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摘  要: 目的  探究真空提取的核桃粕(walnut meal)多酚的抗氧化活性。方法  以非真空条件下提取的多酚为

对照, 采用超声波辅助真空法提取核桃粕多酚, 用 HPD-100 型大孔树脂对多酚进行纯化, 福林酚(Folin-Ciocalte)

法测定多酚含量, 通过试剂盒检测多酚对 1,1-二苯基-2-苦基肼自由基(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl, DPPH)、超

氧阴离子自由基的清除率及 Fe3+还原能力(ferric reducing antioxidant power, FRAP)来评价其体外抗氧化活性, 

用 cck8 (cell counting kit-8)法测定不同浓度的核桃粕多酚对 HepG2 细胞的毒性作用, 确定 3 个无毒性作用浓

度 , 以 770 μmol/L 的 H2O2 诱导 HepG2 细胞建立氧化应激损伤模型 , 通过测定 HepG2 细胞中丙二醛

(malonicdialdehyde, MDA)含量、超氧化物歧化酶(superoxide dismutase, SOD)活力、谷胱甘肽(glutathione, GSH)

含量探究 12.5、25.0、50.0 μg/mL 核桃粕多酚对 HepG2 细胞氧化损伤的保护作用。结果  真空条件下提取的

多酚含量为 26.96 mg/g, 比非真空条件下提取的多酚含量高出 14.50%; 经 HPD-100 型大孔树脂纯化后, 对照

组和真空组核桃粕多酚纯度分别由 22.69%、26.60%提高至 73.87%、77.53%; 纯化后, 对照组与真空组多酚质

量浓度为 0.5 mg/mL 时对 DPPH 自由基的清除率高达 93.83%、93.67%, 高于维生素 C 的清除率 91.03%; 同一

浓度范围内, 真空条件下提取的核桃粕多酚对超氧阴离子自由基的清除率和 FRAP 均显著高于对照组多酚

(P<0.05), 其中多酚质量浓度为 2.0 mg/mL 时, 对照组与真空组多酚的 FRAP 分别为 8.91 μmol/L、9.92 μmol/L, 

均高于维生素 C 的 FRAP (7.91 μmol/L); 核桃粕多酚可以使受氧化损伤的 HepG2 细胞内 MDA 含量明显减少, 

并能提高受氧化损伤细胞内 SOD 活力及 GSH 含量。结论  真空条件有利于核桃粕多酚的提取, 提取纯度较

高, 纯化后核桃粕多酚具有较好的体外氧化活性, 对 HepG2 细胞氧化损伤有一定的保护作用。 
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ABSTRACT: Objective  To investigate the antioxidant activity of polyphenols extracted from walnut meal under 

vacuum conditions. Methods  Polyphenols extracted under non-vacuum conditions were used as control, and the 
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polyphenols were extracted by ultrasonic-assisted method under vacuum conditions, and the polyphenols were 

purified by HPD-100 type macroporous resin. The content of polyphenols was determined by Folin-Ciocaltea 

method. The antioxidant activity in vitro of the polyphenols was evaluated by measuring the scavenging rates of 

1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radicals, superoxide anion radicals and ferric reducing antioxidant power 

(FRAP) by kit, the toxic effects of different concentrations of walnut meal polyphenols on HepG2 cells were 

determinated by the cell counting kit-8 (cck8) method, the 3 non-toxic effect concentrations were determined, 

oxidative stress injury model was established by inducing HepG2 cells with 770 µmol/L H2O2. The content 

malondialdehyde (MDA) content, superoxide dismutase (SOD) activity and glutathione (GSH) content in HepG2 cells 

were measured to explore the protective effect of walnut meal polyphenols on oxidative damage of HepG2 cells at 12.5, 

