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摘 要 目的 研究银莲花属植物小花草玉梅Anemone rivularis var. flore-minore的三萜皂苷类化合物及其抗肿瘤活性。方法 对该

植物根茎的70％乙醇提取物正丁醇萃取部位进行分离，采用正相硅胶柱色谱、反相ODS柱色谱、Sephadex LH-20凝胶柱色谱以及

半制备高效液相色谱等手段分离纯化三萜皂苷类化合物；根据波谱（核磁共振谱、质谱）数据及理化性质鉴定化合物结构；采用

MTT法检测化合物对5种人源肿瘤细胞（HL-60细胞、A549细胞、HepG2细胞、HeLa细胞和U87MG细胞）的增殖抑制活性；通过流

式细胞术Annexin V-FITC/PI双染试验，评估化合物7对U87MG细胞的诱导凋亡作用。结果 共分离得到16个三萜皂苷类化合物，

分别为3β-O-β-D-吡喃木糖-（1→2）-α-L-吡喃阿拉伯糖-齐墩果酸-28-O-α-L-吡喃鼠李糖-（1→4）-β-D-吡喃葡萄糖-（1→6）-β-D-吡喃

葡萄糖酯苷（1）、3β-O-α-L-吡喃阿拉伯糖-齐墩果酸-28-O-β-D-吡喃葡萄糖酯苷（2）、saponin B（3）、齐墩果酸-3β-O-β-D-吡喃葡萄糖-

（1→2）-α-L-吡喃阿拉伯糖苷（4）、HN-saponin F（5）、clematoside S（6）、prosapogenin CP4（7）、cussonside B（8）、白头翁皂苷 C（9）、

clemastanoside D（10）、3β-O-β-D-吡喃葡萄糖-（1→2）-α-L-吡喃阿拉伯糖-常春藤皂苷元-28-O-β-D-吡喃葡萄糖酯苷（11）、刺五加皂

苷C3（12）、刺五加皂苷A1（13）、huzhangoside D（14）、刺楸皂苷B（15）和hederacolchiside E（16）。化合物3、4、6～9表现出不同程

度的抑制肿瘤细胞增殖活性，并以化合物7的活性最强；化合物7能诱导U87MG细胞凋亡从而抑制肿瘤细胞增殖，并呈一定时间

依赖趋势。结论 分离所得的16个化合物均为齐墩果烷型三萜皂苷，其中化合物1为新化合物；苷元C-3位连糖基且C-28位为游

离羧基的皂苷抗肿瘤活性较强。

关键词 小花草玉梅；三萜皂苷；鉴定；抗肿瘤活性；齐墩果烷型三萜皂苷
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ABSTRACT OBJECTIVE To study the triterpenoid saponins from Anemone rivularis var. flore-minore and their antitumor

activities. METHODS The n-butanol extract of 70％ ethanol extract from rhizome of the plant was separated. The triterpenoid

saponins were separated and purified by normal silica gel column chromatography，reversed phase ODS column chromatography，

Sephadex LH-20 gel column chromatography and semi-preparation high performance liquid chromatography. The structures of these

saponins were identified by spectral analysis（NMR and MS）and physical and chemical properties. MTT assay was used to test the

proliferation inhibitory activity of the compounds against five kinds of human tumor cells（HL-60 cells，A549 cells，HepG2

cells，HeLa cells and U87MG cells）. The apoptosis inducing effect of compound 7 on U87MG cells was evaluated by flow

cytometric Annexin V-FITC/PI staining test. RESULTS

Sixteen triterpenoid saponins were obtained and identified as 3

β-O-β-D-xylopyranosyl-（1→2）-α-L-arabinopyranosyl-oleanolic

acid-28-O-α-L-rhamnopyranosyl- （1→4） -β-D-glucopyranosyl-

（1→6）-β-D-glucopyranoside（1），3 β-O-L-arabinopyranosyl

oleanolic acid-28-O-β-D-glucopyranoside（2），saponin B（3），

oleanolic acid-3 β-O-β-D-glucopyranosyl-（1→2）-α-L-arabino-
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毛茛科银莲花属植物在世界范围内分布广泛，我国

