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摘要：本文以紫金蜜桑叶为研究对象，采用超声波辅助乙醇同时提取紫金蜜桑叶活性成分（多酚、黄酮和多糖），并制备桑叶提

取物。以 3 种活性成分含量为考察指标，通过单因素试验考察乙醇浓度、料液比、提取温度和提取时间对活性成分提取效果的影响，

在此基础上进行正交试验以优化得到最佳提取工艺，并对桑叶提取物的抗氧化能力进行探究。结果表明，紫金蜜桑叶活性成分的最佳

提取工艺条件为乙醇浓度 60%、料液比 1:35 g/mL、提取温度 45 ℃、提取时间 70 min。在此条件下，紫金蜜桑叶活性成分的提取率

高达 20.49%，其中，多酚、黄酮和多糖的平均含量分别为 12.13 mg/g、1.79 mg/g 和 58.74 mg/g。所得桑叶提取物对 DPPH 自由基、

羟自由基以及超氧阴离子自由基的半数清除率（IC50）分别为 0.06 mg/mL、3.13 mg/mL 和 1.15 mg/mL。由此可见，紫金蜜桑叶提取

物具有较强的抗氧化能力。 
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Abstract: A combination of ultrasound-assisted and ethanol extraction was used to simultaneously isolate several active compounds, including 

polyphenols, flavonoids, and polysaccharides, from Morus macroura. The relative content of each these three classes of active compound where then 

used as indicators to explore the effects of various factors, including ethanol concentration, raw material-to-solvent ratio and extraction temperature and 

duration, on the efficacy of compound extraction using single-factor experiments. Orthogonal tests based on the experimental results were conducted to 

optimize the extraction parameters. In addition, the antioxidant capacities of the extracts were also analyzed. The results of these assays reveal that the 

most favorable conditions for extracting active components from Morus macroura are as follows: an ethanol concentration of 60%, a raw 

material-to-solvent ratio of 1:35 g/mL, an extraction temperature at 45 ℃, and an extraction duration of 70 min. Under these conditions, the active 

component extraction rate reaches up to 20.49%. In particular, the average polyphenol, flavonoid, and polysaccharide content increased to 12.13 mg/g, 

1.79 mg/g, and 58.74 mg/g, respectively. The 50% inhibitory concentrations (IC50) of the mulberry leaf extracts against DPPH, hydroxyl, and superoxide 

anion free radicals were also shown to increase to 0.06 mg/mL, 3.13 mg/mL, and 1.15 mg/mL, respectively, when using these extraction conditions. Thus, 

Morus macroura extracts can produce promising antioxidant effects when produced using optimized extraction conditions. 
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桑叶是桑科植物桑的叶子，是一种药食同源的原

