
文旦柚皮中黄酮的提取鉴定及抗氧化性研究

摘要: 柚皮除含有水分、维生素等营养物质外，还含有多种对人体健康有益的天然有机化合物，如黄酮类

化合物、香精油、天然色素、膳食纤维等。质量占比达 43%~48%的柚皮在食用果肉后通常被丢弃，造成

天然化合物资源巨大浪费。文旦是我国柚类市场主要品种，本研究通过溶剂法提取文旦柚皮中总黄酮，运

用 LC-MS法对所得总黄酮进行定性分析，并对其中主要黄酮类化合物——柚皮苷和橙皮苷进行定量研究，

同时运用DPPH法对文旦柚皮总黄酮进行抗氧化能力检测。从6.0g文旦柚皮中提取得到0.97g浸膏，LC-MS

检测得到 11种黄酮类化合物，其中柚皮苷含量为 1.11mg NA/g DW、橙皮苷含量为 0.55mg HE/g DW，

DPPH自由基清除率 SC50为 1.75 mg/mL。实验结果表明，文旦柚皮中总黄酮含量丰富，代表性化合物明

确，是有效的天然抗氧化剂来源，所得数据为文旦柚皮天然资源综合开发提供了理论依据。
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Extraction, Identification and Antioxidant Activity of

Flavonoids from Peels of Wendan

Abstract: In addition to water, vitamins and minerals, pomelo peels also contain a variety of natural

organic compounds that are beneficial to human health, such as flavonoids, essential oils, natural

pigments, dietary fibers and the like. Wendan is a main variety in China's pomelo market. The peels

accounting for 43%~48%, is usually discarded after eating pulp, resulting in the waste of natural

compound resources. In this study, the total flavonoids in wendan peels were extracted by solvent, and

were qualitatively analyzed by LC-MS. The main flavonoids, naringin and hesperidin were quantitatively

studied. Then DPPH method was used to test the antioxidant activity of the total flavonoids. As a result,

0.97 g of the total flavonoids were extracted from 6.0 g Wendan peels, and 11 flavonoids were detected

by LC-MS. The content of naringin was1.11 mg NA/g DW and the content of hesperidin was 0.55mg HE/g

DW respectively. In DPPH test, the total flavonoids showed ability of scavenging DPPH free radical at

SC50 = 1.75mg/mL. The result shows that the total flavonoids in Wendan peels are rich and the

representative compounds are clear. It is an effective source of natural antioxidants. The data is useful

for the comprehensive development of natural resources in Wendan peels.
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1引言

