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Abstract 
The optimal conditions for extracting procyanidins from Lycium ruthenicum Murr. with sub-cri- 
tical fluid R134a (1,1,1,2-tetrafluoroethane) in a 1 L extraction vessel were studied. Taking the 
extraction ratio of procyanidins as an indicator, the influences of pressure, temperature, and ex-
traction time on extraction rate of procyanidins from Lycium ruthenicum Murr. were studied by 
single factor experimental methods and orthogonal array design. The order of factors affecting 
extraction ratio of procyanidins was extraction temperature > extraction pressure > extraction 
time. The optimum extraction conditions were as follows: the extraction ratio of procyanidins 
from Lycium ruthenicum Murr. was the highest with a extraction pressure of 1.2 MPa, extraction 
temperature of 50˚C and extraction time of 90 min. While the contents of procyanidins in Lycium 
ruthenicum Murr. from different origins were determined by vanillin-hydrochloric acid method 
under the optimal conditions. The method has the advantages of easy operation, good selectivity, 
low extraction temperature and high extraction efficiency, which is suitable for extraction of pro-
cyanidins components in Lycium ruthenicum Murr. 
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摘  要 

在1 L萃取釜中，对亚临界流体1,1,1,2-四氟乙烷(R134a)萃取黑果枸杞中原花青素的最佳工艺进行了研

究。以原花青素的萃取率为指标，采用单因素试验和正交试验考察了萃取压力、萃取温度、萃取时间对

萃取率的影响。影响黑果枸杞中原花青素提取率的各因素主次顺序为：萃取温度 > 萃取压力 > 萃取时

间，在萃取压力1.2 MPa，萃取温度50℃，萃取时间90 min为最佳提取工艺条件下，黑果枸杞原花青素

的萃取率最高。同时在该优化条件下采用香草醛–盐酸法测定了不同产地黑果枸杞中原花青素的含量。

该方法易于操作、选择性好、萃取温度低、萃取效率高，适用于黑果枸杞中原花青素的提取。 
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1. 引言 

黑果枸杞(Lycium ruthenicum Murr.)系茄科(Solanceae)枸杞属(Lycium L.)植物[1]，是西北干旱地区一种

特有的多年生灌木野生植物，耐干旱，生长于盐碱土荒地或沙地，可作为水土保持的灌木植物[2]。果实

味甘、性平、清心热，藏医上将其用于治疗心脏病、月经不调、心热病、停经等病症；民间用作明目、

滋补强壮及降压药[3] [4]。现代药理学研究表明黑果枸杞中丰富的脂肪酸、蛋白质、游离氨基酸、矿质元

素等，有利于人体直接吸收[5]；黄酮类化合物具有抗氧化活性[6]；多糖具有抗疲劳、降血糖[7] [8]等药

理活性；花色苷具有抗氧化、抗突变、清除自由基、抗动脉硬化、减轻眼的疲劳、抑制流感病毒和疱疹

病毒等活性[9] [10]活性，而抗氧化、清除自由基与原花青素同样也是密不可分的。 
原花青素是生物类黄酮的一族，多酚类的一种，是植物的二次代谢产物，被国际上公认为清除人体

内自由基最有效的天然抗氧化剂，并且还具有抑制肿瘤、抗乙肝病毒等功能[11]。因此在医药、保健品等

行业有极大的需求，其提取工艺必然成为研究的重要部分。层析法、微波法、超声法、超临界 CO2法等
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方法已经应用到原花青素的萃取工艺中[12] [13] [14] [15]。其中层析法选择性好，但树脂本身化学结构和

