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核桃粕、核桃仁酶解物抗氧化活性的研究 
 

赵谋明，陈卉平，任娇艳 

（华南理工大学轻工与食品学院，广东广州 510640） 

摘要：比较核桃粕、核桃粕蛋白提取物、核桃仁、去皮核桃仁、脱脂核桃仁和脱脂去皮核桃仁酶解物的抗氧化活性。结果表明，

各样品酶解物还原力大小顺序为：核桃仁>核桃粕蛋白提取物>核桃粕﹥脱脂核桃仁>去皮核桃仁>脱脂去皮核桃仁。当底物浓度为 10 

mg/mL 时，核桃仁直接酶解物的还原力达到谷胱甘肽的 79.74%。ORAC 值大小顺序为：核桃仁>脱脂核桃仁>核桃粕蛋白提取物>核

桃粕>去皮核桃仁>脱脂去皮核桃仁。核桃仁直接酶解物的ORAC 值最大，为 1560.75 µmol Trolox equivalent/g Peptide，与等质量的谷

胱甘肽的ORAC 值相当。各样品对H2O2诱导 PC12细胞损伤均有保护效果，其中核桃仁直接酶解物的保护效果最好，当底物浓度为

0.10 mg/mL、0.25 mg/mL和 0.50 mg/mL时，均比其它样品的细胞存活率高，分别为72.64%、90.43%和84.98%；当底物浓度为 1.00 mg/mL

时，脱脂核桃仁酶解物的保护效果最好，细胞存活率为 85.11%。 
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Abstract: The antioxidant activities of walnut dreg, walnut dreg protein extract, walnut kernel, peeled walnut kernel, defatted walnut 

kernel, peeled and defatted walnut kernel hydrolysates were researched. The results showed that, the order of reducing power of each 

hydrolysate was as follows: walnut kernel  walnut dreg protein extract  walnut dreg  defatted walnut kernel  peeled walnut kernel  peeled 

and defatted walnut kernel. When the substrate concentration was 10 mg/mL, the reducing power of walnut kernel hydrolysate was 79.74% of 

the glutathione. The sequence of ORAC value was as followed: walnut kernel  defatted walnut kernel  walnut dreg protein extract  walnut 

dreg  peeled walnut kernel  peeled and defatted walnut kernel. Walnut kernel hydrolysate had the highest ORAC value 1560.75 µmol Trolox 

equivalent/g peptide, which was equal to the same weight of the glutathione. All the enzymolysis products could protect PC12 cell damage 

induced by H2O2, compared with other hydrolysates, the walnut kernel had the best protective effect. When its substrate concentration was 0.10 

mg/mL,0.25 mg/mL and 0.50 mg/mL, the cell survival rate reached 72.64%, 90.43% and 84.98% respectively. When the substrate concentration 

was 1.00 mg/mL, the best protective effect was defatted walnut kernel with the cell survival rate being of 85.11%. 
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核桃，又名羌桃、胡桃，属胡桃科胡桃属植物
[1]，是一种经济价值和营养价值都很高的珍贵果木。

核桃蛋白是一种优质的植物蛋白，含有 18 种氨基

酸，且人体所需的 8 种必需氨基酸含量合理。核桃蛋

白中蕴涵许多具有生物活性的氨基酸序列，用特异的

蛋白酶水解有可能释放出活性肽段。核桃粕是核桃油

深加工的副产物，核桃蛋白含量高达 30%以上[1]，是

一种丰富、物美价廉的植物性蛋白源，同时核桃油制

取过程中的温度、有机溶剂等对核桃粕蛋白会产生一 
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定的影响。核桃仁除了含有丰富的脂质和蛋白质以外，

