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牛筋果茎中一个新的异戊烯基异黄酮类化合物 
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摘要  综合运用硅胶柱色谱、ODS 柱色谱、Sephadex LH-20 凝胶柱色谱以及制备型高效液相色谱(HPLC)等色谱分离

手段, 对苦木科牛筋果属植物牛筋果 Harrisonia perforata 茎中的化学成分进行了研究, 从其茎的 95%乙醇提取物中分

离得到了 8个异戊烯基异黄酮类化合物, 采用多种波谱鉴定方法确定了这些分离得到化合物的化学结构, 其中化合物 1
为 1 个新的异戊烯基异黄酮类化合物, 化合物 2～8 为从牛筋果属植物中分离得到的化合物. 化合物 1～8 体外抑制肿

瘤细胞生长的活性评价结果表明, 它们对五种肿瘤细胞株(HL-60、A549、SMMC-7721、MCF-7 和 SW480)均具有较为

显著的体外生长抑制活性, 抑制肿瘤细胞生长的活性的 IC50 范围为(0.38±0.03)～(31.68±0.21) μmol/L, 抑制肿瘤细胞

生长的活性与抗肿瘤阳性对照药顺铂的抑制活性相当. 
关键词  牛筋果属; 牛筋果; 异戊烯基异黄酮; 抑制肿瘤细胞生长活性 

A New Prenylated Isoflavone from the Stems of Harrisonia perforata 

Shen, Zhangyang†,a    Li, Yujie†,a    Zhao, Yimenga    Deng, Yayuana    Guo, Yawena    
Wang, Yua    Liu, Yanping*,a,b,c    Fu, Yanhui*,a,b,c  

(a Key Laboratory of Tropical Medicinal Resource Chemistry of Ministry of Education,  
Hainan Normal University, Haikou 571127) 

(b Engineering Research Center for Industrialization of Southern Medicinal Plants Resources of  
Hainan Province, Hainan Normal University, Haikou 571127) 

(c Key Laboratory of Research and Development of Tropical Fruits and Vegetables of Haikou City,  
Hainan Normal University, Haikou 571127) 

Abstract  A new prenylated isoflavone, harriperforine (1), as well as seven known analogues, was isolated and characterized 
from the stems of Harrisonia perforata. Their chemical structures were unambiguously elucidated based on spectroscopic 
analyses. All known compounds 2～8 were isolated from the genus Harrisonia for the first time. The growth inhibitory activi-
ties against five cancer cell lines (HL-60, A549, SMMC-7721, MCF-7 and SW480) of compounds 1～8 were evaluated. As a 
result, compounds 1～8 displayed remarkable inhibitory activities with IC50 values ranging from (0.38±0.03) μmol/L to 
(31.68±0.21) μmol/L, which were comparable to those of cisplatin. 
Keywords  Harrisonia; H. perforata; prenylated isoflavone; tumor cell growth inhibitory activities 

 
异戊烯基异黄酮类化合物是一类非常重要的异黄

酮衍生物, 其特点是在异黄酮母核的碳原子位置上存在

一个或者多个异戊烯基取代, 结构复杂多样, 且大多具

有显著的生物活性, 如抗肿瘤、抗炎、抗菌、抗疟、抗

氧化以及蛋白酪氨酸磷酸酶 1B 抑制等多种生物活性, 
正成为天然产物化学研究的热点之一[1-6]. 苦木科(Sima- 
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roubaceae)牛筋果属(Harrisonia)植物全世界有 4 种, 分
布于非洲热带、亚洲和大洋洲[7]. 牛筋果属植物因富含

结构复杂多变的苦木素类和柠檬苦素类化合物而受到

国内外研究工作者的广泛关注, 截至目前为止, 已经从

牛筋果属植物中分离得到了如柠檬苦素类、苦木苦素

类、色原酮类、聚酮类、苯并吡喃类以及苯乙酮类等多

种结构类型的化合物, 这些被分离得到的化合物表现出

了广泛而多样生物活性, 如抗肿瘤活性、抗炎活性、抗

菌活性、神经保护活性、抗疟活性、抗病毒活性以及 11β-
羟基类固醇脱氢酶 1 抑制活性等多种生物活性[8-20]. 在
我国分布的牛筋果属植物仅有 1 种, 即牛筋果 H. per-
forata, 分布于海南、广东及福建等省南部地区. 本课题

