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天然深共晶溶剂联合微波提取柚子皮总黄酮
及其体外抗氧化活性分析

谢 文 1 张 硕 1,2 王 芳 1 黄昕懿 1

（1. 成都师范学院化学与生命科学学院，四川  成都   611130； 
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摘要：［目的］以通过天然深共晶溶剂联合微波技术优化柚子皮总黄酮提取工艺。［方法］分析 3 种天然深共晶溶剂

（NADES）和传统提取剂联合微波提取柚子皮黄酮的能力，通过响应面法优化其提取工艺条件，并评估柚子皮提取物的

抗氧化活性。［结果］由氯化胆碱、苹果酸、乙二醇组成的 NADES 在液料比 23∶1 （mL/g），加水量 29%，提取温度 73 ℃，微

波时间 40 s 下具有最佳的总黄酮得率，为 2.20%。最优工艺条件下，柚子皮总黄酮的 DPPH 自由基清除率为 93.32%、羟

自由基清除率为 87.15%、还原力为 0.57、金属离子螯合率为 54.92%、脂质过氧化抑制率为 29.78%。［结论］天然深共晶

溶剂联合微波提取柚子皮的黄酮提取率较高，且黄酮体外抗氧化活性较好。
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Abstract: ［［Objective］］ To optimize the extraction process of total flavonoids from pomelo peel by natural deep eutectic solvents (NADES) 

combined with microwaves. ［［Methods］］ The extraction ability of flavonoids from pomelo peel is analyzed among three NADES and 

conventional extractants combined with microwaves. Additionally, the extraction process is optimized by response surface experiment, and 

the antioxidant activity of the extracts is evaluated. ［［Results］］ The optimal total flavonoid extraction rate is 2.20 percent at a liquid-solid ratio of 

23∶1 (mL/g), a water content of 29%, an extraction temperature of 73 ℃ , and a microwave time of 40 seconds. Under these conditions, the 

DPPH and hydroxyl radical scavenging rate are 93.32% and 87.15%, the reducing power is 0.57, the metal ion chelation rate is 54.92%, and 

the lipid peroxidation inhibition rate is 29.78%. ［［Conclusion］］ A high extraction rate of flavonoids from pomelo peel is achieved by NADES 

combined with microwaves, with the resulting flavonoids exhibiting strong in vitro antioxidant activity.
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农副产品中富含酚类、蛋白质、生物碱和脂类，是生

物活性成分的重要来源［1］。柚子是一种重要的柑橘类水

果，其加工会产生大量的副产品，仅柚子皮就占鲜果质量

的近 50%［2］。柚子皮中含特有黄酮类化合物橙皮苷和柚
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皮苷，在清除 DPPH 自由基与羟自由基等方面表现优

