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摘要： 目的　 优化蛋白桑叶多酚提取工艺， 并评价其抗氧化、 抑菌活性。 方法　 在单因素试验基础上， 以十二烷基硫

酸钠 （ＳＤＳ） 用量、 超声功率、 超声温度、 乙醇体积分数为影响因素， 多酚含有量为评价指标， 响应面法优化提取工

艺。 研究多酚还原能力、 ＡＢＴＳ 自由基清除能力， 并检测其对大肠杆菌、 金黄色葡萄球菌、 普通变形杆菌、 枯草芽孢

杆菌、 绿脓杆菌的抑制作用。 结果　 最佳条件为超声时间 １５ ｍｉｎ， 料液比 １ ∶ ２５， ＳＤＳ 用量 ０􀆰 ３４％ ， 超声功率 ２５０ Ｗ，
超声温度 ６０ ℃， 乙醇体积分数 ５０％ ， 多酚质量分数达 １５􀆰 １１ ｍｇ ／ ｇ。 多酚还原能力、 ＡＢＴＳ 自由基清除能力的 ＩＣ５０值分

别为 ０􀆰 １１６、 ０􀆰 ０１４ ｍｇ ／ ｍＬ， ＭＩＣ 值为 ０􀆰 ２ ｍｇ ／ ｍＬ （大肠杆菌、 金黄色葡萄球菌、 枯草芽孢杆菌） 或 ０􀆰 ４ ｍｇ ／ ｍＬ （普通

变形杆菌、 绿脓杆菌）。 结论　 该方法合理可行， 可用于提取抗氧化、 抑菌活性较强的蛋白桑叶多酚。
关键词： 蛋白桑叶； 多酚； 提取； 抗氧化活性； 抑菌活性； 响应面法
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０􀆰 ４ ｍｇ ／ ｍＬ （Ｐ． ｖｕｌｇａｒｉｓ， Ｐ． ａｅｒｕｇｉｎｏｓ）． ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ　 Ｔｈｉｓ ｒｅａｓｏｎａｂｌｅ ａｎｄ ｆｅａｓｉｂｌｅ ｍｅｔｈｏｄ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ
ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓ ｗｉｔｈ ｓｔｒｏｎｇ ａｎｔｉ⁃ｏｘｉｄａｎｔ， ａｎｔｉ⁃ｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｆｒｏｍ Ｍ． ａｌｂａ ｌｅａｖｅｓ．
ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ： Ｍｏｒｕｓ ａｌｂａ ｌｅａｖｅｓ； ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓ； ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ； ａｎｔｉ⁃ｏｘｉｄａｎｔ ａｃｔｉｖｉｔｙ； ａｎｔｉ⁃ｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ；
ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｍｅｔｈｏｄ

　 　 蛋白桑 Ｍｏｒｕｓ ａｌｂａ Ｌ． 又称饲料桑， 是我国经

过长期选育、 改良、 优化的新型品种， 具有区域适

应性和抗逆性强、 产量高等优点， 已在许多地区得

到大力推广［１］。 桑叶主要化学成分包括多糖、 生

物碱、 多酚、 黄酮等［２⁃３］， 具有抗氧化、 抗炎、 降

血糖、 抑制胰脂肪酶等多种生物活性［４⁃６］， 其中多

酚是一种非常重要的次生代谢产物［７］， 目前已有

关于该成分提取工艺的报道［８⁃１０］。 但目前国内外学

者都是基于单一的溶剂法或超声法提取蛋白桑叶多

酚， 尚未利用表面活性剂十二烷基硫酸钠 （ＳＤＳ）
的增溶作用来协同超声提取， 而且缺少药理作用的

研究。 因此， 本实验优化蛋白桑叶多酚的提取工

艺， 并评价其抗氧化、 抑菌活性， 以期为该资源综

合开发利用提供依据。
１　 材料

１􀆰 １　 试剂与药物　 蛋白桑叶由黄山祁弘韵蛋白桑农

业科技有限公司提供， 于 ２０１８ 年 １０ 月采自安徽省

祁门县闪里镇， 经黄山学院生命与环境科学学院胡

长玉教授鉴定为桑属桑科植物蛋白桑 Ｍｏｒｕｓ ａｌｂａ Ｌ．

的叶。 福林酚试剂、 十二烷基硫酸钠 （ＳＤＳ）、 丹

宁酸、 维生素 Ｃ、 ＤＰＰＨ、 ＡＢＴＳ 等 （美国 Ｓｉｇｍａ 公

司）； 蛋白胨、 牛肉膏、 琼脂 （北京陆桥技术股份

有限公司）。
１􀆰 ２　 仪器 　 ＳＱ５１０Ｃ 型高压灭菌器 （重庆雅马拓

科技有限公司）； ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ－１９０ 型全波长酶标仪

（美国 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｄｅｖｉｃｅｓ 公司）； ＳＣＱ－５２０１Ｃ 型数

