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摘要    以家蚕荧光茧色判性品种为实验材料, 对蚕茧层表面和茧层抽提物的荧光光谱分析表

明, 蚕茧荧光色不论雌雄都出现黄色和蓝紫色二个荧光发射峰, 因两者相对荧光强度不同而引

起雌雄茧之间的荧光色差异. 通过对家蚕中肠组织的荧光观察和荧光显微观察, 发现蚕茧荧光

色的雌雄差异或判性是由于雌蚕中肠组织对黄色荧光色素的特异性积累而引起的. 5 龄 4 日以

后, 雌蚕食桑后经过中肠消化与吸收, 全部或大部分黄色荧光物质开始积累于中肠后部细胞内

直至变态化蛹, 所有蓝紫色荧光物质单独或与少量黄色荧光物质一起分泌进入血液, 再到达丝

腺体而使雌茧呈蓝紫或蓝白荧光色. 而雄蚕中肠组织对这二类荧光物质都不积累, 全部分泌进

入血液再到达丝腺体最后使雄蚕茧呈黄白荧光色. 应用硅胶薄层色谱和荧光光谱分析提示, 蓝
紫荧光色物质至少由 5 种蓝紫荧光色素成分组成, 而黄色荧光物质至少由 3 种黄色荧光色素成

分组成; 从雄蚕茧层中提取到的黄色荧光色素与雌蚕后部中肠积累的色素完全相同. 紫外光谱

分析和 AlCl3显色反应表明, 3 种黄色荧光色素属于黄酮类或黄酮苷类化合物, 其中一种黄色荧

光色素(Rf=0.82)为主要成分, 其荧光发射光谱最大发射峰为 533 nm, 激发光谱峰值为 377 nm. 
上述结果充分表明, 家蚕荧光判性品种的雌雄荧光茧色差异就是由雌性家蚕中肠尤其是后部中

肠对黄色荧光色素的特异性积累而引起的. 因此, 可以推测, 在荧光茧色判性的 5 龄雌蚕中肠, 
特别是后部中肠上皮圆筒形细胞中特异表达一种能与黄色荧光色素结合的蛋白. 
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家蚕(Bombyx mori)茧层在紫外线照射下呈现多

种荧光色, 通常可以分为深浅不同的黄白和蓝紫系

列两大类. 早在 20 世纪 20 年代末, 日本学者就发现

了这一现象, 通过遗传学分析[1~4], 发现茧色的荧光

与缫丝解舒有非常密切关系, 黄荧光色茧解舒好而

紫荧光色茧解舒差, 并认为茧荧光色是可以遗传的, 
品种之间有差异. 因此, 人们想通过育种方法获得黄

荧光色茧的新蚕品种, 以此来提高蚕茧的解舒特性.  
另一方面, 人们早就知道雌雄蚕茧茧丝质和力

学性能存在明显差异, 雄蚕茧丝纤度细, 经济性状好, 

其缫制的生丝高于雌蚕茧 1~2 个等级, 可以显著地提

高蚕业经济效益和开发蚕丝织物的新产品. 现行蚕

茧在烘茧、煮茧、缫丝时都是雌雄混合加工, 只能缫

制雌雄复合丝, 很难批量生产出 6A 级高品位生丝. 
所以, 人们想方设法生产单一雄蚕茧, 如通过培育家

蚕限性品种、性连锁平衡致死系统以及利用温敏致死

性状等多种技术或方法饲养单一雄蚕, 但因种种原

因这些技术大多在生产上还没有得到广泛的推广与

应用[5].  
20 世纪 70 年代起, 国内学者就开始将家蚕茧 
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荧光色与性别联系在一起加以研究. 唐维六等人[6]曾

