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摘要： 目的　 优化核桃叶精油提取工艺， 并评价其抑菌、 抗氧化、 抗肿瘤、 驱杀蜱虫活性。 方法　 在单因素试验基础

上， 以料液比、 超声时间、 超声功率为影响因素， 提取率为评价指标， Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法优化提取工艺， 通过测

定抑菌圈及最低抑菌浓度评价抑菌活性， 测定 ＤＰＰＨ、 ＡＢＴＳ 自由基清除能力评价抗氧化活性， ＭＴＴ 法测定对小鼠乳

腺癌 ４Ｔ１ 细胞体外增殖的抑制活性， 滤纸圈法、 滤纸包法评价对图兰扇头蜱的驱杀能力。 结果　 最佳条件为提取溶剂

石油醚， 料液比 １ ∶ ２０， 超声时间 ３０ ｍｉｎ， 超声功率 ２００ Ｗ， 提取率为 ０􀆰 ０７７％ 。 精油对粪肠球菌、 链球菌、 库特氏

菌、 金黄色葡萄球菌、 纺锤形赖氨酸芽孢杆菌有抑制作用， 其中链球菌抑菌圈直径最大； 对 ＤＰＰＨ、 ＡＢＴＳ 自由基的

ＩＣ５０值分别为 ０􀆰 ５３２、 ０􀆰 ３４４ ｍｇ ／ ｍＬ； 对 ４Ｔ１ 细胞的 ＩＣ５０ 值分别为 １１５􀆰 ３ （ ２４ ｈ）、 ４９􀆰 ８０ （ ４８ ｈ）、 ２４􀆰 ００ （ ９６ ｈ）
μｇ ／ ｍＬ； 对图兰扇头蜱的有效驱避时间为 ５０ ｍｉｎ， 触杀 ＬＣ５０值分别为 ４􀆰 ５８３ ０ （幼蜱）、 ２２􀆰 ４４２ （若蜱）、 ４５􀆰 ４４１ （成
蜱） ｍｇ ／ ｍＬ。 结论　 该方法稳定可靠， 可用于提取抗氧化、 抗肿瘤、 驱杀蜱虫活性较强， 抑菌活性较弱的核桃叶

精油。
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　 　 核桃又名胡桃， 属于世界四大干果之一， 具有极高的

营养及经济价值［１］ 。 ２０２０ 年我国新疆核桃种植面积为

５８６􀆰 ７ 万亩， 主要集中在南疆阿克苏、 和田及喀什地区，
产量高达 １１５􀆰 ４ 万吨， 是当地农民的主要收入来源［２］ 。 目

前对核桃的开发利用集中于果实［３］ ， 叶、 青皮、 花等核桃

副产物的研究较少。 这些副产物大多被丢弃在田间， 不仅

造成了环境污染， 还导致了巨大的经济损失。 已有研究表

明， 核桃叶提取物具有良好的抑菌、 抗氧化、 抗炎、 抗肿

瘤、 驱杀虫等作用［４⁃７］ ， 但有关核桃叶精油的研究较少。
精油作为从植物中提取的次级代谢产物， 含有醇、 醛、

酚酸、 单萜、 倍半萜和某些芳香族化合物， 具有抑菌、 抗

氧化、 抗肿瘤、 杀虫等活性［８⁃９］ 。 随着农药的长期单一使

用， 细菌及害虫的耐药性日益增强， 因此从天然植物中寻

找有效的抑菌和驱杀害虫成分十分重要［１０］ 。 目前， 已有一

些植物被报道具有一定杀虫、 抗氧化及抑菌功效［１１⁃１３］ 。 本

实验以核桃叶为原料， 采用超声波辅助溶剂提取法提取精

油， 通过单因素试验及 Ｂｏｘ⁃ＢｅｈｎｋｅｎＢｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法

优化提取工艺， 采用 ＨＰＬＣ⁃ＭＳ 对核桃叶精油成分进行鉴定

和定量分析， 并测定其抑菌、 抗氧化、 抗肿瘤及驱杀蜱虫

能力， 以期为核桃叶精油的进一步研究提供理论依据。
１　 材料

１􀆰 １　 仪器　 ＪＪ３２４ＢＣ 万分之一天平 （常熟市双杰测试仪器

厂）； Ｈｅｉ⁃ＶＡＰ Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ （ＭＬ） 旋转蒸发仪 （杭州庚雨仪

器有限公司）； 酶标仪、 二氧化碳培养箱 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公

司）； 微量分光光度计 （韩国 ＫＬＡＢ 高丽实验室）； Ａｇｉｌｅｎｔ
７８９０Ａ 高效液相仪 （美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司）。
１􀆰 ２　 药物与试剂　 核桃叶 （由石河子大学副教授孙志华鉴

定为正品）、 图兰扇头蜱 （经石河子大学硕士戴君昂鉴定

为正品） 于 ２０２３ 年 ５ 月采自新疆南疆地区。 大肠杆菌

（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ）、 粪肠球菌 （Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｆａｅｃａｌｉｓ）、 肺炎

克雷伯菌 （Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）、 链球菌 （Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ）、
库 特 氏 菌 （ Ｋｕｒｔｈｉａ ｇｉｂｓｏｎｉｉ ）、 金 黄 色 葡 萄 球 菌

（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕ）、 气球菌 （Ａｅｒｏｃｏｃｃｕｓ）、 纺锤形赖氨

