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摘要：应用抗卤虫（Ａｒｔｅｍｉａ　ｓａｌｉｎａ）生物活性筛选模型，分析南海毛蚶（Ｓｃａｐｈａｒｃａ　ｓｕｂｃｒｅｎａｔａ）乙醇浸膏和正丁

醇相的生物活性成分。从毛蚶（Ｓ．ｓｕｂｃｒｅｎａｔａ）正丁醇萃取相中共分得４个化合物，包括３个甾体类化合物５－
烯－胆甾醇 （１），胆甾醇 （２），３－酮－２０－烯孕甾烷 （３）和１个吲哚类化合物３－ｃａｒｂｏｘｙ－ｉｎｄｏｌｅ（４），化合物（１）～（３）

在５０μｇ／ｍＬ时对卤虫的致死率分别为６５．０％，６０．０％ 和５８．３％。

关键词：毛蚶　甾体　生物活性

中图法分类号：Ｐ７１４＋．５，Ｒ９１４　　文献标识码：Ａ　　文章编号：１００５－９１６４（２０１３）０４－０２７２－０４

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｔｈｅ　ｂｉｏａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ　ｏｆ　ｅｔｈａｎｏｌｉｃ　ｅｘｔｒａｃｔ　ａｎｄ　ｎ－ｂｕｔａｎｏｌ　ｆｒａｃｔｉｏｎｓ　ｏｆ　Ｓｃａｐｈａｒｃａ　ｓｕｂｃｒｅｎａｔａ
ｆｒｏｍ　ｔｈｅ　Ｓｏｕｔｈ　Ｃｈｉｎａ　Ｓｅａ　ｗｅｒｅ　ｅｖａｌｕａｔｅｄ　ｂｙ　ｔｈｅ　ｍｏｄｅｌ　ｏｆ　ｌｅｔｈａｌｉｔｙ　ｔｏ　ｂｒｉｎｅ　ｓｈｒｉｍｐ　Ａｒｔｅｍｉａ
ｓａｌｉｎａ．Ｔｈｅ　ｅｔｈａｎｏｌｉｃ　ｅｘｔｒａｃｔ　ａｎｄ　ｎ?ｂｕｔａｎｏｌ　ｆｒａｃｔｉｏｎｓ　ｓｈｏｗｅｄ　ｌｅｔｈａｌｉｔｙ．Ｔｈｅ　ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ　ｉｎ　ｔｈｅ
ｎ?ｂｕｔａｎｏｌ　ｗｅｒｅ　ｓｅｐａｒａｔｅｄ，ａｎｄ　ｆｏｕｒ　ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ　ｗｅｒｅ　ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ　ａｓ　ｃｈｏｌｅｓｔ－５－ｅｎ－３－ｏｌ（１），Ｃｈｏ－
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Ｋｅｙ　ｗｏｒｄｓ：Ｓｃａｐｈａｒｃａ　ｓｕｂｃｒｅｎａｔａｌｉｓｃｈｋｅ，ｓｔｅｒｏｉｄｓ，ｂｉｏａｃｔｉｖｉｔｙ

　　毛蚶 （Ｓｃａｐｈａｒｃａ　ｓｕｂｃｒｅｎａｔａ）为蚶科动物，产
于我国南北沿海，是我国重要的海产经济埋栖型贝
类。毛蚶药用历史悠久，《神农本草经》及历代主要本
草中均有记载，其以壳入药，名瓦楞子，具有消痰化
瘀、软坚散结、制酸止痛功效［１，２］。蚶肉为海产食品，
据《随息居饮食谱》记载，能“补血，润肠，生津，健胃”，

民间用于抗肿瘤、抗贫血和抗炎等，有很好的药用和
保健价值。目前国内对毛蚶的研究多集中于生物学
和养殖方面，以粗提取物和营养成分分析为主，也有
少数关于毛蚶提取物的酶活性和免疫活性的报

道［３～５］。陈守国等［６］在申请的专利中报道，毛蚶提取
物具 有 显 著 的 抗 肿 瘤 活 性。本 文 以 毛 蚶 （Ｓ．
ｓｕｂｃｒｅｎａｔａ）为研究对象，运用天然产物化学的方
法，以抗卤虫 （Ａｒｔｅｍｉａ　ｓａｌｉｎａ）活性为指导，从毛蚶
次级代谢产物中筛选发现具有生物活性的化合物，为
海洋药物的研究和开发提供基础资料。

１　材料与方法

１．１　仪器

　　核磁共振波谱仪ＪＥＯＬ　Ｅｃｌｉｐｓ－６００（日本电子）；
质谱仪ＥＳＩ－ＭＳ　Ｑ－ＴＯＦ　Ｕｌｔｉｍａ　Ｇｌｏｂａｌ　ＧＡＡ０７６（美

２７２ Ｇｕａｎｇｘｉ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｖｏｌ．２０Ｎｏ．４，Ｎｏｖｅｍｂｅｒ　２０１３
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国 Ｗａｔｅｒｓ公司）；旋转蒸发仪Ｅｙｅｌａ　ＮＥ－１１０１（日本

