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核桃内种皮多酚的体外模拟消化特性
及其抗氧化、降血糖活性

陈　颖1，秦毅臻1，鲁燕玲1，袁国惠1，杨娇娇1，韩　龙1,2,3, *，范方宇1,2,3, *

（1.西南林业大学生物与食品工程学院，云南昆明 650224；
2.云南省高校大健康类森林资源开发利用工程研究中心，云南昆明 650224；

3.云南省森林灾害预警与控制实验室，云南昆明 650224）

摘　要：为研究核桃内种皮多酚提取物在体外模拟消化过程中的酚类物质和生物活性的变化，本文对核桃内种皮多

酚提取物依次进行模拟口腔消化、胃消化和小肠消化，测定核桃内种皮多酚提取物在不同消化阶段的总酚含量，

以 DPPH·、ABTS+·清除率、α-葡萄糖苷酶抑制率、α-淀粉酶抑制率为指标，考察核桃内种皮多酚提取物抗氧化、

降血糖活性的变化情况。结果表明，消化导致总酚含量显著降低（P<0.05），总酚含量由 695.27 mg GAE/g降至

437.58 mg GAE/g，在小肠阶段的降解最为显著。核桃内种皮多酚共鉴定出 224种酚类物质，主要酚类物质有没食

子酸、柯里拉京、绿原酸等。在消化过程中，核桃内种皮多酚的抗氧化能力显著下降（P<0.05），DPPH·清除率

从 90.18%降至 35.73%，ABTS+·清除率从 90.84%降至 47.33%。同时，其降血糖活性也显著降低（P<0.05），表

现为 α-葡萄糖苷酶抑制率下降 36.18%，α-淀粉酶抑制率下降 72.44%。消化结束后，核桃内种皮多酚发生降解或转

变，但仍能发挥一定的生物活性。在消化过程中，DPPH∙和 ABTS+∙清除率、α-葡萄糖苷酶和 α-淀粉酶抑制率的变

化与总酚含量变化呈正相关。本研究表明核桃内种皮多酚具备开发功能性食品的潜力，为核桃加工副产物的资源

化利用提供了理论依据。
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In Vitro Simulated Digestive Properties of Walnut Pellicle Polyphenols
and Their Antioxidant and Hypoglycemic Activities
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Abstract：To  investigate  the  effects  of  in  vitro  digestion  on  the  phenolic  compounds  and  bioactivity  of  walnut  pellicle
polyphenols  extracts,  the  walnut  pellicle  polyphenols  extracts  were  subjected  sequentially  to  simulated  oral,  gastric  and
small intestinal digestion in this study. The total phenolic content of the walnut pellicle polyphenols extracts was measured
at  different  stages  of  digestion.  Antioxidant  and hypoglycemic  activities  of  the  walnut  pellicle  polyphenols  extracts  were  
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evaluated using DPPH radical scavenging rates, ABTS+ radical scavenging rates, and α-glucosidase and α-amylase inhibi-
tion rates. The results showed that digestion led to a significant decrease (P<0.05) in the total phenolic content and bioac-
cessibility, and the total phenolic content decreased from 695.27 mg GAE/g to 437.58 mg GAE/g, with the most significant
degradation in the small intestine stage. A total of 224 phenolics were identified in the walnut pellicle polyphenols, and the
main polyphenols were gallic acid, corilagin, and chlorogenic acid. During digestion, the antioxidant capacity of walnut pel-
licle  polyphenols  decreased (P<0.05),  with DPPH· radical  scavenging rate  dropping from 90.18% to 35.73% and ABTS+

radical  scavenging  rate  declining  from  90.84%  to  47.33%.  Simultaneously,  their  hypoglycemic  activity  also  weakened
(P<0.05), manifested by a 36.1% decrease in α-glucosidase inhibition rate and a 72.44% decrease in α-amylase inhibition
rate. At the end of digestion, the walnut pellicle polyphenols were degraded or transformed, but they still exerted some bio-
logical activities. During the digestion process, the changes of DPPH∙ and ABTS+∙ scavenging rates, α-glucosidase and α-
amylase inhibition rates were positively correlated with the changes of total phenol content. This study demonstrated that
walnut  pellicle  polyphenols  had  the  potential  to  develop  functional  foods,  and  also  provided  a  theoretical  basis  for  the
resource utilization of walnut processing by-products.

Key words：walnut pellicle polyphenols；polyphenols；in vitro digestion；antioxidant；hypoglycemia

