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摘 要: 研究了绿豆提取液对细菌内毒素的清除作用，利用终点显色基质法测定内毒素的含量。结果表明，绿豆提取

液在体外具有抗内毒素的作用，并以内毒素的清除率为标准，探讨了不同提取因素对提取效果的影响，最终确定提取

条件为乙醇浓度 70%，温度 60℃，提取时间 2h，料液比 1∶20，提取物中抗内毒素有效成分含量最高。最后通过两相萃

取分离，发现绿豆中抗内毒素成分主要集中在正丁醇提取物中。
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Abstract: The clearing effect of extraction from mung bean on the bacterial endotoxin was investigated in vitro.The
results indicated that extraction from mung bean could clear the bacterial endotoxin in vitro with displaying color in
the end.And the influences of different factors on extracted efficiency were discussed.The conditions of 60℃，70%
ethanol，solid－ liquid ratio of 1∶20，extracting for 2h were optimized.And it was found that the effective components
existed in the extraction of chloroform through extracting in the two－phase.
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绿豆( Mung bean) ，又名青小豆、录豆、植豆，为

一年生草本植物的种子。绿豆性味甘寒，具有清热

解毒之功效。《开宝本草》记载［1］: “绿豆，甘，寒，无

毒。入心、胃经。主丹毒烦热，风疹，热气奔豚，生研

绞汁服，亦煮食，消肿下气，压热解毒”。《精编本草

纲目》云［2］:“绿豆，消肿治痘之功虽同于赤豆，而压

热解毒之力过之。且益气、厚肠胃、通经脉，无久服

枯人之忌。外科治痈疽，有内托护心散，极言其效”。
内毒素即脂多糖( lipopolysaccharide，LPS) ，由保守的

毒性脂质 A 部分、核心糖脂和特异的 O 侧链组成，是

革兰阴性菌细胞壁的主要成分。内毒素侵入机体血

流，可触发体内一系列病理生理过程而引起发热、脓
毒性休克、弥漫性血管内凝血以致死亡，中医把 LPS
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看成“热毒”“邪毒”的物质基础。现代研究认为，中

药材的清热解毒功效主要集中于有效成分抗内毒素

作用和抗病原微生物作用［3］。本文主要研究了绿豆

提取液的体外抗内毒素作用，并以内毒素的清除率

为指标，对提取液的制备工艺进行了优化。

1 材料与方法
1.1 材料与设备

绿豆 市售; 无水乙醇、石油醚、三氯甲烷、乙酸

乙酯、正丁醇等 均为国产分析纯; 鲎试剂盒 厦门

鲎试剂厂。
DWF－100 型植物粉碎机 温岭市林大机械有限

公司; R－205 型旋转蒸发仪 上海申胜生物技术有限

公司; LD4－2A 型离心机 北京医用离心机厂; 721 型

分光光度计 上海光谱仪器有限公司; JD5000－2 型

分析天平 沈阳龙腾电子有限公司。

1.2 实验方法
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1.2.1 工艺流程 绿豆→磨粉→过 100 目筛→70% 乙醇

60℃水浴回流→三层纱布过滤→滤液离心→50℃减压浓缩→
真空干燥→绿豆总提取物→鲎实验

1.2.2 测定方法 终点显色法测内毒素的含量［4］。
1.2.3 细菌内毒素标准曲线的绘制

1.2.3.1 浓度的稀释 取细菌内毒素工作品 1 支，用

细菌内毒素工作品用水稀释为 10EU/mL 的内毒素溶

液，再稀释为 1.0EU/mL 的内毒素溶液，以 1.0EU/mL
的内 毒 素 溶 液 为 母 液 依 次 稀 释 为 1.0、0.5、0.25、
0.1EU /mL 的浓度梯度。
1.2.3.2 操作方法 取无热源试管，分别加入 200μL
10EU 细菌内毒素溶液和绿豆提取液，55 ± 2℃ 水浴

37min，再加入鲎试剂溶液，混匀，温浴 37min。再加

入 500μL 偶氮化试剂 1 溶液，混匀。再依次加入偶

氮化试剂 2 和偶氮化试剂 3 各 500μL，混匀，静置

5min，于 545nm 波长处读取吸光度值，吸光度值越小

说明提取液的内毒素清除率最高。
1.2.4 绿豆提取液萃取工艺研究 以绿豆提取液的

内毒素清除率为标准，探讨乙醇浓度、提取温度、时

间、物料比对提取工艺的影响，确定最佳提取工艺

条件。
1.2.4.1 乙醇浓度对萃取效果的影响 称取绿豆干

粉 5 份，以 1 ∶10 的比例分别加入 30%、50%、70%、
80%、90%的乙醇，60℃水浴回流提取 4h，过滤，低于

50℃浓缩，进行鲎实验，测吸光度值。
1.2.4.2 温度对对萃取结果的影响 称取绿豆干粉 5
份，以 1∶10 的比例加入 60% 的乙醇，分别在 40、50、
60、70、80℃水浴回流提取 4h，过滤，低于 50℃浓缩，

