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侧蒿中一个新的桉烷型倍半萜及其肿瘤细胞毒活性

张 彬 1,2*, 曾国平 1,2, 熊校勤 1,2, 周巧巧 1,2

(1. 湖北第二师范学院化学与生命科学学院, 湖北 武汉 430205; 2. 植物抗癌活性物质提纯与应用湖北省重点实

验室, 湖北 武汉 430205)

摘要: 采用溶剂提取法, Diaion HP-20大孔树脂、CHP20/P120 MCI、Sephadex LH-20葡聚糖凝胶、硅胶及制备高

效液相等色谱方法对侧蒿的乙醇提取物进行分离纯化, 得到 5个化合物, 根据质谱、核磁共振谱以及X-ray单晶衍射

等数据确定了它们的结构, 分别为侧蒿缩醛 (1)、7-羟基-6-甲氧基香豆素 (2)、6,7-二甲氧基香豆素 (3)、咖啡酸 (4)

和 4',5,7-三羟基黄酮 (5)。其中, 化合物 1为新化合物。采用甲基噻唑蓝法 (MTT) 测试了化合物 1～5对四种细胞

株 (人肝癌细胞HepG2、人非小细胞肺癌细胞A549、人宫颈癌细胞HeLa、人胚肺细胞MRC-5) 的体外细胞毒活性,

结果表明, 化合物 1和 5对A549和HepG2显示出较强的生长抑制活性, IC50值分别为 8.36、16.51 μmol·L-1和 17.06、

7.95 μmol·L-1。
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Tumour cytotoxic activities of a new eudesmane-type
sesquiterpenoid from Artemisia deversa Diels
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Abstract: Five compounds were isolated from an ethanol extract of Artemisia deversa Diels by solvent extrac‐

tion, Diaion HP-20, CHP20/P120 MCI, Sephadex LH-20, silica gel and preparative high performance liquid

chromatography. Their structures were elucidated by MS, NMR and X-ray as artemideversal (1), 7-hydroxy-6-

methoxycoumarin (2), 6,7-dimethoxycoumarin (3), caffeic acid (4) and 4',5,7-trihydroxy flavone (5). Compound 1

is a new eudesmane-type sesquiterpene. In vitro cytotoxic activities of the five compounds were explored by

MTT testing with HepG2, A549, HeLa and MRC-5 cell lines. Results show that compounds 1 and 5 significantly

inhibited cellular proliferation. The IC50 of compound 1 in A549 and HepG2 cells was 8.36 and 16.51 μmol·L-1; the

IC50 of compound 5 in A549 and HepG2 cells was 17.06 and 7.95 μmol·L-1.
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侧蒿 (Artemisia deversa Diels) 为菊科蒿属植物 ,

生长于陕西南部、甘肃东南部、湖北西部及四川东北部

等, 生于海拔 1 000～2 300 m地区林下、林缘、山谷、坡

地及河边等[1]。民间常以此属植物全草入药, 具有清

热利湿、抗菌消炎、平喘祛痰、通经活络、保肝利胆等功

效[2]。对蒿属植物化学成分研究显示, 该属植物富含

有苯丙素、黄酮和倍半萜类化合物, 其中部分化合物显

示出较强的生理活性[3-5], 如从黄花蒿中提取得到的青

蒿素具有很好的抗疟活性, 滨蒿中的滨蒿内酯具有明

显的平喘作用[6], 茵陈蒿中的茵陈黄酮、异鼠李黄素和
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6,7-二羟基香豆素有抑制 H9淋巴细胞内 HIV复制的