料，其药用价值在我国源远流长[1]。桑叶中富含多种

生物活性成分，如多酚、黄酮、多糖、γ-氨基丁酸和

生物碱等[2]，具有抗氧化[3,4]、辅助降血糖[5,6]和降血脂
[7]等功效。研究发现，桑叶中多酚、黄酮和多糖类物

质具有良好的抗氧化作用。桑叶多酚和黄酮具有较强

的 DPPH 自由基、羟自由基和超氧阴离子自由基清除

能力，且与抗坏血酸较为接近[8,9]。而桑叶多糖抗氧化

活性相对较弱，但其对多酚和黄酮物质的抗氧化活性

具有明显增强作用[10]，三者是桑叶中起到抗氧化作用

的主要物质。我国桑叶资源丰富，在传统蚕桑业中，

桑叶主要用来饲养家蚕或作为畜禽、鱼类的饲料，整

体上用途单一，每年都有大量桑叶被废弃。开发桑叶

新用途，对提高经济和社会效益、拓宽桑叶资源利用

方式都具有重要意义。桑叶提取物作为一种天然功能

性原料，将桑叶通过水提或醇提后干燥而成，保留了

桑叶中大量的生物活性成分，可添加到普通食品或保

健食品中，具有良好的应用前景[11]。 

紫金蜜桑，又名台湾长果桑，其果实较长、成熟

期早，是一种通过大果桑和野生长果桑授粉后改良而

成的优良品种，叶片较大。目前，针对紫金蜜桑的研

究相对较少，且大多集中在桑树的种植要求和栽培技

术以及桑果的形态特征、营养成分和产品加工上，而

对于紫金蜜桑叶的相关研究未见报道[12]。 

桑叶提取物的制备采用超声波辅助乙醇提取法，

可高效提取桑叶中的抗氧化活性成分。但在提取过程

中，由于料液比、乙醇浓度、提取温度和提取时间的

差异，桑叶提取物中活性成分含量及其抗氧化能力都

会受到影响[13]。本文通过单因素和正交试验研究紫金

蜜桑叶活性成分的最佳提取工艺条件，进一步对桑叶

提取物的抗氧化能力进行分析，为紫金蜜桑叶在食品

领域的开发和应用提供试验和理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  原料 

桑叶产于四川泸州，品种为紫金蜜桑，采摘于

2020 年 7 月，选取嫩度均匀、无污染、无病虫害的桑

叶供试。 

1.2  主要试剂 

1,1- 二 苯 基 -2- 三 硝 基 苯 肼 (1,1-diphenyl- 

2-picrylhydrazyl，DPPH)、Folin- Ciocalteu 试剂，Sigma

公司；没食子酸、芦丁，阿拉丁公司；无水乙醇、碳

酸钠、亚硝酸钠、硝酸铝、氢氧化钠、葡萄糖、苯酚、

硫酸、硫酸亚铁、过氧化氢、水杨酸、邻苯三酚、

Tris-HCl 缓冲液、盐酸等试剂均为分析纯。 

1.3  主要仪器 

KQ-300VDE 三频数控超声波清洗器，昆山市超

声仪器有限公司；UV-1800PC 紫外-可见分光光度计，

上海美普达仪器有限公司；RE-52 旋转蒸发仪，上海

亚荣生化仪器厂；SCIENTZ-10N 真空冷冻干燥机，宁

波新芝生物科技股份有限公司。 

1.4  方法 

1.4.1  桑叶预处理 
桑叶洗净沥水后去柄切条，烘干粉碎后过 40 目

筛，得到干燥桑叶粉，备用。 

1.4.2  提取方法 
准确称取桑叶粉 1.0 g，在一定乙醇浓度、料液比、

提取温度和提取时间下进行超声波辅助乙醇提取。 
1.4.3  桑叶提取物中活性成分含量测定 

多酚测定参考 T/AHFIA 005-2018《植物提取物及

其制品中总多酚含量的测定 分光光度法》[14]；黄酮

测定参考 DB34/T 2743-2016《槐米及其制品中总黄酮

含量的测定 分光光度法》[15]；多糖测定参考 SN/T 

4260-2015《出口植物源食品中粗多糖的测定 苯酚-硫

酸法》[16]。 

1.4.4  单因素试验 
1.4.4.1  乙醇浓度对桑叶提取效果的影响 

准确称取桑叶粉 1.0 g，料液比为 1:30 g/mL，提

取时间为 60 min，提取温度为 40 ℃，乙醇浓度分别

为 40%、50%、60%、70%、80%和 90%，在此条件

下提取，测定活性成分的含量。 

1.4.4.2  料液比对桑叶提取效果的影响 

准确称取桑叶粉 1.0 g，乙醇浓度为 60%，提取时

间为 60 min，提取温度为 40 ℃，料液比分别为 1:20、

1:25、1:30、1:35、1:40 和 1:45，在此条件下提取，测

定活性成分的含量。 

1.4.4.3  提取温度对桑叶提取效果的影响 

准确称取桑叶粉 1 g，料液比为 1:30，乙醇浓度

为 60%，提取时间为 60 min，提取温度分别为 30 ℃、

35 ℃、40 ℃、45 ℃、50 ℃和 55 ℃，在此条件下提

取，测定活性成分的含量。 

1.4.4.4  提取时间对桑叶提取效果的影响 

准确称取桑叶粉 1.0 g，料液比为 1:30，乙醇浓度

为 60%，提取温度为 40 ℃，提取时间分别为 30 min、

40 min、50 min、60 min、70 min 和 80 min，在此条件

下提取，测定活性成分的含量[17]。 
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表1 正交试验因素水平 