核桃（Juglans regia L.）为胡桃科核桃属多年生

乔木，是全球四大木本坚果树种之一，其兼具油料作

物、经济林和生态修复性植物等多重属性，在农林产

业中占重要地位[1−2]。核桃除传统可食用价值，其活

性成分具有抗氧化、抗病毒、抗菌及神经保护等多种

功能[3]。核桃内种皮是核桃仁表面的一层薄膜状结

构，其质量仅占核桃仁的 5%左右，集中了大量的酚

类次生代谢产物，是核桃中生物活性成分的主要来

源[4]。然而，核桃内种皮因含大量单宁类物质，有明

显的食用苦涩味，在核桃仁深加工过程中常作为副产

物被废弃，造成高价值生物活性物质的严重浪费[5]。

因此，研究核桃种皮多酚的组成及生物活性，对实现

农林加工副产物的高值化利用具有重要意义。

多酚，又名植物单宁，是具有多个羟基的芳香族

化合物，广泛存在于水果、蔬菜和草本植物的根、

皮、叶、果实和种子中[6]，具有抗氧化、抑菌、抗炎[7]、

降血糖[8−9]、调节肠道菌群[10] 等多种活性，在学界受

到广泛研究。然而，研究表明多酚的生理功能会受到

人体消化的影响。He等[11] 对 22种果汁的生物活性

物质进行体外模拟消化研究，发现消化后的多酚、多

糖的含量及其抗氧化能力、α-葡萄糖苷酶和 α-淀粉

酶的抑制率显著提高，表明体外消化过程促进了活性

成分的释放。Laya等[12] 对木薯叶中的多酚进行体

外模拟消化，发现消化后酚类物质含量下降，但其活

性仍具较好的抗糖尿病和抗肥胖能力，表明体外消化

会造成活性成分的降解或转化。因此，研究活性成分

在消化过程中的变化具有重要意义。体外模拟消化

实验是通过构建与动物体内相近的环境和消化酶体

系从而高度还原体内消化过程，其具有成本低、周期

短且重复性高等优势，是连接体外化学活性与体内生

理功能的关键桥梁。

目前，关于核桃内种皮多酚的研究多关注于对

其提取方法和生理功能的探索，对核桃内种皮多酚在

体外模拟胃肠道的消化及活性变化的研究较少。基

于此，本研究采用超声辅助乙醇法提取核桃内种皮多

酚，经大孔吸附树脂纯化后探讨体外模拟消化特性，

研究各消化阶段多酚含量、抗氧化能力和降血糖活

性的变化，并通过 UHPLC-MS/MS技术鉴定各消化

阶段的酚类物质组成和相对含量，以期为核桃内种皮

多酚在体内消化研究中提供理论参考，同时为其高值

化利用提供新思路。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

核桃　云南漾濞；氯化钠、磷酸氢二钠、磷酸二

氢钾、无水碳酸钠　分析纯，广东光华科技股份有限

公司；氢氧化钠、盐酸　分析纯，云南杨林工业开发

区汕滇药业有限公司；粘蛋白、胃蛋白酶（猪胃粘膜）

（3000 U/g）、胰蛋白酶（猪胰）（250 U/mg）、α-淀粉酶

（5 U/mg）、α-葡萄糖苷酶（25 U/mg）、对硝基苯基-α-
D-吡喃葡萄糖苷（p-NPG）　分析纯，上海源叶生物科

技有限公司；1,1-二苯基-2-三硝基苯肼（DPPH）、2,2'-

联氮双（3-乙基苯并噻唑啉-6-磺酸）二铵盐（ABTS）

　HPLC≥98%，合肥巴斯夫生物科技有限公司。

FD5-3真空冷冻干燥机　北京华夏乐博仪器有

限公司；JHF-500多功能粉碎机　南京贝帝实验仪器

有限公司；KQ 5200 DE台式数控超声波清洗器　昆

山市超声仪器有限公司；5804R高速中等通量台式

离心机　德国艾本德公司；MD SpectraMax  Plus

384酶标仪　美国伯腾公司；N-1100旋转真空蒸发

仪　上海泉杰仪器有限公司；OTRAP 6500+质谱仪

　美国应用生物系统公司；Nexera X2 LC-30AD超

高压液相色谱仪　日本岛津公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   核桃内种皮多酚的提取与纯化　参考许飞利

等[13] 方法，稍作修改。将干燥后的核桃内种皮粉碎，

过 60目筛，石油醚脱脂 3次。以 70%（v/v）乙醇作

为提取剂，50 ℃ 超声（200 W，40 Hz）核桃内种皮

55 min，料液比 1:60（m:v）。4 ℃ 8000 r/min离心浸

提液，沉淀按照相同程序进行 3次浸提，混合上清液，

50 ℃ 旋转蒸发直至除去乙醇。获得的核桃内种皮

多酚提取物，冷冻干燥后储存在干燥器中，备用。参
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考 Xie等[14] 方法，稍作修改，进行样品的纯化。采

