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摘要：为了解走马胎(Ardisia gigantifolia)的化学成分，从其乙酸乙酯提取物中分离鉴定出大叶紫金牛酚。体外活性评价结果

表明，大叶紫金牛酚具有良好的抗炎、抗肿瘤活性以及一定的神经保护作用。这是首次对大叶紫金牛酚进行系统研究，为综

合开发与利用走马胎提供科学依据。 
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Abstract: In order to understand the chemical constituents of Ardisia gigantifolia, the gigantifolinol were isolated 

and identified from EtOAc extract. In vitro activity screening, gigantifolinol showed potent anti-inflammatory and 

anti-tumor activities, and moderate neuroprotection activities. This is the first systematic study of gigantifolinol, 

which might provide a scientific basis to the development and utilization of A. gigantifolia. 
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大叶紫金牛酚[1]是具有顺式取代的十七碳直链

烯烃的间苯二酚衍生物，因大量存在于紫金牛科

(Myrsinaceae)植物大叶紫金牛(Ardisia gigantifolia)

中，并成为其特征性成分。大叶紫金牛酚结构独特，

母体为苯酚结构，连接长链烯烃取代基，致使化合

物脂溶性显著提高；此外苯环结构上带有易发生氧

化反应的酚羟基活泼基团，同时侧链烯烃基团处于

不稳定的顺式取代模式。大叶紫金牛酚独特新颖的

结构吸引了药物化学家们的研究兴趣。Guan 等 [2]

对大叶紫金牛酚进行了抗肺结核活性研究，并揭示

其具有潜在的抗肺结核活性。然而目前对大叶紫金

牛酚的研究还是严重不足的，继续深入研究、开发

与评价其新颖生物活性将具有显著意义。 

大叶紫金牛在我国广东、广西、江西、云南等

地有分布；其干燥根及根茎即为跌打损伤良药走马

胎。作为岭南民间常用中药，走马胎始载于清代《生

草药性备要》[3]，有祛风除湿、壮筋骨、活血化瘀

等功效，主治风湿筋骨疼痛、产后血瘀、痈疽溃疡

等[4]。可见，走马胎具有多方面的生物活性；此外，

近年来的现代药理学研究发现，走马胎还具有多种
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药理作用，如抗肿瘤、抗血栓和抗氧化作用等[5–6]。 

鉴于走马胎多种药理活性已被证实，现代临床

将之用于痛风性关节炎[7]、类风湿关节炎[8]、骨质

增生症[9]、骨伤骨折[10]等疾病的治疗，效果显著,

引起了对走马胎包括化学成分和药理学在内全面

研究的热潮。随着研究的深入，走马胎多种化学成

分被陆续报道，主要包括苯酚类、香豆精类、三萜

皂苷类、甾醇类等成分[5]。然而目前国内外学者对

走马胎化学成分的研究，一直侧重于三萜皂苷类和

岩白菜素类化学成分，未见基于走马胎临床药效对

大叶紫金牛酚进行全面和深入的研究。同时，大叶

紫金牛酚作为走马胎的主要活性成分，阐明其药理

活性，将为明确走马胎的药效物质基础，同时合理

使用走马胎提供科学依据。 

 

1 材料和方法 
 

1.1 仪器、试剂和耗材 

质谱：Waters 3100 SQDMS (低分辨 ESI)；核磁

共振谱：Bruker Avance III 500 型核磁共振仪, 以氘

代试剂残留溶剂峰为内标；液相色谱与质谱联用

仪：Waters 2695 LC 偶联 Waters Acquity ELSD、Waters 

3100 SQDMS，分析色谱柱型号：Waters Sunfire® RP 

C-18，3.5 μm, 4.6 mm×100 mm；CO2 细胞培养箱(上

海力申科学仪器有限公司)；垂直超净工作台(上海

智城分析仪器制造有限公司)；低速离心机(科大创

新股份有限公司中佳分公司)；MK3 型酶标仪(美国

Thermo fisher 公司)；超低温冰箱(日本三洋 SANYO

公司)；FM-500 型倒置荧光生物显微镜(上海普丹光

学仪器有限公司)；TU-1901 双光束紫外可见分光光

度计(北京普析通用仪器有限公司)。 

Cell Counting Kit-8 (CCK-8)细胞增殖-毒性检

测试剂盒(日本同仁化学研究所)；Greiss NO 试剂盒

(碧云天生物技术研究所)；MTT 噻唑兰(美国 Sigma

公司)；叔丁基过氧化氢(t-BHP)(成都格雷西亚化学

技术有限公司)；200~300、300~400目柱层析硅胶(青

岛海洋化工厂生产)；HSGF254 TLC 预制薄层板(德国

Merck 公司)；葡聚糖凝胶 Sephadex LH-20 (Pharmacia 

Biotech AB, Uppsala，Sweden)；CHP20P MCI 树脂

(75~150 μm) (Mitsubishi Chemical Corporation)；96 孔

细胞培养板(美国 CORNING 公司)；胎牛血清(FBS) 

