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桑叶中白藜芦醇提取工艺的研究
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湖南农业大学生物科学技术学院，长沙 410128

摘 要:白藜芦醇因其具有多种保健作用而受到人们广泛关注，经研究测定在桑叶中有一定的含量。本文采用
有机溶剂回流法提取桑叶中的白藜芦醇，确立了提取的最佳条件:提取溶剂为乙醇;回流时间为 105 min;乙醇浓
度为 80% ;物料比为 1∶ 13;回流温度为 60 ℃。原料经回流提取、过滤除渣后旋蒸得到白藜芦醇浓缩液，再用高
效液相色谱法测定白藜芦醇的含量。
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Extraction Technology of Resveratrol from Mulberry Leaf

WU Xu，RAO Li-qun* ，PENG Guo-ping，YANG Hua
College of Bioscience and biotechnology，Hunan Agriculture University，Changsha 410128，China

Abstract: The mulberry leafs contain amount of resveratrol which has various health effects． In this experiment，the opti-
mum conditions of extracting resveratrol from the mulberry leaf with the reflux was established as follows: the solvent was
alcohol，the temperature was 60 ℃，the time was 105 minutes，the concentration of alcohol was 80%，and the material
rate was 1∶ 13． And the content of resveratrol was determined by HPLC．
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白藜芦醇因其良好的生物活性受到了人们的关

注，1940 年首次从毛叶藜( Veratrum grandiflorum) 的
根部获得白藜芦醇

［1］，该化合物主要分布在豆科

( 13 属) 、葡萄科( 4 属) 、桑科( 6 属) 、寥科( 2 属) 等
植物中。白藜芦醇在癌症的起始、促进和发展三个
主要阶段均有化学抗癌活性 ，同时具有降血脂、抑
制血小板凝聚、调节脂蛋白代谢、保护肝脏、保护缺
血器官、抗 HIV，抗氧化及抑菌等作用［2-5］。由于其
临床效果突出，以白藜芦醇为主要成分的药品或保

健品需求量很大，很受关注。桑科桑属植物桑( Mo-
rus alba L． ) 是重要经济树种，桑叶、茎皮纤维、木
材、果实均有重要的经济价值，根皮 ( 桑白皮) 、枝、
叶均可入药，具有不同的性味功能。目前大部分地
区将桑作为饲用栽培，每年除了饲养桑蚕外，桑树的

很多部位都没得到利用。目前，天然白藜芦醇主要
从虎杖( 蓼科) 、葡萄皮( 葡萄科) 中进行提取，但原
材料获取有限，若能从桑树中提取白藜芦醇得到突

破，定能带来可观的社会和经济效益。因而，对桑进
行深加工意义非凡

［6-9］。探索从桑中提取白藜芦醇，
不但可以解决白藜芦醇生产原料问题，还可以增加

农民收入，服务地方经济，意义重大。

1 实验仪器、药品
旋转蒸发器、回流提取仪、高效液相色谱仪

( Agilent 1100 ) 、水浴锅、桑叶、乙醇、乙酸乙脂、丙
酮、甲醇、甲醇( HPLC 级) 、白藜芦醇标准品 ( Sigma
99% ) 。

2 实验方法
2． 1 白藜芦醇的 HPLC法测定
2． 1． 1 准曲线的制作
高效液相色谱法( High performance liquid chro-

matography，HPLC) ，色谱柱为 Hypersil ODS 柱 ( 250
mm ×416 mm) ;流动相为甲醇和水; 298 nm下测定;
流速为 l mL /min。制作标准曲线，精密称取白藜芦
醇标准样品约 0． 02 g，置 50 mL棕色容量瓶中，配成
400 mg /L的储备液，加甲醇溶解并稀释至刻度摇
匀。再分别稀释配成 100、200、300 mg /L和 400 mg /



L标准液，进样 20 μL，再测定相应的峰面积。以峰
面积为纵坐标，白藜芦醇的质量浓度为横坐标绘制

标准曲线。
2． 1． 2 样品中的白藜芦醇含量测定
提取液离心后得上清液，每次取 20 μL，采用峰

面积外标法测定浓度。待测桑叶提取物中白藜芦醇
的 HPLC图谱分析，采用测定标准品相同的条件，其
中溶剂浓度为 80%乙醇、料液比为 1∶ 15、温度为 60
℃、提取时间为 90 min 的条件下提取的样品如图 3
所示。
2． 2 精密度试验
精密吸取上述标样溶液用微孔滤膜( 0． 25 um)

