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摘 要：以柞蚕蚕沙为原料采用加热回流法提取总多糖，考察提取过程中溶液 pH值、提取温度、提取时间和料液比对总

多糖得率的影响。在单因素试验的基础上，通过正交试验确定最佳提取参数。以 1，1-二苯基-2-三硝基苯肼 (DPPH)法
和 2，2′-联氮-二 (3-乙基-苯并噻唑-6-磺酸)二铵盐 (ABTS)法测定所得总多糖的体外抗氧化能力。结果表明，最优提取

工艺为提取温度 100 ℃，料液比 1∶40，提取时间 5 h，溶液 pH值 9.0。在该条件下，总多糖得率 12.98%。所得柞蚕蚕沙总多糖具

有良好的抗氧化活性，对DPPH自由基清除率和ABTS自由基清除率的半数效应剂量(EC50)分别为 0.099 8、0.003 6 mg/mL。优

化后的提取工艺稳定可靠，所得柞蚕蚕沙总多糖具有良好的体外抗氧化活性。
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Abstract: To extract total polysaccharides from tussah silkworm excrement, using heat reflux extraction, the ef‐

fects of solution pH, extraction temperature, extraction time, and solid-liquid ratio on the total polysaccharide

yield were investigated. Based on the results of single-factor experiments, the optimal extraction parameters were

determined by orthogonal experiments. The in vitro antioxidant capacity of the obtained total polysaccharides was

measured by the 1, 1-diphenyl-2-picrylhydrazyl(DPPH) method and 2, 2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sul‐

fonic acid) diammonium salt(ABTS) method. The optimal extraction conditions were as follows: extraction tem‐

perature of 100 ℃, solid-liquid ratio of 1:40, extraction time of 5 h, and solution pH of 9.0. Under these condi‐

tions, the total polysaccharide yield was 12.98%. The obtained total polysaccharides from tussah silkworm excre‐

ment had good antioxidant activity, and the half-maximal effective concentration(EC50) for DPPH radical scaveng‐

ing and ABTS radical scavenging were 0.099 8 mg/mL and 0.003 6 mg/mL, respectively. The optimized extrac‐

tion conditions were stable and reliable, and the total polysaccharides obtained from tussah silkworm excrement

exhibited good in vitro antioxidant activity.
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柞蚕 (Antheraea pernyi)是大蚕蛾科柞蚕属泌

丝昆虫，柞蚕产业在茧丝生产领域占据重要地

位，是农民致富、乡村振兴的特色产业。其副产

物蚕沙年产量超 10万 t，但受野外放养模式限制，
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导致柞蚕蚕沙的收集和利用长期处于滞后状态。

大量富含生物活性成分的柞蚕蚕沙被直接废弃填

埋或仅作简单堆肥处理，利用率不足 5%，造成生

物 质 资 源 的 严 重 浪 费 。 反 观 家 蚕 (Bombyx
mori Linnaeus)的蚕沙不仅是传统中药材，还在医

药 [1-2]、农业 [3-4]、工业 [5-6]多领域实现了系统化开发

与应用。天然多糖是生物体内关键的功能分

子 [7]，广泛分布于动物、植物、微生物体内，具有降

血糖 [8-9]、免疫调节 [10-11]、抗氧化 [12-13]等多种生理功
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能。柞蚕蚕沙作为天然多糖潜在的优质来源，其

