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摘要 目的: 提取斑蝥素,合成斑蝥素羧基衍生物,探究合成反应最佳条件及产率并比较二者的胃毒毒力的强弱。方法: 有机

溶剂萃取方法提取斑蝥素,在单因素不同的体系中与 B-丙氨酸进行缩合反应, 且用 GC、TLC、UV、M S、NMR等对提取物及反

应产物进行鉴定, 并通过改良寇氏法测定二者的 LD 50以比较其毒性。结果:提取的斑蝥素纯度达 981 53% , 缩合产物为 N -羧

乙基斑蝥酰亚胺。最佳反应条件: n (斑蝥素 ) /n( B-丙氨酸 ) = 1 /11 2;媒介溶剂与催化剂均为 E t3N, 最佳用量为 1 m o l的斑蝥

素需 72 mL的 E t
3
N, 125~ 150 e 下脱水反应 4~ 5 h, 产率可达 74140%。衍生物对小鼠的胃毒力仅为斑蝥素毒性的 1 /400。结

论: 可以利用药用斑蝥虫体提取高纯度斑蝥素, 并用以合成低毒性的斑蝥素羧基衍生物, 且在最佳条件下有较高产率。
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Extraction of cantharidin and synthesis ofN - carboxyethylcantharidim ide
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Abstract Objec tives: To ex tract the cantharidin and synthesize its carboxy l derivative, optim ize the reaction cond-i

t ion and determ ine the derivative y ield under this condition, and compare the stom ach tox icity betw een cantharid in

and its derivative. Methods: Extract the cantharid in by organic reagen,t then, use it to condensew ith B- A la in di-f

ferent systems w ith a single factor changed; identify the can tharid in and its derivative w ith GC, TLC, UV, M S and

NMR; compare the tox ic ity by determ in ing the two chem icals. LD 50 in m ice w ithmodified Kabermethod. Results:

The purity o f the ex tracted cantharid in reached 98153%, the product o f the condensation w asN - carboxyethy lca-
n tharid im ide, the y ield reached 7414% in the optim ized cond ition w ith the ratio o f cantharidin to B- A la w as 1B
112 and w ith theE t3N as intermed iary agent and catalyzer that 1mo l cantharidin needed 72 mL E t3N to cata lyze in

125- 150 e for 4- 5 h; the stomach tox icity of the derivat ivew as on ly 1 /400 of that o f cantharid in. Conc lusions:

It is feasible to extract the h igh purity cantharidin from polypide powder o f cantharis. The synthesized carboxyl de-

rivative show ed w ithmuch low er tox ic ity, and, the y ield can arrive as high as 7414% in opt im ized condition.

Key words: cantharid in; N - carboxyethy lcantharidim ide; NMR; condensat ion reaction; y ie ld; LD50

斑蝥是鞘翅目 ( Coleoptera )芫菁科 (M e loidae)

斑芫菁属 (M y labr is)的药用昆虫, 具有消肿破瘀、解

毒、消炎、抗癌、通经、杀虫等功效
[ 1]
, 其有效成分为

斑蝥素 ( cantharid in) ,为剧毒萜类物质, 其化学结构

如图 1- A所示。自从人工合成斑蝥素以来, 国内

外学者对斑蝥素分子结构骨架进行修饰, 合成了大

量的重要斑蝥素衍生物, 并提出了合成目标模

型
[ 2]
,如图 1- B所示。

本研究从斑蝥体内提取高纯度 (纯度 > 98% )

的斑蝥素入手,依据上述模型,用 B-丙氨酸直接对

天然斑蝥素进行修饰,缩合生成斑蝥素羧基衍生物

N -羧乙基斑蝥酰亚胺 (N - carboxyethy lcan tharid im-

ide) ,如图 2。并对其反应条件及产物的胃毒性进行

了初步的探讨。

1 实验材料

111 主要实验材料及试剂 斑蝥成虫 (本实验室

自养南方眼斑芫菁 ) ; KM小白鼠 ( 18~ 22 g, SPF级,

重庆腾鑫生物技术有限公司 ) ;斑蝥素对照品 (中国
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药品生物制品检定所 ) ;溴甲酚绿 ( IND, 上海试一化

学试剂有限公司 ); B-丙氨酸 ( BR级, 国药集团 ) ;

