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纳豆菌液态发酵制备蚕蛹肽的工艺优化及其
抗炎活性研究

沈圆圆，于福田，秦雅莉，陈尚里，董诗瑜，赵笑颍，刘小玲*

（广西大学轻工与食品工程学院，广西南宁 530004）

摘　要：为提高蚕蛹的资源利用率和产品附加值，本研究以蚕蛹蛋白为原料，通过纳豆菌液态发酵制备蚕蛹肽。通

过单因素实验和响应面试验确定最佳发酵工艺条件；采用脂多糖诱导 RAW264.7 巨噬细胞建立细胞炎症模型，对

最佳发酵工艺参数组合下获得的蚕蛹肽进行体外抗炎活性研究。结果表明：蚕蛹肽的最佳发酵工艺条件为接种量

5.0 mL、蚕蛹蛋白添加量 2.6 g、初始 pH7.0、发酵温度 37 ℃ 和发酵时间 35.4 h，此条件下的多肽得率为 14.58%。

蚕蛹肽对 RAW264.7 巨噬细胞无毒性，并且对细胞有显著的增殖作用（P<0.05）。蚕蛹肽可显著抑制 LPS 诱导的

RAW264.7 细胞上清液中 NO、IL-1β 和 IL-6 的分泌（P<0.05），且呈剂量依赖性。该研究为蚕蛹的高值化利用和

食源性抗炎活性肽的研究与开发提供了理论依据。
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Optimization of Liquid Fermentation Process for Preparation of
Silkworm Pupa Peptide by Bacillus natto and Its

Anti-inflammatory Activity
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（College of Light Industry and Food Engineering, Guangxi University, Nanning 530004, China）

Abstract：In order to improve the utilization rate of silkworm pupa resources and the added value of products,  silkworm
pupa  peptides  were  prepared  from  silkworm  pupa  proteins  by  liquid  fermentation  of  natto.  The  optimum  fermentation
conditions  were  determined  by  single-factor  experiment  and  response  surface  methodology.  The  inflammatory  model  of
RAW264.7  macrophages  was  established  by  lipopolysaccharide,  and  the  anti-inflammatory  activity  of  silkworm  pupa
peptides were studied in vitro. The results showed that the optimum fermentation conditions of silkworm pupa peptide were
inoculation amount  5.0  mL,  silkworm pupa protein  addition amount  2.6  g,  initial  pH7.0,  fermentation temperature  37 ℃
and  fermentation  time  35.4  h.  Under  these  conditions,  the  yield  of  silkworm  pupa  peptide  was  14.58%.  Silkworm  pupa
peptides  were  nontoxic  to  RAW264.7  macrophages  and  had  significant  proliferation  effect  on  cells  (P<0.05).  Silkworm
pupa peptides could significantly inhibit the secretion of NO, IL-1β and IL-6 in the supernatant of RAW264.7 cells induced
by  LPS  in  a  dose-dependent  manner  (P<0.05).  This  study  provides  a  theoretical  basis  for  the  high  value  utilization  of
silkworm pupa and the research and development of food-derived anti-inflammatory peptides.
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蚕蛹是蚕丝的主要副产品，我国蚕蛹年产量达

50 万吨，约占全球总产量的 80%。蚕蛹的蛋白质含

量为 60％左右，富含 18 种氨基酸[1]。蚕蛹蛋白是一

种营养价值较高的可食用蛋白，还有一定的药用价

值。近年来，研究发现蚕蛹蛋白和蚕蛹肽具有抗氧

化[2]、降血压[3]、降血脂[4]、抗菌[5] 和免疫调节[6] 等功

能活性，但关于其抗炎活性的研究几乎没有。目前，

蚕蛹资源由于深加工技术缺乏，仅用作肥料和动物饲

料，甚至被作为工业废弃物处理[7]。因此，蚕蛹的开

发利用具有广阔的发展空间，制备蚕蛹肽（silkworm
pupa peptides，SPP）对提高蚕蛹资源利用率和挖掘其

潜在药用价值具有重要意义。

炎症是机体应对刺激的一种防御反应[8]，但不受

控制的炎症会诱发多种疾病。炎症性疾病是由于大

量促炎性介质，特别是一氧化氮自由基（nitric oxide，
NO）、肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis factor，TNF-
α） 、白介素 1β（ Interleukin-1β， IL-1β）和白介素