控加热功率可调型超声波清洗器 （上海声彦超声

波仪器有限公司）。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 多酚提取物制备 　 取干燥蛋白桑叶粉末

２􀆰 ０ ｇ， 按照 １ ∶ １５ 料液比加入 ０􀆰 ６％ ＳＤＳ、 ６０％ 乙

醇， 调节超声温度 ５０ ℃， 超声功率 ２００ Ｗ， 超声

时间 １０ ｍｉｎ， 将提取液置于离心管中， ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 １５ ｍｉｎ， 取上清液浓缩， 即得。
２􀆰 ２　 多酚含有量测定　 参考文献 ［１１］ 方法， 并作

适当修改。 精密配制 ２５、 ５０、 ７５、 １００、 １５０ μｇ ／ ｍＬ
单宁酸对照品溶液， 各取 ０􀆰 ０５ ｍＬ， 与 ０􀆰 ０５ ｍＬ 福林

酚试剂 （０􀆰 ２５ ｍｏｌ ／ Ｌ） 一同置于１􀆰 ７５ ｍＬ离心管中混
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合反应 ３ ｍｉｎ， 加入 １ ｍＬ 碳酸钠溶液 （０􀆰 ７ ｍｏｌ ／ Ｌ），
室温下静置 １ ｈ 后显色， 精密吸取 ０􀆰 ２ ｍＬ 反应液，
置于酶标仪上， 在 ７５０ ｎｍ 波长处测定吸光度。 以溶

液质量浓度为横坐标 （Ｘ）， 吸光度为纵坐标 （Ａ）
进行回归， 得方程为 Ａ ＝ ０􀆰 ００１ ７ Ｘ＋０􀆰 ００６ ８ （Ｒ２ ＝
０􀆰 ９９８ ０）， 在 ２５～１５０ μｇ ／ ｍＬ范围内线性关系良好。
根据上述方程， 测定多酚含有量。
２􀆰 ３　 单因素试验

２􀆰 ３􀆰 １　 ＳＤＳ 用量　 固定乙醇体积分数 ６０％ 、 料液

比 １ ∶ １５、 超声温度 ５０ ℃、 超声功率 ２００ Ｗ、 超声

时间 １０ ｍｉｎ， 考察 ＳＤＳ 用量 ０􀆰 ２％ 、 ０􀆰 ４％ 、 ０􀆰 ６％ 、
０􀆰 ８％ 、 １􀆰 ０％ 对多酚含有量的影响， 结果见图 １。
由此可知， ＳＤＳ 用量小于 ０􀆰 ４％ 时多酚含有量随着

其增 加 而 升 高， 在 ０􀆰 ４％ 时 达 到 最 大 值， 为

（１１􀆰 ４９±０􀆰 ０４） ｍｇ ／ ｇ， 与未加 ＳＤＳ 比较差异具有统

计学意义 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； ＳＤＳ 用量大于 ０􀆰 ４％ 时多酚

含有量反而略有降低， 可能是其达到临界胶束浓度

后对该成分增溶作用的影响不大， 但对其他杂质影

响 较 明 显［１２］。 因 此， 选 择 ＳＤＳ 用 量 为

０􀆰 ２％ ～０􀆰 ６％ 。

注： 不同小写字母表示对应数据之间的差异具有统计学意义

（Ｐ＜ ０􀆰 ０５ ）， 同 一 小 写 字 母 表 示 其 差 异 无 统 计 学 意

义（Ｐ＞０􀆰 ０５）。

图 １　 ＳＤＳ 用量对多酚含有量的影响

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＳＤＳ ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ ｏｎ ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓ ｃｏｎ⁃
ｔｅｎｔ

