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电子束辐照耦合亚临界萃取对柿皮多酚含量、
组成及其体外抗氧化活性的影响

张心怡，赵　迪，李若娜，朱凯阳，胡嘉怡，徐怀德，李　梅*

（西北农林科技大学食品科学与工程学院，陕西咸阳 712100）

摘　要：为提高柿皮废弃物中多酚资源的开发价值，本文将电子束辐照（Electron beam irradiation，EBI）与传统溶

剂提取（Conventional extraction，CE）、亚临界萃取（Subcritical extraction，SE）进行耦合（EBI-CE，EBI-SE），

探究不同提取方法对柿皮多酚含量的影响。在此基础上对柿皮多酚粗提物进行纯化，分析柿皮多酚纯化物的组成

及体外抗氧化活性。结果表明，SE和 EBI-SE的柿皮多酚含量分别为 34.93 mg GAE/g DW和 31.93 mg GAE/g DW，

是 CE的 4.92和 4.50倍；纯化后 SE柿皮多酚含量为 661.39 mg GAE/g DW，抗氧化活性为传统溶剂提取的 4~5倍；

UPLC-MS/MS鉴定出该纯化物含有 455种酚类物质，其中酚酸类 134种、黄酮类 177种。结合 HPLC-QQQ-MS/MS
定量分析，SE的柿皮多酚纯化物中没食子酸和槲皮素含量较高，分别为 5.73 mg/g DW和 1.48 mg/g DW，显著高

于 CE（0.02 mg/g DW和 0.30 mg/g DW）；其 DPPH·半数清除浓度 EC50 值分别为 35.83 μg/mL和 67.97 μg/mL；由

多元统计分析可知，槲皮素和没食子酸是柿皮多酚提取物中关键的抗氧化活性单体酚，其含量与总酚含量呈正相

关。本研究将为柿皮资源开发天然抗氧化剂提供一定的理论基础。
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Abstract：To enhance the utilization potential  of polyphenolic resources in persimmon peel waste,  electron beam irradia-
tion  (EBI)  coupled  with  conventional  solvent  extraction  (CE)  and  subcritical  extraction  (SE)  (EBI-CE,  EBI-SE)  were
explored to investigate the effects of different extraction methods on polyphenol yields from persimmon peel. Based on this,
the crude polyphenolic extracts from persimmon peel were purified, and the composition and in vitro antioxidant activity of
the  purified  persimmon peel  polyphenols  were  further  analyzed.  The results  showed that  the  contents  of  persimmon peel
polyphenols in SE and EBI-SE were 34.93 mg GAE/g DW and 31.93 mg GAE/g DW, respectively, which were 4.92 and
4.50  times  that  of  CE.  After  purification,  the  content  of  persimmon  peel  polyphenols  extracted  by  SE  was  661.39  mg
GAE/g DW and the antioxidant activity was also 4~5 times higher than that  extracted by CE. A total  455 phenolic com-
pounds, including 134 phenolic acids and 177 flavonoids were identified by UPLC-MS/MS. Gallic acid (5.73 mg/g DW)
and quercetin (1.48 mg/g DW) contents in the polyphenols extracted by SE were extremely higher when compared to CE  
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(0.02 mg/g DW and 0.30 mg/g DW, respectively). The EC50 values of DPPH radical scavenging of these two monophenols
were 35.83 μg/mL and 67.97 μg/mL, respectively. Multivariate statistical analysis indicated that quercetin and gallic acid
were the key antioxidant monophenols in persimmon peel polyphenol extracts, with their concentrations exhibiting a posi-
tive  correlation  with  total  phenolic  content.  This  study  provides  valuable  insights  for  the  valorization  of  persimmon peel
waste as a sustainable source of natural antioxidants.

Key words：persimmon peel；polyphenol；subcritical extraction；electron beam irradiation；qualitative analysis

