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摘　要：为探究中华大蟾蜍卵中化学成分，通过多种柱色谱技术对其二氯甲烷萃取物进行分离纯化，综合运用ＮＭＲ、
ＭＳ、ＵＶ等手段鉴定化合物结构，并采用ＭＴＴ法对这些化合物的抗人乳腺癌细胞系ＭＣＦ７和ＭＤＡＭＢ２３１的体外增
殖活性进行评价。总共分离得到５个化合物，分别为３（１４ｈｙｄｒｏｘｙ７Ｚｔｅｔｒａｄｅｃｅｎｏｙｌ）ｈｅｌｌｅｂｒｉｇｅｎｏｌ（１）、３（１６ｈｙｄｒｏｘｙ
９Ｚｈｅｘａｄｅｃａｎｏｙｌ）ｈｅｌｌｅｂｒｉｇｅｎｏｌ（２）、３（１４ｈｙｄｒｏｘｙ７Ｚｔｅｔｒａｄｅｃｅｎｏｙｌ）１βｈｙｄｒｏｘｙｔｅｌｅｃｉｎｏｂｕｆａｇｉｎ（３）、３（１４ｈｙｄｒｏｘｙｔｅｔｒａ
ｄｅｃａｎｏｙｌ）ｈｅｌｌｅｂｒｉｇｅｎｏｌ（４）、３氧代沙蟾蜍精（５）。其中化合物１和２为新化合物，化合物５作为天然产物首次报道。
活性测试结果显示，所有化合物均有较强的抗乳腺癌活性，新化合物１和２对三阴性乳腺癌细胞系 ＭＤＡＭＢ２３１的
ＩＣ５０分别为０．２３０±０．０２８、０．２１５±０．０６４μｍｏｌ／Ｌ。
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　　蟾蜍是重要的药用动物资源，来源于蟾蜍的中 药蟾酥和蟾皮已被广泛应用于抗肿瘤、强心和镇痛

等临床治疗，现代研究证实其主要活性成分为蟾毒

内酯类化合物（ｂｕｆａｄｉｅｎｏｌｉｄｅｓ）［１，２］。蟾毒内酯是蟾
蜍毒腺分泌的化学防御武器。目前研究表明，中药

蟾酥、蟾皮中蟾毒内酯类成分最为丰富。然而，作为

蟾蜍生命周期中重要的发育阶段，蟾蜍卵的化学成
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分研究相对薄弱［３－５］。与成年蟾蜍相比，蟾蜍卵因

缺乏运动能力而更需要依赖化学防御系统来抵御天

敌，理论上应含有更丰富或更具活性的防御性成

分［６－８］。近年来，研究发现蟾蜍卵中蟾毒内酯具有

独特的结构特征和显著的生物活性，表明蟾蜍卵可

能是发现新型活性分子的重要资源库［３－６］。

课题组前期研究发现蟾蜍卵中存在结构新颖的

结合型蟾毒内酯［３－５］。在此基础上，本文继续对中

华大蟾蜍卵中蟾毒内酯类成分进行分离鉴定，并对

其抗乳腺癌活性进行测试。本研究结果不仅丰富了

蟾毒内酯类化合物的结构多样性，也为后续抗肿瘤

新药研发提供了潜在的候选分子，同时为深入理解

蟾蜍卵的化学防御机制提供了科学依据。

１　材料与方法
１．１　实验材料

蟾蜍卵采集自江苏东泰蟾蜍养殖基地，母体蟾

蜍经暨南大学周光雄教授鉴定为中华大蟾蜍（Ｂｕｆｏ
ｇａｒｇａｒｉｚａｎｓ），标本保存于暨南大学药学院标本室
（Ｎｏ．ＢＢＧ００２）。

人乳腺癌细胞株 ＭＤＡＭＢ２３１（批号：ＣＲＭ
ＨＴＢ２６）及ＭＣＦ７（批号：ＣＲＭＨＴＢ２２）源于美国标
准生物品收藏中心（ＡＴＣＣ）。其中，ＭＤＡＭＢ２３１是
三阴性乳腺癌细胞系，ＭＣＦ７是雌激素受体阳性的
细胞系，二者是乳腺癌研究中常用的模式细胞。

１．２　试剂与仪器
柱层析用硅胶（２００～３００目，青岛海洋化工

厂）；硅胶 ＧＦ２５４薄层预制板（烟台化学工业研究
所）；ＯＤＳＣ１８柱层析材料（德国 Ｍｅｒｃｋ公司）；石油
醚、氯仿、甲醇和乙酸乙酯（分析纯，中国上海化学

试剂厂）；乙腈（色谱纯，德国 Ｍｅｒｃｋ公司）；氘代甲
醇（纯度９９％，批号：５６ＲＮＣＱＫＸ，上海安耐吉化学
有限公司）；多柔比星（纯度９８％，批号 Ｄ８０７０８３，广
州质创生物科技公司）；青霉素和链霉素双抗（批

号：２４３５８１，美国 Ｇｉｂｃｏ公司）；胎牛血清（批号：
２４３５８１，广州依科赛生物科技公司）；１６４０细胞培养
基（批号：Ｃ１１８７５５００，美国Ｇｉｂｃｏ公司）。

