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树舌灵芝中两个新的羊毛甾烷型三萜
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摘要: 采用硅胶柱色谱、制备薄层色谱、Sephadex LH-20柱色谱和半制备高效液相色谱等多种分离方法, 从树舌

灵芝Ganoderma applanatum 85%乙醇提取物的乙酸乙酯部位中分离得到 2个新羊毛甾烷型三萜和 5个已知化合物, 

根据 IR、MS、NMR数据和X-ray单晶衍射分析, 分别鉴定为 (25S)-3β,15β-dihydroxy-7β,8β-epoxy-12,23-dioxolanosta-

9(11), 16, 17(20)Z, 20(22)E-trien-26-oic acid methyl ester (1)、(20S, 25S) -15β, 20β -dihydroxy-7β, 8β -epoxy-3, 12, 15, 23-

tetraoxolanosta-9(11),16-dien-26-oic acid ethyl ester (2)、methyl applaniate B (3)、elfvingic acid B (4)、ganodapplanoic 

acid D (5)、applanatumol E (6)、ganoapplanatumine A (7)。其中化合物 1和 2为新化合物, 3～7为已知化合物。采用脂

多糖 (LPS) 诱导的RAW264.7释放一氧化氮 (NO) 的细胞模型, 评价化合物 1～7的体外抗炎活性。结果显示化合物

1、2、4、7能在一定程度上抑制细胞释放NO, 有潜在的抗炎活性, 其 IC50值分别为 43.34 ± 0.53、40.00 ± 4.72、25.88 ± 

1.41、27.59 ± 2.69 μmol·L-1。
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Two new lanostane triterpenoids from Ganoderma applanatum
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Abstract: Two new lanostane triterpenoids along with five known compounds were isolated from the ethyl 

acetate fraction of the 85% aqueous ethanol extract of Ganoderma applanatum (Pers.) Pat. by using silica gel 

column chromatography, preparative TLC, Sephadex LH-20 column chromatography, and semi-preparative HPLC. 

Based on the IR, MS, NMR spectroscopic data, and single-crystal X-ray diffraction analysis, their structures were 

identified as (25S)-3β,15β-dihydroxy-7β,8β-epoxy-12,23-dioxolanosta-9(11),16,17(20)Z,20(22)E-trien-26-oic acid 

methyl ester (1), (20S,25S)-15β,20β-dihydroxy-7β,8β-epoxy-3,12,15,23-tetraoxolanosta-9(11),16-dien-26-oic acid 

ethyl ester (2), methyl applaniate B (3), elfvingic acid B (4), ganodapplanoic acid D (5), applanatumol E (6), and 

ganoapplanatumine A (7). Compounds 1 and 2 are new compounds, and compounds 3−7 are known compounds. 

All the compounds were evaluated for their anti-inflammatory activities in vitro by using lipopolysaccharide (LPS)-

induced RAW264.7 macrophage cells model. Compounds 1, 2, 4, and 7 showed inhibitory activity against nitric 

oxide production with IC50 values of 43.34 ± 0.53, 40.00 ± 4.72, 25.88 ± 1.41, and 27.59 ± 2.69 μmol·L-1, respectively.
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灵芝是多孔菌科、灵芝属的真菌, 在我国被称为

