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番石榴叶乙酸乙酯萃取物的体外抗氧化活性及 
化学成分的分离鉴定 

 

符春丽，彭燕，黎诗敏，肖生鸿，陈华絮 

（岭南师范学院生命科学与技术学院，广东湛江 524048） 

摘要：本文研究了番石榴叶乙酸乙酯萃取物的体外抗氧化活性及活性物质基础。采用 95%乙醇溶液浸泡提取、正己烷和乙酸乙

酯萃取后得到粗提物，首先分析了乙酸乙酯萃取物的体外抗氧化活性，然后通过硅胶柱色谱、Sephadex LH-20 凝胶柱色谱、质谱和

核磁共振等技术对乙酸乙酯萃取物的化学成分进行了分离和鉴定。结果表明，乙酸乙酯萃取物对 DPPH 自由基、超氧阴离子、羟自

由基具有较强的体外抗氧化活性，清除能力随着浓度的增大而增强，当浓度为 1 mg/mL 时，对 DPPH 自由基、超氧阴离子和羟自由

基的清除率分别达 94.15%、87.88%和 67.3%，清除效果接近或强于同浓度的 Vc。通过硅胶柱色普、Sephadex LH-20 凝胶柱色谱等技

术从番石榴叶乙酸乙酯萃取部位中分离纯化得到 5 个化合物，通过 MS 和 NMR 等波谱数据和结合文献，最终确定了 4 个化合物，分

别为：去甲氧基荚果蕨（1）、胶藤素（2）、槲皮素（3）和异槲皮苷（4），其中化合物 2 为首次从番石榴属植物中分离得到的二氢黄

酮类化合物。 
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Abstract: The in vitro antioxidant activity and the material basis for its antioxidant activity of the ethyl acetate extracts from Psidium 

guajava leaves were investigated in this study. The antioxidant ability of ethyl acetate extracts was first analyzed in vitro after 95% ethanol 

percolating, n-hexane and ethyl acetate extraction from Psidium guajava leaves, and then the chemical compounds were isolated and identified 

by combing column chromatography (such as silica gel column chromatography, Sephadex LH-20) and spectrometry (such as mass 

spectrometry, nuclear magnetic resonance spectroscopy). The results showed that the ethyl acetate extracts had strong antioxidant activity in 

vitro to scavenge DPPH radicals, superoxide anion free radicals, and hydroxyl radicals in a dose-dependent manner, and when the concentration 

was 1 mg/mL, the scavenging abilities for 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radicals, superoxide radicals and hydroxyl radical were 

94.15%, 87.88%, 67.3%, respectively, which were close to or better than those of Vc. Five compounds were isolated and purified from the ethyl 

acetate extracts of Psidium guajava leaves by silica gel column chromatography and Sephadex LH-20 column chromatography, four of which 

were identified as demethoxymatteucinol (1), cryptostrobin (2), quercetin (3), and isoquercitri (4), respectively, by comparison of their mass 

spectrometry (MS) and nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopic data with those in literatures. Furthermore, compound 2 was the first 

flavanone isolated from the genus Psidium Linn. 
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番石榴叶，又名鸡矢茶、番桃叶、吗桂香拉、那 
拔叶和番石榴心，为桃金娘科番石榴属番石榴