组一直致力于从具有海南特色的热带药用植物中发现

新的抗肿瘤活性物质, 本课题组在前期研究中发现牛筋

果茎的 95%乙醇提取物对人肝癌细胞株 SMMC-7721 和

人乳腺癌细胞株 MCF-7 的生长抑制活性的 IC50 值分别

为(8.26±0.12)和(12.68±0.16) μg/mL. 为了进一步探明

牛筋果茎抗肿瘤的药效物质基础, 发现结构新颖、活性

显著的抗肿瘤活性物质, 本研究对牛筋果茎的 95%乙醇

提取物中的化学成分进行了研究, 分离得到了 8 个异戊

烯基异黄酮类化合物, 分别鉴定为 harriperforine (1)、
4'-O-methylerythrinin C (2)、erythrinin D (3)、erythrinin E 
(4)、5,3′,4′-trihydroxy-6″,6″-dimethylpyrano[2″,3″:7,6]iso- 
flavone (5)、norisojamicin (6)、5,3',4'-trihydroxy-2",2"-di- 
methylpyrano(5",6":7,8)isoflavone (7)和 5,3'-dihydroxy-4'- 
methoxy-2'',2''-dimethylpyrano(5'',6'':8,7)isoflavone (8). 
其中化合物 1 为 1 个新的异戊烯基异黄酮类化合物, 化
合物 2～8 为首次从牛筋果属植物中分离得到的化合物, 
分离得到化合物的化学结构如图 1 所示. 此外, 本研究

对化合物 1～8 体外抑制肿瘤细胞生长的活性进行了评

价, 结果表明化合物 1～8 对 HL-60、A549、SMMC- 
7721、MCF-7 和 SW480 等五种人肿瘤细胞株均表现出

了较为显著的生长抑制活性. 本文旨在报道这些化合物

的提取与分离、结构鉴定以及它们抑制肿瘤细胞生长的

活性.   

1  结果与讨论 

化合物 1 为淡黄色无定形粉末; 比旋光度[ 25
D[ ]α 为

－86.9 (c 0.13, CH3OH); 化合物 1 的HR-ESI-MS 给出其

准分子离子峰[M＋H]＋的 m/z 为 385.1283 (calcd for 
C21H21O7 385.1282), 可确定化合物 1 的分子式为

C21H20O7, 不饱和度为 12; 在化合物 1的UV光谱中, 最
大吸收峰λmax (log ε)分别在 232, 268 和 342 nm, 提示化

合物 1 为一个异黄酮类化合物[15]. 在化合物 1 的 IR 光

谱中显示出了羟基(3402 cm－1)、共轭羰基(1641 cm－1)、
苯环和双键(1598, 1509 和 1462 cm－1)以及甲基(1380  
cm－1)的特征吸收峰. 在化合物 1 的 1H NMR 谱中, 低场

区一个尖锐的、化学位移为 δH 13.12 (s, 5-OH, 1H)的单

峰氢信号的存在提示化合物 1 的化学结构中含有 1 个羟

基基团; 低场区两个尖锐的、化学位移为 δH 7.86 (s, H-2, 
1H)和 6.38 (s, H-8, 1H)的单峰氢信号的存在提示化合物

1 的化学结构中存在 1 个三取代双键和 1 个五取代苯环; 
低场区一组相互耦合的、化学位移为 δH 7.10 (d, J＝1.8 
Hz, H-2', 1H), 7.06 (dd, J＝8.0, 1.8 Hz, H-6', 1H)和 6.93 
(d, J＝8.0 Hz, H-5', 1H)的氢信号的存在提示化合物 1 的

化学结构中存在 1 个 ABX 耦合系统. 高场区三个尖锐

的、化学位移为 δH 3.93 (s, 4'-OCH3, 3H), 1.37 (s, H-4'', 
3H)和 1.25 (s, H-5'', 3H)的单峰氢信号的存在提示化合

