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摘要： 目的　 优化桑叶多糖超声⁃微波协同提取工艺， 并评价其抗氧化活性。 方法　 在单因素试验基础上， 以液料比、
超声功率、 微波功率、 协同时间为影响因素， 多糖得率为评价指标， 响应面法优化提取工艺。 考察多糖对 ＤＰＰＨ 自由

基的清除作用。 结果　 最佳条件为液料比 ２５ ∶ １， 超声功率 １３９ Ｗ， 微波功率 ２５０ Ｗ， 协同时间 １４ ｍｉｎ， 多糖得率为

５􀆰 １９％ 。 多糖对 ＤＰＰＨ 自由基具有一定清除能力， ＩＣ５０为 ０􀆰 ５１３ ２ ｍｇ ／ ｍＬ。 结论　 该方法稳定可靠， 可用于超声⁃微波

协同提取抗氧化活性较强的桑叶多糖。
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　 　 桑叶为桑科植物桑树 Ｍｏｒｕｓ ａｌｂａ Ｌ． 的干燥叶，
具有祛风除湿、 清肺润燥、 平肝明目等功效［１⁃２］，
现代研究表明， 其主要活性成分为多糖、 黄酮、 生

物碱、 氨基酸、 甾醇［３］。 其中， 多糖具有明显的

降血糖、 降血脂作用［４］， 在开发药品、 保健品等

方面前景广阔。
关于桑叶多糖的提取， 文献报道方法主要有热

水浸提法、 微波提取法、 超声波提取法、 酶解

法［５⁃８］等。 其中， 超声波提取法利用超声波对溶剂

的空化作用和次级效应， 促进植物多糖浸出， 但其

热效应不强， 需要较长时间才能达到足够高的提取

温度； 微波提取法利用微波能量加热植物细胞内

部， 使细胞内的活性成分更易释放［９⁃１０］， 将上述 ２
种方法相结合时， 具有提取率高、 提取时间短、 生

物活性好的优点。 目前， 已有将两者联合应用于植

物天然成分提取的报道［１１⁃１２］， 但尚未涉及桑叶

多糖。
因此， 本实验采用超声⁃微波协同提取桑叶多
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糖， 响应面法优化工艺， 并考察该成分抗氧化活

性， 以期为其深入开发及相关产品研制提供理论

依据。
１　 材料

１􀆰 １　 试剂与药物　 桑叶采自滁州学院， 经滁州学

院张伟钢副教授鉴定为正品。 １， １⁃二苯基⁃２⁃三硝

基苯肼 （ＤＰＰＨ）、 葡萄糖 （纯度＞９９􀆰 ５％ ）、 维生

素 Ｃ、 无水乙醇、 浓硫酸、 苯酚均为国产分析纯。
１􀆰 ２　 仪器　 ＳＨＺ⁃Ｄ （Ⅲ） 循环水式真空泵 （巩义

市宇翔仪器有限公司）； ＴＵ１８１０ 紫外可见分光光

度计 （上海光谱仪器有限公司）； 微波超声波组合

萃取仪 （上海比朗仪器制造有限公司）； ＢＳＭ⁃１２０
电子分析天平 （上海卓精电子科技有限公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 桑叶多糖提取　 称取一定量桑叶， 烘干粉碎

后过 ６０ 目筛， 石油醚脱脂， ８０％ 乙醇除去色素，
干燥， 密封置于干燥器中， 取适量按一定液料比加

入蒸馏水后混合均匀， 超声⁃微波协同浸提， 抽滤，
７５％ 乙醇醇沉， 离心， 复溶， 再进行二次醇沉， 干

燥至恒定质量， 即得桑叶多糖。 称取 １􀆰 ０ ｇ， 加蒸

馏水定容至 １００ ｍＬ 作为样品溶液， 备用。
２􀆰 ２　 桑叶多糖得率测定　 采用苯酚⁃硫酸法［１３⁃１４］，
在 ４９０ ｎｍ 波长处测定吸光度， 以其为纵坐标