产52种，其中部分品种已作药用，如两头尖（多被银莲花

的根茎）、蜈蚣三七（林荫银莲花的根茎）、九节菖蒲（阿

尔泰银莲花的根茎）等[1－2]。小花草玉梅 Anemone rivu-

laris var. flore-minore属于银莲花属传统药用植物，分布

于山西、河北、陕西、内蒙古、甘肃、四川等地，据《全国中

草药汇编》记载，该植物的根或全草药用名称为“破牛

膝”，用于肝炎、阴疽、痈肿作痛等症[3]。研究表明，银莲

花属植物富含五环三萜类皂苷成分，是发挥药效的主要

活性成分[4－5]。本课题组前期已对包括小花草玉梅在内

的多种银莲花属植物进行了化学成分的分离鉴定及其

活性研究，得到大量三萜皂苷类化合物，其中部分有显

著抗肿瘤药理活性[6－14]。为进一步探索本属植物抗肿瘤

活性成分，本研究以小花草玉梅的根茎为研究对象，进

一步开展系统研究，对其70％乙醇提取物正丁醇萃取部

位进行分离、纯化，根据化合物波谱数据和理化性质鉴

定其化学结构，得到16个三萜皂苷类化合物，其中包含

1个新化合物（1）；同时，采用MTT法检测了上述化合物

抑制5种人源肿瘤细胞增殖的活性，并采用流式细胞术

评价了化合物7对人脑星形胶质母细胞瘤U87MG细胞

的促凋亡作用，为进一步阐明本属植物抗肿瘤活性的物

质基础及后续相关研究提供依据。

1 材料
1.1 主要仪器与色谱柱

本研究所用主要仪器包括Perkin-Elmer 341型旋光

仪（美国 Perkin-Elmer 公司），Bruker AVANCE-500型核

磁共振（NMR）仪（瑞士Bruker公司），Micromass Quattro

型质谱仪（美国Waters公司），Finnigan Voyager型气相色

谱仪（美国 Finnigan 公司），Dionex P680型液相色谱仪

（美国Dionex公司），SW-CJ-1D型超净工作台（苏州净化

设备有限公司），M680型酶标仪（美国 Bio-Rad 公司），

Avanti J30型低温高速离心机（美国 Beckman 公司），

FACSCalibur型流式细胞仪（美国BD公司）。L-Chirasil-

Val气相色谱柱（25 m×0.32 mm，0.25 μm）购自美国Agilent

公司，YMC-Pack R&D ODS-A 制备型液相色谱柱（20

mm×250 mm，5 μm）购自日本YMC公司。

1.2 主要药品与试剂

小花草玉梅药材采自秦岭山脉的陕西太白县太白

山区域，经陕西中医药大学药学院王继涛教授鉴定为毛

茛科银莲花属植物小花草玉梅 A. rivularis var. flore-

minore，标本存于陕西中医药大学药学院中药标本室。

正相柱色谱硅胶（规格 100～140目、200～300目）购自

青岛海洋化工厂；反相ODS-A硅胶（规格50 μm）购自日

本 YMC 公司；Sephadex LH-20凝胶（规格 40～70 mm）

购自瑞典GE公司；胰蛋白酶（批号 1930154）、胎牛血清

（批号 1814986）均购自美国Gibco公司；DMEM培养基

（批号AD21573271）购自美国Hycolne公司；二甲基亚砜

（DMSO，批号 RNBC1433，纯度 99.7％）、L-半胱氨酸甲

酯盐酸盐（批号 410209，纯度 98％）、N-（三甲基硅基）咪

唑（批号 394847，供气相色谱衍生用）、MTT试剂（批号

M2128，纯度98％）、多柔比星（批号D1515，纯度98％）、

尼莫司汀（批号L5918，纯度 98％）均购自美国Sigma公

司；Annexin V-FITC/PI试剂盒（批号 7312394）购自美国

BD公司；色谱纯甲醇购自天津市科密欧化学试剂有限

公司，其他分析纯试剂均购自天津市富宇精细化工有限

公司，水为纯净水。

1.3 细胞株

本研究所用人急性早幼粒白血病HL-60细胞、人肺

癌A549细胞、人肝癌HepG2细胞、人宫颈癌HeLa细胞

和人脑星形胶质母细胞瘤U87MG细胞均购自中国科学

院上海细胞保存库。

2 方法与结果
2.1 提取分离

取小花草玉梅干燥根茎5 kg，打成粗粉，加入5倍量

（L/kg）70％乙醇回流提取 3次（每次 2 h），合并提取液，

过滤浓缩得 1.1 kg醇提物浸膏。醇提物浸膏用 10 L水

分散后，加入等体积石油醚（10 L）萃取3次；水层再加入

等体积正丁醇（10 L）萃取3次，合并正丁醇层，浓缩得正

丁醇部位浸膏 230 g。取正丁醇浸膏 120 g，采用正相硅

胶柱色谱进行粗分离，用三氯甲烷-甲醇-水（10 ∶1 ∶0.04→

6 ∶4 ∶0.7）进行梯度洗脱，得8个片段Fr.1～Fr.8。

Fr.1～Fr.5采用正相硅胶柱色谱分离，用三氯甲烷-

甲醇-水（8 ∶ 2 ∶ 0.05→6 ∶ 4 ∶ 0.7）进行梯度洗脱，分别得亚

片段 Fr.1.1～Fr.1.3、Fr.2.1～Fr.2.3、Fr.3.1～Fr.3.6、Fr.4.1～

Fr.4.3和Fr.5.1～Fr.5.6。所有亚片段均经Sephadex LH-20

凝胶柱色谱除杂，再采用半制备高效液相色谱纯化得到

pyranoside （4），HN-saponin F（5），clematoside S（6），prosapogenin CP4（7），cussonside B（8），pulsatilla saponin C（9），

clemastanoside D（10），3 β-O-β-D-glucopyranosyl-（1→2）-β-L-arabinopyranosyl-hederagenin-28-O-β-D-glucopyranoside（11），

ciwujianoside C3（12），ciwujianoside A1（13），huzhangoside D（14），kalopanaxsaponin B（15） and hederacolchiside E（16）.

Compounds 3，4，6-9 displayed inhibitory activities on the proliferation of tumor cells to different extent，and compound 7 had the

strongest activity；compound 7 induced the apoptosis of U87MG cell so as to inhibit the proliferation of cancer cells in a

time-dependent manner. CONCLUSIONS The obtained 16 saponins are all identified as oleanolane-type，among which compound

1 is a new compound. The monodesmosidic saponins，the sugar chain of which attached at C-3 and a free carboxyl at C-28，

possess stronger antitumor activity than others.

KEYWORDS Anemone rivularis var. flore-minore； triterpenoid saponin； identification； antitumor activities； oleanane-type

triterpenoid saponins
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以下化合物：化合物2[24 mg，流动相为甲醇-水（89 ∶ 11，
V/V），Fr.1.2]、化合物3[22 mg，流动相为甲醇-水（88 ∶ 12，
V/V），Fr.2.2]、化合物4[22 mg，流动相为甲醇-水（85 ∶ 15，
V/V），Fr.2.3]、化合物5[24 mg，流动相为甲醇-水（75 ∶ 25，
V/V），Fr.3.1]、化合物6[31 mg，流动相为甲醇-水（80 ∶ 20，
V/V），Fr.3.4]、化合物7[33 mg，流动相为甲醇-水（77 ∶ 23，
V/V），Fr.3.6]、化合物8[33 mg，流动相为甲醇-水（77 ∶ 23，
V/V），Fr.4.3]、化合物9[25 mg，流动相为甲醇-水（80 ∶ 20，
V/V），Fr.5.1]、化合物10[20 mg，流动相为甲醇-水（70 ∶30，
V/V），Fr.5.5]、化合物11[17 mg，流动相为甲醇-水（68 ∶32，
V/V），Fr.5.6]。