物 1 的化学结构中存在 1 个甲氧基团和 2 个甲基基团. 
此外, 高场区一组相互耦合的、化学位移为 δH 4.80 (dd,   

 
图 1  化合物 1～8 的化学结构   

Figure 1  Chemical structures of compounds 1～8 
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J＝9.3, 8.0 Hz, 1H), 3.21 (dd, J＝15.6, 9.3 Hz, 1H)和 3.12 
(dd, J＝15.6, 8.0 Hz, 1H)的氢信号的存在提示化合物 1
的化学结构中存在 1 个亚甲基和 1 个次甲基直接相连的

自旋耦合体系. 化合物 1 的 13C NMR 和 DEPT (Distor-
tionless Enhancement by Polarization Transfer)谱数据(表
1)提示化合物 1 的化学结构中含有 21 个碳, 其中包括

15 个 sp2杂化碳、1 个 sp3杂化季碳、1 个 sp3杂化次甲

基碳、1 个 sp3杂化亚甲基碳、1 个甲氧基碳以及 2 个甲

基碳. 15 个 sp2杂化碳可以进一步被归属于 2 个苯环、1
个双键以及 1 个酮羰基. 上述波谱数据与文献中报道的

已知化合物 4'-O-methylerythrinin C (2)的波谱数据极其

相似, 提示化合物1与4'-O-methylerythrinin C (2)具有极

其相似的化学结构 [21]. 仔细比较化合物 1 与化合物

4'-O-methylerythrinin C (2)的波谱数据可以发现, 它们

化学结构的主要区别在于在化合物 4'-O-methylerythri- 
nin C (2)的 C-3'上的取代基是 1 个氢原子, 而在化合物 1
的 C-3'上的取代基为 1 个羟基, 以上推断可以进一步被

一组相互耦合的化学位移为 δH 7.10 (d, J＝1.8 Hz, H-2', 
1H), 7.06 (dd, J＝8.0, 1.8 Hz, H-6', 1H), 6.93 (d, J＝8.0 
Hz, H-5', 1H)的氢信号构成 ABX 耦合系统的出现, H-2'
与 C-3 (δC 123.4), C-1' (δC 123.9), C-3' (δC 145.7), C-4' (δC 
146.8)和 C-6' (δC 121.0)的 HMBC 相关, H-5'与 C-1', C-3', 
C-4'和 C-6'的 HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Cor-
relation)相关, H-6'与 C-3、C-1'、C-2' (δC 115.1)和 C-4'
的 HMBC 相关, 以及 4'-OCH3与 H-5'的 ROESY 相关所

证实. 详细的 2D NMR 波谱[包括 HSQC (Heteronuclear 
Single Quantum Coherence)、HMBC、1H-1H COSY 和

ROESY (Rotating Frame Overhauser Effect Spectroscopy)
谱]分析进一步确证了化合物 1 的平面结构, 如图 2 所

示. 考虑到化合物 1 仅含有一个位于 C-2''的手性中心, 
并且它的比旋光度 25

D[ ]α －86.9 (c 0.13, CH3OH)通过与

具有类似手性结构并已确定了绝对构型的化合物

luteone metabolite BC-I 的比旋光度 23
D[ ]α －100.0 (c 0.11, 

CH3OH)进行比较[22-23], 可以看出化合物 1 与 luteone 
metabolite BC-I 具有极其相似的比旋光活性, 考虑到

luteone metabolite BC-I 的化学结构中手性中心(C-2'')的

绝对构型均为 R, 因此化合物 1 的 C-2''的绝对构型可以

被归属为 R. 为了进一步证实化合物 1 中 C-2''的绝对构

型, 通过 GAUSSIAN 09 程序在 B3LYP/6-311 G(d,p)水
平上使用 TDDFT 方法对异构体(2''R)-1 的 ECD (Elec-
tronic Circular Dichroism)光谱进行了计算, 进一步比较

化合物 1 的实验 ECD 光谱与异构体(2''R)-1 的计算 ECD
光谱, 结果表明它们是非常吻合的, 如图 3 所示, 进一

步证实化合物 1 中 C-2''的绝对构型为 R. 至此, 确定了

新化合物 1 的化学结构及其绝对构型, 如图 1 所示, 并
将新化合物 1 命名为牛筋果异黄酮. 

