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摘要： 目的　 研究油茶枯 Ｃａｍｅｌｌｉａ ｏｌｅｉｆｅｒａ Ａｂｅｌ Ｃａｋｅ 中黄酮类化学成分及其体外抗炎活性。 方法　 油茶枯 ８０％ 乙醇提

取物采用硅胶、 ＨＰＬＣ、 中低压制备色谱进行分离纯化， 根据理化性质及波谱数据鉴定所得化合物的结构。 采用脂多

糖 （ＬＰＳ） 诱导小鼠巨噬细胞 ＲＡＷ２６４ ７ 建立体外炎症筛选模型评价其抗炎活性。 结果　 从中分离得到 ７ 个化合物，
分别鉴定为山柰酚 （１）、 槲皮素 （２）、 芦丁 （３）、 山柰酚⁃３⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃吡喃葡萄糖 （１→２） ⁃α⁃Ｌ⁃吡喃阿拉伯糖苷 （４）、
山柰酚⁃３⁃Ｏ⁃α⁃Ｌ⁃鼠李糖 （１→６） ⁃β⁃Ｄ⁃吡喃葡萄糖苷 （５）、 山柰酚⁃３⁃Ｏ⁃ ［２⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃木糖⁃６⁃Ｏ⁃α⁃Ｌ⁃鼠李糖］ ⁃β⁃Ｄ⁃葡萄糖

苷 （６）、 山柰酚⁃３⁃Ｏ⁃ ［ ２⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃半乳糖⁃６⁃Ｏ⁃α⁃Ｌ⁃鼠李糖］ ⁃β⁃Ｄ⁃葡萄糖苷 （ ７）。 化合物 １， ４ ～ ７ 对 ＬＰＳ 诱导的

ＲＡＷ２６４ ７ 细胞产生的炎症因子 ＮＯ、 ＰＧＥ２ 均具有良好的抑制作用， 且均能抑制 ＲＡＷ ２６４ ７ 细胞中 ＮＦ⁃κＢ 的活性、
下调诱导型一氧化氮合酶 （ｉＮＯＳ） 和环氧合酶⁃２ （ＣＯＸ⁃２） 的表达。 结论　 化合物 ４ 为首次从该植物中分离得到； 化

合物 １， ４～７ 具有较强的体外抗炎活性。
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　 　 油茶 Ｃａｍｅｌｌｉａ ｏｌｅｉｆｅｒａ Ａｂｅｌ． 系山茶科山茶属植

物， 油茶枯是油茶籽经压榨出油后的固体残渣， 又

名油茶籽饼、 茶籽饼粕等， 呈紫褐色块状， 粉碎后

即可得到褐色粉末， 是一种营养价值较高的油茶副

产品， 富含皂素、 多糖和黄酮等物质［１⁃４］。 每获得

一吨茶油约产生四吨的油茶枯［４］， 而工业上常用

于提取皂素， 在民间仅用于肥田， 大量被废弃作燃

料， 未能有效的加以综合利用和充分发挥油茶的宝

贵价值， 造成了极大的资源浪费［５］， 因此对油茶

枯综合利用与开发研究成为当前热点之一。
研究表明油茶枯中富含黄酮类化合物［６⁃８］，

Ｃｈｅｎ 等［７］运用了异丙醇⁃盐析预处理和色谱技术从

油茶籽中分离获得 ７ 个黄酮苷， 并采用 ＯＲＡＣ、
ＡＢＴＳ 抗氧化模型初步评价了其体外抗氧化活性。
Ｇａｏ 等［４］从油茶枯中分离获得 ２ 个新黄酮苷和 ８ 个

已知山柰酚类化合物， 并考察了其对 ＤＰＰＨ 自由

基的清除活性。 刘晓惠［９］ 对油茶枯总黄酮的生物

活性研究表明， 提取的总黄酮具有良好的抗炎活

性。 油茶枯中黄酮类化合物不仅可以作为优良的抗

氧化资源， 还具有增强人体免疫力、 降血压、 抗菌

和抗癌等活性， 但对油茶枯中的黄酮， 尤其是其中

单体化合物的抗炎活性研究很少。 为了进一步阐明

油茶枯抗炎作用的物质基础及其作用机制， 本研究

采用柱层析手段对油茶枯醇提取物的乙酸乙酯、 正

丁醇部位化学成分进行分离， 并采用现代波谱手段

鉴定其结构； 采用脂多糖 （ＬＰＳ） 诱导小鼠巨噬细

胞 ＲＡＷ２６４ ７ 建立体外炎症筛选模型评价其抗炎

活性， 旨在为油茶资源的综合开发与利用提供一定

的实验依据和理论基础。
１　 仪器与试剂

１ １　 仪器　 ＷＲＳ⁃ＩＡ 型数字熔点仪 （上海精密科

学仪器公司）； ＥＳＩ⁃ＭＳ 电喷雾质谱仪 （德国布鲁

克⁃道尔顿公司）； ４００ ＭＨｚ、 ５００ ＭＨｚ 超导核磁

共振仪 （瑞士 Ｂｒｕｋｅｒ 公司）； Ｐ２３０ Ⅱ高效液相色

谱 （大连依利特分析仪器有限公司）； Ｄｒ． Ｆｌａｓｈ
中压快速纯化系统 ［利穗科技 （苏州） 有限公

司］； Ｉｎｆｉｎｉｔｅ Ｍ１０００ 型多功能酶标仪 （瑞士 Ｔｅｃａｎ
公司）； Ｉｍａｇｅ Ｓｔａｔｉｏｎ ４０００Ｒ 凝胶图像分析系统

（ｋｏｄｅｋ 公 司）； ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电 泳 仪 （ 美 国 ＢＩＯ⁃
ＲＡＤ 公司）； ＫＢ⁃８００ 摇床 （浙江其林贝尔仪器有

