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摘要!核桃粕经乙醇提取!乙酸乙酯)正丁醇分别萃取!不

同溶剂萃取物通过小鼠跑台试验和负重游泳试验确定抗

疲劳作用!并对有明确抗疲劳效果的萃取物进行
Y*J

分

离柱)

Z'-

反相柱层析分离!得到的单体化合物采用核磁

共振法鉴定其结构"结果表明(核桃粕醇提物正丁醇萃

取物抗疲劳作用效果最为明显!该部分上
Z'-

柱经
0O

乙醇洗脱分离得化合物
)

!鉴定得该化合物为
(.

羧基
.E.

羟基
.$.

乙酸乙酯基
.)

!

2.

环戊烯环烯醚萜苷!且能显著提

高小鼠运动抗疲劳能力"

关键词!核桃粕'环烯醚萜苷'抗疲劳'分离'结构鉴定
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核桃#

!'

,

2:+;80

,

*:G

%又名胡桃-羌桃-合桃等'系

胡桃科植物胡桃的干燥果实+

#

,

'含蛋白质-碳水化合物-

脂肪等多种成分+

!b)

,

(现代医学研究+

(b$

,表明'核桃具有

健脑益智-降血脂-抗氧化-降血糖-补肾固精-抗疲劳等

多种功效(

核桃粕是核桃榨油后的饼粕'富含蛋白质-维生素等

营养物质'大多用作饲料'仅少量用于生产核桃蛋白粉等

初级产品'造成资源浪费+

1

,

(樊永波等+

#"

,研究表明'影响

大鼠学习-记忆和抗氧化功能的主要成分存在于核桃粕

中(乌兰等+

##

,发现核桃粕中的核桃肽可提高乳酸脱氢酶

活性'降低血乳酸和血清尿素氮含量'提高肌糖原储备

量'显著延长负重游泳时间'具备一定的缓解疲劳的作

用(可见对核桃粕功能成分及作用机制的研究十分必

要(而目前'中国对核桃的研究主要集中在对核桃油脂

的营养价值以及对核桃蛋白的提取工艺方面'对核桃粕

功能的研究报道较少'且均为对核桃粕粗提取物的功能

研究'有关核桃粕中的功能成分'特别是抗疲劳活性成分

目前尚未明确(

本试验对核桃冷榨粕进行提取分离'拟对核桃提取

物的不同萃取物进行抗疲劳作用研究'以确定核桃粕中

对补肾固精-抗疲劳的有效成分'以期为核桃粕研究和利

用提供理论依据(

#

!

材料与方法

#;#

!

材料与仪器

#;#;#

!

材料与试剂

核桃冷榨粕$云南林科院&

无水乙醇-甲醇-乙酸乙酯-正丁醇$分析纯'国药集

团化学试剂有限公司&

J*,

小白鼠$雄性'上海斯莱克实验动物有限公司(

#;#;!

!

仪器与设备

不锈钢五谷杂粮磨粉机$

*H&.!0"

型'浙江省温岭市

"'!

&ZZ'[Y+*UJM3,%

第
)0

卷第
E

期 总第
!#)

期
#

!"#1

年
E

月
#



创立药材器械厂&

双层玻璃提取罐$

,+P.#""

型'无锡申科仪器有限

公司&

旋转蒸发器$

,#""0

型'上海申顺生物科技有限

公司&

循环水式多用真空泵$

-Ug.10

型'上海丞明仪器设

备有限公司&

恒流泵$

-%̀ #"2.#""

型'天津市科器高新技术公司&

电脑全自动部份收集器$

'̀ -.#""

型'上海沪西分析

仪器厂有限公司&

超声波清洗器$

/N.!0"̀

型'昆山市超声仪器有限

公司&

动物实验跑台$

h̀.P'hE"1

型'上海软隆科技发展

有限公司&

核磁共振仪$

+R5L9?0""YUX

'德国
@̀=]?@

公司&

高压液相仪$

h5C?@K+7765L9?#0!0

分离单元'美国

h5C?@K

公司(

#;!

!

方法

#;!;#

!

核桃粕提取物与粗分离
!