6（Interleukin-6，IL-6）等过度分泌引起的[9]。目前，常

用的抗炎药物因具有多种副作用而在实际应用中逐

渐受到限制。生物活性肽具有吸收速度快、安全性

高、无副作用等优点，在炎症性疾病的防治中具有广

阔的应用前景[10]。近年来，抗炎活性肽已在多种食物

蛋白中得到很好的探索，如鸡肉、鱼肉和大豆蛋白

等[10]。目前，蚕蛹肽常用的制备方法有：酶解法、微

生物发酵法、化学合成法和基因重组法。例如，LI
等[11] 通过使用碱性蛋白酶在 50 ℃、pH9.0 的条件下

水解蚕蛹蛋白 50 min 制备得到蚕蛹肽；XU 等[12] 采

用固相法化学合成蚕蛹肽并对其抗肿瘤活性进行研

究。与其他方法相比，微生物发酵法制备蚕蛹肽操作

简便，成本较低，更易于产业化生产，应用前景广阔[13]。

本文利用纳豆菌生长过程中分泌的蛋白酶降解

蚕蛹蛋白制备蚕蛹肽。在单因素实验基础上，通过响

应面试验筛选出最佳发酵工艺参数，并采用脂多糖

（lipopolysaccharide，LPS）诱导的 RAW264.7 巨噬细

胞建立炎症模型，测定 NO、TNF-α、IL-1β 和 IL-6 的

分泌量，对蚕蛹肽的抗炎活性进行初探，以期为蚕蛹

肽在医药、食品、农业等领域的工业应用提供研究

依据。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

缫丝冷冻蚕蛹　广西河池桑蚕基地；纳豆菌　

本课题组实验室分离保藏菌种；RAW264.7 小鼠巨噬

细胞　中国科学院生物化学与细胞生物学研究所细

胞库；DMEM 培养基　美国 Gibco 公司；胎牛血清

　以色列 Bioind 公司；脂多糖（LPS，Escherichia coli
055:B5）　北京索莱宝科技有限公司；Cell Counting
Kit-8（CCK-8）细胞增殖毒性检测试剂盒　日本同仁

化学研究所；一氧化氮（NO）检测试剂盒　上海碧云

天生物技术有限公司；小鼠 TNF-α、IL-1β 和 IL-6
ELISA 试剂盒　武汉伊莱瑞特生物科技股份有限公

司；氢氧化钠等其他试剂　均为国产分析纯。

T25 高速分散均质机　德国 IKA 公司；GI80TW
高压蒸汽灭菌锅　致微（厦门）仪器有限公司；FD-
1D-50 真空冷冻干燥机　北京博医康实验仪器有限

公司；CR21N 高速冷冻离心机　日立公司；Infinite
M200PRO 酶标仪　奥地利 TECAN 公司；ZQZY-
85CS 振荡培养箱　上海知楚仪器有限公司；SQP 电

子天平　赛多利斯科学仪器有限公司；SW-CJ-2F 洁

净工作台　苏州安泰空气技术有限公司；DHP-9082
电热恒温培养箱　上海齐欣科学仪器有限公司；

CCL-170B-8 二氧化碳培养箱　新加坡艺思高科技

有限公司；CKX41 倒置显微镜　日本 OLYMPUS 有

限公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   原料预处理　参照 ZHOU 等[14] 的有机溶剂

