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摘 要：研究新疆药桑叶醇提物的生物活性。以 80 %乙醇于 30℃环境下浸提药桑叶粗粉，浸提液减压浓缩后依次用
石油醚、乙酸乙酯、正丁醇萃取，浓缩至干，分别得到石油醚相、乙酸乙酯相、正丁醇相和水相。用 Hela 细胞为肿瘤模
型，以 MTT法研究各萃取物的抗肿瘤活性；用对 DPPH 自由基清除率评价各萃取相的抗氧化活性；用体外 α-葡萄糖
苷酶抑制模型探究各萃取相的降血糖活性。抗肿瘤能力按照由强到弱为：乙酸乙酯相＞正丁醇相＞水相。各相均有一
定的抗氧化能力，抗氧化能力由强到弱：乙酸乙酯相＞正丁醇相＞石油醚相＞水相。降血糖活性表现为：乙酸乙酯相＞正
丁醇相＞水相＞石油醚相。药桑叶醇提物具有较好的生物活性，其中乙酸乙酯相具有良好的抗肿瘤、抗氧化和降血糖
活性。
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Ａｂｓｔｒａｃｔ： To study the biological activities of ethanol extract from leaves of Morus nigra L. in Xinjiang， the
crude powder of dry leaves was extracted with 80 % ethanol at 30℃. The extract was dissolved and suspended in
H2O and partitioned with petroleum ether， ethyl acetate and n-butanol successively and then concentrated to
dry. The petroleum ether phase， ethyl acetate phase， n-butanol phase and water phase were obtained respectively.
The anti-tumor activity of the extracts was studied on Hela cells by MTT assay， the antioxidant activity of the
extracts was evaluated by DPPH free radicals and the hypoglycemic activity of the extracts was investigated by
alpha-glucosidase inhibition model in vitro. The anti-tumor ability was from strong to weak： ethyl acetate > n-
butanol > water phase. Each phase had certain antioxidant capacity and the antioxidant capacity from strong to
weak was： ethyl acetate phase > n-butanol phase > petroleum ether phase > water phase. The hypoglycemic
ability was as follows： ethyl acetate phase > n-butanol > water phase > petroleum ether phase. Ethyl acetate
phase had good antitumor， antioxidant and hypoglycemic bioactivities compared with other three parts of ethanol
extract from leaves of Morus nigra L..
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Morus nigra L.； ethyl acetate phase； antitumor； antioxidation； hypoglycemia； DPPH free radical
scavenging； α-glucosidase
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新疆药桑在植物分类学上属桑科，桑属，黑桑种
（Morus nigra L.）[1]。 原产于伊朗，十六世纪引入新疆栽
培。 由于新疆光热资源丰富，环境恶劣，造成其成为及
其罕见的 22倍体桑品种资源[2-3]。 现广泛栽培于和田、
阿克苏和喀什地区。 药桑作为维吾尔族传统药材，具
有多种功效，广泛用于消炎、补血和镇静[4]。 现代药理
学研究发现药桑中成分具有抗氧化、降血糖、降血脂、
抗肿瘤等多种药理活性 [5-7]，引起国内外学者的广泛
关注。

药桑叶作为药桑产物，每年产量巨大。 有研究表
明[6-8]，药桑叶中营养物质和活性成分含量丰富，相比
桑叶（Morus alba L.），药桑叶在总多糖、总黄酮和总生
物碱等含量上优于桑叶，可利用价值较高。 药桑中总
黄酮、总生物碱在抗氧化、降血糖等方面发挥着重要
作用[6]。 然而目前在对药桑叶生物活性的研究不够全
面深入彻底，对药桑叶综合利用开发缺少理论支持。 因
此，本试验通过研究药桑叶醇提物各萃取部位生物活
性，为后续以生物活性为引导进行化合物分离提供活
性依据，最终为综合开发利用药桑叶提供理论依据。

1 材料与方法
1.1 材料与试剂

药桑叶：2016年 7 月采自新疆和田地区， 经塔里
木大学邱爱军副教授鉴定为药桑（Morus nigra L.）植物
叶片。 药桑叶片阴干，碾碎备用。

1，1-二苯基-2-芳基肼（1，1-diphenyl-2-picryl－
hydrazyl， DPPH） 自由基、4-硝基苯基-ɑ-D 吡喃葡萄
糖苷（4-Nitrophenyl β-D-glucopyranoside， PNPG）、α-
葡萄糖苷酶（40 U/mg~80 U/mg）：美国 Sigma 公司；噻
唑蓝（thiazoyl blue tetrazolium bromide ，MTT）溶液：赛
诺普生物；DMSO完全培养基：上海康稳生物科技有限
公司；胎牛血清：上海哈灵生物科技有限公司；磷酸缓
冲盐溶液（phosphate buffer saline，PBS）、RMPI-1640 培
养基：Gibco 公司；阿卡波糖片：拜耳医药有限公司；维
生素 C：北京博鳌托大科技有限公司；石油醚、乙酸乙
酯、正丁醇和 95 %乙醇等均为分析纯。
1.2 仪器与设备