柚（Citrus maxima (Burm.)Merr.），又名香栾、朱栾、内紫等, 为芸香科(Rutaceae) 柑

橘属常绿乔木。文旦，原产于福建省漳州市，与坪山柚、沙田柚、暹罗柚并称为世界四大名

柚。其肉质脆嫩，酸甜适中，有香气，品质优，产量大，在我国柚类市场上占据重要地位。

在整个柚子中，柚皮质量占比 43%~48%，除含有水分、维生素、矿物质这些人体必需的营

养物质外，还含有多种对人体健康有益的天然有机化合物，如黄酮类化合物、香精油、天然

色素等[1]。但通常柚皮在食用果肉后被丢弃，缺乏合理利用，造成天然有机化合物资源的浪



费。

黄酮类化合物 (Flavonoids) 泛指两个苯环通过中央三个碳原子相互连接而形成的一系

列化合物，以苷类形式和游离形式广泛存在于植物界，主要包括黄酮（Flavone）、黄烷酮

（Flavanone）、黄烷醇（Flavanols）与异黄酮（Isoflavones）等[2]。研究表明，黄酮类物质

具有抑菌抗炎[3,4]、抗细胞氧化[5]、抗癌抗肿瘤[6,7]以及防治心血管疾病[8]等多种生理活性功能。

已有研究表明，柚皮中黄酮类化合物主要是二氢黄酮类, 如柚皮苷、新橙皮苷和柚皮芸香苷

等, 其中柚皮苷占 80%以上[9]。

目前国内外对柚皮中黄酮类化合物的提取方法和生理活性虽有一些研究[9-13]，但针对我

国主要柚类——文旦开展的研究仍然较少。在此，本实验拟采用乙醇提取法提取文旦果皮中

总黄酮，利用 LC-MS（Liquid Chromatography-Mass Spectrometry）对其进行定性和定量分

析，采用 DPPH法测定其抗氧化活性。研究结果可提高文旦果皮的综合利用率，提高附加

值，减少天然资源浪费，还有利于环境保护。

2 实验部分

2.1 实验原理

2.1.1 乙醇提取法

溶剂提取法是天然产物有效成分提取中应用最普遍的方法，它根据植物中各种成分在不

同溶剂中的溶解度不同进行提取。具有操作简便、设备简单、成分不易被破坏等优点。其中，

乙醇提取法是一种较为常用的方法[14]。乙醇渗入植物细胞的能力较强，对亲水、亲脂性成

分均有较好的溶解性，可用于文旦柚皮中总黄酮的提取[15]。

图 1 乙醇提取法实验装置示意图

2.1.2 液相色谱-质谱联用技术

液相色谱-质谱法（Liquid Chromatography-Mass Spectrometry, LC-MS）将应用范围极广

的分离方法——液相色谱法（Liquid Chromatography, LC）与能提供化合物分子量和结构信

息的质谱法（Mass Spectrometry, MS）相结合，是一种重要的现代分析技术。

本实验采用高效液相色谱-三重四级杆质谱的方法。它以液相色谱作为分离系统，质谱

为检测系统。样品在色谱部分与流动相实现分离，经离子化后，通过质谱仪的质量分析器将

离子碎片按质量数分开，最后经过检测器得到质谱图。该方法可以在缺少标准品的情况下对

提取物中微量成分进行结构分析，具有灵敏度高，选择性强，分析快速，定量重现性好等特

点，是目前最受关注的分析检测技术[16]。

（1）定性分析



对于未知化合物的定性分析，使用多级质谱将准分子离子碰撞活化得到子离子谱，再由

子离子来推测化合物的结构；同时还可通过分离富集制备或者定向合成等途径获得单体，再

进行 NMR、IR、X-ray 衍射等分析确证其结构[17]。

（2）定量分析

LC-MS 定量分析方法与 HPLC 法类似，采用外标法或内标法。本实验采用外标法，外

标法是按梯度添加一定量的标准品（对照品）于空白溶剂中制成不同浓度对照样品，与未知

试样平行地进行样品处理，然后依浓度梯度进样检测标准品溶液和未知样品，以峰面积绘制

成标准曲线，从而推算出未知试样中被测组分浓度的定量方法[18]。

2.1.3 DPPH法测定抗氧化活性

活性氧或活性氮的过量积累会加速机体衰老，引起机体病变。物质对活性氧和活性氮的

清除作用可以缓解氧化应激，故称之为抗氧化。

DPPH（1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl）是一种稳定的氮中心的自由基，其无水甲醇溶液

呈紫色，在 517nm波长处出现最大吸收。当向溶液中加入自由基清除剂 R时，其电子与 DPPH
发生配对结合，使 DPPH自由基数量减少，从而造成溶液在最大吸收波长处的吸光度变小，

溶液颜色变浅。实验通过在 517nm 波长下检测样品吸光度的变化就能表达清除 DPPH 自由

基的效果，以此评价样品清除 DPPH自由基的能力[19]。

图 2 DPPH 法测定物质抗氧化性原理

2.2 试剂及材料

文旦柚皮，2018年 10月采自福建省漳州市，经漂洗、自然风干后备用。

乙醇（AR），甲醇（AR），甲醇（GR），乙腈（GR），甲酸（GR），高纯水（GR），
氯仿（AR），2,6-二叔丁基对甲苯酚（BHT）（AR）, 1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl radical(DPPH)
（AR）（北京化工厂）。

沸石，滤纸，96孔板。

2.3 仪器和表征方法

FA1004N电子分析天平（上海精密科学仪器有限公司）；RE52AA 旋转蒸发器（上海

亚荣生化仪器厂）；高效液相色谱-三重四极杆质谱仪（Agilent Technologies 1260 Infinity,
USA）；Espire 酶标仪（PerkinElmer, USA）；各种玻璃仪器；各型号移液枪与移液枪枪头

