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摘 要 目的：优选雪松松针总皂苷的超声提取工艺，并考察其体外抗肿瘤活性。方法：采用紫外分光光度法测定雪松松针总皂

苷的含量。在单因素试验基础上，以乙醇体积分数、液料比、提取时间为因素，根据Box-Behnken设计进行试验，以雪松松针总皂

苷含量为响应值进行响应面分析，对雪松松针总皂苷的超声提取工艺进行优化。考察所制雪松松针总皂苷对人肺癌A549细胞、

人肝癌HepG2细胞和人胃癌MKN45细胞增殖的影响，并计算半数抑制浓度（IC50）。结果：优选工艺为乙醇体积分数73％，液料比

13 ∶ 1，提取 2次、每次 65 min；以此工艺所得雪松松针总皂苷平均含量为 6.693 mg/g ，与预测值 6.508 mg/g 的相对误差为 2.84％。

雪松松针总皂苷对 A549、HepG2、MKN45 细胞的增殖均有抑制作用，且呈明显的浓度依赖性，IC50 分别为（63.98±6.79）、

（154.91±10.20）、（176.32±14.26）µg/ml。结论：优选的雪松松针总皂苷的超声提取工艺合理、可行；其对A549、HepG2、MKN45

细胞增殖均有一定的抑制作用，其中对A549细胞作用最为明显。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To optimize the ultrasonic extraction technology of total saponins from pine needles of Cedrus deoda-

ra（TSPNCD），and to investigate its in vitro antitumor activity. METHODS：The content of TSPNCD was determined by UV spec-

trophotometry. Based on single factor test，ethanol volume fraction，solvent-material ratio and extraction time were selected as influ-

ential factors during ultrasonic extraction. According to Box-Behnken design，using the content of TSPNCD as response value，re-

sponse surface analysis was conducted and used to optimize the ultrasonic extraction technology of TSPNCD. The effects of

TSPNCD on the proliferation of human lung cancer A549 cells，human hepatocellular carcinoma HepG2 cells and human gastric

cancer MKN45 cells were detected，and IC50 of them were calculated. RESULTS：Optimal technology was that extraction solvent

was 73％ ethanol；solvent-material ratio was 13 ∶ 1；ultrasonic extraction times was twice，each time for 65 min. Under the above

conditions，the average content of TSPNCD reached 6.693 mg/g，and relative error between it and predicted value（6.508 mg/g）

was 2.84％ . TSPNCD inhibited the growth of A549 cells，HepG2 cells and MKN45 cells in a dose-dependent manner，with the

IC50 values of（63.98±6.79），（154.91±10.20），（176.32±14.26）µg/ml，respectively. CONCLUSIONS：The ultrasonic extraction

technology was verified as reasonable and feasible. TSPNCD has certain inhibitory effect on the proliferation of A549 cells，HepG2

cells and MKN45 cells，especially for A549 cells.

KEYWORDS Pine needles of Cedrus deodara；Total saponins；Ultrasonic extraction technology；Box-Behnken response surface

methodology；Antitumor activity；in vitro
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雪松[Cedrus deodara（Roxb.）G. Don.]是松科（Pianaceae）