柿子（Diospyros kaki）是原产于中国的标志性水

果，目前在热带到温带等气候条件适宜的地区广泛种

植，具有食用、药用等经济价值。中国是全球最大的

柿子生产国，种植面积可达 97万公顷[1]。柿子成熟

后不易长期保存，除鲜食外，大部分被进一步深加工

制成柿饼、柿干、浓缩柿子汁等。柿皮作为柿子深加

工过程中的主要副产物（约占柿子重量的 10%[2]），常

被丢弃处理造成资源浪费。柿皮中含有酚酸类、黄

酮类，以及单宁类等酚类物质[3]。Izuchi等[4] 采用溶

剂法对柿皮中多酚类物质进行提取，槲皮素的含量

达 2.6 mg/g。Gorinstein等[5] 的研究表明柿皮是多

酚富集的重要部位，没食子酸、阿魏酸、原儿茶酸等

酚类物质的含量和抗氧化活性显著高于果肉部分。

因此，柿皮有望成为应用于功能性食品和抗氧化剂开

发等方面的多酚的新来源。

提取技术对多酚含量和组成具有显著影响[6]。

然而目前关于柿皮多酚提取方法的研究较少，且主要

集中于溶剂回流提取[7−8]、酶法提取[9]、超声波辅助提

取[10−11] 等，开发新型高效的提取技术对柿皮资源高

附加值转化具有重要意义。近年来，亚临界萃取

（Subcritical extraction，SE）技术因其高效、环保的特

点备受关注。亚临界状态是指在一定压力下，高于沸

点、低于临界点的温度区间内溶剂液化的状态。利

用溶剂在近临界状态下的特殊物化性质（低黏度、高

扩散性、介电常数下降等），可显著提高目标化合物

的提取效率[12]。此外，柿皮细胞壁主要由纤维素、半

纤维素和果胶等多糖构成，结构致密，并与多酚类物

质形成稳定复合物，导致溶剂渗透和溶质扩散受

阻 [13−15]。电子束辐照 （Electron  beam  irradiation，
EBI）是一种先进的食品加工与农产品改性技术。高

能电子束能够穿透物料，通过电离和激发作用有效断

裂细胞壁中的纤维素、半纤维素和果胶等大分子的

化学键，使致密的细胞结构变得疏松多孔，从而极大

减小传质阻力为活性物质的释放创造有利条件。邹

光铭等[16] 的研究发现低剂量（5 kGy）可以破坏核桃

青皮细胞壁结构，中剂量（10 kGy）能进一步打断糖苷

键和氢键。Qi等[17] 发现 13 kGy剂量可以使核桃青

皮的原花青素提取率增加 32.93%。EBI预处理技术

速度快、效率高、穿透力强且剂量易于控制，具有解

决植物多酚提取效率低的潜力。然而目前的研究主

要集中在 EBI预处理破坏植物细胞壁从而提高多酚

得率，关于 EBI预处理与 SE提取技术的耦合对于柿

皮多酚的提取研究相对较少，以及该技术对柿皮多酚

含量、抗氧化活性、组成等的影响未见报道。

基于此，本文以柿皮粉为原料，将 EBI预处理与

传统溶剂提取法（Conventional extraction，CE）、SE
进行耦合（EBI-CE，EBI-SE），探究不同提取方法对柿

皮多酚提取量的影响；并以 CE组为对照，考察 SE、
EBI-SE对柿皮多酚纯化物体外抗氧化能力（DPPH·、
ABTS+·、羟基自由基清除和铁离子还原抗氧化能

力）、多酚组成和特征单体酚含量的影响；在此基础

上通过 DPPH·清除率 EC50 值及单体酚含量与抗氧

化能力的相关性筛选关键抗氧化活性单体酚，以期为

柿皮多酚高效提取和加工利用提供理论参考。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

柿皮　陕西省富平骄弘农业发展有限公司提

供；无水乙醇、甲醇、氢氧化钠、碳酸钠　分析纯，广

东光华科技有限公司；2,2'-联氮-双（3-乙基苯并噻唑

啉-6-磺酸）二铵盐（ABTS）、二苯基苦味酰肼自由基

（DPPH）、福林酚　北京索莱宝科技有限公司；FRAP
总抗氧化能力试剂盒　福州飞净生物科技有限公司；

NKA-9大孔树脂　上海麦克林生化科技有限公司；

没食子酸、槲皮素、芦丁、金丝桃苷、儿茶素、二氢槲

皮素、异槲皮苷、木犀草苷标准品（纯度 98%）　成

都草源康生物科技有限公司。

D2-10 MeV/20 kV高能直线电子加速器　杨凌

核盛辐照技术有限公司；SHABA水浴恒温振荡器

　金坛宏华仪器厂；JM-38D-40液晶单频超声波仪

器　深圳市洁盟清洗设备有限公司；FCFSK-2.5L亚

临界萃取设备　郑州予华仪器制造有限公司；SHB-
D （Ш） A循环水多用真空泵　河南省泰斯特仪器有

限 公 司 ； Spark酶 标 仪 　 奥 地 利 Tecan  Austria
GmbH；UV-2600i紫外分光光度计　岛津仪器苏州

有限公司；DLSB-5/20低温冷却循环泵　武汉德力

祥仪器设备有限公司；BUCHI R-100旋转蒸发仪

　瑞士步琦公司；Vertex 70傅里叶变换红外光谱仪

　德国 Bruker公司；HC-3018R高速冷冻离心机

　安徽中科中佳科学仪器有限公司；FDA5-2.5真空

冷冻干燥机　金西盟（北京）仪器有限公司；SHI-
MADZU  Nexera  X2超高效液相色谱仪、Applied
Biosystems  4500  QTRAP串 联 质 谱 仪 、 LCMS-
8045高效液相色谱质谱仪　岛津仪器有限公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   柿皮粉制备与预处理　柿皮 40 ℃ 烘干，粉

