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摘要： 目的　 分析海螵蛸提取物活性成分， 并研究其止血机制。 方法 　 以水、 乙醇、 石油醚为溶剂， 分别采用热回

流、 浸泡残渣、 超声处理等方法制备海螵蛸提取物。 通过化学试剂反应现象判断提取物活性成分， 检测提取物凝血时

间、 凝血四项 （ＰＴ、 ＡＰＴＴ、 ＴＴ、 ＦＩＢ） 来分析止血机制。 结果 　 海螵蛸提取物可能含有甾体三萜、 挥发油和油脂、
皂苷、 有机酸、 内酯和香豆素、 糖类、 氨基酸等成分。 水提物体外促凝效果最好， 醇提物、 石油醚提取物较弱。 与空

白组比较， 水提物各剂量组 ＡＰＰＴ、 ＰＴ 缩短 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 并呈剂量依赖性。 结论　 海螵蛸提取物活性成分丰富， 水提

物具有良好的体外促凝效果， 其机制可能为激活外源性凝血系统、 促进内源性凝血系统中凝血因子释放酶原。
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　 　 海螵蛸是头足纲乌贼科动物无针乌贼或金乌贼的干燥

内壳［１］ ， 分布于浙江、 福建、 山东等沿海地区。 碳酸钙、
壳角质与粘液质占其成分含量的 ９０％ 左右， 还含有少量氯

化钠、 磷酸钙、 镁盐等［２⁃３］ 。 海螵蛸成分构成中成分众

多［４］ ， 具有极大的研究开发价值。 当前， 对海螵蛸的研究

多集中于治疗胃溃疡和成骨作用［５⁃７］ ， 但对凝血止血机制的

研究报道较少。 郑杰［８］ 等用黄芪和乌贼骨各 ３０ ｇ， 再配伍

其他止血药治疗由肾气虚导致的术后出血不止， 在服药 ４
剂后出血即止， 可见海螵蛸可协同他药发挥止血作用； 盛

福韶［９］用大黄炭海螵蛸粉， 取适量涂于凡士林油纱条上，
填塞出血鼻腔， 连用 ７ ｄ， 有效率达 ９４􀆰 ４％ 。 海螵蛸作为一

味海洋中药， 其良好的凝血效果已被证实， 但是其具体止

血机制仍不清楚， 其止血活性物质也不明确， 并且关于其

止血作用机制和体外止血研究鲜有报道。 因此， 本实验对

海螵蛸提取物进行体外促凝血检测， 探索其活性成分和止

血机制。
１　 材料

ＤＦ⁃１０１Ｓ 集热式恒温加热磁力搅拌器 （河南省予华仪

器有限公司）； ＴＤＬ⁃４０Ｂ 电动离心机 （杭州南开日新生物

技术有限公司）； ＡＳ⁃ＬＧＪ⁃１０ＦＧ 冷冻干燥机 （郑州宏朗仪器

设备有限公司）； ＡＣＬＴＯＰＴ００ＬＡＳ 全自动血凝分析仪 （西
班牙巴塞罗那沃芬公司）。 云南白药 （云南白药集团股份

有限公司）。 新鲜海螵蛸购于连云港新浦区苍梧生活广场，
经江苏海洋生物资源与环境重点实验室刘玮炜教授鉴定为

金乌贼 Ｓｅｐｉａ ｅｓｃｕｌｅｎｔａ Ｈｏｙｌｅ 内壳， 粉碎研磨制得。 昆明种

小鼠饲养于南京中医药大学康达医学院，动物生产许可证号

ＳＣＸＫ（苏）２０１６⁃０００２，动物实验伦理委员会审批号 Ｊｏｕ⁃２０２０⁃
Ｙ⁃０１⁃Ａ。
２　 方法

２􀆰 １　 提取物制备

２􀆰 １􀆰 １　 水提物　 药材研磨后过 ４０ 目筛， 称取 １０ ｇ， 加去

离子水 １００ ｍＬ， 室温浸泡 ６ ｈ， 在 ８０ ℃ 下搅拌热回流

２ ｈ［１０］ ， 滤过， 重复提取 １ 次， 合并 ２ 次水提液， 滤渣超声

提取 ４０ ｍｉｎ， 合并滤液， ２５ ℃、 ４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ 后

取上清， 置于 ６０ ℃烘箱中烘干浓缩后， 旋转浓缩至近干，
冷冻干燥， 即得。
２􀆰 １􀆰 ２　 醇提物　 取药材粉末 １０ ｇ， 加 １００ ｍＬ ９５％ 乙醇浸

