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超声波提取花椒皮总黄酮工艺及其抗氧化性研究

高亚妮，田呈瑞 *，康宇新，郝 果，周 瑞
(陕西师范大学食品工程与营养科学学院，陕西 西安      710062)

摘   要：以花椒为原料，采用超声波辅助法提取花椒果皮中的总黄酮，在单因素试验基础上设计正交试验研究提

取最佳工艺条件。结果表明：花椒果皮总黄酮超声提取的最佳工艺条件为料液比 1:30(g/mL)、提取时间 50min、乙

醇体积分数 45%。采用紫外分光光度法测定其总黄酮含量，得率可达到 3.56%。花椒皮总黄酮清除 DPPH 自由基

和·OH的 IC50分别为0.855μg/mL和132.18μg/mL；同时可以看出花椒皮总黄酮也具有很强的还原能力，且高于BHT。
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花椒(Zanthoxylum bungeanum Maxim，ZBM)为芸

香科花椒属植物，其果皮是我国特有的药食两用香料，

具有驱虫麻醉、防腐、保健、增加食欲等作用 [ 1 ]。我

国花椒主产于四川汉源、陕西韩城、凤县、河南辉县、

河北陟县等地。花椒果皮中的主要成分有花椒挥发油、

生物碱、酰胺类、香豆素、黄酮类等，此外还有少

量的氨基酸和矿物质[2-3]。花椒的深加工产品主要有花椒

精油、花椒油树脂、微胶囊等 [ 4 ]。目前，对花椒的研

究中主要集中在花椒油的提取，酰胺类等研究，然而，

对花椒中的多酚、香豆素、黄酮等活性物质的相关研

究，目前尚未见报道。黄酮类物质具有抗氧化抗衰老、

抗炎镇痛、抗癌防癌等方面有显著性的作用[ 5 -6 ]。超声

波辅助法可以通过空化作用快速地提取植物细胞内的有

效成分，具有省时、高效、操作简单等作用 [ 7 ]。因此，

本实验研究超声波技术提取花椒皮总黄酮的影响因素，

并通过二次回归试验优化提取工艺条件；并研究花椒皮

总黄酮的抗氧化性，为花椒的进一步综合开发利用提供

参 考 。

1 材料与方法

1.1 材料、试剂与仪器

花椒：陕西省韩城市西庄镇花椒交易市场；选取

颗粒饱满而有光泽的干花椒果皮，用粉碎机进行粉碎成

细分，5 0 ℃烘干过 6 0 目筛，入袋保存，备用。

乙醚(沸点 30～60℃；分析纯)、无水乙醇(分析纯)
天津市天力化学试剂有限公司；亚硝酸钠(分析纯)、硝

酸铝(分析纯)    西安化学试剂有限公司；氢氧化钠(分析

纯)    上海山海工学团实验二厂；芦丁(色谱级)    西安东
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瑞科教实验仪器有限公司；DPPH(分析纯)    美国 Sigma
公司；BHT(食品级)    天津市福晨化学试剂有限公司；

其他试剂为分析纯。

722 型分光光度计    上海光谱仪器有限公司；RE-
52AA型旋转蒸发仪    上海亚荣生化仪器厂；KQ-200KDE
型超声波清洗器    昆山市超声仪器有限公司。