碎，过 40目筛。柿皮粉装入聚乙烯自封袋中进行
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EBI预处理（剂量为 15 kGy）。经 EBI预处理和未处

理的柿皮粉放置 4 ℃ 储存，备用。

 1.2.2   柿皮多酚的提取

 1.2.2.1   传统溶剂提取（CE）　将 EBI预处理前和后

的柿皮粉与 70%乙醇溶液按料液比 1:25（g/mL）混
合，40 ℃ 恒温水浴振荡提取 40 min，8000 r/min离

心 15 min，上清液抽滤得到柿皮多酚粗提液。

 1.2.2.2   亚临界溶剂萃取（SE）　将 EBI预处理前

和后的柿皮粉末按料液比 1:50（g/mL）加入 70%乙

醇溶液于亚临界萃取设备的反应釜中，温度设置为

160 ℃，压力 1 MPa，提取时间 40 min。后续步骤同

1.2.2.1。

 1.2.3   总酚含量测定　采用福林酚法[18] 测定总酚含

量。0.5 mL没食子酸溶液或样品溶液与 2.5 mL 10%
福林酚试剂混合后室温避光反应 3 min，加入 2 mL
7.5%碳酸钠溶液避光反应 30 min后于 765 nm处

测定吸光值，根据没食子酸标准曲线 y=3.0835x+
0.0322（R2=0.9992）计算多酚含量。

 1.2.4   柿皮多酚粗提液纯化　采用静态吸附-解吸附

方法使用 NKA-9大孔树脂对多酚进行纯化[19]。CE、
SE、EBI-SE多酚粗提液于 40 ℃ 旋蒸浓缩除去乙

醇，浓缩液加入一定体积无水乙醇使浓缩液中乙醇浓

度为 20%，加入预活化的树脂。25 ℃ 下振荡吸附

12 h，抽滤，用蒸馏水清洗树脂除去可溶性糖、蛋白等

杂质。最后，80%乙醇溶液在 25 ℃ 条件下振荡解

吸 12 h，抽滤，收集解吸液旋蒸浓缩后真空冷冻干燥。

 1.2.5   柿皮多酚纯化物抗氧化活性测定

 1.2.5.1   DPPH·清除能力　参考先前报道的方法略

有修改 [20]，配制 0.01、0.03、0.05、0.07、0.09  mg/
mL的 VC 标准水溶液，用无水乙醇配制 0.2 mmol/L
DPPH工作液，吸取 100 μL样品或 VC 标准水溶液，

