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油莎草总黄酮的动态高压微射流辅助提取 
及其在曲奇饼干中的应用 
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摘要：以总黄酮得率及 DPPH·清除率为考察指标，通过单因素及正交试验得到动态高压微射流辅助提取油莎草总黄酮的最优提

取工艺，采用紫外与红外光谱和高效液相色谱-质谱联用法（LC-MS）分析了动态高压微射流辅助提取对油莎草总黄酮结构和组成的

影响，同时以过氧化值、酸价为指标，考察了油莎草总黄酮对曲奇饼干贮藏性的影响。结果表明，最优提取工艺为：微射流处理压力

120 MPa，提取温度 80 ℃，乙醇浓度 80%，提取时间 90 min，总黄酮提取得率为 1.46%，对 DPPH·自由基的清除能力 IC50值为 0.17±0.02 

mg/mL，动态高压微射流辅助提取提高了总黄酮的得率和抗氧化性，LC-MS 分析表明动态高压微射流技术未改变总黄酮的组成，但

使有些组分的比例发生了变化。通过测定曲奇饼干的过氧化值和酸价值得出油莎草总黄酮可以作为天然抗氧化剂用于制作曲奇饼干。 
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Abstract: The optimum conditions for extraction of flavonoids from Cyperus esculentus L. (CE L.) leaves by dynamic high-pressure 

microfluidization-assisted method (DHPM) was determined through single factor and orthogonal experiments. The yield of flavonoids and the 

2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging rate were used as indices. The effect of DHPM on the structure and composition of 

total flavonoids from CE L. leaves was preliminarily analyzed by ultraviolet-visible and infrared spectral analyses and liquid 

chromatography–mass spectrometry (LC-MS). At the same time, peroxide value (POV) and acid value (AV) were used as indicators to 

investigate the effect of total flavonoids from CE L. leaves on the storability of cookies. The results showed the following conditions of DHPM 

as optimum: microfluidization pressure=120 MPa; extraction temperature=80 ℃; ethanol concentration=80%; extraction time=90 min. Under 

these optimal extraction conditions, the yield of flavonoids was 1.46% and the half-maximal inhibitory concentration (IC50) value for DPPH 

scavenging activity was 0.17±0.02 mg/mL. The DHPM-assisted extraction enhanced the yield and antioxidant activities of total flavonoids from 

CE L. leaves. The results of LC-MS analysis indicated that the treatment of DHPM did not change the composition of total flavonoids from CE 

L. leaves; however, the ratio of some constituents were altered. The results of POV and AV showed that total flavonoids from CE L. leaves could 

serve as natural antioxidants for cookie production. 

Key words: flavonoids from Cyperus esculentus L. leaves; dynamic high-pressure microfluidization optimized process; spectral analysis; 

liquid chromatography-mass spectrometry 

 
油莎草(Cyperus esculentus L.)又称油莎豆，是莎草
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科单子叶草本植物，可作油料和优良牧草用[1]。于 1952
年从苏联引进，现有 20 多个省、市和自治区种植，黑

龙江、北京、河北、湖南、山东和四川等地均有引种。

油莎草块茎含油量 27%左右，是重要的油料作物，而
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油莎草地上茎叶部分常被用作饲料，没有得到高效利

