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白蜡虫多糖的提取及单糖组分分析

何　钊 , 孙　龙 , 冯　颖 3 , 陈晓鸣
(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实验室 ,云南 昆明　650224)

摘要 :采用水提醇沉法对资源昆虫 ———白蜡虫中水溶性多糖组分进行提取 ,测定了提取物的多糖含量、蛋白含量和

氨基酸含量 ;以 12苯基 232甲基 252吡唑啉酮 ( PMP)为柱前衍生化试剂 ,利用毛细管区带电泳 (CZE)对其多糖的单糖

组成及摩尔比率进行分析 ,对电泳缓冲液的浓度和 pH值进行了优化。结果表明 :白蜡虫水溶性多糖的提取率为

2. 1% ,多糖含量为 256 mg·g- 1 ,蛋白含量为 242 mg·g- 1 ;白蜡虫多糖由葡萄糖、甘露糖及半乳糖 3种单糖组成 ,其

摩尔比为 1∶0. 85∶0. 93。
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Abstract:W hite W ax Scale ( E ricerus pela Chavannes) polysaccharide was extracted with water, and p recip itated by

alcohol. The contents of polysaccharide、p rotein and am ino acids were measured. The cap illary zone electrophoresis

(CZE) method was developed to separate and identify the monosaccharide composition of white wax scale

polysaccharide. In thismethod, white wax scale polysaccharide was hydrolyzed into componentmonosaccharides and

subsequently derived with 12phenyl232methyl252pyrazolone ( PMP) , the concentration and pH of buffer were studied

and op tim ized. The results showed extracting ratio of polysaccharide was 2. 4% , content of polysaccharide was

256 mg·g- 1 content of p rotein was 242 mg·g- 1 , the polysaccharide consisted of glucose, mannose, galactose with

the molar ratio of 1∶0. 85∶0. 93.
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　　多糖是广泛存在于自然界的天然高分子化合

物 ,是生物体内的重要大分子之一 ,在自然界广泛分

布于高等植物、动物、微生物、藻类、真菌等机体内 ,

具有增强机体免疫、抗肿瘤、降血糖、抗衰老等多种

生物活性 ,受到人们的广泛关注 ,成为医药和食品领

域的研究热点之一 [ 1 ]。

目前国内外对植物、真菌来源的多糖研究较多 ,

如香菇多糖、云芝多糖、猪苓多糖、黄芪多糖、牛膝多

糖等 ,动物来源多糖中的硫酸软骨素、肝素等几种研

究也较为充分 ,而对昆虫来源的多糖涉及很少 [ 2 ] ,目

前有报道的昆虫来源多糖主要有 :发现蚕蛹多糖可

以增强小鼠的非特异性免疫、细胞免疫及体液免
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疫 [ 3 - 4 ]
;从虻虫提取的多糖类物质能延长凝血时间 ,