作用等[7]。目前, 对于侧蒿仅有本课题组前期对侧蒿

挥发油进行了报道[8], 为了进一步阐明侧蒿的化学成

分、筛选出结构新颖的具有生理活性的天然产物, 本文

对侧蒿 80%乙醇提取物进行分离纯化, 从中分离得到

1个倍半萜类、3个苯丙素类和 1个黄酮类化合物 (图

1), 其中侧蒿缩醛 (1) 为新化合物, 7-羟基-6-甲氧基香

豆素 (2)、6,7-二甲氧基香豆素 (3)、咖啡酸 (4) 和 4',5,7-

三羟基黄酮 (5) 为已知化合物, 化合物 1～5均是首次

从该植物中分离得到。MTT法显示化合物 1、2、3和 5

具有体外肿瘤细胞毒活性。

结果与讨论

1 结构鉴定

化合物 1为无色针状晶体, 易溶于氯仿。正离子

模式下的 HR-ESI-MS 得出分子式为 C17H26O4 (m/z

317.172 2 [M+Na]+, 计算值 317.172 9), 拥有 5 个不饱

和度。它的红外光谱在 3 369、3 082、1 656、905 cm-1处

有吸收峰, 提示结构中含有羟基和碳碳双键功能团。

在氘代氯仿的 1H NMR谱 (表 1) 中, 检测到两组末端

烯质子信号: 4.98, 5.11 (each 1H, br s, H-13); 4.76, 4.87

(each 1H, br s, H-15), 一个特别的四重峰缩醛质子 :

4.90 (1H, q, J = 5.1 Hz, H-16), 两个连氧次甲基质子信

号: 4.20 (1H, dd, J = 11.7, 5.0 Hz, H-1) 与 4.16 (1H, dd,

J = 11.4, 4.9 Hz, H-9), 一组连烯键的羟甲基谐偶质子

信号 : 4.14, 4.18 (each 1H, br d, J = 14.8 Hz, H-12), 以

及高场处的两个甲基: 1.35 (3H, d, J = 5.1 Hz, H-17) 与

0.91 (3H, s, H-14)。在它的 13C NMR 谱 (表 1) 中共检

测到 17个碳信号, 包括低场区的两组末端烯碳信号:

152.1 (s, C-11), 149.0 (s, C-4), 109.6 (t, C-13), 109.4 (t,

C-15), 以及一个特征性的缩醛碳: 99.8 (d, C-16); 在高

场区检测到两个季碳 (其中一个氧化的)、3个次甲基

碳 (其中两个氧化的)、5 个亚甲基碳 (其中一个氧化

的) 以及两个甲基碳信号。检测到双峰甲基与缩醛质

子有 1H,1H-COSY相关信号 (图 2), 表明结构中含有一

个乙缩醛取代基, 而剩下的 15个碳源于倍半萜母核。

经氢碳核磁数据仔细比较, 其母核部分与已报道的桉

烷型倍半萜 5α-hydroxy-β-costol相似[9], 主要差异在于

化合物 1的图谱中新检测到两个氧化次甲基碳信号:

