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摘要：从红树无瓣海桑果实中分离出６个化合物，运用波谱学确定 了 化 合 物 结 构，分 别 鉴 定 为 异 鼠 李 素 （１），

胡萝卜苷（２），木栓酮（３），熊果酸（４），３，４－二羟基苯甲酸（５），对－羟基－３－甲氧基苯甲酸 （６）。化合物（１），（３），

（４）对ＨｅｐＧ２显示出抗氧化活性，其ＥＣ５０值分别为（２５．８±１．３）ｍＭ，（６２．１±３．５）ｍＭ，（４５．２±２．８）ｍＭ。化

合物（１）～（６）均首次从该植物果实中分离得到。
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　　从天然食物源中筛选高效抗氧化活性成分一直

是营养保健领域研究的重点课题。红树生长在海陆

临界处，其生存环境具有高盐、强光照度，其根部长

期缺氧的特异性，使得其单体化合物具有结构新颖、
环境友好和抗氧化活性显著等特点。目前，红树已

成为发现与研制新型抗氧化剂的重要来源之一。红

树果实作为红树主要组成部分，不仅可以作为抗氧

化食品，而且还可以为新型抗氧化剂的结构模式提

供有用的 化 学 信 息。北 部 湾 位 于 我 国 南 海 的 西 北

部，属于亚热带海湾，蕴藏着丰富的红树资源。红树

无瓣海桑（Ｓｏｎｎｅｒａｔｉａ　ａｐｅｔａｌａ）果实在广西民间都

属于时令食品［１］。无瓣海桑果实中含有１６种 氨 基

酸，其中人体必需氨基酸７种［２］。无瓣海桑的 化 学

成分研究仅见从其茎中获得了８个已知化合物［３］，
未见关于果实中抗氧化活性成分报道。本研究共从

红树无瓣海桑果实中分离出６个化合物，分别鉴定

为异鼠李素 （１）、胡萝卜苷（２）、木栓酮（３）、熊 果 酸

（４）、３，４－二羟基苯甲酸（５）、对 －羟基－３－甲氧基苯甲

酸 （６），并采用ＣＡＡ法［４］测试了其抗氧化活性。
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１　材料与方法

１．１　仪器与材料

　　Ｂｒｕｃｋｅｒ　Ａｖａｎｃｅ　６００型核 磁 共 振 波 谱 仪（瑞 典

ＢＲＵＣＫ公司），ＴＭＳ为内标；高效液相色谱仪为半

制备型 Ｗａｔｅｒｓ　２６９５（二极管阵列检测器，１０ｍｍ×
２５０ｍｍ，５ｕｍ，Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ）；ＥＳＩ－ＭＳ质 谱 仪（Ａｇｉ－
ｌｅｎｔ　１２００ＬＣ－ＭＳ），薄层色谱硅胶与柱层析硅胶（青