酸芽孢杆菌 （Ｌｙｓｉｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｆｕｓｉｆｏｒｍｉｓ）、 小鼠 ４Ｔ１ 乳腺癌细
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胞均来自石河子大学动物科技学院分子生物学实验室。
ＮａＣｌ、 石油醚、 乙酸乙酯、 正丁醇、 正己烷 （分析纯， 天

津市富宇精细化工有限公司）； １， １⁃二苯基⁃２⁃三硝基苯肼

（ＤＰＰＨ）、 ２， ２⁃联氮⁃二 （３⁃乙基⁃苯并噻唑⁃６⁃磺酸） 二铵

盐 （ＡＢＴＳ）、 抗坏血酸 （Ｖｃ）、 无水乙醇 （国药集团化学

试剂有限公司）； １６４０ 培养基、 胎牛血清、 ＰＢＳ 缓冲液

（美国 Ｇｉｂｃｏ 公司）； 琼脂粉、 蛋白胨、 酵母提取物 （北京

索莱宝科技有限公司）。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 核桃叶精油提取　 取新鲜核桃叶， 去除杂质后， 用去

离子水轻柔冲洗 ３ 次， 以除去叶片表面的灰尘及残留污染

物， ６０ ℃烘干， 粉碎， 过 ４０ 目标准筛。 准确称取 ２０ ｇ 核

桃叶粉末， 加入提取溶剂， 超声提取， 抽滤， 收集滤液。
滤渣用 ５ ｍＬ 对应溶剂洗涤 ２ 次， 合并洗涤液与滤液， 旋转

蒸发至无溶剂馏出， 即得深绿色的核桃叶精油。
２􀆰 ２　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０􀆰 ０ 软件进行处理， 组间

比较采用单因素方差分析， 数据以 （ｘ±ｓ） 表示。 Ｐ＜０􀆰 ０５
表示差异具有统计学意义。
２􀆰 ３　 核桃叶精油提取工艺优化 　 通过单因素试验及 Ｂｏｘ⁃
Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法优化精油提取工艺， 确定最佳的溶剂、
料液比、 超声功率及超声时间。 精油得率计算公式为精油

得率＝精油质量 ／核桃叶粉干重×１００％ 。
２􀆰 ３􀆰 １　 单因素试验　 固定其他条件， 分别以 ２％ ＮａＣｌ 水溶

液、 石油醚、 乙酸乙酯、 正丁醇为溶剂， 提取核桃叶精油，
确定最佳提取溶剂。 以石油醚为溶剂， 在不同料液比 （１ ∶
１０、 １ ∶ ２０、 １ ∶ ３０、 １ ∶ ４０、 １ ∶ ５０）、 不同超声功率 （５０、
１００、 １５０、 ２００、 ２５０ Ｗ）、 不同提取时间 （ １０、 ２０、 ３０、
４０、 ５０ ｍｉｎ） 条件下提取核桃叶精油， 探究最佳料液比、
超声功率及超声时间。 由图 １ 可知， 提取核桃叶精油的最

佳料液比为 １ ∶ ２０， 最佳超声功率为 ２００ Ｗ， 最佳超声时间

为 ３０ ｍｉｎ。

图 １　 单因素试验结果

２􀆰 ３􀆰 ２　 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法 　 在单因素试验基础上， 选

取料液比 （Ａ）、 超声时间 （Ｂ）、 超声功率 （Ｃ） 为影响因

素， 精油得率 （Ｙ） 为评价指标， 进行三因素三水平试验，
因素水平见表 １， 设计与结果见表 ２。 采用 Ｄｅｓｉｇｎ⁃Ｅｘｐｅｒｔ 软
件对结果进行回归分析， 得到二次回归方程为 Ｙ ＝ ０􀆰 ０７７＋
０􀆰 ００９ ４１３Ａ ＋ ０􀆰 ００１ ５６３Ｂ － ０􀆰 ００２ １５０Ｃ ＋ ０􀆰 ００１ １００ＡＢ －
０􀆰 ００１ ２２５ＡＣ＋ ０􀆰 ０００ ３２５ ０ＢＣ － ０􀆰 ０２３Ａ２ － ０􀆰 ００４ ２５０Ｂ２ －
０􀆰 ００５ ２２５Ｃ２。

表 １　 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法因素水平

水平 Ａ 料液比 Ｂ 超声时间 ／ ｍｉｎ Ｃ 超声功率 ／ Ｗ
１ １ ∶ ３０ ４０ ２５０
０ １ ∶ ２０ ３０ ２００
－１ １ ∶ １０ ２０ １５０

　 　 方差分析见表 ３， 可知因素 Ａ、 Ｂ、 Ｃ 及二次项 Ａ２、 Ｂ２、
Ｃ２ 对核桃叶精油提取率有极显著影响 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 交互项

