z) �: 0�87( 3H, ,t J = 7�6 H z, H�4�) , 1�32 ( 2H,

m, H�3�) , 1�41 ( 2H, m, H�2�) , 3�38 ( 2H, m, H�1�),
3�30~ 3�50( 3H, 糖 ), 3�54( 2H, m, H�6), 3�75 ( 2H,

m, H�1);
13

C�NMR ( DM SO�d6, 100 MH z) �: 61�6( C�
1), 104�4 ( C�2) , 76�8( C�3), 75�8 ( C�4 ), 82�3 ( C�
5), 63�4 ( C�6) , 60�6( C�1�), 32�4 ( C�2�) , 19�3 ( C�
3�) , 14�3( C�4�)。以上数据与文献 [ 10]报道的正丁

基���D �呋喃果糖苷基本一致,鉴定化合物 4为正丁

基���D �呋喃果糖苷。
化合物 5� 白色粉末。 ESI�M S m /z 237 [ M +

H ]
+

(分子式 C10H 20 O6 )。
1
H�NMR ( DM SO�d6, 400

MH z) �: 0�87( 3H, ,t J = 7�3 H z, H�4�) , 1�32 ( 2H,

m, H�3�) , 1�45 ( 2H, m, H�2�) , 3�38 ( 2H, m, H�1�),
3�40~ 3�80( 3H, 糖 ), 3�78( 2H, m, H�6), 3�86 ( 2H,

m, H�1);
13

C�NMR ( DM SO�d6, 100 MH z) �: 60�7( C�
1), 107�6 ( C�2) , 81�8( C�3), 77�1 ( C�4 ), 82�7 ( C�
5), 61�6 ( C�6) , 60�3( C�1�), 32�3 ( C�2�) , 19�3 ( C�
3�) , 14�2( C�4�)。以上数据与文献 [ 11]报道的正丁

基���D �呋喃果糖苷基本一致, 鉴定化合物 5为正丁

基���D �呋喃果糖苷。
化合物 6� 淡黄色油状物。 ESI�M S m /z 195[M

+ H ]
+

(分子式 C7H 14 O6 )。
1
H�NMR ( DM SO�d6, 400

MH z) �: 3�17( 3H, s, OCH3 ), 3�30~ 3�80( 3H,糖 );

3�56( 1H, br d, J= 12�0 H z, 糖 ) , 3�50( 1H, br d, J =

12�0 H z, 糖 );
13

C�NMR ( DM SO�d6, 100 MH z) �:

59�9( C�1) , 107�8 ( C�2 ), 81�2 ( C�3) , 77�4 ( C�4 ),

83�1( C�5) , 61�7( C�6) , 48�5( C�1�)。以上数据与

�882�

第 36卷第 7期

2011年 4月
� � � � � � � � � � � � � � � � � � �

Vo l�36, Issue� 7

A pri,l 2011



文献 [ 12]报道的甲基���D �呋喃果糖苷基本一致,鉴

定化合物 6为甲基���D �呋喃果糖苷。
化合物 7� 白色针晶。ESI�M S m /z 329 [M +

H ]
+

(分子式 C14 H16 O9 )。
1
H�NMR ( DM SO�d6, 400

MH z) �: 3�20( 1H, ddd, J = 5�5, 8�8, 9�1 H z, H�12) ,

3�45( 1H, m, H�16a ), 3�58 ( 1H, ddd, J = 2�0, 7�6,
9�5 H z, H �11) , 3�64( 1H, ddd, J= 5�4, 8�8, 9�0 H z,

H�13) , 3�77( 3H, s, H�15) , 3�85 ( 1H, br d, J = 11�5
H z, H�16b), 4�00 ( 1H, dd, J = 10�3, 9�5 H z, H�14) ,

4�93( 1H, m, HO�C�16) , 4�98( 1H, d, J = 10�5 H z, H�
9) , 5�45( 1H, d, J = 5�6 H z, HO�C�12) , 5�67( 1H, d,

