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1. 化合物合子草皂苷 L 的制备方法，其特征在于：a) 取干燥的合子草全草用醇或水提

取，提取液浓缩，浓缩后将浓缩液过大孔树脂，用水、15% 乙醇、75% 乙醇和 90% 乙醇洗脱，收

集 75%乙醇部分；b)浓缩 75%乙醇洗脱部分即得合子草总皂苷，将合子草总皂苷上 200-300

目硅胶分离，用溶剂洗脱，硅胶薄层定性，合并相同组分即得合子草皂苷 L 粗品；c) 粗品用

低级醇或水重结晶后即得合子草皂苷 L，所述低级醇为甲醇、乙醇中的一种，其中所述的合

子草皂苷 L具有式（I）结构：

（I）。

2. 如权利要求 1 所述的化合物合子草皂苷 L 的制备方法，其特征在于：其中所述的溶

剂为二氯甲烷、乙酸乙酯、丙酮、甲醇、水中的任意两者或三者的组合；所述的醇为甲醇、乙

醇中的一种 ；所述低级醇为甲醇、乙醇中的一种；所述的大孔树脂为 D101、HP20中的一种。

3. 如权利要求 1 所述的化合物合子草皂苷 L 的制备方法，其特征在于：合子草全草是

指来自葫芦科盒子草属植物合子草的根、茎、叶、花、果实、种子。

4.如权利要求 1所述的化合物合子草皂苷 L的制备方法，其特征在于：所述步骤 a)中

的提取是用醇或水加热回流提取或渗滤提取或超声提取或微波提取或闪式提取，是将干燥

后的合子草用醇或水提取 3次，每次提取 2小时，合并提取液，提取液减压浓缩至 25℃时密

度为 1.00-1.50。

5. 根据权利要求 1 所述的化合物合子草皂苷 L 的制备方法，其特征在于：取干燥的合

子草全草用水提取，提取液浓缩，然后将水溶液过 D101 大孔树脂，依次用水、15% 乙醇、75%

乙醇、90%乙醇洗脱，每个梯度洗脱 5个柱体积，收集 75%乙醇部分，蒸干后即得合子草总皂

苷，将合子草总皂苷上 200-300目硅胶分离，用二氯甲烷 -甲醇 -水 7:3:1，7:4:1，7:5:1的

下层溶液洗脱，每个梯度洗脱 5个柱体积，硅胶薄层定性，合并相同组分，得到合子草皂苷 L

粗品，粗品用甲醇重结晶后即得化合物合子草皂苷 L。
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从合子草中分离的化合物及其制备方法和应用