岛 海 洋 化 工 有 限 公 司 生 产），Ｓｅｐｈａｄｅｘ　ＬＨ －２０
（Ｐｈａｒｍａｃｉａ　Ｂｉｏｔｅｃｈ，Ｓｗｅｄｅｎ）。高效液相色谱用试

剂为色谱纯，其他试剂均为分析纯。

　　无瓣海桑果实２０１２年１０月采集于广西北仑河

口，由广西红树林研究中心王新助理研究员鉴定为

Ｓｏｎｎｅｒａｔｉａ　ａｐｅｔａｌａ。

１．２　提取与分离

　　无瓣海桑果实（湿重约７．８０ｋｇ）切碎，用乙醇－
二氯甲烷混合溶剂（２∶１，Ｖ∶Ｖ ）浸泡３次，每次约

一周，将所得粗提物加水混悬，依次用氯仿、乙酸乙

酯和正丁醇萃取，减压回收溶剂，得乙酸乙酯萃取物

３２．５３ｇ。将乙酸乙酯萃取物装入正相硅胶湿柱，用

石油醚－乙酸乙酯梯度洗脱，得到１０７个流份。根据

薄层色谱法检测结果，将成分近似流份合并，共得到

８个分离部位（Ａ－Ｈ）。组分Ｃ用高效制备薄层色

谱（ＰＴＬＣ）展开（Ｐｅｔ．∶Ｍｅ２ＣＯ＝２∶１／Ｖ∶Ｖ ），分

离得到化合物１（３．４ｍｇ），２（４．２ｍｇ）。组 分Ｅ用

硅胶 柱 色 谱 （２００～３００ 目）进 行 分 离，以 Ｐｅｔ．
∶Ｍｅ２ＣＯ（１０∶０～６∶４／Ｖ∶Ｖ ）进行梯度洗脱，合

并流份。然 后 用 半 制 备 ＨＰＬＣ（流 动 相 ＭｅＯＨ∶
Ｈ２Ｏ＝１５∶８５／Ｖ∶Ｖ ）进 行 分 离，得 化 合 物３（８．
７ｍｇ），４（５．１ｍｇ），５（３．２ｍｇ）。组 分 Ｈ 经Ｓｅｐｈａ－
ｄｅｘ　ＬＨ－２０凝胶柱分离后，再经过分析型 ＨＰＬＣ分

析后，用半制 备 ＨＰＬＣ进 行 分 离（ＭｅＯＨ∶Ｈ２Ｏ＝
２０∶８０／Ｖ∶Ｖ ），得６（５．２ｍｇ）。

１．３　化合物１～６的结构鉴定

　　运用１　Ｈ　ＮＭＲ，１３Ｃ　ＮＭＲ，ＭＳ等分析方法及与

文献报道对比方法，对获得的单体化合物１～６进行

结构鉴定。

１．４　化合物１～６的抗氧化活性测试（ＣＡＡ法）

　　试验材料：化合物１～６。

　　试验癌细胞株：人宫颈癌细胞 ＨｅｐＧ２。

　　将 ＨｅｐＧ２细 胞 接 种 在 高 糖ＤＭＥＭ 细 胞 培 养

基（含２ｍＭ　Ｌ－谷氨酰胺，１０ｍＭ　Ｈｅｐｅｓ、１０％ＦＢＳ，

１％ 非必需氨基酸，１００Ｕ／ｍＬ青霉素，１００μｇ／ｍＬ
链霉素）中，放置在５％ ＣＯ２ 培养箱中，培养温度为

３７℃。实验所用的细胞在第１０～４０代。

　　将１００μＬ　ＨｅｐＧ２细胞的单细胞悬浮液，按５×
１０４ 个／孔细 胞 浓 度 接 种 至 黑 色９６孔 细 胞 培 养 板

中，放置在５％ＣＯ２ 培养箱 （培养温度为３７℃）中

培养２４ｈ，建立 ＨｅｐＧ２细胞的单层模型。移去生长

培养基，并用２００μＬ　１×ＰＢＳ浸洗１次，再用１００μＬ
１５μＭ　ＤＣＦＨ－ＤＡ溶液与在５％ＣＯ２ 培养箱中的细

胞共同孵育９０ｍｉｎ，移 去 抗 氧 化 剂 处 理 培 养 基，用

２００μＬ　１×ＰＢＳ 浸 洗 １ 次，用 移 液 器 将 １００μＬ
５００μＭ　ＡＡＰＨ加入到各孔中，立即将９６微孔板置

于荧光检测 仪 测 定 其 荧 光 强 度，测 定 条 件 为３７℃，
激发波长４８５ｎｍ，发射波长５３８ｎｍ。

２　结果与分析

２．１　结构鉴定

　　化 合 物１：黄 色 粉 末（乙 醇）。ＥＳＩ－ＭＳ（ｍ／ｚ）：

３１６ （Ｍ＋ ），３０１，２８７，１５３，１５１。１　Ｈ　ＮＭＲ （６００
ＭＨｚ，ＤＭＳＯ－ｄ６）δ：７．７５（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝２．０Ｈｚ，Ｈ－
２′），７．６９（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ ＝８．５，２．０Ｈｚ　Ｈ－６′），６．９０
（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝８．５Ｈｚ　Ｈ－５′），６．５０（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝１．６
Ｈｚ　Ｈ－８），６．２０（１Ｈ，ｄ，Ｊ ＝１．６Ｈｚ　Ｈ－６），３．８３
（３Ｈ，ｓ，ＯＣＨ３），１２．４６，１０．７７，９．７４，９．４４（ｓ，５，７，

４′，３－ＯＨ）。１３Ｃ　ＮＭＲ （１５０ＭＨｚ，ＤＭＳＯ－ｄ６）δ：

１５６．９（ｓ，Ｃ－２），１３３．５（ｓ，Ｃ－３），１７７．８（ｓ，Ｃ－
４），１６１．９（ｓ，Ｃ－５），９９．２（ｄ，Ｃ－６），１６４．６（ｓ，Ｃ－
７），９４．３（ｄ，Ｃ－８），１５６．９（ｓ，Ｃ－９），１０４．５（ｓ，Ｃ－
１０），１２１．５（ｓ，Ｃ－１′），１１３．８（ｄ，Ｃ－２′），１４９．９（ｓ，

