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西沙乳白肉芝软珊瑚中的化学成分及其抗炎活性研究
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摘要: 综合运用硅胶柱色谱、凝胶 (Sephadex-20) 柱色谱、薄层色谱、半制备HPLC等多种色谱技术对中国南海

西沙采集到的乳白肉芝软珊瑚 Sarcophyton glaucum的乙醚相进行分离纯化, 共分离得到 26个化合物。根据其理化

性质和各种波谱数据分析, 分别鉴定为: 15-dehydroxy-sarcophytol D (1)、ximaoglaucumin C (2)、(11S,12S,1E,3E,7E)-

11,12-epoxycembra-1,3,7-triene (3)、sarcophytol W (4)、cembrene (5)、sarcophytol B (6)、sarcophytol K (7)、sarcophytol J

(8)、pentaene-cembrene (9)、sarcophytol E (10)、(+ ) -marasol (11)、(2S) -sarcophytoninsarcophytoxide (12)、(- ) -17-

hydroxydeepoxysarcophytoxide (13)、(+)-sarcophytoxide (14)、13-acetoxysarcophytoxide (15)、bophynin B (16)、16-

oxosarcophytoxide E (17)、sarcophinone (18)、7α -8β -dihydroxydeepoxysarcophine (19)、(+ ) -sarcophine (20)、14-

dehydroxy-sarcophytol L (21)、sarcophytol L (22)、13α-hydroxy-sarcophytol L (23)、trocheliophol C (24)、trocheliophol E

(25) 和 trocheliophol L (26)。其中化合物 1为新的西松烷型二萜。抗炎生物活性测试结果表明, 化合物 4对脂多糖

(LPS) 诱导的BV2细胞炎症反应具有抑制作用。
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Abstract: The crude Et2O extract of soft coral Sarcophyton glaucum, collected off the Xisha, the South China

Sea, were investigated. A new cembrane-type diterpenoid, namely 15-dehydroxy-sarcophytrol D (1), together with

twenty-five known compounds, namely ximaoglaucumin C (2), (11S,12S,1E,3E,7E)-11,12-epoxycembra-1,3,7-triene

(3), sarcophytol W (4), cembrene (5), sarcophytol B (6), sarcophytol K (7), sarcophytol J (8), pentaene-cembrene

(9), sarcophytol E (10), (+)-marasol (11), (2S)-sarcophytoninsarcophytoxide (12), (-)-17-hydroxydeepoxysarcophy‐

toxide (13), (+ ) -sarcophytoxide (14), 13-acetoxysarcophytoxide (15), bophynin B (16), 16-oxosarcophytoxide E

(17), sarcophinone (18), 7α-8β-dihydroxydeepoxysarcophine (19), (+)-sarcophine (20), 14-dehydroxy-sarcophytol
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L (21), sarcophytol L (22), 13α-hydroxy-sarcophytol L (23), trocheliophol C (24), trocheliophol E (25) and troche‐

liophol L (26), were isolated and purified by comprehensive chromatography methods of silica gel column, Sepha‐

dex LH-20 gel column, TLC, and semi-preparative high-performance liquid chromatography (HPLC). In anti-

inflammatory bioassay, compound 4 exhibited inhibitory effects on lipopolysaccharide (LPS)-induced inflammatory

responses in BV-2 microglial cells.

Key words: soft coral; Sarcophyton glaucum; diterpenoid; 15-dehydroxy-sarcophytol D; anti-inflammatory