从中国系统品种东 34 中分离出荧光茧色判性品种. 
刘敬全等人[7]运用系统分离和杂交育种等手段也育

成一对在紫外光下雌茧呈白色而雄茧呈黄色荧光的

判性蚕品种——荧光×春玉. 虞晓华等人[8]通过改良

现行品种育成了荧光色茧判性新品种——荧苏、荧晓

以及苏·雄×荧晓等, 它们在紫外光照射下雄茧和雌茧

分别呈黄白和蓝紫系列荧光色. 这些品种不仅保持

现行蚕品种的优良经济性能, 雌雄蚕茧荧光判性率

达到 99.98%, 完全可以雌、雄蚕茧分开缫丝, 生产出

6A 级高品质雄蚕丝, 而且雌蚕茧生丝品质也同时提

高. 这项技术具有广阔的国内外市场、巨大的经济效

益和社会效益[9~11]. 该技术 2006 年已获得国家发明

专利授权 [12], 同时获得农业部(2006GB2C100092)和
江苏省重大成果转化基金资助(BA2006057), 现正在

江苏省盐城市和南通市两个主要蚕业生产区推广应用.  
对家蚕茧荧光色差异及其判性机理的探讨非常

必要, 这关系到今后荧光茧色判性新品种的深入研

究与开发的进程与方向. 尽管这方面的报道较多, 但
大多数集中在调查、观察和比较血液、丝腺体和茧层

中荧光物质种类和荧光色的异同. 有研究表明, 家蚕

3, 4 龄盛食期后蚕血液才出现黄荧光色, 到 5 龄第 4
日后绢丝腺才出现黄荧光色 [13,14]. 大都认为家蚕茧

的荧光色素来源于家蚕血液, 并与血液荧光色保持一

致. 但也发现血液为黄荧光色, 而蚕茧却为紫荧光色
[15]. 雌雄茧荧光色的不同是由于雌雄熟蚕血液的荧

光色不同造成的, 绢丝腺对荧光色素没有选择吸收

功  能[16]. 蚕老熟之前血液的荧光色变化较少, 且雌

雄血液的荧光色差异也不显著, 随蚕的老熟, 荧光判

性蚕雌雄间荧光色素出现显著差异[17]. 造成上述结

果有多方面的原因, 其中主要是由实验用蚕品种不

同、血液取样时间不同以及对黄荧光色和紫荧光色本

质的认识差异等因素引起的.   
像上述血液、丝腺与蚕茧荧光色的关系一样, 有

关荧光色素种类与特性方面的研究结果也因所用蚕

品种不同或研究方法不同而有明显差异. 纸层析得

出竹色茧 “正白× B8 斑油”茧层有 7 种色素, 绿茧“大
造”茧层荧光色素有 9 种[18], 其中 5 种为黄酮类色素, 
4 种为黄酮类色素类似物[19]. 而应用薄层色谱结合紫

外扫描、高效液相色谱和纸层析的结果表明, 家蚕茧

层中含有多种荧光色素, 雌雄间其色素种类大致相

同, 因相对含量不同而引起荧光茧色的差异[20]. 多数

研究[21~23]表明, 黄色荧光色素极性大、亲水性强, 而
蓝紫色荧光色素相对极性低, 这大概就是黄荧光茧

层的解舒优于紫荧光茧的原因. 有研究[24, 25]认为, 茧
层提出物的紫外吸收峰基本相同 (λmax=270 nm, 
λmax=240 nm), 是黄酮类色素和黄酮类色素类似物 . 
质谱分析推定荧光色素为分子量为 340 的黄酮醇类

化合物, 各色素分子结构极相似.  
到目前为止, 荧光判性雌雄蚕茧为什么会呈现

不同的荧光色及荧光色素究竟有哪几类、哪几种仍不

清楚. 本文通过对家蚕茧层表面直接荧光光谱分析、

家蚕组织荧光显微观察以及中肠组织、茧层和茧层抽

提物的薄层色谱、荧光光谱和紫外光谱分析, 探讨蚕

茧荧光茧色判性蚕品种雌雄间不同荧光色的成因 , 
为今后更多种荧光茧色判性新品种的研究与开发 , 
以及荧光色素的基因调控等提供重要的科学依据.  

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

家蚕荧光判性品种为荧苏×荧晓[26], 2006 年 6 月

饲养. 荧苏是中国系统二化性四眠荧光茧色判性蚕

品种 , 其雄茧为黄荧光 , 雌茧为紫荧光 , 判性达

100%. 荧晓为日本系统二化性四眠荧光茧色判性蚕

品种, 茧同样具有荧光判性, 雄茧为黄荧光, 雌茧为

紫荧光, 判性 99.8%[27]. 荧苏×荧晓雌茧在紫外光照

射下发射蓝紫色或蓝白色荧光, 雄茧发黄色或黄白

色荧光.  

1.2  荧光物抽提 

取一定量的剪碎的茧壳或茧衣、中肠组织或者是

从一维或二维硅胶板上用刀刮下的层析斑, 分别浸

入 100%甲醇溶液中在 50℃振摇抽提 1~2 天, 用离心

或过滤方法取出上清液, 在旋转浓缩蒸发仪上浓缩, 
最后将制备好的荧光物质抽提液置于 4℃备用.  

1.3  二维薄层色谱 

硅胶薄层层析一维展开液按石油醚︰乙酸乙酯︰
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三氯甲烷＝8︰3︰2 比例配制, 薄层层析用硅胶板由

烟台化学工业研究所生产 , 规格为 HSGF254(200× 
100 mm). 而二维展开液按正丁醇︰冰醋酸︰水=4︰
1∶2 比例配制, 置于分液漏斗中充分混合平衡后, 取
上层液备用; 将试样约 10 μL 点滴于薄层硅胶板上, 
在室温条件下一维展开后风干, 再进行二维展开, 在
365 nm 紫外线下确认一维或二维展开的色斑位置, 
计算 Rf 值.  

