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摘 要 目的：优化核桃枝多酚的提取工艺并评价其体外抗氧化活性。方法：以核桃枝多酚提取量为响应值，以料液比、提取温度

和乙醇体积分数为响应因子，在单因素试验的基础上，采用响应面法优化核桃枝多酚的提取工艺；以维生素C为阳性对照，考察核

桃枝多酚对羟自由基、1，1-二苯基-2-三硝基苯肼（DPPH）自由基的清除能力及总还原能力，评价其体外抗氧化活性。结果：优化的

核桃枝多酚的提取条件为料液比1 ∶ 25（g/mL）、提取温度50 ℃、乙醇体积分数70％；验证试验中核桃枝多酚的提取量为9.30 mg/g

（RSD＝0.57％，n＝3）。核桃枝多酚在质量浓度分别为12.0、3.0、3.0 μg/mL时对羟自由基、DPPH自由基的清除率和总还原能力分

别为50.24％、95.42％、1.118，同质量浓度下维生素C的相关数据分别为93.71％、46.17％、0.628（P＜0.05）。结论：用响应面法优

化得到的核桃枝多酚提取工艺稳定、可行；核桃枝多酚具有一定的体外抗氧化活性。
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Optimization of Extraction Technology of Polyphenols from Juglans regia Branch by Response Surface

Method and Study on Its Antioxidant Activity in vitro

WANG Xiaolan，LIU Dongmei，DUAN Yu（School of Pharmacy，Weifang Medical University，Shandong Wei-

fang 261053，China）

达到“色黑如漆，味甘如饴”的标准。经过3批工艺验证

试验证明，优化的熟地黄炮制工艺经济合理、稳定可行，

适用于工业化炮制生产熟地黄。
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核桃（Juglans regia L.），又名胡桃，为胡桃科（Jug-

