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桑叶多糖提取工艺优化及体外抗氧化活性研究

吴 均  杨碧文  赵 珮  马婧秋  王晓静  黄 越

（重庆市蚕业科学技术研究院，重庆   400700）

摘要：［目的］优化低共熔溶剂提取桑叶多糖工艺，并评价桑叶多糖的体外抗氧化活性。［方法］以秋桑叶粉末为原料，采

用超声—复合酶辅助低共熔溶剂提取桑叶多糖，以多糖得率为指标，筛选低共熔溶剂的最优组合，并测定桑叶多糖的

DPPH 自由基、ABTS+自由基和羟自由基清除能力。［结果］最佳提取工艺条件为氯化胆碱—苹果酸摩尔比 1∶4、低共熔

溶剂含水量 44%、液料比 40∶1 （mL/g）、复合酶添加量 3%、超声功率 350 W、超声时间 40 min，此时桑叶多糖得率为

（10.20±0.05）%；当桑叶多糖质量浓度为 0.08 mg/L 时，其 DPPH 自由基清除率为 67.46%；当桑叶多糖质量浓度为

0.8 mg/L 时，其 ABTS+自由基、羟自由基清除率分别为 87.19%，93.44%。［结论］采用超声—复合酶辅助低共熔溶剂提取

的桑叶多糖不仅提取率较高且具有良好的体外抗氧化能力。
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Optimization of extraction process of polysaccharides from mulberry 

leaves and determination of the antioxidant activity in vitro

WU Jun YANG Biwen ZHAO Pei MA Jingqiu WANG Xiaojing HUANG Yue

（Chongqing Sericulture Science and Technology Research institute, Chongqing 400700, China）

Abstract: ［［Objective］］ This study aimed to optimize the extraction process of polysaccharides from mulberry leaves using deep eutectic 

slovents (DES) and assess their antioxidant properties. ［［Methods］］ Autumn mulberry leaf powder was used as the raw material, and 

ultrasonic-assisted extraction with complex enzymes facilitated the process. The composition of DES and the extraction conditions were 

optimized using Box-Behnken response surface methodology, with polysaccharide yield as the primary indicator. Antioxidant activity was 

evaluated by measuring the scavenging abilities of against DPPH radicals, ABTS+ radicals, and hydroxyl radicals. ［［Results］］ The optimal 

extraction conditions were as follows: a choline chloride/malic acid molar ratio of 1∶4, water content 44%, liquid-solid ratio of 40∶1 （mL/g）, 

enzyme dosage of 3%, ultrasonic power of 350 W, and ultrasonic time 40 min. Under these conditions，the yield of mulberry leaf 

polysaccharides was （10.20±0.05）% . The polysaccharides demonstrated significan antioxidant activity, with a DPPH radical scavenging 

rate of 67.46% at 0.08 mg/mL and ABTS+ and hydroxyl radical scavenging rates of 87.19% and 93.44%, respectively, at 0.8 mg/mL. 

［［Conclusion］］ The ultrasonic-complex enzyme-assisted DES extraction method proved efficient, yielding high amounts of polysaccharides 

with strong antioxidant properties. These findings support the potential use of mulberry leaf polysaccharides in food and health-related 

applications.

Keywords: mulberry leaf polysaccharides; deep eutectic solvent; ultrasonic-enzyme-assisted extraction; response surface; antioxidant 

activity

桑叶是桑科植物桑（Morus alba L.）的干燥叶片，已于

2002 年列入药食同源目录［1-2］，具有疏散风热、清肺润燥、

清肝明目、镇咳祛痰等功效。桑叶活性成分包括多酚类、

多糖类、黄酮类、生物碱类、蛋白质类、脂类、维生素、微量

元素等［3］，其中多糖是桑叶中最重要的活性成分之一。桑

叶多糖（MLP）具有降血糖［4］、抗氧化［5］、降血脂［6］、抗炎［7］、

增强机体免疫［8］等功效。

目前，多糖的提取方法主要包括传统有机溶剂提取、

热水浸提、微波辅助提取和超声波辅助提取等方法［9-10］，

此类方法存在提取率低、设备要求高、过程不环保、耗时
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长等缺点［11-12］。超声辅助酶提取法被广泛应用于植物天

