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摘要!为给核桃资源的高值化利用提供参考!以核桃仁内种皮为原料!通过 E"]甲醇溶液"含

"=F]冰乙酸#萃取!*9X81?9YLS$!" 葡聚糖凝胶层析柱分离!经不同体积分数的甲醇溶液梯度洗

脱得到 %# 个核桃仁内种皮缩合单宁多聚体分离物"H% bH%##!以 `

'

为标样!对这 %# 个分离物的

体外抗氧化活性进行分析% 结果表明&采用甲醇溶液"体积分数 &"] bEF]#梯度洗脱方法可从核

桃仁内种皮中分离出缩合单宁二聚体"_\!#至七聚体"_\E#'_\! 和缩合单宁三聚体"_\##的洗

脱甲醇溶液体积分数在 &"] b-"]!缩合单宁四聚体"_\&#和其他 # 种高聚体的洗脱甲醇溶液体

积分数在 -"] bEF]'优化洗脱操作后 _\! 和 _\# 可被高效分离!_\! 洗脱率超过 G"]!其中

H!$H# 和H& 中得到_\!!总含量超过 %=&" 06A6!HF 和 H- 中得到 _\#!含量分别为 "=-- 06A6和

"=F, 06A6'H% bH%# 都具有良好的抗氧化活性!其中以_\! 为主的 H& 抗氧化活性最高!铁离子还

原能力"H)(\# 和 _\\S自由基清除能力分别为"%E=!! r"=-G# 06A6和"!&=#- r"=E## 06A6%

综上!采用梯度洗脱方法可实现缩合单宁多聚体的洗脱分离!可从核桃仁内种皮中分离出 _\!

和_\#%

关键词!核桃'内种皮'缩合单宁'多聚体'抗氧化活性
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++核桃"D4A7:8532AE: L=#为胡桃科核桃属植物$

