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要!利用超声破壁处理#氯仿为溶剂对桦褐孔菌子实体中三萜单体进行提取&通过薄层层析色谱!

7YP

"检

测#用
$R

香草醛
6

浓硫酸试剂作为显色剂#反复用硅胶柱色谱对氯仿提取物进行梯度洗脱#得到两种羊毛脂烷型的

三萜化合物#即化合物
$

!

$"$H

3

"和化合物
"

!

CMH

3

"&采用
X\YP

的方法在
"#C*H

处分析其纯度#同时红外光谱

!

QE

"分析两种化合物的特征#以及核磁共振!

$

X6=@E

和$!

P6=@E

"技术对两种羊毛脂烷型的三萜化合物进行结构

鉴定&对比已知标准谱图#最终确定其结构为羊毛甾醇!

Y+*':;0)',

"和栓菌酸!

7)+H0;0*',25+52K

"&
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!

引
!

言

桦褐孔菌在中国被称为"桦树中的褐色灵芝#&

具有许多类似于灵芝的功效'

$C

世纪以来&这种担

子类白腐真菌广泛被俄罗斯和西伯利亚西部地区的

人们当作民间用药&用于治疗各种疑难杂症&如胃

癌)肝癌)肠癌等及消化系统疾病*

$

+

'随着对桦褐孔

菌认识得深入&食品及药品行业对其需求也在不断

增加&桦褐孔菌被誉为我国最有发展前景的
"!

种药

用真菌之一*

"

+

'不少国内外学者对桦褐孔菌的有效

成分及其药理活性进行研究'结果显示从桦褐孔菌

中分离得到多种具有药用价值的有效成分&主要包

括多糖$

f

',

<

:+55/+)2K0:

%)多酚$

f

',

<f

/0*',:

%)三萜

类成分$

;)2;0)

f

0*'2K:

%)类固醇$

:;0)'2K:

%)黑色素

$

H0,+2*

%等*

!

+

&还有报道称已经分离出单宁化合物)

生物碱)木质素类化合物*

A

+

)鞘氨脂类似物及甘露醇

等化学物质&这些成分对治疗许多疾病有良好的效

果*

%

+

'三萜化合物作为桦褐孔菌的重要成分之一&

一直是天然药物化学研究的重要领域&也是寻找和

发现天然药物活性成分的来源&其中四环三萜类具

有抗炎)抗菌)抗癌以及抗血小板聚集等心血管方面

的生物活性*

C

+

'近年来&不少国内外学者从桦褐孔

菌中分离得到具有生物活性的三萜化合物&大多以

四环或五环三萜化合物为主'本研究在此基础上利

用硅胶柱色谱法和
7YP

法对桦褐孔菌子实体中的

羊毛脂烷型三萜化合物进行提取)分离及纯化&通过

红外)核磁$

$

X

和$!

P6=@E

%确定其三萜化合物的

结构'

!

!

试
!

验

$?$

!

实验材料

$?$?$

!

实验原料

桦褐孔菌子实体购于杭州胡庆余堂'

$?$?"

!

主要试剂

P[P,

!

$色谱纯&阿拉丁试剂公司%,氘代二甲基

亚砜$色谱纯&阿拉丁试剂公司%,硅胶$青岛海洋化

工分厂%,其他试剂均为国产分析纯试剂'

$?"

!

实验方法

$?"?$

!

桦褐孔菌子实体的提取

桦褐孔菌子实体粉碎&过
C#

目筛&在
M%b

的干

燥箱中干燥
C/

'精确称取桦褐孔菌子实体粉末

$F#

3

&加入适量氯仿&分
!

批在冰水浴中超声破壁



$破壁
$/

&间歇
A:

%'合并提取物'在
%#b

水浴下

浸泡
MK

*

M

+

&之后加热回流
!

次&每次回流
F/

'合并

提取液&减压浓缩得氯仿提取物为
$?C$

3

'

$?"?"

!