多糖类成分的提取工艺及抗氧化活性尚未得到系

统性探究。基于此，本研究以柞蚕蚕沙为原料，

通过正交试验优化总多糖的提取工艺，并考察提

取物的体外抗氧化活性，旨在挖掘柞蚕蚕沙的潜

在功能和价值，为其从废弃物向高附加值资源转

化提供技术支撑，构建以科技赋能为核心的价值

实现路径 [14]，推动柞蚕产业副产物综合利用的创

新发展。

1 材料与方法

1.1 试验材料

五龄柞蚕蚕沙，由吉林省蚕业科学研究院提供。

1.2 试验方法

1.2.1 柞蚕蚕沙总多糖的提取工艺流程

柞蚕蚕沙→预处理 (粉碎、过筛)→提取→离

心过滤→浓缩→醇沉→离心沉淀→干燥→总多糖

测定。

1.2.2 标准曲线绘制

采用苯酚-硫酸法测定总多糖含量 [15]。精确

称量 50.0 mg的 D-无水葡萄糖，用蒸馏水溶解并

定容至 50 mL，得到 1 mg/mL的葡萄糖标准溶液用

蒸馏水将其稀释成浓度分别为 0.2、0.4、0.6、0.8、
1.0 mg/mL的葡萄糖标准溶液。分别吸取 1 mL葡萄

糖系列标准溶液于 15 mL离心管中，依次加入 5%苯

酚溶液 1 mL后，迅速加入 7 mL的浓硫酸并摇匀，将

离心管置于 80 ℃水浴锅中反应 20 min，取出冷却

后 ，利 用 BioTek多 功 能 酶 标 仪 [ 型 号 ：Syn⁃
ergy H1SYNERGY H1，安捷伦科技 (中国)有限公

司]于 490 nm光波下分别测定吸光度值并绘制标

准曲线。

1.2.3 总多糖得率的计算

称取干燥后的柞蚕蚕沙总多糖样品，用蒸馏

水配制成 0.5 mg/mL的溶液，按照 1.2.2步骤测定

溶液吸光度，代入标准曲线计算出样品溶液的总

多糖浓度 C，并根据公式(1)计算总多糖得率。

柞蚕蚕沙总多糖得率(Y)=C × Vm × 100%… (1)
式中：C—多糖质量浓度 (mg/mL)；m—样品质

量(mg)；V—待测样品的溶液总体积(mL)。
1.2.4 单因素试验

1.2.4.1 提取温度对总多糖得率的影响

准确称取蚕沙 1.00 g，加入蒸馏水 20 mL，用
酸度计 (型号：phs-25，上海伟业仪器厂)调节溶液

pH值至 5.0，再用蒸馏水定容至 30 mL，此时料液

比为 1∶30。分别在 60、70、80、90、100 ℃下水浴提

取 4 h后测定总多糖得率。考察提取温度对柞蚕

蚕沙总多糖得率的影响。

1.2.4.2 溶液 pH值对总多糖得率的影响

准确称取蚕沙 1.00 g，按照料液比 1∶30加入

蒸馏水，调节溶液 pH 值分别为 1.0、3.0、5.0、7.0、
9.0，在 90 ℃水浴下，提取 4 h后测定总多糖得率。

考察溶液 pH值对柞蚕蚕沙总多糖得率的影响。

1.2.4.3 提取时间对总多糖得率的影响

准确称取蚕沙 1.00 g，按照料液比 1∶30加入蒸

馏水并调节溶液 pH值至 7.0，在 90 ℃水浴下，时

间分别为 1、2、3、4、5 h进行提取，测定总多糖得

率。考察溶液提取时间对柞蚕蚕沙总多糖得率的

影响。

1.2.4.4 料液比对总多糖得率的影响

准确称取蚕沙 1.00 g，分别按照料液比 1∶10、
1∶20、1∶30、1∶40、1∶50加入蒸馏水并调节溶液

pH值至 7.0，在 90 ℃水浴下，提取 4 h后测定总

多糖得率。考察料液比对柞蚕蚕沙总多糖得率

的影响。

1.2.5 正交试验设计

在单因素试验的基础上，以总多糖得率 (Y)为
评价指标，选取提取温度 (A)、料液比 (B)提取时间

(C)和溶液 pH值(D)4个因素为自变量，每个因素选

取 3个水平进行正交试验优化设计(表 1)。
1.2.6 验证试验

根据正交试验总多糖得率的极差分析结果得

表 1 正交试验设计表

Table 1 Three-factor three-level orthogonal table

水平

Standard
1
2
3

温度(A)/℃
Temperature

80
90
100

料液比(B)
Solid-liquid ratio

1∶30
1∶40
1∶50

提取时间(C)/h
Extraction time

3
4
5

pH值(D)
pH
5.0
7.0
9.0
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到柞蚕蚕沙总多糖最优提取工艺组合。按照此最

