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大别山五针松松针中二萜成分及其蛋白酪氨酸磷酸酶 1B抑制活性研究 

李  明    胡长玲    韩  晗    熊  娟    胡金锋* 

(复旦大学药学院  天然药物化学教研室  上海 201203) 

摘要  从濒危植物大别山五针松(Pinus dabeshanensis)松针(干重仅 30 g)的 90%甲醇提取物中分离得到 10个二萜类化合

物, 其中新化合物 dabeshanensin L (1)的结构是通过运用 1D/2D NMR 等波谱手段进行确证的. 体外活性测试结果表明

化合物 isopimara-7-en-18-oic acid (4)、trans-abienol (6)和 lambertianic acid (8)对蛋白酪氨酸磷酸酶 1B (PTP1B)有显著的

抑制作用, 其 IC50值在 14.6～37.7 µmol/L 之间.  
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Diterpenoids from the Needles of the Endangered Plant Pinus 
dabeshanensis and Their Protein Tyrosine Phosphatase 1B 

Inhibitory Effects 

Li, Ming    Hu, Changlin    Han, Han    Xiong, Juan    Hu, Jinfeng* 
(Department of Natural Products Chemistry, School of Pharmacy, Fudan University, Shanghai 201203) 

Abstract  One new, dabeshanensin L (1), and nine known diterpenoids with diverse structures were isolated from the 90% 
MeOH extract of the needles (30 g dried mass-limited samples) of Pinus dabeshanensis, an endangered conifer listed in the 
China Plant Red Data Book (CPRDB). The new structure was established by detailed analysis of its spectroscopic data (IR, 
1D/2D NMR, HRMS). Among the isolates, isopimara-7-en-18-oic acid (4), trans-abienol (6), and lambertianic acid (8) showed 
significant inhibitory activities against the human protein tyrosine phosphatase 1B (PTP1B) enzyme, a key target for the treat-
ment of type-II diabetes and obesity, with IC50 values ranging from 14.6 to 37.7 µmol/L. 
Keywords  endangered plant; Pinus dabeshanensis; diterpenoids; dabeshanensin L; PTP1B inhibition   

 

近来, 统计表明源于珍稀濒危植物中的天然产物的

成药性远高于一般植物的平均水平[1,2]. 松科(Pinaceae)

是能产生药物的主要植物科属之一[2]. 该科全球共有 10

属 230 余种, 我国有 10 属 113 种 29 变种, 其中包括大

别山五针松(Pinus dabeshanensis Cheng et Law)在内的

39 种作为濒危植物被《中国植物红皮书》收载[3～6]. 大

别山五针松是我国特有常绿乔木, 属于国家二级保护植

物[5], 主要分布于湖北和安徽交界的大别山地区. 本

课题组前期已从大别山五针松自然脱落的树皮(干重

180 g)中分离得到 39 个不同类型的二萜化合物, 并发现

部分化合物具有显著的蛋白酪氨酸磷酸酶 1B (PTP1B)

的抑制活性[6]. 为了进一步发现 PTP1B 天然小分子抑制

剂, 我们对少量大别山五针松松针的 90%甲醇提取物进

行相同的生物活性测试, 发现该粗提物也具有一定的

PTP1B 抑制活性(IC50＝37.9±4.49 µg/mL). 通过运用多

种现代色谱分离手段, 从该提取物中分离得到 1 个新的

(1)和 9 个不同结构类型的已知二萜类化合物 2～10(图

1). 本文主要报道这些化合物的提取分离、结构鉴定以

及 PTP1B 抑制活性测试结果.  

1  结果与讨论 

通过运用硅胶、Sephadex LH-20 凝胶和半制备型

HPLC 等色谱分离纯化手段, 从大别山五针松(P. dabe-

shanensis)松针(干重 30 g)的 90%甲醇提取物中共分离得 



   
Chinese Journal of Organic Chemistry NOTE  

 
Chin. J. Org. Chem. 2017, 37, 1860～1863 © 2017 Chinese Chemical Society & SIOC, CAS http://sioc-journal.cn/     1861 

HOOC

O

HOOC HOOC

8

3 4

HOOC H

1 15

2 9(11)