２􀆰 ３􀆰 ２　 超声功率　 固定乙醇体积分数 ６０％ 、 料液

比 １ ∶ １５、 ＳＤＳ 用量 ０􀆰 ６％ 、 超声温度 ５０ ℃、 超声

时间 １０ ｍｉｎ， 考察超声功率 １００、 １５０、 ２００、 ２５０、
３００、 ３５０ Ｗ 对多酚含有量的影响， 结果见图 ２。
由此可知， 超声功率 １００ ～ ２５０ Ｗ 时多酚含有量随

着其增加而升高， 在 ２５０ Ｗ 时达到最大值， 为

（１１􀆰 ２８±０􀆰 ２０） ｍｇ ／ ｇ， 与 １００、 １５０、 ２００ Ｗ 比较差

异具有统计学意义 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）； 超声功率大于

２５０ Ｗ时多酚含有量反而呈降低趋势， 可能是功率

过高会使该成分发生分解［１３］。 因此， 选择超声功

率为 ２００～３００ Ｗ。

注： 不同小写字母表示对应数据之间的差异具有统计学意义

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， 同 一 小 写 字 母 表 示 其 差 异 无 统 计 学 意

义（Ｐ＞０􀆰 ０５）。

图 ２　 超声功率对多酚含有量的影响

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃ ｐｏｗｅｒ ｏｎ ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓ ｃｏｎｔｅｎｔ

２􀆰 ３􀆰 ３　 超声温度　 固定乙醇体积分数 ６０％ 、 料液

比 １ ∶ １５、 ＳＤＳ 用量 ０􀆰 ６％ 、 超声功率 ２００ Ｗ、 超声

时间 １０ ｍｉｎ， 考察超声温度 ３０、 ４０、 ５０、 ６０、 ７０、
８０ ℃对多酚含有量的影响， 结果见图 ３。 由此可

知， 提取温度 ６０ ℃时多酚含有量达到最大值， 为

（１１􀆰 ０７±０􀆰 ０８） ｍｇ ／ ｇ， 与 ３０、 ４０、 ５０ ℃ 比较差异

具有统计学意义 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 提取温度高于 ６０ ℃
时多酚含有量反而明显降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 可能是高

温会影响超声空化效果， 而且可引起该成分发生分

解［１４］。 因此， 选择超声温度为 ５０～７０ ℃。

注： 不同小写字母表示对应数据之间的差异具有统计学意义

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， 同 一 小 写 字 母 表 示 其 差 异 无 统 计 学 意

义（Ｐ＞０􀆰 ０５）。

图 ３　 超声温度对多酚含有量的影响

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓ ｃｏｎ⁃
ｔｅｎｔ

２􀆰 ３􀆰 ４　 超声时间　 固定乙醇体积分数 ６０％ 、 料液

比 １ ∶ １５、 ＳＤＳ 用量 ０􀆰 ６％ 、 超声温度 ５０ ℃、 超声

功率 ２００ Ｗ， 考 察 超 声 时 间 ５、 １０、 １５、 ２０、
２５ ｍｉｎ对多酚含有量的影响， 结果见图 ４。 由此可

知， 超声时间 ５～１５ ｍｉｎ 时多酚含有量随着其延长

而升高， 在 １５ ｍｉｎ 时达到最大值， 为 （ １０􀆰 ４７ ±
０􀆰 ２３） ｍｇ ／ ｇ， 与 ５、 １０ ｍｉｎ 比较差异具有统计学意

义 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 超声时间大于 １５ ｍｉｎ 时多酚含有

量反而略有降低， 可能是长时间超声振动会破坏该
１６２２
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成分结构［１５］。 因此， 选择超声时间为 １５ ｍｉｎ， 并

且不进行后续考察。

注： 不同小写字母表示对应数据之间的差异具有统计学意义

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， 同 一 小 写 字 母 表 示 其 差 异 无 统 计 学 意

义（Ｐ＞０􀆰 ０５）。

图 ４　 超声时间对多酚含有量的影响

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃ ｔｉｍｅ ｏｎ ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓ ｃｏｎｔｅｎｔ