1.2 方法

1.2.1 超声波提取花椒皮总黄酮工艺流程

花椒干果皮粉→索氏抽提(脱脂及除脂溶性色素)→烘

干→超声波提取→冷却→定容→测定

1.2.2 提取溶剂的选择

采用超声波辅助提取法对花椒中的总黄酮进行提取

时，可以选择不同的有机溶剂作为溶剂，但是考虑到

成本的高低，毒性的大小和回收的难易性，本实验中

选用无水乙醇作为花椒黄酮的提取溶剂。

1.2.3 芦丁标准曲线的绘制

准确称取芦丁标品 40mg，用 30% 乙醇溶液溶解并

定容至 100mL，即为芦丁的标准溶液(0.4mg/mL)。分别

取上述芦丁标品 0、0.5、1、1.5、2mL 于 10mL 容量

瓶中，用 80% 乙醇溶液补至 5mL，加入 0.3mL 5% 亚硝

酸钠溶液，摇匀静置 6min，接着加入 0.3mL 10% 硝酸

铝溶液，静置 6min 后再加入 4mL 4% 氢氧化钠溶液，摇

匀，用蒸馏水稀释至刻度线，15min 后在波长 510nm 处

测定吸光度[8-9]。以芦丁标品质量浓度为横坐标，吸光度

为纵坐标绘制标准曲线。线性方程为 y ＝ 11.74x － 0.0058，
R2 ＝ 0.9991。

1.2.4 样品中总黄酮的测定

移取 0.5mL 提取液于 10mL 容量瓶中，用 80% 乙醇

溶液补至 5mL，加入 0.3mL 5% 亚硝酸钠溶液，摇匀静

置 6min，接着加入 0.3mL 10% 硝酸铝溶液，静置 6min
后再加入 4mL 4% 氢氧化钠溶液，摇匀，用蒸馏水稀释

至刻度线，15min 后在波长 510nm 处测定吸光度。计算

总黄酮得率：

                C × V2 × V3

y/%＝————————×100                                   (1)
              m×V1 × 1000

式中：y 为样品中总黄酮得率 /%；c 为依据标准曲

线计算出的待测液中黄酮的质量浓度 / (mg/mL)；m 为

样品的质量 / g ；V 1 为样品提取液测定时用的体积 /
0.5mL；V2 为样品提取液的总体积 /50mL；V3 为测定样

品时定容的体积 /10mL。

1.2.5 花椒总黄提取参数的确定

单因素试验条件：料液比 ( 1 : 1 0、1 : 1 5、1 : 2 0、
1:25、1:30、1:35)；提取时间(20、30、40、50、60、
7 0 m i n )；提取温度( 3 0、4 0、5 0、6 0、7 0、8 0℃)；

超声功率(80、100、120、140、160、180W)；乙醇

体积分数( 4 0 %、5 0 %、6 0 %、7 0 %、8 0 % )。
在单因素试验基础上进行正交试验，得出最佳提取

工艺条件。

1.2.6 DPPH 自由基清除率的测定

称取 10mg DPPH，用无水乙醇溶解并定容于 250mL
容量瓶中，配制成浓度 1 × 10-4mol/L 的溶液备用。将

花椒皮总黄酮提取液稀释成不同浓度梯度，各取 2mL 不

同浓度的稀释液于试管中，再加入 2mL 配制好的 DPPH
溶液，混合均匀，反应 30min 后，于波长 517nm 处测

定其吸光度(Ai)；以 2mL 无水乙醇代替 2mL DPPH 的吸

光度(Aj)；以 2mL 无水乙醇代替 2mL 待测溶液的吸光度

(A 0) [10-11]。计算 DPPH 自由基清除率(Y)：
                   Ai－Aj

Y/%＝(1－————) ×100                                           (2)
                        A0

1.2.7 对·O H 清除率的测定

将花椒皮总黄酮提取液用蒸馏水配制成不同浓度，

各取 1mL 不同浓度的稀释液于试管中，依次地加入 1mL
6mmol/L FeSO4 和 1mL 6mmol/L H2O2，混合均匀后静置

10min；再加入 1mL 6mmol/L 水杨酸，混匀静置 30min，
在波长 510nm 处测定其吸光度(Ai)；以蒸馏水代替水杨酸

的吸光度(A j)；以蒸馏水代替总黄酮溶液的吸光度(A0)[12-13]。

计算·O H 清除率( Y )：
                       Ai－Aj

Y/%＝(1－—————) ×100                                     (3)
                            A0

1.2.8 花椒皮总黄酮还原力的测定[14-15]