然活性成分提取中，酶可以在极短时间内将细胞壁中的

果胶、纤维素、半纤维素等成分彻底分解，而超声波空化

效应可加快酶促反应速度，打破传统酶水解的局限，从而

使活性物质得以完全暴露于溶剂中。低共熔溶剂（deep 

eutectic solvent，DES）是由 2 种或几种氢受体和氢供体混

合形成的透明液体状的共晶混合物［13-14］，能通过氢键作

用更好地渗透到植物细胞中，快速溶解出活性成分，且因

其具有绿色、易获得、易制备、易降解、低毒性、高效率、低

价格等优点［15-17］，被广泛用于植物多糖、多酚、黄酮、生物

碱等天然活性成分的提取［18-22］。将超声、酶和低共熔溶

剂相结合可以减少提取时间，提高植物中活性物质的提

取效率，但将该方法应用于桑叶多糖的提取研究尚未见

报道。研究拟以桑叶粉为原料，采用超声—复合酶—低

共熔溶剂法，利用 Box-Behnken 响应面试验优化桑叶多糖

提取工艺，通过 DPPH 自由基、ABTS 自由基和羟自由基

清除能力评价桑叶多糖的体外抗氧化能力，以期为桑资

源的综合利用提供依据。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

桑叶：于重庆市蚕业科学技术研究院桑园采摘；

氯化胆碱：分析纯，上海源叶生物科技有限公司；

苯酚、维生素 C、ABTS、DPPH 等：分析纯，上海麦克

林生化科技有限公司；

纤维素酶：10 万 U/g，上海麦克林生化科技有限公司；

葡萄糖、木瓜蛋白酶：80 万 U/g，北京索莱宝科技有限

公司；

羟自由基清除能力测试盒：苏州梦犀生物医药科技

有限公司。

1.2　仪器与设备

磁力搅拌水浴锅：HCJ-4D 型，常州朗越仪器制造有

限公司；

台式高速冷冻离心机：GX16R 型，湖南恒诺仪器设备

有限公司；

紫外分光光度计：UV-1800 型，上海翱艺仪器有限

公司；

超纯水机：WP-UP-YJ-40 型，四川沃特尔水处理设备

有限公司；

超声波清洗机：SB25-12DTD 型，宁波新芝生物科技

股份有限公司。

1.3　试验方法

1.3.1　样品预处理　10 月底采摘桑叶，清洗，晾干，50 ℃
烘箱烘干，粉碎后过 100 目筛，于-18 ℃冷冻贮藏。

1.3.2　桑叶多糖得率测定　采用苯酚—硫酸法［23］，得标

准 曲 线 方 程 为 Y=8.666 7X-0.003 8，R2=0.999 1，按

式（1）计算多糖得率。

R= c× v× n
m

× 100%， （1）

式中：

R——桑叶多糖得率，%；

c——多糖质量浓度，mg/mL；

v——样品定容体积，mL；

n——样品稀释倍数；

m——桑叶粉质量，g。

1.3.3　低共熔溶剂的制备　参照白冰瑶等［24］的方法，按

表 1 进行制备。

1.3.4　低共熔溶剂的筛选　取 1.000 g 桑叶粉于 250 mL

锥形瓶中，按液料比 40∶1 （mL/g）加入含水量为 35% 的

DES，加入 3% 复合酶（m 纤维素酶∶m 木瓜蛋白酶=2∶1），混匀，封

口 ，50 ℃ 酶 解 2 h，以 超 声 功 率 360 W 超 声 40 min，

10 000 r/min 离心 20 min，取上清液，加入 5 倍体积的无水

乙醇于 4 ℃冰箱醇沉 24 h，离心后去上清液，用无水乙醇

洗涤沉淀 4 次，离心，沉淀溶解并定容，测定 MLP 得率。

1.3.5　单因素试验　取 1.000 g 桑叶粉于锥形瓶中，考察

各因素对 MLP 得率的影响，包括 DES 摩尔比（1∶1，1∶2，

1∶3，1∶4，1∶5）、液 料 比［30∶1，35∶1，40∶1，45∶1，50∶

1 （mL/g）］、DES 含水量（30%，35%，40%，45%，50%）、复

合酶添加量（1%，2%，3%，4%，5 %）、超声时间（20，30，

40，50，60 min）、超声功率（240，300，360，420，480 W）。

1.3.6　响应面试验　在单因素试验的基础上，以 DES 含

水量、液料比、超声功率和超声时间为因素，以 MLP 得率

