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三七细胞大t 培养物中主要

药用成分皂贰的分离和鉴定
*

周立刚 郑光植 甘烦远 王世林 杨崇仁 徐 纯

(中国科学院昆明植物研究所
,

昆明 6又刃2以)

植物细胞大量培养技术工业化生产次级代谢产物
,

与栽培植物比较
,

具有不占用良田
、

不受地区
、

季节
、

气候的影响
,

无农药残留
、

不影响出口及药用
,

很少受市场波动的影响
,

有利于提高生产率降低成本
,

提高有效成分含最和获得新的有用物质等优点‘’)
.

三七 尸an a x

n ot og in se”g (B u rk )F
.

H
.

Chen 为云南特产的名贵中药
,

但它在栽培中却存在着生产周

期长
、

栽培技术复杂
、

产量低且不稳定等问题
.

其有效成分主要为达玛烷型四环三菇皂贰‘2’
,

本文报道三七细胞培养物中主要药用成分皂试的提取分离和鉴定
.

以有机溶剂从三七细胞培养物 中提取总皂贰
,

通过硅胶柱层析分离到 R , A
,

R 一 B
,

R 一 C
,

R 一 D
,

R 一 E 和 R 一 F 等六种皂贰
.

经理化常数和波谱分析
,

前五种均为已知成分
,

分别为皂试 Rb
: ,

称
,

R l
,

Rg
:
和 Rh

, ,

结构式如图 1所示
.

皂贰 R 一 F 尚在鉴定中
。
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R 一A
,

R 一 B
,

R 一C
,

R 一 D an d R 一 E 如m tl姆 优U a u] 枉切留
.

实 验 部 分

W C 一 型显微熔点测定仪
,

温度计未校正 ; Per ki n 一 E lm er 5 77 型红外光谱仪 ; Bru k er

AM 一 4以〕MHz 型超导核磁共振仪 ; Fi 画ga n 一 4 5 10 型质谱仪
,

70 eV ; W a

比 990 型高效

液相色讲仪
,

色谱柱为氮基柱
,

流动相 ; Meo H 一 H p (90 : 10)
,

检测波长加2 nm
.

柱

层析用硅胶 (10 一40 产m )为青岛海洋化工厂产品和 M 。芯k RP
一 8 反相硅胶 (40 一 63 召m )

。

薄层层析用硅胶 G 板为青岛海洋化工厂产品和 M a刃k R P一 8反相硅胶板
.

薄层层析展开剂 :

川
n 一 B u 0 H 一 A d OE t一 H ZO )(4 : l : 5

,

上层 )
,

(2 )CH C 1
3
一 MeO H 一 H 20 (7 :

3 : 0
.

5) ; 反相薄层层析展开剂 ; (3 )70 一80 %
,

10 % 硫酸乙醇液显色
.

D 一 101 型和压ai o n

本文干 19引)年 9 月 3 日收到
.

*
本课题为国家自然科学基金资助项目

.
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H P 一 20 型大孔吸附树脂
.

文中所用各种试剂均为分析纯 (A
.

R
.

)
。

一 实验材料
供试材料为经筛选后的优良三七培养细胞无性系

‘3 ’
,

通过大量培养收获得细胞培养物
,

经

冰冻干燥至恒重
。

二
.

总皂贰的提取和分离

经冰冻干燥后的三七细胞培养物 20 0 9
,

研磨成粉
,

过 80 目筛
。

参考三七生药的皂试提取

方法川
,

并考虑到细胞培养物与生药之间的差异
,

样品磨碎后用 n 一 B u O H 冷浸 2 一 3 d (样

品与 n 一 B u O H 重量比为 1 : 10 )
,

过滤
,

n 一 B u O H 冷浸提取 2 次 ; 滤渣混以 n 一 B u O H
,

经超声波低温处理 10 而
n

,

过滤 ; 以上滤液在 60 ℃ 以下蒸干 (为了避免皂贰的降解
,

在提

取
、

分离尤其在浓缩过程中
,

要求温度在 60 ℃以下
,

提取液保持 中性 )
,

回收 n 一 B u 0 H ;

提取物用水溶解后过滤
,

Et
ZO 脱醋 ; 浓缩水液

,

过大孔吸附树脂柱
,

先用水洗脱
,

然后

用 2 0% MeO H 洗脱
,

再用 70 % MeO H 洗脱
。

蒸干 70 % M刃H 洗脱液
,

得总皂贰12
.

5 9
。

三
.

单体皂贰的纯化与精制

总皂贰 12
.

5 9 硅胶柱层析
,

C H C 13一 M幻H 一 H 20 (6 5 : 35 : 10 下层 )洗脱
,

粗分

得流分 I
,

11
,

111
,

w 和 v
,

重量分别为 0
.

52 9
,

1
.

57 9
,

2
.

75 9
,

3
.

(X) g 和 1
.

