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朝鲜淫羊藿中的木脂素类化合物及其对大鼠骨肉瘤细胞

UMRl06增殖及分化的影响

江 芳1，王新峦1，王乃利1’弘，姚新生1

(1．沈阳药科大学中药学院，辽宁沈阳 110016；2．深圳市创新中药及天然药物研究重点实验室，广东深圳 518057)

摘要：目的研究朝鲜淫羊藿Epimedium koreanum中具有抗骨质疏松活性的成分，考察化合物对大鼠骨肉瘤细

胞UMRl06的增殖和分化的影响。方法 以大鼠骨肉瘤细胞UMRl06的增殖作为活性追踪指标，运用各种现代分

离手段对朝鲜淫羊藿的水提取物进行活性成分的追踪分离，用光谱学方法对得到的化合物进行结构鉴定，同时检

测化合物的活性。结果分离得到5个木脂素类化合物，分别鉴定为：9'-(a一吡喃鼠李糖基)一3，5'-二甲氧基一37：7，47：

8一二环氧新木脂素一4，9一二醇(I)、柏木苷A(I)、(+)一环合橄榄树脂素(II)、(+)一南烛木树脂酚(IV)、(+)一异落

叶松树脂醇(V)。检测了化合物J～V对UMRl06细胞增殖和分化的影响。结论化合物I为新化合物，命名为柏

木苷C；化合物I、Ⅳ、V均为首次从该属植物中分离得到。化合物I～V对UMRl06细胞的增殖及碱性磷酸酶的活

性都呈现一定程度的促进作用，化合物1只促进细胞的增殖。
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Effect of lignans isolated from Epimedium koreanum on proliferation

and differentiation of osteoblasts—like UMRl06 cells
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Abstract：Objective To study the anti08teoporotic constituents from Epimedium koreanum and the

effects of isolated compounds on proliferation and differentiation of the osteoblasts—like UMRl 06 cells．

Methods Guided by the bioactivity on osteoblasts—like UMRl06 cells，the constituents in water extract of

E．koreanum were separated with chromatographic methods．The structures of the isolated compounds

were identified by spectral analyses，while their effects on the proliferation and alkaline phosphatase

(ALP)activities of UMR 1 06 cells were observed．Results Five lignans were obtained，they are 9'-(a—

rhamnopyranosyl)一3，51_dimethoxy一37：7，47：8一diepoxyneolignan一4，9一diol(I)，cupressoside A(I)，

(+)-cycloolivil(11)，(+)-lyoniresinol(Ⅳ)，and(+)-isolariciresinol(V)．The effects of compound

I—V on proliferation and ALP activities were determined．Conclusion Compound I iS a new

compound，named cupressoside C；1，Ⅳ，and V were isolated from E．koreanum for the first time．

Compound l—V show stimulating effects on both proliferation and ALP activites of UMRl06 eell．while

compound I could only stimulate the proliferation．
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朝鲜淫羊藿以小蘖科淫羊藿属植物Epimedium

koreanum Nakai的茎叶‘11人药，具有补肾阳、强筋

骨、祛风湿的功效‘¨，主要分布于吉林省东部和辽宁

省东部。淫羊藿作为一味常用的补肾中药嘲，用于治
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疗包括骨质疏松‘31在内的多种疾病。药理研究表明

