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摘要：目的  优选胡柚幼果中柚皮苷与新橙皮苷的提取工艺。方法  在单因素试验的基础上，对乙醇浓度、料液比、提

取时间 3 个因素进行响应面 Box-Behnken 中心组合设计优化，得到最佳提取工艺。结果  最佳提取工艺条件为乙醇浓度

60%、料液比 1∶10、提取时间 1.8 h、回流提取 2 次，在此条件下柚皮苷与新橙皮苷的总得率为 23.44%。结论  本提取

工艺方法简单、合理、稳定，为工业化生产提供了一定的依据。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To optimize the extraction process of naringin and neohesperidin from Huyou fruitlet. 
METHODS  Based on the single factor experiment, Box-Benhnken three factors (ethanol concentration, solid-liquid ratio and 
extraction time) experiment by response surface design was carried out. RESULTS  The optimum conditions was as follows: 

solid to liquid ratio 1∶10, 60% ethanol, extraction time 1.8 h and extraction two times. Under these conditions, the total yield of 

naringin and neohesperidin from huyou fruitlet was 23.44%. CONCLUSION  The method is simple, reasonable, feasible and 
provide a experiment basis for its industrial production. 
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胡柚为芸香科植物柚 (Citrus. grandis L. 

Osbeck)与甜橙(Citrus. sinensis L. Osbeck)的杂交

品种[1]。胡柚幼果中含有丰富的黄酮类化合物，占

20%以上，主要为新橙皮苷、柚皮苷，其中新橙皮

苷含量较高[2]。新橙皮苷有治愈毛细血管脆性和血

浆中蛋白质通透性过高的作用[3]；还可以显著抑制

人胃癌细胞株的生长[4]；对于革兰氏阴性细菌、革

兰氏阳性细菌及酿酒酵母菌均有一定的抑制作

用[5]；对皮肤炎表现出较好的抑制作用[6]，在抗过

敏方面也具有一定的开发价值[7]。此外，新橙皮苷

经开环氢化处理后形成的新橙皮苷二氢查耳酮[8-9]，

是一种无毒、低能量、高甜度的新一代甜味剂，

口感清爽，余味持久，并具有极佳的屏蔽苦味的

功效，已被列入“食品添加剂使用卫生标准”品

种，可用于食品工业[10]。新橙皮苷在欧美一些国

家已广泛应用于保健、医药行业，具有很大的市

场前景。柚皮苷具有抗氧化、抗衰老、抗癌、抗

微生物、抑酶、降血糖、降血压、预防动脉粥样

硬化等药理作用[11-12]，已在医药和化妆品领域得

到广泛应用，也可作为天然色素、风味改良剂和

苦味剂，还可进一步合成转化为新橙皮苷[8-9]。课

题组前期研究也证实了常山胡柚幼果中新橙皮苷

含量非常高，柚皮苷含量次之，而橙皮苷含量较

少，从胡柚幼果中分离纯化得到新橙皮苷成本较

低，具有良好的应用前景，而柚皮苷也较高且能

转化为新橙皮苷，但橙皮苷含量较少。本实验研
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究胡柚幼果中柚皮苷与新橙皮苷的较优提取工艺

