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摘要： 目的　 优化双水相体系提取荔枝壳多酚工艺， 并考察其抗氧化活性。 方法　 制备 ６种双水相体系提取荔枝壳多

酚， 筛选最佳的双水相提取体系。 通过单因素试验、 响应面法对乙醇体积分数、 硫酸铵浓度、 液料比、 超声时间、 提

取温度进行考察， 获得最佳提取工艺参数。 结合体外抗氧化活性及其稳定性评价， 探讨双水相提取荔枝壳多酚的技术

优势。 结果　 最佳条件为乙醇体积分数 ３１％ ， 料液比 ２２ ∶ １， 超声时间 ４２ ｍｉｎ， 荔枝壳多酚得率为 ８􀆰 ５４％ ， 含量高达

８８􀆰 ２％ 。 消化前后， 乙醇⁃硫酸铵双水相提取的荔枝壳多酚具有良好的 ＤＰＰＨ、 羟自由基清除能力。 虽然乙醇⁃硫酸铵

双水相提取的荔枝壳多酚结构不稳定， 但其含量、 抗氧化活性更高， 优于乙醇提取的荔枝壳多酚。 结论　 乙醇⁃硫酸

铵双水相体系对抗氧化活性较强的荔枝壳多酚具有良好的提取能力， 是一种高效快速提取天然活性成分的方法。
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　 　 荔枝来源于无患子科荔枝属荔枝 Ｌｉｔｃｈｉ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ Ｓｏｎｎ．
的果实， 其果肉、 种子、 果壳均具有较高的药用、 食用价

值， 为药食两用资源［１⁃２］ 。 荔枝壳性味苦、 寒， 具有除湿止

痢、 止血的功效［３］ 。 研究表明， 荔枝壳含有丰富的多酚类、
酚酸、 多糖类等物质［４］ ， 具有抗氧化［５］ 、 抗炎［６］ 、 调节免

疫［７］等作用。 多酚类成分是荔枝壳的主要活性成分， 被开

发为奥力高乐、 糕点、 洗发水等功能食品、 日用品。
双水相体系由 ２个互不相溶的体系组成， 利用组分在

双水相体系内的分配系数差异进行高效的提取与纯化［８］ 。
双水相提取条件温和， 可保留分子的生物活性， 适用于蛋

白质、 多肽、 核酸等大分子的提取分离， 如聚乙二醇⁃柠檬

酸钠提取 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ Ｄ３ｄ 木聚糖酶［９］ 、 甲醇⁃麦芽糊精

提取醋酸格拉替雷［１０］ 、 聚乙二醇⁃磷酸氢二钾分离质粒

ＤＮＡ［１１］等。 双水相体系也常用于提取中药多糖、 活性小分

子的研究， 如湖北海棠多糖［１２］ 、 陈皮黄酮［１３］ 、 巴戟天游

离蒽醌［１４］等。 相较于传统的溶剂提取方法， 双水相提取效

率高， 活性成分含量高， 避免了反复低效的提取和萃取操

作［１５］ 。 本实验拟通过单因素实验、 响应面法优化超声辅助

双水相提取荔枝壳多酚， 获得最佳提取工艺， 并评价其体

外抗氧化活性， 为进一步开发利用荔枝壳资源提供科学

依据。
１　 材料

１􀆰 １　 仪器 　 Ｖａｒｉｏｓｋａｎ ＬＵＸ 多功能酶标仪 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）； ＴＧＬ⁃１６Ｍ台式高速冷冻离心机 （湖
南湘仪实验室仪器开发有限公司）； 多功能粉碎机 （皇代

电器有限公司）； ＫＱ５２００ＤＥ数控超声波清洗器 （昆山市超

声仪器有限公司）； 电子精密天平 （万分之一、 十万分之

一， 瑞士 Ｍｅｔｔｌｅｒ⁃Ｔｏｌｅｄｏ 公司）； ＦＤ⁃１Ｄ⁃５０ 真空冷冻干燥机

（上海达洛科学仪器有限公司）； Ｇｅｎ Ｐｕｒｅ超纯水系统 （德
国 ＴＫＡ公司）。
１􀆰 ２　 试剂与药物　 硫酸铵、 磷酸二氢钾、 无水碳酸钠 （纯
度≥９８％ ， 上海麦克林生化科技有限公司）； 没食子酸、 维