表 1  化合物牛筋果异黄酮(1)的 1H NMR 和 13C NMR 波谱数

据   
Table 1  1H NMR and 13C NMR spectral data of harriperforine 
(1) 

Position δHa δCb 
2 7.86 (s, 1H) 152.7 d 
3  123.4 s 
4  180.9 s 
4a  106.6 s 
5  157.2 s 
6  109.2 s 
7  166.0 s 
8 6.38 (s, 1H) 88.9 d 
8a  158.2 s 
1'  123.9 s 
2' 7.10 (d, J＝1.8 Hz, 1H) 115.1 d 
3'  145.7 s 
4'  146.8 s 
5' 6.93 (d, J＝8.0 Hz, 1H) 110.7 d 
6' 7.06 (dd, J＝8.0, 1.8 Hz, 1H) 121.0 d 
1''α 3.21 (dd, J＝15.6, 9.3 Hz, 1H) 26.8 t 
1''β 3.12 (dd, J＝15.6, 8.0 Hz, 1H)  
2'' 4.80 (dd, J＝9.3, 8.0 Hz, 1H) 91.8 d 
3''  71.9 s 
4'' 1.37 (s, 3H) 25.8 q 
5'' 1.25 (s, 3H) 23.9 q 
5-OH 13.12 (s, 1H)  
4'-OCH3 3.93 (s, 3H) 56.0 q 

a Measured at 400 MHz in CDCl3; b Measured at 100 MHz in CDCl3. 

除分离鉴定的新异戊烯基异黄酮类化合物 1 以外, 
本研究中同时分离得到了7个已知的异戊烯基异黄酮类  

 

图 2  化合物牛筋果异黄酮(1)的选择性的 2D NMR 相关 
Figure 2  Selected 2D NMR correlations for harriperforine (1) 
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图 3  化合物牛筋果异黄酮(1)的实验 ECD 光谱和计算 ECD 光谱   
Figure 3  Experimental and calculated ECD spectra for harriperforine (1) 

化合物, 经波谱分析并与文献中报道的相应化合物的波

谱数据进行比较, 将这 7 个已知的异戊烯基异黄酮类化

合物 2～8 分别鉴定为 4'-O-methylerythrinin C (2)[21]、

erythrinin D (3)[24]、erythrinin E (4)[24]、5,3',4'-trihydroxy- 
6'',6''-dimethyl pyrano[2'',3'':7,6]isoflavone (5)[25]、noriso- 
jamicin (6)[26]、5,3',4'-trihydroxy-2",2"-dimethylpyrano- 
(5",6":7,8)isoflavone (7)[27]和 5,3'-dihydroxy-4'-methoxy- 
2'',2''-dimethylpyrano(5'',6'':8,7)isoflavone (8)[28]. 所有化

合物均为首次从牛筋果属植物中分离得到.  
以 HL-60、A549、SMMC-7721、MCF-7 和 SW480

等五种人肿瘤细胞株为活性评价细胞株, 以顺铂为阳性

对照药物, 采用 MTT 法对分离鉴定的化合物 1～8 的体

外抑制肿瘤细胞生长的活性进行了评价. 活性评价结果

表明化合物 1～8 对这五种人肿瘤细胞株均显示出了显

著的生长抑制活性, 它们抑制肿瘤细胞生长的活性的

IC50范围为(0.38±0.03)～(31.68±0.21) μmol/L, 它们对

这五种人肿瘤细胞株的生长抑制活性与阳性对照药顺

铂的抑制活性相当. 值得关注的是, 绝大多分离鉴定的

化合物对这五种人肿瘤细胞株的生长抑制活性明显优

于阳性对照药物顺铂的生长抑制活性, 化合物 1～8 抑

制肿瘤细胞生长活性的具体数据如表 2 所示. 

