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桑叶为桑科植物桑（Morus alba L.）的叶片，另名“神仙叶”

“铁扇子”等，为《中国药典》收录品种 [1-2]，其药用价值首载于
《神农本草经》。桑叶具有降血糖等多种药理活性，中医一直
将桑叶作为糖尿病治疗方剂的重要配伍之一[3-4]。近年来，现
代药理学研究已经证明这类化合物及其衍生物可以通过抑制
糖苷酶活性发挥降低血糖的作用，可用于治疗糖尿病肥胖症
等疾病的治疗[5-6]。本课题组也通过细胞试验和动物模型实验
发现桑叶中生物碱的降糖活性最强，黄酮次之[7]。所以，建立
桑叶中生物碱稳定、高效的提取工艺很有必要。根据生物碱
的分子结构特点，采用稀酸浸提法具有条件温和、提取率高的
优势；传统煎煮法则会将其中的1-脱氧野尻霉素（1-DNJ）等结
构破坏，降低生物利用度；乙醇回流法的提取率优于煎煮法，

但生产成本较高[8]。笔者在本研究中以桑叶粉为原料，采用超

声法，用乙醇-稀盐酸提取桑叶总生物碱，并应用响应面法（Re-

sponse surface methodology，RSM）对桑叶中生物碱的提取工

艺条件进行优化，以实现高效提取桑叶中总生物碱的目的。
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东京理化器械株式会社）。
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摘 要 目的：优化桑叶中总生物碱的超声法提取工艺。方法：在单因素试验基础上，通过响应面分析法考察超声提取时间、超声

功率、乙醇体积分数、料液比及提取溶剂的pH对桑叶总生物碱提取率的影响，利用Design Expert 8.0.5分析软件对试验数据进行

分析，确定最优提取工艺并进行验证。结果：建立的二项式拟合模型方程复相关系数为0.969 9；优化后的桑叶生物碱提取工艺条

件为超声提取时间48 min、超声功率800 W、乙醇体积分数70％、料液比1 ∶25、pH 5。在此条件下桑叶生物碱提取率为0.422％，与

模型预测值0.429％比较偏离率小于2％。结论：建立的回归模型拟合性好，提取工艺稳定可靠，可用于桑叶中总生物碱的提取。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To optimize the ultrasonic extraction process of total alkaloids from mulberry leaves. METHODS：

Based on the single factor experiment，response surface method was adopted to investigate the effects of ultrasonic extraction time，

ultrasonic power，ethanol volume fraction，solid-liquid ratio and pH of solvent on the extraction rate of total alkaloids from mulber-

ry leaves，then test data were analyzed by Design Expert 8.0.5 software，and the optimized process was confirmed and verified. RE-

SULTS：The multiple correlation coefficient of established binomial equation fitting model was 0.969 9；the optimized condition for

extracting alkaloid from mulberry leaf was ultrasonic extraction time of 48 min，ultrasonic extraction power of 800 W，ethanol vol-

ume fraction of 70％，material-liquid ratio of 1 ∶ 25，pH 5. Under these conditions，the extraction rate of total alkaloids was 0.422％，

with the bias ratio was less than 2％ compared with the model predictions. CONCLUSIONS：The established model has good fit-

ting performance，the extraction process is stable and reliable，and can be used for the extraction of alkaloids from mulberry leaves.
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桑叶（广东和翔制药有限公司，批号：131201，经广东和
翔制药有限公司质检部鉴定为桑科植物桑Morus alba L.的干
燥叶）。

1.3 试剂与树脂
4-羟基哌啶（批号：L2014057，纯度：≥98％）、雷氏盐（批

号：20140331）均来源于上海晶纯试剂有限公司；丙酮、盐酸、

乙醇均为分析纯，水为去离子水。

732H型阳离子交换树脂（淄博东大化工股份有限公司）。

2 方法与结果
2.1 树脂预处理

根据 732H 型阳离子交换树脂生产厂家提供的预处理和
再生方法，用水浸泡树脂过夜，装入层析柱，用5倍量4％氢氧
化钠冲洗树脂柱，使树脂转换为Na+型；加水洗至流出液近中
性，加5倍量5％盐酸冲洗树脂柱，使树脂转化为H+型，用水洗
至流出液pH为6～7备用。

