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摘　 要： 核桃又称胡桃，全身是宝，除核桃仁可以直接食用外，其青皮、叶、枝、花、壳等均可入药，具有重要

的经济和药用价值。 为了进一步开发和利用核桃属植物资源，该研究以核桃叶为材料，采用 Ｆｏｌｉｎ－酚法，测
定核桃叶 ７５％乙醇提取物及石油醚、乙酸乙酯、正丁醇萃取后的各部分多酚的含量，通过 ＤＰＰＨ·和

ＡＢＴＳ·自由基清除法评价其抗氧化能力，并分析多酚含量与抗氧化能力的关系。 结果表明：核桃叶提取物

及其各萃取部分均表现出一定的抗氧化活性，其中乙酸乙酯部分、正丁醇部分的 ＩＣ５０ 均高于 ＶＣ，核桃叶

７５％乙醇粗提物（Ｅｘｔ．）与 ＶＣ 相当，且多酚的含量和抗氧化能力呈现正相关关系。 这说明核桃叶的提取物

可以作为天然的抗氧化剂应用于食品、医疗、化妆品、保健品等行业。 该研究结果为进一步开发利用核桃资

源和提高核桃的经济效益提供了一定的理论基础。
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　 　 核桃（ Ｊｕｇｌａｎｓ ｒｅｇｉａ）是胡桃科（ Ｊｕｇｌａｎｄａｃｅａｅ）
核桃属（Ｊｕｇｌａｎｓ）落叶乔木，在我国栽培历史悠久，
分布广泛，华北、西北、西南各省都有栽培，主要以