还含有多种具有生理活性的多酚类物质，它们具有积

极的抗氧化活性、抗诱变性和抗癌活性。虽然内种皮

含量在整个核桃仁中所占比例不足 10%，但活性测试

结果表明，核桃仁中对人体有益的多酚类物质主要集

中在内种皮[2]。国内有关核桃蛋白生物活性肽的研究

逐渐增多，主要集中在利用酶解核桃粕制备核桃多肽，

研究其抗氧化活性[3]。目前关于综合分析和比较核桃

粕和核桃仁蛋白酶解效果、核桃粕与实验室脱脂核桃

仁蛋白酶解物的抗氧化活性，研究核桃榨油技术对核

桃粕蛋白的影响，以及核桃内种皮对核桃蛋白酶解的

影响等的报道很少。本文通过比较核桃粕、核桃粕蛋

白提取物、核桃仁、去皮核桃仁、脱脂核桃仁和脱脂

去皮核桃仁酶解物的抗氧化活性，比较核桃粕和核桃
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仁蛋白酶解效果和抗氧化活性的差异，以及内种皮对

核桃仁蛋白酶解物抗氧化活性的影响，对核桃蛋白进

行深入的研究，为实现大宗蛋白高值化利用，采用核

桃蛋白制备低分子活性肽提供理论参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

核桃粕，云南汇智源食品有限公司；核桃，购于

五山好当家一楼菜市场；胰酶，杭州时盛科技有限公

司，酶活力为 4600 万 U/g；Trolox、AAPH 和荧光素

FL，美国 Sigma 公司；大鼠肾上腺嗜咯瘤细胞（PC12），

中国科学院细胞库；其他试剂均为分析纯。 

1.2  主要仪器及设备 

KDN-102F自动定氮仪，上海纤检仪器有限公司；

UV-754分光光度计，上海精密科学仪器有限公司；多

功能酶标仪，瑞士Tecan公司；倒置相差生物显微镜，

OLYMPUS；多功能荧光分析仪，瑞士Tecan公司。 

1.3  方法 

1.3.1  去皮核桃仁的获取 

采用水泡剥皮法[4]。将核桃仁放置于洁净干燥的

烧杯中，加入适量的水浸泡，55 ℃保温8 min，手动

剥皮，置于真空烘箱55 ℃烘干，研磨粉碎，备用。 

1.3.2  脱脂核桃仁、脱脂去皮核桃仁的获取[5] 

核桃仁、去皮核桃仁烘干后经粉碎机破碎，用正

己烷在室温下进行脱脂处理6 h，核桃仁：正己烷比例

为0.1 g/mL，提取液用滤纸过滤，残渣再用正己烷进

行脱脂处理，直到滤液无色为止，收集残渣于通风橱

挥干溶剂，脱脂粉过40目筛，装袋，置-20 ℃备用。 

1.3.3  核桃粕蛋白提取物的获取[5] 

碱溶酸沉法提取蛋白工艺流程：核桃粕粉末→溶液调pH

至8.5（物料比为1:12）→搅拌2 h→离心（6000 r/min，15 min，

4 ℃）→取上清液调pH至4.5→搅拌1 h→静置2 h→离心（8000 

r/min，15 min，4 ℃）→沉淀水洗至中性→冷冻干燥→核桃粕

蛋白 

1.3.4  酶解物的制备 

各原料→加水匀浆→85℃加热 15 min→酶解（胰酶，加酶

量为 2%，温度 55 ℃，22 h）→灭酶（沸水浴，15 min）→冷

却→离心(8000 r/min，4 ℃，20 min)→抽滤→收集上清液→酶

解物。 

1.3.5  各样品酶解效果指标测定 

1.3.5.1  蛋白质利用率的测定[6] 

以凯氏定氮法分别测定各样品酶解产物蛋白氮含

量，按照式（1）进行计算： 

100% 
原料总蛋白氮含量

上清液总蛋白氮含量
）蛋白质回收率（    （1） 

1.3.5.2  水解度的测定[6] 

以凯氏定氮法测定各样品上清液总蛋白氮含量，

水解后生成的氨基酸态氮由甲醛滴定法测定，按照式

（2）进行计算： 

100% 
上清液总蛋白氮含量

氮含量水解后生产的氨基酸态
）水解度（   （2） 

1.3.6  各样品酶解物抗氧化能力的测定 

1.3.6.1  还原力的测定[7] 