加入1 mL DPPH工作溶液，室温避光条件下反应

30 min后于 517 nm处测定吸光度，结果以每克柿皮

多酚纯化物中 VC 当量毫克数（mg VC/g DW）表示。

 1.2.5.2   ABTS+·清除能力　根据 Zhou等[20] 的方法

进行 ABTS+自由基清除能力的测定。配制 0.01、
0.03、0.05、0.07、0.09 mg/mL的 VC 标准水溶液，将

7 mmol/L ABTS溶液和 2.45  mmol/L K2S2O8 室温

避光条件按照 1:1混合 16  h得到 ABTS储备溶

液。将 ABTS储备溶液稀释至吸光度为 0.7±0.02得

到 ABTS工作液。100 μL样品或 VC 标准水溶液与

1  mL ABTS工作溶液室温避光反应 6  min后，于

734 nm处测定吸光度，结果以每克柿皮多酚纯化物

中 VC 当量毫克数（mg VC/g DW）表示。

 1.2.5.3   铁离子还原抗氧化能力（FRAP）　使用总

抗氧化能力试剂盒测定提取物的铁还原能力，于

593 nm处测定吸光度，结果以每克柿皮多酚纯化物

中 VC 当量毫克数（mg VC/g DW）表示。

 1.2.5.4   羟基自由基（·OH）清除能力　·OH清除活

性的测定方法参考 Shen等[21] 的报道并略加修改。

配制 0.08、0.16、0.24、0.32、0.4 mg/mL的 VC 标准

溶液，1  mL水杨酸乙醇溶液、1  mL稀释样品或

VC 标准溶液、1 mL 9 mmol/L FeSO4 溶液和 1 mL
0.01% H2O2 溶液混合后在 37 ℃ 反应 15 min后于

510 nm处测定吸光度，结果以每克柿皮粉末多酚纯

化物中 VC 当量毫克数（mg VC/g DW）表示。

 1.2.6   柿皮多酚组成分析　参考 Wang等[22] 的方法，

使用超高效液相色谱串联质谱（UPLC-MS/MS）对
CE、SE、EBI-SE柿皮多酚纯化物进行组成分析。用

70%甲醇配制 0.5 mg/mL的样品溶液，涡旋 15 min
后 12000 r/min离心 3 min。取上清液过 0.22 μm有

机滤膜，保存于进样瓶，以备分析。

液相色谱条件如下：色谱柱 Agilent  SB-C18

（1.8 µm，2.1 mm×100 mm），柱温 40 ℃；流动相：A相

为超纯水（含 0.1%的甲酸），B相为乙腈（含 0.1%的

甲酸）；洗脱梯度：0.00 min B相比例为 5%，9.00 min
内 B相比例线性增加到 95%，并维持在 95% 1 min，
10.00~11.10 min，B相比例降为 5%，并以 5%平衡

至 14 min；流速 0.35 mL/min；进样量 2 μL。
质谱条件：电喷雾离子源温度 500 ℃；离子喷雾

电压（IS）5500 V（正离子模式）/−4500 V（负离子模

式）；离子源气体Ⅰ（GSⅠ），气体Ⅱ（GSⅡ）和气帘气

（CUR）分别设置为 50、60和 25 psi，碰撞诱导电离

参数设置为高。分析采用多反应监测（MRM）模式，

在质谱分析时插入 QC样本以评估整个分析过程的

稳定性和重现性。

质谱数据使用 Analyst  1.6.3软件采集，基于

二级质谱图与迈维代谢数据库 MWDB（metware
database）进行比对，去除含 K+、Na+、NH4

+的重复信

号、同位素信号和其它碎片离子。Level 1水平表示

样本物质二级质谱、保留时间与数据库物质匹配得

分为 0.7 分以上；Level 2水平表示样本物质二级质

谱、保留时间与数据库物质匹配得分为 0.5~0.7 分。

Level 3水平表示物质 Q1、Q3、RT、DP、CE 与数据

库物质核对一致。利用 MultiQuant 3.0.3 软件对所

有样本的色谱峰进行积分与校正，最终以色谱峰面积

作为各代谢物的相对定量值用于后续分析。

 1.2.7   单体酚定量分析　参考李俊[23] 的方法并略加

修改 ，使用 HPLC-QQQ-MS/MS对 CE、SE、EBI-
SE柿皮多酚纯化物中的没食子酸、槲皮素、芦丁、

金丝桃苷、儿茶素、异槲皮苷进行定量分析。用

70%甲醇配制 0.5 mg/mL的样品溶液和不同浓度酚

类单体标准品溶液，过 0.22 μm有机滤膜，保存于进

样瓶中，待测。

液相色谱条件为：色谱柱 GL Sciences InertSus-
tainTMC18（5 µm，4.6×25 mm），柱温 35 ℃；流动相：

A相为超纯水（含有 0.1%的甲酸），B相为乙腈（含有

0.1%的甲酸）；梯度洗脱程序：0~11 min，7% B；11~
18 min，25% B；18~25 min，30% B；25~30 min，45%
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B；30~35 min，50% B；35~36 min，40% B；36~45 min，
7% B；流速，0.6 mL/min；进样量：5 μL。

