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桑叶多糖提取及抑菌实验研究
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　　摘　要：以超声波辅助水提醇沉法提取桑叶多糖，采用正交实验法优化桑叶多糖的提取工艺；采用

滤纸片法进行抑菌试验评价桑叶多糖体外抑菌作用。实验考察提取时间、液固比、提取温度等因素对桑

叶多糖提取率的影响，观察桑叶醇提物和桑叶多糖对枯草芽孢杆菌、大肠杆菌抑制作用。实验结果证

明：超声波提取时间５０ｍｉｎ，液固比４０：１（ｍＬ．ｇ－１），提取温度为７０℃，其桑叶浸提液中的多糖得率达到
５５０％，体外抑菌实验结果显示桑叶醇提物对枯草芽孢杆菌、大肠杆菌有明显的抑制作用，桑叶多糖对

这两种菌则没有抑制作用。
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引 言

桑叶是桑科植物桑的叶，栽培或野生，完整叶片呈

宽卵形，叶片基部心脏形，顶端微尖，边缘有锯齿，叶脉

密生白柔毛。气淡，味微苦涩。中国多数地区多有生

产
［１］，特别是长江中下游及四川盆地。

桑叶不仅是蚕的“粮食”，在医学方面也有很大的用

途，桑叶最早记载于《神农本草经》，具有祛风清热、凉血

明目、补益之功效
［２］。由于桑叶含有丰富的蛋白质、钙、

铁、锌及维生素，并且还含有丰富的人体所需的必须氨

基酸以及其他生物活性成分，所以很多学者已经在积极

研究药食两用的桑叶
［３］。

桑叶中含有丰富的活性物质，如黄酮及黄酮苷类、

生物碱类、植物甾醇类、多糖类等
［４］。生物碱是桑叶的

主要活性成份
［５］。桑叶中的桑叶多糖很丰富，具有显著

的降血糖、降血脂、调节免疫、抗氧化和抗病毒等多种药

理活性
［６７］。

我国桑叶资源丰富，但是目前桑叶利用只限于养蚕

和加工叶类药材，用途单一。所以桑叶资源的利用与开

发势在必行。相关文献对桑叶多糖提取工艺的报道并

不多见，本文通过正交实验法优化桑叶多糖的提取工

艺。

１ 材料与仪器

１１ 材料

桑叶购自药房。其他药品均为分析纯。

１２ 仪器

恒温鼓风干燥箱（上海琅玕实验设备有限公司），

ＳＰＸ－１５０Ｂ－Ｚ型生化培养箱（上海博迅实业有限公

司），ＦＡ１００４电子天平（上海精科天平），２５０ＨＬ恒温恒

湿培养箱（金坛市医疗仪器厂），ＭＰ５００２电子天平（上海

恒平科学仪器有限公司），ＵＶ１０００紫外可见分光光度计
（上海天美科学仪器有限公司）。

２ 方法

２１ 测定桑叶多糖含量和提取得率的方法

利用苯酚 －硫酸法测定多糖含量［８９］。１０ｍＬ容量

瓶中放入样品溶液 ０５ｍＬ，通过加水稀释定容，吸取



１ｍＬ置于比色管中，加入 １０ｍＬ６％苯酚及 ５０ｍＬ

９８％浓硫酸，摇匀冷却，室温放置２０ｍｉｎ，于４９０ｎｍ测光

密度，以２０ｍＬ水按相同显色操作为空白。根据多糖

回归曲线方程求得浓度。

多糖得率（％）＝（多糖浓度 ×提取液体积 ×１００）／

样品质量

２２ 葡萄糖标准曲线的制作

采用苯酚 －硫酸法。准确称取葡萄糖 ００２０ｇ于
５００ｍＬ容量瓶中，加水至刻度，分别吸取 １８ｍＬ、

１６ｍＬ、１４ｍＬ、１２ｍＬ、１０ｍＬ、０８ｍＬ、０６ｍＬ及
０４ｍＬ，各以蒸馏水补至２０ｍＬ，然后加入１０ｍＬ６％