过滤，取样 20 μL，注入液相色谱仪，测定峰面积，连
续进样 5 次。
2． 3 稳定性试验
取同一样品的溶液分别于 0、2、4、6、8 h 进行测

定，记录色谱峰面积。
2． 4 重复性试验
取同一批号样品，精密称桑叶 10 g，置于圆底烧

瓶中，加入 100 mL 80%浓度的乙醇，在 55 ℃的水浴
锅中进行回流提取 90 min。提取液过滤后置于冷冻
真空旋转蒸发仪中进行浓缩，得到固体白藜芦醇和

其他杂质。用 10 mL甲醇溶液进行溶解，超声处理
10 min，用甲醇补液至刻度后，放于冰箱中静置，两
天后取上清液离心 10 min。
2． 5 加样回收实验
取同一批号已知含量样品溶液，在样品溶液中

加入白藜芦醇标样进行回收率实验，按 2． 1 方法测
定，结果见表 3。
2． 6 不同提取条件对白藜芦醇的影响
2． 6． 1 不同溶剂对提取白藜芦醇的影响
称取桑叶粉末 10． 00 g 4 份，分别放入 1 ～ 4 号

圆底烧瓶，分别加入 150 mL 乙醇、乙酸乙酯、甲醇、
丙酮回流提取，乙醇、甲醇、丙酮浓度为 80%，提取
次数为 1 次，水浴锅温度为 60 ℃，提取时间分别为
90 min。提取液过滤除渣后，用旋转蒸发仪进行减
压浓缩，用 10 mL的甲醇溶解浓缩物，再用离心机离
心，取上清液，放入 10 mL的试管中进行保存。再用
高效液相色谱法测定白藜芦醇的含量。
2． 6． 2 浓度对提取白藜芦醇的影响
称取桑叶粉末 10． 00 g 5 份，放入 1 ～ 5 号圆底

烧瓶，提取时间 90 min，提取温度 60 ℃，提取次数为
1 次，乙醇浓度分别为: 50%、60%、70%、80%、

90%，提取液过滤除渣后减压浓缩，用甲醇溶解至
10 mL，再离心分离，以后操作与上面相同。
2． 6． 3 料液比对提取白藜芦醇的影响
称取桑叶粉末 10． 00 g 5 份，放入 1 ～ 5 号圆底

烧瓶，提取时间 90 min，提取温度为 60 ℃，乙醇浓度
为 80%，提取次数为 1 次，乙醇用量为: 90、110、
130、150、170 mL，提取液过滤除渣后减压浓缩，用甲
醇溶解至 10 mL，再离心分离，以后操作与上面相
同。
2． 6． 4 提取温度对提取白藜芦醇的影响
称取药桑粉末 10． 00 g 5 份，放入 1 ～ 5 号圆底

烧瓶，分别加入 150 mL 乙醇回流提取，乙醇浓度为
80%，提取时间 90 min，提取温度分别为 40、50、60、
70、80 ℃。提取液过滤除渣后减压浓缩，用甲醇溶
解至 10 mL，再离心分离，以后操作与上面相同。
2． 6． 5 提取时间对提取白藜芦醇的影响
称取药桑粉末 10． 00 g 5 份，放入 1 ～ 5 号圆底

烧瓶，提取时间分别为 30、45、60、75、90 min，提取温
度为 60 ℃，乙醇用量为 150 mL，提取液过滤除渣后
减压浓缩，用甲醇溶解至 10 mL，再离心分离，以后
操作与上面相同。

3 实验结果分析
3． 1 白藜芦醇的 HPLC法测定结果
3． 1． 1 如图 1所示，峰面积和浓度呈良好线性关系。
白藜芦醇的出峰时间为 3． 958 min，其图谱如图 2。
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3． 1． 2 样品中的白藜芦醇含量测定
从图 3 可见，在 3． 930 min 处有一白藜芦醇吸