限公司）； ３１１ 型 ＣＯ２ 培养箱 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公

司）。
１ ２　 试剂　 油茶枯购于广西桂林市龙胜县， 经广

西师范大学生命科学院唐绍清教授鉴定为正品， 粉

碎过筛备用。 ＲＡＷ ２６４ ７ 巨噬细胞购于中科院上

海生命科学研究院。 分析纯石油醚、 乙酸乙酯、 正

丁醇、 乙醇、 甲醇 （西陇化工股份有限公司）；
５０ μｍ ＯＤＳ 常压开放柱填料 （日本 ＹＭＣ 有限责任

公司）。 Ｉｎｅｒｔｉｌ ＯＤＳ⁃３ ４ ６ ｉ． ｄ． ×２５０ ｍｍ ＯＤＳ 分析

柱 （ 日 本 岛 津 科 技 公 司 ）； ＹＭＣ⁃Ｐａｃｋ⁃ＯＤＳ⁃ＡＱ
２０ ０ ｉ． ｄ． ×２５０ ｍｍ ＯＤＳ 制备柱 （日本 ＹＭＣ 有限

责任公司）； ＮＯ 试剂盒 （碧云天公司）； ＭＴＴ 粉

剂、 ＤＭＳＯ （细胞级）、 脂多糖 （德国 Ｓｉｇｍａ 公

司）； 吲哚美辛 ［萨恩化学技术 （上海） 有限公

司］； ＥＬＩＳＡ 试剂盒 （上海邦奕商贸有限公司产

品）； Ｒａｂｂｉｔ Ａｎｔｉ⁃ＣＯＸ２、 Ｒａｂｂｉｔ Ａｎｔｉ⁃ｉＮＯＳ、 Ｒａｂｂｉｔ
Ａｎｔｉ⁃ＮＦ⁃κＢ （美国 Ａｂｃａｍ 公司）； 小鼠抗 β⁃Ａｃｔｉｎ
单抗、 辣根酶标记山羊抗兔 ＩｇＧ （Ｈ＋Ｌ）、 辣根酶

标记山羊抗鼠 ＩｇＧ （Ｈ＋Ｌ） （中杉金桥公司）。
２　 提取与分离

取 ６ ｋｇ 油茶枯粉末， 用 ６０ Ｌ ８０％ 乙醇回流提

取 ３ 次 （３ ｈ ／次）， 合并提取液， 减压浓缩得褐色

流浸膏 ２ ５ Ｌ。 静置后撇去上层残油， 将下层浸膏

分为 １０ 份分别分散于 ２ Ｌ 水中， 依次用石油醚、
乙酸乙酯、 正丁醇萃取。 各部分萃取液分别浓缩得

石油醚部分 ５００ ｍＬ、 乙酸乙酯浸膏 ８０ ｇ、 正丁醇

浸膏 ２７５ ｇ。
取乙酸乙酯萃取物 ８０ ｇ， 利用硅胶柱层析进行

分离， 石油醚⁃乙酸乙酯梯度洗脱， 收集乙酸乙酯

比例为 １０％ 、 ２０％ 、 ４０％ 、 ５０％ 、 ６０％ 的流分； 这

些组分再利用中低压制备色谱以 ５０ μｍ 的 Ｃ１８反相

硅胶为分离填料， 甲醇⁃水体系按甲醇的比例为

１０％ 、 ２０％ 、 ３０％ 、 ４０％ 、 ５０％ 、 ６０％ 、 ７０％ 、 ８０％
进行梯度洗脱， 并根据 ＨＰＬＣ 检测 （５％ ～ １００％ 甲

醇⁃水体系梯度洗脱 ２０ ｍｉｎ） 的结果合并相同流份；
经过中低压制备色谱分离、 合并后的流份， 再利用

半制备高效液相色谱， 按甲醇为 ８５％ 的甲醇⁃水体

系， 检测波长 ２５４ ｎｍ 的条件进行多次反复分离得

到化合物 １～３。
取正丁醇萃取物 ８０ ｇ， 利用硅胶柱层析进行分
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离， 二氯甲烷⁃甲醇 （１００ ∶ ０ ～ ０ ∶ １００） 体系进行