泡 ２４ ｈ， ５０ ℃加热回流提取 ２ ｈ， 过滤， 滤渣提取 １ 次， 超

声提取 ４０ ｍｉｎ， 合并 ３ 次滤液， 离心后取上清， 蒸干，
即得。
２􀆰 １􀆰 ３　 石油醚提取物　 取药材粉末 １０ ｇ， 加 １００ ｍＬ 石油

醚， 室温浸泡［１１］ 一段时间后搅拌 ２ ｈ， 滤过， 滤渣用石油

醚同法提取 １ 次， 超声提取 ４０ ｍｉｎ， 合并 ３ 次滤液， 离心

后取上清， 蒸干， 即得。
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２􀆰 ２　 活性成分分析　 向盛有供试液的试管中或滤纸片上加

入相关的化学试剂， 根据反应现象 （颜色、 沉淀等） 来判

断某种活性成分在海螵蛸提取物中是否存在［１２］ 。
２􀆰 ３　 凝血时间检测　 采用摘眼球取血法取小鼠血液， 制备

枸橼酸钠抗凝血液， 玻璃试管中加入药液 ０􀆰 ２ ｍＬ （３７ ℃水

浴预温）， 再加入氯化钙溶液 ０􀆰 ２ ｍＬ， 摇匀后于各管内同

时加入小鼠抗凝血液 ０􀆰 ５ ｍＬ， 以云南白药为阳性对照， 生

理盐水为空白对照， 置于 ３７ ℃水浴箱中振荡摇晃后立即计

时， 每 ５ ｓ 轻轻倾斜试管 １ 次， 观察有无凝血， 到倾斜试管

血块凝固于管底而不流动时停止计时， 即为凝血时间［１３］ ，
重复 ３ 次， 取平均值。
２􀆰 ４　 凝血四项检测　 采用摘眼球取血法取小鼠血液， 制备

枸橼酸钠抗凝血液 （１ 份抗凝液＋９ 份全血）， 轻轻颠倒混

匀， ３ ０００ ｒ ／ ｍ 离心 １５ ｍｉｎ， 收集上清液。 取待测血浆

０􀆰 １ ｍＬ， 分为醇提物高 （４􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍＬ）、 中 （２􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍＬ）、
低 （１􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍＬ） 剂量组， 水提物高 （ ４􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍＬ）、 中

（２􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍＬ）、 低 （１􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍＬ） 剂量组， 石油醚提取物

高 （４􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍＬ）、 中 （２􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍＬ）、 低 （１􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍＬ） 剂

量组， 云南白药 （２􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍＬ） 组， 加入 ０􀆰 ０５ ｍＬ 样品，
另设阴性对照组， 加入 ０􀆰 ０５ ｍＬ 生理盐水， 混匀， 置于全

自动血凝分析仪上， 检测凝血酶原时间 （ＰＴ）、 活化部分

凝血活酶时间 （ＡＰＰＴ）、 凝血酶时间 （ＴＴ）、 纤维蛋白原

（ＦＩＢ） 水平， 重复 ６ 次， 取平均值。
２􀆰 ５　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ １３􀆰 ０ 软件进行处理， 计量资

料以 （ ｘ± ｓ） 表示， 组间比较采用单因素方差分析。 Ｐ＜
０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 成分分析　 由表 １ 可知， 海螵蛸提取物可能含有甾体

