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三烯霉素 J——来自深海细菌 Ochrobactrum sp. 的新安莎霉素 
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摘  要：目的  探究深海来源细菌 Ochrobactrum sp. OUCMDZ-2164 中的细胞毒活性代谢产物。方法  利用硅胶柱色谱、凝

胶柱色谱和高效液相色谱等手段对发酵产物进行分离纯化，运用紫外、红外、质谱、核磁共振及圆二色谱等方法鉴定化合物

的结构，采用 MTT 和细胞计数试剂盒-8（CCK-8）法分别评价化合物对乳腺癌 MCF-7 细胞和肺癌 A549 细胞及慢性髓性白

血病 K562 细胞的增殖抑制活性。结果  从细菌 Ochrobactrum sp. OUCMDZ-2164 的发酵产物中分离获得了 4 个化合物，分

别鉴定为 3-O-去甲基三烯霉醇（1）、flazin（2）、flazin-3-carboxylic acid（3）和胸腺嘧啶（4）。化合物 1 在 10 μmol/L 浓度下

对 MCF-7 细胞的增殖抑制率为 61.5%。结论  化合物 1 为新的安沙霉素类化合物，命名为三烯霉素 J，其具有一定的乳腺癌

细胞毒活性。 
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Abstract: Objective  To identify the cytotoxic natural products from the deep-sea derived Ochrobactrum sp. OUCMDZ-2164. 
Methods  The isolations and purifications of compounds were performed by means of column chromatography over silica gel and 
Sephadex LH-20 as well as HPLC. Their structures were elucidated through the analysis of UV, IR, MS, NMR and ECD spectra. The 
cytotoxicities against MCF-7, A549 and K562 cells were evaluated by MTT and CCK-8 methods. Results  From the fermentation 
broth of Ochrobactrum sp. OUCMDZ-2164, we isolated and identified four compounds (1—4). Compound 1 was identified as a new 
ansamycin and named trienomycin J, and the structures of 1—4 were identified as 3-O-demethyltrienomycinol, flazin, flazin-3- 
carboxylic acid and thymine, respectively. Compound 1 showed cytotoxic effect on the MCF-7 cells with 61.5% inhibition rate at 10 
μmol/L. Conclusion  Compound 1 was a new ansamycin named trienomycin J, with cytotoxic activity against human breast cancer cells 
(MCF-7). 
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海洋环境与陆地环境有较大的差异，具有高压、

低温、高盐、寡营养等特点。海洋环境的生物多样

性复杂，与陆地微生物相比，海洋微生物代谢途径

独特[1]。因此，海洋微生物代谢产生多种不同结构

类型的生物活性物质，是发现药物先导化合物的重要

资源宝库[2-3]。研究海洋细菌的次级代谢产物，可以获

得结构新颖和活性强的化合物[4-8]。本研究采用结构与

活性相结合的集成筛选模式，发现来源于南海 2 000 
m 深的海水细菌 Ochrobactrum sp. OUCMDZ-2164
的发酵产物在高效液相色谱（HPLC）和薄层色谱

（TLC）中分别显示系列紫外吸收和生物碱显色，且

其发酵产物在 0.1 mg/mL 质量浓度下，对乳腺癌

MCF-7 细胞的抑制率为 61.2%（阿霉素 adriamycin
对 MCF-7 的抑制率为 48%）。前期本课题组已从菌

株 Ochrobactrum sp. OUCMDZ-2164 的次级代谢产

物中分离鉴定了 2 个新的安莎霉素类化合物——

trienomycin H 和 I 以及已知的 trienomycinol[9]。本研究

对其深入研究，又分离获得了 1 个安莎霉素类新化

合 物 3-O- 去 甲 基 三 烯 霉 醇 （ 3-O-demethyl- 
trienomycinol，1）和 3 个已知化合物：flazin（2）、
flazin-3-carboxylic acid（3）和胸腺嘧啶（thymine，4），
见图 1。其中，化合物 1 命名为三烯霉素 J，其在 10 
μmol/L 下对 MCF-7 细胞的抑制率为 61.5%。 

 

图 1  化合物 1～4 的结构 
Fig. 1  Structures of compounds 1—4 

1  仪器与试剂 
Bruker Avance 600 型核磁共振仪、Q-TOF 

ULTIMA GLOBAL GAA076 LC 高分辨 ESI-MS、
Mariner API-TOP 型质谱仪、Nicolet NEXUS 470 型

红外光谱仪、 JASCO P-1020 型旋光仪、海尔

HCB-1300V 洁净工作台、LDZX-75KBS 立式压力

蒸汽灭菌器、MIR-253 型恒温培养箱、SephadexTM 
LH-20（Pharmacia 公司）、Waters 分析用高效液相

色谱仪、制备高效液相色谱仪（Waters 1525 泵，

Waters 2487 二极管阵列检测器，Breeze 工作站）、

Beckman DUR640 型紫外光谱仪、SANYO 二氧化

碳培养箱、SpectraMax plus 型酶标仪、柱色谱及薄

层色谱用硅胶 H（青岛海洋化工集团公司）。 
提取分离用溶剂醋酸乙酯、甲醇、二氯甲烷、

石油醚等均为工业用化学纯，HPLC 用甲醇为色谱

纯，三氟乙酸（TFA）为分析纯。 
2  方法 
2.1  菌株分离及培养[9] 

菌株 Ochrobactrum sp. OUCMDZ-2164 分离自

南海 2 000 m 深的海水样品。 
发酵培养：在无菌条件下，将平板培养 3 d 的

菌株 Ochrobactrum sp. OUCMDZ-2164 接种于装有

150 mL 放线菌 2 号培养液（牛肉膏 3 g、酵母浸膏

10 g、葡萄糖 20 g、蛋白胨 10 g、可溶性淀粉 10 g、
CaCO3 2 g、KH2PO4 0.5 g、MgSO4 0.5 g、陈海水

1 000 mL）的锥形瓶（500 mL）中，28 ℃摇床培

养 9 d，180 r/min，共发酵 81 L。 
2.2  活性产物的提取分离 
2.2.1  菌株 Ochrobactrum sp. OUCMDZ-2164 提取

物的制备  采用醋酸乙酯对发酵液萃取 3 次，减压

浓缩得 100 g 粗提物。 
2.2.2  活性产物的分离  将粗提物进行减压硅胶柱

色谱，分别采用极性逐渐递增的石油醚、二氯甲烷

与甲醇梯度洗脱，通过 TLC、HPLC 检测得到 11
个流分（Fr. 1～11）。Fr. 7（268 mg）通过凝胶

Sephadex LH-20 柱色谱以二氯甲烷-甲醇（1∶1）梯

度洗脱得到流分 Fr. 7.1～7.2。Fr. 7.2（122 mg）通

过半制备 HPLC 采用 C18柱以甲醇-水（60∶40，体

积流量 4 mL/min）进行洗脱得到化合物 1（tR = 7.9 
min，1.0 mg）。Fr. 10（925 mg）经凝胶 Sephadex 
LH-20 柱色谱以二氯甲烷-甲醇（1∶1）等度洗脱得

到流分 Fr. 10.1～10.3。Fr. 10.3（567 mg）通过凝胶

Sephadex LH-20 柱色谱，采用二氯甲烷-甲醇（1∶1）
洗脱得到流分 Fr. 10.3.1～10.3.3。Fr. 10.3.2（136 mg）
通过半制备 HPLC，采用 C18柱以甲醇-水（70∶30＋
0.15% TFA 洗脱，体积流量 4 mL/min）得到化合物

3（tR = 7.9 min；4.0 mg）。Fr. 10.3.3（209 mg）通过

半制备 HPLC 分离（以 C18柱，乙腈-水 40∶60 洗脱，

体积流量 4 mL/min）得到化合物 2（tR = 12.3 min，14.0 
mg）。Fr. 5（563 mg）经凝胶 Sephadex LH-20 柱色谱

以二氯甲烷-甲醇（1∶1）洗脱得到流分 Fr. 5.1～5.4，
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Fr. 5.4（267 mg）通过半制备 HPLC，采用 πNAP 柱

（以甲醇-水 60∶40＋0.15% TFA 洗脱，体积流量 4 
mL/min）得到化合物 4（tR = 3.8 min，2.5 mg）。 
2.3  化合物活性测试 

以乳腺癌 MCF-7 细胞、肺癌 A549 细胞和慢性

髓性白血病 K562 细胞为模型，以阿霉素为阳性对

照药。采用 MTT 和 CCK-8 法对化合物进行细胞毒

活性测试。 
2.3.1  MTT 法[10]  分别取对数生长期的 MCF-7 和

A549 细胞，将细胞悬液配制成密度为 3×104个/mL，
96 孔板中每孔接种 100 μL，在 37 ℃下培养 12 h，
加入 100 μL 稀释的待测样品混匀，培养箱中培养，

72 h 后，每孔加 20 μL MTT 染色剂，培养 4 h，去

掉培养液，每孔加入 150 μL DMSO，振荡 15 min，
在 570 nm 处检测吸光度（A）值，并按照公式计算

细胞增殖抑制率（IR）。 
IR＝(A 空白对照－A 样品)/A 空白对照 

化合物在 10 μmol/L 浓度时，如果抑制率大于

50%，则说明该化合物对肿瘤细胞有较好的抑制活

性，可以对化合物进行半数抑制浓度（IC50）的测

定。在实验过程中，每个测量浓度均设置 3 个平行。 
2.3.2  CCK-8 法[11]  活性测试时，分别取对数生长

期的 K562 细胞，将细胞悬液配制成密度为 3×104

个/mL，96 孔板中每孔接种 100 μL，在 37 ℃下培

养 12 h，加入 100 μL 稀释的待测样品混匀，培养箱

中培养，72 h 后，每孔加 10 μL CCK-8 溶液，培养

6 h，在 450 nm 处检测 A 值，计算 IR。化合物在 10 
μmol/L 浓度时，如果抑制率大于 50%，则说明该化

合物对肿瘤细胞有较好抑制活性，可以对化合物进

行 IC50 的测定。在实验过程中，每个测量浓度均设

置 3 个平行。 
3  结果与分析 
3.1  结构鉴定 

化合物 1：淡黄色油状物，[α]25
D +53.3° (c 0.1, 

MeOH)。 (nm): 212 (1.79)、256 (1.32)、272 
(1.42)、284 (1.22)、298 (0.81)，ECD (0.011 7 M, 
MeOH) λmax (Δε): 228 (−2.1), 269 (+2.8) nm。阳离子

高分辨质谱 HR-ESI-MS 在 m/z 428.243 1 给出准分

子离子峰 [M＋H]+，提示分子式为 C25H33NO5。红

外光谱给出羟基（3 470 cm−1）、羰基（1 659 cm−1）

等官能团的特征吸收峰。该化合物与三烯霉醇

（trienomycinol）有相似的紫外吸收，初步判断为安

沙霉素类化合物。1H-NMR（表 1）给出以下信号： 

MeOH
maxUV λ

表 1  化合物 1 的 NMR 数据 (600/150 MHz, DMSO-d6) 
Table 1  NMR data of compound 1 (600/150 MHz, DMSO-d6) 

碳位 δH δC 

1  168.3, C 

2 2.59 (1H, m), 2.35 (1H, m) 42.9, CH2

3 4.06 (1H, m) 80.1, CH 

4 5.54 (1H, overlapped) 131.7, CH 

5 6.28 (1H, overlapped) 133.1, CH 

6 6.03 (1H, overlapped) 134.6, CH 

7 6.27 (1H, overlapped) 131.5, CH 

8 5.99 (1H, overlapped) 131.1, CH 

9 5.67 (1H, m) 132.2, CH 

10 2.38 (1H, overlapped), 2.32 (1H, overlapped) 35.9, CH2

11 3.46 (1H, m) 70.7, CH 

12 1.67 (1H, overlapped) 41.2, CH 

13 4.34 (1H, brs) 67.8, CH 

14  139.4, C 

15 5.08 (1H, m) 123.8, CH 

16 1.83 (1H, overlapped), 2.18 (1H, overlapped) 28.9, CH2

17 2.18 (1H, overlapped), 2.05 (1H, overlapped) 35.9, CH2

18  143.6, CH 

19 6.30 (1H, s) 111.0, CH 

20  139.6, CH 

21 6.90 (1H, s) 105.3, CH 

22  157.3, C 

23 6.40 (1H, s) 111.0, CH 

24 0.75 (3H, d, J = 6.0 Hz) 10.2, CH3

25 1.66 (3H, s) 20.4, CH3

20-NH 9.44 (1H, s)  
 
3 个芳香氢信号 δH 6.30 (1H, s, H-19), 6.40 (1H, s, 
H-21), 6.90 (1H, s, H-21)，表明结构中含有 1 个 1,3, 
5-三取代苯基团。共轭三烯信号 δH 5.54 (1H, 
overlapped, H-4), 6.28 (1H, overlapped, H-5), 6.03 
(1H, overlapped, H-6), 6.27 (1H, overlapped, H-7), 
5.99 (1H, overlapped, H-8), 5.67 (1H, overlapped, 
H-9)。13C-NMR 和 DEPTQ 谱给出以下信号：2 个

甲基、4 个亚甲基、4 个 sp3 杂化次甲基、10 个 sp2

杂化次甲基、4 个季碳和 1 个羰基碳信号。以上数据

与三烯霉醇非常相似[12-13]，只是比三烯霉醇少了 1
个 C-3 位的甲氧基信号，提示化合物 1 为

3-O-demethyltrienomycinol。化合物 1 的结构进一步

通过 1H-1H COSY 和 HMBC 二维相关信号确证（图  
2）。通过 H-2 (δH 2.35) 至 H-13 (δH 4.34) 和 H-15 (δH  
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图 2  化合物 1 的主要 1H-1H COSY、HMBC 相关 

Fig. 2  Key 1H-1H COSY and HMBC correlations of 
compound 1 

5.08) 至 H-17 (δH 2.05) 的 COSY 相关，确证了 C-15 
(δC 123.8)—C-17 (δC 35.9) 以及 C-2 (δC 42.9)—C-13 (δC 

67.8)片段的结构。这 2 个片段之间的连接是通过

H-25 (δH 1.66) 与 C-13 (δC 67.8), C-14 (δC 139.4) 和
C-15 (δC 123.8) 之间的 HMBC 信号确定的。分析剩

余的碳氢信号包括二维相关信号确证含有 1 个

1,3,5-三取代的苯环片段和 1 个酰胺羰基。它们和蓝

色片段之间的连接是通过 H-17 (δH 2.05) 与 C-18 
(δC 143.6), C-19 (δC 111.0)；H-2 (δH 2.35) 与 C-1 (δC 
168.3) 以及酰胺NH (δH 9.44) 与C-21 (δC 105.3) 和
C-19 (δC 111.0) 之间的 HMBC 相关确定的。因此，

化合物 1 的平面结构确定如图 2 所示。化合物 1 的

旋光数据（[α]25
D +53.3°）和 ECD 数据和三烯霉醇的

旋光数据（[α]25
D +62.8°）和 ECD 数据非常相似（图

3）[9]，证明化合物 1 和三烯霉醇具有相同的绝对

构型，鉴定为 3-O-去甲基三烯霉醇，为 1 个新化

合物，命名为三烯霉素 J。 
化合物 2：淡黄色粉末，ESI-MS m/z: 265.1 [M＋

H]+，分子式 C16H12N2O2；
1H-NMR (500 MHz, 

DMSO-d6) δ: 11.29 (1H, s, NH-9), 8.36 (1H, d, J = 5.1 

 
图 3  化合物 1 与三烯霉醇的 ECD 

Fig. 3  ECD curves of compound 1 and trienomycinol 

Hz, H-3), 8.25 (1H, d, J = 7.8 Hz, H-5), 8.06 (1H, d,  
J = 5.1 Hz, H-4), 7.77 (1H, d, J = 8.2 Hz, H-8), 7.59 
(1H, t, J = 7.2 Hz, H-7), 7.27 (1H, t, J = 7.4 Hz, H-6), 
7.20 (1H, d, J = 3.3 Hz, H-3′), 6.58 (1H, d, J = 3.3 Hz, 
H-4′), 4.65 (2H, s, H-6′), 5.55 (1H, s, 7′-OH)；
13C-NMR (125 MHz, DMSO-d6) δ: 156.8 (C, C-5′), 
152.2 (C, C-2′), 141.0 (C, C-8a), 138.2 (CH, C-3), 
133.2 (C, C-1), 130.5 (C, C-9a), 129.5 (C, C-4a), 128.4 
(CH, C-7), 121.6 (CH, C-5), 120.6 (C, C-4b), 119.7 (CH, 
C-6), 113.7 (CH, C-4), 112.5 (CH, C-8), 109.6 (CH, 
C-3′), 109.1 (CH, C-4′), 55.9 (CH2, C-6′)。以上数据与文

献报道一致[14]，故鉴定化合物 2 为 flazin。 
化合物 3：淡黄色粉末，ESI-MS m/z: 639.4 [2M＋

Na]+，分子式 C17H12N2O4；
1H-NMR (500 MHz, 

DMSO-d6) δ: 11.60 (1H, s, NH-9), 8.84 (1H, s, H-4), 
8.41 (1H, d, J = 7.7 Hz, H-5), 7.83 (1H, d, J = 8.0 Hz, 
H-8), 7.65 (1H, t, J = 7.7 Hz, H-7), 7.42 (1H, d, J = 
3.2 Hz, H-3′), 7.35 (1H, t, J = 7.5 Hz, H-6), 6.62 (1H, 
d, J = 3.1 Hz, H-4′), 5.51 (1H, s, 7′-OH), 4.68 (1H, s, 
H-6′)；13C-NMR (125 MHz, DMSO-d6) δ: 166.8 (C, 
C-10), 157.5 (C, C-5′), 151.5 (C, C-2′), 141.6 (C, 
C-8a), 137.5 (C, C-3), 132.7 (C, C-1), 132.1 (C, C-9a), 
131.0 (C, C-4a), 129.1 (CH, C-7), 122.2 (CH, C-5), 
121.6 (C, C-4b), 121.2 (CH, C-6), 115.9 (CH, C-4), 
113.1 (CH, C-8), 111.3 (CH, C-3′), 109.5 (CH, C-4′), 
56.2 (CH2, C-6′)。以上数据与文献报道一致[15]，故

鉴定化合物 3 为 flazin-3-carboxylic acid。 
化合物 4：白色粉末，ESI-MS m/z: 253.21 [2M＋

H]+ ，分子式 C5H6N2O2 ；
1H-NMR (500 MHz, 

DMSO-d6) δ: 11.00 (2H, s, NH-1, 3), 7.26 (1H, s, 
H-6), 1.73 (3H, s, H-7) ； 13C-NMR (125 MHz, 
DMSO-d6) δ: 165.4 (C, C-4), 151.9 (C, C-2), 138.2 
(CH, C-6), 108.1 (C, C-5), 12.3 (CH3, C-7)。以上数据

与文献报道一致[16]，故鉴定化合物 4 为胸腺嘧啶。 
3.2  细胞毒活性测试结果 

测试了化合物 1～4 在 10 μmol/L 浓度下对

A549、MCF-7 和 K562 细胞的细胞毒活性。结果表

明（表 2），只有化合物 1 表现出肿瘤细胞毒活性，

且仅对 MCF-7 有选择性抑制活性，IR（61.5%）与

阳性药阿霉素（69%）相当。 
4  讨论 

从深海海水来源的细菌 Ochrobactrum  sp. 
OUCMDZ-2164 的代谢产物中分离鉴定了 4 个生物  

三烯霉醇
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表 2  化合物 1～4 对 A549、MCF-7 和 K562 细胞株的细胞

毒活性 
Table 2  Cytotoxicities of compounds 1—4 against A549, 
MCF-7, and K562 cell lines 

IR/% 
化合物 

A549 MCF-7 K562 

1 −7.2 61.5 −331.0 

2 −2.0 5.0 −6.0 

3 −7.0 6.6 6.0 

4 3.9 23.2 −0.9 

阿霉素 73.0 69.0 55.0 
 
碱类化合物（1～4），其中三烯霉素 J（1）为新化

合物，其对 MCF-7 细胞具有选择性细胞增殖抑制活

性，10 μmol/L 浓度下的抑制率为 61.5%，与阳性药

阿霉素相当。表明深海细菌作为生物活性物质的来

源具有进一步研究和开发的价值。 
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三烯霉素J——来自深海细菌Ochrobactrum sp. 的新安莎霉素
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摘  要：目的  探究深海来源细菌Ochrobactrum sp. OUCMDZ-2164中的细胞毒活性代谢产物。方法  利用硅胶柱色谱、凝胶柱色谱和高效液相色谱等手段对发酵产物进行分离纯化，运用紫外、红外、质谱、核磁共振及圆二色谱等方法鉴定化合物的结构，采用MTT和细胞计数试剂盒-8（CCK-8）法分别评价化合物对乳腺癌MCF-7细胞和肺癌A549细胞及慢性髓性白血病K562细胞的增殖抑制活性。结果  从细菌Ochrobactrum sp. OUCMDZ-2164的发酵产物中分离获得了4个化合物，分别鉴定为3-O-去甲基三烯霉醇（1）、flazin（2）、flazin-3-carboxylic acid（3）和胸腺嘧啶（4）。化合物1在10 μmol/L浓度下对MCF-7细胞的增殖抑制率为61.5%。结论  化合物1为新的安沙霉素类化合物，命名为三烯霉素J，其具有一定的乳腺癌细胞毒活性。
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Trienomycin J, a new ansamycin from deep-sea derived bacterium Ochrobactrum sp.
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Abstract: Objective  To identify the cytotoxic natural products from the deep-sea derived Ochrobactrum sp. OUCMDZ-2164. Methods  The isolations and purifications of compounds were performed by means of column chromatography over silica gel and Sephadex LH-20 as well as HPLC. Their structures were elucidated through the analysis of UV, IR, MS, NMR and ECD spectra. The cytotoxicities against MCF-7, A549 and K562 cells were evaluated by MTT and CCK-8 methods. Results  From the fermentation broth of Ochrobactrum sp. OUCMDZ-2164, we isolated and identified four compounds (1—4). Compound 1 was identified as a new ansamycin and named trienomycin J, and the structures of 1—4 were identified as 3-O-demethyltrienomycinol, flazin, flazin-3- carboxylic acid and thymine, respectively. Compound 1 showed cytotoxic effect on the MCF-7 cells with 61.5% inhibition rate at 10 μmol/L. Conclusion  Compound 1 was a new ansamycin named trienomycin J, with cytotoxic activity against human breast cancer cells (MCF-7).
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海洋环境与陆地环境有较大的差异，具有高压、低温、高盐、寡营养等特点。海洋环境的生物多样性复杂，与陆地微生物相比，海洋微生物代谢途径独特[1]。因此，海洋微生物代谢产生多种不同结构类型的生物活性物质，是发现药物先导化合物的重要资源宝库[2-3]。研究海洋细菌的次级代谢产物，可以获得结构新颖和活性强的化合物[4-8]。本研究采用结构与活性相结合的集成筛选模式，发现来源于南海2 000 m深的海水细菌Ochrobactrum sp. OUCMDZ-2164的发酵产物在高效液相色谱（HPLC）和薄层色谱（TLC）中分别显示系列紫外吸收和生物碱显色，且其发酵产物在0.1 mg/mL质量浓度下，对乳腺癌MCF-7细胞的抑制率为61.2%（阿霉素adriamycin对MCF-7的抑制率为48%）。前期本课题组已从菌株Ochrobactrum sp. OUCMDZ-2164的次级代谢产物中分离鉴定了2个新的安莎霉素类化合物——trienomycin H和I以及已知的trienomycinol[9]。本研究对其深入研究，又分离获得了1个安莎霉素类新化合物3-O-去甲基三烯霉醇（3-O-demethyl- trienomycinol，1）和3个已知化合物：flazin（2）、flazin-3-carboxylic acid（3）和胸腺嘧啶（thymine，4），见图1。其中，化合物1命名为三烯霉素J，其在10 μmol/L下对MCF-7细胞的抑制率为61.5%。
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图1  化合物1～4的结构