2  结论 

综合运用多种色谱分离方法和波谱鉴定技术对苦

木科牛筋果属植物牛筋果茎的 95%乙醇提取物中的化

学成分进行了研究, 共分离鉴定了 8 个异戊烯基异黄酮

类化合物, 其中化合物 1 为 1 个新化合物, 化合物 2～8
为首次从牛筋果属植物中分离鉴定的化合物. 通过计算

化合物ECD的方法确定了新化合物1的绝对构型. 采用

MTT 法对分离得到的化合物 1～8 的体外抑制肿瘤细胞

生长的活性进行了评价, 结果表明分离鉴定的 8 个化合

物对五种选定的人肿瘤细胞株均显示出了显著的生长

抑制活性. 以上这些发现对于发现和开发新的抗肿瘤药

物具有重要意义. 

3  实验部分 

3.1  仪器与试剂 

Bruker AV-400 型超导核磁共振仪(德国 Bruker 有限

公司); Finnigan LCQ Advantange MAX 型质谱仪(美国

Thermo Fisher Scientific 有限公司); Beckman DU640 型 

表 2  化合物 1～8 对五种肿瘤细胞生长的抑制活性 a 
Table 2  Growth inhibitory activities against five cancer cell lines of compounds 1～8 

化合物 
IC50b/(μmol•L－1)  

HL-60 SMMC-7721 A-549 MCF-7 SW480 
1 0.56±0.05  0.48±0.06 0.67±0.04 1.08±0.07  0.38±0.03 
2 3.21±0.10  0.82±0.05 7.32±0.17 1.89±0.11 5.43±0.12 
3 6.58±0.16 12.45±0.20 4.32±0.13 1.68±0.06 0.89±0.04 
4 0.89±0.05 9.42±0.12 6.89±0.11 2.89±0.09 5.85±0.10 
5 4.32±0.08  31.68±0.21 1.68±0.09 0.57±0.04  13.79±0.15 
6 10.35±0.12 6.67±0.09 3.26±0.08 11.83±0.13  0.71±0.05 
7 2.75±0.06 8.47±0.08 14.79±0.13 10.42±0.15 8.53±0.09 
8 0.62±0.03 15.68±0.16 4.25±0.07 6.58±0.06 2.09±0.08 

顺铂 c 1.56±0.08 11.87±0.12 17.28±0.12 22.87±0.16 30.03±0.21 
a All results are expressed as mean＋SD; n＝3 for all groups. b IC50: 50% inhibitory concentration. c Positive control.    
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紫外-可见分光光度仪(美国Beckman Coulter有限公司); 
Bio-Rad FTS-135 型红外光谱仪(美国 Bio-Rad 公司); 
BUCHI Sepacore 型中低压制备色谱(瑞士 BUCHI 有限

公司); Thermo U3000 制备型高效液相色谱仪(美国

Thermo Fisher Scientific 有限公司); 薄层硅胶 GF254 和

柱色谱硅胶(青岛海洋化工有限公司); YMC ODS-AQ 制

备型高效液相色谱柱(5 μm, 20 mm×250 mm, 日本

YMC 株式会社); ODS 柱色谱材料(ODS, 50 μm, 日本

YMC 株式会社); OLYM PUS-IX70 型生物倒置显微镜

(日本Olympus株式会社); Thermo HERAcell 240i型CO2

恒温细胞培养箱(美国 Thermo Fisher Scientific 有限公

司); Tecan Infinite Pro 型全波长多功能酶标仪(瑞士

Tecan 集团公司); BHC-1300B2 型超净工作台(苏州安泰

空气技术有限公司). 噻唑蓝(德国 Merck 公司); 胰蛋白

酶、磷酸盐缓冲液、F12 培养基、胎牛血清和双抗(美国

Thermo Fisher Scientific 有限公司); HL-60、A549、
SMMC-7721、MCF-7 和 SW480 等五种常见人肿瘤细胞

株来源于中国科学院上海细胞库. 其他试剂均为色谱纯

试剂或者分析纯试剂(广东西陇化工股份有限公司). 