为响应值，进行四因素三水平的 Box-Behnken 响应面试

验，优化桑叶多糖提取工艺。

1.3.7　抗氧化活性测定　

（1） DPPH 自由基清除能力：配制不同质量浓度的桑

叶多糖溶液，分别取 2.0 mL 样品加入 2.0 mL DPPH 溶液

中，均质后室温避光反应 30 min，测定 517 nm 处吸光度，

以无水乙醇代替 DPPH 溶液为样品对照，以无水乙醇代替

样品为空白对照，按式（2）计算 DPPH 自由基清除率［25］。

表 1　DES 的种类

Table 1　Types of low eutectic solvents

编号

DES-1

DES-2

DES-3

DES-4

DES-5

DES-6

DES-7

化合物

氯化胆碱—丙三醇

氯化胆碱—乙醇

氯化胆碱—苹果酸

氯化胆碱—柠檬酸

氯化胆碱—（1-4-丁二醇）

氯化胆碱—乙二醇

氯化胆碱—尿素

氢供体

氯化胆碱

氯化胆碱

氯化胆碱

氯化胆碱

氯化胆碱

氯化胆碱

氯化胆碱

氢受体

丙三醇

乙醇

苹果酸

柠檬酸

1-4-丁二醇

乙二醇

尿素

摩尔比

1∶1

1∶1

1∶1

1∶1

1∶1

1∶1

1∶1
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S= ( )1 - A 1 - A 2

A 0
× 100%， （2）

式中：

S——自由基清除率，%；

A 1——加入样品的吸光度；

A 2——样品对照的吸光度；

A 0——空白对照的吸光度。

（2） ABTS+自由基清除能力：配制不同质量浓度的桑

叶多糖溶液，分别取 0.2 mL 样品加入 6.0 mL ABTS 溶液

中，均质后室温避光反应 6 min，测定 734 nm 处吸光度，以

纯水代替 ABTS 溶液为样品对照，以纯水代替样品为空白

对照，按式（2）计算 ABTS+自由基清除率［26］。

（3） 羟自由基清除能力：按羟自由基清除能力试剂盒

说明书进行测定。

1.3.8　数据处理　每个试验重复 3 次，采用 Excel 软件进

行数据分析，采用 Design-Expert12 软件进行响应面分析，

采用 Origin9.0 软件绘图。

2　结果与分析

2.1　DES 的筛选

由图 1 可知，DES 对桑叶多糖得率影响较大，其中

DES-3 的 MLP 得率明显高于其他 6 种，可能是因为 DES-3

较其他 6 种 DES 的极性更强，分散度更高，且其极性与

MLP 的接近，因此，选择 DES-3（氯化胆碱—苹果酸）作为

MLP 的提取溶剂。

2.2　单因素试验

2.2.1　DES 摩尔比对 MLP 得率的影响　由图 2 可知，当

DES 摩尔比为 1∶4 时，MLP 得率达到最大值。随着 DES

摩尔比的增加，MLP 得率增加，苹果酸比例越大，DES 黏

度越低，越有利于 MLP 在溶剂中进行扩散，当 DES 摩尔

比＞1∶4 时，MLP 得率逐渐减小，此时 DES 极性逐渐减

小，MLP 与 DES 的相互作用削弱，MLP 溶解度下降。因

此，选择 DES 摩尔比为 1∶4。

2.2.2　液料比对 MLP 得率的影响　由图 3 可知，MLP 得

率先增加后降低，当液料比为 40∶1 （mL/g）时，MLP 得率

达到最大值。液料比增加，桑叶粉与 DES 的接触面积增

加，促进了溶质与溶剂的结合，而液料比过大，过多的

DES 使得液料之间相互作用削弱，不利于 MLP 提取。因

此，选择液料比为 40∶1 （mL/g）进行响应面试验。

2.2.3　 DES 含水量对 MLP 得率的影响　由图 4 可知，

MLP 得率先增加后降低，当氯化胆碱—苹果酸中含水量

为 45% 时，MLP 得率达到最大值。当 DES 含水量＜45%

时，提取溶剂的黏度随 DES 含水量的增加而降低，有利于

MLP 溶出；当 DES 含水量＞45% 时，水分子破坏了氯化胆

碱—苹果酸—桑叶多糖之间的相互作用［27］。因此，选择

