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基于氯化胆碱/乙酸的桑椹花青素高效提取工艺 
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摘要：为建立新型绿色高效的桑椹花青素提取工艺体系，该研究以桑椹为原料，以低共熔溶剂（Deep eutectic solvents，DESs）

为提取剂，探讨了DESs种类、含水量、料液比以及提取温度和提取时间对花青素提取效率的影响，并在单因素试验基础上，采用响

应面试验设计优化了提取工艺条件。结果显示：在提取剂为氯化胆碱/乙酸（1/3 n/n）-水（80/20 V/V），料液比为1/10（g/mL）、提取

温度为60 ℃，提取时间为40 min时，花青素的得率达6.35 mg/g，实验结果与响应面模型预测值接近，表明模型适用。此工艺提取桑

椹花青素的效率远高于传统提取剂，这说明由适当比例氢键供体和受体所构成的DESs与目标产物之间强烈的氢键作用更有助于花青

素的浸出和溶解。本研究结果为绿色可设计的DES溶剂用于天然产物的高效制备提供了借鉴。 
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High-efficiency Extraction Process of Anthocyanins from Mulberry Based 

on Choline Chloride/Acetic Acid 
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(School of Life Science and Food Engineering, Huaiyin Institute of Technology, Huaian 223003, China) 
Abstract: In order to establish a new green and efficient process for extracting anthocyanins from mulberry, mulberry was used as the raw 

material and deep eutectic solvents (DESs) was used as the extractant to explore the effects of the types of DESs, water content, solid-liquid ratio, 

as well as extraction temperature and extraction time on the extraction efficiency of anthocyanins. On the basis of single factor experiments, the 

extraction conditions were optimized by response surface methodology. The results revealed that the yield of anthocyanins was 6.35 mg/g when 

the choline chloride/acetic acid (1/3 n/n) -water (80/20 V/V) was selected as the suitable solvent, solid-liquid ratio was 1/10 (g/mL), extraction 

temperature was 60 ℃ and extraction time was40 min. The experimental result was close to the predicted value of the response surface model, 

indicating that the model is suitable. The extraction efficiency of this process for mulberry anthocyanins was much higher than that of traditional 

extractants, suggesting the strong hydrogen bonding between DESs and the target product (which was composed of a proper ratio of hydrogen 

bond donors and acceptors) was more conducive to the leaching and dissolution of anthocyanins. The results of this study provide a reference for 

high-efficiency preparation of natural products with green and designable DES solvents. 
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桑椹为桑科植物（Morus alba L.）的果穗，是一

种药食两用中药材，具有丰富的营养和药用价值[1-3]。 
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现代营养学研究表明，桑椹含有丰富的总糖、维生素、

矿物质和人体必需氨基酸等，具有调节免疫力、降血

脂、改善贫血、预防心血管疾病及改善新陈代谢等药

理作用，被誉为“21 世纪的最佳保健果品”[4-6]。桑椹花

青素是桑椹中关键的功能性成分，尤以矢车菊素-3-葡
萄糖苷和矢车菊素-3-芸香糖苷为主，含量占到总花青

素的 90%以上[7]，广泛用于酸性食品、日用品、医药

保健食品等行业。 
以“石化溶剂”为基础的传统花青素提取工艺往往
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存在能耗高、污染环境、提取率低及工业化生产成本