Fr.6～Fr.8采用反相ODS柱色谱进行分离，用甲醇-

水（3 ∶ 7→9 ∶ 1）进行梯度洗脱，分别得亚片段 Fr.6.1～

Fr.6.5、Fr.7.1～Fr.7.6和Fr.8.1～Fr.8.5。其中Fr.6.1、Fr.7.6、

Fr.8.2和Fr.8.3再次经反相ODS柱色谱分离，用甲醇-水

（4 ∶ 6→9 ∶ 1）进行梯度洗脱，获得 Fr.6.1.1～Fr.6.1.3、

Fr.7.6.1～Fr.7.6.6、Fr.8.2.1～Fr.8.2.3和Fr.8.3.1～Fr.8.3.4，

采用半制备高效液相色谱纯化得到以下化合物：化合物

12[15 mg，流动相为甲醇-水（72 ∶ 28，V/V），Fr.6.1.2]、化合

物13[56 mg，流动相为甲醇-水（72 ∶28，V/V），Fr.6.1.2]、化

合物1[35 mg，流动相为甲醇-水（75 ∶ 25，V/V），Fr.6.2]、化

合物14[15 mg，流动相为甲醇-水（70 ∶30，V/V），Fr.7.6.1]、

化合物 15[15 mg，流动相为甲醇 - 水（58 ∶ 42，V/V），

Fr.8.2.3）]、化合物 16[12 mg，流动相为甲醇-水（55 ∶ 45，
V/V），Fr.8.3.2]。

2.2 酸水解、糖基衍生及气相色谱分析

取待分析化合物 5 mg，加入 5 mL三氟醋酸溶液（2

mol/L），置于密闭容器中加热 8 h（110 ℃）；反应完毕后

放冷至室温，加入 20 mL纯净水，用乙酸乙酯等体积萃

取 3次；水层浓缩蒸干，向残留物加 1 mL L-半胱氨酸甲

酯盐酸盐的吡啶溶液（2 mg/L），水浴（60 ℃）反应1 h，氮

气吹干；向残留物加入0.2 mL N-（三甲基硅基）咪唑和2

mL吡啶，水浴（60 ℃）反应1 h，氮气吹干；残留物用水分

散，用环己烷等体积萃取3次，合并萃取液，蒸干即得化

合物糖基的三甲基硅醚化衍生物[15－16]。采用L-Chirasil-

Val气相色谱柱进行气相色谱分析，程序升温：初始柱温

140 ℃，保持5 min后，以2 ℃/min的速度加温至180 ℃，

保持 5 min 后，以 10 ℃/min 的速度加温至 320 ℃，保持

10 min；检测器温度设定为 280 ℃；气化温度设定为

250 ℃；载气为氮气；进样量为1 μL。标准糖采用同样方

法进行衍生和分析。根据样品峰面积以及与标准糖保

留时间的比对，可确定化合物的糖基比例和种类。

2.3 结构鉴定

根据化合物波谱数据和理化性质鉴定化合物结构，

化合物1～16的化学结构见图1。

化合物 1：白色无定形粉末。高分辨电喷雾离子化

质谱（HR-ESI-MS）显示质荷比m/z实测值为1 213.597 8

[M+Na]+（计算值 1 213.598 2，C58H94O25Na），确定化合物

1的分子式为C58H94O25。分析1D-NMR，在 1H-NMR（500

MHz，C5D5N）中可观察到 7个甲基质子信号：δH 0.91（s，

3H），0.92（s，6H，2×CH3），1.09（s，3H），1.12（s，3H），1.26

（s，3H）和 1.27（s，3H）；5个糖端基质子信号：δH 4.89（d，

J＝6.3 Hz），5.00（d，J＝7.8 Hz），5.09（d，J＝7.4 Hz），5.86

（s）和 6.25（d，J＝8.1 Hz）；1个烯氢信号：δH 5.43（br s）。

结合无畸变极化转移增强碳谱（DEPT，135°）和碳氢近

程相关谱（HSQC），在 13C-NMR（125 MHz，C5D5N）中可

观察到 7个甲基碳信号：δC 15.5，16.3，17.4，23.6，25.9，

27.8和 33.0；5个糖端基碳信号：δ C 95.5，102.6，104.7，

105.0和106.6；2个烯碳信号：δC 122.7和144.0；在低场区

存在1个羰基碳信号：δC 176.4。以上均为齐墩果烷型三

萜皂苷特征波谱信号，通过对比文献波谱数据[17－18]，确

定化合物1的苷元为齐墩果酸；综合分析2D-NMR，包括

同核质子相关谱（1H-1H COSY）、碳氢远程相关谱（HM-

BC）、HSQC、氢氢空间相关谱（NOESY）和氢氢全相关

谱（TOCSY）对苷元碳氢信号进行了全归属（表 1）。根

据δC 88.8（C-3）和δC 176.4（C-28），可知化合物1为在C-3

和C-28位均连有寡糖基单元的双糖链皂苷。

按照“2.2”项下所述方法，对化合物 1进行酸水解，

并制备糖基的三甲基硅醚化衍生物，进行气相色谱分

析，与标准糖进行对比。结果表明，化合物1中含有4种

糖基单元，分别为 2种五碳糖：L-吡喃阿拉伯糖（Ara）和

图1 化合物1～16的化学结构

化合物序号
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D-吡喃木糖（Xyl）；1种去氧六碳糖：L-吡喃鼠李糖（Rha）；

