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� � [摘要 ] � 目的 � 鉴定小叶锦鸡儿种子中的生物碱类成分,研究其抗癌活性。方法 � 采用色谱和光谱法对小叶锦鸡儿种

子中所含有的总生物碱进行分离并作结构鉴定;对小叶锦鸡儿种子的总生物碱及分离得到的 5个生物碱单体分别进行细胞毒

活性筛选。结果 � 从总生物碱中共分离得到了 5个原小檗碱型生物碱,分别为去氢白莲叶碱、黄连碱、表小檗碱、脱氢卡维丁

以及刻叶紫堇明碱, 它们对 Saos�2, A375, H e la细胞株均表现出明显的细胞毒活性。结论 � 5个生物碱单体均为首次从锦鸡儿

属植物中分离得到, 提示小叶锦鸡儿种子提取物具有抗肿瘤的药用价值。
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Anticancer and phytochem ical properties of alkaloids from Caragana m icrophy lla
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[ Abstract] � Objective� To identify the composition of the to ta l a lka lo ids o f the seeds o fCaragana m icrophy lla , a native plant

from the North w est of Ch ina wh ich is used in traditiona lM ongo lian m edicines. M ethods� The a lka lo ids w as separated and identified

by chrom a tog raph ic m ethods and spectra l analysis. The an ticancer activities o f the tota l a lkalo ids and the isolated protoberberine alka�

lo ids we re tested respectively on Sao s�2, A375 and H e la ce ll lines. R esults� F ive protoberberine a lka lo ids inc luding dehydrothalic trifo�

line, coptisine, epiberber ine, dehydroapocav idine and corysam ine w ere iso lated. The to tel a lka lo ids and the 5 a lka lo ids w ere found to

be very effec tive aga inst three tum or ce ll lines. Conclusions� The 5 protoberber ine a lka lo ids w ere iso lated fo r the first tim e from C ara�

gana genus. Caragana m icrophy lla seed extracts m ay play a ro le as an hopefulan ticancer therapeu tic agen t.
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� � 豆科植物小叶锦鸡儿 Caragana m icrophy lla

Lam. , 俗称柠条,灌木,广泛分布于中国西、北部,其

根和种子在传统蒙药中用于治疗肿瘤
[ 1, 2]
。有学者

对小叶锦鸡儿的根进行过研究,在其根中发现了异

黄酮成分
[ 3]
。另外还有学者对其进行过药理学研

究,结果显示该植物具有镇痛、抗炎以及抗癌等多种

生物活性
[ 4]
。小叶锦鸡儿种子俗称柠条子, 在民间

可作药用,但未见对其化学成分和药理活性的深入

研究。我们的前期研究发现柠条子的提取物在体外

实验中表现出明显的细胞毒活性, 因此对其化学成

分进行了进一步研究。本文首次报道了小叶锦鸡儿

种子生物碱类成分,并进行了细胞毒活性的研究。

1� 材料和方法

1. 1� 实验材料和试剂 � 小叶锦鸡儿种子于 2004年

7月采集于我国内蒙古自治区中部, 经第二军医大

学药学院生药教研室郑汉臣教授鉴定为豆科植物小

叶锦鸡儿的种子, 其标本存放于第二军医大学药学

院。小叶锦鸡儿总生物碱提取中所使用的溶剂 (石

油醚、乙醇、氯仿、氨水和硫酸 )均为工业纯。

1. 2� 总生物碱提取 � 将 2. 5 kg干燥的小叶锦鸡儿

种子粉碎后用石油醚脱脂 3次 (每次 10 L石油醚,

超声提取 2 h) ,剩余药材残渣置于通风橱将石油醚

完全挥干后再将药材残渣浸泡于 10 L 75%乙醇

( 10%硫酸 )中, 于 60 � 水浴提取 3次, 每次 2 h。

滤过,合并滤液, 蒸去溶剂, 加入氨水调 pH 值至 10

~ 11,加入氯仿萃取 3次, 每次 750 m l。合并氯仿

层, 减压回收溶剂得总生物碱 26. 6 g。

1. 3� 分离 � 总生物碱经硅胶柱色谱, 以氯仿�甲醇
( 1� 0�0� 1)梯度洗脱得 8个片段 (  �! )。该 8个

片段经反复硅胶柱层析 (洗脱溶剂为氯仿 �甲醇 = 80

� 1�0� 1)以及 Sephadex LH�20柱层析 (洗脱溶剂

为甲醇�氯仿 = 1� 2�2� 1) ,共得到 5个化合物, 分

别为去氢白莲叶碱 ( 1)、黄连碱 ( 2)、表小檗碱 ( 3)、

脱氢卡维丁 ( 4)以及刻叶紫堇明碱 ( 5)。

1. 4� 结构鉴定 � 采用 B ruker AM �500核磁共振仪
进行结构鉴定, 采用 V arian M at�212质谱仪测定化
合物的分子量。
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1. 5� 细胞培养 � 细胞株 Saos�2(人骨肉瘤 ), A375