δC 77.2 与 77.7。在它的 HMBC 谱中 (图 2), 观测到单

峰甲基氢信号 (H-14) 与这两个氧化次甲基碳有相关,

说明C-1与C-9位被氧化了。此外, 缩醛质子信号也与

C-1、C-9有HMBC相关, 表明桉烷母核是通过C-1、C-9

上的羟基与乙醛片段形成了缩醛, 继而新生成了一个

六元环。在立体化学方面, 观测到 H-7与 H-9、H-9与

H-16、H-1 与 H-16 的 NOESY 相关 , 表明它们都是 α

取向的直立键质子。鉴于六元三环稠合体系具有高度

刚性的椅式 (优势) 构象 , 通过特征性的耦合常数与

NOESY相关的详细分析, 进一步复核与验证了所解析

结构。最后, 通过X-ray单晶衍射 (图 3) 手段确定了它

的绝对构型, 化合物 1的化学结构如图 1所示, 该结构

被命名为: 侧蒿缩醛 (artemideversal), 其关键性的二维

相关与氢碳核磁信号全归属分别整理于图2与表1。

化合物 2: 黄色针晶 , mp 201～203 ℃ , 1H NMR

(CD3OD, 400 MHz) δ: 3.91 (3H, s, OCH3), 6.23 (1H, d,

J = 9.4 Hz, H-3), 6.82 (1H, s, H-8), 7.14 (1H, s, H-5),

7.89 (1H, d, J = 9.4 Hz, H-4), 8.10 (1H, s, OH); 13C NMR

(CD3OD, 100 MHz) δ: 163.0 (CO), 150.0 (C-9), 149.0

(C-7), 146.1 (C-6), 144.9 (C-4), 111.2 (C-3), 110.0 (C-10),

108.6 (C-5), 102.6 (C-8), 55.5 (OCH3)。以上NMR数据

通过与文献[10]对照一致, 鉴定为7-羟基-6-甲氧基香豆素。

化合物 3: 白色针晶 , mp 143～145 ℃ , 1H NMR

(CD3OD, 400 MHz) δ: 3.80 (3H, s, OCH3), 3.85 (3H, s,

Figure 1 Chemical structures of compounds 1-5

Figure 2 Key HMBC, 1H-1H COSY and NOESY correlations of

compound 1

Figure 3 Crystal structure of compound 1
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OCH3), 6.29 (1H, d, J = 9.4 Hz, H-3), 6.82 (1H, s, H-8),

7.13 (1H, s, H-5), 7.83 (1H, d, J = 9.5 Hz, H-4); 13C NMR

(CD3OD, 100 MHz) δ: 161.0 (CO), 150.0 (C-9), 152.1

(C-7), 148.9 (C-6), 144.5 (C-4), 112.9 (C-3), 113.9 (C-10),

110.5 (C-5), 100.7 (C-8), 56.8 (OCH3), 55.3 (OCH3)。以

上NMR数据通过与文献[11]对照一致, 鉴定为 6,7-二甲

氧基香豆素。

化合物 4: 黄色粉末 , mp 202～204 ℃ , 1H NMR

(CD3OD, 400 MHz) δ: 6.21 (1H, d, J = 16.1 Hz, H-8),

6.80 (1H, d, J = 8.1 Hz, H-5), 6.94 (1H, dd, J = 8.1, 1.9 Hz,

H-6), 7.06 (1H, d, J = 1.9 Hz, H-2), 7.50 (1H, d, J =

16.1 Hz, H-7); 13C NMR (CD3OD, 100 MHz) δ: 127.8

(C-1), 115.3 (C-2), 146.8 (C-3), 148.2 (C-4), 114.9 (C-5),

123.1 (C-6), 147.1 (C-7), 116.6 (C-8), 170.9 (C-9)。以

上NMR数据通过与文献[12]对照一致, 鉴定为咖啡酸。

化合物 5: 黄色针晶 , mp 346～348 ℃ , 1H NMR

(DMSO-d6, 400 MHz) δ: 6.21 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-6),

6.47 (1H, d, J = 1.9 Hz, H-8), 6.77 (1H, s, H-3), 6.91

(2H, d, J = 8.8 Hz, H-3', H-5'), 7.93 (2H, d, J = 8.8 Hz,

H-2', H-6'), 10.35 (1H, s, 4'-OH), 10.80 (1H, s, 7-OH),

12.95 (1H, s, 5-OH); 13C NMR (DMSO-d6, 100 MHz) δ:

164.7 (C-2), 103.3 (C-3), 182.2 (C-4), 163.0 (C-5), 99.5

(C-6), 164.3 (C-7), 93.9 (C-8), 157.8 (C-9), 104.1 (C-10),

121.4 (C-1'), 128.9 (C-2'), 116.5 (C-3'), 161.7 (C-4'),

116.5 (C-5'), 128.2 (C-6')。以上NMR数据通过与文献[13]