Fig. 1  Structures of compounds 1—4

1  仪器与试剂

Bruker Avance 600型核磁共振仪、Q-TOF ULTIMA GLOBAL GAA076 LC高分辨ESI-MS、Mariner API-TOP型质谱仪、Nicolet NEXUS 470型红外光谱仪、JASCO P-1020型旋光仪、海尔HCB-1300V洁净工作台、LDZX-75KBS立式压力蒸汽灭菌器、MIR-253型恒温培养箱、SephadexTM LH-20（Pharmacia公司）、Waters分析用高效液相色谱仪、制备高效液相色谱仪（Waters 1525泵，Waters 2487二极管阵列检测器，Breeze工作站）、Beckman DUR640型紫外光谱仪、SANYO二氧化碳培养箱、SpectraMax plus型酶标仪、柱色谱及薄层色谱用硅胶H（青岛海洋化工集团公司）。

提取分离用溶剂醋酸乙酯、甲醇、二氯甲烷、石油醚等均为工业用化学纯，HPLC用甲醇为色谱纯，三氟乙酸（TFA）为分析纯。

2  方法

2.1  菌株分离及培养[9]

菌株Ochrobactrum sp. OUCMDZ-2164分离自南海2 000 m深的海水样品。

发酵培养：在无菌条件下，将平板培养3 d的菌株Ochrobactrum sp. OUCMDZ-2164接种于装有150 mL放线菌2号培养液（牛肉膏3 g、酵母浸膏10 g、葡萄糖20 g、蛋白胨10 g、可溶性淀粉10 g、CaCO3 2 g、KH2PO4 0.5 g、MgSO4 0.5 g、陈海水1 000 mL）的锥形瓶（500 mL）中，28 ℃摇床培养9 d，180 r/min，共发酵81 L。

2.2  活性产物的提取分离

2.2.1  菌株Ochrobactrum sp. OUCMDZ-2164提取物的制备  采用醋酸乙酯对发酵液萃取3次，减压浓缩得100 g粗提物。

2.2.2  活性产物的分离  将粗提物进行减压硅胶柱色谱，分别采用极性逐渐递增的石油醚、二氯甲烷与甲醇梯度洗脱，通过TLC、HPLC检测得到11个流分（Fr. 1～11）。Fr. 7（268 mg）通过凝胶Sephadex LH-20柱色谱以二氯甲烷-甲醇（1∶1）梯度洗脱得到流分Fr. 7.1～7.2。Fr. 7.2（122 mg）通过半制备HPLC采用C18柱以甲醇-水（60∶40，体积流量4 mL/min）进行洗脱得到化合物1（tR = 7.9 min，1.0 mg）。Fr. 10（925 mg）经凝胶Sephadex LH-20柱色谱以二氯甲烷-甲醇（1∶1）等度洗脱得到流分Fr. 10.1～10.3。Fr. 10.3（567 mg）通过凝胶Sephadex LH-20柱色谱，采用二氯甲烷-甲醇（1∶1）洗脱得到流分Fr. 10.3.1～10.3.3。Fr. 10.3.2（136 mg）通过半制备HPLC，采用C18柱以甲醇-水（70∶30＋0.15% TFA洗脱，体积流量4 mL/min）得到化合物3（tR = 7.9 min；4.0 mg）。Fr. 10.3.3（209 mg）通过半制备HPLC分离（以C18柱，乙腈-水40∶60洗脱，体积流量4 mL/min）得到化合物2（tR = 12.3 min，14.0 mg）。Fr. 5（563 mg）经凝胶Sephadex LH-20柱色谱以二氯甲烷-甲醇（1∶1）洗脱得到流分Fr. 5.1～5.4，Fr. 5.4（267 mg）通过半制备HPLC，采用πNAP柱（以甲醇-水60∶40＋0.15% TFA洗脱，体积流量4 mL/min）得到化合物4（tR = 3.8 min，2.5 mg）。

2.3  化合物活性测试

以乳腺癌MCF-7细胞、肺癌A549细胞和慢性髓性白血病K562细胞为模型，以阿霉素为阳性对照药。采用MTT和CCK-8法对化合物进行细胞毒活性测试。

2.3.1  MTT法[10]  分别取对数生长期的MCF-7和A549细胞，将细胞悬液配制成密度为3×104个/mL，96孔板中每孔接种100 μL，在37 ℃下培养12 h，加入100 μL稀释的待测样品混匀，培养箱中培养，72 h后，每孔加20 μL MTT染色剂，培养4 h，去掉培养液，每孔加入150 μL DMSO，振荡15 min，在570 nm处检测吸光度（A）值，并按照公式计算细胞增殖抑制率（IR）。


IR＝(A空白对照－A样品)/A空白对照

化合物在10 μmol/L浓度时，如果抑制率大于50%，则说明该化合物对肿瘤细胞有较好的抑制活性，可以对化合物进行半数抑制浓度（IC50）的测定。在实验过程中，每个测量浓度均设置3个平行。

2.3.2  CCK-8法[11]  活性测试时，分别取对数生长期的K562细胞，将细胞悬液配制成密度为3×104个/mL，96孔板中每孔接种100 μL，在37 ℃下培养12 h，加入100 μL稀释的待测样品混匀，培养箱中培养，72 h后，每孔加10 μL CCK-8溶液，培养6 h，在450 nm处检测A值，计算IR。化合物在10 μmol/L浓度时，如果抑制率大于50%，则说明该化合物对肿瘤细胞有较好抑制活性，可以对化合物进行IC50的测定。在实验过程中，每个测量浓度均设置3个平行。

3  结果与分析

3.1  结构鉴定

化合物1：淡黄色油状物，[α]eq \o(\s\up 5(25),\s\do 2(D)) +53.3° (c 0.1, MeOH)。

[image: image2.wmf]MeOH


max


UV 


λ


(nm): 212 (1.79)、256 (1.32)、272 (1.42)、284 (1.22)、298 (0.81)，ECD (0.011 7 M, MeOH) λmax (Δε): 228 (−2.1), 269 (+2.8) nm。阳离子高分辨质谱HR-ESI-MS在m/z 428.243 1给出准分子离子峰 [M＋H]+，提示分子式为C25H33NO5。红外光谱给出羟基（3 470 cm−1）、羰基（1 659 cm−1）等官能团的特征吸收峰。该化合物与三烯霉醇（trienomycinol）有相似的紫外吸收，初步判断为安沙霉素类化合物。1H-NMR（表1）给出以下信号：

表1  化合物1的NMR数据 (600/150 MHz, DMSO-d6)

Table 1  NMR data of compound 1 (600/150 MHz, DMSO-d6)


		碳位

		δH

		δC



		1

		

		168.3, C



		2

		2.59 (1H, m), 2.35 (1H, m)

		42.9, CH2



		3

		4.06 (1H, m)

		80.1, CH



		4

		5.54 (1H, overlapped)

		131.7, CH



		5

		6.28 (1H, overlapped)

		133.1, CH



		6

		6.03 (1H, overlapped)

		134.6, CH



		7

		6.27 (1H, overlapped)

		131.5, CH



		8

		5.99 (1H, overlapped)

		131.1, CH



		9

		5.67 (1H, m)

		132.2, CH



		10

		2.38 (1H, overlapped), 2.32 (1H, overlapped)

		35.9, CH2



		11

		3.46 (1H, m)

		70.7, CH



		12

		1.67 (1H, overlapped)

		41.2, CH



		13

		4.34 (1H, brs)

		67.8, CH



		14

		

		139.4, C



		15

		5.08 (1H, m)

		123.8, CH



		16

		1.83 (1H, overlapped), 2.18 (1H, overlapped)

		28.9, CH2



		17

		2.18 (1H, overlapped), 2.05 (1H, overlapped)

		35.9, CH2



		18

		

		143.6, CH



		19

		6.30 (1H, s)

		111.0, CH



		20

		

		139.6, CH



		21

		6.90 (1H, s)

		105.3, CH



		22

		

		157.3, C



		23

		6.40 (1H, s)

		111.0, CH



		24

		0.75 (3H, d, J = 6.0 Hz)

		10.2, CH3



		25

		1.66 (3H, s)

		20.4, CH3



		20-NH

		9.44 (1H, s)

		





3个芳香氢信号δH 6.30 (1H, s, H-19), 6.40 (1H, s, H-21), 6.90 (1H, s, H-21)，表明结构中含有1个1,3, 5-三取代苯基团。共轭三烯信号δH 5.54 (1H, overlapped, H-4), 6.28 (1H, overlapped, H-5), 6.03 (1H, overlapped, H-6), 6.27 (1H, overlapped, H-7), 5.99 (1H, overlapped, H-8), 5.67 (1H, overlapped, H-9)。13C-NMR和DEPTQ谱给出以下信号：2个甲基、4个亚甲基、4个sp3杂化次甲基、10个sp2杂化次甲基、4个季碳和1个羰基碳信号。以上数据与三烯霉醇非常相似[12-13]，只是比三烯霉醇少了1个C-3位的甲氧基信号，提示化合物1为3-O-demethyltrienomycinol。化合物1的结构进一步通过1H-1H COSY和HMBC二维相关信号确证（图 

2）。通过H-2 (δH 2.35) 至H-13 (δH 4.34) 和H-15 (δH 

[image: image3.png]

图2  化合物1的主要1H-1H COSY、HMBC相关


Fig. 2  Key 1H-1H COSY and HMBC correlations of compound 1

5.08) 至H-17 (δH 2.05) 的COSY相关，确证了C-15 (δC 123.8)—C-17 (δC 35.9) 以及C-2 (δC 42.9)—C-13 (δC 67.8)片段的结构。这2个片段之间的连接是通过H-25 (δH 1.66) 与C-13 (δC 67.8), C-14 (δC 139.4) 和C-15 (δC 123.8) 之间的HMBC信号确定的。分析剩余的碳氢信号包括二维相关信号确证含有1个1,3,5-三取代的苯环片段和1个酰胺羰基。它们和蓝色片段之间的连接是通过H-17 (δH 2.05) 与C-18 (δC 143.6), C-19 (δC 111.0)；H-2 (δH 2.35) 与C-1 (δC 168.3) 以及酰胺NH (δH 9.44) 与C-21 (δC 105.3) 和C-19 (δC 111.0) 之间的HMBC相关确定的。因此，化合物1的平面结构确定如图2所示。化合物1的旋光数据（[α]eq \o(\s\up 5(25),\s\do 2(D)) +53.3°）和ECD数据和三烯霉醇的旋光数据（[α]eq \o(\s\up 5(25),\s\do 2(D)) +62.8°）和ECD数据非常相似（图3）[9]，证明化合物1和三烯霉醇具有相同的绝对构型，鉴定为3-O-去甲基三烯霉醇，为1个新化合物，命名为三烯霉素J。

化合物2：淡黄色粉末，ESI-MS m/z: 265.1 [M＋H]+，分子式C16H12N2O2；1H-NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ: 11.29 (1H, s, NH-9), 8.36 (1H, d, J = 5.1


[image: image4]

图3  化合物1与三烯霉醇的ECD

Fig. 3  ECD curves of compound 1 and trienomycinol

Hz, H-3), 8.25 (1H, d, J = 7.8 Hz, H-5), 8.06 (1H, d,  J = 5.1 Hz, H-4), 7.77 (1H, d, J = 8.2 Hz, H-8), 7.59 (1H, t, J = 7.2 Hz, H-7), 7.27 (1H, t, J = 7.4 Hz, H-6), 7.20 (1H, d, J = 3.3 Hz, H-3′), 6.58 (1H, d, J = 3.3 Hz, H-4′), 4.65 (2H, s, H-6′), 5.55 (1H, s, 7′-OH)；13C-NMR (125 MHz, DMSO-d6) δ: 156.8 (C, C-5′), 152.2 (C, C-2′), 141.0 (C, C-8a), 138.2 (CH, C-3), 133.2 (C, C-1), 130.5 (C, C-9a), 129.5 (C, C-4a), 128.4 (CH, C-7), 121.6 (CH, C-5), 120.6 (C, C-4b), 119.7 (CH, C-6), 113.7 (CH, C-4), 112.5 (CH, C-8), 109.6 (CH, C-3′), 109.1 (CH, C-4′), 55.9 (CH2, C-6′)。以上数据与文献报道一致[14]，故鉴定化合物2为flazin。

化合物3：淡黄色粉末，ESI-MS m/z: 639.4 [2M＋Na]+，分子式C17H12N2O4；1H-NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ: 11.60 (1H, s, NH-9), 8.84 (1H, s, H-4), 8.41 (1H, d, J = 7.7 Hz, H-5), 7.83 (1H, d, J = 8.0 Hz, H-8), 7.65 (1H, t, J = 7.7 Hz, H-7), 7.42 (1H, d, J = 3.2 Hz, H-3′), 7.35 (1H, t, J = 7.5 Hz, H-6), 6.62 (1H, d, J = 3.1 Hz, H-4′), 5.51 (1H, s, 7′-OH), 4.68 (1H, s, H-6′)；13C-NMR (125 MHz, DMSO-d6) δ: 166.8 (C, C-10), 157.5 (C, C-5′), 151.5 (C, C-2′), 141.6 (C, C-8a), 137.5 (C, C-3), 132.7 (C, C-1), 132.1 (C, C-9a), 131.0 (C, C-4a), 129.1 (CH, C-7), 122.2 (CH, C-5), 121.6 (C, C-4b), 121.2 (CH, C-6), 115.9 (CH, C-4), 113.1 (CH, C-8), 111.3 (CH, C-3′), 109.5 (CH, C-4′), 56.2 (CH2, C-6′)。以上数据与文献报道一致[15]，故鉴定化合物3为flazin-3-carboxylic acid。

化合物4：白色粉末，ESI-MS m/z: 253.21 [2M＋H]+，分子式C5H6N2O2；1H-NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ: 11.00 (2H, s, NH-1, 3), 7.26 (1H, s, H-6), 1.73 (3H, s, H-7)；13C-NMR (125 MHz, DMSO-d6) δ: 165.4 (C, C-4), 151.9 (C, C-2), 138.2 (CH, C-6), 108.1 (C, C-5), 12.3 (CH3, C-7)。以上数据与文献报道一致[16]，故鉴定化合物4为胸腺嘧啶。

3.2  细胞毒活性测试结果

测试了化合物1～4在10 μmol/L浓度下对A549、MCF-7和K562细胞的细胞毒活性。结果表明（表2），只有化合物1表现出肿瘤细胞毒活性，且仅对MCF-7有选择性抑制活性，IR（61.5%）与阳性药阿霉素（69%）相当。

4  讨论


从深海海水来源的细菌Ochrobactrum sp. OUCMDZ-2164的代谢产物中分离鉴定了4个生物 

表2  化合物1～4对A549、MCF-7和K562细胞株的细胞毒活性


Table 2  Cytotoxicities of compounds 1—4 against A549, MCF-7, and K562 cell lines

		化合物

		IR/%



		

		A549

		MCF-7

		K562



		1

		−7.2

		61.5

		−331.0



		2

		−2.0

		5.0

		−6.0



		3

		−7.0

		6.6

		6.0



		4

		3.9

		23.2

		−0.9



		阿霉素

		73.0

		69.0

		55.0





碱类化合物（1～4），其中三烯霉素J（1）为新化合物，其对MCF-7细胞具有选择性细胞增殖抑制活性，10 μmol/L浓度下的抑制率为61.5%，与阳性药阿霉素相当。表明深海细菌作为生物活性物质的来源具有进一步研究和开发的价值。
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王博闻1, 2，陈德力2, 3，马国需2, 3，刘洋洋2，许旭东3*，刘平怀1*

1. 海南大学化学工程与技术学院，海南 海口  570228


2. 中国医学科学院 北京协和医学院药用植物研究所海南分所 海南省南药资源保护与开发重点实验室，海南 海口  570311


3. 中国医学科学院 北京协和医学院药用植物研究所，北京  100193


摘  要：目的  研究海洋特色资源——瘤背石磺Onchidium verruculatum的化学成分。方法  采用硅胶、半制备高效液相色谱、薄层色谱（TLC）检识等方法进行分离纯化，通过NMR、MS等波谱方法对化合物的结构进行鉴定，并结合MTT法测定化合物对人肝癌细胞HepG-2、BEL-7042、人肺腺癌细胞A549和人乳腺癌细胞MCF-7的细胞毒活性。结果  从瘤背石磺的黏液及肌肉组织中分离出1个新的酰胺类化合物，N-(2-羟基-4-甲氧基-5-甲基苯基) 甲酰胺（1），化合物1对A549和BEL-7402细胞具有一定的细胞毒活性，半数抑制浓度（IC50）值分别为11.5、19.4 μg/mL。结论  化合物1为1个新的酰胺类化合物，命名为石磺甲酰胺，且对人肿瘤细胞具有一定的细胞毒活性。
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A new amide compound from Onchidium verruculatum
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Abstract: Objective  To study the chemical composition of the marine characteristic resource, Onchidium verruculatum from Hainan Island. Methods  Compound was separated and purified by silica gel and semi-preparative HPLC, detected by TLC, and identified by NMR and MS data. Compound 1 was evaluated for cytotoxic activity against four kinds of human tumor cell lines HepG-2, BEL-7042, A549, and MCF-7. Results  A new amide compound, N-(2-hydroxy-4-methoxy-5-methylphenyl)formamide (1), was isolated from mucus and muscle tissue of O. verruculatum. The results showed that compound 1 has moderate toxic activity against A549 and BEL-7402 cell lines, with IC50 value of 11.5 μg/mL and 19.4 μg/mL. Conclusion  Compound 1 is a new amide compound named onchumamide with moderate toxic activity on human tumor cells. 