（Ａ）， 溶液质量浓度为横坐标 （Ｘ） 进行回归， 得

方程为 Ａ ＝ ２􀆰 １５１ ５Ｘ＋０􀆰 ００１ １７ （ ｒ ＝ ０􀆰 ９９８ ２）， 在

０􀆰 ０１０ ～ ０􀆰 ０５５ ｍｇ ／ ｍＬ 范围内线性关系良好。 取

１ ｍＬ 样品溶液于试管中， 加入蒸馏水 １ ｍＬ、 ５％ 苯

酚溶液 １ ｍＬ、 浓硫酸 ５ ｍＬ， 水浴反应 １５ ｍｉｎ， 在

４９０ ｎｍ 波长处测定吸光度， 代入上述回归方程测

定溶液质量浓度， 计算桑叶多糖得率， 公式为得

率＝ｎ×ｃ×Ｖ ／ ｍ×１００％ ， 其中 ｎ 为稀释倍数； ｃ 为溶

液质量浓度， 单位 ｇ ／ ｍＬ； Ｖ 为提取物定容体积，
单位 ｍＬ； ｍ 为样品质量， 单位 ｇ。
２􀆰 ３　 方法学考察

２􀆰 ３􀆰 １　 精密度试验　 吸取 ０􀆰 １ ｍｇ ／ ｍＬ Ｄ⁃无水葡萄

糖对照品溶液 ０􀆰 ５ ｍＬ， 按 “２􀆰 ２” 项下方法平行测

定 ６ 次吸光度， 测得其 ＲＳＤ 为 １􀆰 ８６％ ， 表明仪器

精密度良好。
２􀆰 ３􀆰 ２ 　 重复性试验 　 取同一批桑叶多糖， 按

“２􀆰 １” 项下方法制备 ６ 份样品溶液， 按 “２􀆰 ２” 项

下方法测定吸光度， 测得其 ＲＳＤ 为 １􀆰 ２９％ ， 表明

该方法重复性良好。
２􀆰 ３􀆰 ３　 稳定性试验 　 按 “２􀆰 １” 项下方法制备样

品溶 液， 室 温 下 于 ０、 ２、 ４、 ８、 １０、 １２ ｈ 按

“２􀆰 ２” 项下方法测定吸光度， 测得其 ＲＳＤ 为

１􀆰 ３９％ ， 表明样品溶液在 １２ ｈ 内稳定性良好。
２􀆰 ３􀆰 ４　 加样回收率试验 　 吸取 ９ 份 “２􀆰 １” 项下

样品溶液， 按 ５０％ 、 １００％ 、 １５０％ 水平加入 Ｄ⁃无水

葡萄糖对照品溶液， 平行 ３ 份， 按 “２􀆰 ２” 项下方

法测定吸光度， 测得其平均加样回收率分别为

９５􀆰 ８２％ 、 ９７􀆰 ６２％ 、 ９６􀆰 ５７％ ， ＲＳＤ 分别为 １􀆰 ６３％ 、
１􀆰 ２１％ 、 １􀆰 ８９％ 。
２􀆰 ４　 ＤＰＰＨ 清除率测定 　 参考文献 ［１５］， 称取

１􀆰 ０ ｇ桑叶多糖， 无水乙醇制成不同质量浓度溶液，
各取 １􀆰 ０ ｍＬ， 加 ０􀆰 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＤＰＰＨ 乙 醇 溶 液