流动相的确定

通过薄层层析色谱检测&以
$R

的香草醛
6

浓硫

酸试剂为显色剂&确定最佳流动相为石油醚
_

丙酮&

根据以下公式&

?

A

`

原点至斑点中心的距离
原点至展开剂前沿的距离

$

$

%

经验值
?

A

#̀?"%

为上柱的流动相比例&结果确定

石油醚
_

丙酮为
!#_$

是第一个三萜组分的最佳比

例&其他组分以此类推'

$?"?!

!

三萜单体的分离及纯化

如图
$

所示&氯仿提取物经反复地硅胶柱色谱进

行湿法上柱&通过流动相为石油醚
_

丙酮$

%#_$

(

$_$

%进行梯度洗脱&每
%#HY

收集
$

次'当石油

醚
_

丙酮为
!#_$

时&每
$#HY

收集
$

次'

$R

的香

草醛
6

浓硫酸作为显色剂&将所收集的溶液用
7YP

检

测'根据
?

A

值合并相同的流分&单一组分
N

用甲醇

对其重结晶&得白色针状结晶&过滤)干燥得化合物
#

$

$"$H

3

%,同样对单一组分
V

用氯仿进行重结晶&白

色晶体析出&最终获得化合物
%

$

CMH

3

%'

图
$

!

桦褐孔菌子实体中三萜单体的分离流程

$?"?A

!

三萜单体的
X\YP

分析方法

分离得到的化合物
#

和化合物
%

&分别配制成

$e#H

3

-

HY

标准溶液&用
#?""

+

H

的微孔滤器过滤

后&在
N

3

2,0*;$$##

的高效液相色谱$

X\YP

%上进行

梯度洗脱&波长为
"#C*H

*

F

+

'色谱柱是反相
7P6P

$F

%

+

HA?CT$%#HH

$

N

3

2,0*;

&

4+*;+P,+)+

&

PN

&

84N

%&

流动相是乙腈
_

水$

D#_$#

&

#H2*

,

DM_!

&

$#H2*

%&进

样量为
"#

+

Y

&柱温为
!#b

'

$?"?%

!

三萜单体的结构鉴定

分离得到的化合物采用红外$

QE

%)

$

X

和$!

P

=@E

光谱进行结构鉴定*

D6$#

+

'

$

X=@E

$

A##@XJ

%

和$!

P=@E

$

$##@XJ

%光谱采用标准的脉冲序列&

P[P,

!

作为化合物
#

的溶剂&而化合物
%

不溶于

P[P,

!

&选择
[@4d

作为溶剂&

7@4

作为内标'

'

!

结果与讨论

"?$

!

X\YP

的纯度分析

化合物
#

和化合物
%

的产率分别为
#?#CMR

和

#?#!MR

&根据
$?"?A

的流动相比例进行
X\YP

分

析&结果如图
"

所示'由图
"

$

+

%可知&化合物
#

的

保留时间为
A$?C!MH2*

处&仅出现一个主峰,图
"

$

L

%中发现化合物
"

的保留时间
M?AFFH2*

&仅有一个

主峰'同时&经
X\YP

分析其纯度均达
DFR

以上'

图
"

!

化合物
#

和化合物
%

的
X\YP

图

$浓度为
"%#

+

3

-

HY

%

"?"

!

三萜单体的红外光谱分析

通过反复的硅胶柱色谱分离得到两种羊毛脂烷

型的三萜化合物即化合物
#

和
%

&其结构如图
!

所

示&产率分别为
#?#CMR

和
#?#!MR

'这两种化合物

进行
QE

分析&如图
A

所示'

图
!

!

从野生
)%5L/,

8

44N

中分离得到的化合物

#

和
%

的结构式

%C"

第
"

期 陈
!

程等!桦褐孔菌子实体三萜单体的分离及鉴定



图
A

!

化合物的
QE

光谱

!!

