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低共熔溶剂提取荔枝壳中的原花青素

及其抗氧化活性

郑德瑜1，2，张瑞芬2，黄菲2，董丽红2，张名位2，郭朝万3，贾栩超2*

（1.广东海洋大学食品科技学院，广东湛江 524088）（2.广东省农业科学院蚕业与农产品加工研究所，农业

农村部功能食品重点实验室，广东省农产品加工重点实验室，广东广州 510610）

（3.广东丸美生物技术股份有限公司，广东广州 510530）

摘要：该研究通过建立低共熔溶剂 (DES) 最佳提取工艺为荔枝壳原花青素的绿色高效制备提供技术支撑。通

过比较了 4 种低共熔溶剂与 70%（V/V）乙醇提取对荔枝壳原花青素提取效率、化学构成及 ORAC 抗氧化活性的影

响，确定氯化胆碱 -1,3- 丁二醇为最佳提取溶剂。HPLC 分析表明 4 种低共熔溶剂与 70%（V/V）乙醇提取的荔枝壳

原花青素主要成分均为原花青素 A2、芦丁、表儿茶素、原花青素 B1 及山奈酚 -3-O- 芸香糖苷。进一步通过单因素

试验结合正交优化确定了氯化胆碱 -1,3- 丁二醇提取最佳工艺条件：料液比 1:20（g/mL），溶剂摩尔比 1:4，溶剂含水

量 50%（V/V），提取温度 60 ℃，提取时间 90 min，在该条件下提取液中的荔枝壳原花青素含量高达 5.07 mg PE/mL，

是 70%（V/V）乙醇提取的 1.4 倍 , 其 ORAC 值及 DPPH 和 ABTS+
自由基的 IC50 值分别为 5 496.25 μmol TE/mL、

27.35 μg PE/mL 和 23.82 μg PE/mL，均优于 70%（V/V）乙醇提取的原花青素（3 370.17 μmol TE/mL、36.41 μg PE/mL

和 31.56 μg PE/mL）（P<0.05），研究结果表明低共熔溶剂在荔枝壳原花青素提取方面具有显著优势。
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Abstract: The optimal process for litchi pericarp procyanidin extraction using deep eutectic solvents (DESs) was 

established to provide technical support for the efficient green preparation of litchi pericarp procyanidins. Litchi pericarp 

procyanidins were extracted using four DES types and 70% (V/V) ethanol to investigate and compare the extraction efficiency 
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and the chemical composition and antioxidant activity (oxygen radical absorbance capacity) of the obtained procyanidins. 

HPLC-DAD analysis revealed that two procyanidin compounds (procyanidin A2 and B1) and three flavonoids (rutin, epicatechin, 

and kaempferol-3-O-rutinoside) were present in the extracts acquired using the four DESs and ethanol.  Choline chloride-1,3-

butanediol was the best extractive solvent. Furthermore, single factor tests and orthogonal optimization suggested that the 

optimum extraction conditions for choline chloride-1,3-butanediol are as follows: a liquid ratio of 1:20 (g/mL), a solvent molar 

ratio of 1:4, a solvent water content of 50% (V/V), an extraction temperature of 60 ℃ , and an extraction time of 90 min. Under 

these conditions, the total procyanidin content reached 5.07 mg PE/mL, which is 1.4-fold that extracted using 70% ethanol. 

The oxygen radical absorbance capacity values and the IC50 values of the DPPH and ABTS free radicals of the finished choline 

chloride-1,3-butanediol-extracted extract were 5 496.25 μmol TE/mL, 27.35 μg PE/mL, and 23.82 μg PE/mL, respectively. In 

short, these results indicate that DESs exert significant advantages in the extraction of litchi pericarp procyanidins.

Key words: litchi pericarp; proanthocyanidins; procyanidins; deep eutectic solvents; antioxidant

荔枝（Litchi chinensis）是一种广泛种植于全球

热带至亚热带地区的水果作物，中国、泰国、印度

以及越南等亚洲国家是荔枝的主要产区 [1] 。荔枝是

非呼吸跃变型水果，成熟期集中，采后易腐败，不

宜长期储藏 [2] 。开展荔枝加工可以缓解鲜销压力，

并能够提升荔枝的经济附加值。荔枝加工主要集中

于荔枝果肉，其果壳和果核则作为副产物被丢弃，

造成一定的资源浪费与损失 [3] 。荔枝壳富含水溶性

多糖以及黄酮、酚酸与原花青素等酚类活性物质，

其中原花青素是荔枝果壳的重要活性成分，且构型

以 A 型为主 [4,5] 。前期研究表明荔枝壳具有抗氧化、

抗炎以及美白等作用，可作为活性物质用于功能食

品和日化产品开发 [6] 。

    目前，原花青素传统的提取方法是乙醇浸提

法，提取时间长、温度高，对原花青素的稳定性和

化学组成有一定的影响，同时也会降低其生物活

性 [7] 。低共熔溶剂（Deep Eutectic Solvent，DES）
是由两种或以上的试剂分别以氢键供体（Hydrogen-
bond Donor，HBD）和氢键受体（Hydrogen-bond 
Acceptor，HBA）的形式在一定的温度下通过氢键

