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蚕蛹多糖的碱液提取及免疫活性初步研究 3

孙 龙 , 冯 颖 3 3 , 何 钊 , 马 涛 , 张 欣
(中国林业科学研究院资源昆虫研究所 ;国家林业局资源昆虫培育与利用重点实验室 ,云南 昆明　650224 )

摘要 :以多糖含量为指标 ,以碱液浓度、提取温度、提取时间为实验因素和水平 ,采用正交实验设计 ,对蚕蛹多糖进行

了碱液提取研究。结果表明 ,碱液提取蚕蛹多糖的最佳实验条件是碱液浓度 0. 02 mol·L - 1、提取温度 80 ℃、提取

时间 3 h。在此最佳实验条件下所得的蚕蛹多糖粗品中总糖含量为 27. 9% ,氨基酸总量为 35. 85% ,蛋白含量为

38. 1%。免疫活性实验显示 ,该多糖可以显著提高小鼠腹腔巨噬细胞吞噬指数和吞噬百分率、淋巴细胞转化率及血

清溶血素 ,与对照组相比 ,差异具有显著性意义 ,表明蚕蛹碱提粗多糖可以明显增强小鼠的非特异性免疫、细胞免疫

和体液免疫功能。
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Stud ies on A l ka line Solution Extraction of Polysacchar ide

from S il kworm Pupa and Its Imm unom odula ting Activ ities
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Abstract: The extraction of polysaccharide from silkworm pupa by alkaline solution was studied. The op timum con2
ditions were obtained by using orthogonal design L9 (34 ). The result showed the op timum conditions were as fol2
lows: concentration of alkaline solution 0. 02 mol·L

- 1
, temperature 80 ℃, time 3 hours. Under these conditions,

the contents of total polysaccharide, p rotein and am ino acids in extractives were 27. 9% , 38. 1% and 35. 85% re2
spectively. The immunological test in m ice showed the polysaccharide of silkworm pupa ( PSP) could increase sig2
nificantly macrophage phagocytosis, enhance remarkably hemolysin antibody and lymphocyte transformation, which

indicated PSP had evident nonspecific, cellular and humoral immunity.
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多糖是由 10个以上单糖通过苷键连接而成

的聚糖 ,在自然界广泛分布于高等植物、动物、微

生物、海藻、真菌等机体内。多糖具有增强机体

免疫、抗肿瘤、抗病毒、抗衰老、降血糖等多方面

的生物活性 ,因而受到人们的关注 ,成为医药和

食品领域的研究热点之一 [ 1 ] 。蚕 ( B om byx m ori
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L innaeus)蛹是蚕丝生产过程中的副产品 ,作为世

