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花椒叶总黄酮超声辅助低共熔溶剂提取
工艺优化及抗氧化性分析

孙 伟  谷清义  翟冰倩  叶 润  蔡 静  乔新荣

（信阳农林学院药学院，河南  信阳   464000）

摘要：［目的］探究低共熔溶剂对花椒叶总黄酮提取率的影响，并分析其抗氧化活性。［方法］以花椒叶为原料，总黄酮提

取率为指标，采用超声辅助进行提取，筛选出最佳低共熔溶剂体系，并测定花椒叶总黄酮化合物对羟自由基和 DPPH 自

由基的清除能力。［结果］采用氯化胆碱—乙二醇（n 氯化胆碱∶n 乙二醇为 1∶3）为低共熔溶剂，当溶剂含水量为 22%，料液比

（m 花椒粉末∶V 溶剂）为 1∶47 （g/mL），超声时间为 15 min 时，花椒叶总黄酮提取率最大；花椒叶总黄酮对羟自由基的清除率

最高为（63.89±0.26）%，对 DPPH 自由基的清除率可达（89.01±0.51）%。［结论］低共熔溶剂提取花椒叶总黄酮效果佳，

且该花椒叶总黄酮的抗氧化能力较好。
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Ultrasound-assisted extraction of total flavonoids from Zanthoxylum 

bungeanum Maxim.  leaves with deep eutectic solvents and their 

antioxidant activity evaluation

SUN Wei GU Qingyi ZHAI Bingqian YE Run CAI Jing QIAO Xinrong

（School of Pharmacy, Xinyang Agriculture and Forestry University, Xinyang, Henan 464000, China）

Abstract: ［［Objective］］ To investigate the effect of deep eutectic solvent (DES) on the extraction rate of total flavonoids from Zanthoxylum 

bungeanum Maxim. leaves and analyze their antioxidant activity. ［［Methods］］ Using Z. bungeanum leaves as raw material and total 

flavonoid extraction rate as the evaluation index, this study performs ultrasound-assisted extraction to screen the optimal DES system. The 

scavenging capacities of the extracted total flavonoids against hydroxyl radicals (·OH) and DPPH radicals are determined. ［［Results］］ The 

highest extraction rate of total flavonoids is achieved using a choline chloride-ethylene glycol DES system (ncholine chloride∶nethylene glycol=1∶3) 

with 22% water content, a solid-to-liquid ratio (mZ. bungeanum powder∶Vsolvent) of 1∶47 (g/mL), and ultrasonic time of 15 min. The total flavonoids 

from Z. bungeanum leaves exhibit a maximum hydroxyl radical scavenging rate of (63.89±0.26)% and a DPPH radical scavenging rate as 

high as (89.01±0.51)%. ［［Conclusion］］ DES demonstrates excellent efficiency in extracting total flavonoids from Z. bungeanum leaves, and 

the extracted total flavonoids possess strong antioxidant activity.

Keywords: deep eutectic solvent; Zanthoxylum bungeanum Maxim. leaf; total flavonoids; antioxidant

花椒（Zanthoxylum bungeanum Maxim）属芸香科花椒

属落叶小乔木［1］。花椒叶性热，能温里消肿，可防治吐泻、

水肿、蛔虫病等，具有降糖、抑菌、抗肿瘤、抗氧化、抗疲劳

等多种保健功能［2-3］。苟鼎等［4］研究发现，花椒叶中活性
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成分较多，如黄酮类、多糖类、生物活化酶和某些生物碱，