（ＵＶ）Ｖ５５０型紫外可见光谱仪（日本 ＪＡＳＣＯ
公司）；ＢＲＵＫＥＲＡＶ３００型核磁共振仪（瑞士 Ｂｒｕｋ
ｅｒ公司）；Ａｇｉｌｅｎｔ６２１０ＬＣ／ＭＳＤＴＯＦ高分辨液相色
谱质谱仪（美国Ａｇｉｌｅｎｔ公司）；ＶａｒｉａｎＰｒｏｓｔａｒ制备型
高效液相色谱系统（美国Ｄｉｏｎｅｘ公司）；ＣｏｓｍｏｓｉｌＣ１８
制备柱（５μｍ，２０ｍｍ ×２５０ｍｍ，美国 Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ
公司）；Ｓｐａｒｋ多功能酶标仪（瑞士ＴＥＣＡＮ公司）。

１．３　提取与分离
中华大蟾蜍卵５００ｇ，加入５００ｍＬ９５％乙醇超

声提取３次，合并提取液，减压回收乙醇得总浸膏，
加适量水混悬后，分别用石油醚、二氯甲烷萃取。得

二氯甲烷部位（８０ｇ），经硅胶柱层析（石油醚乙酸
乙酯）梯度洗脱，粗分为６个组分（Ｆｒ．１～Ｆｒ．６）。前
２个组分主要含油脂，没有进一步分离。采用 ＯＤＳ
Ｃ１８硅胶柱，甲醇水梯度洗脱对组分 Ｆｒ．３～Ｆｒ．５进
行分离，分别获得高蟾毒内酯组分 Ｆｒ．３．５、Ｆｒ．４．３、
Ｆｒ．５．３。Ｆｒ．３．５经制备 ＨＰＬＣ（６５％乙腈水，７ｍＬ／
ｍｉｎ）分离得到化合物１（２．８ｍｇ，ｔＲ＝１６ｍｉｎ）和 ２
（３．５ｍｇ，ｔＲ＝２２ｍｉｎ）。Ｆｒ．４．３经制备 ＨＰＬＣ（６８％
乙腈水，流速：７ｍＬ／ｍｉｎ）分离得到化合物 ３（３．６
ｍｇ，ｔＲ＝１３ｍｉｎ）。Ｆｒ．５．３经制备 ＨＰＬＣ（７２％乙腈
水，流速：７ｍＬ／ｍｉｎ）分离得到化合物４（３．０ｍｇ，ｔＲ
＝１２ｍｉｎ）和５（２．７ｍｇ，ｔＲ＝５ｍｉｎ）。
１．４　抗肿瘤活性测试

以ＭＤＡＭＢ２３１及 ＭＣＦ７为模型细胞株。细
胞用含１０％灭活胎牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养基（含
１％双抗）在３７°Ｃ恒温、５％ ＣＯ２人工培养箱中培
养。取大约１００００个对数生长期细胞，接种在 ９６
孔板中，每孔２００μＬ培养基，２４ｈ后加入不同浓度
的化合物，阳性对照药物采用多柔比星（ｄｏｘｏｒｕｂｉ
ｃｉｎ），继续培养４８ｈ，终止前除去上清液并加入３０
μＬＭＴＴ／孔，培养箱孵育４ｈ后，每孔加入１００μＬ
ＤＭＳＯ，酶标仪在５７０ｎｍ波长处测定各孔的吸光度，
并计算ＩＣ５０值。
２　结果与分析
２．１　化合物的鉴定

化合物 １　 无定形粉末；ＨＲＥＳＩＭＳ：ｍ／ｚ
６６５４０２８［Ｍ ＋Ｎａ］＋（计算值 Ｃ３８Ｈ５８Ｏ８Ｎａ

＋，

６６５４０２４），化学式为Ｃ３８Ｈ５８Ｏ８，不饱和度１０。吸收
光谱显示其在约２９８ｎｍ处有最大吸收。在１ＨＮＭＲ
谱中可以观测到一组蟾毒内酯六元不饱和内酯环的

特征氢信号δＨ６．２７（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝９．４Ｈｚ），７．４３（１Ｈ，
ｄ，Ｊ＝２．４Ｈｚ），７．９９（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝９．４，２．４Ｈｚ）。δＨ
５．３５（２Ｈ，ｍ）为一对烯氢质子信号，δＨ５．１１（１Ｈ，ｂｒ
ｓ）为Ｃ３位连氧次甲基的特征氢信号，δＨ３．５２（２Ｈ，
ｔ，Ｊ＝６．５Ｈｚ）为连氧亚甲基信号，δＨ４．２３（１Ｈ，ｄ，Ｊ
＝１１．４Ｈｚ）和δＨ３．５７（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝１１．４Ｈｚ）为一连氧
亚甲基（ＣＨ２ＯＨ）上同碳化学不等价两质子，δＨ
１３０～１．３５之间应为脂肪酸的多个亚甲基氢信号，
δＨ０．７０（３Ｈ，ｓ）为１个角甲基信号。与典型蟾毒内酯
（例如，蟾毒灵）相比，化合物１氢谱少了一组角甲基，
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且Ｈ３化学位移移向低场，表明该位置羟基可能酯化。
分析１３ＣＮＭＲ和 ＤＥＰＴ１３５谱发现化合物１有