法对蚕蛹进行脱脂。将缫丝冷冻蚕蛹放于室温下解

冻 2 h，然后将蚕蛹匀浆后冻干粉碎，过 80 目筛，取

蚕蛹粉置于 8 倍体积的正己烷中，38 ℃ 条件下磁力

搅拌 5 h，8000 r/min 室温离心 10 min 后，弃上清液，

通风橱晾干，所得脱脂蚕蛹粉（残油率为 1.56%±
0.32%）置于阴凉干燥处保存备用。 

1.2.2   蚕蛹蛋白粉的制备　参照 ZENG 等[15] 的碱溶

酸沉法提取蚕蛹蛋白。脱脂蚕蛹粉→碱溶（10%
（W/V），1 mol/L NaOH 调 pH 至 10.0）→45 ℃ 搅拌

5 h→8000 r/min 离心处理 10 min→收集上层清液

→酸沉 10  min（1  mol/L  HCl 调 pH 至 4.0）→8000
r/min 离心处理 10  min→收集沉淀→洗涤并离心

2 次（蒸馏水搅拌，0.1  mol/L  NaOH 调 pH 至 7.0）
→冷冻干燥→蚕蛹蛋白粉。 

1.2.3   纳豆菌液态发酵制备蚕蛹肽　 

1.2.3.1   纳豆菌生长曲线的测定　斜面培养基：蛋白

胨 1.0 g、酵母浸粉 0.5 g、氯化钠 1.0 g、琼脂 1.5 g、
蒸馏水 100 mL，1 mol/L NaOH 调节 pH 至 7.0。种

子培养基：蛋白胨 1.0 g、牛肉粉 3.0 g、葡萄糖 1.0 g、
蒸馏水 100 mL，1 mol/L NaOH 调节 pH 至 7.0。参

考高洁等[16] 的方法进行，从试管斜面上挑取 2 环纳

豆菌，立即接入种子培养基，37 ℃，160 r/min，摇床振

荡培养。将未接种培养基作为对照组，每隔 2 h 取出

种子液测定其在 600 nm 处的吸光度（OD），每份样

品平行测定 3 次，取平均值。以培养时间为横坐标，

吸光值为纵坐标，绘制生长曲线以确定纳豆菌的生长

对数期，测定总时长为 40 h。 

1.2.3.2   种子液的制备　将从斜面培养基活化好的

菌种接至种子培养基，37 ℃、160 r/min 摇床振荡培

养，培养制得处于对数期的种子液。 

1.2.3.3   蚕蛹肽的制备　将种子液（107~108 CFU/mL）
以一定比例的接种量接种至发酵培养基（蚕蛹蛋白

粉 3.0 g、葡萄糖 1.0 g、磷酸二氢钾 0.1 g、磷酸氢二

钾 0.25 g、硫酸镁 0.5 g、蒸馏水 100 mL，调节 pH 至

第  43 卷  第  3 期 沈圆圆 ，等： 纳豆菌液态发酵制备蚕蛹肽的工艺优化及其抗炎活性研究 · 163 · 



7.0）中，并置于适宜温度下进行振荡培养。待一定时

间后终止发酵，9000 r/min，4 ℃，离心 20 min 以除去

菌体沉淀和未利用的蚕蛹蛋白残渣，取上清液用

0.45 μm 微孔滤膜过滤，并将其冷冻干燥，即得蚕蛹

肽，置于−20 ℃ 下保存备用。 

1.2.4   单因素实验　以多肽得率为评价指标，分别研

究各单因素对纳豆菌液态发酵制备蚕蛹肽的影响。

初始条件分别取：接种量 4 mL、蚕蛹蛋白添加量

3 g、初始 pH7、发酵温度 37 °C、发酵时间 32 h。选

取各因素变量分别为接种量（2、3、4、5、6 mL）、蚕

蛹蛋白添加量（1、2、3、4、5 g）、初始 pH（5、6、7、
8、9）、发酵温度（31、34、37、40、43 °C）、发酵时间

（24、28、32、36、40 h），进行单因素实验。 

1.2.5   响应面试验　在单因素实验的基础上，以接种

量（A）、蚕蛹蛋白添加量（B）、发酵时间（C）为自变

量，以多肽得率（Y）为响应值。采用 Design-Expert V
8.0.6 进行 Box-Behnken 试验设计，优化出纳豆菌液

态发酵制备蚕蛹肽的工艺。试验因素与水平编码如

表 1 所示。
 
 