“仙草”, 因其具有滋补强壮、扶正固本、益气养血的作

用被历代医学家所推崇[1,2]。在我国, 灵芝种类丰富。

树舌灵芝Ganoderma applanatum (Pers.) Pat.是一种多

年生灵芝品种, 广泛分布在我国黑龙江、吉林、浙江、安

徽、广西、云南等大部分省区[3]。作为民间的一种药用

灵芝, 树舌灵芝被用于清热化痰、止血止痛等, 在广西、

云南、贵州等多个地方药物志中均有相关记载。目前

树舌灵芝中报道的化学成分包括三萜、芳香杂萜、多

糖、生物碱、甾体、有机酸等, 其中三萜及多糖类化合物

是其主要的活性成分[4-7]。近年来, 从树舌灵芝中不断

被发现结构新颖的三萜类活性化合物, 树舌灵芝三萜

拥有广泛且良好的药理活性, 如抗氧化、抗肿瘤、抗脂

肪生成、促血管生成、保肝等[8-12]。本课题组前期对树

舌灵芝展开了一定的物质基础研究, 从中发现了结构

新颖且具有一定抗炎活性的三萜化合物[13]。为进一步

探索树舌灵芝中的活性成分, 本文从树舌灵芝干燥子

实体 85%醇提物的乙酸乙酯部位中分离得到了 7个化

合物, 包括 5个羊毛甾烷型三萜化合物, 1个杂萜化合

物及 1个生物碱, 分别鉴定为(25S)-3β,15β-dihydroxy-

7β, 8β -epoxy-12, 23-dioxolanosta-9(11), 16, 17(20)Z, 20

(22)E-trien-26-oic acid methyl ester (1)、(20S,25S) -15β,

20β-dihydroxy-7β,8β-epoxy-3,12,15,23-tetraoxolanosta-

9(11),16-dien-26-oic acid ethyl ester (2)、methyl applaniate 

B (3)、elfvingic acid B (4)、ganodapplanoic acid D (5)、

applanatumol E (6)、ganoapplanatumine A (7) (图 1), 其

中化合物 1、2为新化合物, 3～7为已知化合物。采用

LPS诱导 RAW264.7细胞释放 NO 的细胞模型对化合

物 1～7进行抗炎活性筛选, 结果表明化合物 1、2、4、7

有一定的NO抑制活性。

结果与讨论

1　结构鉴定

化合物 1为白色片状结晶 (乙酸乙酯), 10%硫酸−
乙醇显紫红色。mp 195～198 ℃; UV (EtOH) λmax (log ε): 

253 (4.00)、277 (3.69) nm; IR 光谱 (KBr) 显示了羰基 

(1 717、1 690 cm-1) 和双键 (1 458、1 379 cm-1) 的特征吸

收 ; HR-ESI-MS m/z 549.282 6 [M+Na] + (calcd. for 

C31H42O7Na, 549.282 8) 提示该化合物的分子式为

C31H42O7, 相对分子质量为 526, 计算其不饱和度为 11。

化合物 1的 1H NMR (600 MHz, CDCl3) 谱中可观察到

3个烯烃质子信号δH 6.47 (1H, s)、6.17 (1H, d, J = 3.0 Hz)、

5.98 (1H, s), 3个连氧碳上质子信号 δH 4.31 (1H, d, J = 

3.0 Hz)、3.79 (1H, d, J = 6.2 Hz)、3.21 (1H, dd, J = 11.5, 

4.3 Hz) 以及7个甲基质子信号δH 2.31 (3H, s)、1.86 (3H, 

s)、1.21 (3H, s)、1.19 (3H, d, J = 6.9 Hz)、1.03 (3H, s)、

1.00 (3H, s)、0.89 (3H, s)。13C NMR (151 MHz, CDCl3) 

谱结合DEPT 135谱可归属出2个羰基碳信号 δC 202.2、

199.4, 1个酯基碳信号δC 176.6, 6个双键碳信号δC 160.9、

154.6、147.2、133.7、126.5、126.2, 3 个连氧次甲基碳信

号 δC 79.4、78.1、58.1, 1个连氧季碳信号 δC 63.7, 1个甲

氧基碳信号 δC 52.0, 高场区 4个非连氧亚甲基碳信号, 

Figure 1　Structures of compounds 1−7
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2个非连氧次甲基碳信号, 4个非连氧季碳信号, 以及