J = 5�4 H z, HO�C�13), 6�99( 1H, s, H�4) , 8�45( 1H,

s, HO�C�7), 9�77( 1H, s, HO�C�5);
13

C�NMR ( DM SO�
d6, 100 MH z) �: 163�8 ( C�2) , 151�4 ( C�3 ), 109�9
( C�4 ), 141�0 ( C�5 ) , 148�5 ( C�6 ), 11614 ( C27 ) ,

11815( C28) , 7215( C29) , 8212( C211) , 7111( C212) ,

7411 ( C213 ), 8012 ( C214 ), 6013 ( C215 ), 6115 ( C2

16)。以上数据与文献 [ 13]报道的岩白菜素基本一

致,鉴定化合物 7为岩白菜素。

化合物 8 白色针晶。ESI2M S m /z 1075[ M +

H ]
+

(分子式 C53H 86 O22 )。
1
H NMR ( DM SO2d6, 400

MH z) D: 0172 ( 3H, s, 252CH3 ), 0181 ( 3H, s, 242

CH 3 ), 0191( 3H, s, 292CH 3 ) , 0195 ( 3H, s, 232CH3 ) ,

1107( 3H, s, 262CH3 ) , 1111 ( 3H, d, J = 612 H z, R2

CH 3 ), 1118 ( 3H, s, 272CH3 ) , 4140 ( 1H, s, G212H ) ,

4142 ( 1H, s, Gc212H ) , 4143 ( 1H, s, A 212H ) , 5110

( 1H, s, R212H ), 9140 ( 1H, s, CHO );
13

C2NMR ( DM 2

SO2d6, 100 MH z) D: 3910 ( C21 ), 2610 ( C22 ), 8812

( C23) , 3912( C24), 5512( C25) , 1717( C26), 3410( C2

7) , 4212 ( C28 ), 5010 ( C29) , 3616( C210) , 1817 ( C2

11) , 3213 ( C212) , 8519 ( C213 ), 4411 ( C214) , 3611

( C215) , 7610 ( C216 ) , 4315 ( C217 ), 5218 ( C218 ) ,

3310 ( C219 ), 4719 ( C220 ), 3010 ( C221 ), 3118 ( C2

22) , 2810 ( C223) , 1615 ( C224 ), 1614 ( C225) , 1814

( C226) , 1915 ( C227 ) , 7711 ( C228 ), 2413 ( C229 ) ,

20813( C230) , 10312( A21) , 7912( A22) , 7012( A23) ,

7413( A24) , 6115( A 25) , 10319 ( G21 ), 7511 ( G22) ,

7618( G23) , 7018 ( G24) , 7619 ( G25 ), 6112 ( G26) ,

10212( Gc21 ), 7615 ( Gc22) , 7811 ( Gc23) , 7110 ( Gc2

4) , 7712( Gc25) , 6112( Gc26) , 10014( R21), 7110( R2

2) , 7310 ( R23 ), 7511 ( R24) , 6815 ( R25) , 1813 ( R2

6)。以上数据与文献 [ 14]报道的百两金皂苷 B基

本一致,鉴定化合物 8为百两金皂苷 B。