用 AB-8大孔吸附树脂对核桃内种皮粗多酚进行纯

化，纯化后核桃内种皮多酚的纯度为 69.53%，比纯化

前（53.85%）提高了 15.68%。

 1.2.2   体外模拟消化　体外模拟消化模型包括口腔、

胃和小肠消化。采用陈雅琪[15] 的方法，稍作修改。

口腔消化阶段：准确称取 0.20 g样品，加入 10.0 mL
蒸馏水，与 10.0 mL含有 30.0 mg/mL粘蛋白的模

拟唾液混合，混合物 pH调至 6.8，37 ℃ 恒温摇床

（100 r/min）振荡 10 min。胃消化阶段：经口腔消化

的样品与 20.0 mL的模拟胃液 1:1（v:v）混合，调节

pH至 2.5，37 ℃ 恒温摇床（100 r/min）振荡 2 h。小

肠消化阶段：胃消化的样品 pH调至 7.0，依次添加

2.0 mL模拟肠液、4.67 mL胆盐溶液、和 3.33 mL胰

酶溶液，37 ℃ 恒温摇床（100 r/min）振荡 2 h，期间维

持体系 pH在 7.0。将各阶段的模拟消化液在 4 ℃、

8000 r/min离心 30 min，得到模拟口腔消化样品、胃

消化样品，小肠消化样品，考察其总酚含量、抗氧化

能力、α-葡萄糖苷酶抑制率和 α-淀粉酶抑制率。

 1.2.3   总酚含量的测定　参考 Xie等[14] 方法，稍作

修改。取 0.5  mL样品，加入 0.2  mol/L  Folin试剂

2.5 mL，7.5%（w/v）碳酸钠溶液 2.0 mL，避光静置 1 h，
于 765 nm处测量吸光度，以上操作重复 3次。总没

食子酸含量以没食子酸当量 mg（GAE）/g核桃内种

皮干重表示，没食子酸标准曲线 y=7.6917x+0.0116，
R2=0.9991。总酚含量按式（1）计算：

总酚含量(mg GAE/g) =
C×V×N

m
式（1）

式中：C为由没食子酸标准曲线计算得出的样品

中等效没食子酸浓度，mg/mL；V为溶液的体积，mL；
N为稀释的倍数；m为样品的质量，g。

 1.2.4   多酚组成成分分析　取 1.0 mL各消化阶段样

品冷冻干燥，加入 80%（v/v）甲醇溶液 1.0 mL，超声

20 min后静置 1 h，离心（4 ℃，8000 r/min），取上清液

冷冻干燥。以 200 μL 50%（v/v）甲醇溶液复溶样品，

离心，取上清液于 UHPLC-MS/MS检测。超高效液

相色谱条件：HSS  T3色谱柱进行分离，进样量

10 μL，柱温 40 ℃，流速 200 µL/min。流动相体系：A
相为 0.1%（w/v）甲酸水溶液，B相为 100%（v/v）乙
腈。正离子模式液相梯度洗脱程序如下：0~2.5 min，
0% B；2.5~9 min，0%~30% B；9~10 min，30%~100%
B；10~15.4  min，100% B；15.4~15.5  min，100%~0%
B；15.5~18 min，0% B。负离子模式液相梯度洗脱程

序如下：0~2 min，0% B；2~2.5 min，0%~20% B；2~
3.5 min，20%~40% B；3.5~4.5 min，40%~50% B；4.5~
10 min，50%~100% B；10~15.4 min，100% B；15.4~
15.5 min，100%~0% B；15.5~18 min，0% B，以上均为

体积分数。样品经超高效液相色谱分离后用质谱仪

进行质谱分析，使用加热电喷雾离子源进行离子化，

质谱条件：电喷雾离子源温度为 550 ℃；离子喷雾电

压为 5500 V（正离子模式）/−4500 V（负离子模式）；

离子源气体 I、气体 II和帘气分别设置为 40、50和

35  psi。采用多反应监测（Multiple reaction  moni-
toring，MRM）模式检测待测离子对。

 1.2.5   抗氧化能力的测定

 1.2.5.1   DPPH∙清除率测定　参考 Ren等 [16] 的方

法，稍作修改。配制 0.1 mmol/L的 DPPH溶液，避

光储存。2.0 mL样品和等体积 DPPH溶液混匀作为

样品组（A1），室温避光反应 30 min，517 nm处测定

吸光值，以上操作重复 3次。以 2.0 mL样品和等体

积无水乙醇混匀作为对照组（A2），以 2.0 mL DPPH
溶液和等体积无水乙醇混匀作为空白组（A0）。

DPPH∙清除率按式（2）计算：

DPPH ·清除率(%) =
(
1− A1 −A2

A0

)
×100 式（2）

式中：A1 为样品吸光度；A2 为对照组吸光度；

A0 为空白组吸光度。

 1.2.5.2   ABTS+∙清除率测定　参考 Ren等 [16] 的方

法，稍作修改。将 ABTS溶液（7.0 mmo1/L）和过硫

酸钾溶液（140.0 mmo1/L）1:1（v:v）混合，室温避光

反应 16  h，无水乙醇稀释至 734  nm处吸光度为

0.70±0.02的 ABTS工作液。2.0 mL样品和等体积

ABTS溶液混匀作为样品组（A1），以 2.0 mL样品和

等体积无水乙醇混匀作为对照组（A2），以 2.0 mL
ABTS溶液和等体积无水乙醇混匀作为空白组

（A0）。室温避光反应 6 min，734 nm处测定吸光值，

以上操作重复 3次。ABTS+∙清除率按式（3）计算：

ABTS
+ ·清除率(%) =

(
1− A1 −A2

A0

)
×100 式（3）

式中：A1 为样品吸光度；A2 为对照组吸光度；

A0 为空白组吸光度。

 1.2.6   降血糖活性的测定

 1.2.6.1   α-葡萄糖苷酶抑制率测定　α-葡萄糖苷酶抑

制率的测定参考文献 [17−18]的方法，稍作修改。将

样品稀释至同一倍数，取 50 μL转移到 96孔板中，

加入 100 μL 1 U/mL α-葡萄糖苷酶溶液。37 ℃ 避光

反应 10 min，加入 50 μL 0.005 mol/L p-NPG溶液，

37 ℃ 反应 20 min。加入 50 μL 0.1 mol/L碳酸钠溶

液终止反应，405 nm处测定其吸光值，以上操作重

复 3次。α-葡萄糖苷酶抑制率按式（4）计算：

α-葡萄糖苷酶抑制率(%) =
(
1− A1 −A2

A3 −A4

)
×100

式（4）
式中：A1 为含 α-葡萄糖苷酶的提取物的吸光

度；A2 为不含 α-葡萄糖苷酶（以 pH6.8的磷酸盐缓

冲液（Phosphate buffer saline，PBS）代替）的提取物的

吸光度；A3 为含 α-葡萄糖苷酶的 pH6.8的 PBS的

吸光度；A4 为不含 α-葡萄糖苷酶的 pH6.8的 PBS
的吸光度。
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 1.2.6.2   α-淀粉酶抑制能力测定　参照 Akhtar等[19]