ER-5205旋转蒸发器：上海亚荣生化厂；S54 紫外

可见分光光度计： 上海棱光技术有限公司；CP224C 电
子分析天平 ： 奥豪斯仪器（上海） 有限公司；Infinite
M200 Pro 多功能酶标仪：北京世贸远东科学仪器有限
公司；TDL-5-A 离心机： 上海安亭科学仪器厂；DZF-
6050真空干燥箱：上海博迅实业有限公司。
1.3 方法
1.3.1 生物活性成分提取

取 5 kg阴干药桑叶，碾碎，以 80 %乙醇浸泡 72 h，
过滤，重复 3 次，收集滤液，减压浓缩得到 1.1 kg 流浸
膏。 将流浸膏分散至 5 L 蒸馏水中，依次用石油醚、乙
酸乙酯、正丁醇按照体积比（1 ∶ 1）进行萃取，重复 3
次，并浓缩至干，分别得到石油醚相、乙酸乙酯相、正丁
醇相和水相。
1.3.2 抗肿瘤活性

采用 MTT 测试法[9-10]，测定样品对 Hela 肿瘤细胞
的抑制活性。
1.3.2.1 细胞培养

Hela 细胞株， 用含 10 %胎牛血清 RPIM-1640 培
养基培养，选取对数生长期细胞进行试验。
1.3.2.2 试验分组

试验组：将一定量乙酸乙酯相，正丁醇相和水相
样品加入到 RPIM-1640 培养液，配置成 0.005、0.010、
0.050 mg/mL 和 0.100 mg/mL 4个浓度， 取一定量样品
溶液作用于 HeLa细胞，每组设 4个复孔。

阴性对照组：取等量 RPIM-1640 培养液，作用于
HeLa细胞，设 4个复孔。

空白对照组：取等量无菌水，作用于 Hela 细胞，设
4个复孔。
1.3.2.3 MTT法检测

取对数生长期细胞， 调整细胞浓度为 1.5×104/mL，
接种于 96孔板，每孔加入细胞悬液 0.2 mL。 培养 16 h
后，吸出培养液，加入样品溶液 0.2 mL。4 h后每孔加入
5 g/L MTT 溶液 10μL，继续培养 4 h，每孔加入二甲基
亚砜 100 μL，37 ℃振荡 5 min， 用酶标仪在 570 nm 波
长处测定其 OD值，按下述公式计算细胞抑制率。

细胞抑制率/%=（1- 试验组 OD值
阴性对照组 OD值）×100

引文格式：
李炳钦，杨玲，汪河滨，等.新疆药桑叶醇提物3种活性初步研究[J].食品研究与开发，2019，40（16）：1-5
LI Bingqin， YANG Ling， WANG Hebin， et al. Preliminary Studies on Three Bioactivities of Ethanol Extracts from Leaves of
Morus nigra L. in Xinjiang[J]. Food Research and Development，2019，40（16）：1-5

李炳钦，等： 新疆药桑叶醇提物3种活性初步研究 基础研究
2



1.3.3 抗氧化活性
通过测定 DPPH自由基清除能力[11-12]，研究各萃取

相体外抗氧化活性。
1.3.3.1 DPPH自由基溶液的配置

准确称取 DPPH 0.019 7 g，加入至 250 mL 的容量
瓶中，用体积分数为 95 %的乙醇定容，所得 DPPH 溶
液浓度即为 0.2 mmol/L，静止 30 min后，避光保存。
1.3.3.2 样品液的配置

阳性组：取维生素 C 适量，用体积分数为 95 %的
乙醇配置浓度分别为 0.4、0.8、1.2、1.6、2.0 mg/mL 的样
品溶液。

试验组：取石油醚相，乙酸乙酯相，正丁醇相，水相
适量，用 95 %的乙醇配置浓度分别为 0.4、0.8、1.2、1.6、
2.0 mg/mL的样品溶液。
1.3.3.3 测定方法

取样品溶液和 DPPH 自由基溶液各 2.0 mL 加入
到试管内，混匀后，在恒温（28 ℃）条件下避光反应
30 min，空白对照为体积分数为 95 %的乙醇，在 517 nm
处测定吸光度。每个样品做 3次平行样。DPPH自由基
清除率计算公式如下：