由图
A

$

+

%看出&在
!A#!5H

B$呈现一个比较宽的

羟基特征峰&在
"DC"

)

"D!#

)

"FMA

)

$AAF

)

$!FA5H

B$

处存在.

PX

!

&.

PX

"

.的不对称和对称伸缩振动&

在
$C!M5H

B$存在
''

P P

的弱峰&同时在
F#$5H

B$处

''

存在
P

.

X

的面外弯曲振动,

由图
A

$

L

%可知&在
!A!M5H

B$处存在一个较宽的

宽峰&在
$CDD5H

B$处存在羰基的特征峰&在
$#"M5H

B$

存在游离羧基上的
d

.

X

弯曲振动的特征峰&同时在

"D!F

)

"FMA

)

$!FA

)

$A%%5H

B$和
$CDD5H

B$处有.

PX

!

和.

PX

"

.的特征峰&在
$C!M5H

B$处有一个比较弱的

碳碳双键的峰'

"?!

!

核磁共振$

$

X6=@E

和$!

P6=@E

%的结构鉴定

"?!?$

!

$

X6=@E

的结构鉴定

化合物
#

$

P[P,

!

%!由图
%

可知&在高场区
+

`

#eCD

$

:

&

!X

&

$F6@0

%&

#?DF

$

:

&

!X

&

$D6@0

%&

$?##

$

:

&

!X

&

"F6@0

%&

#?F$

$

:

&

!X

&

"D6@0

%&

#?FM

$

:

&

!X

&

!#6@0

%分别为
P6"F

&

P6$F

&

P6!#

&

P6$D

&

P6"D

的质子

峰&这是四环三萜类化合物的典型特征,

#?D$

$

K

&

!X

&

"$6@0

%为
P6"$

上的
X

与
P6"#

上的
X

发生偶

合而裂分成二重峰,

$?C#

$

:

&

!X

&

"C6@0

%&

$?CF

$

:

&

!X

&

图
%

!

化合物
$

的 $

X6=@E

$

P[P,

!

%分析

"M6@0

%分别为
P6"C

和
P6"M

烯丙偶合的宽峰,

!e""

&

!?"A

$

KK

&

$X

&

!6PXdX

%&

$?#C

$

H

&

$X

&

%6X

%&

$?A"

$

H

&

$X

&

"#6X

%&

$?AM

$

H

&

$X

&

$M6X

%&

%?$#

$

;

&

$X

&

"A6X

%为

"A6P

上质子峰'

化合物
%

$

[@4d

%!由于化合物
%

不溶于

P[P,

!

&故采用
[@4d

做溶剂用于核磁分析&结果

如图
C

所示!

+

#̀?CD

$

:

&

!X

&

$F6@0

%&

#?DM

$

:

&

!X

&

$D6@0

%&

#?M#

$

:

&

!X

&

"F6@0

%&

#?F!

$

:

&

!X

&

"D6@0

%&

#?D$

$

:

&

!X

&

!#6@0

%是在高场区四环三萜的典型特

征峰,

$e%!

$

:

&

!X

&

"C6@0

%&

$?C!

$

:

&

!X

&

"M6@0

%为烯

丙基偶合形成的宽峰&

$?$%

$

H

&

$X

&

%6X

%&

$?A"

$

H

&

$X

&

$M6X

%&

%?#M

$

;

&

!X

&

"A6@0

%&

$"?#$

$

:

&

$X

&

"#6PddX

%为连接羧基的质子峰信号&

!?"$

&

!?$D

$

KK

&

$X

&

!6PXdX

%'

图
C

!

化合物
"

$

X6=@E

$

[@4d

%分析

"?!?"

!

$!

P6=@E

的结构鉴定

化合物
#

的谱图见图
M

&化学位移为
MM?D%

ff

H

为
P6!

信号&化学位移为
$!!?!C

)

$!!?!C

)

$"A?""

)

$"D?FD

ff

H

分别是化合物烯碳上$

P6F

&

P6D

&

P6"A

&

P6"%

%的信号'其他信号与羊毛甾醇$

Y+*':;0)',

%

均一致*

D6$#

+

&详见表
$

'

CC"
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江
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表
!