增加纤溶系统活力 [ 5 ]。可见对昆虫多糖的研究目前

主要集中在生物活性方面 ,对昆虫多糖提取分离及

结构鉴定方面的研究报道较少。白蜡虫 ( E ricerus

pela Chavannes)是我国一种传统资源昆虫 ,属同翅

目 (Homop tera)蜡蚧科 (Coccidale) ,其雄虫分泌的白

蜡以其优良的性质被广泛应用于机械、化工、轻工、

医药、食品、农业等行业 ,雌成虫繁殖后代 ,在传统白

蜡生产中 ,雄虫生产白蜡 ,大量怀卵的雌虫除用于繁

殖后代外 ,未得到充分利用 [ 6 ]。目前研究发现白蜡

虫雌成虫具有一定的抗突变、免疫调节功能 ,其中多

糖类物质是主要功效成分之一 [ 7 - 8 ]。本实验以白蜡

虫雌成虫为研究材料 ,对白蜡虫中水溶性多糖进行

提取 ,并分析其单糖组成 ,可为昆虫来源多糖研究提

供一定的参考价值 ,丰富活性多糖的来源 ,为进一步

深化昆虫资源的综合利用 ,开发昆虫食品或药物奠

定科学基础。

1　材料与方法

1. 1　材料

白蜡虫采自云南昆明 ,采于雌成虫产卵后、幼虫

还未孵化前的 4月下旬 ,样品采回后 ,水洗净 , 55 ℃

烘干后存冰箱低温保存备用。

仪器 : Beckman2Coulter P /ACE MDQ 高效毛细

管电泳仪及相应工作站 , 二极管阵列检测器

(DAD) , 50μm ×58. 5 cm 石英毛细管 (有效长度

50 cm,河北永年锐沣色谱器件有限公司 ) ;日立 8352
50型氨基酸自动分析仪。

实验试剂 : 衍生化试剂 : PMP (美国 Acros公

司 ) ;葡萄糖 ( Glc) (上海生工 ) ;阿拉伯糖 (A ra)、木

糖 ( Xyl)、鼠李糖 ( Rha )、甘露糖 (Man )、半乳糖

( Gal) (美国 Acros公司 ) ,其余试剂皆为分析纯。

1. 2　方法

1. 2. 1　白蜡虫多糖的提取 　采用水提醇沉法提

取 :白蜡虫去杂质、洗净烘干、粉碎 ,加 8倍去离

子水于 80 ℃水浴中提取 4 h,共提取 3次 ,合并提

取液 ,减压浓缩至原提取液体积的 1 /10;浓缩液

中加入 4倍 ( v /v) 95 %乙醇 , 4 ℃下静置 24 h,离

心得多糖沉淀 ,反复 3次 ,冷冻干燥。将冻干后

样品配制成 1 %水溶液 ,用 Sevag法 (氯仿 ∶正丁

醇 = 4∶1 )去除游离蛋白 ,乙醇沉淀后冷冻干燥 ,

得白蜡虫多糖。

1. 2. 2　白蜡虫多糖含量测定 　糖含量测定 [ 9 ]
:苯酚

-硫酸法测定 ,以葡萄糖为标样。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 ,回归方程为 :

A = 0. 009 2 C - 0. 006 2 (R
2

= 0. 997 7)。

　　蛋白含量测定 [ 10 ]
:考马斯亮蓝法 ,以牛血清白

蛋白为标样。以蛋白浓度 (μg·mL - 1 )为横坐标 ,吸

光度为纵坐标绘制标准曲线 ,得回归方程 :

A = 0. 006 5 C + 0. 065 9 (R
2

= 0. 992 6)。

　　氨基酸分析 [ 11 ]
:酸水解样品后采用氨基酸自动

分析仪检测。

1. 2. 3　多糖组分分析 　多糖水解 : 称取白蜡虫多

糖 20 mg置于安瓿瓶中 ,加入 H2 SO4 溶液 ( 2 mol·

mL
- 1 ) 2 mL,封管 , 110 ℃下水解 6 h,然后用浓

NaOH中和 , 0. 45μm滤膜过滤 ,定容于 10 mL容量

瓶备用。

衍生物的制备 [ 12 - 13 ] :取 50μL单糖标准水溶液

(1 mg·mL
- 1 )或多糖水解样 ,加入 50μL NaOH溶

液 (0. 3 mol·mL
- 1 )和 60μL PMP溶液 (0. 5 mol·

mL
- 1甲醇溶液 ) ,混匀后置于 70 ℃水浴中加热反应

30 m in,取出室温放置 10 m in;再加入 50μL HCL

(0. 3 mol·mL
- 1 )中和 ,加入 0. 5 mL去离子水混匀 ,

然后用 1 mL氯仿涡旋萃取 ,离心分层 ,弃去下层有

机相 ,重复萃取 3次 ,得到上层水相 ,用于 CZE分

析 ;同时以蒸馏水为空白对照进行衍生、电泳确定空

白对照峰。

电泳操作条件优化 :对缓冲液 pH值、浓度进行

考察 ,确定最优电泳条件 ;电泳温度 : 25 ℃;工作电

压 : 20 kV,进样方式 : 0. 5 p si压力进样 ;进样时间 :

0. 5 s;检测波长 : 245 nm。

1. 3　标准样及样品测定

取衍生后的标准单糖 ,分别测定各单糖的出峰

时间 ;将 6种单糖进行混合后进行测定 ,最后进行白

蜡虫多糖中单糖的测定。

2　结果与分析

2. 1　白蜡虫多糖提取

采用水提醇沉法提取的白蜡虫多糖为灰白色粉

末状固体 ,其 1%水溶液呈棕黄色 ,提取率 2. 1% ,多

糖含量 256 mg·g- 1 ,蛋白含量 242 mg·g- 1。氨基

酸分析的结果表明多糖中含有常见的 17种氨基酸 ,

总量为 180. 2 mg·g
- 1 (表 1) ,试验结果表明从白蜡

虫雌成虫提取的多糖可能为多糖 —蛋白复合物。
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表 1　白蜡虫多糖氨基酸分析

氨基酸
含量 /

(mg·g - 1 )
氨基酸

含量 /

(mg·g - 1 )