生素 Ｃ、 水杨酸、 硫酸亚铁、 １， １⁃二苯基⁃２⁃三硝基苯肼

（纯度≥９８％ ， 美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司）； 福林酚试剂、 胃

蛋白酶 （纯度≥６０％ ， 上海源叶生物科技有限公司）； 正丙

醇、 丙酮， 无水乙醇、 盐酸 （分析纯， 北京市通广精细化

工公司）； Ｈ２Ｏ２ （济南嘉阳化工有限公司）； 磷酸缓冲盐水

溶液、 Ｔｒｉｓ⁃Ｈｃｌ缓冲溶液、 蒸馏水为自制。 荔枝于 ２０２２年 ２
月购于武汉， 经湖北中医药大学陈科力教授鉴定为正品，
除去果肉及种子， 得荔枝壳， 经清洗冻干、 粉碎、 过筛后

备用， 编号为 ＬＺＫ２０２２０２１０， 保存于华中科技大学同济医

学院附属武汉中心医院药学部。
２　 方法

２􀆰 １　 双水相体系制备 　 称取同质量的硫酸铵或磷酸二氢

钾， 置于锥形瓶中， 按比例加水溶解， 逐渐滴加有机试剂，
获得澄清透明的双水相体系， 见表 １。
２􀆰 ２　 荔枝壳多酚提取 　 称取荔枝壳粉末 Ｍ１， 置入锥形瓶

中， 加不同双水相体系摇匀， 超声提取 （功率 ３００ Ｗ）。 将

液料比 ２０ ∶ １、 超声时间 ３０ ｍｉｎ、 提取温度 ４０ ℃作为初始

提取条件， ７０％ 乙醇作为对照组 Ｍ７， 提取完成后过滤， 静
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　 　 　 　 　 表 １　 不同组分双水相体系组成

编号 有机试剂及其占比 无机盐及其质量浓度 水体积占比 ／ ％
ＡＴＰＳ１ 乙醇 ３０％ 硫酸铵 ０􀆰 ３５ ｇ ／ ｍＬ ７０
ＡＴＰＳ２ 丙酮 ３０％ 硫酸铵 ０􀆰 ３５ ｇ ／ ｍＬ ７０
ＡＴＰＳ３ 正丙醇 ３０％ 硫酸铵 ０􀆰 ３５ ｇ ／ ｍＬ ７０
ＡＴＰＳ４ 乙醇 ３０％ 磷酸二氢钾 ０􀆰 ３５ ｇ ／ ｍＬ ７０
ＡＴＰＳ５ 丙酮 ３０％ 磷酸二氢钾 ０􀆰 ３５ ｇ ／ ｍＬ ７０
ＡＴＰＳ６ 正丙醇 ３０％ 磷酸二氢钾 ０􀆰 ３５ ｇ ／ ｍＬ ７０
Ｍ７ ７０％ 乙醇 ３０

置分层， 取上层溶液， 冻干后获得荔枝壳多酚提取物， 称

重 Ｍ２。 精确称取荔枝壳多酚提取物， 置于量瓶中， 加水超

声溶解， 稀释至刻度， 摇匀， 制成样品溶液， 记录体系体

积 Ｖ。
２􀆰 ３　 线性关系、 方法学考察

２􀆰 ３􀆰 １　 对照品溶液制备 　 精密称取 ５􀆰 ０ ｍｇ 没食子酸对照

品， 置于量瓶中， 加水超声溶解， 稀释至刻度， 摇匀， 配

制成 １􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍＬ原液， 精密吸取适量， 重复上述操作， 配

制成 ０􀆰 １～１􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍＬ， 冷藏备用。
２􀆰 ３􀆰 ２　 线性关系考察 　 没食子酸对照品溶液分别取 ０􀆰 ２
ｍＬ， 置于 ２４ 孔板中， 并滴加 ０􀆰 ４ ｍＬ 福林酚试剂， 摇匀，
静置反应 ６ ｍｉｎ， 随后加入 １􀆰 ２ ｍＬ ７％ Ｎａ２ＣＯ３ 溶液， 摇匀，
避光， 静置反应 ２ ｈ。 反应完成后， 测定溶液的吸光度， 波