用。《名医别录》里记载，油莎草的茎叶有主治行气开

郁、祛风止痒、宽胞利痰、主胸闷不舒、风疹瘙痒和

痈伴随肿毒等功能。我们对油莎草地上茎叶进行了系

统实验，结果表明油莎草地上茎叶中含有黄酮类化合

物。前人研究黄酮类化合物具有清除自由基、抗肿瘤、

抗炎、降低血脂和降胆固醇等多种药理作用，对人类

疾病治疗具有很大辅助作用[2~5]。人工合成抗氧化剂虽

然抗氧化效果显著，但是具有较强毒副作用，越来越

多国家已经开始禁止使用合成抗氧化剂，天然和无副

作用的抗氧化剂的开发已成为研究热点。 
动态高压微射流（DHPM）是一种特殊形式的高

压均质技术，它利用高压使液体物料高速流过狭窄的

缝隙时受到强大的剪切力、撞击力以及空穴爆炸力等

综合作用，使细胞破碎，促进细胞内容物溢出，从而

提高有效成分的提取率的过程[6]。目前 DHPM 主要被

应用在灭菌[7]，多糖[8]和黄酮[6]等生物活性分子提取优

化以及大分子改性[9,10]等方面。实验以油莎草地上茎

叶为原料，采用 DHPM 辅助提取油莎草总黄酮，同时

研究了 DHPM 对油莎草总黄酮提取得率及抗氧化活

性的影响，并与人工合成抗氧化剂特丁基对苯二酚

（TBHQ）做参照，评价了油莎草总黄酮对曲奇饼干

贮藏性的影响。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 

油莎草，本实验室自己种植；芦丁标准品，上海

源叶生物技术有限公司；TBHQ 为分析纯，上海源叶

生物科技有限公司；无水乙醇、石油醚、亚硝酸钠、

硝酸铝和氢氧化钠等均为分析纯；去离子水（实验室

自制）；面粉，由新疆天山面粉有限责任公司提供；泡

打粉，桂林兴安金星食品化工厂。 
722S型分光光度计，购自上海安亭科学仪器厂；

M-700 型微射流均质机，美国Microfluidics公司；

GYB50-6S高压均质机，上海华东高压均质机厂；λ-17
紫外-可见光谱仪，美国PE公司；PARGON 1000 型

FT-IR傅立叶变换红外光谱仪，上海力晶科技有限公

司；AL104 分析天平，购自Mettler-Toledo Group；
XYF-3E远红外线食品烤炉，广州红菱电热设备有限公

司；高效液相色谱仪，美国Waters公司；Waters 四级

杆飞行时间质谱仪，上海基泰分析技术有限公司 

1.2  芦丁标准曲线的绘制及回归方程 

按朱笃等方法 [11] ，得到线性回归方程为

A=8.9062C+0.0351，线性相关系数 r=0.9997，在

0.0095~0.0478 mg/mL 范围内呈良好的线性关系。 

1.3  油莎草总黄酮提取工艺流程 

传统回流提取法：将油莎草粉碎过 40 目筛，油莎

草粉经石油醚脱脂后 50 ℃烘干，将烘干后的油莎草粉

加入乙醇浸泡过夜，回流提取，通过离心（3500 r/min，
15 min）分离得到滤液，然后进行旋蒸，定容，测定

吸光度值，进而计算出得率。 
动态高压微射流辅助提取法：将油莎草粉碎过

100 目筛，经石油醚脱脂后 50 ℃烘干，将烘干后的油

莎草粉加入乙醇浸泡过夜，30 MPa 均质 2 次，然后微

射流处理 2 次，乙醇回流提取 2 次，通过离心（3500 
r/min，15 min）分离得到滤液，然后进行旋蒸、定容

和测定吸光度值，进而计算出得率。 

1.4  油莎草总黄酮得率的计算 

取样液 5.0 mL于 25 mL具塞比色管中按照 1.2测
定吸光度，计算出提取液中总黄酮得率 E。计算公式

如下： 

%100(%)
0

21 ×
×
××

=
Vm

VVCE  

式中，E 为油莎草总黄酮为得率（%）；C 为经回归方程计

算得出的总黄酮浓度，mg/mL；m 为样品质量（g）；V1为提取

液总体积（mL）；V2为测定吸光度时样液定容后的体积（mL）；

V0为吸取样液的体积（mL）。 

1.5  清除 DPPH·自由基活性的测定[12] 

在比色管中加入样品溶液 2 mL，再加入 2 mL 浓

度为 2×10-4 mol/L DPPH·乙醇溶液，混匀后避光反应

30 min 作为样品组；空白组以等体积无水乙醇代替

DPPH·溶液，对照组以等体积的蒸馏水代替黄酮溶液；

以等体积蒸馏水和无水乙醇混合液作空白调零，在

517 nm 处分别测定 A1、A2和 A0。 
清除率%=[1-(A1-A2)/A0]×100% 
式中 A0为样品组吸光度值；A1为空白组吸光值；A2为对

照组吸光度值。 

1.6  油莎草总黄酮的紫外光谱分析 

取一定量的油莎草总黄酮配置成 0.01 mg/mL 溶

液，在紫外可见光谱仪中于 200~900 nm 进行扫描。 

1.7  薄层层析分析 

吸取样液各 10 μL，点于一硅胶 G 板上，以乙酸

乙酯:丙酮:水=6:4:1 和 2 滴甲酸下层液为展开剂，展
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开，取出，晾干，喷洒 1% FeCl3乙醇溶液，显色）。 