的方法，稍作修改。将样品稀释至同一倍数，取

500 μL样品于 2 mL离心管，加入 500 μL α-淀粉酶

于 37 ℃ 水浴 10 min，加入 1.0% （w/v）的可溶性淀

粉溶液 500 μL继续水浴 10 min，取出加入 1.0 mL
DNS显色剂，沸水浴 5 min终止反应。蒸馏水定容

至 10.0 mL，冷却至室温，540 nm测吸光值，以上操

作重复 3次。α-淀粉酶抑制率按式（5）计算：

α-淀粉酶抑制能力(%) =
(
1− A1 −A2

A0

)
×100

式（5）
式中：A1 为含 α-淀粉酶的提取物的吸光度；

A2 为不含 α-葡萄糖苷酶（以 pH6.9的 PBS代替）的

提取物的吸光度；A0 为含 α-淀粉酶的 pH6.9的 PBS
的吸光度。

 1.3　数据处理

所有实验至少重复三次，结果以均数±标准差

（X±SD）表示。采用 IBM SPSS Statistics 26软件对

数据进行统计学意义分析（显著性水平 P<0.05表示

有统计学意义），采用 Origin 2021软件和 ChiPlot免
费在线平台（https://www.chiplot.online）绘图，相关性

分析采用皮尔逊相关（Pearson correlation）系数法。

 2　结果与分析

 2.1　体外模拟消化中核桃内种皮总酚含量变化

食品中酚类物质的释放受到人体消化过程的影

响，其释放行为因样品类型而异[20]。多酚体外模拟消

化实验，可高效、低成本地获取其在消化过程中的关

键数据为后续研究和应用提供科学依据[21]。图 1为

体外模拟消化中核桃内种皮多酚的总酚含量变化，

体外模拟消化中核桃内种皮总酚含量呈现下降趋

势。未经消化的核桃内种皮总酚含量最高，达到

695.27 mg GAE/g，是因为其含有大量的游离多酚[22]；

经口腔和胃消化后核桃内种皮总酚含量分别减少了

34.81 mg GAE/g和 87.46 mg GAE/g；小肠消化后，核

桃内种皮总酚含量显著下降（P<0.05），为 437.58 mg
GAE/g。总酚含量在口腔消化后出现下降，是因为口

腔消化作为消化过程的第一阶段唾液浸渍会对后续

消化过程的多样性产生影响[23]。总酚含量在小肠消

化后损失量是胃消化的 2.95倍，说明与小肠环境相

比，核桃内种皮多酚在胃的酸性环境中更加稳定。因

为多酚在中性或微碱性 pH与胰酶、胆汁盐存在的小

肠液环境下易发生氧化降解或转化为新的化合物，导

致核桃内种皮总酚含量降低；某些酚类物质（如槲皮

素、没食子酸等）在酸性环境中相对稳定，因此胃消

化阶段核桃内种皮总酚含量的下降较少[24]。Li等[25]

在山药酚类化合物的体外模拟消化的研究中也有类

似发现。综上，消化过程会使核桃内种皮总酚含量下

降，但其不会完全降解。

 2.2　体外模拟消化中核桃内种皮多酚的酚类化合物

组成

基于 UHPLC-MS/MS技术鉴定不同消化阶段
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图 1    体外模拟消化中核桃内种皮多酚的总酚含量变化

Fig.1    Changes of total phenol content in walnut pellicle
polyphenols through in vitro simulated digestion

注：不同小写字母表示不同消化阶段的核桃内种皮多酚之间
存在显著差异（P<0.05）。
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图 2    体外模拟消化过程中核桃内种皮多酚的酚类化合物分类

Fig.2    Classification of phenolic compounds of walnut pellicle polyphenols through in vitro simulated digestion
注：A.未消化；B.口腔阶段；C.胃阶段；D.小肠阶段。
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核桃内种皮多酚的酚类化合物组成（图 2）。核桃内