长 ７６０ ｎｍ。 以没食子酸质量浓度 Ｘ、 吸光度 Ａ 分别为横、
纵坐标， 绘制方程 Ａ ＝ ２􀆰 ８５９ ２Ｘ＋０􀆰 ３６２ ６ （Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９２ ８），
在 ０􀆰 １ ～ １􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍＬ范围内线性关系良好。
２􀆰 ３􀆰 ３　 精密度试验 　 取没食子酸对照品溶液 １ 份， 按

“２􀆰 ３􀆰 ２” 项下方法平行测定 ６ 次， 测得吸光度 ＲＳＤ 为

１􀆰 ５２％ ， 表明该方法精密度良好。
２􀆰 ３􀆰 ４　 稳定性试验　 取样品溶液 １份， 常温放置 ０、 ２、 ４、
６、 ８ ｈ后按 “２􀆰 ３􀆰 １” 项下方法测定， 测得吸光度 ＲＳＤ 为

１􀆰 ４７％ ， 表明在 ８ ｈ内溶液稳定性良好。
２􀆰 ３􀆰 ５　 重复性试验 　 取样品溶液 ６ 份， 按 “２􀆰 ３􀆰 １” 项下

方法测定， 测得吸光度 ＲＳＤ 为 １􀆰 １６％ ， 表明该方法重复性

良好。
２􀆰 ３􀆰 ６　 加样回收率试验 　 称取含量已知的样品 ９ 份各 １０
ｍｇ， 分别加入不同剂量没食子酸 （０􀆰 ５、 ０􀆰 ７５、 １􀆰 ０ ｍｇ），
分为低、 中、 高剂量组， 按 “２􀆰 ３􀆰 ２” 项下方法提取， 测得

总多酚加样回收率、 ＲＳＤ分别为 １０１％ 、 ２􀆰 ３１％ 。
２􀆰 ４　 双水相体系选择　 考察不同双水相体系对荔枝壳多酚

含量、 得率的影响， 并以荔枝壳多酚得率为主要指标。
２􀆰 ５　 单因素试验 　 选择 ＡＴＰＳ１ 作为提取溶剂， 按 “２􀆰 ２”
项下提取条件进行单因素试验， 考察乙醇体积分数（１０％ ～
５０％ ）、 硫酸铵质量浓度 （０􀆰 ２ ～ ０􀆰 ４ ｇ ／ ｍＬ）、 液料比 （１０ ∶
１～３０ ∶ １）、 超声时间 （ ２０ ～ ６０ ｍｉｎ）、 提取温度 （ ３０ ～
７０ ℃） 对荔枝壳多酚得率的影响。
２􀆰 ６　 响应面法 　 在单因素试验基础上， 选取乙醇体积分