以及游离脂肪酸等。刘晓莹等［5］证明黄酮类物质具有很

强的抗氧化性，不仅对自由基有较强的清除能力，还可以

改善血液循环、降低胆固醇等。

目前，有关花椒叶的研究主要侧重于花椒叶在食品

加工中的应用［6］、花椒叶中各成分的分析［7］以及花椒叶的

抑菌能力［8］等，有关花椒叶黄酮的提取纯化研究较少。崔

鹏等［9］利用传统溶剂乙醇提取花椒叶总黄酮，操作虽简

单，但溶剂量大、易挥发及易燃易爆、提取率低；李林键

等［10］利用微生物发酵同步提取技术提取花椒叶黄酮，提

取率较高，但耗时长，耗能较多，工序繁琐；杨立琛［11］利用

微波辅助提取花椒叶黄酮，虽缩短了提取时间，但破坏了

部分黄酮的结构，提取率较低；范菁华等［12］采用丙酮—水

（V 丙酮∶V 水为 2∶1）溶液提取花椒叶总黄酮，不仅得率低，而

且丙酮具有一定毒性，易污染环境。

低共熔溶剂（deep eutectic solvents，DES）为一种新型

的绿色溶剂［13-14］，是将氢键受体和供体按照一定的比例

进行混合，通过不断加热搅拌从而得到均一稳定的 DES

溶液。唐小强等［15］利用 DES 提取枇杷叶总黄酮，提取率

达 24.6%；熊颖等［16］使用 DES 提取酚类物质，提取率为酸

化甲醇的 2.18 倍，但未见采用此方法对花椒叶总黄酮进

行提取分离的报道。

试验拟采用超声辅助方法提取花椒叶总黄酮，筛选

出提取率最高的 DES 体系，以溶剂含水量、料液比、超声

时间为因素，通过响应面试验优化提取工艺，并分析花椒

叶总黄酮对羟自由基和 DPPH 自由基的清除能力，以期得

到一种环保、高效的花椒叶总黄酮提取方法，为花椒叶的

深度开发提供依据。

1　材料与方法

1.1　材料与仪器

花椒叶：2023 年 4 月采摘于信阳农林学院后山，含水

量＜10%，由中药资源开发教研室陈琼教授鉴定；

芦丁标准品：98%，福州飞净生物科技有限公司；

硝酸铝、蔗糖、L-脯氨酸、30% 过氧化氢：分析纯，天津

市科密欧化学试剂有限公司；

氢氧化钠、乙二醇：分析纯，天津市大茂化学试剂厂；

亚硝酸钠、水杨酸：分析纯，天津市化学试剂厂；

无水乙醇：分析纯，郑州派尼化学试剂厂；

氯化胆碱：分析纯，上海山蒲化工有限公司；

尿素、硫酸亚铁：分析纯，天津市恒兴化学试剂制造

有限公司；

乳酸：分析纯，北京旭东化工厂；

L-坏血酸：优级纯，天津市科密欧化学试剂有限公司；

1，1-二苯基 -2-三硝基苯肼（DPPH）：分析纯，天津市

华盛化学试剂有限公司；

蒸馏水：药物分析实验室自制；

高速粉碎机：600N 型，颍上头等舱科技有限公司；

电子分析天平：HC2004 型，上海卓精电子科技有限

公司；

超声波清洗机：CR-040S 型，深圳市春霖清洗设备有

限公司；

台式离心机：KA-1000 型，上海安亭科学仪器厂；

玻璃仪器烘干器：C20 型，济南好来宝医疗器材有限

公司；

紫外可见分光光度计：752N 型，上海仪电分析仪器有

限公司；

六联恒温磁力搅拌器：HA-6A 型，济南好宝来医疗器

材有限公司；

单列四孔水浴锅：DXY-4F 型，济南欧莱博技术有限

公司。

1.2　试验方法

1.2.1　样品预处理　挑拣品相较好的花椒叶清洗晾干，

50 ℃干燥至恒重，含水量为（1.26±0.12）%，粉碎，过 80 目

筛，装入广口瓶中备用。

1.2.2　花椒叶总黄酮提取　

（1） 低共熔溶剂制备：参照熊颖等［16］的方法，DES 组

成见表 1。85 ℃边加热边搅拌，使低共熔溶剂充分溶解并

形成清澈稳定的溶液。冷却至室温，待用。

（2） 总黄酮提取：参照刘洋旋等［17］的方法并修改。称

取一定量花椒叶粉末，按 m 花椒粉末∶V 溶剂为 1∶20 （g/mL）将

花椒叶粉末溶解于 DES 中，超声频率 40 kHz、300 W、

45 ℃下超声 15 min，3 000 r/min 离心 15 min，上清液即为

花椒叶总黄酮提取液。

1.2.3　 花 椒 叶 总 黄 酮 提 取 液 的 定 性 鉴 定　 参 照 文 献

［18-19］的方法。

1.2.4　总黄酮提取率测定　参照莫玉静等［20］的方法。以

标准溶液质量浓度为横坐标，吸光度为纵坐标绘制标准

曲线，得线性回归方程 y＝10.983x-0.053，R2=0.999 2。

按式（1）计算总黄酮提取率。

W= C× V 0 × N
M

× 100%， （1）

式中：

W——花椒叶总黄酮提取率，%；

表 1　低共熔溶剂制备

Table 1　Preparation of DESs

种类

DES-1

DES-2

DES-3

DES-4

DES-5

名称

氯化胆碱—蔗糖

氯化胆碱—L-脯氨酸

氯化胆碱—尿素

氯化胆碱—乙二醇

氯化胆碱—乳酸

摩尔比

1∶2

含水量/%

20