界上最大的蚕丝生产国和供应国 ,我国年均有 53

万 t干蚕蛹可以利用 [ 2 ] 。但是目前由于综合利用

技术不足 ,长期以来大量的蚕蛹被当作饲料或肥

料出售 ,资源利用率低 ,效益不高。本实验采用

正交试验设计 ,用碱液法对蚕蛹多糖的提取条件

进行研究 ,筛选出了优化方案 ,并初步探讨了所

得多糖对小鼠免疫功能的影响 ,以期进一步提高

蚕蛹的综合利用和附加值 ,为开发蚕蛹多糖在医

药领域的应用提供实验依据。

1　材料与方法

1. 1 材料

蚕蛹 :购自云南省蒙自蚕丝厂。

实验动物 : SPF级 ICR小鼠 , 5～6周龄 ,体质量

18～22 g;豚鼠 (Cavia porcellus L innaeus) ;由昆明医

学院实验动物中心提供 ,实验动物许可证 :滇 SCXK

200520008。

主要试剂 :氢氧化钠 ,盐酸 ,硫酸 ,苯酚 , 95%乙

醇 ,无水乙醇 ,葡萄糖均为国产分析纯 ; 0. 9%注射用

氯化钠溶液 ;瑞氏染液 ; 0. 5 mg·mL - 1 PHA液。

仪器与设备 : F160型粉碎机 ; DHG29245A型电

热恒温鼓风干燥箱 ; RE22000型旋转蒸发器 ; DU2800

型紫外可见分光光度计 ; PL203型分析天平 ; Herae2
15R型低温离心机 ; KY820 188型显微镜 ; CL2770型

临床分光光度计 ,氨基酸自动分析仪。

1. 2 实验方法

1. 2. 1 蚕蛹粗多糖提取条件研究 ( 1 )原料预

处理 :将蚕蛹在 50 ℃烘干 ,然后用粉碎机粉碎。

称取蚕蛹粉末适量 ,按照原料 ∶石油醚 = 1∶3 (W

∶V )加入石油醚脱脂 ,室温下浸泡 8～12 h,过滤 ,

滤渣重复浸提两次 ,置于室温下晾干。 ( 2 )多糖

提取 :为了确定稀碱液提取的最佳条件 ,本实验

以提取的粗多糖含量为评价指标 ,以碱液浓度、

提取温度、提取时间为实验因素和水平设计了三

因素三水平正交实验 L9 ( 34 ) ,见表 1。称取适量

经过预处理的蚕蛹干燥粉末 ,以料液比 1 ∶10的

量加入稀碱液 ,恒温水浴加热 ,按设计条件进行

试验 ,重复 1次 ,合并 2次提取液 ,纱布过滤 ,滤

液用盐酸调 pH值至 7. 0左右 ,于 50 ℃下用真空

旋转蒸发器浓缩至适当体积 , 4倍量的 95 %乙醇

沉淀 , 4 ℃冰箱内过夜 ,离心 ,沉淀用无水乙醇洗

涤两次 ,低温干燥得粗多糖。测定多糖含量 ,确

定最佳方案。 ( 3 )多糖含量测定 :采用苯酚 - 硫

酸法 [ 3 ]进行检测 , ( a)葡萄糖标准曲线制作 :精确

称取 105 ℃干燥至恒质量的葡萄糖 92. 9 m g,置

100 mL容量瓶中定容。准确吸取标准葡萄糖溶

液 20、40、60、80、100μL ,分别置于比色管中 ,各

加蒸馏水使体积为 2. 0 mL ,再加入 5 %的苯酚

2. 0 mL ,摇匀 ,迅速加入浓硫酸 6. 5 mL ,室温显

色 25 m in左右。另取蒸馏水 2. 0 mL ,同上操作

加苯酚和浓硫酸进行显色反应 ,作为空白对照。

于最大吸收波长 490 nm 处测定吸光度 ,以葡萄

糖浓度 (μg·mL
- 1 )为横坐标 ,吸光度值为纵坐

标绘制标准曲线 ,得回归方程为 A = 0. 009 2C -

0. 006 2 ,相关系数 R
2 = 0. 997 7。 ( b)样品多糖

含量测定称取粗多糖样品 100 m g,置 100 mL容

量瓶中定容。准确吸取上述样品溶液 1. 0 mL ,补

加蒸馏水至 2. 0 mL ,按上述步骤操作 ,测定吸光

度 ,从回归方程中求得样品中的葡萄糖浓度 ,按

下式计算样品中多糖含量 :多糖含量 ( % ) = C ×

100 ×D ×10
- 3 ×100 /W 〔C:供试液中葡萄糖的

浓度 (μg·mL
- 1 ) ; D :供试液的稀释倍数 ; W :供试

样品质量量 (m g) 〕。

表 1 蚕蛹多糖碱液提取的因素和水平

水平
因素

A碱液浓度 / (mol·L - 1 ) B提取温度 /℃ C提取时间 / h

1 0. 01 60 1

2 0. 02 70 2

3 0. 03 80 3

1. 2. 2 多糖中蛋白质及氨基酸分析 　蛋白质采用

福林 -酚法 [ 4 ]
;氨基酸采用氨基酸自动分析仪检测。

1. 2. 3 　蚕蛹粗多糖对小鼠免疫功能的影响 [ 5 ]

( 1 )小鼠腹腔巨噬细胞吞噬功能测定 : 取健康

SPF级 ICR小鼠 32只 ,雌雄各半 ,随机分成对照

组及受试多糖低、中、高剂量组 3组 ,每组 8只。

受试组按 0. 2 mL ·10 g
- 1的体积每日分别尾静

脉注射蚕蛹多糖 62. 5、125、250 m g·kg
- 1

,对照

组同途径给予等体积的生理盐水 ,连续 1周。末

次给药后每鼠腹腔注射 5 %鸡红细胞 ( CRBC )