洗脱溶剂对目标产物分离有一定影响；微波法提取效率高，但对分子结构产生破坏；超声波法萃取时间

短，但不可避免会使用到有机溶剂；超临界 CO2法工艺简单，但是为提高对极性较强物质的萃取率需引

入极性夹带剂，这就破坏了该工艺的绿色环保特性，且工艺复杂。亚临界流体萃取法作为一种新型的萃

取方法，其 R134a 对极性物质的溶解能力强、扩散系数大、黏度系数小[16]，在液态和临界点附近具有

良好的溶剂性能，尤其适合天然原料的萃取。在医药、保健品领域具有良好的应用前景[17]，有亚临界流

体萃取技术应用于生产花青素片的文献报道[18]。 
本研究采用亚临界流体 R134a 萃取出黑果枸杞中的原花青素，先考察了单个因素对萃取率的影响，

然后通过正交试验考察了各因素的主次关系和它们之间的综合效应，从而优化了萃取工艺。同时在该优

化条件下采用香草醛–盐酸法测定了不同产地黑果枸杞中原花青素的含量，为黑果枸杞质量控制提供了

一定参考，为其资源的研究与开发利用提供了科学的理论依据。 

2. 材料与方法 

2.1. 材料与试剂 

收集不同来源的 8 批(每批次均采集 3 份)共 24 份黑果枸杞(见表 1)。经中国科学院西北高原生物研究

所高庆波副研究员鉴定为正品黑果枸杞(Lycium ruthenicum Murr.)的成熟果实。样品预处理：收集的黑果

枸杞避光阴干，粉碎，装入密封袋中密封，置干燥器中避光保存。 
R134a (质量分数 99%，美国 Dupont)；原花青素对照品(20315-25-7，HPLC ≥ 95%，上海源叶生物科

技有限公司)；香草醛(天津市凯信化学工业有限公司)，乙醇、甲醇、浓盐酸(山东禹王实业有限公司化工

分公司)，化学试剂均为分析纯。 

2.2. 仪器与设备 

亚临界流体萃取装置(广州市浩立生物科技有限公司，由华南理工大学联合研制)；Varian Cary 300 Bio
紫外–可见分光光度仪(美国 Varian 公司)；AG135 精密电子天平(瑞士 Mettler Toledo 公司)；优普

UPE-II-40L 超纯水机(上海优普实业有限公司)。 
亚临界流体萃取装置如图 1 所示[19]，由溶剂系统、萃取系统、分离系统和溶剂回收系统组成。 

 
Table 1. Eight different origins of Lycium ruthenicum Murr. samples collected (n = 3) 
表 1. 采集的 8 个不同产地的黑果枸杞(n = 3) 

样品编号 产地 

1 青海察尔汗盐湖 

2 青海格尔木市 

3 青海都兰县宗加镇 

4 新疆库尔勒市 

5 新疆精河县 

6 新疆乌恰县 

7 甘肃民勤县平川 

8 甘肃臯兰县 
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Figure 1. Schematic diagram of the apparatus for sub-critical extraction 
图 1. 亚临界流体萃取装置图 

