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摘要:【目的】研究小月柳珊瑚(Menella kanisa )中生物碱类化学成分及其抗骨肉瘤细胞增殖活性。【方法】采用

多种分离方法和波谱分析方法,对小月柳珊瑚中生物碱类化学成分进行分离和结构鉴定。采用 MTT 法测试部

分生物碱类化合物抗骨肉瘤细胞 U2 OS 增殖活性。【结果】从小月柳珊瑚中分离出 7 个化合物,分别鉴定为 6-
(1́-purine-6́ ,8́-dionyl)suberosanone (1)、1-(3́-carbonylbutyl)purine-6,8-dione (2)、腺嘌呤脱氧核苷(3)、次黄

嘌呤(4)、7-甲基腺嘌呤(5)、胸腺嘧啶脱氧核苷(6)、尿嘧啶脱氧核苷(7)。化合物 1 和 2 对骨肉瘤细胞 U2 OS 增

殖显示出抑制活性,IC5 0值分别为 1 3.3 μg/mL 和 5 5.0μg/mL。【结论】化合物1~7 均首次从小月柳珊瑚中分离

得到,其中化合物1 和2 的抗骨肉瘤细胞活性也为首次报道。
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Abstract:【Objective】The alkaloids from marine gorgonianMenella kanisa and their activities of
anti-proliferation on U2 OS cancer cell were investigated.【Methods】The alkaloids were isolated

and purified by column chromatography on silica
gel,and their structures were identified by
spectral analyses and compared with literatures.
The cytotoxicity of compounds 1~2 toward hu﹣
man osteosarcoma cell U2 OS cancer cell line was
evaluated by MTT methods.【Results】Seven al﹣
kaloids were obtained from M.kanisa and char﹣
acterized as 6-(1́ -purine-6́ ,8́-dionyl)suberos﹣
anone (1),1-(3́-carbonylbutyl)purine-6,8-dione
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(2),adenine deoxyribonucleoside (3),hypoxanthine (4),7-methyladenine (5),thymine de﹣
oxyribonucleoside (6)and uracil deoxyriboside (7).Compounds 1 and 2 showed moderate cyto﹣
toxicity against osteosarcoma U2 OS cell line with IC5 0 of 1 3.3 and 5 5.0 μg/mL,respectively.
【Conclusion】Compounds 1 ~ 7 were isolated from gorgonian M.kanisa for the first time.The
antitumor activity of Compounds 1 and 2 against U2 OS in vitro was also reported for the first
time.
Key words:Menella kanisa,alkaloid,chemical identification,anticancer

0 引言

  【研究意义】广西属于沿海省份,位于北部湾的北

部。在广西涠洲岛附近海域,蕴含着较丰富的柳珊瑚

资源[1]。深入研究柳珊瑚的化学成分,可以丰富海洋

天然产物库,为疾病治疗提供新型先导化合物[2]。
【前人研究进展】柳珊瑚化学成分研究始于 20 世纪

60 年代,而广西柳珊瑚化学成分研究始于 2 1 世纪

初,目前从柳珊瑚中发现几十个具有各种生物活性的

甾醇、生物碱、萜类类化合物[3~5]。【本研究切入点】
小月柳珊瑚(Menella kanisa )俗称海扇,到目前为

止,未见该种柳珊瑚化学成分的文献报道。骨肉瘤属

于原发性恶性骨肿瘤,具有恶性程度高、转移性高、免
疫性强的特点。文献报道柳珊瑚生物碱对多种肿瘤

细胞如胃癌、肝癌、食管癌、乳腺癌等增殖具有明显抑

制作用[6,7],但未见柳珊瑚生物碱抑制骨肉瘤细胞增

殖的相关报道。【拟解决的关键问题】采用现代色谱

分离和光谱分析技术,对小月柳珊瑚中生物碱类化学

成分进行研究,并考察部分化合物抑制骨肉瘤细胞

U2 OS 的增殖活性。

1 材料与方法

1.1 实验仪器和材料

  Waters 2 6 9 5 高效液相色谱仪(二极管阵列检测

器,分析柱:4.6 mm×150 mm,半制备柱:10 mm×
250 mm,5 μm,Phenomenex)(美国 Waters 公司),

Brucker Avance 600 型核磁共振波谱仪(德国 Bruker
公司),N-1 100V-W旋转蒸发仪 (日本东京理化株式

会社),LCQDecaXP ESI 质谱仪(美国 Finnigan 公

司),倒置相差显微镜(日本 Olympus 公司),流式细

胞仪(美国 Beckman Coulter 公司),柱层析硅胶(青
岛海洋化工有限公司),Sephadex LH-20 (美国 GE
Healthcare 公司),Anti-phospho-Akt 抗体(美国 Sig﹣
ma 公司),Anti-phospho-GSK3(美国 Sigma 公司),