作用结合形成的高粘度透亮的溶剂 [8] 。低共熔溶剂

具有较强的穿透植物细胞壁能力，并且能与酚类、

黄酮类物质形成氢键键合，增加生物活性物质的提

取率 [9] 。此外，低共熔溶剂还能增强生物活性物质

的抗菌、抗氧化等活性，改善生物活性物质的热稳

定性和储藏稳定性 [10,11] 。因此，既能兼容安全性、

环保性，又能保证提取效率的低共熔溶剂有望成为

原花青素的理想提取溶剂 [12] 。目前，低共熔溶剂广

泛应用于橄榄、马铃薯、甜菜根等原料的多酚和

黄酮物质提取，而在原花青素的提取中应用还相对

较少 [13] 。

    本文通过对比 4 种低共熔溶剂和 70%（V/V）

乙醇提取的荔枝壳原花青素的得率、平均聚合度、

化学组成及抗氧化活性，筛选出最佳的低共熔溶

剂。并进一步考察料液比、DES 摩尔比、DES 含水

量、提取时间及提取温度 5 个单因素对荔枝壳原花

青素提取的影响，结合正交优化，明确荔枝壳原花

青素的最佳提取工艺，并对提取物的抗氧化活性进

行分析。旨在为荔枝壳原花青素的绿色高效提取制

备和高值化利用提供理论依据和技术支撑。

1  材料与方法

1.1 主要材料与试剂 

    荔枝壳（妃子笑），采购于广东省广州市；氯

化胆碱、1,3- 丁二醇、4- 二甲基氨基肉桂醛、香草

醛，上海麦克林生化有限公司；尿素，天津市永大

化学试剂有限公司；乳酸、甘油、无水乙醇，天津

市富宇精细化工有限公司；无水甲醇，广东光华科

技股份有限公司；磷酸氢二钠、亚硝酸钠，天津市

福晨化学试剂有限公司；柠檬酸、过硫酸钾，天津

市百世化工有限公司；福林酚试剂、荧光素钠、2,2’-
偶氮二（2- 甲基丙基咪）二盐酸盐（2,2’-Azobis(2-
methylpropionamidine) Dihydrochloride，AAPH），

美国 Sigma 公司；氢氧化钠、三氯化铝（结晶），天

津市大茂化学试剂厂；浓盐酸，广州化学试剂厂；

2,2’- 联氨 - 双 -（3- 乙基苯并噻唑啉 -6- 磺酸）二铵

盐（2,2’-Azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic 
Acid)，ABTS），上海阿拉丁试剂有限公司；1,1-
二 苯 -2- 苦 基 肼（2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl，
DPPH），上海源叶公司；高效液相色谱（High 
Performance Liquid Chromatography，HPLC） 级 甲

醇、乙酸和乙腈，Thermo Fisher Scientific 公司；没

食子酸、低聚原花青素（UV ≥ 95%）、水溶性维生
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素 E（Trolox）、原花青素 B1、表儿茶素、芦丁、原