２􀆰 ０ ｍＬ， 室温下避光反应 ３０ ｍｉｎ， 于 ５１７ ｎｍ 波长处

测定吸光度 Ａｉ； 以无水乙醇代替 ＤＰＰＨ 乙醇溶液，
测定吸光度 Ａｊ； 以蒸馏水代替样品溶液， 测定吸光

度 Ａ０， 计算桑叶多糖对 ＤＰＰＨ 自由基的清除率， 公

式为清除率＝ ｛ ［Ａ０－ （Ａｉ－Ａｊ） ］ ／ Ａ０｝ ×１００％ 。
３　 结果

３􀆰 １　 单因素试验

３􀆰 １􀆰 １　 液料比 　 在超声功率 １００ Ｗ、 微波功率

２５０ Ｗ、 提取时间 １０ ｍｉｎ 的条件下， 考察液料比对

多糖得率的影响， 结果见图 １。 由此可知， 液料比

１０ ∶ １～ ２５ ∶ １ （ｍＬ ／ ｇ） 时多糖得率逐渐升高， 在

２５ ∶ １ （ｍＬ ／ ｇ） 时达到最大， 之后略有下降， 其原

因可能是液料比升高时溶剂增多， 传质速率变大，
可促进多糖溶出， 但溶剂过多容易造成超声波、 微

波的大部分能量作用于溶剂上， 作用于物料上的减

少［１６］。 因此， 本实验选择 ２０ ∶ １、 ２５ ∶ １、 ３０ ∶ １
（ｍＬ ／ ｇ） 进行响应面优化。

图 １　 液料比对多糖得率的影响

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｌｉｑｕｉｄ⁃ｓｏｌｉｄ ｒａｔｉｏ ｏｎ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｙｉｅｌｄ

３􀆰 １􀆰 ２　 超声功率 　 在液料比 ２０ ∶ １、 微波功率

２５０ Ｗ、 提取时间 １０ ｍｉｎ 的条件下， 考察超声功率

对多糖得率的影响， 结果见图 ２。 由此可知， 超声

功率 ５０～１５０ Ｗ 时多糖得率逐渐升高， 在 １５０ Ｗ 时

达到最大， 但之后反而降低， 其原因可能是超声波
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振动会产生较强的空化和剪切效应， 使多糖传质效

率提高， 但振动过大可破坏其糖苷键［１７］。 因此，
本实验选择 １００、 １５０、 ２００ Ｗ 进行响应面优化。

图 ２　 超声功率对多糖得率的影响

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃ ｐｏｗｅｒ ｏｎ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｙｉｅｌｄ

３􀆰 １􀆰 ３　 微波功率 　 在液料比 ２０ ∶ １、 超声功率

１００ Ｗ、 提取时间 １０ ｍｉｎ 的条件下， 考察微波功率

对多糖得率的影响， 结果见图 ３。 由此可知， 随着

微波功率升高， 多糖得率先增后减， 在 ２５０ Ｗ 时

达到最大， 其原因可能为微波功率升高可使温度快

速上升， 多糖溶出速度变大， 溶出量增多， 但功率

过大可阻碍介质渗入［１８］。 因此， 本实验选择 １５０、
２００、 ２５０ Ｗ 进行响应面优化。

图 ３　 微波功率对多糖得率的影响

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉｃｒｏｗａｖｅ ｐｏｗｅｒ ｏｎ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｙｉｅｌｄ

３􀆰 １􀆰 ４　 协同时间 　 在液料比 ２０ ∶ １、 超声功率

１００ Ｗ、 微波功率 ２５０ Ｗ 的条件下， 考察协同时间

对多糖得率的影响， 结果见图 ４。 由此可知， 多糖

得率随着协同时间延长而升高， 在 １５ ｍｉｎ 时达到

最大， 但继续延长时反而下降， 其原因可能为多糖

结构和性质在较长时间的超声⁃微波作用下可降解

为单糖［１９⁃２０］。 因此， 本实验选择 １０、 １５、 ２０ ｍｉｎ
进行响应面优化。
３􀆰 ２　 响应面法优化　 在单因素试验基础上， 选择

液料比 （Ａ）、 超声功率 （Ｂ）、 微波功率 （Ｃ）、 协

同时间 （Ｄ） 作为影响因素， 多糖得率 （Ｙ） 作为

评价指标， 响应面法［２１］ 优化提取工艺。 因素水平

图 ４　 协同时间对多糖得率的影响

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃ ｔｉｍｅ ｏｎ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｙｉｅｌｄ

