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(1H，d，J=2．5 Hz，H一8)，7．96(2H，d，J=9．0 Hz，

H一27，6’)，6．86(2H，d，J=9．0 Hz，H一3’，57)，5．28

(1H，d，J=8．0 Hz，H一1”)，3．00～3．39(9H，H一2”～

6”，H一2”～5”)，3．65(1H，br d，J一10．0 Hz，H一6 7，a)，

4。35(1H，d，J一1．0 Hz，H一1”)，0．95(3H，d，J一6．5

Hz，H一6”)；13C—NMR(DMSO—d。)8：157．2(C一2)，

133．9(C一3)，178．0(C一4)，161．5(C一5)，99．3(C一6)，

164．6(C一7)，94．5(C一8)，157．6(C一9)，104．6(C一

10)，121．6(C一17)，131．6(C一27)，115．7(C一3 7)，

160．3(C一47)，115．7(C一57)，131．6(C一6 7)，101．9(C一

1”)，74．7(C一2”)，76．8(C一3”)，70．4(C一4”)，76．3(C一

5”)，67．6(C一6”)，101．4(C一1”)，70．9(C一2”)，71．1

(C一3”)，72．3(C一4”)，68．9(C一5”)，18．3(C一6”)。

槲皮素一3一氧一葡萄糖苷[6]：黄色固体，1H—NMR

谱数据，以及与本实验室的对照品两种条件(氯仿一

甲醇4：1，甲醇一水4：1)共聚酰胺TLC，三氯化铝

显色，Rf值、荧光和显色行为均相同。

芦丁‘引：黄色固体，1H—NMR谱数据，以及与本

实验室的对照品两种条件(氯仿一甲醇3：1，甲醇一水

3：1)共聚酰胺TLC，三氯化铝显色，Rf值、荧光和

显色行为均相同。
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桦褐孔菌的抗突变活性成分研究

赵芬琴1，朴惠善2+

(1．河南大学天然产物研究所，河南开封475001；2．延边大学长白山天然资源与功能分子

省部共建教育部重点实验室，吉林延吉 133000)

桦褐孔菌Inonotus obliquus(Pers．一Fr．)Pilat

或Fuscoporia obliqua为多孔菌科褐卧孔菌属的药

用真菌，主要分布于北半球45。～50。的地区，在我

国主要分布于黑龙江省、吉林省(长白山)等地。在民

间广泛应用桦褐孑L菌防治胃癌、肝癌、肠癌等各种癌

症n]。由于所有化学致癌物质的诱变能力是他们致

癌性的基础，抗突变剂是从基因水平上预防疾病，加

强保健，为人类健康长寿作出贡献，因此其开发和应

用前景十分广泛，受到各国的普遍重视。为了探索桦

褐孔菌的抗突变活性成分，本实验采用Ames试验

测试抗突变活性，以抑制率为活性指标对桦褐孔菌

中的抗突变有效部位和活性成分进行了较为系统地

分离研究，从有效部位中分离得到了5个化合物，分

别鉴定为：羊毛甾醇(1anosterol，I)、inotodiol(Ⅱ)、

uvariol(Ⅲ)、trametenolic acid(Ⅳ)、3B，22，25～trihy—

droxy—lanosta一8一ene(V)。其中化合物I和Ⅱ具有

显著的抗突变活性。

1仪器与材料

布鲁克核磁共振仪AV一300(1H—NMR：300

MHz，13C—NMR：75 MHz)；HP一1100MSD质谱仪，

美国惠谱；X一5精密显微熔点测定仪，温度计未校

正，北京桂光仪器公司；Silica gel 60 F254 TLC alu—

minium sheets，Merck Japan Limited；柱色谱用硅

胶200～300目，青岛海洋化工厂；本实验所用的化

学试剂均为分析纯。

桦褐孔菌子实体采自吉林省长白山地区，由延

边大学农学院傅伟杰教授鉴定为担子菌亚门、多孑L

菌科桦褐孔菌Inonotus obliquus(Pers．一Fr．)Pildt。

2提取与分离

取桦褐孔菌干燥子实体的粗粉1 280 g，用95％
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乙醇回流提取，提取液合并后减压回收溶剂，得乙醇