三萜类、 挥发油和油脂、 皂苷、 有机酸、 内酯、 香豆素、
糖类、 氨基酸， 未发现蛋白质、 蒽醌类、 酚类、 鞣质等

成分。

表 １　 提取物成分分析结果

成分 实验 指标 结果 结论

三萜 氯仿⁃浓硫酸反应 上层呈青色，下层有绿色荧光 ＋ 存在

挥发油、油脂 油斑实验 常温下挥发有油斑 ＋ 存在

酚类、鞣质 三氯化铁反应 无蓝、暗绿蓝紫色 — 不存在

有机酸 ｐＨ 试纸 试纸显黄色，呈酸性 ＋ 存在

蒽醌 碱性试验 溶液无色透明，未显示红色 — 不存在

内脂、香豆素 荧光试验 存在黄色荧光 ＋ 存在

糖类 费林反应 棕红色沉淀 ＋ 存在

皂苷 泡沫反应 激烈振荡产生大量持久性泡沫 ＋ 存在

蛋白质 双缩脲反应 蓝色 — 不存在

氨基酸 茚三酮反应 蓝、蓝紫色 ＋ 存在

３􀆰 ２　 提取物对小鼠凝血时间的影响　 由表 ２ 可知， 与空白

组比较， 水提物组凝血时间缩短 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 接近阳性对

照组。

表 ２　 提取物对小鼠凝血时间的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别
凝血时间 ／ ｓ

第 １ 次 第 ２ 次 第 ３ 次 第 ４ 次 第 ５ 次 第 ６ 次 平均值

水提物组 ２０ １０ １５ １５ ２０ １５ １５􀆰 ８３±３􀆰 ７６∗

醇提物组 ６０ ６５ ６０ ５５ ６５ ６５ ６１􀆰 ６７±４􀆰 ０８
石油醚提取物组 ７０ ７５ ７０ ７５ ８０ ７０ ７３􀆰 ３３±４􀆰 ０８

空白组 ９０ ９０ ８５ ９５ ９５ ９０ ９０􀆰 ８３±３􀆰 ７６
阳性对照组 ２０ １０ ２５ ３０ ２０ ２５ ２１􀆰 ６７±６􀆰 ８３

　 　 注： 与空白组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

３􀆰 ３　 提取物对小鼠凝血四项的影响　 由表 ３ 可知， 与空白

组比较， 水提物各剂量组小鼠 ＰＴ、 ＡＰＰＴ 缩短 （Ｐ＜０􀆰 ０５），
并呈剂量依赖性， 但各提取物组 ＴＴ、 ＦＩＢ 水平均无明显变

化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。
４　 讨论

体外止血实验表明， 海螵蛸提取物中水提物体外促凝

效果良好， 其活性成分中有良好的体外促凝物质。 海螵蛸

主要促凝血成分为 Ｃａ 离子、 甲壳素、 壳聚糖和提取物多

糖［１］ ， 其中甲壳素不溶于水， 壳聚糖是甲壳素的脱乙酰化

产物， 海螵蛸中 Ｃａ 离子存在形式为其主要成分 ＣａＣＯ３， 并

且难溶于水， 推测活性成分可能为提取物多糖。 凝血过程

是一系列的酶促反应， 包括内源性、 外源性、 共同凝血 ３
个途径， 使血浆纤维蛋白原变为纤维蛋白， 血液由溶胶状

态变为凝胶状态［１４］ 。 凝血四项检测结果表明， 海螵蛸水提

物能缩短小鼠 ＰＴ、 ＡＰＴＴ， 高剂量下更明显， 但 ＴＴ、 ＦＩＢ 基

本无变化， 其促凝血作用可能与外源性凝血途径和内源性

凝血途径中影响凝血因子有关， 同时其质量浓度提高时可

积极影响内源性凝血中促进凝血活酶形成过程中凝血因子、
激肽释放酶原的过程。
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表 ３　 提取物对小鼠凝血四项的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
组别 ＰＴ ／ ｓ ＡＰＰＴ ／ ｓ ＴＴ ／ ｓ ＦＩＢ ／ （ｇ·Ｌ－１）

空白组 １４􀆰 ２０±０􀆰 １３ ３４􀆰 ７０±０􀆰 ７１ １７􀆰 ５０±０􀆰 ７７ １􀆰 ７１±０􀆰 ０８
阳性对照组 １３􀆰 ５０±０􀆰 ４７ ３６􀆰 ５７±２􀆰 １３ １９􀆰 ９０±１􀆰 ３３ １􀆰 ７５±０􀆰 １３