HOOC

O

5

HOOC

O

R2

9 R1 = = O, R2 = OH

10 R1 = OH, R2 = = O

R1

R3

R2

6 R1 = H, R2 = CH3, R3 = OH

7 R1 = OH, R2,R3 = = CH2

R1

1

3 4
5

8
9

10

11
12

13

14

15
17

16

18 19

20

6
7

2

H H

H H

H
H

H H

H

 
图 1  化合物 1～10 的结构 

Figure 1  Chemical structures of compounds 1～10 

到 10 个二萜类化合物(图 1). 通过对比文献以及分析其

理化数据, 其中 9 个已知二萜化合物分别被鉴定为 7- 

callitrisic acid (2)[7]、abieta-7,13-diene-18-oic acid (3)[7～9]、

isopimara-7-en-18-oic acid (4)[10,11]、8(14)-podocarpen-13- 

on-18-oic acid (5)[12]、trans-abienol (6)[13]、3β-hydroxy- 

12,13E-biformen (7)[14]、lambertianic acid (8)[15～17]、16ξ- 

hydroxpinusolidic acid (9)[15]、15ξ-hydroxpinusolidic acid 

(10)[15]. 

化合物 1为无色油状物, 根据其HR-ESIMS(准分子

离子峰质荷比为 m/z 301.2164 [M＋H]＋ , 计算值为

301.2162)推断它的分子式为 C20H28O4, 并得到其 13C 

NMR 数据的佐证. 该分子式表明化合物 1 的结构中有 7

个不饱和度. 在其 IR 光谱中, 1722、1693 和 1633 cm－1

处吸收带显示 1 的结构中存在羧基和双键等官能团. 分

析其 1H NMR 数据, 推断 1 的结构中有 3 个单峰甲基[δH 

1.93 (s, Me-17), 1.27 (s, Me-19), 0.84 (s, Me-20)], 4 个烯

氢[δH 6.16 (s, H-14), 5.59 (br d, J＝4.0 Hz, H-12), 5.04 (br 

s, H-16a), 4.92 (br s, H-16b)]. 其 13C NMR 谱中有 20 个

碳信号, 可归属为 3 个甲基, 7 个亚甲基(包含 1 个在 δC 

111.2 的末端双键上的亚甲基碳), 4 个次甲基(包 2 个含

分别在 δC 124.5 和 127.0 的双键次甲基碳), 5 个季碳(包

含 3 个分别在 δC 135.8、136.4 和 143.2 的双键季碳)和 1

个羧基碳(δC 183.9). 以上数据表明化合物 1 和从长苞冷

杉 Abies georgei 中分离得到的松香烷型二萜化合物

7-callitrisic acid (2)[7]的结构非常相似, 区别仅在于化合

物 1 中的 Me-17 由双重峰变为一个宽单峰, 并且化学位

移明显向低场移动, 说明化合物 1与 2相比多出一个Δ15

末端双键, 而 Δ9(11)双键消失. 这可以从化合物 1 的
1H-1H COSY 谱中 H(9)-H2(11)-H(12)自旋偶合体系的存

在得到确证. 另外 HMBC(图 2)谱中 Me-17 与 C-15 和

C-16 的相关以及 Me-20/H-14 与 C-9 的相关进一步证实

了上述对于 1 的结构推断. 化合物 1 的相对构型是通过

分析相关质子的偶合常数以及 NOESY 谱得到确定的. 

H-5 和 H-9 均具有大的偶合常数 (JH-5,6β＝13.2 Hz,  

JH-9,11β＝14.8 Hz)表明这两个质子都处于直立键 . 在

NOESY(图 3)谱中, Me-19/Me-20 和 H-5/H-9 的 NOE 相

关表明 Me-19 和 Me-20 都为 β构型. 因此, 化合物 1 被

鉴定为 abieta-8(14),12,15-trien-18-oic acid.  

HOOC

HMBCCOSY H C  

图 2  化合物 1 主要 COSY 和 HMBC 相关 
Figure 2  Key COSY and HMBC correlations of compound 1 
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图 3  化合物 1 的关键 NOE 相关 
Figure 3  Key NOE correlations of 1. 

对所分离得到的 10 个二萜类化合物均进行了

PTP1B 抑制活性评价, 结果如表 1 所示. 在实验中, 以

齐墩果酸(IC50＝3.3 µmol/L)作为阳性对照 [6,18]. 其中, 

异海松烷型二萜化合物 isopimara-7-en-18-oic acid (4)和

半日花烷型二萜 trans-abienol (6)均为首次报道具有

PTP1B 抑制活性, 其 IC50值分别为 14.6 和 37.7 µmol/L. 