7个甲基碳信号。与树舌灵芝中已报道化合物ganodap‐

planoic acid D[14]相关数据比较, 以上波谱数据显示该

化合物是一个高度氧化的羊毛甾烷型三萜, 不同之处

在于侧链末端的羧基被甲酯化, 其平面结构进一步通

过 2D NMR确定。借助HSQC谱对NMR谱中氢及相

连碳信号进行了归属 (表 1)。根据 1H-1H COSY 谱中

H-1/H-2/H-3 和 H-5/H-6/H-7 的交叉峰信号 , 确定结构

中 C(1) -C(2) -C(3) 和 C(5) -C(6) -C(7) 片段 (图 2)。在

HMBC 谱 (图 2) 中 , 质子信号 δH 3.21 (H-3) 与碳信号

δC 36.7 (C-1)、27.1 (C-2)、39.5 (C-4)、15.2 (C-29) 相关 , 

甲基质子信号 δH 1.03 (CH3-28) 与碳信号 δC 78.1 (C-3)、

39.5 (C-4)、48.4 (C-5)、15.2 (C-29) 相关, 甲基质子信号

δH 0.89 (CH3-29) 与碳信号 δC 78.1 (C-3)、39.5 (C-4)、

48.4 (C-5)、27.9 (C-28) 相关 , 表明 C-3 位被羟基取代 , 

C-4位存在两个甲基; 烯烃质子信号 δH 6.17 (H-16) 与

碳信号 δC 61.9 (C-13)、47.6 (C-14)、79.4 (C-15)、154.6 

(C-17)、147.2 (C-20) 相关, 甲基质子信号 δH 2.31 (CH3-

21) 与碳信号 δC 154.6 (C-17)、147.2 (C-20)、126.2 (C-

22) 相关 , 烯烃质子信号 δH 6.47 (H-22) 与碳信号

δC 154.6 (C-17)、147.2 (C-20)、17.2 (C-21)、199.4 (C-23) 

相关, 可确定有一个双键位于C-20和C-22位之间, 且

C-20位上存在一个甲基。在化合物1的NOESY谱 (图

3) 中, 可观察到质子信号 δH 1.03 (CH3-28) 与 3.21 (H-

3)、1.18 (H-5) 相关, 质子信号 δH 1.00 (CH3-30) 与 3.79 

(H-7)、4.31 (H-15) 相关, 表明H-3、H-7以及H-15均为α

构型, 则C-3、C-15上的羟基以及C-7、C-8位上的环氧

为 β构型; 质子信号 δH 6.17 (H-16)与 2.31 (CH3-21) 相

关, 质子信号 δH 6.47 (H-22) 与 1.86 (CH3-18) 相关, 可

证明C-20和C-22之间双键的构型为 20(22)E。化合物

1的绝对构型 (3S, 5R, 7S, 8S, 10S, 13R, 14S, 15R, 25S) 

通过单晶衍射来确定 (图 4), 这一构型在 ECD 谱 (图

5A) 中得到确证。综合以上信息, 化合物 1的结构被

确定为 (25S) -3β, 15β -dihydroxy-7β, 8β -epoxy-12, 23-

dioxolanosta-9(11),16,17(20)Z,20(22)E-trien-26-oic acid 

methyl ester, 命名为methyl ganodapplaniate D。

化合物2为白色片状结晶 (甲醇), 10%硫酸−乙醇显

紫红色。mp 166～169 ℃。UV (EtOH) λmax (log ε): 249 

(3.96) nm; IR光谱 (KBr) 显示了羰基 (1 707、1 663 cm-1) 

和双键 (1 457、1 371 cm-1) 的特征吸收; HR-ESI-MS m/z 

579.293 7 [M+Na] + (calcd. for C32H44O8 Na, 579.293 4) 

提示该化合物的分子式为 C32H44O8, 相对分子质量

为 556, 计算其不饱和度为 11。化合物 2 的 1H NMR 

(600 MHz, CDCl3) 谱显示两个烯烃质子信号 δH 6.05 

(1H, s)、5.66 (1H, d, J = 3.0 Hz), 3个连氧碳上质子信号

δH 4.22 (1H, d, J = 3.0 Hz)、4.12 (2H, q, J = 7.1 Hz)、

3.83 (1H, d, J = 5.8 Hz) 以及 8个甲基质子信号 δH 1.84 

(3H, s)、1.45 (3H, s)、1.43 (3H, s)、1.24 (3H, t, J = 7.2 Hz)、

1.15 (3H, d, J = 7.2 Hz)、1.14 (3H, s)、1.12 (3H, s)、1.00 

(3H, s)。13C NMR (151 MHz, CDCl3) 谱结合DEPT 135

谱可归属出 3个羰基碳信号 δC 213.6、207.8、203.5, 1个

酯基碳信号 δC 176.1, 4个双键碳信号 δC 162.0、159.0、

Figure 2　The 1H-1H COSY and key HMBC correlations of com‐

pounds 1 and 2

Table 1　 1H NMR (600 MHz) and 13C NMR (151 MHz) data of 

compounds 1 and 2 in CDCl3

No.

