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旱莲皂苷的溶血活性及构效关系研究
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摘要：从旱莲草中分离到 ７ 个单体化合物，经波谱数据分析，鉴定为旱莲皂苷 ｅｃｌａｌｂａｓａｐｏｎｉｎｓⅠ～Ⅵ（缩写

为 Ｅ⁃Ⅰ～Ｅ⁃Ⅵ）和 β⁃香树素，其中 Ｅ⁃Ⅰ～Ｅ⁃Ⅴ有溶血活性，活性强弱依次为 Ｅ⁃Ⅱ＞Ｅ⁃Ⅳ＞Ｅ⁃Ⅴ＞Ｅ⁃Ⅰ＞Ｅ⁃Ⅲ．构
效关系分析结果表明：Ｃ⁃２８ 位的游离羧基对旱莲皂苷的溶血活性强弱至关重要，Ｃ⁃３ 位葡萄糖基的数量

或硫酸酯化对其溶血活性也有影响．
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０　 引言

三萜皂苷基本母核（苷元）由 ３０ 个碳原子组

成，具有抗肿瘤、抗菌、驱虫杀虫、抗炎症、抗氧化、
护肝、抗高血糖和镇痛等多种生物活性［１］ ．与甾体皂

苷类似，许多三萜皂苷具有溶血作用，这限制了其

在医药上的应用［２］ ．因此，阐明三萜皂苷的结构与溶

血活性之间的构效关系对其在医药上的应用具有

重要意义．
齐墩果烷型三萜皂苷 Ｃ⁃２８ 位的化学基团在其

溶血活性中起着重要作用，该位置的糖基化［３⁃５］ 和

甲酯化［６⁃７］都可导致其溶血活性发生巨大变化，糖
基类型和数目对其溶血活性也有重要影响［３，５⁃６］ ．此
外，Ｃ⁃３ 位的糖基种类和数目［２⁃３，６，８⁃９］、Ｃ⁃４，６，１２，１６，
２０，２３ 和 ２４ 位连接的化学基团［３，９］也对其溶血活性

产生影响．
菊科植物旱莲草（也称墨旱莲） （Ｅｃｌｉｐｔａ ａｌｂａ，

或者 Ｅｃｌｉｐｔａ ｐｒｏｓｔｒａｔａ）广泛生长在亚热带和热带地

区中，是一种重要的药用植物［１０⁃１１］ ．旱莲草含有许多

三萜皂苷和皂苷元，如 Ｅ⁃Ⅰ～Ｅ⁃Ⅻ［１０，１２⁃１４］、ｅｃｌａｌｂａｔｉｎ、
α⁃香树素、齐墩果酸［１５］、刺囊酸［１６］ 等．然而，迄今为

止，鲜有关于旱莲皂苷溶血活性及构效关系的研

究［１７］ ．本文根据旱莲皂苷的显色特征，跟踪分离在

旱莲草提取物中的三萜皂苷类化合物，并解析其结

构，检测其体外溶血活性，分析其构效关系，为旱莲

皂苷在医药上的开发应用提供参考．

１　 材料与方法

１．１　 材料

旱莲草采自江西省九江市郊区，由九江学院药

学与生命科学学院张炳火教授鉴定，标本存放于九

江学院药学与生命科学学院标本馆内．材料在采集

后去除枯枝烂叶，在干燥后粉碎，在室温下保存．

１．２　 血样准备

由九江学院附属医院检验科采用真空采血器

ＢＤ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｐｌｅｌｔａｌ（含柠檬酸钠）从人体肘静脉采集

２ 份血样，１ 份直接用生理盐水稀释 ５０ 倍，得到稀释

全血；１ 份在 ２ ０００ ｒｐｍ 下离心 ５ ｍｉｎ，去除血浆，血
细胞沉淀用 １０ 倍血液体积的生理盐水洗涤 ３ 次，然
后用 ５０ 倍血液体积的生理盐水重悬获得重悬血

细胞．



１．３　 旱莲皂苷提取、分离与鉴定

取干燥旱莲草全草粉末 ６ ０００ ｇ，用 ｖ（去离子

水） ∶ｖ（甲醇） ∶ ｖ（乙醇） ∶ ｖ（乙酸乙酯）＝ １ ∶１ ∶１ ∶１的
混合溶剂反复浸泡提取，合并提取液，在 ５０ ℃下减

压蒸馏除去溶剂，得到膏状提取物．采用正相硅胶柱

对提取物进行分离纯化，洗脱溶剂为 ｖ （氯仿） ∶
ｖ（甲醇）＝ １ ∶０→２０ ∶１→１５ ∶１→１０ ∶１→５ ∶１→３ ∶１→
０ ∶１，用自动收集器收集，用 ａｎｉｓ 显色剂［１８］显色各收