苯酚及５０ｍＬ９８％浓硫酸，摇匀冷却，室温放置２０ｍｉｎ，

于４９０ｎｍ测光密度，以２０ｍＬ水按相同显色操作为空

白，横坐标为多糖微克数，纵坐标为光密度值，绘制标准

曲线，线性回归得到葡萄糖浓度与吸光度值的回归方

程。

２３ 桑叶样品的处理

将购买的干桑叶粉碎，过８０目筛。称取干桑叶粉

末１０ｇ于脂肪抽提器，加入石油醚１００ｍＬ，９０℃回流提

取直至石油醚流为无色为止。

２４ 超声波辅助水提醇沉法单因素试验提取多糖

１０ｇ桑叶粉末脱脂后，抽滤去石油醚，滤渣置于
２５０ｍＬ圆底烧瓶中，加入１６０ｍＬ８０％乙醇，８０℃回流提

取１５ｈ，减压抽滤取沉淀物。超声波功率控制在
２８０Ｗ，将沉淀物置于烧杯中，分别加入一定量的蒸馏

水，在一定温度和一定时间条件下超声波提取，４０００ｒｐｍ

离心１０ｍｉｎ，减压抽滤，吸取滤液测定样品吸光度，然后

计算多糖含量。最后通过设计单因素试验考查超声波

提取时间、液固比、提取温度对多糖提取的影响。

２４１ 超声波提取时间对多糖得率的影响
１０ｇ桑叶粉末脱脂后，抽滤去石油醚，滤渣置于

２５０ｍＬ圆底烧瓶中，加入１６０ｍＬ８０％乙醇，８０℃回流提

取１５ｈ，减压抽滤取沉淀物。在液固比４０：１（ｍＬ．ｇ－１）

和提取温度６０℃的条件下，选择超声波提取时间分别

为３０ｍｉｎ、４０ｍｉｎ、５０ｍｉｎ、６０ｍｉｎ进行提取，考查提取时

间对多糖得率的影响。

２４２ 液固比对多糖得率的影响
１０ｇ桑叶粉末脱脂后，抽滤去石油醚，滤渣置于

２５０ｍＬ圆底烧瓶中，加入１６０ｍＬ８０％乙醇，８０℃回流提

取１５ｈ，减压抽滤取沉淀物。在超声波提取时间５０ｍｉｎ

和提取温度 ６０℃的条件下，选择液固比 ２０：１、３０：１、

４０：１、５０：１（ｍＬ．ｇ－１）进行提取，考查液固比对多糖得率

的影响。

２４３ 提取温度对多糖得率的影响
１０ｇ桑叶粉末脱脂后，抽滤去石油醚，滤渣置于

２５０ｍＬ圆底烧瓶中，加入１６０ｍＬ８０％乙醇，８０℃回流提

取１５ｈ，减压抽滤取沉淀物。在液固比４０：１（ｍＬｇ－１）

和超声波提取时间５０ｍｉｎ的条件下，选择温度５０℃、

６０℃、７０℃、８０℃进行提取，考查温度对多糖得率的影

响。

２５ 采用正交实验优化桑叶多糖的提取工艺

根据单因素实验结果，选取超声波提取时间（Ａ）、

液固比（Ｂ）、提取温度（Ｃ）做三因素三水平实验，具体正

交实验设计见表１。

表１ 正交实验因素与水平设计表

水平
Ａ提取时间
／ｍｉｎ

Ｂ液固比
／（ｍＬ．ｇ－１）

Ｃ提取温度
／℃

１ ４０ ３０：１ ５０
２ ５０ ４０：１ ６０
３ ６０ ５０：１ ７０

２６ 桑叶多糖体外抑菌实验

２６１ 桑叶醇提物与桑叶多糖的准备

将干桑叶粉碎，过８０目筛。称取１０ｇ，按照３０：１的

液固比加入７０％乙醇，７０℃水浴回流提取４ｈ。４０００ｒｐｍ

离心１０ｍｉｎ，取上清液，旋转蒸发后定容至１０ｍＬ，得桑

叶醇提物备用。

桑叶多糖提取液浓缩至２００ｍＬ，加入粉末活性炭，

于６０℃保温３０ｍｉｎ，抽滤，取清液，在清液中加入无水

乙醇使乙醇浓度达到８０％，静止１２ｈ后进行过滤，将滤

渣放入恒温鼓风干燥箱中干燥，６０℃烘干至恒重，得精

制多糖
［１０］。配制浓度为 ０５％、１０％、１５％、２５％、

３０％多糖溶液。在１０５℃下的高压蒸汽灭菌锅中灭菌