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C——提取液质量浓度，mg/mL；

V0——离心后提取液体积，mL；

N——稀释倍数；

M——花椒叶粉末质量，mg。

1.2.5　DES 体系的确定　分别用不同组成的低共熔溶剂

以及体积分数为 65% 的乙醇溶液［11］提取花椒叶总黄酮，

计算总黄酮提取率，选择提取率最高的 DES 作为提取溶

剂。保持提取条件一致，改变低共熔溶剂组分的摩尔比

（n 氯化胆碱∶n 乙二醇分别为 1∶1，1∶2，1∶3，1∶4，1∶5），探究其对

花椒叶总黄酮提取率的影响，选用提取率最高的组分摩

尔比，作为最终低共熔溶剂体系。

1.2.6　单因素试验　固定超声频率 40 kHz、超声功率

300 W、超声温度 45 ℃，离心时间 15 min，分别考察溶剂含

水量（10%，20%，30%，40%，50%）、料液比［m 花椒粉末∶V 溶剂

为 1∶10，1∶20，1∶30，1∶40，1∶50 （g/mL）］和超声时间（10，

15，20，25，30 min）对花椒叶总黄酮提取率的影响。

1.2.7　响应面试验　以溶剂含水量、料液比、超声时间为

因素，采用 Design-Expert 11.1.1.0 软件，利用 Box-Behnken

模型，以花椒叶总黄酮提取率为响应值，设计三因素三水

平响应面试验优化花椒叶总黄酮提取工艺。

1.2.8　体外抗氧化活性分析　

（1） OH 自由基清除能力：参照朱焱超等［21］的方法并

调 整 。 制 备 5 种 不 同 质 量 浓 度（0.02，0.04，0.06，0.08，

0.10 mg/mL）花椒叶总黄酮提取液，分别取 2 mL 于具塞试

管内，分别加入 2 mL 6 mmol/L 的 FeSO4 溶液和 H2O2 溶

液，静置 10 min，加入 2 mL 6 mmol/L 的水杨酸溶液，摇

匀，37 ℃水浴 30 min，测定 510 nm 处吸光度，以维生素 C

（VC）为阳性对照，按式（2）计算自由基清除率。

T= ( )1 - A 1 - A 2

A 0
× 100%， （2）

式中：

T——自由基清除率，%；

A1——提取液的吸光度；

A2——纯化水替代水杨酸溶液的吸光度；

A0——纯化水替代提取液的吸光度。

（2） DPPH 自由基清除能力：参照延永等［22］的方法并

改动。移取 2 mL 0.2 mmol/L DPPH-乙醇溶液，分别加入

2 mL 5 种 不 同 质 量 浓 度（0.02，0.04，0.06，0.08，

0.10 mg/mL）花椒叶总黄酮溶液，避光静置 30 min，测定

517 nm 处吸光度，以 VC 为阳性对照，按式（2）计算 DPPH

自由基清除率。

1.3　数据处理

采用 Excel 2019、Origin 2021 软件进行数据处理、分

析及制图。利用 Design-Expert 11.1.1.0 软件设计响应面

试验方案，所有试验重复 3 次取平均值。

2　结果与分析

2.1　提取液的定性鉴定

提取液遇镁粉和浓盐酸呈红色；喷洒乙酸镁甲醇溶

液，紫外光下显现荧光，为黄酮类化合物独有的颜色反

应，表明花椒叶总黄酮提取液中含有黄酮类化合物。

2.2　最优 DES体系的确定

由图 1 可知，大部分低共熔溶剂对花椒叶总黄酮的提

取率比体积分数 65% 乙醇溶液的高，其中氯化胆碱—乙

二醇的提取率最高，可能是 DES-4 中大量的羟基、氨基可

与黄酮类化合物发生分子间氢键作用［23］，增大其溶解度，

从而使提取率增大。这与蒋利荣等［24］的结果相符，因此

选择 DES-4 作为提取溶剂。

由图 2 可知，当 n 氯化胆碱∶n 乙二醇为 1∶1~1∶5 时，总黄酮提

取率先增加后减小，可能是随着乙二醇含量的增加，混合

体系的黏度和表面张力有所降低，更有利于总黄酮的溶

出［25］；当 DES 体系中乙二醇含量较低时，随着 n 氯化胆碱∶

n 乙二醇的增大，溶液中两组分之间氢键作用增强，DES 体系

与黄酮化合物间结合力增大，黄酮提取率增加［26］；但随着

溶剂中乙二醇比例的逐步增大，DES 体系中氯化胆碱比

例越来越小，黄酮类化合物与 DES 的作用力降低，提取率

图 1　低共熔溶剂对总黄酮提取率的影响

Figure 1　Influence of DES on extraction rate of total 

flavonoids

图 2　n 氯化胆碱∶n 乙二醇对总黄酮提取率的影响

Figure 2　Influence of ncholine chloride∶nethylene glycol on extraction 

rate of total flavonoids
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降低［27］。因此，选择 n 氯化胆碱∶n 乙二醇为 1∶3 的 DES 体系进行