见表 １， 结果见表 ２。
表 １　 因素水平

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｌｅｖｅｌｓ
水平 Ａ 液料比 Ｂ 超声功率 ／ Ｗ Ｃ 微波功率 ／ Ｗ Ｄ 协同时间 ／ ｍｉｎ
－１ ２０ ∶ １ １００ ２００ １０
０ ２５ ∶ １ １５０ ３００ １５
１ ３０ ∶ １ ２００ ４００ ２０

表 ２　 试验设计与结果

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｄｅｓｉｇｎ ａｎｄ ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ｔｅｓｔｓ

试验号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ｙ 多糖得率 ／ ％
１ ０ ０ １ －１ ３􀆰 ２８
２ ０ １ １ ０ ２􀆰 ４７
３ ０ ０ ０ ０ ５􀆰 １２
４ ０ －１ －１ ０ ３􀆰 ０９
５ －１ ０ －１ ０ ３􀆰 ５２
６ １ １ ０ ０ ３􀆰 ４３
７ ０ ０ ０ ０ ５􀆰 ０８
８ －１ ０ ０ １ ３􀆰 ０４
９ －１ １ ０ ０ ４􀆰 ０２
１０ ０ １ ０ －１ ３􀆰 ２９
１１ ０ －１ ０ －１ ４􀆰 ３６
１２ １ ０ ０ １ ３􀆰 ８３
１３ ０ ０ ０ ０ ５􀆰 ２７
１４ ０ －１ ０ １ ３􀆰 ０５
１５ －１ ０ ０ －１ ４􀆰 ４８
１６ １ －１ ０ ０ ４􀆰 ５６
１７ ０ ０ ０ ０ ５􀆰 １８
１８ ０ １ －１ ０ ２􀆰 ９２
１９ ０ ０ １ １ ２􀆰 １７
２０ １ ０ １ ０ ３􀆰 ８２
２１ １ ０ ０ －１ ４􀆰 １６
２２ ０ ０ －１ １ ２􀆰 ３７
２３ ０ －１ １ ０ ３􀆰 ０９
２４ －１ －１ ０ ０ ４􀆰 ０１
２５ ０ ０ ０ ０ ５􀆰 ２１
２６ －１ ０ １ ０ ３􀆰 ０１
２７ １ ０ －１ ０ ３􀆰 ４８
２８ ０ ０ －１ －１ ３􀆰 ２０
２９ ０ １ ０ １ ２􀆰 ６９
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　 　 通过 Ｄｅｓｉｇｎ⁃Ｅｘｐｅｒｔｖ８􀆰 ０􀆰 ６ 软件进行拟合， 得到

二次回归方程为 Ｙ＝ ０􀆰 ５７＋０􀆰 １００Ａ－０􀆰 ２８Ｂ－０􀆰 ０６２Ｃ－
０􀆰 ４Ｄ－０􀆰 ２８ＡＢ＋０􀆰 ２１ＡＣ＋０􀆰 ２８ＡＤ－０􀆰 １１ＢＣ＋０􀆰 １８ＢＤ－
０􀆰 ０７０ＣＤ－０􀆰 ３１Ａ２ －０􀆰 ８５Ｂ２ －１􀆰 ４２Ｃ２ －０􀆰 ９９Ｄ２， 模型

决定系数 Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９２ ２， 调整系数Ｒ２
ａｄｊ ＝ ０􀆰 ９８４ ５， 均

