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核桃壳多糖提取、纯化及其衍生物抗氧化活性

王文斌 1，周石洋 1, 2*，蒋文明 1

1重庆化工职业学院；2重庆（长寿）绿色化工与新材料产业技术研究院，重庆 401228

摘 要：为了研究核桃壳多糖的结构特征及其衍生物的体外抗氧化活性，该研究以核桃壳为原料，采用水

提醇沉法制备核桃壳多糖，并采用化学合成法制备得到了乙酰化核桃壳多糖和磷酸化核桃壳多糖 2个衍生

物。通过对核桃壳多糖的分子量、单糖组分、分子结构特征以及衍生物体外抗氧化活性进行了全面深入的

研究，获得了一系列核桃壳多糖及其衍生物研究有意义的数据信息。研究结果表明，经 DEAE-52和 Sephadex

G-100分离纯化后获得的均一核桃壳多糖组分其分子量为 9.45×104 Da，总糖含量为 98.51%。单糖测定结果

显示，核桃壳多糖为酸性的杂多糖，含有鼠李糖、阿拉伯糖、半乳糖、葡萄糖、木糖和半乳糖醛酸，其各

单糖组分摩尔比为 6.7∶16.5∶28.3∶11.2∶12.5∶24.8。体外抗氧化活性实验结果表明，核桃壳多糖及其衍

生物能够表现出良好的生物活性，特别是磷酸化修饰的多糖活性最佳。在质量浓度为 3.2 mg/mL时，磷酸

化核桃壳多糖对超氧阴离子、羟基自由基、DPPH 自由基的清除率分别为 92.0%96.5%和 92.3%。
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Abstract: In order to study the structural characteristics of walnut shell polysaccharide and the antioxidant

activities of its derivatives in vitro, walnut shell polysaccharide were prepared by water extraction and alcohol

precipitation, and two derivatives of acetylated and phosphorylated walnut shell polysaccharide were prepared by

chemical synthesis. The molecular weight, monosaccharide components, molecular structure characteristics and

antioxidant activities of its derivatives were studied comprehensively and deeply, and a series of meaningful data

information for the study of walnut shell polysaccharide and its derivatives were obtained. The results showed that

the molecular weight of the homogeneous polysaccharide was 9.45×104 Da and the total sugar content was 98.51%

after DEAE-52 and Sephadex G-100 separation. The results of monosaccharide determination showed that walnut

shell polysaccharide was an acidic heteropolysaccharide containing rhamnose, arabinose, galactose, glucose,

xylose and galacturonic acid. The molar ratio of monosaccharide components was

6.7∶16.5∶28.3∶11.2∶12.5∶24.8. The results of antioxidant activity in vitro showed that walnut shell

polysaccharide and its derivatives showed a good biological activity, especially the phosphorylated walnut shell

polysaccharide had the best activity. The scavenging rates of superoxide anion, hydroxyl free radical and DPPH

free radical were 92.0%96.5% and 92.3% respectively when the mass concentration of walnut shell polysaccharide

was 3.2 mg/mL.
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多糖（polysaccharides）为天然的大分子类化合物，它由单糖（十个以上）通过糖苷键

彼此连接所构成，其理化性质与单糖不同[1-3]。多糖是除蛋白质与核酸外，存在的一类重要
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生命物质，其具有抗衰老、调节细胞的生长等复杂性的作用[4]。近年来，随着多糖研究的不