DPPH自由基清除率/%=1- A1-A2

A0
×100

式中 A1 为样品溶液与 DPPH 溶液反应后的吸光
度值；A2 为样品溶液与无水乙醇代替 DPPH 溶液反应
后的吸光度值；A0 为无水乙醇与 DPPH 反应后的吸光
度值。
1.3.4 降血糖活性

通过测定体外 α-葡萄糖苷酶抑制，评价各萃取相
的降血糖活性。 参照王贺等的测定方法[13-14]，测定以对
硝基苯-α-D 吡喃葡萄糖苷（PNPG）为底物的 α-葡萄
糖苷酶活性。
1.3.4.1 溶液的配制

底物溶液配制：准确称取 PNPG 0.038 7g，用 PBS
缓冲液溶解并定容至 100 mL， 得 2.5 mmol/L 的底物

溶液。
α-葡萄糖苷酶溶液配制： 准确量取 0.1 mL α-葡

萄糖苷酶溶液加至 PBS 中，配制成 0.72 U/mL 的溶液，
避光保存。

样品溶液配制：取适量样品溶于一定量的 PBS，配
制成 0.2、0.4、0.6、0.8、1.0 mg/mL的样品溶液。

阿卡波糖溶液配制： 取适量阿卡波糖片剂溶于
PBS，配制成 0.2、0.4、0.6、0.8、1.0 mg/mL溶液。
1.3.4.2 反应体系

取 80 μL的磷酸缓冲液，加入 16 μL 的待测样品，
再加入 16 μL的 α-葡萄糖苷酶，摇匀后置于 37℃的恒
温水浴锅中，反应 20 min，然后再加入 16 μL的底物，反
应终止后加入 100 μL的 Na2CO3终止液（c=1 mol/L）。在
400 nm 处测定在酶作用下的释放出的对硝基苯的吸
光度值，计算抑制率。 酶抑制试验重复 3次。 具体反应
见表 1，计算公式如下：

α-葡萄糖苷酶抑制率/%= AⅠ-（AⅡ-AⅢ）
AⅠ

×100

式中：AⅠ为空白组吸光度值；AⅡ为试验组吸光度
值；AⅢ为背景组吸光度值。

2 结果与分析
2.1 抗肿瘤活性

各萃取相对 Hela细胞的抑制率见表 2。

μL

表 1 α-葡萄糖苷酶活性抑制体系

Table 1 α-glucosidase activity inhibition system

项目 空白组 试验组 背景组

PBS 96 80 96

样品 - 16 16

α-葡萄糖苷酶 16 16 -

PNPG 16 16 16

碳酸钠 100 100 100

注：-表示不加入相应溶液。

组别
0.005 mg/mL 0.010 mg/mL 0.050 mg/mL 0.100 mg/mL

OD值 抑制率/% OD值 抑制率/% OD值 抑制率/% OD值 抑制率/%

阴性对照 2.861±0.058 - - - - - - -

空白对照 0.096±0.002 96.64 - - - - - -

乙酸乙酯相 2.188±0.159 23.52 0.179±0.044 93.75 0.099±0.004 96.54 0.108±0.004 96.22

正丁醇相 1.905±0.138 33.40 0.303±0.080 89.41 0.228±0.011 92.03 0.24±0.060 90.18

水相 2.043±0.027 28.60 1.552±0.069 45.73 2.105±0.060 26.39 3.306±0.045 -15.56

表 2 各萃取相对 Hela细胞的抑制率

Table 2 Inhibition of each part against Hela tumor cells

注：-表示无。
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由表2 数据可知， 乙酸乙酯相和正丁醇相在样品
浓度为 0.005 mg/mL 时表现出对 Hela 肿瘤细胞有一
定的抑制作用。 随着样品浓度增加，抑制效果也更加
明显。 当浓度达到 0.010 mg/mL时，乙酸乙酯相抑制率
达到 93.75 %，正丁醇相抑制率达到 89.41 %，抑制效
果显著。 当乙酸乙酯相的浓度达到 0.050 mg/mL时，抑
制率达到 96.54 %，这与空白对照组的抑制率接近。 说
明乙酸乙酯相中存在具有抑制 Hela 肿瘤细胞增殖的
优良化合物，从而说明乙酸乙酯相具有较高的开发利
用价值。

水相数据表明，在浓度达到 0.005mg/mL时，存在微
弱抑制效果，但是当浓度达到 0.010 mg/mL 时，抑制作
用减弱，当达到 0.050 mg/mL时，抑制率达到-15.56 %，
说明水相中可能存在促进 Hela 肿瘤细胞增殖的化学
物质，这与王珊珊等[15]的研究发现有些药物可在一定
程度上促进肿瘤细胞增殖这一现象存在一定程度上
吻合。

