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３ 种桑叶黑茶的饮用安全性评价
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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
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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。
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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



５５６　　 蚕　 业　 科　 学 ２０１９；４５ （４）

《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］。 因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

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􀆰 ９ ｇ，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 ３０ ｍｉｎ，过
滤；第 ２ 次提取，茶水比 １ ∶ ５，沸水保温 ２０ ｍｉｎ，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。
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１􀆰 ６　 桑叶黑茶提取物的急性经口毒性试验

按照国家卫生与健康委员会发布的《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 １２ ｈ ／ １２ ｈ 交替照明，工作照度 ２００
ｌｘ，动物照度 １５ ～ ２０ ｌｘ，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

鼠 １６０ 只，雌雄各半，体质量 １８􀆰 ０ ～ ２２􀆰 ９ ｇ，以 ４２􀆰 ９
ｇ ／ ｋｇ 为最大剂量组，０􀆰 ７５ ｇ ／ 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􀆰 ９ ｇ ／ ｋｇ，
０􀆰 ５０ ｇ ／ ｍＬ）、Ⅱ组 （３２􀆰 ６ ｇ ／ ｋｇ，０􀆰 ３８ ｇ ／ ｍＬ）、Ⅲ组

（２４􀆰 ９ ｇ ／ ｋｇ， ０􀆰 ２９ ｇ ／ ｍＬ）、Ⅳ 组 （ １８􀆰 ９ ｇ ／ ｋｇ， ０􀆰 ２２
ｇ ／ ｍＬ）、Ⅴ组（１４􀆰 ６ ｇ ／ ｋｇ，０􀆰 １７ ｇ ／ ｍＬ），如表 １ 所示。

每组 １０ 只小鼠，按 ２０ ｍＬ ／ 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

１２ ｈ 以上，给药当日给药 １ 次。
１􀆰 ６􀆰 ３　 观测时间与观测指标 　 在给药后 ０ ～ ４ ｈ
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 １４ ｄ，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。

表 １　 试验剂量及分组

Ｔａｂｌｅ １　 Ｄｏｓａｇｅ ａｎｄ ｇｒｏｕｐ ｄｉｖｉｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｔｅｓｔ

组别
Ｇｒｏｕｐ

茶样质量浓度
／ （ｇ·ｍＬ－１）
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

灌胃剂量
／ （ｇ·ｋｇ－１）

Ｄｏｓａｇｅ ｆｏｒ ｇａｖａｇｅ

灌胃体积
／ （ｍＬ·ｋｇ－１）
Ｇａｖａｇｅ ｖｏｌｕｍｅ

每日给药次数 ／ 次
Ｄｏｓａｇｅｓ ｐｅｒ ｄａｙ

动物数量 ／ 只　 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｎｉｍａｌｓ

♂ ♀

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。
ＦＺ（Ｔ⁃１）—Ｍｕｌｂｅｒｒｙ⁃ｌｅａｆ ｄａｒｋ ｔｅａ Ｆｕｚｈｕａｎ， ＱＬ（Ｔ⁃２）—Ｍｕｌｂｅｒｒｙ⁃ｌｅａｆ ｄａｒｋ ｔｅａ Ｑｉａｎｌｉａｎｇ， ＴＪ（Ｔ⁃３）—Ｍｕｌｂｅｒｒｙ⁃ｌｅａｆ ｄａｒｋ ｔｅａ Ｔｉａｎｊｉａｎ． Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ
Ｔａｂｌｅ ２ ｔｏ ５．



５５８　　 蚕　 业　 科　 学 ２０１９；４５ （４）

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。

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􀆰 ３ ＭＰＮ ／ 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 １００ ｇ 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􀆰 ３ ＭＰＮ ／ 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 １００ ＣＦＵ ／ 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。

表 ２　 ３ 种桑叶黑茶样品中的微生物检测结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｍｉｃｒｏｂｅ ｉｎ ３ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ｍｕｌｂｅｒｒｙ ｌｅａｆ ｄａｒｋ ｔｅａ

样品
Ｓａｍｐｌｅ

菌落总数
／ （ＣＦＵ·ｇ－１）

Ｔｏｔａｌ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｏｌｏｎｉｅｓ

大肠菌群数量
／ （ＭＰＮ·ｇ－１）

Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｏｌｉｆｏｒｍｓ

金黄色葡萄球菌数量
／ （ＣＦＵ·ｇ－１）

Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ

沙门氏菌数量
／ （ＣＦＵ·ｇ－１）

Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ

ＦＺ（Ｔ⁃１） ３􀆰 ８×１０４ ＜０􀆰 ３ — —

ＱＬ（Ｔ⁃２） ５􀆰 ７×１０４ ＜０􀆰 ３ — —

ＴＪ（Ｔ⁃３） １􀆰 ３×１０４ ＜０􀆰 ３ — —

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 １ ｍｇ ／ ｋｇ、０􀆰 ３ ｍｇ ／ ｋｇ 和 ２ ｍｇ ／ 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􀆰 ０ ｍｇ ／ 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。

