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板栗壳乙酸乙酯提取物活性研究及

其化合物结构分析
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摘要!为了研究板栗壳乙酸乙酯提取物体外活性!并分析其

活性成分!依次采用
'BBM

法#

Z[TR

法测定板栗壳乙酸乙

酯提取物的抗氧化活性'

B>Bb

法测定其体外抑制
"

)

葡萄糖

苷酶活性'超高效液相色谱"质谱联用技术%

B̂UJ

"

aR

)

aR

&对其成分进行分析$结果表明(板栗壳乙酸乙酯提取物

具有较强的清除
'BBM

自由基#

Z[TR

自由基的能力且可显

著地抑制
"

)

葡萄糖苷酶的活性!其有效成分主要为脂溶性黄

酮类化合物$

关键词!板栗壳'乙酸乙酯提取物'抗氧化活性'

"

)

葡萄糖苷

酶'化合物结构
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板栗!

7&@>&'9&N-883@@3N&[6:3?

#是壳斗科栗属植物%

原产)主产于中国%有,干果之王-的美称*

#

+

&板栗壳作为板

栗加工业中的废弃物%近年来也越来越引起人们的关注&研

究*

!V(

+报道板栗壳可以作为水溶液中农药)铜)铅)镉以及其

他重金属的吸附剂&由于板栗壳中含有酚类)有机酸)多糖)

内酯)香豆素)鞣质)甾体和黄酮等活性成分*

AV$

+

%其水提取

物具有多种功能%如抗氧化作用和保肝作用*

1V/

+

%因此有必

要对板栗壳进行研究以考察其在食品)药品或保健品等方面

的应用潜力&对板栗壳的研究虽有报道%但多集中于板栗壳

中多酚的提取%色素的提取工艺及其抗氧化研究*

0V#!

+

$而研

究板栗壳提取物抑制
"

)

葡萄糖苷酶活性的报道仅限于板栗

壳的正丁醇提取物*

#;

+

%未见对板栗壳乙酸乙酯提取物的体

外抗氧化活性)抑制
"

)

葡萄糖苷酶活性以及对活性成分进行

深入分析的系统研究%因此%本研究拟采用
'BBM

法和

Z[TR

法%研究板栗壳乙酸乙酯提取物的抗氧化活性%采用

B>Bb

法测定其对体外
"

)

葡萄糖苷酶活性的抑制作用$同

时%应用
B̂UJ

'

aR

(

aR

分析板栗壳乙酸乙酯提取物的活

性成分%寻找其潜在的应用价值%旨在为板栗壳的综合开发

利用提供理论依据&

#

!

材料与方法
#<#

!

材料

板栗壳"收集于河北省迁西县!迁西板栗的主产区#&

#<!

!

试剂

'BBM

)

Z[TR

)水溶性维生素
2

!

TD969L

#"

)

0/<"P

%美

国
R5

.

34)Z6HD5*8

有限公司$

";#



高硫酸钾"分析纯%国药集团化学试剂有限公司$

对硝 基 苯
)

"

)E)

葡 萄 糖 苷 !

B>Bb

#"

)

00<"P

%美 国

R5

.

34)Z6HD5*8

有限公司$

"

)

葡萄糖苷酶"

#":E5,+

(

3

.

%美国
R5

.

34)Z6HD5*8

有限

公司$

阿卡波糖"

)

00<"P

%武汉远成医药有限公司$

甲醇"色谱纯%美国
T8?D39&5+8?DR*5?E,5G5*

公司$

甲酸"色谱纯%北京迈瑞达科技有限公司&

#<;

!

仪器与设备

光吸收全波长酶标仪"

T2JZ>a!""B\O

型%瑞士
T2)

JZ>

公司$

电子天平"

aU#"(

型%梅特勒
)

托利多公司$

串联四极杆质谱系统"

eT\ZBAA""

型%美国
Z[RJ]2̀

公司$

液相色谱仪"

Z

.