此外，由于石油醚相在 RPIM-1640 培养液中溶解
性较差，未对其进行抗 Hela肿瘤细胞的活性试验
2.2 抗氧化活性

各相对 DPPH自由基的清除能力见图 1。

由图 1可知， 对各萃取相清除 DPPH 自由基能力
进行比较，乙酸乙酯相清除 DPPH自由基能力较强。在
质量浓度 0.4 mg/mL～2.0 mg/mL 范围内，各相对 DPPH
自由基的清除能力随浓度增加而增强。 乙酸乙酯相和
正丁醇相在低浓度时表现出良好的 DPPH自由基清除
能力，然后随浓度增加清除率趋于平缓。 石油醚相和
水相对 DPPH自由基的清除能力相当。 石油醚相和水
相在 0.4 mg/mL 时 DPPH 自由基清除能力表现不明
显，但随着浓度增加，清除自由基能力也增强，当二者
浓度超过 1.6 mg/mL 时， 对 DPPH 自由基的清除率趋
于平缓。 本试验的阳性对照组 VC 表现出强抗氧化能
力， 对 DPPH自由基的清除率在试验浓度范围内超过

93 %，为试验提供良好的对比，从而能够判断乙酸乙
酯相较其他萃取相具有较强的抗氧化能力。
2.3 降血糖活性

各萃取相对 α-葡萄糖苷酶的抑制作用见图 2。

由图 2数据可知， 药桑叶乙醇提取物各萃取相对
α-葡萄糖苷酶的抑制活性成剂量依赖性。 抑制活性表
现为同等浓度下， 乙酸乙酯相体外抑制活性最强，正
丁醇相优于石油醚相和水相。石油醚相和水相对 α-葡
萄糖苷酶体外抑制活性接近。 对所测各萃取相数据进
行线性拟合，得阿卡波糖、乙酸乙酯相和正丁醇相对
α-葡萄糖苷酶的半抑制浓度，见表 3。石油醚相和水相
在试验浓度范围内对酶的抑制活性低于 50 %，对其二
者的半抑制浓度不作分析。

3 结论
通过对药桑叶乙醇提取物各萃取相进行 3种活性

试验，初步发现，乙酸乙酯相在 3种活性试验中均表现
出较好的活性。 说明乙酸乙酯相中具有潜在体外生物
活性良好、含量相对较高的活性化学物质。

抗肿瘤试验的结果表明乙酸乙酯相中具有细胞
毒性较好的化学物质。 杨燕[16]通过对桑叶的研究发现
桑叶乙酸乙酯相具有抗肿瘤活性，桑和药桑同属桑科
桑属， 故推测二者叶中可能存在类似抗肿瘤结构物
质。 同时，值得注意的是水相中可能存在促进 Hela 肿
瘤细胞增殖的物质。

图 1 各相对 DPPH自由基的清除能力

Fig.1 Scavenging effects of each part on DPPH
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图 2 各萃取相对 α-葡萄糖苷酶的抑制作用

Fig.2 Inhibition of α-glucosidase by each part
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表 3 对 α-葡萄糖苷酶的半抑制浓度

Table 3 Half inhibiting concentration on α-glucosidase

样品 半抑制浓度/（mg/mL）

阿卡波糖 0.319

乙酸乙酯相 0.672

正丁醇相 0.846
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药桑叶乙酸乙酯相和正丁醇相抗氧化活性较强，
说明二者当中存在一些还原性较强的化学物质。 张贵
会等[17-19]对药桑叶中存在的黄酮类物质进行研究，并
从中分离出若干黄酮及其苷类化合物，并对其抗氧化
活性进行研究发现抗氧化活性良好。 因此推测，药桑
叶乙酸乙酯相和正丁醇可能相富含大量黄酮类化合
物，此外，有研究发现[16，20]，桑叶中含有茋类等一些具有
抗氧化活性的化合物。 桑叶（Morus alba L.）和药桑同属
桑科桑属，进而推测药桑叶中亦可能含有茋类化合物。

根据试验结果，选定乙酸乙酯相进行化合物分离
纯化鉴定，并进行后续活性试验，以期挖掘具有生物
活性良好，具有开发潜力的前体化合物。

综上所述，药桑作为我国唯一的黑桑种资源[21]，在
维吾尔族传统医药中发挥巨大作用。 药桑桑叶产量
大，可开发利用价值高。 在上述生物活性研究基础上，
对药桑叶进一步深入研究，进而为综合开发利用药桑
叶资源提了供理论依据和试验基础。
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