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玳玳生理落果类黄酮提取工艺优化
及抗氧化能力分析
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摘要：［目的］探究玳玳生理落果类黄酮的绿色提取工艺，并分析提取物的组分、微观结构和抗氧化活性。［方法］以玳玳

生理落果为原料，采用乙醇水溶液联合超声辅助提取类黄酮，通过单因素试验优化提取条件，利用高效液相色谱

（HPLC）测定提取物的黄酮组分，扫描电子显微镜（SEM）观察微观形态，并采用 DPPH 自由基、ABTS 自由基清除能力

和 FRAP 法评估其体外抗氧化能力。［结果］玳玳生理落果类黄酮的最佳提取工艺为乙醇体积分数 75%，提取时间

50 min，提取温度 55 ℃，料液比 1∶45 （g/mL），提取次数为 2 次，提取率可达（98.22±0.46）%。提取物中主要黄酮组分为

柚皮苷、柚皮素、芸香柚皮苷及川陈皮素，其中柚皮苷含量最高。SEM 图像显示，类黄酮提取物呈现出不同大小的碎玻

璃形态。体外抗氧化试验表明，类黄酮提取物的 DPPH 自由基、ABTS 自由基清除能力及 FRAP 还原能力均显著高于玳

玳生理落果原料。［结论］乙醇水联合超声辅助法可高效提取玳玳生理落果中的类黄酮，提取物富含多种黄酮成分且抗

氧化活性优良。
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Abstract: ［［Objective］］ To explore a green extraction process for flavonoids from Daidai's physiological fallen fruits and to analyze the 

composition, microstructure, and antioxidant activity of the extracts. ［［Methods］］ Flavonoids were extracted from Daidai's physiological 

fallen fruits using an ethanol-water solution combined with ultrasonic-assisted extraction. The extraction conditions were optimized through 

single-factor experiments. The flavonoid composition of the extract was determined by high-performance liquid chromatography (HPLC), 

its microstructure was observed using scanning electron microscopy (SEM), and in vitro antioxidant activity was evaluated by DPPH radical 
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scavenging, ABTS radical scavenging, and FRAP assays. ［［Results］］ The optimal extraction conditions were: 75% ethanol, 50 min extraction 

time, 55 ℃ , a 1∶45 (g/mL) solid-liquid ratio, and two extraction cycles, achieving a yield of (98.22±0.46)%. The main flavonoid components 

were naringin, naringenin, narirutin, and nobiletin, with naringin showing the highest content. SEM images showed the flavonoid extract 

exhibited a fragmented, glass-like morphology of various sizes. In vitro antioxidant assays demonstrated that the extract had significantly 

higher DPPH and ABTS radical scavenging activities and FRAP reducing power than the raw fallen fruit material. ［［Conclusion］］ The 

ethanol-water ultrasonic-assisted extraction method efficiently recovers flavonoids from Daidai's physiological fallen fruits. The extract is 

rich in multiple flavonoid components and exhibits excellent antioxidant activity.