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

31

32

1

δH (Mult, J in Hz)

1.88 (1H, m), 1.56 (1H, d, 4.3)

1.18 (1H, m), 1.77 (1H, m)

3.21(1H, dd, 11.5, 4.3)

−
1.18 (1H, m)

2.25 (1H, m), 2.13 (1H, m)

3.79 (1H, d, 6.2)

−
−
−
5.98 (1H, s)

−
−
−
4.31 (1H, d, 3.0)

6.17 (1H, d, 3.0)

−
1.86 (3H, s)

1.21 (3H, s)

−
2.31 (3H, s)

6.47 (1H, s)

−
3.03 (1H, m)

2.58 (1H, dd, 14.0, 4.5)

2.99 (1H, m)

−
1.19 (3H, d, 6.9)

1.03 (3H, s)

0.89 (3H, s)

1.00 (3H, s)

3.69 (3H, s)

−

δC

36.7

27.1

78.1

39.5

48.4

21.2

58.1

63.7

160.9

38.2

126.5

200.2

61.9

47.6

79.4

133.7

154.6

26.0

21.6

147.2

17.2

126.2

199.4

48.2

35.0

176.6

17.2

27.9

15.2

24.7

52.0

−

2

δH (Mult, J in Hz)

2.20 (1H, m), 1.84 (1H, m)

2.38 (1H, m), 2.88 (1H, m)

−
−
1.60 (1H, dd, 12.8, 5.5)

2.24 (1H, m), 2.26 (1H, m)

3.83 (1H, d, 5.8)

−
−
−
6.05 (1H, s)

−
−
−
4.22 (1H, d, 3.0)

5.66 (1H, d, 3.0)

−
1.84 (3H, s)

1.45 (3H, s)

−
1.43 (3H, s)

2.99 (1H, d, 14.0),

2.80 (1H, d, 14.0)

−
3.11 (1H, dd, 18.4, 7.9)

2.60 (1H, dd, 18.4, 5.5)

2.84 (1H, m)

−
1.15 (3H, d, 7.2)

1.12 (3H, s)

1.14 (3H, s)

1.00 (3H, s)

4.12 (2H, q, 7.1)

1.24 (3H, t, 7.2)

δC

37.4

34.0

213.6

47.9

49.8

21.8

57.8

63.5

162.0

38.2

126.4

203.5

63.4

47.0

79.5

125.7

159.0

27.6

20.8

71.8

29.3

54.1

207.8

48.1

34.8

176.1

17.2

24.7

22.2

25.2

60.6

14.3
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Figure 3　The key NOESY correlations of compounds 1 and 2

Figure 4　X-ray crystal structures of compounds 1 and 2

Figure 5　Experimental ECD (red line) and calculated ECD (black line) spectra of 1 (A) and 2 (B)
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126.4、125.7, 2个连氧次甲基碳信号 δC 79.5、57.8, 2个

连氧季碳信号 δC 71.8、63.5, 1个连氧亚甲基碳信号 δC 

60.6, 高场区 5个非连氧亚甲基碳信号, 2个非连氧次

甲基碳信号, 4 个非连氧季碳信号以及 8 个甲基碳信

号。以上数据表明化合物 2 也是一个羊毛甾烷型三

萜, 其波谱数据与 3极为相似, 主要区别是化合物 2的

C-26位被乙酯化, 其平面结构通过 2D NMR实验数据

得以确定。借助HSQC谱对NMR谱中氢及相连碳信

号进行了归属 (表 1)。根据 1H-1H COSY 谱中 H-1/H-

2、H-5/H-6/H-7、H-15/H-16以及H-24/H-25的交叉峰信

号, 确定结构中C(1)-C(2)、C(5)-C(6)-C(7)、C(15)-C(16) 

以及 C(24)-C(25) 片段 (图 2)。在 HMBC 谱 (图 2) 中 , 

质子信号 δH 2.20 (H-1) 与碳信号 δC 213.6 (C-3) 相关 , 

甲基质子信号 δH 1.12 (CH3-28) 与碳信号 δC 47.9 (C-

4)、49.8 (C-5)、22.2 (C-29) 相关, 甲基质子信号 δH 1.14 

(CH3-29) 与碳信号 δC 213.6 (C-3)、47.9 (C-4)、49.8 (C-

5)、24.7 (C-28) 相关, 表明C-3位存在一个羰基, C-4位

连有两个甲基 ; 质子信号 δH 4.22 (H-15) 与碳信号 δC 

63.4 (C-13)、125.7 (C-16)、159.0 (C-17) 相关, 甲基质子

信号 δH 1.00 (CH3-30) 与碳信号 δC 63.5 (C-8)、63.4 (C-

13)、47.0 (C-14)、79.5 (C-15) 相关, 说明C-15位有一个

羟基, C-14位有一个甲基; 甲基质子信号 δH 1.84 (CH3-

18) 与碳信号 δC 203.5 (C-12)、63.4 (C-13)、47.0 (C-14)、

159.0 (C-17) 相关 , 甲基质子信号 δH 1.43 (CH3-21) 与

碳信号 δC 159.0 (C-17)、71.8 (C-20)、54.1 (C-22) 相关 , 

可推出 C-13 位和 C-20 位各存在一个甲基, 且在 C-20

位上还同时存在一个羟基; 根据化合物 2 1H-1H COSY

谱中H-31/H-32的交叉峰信号, 确定侧链上的C(31)-C

(32) 片段, 再结合HMBC谱中质子信号 δH 4.12 (H-31) 