对照一致, 鉴定为4',5,7-三羟基黄酮。

2 化合物1～5的肿瘤细胞毒活性

MTT法肿瘤细胞毒活性测试结果见表 2。结果表

明 , 化合物 1、2、3 和 5 对 4 种肿瘤细胞 HepG2、A549、

HeLa、MRC-5具有不同程度的生长抑制活性, 其中化

合物 1对A549和化合物 5对HepG2的抑制作用较强,

半数抑制浓度分别为 8.36 μmol·L-1和 7.95 μmol·L-1, 接

近阳性对照品顺铂, 化合物 1和 5对其他 3种肿瘤细胞

也显示出一定的抑制活性, 化合物 2和 3对 4种肿瘤细

胞的活性均很弱 , 化合物 4 则未表现出明显的抑制

活性。

实验部分

侧蒿于 2017年7月采自于湖北省英山县天堂寨大

别山主峰 (海拔 1 700 m), 由湖北第二师范学院化学与

生命科学学院戴月副教授鉴定为菊科蒿属植物侧蒿

(Artemisia deversa Diels), 原植物标本现存于湖北第二

师范学院化学与生命科学学院植物标本室 (标本编

号: 20170728)。

氘代试剂: CDCl3、CD3OD、DMSO-d6 (美国CIL公

司); 色谱纯乙腈 (美国 TEDIA 公司); Sephadex LH-20

葡聚糖凝胶 (瑞典GE公司); Diaion HP-20型大孔吸附

树脂 (日本三菱公司); CHP20/P120 MCI树脂 (日本三

菱公司); 200～300目硅胶 (青岛海洋化工厂); 二氯甲

烷、乙酸乙酯、乙醇和甲醇等均为国产分析纯试剂 (湖

北欣申试化工科技有限公司); 人肝癌细胞HepG2、人

非小细胞肺癌细胞A549、人宫颈癌细胞HeLa、人胚肺

细胞MRC-5, 购自中国科学院上海细胞库; 甲基噻唑

蓝 (MTT)、顺铂 (cisplatin) 和 D5796 DMEM 培养基均

为美国 Sigma-Aldrich 公司产品 ; 胰蛋白酶购自美国

Thermo Fisher Scientific公司。

SolariX7.0T 高分辨傅里叶变换质谱仪、AV-400

MHz 超导核磁共振仪 (德国 Bruker 公司); XtaLAB

PRO MM007HF (Cu) 双微焦斑X射线单晶衍射仪 (日本

Rigaku公司); Autopol IV旋光仪 (美国 Rudolph公司);

Nicolet iS50R 傅里叶变换红外光谱仪 (美国 Thermo

Scientific公司); UV-5200PC紫外可见分光光度计 (上

Table 1 1H NMR (400 MHz) and 13C NMR (100 MHz) spectral

data of compound 1 in CDCl3

No.

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

1

δH (J in Hz)

4.20 (1H, dd, 11.7, 5.0)

1.67 (1Hβ, m)

1.77 (1Hα, m)

2.23 (1Hβ, ddd, 14.2, 5.2, 2.0)

2.67 (1Hα, dddt, 14.2, 13.5, 6.0, 2.0)

—

—

1.61 (1Hα, br dd, 13.7, 4.2)

1.82 (1Hβ, dd, 13.7, 12.6)

2.76 (1H, tt-like, 12.6, 4.2)

1.68 (1Hβ, m)

1.80 (1Hα, m)

4.16 (1H, dd, 11.4, 4.9)

—

—

4.14, 4.18 (each 1H, br d, 14.8)

4.98, 5.11 (each 1H, br s)

0.91 (3H, s)

4.76, 4.87 (each 1H, br s)

4.90 (1H, q, 5.1)

1.35 (3H, d, 5.1)

δC

77.2 (d)

26.7 (t)

29.2 (t)

149.0 (s)

76.1 (s)

35.7 (t)

33.7 (d)

30.7 (t)

77.7 (d)

40.2 (s)

152.1 (s)

65.3 (t)

109.6 (t)

11.0 (q)

109.4 (t)

99.8 (d)

21.0 (q)

Table 2 IC50 values of compounds 1-5 against different cancer

cells. -: No active

Compd.