ＡＣ 对核桃叶精油提取率有显著影响 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 其余项不

显著； 由回归模型 Ｆ 值得出， 因素 Ａ 对精油得率的影响

最大。
根据回归方程， 采用 Ｄｅｓｉｇｎ Ｅｘｐｅｒｔ １０􀆰 ０ 软件绘制响应

面图和等高线图， 见图 ２。 响应曲面越陡峭说明其对精油提

取率的影响越显著， 等高线图则是越接近椭圆说明双因素

交互作用对精油的影响越显著。 由此可知， 图 ２ａ 对应的曲

　 　 　 表 ２　 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法设计与结果

试验号 Ａ Ｂ Ｃ 精油得率 ／ ％
１ －１ －１ ０ ０􀆰 ０３９
２ １ －１ ０ ０􀆰 ０５７
３ －１ １ ０ ０􀆰 ０４０
４ １ １ ０ ０􀆰 ０６２
５ －１ ０ －１ ０􀆰 ０４１
６ １ ０ －１ ０􀆰 ０６１
７ －１ ０ １ ０􀆰 ０３８
８ １ ０ １ ０􀆰 ０５４
９ ０ －１ －１ ０􀆰 ０６８
１０ ０ １ －１ ０􀆰 ０７１
１１ ０ －１ １ ０􀆰 ０６４
１２ ０ １ １ ０􀆰 ０６７
１３ ０ ０ ０ ０􀆰 ０７６
１４ ０ ０ ０ ０􀆰 ０７８
１５ ０ ０ ０ ０􀆰 ０７７
１６ ０ ０ ０ ０􀆰 ０７６
１７ ０ ０ ０ ０􀆰 ０７７

线有较大的弧度， 其次为图 ２ｂ， 表明交互项 ＡＢ 对核桃叶

精油的提取率有显著影响， 与表 ３ 结果一致。
　 　 根据响应面优化结果， 得最佳精油提取工艺为液料比

１ ∶ ２３􀆰 ４１０、 超声功率 １８８􀆰 ０６ Ｗ、 超声时间 ３２􀆰 １９１ ｍｉｎ， 预

测最大精油得率为 ０􀆰 ０７８％ 。 结合实际将其调整为料液比
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图 ２　 各因素响应面图

１ ∶ ２０、 超声功率 ２００ Ｗ、 超声时间 ３０ ｍｉｎ， 重复实验 ３ 次，
　 　 　

提取得率为 ０􀆰 ０７７％ ， 与预测值接近。
表 ３　 方差分析结果

来源 离均差平方和 自由度 均方 Ｆ 值 Ｐ 值

模型 ３􀆰 ３５２×１０－３ ９ ３􀆰 ７２５×１０－４ ４０３􀆰 ７５ ＜０􀆰 ０００ １
Ａ ７􀆰 ０８８×１０－４ １ ７􀆰 ０８８×１０－４ ７６８􀆰 ３０ ＜０􀆰 ０００ １
Ｂ １􀆰 ９５３×１０－５ １ １􀆰 ９５３×１０－５ ２１􀆰 １７ ０􀆰 ００２ ５
Ｃ ３􀆰 ６９８×１０－５ １ ３􀆰 ６９８×１０－５ ４０􀆰 ０９ ０􀆰 ０００ ４
ＡＢ ４􀆰 ８４０×１０－６ １ ４􀆰 ８４０×１０－６ ５􀆰 ２５ ０􀆰 ０５５ ８
ＡＣ ６􀆰 ００２×１０－６ １ ６􀆰 ００２×１０－６ ６􀆰 ５１ ０􀆰 ０３８ １
ＢＣ ４􀆰 ２２５×１０－７ １ ４􀆰 ２２５×１０－７ ０􀆰 ４６ ０􀆰 ５２０ ３
Ａ２ ２􀆰 ２５７×１０－３ １ ２􀆰 ２５７×１０－３ ２ ４４６􀆰 ０９ ＜０􀆰 ０００ １
Ｂ２ ７􀆰 ６０５×１０－５ １ ７􀆰 ６０５×１０－５ ８２􀆰 ４４ ＜０􀆰 ０００ １
Ｃ２ １􀆰 １４９×１０－４ １ １􀆰 １４９×１０－４ １２４􀆰 ６１ ＜０􀆰 ０００ １

残差 ６􀆰 ４５８×１０－６ ７ ９􀆰 ２２５×１０－７ — —
失拟项 ３􀆰 ６５８×１０－６ ３ １􀆰 ２１９×１０－６ １􀆰 ７４ ０􀆰 ２９６ ５
纯误差 ２􀆰 ８００×１０－６ ４ ７􀆰 ０００×１０－７ — —
总值 ３􀆰 ３５９×１０－３ １６ — — —

２􀆰 ４　 核桃叶精油成分分析 　 将 １００ ｍｇ 核桃叶精油溶于 １
ｍＬ 正己烷中， 采用 ＨＰＬＣ⁃ＭＳ 分析精油成分。

色谱条件： ＨＰ⁃５ＭＳ 弹性毛细管柱色谱柱 （３０ ｍ×０􀆰 ２５
ｍｍ， ０􀆰 ２５ μｍ）； 程序升温 （５０ ℃， ６ ｍｉｎ； ５０ ～ １５０ ℃，
４ ℃ ／ ｍｉｎ； １５０ ℃， １ ｍｉｎ； １５０～２５０ ℃， ５ ℃ ／ ｍｉｎ； ２５０ ℃，
１５ ｍｉｎ）； 载气高纯氦气， 体积流量 １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 进样口温

