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桑蚕产业是我国重要的传统产业，如今

“户有 3 亩桑，脱贫奔小康”已成为贫困山

区很多蚕农的真实写照。蚕桑家庭农场主要

依靠家庭劳动力，符合蚕桑生产的特点，有

利于蚕桑生产的精心饲养、稳产高产、降本

增效，是蚕桑产业提高生产力水平、转型升

级的重要途径。东桑西移之后，广西的蚕桑

产业得到很大发展，道县位于广西和湖南交

界处，在“一带一路”和“乡村振兴”背景下，

蚕桑家庭农场因周期短、回本快、绿色环保

等因素在道县部分乡镇迅速发展起来，但存

在的问题也不容忽视。

1  道县蚕桑家庭农场概况

1.1  蚕桑家庭农场的概念

蚕桑家庭农场是以家庭为基本单位，以

家庭成员为主要劳动力，从事蚕桑产业规模

化、集约化、商品化生产经营，以蚕桑家庭

农场收入为家庭主要收入来源的农业经营主

体 [1]。

1.2  道县的地理条件和气候特征

道县位于湖南南部，属南岭地区，西接

广西全州县、灌阳县。其四周环绕着高山，

中部是平川和丘陵地貌，整体地势四周高中

间低，属于盆地结构。山地面积占 44.7%，丘

陵占 36.0%，平原占 14.9%。桑树生命力旺盛，

被誉为生命树，所以在山区和丘陵地区都能

生长。道县属中亚热带大陆性季风湿润气候

区，四季分明，温度适宜，非常适合种桑养蚕。

1.3  道县蚕桑家庭农场概况

2013 年以来，道县仙子脚、桥头、寿雁

和乐福堂等乡镇 30 多户农民自发经营家庭农

场种桑养蚕，桑园面积达 66.7hm2。因为道

县得天独厚的地理条件和气候特征，蚕农一

年可养 10 批蚕，即一批蚕从 3 龄养到结茧只

需要十几天，蚕期每个月基本可养两批。每

666.7m2 桑园养蚕的年收入在 6 000 ～ 8 000
元，蚕茧质量特别高的可达 10 000 元。2018
年新增蚕农 15 户，每个蚕桑家庭农场规模在

1.3 ～ 2.0hm2 左右，基本上都是一对夫妻经营

一个家庭农场，大蚕 5 龄时请临时工采摘桑叶。

同年，湖南洑水河农牧生态有限公司在转型

升级中新增 44.0hm2 桑园，建立起小蚕共育室

和自动化标准蚕房，并统筹道县蚕桑资源进

行规模化整合。
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2  存在的主要问题

2.1  桑园布局分散，难以形成规模

道县各乡镇近 133.3hm2 桑园都分散在各

处，要想规模化经营，还需流转周边土地连

成一片。但是农民对土地包租持观望态度，

土地流转存在一定困难。加上已流转的土地

属于农业用地，要在农业用地上建设养蚕大

棚，审批上存在困难，需当地政府协商解决。

2.2  发展模式单一，缺乏社会化服务

道县的蚕桑家庭农场主要以种桑养蚕为

主，靠出售蚕茧获得收入，桑园套种和蚕桑

资源多元化开发利用还未发展起来，发展模

式单一。在社会化服务方面也相当欠缺，目

前只有一两个蚕桑家庭农场组织负责采购桑

苗、蚕种、肥料、消毒药品、蚕具等物资，

统一收购蚕茧，大部分蚕桑家庭农场处于自

我摸索和单打独斗的阶段。

2.3  基础设施不健全，资金链跟不上

道县属于山区，家庭农场承包的多为山

地和荒田，水、电和道路等基础设施投入巨大，

大部分蚕农难以承受。目前，道县蚕桑家庭

农场仅一两家在桑园内修建完善的灌溉系统，

大部分桑园只能依赖自然降雨。完善桑园基

础设施建设，需要大量的资金投入和政策支

持，一般蚕户很难从金融机构获得贷款，即

使获得贷款，金额也较少，与投入相差较大，

严重制约了蚕桑家庭农场的进一步发展。

2.4  土地流转和确权问题难以解决

一是农民土地流转意识较差。对农民来

说，土地是赖以生存的保障，虽然中壮年外

出务工收入比种田种地更高，但他们仍不愿

意将土地流转给他人。二是土地流转机制不

够完善。很多地区因缺乏完善的土地流转机

制，土地流转和确权工作难以开展。三是土

地流转程序不规范。很多土地流转协议未经

相关部门审核，且未能留下流转档案，即使

签订了合同也不具备法律效力 [2]。一旦发生

纠纷，蚕桑家庭农场的利益将受到损害，不

利于蚕桑家庭农场的进一步发展。

2.5  专业人才缺乏，机械化水平低下

大部分蚕农在 50 ～ 60 岁之间，文化程

度低，有个别中青年没有受过高等教育，更

没有经过蚕桑专业知识的系统学习。大部分

农村主要劳动力都在外务工，留在农村的基

本上是老弱病残和妇孺儿童，他们无法掌握

先进技术，也不能成为蚕桑家庭农场的主要 
力量。

3  对策和建议

3.1  健全土地流转机制，促进养蚕规模化

一是加快推进农村集体土地确权登记发

证工作和土地流转平台建设，打消农民心中

顾虑，保护租种土地的养蚕大户和家庭农场

的利益。二是推进桑园土地依法有序流转。

按照“依法、自愿、有偿、互惠”的原则，

采取出租、转包、互换、转让、入股等方式，

切实搞好土地流转，向优势区域、家庭农场

和专业大户集中，为培育专业大户和家庭农

场奠定基础。三是加大土地流转宣传教育的

力度。针对现阶段我国农民缺乏土地流转意

识问题现状，政府部门应积极开展各种宣传

教育活动，向广大人民群众宣传与土地流转

相关的法律法规，帮助人民群众正确认识土

地流转工作。加大培训基层领导干部的力度，

确保他们拥有更丰富的政策和法律知识，准

确地向群众科普与土地流转相关的政策，提

高广大人民群众对土地流转的支持度，推进

土地流转工作的开展。

3.2  完善家庭农场金融制度，解决资金链问

题

加大财政扶持力度，尤其是蚕桑家庭农

场标准化蚕房、自动化养蚕设备、自动化伐

桑机、自动化上蔟设备和采茧机等方面的财

政扶持力度，支持蚕桑家庭农场完善道路、

水电、蚕房和设备等基础设施 [3]。完善风险
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抵押机制，拓宽相应的担保物范围，将大型

养蚕设备、蚕房、土地使用权等纳入贷款担

保抵押物范围；开发适合蚕桑家庭农场的保

险品种，建议实施保险费财政补贴。

3.3  多元化发展蚕桑产业，确保收入来源持

续稳定

因地制宜地应用和推广湖南省蚕桑科学

研究所提出的“222”蚕桑高效种养模式，由

单一的种桑养蚕向多元化发展转变，即一个

家庭，夫妻 2 人作为主要劳动力，承包经营

一个 1.3hm2（20 亩）左右的蚕桑家庭农场，

实现年综合收入 20 万元以上。除了种桑养蚕

之外，还要经过多元化的经营：一是在桑园

套种榨菜、土豆、花生、豇豆等蔬菜，或者

套养鸡、鸭、鹅等家禽，既能增加收入又能

一定程度地控制桑树病虫害；二是用桑枝打

成粉做成菌包，在养蚕空闲期，通过持续供

应菌菇增加收入；三是将蚕茧、食用菌等产

品出售给当地的蚕桑龙头企业，统一包装、

加工、销售，实现增值。

3.4  加强专业人才引进，提高机械化水平

地方政府和蚕桑企业要采取各种措施，

引导高中生、中专生、大专生和大学生毕业

后回农村发展蚕桑产业。大规模的桑园生产，

必须要配套省力化高效养蚕技术、桑园的轻

简化栽培与管理措施。大力推广省力化蚕桑

机具和技术 , 桑园作业机械如微型旋耕机、施

肥器、机动喷雾器、电动伐条机、运输车等。

桑园省力化剪伐机使用方法以及与之相适应

的桑树品种和栽培技术；桑叶采摘方法的改

进与机器辅助；桑叶快速清洁技术与清洗机

具；小蚕自动化饲育设备、大蚕的省力化饲

育设备；自动上蔟的蚕药与蔟具。养蚕轻简

化设施如电动消毒机、电动切桑机、温湿度

自动控制器、简易蚕台等 [4]。通过运用省力

化机械，切实减轻蚕农的劳动强度，提高劳

动效率。

3.5  建立以企业为主体的产业化联合体，做

好社会化服务

以湖南洑水河农牧生态有限公司为主体，

统一租赁村民土地建设桑园及养蚕基础设施，

其中一部分桑园公司自用，作为技术培训及

示范用，一部分桑园采用“返租倒包”的方式，

返包给有技术、懂经营、会管理的蚕农管理，

公司再按协议统一收购蚕茧，或委托周边的

养蚕专业合作社及养蚕大户收购，发挥“中

介组织”的“规模效应”和“整合效应”，

带动道县蚕桑产业发展。同时，农业部门组

织技术干部编印技术培训教材，并采取技术

骨干划片包干，在生产关键时节进行桑园管

理、小蚕共育、蚕病防治、桑园套种等技术

培训，发放相关技术资料，同时提供信息服

务等。

4  小结

在“一带一路”战略背景下，蚕桑产业

将迎来新的发展。道县的蚕桑家庭农场在龙

头企业的带动下，顺势而为，借助乡村振兴

和精准扶贫的东风，推进蚕桑产业多元化发

展，必将会成为道县新的产业风景线。
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桑树在我国栽培有 4 000 多年历史，广泛

种植于全国各地，桑叶作为桑树的主要经济

产物，每年可采摘多次，占地上部分产量的

60% 左右 [1]。在《神农本草经》中桑叶被誉为“神

仙叶”，国家卫生与健康委员会也将其作为

药食同源的植物资源。桑叶既是蚕的唯一食

源，也是劳动人民长期防病治病的良药。桑

叶微苦、甘、寒，具有疏风散热、清肝明目

的功效，常用于风热感冒、头痛咳嗽、目赤

肿痛、迎风流泪等疾病治疗；桑叶中含有生

物碱、黄酮、多糖、植物甾醇、氨基酸、维

生素等多种功能成分，可起到降血糖、抗肿瘤、

抗感染、抗氧化等保健作用 [2-3]。桑树的种植

要求不高、生物量大且具有一定的生态效益，

桑叶还具有极高的药用价值，继而成为天然

的物美价廉的功能性食品原料来源之一。对

桑叶资源进行深入的开发与利用，是传统蚕

桑产业的延伸以及为蚕农增收的途径之一。

黑茶是我国六大茶类之一，安化黑茶是

湖南特有的地理标志产品，近年来安化黑茶

由于降脂减肥、调理肠胃等功效符合人们健

康生活的需求，畅销全国乃至全世界。基于

这些优势，本研究团队利用安化黑茶传统工

艺，将桑叶制作成桑叶毛茶，与茶叶毛茶复

配制作新型功能性黑茶——桑叶黑茶 [4]。由

于制作毛茶的桑叶原料较粗老，通过发酵和

拼配之后其安全性还未知，本研究以此为切

入点，对桑叶黑茶产品进行安全性评价，为

桑叶黑茶的安全饮用提供科学理论依据。

1  材料与方法

3 种桑叶黑茶的饮用安全性评价

邵元元 1,2,3  颜新培 1  李飞鸣 1  肖建中 1  邹湘月 1  李  霞 1  叶添梅 1

（1 湖南省蚕桑科学研究所，长沙 410127；2 湖南农业大学茶学教育部重点实验室，长沙 
410128；3 湖南省植物功能成分利用协同创新中心，长沙 410128）

摘　要： 以桑叶茯砖、桑叶千两和桑叶天尖为研究对象，采用食品安全国家标准测定方法对

3 种桑叶黑茶中致病菌、重金属和农药残留进行检测，并按食品安全毒理评价程序对桑叶黑茶

进行急性毒性试验，以期探明桑叶黑茶的饮用安全性。检测结果显示，桑叶茯砖、千两、天

尖 3 种黑茶样品中不含致病菌，重金属铅、镉、汞和砷的含量都远低于茶叶农业标准，同时

均未检测出农药残留，符合国家标准对食品中污染物限量的要求。小鼠急性毒性试验结果显示，

桑叶茯砖、千两、天尖提取物对小鼠的 LD50 分别为 22.3g/kg、22.8g/kg、28.5g/kg，均大于《保

健食品评价技术与规范》中规定的无毒值；灌胃 3 种黑茶提取物的小鼠脏器解剖未发现明显

异常改变。研究结果表明，3 种桑叶黑茶属于无毒级食品，符合食品安全要求。

关键词： 桑叶黑茶；安全性评价；致病菌；重金属；农药残留；致死中量
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1.1  材料及主要试剂和仪器