1种六碳糖：D-吡喃葡萄糖（Glc）。4种糖含量比例为

1 ∶ 1 ∶ 1 ∶ 2。综合分析 2D-NMR，进行寡糖基碳氢信号的

全归属（表1）。寡糖基与苷元的连接位点和各糖基的连

接次序，由HMBC谱确定（图 2）。根据Xyl H-1/Ara C-2

和Ara H-1/C-3的HMBC相关信号，可推断苷元C-3位糖

链为 Xly（1→2）Ara-；根据 Rha H-1/GlcⅡ C-4、GlcⅡ

H-1/GlcⅠ C-6和GlcⅠ H-1/C-28的HMBC相关信号，可

推断苷元C-28位糖链为Rha（1→4）Glc（1→6）Glc-。通

过糖端基氢的耦合常数Ara（6.3 Hz）、Xyl（7.4 Hz）和Glc

（7.8和 8.1 Hz），判断其端基相对构型分别为α、β和β；而

Rha端基氢信号为单峰，可通过其C-3、5位的δC值判断

其端基相对构型为α。苷元3位C-O键的β构型由NOESY

谱图中H-3、H3-23、H-5的NOESY相关信号推导而来，化

合物 1的主要HMBC及NOESY相关信号见图 2。基于

上述分析和推导，鉴定化合物1的结构为3β-O-β-D-吡喃

木糖-（1→2）-α-L-吡喃阿拉伯糖-齐墩果酸-28-O-α-L-吡

喃鼠李糖-（1→4）-β-D-吡喃葡萄糖-（1→6）-β-D-吡喃葡萄

糖酯苷，经查询SciFinder数据库，该化合物为新化合物。

化合物 2：白色无定形粉末。电喷雾离子化质谱

（ESI-MS）显示m/z 749 [M－H]－，综合其 1D-NMR数据

分析，推测其分子式为 C41H66O12。 1H-NMR（500 MHz，

C5D5N）显示7个甲基质子信号：δH 0.86，0.88，0.90，0.94，

1.11，1.24，1.25（each 3H，s，CH3）；2个糖端基质子信号：

δH 4.75（1H，d，J＝7.1 Hz，Ara H-1）和 6.31（1H，d，J＝8.1

Hz，Glc H-1）；苷元部分特征质子信号：δH 3.19（1H，dd，

J＝3.6、13.9 Hz，H-3），3.32（1H，dd，J＝4.3、11.8 Hz，

H-18），5.42（1H，br s，H-12）。 13C-NMR（125 MHz，

C5D5N）中 δ C：38.7（C-1），26.0（C-2），88.6（C-3），39.4

（C-4），55.8（C-5），18.5（C-6），33.1（C-7），39.8（C-8），48.0

（C-9），36.9（C-10），23.7（C-11），122.9（C-12），144.1

（C-13），42.1（C-14），28.1（C-15），23.3（C-16），46.9

（C-17），41.7（C-18），46.2（C-19），30.7（C-20），33.9

（C-21），32.5（C-22），28.1（C-23），16.9（C-24），15.5

（C-25），17.4（C-26），26.0（C-27），176.4（C-28），33.3

（C-29），23.6（C-30），Ara C-1～C-5（107.5，72.9，74.6，

69.5，66.8），Glc C-1～C-6（95.7，74.1，78.9，71.1，79.3，

62.1）。对比参考文献波谱数据[19]，鉴定该化合物为 3β-

O-α-L-吡喃阿拉伯糖-齐墩果酸-28-O-β-D-吡喃葡萄糖

酯苷。

化合物 3：白色无定形粉末。 ESI-MS 显示 m/z

759 [M+Na]+，综合其1D-NMR数据分析，推测其分子式

为 C40H64O12。1H-NMR（500 MHz，C5D5N）显示 6个甲基

质子信号：δH 0.93，0.95，0.96，1.04，1.07，1.23（each 3H，s，

CH3）；2个糖端基质子信号：δH 5.09（1H，d，J＝7.4 Hz，

Xyl H-1）和 5.11（1H，d，J＝6.3 Hz，Ara H-1）；苷元部分

特征质子信号：δH 3.30（1H，dd，J＝3.3、13.6 Hz，H-18），

5.48（1H，br s，H-12）。 13C-NMR（125 MHz，C5D5N）中

δ C：39.2（C-1），26.2（C-2），81.3（C-3），43.6（C-4），47.7

（C-5），18.5（C-6），32.8（C-7），39.7（C-8），48.1（C-9），36.9

（C-10），23.8（C-11），122.6（C-12），144.8（C-13），42.1

（C-14），28.3（C-15），23.6（C-16），46.6（C-17），41.9

（C-18），46.4（C-19），30.9（C-20），34.2（C-21），33.2

（C-22），63.9（C-23），14.0（C-24），16.0（C-25），17.4

（C-26），26.1（C-27），180.1（C-28），33.2（C-29），24.1

（C-30），Ara C-1～C-5（104.4，82.0，74.0，68.8，65.9），Xyl

表1 化合物1的 1H-NMR（500 MHz，C5D5N）和 13C-NMR

（125 MHz，C5D5N）数据

C

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

3-O-sugar

Ara

1

δC

38.7

26.5

88.8

39.5

55.8

18.4

33.0

39.8

47.9

36.9

23.7

122.7

144.0

42.0

28.1

23.2

46.9

41.5

46.1

30.6

33.9

32.4

27.8

16.3

15.5

17.4

25.9

176.4

33.0

23.6

105.0

δH mult.（J/Hz）

0.92，1.52 m

1.87，2.13 m

3.28 dd（4.2、11.6）

-

0.78 d（11.4）

1.32，1.48 m

1.11，1.33 m

-

1.64 m

-

1.92，2.08 m

5.43 br s

-

-

1.21，2.32 m

1.91，2.08 m

-

3.20 dd（4.0、13.6）

1.25，1.75 m

-

1.11，1.32 m

1.75，1.85 m

1.27 s

1.09 s

0.92 s

1.12 s

1.26 s

-

0.92 s

0.91 s

4.89 d（6.3）

C

2

3

4

5

Xyl

1

2

3

4

5

28-O-sugar

GlcⅠ
1

2

3

4

5

6

GlcⅡ
1

2

3

4

5

6

Rha

1

2

3

4

5

6

δC

81.4

73.7

68.5

65.2

106.6

76.0

78.2

70.9

67.3

95.5

73.7

78.6

70.7

78.0

69.0

104.7

75.2

76.5

78.2

77.1

61.1

102.6

72.4

72.6

73.8

70.2

18.5

δH mult.（J/Hz）

4.56 m

4.15 m

4.36 m

3.80，4.31 m

5.09 d（7.4）

4.11 m

4.12 m

4.22 m

3.60，4.34 m

6.25 d（8.1）

4.14 m

4.23 m

4.34 m

4.12 m

4.63，4.31 m

5.00 d（7.8）

3.95 m

4.11 m

4.42 m

3.67 m

4.22，4.11 m

5.86 s

4.69 m

4.57 m

4.34 m

4.97 m

1.71 d（6.2）

图2 化合物1的主要NOESY及HMBC相关信号
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C-1～C-5（106.8，76.2，78.3，71.0，67.4）。对比参考文献