石油醚提取物低剂量组（１􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍＬ） １３􀆰 ８３±０􀆰 １８ ３４􀆰 ９０±０􀆰 ２４ １８􀆰 ２８±０􀆰 ２１ １􀆰 ７１±０􀆰 ０９
石油醚提取物中剂量组（２􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍＬ） １３􀆰 ５３±０􀆰 １２ ３５􀆰 ３５±０􀆰 ４５ １８􀆰 １０±０􀆰 ２０ １􀆰 ７８±０􀆰 １６
石油醚提取物高剂量组（４􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍＬ） １３􀆰 １２±０􀆰 １６ ３５􀆰 ８８±０􀆰 ３４ １８􀆰 ０５±０􀆰 ３７ １􀆰 ７７±０􀆰 １７

醇提物低剂量组（１􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍＬ） １３􀆰 ５２±０􀆰 ３７ ３５􀆰 ０７±０􀆰 ４４ １８􀆰 ５８±０􀆰 ３１ １􀆰 ６９±０􀆰 １２
醇取物中剂量组（２􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍＬ） １３􀆰 ４２±０􀆰 １５ ３５􀆰 ５７±０􀆰 ５０ １９􀆰 ６８±１􀆰 ０６ １􀆰 ６３±０􀆰 ０７
醇取物高剂量组（４􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍＬ） １３􀆰 ４８±０􀆰 ２０ ３６􀆰 ９８±０􀆰 ４６ ２１􀆰 ２３±０􀆰 ４６ １􀆰 ６９±０􀆰 ０８
水取物低剂量组（１􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍＬ） １３􀆰 １０±０􀆰 １６∗ ３４􀆰 ５０±１􀆰 ３７∗ １８􀆰 ２０±０􀆰 ７９ １􀆰 ７２±０􀆰 １３
水取物中剂量组（２􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍＬ） １２􀆰 ６７±０􀆰 ２０∗ ３１􀆰 ７５±４􀆰 ４７∗ １７􀆰 ３８±３􀆰 ７６ １􀆰 ７４±０􀆰 １７
水取物高剂量组（４􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍＬ） １２􀆰 ０２±０􀆰 ２０∗ １８􀆰 ９７±３􀆰 ８７∗ １８􀆰 ６８±１􀆰 ７６ １􀆰 ７９±０􀆰 １１

　 　 注： 与空白组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。
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摘要： 目的　 建立 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 结合气相色谱串联质谱 （ＧＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ） 法同时测定陈皮中 ２１５ 种农药残留。 方法　 １％ 乙

酸⁃乙腈提取陈皮， 以 ＰＳＡ、 ＧＣＢ 为净化剂， 分析采用 ＨＰ⁃５ＭＳ 色谱柱 （３０ ｍ×０􀆰 ２５ ｍｍ， ０􀆰 ２５ μｍ）； 程序升温； 进样

量 １ μＬ， 不分流； 体积流量 １􀆰 ２ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 进样口温度 ２４０ ℃； 电子电离源， 电子能量 ７０ ｅＶ； 离子源温度 ２８０ ℃； 多

反应监测模式； 碰撞气氩气； 溶剂延迟时间 ２􀆰 ５ ｍｉｎ。 结果　 ２１５ 种农药在各自范围内线性关系良好 （ ｒ＞０􀆰 ９９５ ０）， 在

０􀆰 ０５、 ０􀆰 １、 ０􀆰 ２ ｍｇ ／ ｋｇ 水平的平均加样回收率分别为 ６０􀆰 ４５％ ～ １３０􀆰 ０５％ 、 ６６􀆰 ３１％ ～ １２７􀆰 ４４％ 、 ６４􀆰 ２１％ ～ １１８􀆰 ８５％ 。
结论　 该方法快速高效， 简便经济， 可用于陈皮中农药残留的快速筛查及日常检测。
关键词： 陈皮； 农药残留； ＱｕＥＣｈＥＲＳ； 气相色谱串联质谱 （ＧＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ）
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