56?E,#!$"

型%美国安捷伦公司&

#<(

!

试验方法

#<(<#

!

提取物的制备
!

干燥的板栗壳经除杂)粉碎后%以料

液比
#

"

0

!

.

(

3U

#的比例添加
1AP

乙醇溶液对板栗壳粉末

进行加热回流提取
!8

%转移提取液至另一容器内%药渣部分

重复提取一次%合并提取液%过滤%对乙醇提取液进行旋蒸%

接着对乙醇蒸干后剩余的水相部分用蒸馏水以
#

"

#

比例进

行稀释%之后依次采用与稀释液等体积的乙酸乙酯萃取两

次%得到板栗壳乙酸乙酯萃取溶液%经旋蒸得到乙酸乙酯提

取物的浸膏&

#<(<!

!

板栗壳乙酸乙酯提取物的抗氧化活性测定
!

精确称

取乙酸乙酯提取物浸膏
"<"A

.

%用
0AP

乙醇定容到
!A3U

%

得到溶液质量浓度为
!3

.

(

3U

的溶液%再将各溶液分别稀

释为
"<#

%

"<!

%

"<;

%

"<(

%

"<A

%

"<$

%

"<1

%

"</3

.

(

3U

的待测样品

溶液&

!

#

#对
'BBM

自由基清除能力测定"量取
"<"#3U

不同

质量浓度的样品溶液%加入
"<!3U

甲醇%以及
"<"!A3U

#3396

(

U

的
'BBM

乙醇溶液于
0$

微孔板中%混匀后室温避

光放置
;"35E

&分别测定其在
A#1E3

处的吸光度值&以甲

醇为空白对照%以
"<"!A3U

甲醇替代抗氧化剂溶液做空白

试验&以
TD969L

!水溶性维生素
2

#作为阳性对照%根据文献

*

#(

+按式!

#

#计算板栗壳乙酸乙酯提取物对
'BBM

自由基的

清除能力&

W

R

!

#

S

"

3

"

=

#

T

#""P

% !

#

#

式中"

W

'''

'BBM

自由基清除率%

P

$

"

*

'''未加样品溶液的
'BBM

自由基吸光度值$

"

3

'''加入样品溶液反应后的
'BBM

自由基吸光

度值&

!

!

#对
Z[TR

自由基清除能力测定"将
13396

(

U

的

Z[TR

溶液和
#("3396

(

U

的高硫酸钾溶液以
$!<A

"

#

的比

例混合%室温避光静置
#$8

%形成
Z[TR

自由基储备液&用

无水甲醇稀释该储备液%使其在
1;(E3

下吸光度为
"<1"g

"<"!

&分别取
"<"#A3U

不同质量浓度的样品甲醇溶液与

"<!/A3UZ[TR

l工作液于
0$

微孔板中混合
#"+

%

;"Q

下

静置
$

"

#"35E

%以无水甲醇为空白在
1;(E3

波长下测吸光

度&板栗壳乙酸乙酯提取物对
Z[TR

自由基的清除能力按

式!

!

#计算"

=

R

!

#

S

"

@

"

-

#

T

#""P

% !

!

#

式中"

=

'''

Z[TR

自由基清除率%

P

$

"

-

'''未加样品溶液的
Z[TR

自由基吸光度值$

"

@

'''加入样品溶液反应后的
Z[TR

自由基吸光

度值&

半数抑制率!

17

A"

#的计算"以样品的浓度对自由基清除

率作图并进行线性拟合%并计算!

17

A"

#值&其中%

17

A"

值定

义为清除率为
A"P

时所需抗氧化剂的浓度&

#<(<;

!

板栗壳乙酸乙酯提取物对
"

)

葡萄糖苷酶抑制活性的

测定
!