2.2 桑叶总生物碱提取液的制备
将干燥的桑叶在植物粉碎机上粉碎，过60目筛，制成桑叶

干燥粉。称取 30 g桑叶干粉，按一定比例加入一定体积分数
乙醇-稀盐酸（调 pH）使料液比为 1 ∶ 15，常温下超声提取 30

min，抽滤，合并滤液并浓缩，于5 000 r/min（离心半径为15 cm）

离心 15 min。收集上清液，定容至 10 ml，用树脂富集纯化，除
去中性及酸性成分，水洗至无色后用氨水-乙醇（70 ∶30，V/V）混
合液洗脱。收集洗脱液，减压浓缩，用 0.05 mol/L盐酸定容至
10 ml量瓶中，即得。

2.3 桑叶总生物碱的含量检测
采用雷氏盐比色法[9]测定。以4-羟基哌啶为对照品，利用

4-羟基哌啶对照品建立的回归方程计算桑叶生物碱含量。以
4-羟基哌啶溶液的浓度（x，mol/L）为横坐标，以在523 nm波长
处测定的吸光度（y）为纵坐标，得方程：y＝23.154x－0.061

（R2＝0.999 8，n＝10），表明4-羟基哌啶的检测浓度线性范围为
0.004 04～0.040 4 mol/L。根据生物碱浓度，以 1-DNJ 摩尔质
量计算生物碱的提取率。生物碱的提取率＝c×D×V×M/（m×

1 000）×100％，其中，c 为从回归方程中求得的生物碱浓度
（mol/L），D为稀释倍数，V为溶液总体积（ml），M为 1-DNJ 的
摩尔质量（g/mol），m为样品质量（g）。

2.3.1 精密度试验 精密吸取对照品溶液1.0 ml，按雷氏盐比
色法测定吸光度，重复 6次，得吸光度的 RSD 为 0.508％（n＝

6），表明方法精密度良好。

2.3.2 稳定性试验 精密吸取对照品溶液1.0 ml，按雷氏盐比
色法在0、15、30、45、60、120 min时测定其吸光度，计算含量的
RSD为1.22％（n＝6），表明溶液在120 min内基本稳定。

2.3.3 回收率试验 精密称定 9份已知桑叶总生物碱含量的
桑叶粉30 g，每3份1组，按低、中、高3个水平分别精密加入一
定量的对照品溶液，测定相应的生物碱含量，计算回收率，得
平均回收率为96.58％（RSD＝1.45％，n＝3）。

2.4 单因素试验
在常温下，以超声提取时间 30 min、料液比 1 ∶ 15、超声功

率600 W、乙醇体积分数60％、提取溶剂pH 6、提取2次为基础
条件，分别对其中某一因素进行调整设计单因素试验。各单
因素试验的水平分别为不同超声提取时间（10、20、30、40、50、

60 min）、超声功率（400、500、600、700、800、900 W）、乙醇体
积分数（20％、40％、60％、80％、100％）、料液比（1 ∶ 10、1 ∶ 15、
1 ∶ 20、1 ∶ 25、1 ∶ 30、1 ∶ 35，g/ml）以及 pH（1、2、3、4、5、6、7），指标
为总生物碱提取率（Y）。

各试验结果如图1所示。

由图1可见，桑叶总生物碱提取率随超声提取时间延长而
逐渐增加，超声提取 50 min 时总生物碱提取率达最高值
0.325％，但是在30 min之后，提取率已经增长缓慢，并且在60

min时提取率有下降趋势；桑叶总生物碱提取率随着超声功率
变大而增加，800 W时达到最大提取率，但是在 600 W后提取
率增加变慢；乙醇体积分数在40％～80％之间时，桑叶总生物
碱提取率随乙醇体积分数升高而逐渐增加，体积分数达 60％
后逐渐平稳，于60％时提取率达最高0.324％；同时，桑叶总生
物碱提取率随料液比升高而逐渐增加，在料液比为 1 ∶ 25时达
到最高值0.330％；桑叶总生物碱提取率随pH变化不大，在pH