activity

肉芝软珊瑚 (Sarcophyton) 隶属于腔肠动物门

(Coelenterata) 珊瑚虫纲 (Anthozoa) 八放珊瑚亚纲

(Octocorallia) 软珊瑚目 (Alcyonacea) 软珊瑚科 (Alcy‐

oniidae)[1]。肉芝软珊瑚属中珊瑚种类多达 40种, 分布

广泛, 主要栖息于印度洋-太平洋地区、红海、地中海

等[2]。肉芝软珊瑚次级代谢产物丰富, 主要包括倍半萜、

二萜、甾体、三萜、四萜、脂肪酸等, 其中的二萜主要是

西松烷型, 数量占二萜化合物的 90% 以上, 双键的位

移、环氧化、烯丙位和异丙基的氧化及碳环化等导致其

结构的千变万化, 主要有异丙 (烯) 基西松烷二萜、呋喃

环型西松烷二萜、五元内酯型西松烷二萜、七元内酯型

西松烷二萜等, 同时还形成了罕见的二聚西松烷二萜[2,3]。

它们显示出广泛的有效生物活性, 例如抗肿瘤、神经保

护、抗菌、抗病毒、抗糖尿病、防污和抗炎活性等[2]。

本课题组长期致力于从中国海洋生物中寻找具有

生物活性的新型次级代谢产物[3-8], 尤其是刺胞动物

(腔肠动物)[9-11]。近十年来, 在不断努力从海南软珊瑚

寻找生物活性次代谢产物的过程中, 本课题组对 10种

肉芝软珊瑚进行了化学成分研究, 发现了许多结构有

趣的新型萜类化合物, 其中一些具有前所未有的骨架

结构[12-16]。2009年, 课题组对采自海南省陵水湾沿岸的

乳白肉芝软珊瑚Sarcophyton glaucum进行了研究, 并分

离得到了一系列具有罕见五元内酯环的新型西松烷型

二萜[17]。2021年, 在海南省西瑁岛附近采集到了同种

物种, 从中分离得到了21个西松烷型二萜, 其中有6个

是新的西松烷型二萜, (+)-sarcophytol A、sarcophytol B

在体外生物活性测试中对脂多糖 (LPS) 诱导的小鼠小

胶质细胞 (BV2) 炎症反应表现出有效的抑制作用[16]。

最近, 随着研究对象从大陆沿岸向深远海推进[10,18-21],

在南海西沙首次采到了相同的物种, 进一步对该样品

的乙醚相浸膏进行化学研究得到了 26个二萜 (20个西

松烷型和 6个Capnosane型), 其中化合物 1为新的化合

物 (图 1)。化合物 4对LPS诱导的BV2细胞炎症反应

具有抑制作用。

结果与讨论

化合物 1, 无色油状, HR-ESI-MS显示其准分子离

子峰 [M+H]+ m/z 305.248 1 (计算值 305.247 5), 确定其

分子式为C20H32O2, 不饱和度为 5。IR吸收峰提示其含

有羟基 (3 440 cm-1)。1H NMR谱数据 (表 1) 显示存在

着 5 个甲基信号: 2 个偕甲基信号 [δH 1.02 (6H, d, J =

6.9 Hz), H3-16,17], 1个烯甲基信号 [δH 1.76 (3H, s, H3-

18)] 和 2个连在季碳上的甲基信号 [δH 1.40 (3H, s, H3-

19) 和 δH 1.23 (3H, s, H3-20)]。13C NMR 谱和 DEPT 谱

(表 1) 显示 20 个碳信号 , 包括 5 个伯碳 [δC 16.1 (q),

18.4 (q), 21.9 (q), 22.0 (q), 28.8 (q)]、5 个仲碳 [δC 24.2

(t), 25.9 (t), 40.4 (t), 41.3 (t), 41.4 (t)]、6个叔碳 [4个 sp2

杂化的叔碳 δC 118.4 (d), 120.4 (d), 125.6 (d), 140.3 (d);

1 个连氧的叔碳 δC 64.2 (d); 1 个异丙基上的叔碳 δC

36.7 (d)] 和 4个季碳 [2个连氧的季碳 δC 62.4 (s), 72.8

(s); 2 个 sp2杂化的季碳 δC 135.8 (s), 148.5 (s)], 为典型

的西松烷型二萜的信号。5个不饱和度包括 3个双键、

1个环氧环和1个14元大环。通过对比sarcophytrol D[22]