1

2

3

4

5

Cisplatin

IC50 values against cancer cells/μmol·L-1

HepG2

16.51

46.51

50.82

-

7.95

8.17

A549

8.36

68.53

48.05

-

17.06

3.14

HeLa

22.71

78.14

65.92

-

13.55

5.37

MRC-5

19.60

78.46

50.63

-

26.19

14.92
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海元析仪器有限公司); X-6精密显微熔点测定仪 (北

京亚力恩机电技术研究所); 2535制备型高效液相色谱

仪、制备高效液相色谱柱 SunFireTM Prep C18 OBDTM

柱 (250 mm × 19 mm, 5 μm)、半制备高效液相色谱柱

SunFireTM Prep C18 OBDTM柱 (150 mm × 10 mm, 5 μm)、

分析型高效液相色谱柱 SunFireTM Prep C18 OBDTM柱

(250 mm × 4.6 mm, 5 μm) (美国 Waters 公司); 1260 分

析兼半制备型高效液相色谱仪、分析型高效液相色谱柱

ZORBAXTM SB-C18柱 (150 mm × 4.6 mm, 5 μm) (美国

Agilent公司); Milli-Q Integral 5型纯水仪 (德国Merck

Millipore公司); R-210型旋转蒸发仪 (瑞士Büchi公司生

产); miVac Quattro真空离心浓缩仪 (英国GeneVac公司)

Spectramax® plus384型多功能酶标仪 (美国Molecular

Devices公司); 3111型CO2培养箱 (美国Thermo Fisher

Scientific公司); IX51型倒置荧光显微镜 (日本Olympus

公司)。

1 提取和分离

侧蒿干燥全草 1.4 kg, 粉碎 , 80% 乙醇 (8 L) 室温

下渗漉提取, 合并提取液, 减压浓缩得总浸膏约 120 g,

加水混悬, 依次用石油醚、二氯甲烷、乙酸乙酯和正丁

醇萃取, 得石油醚部位 55 g、二氯甲烷部位 15.3 g、乙酸

乙酯部位 9.45 g、正丁醇部位 7.4 g。乙酸乙酯部位上

Diaion HP-20大孔树脂柱, 依次用0%、20%、40%、60%、

80%、90%、100% 乙醇-水体系洗脱, 将以上各洗脱液

置于旋转蒸发仪上浓缩。Diaion HP-20 80%乙醇洗脱

部分 (2.93 g) 上正相硅胶柱色谱, 用石油醚-乙酸乙酯

(体积比100∶0, 10∶1, 5∶1, 3∶1, 2∶1, 1∶1, 1∶3, 0∶1) 梯度

洗脱, 薄层色谱 (TLC) 检测合并, 得到 12个组分 (记作

Fr. 1～Fr. 12)。将Fr. 7 (53.8 mg) 上Sephadex LH-20葡

聚糖凝胶柱色谱, 用石油醚-二氯甲烷-甲醇 (体积比

4∶5∶1) 洗脱, 得到4个组分(记作Fr. a-1～Fr. a-4); Fr. a-2

(29.1 mg) 经半制备高效液相 (乙腈-水体积比为20∶80,

流速17.0 mL·min-1)得到化合物1 (23.5 mg, tR = 18.0 min)。

将 Fr. 9 (18.2 mg) 上 Sephadex LH-20葡聚糖凝胶柱色

谱, 用石油醚-二氯甲烷-甲醇 (体积比 2∶3∶1) 洗脱, 得

到化合物 5 (10.3 mg)。将 Fr. 11 (13.9 mg) 经半制备高

效液相 (乙腈-水体积比为 20∶80, 流速 4.7 mL·min-1)