２􀆰 ３􀆰 ５　 乙醇体积分数 　 固定料液比 １ ∶ １５、 ＳＤＳ
用量 ０􀆰 ６％ 、 超声温度 ５０ ℃、 超声功率 ２００ Ｗ、 超

声时间 １０ ｍｉｎ， 考察乙醇体积分数 ４０％ 、 ５０％ 、
６０％ 、 ７０％ 、 ８０％ 对多酚含有量的影响， 结果见图

５。 由此可知， 乙醇体积分数 ４０％ ～ ５０％ 时多酚含

有量随着其增加而升高， 在 ５０％ 时达到最大值，
为 （１０􀆰 ７３±０􀆰 １１） ｍｇ ／ ｇ， 与 ４０％ 比较差异具有统

计学意义 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 乙醇体积分数大于 ５０％ 时多

酚含有量反而降低， 可能是乙醇体积分数过高会使

蛋白质等大分子变性沉淀， 阻碍该成分从组织细胞

向溶剂的扩散［１６］。 因此， 选择乙醇体积分数为

４０％ ～６０％ 。

注： 不同小写字母表示对应数据之间的差异具有统计学意义

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， 同 一 小 写 字 母 表 示 其 差 异 无 统 计 学 意

义（Ｐ＞０􀆰 ０５）。

图 ５　 乙醇体积分数对多酚含有量的影响

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｔｈａｎｏｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｎ ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓ ｃｏｎ⁃
ｔｅｎｔ

２􀆰 ３􀆰 ６　 料液比　 固定乙醇体积分数 ６０％ 、 ＳＤＳ 用

量 ０􀆰 ６％ 、 超声温度 ５０ ℃、 超声功率 ２００ Ｗ、 超声

时间 １０ ｍｉｎ， 考察料液比 １ ∶ １０、 １ ∶ １５、 １ ∶ ２０、

１ ∶ ２５、 １ ∶ ３０ 对多酚含有量的影响， 结果见图 ６。
由此可知， 料液比为 １ ∶ ２５ 时多酚含有量达到最大

值， 为 （１３􀆰 ５８±０􀆰 ０５） ｍｇ ／ ｇ， 与 １ ∶ １０、 １ ∶ １５、
１ ∶ ２０ 比较差异具有统计学差异 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 表明

随着溶剂用量升高该成分与溶剂的接触面积增加，
有利于其溶出， 而扩散达到平衡后提取量不再升

高［１７］。 因此， 从浓缩成本考虑， 选择料液比为

１ ∶ ２５， 并且不进行后续考察。

注： 不同小写字母表示对应数据之间的差异具有统计学意义

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， 同 一 小 写 字 母 表 示 其 差 异 无 统 计 学 意

义（Ｐ＞０􀆰 ０５）。

图 ６　 料液比对多酚含有量的影响

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｏｌｉｄ⁃ｌｉｑｕｉｄ ｒａｔｉｏ ｏｎ ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓ ｃｏｎｔｅｎｔ

２􀆰 ４　 响应面法 　 在单因素试验基础上， 选择 ＳＤＳ
用量 （Ａ）、 超声功率 （Ｂ）、 超声温度 （Ｃ）、 乙醇

体积分数 （Ｄ） 作为影响因素， 多酚含有量 （Ｙ）
作为评价指标， 采用 ４ 因素 ３ 水平响应面法优化提

取工艺。 因素水平见表 １， 结果见表 ２。
表 １　 因素水平

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｌｅｖｅｌｓ

水平
因素

Ａ ＳＤＳ ／ ％ Ｂ 超声功率 ／ Ｗ Ｃ 超声温度 ／ ℃ Ｄ 乙醇 ／ ％
－１ ０􀆰 ２ ２００ ５０ ４０

０ ０􀆰 ４ ２５０ ６０ ５０

１ ０􀆰 ６ ３００ ７０ ６０

　 　 对表 ２ 数据进行拟合， 得到多元回归方程为

Ｙ＝ １５􀆰 ４１－０􀆰 ３６Ａ＋０􀆰 １６Ｂ＋０􀆰 １２Ｃ－０􀆰 １２Ｄ＋０􀆰 ２７ＡＢ＋
０􀆰 ２０ＡＣ － ０􀆰 ３０ＡＤ ＋ ０􀆰 ３１ＢＣ ＋ ０􀆰 ２８ＢＤ ＋ ０􀆰 １５ＣＤ －
０􀆰 ５４Ａ２－ ０􀆰 ３２Ｂ２ － ０􀆰 ７４Ｃ２ － ０􀆰 ４４Ｄ２， 方差分析见表