波谱数据[20]，鉴定该化合物为 saponin B。

化合物 4：白色无定形粉末。 ESI-MS 显示 m/z

773 [M+Na]+，综合其1D-NMR数据分析，推测其分子式

为 C41H66O12。1H-NMR（500 MHz，C5D5N）显示 7个甲基

质子信号：δH 0.81，0.94，0.97，0.99，1.01，1.20，1.26（each

3H，s，CH3）；2个糖端基质子信号：δH 4.94（1H，d，J＝6.6

Hz，Ara H-1）和 5.21（1H，d，J＝7.7 Hz，Glc H-1）；苷元部

分特征质子信号：δH 3.19（1H，dd，J＝4.4、11.7 Hz，H-3），

3.28（1H，dd，J＝4.0、13.7 Hz，H-18），5.45（1H，br s，

H-12）。 13C-NMR（125 MHz，C5D5N）中δ C：38.8（C-1），

26.6（C-2），88.8（C-3），39.5（C-4），55.8（C-5），18.4（C-6），

33.1（C-7），39.7（C-8），48.0（C-9），37.0（C-10），23.7

（C-11），122.5（C-12），144.8（C-13），42.1（C-14），28.3

（C-15），23.7（C-16），46.7（C-17），42.0（C-18），46.5

（C-19），30.9（C-20），34.2（C-21），33.2（C-22），28.2

（C-23），16.7（C-24），15.4（C-25），17.4（C-26），26.1

（C-27），180.2（C-28），33.3（C-29），23.7（C-30），Ara

C-1～C-5（104.8，81.0，73.4，68.3，65.7），Glc C-1～C-6

（106.0，76.4，78.1，71.5，78.1，62.5）。对比参考文献波谱

数据[21]，鉴定该化合物为齐墩果酸-3β-O-β-D-吡喃葡萄

糖-（1→2）-α-L-吡喃阿拉伯糖苷。

化合物 5：白色无定形粉末。 ESI-MS 显示 m/z

765 [M－H]－，综合其1D-NMR数据分析，推测其分子式

为 C41H66O13。1H-NMR（500 MHz，C5D5N）显示 6个甲基

质子信号：δH 0.86，0.86，0.91，0.94，1.11，1.16（each 3H，s，

CH3）；2个糖端基质子信号：δH 4.95（1H，d，J＝7.2 Hz，

Ara H-1）和6.32（1H，d，J＝8.1 Hz，Glc H-1）；苷元部分特

征质子信号：δH 3.17（1H，dd，J＝4.1、13.7 Hz，H-18），5.41

（1H，br s，H-12）。13C-NMR（125 MHz，C5D5N）中δC：38.8

（C-1），26.0（C-2），81.9（C-3），43.5（C-4），47.6（C-5），18.2

（C-6），32.8（C-7），39.9（C-8），48.2（C-9），36.9（C-10），

23.8（C-11），122.9（C-12），144.1（C-13），42.1（C-14），28.3

（C-15），23.3（C-16），47.0（C-17），41.6（C-18），46.1

（C-19），30.7（C-20），33.9（C-21），32.5（C-22），64.5

（C-23），13.6（C-24），16.2（C-25），17.5（C-26），26.0

（C-27），176.4（C-28），33.1（C-29），23.7（C-30），Ara

C-1～C-5（106.7，73.1，74.7，69.6，67.0），Glc C-1～C-6

（95.7，74.1，78.9，71.1，79.3，62.1）。对比参考文献波谱

数据[22]，鉴定该化合物为HN-saponin F。

化合物 6：白色无定形粉末。 ESI-MS 显示 m/z

905 [M+Na]+，综合其1D-NMR数据分析，推测其分子式

为 C46H74O16。1H-NMR（500 MHz，C5D5N）显示 6个甲基

质子信号：δH 0.90，0.92，0.97，1.00，1.10，1.23（each 3H，s，

CH3）；3个糖端基质子信号：δH 6.33（1H，br s，Rha H-1），

5.95（1H，d，J＝4.4 Hz，Rib H-1）和 5.00（1H，d，J＝6.8

Hz，Ara H-1）；Rha 的甲基质子信号：δH 1.61（3H，d，J＝

6.1 Hz）；苷元部分特征质子信号：δH 3.26（1H，dd，J＝

4.1、13.8 Hz，H-18），5.41（1H，br s，H-12）。 13C-NMR

（125 MHz，C5D5N）中 δ C：39.0（C-1），26.4（C-2），81.3

（C-3），43.6（C-4），47.7（C-5），18.1（C-6），32.8（C-7），39.8

（C-8），48.2（C-9），36.8（C-10），23.7（C-11），122.6

（C-12），144.7（C-13），42.1（C-14），28.3（C-15），23.6

（C-16），46.6（C-17），41.9（C-18），46.4（C-19），30.9

（C-20），34.2（C-21），33.2（C-22），64.0（C-23），14.1

（C-24），16.0（C-25），17.4（C-26），26.1（C-27），180.1

（C-28），33.2（C-29），23.7（C-30），Ara C-1～C-5（104.7，

75.3，75.0，69.7，66.3），Rha C-1～C-6（101.1，72.2，81.1，

72.4，69.7，18.2），Rib C-1～C-5（104.5，72.8，70.3，68.7，

65.3）。对比参考文献波谱数据 [23]，鉴定该化合物为

clematoside S。

化合物 7：白色无定形粉末。 ESI-MS 显示 m/z

865 [M－H]－，综合其1D-NMR数据分析，推测其分子式

为 C46H74O15。1H-NMR（500 MHz，C5D5N）显示 7个甲基

质子信号：δH 0.81，0.90，0.94，0.97，1.02，1.10，1.23（each

3H，s，CH3）；3个糖端基质子信号：δH 6.31（1H，br s，Rha

H-1），5.92（1H，d，J＝4.6 Hz，Rib H-1）和 4.94（1H，d，J＝

6.8 Hz，Ara H-1）；Rha 的甲基质子信号：δH 1.61（3H，d，

J＝6.1 Hz）；苷元部分特征质子信号：δH 3.22（1H，dd，J＝

4.1、12.7 Hz，H-3），3.28（1H，dd，J＝4.1、13.9 Hz，H-18），

5.42（1H，br s，H-12）。13C-NMR（125 MHz，C5D5N）中δC：

38.8（C-1），26.6（C-2），88.8（C-3），39.5（C-4），55.9（C-5），

18.5（C-6），33.2（C-7），39.7（C-8），48.0（C-9），37.0

（C-10），23.7（C-11），122.4（C-12），144.8（C-13），42.1

（C-14），28.3（C-15），23.7（C-16），46.7（C-17），42.0

（C-18），46.5（C-19），30.9（C-20），34.2（C-21），33.2

（C-22），28.2（C-23），16.7（C-24），15.4（C-25），17.4

（C-26），26.1（C-27），180.3（C-28），33.3（C-29），23.7

（C-30），Ara C-1～C-5（105.2，75.4，74.7，69.3，65.7），

Rha C-1～C-6（101.3，71.9，81.2，72.5，69.6，18.4），Rib

C-1～C-5（104.5，72.8，70.2，68.6，65.2）。对比参考文献

波谱数据[24]，鉴定该化合物为prosapogenin CP4。

化合物 8：白色无定形粉末。 ESI-MS 显示 m/z

949 [M+Na]+，综合其1D-NMR数据分析，推测其分子式

为 C48H78O17。1H-NMR（500 MHz，C5D5N）显示 7个甲基

质子信号：δ H 0.86，0.88，0.91，1.00，1.11（each 3H，s，

CH3），1.21（6H，s，2×CH3）；3个糖端基质子信号：δH 5.86

（1H，br s，Rha H-1），6.24（1H，d，J＝8.1 Hz，GlcⅠ H-1）

和4.68（1H，d，J＝7.9 Hz，GlcⅡ H-1）；Rha的甲基质子信

号：δH 1.69（3H，d，J＝6.2 Hz）；苷元部分特征质子信号：

δH 3.20（1H，dd，J＝3.5、13.6 Hz，H-18），5.42（1H，br s，

H-12）。 13C-NMR（125 MHz，C5D5N）中δ C：39.0（C-1），

28.1（C-2），78.0（C-3），39.4（C-4），55.8（C-5），18.8（C-6），

33.1（C-7），39.9（C-8），48.1（C-9），37.4（C-10），23.8
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（C-11），122.9（C-12），144.1（C-13），42.1（C-14），28.3

