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洋葱皮总黄酮纤维素酶法提取及抗氧化研究

陈 佳 1，徐怀德 1,*，米林峰 2，包 蓉 1

(1. 西北农林科技大学食品科学与工程学院，陕西 杨凌      712100；2. 榆林市产品质量监督检验所，陕西 榆林      719000)

摘   要：采用中心组合试验设计研究纤维素酶法辅助提取洋葱皮中总黄酮的工艺条件，并对洋葱皮总黄酮的抗氧化

活性进行测定。结果表明：洋葱皮总黄酮最佳提取工艺为纤维素酶用量 0.52%、pH5.0、提取温度 48℃、提取时

间 105min、料水比(g/mL)1:40，在此条件下，提取率为 2.32%。洋葱皮总黄酮清除 DPPH 自由基和羟自由基的 IC50

分别为 3.751、4.267μg/mL；同时洋葱皮黄酮还原能力较强，高于茶多酚。洋葱皮总黄酮抗氧化性强，是一种天

然有效的抗氧化剂。
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Abstract ：The central composite design (CCD) method was employed to study the cellulase-assisted extraction process of

total flavonoids from onion peel, and their antioxidant activities were also evaluated. The results showed that the optimum

extraction conditions were obtained as follows: cellulose added at a ratio of 0.52% to hydrolyze onion peel suspended in a 40-

fold volume of water adjusted to pH 5.0 for 105 min. The extraction rate of flavonoids under these extraction conditions was

2.32%. Moreover, antioxidation experiments showed that flavoniods from onion peel had very strong scavenging effects on

DPPH free and hydroxyl radicasl, and the corresponding IC50 values were 3.751μg/mL and 4.267μg/mL. Meanwhile, onion

peel flavonoid showed stronger reducing power when compared to tea polyphenols. These findings suggest that onion peel

flavonoids are a group of strong antioxidants and have promising application prospects in healthcare foods and drugs.
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洋葱(Allium cepa L.)为百合科葱属植物，世界洋葱

产量约 4.4 亿吨，仅次于西红柿，约占世界蔬菜总量的

1 0 % [ 1 ]。洋葱皮中除含有丰富的蛋白质、色素、多糖

外，还含有 4.4% 黄酮类物质[2 ]。洋葱食用和加工过程

中产生 2 %～3 % 洋葱皮，数量相当可观，如不加以利

用，将造成资源的浪费和环境污染。

黄酮类化合物具有抗氧化、治疗心脑血管疾病、

抗癌、抗炎等作用[ 3 -6 ]。洋葱最外层表皮中槲皮素含量

最高，同时黎乃维等[7]研究表明同一品种洋葱中的黄酮

含量从外鳞叶到内鳞叶依次降低。洋葱总黄酮提取、黄

酮含量测定及性质的初步鉴别已有文献报道[8-11]，但酶

法提取洋葱皮中总黄酮的研究未见报道。与传统提取方

法相比，酶法提取具有无毒性、效率高、条件温和等

优势 [ 1 2 ]，本研究通过纤维素酶法辅助提取洋葱皮总黄

酮，探讨洋葱皮总黄酮的抗氧化性，为洋葱皮总黄酮

开发利用提供一定参考。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

黄皮洋葱(山东海洋食品营养研究所)，取其外表

皮，洗净后于真空干燥箱中 55℃烘干、粉碎、过 40 目

筛，制成洋葱皮粉备用。

芦丁标品    中国药品生物制品检定所；纤维素酶(60000
U/g)     西安沃尔森生物技术有限公司；其他试剂均为分析纯。
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1.2 仪器与设备

ALC-210.3 型电子天平    德国赛多利斯公司；HH-
S6 双列六孔型电热水浴锅、FWl00 型高速万能粉碎机、

KQ-B30 型气流烘干器    北京科伟有限公司； SHB-III 循
环水式多用真空泵    郑州长城科贸有限公司；DHG-9070A
型热恒温鼓风干燥箱    上海精宏实验设备有限公司；

