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３种核桃副产物多酚提取液的体外抗氧化活性分析

郑渝川，黄仲华，黄伊嘉，杨　凌，吴　斌
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摘　要：以核桃青皮、核桃粕和核桃壳为原料，用水和不同比例的甲醇、乙醇超声提取，测定了多酚提取率、还原力
和提取物对ＤＰＰＨ自由基、羟自由基、超氧阴离子自由基的清除率。结果表明：使用４０％乙醇为提取剂，多酚提取
率最高，纯水的提取率最低。３种核桃副产物多酚醇提取物都具有体外抗氧化能力，强弱顺序为：核桃青皮 ＞核桃
粕＞核桃壳。核桃青皮醇提物具有良好的抗氧化性能，可作为抗氧化剂。
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　　食品抗氧化剂是指延滞因氧化而引起的食品劣
变、酸败或变色的物质。合成抗氧化剂如 ＢＨＴ、
ＢＨＡ和ＴＢＨＱ长期以来一直垄断着食品抗氧化剂
的市场。但人工合成的抗氧化剂具有一定的毒性和

致癌作用，因此天然抗氧化剂日益受到人们的重视。

天然抗氧化剂大部分从植物中提取，以多酚和黄酮

类为主。现已有迷迭香提取物、茶多酚、甘草抗氧化

物、竹叶抗氧化物等天然抗氧化剂已经广泛地应用

于高脂食品中。天然抗氧化剂除了防止食品氧化，

还有利于身体健康，流行病学表明，人类患慢性疾病

的风险与摄入多酚含量丰富的食品数量呈显著负相

关［１］，能减少心血管疾病和癌症的发病率［２］。因



此，以天然抗氧化剂取代合成抗氧化剂是食品抗氧

化剂发展的趋势，同时寻找更廉价、高效的多酚提取

原料也具有极大的意义。

核桃是世界著名的“四大干果”，核桃仁中含有

丰富的多酚类物质，不仅对人体起到了积极的抗氧

化作用，而且对核桃仁本身防止氧化也起到了很好

的保护作用［３］。核桃仁本身具有较高的经济价值，

直接提取多酚较浪费，而部分核桃副产物，如核桃青

皮、核桃粕、核桃壳等也含有丰富的多酚［４～６］，这部

分资源通常当做饲料或丢弃，利用价值较低或得不

到利用。现有报道仅研究了单一核桃副产物或单一

提取试剂对多酚提取率和抗氧化性的影响，不同提

取试剂以及不同核桃副产物的多酚提取率和抗氧化

活性的比较还未见报道，本研究使用水、甲醇和乙醇

提取核桃青皮、核桃粕、核桃壳的多酚成分，比较提

取率，并对其醇提物进行体外抗氧化试验，明确其抗

氧化性能，以期为核桃副产物的加工和利用提供理

论依据。

１　材料与方法

１．１　原料
干核桃青皮 购于中药店，产地安徽，生产日期

２０１７年１１月；核桃粕 购于甘孜州祥瑞生态食品开
发有限公司，核桃粕经液压榨油工艺产出，生产日期

２０１８年１月；核桃壳，采集于盐亭县金土地农林发
展有限公司，生产日期２０１７年１１月。
１．２　试剂

甲醇，乙醇，硫酸亚铁，过氧化氢，水杨酸，维生

素Ｃ，磷酸氢二钾，磷酸二氢钾，邻苯三酚，铁氰化
钾，三氯乙酸，以上分析纯购于成都科龙试剂有限公

司；２，２联苯基１苦基肼基（ＤＰＰＨ），购于上海阿拉
丁生化科技股份有限公司。

１．３　仪器
ＵＶ１８００分光光度计，日本岛津仪器有限公司；

ＭＬ２０４电子天平，上海梅特勒托利多仪器有限公
司；ＡＳ３１２０超声清洗机，天津奥特赛恩斯仪器有限
公司；ＨＨ２恒温水浴锅，常州国华电器有限公司；
Ｒ２１５旋转蒸发仪，瑞士步琦有限公司。
１．４　试验方法
１．４．１　多酚提取液的制备

将干燥的核桃青皮、核桃粕和核桃壳粉碎，过

６０目分级筛备用。称取１００ｇ样本置于５００ｍＬ锥

形瓶中，按１∶５的料液比加入水、７０％甲醇、４０％甲
醇、７０％乙醇、４０％乙醇，在３０℃条件下浸泡１２ｈ，
放入超声清洗仪，在 ３０ｋＨｚ频率下超声 ２ｈ，每 ３０
ｍｉｎ震荡一次，双层滤纸减压抽滤。收集残渣，按以
上步骤反复提取３次，合并过滤液。过滤液在旋转
蒸发仪中减压浓缩，用蒸馏水复溶至２０ｍＬ，测定多
酚含量。