的数据发现, 它们的核磁数据非常相似, 其区别主要在

C-15位及其邻位碳、氢原子的化学位移。化合物 1的

C-15、C-16和C-17的化学位移明显移向高场 [δC 36.7,

21.9, 22.0 (1), δC 73.8, 29.2, 29.2 (sarcophytrol D)], 而

且与 sarcophytrol D相对比, 化合物 1明显地少了一个

连氧的季碳 , 多了一个异丙基上的叔碳信号 [δH 2.32

(sept, 6.9), δC 36.7 (d)], 推断化合物 1为 sarcophytrol D

的15位去羟基衍生物, 其 1H-1H COSY和重要的HMBC

相关信号如图2所示。因此, 化合物1的平面结构如图

1所示。

NOESY谱中 (图 2), H-11 [δH 3.08 (t, 6.2)] 与H3-20

之间未见 NOE 相关, H-9b [δH 1.69 (m)] 与 H-11/H3-19

相关, 表明H-11和H3-19在同一平面, 而H-11、H3-19可

能与 H3-20位于不同的平面。值得指出的是, 核磁共

振计算已成为解决传统结构解析方法 (1D, 2D NMR、

MS、ECD等) 难以解决的天然或合成有机分子立体结

构解析的有力工具。特别是 , 规范不变的原子轨道

(GIAO) NMR计算是用于构建分子结构、确定相对构

型、验证或修正错误结构的最普遍方法[22-29]。因此, 本

文采用QM-NMR计算方法来进一步确定其相对构型。

化合物1有3个手性中心, 对应着4种相对构型1a (8R*,
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11R*,12S*)、1b (8R*,11S*,12S*)、1c (8S*,11R*,12S*) 和

1d (8S*,11S*,12S*), 如图 3所示。首先, 采用蒙特卡洛

多样优化法 (MMCC)、MM2*力场来对这 4 种相对

构型进行构象搜索 , 能量窗口设置为 21.0 kJ·mol-1

(5.02 kcal·mol-1)。然后 对得到的构象进行结构优化,

选择的方法为 B3LYP, 基组为 6-311G(d,p)。接着 , 在

PCM/mPW1PW91/6-31G*水平上 , 运用 GIAO 方法进

行屏蔽常数的计算。最后 , 计算每个立体异构体的

Boltzmann 平均后的屏蔽常数 , 并与实验数据进行比

较。概率计算采用 DP4+方法[21,30]。结果如图 4 所示,

构型 1b (8R*,11S*,12S*) 的DP4+概率为 99.99%, 其计

算得到的NMR数据与化合物 1的实验数据相似度最

高。实验与计算的 13C NMR化学位移值之间的线性回

归分析如图 5 所示 , 1a～1d 的拟合优度 (R2) 分别为

0.997 1、0.999 2、0.997 5 和 0.998 4, 构型 1b 的化学位

移值与实验值拟合程度最高, 其计算得到的化学位移

值最接近实验值。因此, 化合物 1的相对构型为 8R*,

11S*,12S*。进一步从生源途径方面进行考虑, 化合物

1和化合物 2的C5～C10片段化学位移相似, C-8位应

同为R; 化合物 1的环氧环的立体构型应与化合物 3、4

的一样, 同为 11S,12S。因此, 化合物 1的结构如图 1所

Figure 1 The structures of compounds 1-26

Table 1 The 1H (500 MHz) and 13C NMR (125 MHz) data of 1 in

CDCl3

No.

1

2

3

4

5

6

7

8

9a

9b

10a

10b

1

δH (mult, J in Hz)

-

5.97 (1H, d, 11.3)

5.84 (1H, d, 11.3)

-

2.76 (2H, m)

5.69 (1H, m)

5.72 (1H, m)

-

1.99 (1H, m)

1.69 (1H, m)

1.93 (1H, m)

1.59 (1H, m)

δC (mult)

148.5 (s)

118.4 (d)

120.4 (d)

135.8 (s)

41.4 (t)

125.6 (d)

140.3 (d)

72.8 (s)

40.4 (t)

24.2 (t)

No.