（C-15），23.4（C-16），47.0（C-17），41.7（C-18），46.2

（C-19），30.7（C-20），34.0（C-21），32.5（C-22），28.8

（C-23），16.5（C-24），15.6（C-25），17.5（C-26），26.1

（C-27），176.5（C-28），33.1（C-29），23.7（C-30），GlcⅠ

C-1～C-6（95.7，73.8，78.8，70.8，78.1，69.2），GlcⅡ C-1～

C-6（104.9，75.3，76.5，78.2，77.2，61.3），Rha C-1～C-6

（102.7，72.6，72.8，74.0，70.3，18.5）。对比参考文献波谱

数据[25]，鉴定该化合物为cussonside B。

化合物 9：白色无定形粉末。 ESI-MS 显示 m/z

941 [M－H]－，综合其1D-NMR数据分析，推测其分子式

为 C48H78O18。1H-NMR（500 MHz，C5D5N）显示 6个甲基

质子信号：δH 0.84，0.86，0.99，1.04，1.12，1.15（each 3H，s，

CH3）；3个糖端基质子信号：δH 5.84（1H，br s，Rha H-1），

6.22（1H，d，J＝8.1 Hz，GlcⅠH -1）和 4.97（1H，d，J＝7.8

Hz，GlcⅡH -1）；Rha的甲基质子信号：δH 1.67（3H，d，J＝

6.2 Hz）；苷元部分特征质子信号：δH 3.16（1H，dd，J＝

4.1、13.7 Hz，H-18），5.41（1H，br s，H-12）。 13C-NMR

（125 MHz，C5D5N）中 δ C：38.8（C-1），27.7（C-2），73.4

（C-3），42.9（C-4），48.1（C-5），18.5（C-6），32.5（C-7），39.9

（C-8），48.5（C-9），37.2（C-10），23.8（C-11），122.9

（C-12），144.1（C-13），42.1（C-14），28.3（C-15），23.3

（C-16），47.0（C-17），41.7（C-18），46.2（C-19），30.7

（C-20），33.9（C-21），32.5（C-22），67.8（C-23），13.1

（C-24），161.0（C-25），17.6（C-26），26.0（C-27），176.5

（C-28），33.1（C-29），23.6（C-30），GlcⅠ C-1～C-6（95.6，

73.8，78.7，70.8，78.0，69.2），Glc Ⅱ C-1～C-6（104.9，

75.3，76.5，78.2，77.1，61.3），Rha C-1～C-6（102.7，72.6，

72.7，74.0，70.3，18.6）。对比参考文献波谱数据[22]，鉴定

该化合物为白头翁皂苷C。

化合物 10：白色无定形粉末。 ESI-MS 显示 m/z

1 067 [M+Na]+，综合其 1D-NMR数据分析，推测其分子

式为 C52H84O21。1H-NMR（500 MHz，C5D5N）显示 6个甲

基质子信号：δ H 0.86，0.87，0.94，1.10，1.12，1.18（each

3H，s，CH3）；4个糖端基质子信号：δH 6.32（1H，br s，Rha

H-1），6.31（1H，d，J＝8.2 Hz，Glc H-1），5.95（1H，d，J＝

4.5 Hz，Rib H-1）和 5.04（1H，d，J＝6.8 Hz，AraH-1）；Rha

的甲基质子信号：δH 1.53（3H，d，J＝6.2 Hz）；苷元部分特

征质子信号：δH 3.17（1H，dd，J＝4.1、13.7 Hz，H-18），5.40

（1H，br s，H-12）。13C-NMR（125 MHz，C5D5N）中δC：39.1

（C-1），26.2（C-2），81.2（C-3），43.6（C-4），47.7（C-5），18.2

（C-6），32.8（C-7），39.8（C-8），48.2（C-9），36.8（C-10），

23.7（C-11），122.9（C-12），144.0（C-13），42.1（C-14），28.3

（C-15），23.6（C-16），46.6（C-17），41.7（C-18），46.2

（C-19），30.8（C-20），34.0（C-21），32.5（C-22），63.9

（C-23），14.2（C-24），16.2（C-25），17.5（C-26），26.1

（C-27），176.4（C-28），33.2（C-29），23.7（C-30），Ara

C-1～C-5（104.7，75.4，75.2，69.9，66.3），Rha C-1～C-6

（101.3，72.0，81.1，72.8，69.8，18.2），Rib C-1～C-5

（104.7，72.8，70.3，68.9，65.3），Glc C-1～C-6（95.7，74.1，

79.3，71.1，78.9，62.2）。对比参考文献波谱数据[26]，鉴定

该化合物为clemastanoside D。

化合物 11：白色无定形粉末。 ESI-MS 显示 m/z

951 [M+Na]+，综合其1D-NMR数据分析，推测其分子式

为 C47H76O18。1H-NMR（500 MHz，C5D5N）显示 6个甲基

质子信号：δH 0.86，0.87，0.94，1.01，1.15，1.18（each 3H，s，

CH3）；3 个糖端基质子信号：δ H 6.31（1H，J＝8.1 Hz，

28-O-Glc H-1），5.16（1H，d，J＝7.6 Hz，3-O-Glc H-1）和

5.15（1H，d，J＝5.8 Hz，Ara H-1）；苷元部分特征质子信

号：δH 3.18（1H，dd，J＝4.1、13.7 Hz，H-18），5.42（1H，br s，

H-12）。 13C-NMR（125 MHz，C5D5N）中δ C：38.8（C-1），

26.1（C-2），82.1（C-3），43.5（C-4），47.0（C-5），18.3（C-6），

32.6（C-7），40.0（C-8），48.2（C-9），36.9（C-10），23.4

（C-11），122.9（C-12），144.2（C-13），42.2（C-14），28.3

（C-15），23.4（C-16），47.0（C-17），41.8（C-18），46.2

（C-19），30.8（C-20），34.0（C-21），32.5（C-22），64.9

（C-23），13.5（C-24），16.2（C-25），17.6（C-26），26.1

（C-27），176.5（C-28），33.1（C-29），23.7（C-30），Ara

C-1～C-5（104.0，81.4，73.7，68.4，65.1），3-O-Glc C-1～

C-6（106.0，76.3，78.4，71.4，78.3，62.6），28-O-Glc C-1～

C-6（95.8，74.2，79.0，71.2，79.4，62.3）。对比参考文献波

谱数据[27]，鉴定该化合物为 3β-O-β-D-吡喃葡萄糖-（1→

2）-α-L-吡喃阿拉伯糖-常春藤皂苷元-28-O-β-D-吡喃葡

萄糖酯苷。

化合物 12：白色无定形粉末。 ESI-MS 显示 m/z

1 081 [M+Na]+，综合其 1D-NMR数据分析，推测其分子

式为 C53H86O21。1H-NMR（500 MHz，C5D5N）显示 7个甲

基质子信号：δ H 0.85，0.85，0.86，0.92，1.05，1.20，1.22

（each 3H，s，CH3）；4个糖端基质子信号：δH 4.73（1H，d，

J＝6.9 Hz，Ara H-1），5.81（1H，br s，Rha H-1），6.19（1H，

d，J＝8.0 Hz，GlcⅠ H-1）和4.92（1H，d，J＝7.8 Hz，GlcⅡ

H-1）；Rha的甲基质子信号：δH 1.68（3H，d，J＝6.1 Hz）；

苷元部分特征质子信号：δH 3.11（1H，m，H-3），3.30（1H，

dd，J＝3.1、11.2 Hz，H-18），5.38（1H，br s，H-12）。
13C-NMR（125 MHz，C5D5N）中δC：38.7（C-1），26.4（C-2），

88.6（C-3），39.4（C-4），55.7（C-5），18.4（C-6），33.0（C-7），

39.8（C-8），48.0（C-9），36.9（C-10），23.7（C-11），122.8

（C-12），144.0（C-13），42.0（C-14），28.1（C-15），23.2

（C-16），46.9（C-17），41.5（C-18），46.1（C-19），30.6

（C-20），33.9（C-21），32.4（C-22），28.1（C-23），16.8

（C-24），15.5（C-25），17.4（C-26），26.0（C-27），176.4

（C-28），33.0（C-29），23.6（C-30），Ara C-1～C-5（107.4，

72.8，74.5，69.4，66.6），GlcⅠ C-1～C-6（95.5，73.7，78.6，

70.7，77.9，69.0），Glc Ⅱ C-1～C-6（104.7，75.2，76.4，
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78.1，77.0，61.1），Rha C-1～C-6（102.6，72.4，72.6，73.8，

70.2，18.5）。对比参考文献波谱数据 [28]，鉴定该化合物

为刺五加皂苷C3。

化合物 13：白色无定形粉末。 ESI-MS 显示 m/z

1 219 [M－H]－，综合其1D-NMR数据分析，推测其分子

式为 C59H96O26。1H-NMR（500 MHz，C5D5N）显示 7个甲

基质子信号：δ H 0.84，0.85，0.85，1.01，1.06，1.18，1.19

（each 3H，s，CH3）；5个糖端基质子信号：δH 4.90（1H，d，

J＝6.2 Hz，Ara H-1），5.15（1H，d，J＝7.9 Hz，3-O-Glc

H-1），5.82（1H，br s，Rha H-1），6.21（1H，d，J＝8.1 Hz，

GlcⅠ H-1）和4.92（1H，d，J＝ 7.8 Hz，GlcⅡ H-1）；Rha的

甲基质子信号：δH 1.68（3H，d，J＝6.2 Hz）；苷元部分特征

质子信号：δH 3.15（1H，m，H-18），5.38（1H，br s，H-12）。
13C-NMR（125 MHz，C5D5N）中δC：38.7（C-1），26.4（C-2），

