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摘要： 目的　 优化高橙皮中柠檬苦素的超声提取工艺。 方法　 在单因素试验的基础上， 以声强、 乙醇体积分数、 液料

比、 提取时间为影响因素， 柠檬苦素提取率为评价指标， 正交试验优化提取工艺。 结果 　 最佳条件为声强

０􀆰 ２５５ ６ Ｗ ／ ｃｍ２，乙醇体积分数 ７０％ ， 料液比 ３０ ∶ １， 提取时间 ３０ ｍｉｎ， 柠檬苦素提取率为 ６０􀆰 ９０ ｍｇ ／ １００ ｇ。 结论　 该

方法合理可行， 可用于超声提取高橙皮中柠檬苦素。
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　 　 温岭高橙是浙江省温岭市传统的柑橘类品种， 早在明

代嘉靖 《太平县志》 中就有其种植的记载， 其栽培历史至

少有 ４７０ 年以上， 我国著名园艺学家吴耕民教授曾专门考

证并推定它为葡萄柚原生种［１］ 。 温岭高橙果实风味独特、
酸甜适中、 略带苦味， 当地人认为它具有清热降火、 醒酒

护肝等功效， 深受该市及周边地区消费者的喜爱［２］ ， 但在

日常食用过程中其果皮和种子往往被丢弃， 不仅易造成生

态环境污染， 更让柠檬苦素这种具有潜在药用价值的生物

活性物质白白浪费， 造成极大的损失。
柠檬苦素是存在于芸香科、 楝科植物中的一类三萜类

化合物［３⁃４］ ， 在柑橘中含有量最高， 具有抗癌、 抗氧化、 抗

炎、 抗疟疾、 抗病毒、 抗菌、 神经保护、 改善骨质量等生

物活性［５⁃６］ ， 随着相关研究的深入， 如何从植物中提取该成

分也越来越受研究者的关注。 超声提取作为一种新技术，
它与传统溶剂提取相比可利用超声波产生的搅拌、 强烈振

动、 高加速度、 热效应、 空化效应等作用来有效破坏植物

细胞壁， 加速细胞内活性成分进入提取溶剂， 从而提高提

取效率， 缩短提取时间， 节约溶剂， 并且避免高温对提取

成分的破坏［７］ 。 因此， 本实验超声提取高橙皮中柠檬苦

素， 并在单因素试验基础上， 采用正交试验对其工艺进行

优化， 以期筛选出一种高效经济的提取方法， 为今后相关

工业化应用提供一定的参考。
１　 材料

１􀆰 １　 仪器　 ＤＨＧ⁃９ ４２３ Ａ 鼓风干燥箱 （上海精宏实验设备

有限公司）； ＦＷ⁃１３５ 植物粉碎机 （天津市泰斯特仪器有限

公司）； ＳＫ２５１０ＨＰ 超声波清洗器 （上海科导超声仪器有限

公司）； Ｅ⁃ＵＥＣ⁃２００Ｉ 超声波声强测量仪 （杭州成功超声电

源技术有限公司）； ＲＥ⁃５２ＡＡ 旋转蒸发器、 ＳＨＺ⁃Ⅲ真空泵

（上海亚 荣 生 化 仪 器 厂）； Ｗａｔｅｒｓ ２６９５ ＨＰＬＣ 色 谱 仪、
Ｗａｔｅｒｓ ２４８７ 紫外检测器 （美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司）； ＤＵ８００ 紫外 ／
可见光分光光度计 （美国 Ｂｅｃｋｍａｎ 公司）； ＢＳ１１０Ｓ 电子分

析天平 （ 德 国 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ 公 司）； ＰＨＳ⁃３Ｃ 型 精 密 ＰＨ 计

（上海仪电科学仪器股份有限公司）。
１􀆰 ２　 试剂与药物　 新鲜高橙于 ２０１５ 年 １２ 月由温岭国庆塘

高橙场、 温岭坞根茗果高橙专业合作社提供， 丢弃过度成

熟和有损坏者， 符合要求者通过手工剥皮并切碎， 将皮置

１０３１

２０２０ 年 ５ 月

第 ４２ 卷　 第 ５ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｍａｙ ２０２０

Ｖｏｌ． ４２　 Ｎｏ． ５



于 ４５ ℃干燥箱中干燥至恒定质量， 植物粉碎机粉碎， 筛选

出 ４０～１００ 目粒度放入密封样品袋中， 置于干燥器内保存

备用。 柠檬苦素对照品 （美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司）。 乙腈

为色谱纯 （德国 Ｍｅｒｃｋ 公司）； 乙醇、 二氯甲烷为分析纯

（国药集团化学试剂有限公司）； 水为超纯水。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 供试品溶液制备　 超声提取在超声波清洗器中进行，
最大输入功率为 ２５０ Ｗ， 工作频率为 ５３ ｋＨｚ。 取高橙皮