数、 液料比、 超声时间作为影响因素， 设计三因素三水平

响应面试验， 因素水平见表 ３。
２􀆰 ７　 荔枝壳多酚含量测定 　 按 “２􀆰 ３􀆰 ２” 项下方法测定样

　 　 　 　 　 表 ３　 因素水平

因素
水平

１ ０ －１
乙醇 ／ ％ ３５ ３０ ２５
液料比 ２５ ∶ １ ２０ ∶ １ １５ ∶ １

超声时间 ／ ｍｉｎ ５０ ４０ ３０

品溶液吸光度， 计算多酚质量浓度 Ｃ、 荔枝壳多酚得率 Ｙ２
Ｃ×Ｖ
Ｍ１
×１００％( ) 、 荔枝壳多酚含量 Ｙ３

Ｃ×Ｖ
Ｍ２
×１００％( ) ， 其中

Ｍ１、 Ｍ２、 Ｖ 分别为荔枝壳粉末质量、 荔枝壳多酚提取物质

量、 样品溶液体积。
２􀆰 ８　 抗氧化活性测定

２􀆰 ８􀆰 １　 ＤＰＰＨ自由基清除作用 　 精密称取 “２􀆰 ６” 项下荔

枝壳多酚提取物 （ＡＴＰＳ７ 组）、 荔枝壳多酚乙醇提取物

（Ｍ７组）， 制成样品溶液 （质量浓度 １０～１ ０００ μｇ ／ ｍＬ）， 维

生素 Ｃ作为阳性对照组。 采用 ＤＰＰＨ 自由基清除实验［１６］ ，
测定双水相体系提取的荔枝壳多酚抗氧化活性， 取上述样

品溶液 １􀆰 ０ ｍＬ， 分别与 ２􀆰 ０ ｍＬ ＤＰＰＨ溶液 （０􀆰 １ μｍｏｌ ／ ｍＬ）
混匀， 避光反应 ３０ ｍｉｎ。 将上述反应后的混合溶液置于

５１５ ｎｍ波 长 处 测 定 吸 光 度 Ａｓ， 计 算 ＤＰＰＨ 清 除 率 Ｉ１
Ａｂ－ （Ａｓ－Ａｃ）

Ａｂ
×１００％é

ë
êê

ù

û
úú ， 其中 Ａｂ、 Ａｃ 分别是 ＤＰＰＨ 溶液、

样品溶液吸光度。
２􀆰 ８􀆰 ２　 羟自由基清除作用 　 取 “２􀆰 ８􀆰 １” 项下样品溶液，
测定双水相体系提取的荔枝壳多酚抗氧化活性； 取 ９􀆰 ０
μｍｏｌ ／ ｍＬ水杨酸乙醇溶液、 ９􀆰 ０ μｍｏｌ ／ ｍＬ 硫酸亚铁溶液、
样品溶液各 １􀆰 ０ ｍＬ， 混匀后加入 １􀆰 ０ ｍＬ Ｈ２Ｏ２ 溶液反应 １５
ｍｉｎ。 将上述反应后的混合溶液置于 ５１０ ｎｍ 波长处测定吸

光度 Ａｓ， 计算羟自由基清除率 Ｉ２
Ａｂ－ （Ａｓ－Ａｃ）

Ａｂ
×１００％é

ë
êê

ù

û
úú ，

其中 Ａｂ、 Ａｃ 分别空白溶液、 样品溶液吸光度［１６］ 。
２􀆰 ９　 体外模拟消化实验 　 采用体外模拟消化方法［１７］ ， 取

“２􀆰 ８” 项下 １０􀆰 ０ μｇ ／ ｍＬ 样品溶液 １􀆰 ０ ｍＬ， 加入氯化钠溶

液 （质量浓度 １０􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍＬ） 稀释， 滴加盐酸调节 ｐＨ值至

１􀆰 ５， 随后加入 ４􀆰 ０ ｍＬ胃液（０􀆰 ４ ｇ胃蛋白酶溶于 ０􀆰 ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ
盐酸溶液中）， 混匀， 在 ３７ ℃、 １２０ ｒ ／ ｍｉｎ 下避光反应 ２ ｈ，
１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ， 取上清液， 冻干， 用于多酚含

量、 抗氧化活性测定。
３　 结果

３􀆰 １　 双水相体系的选择　 双水相体系通过有机体系和盐对
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水分子的激烈竞争， 形成双水相。 利用体系与溶质的表面

性质、 电荷、 离子键等作用， 破坏了溶剂效应， 使得活性

成分可在两相体系中进行高效的溶出与分配， 达到快速提

取分离的效果［１８⁃１９］ 。 因此， 不同类型有机相和无机盐组成

的双水相体系具有不同的物理化学特性， 可选择性提取，
提高活性成分得率及其含量。 如图 １所示， 不同类型 ＡＴＰＳ
对荔枝壳多酚的得率不同， 其得率和含量均高于 ７０％ 乙醇。