种皮多酚由 224种酚类化合物组成，其在口腔消化、

胃消化和小肠消化阶段分别被检出 224、225和

220种酚类化合物。核桃内种皮多酚包括 43种黄

酮、40种酚酸、29种香豆素、20种黄烷酮、16种黄

酮醇、11种芪类、10种查尔酮、10种异黄酮、7种木

脂素、2种单宁、3种黄烷醇、25种其他酚类和 8种

其他黄酮类化合物；口腔消化阶段酚类化合物的组成

与未消化阶段的一致，可能是因为口腔阶段的消化时

间较短，酚类化合物没有足够的时间发生转化，但酚

类化合物的相对含量仍有差异；与未消化阶段和口腔

阶段相比，胃消化阶段增加了 1种黄烷酮类化合物

（芸香柚皮苷），黄烷酮类化合物的占比增加了

0.40%，这可能是因为某些黄烷酮类化合物在胃的酸

性环境中发生糖基化形成了黄烷酮苷[26]，使黄烷酮类

化合物的数量增加；在小肠消化阶段，黄酮醇类化合

物的占比为 6.82%，比胃消化阶段减少 0.29%，木脂

素类化合物、黄烷酮类化合物和其他黄酮类化合物

也出现降解，是因为小肠的弱碱性环境不利于酚类化

合物的稳定，酚类化合物经过小肠消化后发生较大程

度的降解[26]。

 2.3　体外模拟消化中核桃内种皮多酚的主要酚类化合

物变化

基于上述对核桃内种皮多酚在体外模拟消化过

程中酚类化合物的整体组成变化，选取各消化阶段样

品中相对丰度较高的物质作为主要酚类化合物进行

比较，分析其在体外模拟消化过程中的变化。并将主

要酚类化合物按化学结构特征分为酚酸类化合物、

单宁类化合物、类黄酮类化合物、芪类化合物和其他

酚类化合物（表 1）。
在酚酸类化合物中，没食子酸是核桃内种皮多

酚的重要组成成分。其在未消化样品中具有较高丰

度，为 850.52×105±1.23×105，经体外消化后，其相对

丰度在口腔阶段和小肠阶段显著增加（P<0.05），并于

小肠阶段达到峰值（4400.64×105±8.18×105），这表明

没食子酸在消化过程中可能被大量释放或由前体物

质转化，且小肠是其释放的关键阶段。没食子酸是可

水解单宁的降解产物，其在小肠阶段的相对丰度显著

增加（P<0.05），可能与水解单宁在消化过程中的降解

有关[27−28]。此外，没食子酸的相对丰度在胃消化阶段

显著下降（P<0.05），原因可能是没食子酸可通过氢

键、范德华力等非共价作用与胃蛋白酶结合形成复

合物，导致其相对丰度下降[29]。6-O-咖啡酰-D-葡萄

糖在消化过程中相对丰度整体呈下降趋势，相较于

未消化阶段，其小肠消化阶段的相对丰度下降了

97.26%。现已有研究关于胰酶对羧基连接的羟基肉

桂酰葡萄糖酯具有特异性酯酶活性，6-O-阿魏酰-D-

葡萄糖作为与其结构相似的底物被水解为游离阿魏

酸和葡萄糖，因此，6-O-咖啡酰-D-葡萄糖也有可能被

水解为咖啡酸和 D-葡萄糖，导致其相对丰度显著下

降（P<0.05）[30−31]。绿原酸在消化各阶段的相对丰度

较低，且在口腔和小肠阶段均低于未消化样品，原因

为绿原酸在口腔和小肠的碱性条件下水解生成 3-O-

咖啡酰奎宁酸和 4-O-咖啡酰奎宁酸[32]。间羟基肉桂

酸的相对丰度在消化过程中呈现先下降后上升的趋

势。酚酸类化合物在消化过程中的变化可能体现酚

类化合物的结合态向游离态转化的特征。

在单宁类化合物中，柯里拉京在未消化和消化

各阶段具有较高的相对丰度（未消化：2552.05×

105±1.99×105、 口 腔 ： 2301.10×105±17.92×105、 胃 ：

1989.30×105±96.06×105、小肠：2465.06×105±62.90×

105），说明其可能是核桃内种皮多酚中的重要成分。
 

表 1    体外模拟消化中核桃内种皮多酚的主要酚类化合物

Table 1    Major phenolic compounds of walnut pellicle polyphenols through in vitro simulated digestion

化合物类别 化合物名称
相对丰度（×105）

未消化 口腔 胃 小肠

酚酸类化合物

没食子酸 850.52±1.23d 3370.79±39.20b 1519.78±17.23c 4400.64±8.18a

6-O-咖啡酰-D-葡萄糖 651.86±1.94a 118.12±2.18b 21.34±0.33c 17.89±0.11d

绿原酸 13.97±0.05a 3.73±2.77c 8.66±0.05b 6.30±0.01c

间羟基肉桂酸 45.11±0.18b 39.08±0.09c 38.06±.016d 93.71±0.18a

单宁类化合物
柯里拉京 2552.05±1.99a 2301.10±17.92c 1989.30±96.06d 2465.06±62.90b

1-O-没食子酰基-D-葡萄糖 596.92±5.29a 236.57±4.63c 280.79±7.66b 143.16±4.61d

类黄酮类化合物

金合欢素 157.38±1.73a 92.85±0.77b 63.50±0.57c 20.20±0.01d

香蜂草苷 192.38±11.41a 153.58±1.95b 18.43±0.70d 45.40±0.45c

6-羟基黄酮 19.92±0.06c 130.40±1.34b 13.00±0.02d 140.32±0.66a

圣草酚 65.31±1.48b 104.74±9.89a 13.52±0.46d 47.82±0.58c

槐黄烷酮 G 118.35±2.62a 82.17±0.23c 89.71±0.004b 73.18±0.36d

甲基紫檀素 54.42±0.07b 54.16±0.25b 44.44±0.06c 70.61±0.35a

芪类化合物 白皮杉醇 121.87±0.93a 0.17±0.01c 0.90±0.003b 0.12±0.004d

其他酚类化合物
2',4'-二羟基苯乙酮 331.96±3.54a 268.19±5.57b 246.66±19.86b 123.37±0.80c

2,6-二羟基苯乙酮 255.64±2.47a 241.21±1.92b 79.94±0.04c 61.16±0.05d

注：同行不同小写字母表示化合物在各消化阶段具有显著性差异（P<0.05），表2同。
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相较于未消化阶段，小肠消化结束后的柯里拉京和