[0001] 技术领域：

[0002] 本发明属于药物化合物制备领域，涉及一种新的化合物及其制备方法，特别涉及

从合子草中分离的新化合物及其制备方法，及该化合物在制备抗肿瘤药物中的应用。

[0003] 背景技术：

[0004] 癌症是威胁人类生命的严重疾病，因此抗癌药物的研究一直是世界关注的热点。

目前治疗癌症的常用方法有手术、放疗和药物治疗等。在过去的 40 年中，外科治疗及放射

治疗的进步提高癌症病人的相对存活率，但外科手术及放射治疗的进步已近顶峰，很难再

期待有更大的突破。而药物治疗能成功地治愈或明显延长病人的生命，在癌症的治疗中占

有越来越主要的地位。肿瘤的化疗基本上着眼于直接杀伤肿瘤细胞，这一治疗模式往往存

在以下问题 ：对增长缓慢的实体瘤效果差或几乎无影响；药物选择性很小，毒副反应多且

严重，其中骨髓抑制是最主要的剂量限制因素。肿瘤细胞动力学研究已经取得很大进展但

不完善；缺乏简便实用的方法测知肿瘤外于何期，一些常用用药方案几乎多来自临床经验。

肿瘤的生物治疗是继手术、放疗和化疗之后的肿瘤治疗的第四模式，主要通过肿瘤宿主防

御机制或生物制剂的作用以调节机体自身的生物学反应，从而抑制或消除肿瘤。虽然没有

太大毒副作用，但由于技术要求严、工艺复杂，因此价格高，众多癌症患者及家属难以承受，

影响其在癌症治疗领域的普及。

[0005] 鉴于上述种种原因，人们把目光转向天然抗肿瘤药物的研发上。天然药物抗肿瘤

在提高免疫力和降低致突变毒性方面比化学药物具有独到之处，因此，从祖国医药宝库中

寻找疗效确切的抗肿瘤天然药物，明确其药效物质基础，进而开发出高效低毒的新药，成为

中医药领域多年研究的焦点。 

[0006] 合子草（Actinostemma lobatum MAXIM. (Cucurbitaceae)）始载于《本草拾遗》，

古代记载子及叶入药，经过历代医学的发展现药用有全草、种子及叶，具有利尿消肿、清热

解毒、去湿之效。国外学者的研究表明合子草皂苷具有明显的抗肿瘤、免疫调剂和抗炎等

多种生物活性。尤其在抗肿瘤方面，其表现出极其强的活性，对 100多种癌细胞均有杀伤作

用。 

[0007] 合子草的名称比较多，如《本草拾遗》记载名称为合子草，在《百草镜》和《本草

纲目》中记载名称为鸳鸯木鳖、水荔枝、盒儿藤，在《本草纲目拾遗》中又记载为天球草、

水荔枝、盒儿藤、龟儿草。近代文献还记载了合子草的地方别名。葫蒌棵子、黄丝藤、马

瓜包儿、双合子、蛇瓜子、野苦瓜、野瓜藤、湿疹草、葡丝网草、无白草等，据文献考证古代

用合子草与近代的合子草为一种，即葫芦科植物合子草 (Actinostemma lobatum MAXIM. 

(Cucurbitaceae))，但药名变化较大，为了避免混乱，建议采用最早的名称“合子草”。 

[0008] 我们在针对合子草抗肿瘤有效成分的研究中，经过水提取、色谱分离纯化与细胞

活性检测相结合的方法，最终获得了具有抗肿瘤活性的一个新化合物，并采用质谱与高分

辨核磁共振技术，确定了该化合物的结构。该化合物具有良好的抗肿瘤活性，可以制成适合

于临床使用的抗肿瘤药物，也可作为先到化合物，对其构效关系进行进一步研究，合成一系

列的抗肿瘤药物和药物组合，更可以作为合子草药材及其制剂质量控制的指标成分，实现
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合子草药材及其制剂质量的稳定和可控，突破目前合子草研究开发的瓶颈。 

发明内容

[0009] 本发明的目的是提供一种从中药合子草中提取分离得到的新化合物。 

[0010] 本发明的另一目的是提供上述新化合物的制备方法。 

[0011] 本发明的再一目的是提供上述新化合物在制备抗肿瘤药物中的用途。 

[0012] 上述的目的通过以下的技术方案实现： 

[0013] 一种具有下式结构的新化合物合子草皂苷 L：

[0014] 

[0015] 一种新化合物合子草皂苷 L 的制备方法，其特征在于：a) 取干燥的合子草全草用

醇或水提取，提取液浓缩，浓缩后将浓缩液过大孔树脂，依次用水、15% 乙醇、75% 乙醇、90%

乙醇洗脱，收集 75%乙醇部分；b)浓缩 75%乙醇洗脱部分即得合子草总皂苷，将合子草总皂

苷上 200-300 目硅胶分离，用一种溶剂系统洗脱，硅胶薄层定性，合并相同组分即得合子草

皂苷 L粗品 ；c)粗品用低级醇或水重结晶后即得合子草皂苷 L。

[0016] 一种新化合物合子草皂苷 L 的制备方法，其中所述的溶剂系统为二氯甲烷、乙酸

乙酯、丙酮、甲醇、水中的任意两者或三者的组合；所述的醇为甲醇、乙醇中的一种；所述低

级醇为甲醇、乙醇中的一种。 

[0017] 其中合子草是指来自葫芦科盒子草属植物合子草的根、茎、叶、花（蕾）、果实（浆）、

种子。 

说  明  书CN 102432666 B
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[0018] 所述的取合子草全草干燥后用醇、水或醇 - 水任意比例混合加热回流提取或渗滤