乙醇⁃硫酸铵体系提取荔枝壳多酚得率最高为 ６􀆰 ４３％ ， 多酚

含量为 ８８􀆰 １％ ； ７０％ 乙醇提取荔枝壳多酚得率仅为 ４􀆰 ３１％ ，
多酚含量为 １９􀆰 １％ 。 荔枝壳多酚水溶性较强， 丙酮对其提

取能力有限。 丙酮⁃磷酸二氢钾体系荔枝壳多酚得率为

４􀆰 ７２％ ， 多酚含量为 ４６􀆰 ５％ 。 因此， 选择乙醇⁃硫酸铵体系

作为提取荔枝壳多酚的提取体系。

图 １　 不同双水相体系对荔枝壳多酚得率、 含量的影响

３􀆰 ２　 单因素试验

３􀆰 ２􀆰 １　 乙醇体积分数对荔枝壳多酚得率的影响　 乙醇作为

有机相， 是乙醇⁃硫酸铵双水相体系重要的组成部分。 乙醇

分子含有的亲水基团， 可与水无限互溶。 然而， 乙醇分子

与无机盐离子间的排斥作用， 可竞争性均衡盐离子和水分

子之间的静电作用， 促使体系分层［２０］ 。 因此， 适当增加乙

醇体积分数是乙醇⁃硫酸铵双水相体系形成分相的必要条

件。 当乙醇体积分数过低时， 乙醇分子与盐离子间的斥力

无法平衡乙醇分子与水分子的亲和力， 电势差较小， 使得

体系体系无法分相。 当乙醇体积分数过高时， 上相脂溶性

增加， 极性减小， 会降低对水溶性成分多酚的提取率［２１］ 。
如图 ２所示， 当乙醇体积分数为 １０％ 时， 体系无法分相；
随着乙醇体积分数增加枝壳多酚得率呈先增加后迅速降低

的趋势， 最高为 ７􀆰 ２％ ， 故选择乙醇体积分数为 ３０％ 。

图 ２　 乙醇体积分数对荔枝壳多酚得率的影响

３􀆰 ２􀆰 ２　 硫酸铵质量浓度对荔枝壳多酚得率的影响　 硫酸铵

易溶于水， 主要以离子形式， 存在于乙醇⁃硫酸铵双水相体

系的下相。 硫酸根离子、 铵离子与乙醇分子对水分子存在

激烈竞的关系， 并与乙醇分子产生静电作用， 易使体系体

系分层［２０］ 。 然而， 当盐离子浓度过高时， 无机盐饱和析

出， 无法发挥促进分相的作用， 浪费资源； 同时， 高浓度

盐离子使得下相极性增加， 使水溶性荔枝壳多酚更多的溶

解于下相［２２］ 。 因此， 合适的硫酸铵质量浓度有利于乙醇⁃硫
酸铵双水相体系提取、 富集荔枝壳多酚。 如图 ３ 所示， 随

着硫酸铵质量浓度的增加荔枝壳多酚得率呈先增加后略微

降低的趋势， 最高为 ７􀆰 ７％ ， 故选择硫酸铵质量浓度为 ０􀆰 ３
ｇ ／ ｍＬ。

图 ３　 硫酸铵质量浓度对荔枝壳多酚得率的影响

３􀆰 ２􀆰 ３　 液料比对荔枝壳多酚得率的影响　 植物细胞壁含有

丰富的纤维素、 木质素、 果胶等， 具有较好的韧性和延展

性。 当提取溶剂过少， 原料偏多， 组织细胞无法充分吸收

体系产生溶胀、 破裂， 使活性成分溶出、 得率降低。 当提
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取体系较多时， 体系的提取能力未能充分挖掘， 浪费溶剂，
又易促使多糖、 蛋白质、 氨基酸等杂质的溶出［２３］ 。 因此，
溶剂的提取能力是有限的。 通过优化液料比提升中药活性