硅胶板 ( G型, 青岛海洋化工厂分厂 ); 其他试剂均

为国产分析纯。

112 主要仪器 Varian CP- 3800气相色谱仪 (美

国 ) ; UV - 2450紫外 -可见分光光度计 (日本 ) ; A g-

ilent GC - M S 6890 /5973质谱仪 (美国 ); B ruker

A vance 500核磁共振仪 (瑞士 ) ; WRS- 1B数字熔点

仪 (上海精密科学仪器有限公司 )。

2 实验方法

211 斑蝥素的提取 斑蝥素的提取参照 Prestw ich

CD等方法
[ 3~ 5]
并加以改进。具体方法:斑蝥成虫粉

20 g,用氯仿 - 浓盐酸 -无水乙醇 ( 1B1B1) 150 mL

于 60~ 65 e 下搅拌浸提 12 h后抽滤, 取滤液浓缩

近干, 再用水 -氯仿 ( 1B1) 30 mL搅拌浸泡, 待静置

分层后取下层有机相,浓缩近干,再用无水乙醇 -石

油醚 ( 1B1, 0~ 4 e ) 20 mL多次洗涤, 最后用丙酮重

结晶, 得白色纯结晶 ( 85 mg, 产率 01425% ): mp

21514~ 21519 e ,与理论值 [ 6]
相符。

212 斑蝥素的鉴定
21211 硅胶板薄层层析 [ 7]  展开剂: 氯仿 -无水乙

醇 ( 6B 4); 显色剂: 011%溴甲酚绿乙醇溶液;点样浓
度: 3 mg# mL- 1;点样溶剂:氯仿;点样量: 615 LL。

21212 气相色谱鉴定
柱系统: 115% OV- 17( 2mm @ 2m ), 载气 N 2;

分离条件:进样 2 LL,柱温 60 e 等温 015 m in, 30 e

# m in- 1升至 180 e 等温 1 m in; 检测器: F ID, 240

e ; 溶剂: 氯仿;斑蝥素的出峰时间为 416 m in。
斑蝥素标准曲线制定: 依次配制浓度为 0,

011375, 01275, 0155, 111, 212mg# mL- 1的斑蝥素对
照品氯仿溶液,分别进行气相色谱检测,根据斑蝥素

的峰高 Y与其浓度 X的关系制定出标准曲线:

Y= 21897X
根据斑蝥素对照品的出峰时间, 将提取物 GC

图谱中 416 m in处的峰高与标准曲线对比, 计算出
该待测液中斑蝥素的浓度 C (mg# mL- 1 ) ,并计算待

测液中斑蝥素的纯度 X = C @ V /M @ 100% ( V: 待测

液的体积, mL; M : 配制待测液所耗粗提物的质量,

mg)。

21213 质谱鉴定 柱系统: HP - 5M S, 载气 N 2; 分

离条件: 溶剂为氯仿, 进样 015 LL, 柱温 60 e 等温

015 m in, 30 e # m in
- 1
升至 180 e 等温 5 m in, 进样

口温度 230 e ; 接头温度 280 e ,分流比为 50B1, 溶

剂延迟时间为 3 m in;离子化方式为 E I 70 eV, 离子

源温度为 230 e ,扫描范围 m /z 30~ 250。

213 斑蝥素与 B-丙氨酸的缩合反应 鉴于目前

尚无斑蝥素与 B-丙氨酸缩合反应的相关文献, 本

反应参考罗顺中、Adam M cC luskey、Stanton HLK

等
[ 8~ 10]

关于其他斑蝥素衍生物的合成方法,并结合

兰云军
[ 11]
对于马来酰亚胺的合成参数,通过单因素

优化得该缩合反应最佳方法为: 斑蝥素结晶 7016
mg( 0136mmo l)、B- 丙氨酸 3716 mg ( 01422 mmol)
以及 20mL的冰醋酸于 35~ 40 e 中混合水浴 5 h

后, 蒸去冰醋酸, 加 E t3N 15 mL, 于密闭容器中 135

~ 140 e 回流反应 4 h后,蒸去 E t3N,调 pH至 1~ 2,

随后用 50mL乙酸乙酯萃取 3次,取黄绿色水相,浓

缩近干,最后依次用甲醇、乙酸乙酯、水和二氯甲烷

重结晶,得精制白色粉末 ( 8015 mg, 产率 7414% ):

mp 24217~ 24510 e 。

214 缩合产物的鉴定
21411 溶解性试验 分别用水、甲醇、乙醇、氯仿以

及二氯甲烷等作为溶剂,测定缩合产物、斑蝥素以及

B-丙氨酸的溶解性试验。

21412 硅胶板薄层层析 同 / 212110项下所述方
法。

21413 紫外波谱鉴定 用水作为溶剂,对 B-丙氨

酸和缩合产物作紫外全波长扫描, 得出缩合产物与
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B-丙氨酸的紫外吸收图谱。