５􀆰 ０ ｇ， 置于 ２５０ ｍＬ 锥形瓶中， 加入适当体积不同体积分

数的乙醇， 悬空置于离底面 ３ ｃｍ 高度的位置， 在 ５３ ｋＨｚ
频率、 不同参数下提取。 同时， 锥形瓶在超声波清洗器自

带的温度控制系统中保持对应的恒温， 提取后抽滤， 滤液

在旋转蒸发至无醇味， １００ ｍＬ 二氯甲烷分 ３ 次萃取， 保留

并合并二氯甲烷相， ４５ ℃下旋转蒸发至干， 瓶壁残渣用乙

腈定容至 １０ ｍＬ， 过 ０􀆰 ４５ μｍ 疏水膜， 即得。
２􀆰 ２　 对照品溶液制备　 精密称取柠檬苦素对照品 １０􀆰 ０ ｍｇ，
乙腈定容， 制成 １􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍＬ 贮备液， 取适量依次稀释成

０􀆰 ４、 ０􀆰 ３、 ０􀆰 ２、 ０􀆰 １、 ０􀆰 ０５、 ０􀆰 ０２５ ｍｇ ／ ｍＬ， 即得。
２􀆰 ３　 柠檬苦素含有量测定

２􀆰 ３􀆰 １ 　 色 谱 条 件 　 ＺＯＲＢＡＸ Ｅｃｌｉｐｓｅ Ｐｌｕｓ Ｃ１８ 色 谱 柱

（４􀆰 ６ ｍｍ×２５０ ｍｍ， ５ μｍ）； ＺＯＲＢＡＸ Ｅｃｌｉｐｓｅ Ｐｌｕｓ Ｃ１８保护

柱 （４􀆰 ６ ｍｍ × １２􀆰 ５ ｍｍ）； 流 动 相 乙 腈⁃水， 等 度 洗 脱

（４５ ∶ ５５）； 体积流量 １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ３０ ℃； 检测波长

２１０ ｎｍ； 进样量 １０ μＬ。 色谱图见图 １。

１． 柠檬苦素

图 １　 柠檬苦素 ＨＰＬＣ 色谱图

２􀆰 ３􀆰 ２　 线性关系考察 　 将 “ ２􀆰 ２” 项下对照品溶液在

“２􀆰 ３􀆰 １” 项色谱条件下平行进样测定 ５ 次， 以溶液质量浓

度为横坐标 （Ｘ）， 峰面积为纵坐标 （Ｙ） 进行回归， 得方

程为 Ｙ ＝ ７ ０１７ ５４８􀆰 ６２７Ｘ⁃７ ８５４􀆰 ４２９ （Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９９ ９９２）， 在

０􀆰 ０２５～１􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍＬ 范围内线性关系良好。 另外， 该方程检