取 2.5mL 不同浓度总黄酮溶液，加入 2.5mL 0.2mol/L
磷酸缓冲液(pH6.6)和 2.5mL 1% 铁氰化钾溶液，50℃水

浴 20min 后急速冷却，加入含 2.5mL 10% 三氯乙酸溶液，

再取 5mL 混合液，加入 4mL 蒸馏水及 1mL 0.1% 三氯化

铁水溶液，混合 10min 于波长 700nm 处测定吸光度。吸

光度越大则还原力越强。

2 结果与分析

2.1 单因素试验结果

2.1.1 提取时间对花椒皮总黄酮得率的影响

称取 6 份脱脂花椒粉(每份 1g)于锥形瓶中，按照料

液比 1:25 在每份中加入 50% 乙醇溶液 25mL，设置提取

温度 45℃，提取功率 100W，采用超声波震荡分别提取

20、30、40、50、60、70min，过滤并定容至 50mL，

在 510nm 处测定提取液的吸光度。考察提取时间对花椒

皮总黄酮得率的影响。
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由图 1 可知，总黄酮得率随着提取时间的延长呈上

升的趋势，5 0 m i n 达到最大，之后得率有所下降。原

因可能是由 Fick 定理可知，提取时间与得率呈正比，

在一定条件下，得率随超声提取时间的延长而增大[16]。

但是长时间地进行超声波提取，改变了超声作用的

环境，造成黄酮类物质的氧化，致使总黄酮得率反

而有所下降 [ 1 7 - 1 8 ]。综合考虑选择 5 0 m i n 为最佳提取

时 间 。

2.1.2 提取温度对花椒皮总黄酮得率的影响

设置提取温度 2 0、3 0、4 0、5 0、6 0、7 0℃，其

他操作条件同 2.1.1 节，考察提取温度对花椒皮总黄酮得

率的影响。

由图 2 可知，在 4 0℃时，花椒皮总黄酮得率达到

了最大值，其之前和之后的得率都有所下降，并且得

率都基本一致，差异不明显。可能是在超声波过程中，

温度受到外部因素的影响，不易控制，导致 4 0℃前后

得率差异不大。

2.1.3 提取功率对超声波提取效果的影响

设置超声波功率 80、100、120、140、160、180W，

其他操作条件同 2.1.1 节，考察提取功率对花椒皮总黄酮

得率的影响。

由图 3 可知，花椒皮总黄酮得率随着提取功率的增

大，1 40 W 时得率达到最大值，但之后得率明显下降，

并且在高功率提取时对仪器的损耗较大，因此选择

140W 为最佳提取功率。

2.1.4 乙醇体积分数对超声波提取效果的影响

设置乙醇体积分数 40%、50%、60%、70%、80%、

90%，其他操作条件同 2.1.1 节，考察乙醇体积分数对

花椒皮总黄酮得率的影响。

由图 4 可知，在 50% 和 60% 乙醇体积分数下，花

椒皮总黄酮得率比较高，之后得率明显下降，在 9 0 %
时又有所上升，但低于 5 0 % 时的得率。其原因可能是

花椒中含有的脂溶性黄酮较少，而醇溶性杂质的含量随

着乙醇体积分数的增加而增加，减少了黄酮与溶剂结合

的机会，从而导致得率的下降 [ 1 9 ]。综合考虑黄酮的得

率和乙醇的成本，选择 5 0 % 的乙醇最佳。

2.1.5 料液比对超声波提取效果的影响

设置料液比 1:10、1:15、1:20、1:25、1:30、1:35
(g/mL)，其他操作条件同 2.1.1 节，考察料液比对花椒

皮总黄酮得率的影响。

由图 5 可知，随着提取剂用量的增大，花椒皮总

黄酮得率逐渐增加，在 1 :25 时得率达到最大值，其后

再增加溶剂的量，得率反而有所下降。其原因可能是

开始时随着溶剂的增加，加大了有效成分从细胞壁内扩

图 1 提取时间对总黄酮得率的影响

Fig.1    Effect of extraction time on extraction rate of total flavonoids
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图 2 提取温度对总黄酮得率的影响