３。 由此可知， 模型 Ｐ＜０􀆰 ０００ １， 表明模型达到极

显著水平； 失拟项 Ｐ＞０􀆰 ０５， 表明未知因素对结果

影响较小； Ｒ２ 为 ０􀆰 ９１６ ８， Ｒ２
Ａｄｊ为 ０􀆰 ８３３ ６， 表明模

型拟合程度良好； 变异系数为 １􀆰 ６５％ ， 表明该模

型重复性、 可靠性理想； 因素 Ａ、 Ｂ、 ＡＢ、 ＡＤ、
ＢＣ、 ＢＤ、 Ａ２、 Ｂ２、 Ｃ２、 Ｄ２ 均达到显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５）
或极显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５） 水平。 响应面分析见图 ７。
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表 ２　 试验设计与结果

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｄｅｓｉｇｎ ａｎｄ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｅｓｔｓ

试验号 Ａ ＳＤＳ ／ ％ Ｂ 超声
功率 ／ Ｗ

Ｃ 超声
温度 ／ ℃ Ｄ 乙醇 ／ ％

Ｙ 多酚 ／
（ｍｇ·ｇ－１）

１ ０􀆰 ２ ２００ ６０ ５０ １４􀆰 ９３
２ ０􀆰 ６ ２００ ６０ ５０ １３􀆰 ６２
３ ０􀆰 ２ ３００ ６０ ５０ １４􀆰 ９１
４ ０􀆰 ６ ３００ ６０ ５０ １４􀆰 ６８
５ ０􀆰 ４ ２５０ ５０ ４０ １４􀆰 １４
６ ０􀆰 ４ ２５０ ７０ ４０ １４􀆰 ５６
７ ０􀆰 ４ ２５０ ５０ ６０ １３􀆰 ５４
８ ０􀆰 ４ ２５０ ７０ ６０ １４􀆰 ５７
９ ０􀆰 ２ ２５０ ６０ ４０ １４􀆰 ４９
１０ ０􀆰 ６ ２５０ ６０ ４０ １４􀆰 ７１
１１ ０􀆰 ２ ２５０ ６０ ６０ １４􀆰 ８９
１２ ０􀆰 ６ ２５０ ６０ ６０ １３􀆰 ９３
１３ ０􀆰 ４ ２００ ５０ ５０ １４􀆰 ５８
１４ ０􀆰 ４ ３００ ５０ ５０ １４􀆰 ３０
１５ ０􀆰 ４ ２００ ７０ ５０ １３􀆰 ９４
１６ ０􀆰 ４ ３００ ７０ ５０ １４􀆰 ９０
１７ ０􀆰 ２ ２５０ ５０ ５０ １４􀆰 ７８
１８ ０􀆰 ６ ２５０ ５０ ５０ １３􀆰 ３６
１９ ０􀆰 ２ ２５０ ７０ ５０ １４􀆰 ４１
２０ ０􀆰 ６ ２５０ ７０ ５０ １３􀆰 ７８
２１ ０􀆰 ４ ２００ ６０ ４０ １４􀆰 ９４
２２ ０􀆰 ４ ３００ ６０ ４０ １４􀆰 ５０
２３ ０􀆰 ４ ２００ ６０ ６０ １４􀆰 １３
２４ ０􀆰 ４ ３００ ６０ ６０ １４􀆰 ８１
２５ ０􀆰 ４ ２５０ ６０ ５０ １５􀆰 ２２
２６ ０􀆰 ４ ２５０ ６０ ５０ １５􀆰 ５４
２７ ０􀆰 ４ ２５０ ６０ ５０ １５􀆰 ５７
２８ ０􀆰 ４ ２５０ ６０ ５０ １５􀆰 ３７
２９ ０􀆰 ４ ２５０ ６０ ５０ １５􀆰 ３６