Table 1 The design for orthogonal test of four factors at three different levels 

因素 
水平 

A 乙醇浓度/% B 料液比/(g/mL) C提取温度/℃ D 提取时间/min 

1 50 1:25 35 50 

2 60 1:30 40 60 

3 70 1:35 45 70 

1.4.5  正交试验 
根据单因素试验结果，在乙醇浓度、料液比、提

取温度和提取时间 4 因素下分别设置 3 水平，以多酚、

黄酮和多糖含量为考察指标进行 L9(3
4)正交试验，确

定最佳提取工艺条件。因素水平设计见表 1。 

1.4.6  提取工艺验证试验 
为验证正交试验所得条件的合理性和正确性，进

行 3 次验证试验。 

1.4.7  桑叶提取物冻干粉的制备 
将提取得到的桑叶提取液经旋蒸后预冻，随即放

入真空冷冻干燥机中干燥 48 h，取出粉碎过 60 目筛，

得到桑叶提取物冻干粉。存于-20 ℃冰箱中，备用。 

1.4.8  抗氧化实验 
1.4.8.1  DPPH 自由基清除实验 

测定参考文献（韦献雅等，2014）所述方法[18]。 

1.4.8.2  羟自由基清除实验 

测定参考文献（李冠楠等，2015）所述方法[19]。 

1.4.8.3  超氧阴离子自由基清除实验 

测定参考文献（任尧，2011）所述方法[20]。 

1.5  数据统计分析 

每组试验均设置 3 个重复。采用 Origin 8.0、SPSS 

v23 软件进行数据分析。 

2  结果与讨论 

2.1  单因素试验 

2.1.1  乙醇浓度对桑叶提取效果的影响 
不同乙醇浓度对桑叶中多酚、黄酮和多糖的提取

结果见图 1。 

由图 1 可知，随着乙醇浓度的增大，活性成分含

量呈先上升后下降的趋势。当乙醇浓度为 60%时，

多酚和多糖含量达到最大值，分别为 12.03 mg/g 和

55.43 mg/g；乙醇浓度为 70%时，黄酮含量呈最大值，

为 1.60 mg/g。当乙醇浓度从 60%到 70%，多酚得率

降低 8.41%，黄酮得率提高 2.56%，多糖得率降低

13.42%，综合考虑浓缩干燥的成本，选择乙醇浓度

为 60%。 

 

 

 
图1 乙醇浓度对桑叶提取效果的影响 

Fig.1 Effect of ethanol concentration on the extraction of 

mulberry leaf 

2.1.2  料液比对桑叶提取效果的影响 
不同料液比对桑叶中多酚、黄酮和多糖的提取结

果见图 2。 

由图 2 可知，随着溶剂体积的增加，活性成分含

量先上升后下降或基本趋于不变。当料液比为 1:30 

g/mL 时，多酚、黄酮和多糖含量都达到最大值，分别

为 10.96 mg/g、1.63 mg/g 和 49.02 mg/g，故选择料液

比为 1:30 g/mL。 
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图2 料液比对桑叶提取效果的影响 

Fig.2 Effect of solid-liquid ratio on the extraction of mulberry 

leaf 

2.1.3  提取温度对桑叶提取效果的影响 
不同提取温度对桑叶中多酚、黄酮和多糖的提取

结果见图 3。 

 
 

 

 

 

 
图3 提取温度对桑叶提取效果的影响 

Fig.3 Effect of extraction temperature on the extraction of 

mulberry leaf 

由图 3 可知，随着提取温度的提高，多酚含量持

续上升；黄酮和多糖含量先上升后下降，在 40 ℃时

达到最大值，分别为 1.67 和 51.18 mg/g。考虑到温度

上升会破坏黄酮和多糖，故选择提取温度为 40 ℃。 

2.1.4  提取时间对桑叶提取效果的影响 
不同提取时间对桑叶中多酚、黄酮和多糖的提取

结果见图 4。 

由图 4 可知，多酚含量在提取时间为 70 min 时达

到最大值，为 11.36 mg/g；黄酮含量在 30~60 min 基本

保持不变，当时间大于 60 min 时，黄酮含量逐渐下降；

随着时间的增加，多糖含量先升高后降低，在 60 min

时达最大值，为 60.75 mg/g。故选择提取时间为 60 min。 
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图4 提取时间对桑叶提取效果的影响 

