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蟑螂水溶性多糖提取、分析及免疫活性研究 3

孙　龙 , 冯　颖 3 3 , 何　钊 , 陈智勇 , 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重点实验室 ,云南 昆明　650224)

摘要 :采用正交实验设计 ,以多糖含量为指标 ,对蟑螂水溶性多糖进行碱液和酶解提取研究 ;通过离子交换层析、凝胶

层析对提取的多糖进行分级纯化 ,并对所得组分进行纯度鉴定和单糖分析 ;同时考察蟑螂粗多糖对正常小鼠的免疫活

性。结果表明 :酶解法提取的多糖含量较高 ,最佳实验条件是提取温度 50 ℃、酶量 200μg·g- 1 ,提取时间 2 h。在此

最佳实验条件下所得蟑螂多糖粗品中总糖含量为 80 g·kg- 1 ,蛋白含量为 423 g·kg- 1 ,氨基酸总量为 333. 4 g·kg- 1 ;

纯化后初步获得一个组分 PW SPSC22,多糖含量 458 g·kg- 1 ,蛋白含量 392 g·kg- 1 ,单糖组成 Xyl∶A ra∶Glu∶Man∶Gal

∶GlcUA∶GalUA = 1. 0∶1. 7∶38. 1∶14. 6∶15. 6∶2. 9∶1. 3;免疫活性实验显示 ,蟑螂粗多糖可以显著提高小鼠腹腔巨噬细胞

吞噬指数、吞噬百分率及血清溶血素 ,表明蟑螂粗多糖可以明显增强小鼠的非特异性免疫和体液免疫功能。
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Study on Extraction, Ana lysis of W a ter2soluble Polysacchar ide

from Cockroaches and Its Imm unolog ic Activ ities

SUN Long , FENG Ying , HE Zhao , CHEN Zhi2yong , CHEN X iao2m ing

(Research Institute of Resource Insects, CAF; Key Laboratory of Cultivation and U tilization of Resource Insects,

State Forestry Adm inistration, Kunm ing　650224, Yunnan, China)

Abstract: The extraction, analysis of water2soluble polysaccharide from cockroaches (W SPSC) were studied. The

op timum extracted conditions were obtained by using orthogonal design L9 (3
4 ). The result showed that the enzyme

method to be better than alkaline solution and the op timum conditions were as follows: temperature 50 ℃, Papain

200μg·g
- 1

, time 2 hours. Under these conditions, the contents of total polysaccharide, p rotein and am ino acids in

extractives was 80 g·g
- 1

, 423 g·g
- 1

and 333. 4 g·g
- 1

respectively. The component sugars of purified fraction

PW SPSC22 were xylose, arabinose, glucose, mannose, galactose, glucuronic acid and in molar ratio of 1. 0∶1. 7∶

38. 1∶14. 6∶15. 6∶2. 9∶1. 3. The immunological test in normal m ice showed that the polysaccharide of cockroaches

could increase significantly the phagocytic percentage and index of macrophage, enhancd remarkably the hemolysin

antibody, which indicatesW SPSC has evident nonspecific and humoral immune activites.
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　　多糖是机体内的天然大分子之一 , 在自然界广泛

分布于高等植物、动物、微生物、海藻、真菌等体内。多

糖具有增强机体免疫、抗肿瘤、抗衰老、降血糖等多方面

的生物活性 ,因而受到人们的广泛关注 [ 1 ]。目前 ,国内
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外研究最多的是真菌多糖 ,药用植物多糖次之 ,动物多

糖相对较少 ,昆虫多糖仅见零星报道 [2 ]。笔者曾对蚕

蛹多糖作过研究 ,实验结果表明该多糖和真菌多糖、植

物多糖一样具有较好的免疫调节功能 [3 ]。

蟑螂 ,学名为蜚蠊 ,属于昆虫纲蜚蠊目 (B lattodea)