是我国重要的油料作物% 核桃富含多酚物质$且主

要集中在内种皮中/%0

$核桃仁内种皮的总酚含量

"%%F=!F b##G=## 06A6$以没食子酸当量计#是带皮

核桃仁总酚含量"%%=#% b!G=,! 06A6#的 E=# b

!F=% 倍/!0

% 然而核桃仁内种皮有涩味$且干燥过程

中伴随褐变现象$颜色加深$在食品加工过程中常作

为生产废弃物$利用率不高% 研究发现$缩合单宁是

核桃仁内种皮具有涩味的主要原因/#0

% 缩合单宁

"也称原花青素#是黄烷醇单体缩合形成的多聚合

物$该多聚合物是由不同数量的儿茶素或表儿茶

素等单体酚缩合成的二聚体"_\!#*三聚体"_\##

等直至十聚体"_\%"#$具有抗氧化*抗辐射*调节

血糖*抗癌等优良的生物活性/&0

% 研究核桃仁内

种皮缩合单宁多聚体的高效提取与分离方法$对

于核桃产业高值化开发利用具有至关重要的

意义%

目前$已有关于从可可*葡萄*蓝莓等水果中提

取缩合单宁多聚体的报道/F0

% 缩合单宁分离提取

方法有柱层析法*高效液相色谱法"S\L'#*高速逆

流色谱法等/-0

$其中以 *9X81?9YLS$!" 为主的葡

聚糖凝胶柱层析技术因工艺简单且分离高效成为分

离缩合单宁多聚体的主要方法之一$且在野樱莓/E0

和贯叶连翘/G0 等农林产品中已有研究% 但 L>@1

等/ ,0指出$*9X81?9YLS$!" 凝胶层析柱用于不同

植物或原料的分离洗脱操作时其所得缩合单宁聚合

度存在较大差异% 目前$*9X81?9YLS$!" 凝胶层

析柱在核桃仁内种皮缩合单宁多聚体分离研究中鲜

有报道% 因此$本研究建立一种基于 *9X81?9YLS$

!" 凝胶层析柱分离核桃仁内种皮缩合单宁多聚体

的方法$并测定单宁多聚体分离物的抗氧化活性$以

期为核桃育种*培育以及高值化利用开发提供科学

依据$也为其他果实中缩合单宁的分离制备提供

参考%

:;材料与方法

%=%+实验材料

%=%=%+原料与试剂

4辽核 % 号5脱青皮后新鲜核桃仁$辽宁省大连

市核桃种质资源圃提供!乙腈*丙酮$美国 H2O89T公

司!葡聚糖凝胶$美国 J.公司!%$% $二苯基 $! $

苦基肼"_\\S自由基#$上海阿拉丁试剂公司!!$&$

- $三吡啶基$%$#$F $三嗪$麦克林生化科技有限

公司!冰乙酸*甲醇*H9'3

#

等$国药集团化学试剂有

限公司!缩合单宁标准品"

"

,G]$包含 _\! b_\%"

的多聚体#$中国林业科学研究院林产化工研究所!

原花青素d! 标准品"

"

,G]#$上海源叶生物科技

有限公司%

%=%=!+仪器与设备

台式超声波清洗器$江苏昆山市超声仪器有限

公司!Q2332$n型纯水仪$美国 Q2332XNT9公司!E!#I

可见分光光度计$上海精科仪器有限公司!d2N4>69

*RT1RNO高速冷冻离心机$美国 Z89T0N公司!W1R9TO

.!-,F 高效液相色谱仪$美国 W1R9TO科技有限公

司!*d$F!"" _Z_大功率超声波水浴$宁波新芝生

物科技公司!Mm(Z%G 均质仪$艾卡"广州#仪器设备

有限公司!*9X81?9YLS$!" 凝胶层析柱"% @0p%F

@0$填充葡聚糖凝胶#$自制%

%=!+实验方法

%=!=%+核桃仁内种皮缩合单宁的提取

取一定量新鲜核桃仁$置于液氮中浸泡 % 025$

用镊子撕取内种皮并将其均质成粉末% 称取 % 6内

种皮粉末于 F" 0L离心管中$加入 %F 0L体积分数

E"]的甲醇溶液"含 "=F]冰乙酸#$均质 !" O$在超

声"频率 &" CS7$功率 #-" W#水浴"温度不高于

%-
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&" o#条件下提取 #" 025$以 G """ TA025 离心 F

025$取上层提取液$重复提取 # 次$将提取液合并后

旋转蒸发至干$即得缩合单宁粗提物%

%=!=!+缩合单宁多聚体的分离

采用柱层析法"*9X81?9YLS$!" 凝胶层析柱#

分离缩合单宁多聚体% 将缩合单宁粗提物溶解于甲

醇中$配制成质量浓度为 "=F 06A0L的缩合单宁粗

提液$以 % 0LA025流速上样吸附$吸附平衡后水洗

至流出物无浑浊$然后用一定体积分数的甲醇溶液

进行洗脱$收集洗脱液$旋蒸至干$得到缩合单宁多

聚体分离物%

%=!=#+缩合单宁多聚体的测定

采用S\L'测定缩合单宁多聚体的含量% 将待

测物用甲醇溶解定容后$过"=&F

(

0有机滤膜$待

S\L'分析% S\L'条件&\895N0959Y!"" ~L>51

SMLM'色谱柱"%F" 00p&=- 00$#

(

0#!流动相 (

为乙腈 $乙酸溶液"体积比 ,Gq!#$流动相 d为甲

醇$水$乙酸溶液"体积比 ,Fq#q!#!梯度洗脱程序

为 " b!F 025 %""]($!F b#" 025 FF]($#" b

#& 025 %""](!流速 % 0LA025!进样量 F

(

L!检测

波长 #%- 50!柱温 #" o% 以缩合单宁标准品"_\! b

_\%"#的保留时间进行定性$以原花青素 d! 标准

品标准曲线进行定量$结果以原花青素 d! 当量

表示%

%=!=&+抗氧化活性测定

参考W>

/%"0

*张华/%%0等的方法$以 `

'

为标样$

分别测定样品的_\\S自由基清除能力和铁离子还

原能力"H)(\#$结果以 `

'