淫羊藿的抗骨质疏松作用主要是通过刺激成骨细胞

增殖，直接抑制破骨细胞‘妇实现的。朝鲜淫羊藿以黄

酮类嘲化合物为主要成分，此外还含有色酮类[6]、酚

苷类m 7。、苯乙醇苷‘引、木脂素‘¨、萜类[10]等非黄酮类

成分。其中，郑训海‘9]首次从该植物中分离得到了一

个木脂素类成分。笔者从朝鲜淫羊藿水提取物中分

离得到5个木脂素类化合物，运用现代波谱技术鉴

定其结构，分别为97一(a一毗喃鼠李糖基)一3，57一二甲

氧基一37：7，47：8一二环氧新木脂素一4，9一二醇(I)、柏

木苷A(i)、(+)一环合橄榄树脂素(I)、(+)一南烛

木树脂酚(N)、(+)一异落叶松树脂醇(V)，化合物

I为新化合物，命名为柏木苷C，并检测了这类成分

对大鼠骨肉瘤细胞UMRl06增殖及分化的影响。

1仪器、试剂与材料

瑞士Bruker Esquire 2000质谱仪；瑞士Bruker

Avance--400超导核磁共振仪；日本岛津气相一质谱

联用仪；日本岛津UV2401PC紫外光谱仪；日本岛津

FTIR8900红外光谱仪；JASCOP一1020旋光仪，日

本YANACO熔点测定仪(温度未校正)；日本岛津分

析型、制备型高效液相仪；美国Spectra Max 340PC

酶标仪；柱色谱硅胶(100～140目，200～300目)、薄

层色谱硅胶H、GF一254均为青岛海洋化工厂生产；反

相ODS填料为Merck公司生产；甲醇(色谱纯)为天

津科密欧试剂有限公司产品；甲醇(分析纯)为天津百

世试剂化工有限公司产品；氯仿为天津永大化学试剂

开发中心产品；水是双重蒸馏水。朝鲜淫羊藿采自辽

宁新宾，由沈阳药科大学孙启时教授鉴定。

大鼠骨肉瘤UMRl06细胞购自American Type

Culture Collation，序号 CRL一1661；DMEM

(Dulbecc07 S Modified Eagle‘S Medium)培养基及

FBS(Fetal Bovine Serum，胎牛血清)购自Hyclone

公司；0．25％胰酶一5．3 mmol／L EDTA(10X)购自

Gibeobrl公司；96孔板和细胞培养皿(100 mm×20

ram)购自Flacon公司；MTS购自Promega公司；

PMS购自Sigma公司；p-NPP(对硝基苯磷酸二钠)