Fig.2    Effect of extraction temperature on extraction rate of total
flavonoids
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图 3 超声功率对总黄酮得率的影响

Fig.3    Effect of ultrasonic treatment power on extraction rate of total
flavonoids
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图 4 乙醇体积分数对总黄酮得率的影响

Fig.4    Effect of ethanol concentration on extraction rate of total
flavonoids
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散出来，但溶剂用量增大到一定程度，减少了细胞壁

对于超声波能量的吸收。综合考虑对乙醇的节省，选

1:25 为最佳提取料液比。

2.2 超声波提取花椒皮总黄酮工艺二次旋转回归正交试

验优化

2.2.1 试验因素与水平选取

由单因素试验结果可知，提取功率各水平对总黄酮

得率的影响不大，利用超声波提取时温度不是很稳定，

所以固定提取温度和提取功率，选用料液比、提取时

间、乙醇体积分数 3 个因素，进行三因素二次回归旋转

组合试验，因素及编码水平见表 1 。

水平
因素

X1 料液比(g/mL) X2 提取时间 /min X3 乙醇体积分数 /%
－ 1.682 1:17 33 33
－ 1 1:20 40 40

0 1:25 50 50
1 1:30 60 60

1.682 1:33 67 67

表 1 超声波提取花椒皮总黄酮工艺优化二次旋转回归正交试验

因素和编码水平表

Table 1    Factors and their coded levels for quadratic regression
orthogonal rotary combination design

2.2.2 二次旋转回归组合设计及结果

2.2.2.1 回归方程的建立与检验

根据表 2 结果，建立花椒皮总黄酮得率与料液

比、提取时间、乙醇体积分数 3 因素的数学回归模型：

Y ＝ 3.28949 ＋ 0.30883X1 － 0.01990X2 ＋ 0.05705X3 －

0.01839X12 － 0.30654X22－ 0.11209X32－ 0.03750X1X2－

0.17000X1X3 － 0.06500X2X3。由表 3 方差分析可知，回

归方程的失拟性检验 F 1 ＞ F 0 .05 (5 ,8 )，差异显著；回归性

检验 F 2 ＞ F 0.01(9,13)，差异极显著，说明建立的二次旋转

回归模型适当。在α＝ 0.10 显著水平剔除不显著项后，

简化后的回归方程为：Y＝3.28949＋0.30883X1 －0.30654X22－

0.11209X32 － 0.17000X 1X3。

试验号 X1 X2 X3 总黄酮得率 /%
1 1 1 1 3.08
2 1 1 － 1 3.34
3 1 － 1 1 3.22
4 1 － 1 － 1 3.57
5 － 1 1 1 2.48
6 － 1 1 － 1 2.41
7 － 1 － 1 1 2.82
8 － 1 － 1 － 1 2.14
9 － 1.682 0 0 2.94
10 1.682 0 0 3.45
11 0 － 1.682 0 2.33
12 0 1.682 0 2.43
13 0 0 － 1.682 2.74
14 0 0 1.682 3.12
15 0 0 0 3.41
16 0 0 0 3.29
17 0 0 0 3.07
18 0 0 0 3.26
19 0 0 0 3.19
20 0 0 0 3.24
21 0 0 0 3.52
22 0 0 0 3.36
23 0 0 0 3.28

表 2 超声波提取花椒皮总黄酮工艺优化二次旋转回归

正交试验设计及结果

Table 2    Quadratic regression orthogonal rotary combination design
protocol and corresponding results

各因素对花椒皮总黄酮得率影响程度的大小为料液

比＞乙醇体积分数＞提取时间。

变异来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值

X1 1.3026 1 1.3026 33.4612 0.0001
X2 0.0054 1 0.0054 0.139 0.7153
X3 0.0444 1 0.0444 1.1417 0.3047
X12 0.0054 1 0.0054 0.1381 0.7162
X22 1.4931 1 1.4931 38.3548 0.0001
X32 0.1996 1 0.1996 5.128 0.0413