landaceae）核桃属（Juglans L.）植物。核桃枝为核桃的嫩

枝，具有杀虫止痒、解毒散结的功效，现代药理研究表

明其可用于治疗食管癌、乳腺癌、胃癌及淋巴系统肿瘤

等[1-2]。已有研究表明，核桃果实、壳、青衣含有丰富的多

酚类物质，并具有良好的抗氧化活性[3]，而国内外文献中

对核桃枝多酚含量及其活性的文献报道较少。响应面

法能以较少的试验次数和较短的时间对所选的考察因

素及试验参数进行较全面的研究，故目前较多地应用于

生物医药领域[4]。笔者在本文中采用响应面法对核桃枝

多酚的提取工艺进行优化研究，并考察提取所得的核桃

枝多酚的体外抗氧化活性，旨在为核桃枝的开发利用提

供参考。

1 材料
1.1 仪器

UV-5100紫外-可见分光光度计（上海元析仪器有限

公司）；EL204电子分析天平[瑞士梅特勒-托利多仪器

（上海）有限公司]。

1.2 药材、药品与试剂

新鲜核桃枝于2016年4月采自山东潍坊，由潍坊医

学院生药学教研室许崇梅副教授鉴定为核桃的新鲜枝

条（核桃枝置于－40 ℃冰箱中冻存，临用时粉碎，过 50

目筛）；没食子酸对照品（批号：110831-201206，供含量

测定用）、维生素C对照品（批号：100425-201103，纯度：

100％）均来源于中国食品药品检定研究院；福林酚试剂

（国药集团化学试剂有限公司）；1，1-二苯基-2-三硝基苯

肼（DPPH）购自美国 Sigma 公司；其余试剂均为分析

纯，水为去离子水。

2 方法与结果
2.1 多酚含量的测定

2.1.1 标准曲线的绘制 采用福林酚法 [5]。制备 100

μg/mL的没食子酸对照品贮备液，准确移取 0、0.5、1.0、

1.5、2.0、2.5 mL 置于 50 mL量瓶中，加入 5 mL 福林酚试

剂，摇匀，加入 10 mL 20％碳酸钠溶液，水定容至刻度，

室温反应 2 h。于 760 nm 波长处测定吸光度（A），以没

食子酸对照品溶液质量浓度为横坐标（c）、A为纵坐标绘

制标准曲线，得回归方程：A＝188.46c +0.018 5（R2＝

0.999 4），表明没食子酸检测质量浓度线性范围为 1.0～

5.0 μg/mL。

2.1.2 核桃枝多酚含量的测定 准确称取核桃枝粉末

5.0 g置于圆底烧瓶中，以一定料液比加入一定体积分数

的乙醇溶液，在一定温度下，回流提取一定时间，抽滤，

定容于 250 mL量瓶中。准确移取 200 μL 提取液置于

10 mL 量瓶中，加入 1 mL 福林酚试剂，摇匀后，加入 2

mL 20％碳酸钠溶液，加水定容至刻度，室温反应 2 h。

于 760 nm 波长处测定A，代入回归方程，计算多酚提取

量（mg/g）＝核桃枝中多酚质量/核桃枝药材质量。

2.1.3 含量测定的方法学验证 准确称取核桃枝粉末

5.0 g，加入 100 mL 70％乙醇溶液，在 50 ℃时提取 90

min，作为供试品溶液。（1）准确度试验：通过加样回收率

试验考察。向供试品溶液中加入一定量的没食子酸对

照品溶液，按照“2.1.2”项下方法检测多酚含量，计算回

收率为 99.03％（RSD＝0.74％，n＝6）。（2）重复性试验：

取同一质量浓度供试品溶液 6份，检测多酚含量，结果

RSD为0.71％（n＝6），表明该方法重复性良好。（3）稳定

性试验：取同一供试品溶液，按照“2.1.2”项下方法分别

放置 0、2、4、8、10、12、24 h 后取样检测，结果吸光度的

RSD 为 1.12％（n＝7），表明供试品溶液在 24 h 内基本

稳定。（4）精密度试验：分别取同一质量浓度没食子酸对

照品溶液，连续测量 6次，结果吸光度的 RSD 为 0.41％

（n＝6），表明该仪器精密度良好。以上方法学试验结

果显示，该方法稳定、可靠，可用于核桃枝多酚的含量

测定。

2.2 单因素试验

2.2.1 料液比对多酚提取量的影响 准确称取核桃枝

粉末 5.0 g，按照“2.1.2”项下方法，在提取时间 90 min、

ABSTRACT OBJECTIVE：To optimize the extraction technology of polyphenols from Juglans regia branch and evaluate its anti-

oxidant activity in vitro. METHODS：Using extraction amount of polyphenols from J. regia branch as response value，solvent-solid

ratio，extraction temperature and ethanol volume fraction as response factors，based on single factor test，response surface method

was used to optimize the extraction technology of polyphenols from J. regia branch. Using vitamin C as positive control，scaveng-

ing on hydroxyl radicals and 1，1-diphenyl-2-picrylhydrazyl（DPPH）radicals and total reducing activities of polyphenols from J. re-

gia branch were investigated. And its antioxidant activity in vitro was evaluated. RESULTS：Optimized extraction conditions for

polyphenols from J. regia branch was as follow as solid-liquid ratio of 1 ∶ 25（g/mL），extraction temperature of 50 ℃，ethanol vol-

ume fraction of 70％. The extraction amount of polyphenols from J. regia branch was 9.30 mg/g（RSD＝0.57％，n＝3）in the veri-

fication test. Clearance rate on hydroxyl radicals and DPPH radicals and total reducing activity of polyphenols from J. regia branch

were respectively 50.24％，95.42％，1.118 when it was under the mass concentration of 12.0，3.0，3.0 μg/mL；and the related data

of vitamin C was 93.71％，46.17％，0.628 under the same mass concentration（P＜0.05）. CONCLUSIONS：Extraction technology

of polyphenols from J. regia branch optimized by response surface method is stable and feasible；polyphenols from J. regia branch

shows certain antioxidant activity in vitro.

