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PlackettＧBurman 联合效应面法优化超声
辅助乙醇提取枳雀总酚工艺

张震,石凯欣,潘思轶

华中农业大学食品科学技术学院/环境食品学教育部重点实验室,武汉４３００７０

摘要　为研究枳雀总酚的超声辅助乙醇提取工艺及组成成分,采用单因素试验和 PlackettＧBurman试验设

计法,筛选出具有显著效应的３个因素为乙醇体积分数、液料比和超声温度,再使用星点设计Ｇ效应面法进一步

优化,得出最佳条件为:浸泡时间１５min,乙醇体积分数４４％,液料比４５．５mL/g,超声时间２０min,超声温度

３４℃,此时,枳雀冻干粉的总酚含量为１６．２９±０．１２mg/g.此外,HPLC结果显示,枳雀提取液中主要含有１８种

酚类物质,包括４种黄酮醇类物质、１种黄烷醇类物质、６种二氢黄酮类物质、４种酚酸类物质和３种多甲氧基黄

酮类物质,其中,柚皮苷含量占总酚含量的９１．３６％.
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　　最新的大规模流行病学研究表明,药用植物因

其副作用小、治疗靶点多,已成为治疗心血管疾病、

功能性和慢性胃肠道疾病、癌症等复杂机制疾病的

重要选择[１].枳雀(CitruswilsoniiTanaka),又名

香圆、宜昌柠檬等,属芸香科柑橘属,其果皮较厚,种

子大而多,味极酸苦而具有香气[２].枳雀始载于«神

农本草经»,具有理气宽中、行滞消胀的功效,为历版

«中国药典»所收载,也是国家卫生健康委员会颁布

的可用于保健食品的原料.众所周知,酚类物质是

柑橘果实中最丰富的代谢产物,柑橘酚类物质在抗

炎、抗氧化、降血脂、抗肿瘤、调节免疫功能、改善胃肠

道功能等方面功效显著,且安全性高、无副作用[３].

超声辅助提取技术在溶剂消耗和能量输入方面

是一种环境友好的非热技术,超声波用于活性物质

的提取受到广泛关注[４Ｇ５].吴梅青等[６]研究发现柑

橘皮超声提取液中的多酚抗氧化能力显著高于微波

提取法、回流提取法、水提法和碱溶酸沉法.同时,

Khan等[７]报道了超声优化后的柑橘皮总酚含量为

２７５．８ mg/１００g,柚皮苷和橙皮苷的含量分别为

７０．３和２０５．２mg/１００g,显著高于传统的提取方法.
由此可见,超声波辅助提取生物活性成分具有节能、
省时、高效的优势.

本研究采用PlackettＧBurman联合星点设计Ｇ效

应面法(centralcompositedesignresponsesurface
design,CCDＧRSM)评估和优化了影响超声辅助乙

醇提取枳雀总酚含量的工艺参数,旨在最大限度提

高枳雀酚类物质的得率,并采用 HPLC法对枳雀提

取液的酚类物质进行定性定量分析,以期为枳雀活

性物质的深加工及应用提供参考依据.

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

新鲜枳雀(CitruswilsoniiTanaka)果实,购自

陕西省城固县果业局.将果实冷冻干燥至恒质量后

过孔径０．１５mm 的标准筛,将得到的枳雀冻干粉

在－２０℃避光保存,备用.１８种酚类物质的色谱级

标准品(≥９８％)购自上海源叶生物科技有限公司;
色谱 级 甲 醇 和 甲 酸 均 购 自 美 国 Fisher 公 司;

Folin& Ciocalteu酚试剂购自美国Sigma公司;其



　第４期 张震 等:PlackettＧBurman联合效应面法优化超声辅助乙醇提取枳雀总酚工艺 　

他分析级的化学药品和试剂均购自上海国药控股化

学试剂有限公司.
1.2　仪器与设备

QEＧ１００g高速万能粉碎机,浙江屹立工贸有限

公司;KQＧ３００DE超声波清洗器,江苏昆山市超声仪

器有限公司;Waterse２６９５仪,美国 Waters公司;