梯度洗脱。 收集甲醇比例为 １０％ 、 １４％ 、 １８％ 、
２０％ 的流分； 这些组分再利用中低压制备色谱以

５０ μｍ 的 Ｃ１８反相硅胶为分离填料， 以 １０％ 、 ２０％ 、
３０％ 、 ４０％ 、 ５０％ 、 ６０％ 、 ７０％ 、 ８０％ 的甲醇⁃水梯

度洗脱， ＨＰＬＣ 检测 （条件 ５％ ～ １００％ ， 梯度洗脱

２０ ｍｉｎ）， 合并相同流份。 根据 ＨＰＬＣ 检测的结果

合并相同流份； 经过中低压制备色谱分离、 合并后

的流份， 再利用半制备高效液相色谱， 按甲醇为

８５％ 的甲醇⁃水体系， 检测波长 ２５４ ｎｍ 的条件进行

多次反复分离得到化合物 ４～７。
３　 结构鉴定

化合物 １： 黄色无定型粉末， ｍｐ ２７４～２７６ ℃。１Ｈ⁃
ＮＭＲ （ＣＤ３ＯＤ， ４００ ＭＨｚ） δ： ６ １７ （１Ｈ， ｄ， Ｊ＝ ２ ０
Ｈｚ， Ｈ⁃６）， ６ ３８ （１Ｈ， ｄ， Ｊ ＝ ２ ０ Ｈｚ， Ｈ⁃８）， ８ ０７
（２Ｈ， ｄ， Ｊ＝ ８ ８ Ｈｚ， Ｈ⁃２′， ６′）， ６ ９０ （２Ｈ， ｄ， Ｊ＝
８ ９ Ｈｚ， Ｈ⁃３′， ５′）； １３Ｃ⁃ＮＭＲ （ＣＤ３ＯＤ， １００ ＭＨｚ）
δ： １４８ ０ （ Ｃ⁃２）， １３７ １ （ Ｃ⁃３）， １７７ ３ （ Ｃ⁃４），
１６０ ５ （Ｃ⁃５）， ９９ ２ （ Ｃ⁃６）， １６２ ５ （ Ｃ⁃７）， ９４ ５
（Ｃ⁃８）， １５８ ２ （Ｃ⁃９）， １０４ ５ （Ｃ⁃１０）， １２３ ７ （Ｃ⁃
１′）， １３０ ７ （ Ｃ⁃２′， ６′）， １６５ ５ （ Ｃ⁃４′）， １６ ３
（Ｃ⁃３′， ５′）。 以上数据与文献 ［１０］ 一致， 故鉴定

为山柰酚。
化 合 物 ２： 黄 色 针 状 结 晶， ｍｐ ２５２ ～

２５３ ℃。１Ｈ⁃ＮＭＲ （ ＣＤ３ＯＤ， ５００ ＭＨｚ ） δ： ６ １８
（１Ｈ， ｄ， Ｊ＝ ２ ０ Ｈｚ， Ｈ⁃６）， ６ ３８ （１Ｈ， ｄ， Ｊ ＝ ２ ０
Ｈｚ， Ｈ⁃８）， ７ ７３ （２Ｈ， ｄ， Ｊ ＝ ２ Ｈｚ， Ｈ⁃２′）， ６ ８８
（１Ｈ， ｄ， Ｊ ＝ ８ ５ Ｈｚ， Ｈ⁃５′）， ７ ６３ （ １Ｈ， ｄｄ， Ｊ ＝
２ ０， ８ ５ Ｈｚ， Ｈ⁃６′）； １３Ｃ⁃ＮＭＲ （ ＣＤ３ＯＤ， １２５
ＭＨｚ） δ： １４６ ２ （ Ｃ⁃２）， １３７ ２ （ Ｃ⁃３ ）， １７７ ３
（Ｃ⁃４）， １６２ ５ （ Ｃ⁃５）， ９９ ２ （ Ｃ⁃６）， １６５ ６ （ Ｃ⁃
７）， ９４ ０ （ Ｃ⁃８ ）， １５８ ２ （ Ｃ⁃９ ）， １０４ ５ （ Ｃ⁃
１０）， １２４ １ （Ｃ⁃１′）， １１６ ２ （ Ｃ⁃２′）， １４６ ２ （ Ｃ⁃
３′）， １４８ ８ （ Ｃ⁃４′）， １１６ ０ （ Ｃ⁃５′）， １２１ ８ （ Ｃ⁃
６′）。 以上数据与文献 ［１１］ 一致， 故鉴定为槲

皮素。
化合物 ３： 黄色粉末， ｍｐ １８８ ～ １９０ ℃。１Ｈ⁃

ＮＭＲ （ＣＤ３ＯＤ， ４００ ＭＨｚ） δ： ６ ２２ （１Ｈ， ｄ， Ｊ＝ ２ ４
Ｈｚ， Ｈ⁃６）， ６ ４０ （１Ｈ， ｄ， Ｊ ＝ ２ ４ Ｈｚ， Ｈ⁃８）， ７ ６７
（１Ｈ， ｄ， Ｊ＝ ２ ０ Ｈｚ， Ｈ⁃２′）， ６ ８８ （１Ｈ， ｄ， Ｊ ＝ ８ ４
Ｈｚ， Ｈ⁃５′）， ７ ６３ （ １Ｈ， ｄｄ， Ｊ ＝ ２ ４， ２ ４ Ｈｚ， Ｈ⁃
６′）， ５ １１ （１Ｈ， ｄ， Ｊ＝ ７ ６ Ｈｚ， Ｈ⁃１″）， ４ ５２ （１Ｈ，
ｄ， Ｊ＝ １ ２ Ｈｚ， Ｈ⁃１′‴）， １ １２ （３Ｈ， ｄ， Ｊ＝ ６ ０ Ｈｚ， ⁃
ＣＨ３ ）；１３ Ｃ⁃ＮＭＲ （ ＣＤ３ＯＤ， １００ ＭＨｚ ） δ： １５８ ５

（Ｃ⁃２）， １３５ ６ （ Ｃ⁃３）， １７９ ４ （ Ｃ⁃４）， １６１ ０ （ Ｃ⁃
５）， ９９ ９ （ Ｃ⁃６）， １６６ ０ （ Ｃ⁃７）， ９４ ９ （ Ｃ⁃８），
１５９ ４ （ Ｃ⁃９ ）， １０５ ７ （ Ｃ⁃１０ ）， １２３ ２ （ Ｃ⁃１′），
１１６ １ （ Ｃ⁃２′）， １４９ ８ （ Ｃ⁃３′）， １４５ ９ （ Ｃ⁃４′），
１１７ ７ （ Ｃ⁃５′）， １２３ ６ （ Ｃ⁃６′）， １０２ ４ （ Ｇｌｃ⁃１ ），
５ ７ （ Ｇｌｃ⁃２ ）， ７８ ２ （ Ｇｌｃ⁃３ ）， ７１ ４ （ Ｇｌｃ⁃４ ），
７７ ３ （ Ｇｌｃ⁃５）， ６８ ６ （ Ｇｌｃ⁃６）， １０４ ７ （ Ｒｈａ⁃１），
７２ １ （ Ｒｈａ⁃２）， ７２ ３ （ Ｒｈａ⁃３）， ７３ ９ （ Ｒｈａ⁃４），
６９ ７ （Ｒｈａ⁃５）， １７ ９ （Ｒｈａ⁃６）。 以上数据与文献