总黄酮提取。

2.3　单因素试验

2.3.1　溶剂含水量对花椒叶总黄酮提取率的影响　由

图 3 可知，随着溶剂含水量的增加，总黄酮提取率先升后

降，当溶剂含水量为 20% 时，总黄酮提取率最高，可能是

DES 体系含水量较低时，少量水的加入使溶剂黏度降低，

极性变大，传质速率增大，从而使 DES 体系与花椒叶粉末

的接触机会增多，花椒叶黄酮溶出率增大。当溶剂含水

量＞20% 时，黄酮提取率降低，可能是含水量过多，减小

了 DES-4 体系中氢键作用力，同时体系中 DES-4 浓度也

随之减小，使花椒叶黄酮提取率减小［28］。因此，选择较适

溶剂含水量为 20%。

2.3.2　料液比对花椒叶总黄酮提取率的影响　由图 4 可

知，随着料液比的增加，花椒叶总黄酮提取率逐渐升高，

当 m 花椒粉末∶V 溶剂为 1∶40 （g/mL）时，提取率最高，继续增大

料液比，总黄酮提取率开始降低。这可能是 DES 的增加

可以增大花椒叶中黄酮类物质与其接触面积，使 DES 快

速进入细胞，促进黄酮类物质的扩散，但当 DES 饱和时，

花椒叶中其他可溶性物质会与黄酮类物质竞争 DES，从

而 使 花 椒 叶 总 黄 酮 提 取 率 降 低［29］。 因 此 ，选 择 较 适

m 花椒粉末∶V 溶剂为 1∶40 （g/mL）。

2.3.3　超声时间对花椒叶总黄酮提取率的影响　由图 5

可知，当超声时间为 10~15 min 时，花椒叶总黄酮提取率

随时间的延长不断增大，当超声时间为 15 min 时提取率

最高。这是因为在一定时间范围内，延长超声时间能够

加快细胞壁破裂，加快黄酮类物质从细胞内溶出，提高提

取率；但超声时间过长，一方面会促使非黄酮类物质的溶

出，另一方面还可能引起已溶出黄酮类化合物的分解［30］。

因此，选择较适超声时间为 15 min。

2.4　响应面试验

2.4.1　试验设计及结果　在单因素试验基础上，以溶剂

含水量、料液比和超声时间为因素，以总黄酮提取率为响

应值，进行三因素三水平响应面试验优化超声辅助低共

熔溶剂提取花椒叶总黄酮工艺。响应面试验因素水平见

表 2，试验设计及结果见表 3。

采用 Design-Expert 11.1.1.0 软件进行回归拟合，得二

次多项回归方程：

Y=13+0.563 8A＋0.805B＋0.148 8C－0.445AB－

0.227 5AC＋0.015BC－0.480 8A2－0.468 3B2-0.675 7C2。

（3）

2.4.2　方差分析　由表 4 可知，模型 P<0.000 1，极显著；

失拟项 P=0.788 4>0.05，不显著，证明该模型具有较好

拟合度，可行性良好。模型 R2＝0.989 4，R 2
Adj=0.975 7，说

明拟合度良好，信噪比为 25.349 8＞4，说明方程的可信度

高。根据 F 值可知，各因素对花椒叶总黄酮提取率影响大

图 3　溶剂含水量对花椒叶总黄酮提取率的影响

Figure 3　Influence of water content of DES on extraction 

rate of total flavonoids from Z. bungeanum leaves

图 4　料液比对花椒叶总黄酮提取率的影响

Figure 4　Influence of solid-to-liquid ratio on extraction 

rate of total flavonoids from Z. bungeanum leaves

图 5　超声时间对花椒叶总黄酮提取率的影响

Figure 5　Influence of ultrasonic time on extraction rate of 

total flavonoids from Z. bungeanum leaves

表 2　响应面试验因素及水平

Table 2　Design of test factors and levels for response 

surface analysis

水平

-1

0

1

A 溶剂含水量/%

10

20

30

B 料液比（g/mL）

1∶30

1∶40

1∶50

C 超声时间/min

10

15

20
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小为料液比＞溶剂含水量＞超声时间。一次项 A、B，交

