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沙棘果渣总黄酮提取工艺及抗氧化活性分析
白生文，汤 超，田 京，闫宏斐，许晓莎，范惠玲*

（河西学院农业与生物技术学院，甘肃 张掖 734099）

摘  要：利用超声波辅助提取技术对河西走廊沙棘榨汁提油后的果渣下脚料总黄酮提取工艺进行优化，同时考察

果渣黄酮提取液的还原力和清除羟自由基和超氧阴离子自由基的能力。通过单因素试验和L9（34）正交试验，得

到影响黄酮得率的主要因素及其影响力大小为乙醇体积分数＞提取时间＞料液比；确定最佳提取条件为乙醇体积

分数60%、提取时间40 min、料液比1∶50（g/mL）；此条件下，河西走廊沙棘果渣中总黄酮提取率为2.55%，果皮

渣中总黄酮提取率为0.651%，沙棘籽粕中总黄酮提取率为1.901%。当质量浓度大于0.151 4 mg/mL时，沙棘果渣黄

酮提取液的还原力大于VC的还原力；沙棘果渣黄酮提取液对羟自由基和超氧阴离子自由基均有一定的清除作用，

其对羟自由基的清除率为39.07%～42.01%，大于同等质量浓度VC的清除作用，而对超氧阴离子自由基的清除率为

47.17%～60.38%，小于同等质量浓度VC的清除作用，说明沙棘果渣黄酮提取液对羟自由基有更强的清除能力。
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Abstract: The aim of the current study was to optimize the extraction conditions for total flavonoids from sea buckthorn 

(Hippopphae rhamnoides L.) pomace (the leftover residue from juice making) by orthogonal array design. The antioxidant 

activity of the total flavonoids extracted was assessed by hydroxyl radical and superoxide anion radical scavenging, 

and reducing power assays, respectively. Ethanol concentration, extraction time and the ratio of material to solvent 

were identified as three main variables that affect extraction efficiency by signal factor experiments, and these factors 

were further optimized to be 60%, 40 min and 1:50 (g/mL), respectively, using orthogonal array design. Under the 

optimized conditions, the predicted extraction yield of total flavonoids from sea buekthom pomace was 2.55%. The 

total flavonoids had strong reducing power, and exhibited a more powerful scavenging effect against superoxide anion 

radical than against hydroxyl radical.
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沙棘（Hippopphae rhamnoides L.）又名醋柳、酸刺、

黑刺，为胡颓子科沙棘属落叶灌木或小乔木[1]。沙棘黄酮

是沙棘的主要药用成分[2]，具有清除超氧阴离子自由基及

羟自由基[3]、防癌抗癌[4]、抗肿瘤[5]、抗心血管疾病[6]、抗

骨质疏松[7]、雌激素样与抗雌激素样的作用[8]以及调节免疫

系统[9]，广泛存在于沙棘果、叶、茎、根等不同器官中[10]。

甘肃省现有沙棘林面积416多万亩，其中河西走廊

的沙棘林主要分布在张掖市各县区 [11]。目前，甘肃省

各沙棘加工企业主要是为国内外加工沙棘浓缩汁、沙棘

果酱、沙棘油等原料产品，同时也产生了大量的沙棘果

渣。据测定，沙棘果渣中含有大量的营养物质[12]，高玲[13] 

的研究表明沙棘果渣中黄酮的含量也相当高，有些品种

甚至高于其在沙棘汁与沙棘油中的含量[14]。若将总黄酮

含量较高的果渣弃去不用或作为饲料低价销售，这无疑

是资源浪费。至今，从沙棘果渣中提取黄酮类化合物的

研究已有不少报道[15-18]，而采用超声波辅助法分别从河西

走廊沙棘籽粕和沙棘果皮渣中提取黄酮类化合物的研究

至今未见报道。因此，研究沙棘果渣总黄酮的提取对延
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伸沙棘加工产业链，提升沙棘开发利用的经济价值具有