［１２］ 一致， 故鉴定为芦丁。
化合 物 ４： 黄 色 无 定 型 粉 末， ｍｐ ２２３ ～

２２４ ℃。１Ｈ⁃ＮＭＲ （ ＣＤ３ＯＤ， ５００ ＭＨｚ ） δ： ８ ０８
（２Ｈ， ｄ， Ｊ＝ ７ ２ Ｈｚ， Ｈ⁃２′， ６′）， ６ ８９ （２Ｈ， ｄ， Ｊ＝
７ ２ Ｈｚ， Ｈ⁃３′， ５′）， ６ ３９ （１Ｈ， ｄ， Ｊ ＝ １ ２ Ｈｚ， Ｈ⁃
８）， ６ １９ （１Ｈ， ｄ， Ｊ ＝ １ ６ Ｈｚ， Ｈ⁃６）， ５ ４６ （１Ｈ，
ｄ， Ｊ ＝ ６ Ｈｚ， Ｈ⁃１″）， ４ ７５ （１Ｈ， ｄ， Ｊ ＝ ５ ４ Ｈｚ， Ｈ⁃
１‴）， ３ ２１⁃３ ９４ （ ９Ｈ， ｍ， Ｈ⁃２″， ２‴， ３″， ３‴， ４″，
４‴， ５″， ５‴， ６‴）； １３Ｃ⁃ＮＭＲ （ ＣＤ３ＯＤ， １２５ ＭＨｚ）
δ： １５８ ５ （ Ｃ⁃２）， １３５ ０ （ Ｃ⁃３）， １７９ ６ （ Ｃ⁃４），
１６３ １ （ Ｃ⁃５ ）， ９９ ８ （ Ｃ⁃６ ）， １６５ ９ （ Ｃ⁃７ ），
９４ ６ （ Ｃ⁃８ ）， １５８ ４ （ Ｃ⁃９ ）， １０５ ８ （ Ｃ⁃１０ ），
１２２ ８ （ Ｃ⁃１′）， １３２ ３ （ Ｃ⁃２′， ６′）， １１６ ２ （ Ｃ⁃
３′， ５′）， １６１ ５ （ Ｃ⁃４′）， １００ ８ （ Ａｒａ⁃１）， ８２ ５
（Ａｒａ⁃２）， ７５ ０ （ Ａｒａ⁃３）， ７１ １ （ Ａｒａ⁃４）， ６６ ７
（ Ａｒａ⁃５）， １０５ ５ （ Ｇｌｃ⁃１）， ７７ １ （ Ｇｌｃ⁃２）， ７８ ４
（Ｇｌｃ⁃３ ）， ７１ ０ （ Ｇｌｃ⁃４ ）， ７８ ２ （ Ｇｌｃ⁃５ ）， ６２ ４
（Ｇｌｃ⁃６）。 以上数据与文献 ［１３］ 一致， 故鉴定

为山柰酚⁃３⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃吡喃葡萄糖 （ １→２） ⁃α⁃Ｌ⁃吡
喃阿拉伯糖苷。

化合物 ５： 淡黄色结晶型粉末， ｍｐ ２０８ ２ ～
２０９ ４ ℃。１Ｈ⁃ＮＭＲ （ ＣＤ３ＯＤ， ４００ ＭＨｚ） δ： ８ ０６
（２Ｈ， ｄ， Ｊ＝ ８ ８ Ｈｚ， Ｈ⁃２′， ６′）， ６ ８９ （２Ｈ， ｄ， Ｊ＝
８ ８ Ｈｚ， Ｈ⁃３′， ５′）， ６ ４０ （１Ｈ， ｄ， Ｊ ＝ １ ６ Ｈｚ， Ｈ⁃
８）， ６ ２１ （１Ｈ， ｄ， Ｊ ＝ １ ６ Ｈｚ， Ｈ⁃６）， ５ １３ （１Ｈ，
ｄ， Ｊ ＝ ７ ６ Ｈｚ， Ｈ⁃１″）， ４ ５２ （ １Ｈ， ｓ， Ｈ⁃１‴），
３ ２３⁃３ ８２ （１０Ｈ， ｍ， Ｈ⁃２″， ２‴， ３″， ３‴， ４″， ４‴，
５″， ５‴， ６″）；１３ Ｃ⁃ＮＭＲ （ ＣＤ３ＯＤ， １００ ＭＨｚ ） δ：
１５８ ５ （ Ｃ⁃２ ）， １３５ ５ （ Ｃ⁃３ ）， １７９ ４ （ Ｃ⁃４ ），
１６３ ０ （Ｃ⁃５）， １００ ０ （Ｃ⁃６）， １６６ ０ （Ｃ⁃７）， ９４ ９
（Ｃ⁃８）， １５９ ４ （Ｃ⁃９）， １０５ ７ （Ｃ⁃１０）， １２２ ８ （Ｃ⁃
１′）， １３２ ４ （ Ｃ⁃２′）， １１６ １ （ Ｃ⁃３′）， １６１ ５ （ Ｃ⁃
４′）， １１６ １ （Ｃ⁃５′）， １３２ ４ （ Ｃ⁃６′）， １０２ ４ （Ｇｌｃ⁃
１）， ７５ ８ （Ｇｌｃ⁃２）， ７８ １ （Ｇｌｃ⁃３）， ７３ ９ （Ｇｌｃ⁃４），
７７ ２ （ Ｇｌｃ⁃５）， ６８ ６ （ Ｇｌｃ⁃６）， １０４ ６ （ Ｒｈａ⁃１），
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７２ １ （ Ｒｈａ⁃２）， ７２ ３ （ Ｒｈａ⁃３）， ７１ ４ （ Ｒｈａ⁃４），
６９ ７ （Ｒｈａ⁃５）， １７ ９ （Ｒｈａ⁃６）。 以上数据与文献