1-O-没食子酰基-D-葡萄糖的相对丰度分别下降了

3.41%、76.02%，可能是因为柯里拉京和 1-O-没食子

酰基-D-葡萄糖作为水解单宁可被酸、碱和特定的酶

催化水解，释放出鞣花酸或没食子酸等小分子酚

酸[27−28]，因此，单宁类化合物在消化后相对丰度降低，

而其代谢物（没食子酸）相对丰度反而升高。

在类黄酮类化合物中，金合欢素、香蜂草苷、6-
羟基黄酮、圣草酚、槲黄烷酮 G和甲基紫檀素的相

对丰度变化存在差异。其中，与未消化阶段相比，金

合欢素、香蜂草苷和槐黄烷酮 G的相对丰度在小肠

消化阶段分别下降了 87.16%、76.40%和 38.17%。

先前有研究表明环境的 pH变化会影响消化过程中

释放的类黄酮物质，当其暴露于中性或碱性环境时更

容易分解或转化为分子量更小的酚酸[33−34]。6-羟基

黄酮和圣草酚的相对丰度在口腔阶段升高，胃阶段下

降，在小肠阶段再次升高，而甲基紫檀素的相对丰度

在小肠阶段升高。

白皮杉醇为芪类化合物，在核桃内种皮多酚中

相对丰度较高，但其相对丰度在口腔、胃和小肠消化

阶段显著降低（P<0.05），可能是因为芪类化合物（如

白藜芦醇）的化学结构不稳定，易受到消化道环境的

影响而发生降解[35]。

其他酚类化合物包括 2',4'-二羟基苯乙酮和 2,6-
二羟基苯乙酮，其相对丰度在小肠阶段相较于未消化

时分别下降了 62.84%和 76.08%，表明其在消化后

出现降解。

综上所述，核桃内种皮多酚的主要酚类化合物

在体外模拟消化过程中的变化具有差异性，且体外模

拟消化影响了核桃内种皮多酚中各类化合物的相对

丰度与结构稳定性，其中小肠消化阶段是主要酚类化

合物结构转化和释放的关键阶段。

 2.4　核桃内种皮多酚在体外模拟消化过程中的抗氧化

能力

通过不同的测定方法（DPPH、ABTS实验）评估

核桃内种皮多酚在体外模拟消化过程中的抗氧化能

力（图 3），核桃内种皮多酚对自由基清除能力越大说

明其抗氧化能力越强[36]。两种方法均表明，未经消化

的核桃内种皮多酚的抗氧化能力最强（P<0.05），达到

90%以上。随着消化过程的进行，DPPH∙和 ABTS+∙
清除率呈下降趋势，分别从 90.18%和 90.84%下降

到 35.73%和 47.33%，与总酚含量变化的趋势一

致。此外，核桃内种皮多酚在消化过程中对 ABTS+∙
清除效果均优于 DPPH∙，是因为不同自由基的氧化

作用机制存在差异[36]。消化结束后，核桃内种皮多酚

发生降解或者转变，但仍具有较强的抗氧化能力。

 2.5　核桃内种皮多酚在体外模拟消化过程中的降血糖

活性

在糖尿病治疗方案中，α-葡萄糖苷酶与 α-淀粉酶

因其在碳水化合物代谢中的核心作用被确立为关键

药理学靶点，抑制 α-葡萄糖苷酶和 α-淀粉酶可有效

控制餐后血浆葡萄糖水平，对于预防和管理糖尿病至

关重要，因此，控制餐后高血糖的有效策略之一是使

用 α-葡萄糖苷酶和 α-淀粉酶抑制剂延迟葡萄糖吸

收[37]。核桃内种皮多酚对 α-葡萄糖苷酶的抑制率如

图 4A所示。核桃内种皮多酚在消化后对 α-葡萄糖

苷酶的抑制率总体呈下降趋势，未消化的核桃内种皮

多酚对 α-葡萄糖苷酶的抑制率最高（P<0.05），达到

98.05%；口腔消化后，其对 α-葡萄糖苷酶的抑制率下

降 5.77%，胃消化阶段又上升至 97.32%。未消化和

经口腔、胃消化的核桃内种皮多酚对 α-葡萄糖苷酶

的抑制率无显著性差异（P>0.05），可能是由于核桃

内种皮多酚中对酶活性具有抑制作用的酚类成分在

口腔和胃消化阶段未被大量破坏或降解，仍能通过协

同作用维持其抑制活性。小肠消化后，核桃内种皮多

酚对 α-葡萄糖苷酶的抑制率显著下降（P<0.05），为
61.87%，可能是在肠消化的弱碱性环境下，黄酮类化

合物的稳定性下降导致酚类物质含量的下降，因此其

抑制 α-葡萄糖苷酶的能力减弱[20]。相较于未消化阶

段，小肠消化结束后核桃内种皮多酚对 α-葡萄糖苷

酶的抑制率下降了 36.18%。核桃内种皮多酚对 α-
淀粉酶的抑制率（如图 4B）所示，消化后其对 α-淀粉

酶的抑制率呈下降趋势，与总酚含量和抗氧化能力的

变化趋势一致。未消化的核桃内种皮多酚对 α-淀粉

酶的抑制率达 91.51%；口腔消化后，α-淀粉酶抑制率

显著下降（P<0.05），为 29.74%，可能核桃内种皮多酚

在口腔消化阶段通过氢键和疏水作用与蛋白结合，形
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图 3    核桃内种皮多酚在体外模拟消化中抗氧化能力的变化