Key words: mollusc; Onchidium verruculatum Cuvier; amide; cytotoxic activity; onchumamide

21世纪是海洋世纪，其中海洋药物开发是各国最为活跃的研究领域之一，许多沿海国家纷纷投入巨资，研究开发海洋药物。海洋生物的生活环境与陆生生物相比迥然不同，高压、高盐度、低营养、低温但恒温以及有限的光照和缺氧的特殊环境决定了海洋生物的次生代谢产物相对陆生生物的次生代谢产物有其独特的特点[1]。海洋天然产物的多样性已经远远超出了人们的想象，主要结构类型除了常
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见的单萜、二萜、长链多烯酮类化合物、甾体、三萜、生物碱以外还有一些特殊的结构类型[2]。海洋天然产物结构的新颖、奇特、复杂和多样性赋予了其强烈而特异的生物活性，特别是对癌症和神经、心血管等严重疾病的特殊效应更加令人振奋[3-4]。在已经发现的具有形形色色生物活性的海洋次生代谢产物中，最引人注目的是抗肿瘤活性化合物，海洋活性物质的抗肿瘤作用机制亦呈多样性，有以影响DNA、RNA、蛋白质生物合成的，也有以干扰细胞有丝分裂或诱导细胞内信息分子的改变为主的，海洋生物世界已成为具有新作用机制的抗癌药物的最重要来源[5-7]。


海洋软体动物门是海洋生物中分布最为广泛的一类生物群，已成为体内外抗肿瘤活性物质筛选的重要来源[8]。石磺属Onchidium sp.为石磺科（Onchidiidae）软体动物门（Mollusca），无壳的经济贝类，具有独特的生活习性和进化史，是海洋中独一无二的特色资源。瘤背石磺Onchidium verruculatum Cuvier俗称土海参，又名海癞子、土鸡、土鲍、涂龟等，主要分布于我国海南、广东、广西、江苏、浙江、福建、香港、上海沿海咸淡水交汇处的潮间带高潮区，具有重要营养价值和药用价值[9]。在《中国海洋医药词典》中[10]有“石磺别名土海参，四季捕捞，捕后洗净，除去内脏，取肉鲜用，肉入药，有滋补强壮之功效，主治肝硬化、久病体虚等症状”的记载。


近年来，石磺属的化学成分及药理活性受到科研工作者的广泛关注[9-10]。已有学者从石磺中分离得到不同结构类型的化合物，如具有2个γ-吡喃酮环且不对称的聚丙酸酯类化合物[11-16]，以及具有细胞毒活性的环肽和缩酚酸肽[17-18]等。为了进一步阐明瘤背石磺中的药效物质基础，课题组对海南岛采集的瘤背石磺进行了化学成分研究，从中分离鉴定了1个新的酰胺类化合物，为N-(2-羟基-4-甲氧基-5-甲基苯基) 甲酰胺[N-(2-hydroxy-4-methoxy-5- methylphenyl) formamide，1]，命名为石磺甲酰胺。并测定其对4种人体肿瘤细胞的体外细胞毒活性。结果显示，该化合物对人肺腺癌A549细胞和人肝癌BEL-7402细胞系具有一定的细胞毒活性，IC50值分别为11.5和19.4 μg/mL。


1  仪器与材料


Bruker Avance III 600型核磁共振波谱仪（德国Bruker公司）；高分辨质谱仪Q-TOF（美国Waters公司）；大连依利特高效液相色谱仪（P230高压半制备）；DAD230+二极管阵列检测器（大连依利特分析仪器有限公司）；RE-5299型旋转蒸发仪（上海亚荣生化仪器厂）；色谱柱为YMC C18填料（250 mm×10 mm，5 μm，日本YMC公司）；柱色谱用200～300目硅胶、薄层色谱用硅胶GF254（青岛海洋化工有限公司）；常规试剂均为国产分析纯，娃哈哈纯净水。


瘤背石磺于2016年11月28日采自于海南省陵水黎族自治县新村镇南湾猴岛滩涂，经海南大学材料与化工学院王小兵高级实验师鉴定为瘤背石磺Onchidium verruculatum Cuvier的活体，标本（20161128OS）保存于中国医学科学院药用植物研究所海南分所。


2  提取与分离


瘤背石磺活体鲜质量17.5 kg，丙酮（25 L×2）冷浸提取5 d，减压浓缩得深绿色总浸膏188.3 g。总浸膏分散于2.0 L纯净水中，并依次用石油醚、二氯甲烷和醋酸乙酯萃取得不同极性部位的浸膏。取醋酸乙酯层浸膏15.5 g经硅胶柱色谱分离，使用二氯甲烷-甲醇溶剂系统进行梯度洗脱（100∶0→0∶100），所得流分经薄层色谱（TLC）检识合并得Fr. EA～EF部位。取Fr. EB（3.2 g）经硅胶柱色谱，以二氯甲烷-醋酸乙酯（99∶1）洗脱，所得流分经TLC检识合并得Fr. EB-1～EB-3部位。Fr. EB-1（1.1 g）经反相C18常压柱色谱，以甲醇-水（20∶80→100∶0）梯度洗脱，得到EBA～EBD部位。取EBA经半制备高效液相分离纯化，以YMC色谱柱分离，甲醇-水（15∶85，0.1%甲酸，体积流量2 mL/min）等度洗脱，得到化合物1（10.8 mg，tR＝13.7 min）。


3  结构鉴定


化合物1：无色油状液体（甲醇）。HR-ESI-MS m/z: 204.062 5 [M＋Na]+（计算值204.063 7，C9H11NNaO3），提示化合物1的分子式为C9H11NO3。红外光谱（IR）显示该结构中含有羟基（3 250 cm−1）、甲酰基（1 690 cm−1）、氨基（3 350 cm−1）、苯基（1 580 cm−1）和甲氧基（2 825 cm−1）等官能团。


1H-NMR（表1）谱显示2个甲基质子信号：δH 2.02 (3H, s, 5-CH3), 3.70 (3H, s, 4-OCH3)；2个烯烃质子信号δH 6.48 (1H, s, H-3), 7.62 (1H, s, H-6)；1个甲酰基质子信号δH 8.16 (1H, d, J = 1.2 Hz, -CHO)；1个羟基氢信号δH 9.71 (1H, s, 2-OH) 和1个氨基氢

表1  化合物1的氢、碳核磁共振波谱数据 (600/150 MHz, DMSO-d6)

Table 1  NMR data of compound 1 (600/150 MHz, DMSO-d6)


		碳位

		δC

		δH



		1

		118.5

		



		2

		146.7

		



		3

		99.6

		6.48 (s)



		4

		154.5

		



		5

		115.6

		



		6

		123.9

		7.62 (s)



		-CHO

		160.8

		8.16 (d, J = 1.2 Hz)



		-NH-

		

		9.46 (s)



		2′-OH

		

		9.71 (s)



		4′-OCH3

		55.7

		3.70 (s)



		5′-CH3

		15.6

		2.02 (s)





信号δH 9.46 (1H, s, -NH-)。13C-NMR谱（表1）显示9个碳信号，包括1个甲基碳信号 (δC 15.6)、1个甲氧基碳信号 (δC 55.7)、2个芳香次甲基碳信号(δC 99.6，123.9)、4个芳香季碳信号 (δC 118.5, 146.7, 154.5, 115.6)、1个甲酰基碳信号 (δC 160.8)。以上数据表明化合物具有苯基甲酰胺结构骨架，与文献中报道的已知化合物4-甲氧基甲酰苯胺[19]、2,5-二甲氧基甲酰苯胺[20]和3,4-亚甲二氧基甲酰苯胺[21]结构相似。

HMBC（图1）给出δH 6.48 (H-3), δH 7.62 (H-6) 和δC 146.7 (C-2) 相关，且C-2信号低场迁移，提示C-2存在羟基取代；δH 3.70与δC 154.5 (C-4) 相

[image: image5.png]

图1  化合物1的结构及其主要HMBC相关

Fig. 1  Structure of compound 1 and key HMBC correlations

关，提示甲氧基与C-4连接；δH 2.02和δC 115.6 (C-5), δC 123.9 (C-6) 存在远程相关，提示甲基与C-5的连接；甲酰基质子δH 8.16，芳香质子δH 7.62 (H-6) 与δC 118.5 (C-1) 存在远程相关，提示甲酰胺片段与C-1连接。

综上所述，化合物1的结构如图1所示，为1个新的酰胺类化合物，命名为石磺甲酰胺。

4  细胞毒活性测定


使用文献方法[22-23]中MTT测定方法，经过适当修改，测定化合物1对4种人肿瘤细胞HepG-2、A549、MCF-7和BEL-7402的细胞毒活性。用胰蛋白酶将培养皿对数生长的肿瘤细胞系消化，并按200 μL/孔（3×104个/mL）接种于96孔板中，在37 ℃，5% CO2培养箱中培养24 h后，向孔里加入100 μL化合物1样品，质量浓度梯度为100、50、25、12.5、6.25、3.12、1.56 μg/mL，紫杉醇为阳性对照组（质量浓度为0.01～12.00 μg/mL），在37 ℃下培养24 h，然后将20 μL MTT溶液（20 mg/mL）直接加入所有孔中，培养4 h，使用分光光度计测量其在570 nm处的吸光度（A）值，实验重复3次，计算IC50值，见表2。


表2  化合物1对4种人肿瘤细胞的细胞毒活性


Table 2  Cytotoxic activity of compound 1 against four tested human tumor cell lines


		化合物

		IC50/(μg·mL−1)



		

		HepG-2

		A549

		MCF-7

		BEL-7402



		1

		57.80±3.60

		11.50±1.50

		42.70±3.30

		19.40±2.30



		紫杉醇

		10.50±0.70

		 0.03±0.00

		 0.08±0.02

		3.20±0.04





结果表明，化合物1对A549细胞具有显著的细胞毒活性，IC50为11.5 μg/mL；化合物1对BEL-7402细胞有一定的细胞毒活性，IC50为19.4 μg/mL；但与阳性对照紫杉醇相比，在HepG-2和MCF-7细胞系中表现出弱活性，IC50分别为57.8、42.7 μg/mL；化合物1的活性基团可能为酰胺基。根据文献报道[17-18,24-30]，石磺属软体动物中含有较多的蛋白质、多肽及氨基酸类物质，其中多肽类主要为环状缩酚酸肽类和直链肽类，化合物1作为一个基本酰胺单元可能参与环肽或直链肽类的形成。基于上述结果，化合物1为潜在的抗肿瘤候选药物，值得进一步探索。
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摘  要：目的  研究海洋中药羊栖菜Sargassum fusiforme全草的化学成分。方法  采用硅胶、MCI和ODS及半制备HPLC等柱色谱技术方法进行分离纯化；采用现代波谱技术（NMR、MS、ORD等）并与文献物理常数对照等方法确定化合物的结构。结果  从羊栖菜全草的50%乙醇提取物的醋酸乙酯萃取部分中分离得到19个化合物，依次为羽扇豆酮（1）、鲍尔山油柑烯酮（2）、β-香树脂酮（3）、α-香树脂酮（4）、黑麦草内酯（5）、异黑麦草内酯（6）、(3S,5R,6S,7E)-5,6-环氧-3-羟基-7-大柱香波龙烯-9-酮（7）、(R)-去氢催吐萝芙醇（8）、24-乙基-4,24(28)-胆甾二烯-3-酮（9）、岩藻甾醇（10）、29-氢过氧基豆甾-5,24(28)-二烯-3β-醇（11）、24-氢过氧基-24-乙烯基胆甾醇（12）、马尾藻甾醇（13）、(24R)-豆甾-5,28-二烯-3β,24-二醇-7-酮（14）、二氢槲皮素（15）、金色酰胺醇乙酸酯（16）、邻苯二甲酸二丁酯（17）、单棕榈酸甘油酯（18）、棕榈酸甲酯（19）。结论  从羊栖菜全草中分离并确定的化合物结构类型，涉及三萜及倍半萜类、高度氧化甾醇和生物碱等化合物，其中化合物1～4、7、8、14～19均首次从该种植物中分离得到。

关键词：羊栖菜；次生代谢产物；三萜；倍半萜；甾醇；羽扇豆酮；β-香树脂酮；二氢槲皮素


中图分类号：R284.1      文献标志码：A      文章编号：0253 - 2670(2019)23 - 5670 - 07


DOI: 10.7501/j.issn.0253-2670.2019.23.005

Study on chemical constituents from whole herbs of Sargassum fusiforme

WANG Si-yu1, XIANG Jun2, WANG Yu-mei1, WEI Xia1, FENG Chan1, FAN Qian1, ZHANG Cui-xian1

1. College of Traditional Chinese Medicine, Guangzhou University of Chinese Medicine, Guangzhou 510006, China

2. Pharmaceutical Department, Second Affiliated Hospital of Guangzhou University of Chinese Medicine, Guangzhou 510120, China

Abstract: Objective  To study the chemical constituents of the whole herbs of Sargassum fusiforme. Methods  The chemical constituents from S. fusiforme were separated and purified by silica gel, MCI, ODS, Sephadex LH-20 gel column chromatographies, and preparative HPLC. Their structures were identified by analysis of NMR, MS, ORD, etc, and comparing physicochemical properties of compounds with references. Results  A total of 19 compounds were obtained from the 50% ethanol-H2O extract of S. fusiforme, and their structures were determined as lupenone (1), bauerenone (2), β-amyrenone (3), α-amyrenone (4), loliolide (5), isololiolide (6), (3S,5R,6S,7E)-5,6-epoxy-3-hydroxy-7-megastigmen-9-one (7), (R)-dehydrovomifoliol (8), 24-ethylcholesta-4,24 (28)-dien-3-one (9), fucosterol (10), 29-hydroperoxystigmasta-5,24 (28)-dien-3β-ol (11), 24-hydroperoxy-24-vinylcholesterol (12), saringosterol (13), (24R)-5,28-stigmastadiene-3β,24-diol-7-one (14), dihydroquercetin (15), aurantiamide acetate (16), dibutyl phthalate (17), glycerol monopalmitate (18), and methyl hexadecanoate (19). Conclusion  The compounds isolated from S. fusiforme were mainly identified as triterpenoids, sesquiterpenoids, highly oxidized sterols, alkaloids and so on. Compounds 1—4, 7—8 and 14—19 are isolated from S. fusiforme for the first time.
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海藻是一味重要的海洋中药，始载于《神农本草经》，列为中品[1]。历代本草中关于海藻药性的记载大同小异，均记载海藻药性为苦、咸、寒；其功效以化痰软坚、消瘿散结、利水消肿为主[2]。现代临床常用于治疗单纯性甲状腺肿、乳腺增生、淋巴结核、肿瘤等疾病，与传统功效是相通的[3]。自《中国药典》1963年版起，将羊栖菜Sargassum fusiforme (Harv.) Setch. 和海蒿子S. pallidum (Turn.) C. Ag.  2种同为主流品种收入正品海藻药材，其中羊栖菜为历史习用品种，且临床运用更为广泛。目前对于羊栖菜的化学成分研究主要集中于多糖，其小分子化学成分的研究报道相对较少，为进一步探究海洋中药海藻临床上应用的依据，研究羊栖菜的化学成分，本实验对羊栖菜全草的50%乙醇-水提取物进行系统的化学成分研究，分离得到19个化合物，分别鉴定为羽扇豆酮（lupenone，1）、鲍尔山油柑烯酮（bauerenone，2）、β-香树脂酮（β-amyrenone，3）、α-香树脂酮（α-amyrenone，4）、黑麦草内酯（loliolide，5）、异黑麦草内酯（isololiolide，6）、(3S,5R,6S,7E)- 5,6-环氧-3-羟基-7-大柱香波龙烯-9-酮 [(3S,5R, 6S,7E)-5,6-epoxy-3-hydroxy-7-megastigmen-9-one，7]、(R)-去氢催吐萝芙醇 [(R)-dehydrovomifoliol，8]、24-乙基-4,24(28)-胆甾二烯-3-酮 [24-ethylcholesta- 4,24(28)-dien-3-one，9]、岩藻甾醇（fucosterol，10）、29-氢过氧基豆甾-5,24(28)-二烯-3β-醇 [29-hydro- peroxystigmasta-5,24(28)-dien-3β-ol，11]、24-氢过氧基-24-乙烯基胆甾醇（24-hydroperoxy-24- vinylcholesterol，12）、马尾藻甾醇（saringosterol，13）、(24R)-豆甾-5,28-二烯-3β,24-二醇-7-酮 [(24R)- 5,28-stigmastadiene-3β,24- diol-7-one，14]、二氢槲皮素（dihydroquercetin，15）、金色酰胺醇乙酸酯（aurantiamide acetate，16）、邻苯二甲酸丁酯（dibutyl- phthalate，17）、单棕榈酸甘油酯（glyceroyl- monopalmitate，18）和棕榈酸甲酯（methyl- hexadecanoate，19）。化合物1～4、7、8、14～19为从该种植物中首次分离得到。

1  仪器与材料


400 MHz NMR（美国Bureck公司）；LC-IT-TOF-MS（美国AB公司AB5600＋QTOF）；液相色谱-质谱联用仪（美国Thremo公司LCQ DECA XP型）；超高效液相色谱仪（岛津LC-30AD）；高效液相仪（美国安捷仑公司HPCL-1260；日本岛津公司LC-20A）、柱色谱硅胶（200～300目）、薄层色谱硅胶（GF254），青岛海洋化工厂分厂；Sephadex（Sephadex LH-20，美国GE公司）；ODS（ODS-A-HG，日本YMC公司）；MCI（CHP20/P120，日本三菱公司）；分析纯试剂（天津市大茂化学试剂厂）色谱纯试剂（北京迈瑞达科技有限公司）；旋光仪（MCP 200，德国安东帕公司）。

羊栖菜购于安徽亳州仙成药业有限公司，由广州中医药大学黄海波副教授鉴定为羊栖菜Sargassum fusiforme (Harv.) Setch. 的全株。

2  提取与分离


取羊栖菜全株（30 kg）加50%乙醇-水（10倍量/次、4 h/次、共3次）回流提取，滤过，滤液减压回收得到深褐色浸膏（4 kg）。浸膏加水分散（12 L），分别用等体积醋酸乙酯、正丁醇萃取（各4次），萃取液减压浓缩至干，得到醋酸乙酯部位（242 g）和正丁醇部位（215 g）。取醋酸乙酯部位（194 g），经硅胶柱色谱（200～300目硅胶840 g，10 cm×50 cm），以石油醚-醋酸乙酯（1∶0→0∶1）和醋酸乙酯-甲醇（9∶1→0∶1）梯度洗脱，TLC追踪合并得到Fr. 1～9。

Fr. 1（32.9 g）经硅胶柱色谱（200～300目硅胶600 g，10 cm×50 cm），石油醚-醋酸乙酯（9∶1→0∶1）梯度洗脱得到11个流分Fr. 1-1～Fr. 1-11。Fr. 1-2（0.3 g）经HPLC半制备色谱（YMC-Pack ODS-A，250 mm×10 mm，5 μm，94%甲醇）得到化合物19（tR＝30.4 min，78.6 mg）；Fr. 1-3（0.18 g）经HPLC半制备色谱（YMC-Pack ODS-A，250 mm×10 mm，5 μm，100%乙腈）和HPLC半制备色谱（YMC-Pack ODS-A，250 mm×10 mm，5 μm，100%甲醇）分别得到化合物1（tR＝68.5 min，12.7 mg）、2（tR＝58.6 min，3.5 mg）、3（tR＝68.9 min，3.3 mg）、4（tR＝77.3 min，2.2 mg）。Fr. 1-7（5.8 g）经HPLC半制备色谱（YMC-Pack ODS-A，250 mm×10 mm，5 μm，100%甲醇）得到化合物9（tR＝46.4 min，15.2 mg）和10（tR＝50.1 min，26.8 mg）。Fr. 1-10（3.0 g）经HPLC半制备色谱（YMC-Pack ODS-A，250 mm×10 mm，5 μm，100%甲醇）得到化合物11（tR＝52.4 min，8.8 mg）、12（tR＝22.2 min，37.9 mg）、13（tR＝27.0 min，7.5 mg）。

Fr. 4（4.8 g）经Sephadex LH-20柱色谱（Sephadex LH-20、700 g、2.5 cm×1.8 m），氯仿-甲醇（3∶7）等度洗脱得到5个流分Fr. 4-1～4-5。Fr. 4-2（2.0 g）经MCI柱色谱（MCI，405 g，5.0 cm× 65 cm），甲醇-水（1∶4→1∶0）梯度洗脱得到5个流分Fr. 4-2-1～4-2-5。Fr. 4-2-3（240 mg）经硅胶柱色谱（200～300目硅胶6 g，1.0 cm×45 cm），石油醚-醋酸乙酯（3∶1→0∶1）梯度洗脱得到6个流分Fr. 4-2-3-1～4-2-3-6。Fr. 4-2-3-2（40.1 mg）经HPLC半制备色谱（Kromasil 100-5-C18，250 mm×10 mm，5 μm，40%甲醇）得到化合物7（tR＝42.3 min，5.4 mg）和8（tR＝29.8 min，2.2 mg）。Fr. 4-2-4（1.74 g）经ODS柱色谱（ODS 70 g， 50 cm×2.5 cm），甲醇- 水（2∶3→1∶0）梯度洗脱得到9个流分Fr. 4-2-4-1～4-2-4-9。Fr. 4-2-4-6（600 mg）经HPLC半制备色谱（Kromasil 100-5-C18，250 mm×10 mm，5 μm，88%甲醇）得到化合物14（tR＝20.2 min，2.4 mg）和18（tR＝10.2 min，6.4 mg）。Fr. 4-2-4-4（330 mg）经硅胶柱色谱（200～300目硅胶6 g，1.0 cm×45 cm），石油醚-醋酸乙酯（10∶1→0∶1）梯度洗脱得到10个流分Fr. 4-2-4-4-1～4-2-4-4-10。Fr. 4-2-4-4-1（16.6 mg）经HPLC半制备色谱（Kromasil 100-5-C18，250 mm×10 mm，5 μm，89%甲醇）得到化合物17（tR＝15.3 min，13.3 mg）。Fr. 4-2-4-4-4（22.5 mg）经甲醇重结晶得到化合物16（tR＝11.2 min，12 mg）。Fr. 4-4（0.6 g）经HPLC半制备色谱（Kromasil 100-5-C18，250 mm×10 mm，5 μm，40%甲醇）得到化合物5（tR＝55.2 min，40.3 mg）和6（tR＝39.7 min，3.8 mg）。

Fr. 6（6.0 g）经Sephadex LH-20柱色谱（Sephadex LH-20 638 g，1.2 m×3 cm），氯仿-甲醇（3∶7）等度洗脱得到4个流分Fr. 6-1～6-4。Fr. 6-4（0.15 g）经HPLC半制备色谱（Kromasil 100-5-C18，250 mm×10 mm，5 μm，40%甲醇）得到化合物15（tR＝24.1 min，20.9 mg）。

3  结构鉴定


化合物1：无色针晶（氯仿），ESI-MS m/z: 463.333 7 [M＋K]+；[α]eq \o(\s\up 5(23),\s\do 2(D)) +52° (c 0.05, CHCl3)；1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 0.79 (3H, s, H-28), 0.93 (3H, s, H-25), 0.95 (3H, s, H-27), 1.02 (3H, s, H-23), 1.07 (3H, s, H-26), 1.07 (3H, s, H-24), 1.68 (3H, s, H-30), 4.69 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-29), 4.5 7 (1H, d, J = 0.8 Hz, H-29)；13C-NMR (100 MHz, CDCl3) δ: 218.1 (C-3), 150.7 (C-20), 109.2 (C-29), 54.7 (C-5), 49.6 (C-9), 48.1 (C-18), 47.8 (C-19), 47.2 (C-4), 42.8 (C-17), 42.7 (C-14), 40.6 (C-8), 39.4 (C-22), 39.8 (C-1), 38.0 (C-13), 36.7 (C-10), 35.3 (C-16), 34.0 (C-7), 33.4 (C-2), 29.6 (C-21), 27.2 (C-15), 26.4 (C-23), 25.0 (C-12), 21.3 (C-11), 20.9 (C-24), 19.5 (C-6), 19.1 (C-30), 17.8 (C-28), 15.8 (C-25), 15.6 (C-26), 14.3 (C-27)。以上数据与文献报道基本一致[4-5]，故鉴定化合物1为羽扇豆酮。

化合物2：白色针晶（氯仿），ESI-MS m/z: 463.333 7 [M＋K]+，[α]eq \o(\s\up 5(25),\s\do 2(D)) −10.67° (c 0.2, CHCl3)；1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 0.90 (3H, d, J = 5.6 Hz, H-30), 1.06 (3H, d, J = 6.4 Hz, H-29), 1.04 (3H, s, H-28), 0.91 (3H, s, H-27), 1.0 (3H, s, H-26), 0.94 (3H, s, H-25), 1.11 (3H, s, H-24), 1.03 (3H, s, H-23), 2.24 (1H, dt, J = 14.0, 3.2 Hz, H-2b), 2.75 (1H, td, J = 14.4, 5.6 Hz, H-2a), 5.46 (1H, m, H-7)；13C-NMR (100 MHz, CDCl3) δ: 217.0 (C-3), 145.4 (C-8), 116.4 (C-7), 54.9 (C-18), 52.1 (C-5), 47.8 (C-9), 47.8 (C-4), 41.4 (C-14), 38.3 (C-1), 38.0 (C-28), 37.7 (C-13), 37.6 (C-16), 35.3 (C-19), 35.2 (C-10), 34.9 (C-2), 32.3 (C-12), 32.0 (C-20), 32.0 (C-22), 31.5 (C-17), 29.2 (C-21), 28.9 (C-15), 25.6 (C-29), 24.5 (C-6), 24.4 (C-23), 23.8 (C-26), 22.7 (C-27), 22.5 (C-30), 21.5 (C-24), 17.0 (C-11), 12.6 (C-25)。以上数据与文献报道基本一致[6-7]，故鉴定化合物2为鲍尔山油柑烯酮。

