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摘要# 目的!优化桑蚕蛹多糖的超声提取工艺% 并采用气质联用 "MF)EU$ 及红外光谱 "SK$ 法对水溶性多糖
"HUH"$ 进行组分分析& 方法!以多糖得率为指标% 采用 D:_)D41AR4A设计和响应面法优化超声提取工艺& 多糖透析
后% 树脂柱层析得到水溶性多糖 "HUH"$% MF)EU和 SK法分析其组分& 结果!最佳条件为超声功率 I%& J% 液料比
"" o"% 提取时间 "& -/A% 得率 "(P#;!& HUH" 的主要组分为葡萄糖’ 山梨糖’ 半乳糖’ 甘露糖% 摩尔比为 +(P+’ o
"P(+ o"P(+ o&P;;% 而且具有典型的多糖特征吸收峰% 并含有吡喃糖& 结论!该方法简便快速% 多糖得率较高&
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!!桑蚕蛹 "-@034‘‘a5/0R)=:‘-$ )")#*别名小蜂儿%
为蚕蛾科动物家蚕蛾的蛹% 在我国食用历史悠久%
因其含有多糖和丰富的蛋白质% 具有提高免疫力’
延缓衰老’ 降血脂’ 降胆固醇等多重功效% 多用于
体弱者’ 老人和孕妇产后恢复& 近年来研究显示%
多糖具有抗病毒’ 抗衰老’ 降血糖’ 刺激造血’ 免

疫调节等生物学功效)*)’* & 有文献显示% 从桑蚕蛹
中提取出的一种水溶性多糖具有抑制 L4T.细胞增
殖的作用)(* % 但是未对其组分进行分析和确定&
因此% 本实验采用超声波法对桑蚕蛹多糖的提取工
艺进行优化% 并且对其中具有抗癌活性的多糖进行
分离’ 纯化和鉴定% 分析了其单糖组成% 以求为寻
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找天然产物作为肿瘤治疗替代药物的进一步研发提
供基础&
HI材料与方法
"P"!材料! 试剂! 仪器
"P"P"!材料!桑蚕蛹子实体采自山东省临沂市&
M)"(& 葡聚糖凝胶树脂’ 二乙氨基乙基纤维 (# 树
脂’ UH"*""+; 纤维素透析袋 "上海源叶生物科技
有限公司$( 葡萄糖为分析纯 "锦州市鑫源化玻有
限公司$&
"P"P#!试剂!石油醚’ 三氯甲烷’ 正丁醇’ +(!
乙醇’ 重蒸酚’ 浓硫酸’ 吡啶’ 甲醇等均为分析纯
"锦州市鑫源化玻有限公司$&
"P"P*!仪器!(&& 8摇摆式中药粉碎机 "温岭市
奥力中药机械有限公司$( YLM)+&I(G鼓风干燥箱
"上海一恒科学仪器有限公司$( Wc#((& 紫外可见
分光光度仪 "日本岛津公司$( U/8-.高速冷冻离
心机 "北京兴达恒信科技有限公司$( MFI;+&DQ
EU M*’’&D气相色谱)质谱联用仪 "美国安捷伦公
司$( G0C1.傅里叶变换红外光谱仪 "纬斯特仪器
中国有限公司$&
"P#!实验方法
"P#P"!标准曲线的制备!采用苯酚)硫酸法绘制葡
萄糖标准曲线% 测定多糖含有量)%);* & 精确量取
&P" -8Q-T葡萄糖标准溶液 "制备方法为精密称
取于 "&( j烘干至恒重的葡萄糖 &P"&& & 8% 蒸馏
水溶解% 定容于 "&& -T量瓶中& 吸取 "& -T% 置
于另一 "&& -T量瓶中% 蒸馏水定容% 即得&$ &’
&P"’ &P#’ &P*’ &P’’ &P(’ &P%’ &PI’ &P;’
&P+ -T% 分别置于比色管中% 加蒸馏水至 "P& -T&
分别加入 " -T(!重蒸酚和 ( -T浓硫酸% 沸水浴
加热 "& -/A% 待反应完全后冷却至室温% 于’+& A-
波长处测定吸光度& 以吸光度为纵坐标 "b$% 葡
萄糖含有量为横坐标 "X$ 绘制标准曲线% 得回归
方程bh"P#+* IXp&P&"( % "I# h&P++; %$% 表明
葡萄糖在 &P&# e&P&; -8Q-T范围内线性关系
良好&
"P#P#!样品的预处理!桑蚕蛹子实体于 %& j烘箱
中烘干后% 粉碎机粉碎% 过 %& 目筛& 取过筛后的
桑蚕蛹粉末适量% 索氏提取器按 " o+ 的比例加入
石油醚回流 ( 1进行脱脂% 再经 +(!乙醇回流提取
( 1除去小分子醇溶物% 将处理后的蚕蛹粉末于室
温下晾干&
"P#P*!超声波法提取桑蚕蛹多糖工艺优化)+*!称
取一定量的预处理后的桑蚕蛹粉末% 按一定比例加