30 9
。

流份 11 1
.

57 9 硅胶柱层析
,

用n 一 B u O H 一 M心H 一 H p (40 : 10 : 20 上层 )洗脱
,

得皂贰 R 一 A 粗品
,

最后用 RP
一 8 反相硅胶柱层析

,

MeO H 一 H户 (70 : 30) 洗脱
,

得

R 一 A 纯品 0
.

32 9
,

为白色粉末
.

流份 111 2
.

75 9 硅胶柱层析
,

CH C 13 一 M O H 一 A d OE t一 H 20 (20 : 2 0 : 40 : 10

下层 )洗脱
,

反 复分离
,

得 R 一 B 和 R 一 C 的混合物
。

然 后用 R P 一 8 反相硅胶柱层析
,

MeO H 一 H必 (60 : 50 )洗脱
,

得皂试R 一 B 0
.

3 6 9 和 R 一 C 0
.

18 9
.

R 一 B 为无色针晶
,

R 一 C 为白色粉末
。

流份W 3
.

00 9 硅胶柱层析
,

CH a
3
一 M eO H 一 A d OEt 一 H p (2 O : 20 : 40 : 10

下层 )洗脱
,

反复分离
,

得皂试 R 一 D 和 R 一 E 粗品
。

分别用 R P 一 8 反相硅胶柱层析
,

M eO H 一 H必 (6 0 : 40 )洗脱
,

精制得皂试 R 一 D 0
.

33 9 和 R 一E 0
.

27 9
,

均为白色粉

末
.

流份 I和 V 正在分离中
。

将所分得的各单体皂贰称重
,

计算在总皂贰中的比例
,

为了与生药进行比较
,

同时计算

生药 (栽培根 )中各单体皂贰在已分纯的单体皂贰之和中的比例
,

结果如表 I所示
。
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R 一 A (Rb
一) R 一 B (掩 ) R 一 C (Rl ) R 一 D (Rg 一) R 一 E (Rh

一)

12
.

53

4 1
.

08

14
.

6 1

3. 42

13
.

75

4 3
.

36

11
.

0 1

0 22

O th 日门

叨
.

80

8
.

26

四
.

鉴定

R 一 A T LC 检查为单一斑点 【系统 (l)Rf 0
.

2 3 : (2 ) Rf 0
.

2 2 ; (3 )Rf o
.

6 1]
.

HPL C

保留时间为 5
.

3 0 而
n

。

m p 19 7一 19 9 ℃
,

与皂贰 Rb
l
混白11p 为 19 8 一 200 ℃

.

IR (K B r )

cm
一 ’34 0()

,

16 20
。

乙酞化合物 M S m /Z 3 3 1
,

2 29
,

16 9
,

109
。

常规 H CI一 M eO H 水解
,

T LC 检查和贰元分别为刀一 D 一 葡萄糖和人参二醇
. ’
℃N M R 数据与文献报道皂贰 Rb

: 一

致(2. , )
,

其皂试元部分化学位移值见表 2
。
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C 一 24
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.
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.
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.
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.
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.
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.

52

16
.

33

16
.

13

83
.

59

22
.

53

36
.

31

23
.

31

126
.

05

13 1
.

12

26
.

82

18
.

0 1

28
.

21

16. 68

17
.

52

40
.

03

27
.

81

79
.

16

39
.

另

印
.
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.
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.
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.
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R 一 B T LC 检查为单一斑点 [ 系统 (l)Rf 0
.

4 3 ; (2 )Rf o
.

sl: (3 )Rf 0
.

4 8]
。

H p LC 保留

时间为 4
.

48 而
n

.

m p 20 1 一 2 0 3 ℃
4 ,

与皂贰 Re 混合娜 为 20 1 一 20 3 ℃
.

IR (K B r )cm
一 ’

33 80
,

16 20
.

乙酸化合物M S m /z : 33 1
,

2 7 3
,

2 69
,

187
。

常规 H C I一 M司H 水解
,

T L C

检查锗和贰元分别为 刀一 D 一葡萄糖
、

刀一 D 一鼠李糖和人参三醇忿
l

℃N M R 数据与文献

报道皂贰 Re 一致 (2, 5 )
,

其皂贰元部分化学位移值见表 2
。

R 一 C T L C 检查为单一斑点 [ 系统 (l)Rf 0
.

4 3 : (2 )Rf o
.

sl : (3 )Rf o
.

4 1]
。

H PL C 保

留时间为 4
.

2 0 而
n

.

帅 22 3 一2 26 ℃
,

与皂贰 R I混合 m p 为 2 23 一 22 5 ℃
。

IR (K B r )CIn
一 ’

34 0()
,

162 0
.

