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摘要：核桃青皮中含有种类较为丰富对供试真菌具有抑菌活性的次生代谢物质。以核桃青皮为原料，乙醇、石油醚、正丁醇、

乙酸乙酯以作为提取剂进行浸提，得到核桃青皮的提取液，选取酵母菌、青霉、木霉、马拉色菌、脚气真菌作为供试菌种，通过实验

观察不同溶剂提取液对供试菌种的抑制作用，研究核桃青皮提取物对真菌的抑制作用。核桃青皮中含有胡桃醌、多糖、黄酮等多种活

性成分，利用分光光度法测定黄酮、胡桃醌、多糖的吸光值，通过吸光值计算提取物中各成分的质量浓度。结果表明：核桃青皮不同

极性溶剂的浸提液对酵母菌、青霉、木霉均有抑制效果。核桃青皮 95%乙醇浸提液对脚气真菌的抑制效果显著，抑菌率为 59.64%；

正丁醇核桃青皮浸提液对脚气真菌、马拉色菌有抑制效果。通过核桃青皮不同极性溶剂浸提液抑菌率的比较，和核桃青皮中所含三种

活性物质的浓度与抑菌机制可知，核桃青皮不同极性溶剂的浸提液中主要起抑菌作用的是胡桃醌。 
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Abstract: Walnut green husk contains abundant types of secondary metabolites with antibacterial activity against fungi. Using walnut 

green husk as raw materials and organic solvent (ethanol, petroleum ether, butanol or ethyl acetate) as extraction regent, walnut green husk 

extracts was obtained and their inhibition effect on selected yeasts (Penicillium, Trichoderma, Malassezia and athlete's foot fungus) were 

investigated. Results showed that walnut green husk contained several kinds of active ingredients, such as juglone, polysaccharides and 

flavonoids.The concentration of each component in the extract was determined by spectrophotometer. Walnut green husk extracts by different 

solvents showed inhibitory effect on yeast, Penicillium and Trichoderma. Ethanol (95%) extracts of walnut green husk had significant inhibitory 

effect on athlete's foot fungus with inhibitory rate being of 59.64%. Butanol walnut green husk extract had inhibitory effects on the athlete's foot 

fungus and Malassezia. Comparative analysis of the anti-fungal activity and concentrations of active substances in walnut green husk extracts 

showed that juglone was the main active components in walnut green husk extracts. 
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核桃青皮为核桃属核桃（Juglans regia L.）和核桃

楸（Juglans mandshurica Maxim.）的未成熟外果皮。

性味苦、涩、平，多以其清热解毒、祛风疗癣、止痛

止痢功效入药。为了充分利用核桃青皮这一资源，已

有学者对核桃青皮提取物的除草、杀虫以及抗病毒等

药物活性做了研究，但对其抑菌活性方面的研究和应

用报道较少[1]。 

本实验主要用核桃青皮不同极性溶剂的浸提液进

行抑真菌实验，通过实验证明核桃青皮不同极性溶剂

的浸提液有抑真菌效果，并通过分光光度法测定核桃 
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青皮不同极性溶剂浸提液中所含主要活性成分的质量

浓度，通过比较几种主要活性成分抑菌机制和各浸提

液的抑菌率，推测浸提液中主要的活性抑菌物质是胡

桃醌类成分。从植物中提取的胡桃醌是纯天然物质，

具有抗菌、消炎、低毒、无残留等特点，具有合成食

品添加剂或抑菌剂无法比拟的优点，人们越来越倾向

于选择天然物质作为抑菌防腐剂[2]。 

1  材料方法 

1.1  实验材料及试剂 

核桃青皮取自河北遵化市核桃产区，先用自来水

洗净，再用蒸馏水冲洗两遍并用剪刀剪成均匀的小块，

放入电热鼓风干燥箱中，在 60~65 ℃烘干至脆。将已
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烘干的核桃青皮粉碎，储存备用。 