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。

表 ３　 ３ 种桑叶黑茶样品中的重金属检测结果

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｈｅａｖｙ ｍｅｔａｌ ｉｎ ３ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ｍｕｌｂｅｒｒｙ
ｌｅａｆ ｄａｒｋ ｔｅａ

［质量分数 ／ （ｍｇ·ｋｇ－１） 　 Ｍａｓｓ ｆｒａｃｔｉｏｎ］

样品或标准
Ｓａｍｐｌｅ ｏｒ ｓｔａｎｄａｒｄ

铅
Ｌｅａｄ

镉
Ｃａｄｍｉｕｍ

汞
Ｍｅｒｃｕｒｙ

砷
Ａｒｓｅｎｉｃ

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􀆰 ２００ ０􀆰 ０２０ ０􀆰 ５００
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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 ２０
ｍｇ ／ ｋｇ、１０ ｍｇ ／ ｋｇ、０􀆰 １ ｍｇ ／ ｋｇ、０􀆰 ２ ｍｇ ／ ｋｇ、０􀆰 ２ ｍｇ ／ 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。

表 ４　 ３ 种桑叶黑茶样品中的农药残留检测结果

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｐｅｓｔｉｃｉｄｅ ｒｅｓｉｄｕｅ ｉｎ ３ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ｍｕｌｂｅｒｒｙ ｌｅａｆ ｄａｒｋ ｔｅａ
（ｍｇ·ｋｇ－１）

样品或标准
Ｓａｍｐｌｅ ｏｒ
ｓｔａｎｄａｒｄ

氯氰菊酯
Ｃｙｐｅｒｍｅｔｈｒｉｎ

溴氯菊酯
Ｐｅｒｍｅｔｈｒｉｎ

氰戊菊酯
Ｆｅｎｖａｌｅｒａｔｅ

六六六
Ｈｅｘａｃｈｌｏｒｏｃｙ⁃

ｃｌｏｈｅｘａｎｅ （ＨＣＨ）

滴滴涕
Ｄｉｃｈｌｏｒｏｄｉｐｈｅｎｙｌ⁃

ｔｒｉｃｈｌｏｒｏ ｅｔｈａ （ＤＤＴ）

敌敌畏
Ｄｉｍｅｔｈｙｌ⁃ｄｉｃｈｌｏｒｏ⁃ｖｉｎｙｌ⁃
ｐｈｏｓｐｈａｔｅ （ＤＤＶＰ）

ＦＺ（Ｔ⁃１） — — — — — —

ＱＬ（Ｔ⁃２） — — — — — —

ＴＪ（Ｔ⁃３） — — — — — —

ＧＢ ２７６３—２０１６ ２０ １０ ０􀆰 １ ０􀆰 ２ ０􀆰 ２ ０􀆰 １

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􀆰 ３

ｇ ／ ｋｇ，９５％置信区间为 １９􀆰 ３ ～ ２５􀆰 ６ ｇ ／ ｋｇ；桑叶千两

对小 鼠 的 ＬＤ５０ 为 ２２􀆰 ８ ｇ ／ ｋｇ， ９５％ 置 信 区 间 为

１８􀆰 ７ ～ ２７􀆰 ２ ｇ ／ ｋｇ；桑叶天尖对小鼠的 ＬＤ５０为 ２８􀆰 ５
ｇ ／ ｋｇ， ９５％ 置 信 区 间 为 ５􀆰 １ ～ ３２􀆰 ５ ｇ ／ 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＞５ ｇ ／ ｋｇ 属实际无毒级，《保健食

品检验与评价技术规范》中规定 ＬＤ５０ ＞１５ ｇ ／ ｋｇ 属

无毒级，３ 种茶样对小鼠的 ＬＤ５０均大于 １５ ｇ ／ ｋｇ，属
无毒食品。

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

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｄｅａｔｈ ａｎｄ ＬＤ５０ ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｒｏｍ ａ ｓｉｎｇｌｅ ｉｎｔｒａｇａｓｔｒｉｃ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｕｌｂｅｒｒｙ ｌｅａｆ ｄａｒｋ ｔｅａ ｅｘｔｒａｃｔ ｔｏ ＩＣＲ ｍｉｃｅ