Keywords: Daidai; physiological fallen fruit; flavonoids; antioxidation

玳玳酸橙，简称玳玳（Citrus aurantium L. var. amara 

Engl.），为芸香科柑橘属植物，主要分布于中国长江流域

以南各地区。玳玳果实中含有丰富的类黄酮、生物碱类

及挥发油类等活性成分，具有抗炎、抗癌、神经保护、降血

糖等功效［1］。玳玳在生长过程中经常会出现生理原因导

致果实从茎枝交界处或子房茎交界处正常自然脱落的现

象，掉落的果实被称为生理落果。据统计，中国大约每

6.67 万 hm2柑橘就可产生 4 万余 t生理落果，这些落果绝大

部分被直接丢弃［2-3］。研究表明，生理落果中总黄酮含量

较成熟果实更高，且在类黄酮组成上也存在显著差异，主

要体现在新橙皮苷、柚皮苷和柠檬苦素等活性成分的含

量和分布发生改变［4-6］，此外，生理落果还展现出更强的

抗氧化活性［7-8］。

目前，常见的类黄酮提取方法有水提取、碱液提取、

有机溶剂提取等，存在产量低、纯度低、稳定性差、能耗高

及安全性隐患等问题。有研究［9］表明，超声波可显著减少

提取时间且大幅提高提取率，是一类操作简单、灵活性

强、收率高且可用于工业化生产的“绿色提取”技术。

试验拟采用乙醇水溶液联合超声辅助提取玳玳生理

落果中的类黄酮，考察乙醇体积分数、提取时间、提取温

度、料液比和提取次数对提取率的影响，以确定最佳提取

工艺。在此基础上，分析提取物的类黄酮组分，观察其微

观形态，并评估玳玳生理落果与其类黄酮提取物的体外

抗氧化活性，旨在为柑橘落果的高值利用提供依据。

1　材料与仪器

1.1　材料与试剂

玳玳生理落果：涟源康麓生物科技有限公司；

无水乙醇：湖南汇虹试剂有限公司；

芸香柚皮苷、柚皮苷、橙皮苷、新橙皮苷、柚皮素、橙

皮素、芦丁、甜橙黄酮、川陈皮素、桔皮素：HPLC 级，

≥98%，成都德斯特生物技术有限公司；

甲醇、二甲基亚砜、甲酸：HPLC 级，≥99.9%，天津市

科密欧化学试剂有限公司；

抗氧化能力测试盒：苏州科铭生物技术有限公司。

1.2　设备与仪器

电子天平：FA2204 型，上海蒲春计量仪器有限公司；

数控超声波发生器：KQ-700DE 型，昆山市超声仪器

有限公司；

旋转蒸发器：R501 型，上海申顺生物科技有限公司；

升降恒温油水浴锅：W-O 型，上海申顺生物科技有限

公司；

循坏水式真空泵：SHZ-DIII 型，巩义时予华仪器有限

责任公司；

智能恒温循环器：ZX-10AS 型，上海知信实验仪器技

术有限公司；

分 离 设 备 ：TGL18M 型 ，盐 城 凯 特 实 验 仪 器 有 限

公司；

低温保存箱：MDF-86V408 型，安徽中科都菱商用电

气股份有限公司；

冷冻干燥机：LGJ-25C 型，四环福瑞科仪科技发展（北

京）有限公司；

扫描电子显微镜：S-4800 型，日本日立公司；

ZORBAX SB-C18分析柱：4.6 mm×150 mm，5 µm，美

国安捷伦科技有限公司；

高效液相色谱仪：LC-20A 型，岛津仪器（苏州）有限

公司。

1.3　试验方法

1.3.1　单因素试验　称取 10 g 玳玳生理落果粉末，用乙

醇作为提取溶剂，采用超声辅助法进行提取，提取物于

20 ℃、12 000×g 离心 15 min，使用旋转蒸发器于 45 ℃下

除去多余的溶剂，冷冻干燥后将样品于-20 ℃贮藏。分

别考察乙醇体积分数（60%，65%，70%，75%，80%，85%）、

提取时间（10，20，30，40，50，60 min）、提取温度（40，45，

50，55，60，65 ℃）、料液比［1∶25，1∶30，1∶35，1∶40，1∶45，

1∶50 （g/mL）］和提取次数（1，2，3，4，5 次）对类黄酮提取

率的影响。

1.3.2　类黄酮提取率测定　采用 NaOH-Al（NO3）3 法
［10］。

按式（1）计算黄酮提取率［11］。

W= CVn
M

× 100%， （1）

式中：

W——类黄酮提取率，%；

C——所测样品中类黄酮质量浓度，mg/mL；

V——样品溶液总体积，mL；
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n——测定提取率时使用的样品溶液体积，mL；