酵母菌、青霉、木霉、脚气真菌、马拉色菌为本

室保存。 

常规分析纯试剂购自天津市永大化学试剂有限公

司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  核桃浸提液的制备 

采用平行提取法[3]，称取准备好的核桃青皮粉末5

份，每份50 g，分别装于1000 mL的具塞三角瓶中，加

入250 mL的不同提取溶剂石油醚、正丁醇、乙酸乙酯、

95%乙醇，在常温摇床上浸提3次，每次静置2 h，摇

动2 h。将提取液过滤，浓缩，放置4 ℃冰箱内待用。 

1.2.2  PDA培养基配制及菌种的培养 

PDA培养基的制备，取 200 g去皮马铃薯，切成

小块后加 1 L水，沸水煮30 min，双层纱布过滤，滤

液加 20 g 葡萄糖、15 g琼脂粉，用蒸馏水定容至1 L，

调整 pH 值到 5.6~6.0。取 500 mL锥形瓶分装，作为

马铃薯葡萄糖琼脂培养基(PDA)，于 121 ℃高温湿热

灭菌 20 min，倒平板，每皿约 15 mL，静置直至培养

基凝固，将所有菌种，酵母菌、青霉、木霉、脚气真

菌、马拉色菌接种，置于27 ℃下培养 24~48 h。菌种

培养好后置于 5 ℃冰箱内保存待用。 

1.2.3  抑菌活性试验 

将核桃青皮95%乙醇、乙酸乙酯、正丁醇、石油

醚浸提液分别倒入灭菌后的培养皿中，再分别放入已

灭菌的滤纸片，滤纸片直径为10 mm，让滤纸片浸泡

30 min。再将灭菌好的PDA培养基倒入平板，每培养

皿大约15 mL，待凝固后，进行编号，将0.5 mL真菌

菌种酵母菌、青霉、木霉、脚气真菌、马拉色菌的菌

悬液分别接入相应的培养皿中，然后用无菌涂布棒涂

布均匀。之后将充分吸收不同溶剂的滤纸片轻轻移取

到不同的培养基上，每皿放三片用同一浸提液浸泡的

滤纸片，置于27 ℃恒温培养箱中培养24~72 h。观察

抑菌圈大小，用字交叉法测量抑菌圈直径，取其平均

值作为试验结果。以各提取液的溶剂纯溶液做阴性对

照，以恩诺沙星（1 mg/mL）作为阳性对照。 

1.2.4  黄酮、胡桃醌、多糖质量浓度的测定 

参照文献，分别绘制黄酮 [4]、胡桃醌 [5]及多糖
[6 ]的标准曲线，采用分光光度法测定各成分的质量

浓度，核桃青皮中多糖、黄酮和胡桃醌的最大吸

收波长分别为490 nm、510 nm和426 nm。 

2  结果及讨论 

2.1  核桃青皮浸提液中胡桃醌、黄酮、多糖有效成分

的质量浓度 

根据上述方法分别测定各浸提液吸光值，计算各

成分含量如图 1 所示。 

 
图 1 各活性物质质量浓度 

Fig.1 The quality of the active substance concentration 

由上图可得：核桃青皮浸提液中胡桃醌质量浓度

顺序为：乙酸乙酯>95%乙醇>石油醚>正丁醇，核桃

青皮乙酸乙酯浸提液中胡桃醌的质量浓度最高，核桃

青皮正丁醇浸提液中胡桃醌质量浓度最低。核桃青皮

浸提液中黄酮质量浓度顺序为：乙酸乙酯>正丁

醇>95%乙醇>石油醚。核桃青皮浸提液中多糖质量浓

度顺序为：正丁醇>乙酸乙酯>石油醚>95%乙醇。 

2.2  核桃青皮浸提液抑菌活性 

根据抑菌实验，测定各溶剂提取液的抑菌活性，

如下图所示。 

 
图 2 不同极性核桃青皮浸提液抑菌效果 

Fig.2 Anti-fungal effects of extracts in different polarity from 

walnut Peel 

核桃青皮 95%乙醇浸提液对酵母菌、青霉、木霉

抑制作用效果显著，对脚气真菌有非常显著的效果，

而对马拉色菌无抑制作用。核桃青皮石油醚浸提液对

酵母菌、青霉、木霉抑制作用效果显著，而对脚气真

菌和马拉色菌无抑制作用。核桃青皮正丁醇浸提液对

五种菌均有抑制作用，且对木霉的抑制作用效果最为

显著。核桃青皮乙酸乙酯浸提液对酵母菌、青霉、木

霉的抑制作用效果显著，对脚气真菌和马拉色菌无抑

制作用。 

2.3  不同核桃青皮浸提液抑菌率 
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抑菌率计算公式： 