采用
B>Bb

法%根据文献*

#A

+%反应体系改进如下"量

取
A"

#

U

不同质量浓度的板栗壳乙酸乙酯提取物溶液于
0$

微孔板中%加入
#^

(

3U

的
"

)

葡萄糖苷酶溶液%混匀%

;1Q

恒温
#" 35E

后%加入
! 3396

(

U B>Bb

溶液
;"

#

U

%用

"<#3396

(

U

磷酸钠缓冲液!

-

M$</

#定容至
!A"

#

U

&反应过

程在
;1Q

下进行%每隔
#A35E

测定一次
("AE3

处的吸光

度值%直至反应完全&以阿卡波糖为阳性对照%同时设定阴

性对照组!缓冲液
l

酶液
l

底物#%空白对照组!缓冲液#&酶

抑制活性按式!

;

#计算"

1

R

!

#

S

"

0

"

'

#

T

#""P

% !

;

#

式中"

1

'''酶抑制活性%

P

$

"

`

'''样品
O'

值
V

样品空白
O'

值$

"

'

'''阴性对照
O'

值&

半数抑制浓度!

17

A"

#的计算"以样品的浓度对酶抑制活

性作图并进行线性拟合%并计算
17

A"

值&其中%

17

A"

值定义

为抑制率为
A"P

时所需酶抑制剂的浓度&

#<(<(

!

板栗壳乙酸乙酯提取物成分分析
!

精密称取乙酸乙

酯提取物浸膏
A3

.

%用色谱甲醇溶解%定容至
#"3U

$超声辅

助溶解完全后经
"<(A

#

3

微孔滤膜过滤后备用&

分析条件"根据文献*

#$

+修改如下"

'5439E+56J

#/

!

!

#色

谱柱%!

!A"33k(<$33

%

A

#

3

#$柱温"

;"Q

$流动相"流动

相
Z

为甲醇%流动相
[

为超纯水!用甲酸调
-

M

为
!<"A

#$梯

度洗脱%采样时间
/"35E

$流速
"<$3U

(

35E

$自动进样器进样

量"

!"

#

U

$二极管阵列检测器!

'Z'

#全扫描波长"

#0"

"

(""E3

&紫外检测波长
!/"E3

&质谱条件"采用电喷雾离

子源!

2R]

#%负离子模式离子扫描范围"

#""

"

#"""N

(

Z

$离

子原温度!

T2a

#"

AA"Q

$离子原电压"

V(A""=

$裂解电压

!

'B

#"

V$" =

$碰撞能量!

J2

#"

V;A?=

$碰撞能量扩展

!

J2R

#"

#A?=

&雾化气体"氮气%辅助气
#

为
;10<!!ACB4

%辅

助气
!

为
;((<1ACB4

$数据采集所用软件"

ZE46

I

+,#<A+9G,)

K4D?

&流动相由
-

M!<"A

的甲酸溶液!

Z

#和甲醇溶液!

[

#组

成%梯度洗脱以
#AP

的甲醇开始
#A35E

%之后的
!A35E

内增

#;#

提取与活性
!

!"#1

年第
!

期



长到
!AP

甲醇%

$A35E

时增长至
1AP

甲醇%之后在
1"35E

时减少至
#AP

甲醇%以此浓度再持续洗脱
#"35E

&

!

!

结果与分析
!<#

!

板栗壳乙酸乙酯提取物的抗氧化活性

!<#<#

!

清除
'BBM

自由基能力
!

由图
#

可知%板栗壳乙酸乙

酯提取物在一定浓度范围内!

"<#

"

"</3

.

(

3U

#%自由基的清

除率与样品浓度呈正相关%随着样品溶液浓度的升高%其对

自由 基 的 清 除 率 也 越 来 越 高&其 中 当 溶 液 浓 度 为

"<$3

.

(

3U

时%板栗壳乙酸乙酯提取物对
'BBM

自由基的

清除率达到
1"P

以上&但其对
'BBM

自由基的清除能力弱

于阳性对照品
TD969L

%当
TD969L

达到一定浓度!

"<(3

.

