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• 化学成分 • 

小桃儿七中 2 个新的甾体类化合物1 
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摘  要：目的  研究小桃儿七 Helleborus thibetanus 中的甾体类成分及其细胞毒性。方法  采用多种现代分离色谱技术进行

分离纯化，根据 MS、IR 和 NMR 等数据鉴定新化合物的结构，采用 MTT 法对新化合物的细胞毒活性进行筛选。结果  从

小桃儿七的正丁醇部位分离鉴定了 2 个甾体类化合物，分别鉴定为 (25S)-27-O-β-D-葡萄吡喃糖基-3,25-二羟基螺甾-5(6)-烯- 

1β-yl-O-α-L-阿拉伯吡喃糖苷（1）和 3β,14β-二羟基-3β-(2-羟基丙酰氧基)-5α-蟾酥甾-20,(22)-二烯（2），化合物 2 对人结肠癌

HCT116 细胞、人肺癌 A549 细胞和人肝癌 HepG2 细胞的半数抑制浓度（half inhibitory concentration，IC50）分别为（10.8±

0.4）、（4.8±0.7）、（45.3±1.8）μmol/L。结论  化合物 1 和 2 均为新化合物，分别命名为铁筷子苷 M（thibetanoside M）和

铁筷子苷 N（thibetanoside N）；化合物 2 表现出较好的细胞毒活性。 
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Two new steroidal constituents from roots and rhizomes of Helleborus thibetanus 
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Abstract: Objective  To study the steroidal constituents from the roots and rhizomes of Helleborus thibetanus and their 

cytotoxicity. Methods  A variety of modern separation chromatography techniques were used for separation and purification, and 

the structures of the new compounds were identified by MS, IR and NMR data, and their cytotoxic activities were screened by MTT 

method. Results  Two new steroidal components were obtained from n-butanol fraction of ethanol extract of H. thibetanus and 

namely (25S)-27-O-β-D-glucopyranosyl-3,25-dihydroxyspirost-5(6)-en-1β-yl-O-α-L-arabinopyranoside (1) and 3β,14β-dihydroxy- 

3β-(lactate)-5α-bufa-20,(22)-dienolide (2). The half inhibitory concentration (IC50) of compound 2 on human colon cancer HCT116 

cells, human lung cancer A549 cells and human hepatocellular carcinoma HepG2 cells, respectively, was (10.8±0.4), A549 cells (4.8±0.7) 

and HepG 2 cells (45.3±1.8) μmol/L. Conclusion  Compounds 1 and 2 are new compounds named thibetanoside M and 

thibetanoside N, among which compound 2 exhibited moderate cytotoxicity.  
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小桃儿七是毛茛科铁筷子属植物铁筷子

Helleborus thibetanus Franch.的根及根茎，属于秦巴

特色草药“太白七药”之一。铁筷子属植物全世界

约有 20 余种，其中铁筷子为我国特产，分布于陕西、

甘肃、湖北、四川等地，在陕西主要分布于秦岭山南

北坡，具有清热解毒、活血散瘀、消肿止痛之功效，

主要用于治疗跌打损伤、尿道炎及疮疖肿毒等[1]。 

文献研究表明小桃儿七的主要化学成分为强心

苷类、甾体皂苷类和植源性蜕皮甾酮类等[2-4]，具有

强心、抗肿瘤、抗炎镇痛、抗菌及对呼吸中枢的兴

奋等药理作用[5-6]。其中强心苷类成分是小桃儿七抗肿

瘤的主要活性成分，逐渐受到国内外重点关注[7-9]。前
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期研究发现小桃儿七主要活性成分集中在正丁醇萃