质谱仪参数如下：ESI离子源，负离子模式，雾

化器流量 3 L/min，加热气流量 10 L/min，接口温度

300 ℃，脱溶剂温度 526 ℃，干燥气流量 10 L/min，
MRM模式。不同酚类单体质谱采集参数如表 1所

示。以不同质量浓度标准品的峰面积（x）和质量浓度

（y）绘制标准曲线（表 1）。样品测定获得的峰面积代

入标准曲线计算出样品中单体酚含量，并以 mg/g纯

化物干重（DW）表示。

 1.2.8   单体酚抗氧化活性测定　测定方法同 1.2.5.1。
建立样品质量浓度与 DPPH·清除率的量效关系，结

果表示为 EC50 值，即 DPPH·清除率达到 50%所需

样品的质量浓度（μg/mL）。

 1.3　数据处理

x

所有实验数据至少重复测定三次，以平均值

（ ）±标准差（SD）表示。采用 IBM SPSS Statistics
20软件对实验数据进行单因素方差分析、多重比较

（Duncan法）；Origin 2024软件进行绘图，P<0.05代

表差异性显著，P<0.01代表差异性极显著。

 2　结果与分析

 2.1　不同提取方法对柿皮多酚含量的影响

如图 1所示，CE多酚含量最低（7.10 mg GAE/g
DW），SE多酚含量最高（34.93 mg GAE/g DW），为

CE的 4.92倍（P<0.05）。EBI-CE多酚含量为 8.04 mg

GAE/g DW，比 CE提升 13%。EBI-SE多酚含量为

31.93 mg GAE/g DW，较单一 SE下降 8.6%（P<0.05），
是 CE的 4.50倍（P<0.05）。由此可见，不同方法提

取的柿皮多酚含量存在显著差异。CE常压条件下

溶剂的穿透力和扩散效率较低，难以充分破坏柿皮致

密的细胞壁结构，导致胞内酚类物质无法有效溶出。

与 CE相比，EBI-CE显著提高了多酚含量，这可能与

辐照处理引起的细胞壁结构破裂、膜通透性增强，促

进酚类物质从细胞内向外扩散有关[24−25]。SE状态下

溶剂介电常数显著降低，极性增强，且在较高温度时

分子的热运动加剧，渗透能力增强，物质的传质效率

提高[26]。同时，由于 SE高温和压力状态足以使柿皮

粉的细胞壁纤维素和半纤维素发生水解，细胞壁网状

结构松弛，孔隙率提升，溶剂渗透速率提高，多酚与多

糖或蛋白质之间的相互作用被打破结合态多酚得到

释放，因此，SE提取的柿皮多酚含量显著高于

CE[27−28]。Wang等[29] 应用亚临界乙醇萃取辣木叶黄

酮类化合物时，提取率较传统乙醇回流法提高了

26.7%，Yu等 [30]、Bodoira等 [31] 也有相同的研究结

果。关于 EBI与 SE耦合后柿皮多酚提取效果不如

SE的原因目前还不太清楚，这可能与 EBI处理造成

柿皮粉中某些酚类物质结构改变，从而引起柿皮多酚

含量降低有关。基于此，后续研究不再考虑 EBI-
CE，仅比较 CE、SE和 EBI-SE提取的柿皮多酚体外

抗氧化能力和多酚组成差异。

 2.2　柿皮多酚纯化物体外抗氧化能力

为明确 SE和 EBI-SE相较于 CE来说对柿皮多

酚抗氧化活性的影响，本文采用 NKA-9大孔树脂对

柿皮多酚除杂后，以 DPPH·、ABTS+·、·OH清除以

及 FRAP对纯化后的柿皮多酚进行体外抗氧化活性

评价。如图 2A所示，纯化后 SE的多酚含量最高

（661.39  mg GAE/g  DW）；EBI-SE次之（498.29  mg
GAE/g DW），均显著高于 CE（133.77 mg GAE/g DW）

（P<0.05）。三种提取方法的柿皮多酚纯化物抗氧化

能力如图 2B所示，SE多酚纯化物的 DPPH·清除能

力（283.05 mg VC/g DW）和铁还原能力（376.99 mg
VC/g DW）分别为 CE（64.23 mg VC/g DW和 94.56 mg
VC/g DW）的 4.41倍和 3.99倍，与 EBI耦合后DPPH·
清除能力和铁还原能力分别下降 11.1%和 20.2%
（P<0.05）。EBI可能促进了细胞壁和细胞膜的破裂，

引入更多杂质竞争或屏蔽活性位点造成抗氧化能力

 

表 1    单体酚质谱采集参数

Table 1    MS parameters of monomer phenols

序号 酚类单体 分子式 母离子（m/z） 子离子（m/z） 碰撞能 离子模式 标准曲线 R2

1 没食子酸 C7H6O5 168.99 124.95 18 负离子 y=865066x+36423.6 0.999

2 儿茶素 C15H14O6 288.99 245.00 15 负离子 y=394283x−32797 0.999

3 芦丁 C27H30O16 608.99 299.95 35 负离子 y=775717x−692.230 0.999

4 金丝桃苷 C21H20O12 462.99 300.05 29 负离子 y=1604830x+29762.1 0.999

5 异槲皮苷 C21H20O12 462.99 270.95 45 负离子 y=458024x−19408.2 0.996

6 槲皮素 C15H10O7 300.99 150.90 21 负离子 y=250556x−16757.8 0.999
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图 1    不同提取方法对柿皮多酚含量的影响

Fig.1    Effect of different extraction methods on the amount
of polyphenols extracted from persimmon peel

注：CE：传统溶剂提取；SE：亚临界萃取；EBI-CE：电子束耦合
传统溶剂提取；EBI-SE：电子束耦合亚临界萃取；不同小写字
母表示不同提取方法柿皮多酚含量差异显著 ， P<0.05，
图 2同。
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的降低[32]。在 ABTS+·清除能力方面，EBI-SE多酚