为2、3时略有下降，但是变化不显著，并且在pH为4后又开始
上升，只有当 pH 大于 5时桑叶总生物碱提取率开始显著降
低。综上，可以确定提取桑叶生物碱的各单因素条件为：超声
提取时间 40～60 min、超声功率 700～900 W、乙醇体积分数
60％～80％、料液比1 ∶25（g/ml）、提取溶剂pH 4～6。

2.5 生物碱提取工艺条件优化

在单因素试验基础上，选取超声提取时间、超声功率、乙
醇体积分数及 pH为考察因素，固定提取温度为常温，料液比
为1 ∶ 25，以生物碱提取率（Y）为响应值（试验点1～29中1、3、8

和24为0点，其余均为析因点），根据Box-Behnken设计原则安
排试验，因素与水平见表1，试验安排与结果见表2。

图1 不同提取工艺对桑叶生物碱提取率影响的单因素试验
A. 超声提取时间；B. 超声功率；C.乙醇体积分数；D .料液比；E. pH

Fig 1 Single factor test of effects of different extraction pro-

cess on the yield of alkaloid from mulberry leaves
A. ultrasonic extracting time；B. ultrasonic power；C. ethanol volume

fraction；D. liquid ratio；E. pH
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图 3 超声提取时间与乙醇体积分数对桑叶总生物碱提取率

的等高线和响应面图

Fig 3 Contour and response surface of ultrasonic extraction

time and ethanol volume fraction on the mulberry

leaves alkaloid extraction rate
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图 2 超声提取时间与超声功率对桑叶总生物碱提取率的等

高线和响应面图

Fig 2 Contour and response surface of ultrasonic extraction

time and ultrasonic power on the mulberry leaves al-

kaloid extraction rate
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表1 因素与水平

Tab 1 Factors and levels

水平

-1

0

1

因素
A（提取时间），min

40

50

60

B（超声功率），W

700

800

900

C（乙醇体积分数），％
60

70

80

D（提取溶剂pH）

4

5

6

表2 试验安排与结果

Tab 2 Arrangement and results of test

序号
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

0

-1

0

0

0

0

1

0

0

0

-1

0

0

0

0

0

0

-1

-1

-1

-1

0

1

0

1

1

1

0

1

B

0

0

0

-1

1

-1

0

0

0

0

0

1

1

0

0

1

-1

0

-1

1

0

0

0

0

1

0

0

-1

-1

C

0

1

0

-1

0

1

0

0

1

1

-1

1

-1

-1

0

0

0

0

0

0

0

-1

-1

0

0

0

1

0

0

D

0

0

0

0

-1

0

1

0

-1

1

0

0

0

1

0

1

1

1

0

0

-1

-1

0

0

0

-1

0

-1

0

Y，％
0.320

0.332

0.325

0.313

0.342

0.330

0.263

0.322

0.341

0.298

0.288

0.363

0.337

0.290

0.313

0.294

0.285

0.281

0.319

0.325

0.320

0.303

0.272

0.319

0.353

0.371

0.379

0.366

0.352

应用Design Expert 8.0.5软件对试验数据进行回归分析，得
多元二次回归方程为Y＝0.618－2.372×10－3A－2.347×10－3B－

2.623×10－3C+0.210D+4.750×10－6AB+1.575×10－4AC－1.725×

10－3AD+2.250×10－6BC+4.750×10－5BD－7.500× 10－4CD－

9.833×10－6A2+1.277×10－6B2+8.917×10－6C2－0.124D2，二项式拟
合复相关系数R2＝0.969 9，P＜0.001，各项方差分析见表3。

方差分析表明，各因素对提取效果的影响顺序为D＞C＞

A＞B，C、D、D2项对响应值具有极显著影响，A、AD、CD项对
响应值具有显著性影响。失拟项P值为 0.014 9，且相对于纯
差不显著，表明模式可靠。在回归方程基础上，应用 Design

Expert 8.0.5软件绘制响应面及等高线图，若等高线呈椭圆形
则表明两个因素交互作用明显，若呈圆形则表明交互作用不
明显[10]，结果见图2～图7。

利用统计软件Design Expert 8.0.5预测桑叶总生物碱提取
率，得到的优化提取工艺条件为超声提取时间 48.3 min、超声
功率768 W、乙醇体积分数69.9％、pH 4.9、料液比1 ∶25（g/ml），