［４， １４］ 一致， 故鉴定山柰酚⁃３⁃Ｏ⁃α⁃Ｌ⁃鼠李糖⁃ （１
→６） ⁃β⁃Ｄ⁃吡喃葡萄糖苷。

化 合 物 ６： 黄 色 无 定 型 粉 末， ｍｐ１９４ ～
１９５ ℃。１Ｈ⁃ＮＭＲ （５００ ＭＨｚ， ＤＭＳＯ⁃ｄ６） δ： ８ ０２ （ｄ，
Ｊ＝ ８ ６ Ｈｚ， ２Ｈ， Ｈ⁃２′， Ｈ⁃６′）， ６ ８８ （ｄ， Ｊ＝ ８ ４ Ｈｚ，
２Ｈ， Ｈ⁃３′， Ｈ⁃５′）， ６ ４１ （ ｓ， １Ｈ， Ｈ⁃８）， ６ １９ （ ｓ，
１Ｈ， Ｈ⁃６）， ５ ５６ （ ｄ， Ｊ ＝ ７ ２ Ｈｚ， １Ｈ， Ｇｌｕ Ｈ⁃１），
４ ５７ （ｄ， Ｊ＝ ７ ２ Ｈｚ， １Ｈ， Ｘｙｌ Ｈ⁃１）， ４ ３３ （ｓ， １Ｈ，
Ｒｈａ Ｈ⁃１）， ３ ７ – ３ ０６ （ｍ， １５Ｈ）， ０ ９４ （ ｄ， Ｊ ＝
５ ６ Ｈｚ， ３Ｈ， Ｒｈａ Ｈ⁃６ ）； １３Ｃ⁃ＮＭＲ （ １２５ ＭＨｚ，
ＤＭＳＯ⁃ｄ６） δ ： １７７ ９ （Ｃ⁃４）， １６４ ４ （Ｃ⁃７）， １６１ ７
（Ｃ⁃５）， １６０ ３ （Ｃ⁃４′）， １５６ ８ （Ｃ⁃２）， １５６ ３ （Ｃ⁃９），
１３３ ３ （ Ｃ⁃３）， １３１ ４ （ Ｃ⁃２′， ６′）， １２１ ４ （ Ｃ⁃１′），
１１５ ６ （Ｃ⁃３′， ５′）， １０４ ９ （Ｃ⁃１０）， １０４ ４ （Ｒｈａ Ｃ⁃
１）， １００ ９ （Ｘｙｌ Ｃ⁃１）， ９９ １ （Ｇｌｕ Ｃ⁃１）， ９８ ６ （Ｃ⁃
６）， ９４ １ （Ｃ⁃８）， ８２ １ （Ｇｌｕ Ｃ⁃２）， ７７ ２ （Ｇｌｕ Ｃ⁃３），
７６ ５ （Ｇｌｕ Ｃ⁃５）， ７６ ２ （Ｘｙｌ Ｃ⁃３）， ７４ ２ （Ｘｙｌ Ｃ⁃２），
７２ ３ （Ｒｈａ Ｃ⁃３）， ７１ ０ （Ｒｈａ Ｃ⁃２）， ７０ ８ （Ｒｈａ Ｃ⁃
４）， ７１ ４ （Ｘｙｌ Ｃ⁃４）， ６９ ９ （Ｇｌｕ Ｃ⁃４）， ６８ ６ （Ｒｈａ
Ｃ⁃５）， ６６ ５ （Ｇｌｕ Ｃ⁃６）， ６６ １ （Ｘｙｌ Ｃ⁃５）， １８ １ （Ｒｈａ
Ｃ⁃６）。 以上数据与文献 ［１５］ 一致， 故鉴定为山

柰酚⁃３⁃Ｏ⁃ ［ ２⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃木糖⁃６⁃Ｏ⁃α⁃Ｌ⁃鼠李糖］ ⁃β⁃Ｄ⁃
葡萄糖苷。