当量表示% 每个样品重

复测定 # 次%

%=!=F+数据分析

实验数据经Q2@TNON4R.Y@93!"%, 进行整理和初

步分析$采用 *\** !#=" 进行显著性分析$采用

T̂2625 !"%, 软件制图%

<;结果与讨论

!=%+核桃仁内种皮缩合单宁多聚体分离上样量的

优化

在柱层析分离时$增加上样量$可降低生产成

本$然而$过大的上样量会导致分离效率降低$增加

样品在层析柱中残留$增加重生成本% 按 %=!=! 方

法$在上样量为 "=F*%="*%=F*!=" 0L时$采用体积

分数 &"] b%""]的甲醇溶液进行梯度洗脱 "每

%"]为一个梯度#$每个梯度洗脱剂用量为 Fd̀ $收

集每个梯度下的洗脱液$旋转蒸发后测定其缩合单

宁多聚体含量$以此考察上样量对缩合单宁多聚体

含量的影响$结果如图 % 所示%

图 :;上样量对核桃仁内种皮缩合单宁多聚体含量的影响

F)BG:;J11'4&%1+%*,)(B *?%C(&%(4%(,'(2',&*(()(

/%+3?'-24%(&'(&%19*+(C&/'++)4+'

++由图 % 可知$增加样品的上样量可显著提高核

桃仁缩合单宁多聚体的含量$在上样量为 %="*%=F*

!=" 0L时$- 种多聚体"_\! b_\E#的总含量分别

是 "=F 0L上样量时的 %=G&*!=#F*!=EF 倍% 但随着

上样量的增加$- 种多聚体含量的增长率呈先升后

降的趋势$最大增长率均出现在上样量为 %=" 0L

时$此时 - 种多聚体含量的增长率在 EF] b,!]之

间% 另外$实验结束后观察到不同上样量 *9X81?9Y

LS$!" 凝胶层析柱中色素残留程度为 !=" 0Ls

%=F 0Ls%=" 0Ls"=F 0L$说明 & 种上样量在层析

柱中都有残留成分$但 %=" 0L上样量的残留程度仅

高于 "=F 0L上样量的% 综合比较$选择最佳上样量

为 %=" 0L%

!=!+洗脱操作对核桃仁内种皮缩合单宁多聚体分

离的影响

在上样量为 %=" 0L的条件下$预实验采用体积

分数 F"] b,"]的甲醇溶液进行梯度洗脱"每 %"]

为一个梯度#$每个梯度洗脱剂用量 Fd̀ $结果发

现$随着甲醇体积分数的增加$依次洗脱出 - 种缩合

单宁多聚体$即_\!*_\#*_\&*_\F*_\- 和_\E$其

中$F"] b-"]甲醇溶液洗脱出_\! 和_\#$-"] b

E"]甲醇溶液洗脱出 _\& 和 _\F$E"] bG"]甲醇

溶液洗脱出_\- 和 _\E$,"]甲醇溶液未洗脱出任

何多聚体$说明采用不同体积分数甲醇溶液梯度洗

脱可洗脱出不同聚合度类型的缩合单宁多聚体% 值

得注意的是$该洗脱条件下各多聚体之间的分离效

果较差% 研究表明$*9X81?9YLS$!" 凝胶层析柱

分离沙棘和杨梅缩合单宁聚合物时$细化洗脱剂浓

度$能够得到分离效果更佳的多聚体组分/%! $%#0

% 为

此$本研究对洗脱操作进一步优化$按 %=!=! 方法采

用甲醇溶液梯度洗脱$其中&"] b-"]甲醇溶液

"每 %"]为一个梯度#$每个梯度平均分 F 次添加

Fd̀ 洗脱剂$-F] bEF]甲醇溶液"每 F]为一个梯

度#$每个梯度平均分 F 次添加 Fd̀ 洗脱剂$再根据

预实验中所得 #" 瓶洗脱液中多聚体组成类似的合

!-
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并原则对洗脱液进行合并"合并方式见图 !#$旋蒸

至干后得到 %# 个缩合单宁多聚体分离物 "H% b

H%##% 以缩合单宁多聚体分离物为横坐标$不同

缩合单宁多聚体的洗脱率"该分离物中含有的单

宁多聚体的质量与所有分离物中该单宁多聚体的

质量之比#为纵坐标$绘制洗脱曲线$结果如图 !