1.4  荧光光谱和紫外光谱分析 

茧层表面或冻干的中肠组织表面进行直接荧光

光谱分析时, 应先将其剪成 1.5 cm×1.5 cm 左右茧片

或适当大小的中肠肠壁, 弧形面以 45°朝光源入射方

向和反射方向的荧光分光光度计(日立 F-4500 型)样
品架内, 测定各茧壳或中肠组织表面的直接荧光光

谱. 在各种样品抽提液的荧光激发光谱和荧光发射

光谱分析时, 先将提取液滴于滤纸上置于 50℃烘干, 
再测定滤纸吸附物的荧光光谱, 而茧壳外表面或中

肠组织表面置于比色架内直接测定荧光光谱. 通常

情况下荧光光谱分析的条件(除特别说明外)如下: 激
发波长 360 nm, 发射波长 530 nm(用于黄色荧光物质)
或 430 nm(用于蓝紫色荧光物质); 电压: 950 V, 激发

狭缝: 2.5 nm, 发射狭缝: 1.0 nm.  
各种样品抽提液的紫外光谱分析在日立 U-3000

型紫外-可见分光光度计上进行, 其空白对照液为其

抽提的溶剂.  

1.5  三氯化铝显色反应 

用 95%乙醇溶液配制 2% AlCl3 溶液, 并喷雾于

硅胶层析色斑上, 用电吹风吹干后, 紫外线下观察其

显色反应情况.  

2  结果与分析 

2.1  荧光判性蚕茧的荧光色 

荧光判性蚕茧在日光下与普通蚕茧相同, 都呈

白色(图 1(A)), 但在黑暗环境中经紫外光线照射, 雌
性蚕茧呈蓝色荧光(图 1(B)左图), 而雄性呈黄白色荧

光(图 1 (B)右图). 普通蚕茧在紫外光下也会呈现不同

的荧光茧色, 但没有判性特征. 应用荧光倒置显微镜

(Nikon TE2000U)观察茧壳表面, 发现雌蚕茧表面纤

维呈深蓝紫色(图 1(C)左图), 而雄茧表面呈黄白色, 
但其纤维几乎都呈蓝紫色, 原因是丝纤维表面的丝

胶蛋白本身在紫外光下呈较弱的蓝色荧光(图 1(C)右
图). 从雌、雄蚕茧的荧光判性分析, 培育的荧光判性

新品种应该是荧光色越深、雌雄荧光色差异越大越易

分辨, 但其还涉及到蚕茧经济性状及缫丝解舒特性

等, 并不是判性蚕茧的荧光色越深越好. 本实验使用

的荧苏×荧晓品种其经济性状与现行品种相似, 现正

在较大范围内推广应用.  

2.2  茧壳及其抽提物的荧光光谱分析 

为了调查荧光判性蚕茧雌雄间荧光色的荧光光

谱差异, 对茧壳外表面进行直接荧光光谱分析. 从图

2 中可以观察到雄茧壳的荧光发射光谱都出现两个发

射谱带. 第 1 个较强的荧光发射带在 400~500 nm 范

围内(或称紫色荧光谱带), 其峰值(λ1max)约在 440 nm, 
峰不尖锐. 而第 2 个相对较小的发射谱带在 500~600 
nm 范围内(或称黄色荧光带), 其发射峰值(λ2max)在
542 nm, 峰较尖锐 .  后者与前者发射峰值强度比

(λ2max/λ1max)为 0.4(红直线); 当这些雄茧壳置于 50℃
甲醇反复抽提, 获得的抽提液经旋转浓缩仪浓缩后滴

于定性滤纸上, 风干后在同样条件下测定其荧光发射

光谱, 结果如图 2 中红虚线所示. 可以发现其二条紫

色和黄色的荧光谱带及其相对强度与茧层直接荧光

光谱非常相似, 两个峰值处计算其λ2max/λ1max 比值仍

为 0.4, 表明应用茧层直接荧光光谱分析与甲醇抽提

物的结果不仅基本一致, 且前者荧光强度明显强于

后者. 由以上结果可见, 雄蚕茧呈现黄白荧光色主要

是由λ2max 荧光发射带的相对强度决定的. 图 2 中, 蓝
色直线雌蚕茧层表面的直接荧光发射光谱与雄蚕茧

也相似, 但紫色和黄色两条谱带的相对强度不同, 紫
色谱带的峰值与黄色谱带的峰值λ2max/λ1max比值更小, 
为 0.24; 用雌蚕茧层经甲醇抽提后获得的荧光发射光

谱(蓝色虚线)的二谱带峰值也是如此, 说明雌蚕茧在

紫外光下呈现的蓝紫色荧光是由于黄色荧光谱带很

弱, 而紫色荧光谱带很强所致. 雄蚕茧在紫外光下呈

现的黄白色荧光, 主要是由于黄色荧光谱带强度增

强而引起. 所以, 无论是蚕茧的直接荧光光谱分析, 
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图 1 日光(A)和紫外光(B)照射下以及荧光倒置显微镜下(C)
家蚕雌雄茧的荧光色观察 

实验品种: 荧苏×荧晓; 左边为雌性蚕茧; 右边为雄性蚕茧.  
在 Nikon TE2000 显微镜下观察 40× (UV) 

 
还是甲醇抽提物的荧光光谱分析, 上述结果都表明

蚕茧中黄色荧光发射谱带的强度决定了雌雄蚕茧之

间荧光色差异程度. 同时, 也证明用茧壳进行直接荧

光光谱分析是完全可以反应蚕茧层内荧光物质真实

的荧光光谱信息的. 特别是通过两条发射谱带峰的

比值, 就可以了解蚕茧荧光色及其差异. 这为今后荧

光判性蚕茧新品种的研发及其荧光分析、分类等研究

提供了一个快速、简便且较准确的方法.  