Ｃ－３′），１４７．４（ｓ，Ｃ－４′），１１５．７（ｄ，Ｃ－５′），１２２．８
（ｄ，Ｃ－６′）。上 述 数 据 与 文 献［５］报 道 数 据 基 本 一

致，故鉴定化合物１为异鼠李素。

　　化合物２：白色无定形粉末（甲醇）；ＥＳＩ－ＭＳ（ｍ／

ｚ）：４１４（Ｍ＋），３９６，３８２，２３１，１８７，１４７。
１　Ｈ　ＮＭＲ（Ｃ５Ｄ５Ｎ，６００ＭＨｚ）δ：０．６８（３Ｈ，ｓ，Ｈ－
１８），０．８１（３Ｈ，ｓ，Ｈ－２７），０．８４（３Ｈ，ｓ，Ｈ－２６），
０．８６（３Ｈ，ｓ，Ｈ－２９），０．９２（３Ｈ，ｓ，Ｈ－２１），１．０４
（３Ｈ，ｓ，Ｈ－１９），３．５２（１Ｈ，ｍ，Ｈ－３α），４．５８（Ｈ，
ｄ，Ｊ＝８．０Ｈｚ，Ｈ－１′），５．３６（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝５．２Ｈｚ，
Ｈ－６）；１３Ｃ　ＮＭＲ（Ｃ５Ｄ５Ｎ，１５０ＭＨｚ）δ：３７．３（ｔ，Ｃ
－１），３１．８（ｔ，Ｃ－２），７６．９（ｓ，Ｃ－３），４２．４（ｔ，Ｃ－
４），１４１．０（ｓ，Ｃ－５），１２２．０（ｄ，Ｃ－６），３２．０（ｔ，Ｃ－
７），３２．０（ｄ，Ｃ－８），５０．２（ｄ，Ｃ－９），３６．２（ｓ，Ｃ－１０），
２１．１（ｔ，Ｃ－１１），３９．８（ｔ，Ｃ－１２），４２．４（ｓ，Ｃ－１３），
５６．８（ｄ，Ｃ－１４），２４．３（ｔ，Ｃ－１５），２８．３（ｔ，Ｃ－１６），
５６．１（ｄ，Ｃ－１７），１１．９（ｑ，Ｃ－１８），１９．５（ｑ，Ｃ－
１９），３６．２（ｄ，Ｃ－２０），１８．８（ｑ，Ｃ－２１），３４．０（ｔ，Ｃ
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－２２），２６．２（ｔ，Ｃ－２３），４５．９（ｄ，Ｃ－２４），２９．２（ｄ，
Ｃ－２５），１９．８（ｑ，Ｃ－２６），１９．２（ｑ，Ｃ－２７），２３．１
（ｔ，Ｃ－２８），１２．０（ｑ，Ｃ－２９），１０３．２（ｄ，Ｃ－１′），
７５．２（ｄ，Ｃ－２′），７８．７（ｄ，Ｃ－３′），７１．８（ｄ，Ｃ－４′），
７８．５（ｄ，Ｃ－５′），６２．９（ｔ，Ｃ－６′）。以上波谱数据与
文 献［６］报 道 基 本 一 致，故 鉴 定 化 合 物 ２ 为 胡