山东、河南、陕西、甘肃、四川、贵州及新疆的南部

所产最多（图尔贡江·伊力亚则等，２０１５；翟梅枝

等，２０１１）。 近年来对核桃的研究主要集中在核桃

仁、核桃青皮、核桃油等果实的利用方面，然而对

于核桃叶的研究相对较少。 常仁龙等（２００９）研究

表明核桃叶中除了含有多种营养物质，如维生素、
胡萝卜外，还含有大量的醌类、多酚类、苷类、黄酮

类等具有生物活性的物质。 核桃叶的药理功能，
我国民间早有记载，其制剂能改善新陈代谢，促进

肌体强壮，对患维生素缺乏症、喉头炎、淋巴结、甲
状腺肿大、结核病、黄胆病、妇科病、皮肤病等均有

较好疗效（潘亚琴等，２００８）；核桃叶制茶，保健食

品等方面的开发也有报道。 尉芹等（ ２００１）用乙

醇、丙酮、水等提取溶剂提取核桃叶，结果表明提

取物均有很强的抗氧化作用，其中以丙酮提取物

抗氧化作用最强。 何丽波等（２０１２）通过比较不同

的采摘月份核桃叶提取物的抗氧化性，分析采摘

时间与抗氧化性之间的关系，结果表明 ９ 月份采

摘的核桃叶丙酮提取物的抗氧化能力最强。 然而

关于抗氧化作用的具体化合物的酚类结构类型，
以及多酚的含量与抗氧化能力之间的量效关系的

研究很少报道。
植物多酚是多羟基类化合物的总称，又称为

单宁，为植物体内复杂的酚类次生代谢产物，主要

存在于植物的皮、根、叶、果实中，易溶于水、甲醇、
乙醇、乙酸乙酯、丙酮，不溶于氯仿、苯等有机溶剂

（赵扬帆和郑宝东，２００６）。 近年来的研究发现植

物多酚具有防治心血管疾病、抗炎、抗癌、抗氧化、

抗衰老等广泛的药理活性，引起了人们的极大关

注。 为进一步地研究核桃叶中多酚的含量，并建

立一个测量核桃叶中多酚的测定方法，同时研究

多酚的含量与其抗氧化能力之间的关系。 本研究

采用乙醇作为提取溶剂，并分别用石油醚、乙酸乙

酯、正丁醇进行萃取，并测定各部分的多酚含量及

抗氧化能力，研究其生物活性，既可为医疗、农业、
食品等各行业提供研究思路和方法，又可以使核

桃属植物的副产物得到合理的利用，减少资源的

浪费和环境的污染。

１　 材料与方法

１．１ 材料

新鲜的核桃叶于 ２０１６ 年 ７ 月购买于广西壮族

自治区河池市凤山县，经广西壮族自治区中国科

学院广西植物研究所黄俞淞副研究员鉴定为胡桃

科（Ｊｕｇｌａｎｄａｎｃｅａｅ）胡桃属核桃（ Ｊｕｇｌａｎｓ ｒｅｇｉａ），凭
证标本保存于广西植物功能物质研究与利用重点

实验室。
１．２ 仪器

ＨＨ⁃Ｓ 型水浴锅（郑州长城科工贸有限公司）；
ＦＮ１０１⁃２Ａ 鼓风干燥箱（长沙仪器仪表厂）；Ｒ⁃２００
型旋转蒸发仪（Ｂｕｃｈｉ Ｌａｂｏｒｔｅｃｈｎｉｋ ＡＧ ＣＨ⁃９２３０）；
ＳＨＺ⁃Ｄ（Ⅲ）循环水式真空泵（巩义市英予华仪器

厂）； ＪＡ２００３Ｎ 电子天平 （上海菁海仪器有限公

司）；电子天平 ＸＳ２２５Ａ⁃ＳＣＳ（ Ｐｒｅｃｉｓａ）；Ｔ６ 新世纪

紫外可见分光光度计（北京普析通用仪器有限责

任公司）。
１．３ 试剂

无水乙醇（ＡＲ，西陇化工股份有限公司，批号

７９５５ 期 魏欢等： 核桃叶多酚含量的测定和抗氧化能力的研究



为 １１０６０１）；无水碳酸钠（ＡＲ，广州化学试剂厂，批
号为 ８３０９０２）；没食子酸对照品（中国药品生物制

品检定所）；福林酚试剂（ＧＯＬＤＷＨＥＡＴ）；抗坏血

酸（ＶＣ，中国药品生物制品检定所）；纯净水；１，１⁃
二苯基⁃２⁃三硝基苯肼（ＤＰＰＨ，美国 Ｓｉｇｍａ 公司）；
２，２⁃联氮⁃二 （ ３⁃乙基⁃苯并噻唑⁃６⁃磺酸） 二铵盐

（ＡＢＴＳ，美国 Ｓｉｇｍａ 公司）；其它试剂均为分析纯。
１．４ 方法

１．４．１ 多酚的含量测定 　 有关对照品溶液的配制

以及标准曲线的建立，参考之前的研究（颜小捷

等，２０１３； 王亚凤等，２０１６），以没食子酸为标准

品，采用稍加改进的 Ｆｏｌｉｎ⁃酚比色法测定核桃叶提

取物及各萃取部分的多酚含量。
１．４．２ 没食子酸标准曲线的建立 　 分别精密吸取

０，６０，１２０，１８０，２４０，３００ μＬ 没食子酸对照品溶液

于试管中，加入 Ｆｏｌｉｎ⁃酚试剂 １ ｍＬ，混匀后静置 ５
ｍｉｎ，加入 ７． ５％的 Ｎａ２ ＣＯ３ 溶液 ３ ｍＬ，加水至 １０
ｍＬ，于 ４０ ℃ 水浴暗置 ６０ ｍｉｎ。 ７６０ ｎｍ 波长下测