断深入，作为抗氧化性药物，多糖应用已得到了广泛性[5]。自由基，其包括有羟自由基、超

氧阴离子自由基等，它们能跟生物体内如、脂肪酸等许多的物质发生作用，可破坏细胞结构

和功能[6-8]。因此，研究自由基的清除能力与预防某些疾病的发生具有重要意义[9]。核桃

(Juglans regia L.)属于胡桃科胡桃属植物，它具有抗寒、抗旱、抗病性，对土壤的肥沃程度

要求低。世界各地均种植核桃，主要分布在亚洲、美洲、欧洲[10]。核桃中不饱和脂肪酸含量

丰富，而饱和脂肪酸含量较少[11-14]。核桃中维生素 E的含量也丰富，公认其是抗衰老、抗氧

化的上等果品。另外，核桃中含有蛋白质、膳食纤维、胡萝卜素、多种矿物质等，由此可见

核桃具有较高的营养价值[15]。核桃的主要加工是核桃仁，产品包括有核桃油、核桃仁类食品、

核桃类保健品，其能充分体现了核桃的种植和加工具有巨大经济价值[16]。核桃壳为核桃取仁

后的副产物，其质地坚硬，在加工核桃仁过程中一般作为废物弃掉或焚烧，造成资源浪费[17]。

核桃壳中的化学成分主要有黄酮、多糖、皂苷、酚酸、酯类等，其具有抗菌、抗氧化等活性

作用，可以开发为抗菌皂、面膜等日化产品[18-20]。为了更好地开发核桃壳多糖营养健康价值，

本研究以核桃壳为原料，经过热水提取、醇沉、透析等操作步骤，制备得到了核桃壳多糖。

之后再经 DEAE-52与 Sephadex G-100分离纯化，得到了单一组分的核桃壳多糖，并对其分

子量、单糖组分、分子结构进行测定。与此同时，对核桃壳多糖进行衍生化反应，制备得到

了乙酰化的核桃壳多糖和磷酸化的核桃壳多糖。体外抗氧化活性结果为今后进一步研究核桃

壳多糖构效关系提供一定的理论指导。本研究可为核桃产业链的升级有着重要的实践意义[21]。

1 材料与方法

1.1 材料、试剂与仪器

核桃壳是以市售的核桃去除核桃仁后剩下的硬壳部分（产地中国四川，为铁核桃品种）。

试剂：氯仿、正丁醇、无水乙醇（AR，20240512、20210212、20240311，成都市科隆

化学品有限公司）；DEAE纤维素 DE-52、Sephadex G-100（20240102、20240105，上海源

叶生物科技有限公司）；乙酸酐（AR，20230515，重庆川东化工集团有限公司）；三聚磷

酸钠、三偏磷酸钠（AR，20231102，20231205，上海阿拉丁生化科技股份有限公司）。

DT6型台式离心机（常州市金坛高科仪器厂）；SCIENTZ-10N/A 型冷冻干燥机（中国

宁波新芝生物科技股份有限公司 ）；UV-2600i型紫外分光光度计（日本岛根岛津株式会社）、

IRXross型傅里叶变换红外光谱（德国布鲁克集团）；ICS5000型离子色谱仪（美国赛默飞

世尔科技公司）；LC-10A型高效液相色谱仪（日本岛根岛津株式会社）；RI-10A型示差检

测器（日本岛根岛津株式会社）；SU8100型扫描电子显微镜（日本株式会社日立制作所）；

MC1000 型离子溅射仪（日本株式会社日立制作所）；AVANCE NEO 500 M 型核磁共振仪

（德国布鲁克集团）。