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

1

δH (mult, J in Hz)

3.08 (1H, t, 6.2)

-

1.96 (2H, m)

2.15 (2H, dd, 9.3, 6.5)

2.32 (1H, sept, 6.9)

1.02 (3H, d, 6.9)

1.02 (3H, d, 6.9)

1.76 (3H, s)

1.40 (3H, s)

1.23 (3H, s)

δC (mult)

64.2 (d)

62.4 (s)

41.3 (t)

25.9 (t)

36.7 (d)

21.9 (q)

22.0 (q)

18.4 (q)

28.8 (q)

16.1 (q)

Figure 2 The 1H-1H COSY, key HMBC and NOESY correlations

of 1
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示, 命名为15-dehydroxy-sarcophytrol D。

根据理化性质和波谱数据分析, 已知化合物分别鉴

定为ximaoglaucumin C (2)[16]、(11S,12S,1E,3E,7E)-11,12-

epoxycembra-1,3,7-triene (3)[31,32]、sarcophytol W (4)[33]、

cembrene (5)[30]、sarcophytol B (6)[34,35]、sarcophytol K (7)[35]、

sarcophytol J (8)[36]、pentaene-cembrene (9)[36]、sarcophytol

E (10) [36]、(+) -marasol (11) [37]、(2S) -sarcophytoninsarco‐

phytoxide (12) [38]、(- ) -17-hydroxydeepoxysarcophytoxide

(13)[39]、(+)-sarcophytoxide (14)[38]、13-acetoxysarcophy‐

toxide (15) [40]、bophynin B (16) [41]、16-oxosarcophytoxide

E (17) [42,43]、sarcophinone (18) [44]、7α-8β-dihydroxydeep‐

oxysarcophine (19) [42]、(+ ) -sarcophine (20) [45]、14-dehy‐

droxy-sarcophytol L (21) [46]、sarcophytol L (22) [47]、13α -

hydroxy-sarcophytol L (23) [47]、trocheliophol C (24) [48]、

trocheliophol E (25)[48]和 trocheliophol L (26)[48]。

对化合物 1～26分别进行了抗炎、肿瘤细胞毒 (人

原髓细胞白血病细胞HL60)、抗菌 (铜绿假单胞菌、金葡

菌、鲍曼不动杆菌、大肠杆菌) 和抗糖尿病的活性测试。

结果表明: 在终浓度为 20 μmol·L-1时, 化合物 4对LPS

诱导的 BV2 细胞炎症反应具有抑制作用 , 一氧化氮

(NO) 的产生与脂多糖组相比抑制到 (45.04 ± 2.52)%,

NO抑制率大于50%, 而且在该浓度下未表现出明显的

细胞毒作用, 而其他化合物对LPS诱导BV2细胞炎症

没有明显的抑制活性。所有化合物均未显示出相应的

Figure 3 Four relative configurations of isomers of 1

Figure 4 DP4+ results obtained using experimental data of 1 versus isomers 1a-1d

Figure 5 Correlation plots of compound 1 between 13C chemical shifts computed at the PCM/mPW1PW91/6-31G* level of theory and

experimental ones for 1a-1d
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肿瘤细胞毒、抗菌、抗糖尿病活性。