成分得率， 是充分利用中药资源的重要手段。 如图 ４ 所示，
随着液料比增加荔枝壳多酚得率呈先快速增加后降低的趋

势， 最高为 ７􀆰 ２％ ， 故选择液料比为 ２０ ∶ １。

图 ４　 液料比对荔枝壳多酚得率的影响

３􀆰 ２􀆰 ４　 超声时间对荔枝壳多酚得率的影响　 超声是一项可

破坏细胞壁的技术， 将其与双水相提取技术有机结合， 有

利于中药成分的提取与富集， 如陈皮黄酮［１３］ 、 橘红花总黄

酮［２１］ 、 吊石苣苔黄酮［２３］ 。 但是， 花青素、 没食子酸、 儿茶

素作为荔枝壳多酚的活性成分， 结构不稳定， 受热易分

解［２４］ 。 超声时间过长会消耗大量的能量， 促使荔枝壳多酚

成分分解， 降低多酚得率［４］ 。 如图 ５ 所示， 随着超声时间

增加荔枝壳多酚得率呈先大幅增加后缓慢降低的趋势， 最

高为 ７􀆰 ５％ ， 故选择超声时间为 ４０ ｍｉｎ。

图 ５　 超声时间对荔枝壳多酚得率的影响

３􀆰 ２􀆰 ５　 提取温度对荔枝壳多酚得率的影响　 提取温度可加

剧分子热运动， 有利于活性成分充分溶出。 然而， 乙醇作

为是乙醇⁃硫酸铵双水相体系的有机相， 易挥发， 过高的提

取温度不利于其提取。 同时， 过高的提取温度也加快了花

青素、 没食子酸、 儿茶素等不稳定荔枝壳多酚的分解［２４］ 。
另外， 在双水相成相点附近， 温度对双水相体系的相图、
提取能力的影响较显著。 因此， 选择合适的提取温度是必

要的考虑因素。 如图 ６ 所示， 随着提取温度增加荔枝壳多

酚得率呈先快后慢的增加趋势， 但超过 ６０ ℃时快速下降，
最高为 ７􀆰 ８％ ， 故选择提取温度为 ５０ ℃。

图 ６　 提取温度对荔枝壳多酚得率的影响

３􀆰 ３　 响应面法 　 选择乙醇体积分数 （Ａ）、 液料比 （Ｂ）、
超声时间 （Ｃ） 作为影响因素， 荔枝壳多酚得率 （Ｙ） 作为

评价指标， 共 １７组试验， 结果见表 ４， 方差分析见表 ５。
表 ４　 试验设计与结果

试验号 Ａ 乙醇 ／ ％ Ｂ 液料比 Ｃ 超声时间 ／ ｍｉｎ Ｙ 得率 ／ ％
１ ２５ ２０ ∶ １ ３０ ６􀆰 ７
２ ３０ ２０ ∶ １ ４０ ８􀆰 ５
３ ３０ ２０ ∶ １ ４０ ８􀆰 ７
４ ３５ ２０ ∶ １ ５０ ７􀆰 ５
５ ３０ ２５ ∶ １ ５０ ７􀆰 ７
６ ３０ １５ ∶ １ ３０ ６􀆰 ５
７ ２５ ２５ ∶ １ ４０ ６􀆰 ８
８ ２５ ２０ ∶ １ ５０ ７􀆰 ０
９ ３５ ２０ ∶ １ ３０ ６􀆰 ７
１０ ３０ １５ ∶ １ ５０ ６􀆰 ３
１１ ３５ ２５ ∶ １ ４０ ７􀆰 ７
１２ ３０ ２０ ∶ １ ４０ ８􀆰 ７
１３ ３０ ２５ ∶ １ ３０ ６􀆰 ６
１４ ３５ １５ ∶ １ ４０ ７􀆰 ０
１５ ２５ １５ ∶ １ ４０ ６􀆰 ９
１６ ３０ ２０ ∶ １ ４０ ８􀆰 ８
１７ ３０ ２０ ∶ １ ４０ ８􀆰 ６

表 ５　 方差分析

来源 离均差平方和 自由度 均方 Ｆ 值 Ｐ 值
模型 １２􀆰 ５１ ９ １􀆰 ３９ ５１􀆰 ３６ ＜０􀆰 ０００ １
Ａ ０􀆰 ２８ １ ０􀆰 ２８ １０􀆰 ３９ ０􀆰 ０１４ ６
Ｂ ０􀆰 ５５ １ ０􀆰 ５５ ２０􀆰 ３６ ０􀆰 ００２ ８
Ｃ ０􀆰 ５ １ ０􀆰 ５ １８􀆰 ４７ ０􀆰 ００３ ６
ＡＢ ０􀆰 １６ １ ０􀆰 １６ ５􀆰 ９１ ０􀆰 ０４５ ３
ＡＣ ０􀆰 ０６３ １ ０􀆰 ０６３ ２􀆰 ３１ ０􀆰 １７２５
ＢＣ ０􀆰 ４２ １ ０􀆰 ４２ １５􀆰 ６１ ０􀆰 ００５ ５
Ａ２ １􀆰 ９５ １ １􀆰 ９５ ７１􀆰 ９２ ＜０􀆰 ０００ １
Ｂ２ ３􀆰 ２６ １ ３􀆰 ２６ １２０􀆰 ４５ ＜０􀆰 ０００ １
Ｃ２ ４􀆰 ２５ １ ４􀆰 ２５ １５７􀆰 ０９ ＜０􀆰 ０００ １