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1.2 方法

1.2.1 核桃壳多糖的提取

取干燥后的核桃壳 20 g，置于粉碎机中充分粉碎。将粉碎后的核桃壳放置到 250 mL 的

烧杯内，加入 150 mL水常温浸泡 12 h。浸泡完成后，将其倒入至 1 000 mL的圆底烧瓶中，

再加 500 mL的水后，90 ℃提取 4 h。抽滤收集水溶液，滤渣用 500 mL水继续浸提 4 h，重

复 2次。合并滤液，减压浓缩至 200 mL，再加 80 mL的氯仿与 20 mL的正丁醇，常温下搅

拌 30 min来进行多糖的除蛋白处理。待除蛋白操作完成后，离心，收集上清液，进行透析

操作处理。透析后的核桃壳多糖溶液中加入 500 mL无水乙醇，醇沉 12 h后，离心。将沉淀

冷冻干燥，得到精制的核桃壳多糖。

1.2.2 核桃壳多糖的纯化

1.2.2.1 DEAE-52纤维素阴离子交换柱层析法分离纯化

将核桃壳多糖配制成 30 mg/mL的溶液，溶液经 DEAE-52（3 cm×50 cm）柱层析。苯酚

-硫酸法来检测核桃壳多糖分布，绘制其洗脱曲线，收集核桃壳多糖的峰洗脱液，经浓缩、

冷冻干燥后，得到纯化后的核桃壳多糖样品。柱分离条件：上样 2 mL，上样完毕后以蒸馏

水和 0.5 mol/L NaCl梯度进行洗脱，洗脱液的流速控制为 1 mL/min，收集洗脱液时控制为 3

min/管，收集 60管。

1.2.2.2 Sephadex G-100凝胶柱分离纯化

将经 DEAE-52 纯化后的核桃壳多糖配制成 10 mg/mL 的溶液，溶液经 Sephadex G-100

（2 cm×60 cm）柱层析，苯酚-硫酸法来跟踪检测核桃壳多糖含量，绘制其洗脱曲线，收集

核桃壳多糖的峰洗脱液，经浓缩、冷冻干燥后，得到均一组分的核桃壳多糖样品（walnut shell

polysaccharide，WSP）。柱分离条件：上样量为 2 mL，上样完毕成用蒸馏水来进行洗脱，

洗脱液的流速控制为 1 mL/min，收集洗脱液时控制为 3 min /管，收集 60管。

1.2.3 核桃壳多糖衍生物的制备

1.2.3.1 乙酰化核桃壳多糖的制备

准确称取纯化后的WSP1 g，置于 100 mL 的圆底烧瓶内，加入 15 mL的蒸馏水使其完

全溶解。用 10%的氢氧化钠溶液调节WSP溶液的 pH值，使其保持在 8.5~9.0。向多糖溶液

中滴加1.5 mL乙酸酐，并不断磁力搅拌反应液。待乙酸酐滴加完成之后，升高温度到达45 ℃，

在恒温中继续采用磁力搅拌反应液 2 h。该反应完成后，以 2 mol/L 的盐酸调整多糖反应液

的 pH值至 7.0，进行透析操作处理。向透析过的多糖反应液中加入 200 mL无水乙醇，静置

12 h后，离心。将沉淀冷冻干燥，得到乙酰化核桃壳多糖（acetylated walnut shell polysaccharide，
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AWSP）。