花青素 A2 以及山奈酚 -3-O- 芸香糖苷标准品购于上

海源叶公司和 Sigma 公司，其他试剂均为国产分析

纯；蒸馏水。

1.2 主要仪器与设备 

    EYELAN-1100 旋转蒸发仪：东京理化器械

株式会社；T25 digital 分散机：德国 IKA 公司；

Infinite M200pro 多功能酶标仪：瑞士 Tecan 公司；

LC-20 高效液相色谱仪、UV-1800 紫外可见分光光

度计：日本岛津有限公司。

1.3 DES的制备

    按照表 1 的摩尔比分别称取一定质量的氢键受

体和氢键供体于圆底烧瓶中，并放入在 70 ℃水浴

下旋蒸，直至形成透亮无晶体的粘稠溶液的状态，

即得到 DES-1~4。

表 1  不同种类DES的配比

Table 1 Proportioning of different DESs

序号 氢键受体 氢键供体 摩尔比

DES-1 氯化胆碱 尿素 1:2

DES-2 氯化胆碱 乳酸 1:2

DES-3 氯化胆碱 1,3- 丁二醇 1:2

DES-4 氯化胆碱 甘油 1:2

1.4 荔枝壳原花青素的提取

    将 1 g 荔枝壳（剪刀剪碎）分别加入 30 mL 的

体积分数均为 70%（V/V）的 DES 与乙醇溶剂当

中，使其料液比为 1:30（g/mL），在室温下通过

8 000 r/min 分散机均质 2 min 后，置于 60 ℃水浴

提取 120 min。待提取完成后，冷却抽滤，除去荔

枝壳渣，并旋蒸去除水分，最后用无水甲醇定容至

50 mL，即得到荔枝壳提取液。

1.5 荔枝壳提取液组成成分测定

1.5.1 总酚的测定

    采用福林酚方法  [14] 测定荔枝壳提取液的总酚

含量。取 125 μL 荔枝壳提取液与 500 μL 蒸馏水和

125 μL 福林酚试剂混匀，避光反应 6 min，再加入

1.25 mL 7%（m/V）的 Na2CO3 避光反应 90 min，在

760 nm 处测其吸光值。以没食子酸为标准品制作标

准曲线（0.03~0.30 mg/mL)，荔枝壳提取液的总酚

含量以每毫升提取液中所含没食子酸当量（Gallic 
Acid Equivalent，GAE）表示，即 mg GAE/mL。

1.5.2 总黄酮的测定

    采用 NaNO2-AlCl3 · 6H2O-NaOH 方法 [15] 测定荔

枝壳提取液的总黄酮含量。取 300 μL 荔枝壳提

取液与 1.5 mL 蒸馏水和 90 μL 5%（m/V）NaNO2

试剂混匀，静置反应 6 min，再加入 180 μL 10%
（m/V）的 AlCl3 · 6H2O 静置反应 5 min，最后加

入 600 μL 1 mol/L 的 NaOH 和 330 μL 蒸馏水后，

在 510 nm 处测其吸光值。以芦丁为标准品制作标

准曲线（0.03~0.40 mg/mL），荔枝壳提取液的总

黄酮含量以每毫升提取液中所含芦丁当量（Rutin 
Equivalent，RE）表示，即 mg RE/mL。

1.5.3 原花青素含量的测定

    采用 4- 二甲基氨基肉桂醛（DMAC）方法 [16] 测

定荔枝壳提取液的原花青素含量。取 0.05 g DMAC 置

于 50 mL 含有 12.5%（V/V）浓盐酸的 70%（V/V）酸

化乙醇溶液混匀，即为 DMAC 反应液。依次取

70 μL 荔枝壳提取液和 210 μL DMAC 反应液加到

96 孔板中，避光静置反应 25 min，在 640 nm 处

测其吸光值。以酸化乙醇作试剂空白组；用无水

甲醇作样品空白组。以原花青素标准品制作标准

曲线（0.01~0.50 mg/mL），荔枝壳提取液的原花青

素含量以每毫升提取液中所含原花青素标品当量

（Procyanidins Equivalent，PE）表示，即 mg PE/mL。

1.5.4 原花青素平均聚合度（mDP）的测定

    根据魏冠红等  [17] 的方法测定荔枝壳提取液的平

均聚合度。取一定量的荔枝壳提取液，分别用无水甲

醇或者乙酸稀释至一定体积。其中用无水甲醇稀释的

荔枝壳提取液来测定原花青素的质量，取 0.5 mL 样

液依次与 3 mL 4 g/100 mL 的香草醛 - 甲醇溶液和

1.5 mL 浓盐酸混匀，静置反应 15 min，在 500 nm
处测其吸光值，并以无水甲醇作试剂空白组。以

儿茶素标准品制作标准曲线（68.97~500.00 μg/mL），
荔枝壳提取液的原花青素含量以每毫升提取液中所

含儿茶素标品当量（Catechin Equivalent，CE）表

示，即 μg CE/mL。而用乙酸稀释的荔枝壳提取液

来测定原花青素的物质的量，取 1 mL 样液与 5 mL 
4% HCl（V/V）-0.5% 香草醛（m/V）乙酸溶液混

匀，静置反应 5 min，在 500 nm 处测其吸光值，并

以 0.5%（m/V）香草醛乙酸作试剂空白组。以儿茶

素标准品制作标准曲线（0.07~0.35 μmol/mL），荔枝

壳提取液的原花青素物质的量以每毫升提取液中所

含儿茶素标品当量（Catechin Equivalent，CE）表示，

即 μmol CE/mL。其平均聚合度（Mean Degree of 
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Polymerisation，mDP）计算公式为：