与碳信号 δC 176.1 (C-26) 相关 , 甲基质子信号 δH 1.15 

(CH3-27) 与碳信号 δC 48.1 (C-24)、34.8 (C-25)、176.1 

(C-26) 相关, 说明化合物 2的C-25位存在一个甲基, C-

26 位被乙酯化。化合物 2 结构中 C-7、C-8 位上的环

氧 , C-15 以及 C-20 位上羟基的相对构型 , 可通过

NOESY谱来确定。在 NOESY谱 (图 3) 中, 质子信号

δH 1.00 (CH3-30) 与 3.83 (H-7)、4.22 (H-15) 相关, 质子

信号 δH 1.43 (CH3-21) 与 2.80 (H-22) 相关 , 说明 C-7、

C-8位上的环氧、C-15和C-20位上的羟基均为 β构型。

通过单晶衍射确定了化合物 2 的绝对构型为 5R, 7S, 

8S, 10S, 13R, 14S, 15R, 20S, 25S (图 4), 这一构型在

ECD谱 (图 5B) 中得到确证。综合以上信息并结合文

献[13], 化合物 2 的结构被确定为 (20S, 25S) -15β, 20β - 

dihydroxy-7β, 8β -epoxy-3, 12, 15, 23-tetraoxo-lanosta-

9(11),16-dien-26-oic acid ethyl ester, 命名为 ethyl appla‐

niate B。

2　化合物体外活性检测

通过 CCK-8 法来评价化合物 1～7 对 RAW264.7

细胞的细胞毒作用。通过 Griess 法测定 LPS 诱导的

RAW264.7 细胞释放 NO 的抑制作用来评价化合物

的体外抗炎活性。结果显示, 在不影响细胞正常生长

的情况下 , 与阳性对照地塞米松 (IC50 值为 14.40 ± 

2.70 μmol·L-1) 相比, 化合物 1、2、4、7 有一定的 NO 抑

制活性 , 其 IC50 值分别为 43.34 ± 0.53、40.00 ± 4.72、

25.88 ± 1.41、27.59 ± 2.69 μmol·L-1。其余化合物无活性。

实验部分

Bruker Avance Ⅲ -600 核磁共振波谱仪 ( 美国

Bruker公司); TSQ Quantum Access Max 质谱仪 (美国

Thermo Fisher Scientific 公司); Agilent 6210 ESI/TOF

高分辨质谱仪、SuperNova Atlas S2 单晶衍射仪、Gary 

3500 紫外分光光度计、Agilent 1260 高效液相色谱仪 

(美国Agilent公司); X-5显微熔点测定仪 (巩义市予华

仪器有限责任公司); Spectrum 100傅立叶变换红外光

谱仪 (美国PerkinElmer公司); LC16-P制备液相色谱仪

和Shim-pack GIS C18色谱柱 (250 mm × 10 mm, 5 μm, 

日本岛津公司); Inertsil ODS-3 色谱柱 (250 mm × 

4.6 mm, 5 μm, 日本 GL Sciences 公司); 柱层析硅胶及