条件，以期为提取分离纯化得到廉价的新橙皮苷

提供一定的实验依据。 

1  试剂与仪器 

1.1  原料与试剂 

胡柚幼果采购于浙江衢州常山胡柚种植农

户，为 2016 年 5 月胡柚早期落果干燥而成，幼果

粒径<1.5 cm，并于 60 ℃真空干燥箱中烘干粉碎后

过 60 目筛；柚皮苷对照品(批号：B1511023，纯

度>98.5%)和新橙皮苷对照品(批号：B1602134，

纯度>98.5%)均购自上海阿拉丁生化科技股份有

限公司；乙腈，色谱级；磷酸、95%乙醇为分析纯。 

1.2  仪器设备 

FW-200 高速万能粉碎机(北京中兴伟业仪器

有限公司)；SHB-Ⅲ循环水式多用真空泵、集热式

磁力搅拌器(郑州长城科工贸有限公司)；RE-52B

旋转蒸发仪(上海亚荣生化仪器厂)；TE124S 电子

天平(北京赛多利斯仪器系统有限公司)；LC-20AT

高效液相色谱仪(日本岛津公司)。 

2  方法 

2.1  标准曲线的绘制 

胡柚幼果提取液中柚皮苷与新橙皮苷的含量

测定参照中国药典 2015 年版一部枳壳项下柚皮苷

与新橙皮苷的含量测定方法用 HPLC 测定[13]，色

谱柱为月旭 C18 柱(4.6 mm×150 mm，5 μm)；以

乙腈-水(20∶80)(用磷酸调节 pH 值至 3)为流动相；

检测波长为 283 nm。取柚皮苷对照品 9.43 mg、新

橙皮苷对照品 9.71 mg，用甲醇定容至 10 mL，分

别吸取 0.6，0.8，1.0，1.2，1.6，2.0 mL 的混标溶

液于 6 个 10 mL 的量瓶，用甲醇定容即得对照品

溶液，以峰面积为纵坐标，对照品溶液浓度为横

坐标绘制标准曲线。 

2.2  提取方法 

取胡柚幼果粉末 10 g，置圆底烧瓶中，加入

乙醇溶液在 70 ℃的水浴条件下回流提取，合并提

取液略浓缩，加无水乙醇，定容至 250 mL。从中

取 1 mL 再稀释 50 倍，再取稀释液 10 mL 用微孔

滤膜过滤，取续滤液作为样品溶液，参照对照品

溶液的高效液相色谱测定条件，测定峰面积，以

标准曲线计算浓度，然后计算得率。 

2.3  单因素试验 

分别考察乙醇浓度(40%，50%，60%，70%，

80%)，料液比(1∶6，1∶8，1∶10，1∶12，1∶

14)，提取时间(1.0，1.5，2.0，2.5，3.0 h)，提取

次数(1，2，3 次)对胡柚幼果中柚皮苷与新橙皮苷

得率的影响。 

2.4  响应面设计 

在单因素试验的基础上，固定提取次数 2 次，

对乙醇浓度、料液比、提取时间 3 个因素进行响

应面设计优化，根据响应面 Box-Behnken 中心组

合试验设计原理设计试验方案[14]，并进行实验，

利用 Design Expert 软件对试验数据进行回归分

析，获得 佳提取工艺条件。 

3  结果与讨论 

3.1  色谱图与标准曲线 

通过 HPLC 测定，确定该液相条件下柚皮苷、

新橙皮苷的保留时间，柚皮苷的色谱图、柚皮苷

与新橙皮苷的混合対照品溶液色谱图及样品溶液

的色谱图见图 1。柚皮苷的标准曲线方程为

A=1.515×107c+3.301×103(r=0.999 9)，线性范围

为 0.057~0.189 mg·mL1；新橙皮苷的标准曲线方

程为 A=1.905×107c–2.411×104(r=0.999 8)，线性

范围为 0.058~0.194 mg·mL1。 

  
图 1  样品的高效液相色谱图 
A对照品；B样品；1柚皮苷；2新橙皮苷。 

Fig. 1  HPLC chromatograms of sample 
Acontrol; Bsample; 1naringin; 2neohesperidin. 
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3.2  单因素试验 

3.2.1  料液比对得率的影响  取 5 份胡柚幼果粉

末各 10 g，置圆底烧瓶中，分别加入 6，8，10，

12，14 倍量的 70%乙醇提取，回流 2 次，每次 1.5 h

的条件下提取胡柚幼果中柚皮苷和新橙皮苷，考

察料液比对柚皮苷和新橙皮苷得率的影响。结果

见图 2，随着溶媒量的增大，柚皮苷和新橙皮苷的

得率呈增加趋势，但当料液比达到 1∶10 后，柚

皮苷和新橙皮苷的得率随溶媒量的增加均不明

显。因此宜选取料液比 1∶10。 

 
图 2  料液比对柚皮苷、新橙皮苷和总得率的影响 

Fig. 2  Effect of solid-liquid ratio on the yield of naringin, 
neohesperidin and total 

3.2.2  乙醇浓度对得率的影响  取 5 份胡柚幼果

粉末各 10 g，置圆底烧瓶中，分别加入 10 倍量的

40%，50%，60%，70%，80%乙醇回流提取 2 次，

每次 1.5 h 的条件下提取胡柚幼果中柚皮苷和新橙

皮苷，考察乙醇浓度对柚皮苷和新橙皮苷得率的

影响。结果见图 3，随着乙醇浓度递增，柚皮苷的

得率变化不明显，而新橙皮苷的得率和总得率都

呈先增后减的变化趋势，在乙醇浓度为 60%时，

提取柚皮苷和新橙皮苷的效果更佳。 

3.2.3  提取时间对得率的影响  取 5 份胡柚幼果

粉末各 10 g，置圆底烧瓶中，加入 10 倍量的 70%

乙醇回流提取 2 次，分别提取 1.0，1.5，2.0，2.5，

3.0 h 的条件下提取胡柚幼果中柚皮苷和新橙皮

苷，考察提取时间对柚皮苷和新橙皮苷得率的影

响。结果见图 4，分析可知提取时间在 1.5~2.0 h

时，柚皮苷、新橙皮苷的得率及总得率较大，且

2.0 h 比 1.5 h 增加不明显，而>2.0 h 后反而减少，

因此取提取时间 1.5 h 为宜。 

 
图 3  乙醇浓度对柚皮苷、新橙皮苷和总得率的影响 

Fig. 3  Effect of ethanol concentration on the yield of 
naringin, neohesperidin and total 