（10，200，1000μL）（北京麦瑞博生物科技有限公司）；恒温水浴锅（HS-2）。

2.4 实验方法

2.4.1 总黄酮提取

依据热源高度固定 500mL圆底烧瓶，加入 2粒沸石，装好索式提取器。准确称取 6.0g
磨好的文旦皮，用滤纸包好，放入提取器内，量取 300mL70%的乙醇加入圆底烧瓶。装好回

流冷凝管，通入冷凝水，放入 90℃的水浴锅中充分回流 2h，至黄酮类物质基本提取完全，

获得粗提液。

粗提液冷却待用，同时将纸包内柚皮进行减压抽滤，抽滤过程中加少量 25%乙醇溶液

洗涤柚皮，收集滤液。并与冷却粗提液混合，得柚皮总黄酮提取液。将提取液在旋转蒸发器

中蒸馏，温度设为 60℃，除去其中的乙醇等挥发性物质，至无醇味。然后将上述无醇味提

取液倒入分液漏斗中，少量多次加入氯仿，以除去溶液中的脂溶性物质。每次均充分振荡，

待完全分层后，收集上层溶液，将合并后的溶液在通风橱内风干，得到浸膏，称重。

提取率（%）=浸膏恒重（g）/柚皮质量（g）

用甲醇溶解所得浸膏，作为后续实验样品待测液。



取三份柚皮样品按以上操作内容分别完成 1次，所得结果以Mean ± SD形式表示。

2.4.2 总黄酮定性分析和代表性黄酮定量分析

2.4.2.1 检测条件

（1）色谱条件

色谱柱：C18(250mm×4.6mm,5um,SN10609405）Hypersill Gold 柱（Thermo Scientific，
USA)；流动相：A为 0.5%甲酸水，B 为乙腈-甲醇（1:1）；流速：1mL/min，注射体积为

3μL；在 200-600nm范围内进行检测，载气为高纯氮气。

（2）质谱条件

电喷雾离子化 ESD源：离子源温度 300℃，正离子检测；扫描范围 m/z：200-1000Da；
锥孔电压 30V。
2.4.2.2黄酮的定性分析

将所得黄酮化合物的质谱图与数据库及标准品图谱比对，确定化合物结构。以上操作内

容重复 3次。

2.4.2.3 代表性黄酮的定量研究（外标法）

精密称取 10mg柚皮苷（Narirutin, NA）和 10mg橙皮苷（Hesperidin, HE）标品，溶解，

加入 10 mL容量瓶内，甲醇定容，摇匀，得 2mg/mL 标准品混合溶液，备用。

所得结果以柚皮苷当量每毫克/文旦柚皮干重每克，橙皮苷当量每毫克/文旦柚皮干重每

克表示，即 mg NA/g DW、mg HE/g DW。

（1）标准曲线的建立

分别量取 1024、512、256、128、64、32、16μg/mL混合标准品溶液，按照 2.4.2.1中的

条件绘制标准曲线，以标准品混合溶液浓度（μg/mL）为横坐标，各化合物峰面积（mAU）
为纵坐标，绘制标准曲线。

（2）方法学考察

稳定性考察：准确移取一定的量的样品溶液置于分析瓶中，一式 3份，放置 1、2、4、
8、16h后，按照 2.4.2.1中的条件进样测定峰面积，并计算其相对标准偏差（RSD）。

精密度考察：准确移取一定量的样品溶液置于分析瓶中，平行 3组，每组重复 3次，按

照 2.4.2.1中的条件进样测定峰面积，计算日内精密度、日间精密度和相对标准偏差（RSD）。
重复性考察：准确移取一定量的样品溶液，一式 3份，分别置于分析瓶中，按照 2.4.2.1

中的条件进样测定峰面积，并计算其相对标准偏差（RSD）。

加标回收率考察：精确称取 5mg 柚皮苷（NA）和 5mg橙皮苷（HE）标品，分别置于

5mL的容量瓶中，用甲醇溶解，得到 1mg/mL柚皮苷和 1mg/mL 橙皮苷标准品溶液，备用。

准确移取一定量的样品溶液，一式 3 份，分别加入 200μL 1mg/mL 柚皮苷、150μL 1mg/mL
橙皮苷标准品溶液，充分混合后置于分析瓶中，按照 2.4.2.1中的条件进行进样，采用外标