得到化合物 4 (8.6 mg, tR = 35.0 min)。取二氯甲烷部

位上CHP20/P120 MCI柱, 依次用0%、20%、40%、60%、

80%、90%、100% 甲醇-水体系洗脱, 将以上各洗脱液

置于旋转蒸发仪上浓缩。CHP20/P120 MCI 60%甲醇

洗脱部分 (5.7 g) 上正相硅胶柱色谱, 用石油醚-乙酸

乙酯 (体积比 100∶0, 150∶1, 100∶1, 80∶1, 50∶1, 30∶1,

20∶1, 15∶1, 10∶1, 5∶1, 3∶1, 2∶1, 1∶1) 梯度洗脱, 薄层色

谱 (TLC) 检测合并, 得到21个组分 (记作Fr.1～Fr. 21);

将 Fr. 15 (46.8 mg) 经 LH-20葡聚糖凝胶柱, 用二氯甲

烷-甲醇 (体积比1∶2) 洗脱, 得到3个组分 (记作Fr. a-1～

Fr. a-3); Fr. a-1 (14.7 mg) 经半制备高效液相 (乙腈-

水体积比为 10∶90, 流速 4.7 mL·min-1) 得到化合物 3

(6.9 mg, tR = 40.5 min); Fr. a-3 (19.2 mg) 经半制备高效

液相 (乙腈-水体积比为 5∶95, 流速 1.0 mL·min-1) 得到

化合物2 (15.2 mg, tR = 87.2 min)。

2 晶体结构的测定与解析

化合物1选取0.50 mm × 0.20 mm × 0.12 mm大小的

单晶 , 在 100 K 的温度下 , 采用日本 XtaLAB AFC12

(RINC): Kappa single衍射仪 (Cu Kα射线, λ = 1.541 84 Å)

在 3.217° ≤ θ ≤ 73.595°范围内进行扫描, 共收集 78 765

个衍射点, 其中独立衍射点为 12 445个 [Rint= 0.033 3,

Rsigma= 0.018 5]。晶体结构采用Olex2[14]软件, SHELXT

程序包[15,16]解析, 用最小二乘法结合对结构参数进行校

正。化合物1的分子式为C17H26O4,相对分子质量 (Mr) 为

294.38; mp 161～163 ℃; 晶体属斜方晶系 , 空间群为

P21; 晶胞参数: a = 0.907 333 (3) nm, b = 2.745 93 (8) nm,

c =1.268 088 (4) nm, α = γ = 90°, β = 92.979 6 (3)°, 晶体体

积V = 3.155 136 (18) nm3; 计算密度Dcalc = 1.239 g·cm-3,

晶胞内分子数 Z = 8, F (000) = 1 280.0, Flack系数 0.03

(5)。化合物 1的晶体学数据已上传剑桥晶体学数据中

心晶体数据库, CCDC号2079081。

3 细胞毒活性测试

以顺铂作为阳性对照。在10 cm培养皿中, 培养细

胞至对数生长期, 用 1 mL胰蛋白酶消化并离心收集细

胞, 细胞计数板计数后将细胞稀释成每毫升5×104个细

胞 , 接种至 96 孔板 , 每孔 100 μL, 用 5% CO2 培养箱

37 ℃培养过夜后, 每孔加入经培养基稀释至 2倍终浓

度的待测样品, 使药物的终浓度分别为 6.25、12.5、25、

50 和 100 μg·mL-1, 每个浓度设置 4 个复孔 , 继续培养

24 h后, 每孔加入 20 μL MTT溶液 (0.5% MTT), 继续

培养 4 h。培养结束后, 吸去上清, 每孔加入 100 μL二

甲基亚砜, 置摇床上低速振荡至结晶物完全溶解, 使用

酶标仪在 490 nm处检测吸光值。通过以下公式计算

各组细胞的存活率:

细胞抑制率 (%) = (1 - 空白组吸光度值) / 实验组

吸光度值 × 100%
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