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 ８􀆰 ８８ １４ ０􀆰 ６３ １１􀆰 ０２ ＜０􀆰 ０００ １
Ａ １􀆰 ５７ １ １􀆰 ５７ ２７􀆰 ２５ ０􀆰 ０００ １
Ｂ ０􀆰 ３２ １ ０􀆰 ３２ ５􀆰 ６１ ０􀆰 ０３２ ７
Ｃ ０􀆰 １８ １ ０􀆰 １８ ３􀆰 ０８ ０􀆰 １０１ １
Ｄ ０􀆰 １８ １ ０􀆰 １８ ３􀆰 １２ ０􀆰 ０９９ ２
ＡＢ ０􀆰 ２９ １ ０􀆰 ２９ ５􀆰 ０１ ０􀆰 ０４１ ９
ＡＣ ０􀆰 １５ １ ０􀆰 １５ ２􀆰 ６７ ０􀆰 １２４ ５
ＡＤ ０􀆰 ３５ １ ０􀆰 ３５ ６􀆰 ０８ ０􀆰 ０２７ ２
ＢＣ ０􀆰 ３８ １ ０􀆰 ３８ ６􀆰 ６５ ０􀆰 ０２１９
ＢＤ ０􀆰 ３１ １ ０􀆰 ３１ ５􀆰 ３８ ０􀆰 ０３６ ０
ＣＤ ０􀆰 ０９４ １ ０􀆰 ０９４ １􀆰 ６３ ０􀆰 ２２３ １
Ａ２ １􀆰 ８６ １ １􀆰 ８６ ３２􀆰 ３６ ＜０􀆰 ０００ １
Ｂ２ ０􀆰 ６６ １ ０􀆰 ６６ １１􀆰 ４２ ０􀆰 ００４ ５
Ｃ２ ３􀆰 ５５ １ ３􀆰 ５５ ６１􀆰 ７４ ＜０􀆰 ０００ １
Ｄ２ １􀆰 ２７ １ １􀆰 ２７ ２２􀆰 １３ ０􀆰 ０００ ３

残差 ０􀆰 ８１ １４ ０􀆰 ０５８ — —
失拟项 ０􀆰 ７２ １０ ０􀆰 ０７２ ３􀆰 ４４ ０􀆰 １２２ ６
纯误差 ０􀆰 ０８４ ４ ０􀆰 ０２１ — —

　 　 由此得到， 最优提取工艺为 ＳＤＳ 用量 ０􀆰 ３４％ ，
超声功率 ２５９􀆰 ９２ Ｗ， 超声温度 ６０􀆰 ８９ ℃， 乙醇体

积分数 ５０􀆰 ３３％ ， 多酚质量分数为 １５􀆰 ４８ ｍｇ ／ ｇ， 考

虑到生产操作的实际情况， 将其修正为 ＳＤＳ 用量

０􀆰 ３４％ ， 超声功率 ２５０ Ｗ， 超声温度 ６０ ℃， 乙醇

体积分数 ５０％ 。 按照上述优化工艺进行验证试验，
测得多酚质量分数为 （１５􀆰 １１±０􀆰 ２１） ｍｇ ／ ｇ， 与预

测值 １５􀆰 ４８ ｍｇ ／ ｇ 接近 （相对误差为 ２􀆰 ４５％ ）， 表

明模型预测性良好。

图 ７　 各因素响应面图

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｐｌｏｔｓ ｆｏｒ ｖａｒｉｏｕｓ ｆａｃｔｏｒｓ
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２􀆰 ５　 还原能力　 参考文献 ［１８］ 报道， 并作适当

修改。 取 ０􀆰 ０５、 ０􀆰 １、 ０􀆰 ２、 ０􀆰 ４、 ０􀆰 ８ ｍｇ ／ ｍＬ 提取

液各 ５０ μＬ， 与 １％ 铁氰化钾溶液、 ｐＨ ６􀆰 ６ 磷酸缓

冲液各 ５０ μＬ 混合， 置于 ５０ ℃ 水浴锅中反应

２０ ｍｉｎ后取出， 冷却， 加入 １０％ 三氯乙酸 ５０ μＬ，
３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ， 取上清液 ９０ μＬ， 加入蒸

馏水 １００ μＬ、 ０􀆰 １％ 三氯化铁 １０ μＬ， 静置 １０ ｍｉｎ，
在 ７００ ｎｍ 波长处测定吸光度， 以维生素 Ｃ 为阳性

对照， 蒸馏水为空白对照， 重复 ３ 次， 取平均值，
结果见表 ４。 由此可知， 多酚还原能力与其质量浓

度呈正相关 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＩＣ５０为 ０􀆰 １１６ ｍｇ ／ ｍＬ。
表 ４　 多酚还原能力测定结果 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

Ｔａｂ􀆰 ４ 　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｄｕｃｉｎｇ ｃａｐａｃｉｔｙ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ
ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