2.3  家蚕、蚕茧、器官及组织的荧光显微观察 

为调查荧光物质在雌雄蚕体内的分布, 首先对 5 

 
 

图 2  荧光判性蚕茧壳及其抽提物荧光发射光谱 
蓝线和红线分别表示雌蚕和雄蚕茧壳及其甲醇抽提物; 直线和虚

线分别表示蚕茧壳外表面和茧壳甲醇抽提物的荧光光谱 ; 
荧光激发波长 360 nm 

 

龄熟前 1 天家蚕丝腺体、中肠组织进行了荧光观察,
结果发现在 365 nm 紫外光照射下, 雌蚕中肠组织发

出很强的黄色荧光, 而且均是在中肠后部组织, 而其

丝腺体则出现蓝紫荧光色, 与雌蚕茧的蓝紫色荧光

相同(图 3(A)). 而那些雄蚕中肠组织就不存在黄色荧

光物质, 其熟蚕丝腺体呈黄白色荧光, 基本与其蚕茧

表面的荧光色相似(图 3(B)), 这充分说明雄蚕中肠组

织不积累任何黄色荧光物质. 图 3(C)中可以清晰地

判断黄色荧光物质几乎全部积累于雌蚕中肠后部、约

占中肠组织约 2/5. 为此, 利用荧光倒置显微镜对中

肠组织作了进一步荧光显微观察(图 4). 图 4(A)是将

后部中肠壁放大 40 倍的荧光显微照片. 从中可以非

常清晰地观察到, 中肠两旁的圆筒形细胞内充满黄

白荧光物质. 在普通日光(图 4(B))和紫外光(图 4(C))
照射下, 可以清楚地观察到中肠后部靠近中部的交

接处黄色荧光物质的积累情况.  
这一发现可以完全解释家蚕荧光判性品种荧光
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色的雌雄之间差异. 荧光判性的雄蚕中肠对蓝紫色

和黄色荧光物质都不积累, 全部分泌进入血液而到

达丝腺体使蚕茧呈现这二类荧光物质的混合色——

黄白色荧光茧系列, 其荧光色的深浅由这两类色素

的含量与相对比例决定; 而雌蚕中肠将黄色荧光物

质全部积累于后部中肠组织, 仅蓝紫色荧光物质分

泌进入血液而到达丝腺体, 使雌蚕茧呈现蓝紫色荧

光. 前面已提到, 在雌蚕茧层直接荧光光谱分析或者

在其茧层抽提物中有些品种为什么会存在黄色荧光

物质呢? 这可能是由于某些雌蚕中肠组织只有将大

部分黄色荧光物质积累于后部组织, 而少量黄色荧

光物质仍然与蓝紫色荧光物质一起进入血液后到达

丝腺体, 从而使蚕茧呈浅色蓝白荧光.  

同时对现在使用的普通家蚕品种(非荧光色判性

的蚕品种)吐丝前 1 天的 5 龄熟蚕作了大量荧光观察, 
发现有些蚕品种(如 7532)5 龄蚕中肠组织也含有黄色

荧光物质, 但雌蚕和雄蚕中都有, 非雌性蚕中肠特异

积累的. 所以, 这种黄色荧光物质在雌蚕中肠组织

中的积累是人工培育后荧光判性蚕品种所特异的. 

2.4  龄蚕血液与中肠荧光色 

5 龄起蚕后, 对雌雄蚕血液和中肠组织的荧光色

变化进行逐日观察. 用解剖剪刀割破 5 龄蚕后部腹足,
将蚕血滴在冰块保温的小塑料离心管中, 再分别吸

出 10 μL 滴在定性滤纸上, 风干后在紫外光下观察. 
结果表明 5 龄 1~3 日, 不论雌雄, 其蚕血液在 365 nm 

 

 
 

图 3  紫外光照射下的家蚕丝腺体、中肠及其荧光判性蚕茧 
(A) 雌性; (B) 雄性; (C) 雌性后部中肠肠壁体视显微荧光观察(5×) 
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紫外光照射下的荧光色无明显差异, 即呈紫色, 而斑