Fig.3    Changes in antioxidant ability of walnut pellicle
polyphenols through in vitro simulated digestion

注：A. DPPH∙清除率；B. ABTS+∙清除率；不同小写字母表示不
同消化阶段的核桃内种皮多酚之间存在显著差异（P<0.05）；
图 4同。
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成不溶性复合物并发生沉淀，进而酶抑制作用减

少[38]；小肠消化后 α-淀粉酶的抑制率为 19.07%。相

较于未消化阶段，小肠消化结束后核桃内种皮多酚

对 α-淀粉酶的抑制率下降了 72.44%。

  
a a a

b

未消化 口腔 胃 小肠
0

20

40

60

80

100

α-
葡

萄
糖

苷
酶

抑
制

率
 (%

)

A

a

b
bc c

未消化 口腔 胃 小肠
0

10
20
30
40
50
60
70
80
90

100

α-
淀

粉
酶

抑
制

率
 (%

)

B

图 4    核桃内种皮多酚在体外模拟消化中降血糖活性的变化
Fig.4    Changes in hypoglycemic activity of walnut pellicle

polyphenols through in vitro simulated digestion
注：A. α-葡萄糖苷酶抑制率；B. α-淀粉酶抑制率。

 

综上，核桃内种皮多酚体外模拟消化过程中，其

对 α-葡萄糖苷酶和 α-淀粉酶的抑制率整体呈下降趋

势。未消化样品对 α-葡萄糖苷酶和 α-淀粉酶均表现

出较强抑制活性；其中，口腔和胃消化后 α-葡萄糖苷

酶抑制率仍维持在较高水平，而 α-淀粉酶抑制率在

消化后显著降低（P<0.05）。经消化后，核桃内种皮多

酚的降血糖活性下降，但仍保留一定活性。

 2.6　核桃内种皮多酚体外模拟消化过程中降血糖物质

分析

通过分析消化过程中具有潜在降血糖活性的酚

类化合物的相对含量变化趋势，可探究核桃内种皮多

酚的降血糖活性（表 2）。高车前素 [34]、异绿原酸

C（4,5）[39]、槲皮素 3-O-葡萄糖酸苷[40]、草质素[41]、香

叶木素[42] 等酚类化合物的相对含量变化趋势与 α-葡
萄糖苷酶抑制率一致，表明其参与了 α-葡萄糖苷酶

的调节，对核桃内种皮多酚的降血糖活性有重要贡

献。酚类化合物中官能团的数量和位置是其抑制 α-
葡萄糖苷酶活性的关键因素，例如高车前素结构中的

羟基能与底物竞争酶的催化位点，同时其疏水骨架能

够诱导酶发生构象变化抑制 α-葡萄糖苷酶的活性，

且抑制类型为混合型抑制[43]；异绿原酸 C（4,5）具有

抑制 α-葡萄糖苷酶和蛋白酪氨酸磷酸酶 1B（PTP1B）
的作用，其结构中的两个咖啡酰基团可能是导致其抑

制 α-葡萄糖苷酶和 PTP1B活性增强的原因[44]；香叶

木素结构上的羟基、甲氧基可能通过氢键与 α-葡萄

糖苷酶的活性位点结合，导致 α-葡萄糖苷酶活性降

低。因此这些酚类物质可能通过不同的潜在降血糖

机制共同发挥抑制作用[42]。金合欢素、金圣草黄素、

杨梅素等酚类化合物的相对含量变化呈下降趋势，

与 α-淀粉酶抑制率变化一致，表明其可能是核桃内

种皮多酚中抑制 α-淀粉酶的关键成分[45−47]。具有潜

在降血糖活性的不同酚类物质可能通过结合 α-淀粉

酶的不同靶点抑制酶的活性，且可能随着这些物质的

相对含量变化对 α-淀粉酶的抑制能力也发生变化。

例如，金圣草黄素通过调节碳水化合物代谢酶来恢复

肝脏损伤和控制 β 细胞的降解，对链脲佐菌素（STZ）
诱导的Ⅱ型糖尿病有显著作用[46]；杨梅素能够通过两

个氢键与 α-淀粉酶的活性位点结合或与其他活性位

点形成范德华力，从而抑制其酶活性[48]。综上，核桃

内种皮多酚中的不同酚类化合物可能在消化过程中

共同发挥活性，增强核桃内种皮多酚对两种酶的抑制

效果。此前的研究也有类似报道，Zeng等[49] 发现酚

类物质在低浓度下发生相互作用对抑制 α-葡萄糖苷

酶表现出协同作用，Wang等[50] 在探究结构相似的黄

酮类物质抑制 α-淀粉酶的机理研究及协同作用中提

到芹菜素与黄芩素、高车前素、荆芥素联合使用，协

同改善了它们对 α-淀粉酶的抑制作用，这些物质间

的相互作用进一步降低了酶的活性。
 
 