提取或超声提取或微波提取或闪式提取，提取液浓缩，是将干燥后的合子草用醇或水提取 3

次，每次提取 2小时，合并提取液，减压浓缩至密度 1.00-1.50（25℃）。 

[0019] 所述的浓缩液必须完全是溶液状，将浓缩液通过大孔吸附树脂，将吸附树脂用乙

醇 - 水梯度洗脱，是指浓缩液加入到已处理好的大孔吸附树脂中，浓缩液与树脂的比例为

1:10，流速为10ml/min，分别用五倍柱体积的水、15%乙醇、75%乙醇、90%乙醇洗脱，收集75%

乙醇洗脱液，将洗脱液减压蒸干后得到合子草总皂苷。 

[0020] 一种新化合物合子草皂苷 L 的制备方法，其特征在于：得合子草总皂苷后，将合子

草总皂苷上 200-300 目硅胶分离，用二氯甲烷 - 甲醇 - 水（取下层）7:3:1，7:4:1，7:5:1 洗

脱，每个梯度洗脱 5 个柱体积，硅胶薄层定性，合并相同组分，得到合子草皂苷 L 粗品，粗品

用甲醇重结晶后即得化合物合子草皂苷 L。 

[0021] 所述的大孔树脂为 D101、HP20中的一种。 

[0022] 一种从合子草中分离的新化合物合子草皂苷 L在抗肿瘤药物中的应用。 

[0023] 这个技术方案有以下有益效果： 

[0024] 1. 本发明提供了一种未报道过的具有抗肿瘤作用的化合物，通过对癌细胞抑制

试验和药效学试验，证明了该化合物具有优良的抗癌活性，可制成适合于临床使用的抗肿

瘤药物。

[0025] 2. 采用本实验的筛选方法导致了从中药合子草中分离纯化了该化合物，且纯度

达到 98% 以上。该化合物为从天然植物中提取分离，具有结构新颖、作用独特的优点，一方

面可与药物赋形剂制成适合于临床使用的抗肿瘤药物，另一方面也可作为先导化合物，对

其构效关系进行进一步研究，合成一系列的抗癌药物和药物组合。 

[0026] 3. 中药及其制剂质量的稳定和可控一直是中药现代化的瓶颈，该化合物为中药

合子草的有效成分之一，可以作为合子草药材及其制剂质量控制的指标，在其基础上建立

以该成分为指标的鉴别和含量测定项目的质量控制标准，实现合子草药材及其制剂质量的

稳定和可控，该化合物将作为中药对照品广泛使用。 

[0027] 附图说明：

[0028] 图 1 合子草皂苷 L的结构

[0029] 图 2 合子草皂苷 L抑制 A549的量 -效关系图

[0030] 图 3 合子草皂苷 L抑制 MGC-803的量 -效关系图。

具体实施方式

[0031] 下面结合实施例和附图对本发明作进一步详细的描述，但发明的实施方式不限于

此。 

[0032] 实施例 1：

[0033] 取干燥的合子草全草用水提取，提取液浓缩，然后将水溶液过 D101 大孔树脂，依

次用水、15% 乙醇、75% 乙醇、90% 乙醇洗脱，每个梯度洗脱 5 个柱体积，收集 75% 乙醇部分，

蒸干后即得合子草总皂苷，将合子草总皂苷上 200-300目硅胶分离，用二氯甲烷 -甲醇 -水

（取下层）7:3:1，7:4:1，7:5:1 洗脱，每个梯度洗脱 5 个柱体积，硅胶薄层定性，合并同一组

分，得到该化合物，纯度大于 80%，用甲醇重结晶后即得该化合物，纯度 98%。
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[0034] 化合物的结构测定 