收峰，其峰值很高，峰型完整。其峰面积为 21200． 6，利
用面积外标法得到白藜芦醇的含量为 224． 324 mg /L，
最后求得其百分含量为 0． 0224%。
3． 2 精密度试验结果
按照 2． 2 所示的方法，实验结果表明样品的精

密度良好，RSD为 0． 51%。见表 1。
图 3 样品提取液的 HPLC

Fig. 3 HPLC chromatogram of mμLberry extract

表 1 精密度试验结果
Table 1 The experimental resμLt of the exactness

试验号( Test No． ) 1 2 3 4 5 RSD ( % ) ( n = 5)

峰面积( Mv． sec) 38963． 91 38852． 50 38664． 89 38576． 46 38402． 18 0． 51%

3． 3 稳定性试验结果
按照 2． 3 所示的方法，结果表明在 8 h 内峰面

积无明显变化，RSD为 0． 57%，见表 2。

表 2 稳定性试验结果
Table 2 The experimental resμLt of the stableness

时间( Time，h) 0 2 4 6 8 RSD ( % ) ( n = 5)

峰面积( Mv． sec) 38748． 49 38961． 04 38698． 30 38529． 05 38703． 65 0． 57%

3． 4 重复性试验结果
取制得上清液用微孔滤膜( 0． 25 μm) 滤过，按

2． 4 方法制备 5 份供试品溶液，分别精密吸取供试

品溶液 20 μL 进样，记录色谱峰面积，计算 RSD 为
0． 49%。
3． 5 加样回收实验

表 3 加样回收实验结果
Table 3 The experiment result of sample recovery

样品序号( Sample No． ) 1 2 3 4 5

加入量( Dosage，mL) 0． 4 0． 45 0． 5 0． 55 0． 6

峰面积( Mv． sec) 33950 35416 36706 38767 40375

回收率( Recovery) 98． 54 97． 98 97． 09 98． 22 98． 29

平均回收率 = 98． 02% RSD = 0． 57%

3． 6 不同提取条件对白藜芦醇的影响
3． 6． 1 不同溶剂对提取白藜芦醇的影响
按照 2． 5 所示的方法，不同的有机提取剂对白

藜芦醇提取的影响结果如表 4 所示。由表 4 可看

出，不同溶剂对桑叶中的白藜芦醇提取效果不同白

藜芦醇提取效果不同，考虑到丙酮与甲醇的毒性及

挥发性均较乙醇强。因此，选择安全、无毒、易回收
的乙醇为提取剂。

表 4 不同有机提取剂对白藜芦醇提取的影响
Table 4 Effort of different agents on resveratrol extraction

溶剂
Solvents

80%乙醇
80% Ethanol

80%甲醇
80% Methanol

80%丙酮
80% Acetone

乙酸乙酯
Ethyl acetate

峰面积( Mv． Sec) 21200． 6 23625． 8 25500． 4 2567． 2

含量( Content，% ) 0． 0224% 0． 0247% 0． 0265% 0． 0048%
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3． 6． 2 浓度对提取白藜芦醇的影响
按照 2． 6 所示的方法，不同的乙醇浓度对白藜

芦醇提取的影响结果如表 5 所示。由表 5 可知，随
着乙醇体积分数的增大，白藜芦醇的提取率增加。

当乙醇的体积分数大于 80%后，提取效果增加不明
显，所以选择 70%、80%、90%的乙醇浓度为三个水
平，进行正交试验。

表 5 不同乙醇浓度对白藜芦醇提取的影响
Table 5 Effort of different concentration of alcohol on resveratrol extraction

溶剂
Solvents

50%乙醇
50% Ethanol

60%乙醇
60% Ethanol

70%乙醇
70% thanol

80%乙醇
80% Ethanol

90%乙醇
90% Ethanol

峰面积( Mv． sec) 12145． 2 15643． 5 18540． 4 21200． 6 21476． 5

含量( Content) 0． 0139% 0． 0172% 0． 0199% 0． 0224% 0． 0227%

3． 6． 3 料液比对提取白藜芦醇的影响
按照 2． 7 所示的方法，由表 6 可知，随着料液比

的增加，白藜芦醇的提取率增加，但增加的效果不明

显，所以选择 1∶ 13、1∶ 15、1∶ 17 为三个水平，进行正
交试验。

表 6 不同料液比对白藜芦醇提取的影响
Table 6 Effort of different material fluid ratio on resveratrol extraction