定样品的吸光度，以没食子酸为标准品建立的标

准 曲 线 为 Ｙ ＝ １４． ３３９Ｘ ＋ ０．００３ ７ （ ｎ ＝ ７， Ｒ２ ＝
０．９９９ ４），说明没食子酸在 ０ ～ ３６ μｇ 范围内吸光

度与含量具有良好的线性关系。
１．４．３ 供试样品溶液的配制 　 新鲜的核桃叶 ２．３５
ｋｇ，阴干后粉粹，加入 ４０ Ｌ ７５％的乙醇，室温浸泡

提取 ３ 次，每次 ５ ｄ，减压浓缩提取液后，得浸膏

４３４．７ ｇ 。 浸膏分别用适量的石油醚、乙酸乙酯、正
丁醇萃取，然后浓缩干燥，得石油醚部分（２４．９ ｇ），
乙酸乙酯部分（２５ ｇ），正丁醇部分（２４．４ ｇ），水部

分（８５．８ ｇ）。 分别精密称取石油醚部分、乙酸乙酯

部分、正丁醇部分、水部分、Ｅｘｔ．干浸膏 ２０ ｍｇ，各加

入 ５０％乙醇超声溶解，转移到 １００ ｍＬ 容量瓶中，
定容到刻度，摇匀，备用。 分别精确移取上述供试

样品 ０．１ ｍＬ，按 １．４．２ 显色方式显色，测得各部分

样品吸光度。
１．４．４ ＤＰＰＨ·自由基清除能力　 采用 ８０％的乙醇

溶液分别配制核桃叶的提取物及各萃取部分一系

列不同质量浓度的样品溶液（０、０． １５、０． ３、０． ４５、
０．６、０．７５ ｍｇ·ｍＬ⁃１），精密移取 ０．５ ｍＬ 的样品溶液

于 ＰＥ 试管中，再加入 ０．５ ｍＬ 的 ＤＰＰＨ·乙醇溶液

（０．３９４ ｇ·Ｌ⁃１）混匀，３７ ℃水浴避光反应 ３０ ｍｉｎ，

于室温下测定各样品在 ５１７ ｎｍ 的吸光度，抗坏血

酸（ＶＣ）作阳性对照，按照以下公式计算 ＤＰＰＨ·
清除率，并计算提取物及各部分样品的半清除率

质量 浓 度 （ ＩＣ５０ ） 值 （ 刘 春 丽 等， ２０１４； 朱 霞 等，
２０１４；ＷＡＮＧ ｅｔ ａｌ，２０１５）。

ＤＰＰＨ·清除率 ＝ ［Ａ空白 －（Ａ样品 －Ａ对照）］ ／ Ａ空白

×１００％。
式中，Ａ空白 为 ０． ５ ｍＬ ＤＰＰＨ·溶液与 ０． ５ ｍＬ

８０％乙醇溶液的吸光度，Ａ样品 为样品溶液的吸光

度，Ａ对照为 ０．５ ｍＬ ８０％乙醇溶液和 ０．５ ｍＬ 样品溶

液的吸光度。
１．４．５ ＡＢＴＳ·自由基清除能力 　 采用 ８０％的乙醇

溶液分别配制提取物及各部分一系列不同质量浓

度的样品溶液（０、１２．５、２５、３７．５、５０、７５、１００ μｇ·
ｍＬ⁃１）精密移取 ０．２ ｍＬ 样品溶液，再加入 １ ｍＬ 的

ＡＢＴＳ·溶液，混匀，于室温下黑暗处理反应 ３０ ｍｉｎ
后，在 ７３４ ｎｍ 下测定样品的吸光度，抗坏血酸

（ＶＣ）作阳性对照，按照以下公式计算 ＡＢＴＳ·清

除率，并计算提取物及各部分样品的半清除率质

量浓度（ ＩＣ５０）值（刘春丽等，２０１４；朱霞等，２０１４；
Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ，２０１５）。