1.1.1  桑叶黑茶样品　桑叶茯砖（FZ）T-1、

桑叶千两（QL）T-2、桑叶天尖（TJ）T-3 均

由安化云天阁茶业有限公司提供。桑叶茯砖

压制经过原料筛分、拼配、渥堆、压制、定型、

发花干燥、成品包装等工序。桑叶千两采用

纯手工制作工艺，其加工程序为选料、筛分、

拣剔、紧压成型、晾至干燥。桑叶天尖制作

经过原料拼配、筛分、风选、拣剔、高温汽

蒸软化、烘培、拼堆、包装灌篓、压制定型、

插丝透气、凉置、成品包装等工序。

1.1.2  实验小鼠　SPF 级 ICR 小鼠 160 只，雌

雄各半，体质量 18.0 ～ 22.9g，由湖南斯莱

克景达实验动物有限公司提供，实验动物生

产许可证号 SCXK（湘）2013-0004，实验动

物使用许可证号 SYXK（湘）2015-0016，实

验 动 物 质 量 合 格 证 号 No.43004700032173。

SPF 鼠料为全价颗粒饲料，由北京科澳协力

饲料有限公司生产，经 60Co 消毒，符合 GB 
14924.2—2001、GB 14924.3—2010 等饲料行

业国家标准。

1.1.3  实验试剂　氯化钠、氢氧化钠、盐酸、

葡萄糖、磷酸二氢钾、磷酸氢二钠（AR）等

为国药集团化学试剂有限公司产品；酵母浸

膏（BR）为国药集团化学试剂有限公司产品；

琼脂为 Biosharp 公司产品；胰蛋白胨、蛋白胨、

牛胆盐购自北京澳博星生物技术有限责任公

司；牛肉膏（BR）、乳糖（AR）购自上海展

云化工有限公司。

1.1.4  实验仪器　Alpha 1-4/LSC Plus 真空冷

冻干燥仪（德国 Christ 公司），C22-RT2240
电磁炉（广东美的生活电器制造有限公司），

GIPP-13 均质器（上海继谱电子科技有限公

司），ABl04-N 电子分析天平（梅特勒 - 托利

多仪器有限公司），7890A FPD 气相色谱仪、

Agilent 7800 电感耦合等离子体质谱仪 [ 安捷

伦科技（中国）有限公司 ]。
1.2  桑叶黑茶提取物干粉的制备

第 1 次提取，茶水比 1 ∶ 10，沸水保温

30min，过滤；第 2 次提取，茶水比 1 ∶ 5，

沸水保温 20min，再过滤；然后合并 2 次的滤

液，旋转浓缩，冷冻干燥成粉末，备用。

1.3  桑叶黑茶提取物的微生物检测

菌 落 总 数 测 定 采 用 平 板 法， 参 照 GB 
4789.2—2016《食品安全国家标准 食品微生

物学检验  菌落总数测定》[5]；大肠菌群计数

采 用 平 板 法， 参 照 GB 4789.3—2016《 食 品

安全国家标准食品微生物学检验  大肠菌群计

数》[6]；金黄色葡萄球菌分析采用平板法，参

照 GB 4789.10—2016《食品安全国家标准食

品微生物学检验  金黄色葡萄球菌检验》[7]；

沙门氏菌分析采用平板法，参照 GB 4789.4—

2016《食品安全国家标准  食品微生物学检验

沙门氏菌检验》[8]。

1.4  桑叶黑茶提取物的重金属残留检测

重 金 属 铅、 镉、 汞、 砷 测 定 参 照 GB 
5009.268—2016《食品安全国家标准食品中多

元素的测定》[9]。

1.5  桑叶黑茶提取物的农药残留检测

参照 GB/T 5009 110—2003《植物性食品

中氯氰菊酯、氰戊菊酯和溴氰菊酯残留量的

测 定》[10]、GB/T 5009.20—2003《 食 品 中 有

机磷农药残留量的测定》[11]、GB/T 5009.19—

2008《食品中有机氯农药多组分残留量的测

定》[12] 进行农药氯氰菊酯、溴氰菊酯、氰戊

菊酯、六六六、滴滴涕、敌敌畏的残留检测。

1.6  桑叶黑茶提取物的急性经口毒性试验

按照国家卫生和计划生育委员会发布的

《食品安全性毒理学评价程序和方法》[13] 和《保

健食品检验与评价技术规范》[14] 的相关要求，

对桑叶黑茶提取物的急性毒性进行评价。

1.6.1  动 物 饲 养  饲 养 环 境 SPF 级， 温 度

20 ～ 26℃，相对湿度 40% ～ 70%，换气次

数 ≥ 15 次 /h， 动 物 照 明 时 间 每 日 12h/12h
交 替 照 明， 工 作 照 度 200lx， 动 物 照 度

15 ～ 20lx，环境符合 GB 14925—2010 中 SPF
级实验动物环境条件的要求。

1.6.2  剂量设置  根据预试验结果，选用 ICR 小
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鼠 160 只，雌雄各半，体质量 18.0 ～ 22.9g，

以 42.9g/kg 为 最 大 剂 量 组，0.75g/kg 为 组 间

距，按体质量、性别随机分为 16 组，设 1 个

空白对照组，每种黑茶样品分别设 5 个剂量

组， 分 别 为 Ⅰ 组（42.9g/kg，0.50g/mL）、 
Ⅱ组（32.6g/kg，0.38g/mL）、Ⅲ组（24.9g/kg，

0.29g/mL）、 Ⅳ 组（18.9g/kg，0.22g/mL）、

Ⅴ组（14.6g/kg，0.17g/mL），如表 1 所示。

每组 10 只小鼠，按 20mL/kg 经口灌胃给予蒸

馏水或对应不同浓度的茶叶水提物，实验前

禁食不禁水 12h 以上，给药当日给药 1 次。

表 1　试验剂量及分组

组  别 茶样质量浓度 /（g·mL-1） 灌胃剂量 /（g·kg-1） 灌胃体积 /（mL/kg-1） 每日给药次数 / 次
动物数量 / 只

♂ ♀

CK — — 20 1 5 5

FZ（T-1）Ⅰ 0.17 14.6 20 1 5 5

FZ（T-1）Ⅱ 0.22 18.9 20 1 5 5

FZ（T-1）Ⅲ 0.29 24.9 20 1 5 5

FZ（T-1）Ⅳ 0.38 32.6 20 1 5 5

FZ（T-1）Ⅴ 0.50 42.9 20 1 5 5

QL（T-2）Ⅰ 0.17 14.6 20 1 5 5

QL（T-2）Ⅱ 0.22 18.9 20 1 5 5

QL（T-2）Ⅲ 0.29 24.9 20 1 5 5

QL（T-2）Ⅳ 0.38 32.6 20 1 5 5

QL（T-2）Ⅴ 0.50 42.9 20 1 5 5

TJ（T-3）Ⅰ 0.17 14.6 20 1 5 5

TJ（T-3）Ⅱ 0.22 18.9 20 1 5 5

TJ（T-3）Ⅲ 0.29 24.9 20 1 5 5

TJ（T-3）Ⅳ 0.38 32.6 20 1 5 5

TJ（T-3）Ⅴ 0.50 42.9 20 1 5 5

FZ（T-1）—桑叶茯砖，QL（T-2）—桑叶千两，TJ（T-3）—桑叶天尖。表 2 ～ 5 同。

1.6.3  观测时间与观测指标  在给药后 0 ～ 4h
内仔细观察记录各组动物的中毒表现和特点、

毒性反应出现及恢复时间以及死亡情况等，

然后每天观察 1 次，连续观察 14d，观察指标

包括动物外观、行为活动、分泌物、排泄物、

饮食情况、死亡情况（死亡时间、濒死前反应）

等。分别于给药前及给药后第 4 天、第 7 天、

第 10 天和第 14 天对动物进行称量，记录动

物体质量变化及死亡情况。如发现动物死亡

或濒死，应按照相关标准操作流程规定及时

对动物进行解剖观察。观察期结束时，对剩

余的试验动物进行大体解剖，肉眼观察各主

要脏器如肝脏、肾脏、脾脏、心脏、脑的颜色、

形状、位置和大小等，并检查脏器表面和切

面的质地，大体解剖出现异常时，均记录并

对异常器官进行组织病理学检查。

1.7  数据处理

使用 SPSS 16.0 软件进行数据统计分析，

两两比较，符合正态分布时采用独立样本 t 检

验，不符合正态分布时采用非参数 t 检验。

P<0.05 表示有统计学意义，P<0.01 表示所检

验的差别有非常显著意义。采用 Bliss 法计算

LD50 及 95% 置信区间。
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2  结果与分析

2.1  桑叶黑茶样品中的微生物检测结果

样品中菌落及其致病菌的检测结果见表

2，样品中大肠菌群含量符合国家卫生标准

（<0.3MPN/g），均没有检测到沙门氏菌和金

黄色葡萄球菌。

黑茶是一种独特的微生物发酵茶，黑茶

的加工过程分为初级加工和再加工阶段。黑

茶初加工过程包括杀青、初揉、渥堆、复揉、

干燥等工序，其中关键工序渥堆是微生物

以茶叶为基质，利用自身活动产生的热量和

茶叶本身的湿热作用，促使茶叶发生复杂的

化学反应，在渥堆过程中微生物不断生长繁 
殖 [15]，微生物代谢分泌产生多酚氧化酶、纤

维素酶、果胶酶等，为茶叶内含物质转化提

供有效的生化动力，如氧化儿茶素、分解纤

维素、水解果胶和蛋白质 [16]，促进黑茶内含

物质的转化，使茶汤变成棕红，共同参与黑

茶品质的形成。由于黑茶中微生物比较活跃，

所以菌落总数比较高。桑叶茯砖、桑叶千两

和桑叶天尖三者的菌落总数有差异，可能是

在再加工过程中工艺差异影响形成。根据中

华人民共和国农业行业标准 NY/T 556—2001
《茉莉花茶》[17]，每 100g 茶叶大肠菌群的最

大可能数（MPN）不能超过 500 个。本研究

桑叶黑茶样品中大肠菌群含量小于 0.3MPN/
g，都未超过该标准。根据 GB 29921—2013《食

品安全国家标准  食品中致病菌限量》[18]，饮

料中沙门氏菌和金黄色葡萄球菌的可接受水

平限量分别为 0 和 100CFU/g。3 种桑叶黑茶

样品中都没有检测到沙门氏菌和金黄色葡萄

球菌，饮用安全性较高。

2.2  桑叶黑茶样品中的重金属检测结果

重金属是影响茶叶质量安全的重要问题

之一，过量的重金属会影响人的正常生理机

能。茶叶重金属主要来源于土壤、大气沉降

或在加工过程中引入 [19]。根据农业行业标准

NY 659—2003《茶叶中铬、镉、汞、砷及氟

化物限量标准》[20]，茶叶中镉、汞、砷最高

限量分别为 1mg/kg、0.3mg/kg 和 2mg/kg，该

标准对于铅没有规定，所以根据 GB 2762—

2017《食品安全国家标准 食品中污染物限 
量》[21] 茶叶中铅最高含量为 5.0mg/kg。桑叶

茯砖、千两和天尖 3 种桑叶黑茶的重金属检

测结果见表 3。

表 3　3 种桑叶黑茶样品中的重金属检测结果

［质量分数 /（mg·kg-1）

样品或标准 铅 镉 汞 砷

FZ（T-1） 0.88 0.130 0.006 0.110

QL（T-2） 1.40 0.095 0.016 0.200

TJ（T-3） 0.65 0.090 0.012 0.074

NY 659— 2003 1.000 0.300 2.000

GB 2762— 2017 5.00 0.2000 0.020 0.500

3 种桑叶黑茶样品重金属检测结果都远低

于农业标准和国家标准，满足行业标准要求，

说明桑叶黑茶在重金属方面是安全的。天尖

中重金属含量低于茯砖和千两，这可能是因

为天尖所用原料相对较嫩为一级黑毛茶。在

桑叶黑茶生产过程中，为了减少重金属的污

染，茶园和桑园选址应远离公路和工业区，

减少空气沉降污染；改良茶园土壤状况，优

化栽培管理技术，减少重金属富集 ; 调整制茶

设备，保持环境卫生，杜绝制茶过程污染。

2.3  桑叶黑茶样品中的农药残留检测结果

利用药剂防治茶树病虫害已经成为茶农

们的一项重要措施，然而，农药施用不当会

使成品茶叶农药残留超标，进而影响茶叶品

质。根据 GB 2763—2016《食品安全国家标

表 2　3 种桑叶黑茶样品中的微生物检测结果

样  品
菌落总数
/（CFU·g-1）

大肠菌
群数量

/（MPN·g-1）

金黄色葡
萄球菌数

量
/（CFU·g-1）

沙门氏
菌数量

/（CFU·g-1）

FZ（T-1） 3.8×104 <0.3 — —

QL（T-2） 5.7×104 <0.3 — —

TJ（T-3） 1.3×104 <0.3 — —
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准食品中农药最大残留限量》[22]，茶叶中氯

氰菊酯、溴氯菊酯、氰戊菊酯、六六六、滴

滴涕和敌敌畏最高限量分别为 20mg/kg、10 
mg/kg、0.1mg/kg、0.2mg/kg、0.2mg/kg 和 0.1 
mg/kg。由表 4 可以看出，茯砖、千两和天尖