互项 AB 和二次项 A2、B2、C2 对总黄酮提取率影响极显著

（P＜0.01），一次项 C 和交互项 AC 对总黄酮提取率影响

显著（P＜0.05）。

2.4.3　交互作用　等高线图越接近椭圆形，交互作用越

显著［31］。由图 6~图 8 可知，各响应面图的陡峭程度为

AB>AC>BC，与方差分析结果一致，说明溶剂含水量和

料液比的交互作用最显著，对花椒叶总黄酮提取率的影

响较大，料液比和超声时间的交互作用较小。

2.4.4　验证实验　采用 Design-Expert 11.1.1.0 软件对数

据进行分析，得到花椒叶总黄酮提取率的最佳工艺条件

为溶剂含水量 22.318%、料液比 1∶47.181 （g/mL）、超声时

间 15.395 min，花椒叶总黄酮提取率最高为 13.38%。结合

实际情况，将最佳提取条件调整为溶剂含水量 22%、料液

比 1∶47 （g/mL）、超声时间 15 min，此时花椒叶总黄酮提

取率为（13.45±0.69）%，与理论值相差 0.07%，证明该模

型预测性良好，适用于超声辅助低共熔溶剂提取花椒叶

总黄酮的工艺优化。杨立琛［11］利用微波辅助 65% 乙醇得

到花椒叶总黄酮提取率为 7.64%，范菁华等［12］以丙酮—水

（V 丙酮∶V 水 为 2∶1）溶液得到花椒叶总黄酮提取率仅为

3.53%，超声辅助低共熔溶剂法的黄酮提取率较高。

2.5　抗氧化活性

2.5.1　对羟自由基的清除能力　由图 9 可知，在 0.02~

0.10 mg/mL 质量浓度范围内，花椒叶总黄酮提取液对羟

自由基的清除能力随着样品质量浓度的增加而增大。当

表 3　响应面试验设计及结果

Table 3　Response surface experiments and results

试验号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

A

0

0

0

-1

0

0

1

0

0

-1

1

0

1

1

-1

0

-1

B

0

0

-1

0

0

1

0

-1

0

0

1

0

0

-1

1

1

1

C

0

0

1

-1

0

1

1

-1

0

1

0

0

-1

0

0

-1

0

总黄酮提取率/%

12.83

12.87

11.11

10.88

13.09

12.81

12.36

10.94

13.24

11.73

12.97

12.99

12.42

12.31

12.69

12.58

10.25

表 4　方差分析†

Table 4　Variance analysis

来源

模型

A

B

C

AB

AC

BC

A²

B²

C²

残差

失拟项

纯误差

总离差

平方和

13.15

2.54

5.18

0.18

0.79

0.21

0.00

0.97

0.92

1.92

0.14

0.03

0.11

13.29

自由度

9

1

1

1

1

1

1

1

1

1

7

3

4

16

均方

1.46

2.54

5.18

0.18

0.79

0.21

0.00

0.97

0.92

1.92

0.02

0.01

0.03

F 值

72.38

125.92

256.74

8.77

39.23

10.25

0.04

48.19

45.72

95.22

0.36

P 值

<0.000 1

<0.000 1

<0.000 1

0.021 1

0.000 4

0.015 0

0.838 8

0.000 2

0.000 3