Ｒｉｋａｋｉｋａｉ公司）；凝胶Ｓｅｐｈａｄｅｘ　ＬＨ－２０（Ａｍｅｒｓｈａｍ
公司）；柱层析硅胶 （青岛海洋化工厂）；高效液相色
谱仪Ｄ－２０００Ｅｌｉｔｅ（Ｈｉｔａｃｈｉ公司）；制备柱ＣＮＷ　Ａ－
ｔｈｅｎａ　Ｃ１８（２５０ｍｍ×１０ｍｍ，５μｍ）；卤虫致死活性
采用卤虫Ａ．ｓａｌｉｎａ；ＨＰＬＣ用色谱纯甲醇 （天津四
友生物医学公司）。

１．２　试剂

　　毛蚶（Ｓ．ｓｕｂｃｒｅｎａｔａ）样品于２０１０年４月采自广
西北海，由重庆文理学院生命科学与技术学院徐敬明
老师鉴定；卤虫 （Ａ．ｓａｌｉｎａ）卵购于海风集团有限公
司。

　　甲醇、正丁醇、石油醚、乙酸乙酯等均为国产分析
纯；显色剂为硫酸甲醇溶液，喷洒后加热显色。

１．３　试验方法

１．３．１　提取和分离

　　鲜毛蚶（１５．０ｋｇ）洗净、去壳、取肉，于组织捣碎
机中匀浆，经９５％乙醇（提取４次，每次１ｄ，浓缩提取
液得浸膏７１．２ｇ，浸膏分别用石油醚、乙酸乙酯、正丁
醇萃取，得正丁醇层 １７．３ｇ，然后对正丁醇相用

ＣＨＣｌ３／ＭｅＯＨ进行洗脱 （ＣＨＣｌ３∶ＭｅＯＨ＝９５∶５，

９０∶１０，８０∶２０，５０∶５０），得到４个组分 Ｆｒ．１～
Ｆｒ．４，其中 Ｆｒ．２组分依次经过反相硅胶柱层析
（ＭｅＯＨ∶Ｈ２Ｏ＝８０∶２０）、凝胶柱层析（Ｓｅｐｈａｄｅｘ
ＬＨ－２０，ＣＨＣｌ３∶ＭｅＯＨ＝１∶１）和 ＨＰＬＣ（ＭｅＯＨ∶
Ｈ２０＝９０∶１０）分离制备获得纯化合物１（８．５ｍｇ），

２（１１．９ｍｇ）和３（５．２ｍｇ）。Ｆｒ．４经过凝胶柱层析
（Ｓｅｐｈａｄｅｘ　ＬＨ－２０，ＭｅＯＨ）和反相硅胶柱层析
（ＭｅＯＨ∶Ｈ２Ｏ＝５０∶５０）的分离之后，再用硅胶柱层
析（ＣＨＣｌ３∶ＥｔＯＡＣ＝２∶１）纯化，获得纯化合物４
（３．０ｍｇ）。

１．３．２　卤虫致死活性测试

　　依照Ｓｏｌｉｓ改良法［７～９］，取２４孔培养板，每孔加

１ｍＬ含卤虫幼体的溶液 （每孔２０个卤虫），每个粗提
物及各相浸膏样品设置１００μｇ／ｍＬ，５０μｇ／ｍＬ，１０μｇ／

ｍＬ　３个终浓度，各化合物设置５０μｇ／ｍＬ，２５μｇ／ｍＬ，

１０μｇ／ｍＬ　３个终浓度，同时设置空白对照组 （加处理
过的海水１ｍＬ）和ＤＭＳＯ对照组 （含与测试样品相
当浓度的ＤＭＳＯ），每个浓度的样品设３个平行样，
制成测试培养板，培养２４ｈ后，记录卤虫死亡个体数
目。

　　结果评定：死亡率（％）＝ 死亡个体平均数／个
体总数 ×１００％。

２　结果与分析

２．１　化合物结构鉴定

　　对化合物的理化性质和波谱数据进行分析，并与
参考文献对照，４个化合物分别鉴定为：５－烯 －胆甾醇
（１），胆甾醇 （２），３－酮－２０－烯孕甾烷 （３），３－ｃａｒｂｏｘｙ－
ｉｎｄｏｌｅ（４），结构如图１所示。

图１　化合物１～４的结构式

Ｆｉｇ．１　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ　ｏｆ　ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ　１～４