X1X2 0.0113 1 0.0113 0.289 0.5999
X1X3 0.2312 1 0.2312 5.9392 0.0299
X2X3 0.0338 1 0.0338 0.8683 0.3684
回归 3.3177 9 0.3686 F2=9.46973 0.001
剩余 0.5061 13 0.0389
失拟 0.372 5 0.0744 F1=4.43855 0.0141
误差 0.1341 8 0.0168
总和 3.8238 22

表 3 试验结果方差分析表

Table 3    Analysis of variance for the experimental results of quadratic
regression orthogonal rotary combination design

2.2.2.2 单因素效应分析

由图 6 可知，在所选因素水平内，提取时间和乙

醇体积分数对花椒皮总黄酮得率的影响趋势为先增大后

减少；总黄酮得率随着料液比的增大一直处于上升的趋

势，到达一定程度时，得率趋于稳定。但是随着料液

图 5 料液比对总黄酮得率的影响

Fig.5    Effect of solid-to-solvent on extraction rate of total flavonoids
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比的增大，对于乙醇的用量很大，因此提取时应控制

其料液比在一定的范围内。

2.2.2.3 双因素交互作用分析

由方差分析可知，本实验所建立的回归模型中，

在α＝ 0 . 1 0 水平下，X 1X 2、X 2X 3 交互作用均不显著，

X1X3 因素交互作用较显著，即料液比和乙醇体积分数交

互作用对花椒皮总黄酮得率有显著影响，因此，确定

提取时间为零水平，得到料液比和乙醇体积分数交互作

用的响应曲面图。

由图 7 可知，花椒黄酮得率随料液比和乙醇体积分

数的变化而变化。随着二因素编码水平的升高，花椒

皮总黄酮得率呈明显的增加趋势，当二因素编码值达到

一定交互组合后，总黄酮得率缓慢下降。可能的原因

是虽然较大的料液比有利于溶质的分散，但高浓度的乙

醇不一定就利于花椒粉中黄酮类物质的溶出。因此，只

有当料液比和乙醇体积分数合理搭配时才能获得很好的

提取效果。

2.2.3 提取工艺参数的优化和验证实验

通过 DPS 软件分析，采用频率分析方法寻找最优提

取条件，总黄酮得率高于 3.03% 的方案有 30 个，频率

分析结果见表 4。由表 4 可知，在 9 5 % 置信区间内花

椒皮总黄酮得率高于 3.03% 的优化提取方案为料液比

1:29.795～1:32.175(g/mL)，提取时间46.71～53.29min，乙

醇体积分数 41.02%～48.11%，取优化后提取条件的平均

值方案 X 1 ＝ 1:1.198，X 2 ＝ 0，X 3 ＝－ 0.548，即料液

比 1:30.985(g/mL)、提取时间 50min、乙醇体积分数

45 .48%。为了方便用于指导实际生产，将最佳提取条

件定为料液比 1:30、提取时间 50min、乙醇体积分数

4 5 %。按照最佳提取条件进行验证实验，重复 3 次，

取平均值，得到花椒皮总黄酮得率为 3 . 56 %，与理论

值(3.98%)比较接近，进一步说明所用的数学回归模型是

较合适的。

表 4 大于 3.03% 的 30 个方案中各变量取值的频率分布

Table 4   Frequency distribution of three variables from 30 programs
resulting in > 3.03% extraction rate of total flavonoids

因素水平
                        X1                        X2                  X3

次数 频率 次数 频率 次数 频率

－ 1.682 0 0 2 0.067 8 0.267
－ 1 1 0.033 7 0.233 9 0.3

0 3 0.1 12 0.4 7 0.233
1 10 0.033 7 0.233 6 0.2

1.682 16 0.533 2 0.067 0 0
加权均数                 1.197                    0                   － 0.548
标准误                  0.12                   0.168                     0.178