KEYWORDS Juglans regia branch；Polyphenols；Extraction technology；Response surface method；Antioxidant activity
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提取温度 50 ℃、乙醇体积分数 50％条件下平行测定 3

次，考察料液比为 1 ∶15、1 ∶20、1 ∶25、1 ∶30、1 ∶35、1 ∶40 时

对多酚提取量的影响，结果见图1A。

由图 1A可知，料液比在 1 ∶ 15～1 ∶ 25 范围内，随着

溶剂用量的增加，多酚提取量明显升高；当料液比为 1 ∶
25 时，提取量达到最大值 8.24 mg/g；此后随着溶剂用量

的增加，多酚提取量无显著增加，反而有下降趋势。因

此，选择料液比 1 ∶20～1 ∶30 进行响应面优化试验。

2.2.2 提取温度对多酚提取量的影响 准确称取核桃

枝粉末 5.0 g，按照“2.1.2”项下方法，在提取时间 90

min、料液比 1 ∶ 25、乙醇体积分数 50％ 条件下平行测定

3次，考察提取温度为 20、30、40、50、60、70 ℃时对多酚

提取量的影响，结果见图1B。

由图 1B可知，提取温度在 20～50 ℃ 范围内，多酚

提取量随着温度的升高而增加；超过 55 ℃后，温度继续

升高，多酚提取量呈下降趋势，这可能是由于温度过高

使热不稳定的多酚被破坏所致。因此，选择提取温度

40～60 ℃进行响应面优化试验。

2.2.3 乙醇体积分数对多酚提取量的影响 准确称取

核桃枝粉末 5.0 g，按照“2.1.2”项下方法，在提取时间 90

min、料液比 1 ∶ 25、提取温度 50 ℃条件下平行测定 3

次，考察乙醇体积分数为 30％、40％、50％、60％、70％、

80％、90％ 时对多酚提取量的影响，结果见图1C。

由图1C可知，当乙醇体积分数在 30％～70％ 范围

内，随着乙醇体积分数的增大，多酚提取量显著增加；当

乙醇体积分数达到 70％ 时，多酚提取量达到最大值；此

后多酚提取量呈下降趋势。因此，选择乙醇体积分数

60％～80％ 进行响应面优化试验。

2.2.4 提取时间对多酚提取量的影响 准确称取核桃

枝粉末5.0 g，按照“2.1.2”项下方法，在料液比1 ∶25、提取

温度50 ℃、乙醇体积分数 50％条件下平行测定3次，考

察提取时间为 30、60、90、120、150 min 时对多酚提取量

的影响，结果见图1D。

由图1D可知，提取时间在 30～90 min 时，多酚提取

量随着提取时间延长而显著增加；提取时间为 90 min 时

多酚提取量达到最大；此后随着提取时间的延长，多酚

提取量反而降低，这可能由于时间的增加使部分多酚被

氧化而导致含量降低。因此，选择提取时间为 90 min。

2.3 响应面法优化核桃枝多酚的提取条件

2.3.1 响应模型的建立和分析 在单因素试验的基础

上，根据 Box-Behnken 试验设计原理 [6]，设定提取时间

为 90 min，核桃枝粉末用量 5.0 g，选取料液比（X1）、提取

温度（X2）和乙醇体积分数（X3）这3个影响较为显著的因

素作为考察变量，采用3因素3水平的响应面分析法，以

多酚提取量为响应值，对核桃枝多酚提取工艺进行优

化。多酚含量测定按照“2.1.2”项下方法。因素与水平

见表 1，试验方案与结果见表 2。

表 1 因素与水平

Tab 1 Factors and levels

水平

-1

0

1

因素
X1（料液比），g/mL

1 ∶20

1 ∶25

1 ∶30

X2（提取温度），℃
40

50

60

X3（乙醇体积分数），％
60

70

80

表 2 试验方案与结果

Tab 2 Design and results of tests

试验号
1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

X1

0

1

0

0

0

-1

0

-1

0

-1

0

1

-1

1

0

0

1

X2

-1

-1

1

1

0

0

-1

1

0

-1

0

1

0

0

0

0

0

X3

-1

0

1

-1

0

-1

1

0

0

0

0

0

1

1

0

0

-1

多酚提取量，mg/g

7.12

7.44

7.22

7.63

9.34

7.67

6.29

7.69

9.40

6.28

9.38

7.89

6.51

7.69

9.28

9.30

7.72

利用Design-Expert 8.0软件对表 2试验数据进行二

次多项式回归拟合，得多酚提取量对X1、X2、X3的数学回

归模型为：多酚提取量（mg/g）＝9.34+0.32X1+ 0.41X2－

0.3X3－0.24X1X2－0.28X1X3+0.1X2X3－0.84X1
2－1.17X2

2－

1.1X3
2。对此模型进行方差分析，结果见表 3；绘制响应

面和等高线图，见图2。

响应面图上等高线的形状可反映交互效应的强弱，

椭圆形表示两因素交互作用显著，圆形则表示交互作用

不显著[7]。由图2可知，X1与X2的曲面变化幅度较大，提

图 1 各因素对多酚提取量影响的单因素试验

Fig 1 Single factor test for the effects of each factor

on extraction amount of polyphenols from J. re-

gia branch

10

9

8

7

6

5

4
1∶15 1∶20 1∶25 1∶30 1∶35 1∶40

料液比，g/mL

A.料液比

多
酚

提
取

量
，m

g/
g

10

9

8

7

6

5

4

3
20 30 40 50 60 70

提取温度，℃

B.提取温度

多
酚

提
取

量
，m

g/
g

10

9

8

7

6

5

4

3
30 40 50 60 70 80 90

乙醇体积分数，％

C.乙醇体积分数

多
酚

提
取

量
，m

g/
g

10

9

8

7

6

5

4

3
30 60 90 120 150

提取时间，min

D.提取时间

多
酚

提
取

量
，m

g/
g
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示料液比和提取温度对多酚提取量的影响最为显著；其