化合物3：白色片状结晶（氯仿），EI-MS m/z: 424，1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 5.20 (1H, m, H-12), 2.55 (1H, m, H-2α), 2.37 (1H, m, H-2β), 1.14 (3H, s, H-27), 1.09 (3H, s, H-23), 1.07 (3H, s, H-25), 1.05 (3H, s, H-24), 1.02 (3H, s, H-26), 0.87 (6H, s, H-29, 30), 0.84 (3H, s, H-28)；13C-NMR (100 MHz, CDCl3) δ: 217.9 (C-3), 145.2 (C-13), 121.4 (C-12), 55.2 (C-5), 47.4 (C-4), 47.2 (C-18), 46.8 (C-9), 46.7 (C-19), 41.8 (C-14), 39.7 (C-8), 39.2 (C-1), 37.0 (C-22), 36.6 (C-10), 34.6 (C-21), 34.1 (C-2), 33.2 (C-29), 32.4 (C-17), 32.1 (C-7), 31.0 (C-20), 28.3 (C-28), 26.8 (C-16), 26.4 (C-23), 26.0 (C-15), 25.8 (C-27), 23.6 (C-30), 23.5 (C-11), 21.4 (C-24), 19.6 (C-6), 16.6 (C-26), 15.1 (C-25)。以上数据与文献报道基本一致[8]，故鉴定化合物3为β-香树脂酮。

化合物4：无色针状结晶（氯仿），ESI-MS m/z: 447.359 7 [M＋Na]+。1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 5.15 (1H, t, J = 3.2 Hz, H-12), 1.09 (3H, s, H-23), 1.09 (3H, s, H-27), 1.08 (3H, s, H-25), 1.05 (3H, s, H-26), 1.05 (3H, s, H-24), 0.91 (3H, s, H-30), 0.81 (3H, s, H-28), 0.79 (3H, brs, H-29)；13C-NMR (100 MHz, CDCl3) δ: 217.9 (C-3), 139.6 (C-13), 124.1 (C-12), 59.0 (C-18), 55.1 (C-5), 47.3 (C-4), 46.8 (C-9), 42.1 (C-14), 41.4 (C-22), 39.9 (C-8), 39.6 (C-20), 39.5 (C-19), 39.4 (C-1), 36.5 (C-10), 34.1 (C-2), 33.7 (C-17), 32.4 (C-7), 31.1 (C-21), 29.6 (C-15), 28.7 (C-28), 28.0 (C-16), 26.5 (C-23), 23.4 (C-11), 23.1 (C-27), 21.4 (C-24), 21.3 (C-30), 19.6 (C-6), 17.4 (C-29), 16.7 (C-26), 15.4 (C-25)。以上数据与文献报道基本一致[9]，故鉴定化合物4为α-香树脂酮。

化合物5：无色针晶（氯仿），ESI-MS m/z: 197.117 2 [M＋H]+，[α]eq \o(\s\up 5(20),\s\do 2(D)) −84° (c 0.1, CHCl3)。1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 5.65 (1H, s, H-7), 2.45 (1H, dt, J = 14.0, 2.8 Hz, H-4a), 1.99 (1H, dt, J = 14.4, 2.4 Hz, H-2a), 1.75 (3H, s, H-11), 1.71 (1H, dd, J = 14.4, 3.2 Hz, H-4b), 1.47 (1H, dd, J = 14.4, 3.2 Hz, H-2b), 1.44 (3H, s, H-10), 1.23 (3H, s, H-9)；13C-NMR (100 MHz, CDCl3) δ: 183.2 (C-6), 172.5 (C-8), 112.8 (C-7), 87.3 (C-5), 66.7 (C-3), 47.3 (C-2), 45.7 (C-4), 36.2 (C-1), 30.8 (C-9), 27.1 (C-11), 26.6 (C-10)。以上数据与文献报道基本一致[10-11]，故鉴定化合物5为黑麦草内酯。

化合物6：淡黄色油状物，ESI-MS m/z: 197.117 2 [M＋H]+，[α]eq \o(\s\up 5(20),\s\do 2(D)) +47° (c 0.1, CHCl3)。1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 5.71 (1H, s, H-7), 4.12 (1H, tt, J = 11.2, 3.6 Hz, H-3), 2.53 (1H, ddd, J = 11.6, 3.6, 2.8 Hz, H-4a), 2.03 (1H, ddd, J = 12.8, 4.0, 2.4 Hz, H-2a), 1.50 (1H, m, H-4b), 1.32 (1H, m, H-2b), 1.58 (3H, s, H-11), 1.31 (3H, s, H-10), 1.26 (3H, s, H-9)；13C-NMR (100 MHz, CDCl3) δ: 181.0 (C-8), 171.8 (C-6), 113.5 (C-7), 86.7 (C-5), 65.3 (C-3), 50.0 (C-2), 48.1 (C-4), 35.3 (C-1), 30.1 (C-11), 25.8 (C-10), 25.3 (C-9)。以上数据与文献报道基本一致[12-13]，故鉴定化合物6为异黑麦草内酯。

化合物7：无色油状物，ESI-MS m/z: 247.130 5 [M＋Na]+，[α]eq \o(\s\up 5(25),\s\do 2(D)) −77° (c 0.1, CHCl3)，1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 7.02 (1H, d, J = 15.6 Hz, H-7), 6.28 (1H, d, J = 15.6 Hz, H-8), 3.90 (1H, m, H-3), 2.38 (1H, ddd, J = 15.2, 4.8, 1.2 Hz, H-4), 1.66 (1H, d, J = 8.8 Hz, H-4), 1.63 (1H, dd, J = 12.0, 3.2 Hz, H-2), 1.27 (1H, dd, J = 12.0, 10.0 Hz, H-2), 2.28 (3H, s, H-10), 1.18 (3H, s, H-11), 0.97 (3H, s, H-12), 1.18 (3H, s, H-13)；13C-NMR (100 MHz, CDCl3) δ: 197.8 (C-9), 142.7 (C-7), 132.8 (C-8), 69.7 (C-6), 67.5 (C-5), 64.2 (C-3), 46.8 (C-4), 40.7 (C-2), 35.3 (C-1), 29.6 (C-11), 28.5 (C-10), 25.1 (C-12), 20.1 (C-13)。以上数据与文献报道基本一致[14]，故鉴定化合物7为 (3S,5R,6S,7E)-5,6-环氧-3-羟基-7-大柱香波龙烯-9-酮。


化合物8：无色油状物，ESI-MS m/z: 223.132 6 [M＋H]+，[α]eq \o(\s\up 5(25),\s\do 2(D)) −367.04° (c 0.03, MeOH)。1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 6.83 (1H, d, J = 14.8 Hz, H-7), 6.46 (1H, d, J = 16.8 Hz, H-8), 5.96 (1H, s, H-4), 2.50 (1H, d, J = 18.0 Hz, H-2a), 2.33 (1H, d, J = 18.0 Hz, H-2b), 2.31 (3H, s, H-10), 1.88 (3H, s, H-13), 1.10 (3H, s, H-11), 1.02 (3H, s, H-12)；13C-NMR (100 MHz, CDCl3) δ: 197.7 (C-3), 197.2 (C-9), 160.6 (C-5), 145.1 (C-7), 130.5 (C-8), 128.0 (C-4), 79.5 (C-6), 49.8 (C-2), 41.7 (C-1), 28.7 (C-10), 24.6 (C-11), 23.1 (C-12), 18.9 (C-13)。以上数据与文献报道的基本一致[15-16]，故鉴定化合物8为 (R)-去氢催吐萝芙醇。

化合物9：白色粉末，EI-MS m/z: 410，[α]eq \o(\s\up 5(26),\s\do 2(D)) +86° (c 0.05, CHCl3)。1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 5.70 (1H, s, H-4), 0.69 (3H, s, H-18), 1.15 (3H, s, H-19), 0.96 (3H, d, H-21), 2.17 (1H, m, H-25), 0.95 (3H, s, H-26), 0.96 (3H, s, H-27), 5.17 (1H, m, H-28), 1.54 (3H, d, J = 6.6 Hz, H-29)；13C-NMR (100 MHz, CDCl3) δ: 200.0 (C-3), 172.0 (C-5), 147.1 (C-24), 124.0 (C-4), 115.8 (C-28), 56.1 (C-14), 56.0 (C-17), 54.0 (C-9), 42.6 (C-13), 39.8 (C-12), 38.8 (C-10), 36.6 (C-20), 35.9 (C-1), 35.8 (C-8), 35.3 (C-22), 35.0 (C-25), 34.2 (C-2), 33.2 (C-6), 32.2 (C-7), 28.4 (C-16), 25.9 (C-23), 24.4 (C-15), 22.4 (C-27), 22.3 (C-26), 21.2 (C-11), 18.9 (C-21), 17.6 (C-19), 13.4 (C-29), 12.1 (C-18)。以上数据与文献报道基本一致[17]，故鉴定化合物9为24-乙基-4,24(28)-胆甾二烯-3-酮。

化合物10：白色粉末，EI-MS m/z: 412，[α]eq \o(\s\up 5(25),\s\do 2(D)) −30.19° (c 0.05, CHCl3)。1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 5.32 (1H, brd, J = 3.6 Hz, H-6), 5.16 (1H, q, J = 6.8 Hz, H-28), 3.50 (1H, m, H-3), 1.54 (3H, d, J = 6.4 Hz, H-29), 0.98 (3H, s, H-19), 0.96 (3H, s, H-21), 0.96 (3H, s, H-27), 0.94 (3H, s, H-26), 0.66 (3H, s, H-18)；13C-NMR (100 MHz, CDCl3) δ: 147.2 (C-24), 141.0 (C-5), 122.0 (C-6), 115.8 (C-28), 72.0 (C-3), 57.0 (C-14), 56.0 (C-17), 50.3 (C-9), 42.6 (C-13), 42.5 (C-4), 40.0 (C-12), 37.5 (C-1), 36.7 (C-10), 36.6 (C-20), 35.4 (C-22), 35.0 (C-25), 32.1 (C-7), 32.1 (C-8), 31.8 (C-2), 28.5 (C-16), 25.9 (C-23), 24.5 (C-15), 22.4 (C-26), 22.3 (C-27), 21.3 (C-11), 19.6 (C-19), 19.0 (C-21), 13.4 (C-29), 12.1 (C-18)。以上数据与文献报道基本一致[18]，故鉴定化合物10为岩藻甾醇。

化合物11：白色粉末，ESI-MS m/z: 445.367 2 [M＋H]+。1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 4.54 (2H, d, J = 6.9 Hz, H-29), 5.34 (1H, d, J = 5.2 Hz, H-6), 5.31 (IH, t, J = 7.2 Hz, H-28), 1.03 (6H, d, J = 6.8 Hz, H-26, 27), 1.00 (3H, s, H-19), 0.98 (3H, d, J = 6.8 Hz, H-21), 0.68 (3H, s, H-18)；13C-NMR (100 MHz, CDCl3) δ: 155.4 (C-24), 140.9 (C-5), 121.9 (C-6), 115.1 (C-28), 73.7 (C-29), 72.0 (C-3), 56.9 (C-14), 55.8 (C-17), 50.3 (C-9), 42.6 (C-13), 42.5 (C-4), 39.9 (C-12), 37.5 (C-1), 36.7 (C-10), 36.6 (C-20), 36.4 (C-22), 34.9 (C-25), 32.1 (C-8), 32.1 (C-2), 31.8 (C-7), 28.5 (C-16), 26.7 (C-23), 24.5 (C-15), 22.3 (C-27), 22.2 (C-26), 21.3 (C-11), 19.6 (C-19), 18.9 (C-21), 12.1 (C-18)。以上数据与文献报道基本一致[19-20]，故鉴定化合物11为29-氢过氧基豆甾- 5,24(28)-二烯-3β-醇。

化合物12：白色粉末，ESI-MS m/z: 445.367 2 [M＋H]+。1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 5.74 (1H, dd, J = 18.0 Hz, 11.6 Hz, H-28), 5.35 (1H, d, J = 5.2 Hz, H-6), 5.27 (1H, dd, J = 11.6, 1.6 Hz, H-29), 5.15 (lH, dd, J = 18.0, 1.6 Hz, H-29), 3.52 (1H, m, H-3), 1.00 (3H, s, H-19), 0.96 (3H, d, J = 6.4 Hz, H-21), 0.88 (3H, d, J = 6.8 Hz, H-27), 0.85 (3H, d, J = 6.8 Hz, H-26), 0.68 (3H, s, H-18)；13C-NMR (100 MHz, CDCl3) δ: 141.0 (C-5), 137.4 (C-28), 121.9 (C-6), 116.6 (C-29), 89.4 (C-24), 72.0 (C-3), 57.0 (C-14), 56.1 (C-17), 50.3 (C-9), 42.6 (C-13), 42.5 (C-4), 40.0 (C-12), 37.5 (C-1), 36.7 (C-10), 36.5 (C-20), 32.1 (C-2), 32.1 (C-25), 32.1 (C-8), 31.9 (C-7), 28.7 (C-22), 28.6 (C-23), 28.5 (C-16), 24.5 (C-15), 21.3 (C-11), 19.6 (C-19), 19.1 (C-11), 17.9 (C-27), 16.9 (C-26), 12.1 (C-18)。以上数据与文献报道基本一致[20-21]，故鉴定化合物12为24-氢过氧基-24-乙烯基胆甾醇。

化合物13：无色针晶（氯仿），ESI-MS m/z: 429.372 7 [M＋H]+，1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 5.80 (1H, ddd, J = 16.4, 10.8, 5.6 Hz, H-28), 5.34 (1H, d, J = 5.2 Hz, H-6), 5.18 (1H, dd, J = 17.6, 1.6 Hz, H-29), 5.13 (1H, dd, J = 10.8, 1.6 Hz, H-29), 3.52 (1H, m, H-3), 1.00 (3H, s, H-19), 0.92 (3H, d, J = 5.2 Hz, H-21), 0.89 (3H, d, J = 6.8 Hz, H-27), 0.87 (3H, d, J = 6.8 Hz, H-26), 0.67 (3H, s, H-18)；13C-NMR (100 MHz, CDCl3) δ: 142.7 (C-18), 141.0 (C-5), 121.9 (C-6), 113.1 (C-29), 77.9 (C-24), 72.0 (C-3), 56.9 (C-14), 56.0 (C-17), 50.3 (C-9), 42.5 (C-13), 42.5 (C-4), 40.0 (C-12), 37.5 (C-1), 36.8 (C-10), 36.3 (C-25), 36.1 (C-20), 34.8 (C-23), 32.1 (C-7), 32.1 (C-8), 31.9 (C-7), 29.3 (C-22), 29.3 (C-16), 24.5 (C-15), 21.3 (C-11), 19.6 (C-19), 19.0 (C-21), 17.8 (C-27), 16.7 (C-26), 12.1 (C-18)。以上数据与文献报道基本一致[22]，故鉴定化合物13为马尾藻甾醇。

化合物14：白色无定形固体，ESI-MS m/z: 443.352 0 [M＋H]+，1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 5.79 (1H, dd, J = 17.2, 10.8 Hz, H-28), 5.57 (1H, d,  J = 1.2 Hz, H-6), 5.12 (1H, dd, J = 10.8, 1.2 Hz, H-29), 5.17 (1H, dd, J = 17.6, 1.6 Hz, H-29), 3.66 (1H, m, H-3), 1.17 (3H, s, H-19), 0.90 (3H, d, J = 6.4 Hz, H-21), 0.86 (3H, d, J = 8.0 Hz, H-27), 0.84 (3H, d, J = 7.2 Hz, H-26), 0.65 (3H, s, H-18)；13C-NMR (100 MHz, CDCl3) δ: 202.5 (C-7), 165.3 (C-5), 142.6 (C-28), 126.3 (C-6), 113.2 (C-29), 77.9 (C-24), 70.7 (C-3), 54.7 (C-17), 50.1 (C-14), 50.1 (C-9), 45.6 (C-8), 43.3 (C-13), 42.0 (C-4), 38.9 (C-12), 38.5 (C-10), 36.5 (C-1), 36.3 (C-20), 36.0 (C-25), 35.1 (C-23), 31.4 (C-2), 29.3 (C-16), 28.7 (C-22), 26.5 (C-15), 21.4 (C-11), 19.2 (C-21), 17.8 (C-27), 17.5 (C-19), 16.7 (C-26), 12.2 (C-18)。以上数据与文献报道基本一致[23]，故鉴定化合物14为 (24R)-豆甾- 5,28-二烯-3β,24-二醇-7-酮。

化合物15：黄色无定形粉末，ESI-MS m/z: 305.065 6 [M＋H]+，1H-NMR (400 MHz, CD3OD) δ: 6.91 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-2′), 6.79 (1H, dd, J = 8.0, 1.6 Hz, H-6′), 6.75 (1H, d, J = 8.4 Hz, H-5′), 5.86 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-6), 5.83 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-8), 4.84 (1H, d, J = 11.6 Hz, H-2), 4.45 (1H, d, J = 11.6 Hz, H-3)；13C-NMR (100 MHz, CD3OD) δ: 198.6 (C-4), 168.9 (C-7), 165.4 (C-5), 164.6 (C-9), 147.3 (C-4′), 146.4 (C-3′), 130.0 (C-1′), 121.0 (C-6′), 116.2 (C-2′), 116.0 (C-5′), 101.9 (C-10), 97.4 (C-6), 96.4 (C-8), 85.2 (C-2), 73.8 (C-3)。以上数据与文献报道基本一致[24]，故鉴定化合物15为二氢槲皮素。

化合物16：无色针晶（甲醇），ESI-MS m/z: 445.211 6 [M＋H]+，1H-NMR (400 MHz, CD3OD) δ: 7.67 (2H, dd, J = 8.4, 1.2 Hz, H-2′, 6′), 7.49 (1H, t, J = 3.2 Hz, H-4′), 7.40 (2H, t, J = 7.2 Hz, H-3′, 5′), 7.22 (3H, d, J = 4.4 Hz, H-4″), 7.14 (2H, d, J = 3.2 Hz, H-2″, 6″), 3.93 (1H, dd, J = 11.2, 4.0 Hz, H-3a), 3.86 (1H, dd, J = 11.2, 6.0 Hz, H-3b), 3.08 (1H, dd, J = 14.0, 6.8 Hz, H-10a), 2.95 (1H, dd, J = 13.6, 8.4 Hz, H-10b), 2.78 (2H, ddd, J = 13.6, 8.0, 6.8 Hz, H-11), 1.96 (3H, s, H-1)；13C-NMR (100 MHz, CD3OD) δ: 173.5 (C-2), 172.7 (C-6), 170.1 (C-9), 139.0 (C-1″), 138.6 (C-1′′′), 135.4 (C-1′), 133.0 (C-4′), 130.5 (C-3″, 5″), 130.4 (C-3′′′, 5′″), 129.7 (C-4″), 129.6 (C-2″, 6″, 2′, 6′), 128.6 (C-2′′′, 6′′′), 128.0 (C-3′, 5′), 127.7 (C-4′′′), 66.3 (C-3), 56.8 (C-5), 51.3 (C-4), 39.1 (C-10), 38.2 (C-11), 20.9 (C-1)。以上数据与文献报道基本一致[25]，故鉴定化合物16为金色酰胺醇乙酸酯。


化合物17：无色油状物，ESI-MS m/z: 279.159 1 [M＋H]+。1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 7.71 (2H, dd, J = 5.6, 3.2 Hz, H-3, 6), 7.53 (2H, dd, J = 5.2, 3.2 Hz, H-4, 5), 4.30 (4H, t, J = 6.8 Hz, H-1′), 1.71 (4H, m, H-2′), 1.42 (4H, m, H-3′), 0.95 (6H, t, J = 7.2 Hz, H-4′)；13C-NMR (100 MHz, CDCl3) δ: 167.7 (COO-), 132.5 (C-1, 2), 131.1 (C-4, 5), 128.9 (C-3, 6), 65.7 (C-1′), 30.6 (C-2′), 19.3 (C-3′), 13.9 (C-4′)。以上数据与文献报道基本一致[26]，故鉴定化合物17为邻苯二甲酸二丁酯。

化合物18：白色粉末，ESI-MS m/z: 331.284 3 [M＋H]+。1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 4.18 (1H, dd, J = 11.6, 4.4 Hz, H-1a), 4.12 (1H, dd, J = 11.6, 6.0 Hz, H-3a), 3.67 (1H, dd, J = 11.2, 4.0 Hz, H-1b), 3.57 (1H, dd, J = 11.2, 4.8 Hz, H-3b), 3.90 (1H, m, H-2), 2.32 (2H, t, J = 7.6 Hz, H-2′), 0.86 (3H, t, J = 6.8 Hz, H-16′)；13C-NMR (100 MHz, CDCl3) δ: 174.6 (C-1′), 70.4 (C-2), 65.3 (C-1), 63.5 (C-3), 34.4 (C-2′), 32.1 (C-3′), 29.9 (C-5′), 29.9 (C-6′), 29.9 (C-7′), 29.8 (C-8′), 29.7 (C-9′), 29.6 (C-10′), 29.5 (C-11′), 29.3 (C-12′), 29.3 (C-13′), 25.1 (C-14′), 22.9 (C-15′), 14.4 (C-16′)。以上数据与文献报道基本一致[27]，故鉴定化合物18为单棕榈酸甘油。