D =
m

M×n                                  （1）

式中：

D ——原花青素平均聚合度（mDP）；

m——原花青素的质量，μg CE/mL ；

M——儿茶素的相对分子质量，为 290 ；

n——原花青素物质的量，μmol CE/mL。

1.5.5 荔枝壳提取液中主要化学成分分析

采用 HPLC 测定荔枝壳提取液中主要化学成

分的组成成分及含量。色谱柱为 ZORBAX SB-C18 
column（250 mm×4.6 mm，5 µm）；流动相 A 相为

0.1% 乙酸水（V/V），B 相为乙腈；梯度洗脱程序如

下：0~35 min，5%~32% B ；35~40 min，32%~50% B ；

40~45 min，50%~60% B。检测波长为 254 nm ；流

速为 1 mL/min ；柱温为 40 ℃；进样量为 10 µL。通

过与原花青素 B1、表儿茶素、芦丁、原花青素 A2
以及山奈酚 -3-O- 芸香糖苷等标准品的保留时间进

行对比进行色谱峰的鉴定，化合物的含量则通过峰

面积代入标准物质的标准曲线进行计算确定。

1.6 DES提取荔枝壳原花青素的单因素试验
设计

在初始条件（料液比为 1:30（g/mL）、DES 含水

量为 30%、DES 摩尔比为 1:2、提取时间为 120 min、
提取温度为 60 ℃）下，以提取物的原花青素含量

为指标，采用控制变量法分别对料液比（1:10、1:20、
1:30、1:40、1:50，g/mL）、DES 摩尔比（1:2、1:3、1:4、
1:5、1:6）、DES 含 水 量（0%、15%、30%、50%、

70%，V/V）、提取时间（30、60、90、120 min）以

及提取温度（40、50、60、70 ℃）5 个因素进行单

因素试验。

1.7 DES提取荔枝壳原花青素的正交试验设计
在 1.6 单因素试验基础上，分别选取 DES 摩尔

比、DES 含水量、提取时间和提取温度，进一步研

究 4 个因素对荔枝壳原花青素提取含量的影响，采

用 L9(4
3) 进行正交试验，因素水平见表 2。

表 2  正交试验因素与水平设计

Table 2 Orthogonal experimental design 

水平

因素

(A)
摩尔比

(B)
含水量 /%

(C)
提取时间 /min

(D)
提取温度 /℃

1 1:3 30 30 40

2 1:4 50 60 50

3 1:5 70 90 60

1.8 抗氧化活性

1.8.1 ORAC抗氧化能力

    根据卢琦等 [14] 的方法测定荔枝壳提取液的氧自

由基吸收能力（Oxgen Radical Absorbance Capacity，
ORAC)。以 75 mmol/mL pH 值 7.4 的磷酸盐缓冲液

（Phosphate Buffered Saline，PBS）作为稀释液，将样

品溶液稀释至一定体积，并取 20 µL 加入黑色 96 孔

板中 37 ℃孵育 10 min，再加入 200 µL 0.96 µmol/L 荧

光素钠溶液 37 ℃孵育 20 min，最后，加入 20 µL 
119 mmol/L AAPH 自由基溶液（除空白孔外），并

置于激发波长 485 nm，发射波长 520 nm 的酶标仪

下测定各个孔的荧光值，每 4.5 min 循环 1 次，共

循环 35 次。以 PBS 作为空白组，不同质量浓度水

溶性维生素 E（Trolox）标准品（6.25~50.00 µmol/L）
制作标准曲线，计算提取液中的 ORAC 值，结果以

Trolox 当量表示，单位为 µmol TE/ mL。

1.8.2 DPPH自由基清除能力 
    称取 3.9 mg DPPH 溶解于 100 mL 甲醇配制

成 0.1 mmol/L 的 DPPH 工作液，并将样品配成不

同体积的溶液。用移液枪移取 100 µL 样品溶液与

现配制的 DPPH 工作液 200 µL 充分混匀。常温避

光反应 30 min 后在 517 nm 处测定吸光值 A1（实验

组），同时测定 100 µL 样品溶液与 200 µL 甲醇溶液

的吸光值 A2（实验空白组）以及 100 µL 样品溶剂

与 200 µL DPPH 工作液的吸光值 A0（空白对照组），

根据以下公式（2）算出清除率（Clearance，C），
结果以提取液中所含原花青素标品（Procyanidins 
Equivalent，PE）为当量，单位为 µg PE/mL，用

Graphpad Prism 7.0 软件求出 IC50 值。

C1 =(1-
A1-A2

A0
)×100%                                   （2）

式中：

C1 ——DPPH 自由基清除率；

A0 ——空白对照组的吸光值；

A1——实验组的吸光值；

A2——实验空白组的吸光值。

1.8.3 ABTS+自由基清除能力

称取 66.23 mg K2S2O8 溶解于 100 mL 蒸馏水配

制成 2.45 mmol/L 的 K2S2O8 溶液，再称取 19.20 mg 
ABTS 溶解于 5 mL 2.45 mmol/L 的 K2S2O8 溶液制备

成 7 mmol/L ABTS 储备液。将适量的 ABTS 储备液用

10 mmol/L pH 值 8.0 的磷酸盐缓冲液稀释至在 734 nm
处的吸光值为（0.70±0.05），配制成 ABTS 工作液。

用移液枪移取不同体积的样品溶液 50 µL 与现配
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制的 ABTS 工作液 200 µL 充分混匀。室温避光反