UVＧ１８００紫外 分 光 光 度 计,日 本 岛 津 科 学 仪 器

公司.
1.3　超声波辅助乙醇法提取枳雀酚类物质

精确称取１g枳雀冻干粉置于锥形瓶中,用锡

箔纸包裹避光并用橡胶塞密封,采用超声波辅助乙

醇提取,将获得的混合物在４℃以８０００r/min离

心１５min,收集上清液,并在４０℃浓缩以除去乙

醇.最后,将枳雀提取物以８０％甲醇和二甲亚砜

(体积比１∶１)定容于２５ mL棕色容量瓶中,待

检测.
1.4　枳雀总酚含量的测定

根据Cliffe等[８]的方法并适当修改测定枳雀提

取物中的总酚含量.取１mL稀释待测液和５mL
１０％的 Folin& Ciocalteu酚试剂,混匀后避光静置

５min,加入４mL７５g/LNa２CO３溶液,在４０℃的

水浴中反应１０min,最后在７６０nm 处进行吸光度

的测定.以不同质量浓度梯度的没食子酸对照品溶

液制备标准曲线,得到没食子酸标准曲线方程为

y＝９．９７８０x＋０．０１９６,R２＝０．９９９３.样品中的总酚

含量以每克枳雀冻干粉样品中所含没食子酸当量表

示,单位为 mg/g,计算公式如下:
总酚含量＝CVn/m　 (１)

式(１)中,C 为单位体积枳雀提取物的没食子酸

质量,mg/mL;V 为所得枳雀提取物的总体积,mL;

n 为紫外分光法测定时样品的稀释倍数;m 为枳雀

冻干粉的总质量,g.
1.5　单因素试验设计

采用本文“１．３”的处理方法,分别考察浸泡时

间、液料比、乙醇体积分数、超声时间、超声温度共５
个因素对枳雀总酚含量的影响.固定液料比 ４０
mL/g、乙醇体积分数８０％、超声时间２０min、超声

温度３０℃的提取条件,考察浸泡时间为０、５、１０、

１５、２０、２５、３０min对总酚含量的影响;固定浸泡时

间１５min、乙醇体积分数８０％、超声时间２０min、超
声温度３０℃的提取条件,考察液料比为１０、２０、３０、

４０、５０、６０mL/g对总酚含量的影响;固定浸泡时间

１５min、液料比４０mL/g、超声时间２０min、超声温

度３０ ℃ 的提取条件,考察乙醇体积 分 数 ２０％、

４０％、６０％、８０％、１００％ 对总酚含量的影响;固定浸

泡时间 １５ min、液料比 ４０ mL/g、乙醇体积分数

８０％、超声温度３０℃的提取条件,考察超声时间为

５、１０、１５、２０、２５、３０min对总酚含量的影响;固定浸

泡时间 １５ min、液料比 ４０ mL/g、乙醇体积分数

８０％、超声时间２０min的提取条件,考察超声温度

为１５、２０、２５、３０、３５、４０℃对总酚含量的影响.根据

单因素试验结果初步确定各因素的较优范围.
1.6　PlackettＧBurman 试验设计

采用PlackettＧBurman试验对５个自变量进行

关键因素的筛选,每个变量都以高和低２个级别表

示,以枳雀提取物总酚含量为指标,选择对枳雀总酚

含量贡献最大的３个因素做进一步分析.
1.7　星点设计Ｇ效应面试验设计

根据PlackettＧBurman试验设计的结果,选择

乙醇体积分数、液料比、超声温度共３个因素,以枳

雀提取物的总酚含量为响应值,使用包含３个因子

和５个编码级的CCD来拟合二阶响应面,并设计６
个重复的中心点用于估计纯误差.按照DesignＧExＧ
pert１０．０．７软件设计 CCD矩阵影响因子相应的编

码水平进行试验.
1.8　枳雀提取物各酚类物质单体成分与含量的

检测

　　HPLC法参考张元梅等[９]的方法,并稍作修改.
色谱分离在 ZORＧBAX EclipseXDBＧC１８ 色谱柱

(２５０mm×４．６mm,５μm)中进行,流动相由０．１％
的甲酸水溶液(溶剂 A)和甲醇(溶剂B)组成,梯度

洗脱程序如下:０~２０min,３７％~５０％ B;２０~３５
min,５０％~８０％ B;３５~４０min,８０％~１００％ B.
综合考虑可分４个波长进行检测,即芦丁的检测波