积极意义。

近年来，关于氧自由基的生理功能和毒性，以及清

除自由基的抗氧化剂的研究普遍受到人们的关注[19-20]，而

且由于合成抗氧化剂的潜在毒副作用，使得寻找安全、

高效的天然抗氧化剂已成为人们研究的热点之一。目前

有关沙棘果渣黄酮提取液抗氧化性能的研究报道很少。

鉴于此，本研究利用沙棘果渣下脚料为原料，采用单因

素及正交设计试验方法，对超声波辅助提取沙棘果渣中

黄酮类化合物的提取条件进行了研究，以确定最佳的工

艺条件。同时，以VC为对照，对沙棘果渣黄酮提取液的

还原性和氧自由基的清除效果进行了测定，评价其在体

外抗氧化活性的强弱，以期为开发新的天然抗氧化剂和

合理利用沙棘资源提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

沙棘果渣 张掖市某生物科技开发有限公司。

芦丁标准品、亚硝酸钠、硝酸铝、三氯化铁、双氧

水、铁氰化钾、邻苯三酚、VC、三氯乙酸、水杨酸等均

为国产分析纯。

1.2 仪器与设备

KQ-250B型超声波清洗器 昆山市超声仪器有限公

司；UV-1750紫外-可见分光光度计 苏州岛津仪器有

限公司；TGL-16G高速台式离心机 上海贤德实验仪器

有限公司；HH-4数显恒温水浴锅 常州国华电器有限公

司；电热恒温鼓风干燥箱 浙江玺袁科学仪器有限公司。

1.3 方法

1.3.1 标准曲线的制作和回归方程的建立    

精确称取200 mg经120 ℃烘干至恒质量的芦丁标准

品，用30%乙醇溶解并定容至100 mL即为标准液。

精密量取芦丁标准溶液0 . 0、0 . 5、1 . 0、1 . 5、

2.0、2.5、3.0 mL于7 支25 mL容量瓶中，再分别加

入0.7 mL 5%  NaNO 2溶液，摇匀，放置6 min后加入

0.7 mL 10% Al(NO3)3溶液，6 min后再加入10 mL 1 mol/L 

的NaOH溶液，混匀，用30%乙醇稀释至刻度，15 min后于

波长510 nm处测定吸光度，0.0 mL为空白对照，测得不同

质量浓度的吸光度。以吸光度为纵坐标，标准溶液质量浓

度为横坐标，绘制标准曲线[21]，并以吸光度对质量浓度进

行运算，得到回归方程：y=10.157x，R2=0.999 8。

1.3.2 沙棘果渣黄酮提取及含量测定

沙棘果渣、果皮渣和籽粕样品的制备：张掖市某生

物科技开发有限公司生产沙棘果汁后的果渣下脚料，分

成2 份，其中一份烘干粉碎，过60 目筛，装瓶后置干燥

器中备用。另一份将果皮渣和籽粕分开，烘干粉碎，过

60 目筛，装瓶后置干燥器中备用。

准确称取沙棘果渣干粉0.08 g于10 mL离心管中，按

一定料液比的乙醇溶液，一定功率超声和一定时间提取

类黄酮。提取液在20 ℃条件下8 000×g离心10 min，滤

渣以同样条件提取、离心、合并上清液，然后用乙醇溶

液定容为25 mL。取定容后样品各0.5 mL检测，每个实验

在相同条件下提取3 个平行样。

用制作标准曲线同样方法测定沙棘果类黄酮的吸光

度，根据标准曲线的回归方程计算得黄酮质量浓度，再

根据公式（1）计算类黄酮提取率：

/%＝ 100	（1）

1.3.3 单因素试验设计

乙醇体积分数为30%、40%、50%、60%、70%和

80%共6 个水平；料液比（g/mL）为l∶20、1∶30、l∶40、

1∶50、1∶60和1∶70共6 个水平；超声波浸提时间为10、

20、30、40、50 min和 60 min共6 个水平；提取次数为

1、2、3 次和4 次共4 个水平，以沙棘果渣干粉为原料，

分别进行单因素试验。

1.3.4 正交试验设计

在单因素试验的基础上，选择乙醇体积分数、料液

比、浸提时间，分别设计3 个水平，以沙棘果渣为原料进

行正交试验，每个试验重复3 次，确定沙棘果渣黄酮提取

的最佳工艺条件。

1.3.5 沙棘果渣黄酮还原力测定[22]