植物雪松属（Cedrus trew）树种的泛称，该属共有 4种，包括雪

松（C. deodara）、黎巴嫩雪松（C. libani）、短叶雪松（C. brevifo-

lia）和北非雪松（C. atlantica），间断地分布在喜马拉雅山、亚洲

西部（黎巴嫩、叙利亚和土耳其）、塞浦路斯及北非（摩洛哥和

阿尔及利亚）[1]。其针叶药用历史悠久，主要化学成分为黄酮

类、苯丙素类、皂苷类、甾体类、多糖类及针叶胶等[2-3]。

皂苷是苷元为三萜或甾体类化合物的一类糖苷，主要分

布于陆地高等植物中，也少量存在于海星和海参等海洋生物

中。对皂苷的研究主要集中在人参皂苷、柴胡皂苷、三七皂

苷、绞股蓝总皂苷等，该类化合物具有多种生物活性，也具有

抗肿瘤的作用[4-7]。然而有关雪松松针皂苷类化合物的研究较

少，仅发现雪松松针总三萜皂苷提取工艺研究的报道[8]。笔者

前期通过对雪松松针提取物体内抗肿瘤的实验研究，证实了

雪松松针醇提取物对H22肝癌、S180肉瘤荷瘤小鼠具有一定

的抗肿瘤活性。为了得到高纯度雪松松针总皂苷并探讨其抗

肿瘤功效，本实验拟采用紫外-可见分光光度法，以人参皂苷

Rb1为对照品，建立雪松松针总皂苷的含量测定方法；采用单

因素试验和Box-Behnken响应面法对雪松松针总皂苷的超声

提取工艺参数进行优化；采用 CCK-8法，选用人肺癌细胞株

A549、人肝癌细胞株 HepG2及人胃癌细胞株 MKN45进行体

外增殖抑制试验，以期为雪松松针的抗癌物质基础研究提供

参考。

1 材料
1.1 仪器

UV-240紫外-可见分光光度计（日本岛津公司）；AE260万

分之一分析天平（瑞士Mettler Toledo公司）；CP225D十万分之

一电子分析天平（德国 Sartorius 公司）；X-mark 酶标仪（美国

Bio Rad公司）；TDZ4-WS台式低速离心机（湘仪离心机仪器有

限公司）。

1.2 药品与试剂

人参皂苷Rb1对照品（成都曼斯特生物科技有限公司，批

号：MUST-14032301，纯度：≥98％）；RPMI 1640 培养基、

DMEM培养基（美国 HyClone公司）；McCoy’s 5A Medium培

养基（美国Gibco公司）；二甲基亚砜（DMSO，北京索莱宝科技

有限公司，批号：20150417）；四季青胎牛血清（浙江天杭生物

科技有限公司）；CCK-8试剂盒（日本同仁化学研究所，批号：

JV872）；其余试剂均为分析纯，水为蒸馏水。

1.3 药材

雪松松针于 2012年 6月采自甘肃省兰州市，经甘肃省医

学科学研究院何福江研究员、石长栓副研究员鉴定为松科雪

松属植物雪松[Cedrus deodara（Roxb.）G. Don.]的松针。

1.4 细胞株

人胃癌MKN45细胞株、人肺癌A549细胞株、人肝癌HepG2

细胞株均由甘肃省医学科学研究院转化医学中心提供。

2 方法与结果
2.1 溶液的制备

2.1.1 供试品溶液 准确称取粉碎过20目筛的雪松松针粉末

1.00 g，置于 50 ml 锥形瓶中，加入 70％乙醇溶液 20 ml，超声

（160 W、40 kHz）提取2次，每次1 h ，合并2次提取液，过滤，滤

液减压回收乙醇至无醇味，再加入蒸馏水 30 ml充分溶解，水

液经石油醚萃取（50 ml×2 次）后，再用水饱和正丁醇溶液萃取

（50 ml×2次），然后合并正丁醇萃取液。正丁醇萃取液经氨试

液充分洗涤（100 ml×2 次）后，再用正丁醇饱和水溶液洗涤

（100 ml×2次），最后减压回收正丁醇，残渣用甲醇溶解并定容

至25 ml量瓶中，即得。

2.1.2 人参皂苷Rb1对照品溶液 精密称取人参皂苷Rb1对照

品5.0 mg，置于10 ml量瓶中，以甲醇溶解并定容至刻度；吸取