2.3. 原花青素的萃取方法 

黑果枸杞避光阴干，粉碎后过 40 目筛，装入密封袋中密封，置干燥器中避光保存以备使用。向筒体

微孔陶瓷滤芯 6 中装入萃取原料黑果枸杞 250 g，原料不宜填装过满，并将其装入萃取罐 5 中，盖好压环

及上堵头。 
打开冷水机 2 使制冷水在管道Ⅱ中循环流动，开启热水机及水循环 7 泵加温。开始制冷的同时，溶

剂进入低温溶媒储罐 3，液化后液态溶剂经过高压柱塞泵 4 进入萃取罐 5 中，等压力平衡好后，打开相

应的萃取罐放空阀门，慢慢放掉残留空气，当有气态溶剂顶出时关闭各阀门；启动高压柱塞泵 4，通过

调节频率来控制溶剂流量的大小，当压力加到接近所需工作压力(约 1 MPa 左右)，开始打开萃取罐 5 后

面的阀门，通过阀门调节萃取罐压力，溶剂进入分离罐 8。 
萃取结束后，在热水机及水循环 7 加热情况下，萃取液蒸发溶剂，排出原花青素萃取液。开启真空

泵 11，打开萃取罐 5 下面的管路切换阀 9，在热水机及水循环 7 加热情况下，物料脱溶剂和上述萃取液

蒸发溶剂汇合后，由气动增压泵 12 加压后输送至溶剂过滤净化装置 13 脱除 CO2和 H2O，净化的溶剂再

次进入低温溶媒储罐 3 中制冷、循环使用。原花青素浓缩萃取液，并再次经甲醇定容后采用香草醛–盐酸

比色法对黑果枸杞的原花青素含量进行测定[20]。 

2.4. 原花青素萃取率的测定方法 

2.4.1. 原花青素的测定原理 
试验采用香草醛–盐酸法，其反应机理为：原花青素是从植物中分离得到的一类黄烷醇单体及其聚合

体的多酚类化合物，在酸性 H+条件下，结构中 A 环的化学活性较高，其上的间苯二酚或间苯三酚与香草

醛发生缩合，产物在浓盐酸催化下形成了有色的正碳离子。利用原花青素显色后在 500 nm 处有最大吸收

峰比色测定其吸光度值[20]。 
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2.4.2. 标准曲线的建立  
精密量取 0.5 mg/mL 原花青素对照品溶液 0.5、1.0、1.5、2.0、2.5 mL，置于 25 mL 棕色容量瓶中，

用甲醇稀释至刻度，摇匀。取各对照品溶液 1.0 mL，至 25 mL 具塞试管中(避光)，加入 6.0 mL 4 g/100 
mL 香草醛甲醇溶液混匀，再加入 3.0 mL 浓盐酸，混匀。室温下显色 15 min，同时进行空白试验，于

500 nm 处测定其吸光度，以质量浓度(ρ)为横坐标，吸光度(A)为纵坐标绘制标准曲线，拟合得到线性关

系为： 

( )4.8237 0.0093 0.9994A rρ= + =  

2.4.3. 原花青素的萃取率计算 
根据计算得到的原花青素质量浓度可按下式(1)算出原花青素的萃取率 y： 

410Vy
m
ρ −= ×                                       (1) 

式(1)中：V 为溶剂定容总体积，mL；m 为萃取原料质量，g。 

2.4.4. 数据统计分析 
在相同萃取条件下，每个样品重复测定 3 次，结果以 x s± 表示，同时采用 SPSS 19.0 和 Excel 处理

数据。 

3. 结果与讨论 

3.1. 正交试验与方差结果分析 

在实际操作中，各单因素相互之间并非无关联，而是相互交叉影响的。通过各单因素对原花青素萃

取率的影响，由预实验结果确定在萃取剂流量为 0.15 L/min 条件下，以萃取压力、萃取温度和萃取时间

作为考察对象，在单因素试验的基础上设计了三因素三水平正交试验，以确定亚临界流体 R134a 萃取黑

果枸杞中原花青素的适宜工艺条件。同时进行了方差分析，结果分别见(表 2)和(表 3)。 
由表 2 可知，影响黑果枸杞中原花青素萃取率的各因素主次顺序为：萃取温度 > 萃取压力 > 萃取

时间。该正交设计无重复试验，采用 SPSS 19.0 软件分析可知 ss(萃取时间) = 0.015 最小，它对整个试验

结果影响最小，因而将它作为误差估计，用以检验其他因素作用的显著性。 
由表 3 可知，将萃取时间作为误差时，萃取压力与萃取温度均与萃取时间无显著性差异(P > 0.05)，

表明这三个因素对黑果枸杞中原花青素的提取率均无显著性影响。综合各种因素，选定最佳提取工艺为：

萃取压力 1.2 MPa，萃取温度 50℃，萃取时间 90 min。 

3.2. 各因素对原花青素萃取率的影响 

3.2.1. 萃取压力 
固定试验萃取温度为 50℃，萃取时间为 90 min 的条件下，考察了萃取压力为 0.6、0.8、1.0、1.2、

1.4 MPa 时对原花青素萃取率的影响，试验结果见图 2。 
由图 2 可知，黑果枸杞原花青素萃取率随着萃取压力的升高先增加后降低，在萃取压力为 1.2 MPa

时萃取率达到最大值。随着萃取压力的逐渐升高，亚临界流体 R134a 的密度也随之增加，溶解力提高，

从而使得萃取率增加。但随着萃取压力继续增加，R134a 的黏度也随之变大，限制了原花青素的扩散速

率，同时黑果枸杞中其他杂质的溶解度增加，影响了 R134a 对原花青素的选择性，导致原花青素萃取率

下降。最终确定黑果枸杞原花青素的最佳萃取压力为 1.2 MPa。 
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Figure 2. Effect of different extraction pressure on extraction ratio of procyanidins 
图 2. 不同萃取压力对原花青素萃取率的影响 