高的缺点[8]。且由于桑椹花青素结构中存在活性多羟

基结构，其提取过程中对酸碱度、氧化还原剂、光照、

温度及金属离子等因素敏感，极易导致活性丧失，从

而改变色泽或色泽消失[9]。 
低共熔溶剂（Deep eutectic solvent，DES）是一类

由氢键受体（如季铵盐、季磷盐等）和氢键供体（如

羧酸、酰胺或多元醇等）组成的共熔混合物，具有溶

解化合物能力强、可设计、绿色可降解等优点，目前

已开始应用于天然活性成分的分离提取、富集纯化等

方面[10-13]。如 Choi 等[14]发现槲皮素、芦丁在氯化胆碱

基 DES 中的溶解度是水相中的 18~460,000 倍，显示

出 DES 对该类化合物优异的萃取能力。Dai 等[15]考察

了 DES 中长春花花青素的提取率及稳定性，结果表明

此类花青素在乳酸-葡萄糖中的稳定性与酸性乙醇相

比提高了 3 倍。 
然而，尽管 DES 已展现出良好的科学价值和应用

前景，但目前 DES 在上述领域的研究仍然停留在“试
错法”阶段，尚无理论、经验规律可借鉴。为此本研究

将以 DES 为提取剂，以桑椹花青素的高效提取为目

标，探索 DES 的组成、结构与性质对花青素提取的影

响，构建基于 DES 的花青素高效提取工艺，为活性天

然产物的高效提取制备提供借鉴。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

桑椹鲜果，水分含量为 85%，购于当地市场。氯

化胆碱（CHCl）（≥98%）、尿素（UR）（≥99.5%）、冰

乙酸（HA）（≥98%）、乳酸（HL）（≥98%）、乙二醇

（EG）、丙二醇（PG）、甲醇、无水乙醇、浓盐酸、

乙腈等，均为国产分析纯。 

1.2  仪器与设备 

LYO GT2 冷冻干燥机，上海将来实验设备有限公

司；KQ-200VDE 三频数控超声波清洗器，昆山市超

声仪器有限公司；FA2004B 电子天平，上海精科天美

科学仪器有限公司；85-2 恒温磁力搅拌器，上海皓庄

仪器有限公司；UV-1800 紫外分光光度计，上海美谱

达仪器有限公司；CT 15 RE 高速冷冻离心机，日本日

立电子科技有限公司。 

1.3  DES的制备 

依据参考文献[16]的方法并稍作修改。将不同量的

氢键受体和氢键供体加入到反应瓶中磁力搅拌混合均

匀（60~80 ℃，1~2 h），直到混合物变为无色澄清液

体，之后转移至真空干燥箱中，用 P2O5充分干燥后备

用。 

1.4  桑椹花青素的提取 

称取2 g桑椹匀浆置于50 mL透明玻璃螺口瓶中，

按照一定的液料比加入不同的提取剂，放入超声波提

取器中，在一定的温度和提取时间内进行超声提取。

之后把混合液离心过滤（4 ℃，3000 r/min，20 min），
取上清，在 50 ℃下旋转蒸发并浓缩，之后冷冻干燥

48 h，得到桑椹花青素粗提物。 

1.5  桑椹花青素提取得率的测定 

参考已有研究[17]，采用 pH 示差法计算提取液中

花青素的得率。在测得的花青素紫外最大吸收波长和

700 nm 下采用紫外-可见分光光度法测定吸光度，含

量计算公式如下： 

花青素得率/(mg/g)= A MW DF V
ε L m

× × ×
× ×

 