0. 5 mL , 3 h后颈椎脱臼处死小鼠 ,剪开腹腔皮

肤 ,腹腔注射 0. 9 %氯化钠溶液 2 mL ,轻揉小鼠

腹部。吸取腹腔冲洗液滴片 ,放入垫有湿纱布的

搪瓷盘内 ,于 37 ℃温育 30 m in,孵毕 ,于生理盐

水中漂去未被吞噬的 CBRC及其他细胞 ,吹干 ,甲

醇溶液固定 5 m in,晾干后 ,瑞氏染色 30 m in,油
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镜下观察 ,计算吞噬百分率和吞噬指数。 ( 2 )小

鼠淋巴细胞转化率测定 : 小鼠给药方式和时间同

1. 2. 3 ( 1 ) 。于给药的第 1～3天每日肌内注射

PHA 0. 2 mL ·10 g
- 1

,剂量为 10 m g·kg
- 1体质

量。末次给药后剪尾 ,取血推片 ,瑞氏染色 ,油镜

下观察 ,计数淋巴细胞 100个 ,包括转化细胞 (淋

巴母细胞、过渡态细胞 ) ,计算淋巴细胞转化率。

( 3 ) 小鼠血清溶血素测定 : 每鼠腹腔注射 5 %

CRBC 0. 2 mL免疫后 ,给药方式和时间同 1. 2. 3

( 1 ) 。末次给药后摘眼球取血 ,离心 ,取血清用生

理盐水稀释 100 倍 , 取稀释血清 1 mL , 与 5 %

CRBC 0. 5 mL、10 %补体 0. 5 mL混合 ,在 37 ℃恒

温箱中保温 30 m in后 , 0 ℃冰箱中中止反应。离

心 ,取上清液测光密度 (OD值 ) 。

2 结果与分析

2. 1　蚕蛹多糖碱液提取

多糖含量是多糖提取过程中需要重点考察的

指标之一 ,多糖含量越高 ,杂质越少 ,后续的分离

纯化步骤越简单 ,所以本试验以多糖含量为碱液提

取方法的评价指标。实验根据正交设计分 9组 ,苯

酚 - 硫酸法测定多糖的含量 ,实验结果及极差分析

如表 2所示。

表 2 蚕蛹多糖稀碱液提取条件及结果

实验号
A碱液浓度 /

(mol·L - 1 )

B提取
温度 /℃

C提取
时间 / h

多糖
含量 /%

1 0. 01 60 1 16. 30

2 0. 01 70 2 20. 14

3 0. 01 80 3 23. 27

4 0. 02 60 2 23. 46

5 0. 02 70 3 29. 15

6 0. 02 80 1 21. 98

7 0. 03 60 3 26. 20

8 0. 03 70 1 21. 14

9 0. 03 80 2 26. 61

以多糖含量
为评价指标

K1 19. 90 21. 99 19. 81

K2 24. 86 23. 48 23. 40

K3 24. 65 23. 95 26. 21

极差 4. 96 1. 96 6. 40

从表 2可以看出 ,稀碱液提取的多糖除了 1号

实验含量最低为 16. 3%外 ,其余的均在 20%以上 ;