应 6 min 后在 734 nm 处测定吸光值 A1（实验组），

同时测定 50 µL 样品溶液与 200 µL 磷酸盐缓冲溶

液的吸光值 A2（实验空白组）以及 50 µL 样品溶

剂与200 µL ABTS工作液的吸光值A0（空白对照组），

根据以下公式（3）算出清除率（Clearance，C），
结果以提取液中所含原花青素标品为当量，单位为

µg PE/mL，用 Graphpad Prism 7.0 软件求出 IC50 值。

C2 =(1-
A1-A2

A0
)×100%                                   （3）

式中：

C2——ABTS+ 自由基清除率；

A0——空白对照组的吸光值；

A1——实验组的吸光值；

A2——实验空白组的吸光值。

1.9 数据分析

所有实验均重复三次，实验数据采用 SPSS 19.0
软件进行 Duncan 检验和独立样本 T 检验统计分析，

采用 Graphpad Prism 7.0 和 Origin 2018 作图。定量

数据采用“平均值 ± 标准差”表示，不同字母表

示存在显著性差异（P＜0.05）。

2  结果与分析

2.1 DES种类筛选

不同 DES 对荔枝壳多酚类物质的提取效果如

表 3 所示，提取液中原花青素含量 DES-3＞DES-2
＞ DES-4＞DES-1＞70%（V/V）乙醇，其中 DES-3
提取的原花青素含量可达 3.71 mg PE/mL，为 70%
（V/V）乙醇提取的 1.3 倍。呈酸性的 DES-2、DES-3、
DES-4 比 70% 乙醇及碱性溶剂 DES-1 拥有更高的

极性，因此能与原花青素更稳定地结合，进而表

现出更高的提取得率 [18] 。而 DES-1 溶剂呈碱性，

且原花青素在碱性条件下易降解，因此原花青素

含量在四种低共熔溶剂中最低 [19] 。Zain 等 [20] 采用

了 6 种不同 DES 提取油棕黄酮，发现氯化胆碱 -
丁二醇提取的油棕黄酮的含量最高。Wang 等 [21] 通

过筛选 9 种不同醇基、酸基与糖基的 DES 提取槐

花中的黄酮类物质，最终发现氯化胆碱 - 丁二醇

为溶剂时提取槐花黄酮的效果最好。这可能因为

以丁二醇为 HBD 的 DES 含有的羟基更多，流动

性更好，且对活性物质的氢键结合作用更强的缘

故 [22] 。此外，也考察了 DES 提取对原花青素 mDP
的影响。从表 3 中可以发现在 DES 中，只有碱性

DES-1 提取原花青素的 mDP 显著低于乙醇提取。

根据马烨 [23] 的研究表明，原花青素在 pH 值大于 7
的碱性环境下的稳定性显著降低，多聚体的原花

青素结构被破坏降解成低分子量物质，因而其原

花青素的 mDP 和提取得率都较低，所以 DES-1 不

适合荔枝壳原花青素的提取。

表 3  不同溶剂提取荔枝壳原花青素的分析比较

Table 3 Analysis of litchi pericarp procyanidins extracted with different solvents

溶剂
原花青素含量
 /(mg PE/mL)

总酚
 /(mg GAE/mL)

总黄酮
 /(mg RE/mL)

平均聚合度
 (mDP)

ORAC
/(μmol TE/mL)

DES-1 2.95±0.06d 2.50±0.03bc 2.76±0.05bc 1.80±0.02c 1 685.09±65.40d

DES-2 3.45±0.13b 2.66±0.17b 2.78±0.02bc 2.26±0.12ab 3 102.75±97.18b

DES-3 3.71±0.17a 2.92±0.13a 2.99±0.17a 2.16±0.08b 3 406.05±169.30a

DES-4 3.20±0.09c 2.69±0.06b 2.85±0.11ab 2.49±0.12a 2 939.73±50.60b

φ=70% 乙醇 2.84±0.15d 2.31±0.13c 2.59±0.13c 2.29±0.08ab 2 448.23±101.42c

注：同列右肩不同的小写字母表示具有显著差异（P＜0.05），下同；PE ：原花青素当量，GAE ：没食子酸当量，RE ：

芦丁当量，TE ：Trolox 当量。

进一步比较了不同低共熔溶剂提取液中酚和黄

酮的含量，DES-2、DES-3 和 DES-4 提取液中的黄

酮含量高于乙醇提取（P＜0.05），而只有 DES-3 提

取液中的总酚含量（2.92 mg GAE/mL）显著高于乙

醇提取液（P＜0.05）。氧自由基清除能力结果表明

三种低共熔溶剂提取液（DES-2、DES-3、DES-4）
的 ORAC 值显著高于乙醇提取（P＜0.05），其中

DES-3 的 ORAC 活性最强（3 406.05 μmol TE/mL），

而 DES-1 的抗氧化能力显著低于乙醇提取液。结合

不同溶剂提取液的原花青素、总酚、总黄酮含量和

mDP 以及抗氧化活性结果可知，DES-3 最适合作为

荔枝壳原花青素的提取溶剂。

    同时，通过 HPLC 分析 4 种 DES 与 70%（V/V）
乙醇作为溶剂时提取物的化学组成，结果如图 1 所

示，4 种 DES 与 70%（V/V）乙醇提取物中的主要

成分较为类似，主要色谱峰基本一致。通过比对酚
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类标准品的保留时间，鉴定出 5 种单体物质，分别