2.5 ml置于 25 ml量瓶中，用甲醇稀释并定容至刻度，摇匀，即

得质量浓度为50 µg/ml的人参皂苷Rb1对照品溶液。

2.2 总皂苷含量测定

2.2.1 检测波长的选择 供试品溶液和人参皂苷Rb1对照品

溶液经5％香草醛-冰醋酸和高氯酸（1 ∶ 4）混合液处理后显色，

在 300～700 nm波长范围内进行全波长扫描。结果在 540 nm

波长处有最大吸收，故本试验将540 nm作为检测波长。

2.2.2 线性关系考察 精密吸取人参皂苷 Rb1对照品溶液

0.4、0.8、1.2、1.6、2.0、2.4、2.8 ml，分别置于 10 ml具塞试管中，

于80 ℃水浴中挥干溶剂，加入新制备的5％香草醛-冰醋酸溶

液0.2 ml和高氯酸溶液0.8 ml，摇匀，密塞，80 ℃恒温水浴加热

15 min 后，置冰水浴冷却 20 min，然后各加入冰醋酸 6 ml，摇

匀，静置10 min。在540 nm波长下，以空白试剂为参比测定吸

光度。以人参皂苷Rb1含量（x，μg）为横坐标、吸光度（y）为纵

坐标进行线性回归，得回归方程：y＝0.003 4x+0.027 7（r＝

0.999 6）。结果表明，人参皂苷Rb1质量在 20～140 µg范围内

与吸光度呈良好的线性关系。

2.2.3 精密度试验 精密吸取人参皂苷 Rb1对照品溶液 1.20

ml，共6份，按照“2.2.2”项下方法操作，测得溶液吸光度分别为

0.241、0.240、0.240、0.242、0.241、0.241，RSD 为 0.31％（n＝6）。

结果表明，该仪器精密度良好。

2.2.4 稳定性试验 精密吸取供试品溶液0.2 ml，按照“2.2.2”

项下方法操作，显色 10 min 后，室温放置 0、5、10、15、20、25、

30、35 min后分别测定。测得吸光度分别为0.192、0.191、0.191、

0.190、0.192、0.192、0.191、0.189，RSD 为 0.56％（n＝8）。结果

表明，供试品溶液显色反应在35 min内稳定。

2.2.5 重复性试验 准确称取雪松松针粉末1.00 g，共6份，按

“2.1.1”项下方法操作平行制备6份供试品溶液，再分别精密吸

取供试品溶液各 0.25 ml，按照“2.2.2”项下操作方法测定吸光

度。结果测得吸光度分别为 0.234、0.230、0.236、0.231、0.232、

0.228，其平均值和RSD分别为0.232和1.23％（n＝6）。结果表

明，该操作方法重复性良好。

2.2.6 加样回收率试验 准确称取雪松松针粉末 0.50 g，共 6

份，分别加入人参皂苷Rb1对照品30 µg，按“2.1.1”项下方法操

作平行制备6份供试品溶液，然后分别精密吸取各供试品溶液

0.25 ml，按照“2.2.2”项下操作方法测定吸光度，计算含量及回

收率。结果，其平均回收率和 RSD 分别为 96.97％和 1.96％

（n＝6），表明该方法准确度较好。

2.2.7 样品含量测定 准确称取雪松松针粉末1.00 g，共3份，

按“2.1.1”项下方法操作制备供试品溶液，然后分别精密吸取

各供试品溶液0.25 ml，按照“2.2.2”项下操作方法测定吸光度，

计算含量。结果，雪松松针总皂苷的平均含量为 5.958 mg/g，

RSD为0.74％（n＝3）。

2.3 单因素试验考察提取工艺

对雪松松针总皂苷超声提取过程中的4个影响因素（乙醇

浓度、液料比、提取时间、提取次数）进行单因素试验。
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2.3.1 乙醇浓度对雪松松针总皂苷含量的影响 准确称取雪