异［3］。从经济角度来看，全球黄酮市场约为 20 亿美元，柚

子皮黄酮具有巨大的经济潜力［4］。

目前，黄酮类化合物浸提常以甲醇、乙醇等有机溶剂

为提取液，毒性大、萃取时间长、得率低［5-6］。近年来，天

然深共晶溶剂（natural deep eutectic solvents，NADES）取

代有机溶剂成为一种新兴的绿色溶剂。NADES 的主要

成分为氨基酸、糖类、醇类及生物碱等，是一种安全无毒、

成本低廉且制备简单的新一代绿色溶剂［7］。其可作为常

用有毒有机溶剂的替代品，解决传统有机溶剂的毒性问

题［8］。微波技术主要利用微波辐射引起的细胞破裂，使有

效成分自由流出，同时微波所产生的电磁场可加速溶质

的 扩 散 速 率 ，从 而 缩 短 提 取 时 间 ，提 高 提 取 效 率［9］。

González-Rivera 等［4］研究表明，NADES 具有良好的微波

响应性，这使得 NADES 与微波联用成为可能。NADES

联合微波提取已被应用于樱桃、香蕉和鹰嘴豆等黄酮提

取中［10-12］。

试验拟评价不同 NADES 溶剂联合微波的黄酮提取

能力，优化柚子皮黄酮提取工艺，并对提取物的抗氧化活

性进行评价，以期为柚子皮中黄酮的环保型高效提取及

柚子皮生物活性资源的利用提供依据。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

柚子皮：江西上饶；

苹果酸、柠檬酸、氯化胆碱、1，4-丁二醇、1，2-丙二醇、

乙二醇、亚硝酸钠、硝酸铝、无水乙醇、FeSO4、水杨酸、三

氯乙酸（TCA）、氯化铁、氯化亚铁等：分析纯，合肥博美生

物科技有限公司。

1.2　主要仪器与设备

微波化学反应器：WBFY-205 型，巩义市予华仪器有

限责任公司；

分析天平：JA303P 型，常州市幸运电子设备有限

公司；

紫外可见分光光度计：752G 型，上海精其仪器有限

公司；

大容量低速离心机：TDL-5A 型，江苏金怡仪器科技

有限公司。

1.3　试验方法

1.3.1　NADES 的合成　以氯化胆碱（ChCl）作为氢键受

体（HBA），有机酸和多元醇为氢键供体（HBD）组成三元

NADES，各组分按摩尔比 1∶1∶1 混匀，加水量为 30%，

400 W 微波下暴露 40 s（加热 5 s，暂停 5 s）。将 NADES 涡

旋 并 在 空 气 中 冷 却 ，直 到 获 得 清 晰 均 匀 的 液 体［13］。

NADES 组合见表 1。

1.3.2　总黄酮提取工艺　称取 1 g 柚子皮粉末，加入

20 mL NADES 溶液，混匀，70 ℃水浴 10 min，400 W 微波

处理 40 s（加热 5 s，暂停 5 s），5 000 r/min 离心 20 min，保

留上清液。相同提取条件下，以传统溶剂（体积分数为

60% 的乙醇—水溶液和体积分数为 80% 的甲醇）为对

照组。

1.3.3　总黄酮得率测定　参照向思颖等［14］的方法。

1.3.4　单因素试验　固定液料比为 20∶1 （mL/g），加水量

为 30%，微波时间为 40 s，提取温度为 70 ℃。分别考察液

料 比［10∶1，15∶1，20∶1，25∶1，30∶1 （mL/g）］、加 水 量

（10%，20%，30%，40%，50%）、提取温度（50，60，70，80，

90 ℃）和微波时间（20，30，40，50，60 s）对柚子皮总黄酮得

率的影响。

1.3.5　响应面试验　根据单因素试验结果，以液料比、加

水量、提取温度和微波时间为自变量，柚子皮总黄酮得率

为响应值，进行四因素三水平的 Box-Behnken（BBD）响应

面优化试验。

1.3.6　体外抗氧化性测定　