而半日花烷型二萜化合物 lambertianic acid (8)的活性

(IC50＝22.2 µmol/L)与文献报导类似[19]. 其余化合物没

活性(IC50＞100 µmol/L). 研究结果说明这些活性二萜

化合物在治疗和预防 II 型糖尿病、肥胖症及其它由

PTP1B 介导的疾病中具有一定的潜在应用价值.  

2  实验部分 

2.1  仪器与试剂 

比旋光采用 Rudolph Autopol VI 旋光仪测定; 紫外 
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表 1  PTP1B 抑制活性的测试结果 
Table 1  Inhibitory effects on PTP1B enzyme 

Compound IC50
a/(µmol·L－1) 

4 14.6±0.98 
6 37.7±2.68 
8 22.2±0.82 

Oleanolic acid 3.3±0.24 
a Values are expressed as mean±SD of three replicates. 

和红外分别采用日立 U-2900E 双光束分光光度仪和

Thermo Scientific Nicolet iS5 傅里叶变换红外光谱仪测

定; 核磁共振谱采用 Bruker Avance III 400 MHz 核磁共

振仪测定, 化学位移以残余溶剂峰作为参照; 低分辨质

谱采用Agilent 1100 series质谱仪测定, 高分辨质谱采用

Agilent Technologies 6224 TOF LC/MS 质谱仪测定, 半

制备型高效液相色谱仪为 Waters e2695 系列, 配备

Waters 2998 PDA 检测器和 Waters 2424 ELSD 检测器, 

半制备型色谱柱为 SunFire ODS column (5 μm, 250 

mm×10 mm; 流速: 3.0 mL/min); 正相柱层析硅胶规格

为 200～300 目(烟台牟平区康必诺化学试剂厂和青岛海

洋化工厂分厂); 薄层层析板(TLC)规格为 GF254/0.25 

mm(烟台牟平区康必诺化学试剂厂); 凝胶色谱填料为

Sephadex LH-20 (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Upp-

sala, Sweden); 分析纯溶剂甲醇、乙酸乙酯、氯仿、石

油醚等购自于上海化学试剂公司, 色谱级甲醇和乙腈等

从北京百灵威科技有限公司采购 , 氘代试剂由

Sigma-Aldrich生产; 薄层层析显色剂为体积分数为10%

的 H2SO4乙醇溶液(120 ℃烘烤).  

大别山五针松(P. dabeshanensis)松针于 2012 年 12

月由湖北省英山县桃花冲林场肖保同先生协助采集, 该

植物经由湖北省英山县林业局徐练先生鉴定. 标本存于

复旦大学药学院天然药化教研室(标本编号: 20121215).  

2.2  提取与分离 

取大别山五针松松针 30 g(干重), 粉碎后用体积分

数为 90%甲醇室温浸提 5 次, 合并提取液后减压浓缩, 

得到7.0 g(半干)棕色浸膏. 该浸膏经100～200目硅胶柱

分离, 以 V(石油醚)∶V(乙酸乙酯)＝30∶1～0∶1 进行

梯度洗脱, 得到 5 个组分(Fr.A～Fr.E). 组分 Fr.A (160 

mg)经半制备型HPLC进一步分离, 以91%(体积比)的甲

醇/水(含 0.05% TFA, 流速: 3 mL/min)进行等度洗脱, 得

到化合物 4 (7.0 mg, tR＝22.5 min)和 8 (50.0 mg, tR＝12.1 

min). 组分 Fr.B (78 mg)经半制备型 HPLC 进一步分离, 

以 91%(体积比)的甲醇 /水(含 0.05% TFA, 流速 : 3 

mL/min)进行等度洗脱, 得到化合物 1 (4.0 mg, tR＝21.6 

min)和 3 (3.0 mg, tR＝23.8 min). 化合物 6 (5.2 mg, tR＝

26.6 min)和 7 (5.8 mg, tR＝31.2 min)由组分 Fr.C (70 mg)

通过半制备型 HPLC 进一步分离, 以 87%(体积比)的乙

腈/水(含 0.05% TFA, 流速: mL/min)等度洗脱得到. 组

分 Fr.D (250 mg)通过凝胶柱 Sephadex LH-20 柱层析(甲

醇)得到化合物 2 (5.6 mg)和 10 (6.0 mg). 化合物 5 (2.6 

mg, tR＝12.0 min)和 9 (3.4 mg, tR＝30.0 min)则由组分

Fr.E (85 mg)经半制备 HPLC 进一步分离, 以 65%(体积

比)的甲 醇/水(含0.05% TFA, 流速: 3 mL/min)等度洗脱

而分离得到.  