3.2  植物标本 

牛筋果茎于 2018 年 06 月采集于海南省昌江县霸王

岭国家森林公园, 经海南师范大学生命科学学院钟琼芯

教授鉴定为苦木科牛筋果属植物牛筋果 H. perforata 的

茎, 凭证标本(No. HAPE20180608)保存于海南师范大学

南药资源产业化关键技术研究海南省工程研究中心植

物标本室.  

3.3  提取与分离 

将阴干的牛筋果茎 15.6 kg, 粉碎后用 95%乙醇冷

浸提取五次, 每次提取 3 d, 合并提取液后减压浓缩后

得乙醇提取总浸膏. 乙醇提取总浸膏加蒸馏水混悬后依

次用石油醚和乙酸乙酯各萃取六次, 回收溶剂后得石油

醚萃取部位(567.9 g)和乙酸乙酯萃取部位(866.8 g). 乙
酸乙酯萃取部位(860.0 g)经硅胶(200～300 目)柱色谱分

离, 以氯仿-甲醇(V∶V＝98∶2～30∶70)为洗脱剂进行

梯度洗脱得到 12 个流分(Fr.1～Fr.12). Fr.3 (48.7 g)经
ODS (Octadecylsilyl)柱色谱分离, 以甲醇-水体系为洗

脱剂进行梯度洗脱(V∶V＝55∶45～100∶0)得到 8 个亚

流分(Fr.3A～Fr.3H). Fr.3B 经 Sephadex LH-20 凝胶柱色

谱纯化后, 经制备型高效液相色谱(HPLC)(流动相为: 
甲醇-水, V∶V＝75∶25, 12.0 mL/min, tR 19.8, 26.9, 37.8
和 42.2 min)进行制备得到化合物 1 (9.8 mg)、2 (26.5 
mg)、6 (68.9 mg)和 7 (102.8 mg). Fr.3C 经 Sephadex 
LH-20 凝胶柱色谱纯化后, 经制备型 HPLC(流动相为: 
乙腈-水, V∶V＝65∶35, 18.0 mL/min, tR 26.7, 30.6, 35.9
和 39.8 min)进行制备得到化合物 3 (23.9 mg)、4 (36.2 

mg)、5 (54.2 mg)和 8 (11.6 mg).  

3.4  波谱数据 

牛筋果异黄酮 (1): 淡黄色无定形粉末, m.p. 258～
259 ℃; 25

D[ ]α －86.9 (c 0.13, CH3OH); UV (CH3OH) λmax 
[log ε/(dm3•mol－1•cm－1)]: 232 (4.12), 268 (3.83), 342 
(3.08) nm; CD (0.0006 mol/L, CH3OH) λmax [Δε/(dm3•  
mol－1•cm－1)]: 236 (18.1), 265 (－20.5), 341 (14.4) nm; 1H 
NMR (400 MHz, CDCl3)和 13C NMR (100 MHz, CDCl3)
波谱数据见表 1; IR (KBr) vmax: 3402, 1641, 1598, 1509, 
1462, 1429, 1380, 1248, 1072 cm－1; HR-ESI-MS calcd for 
C21H21O7 [M＋H]＋ 385.1282, found 385.1283.   

3.5  抗肿瘤活性评价 

MTT 法评价分离鉴定的化合物的抗肿瘤活性[29-31]: 
采用 MTT 法对分离得到的 8 个化合物 1～8 的体外抑制

肿瘤细胞生长活性进行评价, 研究中以 HL-60、A549、
SMMC-7721、MCF-7 和 SW480 等五种人肿瘤细胞株为

活性评价细胞株, 以顺铂为阳性对照药物, 具体的活性

评价实验操作流程和操作方法见已经发表的研究论文

中所述[29-31].  
 

辅助材料(Supporting Information)  新化合物 1的谱图

(1H NMR、13C NMR、HSQC、HMBC、1H-1H COSY、

ROESY、HRESIMS 和 UV 谱图)以及抗肿瘤活性评价的

实验操作流程和方法. 这些材料可以免费从本刊网站

(http://sioc-journal.cn/)上下载.  
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