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［摘要］　目的：对地鳖虫的脂类提取物的最佳提取方法进行研究。方法：通过对索氏提取与超声法的对比，对
超声时间、温度、原料浸泡时间、有机溶剂的选择进行实验，得出最佳的脂类提取条件。结果：本实验通过单因素

分析，得出超声４０ｍｉｎ时提取率为最高，达到１７２３％，６０ｍｉｎ时提取率反而下降为１３７％；超声温度在５０℃时提
取率最高，达到１５９５％，随后在温度达到６０℃时下降到１４０２％，７０℃时下降到１０％以下；浸泡６ｈ时提取率最
高，达到１８７４％。而继续延长浸泡时间１２、２４、４８ｈ，对脂类的提取量没有影响；有机溶剂无水乙醚提取率最高。
结论：超声法应用无水乙醚浸泡６ｈ，超声温度５０℃，超声时间４０ｍｉｎ为地鳖虫脂类物质提取的最佳条件。
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地鳖虫 ＥｕｐｏｌｙｐｈａｇａｓｉｎｅｎｓｉｓＷａｌｋｅｒ属颚亚门，
六足总纲，有翅亚纲，蜚蠊目，鳖镰科，地鳖亚

科，地鳖属。 《本草纲目》： 【释名】地鳖（《本

经》）、土鳖（《别录》）、蚵虫（《纲目》）。《雷公炮

制药性解》：味咸，性寒，有毒，入心肝脾三经。

主留血壅瘀，心腹寒热洗洗，祛坚积症瘕、下乳通

经。现代药学表明，其逐瘀、破积的功能对于肿瘤

的发生、发展有着一定的抑制作用。地鳖虫体内

的纤溶活性蛋白 ＥＰＳ７２对人肺癌细胞株 Ａ５４９有

着体外抑制肿瘤的作用［１］，ＥＦＰ蛋白对 Ｓ１８０和
Ｈ２２实体瘤有一定的抑瘤作用，对 Ｈ２２和 Ｓ１８０
腹水瘤细胞端粒酶活性有一定降低作用，可提高

Ｃａｓｐａｓｅ３表达水平，诱导细胞凋亡［２］。同时，地

鳖虫抗肿瘤有效脂溶性物质在体外对消化道肿瘤

细胞的生长有明显的抑制作用［３］。脂溶性物质不

溶于水，对这种脂溶性物质的有效提取成为我们

研究的方向。本实验对地鳖虫脂类物质提取的最

佳方法进行研究。
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１　材料与方法

１１材料

地鳖虫粉末（国家标准物质网，编号：１２１５３３）；
无水乙醇、无水乙醚、正乙烷、丙酮（哈尔滨博士德

生物有限公司，分析纯）。

旋转蒸发仪 ＲＥ２０００Ａ（上海亚荣生化仪器厂）；
ＫＱ２５０ＤＥ型医用数控超声机（昆山市超声仪器有限
公司）；电子精密天平ＪＡ５００２（上海精天电子有限公
司）；离心机（上海安亭公司）；ＤＧＸ９０２３鼓风干燥
箱（太仓市华利达实验设备有限公司）；索氏提取器

（实验室常规仪器）；１Ｌ烧杯、大试管等。

１２方法

１２１超声法提取脂类物质　取地鳖虫粉末２ｇ放入
大试管中，加入２０ｍＬ的有机溶剂浸泡，分别以浸泡
时间、超声时间、超声温度、不同的溶剂为单一因素

提取脂类物质，滤出溶剂，剩下的残渣放入烘干箱８０
℃，１０ｈ烘干。烘干后称重（确保固体物质完全干
燥），计算提取率，见公式（１）。含有脂类的有机溶剂
汇集到一起，放入旋转蒸发仪中，提取脂类物质。

脂类（％）＝提取出脂类重量（ｇ）／样品重（ｇ）×１００％
（１）

１２２单因素试验　分别以超声时间、超声温度、
粉末浸泡时间、不同溶剂进行单因素试验，最终确

定最佳提取工艺。见表１。

表１　单因素水平
水平 超声时间／ｍｉｎ 超声温度／℃ 粉末浸泡时间／ｈ

１ １０ ２０ ０

２ ２０ ３０ ３

３ ３０ ４０ ６

４ ４０ ５０ １２

５ ５０ ６０ ２４

６ ６０ ７０ ４８

１２３不同溶剂对提取率的影响　脂类物质不溶于
水，可溶于有机溶剂，而且有机溶剂的种类不同，

脂类的提取量也不相同。我们用无水乙醚、无水乙

醇、正己烷、丙酮４种常用的脂类提取溶剂，用超
声法提取地鳖虫的脂类物质，超声５０ｍｉｎ，３０℃浸
泡６ｈ后提取，方法同上，烘干称重计算提取率。
１２４索氏提取与超声提取法的比较　取５只试管，
标号，分别加入地鳖虫粉末２ｇ，无水乙醚２０ｍＬ，浸
泡６ｈ，３０℃超声５０ｍｉｎ。残渣烘干计算提取率。同