入 &P&# -:0QTN.]L溶液)"&* % 超声提取 # 次% 合
并滤液% LF0溶液调节 CL值至中性% 旋转蒸发仪
浓缩至一定体积后% 加入 ’ 倍量 +(!乙醇% 置’ j
冰箱中过夜& 醇沉液于 ’ j’ * &&& ‘Q-/A 条件下
离心 #& -/A% 干燥得桑蚕蛹粗多糖% 计算得率&
"P#P*P"!响应曲面法试验设计!根据中心组合试
验设计原理% 采用 * 因素 * 水平的响应面分析法&
在单因素试验基础上% 以功率 "G$’ 时间 "D$’
液料比 "F$ 为自变量% 确定提取工艺的最佳参
数% 因素水平见表 "&

表 HI因素水平
/01NHIP0’("O30+!2&Q&23

水平
因素

G功率QJ D时间Q-/A F液料比
k" %&& % "& o"
& I&& ; "( o"
" ;&& "& #& o"

"P#P’!桑蚕蛹多糖的脱色及除蛋白!将蚕蛹粗多
糖用 U4B.8法除蛋白% ’ j下 ( &&& ‘Q-/A 离心 #&
-/A% 取上清液反复离心% 直至无蛋白层出现为
止)"")"#* % 活性炭脱色% 经 * 层滤纸抽滤以除去活
性炭粉末)"*)"’* & 滤液经浓缩’ 醇沉’ 干燥% 得到
除蛋白及脱色后的桑蚕蛹多糖& 取 &P( -8Q-T样
品液于比色管中% 加蒸馏 水 至 "P& -T% 按
+"P#P", 项下方法于 ’+& A-波长处测定吸光度%
利用回归方程计算脱色’ 脱蛋白后多糖的含有量%
并计算 ’+& A-波长处的保留率及 ’(& A-波长处的
脱色率&

计算公式为多糖含有量 h纯多糖质量Q粗多糖
质量 g"&&!% 多糖脱色率 h "R" kR# $ QR" g
"&&!% 多糖保留率 h "J" kJ#$ QJ" g"&&!& 其
中% R"’ R# 分别为经脱色’ 脱蛋白处理前后桑蚕
蛹多糖溶液在 ’(& A-波长处的吸光度% J"’ J# 分
别为经脱色’ 脱蛋白处理前后的桑蚕蛹多糖溶液在
’+& A-波长处的吸光度&
"P#P(!桑蚕蛹多糖的纯化!将脱色’ 脱蛋白后的
多糖用蒸馏水溶解% 装入截留相对分子质量 ( &&&
Y.的透析袋中% 在流动自来水中透析 ’; 1% 再置
于蒸馏水中透析 #’ 1& 将透析后的多糖进行树脂柱
层析 "’& --g’&& --$% 分别以超纯水和 &P#’
&P’ -:0QTN.F0溶液为洗脱液% 体积流量为
&P( -TQ-/A% 每管收集 ( -T% 苯酚)硫酸法在
’+& A-波长处测定吸光度)"(* % 并绘制吸光度)试管
数曲线& 收集多糖 HUH" 洗脱液% 浓缩’ 醇沉后于
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%& j烘箱中干燥&
查阅文献可知% 桑蚕蛹水溶性多糖 "HUH"$