１．４．２　多酚的提取率
多酚的测定使用 ＦｏｌｉｎＣｉｏｃａｌｔｅｕ比色法［７］。分

别吸取１ｍＬ０．１ｍｇ·ｍＬ－１，０２ｍｇ·ｍＬ－１，０４ｍｇ
·ｍＬ－１，０６ｍｇ·ｍＬ－１，０８ｍｇ·ｍＬ－１，１ｍｇ·ｍＬ－１

没食子酸标准溶液于离心管中，再吸取１ｍＬ多酚提
取液于离心管中，在标准品和试样离心管中依次加

入１５ｍＬ福林酚试剂，１ｍＬ０２ｇ·ｍＬ－１碳酸钠，
定容至１０ｍＬ，６０℃避光水浴１ｈ后，在波长７６５ｎｍ
处测定吸光度。计算公式为：多酚提取率（以没食

子酸计，ｍｇ·ｇ－１）＝（ａ１×ｖ１）／（ｖ２×ｗ），ａ１：样液中
多酚的含量；ｖ１：提取样液的体积；ｖ２：测定取样液的
体积；ｗ：核桃副产物称样量。
１．４．３　样本的稀释

通过预实验确定了样本稀释浓度，选择合理的

测试浓度范围的依据是：ＤＰＰＨ自由基、羟自由基和
对超氧阴离子自由基清除率在１０～１００％之间，还
原力样品 ＯＤ值在０１～１之间。将各试验组多酚
提取液稀释至１０μｇ·ｍＬ－１，３０μｇ·ｍＬ－１，５０μｇ·
ｍＬ－１，７０μｇ·ｍＬ－１，９０μｇ·ｍＬ－１，１１０μｇ·ｍＬ－１测
定ＤＰＰＨ自由基清除能力；稀释至０１ｍｇ·ｍＬ－１，
０２ｍｇ·ｍＬ－１，０３ｍｇ·ｍＬ－１，０４ｍｇ·ｍＬ－１，０６
ｍｇ·ｍＬ－１，０８ｍｇ·ｍＬ－１测定羟自由基清除能力；
稀释至 ０１ｍｇ·ｍＬ－１，０２ｍｇ·ｍＬ－１，０４ｍｇ·
ｍＬ－１，０６ｍｇ·ｍＬ－１，１２ｍｇ·ｍＬ－１，１８ｍｇ·
ｍＬ－１测定超氧阴离子自由基清除能力；稀释至 ２０
ｍｇ·ｍＬ－１，４０ｍｇ·ｍＬ－１，８０ｍｇ·ｍＬ－１，１６０ｍｇ·
ｍＬ－１，３２０ｍｇ·ｍＬ－１，６４０ｍｇ·ｍＬ－１测定还原力。
１４４　ＤＰＰＨ自由基清除能力　

ＤＰＰＨ自由基清除率的测定使用延莎等人的方
法［８］。用无水乙醇稀释多酚提取物配成５种浓度梯
度的待测液，在１０ｍＬ试管中分别加入１ｍＬ待测
液，６０％乙醇溶液２ｍＬ，１００μｍｏｌ·Ｌ－１的 ＤＰＰＨ乙
醇溶液４ｍＬ，混匀３０ｓ放在暗处反应３０ｍｉｎ。用６０
％乙醇调零，测定在波长 ５１５ｎｍ处的吸光值 Ａ１。
同时，测定待测液１ｍＬ与３ｍＬ６０％乙醇混合液在波
长５１５ｎｍ处的吸光度Ａ０，再测定４ｍＬＤＰＰＨ溶液
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与３ｍＬ６０％乙醇在５１５ｎｍ处的吸光度Ａ２。用Ｖｃ
作为对照组。计算公式为：ＤＰＰＨ自由基清除率 ＝
［Ａ２（Ａ１Ａ０）／Ａ２］×１００％ 。
１．４．５　羟自由基清除能力的测定