21414 质谱鉴定  同 / 212130项下所述方法。
21415 核磁共振鉴定 用 B ruker Avance 500 NMR

核磁共振仪测缩合产物的氢谱及碳谱 ( D 2O为溶

剂, 500MH z, 常温 ) ,确定缩合产物结构。

215 斑蝥素与 N -羧乙基斑蝥酰亚胺胃毒毒力比

较

按改良寇氏法
[ 12]
, 将 60只小白鼠分成 A、B

组,每组 30只, 雌雄各半。每组再平均分为 5个浓

度处理, 以灌胃 ( ig)方式对 2组的小鼠分别灌按等

比浓度稀释的斑蝥素及 N -羧乙基斑蝥酰亚胺, 10

d内观察小鼠死亡情况,计算致死中量 ( LD50 ), 并比

较斑蝥素与 N -羧乙基斑蝥酰亚胺的毒性。

3 结果与分析

311 斑蝥提取物的鉴定
31111 硅胶板薄层层析  图 3所示, 斑蝥提取物

( 1)与斑蝥素对照品 ( 2)斑点颜色相同, 且迁移率一

致 ( Rf= 0182), 表明二者是同一物质; 层析板中无
杂点及拖尾现象,表明提取的斑蝥素纯度较高。

图 3 3种化学物质的 TLC

Fig 3 The TLC of th e three chem ical sub stances

1.斑蝥提取物 ( extract ion of po lyp ide)  2. 斑蝥素对照品 ( can th aridin

referen ce substance)  3.缩合产物 ( condensation product)

31112 气相色谱  斑蝥提取物 30 mg加入氯仿 10

mL所配制的溶液经 GC检测,在 416 m in处有斑蝥
素特征峰,峰高为 81563 V,根据标准曲线方程 Y=

21897X,可得该提取物中斑蝥素浓度为 21956 mg#
mL

- 1
。则提取物的纯度为 X = C @ V /M @ 100% =

21956 @ 10 /30 @ 100% = 98153%。

31113 质谱鉴定  斑蝥提取物经质谱扫描, 得质谱
特征峰如下: m /z 128 ( 10000 ) , 109 ( 1200 ) , 96

( 7600) , 70( 2800), 41( 1700), 与文献
[ 13]
及 N IST库

中斑蝥素标准图谱相符。

312 缩合产物的鉴定
31211 溶解性 B-丙氨酸、斑蝥素以及缩合产物

的溶解性差异如表 1所示, 缩合产物的溶解性明显

不同于 B-丙氨酸和斑蝥素, 其在所用的 5种溶剂

中都有一定溶解度,说明反应物 B-丙氨酸和斑蝥

素确实发生了化学反应, 有新的物质生成。由于在

斑蝥素结构中引入了亲水性的自由羧基,使得新物

质的溶解谱大大增加。

表 1 斑蝥素、B-丙氨酸以及缩合产物的溶解性

Tab 1 The solub ilities of canthar id in, B- A la

and condensation product

化合物 ( compound) H 2O CH 3OH CH 3CH 2OH CHCl3 CH 2Cl2

缩合产物 ( condensa tion produc t) + + ++ + + + +

斑蝥素 ( cantharidin) - - - ++ + +

B-丙氨酸 (B- A la) + + - - - -

注 ( no te) : + +极易溶解 ( easily disso lub le) , + 可溶 ( disso lub le) , - 难溶 ( un-

d isso luble)

31212 硅胶板薄层层析  实验显示缩合产物的迁
移率 ( R f= 0141)明显低于斑蝥素, 且该缩合产物的
层析带干净无杂斑, 表明缩合产物的纯度较高 (见

图 3)。从其结构来说,缩合产物比斑蝥素的结构多

了 1个自由的羧基, 极性增大,理论上在层析板的迁

移率会降低。实验符合预期设想。

31213 紫外波谱  B- 丙氨酸: Km ax 214 nm (水溶

剂 ) ;缩合产物 (产物 ) : Km ax 24515 nm (水溶剂 ), 即 B

-丙氨酸在引入斑蝥酰基后吸收波发生了明显的红

移。

31214 质谱数据 m /z: 250( 800) [M - OH ]
+
, 235

( 600), 206( 1000), 192( 1000) , 128( 9000) , 96( 7000),

84( 4000) [ C3H 2NO2 ]
-
, 60( 10000) [ C2H4O2 ]