具有抑制L4T.细胞增殖的作用)(* % 并能明显增强
D淋巴细胞和<淋巴细胞的增殖% 促进小鼠巨噬细
胞的吞噬活力和溶血素生成)"%* % 但尚无化学方面
的研究& 因此% 本实验将在优化提取工艺的基础
上% 对其组分进行分析&
"P#P%!桑蚕蛹多糖 HUH" 的纯化!将 U4C1.Z4_M)
"(& 树脂于沸水中溶胀 # 1 后装柱% 平衡液平衡层
析柱 ( 个柱体积& 多糖 HUH" 经蒸馏水溶解后% 上
凝胶柱层析 "*& --g*&& --$% 以超纯水为洗脱
液% 体积流量为 &P( -TQ-/A% 每管收集 ( -T% 苯
酚)硫酸法在 ’+& A-波长处测定吸光度% 并绘制吸
光度)试管数曲线% 收集洗脱液% 浓缩’ 醇沉后于
%& j烘箱中干燥)"I* &
"P#PI!多糖HUH" 的纯度鉴定
"P#PIP"!纸层析法!取 &P#!HUH" 多糖溶液
#& "T% 点样于滤纸 "* 9-g#& 9-$ 距端点 " 9-
处的中部% 以正丁醇)乙酸乙酯)吡啶)水 "% o" o
( o’$ 为展开剂% 饱和后于室温下展开 % 1% 通风
橱中挥干溶剂& 以苯胺)二苯胺为显色剂% 于 %& j
烘箱中放置 #& -/A显色)";* &
"P#PIP#!紫外分光光度法!称取少量多糖 HUH"%
溶解于适量蒸馏水中% 紫外可见分光光度计在
#&& e’&& A-范围内进行扫描&
"P#P;!桑蚕蛹多糖HUH" 的组分分析
"P#P;P"!多糖的完全酸水解及硅烷化衍生!精密
称取桑蚕蛹多糖HUH" "&P& -8% 置于安瓿瓶中% 加
入 * -T&P( -:0QT硫酸溶液% 酒精喷灯真空封管%
置于 ""& j烘箱中水解 % 1% 冷却至室温后加入过
量碳酸钡粉末% 静置过夜% 待其中和至中性后离
心% 上清液冷冻干燥% 即得多糖水解产物% 备
用)"+)#"* & 将水解产物于 %& j下干燥至恒重% 加入
# -T无水吡啶% 置于 ;& j烘箱中反应 *& -/A 后%
加入 &P% -T硅烷化试剂 "六甲基二硅胺烷)三甲基
氯硅烷为 # o" $% 摇匀% ;& j 烘箱中反应
"& -/A)##)#** % 过 &P## "-有机滤膜% 即得衍生化
产物% 备用&
"P#P;P#!气相色谱)质谱分析条件!气相色谱 ,S
源% 电子能量 I& 4c( 分子量扫描范围 *& e%&& @(
进样口温度 #"& j( 接口温度 #"& j( 载气为氦
气( 体积流量为 " -TQ-/A( 分流比 %& o"( 程序升
温 ""&& j保持 ( -/A% 以 #( jQ-/A 速率升至
#"& j% 保持 "’ -/A% 以 ( jQ-/A 速率升至

#+& j$( 进样量为 &P( "T& 质谱,S源% 电子能量
I& 4c( 溶剂延迟 ’ -/A&
"P#P+!红外分析!称取干燥至恒重的桑蚕蛹多糖
HUH" " -8% 置于洁净的玛瑙研钵中% 红外灯下研
磨成粉% 加入 #&& -8干燥的 dD‘粉末% 研磨至两
者完全混合均匀& 将混合物置于洁净的压片模具
中% 组装好后进行压片% 制成透明薄片& 以空气为
空白% 将薄片装在样品架上% 置于样品室中% 在
’&& e’ &&& 9-k"区间内进行红外光谱扫描% 先测
定空白背景% 再测定样品的红外光谱% 进行修正后
观察谱峰情况)#’)#(* &
JI结果与分析
#P"!D:_)D41AR4A试验设计与结果!见表 #&