称取核桃粕
#"]

V

'粉碎

后过
)"

目筛'置于
#""H

提取罐中'按
#

&

#"

#

V

*

4H

%料

液比加入体积分数为
E0O

乙醇'

2" a

条件下搅拌提取

0:

'过滤取滤液'滤渣重复提取两次'合并滤液'减压浓缩

至
!H

'即为核桃粕乙醇提取物
+

'保存备用(向核桃粕

醇提后的滤渣中加入
#""H

去离子水'并于
2"a

条件下

搅拌提取
0:

'过滤'取上清液减压浓缩至合适体积'即为

核桃粕水提物'

b#$a

下保存备用(

取适量核桃粕乙醇提取物于
#"""4H

分液漏斗中'

按
#

&

#

体积比加入乙酸乙酯'震荡混匀静置'反复萃取

)

次'取乙酸乙酯相浓缩至浸膏状'即得乙酸乙酯萃取物

`

'在乙酸乙酯萃取残余物中再按
#

&

#

体积比加入正丁

醇'震荡混匀静置'萃取
)

次'取正丁醇相减压浓缩至浸

膏状'即得正丁醇萃取物
*

'低温保存备用(取适量核桃

粕水提物'加入适量无水乙醇至酒精浓度达到
E"O

以上'

并且不断搅拌使得浓缩液充分醇沉'静置过夜'过滤'滤

液相经减压浓缩至浸膏'得水提醇溶物
'

'低温保存

备用(

#;!;!

!

核桃粕不同组分的抗疲劳作用
!

取
)

周龄
-I&

级

雄性
J*,

小白鼠
0"

只'体重#

#2;"D!;"

%

V

(适应性喂养

#

周后'随机分为空白组与
+

-

`

-

*

-

'

试验组'每组
#"

只(

用水溶解各提取物'并对试验组每日给以剂量
#;"

V

*

]

V

灌胃'小鼠的灌胃体积为
";#4H

*

#"

V

'空白组给等量正

常饮用水'连续给药
)"A

(

#

#

%小鼠跑台试验$给药前
#

周'在喂食
)"46L

后对

小鼠进行
#046L

跑步机适应性训练&连续给药'第
)"

天

给药后
)"46L

'对小鼠进行体能测试(小鼠训练和测试

方法如表
#

'通过逐渐加大速度和坡度的测试方案'最后

表
#

!

试验动物训练及测试方案j

P5Q7?#

!

P@56L6L

V

5LA4?5K=@?4?LC

>

75L<S

75Q<@5C<@

G

5L6457K

时间*
46L

速度*#

4

0

46L

b#

% 坡度*#

q

%

! ( "

( $ "

2 #! 0

$ #2 0

#" !" #"

!!!

j

!

#"46L

之后保持
!"4

*

46L

速度和
#"q

坡度至结束(

以
!"4

*

46L

速度使小鼠奔跑直至力竭(若小鼠落入电

击区'数次电击后仍无法继续活动即判定力竭'记录跑步

时间(测试过程中'小鼠若因受电击离开刺激源'在跑带

上继续活动'此时通道计时累加(用时到达
!:

后'试验

结束(

!!

#

!

%小鼠负重游泳试验$根据文献+

#!b#)

,修改如

下$跑台试验测试结束
!(:

后'再次给药'

)"46L

后对小

鼠进行负重游泳试验(将小鼠放入水深
)094

'水温

#

!0D#

%

a

的水箱#

0"94c0"94c0"94

%'鼠尾负
0O

体重的铅皮'记录小鼠放入水箱至水浸没头部后持续
$K

不能浮出水面的时间'即力竭时间(

#;!;)

!

核桃粕抗疲劳作用组分的分析
!

利用
UIH*

对具

有抗疲劳作用的萃取物中化学组成进行分析(色谱条

件$色谱柱
_̀ @6A

V

?

PY

*

#$

色谱柱#

!0" 44c(;2 44

'

0

#

4

%&流动相乙腈)水溶液#

("

&

2"

%&流速
#4H

*

46L

&

进样量
!"

#

H

(紫外检测器条件
!")L4

(

#;!;(

!

抗疲劳活性组分的分离
!