质量浓度 ／ （ｍｇ·ｍＬ－１） 吸光度（７００ ｎｍ）
０􀆰 ０５ ０􀆰 ２４±０􀆰 ０１ｅ

０􀆰 １ ０􀆰 ４８±０􀆰 ０１ｄ

０􀆰 ２ ０􀆰 ７９±０􀆰 ０７ｃ

０􀆰 ４ １􀆰 ０８±０􀆰 ０１ｂ

０􀆰 ８ １􀆰 ３８±０􀆰 １９ａ

　 　 注：同列不同字母表示相应数据之间的差异具有统计学意
义（Ｐ＜０􀆰 ０５）。

２􀆰 ６　 ＡＢＴＳ 自由基清除能力 　 参考文献 ［１９］ 报

道， 并作适当修改。 将 ２􀆰 ４５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 过硫酸钾与

７ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＡＢＴＳ 自由基等量混匀后， 静置于暗处

１６ ｈ， 乙醇稀释 ＡＢＴＳ 自由基溶液直至在 ７３４ ｎｍ 处

的吸光度为 ０􀆰 ７０ ± ０􀆰 ０２， 作为使用液。 取 ０􀆰 ０１、
０􀆰 ０２、 ０􀆰 ０３、 ０􀆰 ０４、 ０􀆰 ０５ ｍｇ ／ ｍＬ 提取液各 ５０ μＬ、
使用液 １００ μＬ， 混匀后避光反应 ５ ｍｉｎ， 在 ７３４ ｎｍ
波长处测定吸光度 Ａｉ； 将 １００ μＬ 使用液与 ５０ μＬ
蒸馏水混匀， ５ ｍｉｎ 后在 ７３４ ｎｍ 波长处测定吸光度

Ａ０； 将 １００ μＬ 乙醇与 ０􀆰 ０１、 ０􀆰 ０２、 ０􀆰 ０３、 ０􀆰 ０４、

０􀆰 ０５ ｍｇ ／ ｍＬ 提取液各 ５０ μＬ 混匀， 静置 ５ ｍｉｎ， 在

７３４ ｎｍ 波长处测定吸光度 Ａｊ， 以维生素 Ｃ 为阳性

对照， 重复 ３ 次， 计算清除率， 公式为清除率 ＝
［ （Ａ０－Ａｉ＋Ａｊ） ／ Ａ０］ ×１００％ ， 结果见表 ５。 由此可

知， 多 酚 清 除 能 力 与 其 质 量 浓 度 呈 正 相 关

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＩＣ５０为 ０􀆰 ０１４ ｍｇ ／ ｍＬ。
表 ５　 多酚清除能力测定结果 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

Ｔａｂ􀆰 ５ 　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ ｃａｐａｃｉｔｙ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ
ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