表 1    Box-Behnken 试验因素与水平
Table 1    Factors and levels of Box-Behnken tests

因素
编码水平

−1 0 1

A接种量（mL） 3 4 5
B蚕蛹蛋白添加量（g） 2 3 4

C发酵时间（h） 32 36 40
  

1.2.6   多肽得率的测定　参照鲁伟等[17] 的双缩脲法

进行多肽浓度的测定。取 2.5 mL 发酵液于试管中，

加入 2.5 mL 10% 三氯乙酸，混合均匀后静置 20 min，
然后 8000 r/min 室温离心 20 min，取 0.5 mL 上清液

于另一试管中，再加入 2.0 mL 双缩脲试剂，混合均匀

后静置 20 min，再次 8000 r/min 离心 20 min，取上清

液于 540 nm 波长处测吸光度。以加 0.5 mL 蒸馏水

和 2.0 mL 双缩脲试剂作为空白对照组。

W(%) =
c×V
m ×100

式中：W 表示多肽得率，%；c 表示发酵上清液多

肽浓度，mg/mL；V 表示发酵液体积，mL；m 表示蚕蛹

蛋白添加量，mg。 

1.2.7   抗炎活性　 

1.2.7.1   细胞培养　RAW264.7 巨噬细胞在含有

10% 胎牛血清、100 μg/mL 链霉素和 100 μg/mL 青

霉素的 DMEM 中培养。将处于对数期的细胞以

5×104 个/孔的密度接种于 96 孔板中，每孔 100 μL，
并在 37 ℃、5% CO2 的加湿培养箱中过夜培养，用于

后续实验[18]。 

1.2.7.2   实验分组　设置空白对照组为未经 LPS 刺

激的 RAW 264.7 巨噬细胞，模型组为 LPS 刺激的

RAW 264.7 巨噬细胞，实验组为不同浓度（50、100、
150 μg/mL）蚕蛹肽处理 LPS 刺激的 RAW 264.7 巨

噬细胞。每组设置 6 个复孔。 

1.2.7.3   细胞活力的测定　通过 CCK-8 法测定细胞

活力[19]。在无或有 LPS（1 μg/mL）刺激细胞 24 h 建

立细胞炎症模型的情况下，用不同浓度（50、100、
150 μg/mL）蚕蛹肽处理 RAW 264.7 巨噬细胞 12 h。
然后，每孔放入 10 μL CCK-8 溶液。在培养箱孵育

1 h 后，通过用酶标仪测定 450 nm 处的吸光度计算

细胞活力，并根据下式计算：

细胞存活率(%) =
As−Ab

Ac −Ab

×100

式中：As 实验组（含有细胞的培养基、CCK-8、
待测样品）；Ac 对照组（含有细胞的培养基、CCK-8、
无待测样品）；Ab 空白组（不含细胞和待测样品的培

养基、CCK-8）。 

1.2.7.4   蚕蛹肽对 LPS 诱导的 RAW264.7 巨噬细胞

形态的影响　用 1 μg/mL 的 LPS 刺激细胞 24 h 建

立细胞炎症模型的情况下，用不同浓度（50、100、
150 μg/mL）蚕蛹肽处理 RAW 264.7 巨噬细胞 12 h。
培养结束后，用倒置显微镜观察并记录细胞形态。 

1.2.7.5   一氧化氮（NO）含量的测定　通过格里斯

（Griess）法检测 NO 含量[20]。用 1 μg/mL 的 LPS 刺

激 RAW 264.7 巨噬细胞 24 h 建立炎症模型，然后用

不同浓度（50、100、150 μg/mL）的蚕蛹肽处理 RAW
264.7 巨噬细胞 12 h。培养结束后收集细胞培养液

上清，用 NO 检测试剂盒进行 NO 含量的测定。简

而言之，将 50 μL 上清液铺在 96 孔板中，并在其中

加入等量的 Griess 试剂，然后用酶标仪测定 540 nm
处的吸光度。使用亚硝酸钠（NaNO2）标准品绘制标

准曲线（0~100 μmol/L），根据标准曲线计算 NO 的

含量。 

1.2.7.6   促炎因子 TNF-α、IL-1β 和 IL-6 含量的测定

　通过 ELISA 法检测促炎因子 TNF-α、 IL-1β 和

IL-6 的含量。根据小鼠TNF-α、IL-1β 和 IL-6 的ELISA
试剂盒使用说明书，测定细胞培养液上清中促炎因子

的水平。 

1.3　数据处理

所有实验均重复 3 次，结果用平均值±标准差表

示；采用 SPSS Statistics26.0 软件对每一组数据进行

单因素方差分析（ANOVA），然后进行显著性检验，

P<0.05 认为具有显著性差异；采用 Design Expert 8.0.6
软件设计组合试验和利用 Origin 9.8 进行绘图。 

2　结果与分析 

2.1　纳豆菌生长曲线

图 1 为纳豆菌在种子培养基上的生长曲线。由

图可知，纳豆菌的生长曲线大致可分为四个阶段，在

0~4 h 处于迟缓期，4~12 h 处于对数生长期，12~34 h
处于稳定期，34 h 以后进入衰亡期。用于发酵的纳
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豆菌应选用处于对数生长期的菌种，因为处于该阶段

的菌种生长速率最快、代谢旺盛、酶系丰富活跃、外

界适应能力强，因此，选取培养 12 h 的菌种作为后续

实验的种子液。
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图 1    纳豆菌生长曲线
Fig.1    The growth curve of Bacillus natto

  

2.2　单因素实验 

2.2.1   接种量对多肽得率的影响　如图 2 所示，随着

接种量的不断增加，多肽得率呈现先升高后下降的趋

势，接种量达到 4 mL 时多肽得率最佳。这可能与纳

豆菌的产酶量以及数量有关[16]，接种量在 2~4 mL
时，随着接种量的增加，纳豆菌分泌的蛋白酶也逐渐

增多，导致丰富的蛋白酶水解底物而产生大量的蚕蛹

肽；接种量 4~6 mL 时，纳豆菌的大量繁殖需要消耗

更多的营养物质，而后期营养物质不足以满足纳豆菌

的生长繁殖和产酶，酶解所得的蚕蛹肽优先供自身生

长发育，致使多肽得率降低。因此，选取 3~5 mL 的

接种量作为后续响应面试验水平范围。
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图 2    接种量对多肽得率的影响
Fig.2    Effect of inoculation amount on the yield of polypeptide