抑菌率=[(浸提液抑菌圈直径-阴性对照抑菌圈直

径)/浸提液抑菌圈直径]×100% 

浸提液抑菌率如图3所示。 

 
图 3 各溶剂浸提液抑菌率 

Fig.3 Anti-fungal rate of various solvent extracts 

乙酸乙酯核桃青皮浸提液对酵母菌、青霉、木霉

的抑制效果最好，对脚气真菌、马拉色菌无明显抑制

效果；各溶剂的浸提液对酵母真菌、青霉、目霉均有

抑制效果；对脚气真菌有抑制效果的是95%乙醇浸提

液和正丁醇浸提液，且 95%乙醇浸提液对脚气真菌的

抑制效果高达 59.46%；对马拉色菌有抑制效果的仅有

正丁醇浸提液。 

2.4  胡桃醌对五种真菌的最低抑菌浓度的测定 

根据上述结果，将 95%乙醇浸提液浓缩后，以胡

桃醌含量为标准配制成 6 种浓度，就其对 5种真菌的

抑菌活性进行研究，结果见图 4。 

 
图 4 胡桃醌提取成分对五种真菌的最小抑菌浓度 

Fig.4 Minimum inhibitory concentration(MIC) of juglone to 

five fungi 

由图 4 可以看出，随着核桃青皮乙醇浸提液中胡

桃醌浓度的降低，对 5 种供试真菌的抑制显著降低。

在胡桃醌浓度为 126.13 mg/L、63.07 mg/L时，均能抑

制五种真菌的生长。在胡桃醌浓度为 31.54 mg/L时，

仍能抑制酵母菌、脚气真菌及木霉的生长。在胡桃醌

为 15.77 mg/L时，对五种供试细菌的抑制效果稍微降

低，但仍能达到抑菌效果，表现出广谱的抑菌活性。

由图 4 还可看出，在胡桃醌浓度为 7.89 mg/L 时，对

脚气真菌存在有效的抑制作用，即胡桃醌对脚气真菌

的最低抑菌浓度为 7.89 mg/L。同理可知，胡桃醌对酵

母菌的最低抑菌浓度为 15.77 mg/L。对木霉和青霉的

最小抑菌浓度为 31.54 mg/L。由此可知，本实验中胡

桃醌对于五种试验菌的抗菌活性由大到小的循序是：

脚气真菌，酵母菌，木霉，青霉，马拉色菌。 

3  结论 

3.1  核桃青皮中含有种类较为丰富的对供试真菌具

有抑菌活性的次生代谢物质，如酚类、黄酮类、生物

碱、萜类、皂苷和有机酸等。胡桃醌的抑菌效果主要

表现在细菌生长的对数期，并可能通过破坏菌体的细

胞壁或细胞膜结构来抑制细菌的生长[7]；黄酮的抑菌

性和杀菌功能与其对金黄色葡萄球菌细胞和细胞壁结

构的破坏直接相关[4]；多糖对大肠杆菌的抑制作用到

一定时间会解除，使细胞壁褶皱、粗糙、失去原有的

规则性，同时证明，核桃种皮多糖对大肠杆菌的作用

是抑制而不是杀死[6]。 

3.2  核桃青皮95%乙醇、石油醚、乙酸乙酯的浸提液

对酵母菌、青霉、木霉的抑制作用效果显著，而核桃

青皮正丁醇浸提液对酵母菌、青霉、木霉的抑制作用

效果不显著。同时，核桃青皮95%乙醇、石油醚、乙

酸乙酯的浸提液中胡桃醌的质量浓度高，而核桃青皮

正丁醇浸提液中胡桃醌的含量相对于黄酮与多糖的质

量浓度低。对于胡桃醌质量浓度最高的核桃青皮乙酸

乙酯浸提液也是抑菌率最高的浸提液。黄酮与多糖质

量浓度偏高的核桃青皮正丁醇浸提液对以上三种菌的

抑制作用效果不显著。结合以上胡桃醌、黄酮、多糖

的抑制作用机制得出对酵母菌、青霉、木霉起主要抑

制作用的是胡桃醌，通过最低抑菌浓度测定，也证明

随着胡桃醌浓度降低，其抑菌活性也随之降低，这也

与Kong等研究一致[8]。目前本室正在优化胡桃醌的提

取工艺、纯品的抗真菌活性及应用的研究。 

3.3  胡桃醌类成分作为天然抗真菌活性成分，应用于

具有合成食品添加剂或抑菌剂无法比拟的优点。本实

验仅限于对核桃青皮粗提物的抑菌活性，活性有效成

分浓度的粗测定，但其作用方式和抑菌机理尚不清楚，

还需更深入细致地研究和探讨。若加大对核桃青皮低

极性部位抑菌活性的研究，从分子水平上阐明其药效

物质基础和作用机理，在食品药品防腐剂、广谱抗生

素及农业生产等领域将有巨大的应用潜力[9]。 
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