小结

文献显示, 对乳白肉芝软珊瑚 S. glaucum 进行的

化学成分的研究较多, 其采集的水域涵盖了中国海南

的陵水湾、亚龙湾、西瑁岛以及徐闻的珊瑚礁, 日本冲

绳的石垣岛, 红海的沙特阿拉伯吉达北部以及赫尔格

达海域等[2]。但是, 对采自于远离中国大陆海域 (如西

沙) 的 S. glaucum没有相关的关于化学成分研究的报

道, 本文是首次对西沙采集到的 S. glaucum 进行化学

成分研究 , 从其乙醚相浸膏中分离得到了 26 个化合

物, 包括20个西松烷型二萜, 6个Capnosane型二萜, 其

中化合物 1是一个新西松烷型二萜。对所分离到的化

合物进行广谱的生物活性筛选, 结果表明化合物 4对

脂多糖 (LPS) 诱导的 BV2 细胞炎症反应具有抑制作

用。该研究有助于了解乳白肉芝软珊瑚 S. glaucum在

不同环境条件下产生的次级代谢产物的差异性, 丰富

了中国南海乳白肉芝软珊瑚 S. glaucum 的化学多样

性, 为深远海生物资源的开发和利用提供一定的参考。

实验部分

Bruker AVANCE III 400 MHz、500 MHz 和 600

MHz核磁共振仪 (Bruker Biospin AG, Fällanden德国),

以TMS信号作为参照; Perkin-Elmer 241MC旋光测定

仪 (PerkinElmer, Fremont, 美国); Agilent G6520 Q-TOF

高分辨质谱仪 (Agilent, 美国); Nicolet iS5红外光谱仪

(Thermo Scientific, Waltham, 美国); 薄板硅胶板 GF254

和柱色谱用硅胶 (200～300目, 300～400目, 青岛海洋

化工有限公司 , 中国); Agilent 1260 高效液相色谱仪

(Agilent, 美国), Agilent Eclipse XDB-C18半制备色谱柱

(5 µm, 9.4 mm × 250 mm); Thermo恒温培养箱 (美国赛

默飞公司); 摇板机 (IKA MS3 digital); Sephadex LH-20

凝胶 (Amersham Pharmacia Biotech, 瑞典); 色谱纯试

剂 (DiKMA, 美国), 其他有机溶剂均为分析纯, 购自国

药集团化学试剂有限公司; DMEM (高糖)培养液、胎

牛血清 (FBS)、胰蛋白酶 (Trypsin) (美国 Gibco 公司);

噻唑蓝 (MTT)、脂多糖 (LPS)、Griess reagent (格里斯试

剂, 美国Sigma公司)、白藜芦醇 (Sigma-Aldrich)。

样品乳白肉芝软珊瑚 S. glaucum采集于中国南海

西沙海域 (2019年 5月), 种属由海南大学李秀保教授

鉴定, 标本保存于中国科学院上海药物研究所新药研

究国家重点实验室 (编号为19-XS-3)。

1 提取与分离

将冷冻的乳白肉芝软珊瑚 (干重量 212.7 g) 切碎,

丙酮超声提取 3次, 过滤后的提取液经减压浓缩后得

到丙酮提取物, 将丙酮提取物分散于水中用乙醚萃取

3次, 得到乙醚相浸膏32.0 g。

乙醚相浸膏 (32.0 g) 经硅胶柱色谱 (200～300目,

石油醚-乙醚 = 10∶1→9∶1→8∶2→7∶3→5∶5, 二氯甲

烷-甲醇 = 9∶1→8∶2) 梯度洗脱, 得到 14个组分 (GA～

GM)。

组分 GC (6.5 g) 先后经 Sephadex HL-20 柱色谱

(二氯甲烷)、硅胶柱色谱 (300～400目, 石油醚-乙醚 =

20∶1) 和半制备 HPLC (乙腈-水 = 8∶2), 得到化合物

21 (2.6 mg, tR = 28.8 min)。

组分GD (3.2 g) 经Sephadex HL-20柱色谱 (石油醚-

二氯甲烷-甲醇 = 2∶1∶1) 和硅胶柱色谱 (300～400目,

石油醚-乙醚 = 70∶1), 得到化合物 3 (71.1 mg) 和化合

物12 (33.6 mg)。

组分GE (1.1 g) 经Sephadex HL-20柱色谱 (石油醚-

二氯甲烷-甲醇 = 2∶1∶1)、硅胶柱色谱 (300～400 目 ,

石油醚-二氯甲烷 = 9∶1→8∶2) 和半制备HPLC (甲醇-

水 = 9∶1), 得到化合物5 (3.2 mg, tR = 20.1 min)。

组分 GF (870 mg) 经 Sephadex HL-20 柱色谱 (石

油醚-二氯甲烷-甲醇 = 2∶1∶1) 得到流分 GF1～GF6,

GF4 经半制备 HPLC (乙腈-水 = 7∶3), 得到化合物 9

(5.1 mg, tR = 11.1 min)。GF5经硅胶柱色谱 (300～400目,

石油醚-丙酮 = 100∶1→15∶1), 得流分 GF5A～GF5D,

GF5B经硅胶柱色谱 (300～400目, 石油醚-丙酮 = 40∶1)