95%置信区间       (0.959，1.435)                     (－ 0.329，0.329)          (－ 0.89，－ 0.199)
提取条件          (29.795，32.175)                     (46.71，53.29)                 (41.02，48.11)

2.3 花椒皮总黄酮抗氧化能力的分析

2.3.1 花椒皮总黄酮对 DPPH 自由基的清除效果

由图 8 可以看出，在 0.5～2μg/mL 质量浓度范围内，

花椒皮总黄酮质量浓度与DDPH 自由基清除率表现了良好

的量效关系，清除率随总黄酮质量浓度的增大表现了逐步

上升的趋势。花椒皮总黄酮清除 DPPH 自由基的 IC50 为

0.855μg/mL，BHT清除DPPH自由基的 IC50 为 1.32μg/mL，
BHT 的 IC50 大约是花椒皮总黄酮 IC50 的 1.5 倍，花椒皮

图 6 单因素效应分析图

Fig.6   Single-factor analysis of the effects of three extraction conditions
on extraction rate of total flavonoids
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图 7 料液比和乙醇体积分数对花椒皮总黄酮得率的交互作用

Fig.7   Response surface plot showing the interaction effect of solid-to-
solvent ratio and ethanol concentration on extraction rate of total

flavonoids
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图 8 不同质量浓度总黄酮对 DPPH 自由基清除效果

Fig.8   Comparison of scavenging effects of total flavonoids and BHT
at various concentrations on DPPH free radicals
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总黄酮表现出优于 BHT 的清除自由基的能力。

2.3.2 花椒皮总黄酮对·O H 清除效果

由图 9 可知，在 40～200μg/mL 范围内，花椒皮总

黄酮对·OH 的清除作用随质量浓度的增大而增强，但

低于 BHT 对·OH 的清除作用。在 40～160μg/mL 的质

量浓度内，BHT 的清除作用明显高于花椒皮总黄酮，在

随后的质量浓度中，花椒皮总黄酮对·OH 的清除能力

迅速加强，基本与 BHT 的清除作用趋于一致。通过数学

模拟曲线方程可知：花椒皮总黄酮清除·OH 的 IC 5 0 为

132.18μg/mL，BHT 清除·OH 的 IC50 为 127.95μg/mL，
在高质量浓度时，两者的清除能力差异不大。

2.3.3 花椒皮总黄酮还原力分析

由图 10 可看出，花椒皮总黄酮和 BHT 吸光度都随

质量浓度的增大而逐渐增加，其中花椒皮总黄酮吸光度

明显地比 BHT 的大，增加趋势也比较快，说明花椒皮

总黄酮还原力显著高于 BHT 的还原力。一般抗氧化剂是

通过自身的还原作用给出电子而清除自由基，还原力越

强，花椒皮总黄酮在某些方面表现出越强的抗氧化性。

3 结  论

3.1 通过单因素和二次旋转回归正交设计试验，得到

超声波法提取花椒皮总黄酮的最佳条件为料液比 1:30、
提取时间 50min、乙醇体积分数 45%。确定了影响因素

的主次顺序为料液比＞乙醇体积分数＞提取时间。

3.2 通过清除自由基多体系的研究，花椒皮总黄酮

具有极强的清除自由基的能力。其抑制 DPPH 自由基

和·OH 的 IC50 分别为 0.855μg/mL 和 132.18μg/mL，花

椒皮总黄酮对自由基的抑制能力大小为 DPPH 自由基＞

·O H；同时可以看出花椒皮总黄酮也具有很强的还原

能力，且高于 B H T。说明花椒皮总黄酮具有很好的抗

氧化作用。
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图 9 不同质量浓度总黄酮对·O H 清除效果

Fig.9    Comparison of scavenging effects of total flavonoids and BHT
at various concentrations on hydroxyl free radicals
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图 10 花椒皮总黄酮的还原力

Fig.10    Comparison of reducing power of total flavonoids and BHT at
various concentrations
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