PHS-3C 型精密 pH 计    上海精密科学仪器有限公司；R-
200 型旋转蒸发仪；UV-1700 型紫外 - 可见分光光度计。

1.3 方法

1.3.1 标准方程的建立

AlCl3 显色法[13]：精密称取 105℃条件干燥至质量恒

定的芦丁标品 1 0 m g，用 5 0 % 乙醇溶解，摇匀，定容

至 100mL，得到 0.1mg/mL 芦丁标准品溶液，作为贮备

液备用。分别精密吸取上述芦丁标准液 0、2 . 0、3 . 0、
4.0、5.0、6.0、7.0mL 于 25mL 比色管中，加入 1.5%
AlCl3 8mL 和醋酸 - 醋酸钠缓冲液(pH5.5) 4mL，并用 50%
乙醇水溶液定容至刻度，摇匀，静置 0 . 5 h 。在波长

415nm 下测吸光度，以吸光度为纵坐标，以显色液中芦

丁的质量(mg)为横坐标，绘制标准曲线：A=31.77x ＋ 0.006，
R2=0.9997。

1.3.2 洋葱皮总黄酮的制备和含量测定

准确称取 1g 洋葱皮样品，加入一定量的纤维素酶

和醋酸 - 醋酸钠缓冲溶液，在不同条件下进行酶解反

应。反应后将提取液煮沸 5min，使酶灭活，过滤。将

滤液真空浓缩至原液的 1 / 3，定容至 5 0 m L，待测。

取各组不同试验条件下所得的定容样液 1mL，按照

标准曲线建立的方法，测出其吸光度，根据标准曲线，

求出提取液中总黄酮的含量，并计算黄洋葱皮中总黄酮

提取率。

　　  (A ＋ 0.006)× V1 × V2

Y/%=——————————×100                          (2)
                    35.77×m

　　

式中：A 为吸光度；V 1 为样品定容的体积；V 2 为

待测样液的体积；m 为原料质量。

1.3.3 洋葱皮总黄酮酶法提取的试验设计

根据预试验及单因素试验结果，固定料水比为 1:40，
选取纤维素酶用量、提取时间、pH 值和提取温度作为

中心组合试验因素，中心组合试验数据使用 Design Ex-
per t  7.0 软件，见表 1。

1.3.4 洋葱皮总黄酮的抗氧化性研究

本实验选清除 DPPH 自由基、·OH 的能力以及还

原力作为测定洋葱皮总黄酮抗氧化能力的指标，同时

以茶多酚为对照，比较同一质量浓度下抗氧化能力的

强 弱 。

1.3.4.1 清除 DPPH 自由基的测定方法[14-15]

将洋葱皮总黄酮粗提物稀释成不同的质量浓度梯

度，各取 2 mL 不同质量浓度的黄酮溶液于试管中，再

加入 2mL 0.04mg/mL DPPH 自由基溶液，混合均匀，反

应 20min，3500r/min 离心 10min，取上清液在波长 517nm
处测其吸光度(Ai)；另各取 2mL 不同质量浓度的黄酮溶

液于试管中，分别加入无水乙醇 2 m L，反应 2 0 m i n，
3500r/min 离心 10min，取上清液在波长 517nm 处测其吸

光度(Aj)；以 2mL 0.04mg/mL DPPH 自由基溶液和 2mL 无

水乙醇反应做为参比，其吸光度记为 A 0。计算黄酮对

DPPH 自由基的清除率(E)(DPPH 自由基)。
                                               Ai－Aj

E(DPPH自由基)/% =(1－————) ×100             (3)
                                                    A0

1.3.4.2 清除·OH 的测定方法[16]

将洋葱皮总黄酮提取物用双蒸水配制成不同质量浓

度梯度，各取 2 mL 不同质量浓度的黄酮溶液，依次加

入 2mL 6mmol/L FeSO4、2mL 6mmol/L H2O2，混匀后静

置 10min，再加入 2mL 6mmol/L 水杨酸，混匀，静置

30min，在波长 510nm 处测其吸光度(Ai)，当用双蒸水代

替水杨酸时的吸光度(A j)。空白对照组以双蒸水代替黄

酮溶液吸光度 (A 0 )。计算黄酮对羟自由基的清除率

( E ) (·O H )。
                              Ai－Aj

E(·OH)/%= (1 －———) × 100                           (4)
                                   A0

1.3.4.3 总黄酮还原力的测定[17]