M——提取所使用的玳玳生理落果粉末质量，g。

1.3.3　玳玳生理落果类黄酮成分分析　

（1） 标准溶液配制：精确称取 5 g黄酮类化合物，用甲醇

溶解定容，配制成 2 000 mg/L标准储备液。精密吸取 0.5 mL

标准储备溶液，用甲醇定容，配制成 100 mg/L 标准中间溶

液。分别吸取 0.05，0.10，0.20，0.50，1.00，2.00，5.00 mL标准

中间溶液，用甲醇定容，分别配制成 0.5，1.0，2.0，5.0，10.0，

20.0，50.0 mg/L标准使用液。该使用液现用现配。

（2） 高效液相色谱法测定：按玳玳生理落果类黄酮的

最佳提取工艺制备样品溶液，测定各标准品的标准曲线

后 ，利 用 液 相 色 谱 进 行 成 分 分 析 。 色 谱 柱 为 C18 柱

（4.6 mm×150 mm，5 μm），流动相 A 为甲醇，流动相 B 为

5% 甲酸溶液，流速 0.8 mL/min，进样量 20 μL，芦丁、甜橙

黄酮、川陈皮素、桔皮素检测波长为 330 nm，芸香柚皮苷、

柚皮苷、橙皮苷、新橙皮苷、香峰草苷、柚皮素、橙皮素检

测 波 长 为 282 nm。 洗 脱 程 序 ：0~10 min，84% A；10~

32 min，72% A；32~57 min，40% A；57~65 min，84% A。

1.3.4　微观形态观察　使用扫描电子显微镜观察玳玳生

理落果粉及其类黄酮冻干粉的形态。将喷雾干燥的粉末

安装在圆柱形短柱上，用金薄层涂覆，在 3 kV 加速电压下

放大 1 000 倍观察图像。

1.3.5　体外抗氧化能力分析　

（1） DPPH 自由基清除能力：分别配制质量浓度为

25，50，75，90，125 μg/mL 的玳玳生理落果及其类黄酮提

取物溶液。使用总抗氧化能力（DPPH 法）试剂盒进行测

定，并按式（2）计算 DPPH 自由基清除率。

R=
A空白－A测定

A空白

× 100%， （2）

式中：

R——自由基清除率，%；

A 空白——空白管吸光值；

A 测定——测定管吸光值。

（2） ABTS 自由基清除能力：分别配制质量浓度为

25，50，75，90，125 μg/mL 的玳玳生理落果及其类黄酮提

取物溶液。使用总抗氧化能力（ABTS 法）试剂盒进行测

定，并按式（2）计算 ABTS 自由基清除率。

（3） FRAP 法：分别配制质量浓度为 25，50，75，90，

125 μg/mL 的玳玳生理落果及其类黄酮提取物溶液。使

用总抗氧化能力（FRAP 法）试剂盒进行测定，并按式（3）

计算总抗氧化能力。

S= 0.805 4 × (ΔA- 0.013 4)， （3）

式中：

S——总抗氧化能力，µmol/mL Trolox；

ΔA——593 nm 处的吸光度差值。

1.3.6　数据分析　所有试验均重复 3 次。采用 SPSS 26.0

软件进行数据和显著性分析（P<0.05），使用 Origin 2021

软件绘图，结果以平均值±标准差表示。

2　结果与分析

2.1　单因素试验

2.1.1　乙醇体积分数对类黄酮提取率的影响　由图 1 可

知，随着乙醇体积分数的增大，类黄酮提取率不断增加，

当乙醇体积分数为 75% 时提取率最高，与 Safdar 等［12］的

结论类似。继续增大乙醇体积分数，类黄酮提取率显著

下降，可能是随着乙醇体积分数的增大，更多的杂质随之

溶出，从而导致提取率降低［13］。也可能是高浓度的乙醇

导致细胞脱水，降低了类黄酮含量［12］。因此，选择 75% 乙

醇作为提取剂。

2.1.2　提取时间对类黄酮提取率的影响　由图 2 可知，当

提取时间为 10~50 min 时，类黄酮提取率逐步上升，在

50 min 时达到最高，与 Chien 等［9］的研究结果相同。说明

延长提取时间有利于类黄酮的提取，原因是超声的空化

小写字母不同表示差异显著（P＜0.05）

图 2　提取时间对类黄酮提取率的影响

Figure 2　Effect of extraction time on flavonoid extraction 

rate

小写字母不同表示差异显著（P＜0.05）

图 1　乙醇体积分数对类黄酮提取率的影响

Figure 1　Effect of ethanol mass fraction on flavonoid 

extraction rate
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作用增强了组织的溶胀、水合、碎裂，并增强了组织的渗