接近于 １， 表明模型一致性良好； 变异系数为

３􀆰 ０６％ ， 表明模型拟合程度理想， 方差分析见表

３。 由此可知， 模型 Ｐ＜０􀆰 ０００ １， 表明它有显著意

义； 失拟项 Ｐ＞０􀆰 ０５， 表明失拟程度不显著； 各因

素影响程度依次为协同时间＞超声功率＞液料比＞微
波功率， Ｂ、 Ｄ、 ＡＢ、 ＡＤ、 Ａ２、 Ｂ２、 Ｃ２、 Ｄ２ 有显著

影响 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 表明该模型能用于预

测。 响应面分析见图 ５。

表 ３　 方差分析

Ｔａｂ􀆰 ３　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅ

来源 离均差平方和 自由度 均方 Ｆ 值 Ｐ 值

模型 ２２􀆰 ９８ １４ １􀆰 ６４ １２８􀆰 ０１ ＜０􀆰 ０００ １
Ａ ０􀆰 １２ １ ０􀆰 １２ ９􀆰 ３６ ０􀆰 ００８ ５
Ｂ ０􀆰 ９３ １ ０􀆰 ９３ ７２􀆰 ５０ ＜０􀆰 ０００ １
Ｃ ０􀆰 ０４６ １ ０􀆰 ０４６ ３􀆰 ５６ ０􀆰 ０８０ １
Ｄ ２􀆰 ６３ １ ２􀆰 ６３ ２０５􀆰 ２７ ＜０􀆰 ０００ １
ＡＢ ０􀆰 ３２ １ ０􀆰 ３２ ２５􀆰 ３４ ０􀆰 ０００ ２
ＡＣ ０􀆰 １８ １ ０􀆰 １８ １４􀆰 ０９ ０􀆰 ００２ １
ＡＤ ０􀆰 ３１ １ ０􀆰 ３１ ２４􀆰 ０２ ０􀆰 ０００ ２
ＢＣ ０􀆰 ０５１ １ ０􀆰 ０５１ ３􀆰 ９５ ０􀆰 ０６６ ９
ＢＤ ０􀆰 １３ １ ０􀆰 １３ ９􀆰 ８３ ０􀆰 ００７ ３
ＣＤ ０􀆰 ０２ １ ０􀆰 ０２ １􀆰 ５３ ０􀆰 ２３６ ７
Ａ２ ０􀆰 ６ １ ０􀆰 ６ ４７􀆰 １１ ＜０􀆰 ０００ １
Ｂ２ ４􀆰 ７２ １ ４􀆰 ７２ ３６７􀆰 ７９ ＜０􀆰 ０００ １
Ｃ２ １３􀆰 １３ １ １３􀆰 １３ １ ０２３􀆰 ８８ ＜０􀆰 ０００ １
Ｄ２ ６􀆰 ３ １ ６􀆰 ３ ４９０􀆰 ９８ ＜０􀆰 ０００ １

残差 ０􀆰 １８ １４ ０􀆰 ０１３ — —
失拟项 ０􀆰 １６ １０ ０􀆰 ０１６ ２􀆰 ８２ ０􀆰 １６４ ６
纯误差 ０􀆰 ０２２ ４ ５􀆰 ５７×１０－３ — —
总和 ２３􀆰 １６ ２８ — — —

图 ５　 各因素响应面图

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｐｌｏｔｓ ｆｏｒ ｖａｒｉｏｕｓ ｆａｃｔｏｒｓ
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　 　 通过 Ｄｅｓｉｇｎ⁃Ｅｘｐｅｒｔ８􀆰 ０􀆰 ６ 软件进行拟合， 得到

最优工艺为液料比 ２５􀆰 ４９ ∶ １， 超声功率 １３９􀆰 ３ Ｗ，
微波功率 ２５０􀆰 １９ Ｗ， 协同时间 １３􀆰 ８２ ｍｉｎ， 桑叶多

糖得率为 ５􀆰 ２６４ ６％ ， 为了便于实际操作， 将其修

正为液料比 ２５ ∶ １， 超声功率 １３９ Ｗ， 微波功率

２５０ Ｗ， 协同时间 １４ ｍｉｎ。 对上述优化工艺进行 ３
批验证试验， 测得桑叶多糖平均得率为 ５􀆰 １９％ ，
与预测值 ５􀆰 ２６４ ６％ 接近， 表明模型稳定可靠。 再