1.8  油莎草总黄酮的高效液相色谱-质谱联用

（LC-MS）分析[13] 

通过 LC-MS 分析动态高压微射流技术对总黄酮

组分的影响。样品用色谱纯甲醇溶解待用。 
液相色谱条件：色谱柱：CSH C18 2.1×100 mm，

1.7 μm 粒径；流动相，A：乙腈、B：0.1%甲酸；柱

温 45 ℃；进样量 1 μL；流速 0.3 mL/min；检测波长

320 nm；进样量为 1 μL，洗脱梯度如表 1。 
质谱条件：电喷雾离子化源（ESI），毛细管电压

为 3.0 kV，锥孔电压为 30 V，正离子检测，离子源温

度 100 ℃，质量范围 m/z（质荷比）为 50~1500。 
表1 梯度洗脱条件 
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Table 1 Conditions of gradient elution 

Time/min A/% B/% Flow/(mL/min) 

0 5 95 0.3 

20 60 40 0.3 

25 100 0 0.3 

26 5 95 0.3 
30 5 95 0.3 

1.9  曲奇饼干工艺加工流程 

鸡蛋和白砂糖→打擦起泡→加入黄油、总黄酮/TBHQ、泡

打粉和面粉搅拌→成型→烘烤。 

操作要点：（1）将鸡蛋和白砂糖按量加入搅拌机

快速打搅成乳白色的泡沫体；徐徐加入黄油和油莎草

总黄酮或者 TBHQ，同时快速搅拌；加入面粉和泡打

粉慢慢搅拌，鸡蛋用裱花袋和裱花嘴成型；烘焙的温

度为 160~200 ℃，时间为 15 min；（2）曲奇饼干配方
[14]：34.46%面粉、34.46%黄油、17.23%白砂糖、13.78%
鸡蛋和 0.07%泡打粉，TBHQ添加量最高为 0.2 g/kg(以
黄油计)；油莎草总黄酮添加量为 0.6 g/kg(以黄油计)。
TBHQ 添加量参照国标 GB 2760-2014 确定。 