（1） DPPH 自由基清除能力：根据 Khan 等［15］的方法

并修改。取 25 mg DPPH 溶于 1 000 mL 无水乙醇中制备

DPPH 自由基溶液。将 100 µL 质量浓度分别为 10，20，

30，40，50 µg/mL 的 样 品 溶 液 与 DPPH 自 由 基 溶 液

（100 µL，0.2 mmol）混匀，避光静置 15 min，测定 517 nm

处吸光度。对照组为等质量浓度的维生素 C 溶液。按

式（1）计算 DPPH 自由基清除率。

A= (1 - R 1 - R 2

R 0 )× 100%， （1）

式中：

A——DPPH 自由基清除率，%；

R0——不加入样品溶液时 DPPH 自由基溶液的吸

光度；

R1——样品和 DPPH 自由基混合溶液的吸光度；

R2——样品溶液的吸光度。

（2） 羟自由基清除能力：根据 Khan 等［15］的方法并修

改。将 1.5 mL 质量浓度分别为 10，20，30，40，50 µg/mL

的样品溶液与 1 mL 硫酸亚铁溶液（9 mmol/L）和 1 mL 双

氧水溶液（8.8 mmol/L）混匀，37 ℃反应 10 min，加入 1 mL 

9 mmol/L 的水杨酸—乙醇溶液，离心，测定 550 nm 处上清

表 1　NADES的 3种组合

Table 1　Three combinations of NADES

组号

NADES-1

NADES-2

NADES-3

HBA

氯化胆碱

氯化胆碱

氯化胆碱

HBD1

乙二醇

丁二醇

丙二醇

HBD2

苹果酸

柠檬酸

柠檬酸

199



开发应用  DEVELOPMENT & APPLICATION 总第  292 期  | 2026 年  2 月  |

液吸光度。对照组为等质量浓度的维生素 C 溶液。按

式（2）计算羟自由基清除率。

B= (1 - R 3 - R 4

R 5 )× 100%， （2）

式中：

B——羟自由基清除率，%；

R3——FeSO4、样 品 和 水 杨 酸 — 乙 醇 混 合 液 的 吸

光度；

R4——FeSO4、样品、蒸馏水和水杨酸—乙醇混合液

的吸光度；

R5——FeSO4、蒸馏水、H2O2 和水杨酸—乙醇混合液

的吸光度。

（3） 还原力：根据 Al-Dabbas［16］的方法并修改。将

1.5 mL 质量浓度分别为 10，20，30，40，50 µg/mL 的样品溶

液与 2.5 mL PBS 缓冲液（0.2 mol/L，pH 6.6）、1% 铁氰化钾

溶液混匀，50 ℃水浴 20 min。加入 2.5 mL 三氯乙酸（质量

分数 1%），混匀，1 500 r/min 离心 20 min。取 2.5 mL 上清

液，与 2.5 mL 蒸馏水、0.5 mL FeCl3（质量分数 0.1%）混匀，

避光静置 10 min，测定 700 nm 处吸光度。对照组为等质

量浓度的维生素 C 溶液。

（4） 金属离子螯合率：参照向思颖等［14］的方法。

（5） 脂质过氧化抑制率：参照向思颖等［14］的方法。

1.3.7　数据处理　所有试验重复 3 次，采用 Prism 软件

绘图。

2　结果与讨论

2.1　NADES体系筛选

由图 1 可知，3 种 NADES 的总黄酮得率均显著优于

常规提取法的（P＜0.05）。在氯化胆碱、多元醇和有机酸

组成的三元 NADES 提取体系中，含有苹果酸、乙二醇和

氯化胆碱的 NADES-1 的总黄酮得率为 2.19%，显著高于

含有柠檬酸的 NADES-2 和 NADES-3（P＜0.05）。这可能

是因为不同氢供体的 NADES 体系在 pH 值、黏度和极性

方面存在不同，影响了柚子皮的总黄酮得率［17］。因此，选