时取等量的粉末与无水乙醚，加入索氏提取器中进行

提取，残渣烘干计算提取率。将两种方法进行比较。

２　结果

２１时间因素

超声时间以６０ｍｉｎ为上限，图中可以看出随着
超声时间的延长，脂类提取率逐渐增大，呈抛物线

趋势，但是，并不是无限增大的，超声４０ｍｉｎ时提
取率为最高，达到１７２３％，６０ｍｉｎ时提取率反而下
降为１３７％。见图１。

图１　不同的超声时间对脂类提取率的影响

２２温度因素

超声时的温度对脂类的提取有着一定的影响，从

图中可看出随着温度的提高提取效率逐渐增大，超声

温度在５０℃时提取率最高，达到１５９５％，随后在温
度达到６０℃时下降到１４０２％，７０℃时下降到１０％
以下，可见６０℃是提取温度的界限。见图２。

图２　不同超声温度对脂类提取率的影响

２３浸泡时间

传统的脂类提取方法中，对提取物的浸泡是关

键的步骤，通常要浸泡 ２４ｈ以上，时间长、效率
低。而效率较高的超声法提取脂类物质对于提取物

的浸泡时间也有着条件的限制。图中随着浸泡的时

间延长提取率逐渐增大，浸泡 ６ｈ时提取率最高，
达到１８７４％。而继续延长浸泡时间（１２、２４、４８ｈ）
对脂类的提取量没有影响。见图３。

·８５５·
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图３　浸泡时间对脂类提取率影响

２４试剂因素

脂类物质不溶于水，易溶于有机溶剂。我们选

择了４种常用的有机溶剂进行脂类的提取，结果见
图４。提取率由高到低依次为无水乙醚 ＞正己烷 ＞
丙酮＞无水乙醇。

图４　不同有机溶剂对脂类提取率的影响

２５提取方法的对比

索氏提取法为传统的脂类提取方法，超声法为

新型的脂类提取方法。超声法的提取率为１８７４％，
索氏提取法的提取率为１４７８％，将二者进行比较明
显可以看出超声法用时短、提取率高，可为后续实

验提供依据。见图５。

图５　不同提取方法对脂类提取率的影响

３　结论

地鳖虫中脂类物质的提取最佳条件为超声法，

应用超声法提取时间为４０ｍｉｎ、提取温度为５０℃，
提取前浸泡６ｈ，浸泡于无水乙醚中。

４　讨论

地鳖虫作为传统的中药对肿瘤有着一定的抑制

作用，目前对于其纤溶活性蛋白的研究有很多，地

鳖虫醇提取物（ＥＳＥ）蛋白可以抑制人肝癌细胞株
ＨｅｐＧ２的增值，并促进其凋亡［４］。地鳖虫多肽 Ｆ２２
具有降低血小板聚集率、延长凝血启动时间、降低

最大凝固程度以及增加大鼠离体血管环张力的作

用［５］。目前对于地鳖虫脂类的研究比较少，脂类物

质是油、脂肪、类脂的总称。从地鳖虫中提取有效

的脂类物质是目前研究的重点。本实验组对地鳖虫

脂类的提取及其对肿瘤的抑制作用进行研究，以往

的脂类提取方法是索氏提取法，其用时比较长，条

件限制比较严格。而超声提取法是目前比较常用的

脂类提取的新方法，我们将二者进行比较，发现在

其他条件统一的情况下超声法提取脂类物质的提取

率为１８７４％，索氏提取法提取率为１４７８％，见图
５。超声波可以使组织中的各类物质通过高频振动和
空化作用，使大分子物质分解成容易溶解的小分子物

质，有机溶剂可以溶解脂类物质，从而提出。我们用

超声法分别对地鳖虫粉末进行脂类提取条件的测定，

发现单一条件下，随着超声时间的延长提取效率逐渐

增大，４０ｍｉｎ为最高，达到１７２３％，５０ｍｉｎ时降到
９７７％，６０ｍｉｎ降到更低（见图１）。超声是利用高频
率的振动使组织内脂类快速渗出，随着超声时间的延

长温度会升高，过高的温度会使脂类挥发，从而降低