化合物19：白色油脂，ESI-MS m/z: 293.245 1 [M＋Na]+。1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 3.62 (3H, s, H-1′), 2.26 (2H, t, J = 6.8 Hz, H-2), 1.57 (2H, q, J = 6.8 Hz, H-3), 1.22 (24 H, hrs, H-4～15), 0.84 (3H, t,  J = 6.8 Hz, H-16)；13C-NMR (100 MHz, CDCl3) δ: 174.4 (C-1), 51.5 (C-1′), 34.2 (C-2), 32.1 (C-14), 29.8 (C-8～12), 29.7 (C-7), 29.6 (C-6), 29.5 (C-13), 29.4 (C-5), 29.3 (C-4), 25.1 (C-3), 22.8 (C-15), 14.2 (C-16)。以上数据与文献报道基本一致[28-29]，故鉴定化合物19为棕榈酸甲酯。
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摘  要：目的  研究红树植物瓶花木Scyphiphora hydrophyllacea枝叶中的化学成分。方法  综合运用正、反相硅胶柱色谱和Sephadex LH-20凝胶柱色谱以及制备型高效液相色谱等方法进行系统分离纯化，根据化合物的理化性质及其波谱学数据鉴定化合物的结构。结果  从瓶花木枝叶的90%乙醇提取物中分离得到了18个化合物，分别鉴定为坡模酮酸（1）、蔷薇酸（2）、达玛二烯醇乙酸酯（3）、古柯二醇（4）、羽扇豆醇乙酸酯（5）、30-醛基羽扇豆醇（6）、山楂酸（7）、23-羟基熊果酸（8）、β-香树脂酮（9）、刺槐素（10）、金圣草黄素（11）、棕矢车菊素（12）、熊竹山姜素（13）、异樱花素（14）、花旗松素（15）、lyoniresinol（16）、杜仲树脂酚（17）和蛇菰脂醛素（18）。其中，化合物1～9为三萜类化合物，10～15为黄酮类化合物，16～18为木脂素类化合物。结论  所有化合物均为首次从瓶花木属植物中分离得到。

关键词：红树植物；瓶花木；三萜；黄酮；木脂素；坡模酮酸；蔷薇酸；达玛二烯醇乙酸酯；古柯二醇

中图分类号：R284.1      文献标志码：A      文章编号：0253 - 2670(2019)23 - 5677 - 06

DOI: 10.7501/j.issn.0253-2670.2019.23.006

Chemical constituents from stems and leaves of mangrove plant, Scyphiphora hydrophyllacea
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Abstract: Objective  To study the chemical constituents of the stems and leaves of mangrove plant, Scyphiphora hydrophyllacea. Methods  The chemical constituents of S. hydrophyllacea were separated and purified by silica gel, ODS, Sephadex LH-20 gel column chromatographies and preparative HPLC. Their structures were identified by physicochemical properties, spectroscopic analysis, as well as comparisons with the data reported in literatures. Results  A total of 18 compounds were isolated from the 90% ethanol extract of the stems and leaves of S. hydrophyllacea, which were identified as pomonic acid (1), euscaphic acid (2), dammaradienyl acetate (3), erythrodiol (4), lupenyl acetate (5), 30-oxo-lupeol (6), maslinic acid (7), 23-hydroxyursolic acid (8), β-amyrenone (9), acacetin (10), chrysoeriol (11), jaceosidin (12), kumatakenin (13), isosakuranetin (14), taxifolin (15), lyoniresinol (16), medioresinol (17), and balanophonin (18). Compounds 1—9 were triterpenoids, compounds 10—15 were flavonoids and compounds 16—18 were lignans. Conclusion  All compounds are isolated from the genus Scyphiphora for the first time. 
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瓶花木Scyphiphora hydrophyllacea Gaertn. F. 为茜草科瓶花木属植物，该属仅1个种，分布于亚洲南部至东南部，南至加罗林群岛、澳大利亚和新喀里多尼亚。在我国主要分布于海南的琼山、文昌、万宁和崖县的热带海滨，生于海边泥滩上，为红树林树种之一[1]。截止目前为止，有关瓶花木中的化学成分及其药理活性的研究报道较少见[2-10]。红树植物是热带、亚热带海区潮间带特有的高等植物，为耐盐、常绿灌木或乔木，因其特殊的生长环境，在其化学成分和生物活性方面都有很多特殊性。为更好地开发和利用我国红树植物资源，本课题组在前期研究中对瓶花木枝叶的90%乙醇提取物的抗肿瘤活性进行了评价，结果表明瓶花木的乙醇提取物具有显著的抗肿瘤活性。为更合理地开发利用该植物资源，充分发挥其药用价值，本课题组对其化学成分进行了系统研究，从瓶花木枝叶的90%乙醇提取物中分离得到了18个化合物，分别鉴定为坡模酮酸（pomonic acid，1）、蔷薇酸（euscaphic acid，2）、达玛二烯醇乙酸酯（dammaradienyl acetate，3）、古柯二醇（erythrodiol，4）、羽扇豆醇乙酸酯（lupenyl acetate，5）、30-醛基羽扇豆醇（30-oxo-lupeol，6）、山楂酸（maslinic acid，7）、23-羟基熊果酸（23-hydroxyursolic acid，8）、β-香树脂酮（β-amyrenone，9）、刺槐素（acacetin，10）、金圣草黄素（chrysoeriol，11）、棕矢车菊素（jaceosidin，12）、熊竹山姜素（kumatakenin，13）、异樱花素（isosakuranetin，14）、花旗松素（taxifolin，15）、lyoniresinol（16）、杜仲树脂酚（medioresinol，17）和蛇菰脂醛素（balanophonin，18）。其中化合物1～9为三萜类化合物，10～15为黄酮类化合物，16～18为木脂素类化合物。所有化合物均为首次从瓶花木属植物中分离得到。

1  仪器与材料


Bruker AV-400型超导核磁共振仪（德国Bruker公司）；Finnigan LCQ Advantange MAX质谱仪（美国热电公司）；中低压制备色谱（瑞士Buchi公司）；Dionex制备型高效液相色谱仪（美国黛安公司）；Cosmosil C18制备型色谱柱（250 mm×20 mm，5 μm）；薄层硅胶GF254和柱色谱硅胶（青岛海洋化工厂）；Sephadex LH-20（美国Amersham Blosclences公司）；ODS柱色谱材料（C18，10～40 μm，Merck公司）；N-1001型旋转蒸发仪（日本EYELA公司）；紫外分析暗箱YOKO-ZX（武汉药科新技术开发有限公司）；4001N电子天平（上海民桥精密科技仪器有限公司）；所用试剂均为分析纯试剂（西陇化工股份有限公司）。

瓶花木枝叶于2017年9月采集于海南省文昌市清澜港红树林自然保护区，经海南师范大学南药资源产业化关键技术研究海南省工程研究中心付艳辉研究员鉴定为茜草科瓶花木属植物瓶花木Scyphiphora hydrophyllacea Gaertn. F. 的枝叶，凭证标本（SCHY20170902）保存于海南师范大学热带药用资源化学教育部重点实验室标本室。

2  提取与分离


将阴干的瓶花木枝叶5.8 kg粉碎后用90%乙醇冷浸提取3次，每次冷浸1周，合并提取液，减压浓缩至无醇味后得总浸膏。总浸膏加水混悬，依次分别用石油醚和醋酸乙酯进行萃取，回收溶剂后得石油醚萃取部位638.9 g和醋酸乙酯萃取部位268.7 g。取石油醚萃取部位637.0 g加粗硅胶（100～200目）拌样，上样于正相硅胶（200～300目）柱，以石油醚-丙酮（95∶5→30∶70）进行梯度洗脱，得到8个流分（Fr. 1～8）。Fr. 2（46.8 g）经反相硅胶ODS柱色谱分离，以甲醇-水进行梯度洗脱（55∶45→100∶0），得到7个亚流分（Fr. 2A～Fr. 2G）。Fr. 2B经Sephadex LH-20凝胶柱色谱纯化（氯仿-甲醇50∶50），再经制备型HPLC（乙腈-水63∶37）制备得到化合物1（7.3 mg）、8（6.8 mg）、10（21.6 mg）和18（62.5 mg）；Fr. 2C经Sephadex LH-20凝胶柱色谱纯化（氯仿-甲醇50∶50），再经制备型HPLC（甲醇-水72∶28）制备得到化合物2（23.5 mg）、6（6.9 mg）、13（15.6 mg）、14（26.2 mg）和17（53.7 mg）；Fr. 2D经硅胶柱色谱分离，以石油醚-醋酸乙酯（85∶15→40∶60）进行梯度洗脱，洗脱流分经Sephadex LH-20凝胶柱色谱纯化后（氯仿-甲醇50∶50），再经制备型HPLC（乙腈-水68∶32）制备得到化合物3（12.7 mg）、7（74.2 mg）、12（34.2 mg）和16（8.9 mg）；Fr. 2E经硅胶柱色谱分离，以石油醚-丙酮（80∶20→50∶50）进行梯度洗脱，洗脱流分经Sephadex LH-20凝胶柱色谱纯化后（氯仿-甲醇50∶50），再经制备型HPLC（甲醇-水78∶22）制备得到化合物4（32.1 mg）、5（9.3 mg）、9（45.2 mg）、11（11.9 mg）和15（23.6 mg）。

3  结构鉴定


化合物1：白色无定形粉末，Liebermann- Burchard显色反应阳性；C30H46O4，ESI-MS m/z: 471 [M＋H]+；1H-NMR (400 MHz, C5D5N) δ: 5.59 (1H, s, H-12), 3.11 (1H, s, H-18), 1.72 (3H, s, 27-CH3), 1.38 (3H, s, 29-CH3), 1.09 (3H, s, 23-CH3), 1.07 (3H, d, J = 6.0 Hz, 30-CH3), 1.05 (3H, s, 26-CH3), 1.00 (3H, s, 24-CH3), 0.91 (3H, s, 25-CH3)；13C-NMR (100 MHz, C5D5N) δ: 216.0 (C-3), 180.7 (C-28), 139.9 (C-13), 127.3 (C-12), 72.7 (C-19), 55.3 (C-5), 54.6 (C-18), 48.2 (C-17), 48.0 (C-4), 46.8 (C-9), 41.9 (C-20), 41.7 (C-14), 39.9 (C-8), 38.7 (C-1), 37.9 (C-22), 36.7 (C-10), 33.8 (C-2), 33.6 (C-7), 29.0 (C-15), 27.2 (C-29), 27.9 (C-23), 26.7 (C-21), 26.4 (C-16), 24.3 (C-27), 24.0 (C-11), 21.8 (C-24), 20.0 (C-6), 16.9 (C-26), 16.7 (C-30), 15.1 (C-25)。以上数据与文献报道的数据基本一致[11]，故鉴定化合物1为坡模酮酸。

化合物2：白色无定形粉末，Liebermann- Burchard显色反应阳性；C30H48O5，ESI-MS m/z: 489 [M＋H]+；1H-NMR (400 MHz, C5D5N) δ: 5.18 (1H, t, J = 3.2 Hz, H-12), 3.79 (1H, dt, J = 10.9, 4.3 Hz, H-2β), 3.21 (1H, d, J = 2.2 Hz, H-3β), 1.19 (3H, s, 27-CH3), 1.06 (3H, s, 29-CH3), 0.90 (3H, s, 23-CH3), 0.85 (3H, s, 26-CH3), 0.81 (3H, d, J = 7.0 Hz, 30-CH3), 0.71 (3H, s, 25-CH3), 0.60 (3H, s, 24-CH3)；13C-NMR (100 MHz, C5D5N) δ: 182.7 (C-28), 140.4 (C-13), 129.8 (C-12), 79.9 (C-3), 74.0 (C-19), 67.2 (C-2), 55.3 (C-18), 49.8 (C-5), 48.9 (C-17), 48.2 (C-9), 43.1 (C-20), 42.9 (C-1), 42.7 (C-14), 41.5 (C-8), 39.6 (C-22), 39.4 (C-10), 39.1 (C-4), 34.4 (C-7), 29.8 (C-15), 29.4 (C-23), 27.7 (C-21), 27.3 (C-29), 27.0 (C-16), 25.3 (C-27), 24.9 (C-11), 23.1 (C-24), 19.8 (C-6), 18.0 (C-26), 17.3 (C-30), 17.0 (C-25)。以上数据与文献报道的数据基本一致[12]，故鉴定化合物2为蔷薇酸。

化合物3：白色无定形粉末，Liebermann- Burchard反应呈阳性；C32H52O2，ESI-MS m/z: 469 [M＋H]+；1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 5.21 (1H, t, J = 9.0 Hz, H-24), 4.70 (1H, d, J = 9.0 Hz, H-21), 4.48 (1H, m, H-3), 2.08, 1.76, 1.65, 1.00, 0.89, 0.87, 0.85, 0.82 (3H×8, s, CH3×8)；13C-NMR (100 MHz, CDCl3) δ: 171.0 (CH3CO), 152.7 (C-20), 131.3 (C-25), 124.6 (C-24), 107.4 (C-21), 81.3 (C-3), 55.9 (C-5), 51.2 (C-9), 49.4 (C-14), 48.0 (C-13), 45.5 (C-17), 40.6 (C-8), 38.7 (C-10), 37.9 (C-1), 37.0 (C-4), 35.3 (C-7), 34.1 (C-22), 31.3 (C-15), 28.9 (C-16), 27.9 (C-28), 27.0 (C-12), 26.0 (C-26), 24.9 (C-23), 23.8 (C-2), 21.6 (C-11), 21.3 (CH3CO), 18.1 (C-6), 17.6 (C-27), 16.7 (C-19), 16.4 (C-18), 15.9 (C-30), 15.7 (C-29)。以上数据与文献报道的数据基本一致[13]，故鉴定化合物3为达玛二烯醇乙酸酯。

化合物4：白色无定形粉末，Liebermann- Burchard显色反应呈阳性；C30H50O2，ESI-MS m/z: 443 [M＋H]+；1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 5.21 (1H, t, J = 4.2 Hz, H-12), 3.49 (1H, d, J = 11.0 Hz, H-18α), 3.22 (1H, m, H-3), 3.17 (1H, d, J = 11.0 Hz, H-18β), 1.21, 1.01, 0.97, 0.94, 0.90, 0.87, 0.80 (3H×7, s, CH3×7)；13C-NMR (100 MHz, CDCl3) δ: 144.1 (C-13), 121.9 (C-12), 79.0 (C-3), 69.9 (C-28), 55.0 (C-5), 47.5 (C-17), 47.2 (C-9), 46.4 (C-19), 42.5 (C-18), 41.7 (C-14), 40.3 (C-8), 39.1 (C-4), 38.6 (C-1), 36.9 (C-10), 34.0 (C-21), 33.1 (C-29), 32.6 (C-7), 30.8 (C-22), 30.9 (C-20), 28.0 (C-23), 27.1 (C-2), 25.9 (C-27), 25.4 (C-15), 23.8 (C-11), 23.6 (C-30), 22.0 (C-16), 18.3 (C-6), 16.9 (C-26), 16.0 (C-24), 15.7 (C-25)。以上数据与文献报道的数据基本一致[14]，故鉴定化合物4为古柯二醇。

化合物5：白色无定形粉末，Liebermann- Burchard显色反应阳性。C32H52O2，ESI-MS m/z: 469 [M＋H]+；1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 4.69 (1H, brs, H-29α), 4.58 (1H, brs, H-29β), 4.51 (1H, dd, J = 11.8, 7.2 Hz, H-3), 2.09 (3H, s, CH3CO), 1.69, 1.11, 1.04, 0.95, 0.89, 0.85, 0.80 (3H×7, s, CH3×7)；13C-NMR (100 MHz, CDCl3) δ: 171.3 (CH3CO), 151.0 (C-20), 109.7 (C-29), 81.1 (C-3), 55.9 (C-5), 51.0 (C-9), 48.9 (C-18), 48.7 (C-19), 42.9 (C-17), 42.6 (C-14), 39.9 (C-22), 39.6 (C-8), 38.4 (C-1), 38.1 (C-13), 37.5 (C-4), 37.0 (C-10), 35.6 (C-16), 35.0 (C-7), 29.6 (C-21), 28.0 (C-23), 27.5 (C-15), 25.6 (C-12), 23.5 (C-2), 21.9 (CH3CO), 21.7 (C-11), 20.0 (C-30), 18.6 (C-6), 17.9 (C-28), 17.0 (C-25), 16.3 (C-26), 15.6 (C-24), 15.0 (C-27)。以上数据与文献报道的数据基本一致[15]，故鉴定化合物5为羽扇豆醇乙酸酯。

化合物6：白色无定形粉末，Liebermann- Burchard反应阳性；C30H48O2，ESI-MS m/z: 441 [M＋H]+；1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 9.52 (1H, brs, H-30), 6.23 (1H, brs, H-29α), 5.91 (1H, brs, H-29β), 3.18 (1H, dd, J = 10.8, 5.0 Hz, H-3), 0.99, 0.93, 0.88, 0.79, 0.76, 0.70 (3H×6, s, CH3×6)；13C-NMR (100 MHz, CDCl3) δ: 194.9 (C-30), 157.0 (C-20), 132.9 (C-29), 79.1 (C-3), 55.0 (C-5), 51.3 (C-18), 49.9 (C-9), 43.0 (C-17), 42.8 (C-14), 41.0 (C-8), 39.9 (C-22), 39.3 (C-4), 39.0 (C-1), 38.1 (C-13), 36.9 (C-10), 36.8 (C-19), 35.5 (C-16), 34.4 (C-7), 33.1 (C-21), 27.9 (C-23), 27.7 (C-12), 27.5 (C-15), 27.2 (C-2), 20.9 (C-11), 18.7 (C-6), 18.0 (C-28), 15.9 (C-25), 15.7 (C-26), 15.2 (C-24), 14.1 (C-27)。以上数据与文献报道的数据基本一致[16]，故鉴定化合物6为30-醛基羽扇豆醇。

化合物7：白色无定形粉末，Liebermann- Burchurd显色反应阳性；C30H48O4，ESI-MS m/z: 473 [M＋H]+；1H-NMR (400 MHz, C5D5N) δ: 5.49 (1H, t, J = 3.8, H-12), 1.38, 1.27, 1.08, 1.02, 0.98, 0.95, 0.89 (3H×7, s, CH3×7)；13C-NMR (100 MHz, C5D5N) δ: 179.9 (C-28), 145.0 (C-13), 123.0 (C-12), 84.1 (C-3), 69.0 (C-2), 56.4 (C-5), 48.5 (C-9), 47.9 (C-19), 47.1 (C-17), 46.6 (C-1), 42.7 (C-14), 41.9 (C-18), 40.1 (C-8), 39.7 (C-4), 38.6 (C-10), 34.3 (C-21), 33.7 (C-29), 33.6 (C-22), 33.3 (C-7), 30.9 (C-20), 29.8 (C-23), 28.6 (C-15), 27.0 (C-27), 24.1 (C-16), 23.8 (C-30), 23.5 (C-11), 19.1 (C-6), 17.9 (C-26), 17.6 (C-24), 17.0 (C-25)。以上数据与文献报道的数据基本一致[17]，故鉴定化合物7为山楂酸。

化合物8：白色无定形粉末，Liebermann- Burchard显色反应阳性；C30H48O4，ESI-MS m/z: 473 [M＋H]+；1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 5.52 (1H, t, J = 4.2 Hz, H-12), 4.21 (1H, t, J = 7.0 Hz, H-3), 4.18 (1H, d, J = 10.0 Hz, H-23α), 3.69 (1H, d, J = 10.0 Hz, H-23β), 2.61 (1H, d, J = 11.2 Hz, H-18), 1.98 (3H, s, H-27), 1.82 (3H, s, H-24), 1.10 (3H, s, H-25), 1.05 (3H, d, J = 7.0 Hz, H-29), 1.01 (3H, s, H-26), 0.95 (3H, d, J = 5.8 Hz, H-30)；13C-NMR (100 MHz, CDCl3) δ: 180.1 (C-28), 139.3 (C-13), 125.6 (C-12), 79.3 (C-3), 65.9 (C-23), 53.6 (C-18), 48.8 (C-9), 48.6 (C-17), 48.1 (C-5), 43.0 (C-4), 42.6 (C-14), 40.0 (C-8), 39.7 (C-19), 39.2 (C-20), 38.9 (C-1), 38.7 (C-10), 37.5 (C-22), 33.5 (C-7), 30.8 (C-21), 28.6 (C-15), 25.9 (C-2), 25.0 (C-16), 23.8 (C-11), 23.5 (C-27), 21.1 (C-30), 18.2 (C-6), 17.8 (C-26), 17.6 (C-29), 16.9 (C-25), 16.1 (C-24)。以上数据与文献报道的数据基本一致[18]，故鉴定化合物8为23-羟基熊果酸。

化合物9：白色无定形粉末，Liebermann- Burchurd显色反应阳性；C30H48O，ESI-MS m/z: 425 [M＋H]+；1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 5.41 (1H, t, J = 4.0 Hz, H-12), 1.21, 1.13, 1.10, 1.05, 1.00, 0.97, 0.88, 0.86 (3H×8, s, CH3×8)；13C-NMR (100 MHz, CDCl3) δ: 218.0 (C-3), 145.7 (C-13), 121.9 (C-12), 56.1 (C-5), 47.8 (C-4), 47.4 (C-18), 47.0 (C-9), 46.9 (C-19), 41.9 (C-14), 40.0 (C-8), 39.2 (C-1), 37.3 (C-22), 36.9 (C-10), 34.7 (C-21), 34.2 (C-2), 33.7 (C-29), 32.6 (C-17), 32.2 (C-7), 30.9 (C-20), 29.1 (C-28), 27.1 (C-16), 26.8 (C-23), 26.5 (C-15), 25.9 (C-27), 24.2 (C-11), 24.0 (C-30), 21.7 (C-24), 20.4 (C-6), 17.6 (C-26), 16.1 (C-25)。以上数据与文献报道的数据基本一致[19]，故鉴定化合物9为β-香树脂酮。

化合物10：淡黄色无定形粉末，FeCl3试液显色反应阳性；C16H12O5，ESI-MS m/z: 285 [M＋H]+；1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 12.92 (1H, s, 5-OH), 8.10 (2H, dd, J = 7.2, 1.8 Hz, H-2′, 6′), 7.11 (2H, dd, J = 7.2, 1.8 Hz, H-3′, 5′), 6.88 (1H, s, H-3), 6.51 (1H, d, J = 1.8 Hz, H-8), 6.22 (1H, d, J = 1.8 Hz, H-6), 3.89 (3H, s, 4′-OCH3)；13C-NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ: 182.0 (C-4), 164.4 (C-7), 163.3 (C-2), 162.4 (C-9), 161.6 (C-4′), 157.6 (C-5), 128.4 (C-2′, 6′), 122.9 (C-1), 114.7 (C-3′, 5′), 104.0 (C-10), 103.7 (C-3), 98.9 (C-8), 94.1 (C-6)。以上数据与文献报道的数据基本一致[20]，故鉴定化合物10为刺槐素。