２．２　波谱数据

　　５－烯－胆甾醇ｌ［１０，１１］（１）：无色针状结晶；１　Ｈ　ＮＭＲ
（ＣＤＣｌ３，６００ＭＨｚ）：５．３５（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝５．５Ｈｚ，Ｈ－
６），３．５２（１Ｈ，ｍ，Ｈ－３），１．００（３Ｈ，ｓ，Ｈ－１９），０．９５
（３Ｈ，ｄ，Ｊ＝６．５Ｈｚ，Ｈ－２１），０．８７（３Ｈ，ｄ，Ｊ＝６．５
Ｈｚ，Ｈ－２７），０．８６（３Ｈ，ｄ，Ｊ＝６．５Ｈｚ，Ｈ－２６），

０．６８（３Ｈ，ｓ，Ｈ－１８）；１３　Ｃ　ＮＭＲ （ＣＤ３ＣＯＣＤ３，１５０
ＭＨｚ）：３８．２（ＣＨ２，Ｃ－１），３２．４（ＣＨ２，Ｃ－２），７１．６
（ＣＨ，Ｃ－３），４３．３（ＣＨ２，Ｃ－４），１４２．３（Ｃ，Ｃ－５），

１２１．５（ＣＨ，Ｃ－６），３２．５（ＣＨ２，Ｃ－７），３２．５（ＣＨ，Ｃ
－８），５１．８ （ＣＨ，Ｃ－９），３７．２ （Ｃ，Ｃ－１０），２１．３
（ＣＨ２，Ｃ－１１），４０．５（ＣＨ２，Ｃ－１２），４３．３（Ｃ，Ｃ－
１３），５７．０（ＣＨ，Ｃ－１４），２４．９（ＣＨ２，Ｃ－１５），２８．９
（ＣＨ２，Ｃ－１６），５７．６（ＣＨ，Ｃ－１７），１２．２（ＣＨ３，Ｃ－
１８），１９．８（ＣＨ３，Ｃ－１９），３６．６（ＣＨ，Ｃ－２０），１９．１
（ＣＨ３，Ｃ－２１），３６．２（ＣＨ２，Ｃ－２２），２４．５（ＣＨ２，Ｃ－
２３），４０．２（ＣＨ２，Ｃ－２４），２８．６（ＣＨ，Ｃ－２５），２３．０
（ＣＨ３，Ｃ－２６），２２．８（ＣＨ３，Ｃ－２７）；ＥＳＩ－ＭＳ　ｍ／ｚ
３８７［Ｍ ＋ Ｈ］＋。

　　胆甾醇［１２］（２）：白色无定型粉末，经与标准品

ＴＬＣ对照得以确定。

　　３－酮－２０－烯孕甾烷［１２，１３］（３）：白色无定型粉末；１　Ｈ
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ＮＭＲ（ＣＤＣｌ３，６００ＭＨｚ）：５．７９（１Ｈ，ｍ，Ｈ－２０），４．
９７（１Ｈ，ｓ，Ｈ－２１），４．９６ （１Ｈ，ｍ，Ｈ－２１），１．０２
（３Ｈ，ｓ，Ｈ－１９），０．６１（３Ｈ，ｓ，Ｈ－１８）；１３　Ｃ　ＮＭＲ
（ＣＤＣｌ３，１５０ＭＨｚ）：３８．２（ＣＨ２，Ｃ－１），３８．０（ＣＨ２，

Ｃ－２），２１１．９（Ｃ，Ｃ－３），４４．７（ＣＨ２，Ｃ－４），２８．２
（ＣＨ２，Ｃ－５），３１．９（ＣＨ２，Ｃ－６），３５．８（ＣＨ，Ｃ－７），

５３．１（ＣＨ，Ｃ－８），３５．５（Ｃ，Ｃ－９），４６．８（ＣＨ，Ｃ－
１０），２１．５（ＣＨ２，Ｃ－１１），３８．７（ＣＨ２，Ｃ－１２），４２．２
（Ｃ，Ｃ－１３），５５．８（ＣＨ，Ｃ－１４），２４．５（ＣＨ２，Ｃ－
１５），２７．２（ＣＨ２，Ｃ－１６），５４．３（ＣＨ，Ｃ－１７），１３．３
（ＣＨ３，Ｃ－１８），１１．５（ＣＨ３，Ｃ－１９），１３９．７（ＣＨ２，Ｃ
－２０），１１４．３（ＣＨ２，Ｃ－２１）；ＥＳＩ－ＭＳ　ｍ／ｚ３０１［Ｍ＋
Ｈ］＋。

　　３－Ｃａｒｂｏｘｙ－ｉｎｄｏｌｅ［１２］（４）：白色无定型粉末；
１　Ｈ　ＮＭＲ（ＤＭＳＯ－ｄ６，６００ＭＨｚ）：８．０８（１Ｈ，ｂｒ　ｄ，

Ｊ＝ ７．２Ｈｚ，Ｈ－７），７．８６ （１Ｈ，ｓ，Ｈ－２），７．４２
（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝７．２Ｈｚ，Ｈ－４），７．１０（２Ｈ，ｍ，Ｈ－５，