取部位，故本实验对小桃儿七正丁醇部位进行分离

纯化，从中鉴定了 2 个新化合物分别为(25S)-27-O- 

β-D- 葡萄吡喃糖基 -3,25- 二羟基螺甾 -5(6)- 烯 - 

1β-yl-O-α-L- 阿 拉 伯 吡 喃 糖 苷 [(25S)-27-O-β-D- 

glucopyranosyl-3,25-dihydroxyspirost-5(6)-en-1β-yl-

O-α-L-arabinopyranoside，1]和 3β,14β-二羟基-3β-(2-

羟基丙酰氧基 )-5α-蟾酥甾 -20,(22)-二烯  [3β,14β- 

dihydroxy-3β-(lactate)-5α-bufa-20,(22)-dienolide，2]，

命名为铁筷子苷 M 和铁筷子苷 N；细胞毒活性测试

结果显示化合物 2 表现出较好的肿瘤细胞生长抑制

作用。 

1  仪器与材料 

岛津半制备液相色谱仪（检测器：SAD-20A；

泵：LC-6AD）；半制备液相色谱柱 Ultimate XB-C18

（250 mm×10 mm，5 μm，月旭科技上海股份有限

公司）；Bruker AVANCE 400 型核磁共振波谱仪（瑞

士 Bruker 公司）；色谱纯甲醇、乙腈（天津市科密

欧化学试剂有限公司）；分析纯甲醇、三氯甲烷、石

油醚（60～90 ℃）和正丁醇等试剂（天津市科密

欧化学试剂有限公司）；氟尿嘧啶（5-FU，上海生

物工程有限公司）；水为娃哈哈纯净水。人结肠癌

细胞 HCT116（ATCC 目录号：CCL-247）、人肺癌

细胞 A549（ATCC 目录号：CCL-185）、人肝癌细

胞 HepG2（ATCC 目录号：HB-8065）购于中国科

学院上海细胞库。 

小桃儿七药材于 2016 年 6 月购于陕西眉县，经

陕西中医药大学药学院王薇教授鉴定为毛茛科铁筷

子属植物铁筷子 H. thibetanus Franch.的根及根茎，

药材标本（20160915）保存于陕西中医药大学药学

院中药标本馆。 

2  方法  

2.1  提取与分离 

干燥的小桃儿七 15 kg，粉碎后用 10 倍量 60%

乙醇回流提取 3 次，每次 2 h。合并提取液，减压浓

缩至浸膏，用水分散后，分别用石油醚和正丁醇萃

取3次，得石油醚部位（20 g）和正丁醇部位（1.5 kg）。

取正丁醇部位（500 g）经硅胶柱色谱分离，以三氯

甲烷-甲醇-水（100∶0∶0～65∶35∶1）洗脱，合

并相同流分，分别得到 10 个组分 Fr.1～10。Fr. 1（40 

g）经硅胶柱色谱分离，以石油醚-醋酸乙酯（1∶0～

3∶1）梯度洗脱，得到 3 个组分 Fr.1-1～1-3。Fr.1-3

（1.3 g）再经凝胶柱色谱分离，三氯甲烷-甲醇（1∶1）

等度洗脱，得到化合物 2（8.3 mg）。Fr. 9（200 g）

经硅胶柱色谱分离，三氯甲烷-甲醇（100∶0～2∶1）

梯度洗脱，得到 4 个组分 Fr. 9-1～9-4。Fr. 9-2（650 

mg）经高效液相色谱（HPLC），乙腈-水（24∶76）

洗脱得到化合物 1（9.2 mg，tR＝56 min）。 

2.2  酸水解实验 

化合物 1 称取 3 mg，采用课题组前期水解和衍

生化方法得到糖的衍生物[10-11]，经 Agilent 7890B 气

相色谱仪分析，色谱柱：HP-5 毛细管柱（30 m×0.32 

mm×0.25 μm）；程序升温：起始温度 100 ℃，

10 ℃ /min 升温至 240 ℃，1 ℃ /min 升温至

260 ℃，保温 10 min，2 ℃/min 升温至 280 ℃，

保温 5 min；进样温度 250 ℃；载气：氮气。测得

各单糖的保留时间分别为 21.30 min（D-葡萄糖）和

19.28 min（L-阿拉伯糖）。 

3  结构鉴定 

化合物 1：白色粉末。[α]
26.9 

D −48.5 (c 0.9, MeOH)；
KBr

maxIR ν (cm−1): 3385, 2948, 1616, 1358, 1027, 772。

HR-ESI-MS (positive) 显示：m/z 757.401 5 [M＋H]+ 