优组合条件的提取温度、料液比、提取时间和溶

液 pH值进行 3次平行试验，并计算 3次试验的总

多糖得率均值及相对标准偏差(RSD)，验证该工艺

的可行性和合理性。

1.2.7 柞蚕蚕沙总多糖抗氧化能力的测定

取柞蚕蚕沙 20 g，按照正交试验优化后的提

取条件提取蚕沙总多糖，测定其 1，1-二苯基-2-
三硝基苯肼 (DPPH)自由基清除能力、2，2′-联氮-
二 (3-乙基-苯并噻唑-6-磺酸)二铵盐 (ABTS)自由

基清除能力和总还原能力 [16]。

1.2.7.1 DPPH自由基清除能力测定

将柞蚕蚕沙总多糖用蒸馏水稀释成 0.01、0.02、
0.10、0.20、0.50 mg/mL共 5个浓度梯度备用。在 96
孔板中加样，待测样品组每孔加入 0.25 mmol/L的
DPPH工作液 100 μL，待测样品 100 μL；空白对照组

每孔加入 75%乙醇 100 μL，待测样品 100 μL；阴性

对照组每孔加入DPPH工作液 100 μL，纯水 100 μL；
室温避光反应 30 min，用酶标仪在 510 nm光波下

分别测定吸光度，并按照公式：DPPH清除率=[(阴
性对照-待测样品+空白对照)/阴性对照]×100%，
计算出不同浓度样品 DPPH的清除率 [17]。以质量

浓度为横坐标，清除率为纵坐标绘制曲线，计算

出待测样品的半数效应剂量(EC50)。
1.2.7.2 ABTS自由基清除能力测定

将柞蚕蚕沙总多糖用蒸馏水稀释成 0.003、
0.006、0.010、0.012、0.020 mg/mL共 5个浓度梯度

备用。精密称量 66.228 4 mg过硫酸钾，用蒸馏水

配制成浓度为 2.45 mmol/mL的溶液，再精密称量

384.076 mg的 ABTS粉末溶于 100 mL过硫酸钾溶

液中，得到 7 mmol/mL的 ABTS储备液。将 ABTS
储备液用蒸馏水稀释约 100倍，使溶液在酶标仪

730 nm 光波下的吸光度值达到 0.70±0.02，得到

ABTS工作液。在 96孔板中加样。待测样品组每孔

加入 190 μL的 ABTS工作液，待测样品 10 μL；空
白对照组每孔加入 190 μL纯水，待测样品 10 μL；
阴性对照组每孔加入 190 μL ABTS工作液，纯水

10 μL；避光反应 6 min，在 730 nm光波下测定吸

光值。

按照公式：ABTS自由基清除率=[(阴性对照-
待测样品+空白对照)/阴性对照]×100%，计算不同

浓度样品的 ABTS自由基的清除率。以质量浓度

为横坐标，清除率为纵坐标绘制曲线，计算出待

测样品的 EC50。
1.2.7.3 柞蚕蚕沙总多糖总还原能力的测定

将柞蚕蚕沙总多糖用蒸馏水配制成 0、0.5、
1.0、2.0、3.0、4.0、5.0 mg/mL共 7个质量浓度梯度

备用。在 0.5 mL不同质量浓度的样品溶液中加入

pH值 6.6的 0.2 mol/L磷酸盐缓冲溶液 2.5 mL，再
加入 1%铁氰化钾溶液 2.5 mL后摇匀，于 50 ℃水浴

中反应20 min。再加入10%三氯乙酸溶液2.5 mL后
室温静置 20 min。取反应液 2.5 mL，加入 2.5 mL
蒸馏水和 0.5 mL的 0.1% 氯化铁溶液，混合均匀