注：不同字母表示差异显著（P<0.05）；图 2~图 6、图 8~图 9 同。
  

2.2.2   蚕蛹蛋白添加量对多肽得率的影响　如图 3
所示，随着蚕蛹蛋白添加量的增加，多肽得率呈现先

升高后下降的趋势，蚕蛹蛋白添加量在 3 g 时达到最

大值，多肽得率为 13.04%±0.09%。前期蚕蛹蛋白添

加量过低时，纳豆菌所需的营养物质不足[16]，影响发

酵速度，导致多肽得率较低。后期伴随着蚕蛹蛋白添

加量的增加，纳豆菌会不断分解蚕蛹蛋白，因纳豆菌

本身特性而产生大量粘稠性物质。发酵液的粘度过

大会造成底物与蛋白酶无法充分接触[21]，进而影响纳

豆菌酶解产生多肽。另外，纳豆菌属于嗜氧菌，发酵

液粘度过大供氧不足，产酶量减少，酶活降低，多肽得

率降低。因此，选取 2~4 g 的蚕蛹蛋白添加量作为后

续响应面试验水平范围。
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图 3    蚕蛹蛋白添加量对多肽得率的影响
Fig.3    Effect of silkworm pupa protein addition on the yield of

polypeptide
  

2.2.3   初始 pH 对多肽得率的影响　如图 4 所示，随

着初始 pH 的增加，多肽得率呈现先升高后下降的趋

势，初始 pH 为 7 时达到最大值，多肽得率为 13.06%±
0.06%。这可能是因为 pH 的改变会影响纳豆菌的生

长发育、肽的积累及其稳定性；pH 也会影响酶的解

离程度、底物蚕蛹蛋白的电荷性质、结构和功能，这

些因素都会降低酶的活性。因此，纳豆菌液态发酵制

备蚕蛹肽的最佳的初始 pH 为 7，过高或过低的 pH
都不利于蚕蛹肽的生成。
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图 4    初始 pH 对多肽得率的影响
Fig.4    Effect of initial pH on the yield of polypeptide

  

2.2.4   发酵温度对多肽得率的影响　如图 5 所示，发

酵温度的升高会对多肽得率有一定的影响。当发酵

温度为 37 ℃ 时，多肽得率最高为 13.22%±0.05%。

这可能与纳豆菌的自身特性有关，纳豆菌生长温度范

围广，最高可达 45~55 ℃，最低可达 5~20 ℃。当纳

豆菌处于最适生长温度时有利于其生长发育，同时也

更有利于其产生大量蛋白酶。因此，纳豆菌液态发酵

制备蚕蛹多肽的最佳发酵温度为 37 ℃。 

2.2.5   发酵时间对多肽得率的影响　由图 6 可知，随

着发酵时间的不断增加，多肽得率呈现先升高后下降

的趋势，发酵时间在第 36 h 时达到最大值，多肽得率

为 12.94%±0.04%。这可能与纳豆菌的产酶有关，随
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着发酵时间的增加，纳豆菌产酶量不断增多，蚕蛹蛋

白得到充分的水解；但在发酵后期，前期得到的多肽

会进一步水解，多肽可能被水解为二肽或游离氨基

酸。因此，选取 32~40 h 的发酵时间作为后续响应面

试验水平范围。
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图 6    发酵时间对多肽得率的影响
Fig.6    Effect of fermentation time on the yield of polypeptide

  

2.3　蚕蛹肽发酵工艺响应面优化

在单因素实验结果的基础上，以接种量（A）、蚕

蛹蛋白添加量（B）和发酵时间（C）3 个影响较大的因

素为自变量，多肽得率（Y）为响应值，采用 Design

Expert 8.0.6 软件设计了三因素三水平的响应面试

验。Box-Behnken 试验设计与结果见表 2。
 
 

表 2    Box-Behnken 试验设计与结果
Table 2    Design and results of Box-Behnken experimental

design

试验号 A接种量 B蚕蛹蛋白添加量 C发酵时间
多肽得率（%）

实际值 预测值

1 0 0 0 14.26 14.15
2 0 0 0 14.38 14.15
3 1 0 −1 13.74 13.73
4 −1 1 0 11.76 11.48
5 −1 0 −1 12.38 12.54
6 1 1 0 12.44 12.34
7 0 0 0 14.04 14.15
8 0 0 0 14.12 14.15
9 −1 −1 0 13.04 13.14
10 0 1 1 10.24 10.51
11 1 0 1 13.02 12.86
12 0 0 0 13.95 14.15
13 0 1 −1 11.48 11.6
14 0 −1 1 12.84 12.72
15 0 −1 −1 13.16 12.89
16 −1 0 1 12.13 12.15
17 1 −1 0 13.90 14.18