长为２６０nm,儿茶素、圣草次苷、柚皮苷、橙皮苷、新
橙皮苷、圣草酚、肉桂酸和柚皮素的检测波长为２８３
nm,绿原酸、咖啡酸、阿魏酸、甜橙黄酮、川陈皮素和

桔皮素的检测波长为３３０nm,杨梅素、槲皮素、山奈

酚的检测波长为３６７nm,紫外吸收光谱辅助定性.
枳雀提取物和各标准溶液经０．２２μm 的微孔有机滤

膜过滤后进行 HPLC检测分析.
1.9　数据处理

每组试验重复３次,结果以“平均值±标准偏

差”表示.运用SPSSStatistics２３软件对数据进行

处理分析.

３８１
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2　结果与分析

2.1　枳雀酚类物质提取工艺的单因素试验

从图１A 可见,在０~３０min,枳雀多酚含量随

着浸泡时间的延长,呈现先升高后降低的变化趋势.
在浸泡１５min时进行超声提取所得的总酚含量最

高,为１４．６６±０．１５mg/g.随着浸泡时间的延长,枳
雀总酚含量迅速下降,浸泡２５min后的枳雀总酚含

量仅为最高含量的７０％左右.这可能是由于浸泡

时间过短,枳雀冻干粉不能很好地分散,有些甚至聚

集在溶剂中,因反应接触面积的减少而影响了其总

酚得率.另一方面,浸泡时间过长会使枳雀组织

中的糖类、蛋白质等扩散出来,甚至形成胶团依

附于粉末表面,阻碍了枳雀多酚的溶出,导致其

含量降低.综上,选取浸泡时间１０~２０ min用

于筛选试验.
从图１B可见,随着液料比由１０mL/g增加到

３０mL/g,总酚含量明显增加,在液料比４０mL/g
时,总酚含量达到最大值１４．１５±０．３５mg/g,随着溶

剂比例的增加,枳雀总酚含量开始减少并逐步稳定.
溶剂量的增加使得细胞内外多酚浓度差变大,并且

平衡会向胞外溶液倾斜而使得溶液浓度增大.基于

低成本和高效率的考虑,选取液料比３０~５０mL/g
进行筛选试验.

从图１C可见,随着乙醇体积分数的增加,枳雀

总酚含量呈现先增加后减少的趋势.在乙醇体积分

数为４０％时,枳雀总酚含量达到最高,为１５．６６±
０．５１mg/g.在１００％乙醇提取时,枳雀总酚含量骤

降至９．０６±０．５１mg/g,显著低于其他组.过高的乙

醇体积分数会使枳雀中的醇溶性和脂溶性杂质竞争

性溶出,导致提取的枳雀酚类物质的总含量降低.
综上,选择乙醇体积分数 ３０％ ~５０％ 进 行 筛 选

试验.
从图１D 可见,枳雀总酚含量随着超声时间的

延长呈现先增加后趋于稳定的变化趋势,在超声时

间为２０min时获得最高含量为１４．３８±０．３５mg/g.
从节约时间及能源的角度,选取超声时间１５~２５
min进行筛选试验.

在超声提取过程中,对温度的控制至关重要.
从图１E可见,枳雀总酚含量随着超声温度的上升

呈现 逐 渐 增 加 的 趋 势,并 在 ３５ ℃ 达 到 最 大 值

(１５．５４±０．３２mg/g),比１５℃时的总酚含量增加了

５２．８０％.因此,选取超声温度３０~４０℃进行筛选

试验.

　同一组数据中不同字母表示差异显著(P＜０．０５).Valuesfollowedbydifferentlettersinthesamegroupshowedstatisticallysignificant
(P＜０．０５)．

图１　浸泡时间(A)、液料比(B)、乙醇体积分数(C)、超声时间(D)及超声温度(E)对枳雀总酚含量的影响

Fig．１　EffectoffiveextractionparametersonthecontentoftotalphenolinCitruswilsoniiTanaka

４８１
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2.2　PlackettＧBurman 试验设计筛选影响枳雀总酚