 

 
图 4  提取时间对柚皮苷、新橙皮苷和总得率的影响 

Fig. 4  Effect of extraction time on the yield of naringin, 
neohesperidin and total 

3.2.4  提取次数对得率的影响  取 3 份胡柚幼果

粉末各 10 g，置圆底烧瓶中，加入 10 倍量的 70%

乙醇提取，分别回流提取 1，2，3 次，每次提取

1.5 h 的条件下提取胡柚幼果中柚皮苷和新橙皮

苷，考察回流次数对柚皮苷和新橙皮苷得率的影

响。结果见图 5，提取 2 次柚皮苷和新橙皮苷已基

本提取完全，为了节省时间和节约溶剂，从工业

成本和提取周期角度来看，宜选取提取 2 次。 

3.3  响应面设计试验结果及分析 

3.3.1  Box-Benhnken 设计方案及试验结果  在单

因素试验的基础上，固定提取 2 次，对乙醇浓度、

料液比、提取时间 3 个因素进行响应面设计优化，

根据响应面 Box-Behnken 中心组合试验设计原理

设计试验方案，并进行实验，试验因素水平情况

见表 1，试验设计及结果见表 2。 
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图 5  提取次数对柚皮苷、新橙皮苷和总得率的影响 

Fig. 5  Effect of extraction times on the yield of naringin, 
neohesperidin and total 