提取物57 g。药渣另水煎煮，水提取液浓缩至1 400

mL，加乙醇至含醇量达80％，静置过夜，抽滤，得粗

多糖180 g。取粗多糖65 g，进行反复的醇沉后，沉淀

用丙酮洗涤3次，得多糖62 g。将乙醇提取物混悬于

水中，依次用石油醚、醋酸乙酯、正丁醇萃取，分别减

压回收溶剂，得石油醚萃取物3 g，醋酸乙酯萃取物

30 g，正丁醇萃取物7 g。

将桦褐孔菌抗突变有效部位石油醚萃取物和醋

酸乙酯萃取物分别进行化学成分的分离。取石油醚

萃取物2．9 g进行硅胶柱色谱分离，用石油醚一醋酸

乙酯梯度洗脱(100：1一lo：1)，30：1洗脱部分重

结晶得化合物I(460 mg)。取醋酸乙酯萃取物10．0

g进行硅胶柱色谱，用氯仿一甲醇(100：1—10：1)、

石油醚一醋酸乙酯(30：1—1：2)反复进行梯度洗

脱，石油醚一醋酸乙酯为8：1时洗脱得到化合物Ⅱ

(710 mg)，为2：1时洗脱分别得化合物Ⅲ(30

mg)、IV(220 mg)、V(16 mg)。

3结构鉴定

化合物I：白色针晶(MeOH)，mp 137．2～

137．8℃。1H—NMR(CDCl3)：在高场区可见艿0．70

(3H，s)，0．83(3H，s)，0．89(3H，s)，1．00(3H，s)和

1．02(3H，8)5个角甲基的尖峰，这是四环三萜类化

合物的典型特征。0．93(3H，d，t，一6．2 Hz)为20—

CH3峰，1．62(3H，brs)和1．70(3H，brs)为26一CH3

和27一CH。两个烯丙位的甲基峰。另外可见3．25

(1H，dd，J一11．3，4．6 Hz，H一3)和5．16(1H，t，J一

6．9 Hz，H一24)。”C—NMR(CDCl3)艿：78．98为C一3信

号，125．25，130．8，134．42和134．43存在四个烯碳

信号，其”C—NMR数据与文献报道的羊毛甾醇

(1anoster01)对照一致[2]，并且可见APCI—MS m／z：

426[M+](5)，408[M—H。O]+(100)。故鉴定化合物

I为羊毛甾醇。

化合物Ⅱ：白色针晶(MeOH)，mp 182．1～

182．9℃。1H—NMR(CDCl3)：在高场区可见艿：0．75

(3H，s)，0．82(3H，s)，0．88(3H，s)，0．99(3H，s)和

1．01(3H，s)5个角甲基尖峰，这是四环三萜类化合

物的典型特征。0．95(3H，d，J一6．6 Hz)为20—CH。

峰。1．66(3H，brs)和1．76(3H，brs)为26一CH3和

27一CH。两个烯丙位的甲基峰。另外可见3．24(1H，

dd，J一11．3，4．6 Hz，H一3)，3．67(1H，dt，J一6．3，

3．3 Hz，H一22)和5．19(1H，t，J一7．2 Hz，H一24)。

13C—NMR(CDCl3)d：78．94和73．38为C一3和C一22

信号。121．39，134．21，134．62和134．97存在4个

烯碳信号，其13C—NMR数据与文献报道的inotodiol

一致i-3|，并且可见APCI—MS m屈：442[M一](2．5)，

424[-M—H20]+，406[M一2H。O]+(7)。故鉴定化合