Anti-FKHRL 抗体(美国 Sigma 公司),高糖 DMEM
培养基(美国 Gibco 公司),胎牛血清(澳大利亚 PAA
公司),色谱纯甲醇(美国 Finsher 公司),其他所用试

剂均为分析纯。

1.2 生物材料

  2010 年 9 月于广西涠洲岛附近海域采集样品,
经中科院南海海洋研究所李秀保副研究员鉴定为小

月柳珊瑚。样品编号为 20 1 0-GXAS-004,样品保存

于广西科学院广西北部湾海洋研究中心。

1.3 分离纯化

  剪断小月柳珊瑚 (湿重约 4.2 kg),室温下用乙

醇-二氯甲烷(2∶1,V∶V)浸提 3 次,每次 7 d,将所

得的粗提物加 1 体积水混悬,依次采用有机溶剂乙酸

乙酯和正丁醇萃取,减压回收萃取溶剂,得到乙酸乙

酯萃取物 7.21 g 和正丁醇萃取物 3 3.44 g,对乙酸乙

酯萃取物和正丁醇萃取物采用硅胶柱色谱和半制备

高效液相色谱等方法进行分离纯化。

1.4 化合物的结构鉴定

  运用 1 H NMR 和 1 3 C NMR 及文献报道对比方

法,对获得的单体化合物1~7 进行结构鉴定。

1.5 化合物抑制 U2OS 活性测试[8]

  人体骨肉瘤细胞株 U2 OS 购自美国 ATCC 公

司。使用含 1 0% 胎牛血清、100 U/mL 青霉素和

1 00 μg/mL 链霉素的 DMEM 培养液培养细胞株

(37℃,5% CO 2)。将对数生长期的 U2 OS 细胞以

1×10 4每孔接种于 9 6 孔板,每孔 1 80 μL,培养 24 h
待细胞贴壁后,分别加入 1 0 μL 不同浓度的化合物 1
和2(2.5 μg/mL、5.0μg/mL、10.0μg/mL、20.0μg/

mL、40.0 μg/mL、80.0 μg/mL),设空白对照组和阴

性对照组,每组设 4 个复孔,药物作用 72 h,培养结

束前 4 h 加入 MTT,继续培养 4 h 后,倾去培养液,
加入二甲基亚砜 1 00 μL,待完全溶解显色后,用酶联

仪以 5 70 nm/630 nm 双波长测定。用 Bliss 法计算

抑制细胞生长达 50%时的药物浓度,以 IC5 0值表示。
应用 SPSS 软件,数据以 x ±s 表示,采用方差分析进

行统计学分析,P <0.05 为差异有显著性。

2 结果与分析

2.1 化合物的分离纯化

  乙酸乙酯萃取物(7.21g)采用正相硅胶层析分
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离,根据薄层色谱检测结果合并近似流份,共得到 1 1
个分离部位(A~K)。部位 E 使用正相硅胶层析

(Pet∶Me2 CO=10∶0~0∶10/V∶V)再次分离,根
据薄层色谱检测结果合并近似流份,得到 2 个子分离

部位 E1 和 E2。用 HPLC(MeOH∶H 2 O = 7∶93/

V∶V)对 E1 进行分离,得到化合物 7(3.6 mg)。H
组分使用正相硅胶色谱 (CHCl3∶Me2 CO = 1∶0~
0∶1/V∶V)再次分离,得到 4 个子分离部位 H1~
H4。子部位 H4 经半制备 HPLC(MeOH∶H 2 O =
25∶75/V∶V)进行分离,得到化合物4(6.7 mg)和5
(1.8 mg)。I 组分使用正相硅胶色谱(CHCl3∶Me2
CO=1∶0~0∶1/V∶V)再次分离,得到 3 个子分离

部位 I1~I3。I2 用半制备 HPLC(MeOH∶H 2 O=
5∶95/V∶V)分离得到化合物 3(1.6 mg)和 6(1.3
mg)。I3 用半制备 HPLC(流动相 MeOH∶H 2 O=
35∶65/V∶V)进行分离得到化合物1(2 mg)。

  正丁醇萃取物(33.44 g)采用正相硅胶层析,得
到 4 个分离部位(L1 ~ L4)。L3 用半制备 HPLC
(MeOH∶H 2 O = 15∶85/V∶V)进行分离,得到化