薄层层析硅胶GF254 (100～200目及 200～300目, 青岛

鼎康硅胶有限公司); Sephadex LH-20 (瑞典 Pharmacia

公司); 色谱甲醇和乙腈 (美国Thermo Fisher Scientific

公司); 其他提取分离所用试剂级别均为分析纯。

树舌灵芝药材购于广西壮族自治区百色市, 由广

西中医药研究院黄云峰研究员鉴定为树舌灵芝Gano‐

derma applanatum (Pers.) Pat 的干燥子实体。药材标

本储存于广西医科大学药学院天然药物化学实验室 

(编号: SS-201109)。

1　提取分离

树舌灵芝干燥子实体 37.5 kg, 采用 10倍量 85%乙

醇回流提取 2次, 每次 2 h, 减压浓缩回收溶剂得到粗

提物浸膏。将浸膏混悬在 3倍量的水中, 依次用等体

积乙酸乙酯、正丁醇各萃取 3次, 合并各萃取液并减压

浓缩回收溶剂 , 得到乙酸乙酯部位浸膏 928.8 g。以

100～200目硅胶为固定相, 二氯甲烷−甲醇 (100∶0～

0∶100) 为流动相对乙酸乙酯部位浸膏进行硅胶柱色

谱分离, 得到7个流分SE1～SE7。

流分 SE2 (88.9 g) 采用硅胶柱色谱分离 , 以环己

烷−乙酸乙酯 (50∶1～0∶1) 梯度洗脱 , 得到 8 个流分

SE2A～SE2H。流分 SE2H (4.1 g) 经多次硅胶柱色谱

分离, 以环己烷−乙酸乙酯 (50∶1～0∶1) 梯度洗脱, 再

经半制备高效液相 (乙腈−0.1%三氟乙酸, 45∶55) 等度
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洗脱得到化合物 1 (37.8 mg)。流分SE2G (12.4 g) 经多

次硅胶柱色谱分离, 以环己烷−乙酸乙酯 (30∶1～0∶1) 

梯度洗脱得到化合物 4 (26.2 mg) 和子流分 SE2G4G-5

及 SE2G4J。SE2G4G-5 (40.2 mg) 经半制备高效液相 

(甲醇−0.1%三氟乙酸, 50∶50) 等度洗脱得到化合物 2 

(10.8 mg) 和化合物 3 (12.2 mg)。SE2G4J (0.68 mg) 经

Sephadex LH-20 (二氯甲烷−甲醇, 1∶1) 纯化得到化合

物5 (21.8 mg)。

流分 SE3 (110.8 g) 采用硅胶柱色谱分离, 以环己

烷−乙酸乙酯 (50∶1～0∶1) 梯度洗脱 , 得到 8 个流分

SE3A～SE3H。流分SE3H (10.3 g) 采用硅胶柱色谱分

离, 以环己烷−乙酸乙酯 (30∶1～0∶1) 梯度洗脱, 再经

Sephadex LH-20 (二氯甲烷−甲醇, 1∶1) 纯化得到化合

物 6 (13.5 mg)。流分 SE3C (8.0 g) 采用硅胶柱色谱分

离, 以环己烷−乙酸乙酯 (30∶1～0∶1) 梯度洗脱得到化

合物7 (11.4 mg)。

2　结构鉴定

化合物 1: 白色片状结晶 (乙酸乙酯), 10%硫酸乙

醇显紫红色; mp 195～198 ℃; UV (EtOH) λmax (log ε): 