度 ２５０ ℃； 进样量 ０􀆰 ５ μＬ； 分流比 ５０ ∶ １。
质谱条件： 电子轰击源离子源； 离子源温度 ２３０ ℃；

四级杆温度 １５０ ℃； 电子能量 ７０ ｅＶ； 接口温度 ２５０ ℃； 质

量扫描范围 ５０～５００ ａｍｕ。 通过与标准质谱数据库数据比对

定性， 采用峰面积归一化法计算各组分的相对含量。
检测得到 １３５ 种化合物， 使用峰面积归一法计算各成

分含量， 含量排名前 ３０ 的化合信息见表 ４。
２􀆰 ５　 体外抑菌活性研究

２􀆰 ５􀆰 １　 抑菌圈测定 　 参照临床实验室标准化研究所

（ＣＬＳＩ） 发布的标准及李秋香等［１４］ 研究结果， 采用滤纸片

法。 用无菌生理盐水将菌液稀释至 １０８ ＣＦＵ ／ ｍＬ， 吸取 １００
μＬ 菌液均匀涂布于培养基表面。 取 ２０ μＬ 精油滴于无菌滤

纸片 （直径 ６ ｍｍ）， 以无菌水为空白对照， 待纸片充分吸

收后贴在培养基表面， 置于 ３７ ℃恒温培养箱中培养 ２４ ｈ，
每个菌进行 ３ 次重复。 培养结束后， 采用十字交叉法测量

抑菌圈直径， 取平均值。 抑菌圈直径＞１５ ｍｍ 表示高度抑

菌， １０～１５ ｍｍ 为中度抑菌， ＜１０ ｍｍ 为低度抑菌， 无抑菌

圈则为不抑菌。
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表 ４　 核桃叶精油化学成分及其相对含量测定结果

编号 名称 分子式 相对含量 ／ ％ ＣＡＳ 号

１ 植物醇 Ｃ２０Ｈ４０Ｏ ９􀆰 １１ １５０⁃８６⁃７
２ β⁃桉叶醇 Ｃ１５Ｈ２６Ｏ ４􀆰 ８１ ４７３⁃１５⁃４
３ 邻苯二甲酸二异丁酯 Ｃ１６Ｈ２２Ｏ４ ４􀆰 ６２ ８４⁃６９⁃５
４ 邻苯二甲酸二丁酯 Ｃ１６Ｈ２２Ｏ４ ４􀆰 ５３ ８４⁃７４⁃２
５ α⁃桉叶醇 Ｃ１５Ｈ２６Ｏ ４􀆰 ４６ ４７３⁃１６⁃５
６ 植酮 Ｃ１８Ｈ３６Ｏ ３􀆰 ５４ ５０２⁃６９⁃２
７ （３Ｓ）⁃１，２，３，４，５，６，７，８⁃八氢化⁃３，８⁃四甲基⁃５⁃奥甲醇乙酸酯 Ｃ１７Ｈ２８Ｏ２ ３􀆰 １２ １３４⁃２８⁃１
８ ２⁃（６，１０⁃ｄｉｍｅｔｈｙｌ⁃２⁃ｓｐｉｒｏ［４􀆰 ５］ｄｅｃ⁃９⁃ｅｎｙｌ）ｐｒｏｐａｎ⁃２⁃ｏｌ Ｃ１５Ｈ２６Ｏ ２􀆰 ７７ １４６０⁃７３⁃７
９ ２⁃（４ａ，８⁃ｄｉｍｅｔｈｙｌ⁃２，３，４，５，６，７⁃ｈｅｘａｈｙｄｒｏ⁃１Ｈ⁃ｎａｐｈｔｈａｌｅｎ⁃２⁃ｙｌ）ｐｒｏｐ⁃２⁃ｅｎ⁃１⁃ｏｌ Ｃ１５Ｈ２６Ｏ ２􀆰 ６７ １０００４１１⁃５０⁃１
１０ １Ｈ⁃ｃｙｃｌｏｐｒｏｐ［ｃ］ｉｎｄｅｎｅ⁃２，３（１ａＨ，３ａＨ）⁃ｄｉｏｎｅ， ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏ⁃３ａ，７，７⁃ｔｒｉｍｅｔｈｙｌ⁃ Ｃ１３Ｈ１８Ｏ２ ２􀆰 １３ ９６６７８⁃９９⁃８
１１ （－）⁃桃金娘烯醇 Ｃ１０Ｈ１６Ｏ ２􀆰 ０８ １９８９４⁃９７⁃４
１２ （－）菊酯 Ｄ Ｃ１５Ｈ２４ ２􀆰 ０４ ２３９８６⁃７４⁃５
１３ ６，６⁃二甲基⁃２⁃亚甲基二环［３􀆰 １􀆰 １］⁃３⁃庚醇 Ｃ１０Ｈ１６Ｏ ２􀆰 ０３ ５９４７⁃３６⁃４
１４ ３，５，１１，１５⁃四甲基⁃１⁃十六烷基⁃３⁃醇 Ｃ２０Ｈ４０Ｏ １􀆰 ９９ ６４９６９９⁃１１⁃６
１５ 石竹素 Ｃ１５Ｈ２４Ｏ １􀆰 ９２ １１３９⁃３０⁃６
１６ 法尼基丙酮 Ｃ１８Ｈ３０Ｏ １􀆰 ８６ １１１７⁃５２⁃８
１７ 抗氧剂 ２６４ Ｃ１５Ｈ２４Ｏ １􀆰 ８４ １２８⁃３７⁃０
１８ （Ｅ）⁃β⁃金合欢烯 Ｃ１５Ｈ２４ １􀆰 ８４ １８７９４⁃８４⁃８
１９ 桉油烯醇 Ｃ１５Ｈ２４Ｏ １􀆰 ８３ ６７５０⁃６０⁃３
２０ 棕榈酸甲酯 Ｃ１７Ｈ３４Ｏ２ １􀆰 ６４ １１２⁃３９⁃０
２１ 丁香酚 Ｃ１０Ｈ１２Ｏ２ １􀆰 ５６ ９７⁃５３⁃０
２２ 苯乙酮 Ｃ８Ｈ８Ｏ １􀆰 ４４ ９８⁃８６⁃２
２３ ３，５⁃二叔丁基⁃４⁃羟基苯甲醛 Ｃ１５Ｈ２２Ｏ２ １􀆰 ３９ １６２０⁃９８⁃０
２４ １⁃ｍｅｔｈｙｌ⁃６⁃（３⁃ｍｅｔｈｙｌｂｕｔａ⁃１，３⁃ｄｉｅｎｙｌ）⁃７⁃ｘａｂｉｃｙｃｌｏ［４􀆰 １􀆰 ０］ｈｅｐｔａｎｅ Ｃ１２Ｈ１８ Ｏ １􀆰 １９ １０００１８５⁃６７⁃２
２５ 亚麻酸甲酯 Ｃ１９Ｈ３２Ｏ２ １􀆰 ０９ ３０１⁃００⁃８
２６ ２，６⁃二（叔丁基）⁃４⁃羟基⁃４⁃甲基⁃２，５⁃环己烯⁃１⁃酮 Ｃ１５Ｈ２４Ｏ２ １􀆰 ０８ １０３９６⁃８０⁃２
２７ Δ⁃杜松烯 Ｃ１５Ｈ２４ １􀆰 ０７ ４８３⁃７６⁃１
２８ 新植二烯 Ｃ２０Ｈ３８ ０􀆰 ９７ ５０４⁃９６⁃１
２９ β⁃紫罗酮 Ｃ１３Ｈ２０Ｏ ０􀆰 ９４ ７９⁃７７⁃６
３０ 马苄烯酮 Ｃ１０Ｈ１４Ｏ ０􀆰 ８５ ８０⁃５７⁃９