化合物 9 白色粉末。 ESI2M S m /z 455 [ M +

Na]
+

(分子式 C18H 24 O12 )。
1
H 2NMR ( DM SO2d6, 400

MH z) D: 2107( 3H, s, A c) , 2151( 1H, ,t J = 117 H z,

H 29), 2184( 1H, ,t J= 611 H z, H 25) , 2199( 1H, ,t J =

813 H z, H 24c) , 3108 ( 1H, ,t J = 818 H z, H 25c) , 3112

( 1H, m, H 22c) , 3117 ( 1H, m, H 23c) , 3142 ( 1H, dd,

J= 516, 1116 H z, H 26c), 3165( 1H, d, J = 1017 H z, H 2

6c) , 4157( 1H, d, J = 718 H z, H 21c) , 4161( 1H, d, J =

718 H z, H 26) , 4170( 1H, d, J = 1419 H z, H 210), 4178

( 1H, d, J = 1513 H z, H 210) , 4194 ( 1H, d, J = 81 8

H z, H 21 ) , 5195 ( 1H, br s, H 27) , 71 51 ( 1H, br s,

H 23 ) ;
13

C2NM R( DM SO2d6, 100 MH z) D: 991 8( C2

1) , 15310( C 23) , 10814 ( C24) , 411 3 ( C25 ) , 731 8

( C 26) , 1321 7 ( C27 ) , 1431 1 ( C 28 ) , 4511 ( C29) ,

6215 ( C 210 ) , 17015 ( 2COOH ), 16815 ( 2CO2) ,

2111( 2CH 3 ) , 9914( C21c) , 7316 ( C22c) , 7716 ( C2

3c) , 7013 ( C 24c) , 7710 ( C 25c) , 6115 ( C 26c)。以

上数据与文献 [ 15]报道的车叶草酸基本一致, 鉴

定化合物 9为车叶草酸。

4 抗肿瘤转移实验

411 MTT 法筛选样品低细胞毒剂量  以 MTT

法
[ 16]
测定各化合物对人乳腺癌细胞的细胞毒性, 以

小于对肿瘤细胞生长抑制率 10% 的剂量为抗肿瘤

转移活性筛选剂量。

细胞毒性结果见表 1。

412 对人乳腺癌细胞趋化转移的抑制作用 原理:

在 T ransw ell小室上腔直接将 8 Lm孔径滤膜安放在

侵袭腔室的上下腔室之间, 肿瘤细胞在趋化因子诱

导下通过变形运动穿过滤膜, 通过衡量与测试药物

共培养的肿瘤细胞和空白组肿瘤细胞趋化穿过滤膜

的细胞数量变化, 来表达测试药物抑制肿瘤细胞的

趋化迁移能力的大小,进而评价测试药物抗肿瘤转

移的活性强弱。

实验步骤:将 MD2M BA2231细胞铺于 6孔板,置

于 37 e , 5% CO 2的孵箱内培养 24 h使其贴壁,然后

加入样品, 37 e , 5% CO2孵箱内共孵育 24 h。孵育

后每孔细胞分别用 0125%的胰酶消化, 用含 10%

FBS的培养液终止消化, 1 300 r# m in
- 1
离心 5 m in,

倒出上清, 加 011% BM 将细胞混匀后再次 1 300

r# m in
- 1
离心 5 m in, 计数,将细胞密度调成 5 @10

5
,

放置在孵箱内备用。
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表 1 化合物 1~ 9对 M DA2M B2231的生长抑制率