普鲁士兰法测定样品的还原力：取一定体积

（0.05、0.1、0.2、0.3、0.4 mL）的沙棘果渣样品液于

10 mL棕色容量瓶中，加入质量浓度1 g/100 mL的铁氰

化钾和磷酸盐（pH 6.5）溶液各1.0 mL，摇匀，混合液

于50 ℃水浴20 min，取出后急速冷却。加入1.0 mL质量

浓度10 g/100 mL的三氯乙酸溶液，摇匀，静置10 min

后，再加入质量浓度0.1 g/100mL的三氯化铁与蒸馏水

各1.0 mL，无水乙醇定容，静置10 min，分光光度计于

700 nm波长处测定吸光度。重复3 次，取平均值。

1.3.6 沙棘果渣黄酮对羟自由基清除率的测定[23]

将沙棘果渣黄酮提取液依次按1∶5、1∶10、1∶15、

1∶20和1∶25稀释，得到不同质量浓度的样品醇溶物。

精确吸取3 mL不同质量浓度（0.498、0.623、0.830 7、

1.246、2.49 mg/L）样品醇溶物于试管中，依次向试管

中加入2 mL 0.1 mol/L FeSO4、2 mL 0.1 mol/L水杨酸、

2 mL 0.1 mol/L H2O2，用蒸馏水定容至10 mL并摇匀，在

37 ℃条件下恒温加热30 min后在510 nm波长处测定其吸

光度Aa；将体系中样品用3 mL无水乙醇代替，在相同条

件下测定其吸光度A0；将体系中H2O2用蒸馏水代替在相

同条件下测定其吸光度Ab。用等质量浓度的VC代替样品

做对照，按式（2）计算清除率（E）：
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A0 Aa Ab

A0
E/%＝ 100 （2）

1.3.7 沙棘果渣黄酮对超氧阴离子自由基清除率的测定[22]

取6 支10 mL离心管各加入pH 8.2的50 mmol/L Tris-

HC1缓冲液4.5 mL，再分别加入果渣提取液0.0、0.2、

0.4、0.6、0.8、1.0 mL，然后依次加蒸馏水1.0、0.8、

0.6、0.4、0.2、0.0 mL，混匀后在25 ℃恒温水浴中保温

20 min，取出后立即加入在25 ℃预热过的3 mmol/L邻苯

三酚溶液0.3 mL启动反应。5 min后加10 mol/L盐酸溶液

0.2 mL终止反应。同时另取6 支离心管，按上述步骤依次

加入Tris-HCl缓冲液、黄酮提取液和蒸馏水，然后分别加

10 mmol/L盐酸溶液0.3 mL，5 min后加10 mol/L盐酸溶液

0.2 mL终止反应，摇匀。在325 nm波长处检测吸光度。

按照式（3）计算沙棘果渣黄酮提取液对超氧阴离子自由

基的清除率：

超氧阴离子自由基清除率/%=                                                ×100
（A1－A2）－（A3－A4）

A1－A2

	（3）

式中：A1为不含样品的吸光度；A2为不含样品和邻

苯三酚的吸光度；A3为含样品的吸光度；A4为含样品，

但不含邻苯三酚的吸光度。

2 结果与分析

2.1 沙棘果渣黄酮提取单因素试验结果

2.1.1 料液比对黄酮提取率的影响
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图 1 料液比对沙棘果渣黄酮提取率的影响

Fig.1 Effect of solid-to-solvent ratio on the extraction efficiency of total flavonoids