（Psidium guajava Linn）的干燥叶及带叶嫩茎，具有

燥湿健脾、清热解毒的功效，是一种传统的植物药，

原产于南美洲，现广泛分布于热带和亚热带地区，我

国广东、广西、福建、海南和台湾等地均有分布[1]。

中医认为：番石榴叶，性平、味甘涩，入脾、胃、大

肠和肝经，具有生津止渴、收敛止泻、消炎止血、止

痒和驱虫的功效。我国民间常用番石榴叶及其提取物

来治疗肠胃炎、痢疾和糖尿病等疾病，鲜叶还可外用

于跌打损伤、外伤出血和臁疮久不愈合等[2~4]。现代研

究表明，番石榴叶具有明显的降血糖、降血脂、抗病

毒、抗腹泻、抗菌、抗炎、抗肿瘤和抗伤害感受等活

性[5~8]，含有萜类、黄酮类、鞣质、多糖、酚类和挥发

油类等化学成分[5~8]。 
高血糖是糖尿病的一个显著病症指标，持续的高

血糖可产生大量的活性氧（ROS），诱导脂质过氧化、

破坏核酸、蛋白质和 DNA 等生物大分子而导致细胞

衰老或死亡。因此，清除过量生成的 ROS，将成为防

治糖尿病发生发展的新靶点，这已成为当今一大研究

热点。研究发现，中医药在抗氧化治疗糖尿病方面具

有独特的优势。番石榴叶作为一种传统中药，具有较

好的抗糖尿病作用[2~8]，但其作用的物质基础研究较

少。因此，为了阐述番石榴叶的抗糖尿病作用物质基

础，需要先研究番石榴叶的体外抗氧化作用物质基础。

故本文通过 DPPH 自由基、超氧阴离子和羟自由基这

3 个指标的测定结果与分析来探索番石榴叶的中等极

性部位–乙酸乙酯萃取物的体外抗氧化活性，同时利用

色谱分离手段，对乙酸乙酯萃取物中的化学成分进行

分离纯化，进一步了解番石榴叶乙酸乙酯萃取物中化

学成分与体外抗氧化活性的关系，为探索番石榴叶开

发利用的新途径提供思路和参考。通过多种色谱分离

手段，从番石榴叶乙酸乙酯萃取物中分离得到 5 个化

合物，利用 MS 和 NMR 等波谱分析技术确定了 4 个

化合物，分别为：去甲氧基荚果蕨素（1）、胶藤素（2）、
槲皮素（3）和异槲皮苷（4），其中化合物 2 为首次从

番石榴属植物中分离得到的二氢黄酮类化合物。 

1  材料与方法 

1.1  原料 

番石榴叶（Psidium guajava leaves）：2015 年 4 月

采自广东省湛江市河唇镇，风干后粉碎备用。 
 
 