化合物11：淡黄色无定形粉末，FeCl3试液显色反应阳性；C16H12O6，ESI-MS m/z: 301 [M＋H]+；1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 12.91 (1H, s, 5-OH), 7.58 (1H, dd, J = 8.0, 2.0 Hz, H-6′), 7.48 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-2′), 6.89 (1H, d, J = 8.0 Hz, H-5′), 6.86 (1H, s, H-3), 6.51 (1H, d, J = 1.8 Hz, H-8), 6.22 (1H, d, J = 1.8 Hz, H-6), 3.87 (3H, s, 3′-OCH3)；13C-NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ: 182.1 (C-4), 164.3 (C-7), 164.0 (C-2), 161.2 (C-5), 157.6 (C-9), 151.1 (C-4′), 148.0 (C-3′), 121.7 (C-1′), 120.6 (C-6′), 115.8 (C-5′), 110.2 (C-2′), 104.1 (C-10), 103.5 (C-3), 99.7 (C-6), 94.0 (C-8), 56.0 (3′-OCH3)。以上数据与文献报道的数据基本一致[21]，故鉴定化合物11为金圣草黄素。

化合物12：淡黄色无定形粉末，FeCl3试液显色反应阳性；C17H14O7，ESI-MS m/z: 331 [M＋H]+；1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 13.08 (1H, s, 5-OH), 10.69 (1H, s, 7-OH), 10.01 (1H, s, 4′-OH), 7.58 (1H, dd, J = 8.2, 2.0 Hz, H-6′), 7.53 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-2′), 7.00 (1H, d, J = 8.2 Hz, H-5′), 6.93 (1H, s, H-3), 6.62 (1H, s, H-8), 3.89 (3H, s, 4′-OCH3), 3.81 (3H, s, 6-OCH3)；13C-NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ: 182.1 (C-4), 163.7 (C-2), 157.4 (C-7), 152.8 (C-5), 152.6 (C-9), 151.0 (C-4′), 148.1 (C-3′), 131.3 (C-6), 121.7 (C-1′), 120.3 (C-6′), 116.0 (C-5′), 110.4 (C-2′), 103.9 (C-10), 94.8 (C-8), 60.1 (4′-OCH3), 56.2 (6-OCH3)。以上数据与文献报道的数据基本一致[22]，故鉴定化合物12为棕矢车菊素。

化合物13：淡黄色无定形粉末，FeCl3试液显色反应阳性；C17H14O6，ESI-MS m/z: 315 [M＋H]+；1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 12.72 (1H, s, 5-OH), 8.03 (2H, d, J = 8.2 Hz, H-2′, 6′), 7.02 (2H, d, J = 8.2 Hz, H-3′, 5′), 6.39 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-8), 6.28 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-6), 3.91 (3H, s, 7-OCH3), 3.83 (3H, s, 3-OCH3)；13C-NMR (100 MHz, CDCl3) δ: 178.8 (C-4), 165.0 (C-7), 161.9 (C-9), 159.2 (C-2), 156.7 (C-5), 156.1 (C-4′), 138.6 (C-3), 130.1 (C-2′, 6′), 121.9 (C-1′), 115.8 (C-3′, 5′), 105.9 (C-10), 97.7 (C-6), 91.9 (C-8), 55.8 (3-OCH3), 55.67 (7-OCH3)。以上数据与文献中报道的数据基本一致[23]，故鉴定化合物13为熊竹山姜素。

化合物14：白色无定型粉末，FeCl3试液显色反应阳性；C16H14O5，ESI-MS m/z: 287 [M＋H]+；1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 12.12 (1H, s, 5-OH), 10.79 (1H, s, 7-OH), 7.39 (2H, d, J = 8.2 Hz,  J = 2′, 6′), 6.97 (2H, d, J =8.2 Hz, H-3′, 5′), 5.89 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-8), 5.84 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-6), 5.52 (1H, d, J = 12.2, 2.8 Hz, H-2), 3.79 (3H, s, 4′-OCH3), 3.31 (1H, dd, J = 16.8, 12.2 Hz, H-3α), 2.72 (1H, dd,  J = 16.8, 2.8 Hz, H-3β)；13C-NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ: 196.2 (C-4), 166.8 (C-7), 163.8 (C-5), 163.0 (C-9), 159.6 (C-4′), 130.7 (C-17), 128.4 (C-2′, 6′), 113.9 (C-3′, 5′), 102.0 (C-10), 96.1 (C-6), 94.9 (C-8), 78.1 (C-2), 55.4 (4′-OCH3), 41.8 (C-3)。以上数据与文献中报道的数据基本一致[24]，故鉴定化合物14为对异樱花素。

化合物15：白色无定型粉末，FeCl3试液显色反应阳性；C15H12O7，ESI-MS m/z: 305 [M＋H]+；1H-NMR (400 MHz, CD3COCD3) δ: 11.83 (1H, s, OH-5), 7.11 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-2′), 6.89 (1H, dd,  J = 8.0, 2.0 Hz, H-6′), 6.83 (1H, d, J = 8.0 Hz, H-5′), 5.93 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-8), 5.89 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-6), 4.98 (1H, d, J = 11.6 Hz, H-2), 4.57 (1H, d, J = 11.6 Hz, H-3)；13C NMR (100 MHz, CD3COCD3) δ: 198.1 (C-4), 168.4 (C-7), 164.0 (C-5), 163.9 (C-9), 146.4 (C-4′), 145.7 (C-3′), 130.0 (C-1′), 120.7 (C-6′), 116.1 (C-2′), 116.0 (C-5′), 101.3 (C-10), 97.1 (C-6), 95.9 (C-8), 84.4 (C-2), 73.0 (C-3)。以上数据与文献中报道的数据基本一致[25]，故鉴定化合物15为花旗松素。

化合物16：白色无定形粉末，FeCl3试液显色反应阳性；C22H28O8，ESI-MS m/z: 421 [M＋H]+；1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 6.51 (1H, s, H-2′), 6.37 (2H, s, H-2, 6), 3.99 (1H, d, J = 6.8 Hz, H-7), 3.92 (3H, s, 3′-OCH3), 3.80 (6H, s, 3, 5-OCH3), 3.75 (1H, m, H-9α), 3.71 (1H, m, H-9′α), 3.59 (1H, m, H-9′β), 3.48 (1H, dd, J = 11.8, 6.8 Hz, H-9β), 3.29 (3H, s, 5′-OCH3), 2.58 (2H, m, H-7′), 1.87 (1H, m, H-8), 1.69 (1H, m, H-8′)；13C-NMR (100 MHz, CDCl3) δ: 147.1 (C-3), 146.4 (C-3′), 145.7 (C-5′), 138.2 (C-1), 136.9 (C-4′), 133.0 (C-4), 128.9 (C-1′), 125.4 (C-6′), 105.9 (C-2′), 105.6 (C-6), 66.7 (C-9′), 64.0 (C-9), 59.7 (5′-OCH3), 56.6 (3, 5-OCH3), 55.9 (3′-OCH3), 49.6 (C-8), 43.0 (C-7), 40.5 (C-8′), 33.7 (C-7′)。以上数据与文献中报道的数据基本一致[26]，故鉴定化合物16为lyoniresinol。

化合物17：白色无定型粉末，FeCl3试液显色反应阳性；C21H24O7，ESI-MS m/z: 389 [M＋H]+；1H-NMR (400 MHz, CD3COCD3) δ: 7.49 (1H, s, 4-OH), 7.12 (1H, s, 4′-OH), 6.98 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-2), 6.88 (1H, dd, J = 8.0, 2.0 Hz, H-6), 6.77 (1H, d, J = 8.0 Hz, H-5), 6.69 (2H, s, H-2′, 6′), 4.72 (2H, d,  J = 4.6 Hz, H-7, 7′), 4.22 (2H, m, H-9α, 9′α), 3.91 (2H, m, H-9β, 9′β), 3.78 (3H, s, 3-OCH3), 3.74 (6H, s, 3′, 5′-OCH3), 3.08 (2H, m, H-8, 8′)；13C-NMR (100 MHz, CD3COCD3) δ: 145.0 (C-3′, 5′), 148.5 (C-3), 146.9 (C-4), 136.4 (C-4′), 134.4 (C-1), 133.3 (C-1′), 119.8 (C-6), 115.7 (C-5), 110.8 (C-2), 104.8 (C-2′, 6′), 87.0 (C-7′), 86.8 (C-7), 72.7 (C-9′), 72.5 (C-9), 56.9 (3′, 5′-OCH3), 56.5 (3-OCH3), 55.6 (C-8), 55.4 (C-8′)。以上数据与文献中报道的数据基本一致[27]，故鉴定化合物17为杜仲树脂酚。

化合物18：白色无定形粉末，FeCl3试液显色反应阳性；C20H20O6，ESI-MS m/z: 357 [M＋H]+；1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 9.70 (1H, d, J = 7.8 Hz, H-9′), 7.47 (1H, d, J = 15.8 Hz, H-7′), 7.21 (1H, s, H-6′), 7.11 (1H, s, H-2), 6.88 (3H, m, H-2′, 5, 6), 6.59 (1H, dd, J = 15.8, 7.8 Hz, H-8′), 5.70 (1H, d, J = 6.8 Hz, H-7), 3.97 (3H, s, 5′-OCH3), 3.88 (2H, m, H-9), 3.85 (3H, s, 3-OCH3), 3.67 (1H, m, H-8)；13C-NMR (100 MHz, CDCl3) δ: 194.2 (C-9′), 153.4 (C-7′), 151.7 (C-4′), 145.0 (C-5′), 146.9 (C-5), 145.8 (C-4), 132.2 (C-1), 129.2 (C-3′), 128.3 (C-1′), 126.5 (C-8′), 122.4 (C-6′), 119.6 (C-6), 118.2 (C-2′), 114.7 (C-3), 109.0 (C-2), 88.9 (C-7), 64.0 (C-9), 56.3 (3-OCH3), 55.9 (5′-OCH3), 52.8 (C-8)。以上数据与文献中报道的数据基本一致[28]，故鉴定化合物18为蛇菰脂醛素。
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侧扁软柳珊瑚中倍半萜和甾烷类化学成分研究
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摘  要：目的  研究中国南海侧扁软柳珊瑚Subergorgia suberosa的化学成分。方法  采用中压制备色谱、硅胶色谱、sephadex LH-20柱色谱、ODS柱色谱、薄层制备色谱（PTLC）等手段从侧扁软柳珊瑚中的乙醇提取物分离次生代谢产物。利用核磁共振、质谱等波谱技术结合参考文献数据对照方法对单体化合物进行结构鉴定。结果  分离得到倍半萜和甾烷类化合物共14个，其结构分别鉴定为subergorgic acid methyl ester（1）、2β-hydroxy subergorgic acid methyl ester（2）、subergorgic acid（3）、suberosenol A（4）、suberosenol B（5）、suberosenone（6）、suberosanone（7）、3β-羟基-5β-孕甾-20-酮（8）、3β-羟基-5α-孕甾-20-酮（9）、3α-羟基-5β-孕甾-20-酮（10）、孕甾-4-烯-3, 20-二酮（11）、3β-羟基-5-烯-孕甾-20-酮（12）、胆甾醇（13）、过氧麦角甾醇（14）。结论  化合物5和10首次从软柳珊瑚科中分离得到，化合物14首次从侧扁软柳珊瑚S. suberosa中分离得到。
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Sesquiterpenes and steroids from Subergorgia suberosa
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Abstract: Objective  To investigate the chemical constitutes of Subergorgia suberosa from South China Sea. Methods  We carried out the chemical separation of EtOH extract of S. suberosa based on the chromatographic techniques such as medium pressure preparative chromatography, silica, sephadex LH-20, ODS column chromatography, and preparative thin layer chromatography (PTLC). The NMR and MS spectroscopic techniques, together with comparison with literature data, were used for structural elucidation of compounds. Results  Fourteen compounds including sesquiterpenes and steroids were isolated from S. suberosa. These compounds were identified as subergorgic acid methyl ester (1), 2β-hydroxy subergorgic acid methyl ester (2), subergorgic acid (3), suberosenol A (4), suberosenol B (5), suberosenone (6), suberosanone (7), 3β-hydroxy-5β-pregnan-20-one (8), 3β-hydroxy-5α-pregnan-20-one (9), 3α-hydroxy-5β-pregnan-20-one (10), pregnan-4-ene-3,20-dione (11), 3β-hydroxy-pregnan-5-ene-20-one (12), cholesterol (13), and 5α,8α-epidioxyergosta-6,22-dien-3β-ol (14), respectively. Conclusion  Compounds 5 and 10 are isolated from the family Subergorgiidae for the first time. Compound 14 is isolated from S. suberosa for the first time.
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侧扁软柳珊瑚Subergorgia suberosa (Pallas)属于软柳珊瑚科（Subergorgiidae）软柳珊瑚属Subergorgia (Pallas) 动物，在我国常见于广东沿海及海南岛。倍半萜和甾烷类化合物是侧扁软柳珊瑚中常见的化合物类型。目前侧扁软柳珊瑚中被报道的倍半萜有石竹烷型、柳珊瑚烷型、侧扁软柳珊瑚烷型3种骨架类型[1-2]，具有抗肿瘤、抗污损、抗菌作用[1,3-4]。侧扁软柳珊瑚中的甾烷类化合物主要是孕甾烷类、9,11-开环甾醇类化合物和多羟基甾醇类化合物，具有抗肿瘤、抗藤壶附着、抗炎、抗菌、抗病毒和卤虫致死活性等生物活性[1,5-9]。为了深入发掘侧扁软柳珊瑚的活性物质，本课题组开展了侧扁软柳珊瑚化学成分的研究工作，采用各种色谱技术手段对侧扁软柳珊瑚的乙醇提取物中分离得到7个倍半萜和7个甾烷类化合物（图1），分别鉴定为subergorgic acid methyl ester（1）、2β-hydroxy subergorgic acid methyl ester（2）、subergorgic acid（3）、suberosenol A（4）、suberosenol B（5）、suberosenone
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图1  化合物1～14结构


Fig. 1  Chemical structures of compounds 1—14

（6）、suberosanone（7）、3β-羟基-5β-孕甾-20-酮（3β-hydroxy-5β-pregnan-20-one，8）、3β-羟基-5α-孕甾-20-酮（3β-hydroxy-5α- pregnan-20-one，9）、3α-羟基-5β-孕甾-20-酮（3α-hydroxy-5β- pregnan- 20-one，10）、孕甾-4-烯-3,20-二酮（pregnan-4-ene- 3,20-dione，11）、3β-羟基-5-烯-孕甾-20-酮（3β- hydroxy-pregnan-5-ene-20-one，12）、胆甾醇（cholesterol，13）、过氧麦角甾醇（5α,8α- epidioxyergosta-6,22-dien-3β-ol，14）。其中，化合物5和10为首次从软柳珊瑚科中分离得到，化合物14首次从侧扁软柳珊瑚中分离得到。

1  仪器与材料


Bruker Avance 500 MHz核磁共振仪（Bruker公司）；中压制备柱色谱仪C615/605（Buchi公司）；ESI-MS 质谱仪（美国Waters公司）；EYELAN 1100V-W型旋转蒸发仪（日本东京理化株式会社）；葡聚糖凝胶sephadex LH-20（Pharmacia公司）；薄层色谱（TCL）硅胶、柱色谱硅胶和薄层制备板（20 cm×20 cm×0.05 cm，青岛海洋化工厂）；分析级化学剂试（天津市富宇精细化工有限公司）。

侧扁软柳珊瑚样品于2010年4月在海南省三亚市东锣岛附近海域约10 m水深处采集所得。经中国科学院南海海洋研究所黄晖研究员鉴定为侧扁软柳珊瑚Subergorgia suberosa (Pallas)。样品标本（LSH-201003）现存放于中国科学院南海海洋研究所热带海洋生物资源与生态重点实验室。

2  提取与分离


侧扁软柳珊瑚剪碎后，用95%乙醇浸提3次，每次3 d。合并提取液，减压回收乙醇溶液，加水混悬，氯仿萃取3次，合并萃取液，减压回收溶剂，得到氯仿萃取物70.2 g。氯仿萃取物经中压硅胶柱色谱分离，用石油醚-醋酸乙酯（100∶0→0∶100）进行梯度洗脱，得到6个组分（F1～F6）。硅胶柱色谱分离F1，正己烷-醋酸乙酯（100∶0→20∶80）梯度洗脱得到6个组分（F1.1～F1.6），F1.6通过Sephadex LH-20柱色谱脱色后，再通过薄层制备色谱（PTLC）制备得到化合物1（40.6 mg）。F2首先用ODS柱（甲醇-水20∶80→100∶0）进行分离得到19个组分（F2.1～F2.19），每组分均过Sephadex LH-20凝胶柱色谱，然后再用硅胶柱色谱反复分离，再结合PTLC制备，最终从F2中分离得到化合物2（10.3 mg）、4（5.9 mg）、5（20.4 mg）、6（13.1 mg）和7（28.2 mg）。F3部分用硅胶柱色谱进行分离，石油醚-丙酮（100∶0→0∶100）梯度洗脱，TLC检测各个流分，合并流分得6个组分（F3.1～F3.6）。F3.5经过Sephadex LH-20凝胶柱色谱后得到2个组分（F3.51～F3.52），每个组分再经过硅胶柱色谱、PTLC反复分离，最终得到化合物8（7.6 mg）、9（9.2 mg）、11（4.0 mg）、12（10.1 mg）和13（2.8 mg）。F4先用硅胶柱色谱分离，以氯仿-丙酮（20∶1→0∶1）系统梯度洗脱得5个组分（F4.1～F4.5），F4.2经sephedex LH-20凝胶柱色谱分离得到2个组分F4.21和F4.22，F4.21经过ODS柱、硅胶柱色谱以及PTLC分离得到化合物14（16.3 mg），F4.22经ODS柱、硅胶柱色谱分离得到化合物3（39.4 mg）。F4.5通过PTLC制备得到化合物10（15.3 mg）。

3  结构鉴定


化合物1：无色油状物。ESI-MS m/z: 263.165 0 [M＋H]+，提示相对分子质量为262。1H-NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 1.09 (3H, d, J = 6.8 Hz, H-15), 1.09 (3H, d, J = 7.5 Hz, H-12), 1.18 (3H, s, H-13), 1.76 (1H, dd, J = 11.5, 5.5 Hz, H-7β), 1.97 (1H, dd, J = 16.5, 7.5 Hz, H-3α), 2.05 (1H, brt,  J = 8.0 Hz, H-5), 2.32 (1H, dd, J = 16.5, 6.5 Hz, H-3β), 3.00 (1H, q, J = 6.8 Hz, H-11), 3.70 (3H, s, -OMe), 6.26 (1H, s, H-9)。13C-NMR (125 MHz, CDCl3) 数据见表1。1H-NMR谱图上有3个甲基信号峰 (δH 1.18、1.09和1.00)。1H-NMR谱双键质子信号δH 6.26，结合13C-NMR谱δC 149.5 (CH)、136.9 (C) 2个信号峰，可推测有1个三取代的双键片段。1H-NMR谱的甲氧基信号峰 (δH 3.70) 和13C-NMR谱的2个信号δC 164.8和51.3推测甲酯COOMe片段存在。13C-NMR谱和DEPT135谱的分析结果显示化合物1中有4个甲基碳信号（包括1个为氧甲基碳信）、3个亚甲基碳信号、3个次甲基碳信号、2个季碳信号、2个烯烃碳信号、1个酮基和1个羧基碳信号。经文献检索，核磁数据与文献报道基本一致[10]，故鉴定化合物1为subergorgic acid methyl ester。

化合物2：无色油状物。1H-NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 1.04 (3H, d, J = 7.0 Hz, H-12), 1.11 (3H, d, J = 7.0 Hz, H-15), 1.33 (1H, m, H-6a), 1.38 (3H, s, H-13), 1.43 (1H, dt, J = 12.5, 3.5 Hz, H-3α), 1.58 (1H, dt, J = 10.0, 2.5 Hz, H-6b), 1.63 (1H, m, H-5), 1.76(1H, m, H-7a), 1.81 (1H, ddd, J = 12.5, 6.0, 2.0 

表1  化合物1～7的13C-NMR (125 MHz) 数据


Table 1  13C-NMR (125 MHz) data of compounds 1—7

		碳位

		1a

		2a

		3b

		4a

		5a

		6a

		7a



		1

		68.4

		67.9

		70.1

		58.4

		59.1

		57.8

		56.9



		2

		217.6

		76.0

		220.3

		46.0

		49.0

		45.2

		43.9



		3

		49.9

		45.6

		49.4

		39.0

		37.9

		41.9

		40.7



		4

		33.2

		39.7

		34.5

		77.3

		76.8

		208.6

		220.6



		5

		62.7

		63.6

		64.3

		162.7

		162.2

		151.8

		50.0



		6

		28.3

		30.3

		29.1

		104.2

		107.5

		115.2

		8.1



		7

		38.3

		40.0

		39.2

		17.5

		17.8

		17.3

		17.0



		8

		61.6

		59.1

		62.8

		38.2

		36.9

		36.4

		35.7



		9

		149.5

		153.6

		150.7

		26.3

		26.6

		26.5

		26.9



		10

		136.9

		137.0

		139.0

		28.1

		27.9

		27.9

		28.3



		11

		51.9

		50.6

		53.3

		49.3

		49.7

		49.7

		49.7



		12

		19.9

		20.4

		20.0

		55.6

		55.0

		54.3

		47.7



		13

		23.5

		22.3

		24.1

		39.1

		39.6

		40.2

		39.2



		14

		164.8

		165.5

		167.8

		26.9

		26.9

		27.0

		27.0



		15

		17.8

		17.5

		18.3

		35.1

		34.8

		35.0

		34.3



		-OMe

		51.3

		51.3

		

		

		

		