含量的主要因素

　　使用PlackettＧBurman法进行初步的因素筛选

试验.以枳雀总酚含量为响应值,通过软件 DesignＧ
Expert１０设计了１２次试验.结果发现,枳雀冻干

粉和３０％乙醇按液料比５０mL/g浸泡２０min后,
在３０℃超声处理２５min时,可观察到最低的枳雀

总酚含量,为 １１．４２±０．０８ mg/g;枳雀冻干粉和

５０％乙醇按液料比 ３０ mL/g浸泡 １０ min后,以

４０℃超声处理２５min,此时,可获得最高的枳雀总

酚含量,为１６．０８±０．４４mg/g.
贡献百分比可用于衡量各因素对响应值的影响

程度的大小.由表１可知,５个因素对枳雀总酚含

量的影响程度由高到低为:B＞C＞E＞D＞A,乙醇

体积分数(６８．５２％)＞液料比(１３．３９％)＞超声温度

(８．５９％)＞超声时间(４．１５％)＞浸泡时间(０．９５％),
其中,浸泡时间和液料比对枳雀总酚得率的提高有

显著的负效应,而乙醇体积分数、超声时间和超声温

度具有显著的正效应.

表１　PlackettＧBurman设计中各种因素对总酚含量的影响

Table１　Influenceofvariousfactorsontotalphenol

contentinPlackettＧBurmandesign
因素

Factors
标准化效应

Standardizedeffect
平方和

Sumofsquares
贡献百分比/％

Percentcontribution
A －０．２９ ０．２５ ０．９５
B ２．４６ １８．１８ ６８．５２
C －１．０９ ３．５５ １３．３９
D ０．６１ １．１０ ４．１５
E ０．８７ ２．２８ ８．５９

　　由方差分析结果(表２)可知,较低的变异系数

(CV＝３．２７％ ＜１０％)以 及 预 测 的 R２ (R２
Pred ＝

０．９１９４)与调整后的R２(R２
Adj＝ ０．８２４１)之间的差

值小于０．２,说明模型具有较强的优化信号和出色的

模型适用性.模型P＝０．０００５＜０．００１,表明该回归

模型具有极其显著的统计学意义,模型拟合效果好.
经方差分析得出的多元回归方程为:Y＝１３．４９８０－
０．１４５１A ＋１．２３０８B －０．５４４１C ＋０．３０３０D＋
０．４３５９E ,其中,Y、A、B、C、D、E 分别表示枳雀总

酚含量、浸泡时间、乙醇体积分数、液料比、超声时

间、超声温度.其中,乙醇体积分数、液料比和超声

表２　PlackettＧBurman试验的方差分析

Table２　AnalysisofvariancetableforthePlackettＧBurmandesignexperiment

方差来源

Sourceofvariance
平方和

Sumofsquares
自由度

Df
均方

Meansquare
F 值

Fvalue
P 值

Pvalue
显著性

Significance
模型 Model ２５．３６ ５ ５．０７ ２６．０９ ０．０００５ ∗∗∗

A ０．２５ １ ０．２５ １．３０ ０．２９７９
B １８．１８ １ １８．１８ ９３．４８ ０．０００１ ∗∗∗
C ３．５５ １ ３．５５ １８．２７ ０．００５２ ∗∗
D １．１０ １ １．１０ ５．６７ ０．０５４８
E ２．２８ １ ２．２８ １１．７２ ０．０１４１ ∗

残差 Residual １．１７ ６ ０．１９
R２ ０．９５６０ R２

Pred ０．９１９４
CV/％ ３．２７ R２

Adj ０．８２４１
　 注:显著性水平:∗P ＜０．０５,∗∗P ＜０．０１,∗∗∗P ＜０．００１(Tukey检验),下同.Levelofsignificance:∗P ＜０．０５,∗∗P ＜０．０１,

∗∗∗P ＜０．００１(Tukey’stest)．Thesameasbelow．

温度对响应值具有显著的影响(P ＜０．０５).相反,
浸泡时间和超声时间的影响不显著(P ＞０．０５).