是原花青素 B1、表儿茶素、芦丁、原花青素 A2 以

及山奈酚 -3-O- 芸香糖苷，与已报道的荔枝壳原花

青素的主要化学成分结果一致 [24,25] 。进一步测定了

5 种单体酚类的含量，结果表明（表 4）5 种溶剂

的提取物中均为原花青素 A2 含量最高，其次是芦

丁，山奈酚 -3-O- 芸香糖苷含量最少。杨丽珍 [25] 通

过 UPLC-Q-TOF/MS 分析鉴定出荔枝壳含有原花青

素 A2、儿茶素、山奈酚 -3-O- 葡萄糖苷、芦丁等

12 种酚类物质，并也发现原花青素 A2 的含量最

高（96.04 mg/g）。此外，4 种 DES 提取原花青素

A2 与芦丁的能力都高于 70%（V/V）乙醇，其中

以 DES-3 提取的能力最强。所以，DES-3 被选为

后续的提取溶剂。

图 1  不同溶剂提取荔枝壳原花青素的高效液相分析图

Fig.1 Liquid chromatogram of litchi pericarp procyanidins 

extracted with different solvents

注：1. 原花青素 B1 ；2. 表儿茶素；3. 原花青素 A1 ；4. 芦

丁；5. 山奈酚 -3-O- 芸香糖苷。

表 4  不同溶剂提取荔枝壳原花青素的主要化学成分分析

Table 4 Chemical constituents of litchi pericarp procyanidins extracted with different solvents (mg/mL) 

溶剂 原花青 B1 表儿茶素 芦丁 原花青 A2 山奈酚 -3-O- 芸香糖苷 
DES-1 0.06±0.00b 0.17±0.00c 1.50±0.07a 1.40±0.07b 0.02±0.00b

DES-2 0.11±0.01a 0.24±0.01ab 1.31±0.06bc 1.69±0.02a 0.03±0.00a

DES-3 0.11±0.01a 0.25±0.01a 1.57±0.04a 1.76±0.12a 0.03±0.00a

DES-4 0.09±0.01a 0.22±0.02b 1.37±0.05b 1.62±0.16a 0.03±0.00a

φ=70% 乙醇 0.07±0.01b 0.16±0.02c 1.23±0.04 c 1.38±0.04b 0.02±0.00b

2.2 单因素试验结果

2.2.1 料液比对提取物中原花青素含量的影响

料液比不仅是影响提取原花青素的因素之一，

还是提取工艺的成本优化的主要参数。结果如图 2
所示，料液比从 1:10（g/mL）提高到 1:30（g/mL）时，

原花青素的提取含量呈增加趋势，达到显著水平

（P＜0.05）。但随着料液比进一步增大，荔枝壳原

花青素提取含量呈下降趋势，这可能是由于过量地

增加 DES-3 量，DES-3 与原花青素的氢键作用减

弱，反而使得原花青素提取含量下降  [26] 。但因料

液比在 1:20 与 1:30（g/mL）的提取含量差异不

显著（P＜0.05），考虑成本节省，避免不必要的试

剂浪费，故选择 1:20 为最佳料液比。

2.2.2 DES摩尔比对提取物中原花青素含量的影响

DES 的 HBD 与 HBA 的选择能够直接决定其物

理化学特性，所以 HBD 与 HBA 摩尔比能影响 DES
的分子性能 [27] 。如图 3 所示，荔枝壳原花青素提取

含量随着 DES-3 摩尔比（HBA:HBD）的增加出现

先上升后下降，当 DES-3 摩尔比在 1:4 时，荔枝壳

原花青素提取含量为 4.05 mg PE/mL，随着 DES-3
摩尔比的提高，DES-3 相互作用力的减弱，从而原

花青素的提取量下降 [21] 。因此，选择 DES-3 摩尔比

的比值为 1:3~1:5 间作为工艺优化范围。

图 2  料液比对提取物中原花青素含量的影响

Fig.2 Effect of material-liquid ratio on the content of 

procyanidins in extracts

图 3  DES 摩尔比对提取物中原花青素含量的影响

Fig.3 Effect of molar ratio on the content of procyanidins in extracts
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2.2.3 DES含水量对提取物中原花青素含量的影响