(人皮肤癌 )和 H ela(人宫颈癌 )购于上海癌症研究

所。所有细胞株培养于二氧化碳培养箱中, 温度为

37 � ,二氧化碳含量为 5%。 Saos�2采用 DMEM培

养基; A375 (人皮肤癌 )和 H ela细胞株采用添加

10%热灭活小牛血清、1%必需氨基酸和 1%链霉素

和青霉素的 RPM I 1640培养基。

1. 6� 细胞毒活性筛选 � 分别将总生物碱和 5种原小

檗碱型生物碱溶解于 DMSO中,并用两种培养基分别

稀释为 4个浓度 ( 5 ∀ 10
- 5
, 10

- 5
, 5 ∀ 10

- 6
, 10

- 6

mmo l/m l)。采用 96孔微孔培养皿,每个微孔中注入

100 � l细胞混悬液 (细胞数为 5 ∀ 103 /孔 )孵育 24 h

后,分别加入不同浓度的药物, 再孵育 48 h后测定。

测定采用 MTT方法, ELx 800扫描分光光度计 ( B iotec

USA)于 450 nm处测定吸收度。细胞毒活性用 G I50

值 ( 50%细胞生长抑制所需的药物浓度 )表达。

2� 结果

2. 1� 总生物碱化学组成 � 由小叶锦鸡儿种子分离

得到的总生物碱为深绿色, 经反复柱层析后分离得

到 5种原小檗碱型生物碱 (化合物 1�5, 结构见表
1) ,其性状分别为,去氢白莲叶碱 ( 1, 黄色粉末 ) ,黄

连碱 ( 2, 黄色粉末 ), 表小檗碱 ( 3, 黄绿色针状结

晶 ) ,脱氢卡维丁 ( 4, 黄色粉末 )以及刻叶紫堇明碱

( 5,黄色粉末 )。

表 1� 从小叶锦鸡儿种子中分离得到的
5个生物碱的结构式

R 1 R 2 R 3 R 4 R5 R6 R7

去氢白莲叶碱 H OM e OMe OCH 2O H M e

黄连碱 H OCH2O OCH 2O H H

长小檗碱 H OM e OMe OCH 2O H H

脱氢卡维丁 H OH OMe OCH 2O H M e

刻叶紫董明碱 H OCH2O OCH 2O H M e

化合物 1: 分子式 C21H20NO4, 与 Dragendoff s'试

剂显生物碱特征性反应。在
1
H NMR中可以观察到

一个亚甲二氧基、两个甲氧基和两个苯环的信号。
13
C NMR和 DEPT谱表明有该化合物有 21个碳原

子,分别为一个甲基碳,两个甲氧基碳, 3个亚甲二

氧基碳, 5个次甲基碳和 10个季碳。结合 DEPT,

HMQC, HMBC,
1
H�1HCOSY数据以及文献, 化合物 1

的结构被鉴定为去氢白莲叶碱
[ 5]
。

我们比较了其他 4个化合物和去氢白莲叶碱的

NMR数据,化合物 2在 C�2、C�3和 C�13位上没有
观察到甲氧基和甲基信号, 而观察到了亚甲二氧基

的信号,结合文献化合物 2鉴定为黄连碱
[ 6 ]
;化合物

3在 C�13位上无甲基信号, 结合文献鉴定为表小檗
碱

[ 7]
。化合物 4的 NMR数据与化合物 1相比较,其

C�2位上为羟基信号而不是亚甲二氧基信号, 结合

文献鉴定为脱氢卡维丁
[ 8]
。化合物 5与化合物 2相

比较,除 C�13位上的甲基信号外, 其他信号基本一
致,结合文献鉴定化合物 5为刻叶紫堇明碱

[ 9]
。本

文所报道的 5种原小檗碱型生物碱为首次从锦鸡儿

属植物中分离。

2. 2� 细胞毒活性 � 小叶锦鸡儿种子中所含的总生

物碱和 5种原小檗碱型生物碱的细胞毒活性通过对

细胞株 Saos�2(人骨肉瘤 ), A375(人皮肤癌 )和 (人

宫颈癌 )的抑制作用进行评价。细胞株与不同浓度

的总生物碱和 5种生物碱单体溶液孵育 48 h。计算

G I50 (见表 2)。其中化合物 5刻叶紫堇明碱对 Saos�
2和 A375细胞株表现出较强的细胞毒活性, 两者

G I50值分别为 2. 10和 0. 39 �g /m ;l三种细胞株中,

总生物碱对 H ela细胞株的细胞毒作用最强, G I50值

为 2. 36 �g /m l。实验结果表明小叶锦鸡儿种子具

有明显的细胞毒作用。

表 2� 小叶锦鸡儿种子总生物碱与 5种原小檗碱对 Saos- 2,
A375和 He la细胞株抗癌活性 ( 48 h后 GI50值单位 �g /m l)