1.2.3.2 磷酸化核桃壳多糖的制备

向 100 mL 的圆底烧瓶内加入 5 g 三聚磷酸钠与 1 g三偏磷酸钠固体，再加 10 mL的蒸

馏水，以磁力搅拌方式使其充分地溶解。室温条件，分批加入 1 g纯化的WSP。待WSP 加

入完成后，升高温度到达 460 ℃，在恒温中继续采用磁力搅拌反应液 5 h。反应完成后，以

2 mol/L的盐酸调整多糖反应液的 pH值至 7.0，再进行透析操作处理。向透析过的多糖反应

液中加入 200 mL无水乙醇，静置 12 h后，离心。将沉淀冷冻干燥，得到磷酸化核桃壳多糖

（phosphorylated walnut shell polysaccharide，PWSP）。

1.2.4 紫外光谱分析

将纯化后的WSP配制成 100 μg/mL的溶液，置于在 200~600 nm的波长范围内采用全波

长扫描。

1.2.5 红外光谱分析

分别将 1.0 mg干燥的均一组分的WSP与 KBr混合压片于 4000~500 cm-1红外光谱仪扫

描。

1.2.6 分子量测定

精密称量不同分子量的寡糖，分别加入蒸馏水配置成 5 mg/mL的标准溶液，以 12000 转

/min来离心 10 min，取上清液后用 0.22 μm的微孔进行滤膜过滤。然后，将滤液置于 2.0 mL

的进样瓶内，备用。采用高效凝胶渗透色谱法（ high performance gel permeation

chromatography，HPGPC）测定不同分子量寡糖的标准曲线。按照同样步骤配置纯化后的

WSP 溶液，其浓度为 5 mg/mL 多糖溶液，再采用 HPGPC 法测定多糖样品的分子量及其纯

度。色谱柱：BRT105-104-102的串联凝胶柱（8 mm× 300 mm）；流动相：0.05 mol/L的 NaCl

溶液；流速：0.6 mL/min；柱温：40 ℃；进样量：20 μL；检测器：RI-10A的示差检测器。

1.2.7单糖组分测定

取 16种单糖标准品，配置成一定浓度的混合标准溶液[8]。准确称得 10 mg纯化后的WSP

样品倒入安瓿瓶内，加 2 mL的三氟乙酸溶液（3 mol/L），升高温都到 120 ℃水解 3 h。待

WSP 样品水解完成后，加入 5 mL 水混匀。吸取 50 μL 混匀后的样品溶液，再加入 950 μL

去离子水，12000 r/min 离心 5 min，取上清液进行样品的单糖组分分析。色谱柱：PA20（3

mm×150 mm）；流动相：A为 H2O；B为 15 mmol/L NaOH；C为 15 mmol/L NaOH-100 mmol/

L NaOAc；洗脱梯度：0~26 min，A相/B相/C相（95∶5∶0，V/V），26~42 min A相/B相

/C相（85∶5∶10，V/V），42~42.1 min，A相/B相/C相（85∶5∶10，V/V），42.1~52 min，
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A相/B相/C相（60∶0∶40，V/V）；流速：0.3 mL/min；进样量：5 µL；柱温：30 ℃；检