		





a溶剂为CDCl3；b溶剂为CD3OD

a data were determined in CDCl3; b data were determined in CD3OD


Hz, H-3β), 1.93 (1H, dd, J = 12.0, 3.5 Hz, H-4), 1.96 (1H, m, H-7b), 3.73 (3H, s, -OMe), 2.68 (1H, q, J = 7.0 Hz, H-11), 4.37 (1H, brs, H-2), 6.43 (1H, s, H-9)；13C-NMR (125 MHz, CDCl3) 数据见表1。根据化合物的氢谱与碳谱化学位移信号，初步推测该化合物2与1结构相似，为柳珊瑚烷型倍半萜。与化合物1核磁数据比较分析可知，化合物2的1H-NMR谱上出现1个宽单峰δH 4.37，13C-NMR谱没有酮基信号但是多了1个含氧次甲基碳信号 (δC 76.0)。经查阅文献，核磁谱数据与文献报道一致[10]，故鉴定化合物2为2β-hydroxy subergorgic acid methyl ester。

化合物3：无色块状晶体（甲醇）。1H-NMR (500 MHz, CD3OD) δ: 1.10 (3H, d, J = 7.0 Hz, H-15), 1.19 (3H, s, H-13), 1.65～1.82 (5H, m, H-4, 6, 7), 1.14 (3H, d,  J = 6.5 Hz, H-12), 2.09 (1H, dd, J = 16.5, 12.5 Hz, H-3α), 2.13 (1H, dd, J = 9.0, 6.5 Hz, H-5), 2.33 (1H, dd, J = 17.0, 7.0 Hz, H-3β), 3.01 (1H, q, J = 7.0 Hz, H-11), 6.30 (1H, s, H-9)；13C-NMR (125 MHz, CD3OD) 数据见表1。上述数据显示，化合物3与1相似，为柳珊瑚烷型倍半萜。然而，1H-NMR和13C-NMR显示化合物3没有甲氧基。经查阅文献，核磁数据与文献报道基本一致[10]，故鉴定化合物3为subergorgic acid。

化合物4：白色粉末。1H-NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 0.87 (3H, d, J = 6.5 Hz, H-7), 1.10 (3H, s, H-14), 1.19 (3H, s, H-15), 1.24 (1H, m, H-9α), 1.46 (1H, dt, J = 11.0, 2.5 Hz, H-10α), 1.61 (1H, brd, H-10β), 1.79 (1H, m, H-11), 1.78 (1H, d, J = 12.0 Hz, H-12α), 1.82 (1H, d, J = 12.0 Hz, H-12β), 1.81 (1H, m, H-3β), 1.95 (1H, dt, J = 11.0, 7.0 Hz, H-2), 1.98 (1H, m, H-8), 2.02 (1H, m, H-9β), 2.14 (1H, dt, J = 11.5, 6.5 Hz, H-3α), 4.29 (1H, m, H-4), 4.78 (1H, d,  J = 2.5 Hz, H-6a), 5.05 (1H, d, J = 2.5 Hz, H-6b)；13C-NMR (125 MHz, CDCl3) 数据见表1。经文献检索，波谱数据与文献报道基本一致[11]，故鉴定化合物4为suberosenol A。

化合物5：白色粉末。1H-NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 0.95 (3H, d, J = 7.0 Hz, H-7), 1.10 (3H, s, H-14), 1.16 (3H, s, H-15), 1.28 (1H, m, H-9α), 1.49 (1H, m, H-10α), 1.57 (1H, d, J = 14.0 Hz, H-12β), 1.61 (1H, m, H-10β), 1.66 (1H, d, J = 14.0 Hz, H-12α), 1.78 (1H, ddd, J = 13.5, 7.5, 4.0 Hz, H-3α), 1.78 (1H, m, H-11), 2.01 (2H, m, H-8, 9β), 2.07 (1H, ddd, J = 13.5, 7.0, 4.5 Hz, H-3β), 2.38 (1H, dd, J = 11.5, 7.5 Hz, H-2), 4.56 (1H, d, J = 5.5 Hz, H-4), 4.78 (1H, s, H-6b), 5.17 (1H, s, H-6a)；13C-NMR (125 MHz, CDCl3) 数据见表1。经查阅文献，波谱数据与文献报道一致[11]，故鉴定化合物5为suberosenol B。


化合物6：无色油状物。1H-NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 0.90 (3H, d, J = 7.0 Hz, H-7), 1.17 (3H, s, H-14), 1.34 (1H, ddd, J = 13.0, 5.5, 1.0 Hz, H-9α), 1.21 (3H, s, H-15), 1.60 (1H, m, H-10α), 1.70 (1H, d, J = 14.5 Hz, H-12b), 1.70 (1H, m, H-10β), 1.81 (1H, d, J = 14.5 Hz, H-12a), 1.89 (1H, brs, H-11), 2.08 (1H, m, H-9β), 2.14 (2H, m, H-8), 2.32 (1H, t, J = 11.5 Hz, H-2), 2.46 (1H, dd, J = 19.0, 9.5 Hz, H-3α), 2.67 (1H, dd, J = 19.0, 11.5 Hz, H-3β), 4.99 (1H, d, J = 1.1 Hz, H-6b), 5.97 (1H, d, J = 1.1 Hz, H-6a)；13C-NMR (125 MHz, CDCl3) 数据见表1。经查阅文献，核磁数据与文献报道基本一致[12]，故鉴定化合物6为suberosenone。

化合物7：无色油状物。1H-NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 0.88 (3H, d, J = 7.0 Hz, H-6), 1.02 (3H, d,  J = 7.0 Hz, H-7), 1.08 (3H, s, H-14), 1.13 (3H, s, H-15), 1.32 (1H, m, H-9α), 1.33 (1H, d, J = 14.5 Hz, H-12α), 1.39 (1H, d, J = 14.5 Hz, H-12β), 1.61 (1H, ddd, J = 13.0, 6.0, 2.5 Hz, H-10α), 1.65 (1H, m, H-10β), 1.75 (1H, brt, J = 3.0 Hz, H-11), 1.88 (1H, m, H-8), 2.05 (1H, m, H-9β), 2.34 (1H, dd, J = 7.5, 1.5 Hz, H-3β), 2.37 (1H, m, H-2), 2.39 (1H, q, J = 6.8 Hz, H-5), 2.46 (1H, dd, J = 7.5, 1.5 Hz, H-3α)；13C-NMR (125 MHz, CDCl3) 数据见表1。经查阅文献，核磁数据与文献报道基本一致[11]，故鉴定化合物7为suberosanone。

化合物8：白色粉末。1H-NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 0.60 (3H, s, H-18), 0.96 (3H, s, H-19), 2.11 (3H, s, H-21), 2.52 (1H, t, J = 9.0 Hz, H-17), 4.12 (1H, brs, H-3)；13C-NMR (125 MHz, CDCl3) 数据见表2。经文献检索，核磁数据与文献报道一致[13]，故鉴定化合物8为3β-羟基-5β-孕甾-20-酮。

化合物9：白色粉末。1H-NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 0.80 (3H, s, H-19), 0.62 (3H, s, H-18), 2.10 (3H, s, H-21), 2.52 (1H, t, J = 8.0 Hz, H-17), 3.53 (1H, m, H-3)；13C-NMR (125 MHz, CDCl3) 数据见表2。以上核磁数据与化合物8相似，初步推测化合物9为孕甾烷类化合物。经文献检索，光谱数据

表2  化合物8～14的13C-NMR (125 MHz, CDCl3) 数据


Table 2  13C-NMR (125 MHz, CDCl3) data of compounds 8—14

		碳位

		8

		9

		10

		11

		12

		13

		14



		1

		27.9

		37.2

		36.2

		35.7

		38.9

		37.2

		34.2



		2

		26.3

		32.1

		30.3

		34.0

		31.3

		31.7

		30.0



		3

		67.1

		71.4

		71.4

		199.6

		71.8

		71.7

		66.7



		4

		33.5

		39.1

		35.3

		124.0

		37.5

		42.3

		36.9



		5

		36.5

		44.8

		40.3

		171.0

		140.6

		140.2

		82.3



		6

		26.5

		28.6

		26.3

		31.9

		121.5

		121.7

		135.2



		7

		30.0

		31.9

		27.0

		32.8

		31.8

		31.7

		130.9



		8

		35.7

		31.5

		35.7

		35.6

		31.7

		31.8

		79.9



		9

		39.8

		54.0

		41.9

		53.7

		54.5

		50.1

		51.6



		10

		35.2

		35.5

		34.5

		38.7

		36.3

		36.2

		37.1



		11

		21.1

		21.3

		20.7

		21.0

		21.1

		21.0

		23.4



		12

		39.3

		38.7

		39.1

		38.6

		38.2

		39.7

		39.2



		13

		44.4

		44.2

		44.2

		44.0

		44.3

		43.1

		44.6



		14

		56.9

		56.7

		56.6

		56.6

		56.8

		56.7

		51.7



		15

		24.4

		24.6

		24.3

		24.4

		24.6

		24.2

		20.8



		16

		22.9

		22.9

		22.8

		22.9

		22.7

		28.3

		28.8



		17

		64.0

		63.9

		63.7

		63.8

		63.9

		56.1

		56.2



		18

		13.5

		12.3

		13.3

		13.5

		13.7

		12.0

		12.7



		19

		23.9

		13.5

		23.2

		17.4

		19.5

		19.3

		18.1



		20

		209.7

		209.9

		209.7

		209.4

		209.7

		35.8

		39.8



		21

		31.6

		31.6

		31.4

		31.5

		31.5

		18.7

		20.9



		22

		

		

		

		

		

		35.7

		135.2
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		23.8

		132.4
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		39.4

		43.0
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		29.0

		33.2



		26

		

		

		

		

		

		22.9

		19.6



		27

		

		

		

		

		

		23.1

		20.3



		28

		

		

		

		

		

		

		17.9





文献报道基本一致[13]，故鉴定化合物9为3β-羟基-5α-孕甾-20-酮。


化合物10：白色粉末。1H-NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 0.55 (3H, s, H-18), 0.88 (3H, s, H-19), 2.07 (3H, s, H-21), 2.49 (1H, t, J = 9.0 Hz, H-17), 3.60 (1H, m, H-3)；13C-NMR (125 MHz, CDCl3) 数据见表2。以上核磁数据与化合物8和9相似，初步判断化合物10为孕甾烷类化合物。经查阅文献，波谱数据和文献报道一致[13]，故鉴定化合物10为3α-羟基-5β-孕甾-20-酮。


化合物11：白色固体。1H-NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 0.67 (3H, s, H-18), 1.18 (3H, s, H-19), 2.12 (3H, s, H-21), 2.53 (1H, t, J = 9.0 Hz, H-17), 5.73 (1H, s, H-4)；13C-NMR (125 MHz, CDCl3) 数据见表2。1H-NMR谱低场区有1个单峰质子信号δH 5.73，结合13C-NMR谱和DEPT135谱δC 171.0和124.0处信号推测有1个三取代的双键片段；在13C-NMR谱可以观察到2个酮基信号 (δC 209.4和199.6)。根据碳谱和氢谱信号推测化合物11为孕甾烷类化合物，经查阅文献，核磁数据与文献报道基本一致[13-14]，故鉴定化合物11为孕甾-4-烯-3,20-二酮。

化合物12：白色粉末。1H-NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 0.59 (3H, s, H-18), 1.00 (3H, s, H-19), 2.12 (3H, s, H-21), 2.52 (1H, t, J = 8.0 Hz, H-17), 3.59 (1H, m, H-3), 5.34 (1H, brs, H-6)；13C-NMR (125 MHz, CDCl3) 见表2。从氢谱和碳谱判断化合物12为孕甾烷类化合物。根据1H-NMR谱上的烯烃质子 (δH 5.34) 和13C-NMR谱δC 140.6和121.5信号，推测化合物12有1组双键片段。经查阅文献，波谱数据与文献报道一致[13,15]，故鉴定化合物12为3β-羟基-5-烯-孕甾-20-酮。

化合物13：无色针晶（醋酸乙酯）。1H-NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 0.68 (3H, s, H-18), 0.80～0.90 (6H, H-26, 27), 0.92 (3H, d, J = 5.2 Hz, H-21), 1.01 (3H, s, H-19), 3.53 (1H, m, H-3), 5.34 (1H, d, J = 3.5 Hz, H-6)。1H-NMR谱上可观察到5个甲基质子信号 (δH 1.01, 0.92, 0.80～0.90和0.68)、1个多重峰质子信号δH 3.53、1个烯质子信号δH 5.34。从1H-NMR谱信号可推断化合物13甾体化合物，1H-NMR数据与文献报道基本一致[16]。化合物13和胆甾醇对照品在TLC板的Rf值相同，硫酸香草醛显色一样，并且与标对照品混合后熔点不下降，故鉴定化合物13为胆甾醇。

化合物14：无色针晶（醋酸乙酯）。1H-NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 0.80 (3H, d, J = 7.0 Hz, H-26), 0.81 (3H, s, H-18), 0.83 (3H, d, J = 6.5 Hz, H-27), 0.88 (3H, s, H-19), 0.90 (3H, d, J = 6.5 Hz, H-28), 0.98 (3H, d, J = 6.5 Hz, H-21), 3.96 (1H, m, H-3), 5.10 (1H, dd, J = 15.0, 8.2 Hz, H-22), 5.17 (1H, dd, J = 15.0, 8.2 Hz, H-23), 6.23 (1H, d, J = 8.5 Hz, H-6), 6.50 (1H, d, J = 8.5 Hz, H-7)。根据1H-NMR谱和13C-NMR谱初步判断化合物14为甾醇类化合物。在1H-NMR谱上可以观察到6个甲基信号 (δH 0.98、0.90、0.88、0.83、0.81和0.80) 和4个烯烃质子信号 (δH 6.50、6.23、5.10和5.17)，结合13C-NMR谱上4个信号峰δC 135.2、135.2、132.4和130.9，推断化合物14中存在2个二取代双键。根据氢谱质子的偶合常数推断1个双键构型为Z，另一个双键构型为E。碳谱δC 82.3、79.9和66.7信号峰提示有3个与氧相连的碳。经查阅文献，核磁数据与文献报道基本一致[17]，故鉴定化合物14为过氧麦角甾醇。

4  讨论


目前，在海洋生物中已发现了10个柳珊瑚烷型倍半萜和9个侧扁软柳珊瑚烷型倍半萜[2]，这些萜类化合物中的绝大多数已在侧扁软柳珊瑚中被报道[18]。本研究在侧扁软柳珊瑚中发现了柳珊瑚烷型和侧扁软柳珊瑚烷型的倍半萜，包括3个柳珊瑚烷型倍半萜（1～3）和4个侧扁软柳珊瑚烷型倍半萜（4～7），其中，suberosenol B（5）在侧扁软柳珊瑚及其所在科首次被发现。此外，侧扁软柳珊瑚中已有大量的甾烷类化合物被报道，尤其是孕甾烷类和多羟基甾醇类，本研究也从侧扁软柳珊瑚分离5个孕甾烷类化合物（8～12）、1个胆甾烷类（13）和1个麦角甾烷类化合物（14）。然而，化合物10首次从软柳珊瑚科中分离得到，化合物14首次从侧扁软柳珊瑚中分离。因此，本研究结果进一步丰富了侧扁软柳珊瑚的化学多样性。

侧扁软柳珊瑚中的甾烷类和萜类化合物具有抗肿瘤、抗菌、抗污损和抗病毒等多种生物活性，对卵巢癌、肾癌、黑色素瘤、乳腺癌细胞等有细胞毒活性[1,12]。通过构效关系研究表明，化合物3中的双键和2位的酮基对抗污损活性起关键性的作用[3]。侧扁软柳珊瑚中的孕甾烷类也显示较好的抗流感病毒作用[8]。综上所述，侧扁软柳珊瑚的甾烷类和倍半萜类化合物相关活性的研究结果表明，侧扁软柳珊瑚是具有开发价值的海洋药用资源。本研究从侧扁软柳珊瑚中发现了多个倍半萜和甾烷类化合物，化合物5、10和14均首次在该种中分离得到。此外，某些化学成分如subergorgic acid methyl ester（1）含量较高，为侧扁软柳珊瑚化学成分的生物活性进一步深入的研究提供物质基础。Huang等[4]报道化合物3通过NaBH4的还原作用转化为2-hydroxysubergorgic acid后，在特定的条件下甲酯化形成化合物2。为了验证化合物1和2是否为人工产物，化合物3溶解于甲醇中在室温下放置长达1个月，经TLC和HPLC检测，未发现化合物3发生变化，也没有在甲醇溶液发现化合物1和2。因此，推测化合物1和2不是人工产物。
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摘  要：目的  研究半红树植物玉蕊Barringtonia racemosa枝叶中的化学成分。方法  综合运用硅胶柱色谱、ODS柱色谱和Sephadex LH-20凝胶柱色谱以及制备型HPLC等方法进行系统分离和纯化，根据化合物的理化性质和波谱学数据，并通过与文献中报道的数据进行对照鉴定化合物的化学结构。结果  从半红树植物玉蕊枝叶的90%乙醇提取物中分离得到了17个化合物，分别鉴定为白杨素（1）、阿亚黄素（2）、芫花素（3）、鼠李柠檬素（4）、小麦黄素（5）、五桠果素（6）、5,3′-二羟基-7,4′-二甲氧基黄酮（7）、5,7,3′,4′-四甲氧基黄酮（8）、5-羟基-6,7,8,3′,4′-五甲氧基黄酮（9）、petasitolone（10）、sarmentol F（11）、dehydrovomifoliol（12）、blumenol A（13）、10-hydroxyaristolan-9-one（14）、麦珠子酸（15）、齐墩果内酯（16）和11,12-去氢熊果酸内酯（17）。结论  所有化合物均为首次从玉蕊属植物中分离得到。
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Chemical constituents from stems and leaves of semi-mangrove plant, Barringtonia racemosa
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Abstract: Objective  To study the chemical constituents of the stems and leaves of semi-mangrove plant, Barringtonia racemosa. Methods  The chemical constituents of B. racemosa were separated and purified by silica gel, ODS, Sephadex LH-20 gel column chromatographies and preparative HPLC. Their structures were identified by physicochemical properties, spectroscopic analysis, as well as comparisons with the data reported in literature. Results  A total of 17 compounds were isolated from the 90% ethanol extract of the stems and leaves of B. racemosa, which were identified as chrysin (1), ayanin (2), genkwanin (3), rhamnocitrin (4), tricin (5), dillenetin (6), 5,3′-dihydroxy-7,4′-dimethoxyflavone (7), 5,7,3′,4′-tetramethoxyflavone (8), 5-hydroxy-6,7,8,3′,4′- pentamethoxy flavone (9), petasitolone (10), sarmentol F (11), dehydrovomifoliol (12), blumenol A (13), 10-hydroxyaristolan-9-one (14), alphitolic acid (15), oleanolic lactone (16), and 11,12-dehydroursolic acid lactone (17). Conclusion  All compounds are isolated from the genus Barringtonia for the first time. 
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玉蕊科（Lecythidaceae）玉蕊属Barringtonia J. R. et Forst. 植物全世界约40种，分布于亚洲、非洲和大洋洲的热带和亚热带地区，我国有3种，常见于海南、台湾和云南等省区[1]。玉蕊Barringtonia racemosa (L.) Spreng为玉蕊科玉蕊属植物，广泛分布于亚洲、非洲和大洋洲的热带和亚热带地区，在我国主要分布于海南省和台湾省，生于滨海地区林中，为常见的木本半红树植物之一[1]。玉蕊作为民间草药用药历史悠久，其根可退热，其果实可止咳，疗效显著。截止目前为止，有关玉蕊的化学成分及其药理活性的研究报道较为罕见[2-4]。为了更好地开发和利用我国半红树植物资源，本课题组在前期研究中对玉蕊枝叶的90%乙醇提取物的抗肿瘤活性进行了评价，活性评价结果表明玉蕊的90%乙醇提取物具有显著的抗肿瘤活性。为了更合理地开发利用该植物资源，充分发挥其药用价值，本课题组对其化学成分进行了系统研究，从玉蕊枝叶的90%乙醇提取物中分离得到了17个化合物，分别鉴定为白杨素（chrysin，1）、阿亚黄素（ayanin，2）、芫花素（genkwanin，3）、鼠李柠檬素（rhamnocitrin，4）、小麦黄素（tricin，5）、五桠果素（dillenetin，6）、5,3′-二羟基-7,4′-二甲氧基黄酮（5,3′-dihydroxy-7,4′- dimethoxyflavone，7）、5,7,3′,4′-四甲氧基黄酮（5,7,3′,4′-tetramethoxyflavone，8）、5-羟基-6,7,8,3′,4′-五甲氧基黄酮（5-hydroxy-6,7,8,3′,4′-pentamethoxy flavone，9）、petasitolone（10）、sarmentol F（11）、dehydrovomifoliol（12）、blumenol A（13）、10-hydroxyaristolan-9-one（14）、麦珠子酸（alphitolic acid，15）、齐墩果内酯（oleanolic lactone，16）和11,12-去氢熊果酸内酯（11,12-dehydroursolic acid lactone，17）。所有化合物均为首次从玉蕊属植物中分离得到。

1  仪器与材料


Finnigan LCQ Advantange MAX质谱仪（美国热电公司）；Bruker AV-400型超导核磁共振仪（德国Bruker公司）；Dionex制备型高效液相色谱仪（美国黛安公司）；Cosmosil C18制备型色谱柱（250 mm×20 mm，5 μm）；中低压制备色谱（瑞士Buchi公司）；Sephadex LH-20（美国Amersham Blosclences公司）；薄层硅胶GF254和柱色谱硅胶（青岛海洋化工厂）；ODS柱色谱材料（C18，10～40 μm，Merck公司）；YOKO-ZX紫外分析暗箱（武汉药科新技术开发有限公司）；N-1001型旋转蒸发仪（日本EYELA公司）；4001N电子天平（上海民桥精密科技仪器有限公司）；所用试剂均为分析纯试剂（西陇化工股份有限公司）。

玉蕊枝叶于2016年10月采集于海南省海口市东寨港红树林国家级自然保护区，经海南师范大学南药资源产业化关键技术研究海南省工程研究中心付艳辉研究员鉴定为玉蕊科玉蕊属植物玉蕊Barringtonia racemosa (L.) Spreng的枝叶，凭证标本（BARA20161001）保存于海南师范大学热带药用资源化学教育部重点实验室标本室。