择 NADES-1 为柚子皮总黄酮的提取溶剂。

2.2　单因素试验

2.2.1　液料比　由图 2 可知，柚子皮总黄酮得率随着液料

比的增加先升高后降低，并在 20∶1 （mL/g）时达到最大值

（2.15%）。当液料比升高时，与柚子皮粉中黄酮接触的

NADES 增加，对得率有正向促进作用；当液料比＞20∶

1 （mL/g）时，其黏度也随之增高，溶剂的流动性变差，含

有黄酮的物料与 NADES 的接触变得不充分，降低了柚子

皮总黄酮得率［18］。因此，选择液料比 15∶1~25∶1 （mL/g）

进行响应面试验。

2.2.2　加水量　由图 3 可知，柚子皮总黄酮得率在加水

量＜30% 时逐渐增高；当加水量为 30% 时，总黄酮得率达

到最大值，为 2.18%；当加水量＞30% 时，总黄酮得率逐渐

降低。这可能是因为提高加水量后，提取体系中含有过

多 H+和 OH-，破坏了 HBD 与 HBA 之间的氢键络合作用，

降低了固液间的传质速率［19］。因此，选择加水量为 20%~

40% 进行响应面试验。

2.2.3　提取温度　由图 4 可知，柚子皮总黄酮得率随着提

取温度的升高而上升，当提取温度为 70 ℃时，总黄酮得率

达到最大值，为 2.15%，随后总黄酮得率随提取温度的上

升而下降。当提取温度为 50~70 ℃时，分子热运动效应随

着提取温度的升高而增加，目标提取物与 NADES 间的接

小写字母不同表示差异显著（P＜0.05）

图 1　相同条件下 NADES 和常规提取法的总黄酮得率

Figure 1　Extraction rate of total flavonoids by NADES 

and conventional methods under the same 

conditions

小写字母不同表示差异显著（P＜0.05）

图 2　液料比对柚子皮总黄酮得率的影响

Figure 2　Effect of liquid-to-solid ratios on the extraction 

rate of total flavonoids from pomelo peel
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触更多，提取效率更高。当提取温度＞70 ℃时，黄酮结构

可能被破坏或发生不可逆反应，从而降低得率［20］。因此，

选择提取温度 60~80 ℃进行响应面试验。

2.2.4　微波时间　由图 5 可知，当微波时间为 20~40 s 时，

随着微波时间的延长，柚子皮总黄酮得率逐步提升。这

可能是由于微波照射导致细胞内温度快速升高，细胞内

的压力过大引发细胞爆裂，释放出更多有效成分［21］。此

外，微波产生的高频电磁场也有助于加快溶质的扩散速

率，使其更易从原材料中分离出来，并在提取液中溶

解［22］。当微波时间为 40 s 时，总黄酮得率达到最大值，为

2.12%。随后黄总酮得率随着微波时间的延长呈下降趋

势，可能是黄酮类物质稳定性差，长时间受热易发生氧化

或水解［23］。因此，选择微波时间 30~40 s 进行响应面

试验。

2.3　响应面试验

基于单因素试验结果，选取液料比、加水量、提取温

度和微波时间为变量，以柚子皮总黄酮得率为响应值，设

计四因素三水平响应面试验。试验因素水平见表 2，试验

设计及结果见表 3。

通过多元回归拟合试验数据，得到二次回归方程

Y=0.178 8A+0.185 883B+0.755 5C+0.391 4D+
0.003 3AB+0.000 25AC+0.002 1AD-0.000 35BC+
0.000 3BD-0.001 35CD-0.007 953A2-0.004 126B2-
0.004 938C2-0.004 326D2。 （3）