DES 含水量为 45% 进行响应面试验。

字母不同表示差异显著（P<0.05）

图 1　不同种类的 DES 对 MLP 得率的影响

Figure 1　Effects of different eutectic solvents on the yield 

of MLP

字母不同表示差异显著（P<0.05）

图 2　DES 摩尔比对 MLP 得率的影响

Figure 2　Effects of DES molar ratio on the yield of MLP

字母不同表示差异显著（P<0.05）

图 3　液料比对 MLP 得率的影响

Figure 3　Effects of liquid to material ratio on the yield of 

MLP
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2.2.4　复合酶添加量对 MLP 得率的影响　由图 5 可知，

MLP 得率先增加后降低，当复合酶添加量为 3% 时，MLP

得率达到最大值。添加复合酶，桑叶细胞壁被破坏，促进

了 MLP 溶出与扩散，MLP 提取量增加，而复合酶添加量

过大，多糖结构被破坏降解，MLP 提取量下降。因此，选

择复合酶添加量为 3%。

2.2.5　超声时间对 MLP 得率的影响　由图 6 可知，MLP

得率先增加后降低，当超声时间为 40 min 时，MLP 得率达

到最大值。当超声时间 ＜40 min 时，超声作用有利于

MLP 溶出；当超声时间＞40 min 时，多糖已全部溶出，长

时间的超声作用会使部分糖苷键发生断裂，MLP 得率下

降。因此，选择超声时间为 40 min 进行响应面试验。

2.2.6　超声功率对 MLP 得率的影响　由图 7 可知，MLP

得率先增加后降低，当超声功率为 360 W 时，MLP 得率达

到最大值，可能是因为超声功率增加，DES 空化效应增

大，MLP 不断被释放而得率增加，但超声功率过大，空化

作用进一步加强导致大量其他物质溶出，抑制了 MLP 的

释放且发生降解［28］。因此，选择超声功率为 360 W 进行

响应面试验。

2.3　响应面试验

2.3.1 响应面优化试验设计及结果  在单因素试验结果

的基础上，以 DES 含水量、液料比、超声功率和超声时间

为因素，MLP 得率为响应值进行响应面优化试验。响应

面试验因素水平见表 2，试验设计及结果见表 3。

字母不同表示差异显著（P<0.05）

图 5　复合酶添加量对 MLP 得率的影响

Figure 5　Effects of enzyme dosage on the yield of MLP

字母不同表示差异显著（P<0.05）

图 6　超声时间对 MLP 得率的影响

Figure 6　Effects of ultrasound time on the yield of MLP

字母不同表示差异显著（P<0.05）

图 7　超声功率对 MLP 得率的影响

Figure 7　Effects of ultrasound power on the yield of MLP

表 2　响应面试验因素与水平

Table 2　Factors and levels of response surface design

水平

-1

0

1

A DES 含水

量/%

40

45

50

B 液料比

（mL/g）

35∶1

40∶1

45∶1

C 超声功

率/W

300

360

420

D 超声时

间/min

30

40

50

字母不同表示差异显著（P<0.05）

图 4　DES 含水量对 MLP 得率的影响

Figure 4　Effects of DES moisture content on the yield of 

MLP
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根 据 Design-Expert 8.0.6.1 对 数 据 进 行 分 析 ，得 到