3 种桑叶黑茶均未检测到农药残留，符合安全

标准。

2.4  桑叶黑茶的急性毒性试验结果

急性毒性试验是测定毒物的致死剂量以

及其他急性毒性参数，以 LD50 为最主要的参

数，并根据 LD50 值进行急性毒性分级，进一

步通过观察动物中毒表现、毒作用强度和死

亡情况，初步评价毒物对机体的毒效应特征、

靶器官、剂量 - 反应关系和对人体产生损害

的危险性 [23]。经口灌胃桑香茯砖、桑香千两

和桑香天尖后，小鼠死亡率和 LD50 测定结果

见表 5。由表 5 可知，桑叶茯砖对小鼠的 LD50

为 22.3g/kg，95% 置 信 区 间 为 19.3 ～ 25.6 
g/kg；桑叶千两对小鼠的 LD50 为 22.8g/kg，

95% 置信区间为 18.7 ～ 27.2g/kg；桑叶天尖

对 小 鼠 的 LD50 为 28.5g/kg，95% 置 信 区 间

为 5.1 ～ 32.5g/kg。GB 15193.3—2014《食品 
安全国家标准 急性毒性经口试验》中规定

LD50>5g/kg 属实际无毒级，《保健食品检验

与评价技术规范》中规定 LD50>15g/kg 属无毒

级，3 种茶样对小鼠的 LD50 均大于 15g/kg，

属无毒食品。

观察 3 种桑叶黑茶对小鼠生物学性能及

脏器的影响，结果发现给药后 0 ～ 4h 内空白

对照组小鼠未见异常，给药组小鼠均出现不

同程度的运动减少、倦缩等症状，不同剂量

表 5　ICR 小鼠单次灌胃给予桑叶黑茶水提物死亡情况与 LD50 测定结果

组 别 1） 剂量 /g/·kg-1） 动物数量 / 只 死亡数量 / 只 死亡率 /% LD50（95% 置信区间）/g·kg-1）

CK 10 0 0

22.3（19.3～25.6）

FZ（T-1）Ⅰ 14.6 10 0 0

FZ（T-1）Ⅱ 18.9 10 4 40

FZ（T-1）Ⅲ 24.9 10 5 50

FZ（T-1）Ⅳ 32.6 10 10 100

FZ（T-1）Ⅴ 42.9 10 10 100

QL（T-2）Ⅰ 14.6 10 0 0

22.8（18.7～27.2）

QL（T-2）Ⅱ 18.9 10 5 50

QL（T-2）Ⅲ 24.9 10 6 60

QL（T-2）Ⅳ 32.6 10 7 70

QL（T-2）Ⅴ 42.9 10 10 100

TJ（T-3）Ⅰ 14.6 10 0 0

28.5（25.1～32.5）

TJ（T-3）Ⅱ 18.9 10 0 0

TJ（T-3）Ⅲ 24.9 10 2 20

TJ（T-3）Ⅳ 32.6 10 9 90

TJ（T-3）Ⅴ 42.9 10 9 90

1) 试验分组情况见表 1。

表 4　3 种桑叶黑茶样品中的农药残留检测结果

［质量分数 /（mg·kg-1）

样品或标准
氯氰
菊酯

溴氯
菊酯

氰戊
菊酯

六六六
滴滴

涕
敌敌

畏

FZ（T-1） — — — — — —

QL（T-2） — — — — — —

TJ（T-3） — — — — — —

GB 2763— 2016 20 10 0.1 0.2 0.2 0.1
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组出现不同数量小鼠死亡，给药后第 2 天存

活的小鼠连续观察 14d 未见明显异常。给药

后死亡的小鼠进行大体解剖检查，肉眼观察

脏器位置、大小、色泽、粘连等，并检查脏

器表面和切面的质地，未见明显异常改变。

试验结束后用 2% 戊巴比妥钠麻醉处死所有的

试验小鼠，大体解剖检查脏器，也未见明显

异常变化。

如 图 1-A、D、G 所 示， 经 口 灌 胃 桑 叶

茯砖水提物，Ⅰ组给药后第 4 天、第 7 天和

第 10 天，Ⅱ组给药后第 4 天，Ⅲ组给药后

第 4 天小鼠整体体质量相比于空白对照组显

著下降（P ≤ 0.01）；雌性小鼠仅Ⅰ组给药

后第 4 天体质量相比于空白对照组显著下降

（P ≤ 0.05）；雄性小鼠Ⅰ组给药后第 4 天、

第 7 天、第 10 天和第 14 天，Ⅱ组和Ⅲ组给

药后第 4 天和第 7 天的体质量相比于空白对

照组显著下降（P ≤ 0.01 或 P ≤ 0.05）。说

明本试验条件下灌胃给予桑叶茯砖水提物对

雄性小鼠体质量可能具有影响。

如图 1-B、E、H 所示，经口灌胃桑叶千

两水提物，Ⅰ组给药后第 4 天小鼠体质量相

比于空白对照组显著下降（P ≤ 0.01）；雌

性小鼠仅Ⅰ组给药后第 4 天体质量相比于空

白对照组极显著下降（P ≤ 0.05）；雄性小

鼠Ⅰ组给药后第 4 天体质量相比于空白对照

组显著下降（P ≤ 0.05）。以上结果未见明

显的剂量依赖关系，且小鼠体质量变化在正

常范围内，结合大体解剖检查结果认为这一

现象可能是灌胃给予大剂量高浓度药液所致，

A. 桑叶茯砖对小鼠体质量的影响；B. 桑叶千两对小鼠体质量的影响；C. 桑叶天尖对小鼠体质量的影响；D. 桑
叶茯砖对雌性小鼠体质量的影响；E. 桑叶千两对雌性小鼠体质量的影响；F. 桑叶天尖对雌性小鼠体质量的影响；G. 桑
叶茯砖对雄性小鼠体质量的影响；H. 桑叶天尖对雄性小鼠体质量的影响；I. 桑叶天尖对雄性小鼠体质量的影响；Ⅰ～Ⅴ
试验组的分组情况见表 1。与空白对照组比较，*P ≤ 0.05，**P ≤ 0.01。

图 1　3 种桑叶黑茶对小鼠体质量的影响
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没有明显毒理学意义。

如图 1-C、F、I 所示，经口灌胃桑叶天

尖水提物，仅Ⅰ组、Ⅱ组和Ⅲ组给药后第 4 天、

第 7 天小鼠体质量相比于空白对照组显著下

降（P ≤ 0.01 或 P ≤ 0.05）；雌性小鼠仅Ⅰ

组给药后第 4 天、第 7 天和第 10 天的体质量

相比于空白对照组显著下降（P ≤ 0.05），

Ⅱ组和Ⅲ组给药后第 4 天、第 7 天的体质量

相 比 于 空 白 对 照 组 显 著 下 降（P ≤ 0.01 或

P ≤ 0.05）；雄性小鼠Ⅱ组和Ⅲ组给药后第 4
天、第 7 天和第 10 天，Ⅱ组和Ⅲ组给药后第

4 天和第 7 天的体质量相比于空白对照组显著

下降（P ≤ 0.01 或 P ≤ 0.05）。说明本试验

条件下灌胃给予桑叶天尖水提物对雌性和雄

性小鼠的体质量可能具有影响。

3  讨论

黑茶的致病菌主要包括大肠菌群、金黄

色葡萄球菌、沙门氏菌等，大肠菌群是粪便

污染指标菌，主要是以该菌群的检出情况来

表示食品中有否粪便污染；金黄色葡萄球菌

是一种病原菌，会引起许多严重的感染；沙

门氏菌是一种常见的食源性致病菌，容易引

起食物中毒 [24]。茶叶中重金属污染物主要来

自土壤、大气沉降以及农资投入，长期饮用

重金属超标的茶叶可能会造成重金属在人体

内蓄积引起慢性中毒 [25]。农药残留干扰人体

内分泌失调，影响免疫系统和造血系统，易

导致胎儿内脏发育不全和畸形 [26]。在传统黑

茶研究中，王文光等 [27] 对云南省普洱茶主产

区的普洱熟茶从微生物的角度进行安全性评

价研究，发现均没有检测到致病菌；王秋霜

等 [28] 对沉香普洱茶进行安全性评价，未检测

出致病菌和农药残留。本试验选取桑叶茯砖、

桑叶千两和桑叶天尖 3 款桑叶黑茶产品进行

安全性评价研究，从安全性指标分析的结果

来看，本研究中的桑叶黑茶茶样中菌落总数

较高，这与黑茶加工工艺密不可分，特别是

在渥堆过程中微生物大量繁殖，分泌出多种

胞外酶，促进蛋白质、果胶以及纤维素的分

解，形成黑茶特有的色、香、味品质特征 [29-33]。 
3 个品种的桑叶黑茶中大肠菌群含量都很低且

都没有检测到沙门氏菌和金黄色葡萄球菌。

样品中铅、镉、汞和砷都远低于农业标准和

食品安全国家标准，说明桑叶黑茶在重金属

方面满足行业标准要求。3 种桑叶黑茶均未检

测出农药残留，符合食品安全国家标准。可

以看出桑叶黑茶具有较高的饮用安全性。

急性毒性试验是经口一次性给与或 24h
多次给与受试物后，在短期内观察动物所产

生的毒性反应，包括致死的和非致死的指

标参数，致死剂量通常用致死中量 LD50 表

示。有研究表明 [34-37]，利用小鼠评价普洱茶

1 年散茶、5 年饼茶、10 年散茶和云南烘青

绿茶的急性毒性，对小鼠的 LD50 分别为 9.7 
g/kg、11.2g/kg、12.2g/kg、7.5g/kg；广西六堡

茶对小鼠的 LD50 为 9.38g/kg；茯茶对雄性小

鼠的 LD50 为 14.7g/kg，对雌性小鼠的 LD50 为

19.6g/kg。本试验结果显示，茯砖、千两和天

尖 3 种桑叶黑茶对小鼠的 LD50 分别为 22.3、

22.8 和 28.5g/kg。茶叶使小鼠中毒及死亡与过

高浓度的咖啡碱和茶多酚有关，而桑叶黑茶

由桑叶和茶叶两部分组成，其中茶叶原料含

量要低于普通黑茶，因而咖啡碱和茶多酚的

含量也要低于普通黑茶，所以桑叶黑茶对小

鼠的 LD50 大于茯茶、普洱茶、六堡茶和绿茶。

综合以上实验表明桑叶黑茶无明显毒副作用，

属无毒级，也不含有毒物质，可放心饮用。

在试验过程中，我们还发现桑叶黑茶对小鼠

体质量有影响，灌胃桑叶黑茶水提物后小鼠

体质量增加情况与正常组相比呈现显著差异，

这为我们后续研究提供了一定的基础。
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近几年来，被誉为“二十一世纪的最佳

保健果品”的桑椹因其具有生津止渴、滋阴

补血、明目乌发、防止血管硬化、提高人体

免疫能力等多种独特功效而越来越受到人们

的青睐。目前，我国各地果桑栽培迅速兴起，

呈现规模化发展趋势，尤其是旅游区及城市

周边果桑采摘体验园数量迅速增加，随之而

来的是桑椹菌核病的发生与危害也呈上升趋

势，且逐年加重。经调查，湖南省大部分不

及时防治的果桑园栽培后第 1 年桑椹菌核病

发病率在 5% 左右，第 2 年 10% ～ 15%，第

3 年 30% ～ 50%，第 4 年达 80% 以上。有油

菜的区域发病率更高，危害更重。桑椹菌核病

已成为制约该省果桑产业发展的最重要因素。

桑椹肥大性菌核病是桑椹菌核病的优势

种，该病在我国大部分桑树栽培地区均有发

生，危害十分严重，是桑椹的一种毁灭性真

菌病害。目前，控制该病最实用最有效的方

法还是化学防治。因此，2018—2019 年，在

实验室筛选出有效药剂的基础上，在澧县试

验示范基地果桑园开展了不同农药品种和农

药组合进行桑椹肥大性菌核病大田防治试验

和桑椹农药残留检测分析，为有效控制该病的

发生与危害及桑椹食用安全提供参考依据。

1  材料与方法

1.1  材料

1.1.1  供试果桑园　湖南省蚕桑科学研究所澧

县试验示范基地 0.2hm2 6 年生果桑园。

1.1.2  供试果桑品种　桑大 10，栽植密度为 2.0
米 ×1.0 米。

1.1.3  供试桑椹　2018 年 4 月 25 日采摘各农

药防治区成熟桑椹。

1.1.4  供试农药　80% 多菌灵可湿性粉剂（一

帆生物科技集团有限公司），70% 甲基硫菌

灵可湿性粉剂（江苏龙灯化学有限公司），

50% 腐霉剂可湿性粉剂 [ 兴农药业（中国）

有限公司 ]，40% 菌核净可湿性粉剂（山东科

大创业生物有限公司），25% 咪鲜胺乳油（江

苏辉丰农化股份有限公司），10% 丙硫唑悬

浮剂（贵州道元生物技术有限公司）。

1.2  方法

1.2.1  大田药剂喷雾防治　2018 年大田药剂喷

桑椹肥大性菌核病化学防治试验与农药残留检测分析

曹  慧 1  王  明 1  朱建军 2  宋冬波 2  李章宝 1

（1 湖南省蚕桑科学研究所，长沙 410127；2 湖南省澧县农业农村局植保站，湖南澧县 415500）

摘　要： 桑椹肥大性菌核病是桑椹的一种毁灭性真菌病害。目前，控制该病最有效的方法

是化学防治。不同药剂及组合对该病进行大田防治试验结果表明：多菌灵、甲基硫菌灵、腐

霉利、菌核净、咪鲜胺 5 种农药防治桑椹肥大性菌核病均有较好的效果，校正防治效果达

83.3% ～ 100%。桑椹农药残留检测只有多菌灵超标，达到 17.2mg/kg, 是 0.5mg/kg 标准的 34.4 倍。

结合大田防治效果、桑椹农药残留及病原抗药性等因素综合分析，25% 咪鲜胺乳油 500 倍液

+40% 菌核净可湿性粉剂 750 倍液组合是控制该病的适宜的化学防治方法。

关键词： 桑椹；肥大性菌核病；化学防治；农药残留；分析
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雾防治设置 6 个处理，即 A：80% 多菌灵可

湿性粉剂 500 倍液，B：70% 甲基硫菌灵可湿

性粉剂 500 倍液，C：50% 腐霉利可湿性粉剂

750 倍液，D：40% 菌核净可湿性粉剂 750 倍液，

E：25% 咪鲜胺乳油 500 倍液，F：10% 丙硫

唑悬浮剂 500 倍液。每个处理区选择连续 10
株果桑，设置 3 次重复，各处理区随机排列，

分别在桑树始花期、盛花期和末花期 3 次对

供试果桑的果、叶、枝进行均匀喷雾至滴水

为止，用清水处理做对照区。

2019 年，根据 2018 年的试验结果进行优

化，大田药剂喷雾防治重新设置 3 个处理，

每个处理设置 3 次重复，即 I：25% 咪鲜胺乳

油 500 倍液，II：40% 菌核净可湿性粉剂 750
倍 液，III：25% 咪 鲜 胺 乳 油 500 倍 液 +40%
菌核净可湿性粉剂 750 倍液组合。处理 I、II
按 2018 年大田防治方法进行，处理 III 在桑