松松针粉末 1.00 g，共 6份，分别以 40％、50％、60％、70％、

80％、90％乙醇作为提取溶剂，液料比20 ∶ 1，超声提取2次，每

次60 min。然后按“2.1.1”项下方法操作制备供试品溶液，再分

别精密吸取各供试品溶液0.2 ml，按“2.2.2”项下操作方法测定

吸光度，并计算雪松松针总皂苷的含量，结果见图1。

由图 1可知，随着乙醇体积分数的升高，雪松松针中总皂

苷的含量也逐渐增加，当乙醇体积分数达到70％时，总皂苷的

含量达到最大值；之后随着乙醇体积分数的增加，总皂苷的含

量反而下降。究其原因可能是由于高体积分数乙醇对脂溶性

成分提取量增加，而对皂苷提取量降低。故本试验选择 70％

乙醇作为提取溶剂。

2.3.2 液料比对雪松松针总皂苷提取量的影响 准确称取雪

松松针粉末1.00 g，共8份，以70％乙醇作为提取溶剂，液料比

分别为5 ∶1、8 ∶1、10 ∶1、12 ∶1、15 ∶1、18 ∶1、20 ∶1、25 ∶1，超声提取

2次，每次60 min。然后按“2.1.1”项下方法操作制备供试品溶

液，再分别精密吸取各供试品溶液 0.2 ml，按“2.2.2”项下操作

方法测定吸光度，并计算雪松松针总皂苷的含量，结果见图2。

由图 2可知，随着液料比的增大，雪松松针总皂苷的提取

量逐渐增加，当液料比为10 ∶1时总皂苷的提取量达到最大值；

之后随着液料比的增大，总皂苷的提取量变化不大，逐渐趋于

平衡状态。故本试验选择液料比为10 ∶1较为适宜。

2.3.3 提取时间对雪松松针总皂苷提取量的影响 准确称取

雪松松针粉末1.00 g，共6份，以70％乙醇作为提取溶剂，以液

料比为 10 ∶ 1，超声提取时间分别定为 15、30、45、60、75、90

min，提取2次。然后按“2.1.1”项下方法制备供试品溶液，再分

别精密吸取各供试品溶液0.2 ml，按“2.2.2.”项下操作方法测定

吸光度，并计算雪松松针总皂苷的含量，结果见图3。

由图 3可知，随着提取时间的增加，雪松松针中总皂苷的

提取量逐渐增大，当提取时间为 60 min时总皂苷的提取量达

到最大值；之后随着提取时间的增加，总皂苷的含量并没有发

生明显的变化。故确定本试验的超声提取时间为60 min。

2.3.4 提取次数对雪松松针总皂苷提取量的影响 准确称取

雪松松针粉末1.00 g，共3份，以70％乙醇作为提取溶剂，液料

比为 10 ∶ 1，超声提取时间为 60 min，提取 3次。分次按“2.1.1”

项下方法操作制备供试品溶液，然后分别精密吸取各供试品

溶液 0.2 ml，按“2.2.2”项下操作方法测定吸光度，计算雪松松

针总皂苷的含量。结果，提取第 1次测得含量分别为 38.03、

37.15、35.97 µg/g，平均含量为37.05 µg/g；提取第2次测得含量

分别为 27.44、25.38、26.56 µg/g，平均含量为 26.46 µg/g；提取

第3次后均未检测到雪松松针总皂苷。结果表明，在提取2次

后即可将雪松松针中的总皂苷提取完全，故本试验中确定提

取次数为2次。

2.4 响应面法优化提取工艺

2.4.1 方案设计及试验结果 参考单因素试验结果及文献方

法[9-11]，选择乙醇体积分数（X1，％）、液料比（X2，ml/g）、提取时间

（X3，min）为因素，采用Box-Behnken法进行 3因素 3水平的试

验设计，以雪松松针总皂苷含量（Y）为响应值进行响应面分

析。因素与水平见表1，Box-Behnken试验设计与结果见表2。

表1 因素与水平

Tab 1 Factors and levels

因素

X1，％
X2，ml/g

X3，min

水平
-1

60

1 ∶5
45

0

70

1 ∶10

60

1

80

1 ∶15

75

表2 Box-Behnken试验设计与结果

Tab 2 Design and results of Box-Behnken design

试验号
1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

X1

1

1

0

-1

0

0

0

-1

-1

1

0

0

-1

1

0

0

0

X2

1

-1

0

-1

0

1

-1

1

0

0

1

0

0

0

-1

0

0

X3

0

0

0

0

0

1

1

0

1

1

-1

0

-1

-1

-1

0

0

总皂苷含量，mg/g

5.74

3.98

6.16

3.75

6.06

5.66

3.10

4.77

3.80

4.82

3.57

6.21

2.95

3.32

3.44

6.13

6.19

2.4.2 模型的建立及显著性分析 利用Design-Expert 8.0.5软

图1 乙醇体积分数对雪松松针总皂苷提取量的影响

Fig 1 The effects of ethanol volume fraction on the content

of TSPNCD
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图2 液料比对雪松松针总皂苷提取量的影响