测限为 １􀆰 ７９３ μｇ ／ ｍＬ， 定量限为 ５􀆰 ４３５ μｇ ／ ｍＬ。
２􀆰 ３􀆰 ３　 精密度试验　 取 “２􀆰 ２” 项下同一对照品溶液， 在

“２􀆰 ３􀆰 １” 项色谱条件下平行进样测定 ６ 次， 每次 １０ μＬ，
测得柠檬苦素峰面积 ＲＳＤ 为 ０􀆰 ６１％ ， 表明仪器精密度

良好。
２􀆰 ３􀆰 ４　 稳定性试验　 取 “２􀆰 ２” 项下同一对照品溶液， 在

“２􀆰 ２􀆰 １” 项色谱条件下每隔 ４ ｈ 连续进样测定 ６ 次， 每次

１０ μＬ， 测得柠檬苦素峰面积 ＲＳＤ 为 １􀆰 ７％ ， 表明溶液在

２４ ｈ 内稳定性良好。
２􀆰 ３􀆰 ５　 重复性试验 　 取同一批供试品溶液 ６ 份， 在

“２􀆰 ２􀆰 １” 项下色谱条件进样测定， 每次 １０ μＬ， 测得柠檬

苦素峰面积 ＲＳＤ 为 ２􀆰 ３％ ， 表明该方法重复性良好。
２􀆰 ３􀆰 ６　 柠檬苦素提取率测定　 精密吸取 “２􀆰 １” 项下供试

品溶液， 在 “２􀆰 ２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 计算提取

率， 公式为提取率 （ｍｇ ／ １００ ｇ） ＝ Ｃ×Ｖ ／Ｍ×１００， 其中 Ｃ 为

柠檬苦素含有量 （ｍｇ ／ ｍＬ）， Ｖ 为定容体积 （ｍＬ）， Ｍ 为干

燥高橙皮质量 （ｇ）， 平行 ３ 份， 取平均值。
２􀆰 ４　 单因素试验　 固定乙醇体积分数 ７０％ 、 液料比２０ ∶ １、
提取时间 ６０ ｍｉｎ， 考察不同功率 （１５０、 １７５、 ２００、 ２２５、
２５０ Ｗ） 下 不 同 声 强 （ ０􀆰 ０４９ ５、 ０􀆰 ０９８ ６、 ０􀆰 １５９ ５、
０􀆰 ２５５ ６、 ０􀆰 ３８４ ０ Ｗ ／ ｃｍ２） 对柠檬苦素提取率的影响； 固

定声强 ０􀆰 １５９ ５ Ｗ ／ ｃｍ２、 液料比 ２０ ∶ １、 提取时间 ６０ ｍｉｎ，
考察不同乙醇体积分数 （５０％ 、 ６０％ 、 ７０％ 、 ８０％ 、 ９０％ ）
对该成分提取率的影响； 固定声强 ０􀆰 １５９ ５ Ｗ ／ ｃｍ２、 乙醇

体积分数 ７０％ 、 提取时间 ６０ ｍｉｎ， 考察不同液料比 （１０ ∶
１、 １５ ∶ １、 ２０ ∶ １、 ２５ ∶ １、 ３０ ∶ １） 对该成分提取率的影

响； 固定声强 ０􀆰 １５９ ５ Ｗ ／ ｃｍ２、 乙醇体积分数 ７０％ 、 液料

比 ２０ ∶ １， 考察不同提取时间 （３０、 ４５、 ６０、 ７５、 ９０ ｍｉｎ）
对该成分提取率的影响。
２􀆰 ５　 正交试验 　 在单因素试验基础上， 选择声强 （Ａ）、
乙醇体积分数 （Ｂ）、 液料比 （Ｃ）、 提取时间 （Ｄ） 作为影

响因素， 柠檬苦素提取率作为评价指标， 采用 Ｌ９（３４） 正

交试验优化提取工艺。 因素水平见表 １， 结果见表 ２， 方差

分析见表 ３。
表 １　 因素水平

水平 Ａ 声强 ／ （Ｗ·ｃｍ－２） Ｂ 乙醇 ／ ％ Ｃ 液料比 Ｄ 提取时间 ／ ｍｉｎ
１ ０􀆰 １５９ ５ ５０ １０ ∶ １ ３０
２ ０􀆰 ２５５ ６ ７０ ２０ ∶ １ ６０
３ ０􀆰 ３８４ ０ ９０ ３０ ∶ １ ９０

表 ２　 试验设计与结果 （ｎ＝３）

水平 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ
柠檬苦素提取率 ／
（ｍｇ·１００ ｇ－１）

１ １ １ １ １ ４０􀆰 ４８
２ １ ２ ２ ２ ５０􀆰 ７８
３ １ ３ ３ ３ ３９􀆰 ９１
４ ２ １ ２ ３ ５４􀆰 ４９
５ ２ ２ ３ １ ５７􀆰 １７
６ ２ ３ １ ２ ３４􀆰 ９５
７ ３ １ ３ ２ ４９􀆰 ４３
８ ３ ２ １ ３ ４３􀆰 ３５
９ ３ ３ ２ １ ３７􀆰 ８０

均值 １ ４３􀆰 ７２３ ４８􀆰 １３３ ３９􀆰 ５９３ ４５􀆰 １５０ —
均值 ２ ４８􀆰 ８７０ ５０􀆰 ４３３ ４７􀆰 ６９０ ４５􀆰 ０５３ —
均值 ３ ４３􀆰 ５２７ ３７􀆰 ５５３ ４８􀆰 ８３７ ４５􀆰 ９１７ —
极差 ５􀆰 ３４３ １２􀆰 ８８０ ９􀆰 ２４４ ０􀆰 ８６４ —
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表 ３　 方差分析