预测在此工艺条件下桑叶总生物碱的提取率为 0.429％；从实
际操作考虑，将条件修正为超声提取时间 48 min、超声功率

800 W、乙醇体积分数70％、pH为5、料液比1 ∶25（g/ml）。

2.6 验证试验

取桑叶干粉 3份，每份 30 g，采用上述修正后的最优工艺

进行提取，按“2.3”项下的检测方法进行检测，得总生物碱平均

提取率为0.422％，与模型预测值0.429％间的偏离率[（预测值-

实际值）/预测值×100％]为1.63％（小于2％），并且此试验结果

高于响应面试验的其他组合的结果，表明试验模型稳定可行。

表3 回归模型方差分析

Tab 3 Variance analysis of regression equation

方差来源
模型
A

B

C

D

AB

AC

AD

BC

BD

CD

A2

B2

C2

D2

残差
失拟项
纯差
回归统计

平方和
0.020

7.084×10－4

5.256×10－4

4.800×10－3

8.427×10－3

5.641×10－5

9.922×10－4

1.190×10－3

2.025×10－5

9.025×10－5

2.250×10－4

5.660×10－6

9.541×10－4

5.021×10－6

9.646×10－4

3.536×10－3

3.457×10－5

7.880×10－3

0.023

自由度
14

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

13

9

4

27
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图7 乙醇体积分数与提取溶剂pH对桑叶总生物碱提取率的

等高线和响应面图

Fig 7 Contour and response surface of ethanol volume frac-

tion and pH of solvent on the mulberry alkaloid ex-

traction rate
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图6 超声功率与提取溶剂pH对桑叶总生物碱提取率的等高

线和响应面图

Fig 6 Contour and response surface of ultrasonic power

and pH of solvent on the mulberry leaves alkaloid ex-

traction rate
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图 5 超声功率与乙醇体积分数对桑叶总生物碱提取率的等

高线和响应面图

Fig 5 Contour and response surface of ultrasonic power

and ethanol volume fraction on the mulberry leaves

alkaloid extraction rate
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图4 超声提取时间与提取溶剂pH对桑叶总生物碱提取率的

等高线和响应面图

Fig 4 Contour and response surface of ultrasonic extraction

time and pH of solvent on the mulberry leaves alka-

loid extraction rate
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3 讨论
由于桑叶总生物碱的水溶性较大，目前的提取方法主要

有浸渍法、乙醇回流提取法和传统的煎煮法。本试验采用的
超声波处理乙醇溶剂提取法，利用超声空化作用和微扰效应，

能够有效地使植物细胞壁破裂，使细胞更容易释放内容物，并
促进溶剂进入提取物细胞，加速成分溶入溶剂，可大大缩短提
取时间并提高提取率。然后通过响应面分析法进一步优选总
生物碱的提取工艺参数。

桑叶总生物碱含量测定采用经典的雷氏盐沉淀比色法，

具有不需要使用昂贵的对照品（如1-DNJ）、操作简单快捷等优
点。其原理是利用桑叶中总生物碱在酸性条件下转化成生物
碱阳离子B+，该阳离子与雷氏盐（四硫氰基二氨络铬酸铵）反
应后生成不溶于水的生物碱雷氏铵盐沉淀，分离沉淀后以丙
酮溶解，此生物碱雷氏铵盐的丙酮溶液在 523 nm波长处有最
大吸收。因此，可使用具有相同母环结构的 4-羟基哌啶来作
为对照品。另外，由于桑叶总生物碱属于混合物，目前已知含
有以1-DNJ为代表的8种多羟基哌啶类生物碱，依此测定方式
得到的结果为总生物碱的摩尔浓度，为了方便提取率的计算，

统一以含量最高的1-DNJ的摩尔质量（163.17 g/mol）来计算质
量浓度。为减小非生物碱成分（如色素等）对该检测方法准确
性的干扰，参考文献[9]采用732H型阳离子交换树脂纯化桑叶
生物碱提取液，用氨水-乙醇洗脱剂洗脱，收集洗脱液进行减压
干燥，氨水和乙醇易挥发不会因为溶剂残留而引入新杂质。

并且供试品溶液在120 min内稳定，重现性良好。故本文建立
的以4-羟基哌啶为对照品的含量测定方法可作为桑叶总生物
碱含量的检测方法。
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