准确称取一定量的沙棘果渣粉末，固定乙醇体积分

数60%、超声功率250 W、提取时间30 min，分别选择

料液比为1∶20、1∶30、1∶40、1∶50、1∶60、1∶70进行实

验。图1显示，当料液比小于1∶40时，黄酮提取率上升较

缓慢，而当继续增大溶剂用量比例，使其达到1∶50时，

黄酮提取率达到2.004%；但当料液比超过1∶50时，随提

取液用量增大，类黄酮提取率变化很小。

料液比实际上是溶剂的用量大小。一般来说，溶

剂的用量越大，提取率也越大。但当料液比增加到一定

程度后，一定比例的溶剂将有效成分基本溶出，因此提

取率不再上升或趋于稳定。而且乙醇用量过多，会造成

有机溶剂的浪费，并使后续样品浓缩时间耗时过长。因

此，从提取率、溶剂用量和生产成本等角度综合考虑，

选择料液比1∶50～1∶70作为进一步优化的范围。

2.1.2 乙醇体积分数对黄酮提取效果的影响
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图 2 乙醇体积分数对沙棘果渣黄酮提取率的影响

Fig.2 Effect of ethonal concentration on the extraction efficiency of 

total flavonoids

准确称取一定量的沙棘果渣粉末，固定料液比

1∶50、超声功率250 W、提取时间30 min，分别选择乙

醇体积分数30%、40%、50%、60%、70%和80%进行试

验。图2显示，当乙醇体积分数较低时，沙棘果渣黄酮提

取率随着乙醇体积分数的增大而逐渐增加；当乙醇体积

分数为60%时，提取率达到最大（1.942%）；而后随着

乙醇体积分数的继续增大，黄酮提取率缓慢降低。

沙棘果渣黄酮提取率随乙醇体积分数的增大先增

加后降低，其原因可能在于乙醇溶解性好，细胞穿透力

强，当用较高体积分数的乙醇处理材料时，组织细胞内

外的浓度差变大，有利于黄酮的溶出。但是，当乙醇体

积分数过高时，会使有些醇溶性的色素，亲脂性强的成

分溶出量增加，这些成分会竞争同乙醇-水分子结合，导

致黄酮与乙醇-水分子结合的可能性下降，使提取率呈现

出降低的趋势。综上，在正交试验中应选择50%～70%的

乙醇作为优化的参考范围。

2.1.3 浸提时间对黄酮提取效果的影响

准确称取一定量的沙棘果渣粉末，固定乙醇体积分

数60%、料液比1∶50、超声功率250 W，分别选择10、

20、30、40、50、60 min进行试验。
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图 3 提取时间对沙棘果渣黄酮提取率的影响

Fig.3 Effect of extraction time on the extraction efficiency of  

total flavonoids

从图3可知，随着提取时间的延长，黄酮提取率逐渐

增加，且增幅明显。当浸提时间为30 min时，黄酮提取
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率达到1.674%。当继续延长浸提时间，提取率以平缓的

幅度增加，在浸提50 min时的提取率比30 min的仅提高了

0.104%。这可能是由于：1）在提取的初始阶段，由于原

料和提取液2 个体系间存在浓度差，提取率随浸提时间的

延长而增加，当达到一定时间后，原料内外黄酮质量浓度

达到相对平衡的状态，原料内的黄酮不容易被继续浸出，

提取率趋于稳定。2）由于提取时间的延长，造成其他醇

溶性物质的溶解，从而影响了黄酮类化合物的提取。综

上，考虑到浸提时间越长，能耗及经济成本越大，因此在

进行正交试验时，选择30～50 min进行优化。

2.1.4 提取次数对提取效果的影响
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1.95
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图 4 提取次数对沙棘果渣黄酮提取率的影响