MLP 提取量的预测回归方程：

Y=10.26-0.21A+0.044B-0.14C+0.061D+0.15AB-
0.032AC+0.13AD-0.27BC-0.099BD-0.048CD-0.61A2-
0.61B2-0.57C2-0.50D2。 （3）

2.3.2　响应面方差分析　由表 4 可知，模型 P＜0.01，极显

著；失拟项 P＞0.05，不显著，说明未知因素对试验结果干

扰较小。R2=0.997 9，R 2
Adj=0.995 8，说明模型预测值与实

测值较吻合。除了交互项 AC 对 MLP 得率影响不显著，

其他交互项及一次项、二次项对 MLP 得率的影响极显著

（P＜0.01）。根据 F 值可知，影响 MLP 得率的各因素顺序

为 DES 含水量＞超声功率＞超声时间＞液料比。

响应曲面图可以直观地看出各因素对 MLP 得率的影

响，曲面坡度越陡，两个因素交互作用对 MLP 得率的影响

越大；反之，曲面坡度越缓，两个因素交互作用对 MLP 得

率的影响越小［29-30］。由图 8 可知，AB、AC、BC、BD、CD

的响应曲面坡度较陡，说明其交互作用对 MLP 得率影响

显著（P＜0.05）。

通过软件预测得出 MLP 的最佳提取工艺条件为 DES

含水量 44.22%、液料比 40.22∶1 （mL/g）、超声功率 352 W、

超声时间 40.43 min，此时 MLP 得率为 10.29%；根据实际

情况，将最佳提取工艺条件调整为 DES 含水量 44%、液料

比 40∶1 （mL/g）、超声功率 350 W、超声时间 40 min，测得

MLP 得率为（10.20±0.05）%，与预测值较吻合，说明优化

得到的工艺条件可靠。

2.4　抗氧化能力分析

2.4.1　DPPH 自由基清除率　由图 9 可知，MLP 对 DPPH

自由基清除率随着质量浓度的增加不断增加，其清除能

力 低 于 维 生 素 C 和 Trolox。 当 样 品 质 量 浓 度 为

0.08 mg/mL 时，MLP、维生素 C 和 Trolox 对 DPPH 自由基

的清除率分别为 67.46%，98.09%，98.11%，经线性拟合得

到 MLP 对 DPPH 自由基清除率的 IC50 为 0.056 mg/mL，表

明 MLP 具有一定的 DPPH 自由基清除能力，且与样品质

量浓度呈量效关系。

2.4.2　 ABTS+ 自 由 基 清 除 率　 由 图 10 可 知 ，MLP 对

表 4　方差分析†

Table 4　Analysis of variance

来源

模型

A

B

C

D

AB

AC

AD

BC

BD

CD

A2

B2

C2

D2

残差

失拟项

净误差

总离差

平方和

6.750 0

0.509 2

0.023 0

0.240 0

0.044 7

0.084 1

0.004 1

0.063 5

0.294 8

0.039 0

0.009 1

2.400 0

2.380 0

2.090 0

1.610 0

0.014 1

0.010 2

0.003 9

6.760 0

自由度

14

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

14

10

4

28

均方

0.482 1

0.509 2

0.023 0

0.240 0

0.044 7

0.084 1

0.004 1

0.063 5

0.294 8

0.039 0

0.009 1

2.400 0

2.380 0

2.090 0

1.610 0

0.001 0

0.001 0

0.001 0

F 值

479.19

506.18

22.83

238.55

44.38

83.60

4.07

63.12

293.08

38.77

9.07

2 385.67

2 367.07

2 075.82

1 596.03

1.05

P 值

<0.000 1**

<0.000 1**

0.000 3**

<0.000 1**

<0.000 1**

<0.000 1**

0.063 2

<0.000 1**

<0.000 1**

<0.000 1**

0.009 3**

<0.000 1**

<0.000 1**

<0.000 1**

<0.000 1**

0.526 2

† *表示差异显著（P＜0.05）；**表示差异极显著（P＜0.01）；

R2=0.997 9，R2
Adj=0.995 8。

表 3　响应面试验设计及结果

Table 3　Results of Box-Behnken

试验号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

A

-1

0

0