88.7（C-3），39.4（C-4），55.7（C-5），18.5（C-6），33.1（C-7），

39.8（C-8），48.0（C-9），36.9（C-10），23.7（C-11），122.8

（C-12），144.0（C-13），42.0（C-14），28.1（C-15），23.3

（C-16），47.0（C-17），41.6（C-18），46.2（C-19），30.7

（C-20），33.9（C-21），32.5（C-22），28.1（C-23），16.8

（C-24），15.5（C-25），17.4（C-26），26.0（C-27），176.4

（C-28），33.1（C-29），23.6（C-30），Ara C-1～C-5（104.7，

80.9，73.4，68.2，64.9），3-O-Glc C-1～C-6（105.9，76.3，

78.2，71.5，78.0，62.5），GlcⅠ C-1～C-6（95.6，73.8，78.6，

70.8，78.0，69.1），Glc Ⅱ C-1～C-6（104.8，75.3，76.4，

78.2，77.1，61.2），Rha C-1～C-6（102.7，72.5，72.7，73.9，

70.2，18.5）。对比参考文献波谱数据 [29]，鉴定该化合物

为刺五加皂苷A1。

化合物 14：白色无定形粉末。 ESI-MS 显示 m/z

1 351 [M－H]－，综合其1D-NMR数据分析，推测其分子

式为 C64H104O30。1H-NMR（500 MHz，C5D5N）显示 6个甲

基质子信号：δ H 0.83，0.86，0.97，1.02，1.10，1.13（each

3H，s，CH3）；6个糖端基质子信号：δH 4.94（1H，d，J＝7.0

Hz，Ara H-1），5.95（1H，d，J＝4.6 Hz，Rib H-1），6.31（1H，

s，3-O-Rha H-1），5.81（1H，br s，28-O-Rha H-1），6.21

（1H，d，J＝8.0 Hz，GlcⅠ H-1）和 4.97（1H，d，J＝7.9 Hz，

GlcⅡ H-1）；3-O-Rha 的甲基质子信号：δH 1.67（3H，d，

J＝6.2 Hz）；28-O-Rha 的甲基质子信号：δH 1.68（3H，d，

J＝6.1 Hz）；苷元部分特征质子信号：δH 3.22（1H，dd，J＝

3.8、13.7 Hz，H-18），5.41（1H，br s，H-12）。 13C-NMR

（125 MHz，C5D5N）中 δ C：39.0（C-1），26.2（C-2），81.0

（C-3），43.5（C-4），47.7（C-5），18.1（C-6），32.7（C-7），39.9

（C-8），48.1（C-9），36.8（C-10），23.8（C-11），122.8

（C-12），144.0（C-13），42.1（C-14），28.3（C-15），23.3

（C-16），47.1（C-17），41.6（C-18），46.1（C-19），30.7

（C-20），33.9（C-21），32.4（C-22），63.9（C-23），13.9

（C-24），16.1（C-25），17.5（C-26），26.1（C-27），176.5

（C-28），33.2（C-29），23.7（C-30），Ara C-1～C-5（104.6，

75.3，75.0，69.7，66.4），3-O-Rha C-1～C-6（101.2，71.9，

81.1，72.8，69.8，18.4），Rib C-1～C-5（104.5，72.4，69.7，

69.0，65.1），GlcⅠ C-1～C-6（95.5，73.8，78.7，70.7，77.8，

69.1），Glc Ⅱ C-1～C-6（104.6，75.2，76.5，78.1，77.1，

61.2），28-O-Rha C-1～C-6（102.6，72.4，72.5，73.9，70.1，

18.3）。对比参考文献波谱数据 [24]，鉴定该化合物为

huzhangoside D。

化合物 15：白色无定形粉末。 ESI-MS 显示 m/z

1 219 [M－H]－，综合其1D-NMR数据分析，推测其分子

式为 C59H96O26。1H-NMR（500 MHz，C5D5N）显示 6个甲

基质子信号：δ H 0.81，0.85，0.95，1.05，1.12，1.16（each

3H，s，CH3）；5个糖端基质子信号：δH 5.09（1H，d，J＝6.4

Hz，Ara H-1），6.25（1H，s，3-O-Rha H-1），5.85（1H，br s，

28-O-Rha H-1），6.32（1H，d，J＝8.2 Hz，GlcⅠ H-1）和

4.97（1H，d，J＝7.9 Hz，GlcⅡ H-1）；3-O-Rha的甲基质子

信号：δH 1.62（3H，d，J＝6.2 Hz）；28-O-Rha的甲基质子信

号：δH 1.69（3H，d，J＝6.2 Hz）；苷元部分特征质子信号：

δH 3.12（1H，dd，J＝3.6、13.7 Hz，H-18），5.34（1H，br s，

H-12）。 13C-NMR（125 MHz，C5D5N）中δ C：39.1（C-1），

26.2（C-2），81.1（C-3），43.5（C-4），47.8（C-5），18.2（C-6），

32.7（C-7），40.0（C-8），48.2（C-9），36.8（C-10），23.8

（C-11），122.9（C-12），144.1（C-13），42.2（C-14），28.4

（C-15），23.3（C-16），47.1（C-17），41.7（C-18），46.1

（C-19），30.7（C-20），33.9（C-21），32.5（C-22），63.9

（C-23），13.8（C-24），16.2（C-25），17.4（C-26），26.0

（C-27），176.5（C-28），33.1（C-29），23.6（C-30），Ara

C-1～C-5（104.3，75.6，74.7，69.3，65.7），3-O-Rha C-1～

C-6（101.7，72.3，72.5，74.1，69.7，18.5），GlcⅠ C-1～C-6

（95.6，73.9，78.7，70.8，77.9，69.2），Glc Ⅱ C-1～C-6

（104.8，75.3，76.5，78.2，77.1，61.2），28-O-Rha C-1～C-6

（102.7，72.5，72.7，74.0，70.3，18.5）。对比参考文献波谱

数据[30]，鉴定该化合物为刺楸皂苷B。

化合物 16：白色无定形粉末。 ESI-MS 显示 m/z

1 389 [M+Na]+，综合其 1D-NMR数据分析，推测其分子

式为 C65H106O30。1H-NMR（500 MHz，C5D5N）显示 7个甲

基质子信号：δH 0.87，1.08，1.09，1.15，1.22（each 3H，s，

CH3），0.86（6H，s，2×CH3）；6个糖端基质子信号：δH 4.75

（1H，d，J＝6.2 Hz，Ara H-1），5.15（1H，d，J＝7.9 Hz，

3-O-Glc H-1），6.17（1H，s，3-O-Rha H-1），5.85（1H，br s，

28-O-Rha H-1），6.28（1H，d，J＝8.2 Hz，GlcⅠ H-1），GlcⅡ

H-1（overlapped）；3-O-Rha的甲基质子信号：δH 1.62（3H，

d，J＝6.2 Hz）；28-O-Rha的甲基质子信号：δH 1.66（3H，d，

J＝6.1 Hz）；苷元部分特征质子信号：δH 3.16（1H，dd，J＝

4.0、11.5 Hz，H-18），5.39（1H，br s，H-12）。 13C-NMR

（125 MHz，C5D5N）中 δ C：38.8（C-1），26.5（C-2），88.6

（C-3），39.4（C-4），55.8（C-5），18.5（C-6），33.0（C-7），39.7

（C-8），47.9（C-9），36.9（C-10），23.8（C-11），122.8

（C-12），144.0（C-13），42.0（C-14），28.1（C-15），23.3

（C-16），47.0（C-17），41.5（C-18），46.1（C-19），30.7
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（C-20），33.9（C-21），32.4（C-22），28.0（C-23），16.9