Abieta-8(14),12,15-trien-18-oic acid (Dabeshanensin 

L, 1): 无色油状物; [α]D
20＋15.0 (c 0.1, CHCl3); UV 

(MeOH) λmax [log ε/(L·mol－1·cm－1)]: 273 (1.21) nm; 1H 

NMR (CDCl3, 400 MHz) δ: 1.92～1.96 (m, H-1a), 1.18～

1.22 (m, H-1b), 1.60～1.64 (m, H2-2), 1.83～1.87 (m, 

H-3a), 1.70 (br. d, J＝13.2 Hz, H-3b), 2.08 (br. d, J＝13.2 

Hz, H-5), 1.78～1.82 (m, H-6a), 1.22～1.26 (m, H-6b), 

2.06 (br. d, J＝13.2 Hz, H-7a), 1.94～1.98 (m, H-7b), 2.50 

(br. d, J＝14.8 Hz, H-9), 2.14～2.18 (m, H-11a), 1.87～

1.91 (m, H-11b), 5.59 (br. d, J＝4.0 Hz, H-12), 6.16 (s, 

H-14), 5.04 (s, H-16a), 4.92 (s, H-16b), 1.93 (s, Me-17), 

1.27 (s, Me-19), 0.84 (s, Me-20); 13C NMR (CDCl3, 100 

MHz) δ: 38.2 (C-1), 18.0 (C-2), 37.2 (C-3), 46.2 (C-4), 

44.7 (C-5), 22.1 (C-6), 26.2 (C-7), 135.8 (C-8), 50.3 (C-9), 

34.4 (C-10), 26.0 (C-11), 124.5 (C-12), 136.4 (C-13), 

127.0 (C-14), 143.2 (C-15), 111.2 (C-16), 20.5 (C-17), 

183.9 (C-18), 16.8 (C-19), 14.0 (C-20); IR (KBr) νmax: 

2926, 2845, 1722, 1664, 1452, 1442, 1386, 1216, 1024, 

876 cm－1; (＋) ESIMS m/z: 301 [M＋H]＋; HR-ESI-MS 

calcd for C20H29O2 [M＋H]＋ 301.2162, found 301.2164. 

2.3  蛋白酪氨酸磷酸酶 1B (PTP1B)抑制活性测试 

试验方法: 简而言之[20], 利用分子生物学手段在大

肠杆菌系统表达人源蛋白质酪氨酸磷酸酯酶 1B 

(hPTP1B)催化结构域, 经纯化后的 hPTP1B 重组蛋白能

水解底物 para-Nitrophenyl Phosphate (p-NPP)的磷脂键, 

生成的脱磷酸产物 p-NP在波长 405 nm处有很强的光吸

收, 因此可通过直接检测 405 nm 处光吸收的变化来观

测酶活性的变化以及化合物对酶活性的抑制情况. 初筛

选择化合物 1～10 浓度为 100 µmol/L 时对 PTP1B 酶活

性的百分抑制率进行考察, 实验结果表明化合物 4 和 8

抑制率高于 85%, 化合物 6 抑制率高于 60%. 进一步测

定 IC50值, 样品临用前溶于 DMSO 配成合适浓度, 3 倍

稀释, 7 个稀释度, 三复孔, 取 2 µL 样品溶液加入到标

准测活体系中 [30 nmol/L GST-hPTP1B、 2 mmol/L 

p-NPP、pH 6.5、50 mmol/L 3-吗啉丙磺酸(MOPS)、2 

mmol/L DTT, 1 mmol/L EDTA, 2% DMSO]. 反应温度为

30 ℃, 在 VERSAmax上动态测量 405 nm 处光吸收, 时

间为 3 min, 其动力学曲线一级反应的斜率作为酶的活
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性指标. 以相对活性对化合物浓度作图, 经公式 ν/ν0＝

100/(1＋b[I]/IC50], 拟合得到 IC50 值. 实验重复三次, 结

果取三次平均值, 阳性对照为齐墩果酸(oleanolic acid, 

纯度≥98%), IC50值为 3.3 µmol/L.  

 

辅助材料(Supporting Information)  新化合物 1 的

1D/2D NMR 谱图、高分辨质谱谱图. 这些材料可以免费

从本刊网站(http://sioc-journal.cn/)上下载. 
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