羟自由基清除能力的测定使用刘荣等人的方

法［９］。分别取浓度为１ｍｍｏｌ·Ｌ－１的硫酸亚铁溶液
１．０ｍＬ，不同浓度的样品溶液１．０ｍＬ，１ｍｍｏｌ·Ｌ－１

的过氧化氢１．０ｍＬ于具塞试管中，摇匀，静置 １０
ｍｉｎ，再加入浓度为３ｍｍｏｌ·Ｌ－１的水杨酸溶液２０
ｍＬ，摇匀后静置３０ｍｉｎ，于波长５１０ｎｍ处测定吸光
度Ａ２；使用上述同样的步骤，使用蒸馏水替代样品
溶液，测定吸光度Ａ０，使用蒸馏水替代水杨酸，测定
吸光度Ａ１。以维生素 Ｃ为对照组，以蒸馏水调零。
计算公式为：羟自由基清除能力 ＝［Ａ０（Ａ２Ａ１）］／
Ａ０×１００％。
１．４．６　超氧阴离子自由基清除能力的测定

超氧阴离子自由基清除能力的测定使用邻苯三

酚法［８］。取不同浓度的多酚溶液１．０ｍＬ，５０ｍｍｏｌ／
ＬＴｒｉｓＨｃｌ溶液（ｐＨ值 ＝８０）５０ｍＬ于具塞试管
中，２５℃恒温水浴２０ｍｉｎ，取该混合溶液３０ｍＬ于
比色皿中，加入浓度为３ｍｍｏｌ·Ｌ－１的邻苯三酚溶
液１ｍＬ，摇匀，准确反应３ｍｉｎ，测定其在波长３２５
ｎｍ处的吸光度，记录在１ｓ，３０ｓ，６０ｓ，９０ｓ，１２０ｓ，
１５０ｓ读数。另外，以无水乙醇代替样品测定邻苯三
酚的自氧化程度，ＶＣ溶液为对照。计算公式为：
（Ａ０Ａ１）／Ａ１×１００％。Ａ１表示小米多酚提取物溶
液与邻苯三酚混合液的氧化速率，每３０ｓ的吸光值
拟合直线取其斜率，Ａ０表示邻苯三酚的自身氧化速
率，每３０ｓ的吸光值拟合直线取其斜率所得。
１．４．７　还原力的测定

还原力的测定采用普鲁士蓝法［１０］。分别取不

同浓度样品溶液 １ｍＬ，０２ｍｏｌ／Ｌ的磷酸缓冲液
（ＰＢＳ，ｐＨ值６６）１ｍＬ和１％铁氰化钾溶液１ｍＬ
于具塞试管中，５０℃水浴保温２０ｍｉｎ，快速冷却，再
加入质量分数为１０％的三氯乙酸溶液１ｍＬ，混合后
以转速 ５０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ。取上部清液１
ｍＬ，依次加入蒸馏水１ｍＬ，０１％三氯化铁溶液０２
ｍＬ，充分混匀，静置１０ｍｉｎ后，在波长７００ｎｍ下测
定其吸光度，以蒸馏水调零，维生素Ｃ作为对照组。
１．４．８　分析方法