25.0 and 50.0 μg/mL. Results  The content of polyphenols extracted under vacuum conditions was 26.96 mg/g, which 

was 14.50% higher than that of polyphenols extracted under non-vacuum conditions. After purification by HPD-100 

macroporous resin, the purity of walnut meal polyphenols in the control and vacuum groups increased from 22.69% 

and 26.60% to 73.87% and 77.53%, respectively. The scavenging rates of DPPH radicals were 93.83% and 93.67% in 

the control and vacuum groups after purification at a mass concentration of 0.5 mg/mL, which was higher than that 

of vitamin C at 91.03%. In the same concentration range, the scavenging rate of superoxide anion radicals and Fe3+ 

reducing antioxidant power of walnut meal polyphenols extracted under vacuum conditions were significantly 

higher than that of control polyphenols (P<0.05), when the mass concentration of polyphenols was 2.0 mg/mL, the 

Fe3+ reducing antioxidant power of polyphenols in the control and vacuum groups were 8.91 and 9.92 μmol/L, 

respectively, which were higher than that of vitamin C (7.91 μmol/L). Walnut meal polyphenols significantly reduced 

the MDA content of oxidatively damaged HepG2 cells, and increased the SOD activity and GSH content in 

oxidatively damaged cells. Conclusion  The vacuum condition is conducive to the extraction of polyphenols from 

walnut meal with high extraction purity. Purified walnut meal polyphenols have good oxidative activity in vitro, and 

have certain protective effect on oxidative damage in HepG2 cells. 

KEY WORDS: vacuum; walnut meal polyphenols; antioxidant activity; HepG2 cell; oxidative damage 
 
 

0  引  言 

核桃栽培历史悠久, 是世界公认的生态友好型和经

济型树种。核桃营养价值丰富, 具有保护神经细胞、抗氧

化、降血脂、抗肿瘤等多种保健作用[1–3]。核桃粕是核桃仁

榨油后的副产物, 但目前仅有少量核桃粕被用于核桃蛋白

粉的加工[4], 更多则被用做动物饲料或肥料, 开发利用程

度不高, 造成资源的浪费[5]。 

多酚是指一类具有多个酚羟基结构的化合物 [6], 可

通过提供氢原子或电子来清除自由基, 具有良好的抗氧

化活性[7]。核桃粕中含有丰富的多酚物质, 例如, 梁杏[8]

利用高效液相色谱-串联质谱法从核桃粕中鉴定出 12 种

多酚化合物。此外, 研究表明核桃粕多酚在抗氧化[9]、降

血脂[10]、神经保护[11]等方面功效明显, 还具有一定的抗

肿瘤活性[12]、抑菌活性[13]。目前, 对多酚抗氧化活性的

研究主要包括体外和体内两种方法, 体外检测主要包括

对 1,1-二苯基 -2-苦基肼 (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl, 

DPPH)自由基、超氧阴离子自由基清除能力、铁离子还

原/氧化能力的测定, 体内方法主要包括细胞实验和动物

实验, 细胞实验与动物实验相比具有方便、快捷、经济

等优点[14]。目前, 常采用 H2O2 诱导的 HepG2 细胞氧化

应激模型进行氧化应激的研究, H2O2 是一种重要的活性

氧分子 , 性质相对稳定且易穿过细胞膜 , 常作为细胞氧

化应激损伤的试剂[15], 此外, HepG2 细胞拥有肝脏的大

部分特异性代谢酶 , 它既具有正常肝细胞的生理功能 , 

又具有癌细胞增殖速度快的特点, 因此是一个适宜的人

类肝细胞模型, 被广泛地应用于细胞氧化应激保护作用

的研究[16]。 

目前, 多酚提取方法主要包括传统溶剂提取法、超声

辅助溶剂浸提法、微波辅助溶剂浸提法、酶解-超声联合、

亚临界提取法等方法[17], 其中超声辅助溶剂提取法操作方

便且提取得率较高, 是最常用的提取方法。真空条件可降

低热敏性活性物随温度升高造成的氧化, 且使体系更活跃, 

从而加快提取速率[18]。近年来, 植物多酚的提取技术及其

生物活性逐渐成为研究热点, 但多酚性质不稳定, 提取过

程中很容易发生氧化反应而损耗, 真空条件下提取可减少

或隔绝空气中的氧气, 降低或避免多酚的氧化反应, 从而

保持多酚的生物活性, 因此, 本研究以核桃粕为原料, 用
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超声波辅助法在真空条件下提取核桃粕粗多酚, 并通过