２􀆰 ５􀆰 ２　 最低抑菌浓度 （ＭＩＣ） 测定 　 采用微量二倍稀释

法［１５］ 。 以 Ｔｗｅｅｎ⁃８０ 为增溶剂， 将核桃叶精油稀释至 ２００􀆰 ０、
１００􀆰 ０、 ５０􀆰 ００、 ２５􀆰 ００、 １２􀆰 ５０、 ６􀆰 ２５０、 ３􀆰 １２５、 １􀆰 ５６３、
０􀆰 ７８２ ０、 ０􀆰 ３９１ ０ ｍｇ ／ ｍＬ。 将 １０６ ＣＦＵ ／ ｍＬ 菌液接种于 ９６ 孔

板中， 每孔 １００ μＬ， 再分别加入 １００ μＬ 上述精油， 最终每

孔菌液浓度为 ５×１０５ ＣＦＵ ／ ｍＬ， 以无菌水为阴性对照， 无菌

液体培养基为空白对照。 每个浓度的每个供试菌种设置 ３
个复孔。 在 ３７ ℃恒温培养箱培养 ２４ ｈ， 观察培养基的浑浊

度， 清澈透明的培养基所对应的最低精油质量浓度为 ＭＩＣ。
２􀆰 ５􀆰 ３　 最低杀菌浓度 （ＭＢＣ） 测定 　 吸取 ８、 ４、 ２、 １、

０􀆰 ５ 倍 ＭＩＣ 浓度混合菌液各 １００ μＬ， 均匀涂布于无菌固体

培养基表面， ３７ ℃恒温培养 ２４ ｈ 后观察培养基表面， 无明

显菌落生长的培养基所对应的精油质量浓度为 ＭＢＣ［１６］ 。
本研究以大肠杆菌、 粪肠球菌、 肺炎克雷伯菌、 链球

菌、 库特氏菌、 金黄色葡萄球菌、 气球菌、 纺锤形赖氨酸

芽孢杆菌为供试菌， 核桃叶精油对供试菌种的抑菌圈、 ＭＩＣ
及 ＭＢＣ 见表 ５。 由此可知， 所有菌种对照组均无抑菌圈；
由抑菌圈判定核桃叶精油对粪肠球菌、 链球菌、 库特氏菌、
金黄色葡萄球菌、 纺锤形赖氨酸芽孢杆菌具有抑菌作用，
对其余菌种无抑制作用。

表 ５　 核桃叶精油抑菌活性测定结果

菌种 抑菌圈直径 ／ ｃｍ ＭＩＣ ／ （ｍｇ·ｇ－１） ＭＢＣ ／ （ｍｇ·ｇ－１） 对照组

大肠杆菌 ０ — — ＋
粪肠球菌 ８􀆰 ３３ １２􀆰 ５ ２５􀆰 ０ ＋

肺炎克雷伯菌 ０ — — ＋
链球菌 ９􀆰 ７７ ３􀆰 ０６ ６􀆰 １３ ＋

库特氏菌 ８􀆰 ６５ １２􀆰 ５ １２􀆰 ５ ＋
金黄色葡萄球菌 ８􀆰 ８３ １２􀆰 ５ ５０􀆰 ０ ＋

气球菌 ０ — — ＋
纺锤形赖氨酸芽孢杆菌 ９􀆰 ４３ ６􀆰 １３ １２􀆰 ５ ＋

　 　 注： ＋表示菌落正常生长， 无抑制效果。
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２􀆰 ６　 体外抗氧化活性研究