表 JI试验设计及结果
/01NJIA&3#,+0+!O&3.2(3"%(&3(3

试验号 G功率QJ D时间Q-/A F液料比 多糖得率Q!
" & " " "#P"%
# " " & "*P+’
* & & & "#P+(
’ k" & k" IP#+
( " & k" "*PI’
% & k" k" +P%+
I " k" & "&P%*
; & & & "*P+;
+ k" & " IP’%
"& " & " +P"%
"" & k" " +P"(
"# k" " & IP;’
"* & & & "*P+*
"’ k" k" & %P%;
"( & & & "*P%+
"% & & & "*P(;
"I & " k" "’P#*

!!根据表 # 结果% 利用Y45/8A ,_C4‘6;P& 软件对
数据进行二次回归分析% 得到回归方程 bh
"*P%* p#P#;R p"P(&J k&P;;5 p&P(’RJ k
"P"+R5k&P*;J5k#P;IR# k&P+;J# k"P*’5#% 方
差分析见表 *& 由表可知% 回归方程模型的 +O
&P&&& "% 高度显著( I# 为 &P+I; ’% 与实验拟合较
好% 符合度达 +IP;’!% 可靠性高% 线性关系显
著( I#.Z>值为 &P+(& I% 能够解释 +(P&I!响应值的
变化% 进一步证明其可靠性& 另外% 功率和时间对
多糖得率影响较大% 尤其以功率最为显著% 影响程
度依次为功率n时间n液料比&
#P#!响应面曲线图!由图 " 可知% 功率较低时%
得率随时间和液料比的增加而提高% 但功率较大时
反而降低% 即与功率和液料比有关% 而且稳定点都
落在范围内% 表明两者的交互作用对得率也有影
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响& 液料比较低时% 得率随时间的增加而提高& 时
间较长时% 得率随液料比的增加而呈降低趋势& 经
软件分析预测% 该模型得率为 "(P(*!% 最优提取
条件为超声功率 I%’P%& J% 时间"&P&& -/A% 液料
比 ""P## o"& 结合实际操作% 将其修正为超声功
率 I%& J% 时间 "& -/A% 液料比"" o"& 为验证结
果的可靠性% 按上述条件设计 * 次平行验证实验%
测得桑蚕蛹多糖平均得率为 "(P#;!% 与预测值接
近% 说明该模型准确可靠&

表 KI方差分析
/01NKI9+0263#3"%Q0O#0+’&

来源 平方和 自由度 均方 H值 +值 显著性

模型 "#*P’" + "*PI" *(P#( O&P&&& " !!
G ’"P’" " ’"P’" "&%P’’ O&P&&& " !!
D ";P&% " ";P&% ’%P’* &P&&& * !!
F %P"% " %P"% "(P;’ &P&&( * !!
GD "P"% " "P"% #P+I &P"#; ’ #
GF (P%’ " (P%’ "’P(& &P&&% % !!
DF &P(+ " &P(+ "P(& &P#(+ % #

G# *’PI; " *’PI; ;+P’# O&P&&& " !!

D# ’P&’ " ’P&’ "&P*; &P&"’ % !

F# IP(( " IP(( "+P’" &P&&* " !!

残差 #PI# I &P*+ # ― #

失拟项 #P&’ * &P%; ’P&& &P"&I & #

纯误差 &P%; ’ &P"I ― ― #

总和 "#%P"* "% ― ― ― #
I# h+IP;’!%I#.Z>h+(P&I!

!!注!!+O&P&(%!!+O&P&"