点中央部分较深 ,  似有黄色荧光物质存在(如同图

5(A)左边荧光斑点). 到第 4 日, 雌雄蚕血液荧光色出

现明显的差异, 这种差异一直保持到吐丝前也没有

发生任何变化. 在紫外光照射下, 塑料试管中吐丝前

1 天的雌蚕血液荧光色较暗(图 5(A)左下图), 而雄蚕

血液发出很明亮的黄色荧光(图 5(A)右下图); 当将血

液滴在纸上风干后, 其斑点四周无论雌蚕还是雄蚕 
 

 
 

图 4  中肠组织荧光倒置显微观察 
(A) 紫外光照射下的雌蚕中肠后部; (B)在可见光和紫外光下的中部与后部交接处肠壁; (C)在紫外光下的中部与后部交接处肠壁  

(40×, Nikon TE2000U) 
 

 
 

图 5  5 龄逐日后部中肠及血液的荧光色 
(A) 紫外光照下 5 龄 6 日雌、雄蚕血液荧光色; (B) 血液直接硅胶层析图谱; (C) 冻干血液用甲醇抽提液硅胶层析图谱;  

(D) 紫外光下 5 龄后部中肠对黄色荧光色素逐日积累情况(a~e, 第 2~ 6 日) 
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都呈蓝紫色荧光, 但斑点中央的荧光色就呈明显差

异, 雌蚕呈深紫色荧光斑, 好像是黄色荧光物质与紫

色荧光物质的混合色; 而雄蚕血在斑点中央呈很亮

的黄荧光和很淡的蓝紫荧光的混合色. 这一结果与

于振诚等人[20]观察到的结果基本一致. 充分说明雌

雄蚕血液的荧光色差异是从家蚕 5 龄盛食期开始的, 
这也与以前报道的 5龄第 4日后绢丝腺才出现黄荧光

色[20,17,18]一致. 当将雌雄蚕血液各 5 μL 直接滴于硅

胶板上, 风干后用 2 号展开剂直接展开, 发现雌雄之

间荧光色差异不明显(图 5(B), 左图为雌蚕血液, 右
图为雄蚕血液). 在原位不移动的物质无论雌雄都呈

蓝紫色荧光, 而出现的黄色荧光带无论雌雄, 其Rf都
为 0.42, 其荧光强度差异不大, 没有滤纸上和试管中

的血液在紫外光下观察到的差别那么明显, 而且蓝

紫色荧光也没有展开, 这说明蚕血液中紫色荧光色

素和某些黄色荧光色素含量很低, 很难在硅胶薄层

色谱上直接分辨出来. 当将上述血液冻干后同样用

甲醇溶液反复抽提, 其血液甲醇抽提液在与图 5B 相

同条件下获得进行硅胶薄层色谱(图 5(C)), 可以观察

到 2 条较明显的黄色荧光带靠得很近, 但第 2 条带的

强度雌蚕血明显低于雄蚕血液; 而另一条黄色荧光

带移动很快, 含量又很低、在雌雄冻干的蚕血液中要

仔细观察才能发现.  
图 5(D)所示在紫外光照射下雌性 5 龄蚕第 2, 3, 4, 

5, 6 日的后部中肠组织的荧光照片. 第 2 天和第 3 天

的中肠组织观察不到任何荧光色素的积累, 而到第 4
日发现中肠组织在 365 nm 紫光照射下出现黄色荧光

(图 5(D)). 随后, 黄荧光色逐日增强, 到吐丝前(第 6
日)后部中肠黄色荧光快速积累, 发出强黄色荧光(图
5(D)). 这与前面所述的到 5龄期第 4 日绢丝腺才出现

黄荧光色的过程几乎是同步的. 对 5 龄雄蚕第 2, 3, 4, 
5, 6 日的后部中肠组织作同样处理, 也观察不到有任

何黄色荧光色素的积累情况. 这些结果充分说明, 5
龄蚕 1~3 日, 食桑量较小, 血液中紫色和黄色荧光色

素雌雄间差异很小; 当第 4 日盛食后, 雄蚕的紫色和

黄色荧光色素大量进入血液, 再到达丝腺体. 在雌蚕

体内, 全部或大部分黄色荧光色素积累于中肠尤其

是后部中肠, 仅全部紫荧光色素或其与少量黄色荧

光色素一起进入血液, 再到达丝腺体.  