+ #
, 57

( 3000 ) , 53 ( 3000 ) , 45 ( 5000 ), 44 ( 2000 ), 41

( 1500)。

31215 核磁共振  缩合产物 13
C- NMR D: 81449

( q, C - 8, 9) , 111579 ( ,t C - 5, 6) , 231286 ( ,t C -
2. ), 351910( ,t C- 1. ) , 461787( d, C - a, b), 541245
( s, C - 4, 7), 1631782( s, C - 1, 3) , 1831959( s, C -
3. ); 1H - NMR D: 12121( 1H, s, H - 3. ) , 3172( 2H,
,t H2 - 1. ) , 2194( 2H, dd, H - 4, 7) , 2159( 2H, ,t H 2

- 2. ), 1181( 2H, m, HA - 5, 6), 1157( 2H, m, HB -

5, 6) , 1141( 6H, s, H3 - 8, 9)。
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313 缩合产物产率的主要影响因素的优化
缩合反应是动态反应体系, 其生成物产率受反

应物比例、反应温度及时间、溶剂种类及催化剂等因

素影响。由于 E t3N是此类缩合反应的常用催化

剂
[ 9~ 11]

,故对影响该反应产率的单因素分析实验中

均以 E t3N作催化剂。

31311 反应物的比例对产率的影响 斑蝥素参与

反应的化学基团为酸酐部分,与马来酸酐相似,故难

以自聚,反应时无需添加阻聚剂
[ 11]
。因此, 从原料

上影响产率的因素是 2种反应物的比例。如图 4,

当斑蝥素与 B-丙氨酸的摩尔比为 110B112时, 产
率最高。

图 4 反应物的比例对产率的影响

Fig 4 The effects of the rat io of reagents on y ield

31312 不同媒介溶剂对产率的影响 该合成反应

中有水的生成, 故要求反应溶剂中不能含有水分。

本实验选择了 3种能与水产生共沸的 E t3N、甲苯以

及冰醋酸等做为反应媒介, 用 E t3N进行催化反应,

结果表明媒介溶剂用 E t3N最好 (图 5)。

图 5 溶剂种类对产率的影响

Fig 5 The effects of solvents on yield

31313 脱水闭环反应的反应温度以及时间对产率

的影响 如图 6所示, 本研究在不同的温度范围及

反应时间进行对比实验 (溶剂及催化剂均为 E t3N,

其他条件相同 )。由图可知最佳的反应温度为 125

~ 150 e ,反应时间 4~ 5 h为宜。

图 6 反应温度及反应时间对产率的影响

F ig 6 The ef fects of react ion tem peratu re or t im e on yield

31314 催化剂 E t3N用量对产率的影响  为了能考

察催化剂的量对产率的影响, 采用甲苯作为媒介溶

剂, 以不同量的催化剂在 125~ 150 e 下反应 5 h,由

图 7可知,催化剂最佳的用量为: 1 mmo l的斑蝥素

需 72 mL的 E t3N作为催化剂。

图 7 催化剂 Et3N用量对产率的影响

F ig 7 The ef fect of Et3Ncs dose on yield

314 斑蝥素与 N -羧乙基斑蝥酰亚胺胃毒毒力比

较 表 2、表 3为 2组小鼠的药胃毒性试验结果。

按改良寇氏法计算得出: 提取的斑蝥素的致死中

量 LD 50 = 41190 mg# kg
- 1
(置信区间 31680 mg#

kg
- 1 [ LD50 [ 41472 mg# kg

- 1
, a = 0105 ); N - 羧

乙基斑蝥酰亚胺的致死中量 LD50 = 16771416 mg

# kg
- 1
(置信区间 15541098 mg# kg

- 1
[ LD50 [

18101519 mg# kg
- 1
, a = 0105)。由此可见, 斑蝥

素与 B-丙氨酸缩合后形成的 N -羧乙基斑蝥酰

亚胺对哺乳动物小鼠的胃毒明显降低, 毒性仅为

斑蝥素的 1 /400。
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表 2 斑蝥素对小鼠的 LD50测定结果

Tab 2 The results form easuring LD50 of cantharid in

adm in istered orally in Kunm ingm ice

A组

( group A )

剂量

( dose)

/mg# kg- 1

小鼠只数

( m ice)

死亡小鼠数

( m ice died)