式中： 

A——吸光值，此处 A=（Amax-A700）pH1.0-（Amax-A700）pH4.5； 

MW——矢车菊素-3-葡萄糖苷分子量，449.2 g/mol； 

ɛ——矢车菊素-3-葡萄糖苷的摩尔消光系数，26900 

L/(mol·cm)； 

DF——稀释倍数； 

L——光程，1 cm； 

V——提取液的总体积，mL； 

m——样品质量，g。 

1.6  溶剂对桑椹花青素提取的影响 

精确称取 1 g 桑椹匀浆置于玻璃螺口瓶中，分别

于不同的 DES、去离子水、酸性乙醇（80%乙醇-0.4%
盐酸 V-V）、95%乙醇中超声提取（40 ℃，10 min，料

液比 1/10），离心过滤（4 ℃，3000 r/min，20 min），
取上清液稀释 6 倍后测定花青素得率，实验平行三次。 

1.7  桑椹花青素提取的单因素试验 

1.7.1  含水量对桑椹花青素提取的影响 
精确称取 1 g 桑椹匀浆置于玻璃螺口瓶中，以

CHCl/HA（1/3）为提取剂（文中 DES 组成比例均为

摩尔比），并分别添加 0~100%（间隔为 20%）水到提

取剂中，超声提取（40 ℃，10 min，料液比 1/10），
离心过滤（4 ℃，3000 r/min，20 min），取上清液稀释

6 倍后测定花青素得率。 
1.7.2  料液比比对桑椹花青素提取的影响 



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2021, Vol.37, No.11 

290 

精确称取 1 g 桑椹匀浆置于玻璃螺口瓶中，以

CHCl/HA（1/3）-H2O（80/20 V/V）为提取剂，分别以

1/4、1/7、1/10、1/13、1/16 为料液比，超声提取（40 ℃，

10 min），离心过滤（4 ℃，3000 r/min，20 min），取

上清液稀释 6 倍后测定花青素得率。 
1.7.3  温度对桑椹花青素提取的影响 

精确称取 1 g 桑椹匀浆置于玻璃螺口瓶中，以

CHCl/HA（1/3）-H2O（80/20 V/V）为提取剂（料液比

1/10）于30~70 ℃（间隔10 ℃）条件下超声提取10 min，
离心过滤（4 ℃，3000 r/min，20 min），取上清液稀释

6 倍后测定花青素得率。 
1.7.4  提取时间对超声提取桑椹花青素的影响 

精确称取 1 g 桑椹匀浆置于玻璃螺口瓶中，以

CHCl/HA（1/3）-H2O（80/20 V/V）作为提取剂（料液

比 1/10），于 60 ℃分别超声提取 10~50 min（间隔 10 
min），离心过滤（4 ℃，3000 r/min，20 min），取上

清液稀释 6 倍后测定花青素得率。 

1.8  DES中桑椹花青素提取的响应面优化 

选取料液比、提取温度、提取时间三个影响较为

显著的因素作为响应因子，以桑椹花青素的得率为响

应值，应用 Box-Bohnken 中心组合法进行 3 因素 3 水

平的试验，进行响应面分析，实验因素与水平设计见

表 1。提取剂为氯化胆碱/乙酸（1/3）-水（80/20 V/V）
的响应面优化。 

表1 实验因素与水平设计 

Table 1 Experimental factors and horizontal design 

水平 
因素 

A 料液比 B 温度/℃ C 时间/min

-1 1:7 50 30 

0 1:10 60 40 

1 1:13 70 50 

1.9  数据处理 

使用Origin 8和Design-Expert.V 8.0.6进行数据处

理、图表制作及数据分析。 

2  结果与讨论 

2.1  桑椹花青素最大吸收波长的测定 

以提取剂作为空白组，用紫外-可见分光光度仪在

400~600 nm对7种不同类型的提取溶液进行全波长扫

描，得到桑椹花色苷的紫外-可见吸收光谱如图 1 所

示。可以看出，桑椹花青素在CHCl/HL（1/3）、CHCl/HA
（1/3）、CHCl/PG（1/3）、HL、HA、去离子水和 95%

乙醇中的最大紫外吸收波长都在 521 nm 左右，这与

马义虔[18]和 Zhang 等[19]的研究报道一致。因此，在本

实验测定桑椹花青素得率时，将 521 nm 作为桑椹花

青素的最大紫外吸收波长。 

 
图1 不同提取剂中桑椹花青素紫外-可见光扫描图 

Fig.1 UV-visible spectroscopy of mulberry anthocyanins 

indifferent extraction solvents 

2.2  提取剂对桑椹花青素提取得率的影响 

表2 提取剂对桑椹花青素提取得率的影响 

Table 2 Effect of various solvents on the amount of anthocyanins 

yield from mulberry 

序号 DES 摩尔比 得率/(mg/g)
1 ChCl/Acetic acid 2/3 3.19±0.13 

2 ChCl/Acetic acid 1/2 3.67±0.16 

3 ChCl/Acetic acid 1/3 4.05±0.17 

4 ChC/Acetic acid 1/4 3.50±0.16 

5 ChCl/Acetic acid 1/5 3.23±0.12 

6 ChCl/Urea 1/3 - 

7 ChCl/Glycerin 1/3 0.15±0.01 

8 ChCl/Lactic acid 1/3 3.75±0.17 

9 ChCl/Ethylene glycol 1/3 0.61±0.02 

10 ChCl/Propylene glycol 1/3 1.56±0.07 

11 80% Ethanol-0.4% HCl - 3.22±0.12 

12 95% Ethanol - 0.18±0.01 

13 H2O - 0.35±0.02 

以有机酸、酰胺和多元醇为氢键供体，以氯化胆

碱为氢键受体制备了10种DES，再选取3种常用的提取

溶剂（80%乙醇-0.4%盐酸、95%乙醇和去离子水）为

对比，考察了不同提取剂对桑椹花青素得率的影响。

结果如表2所示，DESs的组成、结构和性质以及不同

的传统提取剂均会显著影响花青素的得率。在所选用

的DESs中，有6种显示出较好的提取效果，其中以

CHCl/HA（1/3）的得率最高，达4.05 mg/g；当DES
的氢键供体为多元醇时，花青素的得率普遍较低，为

0.15~1.56 mg/g，明显低于氢键供体为酸时的DESs，
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这是由于酸性提取环境更有利于保持花青素结构的稳