(calcd for C38H61O15, 757.400 5)，结合 1D-NMR 推测

化合物 1 的分子式为C38H60O15。1H-NMR (400 MHz, 

C5D5N) 谱中，高场区显示 3 个甲基氢信号 δH 0.87 

(3H, s, Me-18)，1.24 (3H, s, Me-19)，1.13 (3H, d, J = 

4.8 Hz, Me-21)；低场区显示 1 个烯氢信号 δH 5.61 

(1H, brs, H-6)，2 个糖端基氢信号 δH 4.77 (1H, d, J = 

6.9 Hz, Ara-H-1) 和 4.9 (1H, d, J = 7.5 Hz, Glc-H-1)。
13C-NMR (100 MHz, C5D5N) 谱中，高场区显示 3

个甲基碳信号 δC 17.2 (C-18), 15.3 (C-19) 和 15.6 

(C-21)，1 组烯碳信号 140.1 (C-5) 和 125.2 (C-6)，2

个糖的端基碳信号 δC 102.9 (Ara-C-1) 和 106.2 

(Glc-C-1)，δC 110.3 是螺甾 C-22 位的特征碳信号。

在 HMBC 谱中，H-3 与 C-2, C-4 和 C-5 相关，Me-19

与 C-1, C-5, C-9 和 C-10 相关，以及 H-6 与 C-4, C-7, 

C-8 和 C-10 相关，对 A/B 环上碳进行了归属；H-8

与C-7, C-9, C-11和C-14相关，Me-18与C-12, C-13, 

C-14 和 C-17 位信号相关，以及 H-16 与 C-13, C-14

和 C-17 位信号相关，对 C、D 环上碳进行了归属；

Me-21 与 C-17, C-20 和 C-22 位信号相关，H-26 与

C-22, C-24, C-25 和 C-27 位信号相关，以及 H-27 与

C-24, C-25 和 C-26 位信号相关，对 E、F 环上碳进

行了归属。此外，δH 4.77 (Ara-H-1) 与 δC 83.7 (C-1) 

相关，δH 4.9 (Glc-H-1) 与 δC 77.8 (C-27) 相关，说

明阿拉伯糖连接在苷元的 C-1 位，葡萄糖连接在苷
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元的 C-27 位[12]。利用气相色谱对比分析化合物 1

酸水解后得到的制备衍生物和标准糖衍生化后的保

留时间，确定结构中含有 2 种单糖 L-Ara 和 D-Glc

（Ara∶Glc＝1∶1）。Ara 的 α 相对构型是通过端基

质子偶合常数（6.9 Hz）确定，Glc 的 β 相对构型是

通过端基质子偶合常数（7.5 Hz）确定。在 NOESY

谱中，H-1 与 H-2eq，H-3 和 H-9 显示相关，但是

H-1 与 Me-19 没有相关，进一步证实了 H-1 和 H-3

为 α-构型，Me-19，1-OAra 和 3-OH 为 β-构型。与

已报道的异纽替皂苷元C-25数据（25R, δC 81.6；25S, 

δC 65.1）相比，化合物 1 的 C-25（69.0）数据证实

其 25-C为 S构型，结合F环碳谱数据C-23（δC 27.7）、

C-24（δC 29.7）、C-25（δC 69.0）和 C-26（δC 67.3），

进一步表明 25-OH 为 β-构型[13-14]。综合分析 1H-1H 

COSY、HMQC、HMBC 和 NOESY 谱，对化合物 1

的碳氢信号全归属。通过 SciFinder 库系统检索，确认

化合物 1 为新化合物，结构鉴定为(25S)-27-O-β-D-葡

萄吡喃糖基-3,25-二羟基螺甾-5(6)-烯-1β-yl-O-α-L-阿

拉伯吡喃糖苷，命名为铁筷子苷 M。化合物结构见

图 1，重要相关关系见图 2，NMR 数据见表 1。 

 

                                  1                                                2 

图 1  化合物 1 和 2 的结构 

Fig. 1  Structures of compounds 1 and 2 

 