为Amresco公司产品，考马斯亮蓝检测试剂为Bio—

Rad公司产品。

2提取和分离

朝鲜淫羊藿水提取物(550 g)分为两份，分别用

水溶解至1 000 mL，聚酰胺树脂柱色谱以水、20％

乙醇、50％乙醇、95％乙醇洗脱。20％乙醇洗脱部分

(144 g)采用硅胶柱色谱分离，以氯仿一甲醇梯度洗

脱，得到15个流份。活性部分经ODS柱色谱分离，制

备型HPLC分离后得到化合物I～V。

3糖的酸水解

取化合物I 5 mg，加入2 mol／L盐酸5 mL，于

90℃条件下反应2 h，放冷后用等体积的醋酸乙酯

萃取两次，合并萃取液即得到苷元部分。水层减压蒸

干后，加入2 mg盐酸羟胺和1 mL吡啶，于90℃条

件下反应0．5 h，生成糖肟；再加入0．5 mL醋酸酐，

于90℃条件下反应1 h，放冷后用气相一质谱联用仪

进行分析，并与标准糖的糖腈乙酸酯衍生物进行

对照‘1¨。

4细胞活性实验

4．1 UMRl06细胞增殖实验：细胞以7．5×10‘／mL

的密度接种于96孔板，以5％FBS／DMEM(100 vL／

孔)培养液培养48 h后将板内培养基甩出，加入用

1％FBS／DMEM配制稀释的药物(100弘L／孔)培养

48 h，去除培养基，每孔加人60肛L检测溶液(5．5

mL PBs／板，1．1 mL MTS／板，55弘L PMS／板)于

37℃下反应45 min～1 h，于490 nm测定吸光度

(A)值。

4．2 UMRl06细胞碱性磷酸酶(ALP)活性实验：细

胞以7．5×104／mL的密度接种于96孔板，以5％

FBS／DMEM(100 pL／孔)培养液培养48 h后将板内

培养基甩出，加入用1％FBS／DMEM配制稀释的药

物(100,L／孔)培养48 h，相同化合物做两块96孔

板。去除培养基，用PBS洗1～2次，去除板内液体，加

入细胞裂解液(20 pL／孔)，一块板放入一80℃冰箱

反应30 min后取出，于室温下反复冻溶3次，加入

ALP反应液(100,uL／孔)，在37℃条件下避光反应

30 min，于405 nm测定A值；另一块板加入细胞裂解

液(20 vL／孔)后，转移2 pL裂解液于空白板中，加入

考马斯亮蓝蛋白反应液(200弘L／孔)以测定蛋白。

5结构鉴定

化合物I：淡黄色固体，[a]笞～一8．9。(c 1．0，

CH30H)，UV磋≯(nm)：345．8，303．8，280．4；

IR般(cm叫)：3 566，1 600，1 558，l 434，1 271；

FeCl3反应呈阳性。HRESI—MS给出m／z：545．200 2

FM+Na]+，ESI—MS(positive and negative)分别给

出m／z 545．1[M+Na]+，m／z 521．0[M—H]一，推

出化合物的相对分子质量为522，结合1H—NMR和

13C—NMR确定化合物的分子式为C：。H。。Ou，计算其

不饱和度为10。1H—NMR(DMS0一d6，400 MHz)显示

有34个氢信号，结合HMQC谱，确认其低场区有5

个芳香氢信号：艿6．97(IH，d，，=1．6 Hz)，6．83

(1H，dd，，=1．6，8．0 Hz)，6．78(IH，d，，=8．0
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Hz)，6．43(1H，d，J=1．6 Hz)，6．35(1H，d，J=1．6

Hz)；在偏高场有7个次甲基氢信号：艿4．85(1H，d，

L厂一7．8 Hz)。4．51(1H，d，t厂一8．5 Hz)，4．03(1H，

m)，3．61(1H，s)，3．43(2H，m)，3．17(1H，m)；两组

亚甲基信号p 3．54(1H，m)，3．31(1H，m)]，[3．54

(1H，m)，3．31(1H，m)]和两组甲氧基氢信号3．76

(6H，s)；高场区有两组亚甲基氢信号：艿2．51(2H，

m)，1．78(2H，m)，和一组甲基信号1．11(3H，d，，=

6．0 Hz)。13C—NMR(DMSO—d6，100 MHz)共显示26

个碳信号，结合DEPT图谱，确认低场区有7个SP2

杂化的季碳信号；艿148．3，147．5，146．9，143．8，

133．4，131．0，127．8和5个SP2杂化的叔碳信号：艿

120．4，115．3，111．7，108．8，104．8；偏高场区有7个

次甲基碳信号：艿100．0，77．7，75．6，72．0，70．8，

70．6，68．4；2个亚甲基碳信号：d 65．8，60．1，2个甲

氧基碳信号：艿55．7，55．5；低场区有2个亚甲基碳信

号：艿31．5，30．8；1个甲基碳信号：8 17．8。分析以上

碳氢信号，结合分子式及不饱和度，结构中去掉一个

六碳糖和2个甲氧基后，还剩18个碳信号，其中12

个SP2杂化的碳信号提示为2个苯环，6个饱和碳信

号为两个羟丙基片段，综合以上1H—NMR、13C—NMR

数据可推断此化合物是两个苯丙素单元聚合而成的

单倍体木脂素糖苷。1H—NMR中艿6．97(1H，d，，=

1．6 Hz)，6．83(1H，dd，，=1．6，8．0 Hz)，6．78(1H，

d，‘厂=8．0 Hz)，说明结构中的一个苯环为1，3，4位

取代，具有ABX偶合系统；艿6．43(IH，d，，一1．6

Hz)，6．35(1H，d，J=1．6 Hz)提示为另一个苯环的

两个间位氢，推断该苯环可能为1，3，4，5取代；

1H一1HCOSY图谱中显示艿4．85(H-7)，4．03(H一8)，

3．31(H一9)的相关信号，给出羟丙基结构片断一O—

CH—CH(O)一CH2一O一；同时艿2．51(H一77)，1．78(H一

87)和3．31(H一97)的相关信号给出另一个羟丙基结

构片断一CH2一CH2一CH2一O一。HMBC图谱显示d 6．43

(H一27)，6．35(H一67)与艿31．5(C一77)，以及艿6．97(H一

2)，6．83(H一6)与占75．6(C一7)的远程相关信息，确定

了2个羟丙基结构与苯环的连接位置。由于糖的端

基碳信号为艿100．0，氢信号为艿4．51，且占4．51

(1H，d，，=8．5 Hz)在HMBC谱中与艿65．8(C一97)