纯化物（453.53 mg VC/g DW）与 SE（451.57 mg VC/g
DW）没有差异，为 CE（85.72 mg VC/g DW）的 5.29
倍（P<0.05）。两种提取方法多酚纯化物的·OH清除

能力（136.93 mg VC/g DW和 129.78 mg VC/g DW）

均显著优于 CE（P<0.05），分别为 CE的 3.81倍和

3.61倍。EBI处理可能导致部分多酚氧化、聚合、异

构化，从而影响 EBI-SE柿皮多酚在不同抗氧化模型

中的表现[33]。

 2.3　柿皮多酚纯化物组成分析

多酚的生物活性不仅取决于总含量，更与单体

酚类组成密切相关[34]。为进一步探究 SE和 EBI-SE
抗氧化能力与 CE的差异，本文采用 UPLC-MS/MS
对 CE、SE、EBI-SE多酚纯化物进行了多酚广泛靶

向代谢组学定性分析。共鉴定出 455种酚类物质，

其中酚酸类 134种、黄酮类 177种、木脂素和香豆素

类 130种，鞣质 9种，其它类 5种（图 3A）。黄酮类物

质数量最多，占比达 38.90%；其次是酚酸类，占比达

29.45%；木脂素和香豆素占比为 28.57%。这三类物

质共占酚类物质的 96.92%，表明柿皮多酚纯化物的

抗氧化能力与酚类物质浓度呈正相关。进一步对比

SE与 CE和 EBI-SE与 CE之间差异物质（图 3B），
可以看出 SE与 CE相比较有 360种差异物质，EBI-
SE与 CE相比较有 353种差异物质，显著出现的差

异物质表明 SE和 EBI-SE与 CE相比，均能显著改

变酚类物质组成，可以进一步提高柿皮的利用价值。

同时，SE与 EBI-SE之间的差异物质数量远少于与

CE之间的差异，且共有 334种差异物质，这表明

EBI-SE与 SE有共性的提取特点。

SE、EBI-SE、CE多酚纯化物的总离子流色谱图

如图 3C所示，可以看出三种提取方法得到的柿皮多

酚谱存在差异。酚酸类和黄酮类已被研究证实为关

键抗氧化活性物质基础[35−36]。因此，本研究主要关注

检测到的单体酚二级质谱匹配置信度为 Level 1的

酚酸类和黄酮类物质，为后续分析建立高可信度的筛

选范围。对 CE、SE、EBI-SE中 Level 1的酚酸类和

黄酮类进行聚类分析（图 3D），根据颜色的渐变可显

示出物质峰强度的高低，基于物质峰面积数据的相似

性直观反映物质组成谱的分布情况，分支越靠近，说

明它们在整体多酚组成上越相似。由此可见，SE和

EBI-SE酚酸类和黄酮类物质的组成谱相似度更高，

不同于 CE，这表明 EBI处理是在 SE的基础上影响

酚类组成谱。

根据正离子模式和负离子模式下多酚物质的

峰强度信息计算差异倍数（Fold  Change，FC），将

SE与 CE、EBI-SE与 CE和 EBI-SE与 SE  log2FC

值由大到小排序前 10进行比较，结果如图 4所示。

在此基础上，重点关注 log2FC≥2的柿皮酚类物

质。由图 4可以看出，与 CE相比，SE中酚酸酯类如

没食子酸乙酯、阿魏酸乙酯等表现出上调，EBI-

SE也表现出相同的趋势。但其水解后母体酚酸结构

是发挥抗氧化能力的关键[37−38]。差异物质中没食子

酸、槲皮素、芦丁、儿茶素等，这些酚类物质已被研
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图 2    CE、SE、EBI-SE纯化后多酚含量（A）和
抗氧化能力（B）

Fig.2    Polyphenol contents (A) and antioxidant capacities (B)
of CE, SE, and EBI-SE after purification
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Fig.3    Qualitative analysis of polyphenols
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究证明具有显著的抗氧化活性[39−44]。对于没食子酸，