(澳大利亚 Gibco 公司)；青-链霉素(P/S)(Thermo 公

司)；DMEM 培养基(美国 Gibco 公司)；RPMI-1640

培养基(德国 Biological Industries 公司)；DMSO 溶

液(美国 Sigma 公司)；HPLC 分析用乙腈(Merck 公

司)；实验用水由美国 Millipore 公司纯水、超纯水

系统提供；其他有机溶剂均为国产分析纯产品；TLC

显色剂为 5%香兰素乙醇液。 

 

1.2 材料 

走马胎 15 kg，2017 年 12 月购于中山市健禾中

药饮片有限公司，标本号 No. 20171201。 

 

1.3 细胞株 

炎症细胞株：脂多糖诱导的小鼠单核细胞

RAW264.7; 肿瘤细胞株：人非小细胞肺癌 A549 和

人大细胞肺癌 NCI-H460; 神经细胞株：人神经母细

胞瘤 SH-SY5Y。均来自中国科学院上海生命科学研

究院细胞资源中心。 

 

1.4 大叶紫金牛酚的提取和分离 

走马胎(15 kg)，粉碎后用 95%工业酒精室温浸

泡 3 次，每次 5 d，合并提取液，减压浓缩至无乙

醇味。将得到的总浸膏用水悬浮，然后用乙酸乙酯

萃取，减压浓缩萃取液，得到乙酸乙酯部位 800 g。

将乙酸乙酯部位用 MCI 柱层析处理，以乙醇-水

(50%、70%、95%乙醇)为流动相梯度洗脱，得到 3

个组分 A、B 和 C。 

结合化合物结构特征，首先对组分 C (605 g)用

硅胶(200~300 目)柱层析，正己烷∶乙酸乙酯[10∶

1~1∶1, V /V(下同)]梯度洗脱，薄层(TLC)检测合

并，共获到 6 个子组分 B1~B6。 

组分B2经凝胶柱层析，氯仿∶甲醇(1∶1)洗脱,

得到 3 个子组分 B2A~B2C；B2B 经硅胶(300~400

目)柱层析，正己烷∶乙酸乙酯(10∶1~1∶1)洗脱,

最后获得化合物 1 (102 g)，含量约为 0.68%。 

 

1.5 结构鉴定 

化合物 1    棕色油状物, ESI-MS m/z: 347.28 

[M + H]+，1H NMR (500 MHz, CDCl3): δH 6.18 (1H, s, 

H-2), 6.24 (1H, s, H-4), 6.24 (1H, s, H-6), 2.35 (2H, t, 

J = 7.2 Hz, H-1′), 1.56 (2H, m, H-2′), 1.27 (2H, over- 

lapped, H-3′), 1.27 (2H, overlapped, H-4′), 1.27 (2H, 

overlapped, H-5′), 1.27 (2H, overlapped, H-6′), 2.01 

(2H, overlapped, H-7′), 5.35 (1H, overlapped, H-8′), 

5.35 (1H, overlapped, H-9′), 2.01 (2H, overlapped, H- 
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10′), 1.27 (2H, overlapped, H-11′), 1.27 (2H, over- 

lapped, H-12′), 1.27 (2H, overlapped, H-13′), 1.27 (2H, 

overlapped, H-14′), 1.27 (2H, overlapped, H-15′), 1.27 

(2H, overlapped, H-16′), 0.88 (3H, t, J = 6.5 Hz, H- 

17′)。以上数据与大叶紫金牛酚(图 1) [11]的一致。 

 

 

图 1 大叶紫金牛酚结构式 

Fig. 1 Structure of gigantifolinol 

 

1.6 大叶紫金牛酚的生物活性筛选 

体外抗炎活性筛选    采用比色法[11–12]，用

NO 试剂盒测定小鼠巨噬细胞的 NO。将小鼠巨噬细

胞 RAW264.7 以 5105浓度接种于 96 孔板中，置

于 37℃，5% CO2细胞培养箱中孵育过夜。然后加

入 10% FBS、LPS 和大叶紫金牛酚，轻轻摇晃 96 孔

板，然后继续放置于培养箱中培养，18 h 后取 100 μL

培养基上清液，加入 Greiss 试剂，室温放置 10 min, 

然后以完全培养基加显色剂作为空白对照，在 420 nm

下用酶标仪测定各孔的吸光度(OD 值)。阳性对照: 