蜚蠊科 (B lattidae) ,作为药用最早载于《神农本草经》,

主治“瘀血症坚、寒热、破积聚、喉咽痹、内寒无子”[ 425 ] ,

在历代重要本草典籍如《新修本草》、《本草纲目》、《本

草纲目拾遗》中均有收载 ,近代许多药学专著中也有记

述 [ 6 ]。现代科学研究表明蜚蠊黏多糖具有抗癌、抗过

敏、治疗妇科疾病、肝炎、肝损伤等方面的功效 [ 7211 ]。但

是当前的研究多以蟑螂的乙醇提取物为主 ,碱液提取

和蛋白酶水解的文献未见报道。本实验以蟑螂为原

料 ,采用不同方法对存在于其体内的水溶性多糖进行

提取、分离和分析 ,并初步考察了粗多糖的免疫活性 ,为

进一步提高蟑螂的药用价值提供实验依据。

1　材料与方法

1. 1　材料

蟑螂 :采自云南省元江县 ,标本经本所鉴定为

Periplaneta am ericana L innaeus。

实验动物 : SPF级 ICR小鼠 , 5～6周龄 ,体质量

18～22 g; 豚鼠 ; 均由昆明医学院实验动物中心

提供。

主要试剂 :木瓜蛋白酶 ,氢氧化钠 ,盐酸 ,硫酸 ,

苯酚 ,氯化钠 , 95%乙醇 ,无水乙醇 ,葡萄糖 , PMP试

剂等均为国产分析纯 ;牛血清白蛋白 ( Sigma公司 ) ;

0. 9%注射用氯化钠溶液 ;瑞氏染液 ; 0. 5 mg·mL - 1

PHA液 ; DEAE2Sepharose、Sephadex G2100柱层析用

(瑞典 Pharmacia公司 )

1. 2　方法

1. 2. 1　蟑螂粗多糖提取条件研究 　原料预处理 :蟑

螂虫体 50 ℃烘干 ,粉碎 ,按照原料 :石油醚 = 1∶3 (W

∶V)加入石油醚脱脂 ,室温浸泡 8～12 h,过滤 ,滤渣

重复浸提两次 ,室温下晾干。多糖提取 :采用碱液提

取和蛋白酶水解法进行 ,对两种方法均设计 3因素 3

水平正交试验 ,见表 1、表 2。取适量经过预处理的

蟑螂粉末 ,以料液比 1∶10的量加入碱液和蒸馏水 ,

恒温水浴加热 ,按设计条件进行试验。重复一次 ,合

并两次提取液 ,过滤 ,滤液用盐酸调 pH值 7. 0,于 50

℃下浓缩至适当体积 , 4倍体积 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。多

糖含量测定 ∶采用苯酚 - 硫酸法 [ 12 ]进行检测 ,以葡

萄糖作标准曲线。

表 1　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

表 2　蛋白酶水解的因素和水平

水平

因素

A

提取温度 /℃

B

酶用量 / (μg·mL - 1 )

C

提取时间 / h

1 40 100 1

2 50 200 2

3 65 300 3

1. 2. 2　粗多糖中蛋白质及氨基酸分析 　蛋白质采

用福林 - 酚法 [ 13 ] ;氨基酸采用氨基酸自动分析仪

检测。

1. 2. 3　粗多糖分离纯化　脱蛋白、脱色 :粗多糖配成

1%溶液 ,加入 1 /4体积的 10%三氯乙酸溶液 , 4 ℃冰

箱过夜 , 4 000 r·m in
- 1离心 10 m in去沉淀 ,上清液调

pH = 8. 0～9. 0,加入 1 /4体积的 30%的 H2O2 溶液 , 50

℃下搅拌 2 h,冷却至室温 ,调溶液 pH中性后浓缩 , 4

倍体积 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。柱色谱纯化 :取脱蛋

白脱色处理后的多糖复溶于蒸馏水中 , 5 000 Da分子

量超滤仪浓缩 ,截流液上预处理好的 DEAE2Sepharose

Fast Flow离子交换柱 (2. 6 cm ×50 cm ) , 0. 1、0. 5 mol

·L - 1的 NaCl溶液阶段梯度洗脱 ,速度为 1. 1 mL·

m in
- 1

,每管收集 7 m in,隔管用苯酚 2硫酸在 490 nm处

检测多糖。按洗脱峰收集合并洗脱液 ,浓缩至小体积

后进一步用 Sephadex G2100凝胶柱 (2. 6 cm ×50 cm)

分离纯化 ,蒸馏水为流动相 ,洗脱速度 0. 4 mL ·

m in - 1 ,每管收集 15 m in,苯酚 2硫酸法跟踪检测 ,分段

收集 ,冷冻干燥得多糖纯化产品。纯度鉴定 :采用

Sephadex G2100凝胶色谱法。

1. 2. 4　单糖组分分析 　多糖衍生及测定方法参考文

献 [ 14 ] ,电泳缓冲液为 75 mmol·L
- 1硼砂溶液 (pH =

10. 20) ,电压 20 kv,电泳条件 :熔融石英毛细管 (50μm

×48 cm) ,波长 245 nm,多糖样品配成 2 mg·mL - 1溶

液 ,压力进样 5 s,所有溶液使用前 0. 45μm膜过滤。

1. 2. 5　蟑螂粗多糖对小鼠免疫功能的影响 [ 15 ] 　