取 2.5mL 不同质量浓度总黄酮溶液，加入 0.2mol/L
磷酸缓冲液(pH6.6) 2.5mL及含 1%铁氰化钾水溶液 2.5mL，
50℃水浴 20min 后急速冷却，加入含 10% 三氯乙酸水溶

液 2.5mL，于 3000r/min 离心 10min，取上清液 5mL，加

蒸馏水4mL及含0.1%三氯化铁水溶液1mL，混匀后10min
于波长 700nm 处测定吸光度。吸光度越大，则说明还

原能力越强。

水平
                  因素

X1 纤维素酶用量 /% X2 pH 值 X3 提取温度 /℃ X4 提取时间 /min
+2 1.0 6.0 60 180
+1 0.8 5.5 55 150
0 0.6 5.0 50 120

－ 1 0.4 4.5 45 90
－ 2 0.2 4.0 40 60
Δj 0.2 0.5 5 30

表 1 洋葱皮总黄酮酶法提取中心组合试验因素水平表

Table 1   Variables and their coded levels in CCD design

注：Δj=(Z2j － Z1j)/2；Z1j 和 Z2j 分别表示因素 Zj 的下水平和上水平。
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2 结果与分析

2.1 中心组合试验设计结果分析

试验号
X1 加酶 X2 X3 提取温 X4  提取时 总黄酮提

量 /% pH 度 /℃ 间 /min 取率 Y/%
1 0.4 4.5 45 90 1.860
2 0.8 4.5 45 90 1.727
3 0.4 5.5 45 90 2.028
4 0.8 5.5 45 90 1.817
5 0.4 4.5 55 90 1.987
6 0.8 4.5 55 90 1.526
7 0.4 5.5 55 90 1.287
8 0.8 5.5 55 90 1.029
9 0.4 4.5 45 150 1.712
10 0.8 4.5 45 150 1.295
11 0.4 5.5 45 150 1.574
12 0.8 5.5 45 150 1.422
13 0.4 4.5 55 150 1.711
14 0.8 4.5 55 150 1.329
15 0.4 5.5 55 150 1.631
16 0.8 5.5 55 150 1.549
17 0.2 5.0 50 120 1.805
18 0.8 5.0 50 120 1.921
19 0.6 4.0 50 120 1.365
20 0.6 6.0 50 120 1.506
21 0.6 5.0 40 120 1.750
22 0.6 5.0 60 120 1.296
23 0.6 5.0 50 60 1.931
24 0.6 5.0 50 180 1.510
25 0.6 5.0 50 120 2.306
26 0.6 5.0 50 120 2.197
27 0.6 5.0 50 120 2.305
28 0.6 5.0 50 120 2.083
29 0.6 5.0 50 120 2.148
30 0.6 5.0 50 120 2.238

表 2 洋葱皮总黄酮提取中心组合试验设计与结果

Table 2   CCD arrangement and corresponding experimental results

中心组合试验结果见表 2，采用 Design Expert 软件

对表 2 试验数据进行回归分析，得到洋葱皮总黄酮提取

率对编码因素二次多项回归方程：

Y=2.210 － 0.078X1 － 0.039X2 － 0.110X3 － 0.095X4 ＋

0.043X1X2 － 0.017X1X3 ＋ 0.002X1X4 － 0.110X2X3 ＋ 0.042X2X4 ＋

0.089X3X4 － 0.099X12 － 0.210X22 － 0.180X32 － 0.130X42  (5)
由表 3 可知，P 模型＜ 0.0001，试验所选用的二次多

项模型极显著，失拟项不显著(P= 0.0547 ＞ 0.05)，其

校正调整决定系数 R2=0.8885，该模型能解释 88.85% 响

应值的变化，因此该模型拟合程度较好，可以用此模

型对酶法提取洋葱皮总黄酮进行分析和预测。

表 4 方程回归系数显著性检验表明：模型一次项 X3

(P ＜ 0.01)差异高度显著；二次项 X 12、X 22、X 32 和 X 42

(P ＜ 0.0001)差异极显著，一次项 X1、X4(P ＜ 0.05)差异

显著，交互项 X 2X 3、X 3X 4(P ＜ 0 .05 )差异显著。

2.2 主因素效应分析

在纤维素酶辅助提取情况下，提取温度对洋葱皮总

黄酮提取率影响最大，其次是加酶量和提取时间，然

后是 p H 值。

2.3 交互因素效应分析

将方程(5 )中的任意两个因素固定在零水平，对余

下的两个因素按照所得的二元二次回归方程进行 Design
Expert 软件编程运算，结果表明交互项 X2X3、X3X4 作用

显著，其响应面及等高线如图 1～2 所示，2 组图直观

地反映了各因素对响应值的影响。

2.29000
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X 3：提取温度 /℃

1.00
0.50

0.00
－0.50
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－0.500.000.50
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p H