取 2 mL样品（蛋白浓度为10 mg/mL）加到 2 mL 

0.2 mol/L磷酸盐缓冲液（pH 6.6）和 2 mL 1%（m/V）

铁氰化钾溶液的混合液中，混合物在 50 ℃保温 20 

min，然后在反应混合物加入 2 mL10%（V/V）的TCA，

混合后以 3000 r/min 离心 10 min，取 2 mL上清液、2 

mL蒸馏水以及 0.4 mL 1%（V/V）氯化铁在反应试管

中反应，10 min 后测定其在 700 nm 处的吸光值，以

谷胱甘肽作为参照，吸光值增加表明还原力增加。 

1.3.6.2  ORAC 值的测定[8] 

在 96 孔板各微孔中分别加入 20 μL待测样品（将

各酶解产物用 75 mmol/L磷酸盐缓冲液做适当稀释，

每个样品待测液浓度为 0.08 mg/mL），然后加入 75 

mmol/L磷酸盐缓冲液 20 μL和 70 nmol/L FL 20 μL，

于 37 ℃预置 5 min 后，用多道移液器迅速在各孔中加

入 12 nmol/L AAPH 140 μL 启动反应，将微孔板置于

荧光分析仪中于 37 ℃下激发波长 485 nm，发射波长

538 nm 进行连续测定，每2 min 测定一次各孔荧光强

度，一般测定 60 次。ORAC 值测定需要设定两种对

照组，即没有添加自由基的 FL 荧光自然衰减对照

(-AAPH)和没有抗氧化剂存在时的自由基作用对照

(+AAPH)。ORAC 值一般以Trolox 当量（μmol/Trolox 

equivalent per g Peptide）表示，本研究的各酶解产物

用 Trolox 当量表示，以谷胱甘肽的 ORAC 值作为对

照。 

1.3.6.3  样品保护 H2O2 诱导 PC12 细胞损伤效果 

（1）PC12 细胞培养 

PC12 细胞常规培养于 37 ℃、5% CO2，含 10% 

FBS，青霉素、链霉素各100 IU/mL的 DMEM 培养液

中，饱和湿度培养箱孵育，每 1~2 d 更换 1次培养液，

每 3~4 d 传代一次[9]。 

（2）H2O2 诱导的细胞损伤模型的建立 

收集对数生长期细胞接种于 96 孔板中，调整细胞

密度为 50000 个/mL，每孔接种 100 μL，设定对照组

（未经任何处理）、实验组（H2O2 损伤组）。生长 36 h
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后，实验组吸弃原培养液，用 PBS 液洗 1 次。对照组