SE和 EBI-SE在高温高压下极性降低、扩散能力增

强的优势，可能更有效地水解酯键或破坏细胞结构，

释放出游离的酚酸。除没食子酸外，槲皮素相对于

CE在 SE中上调，然而与 SE相比，在 EBI-SE中表

现下调。芦丁、异槲皮苷、金丝桃苷作为槲皮素的糖

苷衍生物在 SE中下调，这可能是因为在亚临界状态

提取过程中发生了物质转化，在高温高压环境下糖苷

键发生断裂或水解，转化为了游离态苷元槲皮素，槲

皮素表现出上调。除此之外，儿茶素也表现相同的趋

势，SE和 EBI-SE过程中的高温高压条件会导致热

敏性化合物发生降解或转化[45]。这六种具有显著抗

氧化活性的差异酚类物质的含量变化可以调控不同

多酚纯化物抗氧化活性差异。

 2.4　柿皮多酚纯化物单体定量和抗氧化活性分析

进一步对 CE、SE、EBI-SE中没食子酸、槲皮

素、金丝桃苷、异槲皮苷、芦丁和儿茶素进行了

HPLC-QQQ-MS/MS定量分析，并分析了单体酚抗

氧化活性强弱。如图 5A所示，这六种物质中，没

食子酸含量在 SE和 EBI-SE中含量最高，分别为

5.73 mg/g和 5.50 mg/g，显著高于 CE（P<0.05）。除

没食子酸外，SE还显著提高了槲皮素含量（1.48 mg/
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Fig.4    Bar chart of difference multipliers for phenolic compounds
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g），加入 EBI预处理后有所下降（1.08 mg/g），但仍显

著高于 CE（P<0.05）。异槲皮苷和金丝桃苷作为槲

皮素 C3位羟基结合葡萄糖与半乳糖形成的糖苷化

衍生物，其含量在不同提取方法中表现不同。金丝桃

苷在 SE中含量（1.34 mg/g）显著低于 CE（P<0.05），
这可能是由于 SE过程中溶剂极性改变使其糖苷键

水解断裂，发生了向游离苷元槲皮素的转化[46]。EBI-

SE提高了金丝桃苷的含量（1.60 mg/g），但异槲皮苷

在 EBI-SE中的含量（2.78 mg/g）显著低于 SE中的

3.14 mg/g（P<0.05）。电子束可能更能接触空间位阻

小的葡萄糖苷键，使其断裂导致异槲皮苷含量降低，

金丝桃苷的半乳糖苷键空间构象更稳定，EBI影响较

小[47−48]。糖基的立体构型差异导致二者在植物细胞

壁基质中的空间可及性、与周围大分子的结合方式

以及键的稳定性存在差别，SE过程可能直接影响到

键能或稳定性敏感的糖苷键，EBI处理造成的糖苷键

断裂与空间可及性有关[49]。然而 EBI-SE、SE中儿

茶素含量显著低于 CE（P<0.05），SE的高温高压可能

破坏了儿茶素的结构，导致儿茶素氧化或聚合。
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图 5    CE、SE、EBI-SE柿皮多酚纯化物中单体酚含量（A）和
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Fig.5    Monomeric phenol content of purified persimmon peel
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注：不同小写字母表示不同柿皮多酚纯化物中单体酚含量和
单体酚 DPPH·清除率 EC50 值差异显著，P<0.05。
 