结果采用平均值 ±标准差表示，使用 ＳＰＳＳ１９
进行单因素方差分析和 Ｄｕｎｃａｎ差异显著性分析，ｐ
＜００５表示差异显著，ｐ＞００５表示差异不显著。

使用Ｏｒｉｇｉｎ２０１７软件作图，对体外抗氧化数据进行
多项式拟合，根据方程计算ＩＣ５０。

２　结果与分析

２．１　多酚提取率
不同提取试剂对核桃粕、核桃青皮和核桃壳的

多酚提取率的影响见表１。核桃青皮多酚提取率最
高，其次是核桃粕，核桃壳最低，这与核桃副产物自

身的多酚含量呈正相关。试剂种类和浓度影响多酚

的提取率，乙醇的效果优于甲醇，水的提取效果最

差，４０％ 乙醇浓度的提取率优于７０％。虽然，有报
道称，多酚的提取率与试剂的极性呈正相关，但本试

验的结果没有呈现上述规律，极性最大的水提取率

最低，极性最低的乙醇提取率最高，这可能是因为提

取物中多酚种类不同，不同试剂对不同种类的多酚

提取率有差异，从而导致总提取率不同。另一方面，

多酚类化合物在植物体内通常与蛋白质、多糖以氢

键或疏水键形式形成稳定的分子复合物，因此提取

试剂不仅要求对多酚类物质有很好的溶解性，而且

必须具有氢键断裂的作用，有机溶液和水的混合溶

液最适合多酚物质的提取［１１］。水的提取率较低，因

此不使用多酚水提物进行体外抗氧化试验。

表１　不同提取试剂对核桃副产物多酚提取率的影响

单位（ｍｇ·ｇ－１）

试剂 核桃粕 核桃青皮 核桃壳

水 ０．８５±０．０５ｄ ２．７±０．０４ｄ ０．３１±０．０５ｄ

４０％甲醇 １．２９±０．０８ｃ ３．５３±０．０９ｂ ０．７５±０．０７ｃ

７０％甲醇 １．７５±０．０７ｂ ３．２±０．１２ｃ ０．９２±０．０５ｂ

４０％乙醇 ２．０７±０．１５ａ ３．７４±０．１１ａ １．０６±０．０９ａ

７０％乙醇 １．９３±０．０８ａ ２．８７±０．１ｄ ０．９４±０．０６ｂ

注：同一列字母不同表示不同提取试剂对多酚提取率差异显著（ｐ＜
０．０５）。

２．２　ＤＰＰＨ自由基
不同提取试剂对核桃粕、核桃青皮和核桃壳醇

提取的ＤＰＰＨ自由基清除率的影响见图１。ＷＧＳＭ、
ＷＧＳＥ、ＷＳＭ、ＷＳＥ、ＷＰＭ、ＷＰＥ的 ＤＰＰＨ自由基清
除率的 ＩＣ５０（半数抑制浓度）分别为：１６４１μｇ·
ｍＬ－１，１９９１μｇ·ｍＬ－１，３３４２μｇ·ｍＬ－１，３５８０μｇ
·ｍＬ－１，２３３１μｇ·ｍＬ－１，２７２２μｇ·ｍＬ－１。结果
显示：核桃青皮醇提物对 ＤＰＰＨ自由基的清除效果
最好，甲醇提取效果比乙醇好；核桃壳醇提物的 ＤＰ
ＰＨ自由基清除效果最差；３种核桃副产物醇提物对
ＤＰＰＨ自由基的清除能力均低于维生素 Ｃ。ＤＰＰＨ
自由基是一种稳定的以氮为中心的自由基，若受试

７１１期 郑渝川，等：３种核桃副产物多酚提取液的体外抗氧化活性分析 　　



物能够清除它，则提示受试物具有清除羟基自由基、

烷基自由基或过氧自由基的能力和打断脂质过氧化

链反应的作用，因此广泛用于评价天然或合成物质

的抗氧化特性［１２，１３］。影响 ＤＰＰＨ自由基的清除因
素很多，例如Ｓｃａｌｚｏ发现有机酸能显著增加维生素
Ｃ的 ＤＰＰＨ自由基清除效果，而有机酸自身没有任
何清除作用［１４］，而核桃青皮中的有机酸含量高于核

桃粕和核桃壳，这对 ＤＰＰＨ的清除可能产生协同作
用。

图１　不同浓度多酚提取液对ＤＰＰＨ自由基的清除能力
注：ＷＧＳＭ：核桃青皮甲醇提取物；ＷＧＳＥ：核桃青皮乙醇提取物；

ＷＳＭ：核桃壳甲醇提取物；ＷＳＥ：核桃壳乙醇提取物；ＷＰＭ：核桃

粕甲醇提取物；ＷＰＥ：核桃粕乙醇提取物。下同。

２．３　羟自由基清除能力
羟自由基是目前所知活性氧中对生物体毒性最

强、危害最大的自由基，多余的自由基会引起体内蛋

白质、酶、脂质和核酸的氧化损伤，还与衰老、肿瘤、

辐射损伤和细胞吞噬有关［１５］。３种核桃副产物的
醇提物对羟自由基清除能力见图２。６种多酚醇提
物对羟自由基的清除能力从大到小排序为：ＷＧＳＭ
＞ＷＧＳＥ＞ＷＳＥ＞ＷＳＭ＞ＷＰＭ＞ＷＰＥ。ＷＧＳＭ、
ＷＧＳＥ、ＷＰＭ、ＷＰＥ羟自由基清除率的 ＩＣ５０分别为：
０１７ｍｇ·ｍＬ－１，０２１ｍｇ·ｍＬ－１，０２８ｍｇ·ｍＬ－１，
０２４ｍｇ·ｍＬ－１。６种多酚溶液的浓度与羟自由基
清除能力呈正比，当多酚溶液浓度达到 ０３ｍｇ／ｍＬ
时，上升趋势趋于平缓。当测试液浓度为０３ｍｇ·
ｍＬ－１，０４ｍｇ·ｍＬ－１，０６ｍｇ·ｍＬ－１，０８ｍｇ·
ｍＬ－１时，六组试验组差异显著（ｐ＜００５），当测试液
浓度为０１ｍｇ·ｍＬ－１时，ＷＧＳＭ、ＷＧＳＥ和 ＷＰＥ的
羟自由基清除率显著高于 ＷＳＭ、ＷＳＥ和 ＷＰＭ（ｐ＜
００５）。在多酚浓度０１～０８ｍｇ·ｍＬ－１时，ＷＧＳＭ
对羟自由清除能力强于维生素Ｃ；多酚浓度在０１～