(

3U

#

后对
'BBM

自由基的清除率可达到
0"P

以上%之后趋于平

缓&板栗壳乙酸乙酯提取物以及
TD969L

对
'BBM

自由基的

抑制 中 浓 度 !

17

A"

#分 别 为 !

"<;!$g"<"A"

#%!

"<#$"g

"<!A"

#

3

.

(

3U

&

图
#

!

板栗壳乙酸乙酯提取物对
'BBM

自由基的清除能力

&5

.

:D?#

!

R*4F?E

.

5E

.

*4

-

4*5,

I

9G'BBMGD??D4H5*46GD93

?,8

I

64*?,4,??L,D4*,+9GJ8?+,E:,+8?66

!<#<!

!

板栗壳乙酸乙酯提取物清除
Z[TR

自由基能力
!

由

图
!

可知%板栗壳乙酸乙酯提取物具有清除
Z[TR

自由基的

能力%在一定浓度范围内!

"<#

"

"<A3

.

(

3U

#%自由基的清除

率与样品浓度呈正相关&其中当溶液浓度为
"<A3

.

(

3U

时%乙酸乙酯提取物对
Z[TR

自由基的清除率达到
0"P

以

上&但在一定浓度范围内!

"<#

"

"<(3

.

(

3U

#%板栗壳乙酸乙

酯提取物对
Z[TR

自由基的清除能力弱于阳性对照
TD969L

%

但当样品溶液浓度高于
"<A3

.

(

3U

时%二者清除
Z[TR

自

由基 能力相当&板栗壳乙酸乙酯提取物以及
TD969L

对

图
!

!

板栗壳乙酸乙酯提取物对
Z[TR

自由基的清除能力

&5

.

:D?!

!

R*4F?E

.

5E

.

*4

-

4*5,

I

9GZ[TRGD??D4H5*46GD93

?,8

I

64*?,4,??L,D4*,+9GJ8?+,E:,+8?66

Z[TR

自由基的抑制中浓度!

17

A"

#分别为!

"<#$(g"<"A"

#%

!

"<"00g"<#A"

#

3

.

(

3U

&

!<!

!

板栗壳乙酸乙酯提取物抑制
"

)

葡萄糖苷酶活性能力

对硝基苯
)

"

)E)

葡萄糖苷!

B>Bb

#经
"

)

葡萄糖苷酶水解

可产生对硝基苯酚%其在水溶液中显黄色%于
("AE3

处呈特

异性吸收&因此可以通过检测对硝基苯酚的生成量而检测

"

)

葡萄糖苷酶的活性*

#1

+

&

由图
;

)

(

可知%在反应时间
#$A35E

内%酶反应完全&板

栗壳乙酸乙酯提取物在
!<A

"

#!<A

#

.

(

3U

时%随样品浓度的

增加%其对
"

)

葡萄糖苷酶的抑制作用也不断增加&当样品浓

度高于
#"

#

.

(

3U

时%其对
"

)

葡萄糖苷酶的抑制率达
/"P

以

上%远高于对照品阿卡波糖对
"

)

葡萄糖苷酶的抑制率$板栗

壳乙酸乙酯提取物的
17

A"

为
!<A;$

#

.

(

3U

%而市售阿卡波糖

的
17

A"

为
!""

#

.

(

3U

%表明板栗壳乙酸乙酯提取物对
"

)

葡萄

糖苷酶的抑制活性明显高于阿卡波糖&本研究表明板栗壳

乙酸乙酯提取物可显著地抑制
"

)

葡萄糖苷酶的活性%但目前

还仅限于体外试验%板栗壳乙酸乙酯提取物活性成分较为复

杂%需要进一步研究&

!<;

!

板栗壳醇提物乙酸乙酯提取物成分的
B̂UJ

&

aR

(

aR

分析

!!

板栗壳乙酸乙酯提取物的色谱图见图
A

&

!!

在
2R]

负离子模式下%通过对板栗壳乙酸乙酯提取物样

图
;

!