进行鲎实验，测吸光度值。
1.2.4.3 提取时间对萃取效果的影响 称取绿豆干

粉 5 份，以 1∶10 的比例加入 70%的乙醇，60℃水浴回

流，提取时间分别为 2、3、4、5、6h，过滤，低于 50℃浓

缩，进行鲎实验，测吸光度值。
1.2.4.4 料液比对萃取效果的影响 称取绿豆干粉 5
份，分别以 1 ∶5、1 ∶ 10、1 ∶ 15、1 ∶ 20、1 ∶ 25 的比例加入

60%的乙醇，60℃水浴回流提取 4h，低于 50℃ 浓缩，

进行鲎实验，测吸光度值。
1.2.5 不同溶剂萃取物对内毒素的清除作用 取乙

醇提取物，用蒸馏水溶解。用石油醚萃取三次除脂

类，分别用三氯甲烷、乙酸乙酯和正丁醇萃取三次，

浓缩各部分，进行鲎实验。

2 结果与讨论
2.1 内毒素标准曲线的绘制

见图 1。

图 1 内毒素的标准曲线

2.2 乙醇浓度对萃取效果的影响
吸光度值越小，内毒素残留越少，提取物的清除内

毒素作用效果越好，说明绿豆提取物中含有的抗内毒

素成分就越多。由图 2 可以看出，随着乙醇浓度的不

断增大，绿豆中抗内毒素活性成分呈现先增多后减少

的趋势，当乙醇浓度为 70% 时，提取效果最佳。当乙

醇浓度超过 70% 时，提取物中有效成分减少，这可能

是由于其他醇溶性物质增加，与有效成分竞争同乙醇

－水分子结合，从而导致有效成分的提取量下降。

图 2 乙醇浓度对萃取效果的影响

2.3 提取温度对萃取结果的影响
温度对于提取率有非常显著的影响。由图 3 可

以看出，在 40～60℃时，随着温度的升高，绿豆中抗内

毒素成分不断地被萃取出来。当超过 60℃ 时，达到

了乙醇的沸点，提取温度太高，使其中的活性成分破

坏，且杂质的溶出量增加。因此，最佳萃取温度定

为 60℃。

图 3 提取温度对萃取结果的影响

2.4 提取时间对萃取结果的影响
由图 4 可以看出，萃取时间越长，萃取效果越

好。2h 后，曲线下降缓慢。从综合提取效率方面考

虑，提取时间定为 2h。

图 4 提取时间对萃取结果的影响

2.5 料液比对萃取结果的影响
乙醇能穿透绿豆粉末的细胞膜，溶解溶质，形成

细胞内外溶质浓度差，将溶质渗出细胞膜，达到提取

目的。料液比越大，渗透压越大，溶质更容易溶出。
由图 5 可以看出，当料液比在 1∶20 之后，料液比对提

取效果影响不大，曲线变缓，考虑到实验条件的影
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响，确定料液比为 1∶20。

图 5 料液比对萃取结果的影响

2.6 不同溶剂萃取物对内毒素的清除作用
由图 6 可知，乙醇提取物经过不同的溶剂萃取，

正丁醇的萃取物对内毒素的清除作用最强。由此可

以断定，绿豆中清除内毒素的有效成分主要集中于

正丁醇萃取物中。

3 结论
绿豆提取液具有体外清除细菌内毒素的作用，

不同的提取条件均能影响提取物中清除内毒素有效

成分的含量。经研究利用 70%的乙醇，料液比 1∶20，

60℃条件下提取 2h，绿豆中清除内毒素的有效成分

图 6 不同溶剂萃取物对内毒素的清除作用

提取效果理想。通过两相萃取，证明有效成分主要

集中于正丁醇提取物中。
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图 4 三种脱蛋白方法综合比较

率最小的是三氯乙酸法。综合考虑蛋白质脱除率、
多糖损失率和总抗氧化能力损失率，采用 3% 浓度三

氯乙酸脱除杜仲粗多糖蛋白质较宜，蛋白质脱除率

为 53.32%，多糖损失率为 3.67%，总抗氧能力此条件

下无损失。
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