2.5  中肠后部组织及其抽提物的荧光光谱 

为了确定雌雄茧层甲醇抽提物中黄色荧光物质

是否与雌蚕中肠后部积累的黄色荧光物质相同, 首
先在解剖镜上将图 3 所示的后部中肠内容物和外部

表皮、皮下脂肪等组织去除, 只剩下网状的中肠组织, 
一部分用于直接荧光光谱分析; 而另一部分中肠组

织和雄蚕茧层分别用甲醇溶液在 50℃抽提, 抽提液

浓缩后再用甲醇溶解, 最后取中肠组织和雄蚕茧层

抽提物上清液分别滴加在滤纸上, 干燥, 进行荧光光

谱分析. 将上述 3 种样品的荧光光谱进行对比分析, 
结果如图 6 所示. 雌蚕后部中肠组织直接进行测定的

荧光发射光谱与其甲醇抽提物和雄蚕茧层甲 醇抽提

物的发射光谱基本相同, 但其发射峰值向紫光方向

依次偏移大约 5 nm, 它们分别是 542 nm, 538 nm 和

533 nm, 而它们的激发光谱谱带十分相似, 其激发光

谱峰值都在 377 nm 或 378 nm 处. 这一结果也充分表

明雌蚕中肠后部特异积累的黄色荧光物质与雄蚕茧

层中存在的黄色荧光物质完全有可能是同类物质. 
 

 
 

图 6  中肠后部组织及其抽提物和 Y-3 组分的荧光光谱比较 
黑实线和黑虚线分别为后部中肠表面的荧光激发光谱与发射光谱; 
蓝实线和蓝虚线分别为后部中肠抽提物的荧光激发光谱与发射光

谱; 红实线和红黑虚线分别为雄蚕茧层抽提物 3 号 TLC 色斑的荧

光激发光谱与发射光谱; 荧光发射光谱实验条件, 激发光谱: 360 
nm; 荧光激发光谱的实验条件, 发射光谱: 542 nm, 530 nm(红虚线) 
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2.6  茧层和中肠提取物的薄层色谱 

为了查明雌雄蚕茧中荧光物质的组成、种类及其

雌雄间差异, 验证茧壳直接荧光光谱的分析结果, 利
用二维薄层层析对雌雄茧荧光物质进行分离, 图 7 所

示雌雄茧壳的甲醇抽提物, 在硅胶板上点样后使用 1
号展开剂先进行第一维薄层层析. 图 7(A)为雌茧抽

提物点样后紫外光照射下蓝紫色斑, 当一维展开后, 
可以非常清晰地观察到由 5 条色带组成. 上面 4 条呈

深浅不同蓝紫色条带, 这 4 条色带分别称之为 B2, B3, 
B4 和 B5 色带, 其 Rf值分别为 0.92, 0.69, 0.36 和 0.21, 
其中 Rf 0.69 的 B4 色斑含量较低, 而其他 3 条含量较

高; 仔细观察还发现 Rf 值为 0 的黄绿色斑在这种展

开剂中没有移动, 中心与四周有明显差异, 未移动的

蓝紫荧光色斑(称为 B1)可能与少量的黄色荧光物质 
重叠在一起, 从雄蚕茧抽提液的一维展开结果也可

以证实这一点(图 7(B)). 点样后雄蚕茧抽提物在紫外

光照射下呈黄绿色斑, 可以推测黄色荧光物质占主

导, 经过一维展开后, 4 个蓝紫色荧光斑其位置与雌

蚕完全相同, 只是某些条带含量不同而已, 未移动的

原位斑则显得更亮, 这表明黄色荧光物质在 1 号展开

剂中无法展开, 这也充分表明这种黄色荧光物质比 4
种蓝色荧光色素的极性强得多. 所以, 对 1 号色斑用

水饱和正丁醇进行二维层析, 结果提示其还能分离

成 3 个组分, 其中移动最快、含量最多的 3 号色斑(称
为Y3)Rf值为 0.82, 紫外光照射下呈很亮的黄色荧光, 
是黄色荧光物质的主要组分; 而移动速度较慢的 2 号

色斑(称为Y2, Rf值0.47)呈略带绿色的黄色荧光物质, 
其含量较低 , 是黄色荧光物质的次要成分; 移动比

Y2色斑还慢的Y1色斑, 其Rf值为 0.41, 含量也较低. 
这些条带移动和分离情况与中肠中提取到的黄色荧

光色素组经二维用的展开剂展开后的结果完全一致

(图 8). 当用 2% AlCl3(95%乙醇溶解)溶液展开后样品

板喷雾处理, 烘干后在紫外光下观察, 发现这 3 条黄

色荧光色素带全变成蓝色, 这充分说明这 3 种黄色荧

光色素是在 3, 5 邻位上有羟基的黄酮类化合物. 

 

 
 

图 7  紫外光下雌雄蚕茧层甲醇抽提物的硅胶薄层色谱图 
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图 8  后部中肠甲醇抽提物的薄层色谱 