物Ⅱ为inotodiol。

化合物Ⅲ：白色针晶(甲醇一石油醚)，mp

193．7～194．5℃。1H—NMR[(CD。)。co]：在高场区

可见8 0．77(3H，s)，0．82(3H，s)，0．92(3H，s)，

1．00(3H，s)和1．05(3H，s)5个角甲基尖峰，这是四

环三萜类化合物的典型特征。1．61(3H，brs)和1．66

(3H，brs)为26一CH。和27一CH。两个烯丙位的甲基

峰。3．56(1H，m)和3．72(1H，m)是C：。位连接一OH

的碳上两个磁不等价质子信号。另外可见3．24(1H，

dd，J一11．3，4．6 Hz，H一3)和5．14(1H，In，H一24)。

13C—NMR(DMSO—d。)占：61．6和77．24分别为C一21

和C一3信号。125．74，130．49，134．03和134．83存

在4个烯碳信号。其13C—NMR数据与文献报道的

uvari01一致‘4|，并且可见APCI—MS m／z：442EM]+

(9)。故鉴定化合物Ⅲ为uvariol。

化合物Ⅳ：白色针晶(甲醇一石油醚)，mp

244．8～246．7℃。1H—NMR(DMSO—d6)：在高场区

可见艿0．68(3H，s)，0．69(3H，s)，0．82(3H，s)，

0．89(3H，s)，0．90(3H，s)5个角甲基尖峰，这是四

环三萜类化合物的典型特征。1．52(3H，brs)和1．63

(3H，brs)为26一CH。和27一CH。两个烯丙位的甲基

峰。另外可见2．97(1H，m，H一3)，5．07(1H，t，J一

7．1 Hz，H一24)和12．02(1H，s，一COOH)。13C—NMR

(DMSO—d6)d：77．24为C一3信号，124．30，131．58，

133．85和134．77处存在4个烯碳信号，此外可见

177．46的羧基碳信号。其13C—NMR数据与文献报道

的trametenolic acid一致[3]，并且可见APCI—MS

m屈(％)：456[M]+(2．5)。故鉴定化合物Ⅳ为

trametenolic acid。

化合物V：白色粉末(甲醇一石油醚)。1H—NMR

(DMSO—d6)：在高场区可见艿0．63(3H，s)，0．70

(3H，s)，0．75(3H，s)，0．90(3H，s)和0．92(3H，s)5

个角甲基尖峰，这是四环三萜类化合物的典型特征。

1．07(3H，s)和1。27(3H，s)为26一CH3和27一CH3两

个烯丙位的甲基峰，另外可见3．00(1H，t，J一6．7

Hz，H一3)和3．33(1H，ITI，H一22)。13C—NMR(DMS0一

d。)艿：77．22为C一3信号，71．67和74．03分别为C一

25和C一22信号。另外，134．17和134．72存在两个

烯碳信号。其13C—NMR数据与文献报道的3口，22，

25一trihydroxy—lanosta一8一ene一致[5]。故鉴定化合物

V为38，22，25一trihydroxy—lanosta一8一ene。
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4抗突变试验