萝卜苷。
　　化合物３：无色晶体（石油醚 －乙酸乙酯）。ＥＳＩ－
ＭＳ（ｍ／ｚ）：４２６（Ｍ＋），４１１，２７３，２０５，１６３，１３７。

　　１　Ｈ　ＮＭＲ（ＣＤＣｌ３，６００ＭＨｚ）δ：０．７２（３Ｈ，ｓ），

０．８７（３Ｈ，ｓ），０．８９（３Ｈ，ｓ），０．９５（３Ｈ，ｓ），１．００
（３Ｈ，ｓ），１．０５（３Ｈ，ｓ），１．１８（３Ｈ，ｓ），１．２５（３Ｈ，ｓ），

１．２５－２．６１（２６ Ｈ，ｍ）；１３Ｃ　ＮＭＲ（ＣＤＣｌ３，１５０
ＭＨｚ）δ：２２．３（ｔ，Ｃ－１），４１．４（ｔ，Ｃ－２），２１２．９（ｓ，

Ｃ－３），５８．３（ｄ，Ｃ－４），４２．２（ｓ，Ｃ－５），４１．４（ｔ，Ｃ
－６），１８．２（ｔ，Ｃ－７），５３．２（ｄ，Ｃ－８），３７．６（ｓ，Ｃ－
９），５９．６（ｄ，Ｃ－１０），３０．６（ｔ，Ｃ－１１），３９．８（ｓ，Ｃ－
１２），３８．４（ｓ，Ｃ－１３），３２．５（ｔ，Ｃ－１４），３６．１（ｔ，Ｃ－
１５），３０．１（ｓ，Ｃ－１６），４２．９（ｄ，Ｃ－１７），３５．３（ｔ，Ｃ－
１８），２８．２（ｓ，Ｃ－１９），３２．９（ｔ，Ｃ－２０），３９．３（ｔ，Ｃ－
２１），６．８（ｑ，Ｃ－２２），１４．７（ｑ，Ｃ－２３），１７．９（ｑ，Ｃ－
２４），１７．９（ｑ，Ｃ－２５），２０．２（ｑ，Ｃ－２６），１８．７（ｑ，Ｃ
－２７），３２．１（ｑ，Ｃ－２８），３５．０（ｑ，Ｃ－２９），３１．８（ｑ，

Ｃ－３０）。以 上 波 谱 数 据 与 文 献［７］报 道 完 全 一 致，
故鉴定化合物３为木栓酮。

　　化合物４：无色片状晶体 （石油醚－乙酸乙酯）。

ＥＳＩ－ＭＳ（ｍ／ｚ）：４５６（Ｍ＋），４３９，４２４，４１１，２４８，２０３，

１８９，１３３。１　Ｈ　ＮＭＲ （Ｃ５Ｄ５Ｎ，６００ ＭＨｚ）δ：０．９１
（３Ｈ，ｓ），０．９８（３Ｈ，ｓ），１．０４（３Ｈ，ｓ），１．０８（３Ｈ，ｓ），

１．２５（３Ｈ，ｓ），２．６６（１Ｈ，ｄ，Ｊ ＝１０．０Ｈｚ），３．４６
（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝１０．０，８．０Ｈｚ），５．５２（１Ｈ，ｂｒｓ）；１３Ｃ
ＮＭＲ（Ｃ５Ｄ５Ｎ，１５０ＭＨｚ）δ：３９．１（ｔ，Ｃ－１），２８．１
（ｔ，Ｃ－２），７８．２（ｄ，Ｃ－３），３９．５（ｓ，Ｃ－４），５５．８
（ｄ，Ｃ－５），１８．８（ｔ，Ｃ－６），３３．６（ｔ，Ｃ－７），４０．０（ｔ，

Ｃ－８），４８．１（ｔ，Ｃ－９），３７．４（ｔ，Ｃ－１０），２３．６（ｔ，Ｃ
－１１），１２５．７（ｄ，Ｃ－１２），１３９．３（ｓ，Ｃ－１３），４２．５
（ｄ，Ｃ－１４），２８．１（ｔ，Ｃ－１５），２４．９（ｔ，Ｃ－１６），４８．１
（ｄ，Ｃ－１７），５３．６（ｓ，Ｃ－１８），３９．４（ｔ，Ｃ－１９），３９．３
（ｔ，Ｃ－２０），３１．１（ｔ，Ｃ－２１），３７．３（ｔ，Ｃ－２２），２８．８
（ｔ，Ｃ－２３），１７．５（ｑ，Ｃ－２４），１６．０（ｑ，Ｃ－２５），１８．０
（ｑ，Ｃ－２６），２３．９（ｑ，Ｃ－２７），１７９．６（ｓ，Ｃ－２８），

１６．８（ｑ，Ｃ－２９），２１．４（ｑ，Ｃ－３０）。以上波谱数据与

文献［８］报道一致，故鉴定化合物４为熊果酸。

　　化合物５：无色针状晶体 （甲醇）。ＥＳＩ－ＭＳ（ｍ／

ｚ）：１５４ （Ｍ＋ ），１３７，１０９，８９，８１，６３。１　Ｈ　ＮＭＲ

（ＣＤＣｌ３，６００ＭＨｚ）δ：６．７９（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝８．０Ｈｚ，Ｈ
－５），７．４１（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝８．０，２．０Ｈｚ，Ｈ－６），７．４５
（Ｈ，ｄ，Ｊ＝２．０Ｈｚ，Ｈ－２）；１３Ｃ　ＮＭＲ（ＣＤＣｌ３，１５０
ＭＨｚ）δ：１７０．２（ｓ，－ＣＯＯＨ），１２３．２（ｓ，Ｃ－１），