图 2  化合物 1 的关键 1H-1H COSY、HMBC 和 NOESY 相关信号 

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

化合物 2：白色粉末。[α]
25.8 

D −40.0 (c 0.6, MeOH)；

紫外灯在 254 nm 下有暗斑，365 nm 下没有荧光。
KBr

maxIR ν (cm−1): 3352, 2933, 2360, 1713, 1548, 1461, 

1047。HR-ESI-MS (positive) 显示 m/z 481.256 5 [M＋

Na]+ (calcd for C27H38O6Na, 481.256 6)，结合

1D-NMR 推测化合物 2 的分子式为 C27H38O6。
1H-NMR和 13C-NMR谱显示 1 个 2H-吡喃-2-酮信号 

[δH 7.49 (1H, d, J = 1.6 Hz, H-21), 8.26 (1H, dd, J = 

2.5, 9.7 Hz, H-22), 6.38 (1H, d, J = 9.7 Hz, H-23)；δC 

115.8, 123.9, 148.1, 149.9, 162.6]，2 个角甲基信号 

[δH 0.91 (3H, s, H-18), 0.70 (3H, s, H-19)；δC 17.7, 

12.6]，1 个连氧次甲基信号 [δH 4.96 (1H, H-3), δC 

74.5]，1 个连氧季碳信号 δC 84.8，以上数据说明化

合物 2 含有蟾酥内酯类化合物的骨架。1 个甲基信

号 [δH 1.68 (3H, d, J = 6.8 Hz, H-3′)，δC 21.7 (C-3′)], 

1 个连氧次甲基信号 [δH 4.70 (1H, q, J = 6.8 Hz, 

H-2′)，δC 68.0 (C-2′)]和 1 个羰基碳信号 [δC 175.9 

(C-1′)]，结合 H-3′与 C-1′的 HMBC 相关信号，说明

结构中存在 2-羟基丙酰氧基基团[15]。在 HMBC 谱

中，H-3 与 C-1′相关，说明 2-羟基丙酰氧基连接在

强心苷元的 C-3 位。H-4 与 C-3, C-5 和 C-10 相关，

Me-19 与 C-1, C-5, C-9 和 C-10 位信号相关，H-6 与

C-5, C-7 和 C-8 位信号相关，H-15 与 C-14, C-16 和

C-17位信号相关，Me-18与C-12, C-13, C-14和C-17  
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表 1  化合物 1 的 1H-NMR 和 13C-NMR 数据 (400/100 MHz, C5D5N)  

Table 1  1H-NMR and 13C-NMR data of compound 1 (400/100 MHz, C5D5N) 

碳位 δC δH 碳位 δC δH 

1 83.7 3.92 (overlapped) 21 15.6 1.13 (3H, d, J = 4.8 Hz) 

2 38.1 2.13 (m, H-2ax), 2.82 (m, H-2eq) 22 110.3  

3 68.6 3.92 (overlapped) 23 27.7 2.46 (m, H-23ax), 1.58 (m, H-23eq) 

4 44.3 2.62 (m, H-4ax), 2.67 (m, H-4eq) 24 29.7 2.26 (m, H-24a), 1.91 (m, H-24b) 

5 140.1  25 69.0  

6 125.2 5.61 (brs) 26 67.3 4.17 (overlapped, H-26ax), 4.02 (overlapped, H-26eq)   

7 32.9 2.00 (m, H-7a), 1.55 (m, H-7b) 27 77.8 4.16 (overlapped, H-27a), 3.76 (overlapped, H-27b) 

8 33.5 1.54 (m) 1-O-Ara   

9 50.7 1.51 (m) 1 102.9 4.77 (d, J = 6.9 Hz) 

10 43.4  2 73.2 4.43 (m) 

11 24.3 1.50 (m, H-11ax), 2.92 (m, H-11eq) 3 75.6 4.05 (m) 

12 40.8 1.29 (m, H-12ax), 1.61 (m, H-12eq) 4 70.2 4.28 (m) 

13 40.7  5 68.1 3.72 (m), 4.32 (m) 

14 57.3 1.12 (m) 27-O-Glc   

15 32.5 1.90 (m, H-15a), 1.45 (m, H-15b) 1 106.2 4.9 (d, J = 7.5 Hz) 

16 81.9 4.56 (m) 2 75.3 4.13 (m) 

17 63.5 1.78 (m) 3 79.1 3.98 (m) 

18 17.2 0.87 (3H, s) 4 72.1 4.25 (m) 

19 15.3 1.24 (3H, s) 5 79.1 4.26 (m) 

20 42.6 1.98 (m) 6 63.2 4.55 (dd, J = 12.7, 5.7 Hz), 4.39 (m) 