（C-24），15.6（C-25），17.4（C-26），25.9（C-27），176.4

（C-28），33.1（C-29），23.6（C-30），Ara C-1～C-5（104.9，

76.3，74.0，79.6，64.5），3-O-Rha C-1～C-6（101.7，72.3，

72.5，74.0，69.8，18.6），3-O-Glc C-1～C-6（106.4，75.5，

78.5，71.2，78.8，62.5），GlcⅠ C-1～C-6（95.6，73.8，78.7，

70.8，78.0，69.2），GlcⅡ C-1～C-6（104.9，75.3，76.5，78.2，

77.1，61.2），28-O-Rha C-1～C-6（102.7，72.5，72.7，74.0，

70.3，18.5）。对比参考文献波谱数据 [30]，鉴定该化合物

为hederacolchiside E。

2.4 抗肿瘤活性研究

2.4.1 抑制肿瘤细胞增殖活性 采用MTT法检测所得

化合物对HL-60细胞、A549细胞、HepG2细胞、HeLa细

胞和 U87MG 细胞增殖的抑制作用。收集对数生长期

的上述细胞，置于 96孔板中，调整细胞密度至 1×103～

1×104个/孔，每孔200 μL，加待测化合物（浓度分别为0、

2、4、8、16、32、64 μmol/L），以多柔比星和尼莫司汀为阳

性对照，各浓度设3个复孔，在培养箱内培养72 h后，每

孔加 20 μL MTT 试剂染色，继续培养 4 h；弃上层培养

液，每孔加入 150 μL DMSO，振荡 10 min，在酶标仪 490

nm波长下检测吸光度，计算半数抑制浓度（IC50）。结果

如表2所示，化合物3、4、6～9均表现出不同程度的抑制

肿瘤细胞增殖活性；其中化合物7活性最强，抑制细胞增

殖的 IC50为 8.21～16.82 μmol/L。而其余化合物未显示

对测试细胞株有增殖抑制活性。

表 2 化合物 1～16抑制 5种人源肿瘤细胞增殖的 IC50

（x±±s，n＝3，μmol/L）

化合物 a

33

44

66

77

88

99

多柔比星
尼莫司汀

HL-60

22.32±0.78

22.43±1.12

13.87±0.87

8.21±0.34

34.57±1.16

57.20±1.82

0.35±0.05

-

HepG2

31.85±0.96

25.98±1.02

17.61±0.32

10.05±0.46

55.22±2.14

84.98±2.59

0.50±0.04

-

A549

25.10±1.02

32.62±1.53

19.12±0.85

16.82±0.58

43.08±1.49

＞100

0.68±0.10

-

HeLa

36.98±1.45

29.62±1.45

21.04±0.69

14.22±0.83

49.51±1.52

＞100

0.66±0.07

-

U87MG

24.17±0.87

19.06±0.65

19.60±0.69

8.64±0.21

64.83±3.22

57.24±2.15

-

0.72±0.03

a：化合物1、2、5、10～16未显示细胞增殖抑制活性，略去

2.4.2 流式细胞术检测细胞凋亡 根据抑制肿瘤细胞

增殖活性实验结果，选取化合物7作用于U87MG细胞，

采用Annexin V-FITC/PI试剂盒检测其对U87MG细胞凋

亡的影响。细胞生长至对数增殖期，设2个实验组（24 h

组、72 h组）和空白对照组，去除原培养液，实验组加入

药物浓度为 8.6 μmol/L的培养液，空白对照组加入空白

培养液，培养一定时间后，用胰酶消化吹打为细胞悬液，

调整细胞密度至5×105个/mL，取1 mL离心（2 000 r/min，

5 min），PBS洗涤2次，再离心（2 000 r/min，5 min），加入

300 μL Binding Buffer 重悬；加入 5 μL Annexin V-FITC

和5 μL PI（碘化丙啶），混匀，室温避光培养15 min，加入

200 μL Binding Buffer，采用流式细胞仪检测细胞凋亡

率。试验重复3次。结果显示，24 h组和72 h组中U87MG

细胞产生明显凋亡现象，24 h组的早期和中晚期凋亡细

胞分别占8.0％和21.7％，72 h组该占比分别为18.7％和

39.6％，呈一定时间依赖趋势。结果见图3。

3 讨论

本研究采用多种色谱技术，从小花草玉梅根茎中分

离纯化得到16个化合物，根据波谱数据和理化性质鉴定

了它们的化学结构，所得化合物均为齐墩果烷型三萜皂

苷，包含 2种苷元：齐墩果酸型皂苷元和常春藤型皂苷

元。经系统文献检索，化合物1为新化合物。通过MTT

法检测所得化合物对 5种人源肿瘤细胞（HL-60细胞、

A549细胞、HepG2细胞、HeLa细胞和U87MG细胞）的增

殖抑制活性，结果显示所有双糖链皂苷均无活性，且在

苷元C-28位连糖基的单糖链皂苷（化合物 8、9）活性亦

较弱，提示这类三萜皂苷结构中苷元 C-3位连糖基且

C-28位为游离羧基是具备活性的必要条件。苷元 C-3

位糖链存在Rha（1→2）Ara-结构片段的皂苷（化合物 6、

7）活性较强；糖链结构相同的皂苷（化合物6、7），齐墩果

酸型皂苷元皂苷活性强于常春藤型皂苷元皂苷，推测苷

元C-23位羟基对活性存在削弱作用。以上结论验证了

已报道的有关齐墩果烷型三萜皂苷抗肿瘤的构效关

系[31－33]。此外，通过流式细胞术Annexin V-FITC/PI双染

试验，发现化合物7能诱导U87MG细胞凋亡，且呈一定

时间依赖趋势，可以推测其通过促进肿瘤细胞的凋亡来

抑制肿瘤细胞生长，但细胞凋亡机制较为复杂，需要通

过进一步的研究明确该化合物促凋亡的调节因子及相

关信号通路。

综上所述，本研究丰富了银莲花属植物三萜皂苷类

活性成分的物质基础，并为其抗肿瘤活性的进一步开发

提供了参考和依据。

图3 化合物7对U87MG细胞凋亡率的影响
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