[0035] 用Shimadzu UV-2201 分光光度计测定紫外光谱，用Bruker IFS-55（KBr压片）分

光光度计测定红外光谱，用Perkin-Elmer polarimeter测定旋光度，用LCQ mass analyzer 

测定 ESI-MS，用BIC micro TOF-Q mass spectrometer 测定 HR-TOF-MS，1H-和 13C-NMR谱用

Bruker AV-600 和ARX-300，TMS做内标。

[0036] 化合物的理化性质： 

[0037] 化合物为颗粒状结晶。IR（KBr）γmax：3442，2926，1734，1637，1384，1075，1041，

618。UV（MeOH）λmax（logε）：205nm（3.45），255nm（2.39）。[α]28 D = -7.6 (c= 0.25, 

MeOH)。1H-NMR(600 MHz，Pry)和 13C-NMR（200 MHz，Pry）谱数据见表 1。ESI-MS (positive) 

m/z HR-TOF-MS（positive）m/z 1417.6249 [M+Na]+（计算值 C65H102O32Na 1417.6252）。

[0038] 化合物的 1H-NMR谱中显示有8个甲基质子信号，在δ 0.978 (3H, s)，1.021 (3H, 

s)，1.315 (3H, s)，1.522 (3H, s)，1.692 (3H, s)，1.811 (3H, s)，1.932 (3H, s)，1.435 

(3H, d, J=6.0 Hz）；一个烯碳质子信号，在δ 5.639 (1H, br.s)；五个端基碳质子信号，

在δ 5.118 (1H, d, J=7.8 Hz)，δ 5.196 (1H, d, J=7.8 Hz)，δ 5.292 (1H, d, J=7.2 

Hz)，δ 5.976 (1H, d, J=7.2 Hz) 和δ 6.217 (1H, s)，结合 13C-NMR和HMQC谱可以断定

它们各自连接在δ103.8，105.8，105.6， 94.7和 102.6的碳上。在 13C-NMR谱上还可以看

到 5个 sp2杂化的碳信号，其中 3个为δ123.4，145.3和 176.4，可以推断出化合物的母核为

齐墩果酸型化合物，另外两个为 171.4和 171.9。碳谱中还观察到一个δ18.5 (CH3)信号

和两个δ62.5 (CH2)、62.7 (CH2)的信号，可以推断化合物中有一个鼠李糖和两个葡萄糖。

结合 1D-TOCSY、HMBC 和 HMQC 谱，可以确定化合物中的五个糖为 3 个葡萄糖、1 个鼠李糖和

1个阿拉伯糖。结合 1H-NMR，13C-NMR和 HMBC谱可以断定化合物中 1个葡萄糖连接在 C-3位

和 1个阿拉伯糖连接在 C-28位，并且可以推断出化合物中糖的连接顺序。结合 HR-FAB-MS

和 13C-NMR谱可以推断出化合物的分子式为 C65H102O32，化合物 65个碳中除去 30个母核碳信

号、29 个糖信号，还剩 6 个碳信号，这 6 个碳信号为羟甲戊二酸酯基的碳信号，再结合 HMBC

谱可以断定羟甲戊二酸酯基的一端连接在一个葡萄糖的 6位，另一端连接在鼠李糖的 4位。

因此，化合物的结构得到了确认，其 1H-NMR和 13C-NMR的数据归属如表 1。 

[0039] 表 1 化合物 1H-NMR和 13C-NM数据归属 

 碳信号 氢信号

Position. δ C δ H

CH2(1) 44.3 2.34(m),1.27(m)
CH2(2) 70.2 4.81(m)
CH(3) 83.1 4.33(d,J=3.0)
C(4) 42.7  