存在远程相关，从而确定了糖的连接位点。将化合物

进行酸水解并以标准糖作为对照，GC-MS检测为a一

吡喃鼠李糖。综合以上信息，将化合物的所有碳氢数

据进行了归属，并将其鉴定为9，．(a一吡喃鼠李糖基)一

3，5 r_二甲氧基一37：7，47：8一二环氧新木脂素一4，9一二

醇。经检索未发现相关报道，表明是一个新的苯丙素

类化合物，化合物I的1H—NMR和"C—NMR数据见

表1，化合物I的化学结构式和HMBC相关图见图1。

裹l化合物I的NMR数据(6，DMSO—d‘)

Table 1 NMR Spectral data of compound I(5，DMSO-d‘)

序号 13C—NMR 1H—NMR HMBc

1 127．8 6．97(H—Z)，6．78(H一5)，4．85(H一7)

2 111．7 6．97(1H，d．‘，=1．6 Hz) 6．83(H一6)，4．85(H-7)

3 147．5 6．78(H一5)，3．76(H一3—0CHD

4 146．9 6．97(H—Z)，4．85(H-7)

5 115．3 6．78(1H，d．‘，=8．0Hz) 6．97(H-2)

6 120．4 6．83(1H，dd，‘，；1．6，8．0 Hz) 6．97(H一2)，4．85(H一7)

7 75．6 4．85(1H。d，‘，=7．8 Hz) 6．97(H-2)，6．83(H-6)

8 77．7 4．03(1H，m)4．85(H-7)

9 60．1 3．54(1H．m)，3．31(1H，m)

1’ 133．4 2．51(H一7’)t1．78(H一8’)

27 108．8 6．35(1H，d，t，=1．6 Hz) 6．43(H一6’)

3’ 143．8 6．35(H—Z’)

4’ 131．0 6．43(H-6’)，6．35(H一2’)

5， 148．3 6．43(H一6’)，3．76(H一5’一OCHD

6
7

104．8 6．43(1H，d，‘，=1．6Hz) 6．35(H-2’)

7’ 31．5 2．51(2H，m) 6．43(H一6 7)，6．35(H一2’)·1·78(H一8’)

8’ 30．8 1．78(2H．m)

97 65．8 3．54(1H，m)。3．31(1H，m)4．51(H—Rha一1)，1．78(H一8’)

3一oCH3 55．7 3．76(3H，s)

5’一oCH3 55．5 3．76(3H，8)

Rha一1 100．0 4．51(1H．d，J=8．5 m)
Rha一2 70．8 3．43(2H，m) 3．61(H—Rha一4)

Rha一3 68．4 3．43(2H，m)4．51(H—Rha—1)

Rha一4 70．6 3．61(1H。s)

Rha-5 72．0 3．17(1H，m) 3．43(H—Rha一3)

Rha一6 17．8 1．11(3H，d，‘，=6．0 Hz)
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图1化台物I的化学结构式及HMBC远程相关