        变异来源 自由度 平方和 均方 F 值 P 值

模型 14 3.15 0.23 8.57 ＜ 0.0001
误差 15 0.39 0.026
总和 29 3.55

失拟 10 0.35 0.035 4.53 0.0547
残差项 纯误差 5 0.039 0.0078

总和 15 0.37

表 3 回归方程方差分析

Table 3   Analysis of variances for total flavonoid yield with various
extraction conditions

      变异来源 自由度 参数估计 标准误差 t 值 P 值 显著性

         截距 1 2.210 0.066 33.48 0.0002
X1 1 － 0.078 0.033 － 2.361 0.0331 *

线性 X2 1 － 0.039 0.033 － 1.181 0.2610
项 X3 1 － 0.110 0.033 － 3.333 0.0040 **

X4 1 － 0.095 0.033 － 2.879 0.0117 *
X1X2 1 0.043 0.041 1.049 0.3022
X1X3 1 － 0.017 0.041 － 0.415 0.6821
X1X4 1 0.0018 0.041 0.044 0.9465

交互项
X2X3 1 － 0.110 0.041 － 2.683 0.0191 *
X2X4 1 0.042 0.041 1.024 0.3203
X3X4 1 0.089 0.041 2.171 0.0447 *
X1 1 － 0.099 0.031 － 3.194 0.0061 ***

二次项
X2 1 － 0.210 0.031 － 6.774 ＜ 0.0001 ***
X3 1 － 0.180 0.031 － 5.806 ＜ 0.0001 ***
X4 1 － 0.130 0.031 － 4.194 0.0006 ***

表 4 回归方程模型系数显著性分析

Table 4   Variance analysis of fitted regression equation predicting total
flavonoids yield

2

2

2

2

注：***.差异极显著，P ＜ 0.001；**.差异高度显著，P ＜ 0.01；*.差
异显著，P ＜ 0 . 0 5。
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从图 1 可得出：总黄酮提取率随着 pH 值的增大先