DES 的含水量是影响荔枝壳原花青素提取含

量的重要因素之一。DES 是具有高粘度特性的溶

剂，但因其特性使之流动性差，阻碍了分子的扩散

作用，从而遏制 DES 与提取物之间的传质过程 [28] 。

随着 DES-3 含水量从 0%~50%（V/V）增加，能使

DES-3 的粘度降低，流动性增强，促进 DES-3 与

荔枝壳的传质过程，原花青素的提取率也逐渐升高

至 3.88 mg PE/mL [29] 。但当含水量高于 50%（V/V）
时，可能会削弱 DES-3 组分之间的氢键作用，破

坏了 DES-3 的分子结构，致使荔枝壳原花青素的

提取含量下降 [30] 。因此，选择 DES-3 的含水量为

30%~70%（V/V）作为考察水平。

图 4  DES 含水量对提取物中原花青素含量的影响

Fig.4 Effect of water content of DES on the content of 

procyanidins in extracts

2.2.4 提取时间对提取物中原花青素含量的影响

在 60 min 提取时间下，随着提取时间的增加，

DES-3 充分渗透于荔枝壳中，促进固液相的传质

过程，而随提取时间延长，提取物和提取溶剂之

间达到一定平衡 [31] 。由图 5 可知，在提取时间长

达 60 min 时，原花青素在 DES-3 的溶解度达到最

大值 3.96 mg PE/mL。但是，60 ℃下过长的提取

时间不仅不能增加原花青素的提取含量，反而会

使原有的原花青素发生分解反应，导致其含量降

低 [32] 。因此，选择 30~90 min 的提取时间为正交

因素水平。

由图 6 可知，当温度从 40 ℃升高到 50 ℃时，

荔枝壳原花青素提取含量达到 3.77 mg PE/mL，可

归因于提取温度的升高能使 DES-3 热膨胀，分子

的动能和迁移率升高，有利于 DES-3 对荔枝壳细

胞的渗透以及促进与荔枝壳原花青素之间的氢键结

合 [33,34] 。但温度从 50 ℃到 70 ℃进一步增加时，原

花青素热稳定性下降，且易发生氧化反应，致使原

花青素的含量下降 [35] 。

图 5  提取时间对提取物中原花青素含量的影响

Fig.5 Effect of extraction time on the content of 

procyanidins in extracts

图 6  提取温度对提取物中原花青素含量的影响

Fig.6 Effect of extraction temperature on the content of

 procyanidins in extracts

2.3 正交试验结果

DES-3 提取荔枝壳原花青素正交优化工艺如

表 5 所示，以原花青素含量为指标，其各个因素通

过极差分析可得到影响原花青素提取量的主次顺

序：B＞C＞D＞A，即 DES 含水量＞提取时间＞提

取温度＞DES 摩尔比。由表 6 的试验结果方差分析

可知，各个单因素（DES 摩尔比、DES 含水量、提

取时间及提取温度）均对原花青素提取量有显著性

影响（P＜0.05）。
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表 5  正交试验结果

Table 5 Results of orthogonal experiment

试验号 A B C D 实验方案
原花青素含量
/(mg PE/mL)

1 1 1 1 1 A1B1C1D1 3.92

2 1 2 2 2 A1B2C2D2 4.10

3 1 3 3 3 A1B3C3D3 3.85

4 2 1 2 3 A2B1C2D3 4.15

5 2 2 3 1 A2B2C3D1 4.74

6 2 3 1 2 A2B3C1D2 3.20

7 3 1 3 2 A3B1C3D2 4.24

8 3 2 1 3 A3B2C1D3 4.43

9 3 3 2 1 A3B3C2D1 2.80

K1 11.87 12.31 11.56 11.46

K2 12.09 13.28 11.05 11.54

K3 11.48 9.85 12.83 12.44 

k1 3.96 4.10 3.85 3.82

k2 4.03 4.43 3.68 3.85

k3 3.83 3.28 4.28 4.15

极差 R 0.20 1.14 0.59 0.32

因素
主次

B>C>D>A

最优
方案

A2B2C3D3

表 6  试验结果方差分析

Table 6 Analysis of variance of orthogonal experiment results

方差来源 Ⅲ型平方和 df 均方 F Sig.