2.7  荧光色素的荧光光谱 

为了对荧光色素的各组分进行荧光光谱分析 , 
将第一次展开的 4 个色斑(B1~B5)和第 2 次展开后的

3 个色斑(Y1, Y2 和 Y3)分别从硅胶板上刮下, 再用同

样的甲醇浸提, 其浸提液分别滴于滤纸干燥后直接

上机分析. B1, B2, B3 和 B5 组分抽提物荧光光谱分

析结果由图 9 所示. B1 属于蓝色荧光色素, 仅在

440.8 nm附近出现发射峰; 组分B2和B3紫色荧光发

射带与 B1 相似, 仅最大发射峰逐步向紫光方向移动, 
B2 和 B3 荧光发射峰分别为 420.2 和 392.6 nm, 不过

它们的激发光谱基本相同, 最大激发光谱峰都在 330 
nm 附近. B5 色斑在 400~500 nm 之间出现与前面 3 种

色素相似的蓝紫色荧光发射带, 但出现了两个发射

峰, 其位置分别与 B1 和 B2 的峰值相似, 在 420 和

440 nm 附近. 但其激发光谱与前 3 种色素明显不同, 
最大激发光谱峰出现在 383 nm, 估计在分子结构上

与前 3 种色素有较大差异. 而且, 此 B5 色素组分在

第一次展开过程中, Rf 值最大为 0.92, 几乎与展开剂

移动得一样快, 所以很有可能是二种分子类似的色素

重叠在一起. 该组分经 EMS(−)质谱分析时证实, 确实

是由分子量相差 5 的两个成分, 其分子量分别为 299.8
和 295.8(数据未显示). 实际上, 仔细观察 B1 在 420 
nm 处也出现不很明显的肩峰, 同样 EMS(−)质谱分析

表明它是两个组分的混合物, 其分子量分别为 406.3
和 422.3 的两种结构类似的色素, 后者比前者多一个

羟基(数据未显示). 那么, B3 在 420 nm 处也出现肩 
 

 
 

图 9  蚕茧层抽提物中紫蓝荧光物质(BP)主要组分的荧光光谱 
(A) 激发光谱; (B) 发射光谱 
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峰, 同样有可能是两种组分混合在一起. 在本实验中

加大了上样量而分离到 B4 的量仍很少(图 7(A)), 所
以, 对这一组分没有进行相关的荧光光谱分析. 

将二维展开的 3 种黄色荧光色素的荧光光谱进

行了分析比较, 结果表明 Y1 和 Y2 荧光光谱与 Y3(图
6 中分别用红直线和红虚线表示的荧光发射光谱和荧

光激发光谱)几乎相同, 仅不同的是 Y1 和 Y2 的荧光

发射峰朝短波长方向略有位移, 比 Y3峰值 533 nm小

2~3 nm, 分别是 528 和 530 nm. 而它们 3 者的激发光

谱几乎相同, 峰值都在 376 nm 左右. 经过 EMS(−)质
谱分析表明, Y3 色斑含有两种成分, 其分子量分别为

465.5 和 494.5, 相差 29, 可能在结构上它们很相似 
(数据未显示).  

以上结果表明, 家蚕荧光茧判性品种的蓝紫色

荧光物质至少由 5 种色素组成, 主要由 B1, B2, B3 和

B5 4 种荧光色素组成. 荧光光谱分析表明 B1, B3 和

B5 出现肩峰, 但其中 B1 和 B5 的质谱分析揭示分别

由 2 种分子量相近的色素组分组成. 所以, 家蚕荧光

茧判性品种的蓝紫色荧光物质很可能是由 8 种色素

组成. 而蚕茧的黄色荧光物质经硅胶层析表明, 是由

3 种黄色荧光色素组成, 但 Y3 色斑质谱分析同样表

明也由 2 种分子结构相近的荧光色素组分组成, 所以, 
黄色荧光色素至少由 4 种成分组成.  

2.8  紫外吸收光谱 

由这个 5 组分的紫外光谱(图 10(A))分析可知, B1, 
B2, B4 和 B5 在Ⅱ带的 260~300 nm 之间都有较强的 
吸收带, 而在 I带的 300~350 nm都有吸收较强的肩峰,  
但 B2 的Ⅰ带明显朝长波长方向发生位移, 在 310~  
380 nm 有很强的吸收带. B3 在Ⅱ带 260~300 nm 只有 
一较弱的吸收肩峰, 而在 I 带有很强的吸收带, 位于

300~350 nm. 但是, 这 5种色素经 2% AlCl3溶液(95%
乙醇溶液)喷雾处理后, 在紫外光下这些紫色荧光斑

在荧光色上没有任何加深的现象. 所以, 这 5 种色素

可能不属于黄酮类化合物及其衍生物.  
Y1, Y2 和 Y3 在 245~300 nm 都有很强的吸收带

(图 10(B)), 而在 300~380 nm 之间都有吸收较强的 
肩峰. 如上所述, 在硅胶板上分离的 3 个组分经 2% 
AlCl3 溶液喷雾处理后, 在紫外光下从原来的黄色转

变成蓝色(图未列出), 说明在苯甲酰结构的 3, 5 位有

邻二酚羟基存在. 从这些特征分析, 这 3 种色素可能

属于黄酮醇类化合物. 