乙酞化产 物 M S m /z 3 3 1
,

2 59
。

常规 H C I一 M旧H 水解
,

T L C 检查糖和

试元分别为 刀一 D 一葡萄搪
、

刀一 D 一木糖和人参三醇
。 ’
℃N M R 数据与文献报道皂试 R l
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一致 (2, 5 )
,

其皂贰元部分化学位移值见表 2
。

R 一 D T LC 检查为单一斑点 [ 系统 (1 )盯 0
.

6 0 : (2 )Rf 0
.

54 : (3 ) Rf o
.

3 1 ]
。

H p L C

保留时间为 3
.

80 m in
。

m p 2 15 一2 16 oC
,

与皂试 Rg
,
混合 m P为 2 15 一2 16 ℃

。

IR (K B r )

cm
一 ’3 40 0

,

162 0
。

乙酞化产物 M S m /z 33 1
,

2 29
,

169
。

常规 H C I一 M eO H 水解
,

T LC 检

查糖和贰元分别为 刀一 D 一 葡萄糖和人参三醇
。 ”c N M R 数据与文献报道皂贰 Rg

,
一致‘么”

,

其皂贰元部分化学位移值见表 2
。

R 一 E T LC 检查为单一斑点 汇系统(1)Rf o
.

72 : (2 )Rf 0
.

62 : (3 )Rf 0
.

2 41
。

HPL C

保留时 I’gl 为 3
.

50 而
n

。

mP 19 2 一 19 4 oC
,

与皂贰助
1
混合 m p 为 192 一 19 4 ℃

。

IR (K B r )

cm
一 ’34 0 0

,

162 0
。

乙酞化产物 M S m /z 33 1
,

169
。

常规 H C I一M eO H 水解
,

T LC 检查糖

和式元分别为 刀一 D 一 葡萄糖人参三醇
。 ”CNM R 数据与文献报道皂贰孙

1
一致‘’

,

’)
,

其皂

贰元部分化学位移值见表 2
。

讨 论

三七细胞大量培养的后处理加工是将来工业化生产皂贰整个工艺流程中的一个不可少的

部分
。

从大量培养的性质来看
,

后处理有多种多样的细节需要考虑
,

皂试的分离纯化又是其

中一个重要方面
。

由于三七培养细胞与三七生药存在一定的差异
,

因此其主要有效成分皂贰

的提取分离过程以及各皂贰的组成等都有所不同
。

提取皂贰的样品 (细胞培养物 )采用冰冻

干燥
,

比直接在 60 ℃ 下烘干效果要好
。

因为样品在烘干过程中会形成许多带色的杂质
,

且

皂试成分易破坏
,

这样导致提取过程中
,

会有更多的杂质混入皂试
,

增加了以后除去杂质的

麻烦
。

另外冰冻干燥样品较直接烘干样品疏松且易磨碎
,

便干皂贰的提取
。

章观德等 (6 ’提取

皂武是采用甲醇加热 (60 ℃)回流
,

我们曾采用过此法
,

但由于细胞培养物杂质较多
,

后改用

正丁醇冷浸和超声波低温破碎处理
,

这样使提取物杂质 (尤其是带色杂质 )较少
,

易于层析
。

经正丁醇冷浸和超声波破碎处理后的细胞培养物残渣
,

再用甲醇回流提取
,

将提取物进行薄

层层析
,

检测不到皂贰
。

三七生药的皂贰提取过程中
,

一般采用正丁醇脱糖 ‘4 )
,

常常因为糖

脱不完全而影响皂贰的分离
。

我们采用大孔吸附树指 D 101 和 D iai o n 脱糖
,

不仅能最大限

度脱去糖
,

还能除去相当部分的带色杂质
。

大孔吸附树脂不仅使三七皂贰吸附快
,

解吸也

快
,

而且吸附容量也相当可观
,

该法简便有效
,

对于分离纯化皂贰有一定的价值
。

采用普

通的硅胶柱层析往往只能去掉部分带色杂质
,

我们采用 Sep 一 P ak 预处理柱和 RP
一 8 反

相柱以后
,

除各单体皂试的分离有明显效果外
,

还能脱去大量的色素杂质
。

因此正相柱 (用

于粗分 )和反相柱(用于细分 )交互使用
,

能更有效地分离细胞培养物皂贰
。

从三七细胞培养物中分离得 5 个单体皂试
,

从各单体皂贰的得率和 H PL C 及 T LC 结果

看
,

细胞培养中皂贰组成几乎与原植物一致
,

但在比例上又有一定的差异
,

有些组分在细胞

培养物中含量很多
,

但在原植物中含量却很少 ; 有些成分在细胞培养物中含量很少
,

但在原

植物中含量却很多
。

以上研究结果足以证明
,

培养的三七细胞具有产生次级代谢产物皂贰的

全能性(7)
,

但全能性的表达又依细胞的生长
、

发育和培养的环境条件等不同而呈现一定的差

异
。

致谢 本所植化室仪器组代测 El 一 MS 和 俘CN M R
。

关键词 三七 ; 细胞培养物 ; 皂贰
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