Fig.4 Effect of extraction cycles on the extraction efficiency of  

total flavonoids

在以上最佳单因素条件下，将原料进行多次浸提比

较黄酮提取率。由图4可知，随着提取次数的增多，沙棘

果渣黄酮提取率逐渐上升。当提取2 次后，提取率随提取

次数的增加上升幅度缓慢，浸提3、4 次的黄酮提取率分

别比2 次的仅提高了0.028%、0.009%。这可能是由于随

着提取次数的增加沙棘果渣中黄酮类物质已基本溶出。

同时，提取次数过多会给后续的滤液浓缩带来困难。因

此，正交试验中采用2 次浸提。

2.2 沙棘果渣黄酮提取正交试验结果及分析

表 1 沙棘果渣黄酮提取L9（34）正交试验设计及结果

Table 1 Orthogonal array design and results

试验号
因素

提取率/%
A料液比（g/mL） B乙醇体积分数/% C浸提时间/min

1 1（1∶50） 1（50） 1（30） 1.635

2 1 2（60） 2（40） 2.472

3 1 3（70） 3（50） 2.256

4 2（1∶60） 1 2 2.021

5 2 2 3 2.018

6 2 3 1 1.624

7 3（1∶70） 1 3 2.120

8 3 2 1 2.302

9 3 3 2 1.914

k1 2.121 1.925 1.854  

k2 1.888 2.264 2.136

k3 2.112 1.931 2.131

R 0.233 0.339 0.282

优方案 A1 B2 C2

由表1的极差分析结果可知，各因素对沙棘果渣黄酮

提取率的影响程度各不相同，主次顺序为B＞C＞A，即

乙醇体积分数对黄酮提取率的影响最大，其次是提取时

间，而料液比对黄酮提取率的影响最小。由直观分析确

立的最佳组合为A1B2C2，即料液比1∶50、乙醇体积分数

60%、浸提时间40 min，最大提取率可达2.472%。由表1

还可知，当采用同样的提取条件时，沙棘籽粕中黄酮提

取率近乎是果皮渣中的2 倍，说明河西走廊沙棘果渣中的

黄酮类化合物主要在沙棘籽中存在。

根据获得的最佳提取工艺条件，首先对沙棘果渣中

的黄酮进行了提取，提取率达2.55%，均大于表1中9 个

试验的提取结果。然后采用上述最佳提取工艺分别提取

了沙棘籽粕、果皮渣中的黄酮，提取率分别为1.901%、

0.651%。

2.3 沙棘果渣黄酮提取液的还原力和抗氧化活性

2.3.1 沙棘果渣黄酮提取液铁离子还原力分析

0.24
0.22

0.26
0.28
0.30
0.32

VC

0.20
0.075 7 0.151 4 0.302 8 0.454 2 0.605 6

/ mg/L

图 5 沙棘果渣黄酮提取液还原能力

Fig.5 Reducing power of flavonoids and VC

由图5可知，沙棘果渣黄酮提取液与VC的吸光度都

随质量浓度的增大而上升，吸光度越高，说明这种反应

混合物的还原性越强。当质量浓度很低（0.075 7 mg/L）

时，沙棘果渣黄酮提取液的铁离子还原力小于VC的，但

当质量浓度介于0.151 4～0.605 6 mg/L范围内时，沙棘果

渣黄酮还原力较VC还原力强。

2.3.2 沙棘果渣黄酮提取液清除羟自由基能力分析

37
36
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35
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图 6 沙棘果渣黄酮提取液对羟自由基的清除能力

Fig.6 Hydroxyl radical-scavenging activity of flavonoids and VC

羟自由基是最活泼、毒性最大的自由基，可与活细

胞中的任何分子发生反应，引发组织细胞病变，导致各

种疾病的发生和机体衰老，且反应速度非常快[24]。黄酮
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类抗氧化作用是通过酚羟基与自由基反应，形成共振稳