料液比( Solid-liquid ratio) 1∶ 9 1∶ 11 1∶ 13 1∶ 15 1∶ 17

峰面积( Mv． sec) 19796． 4 20762． 6 21200． 6 21293． 1 21356． 3

含量( Content，% ) 0． 0211% 0． 0220% 0． 0224% 0． 0225% 0． 0226%

3． 6． 4 提取温度对提取白藜芦醇的影响
按照 2． 8 所示的方法，由表 7 可知，随着温度的

增大，藜芦醇的提取率增加，当温度大于 70 ℃，增加

的效果不明显，所以选择 50、60、70 ℃为三个水平，
进行正交试验。

表 7 不同温度对白藜芦醇提取的影响
Table 7 Effort of different temperature on resveratrol extraction

温度( Temperature) 40 ℃ 50 ℃ 60 ℃ 70 ℃ 80 ℃

峰面积( Mv． sec) 17985． 4 18144． 7 19165． 4 21200． 6 21497． 5

含量( Content，% ) 0． 0194% 0． 0196% 0． 0205% 0． 0224% 0． 0227%

3． 6． 5 提取时间对提取白藜芦醇的影响
按照 2． 8 所示的方法，由表 8 可知，随着提取时

间的增加，白藜芦醇的提取率增加。当提取时间大

于 90 min 后，提取效果增加不明显，所以选择 75、
90、105 min为三个水平，进行正交试验。

表 8 不同时间对白藜芦醇提取的影响
Table 8 Effort of different time on resveratrol extraction

时间( Time) 45 min 60 min 75 min 90 min 105 min

峰面积( Mv． sec) 14325． 9 17036． 6 19565． 4 21200． 6 21297． 5

含量( Content) 0． 0159% 0． 0185% 0． 0209% 0． 0224% 0． 0225%

4 正交实验
确定好四因素三水平后，每次称取 10 g 桑叶，

在相应的试验条件下进行回流提取，提取液过滤除

渣后，用旋转蒸发仪进行减压浓缩，用 10 mL的甲醇

溶解浓缩物，再用离心机离心，取上清液，放入 10
mL的试管中进行保存。再用高效液相色谱法测定
白藜芦醇的含量，确定最佳的提取条件。
为了保证实验的准确性和实用性，我们在上述

的基础上做了四因素三水平正交因素水平表确定如
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下:乙醇浓度 ( A) 分别是 70%、80%、90%，物料比
( B) 分别是 1∶ 13、1 ∶ 15、1 ∶ 17，温度 ( C) 分别为 50、

60、70 ℃，提取时间( D) 分别为 75、90、105 min，所得
结果如表 8 所示。

表 9 白藜芦醇提取的正交试验设计
Table 9 Orthogonal design and resμLt of the extraction of resveratrol

序号
Number

A( 乙醇浓度% )
Ethanol concentration

B( 料液比)
Solid-liquid ratio

C( 提取温度 ℃ )
Extract time

D( 时间 min)
Time

峰面积
( Mv，sec)

1 1 1 1 1 13057． 4

2 1 2 2 2 17086． 7

3 1 3 3 3 17986． 3

4 2 1 2 3 21223． 5

5 2 2 3 1 18343． 1

6 2 3 1 2 19032． 9

7 3 1 3 2 21879． 5

8 3 2 1 3 20542． 6

9 3 3 2 1 18946． 2

R1 16043． 5 18720 17544． 3 16782． 2

R2 19533． 1 18657． 5 19085． 4 19333

R3 20456． 1 18655． 1 19402． 9 19917． 3

R 4412． 6 64． 9 1858． 6 3135． 1

由表 9 可知，回流提取法提取桑叶中的白藜芦
醇对含量的影响因素最显著的为乙醇浓度，其次为

提取时间和温度，料液比对提取的影响并不显著。
最佳提取条件可以设为 A3B1C3D2，但考虑到 80%与
90%乙醇提取的效果差不多，而且可节约成本，所以
选用 A2B1C2D3，即乙醇的浓度为 80%，料液比为 1
∶ 13，提取温度为 60 ℃，提取时间为 105 min。此条
件下提取白藜芦醇的含量可达到 0． 0225%。