由表 4可知，模型 P＜0.01极显著，失拟项 P=0.613 6>
0.05 不显著，表明该模型具有统计学意义。R2=0.992 3，

说明回归方程的拟合度高；R 2
Adj=0.984 7，说明 98.47% 总

黄酮得率的变化可以用该模型解释。根据 F 值可知，液料

比、加水量、提取温度和微波时间对柚子皮总黄酮得率的

影响逐渐降低。综上，该模型拟合度高，适用于 NADES

联合微波提取柚子皮总黄酮得率的预测。

由图 6 可知，AB、AD、CD 坡面陡峭，等高线为椭圆

形，说明 AB、AD、CD 的交互作用对柚子皮总黄酮得率有

极显著影响（P＜0.01）。AC、BC、BD 坡面较缓，等高线近

圆形，说明 AC、BC、BD 的交互作用对柚子皮总黄酮得率

小写字母不同表示差异显著（P＜0.05）

图 5　微波时间对柚子皮总黄酮得率的影响

Figure 5　Effect of microwave time on the extraction rate 

of total flavonoids from pomelo peel

表 2　响应面因素水平表

Table 2　Variables and levels of the response surface 

experiment

水平

1

2

3

A 液料比

（mL/g）

15∶1

20∶1

25∶1

B 加水

量/%

20

30

40

C 提取温

度/℃
60

70

80

D 微波时

间/s

30

40

50

小写字母不同表示差异显著（P＜0.05）

图 3　加水量对柚子皮总黄酮得率的影响

Figure 3　Effect of water contents on the extraction rate of 

total flavonoids from pomelo peel

小写字母不同表示差异显著（P＜0.05）

图 4　提取温度对柚子皮总黄酮得率的影响

Figure 4　Effect of extraction temperatures on the 

extraction rate of total flavonoids from pomelo 

peel
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无显著影响。

根据模型，预测柚子皮总黄酮提取的最佳工艺条件

为 液 料 比 23.18∶1 （mL/g），加 水 量 28.98%，提 取 温 度

72.62 ℃ ，微波时间 39.69 s，此时柚子皮总黄酮得率为

2.09%。综合考虑各种因素，将最佳工艺条件修正为液料

比 23∶1 （mL/g），加水量 29%，提取温度 73 ℃，微波时间

40 s，进 行 3 次 验 证 实 验 ，测 得 柚 子 皮 总 黄 酮 得 率 为

2.20%，与预测值接近且可重复。表明 NADES 联合微波

提取柚子皮总黄酮的工艺可靠。该条件下，柚子皮总黄

酮 得 率 高 于 超 声 辅 助 NADES 的（1.799%），提 取 时 间

（40 s）远低于超声辅助提取的（15 min），能耗更低，说明

NADES 联合微波提取在提取时间和提取效率上均有

优势［14］。

2.4　抗氧化活性分析

由图 7（a）可知，柚子皮总黄酮的 DPPH 自由基清除率

随着质量浓度的增加而增加。当质量浓度为 50 µg/mL

时，DPPH 自由基清除率达到最大值（93.32%）。当质量浓

度为 10 µg/mL 时，DPPH 自由基清除率为 81.03%，显著高

于维生素 C 的（P<0.05）。当质量浓度为 20~50 µg/mL

时，DPPH 自由基清除率为 88.54%~93.32%，显著低于维

生素 C 的（P<0.05），与向思颖等［14］的研究结果接近，但该

研究中超声辅助提取时间长达 15 min，试验中 NADES 联

合微波技术极大缩短了提取时间（40 s）。

由图 7（b）可知，柚子皮总黄酮的羟自由基清除率随

着质量浓度的增加略呈上升趋势，羟自由基清除率为

79.08%~87.15%。当质量浓度为 10~50 µg/mL 时，羟自由

基清除率均显著高于维生素 C 的（P<0.05）。李国峰等［24］

研究表明，超声辅助离子液体提取柚子皮总黄酮的羟自

由基清除率约为 43.8%，低于微波辅助 NADES 法提取的。

因此，NADES 联合微波提取的柚子皮总黄酮在羟自由基

清除上具有优势。

由图 7（c）可知，柚子皮总黄酮的还原力随着质量浓

表 3　响应面试验设计及结果

Table 3　Design and results of response surface experiment

试验号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

A

-1

1

-1

1

0

0

0

0

-1

1

-1

1

0

0

0

0

-1

1

-1

1

0

0

0

0

0

0

0

0

0

B

-1

-1

1

1

0

0

0

0

0

0

0

0

-1

1

-1

1

0

0

0

0

-1

1

-1

1

0

0

0

0

0

C

0

0

0

0

-1

1

-1

1

0

0

0

0

-1

-1

1

1

-1

-1

1

1

0

0

0

0

0

0

0

0

0

D

0

0

0

0

-1

-1

1

1

-1

-1

1

1

0

0

0

0

0

0

0

0

-1

-1

1

1

0

0

0

0

0

总黄酮得率/%

1.38±0.001 0

1.69±0.000 2