L-氮甲基精氨酸(L-NMMA)。  

体外抗肿瘤活性筛选    采用 MTT 法[13]，通

过测定大叶紫金牛酚对 A549 和 NCI-H460细胞的

增殖抑制作用来评价。将 MTT 溶于磷酸缓冲液

(PBS)，配成浓度为 5 mg mL–1 的 MTT 溶液备用。

取对数生长期肿瘤细胞，以 RPMI 1640 培养液调整

细胞悬液浓度为 1105 cfu mL–1，接种于 96 孔培养

板内，每孔加入 100 μL，然后分别加入 2、4、8、

12 和 16 μg mL–1 大叶紫金牛酚 100 μL，每个浓度 6

个复孔，同时设空白对照组(只加培养基)。置于 37℃ 

5% CO2培养箱中培养 72 h 后，每孔加入 5 mg mL–1

的 MTT 溶液 30 μL，继续培养 4 h，在 160×g 下离

心 22 min，弃上清液，每孔加入 100 μL DMSO 溶

解。酶标仪快速震荡 60 s 后，570 nm 波长处测定吸

光度(OD 值)，计算细胞增殖抑制率和 IC50。细胞增

殖抑制率 IR(%)=(1OD 实验组 /OD 空白对照)×100%。阳

性对照：多柔比星。 

体外神经保护活性筛选    用 MTT 法[13]检测

SH-SY5Y 细胞的存活率。将 SH-SY5Y 细胞以 6× 

109 L–1 的浓度接种于经多聚赖氨酸包被过的培养

皿中，加入含有 10% FBS 和 1% P/S 的 DMEM 培

养基，置 37℃ 5% CO2 培养箱中培养。每天全量换

液 1 次，隔天传代，并在显微镜下进行观察。将 SH- 

SY5Y细胞以 6×105 L–1的浓度接种于多聚赖氨酸包

被的 96 孔板中，每孔 100 μL。将细胞分为 0 (正常

组)、50、100 和 200 μmol L–1的 t-BHP 组，每组 6

个复孔。待细胞融合度达到 80%~90%时，吸净培养

基，加入含有相应浓度 t-BHP 的培养基，置于 37℃ 

5% CO2培养箱中分别培养 3、6、12 和 24 h，观察

SH-SY5Y 细胞衰老情况。将 SH-SY5Y 细胞以 6× 

109 L–1 的密度接种于多聚赖氨酸包被的 96 孔板中,

每孔 100 μL。将细胞分为正常组、模型组、给药组

(含有 25、50、100 和 200 μg mL–1 大叶紫金牛酚的

模型组)，每组 6 个复孔。置于 37℃ 5% CO2培养

箱中培养 24 h，观察大叶紫金牛酚对 SH-SY5Y 细

胞衰老的保护情况。 

 

2 结果和讨论 
 

2.1 大叶紫金牛酚抗炎活性评价 

尽管在岭南民间，走马胎一直被用于治疗类风

湿关节炎等多种炎症类疾病，疗效也同时被现代临

床学研究所证实；然而走马胎治疗炎症类疾病的药

效基础一直未见报道。本试验通过大叶紫金牛酚对

脂多糖诱导 RAW264.7细胞炎症的抑制作用来评

价。结果表明，大叶紫金牛酚具有良好的体外抗炎

活性，IC50 为 17.85 μmol L–1。因此，大叶紫金牛酚

为走马胎治疗炎症类疾病的药效基础之一。 

 

2.2 大叶紫金牛酚抗肿瘤活性评价 

现代药理学研究证实，走马胎具有抗肿瘤作

用[5–6], 并表明三萜皂苷类成分是走马胎抗肿瘤作用

的药效物质之一。大叶紫金牛酚作为走马胎中主要化

学成分之一，但尚未见报道其是否具有抗肿瘤作用。

本试验通过大叶紫金牛酚对 A549 和 NCI-H460 细胞

的增殖抑制作用来评价。结果表明，大叶紫金牛酚具

有中等抗肿瘤作用，对 A549 和 NCI-H460 肿瘤细胞

的 IC50分别为 38.01 和 12.21 μmol L–1。 

 

2.3 大叶紫金牛酚神经保护活性评价 

细胞衰老是指正常细胞在通路调控下不可逆地

进入生长停滞期，在形态学上表现为细胞核膜崩解、

细胞膜脆性增加、选择性通透能力下降、多种细胞

器和细胞内结构发生退行性形变等状态[14–17]。为综
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合开发与利用走马胎，本试验通过探讨大叶紫金牛

酚是否可以延缓 SH-SY5Y 细胞衰老来评价其是否

具有神经保护作用[18–19]。结果表明(图 2)，不给药

的模型组对 SH-SY5Y 细胞存活率有抑制作用，而

不同浓度的大叶紫金牛酚则不同程度地对 t-BHP 的

抑制作用有所逆转。因此，大叶紫金牛酚对 SH- 

SY5Y 细胞衰老有保护作用，并且与浓度有依赖关系。 

 

 

图 2 MTT 法测定 SH-SY5Y 的存活能力 

Fig. 2 SH-SY5Y cell viability determined by MTT 

 

3 结论 

 

本研究对大叶紫金牛酚进行了系统研究，首次

报道大叶紫金牛酚的抗炎、抗肿瘤以及神经保护活

性。实验结果显示，大叶紫金牛酚具有良好的抗炎

和抗肿瘤活性，以及具有一定的神经保护活性。明

确了大叶紫金牛酚是走马胎治疗炎症类疾病和抗

肿瘤的药效物质基础之一，为综合开发与利用走马

胎提供科学依据。 
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