合物2(2.6 mg)。

2.2 化合物结构鉴定

  化合物1~7 的结构如图 1 所示。

图 1 化合物1 ~7 的结构

Fig.1 Structures of compounds 1 ~7

  化合物 1:白色粉末;ESI-MSm/z 3 7 1 [M-
H]-;1 H NMR (600 MHz,Pyr - d5)δ H∶ 7·67

(1H,s,H-2́ ),4·21 (1H,dd,J = 14·5,5·0
Hz,H-6α),3·90 (1H,dd,J = 14·5,9·0 Hz,

H-6β),3·12 (1H,dd,J = 9·0,5·0 Hz,H-
5),2·65 (1H,dd,J = 18·0,12·0 Hz,H-3α),

2·42 (1H,dd,J = 12·0,7·0 Hz,H-2),2·25
(1H, dd,J = 18·0, 7·0 Hz, H - 3β), 1·88
(1H,m,H-9α),1·73 (1H,m,H-1 1),1·63
(1H,d,J = 14·5 Hz,H-12α),1·61 (1H,m,

H-8),1·55 (1H,m,H-10),1·46 (1H,d,J
= 14·5 Hz,H- 12β),1·22 (1H,m,H-9β),

1·15 (3H,s,H- 14),1·10 (3H,s,H- 15),

0·75 (3H,J = 7·0 Hz,H-14)·1 3 C NMR (150
MHz,Pyr-d5)δC:21 6·5 (s,C-4),15 6·7 (s,

C-4́ ),153·5 (s,C- 8́ ),15 1·3 (s,C- 6́ ),

138·0 (s,C- 2́ ),1 1 6·7 (s,C- 5́ ),56·0 (d,

C-1),53·3 (d,C-5),49·0 (d,C-1 1),47·2
(t,C-12),43·2 (d,C-2),40·4 (t,C- 6),

40·3 (t,C-3),39·2 (s,C-13),35·7 (d,C-
8),34·0 (q,C-15),27·4 (t,C-10),26·7 (q,

C-14),26·5 (t,C-9),16·5 (q,C-7)。以上

数据与文献 [9]对照基本一致,因此将化合物 1 鉴

定为 6 - (1́ - purine- 6́ ,8́ - dionyl) suberos﹣
anone。

  化合物 2:白色粉末;ESI-MSm/z 223 [M-
H]-;1 H NMR (600 MHz,DMSO)δ H:8·08
(1H,s,H-2),4·57 (2H,t,J = 6·5 Hz,H-
1́ ),3·21 (2H, t,J = 6·5Hz, H - 2́ ),2·02
(3H,s,H-4́ );1 3 C NMR (150 MHz,CD3 OD)

δC:206·3 (s,C-3́ ),15 7·4 (s,C-6),153·5
(s,C-8),15 1·5 (s,C-4),143·4 (d,C-2),

107·8 (s,C-5),44·1 (t,C-2́ ),42·2 (t,C-
1́ ),30·0 (q,C-4́ )。以上数据与文献 [9]对照

基本一致,因此将化合物2 鉴定 1- (3́ -carbonyl﹣
butyl)purine-6,8-dione。

  化合物 3:白色针状结晶;ESI-MS m/z 2 50
[M- H]-;1 H NMR (600 MHz,CD3 OD)δ H:

8·18 (1H,s,H - 2),8·31 (1H, s,H - 8),

6·43 (1H,m,H- 1́ ),4·07 (1H,m,H-3́ ),

3·83 (1H,t,H- 4́ ),3·74 (2H,m,H- 5́ ),

2·80 (1H,m,H-2́ ),2·41 (1H,m,H-2〞),

7·39 (s,-NH 2);1 3 C NMR (150 MHz,CD3 OD)

δC:157·5 (s,C- 6),153·5 (s,C-4),148·7
(s,C-2),139·5 (d,C-8),1 1 9·2 (d,C-5),

89·9 (d,C-4́ ),87·1 (d,C-1́ ),73·0 (d,C-
3́ ),63·6 (t,C- 5́ ),41·5 (t,C- 2́ )。以上数
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据与文献 [10]对照基本一致,因此将化合物 3 鉴

定为腺嘌呤脱氧核苷。

  化合物 4:黄白色晶体粉末;ESI-MSm/z 1 3 5
[M- H]+;1 H NMR (600 MHz,CD3 OD)δ H:

8·27 (1H,s,H-3),8·01 (1H,s,H-8);1 3 C
NMR (CD3 OD,150 MHz)δ C:158·2 (s,C-1),

15 5·2 (s,C- 5),148·2 (s,C- 3),145·8 (d,

C-8),124·6 (s,C-6)。以上数据与文献 [11]
对照基本一致,因此将化合物4 鉴定为次黄嘌呤。

  化合物 5:无色针状固体;ESI-MS m/z 1 50
[M+ H]+;1 H NMR (600 MHz,DMSO)δ H:

8·18 (1H,s,H - 2),8·05 (1H, s,H - 8),

7·8l,7·77 (2H, s,NH 2 - 6), 3·40 (3H, s,

NCH 3 - 7); 1 3 C NMR (150 MHz,DMSO)δ C:

154·7 (s,C- 6),152·5 (s,C- 2),150·3 (s,

C-4), 139·0 (d,C - 8), 1 18·2 (d,C - 5),

36·8 (q,C-7)。以上数据与文献 [12]对照基本

一致,因此将化合物5 鉴定为 7-甲基腺嘌呤。

  化合物 6:白色粉末;EI-MS m/z 243 [M-
H]+;1 H NMR (600 MHz,CD3 OD)δ H:1·88
(3H,5 - CH 3),2·22 (2H,m,H - 2́ ),3·72
(2H,m,H-5́ ),3·80 (1H,m,H-4́ ),4·39
(1H,m,H-3́ ),6·28 (1H,t,J = 6·6 Hz,H
-1́ ),7·81 (1H,s,H-6),1 1·71 (1H,s);1 3 C
NMR (150 MHz,CD3 OD)δ C:12·4 (5 -CH 3),

41·2 (t,C-2́ ),62·8 (t,C-5́ ),72·2 (d,C-
3́ ),86·2 (d,C- 4́ ),88·8 (d,C- 1́ ),1 1 1·5
(d,C-1),138·1 (s,C-6),15 1·3 (s,C-2),

164·8 (s,C-5)。将数据与文献 [13]对照,发现

以上数据与文献记载基本相符,因此鉴定出化合物6
为胸腺嘧啶脱氧核苷。

  化合物 7:白色粉末;ESI-MSm/z 22 7 [M-
H]+;1 H NMR (600 MHz,CD3 OD)δ H:11·29
(1H,s),7·96 (1H,d,J = 7·8 Hz),6·26 (1H,

t,J = 6·6 Hz),5·69 (1H,d,J = 8·4 Hz),

4·38 (1H,m),3·76 (1H,m),3·70 (1H,m),

2·1 9 (1H,m);1 3 C NMR (150MHz,CD3 OD)δ
C:163·7 (s,C-1),153·2 (s,C-3),142·3 (d,

C-5),101·3 (d,C-4),89·6 (d,C-1́ ),86·8
(d,C-4́ ),72·7 (d,C-3́ ),61·5 (t,C-5́ ),

42·5 (t,C-2́ )。以上数据与文献 [14,1 5]对照

基本一致,因此将化合物7 鉴定为尿嘧啶脱氧核苷。

2.3 化合物对骨肉瘤细胞 U2OS 增长的抑制作用

  不同浓度的化合物 1 和2 处理骨肉瘤细胞U2 OS
72 h 后,与阴性对照组相比,对骨肉瘤细胞 U2 OS 的

繁殖均有不同程度的抑制作用,其中化合物 1 的抑制

范围为 2 7.14%~84.37% (P <0.05),化合物2 的

抑制范围为 34.70%~71.95% (P <0.05),化合物

1 和2 均呈现良好的剂量对应关系。经过 SPSS 软件

数据后,得出化合物 1 和2 的 IC5 0值分别为 1 3.3 μg/

mL 和 50.0 μg/mL。

3 结论

  本研究对采自广西涠洲岛海域的小月柳珊瑚中

生物碱类化学成分进行了研究,从中获得了 7 个生物

碱类化合物,分别为 6-(1́-purine-6́ ,8́-dionyl)sub﹣
erosanone、1-(3́-carbonylbutyl)purine-6,8-dione、腺
嘌呤脱氧核苷、次黄嘌呤、7-甲基腺嘌呤、胸腺嘧啶脱

氧核苷、尿嘧啶脱氧核苷。目前使用的抗骨肉瘤化疗

药物毒副作用严重,并且许多患者对其不敏感,严重

影响了骨肉瘤的治疗效果,因此开发新的抗骨肉瘤药

物变得极为迫切[1 6]。化合物 1 和 2 对骨肉瘤 U2 OS
细胞增殖有中等的抑制活性,有进一步研究价值和

意义。
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