1.2  试剂 

无水乙醇、石油醚、乙酸乙酯、甲醇、氯仿、正

己烷、丙酮、正丁醇、氢氧化钠、盐酸、冰醋酸、三

氯乙酸、磷酸二氢钠、硫酸亚铁、双氧水、邻二氮菲、

三氯化铁、邻苯三酚、TRIS（三羟甲基氨基甲烷）、

DPPH（1,1-二苯基-2-三硝基苯肼）、抗坏血酸（分析

纯）：湛江康百医疗器械有限公司。 

1.3  试验仪器 

DHG-9145A 电热鼓风干燥箱，上海一恒科学仪

器有限公司；UV-3000 紫外可见分光光度计，上海美

谱达仪器有限公司；RE-52-99 旋转蒸发仪，上海亚荣

生化仪器厂；SHB-3 循环水多用真空泵，郑州杜甫仪

器厂；D2KW-C 仪表恒温水浴锅，广州市德科生物科

技有限公司；XT5 显微熔点测定仪（温度计未校正），

上海光学仪器厂；Bruker Avance 500 MHz 型核磁共振

波谱仪，Bruker 公司；HR-ESI-MS maxis impact 质谱

仪，Bruker 公司；薄层色谱硅胶 GF254、柱层析硅胶

（100~200，200~300 目），青岛海洋化工有限公司；

Sephadex LH-20：Pharmacia 公司。 

1.4  番石榴叶乙酸乙酯萃取物的制备 

番石榴干叶 9 kg，将其粉碎，用 95%乙醇浸泡提

取 3 次，每次 7 d，合并提取液，减压浓缩得浸膏 115 
g，浓膏先用 5 倍水混悬，然后依次用正己烷、乙酸乙

酯、正丁醇进行萃取，萃取液浓缩分别得正己烷部分

40.0 g、乙酸乙酯部分 25.0 g、正丁醇部分 45.0 g。 

1.5  番石榴叶乙酸乙酯萃取物体外抗氧化活

性的测定 

1.5.1  DPPH 自由基清除能力的测定[11] 
分别取 5 个不同浓度乙酸乙酯萃取物乙醇溶液各

2 mL 和 2 mL 1.0×10-4 mol/L 的 DPPH 自由基溶液，充

分混匀后避光反应 30 min，于 517 nm 处测定吸光度

Ai；以无水乙醇代替 DPPH，测定吸光度 Aj；空白组

以无水乙醇代替乙酸乙酯萃取物，测定吸光度 A0。同

时以 Vc 做阳性对照，各组平行测定 3 次，取平均值

计算清除率 S： 
S(%)=[1-(Ai-Aj)/A0]×100% 

1.5.2  超氧阴离子自由基清除能力的测定[11] 
取 50 mmol/L pH 8.2 的 Tris-HCl 缓冲液 2.25 mL 
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于试管中，于 25 ℃下预热 20 min，分别加入终质量

浓度为 0.2、0.4、0.6、0.8 和 1.0 mg/mL 的乙酸乙酯萃

取物乙醇溶液，接着加入 25 mmol/L 的邻苯三酚 0.2 
mL 混匀，25 ℃水浴中反应 30 s 后，立即滴加 0.5 mL 
10 mmol/L 的盐酸终止反应，于 320 nm 下测定吸光度

Ai，无水乙醇代替样品测定吸光度 A0。以 Vc 做阳性

对照，各组平行测定 3 次，取平均值计算清除超氧阴

离子自由基的清除率 Y： 
Y(%)=[(A0-Ai)/A0]×100% 

1.5.3  羟自由基清除能力的测定[12] 
取 0.75 mmol/L的邻二氮菲乙醇溶液 1.5 mL置于

试管中，加入 3 mL 150 mmol/L pH 7.4 磷酸盐缓冲液，

混合均匀后依次加入 0.75 mmol/L 的 FeSO4 溶液 1.0 
mL，不同浓度的样品溶液 3.0 mL，0.01%的双氧水 1.0 
mL，混合均匀，37 ℃保温 1 h，于 536 nm 处测定吸

光值 A 样品；无水乙醇代替样品，测定 A 损伤；双蒸水代

替双氧水，无水乙醇代替样品，测定 A 未损伤。各组平

行测定 3 次，取平均值计算羟自由基的清除率 E： 
E(%)=[(A 样品-A 损伤)/(A 未损伤-A 损伤)]×100% 

1.6  统计与分析 

实验数据采用 SPSS 18 专业版进行统计分析，各

项指标采用平均值±标准偏差表示，t检验法比较差异，

p<0.05 为差异显著。 

1.7  番石榴叶乙酸乙酯萃取物化学成分的分

离 

 
图1 化合物1~4的结构式 

Fig.1 Structures of compounds 1~4 
注：图中右上标*表示该化合物首次从番石榴叶中分离得

到。 

乙酸乙酯部分 25.0 g 经硅胶柱层析，以正己烷:
乙酸乙酯（10:1~0:1）梯度洗脱，TLC 检测，合并相

似馏分，得到 6 个馏分 Fr.e 1~6。0.25 g 馏分 Fr.e 2 上

正相硅胶（200~300 目）（氯仿:甲醇=1:3），再反复 
 

Sephadex LH-20（氯仿:甲醇=1:3），得化合物 1（6.0 
mg）。0.52 g 馏分 Fr.e 3 上正相硅胶（200~300 目）（正

己烷:乙酸乙酯=5:1~1:3），再 Sephadex LH-20（氯仿:
甲醇=1:1），得化合物 2（5.4 mg）。1.01 g 馏分 Fr.e 4
上正相硅胶（200~300 目）（正己烷:丙酮=5:1~0:1），
再经 Sephadex LH-20（氯仿:甲醇=1:1），得化合物 3
（5.21 mg）。0.23 g 馏分 Fr.e 6 反复 Sephadex LH-20
（氯仿:甲醇=1:3），再上正相硅胶（200~300 目）（正