化合物 ７： 黄色无定型粉末， ｍｐ ２０２～２０４ ℃。１Ｈ⁃
ＮＭＲ （５００ ＭＨｚ， ＤＭＳＯ⁃ｄ６ ） δ： ７ ９８ （ ｄ， Ｊ ＝ ８ ６
Ｈｚ， ２Ｈ， Ｈ⁃２′， ６′）， ６ ８９ （ｄ， Ｊ ＝ ８ ７ Ｈｚ， ２Ｈ， Ｈ⁃
３′， ５′）， ６ ４０ （ｓ， １Ｈ， Ｈ⁃８）， ６ １９ （ｄ， Ｊ＝ １ ６ Ｈｚ，
１Ｈ， Ｈ⁃６）， ５ ５３ （ ｄ， Ｊ ＝ ５ ４ Ｈｚ， １Ｈ， Ｇｌｕ Ｈ⁃１），
４ ５８ （ｄ， Ｊ＝ ７ ８ Ｈｚ， １Ｈ， Ｇａｌ Ｈ⁃１）， ４ ３０ （ｓ， １Ｈ，
Ｒｈａ Ｈ⁃１）， ０ ９３ （ ｄ， Ｊ ＝ ６ １ Ｈｚ， ３Ｈ， Ｒｈａ Ｈ⁃６）；
１３Ｃ⁃ＮＭＲ （１２５ ＭＨｚ， ＤＭＳＯ⁃ｄ６） δ： １７７ ９ （Ｃ⁃４），
１６４ ６ （Ｃ⁃７）， １６１ ７ （Ｃ⁃５）， １６０ ３ （Ｃ⁃４′）， １５６ ９
（Ｃ⁃９）， １５６ ８ （Ｃ⁃２）， １３３ ２ （Ｃ⁃３）， １３１ ２ （Ｃ⁃２′，
６′）， １２１ ４ （Ｃ⁃１′）， １１５ ７ （Ｃ⁃３′， ５′）， １０４ ５ （Ｃ⁃
１０）， １０４ ３ （ Ｇａｌ Ｃ⁃１）， １００ ８ （ Ｒｈａ Ｃ⁃１）， ９９ ２
（Ｇｌｕ Ｃ⁃１）， ９８ ７ （Ｃ⁃６）， ９４ ２ （Ｃ⁃８）， ８２ ７ （Ｇｌｕ Ｃ⁃
２）， ７７ ５ （Ｇｌｕ Ｃ⁃３）， ７７ ０ （Ｇｌｕ Ｃ⁃５）， ７６ ９ （Ｇａｌ
Ｃ⁃５）， ７６ １ （Ｇａｌ Ｃ⁃３）， ７４ ８ （Ｇａｌ Ｃ⁃２）， ７２ ３ （Ｒｈａ
Ｃ⁃３）， ７１ ０ （ Ｒｈａ Ｃ⁃２）， ７０ ８ （ Ｇｌｕ Ｃ⁃４）， ７０ １
（Ｒｈａ Ｃ⁃４）， ７０ ０ （ Ｇａｌ Ｃ⁃４）， ６８ ６ （ Ｒｈａ Ｃ⁃５），
６６ ４ （Ｇｌｕ Ｃ⁃６）， ６１ ３ （Ｇａｌ Ｃ⁃６）， １８ １ （Ｒｈａ Ｃ⁃６）。
以上数据与文献 ［１５］ 一致， 故鉴定为山柰酚⁃３⁃

Ｏ⁃ ［２⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃半乳糖⁃６⁃Ｏ⁃α⁃Ｌ⁃鼠李糖］ ⁃β⁃Ｄ⁃葡萄

糖苷。
所有化合物均为黄酮类化合物， 其中化合物 ４

为首次从该植物中分离得到。 考虑到化合物 ２ ～ ３
的抗炎活性研究已有较多报道， 本实验选取化合物

１、 ４～７ 进行抗炎活性研究。
４　 方法与结果

４ １　 抗炎活性测试

４ １ １　 细胞毒性实验 　 将生长态势表现良好的

ＲＡＷ２６４ ７ 细胞进行消化， 吹打均匀得细胞悬液。
按照 １８０ μＬ ／孔的体积将浓度为 １ × １０５ 个 ／ ｍＬ 的

ＲＡＷ２６４ ７ 细 胞 悬 液 接 种 于 ９６ 孔 板 中， 于

５％ ＣＯ２、 ３７ ℃条件下的细胞培养箱中培养。 ２４ ｈ
后弃去培养基， 重新加入新鲜的培养基 １８０ μＬ，
并在每孔中加入 １０ μＬ 的 ＬＰＳ 溶液使其质量浓度

为 ５ ｎｇ ／ ｍＬ， 刺激 ２ ｈ 后将吲哚美辛或所得黄酮类

化合物样品， 加入 ９６ 孔板中， 每个质量浓度梯度

设置 ３ 个复孔。 于含 ５％ ＣＯ２、 ３７ ℃、 饱和湿度条

件的培养箱中培养 ２４ ｈ。 每孔加入 １０ μＬ ５ ｍｇ ／ ｍＬ
的 ＭＴＴ 溶液， 于培养箱中继续培养 ４ ｈ。 ４ ｈ 后弃

掉上清液， 每孔加入 ＤＭＳＯ １００ μＬ 并震荡使甲臜

紫色结晶完全溶解， 于酶标仪中， 选择波长为

５７０ ｎｍ， 测定光密度值并计算细胞存活率。
４ １ ２　 ＮＯ 抑制率　 采用 Ｇｒｉｅｓｓ 法检测亚硝酸盐，
从而测定出总 ＮＯ 的含有量。 取对数生长期的

ＲＡＷ２６４ ７ 细胞进行消化， 按每孔 ２ ｍＬ 接种至 ６
孔培养板， 于含 ５％ ＣＯ２、 ３７ ℃、 饱和湿度条件的

培养箱中培养 ２４ ｈ。 吸尽每孔上清液， 加入新鲜

ＤＭＥＭ 培养基， 分为对照组、 ＬＰＳ （５ ｎｇ ／ ｍＬ） 组、
ＬＰＳ （５ ｎｇ ／ ｍＬ） ＋化合物组， 加入相应质量浓度药

物后于 ５％ ＣＯ２、 ３７ ℃、 饱和湿度条件下继续培养

２４ ｈ， 随后取细胞上清液测定其中 ＮＯ 的含有量。
４ １ ３　 ＰＧＥ２ 抑制率 　 采用 ＥＬＩＳＡ 双抗体夹心法

来测定 ＰＧＥ２。 实验步骤同 “４ １ ２” 项， 取上清

液根据 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书测定并计算细胞上清

液中 ＰＧＥ２ 浓度。
４ １ ４ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实 验 　 取 对 数 生 长 期 的

ＲＡＷ２６４ ７ 细胞进行消化、 接种至细胞培养皿， 于

含 ５％ ＣＯ２、 ３７ ℃、 饱和湿度条件的培养箱中培养

２４ ｈ。 弃去上清液， 加入新鲜 ＤＭＥＭ 培养基， 分

为对照组、 ＬＰＳ（５ ｎｇ ／ ｍＬ） 组、 ＬＰＳ（５ ｎｇ ／ ｍＬ） ＋
化合物组， 加入相应质量浓度药物后继续培养

２４ ｈ， 随后提取细胞总蛋白。 用碧云天 ＢＣＡ 蛋白

浓度测定试剂盒进行蛋白定量。 各组取等量蛋白进
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行聚丙烯酰胺凝胶电泳 （ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ）， 将分离后