Fig 2 The effects of solvent-material ratio on the content of

TSPNCD
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图3 提取时间对雪松松针总皂苷提取量的影响

Fig 3 The effects of extraction time on the content of

TSPNCD
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件对表2数据进行回归统计分析。得二元多项回归模型为Y＝

－58.98+1.20X1－0.06X2+0.69X3+3.70×10－3X1X2+1.08×10－3X1X3+

8.10×10－3X2X3－9.05×10－3X1
2－0.027X2

2－6.77×10－3X3
2，R2＝

0.994 2，表明回归方程拟合度良好，结果可靠。方差分析结果

见表3。

表3 方差分析结果

Tab 3 Results of variance analysis

方差来源
模型
X1

X2

X3

X1X2

X1X3

X2X3

X1
2

X2
2

X3
2

残差
失拟项
误差
总和
校正系数

离均差平方和
25.10

0.84

3.74

2.10

0.14

0.11

1.48

3.45

1.98

9.76

0.064

0.051

0.014

25.17

R2=0.994 2

自由度
9

1

1

1

1

1

1

1

1

1

7

3

4

16

Radj=0.967 0

均方
2.79

0.84

3.74

2.10

0.14

0.11

1.48

3.45

1.98

9.76

9.19×10－3

0.017

3.45×10－3

F

303.53

91.25

407.01

228.66

14.90

11.49

160.65

375.28

215.00

1 062.11

4.88

P

＜0.000 1

＜0.000 1

＜0.000 1

＜0.000 1

0.006 2

0.011 6

＜0.000 1

＜0.000 1

＜0.000 1

＜0.000 1

0.079 9

显著性
极显著
极显著
极显著
极显著
非常显著
显著
极显著
极显著
极显著
极显著

由表 3可知，模型P＜0.000 1，表明试验建立的模型极显

著；失拟项P＝0.079 9＞0.05，没有显著性影响，说明数据没有

异常点；一次项X1、X2、X3和二次项X1
2、X2

2、X3
2均对试验结果有

极显著影响（P＜0.000 1）；BC对试验结果有极显著影响（P＜

0.000 1），X1X2对试验结果有非常显著的影响（P＜0.01），X1X3对

试验结果有显著影响（P＜0.05），这说明考察因素对试验结果

存在交互作用。模型的校正系数 R2＝0.994 2，表明回归方程

拟合度良好，可以用此模型分析和预测雪松松针总皂苷的提

取工艺。

2.4.3 响应面分析 根据回归模型作出相应的响应面图和等

高图，考察拟合响应面的形状，分析超声提取各因素对雪松松

针总皂苷含量的影响，结果见图4。

等高线的形状可以反映交互作用的强弱，椭圆形表示两

因素交互作用显著，圆形则表示交互作用不显著。由图4可以

看出，各因素间交互作用显著，作用大小排列依次为 X2X3＞

X1X2＞X1X3。由响应面图可知，超声提取时间对雪松松针总皂

苷的含量影响最为显著，表现为曲线较陡；乙醇浓度和料液比

对雪松松针中总皂苷含量的影响显著，表现为曲线平滑。

2.4.4 验证试验 利用Design-Expert 8.0.5软件对回归方程进

行求解，得到雪松松针总皂苷的最优提取工艺条件为：乙醇体

积分数 72.26％，液料比 13.39 ∶ 1，超声提取 2次、每次 64.77

min。考虑到实际试验条件的可操作性，将工艺参数调整为：

乙醇体积分数73％，液料比13 ∶ 1，超声提取2次、每次65 min。

在此最优提取工艺条件下，取10 g样品进行工艺验证试验，平

行 5次，计算得雪松松针中总皂苷的平均含量为 6.693 mg/g

（RSD＝2.84％，n＝5），与预测值 6.508 mg/g相差 0.185 mg/g，