透性，使类黄酮释放到溶剂中。但长时间提取可能因破

坏类黄酮结构而导致提取率下降，与 Tung 等［14-16］的结论

一致。因此，最佳提取时间为 50 min。

2.1.3　提取温度对类黄酮提取率的影响　由图 3 可知，当

提取温度为 40~55 ℃时，随着提取温度的升高，提取率有

所上升，最高可达到（80.69±0.50）%，与 Papoutsis 等［17］的

研究结果一致。当提取温度＞55 ℃时，升高提取温度反

而使提取率降低，其原因可能为高温导致已溶出的黄酮

发生氧化，使其结构被破坏［13］。同时提取温度升高可能

会导致脂溶性杂质溶出，从而影响提取效果，并增大提取

所需的能耗及难度［18］。因此，最佳提取温度为 55 ℃。

2.1.4　料液比对类黄酮提取率的影响　由图 4 可知，料液

比较低时，溶剂量过少会导致玳玳生理落果中的类黄酮

不能被完全提取［19］。Li 等［20］研究发现，料液比较大时有

利于提取物质在溶剂中溶解扩散。当料液比为 1∶25~1∶

45 （g/mL）时 ，类 黄 酮 在 溶 剂 中 快 速 溶 解 ，提 取 率 从

（78.51±0.50）%增长至最高值（90.42±0.65）%。但若提取

溶剂含量过高，则会因溶剂过多而影响提取率，且后续具有

较高的回收浓缩成本。因此，最佳料液比为 1∶45 （g/mL）。

2.1.5　提取次数对类黄酮提取率的影响  由图 5 可知，提

取 1 次的类黄酮提取率为（93.44±0.60）%，提取 2 次的为

（98.22±0.46）%。继续重复提取，最终提取率虽然可达到

（99.69±0.28）%，但提取率增幅显著降低。因此，在最佳

工艺条件下连续提取 2 次，既能保证较高的类黄酮提取

率，又能节能降耗。

综上，玳玳生理落果类黄酮的最佳工艺条件为乙醇

体积分数 75%，提取时间 50 min，提取温度 55 ℃，料液比

1∶45 （g/mL），提取次数 2 次，在此条件下类黄酮提取率为

（98.22±0.46）%。

2.2　类黄酮提取成分分析

由图 6 和表 1 可知，玳玳生理落果提取物的主要黄酮

组分包括柚皮苷、柚皮素、芸香柚皮苷以及川陈皮素等，

小写字母不同表示差异显著（P＜0.05）

图 5　提取次数对类黄酮提取率的影响

Figure 5　Effect of extraction times on flavonoid extraction 

rate

小写字母不同表示差异显著（P＜0.05）

图 4　料液比对类黄酮提取率的影响

Figure 4　Effect of solid-liquid ratio on flavonoid 

extraction rate

图 6　玳玳生理落果类黄酮提取物的液相图

Figure 6　Liquid phase diagram of flavonoid extract from 

physiological fallen fruit of Daidai

小写字母不同表示差异显著（P＜0.05）

图 3　提取温度对类黄酮提取率的影响

Figure 3　Effect of extraction temperature on flavonoid 

extraction rate
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其中柚皮苷含量最高。Kang 等  ［21-22］研究发现，酸橙中类