 
Table 2. Results of orthogonal test L9(34) with Lycium ruthenicum Murr. 
表 2. 以黑果枸杞为原料的 L9(34)正交试验结果 

试验号 
因素 

原花青素萃取率(%) 
萃取压力(MPa) 萃取温度(℃) 萃取时间(min) 

1 0.8 30 30 0.45 

2 0.8 50 90 1.35 

3 0.8 40 60 0.54 

4 1.0 30 60 0.41 

5 1.0 40 90 1.33 

6 1.0 50 30 0.63 

7 1.2 50 60 1.73 

8 1.2 40 30 1.35 

9 1.2 30 90 0.90 

K1 2.34 2.59 2.43  

K2 2.38 4.03 2.66  

K3 3.98 2.07 3.60  

k1 0.78 0.86 0.81  

k2 0.79 1.34 0.89  

k3 1.33 0.69 1.20  

R 0.55 0.65 0.39  

 
Table 3. Analysis of variance 
表 3. 方差分析结果 

方差来源 离差平方和(s) 自由度(v) 均方(s/v) F P 

萃取压力 0.044 2 0.022 8.032 0.111 

萃取温度 0.043 2 0.022 7.850 0.113 

萃取时间 0.015 2 0.007 1 - 
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3.2.2. 萃取温度 
固定试验萃取压力为 1.2 MPa，萃取时间为 90 min 的条件下，考察了萃取温度为 20℃、30℃、40℃、

50℃、60℃时对原花青素萃取率的影响，试验结果见图 3。 
由图 3 可知，黑果枸杞原花青素萃取率随着萃取温度的升高先增加后降低，在萃取温度为 50℃时萃

取率最高。随着萃取温度的升高，溶质的蒸汽压也随之增加，有利于其挥发性和传质速率的提高，溶解

度增加，从而使得萃取率增加。但随着萃取温度继续升高，亚临界流体 R134a 的密度也随之降低，溶解

力降低，萃取能力下降。此外，原花青素为热敏性成分，温度过高会使其遭到破坏，温度超过 50℃时原

花青素开始分解，导致原花青素萃取率随着温度的逐渐升高而下降。最终确定黑果枸杞原花青素的最佳

萃取温度为 50℃。 

3.2.3. 萃取时间 
固定试验萃取压力为 1.2 MPa，萃取温度为 50℃的条件下，考察了萃取时间为 10、30、60、90、120 

min 时对原花青素萃取率的影响，试验结果见图 4。 
由图 4 可知，黑果枸杞原花青素萃取率随着萃取时间的延长逐渐增加，至萃取时间为 90 min 时萃取

率最高，此后继续增加萃取时间萃取率增加不明显。随着萃取时间的进一步增加，黑果枸杞中的目标产

物原花青素逐渐减少，传质阻力逐渐下降，萃取率增长缓慢不明显。因此最终确定黑果枸杞原花青素的

最佳萃取时间为 90 min。 
 

 
Figure 3. Effect of different extraction temperature on extraction ratio of procyanidins 
图 3. 不同萃取温度对原花青素萃取率的影响 

 

 
Figure 4. Effect of different extraction time on extraction ratio of procyanidins 
图 4. 不同萃取时间对原花青素萃取率的影响 
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3.3. 不同产地黑果枸杞中原花青素含量测定 

黑果枸杞避光阴干，粉碎后过 40 目筛，向筒体微孔陶瓷滤芯 6 中装入萃取原料黑果枸杞约 200 g，
原料不宜填装过满，并将其装入萃取罐 5 中，盖好压环及上堵头。用亚临界流体萃取装置提取后，目标