Fig.4 Effect of extraction time on the extraction of mulberry 

leaf 

2.2  正交试验 

根据单因素试验结果，按照表 1 进行 L9(3
4）正交

试验，试验安排及结果见表 4。按照多指标无空列重

复试验的方差分析方法对结果进行分析，方差分析结

果见表 5。 

由表 4、5 可知，影响桑叶提取物中多酚含量的主

次因素为 B>C>A>D，料液比对多酚含量有极显著影

响，乙醇浓度和提取温度有显著影响，提取多酚的最

佳工艺条件为 A1B3C3D3；影响黄酮含量的主次因素为

D>C>A>B，提取时间对黄酮含量有极显著影响，乙

醇浓度和提取温度有显著影响，提取黄酮的最佳工艺

条件为 A1B3C3D3；影响多糖含量的主次因素为

A>C>B>D，乙醇浓度、料液比和提取温度对多糖含

量有极显著影响，提取时间有显著影响，提取多糖的

最佳工艺条件为 A2B2C3D3。综上，从正交优化试验可

以得出紫金蜜桑叶超声波辅助乙醇提取的最佳工艺条

件为 A2B3C3D3，即乙醇浓度 60%、料液比 1:35 g/mL、

提取温度 45 ℃、提取时间 70 min。 

2.3  提取工艺验证试验 

按最佳提取工艺条件进行 3 次平行试验。结果显

示桑叶提取物平均得率为 20.49%，多酚、黄酮和多糖

的平均含量分别为 12.13 mg/g、1.79 mg/g 和 58.74 

mg/g，3 组试验数据相差较小，证明正交试验优选得

出的工艺条件可靠且稳定。 

王瑞娴[21]研究 15 种桑叶的 3 种活性成分发现，

多酚含量介于 0.36 mg/g~4.26 mg/g之间，黄酮为 14.39 

mg/g~32.20 mg/g，多糖为 10.40 mg/g~101.90 mg/g。

紫金蜜桑叶在本试验优化的最佳工艺下提取的多酚含

量远高于 15 种桑叶的最大值，多糖含量比 15 种桑叶

平均多糖含量高 28.39%。而黄酮含量较低，这可能与

桑叶的生长季节有关，于小凤[22]研究发现温度对桑叶

黄酮的积累有较大影响，桑叶黄酮在 5 月份含量较高，

6 月份随着气温升高开始下降，8 月份含量最低；而本

试验供试桑叶采自 7 月，此时桑叶黄酮含量下降至较

低值。 

表4 桑叶提取工艺正交试验结果 

Table 4 Results of orthogonal test on extraction process of mulberry leaf 

试验因素 多酚含量  黄酮含量  多糖含量 
编号 

A B C D 

 

Ⅰ Ⅱ Ⅲ  Ⅰ Ⅱ Ⅲ  Ⅰ Ⅱ Ⅲ 

1 1 1 1 1  9.54 8.29 10.49  1.52 1.41 1.53  50.39 49.43 47.16 

2 1 2 2 2  10.05 10.58 11.23  1.46 1.53 1.69  51.04 52.01 52.21 

3 1 3 3 3  11.51 11.83 11.99  1.58 1.65 1.69  51.87 53.64 57.94 

4 2 1 2 3  10.16 9.26 10.42  1.49 1.48 1.50  55.51 55.39 54.51 

5 2 2 3 1  10.89 10.48 10.77  1.54 1.30 1.54  57.38 57.73 56.86 

6 2 3 1 2  10.33 10.68 10.29  1.48 1.41 1.39  50.99 51.59 51.48 

7 3 1 3 2  9.63 9.63 9.86  1.49 1.48 1.52  50.60 50.55 50.38 

8 3 2 1 3  10.16 9.83 10.27  1.49 1.40 1.42  57.64 61.07 54.06 

9 3 3 2 1  9.20 9.70 10.55  1.33 1.27 1.38  42.48 46.57 45.20 
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表5 正交试验结果方差分析 