己烷:丙酮=2:1~0:1），得化合物 4（6.01 mg）。 

1.8  结构鉴定 

化合物质谱采用正离子模式，在 Bruker 
HR-ESI-MS maxis impact 质谱联用仪上测定；化合物

核磁共振谱用 Bruker Avance 500 MHz 共振波谱仪完

成，以 TMS 为内标分别在 CDCl3、C5D5N 和 CD3OD
等氘代试剂中测定。 

2  结果与讨论 

2.1  番石榴叶乙酸乙酯萃取物对 DPPH 自由

基的清除活性 

 
图2 番石榴叶乙酸乙酯萃取物对DPPH自由基的清除作用 

Fig.2 The scavenging effect of the ethyl acetate extracts of 

Psidium guajava leaves on the DPPH radical 

注：n=3，*p<0.05。 
由图 2 可知，番石榴叶乙酸乙酯萃取物表现出较

强的 DPPH 自由基清除活性，在 0.2~1.0 mg/mL 的浓

度下，番石榴叶乙酸乙酯萃取物对 DPPH 自由基的清

除能力随着浓度的增加而增强，并呈现出一定的量效

关系，清除率均超过 90%，当浓度为 1 mg/mL 时，对

DPPH 自由基的清除率高达 94.18%，由此推测番石榴

叶乙酸乙酯萃取物中含有较多的可以提供氧原子的化

合物，能够有效清除 DPPH 自由基。但与同浓度的

Vc 相比，其对 DPPH 自由基的清除能力较弱，差异显 
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著（p<0.05）。 