８～１０ｍｉｎ，备用。

２６２ 桑叶醇提物与桑叶多糖抑菌作用的比较

将枯草芽孢杆菌、大肠杆菌菌种用适宜的斜面培养

基进行活化，用无菌生理盐水稀释制成菌悬液。选择吸

水性强的滤纸用打孔器打成直径为６ｍｍ的圆形滤纸

片，灭菌，取一滤纸片在无菌的桑叶醇提取液中浸泡１ｈ

后取出，挥干溶剂；另取滤纸片在无菌的桑叶多糖溶液

中浸泡２４ｈ，于３７℃烘干备用。

无菌操作，吸取０１ｍＬ的菌液涂布做成含菌平板，

平行三组，在培养基表面相应位置放上含有桑叶醇提物

的滤纸片，每皿三片，三份样品；同法，含桑叶多糖的滤

纸片，每皿四片，三份样品，一份用无菌生理盐水做对

照。恒温培养（３７℃，２４ｈ），取出后测定抑菌圈直径，比

较抑菌效果。
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３ 结果与讨论

３１ 葡萄糖标准曲线的绘制

按照２２葡萄糖标准曲线的制作方法，以吸光度值

为纵坐标，葡萄糖浓度为横坐标绘制标准曲线，如图１

所示。用最小二乘法进行线性拟合，标准曲线回归方程

为Ｙ＝００１５２ｘ＋００００４，相关系数为Ｒ２ ＝０９９９２。

图１ 葡萄糖标准曲线

３２ 超声波辅助水提醇沉法单因素实验结果

３２１ 超声波提取时间对多糖得率的影响

在提取温度为６０℃和液固比为４０：１（ｍＬ．ｇ－１）的

条件下，提取时间对多糖得率的影响如图２所示。由图
２可知，桑叶多糖得率受温度的影响较大，随着时间增

加，桑叶多糖得率先升高再下降，在５０ｍｉｎ时多糖得率

最高。提取时间５０ｍｉｎ为最佳。

图２ 超声波提取时间对多糖得率的影响

３２２ 液固比对桑叶多糖得率的影响

在超声波提取时间５０ｍｉｎ和温度６０℃提取条件

下，选择不同液固比进行提取，结果如图３所示。由图３

可知，多糖得率随着液固比的增加先升高再下降，当液

固比超过４０：１（ｍＬ．ｇ－１）时，多糖得率减小，可见液固比

选择４０：１（ｍＬ．ｇ－１）最佳。

３３３ 提取温度对多糖得率的影响

在超声波提取时间５０ｍｉｎ和液固比４０：１（ｍＬ．ｇ－１）

的条件下，选择不同提取温度进行提取，结果如图４所

示。由图４可知，提取温度对多糖得率影响较大。多糖

得率最佳温度是７０℃，随后温度升高得率开始下降，而
６０℃～７０℃时，多糖得率没有显著变化，综合成本，温

度６０℃时最佳。

图３ 液固比对多糖得率的影响

图４ 提取温度对多糖得率的影响

３４ 桑叶多糖正交实验结果

由正交实验结果（表２）可知，根据统计学原理，极

差Ｒ值越大，说明此因素对实验的影响较大，由于ＲＣ ＞

ＲＢ ＞ＲＡ，所以三个影响因素中 Ｃ（提取温度）对桑叶多

糖的提取率影响最大，其次为 Ｂ（液固比），影响程度最

小的是Ａ（超声波提取时间），影响多糖提取得率的主次

因素是Ｃ＞Ｂ＞Ａ。
表２ 正交实验结果

实验号
因　　素

Ａ Ｂ Ｃ
多糖得率

／％
１ ４０ ３０：１ ５０ ４５９
２ ４０ ４０：１ ６０ ４９２
３ ４０ ５０：１ ７０ ４８３
４ ５０ ３０：１ ６０ ４６９
５ ５０ ４０：１ ７０ ５５０
６ ５０ ５０：１ ５０ ４８７
７ ６０ ３０：１ ７０ ５２５
８ ６０ ４０：１ ５０ ４９１
９ ６０ ５０：１ ６０ ４８０
Ｋ１ １４３４ １４５３ １４３７ —