树始花期用 25% 咪鲜胺乳油 500 倍液喷雾，

盛花期用 25% 咪鲜胺乳油 500 倍液 +40% 菌

核净可湿性粉剂 750 倍液组合喷雾，末花期

用 40% 菌核净可湿性粉剂 750 倍液喷雾防治，

用清水处理做对照区。

1.2.2  药剂防治效果调查　每个处理随机选择

有代表性的 3 株桑树，每株桑树选择有代表

性的 4 根枝条分别标记，定点调查总果数和

病果数，当田间发现病果时即开始调查，每

次调查时都将病果摘除集中处理，每 3 天调

查一次，直至果期结束，统计计算桑果发病

率和桑椹肥大性菌核病校正防治效果。

发病率 =（病果数 / 总果数）×100%，

校正防治效果 =[（对照区发病率 - 防治

区发病率）/ 对照区发病率 ]×100% 。
1.2.3  桑椹农药残留检测　桑椹农药残留检测

委托湖南省食品测试分析中心检测，检测方

法按 GB/T 20769—2008 方法进行。

2  结果与分析

2.1  不同药剂对桑椹肥大性菌核病的田间防

治效果

不同药剂对桑椹肥大性菌核病的田间防

治效果试验结果见表 1。从表 1 可以看出，

除处理 F 外，其它药剂对桑椹肥大性菌核

病均有良好的防治效果，校正防治效果达

83.3% ～ 100%。其中以 2018 年处理 E、2019
年处理 I 和处理 III 效果最好，校正防治效果

达到 95.6% ～ 100%。

2.2  桑椹农药残留检测结果

2018 年 4 月 25 日采摘各处理区成熟桑椹，

按 GB/T 20769—2008 方法进行桑椹农药残留

检测结果见表 2。GB 2763—2014 中没有桑椹

农药残留标准，因此，桑椹农药残留标准只

表 1　不同药剂防治桑椹肥大性菌核病的田间试验结果

年  份 处  理 总果数 / 个 病果数 / 个 发病率 / % 校正防效 / %

2018 年

A 多菌灵 494 42 8.5 83.3

B 甲基硫菌灵 407 34 8.4 83.5

C 腐霉利 477 35 7.3 85.7

D 菌核净 413 25 6.1 88.0

E 咪鲜胺 576 2 0.3 99.4

F 丙硫唑 585 123 21.0 58.7

CK 清水 564 287 50.9 0

2019 年

I 咪鲜胺 553 0 0 100.0

II 菌核净 464 27 5.8 84.9

III 咪鲜胺 + 菌核净 408 7 1.7 95.6

CK 清水 507 195 38.5 0
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能参照 GB 2763—2014 食品安全国家标准食

品中农药最大残留限量中的鲜食水果农药残

留标准对比，从表 2 中结果可知，甲基硫菌灵、

咪鲜胺、腐霉利残留均未超标，而多菌灵残

留严重超标，达到 17.2mg/kg, 是 0.5 mg/kg 标

准的 34.4 倍（GB/T 20769—2008 内没有菌核

净和丙硫唑的残留检测方法，故这两种农药

没有检测）。

表 2　桑椹农药残留检测结果

样品名称 检测项目 计量单位 标准要求 实测值 备注

桑 椹 A 多菌灵 mg/kg 0.5 17.2 超标

桑 椹 B 甲基硫菌灵 mg/kg 2.0 1.65 合格

桑 椹 C 腐霉利 mg/kg 5.0 未检出 合格

桑 椹 E 咪鲜胺 mg/kg 2.0 0.13 合格

3  小结与讨论

桑椹肥大性菌核病大田药剂防治效果试

验所用的农药是在实验室筛选出能有效抑制

该病原菌的药剂基础上选择的，2 年的试验结

果表明，6 种药剂及组合对桑椹肥大性菌核病

都有较好的防治效果，其中以 2018 年处理 E
和 2019 年处理 I 及处理 III 效果最好，校正防

治效果达到 95.6% ～ 100%，可以作为大田防

治桑椹肥大性菌核病的参考方法。处理 E 中

咪鲜胺属咪唑类高效、低毒、广谱型杀菌剂，

具有快速渗透、吸收传导、预防保护和治疗

作用，对子囊菌病害有特效，湖南地区首次

在桑树上使用，效果非常好，而多菌灵等药

剂已使用多年，病原菌可能产生了一定的抗

药性，所以防治效果差一点。为了延缓该病

病原对咪鲜胺的抗药性，保持防治效果，选

择两种不同种类的杀菌剂组合交替使用。结

合大田防治效果、桑椹农药残留与病原抗药

性等因素综合分析，处理 III 是控制该病的适

宜的化学防治方法。

大田药剂的防治效果还与防治时间和防

治时天气密切相关。桑椹肥大性菌核病最佳

防治时期是桑树始花期、盛花期和末花期。

在最佳防治时期内选晴天对果桑的果、叶、

枝进行均匀喷雾防治。若遇连续雨天，则选

雨停间隙防治，喷药后至少保持 2 小时内不

下雨，若喷药后即下雨则要补喷，也不能推

迟时期防治，否则防治效果会有不同程度的

降低。

通过桑椹农药残留检测结果（表 2）可

以看出，甲基硫菌灵、咪鲜胺、腐霉利残留

均未超标，而多菌灵残留严重超标，达到

17.2mg/kg, 是标准的 34.4 倍，这可能与多菌

灵的多次高剂量使用以及其特性具有内吸性

和不易被降解等因素有关。因此，对桑椹肥

大性菌核病防治应避免高剂量、多次重复使

用同一种农药，要尽量交替使用不同种类的

农药，且要在一定安全期内停止用药，防止桑

椹农药残留超标，确保桑椹食用安全。
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家 蚕（Bombyx mori） 是 有 重 要 经 济 价

值的鳞翅目昆虫，蚕业是我国加入世界贸易

组织后，少数几个仍居国际垄断地位的农业

产业之一。然而，在蚕业生产上经常会有多

种病害可导致蚕茧减产，甚至绝收，其中

特 别 以 家 蚕 核 型 多 角 体 病 毒（Bombyx mori 
nucleopolyhedrovirus，BmNPV） 所 引 发 的 血

液型脓病发生最广泛，危害最严重，其传染

性极强，难以控制。据国家蚕桑产业技术体

系产业经济岗位的研究者于 2013 年对 14 省

91 县的 1 782 户蚕农进行调查，结果发现有

86.92% 的农户因该病造成过损失，是蚕农最

担心发生的蚕病 [1]。有关家蚕抗 BmNPV 基

家蚕抗核型多角体病毒（BmNPV) 相关基因的 
表达分析及其实用性分子标记的筛选

刘  勇  艾均文  唐  芸  薛  宏  何行健  郑  颖

（湖南省蚕桑科学研究所，长沙 410127）

摘　要： 家蚕核型多角体病毒（Bombyx mori nucleopolyhedrovirus，BmNPV）是一种对家

蚕具有高致病性的病毒，会导致蚕业生产上的严重经济损失。迄今已在家蚕中发现了几

种对 BmNPV 有抑制作用的蛋白，但各基因的表达水平与家蚕不同遗传类型材料 BmNPV
抗性的相关程度仍不清晰。 本研究以高抗材料（highly resistant parent，R） 和高感材料

（highly susceptible parent，S） 组 配 成 F1、F2 及 回 交 等 不 同 遗 传 类 型 材 料， 利 用 添 毒 实

验与荧光定量 PCR 技术，检测家蚕不同遗传类型材料在不同感染条件下对 BmNPV 的

抵 抗能力及其相应的 5 个抗性相关基因 [ 家蚕脂肪酶Ⅰ基因（Bmlipase-1）、家蚕丝氨

酸 蛋 白 酶 Ⅱ 基 因（serine protease Ⅱ，BmSP-2）、 家 蚕 核 糖 体 蛋 白 S3A 基 因（ribosomal 
protein S3A，BmS3A）、 家 蚕 抑 制 蛋 白 酶 Ⅱ 基 因（suppressor of profilin 2，BmSop2）、 家

蚕烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸氧化还原酶基因（nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 
oxidoreductase，BmNOX）] 的相对表达量，分析其与抗性的关联性。结果表明：Bmlipase-1
和 BmSP-2 在家蚕中肠特异表达，其他基因没有组织表达特异性；Bmlipase-1、BmSP-2、 
BmNOX 和 BmSop2 四个基因在不同遗传类型材料中肠的相对表达量之间均存在明显差异，且

抗性越强的遗传类型材料的相对表达量也越高，各基因的相对表达量与材料抗性呈正相关性。

而 BmS3A 基因的表达差异在各遗传类型材料间没有呈现出一定的相关性；Bmlipase-1 在不同

遗传类型材料的相对表达量与其抗性水平的一致性最高，该基因的相对表达水平可以在家蚕

育种过程中作为抗核型多角体病毒材料选择与鉴定的依据之一。

关键词： 家蚕核型多角体病毒（BmNPV）；抗性基因；荧光定量 PCR；表达水平；相关性
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因的筛选、抗性机制及遗传机理方面的研究，

各国学者已做了大量工作，并取得了一定进

展。

家蚕对 BmNPV 的敏感性虽然受到不同

内外环境的影响，但其遗传因素起到决定性

作 用 [2]。Aratake[3] 对 日 本 现 行 生 产 用 蚕 品

种及其杂交原种的感染抵抗性进行比较，发

现不同抗性材料差异可达 10~100 倍。陈克 
平等 [4-5] 和钱荷英等 [6] 先后用几率值分析法

和浓度（对数）- 死亡率几率关系曲线法进

行遗传机理研究，结果表明家蚕的 BmNPV
抗 性 对 感 性 呈 不 完 全 显 性， 至 少 由 1 对 主

效基因控制，有微效基因修饰与偏父遗传现

象。相关研究人员在抗性材料筛选基础上，

也尝试了家蚕抗性相关基因的进一步研究。

因为 BmNPV 主要通过食下感染，家蚕中肠

就成为了抵御 BmNPV 的第一道防线，在其

肠液中也先后分离出了一批对 BmNPV 有抑

制作用的活性蛋白，其中就有红色荧光蛋白

（red fluorescent proteins，RFPs）可以让 NPV
失 活 的 报 道 [7]；Ponnuvel 等 [8] 和 Nakazawa 
等 [9] 先后在家蚕幼虫中肠肠液中分离出脂肪

酶Ⅰ（Bmlipase-1）和丝氨酸蛋白酶Ⅱ（serine 
protease-2，BmSP-2）， 实 验 证 明 都 具 有 抗

BmNPV 的包涵体衍生病毒（occlusion-derived 
virus，ODV） 活 性， 同 时 都 只 在 中 肠 组 织

中 表 达；Xu 等 [10] 和 徐 家 萍 等 [11] 构 建 了 家

蚕近等位基因系，利用荧光差异显示技术获

得了一些与抗性相关的差异片段，其中有家

蚕核糖体蛋白 S3A（ribosomal protein S3A，

BmS3A）、 家 蚕 抑 制 蛋 白 酶 Ⅱ（suppressor 
of profilin 2，BmSop2） 和 瘫 痪 肽 结 合 蛋 白

（paralytic peptide binding protein，PP-BP）

等 片 段。 此 外，Selot 等 [12-13] 发 现 家 蚕 烟

酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸氧化还原酶基因

（nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 
oxidoreductase，BmNOX）也与抗 BmNPV 有关。

不同家蚕品种对 BmNPV 的抗性有很大

的差异，相关研究显示抗性基因的表达量

与其抗性存在一定的相关性 [14-16]。本研究在

前人研究的基础上，选择高 抗材料（highly 
resistant parent，R） 和 高 感 材 料（highly 
susceptible parent，S） 各 1 个， 进 一 步 组 配

成 F1、F2 及 回 交 等 不 同 遗 传 类 型 材 料， 通

过荧光定量 PCR 技术，检测在添食与不添

食 BmNPV 两种不同条件下，各遗传类型材

料 幼 虫 中 BmSP-2、Bmlipase-1、BmS3A、

BmSop2、BmNOX 的表达水平，验证不同抗

性相关基因的相对表达量与其相应遗传类型

材料抗性水平的关联性，并力求在这些基因

中筛选到在正常饲育条件下其表达水平与对

应遗传类型材料的抗性水平一致性仍然较高

的基因，可作为新选育材料抗性检测的一种

分子标记，以期为家蚕抗性品种选育中的抗

BmNPV 新材料筛选提供一条更加简捷、准确

的新途径。

1  材料与方法

1.1  材料和主要试剂

本实验选择的高抗材料‘KNC’（R）和

高感材料‘HYB’（S）均为湖南省蚕桑科学

研究所在家蚕（Bombyx mori）抗性品种选育

过程中经定向选择得到，并利用这 2 个材料

进一步杂交组配成 F1、F2 及回交组合作为本

次实验材料 [17]。家蚕核型多角体病毒（Bombyx 
mori nucleopolyhedrovirus，BmNPV） 由 该 所

蚕品种研究室保存。

DNase Ⅰ、dNTP、Taq 酶、SYBR Premix 
Ex TaqTM 为 TaKaRa（日本）公司产品，一

步法反转录试剂盒、总 RNA 抽提试剂盒为

OMEGA（美国）公司产品。

1.2  实验材料的组配和抗 BmNPV 能力的检

测

以 高 抗 材 料 R 和 高 感 材 料 S 为 基 础，

组 配 杂 交 F1、F2 及 回 交 组 合 [5]， 获 得 R、

S、R×S、S×R、R×(S×R)、(R×S)×R、

R × ( R × S ) 、 ( S × R ) × R 、 ( R × S ) × S 、
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S×(R×S)、(S×R)×S、S×(S×R)、(R×S)
F2、(S×R)F2，共 14 种不同遗传材料。