4．1 试验材料及方法：抗突变试验采用Ames B．

N．1975年建立的鼠伤寒沙门氏菌突变试验(又名

Ames试验)，采用平板掺入法[6]。鼠伤寒沙门氏菌

组氨酸依赖型菌株TAl00和TA98由吉林省疾病

控制中心提供，经延边大学医学院中药毒理研究室

鉴定菌株特性符合实验要求。苯并(a)芘[-B(a)P-]为

Sigma产品，叠氮钠(NaN。)为浙江城关化工厂生

产。大鼠肝S9由延边大学医学院中药毒理研究室

制备。

试验中设试验、空白对照组和试验对照组，各受

试样品和致突变剂均用二甲基亚砜(DMSO)溶解。空

白对照组用DMSO，试验对照组用致突变剂，实验组

为受试样品加致突变剂。萃取物和多糖实验组分别设

3个剂量组，试验对照组用直接致突变剂NaN。。单体

化合物分别设2个剂量组，试验对照组用间接致突变

剂B(a)P和大鼠肝S9。每个剂量组均设3个平行平

皿，重复实验2次。结果以回变菌落数表示，按下式计

算抑制率，判断抗突变效果r7]。

抑制率(PI)一罟替×100％
G一试验对照组回变菌落数H一试验组回变菌落数N一

空白对照组回变菌落数

4．2试验结果

4．2．1各萃取物和多糖的Ames试验结果：石油醚

萃取物和醋酸乙酯萃取物在0．5 mg／IllI时对NaN。

诱发的TAl00菌株回变的抑制率分别为82．26％

和59．43％(尸<o．01)，均表现出强的抗突变活性，

并且都显示了剂量一效应关系。但正丁醇萃取物和多

糖的3个剂量组的抑制率都很小，在本次实验剂量

范围内无抗突变活性。所以石油醚萃取物和醋酸乙

酯萃取物为抗突变有效部位。

4．2．2单体化合物的Ames试验结果：化合物I在

2 mg／illl．时对B(a)P诱发的TA98菌株回变的抑制

率为36．56％，提示有弱的抗突变活性，但是经过统

计学处理，与试验对照组之间的差异没有统计学意

义(P>0．05)，因此，用TAl00菌株进一步检测其

抗突变活性。实验结果表明，化合物I在0．5 mg／lll[

时对NaN。诱发的TAl00菌株回变的抑制率为

54．25％(P<0．05)，表现出明显的抗突变活性，并

且存在剂量一效应关系。

化合物Ⅱ在1、2 mg／]ll[时对B(a)P所诱发的

TA98菌株回变抑制率分别为55．91％、72．18％

(P<o．05、0．01)，表明化合物Ⅱ有很强的抗突变活

性。化合物Ⅳ的抑制率为0，没有抗突变活性。

5讨论

Ames试验是国际上公认并被广泛应用的致突

变初步筛选实验，具有灵敏可靠又快速易行的特点，

因而广泛用于化学物质致基因突变的分析。试验结

果显示，石油醚萃取物和醋酸乙酯萃取物均很强地

抑制NaN。诱发的TAl00菌株回变，而正丁醇萃取

物和多糖却没有抑制作用，所以石油醚萃取物和醋

酸乙酯萃取物为抗突变有效部位。

由于桦褐孔菌中化学成分复杂，各种成分在其

药理作用中究竟扮演什么角色并未明确，因此本实

验进一步分离了抗突变有效部位中的化学成分，并

将量较高的化合物进行抗突变试验。结果显示，石油

醚萃取物中羊毛甾醇(I)量最高，占其萃取物的

15．81％；醋酸乙酯萃取物中inotodiol(Ⅱ)和trame—

tenolic acid(IV)量最高，分别占其萃取物的7．10％

和2．20％。在单体化合物的Ames试验中，inotodiol

(Ⅱ)表现出很强的抗突变活性；羊毛甾醇(I)在

TA98菌株的Ames试验中只表现出很弱的抗突变

活性，而在TAl00菌株的Ames试验中，在0．5

mg／Illl时就有较强的抗突变活性，说明羊毛甾醇

(I)对间接致突变剂的抑制作用较弱，而对直接致

突变剂有很强的抗突变活性；trametenolic acid(IV)

则无抗突变活性。综上所述，羊毛甾醇(I)和inoto—

diol(Ⅱ)在桦褐孔菌中的量高、且活性强，所以为桦

褐孔菌的主要抗突变活性成分。

据文献报道，在Walker 256癌肉瘤细胞、人

MCF一7乳腺癌细胞的体外实验和白血病P388细胞

的体内实验中，inotodiol均具有很强的抑制肿瘤生

长活性[8]，羊毛甾醇显示了弱的肿瘤细胞抑制活性，

而trametenolic acid则无抑制肿瘤细胞活性。在本

实验中，inotodiol、羊毛甾醇和trametenolic acid对

B(a)P诱发的TA98菌株回变分别具有很强、弱和

无抑制作用。它们的抗肿瘤活性与抗突变活性之间

的相对应性提示，桦褐孔菌的抗突变活性可能在其

抗肿瘤作用的发挥中起到了重要作用。

桦褐孔菌多糖可以抑制小鼠肉瘤的生长[9]。而

在Ames试验中桦褐孔菌多糖无抗突变活性，这表

明桦褐孑L菌多糖的抗肿瘤作用的发挥与抗突变无

关，可能是通过增强机体免疫力和诱导细胞凋亡等

发挥抗肿瘤作用的。

在化学实验的基础上证实了桦褐孔菌的主要抗

突变物质基础为羊毛甾醇(I)和inotodiol(Ⅱ)。本

实验的研究结果将为今后对桦褐孑L菌的研究与开

发，提供初步的理论和实验依据。另外，羊毛甾醇
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(I)和inotodiol(Ⅱ)的抗突变机制是由于其在细胞