组别１）

Ｇｒｏｕｐ１）
剂量 ／ （ｇ·ｋｇ－１）

Ｄｏｓａｇｅ
动物数量 ／ 只

Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｎｉｍａｌｓ
死亡数量 ／ 只
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｄｅａｔｈｓ

死亡率 ／ ％
Ｍｏｒｔａｌｉｔｙ

ＬＤ５０（９５％置信区间） ／ （ｇ·ｋｇ－１）
ＬＤ５０ （９５％ ｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅ ｉｎｔｅｒｖａｌ）

ＣＫ １０ ０ ０
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

２２􀆰 ３（１９􀆰 ３～２５􀆰 ６）

ＱＬ（Ｔ⁃２）Ⅰ １４􀆰 ６ １０ ０ ０
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

２２􀆰 ８（１８􀆰 ７～２７􀆰 ２）

ＴＪ（Ｔ⁃３）Ⅰ １４􀆰 ６ １０ ０ ０
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

２８􀆰 ５（２５􀆰 １～３２􀆰 ５）

　 １）试验分组情况见表 １。
１） Ｔｈｅ ｔｅｓｔ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｓｈｏｗｎ ｉｎ Ｔａｂｌｅ １．



５６０　　 蚕　 业　 科　 学 ２０１９；４５ （４）

　 　 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 ～ ４ ｈ 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 １４ ｄ 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。

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。

Ａ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｕｌｂｅｒｒｙ ｌｅａｆ ｄａｒｋ ｔｅａ Ｆｕｚｈｕａｎ ｏｎ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｍｉｃｅ　 Ｂ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｕｌｂｅｒｒｙ ｌｅａｆ ｄａｒｋ ｔｅａ Ｑｉａｎｌｉａｎｇ ｏｎ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｍｉｃｅ　 Ｃ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ
ｍｕｌｂｅｒｒｙ ｌｅａｆ ｄａｒｋ ｔｅａ Ｔｉａｎｊｉａｎ ｏｎ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｍｉｃｅ　 Ｄ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｕｌｂｅｒｒｙ ｌｅａｆ ｄａｒｋ ｔｅａ Ｆｕｚｈｕａｎ ｏｎ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｆｅｍａｌｅ ｍｉｃｅ　 Ｅ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｕｌ⁃
ｂｅｒｒｙ ｌｅａｆ ｄａｒｋ ｔｅａ Ｑｉａｎｌｉａｎｇ ｏｎ ｔｈｅ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｆｅｍａｌｅ ｍｉｃｅ　 Ｆ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｕｌｂｅｒｒｙ ｌｅａｆ ｄａｒｋ ｔｅａ Ｔｉａｎｊｉａｎ ｏｎ ｔｈｅ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｆｅｍａｌｅ ｍｉｃｅ　 Ｇ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｕｌ⁃
ｂｅｒｒｙ ｌｅａｆ ｄａｒｋ ｔｅａ Ｆｕｚｈｕａｎ ｏｎ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｍａｌｅ ｍｉｃｅ　 Ｈ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｕｌｂｅｒｒｙ ｌｅａｆ ｄａｒｋ ｔｅａ Ｑｉａｎｌｉａｎｇ ｏｎ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｍａｌｅ ｍｉｃｅ　 Ｉ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｕｌ⁃

ｂｅｒｒｙ ｌｅａｆ ｄａｒｋ ｔｅａ Ｔｉａｎｊｉａｎ ｏｎ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｍａｌｅ ｍｉｃｅ　 Ｔｈｅ ｔｅｓｔ ｇｒｏｕｐ Ⅰ ｔｏ Ⅴ ｗｅｒｅ ｓｈｏｗｎ ｉｎ Ｔａｂｌｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， “∗” ｍｅａｎｓ

Ｐ≤０􀆰 ０５， ａｎｄ “∗∗” ｍｅａｎｓ Ｐ≤０􀆰 ０１．

图 １　 ３ 种桑叶黑茶对小鼠体质量的影响

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ３ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ｍｕｌｂｅｒｒｙ⁃ｌｅａｆ ｄａｒｋ ｔｅａ ｏｎ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｍｉｃｅ
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　 　 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，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 ２４ ｈ 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􀆰 ２ ｇ ／ ｋｇ、１２􀆰 ２ ｇ ／ ｋｇ、７􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ；广西六堡茶对

小鼠的 ＬＤ５０为 ９􀆰 ３８ ｇ ／ ｋｇ；茯茶对雄性小鼠的 ＬＤ５０为

１４􀆰 ７ ｇ ／ ｋｇ，对雌性小鼠的 ＬＤ５０为 １９􀆰 ６ ｇ ／ 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􀆰 ５ ｇ ／ 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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