2.2  番石榴叶乙酸乙酯萃取物对超氧阴离子

自由基的清除活性 

由图 3 可知，番石榴叶乙酸乙酯萃取物对超氧阴

离子具有较强的清除活性，在 0.2~1.0 mg/mL 的浓度

下，番石榴叶乙酸乙酯萃取物清除超氧阴离子的能力

随着浓度的增加而增强，并呈现出一定的浓度依赖关

系，当浓度为 1.0 mg/mL 时，清除率为 88.59%，由此

推测番石榴叶乙酸乙酯萃取物含有较多可以提供电子

和质子的化合物，能够抑制超氧阴离子的产生。与同

浓度的 Vc 相比，其对超氧阴离子的清除能力更强，

差异极显著（p<0.01）。 

 
图3 番石榴叶乙酸乙酯萃取物对超氧阴离子自由基的清除作

用 

Fig.3 The scavenging effect of the ethyl acetate extracts of 

Psidium guajava leaves on the superoxide anion radical 

注：n=3，**p<0.01。 

2.3  番石榴叶乙酸乙酯萃取物对羟基自由基

的清除活性 

 
图4 番石榴叶乙酸乙酯萃取物对羟基自由基的清除作用 

Fig.4 The scavenging effect of the ethyl acetate extracts of 

Psidium guajava leaves on the hydroxyl radical 

注：n=3，*p<0.05。 

羟基自由基是一种活性强的自由基，具有极强的

得电子能力，可介导许多病理变化。由图 4 可知，在

测试浓度 0.2~1.0 mg/mL 下，番石榴叶乙酸乙酯萃取

物和对照品 Vc 对羟基自由基均表现出一定程度的清

除活性，且随着浓度的增加，清除能力均随着增强；

但在 0.2~0.66 mg/mL 下，番石榴叶乙酸乙酯萃取物对

羟基自由基的清除能力强于同浓度下的 Vc，在 0.2、
0.4 和 0.6 mg/mL 的浓度下，差异显著（p<0.05）；当

浓度为 0.66 mg/mL，二者的清除效果相当；当浓度超

过 0.66 mg/mL 时，番石榴叶乙酸乙酯萃取物对羟基自

由基的清除效果弱于 Vc，当浓度为 0.8 mg/mL，番石

榴叶乙酸乙酯萃取物对羟基自由基的清除率已超过

50%。可见，番石榴叶乙酸乙酯萃取物中含有能提供

电子的化合物，可以提供电子给羟基自由基被氧化而

表现出抗氧化作用。 

2.4  番石榴叶乙酸乙酯萃取物中化学成分的

分离鉴定 

由图 2、图 3 和图 4 可知，番石榴叶乙酸乙酯萃

取物具有清除 DPPH 自由基、超氧阴离子和羟基自由

基等自由基的活性，由此推测出番石榴叶乙酸乙酯萃

取物中含有提供电子或氧原子的化合物，为了进一步

从化学角度探索番石榴叶乙酸乙酯萃取物的抗氧化活

性，本研究还通过硅胶柱层析、凝胶柱层析等现代色

谱技术，联合 MS 和 NMR 等现代波谱技术，从番石

榴叶乙酸乙酯萃取物中分离鉴定了 4 个黄酮类化合

物，化合物结构鉴定如下： 

 
图5 化合物1的HR-ESI-MS质谱图 

Fig.5 HR-ESI-MS mass spectrum of compound 1 
化合物 1：淡黄色针晶，mp 201~202 ℃，

HR-ESI-MS m/z(图 5)：285.1085 [M+H]+, 149.0119；
1H-NMR (500 MHz, CDCl3) δ：12.31(1H, s, 5-OH), 7.50 
(2H, d, J = 7.5 Hz, H-2', 6'), 7.46 (3H, t, J = 7.5 Hz, H-3', 
4', 5'), 5.40 (1H, dd, J = 13.0, 3.3 Hz, H-2), 3.05 (1H, dd, 
J = 17.5, 13.0 Hz, H-3a), 2.85 (1H, dd, J = 17.5, 3.3 Hz, 
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H-3b), 2.07 (6H, s, 6-CH3, 8-CH3); 13C-NMR (125 MHz, 
CDCl3) δ：196.4 (C-4), 160 (C-7), 159.3 (C-5), 157.6 
(C-9), 139.0 (C-1'), 128.9 (C-5'), 128.8 (C-3'), 128.5 
(C-4'), 126.0 (C-6'), 125.9 (C-2'), 103.2 (C-6), 102.8 
(C-8), 102.0 (C-10), 78.2 (C-2), 43.5 (C-3), 7.6 ( 6-CH3), 
6.9 (8-CH3)。通过查阅文献，发现其与报道的 5,7-二
羟基-6,8-二甲基二氢黄酮（即去甲氧基荚果蕨素）波

谱数据一致[13,14]，因此确定化合物 1 为去甲氧基荚果

蕨素。 
化合物 2：黄色针晶，mp 202~203 ℃；1H-NMR 

(500 MHz, C5D5N) δ：12.30 (1H, s, 5-OH), 7.62 (2H, d, J 
= 7.5 Hz, H-2', 6'), 7.41 (2H, t, J = 7.5 Hz, H-3', 5'), 7.35 
(1H, t, J = 7.5 Hz, H-4'), 6.47 (1H, s, H-6), 5.53 (1H, dd, 
J = 13.0, 3.3 Hz, H-2), 3.15 (1H, dd, J = 17.5, 13.0 Hz, 
H-3a), 2.95 (1H, dd, J = 17.5, 3.3 Hz, H-3b), 2.28 (3H, s, 
8-CH3); 13C-NMR (125 MHz, C5D5N) δ：196.6 (C-4), 
166.8 (C-7), 163.1 (C-5), 160.8 (C-9), 139.5 (C-1'), 129.4 
(C-3', 5'), 129.1 (C-4'), 126.9 (C-2', 6'), 104.6 (C-8), 
103.1 (C-10), 96.7 (C-6), 79.3 (C-2), 43.6 (C-3), 8.5 
(8-CH3)。通过查阅文献，发现其与文献报道的

cryptostrobin（胶藤素）一致[15~17]，且与胶藤素对照品

共薄层，Rf值相同，因此确定化合物 2 为胶藤素。 

 
图6 化合物3的HR-ESI-MS质谱图 

Fig.6 HR-ESI-MS mass spectrum of compound 3 
化合物 3：黄色粉末，mp 315 ℃，HR-ESI-MS m/z 

（图 6）：325.0285 [M+Na]+, 318.2972, 310.2318, 
302.3017, 301.1370；盐酸-镁粉反应呈阳性，显示该化

合物为黄酮类化合物；1H-NMR (500 MHz, CD3OD) δ：
7.72 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-2'), 7.66 (1H, dd, J = 8.4, 2.0 
Hz, H-6'), 6.90 (1H, d, J = 8.4 Hz, H-5'), 6.40 (1H, d, J = 
2.0 Hz, H-8), 6.20 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-6); 13C-NMR 
(125 MHz, CD3OD) δ：177.6 (C-4), 163.5 (C-7), 158.3 
(C-5), 157.0 (C-9), 148.2 (C-4'), 147.3 (C-2), 145.3 (C-3'), 
136.0 (C-3), 122.4 (C-1'), 120.6 (C-6'), 116.1 (C-5'), 
115.5 (C-2'), 103.4 (C-10), 98.6 (C-6), 93.4 (C-8)。通过