综上所述,固定最佳的浸泡时间为１５min和超

声时间为２０min(图１),选择乙醇体积分数、液料比

和超声温度进行进一步的考察,分析这３个因素及

其相互作用对枳雀总酚含量的影响.
2.3　星点设计Ｇ效应面法确定枳雀酚类物质的最佳

提取条件

　　 根据PlackettＧBurman试验中获得的结果,使用

CCD法进一步优化了提取参数,发现枳雀总酚含量为

１１．８９±０．３６~１６．３５±０．２６mg/g,波动范围较大.
如表３所示,通过方差分析对 CCDＧRSM 模型

进行了评估.模型的P 值小于０．００１意味着不同处

理间差异极显著,模型可信度高.同时,不显著的失

拟项(P＞０．０５)和较低的纯误差(０．１３)意味着该模

型是精确且适用的.３个一次项、３个二次项及交互

项AC 对枳雀总酚含量的影响显著(P ＜０．０５),根
据F 值大小得出各项对响应值的影响程度由强到

弱依次为:C２ ＞A２ ＞A ＞B２ ＞B ＞AC ＞C ＞
BC ＞AB.由响应面分析得出的多元回归方程为:

Y＝ －２０．３５８４＋０．４８０２A ＋０．５１７４B ＋０．７４０３C＋
０．００１６AB＋０．００４９AC －０．００３４BC －０．００８４A２ －
０．００５０B２－０．０１０５C２ ,其中,Y、A、B、C 分别表示枳雀

总酚含量、乙醇体积分数、液料比、超声温度.
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表３　CCDＧRSM模型的单因素方差分析表

Table３　Analysisofvarianceforthecentralcompositedesignresponsesurfacemodel

方差来源

Sourceofvariance
平方和

Sumofsquares
自由度

Df
均方

Meansquare
F 值

Fvalue
P 值

Pvalue
显著性

Significance

模型 Model ４１．００ ９ ４．５６ ２３．１４ ＜０．０００１ ∗∗∗

A ６．８７ １ ６．８７ ３４．８９ ０．０００１ ∗∗∗

B ２．６５ １ ２．６５ １３．４５ ０．００４３ ∗∗

C １．７４ １ １．７４ ８．８４ ０．０１４０ ∗

AB ０．２２ １ ０．２２ １．１０ ０．３１９１

AC １．９３ １ １．９３ ９．７９ ０．０１０７ ∗

BC ０．９２ １ ０．９２ ４．６８ ０．０５５７

A２ １１．１２ １ １１．１２ ５６．４８ ＜０．０００１ ∗∗∗

B２ ４．０１ １ ４．０１ ２０．３８ ０．００１１ ∗∗

C２ １７．２１ １ １７．２１ ８７．３７ ＜０．０００１ ∗∗∗

残差 Residual １．９７ １０ ０．２０

失拟项 Lackoffit １．３４ ５ ０．２７ ２．１１ ０．２１５４

纯误差 Pureerror ０．６３ ５ ０．１３

R２ ０．９５４２ R２
Adj ０．９１２９

CV/％ ３．１１ R２
Pred ０．７３９６

　　由图２的等高线图可知,乙醇体积分数和超

声温度之间存在显著的交互作用,其等高线图呈

现椭圆形或鞍形,该结果与方差分析结果(表３)
一致(P＜０．０５).同时,乙醇体积分数和液料比之

间的交互作用以及液料比和超声温度之间的交

互作用并不显著(P＞０．０５),其等高线图形状接

近圆形.
由图２的三维响应曲面图可知,在选定的因素

范围内,枳雀总酚含量随着单因素值的上升呈现先

增加后减少趋势.其中,反映乙醇体积分数和超声

温度的交互作用的响应曲面坡度最陡,表明其交互

作用能够显著影响枳雀总酚的含量.

图２　乙醇体积分数、液料比和超声温度的交互作用对枳雀总酚含量的影响

Fig．２　Theeffectoftheinteractionofethanolvolumefraction,liquidＧsolidratioandultrasonic
temperatureonthecontentoftotalphenol
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　　通过 PlackettＧBurman联合 CCD 进行的优化