和半制备HPLC (乙腈-水 = 9∶1), 得到化合物24 (4.9 mg,

tR = 7.5 min)。GF5C经半制备HPLC (乙腈-水 = 6∶4),

得到化合物11 (3.0 mg, tR = 29.6 min)。

组分 GH (365.5 mg) 经硅胶柱色谱 (300～400目,

石油醚-丙酮 = 13∶1, 石油醚-丙酮 = 8∶2) 和半制备

HPLC (乙腈-水 = 5∶5), 得到化合物 14 (2.0 mg, tR =

42.2 min)。

组分 GI (3.3 g) 经 Sephadex HL-20 柱色谱 (石油

醚-二氯甲烷-甲醇 = 2∶1∶1)、硅胶柱色谱 (300～400

目, 石油醚-丙酮 = 40∶1→7∶3) 和半制备HPLC (乙腈-

水 = 6∶4), 得化合物 2 (2.7 mg, tR = 50.3 min) 和化合物

4 (3.7 mg, tR = 23.1 min)。

组分 GJ (2.0 g) 经 Sephadex HL-20 柱色谱 (石油

醚-二氯甲烷-甲醇 = 2∶1∶1) 得到流分GJ1～GJ7, GJ4经

硅胶柱色谱 (300～400目, 石油醚-二氯甲烷 = 5∶5→
3∶7→2∶8) 得到 GJ4A～GJ4O。GJ4I 经硅胶柱色谱

(300～400目,石油醚-丙酮= 13∶1)得到化合物6 (10.0 mg)。

GJ4L经 Sephadex HL-20柱色谱 (二氯甲烷) 和硅胶柱

色谱 (300～400 目 , 石油醚-丙酮 = 12∶1→9∶1→6∶4)

得到GJ4L1A～GJ4L1J。GJ4L1D经硅胶柱色谱 (300～

400 目 , 石油醚-丙酮 = 12∶1→11∶1) 和半制备 HPLC
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(甲醇-水 = 7∶3), 得到化合物 18 (1.2 mg, tR = 19.4 min)

和化合物 20 (4.3 mg, tR = 16.5 min)。GJ4L1H 经半制

备HPLC (甲醇-水 = 3∶1), 得到化合物 19 (5.6 mg, tR =

6.5 min)。GJ4N经硅胶柱色谱 (300～400目, 石油醚-

丙酮 = 12∶1) 和半制备HPLC (甲醇-水 = 8∶2), 得到化

合物 15 (1.6 mg, tR = 8.4 min) 和化合物 16 (0.7 mg, tR =

11.0 min)。GJ6 经硅胶柱色谱 (300～400 目, 石油醚-

丙酮 = 12∶1→9∶1) 得到 GJ6E 和 GJ6F。GJ6E 经硅胶

柱色谱 (300～400目, 石油醚-丙酮 = 7∶1, 石油醚-丙

酮 = 8∶1) 和半制备HPLC (乙腈-水 = 11∶9), 得到化合

物17 (1.7 mg, tR = 14.7 min)。GJ6F经硅胶柱色谱 (300～

400 目 , 石油醚-丙酮 = 7∶1→4∶1) 得到 GJ6F4B 和

GJ6F4D。GJ6F4B经半制备HPLC (甲醇-水 = 8∶2), 得

到化合物23 (3.7 mg, tR = 16.0 min) 和化合物26 (1.8 mg,

tR = 14.3 min)。GJ6F4D 经半制备 HPLC (甲醇-水 =

7∶3→9∶1), 得到化合物25 (4.7 mg, tR = 11.4 min)。

组分GL (920 mg) 经硅胶柱色谱 (300～400目) 得

到流分GL1～GL7。GL2经硅胶柱色谱 (300～400目,

二氯甲烷) 和半制备HPLC (乙腈-水 = 6∶4), 得到化合

物7 (3.5 mg, tR = 37.9 min)。GL5经硅胶柱色谱 (300～

400目, 石油醚-乙醚 = 8∶2→7∶3, 石油醚-乙醚 = 8∶2)