３８个碳信号，与高分辨质谱计算结果一致。低场
区，除蟾毒内酯δ不饱和内酯环外（δＣ１２５．０、１５０．５、
１４９．３、１１５．４、１６４．８），还存在 １个酯羰基碳（δＣ
１７５．０）将其归属为Ｃ１′，２个连氧季碳（δＣ７６．２、８６．
１），１个连氧次甲基（δＣ７１．５），２个连氧亚甲基（δＣ
６５．４、６３．０）。化合物１中还可见２个烯碳（δＣ１３１．１、
１３０．６），归属为ＣＨ＝ＣＨ结构。在高场区域（δＣ２０
～４０）可见堆积的脂肪烃碳（ＣＨ２）及１个角甲基
碳（δＣ１７．２）。至此，可以推断出化合物１为蟾毒内
酯与不饱和十四碳脂肪酸形成的酯，且酯化发生在

Ｃ３位（见图１）。
　　在ＨＳＱＣ中可以观测到 δＨ５．１１与 δＣ７１．５（Ｃ
３）相关，δＨ ４．２３（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝１１．４Ｈｚ）及 δＨ ３．５７
（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝１１．４Ｈｚ）与δＣ６５．４（Ｃ１９）相关，δＨ３．５２
（２Ｈ，ｔ，Ｊ＝６．５Ｈｚ）与 δＣ６３．０（Ｃ１４′）相关，δＨ０．７０
（３Ｈ，ｓ）与δＣ１７．２（Ｃ１８）相关。在ＨＭＢＣ中又可以
观测到δＨ０．７０（３Ｈ，ｓ，Ｈ３１８）与 δＣ４１．９（Ｃ１２），δＣ
５２．１（Ｃ１７），δＣ８６．１（Ｃ１４）相关；δＨ４．２３（１Ｈ，ｄ，Ｊ
＝１１．４Ｈｚ，Ｈ１９）与Ｃ１（δＣ２０．７）、Ｃ５（δＣ７６．２）相
关及 δＨ３．５７（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝１１．４Ｈｚ，Ｈ１９）与 Ｃ５（δＣ
７６．２）、Ｃ１０（δＣ４３．４）相关。根据以上信息，再结合
核磁及高分辨质谱数据，可以推断出化合物１中 Ｃ
１４和Ｃ５位存在２个羟基（见图１）。在化合物１的

图１　化合物１～５的化学结构
Ｆｉｇ１　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄｓ１５

ＮＯＥＳＹ谱图中（见图２），观察到 Ｈ４α（δＨ２．３０）与
Ｈ７α（δＨ １．３０）及 Ｈ９（δＨ １．６０）之间，Ｈ８β（δＨ
１７０）与Ｈ３１８（δＨ０．７０）及 Ｈ１９（δＨ４．３２）之间，以
及Ｈ３１８（δＨ０．７０）与Ｈ２１（δＨ７．４３）之间存在相关，
这些 ＮＯＥ信号表明该化合物 Ａ／Ｂ顺式、Ｂ／Ｃ反式
及Ｃ／Ｄ顺式的环连接构型及六元内酯环的β构型。
再根据Ｈ３呈现出宽单峰信号，表明 Ｈ３质子为 α
构型。结合已报道的文献［１］，鉴定化合物１的蟾毒
内酯部分结构为嚏根草醇（ｈｅｌｌｅｂｒｉｇｅｎｏｌ）。

图２　化合物１和２的关键 １Ｈ１ＨＣＯＳＹ、ＨＭＢＣ及ＮＯＥＳＹ相关信号

Ｆｉｇ２　Ｋｅｙ１Ｈ１ＨＣＯＳＹ，ＨＭＢＣ，ａｎｄＮＯＥＳＹｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄ１ａｎｄ２
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　　不饱和十四碳脂肪酸鉴定。在 ＨＳＱＣ谱中 δＣ
６３．０（Ｃ１４′）与 δＨ ３．５２（２Ｈ，ｔ，Ｊ＝６．５Ｈｚ）有相
关，１Ｈ１ＨＣＯＳＹ谱中可以观测到该质子（δＨ３．５２）与
δＨ１．５４（Ｈ２１３′）处质子偶合，Ｈ２１３′又与 δＨ１．３４
（Ｈ２１２′）处质子偶合，在ＨＭＢＣ谱中可以观测到 δＨ
１．３４（Ｈ２１２′）与 δＣ３０．２（Ｃ１１′）的远程相关，证明
分子中存在Ｃ１１′Ｈ２Ｃ

１２′Ｈ２Ｃ
１３′Ｈ２Ｃ

１４′Ｈ２ＯＨ片段。另
在ＨＭＢＣ谱中还可以观测到酯羰基 δＣ１７５．０（Ｃ１′）
与δＨ２．３４（Ｈ２２′）的远程相关，而

１Ｈ１ＨＣＯＳＹ谱中
又可以观测到Ｈ２２′与δＨ１．６２（Ｈ２３′）偶合，Ｈ３′与
δＨ１．３４（Ｈ２４′）相偶合，这证明分子中Ｃ

４′Ｈ２Ｃ
３′

Ｈ２Ｃ
２′Ｈ２Ｃ

１′ＯＯ片段的存在。此外，在１Ｈ１ＨＣＯＳＹ
谱中还观测到烯氢质子 δＨ５．３５（２Ｈ，ｍ）分别与 δＨ
２．０５处亚甲基质子偶合，δＨ ２．０５处质子又与 δＨ