从 2 龄幼虫起蚕开始添食 BmNPV 多角

体悬浮液，添食浓度共分成 104、105、106、

107、108、109 个 /mL 6 个梯度浓度和 1 个空

白对照组，每组设置 3 个重复小区，每个小

区 30 头蚕，添食的桑叶用打孔器打成标准大

小的叶片，用移液器定量吸取病毒悬浮液于

叶片上，涂抹均匀，放置阴凉处自然晾干。

每个区饲喂 3 片涂抹好的叶片，待添食 10h
后各区桑叶完全食尽，再改喂无毒桑叶。每

天定时观察各区实验蚕的发育状况，及时清

除已染病蚕，3 龄眠起后对各梯度浓度实验蚕

的发病率持续调查 60h，并用显微镜检测发病

特征不明显的幼虫，依据是否有多角体病毒

来判断 BmNPV 感染个体，统计各区发病率。

利 用 SPSS17.0 软 件 计 算 BmNPV 对 各 实 验

材料的致死中浓度（lethal concentration 50，

LC50）值。

1.3  实验材料的取材和总 RNA 的提取

将经添毒处理的每个实验材料各梯度浓

度的处理区（包含对照区）幼虫继续饲养至 5
龄的第 3 天，以最高浓度的试验区幼虫为实

验取材对象，分别解剖 9 头幼虫，数量不足

时则补充以次高浓度的试验区幼虫为材料。

高抗材料 R 取 7 个组织（表皮，脂肪体，中肠，

马氏管，丝腺，生殖腺，血液），其他材料

的处理组及对照组取中肠组织。各组织经干

净滤纸吸干水分后装入离心管中，每个组织

各取材 3 份，液氮速冻后放入 -80℃冰箱保存

备用。

将所有组织研磨成粉末后，用 RNA 试

剂盒提取总 RNA，经超微量分光光度计测定

所提总 RNA 的浓度和纯度，再通过一步法

反转录试剂盒进行反转录，反应条件：37℃ 
60min，85℃ 5s；将 cDNA 样品稀释 50 倍后

用于后续的定量 PCR 检测。

1.4  抗性相关基因的荧光定量 PCR 检测

引物序列见表 1；根据已公布的 Bmlipase-1 

（ G e n B a n k  N o . D Q 2 8 6 5 5 4 ）、 B m S P - 2
（GenBank No.AB117641）、BmS3A（GenBank 
N o . AY 7 0 5 9 7 4 ）、 B m S o p 2 （ G e n B a n k 
N o . AY 7 6 3 1 1 0 ）、 B m N O X （ G e n B a n k 
No.EF025315） 基 因 CDS 序 列， 用 Primer 
Premier 5.0 进行定量引物设计 ；以家蚕转录

启动因子 -4A（translation initiation factor 4A，

TIF-4A ；GenBank No.DQ443290） 作 为 内 参

基因。用荧光定量 PCR 方法检测各实验材料

不同提取组织中各相关抗性基因的表达量。

表 1　qRT-PCR 引物序列

引物名称 引物序列（5‘~3’）

Bmlipase-1-F ACAAATGGCAATGTCAACTCTATC

Bmlipase-1-R CCACGCCAGTCTACAACAATAA

BmSP-2-F CCAGGATTGTGGGTGGTTCT

BmSP-2-R CAAAAGCGAGGGTGAACTGA

BmNOX-F CGACGAGCGACTAACCCAAA

BmNOX-F-R GAGCTCATACGGACTCAACCTG

BmSop2-F GCCACAGCTGCATTCCGTTAT

BmSop2-R ACCTCTCCAAAGTGTCCAAGTCC

BmS3a-F ATGGCGGTCGGGAAAAATA

BmS3a-R ACGGTTGACAAGCGTGGTG

TIF-4A-F TTCGTACTGGCTCTTCTCGT

TIF-4A-R CAAAGTTGATAGCAATTCCCT

Bm：家蚕；lipase-1：脂肪酶Ⅰ；SP-2：丝氨酸蛋
白酶Ⅱ；NOX：烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸氧化还原酶；
Sop2： 抑 制 蛋 白 酶 Ⅱ；S3A： 核 糖 体 蛋 白 S3A；TIF-
4A：转录启动因子 -4A；下同。

在 LightCycler® 96System 上 进 行 荧 光 定

量 PCR 反 应。PCR 反 应 体 系 为 20μL：10μL 
2×SYBR Green Realtime PCR Master Mix，

10μmol/L 上、下游引物各 0.8μL，2μL cDNA
模板，6.4μL ddH2O。PCR 热循环程序：95℃

预 变 性 30s， 然 后 95 ℃ 变 性 5s，60 ℃ 退 火

30s，72 ℃ 延 伸 30s， 扩 增 45 个 循 环； 熔 解

曲线分析：95℃变性 10s，65℃退火 1min，

97℃变性 1s；37℃退火 0s 终止反应。每个样

品进行 3 次重复。用定量 PCR 仪配置软件处

理定量数据。
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2  结果与分析

2.1  实验材料对 BmNPV 的抗性比较及其遗

传特点

实验材料的病毒添食结果如表 2 和图 1
所示。从表中的 LC50 值可以看出两亲本的抗

性差异很大，其 LC50 值相差近 5 000 倍，F1

代介于两亲之间，表现杂种优势现象；F2 中

杂种优势减弱；F1 回交高抗材料 R 后代抗性

强，回交高感材料 S 后代抗性减弱，说明基

因有累加效应，提示着经过不断的迭代选择，

能提高家蚕品种的抗性。

表 2　高抗材料（R）和高感材料（S）组配的各杂交世代添食不同浓度 BmNPV 后的病死率

品种组合
不同浓度 BmNPV 的致死率 /%

LC50 / 个·mL-1

0 个 /mL 104 个 /mL 105 个 /mL 106 个 /mL 107 个 /mL 108 个 /mL 109 个 /mL

S 0.00 18.33 36.67 66.67 78.33 100.00 100.00 2.731E+05

（R·S）×S 0.00 0.00 16.27 33.33 58.33 98.41 100.00 2.681E+06

S×（S·R） 0.00 0.00 10.00 28.33 66.36 98.25 100.00 2.849E+06

S×（R·S） 0.00 0.00 8.51 37.54 61.67 95.00 100.00 2.957E+06

（S·R）×S 0.00 0.00 3.33 26.67 68.33 91.75 100.00 4.025E+06

（R×S）F2 0.00 0.00 0.00 25.53 55.00 78.33 98.33 8.875E+06

（S×R）F2 0.00 0.00 0.00 16.67 56.67 73.33 90.00 1.491E+07

（S×R）F1 0.00 0.00 0.00 18.33 43.33 61.67 88.33 2.645E+07

（R×S）F1 0.00 0.00 0.00 13.33 36.67 51.67 83.33 5.454E+07

R×（S·R） 0.00 0.00 0.00 13.33 28.86 51.67 73.33 8.836E+07

（R·S）×R 0.00 0.00 0.00 8.33 33.33 49.12 71.92 9.922E+07

（S·R）×R 0.00 0.00 0.00 10.00 31.03 50.79 70.00 1.030E+08

R×（R·S） 0.00 0.00 0.00 6.67 20.00 50.96 71.67 1.289E+08

R 0.00 0.00 0.00 0.00 8.33 23.33 45.00 1.228E+09

2.2  抗性相关基因在各实验材料 5 龄幼虫不

同组织中的表达差异

利用高抗材料 R 的 7 个组织进行荧光定

量 PCR 检测分析，其检测结果如图 2 所示。

Bmlipase-1 和 BmSP-2 只在中肠中特异表达，

其他 3 个基因则在所有检测组织中均有表达，

图 1　BmNPV 对高抗材料（R）和高感材料（S）组配的各杂交世代的致死中浓度（LC50）

S
(R S)×S
S×(S R)
S×(R S)
(S R)×S
(R×S)F2

(S×R)F2

(S×R)F1

(R×S)F1

R×(S R)
(R S)×R
(S R)×R
R×(R·

·

·

·

·

·

·

·

S)
R

1.0E+00 1.0E+02 1.0E+04 1.0E+06 1.0E+08 1.0E+10
LC50(个·mL-1)
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各组织间虽有差异，没有特异性。BmS3A 在

丝腺中表达量最高，是其他组织的 2 倍多；

BmSop2 在血液中表达量最高，丝腺和中肠次

之，脂肪体和表皮中的表达量最低；BmNOX
在丝腺中最高，血液和生殖腺次之，中肠和

表皮略低。

图 2　抗性相关基因在 5 龄第 3 天幼虫各组织的相对表达量

1：脂肪体；2：血液；3：表皮；4：马氏管；5：生殖腺；6：丝腺；7：中肠；不同小写字母表示不同组织差异显著（P<0.05），
不同大写 字母表示差异极显著（P<0.01）；内参基因：转录启动因子 -4A 基因（TIF-4A），n=3；下同。
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2.3  抗性相关基因在各实验材料 5 龄幼虫中

肠组织的表达检测

取各实验材料的处理组和对照组的中

肠组织进行荧光定量 PCR 实验，其实验数

据分析结果如图 3 所示。处理组的 4 个基因

Bmlipase-1、BmSP-2、BmNOX 和 BmSop2 的

中肠相对表达量要高于对照组，说明经病毒

诱导后表达量均会有不同程度的上调；相同

基因在抗性越高的相同遗传类型材料（相同

遗传类型指抗性基因频率值一致）中的相对

表达量也会越高，高抗材料 R 和高感材料 S
间表达差异最为明显（P<0.01），说明以上 4
个基因在中肠里的相对表达量与其遗传类型

材料的抗性存在显著的一致性；BmS3A 基因

不仅在添毒组与对照组之间没有显现出相应

的诱导表达关联性，而且各类型遗传材料相

对表达量与各自的抗性也没表现出相应的一

致性。

2.4  抗性相关基因相对表达量与抗 BmNPV

水平一致性的比较

Bmlipase-1、BmSP-2、BmNOX 和 BmSop2

这 4 个 基 因 的 相 对 表 达 量 虽 然 与 BmNPV 
抗性水平均存在一定的正相关性，但其相关

性也存在一定差异性。为了更好地比较 4 个

基因的相对表达量随不同遗传类型材料的

BmNPV 抗性不同的变化趋势，找出一致性相

对较高的抗性基因，将 14 种遗传材料根据含

有抗性基因理论频率值相同的原则分成以下 5
组不同遗传类型，即 :‘R×R×S’组包含 4
个遗传材料，分别是 R×(S×R)、(R×S)×R、

R×(R×S)、(S×R)×R；‘R×S’ 组 包 含 4
个 遗 传 材 料， 分 别 是 R×S、S×R、(R×S)
F2、(S×R)F2；‘S×S×R’ 组 包 含 4 个 遗

传 材 料， 分 别 是 (R×S)×S、S×(R×S)、
(S×R)×S、S×(S×R)； 亲 本 R 与 S 分 别 代

表不同组别的遗传材料。取各组数据的平均

值以及把相对表达量简化（去掉科学计数位）

到同一水平上作图。现有的遗传研究表明家

蚕的 BmNPV 抗性对感性呈不完全显性，且

抗 BmNPV 主效基因的作用具有基因的剂量

效应 [17]，所以杂交和回交组合的变化斜率要

较之两头平缓，实验结果与理论预期相符。
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图 3　qRT-PCR 检测各实验材料 5 龄第 3 天幼虫中肠组织各基因的相对表达量及 

各实验材料相应的 LC50

不同大写字母表示不同遗传材料之间差异极显著（P ＜ 0.01）
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其中各组材料间 Bmlipase-1 的相对表达量差

异最显著，抗性材料的相对表达量比感性材

料的最高差异达８倍，其余基因仅有 3~4 倍

的差距（表 3），而且无论在添毒还是不添毒

的条件下，Bmlipase-1 在不同组遗传类型材料

中相对表达量的变化斜率与不同组遗传类型

材料所对应的 LC50 值的变化斜率最为接近，

其一致性最高（图 4）。

图 4　抗性基因的相对表达量与 5 组材料的 LC50 一致性比较

表 3　5 组材料的 LC50 和各抗性相关基因在对应材料组中的相对表达量

品种组合
处理组 对照组

LC50

/（个·mL-1）
BmNOX BmSop2 Bmlipase-1 BmSP-2 LC50

/（个·mL-1）
BmNOX BmSop2 Bmlipase-1 BmSP-2

S 2.731E+05 1.19 1.64 2.54 1.98 2.731E+05 1.09 1.46 1.85 1.89

S×S×R 3.13E+06 2.33 2.69 5.62 2.89 3.13E+06 1.95 2.01 3.71 2.12

R×S 2.619E+07 3.32 2.63 6.74 3.46 2.619E+07 2.32 1.96 5.21 2.53

R×R×S 1.05E+08 3.61 3.28 9.88 4.51 1.05E+08 2.34 2.22 7.58 2.83

R 1.228E+09 5.69 5.00 20.10 7.26 1.228E+09 3.26 2.70 10.40 6.38

相
对
表
达
量

处理组 对照组BmNOX
BmSOP2
Bmlipase-1
BmSP-2
LC50

BmNOX
BmSOP2
Bmlipase-1
BmSP-2
LC50

LC
50
/(个

· m
L-1

)
3  讨论

本研究以高抗材料 R 和高敏材料 S 及其

组配杂交的 F1、F2 与回交组合为实验材料，

进行 BmNPV 病毒梯度添食，统计结果和陈

克平等 [5] 的研究结论基本一致。再对所有不

同遗传类型材料的 5 龄第 3 天幼虫进行 5 个

抗 BmNPV 相 关 基 因（Bmlipase-1，BmSP-
2，BmS3A，BmNOX 和 BmSop2）的荧光定量

PCR 检测，分析各基因在添毒与不添毒条件

下的相对表达量与抗 BmNPV 能力的相关性。

结果表明，无论在诱导还是未诱导条件下，

Bmlipase-1、BmSP-2、BmNOX 和 BmSop2 相

对表达量与各实验材料本身抗 BmNPV 能力

存在较为显著的一致性，即在抗性越强的实

验材料中，这 4 个基因的相对表达量（包括

诱导表达量）也会越高。然而，另一个基因

BmS3A 相对表达量的变化既不与不同遗传类

型材料自身抗性水平存在一致性，也不与各

实验材料诱导与否存在关联性，这与徐家萍

等 [11] 的结果有明显差异。

有关 Bmlipase-1 的研究已积累了一定的

前期基础 [17]，发现该抗性主效基因的作用

具有基因的剂量效应，但由于只是涉及 2 个

亲本及其正反交 F1 等 4 种遗传材料，不能

确定其与其他各种不同遗传材料之间的相关

性，因此，本实验继续对其开展研究。由于

BmNPV 抗性主效基因至今还是未知，而包

括 Bmlipase-1 在内的其他基因本身具有抵抗

BmNPV 感染的活性，因此选取一些活性表达

与 BmNPV 抗性有直接相关性的抗性基因或
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活性蛋白，可作为抗病育种辅助选择的一种