得到GL5B1～GL5B6。GL5B1经半制备HPLC (甲醇-

水 = 22∶3), 得到化合物 8 (1.0 mg, tR = 12.4 min)。

GL5B4 经硅胶柱色谱 (300～400 目 , 石油醚-乙醚 =

7∶3) 和半制备HPLC (乙腈-水 = 13∶7), 得到化合物 1

(2.0 mg, tR = 21.1 min)。

组分GM (971.3 mg) 经Sephadex HL-20柱色谱 (石

油醚-二氯甲烷-甲醇 = 2∶1∶1) 和硅胶柱色谱 (300～

400目, 石油醚-乙醚 = 8∶2→7∶3) 得到GM5A～GM5G。

GM5E 经半制备 HPLC (甲醇-水 = 8∶2), 得到化合物

13 (3.1 mg, tR = 24.0 min)。GM5F 经 Sephadex HL-20

柱色谱 (二氯甲烷)、硅胶柱色谱 (300～400 目 , 石油

醚-丙酮 = 40∶1) 和半制备HPLC (甲醇-水 = 8∶2), 得

到化合物 22 (0.8 mg, tR = 14.2 min) 和 10 (1.6 mg, tR =

22.7 min)。

2 结构鉴定

化合物1 无色油状物, [ α ]20
D -72.5 (c 0.20, CHCl3);

UV (MeOH) λmax (log ε) 250.0 (2.93) nm; IR (νmax) 3 440、

2 959、2 925、2 871、1 727、1 465、1 383、1 260、1 075、

1 028、979 cm-1。1H NMR和 13C NMR数据见表1。HR-

ESI-MS [M+H]+ m/z: 305.248 1 (计算值 305.247 5), 分

子式C20H32O2。

已知化合物的旋光值分别为 [α]20
D +80.3 (c 0.20,

CHCl3) (2), [α]D +104.1 (c 0.10, CHCl3) (3), [α]D +67.4

(c 0.35, CHCl3) (4), [α]D +39.7 (c 0.30, CHCl3) (5), [α]D

+162.3 (c 0.99, CHCl3) (6), [α]D -27.3 (c 0.35, CHCl3)

(7), [α]D -18.7 (c 0.50, CHCl3) (9), [α]D +235.4 (c 0.12,

CHCl3) (10), [α]D +54.6 (c 0.30, CHCl3) (11), [α]D +231.2

(c 1.12, CHCl3) (12), [α]D +68.7 (c 0.30, CHCl3) (13), [α]D

+238.4 (c 0.18, CHCl3) (14), [α]D +138.5 (c 0.16, CHCl3)

(15), [α]D +85.0 (c 0.05, CHCl3) (16), [α]D +112.6 (c 0.15,

CHCl3) (17), [α]D +107.8 (c 0.12, CHCl3) (18), [α]D +71.0

(c 0.54, CHCl3) (19), [α]D +148.1 (c 0.43, CHCl3) (20),

[α]D +3.0 (c 0.05, CHCl3) (21), [α]D -117.6 (c 0.07, CHCl3)