HPD-100 型大孔树脂对核桃粕多酚进行纯化, 测定纯化后

的核桃粕多酚的抗氧化活性和对 HepG2 氧化损伤细胞的

保护作用, 以期对核桃粕高值化利用以及核桃粕多酚的进

一步研究提供一定的理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

核桃粕购于河北绿岭果业有限公司, 为液压压榨制

油后得到的干核桃粕, 装于塑料袋内冰柜冻藏存放备用; 

HepG2 细胞: 本实验室自存。 

石油醚(分析纯, 天津市津东天正精细化学试剂厂); 

无水乙醇(分析纯, 天津市光复科技发展有限公司); 没食

子酸标准品(纯度≥99%, 天津市津科精细化工厂研究所); 

福林酚试剂(Folin-Ciocaltea)(上海麦克林生化科技有限公

司 ); 无水碳酸钠 (分析纯 , 西陇科学股份有限公司 ); 

HPD-100 大孔树脂、维生素 C (vitamin C, VC)标准品(纯

度≥99%)、DPPH 自由基清除能力检测试剂盒(BC4755)、

超氧阴离子清除能力检测试剂盒(BC1415)、Fe3+还原能力

检测试剂盒(BC1315)(北京索莱宝科技有限公司); DMEM

高糖培养液、磷酸盐缓冲液 (phosphate buffered saline, 

PBS)(北京鼎国昌盛生物技术有限责任公司); 总蛋白定

量测定试剂盒(A045-4-2)、总超氧化物歧化酶(superoxide 

dismutase, SOD)试剂盒(A001-3-2)、谷胱甘肽(glutathione, 

GSH)试剂盒(A006-2-1)、丙二醛(malonicdialdehyde, MDA)

试剂盒(A003-1-3)(南京建成生物工程研究所)。 

1.2  仪器与设备 

BL1206A 破壁料理机(美的集团); DHG-9140A 电热恒

温鼓风干燥箱(上海一恒科学仪器有限公司); JB-B01 真空

包装机、真空封口袋(200 mm×300 mm)(拜杰京东自营旗舰

店); DZKW-4 电子恒温水浴锅(北京中兴伟业仪器有限公

司); TDL-40B 离心机(上海安亭科学仪器厂); FD-305 冷冻

干燥机(济南俊德仪器有限公司); UV-1800 紫外可见分光

光度计[岛津企业管理(中国)有限公司]; Infinite M Nano 酶

标仪(瑞士 Tecan 公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  核桃粕粗多酚的提取 

参照郑晓宁等[19]的方法略作修改, 取核桃粕样品, 将

其深黑色表皮去除后, 用破壁机粉碎过 20 目筛, 用石油醚以

料液比 1:5 (g:mL)避光浸泡 12 h 脱脂, 真空抽滤, 回收石油醚, 

收集得到脱脂核桃粕粉, 置于通风橱中挥干残留的石油

醚, 备用。分别称取一定量的脱脂核桃粕粉, 分为真空组

和对照组, 真空组以 50%的乙醇作为提取液, 按照料液

比 1:40 (g:mL)、超声功率 585 W、室温的条件下将原料和提

取液放入 200 mm×300 mm 真空袋中, 利用真空包装机(真

空压力为 60 kPa)抽真空封口后超声提取多酚 70 min, 对照

组以同一提取方法在非真空条件下提取多酚, 全程避光, 

4000 r/min 离心 20 min, 收集上清液, 得核桃粕粗多酚提取液, 

测定提取液中多酚含量后, 于 55℃旋蒸浓缩, 浓缩液置于

–80℃预冷冻处理后, 冷冻干燥得核桃粕粗多酚样品。 

1.3.2  核桃粕多酚的纯化 

参照孙敬敬等[20]的方法, HPD-100 树脂分离纯化核桃

粕多酚工艺为: 上样液的质量浓度为 4.0 mg/mL, 洗脱液

乙醇的浓度为 70%, 洗脱的流速为 2 BV/h, 洗脱的体积为

3.6 BV。纯化后得到核桃粕多酚液, 于 55℃旋蒸浓缩, 浓

缩液置于–80℃预冷冻处理后, 冷冻干燥得核桃粕多酚样

品。多酚纯度计算按公式(1): 