的蛋白转移至 ＰＶＤＦ 膜上， 封闭液室温封闭 ２ ｈ 后

结合一抗， ４ ℃孵育过夜， 次日与 ＨＲＰ 标记的二

抗结合， 摇床中室温孵育 １ ５ ｈ。 经显影、 定影后，
用扫描仪和凝胶成像系统记录相应条带的透射光积

分光密度值， 以 β⁃ａｃｔｉｎ 蛋白条带作为内参， 检测

蛋白表达量。
４ ２　 结果

４ ２ １　 细胞毒性实验　 采用 ＭＴＴ 方法测定了阳性

对照吲哚美辛以及山柰酚类化合物 １、 ４～ ７ 对小鼠

巨噬细胞 ＲＡＷ２６４ ７ 存活率的影响， 见图 １。 吲哚

美辛及化合物 １、 ４ ～ ７ 在浓度为 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ 时，
细胞存活率均大于 ８５％ ， 与阴性对照组无明显差

异， 表明吲哚美辛和化合物 １、 ４～７ 在该浓度值下

无明显细胞毒作用。

图 １　 ＬＰＳ、 吲哚美辛及化合物 １、 ４ ～ ７ 对 ＲＡＷ２６４ ７
细胞存活率的影响

Ｆｉｇ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＬＰＳ， ｉｎｄｏｍｅｔａｃｉｎ ａｎｄ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ １，
４⁃７ ｏｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＲＡＷ ２６４ ７

４ ２ ２　 抗炎活性

４ ２ ２ １　 对 ＮＯ 的抑制作用 　 化合物 １、 ４ ～ ７ 对

ＮＯ 的抑制能力测定结果见图 ２， ＮＯ 在正常组细胞

中存在少量基础表达， 当 ＲＡＷ ２６４ ７ 受到 ＬＰＳ 诱

导后大量表达 ＮＯ， ＮＯ 水平较空白组提升至

５６ ３１ μｍｏｌ ／ Ｌ （Ｐ＜０ ０１）。 当加入抗炎药物吲哚美

辛做阳性对照时， 细胞上清液中 ＮＯ 水平显著降低

（Ｐ＜０ ０１）； 在测试组中， 所测试的这些化合物均

能显著抑制 ＬＰＳ 诱导产生的 ＮＯ 表达 （Ｐ＜０ ０１），
且表现出较好的剂量依赖性。
４ ２ ２ ２　 对 ＰＧＥ２ 的抑制作用　 化合物 １、 ４～７ 对

ＰＧＥ２ 的抑制能力测定结果， 见图 ３。 ＰＧＥ２ 在正常

组细胞中存在少量基础表达。 在细胞培养液中加入

５ ｎｇ ／ ｍＬ 的 ＬＰＳ 刺激 ２ ｈ 后， ＰＧＥ２ 水平显著提升

（Ｐ＜０ ０１）， 达 １０６ ５ ｐｇ ／ ｍＬ。 当加入抗炎药物吲

注： 与正常组比较，＃Ｐ＜０ ０１； 与 ５ ｎｇ ／ ｍＬ ＬＰＳ 组比较，∗Ｐ＜０ ０１

图 ２　 化合物 １、 ４～ ７ 对 ＮＯ 表达水平的影响

Ｆｉｇ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ １， ４⁃７ ｏｎ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＮＯ ｅｘ⁃
ｐｒｅｓｓｉｏｎ

哚美辛和化合物 １、 ４～７ 均能显著抑制 ＬＰＳ 诱导产

生的 ＰＧＥ２ 表达 （Ｐ＜０ ０１）， 其中化合物 １ 在浓度

为 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ 时对 ＬＰＳ 诱导的 ＰＧＥ２ 的抑制效果

最佳， 此时细胞上清中的 ＰＧＥ２ 的含有量为 ４１ ４
ｐｇ ／ ｍＬ， 且山柰酚对 ＬＰＳ 诱导的 ＰＧＥ２ 的抑制作用

均优于其苷类化合物。

注： 与正常组比较，＃Ｐ＜０ ０１； 与 ５ ｎｇ ／ ｍＬ ＬＰＳ 组比较，∗Ｐ＜０ ０１

图 ３　 化合物 １、 ４～ ７ 对 ＰＧＥ２ 表达水平的影响

Ｆｉｇ ３ 　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ １， ４⁃７ ｏｎ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ
ＰＧＥ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

４ ２ ２ ３　 对 ｉＮＯＳ、 ＣＯＸ⁃２ 蛋白表达的抑制作用　
图 ４ ～ ５ 表明， 在 ＲＡＷ２６４ ７ 细胞中， 无刺激时，
细胞中 ｉＮＯＳ、 ＣＯＸ⁃２ 的表达量较低； ＬＰＳ 刺激能
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够引起 ｉＮＯＳ、 ＣＯＸ⁃２ 蛋白表达水平显著提高； 加

入山柰酚类化合物以后， 细胞中 ｉＮＯＳ、 ＣＯＸ⁃２ 的

表达量显著降低， 随着化合物的浓度增大其作用效

果增强。 结果表明化合物 １、 ４～７ 能够很好的抑制

ＬＰＳ 引起的 ｉＮＯＳ、 ＣＯＸ⁃２ 的表达， 并呈现出剂量

依赖性。 在化合物 １、 ４ ～ ７ 中， 山柰酚本身对

ｉＮＯＳ、 ＣＯＸ⁃２ 蛋白的抑制能力最好， 随着 ３ 位羟

基被取代其活性逐渐变弱。

图 ４　 化合物 １、 ４～ ７ 对 ｉＮＯＳ 的抑制作用

Ｆｉｇ ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ １， ４⁃７ ｏｎ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｔｏ ｉＮＯｓ