２􀆰 ６􀆰 １　 ＤＰＰＨ 自由基清除能力测定　 参照 Ｚｈｕ 等［１５］ 方法并

稍作改进。 称取 ０􀆰 ０３９ ４ ｇ ＤＰＰＨ， 加入 １０ ｍＬ 无水乙醇，
超声 ２ ｍｉｎ 使其完全溶解， 配制成 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＤＰＰＨ 母

液， 避光密封保存于 ４ ℃冰箱。 ＤＰＰＨ 母液用无水乙醇稀

释， 得到 ０􀆰 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＤＰＰＨ 工作液。 将核桃叶精油稀释成

３２􀆰 ０、 １６􀆰 ０、 ８􀆰 ００、 ４􀆰 ００、 ２􀆰 ００、 １􀆰 ００、 ０􀆰 ５００、 ０􀆰 ２５０、
０􀆰 １２５、 ０􀆰 ０６２ ５、 ０􀆰 ０３１ ３ ｍｇ ／ ｍＬ 的溶液。 吸取 ２ ｍＬ 各质量

浓度精油， 加入 ２ ｍＬ ＤＰＰＨ 工作液， 充分混匀， 室温避光

静置 ３０ ｍｉｎ， 分光光度计测定 ５１７ ｎｍ 波长处的吸光度值。
以 Ｖｃ 作为阳性对照， 无水乙醇为空白对照， 各质量浓度精

油和对照均重复 ３ 次， 取平均值， 计算核桃叶精油 ＤＰＰＨ
清除率， 公式为 ＤＰＰＨ 自由基清除率 ＝ ［１－ （ａ－ｂ） ／ ｃ］ ×
１００％ ， 式中 ａ 为待测精油＋ＤＰＰＨ 工作液的 吸光度， ｂ 为待

测精油＋无水乙醇的吸光度， ｃ 为无水乙醇＋ＤＰＰＨ 工作液的

吸光度。
由图 ３Ａ 可知， 当质量浓度为 ３２􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍＬ 时， 核桃叶

精油对 ＤＰＰＨ 自由基清除率最高， 达到 ９９􀆰 ８１％ ， 效果优于

Ｖｃ， ＩＣ５０值为 ０􀆰 ５３２ ｍｇ ／ ｍＬ， 表明核桃叶精油对 ＤＰＰＨ 自由

基具有较强的清除能力。
２􀆰 ６􀆰 ２　 ＡＢＴＳ 自由基清除能力测定　 参照 Ｊｅｎａ 等［１６］ 方法并

稍作修改。 称取 ０􀆰 ２０ ｇ ＡＢＴＳ 和 ０􀆰 ０３４ ｇ 过硫酸钾， 加入 ５０
ｍＬ 蒸馏水， 混匀后室温避光静置 ２４ ｈ， 用无水乙醇将上述

混合溶液稀释至在 ７３４ ｎｍ 波长下吸光度为 ０􀆰 ７０±０􀆰 ０２０， 得

到 ＡＢＴＳ 工作液。 核桃叶精油稀释方法及质量浓度同

“２􀆰 ６􀆰 １” 项。 吸取各质量浓度精油 １ ｍＬ， 加入 ４ ｍＬ ＡＢＴＳ
工作液， 混匀后在室温下避光反应 ３０ ｍｉｎ， 在 ７３４ ｎｍ 波长

处测其吸光度值， 以 Ｖｃ 作为阳性对照， 无水乙醇为空白对

照， 各浓度精油和对照均重复 ３ 次， 取平均值， 计算 ＡＢＴＳ
自由基清除率， 公式为 ＡＢＴＳ 自由基清除率 ＝ ［１－ （Ａａ －
Ａｂ） ／ Ａｃ］ ×１００％ ， 式中 Ａａ 为精油＋ＡＢＴＳ 工作液的吸光度，
Ａｂ 为精油＋无水乙醇的吸光度， Ａｃ 为无水乙醇＋ＡＢＴＳ 工作

液的吸光度。
由图 ３Ｂ 可知， 当浓度达到 ３２􀆰 ００ ｍｇ ／ ｍＬ 时， ＡＢＴＳ 自由

基清除率最高， 达到 ９９􀆰 ３１％ ； 精油浓度为 ８􀆰 ００ ｍｇ ／ ｍＬ 时，
ＡＢＴＳ 自由基的清除率与 Ｖｃ 相同， 其 ＩＣ５０值为 ０􀆰 ３４４ ｍｇ ／ ｍＬ，
表明核桃叶精油对 ＡＢＴＳ 自由基具有较强的清除能力。