一点法计算柚皮苷和橙皮苷的回收率，并计算其相对标准偏差（RSD）。

以上结果均采用所得结果以浓度（μg/mL）表示。

（3）样品含量的测定

精确移取一定量的样品溶液置于分析瓶中，按照 2.4.2.1中的条件进样，分别得到柚皮

苷、橙皮苷的选择离子的峰面积（Y），采用外标一点法计算文旦皮中柚皮苷、橙皮苷的含

量，以上操作内容重复 3次，结果采用Mean± SD表示。

2.4.3 柚皮总黄酮抗氧化活性检测

取 2.4.1的待测样品溶液六份，经计算加入适量甲醇，依次稀释得 0.05、0.1、0.15、0.2、
0.25和 0.3mg/mL 的抗氧化活性测试液备用；将 DPPH配成 0.062mM 的甲醇溶液。分别取

100μL上述各梯度浓度测试液与 100μL DPPH 甲醇溶液共同加入 96孔板中，每个浓度样品

液平行三孔，避光室温（27℃）反应 30min后，于 517nm处测定反应体系吸光度。BHT作



阳性对照，以甲醇为空白对照[14]。实验平行 3 次，总黄酮清除 DPPH 自由基的能力按下式

计算：

SC50清除率（%）=[1-(Ai-Aj)/A0]×100%
式中，A0指空白对照（甲醇+DPPH溶液）的吸光度值；Ai指样品实验组（样品+DPPH

溶液）的吸光度值；Aj为样品与甲醇混合溶液的吸光度值。

文旦皮中总黄酮 DPPH 自由基清除能力用半数清除浓度 SC50（half maximal scavenging
concentration, mg/mL）表示，即样品对 DPPH自由基清除率达 50%时的浓度。最终结果表示

为Mean（n=3）±SD，实验数据处理采用 SPSS17.0进行。

3 结果与讨论

3.1 文旦柚皮中总黄酮提取率

根据 2.4.1 方法，从 6.0g柚皮中得到文旦浸膏为 0.97g，提取率为 16.13%。 （所得结

果为 3份样品提取实验平均值）

3.2 文旦柚皮中总黄酮定性和代表性黄酮定量分析结果

3.2.1 定性分析结果

3.2.1.1 总黄酮色谱结果

根据 2.4.2.1条件进样，得样品溶液的色谱图如图 3所示。

图 3 文旦柚皮总黄酮色谱图

表 1 文旦柚皮总黄酮化学成分

峰编号 保留时间（min） 分子式
主要碎片（m/z）

化合物 参考文献

1 2 3

1 7.81 C10H8O3 177.24 121.1 133.12 7-methoxycoumarin [20]

2 19.73 C16H30O9 398.1 282.28 163.04 Unknown

3 21.47 C27H30O16 611.16 465.1 303.05 Rutin [21]

4 25.61 C23H34O15 573.18 424.21 282.19 Genipin-β-gentiobioside [22]

5 26.68 C27H32O14 581.19 419.13 273.08 Narirutin [21]

6 27.55 C28H34O15 611.2 449.15 303.09 Hesperidin [23]

7 28.91 C28H34O15 611.19 449.15 303.09 Neohesperidin [22]

8 30.23 C21H42O15 557.24 445.14 261.12 Unknown

9 31.14 C11H6O3 187.06 159.04 143.05 Angelicin [22]

10 32.08 C21H25O10 439.23 352.34 221.19 Unknown

11 34.17 C15H16O3 245.12 198.06 159.04 Dimethylallyl-methoxycoumarin [21]