每孔加入 100 μL含 5% FBS 的 DEMA培养液。H2O2

损伤组每孔加入 H2O2，终浓度分别为 0.1、0.2、0.3、

0.4、0.5、0.6、0.7、0.8、0.9、1.0 mmol/L的含 5% FBS

的 DEMA培养液 100 μL，在孵箱中继续培养 2 h 后，

吸弃原培养基，加入终浓度为0.5 mg/mL MTT 孵育 4

小时，以 150 μL/孔的 DMSO 溶解生成的不溶物，待

完全显色后，采用酶标仪测定各孔 490 nm (OD)值[9]。

按照式（3）进行计算： 

100
-

-
% 

ODOD

ODOD

空白组对照组

空白组实验组
）细胞存活率（

       （3） 

（3）样液保护 H2O2 诱导 PC12 细胞损伤 

收集对数生长期细胞接种于 96 孔板中，调整细胞

密度为 50000 个/mL，每孔接种 100 μL，设定对照组

（未经任何处理）、实验一组（H2O2损伤组）、实验二

组（加入样品组）、实验三组（加入谷胱甘肽组）。实

验二组和三组设置4个浓度梯度，分别为 0.10 mg/mL、

0.25mg/mL、0.50 mg/mL、1.00 mg/mL，各样品分别

过 0.22 µm 滤膜。细胞经铺板生长 24 h 后，实验二组

和三组分别加入上述 4 个不同终浓度的样液孵育 12 

h。孵育结束后，加入终浓度为 0.65 mmol/L H2O2进行

氧化损伤，于37 ℃恒温箱孵育 2 h 后，采用 MTT 法

测定细胞存活率[9]。 

2  结果与讨论 

2.1  物质成分结果分析 

2.1.1  核桃仁基本成分分析 
表1 每100 g核桃仁成分分析 

Table 1 The composition of walnut per 100g 

样品 质量/g 蛋白含量/% 

核桃仁 100 15.79±0.57 

核桃内种皮 7.18 7.98±0.52 

去皮核桃仁 92.92 15.85±0.40 

如表1所示，核桃内种皮占整个核桃仁质量的7%

左右，核桃内种皮中蛋白质含量为7.98%。研究表明，

核桃仁中对人体有益的多酚类物质主要集中在种皮部

分，而种皮的没食子酸等酚酸类物质是核桃仁产生收

敛性的主要原因。在提取优质核桃蛋白过程中，为消

除核桃内种皮中单宁等酚酸类物质所带来的苦涩味口

感，避免酚酸类物质与蛋白质形成沉淀复合物，一般

会对核桃仁进行脱皮前处理。但是将核桃仁去掉种皮，

可能会因为多酚类物质和含量的减少从而降低核桃仁

总体的生理活性[4]。 

2.1.2  各原料蛋白含量分析 

表2 核桃各样品蛋白含量（%） 

Table 2 The walnut protein content of each sample 

指标 核桃粕 
核桃粕蛋 

白提取物 
核桃仁 

脱脂核 

桃仁 

去皮核 

桃仁 

去皮脱脂 

核桃仁 

蛋白含量

/%（%） 

42.14±0.60 80.81±0.62 15.79±0.57 37.29±0.47 15.85±0.40 44.75±0.58 
 

如表2所示，榨油后的核桃粕蛋白含量为42.14%，

实验室脱脂核桃仁的蛋白含量为44.75%，两者差别不

大，结果说明在实验室采用正己烷脱脂处理可以有效

脱除大量的核桃油。而经过碱溶酸沉提取的核桃粕蛋

白纯度明显提高，蛋白含量上升至80.81%。核桃仁及

去皮核桃仁蛋白含量较低，分别为15.79%和15.85%。 

2.2  各样品酶解效果比较 

如图 1 所示，脱脂去皮核桃仁酶解物的蛋白质回

收率为 71.73%，略高于核桃粕蛋白提取物的酶解物蛋

白回收率，可能是由于脱脂去皮核桃仁中的部分内源

酶参与酶解过程，促进核桃蛋白的水解。核桃仁直接

酶解物的蛋白质回收率最低，为 32.01%，主要因为核

桃仁所含油脂较多，酶解过程中油脂不利于核桃蛋白

的水解。对于核桃仁样品，去皮这一步骤对各酶解产

物的蛋白质回收率影响较大，去皮仁、脱脂去皮仁均

比不去皮仁、脱脂不去皮仁的蛋白质回收率高很多，

这可能是因为内种皮的某些物质，如矿物质和维生素

对核桃蛋白酶解有一定的影响作用，去掉内种皮后更

有利于蛋白的降解。核桃粕蛋白提取物的酶解物比核

桃粕直接酶解的蛋白质回收率高，主要是因为核桃粕

中含有的脂肪和碳水化合物等物质较多，对核桃粕蛋

白水解产生一定影响。 

此外去皮核桃仁酶解产物的水解度最高，为

11.72%，核桃粕蛋白提取物的酶解物的水解度最低，

为8.13%。总体而言，各样品酶解产物的水解度差别

不大，表明在相同的酶解条件下，核桃粕蛋白、核桃

仁蛋白大部分被酶解，并且所得酶解物多数为多肽。 

2.3  各样品酶解物还原力测定结果 

在一般情况下，物质的还原能力与抗氧化能力呈

正相关。通过测定还原能力，从而检验待测物质是否

为良好的电子供体。待测物的还原性与吸光值大小有

关，吸光值越大还原性越强，因此还原力可作为一种
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简单、便捷的方法，用于具有抗氧化活性物质的初步