测器：电化学检测器。

1.2.8 扫描电镜分析

称取 10 mg纯化后的WSP样本，均匀地铺平在导电碳膜上，再置于离子溅射仪样品舱

中，进行喷金 40 s。取出WSP样品后，放置到扫描电子显微镜的观察室，加速电压为 2 kV，

进行多糖样品外部形貌观察[8]。

1.2.9 总糖含量测定

以苯酚-硫酸法[9]来测定WSP及其衍生物总糖的含量，于 490 nm处检测样品的吸光度。

1.2.10 核磁共振分析

用核磁共振仪记录WSP及其衍生物样品的核磁共振谱。将样品溶于 D2O中配置浓度为

40 mg/mL，在 25 ℃下记录 1D NMR谱。

1.2.11 抗氧化活性测定

1.2.11.1 DPPH自由基清除率测定

用无水乙醇溶解 DPPH配制成 0.2 mmol/L的溶液，用去离子水分别溶解WSP及其衍生

物配制为质量浓度分别为 0.1、0.2、0.4、0.8、1.6和 3.2 mg/mL的样品溶液。取 2 mL 的 DPPH

溶液置于试管内，分别加入 2 mL不同质量浓度的WSP 及其衍生物溶液，振荡混匀，室温

下避光放置 30 min 后，在波长为 517 nm处测定各样品的吸光度[10]。按公式（1）计算自由

基清除率（R）。

R==[（A0-A1）/A0]×100%………………………………（1）

式中，A0：空白对照组吸光度值；A1：样品溶液的吸光度值。

1.2.11.2 羟基自由基清除率的测定

用去离子水溶解WSP及其衍生物配制成质量浓度分别为 0.1、0.2、0.4、0.8、1.6和 3.2

mg/mL的溶液。用 10 mL干净的纳氏比色管，向其依次加 1 mL不同质量浓度的样品溶液，

1 mL的 6 mmoL/L FeSO4溶液，1 mL的 6 mmoL/L水杨酸溶液。最后，加 1 mL的 6 mmoL/L

H2O2溶液进行反应，摇匀，于 37 ℃的水浴中反应 1 h。在波长为 510 nm处测定各样品的吸

光度[14]，按公式（1）计算清除率。

1.2.11.3 超氧阴离子自由基清除率的测定

用去离子水溶解WSP及其衍生物配制成质量浓度分别为 0.1、0.2、0.4、0.8、1.6和 3.2

mg/mL 的溶液。分别吸取 1 mL 的各质量浓度的样品溶液，然后分别加 4.0 mL 的 Tris-HCl

缓冲液（0.05 mol/L pH=8.0），混匀后于 25 ℃水浴中预热 20 min。加 0.4 mL的邻苯三酚溶
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液（2.5 mmol/L），混匀后室温反应 3 min。最后，加入 1.0 mL的 HCl（2 mol/L）终止该反

应。在波长为 325 nm处测定各样品的吸光度[14]，按公式（1）计算清除率。

1.2.11.4 还原能力的测定

用去离子水溶解WSP及其衍生物配制成质量浓度分别为 0.1、0.2、0.4、0.8、1.6和 3.2

mg/mL的溶液。取不同质量浓度的样品溶液 1 mL，加 2.5 mL的磷酸缓冲液（pH 6.6）和 5.0

mL质量浓度为 1%的 K3Fe (CN)6溶液，混匀。将混合液于 50°C中保温 20 min，再加 2.5 mL

质量浓度为 10%的三氯乙酸溶液，终止该反应。用 3000 转/min离心机进行离心 5 min，取

2.5 mL 上清液，加 2.5 mL 的蒸馏水与 0.5 mL 质量浓度为 0.1%的 FeCl3溶液，混匀，静置

30 min，在波长为 700 nm处测定各样品的吸光度[14]，计算同公式 1。

1.2.12 数据分析

所有实验重复 3次，数据以平均数±标准差（x ± s）表示，采用 SPSS 26统计软件进行

方差分析。

2 结果与讨论

2.1核桃壳多糖的提取及收率和总糖的测定

在提取粗多糖过程中，研究中对提取工艺进行了优化，即料液比为 1∶25（核桃壳∶水），

浸提温度 90 ℃，提取时间 4 h。在最优的WSP提取工艺条件下，其多糖提取率可达 3.51%

（见表 1）。在粗WSP精制过程中，以 Sevage 法来去除粗多糖中的蛋白质和核酸成分，以

透析法来去除粗多糖中混有的小分子化合物，以此方法来获得精制的WSP。精制后的WSP

再经过 DEAE-52和 Sephadex G-100纯化，纯化后的WSP以苯酚-硫酸法测定总糖含量，其

总糖含量为 98.51%。

表 1 WSP及其衍生物的总糖含量和收率

Table 1 Total sugar content and yield of WSP and its derivatives

样品名称

Sample name

测定项目

Detection item

产率

Yield（%）

总糖

Total sugar（%）

WSP 3.51 ± 0.20 98.51 ± 0.93

AWSP 90.36 ± 0.35 94.29 ± 1.03

PWSP 46.93 ± 0.22 85.37 ± 1.21
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2.2核桃壳多糖的紫外和红外分析