多酚纯度/%=
m

M
×100%           (1) 

式中: m 表示多酚类物质质量, g; M 表示混合物总质量, g。 

1.3.3  多酚含量的测定 

以没食子酸标准品绘制标准曲线 , 采用  Folin- 

Ciocalteu 法进行测定[21]。以吸光值 A 为纵坐标, 质量浓度

C 为横坐标, 得没食子酸的标准曲线方程 y=12.112x(回归

系数 r2=0.9978)。取待测提取液 1 mL, 以蒸馏水为空白, 于

765 nm 波长处测定吸光度, 重复 3 次。用没食子酸标准曲

线回归方程计算得到样品提取液中多酚浓度(C)。多酚含量

计算按公式(2):  

多酚含量/(mg/g)=
C V D

M

 
         (2) 

式中: C 表示根据吸光度值计算出的溶液质量浓度, mg/mL; 

V 表示样品溶液体积, mL; D 表示稀释倍数; M 表示样品

质量, g。 

1.3.4  核桃粕多酚的抗氧化活性测定 

(1)核桃粕多酚体外抗氧化活性的测定 

根据前期预实验结果, 用蒸馏水配制成质量浓度为

5 mg/mL 的样品溶液 , 按照比例稀释样品浓度 , 其中 , 

DPPH 自由基清除率实验中样品质量浓度为 0.5、1.5、2.5、

3.5、4.5 mg/mL; 超氧阴离子自由基清除率实验中样品质量

浓度为 0.6、1.2、1.8、2.4、3.0 mg/mL; Fe3+还原能力实验

中样品质量浓度为 0.5、1.0、1.5、2.0、2.3 mg/mL, 3 组均

以同浓度 VC 为阳性对照, 按照试剂盒的操作方法, 测定

纯化后的真空组和对照组的核桃粕多酚对 DPPH、超氧阴

离子自由基的清除率和 Fe3+还原能力。 

(2)核桃粕多酚对 HepG2 氧化损伤细胞的保护作用 

参考 HE 等[22]的方法, 将 HepG2 细胞经复苏、培养

和传代等操作, 经几次传代后细胞进入稳定生长对数期

可进行下一步实验。取处于细胞生长对数期的 HepG2 细

胞, 用 DMEM 完全培养基稀释为含有细胞数 3×105 个的

细胞悬液, 将细胞悬液加入 96 孔板中, 每孔 100 μL, 分

为空白组与实验组, 于细胞培养箱中培养 24 h 后, 弃去
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上清液, 加 100 μL PBS 洗涤细胞后, 空白组加入 100 μL 

DMEM 完全培养基, 实验组分别加入由 DMEM 完全培养基

溶解的不同浓度的核桃粕多酚溶液 100 μL, 样品质量浓度

为 12.5、25.0、50.0、100.0、200.0、400.0、800.0 μg/mL, 每

组设置 6 个重复孔, 于细胞培养箱中培养 24 h 后, 按照 cck8

法测定 HepG2 细胞存活率, 细胞存活率计算按照公式(3)。 

细胞存活率/%=
OD

OD

实验组

组

值
空白 值

×100%      (3) 