残差 ０􀆰 １９ ７ ０􀆰 ０２７ — —
失拟项 ０􀆰 １４ ３ ０􀆰 ０４６ ３􀆰 ５３ ０􀆰 １２７ ５
纯误差 ０􀆰 ０５２ ４ ０􀆰 ０１３ — —
总变异 １２􀆰 ７ １６ — — —
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　 　 利用 Ｄｅｓｉｇｎ⁃ｅｘｐｅｒｔ １２􀆰 ０软件对表 ４数据进行多项式回归

拟合， 得方程为 Ｙ ＝ ３５􀆰 ３＋ ０􀆰 ８５Ａ＋０􀆰 ７４Ｂ＋０􀆰 ７６Ｃ－０􀆰 ０２５ＡＢ＋
０􀆰 １７ＡＣ＋０􀆰 ７ＢＣ－ ２􀆰 ０３Ａ２ － ２􀆰 ３５Ｂ２ － ２􀆰 ２５Ｃ２， 其中 Ａ、 Ｂ、 Ｃ、
ＡＢ、 ＢＣ、 Ａ２、 Ｂ２、 Ｃ２ 影响显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＡＣ 影响不显

著 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。 由表 ５可知， 模型 Ｐ＜０􀆰 ０１， 失拟项 Ｐ失拟项＞

０􀆰 ０５， Ｆ失拟项＞０􀆰 ５， 表明模型具有高度显著性， 拟合度较

好； 回归系数 Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９８５ １， Ｒａｄｊ ２ ＝ ０􀆰 ９６５ ９， 表明模型可用