表 2    核桃内种皮多酚在体外模拟消化中主要发挥
降血糖作用的酚类物质

Table 2    Main hypoglycemic phenolics from walnut pellicle
polyphenols during in vitro simulated digestion

化合物名称
相对丰度（×104）

未消化 口腔 胃 小肠

高车前素 269.15±1.49a 104.72±4.64c 148.67±0.29b 16.49±0.03d

异绿原酸C（4,5） 31.72±0.24a 12.76±0.29c 19.61±0.36b 0.73±0.004d

槲皮素3-O-
葡萄糖酸苷

28.68±0.29a 17.03±0.12c 23.80±0.23b 8.49±0.02d

草质素 23.03±0.21a 11.99±0.26c 20.50±0.59b 10.56±0.50d

香叶木素 13.34±0.29a 6.17±0.03c 11.56±0.60b 3.38±0.02d

金合欢素 1573.76±17.27a 928.50±7.71b 634.98±5.73c 202.03±0.08d

金圣草（黄）素 441.39±2.06a 242.75±0.60b 120.12±0.56c 88.61±0.35d

杨梅素 301.09±0.93a 239.07±1.16b 139.94±0.10c 67.15±0.04d

 

 2.7　抗氧化能力、降血糖活性的变化与总酚含量相关

性聚类热图分析

相关性分析是指对两个或多个具备相关性的变

量元素进行分析，衡量两个变量因素的相关密切程

度，相关系数的绝对值越大，表明因子之间的相关性

越大[21]。图 5为核桃内种皮多酚消化前后总酚含量

与抗氧化能力、降血糖活性的相关性分析结果。在

体外模拟消化中核桃内种皮多酚的总酚含量与

DPPH∙清除率和 ABTS+∙清除率均呈显著正相关

（P<0.05，P<0.01），这与石志娇等[21] 的研究结果类似，

即多酚类物质可通过酚羟基作为氢供体直接与自由
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基反应、抑制产生自由基所需的酶活性、螯合诱导自

由基产生的金属离子表现抗氧化活性[51]。此外，总酚

含量与 ABTS+∙清除率的相关性更高，存在极强的相

关性（R2=0.996，P<0.01），原因为 ABTS+∙两亲的结构

可通过氢转移和转移电子实现自由基清除，而 DPPH∙
清除主要是通过抗氧化剂将氢转移给自由基[52]。各

消化阶段核桃内种皮多酚的总酚含量与 α-葡萄糖苷

酶抑制率呈正相关（R2=0.939），表明多酚类物质可能

是核桃内种皮发挥 α-葡萄糖苷酶抑制活性的关键物

质。而核桃内种皮多酚的总酚含量与 α-淀粉酶抑制

率的相关性较弱（R2=0.649），表明除酚类物质外还可

能涉及其他物质发挥抑制作用。此外，α-葡萄糖苷酶

抑制率与 α-淀粉酶抑制率的皮尔逊相关系数仅为

0.496，说明抑制这两种酶的多酚单体物质可能存在

差异，这与前文中降血糖物质的分析结果一致。

ABTS+∙清除率与 α-葡萄糖苷酶抑制率呈显著正相关

（R2=0.966，P<0.05），表明核桃内种皮多酚可能同时

发挥抗氧化和降血糖活性并通过抗氧化应激和抑制

糖消化酶共同发挥降血糖作用。以上结果表明总酚

含量对核桃内种皮多酚的抗氧化能力和抑制 α-葡萄

糖苷酶有重要贡献，且其抗氧化与降血糖活性间存在

一定的相关性，这为深入挖掘核桃内种皮多酚作为功

能性食品原料的潜力提供了理论依据。

 3　结论
本研究以核桃内种皮为研究对象，通过超声辅

助乙醇法提取其多酚，探究核桃内种皮多酚在体外模

拟消化中总酚含量、酚类物质组成、抗氧化能力和降

血糖活性的变化。研究发现，核桃内种皮多酚经消化

后总酚含量显著降低（由 695.27  mg  GAE/g降至

437.58 mg GAE/g），与口腔和胃消化阶段相比，其在

小肠阶段降解较多；通过 UHPLC-MS/MS技术共鉴

定出 224种酚类物质，主要为没食子酸、柯里拉京、

绿原酸等；消化后核桃内种皮多酚的抗氧化能力和降

血糖活性均下降，但其仍保留了一定的生物活性；消

化过程中核桃内种皮多酚的总酚含量与抗氧化能力

和降血糖活性的变化呈正相关，与 α-淀粉酶抑制率

相比，总酚含量与抗氧化能力和 α-葡萄糖苷酶抑制

率的线性相关性更强。因此，体外模拟消化过程影响

核桃内种皮多酚的总酚含量及抗氧化能力和抑制糖

消化酶活性，后续还需对核桃内种皮中的单体酚类物

质进行实验，探究不同酚类物质之间的协同效应，明

晰核桃内种皮多酚的抗氧化能力和降血糖活性，并利

用动物模型探究核桃内种皮多酚在体内的转化机制

及活性作用机理，为核桃内种皮的进一步开发利用提

供实验依据。
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