６）；１３Ｃ　ＮＭＲ（１５０ＭＨｚ，ＤＭＳＯ－ｄ６，）：１６８．３（Ｃ，

Ｃ－１），１３７．２（ＣＨ，Ｃ－２），１２８．８（Ｃ，Ｃ－３），１１２．６
（ＣＨ，Ｃ－４），１２０．８（ＣＨ，Ｃ－５），１２１．７（ＣＨ，Ｃ－
６），１２２．２（ＣＨ，Ｃ－７），１３１．８（Ｃ，Ｃ－８），１１１．２（Ｃ，

Ｃ－９）；ＥＳＩ－ＭＳ　ｍ／ｚ１６０［Ｍ－Ｈ］－。

２．３　活性测试结果

　　通过卤虫致死活性检测表明，毛蚶的乙醇浸膏和
正丁醇层在浓度为１００μｇ／ｍＬ都具有明显的卤虫致
死活性（表１），追踪分离到的３个化合物也全部显示
了较强的卤虫致死活性（表２），并呈浓度依赖性，化
合物１，２和３在５０μｇ／ｍＬ时对卤虫的致死率分别
为６５．０％，５８．３％和６０．０％，并且毛蚶的乙醇浸膏对
卤虫有明显的致死活性，在浓度为１００μｇ／ｍＬ时的致
死率为２８．３％，而正丁醇层的致死率为３３．３％，且比

ＤＭＳＯ溶剂对照高出１３．３％。

表１　毛蚶乙醇提取物和正丁醇相的卤虫致死活性

Ｔａｂｌｅ　１　Ｌｅｔｈａｌ　ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｎ　ｂｒｉｎｅ　ｓｈｒｉｍｐ　Ａ．ｓａｌｉｎａｏｆ　ｔｈｅ　ｅｔｈａｎ－
ｏｌｉｃ　ｅｘｔｒａｃｔ　ａｎｄ　ｎ?ｂｕｔａｎｏｌ　ｆｒａｃｔｉｏｎｓ

样品
Ｓａｍｐｌｅ

致死率Ｆａｔａｌｉｔｙ（％）

２０μｇ／ｍＬ　 ５０μｇ／ｍＬ　 １００μｇ／ｍＬ

海水
Ｓｅａｗａｔｅｒ １５．０　 １１．６　 １５．０

ＤＭＳＯ　 １５．０　 １５．０　 ２０．０

毛蚶乙醇提取物
Ｅｔｈａｎｏｌｉｃ　ｅｘｔｒａｃｔ ８．３　 １１．６　 ２８．３

毛蚶正丁醇相
ｎ－ｂｕｔａｎｏｌ　ｆｒａｃｔｉｏｓ　 １０．０　 １５．０　 ３３．３

表２　单体化合物的卤虫致死活性

Ｔａｂｌｅ　２　Ｌｅｔｈａｌ　ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ　ｏｎ　ｂｒｉｎｅ　ｓｈｒｉｍｐ　Ａ．

ｓａｌｉｎａ

化合物
Ｃｏｍｐｏｕｎｄ

致死率Ｆａｔａｌｉｔｙ（％）

１０μｇ／ｍＬ　 ２５μｇ／ｍＬ　 ５０μｇ／ｍＬ

海水
Ｓｅａｗａｔｅｒ １５．０　 １１．６　 １５．０

ＤＭＳＯ　 １５．０　 １５．０　 １５．０

１　 ２１．６　 ３０．０　 ６５．０

２　 １５．０　 ２３．３　 ５８．３

３　 ２０．０　 ３０．０　 ６０．０

３　结论

　　研究通过综合运用正相硅胶柱层析、凝胶柱层析
以及半制备 ＨＰＬＣ等手段，对毛蚶正丁醇层进行化
学成分分析，从毛蚶的正丁醇层中分离鉴定出４个化
合物，包括３个甾体类化合物 （１～３）和１个吲哚类
化合物 （４），经抗卤虫活性检测，３个甾体具有很强
的抗虫活性，化合物１，２和３在５０μｇ／ｍＬ时对卤虫
的致死率分别为６５．０％，５８．３％和６０．０％，为ＤＭＳＯ
对照的３倍左右，是毛蚶抗虫活性的有效成分之一。
据文献［１４～１６］报道，海绵和珊瑚中的甾体类化合
物，在生物间相生相克或生态交感中起着十分重要的
作用，因此，甾醇类化合物可能是毛蚶中的克生活性
物质，在其生境中起化学防御作用。本研究结果对药
理活性化合物的追踪分离及化学防御作用的研究具

有借鉴意义。
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