增后减，在 pH5.0 左右能获得较高的提取率；总黄酮提

取率随着提取温度的增大先增后减，在提取温度 50℃左

总黄酮的提取率最高。由图 1 可以确定最佳水平范围即

pH4.8～5.0，提取温度为 45～50℃。

在 pH 值的不同水平下，随着提取温度的升高，总

黄酮提取率改变的变异度不同；在提取温度的不同水平

下，随着 pH 值的增加，总黄酮提取率改变的变异度亦

不 同 。

2.4 最佳提取条件的确定

通过响应面回归方程经 Design-Expert 7.0 软件分析，

得出洋葱总黄酮最佳提取工艺为加酶量 0.524%、pH4.96、
提取温度 48.1℃、提取时间 105min、料水比 1:40，其

提取率预测可达到 2.26%。实际中验证以加酶量 0.52%、

pH5.0、提取温度 48℃、提取时间 105min 为提取参数，

得到洋葱皮总黄酮提取率为 2.32%(n=3)，与理论预测值

相比相对误差＜ 3%，因此，采用响应面优化得到的提

取工艺参数准确可靠。

2.5 洋葱皮总黄酮的抗氧化性分析

2.5.1 洋葱皮总黄酮对 DPPH 自由基清除效果

从图 3 可以看出：在 1～10μg/mL 范围内，洋葱

皮总黄酮对清除 DPPH 自由基有较好的量效关系。在 1～
10μg/mL 范围内，随着洋葱皮总黄酮质量浓度的增加，

其清除 DPPH 自由基的能力逐步增强。经过数据模拟曲

线的方程得到：洋葱皮总黄酮清除 DPPH 自由基的 IC50

为 3.751μg/mL，而茶多酚的 IC50 为 2.976μg/mL，洋葱

皮总黄酮的 IC50 约是茶多酚的 1.3 倍。因此，虽然洋葱

皮总黄酮清除 DPPH 自由基效果稍差于茶多酚，但是洋

葱皮总黄酮仍然表现出很强的清除 DPPH 自由基的能力。

2.5.2 洋葱皮总黄酮对·O H 清除效果

固定水平：加酶量 0.6%，提取时间 120min。
图 1 pH 值(X2)与提取温度(X3)对总黄酮提取率的影响

Fig.1   Response surface plot showing the effects of pH value and
extraction temperature on total flavonoids yield
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固定水平：固定加酶量 0 .6%，pH5.0。
图 2 提取温度(X3)与提取时间(X 4)对总黄酮提取率的影响

Fig.2   Response surface plot showing the effects of extraction
temperature and time on total flavonoids yield
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通过图 2 可得出：总黄酮提取率随着提取温度的增

大先增后减，在提取温度 5 0℃左右总黄酮的提取率最

高。总黄酮提取率随着加酶量的增大先增后减，在加

酶量为 0.5% 左右可以得到较高的提取率。

图 3 洋葱皮总黄酮质量浓度对 DPPH 自由基清除率影响曲线

Fig.3   Concentration dependent DPPH radical scavenging effect of
onion peel flavonoids
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图 4 洋葱皮总黄酮质量浓度对·O H 清除率影响曲线

Fig.4   Concentration dependent hydroxyl radical scavenging effect of
onion peel flavonoids
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由图 4 可看出：10～100μg/mL 范围内随着洋葱皮

总黄酮质量浓度的增加其清除·O H 的能力增强。在

10～40μg/mL 范围内，洋葱皮总黄酮对·OH 的清除效

果稍高于茶多酚。但随着质量浓度的增大，洋葱皮总

黄酮的清除率显著高于茶多酚。经过数据模拟曲线的方

程得到：洋葱皮总黄酮清除·OH 的 IC50 为 4.267μg/mL，
而茶多酚清除·OH 的 IC50 为 1.350μg/mL，洋葱皮总黄

酮的 IC50 约是茶多酚的 3.2 倍。

2.5.3 洋葱皮总黄酮还原力的测定

由图 5 可看出，洋葱皮总黄酮和茶多酚随质量浓度

的增大其吸光度逐渐增加，洋葱皮总黄酮的增大趋势大

于茶多酚，由此可见洋葱皮总黄酮的还原力极强。经

SAS 分析，洋葱皮总黄酮的还原力与质量浓度呈直线相

关，其回归方程为：y= 0.0181x ＋ 0.1085，R2=0.9981；
茶多酚的还原力也与质量浓度呈直线关系，其回归方程

为：y= 0.0148x ＋ 0.1388，R2=0.9967。因此，洋葱皮

总黄酮还原力强于茶多酚。

3 结  论

3.1 采用中心组合设计试验和响应面分析分别研究纤维

素酶用量、pH 值、提取温度、提取时间 4 因素对洋葱

皮总黄酮提取率的影响。洋葱皮总黄酮提取率的回归方

程为：Y1=2.210－ 0.078X1 － 0.039X2 － 0.110X3 － 0.095X4 ＋

0.043X1X2－0.017X1X3＋0.002X1X4－0.110X2X3＋0.042X2X4＋

0.089X3X4 － 0.099X12 － 0.210X22 － 0.180X32 － 0.130X42。

3.2 洋葱皮总黄酮酶法提取最佳工艺为纤维素酶用量

0.52%、pH5.0、提取温度 48℃、提取时间 105min、料

水比(g/mL)1:40，此条件下洋葱皮黄酮的提取率可达到2.32%。

3.3 洋葱皮总黄酮具有较强的清除DPPH 自由基和·OH
的能力，其 IC50 分别为 3.751、4.267μg/mL，且洋葱皮

总黄酮对 DPPH 自由基的抑制能力大于·OH；同时洋

葱皮黄酮还原能力较强，高于茶多酚。说明洋葱皮黄酮

具有良好的抗氧化作用，是一种天然有效的抗氧化剂。
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图 5 洋葱皮总黄酮的还原力

Fig.5   Concentration dependent reducing power of onion peel
flavonoids
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