图 ３　 核桃叶精油质量浓度对自由基清除率的影响

２􀆰 ７　 体外抗肿瘤活性研究 　 参照 Ｃａｏ 等［１７］ 方法， 采用

ＭＴＴ 法测定核桃叶精油对 ４Ｔ１ 细胞体外增殖的抑制作用。
４Ｔ１ 细胞用含 １０％ 胎牛血清、 １％ 青 ／链霉素的 １６４０ 培养基

培养， 至对数生长期时， 用 ０􀆰 ２５％ 胰蛋白酶消化， 制成

５×１０４ ／ ｍＬ 密度的细胞悬液， 接种于 ９６ 孔板， 每孔 １００ μＬ，
３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 条件下培养 ２４ ｈ 至细胞贴壁。 以 ＤＭＳＯ 将精

油溶解于无菌培养基中， 精油质量浓度分别为 ３００、 １５０、
７５􀆰 ０、 ３７􀆰 ５、 １８􀆰 ７、 ９􀆰 ３８、 ４􀆰 ６９、 ２􀆰 ３５ μｇ ／ ｍＬ， 并用 ０􀆰 ２５ μｍ
滤膜过滤， 取 １００ μＬ 加入 ９６ 孔板中， 作用 ２４、 ４８、 ９６ ｈ后，
每孔加入 １０ μＬ ＭＴＴ （５ ｍｇ ／ ｍＬ）， ３７ ℃孵育 ４ ｈ， 弃去上清，
加入 １５０ μＬ ＤＭＳＯ， 平板震荡 １０ ｍｉｎ 后使用酶标仪在 ４９０ ｎｍ
波长处测定光密度 （ＯＤ） 值， 每组设置 ６ 个复孔， 以 ＤＭＳＯ
＋细胞悬液为阴性对照， ＤＭＳＯ＋培养基为空白对照。 计算精

油对 ４Ｔ１ 细胞的增殖抑制率， 公式为细胞抑制率＝ （阴性对

照组平均 ＯＤ 值－精油处理组平均 ＯＤ 值） ／ （阴性对照组平

均 ＯＤ 值－空白对照平均 ＯＤ 值） ×１００％ 。
由图 ４ 可知， 核桃叶精油对 ４Ｔ１ 细胞的 ＩＣ５０ 分别为

１１５􀆰 ３ （２４ ｈ）、 ４９􀆰 ８０ （４８ ｈ）、 ２４􀆰 ００ （９６ ｈ） μｇ ／ ｍＬ， 表

明核桃叶精油对小鼠乳腺癌 ４Ｔ１ 细胞具有较好的体外增殖

抑制活性。

注： 同指标中不同字母表示同一浓度不同时间样品间具有显著差异

（Ｐ＜０􀆰 ０５）。

图 ４　 核桃叶精油对 ４Ｔ１ 细胞体外增殖的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

２􀆰 ８　 驱杀蜱虫活性研究

２􀆰 ８􀆰 １　 核桃叶精油对图兰扇头蜱的驱避作用　 幼蜱采用滤
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纸圈法， 参考赵聪等［１８］方法并进行适当修改。 取直径 ７ ｃｍ
的定性滤纸， 使用打孔器制作内径 ５ ｃｍ 的同心圆， 形成宽

度 １ ｃｍ 的环形区域 （即滤纸外周区域）， 取 ２０ μＬ 精油均

匀滴加于滤纸外周环带区， （２５±２）℃静置 ３０ ｍｉｎ 至溶剂完

全挥发。 以等体积无菌水作为阴性对照， 平行处理 ３ 次。
取 ５０ 只图兰扇头蜱幼蜱放于滤纸中央， 于 ５、 １０、 ２０、 ３０、
４０、 ５０、 ６０ ｍｉｎ 记录蜱在滤纸上的位置， 统计中心区的蜱

数量， 爬出药剂圈不计数， 以无菌水为阴性对照， 每组重

复 ３ 次， 计算蜱虫驱避率， 公式为驱避率 ＝ （对照组中心

区域蜱数 －精油组中心区域蜱数） ／对照组中心区域蜱

数×１００％ 。
结合蜱虫向上攀爬的特点， 采用 “Ｙ” 形嗅觉仪［１９］ 测

定精油对若蜱、 成蜱的驱避效果。 取 ２０ 只蜱虫装入口径与

Ｙ 形管底部管径相同的管中， 连接到 Ｙ 形管底端， 密封， Ｙ
形管两顶端各放置加入 １５ μＬ 纯精油或无菌水的直径 １ ｃｍ
的圆形滤纸。 为避免方位影响， 左右管分别为处理组， 每

组重复 ３ 次， 计算驱避率， 公式为驱避率 ＝ （通过对照管

口蜱数量 －通过试验管口蜱数量） ／通过对照管口蜱数

量×１００％ 。
驱避率＜ ５０％ 视为无效。 由图 ５Ａ 可知， 当时间在 ４０

ｍｉｎ 内时， 精油对各虫体阶段均有驱避效果， 当时间超过

４０ ｍｉｎ， 精油对成蜱失去驱避效果。 综合分析得出， 在 ３０
ｍｉｎ 以内精油对图兰扇头蜱各虫体均有良好的驱避效果。
２􀆰 ８􀆰 ２　 精油对图兰扇头蜱的触杀作用　 用无水乙醇将精油

梯度稀释， 使最终质量浓度分别为 １００、 ５０􀆰 ０、 ２５􀆰 ０、
１２􀆰 ５、 ６􀆰 ２５、 ３􀆰 １３、 １􀆰 ５７ ｍｇ ／ ｍＬ， 选取图兰扇头蜱饥饿幼