萃取物经浓缩，并再次经甲醇定容后，采用香草醛–盐酸比色法对黑果枸杞的原花青素含量进行测定。

取样品滤液 1.0 mL，至 25 mL 具塞试管中(避光)，加入 6.0 mL 4 g/100 mL 香草醛甲醇溶液混匀，再加入

3.0 mL 浓盐酸，混匀。室温下显色 15 min，同时进行空白试验，于 500 nm 处测定其吸光度，用标准曲

线法计算含量，结果见(表 4)。 
由表 4 含量测定结果可知，不同产地样品中原花青素含量依次为青海(平均含量 1.82%) > 甘肃(平均

含量 1.52%) > 新疆(平均含量 1.05%)。其中，青海都兰县宗加镇黑果枸杞中原花青素含量最高，新疆精

河县黑果枸杞中原花青素含量最低。 
有通过有机溶剂用恒温水浴浸提法提取出黑果枸杞中的原花青素的文献报道[21] [22]，其不同产地黑

果枸杞中的原花青素含量在 1.5%~9.0%不等。其中，青海柴达木黑果枸杞中原花青素含量为 2.17%，来

自新疆精河县的为 1.47%，甘肃民勤县的为 1.21%，本文通过亚临界 R134a 流体萃取法得到的这三个产

地的黑果枸杞中原花青素含量分别为 2.17%、1.47%、1.21%，测定值相当，无显著性差异(P > 0.05)，也

说明了亚临界流体 R134a 对于原花青素这一类极性较强物质具有良好的选择性和萃取率。 

4. 结论 

本文对亚临界流体 1,1,1,2-四氟乙烷(R134a)萃取黑果枸杞中原花青素的最佳工艺进行了研究。以原花

青素的萃取率为指标，通过单因素试验和三因素三水平 L9(34)正交试验的考察，确定了在萃取压力 1.2 MPa，
萃取温度 50℃，萃取时间 90 min 为最佳提取工艺条件下，黑果枸杞原花青素的萃取率最高，影响黑果枸

杞中原花青素提取率的各因素主次顺序为：萃取温度 >萃取压力 > 萃取时间，并且这三个因素对黑果枸

杞中原花青素的提取率均无显著性影响。在该优化条件下采用香草醛–盐酸比色法测定了不同产地黑果

枸杞中原花青素的含量。不同产地样品中原花青素含量依次为青海(平均含量 1.82%) > 甘肃(平均含量

1.52%) > 新疆(平均含量 1.05%)。其中，青海都兰县宗加镇黑果枸杞中原花青素含量最高，新疆精河县

黑果枸杞中原花青素含量最低。测定结果与相关文献中的报道值相当，无显著性差异(P > 0.05)，说明了

亚临界流体 R134a 对于原花青素这一类极性较强物质具有良好的选择性和萃取率。亚临界流体萃取工艺

溶剂残留少，不会对物料中的热敏性成分造成损害，脱溶过程不必对物料加热，不仅克服了传统工艺 
 
Table 4. Contents of procyanidins in Lycium ruthenicum Murr. from different origins ( x s± , n = 3) 
表 4. 不同产地黑果枸杞中原花青素的含量( x s± , n = 3) 

样品编号 产地 原花青素含量(%) 

1 青海察尔汗盐湖 1.63 ± 0.04 

2 青海格尔木市 1.84 ± 0.04 

3 青海都兰县宗加镇 1.98 ± 0.05 

4 新疆库尔勒市 0.96 ± 0.06 

5 新疆精河县 1.46 ± 0.05 

6 新疆乌恰县 0.72 ± 0.03 

7 甘肃民勤县平川 1.40 ± 0.03 

8 甘肃臯兰县 1.64 ± 0.05 
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的不足，在保留了超临界流体萃取优点的同时，溶剂选择面大，而且涉及物料广泛，无任何污染，运行

成本低，这是其他低温萃取技术无法做到的。尤其适用于植物色素提取、药材成分提取等。已成功应用

在天然产物提取、食品工业、中药(包括复方中药)行业等。 
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