ＡＢＴＳ·清除率 ＝ ［ Ａ空白 － （ Ａ样品 － Ａ对照 ）］ ／ Ａ空白

×１００％。
式中，Ａ空白 为 １ ｍＬ 的 ＡＢＴＳ·溶液与 ０． ２ ｍＬ

８０％的乙醇溶液的吸光度，Ａ样品为样品溶液的吸光

度，Ａ对照为 ０．２ ｍＬ 样品溶液和 １ ｍＬ ８０％乙醇溶液

的吸光度。

２　 结果与分析

２．１ 核桃叶的多酚含量

２．１．１ 没食子酸标准曲线 　 以没食子酸为标准品

建立的曲线方程为 Ｙ ＝ １４．３３９Ｘ ＋ ０． ００３ ７ （ ｎ ＝ ７，
Ｒ２ ＝ ０．９９９ ４），曲线如图 １ 所示。

精密度实验中计算得到 ＲＳＤ 值为 ０．０４５％，说
明该仪器精密度良好。 稳定性实验中经过计算得

到 ＲＳＤ 值为 ０．１９％，表明该样品在显色后 ２１０ ｍｉｎ
内稳定性良好。 重现性实验中计算得到 ＲＳＤ 值为

０．５２％， 说明该方法重现性良好。 通过精密度实

验、 稳定性实验、重现性实验表明该方法用来测定
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图 １　 没食子酸标准曲线
Ｆｉｇ． １　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｇａｌｌｉｃ ａｃｉｄ

样品的总酚含量科学有效。 加样回收率实验中，
得到样品的平均回收率为 ９９．４５％， ＲＳＤ 为 ０．９７％
表明该方法具有较高的准确性。
２．１．２ 核桃叶提取物及各萃取部分的多酚含量测

定　 由表 １ 可知，核桃叶提取物及其各萃取部分

均含多酚类物质，其中萃取后，乙酸乙酯部分和正

丁醇部分多酚得到富集，含量更高。
２．２ 抗氧化能力的测定

２．２．１ ＤＰＰＨ·自由基清除能力 　 从比较表 １ 和表

２ 可以看出，核桃叶 ７５％乙醇粗提物及各萃取部分

对 ＤＰＰＨ 自由基均表现了一定的清除能力。 在同

一质量浓度范围内，样品的多酚含量与 ＤＰＰＨ·清

表 １　 核桃叶提取物及不同部分多酚含量的比较
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｆｒｏｍ ｌｅａｖｅｓ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｒａｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｗａｌｎｕｔ ｌｅａｖｅｓ

样品
Ｓａｍｐｌｅ

总重
Ｔｏｔａｌ
ｗｅｉｇｈｔ
（ｍｇ）

总体积
Ｔｏｔａｌ
ｖｏｌｕｍｅ
（ｍＬ）

反应用
体积

Ｒｅａｃｔｉｏｎ
ｖｏｌｕｍｅ
（ｍＬ）

吸光度
Ａ７６０ ｎｍ

反应中
多酚含量
Ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌ

ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ
ｒｅａｃｔｉｏｎ （ｍｇ）

每克中
多酚含量
Ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌ
ｃｏｎｔｅｎｔ
ｐｅｒ ｇｒａｍ

（ｍｇ·ｇ ⁃１）

每部分多酚量
占总提物中
的百分比

Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ
ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓ ａｍｏｕｎｔ
ｉｎ ｅａｃｈ ｆｒａｃｔｉｏｎ
ｏｆ ｔｏｔａｌ ｅｘｔｒａｃｔ

（％）

核桃叶 ７５％乙醇粗提物
Ｅｘｔ． ２０ １００ ０．１ ０．１８９ ０．０１０ ５ ２．２８７ ４．８０６

石油醚部分
Ｆｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｅｔｒｏｌｅｕｍ ｅｔｈｅｒ ２０ １００ ０．１ ０．１５７ ０．００８ ２ １．０３０ ４．１２０

乙酸乙酯部分
Ｆｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｔｈｙｌ ａｃｅｔａｔｅ ２０ １００ ０．１ ０．３５７ ０．０２２ ２ ３．３２８ １１．０９