参照刘先皓等[23]的方法以 H2O2诱导 HepG2 细胞氧化

损伤模型的建立, 按照上述细胞培养方法与分组, 空白对

照组中加 100 μL DMEM 培养基, 实验组中分别加入 100 μL

由 DMEM 完全培养基溶解的不同浓度的 H2O2 溶液, H2O2

浓度分别为 100、200、400、600、800、1000 μmol/L, 每

组设置 6 个重复孔, 于细胞培养箱中培养 24 h 后, 按照

cck8 法测定 HepG2 细胞存活率, 以较为接近半数抑制的 

H2O2 浓度作为氧化损伤浓度, 完成建模。 

根据细胞毒性实验结果, 选取 3 个无毒性作用的核桃

粕多酚浓度, 将 HepG2 细胞接种于 60 mm 培养皿中, 每皿

接种细胞数量为 1×106 个, 分为空白组、损伤组、样品保

护组, 用不同浓度的核桃粕多酚对氧化损伤细胞进行保护

后, 按照 cck8 法测定细胞存活率, 按照试剂盒说明书要测

定细胞的 MDA、GSH 含量及 SOD 活力、蛋白质浓度。 

1.4  数据处理 

所有实验均重复 3 次, 结果以平均值±标准偏差表示。

用 Origin 2018、GraphPad Prism 8 软件作图, 用 SPSS 19.0

软件作单因素方差分析, P<0.05 表示差异显著。 

2  结果与分析 

2.1  真空提取核桃粕多酚的含量与纯度 

由表 1 可知, 与对照组相比, 在真空条件下提取的核

桃粕多酚含量显著性升高(P<0.05), 且经 HPD-100 大孔树

脂纯化后, 多酚纯度与对照组相比也有所提高, 说明真空

条件有利于多酚的提取, 真空条件可降低热敏性活性物质

随温度升高造成的氧化损耗, 同时使体系更加活跃, 可促

进多酚的溶出, 提高多酚的提取率[18]。田莉等[24]在真空条

件下提取苹果渣中的多酚, 与非真空条件下提取的多酚相

比, 其多酚含量由 5.57 mg/g 提高到 6.64 mg/g, 付婧等[25]

对比了常规回流法与真空超声法对茶多酚的提取效果, 发

现茶多酚提取率由 17.58%提高到 22.76%。与本研究中真

空条件有利于多酚的提取的结论一致。 

2.2  核桃粕多酚的体外抗氧化活性研究结果 

由图 1 可知, 核桃粕多酚对 DPPH 自由基、超氧阴

离子自由基有较好的清除能力, 且具有较强的 Fe3+还原

能力, 由图 1A 可知, 核桃粕对照组多酚、真空组多酚对 

表 1  真空提取核桃粕多酚的含量与纯度(n=3) 
Table 1  Content and purity of polyphenols of walnut  

meal extracted under vacuum (n=3) 