将本实验所用的超声⁃微波协同提取与热水浸提［５］、
微波提取［６］、 超声提取［７］ 进行比较， 结果见表 ４，
可知该方法提取时间更短， 多糖得率更高。

表 ４　 ４ 种提取方法比较

Ｔａｂ􀆰 ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｆｏｕｒ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ
提取方法 提取时间 ／ ｍｉｎ 多糖得率 ／ ％

热水浸提 ８５ ４􀆰 ３３
微波提取 １０ ４􀆰 ２６
超声提取 ３０ ２􀆰 ９９
超声⁃微波协同提取 １５ ５􀆰 １９

３􀆰 ３　 抗氧化活性研究　 图 ６ 显示， 多糖溶液质量浓度

与ＤＰＰＨ自由基清除率呈正比， ＩＣ５０为 ０􀆰 ５１３ ２ ｍｇ ／ ｍＬ，
表明它具有较强的抗氧化活性。

图 ６　 多糖对 ＤＰＰＨ 自由基的清除作用

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａ⁃
ｒｉｄｅｓ ｏｎ ＤＰＰＨ ｆｒｅｅ ｒａｄｉｃａｌ

４　 讨论

桑叶多糖主要由葡萄糖、 甘露糖、 半乳糖、 鼠

李糖、 阿拉伯糖、 木糖等组成［２２］， 具有明显的免

疫调节、 抗氧化、 降血糖等作用。 桑叶作为我国传

统中药， 具有安全性好、 无不良反应的优点， 而且

资源丰富， 在医药方面的应用越来越受到重视， 多

糖作为其主要活性成分之一， 目前相关研究主要集

中在单糖组成、 糖苷键类型、 分子极性， 鲜有涉及

提取工艺。 本实验进行超声⁃微波协同提取桑叶多

糖， 该方法操作简单， 提取时间短， 多糖得率高，
最优工艺为液料比 ２５ ∶ １， 超声功率 １３９ Ｗ， 微波功

率 ２５０ Ｗ， 协同时间 １４ ｍｉｎ， 平均得率为 ５􀆰 １９％ 。
验证试验结果显示， 该工艺合理可行， 准确稳定，
可为桑叶多糖的工业化生产提供参考。

现代研究表明， 桑叶多糖能有效减少体内氧自

由基及脂褐质［２３］； 本实验对该成分抗氧化活性进

行评价， 发现它具有明显的清除 ＤＰＰＨ 自由基能

力， ＩＣ５０为 ０􀆰 ５１３ ２ ｍｇ ／ ｍＬ。 由此可知， 超声⁃微波

协同提取的桑叶多糖具有较好的抗氧化活性， 可为

相关药物的研发提供参考。
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摘要： 目的　 优化黄连膏提取工艺， 并评价其体外抗炎活性。 方法　 以药材粒度、 煎炸时间、 煎炸温度、 浸泡时间为

影响因素， 姜黄素总量为评价指标， 正交试验优化提取工艺。 检测黄连膏提取油 （０􀆰 ０５、 ０􀆰 ５、 １ μＬ ／ ｍＬ） 对 Ｈａｃａｔ 细
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下煎炸 ４ ｈ， 姜黄素总量为 １􀆰 １９８ ｇ。 黄连膏提取油降低了 ＴＡＲＣ、 ＭＤＣ、 ＲＡＮＴＥＳ、 ＩＬ⁃８ 水平， 并呈剂量依赖性

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 该方法稳定可行， 可用于提取体外抗炎活性较强的黄连膏。
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