 

 
 

图 10  茧层抽提物二维展开后荧光色素的紫外吸收光谱 
(A) 蓝紫荧光色素; (B) 黄色荧光色素 
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3  讨论 
在本实验中, 首先采用了茧壳表面直接荧光光

谱分析方法, 可大致了解荧光蚕茧壳表面的荧光光

谱组成, 根据 400~500 nm 和 500~600 nm 两个波段发

射峰的有无和高低可以鉴别出蚕茧的雌雄, 特别是

根据 λmax542/λ max440 比值, 可以确定雌、雄蚕茧荧

光色的深浅和等级. 这项技术可能对家蚕荧光茧色

的分类与分级具有参考价值. 同时还采用荧光物质

甲醇或乙醇抽提液滴于滤纸, 待溶剂挥发、滤纸干燥

后直接测定其荧光光谱, 这样就完全消除了溶剂对

荧光物质可能产生的干扰. 该方法也可以应用到其

他荧光物质的分析.  
通过对冻干的家蚕五龄血液、器官和组织的荧光

显微观察, 首次发现家蚕荧光茧品种中雌蚕中肠后

部(约 1/3~2/5)积累全部或部分黄色荧光物质, 正是雌

蚕中肠对荧光色素的差异吸收, 导致家蚕荧光茧色

的判性. 以前认为中肠后端 1/3 部分的圆筒形细胞是

上皮的主要组成部分, 这类细胞更为发达. 它有分泌

和吸收的功能. 细胞核椭圆形或近圆形, 位于细胞的

中部. 据电子显微镜观察, 细胞质内线粒体、糙面内

质网和高尔基体均十分发达, 此外尚含有少量脂质

小粒和液泡. 本实验发现中肠后部大量积累黄色荧

光色素的部分正是这些圆筒形细胞部分. 这一发现

使我们以前对荧光茧蚕血液、绢丝腺和茧丝荧光色之

间的某些自相矛盾的结论或不一致的关系得到了合

理的解释.  
由结果可知, 在雌蚕后部中肠积累的黄色荧光

物质, 从色谱行为和光谱特征等分析, 可以肯定它与

雄蚕分泌到其茧层的黄色荧光物质是同一类色素 . 
充分说明家蚕幼虫特别是 5 龄盛食期大蚕食桑后, 在
体内特别是中肠对桑叶中黄酮类物质的代谢是基本

相同或相似的, 没有性别差异. 通过对冻干桑叶的紫

外光观察, 发现有很少量的略带淡黄绿色的荧光物

质存在, 这些物质可能是黄酮类及其衍生物. 但用同

样方法获得的桑叶抽提物经色谱和光谱分析表明 , 
这些桑叶荧光物质特别是黄色荧光组分与家蚕中的

完全不同, 且荧光很弱(数据未显示), 这充分表明桑

叶中的黄酮类物质很可能以糖苷形成存在. 黄酮类

物质大多有较强荧光, 当与单糖或寡糖结合后形成

的糖苷往往会使荧光强度大大降低或消失; 另外, 以
往很多研究也充分证实桑叶中确实存在许多黄酮苷

类物质[28~32]. 据此可以推测, 通过幼虫咀嚼和中肠

消化, 桑叶中黄酮苷类物质在糖苷酶水解作用下很

可能切下部分与黄酮结合的单糖或寡糖, 使之发出

较强的黄色或蓝色荧光. 这些能发出蓝色或黄色的

荧光色素透过中肠进入血液, 再渗入丝腺体最后到

达茧层. 从而就发出黄色与蓝色荧光的混合色——黄

色或黄白色荧光. 那么, 为什么雌蚕不结上述这种黄

色或黄白色荧光茧呢? 为什么它会结出蓝色或紫色

荧光茧呢? 本实验色素抽提过程中还发现一个有趣

的现象, 那就是无论从雄茧层还是从中肠中抽提到

的黄色荧光物质黏在手指皮肤上以后, 用水反复冲

去除不掉, 甚至用洗涤液也难以去除. 而紫色荧光抽

提物是水溶性的, 不会吸附在手指表皮上. 由此推测

雄蚕中肠特别是后部中肠上皮组织很可能存在一种

类似于手指表皮组织的胶原蛋白, 这种蛋白能与全

部或大部分黄色荧光色素牢固地结合. 这种蛋白是

黄色荧光色素特异的, 很可能在荧光判性品种家蚕 5
龄中肠特别是后部中肠中大量表达. 因此, 雌蚕结出

蓝紫色荧光色蚕茧是由于黄色荧光物质被吸附在中

肠类似于胶原的一种蛋白上. 而雄蚕中肠内不存在

这种特异表达的结合蛋白, 故可以结出二类荧光色

素的混合色——黄色或黄白色荧光蚕茧.  
目前, 本实验组正在对雌雄中肠之间的差异蛋

白进行 2-D 电泳比较分析, 特别是研究后部中肠中能

与黄色荧光色素结合的特异蛋白部分. 同时利用分

子生物学手段, 对这种特异蛋白进行基因定位与表

达. 通过这些后续研究, 有望在不远的将来可以完全

解开家蚕茧荧光判性的分子机理.  
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