试验获得的最佳条件是:浸泡时间１５min、乙醇体

积分数４４．２５４％、液料比４５．５２９mL/g、超声温度

３４．２０８℃、超声时间２０min,此时的枳雀总酚含量

为１６．２６０mg/g.根据实际情况,调整参数为:浸泡

时间 １５ min、乙 醇 体 积 分 数 ４４％、液 料 比 ４５．５
mL/g、超声时间２０min、超声温度３４℃、共进行了

５次验证试验.结果发现,该条件下枳雀总酚含量

的实际值为１６．２９±０．１２mg/g,接近于预测值.因

此,通过 PlackettＧBurman设计与星点设计响应面

方法相结合优化枳雀酚类物质的提取是可靠且实

用的.
2.4　枳雀提取物酚类物质组成成分分析

由图３和表４可知,从枳雀提取物中同时分离

出１８种酚类化合物,其中,二氢黄酮类物质在枳雀

提取物中含量最为丰富,约占总酚含量的９４．６０％,
主要包括圣草次苷、柚皮苷、橙皮苷、新橙皮苷、圣草

酚和柚皮素６种.枳雀富含柚皮苷,含量约为１２．００
mg/g,约 占 总 酚 含 量 的 ９１．３６％,是 其

苦味的主要来源之一,其次含量较多的是圣草酚

表４　枳雀提取物中酚类化合物的含量

Table４　TheconcentrationsofphenoliccompoundsinCitruswilsoniiTanakaextract

峰

Peak

保留时间/min
Retention

time

检测波长/nm
Detection
wavelength

化合物组成

Compounds

回归方程

Regression
equations

相关系数

Correlation
coefficient

线性范围/
(μg/mL)