蜱、 若蜱及成蜱。 幼蜱采用滤纸包法 （ＬＰＴ） ［２０］ ， 将 １００ 只

幼蜱放于 ４ ｃｍ× ４ ｃｍ 滤纸包中， 四边夹紧， 取 ８００ μＬ 待测

样品浸渍滤纸包， ５ ｍｉｎ 后将滤纸包内蜱虫置于干燥滤纸包

中封口， 置于培养箱中 ［温度 （２７ ± １）℃， 相对湿度≥
８０％ ］ 培养 ２４ ｈ 后， 在体视显微镜下用镊子触碰蜱虫， 不

动则为死亡， 统计蜱死亡数量。 若蜱、 成蜱采用体外浸渍

法 （ＡＩＴ）， 用镊子取 １０ 只饥饿若蜱 ／成蜱放于 ５ ｍＬ ＥＰ 管

中， 取 １ ｍＬ 各浓度精油分别注入到不同管内， 将蜱浸没于

各溶液中， 实验 ５ ｍｉｎ 后将蜱移出， 置于滤纸上， 将体表药

液完全擦干后， 置于干净试管中， 置于培养箱中［ （２７±
１）℃， 相对湿度≥８０％ ］ 培养 ２４ ｈ 后， 统计死亡数量， 计

算 ＬＣ５０值， 无水乙醇为对照组， 每组实验重复 ３ 次。
如图 ５Ｂ 所示， 当精油质量浓度为 １００􀆰 ００ ｍｇ ／ ｍＬ 时， 对

３ 种虫体的触杀作用最强， 对幼蜱的触杀率为 １００％ ， 对若蜱

及成蜱触杀率分别为 ８３􀆰 ３３％ 、 ６３􀆰 ３３％ ； 对幼蜱、 若蜱及成

蜱的 ＬＣ５０值分别为 ４􀆰 ５８３ ０、 ２２􀆰 ４４２、 ４５􀆰 ４４１ ｍｇ ／ ｍＬ。

注： 不同字母表示同一质量浓度不同时间样品之间具有显著差异 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。

图 ５　 核桃叶精油对图兰扇头蜱的驱避、 触杀作用

３　 讨论

目前， 精油提取工艺繁多， 有研究表明料液比对精油

得率影响最大［２１］ 。 本研究以超声波辅助溶剂法提取核桃叶

精油， 发现精油得率与各因素在一定范围内呈线性增加，
料液比影响居首。 本研究结果表明， 液料比小于 １ ∶ ２０ 时，
溶剂增加， 核桃叶与石油醚充分接触， 精油提取率增大，
为 １ ∶ ２０ 时得率最高， 为 ０􀆰 ０６８ ０％ ； 溶剂继续增加， 其他

物质浸出增多及旋蒸时间延长导致精油得率下降。 超声功

率小于 ２００ Ｗ 时， 功率越高细胞破碎效果越强， 精油得率

随之增多， ２００ Ｗ 时达最大， 为 ０􀆰 ０６６ ０％ ； 功率继续加大，
不稳定物质被破坏， 得率降低。 超声时间在 ３０ ｍｉｎ 前， 精

油得率随时间增加而升高， ３０ ｍｉｎ 时达最大， 为 ０􀆰 ０６９ ０％ ；
当超声时间继续增加， 得率下降， 因为超声时间过长会破

坏精 油 分 子 结 构。 经 优 化， 本 实 验 核 桃 叶 精 油 得 率

０􀆰 ０７７ ０％ ， 高于文献报道的 ０􀆰 ０４７ ５％ 。
植物中的成分决定植物的生物活性， 采用 ＨＰＬＣ⁃ＭＳ 对

核桃叶精油成分进行分析， 结果发现以萜类等为主， 与王

茹等［２２］检测结果一致， 表明核桃叶中挥发性物质可通过提

取精油获得。 本实验结果显示， 核桃叶精油具有一定抑菌

能力， 但弱于核桃叶乙醇、 乙酸乙酯等提取物［２３］ ， 可为天

然杀菌剂的研发提供参考。 ＤＰＰＨ 和 ＡＢＴＳ 自由基清除实验

结果表明， 核桃叶精油具较强抗氧化能力， 但弱于核桃壳、
分心木［２４］ 。 王宗芳等［２５］ 研究证明野核桃叶对不同肿瘤细

胞有不同程度的抑制活性， 且对正常细胞无抑制作用。 植

物醇、 桃金娘烯醇、 α 桉叶醇等作为核桃叶精油中主要成

分， 在精油发挥各种功能起到关键作用。
４　 结论

本研究通过优化核桃叶精油的提取工艺， 提高核桃叶

精油得率， 并明确其组分， 其具有较弱的抑菌活性及良好

的抗氧化、 抗肿瘤及驱杀图兰扇头蜱活性， 可为后续核桃

叶的深度开发和应用提供重要的理论依据。
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Ｓｐｅｃｔｒ， ２０１８， ６（２）： １０．

［１１］ 　 臧二欢， 崔卉芸， 毕雅琼， 等． 马勃类药材化学成分及药理
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Ｓｅｍｅｎ Ｐｌａｔｙｃｌａｄｉ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ［Ｊ］ ． Ｉｎｄ Ｃｒｏｐｓ
Ｐｒｏｄ， ２０２０， １４６： １１２２０６．
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