(1)小鼠腹腔巨噬细胞吞噬功能测定 :健康 SPF级
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ICR小鼠 32只 ,雌雄各半 ,随机分成对照组及低 (20

mg·kg
- 1 )、中 (40 mg·kg

- 1 )、高 (80 mg·kg
- 1 )剂

量组 ,每组 8只。受试组按 20 mL·kg
- 1体质量的剂

量每日尾静脉注射供试蟑螂多糖 ,对照组同途径给

予等体积的生理盐水 ,连续一周。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. 5 (1)。于给药的第 1～3天每日肌内

注射 PHA 20 mL ·kg- 1 ,剂量为 10 mg·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 ,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. 5 (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 )。 ( 4)统计方法 :试验数据用 SPSS 11. 0进

行统计分析 ,计量资料选用方差分析或秩和检验。

2　结果与分析

2. 1　蟑螂多糖最佳提取方法

以多糖含量为指标 ,蟑螂多糖碱提及酶解正交

实验结果如表 3、表 4所示 :

表 3　碱液提取试验及结果

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 /

( g·kg - 1 )

1 0. 01 60 1 43. 0
2 0. 01 70 2 65. 7

3 0. 01 80 3 49. 0
4 0. 02 60 2 58. 9
5 0. 02 70 3 66. 0

6 0. 02 80 1 51. 2
7 0. 03 60 3 40. 2
8 0. 03 70 1 33. 1
9 0. 03 80 2 34. 5

以多糖含量为评价指标
K1 52. 6 47. 4 42. 4
K2 58. 7 54. 9 53. 0
K3 35. 9 28. 1 51. 7

极差 22. 8 26. 8 10. 6

表 4　酶解提取试验及结果

实验号
A

提取温度 /

℃

B

酶用量 /

(μg·g - 1 )

C

提取时间 /

h

多糖含量 /

( g·kg - 1 )

1 40 100 1 72. 1
2 40 200 2 84. 5
3 40 300 3 75. 4
4 50 100 2 87. 2
5 50 200 3 77. 2
6 50 300 1 80. 1
7 65 100 3 78. 0
8 65 200 1 83. 3
9 65 300 2 83. 0

以多糖含量为评价指标
K1 77. 3 79. 1 78. 5
K2 81. 5 81. 7 84. 9
K3 81. 4 79. 5 76. 8

极差 4. 1 2. 6 8. 0

从极差分析可以看出 ,蟑螂多糖碱提法中提取

温度对多糖含量的影响最大 ,其次是碱液浓度 ,提取

时间最小 ,实验的最佳组合是 A2B2 C2 ,即碱液浓度

为 0. 02 mol·L
- 1

,实验提取温度 70 ℃,提取时间为

2 h。据此最佳实验条件验证试验 3次 ,测定多糖含

量 ,结果碱液提取的粗多糖含量平均为 66 g·kg
- 1

;

酶解法中 ,提取时间对结果影响最大 ,其次是提取温

度 ,再次是酶用量 ,实验的最佳组合是 A2 B2 C2 ,即提

取温度 50 ℃,酶量 200μg·g
- 1

,提取时间为 2 h。

按此最佳实验条件对蟑螂多糖验证试验 3次 ,测定

多糖含量 ,结果蛋白酶水解提取的粗多糖含量平均

为 80 g·kg
- 1。考虑到酶解法获得的多糖含量较

高 ,条件温和 ,且不会产生对环境有害的液体 ,有利

于产业化成本的节约 ,所以 ,蟑螂多糖宜采用酶解法

提取。

2. 2　蛋白质与氨基酸分析

分析结果表明 ,所提多糖蛋白含量为 423 g·

kg
- 1

,含有 17种常见氨基酸 ,氨基酸总量达到 333. 4

g·kg
- 1

,见表 5。由此可见 ,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 5　蟑螂多糖氨基酸分析

氨基酸
含量 /

( g·kg - 1 )
氨基酸

含量 /

( g·kg - 1 )