集组分（旱莲皂苷在薄层层析硅胶板上呈现紫红

色），根据迁移率（Ｒ ｆ值）和显色特征并样，将目标组

分继续用正相硅胶柱分离，洗脱溶剂系统均为不同

比例的氯仿 ／甲醇混合液，直至获得单体化合物．根
据１３Ｃ ＮＭＲ（Ｂｒｕｋｅｒ ＤＲＸ⁃５００ ＭＨｚ，以四甲基硅烷为

内标）、ＤＥＰＴ 和质谱（Ａｇｉｌｅｎｔ Ｇ６２３０ ＴＯＦ ＭＳ）数据，
结合文献，鉴定化合物化学结构．

１．４　 溶血活性试验

采用玻片法确定化合物有无溶血活性，红细胞

破裂和消失说明样品有溶血活性［１７］ ．采用分光光度

法检测化合物溶血率．简述如下：将 ２０ μＬ 皂苷样品

溶液（溶剂为二甲亚砜）、９８０ μＬ 生理盐水和 １ ｍＬ
稀释血样混 合 均 匀， ３６ ℃ 水 浴 ５ ｍｉｎ， ２０ ℃、
１０ ０００ ｒｐｍ离心 １ ｍｉｎ，取上清，在 ５４５ ｎｍ 下参比

（将上述 ２０ μＬ 皂苷样品溶液用等体积二甲亚砜代

替，经过同样处理后，以上清作为参比）调零后测吸

光度．取 １ ｍＬ 血样，在 ２０ ℃、２ ０００ ｒｐｍ 下离心

５ ｍｉｎ，弃上清，血细胞沉淀加入 ２ ｍＬ 去离子水，在
经上述同样处理后，以去离子水为参比调零，测吸

光度，作为阳性对照．皂苷溶血率计算公式为溶血

率 ／ ％ ＝ Ａｔ ／ Ａｐ ×１００％，其中 Ａｔ和 Ａｐ分别为皂苷样品

试验组和阳性对照组的吸光度．

１．５　 数据处理

所有溶血试验重复 ３ 次，数据采用平均值±标
准偏差表示，利用单因素方差对相关数据进行分

析，Ｐ＜０．０５ 表示在统计学意义上差异显著．

２　 结果与分析

２．１　 化合物的分离与鉴定

从提取物中分离到 ７ 个化合物（编号为 １～ ７），
均为白色或无色粉末性结晶，其中化合物 １ ５ ４００ ｍｇ，
化合物 ２ １ １００ ｍｇ，其他化合物 １００～２００ ｍｇ．质谱 ＥＳＩ⁃
ＭＳ，ｍ ／ ｚ：７９５ ［Ｍ１ －Ｈ］ －、６３３ ［Ｍ２ －Ｈ］ －、９５７ ［Ｍ３ －
Ｈ］ －、７９５ ［Ｍ４－Ｈ］ －、７１３ ［Ｍ５－Ｈ］ －、８７５ ［Ｍ６－Ｈ］ －表

明化合物 １ ～ ６ 的相对分子质量分别为 ７９６、６３４、
９５８、７９６、７１４ 和 ８７６，分别与 Ｅ⁃Ⅰ～Ｅ⁃Ⅵ的相对分子

质量相同，１３Ｃ ＮＭＲ 和 ＤＥＰＴ 数据（见表 １）显示它

们的甲基、亚甲基、次甲基和季碳的数量与化学位

移均与 Ｅ⁃Ⅰ～ Ｅ⁃Ⅵ的一致［１０，１３⁃１４］，故将它们分别鉴

定为 Ｅ⁃Ⅰ～Ｅ⁃Ⅵ（见图 １）．质谱 ＥＩ⁃ＭＳ ｍ ／ ｚ ４０８ ［Ｍ７－
Ｈ２Ｏ］ ＋、４２６ ［Ｍ７］

＋表明化合物 ７ 的相对分子质量为

４２６，其１ ３Ｃ ＮＭＲ（以 ＣＤＣｌ３为内标）数据（１５．５，１５􀆰 ６，
１６．８，１８．４，２３．５，２３．７，２６．０，２６．２，２６．９，２７􀆰 ２，２８．１，２８．
４，３１．１，３２．５，３２．７，３３．４，３４．７，３７􀆰 ０，３７．２，３８．６，３８．８，
３９．８，４１．７，４６．８，４７．２，４７．６，５５．２，７９．０，１２１．７ 和 １４５．２）
与 β⁃香树素基本一致［１９］，因此确认该化合物为 β⁃香
树素（见图 １）．