紫外分光光度计法在 280 nm处看有无吸收峰来判断多糖中是否含有蛋白质存在，以及

在 260 nm处看有无吸收峰来判断多糖中是否含有核酸存在，而在 620 nm处看有无吸收峰来

判断多糖中有无色素存在。由图 1可以看出，WSP全波长（200~800 nm）紫外分光光度计

扫描结果显示，在 260 nm 处没有出现核酸的特征峰，在 280 nm处没有出现蛋白的特征峰，

在 620 nm 处也没有出现色素的特征峰，因此可以推断出纯化后的 WSP 基本不含蛋白、色

素等杂质。以红外光谱分析WSP的结构，可鉴定其存在的多糖构型、官能团、取代基等。

图 2为WSP红外光谱分析结果，从该图可以其具有多糖类物质的特征吸收峰。在 3 448 cm-1

出现一种宽峰是 O-H伸缩的振动峰，2 932 cm-1出现吸收峰是 C-H伸缩的振动峰，表明WSP

中存在分子内与分子间的氢键。在 1 637 cm-1出现吸收峰为 C=O伸缩振动，说明WSP中有

羰基的存在。在 1 443 cm-1的吸收峰为 C-H变角的振动，在 1 333 cm-1的吸收峰为-COOH 的

C=O对称伸缩的振动峰，在 1 024 cm-1的吸收峰是 C-O所伸展的振动峰。在 894 cm-1处有吸

收峰，则可以推断出WSP的构型为β-糖苷键。WSP 红外光谱分析与其单糖组分分析相一致。

图 1 WSP的紫外分析

Fig.1 UV analysis of WSP
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图 2 WSP的红外分析

Fig.2 IR analysis of WSP

2.3核桃壳多糖的分子量、单糖组成及 SEM分析

WSP经分离纯化得到均一多糖组分后，采用 HPGPC测定其分子量及其纯度。WSP分

子量测定结果显示（见图 3），其色谱图中主要有一个峰，其峰值时间为 37.4 min，通过计

算得到WSP的分子量为 9.45×104 Da。从分子量测定色谱图中可以看出，其他杂质峰较少，

可以说明纯化后的WSP纯度较高，通过峰面积比计算可得该多糖的纯度为 94.46%。植物多

糖中单糖的组成往往与其生物活性密切相关，因此了解植物多糖的单糖组成是多糖研究中必

不可少的步骤。目前植物多糖中单糖的测定主要采用离子色谱法、高效毛细管电泳法、高效

液相色谱法、气相色谱法等。本研究中，采用离子色谱法对纯化后的WSP进行单糖组分及

其含量测定。从WSP的单糖组分测定的离子色谱图可以看出（见图 4），主要有鼠李糖、

阿拉伯糖、半乳糖、葡萄糖、木糖、半乳糖醛酸所构成的杂多糖，各个单糖组分摩尔比为

6.7∶16.5∶28.3∶11.2∶12.5∶24.8。从单糖组分及其含量来看，WSP中半乳糖醛酸占比较

大，该多糖属于酸性糖。WSP的 SEM分析结果表明（见图 5），在 500倍镜下，多糖样品

呈现颗粒状和块状的结构；在 2000倍镜下可见多糖样品表面具有颗粒状的聚集物，紧密堆

积在一起，这有可能是由于样品分子间相互作用较强所致；在 5 000倍镜下，可见多糖样品

表面较为光滑，表面堆积了大量的片状物或球状物。
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图 3 WSP的 HPGPC色谱图

Fig.3 HPGPC chromatogram of WSP

图 4 WSP的离子色谱图

Fig.4 Ion chromatogram of WSP

注：1~6分别代表鼠李糖、阿拉伯糖、半乳糖、葡萄糖、木糖和半乳糖醛酸。

Note: 1-6 represent rhamnose, arabinose, galactose, glucose, xylose and galacturonic acid, respectively.
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图 5 WSP的 SEM图