10 min后，于 700 nm光波下测定吸光值 [18]，吸光值

越大则还原能力越强。

2 结果与分析

2.1 标准曲线绘制

以葡萄糖质量浓度为横坐标，吸光度值为纵

坐标，得到葡萄糖标准曲线如图 1所示。其中：y=
3.726 6x+0.038，R2=0.998 5。

2.2 单因素试验

2.2.1 提取温度对柞蚕蚕沙总多糖得率的影响

由图 2可知，随着提取温度增加，总多糖得率

呈先升高后下降的趋势，当提取温度为 90 ℃时，

总多糖得率最高，达到 10.05%，因此选择 90 ℃为

最佳提取温度。

2.2.2 溶液 pH 值对柞蚕蚕沙总多糖得率的影响

由图 3可知，随着溶液 pH值的升高，总多糖得

率呈先升高后下降的趋势，当 pH值为 7.0时，总多

糖得率最高，达到 9.52%，因此 pH值 7.0为最佳。

2.2.3 提取时间对柞蚕蚕沙总多糖得率的影响

由图 4可知，随着提取时间的延长，总多糖得

率呈先升高后下降的趋势，当提取时间为 4 h时，

总多糖得率最高，达到 10.05%，因此选择 4 h为最

佳提取时间。

2.2.4 料液比对柞蚕蚕沙总多糖得率的影响

由图 5可知，料液比从 1∶10逐渐增加到 1∶50
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Fig. 2 Effect of extraction temperature on the yield of to⁃
tal polysaccharides from Chinese oak silkworm excre⁃
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图 3 溶液 pH值对柞蚕蚕沙总多糖得率的影响

Fig. 3 Effect of solution pH value on the yield of total
polysaccharides from Chinese oak silkworm excrement
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Fig. 4 Effect of extraction time on the yield of total poly⁃
saccharides from Chinese oak silkworm excrement
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Fig. 5 Effect of material-liquid ratio on the yield of total
polysaccharides from Chinese oak silkworm excrement