１３５偶合，结合ＨＭＢＣ谱中烯氢δＨ５．３５（２Ｈ，ｍ）分
别与δＣ２８．０，δＣ２８．１（Ｃ６′和Ｃ９′）的远程相关，推断
分子中存在Ｃ９′Ｈ２ＣＨ＝ＣＨＣ

６′Ｈ２对称片段，且根
据Ｃ６′和Ｃ９′的化学位移（小于３０），可以判断出双
键的构型为顺式（Ｚ）［９］。至此，还剩下 δＣ３０．３、
３０８碳信号，在ＨＳＱＣ中均与δＨ１．３５处氢相关，归
属为２个ＣＨ２（Ｃ５′和 Ｃ１０′）。因此，鉴定脂肪酸
为１４羟基顺７十四碳烯酸（１４ｈｙｄｒｏｘｙ７Ｚｔｅｔｒａｄｅ
ｃｅｎｏｉｃａｃｉｄ），数据与我们之前报道一致［３，４］。最终，

化合物１鉴定为嚏根草醇３１４羟基顺７十四碳酸
酯［３（１４ｈｙｄｒｏｘｙ７Ｚｔｅｔｒａｄｅｃｅｎｏｙｌ）ｈｅｌｌｅｂｒｉｇｅｎｏｌ］，
经检索该化合物为新化合物，数据归属见表１。化
合物１和２的详细结构鉴定数据原始图谱可从本刊
官网免费下载（ｗｗｗ．ｔｒｃｗ．ａｃ．ｃｎ）。

表１　化合物１和２的１ＨＮＭＲ和１３ＣＮＭＲ数据（３００和７５ＭＨｚ，ＣＤ３ＯＤ）

Ｔａｂｌｅ１　１ＨＮＭＲａｎｄ１３ＣＮＭＲｄａｔａｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄｓ１ａｎｄ２（３００ａｎｄ７５ＭＨｚ，ＣＤ３ＯＤ）

Ｎｏ．
１ ２

δＨ（ＪｉｎＨｚ） δＣ δＨ（ＪｉｎＨｚ） δＣ

１α ２．３２（１Ｈ，ｍ） ２０．６ ２．３２（１Ｈ，ｍ） ２０．７

β １．３９（１Ｈ，ｍ） １．３９（１Ｈ，ｍ）

２α ２．０３（１Ｈ，ｍ） ２８．３ ２．０３（１Ｈ，ｍ） ２８．１

β １．７５（１Ｈ，ｍ） １．７５（１Ｈ，ｍ）

３ ５．１１（１Ｈ，ｂｒｓ） ７１．５ ５．１１（１Ｈ，ｂｒｓ） ７１．５

４α ２．３０（１Ｈ，ｍ） ３７．３ ２．３２（１Ｈ，ｍ） ３７．３

β １．９２（１Ｈ，ｍ） １．９２（１Ｈ，ｍ）

５ － ７６．２ － ７６．２

６α ２．３４（１Ｈ，ｍ） ３６．６ ２．３４（１Ｈ，ｍ） ３６．６

β １．５３（１Ｈ，ｍ） １．５３（１Ｈ，ｍ）

７α １．３０（１Ｈ，ｍ） ２５．４ １．３０（１Ｈ，ｍ） ２５．５

β ２．００（１Ｈ，ｍ） ２．００（１Ｈ，ｍ）

８ １．７０（１Ｈ，ｍ） ４１．７ １．７０（１Ｈ，ｍ） ４１．７

９ １．６０（１Ｈ，ｍ） ３９．８ １．６０（１Ｈ，ｍ） ３９．８

１０ － ４３．４ － ４３．４

１１α １．４９（１Ｈ，ｍ） ２２．６ １．４９（１Ｈ，ｍ） ２２．６

β １．３３（１Ｈ，ｍ） １．３３（１Ｈ，ｍ）

１２α １．５７（１Ｈ，ｍ） ４１．９ １．５７（１Ｈ，ｍ） ４１．９

β １．４２（１Ｈ，ｍ） １．４２（１Ｈ，ｍ）

１３ － ４９．６ － ４９．５

１４ － ８６．１ － ８６．１

１５α ２．１０（１Ｈ，ｍ） ３２．９ ２．１０（１Ｈ，ｍ） ３２．９

β １．７０（１Ｈ，ｍ） １．７０（１Ｈ，ｍ）

１６α ２．２０（１Ｈ，ｍ） ２９．７ ２．２０（１Ｈ，ｍ） ２９．７

β １．７２（１Ｈ，ｍ） １．７２（１Ｈ，ｍ）
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　续表１（ＣｏｎｔｉｎｕｅｄＴａｂ．１）