所示%

注&H% 中为单聚体"_\%#

INR9& H% 2O10N5N09T"_\%#

图 <;优化洗脱操作所得核桃仁内种皮缩合

单宁多聚体洗脱曲线

F)BG<;J+C&)%(4C-K'%14%(,'(2',&*(()(/%+3?'-2%1

9*+(C&/'++)4+'%7&*)(',73 %/&)?).','+C&)%(%/'-*&)%(

++由图 ! 可知$优化洗脱操作后可实现 _\! 和

_\# 的高效分离$_\! 洗脱率超过 G"]% 其中&H!*

H#和H&中为_\!$总含量超过 %=&" 06A6!HF 和H-

中为_\#$含量分别为 "=-- 06A6和 "=F, 06A6!H! b

H%# 中存在不同聚合度"_\! b_\E#的缩合单宁%

缩合单宁多聚体的具体分布为 _\! 在 H!*H# 和 H&

中$_\# 在HF 和H- 中$_\& 及以上的多聚体在HE b

H%# 中% 以葡聚糖凝胶 *9X81?9YLS$!" 为层析柱$

用无水乙醇洗脱从黑荆树皮/%&0中分离出 _\!$用体

积分数 #"]的甲醇溶液洗脱从蔓越莓/%F0中分离出

_\!$然而上述研究未分离出高聚体缩合单宁$这可

能与单一的洗脱浓度有关% 在本研究中 H! bH- 的

洗脱浓度"甲醇溶液体积分数#范围为 &"] b-"]$

HE bH%# 的洗脱浓度范围为 -"] bEF]$表明核桃

仁内种皮缩合单宁 _\! 和 _\# 的适宜洗脱浓度在

&"] b-"]$_\& 及以上高聚体的适宜洗脱浓度在

-"] bEF]% 而且近些年有研究证实缩合单宁低聚

物可以穿过上皮 '1@N$! 细胞单层被人体吸收$而

聚合度 & 以上的高聚体则因较大的空间位阻限制了

酚羟基活性使得其难以被人体吸收/%-0

$因此采用合

适的梯度洗脱方法得到的不同聚合度缩合单宁可以

有不同的利用方向%

研究发现$美国山核桃/%E0中_\! 是缩合单宁主

要的聚合度类型$其 _\! 相对含量超过 F-=-]$而

中国山核桃中_\# 含量更多/%G0

% 本研究发现$_\!

是核桃仁内种皮中含量最多的缩合单宁多聚体

类型%

!=#+核桃仁内种皮缩合单宁多聚体分离物的体外

抗氧化活性

核桃仁内种皮缩合单宁多聚体分离物"H% b

H%##的体外抗氧化活性如表 % 所示%

表 :;核桃仁内种皮缩合单宁多聚体分离物的体外抗氧化活性

@*7+':;%"#!&'$ *(&)%E),*(&*4&)K)&3 %14%(,'(2',&*(()(2

/%+3?'-2)2%+*&',1-%?9*+(C&/'++)4+' ?BYB

样品 H)(\ _\\S自由基清除能力

H% %#=,, r"=-, %&=-E r"=E#

H! !=&& r"=%! !=-G r"=%#

H# &="G r"=#! E=EE r"=!#

H& %E=!! r"=-G !&=#- r"=E#

HF G=EG r"=#F %F=%% r"=&F

H- &="G r"=%- F=&G r"=%-

HE #=-# r"=%F F=FF r"=%-

HG !="# r"="G F="" r"=%F

H, &=FE r"=%G %"=#- r"=#%

H%" G="F r"=#! %!=-G r"=#G

H%% E=G% r"=#% ,=G! r"=!,

H%! %"="% r"=&" %E=#% r"=F!