表 １　 化合物 Ｅ⁃Ⅰ～ Ｅ⁃Ⅵ的１３Ｃ ＮＭＲ（溶剂：ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ⁃ｄ６；５００ ＭＨｚ）数据

Ｃ Ｅ⁃Ⅰ Ｅ⁃Ⅱ Ｅ⁃Ⅲ Ｅ⁃Ⅳ Ｅ⁃Ⅴ Ｅ⁃Ⅵ Ｃ Ｅ⁃Ⅰ Ｅ⁃Ⅱ Ｅ⁃Ⅲ Ｅ⁃Ⅳ Ｅ⁃Ⅴ Ｅ⁃Ⅵ

１⁃ＣＨ２ ３８．７ ３８．６ ３８．８ ３８．７ ３８．３ ３８．７ ２５⁃ＣＨ３ １５．７ １５．７ １５．８ １５．７ １５．４ １５．８

２⁃ＣＨ２ ２６．０ ２４．６ ２６．１ ２６．１ ２５．６ ２５．９ ２６⁃ＣＨ３ １７．１ １７．３ １７．１ １７．３ １７．３ １７．２

３⁃ＣＨ ８８．３ ８８．３ ８９．０ ８８．７ ８８．７ ８９．１ ２７⁃ＣＨ３ ２６．８ ２６．０ ２６．９ ２６．９ ２６．６ ２６．９

４⁃Ｃ ３９．２ ３９．２ ３９．１ ３９．１ ３８．８ ３９．１ ２８⁃Ｃ １７４．９ １８０．１ １７４．８ １７８．７ １７９．８ １７５．０

５⁃ＣＨ ５５．６ ５５．５ ５５．７ ５５．６ ５５．２ ５５．５ ２９⁃ＣＨ３ ３３．０ ３３．０ ３３．０ ３３．１ ３３．０ ３３．０

６⁃ＣＨ２ １８．２ １８．２ １８．２ １８．３ １７．９ １８．２ ３０⁃ＣＨ３ ２４．６ ２６．８ ２４．６ ２４．６ ２４．７ ２４．６

７⁃ＣＨ２ ３３．２ ３３．３ ３３．３ ３３．３ ３２．９ ３３．３ １⁃ＣＨ １０５．８ １０５．８ １０４．１ １０４．１ １０２．９ １０３．１

８⁃Ｃ ３９．５ ３９．４ ３９．３ ３９．４ ３９．１ ３９．５ ２⁃ＣＨ ７４．４ ７４．４ ８１．８ ８１．７ ７９．４ ７９．７

９⁃ＣＨ ４６．８ ４６．６ ４８．１ ４６．９ ４６．４ ４６．６ ３⁃ＣＨ ７８．２ ７７．３ ７７．１ ７７．３ ７６．６ ７６．９

１０⁃Ｃ ３６．７ ３６．７ ３６．７ ３６．８ ３６．４ ３６．７ ４⁃ＣＨ ７０．６ ７０．６ ７０．４ ７０．５ ７０．２ ７０．５

１１⁃ＣＨ２ ２３．３ ２３．３ ２３．３ ２３．３ ２３．０ ２３．４ ５⁃ＣＨ ７７．１ ７７．０ ７６．８ ７６．８ ７６．３ ７６．７

１２⁃Ｃ １２１．８ １２１．６ １２１．８ １２１．７ １２０．９ １２１．８ ６⁃ＣＨ２ ６１．６ ６１．６ ６１．５ ６１．４ ６１．２ ６１．５
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表 １（续）