图 ５　 化合物 １、 ４～ ７ 对 ＣＯＸ⁃２的抑制作用

Ｆｉｇ ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ １， ４⁃７ ｏｎ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｔｏ ＣＯＸ⁃２

４ ２ ２ ４　 化合物 １、 ４ ～ ７ 对 ＮＦ⁃κＢ 相关蛋白 Ｐ６５
的抑制作用　 在细胞中 ＮＦ⁃κＢ 通常以失活状态存

在， 但当细胞暴露于外来刺激如有丝分裂原、 炎性

细胞因子、 ＬＰＳ 时会引起 ＩＫＫ 复合体快速将 ＩκＢ 磷

酸化继而泛素化， 随后被相应蛋白酶降解， 此时

ＮＦ⁃κＢ 结构中的核定位信号被暴露， 进而激活促炎

细胞因子如 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 等靶基因的转录过程， 同

时体外实验己证明 ＮＦ⁃κＢ 可调节巨噬细胞分泌炎

性因子的水平［１６］。 图 ６ 表明， ＬＰＳ 刺激能够引起

ＮＦ⁃κＢ 蛋白表达水平显著提高； 加入化合物 １、 ４～
７ 后， 细胞中 ＮＦ⁃κＢ 的表达量显著降低， 随着化合

物的浓度增大其作用效果增强， 呈现出剂量依赖

性。 结果表明化合物 １、 ４ ～ ７ 能够很好的抑制 ＬＰＳ
引起的 ＮＦ⁃κＢ 的表达； 并且山柰酚本身对 ＮＦ⁃κＢ
蛋白的抑制能力较其苷类更佳， 随着 ３ 位羟基被取

代其活性减弱。

图 ６　 化合物 １、 ４～ ７ 对 ＮＦ⁃κＢ 相关蛋白 Ｐ６５ 的抑制作用

Ｆｉｇ ６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ １， ４⁃７ ｏｎ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｔｏ Ｐ６５ ｏｆ ＮＦ⁃κＢ

５　 结论

核转录因子 （ＮＦ⁃κＢ） 可调节控制细胞增殖

或生长、 炎症反应、 细胞粘附等基因的表达， 能

够与 Ｂ 细胞免疫球蛋白 κ 轻链的增强子序列发生

相互作用， 是转录激活过程中实现信号转导的关

键因子之一［１７］ 。 由于 ＮＦ⁃κＢ 能诱导包括许多炎

症反应和肿瘤相关基因 ［如环氧合酶⁃２ （ＣＯＸ⁃２）
基因、 诱导型一氧化氮合成酶 （ ｉＮＯＳ） 基因、 基

质金属蛋白酶 （ ＮＭＰ⁃９）、 抗凋亡基因、 促炎分

子基因等］ 的表达， 而导致炎症或肿瘤的发生，
从而成为医药领域中发现有效抗炎、 抗肿瘤药物

的重要靶点［１８⁃１９］ 。

本研究采用植物化学和波谱学相结合的技术，
从油茶枯乙醇提取物的乙酸乙酯和正丁醇部位分离

并鉴定了 ７ 个黄酮类化合物， 其中化合物 １、 ４ ～ ７
为山柰酚类化合物。 化合物 ４ 为首次从该植物中分

离得到。 随后建立脂多糖 （ＬＰＳ） 诱导巨噬细胞

ＲＡＷ２６４ ７ 产生炎症的细胞筛选模型， 结果表明化

合物 １、 ４～７ 均可显著抑制 ＮＯ、 ＰＧＥ２ 在细胞内的

浓度； 能抑制 ＲＡＷ ２６４ ７ 细胞中 ＮＦ⁃κＢ 的活性，
以及下调诱导型诱导型一氧化氮合成酶 （ ｉＮＯＳ）
和环氧合酶⁃２ （ＣＯＸ⁃２） 的表达。 其可作为炎症介

质或因子的抑制剂而抗炎药物的开发上具有良好发

展前景。
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摘要： 目的　 研究短管兔耳草 Ｌａｇｏｔｉｓ ｂｒｅｖｉｔｕｂａ Ｍａｘｉｍ 的化学成分。 方法 　 短管兔耳草 ７０％ 乙醇提取物采用硅胶、
Ｓｅｐｈａｄｅｘ ＬＨ⁃２０、 ＭＣＩ 柱和制备液相色谱进行分离纯化， 根据理化性质及波谱数据鉴定所得化合物的结构。 结果　 从

中分离得到 １０ 个化合物， 分别鉴定为 ３， ４⁃二甲氧基苯甲醛 （１）、 ３， ４⁃二甲氧基苯丙酸 （２）、 阿魏酸甲酯 （３）、 邻

苯二甲酸二丁酯 （４）、 木犀草素 （５）、 柯伊利素⁃７⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃吡喃葡萄糖苷 （６）、 香叶木素⁃７⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃吡喃葡萄糖苷

（７）、 ４⁃ｐ⁃香豆酸⁃Ｏ⁃α⁃Ｄ⁃吡喃葡萄糖苷 （８）、 ４⁃ｐ⁃香豆酸⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃吡喃葡萄糖苷 （９）、 ６⁃Ｏ⁃ ［α⁃Ｌ⁃ （３⁃３， ４⁃二甲氧基肉

桂酰） ⁃吡喃鼠李糖基］ ⁃梓醇 （１０）。 结论　 化合物 ２～４、 ８～ １０ 为首次从该属分离得到， 化合物 １～ ４、 ８～ １０ 为首次

从该植物中分离得到。
关键词： 短管兔耳草； 化学成分； 分离鉴定
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