天门冬氨酸 ASP 46. 2 异亮氨酸 ILE 9. 9

苏氨酸 THR 15. 7 亮氨酸 LEU 14. 1

丝氨酸 SER 16. 6 酪氨酸 TYR 8. 8

谷氨酸 GLU 71. 5 苯丙氨酸 PHE 9. 8

甘氨酸 GLY 29. 7 赖氨酸 LYS 40. 7

丙氨酸 ALA 18. 6 组氨酸 H IS 7. 2

胱氨酸 CYS 3. 0 精氨酸 ARG 16. 6

缬氨酸 VAL 14. 3 脯氨酸 PRO 8. 7

蛋氨酸 MET 2. 0 氨基酸总量 333. 4
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2. 3　多糖的分离纯化及纯度鉴定

蟑螂粗多糖经 DEAE2Sepharose Fast Flow离子

交换柱 ,分离得到 W SPSC21和 W SPSC22两个组分 ,

如图 1。其中 W SPSC21出现在 0. 1 mol·L - 1浓度

NaCl溶液部分 ,说明该组分与层析柱的吸附力较

低 ,是中性多糖或带有较少负电荷的酸性多糖 ,

W SPSC22出现在 0. 5 mol·L
- 1浓度 NaCl溶液部分 ,

提示该组分带有较多的负电荷。对 W SPSC22进一

步纯化 ,合并主峰部分浓缩至小体积 ,上 SephadexG2
100层析柱 ,蒸馏水洗脱 ,得到单一峰 ,如图 2,冷冻

干燥得淡黄色纯化产品 PW SPSC22。该组分凝胶色

谱检测 ,流出曲线为单一对称峰 ,说明为单一组分 ,

可见蟑螂粗多糖经阴离子交换层析和凝胶柱层析后

可以达到组分纯化的目的。检测表明 PW SPSC22糖
含量 458 g·kg- 1 ,蛋白含量 392 g·kg- 1 ,由此分

析 , PW SPSC22组分为糖 2蛋白复合物。

2. 4　PW SPSC22组分单糖组成

单糖标准品混合液及 PW SPSC22经 PMP衍生后

毛细管电泳检测 , 谱图见图 3。通过比对可知

PW SPSC22不含鼠李糖 ,由木糖、阿拉伯糖、葡萄糖、

甘露糖、半乳糖、葡萄糖醛酸、半乳糖醛酸 7种单糖

组成 ,根据积分面积计算其摩尔比为 1. 0∶1. 7∶38. 1

∶14. 6∶15. 6∶2. 9∶1. 3。

图 1　蟑螂多糖的 DEAE2Sepharose柱洗脱曲线

图 2　W SPSC22组分的 Sephadex G2100凝胶柱洗脱曲线

图 3　PW SPSC22及标准单糖混合液 PMP衍生毛细管电泳谱图 (从上至下 )

单糖衍生物电泳图 (1, 2—衍生剂、3—木糖、4—阿拉伯糖、5—葡萄糖、6—鼠李糖、7—甘露糖、8—半乳糖、9—葡萄糖醛酸、

10—半乳糖醛酸 ) ;电泳条件 : 75 mmol·L - 1硼酸缓冲液 , pH = 10. 20,电压 20kv,检测波长 245 nm.

2. 5　小鼠腹腔巨噬细胞功能和 PHA刺激淋巴细胞

转化率的测定

　　蟑螂粗多糖低、中、高剂量组均可提高小鼠吞噬

指数和吞噬百分率 ,与对照组比较差异有显著性意

义 ,说明蟑螂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 ,在中剂量时 ,吞噬百分率和
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吞噬指数达到峰值 ,效果最佳 ;蟑螂粗多糖在高剂量

时可以小幅增加小鼠淋巴细胞的转化率 ,但与对照

组相比差异不显著 ,低、中剂量组淋巴细胞的转化率

与对照组相比差异无显著性意义 ,表明蟑螂粗多糖

对小鼠的淋巴细胞无明显影响 ,见表 6。

表 6　蟑螂粗多糖对小鼠腹腔巨噬细胞吞噬功能的影响

( �x ±SD , n = 8)

组别
剂量 /

(mg·kg - 1 )

淋巴细胞
转率 /%

吞噬百分率 /

%
吞噬指数

对照组 等容量 NS 0. 79 ±0. 076 17. 38 ±3. 38 23. 88 ±5. 67

低剂量组 40 0. 70 ±0. 087 30. 88 ±4. 823 35. 75 ±8. 803

中剂量组 80 0. 75 ±0. 140 39. 75 ±8. 843 /△ 44. 00 ±6. 613 /△

高剂量组 160 0. 82 ±0. 077△/▼ 28. 00 ±4. 393 /▼ 36. 44 ±9. 893

　　注 : 3 与对照组比较差异显著 ( P < 0. 01 ) , △与低剂量组比较差

异显著 ( P < 0. 05) ,▼与中剂量组比较差异显著 ( P < 0. 05)