于预测分析； 各因素影响程度依次为液料比 （Ｂ） ＞超声时

间 （Ｃ） ＞乙醇体积分数 （Ａ）。 响应面分析见图 ７。

图 ７　 乙醇体积分数 （Ａ）、 液料比 （Ｂ）、 超声时间 （Ｃ） 响应面图

　 　 最终确定， 最优工艺为乙醇体积分数 ３０􀆰 ９１％ ， 料液比

２１􀆰 ０１ ∶ １， 超 声 时 间 ４１􀆰 ６９ ｍｉｎ， 荔 枝 壳 多 酚 得 率 为

８􀆰 ７２％ ， 考虑实验可操作性， 将其修正为乙醇体积分数

３１％ ， 料液比２２ ∶ １， 超声时间 ４２ ｍｉｎ， 即 ＡＴＰＳ７组。 在上

述最优工艺下， ＡＴＰＳ７ 组荔枝壳多酚得率为 ８􀆰 ５４％ ， 近似

于预测值 ８􀆰 ７２％ ， 远高于Ｍ７组乙醇提取的荔枝壳多酚得率

４􀆰 ３１％ 。 多酚含量测定显示， ＡＴＰＳ７ 组荔枝壳多酚含量为

８８􀆰 ２％ ， 远高于 Ｍ７组多酚含量 １６􀆰 ８％ ， 表明该模型适用于

荔枝壳多酚提取， 乙醇⁃硫酸铵双水相体系是提取荔枝壳多

酚的有效溶剂体系。
３􀆰 ４　 抗氧化活性测定　 荔枝壳多酚是荔枝壳提取物主要活

性成分， 具有良好的抗氧化［５］ 、 抗炎［６］ 、 调节免疫［７］等生

物活性， 常用于护肤、 美白、 抗衰老等。 体外抗氧化活性

评价结果如图 ８所示， ＡＴＰＳ７组、 Ｍ７组清除 ＤＰＰＨ自由基

半数抑制浓度 （ＩＣ５０） 分别为 ３３􀆰 ８、 ２３６􀆰 ２ μｇ ／ ｍＬ， 清除羟

自由基 ＩＣ５０分别为 ２３􀆰 ４、 ６５􀆰 ２ μｇ ／ ｍＬ， 表明 ＡＴＰＳ７ 组荔枝

壳多酚抗氧化活性更强。
３􀆰 ５　 体外消化试验　 荔枝壳多酚的成分结构复杂， 稳定性

较差， 易受温度、 氧气、 酸碱等因素破坏， 从而失去活性。
经体外消化后， ＡＴＰＳ７ 组、 Ｍ７ 组多酚含量分别为 ５１􀆰 ９％ 、
１２􀆰 ６％ ， 降低了 ４１􀆰 ５％ 、 ２５􀆰 ０％ 。 体外抗氧化活性评价结果

如图 ９所示， ＡＴＰＳ７组、 Ｍ７组清除 ＤＰＰＨ 自由基 ＩＣ５０分别

为 ５１􀆰 ８、 １３９􀆰 ５ μｇ ／ ｍＬ， 清除羟自由基 ＩＣ５０分别为 ３０􀆰 ４、
４８􀆰 ７ μｇ ／ ｍＬ， 表明相对于 Ｍ７ 组荔枝壳多酚， 经体外消化

６０１４

２０２３年 １２月
第 ４５卷　 第 １２期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｄｅｃｅｍｂｅｒ ２０２３
Ｖｏｌ． ４５　 Ｎｏ． １２



图 ８　 ＡＴＰＳ 组、 Ｍ７ 组体外抗氧化活性实验结果

图 ９　 体外模拟消化后 ＡＴＰＳ 组、 Ｍ７ 组抗氧化活性实验结果

后 ＡＴＰＳ７组荔枝壳多酚的含量与活性显著降低， 即其不稳

定性较强。
４　 讨论

双水相体系是一种新型提取方法， 条件温和， 操作简

单， 提取效率高， 避免了反复低效的萃取过程。 然而， 中

药活性成分的提取易受多种因素影响， 如溶剂类型、 液料

比、 提取温度、 时间等。 本实验制备了 ６ 种不同的双水相

体系用于提取荔枝壳多酚， 乙醇⁃硫酸铵双水相体系提取效

果最佳， 故将其作为荔枝壳多酚的提取溶剂。 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ
响应面法是一种多因素非线性试验条件优选方法， 可评估

多因素的非线性影响， 有效地筛选多因素间的最优组合，
预测能力优越。 结果显示， 最佳提取工艺为乙醇体积分数

３１％ ， 料液比 ２２ ∶ １， 超声时间 ４２ ｍｉｎ， 荔枝壳多酚得率为

８􀆰 ５４％ ， 多酚含量达 ８８􀆰 ２％ 。 与常规的乙醇提取方法比较，
乙醇⁃硫酸铵双水相体系提取荔枝壳多酚操作简单， 效率

高， 且多酚含量高， 不需繁琐的纯化富集过程［２５］ 。
荔枝壳多酚含有花青素、 没食子酸、 儿茶素等成分，

活性强， 但结构不稳定， 易分解从而失去活性［４，２４］ 。 荔枝

壳多酚的应用前景与多酚的稳定性、 消化前后的抗氧化活

性密切相关。 抗氧化活性结果显示， 乙醇⁃硫酸铵双水相体

系提取的荔枝壳多酚 ＤＰＰＨ、 羟自由基 ＩＣ５０分别为 ３３􀆰 ８、
２３􀆰 ４ μｇ ／ ｍＬ； 经体外消化后， 其 ＤＰＰＨ、 羟自由基 ＩＣ５０分别

为 ５１􀆰 ８、 ３５􀆰 ４ μｇ ／ ｍＬ， 多酚含量为 ５１􀆰 ９％ 。 实验结果表明，
虽然乙醇⁃硫酸铵双水相提取的荔枝壳多酚结构不稳定更显

著， 但多酚含量高， 抗氧化活性更佳， 优于乙醇提取的荔

枝壳多酚。 综上所述， 采用乙醇⁃硫酸铵双水相体系提取荔

枝壳多酚是一种高效快速的提取方法， 有利于荔枝壳多酚

的提取纯化， 进一步开发与利用荔枝资源。
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