Ｃ Ｅ⁃Ⅰ Ｅ⁃Ⅱ Ｅ⁃Ⅲ Ｅ⁃Ⅳ Ｅ⁃Ⅴ Ｅ⁃Ⅵ Ｃ Ｅ⁃Ⅰ Ｅ⁃Ⅱ Ｅ⁃Ⅲ Ｅ⁃Ⅳ Ｅ⁃Ⅴ Ｅ⁃Ⅵ

１３⁃Ｃ １４４．０ １４４．４ １４４．１ １４４．５ １４４．６ １４４．１ １′⁃ＣＨ １０４．３ １０４．３

１４⁃Ｃ ４１．４ ４０．５ ４１．４ ４１．５ ４１．２ ４１．４ ２′⁃ＣＨ ７５．７ ７５．７
１５⁃ＣＨ２ ３５．４ ３５．６ ３５．１ ３５．１ ３４．８ ３５．２ ３′⁃ＣＨ ７７．０ ７７．０

１６⁃ＣＨ ７３．０ ７３．４ ７３．０ ７３．４ ７３．３ ７３．０ ４′⁃ＣＨ ７０．３ ７０．４

１７⁃Ｃ ４８．１ ４７．７ ４９．１ ４７．８ ４７．７ ４８．２ ５′⁃ＣＨ ７６．６ ７６．６

１８⁃ＣＨ ４０．５ ４１．４ ４０．６ ４０．５ ４０．４ ４０．６ ６′⁃ＣＨ２ ６１．３ ６１．５
１９⁃ＣＨ２ ４６．６ ４６．８ ４６．６ ４６．６ ４６．７ ４６．９ １⁃ＣＨ ９４．５ ９４．６ ９４．６ ９４．６
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图 １　 旱莲皂苷 Ｅ⁃Ⅰ～ Ｅ⁃Ⅵ和 β⁃香树素的化学结构

２．２　 化合物的溶血活性

２．２．１　 玻片溶血活性　 玻片试验结果显示：除 β⁃香
树素和 Ｅ⁃Ⅵ外，其余 ５ 个旱莲皂苷均有溶血活性，
其中 Ｅ⁃Ⅲ溶血活性最弱，当其物质的量浓度为 １６
ｍｍｏｌ·Ｌ－１时３ ｍｉｎ后才出现微弱的溶血现象，当其

物质的量浓度为３２ ｍｍｏｌ·Ｌ－１时 ３ ｍｉｎ 左右红细胞

才全 部 消 失； 当 Ｅ⁃Ⅰ 物 质 的 量 浓 度 小 于

０．２ ｍｍｏｌ·Ｌ－１时没有出现凝血和溶血现象，当 Ｅ⁃Ｉ
物质的量浓度为１．１３ ｍｍｏｌ·Ｌ－１时先使红细胞凝集

成团，然后才逐渐出现溶血现象，溶血率随时间的

延长而增加（见图 ２）．因此，该化合物在较高浓度下

具有凝血和溶血双重活性；Ｅ⁃Ⅱ、Ｅ⁃Ⅳ和 Ｅ⁃Ⅴ均未

见凝血活性，但它们的溶血活性均很强，在物质的

量浓度为０．０５ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ 时均会导致红细胞迅速

溶解．
２．２．２　 Ｅ⁃Ⅰ、Ｅ⁃Ⅱ、Ｅ⁃Ⅳ和 Ｅ⁃Ⅴ的溶血率　 分光光度

法试验结果 （见图 ３） 显示：当物质的量浓度为

０􀆰 １ ～ ０．４ ｍｍｏｌ·Ｌ－１时，Ｅ⁃Ⅰ对重悬血细胞的溶血

率比对稀释全血的溶血率高 ２． ２％ ～ ６８． ３％ （ Ｐ ＜

０􀆰 ０５，Ｐ＜０．０１）；但当物质的量浓度≥０．５ ｍｍｏｌ·Ｌ－１

时，Ｅ⁃Ⅰ对重悬血细胞和稀释全血的溶血率没有显

著差异，均接近 １００％（见图 ３（ａ））．Ｅ⁃Ⅱ的溶血活性

显著强于 Ｅ⁃Ⅳ和 Ｅ⁃Ⅴ，当物质的量浓度为 １８ μｍｏｌ
·Ｌ－１时，将导致重悬血细胞全部溶解（见图 ３（ｂ）），
而 Ｅ⁃Ⅳ和 Ｅ⁃Ⅴ在该浓度下对重悬血细胞没有溶血