由极差分析 ,提取时间对多糖含量的影响最大 ,其次

是碱液浓度 ,最后是提取温度 ,三者的顺序依次为 C

>A >B。用稀碱液提取蚕蛹多糖实验的最佳组合

是 A2 B3 C3 ,即碱液浓度为 0. 02 mol·L - 1 ,实验提取

温度 80 ℃,提取时间为 3 h。

为了考查所选的碱液浓度、提取温度、提取时间

对评价指标多糖含量影响的大小及程度 ,再作方差

分析 ,见表 3。

表 3 方差分析

方差来源 自由度 平方和 均方 F 显著性

A 2 5. 25 2. 63 13. 46 P < 0. 05

B 2 0. 70 0. 35 1. 79

C 2 6. 86 3. 43 17. 59 P < 0. 05

(误差 ) 2 0. 39 0. 20

(总和 ) 8 13. 20

　　F0. 05 (2, 8) = 4. 46

从方差分析可以看出 ,碱液浓度和提取时间对

多糖含量有显著性影响 ( p < 0. 05) ,而提取温度虽有

影响却还没有达到显著程度。这说明在保证多糖含

量的前提下 ,蚕蛹多糖碱液提取可以选用较低的

温度。

采用上述优化后的最佳实验条件 ,即碱液浓度

0. 02 mol·L - 1 ,实验提取温度 80 ℃,提取时间 3 h,

对蚕蛹多糖重复提取 3次 ,测定多糖含量 ,结果稀碱

液提取的粗多糖含量平均为 27. 9%。由此可见 ,正

交试验确定的最佳试验方案所提多糖含量较高 ,验

证效果较好。

2. 2 蛋白质与氨基酸分析

采用福林 2酚法对所得多糖中的蛋白进行了测

定 ,结果蛋白含量为 38. 1%。氨基酸分析结果表

明 ,多糖中含有常见氨基酸 17种 ,氨基酸总量达到

35. 85% (见表 4)。由此分析粗多糖中含有较多的

蛋白质 ,所得多糖可能是多糖 2蛋白复合物。

表 4 蚕蛹多糖的氨基酸分析

氨基酸 百分含量 /% 氨基酸 百分含量 / %

天门冬氨酸 ASP 4. 48 异亮氨酸 ILE 1. 47

苏氨酸 THR 1. 70 亮氨酸 LEU 1. 83

丝氨酸 SER 1. 52 酪氨酸 TYR 1. 43

谷氨酸 GLU 6. 71 苯丙氨酸 PHE 1. 30

甘氨酸 GLY 3. 16 赖氨酸 LYS 2. 40

丙氨酸 ALA 1. 88 组氨酸 H IS 1. 58

胱氨酸 CYS 0. 70 精氨酸 ARG 1. 51

缬氨酸 VAL 1. 97 脯氨酸 PRO 1. 84

蛋氨酸 MET 0. 37 氨基酸总量 35. 85
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表 5 蚕蛹粗多糖对小鼠腹腔巨噬细胞吞噬功能的影响 ( �x ±SD, % )

组别 剂量 / (mg·kg - 1 ) 动物数 /只 吞噬百分率 /% 吞噬指数

对照组 0 8 17. 38 ±3. 38 23. 88 ±5. 67

低剂量组 62. 5 8 42. 25 ±14. 64a 65. 50 ±8. 32a

中剂量组 125 8 53. 13 ±14. 91a 68. 25 ±10. 91a

高剂量组 250 8 46. 67 ±6. 34a 70. 56 ±10. 15a

　　注 : a与对照组比较差异有显著性意义 ( P < 0. 05)

2. 3 小鼠腹腔巨噬细胞功能测定

巨噬细胞在机体的非特异性免疫反应中具有重

要作用 ,它被激活后 ,主要表现为吞噬作用增强 ,溶

酶体酶活性升高 ,杀菌能力增强等 [ 6 ]。由表 5可知 ,

蚕蛹粗多糖高、中、低 3个剂量组均能使小鼠腹腔巨

噬细胞的吞噬百分率和吞噬指数上升 ,说明蚕蛹粗

多糖对小鼠体内腹腔巨噬细胞吞噬功能有明显的增

强作用。且吞噬指数呈量效关系。

2. 4 小鼠 PHA刺激淋巴细胞转化率的测定

淋巴细胞转化率的高低 ,反映了机体细胞免疫

水平的高低。由表 6可以看出 ,蚕蛹粗多糖高、中、

低 3个剂量组都可以不同程度地增加小鼠淋巴细胞

的转化率 ,其中以低剂量组作用为好 ( P < 0. 05) ,量

效关系不明显 ,说明蚕蛹粗多糖在低剂量时可以增

强小鼠的细胞免疫功能。

表 6 蚕蛹粗多糖对 PHA刺激小鼠淋巴细胞转化率的影响 ( �x ±SD, % )

组别 剂量 (mg·kg - 1 ) 动物数 /只 淋巴细胞 淋巴母细胞 过渡态细胞 淋巴细胞转化率 /%

对照组 0 8 21. 13 ±7. 59 17. 63 ±6. 05 61. 25 ±9. 90 78. 88 ±7. 59

低剂量组 62. 5 8 13. 38 ±5. 13 21. 75 ±6. 58 65. 13 ±7. 22 86. 88 ±4. 76a

中剂量组 125 8 14. 88 ±4. 64 18. 25 ±5. 47 66. 88 ±4. 82 85. 13 ±4. 64

高剂量组 250 8 16. 13 ±8. 84 16. 00 ±5. 66 67. 88 ±7. 18 83. 88 ±8. 84

　　注 : a与对照组比较差异有显著性意义 ( P < 0. 05)