 

对接种量（A）、蚕蛹蛋白添加量（B）、发酵时间

（C）3 个单因素进行二次多项式回归拟合，得出多肽

得率（Y）回归方程：

Y=14.15+0.47A−0.88B−0.32C−0.045AB−0.12AC−
0.23BC−0.24A2−1.13B2−1.09C2

对回归模型进行方差分析和差异显著性检验如

表 3 所示，回归模型高度显著（P<0.0001），失拟项不

显著（P=0.0886>0.05），说明模型建立成功。决定系

数 R2 为 0.9753，说明多肽得率与回归模型预测结果

有较高一致性。校正决定系数 R2
Adj 为 0.9435，说明

响应值多肽得率有 94.35% 受模型中所涉及的各因

素的影响[22]。根据 F 值可知各因素对多肽得率影响
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图 5    发酵温度对多肽得率的影响

Fig.5    Effect of fermentation temperature on the yield of
polypeptide

 

 

表 3    回归模型方差分析

Table 3    Analysis of variance of regression model

方差来源 平方和 自由度 均方 F值 P值 显著性

模型 20.54 9 2.28 30.66 <0.0001 ***
A 1.8 1 1.8 24.13 0.0017 **
B 6.16 1 6.16 82.77 <0.0001 ***
C 0.8 1 0.8 10.75 0.0135 *

AB 0.081 1 0.081 0.11 0.7511
AC 0.055 1 0.055 0.74 0.4175
BC 0.21 1 0.21 2.84 0.1356
A2 0.24 1 0.24 3.22 0.1156
B2 5.34 1 5.34 71.76 <0.0001 ***
C2 5.04 1 5.04 67.68 <0.0001 ***

残差 0.52 7 0.074
失拟项 0.4 3 0.13 4.55 0.0886 不显著

纯误差 0.12 4 0.03
总和 21.06 16

R2=0.9753，R2
Adj=0.9435

注：***表示差异高度显著（P<0.001）；**表示极显著（P<0.01）；*表示显著（P<0.05）。
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的主次顺序为：B>A>C，即蚕蛹蛋白添加量>接种量

>发酵时间。纳豆菌液态发酵制备蚕蛹多肽过程中

蚕蛹蛋白添加量（B）对多肽得率影响达到高度显著

水平（P<0.001），接种量（A）对多肽得率影响达到极

显著水平（P<0.01），发酵时间（C）对多肽得率影响达

到显著水平（P<0.05）。交互项 AB、AC 和 BC 对多

肽得率影响均不显著（P>0.05）。二次项 B2 和 C2 对

多肽得率影响都达到高度显著水平（P<0.001），A2 对

多肽得率影响不显著（P>0.05）。

响应面三维曲面图和等高线图（图 7）可直观反

映各因素间交互作用对多肽得率的影响结果。由

图 7（a）可知，发酵时间位于中心水平时，蚕蛹蛋白添

加量较接种量对多肽得率的影响更大，当接种量在

3.5~5.0 mL、蚕蛹蛋白添加量在 2.0~3.3% 范围内多

肽得率存在最大值；由图 7（b）可知，蚕蛹蛋白添加量

位于中心水平时，发酵时间较接种量对多肽得率的影

响更大，当接种量在 3.7~5.0 mL、发酵时间在 33~
37 h 范围内多肽得率存在最大值；由图 7（c）可知，接

种量位于中心水平时，发酵时间较蚕蛹蛋白添加量对多

肽得率的影响更大，当蚕蛹蛋白添加量在 2.0~3.3 g、
发酵时间在 34~38 h 范围内多肽得率存在最大值。 

2.4　验证实验

经响应面软件 Design-Expert 8.0.6 分析所得最

优工艺条件为：接种量 5.0  mL、蚕蛹蛋白添加量

2.61 g、发酵时间 35.37 h。为验证响应面预测结果

的可靠性，并考虑实际操作中条件的设置，按照接种

量 5.0 mL、蚕蛹蛋白添加量 2.6 g、发酵时间 35.4 h 进

行 3 次验证实验。验证实验所得多肽得率为 14.58%±
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图 7    因素间交互作用对多肽得率影响的响应面及等高线