CH(5) 47.7 1.97(m)
CH2(6) 18.9 2.23(m),1.96(m)
CH2(7) 33.7 2.01(m),1.92(m)
C(8) 40.3  

CH(9) 47.1 1.94(m)
C(10) 37.1  

CH2(11) 24.1 2.27(m),2.08(m)
CH2(12) 123.4 5.64(m)
CH(13) 145.3  

C(14) 42.2  

CH2(15) 36.8 2.31(m),1.95(m)
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CH(16) 73.5 5.29

C(17) 49.3  

CH(18) 41.0 3.50(dd,J=14.4,J=4.2)
CH2(19) 46.7 2.81(dd,J=14.4,J=14.4),1.39(dd,J=14.4,J=4.2)
C(20) 30.8  

CH2(21) 36.1  

CH2(22) 32.4  

CH2(23) 64.5  

Me(24) 15.4 1.52(s)
Me(25) 17.6 1.692s)
Me(26) 17.8 1.26(s)
Me(27) 27.4 1.93(s)
C(28) 176.4  

Me(29) 33.2 0.98(s)
Me(30) 24.4 1.02(s)
Dicrotalicacidmoiety   

C(1’) 171.4  

CH2(2’) 47.1 3.19(d,J=16.2),2.83(d,J=16.2)
C(3’) 70.3  

CH2(4’) 47.1 3.58(d,J=14.4),2.89(d,J=14.4)
C(5’) 171.9  

Me(6’) 25.9 1.88(s)
3-O-sugars   

Glc   

CH(1) 103.8 5.12(d,J=7.8)
CH(2) 84.2 4.10(m)
CH(3) 77.3 4.16(m)
CH(4) 71.6 4.14(m)
CH(5) 78.0 4.17(m)
CH2(6) 62.7 4.34(dd,J=3.0,J=18.6),4.20(m)
Glc’   

CH(1) 105.6 5.29(d,J=7.2)
CH(2) 77.3 4.03(m)
CH(3) 78.0 3.81(m)

CH(4) 71.1 4.05(m)
CH(5) 75.9 4.04(m)
CH2(6) 65.1 5.02(d,J=11.4),4.62(d,J=11.4)
28-O-sugars   

Ara   

CH(1) 94.7 5.98(d,J=7.2)
CH(2) 77.3 4.63(d,J=7.2)
CH(3) 75.0 3.82(m)
CH(4) 69.5 4.129-4.153(m)
CH2(5) 67.5 4.18(m),3.77(d,J=10.8)
Rha   

CH(1) 102.6 6.22(br.s)
CH(2) 72.2 5.24(br.s)
CH(3) 78.9 4.72(m)
CH(4) 73.5 6.05(t)
CH(5) 68.1 4.46(m)
CH2(6) 18.5 1.43(d,J=6.0)
Glc’’   

CH(1) 105.8 5.20(d,J=7.8)
CH(2) 74.9 4.19(m)
CH(3) 77.9 4.11(m)

CH(4) 71.0 4.12(m)
CH(5) 77.8 3.83(m)
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CH2(6) 62.5 4.22(m),4.44(m)