提取效率，所以在温度条件的检测中，最佳超声温度

为５０℃，此时提取率最大，见图２，过高的超声频率
会增加组织的温度，导致脂类氧化分解，降低提取

率。传统的索氏提取需要浸泡提取物质２４ｈ以上，这
样可以很好地使有机溶剂与提取物质相互融合，增大

提取率，但是有机溶剂会挥发，长时间的浸泡会使提

取率降低。超声法所需浸泡时间短，浸泡６ｈ的提取
率达到１８７４％，１２ｈ反而下降到１０２％，虽然２４
ｈ时又升到了１１８％（见图３），但因耗时长、提升
效率低，不宜采纳。脂类物质不溶于水，溶于有机

溶剂，我们采用的４种溶剂中无水乙醚的提取率最
高，达到２４２３％，最低为无水乙醇１７４６％（见图
４）。本实验从脂类物质中提取出粗提物，并作用于
肿瘤细胞，同时观察其对肿瘤细胞的生物学作用。

对于地鳖虫脂类成分的分离，以及对其含量的鉴定

将作为后续实验进行。

（下转第５７１页）
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表３　 《中华人民共和国药典》法与改进法对３批样品含量测定结果
名称 取样量／ｍｇ 定容体积／ｍＬ 稀释倍数 浓度／μｇ·ｍＬ－１ 吸光度 药典法含量（％） 改进法即乘校正因子后的含量（％）

淫羊藿苷 １０１６ １００ １０ １０１６ ０３６５５

２０１４１００３ ３３２１ ５０ ５０ １３２８ ０３７５６ ７８６０ ８８０３

２０１４１１０１ ３４５６ ５０ ５０ １３８２ ０３９０３ ７８４８ ８７９０

２０１５０１０１ ３５３４ ５０ ５０ １４１４ ０３９８５ ７８３６ ８７７７

３　结果与讨论

从表１结果可以看出，按照 《中华人民共和国

药典》２０１５版淫羊藿总黄酮含量测定方法，以淫羊
藿苷为对照品计算混合对照品的含量，仅为

９１０３％，混合对照品的实际含量应该接近 １００％，
而以朝藿定 Ａ、朝藿定 Ｂ、朝藿定 Ｃ为对照品，按
照药典方法测定混合对照品的含量，均大于１００％。
而表２的改进法中分别以朝藿定Ａ、朝藿定Ｂ、朝藿
定Ｃ、淫羊藿苷为对照品测定的含量，结果分别乘
以相应的校正因子，得到混合对照品的含量，除了

以朝藿定Ａ为对照的结果外，其他３个对照品计算
的含量值都接近１００％，与实际结果相符合。因此测
定淫羊藿提取物的总黄酮含量，使用药典中淫羊藿

苷为对照品时，含量结果应该用改进法乘以校正因

子１１２，结果才更加接近真实值。
淫羊藿提取物作为注射用肌萎灵冻干粉的制剂

投料中间体，其总黄酮的含量测定准确性对制剂的

质量标准有着至关重要的作用。

《中华人民共和国药典》中测定淫羊藿总黄酮

的方法主要是针对淫羊藿药材而制定，在朝藿定 Ａ、
朝藿定Ｂ、朝藿定Ｃ含量不高的情况下，误差较小，
但是当淫羊藿提取物得到纯化后，朝藿定 Ａ、朝藿
定Ｂ、朝藿定Ｃ含量对总黄酮含量影响很大，按照
药典方法以淫羊藿苷为对照品计算误差很大，因为

从表２改进法结果可以看出，淫羊藿苷在４个主要
成分中分子量最小，比折合分子量值还小，所以药

典方法测定淫羊藿总黄酮的值偏低，必须乘以校正

因子进行校正。

用４个对照品进行校正因子折合计算中，除了
朝藿定Ａ以外，其余结果均与实际值相符，说明此
方法可行，朝藿定Ａ之所以有误差一是它的分子量
最大，比折合分子量大很多；二是它在总量中含量

很小，二者结合导致计算误差偏大，建议在计算淫

羊藿提取物中总黄酮含量时，可以选择朝藿定 Ｂ、
朝藿定Ｃ、淫羊藿苷为对照品并乘以校正因子。
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