位信号相关，H-22 与 C-17, C-20, C-21, C-23 和 C-24

位信号相关，对苷元母核上的碳进行了归属。在

NOESY 谱中，H-3 与 H-2eq、H-4eq、H-5 相关，

H-5 与 H-9 相关，H-19 与 H-2ax、H-4ax、H-8 相关，

H-5 和 H-19 没有相关，证明了 H-3 和 H-5 为 α-构

型。H-18 与 H-21 和 H-22 相关，结合内酯环碳谱数

据 C-20（δC 123.9）、C-21（δC 149.9）、C-22（δC 148.1）、

C-23（δC 115.8）和 C-24（δC 162.6），证实不饱和

内酯环为 β-构型[15-16]。综合分析二维谱，对化合物

2 进行碳氢信号全归属。通过 SciFinder 库系统检索，

认定化合物 2 为新化合物，结构鉴定为 3β,14β-二羟

基-3β-(2-羟基丙酰氧基)-5α-蟾酥甾-20,(22)-二烯，命

名为铁筷子苷 N。具体化合物结构见图 1 和 3，NMR

数据见表 2。 

4  细胞毒实验  

根据课题组前期研究[4]，采用 MTT 法分别测定

化合物 1 和 2 对 HCT116 细胞、A549 细胞和 HepG2

细胞的细胞毒活性，5-FU 为阳性药。结果化合物 2 对

3 种肿瘤细胞的半数抑制浓度（ half inhibitory 

concentration，IC50）值分别为（10.8±0.4）、（4.8±0.7）、 

 

图 3  化合物 2 的关键 HMBC 和 NOESY 相关信号 

Fig. 3  Key HMBC and NOESY correlations of compound 2  
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表 2  化合物 2 的 1H-NMR 和 13C-NMR 数据 (400/100 MHz, C5D5N)  

Table 2  1H-NMR and 13C-NMR data of compound 2 (400/100 MHz, C5D5N) 

碳位 δC δH  碳位 δC δH  

1 37.5 0.99 (m, H-1ax), 1.62 (m, H-1eq) 15 33.4 1.99 (m, H-15a), 1.87 (m, H-15b) 

2 28.2 1.54 (m, H-2ax), 1.90 (m, H-2eq) 16 29.9 2.17 (overlapped, H-16a), 1.88 (overlapped, H-16b) 

3 74.5 4.96 (overlapped) 17 51.9 2.48 (m) 

4 34.7 1.37 (m, H-4ax), 1.67 (m, H-4eq) 18 17.7 0.91 (3H, s) 

5 44.8 1.02 (m) 19 12.6 0.70 (3H, s) 

6 29.4 1.14 (m, H- 6ax), 1.22 (m, H-6eq)  20 123.9  

7 28.4 1.17 (m, H-7ax), 2.38 (m, H-7eq) 21 149.9 7.49 (d, J = 1.6 Hz) 

8 42.5 1.72 (m) 22 148.1 8.26 (dd, J = 2.5, 9.7 Hz) 

9 50.4 0.88 (m) 23 115.8 6.38 (d, J = 9.7 Hz) 

10 36.4  24 162.6  

11 22.3 1.19 (m, H-11ax), 1.41 (m, H-11eq) 1′ 175.9  

12 41.1 1.28 (m, H-12ax), 1.44 (m, H-12eq) 2′ 68.0 4.70 (q, J = 6.8 Hz) 

13 49.3  3′ 21.7 1.68 (d, J = 6.8 Hz) 

14 84.8     
 

（45.3±1.8）μmol/L；化合物 1 对 3 种肿瘤细胞的 IC50

值均大于 100 μmol/L；5-FU 对 3 种肿瘤细胞的 IC50值

分别为（24.1±2.5）、（18.9±2.8）、（41.7±1.6）μmol/L。 

5  讨论 

本实验从小桃儿七中共分离鉴定了 2 个新的甾

体类化合物，生物活性表明化合物 2 对 3 种肿瘤细胞

表现出了较好的抗肿瘤活性，后期可针对其抗肿瘤机

制进行深入研究。以上结果丰富了小桃儿七化学成

分，为进一步阐明小桃儿七药效物质基础提供参考。 
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