ASP天门冬氨酸 28. 9 ILE异亮氨酸 6. 1

THR苏氨酸 8. 9 LEU亮氨酸 8. 2

SER丝氨酸 10. 9 TYR酪氨酸 4. 8

GLU谷氨酸 36. 3 PHE苯丙氨酸 6. 8

GLY甘氨酸 10. 4 LYS赖氨酸 16. 4

ALA丙氨酸 8. 3 H IS组氨酸 2. 9

CYS胱氨酸 5. 7 ARG精氨酸 8. 3

VAL缬氨酸 7. 1 PRO脯氨酸 6. 0

MET蛋氨酸 4. 2 氨基酸总量 180. 2

2. 2　单糖组成分析

2. 2. 1　单糖衍生物电泳条件的选择　电泳的各种条

件 ,如电压 (电流 )、电泳温度、经验量、毛细管长度和

内径等都对分离有影响 ,但当上述条件固定后影响单

糖分离能力的关键因素主要是缓冲液的 pH值和浓

度 ,本论文对这 2个关键因素进行了选择试验。

(1)缓冲液 pH值 :糖能够与硼酸根形成带电络

合物 ,有利于促进分离 ,络合物的浓度与缓冲液的

pH值密切相关 ,对电泳的分离度存在一定的影响 ,

在一定 pH值范围内 ,糖的分离度一般与 pH值成正

比 , pH值太高时分离度反而下降 [ 14 - 15 ]。将 6种单

糖衍生物及空白对照分别进样分析 ,得到各个单糖

衍生物的电泳出峰时间 ,进行峰归属 ,然后考察 75

mmol·mL
- 1硼酸缓冲液在 pH值 9. 5、9. 65、9. 79、

9. 93、10. 1、10. 35、10. 8七种情况下对上述 6种糖分

离度和分离时间的影响。

在实验范围内 ,在 pH值小于 9. 65时 ,阿拉伯

糖与葡萄糖衍生物峰迁移时间一致 ,不能达到分离 ,

随着 pH值的增加 ,电流增加 ,各衍生物的迁移时间

都增大 ,彼此间的分离度也增加。缓冲液在 pH值

10. 35电泳时各单糖衍生物的峰达到基线分离 ,虽

然更高 pH值的缓冲液还能增加分离度 ,但也会带

来基线不稳 ,重复性差等不利因素 [ 14 ]
,故实验选用

pH值 10. 35的硼酸溶液为缓冲体系分离各单糖衍

生物。

(2)缓冲液浓度 :缓冲液浓度的变化会引起溶

液电导的变化 ,从而引起峰型的前伸、拖尾 ,故选择

合适的缓冲液浓度对提高分离效果具有重要的作

用 [ 14 - 16 ]。将 6种单糖标准液混合后衍生 ,考察 pH

值 10. 35时 25、50、75、100、200、300 mmol·mL
- 1硼

酸缓冲液对单糖 —PMP衍生物的电泳影响。

结果表明 :随着缓冲液浓度增加 ,各单糖迁移时

间随之增加 , 6种单糖衍生物的分离度也随之改善。

这主要由于缓冲液浓度增加使毛细管双电层电位减

少 ,导致电渗流下降引起 [ 16 ]。缓冲液浓度过小不能

有效分离 6种单糖 ,但浓度增加也会造成电流过大、

焦耳热现象显著及分析时间过长等问题 [ 14 ]。为缩

短分析时间 ,降低基线噪音 ,选择硼酸缓冲液浓度为

75 mmol·mL
- 1。

2. 2. 2　白蜡虫多糖组分分析 　 ( 1)多糖样品的单

糖种类确定 : 根据上述优化的电泳分析条件

(75 mmol·mL - 1硼酸缓冲液、pH值 10. 35、电压 20

kV、25 ℃柱温、检测波长 245 nm ) ,对白蜡虫多糖水

解衍生物进行电泳分析 ,结果如图 1所示。

a. 标准单糖 ; b. 白蜡虫多糖水解物. 1 - 木糖 ; 2 - 阿拉伯糖 ; 3 -葡萄糖 ; 4 -鼠李糖 ; 5 - 甘露糖 ; 6 - 半乳糖

图 1　单糖与白蜡虫多糖水解衍生物电泳图谱
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　　根据电泳谱图与标准混合单糖谱图进行对照 ,

根据出峰时间的对应关系 ,确定白蜡虫多糖由葡萄

糖、甘露糖及半乳糖组成。

(2)线性关系分析 :配置葡萄糖、甘露糖和半乳

糖均为 0. 1 mmol·mL - 1的标准混合溶液 ,逐级稀释

进行衍生化反应和电泳分析 ,以对照品单糖衍生物

峰面积 Y与对照品单糖浓度 X进行线性回归 ,结果

如表 2所示。在实验浓度范围内 ,各单糖的浓度与

峰面积具有良好的线性相关性。

(3)白蜡虫多糖的单糖组成和回收率、精密度

测定 :对多糖的水解液进行衍生、电泳 ,由电泳结果

根据标准曲线计算各单糖间的比率关系 ,并连续 3

次进样 ,计算 3种单糖峰面积的进样精密度 (RSD )。

另外在已测定含量的多糖水解液中加入一定量单糖

溶液 ,计算回收率。结果如表 3所示。

表 2　三种单糖的标准曲线

单糖 标准曲线 ( n = 6) 相关系数 R ( n = 6) 线性范围 / (μg·mL - 1 )