Linearrange

含量/(μg/g)
Concentration

１ ４．９３０ ３３０
绿原酸

Chlorogenicacid y＝３０８４２．０１x＋３３１６４２．０４ R２＝０．９９９１ １．２７~４０．６３ ５４．８６±１．９５

２ ４．９９０ ２８３
儿茶素

Catechin y＝９８９９．５１x＋３１４．３６ R２＝０．９９９１ １．４３~４５．７１ １４６．３８±３．６６

３ ７．３３０ ３３０
咖啡酸

Caffeicacid y＝９８５４２．７１x－６４８１６．４２ R２＝０．９９９５ ２．２２~７１．１１ ３３．２０±２．９２

４ ９．２２７ ２８３
圣草次苷

Eriocitrin y＝２１８６２．０７x－１３０６５．８０ R２＝１．００００ ４．１３~１３２．０６ ９４．８２±０．８９

５ １１．３８０ ３３０
阿魏酸

Ferulicacid y＝６２０４０．２１x－１５４７４．４８ R２＝０．９９５８ １．５９~５０．７９ ４４．４６±１．０８

６ １４．１２９ ２６０
芦丁

Rutin y＝２０２１６．３４x＋３３７３７．３９ R２＝０．９９９２ ４．１３~１３２．０６ １１３．４８±１５．２０

７ １４．８４４ ２８３
柚皮苷

Naringin
y＝２５４１５．１３x－２８３９７．１１ R２＝１．００００ ２．８６~１４６２．８６ １１９９６．４６±２５０．７５

８ １５．１４６ ２８３
橙皮苷

Hesperidin
y＝１７７８８．４５x＋１１３０．５１ R２＝０．９９６７ ２．２２~７１．１１ ２７．４５±２．４８

９ １５．９５９ ２８３
新橙皮苷

Neohesperidin
y＝３６１８４．４８x－２２１９８．３２ R２＝０．９９９０ １．９０~６０．９５ ３９．２０±０．１７

１０ １７．２５７ ３６７
杨梅素

Myricetin
y＝１０６１３．０２x＋３４１８．１３ R２＝０．９９９３ １．５９~５０．７９ ６４．３９±２．８１

１１ ２１．３６２ ２８３
圣草酚

Eriodictyol
y＝５２１３３．１３x－５１９５８．６２ R２＝０．９９９０ ０．９５~３０．４８ １７６．９１±２．４１

１２ ２６．３００ ２８３
肉桂酸

Cinnamicacid y＝１０１６３６．０３x＋１８９８５．６０ R２＝１．００００ ２．８６~９１．４３ ５４．８６±３．６８

１３ ２７．２０９ ３６７
槲皮素

Quercetin y＝４３０１３．３９x＋２３７３７．１８ R２＝０．９９７８ ５．７１~１８２．８６ ５４．１３±２．３９

１４ ２７．３９３ ２８３
柚皮素

Naringenin
y＝２９０３１．５６x－６８５１．２８ R２＝０．９９９９ ０．９５~３０．４８ ８７．３６±１２．０５

１５ ３１．４８３ ３６７
山奈酚

Kaempferol
y＝１２５９１１．８１x＋４１６０１５．４１ R２＝０．９９９１ ２．５４~８１．２７ ８０．１３±７．９８

１６ ３４．２６９ ３３０
甜橙黄酮

Sinensetin y＝８０５００．１８x＋５４４５．８８ R２＝０．９９９９ ０．７９~２５．４０ ３０．４６±２．５７

１７ ３７．１６４ ３３０
川陈皮素

Nobiletin y＝４３３８３．０５x－３３８４８．０１ R２＝０．９９８７ ２．３８~７６．１９ ２１．７４±３．９６

１８ ３９．６０３ ３３０
桔皮素

Tangeretin
y＝４２７３４．１１x＋２４１８０．０４ R２＝０．９９９１ ２．２２~７１．１１ １０．８６±２．００
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数字代表的物质同表４.ThesubstancesrepresentedbythenumbersarethesameasthoseinTable４．

图３　检测波长分别为２６０nm(A)、２８３nm(B)、３３０nm(C)和３６７nm(D)下枳雀提取物中酚类物质

和标准品(E)的HPLC谱图

Fig．３　HPLCofthephenoliccompoundsfromCitruswilsoniiTanakaextractat
２６０nm(A),２８３nm(B),３３０nm(C)和３６７nm(D)and１８kindsofphenolsmixedstandardsubstance(E)

(１７６．９１μg/g).此外,从枳雀提取物中检测到少量

酚酸类物质,包括绿原酸、咖啡酸、阿魏酸和肉桂酸.
还检测出少量多甲氧基黄酮类物质,如:甜橙黄酮、
川陈皮素和桔皮素,含量分别为 ３０．４６、２１．７４ 和

１０．８６μg/g.

3　讨　论

3.1　枳雀多酚的超声提取工艺

据报道,超声可以通过影响溶剂的物理性质、酚
类物质的溶解度及某些酶的活性来增加超声的处理

效果[１０Ｇ１１].Ma等[１１]发现超声辅助果胶酶提取柑橘

渣水提物中的橙皮苷和酚酸时,底物结合和产物释

放过程加速,且果胶酶与果胶底物之间的亲和力增

强,这可能是由于在超声场下暴露了果胶酶结构中

更多的活性位点所致,从而使提取率增加.PlackＧ
ettＧBurman试验的结果表明乙醇体积分数是影响

枳雀总酚提取率最主要的因素.柳萌等[１２]认为乙

醇与水的混合液可以破坏酚类物质与蛋白质、多糖

等物质的结合键,有利于酚酸的提取.由响应面图

结果可知,溶剂极性和温度显著影响酚类物质的降

解效果.多酚得率随着超声温度的上升而增加,可
能得益于超声波在液体介质中的传播会产生强烈的

混合效果,有助于提高质量传递,从而大大提高了溶

质的传递速率[１３].然而,当温度过高时,一方面会

导致溶剂的黏度和表面张力均降低,蒸气压升高,使
得空化作用的气泡破裂程度降低,超声处理的效果

减弱;另一方面,酚类物质属于易热降解的活性成

分,高温会破坏多酚的结构,导致其产率降低[１４].
在本研究中,响应面图中多酚含量随温度的升高呈

现先增加后降低的趋势,这与上述研究报道的结果

相一致[１２Ｇ１４].
此外,在超声提取过程中,单个酚酸含量的下降

程度与其芳香环取代基的类别和数目有关,羟基数

目越多、甲氧基数目越少,酚酸越容易被降解,因此,
枳雀多酚提取物中的多甲氧基黄酮被较好地保

留[１５].除此之外,糖基的存在可有效抑制酚类物质

的降解.Biesaga等[１６]发现经超声提取后,蜂蜜中

的９种酚酸和４种黄酮糖苷都很稳定,而７种苷元

的回收率仅１０％,黄酮醇苷元几乎完全降解.因

此,实际生产中应根据目标产物的结构特性来选择

适当的提取参数.
3.2　枳雀的组成成分分析

柑橘类水果中含有丰富的酚类物质,本研究通

过 HPLC对枳雀超声提取物进行分析,共检测出１８
种酚类物质,其中,柚皮苷的含量最高,其次是圣草

酚.枳雀常作为枳壳、香橼等中药材的原料,用于破
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气消积,化痰散痞,疏肝理气等.陕南枳雀提取物中