表 1  响应面的因素与水平 

Tab. 1  Factors and levels in response surface design 

因素 
水平 

1 0 1 

A 乙醇浓度% 50 60 70 

B 料液比 1∶8 1∶10 1∶12 

C 提取时间/h 1.0 1.5 2.0 

采用 Design expert 8.0.6 软件对实验结果进行

多项拟合回归，得到胡柚幼果中柚皮苷与新橙皮

苷的总得率(Y)对乙醇浓度(A)，料液比(B)，提取时

间 (C)的二次多项回归方程为 Y=22.600.25A+ 

0.57B+0.89C+0.060AB0.023AC+0.52BC2.86A2
1.12B20.71C2。 

表 2  响应面设计安排与试验结果 

Tab. 2  Response surface design arrangement and experi- 
mental results 

序号 A/% B C/h 柚皮苷/% 新橙皮苷/% 总得率/%

10 60 1∶12 1.0 7.02 13.11 20.13 

15 60 1∶10 1.5 7.98 14.88 22.86 

5 50 1∶10 1.0 6.38 11.89 18.27 

9 60 1∶8 1.0 6.91 12.84 19.75 

1 50 1∶8 1.5 6.43 12.10 18.53 

3 50 1∶12 1.5 6.71 12.54 19.25 

6 70 1∶10 1.0 6.25 11.62 17.87 

7 50 1∶10 2.0 7.11 13.12 20.23 

17 60 1∶10 1.5 7.95 14.69 22.64 

16 60 1∶10 1.5 7.88 14.57 22.45 

8 70 1∶10 2.0 6.95 12.79 19.74 

11 60 1∶8 2.0 7.21 13.14 20.35 

12 60 1∶12 2.0 8.04 14.78 22.82 

13 60 1∶10 1.5 7.94 14.62 22.56 

14 60 1∶10 1.5 7.91 14.57 22.48 

4 70 1∶12 1.5 6.55 12.27 18.82 

2 70 1∶8 1.5 6.25 11.61 17.86 

3.3.2  回归模型的方差分析  为了检验回归方程

的有效性，进一步确定各因素对总得率的影响程

度，对回归模型进行了方差分析，结果见表 3。 

表 3  响应面设计模型的方差分析 

Tab. 3  Analysis of variance of response surface quadratic model 

来源 平方和 df 方差 F 值 P 值 显著性 

模型 55.46 9 6.16 134.49 < 0.000 1 有显著性差异 

A 0.50 1 0.50  10.80  0.013 4 有显著性差异 

B 2.57 1 2.57  55.98  0.000 1 有显著性差异 

C 6.34 1 6.34 138.29 <0.000 1 有显著性差异 

AB  0.014 1  0.014  0.31  0.592 6 无显著性差异 

AC 2.025×103 1 2.025×103   0.044  0.839 5 无显著性差异 

BC 1.09 1 1.09  23.83  0.001 8 有显著性差异 

A2 34.42 1 34.42 751.09 <0.000 1 有显著性差异 

B2 5.32 1 5.32 116.09 <0.000 1 有显著性差异 

C2 2.13 1 2.13  46.52  0.000 2 有显著性差异 

残差 0.32 7  0.046    

失拟项 0.21 3  0.071  2.64  0.185 9 无显著性差异 

纯误差 0.11 4  0.027    

总误差 55.79 16     

R2=0.994 3 Adj.R2=0.986 9 CV%=1.05% 
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从表 3 可以看出，模型的 F=134.49，P<0.000 1 

<0.05，说明本实验所采用的二次模型是很显著的。

PA，PB，PC，PBC，PA
2，PB

2，PC
2 均<0.05，说明乙

醇浓度、料液比、提取时间、料液比和提取时间

的交互项以及 3 个因素的二次项都具有显著影响；

而其他交互项影响不显著，也说明乙醇浓度与料

液比、乙醇浓度与提取时间的交互作用不大，因

此，胡柚幼果中柚皮苷与新橙皮苷的总得率(Y)对

乙醇浓度(A)，料液比(B)，提取时间(C)的二次多项

回归方程修订为 Y=22.600.25A+0.57B+0.89C+ 

0.52BC2.86A21.12B20.71C2。各因素的效应关系

为：C(提取时间)>B(料液比)>A(乙醇浓度)。相关

系数 R2=0.994 3 表明模型拟合程度较好，回归方

程能很好地描述各因素与响应值之间的关系，该

实验方法可靠，变异系数(CV)为 1.05%说明模型的

重现性很好[14-15]。 

3.3.3  响应曲面分析与优化  根据回归模型作出

响应曲面，见图 6~8，可以看出各试验因素的 佳

参数及各试验因素之间的相互作用。由柚皮苷和

新橙皮苷总得率(Y)对乙醇浓度(A)、料液比(B)、提

取时间(C)各试验因素所构成的响应曲面图可以直

观地看出的交互作用 BC 对柚皮苷和新橙皮苷总

得率的影响比较显著。 

3.3.4  提取条件的优化  用 Design-expert 8.0.6 软

件对二次多项式回归方程进行计算，得到 佳提

取工艺条件为乙醇浓度 58.83%，料液比 1∶10.49，

提取时间 1.79 h，预测得率为 23.01%。但考虑到

实际操作的便利性，将其参数修正如下：乙醇浓

度为 60%，料液比为 1∶10，提取时间为 1.8 h，

预测得率为 22.98%。 

 

 
图 6  乙醇浓度与料液比的交互作用对总得率的影响 

Fig. 6  The effect of interaction of ethanol concentration and 
solid-liquid ratio on the total yield 

 
图 7  乙醇浓度与提取时间的交互作用对总得率的影响 

Fig. 7  The effect of interaction of ethanol concentration and 
extraction time on the total yield 

 
图 8  料液比与提取时间的交互作用对总得率的影响 

Fig. 8  The effect of interaction of solid-liquid ratio and 
extraction time on the total yield 

3.3.5  验证性试验  按照分析得到的 佳提取工

艺条件：乙醇浓度 60%，料液比为 1∶10，提取时

间 1.8 h，回流 2 次，重复 3 次实验，得到柚皮苷

和新橙皮苷的实际总得率分别为： 23.45%，

23.56%，23.31%，平均得率为 23.44 mg·g1，与预

测值相近，说明 佳工艺提取条件：乙醇浓度

60%，料液比为 1∶10，提取时间 1.8 h 稳定可靠。 

4  结论 

本实验通过响应面法设计优化乙醇回流提取

胡柚幼果中柚皮苷与新橙皮苷的工艺，采用

Box-Behnken 设计方案建立的二次多项数学模型

能较准确地预测胡柚幼果中柚皮苷与新橙皮苷的

总得率。通过响应曲面综合分析得出了胡柚幼果

中柚皮苷与新橙皮苷的提取工艺 优方案为：乙

醇浓度为 60%，料液比 1∶10，提取时间 1.8 h，

回流提取 2 次，在该条件下，柚皮苷与新橙皮苷

的总得率为 23.44 mg·g1。本实验所得到的工艺条

件，可行性强，重复性好，为其工业化扩大生产

和胡柚幼果资源进一步开发利用提供了理论基础。 
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