Fig.5 SEM images of WSP

2.4核桃壳多糖 1D NMR分析

1D NMR波谱主要包括 13C NMR和DEPT 135，可用于归属糖残基中碳和氢的化学位移。

为了研究WSP分子结构，本研究对其进行了 1D NMR 表征。WSP 的 1D NMR 表征结果显

示，在图 6中 13C NMR化学位移δ 170.8处有明显的信号峰，该峰为羰基信号峰（C6），结

合WSP组分数据可以推测出该峰为半乳糖醛酸的羧基信号峰。WSP的 13C NMR图谱中δ 99.7、

100.4和 104.6三个异头碳 C1 的信号中，在 100以上的有 2个较强的吸收峰，在δ 100以下

的只有一个弱吸收峰，说明WSP 中的异头碳构型 2 种为β型，一种为α型，说明该糖含有 3

种糖残基。WSP的 13C NMR图谱中δ 60.8 ~78.7的信号为 C2~C5的碳信号峰。在 13C NMR

图谱中，化学位移δ 16.7处出现了碳信号，说明WSP中有鼠李糖的存在，分析结果与单糖

组分分析结果一致。与此同时，WSP 的 1D表征中的 DEPT 135结果显示（见图 7），在δ

99.9~107.7（C1）、68.2~83.9（C4、C5）处出现的是正信号峰，δ 60.8~63.0（C2、C3）处

出现了负信号峰。
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图 6WSP 的 13C NMR谱

Fig.6 13C NMR spectrum ofWSP

.
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图 7 WSP的 DEPT 135谱

Fig.7 DEPT 135 spectrum of WSP

2.5核桃壳多糖衍生物的 13C NMR和 31P NMR分析

有研究表明[22-24]，多糖经过结构修饰后其活性有一定程度的提高，特别是乙酰化和磷酸

化多糖的活性提高比较明显。为了进一步研究WSP构效关系，本研究对其进行多糖的衍生

化，包括制备了 AWSP和 PWSP，其WSP衍生物的收率分别为 90.36%和 46.93%（见表 1）。

从WSP衍生物产率来看，乙酰化多糖明显高于磷酸化，这跟制备条件、反应试剂均有关系，

从而也说明了WSP磷酸化相对较难。乙酰化反应是以乙酸酐为酰化反应试剂，反应活性高，

而磷酸化反应是以三聚磷酸钠和三偏磷酸钠为磷化试剂，其活性较低，从而出现了磷酸化反

应收率低于乙酰化反应。在此基础，又对WSP衍生物中的总糖含量进行了检测，因为总糖

含量会影响其生物活性。同样以苯酚-硫酸法测定多糖衍生物的总糖含量，其测定结果显示

AWSP和 PWSP总糖含量分别为 94.29%和 85.37%，相比WSP，其总糖含量有所下降。WSP

衍生物总糖含量下降可能是因为反应过程中导致多糖结果的破坏，从而导致总糖的损失。为

了确证WSP 衍生化是否成功，研究中对其 AWSP 和 PWSP 进行了 13C NMR 和 31P NMR 表

征。从图 8 可以看出，与 WSP 的 13C NMR 相比，在化学位移δ 181.1 处有明显的峰，该处

峰为乙酰基团中羰基的特征峰。而在化学位移δ 52.9处的峰，为乙酰基团中甲基的特征峰。

WSP 经过乙酰化后，与WSP 相比其他碳原子的化学位移基本保持不变。图 9和图 10分别

为 PWSP 的 13C NMR 和 31P NMR。从图 9 可以看出，与WSP 的 13C NMR 相比，其化学位

移变化较小，有所差异在于羰基峰偏向高场，化学位移为δ 173.3，而 C1的化合物也稍微走

向低场，化学位移为δ 102.6。为了验证磷酸化，又对 PWSP进行了 31P NMR表征，从图 10

可以看出，WSP中有三个位置被磷酸根所取代，并且在δ 24.6处有明显的峰，这说明该处最

容易被磷酸基团所修饰，而其他两处修饰较难。从WSP衍生化 NMR 测定结果表明，乙酰

化和磷酸化是成功修饰的。



13

图 8 AWSP的 13C NMR谱

Fig.8 13C NMR spectrum of AWSP

图 9 PWSP 的 13C NMR谱
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Fig.9 13C NMR spectrum of PWSP