因素 离均差平方和 自由度 Ｆ 比 Ｆ 临界值 Ｐ 值

Ａ ５５􀆰 ０７８ ２ ４１􀆰 ０４２ １９􀆰 ０００ ＜０􀆰 ０５
Ｂ ２８３􀆰 １２１ ２ ２１０􀆰 ９６９ １９􀆰 ０００ ＜０􀆰 ０５
Ｃ １５２􀆰 ３１０ ２ １１３􀆰 ４９５ １９􀆰 ０００ ＜０􀆰 ０５
Ｄ １􀆰 ３４２ ２ １􀆰 ０００ １９􀆰 ０００ ＞０􀆰 ０５

Ｅ（误差） １􀆰 ３４ ２ — — —

　 　 由表 ２ 可知， 各因素影响程度依次为 Ｂ＞Ｃ＞Ａ＞Ｄ， 即

乙醇体积分数＞液料比＞声强＞提取时间； 由表 ３ 可知， 因

素 Ａ、 Ｂ、 Ｃ 有 显 著 影 响 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ）， 最 优 工 艺 为

Ａ２Ｂ２Ｃ３Ｄ３， 但由于 Ｄ 无显著影响（Ｐ＞０􀆰 ０５）， 并考虑到时间

和成本， 故将其修正为 Ａ２Ｂ２Ｃ３Ｄ１， 即声强 ０􀆰 ２５５ ６ Ｗ ／ ｃｍ２，
乙醇体积分数 ７０％ ， 液料比 ３０ ∶ １， 提取时间 ３０ ｍｉｎ。
２􀆰 ６　 验证试验　 按 “２􀆰 ５” 项下优化工艺进行 ３ 批平行验

证试验， 测 得 柠 檬 苦 素 提 取 率 分 别 为 ６１􀆰 ８７、 ５９􀆰 ８２、
６１􀆰 ０１ ｍｇ ／ １００ ｇ， 平均 ６０􀆰 ９０ ｍｇ ／ １００ ｇ， 表明工艺合理可

行， 可大大节约提取时间。
３　 讨论

本实验发现， ５０％ 乙醇超声提取后高橙干燥皮中微粒

会吸附大量提取液而出现膨胀， 导致难以过滤， 之后旋转

蒸发至无醇味的提取液在萃取时出现了乳化现象， 使得提

取液损耗严重， 从而降低了柠檬苦的提取率。 相关研究表

明［８］ ， 造成上述现象的原因是由于在水比例相对较高的提

取液中和超声、 加热环境下， 果皮组织样品吸水膨胀加剧，
果胶提取率显著增加， 而提取液中果胶具有良好的乳化能

力； 在醇比例较高的提取液中 （９０％ ）， 由于果胶溶于水而

难溶于乙醇， 高体积分数乙醇给提取体系带来的溶解效益

越来越小， 果胶开始从溶液主体中沉淀下来［９］ ， 附着在高

橙皮微粒的表面， 阻碍柠檬苦素扩散， 导致其提取率急剧

下降。 因此， 合适的乙醇体积分数对于提取率的提高优化

至关重要。
液料比对天然药物提取过程具有重要影响， 由 Ｆｉｃｋ 扩

散第二定律推导出的动力学模型分析可得， 液料比较低时，
有效成分溶解不充分， 溶液过早进入饱和； 液料比较高时，
有效成分快速溶解， 可提高扩散速度［１０⁃１１］ 。 在工艺优化过

程中发现， 相对较小的液料比 （１０ ∶ １） 会导致柠檬苦素

在提取液中的含有量相对较高， 而与高橙皮细胞液之间的

浓度差较小， 不利于物质扩散， 进而降低提取效率； 当液

料比增加， 浓度差扩大时， 可加速柠檬苦素扩散， 从而提

取率得到改善。
本实验发现， 不同功率下声强变化对超声提取高橙皮

中柠檬苦素的影响并不占主导地位。 一般情况下， 超声波

清洗器在功率范围内的声强条件下通常可产生稳态空化作

用， 加上超声的搅拌和传质能力［１２］ ， 能有效击破高橙植物

细胞壁， 加速细胞内容物的释放和提取［１３］ ， 从而增加柠檬

苦素提取率。 然而， 研究中超声清洗器功率有限， 无法观

察到更大声强对提取的影响， 可能制约了声强因素对提取

的影响程度。
综上所述， 本实验优化的高橙皮中超声提取柠檬苦素

工艺经济高效， 以期为今后相关工业化应用提供一定的

参考。
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