分子标记。

为了开展家蚕抗 BmNPV 品种选育现代

技术研究，利用抗性材料、敏感材料和近等

位基因系，刘晓勇等 [18] 通过随机扩增多态

性 DNA 标 记（random amplified polymorphic 
DNA，RAPD）技术获得 3 个分子标记，姚

勤等 [19] 将其进一步转换成了特异序列扩增区

域（sequence characterized amplified region，

SCAR）标记。冯凡 [20] 利用上述实验材料，

通过染色体步移获得紧密连锁的 R736 标记，

对其进行 PCR 扩增得到了 1 条 700bp 左右的

条带，并在一些材料中得到验证。钱荷英等 [21]

利用华康系列材料进行简化基因组测序，结

果在第 27 群上发现了 50 个与抗 BmNPV 相

关的 SNP 分子标记，但这些 SNP 仅作为鉴定

和判别华康系列品种的分子标记。这些分子

标记多为重复序列，与之有抗性相关的基因

信息还不明确，在目前家蚕基因组中没有标

记序列的相关信息。因此，连锁性强、可靠

性高的理想分子标记还需进一步的深入研究，

还有大量探索需继续开展。

4  结论

本研究利用高抗材料 R 和高敏材料 S 构

建了在遗传育种中各种不同的遗传类型材料，

分别测定各自的 LC50，用荧光定量 PCR 的方

法检测了 5 个已报道的与抗 BmNPV 相关基因

（Bmlipase-1，BmSP-2，BmS3A，BmNOX，

BmSop2）的相对表达量。4 个基因（Bmlipase-1，

BmSP-2，BmNOX，BmSop2） 的 表 达 水 平 和

蚕体对 BmNPV 的抗性水平存在显著一致性，

另一个基因 BmS3A 相对表达量的变化既不与

不同遗传类型材料自身抗性水平存在一致性，

也不与各实验材料诱导与否存在关联性。抗

性相关基因 Bmlipase-1 在各组遗传类型材料

间的相对表达量差异最显著，与不同组遗传

类型材料自身抗性水平的一致性也最高，可

在家蚕抗性育种过程中利用荧光定量 PCR 检

测分析，在诱导或不诱导情况下均可检测出

相应蛾区的抗性基因是否导入或纯合，并由

此筛选到目的蛾区进行选择继代。
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长株潭城市群是“两型社会”建设综合

配套改革试验区，它不仅是湖南省经济发展

的核心增长极，而且也是湖南集观光、休闲、

旅游于一体的城市农业、休闲农业发展最为

迅猛区域之一。近 10 年来，桑果因其营养丰富、

口感鲜美和康养保健等特点倍受人们的青睐，

成为果品中的新贵，同时 4—5 月也刚好处于

湖南鲜果上市的空窗期，促进了以休闲体验

为特色的桑果采摘园在该区域的蓬勃发展。

但桑树易受到霜冻、菌核病危害，桑果成熟

时间晚，采摘时间短，采摘期时常多雨 [1]，

这助推了目前果桑大棚栽植形式的快速推广。

为此，我们与位于长沙市望城区格塘镇格塘

村的湖南省任龙农业科技有限公司在前期合

作开展露地栽培的基础上，从 2014 年起又继

续合作开展了大棚栽培技术试验。结果显示

桑果成熟时间比露地栽培提早了 12d 以上，

实现了试验品种在“五一”前一周就可盛熟

上市的目标，并利用休闲体验与蚕桑文旅之

间的深度融合，大棚栽植取得了良好的经济

效益与社会效益。现将几年来有关果桑大棚

栽植试验的具体做法与技术措施总结如下。

1  果桑的栽植

1.1  果桑园选址

湖南省任龙农业科技有限公司所在地格

塘村与国家 AAAA 级景区千龙湖生态旅游度

假区仅相距 1.5 ～ 2.5km，区位优越，交通便利，

周围环境无污染。对休闲采摘园的建址选择

了距千龙湖大道约 350m 的熊家湾西南侧成

片地块，土壤 pH 值 6.5，耕作层厚度在 30cm
左右。地下水位 3 ～ 4m 左右，周围有溪沟流

水环绕，便于灌溉排涝，是一个十分理想的

规模化种植与打造桑果田园综合体的地方。

1.2  品种选择

为了突出桑果园的特色，选择了引进“台

湾长果桑”，该品种又名超级果桑、秀美果

桑。 果 形 细 长， 果 长 10.0 ～ 16.0cm， 果 径

0.5 ～ 0.9cm，单果重 8.0 ～ 10.0g，最大果重

可达 20.0g，成熟果紫黑偏红，外观漂亮，口

感好，糖度高，含糖量 18.0% ～ 20.0%，甘

甜无酸，每 667m2 产 1 500kg 以上 [2]，春果成

熟期为 5 月上中旬。果实不耐贮运，易受早

春寒流冻害，北方寒冷地区不适宜栽培。因

桑果特别细长，也易受自然风、雨水等天气

因素影响而导致经常性严重落果，今后还将

继续完善其它品种。

1.3  栽植方法

桑基鱼塘系统是具有 2 500 多年历史的

人工生态循环农业景观，体现了中国农耕文

化的智慧 [3]，2017 年 11 月成功入选全球重要

农业文化遗产。在果桑园土地规划整理过程

中，开展了桑基鱼塘微型生态循环系统的人

工构建，桑基栽果桑，树下养禽，桑果采摘，

桑叶养蚕，蚕沙养鱼，塘泥肥桑。其基塘面

积比约为 3 ∶ 1，即 2001m2（3 亩）桑基配置

667m2（1 亩）鱼塘。基面宽 17m，塘宽 4m，

基坡向沟面倾斜，坡面约 12°，基面内侧边沿

距塘水面高度约 45cm，塘水深约为 2.5 ～ 3m，

并列式渠形挖塘，塘与塘通过 2 ～ 3m 宽的水

渠相连，并建好进出水总渠及 2 ～ 3m 宽的主

湖南长株潭地区果桑大棚栽培技术

张  仟 1  任  毅 2  艾均文 1  王江玲 2  何行健 1  肖建中 1

（1 湖南省蚕桑科学研究所，长沙 410127；2 湖南省任龙农业科技有限公司，长沙望城 410218）
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支干道路。栽桑前除草、翻耕、平整，挖宽

0.4m、深 0.5m 的栽植沟，每 667m2 施入人畜

粪、腐熟厩肥等有机肥 1 500kg 以上，再覆盖

10cm 厚的细土。为了方便采摘体验，宜采取

偏稀密度，综合多地经验 [4-5]，按每 667m2 栽

111 株建园，行距 4m，株距 1.5m。定植时拉

线定点，株行整齐，株距相等，深浅一致，

根颈埋入土中不超过 6cm，壅土稍高于地面。

栽植当天淋定根水，以后保持土壤湿润。

1.4  树型养成

第 1 年 定 植 后， 在 距 地 面 约 2cm 处 剪

低 苗 干， 使 发 壮 芽， 培 养 1 枝 作 为 主 干；

待 主 干 长 至 80 ～ 90cm 时， 在 距 离 地 面

60 ～ 70cm 处平剪，进行定干；当主干上萌

发新芽长至 10 ～ 15cm 时，疏芽选留 3 ～ 4
个分布合理的壮芽，培养成一级支干。第 2
年春季采果后，距离地面 90 ～ 100cm 对一

级 支 干 夏 伐 定 干， 待 枝 条 长 成 10 ～ 15cm
时，疏芽选留 2 ～ 3 个分布合理的壮芽，培

养成二级支干。至 7 月上中旬，在距离地面

115 ～ 125cm 对二级支干定干，当二级支干

萌发新芽长至 10 ～ 15cm 时，疏掉下垂、重

复的枝条，留下分布合理的壮芽培养为翌年

的坐果枝。每株约留坐果枝 20 ～ 25 根，每

667m2 留坐果枝 2 500 根以上。以后每年在二

级支干剪伐处夏伐成拳。

2  大棚的构建

2.1  建棚时间

2014 年栽植果桑，按 667m2 栽 111 株，

二级支干养型，2016 年即进入成林期，产量

可达 900kg/（667m2）左右，此时开始建棚。

2.2  棚型选择

果桑大棚设施类型及其建造的质量会直

接影响温度控制、湿度调节和采光的效果。

为此，选择新建了保温保湿、调控简单的连

栋圆拱型温室大棚，其主体钢结构构件采用

热镀锌材料，由厂家配套供应，专人组装。

大棚长 27m、宽 16m，棚内面积 432m2。其

主体跨度为 9m，横梁间距为 4m，拱顶高 5.3m，

天沟高 3.5m，拱间距 1m，外遮阳高度 5.8m。

大棚的自然通风系统由门、侧窗与卷膜系统

组成，在大棚四面通过卷膜系统开窗，下部

卷膜开窗高度为 1.8m，采用手动卷膜器，大

棚的开放处加装大棚专用防虫网。大棚安装

有多个下水槽可将雨水排到大棚边的排水沟，

也安装了雾滴喷灌系统。大棚每一跨顶部安

装 4 条喷灌 PEΦ20 支管，每条支管安装喷头

11 套，折射式喷头间距 1.5m，折射式喷头把

水喷射到空中并散成水雾。雾化既可增加水

分，又可提高空气湿度，起到调节小气候的

作用。其外遮阳系统由具有特定遮阳率幕布、

控制箱、驱动电机、传动轴、联轴器、推杆、

驱动杆及外遮阳网等组成。由于阻挡了大量

光线的进入，有效减少了温室内部热量的积

聚，从而拥有比内遮阳系统更好的降温保温

效果。此型大棚的风载、雪载与最低作物荷

载 性 能 指 标 分 别 达 0.5KN/m2、0.35KN/m2、

0.2KN/m2，具有棚体坚固，使用年限长，棚

内空间大，操作方便，通风透光好，外型齐

整美观等优点，但一次性投入较大。

3  果桑的管理

3.1  适时覆膜

桑树解除自然休眠要经过一个自然低

温过程。在晚秋、初冬夜间的低温期，要最

大可能性升高卷膜，打开所有侧窗，尽量使

大棚内果桑感受自然温湿度，以尽早解除桑

树的休眠。湖南中东部一般从 1 月中下旬至

2 月初开始密闭升温为宜，此时白天外温为

5 ～ 8℃，而棚内日温可达 15 ～ 18℃。从 1
月初开始，如出现连续偏高温的暖冬天气，

桑芽鳞片松开而渐露青，则应提前覆膜 [5]。

3.2  棚内温湿度控制

建大棚的主要目的是通过人造高温环

境使桑果成熟期提早，因此大棚内温湿度调
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节与控制是影响大棚栽培试验能否成功的关