H%# &=EE r"=%- -="% r"=%G

++由表 % 可知$H! bH%# 均具有抗氧化活性$值得

注意的是$H% 也具有一定的抗氧化活性% H% 是单

聚体"_\%#$现有的研究已经证实核桃等坚果中存

在的 _\% 具有良好的抗氧化活性/%, $!"0

% 在 H% b

H%# 中$H& 的抗氧化活性最高$比 H% 的抗氧化活性

分别高 !#="G]"H)(\#和 --="F]"_\\S自由基

清除能力#$H& 中主要以 _\! 为主$含量为 %=--

06A6$表明_\! 在抗氧化方面可能更具有潜力% 而

H%# 中尽管未检出_\! b_\E$按照聚合度依次洗脱

的顺序我们推测其中可能含有聚合度不小于 G 的多

聚体混合物$因此导致 H%# 也表现出较好的抗氧化

活性$但这需要合适的高聚体标准品进行进一步

验证%

=;结;论

本研究借助 *9X81?9YLS$!" 葡聚糖凝胶层析

柱用甲醇溶液"体积分数 &"] bEF]#梯度洗脱方

法从核桃仁内种皮中分离出 %# 个缩合单宁多聚体

分离物"H% bH%##% 初步探明_\! 和_\# ! 种低聚

体的洗脱浓度在 &"] b-"]$_\& 及以上高聚体的

洗脱浓度在 -"] bEF]% _\! 主要存在于 H!*H#

和H& 中$而_\# 主要存在于HF 和H- 中$通过优化

洗脱操作实现了 _\! 和 _\# 的有效分离% %# 个缩

合单宁多聚体分离物都具有良好的抗氧化活性$其

#-
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中以 _\! 为主的 H& 的抗氧化活性最高$H)(\和

_\\S自由基清除能力分别为"%E=!! r"=-G#06A6

和"!&=#- r"=E##06A6% 综上$采用梯度洗脱方法

可实现缩合单宁多聚体的洗脱分离$可从核桃仁内

种皮中分离出_\! 和_\#%
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XNR95R213O/fÂL0=(5R2NY2?15RO"d1O93#$ !"!#$ %! "F#&

%""& / !"!# $%% $!" 0= 8RRXO&AA?N2=NT6A%"=##,"A

15R2NY%!"F%""&=

/-0 KS(̂ j$ fM(IJ'$ LUf$ 9R13=)9O91T@8 XTN6T9OON4

XTN15R8N@D152?25O15? 15R8N@D152?25O/f0=\8DRNR89T)9O$

!"!#$ #E"-#& !FF! $!FEE=

/E0 'S.ILQ$ 'S.IWi$ LM_Q$ 9R13=(5R8N@D1525 15?

XTN15R8N@D152?25 4TN0 -3F8E: >27:8F6:30: " Q2@8Y=#

.33=& \>T242@1R2N5$ 4T1@R2N51R2N5$ 15? 957D092582<2R2N5

/f0=HNN? *@2I>RT$ !"!#$ %%"E#& #,%% $#,!!=

/G0 S.LL.Id)(I_I$ L.'SZ.Id.)JQ$ \.Z.).MZH$

9R13= MON31R2N5 15? h>15R242@1R2N5 N4N326N09T2@15?

XN3D09T2@XTN@D152?25O25 R8919T213X1TRON4*R=fN85kO

WNTR"H1023E64>023IF3:#4>#/f0=\315R1Q9?$ !"%F$ G%

"%!A%##& %%EF $%%G%=

/,0 LU'(* $̀ dUf̂)($ QM)̂ I($ 9R13=\T9X1T1R2V9

O9X1T1R2N5 15? <2N1@R2V2RDN4N326N09T2@XTN15R8N@D152?25O

/f0=\8DRN@890)9V$ !"!"$ %,"F#& %",# $%%&"=

/%"0 WU*$ *S.I_$ W(IJ)$ 9R13=\895N32@XTN4239O15?

15R2NY2?15R1@R2V2R29ON44T99$ 9OR9T2429? 15? <N>5? X895N32@

@N0XN>5?O25 ;135>RC9T593/fÂL0=HNN? '890$ !"!%$
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