将具有抗疲劳活性组分

的正丁醇萃取物
*

取出解冻'过滤'上样到
Y*J

柱#

094c

#""94

%'依次用去离子水-体积分数为
0O

'

#"O

'

0"O

的

乙醇进行梯度洗脱'流速
#"4H

*

46L

'用
PH*

薄层法跟

踪检测洗脱液中的成分'并根据
P

S

值和显色反应的结果'

分析合并相同组分'得到水洗脱物
H

-

0O

乙醇洗脱物
Y

和
#"O

乙醇洗脱物
M

(

#;!;0

!

抗疲劳活性化合物的化学鉴定
!

将得到的抗疲劳

活性化合物以氘代二甲基亚砜#

'Y-Z.5

2

%为溶剂'四甲

基硅烷#

PY-

%为内标物'进行#

U MY,

-

#)

* MY,

等

测定(

#;!;2

!

单体化合物的抗疲劳作用
!

取
)

周龄
-I&

级雄性

J*,

小白鼠
!"

只'体重#

#2;"D!;"

%

V

(适应性喂养
#

周

后'随机分为空白组与试验组'每组
#"

只(试验组给单

体化合物
)

以每日剂量
";0

V

*

]

V

灌胃'小鼠的灌胃体积

为
";#4H

*

#"

V

只'空白组给等量正常饮用水'连续给药

!#A

后'记录小鼠体重变化'并进行小鼠跑台试验和负重

游泳试验'方法同
#;!;!

(

#;!;E

!

统计学方法
!

采用
-I--!"

软件对所有数据进行

#'!

#

<̂7;)0

"

M<;E

金
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处理'数据用#

%

D

c

;

%表示'采用单因素方差分析'

I

$

";"0

有显著性差异(

!

!

结果与分析
!;#

!

核桃粕不同组分的抗疲劳作用

由表
!

可知'各试验组中'核桃粕正丁醇萃取物组
*

小鼠体重变化最大'跑台测试力竭时间和负重游泳力竭

时间均为最佳'抗疲劳效果最显著'且与对照小鼠存在显

著性差异#

I

$

";"#

%(而
+

-

`

-

'

组小鼠的体重变化-跑台

测试力竭时间和负重游泳力竭时间与空白组相比均无明

显改善'说明不含抗疲劳活性成分(由此推断核桃粕醇

提物有抗疲劳作用'且有效成分分布于核桃粕醇提物正

丁醇萃取物中'故对正丁醇萃取物进一步分离(

表
!

!

不同萃取物对小鼠体重'跑台测试和负重

游泳的影响j

P5Q7?!

!

3SS?9CK<SA6SS?@?LC?BC@59CK<LQ<A

G

T?6

V

:C

"

C@?5A4677C?KC5LAT?6

V

:C.Q?5@6L

V

KT6446L

V

<S

469?

#

+i#"

$

组别 体重变化*
V

跑台测试力竭

时间*
K

负重游泳力竭

时间*
K

对照
#!;#2D#(;"2 E)D!!;)$ )0D#;$1

+

组
#2;(#D#);#(

+

1!D#$;))

+

0!D!;10

`

组
#);)ED#!;)) $"D!!;(! ((D!;02

*

组
#$;(2D##;)E

+

1$D!#;(2

+

01D!;)0

'

组
#!;EED##;0E E1D#2;E$ (#D!;22

!

j

!+

表示与对照组比较
I

$

";"0

(

!;!

!

正丁醇萃取物组成成分

核桃粕抗疲劳有效成分存在于乙醇提取物正丁醇萃

取物中'对该萃取物进行
UIH*

分析'图
#

为正丁醇萃取

物的
UIH*

图谱'图中主要由
(

个峰'保留时间分别为

!;""$

'

!;1(1

'

);0"$

'

(;("046L

'说明该部分主要由
(

种化

合物组成(

!;)

!

抗疲劳作用单体化合物的分离及鉴定

!;);#

!

化合物的分离
!

保留时间为
!;""$46L

的化合物

由于含量较低'未能分离到单体(其他组分分离结果$

!!

#

#

%水 洗脱物
H

$将
H

反复上
Z'-.+N

柱#

)94c

图
#

!

正丁醇萃取物液相色谱图

&6

V

=@?#

!