1.10  油莎草总黄酮对曲奇饼干贮藏性的影响 

将 1.9 中制备的曲奇饼干存放在阴凉干燥室内，

先后在贮藏第 7、14、21 和 28 d 分析过氧化值和酸价，

观察油莎草总黄酮对曲奇饼干贮藏性的影响。过氧化

值按照 GB/T 5538-2005 动植物油脂过氧化值测定。酸

价按照 GB/T 5530-2005 动植物油脂酸值和酸度测定。 

1.11  数据统计分析 

实验数据采用 Graphpad Prism 5.0 统计软件进行

分析，并以⎯x±S 表示。采用 SPSS 19.0 通过 x2检验对

数据进行差异显著性分析，p<0.05 具有统计学意义。 

2  结果与分析 

2.1  乙醇浓度对总黄酮得率及抗氧化性的影

响 

称 1.000 g 油莎草粉，石油醚脱脂至无色并烘干，

脱脂后的油莎草粉以料液比 1:40，配置 40%、50%、

60%、70%、80%和 90%乙醇浓度放置于 4 ℃冰箱中

静置过夜，经 30 MPa，均质 2 次后，在微射流压力

100 MPa 下处理 2 次，70 ℃水浴提取 90 min，提取 2
次，离心合并滤液后测吸光度值，计算得率；计算

DPPH·清除率。 

 
图1 乙醇浓度对得率及DPPH·清除率的影响 

Fig.1 Effect of ethanol concentration on the yield and DPPH 

clearance 

由图 1 可知，油莎草总黄酮得率和 DPPH·清除率

随着乙醇浓度的上升而增大，并且在 60%时达到最大

值，此条件下得率为 1.46±0.02% ，清除率为

76.05±2.26%随着浓度的继续上升，部分脂溶性杂质溶

出影响黄酮类物质的溶出，出现吸光度和 DPPH·清除

率下降。因此，选择 60%的乙醇作为溶剂。 

2.2  提取温度对总黄酮得率及抗氧化性的影

响 

称 1.000 g 油莎草粉，石油醚脱脂至无色并烘干，

脱脂后油莎草粉以料液比 1:40，配置 60%乙醇浓度放

置 4 ℃冰箱中静置过夜，经 30 MPa 均质 2 次后，在

微射流压力 100 MPa 下处理 2 次，40 ℃、50 ℃、60 ℃、

70 ℃、80 ℃和 90 ℃水浴提取 90 min，其他同 2.1。 
由图 2 可知，在提取温度 40~70 ℃范围内，得率

及 DPPH·清除率均呈现增长趋势，在 70 ℃时达到最

大值，此条件下的得率为 1.31±0.04%，DPPH·的清除
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率高达 93.00±2.73%，随着浓度进一步的增加，得率

及 DPPH·清除率均呈下降趋势，其原因可能是油莎草

总黄酮中的某些活性成分被氧化分解。因此，选择

70 ℃提取为最佳。 

称 1.00 g 油莎草粉，石油醚脱脂至无色并烘干，

脱脂后的油莎草粉以料液比 1:40，配置 60%乙醇浓度

放置于 4 ℃冰箱中静置过夜，经 30 MPa，均质 2 次后，

在微射流压力分别 60 MPa、80 MPa、100 MPa、120 
MPa、140 MPa 和 160 MPa 下处理 2 次，70 ℃水浴提

取 90 min，其他同 2.1。 

 

 

图2 提取温度对得率及DPPH·清除率的影响 

Fig.2 Effect of extraction temperature on the yield and DPPH 

clearance 

图4 微射流压力对得率及DPPH·清除率的影响 
2.3  提取时间对总黄酮得率及抗氧化性的影

响 

Fig.4 Effect of pressure on the yield and DPPH clearance 

由图 4 可知，随着压力的增大，得率及 DPPH·清
除率均呈现增长趋势，在 100~120 MPa 内，清除率有

明显的上升，当压力为 120 MPa 时，此时的得率和

DPPH·的清除率分别为 1.43±0.02%和 50.58±0.72%。

随着压力进一步的增大，得率及 DPPH·清除率都趋于

平缓，其原因可能是微射流压力越大细胞破碎程度越

高，从而导致黄酮类物质更完全的溶出。因此，考虑

到仪器的承受负荷，选择 120 MPa 为最佳。 

称 1.00 g 油莎草粉，石油醚脱脂至无色并烘干，

脱脂后的油莎草粉以料液比 1:40，配置 60%乙醇浓度

放置于 4 ℃冰箱中静置过夜，经 30 MPa 均质 2 次后，

在微射流压力 100 MPa 下处理 2 次，70 ℃水浴提取

30、60、90、120 和 150 min，其他同 2.1。 

2.5  正交优化油莎草总黄酮提取工艺条件 

以微射流压力、提取温度、乙醇浓度和提取时间

为自变量设计四因素三水平 L9（34）正交实验优化油

莎草总黄酮提取工艺条件。 
由表 1 可知，对油莎草总黄酮得率影响的主次顺

序为：B(提取温度)＞A(微射流压力)＞C(乙醇浓度)＞
D(提取时间)。提取条件的最优组合为 A2B3C3D2，即

微射流压力为 120 MPa，乙醇体积分数 80%，提取温

度 80 ℃，提取时间 90 min。 

 
图3 提取时间对得率及DPPH·清除率的影响 

Fig.3 Effect of extraction time on the yield and DPPH clearance 

由表 2 方差分析结果表明，提取温度对油莎草总

黄酮得率的影响显著。验证试验得总黄酮得率为

1.46%，RSD 为 0.395%，表明此工艺条件具有较好的

重复性。而传统回流提取提取率为 0.64%。抗氧化试

验结果表明动态高压微射流辅助提取所得油莎草总黄

酮对 DPPH·自由基清除能力的 IC50 值为 0.17±0.02 
mg/mL，而传统回流提取 IC50值为 0.48±0.05 mg/mL。
因此，动态高压微射流辅助提取提高了总黄酮提取得