#P*!桑蚕蛹多糖的纯化!经过石油醚脱脂’ 水提醇
沉’ U4B.8法除蛋白’ 活性炭脱色后% 得到浅黄色的
桑蚕蛹粗多糖% 其含有量为 ;#P*’!% 脱色率为
%&P+&!% 保留率为 ’+P%;!& 粗多糖经截留分子量
( &&& "的透析袋透析% 经 Y,G,)(# 树脂纯化& 由
图 #可知% 多糖HUH"的峰值最高% 而且峰形对称&
#P’!桑蚕蛹多糖 HUH" 的纯化及鉴定!U4C1.Z4_
M)"(& 树脂柱层析的紫外图谱 "图 *$ 显示为单一
的洗脱峰% 洗脱曲线峰形对称% 表明多糖纯度较
高% 分子量分布较均一& 该多糖在纸层析上显示为
单一斑点% 说明为单一组分& 在 #%& A-和 #;& A-
波长处没有吸收峰% 表明不含核酸和蛋白质&
#P(!桑蚕蛹多糖 HUH" 的组分分析!桑蚕蛹多糖
HUH" 经硫酸酸解及硅烷化衍生后% 再经气相色谱)
质谱 "MF)EU$ 检测% 供试品各峰保留时间与
NSU<谱库对照结果见表 ’’ 图 ’& 由表可知% HUH"
中有 ’ 种单糖% 匹配度均在 ;(!以上% 以葡萄糖
为主% 其比例为 +(P+’ o"P(+ o"P(+ o&P;;&

图 HI响应面曲线图
P#,NHI;&37"+3&3.O%0’&’.OQ&3

图 JIA$9$8]J 树脂柱纯化多糖
P#,NJ I U.O#%#’0(#"+ "%7"2630’’*0O#!&316 A$9$8]J

O&3#+’"2.4+

图 KIX8H]R 葡聚糖凝胶柱纯化多糖U)UH
P#,NKIU.O#%#’0(#"+"%7"2630’’*0O#!&U)UH 16 )&7*08

!&- X8H]R ’"2.4+

I(#"
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表 TI组分分析结果
/01NTI;&3.2(3"%’"47"+&+(0+0263#3

序号 保留时间Q-/A 相对含有量Q! 单糖名称

" ""P;&; &P(’ C)山梨糖

# ""P+’* "P&( O)山梨糖

* "#P&(# &P;; O)甘露糖

’ "#P(#+ "P(+ 半乳糖

( "*P’’I ’*P"’ O)葡萄糖

% "(P*(" (#P;& C)葡萄糖

#P%!红外光谱解析!由图 ( 可知% * %&& e* #&&
9-k"处有一个较宽的吸收峰% 为氢键中])L键的伸
缩振动峰( # +#%P&" 9-k" 为F)L键的伸缩振动峰(
" ’"+P%" 9-k"为F)L键的变角振动吸收峰% 由此可
判 断 HUH" 为 多 糖)#%)#I* & " %(*P&& 9-k" 为
])L键的弯曲振动峰( " *;’P;+ e" ’"+P%" 9-k"为

F)L 键 的 弯 曲 振 动 峰( " &#%P"*’ " &;&P"’’
" "("P(& 9-k"为F)]键的伸缩振动峰( " &#%P"*’
" &;&P"’ 9-k" 为 吡 喃 糖 环 的 特 征 吸 收 峰(
;%+P+& 9-k"为 !)O)甘露吡喃糖苷 "FkL键的振
动峰)#;)#+* &
KI讨论

本实验通过响应面法优化桑蚕蛹多糖的超声提
取工艺% 发现最优条件为超声功率 I%& J% 时间
"& -/A% 液料比 "" o"% 平均收率为 "(P#;!& 采用
硫酸酸解’ 硅烷化法对 HUH" 进行衍生% MF)EU 显
示其单糖组分为葡萄糖’ 山梨糖’ 半乳糖和甘露
糖% 比例 +(P+’ o"P(+ o"P(+ o&P;;& 今后% 还将
采用高碘酸氧化’ U-/61降解’ 甲基化反应’ 质谱’
核磁共振等方法对其结构进行深入研究&

"$C)山梨糖!#$O)山梨糖!*$O)甘露糖!’$半乳糖!($O)葡萄糖!%$C)葡萄糖
"$C&(/:N/(1!#$O&(/:N/(1!*$O&%>44/(1!’$8.0.96:54!($O&6"7’/(1!%$C&6"7’/(1

图 TIX<8>)总离子流图
P#,NTIX<8>)("(02#"+’.OO&+(’*O"40(",O04

图 ]I红外光谱图
P#,N]I=+%O0O&!37&’(O.4
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