Fig.7    Response surface and contour lines of the interaction of various factors on the yield of polypeptide
注：a: 接种量与蚕蛹蛋白添加量的响应面和等高线图；b: 接种量与发酵时间的响应面和等高线图；c: 蚕蛹蛋白添加量与发酵时间
的响应面和等高线图。
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0.16%，与预测值（14.60%）相近，证明用响应面法优

化蚕蛹多肽得率的回归模型可靠。 

2.5　蚕蛹肽的抗炎活性 

2.5.1   蚕蛹肽对 RAW264.7 巨噬细胞活力的影响　

由图 8 可知，LPS 及蚕蛹肽对 RAW264.7 巨噬细胞

均无毒性。RAW264.7 巨噬细胞经 1 μg/mL 的 LPS
作用 24 h 后，其细胞存活率为 101.33%±0.41%，说

明 LPS 不影响 RAW264.7 巨噬细胞的增殖活力

（P<0.05）。在 50~150 μg/mL 浓度范围内，蚕蛹肽对

RAW264.7 巨噬细胞有显著的增殖作用（P<0.05），且
有一定的剂量依赖性。
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图 8    蚕蛹肽对 RAW264.7 巨噬细胞活力的影响
Fig.8    Effect of silkworm pupa peptides on the activity of

RAW264.7 macrophages
注：第一行“−”代表未用 LPS 处理，“+”代表用 LPS 处理；第
二行中“−”代表未用样品处理，“+”代表用样品处理；图 9、图
11~图 12 同。
  

2.5.2   蚕蛹肽对 LPS 诱导的 RAW264.7 巨噬细胞活

力的影响　图 9 为不同浓度蚕蛹肽对 LPS 诱导的

RAW264.7 巨噬细胞活力的影响。在 50~150 μg/mL
浓度范围内，蚕蛹肽对 LPS 诱导的 RAW264.7 巨噬

细胞活力有一定的促进作用。当浓度为 150 μg/mL
时，细胞存活率达到最大值 124.47%±1.81%。这主

要是由于生物活性肽具有安全性高、分子量小、易吸

收等特点，可以被细胞用作营养物质，促进细胞生长[21]。

因此，选用浓度为 50、100、150 μg/mL 的蚕蛹肽进

行后续实验。 

2.5.3   蚕蛹肽对 LPS 诱导的 RAW264.7 巨噬细胞形

态的影响　如图 10（a）所示，正常的 RAW264.7 巨噬

细胞接近圆形或椭圆形且表面光滑。当用 1 μg/mL
的 LPS 诱导 RAW264.7 巨噬细胞建立炎症模型后，

细胞逐渐变为梭形，细胞表面存在皱纹和大量延伸的

伪足，见图 10（b）。此时的细胞大部分为树突状细

胞，细胞中的气泡和颗粒也增加并分散在系统中[23]。

图 10（c）~（e）为不同浓度蚕蛹肽处理炎症细胞的实

验组，从中可以看出，随着样品浓度的增加细胞表面

逐渐变得光滑、收缩，伪足也不断减少，说明蚕蛹肽

可有效缓解炎症。当蚕蛹肽的浓度达到 150 μg/mL
时，大部分细胞的形态恢复正常而且细胞数量明显增

加，说明蚕蛹肽可促进细胞的生长繁殖。 

2.5.4   蚕蛹肽对 LPS 诱导的 RAW264.7 巨噬细胞

NO 释放量的影响　NO 自由基在炎症反应中起着

至关重要的作用[24]。正常情况下，巨噬细胞很少表达

诱导型一氧化氮合酶（iNOS）；在炎症过程中，iNOS
将大量表达并产生 NO，从而导致细胞损伤和炎症性

疾病。细胞的 NO 分泌量可以间接反映炎症水平，

因此用 LPS 刺激 RAW264.7 巨噬细胞建立细胞炎

 

140

120

100

80

60

40

20

0
LPS

(1 μg/mL)
+ + ++

−
−
− 50 100 150

蚕蛹肽 (μg/mL)

细
胞

存
活

率
 (%

) d d
c b

a

图 9    蚕蛹肽对 LPS 诱导的 RAW264.7 巨噬细胞活力的影响

Fig.9    Effect of silkworm pupa peptides on the activity of
RAW264.7 macrophages induced by LPS

 

 