率，进而提高了提取液的抗氧化能力。 

由图 3 可知，在提取时间 30~90min 内，得率及

DPPH·清除率均呈现增长趋势，在90 min时达到最大，

此条件下的得率为 1.30±0.01%，其 DPPH·的清除率达

到 75.13±2.32%，随着进一步的增加，得率及 DPPH·清
除率均呈下降趋势，因此选择 90 min 提取为最佳。 

2.4  微射流压力对总黄酮得率及抗氧化性的

影响 
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表1 正交试验结果 

Table 1 Results from orthogonal experiments 

序号 A微射流压力/MPa B提取温度/℃ C乙醇浓度/% D提取时间/min 得率/% 

1 1（100） 1（60） 1（60） 1（60） 1.07 

2 1 2（70） 2（70） 2（90） 1.30 

3 1 3（80） 3（80） 3（120） 1.37 

4 2（120） 1 2 3 1.26 

5 2 2 3 1 1.40 

6 2 3 1 2 1.45 

7 3（140） 1 3 2 1.17 

8 3 2 1 3 1.21 

9 3 3 2 1 1.31 

K1 1.247 1.167 1.243 1.260  

K2 1.370 1.303 1.290 1.307  

K3 1.230 1.377 1.313 1.280  
R 0.140 0.210 0.070 0.047  

表2 正交试验方差分析 

Table 2 Variance analysis of orthogonal experiments 

因素 
偏差平

方和 
自由度 F 比 F 临界值 显著性

A微射流压力 0.035 2 11.667 19.000  

B 提取温度 0.068 2 22.667 19.000 * 

C 乙醇浓度 0.008 2 2.667 19.000  
D 提取时间 0.003 2 1.000 19.000  
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注：*p<0.05，差异显著；**p<0.01，差异极显著。 

2.6  动态高压微射流辅助提取对油莎草总黄

酮结构特征的影响 

2.6.1  紫外光谱分析 

 
图5 油莎草总黄酮紫外光谱图 

Fig.5 Ultraviolet spectra of total flavonoids from CE L. leaves 

注：1 表示动态超高压微射流辅助提取法；2 表示传统回

流提取法。 

黄酮类化合物具有 C6-C3-C6 基本结构，这一结

构特点使大多数黄酮类化合物紫外光谱有两个主要吸

收峰，其中之一出现在 240~280 nm 范围内(带Ⅱ)，另

一个在 300~350 nm 范围内(带Ⅰ)。一般说来带Ⅱ吸收

可以认为由 A-环苯酰系统引起，而带Ⅰ则是由 B-环
肉桂酰系统引起[15]。从图 5 看出，传统回流提取法和

动态超高压微射流辅助提取法提取的油莎草总黄酮有

相似的紫外光谱图，这一图谱特征说明了动态超高压

微射流技术对油莎草总黄酮特征结构无显著影响。 
2.6.2  薄层色谱分析 

 
图6 油莎草总黄酮薄层色谱图 

Fig.6 Thin-layer chromatographic patterns of the total 

flavonoids from CE L. Leaves 

注：A 为传统回流法提取；B 为动态高压微射流辅助提取。 
由图 6 可知，A 和 B 样品都有 2 个清晰的斑点，

A 点对应的 Rf1=0.49，Rf2=0.24；B 点对应的 Rf1=0.47，
Rf2=0.23，相应 Rf 值差别很小，由此可判断，两种方

法提取得到的油莎草地上茎叶黄酮成分基本一致，至

少含有 2 种黄酮类成分。 

2.7  动态高压微射流辅助提取对油莎草总黄
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酮组分的影响 

 
图7 油莎草叶子总黄酮正离子源总离子流谱图 

Fig.7 (+)TIC in positive ion mode of the flavonoids from CE L. 

leaves 
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注：a 代表动态超高压微射流辅助提取；b 代表传统回流