定性，防止其降解[20]，这与罗政等[21]的研究结果一致。

而当氢键供体是碱性尿素时，其与CHCl的组合并未表

现出提取作用，CHCl/UR的强碱性可能是导致其无法

用于桑椹花青素提取的主要原因。研究结果还表明，

DES的氢键供体和受体的组成比例同样会影响花青素

的得率，就CHCl/HA而言，随着CHCl与HA摩尔比由

2/3逐渐减小至1/5，花青素的得率呈现先增加后降低

的趋势，以1/3为最佳摩尔比。这主要归因于DES组成

比例的变化会导致提取体系中氢键网络的变化，进而

改变了其扩散传质、极性以及pH值等特性。而就传统

提取溶剂而言，酸性溶剂80%乙醇-0.4%盐酸的提取得

率显著优于95%乙醇和去离子水的得率，这与李金星

等[22]和曾林等[23]的研究类似，说明酸性溶剂更有助于

花青素的提取。 

2.3  桑椹花青素提取得率的单因素实验 

以 CHCl/HA 为提取剂，研究了水含量、料液比、

提取温度及提取时间对桑椹花青素得率的影响。如图

2a 所示，DES 中水的添加会显著的影响花青素的提取

效果，如随着水含量的不断增加，花青素的得率呈现

先增加后降低的趋势，当添加 20%的水时花青素的得

率最高，达 4.59 mg/g。一般而言，DES 本身的粘度较

大，扩散系数小，单纯使用并不利于天然产物的提取。

但Zeng等[24]在使用CHCl/UR 从藜麦中提取总黄酮和

20-羟基蜕皮激素时发现，在 DES 中添加一定比例的

水会使 DES 的粘度明显下降，显著提高得率；但同时

过量的水也会改变体系的氢键网络，减弱提取物与

DES 之间的氢键作用，导致目标成分的难溶解[25]。 
本研究根据参考文献的报道，考察了料液比为

1/4~1/16 对桑椹花青素得率的影响（图 2b），发现当

料液比为 1/10 时，花青素的得率显著提高；继续增加

料液比，得率的变化不明显，后续研究选择的料液比

为 1/10，此时得率为 4.48 mg/g。天然产物的提取得率

往往随着料液比的增加而增大，这是因为提取剂的增

加不仅可降低提取体系的粘度，而且溶剂和固体之间

浓度梯度的增加会增加体系的扩散速率，继而提高目

的提取物与提取剂的接触面积，最终导致得率的增加。 
Abbott 等采用空穴理论模型得到的 DES 的热传

输性质表明，升高温度将赋予 DES 更高的能量，从而

提高了溶剂分子的流动性，增加体系的扩散速率[26]；

此外升高温度还会提高细胞膜的通透性，更有利于天

然化合物的浸出和溶解[27]。但过高的温度会破坏花青

素的分子结构，导致得率的下降。如图 2c 所示，随着

超声温度从 30 ℃升至 60 ℃，花青素的得率逐渐增加

至最大，继续升高温度，得率则迅速降低。综合考虑，

CHCl/HA（1/3）-H2O（80/20 V/V）的适宜提取温度为

60 ℃，与文献[28]报道的最优工艺的提取温度相近,此
时得率为 5.67 mg/g。 

 

 

 

 
图2 不同因素对花青素提取得率的影响 

Fig.2 The effect of several parameters on anthocyandins yield 

注：a 含水量，b 料液比，c 温度，d 时间。 

图 2d 的结果显示，随着超声时间的延长，花青素

的得率也逐渐增加，并在 40 min 时达到最大，比文献
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[28]报道的最优工艺的超声时间少 95 min，此时得率为

6.32 mg/g；但继续增加提取时间，花青素的得率则呈

现逐渐下降的趋势。延长超声时间一般会提高得率，

但时间过长会使花青素暴露在自然环境中导致其降

解，也会使其他非花青素成分大量溶出，降低花青素

的纯度[27]。 

2.4  DES中桑椹花青素提取的响应面优化 

利用Design-Expert软件对表3中的响应面分析方

案的试验数据进行多元回归拟合及显著性检验，得到

的回归方程的显著性检验及方差分析见表 3。 
表3 ChCl/HA(1/3)-H2O （80/20 V/V）提取花青素的Box-Behnken

试验设计 

Table 3 Box-Behnken design for three variables and 

experimental results of anthocyanin yield using ChCl/HA 

(1/3)-water (80/20 V/V) as extraction solvent 

编号 A 液料比 B 温度/℃ C 时间/min Y 得率/(mg/g)