UIH*<S$.Q=C5L<7?BC@59C

#""94

%'用去离子水洗脱'流速
#"4H

*

46L

'洗脱液用试

管收集'

PH*

法跟踪检测洗脱液中的成分'并根据
P

S

值

和显色反应的结果'分析合并相同组分'得到单体化合物

$

'即为图
#

中保留值为
!;1(146L

的化合物(

#

!

%

0O

乙醇洗脱物
Y

$将
Y

反复上
Z'-.+N

柱

#

)94c#""94

%'依次用体积分数
!O

'

0O

'

#"O

'

#0O

的

乙醇溶剂洗脱'流速
#"4H

*

46L

'自动收集器每管
!"4H

收集洗脱液'用
PH*

法检测其中成分'并据
P

S

值和显色

反应情况合并相同组分'直至得到单体化合物
)

'即为

图
#

中保留值为
);0"$46L

的化合物(

#

)

%

#"O

乙醇洗脱物
M

$将
M

反复上
Z'-.+

柱

#

)94c#""94

%'用体积分数
0O

'

#"O

'

!"O

'

0"O

的乙

醇溶剂洗脱'流速
$4H

*

46L

'洗脱液用试管收集'

PH*

法

检测其成分'并根据结果将相同组分合并'直至得到单体

化合物
/

'即为图
#

中保留值为
(;("046L

的化合物(

!;);!

!

结构鉴定
!

有抗疲劳活性组分的正丁醇萃取物经

Z'-.+N

-

Z'-.+

柱层析分离得到
)

个化合物'经
PH*

法显色可见化合物
$

-

)

-

/

的单一斑点'均为单一化合

物'其化学结构分别为$

#

#

%化合物
$

$无定形粉沫'易溶于水'微溶于乙醇-

甲醇(

从#

U.MY,

#

0""YUX

'

'

!

Z

%可见$

$

(;2#

#

#U

'

A

'

!i

#;!

%应为糖上的端基
U.#

信号'

$

);)

"

);$

为糖上的其余

U

信号'

$

#;"1

有
#

个三峰甲基信号'表明化合物为糖的

衍生物&从#)

*.MY,

可见$

$

#");0

'

E2;E

'

E(;"

'

E!;#

'

E";0

'

2#;$

'

2#;)

'

#0;)

共
$

个碳信号'经文献+

#(

,对比'该化合

物为
"

.

乙氧基半乳糖苷(

#

!

%化合物
)

$无定形粉沫'易溶于水-乙醇-甲醇(

其#

U.MY,

#

0""YUX

'

'

!

Z

%和#)

*.MY,

图谱见图
!

'由

图谱可见其无杂峰'为单一化合物(

从图
!

#

5

%可见$

$

E;!

#

#U

'

K

%&

$

0;1

#

#U

'

K

%&

$

0;0

#

#U

'

K

%&

$

0;(

#

#U

'

A

'

!i2;"

%&

$

(;)

#

!U

'

AA

'

!i#1;0

'

();0

%&

$

);1

#

#U

'

A

'

!i#0;0

%&

$

);E

#

#U

'

AA

'

!iE;"

'

#0;0

%&

$

);0

#

)U

'

4

%&

$

);)

#

!U

'

4

%&

$

);!

#

#U

'

C

'

!i2;"

%(

从图
!

#

Q

%可见$化合物
)

含有
$

#0#;E

'

#0";1

'

#!$;)

'

##2;2(

个碳信号'应为
!

个双键碳信号(

$

#EE;(

'

#E2;2

为羰基碳信号'

$

!);0

为甲基碳信号'故推测有
*U

) ==

*

Z

)结构(结合#)0

'3IP

可见'

$

#0";1

'

#!$;)

'

#"#;#

'

1$;!

'

$0;$

'

E$;1

"

E!;!

'

($;0

'

();!

为
##

个)

*U

)信号'

$

2);)

'

2!;"

为
!

个)

*U

!

)碳 信 号'

$

!);0

为
#

个

)

*U

)

) 碳信号(

*

#

1$;!

'

*

)

#0#;E

'

*

(

##2;2

'

*

0

();!#

'

*

2

#!$;)

'

*

E

#0";1

'

*

$

$0;1

'

*

1

($;2

'

*

#"

2);(

')

*U

)

)

!);0

')

==

* Z

)

#E2;2

')

*ZZU#EE;(

'该化合物还含有

#

个葡萄糖基
#"#;!