组别 
多酚含量

/(mg/g) 
纯化前多酚纯度

/% 
纯化后多酚纯度

/% 

对照组 23.05±0.36a 22.69±0.17 73.87±0.10 

真空组 26.96±0.70b 26.60±0.11 77.53±0.09 

注: 不同小写字母表示组间存在显著性差异, P<0.05。 
 

DPPH 自由基的清除效果与阳性对照 VC 相当, 当样品质

量浓度大于 0.5 mg/mL时, 三者清除率基本不随浓度发生

变化, 且样品质量浓度为 0.5 mg/mL 时, 三者对 DPPH 自

由基清除率高达 93.83%、93.67%、91.03%; 由图 1B 可知, 

核桃粕对照组、真空组多酚对超氧阴离子自由基的清除效

果均不及 VC, 但真空条件下提取的多酚对超氧阴离子自由

基清除率始终显著高于对照组多酚(P<0.05), 样品质量浓度

为 0.6 mg/mL 时, 对照组多酚、真空组多酚、VC 对超氧阴离

子自由基清除率分别为 67.91%、73.94%、93.34%; 由图 1C

可知, 核桃粕对照组、真空组多酚与 VC 均具有较好的 Fe3+

还原能力, 且与浓度正相关, 当样品质量浓度为 2.0 mg/mL

时, 对照组与真空组多酚的 FRAP 分别为 8.91、9.92 μmol/L, 

均高于 VC 的 FRAP 7.91 μmol/L, 当质量浓度为 2.5 mg/mL

时, VC、对照组多酚、真空组多酚的 Fe3+还原能力达到最大

值, 分别相当于 Fe2+当量 7.83、9.68、10.20 μmol/mL。当样

品质量浓度大于 2.0 mg/mL 时, 对照组和真空组核桃粕多酚

的 Fe3+还原能力均优于 VC (P<0.01), 真空组多酚 Fe3+还原

能力始终显著高于对照组多酚(P<0.05)。VC 是良好的天然

抗氧化剂, 以上研究结果表明核桃粕多酚具有较强的体外

抗氧化能力, 且真空条件下提取多酚有利于提高多酚对超

氧阴离子自由基的清除率及 Fe3+还原能力。有研究表明核桃

叶多酚浓度为 0.5 mg/mL 时对超氧阴离子的清除率约为

40%[26] 、核桃青皮多酚对超氧阴离子清除率最高达

54.06%[27], 与本研究结果相比, 真空提取的核桃粕多酚具

有更好的清除超氧阴离子自由基的能力。 

2.3  核桃粕多酚对氧化损伤细胞的保护作用研究结果 

2.3.1  核桃粕多酚对 HepG2 的细胞毒性 

当细胞存活率低于 90%时, 可判定核桃粕多酚对细胞存

在毒性作用[22]。不同浓度核桃粕对照组与真空组多酚对 HepG2

细胞的毒性作用结果见图 2。以不添加核桃粕多酚的细胞存活

率 100%为空白对照, 对照组多酚质量浓度为 800.0 μg/mL 时, 

细胞存活率为 72.78%, 真空组多酚质量浓度为 200.0、400.0、

800.0 μg/mL 时, 细胞存活率分别为 69.92%、59.10%、41.20%, 

细胞存活率均低于 90%, 说明在此浓度条件下已对细胞产生

毒性作用; 样品质量浓度为 12.5、25.0、50.0、100.0 μg/mL

时, 对照组与真空组的细胞存活率均在 90%以上, 说明这 4

个多酚浓度均对细胞无毒性作用, 后续实验需在核桃粕多酚

对 HepG2 细胞无毒性作用的浓度范围内进行, 故选择 12.5、

25.0、50.0 μg/mL 多酚浓度进行后续实验。 
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注: A. 不同浓度多酚对 DPPH 自由基清除的影响; B. 不同浓度多酚对超氧阴离子自由基清除率的影响;  

C. 不同浓度多酚对 Fe3+还原能力的影响。 

图 1  核桃粕多酚的体外抗氧化活性比较(n=3) 

Fig.1  Comparison of antioxidant activities in vitro of walnut meal (n=3) 
 

2.3.2  H2O2 诱导 HepG2 细胞氧化损伤模型的建立 

细胞氧化损伤模型的构建条件为, 在适宜损伤浓度

条件下, 细胞产生明显氧化应激损伤且在抗氧化活性物质

的作用下有机会被修复[28], 所以该模型应控制造模后细胞

存活率在 50%左右。由图 3 可知当 H2O2 浓度在 600、800、 
 

 
 

注: C 为空白组; 不同小写字母表示存在显著性差异(P<0.05), 下同。 

图 2  核桃粕多酚对 HepG2 细胞存活率的影响(n=3) 

Fig.2  Effects of walnut meal polyphenols on the survival  
rates of HepG2 cells (n=3) 

 

 
 

图 3  不同浓度 H2O2 对 HepG2 细胞存活率的影响(n=3) 

Fig.3  Effects of different concentrations of H2O2 on the survival 
rate of HepG2 cells (n=3) 

1000 μmol/L 时, 细胞存活率逐渐降低至 83.24%、44.43%、

15.58%, 经统计分析得出的半数抑制浓度(half maximal 

inhibitory concentration, IC50)为 770.8 μmol/L, 即当 H2O2质

量浓度为 770.8 μmol/L 时, 细胞存活率为 50%, 造模成功, 

因此, 本研究选择 770 μmol/L 为 H2O2 氧化损伤模型的建

模浓度。 

2.3.3  核桃粕多酚对 H2O2 诱导 HepG2 细胞氧化损伤的保

护作用 

当机体受到外界有害刺激后, 产生大量活性氧, 使得

体内正常的氧化与抗氧化作用的动态平衡紊乱, 机体内的

蛋白质、脂质、DNA 等生物大分子遭受攻击, 从而造成组

织的氧化损伤[29]。细胞存活率是细胞损伤程度的最直观指

标, 氧化应激会造成细胞内活性氧水平的升高, 导致细胞氧

化损伤和凋亡[30], 因此, 细胞存活率的恢复是有效降低细胞

氧化损伤的标志。图 4 为核桃粕多酚对 H2O2 诱导 HepG2 细 
 
 

 
 