Ｎｏ．
１ ２

δＨ（ＪｉｎＨｚ） δＣ δＨ（ＪｉｎＨｚ） δＣ

１７ ２．５６（１Ｈ，ｄｄ，９．６，６．０） ５２．１ ２．５６（１Ｈ，ｄｄ，９．６，６．０） ５２．１

１８ ０．７０（３Ｈ，ｓ） １７．２ ０．７０（３Ｈ，ｓ） １７．２

１９ ４．２３（１Ｈ，ｄ，１１．４）
３．５７（１Ｈ，ｄ，１１．４） ６５．４ ４．２３（１Ｈ，ｄ，１１．４）

３．５７（１Ｈ，ｄ，１１．４） ６５．４

２０ － １２５．０ － １２４．９

２１ ７．４３（１Ｈ，ｄ，２．４） １５０．５ ７．４３（１Ｈ，ｄ，２．４） １５０．５

２２ ７．９９（１Ｈ，ｄｄ，９．４，２．４） １４９．３ ７．９８（１Ｈ，ｄｄ，９．４，２．４） １４９．３

２３ ６．２７（１Ｈ，ｄ，９．４） １１５．４ ６．２８（１Ｈ，ｄ，９．４） １１５．５

２４ － １６４．８ － １６４．８

１′ － １７５．０ － １７５．０

２′ ２．３４（２Ｈ，ｔ，７．２） ３５．６ ２．３３（２Ｈ，ｔ，７．２） ３５．６

３′ １．６２（２Ｈ，ｍ） ２６．０ １．６２（２Ｈ，ｍ） ２６．６

４′ １．３４（２Ｈ，ｍ） ２９．７ａ １．３４（２Ｈ，ｍ） ２９．７ａ

５′ １．３５（２Ｈ，ｍ） ３０．８ａ １．３４（２Ｈ，ｍ） ３０．２ａ

６′ ２．０５（２Ｈ，ｍ） ２８．０ １．３４（２Ｈ，ｍ） ３０．３ａ

７′ ５．３５（１Ｈ，ｍ） １３１．１ １．３５（２Ｈ，ｍ） ３０．９ａ

８′ ５．３５（１Ｈ，ｍ） １３０．６ ２．０３（２Ｈ，ｍ） ２８．１

９′ ２．０５（２Ｈ，ｍ） ２８．１ ５．３５（１Ｈｍ） １３０．９

１０′ １．３５（２Ｈ，ｍ） ３０．３ａ ５．３５（１Ｈ，ｍ） １３０．８

１１′ １．３４（２Ｈ，ｍ） ３０．２ａ ２．０３（２Ｈ，ｍ） ２８．１

１２′ １．３４（２Ｈ，ｍ） ２７．１ １．３５（２Ｈ，ｍ） ３０．８ａ

１３′ １．５４（２Ｈ，ｍ） ３３．７ １．３３（２Ｈ，ｍ） ３０．２ａ

１４′ ３．５２（２Ｈ，ｔ，６．５） ６３．０ １．３５（２Ｈ，ｍ） ２６．９

１５′ － － １．５２（２Ｈ，ｍ） ３３．７

１６′ － － ３．５３（２Ｈ，ｔ，６．５） ６３．０

注：ａ峰归属可在同列中互换

Ｎｏｔｅ：ａＡｓｓｉｇｎｍｅｎｔｓｍａｙｂｅｉｎｔｅｒｃｈａｎｇｅｄｉｎｅａｃｈｃｏｌｕｍｎ．

　　化合物２　无定形粉末；ＨＲＥＳＩＭＳ：ｍ／ｚ６９３．４３３９
［Ｍ＋Ｎａ］＋（计算值Ｃ４０Ｈ６２Ｏ８Ｎａ

＋，６９３．４３３７），化学
式为Ｃ４０Ｈ６２Ｏ８，不饱和度１０。吸收光谱显示在２９９
ｎｍ有最大吸收，推测该化合物亦为蟾毒内酯与脂肪
酸成酯。在化合物２的氢谱中可以观测到蟾毒内酯
不饱和内酯环上的特征氢信号 δＨ６．２８（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝
９．４Ｈｚ），７．４３（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝２．４Ｈｚ），７．９８（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝
９．４，２．４Ｈｚ）；δＨ５．３５处是一对不饱和氢的信号，δＨ
５．１１（１Ｈ，ｂｒｓ）为 Ｃ３位的连氧次甲基氢信号，δＨ
３５３（２Ｈ，ｔ，Ｊ＝６．５Ｈｚ）为脂肪酸侧链末端连氧亚甲
基氢信号，δＨ４．２３（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝１１．４Ｈｚ）和 δＨ３．５７
（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝１１．４Ｈｚ）为同碳化学不等价质子，δＨ
１３０～１．３５之间为脂肪酸的亚甲基氢信号，δＨ０．７０
（３Ｈ，ｓ）为１个角甲基信号。与典型蟾毒内酯相比，
化合物２也少了一组角甲基，且 Ｃ３位氢化学位移
移向低场，表明该位置羟基酯化。