1

1

1

0

0

0

0

0

0

0

0

1

0

-1

1

-1

1

0

-1

-1

0

0

-1

0

0

0

B

0

-1

-1

0

0

1

0

0

1

0

-1

1

0

0

-1

0

1

0

0

0

-1

-1

0

0

0

0

0

1

1

C

1

-1

0

0

-1

0

0

0

0

1

1

-1

1

-1

0

0

0

0

0

1

0

0

0

-1

0

-1

0

1

0

D

0

0

1

1

0

0

0

0

1

1

0

0

-1

-1

0

0

0

-1

1

0

-1

0

-1

1

0

0

0

0

-1

桑叶多糖得率/%

9.161±0.014

8.893±0.028

9.281±0.033

9.126±0.041

9.068±0.034

9.035±0.022

10.222±0.034

10.301±0.016

9.116±0.043

9.102±0.027

9.133±0.039

9.565±0.043

9.051±0.025

9.199±0.037

8.644±0.056

10.233±0.077

9.164±0.052

8.742±0.084

9.296±0.055

8.702±0.049

8.996±0.064

9.353±0.043

9.416±0.013

9.441±0.082

10.267±0.042

9.399±0.051

10.264±0.053

8.719±0.047

9.226±0.057
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ABTS+自由基清除率随着质量浓度的增加不断增加，其

清除能力低于维生素 C 和 Trolox。当样品质量浓度为

0.8 mg/mL 时，MLP、维生素 C 和 Trolox 对 ABTS+自由基

的清除率分别为 87.19%，99.99%，99.79%，经线性拟合得

到 MLP 对 ABTS+自由基清除率的 IC50为 0.454 mg/mL，表

明 MLP 具有较好的 ABTS+自由基清除能力，且与样品质

量浓度呈量效关系。

2.4.3　羟自由基清除率　由图 11 可知，MLP、Trolox 和维

生素 C 对羟自由基清除率随着质量浓度的增加而增加；

MLP 的羟自由基清除率显著低于维生素 C 和 Trolox。当

样品质量浓度为 0.8 mg/mL 时，MLP、维生素 C 和 Trolox

对羟自由基的清除率分别为 93.44%，99.53%，99.68%，经

线 性 拟 合 得 到 MLP 对 羟 自 由 基 清 除 率 的 IC50 为

0.260 mg/mL，表明 MLP 具有较好的羟自由基清除能力，

且与样品质量浓度呈量效关系。

字母不同表示差异显著（P<0.05）

图 9　不 同 质 量 浓 度 MLP、Trolox 和 维 生 素 C 对 DPPH

自由基的清除能力

Figure 9　Scavenging rate of DPPH radical by different 

concentration of MLP， Trolox and VC

图 8　各因素交互作用对 MLP 得率的影响

Figure 8　Effects of interaction of various factors on the yield of MLP

字母不同表示差异显著（P<0.05）

图 10　不同质量浓度 MLP、Trolox 和维生素 C 对 ABTS+

自由基的清除能力

Figure 10　Scavenging rate of ABTS free radical by 

different concentration of MLP， Trolox and VC
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3　结论

超声—复合酶辅助低共熔溶剂提取桑叶多糖的最佳

工艺条件为氯化胆碱—苹果酸摩尔比 1∶4、液料比 40∶

1 （mL/g）、低 共 熔 溶 剂 含 水 量 44%、复 合 酶（m 纤维素酶∶

m 果胶酶=2∶1）添加量 3%、超声时间 40 min、超声功率 350 W，

在此工艺条件下，桑叶多糖得率为（10.20±0.05）%。桑叶

多糖具有体外抗氧化能力，且与样品质量浓度呈明显的

量效关系。综上，采用超声—复合酶辅助低共熔溶剂提

取的桑叶多糖具有较好的抗氧化能力，后续可进一步探

究其多糖物质组成、不同多糖组分抗氧化活性与其结构

的关系。
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