查阅文献，发现其与文献报道的槲皮素一致[18,19]，因

此最终确定化合物 3 为槲皮素。 
化合物 4：黄色粉末，盐酸-镁粉反应呈阳性，提

示该化合物为黄酮类化合物；HR-ESI-MS m/z（图 7）： 
951.1869[2M+Na]+, 487.0867[M+Na]+, 437.1934, 
274.2701；1H-NMR (500 MHz, CD3OD) δ：7.79 (1H, d, 
J = 2.4 Hz, H-2'), 7.61 (1H, dd, J = 2.4, 8.6 Hz, H-6'), 
6.90 (1H, d, J = 8.6 Hz, H-5'), 6.42 (1H, d, J = 2.0 Hz, 
H-8), 6.24 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-6), 5.19 (1H, d, J = 7.6 
Hz, H-1''), 3.86 (1H, dd, J = 12.0, 2.4 Hz, H-6''a), 3.81 
(1H, dd, J = 12.0, 5.2 Hz, H-6''b), 3.44-3.67 (4H, m, H-2'', 
3'', 4'', 5'') ; 13C-NMR (125 MHz, CD3OD) δ：178.2 (C-4), 
164.73 (C-7), 161.7 (C-5), 157.5 (C-9), 157.1 (C-2), 
148.6 (C-4'), 144.4 (C-3'), 134.4 (C-3), 123.7(C-6'), 123.6 
(C-1'), 116.4 (C-5'), 114.7 (C-2'), 104.2 (C-10), 103.9 
(C-1''), 98.5(C-6), 93.3 (C-8), 75.8 (C-3''),73.7 (C-2''), 
71.8 (C-4''), 68.6 (C-5''), 60.5 (C-6'')。通过查阅文献，发

现其与文献报道的异槲皮苷数据一致[20~22]，因此确定

化合物 4 为异槲皮苷。 

 
图7 化合物4的HR-ESI-MS质谱图 

Fig.7 HR-ESI-MS mass spectrum of compound 4 

3  结论 

3.1  本研究采用乙醇提取，正己烷、乙酸乙酯、正丁

醇萃取得到萃取物，番石榴叶乙酸乙酯萃取物的抗氧

化活性试验表明：番石榴叶乙酸乙酯萃取物和 Vc 对

DPPH 自由基都具有较强的清除能力，相同浓度下，

二者的清除能力接近，清除率均为 90%以上，但番石

榴叶乙酸乙酯萃取物对 DPPH 自由基的清除能力比

Vc 稍弱；在测试浓度 0.2~1.0 mg/mL 下，番石榴叶乙

酸乙酯萃取物对超氧阴离子的清除能力比 Vc 效果更

好，在 1 mg/mL 时，清除率可达 87.88%；在 0.2~0.66 
mg/mL 浓度下，番石榴叶乙酸乙酯萃取物对羟基自由

基的清除能力比 Vc 效果更好，在 0.66 mg/mL 时，二

者清除能力相当，当浓度超过 0.66 mg/mL 时，Vc 对
羟基自由基的清除能力反而比番石榴叶乙酸乙酯萃取

物效果好。可见，番石榴叶乙酸乙酯萃取物具有较好
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的抗氧化活性，是一种潜在的天然抗氧化剂，可为新

型天然抗氧化剂的开发提供一定的理论参考。 
3.2  为进一步探索番石榴叶乙酸乙酯萃取物抗氧化

活性的物质基础，本研究还通过硅胶柱层析、凝胶柱

层析等方法，从番石榴叶乙酸乙酯萃取物中分离到 5
个化合物，确证了其中 4 个化合物，另外 1 个化合物

初步认定为萜类二倍体，有待于进一步确证。已确证

的 4 个化合物均为黄酮类化合物，其中化合物 2 为首

次从番石榴属植物中分离得到的二氢黄酮类化合物。 
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