分析１３ＣＮＭＲ和 ＤＥＰＴ１３５谱发现化合物２含
有４０个碳原子，比化合物１多２个亚甲基，与高分
辨质谱数据一致。除不饱和内酯环碳信号（δＣ
１２４９、１５０５、１４９３、１１５５、１６４８）外，还存在２个
连氧季碳（δＣ ７６２、８６１），１个连氧次甲基（δＣ
７１５），２个连氧亚甲基（δＣ６５４、６３０），１个角甲基
（δＣ１７２），１个酯羰基碳（δＣ１７５０），２个烯碳（δＣ
１３０９、１３０８）。在 ＨＳＱＣ中可以观测到 δＨ５１１与
δＣ７１５相关，δＨ４２３（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝１１４Ｈｚ）及δＨ３５７
（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝１１４Ｈｚ）与δＣ６５４相关的信号，δＨ０７０
（Ｈ３１８）与δＣ１７２相关，并且在ＨＭＢＣ中可以观测
到δＨ ０７０（Ｈ３１８）与 Ｃ１７（δＣ５２１）和 Ｃ１４（δＣ
８６１）相关。根据以上信息，并通过与化合物 １及
ｈｅｌｌｅｂｒｉｇｅｎｏｌ图谱对比，推断化合物 ２的母核亦为
ｈｅｌｌｅｂｒｉｇｅｎｏｌ，且其酯化也发生在 Ｃ３位置。结合１３Ｃ
ＮＭＲ和高分辨数据发现，在 δＣ２６～３６之间化合物

０１７１ 天然产物研究与开发　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 　Ｖｏｌ３８

天
然
产
物
研
究
与
开
发



２多了２个 ＣＨ２信号，推断化合物２的侧链脂肪酸
部分含１６个碳原子，１个双键（ＣＨ＝ＣＨ）及１个
末端羟基（ＣＨ２ＯＨ）。进一步，在 ＨＳＱＣ中可以观
测到δＨ５３５（２Ｈ，ｍ）与烯碳（δＣ１３０９，１３０８）的相
关；δＨ３５３（ＣＨ２ＯＨ）与 δＣ６３０相关，归属为Ｃ

１６′

Ｈ２ＯＨ。在
１Ｈ１ＨＣＯＳＹ谱中可以观测到 Ｈ１６′（δＨ

３５３）与 δＨ１５２（Ｈ１５′）处２个质子偶合，Ｈ１５′又
与δＨ１３５（Ｈ１４′）处２个质子偶合，这证明分子中
存在Ｃ１４′Ｈ２Ｃ

１５′Ｈ２Ｃ
１６′Ｈ２ＯＨ片段。在 ＨＭＢＣ谱中

可以观测到酯羰基δＣ１７５０（Ｃ１′）与δＨ２３３（Ｈ２′）
的远程相关，在１Ｈ１ＨＣＯＳＹ谱中又可以观测到 Ｈ２′
与δＨ１６２（Ｈ３′）偶合，Ｈ３′与 δＨ１３３（Ｈ４′）相偶
合，这证明分子中Ｃ４′Ｈ２Ｃ

３′Ｈ２Ｃ
２′Ｈ２Ｃ

１′ＯＯ片段的存
在。在１Ｈ１ＨＣＯＳＹ谱中还可观测到一对烯氢质子
δＨ５３５（２Ｈ，ｍ）与 δＨ２０３处亚甲基质子偶合，δＨ
２０３处亚甲基质子又与 δＨ１３５处质子偶合；结合
ＨＭＢＣ谱中 δＨ５３５（２Ｈ，ｍ）分别与 δＣ２８１、２８１、
３０８、３０９的远程相关，推断分子中存在ＣＨ２ＣＨ２
ＣＨ＝ＣＨＣＨ２ＣＨ２对称片段。在 ＨＳＱＣ图谱中剩
下３个碳信号均与δＨ１３４相关，归属为３个ＣＨ２，
以上数据与之前报道的 １６ｈｙｄｒｏｘｙ９Ｚｈｅｘａｄｅｃｅ
ｎｏｉｃａｃｉｄ一致［４］。另外，在化合物２的 ＮＯＥＳＹ谱图
中，观察到Ｈ４α（δＨ２３０）与 Ｈ７α（δＨ１３０）及 Ｈ９
（δＨ１６０）之间，Ｈ８β（δＨ１７０）与Ｈ３１８（δＨ０７０）及
Ｈ１９（δＨ４３２）之间，以及 Ｈ３１８（δＨ０７０）与 Ｈ２１
（δＨ７４３）之间存在相关，这些 ＮＯＥ相关表明该化
合物Ａ／Ｂ顺式、Ｂ／Ｃ反式及 Ｃ／Ｄ顺式的环连接构
型，内酯环为β构型（见图２）。根据 Ｈ３呈现出宽
单峰信号，表明Ｈ３为α构型。最终，化合物２鉴定
为嚏根草醇３１６羟基顺９十六碳酸酯［３（１６ｈｙ
ｄｒｏｘｙ９Ｚｈｅｘａｄｅｃａｎｏｙｌ）ｈｅｌｌｅｂｒｉｇｅｎｏｌ］，经检索该化
合物为新化合物，数据归属见表１。