Fig．1 Structure and HMBC correlations of compound I

化合物I：淡黄色固体，[a]分～一9．3。(c1．0，

CH30H)，FeCl3反应呈阳性，UV煳H(nm)：
281．2，263．2，256．4，250．4；IR艘(cm一1)：2 358，

1 595，1 521，1 272，1 045；ESI—MS(positive and

negative)分别给出m／z 515．0[M+Na]+，优／z

490．9[M—Hi一，推出化合物的相对分子质量为

492，结合1H—NMR和”C—NMR确定化合物的分子式

为C：。H。：O。。，计算其不饱和度为10。1H—NMR和

13C—NMR谱数据与文献值对照["]，确定化合物I为

柏木苷A。此化合物为首次从该属植物中分离得到。

化合物I：粒状结晶，mp 174"--"175℃，

[d]哿一+35．o(c 2．0，CH。OH)，FeCl。反应呈阳性，

UV勰拳H nm：283．4，263．2，256．6，250．2；IR v。KB。r

(cm一1)：3 484，2 934，1 558，1 519，1 259，1 024；

ESI—MS(positive and negative)分别给出m／z 399．1

[M+Na]+，m／．375．o[M—H]一，推出化合物的相

对分子质量为376，结合1H—NMR和”C—NMR确定化

合物的分子式为C。。H：．0，，计算其不饱和度为9。

1H—NMR和¨C—NMR谱数据与文献值对照口引，确定

化合物11为(+)一环合橄榄树脂素。

化合物lV：淡黄色固体，mp 195"-196℃，

[a]留‘3+2．42。(f 0．23，CH。OH)，FeCl。反应呈阳性，

UV糊Hnm：275．6，263．0，256．4ⅢiR、，。KB。r(cm叫)：

3 421。1 608，1 517，1 498，1 456，1 427；ESI-MS

(positive and negative)分别给出m／z 459．0[M+

K]+，m／z 419．0[-M--Hi一，推出化合物的相对分子

质量为420，结合1H—NMR和13C—NMR确定化合物的

分子式为C。。H：。O。，计算其不饱和度为9。1H-NMR

和¨C—NMR谱数据与文献值对照‘H^副，确定化合物

Ⅳ为(+)一南烛木树脂酚，此化合物为首次从该属植

物中分离得到。

化合物V：淡黄色固体，mp 145～146℃，

[a]哿’3+24．5。(c 0．23，CH30H)，FeCl3反应呈阳性，

UV艘H nm：325．8，318．4，283．4；IR v器(cml)：

3 284，1 600，1 508，1 431，1 272；ESI—MS(positive

and negative)分别给出m／z 383．1[M+Na]十，m／z

359．0[M—Hi一，推出化合物的相对分子质量为

360，结合1H—NMR和13C—NMR确定化合物的分子式

为C。。H：。O。，计算其不饱和度为9。1H—NMR和

13C—NMR谱数据与文献值对照[1引，确定化合物V为

(+)一异落叶松树脂醇，此化合物为首次从该属植物

中分离得到。

6活性测试

由图2、3可以看出化合物I～V对UMRl06细

胞的增殖及对细胞碱性磷酸酶的活性都呈现一定程

度的促进作用，化合物I可同时促进UMRl06细胞

的增殖和分化；化合物I、I具有明显的增殖作用，而

化合物IV、V呈现出显著的ALP活性；化合物I促进

细胞的增殖，而对细胞碱性磷酸酶活性表现出一定的

抑制作用。由上述结果可以说明朝鲜淫羊藿中的木脂

素类成分具有一定程度的抗骨质疏松活性。

致谢：本项目为自然科学基金委员会与香港研

究资助局联合科研资助项目，同时也得到了深圳市

政府的资助。原植物由沈阳药科大学孙启时教授鉴

定，高分辨质谱由上海药物研究所测定；本课题在深

圳中药及天然药物研究中心完成，核磁数据由该中

心黄敬辉测定，质谱数据由该中心李玲测定。

圈2化合物I～V对UMRl06细胞的增殖作用

Fig．2 Effects of compounds I—V oil UMRl06 cell proliferation
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结果以；士j表示，每个浓度3个复孔，对照组的浓度分别为0．1和1 tamol／L

以t检验计算统计学意义，与对照组比较：。P<O．05一P<o．01

Results were expressed KS z士s from triplicate determinations，concentration of control group axe 0．1 and 1 pmol／L

Statistical significance was determined by Student’s test．。尸<O．05 。。P<0．01 TJ$control group

图3化合物I～V对UMRl06细胞碱性磷酸酶活性的影响

Fig．3 Effects of compound I—V OR UMR 106 cell ALP activity
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