质量浓度 ／ （ｍｇ·ｍＬ－１） ＡＢＴＳ 自由基清除率 ／ ％
０􀆰 ０１ ３９􀆰 ９６±１􀆰 ２１ｅ

０􀆰 ０２ ６７􀆰 ９５±１􀆰 ３４ｄ

０􀆰 ０３ ８９􀆰 ４４±１􀆰 ３０ｃ

０􀆰 ０４ ９３􀆰 ２７±１􀆰 ９０ｂ

０􀆰 ０５ ９６􀆰 ３０±０􀆰 ９３ａ

　 　 注：同列不同字母表示相应数据之间的差异具有统计学意
义（Ｐ＜０􀆰 ０５）。

２􀆰 ７　 抑菌活性　 采用滤纸片扩散法［２０⁃２１］。 在培养基

中加入含有大肠杆菌、 金黄色葡萄球菌、 普通变形

杆菌、 枯草芽孢杆菌、 绿脓杆菌的菌悬液各１００ μＬ，
涂布均匀， 在直径 ６ ｍｍ 的滤纸片中央加入 １０ μＬ 提

取液， 以二甲基亚砜为空白对照， 对羟基苯甲酸丙

酯为阳性对照， ３７ ℃下倒置培养 ２４ ｈ 后测定抑菌圈

直径。 同时， 将提取液依次稀释至 ０􀆰 ０５、 ０􀆰 １、 ０􀆰 ２、
０􀆰 ４、 ０􀆰 ８ ｍｇ ／ ｍＬ， 参照文献 ［２２］报道的方法观察

抑菌圈， 将首次出现抑菌圈所对应的提取液质量浓

度作为最低抑菌浓度 （ＭＩＣ）， 结果见表 ６。 由此可

知， 在 ０􀆰 ０５～０􀆰 ８ ｍｇ ／ ｍＬ 质量浓度范围内， 多酚对 ５
种细菌的抑制作用呈量效关系（Ｐ＜０􀆰 ０５）， 对大肠杆

菌、 金黄色葡萄球菌、 枯草芽孢杆菌的 ＭＩＣ 均为

０􀆰 ２ ｍｇ ／ ｍＬ， 而对普通变性杆菌、 绿脓杆菌的 ＭＩＣ
均为０􀆰 ４ ｍｇ ／ ｍＬ。

表 ６　 多酚抑菌活性测定结果 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 ６　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｎｔｉ⁃ｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

样品
质量浓度 ／
（ｍｇ·ｍＬ－１）

抑菌圈直径 ／ ｍｍ
大肠杆菌 金黄色葡萄球菌 普通变形杆菌 枯草芽孢杆菌 绿脓杆菌

二甲基亚砜 — — — — — —
多酚 ０􀆰 ０５ — — — — —
多酚 ０􀆰 １ — — — — —
多酚 ０􀆰 ２ ９􀆰 ７２±０􀆰 ６１ｃ ８􀆰 ３３±１􀆰 ５４ｃ — ７􀆰 ６８±０􀆰 ６６ｃ —
多酚 ０􀆰 ４ １０􀆰 ３３±０􀆰 ５０ｃ １０􀆰 ２６±１􀆰 ２５ｂ ７􀆰 １６±０􀆰 ５０ｃ ８􀆰 ９８±０􀆰 ３６ｂ ７􀆰 ４９±０􀆰 ７８ｃ

多酚 ０􀆰 ８ １２􀆰 ００±０􀆰 ９７ｂ １１􀆰 １７±１􀆰 １５ｂ ８􀆰 ４８±０􀆰 ４２ｂ ８􀆰 ４１±０􀆰 ４１ｂ ８􀆰 ９７±０􀆰 ６３ｂ

对羟基苯甲酸丙酯 １􀆰 ０ １５􀆰 ２２±０􀆰 ８７ａ １４􀆰 ３９±０􀆰 ８９ａ １４􀆰 ００±０􀆰 ２０ａ １３􀆰 １７±１􀆰 ００ａ １２􀆰 ８３±０􀆰 ７９ａ

　 　 注：同列不同字母表示相应数据之间的差异具有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０５）。

３　 讨论　
本实验采用响应面法优化蛋白桑叶多酚提取工

艺， 测得多酚质量分数高达 １５􀆰 １１ ｍｇ ／ ｇ， 较未添加

ＳＤＳ 提高了 ５９􀆰 ８３％ 。 代燕丽等［９］ 通过响应面法对上

述工艺进行了优化， 多酚得率提高了约 ３８􀆰 ８％ ， 但

仍低于本实验结果， 表明 ＳＤＳ 能显著提高提取效率。
抗氧化实验结果显示， 蛋白桑叶多酚具有显著

的还原能力， 能有效清除 ＡＢＴＳ 自由基， 并与其质
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量浓度呈显著正相关。 吴黉坦等［２３］ 对金边桑叶多

酚提取物的抗氧化作用进行了研究， 发现其水提物

对 ＡＢＴＳ 自由基具有较强的清除能力， ＩＣ５０ 值为

４１􀆰 ２５ μｇ ／ ｍＬ， 高于本实验的 １４ μｇ ／ ｍＬ， 表明 ＳＤＳ
协同超声提取能较好地保留其抗氧化活性。 抑菌实

验结果显示， 蛋白桑叶多酚对大肠杆菌、 金黄色葡

萄球菌、 普通变形杆菌、 枯草芽孢杆菌、 绿脓杆菌

均具有较好的抑制作用， 并呈明显的剂量依赖性，
高欣妍等［２４］发现桑叶乙醇提取物对枯草芽孢杆菌、
金黄色葡萄球菌、 大肠杆菌均具有一定抑制作用，
ＭＩＣ 为 ０􀆰 ３ ｍｇ ／ ｍＬ， 高于本实验的 ０􀆰 ２ ｍｇ ／ ｍＬ， 表

明优化工艺能显著增强上述活性。 由此可知， 加入

表面活性剂 ＳＤＳ 协同超声提取时， 能较好地改善

蛋白桑叶多酚的抗氧化、 抑菌活性。
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