2. 5 小鼠血清溶血素的测定

血清溶血素的含量表示血清总补体活性 ,因此

血清溶血素引起的相关免疫属于体液免疫的范

畴 [ 7 ]。由表 7可以看出 ,蚕蛹粗多糖高、中、低 3个

剂量组可以显著提高小鼠血清溶血素的 OD值 ( P

< 0. 001) ,表明蚕蛹粗多糖可以明显增强机体体液

免疫功能作用 ,但量效关系不明显。

表 7 蚕蛹粗多糖对小鼠溶血素 OD值的影响 (�x ±SD)

组别
剂量 /

(mg·kg - 1 )

动物数 /

只
OD值

对照组 0 8 0. 004 9 ±0. 002 6

低剂量组 62. 5 8 0. 046 ±0. 032a

中剂量组 125 8 0. 037 ±0. 016a

高剂量组 250 8 0. 044 ±0. 017a

　　注 : a与对照组比较差异有非常显著性意义 ( P < 0. 001)。

3 讨论与结论

多糖的提取主要有水提、酸液提取、碱液提取、

蛋白酶水解法 4种。选择不同的溶剂 ,不同的提取

方法 ,可以得到不同组分和活性的多糖 [ 8, 9 ]。动物

来源的多糖常与蛋白质牢固地结合在一起 ,因此可

采用蛋白酶降解蛋白质部分或用碱液使蛋白质同多

糖之间的键断裂开来以促进多糖溶解在提取液

中 [ 10 ]。文献报道 ,干蚕蛹粗蛋白含量较高 ,可达

55% ～60%
[ 11 ]。本文通过正交实验法对蚕蛹多糖

的碱液提取条件进行研究 ,结果以多糖含量为评价

指标筛选出的优化方案是碱液浓度为 0. 02 mol·

L - 1 ,提取温度 80 ℃,提取时间为 3 h,在此条件下所

得多糖含量为 27. 9% ,蛋白含量为 38. 1% ,含有常

见氨基酸 17种 ,氨基酸总量为 35. 85% ,分析可能是

多糖 2蛋白复合物。此外 ,在实验过程中 ,保持了碱

液的低浓度 ,一方面是操作方面的考虑 ,因为如果碱

液浓度太高 ,过滤将十分困难 ,另一方面是出于节省

成本和保护环境的目的。同时 ,实验温度不高 ,避免

了溶液的大量蒸发 ,有利于节约能源。

大量的科学实验证明 ,多糖对机体非特异性免

疫与特异性免疫的细胞免疫与体液免疫有广泛的药

理活性。多糖作为生物免疫调节剂 ,主要通过以下

5个途径作用于人体的免疫系统 : ( 1)激活巨噬细

胞 ,促进 Th细胞转变为活性 Tc细胞 ,提高 B淋巴细

胞和 NK细胞的数量与活性 ; (2)激活巨噬细胞系统

和补体系统 ; (3)诱生多种免疫因子 ,如 IFN、IF、TFN
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等 ; (4)影响神经 2内分泌 2免疫系统网络 ; (5)促进细

胞中的 RNA、DNA、蛋白质的合成和细胞内环核苷

酸的含量等 [ 12～17 ]。多糖作为一类重要的天然生物

活性物质 ,其最大的优点是毒副作用小 ,来源广泛 ,

目前已有香菇多糖、云芝多糖、猪苓多糖、灰树花多

糖、裂褶菌多糖、黄芪多糖、牛膝多糖等应用于临床 ,

它们在调节免疫、抗肿瘤、抗病毒等方面的作用使多

糖类药物显示出了诱人的前景。但目前多糖的研究

多集中于真菌多糖的研究 ,而对动物多糖的研究较

少。本实验提取的蚕蛹多糖在较低的剂量时可显著

增强小鼠血清溶血素的生成 ,提高小鼠淋巴细胞的

转化率 ,促进小鼠腹腔巨噬细胞的吞噬功能 ,表明蚕

蛹多糖对小鼠有促进特异性免疫和非特异性免疫功

能的作用 ,因而具有较好的医药和食品开发潜力 ,值

得进一步深入研究。
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