外灭活了诱变剂的诱变活性，或细胞内阻断诱变剂

对靶分子的作用，或增强DNA损伤后的修复功能，

尚待进一步证实。
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连钱草中三萜类化学成分

张前军1’2，杨小生¨，朱海燕1，姚 云1，郝小江1，宋宝安

(1．贵州省、中国科学院天然产物化学重点实验室，贵州贵阳550002；2．贵州大学精细化工中心，贵州贵阳550025)

连钱草为唇形科植物活血丹Glechoma longitu—

ba(Nakai)Kupr．的干燥地上部分，具有利湿通淋、

清热解毒、散瘀消肿的功效，临床上用于治疗热淋、

石淋、湿热黄疸等疾病[1]，我国除甘肃、青海、新疆及

西藏外，各地均有分布。据文献报道连钱草含有欧亚

活血丹呋喃、熊果酸、p谷甾醇、棕榈酸、琥珀酸，胆

碱及水苏糖等[2]。在贵州，连钱草为苗族习用药材，

为了建立该药材及其组方药品的质量标准奠定成分

研究基础，得到7个三萜类化合物，他们分别为白桦

脂醇(I)、白桦脂酸(Ⅱ)、2a，3a，24一二烯三羟基乌

苏一12一烯一28一酸(Ⅲ)、熊果醇(N)、20一羟基达玛一24一

烯酮(V)、36一羟基一20，24一二烯一达玛烷(V1)和豆甾一

4一烯一3，6一二酮(Ⅶ)，所有化合物均为首次从该属植

物中分得。

1仪器与材料

核磁共振波谱仪：INOVO 400 MHz(美国Vari—

an公司)，以TMS为内标；XT一4型显微熔点测定

仪(温度计未校正，北京泰克仪器有限公司)；质谱

仪；HP MS5973(美国HP公司)；傅里叶变换红外光

谱仪；Brucker Vector 22(德国Brucker公司)；薄层

色谱硅胶，柱色谱硅胶(200～300目)均为中国青岛

海洋化工集团公司产品。植物样品采自贵州省贵阳

地区，由贵阳中医学院陈德嫒教授鉴定。

2提取与分离

取连钱草干品10 kg，切碎，75％乙醇提取3次，

回收溶剂，得粗提物浸膏3．7 kg。浸膏用水分散，依

次用石油醚、醋酸乙酯、正丁醇萃取，分别得石油醚部

分60 g，醋酸乙酯部分260 g。醋酸乙酯部分经硅胶

柱色谱分离，以氯仿一丙酮依次用(50：1～1：1)梯度

洗脱，TLC跟踪，分离得化合物I～nl、Ⅶ。正丁醇部

分经硅胶柱反复柱色谱分离得化合物Ⅳ～VI。

3结构鉴定

化合物I：白色粉末。mp 239～240℃。化合物

I的IR、E1一MS、1H—NMR光谱均与文献报道白桦

脂醇基本一致[3~5]，确定为白桦脂醇。

化合物Ⅱ：白色粉末。mp 284～286℃。化合物

Ⅱ的IR、EI—MS、1H—NMR光谱均与文献报道白桦

脂酸基本一致[3~5]，确定为白桦脂酸。

化合物11I：白色针晶(醋酸乙酯)。mp 289～

290℃。EI—MS(m／z)：488【M+]、471、455、443、

424、409、393、375、248、239、222、203、189、133、119。

1H—NMR(CD30D)3：5．22(1H，t，H一12)，3．89(1H，

m，H一2)，3．73(1H，S，br，H一3)，3．63，3．36(2H，一

CH20H)，2．18(1H，d，H一18)，0．77，0．87，0．94，
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