黄酮主要有效成分包括柚皮苷、川陈皮素、橘皮素等；李

阳等［1］证实了不同产地柑橘第一次生理落果中的黄酮化

合物主要有柚皮苷、柚皮芸香苷、新圣草次苷等；李秀

娟［23］发现柚皮苷在柑橘落果类黄酮提取物中含量最高；

上述结论与试验结果一致。

2.3　扫描电镜分析

由图 7 可知，玳玳生理落果粉末呈现不规则团聚状

态；其类黄酮提取物呈现出不同尺寸的碎玻璃结构，具有

经冷冻干燥后的形态特征［24］。

2.4　总抗氧化能力分析

2.4.1　DPPH 自由基清除能力　由图 8 可知，当样品质量

浓度为 25~125 μg/mL 时，类黄酮提取物的 DPPH 自由基

清除率均高于玳玳生理落果，且两者清除率与质量浓度

呈正相关。其中类黄酮提取物在 100，125 μg/mL 时的

DPPH 自由基清除率无显著差异。表明玳玳生理落果经

提取后其抗氧化活性显著提升，这主要归因于提取过程

中去除了原料中的大量杂质，使柚皮苷、柚皮素等黄酮类

活性成分得以富集［25］；其次超声过程中产生的低频空化

效应能增强组织的溶胀、水合、碎裂及渗透性，有助于活

性物质的释放［26-27］。同时超声产生的冲击波、微射流、剪

切力和湍流基质破碎，可改变植物基质，有利于提高活性

物质在溶剂中的溶解度［15-16］。Zhang 等［28］比较了超声提

取法、微波提取法、回流提取法、水提法、碱溶酸沉法对柑

橘总黄酮抗氧化性的影响，发现超声提取物的抗氧化活

性最强，与试验结果一致。

2.4.2　ABTS 自由基清除能力　由图 9 可知，当样品质量

浓度为 25~125 μg/mL 时，类黄酮提取物与玳玳生理落果

粉末的 ABTS 自由基清除率均较高，且在 50 μg/mL 时达

到峰值，但未呈现明显的浓度依赖性，推测可能由于提取

物中多种黄酮组分的协同作用导致清除率在较低质量浓

（a）玳玳生理落果粉末                  （b）类黄酮提取物粉末

图 7　SEM 图像

Figure 7　SEM images

表 1　玳玳生理落果类黄酮提取物分析†

Table 1　Analysis of flavonoid extracts from physiological 

fallen fruit of Daidai

化合物

芦丁

芸香柚皮苷

柚皮苷

橙皮苷

新橙皮苷

柚皮素

橙皮素

甜橙黄酮

川陈皮素

桔皮素

保留时间/min

19.617

22.764

25.193

27.432

29.451

45.708

48.004

55.623

58.446

61.890

含量/ （mg·kg-1）

ND

56.38

10 567.93

ND

ND

184.44

ND

ND

16.00

ND

小写字母不同表示差异显著（P＜0.05）

图 8　玳玳生理落果和类黄酮提取粉末的 DPPH 自由基

清除率

Figure 8　DPPH free radical scavenging efficiency of 

Daidai's physiological fallen fruits and flavonoid 

extract powder

小写字母不同表示差异显著（P＜0.05）

图 9　玳玳生理落果和类黄酮提取粉末的 ABTS 自由基

清除率

Figure 9　ABTS free radical scavenging efficiency of 

Daidai's physiological fallen fruits and flavonoid 

extract powder
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度即达饱和。尽管如此，两者均表现出优异的 ABTS 自由

基清除能力，进一步证实了玳玳生理落果具有较好的抗

氧化潜力。

2.4.3　 FRAP 法　由图 10 可知，当样品质量浓度为 25~

125 μg/mL 时，类黄酮提取物与玳玳生理落果粉末的

FRAP 值均与质量浓度呈正相关，且提取物还原 Fe3+能力

显著高于落果粉末。两者 FRAP 值均在 125 μg/mL 时达

到最高，与 DPPH 自由基清除能力趋势一致，再次证明提

取物的抗氧化能力优于原料。Jovanović 等［29］研究表明，

超声提取能更好地溶出和保留抗氧化活性物质，从而提

高样品的铁离子还原能力。

3　结论

乙醇水溶液联合超声辅助提取玳玳生理落果中类黄

酮的最佳工艺为乙醇体积分数 75%、提取时间 50 min、提

取温度 55 ℃、料液比 1∶45 （g/mL），提取次数 2 次，此时类

黄酮提取率为（98.22±0.46）%。提取物中主要黄酮组分

为柚皮苷、柚皮素、芸香柚皮苷及川陈皮素，其微观结构

呈碎玻璃状。体外抗氧化试验表明，类黄酮提取物的

DPPH 自由基、ABTS 自由基清除能力及 FRAP 还原力均

高于玳玳生理落果原料，其原因与黄酮组分富集和超声

提取的增效作用有关。后续将进一步探究玳玳生理落果

的多种营养健康功能及其作用机制。
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