No1 质量浓度 /m g# L- 1 抑制率 /%

1 0. 2 2. 79

0. 8 12. 45

2. 0 16. 80

4. 0 5. 65

2 0. 8 4. 05

4. 0 8. 71

20. 0 14. 36

3 0. 8 - 0. 04

4. 0 6. 87

20. 0 6. 99

4 0. 2 - 4. 46

0. 8 - 9. 08

2. 0 - 6. 19

4. 0 6. 28

5 0. 2 - 4. 27

0. 8 4. 58

2. 0 6. 94

4. 0 17. 50

6 0. 2 - 19. 37

0. 8 - 21. 27

2. 0 - 12. 91

4. 0 1. 47

7 0. 8 - 19. 91

4. 0 - 14. 72

20. 0 1. 11

8 0. 2 - 13. 39

0. 8 6. 05

2. 0 6. 02

4. 0 57. 98

9 0. 8 - 13. 35

4. 0 - 2. 58

20. 0 6. 14

于冰上操作配制趋化因子 EGF, 加于趋化小室

的下室,每孔 30 LL,将包被好的膜左上剪角光面朝

下铺于下室上,放好胶垫,固定上室, 将上述细胞悬

液加入上室, 每孔 50 LL,每个样品浓度 3个复孔,

然后置于 CO2孵箱内培养 315 h后,取出下室, 刮去

未趋化的细胞,用三步染色试剂进行固定和染色,染

色后将膜用石蜡油固定,于显微镜下计数。

趋化抑制率 =

( 1-
样品处理细胞在趋化因子作用下的趋化细胞数

正常细胞在趋化因子作用下的趋化细胞数
) @100%

实验结果见表 2。

5 结果与讨论

本文从红凉伞的乙酸乙酯层和正丁醇层提取分

离得到 9个化合物,其中 2~ 6和 9为本属植物中首

次分离得到,测定了各化合物抗肿瘤转移活性,实验

  表 2 化合物 1~ 9的趋化抑制率

No1 质量浓度 /m g# L- 1 抑制率 /%

1 0. 2 59. 4

0. 8 65. 7

2 0. 8 44. 6

4 53. 2

3 0. 8 59. 7

4 64. 1

4 0. 2 48. 7

0. 8 56. 1

5 0. 2 78. 1

0. 8 93. 8

6 0. 2 36. 6

0. 8 39. 6

7 0. 8 54. 3

4 57. 8

8 0. 2 53. 7

0. 8 63. 4

9 0. 8 57. 8

4 63. 0

结果表明:化合物 1~ 9均有明确的抗肿瘤转移作

用,其中化合物 1, 5和 8的抗肿瘤转移活性较强, 化

合物 5在 018 m g# L
- 1
下对人乳腺癌细胞趋化抑制

率达到 9318% ,有价值进一步深入研究。
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Studies on anti2tumor m etastatic constituents from Ardisia Crenata

WANG Xue, TANG Shengan, ZHA IHu iyuan, DUAN H ongquan*

( Schoo l of P armaceutical S ciences, R esearch Center of Basic M edical Sciences, T ianjin M ed ical U niver sity, T ianjin 300070, China )

[ Abstract]  O bjective: T o study the an ti2tum or m etastatic constituents from A rd isia Crenata1 M ethod: Chem ica l constituents

w ere iso lated and purified by repeated co lum n chrom atography( silica ge,l T oyopear lHW 240C and preparativeH PLC )1 The ir structu res

w ere eluc idated on the basis of spec tral data ana lys is1 The anti2tum orm etastasis assayw as applied to eva luate the iso la ted compounds of

the ir activ ities1R esu lt: N ine compounds( 1~ 9) were iso la ted and their structures w ere identified by compar ison o f their spectra l data

w ith litera ture va lues as fo llow s: 52hydroxym ethy l222fura lclehyde( 1), ethy l2B2D 2fructopyranoside( 2), syring ic acid( 3), n2buty l2B2D 2

fruc to fu ranos ide( 4), n2butyl2A2D 2fruc to fu ranos ide( 5), m e thy l2A2D 2fructofurano side( 6), ( + ) 2bergen in( 7) , ard is iacr isp ins B ( 8),

asperuloside ac id( 9) 1 The iso lated compounds( 1~ 9) showed po sitive anti2tum or m etastatic activ ities, and com pounds 1, 5, and 8

show ed sign ificant an ti2tumo rm etastatic activ ities1 A t the concen tration o f 018 mg# L- 1, com pound 5 revea led the va lue of m etastatic

inh ibition ratio on M DA2M B2231 w as 9318% 1 Conc lu sion: Com pounds 2~ 6 and 9 w ere iso lated from th is plant for the first tim e1

compounds 1, 5 and 8 show ed s ignificant anti2tum orm etastatic activ ities1

[ K ey words]  A rd isia; A rdisia crenata; chem ical constituents; anti2tumo rm etastatic activ ity
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