图 10 PWSP的 31PNMR谱

Fig.10 31P NMR spectrum of PWSP

2.6核桃壳多糖及其衍生物的体外抗氧化活性研究

本研究对WSP及其衍生（乙酰化多糖和磷酸化多糖）进行了体外抗氧化活性研究，包

括清除超氧阴离子、羟基自由基、DPPH自由基和还原能力的测定。体外抗氧化活性结果表

明，WSP 及其衍生物具有良好的生物活性。从图 11可以看出，VC对 DPPH自由基的清除

率随着质量浓度的升高其变化值不大，而WSP 及其衍生物对 DPPH自由基的清除率存在一

定的质量浓度依赖性，当浓度不断提升时其清除能力会不断提升，当样品质量浓度达到 3.2

mg/mL 时，PWSP 对 DPPH自由基的清除率（92.0%）基本上接近阳性对照品 Vc 的水平。

图12为WSP及其衍生物对羟基自由基的清除率随质量浓度的变化曲线，从该图中可以看出，

WSP 及其衍生物对羟基自由基的清除率存在浓度依赖性，随样品质量浓度升高其清除能力

不断提升，当样品质量浓度为 3.2 mg/mL时，PWSP对羟基自由基的清除率为最高值，清除

率可达 98.2%，优于阳性对照品 VC（96.5%）。从图 13可以看出，WSP及其衍生物对超氧

阴离子的清除率随着质量浓度的升高，其清除能力不断提升，当样品质量浓度能到达到 3.2

mg/mL时，PWSP的超氧阴离子清除率可达 92.3%，基本上达到阳性对照品 VC水平。图 14
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为WSP及其衍生物的还原能力与质量浓度的影响曲线，从该图中可以看出，当样品浓度达

到最大值时，PWSP的还原能力同 Vc水平一致。从现有的体外抗氧化活性数据来看，AWSP

和 PWSP 存在一定的浓度依赖性。多糖结构的改变会导致其理化性质变化，影响多糖抗氧

化活性，多糖磷酸化是一种有效途径[25]。PWSP改变多糖的结构、理化性质等，从而导致抗

氧化活性有所提高[26]。从体外抗氧化活性结果可以看出，WSP 及其衍生物存在一定的构效

关系。WSP经过结构修饰后，其抗氧化活性有所改变，其中乙酰化多糖的活性有一定的降

低趋势，而 PWSP有助于提高其活性，但这些WSP衍生物的抗氧化活性存在剂量依赖性。

这构效关系也可以为其他多糖衍生化提供一定的理论依据，可以供给其他多糖研究人员参考。

另外，现有的WSP及其衍生物体外抗氧化活性数据，可以为后续进一步研究体内活性、作

用机制等提供研究基础。

图 11WSP及其衍生物对 DPPH自由基的清除率

Fig.11 DPPH free radical scavenging rate of WSP and its derivatives

图 12 WSP及其衍生物的羟基自由基清除率

Fig.12 Hydroxyl radical scavenging rate of WSP and its derivatives
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图 13WSP及其衍生物的超氧阴离子自由基清除率

Fig.13 Superoxide anion radical scavenging rate of WSP and its derivatives

图 14 WSP及其衍生物的还原力

Fig.14 Reducing power of WSP and its derivatives

3 结论

本研究以核桃壳作为原材料，采用热水提取、醇沉、透析等工艺制备得到精制WSP。

在此基础上，以 DEAE-52和 Sephadex G-100进一步分离得到均一组分的核桃壳纯多糖。纯

化后的WSP 经测定分子量为 9.45×104 Da，而单糖组分测定结果显示WSP 是以酸性杂多糖

为主，含有鼠李糖、阿拉伯糖、半乳糖、葡萄糖、木糖和半乳糖醛酸，各单糖组分的摩尔比

分别为 6.7∶16.5∶28.3∶11.2∶12.5∶24.8。WSP分子结构测定结果显示，多糖中含有β-糖

苷键。WSP分子量、单糖组分等测定，为进一步研WSP理化性质提供实验基础。为了探索

WSP 及其衍生物抗氧化活性，本研究用清除 DPPH自由基、羟基自由基、超氧阴离子和还

原能力作为体外评价指标。体外抗氧化活性测定结果显示，WSP 及其衍生物均能表现出良

好的生物活性。总的来说，本研究可以为进一步研究WSP结构、构效关系等提供一定的理

论指导。另外，本研究为更好地开发WSP营养健康作用，以及对核桃相关产业链的升级与
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发展具有实践性的意义。
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