含有大量的柚皮苷,但却仅含有微量的新橙皮苷,其
质量不满足我国药典规定的香橼原材料的要求,但
是满足作为枳壳原材料的规定,该结果与杨辉等[１７]

的研究结果一致.因此,枳雀作为枳壳与香橼原料

入药的安全性和药理作用等方面还有待进一步

研究.
枳雀提取物中含有约９０％以上的二氢黄酮类

物质.二氢黄酮类化合物是药用植物中广泛存在的

一类黄酮类化合物,具有抗癌、抗氧化、清除自由基、
保护神经、治疗心血管疾病及调理肠胃功能、抗炎、
抗菌等多种药理活性.因此,二氢黄酮类物质可能

是枳雀在各类疾病治疗中发挥作用的关键活性物

质.作为一种母本为柚类、父本为枳类的杂交柑橘

品种,枳雀中检测出丰富的多甲氧基黄酮.研究发

现,甜橙黄酮和川陈皮素等多甲氧基黄酮部分通过

影响磷酸二酯酶的活性起到抑制 TNFＧα的作用,具
有很好的抗炎作用[３].此外,任雪等[１８]提出广陈皮

的多甲氧基黄酮提取物可通过减弱或消除氧自由基

及炎症介质的过度释放,对小鼠肺组织起到保护作

用.因此,我们推测枳雀具有潜在的抗炎活性,可用

于慢性炎症疾病的治疗方案中.
目前,国内外对枳雀活性成分的提取分离以及

体外活性研究较多,而枳雀调节胃肠道健康、治疗心

血管疾病、调节免疫功能的机制并不明确,未来需要

进一步探索枳雀对人体健康的干预机制,以期为临

床应用提供理论依据.
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OptimizationofultrasoundＧassistedethanolextractionofpolyphenolsfrom
CitruswilsoniiTanakausingPlackettＧBurmancoupledwithresponsesurfacedesign

ZHANGZhen,SHIKaixin,PANSiyi

CollegeofFoodScienceandTechnology,HuazhongAgriculturalUniversity/

KeyLaboratoryofEnvironmentCorrelativeDietologyofMinistryEducation,Wuhan４３００７０,China

Abstract　Citruswilsonii TanakaisakindofmedicinalcitruslocalvarietyinsouthernShaanxi
Province．ItcanbemadeintoChineseherbalmedicineorsoakedinwatertotreatgastricacid,bloating
anddyspepsia．InordertoprovidetheoreticalbasisforthedevelopmentandutilizationofCitruswilsonii
Tanakaresources,theultrasoundＧassistedethanolextractiontechnologyandcomponentsoftotalphenol
fromCitruswilsoniiTanakawerestudied．Firstly,thefiveextractionparameterswereinvestigatedby
singlefactortestandPlacketＧBurmandesign．ThreefactorswithsignificanteffectwereselectedasethaＧ
nolvolumefraction,liquidＧsolidratioandultrasonictemperature．Onthisbasis,thecentralcompositedeＧ
signresponsesurfacemethodwasusedtofurtheroptimize．Theoptimalconditionswereasfollows:soaＧ
kingtime１５min,ethanolvolumefraction４４％,liquidＧsolidratio４５．５mL/g,ultrasonictime２０min,ulＧ
trasonictemperature３４℃．Underthecondition,thetotalphenolcontentpergramofCitruswilsonii
Tanakalyophilizedpowderwas１６．２９±０．１２mggallicacidequivalent．Inaddition,theresultsofHPLC
showedthattherewere１８kindsofphenolsintheextract,including４kindsofflavonols,１kindofflaＧ
vanols,６kindsofdihydroflavones,４kindsofphenolicacidsand３kindsofpolymethoxyflavones．NaringＧ
inaccountedfor９１．３６％ofthetotalphenol．

Keywords　CitruswilsoniiTanaka;totalphenolcontent;ultrasonicＧassistedextraction;PlackettＧ
Burman;centralcompositedesignＧresponsesurfacemethod;components;antiＧinflammatoryeffect

(责任编辑:赵琳琳)

０９１