化合物 ３　 无定形粉末；ＨＲＥＳＩＭＳ：ｍ／ｚ
６６５４０１６［Ｍ ＋Ｎａ］＋（计算值 Ｃ３８Ｈ５８Ｏ８Ｎａ

＋，

６６５４０２４），化学式Ｃ３８Ｈ５８Ｏ８，不饱和度１０。
１ＨＮＭＲ

（３００ＭＨｚ，ＣＤ３ＯＤ）δ：８０２（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝９４，２４Ｈｚ，
Ｈ２２），７４４（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝２４Ｈｚ，Ｈ２１），６２８（１Ｈ，ｄ，
Ｊ＝９４Ｈｚ，Ｈ２３），５３７（２Ｈ，ｍ，Ｈ７′／８′），５２３
（１Ｈ，ｂｒｓ，Ｈ３），３５６（１Ｈ，ｔ，Ｊ＝６５Ｈｚ，Ｈ１４′），
２５７（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝９６，６０Ｈｚ，Ｈ１７），２３１（２Ｈ，ｄ，Ｊ
＝７２Ｈｚ，Ｈ２′），２０５（２Ｈ，ｍ，Ｈ６′），２０５（２Ｈ，ｍ，
Ｈ９′），１７７（１Ｈ，ｍ，Ｈ８），１７４（１Ｈ，ｍ，Ｈ９），１２２

（３Ｈ，ｓ，Ｈ１９），０７４（３Ｈ，ｓ，Ｈ１８）；１３ＣＮＭＲ（７５
ＭＨｚ，ＣＤ３ＯＤ）δ：７４０（Ｃ１），３２０（Ｃ２），７０８（Ｃ
３），３６６（Ｃ４），７０４（Ｃ５），３６０（Ｃ６），２４８（Ｃ７），
４２０（Ｃ８），４２０（Ｃ９），４３９（Ｃ１０），２２７（Ｃ１１），
４１５（Ｃ１２），４９７（Ｃ１３），８５７（Ｃ１４），３３１（Ｃ
１５），２９８（Ｃ１６），５２１（Ｃ１７），１７２（Ｃ１８），１３２
（Ｃ１９），１２４９（Ｃ２０），１５０５（Ｃ２１），１４９３（Ｃ２２），
１１５５（Ｃ２３），１６４８（Ｃ２４），１７５０（Ｃ１′），３５８（Ｃ
２′），２５９（Ｃ３′），２９８（Ｃ４′），３０２（Ｃ５′），２８１（Ｃ
６′），１３１０（Ｃ７′），１３０７（Ｃ８′），２８１（Ｃ９′），３０８
（Ｃ１０′），３０５（Ｃ１１′），２６８（Ｃ１２′），３３７（Ｃ１３′），
６３０（Ｃ１４′）。以上数据与文献报道一致［３，４］，故化

合物３鉴定为［３（１４ｈｙｄｒｏｘｙ７Ｚｔｅｔｒａｄｅｃｅｎｏｙｌ）１β
ｈｙｄｒｏｘｙｔｅｌｅｃｉｎｏｂｕｆａｇｉｎ］。

化合物 ４　 无定形粉末；ＨＲＥＳＩＭＳ：ｍ／ｚ
６６７４１８３［Ｍ ＋Ｎａ］＋（计算值：Ｃ３８Ｈ６０Ｏ８Ｎａ

＋，

６６７４１８０），分子式 Ｃ３８Ｈ６０Ｏ８，不饱和度９。
１ＨＮＭＲ

（３００ＭＨｚ，ＣＤ３ＯＤ）δ：７９９（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝９４，２４Ｈｚ，
Ｈ２２），７４２（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝２４Ｈｚ，Ｈ２１），６２８（１Ｈ，ｄ，
Ｊ＝９４Ｈｚ，Ｈ２３），５１３（１Ｈ，ｂｒｓ，Ｈ３），４２３（１Ｈ，
ｄ，Ｊ＝１１４Ｈｚ，Ｈ１９），３９０（１Ｈ，ｓ，Ｈ１），３５７（１Ｈ，
ｄ，Ｊ＝１１４Ｈｚ，Ｈ１９），３５６（１Ｈ，ｔ，Ｊ＝６５Ｈｚ，Ｈ
１４′），２５６（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝９６，６５Ｈｚ，Ｈ１７），２３１
（２Ｈ，ｄ，Ｊ＝７２Ｈｚ，Ｈ２′），１７４（１Ｈ，ｍ，Ｈ８），１６９
（１Ｈ，ｍ，Ｈ９），１６２（２Ｈ，ｍ，Ｈ３′），１５４（２Ｈ，ｍ，Ｈ
１３′），０７２（３Ｈ，ｓ，Ｈ１８）；１３Ｃ ＮＭＲ（７５ＭＨｚ，
ＣＤ３ＯＤ）δ：２０７（Ｃ１），２８１（Ｃ２），７１５（Ｃ３），３７３
（Ｃ４），７６２（Ｃ５），３６６（Ｃ６），２５２（Ｃ７），４１７（Ｃ
８），３９８（Ｃ９），４３４（Ｃ１０），２２６（Ｃ１１），４１９（Ｃ
１２），４９６（Ｃ１３），８６１（Ｃ１４），３２９（Ｃ１５），２９７
（Ｃ１６），５２１（Ｃ１７），１７２（Ｃ１８），６５９（Ｃ１９），
１２４９（Ｃ２０），１５０５（Ｃ２１），１４９３（Ｃ２２），１１５４
（Ｃ２３），１６４７（Ｃ２４），１７４８（Ｃ１′），３５５（Ｃ２′），
２６０（Ｃ３′），３０２（Ｃ４′），３０４（Ｃ５′），３０６（Ｃ６′），
３０６（Ｃ７′），３０７（Ｃ８′），３０８（Ｃ９′），３０８（Ｃ
１０′），３０８（Ｃ１１′），２７０（Ｃ１２′），３３７（Ｃ１３′），
６３０（Ｃ１４′）。以上数据与文献报道一致［３，４］，故化