正丁醇部分
Ｆｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｎ⁃ｂｕｔａｎｏｌ ２０ １００ ０．１ ０．３０４ ０．０１８ ５ ２．２５７ ９．２５０

水部分
Ｆｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｗａｔｅｒ ２０ １００ ０．１ ０．１６４ ０．００８ ７ ３．７１０ ４．３２４

除能力具有明显量效关系。 提取物及各萃取部分

对 ＤＰＰＨ·的清除能力： 乙酸乙酯部分 ＞ 正丁醇

部分 ＞ ＶＣ ＞ 水部分 ＞ 石油醚部分。 乙酸乙酯部

分、正丁醇部分的清除能力强于对照 ＶＣ，提取物

的清除能力与 ＶＣ 相当，石油醚部分和水部分的清

除能力明显比 ＶＣ 弱。
２．２．２ ＡＢＴＳ·自由基清除能力　 从比较表 １ 和表 ３
可以看出，核桃叶 ７５％乙醇粗提物及各萃取部分

对 ＡＢＴＳ 自由基均表现了一定的清除能力。 在同

一质量浓度范围内，样品的多酚含量与 ＡＢＴＳ·清

除力具有很明显的量效关系。 提取物及各部分样

品对 ＡＢＴＳ·自由基的清除能力： 乙酸乙酯部分 ＞
正丁醇部分 ＞ ＶＣ ＞ 粗提物 ＞ 水部分 ＞ 石油醚部

分。 乙酸乙酯部分、正丁醇部分的清除能力比 ＶＣ
强，粗提物的清除能力与 ＶＣ 相当，而石油醚部分

和水部分的清除能力明显比 ＶＣ 弱。
通过以上实验结果可以说明，核桃叶 ７５％乙

醇提取物及各萃取部分对 ＤＰＰＨ·和 ＡＢＴＳ·自由

基均表现出一定的清除能力，且清除能力比较强

的部分主要集中在乙酸乙酯部分和正丁醇部分。
这说明经过简单的萃取操作后，可使核桃叶中的

活性物质得到一定的集中， 可为后续分离纯化核桃
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表 ２　 提取物及各部分样品的清除 ＤＰＰＨ·能力
Ｔａｂｌｅ ２　 ＤＰＰＨ·ｒａｄｉｃａｌ ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ

ｏｆ ｅｘｔｒａｃｔｓ ａｎｄ ｆｒａｃｔｉｏｎｓ

样品
Ｓａｍｐｌｅ

ＩＣ５０

（ｍｇ·ｍＬ⁃１）

核桃叶 ７５％乙醇粗提物
Ｅｘｔ．

０．４９

石油醚部分
Ｆｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｅｔｒｏｌｅｕｍ ｅｔｈｅｒ

１１．２０

乙酸乙酯部分
Ｆｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｔｈｙｌ ａｃｅｔａｔｅ

０．１９

正丁醇部分
Ｆｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｎ⁃ｂｕｔａｎｏｌ

０．２１

水部分
Ｆｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｗａｔｅｒ

７．５７

ＶＣ ０．３７

表 ３　 提取物及各部分样品清除 ＡＢＴＳ·的能力
Ｔａｂｌｅ ３　 ＡＢＴＳ·ｒａｄｉｃａｌ ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ

ｏｆ ｅｘｔｒａｃｔｓ ａｎｄ ｆｒａｃｔｉｏｎｓ

样品
Ｓａｍｐｌｅ

ＩＣ５０

（ｍｇ·ｍＬ ⁃１）

核桃叶 ７５％乙醇粗提物
Ｅｘｔ．

０．０５１

石油醚部分
Ｆｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｅｔｒｏｌｅｕｍ ｅｔｈｅｒ

０．１９３

乙酸乙酯部分
Ｆｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｔｈｙｌ ａｃｅｔａｔｅ

０．０１１

正丁醇部分
Ｆｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｎ⁃ｂｕｔａｎｏｌ

０．０１５

水部分
Ｆｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｗａｔｅｒ

０．０９９

ＶＣ ０．０２０

叶中的多酚类化合物提供一定的依据。

３　 讨论与结论

根据上述研究结果，福林－酚法具有良好的稳

定性和可靠性，可用于测定核桃叶和各萃取部分

多酚含量。 由于多酚类成分极性比较大，且结构

不稳定，用不同极性的溶剂对核桃叶提取物干浸

膏样品进行预处理，单从得率来看，效果较好，总
回收率达到 ９５．４６％。 预处理所得各部分样品中，
多酚含量最高的是乙酸乙酯部分（１１． ０９０％），其

次是正丁醇部分（９．２５０％），含量最少的是石油醚

部分（４．３２４％）。 经过不同的溶剂萃取后，多酚含

量的测定结果表明，核桃叶中多酚类物质得到了

一定的集中。 通过 ＤＰＰＨ·和 ＡＢＴＳ·自由基清除

结果表明，核桃叶粗提物及其各萃取部分都具有

一定的抗氧化能力，而且经过溶剂萃取后，乙酸乙

酯部分和正丁醇部分的抗氧化能力明显增强，甚
至超过 ＶＣ 的抗氧化能力。 这表明核桃叶粗提物

与各萃取部分的抗氧化能力与其多酚的含量成正

相关。
本研究前期的结果表明，核桃叶的多酚类物

质具有抗菌、抗肿瘤、消炎镇痛和抗氧化等药理的

功效。 陈宇驰等（２０１７）通过使用 ＭＴＳ（溴化噻唑

蓝四氮唑）检测 Ｈ２Ｏ２ 诱导氧化应激损伤的 Ｈ９ｃ２
细胞存活率，结果表明山核桃叶总黄酮可显著地

提高氧化应激损伤细胞的存活率，减少细胞凋亡，
增加细胞中 ｐ⁃ＡＫＴ 的表达，但其作用可被 ＰＩ３Ｋｓ
抑制剂 ＬＹ２９４００２ 抵消。 张坤等（２０１３）采用小鼠

扭体实验和小鼠福尔马林实验研究山核桃叶总黄

酮苷元的镇痛作用，通过小鼠耳廓肿胀实验和棉

球肉芽肿胀实验研究山核桃叶总黄酮苷元的抗炎

作用，研究结果表明山核桃叶总黄酮苷元具有明

显的抗炎镇痛作用。 朱亚新等（２０１４）通过研究核

桃多酚提取物及单体对于酪氨酸酶活性和黑色素

合成的影响及作用机理，结果表明核桃多酚提取

物有很好的抑制、抗氧化以及减少黑色素的沉积

作用。 Ｆｏｒｉｎｏ ｅｔ ａｌ（２０１６）从核桃叶的提取物中分

离鉴定出 ５ 种化合物，并通过深入评估其影响

ＨｅｐＧ２ 和 Ｃａｃｏ⁃２ 细胞系中葡萄糖摄取的潜力，表
明核桃叶的提取物具有改善人类高血糖的潜力，
可以通过制成含有核桃叶提取物相关功能性饮品

来治疗糖尿病。
本研究更进一步地验证并且测定了核桃叶中

的多酚类物质含量，以及多酚含量与抗氧化能力

的关系，建立了一个测量核桃叶多酚含量的方法，
表明核桃叶中含有丰富的多酚类物质，可以作为

一种天然的抗氧化物质应用于食品、医疗、美容、
保健品等各行业，可以为进一步开发利用核桃资

源，提高核桃的资源利用率和经济效益，以及研究

其抑菌、抗氧化、杀虫、抗肿瘤等生物方面的活性

００６ 广　 西　 植　 物 ３８ 卷



提供一定的理论基础。
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