Saos�2 A375 H ela

总生物碱 3. 06 # 0. 098 11. 42 # 0. 016 2. 36 # 0. 056

去氢白莲叶碱 3. 28 # 0. 158 20. 23 # 0. 083 4. 44 # 0. 090

黄连碱 3. 84 # 0. 179 34. 77 # 0. 005 4. 16 # 0. 073

长小檗碱 2. 77 # 0. 257 11. 92 # 0. 146 11. 85 # 0. 100

脱氢卡维丁 2. 34 # 0. 229 12. 84 # 0. 136 10. 58 # 0. 146

刻叶紫董明碱 2. 10 # 0. 225 0. 39 # 0. 022 3. 32 # 0. 214

3� 讨论

从天然产物中寻找具有抗癌活性的候选药物历来

为研究热点。豆科植物小叶锦鸡儿的种子含有众多具

有各种生物活性的次生代谢产物, 如三萜类、生物碱

类、黄酮类以及异黄酮类化合物等。有研究报道小叶

锦鸡儿根的乙醇和乙酸乙酯提取物在动物实验中表现

出了较好抗癌活性,这个结果提示我们该植物中可能

存在具有细胞毒活性的化合物
[ 10]
。在以往研究中,我

们从其种子中提取得到的总生物碱在体外实验中表现

出了较好的细胞毒活性。此次我们从其总生物碱中分

(下转第 121页 )
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致暂时打开细胞间的紧密结合
[ 5 ]
。
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离得到了 5个原小檗碱型生物碱 (化合物 1~ 5) ,并

对这 5个化合物进行细胞毒活性研究, 结果显示这

5个生物碱均具有一定的细胞毒活性。这个结果也

证实了民间应用小叶锦鸡儿进行抗癌治疗的这一传

统功效。

总生物碱以及这 5种生物碱单体,在较低浓度

下即可抑制肿瘤细胞的生长,提示其细胞毒活性可

能较强。其中化合物 5(刻叶紫堇明碱 )对 Saos�2和
A375细胞株表现出很强的细胞毒活性, 总生物碱对

He la细胞株的细胞毒作用最强。5个生物碱单体细

胞毒活性的差异与它们的分子结构直接相关。其母

环结构上的 7位 (见表 1)的 N
+
是细胞毒作用的关

键结构。另外, A, B, C, D环上的取代基的不同对其

细胞毒活性有一定的影响
[ 11]
。其中 A, D环氧化程

度越高,可能其细胞毒活性越强。另外 C�13位上的
取代基不同对于化合物的活性也有不同的影响

[ 12 ]
。

化合物 5(刻叶紫堇明碱 )与化合物 2(黄连碱 )的氧

化程度相同,但其在 B环上有一个甲基, 因此它对

Saos�2和 A375抑制作用最强。另有报道原小檗碱

含量丰富的草本植物能合成 MDR (多药耐受 )外排

泵抑制剂 5 '�methoxyhydnocarpin, 可以抑制金葡菌
MDR外排泵排出小檗碱

[ 13]
。还有报道提到小檗碱

或其类似物能诱发多重耐药转运物在癌细胞中的表

达,可以影响某些化合物的摄入和排出
[ 14]
。这些研

究结果表明,小檗碱及类似物能与其他分子相互作

用,影响细胞对于物质摄入或排出,这也许解释了总

生物碱对 H eLa细胞表现出最强的抗癌作用。

小叶锦鸡儿在我国西、北部分布广泛,属多年生

灌木, 生长于贫瘠的沙化地, 为传统的防风固沙植

物,其能增强土壤的储水能力, 增加土壤有机 C和 N

的积累,降低土壤碱性,因此,对当地环境保护有重

要意义。虽然它的根和种子都可入药, 但当地居民

主要使用其根入药。但如果对于该植物过度利用,

其资源将会逐渐减少甚至趋于灭绝, 对当地环境会

产生严重影响。为此, 我们对小叶锦鸡儿的种子进

行了研究,首次报道了从小叶锦鸡儿的种子中提取

生物碱。研究结果,其种子同样具有抗癌活性,这对

于保护小叶锦鸡儿资源具有重要的现实意义。
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