2  提取与分离


将阴干的玉蕊枝叶9.2 kg粉碎后用90%乙醇冷浸提取3次，每次冷浸提取1周，合并提取液，减压浓缩至无醇味后得总浸膏。总浸膏加水混悬，依次分别用石油醚和醋酸乙酯进行萃取，回收溶剂后得石油醚萃取部位589.7 g和醋酸乙酯萃取部位468.2 g。取石油醚萃取部位588.5 g加粗硅胶（100～200目）拌样，上样于正相硅胶（200～300目）柱，以石油醚-醋酸乙酯（90∶10→40∶60）进行梯度洗脱，得到10个流分（Fr. 1～10）。Fr. 5（63.2 g）经反相硅胶ODS柱色谱分离，以甲醇-水进行梯度洗脱（60∶40→100∶0），得到8个亚流分（Fr. 5A～5H）。Fr. 5B经Sephadex LH-20凝胶柱色谱纯化（氯仿-甲醇30∶70），再经制备型HPLC（甲醇-水73∶27）制备得到化合物1（21.6 mg）、2（53.2 mg）、11（42.9 mg）和14（23.8 mg）；Fr. 5C经Sephadex LH-20凝胶柱色谱纯化（氯仿-甲醇30∶70），再经制备型HPLC（乙腈-水65∶25）制备得到化合物3（8.5 mg）、4（9.2 mg）、12（42.6 mg）和15（26.9 mg）；Fr. 5D经硅胶柱色谱分离，以石油醚-醋酸乙酯（85∶15→40∶60）进行梯度洗脱，洗脱流分经Sephadex LH-20凝胶柱色谱纯化后（氯仿-甲醇30∶70），再经制备型HPLC（甲醇-水67∶33）制备得到化合物5（32.6 mg）、8（75.2 mg）、9（15.5 mg）和13（14.6 mg）；Fr. 5E经硅胶柱色谱分离，以石油醚-丙酮（90∶10→40∶60）进行梯度洗脱，洗脱流分经Sephadex LH-20凝胶柱色谱纯化后（氯仿-甲醇30∶70），再经制备型HPLC（乙腈-水58∶42）制备得到化合物6（32.1 mg）、7（5.9 mg）、10（7.8 mg）、16（98.3 mg）和17（62.5 mg）。

3  结构鉴定


化合物1：淡黄色无定形粉末，FeCl3试液显色反应和盐酸-镁粉试液显色反应阳性；C15H10O4，ESI-MS m/z: 255 [M＋H]+；1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 12.88 (1H, s, 5-OH), 11.06 (1H, s, 7-OH), 8.09 (2H, d, J = 8.0 Hz, H-2′, 6′), 7.62 (3H, m, H-3′, 4′, 5′), 6.97 (1H, s, H-3), 6.58 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-8), 6.20 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-6)；13C-NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ: 181.9 (C-4), 164.7 (C-7), 163.4 (C-2), 161.8 (C-5), 157.7 (C-9), 132.1 (C-4′), 130.9 (C-1′), 129.3 (C-3′, 5′), 126.6 (C-2′, 6′), 105.5 (C-3), 104.0 (C-10), 99.1 (C-6), 94.3 (C-8)。以上数据与文献报道基本一致[5]，故鉴定化合物1为白杨素。

化合物2：淡黄色无定形粉末，三氯化铁显色反应阳性；C18H16O7，ESI-MS m/z: 345 [M＋H]+；1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 12.73 (1H, s, 5-OH), 7.71 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-2′), 7.62 (1H, dd,  J = 8.0, 2.0 Hz, H-6′), 7.00 (1H, d, J = 8.0 Hz, H-5′), 6.68 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-8), 6.32 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-6), 3.87 (3H, s, 7-OCH3), 3.85 (3H, s, 4′-OCH3), 3.80 (3H, s, 3-OCH3)；13C-NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ: 178.0 (C-4), 165.1 (C-7), 161.3 (C-9), 156.6 (C-5), 155.9 (C-4′), 150.4 (C-2), 146.6 (C-3′), 138.0 (C-3), 122.8 (C-1′), 119.3 (C-6′), 115.6 (C-2′), 111.9 (C-5′), 105.6 (C-10), 98.1 (C-6), 92.1 (C-8), 59.8 (3-OCH3), 56.1 (4′-OCH3), 55.7 (7-OCH3)。以上数据与文献报道基本一致[6]，故鉴定化合物2为阿亚黄素。

化合物3：淡黄色无定形粉末，FeCl3试液显色反应和盐酸-镁粉试液显色反应阳性；C16H12O5，ESI-MS m/z: 285 [M＋H]+；1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 13.03 (1H, s, 5-OH), 10.43 (1H, s, 4′-OH), 7.98 (2H, d, J = 8.0 Hz, H-2′, 6′), 7.02 (2H, d, J = 8.0 Hz, H-3′, 5′), 6.86 (1H, s, H-3), 6.80 (1H, d,  J = 2.0 Hz, H-8), 6.41 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-6), 3.92 (3H, s, 7-OCH3)；13C-NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ: 181.9 (C-4), 165.4 (C-7), 164.0 (C-2), 161.3 (C-9), 161.4 (C-4′), 157.3 (C-5), 128.8 (C-2′, 6′), 121.0 (C-1′), 115.9 (C-3′, 5′), 104.3 (C-10), 103.1 (C-3), 98.0 (C-6), 92.9 (C-8), 56.3 (7-OCH3)。以上数据与文献报道基本一致[7]，故鉴定化合物3为芫花素。

化合物4：淡黄色无定形粉末，FeCl3试液显色反应和盐酸-镁粉试液显色反应阳性；C16H12O6，ESI-MS m/z: 301 [M＋H]+；1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 12.46 (1H, s, 5-OH), 9.98 (1H, s, 4′-OH), 9.63 (1H, s, 3-OH), 8.07 (2H, d, J = 8.2 Hz, H-2′, 6′), 6.87 (2H, d, J = 8.2 Hz, H-3′, 5′), 6.72 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-8), 6.30 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-6), 3.79 (3H, s, 7-OCH3)；13C-NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ: 176.0 (C-4), 164.8 (C-7), 160.2 (C-9), 159.3 (C-5), 156.1 (C-4′), 147.2 (C-2), 136.1 (C-3), 130.0 (C-2′, 6′), 121.8 (C-1′), 115.7 (C-3′, 5′), 104.3 (C-10), 97.8 (C-6), 92.1 (C-8), 56.2 (7-OCH3)。以上数据与文献报道基本一致[8]，故鉴定化合物4为鼠李柠檬素。

化合物5：淡黄色无定形粉末，FeCl3试液显色反应和盐酸-镁粉试液显色反应阳性；C17H14O7，ESI-MS m/z: 331 [M＋H]+；1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 12.93 (1H, s, 5-OH), 11.02 (1H, s, 7-OH), 7.29 (2H, s, H-2′, 6′), 6.98 (1H, s, H-3), 6.63 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-8), 6.22 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-6), 3.89 (6H, s, 3′, 5′-OCH3)；13C-NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ: 182.0 (C-4), 164.4 (C-7), 163.9 (C-2), 161.6 (C-9), 157.1 (C-5), 148.4 (C-3′, 5′), 139.8 (C-4′), 120.6 (C-1′), 104.3 (2′, 6′), 104.1 (C-10), 104.0 (C-3), 99.1 (C-6), 94.4 (C-8), 56.6 (3′, 5′-OCH3)。以上数据与文献报道基本一致[9]，故鉴定化合物5为小麦黄素。

化合物6：淡黄色无定形粉末，FeCl3试液显色反应和盐酸-镁粉试液显色反应阳性；C17H14O7，ESI-MS m/z: 331 [M＋H]+；1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 12.56 (1H, s, 5-OH), 7.82 (1H, dd, J = 8.2, 2.0 Hz, H-6′), 7.75 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-2′), 7.18 (1H, d, J = 8.2 Hz, H-5′), 6.51 (1H, s, H-8), 6.18 (1H, s, H-6), 3.85 (3H, s, 4′-OCH3), 3.81 (3H, s, 3′-OCH3)；13C-NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 176.1 (C-4), 163.9 (C-7), 160.7 (C-5), 156.2 (C-9), 150.7 (C-4′), 148.8 (C-3′), 146.0 (C-2), 136.2 (C-3), 123.7 (C-1′), 121.6 (C-6′), 111.8 (C-2′), 111.1 (C-5′), 103.3 (C-10), 98.6 (C-6), 94.0 (C-8), 56.3 (4′-OCH3), 56.0 (3′-OCH3)。以上数据与文献报道基本一致[10]，鉴定化合物6为五桠果素。

化合物7：淡黄色无定形粉末，FeCl3试液显色反应和盐酸-镁粉试液显色反应阳性；C17H14O6, ESI-MS m/z: 315 [M＋H]+；1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 12.58 (1H, s, 5-OH), 9.02 (1H, s, 3′-OH), 7.53 (1H, dd, J = 8.4, 2.0 Hz, H-6′), 7.42 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-2′), 7.11 (1H, d, J = 8.4 Hz, H-5′), 6.69 (1H, s, H-3), 6.65 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-8), 6.31 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-6), 3.92 (3H, s, 7-OCH3), 3.79 (3H, s, 4′-OCH3)；13C-NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ: 181.9 (C-4), 165.6 (C-7), 164.0 (C-2), 161.1 (C-5), 157.8 (C-9), 151.0 (C-4′), 147.0 (C-3′), 122.8 (C-1′), 118.9 (C-6′), 112.7 (C-2′), 112.3 (C-5′), 104.8 (C-10), 104.0 (C-3), 98.5 (C-6), 93.2 (C-8), 56.6 (4′-OCH3), 56.0 (7-OCH3)。以上数据与文献报道基本一致[11]，故鉴定化合物7为5,3′-二羟基-7,4′-二甲氧基黄酮。

化合物8：淡黄色无定形粉末，盐酸-镁粉试液显色反应阳性；C19H18O6, ESI-MS m/z: 343 [M＋H]+；1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 7.48 (1H, dd, J = 8.6, 2.0 Hz, H-6′), 7.33 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-2′), 6.87 (1H, d, J = 8.6 Hz, H-5′), 6.58 (1H, s, H-3), 6.47 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-8), 6.29 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-6), 4.00 (3H, s, 3′-OCH3), 3.98 (3H, s, 5-OCH3), 3.95 (3H, s, 4′-OCH3), 3.90 (3H, s, 7-OCH3)；13C-NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ: 177.9 (C-4), 163.9 (C-7), 160.8 (C-2), 160.7 (C-5), 159.8 (C-9), 152.0 (C-4′), 149.5 (C-3′), 124.0 (C-1′), 120.1 (C-6′), 111.0 (C-5′), 109.6 (C-10), 108.9 (C-2′), 108.1 (C-3), 96.7 (C-6), 92.9 (C-8), 56.7 (4′-OCH3), 56.4 (5-OCH3), 56.0 (3′-OCH3), 55.5 (7-OCH3)。以上数据与文献报道基本一致[12]，故鉴定化合物8为5,7,3′,4′-四甲氧基黄酮。


化合物9：淡黄色无定形粉末，FeCl3试液显色反应和盐酸-镁粉试液显色反应阳性；C20H20O8，ESI-MS m/z: 389 [M＋H]+；1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 12.13 (1H, s, 5-OH), 7.60 (1H, dd, J = 8.0, 2.0 Hz, H-6′), 7.41 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-2′), 6.98 (1H, d, J = 8.0 Hz, H-5′), 6.58 (1H, s, H-3), 4.11 (3H, s, 6-OCH3), 4.02 (3H, s, 7-OCH3), 4.00 (3H, s, 8-OCH3), 3.98 (3H, s, 3′-OCH3), 3.96 (3H, s, 4′-OCH3)；13C-NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ: 183.0 (C-4), 164.1 (C-2), 152.9 (C-4′), 152.5 (C-7), 150.0 (C-3′), 149.7 (C-9), 145.9 (C-5), 136.1 (C-6), 132.9 (C-8), 123.9 (C-1′), 120.1 (C-6′), 111.8 (C-5′), 109.3 (C-2′), 106.9 (C-10), 104.1 (C-3), 62.6 (6-OCH3), 62.1 (7′-OCH3), 61.1 (8-OCH3), 56.6 (3′-OCH3), 56.3 (4′-OCH3)。以上数据与文献报道基本一致[13]，故鉴定化合物9为5-羟基-6,7,8,3′,4′-五甲氧基黄酮。

化合物10：白色无定形粉末；C15H24O2，ESI-MS m/z: 237 [M＋H]+；1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 6.72 (1H, s, H-6), 3.49 (1H, s, 11-OH), 2.70 (1H, dd,  J = 17.2, 12.8 Hz, H-9α), 2.32 (1H, dd, J = 17.2, 4.8 Hz, H-9β), 2.08 (1H, m, H-10), 1.59 (1H, m, H-4), 1.41 (6H, s, H-12, 13), 1.32～1.75 (6H, m, H2-1, 2, 3), 1.12 (3H, s, H-15), 0. 91 (3H, d, J = 7.2 Hz, H-14)；13C-NMR (100 MHz, CDCl3) δ: 203.1 (C-8), 154.9 (C-6), 141.3 (C-7), 71.9 (C-11), 41.0 (C-9), 39.7 (C-10), 38.9 (C-5), 35.9 (C-4), 30.5 (C-3), 29.7 (C-12), 29.5 (C-13), 27.1 (C-2), 21.0 (C-15), 20.8 (C-1), 16.1 (C-14)。以上数据与文献报道基本一致[14]，故鉴定化合物10为petasitolone。

化合物11：白色无定形粉末；C13H24O2，ESI-MS m/z: 213 [M＋H]+；1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 5.52 (1H, dd, J = 15.8, 7.0 Hz, H-8), 5.26 (1H, dd, J = 15.8, 10.0 Hz, H-7), 4.31 (1H, m, H-9), 3.75 (1H, m, H-3), 2.02 (1H, m, H-2α), 1.82 (1H, m, H-4α), 1.69 (1H, m, H-4β), 1.45 (1H, m, H-5), 1.31 (1H, dd, J = 11.2, 10.0 Hz, H-6), 1.25 (3H, d, J = 6.8 Hz, H-10), 1.18 (1H, dd, J = 12.2, 12.2 Hz, H-2β), 0.91 (3H, s, H-12), 0.85 (3H, s, H-11), 0.80 (3H, d, J = 7.0 Hz, H-13)；13C-NMR (100 MHz, CDCl3) δ: 137.6 (C-8), 130.8 (C-7), 69.3 (C-9), 66.9 (C-3), 57.3 (C-6), 50.6 (C-2), 45.1 (C-4), 35.0 (C-1), 31.4 (C-12), 30.8 (C-5), 24.1 (C-10), 21.7 (C-11), 21.5 (C-13)。以上数据与文献报道基本一致[15]，故鉴定化合物11为sarmentol F。

化合物12：白色无定形粉末；C13H18O3，ESI-MS m/z: 223 [M＋H]+；1H-NMR (400 MHz, CD3OD) δ: 6.99 (1H, d, J = 15.8 Hz, H-7), 6.31 (1H, d, J = 15.8 Hz, H-8), 5.88 (1H, s, H-4), 2.69 (1H, d, J = 16.8 Hz, H-2α), 2.28 (3H, s, H-10), 2.19 (1H, d, J = 16.8 Hz, H-2β), 1.79 (3H, s, H-11), 0.99 (3H, s, H-12), 0.95 (3H, s, H-13)；13C-NMR (100 MHz, CD3OD) δ: 198.3 (C-3), 196.9 (C-9), 161.8 (C-5), 147.0 (C-7), 130.6 (C-8), 126.8 (C-4), 78.1 (C-6), 49.5 (C-2), 41.3 (C-1), 27.4 (C-10), 24.4 (C-12), 23.5 (C-13), 18.8 (C-11)。以上数据与文献报道基本一致[16]，故鉴定化合物12为dehydrovomifoliol。

化合物13：白色无定形粉末；C13H20O3，ESI-MS m/z: 225 [M＋H]+；1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 5.92 (1H, s, H-4), 5.81 (1H, dd, J = 16.0, 5.9 Hz, H-8), 5.69 (1H, d, J = 16.0 Hz, H-7), 4.36 (1H, m, H-9), 2.39 (1H, d, J = 16.8 Hz, H-2α), 2.18 (1H, d, J = 16.8 Hz, H-2β), 1.91 (3H, d, J = 1.2 Hz, H-13), 1.27 (3H, d, J = 6.8 Hz, H-10), 1.03 (3H, s, H-12), 0.98 (3H, s, H-11)；13C-NMR (100 MHz, CDCl3) δ: 199.0 (C-3), 163.9 (C-5), 136.1 (C-8), 129.0 (C-7), 126.9 (C-4), 79.3 (C-6), 68.1 (C-9), 50.1 (C-2), 41.6 (C-1), 24.3 (C-10), 24.0 (C-12), 223.0 (C-11), 19.5 (C-13)。以上数据与文献报道基本一致[17]，故鉴定化合物13为blumenol A。

化合物14：白色无定形粉末；C15H24O2，ESI-MS m/z: 237 [M＋H]+；1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 3.09 (1H, dd, J = 17.2, 9.0 Hz, H-8β), 2.31 (1H, d, J = 17.2 Hz, H-8α), 1.92 (1H, m, H-1β), 1.68 (1H, m, H-2β), 1.62 (1H, m, H-2α), 1.51 (1H, m, H-4), 1.39 (1H, m, H-1α), 1.20～1.29 (3H, m, H-3, 7), 1.17 (3H, s, H-15), 1.10 (3H, s, H-13), 1.07 (3H, s, H-12), 1.00 (3H, d, J = 7.2 Hz, H-14), 0.82 (1H, d, J = 9.0 Hz, H-6)；13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ: 215.8 (C-9), 78.0 (C-10), 47.1 (C-5), 35.0 (C-4), 34.7 (C-8), 31.1 (C-13), 29.8 (C-1), 28.9 (C-3), 28.7 (C-6), 22.9 (C-7), 22.8 (C-2), 21.0 (C-11), 18.6 (C-15), 16.9 (C-14), 16.7 (C-12)。以上数据与文献报道基本一致[18]，故鉴定化合物14为10-hydroxyaristolan-9-one。

化合物15：白色无定形粉末，Liebermann- Burchurd显色反应阳性；C30H48O4，ESI-MS m/z: 473 [M＋H]+；1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 4.93 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-29α), 4.68 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-29β), 3.71 (1H, ddd, J = 12.0, 9.8, 5.1 Hz, H-2), 2.99 (1H, m, H-19), 2.82 (1H, d, J = 9.8 Hz, H-3), 2.32 (1H, ddd, J = 13.0, 12.5, 3.8 Hz, H-13), 1.72 (1H, t, J = 12.0 Hz, H-18), 1.52, 1.03, 1.00, 0.92, 0.90, 0.81 (3H×6, s, CH3×6)；13C-NMR (100 MHz, CDCl3) δ: 178.1 (C-28), 150.7 (C-20), 110.6 (C-29), 82.0 (C-3), 67.4 (C-2), 56.0 (C-17), 55.7 (C-5), 50.8 (C-9), 49.5 (C-18), 47.0 (C-19), 46.9 (C-1), 42.6 (C-14), 40.9 (C-8), 39.3 (C-4), 39.0 (C-13), 38.0 (C-10), 36.8 (C-22), 34.6 (C-7), 32.7 (C-16), 30.1 (C-15), 29.7 (C-23), 29.3 (C-21), 26.4 (C-12), 21.9 (C-11), 19.8 (C-30), 19.0 (C-6), 18.1 (C-25), 17.7 (C-24), 16.5 (C-26), 14.8 (C-27)。以上数据与文献报道基本一致[19]，故鉴定化合物15为麦珠子酸。

化合物16：白色无定形粉末，Liebermann- Burchurd显色反应阳性；C30H48O3，ESI-MS m/z: 457 [M＋H]+；1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 3.28 (1H, dd, J = 11.2, 5.2 Hz, H-3), 2.32 (1H, d, J = 13.8 Hz, H-18), 1.15, 1.10, 1.02, 1.02, 0.98, 0.95, 0.81 (3H×7, s, CH3×7)；13C-NMR (100 MHz, CDCl3) δ: 179.7 (C-28), 88.0 (C-13), 78.9 (C-3), 54.7 (C-5), 53.0 (C-18), 51.0 (C-17), 50.1 (C-9), 43.6 (C-14), 38.7 (C-4), 38.5 (C-1), 38.0 (C-8), 34.7 (C-29), 34.4 (C-10), 34.0 (C-12), 32.7 (C-21), 31.7 (C-19), 31.1 (C-20), 30.9 (C-7), 30.7 (C-15), 27.7 C-2), 27.1 (C-23), 26.9 (C-22), 24.0 (C-16), 19.3 (C-27), 19.0 (C-30), 18.6 (C-11), 18.0 (C-6), 17.7 (C-26), 17.5 (C-24), 15.5 (C-25)。以上数据与文献报道基本一致[20]，故鉴定化合物16为齐墩果内酯。

化合物17：白色无定形粉末，Liebermann- Burchurd显色反应阳性；C30H46O3，ESI-MS m/z: 455 [M＋H]+；1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 6.03 (1H, d, J = 10.0 Hz, H-11), 5.51 (1H, d, J = 10.0 Hz, H-12), 3.22 (1H, dd, J = 11.2, 4.6 Hz, H-3), 1.21, 1.10, 1.01, 0.92, 0.79 (3H×5, s, CH3×5)；13C-NMR (100 MHz, CDCl3) δ: 180.1 (C-28), 133.7 (C-12), 128.8 (C-11), 89.7 (C-13), 78.8 (C-3), 54.7 (C-5), 53.1 (C-18), 45.0 (C-9), 43.9 (C-17), 40.5 (C-8), 39.0 (C-1), 38.6 (C-14), 38.3 (C-10), 37.9 (C-4), 33.4 (C-29), 32.7 (C-21), 31.8 (C-7), 31.5 (C-20), 30.9 (C-15), 30.4 (C-19), 29.1 (C-23), 27.9 (C-2), 25.8 (C-22), 25.6 (C-30), 22.7 (C-16), 19.0 (C-27), 17.9 (C-6), 17.6 (C-26), 16.4 (C-24), 15.0 (C-25)。以上数据与文献报道基本一致[21]，故鉴定化合物17为11,12-去氢熊果酸内酯。
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