键。大棚在覆膜前要浇 1 次透地水，以保证

桑树正常的水分需求与大棚内的湿度要求。

在大棚果桑生长发育过程中，对大棚温湿度

的要求是不断变化的。果桑萌芽前，大棚内

相对湿度一般应保持在 80% ～ 85% 以上；

开花期要主动降低棚内的相对湿度，一般掌

握控制在 55% ～ 60%；谢花后至果实膨大

期则要适当提高棚内的相对湿度，一般掌控

在 80% ～ 85%，注意桑果膨大期的灌水，桑

果着色期保持在 75% ～ 80%。与此同时，大

棚温度也应随果桑生长逐步升温。开始升温

时，白天棚内温度一般维持在 15 ～ 18℃，

最高不超过 25℃，夜间温度应在 6 ～ 10℃；

整个花期白天温度应控制在 20 ～ 25℃，但

夜间温度应在 10 ～ 15℃，并防止夜间温度

过低导致冻害；开始显露果穗时，大棚内适

宜温度为白天 25℃左右，最高不超过 32℃，

夜间 15 ～ 18℃，加大昼夜温差，提高果实

含糖量 [6-7]。当外温高于 10℃时每日白天应打

开南北卷膜短时间通风排湿；当棚内温度达

27 ～ 30℃时，加强通风降温；当棚内温度达

32℃以上时，应升起四面卷膜强制通风降温。

3.3  落果预防

预防落果，提高果桑坐果率，应做到：

首先，要适时覆膜，如覆膜升温偏早，果桑

萌芽会不整齐，萌芽期延长，坐果率低。其次，

防止棚内温度过高，特别是要通过花期的温

度管理分别达到白天与夜间的目标温度，以

确保提早开花的同时，又能保证花器发育质

量，提高果桑坐果率 [6]。第三，防止因枝叶

徒长而引起大量落果，待春季抽出的新梢长

至有 6 ～ 7 片开叶时就摘芯，如中后期营养

生长依旧过旺，还可适当剪去部分新梢，按

自下而上果桑最后一个坐果点的上部嫩叶予

以全部摘除。第四，在 N、P、K 配合施肥的

同时，加强根外追肥。在桑果膨大期每 667m2

施钾肥 20kg，同时用 0.5% 磷酸二氢钾根外追

肥 2 ～ 3 次，最好在傍晚喷施。

3.4  菌核病防控

菌核病是由子囊菌侵染而引起的一种真

菌性毁灭性病害。大棚栽植虽然为果桑生长

发育构建了一个相对独立的空间，可以减少

周围病虫害的危害，药防也不受雨水影响，

但大棚内高温多湿环境会更易诱发菌核病，

对其防控应充分重视，坚持农业防控与化学

防控相结合。首先，大棚覆膜前先进行清园

深耕，再覆上地膜，既保温又防病，去年更

换成地布后，则更能抑制杂草生长 [8]。其次，

于覆膜后桑芽露青前，用含量为 200mg/L 的

二氧化氯对大棚内桑树、土壤及大棚周围进

行彻底消毒，土壤保持浸润状态。于初花期，

用 70% 甲基硫菌灵（甲托）可湿性粉剂 1 000
倍液，或 40% 菌核净可湿性粉剂 1 000 倍液，

或 50% 多菌灵可湿性粉剂 800 倍液，或 50%
腐霉利可湿性粉剂 1 200 倍液，或 10% 苯醚

甲环唑 700 倍液等药剂交替防治。其后在盛

花期、谢花期还分别喷洒 1 次，连续 3 次药

杀时间隔约一周 [9]。在采摘前一月停止使用

有残留药剂，保证食用安全。
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生物体内有多种抗氧化酶，这些酶可提

高生物的抵抗力，帮助生物应对外界的不良

环境条件 [1]。过氧化氢酶（Catalase，CAT）

又被称为触酶，是一种重要的抗氧化酶之

一，在生物体内起防御保护作用，广泛存在

于各种生物体内。过氧化氢酶在生物体内的

作用是清除生命活动中产生的多余自由基。

主要催化过氧化氢分解为水和分子氧，避免

过氧化氢的积累对生物体造成伤害 [2]。家蚕

（Bombyx mori）作为重要的经济昆虫和研究

鳞翅目昆虫的模式生物，在长期的进化过程

中也不例外地形成了保护酶系，以抵御外界

不良环境条件的影响。家蚕体内有许多与家

蚕免疫能力和抗逆性相关的酶类，其中超氧

化物歧化酶、过氧化物酶和过氧化氢酶组成

了重要保护酶系。目前，过氧化氢酶被认为

是家蚕最重要的保护酶之一，参与到家蚕的

各种生命活动中，特别是在帮助家蚕应对各

种生物和非生物的胁迫中起重要的作用。

在家蚕体内的各种保护酶中，CAT 是已

知的催化能力最强的关键酶，可以清除家蚕

体内代谢产生的活性氧 H2O2。H2O2 能氧化破

坏蛋白质、核酸和脂类等分子，积累时可导

致细胞损伤，甚至凋亡，严重影响家蚕的生

长与发育，而 CAT 能把有毒的 H2O2 催化降

解成水和分子氧，从而维持蚕体正常的生理

活动，因此，CAT 在家蚕的生长发育中起至

关重要的作用。对国内外学者近几年在家蚕

过氧化氢酶上的研究进展进行了综述，为利

用过氧化氢酶进行家蚕品种的选育及农林害

虫的生物防治提供参考。

1  过氧化氢酶分类

过氧化氢酶是在 1811 年被发现的，在

1901 年被 Loew 命名，催化过氧化氢产生氧气，

广泛存在于植物、动物和微生物体内，具有

活性中心，其活性可被氰化物抑制。过氧化

氢酶有 3 种，根据序列、结构和功能的不同，

可分为单功能 CAT、双功能 CAT 和假 CAT；

根据其物理和化学特性的不同，分为 3 种类 
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型：过氧化氢酶 - 过氧化物酶、典型的过氧化

氢酶及非典型的过氧化氢酶。该酶的活性中

心含有卟啉结构，根据卟啉结构含有的金属

离子的不同，又可以分为铁卟啉酶和锰过氧

化氢酶。

2  家蚕过氧化氢酶的生物学功能研究

2.1  家蚕过氧化氢酶的性质研究

对家蚕过氧化氢酶的研究开始的比较早，

1963 年孙本忠等 [3] 研究发现家蚕 CAT 的活

性与品种、化性有关，品种、化性不同，该

酶的活力相差很大，随着化性的增加，该酶

的活力增加，即一化性品种 < 二化性品种 <
多化性品种。CAT 的活性还与家蚕的性别有

关，在同一发育时期，雄蚕的 CAT 活性大于

雌蚕的。秦凤等 [4] 的研究也证实 CAT 的活

性在家蚕品种间存在差异。吴载德等 [5] 发现

同一家蚕品种，催青温度不同，引起家蚕化

性变化时，家蚕幼虫血液 CAT 的活性不同。

Yamamoto 等 [6] 克隆并分析了家蚕 Cat 基因

和 活 性， 发 现 CAT mRNA 分 布 非 常 广 泛，

但 CAT mRNA 水平的表达与 CAT 活性变化

趋势不完全一致，并且发现家蚕的 Cat 基因

与黑腹果蝇（Drosophila melanogaster）和白

腹果蝇（Apis mellifera）的同源性分别为 71%
和 66%。Yuan 等 [7] 的研究结果也表明，家蚕

CAT 的活性与其在 mRNA 表达水平是有差异

的，不具有严格的相关性。还有学者研究证明，

还原型磷酸吡啶核苷酸（NADPH）是家蚕过

氧化氢酶维持活性所必需的。时桂芹 [8] 研究

发现，家蚕 CAT 亚家族基因具有物种特异性，

BmCat4 基因是真正的家蚕 Cat 基因，其编码

的蛋白质很有可能是一类分泌型蛋白质。Shi
等 [9] 研究也证实，BmCat4 缺失信号肽和跨膜

结构域，可能是一个假定分泌蛋白质。

家蚕所处的生长发育阶段不同，CAT 的

活性也是不同的。阮氏茉莉等 [10] 比较了原种

新九、黄白限及其杂交后代 F1 蚕卵蛋白质的

CAT 活性，发现杂交后代的 CAT 活力在两个

亲本之间或低于亲本，杂种优势不明显，同

时还发现黄白限品种中，雄蛹血淋巴中 CAT
的活力比雌蛹中要高。吴小锋等 [11] 发现随着

家蚕的生长发育，其血液中的 CAT 活性呈规

律性变化，幼虫期，以龄初、龄末较高，化

蛹后，酶活先升高后降低，直至化蛾。家蚕

血液中 CAT 活性的高低可以作为评价家蚕抗

逆性的一项生理指标。陈萍等 [12] 的研究结果

表明，家蚕血液 CAT 活性与 5 龄历期、同宫

率不具有相关性，而与全龄期、死笼率、普

茧率具有负相关性，与全茧量、茧层量、茧

层率、万蚕产茧量、万蚕茧层量、虫蛹率、

幼虫生命率呈正相关。

2.2  过氧化氢酶在家蚕抗逆性中的作用

家蚕的过氧化氢酶在家蚕抗逆性中起至

关重要的作用，可帮助家蚕提高对外界环境

的抵抗力，应对突发状况，提高家蚕的强健性，

而家蚕的强健性直接关系到养蚕业的生产效

益。陈志伟等 [13] 研究表明，家蚕氟中毒后，

其体内的 CAT 活性显著增强，且 CAT 的活性

大小与氟的浓度呈正相关。米智等 [14] 的研究

也证实，家蚕 CAT 活性与家蚕对氟的耐受性

相关。唐文超等 [15] 对家蚕 5 龄幼虫添食不同

浓度 NaF 溶液浸泡的桑叶，发现家蚕幼虫生

殖腺中 CAT 的活性与对照相比明显升高，且

家蚕生殖腺中 Cat 基因在 mRNA 转录水平的

表达也升高，但超过其耐性阈值时，CAT 的

活性会逐渐下降。Micheal 等 [16] 研究了低温、

低氧、病毒感染对家蚕抗氧化酶的诱导作用，

发现在低温、缺氧和病毒感染 24h 后，家蚕

中肠和血液中过氧化氢酶、超氧化物歧化酶

的活性明显升高。

CAT 也参与家蚕对农药的耐受过程。Gu
等 [17] 在家蚕有机磷中毒后对中肠基因表达的

变化进行了 qRT-PCR 分析，结果表明 CAT 在

转录水平的表达下降了 3.51 倍。张蒙蒙等 [18]

从家蚕 3 龄起蚕开始，持续添食啶虫脒药液，

发现当啶虫脒药液的质量浓度达到一定程度
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时，5 龄第六天的家蚕幼虫中肠内 CAT 的活

性受到显著抑制。Gao 等 [19] 在 5 龄家蚕添食

乙酰半胱氨酸后，让家蚕接触吡虫啉，发现

添加乙酰半胱氨酸能显著提高吡虫啉中毒家

蚕的体重、存活率、全茧量、茧层量和茧层率，

增强家蚕中肠内超氧化物歧化酶、过氧化氢

酶、过氧化物谷胱甘肽等抗氧化酶的活性。

2.3  过氧化氢酶在家蚕抗病性中的作用

研究结果表明，过氧化氢酶参与到家蚕

抗病性反应中，提高了家蚕对细菌、病毒等

的抵抗力。Zhang 等 [20] 研究表明，家蚕被铜

绿假单胞菌感染后，其中肠上皮细胞中 CAT
的活性被上调表达。王树昌等 [21] 研究发现，

家蚕幼虫在感染白僵菌后，家蚕血淋巴、脂

肪体、中肠和马氏管中 CAT 活性显著降低，

BmCat 基因在脂肪体、中肠和马氏管中的表

达水平显著下降，而在血淋巴中的表达水平

变化不大，添食 CAT 抗氧化剂能显著延长家

蚕的存活时间。Fang 等 [22-23] 研究了添食 4-

甲基伞形酮对家蚕的影响，发现在添食后，

家蚕体内过氧化氢酶的活性显著升高，家蚕

对细菌的抵抗力增强。

目前，由家蚕核型多角体病毒（Bombyx 
mori nucleopolyhedrovirus，BmNPV） 引 起 的

家蚕病毒病，严重影响蚕业生产效益。选育

对 BmNPV 有抗性的家蚕品种是防治该病最

有效的措施，CAT 参与了家蚕对 BmNPV 的

应激反应。Vessaro-Silva 等 [24] 对 5 龄家蚕添

食 BmNPV 悬浊液后，对其中肠的抗氧化系

统进行分析，发现中肠中 CAT 活性发生了变

化，表明 CAT 参与了阻止病毒感染的过程。

Hu 等 [25] 研究了 BmNPV 感染引起家蚕消化

液蛋白的变化，发现家蚕感染 BmNPV 6h 后，

过氧化氢酶基因的表达没有显著的变化。Li
等 [26] 分析了家蚕在添食二氧化钛纳米颗粒

后对 BmNPV 的抗性变化，发现添食后，家

蚕体内过氧化氢酶基因的表达升高，家蚕对

BmNPV 的抵抗力增强。Li 等 [27] 在家蚕的人

工饲料中添加 CeCl3，喂食 5 龄家蚕后，家蚕

对 BmNPV 的抵抗力增强，体内 CAT 活性升

高。在家蚕品种选育中，能否利用 CAT 来提

高家蚕对细菌、病毒的抵抗性，还有待于进

一步研究。

2.4  过氧化氢酶在家蚕滞育中的作用

家蚕以卵滞育，关于滞育的机理、机制

还未完全阐明。有研究表明，在家蚕的滞育

过程中也有 CAT 的参与。韩武梅等 [28] 研究

发现，与 15℃暗催青处理相比，在 25℃明催

青可以显著提高蚕卵滞育诱导和决定时期的

CAT mRNA 的 表 达 水 平 和 CAT 活 性。Zhao
等 [29] 研究发现，在家蚕卵进入滞育时，CAT
活性急剧升高。但是当家蚕卵进入滞育期后，

CAT 的活性比较低且变化不大 [30-32]。有研究

学者发现，滞育卵经过即时浸酸处理后，卵

内的 CAT 活性升高 [33]，当对滞育卵进行低温

冷藏（5℃）处理，解除滞育，CAT 在转录水

平的表达和活性均显著增加 [34]。Sima 等 [35]

在家蚕产卵后 20h 进行蚕种浸酸处理，阻止

蚕卵进入滞育状态，同时用 5℃低温处理滞育

蚕卵，终止蚕卵的滞育过程，比较这两种处

理蚕卵和滞育卵之间 CAT 的表达变化，发现

CAT 表达的变化与家蚕卵滞育的起始和终止

有关。Zhao 等 [36] 对同一个家蚕品种的滞育卵

和非滞育卵在 5℃冷藏 30d 以上，测定滞育卵

与非滞育卵之间 CAT 活性的变化，发现滞育

卵的 CAT 活性明显低于非滞育卵。

2.5  家蚕过氧化氢酶其他的生物学功能

CAT 作为防御性保护酶，可以帮助家蚕

应对各种环境变化，如重金属胁迫、抗辐射

等。袁红霞等 [37] 的研究发现，在家蚕受到镉

胁迫时，家蚕体内 CAT 的活性先升高后下降，

且雌性家蚕脂肪体中 CAT 的活性变化与 cat
基因在 mRNA 水平上的表达具有正相关性。

Chen 等 [38] 研究表明家蚕脂肪体、中肠和血

液中的 CAT 活性可以被玫瑰（红景天）提取

液所诱导。Suman 等 [39] 发现家蚕体内的 CAT
还参与到对辐射的耐受过程中。Ogawa 等 [40] 