注: C 为空白组; M 为损伤模型组, 下同。 

图 4  不同浓度的核桃粕多酚对氧化损伤细胞存活率的影响(n=3) 

Fig.4  Effects of different concentrations of walnut meal polyphenols on 
the survival rate of oxidatively damaged cells (n=3) 
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胞氧化损伤的保护作用研究结果, 由图 4 可知, 氧化损伤模

型组细胞存活率为 52.98%, 经 12.5、25.0、50.0 μg/mL 核桃

粕多酚处理, 细胞存活率均显著提高(P<0.05), 经对照组

多酚作用后细胞存活率分别升高至 60.18%、56.39%、

57.46%, 真空组多酚作用后细胞存活率分别升高至

73.19%、74.10%、75.52%, 所以核桃粕多酚类物质可以减

轻细胞氧化损伤从而使细胞存活率升高, 且真空提取有利

于提高核桃粕多酚对氧化损伤细胞的保护作用。 

2.3.4  HepG2细胞内MDA、GSH含量和 SOD活力的测定

结果 

机体通过酶系统与非酶系统产生的氧自由基能攻击

生物膜中的多不饱和脂肪酸, 从而引发脂质过氧化作用, 

并形成脂质过氧化物 MDA, 因此 MDA 含量可反映机体内

脂质过氧化的程度, 间接反映细胞氧化损伤的程度, MDA

含量越高, 氧化应激损伤越严重[31], 核桃粕对照组与真空

组多酚对 HepG2 细胞内 MDA 含量的影响如图 5 所示, 由

图 5 可知, 损伤模型组 MDA 含量为 3.99 nmol/mg prot, 

显 著 高 于 空 白 组 的 MDA 含 量 (3.49 nmol/mg prot) 

(P<0.05), 说明经过 770 μmol/L H2O2 处理后, 细胞内产

生大量自由基 , 细胞受损严重 , 造模成功。在不同浓度

对照组和真空组核桃粕多酚作用下, 细胞内的 MDA 含

量均呈下降趋势, 12.5、25.0、50.0 μg/mL 对照组和真空

组核桃粕多酚均可显著降低细胞内 MDA 含量(P<0.05), 

其下降幅度分别 59.80%~69.60%、63.82%~81.91%, 在

相同多酚浓度条件下 , 真空组多酚作用下细胞内 MDA

含量下降程度大于对照组多酚 , 表明核桃粕多酚可以

降低氧化损伤细胞内 MDA 含量 , 具有良好的氧化应激

损伤保护作用 , 且真空条件提取的多酚对细胞的氧化

损伤保护作用更强。 

SOD 是抗氧化系统中重要的指标, SOD 可调节细胞

氧化应激反应, 清除超氧阴离子自由基, 保护细胞和机体

免受氧化损伤[32], 是机体抑制氧化损伤的第一道防线[33], 

因此 SOD 活力可以反映细胞的氧化损伤程度, SOD 活力

越高, 代表细胞氧化损伤程度越小。由图 6 可知, 损伤模

型组细胞内 SOD 活力为 16.60 U/mg prot, 显著低于空白

组细胞内 SOD 活力(20.18 U/mg prot) (P<0.05), 12.5、25.0、

50.0 μg/mL 对照组和真空组核桃粕多酚作用下, 细胞内

SOD 活力均显著升高(P<0.05), 与损伤模型组相比, 上升

幅 度 分 别 为 对 照 组 83.25%~90.35% 、 真 空 组

86.33%~93.67%, 表明核桃粕多酚可以通过提高细胞内

SOD 活力来提高细胞抗氧化活性, 真空提取有利于提高核

桃粕多酚的抗氧化应激活性。 

GSH 是最主要的内源性非酶类抗氧化剂之一, 氧化

损伤中产生的活性氧会消耗细胞内大量的还原型 GSH, 因

此经外源抗氧化物作用后细胞能否恢复细胞内 GSH 水 

 
 

图 5  核桃粕多酚对 HepG2 氧化损伤细胞内 

MDA 含量的影响(n=3) 

Fig.5  Effects of walnut meal polyphenols on the intracellular  
MDA content of HepG2 oxidative damage (n=3) 