<0.000 1

0.788 4

显著性

**

**

**

*

**

*

**

**

**

† *表示差异显著（P<0.05），**表示差异极明显（P<0.01）；

R2=0.989 4，R2
Adj=0.975 7，CV=25.349 8。

图 6　溶剂含水量与料液比响应面交互图

Figure 6　Interaction of water content of DES and solid-to-liquid ratio

203



开发应用  DEVELOPMENT & APPLICATION 总第  285 期  | 2025 年  7 月  |

样品质量浓度为 0.1 mg/mL 时，花椒叶总黄酮提取液对羟

自由基的清除率为（63.89±0.26）%，高于 VC的，表明花椒

叶总黄酮具有较好的羟自由基清除能力。这与陈凌等［32］

的研究结果相似，可能是提取液中含有较多酚羟基，可与

自由基生成半醌式自由基，从而终止自由基链式反应。

2.5.2　对 DPPH 自由基的清除能力　由图 10 可知，当样

品质量浓度为 0.02~0.06 mg/mL 时，花椒叶总黄酮提取液

对 DPPH 自由基的清除能力大于 VC 的；当样品质量浓度

为 0.10 mg/mL 时 ，VC 对 DPPH 自 由 基 的 清 除 率 为

（99.91±0.73）%，高于总黄酮提取液的，说明花椒叶总黄

酮具有良好的抗氧化活性。这可能是花椒叶总黄酮提取

液提供的质子与 DPPH 自由基结合成的抗磁性分子更加

稳定，导致 DPPH 自由基含量较低［33］。

3　结论

超声辅助低共熔溶剂提取花椒叶总黄酮的最佳工艺

图 7　溶剂含水量与超声时间响应面交互图

Figure 7　Interaction between water content of DES and ultrasonic time

图 8　料液比与超声时间响应面交互图

Figure 8　Interaction of solid-to-liquid ratio and ultrasonic time

图 9　花椒叶总黄酮提取液对羟自由基的清除能力

Figure 9　Scavenging rate of hydroxyl radicals by total 

flavonoids of Z. bungeanum leaves

图 10　花椒叶总黄酮对 DPPH 自由基的清除能力

Figure 10　Scavenging rate of DPPH radicals by total 

flavonoids of Z. bungeanum leaves
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条 件 为 以 氯 化 胆 碱 — 乙 二 醇 体 系 作 为 低 共 熔 溶 剂 ，

n 氯化胆碱∶n 乙二醇 =1∶3，溶剂含水量 22%，料液比（m 花椒粉末∶

V 溶剂）1∶47 （g/mL），超声温度 45 ℃，超声时间 15 min，此条

件下花椒叶总黄酮提取率达（13.45±0.69）%，明显高于乙

醇提取法和水提法。超声辅助低共熔溶剂法作为一种替

代传统的提取方法，不仅缩短了提取时间，对环境友好，

安全性好，还提高了花椒叶总黄酮的提取率和纯度，可有

效地从花椒叶中提取黄酮类化合物。花椒叶总黄酮具有

良好的体外抗氧化活性，可作为食品保鲜剂和防腐剂的

来源，同时可应用于药品和保健品等领域，推动花椒叶的

综合利用和经济价值的提高。后续可研究花椒叶总黄酮

提取液的纯化和组分，并进行体内试验全面分析花椒叶

总黄酮的抗氧化活性及其他功能活性。
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