5 结论
本实验采用 HPLC法测定桑叶提取物中白藜芦

醇的含量，方法简便，结果可靠。采用有机溶剂乙醇
回流提取的方法，通过对桑叶的回流提取过程中影

响有效成分的因素进行考察，分别对乙醇浓度，料液

比、提取温度以及提取时间做单因素的水平实验，然
后采用正交实验对提取工艺条件进行最优化，最后

确定提取的条件为: 在 60 ℃下，乙醇浓度为 80%，
以 1∶ 13( g /mL) 的用量，提取时间为 105 min。
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1) ，121. 62 ( C-6 ) ，120. 01 ( C-6') ，116. 63 ( C-5') ，
115. 72( C-5) ，115. 40 ( C-8 ) ，114. 93 ( C-2') ，112. 81
( C-2) ，72. 74 ( C-8') ，51. 92 ( OCH3 ) ，48. 55 ( C-4') ，
36. 15( C-7') 。以上数据与文献［7］报道的基本吻合，
故化合物被鉴定为迷迭香酸甲酯。
化合物 6 黄色无定型粉末，mp. 203 ～ 205 ℃ ;

ESI-MS ( neg. ) m/z: 285［M-H］-; 1H NMR ( DMSO-
d6，400 MHz) δ: 12. 96 ( 1H，s，5-OH) ，6. 65 ( 1H，s，
H-3) ，6. 17( 1H，d，J = 2. 1 Hz，H-6 ) ，6. 43 ( 1H，d，J
= 2. 1 Hz，H-8 ) ，7. 41 ( 1H，dd，J = 8. 4，2. 0 Hz，H-
6') ，7. 39 ( 1H，J = 2. 0 Hz，H-2') ，6. 87 ( 1H，d，J =
8. 4 Hz，H-5') ; 13 C NMR ( DMSO-d6，100 MHz ) : δ:
181. 57 ( C-4 ) ，164. 07 ( C-2 ) ，163. 83 ( C-7 ) ，161. 41
( C-5 ) ，157. 23 ( C-9 ) ，149. 63 ( C-4') ，145. 67 ( C-
3') ，121. 46 ( C-1') ，118. 90 ( C-6') ，115. 95 ( C-5') ，
113. 31( C-2') ，103. 63 ( C-10 ) ，102. 80 ( C-3 ) ，98. 76
( C-6) ，93. 76 ( C-8 ) . 以上数据与文献［8］报道的基
本吻合，故化合物被鉴定为木犀草素。
化合物 7 黄色无定型粉末，mp. 275 ～ 277 ℃ ;

ESI-MS ( neg. ) m/z: 285［M-H］-; 1H NMR ( DMSO-
d6，400 MHz) δ: 12. 96 ( 1H，s，5-OH) ，10. 76 ( 1H，S，
3-OH) ，10. 09( 1H，S，7-OH) ，9. 38 ( 1H，S，4'-OH) ，
8. 03( 2H，d，J = 8. 8 Hz，H-2'，6') ，6. 91 ( 2H，d，J =
8. 8 Hz，H-3'，5') ，6. 42 ( 1H，d，J = 2. 0 Hz，H-8 ) ，
6. 18( 1H，d，J = 2. 1 Hz，H-6 ) ; 13 C NMR ( DMSO-d6，

100 MHz ) δ: 175. 88 ( C-4 ) ，163. 87 ( C-7 ) ，160. 69
( C-9) ，159. 17( C-4') ，156. 15 ( C-5) ，146. 80 ( C-2 ) ，
136. 63( C-3 ) ，129. 48 ( C-2'，C-6') ，121. 64 ( C-1') ，
115. 41 ( C-3'; C-5') ，103. 02 ( C-10 ) ，98. 18 ( C-6 ) ，
93. 45( C-8) 。以上数据与文献［8］报道的基本吻合，

故化合物被鉴定为山奈酚。
化合物 8 白色粉末，5%硫酸乙醇溶液显色呈

紫红色，Molish 反应阳性。与胡萝卜苷标准品混合
点样，经 TLC对照分析，确定该化合物为胡萝卜苷。
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