校正模型 4.059a 8 0.507 91 329.400 0.003

截距 147.778 1 147.778 26 600 013.23 0.000

A 0.069 2 0.034 6 187.750 0.009

B 2.220 2 1.110 199 839.062 0.002

C 0.626 2 0.313 56 342.500 0.003

D 0.223 2 0.111 20 047.562 0.005

误差 5.556E-6 1 5.556E-6

总计 168.165 10

校正的总计 4.059 9

  注：R2=1.000（调整后 R2=1.000）。

2.4 验证实验

    为了更深入研究正交试验结果的可靠性，将正

交试验结果得到的最优工艺 A2B2C3D3，即 DES 摩

尔比为 1:4、DES 含水量为 50%（V/V）、提取时间

为 90 min、提取温度为 60 ℃，进行验证试验，并

重复 3 次。在此优化工艺条件下，荔枝壳原花青素

提取量达到  5.07 mg PE/mL，确证为最优提取条件，

故确定该条件为 DES 提取荔枝壳原花青素最优提取

工艺。在最优提取工艺的条件下，氯化胆碱 -1,3- 丁
二醇提取荔枝壳原花青素含量为乙醇提取原花青素

（3.61 mg PE/mL）的 1.40 倍。

2.5 抗氧化活性试验结果

2.5.1 ORAC结果

    氯化胆碱 -1,3- 丁二醇与乙醇提取液的荔枝壳原

花青素的氧自由基吸收能力（ORAC）结果如表 7
所示，其 ORAC 值分别为 5 496.25 μmol TE/mL 及

3 370.17 μmol TE/mL，且前者是后者的 1.63 倍，表

明氯化胆碱 -1,3- 丁二醇提取的原花青素氧自由基吸

收能力更强。

表 7  荔枝壳原花青素的ORAC值

Table 7 ORAC value of litchi pericarp procyanidins

样品溶剂 ORAC 值 /(μmol TE/mL)

氯化胆碱 -1, 3- 丁二醇 5 496.25±127.88a

70% 乙醇 3 370.17±128.80b

2.5.2 清除DPPH自由基结果

    氯化胆碱 -1,3- 丁二醇与乙醇提取液的 DPPH 自

由基清除能力的结果见图 7，在低质量浓度时，氯

化胆碱 -1,3- 丁二醇提取液的 DPPH 自由基清除能力

显著优于乙醇提取液。而在高质量浓度时，两者的

DPPH 自由基清除率皆达 90% 以上。两者的 DPPH
自由基的半清除率（IC50 值）分别为 27.35 μg PE/mL
与 36.41 μg PE/mL，表明氯化胆碱 -1,3- 丁二醇提取

的原花青素清除 DPPH 自由基能力更强。

图 7  荔枝壳原花青素对 DPPH 自由基清除率曲线

Fig.7 DPPH free radical scavenging curve of 

litchi pericarp procyanidins
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2.5.3 清除ABTS+自由基结果

氯化胆碱 -1,3- 丁二醇与乙醇提取的荔枝壳原花

青素的 ABTS+ 自由基清除能力结果见图 8，结果显

示，两种溶剂提取的原花青素都具有良好的 ABTS+

自由基清除能力，在 76.72 μg/mL 时两者清除率均

可达 100%，其 IC50 值分别在 23.82 μg PE/mL 与

31.56 μg PE/mL，氯化胆碱 -1,3- 丁二醇提取的原花

青素清除 ABTS+ 自由基能力更强。

图 8  荔枝壳原花青素对 ABTS+ 自由基清除率曲线

Fig.8 ABTS free radical scavenging curve of 

litchi pericarp procyanidins

氯化胆碱 -1,3- 丁二醇提取的荔枝壳原花青素

提取物具有更好的抗氧化活性，这可能与氯化胆

碱 -1,3- 丁二醇荔枝壳提取液中总酚、总黄酮以及

原花青素含量显著高于 70% 乙醇荔枝壳提取液有关

（P＜0.05）。抗氧化物质清除自由基的本质是电子

的转移，即自由基从抗氧化物质上获得电子转变为

中性分子的形式 [36,37] 。Mirahmadi 等 [38] 认为酚类物质

的含量与自由基清除之间存在显著相关性，酚类物

质含量越高，其提供电子的能力越强，即自由基清

除能力也就越强。而 Bu [39] 和 Fu 等 [40] 研究表明，相

较于传统有机试剂，低共熔溶剂提取酚类物质的能

力更强，其提取物的抗氧化能力也更强。所以，氯

化胆碱 -1,3- 丁二醇提取物的酚类物质含量越高，其

抗氧化能力就越强。

3  结论

本文通过比较 4 种低共熔溶剂与 70%（V/V）乙

醇提取法对荔枝壳提取液中原花青素含量及 mDP、
总酚和总黄酮含量、单体成分组成及 ORAC 活性的

影响，筛选出氯化胆碱 -1,3- 丁二醇为最佳提取溶剂。

进一步考察了料液比、DES 摩尔比、DES 含水量、

提取时间及提取温度 5 个单因素对原花青素提取得

率的影响，结合正交试验优化得到荔枝壳原花青素的

最佳提取工艺：氯化胆碱 -1,3- 丁二醇为溶剂，料液

比 1:20（g/mL），溶剂摩尔比 1:4，含水量 50%（V/V），
提取温度 60 ℃，提取时间 90 min。在此条件下测得

的荔枝壳原花青素含量为 5.07 mg PE/mL，是 70%
（V/V）乙醇提取液的 1.4 倍。氯化胆碱 -1,3- 丁二

醇提取物的 ORAC 值以及清除 DPPH 和 ABTS
自由基的 IC50 值分别为 5 496.25 μmol TE/mL、
27.35 μg PE/mL和 23.82 μg PE/mL，均优于 70%（V/V）
乙醇提取液（3 370.17 μmol TE/mL、36.41 μg PE/mL
和 31.56 μg PE/mL）。本试验为荔枝壳原花青素的绿

色高效提取和高值化利用提供理论依据和技术支撑。
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