合物４鉴定为嚏根草醇３１４羟基十四碳酸酯［３
（１４ｈｙｄｒｏｘｙｔｅｔｒａｄｅｃａｎｏｙｌ）ｈｅｌｌｅｂｒｉｇｅｎｏｌ］。

化合物 ５　 无定形粉末；ＨＲＥＳＩＭＳ：ｍ／ｚ
４１５２１０９［Ｍ＋Ｈ］＋（计算值 Ｃ２４Ｈ３１Ｏ

＋
６，４１５２１１

５），化学式 Ｃ２４Ｈ３０Ｏ６，不饱和度 １０。
１ＨＮＭＲ（３００

ＭＨｚ，ＣＤ３ＯＤ）δ：７９３（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝９７，２６Ｈｚ，Ｈ
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２２），７５２（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝２６Ｈｚ，Ｈ２１），６２３（１Ｈ，ｄ，Ｊ
＝９７Ｈｚ，Ｈ２３），４４３（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝１１０Ｈｚ，Ｈ１１），
４１２（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝９６，７４Ｈｚ，Ｈ１７），２１２（１Ｈ，ｄ，Ｊ
＝１２０，Ｈ８），１２４（３Ｈ，ｓ，Ｈ１９），０９２（３Ｈ，ｓ，Ｈ
１８）；１３ＣＮＭＲ（７５ＭＨｚ，ＣＤ３ＯＤ）δ：３３２（Ｃ１），４０４
（Ｃ２），２１６５（Ｃ３），４３２（Ｃ４），４７２（Ｃ５），３８７
（Ｃ６），２２３（Ｃ７），４２０（Ｃ８），４０６（Ｃ９），３７８（Ｃ
１０），７４６（Ｃ１１），２１４５（Ｃ１２），６３８（Ｃ１３），８６０
（Ｃ１４），２７７（Ｃ１５），２９１（Ｃ１６），４２０（Ｃ１７），
１８０（Ｃ１８），２２７（Ｃ１９），１２３１（Ｃ２０），１５１６（Ｃ
２１），１４９１（Ｃ２２），１１５９（Ｃ２３），１６４５（Ｃ２４）。以
上数据与文献报道３氧代沙蟾蜍精（３ｏｘｏａｒｅｎｏｂｕ
ｆａｇｉｎ）一致［１０］，该化合物曾被 Ｚｈａｎｇ等［１０］以沙蟾蜍

精为底物由真菌 Ａｌｔｅｒｎａｒｉａａｌｔｅｒｎａｔｅ生物转化获得，
本研究首次报道蟾蜍卵中存在该天然产物。

２．２　抗肿瘤活性测试
利用 ＭＴＴ法对分离得到的化合物进行抗乳腺

癌细胞增殖活性测试，结果如表２所示。化合物１
～５对２株乳腺癌细胞均表现出很强抑制活性，且
化合物３对 ＭＣＦ７和 ＭＤＡＭＢ２３１的细胞毒作用
表现出一定选择性，ＩＣ５０分别为 ０．３１５±０．１５６和
２６８５±０．２６０μｍｏｌ／Ｌ。

表２　化合物１～５对乳腺癌细胞的增殖
抑制活性（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｔａｂｌｅ２　Ａｎｔｉｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄｓ１５
ｏｎｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

化合物 Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
ＩＣ５０（μｍｏｌ／Ｌ）

ＭＣＦ７ ＭＤＡＭＢ２３１

１ ０．０３９±０．００６ ０．２３０±０．０２８

２ ０．３１４±０．０１８ ０．２１５±０．０６４

３ ０．３１５±０．１５６ ２．６８５±０．２６０

４ ０．１３０±０．０６０ ０．２７０±０．００１

５ ０．０２６±０．０２３ ０．２５０±０．０４２

多柔比星Ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ ６．０７０±１．２０１ ４．３１０±１．０１０

３　结论
本研究从蟾蜍卵中分离得到５个蟾毒内酯类化

合物，其中化合物１和２为新化合物，化合物３和４
为已知化合物，化合物 ５作为天然产物首次报道。
化合物１～４的Ｃ３位羟基均与脂肪酸成酯，且脂肪
酸结构有一定的特异性，末端均含有羟基，有的还存

在双键，这类蟾毒内酯成分是卵中特有的，尚未在蟾

蜍其他部位发现。各化合物均显示了较强的抗乳腺

癌细胞增殖活性，化合物３对三阴性乳腺癌细胞系
还有一定选择性。本研究进一步丰富了蟾毒内酯类

化合物的结构类型，为蟾毒内酯构效关系的探讨提

供了基础。同时，本研究也表明蟾蜍其他部位也可

能存在新型结构的蟾毒内酯天然产物，值得进一步

研究。

数据可用性声明：本篇论文的关联数据可在

ＳｃｉｅｎｃｅＤＢ数据库 （ｈｔｔｐｓ：ｄｏｉ．ｏｒｇ／１０．５７７６０／ｓｃｉ
ｅｎｃｅｄｂ．ｎｐｒｄ．００３５７）中访问获取。
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