提取。 

由图 7a 和 7b 可知，动态超高压微射流辅助提取

与传统回流提取得到的提取液在黄酮主要峰的位置均

出现明显峰，24.85 min、25.28 min 和 27.03 min 对应

的峰是黄酮的主要峰，得出动态超高压微射流辅助提

取和传统回流提取两种方法制得的油莎草总黄酮的组

成相似，但是采用动态高压微射流技术后使得总黄酮

组分的比例发生了变化，这就是动态高压微射流辅助

提取会导致总黄酮抗氧化活性的变化的原因。对于油

莎草总黄酮成分组成有待于进一步的研究。 

2.8  油莎草总黄酮对曲奇饼干贮藏性的影响 

2.8.1  油莎草总黄酮对曲奇饼干过氧化值

（POV）的影响 
油脂的氧化最先形成过氧化物，所以 POV 常用

于衡量油脂的氧化程度[16]。 
实验结果显示（图 8），不同处理组的 POV 值存

在较大差异，添加 TBHQ 和油莎草总黄酮的样品氧化

速率较缓慢。处理 21 d 后，不同添加量（从高剂量到

低剂量）的油莎草总黄酮和添加 TBHQ 的实验组的

POV 值分别是对照组的 92.54%、78.31%、76.53%、

64.51%和 71.19%倍，可以看出，油莎草总黄酮添加量

越高，POV 值越低，具有剂量依赖性。当油莎草总黄

酮添加量为 0.8 g/kg 时，其抗氧化效果与 0.2 g/kg 的

TBHQ（参照 GB 2760-2011）无显著性差异（p<0.05）。 

 
图8 不同浓度黄酮和TBHQ对过氧化值的影响 

Fig.8 Effects of CELTF and TBHQ concentrations on the 

peroxide value 

注：CELTF 表示油莎草总黄酮；TBHQ 表示特丁基对苯

二酚。 

2.8.2  油莎草总黄酮对曲奇饼干酸价（AV）的

影响 
油脂形成的过氧化物进一步分解会产生小分子的

醛、酮和酸等，进而使油脂酸价（AV）升高，所以酸

价在一定程度上也反应了油脂的氧化程度[16]。 

 
图9 不同浓度的油莎草总黄酮和TBHQ对酸价的影响 

Fig.9 Effects of CELTF and TBHQ concentrations on the acid 

value 

注：CELTF 表示油莎草总黄酮；TBHQ 表示特丁基对苯

二酚。 

从图 9 可以看出，在曲奇饼干存储过程中，6 种

样品的酸价都呈不断上升的趋势，但不同处理间存在 
较大差异。处理 21 d 后，不同添加量的油莎草总黄酮

和 TBHQ 分别是对照组的 91.69%、76.16%、64.38%、

50.72%和 56.93%，可以看出，油莎草总黄酮添加量越

高，AV 值越低。当油莎草总黄酮添加量为 0.6 g/kg 时，

其抗氧化效果与0.2 g/kg(GB 2760-2011)的TBHQ无显

著性差异(p<0.05)。可见，油莎草总黄酮可作为天然抗
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氧化剂应用在曲奇饼干中。综合考虑过氧化值和酸价，

油莎草黄酮在曲奇饼干中最低添加量为 0.8 g/kg。 

3  结论 

动态高压微射流辅助油莎草总黄酮的最佳工艺条

件为：微射流处理压力 120 MPa，提取温度 80 ℃，乙

醇浓度 80%，提取时间 90 min，提取得率为 1.46%。

对 DPPH·自由基的清除能力 IC50 值为 0.17±0.02 
mg/mL，而传统回流提取得率为 0.64%，IC50 值为

0.48±0.05 mg/mL。动态高压微射流辅助提取提高了总

黄酮的得率进而提高了提取液的抗氧化能力。紫外光

谱分析结果说明了动态超高压微射流处理对油莎草总

黄酮的结构无显著影响，薄层色谱分析结果说明了两

种方法提取得到的油莎草地上茎叶黄酮成分基本一

致，LC-MS 分析表明动态高压微射流技术未改变总黄

酮的组成，但使组分的比例发生了变化。通过分别测

定添加油莎草总黄酮和TBHQ曲奇饼干的POV和AV
值得出添加 0.8 g/kg 的油莎草总黄酮和添加 0.2 g/kg
的 TBHQ 的抗氧化能力相当，所以油莎草总黄酮可作

为天然抗氧化剂应用在曲奇饼干中。 
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