(a) 对照组

(c) LPS+50 μg/mL SPP (d) LPS+100 μg/mL SPP (e) LPS+150 μg/mL SPP

(b) LPS

图 10    蚕蛹肽对 LPS 诱导的 RAW264.7 巨噬细胞形态的影响

Fig.10    Effect of silkworm pupa peptides on morphology of RAW264.7 macrophages induced by LPS
注：（a）对照组：正常细胞；（b）模型组：1 μg/mL LPS；（c）~（e）：50、100、150 μg/mL SPP。
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症模型，通过测定 NO 水平来评估蚕蛹肽对炎症的

作用[25]。如图 11 所示，与对照组相比，经 LPS 刺激

的 RAW264.7 巨噬细胞 NO 释放量极显著增加

（P<0.01），说明 LPS 诱导的炎症模型建立成功。与

模型组相比，经 50~150 μg/mL 浓度范围内的蚕蛹肽

治疗 12 h 后，极显著降低了 NO 的释放量（P<0.01）。
不同浓度的蚕蛹肽均可减少 NO 的生成，并且呈剂

量依赖性。当蚕蛹肽浓度为 150 μg/mL 时，与模型

组相比，NO 的释放量降低了 49.98%。
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图 11    蚕蛹肽对 LPS 诱导的 RAW264.7 巨噬细胞 NO 释放
量的影响

Fig.11    Effect of silkworm pupa peptides on NO release from
RAW264.7 macrophages induced by LPS

注：与对照组相比，##P<0.01；与模型组相比，**P<0.01；图
12 同。
  

2.5.5   蚕蛹肽对 LPS 诱导的 RAW264.7 巨噬细胞中

炎症因子 TNF-α、IL-1β 和 IL-6 分泌的影响　除 NO
外，一些炎症因子如 TNF-α、IL-1β 和 IL-6 在类风湿

性关节炎、结肠炎等炎症性疾病的发病机制中也起

着关键作用[26]。TNF-α 可以通过持续刺激诱导多种

炎症基因的转录，促进白细胞迁移，引起上皮细胞凋

亡，从而引起全身炎症[27]。IL-1β 对巨噬细胞具有趋

化作用，大量 IL-1β 侵入血液会引起发热[28]。IL-6 在

炎症早期产生，可促进 T 细胞的分化和活化，在急性

和慢性炎症性疾病中都是关键的介质 [29]。阻断

TNF-α、IL-1β 和 IL-6 等炎症因子的信号传导可有

效治疗炎症性疾病，因此可将它们作为评价抗炎活性

的指标。如图 12 所示，未经 LPS 刺激的空白组细胞

中 TNF-α（图 a）、IL-1β（图 b）和 IL-6（图 c）的检出量

很低。经 LPS 刺激后，蚕蛹肽以剂量依赖性方式极

显著降低 LPS 诱导的 RAW264.7 细胞中 IL-1β 和

IL-6 的分泌（P<0.01），蚕蛹肽对 IL-1β 和 IL-6 的最

大抑制率分别为 42.58%、30.79%。但是，蚕蛹肽不

以剂量依赖性方式降低 TNF-α 的分泌。这可能是由

于蚕蛹肽对 IL-1β 和 IL-6 的抑制效果比 TNF-α 更

敏感[30]。总的来说，蚕蛹肽的抗炎活性与抑制炎症因

子有关。 

3　结论
本研究通过响应面试验优化得到了纳豆菌液态

发酵制备蚕蛹肽的最佳工艺条件：接种量 5.0 mL、蚕

蛹蛋白添加量 2.6 g、初始 pH7.0、发酵温度 37 ℃ 和

发酵时间 35.4 h，此条件下的多肽得率为 14.58%。

此外，最佳发酵工艺参数组合下获得的蚕蛹肽在 LPS

诱导的 RAW264.7 巨噬细胞体外炎症模型中表现出

较好的抗炎活性，在 50~150 μg/mL 浓度范围内，蚕

蛹肽对 RAW264.7 巨噬细胞无毒性，并且对细胞有

显著的增殖作用（P<0.05）。蚕蛹肽可显著抑制 LPS

诱导的 RAW264.7 细胞上清液中 NO、IL-1β 和 IL-6

的分泌（P<0.05），且呈剂量依赖性。本研究为微生物

发酵法制备抗炎活性肽提供一定的理论基础。经发

酵得到的蚕蛹抗炎活性肽是一种混合物，有待于进一

步分离、纯化、鉴定并对其作用机理进行探究。
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图 12    蚕蛹肽对 LPS 诱导的 RAW264.7 巨噬细胞中炎症因
子 TNF-α（a）、IL-1β（b）和 IL-6（c）分泌的影响

Fig.12    Effect of silkworm pupa peptides on secretion of
inflammatory factors TNF-α（a）, IL-1β（b）and IL-6（c）in

RAW264.7 macrophages induced by LPS
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