筛选[10]。 

 
图1 各样品酶解效果比较 

Fig.1 Comparison of enzymolysis effects of different walnut 

proteins 

注：a-核桃粕直接酶解物，b-核桃粕蛋白提取物的酶解物，

c-核桃仁直接酶解物，d-去皮核桃仁酶解物，e-脱脂核桃仁酶解

物，f-脱脂去皮核桃仁酶解物。 

 
图2 各样品酶解物的还原力 

Fig.2 The reducing power of different walnut enzymolysis 

products 

注：对照组代表谷胱甘肽，a代表核桃粕直接酶解物，b

代表核桃粕蛋白提取物的酶解物，c代表核桃仁直接酶解物，d

代表去皮核桃仁酶解物，e代表脱脂核桃仁酶解物，f代表脱脂

去皮核桃仁酶解物。 

如图2所示，核桃仁直接酶解物的还原力值最大，

当底物浓度为10 mg/mL时，A700为1.06，达到谷胱甘

肽的79.74%；核桃粕直接酶解和核桃粕蛋白提取物的

酶解物还原能力相差不大，略低于核桃仁直接酶解产

物的还原力，A700分别为0.99和1.02。这与刘昭明等[11]

对核桃蛋白肽的抗氧化活性研究的结论基本一致。随

着核桃蛋白肽底物浓度的增加，还原力增强。当底物

浓度为30 mg/mL时，核桃蛋白肽还原能力达到Vc的

57.1%。相比而言，本研究所得的核桃粕酶解物的还

原能力更强。去皮核桃仁和脱脂去皮核桃仁的还原力

值显著低于核桃仁直接酶解物的还原力值，可能是由

于去掉内种皮后，核桃仁所含有的具有较好生理活性

的多酚类物质其含量或种类减少，造成核桃仁抗氧化

能力降低。 

2.4  各样品酶解物ORAC值测定结果 

 
图 3 各样品酶解物的 ORAC 值 

Fig.3 The antioxidant activity of different walnut enzymolysis 

products 

注：对照组-谷胱甘肽，a-核桃粕直接酶解物，b-核桃粕蛋

白提取物的酶解物，c-核桃仁直接酶解物，d-去皮核桃仁酶解

物，e-脱脂核桃仁酶解物，f-脱脂去皮核桃仁酶解物。 

ORAC 法是基于物质供氢能力的一种测定方法，

与人类生物学相关性最大，所得到的抗氧化能力更能

反映物质在体内的相关作用，并通过改变自由基来源

和溶剂可以评价亲水性和亲脂性体系的抗氧化能力，

目前已在各种化合物和食品样品中应用[12]。图 3结果

表明，核桃仁直接酶解物的 ORAC 值最大，为 1560.75 

µmol Trolox equivalent/g Peptide，与等质量的谷胱甘肽

的 ORAC 值相当，说明在该条件下制备的核桃仁多肽

具有较好的抗氧化活性。这是核桃仁酶解物中所包含

的核桃种皮活性物质以及多肽共同作用的结果。脱脂

去皮核桃仁酶解产物的 ORAC 值最小，为890.98 µmol 

Trolox equivalent/g Peptide。整体来说，核桃粕酶解产

物的ORAC值都较高，而去皮仁、脱脂去皮仁的ORAC

值均低于核桃仁、脱脂仁的 ORAC 值，这与前面还原

力测定所得结论一致。还原力测定和 ORAC 法都是检

验物质是否为良好供电子体，能很好地反映其抗氧化

活性。由此可见，酶解前保留核桃内种皮，进行核桃

仁脱脂处理是获得高活性酶解产物的必要条件。 

2.5  各样品保护H2O2诱导PC12细胞损伤结果 

高度分化的 PC12 细胞具有神经分泌细胞和神经

元细胞的形态和某些性质，并因其具有可传代的特性，

故可代替大脑皮层神经元细胞用于脑神经疾病及抗氧

化活性的评价。H2O2 与氧化应激反应密切相关，是 6

种对生物体具有损害作用的自由基之一。研究发现其

参与许多神经系统疾病的发病，并与多种疾病，如自
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身免疫病、肿瘤、炎症等有关，而且可诱发细胞凋亡，

相对其它自由基而言能稳定存在，因此常用作神经细

胞氧化损伤的诱导剂[13]。 

表 3 各样品酶解物对 H2O2诱导 PC12 细胞损伤的保护作用 

Table 3 Protective effect of different walnut proteins on PC12 cells damage induced by H2O2 

剂量 

/(mg/mL) 

细胞存活率/% 

对照组 a b c d e f 

0.10 57.61±1.73 70.92±1.35 66.26±2.27 72.64±1.20 62.71±0.83 55.82±1.14 54.81±1.07 