[0040] 实施例 2：

[0041] 取干燥的合子草全草用 75%乙醇加热回流提取，提取 3次，每次提取 2小时，过滤，

合并滤液，浓缩至无醇味，然后用石油醚和乙酸乙酯脱脂，体积比为 1:1，脱脂 3 次，脱脂后

将水层溶液通过D101大孔树脂，依次用水、15%乙醇、75%乙醇、90%乙醇洗脱，每个梯度洗脱

5个柱体积，收集75%乙醇部分，蒸干后即得合子草总皂苷，将合子草总皂苷上200-300目硅

胶分离，用二氯甲烷 -甲醇 -水（取下层）7:3:1，7:4:1，7:5:1洗脱，每个梯度洗脱 5个柱体

积，硅胶薄层定性，合并同一组分，得到该化合物，纯度大于 80%，用甲醇重结晶后即得该化

合物，纯度 98%。

[0042] 实施例 3 

[0043] 一种上述化合物在抗癌领域的应用。

[0044] 抑制人 HL-60A549肺癌、MGC-803胃癌、Eca-109食管癌的活性实验： 

[0045] 方法

[0046] 取指数生长期的三种（A549、MGC-803、Eca-109 细胞）肿瘤细胞制成单细胞悬液，

以适合细胞生长的密度（1×104/孔）接种于 96 孔板上，用含 10%胎牛血清的培养基（完全

培养基）37℃培养 24小时让细胞贴壁，培养终体积为 100µl。培养 24小时在倒置显微镜下

观察细胞生长形态完好后，以 200、100、50、25、12.5 µg/ml 浓度加入各受试提取物，每个浓

度的体积为 100µl，每孔终体积为 200µl，继续培养 48小时后每孔加入浓度为 5mg/mL的 MTT

（溶于无血清高糖 1640 培养基中）10µL，轻微振荡混匀后，继续置于 37℃培养。4 小时后，

取出 96 孔培养板，用水平离心机 2000转 /分室温离心 5min，仔细吸弃上清，每孔加 100µL 

DMSO，于摇床上振荡 10min，充分溶解蓝紫色的甲臜沉淀。再在酶标检测仪上读取 490nm 下

的各孔吸光度值（OD 490），以此反映受试物对肿瘤细胞的细胞毒作用。试验时以顺铂和卡

铂作为阳性对照药。

[0047] 细胞培养环境条件

[0048] 购来后的细胞养于无菌细胞房内，温度 37 度，相对湿度 100%。含 5%CO2、95% 空气

的培养箱内。培养基为加入 10%南美小牛血清 FBS的 1640或者高糖的 DMEM培养基。

[0049] 实验分组

[0050] 每种细胞按照 1×104/孔的密度接种于 96孔板上，用含 10%胎牛血清的 1640 培

养基（完全培养基）或者 DMEM37℃培养 24 小时让细胞贴壁，培养终体积为 100µl。培养 24

小时后观察细胞形态，然后加药。药物体积 100µl，终体积为 200µl。

[0051] 按照加入药物分为： 

[0052] 化合物剂量又分为 200、100、50、25、12.5 µg/ml五个剂量组，每个组 3个孔。

[0053] 实验

[0054] 取指数生长期的上述肿瘤细胞制成单细胞悬液，以1×104/孔的密度接种于96 孔

板上，用含 10%胎牛血清的培养基（完全培养基）37℃培养 24小时让细胞贴壁，培养终体积

为 100µl。而后加入新鲜制备的不同浓度的药物刺激细胞，药物总体积 100µl，于刺激后的

48小时每孔加入浓度为 5mg/mL的 MTT（溶于无血清高糖 1640 培养基中）10µL，轻微振荡混

匀后，继续置于 37℃培养。4hr 后，取出 96 孔培养板，用水平离心机 2000转 /分室温离心

5min，仔细吸弃上清，每孔加入100µL DMSO，于摇床上振荡10min，充分溶解蓝紫色的甲臜沉
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淀。再在酶标检测仪上读取490nm 下的各孔吸光度值（OD 490），以此反映药物对细胞的毒性

作用。

[0055] 观察指标

[0056] 在酶标检测仪上读取 490nm 下的各孔吸光度值（OD 490），以此反映药物对细胞的

毒性作用。应用 SPSS软件计算药物对细胞的 IC50。

[0057] 表 1 化合物抑制三种肿瘤细胞的 IC50（μM）值 

样品 ECA-109食管癌 A549肺癌 MGC-803胃癌

化合物 11.7 37.6 50.1

说  明  书CN 102432666 B

9



1/2页

10

图 1
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图 2

图 3
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