 
 

 
 

图 6  核桃粕多酚对 HepG2 氧化损伤细胞内 

SOD 活力的影响(n=3) 

Fig.6  Effects of polyphenols of walnut meal on SOD activities  
in HepG2 oxidatively damaged cells (n=3) 

 
平对细胞的抗氧化能力具有重要影响 [34], 细胞内 GSH

含量越高, 其抗氧化能力越强。由图 7 可知, 损伤模型

组细胞内 GSH 含量为 59.41 μmol/g prot, 显著低于空白

组(179.39 μmol/g prot) (P<0.05); 12.5、25.0、50.0 μg/mL 对

照组和真空组核桃粕多酚作用下, 细胞内 GSH 含量均显

著升高(P<0.05), 与损伤模型组相比上升幅度分别为对照

组 87.90%~102.66%、真空组 161.12%~171.17%, 表明核桃

粕多酚可以提高氧化损伤细胞内 GSH 含量, 缓解细胞的

氧化应激损伤, 真空提取有利于提高其对氧化损伤细胞保

护作用。 
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图 7  核桃粕多酚对 HepG2 氧化损伤细胞内 

GSH 含量的影响(n=3) 

Fig.7  Effects of polyphenols in walnut meal on intracellular GSH 
content in HepG2 oxidatively damaged cells (n=3) 

 

3  讨论与结论 

本研究发现真空条件有利于核桃粕多酚的提取 , 

与非真空条件下的对照组相比多酚含量提高了 14.50%, 

经 HPD-100 大孔树脂纯化后 , 真空组多酚纯度为

(77.53±0.09)%, 与对照组多酚纯度相比高出 4.96%; 体外

抗氧化实验结果表明 , 真空组与对照组核桃粕多酚对

DPPH 自由基的清除效果与 VC 的清除效果相当, 多酚质

量浓度大于 1.5 mg/mL 时, Fe3+还原能力优于 VC, 表明核

桃粕多酚具有良好的体外抗氧化活性, 其中真空条件下

提取的多酚体外抗氧化活性更强, 真空组多酚对超氧阴

离子自由基清除率始终显著高于对照组多酚(P<0.01), 分

析原因可能为多酚中含有的没食子酸等酚酸类物质结构

中含有较多的酚羟基 , 使多酚具有较强的抗氧化活性 , 

而真空条件下提取的核桃粕多酚含量较高, 因而与对照

组相比具有更好的抗氧化活性, 杨恬等 [35]也证实了酚羟

基氧原子电荷绝对值较大, 与酚羟基抗氧化性存在正相

关性。此外, 本研究得出核桃粕多酚对 DPPH 自由基清除

能力强于超氧阴离子自由基, 分析原因可能为两种自由

基的清除机制不同, 多酚清除 DPPH 的机制是基于氢原

子转移和单电子转移, 而超氧阴离子是活性氧的前体物

质, 多酚通过清除活性氧来阻断自由基链式反应[36]。在

H2O2 诱导的 HepG2 氧化损伤模型中, 核桃粕多酚可显著

提高氧化损伤细胞的存活率, 并降低氧化损伤的 HepG2

细胞内 MDA 含量、提高细胞 SOD 活力和 GSH 含量, 说

明核桃粕多酚可以通过降低脂质过氧化物的含量, 提高

抗氧化酶的活力, 改善非酶类抗氧化系统的氧化活性来

缓解细胞的氧化损伤, 前人研究发现榴莲壳[37]、白茶[38]、

沉香叶[39]、辣木叶[40]中多酚类物质均可通过降低细胞内

MDA 含量、提高细胞 SOD 活力和 GSH 含量来缓解细胞

的氧化损伤, 与本研究结果一致。 

综上, 本研究通过体外和体内细胞水平对核桃粕多

酚的抗氧化活性进行了评价, 证实了核桃粕多酚具有良好

的抗氧化活性, 具有开发为天然抗氧化剂的潜在可能性, 

接下来可继续开展核桃粕中多酚化合物的组成分析及结构

鉴定, 明确其中发挥作用的主要化合物, 深入研究核桃粕

多酚的构效关系。 
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