0.78±0.000 1

1.75±0.000 5

0.91±0.000 0

1.27±0.000 1

1.17±0.000 0

0.99±0.000 1

1.16±0.000 1

1.53±0.000 1

1.00±0.000 1

1.79±0.000 0

1.07±0.000 2

1.03±0.000 2

1.23±0.000 2

1.05±0.000 2

0.97±0.000 0

1.56±0.000 1

1.04±0.000 2

1.68±0.000 2

1.21±0.000 1

1.04±0.000 4

1.22±0.000 6

1.17±0.001 2

2.07±0.000 4

1.95±0.000 6

1.96±0.000 1

2.04±0.000 2

2.01±0.000 4

表 4　回归模型方差分析†

Table 4　Analysis of variance of regression model

来源

模型

A

B

C

D

AB

AC

AD

BC

BD

CD

A2

B2

C2

D²

残差

失拟项

纯误差

总和

平方和

4.310

1.120

0.080

0.025

0.004

0.109

0.001

0.044

0.005

0.004

0.073

0.256

1.100

1.580

1.210

0.033

0.023

0.011

4.340

自由度

14

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

14

10

4

28

均方

0.308

1.120

0.080

0.025

0.004

0.109

0.001

0.044

0.005

0.004

0.073

0.256

1.100

1.580

1.210

0.002

0.002

0.002

F 值

129.43

471.95

33.65

10.60

1.70

45.79

0.26

18.54

2.06

1.51

30.65

107.83

464.28

665.15

510.39

0.87

P 值

<0.000 1

<0.000 1

<0.000 1

0.005 7

0.213 8

<0.000 1

0.616 2

0.000 7

0.173 1

0.238 8

<0.000 1

<0.000 1

<0.000 1

<0.000 1

<0.000 1

0.613 6

显著性

**

**

**

**

**

**

**

**

**

**

**

 † ** 表 示 P＜0.01，* 表 示 P＜0.05；R2=0.992 3，R2
Adj=

0.984 7；模型精密度为 33.185 6。
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度的增加而增加。当质量浓度为 10~50 µg/mL 时，还原力

为 0.11~0.57，且在 20，50 µg/mL 质量浓度下，还原力显著

高于维生素 C 的（P＜0.05）。柚子皮总黄酮中富含羟基，

可 提 供 电 子 将 Fe3+ 还 原 为 Fe2+ ，使 其 具 有 良 好 的 还

图 6　柚子皮总黄酮响应面曲线图

Figure 6　Response surface curve diagrams of total flavonoids from pomelo peel

小写字母不同表示样品在各质量浓度下差异显著（P＜0.05）；大写字母不同表示在相同质量浓度下柚子皮总黄酮和维生素 C 差异显

著（P＜0.05）

图 7　柚子皮总黄酮的抗氧化活性

Figure 7　Antioxidant activity of total flavonoids from pomelo peel
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原力［25］。

由图 7（d）可知，柚子皮总黄酮的金属离子螯合率随

着质量浓度的增加而增大。当质量浓度为 50 μg/mL 时，

金属离子螯合率达到最大值 54.92%，高于向思颖等［14］的

（42.93%），说明 NADES 联合微波提取的总黄酮在金属离

子螯合上较超声辅助提取更有优势。

由图 7（e）可知，当质量浓度为 10 µg/mL 时，柚子皮总

黄酮的脂质过氧化抑制率为 12.26%，略低于维生素 C 的

（P<0.05）。当质量浓度为 20~50 µg/mL 时，脂质过氧化

抑 制 率 为 13.79%~29.78%，显 著 高 于 维 生 素 C 的（P<
0.05），说明柚子皮黄酮具有良好的脂质过氧化抑制率，其

机制可能是黄酮类物质作为氢供体，将氢供给脂类化合

物自由基，形成稳定的酚基自由基，降低了自动氧化链式

反应的传递速度［26］。

3　结论

天然深共晶溶剂联合微波提取柚子皮总黄酮的最佳

工艺条件为：由氯化胆碱、苹果酸和乙二醇组成天然深共

晶溶剂，液料比为 23∶1 （mL/g），加水量为 29%，提取温度

为 73 ℃ ，微波时间为 40 s，此时柚子皮总黄酮得率为

2.20%，高于常规提取方法的。最佳工艺条件下提取的柚

子皮总黄酮的 DPPH 自由基清除率为 93.32%，羟自由基

清 除 率 为 87.15%，还 原 力 为 0.57，金 属 离 子 螯 合 率 为

54.92%，脂质过氧化抑制率为 29.78%。综上，天然深共晶

溶剂联合微波技术具有将食品加工业中的废弃生物质提

取成增值化合物的巨大潜力。
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