死亡率

( mo rta lity) /%
lg d

A 1 31425 6 2 331333 01535

A 2 41110 6 3 501660 01614

A 3 41863 6 4 661667 01687

A 4 51822 6 4 661667 01765

A 5 61986 6 5 831333 01844

表 3 N -羧乙基斑蝥酰亚胺对小鼠的 LD50测定结果

Tab 3 The resu lts for m easur ing LD50 of

N - carboxyethylcan thar id im ide adm in istered

orally in Kunm ing m ice

B组

( g roup B)

剂量

( dose)

/mg# kg- 1

小鼠只数

( m ice)

死亡小鼠数

( m ic e died)

死亡率

( mortality) /%
lgd

B1 13521 740 6 1 161667 31131

B2 15211 920 6 2 331333 31182

B3 17211 330 6 4 661667 31236

B4 19251 680 6 4 661667 31285

B5 21651 790 6 5 831333 31336

4 讨论

斑蝥素及其相关衍生物是一类抗癌药物, 能有

效治疗多种癌症
[ 14~ 16]

, 也能用于治疗疼痛综合

症
[ 17]
。但由于斑蝥野生资源的限制, 以及天然斑蝥

素的高毒性
[ 18 ]
,使得斑蝥素的利用开发受到很大影

响。

本研究的意义在于直接引入了 B-丙氨酸对斑

蝥素进行结构修饰, 得到了含有自由羧基的斑蝥素

衍生物,以期能借此自由羧基对斑蝥素进行靶向定

位或与其他的抗癌药物链接成新的抗癌药物, 而且

也可以借此来制备具有免疫活性的完全抗原及斑蝥

素特异性抗体,并构建斑蝥素酶联免疫检测体系,从

而为斑蝥素生物合成及代谢途径的深入研究提供有

效工具。

斑蝥素的提取研究中, 多采用酸法提取
[ 8~ 10 ]

,

本研究在此基础上, 依据斑蝥素与斑蝥虫粉内水溶

性及脂溶性杂质的溶解性不同, 在浸提过程中 2次

采用两相混合液,从源头上大大降低了杂质的含量。

斑蝥素化学结构上的活性基团并不多, 依据有

关各种斑蝥素衍生物对磷酸酶 PP2A活性抑制差异

的研究
[ 19, 20 ]

可知,斑蝥素结构中维持其抗癌生物活

性的是氧桥基团, 对斑蝥素酸酐部分的结构修饰并

不明显影响其生物活性。因此本研究选取酸酐部分

作为结构修饰位点。

有机合成反应是一个动态平衡体系, 本研究从

反应温度、反应时间、媒介体系及催化剂用量上进行

了分析,可以看出斑蝥素与 B-丙氨酸的合成反应

条件并不苛刻,适合化工上的应用。反应产物 N -

羧乙基斑蝥酰亚胺虽然只经过重结晶纯化, 但硅胶

板薄层层析结果表明已达到较高纯度,且该产物的

核磁共振图谱中杂峰非常弱,无干扰现象,也表明产

物重结晶纯化后达到了较高的纯度, 符合核磁共振

技术对物质的纯度要求
[ 21 ]
。

斑蝥素的胃毒毒力测定实验中, 斑蝥素的 LD50

为 41190 mg # kg
- 1
, 与文献报道的 1186 mg #

kg
- 1[ 22]

不一致, 其主要原因是由于给药方式不一

致, 文献是用腹腔注射方式。在同等对比处理下,本

实验结论 N -羧乙基斑蝥酰亚胺的胃毒毒性比斑蝥

素低得多是可信的。但是, 毒性降低的机制是因其

在胃里的吸收变差还是由于其自身毒力的改变? 这

有待于对其药物动力学做进一步研究,且羧乙基斑

蝥酰亚胺是否具有抗癌活性也有待进一步研究。
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欧洲药品质量管理局局长访问中检所

  受中国药品生物制品检定所所长李云龙的委托, 2008年 12月 4日下午中国药品生物制品检定所

常务副所长金少鸿和副所长王军志会见了欧洲药品质量管理局局长 Susanne Ke ite l女士。

常务副所长金少鸿向外宾简要介绍了中检所的职能和组织机构等整体情况。 Susanne Ke ite l局长

对我所的热情接待表示感谢。双方就今后可能开展的合作领域进行了交流。

Susanne K eitel局长还参观了我所的实验室和中药标本馆。

(中国药品生物制品检定所药检处、外事处供稿 )
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