次为乙醇体积分数，表现为曲面变化幅度较平缓，这与

方差分析结果一致。由等高线的形状可知，X1与X2的等

高线呈椭圆形，提示二者交互作用最为显著；X1与X3的

交互作用次之；X2与X3的等高线近似圆形，提示二者交

互作用不显著。

通过响应面法进行多元回归模型预测，得到最优提

取工艺条件为：料液比1 ∶25.76（g/mL）、提取温度51.56 ℃、

乙醇体积分数68.89％。该条件下多酚提取量预测值为

9.42 mg/g。

2.3.2 验证试验 准确称取核桃枝粉末5.0 g，考虑实际

操作条件，重新调整设定各参数为料液比1 ∶ 25（g/mL）、

提取温度50 ℃、乙醇体积分数70％，在此条件下核桃枝

多酚提取量为 9.30 mg/g（RSD＝0.57％，n＝3），与预测

值相对误差为1.28％。验证值与预测值比较接近，提示

采用响应面法优化所得核桃枝多酚提取条件稳定。

为了适应工业生产，验证提取工艺的可靠性，进行

了放大试验。准确称取核桃枝粉末 250.0 g，各 3份，按

上述条件提取多酚，测得多酚提取量分别为 9.29、9.35、

9.31 mg/g，均值为 9.32 mg/g（RSD＝0.33％，n＝3），与预

测值相对误差为1.07％，实测值与预测值比较接近。

2.4 核桃枝多酚体外抗氧化活性研究

2.4.1 羟自由基清除能力 采用经典羟自由基清除率

检测方法[8]。在 10 mL具塞刻度试管中，依次分别加入

1.0 mL 的4.5 mmol/L硫酸亚铁、1.0 mL的 4.5 mmol/L水

杨酸-乙醇溶液，摇匀，分别准确加入0、0.2、0.4、0.6、0.8、

1.0、1.2 mL质量浓度为50 μg/mL（以核桃枝多酚提取物

质量计，溶剂为乙醇溶液，下同）的核桃枝多酚溶液及

2.0、1.8、1.6、1.4、1.2、1.0、0.8 mL水，最后加入 1.0 mL的

4.4 mmol/L过氧化氢溶液，于 37 ℃水浴反应 30 min，在

510 nm波长处测A。将加入样品溶液体积为0 mL的试

管的A记为A0，其余试管记为Ai，用1 mL水代替1 mL 过

氧化氢溶液所得A记为Ai0，以维生素C为阳性对照，平

行测定3次，取平均值。计算清除率{[1－（Ai－Ai0）/A0]×

100％}，得多酚质量浓度分别为 2.0、4.0、6.0、8.0、10.0、

12.0 μg/mL时对羟自由基的清除率为10.32％、19.87％、

27.24％、36.73％、42.17％、50.24％（维生素C为93.71％）。

采用 SPSS 16.0软件进行独立样本 t检验，P＜0.05表示

差异有统计学意义（下同），结果见图3A。

由图3A可知，在试验质量浓度范围内，核桃枝多酚

和维生素C均具有清除羟自由基的作用，且清除率随着

质量浓度的增大而升高，呈明显的剂量依赖关系。但多

图2 各因素对多酚提取量影响的响应面和等高线图

Fig 2 Response surface and contour plots for the ef-

fects of each factor on extraction amount of

polyphenols
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图3 核桃枝多酚的体外抗氧化活性测定结果

Fig 3 Determination results of antioxidant activity in

vitro of polyphenols from J. regia branch
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表3 方差分析结果

Tab 3 Variance analysis results
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酚对羟自由基的清除率明显低于相同质量浓度的维生