０３ｍｇ·ｍＬ－１时，三种多酚醇提物的羟自由基清除
能力高于维生素Ｃ，但随浓度升高，多酚醇提物的清
除率趋于平缓，而维生素Ｃ呈线性上升。

图２　不同浓度多酚提取液对羟自由基的清除能力

图３　不同浓度多酚提取液对超氧阴离子自由基的清除
能力

２．４　超氧阴离子自由基清除能力
氧气在生物体内生成氧自由基时，首先产生超

氧阴离子自由基，它不仅自身具有毒性，而且可以经

过一系列反应生成其他氧离子自由基，进一步对生

物产生损害作用。３种核桃副产物的甲醇、乙醇多
酚提取液对超氧阴离子自由基清除能力见图 ３。
ＷＧＳＭ、ＷＧＳＥ、ＷＰＭ、ＷＰＥ羟自由基清除率的 ＩＣ５０
分别为：０７１ｍｇ·ｍＬ－１，０６５ｍｇ·ｍＬ－１，１５４ｍｇ
·ｍＬ－１，１５３ｍｇ·ｍＬ－１。对羟自由基的清除能力
从大到小排序为：ＷＧＳＥ＞ＷＧＳＭ＞ＷＰＥ＞ＷＰＭ＞
ＷＳＥ＞ＷＳＭ。核桃粕甲醇和乙醇提取物的超氧阴
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离子自由基的清除能力差异不显著（ｐ＞００５），核
桃青皮、核桃壳的甲醇和乙醇提取液浓度在０１ｍｇ
·ｍＬ－１，０６ｍｇ·ｍＬ－１，１２ｍｇ·ｍＬ－１时，差异显著
（ｐ＜００５），这种差异一定程度上证明了不同试剂
提取多酚对抗氧化能力有较大影响，另一方面，提取

物中多酚种类也是造成抗氧化能力差异的重要原

因。

２．５　还原力
还原能力是表示抗氧化物质提供电子能力的重

要指标，抗氧化剂自身的还原作用能使自由基变为

稳定的分子而失去活性，抗氧化能力与还原力强弱

呈正相关［１６］。３种核桃副产物的甲醇、乙醇多酚提
取物的还原力见图４，当醇提物多酚浓度为６４０μｇ
·ｍＬ－１时，ＷＧＳＭ的还原力最高（Ａ７００ｎｍ ＝０９３），
ＷＳＭ还原力最低（Ａ７００ｎｍ ＝０５１）。当多酚浓度为
４０μｇ·ｍＬ－１，８０μｇ·ｍＬ－１，１６０μｇ·ｍＬ－１，６４０μｇ
·ｍＬ－１时，不同核桃副产物多酚醇提物还原力差异
显著（ｐ＜００５），两种提取试剂对还原力的影响差
异不显著（ｐ＞００５）。核桃青皮醇提物的还原能力
与维生素Ｃ差异不显著（ｐ＞００５）。

图４　不同浓度多酚提取液对还原力的影响

３　结论

不同的多酚提取试剂对３种核桃副产物的多酚
提取有显著的差异（ｐ＜００５），４０％乙醇为提取剂
时多酚提取率最高，纯水的提取率最低。核桃青皮、

核桃壳、核桃粕的甲醇、乙醇提取物对 ＤＰＰＨ自由
基、羟自由基和超氧阴离子自由基有一定清除能力

和还原力，核桃青皮提取物抗氧化能力最强，各抗氧

化性能指标等同或优于维生素 Ｃ，核桃粕提取物抗

氧化能力次之，核桃壳最差。核桃青皮甲醇提取物

对ＤＰＰＨ自由基、羟自由基清除能力和还原能力最
好；核桃青皮乙醇溶液对超氧阴离子自由基清除能

力最好。甲醇提取物对ＤＰＰＨ自由基和羟自由基的
清除能力优于乙醇提取物，乙醇提取物对超氧阴离

子自由基清除力和还原能力优于甲醇提取物。本研

究对核桃副产物的利用以及其抗氧化活性提供了参

考，核桃青皮多酚类物质含量丰富，提取率最高，其

醇提物的抗氧化活性和还原力较维生素 Ｃ强，是较
好的天然抗氧化剂制备原料。
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