从文旦皮总黄酮共检测出 11种化合物，分析结果见表 1。经对比文献的质谱数据，发

现其中 8种为已知化合物，3种为未知化合物。部分结构如图 4所示，其中柚皮苷（Narirutin）
和橙皮苷（Hesperidin）色谱峰的积分面积相对较高。

图 4 主要黄酮的结构式

3.2.1.2 代表性黄酮质谱

经 LC-MS分析检测得到两种代表性黄酮类化合物的质谱图如下：

图 5 文旦柚皮中柚皮苷质谱图

图 6 文旦柚皮中橙皮苷质谱图

3.2.2 定量分析结果

3.2.2.1 标准曲线

根据 2.4.2.1的分析条件，分别用柚皮苷标准品的浓度（μg/mL）、橙皮苷标准品的浓度



（μg/mL）为横坐标，峰面积（mAU）为纵坐标制作标准曲线，如图 7、8所示，柚皮苷标

准曲线回归方程为：y=28628x+323101，R2=0.9997。橙皮苷标准曲线回归方程为：

y=17843x+135997，R2=0.9997。

图 7 柚皮苷标准曲线

图 8 橙皮苷标准曲线

3.2.2.2 方法学考察

（1）稳定性考察

表 2 柚皮苷和橙皮苷的稳定性考察结果

（2）精密度考察

表 3 柚皮苷和橙皮苷的日间精密度及日内精密度考察结果

时间（h）

化合物
1 2 4 8 16 平均值 RSD

柚皮苷 748.04 767.09 738.96 769.24 810.18 766.70 3.58%

橙皮苷 341.58 327.51 324.92 342.35 310.72 329.42 3.98%

化合物
日内 日间

浓度(μg/mL) 均值(μg/mL) RSD 浓度(μg/mL) 均值(μg/mL) RSD



（3）重复性考察

表 4 柚皮苷和橙皮苷的重复性考察结果

化合物 1 2 3 平均值（μg/mL） RSD

柚皮苷 866.64 875.61 885.57 875.94 1.08%

橙皮苷 374.47 388.12 378.52 380.37 1.84%

（4）加标回收率考察

表 5 柚皮苷和橙皮苷的加标回收率考察结果

化合物 取样量/mg 样品中含量/mg 加样量/mg 测得量/mg 回收率 平均回收率 RSD

柚皮苷

17.87 0.2185 0.2 0.4036 96.44%

99.18% 4.07%

17.94 0.2117 0.2 0.4295 104.32%

18.17 0.2299 0.2 0.4087 95.07%

17.84 0.2108 0.2 0.4004 97.47%

17.90 0.2185 0.2 0.4293 102.58%

橙皮苷

17.96 0.1577 0.15 0.2982 96.91%

97.58% 2.99%

18.27 0.1487 0.15 0.3060 102.44%

17.88 0.1564 0.15 0.2932 95.69%

18.03 0.1605 0.15 0.3038 97.84%

18.20 0.1526 0.15 0.2876 95.04%

3.2.2.3 代表性黄酮定量分析结果

根据 2.4.2.1实验方法测得文旦柚皮中柚皮苷的含量为 1.11mg NA/g DW，橙皮苷的含量

为 0.55mg HE/g DW。（所得结果为三次提取实验所得样品的平均值）

3.3 柚皮总黄酮抗氧化能力检测

根据 2.4.3 实验方法测得文旦柚皮中总黄酮 SC50=1.75mg/mL，相较于阳性对照 BHT
（SC50=0.11mg/mL）清除效果较明显，具有一定的抗氧化能力。（所得结果为三次提取实

验所得样品的平均值）

4 结论

文旦柚皮中还含有较丰富的总黄酮类化合物，提取率为 16.13%。经 LC-MS联用技术分

离分析，确定所得总黄酮中含 11种化合物，其中 8种为黄酮及其相关化合物。两种主要黄

酮——柚皮苷和橙皮苷含量分别为 1.11mg NA/g DW、0.55mg HE/g DW。

DPPH 实验结果表明，对比阳性对照 BHT，文旦柚皮总黄酮具有一定的抗氧化能力。

文献报道长期食用 BHT会引发癌症[24]，故柚皮中的黄酮可作为天然抗氧化剂，替代化学合

成抗氧化剂，具有成为天然食品添加剂的潜质。

5 创新点

1.首次采用 LC-MS 技术研究文旦柚皮总黄酮，并定量其中柚皮苷和橙皮苷。

柚皮苷

776.06

814.14 4.15%

814.14

814.33 0.15%825.69 815.66

840.67 813.2

橙皮苷

330.69

349.06 4.68%

349.06

354.13 1.32%354.58 358.22

361.91 355.12



2.综合天然有机、仪器分析等知识与技能，完成天然资源现代化研究。

3.本实验有效培养了高年级学生化学综合实验创新研究能力。
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