素C，二者比较差异有统计学意义（P＜0.05）。

2.4.2 DPPH自由基清除能力 采用经典DPPH自由基

清除率检测方法[9]。在 10 mL具塞刻度试管中，精密加

入2.0 mL的 0.04 mg/mL DPPH乙醇溶液，分别准确移取

20、40、60、80、100、120 μL质量浓度为125.0 μg/mL的核

桃枝多酚溶液，加水至 5 mL，充分混合，室温避光反应

30 min，571 nm波长处测定A，记为Ai；以等体积无水乙

醇代替多酚提取液，同法操作所得A记为A0；以等体积

无水乙醇代替DPPH乙醇溶液，加入不同质量浓度的多

酚提取液，同法操作所得A记为Ai0；以维生素C为阳性

对照，平行测定3次，取平均值，计算清除率。结果，多酚

质量浓度分别为 0.5、1.0、1.5、2.0、2.5、3.0 μg/mL 时，对

DPPH自由基的清除率分别为19.30％、41.21％、58.00％、

73.75％、84.37％、95.42％（维生素C为46.17％），结果见

图3B。

由图3B可知，在试验质量浓度范围内，核桃枝多酚

和维生素C均具有清除DPPH自由基的作用，且清除率

随着质量浓度的增大而升高，呈明显的剂量依赖关系。

并且在相同质量浓度下，多酚的清除率明显高于维生素

C，二者比较差异有统计学意义（P＜0.05）。

2.4.3 总还原能力 采用普鲁士蓝法[10]。在 700 nm波

长下测定A，待测样品的A越大，其还原力越强，抗氧化

活性就越强[11]。准确移取 20、40、60、80、100、120 μL质

量浓度为 125.0 μg/mL 的核桃枝多酚溶液，加水至 0.5

mL，依次加入 1.0 mL pH 6.6的磷酸盐缓冲溶液、2.0 mL

1％铁氰化钾，于50 ℃水浴20 min后急速冷却，加入1.0

mL 10％三氯乙酸、0.5 mL 0.1％三氯化铁，摇匀，室温下

静置 10 min；以维生素C为阳性对照，在 700 nm波长处

测A，平行测定 3次，取平均值。结果，核桃枝多酚质量

浓度分别为0.5、1.0、1.5、2.0、2.5、3.0 μg/mL时，A分别为

0.284、0.621、0.832、0.97、1.084、1.118（维 生 素 C 为

0.628），结果见图3C。

由图3C可知，在试验质量浓度范围内，随核桃枝多

酚和维生素C的质量浓度增大而A明显增加，提示二者

均具有良好的还原能力，且核桃枝多酚的还原能力要优

于维生素C，二者比较差异有统计学意义（P＜0.05）。

3 讨论
本研究通过响应面法得到核桃枝多酚的最优提取

工艺，验证试验结果显示采用该工艺得到的多酚提取量

符合理论预测值，提示采用Box-Behnken响应面法优化

核桃枝多酚提取条件可行，并且可以为核桃枝多酚提取

的产业化提供指导。

本研究从羟自由基和DPPH自由基的清除能力及总

还原能力3个方面对核桃枝多酚体外抗氧化活性进行了

评价，较全面地反映了核桃枝多酚的抗氧化活性。试验

结果显示，核桃枝多酚具有良好的体外抗氧化活性，其

在清除 DPPH 自由基和总还原能力方面优于等量维生

素 C，可作为潜在的天然抗氧化剂和自由基清除剂加以

开发。