活性（见图 ３（ｄ））．与 Ｅ⁃Ⅰ类似，Ｅ⁃Ⅱ对稀释全血的

溶血率显著低于重悬血细胞（Ｐ＜０．０１），只有在物质

的量浓度≥３３ μｍｏｌ·Ｌ－１时溶血率才能达到 １００％
（见图 ３（ｃ））．

9 min6 min

3 min0 min

图 ２　 Ｅ⁃Ⅰ的凝血和溶血活性

６９５ 江西师范大学学报（自然科学版） ２０２３ 年
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　 　 注：∗和∗∗分别表示重悬血细胞与稀释全血的溶血率在 Ｐ＜０􀆰 ０５ 和 Ｐ＜０．０１ 的水平上差异显著．

图 ３　 Ｅ⁃Ⅰ、Ｅ⁃Ⅱ、Ｅ⁃Ⅳ和 Ｅ⁃Ⅴ的溶血率与浓度关系

３　 讨论

在通常情况下，皂苷与在红细胞膜上的胆固醇

结合形成水不溶性复合物，使膜穿孔并溶血［１］ ．胆固

醇是血浆组成成分之一，重悬血细胞充分去除了血

浆成分，无游离胆固醇，而稀释全血含有完整的血

浆成分，有游离胆固醇，能够中和一定浓度的皂苷，
降低其有效浓度和溶血率．这应该是溶血旱莲皂苷

对重悬血细胞溶血率显著高于对稀释全血溶血率

的主要原因．
旱莲皂苷主要包括齐墩果烷型和异齐墩果烷

型［１０，１２⁃１４］，其中 Ｅ⁃Ⅰ～Ｅ⁃Ⅵ均为齐墩果烷型．常春藤型三

萜皂苷为齐墩果烷型皂苷，其 Ｃ⁃２８ 位的糖基化［３⁃４］导

致溶血活性下降，这与旱莲皂苷 Ｅ⁃Ⅰ～Ｅ⁃Ⅵ类似，但旱莲

皂苷在 Ｃ⁃２８ 糖基化（见图 １）后溶血活性下降幅度更大

（见图 ３），这说明 Ｃ⁃２８ 游离羧基是齐墩果烷型旱莲皂

苷具有强溶血活性的关键基团之一．
α⁃常春藤皂苷的溶血活性远强于常春藤素［３］，

这说明 Ｃ⁃３ 位糖基化大大加强了其溶血活性．与此

类似，刺囊酸只有微弱的溶血活性［３］，但其 Ｃ⁃３ 位在

葡萄糖基化后则形成了具有强溶血活性的旱莲皂

苷 Ｅ⁃Ⅱ、Ｅ⁃Ⅳ和 Ｅ⁃Ⅴ，因此，Ｃ⁃３ 位的葡萄糖基化是

旱莲皂苷具有溶血活性的重要条件之一．Ｅ⁃Ⅰ和 Ｅ⁃

Ⅱ的溶血活性分别强于 Ｅ⁃Ⅲ和 Ｅ⁃Ⅳ，这说明 Ｃ⁃３ 位

葡萄糖基数目的增加会导致其溶血活性降低，这与

分离自 Ｐｌａｔｙｃｏｄｏｎ ｇｒａｎｄｉｆｌｏｒｕｍ 的齐墩果烷型皂苷

类似［８］ ．Ｅ⁃Ⅰ和 Ｅ⁃Ⅱ的溶血活性分别强于 Ｅ⁃Ⅵ和 Ｅ⁃
Ⅴ，这说明 Ｃ⁃３ 位葡萄糖基的 Ｃ⁃２ 位硫酸酯化会导

致溶血活性降低；Ｅ⁃Ⅳ和 Ｅ⁃Ⅲ的溶血活性分别高于

Ｅ⁃Ⅴ和 Ｅ⁃Ⅵ，这说明与 Ｃ⁃３ 位葡萄糖基的 Ｃ⁃２ 位继

续葡萄糖基化相比，该位置的硫酸酯化对溶血活性

的降低作用更强．
总之，齐墩果烷型旱莲皂苷 Ｃ⁃２８ 位游离羧基是

其具有强溶血活性的重要条件，在该羧基与葡萄糖

形成酯键后，会导致溶血活性极显著下降甚至丧

失；而 Ｃ⁃３ 位相连的糖苷键、葡萄糖基的数目及葡萄

糖基的硫酸酯化均对其溶血活性产生不同影响．皂
苷类化合物往往具有良好的抗肿瘤等多种生物活

性，但溶血活性限制了其在抗肿瘤等药物研制中的

应用．本研究对利用旱莲皂苷研制低溶血活性的高

效抗肿瘤等药物具有重要的参考价值．
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