研究发现，CAT 与家蚕马氏管的发育有关，
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在马氏管朱砂酸的形成过程中发挥重要作用。

3  家蚕过氧化氢酶的研究展望

过氧化氢酶在家蚕的生长发育中起重要

作用，家蚕一生要经历卵、幼虫、蛹和蛾四

个变态发育阶段，在变态发育过程中，家蚕

体内的氧化还原反应处于不断的发展变化过

程中，CAT 作为家蚕体内广泛存在的抗氧化

酶，参与到家蚕的各个发育过程中。CAT 与

家蚕的抗性相关，在家蚕体内起重要的防御

和保护作用，研究 CAT 在其中所起的具体的

作用机制，可以为家蚕抗性品种的选育提供

参考和指导作用。

增强家蚕的抗逆性，对于蚕桑产业的发

展具有重要意义，目前对于家蚕 CAT 的作用

已经有了很多的研究报道，专家学者们对家

蚕的 CAT 研究主要集中在免疫系统中，即该

酶对环境、病毒、细菌等抗性的作用方面，

而对其他方面的作用机制研究较少，还有许

多问题未阐明。比如家蚕体内的转录调控因

子是怎样与 CAT 酶相互作用，CAT 在家蚕体

内完整的催化机制，是否可以在家蚕体内过

表达 Cat 基因提高家蚕对环境的抗性，来培

育优质抗性的家蚕新品种等，这些都有待于

进一步探讨和研究。随着分子生物学技术的

发展，必将对家蚕 CAT 作用的分子机制有更

深层次的了解，使 CAT 更好地应用于蚕桑产

业，为鳞翅目害虫的防治和家蚕抗性品种的

选育提供更好的思路。
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近年来，我国桑产业面临诸多困境和挑

战，种桑养蚕模式过于单一、栽采人工成本

较高、桑资源利用效率低、科技水平落后，

严重制约了我国桑产业的可持续发展。因此，

利用现代科学技术大力开发桑资源，深入研

究桑叶功能成分及其提取工艺，实现桑叶多

元化利用，对于我国蚕桑产业转变发展方式

具有重要的意义。桑叶蛋白属植物叶蛋白的

一种，从桑叶中提取桑叶蛋白，不仅可拓宽

桑资源开发利用途径，而且对丰富我国蛋白

质资源起重要补充作用。本文对桑叶蛋白营

养价值、制备方法以及开发利用前景作一综

述，以期为桑叶多元化（蛋白）开发利用提

供参考。

1  桑叶蛋白营养价值

1.1  桑叶中蛋白质含量

植物叶蛋白是世界上最大的可再生蛋白

质资源之一，其营养均衡且不含胆固醇，具

有不可估量的经济价值 [1]。植物叶中蛋白质

的含量直接影响植物叶蛋白提取率 [2]。桑叶

营养丰富且叶中蛋白质含量较高。王雯熙等 [3]

采集 29 种桑叶并测定其营养成分发现，桑叶

中粗蛋白含量在 222.1~323.8g/kg（干物质，

DM）。紫花苜蓿、多年生黑麦草、羊草与桑

叶中蛋白质含量（干物质）对比结果显示（见

表 1），桑叶中粗蛋白略高于紫花苜蓿，明显

高于多年生黑麦草和羊草。

表 1　紫花苜蓿、多年生黑麦草、羊草与桑叶中

蛋白质含量对比（干物质）

单位：g/kg DM

项目 紫花苜蓿 [4] 多年生
黑麦草 [5] 羊草 [6] 桑叶

蛋白质
含量

123.0~261.0 192.0 71.4 222.1~323.8

1.2  桑叶蛋白氨基酸组成

现代营养学表示，蛋白质营养在很大程

度上是氨基酸营养，为保证合理蛋白质营养，

一方面要有足够数量的必需氨基酸和非必需

氨基酸，另一方面还须注意各种必需氨基酸

之间以及必需氨基酸与非必需氨基酸之间的

比例。王芳等 [7] 研究表明，桑叶蛋白富含 17
种氨基酸，其中谷氨酸和天冬氨酸比例最高，

桑叶蛋白营养价值与开发利用
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分别占其总氨基酸的 13.7% 和 12.3%，必需

氨基酸占总氨基酸的 34.7%，桑叶蛋白的氨基

酸比例系数为 69.71，属品质较高的蛋白质原

料。谷氨酸属风味氨基酸，其与肌苷酸（IMP）

有协同提鲜味作用，同时可改善肌肉生长代

谢。天冬氨酸普遍参与机体各种代谢，它可

作为 K+、Mg2+ 的载体向心肌输送电解质，从

而改善心肌收缩功能，同时降低氧消耗，在

冠状动脉循环障碍缺氧时，对心肌有保护作

用；它还参与鸟氨酸循环，促进氧和二氧化

碳生成尿素，降低血液中氮和二氧化碳含量，

增强肝脏功能，消除疲劳。表 2 所列为桑叶

蛋白、黑麦草叶蛋白、苜蓿叶蛋白、玉米蛋

白氨基酸组成及 WHO 推荐蛋白氨基酸最佳

模式。如表 2 所示，在粗蛋白水平一致情况

下，桑叶蛋白赖氨酸、蛋氨酸水平优于玉米

蛋白和黑麦草叶蛋白，但较苜蓿草粉和 WHO
推荐蛋白氨基酸最佳模式有一定差距。

表 2　苜蓿、黑麦草、玉米与桑叶蛋白必需氨基酸组成与 WHO 推荐蛋白氨基酸最佳模式对比

单位：%

项  目 苜蓿叶蛋白 [8] 黑麦草叶蛋白 [9] 玉米蛋白 桑叶蛋白 WHO 比例

赖氨酸 3.6 2.1 2.00 2.5 5.5

苯丙氨酸 4.6 3.7 3.20 2.2 6.0

蛋氨酸 1.5 0.9 0.8 1.0 3.5

苏氨酸 3.8 2.1 4.1 1.7 5.0

异亮氨酸 3.4 2.1 4.2 1.0 4.0

亮氨酸 6.6 4.2 14.6 2.7 7.0

缬氨酸 4.6 2.9 5.7 1.3 1.0

1.3  桑叶蛋白生物活性物质 

桑叶含多种生物活性物质，是我国历史

悠久的传统中药。据《本草纲目》等古代医

书记载，桑叶具有润肺热、止咳等疗效，于

1993 年被卫生部认定为药食同源品种。其含

有的桑叶黄酮和桑叶多酚具有很强的还原性，

可消除动物体内代谢产生的自由基 [10-11]。日

本科学家最早从桑叶中分离出 1- 脱氧野尻霉

素（1-deoxynojimycin，DNJ）这种生物碱，有

较强的降血糖功能 [12]。桑叶蛋白是桑叶进一

步浓缩的产物，相对于桑叶其生物活性物质

更为丰富。杨晶等 [13] 发现，采用盐酸沉淀法

和真空冷冻干燥制备出的桑叶蛋白中桑叶黄

酮、桑叶多糖和 1- 脱氧野尻霉素的含量分别

达到 61.27mg/g、22.32mg/g 和 147μg/g，显著

高于桑叶粉中桑叶多糖（36.42mg/g）、桑叶多

酚（18.06mg/g）和 1- 脱氧野尻霉素（42.34μg/g）。

2  桑叶蛋白制备工艺

2.1  桑叶蛋白制备基本流程

提取桑叶蛋白基本工艺为先将桑叶打碎

磨浆，通过浸提剂浸提将桑叶蛋白从桑叶中

分离，后过滤脱色脱味，最终经沉淀分离干

燥后获得高纯度桑叶蛋白。在整个工艺环节

中第一步的浸提和最后一步的沉淀分离对桑

叶蛋白品质和提取率影响最大。

2.2  浸提影响因素

浸提环节是利用相似相溶原理将桑叶蛋

白通过浸提剂从桑叶中分离。选取不同浸提

剂对桑叶蛋白提取率有一定影响。通常情况

下，浸提剂多为蒸馏水、稀盐缓冲液和弱碱

性溶液。王桃云等 [14] 采用以蒸馏水为浸提剂

提取桑叶蛋白，桑叶蛋白获取率为 5.17%，并
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发现当浸提剂 pH 为 8 时，桑叶蛋白溶出率最

高。杨晶等 [15] 研究发现，相较蒸馏水、5g/L 
NaCl 溶液，而用 5g/L NaOH 溶液浸提桑叶所

获得的桑叶蛋白溶出率显著提高，达到 3.51%。

杨田等 [16] 研究发现，在浸提液中加入 5mmol/
L EDTA-2Na 可极大程度降低在浸提环节中桑

叶蛋白的降解。因稀盐缓冲液对蛋白质结构

的保护作用且溶解度大，理论上是最理想的

蛋白质提取液，但在实际生产上，考虑成本

和环保因素，多采用水作为浸提剂提取桑叶

蛋白。

2.3  不同沉淀分离方式对桑叶蛋白的影响

沉淀分离是整个桑叶蛋白制备最重要的

环节，直接影响桑叶蛋白提取率。目前分离

沉淀的主要方式有：加热法、沉淀法和发酵

分离法。以上不同方式方法，直接影响桑叶

蛋白品质和提取率。

2.3.1  加热法  加热法是通过直接对浸提液

加热，使浸提液中桑叶蛋白迅速变性絮凝，

与此同时蛋白分解酶失活，可极大地保留桑

叶蛋白。加热法是一种最简单、成本最低的

生产方法。因直接加热所带来的蛋白质结构

的改变以及部分功能性成分的失活，会影响

桑叶蛋白品质。通常情况下，加热温度为

70℃。

2.3.2  沉淀法  沉淀法包括酸沉淀法和盐沉淀

法。酸沉淀法是在浸提液中加入 pH 为 2~5 的

酸性提取剂使浸提液中桑叶蛋白分离沉淀。

此法操作简单，但在实际生产中产生大量酸

性废液，污染环境。盐沉淀法主要是利用蛋

白质的溶解度在等电点时通常是最低的原理，

通过无机盐调节提取剂的等电点，最终产生

盐析现象获得桑叶蛋白。此法较酸沉淀法更

加安全环保，但由于蛋白质结构复杂，往往

多种蛋白结合而使其等电点各不相同，因此

此法的提取率不及酸沉淀法。张敏娟等 [17] 研

究不同蛋白沉淀方法对桑叶粉营养价值的影

响，发现采用酸沉淀法（1mol/L  HCl）制备

出的桑叶蛋白，其氨基酸种类和含量优于盐

沉淀法（硫酸铵饱和溶液），且酸沉淀法提

取率（14.42%）高于盐沉淀法（13.78%）。

2.3.3  发酵分离法  发酵分离法是利用微生物

发酵产生的乳酸使叶蛋白絮凝沉淀，乳酸作

为叶蛋白的沉淀剂，其蛋白聚沉可分成叶蛋

白聚凝和聚凝物沉降两个阶段。乳酸的 H+ 使

叶蛋白在等电点聚凝，酸性液体具有较强的

缓冲容量和较高的电导率，能增加其聚凝效

果；酸液含有的微生物和生物活性大分子均

有促进叶蛋白聚凝的作用，制备的酸液越新

鲜，菌体越多，大分子活性越高，聚凝效果

越好 [18]。常用的微生物种类为乳酸菌、枯草

芽孢杆菌等菌种。该方法环保高效，但工艺

难以控制且制备时间长成本较高。微生物发

酵时，需要消耗一部分营养物质因而发酵时

间过长会造成营养物质的过度流失。屈红森

等 [19] 研究发现，利用枯草芽孢杆菌发酵桑叶

粉提取桑叶蛋白最佳模型为：桑叶粉质量浓

度 2.64mg/mL、装液量 105mL、蔗糖质量浓

度 22mg/mL、发酵时间 45h。在此模式下，

桑叶蛋白获得率的预测值为 16.43%。

3  桑叶蛋白利用前景

当前，人们越来越重视抗生素作为饲料

添加剂而引发的畜禽产品药物残留、病毒耐

药性增强及环境污染等诸多问题。近期，我

国农业农村部开展兽用抗菌药减量化行动，

其目的在于减少畜禽饲养过程中抗生素的使

用。“替抗”产品迎来了难得的发展机遇。

桑叶富含多种生物活性物质，作为替抗产品，

在提高动物抗应激、抗疾病能力，改善动物

生产性能方面有明显效果，具有增强机体免

疫功能，以及无（低）残留、不易产生耐药

性等诸多优点。桑叶蛋白是桑叶进一步浓缩

的产物，相对于桑叶其生物活性物质更为丰

富，此外桑叶蛋白氨基酸种类丰富，尤以谷

氨酸和天冬氨酸含量最多。理论上，谷氨酸

和天冬氨酸属风味氨基酸，对改善畜禽肉质
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品质有一定作用。现阶段，由于桑叶蛋白生

产规模小、生产工艺提取率较低，桑叶蛋白

饲料化利用鲜有报道。综上所述，桑叶蛋白

是一种极具开发价值的植物蛋白资源，随着

生产工艺的不断改进、桑叶蛋白提取率的不

断提升，桑叶蛋白将会得到广泛应用，并为

桑叶高效综合利用探索出一条可行道路。
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