不同浓度板栗壳乙酸乙酯提取物对

"

)

葡萄糖苷酶的抑制作用

&5

.

:D?;

!

]E85@5,9D

I

4*,5F5,

I

9G

"

)

.

6:*9+5H4+?@

I

?,8

I

64*?,4,?

?L,D4*,+9GJ8?+,E:,+8?664,H5GG?D?E,*9E*?E,D4,59E+

图
(

!

不同浓度板栗壳乙酸乙酯提取物对

"

)

葡萄糖苷酶的抑制率

&5

.

:D?(

!

T8?5E85@5,59ED4,?9G

"

)

.

6:*9+5H4+?@

I

?,8

I

6
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图
A

!

板栗壳样品
B̂UJ

图

&5

.

:D?A

!

B̂UJ*8D934,9

.

D439G*8?+,E:,+8?66

品的总离子色谱图进行离子色谱图提取%根据主要化合物的

质谱数据*

aVM

+

V

N

(

Z

和*

aVM

+

V!

N

(

Z

值与化合物的相

对分子质量的对比%并结合文献对照%对化合物进行分析鉴

别%初步推测出板栗壳中
#"

种化合物&化合物
#

的准分子

离子峰*

aVM

+

V

N

(

Z

为
#10

%说明该化合物的分子量为

#/"

%与咖啡酸的分子量相同&且有碎片离子
N

(

Z#(1<#

%与

文献*

#/

+报道的咖啡酸一致&因此可以推断该化合物是咖

啡酸$化合物
!

的准分子离子峰*

aVM

+

V

N

(

Z

为
;A;

%所以

得出其分子量为
;A(

&并且有
N

(

Z#(1<#

的碎片离子%与文

献*

#/

+报道的绿原酸一致%可推测该化合物为绿原酸$化合

物
;

的准分子离子峰*

aVM

+

V

N

(

Z!/A

%分子量为
!/$

%二

级质谱图中碎片有
N

(

Z!/(</

%与文献*

#0

+报道的山奈酚的

特征峰一致%因此该化合物可能是山奈酚$化合物
(

的准分

子离子峰*

aVM

+

V

N

(

Z

为
#$0

%说明其分子量为
#1"

%与没

食子酸的分子量一致%且有
N

(

Z10<"

的碎片离子%符合文献

*

!"

+报道的没食子酸的裂解峰%因此化合物可能是没食子

酸$化合物
A

的准分子离子峰*

aVM

+

V

N

(

Z

是
;#1

%故分子

量是
;#/

&且有碎片离子
N

(

Z#;1<"

%与文献*

!#

+报道的杨

梅素一致%由此可以初步假设该化合物是杨梅素$化合物
$

的准分子离子峰*

aVM

+

V为
N

(

Z;"#

%故分子量为
;"!

%符

合槲皮素的分子量&且产生的二级质谱图中有
N

(

Z!AA<"

%

与文献*

!!

+报道的槲皮素裂解特征一致%因此初步推断该化

合物为槲皮素$化合物
1

的准分子离子峰*

aVM

+

V

N

(

Z

是

#$;

%说明该化合物的分子量为
#$(

%与
()

香豆酸的分子量相

同&

aR!

有
N

(

Z0;

碎片%与文献*

!;

+报道的
()

香豆酸一

致&由此可初推测该化合物是
()

香豆酸$化合物
/

的准分子

离子峰*

aVM

+

V

N

(

Z

是
!/;

%故分子量为
!/(

%与大黄酸的

分子量一致&且有碎片离子
N

(

Z

为
!##<;

%与文献*

!(

+报道

的大黄酸较一致&所以该化合物可能是大黄酸$化合物
0

的

准分子离子峰*

aVM

+

V

N

(

Z

是
#;1

%故分子量为
#;/

%且有

碎片离子
0!<!