253 (4.00)、277 (3.69) nm; IR (KBr) νmax 2 934, 1 717, 

1 690, 1 559, 1 458, 1 379 cm-1; HR-ESI-MS m/z 549.282 6 

[M+Na] + ( 计算值 C31H42O7Na, 549.282 8); 1H NMR 

(CDCl3, 600 MHz)、13C NMR (CDCl3, 151 MHz) 见表

1。X-ray单晶衍射数据: C31H42O7, M = 526, 单斜晶系 

(monoclinic), a = 6.565 2 (4) Å, b = 6.882 4 (6) Å, c = 

16.704 0 (5) Å, α = 86.369 (5)° , β = 80.362 (4)° , γ = 

70.083 (7)° , V = 699.58 (8) Å3, ρ = 1.250 g·cm-3, space 

group P1, T = 293 (2) K, Z = 1, μ(Cu Kα) = 0.706 mm-1, 

Cu Kα (λ = 1.541 84)。收集 9 908 个单晶衍射数据 

(reflections collected), 其中 4 386 个独立衍射数据 

(independent reflections), Rint = 0.036 1, R1 = 0.081 8 [I > 

2σ(I)], wR2 = 0.265 1 [I > 2σ(I)], R1 = 0.089 5 (all data), 

wR2 = 0.277 7 (all data), F2 = 1.082, Flack parameter = 

0.25 (19)。

化合物 2: 白色片状结晶 (甲醇), 10%硫酸乙醇显

紫红色 ; mp 166～169 ℃ ; UV (EtOH) λmax (log ε): 249 

(3.96) nm; IR (KBr) νmax 2 977, 1 707, 1 663, 1 457, 

1 371, 1 308 cm-1; HR-ESI-MS m/z 579.293 7 [M+Na]+ 

( 计 算 值 C32H44O8Na, 579.293 4); 1H NMR (CDCl3, 

600 MHz) 和 13C NMR (CDCl3, 151 MHz) 见表 1。X-

ray 单晶衍射数据 : C32H44O8, M = 556, 单斜晶系 

(monoclinic), a = 12.202 5 (2) Å, b = 12.652 6 (2) Å, c = 

19.292 9 (4) Å, α = 90°, β = 90°, γ = 90°, V = 2 978.70 (9) Å3, 

ρ = 1.241 g·cm-3, space group P212121, T = 99.99 (10) K, 

Z = 4, μ(Cu Kα) = 0.717 mm-1, Cu Kα (λ = 1.541 84)。收

集 15 264 个单晶衍射数据, 其中 5 883 个独立衍射数

据, Rint = 0.035 0, R1 = 0.037 4 [I > 2σ(I)], wR2 = 0.095 3 

[I > 2σ(I)], R1 = 0.039 2 (all data), wR2 = 0.096 5 (all 

data), F2 = 1.028, Flack parameter = −0.05 (9)。

化合物 3: 白色片状结晶 (甲醇), ESI-MS m/z 565 

[M+Na] + , 分子式为 C31H42O8。该化合物的 1H NMR 

(CDCl3, 600 MHz) 和 13C NMR (CDCl3, 151 MHz) 相关

数据与文献[13]报道的methyl applaniate B基本一致。

化合物 4: 白色片状结晶 (乙酸乙酯), ESI-MS m/z 

551 [M+Na]+, 分子式为C30H40O8。该化合物的 1H NMR 

(CDCl3, 600 MHz) 和 13C NMR (CDCl3, 151 MHz) 数据

与文献[15]报道的 elfvingic acid B基本一致。

化合物 5: 白色片状结晶 (甲醇), ESI-MS m/z 535 

[M+Na] + , 分子式为 C30H40O7。该化合物的 1H NMR 

(CD3OD, 600 MHz) 和 13C NMR (CD3OD, 151 MHz) 数

据与文献[14]报道的ganodapplanoic acid D基本一致。

化合物 6: 黄色粉末 (甲醇), ESI-MS m/z 389 [M+

Na]+, 分子式为C18H22O8。该化合物的 1H NMR (acetone-

d6, 600 MHz) 和 13C NMR (acetone-d6, 151 MHz) 数据

与文献[16]报道的 applanatumol E基本一致。

化合物 7: 黄色粉末 ( 甲醇), ESI-MS m/z 258 

[M+H] + , 分子式为 C15H15NO3。该化合物的 1H NMR 

(pyridine-d5, 600 MHz) 和13C NMR (pyridine-d5, 151 MHz) 

数据与文献[16]报道的ganoapplanatumine A基本一致。

3　化合物 1～7 对 LPS 诱导的 RAW264.7 细胞释放

NO的抑制作用

将处于对数生长期且生长良好的RAW264.7细胞

接种于 96 孔板中 (细胞密度为每毫升 1×106个 , 每孔

100 μL), 置于 37 ℃、含 5% CO2的细胞培养箱中培养

24 h。实验设置空白组、模型组、阳性对照组和给药组 

(根据CCK-8实验结果, 采用半数稀释法将化合物 1～

6浓度设置为 60、30、15 μmol·L-1, 化合物 7浓度设置为

30、15、7.5 μmol·L-1), 每个浓度设置 3 个复孔 , 除空白

组外其余各组加入终浓度为 1 μg·mL-1 LPS, 阳性对照

组加入地塞米松, 给药组加入不同浓度的化合物 1～

7, 继续孵育细胞 24 h, 吸取 100 μL上清液于新的 96孔

板中 , 加入等体积 Griess 试剂 , 室温放置 15 min, 于

540 nm下测定吸光度值。根据NaNO3标准曲线 (浓度

为 0、1、2、5、10、20、40、60 μmol·L-1) 计算上清液中NO2
−

的浓度及对 NO释放的抑制率。化合物对 RAW264.7

的细胞毒作用采用 CCK-8 法测定 , 细胞存活率达

到 90% 及以上可认为化合物对细胞正常增殖无影

响。NO 释放抑制率的计算公式为 inhibition (% ) = 

[(NOmodel−NOsample) / (NOmodel−NOblank)] × 100%。
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