Table 5 Variance analysis of orthogonal test 

项目 变异来源 偏差平方和 自由度 方差 F 值 临界值 Fα 显著性 

A 2.57 2 1.29 4.40 3.55 * 

B 4.80 2 2.40 8.19 6.01 ** 

C 2.82 2 1.41 4.83 3.55 * 

D 1.70 2 0.85 2.91 3.55 - 

多酚 

误差 e 5.27 2 0.29    

A 0.056 2 0.028 5.07 3.55 * 

B 0.0057 2 0.0028 0.51 3.55 - 

C 0.064 2 0.032 5.84 3.55 * 

D 0.10 2 0.052 9.34 6.01 ** 

黄酮 

误差 e 0.099 2 0.0055    

A 88.60 2 44.30 13.23 6.01 ** 

B 56.86 2 28.43 8.49 6.01 ** 

C 77.66 2 38.83 11.60 6.01 ** 

D 31.17 2 15.59 4.65 3.55 * 

多糖 

误差 e 60.28 2 3.35    

注：**表示极显著差异（p<0.01）；*表示显著性差异（p<0.05）；-表示无显著性差异。 

2.4  抗氧化能力的测定 

2.4.1  桑叶提取物对 DPPH 自由基清除能力的

测定 
桑叶提取物对 DPPH 自由基清除能力见图 5。 

 
图5 桑叶提取物对DPPH自由基的清除能力 

Fig.5 The DPPH scavenging ability of mulberry leaf extract 

由图 5 可知，桑叶提取物浓度在 0~0.2 mg/mL 范

围内，其DPPH自由基清除能力随浓度的增加而上升，

具有明显的量效关系。当浓度为 0.6 mg/mL 时，清除

率达到 93.38%，同浓度抗坏血酸的 DPPH 自由基清除

率为 97.88%，两者相当相近。结果显示，桑叶提取物

对 DPPH 自由基清除率的 IC50为 0.06 mg/mL，具有很

强的 DPPH 自由基清除能力。 

2.4.2  桑叶提取物对羟自由基清除能力的测定 
桑叶提取物对羟自由基清除能力见图 6。 

由图 6 可知，桑叶提取物浓度在 0~0.1 mg/mL 范

围内，其羟自由基清除能力随浓度的增加而上升，具

有明显的量效关系。结果显示，桑叶提取物对羟自由

基的 IC50为 3.13 mg/mL，在较高浓度时具有一定羟自

由基清除能力，但弱于抗坏血酸。 

 
图6 桑叶提取物对羟自由基的清除能力 

Fig.6 The ·OH scavenging ability of mulberry leaf extract 

2.4.3  桑叶提取物对超氧阴离子清除能力的测

定 
桑叶提取物对超氧阴离子清除能力见图 7。 

由图 7 可知，桑叶提取物浓度在 0~1.0 mg/mL 范

围内，其超氧阴离子清除能力随浓度的增加而上升，

具有明显的量效关系。当浓度为 1.0 mg/mL 时，桑叶

提取物对超氧阴离子清除率达到 55.56%，此后其清除

能力上升速度减缓。结果显示，桑叶提取物对超氧阴

离子自由基的 IC50为 1.15 mg/mL，具有较高的超氧阴

离子清除能力。 

紫金蜜桑叶提取物对 DPPH 自由基、羟自由基以
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及超氧阴离子自由基的半数清除率(IC50)分别为 0.06 

mg/mL、3.13 mg/mL 和 1.15 mg/mL，王吉成[23]等人发

现，桑叶乙醇提取物对 DPPH 自由基清除率的 IC50为

4.69 mg/ml，而其对羟自由基的清除能力较低，在实

验浓度为 20 mg/mL 时，清除能力只有达到 20%左右，

远低于本试验结果。紫金蜜桑叶提取物对 DPPH 自由

基和超氧阴离子自由基的清除能力较强，清除率接近

抗坏血酸，其中多酚、黄酮和多糖对 DPPH 自由基和

超氧阴离子自由基都有一定的清除作用；而桑叶提取

物对羟自由基的清除能力相对较弱。杨世园[24]等人研

究发现，多酚和黄酮类物质具有改变氧化态或烯醇式

与酮式官能团互变异构的化学特性，是桑叶提取物中

起到清除羟自由基作用的主要物质，而多糖类物质清

除羟自由基的能力远比多酚和黄酮类物质弱[25]。这可

能是造成本研究中多糖含量较多、多酚和黄酮含量较

少的桑叶提取物对羟自由基的清除能力较弱的重要因

素。 

 
图7 桑叶提取物对超氧阴离子的清除能力 

Fig.7 The superoxide anion free radical scavenging ability of 

mulberry leaf extract 

3  结论 

本文以紫金蜜桑叶为研究对象，采用超声波辅助

乙醇提取法提取桑叶抗氧化活性成分，通过单因素和

正交试验优化得到最佳提取工艺条件为乙醇浓度

60%、料液比 1:35 g/mL、提取温度 45 ℃、提取时间

70 min，此条件下，紫金蜜桑叶活性成分提取率高达

20.49%。在最佳提取工艺条件上制得的桑叶提取物对

DPPH 自由基、羟自由基以及超氧阴离子自由基的半

数清除率（IC50）分别为 0.06 mg/mL、3.13 mg/mL 和

1.15 mg/mL。超声波辅助乙醇提取制得的紫金蜜桑叶

提取物含有丰富的多酚、黄酮和多糖类物质，具有较

强的抗氧化能力，在功能性食品领域有着非常好的应

用前景。 
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