%符合文献*

!A

+报道的
()

羟基苯甲酸标准品的

裂解峰&故可以推断该化合物是
()

羟基苯甲酸$化合物
#"

的准分子离子峰*

aVM

+

V

N

(

Z

为
#$A

%故分子量为
#$$

&且

有
N

(

Z#!#<"

的碎片%与文献*

!$

+报道的邻苯二甲酸一致%

可推测该化合物为邻苯二甲酸&具体见表
#

&

;

!

结论
本试验系统地研究了板栗壳中乙酸乙酯提取物的体外

表
#

!

板栗壳乙酸乙酯提取物中化合物结构推断

T4@6?#

!

J9E+,D:*,59E+5E2,8

I

64*?,4,??L,D4*,+9G

*8?+,E:,+8?66

保留时间(
35E

离子对!

N

(

Z

# 相对分子质量 化合物

A<;"" #10<"

%

#(1<# #/"<#A

咖啡酸

A<;"" ;A;<"

%

#(1<# ;A(<;#

绿原酸

A<;!/ !/A<#

%

!/(</ !/$<!;

山奈酚

A<A#; #$0<"

%

10<" #1"<#!

没食子酸

A<A(( ;#1<"

%

#;1<" ;#/<!;

杨梅素

/<0$0 ;""<0

%

!AA<" ;"!<!(

槲皮素

0<0(" #$!<0

%

0!<0 #$(<#A ()

香豆酸

0<0(" !/;<"

%

!##<; !/(<!!

大黄酸

!A<;"$ #;1<#

%

0!<! #;/<#! ()

羟基苯甲酸

;!<!"; #$A<#

%

#!#<" #$$<#;

邻苯二甲酸

抗氧化活性和
"

)

葡萄糖苷酶抑制活性%结果表明板栗壳乙酸

乙酯提取物具有较强的抗氧化活性和显著的
"

)

葡萄糖苷酶

抑制活性&进一步推测了这些活性成分主要为脂溶性黄酮

类化合物%为板栗壳作为天然产物的开发与利用提供了理论

和试验依据&板栗壳提取物具有较强的天然产物活性%有着

广阔的发展和应用前景&近年来%板栗壳中有效成分的提取

工艺已成为研究热点%但是对于板栗壳中成分的研究和纯化

以及体内试验等还有待于进一步研究%这也将成为相关研究

领域的研究热点&
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=mcê 2cb

%

&O>T2>UZ2

%

RZ>TOR_

%

?,46<ZE,59L5H4E,

;;#

提取与活性
!

!"#1

年第
!

期



4*,5F5,

I

4EH

-

8?E965**9E,?E,9G*8?+,E:,

!

J4+,4E?4+4,5F4

#

+8?66

4EH ?:*46

I-

,:+

!

2:*46

I-

,:+

.

69@:6:+

#

@4DC ?L,D4*,+

*

_

+

<

]EH:+,D546JD9

-

+dBD9H:*,+

%

!""/

%

!/

!

;

#"

!10)!/A<

*

0

+李莉%顾欣%崔洁%等
<

板栗壳棕色素抗氧化性研究与红外光谱

分析*

_

+

<

食品与发酵工业%

!"##

%

;1

!

;

#"

(#)(A<

*

#"

+王慧
<

板栗壳色素提取工艺研究*

_

+

<

食品研究与开发%

!"#(

%

;A

!

!

#"

(1)A"<

*

##

+

=mcê 2cb
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结论
从水果套网机推果机构设计工艺要求入手%制定出机构

执行件的运动轨迹%针对这种轨迹设计模型%从模型运动规律

入手%对凸轮进行反求&为设计凸轮提供了一种方法%只要能

得出从动件相对于凸轮回转中心的位置关系曲线%就可以按

照这种方法设计出相应的凸轮轮廓曲线%不必再使用传统的

画图法求解凸轮%用
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软件求解快速精确%并且可以对

所求凸轮进行仿真验证&对推果机构存在铰链间隙进行运动

学分析%分析驱动速度对机构位移)速度)加速度的影响规律%

可为设计套网机工作效率及包装质量)精度提供实际参考&
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