图 5B为不同提取方法得到的六种差异单体酚

对 DPPH·清除率的效果。EC50 值越小表明该单体

酚清除 50%DPPH·所需的浓度越低，其抗氧化能力

越强。不同单体酚的 EC50 值由小到大依次为：没食

子酸（35.83 μg/mL）、槲皮素（67.97 μg/mL）、儿茶素

（94.11  μg/mL）、芦丁（133.94  μg/mL）、金丝桃苷

（155.82 μg/mL）、异槲皮苷（192.10 μg/mL）。没食子

酸清除能力最强，可能是因为其分子含三个相邻酚羟

基可高效提供氢原子中和自由基的结构优越性，并且

浓度-清除率拟合曲线斜率陡峭，低浓度时清除率迅

速上升，符合小分子结构快速反应特性[50]。槲皮素清

除能力强于儿茶素，这可能是因为儿茶素缺乏槲皮素

的共轭体系，同时槲皮素的邻二酚羟基通常比儿茶素

间位羟基活性更强[51]。糖基引入可能阻碍酚羟基与

自由基接触[52]，槲皮素比糖苷芦丁活性更高，金丝桃

苷和异槲皮苷也需更高浓度才能达到相同清除率。

由此推断，SE和 EBI-SE柿皮多酚显著的抗氧化活

性与没食子酸和槲皮素低 EC50 相关。

 2.5　多元统计分析

为证实关键差异单体酚与不同提取方法总酚含

量之间的整体关联性及抗氧化活性贡献之间的关系，

采用主成分分析和相关性分析进一步揭示各组样品

中酚类含量和抗氧化活性之间的差异（图 6A和 B）。
由图 6A可知，主成分 1（principal component 1，

PC1）的方差贡献率为 64.4%，主成分 2（PC2）的方差

贡献率为 28.0%，两个主成分的累计方差贡献率为

92.4%，说明其可以较好地反映样品间绝大部分的差

异信息。EBI-SE和 SE集中于 PC1正方向，CE独

立分布于 PC1负方向。槲皮素、没食子酸、芦丁与

总酚呈正相关，儿茶素、异槲皮苷和金丝桃苷与总酚

呈负相关，证明槲皮素和没食子酸含量增加是 EBI-
SE总酚含量升高的主要原因。层次聚类分析热图

（图 6C）将单体酚类物质含量和类别与不同提取方法

进行关联，酚酸类物质没食子酸和黄酮类成分槲皮

素、芦丁聚为一簇，黄酮类物质儿茶素、异槲皮苷和

金丝桃苷聚为一簇，与 PCA结果保持一致。酚酸类

物质没食子酸含量特征在 SE与 EBI-SE间差异较

小，表明两种提取方法的差异主要体现在黄酮类物质

的提取，这与之前的定量结果分析相一致。单体酚含

量与抗氧化活性指标 DPPH·、ABTS+·、·OH清除以

及 FRAP之间的主成分分析和相关性反映了 SE、
EBI-SE中抗氧化作用最大的关键单体酚。由图 6B
可知，前两个主成分累计方差贡献率达 94.6%（PC1：
74.6%；PC2：20.0%），表明该模型能够较好地解释酚

类物质与抗氧化活性之间的整体变异。从主成分分

析的载荷变量可以看出，抗氧化活性向量指向

PC1正方向，没食子酸和槲皮素与 PC1高度正相关，

表明没食子酸和槲皮素是对抗氧化活性贡献最大的

单体酚。图 6D分析了柿皮多酚中六种差异单体酚

含量与多酚抗氧化能力之间的相关性，没食子酸与槲

皮素含量之间呈极显著正相关（P<0.01），与·OH清

除能力和 FRAP相关系数分别为 0.97和 0.82，呈极

显著正相关（P<0.01）。儿茶素与 ABTS+·、·OH清除

能力以及 FRAP呈现负相关。金丝桃苷与槲皮素含
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量呈现负相关，与异槲皮苷含量显著负相关（P<
0.05），也说明三者在 EBI-SE和 SE提取过程中存在

相互转化现象。金丝桃苷与 DPPH·清除能力呈现极

显著负相关（P<0.01），说明金丝桃苷含量升高会降低

整体抗氧化活性。芦丁与 ABTS+·、·OH清除能力以

及 FRAP正相关系数分别为 0.41、0.85和 0.63，异
槲皮苷与 DPPH·清除能力正相关系数为 0.76，与

ABTS+·和·OH清除能力呈负相关。芦丁和异槲皮苷

与抗氧化活性的正相关性普遍弱于其苷元槲皮素，这

与糖苷化修饰可能会削弱黄酮醇类化合物抗氧化能

力一致。综上所述，SE和 EBI-SE均能提高没食子

酸和槲皮素这两种低 EC50 成分的含量，导致其抗氧

化活性增强，EBI-SE改变槲皮素及其糖苷金丝桃苷

和槲皮苷的组成谱，影响柿皮多酚的抗氧化活性。这

为柿皮多酚定向提取和高效利用提供了重要依据。

 3　结论
本文探究了 CE、SE和 EBI-SE对柿皮多酚提

取效果、抗氧化活性和组成的影响。结果表明，SE
可以使柿皮多酚含量达到 34.93 mg GAE/g DW，是

CE的 4.92倍。EBI-SE使柿皮多酚含量达 31.93 mg
GAE/gDW，是 CE的 4.50倍。相比之下，EBI的加

入对柿皮多酚含量没有增益。与 CE相比，EBI-
SE和 SE具有共性的提取特点，能改变多酚的组成

谱。多酚的抗氧化能力与单体组成、含量和结构共

同决定，EBI-SE在不同抗氧化模型中表现不同，但均

优于 CE。通过单体酚定量、抗氧化活性以及相关性

分析可知，SE能提高柿皮多酚中关键抗氧化活性单

体没食子酸和槲皮素的含量，EBI-SE对柿皮多酚中

槲皮素及其糖苷金丝桃苷、异槲皮苷的含量产生影

响，进而影响了其抗氧化能力。后续研究可深入探

讨 EBI剂量对 SE条件下柿皮中槲皮素及其糖苷转

化的影响，为柿皮多酚定向提取提供理论支持。

© The Author(s) 2026.  This  is  an  Open  Access  article   dis-
tributed  under  the  terms  of  the  Creative  Commons  Attribution
License (https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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图 6    不同提取方法柿皮多酚的多变量数据分析

Fig.6    Multivariate data analysis of persimmon peel
polyphenols by different extraction methods

注：（A）单体含量与总酚含量主成分分析图；（B）单体含量与
抗氧化活性主成分分析图；（C）层次聚类热图；（D）单体与抗
氧化活性间相关性分析图，*表示 P<0.05，**表示 P<0.01。
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