Ｋ２ １５０６ １５３４ １４４１ —

Ｋ３ １４９６ １４５０ １５５８ —

Ｒ ０７２ ０８４ １２１ —

　　由表２可知，Ａ因素中Ｋ２值影响最大，Ｂ因素中 Ｋ２
值影响最大，Ｃ因素中 Ｋ３值影响最大，桑叶多糖提取的

最优搭配水平为 Ａ２Ｂ２Ｃ３，即超声波提取时间５０ｍｉｎ，液

固比为４０：１（ｍＬ．ｇ－１），提取温度为７０℃，最佳组合时

桑叶多糖得率达到５５０％。
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由表３可知，在正交实验优化工艺基础上，超声波

提取时间具有显著性，说明超声波缩短提取时间对桑叶

多糖的提取率影响最大，这与丁锐
［１１］
有关桑叶多糖的研

究实验结果相类似。

表３ 正交实验方差分析

因　素 偏差

平方和
自由度 均方 Ｆ Ｆａ 显著性

提取时间／ｍｉｎ ０１０１ ２ ００５０１４２６１９００Ｐ＜００５
液固比／（ｍＬｇ－１） ０１４８ ２ ００７４２１１４１９００ —

提取温度／℃ ０３１５ ２ ０１５８４５１４１９００ —

误差 ００７０ ２ ００３５ — — —

　　注：Ｆ００５（２，２）＝１９００。

３４ 抑菌实验结果

采用滤纸片法研究桑叶醇提物对大肠杆菌、枯草芽

孢杆菌试验菌的抑制效果，以抑菌圈直径的大小为衡量

指标，实验结果见表４和图５。
表４ 桑叶醇提取物的抑菌结果

桑叶提取物

枯草芽孢杆菌 ＋＋
大肠杆菌 ＋

　　注：“＋”表示抑菌圈在８０～１００ｍｍ，“＋＋”表示抑菌圈在
１００ｍｍ以上。

图５ 桑叶醇提物抑菌实验结果

由文献［１２］可知，抑菌圈直径 ８０ｍｍ≤ｒ≤
１００ｍｍ为抑菌较明显，抑菌圈直径 ｒ≥１００ｍｍ为抑

菌明显。由表４可知，桑叶醇提物对枯草芽孢杆菌和大

肠杆菌均有较强的抑制作用，抑制效果为枯草芽孢杆菌

＞大肠杆菌，这与陈佳佳［１３］
发现桑叶醇提取物对枯草芽

孢杆菌、大肠杆菌有较强抑制作用的结论一致。桑叶醇

提物具有抑菌活性，其抑菌主要成分可能是黄酮类
［１４］。

桑叶多糖抑菌作用结果见表５和图６。由文献［１２］

可知，抑菌圈直径ｒ＜６５ｍｍ规定为无抑菌作用。在本

次实验中，５个浓度的多糖溶液对两种试验菌的抑菌圈

均小于６５ｍｍ，因此桑叶多糖对大肠杆菌、枯草芽孢杆

菌都没有抑菌作用。

表５ 桑叶多糖的抑菌结果

０５％ １０％ １５％ ２５％ ３０％

枯草芽孢杆菌 －－ －－ －－ －－ －－
大肠杆菌 －－ －－ －－ －－ －－

　　注：“－－”表示抑菌圈小于６５ｍｍ，无意义。

注：１－空白对照；２、３、４－均为样品
图６ 桑叶多糖抑菌实验结果

　　有资料显示，黄精多糖、黄芪多糖、香菇多糖、铁皮

石斛多糖等许多中药多糖均具有抑菌活性
［１５１６］。，沈建

林
［１７］
实验证明１５％乙醇提取得到香蕉多糖对大肠杆菌

具有抗菌作用。而在桑叶多糖抑菌实验中，以大肠杆

菌、枯草芽孢杆菌为指示菌，桑叶多糖溶液对这两种试

验菌都没有抑菌作用，结果与姜延伟
［１８］
在黄连多糖的研

究结论类似。这可能是因为桑叶多糖不具有抑菌活性，

桑叶多糖的活性主要表现在其他方面，有待进一步深入

研究。

４ 结束语

桑叶多糖具有显著的药理活性，利用和开发前景广

阔，本文通过对桑叶多糖提取工艺的优化，为桑叶多糖

进一步开发利用做初步研究，其最佳提取工艺为超声波

提取时间５０ｍｉｎ，液固比为４０：１（ｍＬ．ｇ－１），提取温度为
７０℃，在此工艺下，桑叶多糖得率达到５５０％，桑叶多

糖对枯草芽孢杆菌和大肠杆菌没有抑制作用。
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