1 0 (10) 1 (70) -1 (30) 5.96 

2 0 1 1 (50) 6.00 

3 0 0 (60) 0 (40) 6.30 

4 1 (13) -1 (50) 0 6.17 

5 1 0 -1 6.19 

6 -1 (7) -1 0 6.05 

7 0 0 0 6.35 

8 -1 0 -1 6.04 

9 0 0 0 6.32 

10 1 1 0 6.18 

11 -1 1 0 5.97 

12 -1 0 1 6.06 

13 0 0 0 6.34 

14 0 0 0 6.35 

15 0 -1 1 6.03 

16 1 0 1 6.25 
17 0 -1 -1 6.04 

回归拟合后得到的方程为：Y=6.3348+0.0850A- 
0.0245B+0.0150C+0.0222AB+0.0114AC+0.0129BC- 
0.0565A2-0.1830B2-0.1437C2。从上表可以看出，模型

的 F 值为 98.94，p<0.0001<0.05，这表明模型是显著

的。失拟项 F 值为 0.5083，p 值为 0.6975>0.05，差异

不显著，说明该回归方程对实验拟合情况良好，未知

因素对实验结果的干扰性较小，说明残差均由随机误

差引起。同时，上表中各项方差分析表明，A、B、
A2、B2、C2 项（p(Pr>F)<0.05）对花青素提取得率的

影响效果是显著的，但 C 项和 A、B、C 之间交互作

用对花青素提取得率的影响不显著。从单因素来看，

对花青素提取得率影响从大到小为：A>B>C。预测系

数 Pred R2=0.9567 与调整相关系数 R2
Adj=0.9822 也是

合理的，决定系数 R2=0.9922 以及调整相关系数

R2
Adj=0.9822 也表明实验拟合程度较好。 

表4 回归方程系数及显著性检验 

Table 4 Regression equation coefficients and significant test 

来源 均方和 自由度 均方差 F 值 p 值 显著性

模型 0.33 9 0.037 98.94 <0.0001 极显著

A 0.058 1 0.058 155.10 <0.0001 ** 

B 0.0048 1 0.0048 12.87 0.0089 ** 

C 0.0018 1 0.0018 4.80 0.0645  

AB 0.0020 1 0.0020 5.30 0.0549  

AC 0.0005 1 0.0005 1.40 0.2759  

BC 0.0007 1 0.0007 1.79 0.2229  

A2 0.014 1 0.014 36.14 0.0005 ** 

B2 0.14 1 0.14 378.93 <0.0001 ** 

C2 0.087 1 0.087 233.67 <0.0001 ** 

残差 0.0026 7 0.0004  -  

失拟值 0.0007 3 0.0002 0.51 0.6975 不显著

纯误差 0.0019 4 0.0005  -  

总和 0.33 16 0.037 98.94 -  

注：*表示显著（p<0.05）；**表示极显著（p<0.01）。 

图 3 显示了料液比和提取温度和时间对桑椹花青

素得率的交互作用。由结果可知，响应曲面越陡峭表

明两者之间的交互作用对桑椹花青素得率的影响越显

著，且料液比、提取温度和时间对得率的影响依次减

小。结合表 3 方差分析可知，料液比与提取温度、提

取温度与时间以及料液比与提取时间的交互作用对桑

椹花青素的得率影响逐渐减小。由此可以得出

CHCl/HA（1/3）-H2O（80/20 V/V）提取桑椹花青素最

佳条件为：料液比 1/10、超声温度 60 ℃、超声时间

40 min，在该条件下进行重复试验，得到花青素的平

均得率为 6.35 mg/g，略小于试验预测值 6.36 mg/g，
说明模型可靠。同时，本研究结果显著高于程秀玮等
[28]人用酸性乙醇超声提取桑椹花青素的得率 5.09 
mg/g。说明 DES 提取花青素是可行的。 
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图3 不同因素对桑椹花青素得率的相互影响 

Fig.3 Interaction effects of different factors on the mulberry 

anthocyanin yield 

注：（a）A 和 B 的交互作用；（b）A 和 C 的交互作用；（c）

B 和 C 的交互作用 

3  结论 

随着“绿色化学”概念的提出，人们对食品、药品

及化妆品领域中所用溶剂的环保性和绿色性更为关

注，而天然产物提取技术的“绿色”特性也主要体现在

“溶剂”的选择上。本文以桑椹鲜果为原料，以超声方

式为辅助手段，考察了新型绿色DES高效提取桑椹花

青素的工艺，经响应面优化，花青素提取量高达6.35 
mg/g。同时，本研究结果表明，由适当比例氢键供体

和受体所构成的DESs在花青素提取过程中展现出了

提取得率高、绿色无污染、简单易操作及原子经济等

传统有机溶剂所无法比拟的优势，展现出了DES在天

然产物提取中的强大潜力，为DES溶剂的绿色高效利

用提供了有益参考。 
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