0.25 62.74±1.43 80.83±1.29 88.17±0.92 90.43±0.86 70.13±2.16 66.54±1.37 67.35±0.94 

0.50 79.58±1.58 71.31±1.25 75.22±1.17 84.98±1.35 72.43±0.95 76.90±2.33 73.91±1.16 

1.00 87.35±2.51 69.86±1.33 70.51±1.36 74.52±2.71 47.14±1.27 85.11±1.18 83.45±1.25 

注：a-核桃粕直接酶解物，b-核桃粕蛋白提取物的酶解物，c-核桃仁直接酶解物，d-去皮核桃仁酶解物，e-脱脂核桃仁酶解物，

f-脱脂去皮核桃仁酶解物。本研究的正常值细胞存活率为100%，H2O2损伤组的细胞存活率为41.40%。 

表 3 结果表明，各样品酶解物对 H2O2 诱导PC12

细胞损伤均有一定的保护效果，其中核桃仁直接酶解

物的保护效果最好，当底物浓度为 0.10 mg/mL、0.25 

mg/mL和 0.50 mg/mL 时，细胞存活率均比其它样品

酶解物高，分别为 72.64%、90.43%和 84.98%；当底

物浓度为 1.00 mg/mL时，脱脂核桃仁酶解物的保护效

果最好，细胞存活率为 85.11%。对于核桃粕和核桃粕

蛋白提取物的酶解物，当底物浓度为 0.25 mg/mL时，

保护效果比其它底物浓度的好；而脱脂仁和脱脂去皮

仁的保护效果随着底物浓度的增加而增加。整体来说，

核桃仁直接酶解物对H2O2 诱导PC12细胞损伤保护作

用最强，这与前面还原力测定和 ORAC 值测定所得结

论一致，说明在本实验中，核桃仁直接酶解物的抗氧

化活性最好。而核桃粕酶解物的抗氧化活性比核桃仁

酶解物的保护效果稍弱，这可能是因为核桃榨油过程

中的外界环境，如高温或者有机溶剂对核桃粕蛋白产

生一定影响，导致其抗氧化活性降低。 

3  结论 

3.1  利用蛋白酶水解核桃蛋白，研究其酶解物的抗氧

化活性，可以为核桃蛋白的综合利用提供理论支持。 

3.2  各样品酶解物还原力大小顺序为：核桃仁>核桃

粕蛋白提取物>核桃粕>脱脂核桃仁>去皮核桃仁>脱

脂去皮核桃仁。当底物浓度为 10 mg/mL 时，核桃仁

直接酶解物的还原力达到谷胱甘肽的79.74%。 

3.3  各样品酶解物 ORAC 值大小顺序为：核桃仁>脱

脂核桃仁>核桃粕蛋白提取物>核桃粕﹥去皮核桃仁>

脱脂去皮核桃仁。核桃仁直接酶解物的 ORAC 值最

大，为 1560.75 µmol Trolox equivalent/g Peptide，与等

质量的谷胱甘肽的ORAC 值相当。 

3.4  各样品酶解物对 H2O2 诱导 PC12 细胞损伤均有

一定的保护效果，其中核桃仁直接酶解物的保护效果

最好，当底物浓度为 0.10 mg/mL、0.25 mg/mL和 0.50 

mg/mL时，细胞存活率均比其它样品酶解物高，分别

为 72.64%、90.43%和 84.98%；当底物浓度为 1.00 

mg/mL时，脱脂核桃仁酶解物的保护效果最好，细胞

存活率为 85.11%。 

3.5  核桃仁酶解物的抗氧化活性比核桃粕的好，而核

桃粕酶解物与实验室脱脂核桃仁的抗氧化活性差别不

大，说明核桃油制取的外界条件对核桃粕蛋白产生一

定影响，核桃粕蛋白和核桃仁蛋白存在一定差异。去

皮核桃仁和脱脂去皮核桃仁酶解物的抗氧化活性均比

核桃仁和脱脂核桃仁低很多，表明核桃内种皮对核桃

蛋白抗氧化活性影响较大，在酶解前保留核桃内种皮，

对核桃进行脱脂处理，是获得较好抗氧化活性的核桃

酶解物的必要条件。 
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