相对误差为2.84％，表明优选工艺条件准确、可靠。

2.5 雪松松针总皂苷对不同肿瘤细胞增殖的抑制作用

参考文献方法[12-15]进行细胞复苏、传代、消化并计数。分

别取对数生长期的人胃癌MKN45细胞、人肺癌A549细胞、人

肝癌HepG2细胞，用 0.25％胰酶消化后离心，除去上清液，用

培养基（A549、HepG2细胞用RPMI 1640培养基，MKN45细胞

用DMEM培养基）稀释成5×104个/ml的细胞悬液，以每孔100

µl接种于 96孔培养板中，并置于 37℃、5％CO2培养箱中培养

过夜。弃去培养液，将细胞分为试验组、阴性对照组和空白对

照组，其中 A549细胞试验组分别加入终质量浓度为 10、20、

40、80、120 µg/ml的雪松松针总皂苷溶液，HepG2和MKN45细

胞试验组分别加入终质量浓度为40、80、120、160、200 µg/ml的

雪松松针总皂苷溶液。每个质量浓度设3个复孔，同时设1 个

平行空白对照孔，阴性对照孔则加入含0.1％DMSO的完全培

养基。然后将 96 孔板置于 37 ℃、5％CO2培养箱中继续培养

48 h后，各孔加入CCK-8溶液 10 µl，混匀，置于培养箱中继续

培养 2 h。用酶标仪于 450 nm波长处测定吸光度（A）值，计算

细胞增殖抑制率：细胞增殖抑制率＝[1－（A 试验组－A 空白对照组）/

（A 阴性对照组－A 空白对照组）]×100％。应用 SPSS 19.0软件求其半数

抑制浓度（IC50），结果见图5。

结果显示，雪松松针总皂苷对人肺癌A549细胞、人肝癌

HepG2细胞和人胃癌MKN45细胞的增殖均有较强的抑制作

用，呈明显的浓度依赖关系，抑制作用大小依次为 A549＞

图4 因素和响应值关系的等高线图和响应面图

Fig 4 Contour map and response surface plot of the rela-

tionship of factors with response value
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HepG2＞MKN45，IC50分别为（63.98±6.79）、（154.91±10.20）、

（176.32±14.26）µg/ml；其中雪松松针总皂苷对 A549细胞抑

制作用最强，当质量浓度为120 µg/ml时，抑制率达71.29％。

3 讨论

3.1 雪松松针总皂苷的提取工艺优化

许文凤等[16]采用正交试验对雪松松针总三萜皂苷的提取

工艺进行了研究，得到的最佳提取工艺条件为浸提温度70 ℃、

浸提时间 2 h、料液比1 ∶20、乙醇体积分数70％，该工艺不但费

时且得率较低。本研究在单因素试验的基础上，采用 Box-

Behnken响应面法对雪松松针总皂苷的超声提取工艺参数进

行了优化，并通过对回归方程的分析，得到了其最佳工艺条件

为乙醇体积分数 73％、液料比 13 ∶ 1、提取 2次、每次提取 65

min。在此条件下测得的总皂苷含量为 6.693 mg/g，与模型预

测值相接近，说明此方法具有较高的精确度和预测性，经验

证工艺合理、可行。

3.2 雪松松针总皂苷的体外抗肿瘤活性

本试验采用 CCK-8试剂盒检测细胞增殖，与较传统的 MTT

法比较具有操作简便、无损失、结果准确、重现性好等特点[17]。结

果显示，雪松松针总皂苷对人肺癌A549细胞、人肝癌HepG2

细胞和人胃癌MKN45细胞的增殖均有较强的抑制作用，其中

尤以对A549细胞抑制作用最强；当雪松松针总皂苷质量浓度

为120 µg/ml时，增殖抑制率达71.29％。这提示雪松松针总皂

苷在治疗人肺癌方面具有较好的应用前景。然而，有关雪松

松针总皂苷抗肿瘤的物质基础、体内抗肿瘤作用及其机制的

研究尚未进行，有待在后续研究中完成。
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图5 雪松松针总皂苷对不同肿瘤细胞生长的抑制作用

Fig 5 Inhibitory effects of TSPNCD on in vitro proliferation

of different tumor cells
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