(22), [α]D -130.2 (c 0.36, CHCl3) (23), [α]D -151.8 (c 0.20,

CHCl3) (24), [α]D -66.6 (c 0.45, CHCl3) (25), [α]D -293.6

(c 0.17, CHCl3) (26)。

3 计算部分

计算遵循DP4+的通用方法[21,30], 采用Macromodel

软件、蒙特卡洛多样优化法 (MMCC)、MM2*力场

进行构象搜索 , 得到的在最低能量为 21.0 kJ·mol-1

(5.02 kcal·mol-1) 范围内的所有构象将用于进一步的计

算。结构优化选用B3LYP/6-311G(d,p), 然后采用GIAO

方法在PCM/mPW1PW91/6-31G*水平上进行屏蔽常数

的计算 (σ)。计算所采用的软件为Gaussian 09。13C化学

位移的计算值如表2所示。

4 抗炎生物活性测试

4.1 化合物细胞毒性试验 用二甲基亚砜 (100%) 溶

解化合物至浓度为20 mmol·L-1于冰箱冻存备用, 实验时

用DMEM高糖培养液稀释至 200 μmol·L-1。BV-2细胞

经0.25%胰蛋白酶消化后, 重悬于含10% FBS的DMEM

高糖培养液中,以每毫升 1.25×104个细胞 (每孔 100 μL)

Table 2 13C NMR calculations for compound 1

No.
1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20

1a
146.98
119.62
121.91
136.97

40.56
125.28
140.55

73.94
40.76
25.40
63.46
61.19
33.67
27.54
37.67
20.56
21.35
18.05
27.35
22.69

1b
147.20
119.09
121.17
137.19

41.80
125.30
140.13

74.06
40.22
23.45
62.79
62.05
38.51
28.92
34.70
22.09
21.10
17.98
29.81
18.02

1c
146.80
119.53
121.43
136.70

40.58
125.12
141.48

73.62
40.22
23.39
63.44
62.02
34.04
27.54
37.44
20.78
21.78
18.33
28.86
22.47

1d
147.39
119.64
120.77
137.89

40.82
124.89
140.32

74.96
39.80
25.79
60.84
61.83
38.02
29.09
33.95
23.10
20.82
18.11
28.68
18.83
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接种于 96孔板, 置于含 5% CO2的 37 ℃恒温培养箱内

培养 24 h后, 将各组的培养液均换成新鲜含 10% FBS

的DMEM高糖培养液。化合物测试组分别加入相应

化合物 (每孔10 µL), 正常对照组加入含10%胎牛血清

DMEM高糖培养液 (每孔 10 µL) 继续培养 24 h后, 加

入 5 mg·mL-1 MTT (每孔 10 µL), 进行活细胞染色, 采

用白藜芦醇作为对照。孵育 3 h后, 弃去培养液, 加入

DMSO (每孔 100 μL) 溶解, 并在摇板机上振摇使之充

分溶解, 随后在 490 nm的波长下测定OD值。空白组

每孔加入 100 µL DMSO, 用以下公式计算各组的细胞

存活率:

细胞存活率 (%) = (OD 值化合物测试组 - OD 值空白组) /

(OD值正常对照组 - OD值空白组) × 100%。

4.2 化合物抗炎活性测试 BV-2细胞以每毫升 2×105

个的密度接种于 96孔培养板上 (每孔 100 μL), 置于含

5% CO2的37 ℃恒温培养箱内培养24 h后将各组的培养

液均换成新鲜含 10%胎牛血清的DMEM高糖培养液。

在给药组中加入相应浓度的待测化合物 (每孔 10 µL),

正常对照组和脂多糖模型组加入含 10% 胎牛血清

DMEM高糖培养液 (每孔 10 µL)。随后在化合物测试

组与脂多糖模型组中分别加入 0.001 mg·mL-1的脂多

糖 (每孔 10 µL), 正常对照组加入 10 µL含 10% FBS的

DMEM高糖培养液。继续培养 24 h后, 每孔取 50 µL

上清与50 µL Greiss试剂, 室温反应15 min。在540 nm

的波长下测定 OD值, 运用一氧化氮的标准曲线计算

出各组一氧化氮 (NO) 摩尔质量分数, 并进一步计算

各加药组的抑制率。计算公式如下:

NO生成抑制率 (%) = 1 - w1 ÷ w2 × 100%

w1代表化合物测试组的 NO摩尔质量分数, w2代

表脂多糖组的NO摩尔质量分数。
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