'

E0;(

'

E$;)

'

E!;)

'

E$;1

'

2!;"

(

综合分析并与文献+

#0

,对比'该化合物为环戊烯型

环烯醚萜苷类化合物'结构为$

(.

羧基
.E.

羟基
.$.

乙酸乙酯

$'!

提取与活性
3_P,+*PJZM [ +*PĴJP%

总第
!#)

期
#

!"#1

年
E

月
#



基
.)

'

2.

环戊烯环烯醚萜苷'为首次从核桃粕中分离出的

物质'化学结构如图
)

所示(

!!

#

)

%化合物
/

$白色无定形粉沫'易溶于水'可溶于乙

醇-甲醇(从#

U.MY,

#

0""YUX

'

'

!

Z

%可见$

2;(#

#

#U

'

A

'

!i$;"

%'

2;)#

#

#U

'

A

'

!i$;"

%'

2;!1

#

#U

'

A

'

!i$;"

%&从

#)

*.MY,

可见$

$

#(2;2

'

#));(

'

##$;1

'

#"E;2

共
(

个碳信

号'经文献+

#(

,对比'该化合物为尿嘧啶(

图
!

!

化合物
)

的#

U.MY,

和#)

*.MY,

图谱

&6

V

=@?!

!

#

U.MY,5LA

#)

*.MY,<S

)

图
)

!

化合物
)

的化学结构

&6

V

=@?)

!

P:?9:?46957KC@=9C=@?K<S9<4

>

<=LAK

)

!;(

!

单体化合物的抗疲劳作用

化合物
$

-

/

未有文献报道其具抗疲劳活性'而化合

物
)

为环烯醚萜苷类化合物'此前多有研究+

#2

,报道该化

合物具有抗疲劳活性'因此对化合物
)

单体进行抗疲劳

评价'其作用如表
)

所示(

由表
)

可知'单体化合物
)

组小鼠的体重显著增加

#

I

$

";"0

%'跑台测试力竭时间和负重游泳力竭时间最

长'分别为#

###D)";((

%

K

和#

02D(;$E

%

K

'明显高于对照

组#

I

$

";"#

%'由此推断'单体化合物
)

'即
(.

羧基
.E.

羟

基
.$.

乙酸乙酯基
.)

'

2.

环戊烯环烯醚萜苷'为核桃抗疲劳

的活性成分之一(

表
)

!

化合物
)

对小鼠体重'跑台测试和负重游泳的影响j

P5Q7?)

!

3SS?9C <S9<4

>

<=LA JJ <L Q<A

G

T?6

V

:C

"

C@?5A4677C?KC5LAT?6

V

:C.Q?5@6L

V

KT6446L

V

<S469?

#

+i#"

$

组别 体重变化*
V

跑台测试力竭

时间*
K

负重游泳力竭

时间*
K

对照组
##;!!D#!;#1 E$D!$;!$ !1D);2E

化合物
)

组
#$;1(D#(;EE

+

###D)";((

++

02D(;$E

++

!

j

!

与空白对照组比较'

+

表示
I

$

";"0

&

++

表示
I

$

";"#

(

)

!

结论
本研究通过小鼠跑台试验和负重游泳试验'发现正

丁醇组小鼠的抗疲劳能力明显高于乙醇提取组-乙酸乙

酯组和乙醇萃取组'说明核桃粕醇提物正丁醇萃取物含

有具明显抗疲劳作用的成分(正丁醇萃取物经
Y*J

柱和

Z'-

柱分离得到的
)

个主要化合物'经鉴定分别为
"

.

乙

氧基半乳糖苷-

(.

羧基
.E.

羟基
.$.

乙酸乙酯基
.)

'

2.

环戊烯

环烯醚萜苷和尿嘧啶(

本文从核桃中分离到环烯醚萜苷类成分'并经动物

试验表明该成分具有显著抗疲劳功效'与核桃补肾固精-

抗疲劳作用有关(但核桃粕中是否还存在环烯醚萜苷类

类似物或其他补肾固精-抗疲劳功效成分还仍需进一步

研究明确(
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