１１５．２（ｄ，Ｃ－２），１４５．２（ｓ，Ｃ－３），１５０．６（ｓ，Ｃ－
４），１１７．６（ｓ，Ｃ－５），１２３．４（ｄ，Ｃ－６）。以上波谱数

据与文献［９］报道基本一致，故鉴定化合物５为３，４－
二羟基苯甲酸。

　　化合物６：无 色 针 状 晶 体（甲 醇）；ＥＳＩ－ＭＳ（ｍ／

ｚ）：１６８（Ｍ＋），１５３，１２５，１０８，９７，７９，６９，６３，５５；１　Ｈ
ＮＭＲ（ＣＤＣｌ３，６００ＭＨｚ）δ：３．９１（３Ｈ，ｓ，ＯＣＨ３），

６．９３（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝８．０Ｈｚ，Ｈ－５），７．５８（１Ｈ，ｄ，Ｊ
＝２．０Ｈｚ，Ｈ－２），７．６１（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝８．０，２．０Ｈｚ，

Ｈ－６）；１３ＣＮＭＲ （ＣＤＣｌ３，１５０ＭＨｚ）δ：１２３．２
（ｓ，Ｃ－１），１１４．１（ｄ，Ｃ－２），１５２．０（ｓ，Ｃ－３），１４８．５
（ｓ，Ｃ－４），１１６．０（ｓ，Ｃ－５），１２４．８（ｄ，Ｃ－６），１６７．８
（ｓ，Ｃ－７），５６．８（ｑ，ＯＣＨ３）。以上波谱数据与文献

［１０］基本一致，故鉴定化合物６为对－羟基－３－甲氧基

苯甲酸。

２．２　抗氧化活性测试

　　抗氧化活性评价方法主要有化学法、动物实验

法和人体试食试验法。绝大多数抗氧化活性检测采

用化学法，由于该方法生物相关性差，不能准确反映

化合物在体内抗氧化能力［１１］。

　　肝癌细胞 ＨｅｐＧ２与人体肝细胞具有基本相同

生物学功能，是人体物质代谢的主要场所。Ｗｏｌｆ等

在２００７年建立了基于ＨｅｐＧ２模型的抗氧化活性细

胞学定 量 分 析 方 法（ＣＡＡ）［４］。与 其 他 体 外 抗 氧 化

活性分析方法相比，ＣＡＡ法测定结果的生物相关性

更高。随后，ＣＡＡ法成功应用到多种水果和蔬菜的

抗氧化 活 性 测 试 中［１２～１３］。样 品１，３，４对 细 胞 株

ＨｅｐＧ２的 显 示 出 抗 氧 化 活 性，其 ＥＣ５０ 值 分 别 为

（２５．８±１．３）ｍＭ、（６２．１±３．５）ｍＭ、（４５．２±２．８）

ｍＭ。样品２，５，６对 细 胞 株 ＨｅｐＧ２没 有 显 示 出 抗

氧化活性。

３　结论

　　通过各种分离技术和结构鉴定方法，从无瓣海

桑果实中分离鉴定了６个化合物。化合物１，３和４
对细胞株 ＨｅｐＧ２显示出抗氧化活性。化合物１～６
均首次无瓣海桑果实中分离得到。该研究为深入了

解无瓣海桑果实的保健功能提供科学支持。
（下转第２２３页）　　
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留率为５．４％；添加剂淀粉在浓度为６％ （ｍ／Ｖ）时，
酶活 保 留 率 为１４．３％；添 加 剂 甘 氨 酸 在 浓 度 为

３％ （ｍ／Ｖ）时，酶 活 保 留 率 为１９．６％；而 不 外 加 任

何添加剂的酶液，经处理后完全失活。可见，甘氨酸

稳定剂对降氰酶具有最强的保护作用，可能是甘氨

酸使酶的结构稳定化，也可能是与氨基酸是组成所

产酶的活性结构域的主要氨基酸有关。因此，对复

合稳定剂综合效应以及稳定剂的长效试验还需进一

步研究。
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