生命科学研究表明，人类的某些疾病（如肿瘤、心脑

血管疾病）的发病机制与体内物质的氧化有着密切的联

系，从天然产物中寻找抗氧化剂是目前研究的热点 [12]。

多酚类化合物是一类活性较强的抗氧化物质，而目前对

核桃枝多酚的提取方式和提取物活性研究的文献报道

较少[13]，因此本研究对核桃枝资源的开发利用具有一定

的指导意义。但同时本研究也存在着一定的局限性，如

未对核桃枝多酚的体内抗氧化活性进行评价，未确定核

桃枝多酚的具体种类和成分，这些研究将在后续工作中

进行。

参考文献
[ 1 ] 南京中医药大学.中药大辞典：上册[M]. 2版.上海：上海

科学技术出版社，2006：2184.

[ 2 ] 于冬梅，刘熙，李冬梅，等.云南漾濞泡核桃壳醇沉物对人

肺癌、肝癌细胞增殖的影响[J].中成药，2015，37（10）：

2299-2302.

[ 3 ] 郜海燕，李兴飞，陈杭君，等.山核桃多酚物质提取及抗氧

化研究进展[J].食品科学，2011，32（5）：336-340.

[ 4 ] 杨欣，宋健平，关业枝，等.响应面法优化巴戟天低聚糖提

取工艺[J].中国药房，2015，26（34）：4847-4850.

[ 5 ] 黄雅，陈华国，周欣，等.黔产接骨草中总多酚的含量测定

及抗氧化活性研究[J].天然产物研究与开发，2017，29

（2）：255-263.

[ 6 ] 金林，赵万顺，郭巧生，等.响应面法优化白芍提取工艺的

研究[J].中国中药杂志，2015，40（15）：2988-2993.

[ 7 ] Sun Y，Wu WQ，Zhang WQ，et al. Optimizing the extrac-

tion of phenolic antioxidants from Kudingcha made from

Ilexkudingcha C. J. Tseng by using response surface meth-

odology[J]. Separation and Purification Technology，

2011，78（3）：311-320.

[ 8 ] 王春景，胡小梅，张鼎，等.鸡眼草抗氧化活性部位的筛选

及其黄酮和总酚含量[J].中药材，2014，37（5）：868-871.

[ 9 ] 乐世俊，唐于平，王林艳，等.红花中黄酮类化合物的分离

与体外抗氧化研究 [J].中国中药杂志，2014，39（17）：

3295-3300.

[10] 于侃超，杨晓杰，王瑶，等.不同提取方法对桔梗多糖体外

抗氧化性的影响[J].天然产物研究与开发，2016，28（2）：

251-256.

[11] 曾维才，石碧.天然产物抗氧化活性的常见评价方法[J].

化工进展，2013，32（6）：1205-1213.

[12] 杜玉，娄红祥.天然植物抗氧化剂的作用机制研究概况

[J].中药材，2006，29（7）：739-743.

[13] 潘乔丹，黄元河，杜清华，等.核桃根和枝不同极性成分的

抗氧化活性[J].江苏农业科学，2013，41（10）：262-264.

（收稿日期：2016-11-09 修回日期：2017-04-13）

（编辑：刘 萍）

··3128