定的半锟式自由基而中断链式反应[25]。由图6可知，在所

选质量浓度范围内，沙棘果渣黄酮提取液和VC清除羟自

由基的能力均与质量浓度呈正相关，黄酮提取液对羟自

由基的清除率为39.07%～42.01%，大于VC对羟自由基的

清除率（37.78%～39.25%）。在0.498～0.831 mg/L质量

浓度范围内，沙棘果渣黄酮清除率增幅缓慢，当其质量

浓度为2.49 mg/L时，清除率达到42.01%，明显大于同等

质量浓度VC的清除率（39.25%）。

2.3.3 沙棘果渣黄酮提取液清除超氧阴离子自由基能力

分析

65
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35
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95
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图 7 沙棘果渣黄酮提取液对超氧阴离子自由基的清除能力

Fig.7 Superoxide radical scavenging activity of flavonoids and VC

生物体内的氧化还原反应中，大致有2%～5%的氧

会产生超氧阴离子自由基，其是机体内寿命最长的自

由基，通常作为自由基链式反应的引发剂，产生活性

更强的羟自由基，进一步对机体造成危害[24]。由图7可

知，在所选质量浓度范围内，体系中加入不同质量浓度

的沙棘果渣黄酮提取液、VC后，清除率均呈现上升趋

势。这说明沙棘果渣黄酮提取液对超氧阴离子自由基

有抑制作用，抑制率与质量浓度有关，加入样品的质

量浓度越大，对超氧阴离子自由基的抑制作用越强。

沙棘果渣黄酮提取液对超氧阴离子自由基的清除率为

47.17%～60.38%，明显小于同等质量浓度VC对超氧阴离

子自由基的清除率（64.78%～87.42%）。

图6和图7的结果还表明，沙棘果渣黄酮提取液对两

种自由基的清除率明显不同，其对超氧阴离子自由基的

清除能力明显大于对羟自由基的清除能力。

3 结 论

通过沙棘果渣黄酮提取单因素试验，确定比较好的

因素水平为料液比1∶50、乙醇体积分数60%、浸提时间

30 min、提取2 次。

采用超声波辅助提取法对沙棘果渣黄酮进行了提

取，通过正交试验，得到影响黄酮提取率的提取因素的

影响力大小为：乙醇体积分数＞提取时间＞料液比。通

过单因素试验和正交试验对沙棘果渣黄酮超声辅助提取

工艺进行优化，得到最佳提取条件为料液比为1∶50、乙

醇体积分数60%、提取时间40 min。在此条件下得到河西

走廊沙棘果皮渣中黄酮提取率为0.651%，沙棘籽粕中黄

酮提取率为1.901%。

黄酮类化合物存在于沙棘的所有部位，其中

果汁为365 mg/100  g，沙棘叶为876 mg/100  g，沙

棘油为1 065.2 mg/100 g，沙棘果泥中黄酮含量达到

2 080 mg/100 g[26]，含量极其丰富。本实验的研究结果发

现，河西走廊沙棘果渣中的总黄酮提取率达到了2.55%，与

已有研究结果相比，达到了提取沙棘果渣中黄酮的目的。

张颖等[27]的研究结果表明，泰山沙棘黄酮能有效清

除羟自由基和超氧阴离子自由基，且随着黄酮质量浓度

的升高，对羟自由基的清除率和对超氧离子自由基的抑

制率也增大。本研究通过还原力和自由基清除率测定实

验，表明河西走廊沙棘果渣黄酮类化合物对生物体内常

见的2 种氧自由基都具有一定的清除作用，随着黄酮质量

浓度的增大，对自由基的清除能力也增强；研究结果还

表明其对超氧阴离子自由基的清除作用强于对羟自由基

的清除作用，这可能与黄酮对2 种氧自由基的作用机理不

一样有关。

总之，本研究结果表明，河西走廊沙棘果渣中含有

较丰富的黄酮类化合物。由于黄酮类化合物既能作为食

品添加剂延缓脂肪的氧化，又可用于防治自由基引发的

多种疾病。因此，河西走廊沙棘果渣在天然抗氧化剂和

功能食品的开发方面，医学产品的研制方面都有良好的

应用前景，这将为利用该资源进行工业化生产黄酮类药

物提供参考依据，也为进一步深入研究河西走廊沙棘的

应用价值提供理论支持。
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