葡萄糖 Y = - 50. 74 + 34. 13X 0. 997 4 10～110

甘露糖 Y = 38. 61 + 52. 55X 0. 996 0 10～100

半乳糖 Y = 170. 84 + 58. 48X 0. 991 6 10～100

表 3　多糖中单糖组成及回收率、精密度实验

单糖 多糖样品中单糖检测量 / (μg·mL - 1 ) 加入单糖量 /μg 回收率 /% 精密度 (RSD) /% ( n = 3)

葡萄糖 34. 6 0. 38 99. 0 1. 94

甘露糖 29. 2 0. 39 102. 1 1. 90

半乳糖 32. 5 0. 41 101. 2 2. 50

　　实验表明 3 种单糖的峰面积相对标准偏差

(RSD)均小于 3% ,此检测方法具有较高的精密度 ;

葡萄糖、甘露糖及半乳糖的平均回收率分别为

99. 0%、102. 1%、101. 2% ,表明具有较高的准确度 ;

根据电泳结果及标准曲线计算出白蜡虫多糖中的单

糖比率为葡萄糖 ∶甘露糖 ∶半乳糖 = 1∶0. 85∶0. 93。

3　结论与讨论

从白蜡虫雌成虫中提取得到多糖为灰白色粉末

状固体 ,易溶于水 ,不溶于有机溶剂 ,多糖含量 256

mg·g
- 1

,蛋白含量 242 mg·g
- 1

,收率为 2. 1%。以

PMP为柱前衍生化试剂 ,通过对硼酸电泳缓冲液的

pH值及浓度的优化 ,利用毛细管区带电泳测定白蜡

虫多糖为杂多糖 ,由葡萄糖、甘露糖及半乳糖 3种单

糖组成 ,其摩尔比为 1∶0. 85∶0. 93。

目前已从动植物中分离得到各种均多糖、杂多

糖 ,并研究了一些多糖的活性功能 ,对多糖的结构与

其活性的关系研究已有一定的进展 [ 17 - 18 ]
:认为糖基

组成和糖苷键类型不同 ,生物学活性存在较大差异 ,

香菇多糖是以 (1→3)葡聚糖主链结构 ,具有抗肿瘤

作用及提高细胞免疫及体液免疫功能 ,而同是葡聚

糖主链的淀粉 ,其糖苷键为 ( 1→4)键型 ,却没有生

物学活性 ,这在一定程度上源于二者主链糖苷键的

类型不同 [ 19 ] ;支链的长度、取代度和位置对多糖的

活性也有一定的影响 ,茯苓多糖由于支链过长而不

具有抗肿瘤活性 ,需经过控制性氧化水解 ,降低支

链长度 ,才具有活性 ,通常认为食用菌活性多糖β2
(1→3) 2D 2聚糖 ,分支度在 0. 2～0. 33时生物活性

较强 [ 20 ] ;此外取代基的种类、取代程度及空间结构

与多糖的活性关系密切 ,实验证明 ,硫酸盐阴离子

是硫酸化多糖抗病毒必须的离子结构 [ 21 ] 。呈屈状

螺旋的多糖活性较高 ,呈可拉伸带状或皱纹型带状

的多糖活性一般较低甚至没有活性 ,三股螺旋构型

是多糖最具活性的空间构像 [ 22 ] 。现有研究结果表

明组成活性多糖的单体、糖苷键等一级结构和高级

结构的不同 ,决定了活性多糖结构的多样性 ;不同

生物体来源的多糖结构不尽相同 ,来源同一生物体

的多糖结构也可能不尽相同 [ 19 ] 。对不同来源多糖

的扩大研究 ,有助于加强多糖构效关系进一步

认识。

国内外研究较多的多糖主要来源于植物与真

菌 ,如香菇多糖、云芝多糖、猪苓多糖、黄芪多糖、牛

膝多糖等 ;动物来源多糖中的硫酸软骨素、肝素等几

种研究也较为充分 ,对以上来源多糖的糖链结构等

方面的分析研究方法相对较为充分 [ 1, 18 ]。而对来源

于昆虫的多糖研究较少 ,昆虫来源多糖在结构上研

究更少 ,对其单糖组成、糖链连接等结构方面的研究

更是不多 ,本文通过毛细管电泳分析了白蜡虫多糖

的组成 ,其结果可对其它昆虫资源中多糖类物质的

组分分析提供有益的参考。
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