!

从
!"#$%&

'

(()

中分离得到的四种化合物的
!$

VGLRF

"

!((RJ\

#

碳
羊毛甾醇

$

P[P,

!

%

化合物
$

$

P[P,

!

%

栓菌酸

$

P

%

[

%

=

%

化合物
"

$

[@4d

%

$ !%?# !%?"A !C?$ !C?%A

" "M?A "M?$F "D?! "F?!C

! MF?! MM?D% MM?D MD?$A

A !F?$ !M?FC !D?% !F?%$

% AD?F AD?F" %#?F %#?#$

C "#?! $D?DF $D?A $F?D!

M "M?A "C?F$ "F?C "F?!C

F $!!?D $!!?!C $!%?$ $!A?"C

D $!!?D $!!?!C $!A?" $!!?!A

$# !C?! !%?DF !M?! !C?%A

$$ $M?C $M?C$ "$?" "#?"C

$" "%?F "%?AM "C?M "C?A!

$! A!?M A!?AA AA?F A!?MM

$A AD?$ AD?!C AD?F %#?#$

$% !#?" "D?DC !!?" !"?CM

$C !#?" "D?F" !#?F !"?$D

$M AD?F AD?F" AF?D AF?DC

$F $%?! $A?M" $C?F $M?A$

$D $F?# $M?C$ $F?M $F?D!

"# !%?$ !%?"A AM?M AM?!A

"$ $F?A $F?$" $MF?% $MC?DM

"" !%?$ !%?!! "M?% "M?%A

"! "A?! "A?M" "C?M "C?A!

"A $"A?M $"A?"" $"A?F $"!?F$

"% $!#?" $"D?FD $!$?C $!$?#D

"C "A?D "A?M" "%?F "%?D"

"M $C?D $C?C" $M?M $M?F!

"F "!?% "!?"! $C?! $%?MF

"D "M?A "M?$F "F?C "F?!C

!# $A?F $A?M" "A?% "A?#"

图
M

!

化合物
$

的$!

P6=@E

$

P[P,

!

%分析

!!

化合物
%

的谱图见图
F

&

+

MD?$A

ff

H

为
P6!

信号&

$MC?DM

ff

H

为.

PddX

上的信号&

$!A?"C

)

$!!e!A

)

$"!eF$

)

$!$?#D

ff

H

分别为烯碳上$

P6F

&

P6D

&

P6"A

&

P6"%

%的信号'其他信号与栓菌酸$

;)+H0;0*',25

+52K

%一致*

D6$#

+

&详见表
$

'

图
F

!

化合物
"

!

$!

P6=@E

$

[@4d

%分析

$

!

结
!

论

三萜化合物是桦褐孔菌子实体中的重要成分之

一&其结构复杂多样&进行三萜化合物所有组分的分

离是非常困难的&然而三萜化合物具有明显的药理

活性&如抗肿瘤)抗突变)抗细胞增殖等*

$$6$!

+

&因此&

从桦褐孔菌子实体中分离出具有生物活性的三萜化

合物具有潜在的应用远景'本研究通过硅胶柱色谱

和
7YP

技术相结合分离出两种含量较高的化合物&

即化合物
#

和化合物
%

&分别用甲醇和氯仿进行重

结晶&并建立
X\YP

的纯度分析方法&采用乙腈
6

水

体系作为流动相&得到的峰尖锐且无拖尾现象,利用

QE

和核磁共振即$

X6=@E

和$!

P6=@E

&与已知化

合物的标准谱图对比&确定这两种化合物的结构分

别为羊毛甾醇和栓菌酸'反复地硅胶柱色谱技术分

离重要的三萜成分&为探索更多具有生物活性的三

萜化合物提供依据&为研究桦褐孔菌液体深层发酵

产三萜奠定基础&也为药物和保健品领域的开发提

供广阔的前景'
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