2. 6　小鼠血清溶血素的测定

蟑螂粗多糖低、中、高剂量组可以显著提高小鼠

血清溶血素的 OD值 ,表明蟑螂粗多糖可以明显增

强小鼠的体液免疫功能 ,见表 7。

表 7　蟑螂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 OD值

对照组 等容量 NS 8 0. 004 9 ±0. 002 6

低剂量组 40 8 0. 069 0 ±0. 0423

中剂量组 80 8 0. 054 0 ±0. 0303

高剂量组 160 8 0. 051 0 ±0. 0403

3　结论与讨论

本实验采用碱液提取和蛋白酶水解两种方法对蟑

螂多糖进行提取 ,通过对比 ,酶解法提取的多糖含量较

高 ,更适合蟑螂多糖的提取 ,筛选出的最优方案是酶用

量 200μg·g
- 1

,提取温度 50 ℃,提取时间 2 h。在此条

件下所得粗品中多糖含量 80 g·kg- 1 ,蛋白含量 423 g

·kg- 1 ,含有常见的 17种氨基酸 ,总量为 333. 4 g·

kg- 1 ;纯化后得到 PWSPSC22组分 ,糖含量 458 g·kg- 1 ,

蛋白含量 392 g·kg- 1 ,为糖 -蛋白复合物 ,单糖组成

Xyl∶A ra∶Glu∶Man∶Gal∶GlcUA ∶GalUA = 1. 0∶1. 7∶

38. 1 ∶14. 6∶15. 6∶2. 9∶1. 3;免疫活性实验结果显示 ,

蟑螂粗多糖低、中、高剂量组可提高正常小鼠非特异

性免疫功能和体液免疫功能 ,其中非特异性免疫还

有剂量效应。

酶解法是近年来应用于中药提取的一项新技

术 ,它可以有效地将植物组织分解 ,加速有效成分的

溶出 ,从而提高提取效率 [ 16 ]。与植物相比 ,动物体

内含有更多的蛋白质。据文献报道 ,几乎所有动物

多糖都是与蛋白质共价结合 ,而不是物理或离子结

合 [ 17 ]。因此可采用蛋白酶降解蛋白质部分使蛋白

质同多糖之间的键断裂开来以促进多糖溶解在提取

液中 ,这可能是本实验中酶解法多糖含量高于碱液

提取的原因之一。酶解法提取的多糖经分离纯化 ,

所得 PW SPSC22组分仍然含有蛋白质 ,提示蟑螂多

糖中的蛋白质不能完全去除 ,获得的蟑螂多糖纯化

组分实际上是糖 -蛋白的复合物。

多糖成分比较复杂 ,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。张惠玲、

清水岑夫等曾报道不同的提取方法所得的茶多糖性

状、纯度和生物活性不同 [ 18219 ]。从本实验结果来看 ,

酶解法条件温和 ,没有破坏多糖的立体结构和生物

活性 ,多糖依然保持了天然构象 ,所以蟑螂多糖具有

和众多植物多糖类似的免疫调节活性。李树楠等从

蟑螂体内提取的粘糖氨酸能增强机体的免疫功

能 [ 10 ]
,但以醇提物为主 ,本实验研究结果说明蟑螂

蛋白酶水解提取物同样具有较好的免疫活性 ,且方

法简单易行 ,成本低廉。

多糖的免疫调节作用是目前多糖研究的重心课

题之一。通常来说 ,评价一种天然产物是否具有增

强免疫调节功能 ,至少要观察非特异性免疫、细胞免

疫和体液免疫功能各一种 [ 15 ]。本研究中 ,蟑螂粗多

糖低、中、高剂量组可提高正常小鼠非特异性免疫中

的腹腔巨噬细胞吞噬功能和体液免疫中的溶血素水

平 ,其中非特异性免疫还有剂量效应 ,说明蟑螂水溶

性多糖具有较强的免疫调节作用 ,可以作为潜在的

免疫治疗药物开发。蟑螂多糖纯化组分 W SPSC21
和 W SPSC22的免疫活性如何有待进一步深入研究。
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