表 2 正交试验结果表

Table 2 Orthogonal Test result

编号

No.
1
2
3
4
5
6
7

温度(A)
Temperature

1
1
1
2
2
2
3

料液比(B)
Solid-liquid ratio

1
2
3
1
2
3
1

时间(C)
Extraction time

1
2
3
2
3
1
3

pH值(D)
pH
1
2
3
3
1
2
2

总多糖得率/%
Total polysaccharide yield

3.85
8.64
10.39
6.80
9.23
6.93
7.94

的过程中，总多糖得率呈先升高后下降的趋势，

当料液比为 1∶40 时，总多糖得率最高，达到

8.31%，因此选择 1∶40为最佳提取料液比。

2.3 正交试验

由表 2可知，各因素对柞蚕蚕沙总多糖得率

的影响大小次序为 B>D>A>C，即料液比对总多糖

得率的影响最大，然后依次是 pH值、提取温度和

提取时间，根据极差分析结果可知，柞蚕蚕沙总

多糖最优提取工艺为 A3B2C3D3，而正交试验表中

总多糖得率最大的组合为A3B2C1D3。



5期 张春杨等：柞蚕蚕沙总多糖的提取工艺及体外抗氧化活性研究 119

2.4 验证试验

按照 A3B2C3D3条件做验证试验并计算 3次平

行试验结果的标准偏差(RSD)。结果表明，在提取

温度 100 ℃，料液比 1∶40，提取时间 5 h，溶液 pH
值 9.0的工艺条件下，3次结果RSD为1.50%，总多糖

得率为 12.98%(表 3)，高于正交试验中得率最高的

A3B2C1D3组合。说明利用正交试验预测的参数稳定

可靠，在实际应用中具有一定的参考价值。

2.5 柞蚕蚕沙总多糖抗氧化能力的测定

2.5.1 DPPH 自由基清除能力

柞蚕蚕沙总多糖对 DPPH自由基的清除曲线

如图 6所示，柞蚕蚕沙总多糖对 DPPH自由基的清

除能力呈现剂量效应，利用 Graphpad Pism 8.0软
件对曲线进行非线性拟合，得出柞蚕蚕沙总多糖

对DPPH自由基的 EC50为 0.099 8 mg/mL。
2.5.2 ABTS 自由基清除能力

柞蚕蚕沙总多糖对 ABTS自由基的清除曲线

如图 7所示，柞蚕蚕沙总多糖对 ABTS自由基的清

除率呈现剂量效应，对清除率曲线进行非线性拟

合，得出柞蚕蚕沙总多糖对 ABTS自由基的 EC50为

0.003 6 mg/mL。
2.6 柞蚕蚕沙总多糖总还原能力

以质量浓度为横坐标，吸光度值为纵坐标得
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Fig. 6 DPPH radical scavenging activity curve
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表 3 验证试验结果分析表 %
Table 3 Verification test result analysis table

序号

No.
1
2
3

总多糖得率

Total polysaccharide yield
13.18
12.97
12.79

均值

Mean value
12.98

标准偏差

RSD
1.50

续表 2
Table 2 Continued

编号

No.
8
9
K1
K2
K3
k1
k2
k3
R

优先级别

因素次序

温度(A)
Temperature

3
3
22.88
22.83
29.46
7.63
7.61
9.82
2.21

B>D>A>C
A3B2C3D3

料液比(B)
Solid-liquid ratio

2
3
18.59
30.53
26.18
6.20
10.18
8.73
3.98

时间(C)
Extraction time

1
2
23.44
24.30
27.56
7.81
8.10
9.19
1.37

pH值(D)
pH
3
1
21.94
23.51
29.85
7.31
7.84
9.95
2.64

总多糖得率/%
Total polysaccharide yield

12.66
8.86
-
-
-
-
-
-
-
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到柞蚕蚕沙总多糖总还原能力曲线如图 8所示，

随着样品浓度的增加，吸光度值逐渐升高，说明

柞蚕蚕沙总多糖的总还原能力与质量浓度呈正相

关，随着样品浓度的增加，柞蚕蚕沙总多糖的还

原能力逐渐增强。

3 结论与讨论

以五龄柞蚕蚕沙为原料，通过单因素试验、

正交试验优化设计，得到柞蚕蚕沙总多糖提取工艺

的最优参数。在提取温度 100 ℃，料液比 1∶40，提
取时间 5 h，溶液 pH值 9.0的工艺条件下提取柞

蚕蚕沙总多糖的得率可达 12.98%，略高于郑天瑶

等 [19]测得家蚕蚕沙中可溶性多糖的含量，是岳冬

梅等 [20]测得柞树叶中粗多糖含量的 5倍以上。栎

属植物中多糖主要由葡萄糖、木糖、阿拉伯糖、鼠

李糖、半乳糖、甘露糖等组成 [21]。柞蚕以栎属植

物的叶片为食，叶中多糖不仅有益于柞蚕的代谢

活动和抗逆能力，在经柞蚕体内富集于蚕沙后更

具有多种潜在生物活性。尽管近年有少数研究

尝试提取蚕沙的活性成分 (如黄酮类、多糖)[19，22]，
但研究局限于实验室阶段，缺乏进一步的功效探

讨与产品开发。柞蚕蚕沙总多糖展现出与桑叶

多糖 [23]相似的 DPPH自由基清除能力，对 ABTS自
由基的清除能力显著优于桑叶多糖 [24]，说明柞蚕

蚕沙总多糖具有中和自由基、减少氧化应激的潜

力。未来或可作为天然产物结合现代药理学和

制剂技术应用于抗氧化相关的退行性疾病治

疗 [25-26]等领域。对柞蚕蚕沙的资源化开发不仅能

够有效减少蚕沙自然分解过程中的碳排放，优化

柞蚕行业的碳转移路径，增加碳循环的效率，打

通柞蚕产业高质量发展的堵点卡点。还能为蚕

农创造更多收益，推动产业的绿色转型和可持续

发展。
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