
(19)中华人民共和国国家知识产权局

(12)发明专利申请

(10)申请公布号 

(43)申请公布日 

(21)申请号 201711035900.X

(22)申请日 2017.10.30

(71)申请人 江苏维赛科技生物发展有限公司

地址 212009 江苏省镇江市新区丁卯国家

科技园B11栋3楼

(72)发明人 洪霞　张淑雅　杜霞　

(51)Int.Cl.

G01N 33/531(2006.01)

G01N 33/74(2006.01)

 

(54)发明名称

一种超临界CO2萃取林蛙卵雌二醇的方法

(57)摘要

本发明公开了一种超临界CO2萃取林蛙卵雌

二醇的方法，其方法如下：（1）预处理制得林蛙卵

粉，（2）选用超临界CO2萃取方法进行林蛙卵雌二

醇的萃取。本发明使萃取过程充分接触，萃取率

高，不添加任何其他成分，雌二醇纯度高、质量

好。
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1.一种超临界CO2萃取林蛙卵雌二醇的方法，其特征在于：

（1）预处理

试验原料为长白山新鲜林蛙卵，经干燥粉碎处理后备用；

（2）超临界CO2萃取

准确称取  4550  g干燥粉碎后的林蛙卵粉装入料筒，将料筒装入萃取缸，装上料筒O型

圈再放入通气环，盖好压环及上堵头，进行萃取试验；在林蛙卵雌二醇萃取过程中选取萃取

压力  15、20、25、30、35MPa，萃取温度37、42、47、52、57℃，CO2流量  8、10、12、14、16  kg/h和

萃取时间  30、60、90、120、150  min，以林蛙卵雌二醇的萃取得率为考察指标，进行单因素试

验；雌二醇萃取得率按下列公式计算：得率=（提取物质量/林蛙卵粉质量）×100  %；

（3）酶联免疫分析（ELISA）检测超临界CO2萃取林蛙卵中雌二醇的含量

ELISA  试剂盒应用双抗体夹心法测定标本中林蛙雌二醇（E2）水平；用纯化的林蛙雌二

醇（E2）抗体包被微孔板，制成固相抗体，往包被单抗的微孔中依次加入雌二醇（E2），再与 

HRP  标记的雌二醇（E2）抗体结合，形成抗体—抗原—酶标抗体复合物，经过彻底洗涤后加

底物TMB  显色；TMB  在  HRP  酶的催化下转化成蓝色，并在酸的作用下转化成最终的黄色；

颜色的深浅和样品中的雌二醇（E2）呈正相关；用酶标仪在  450  nm  波长下测定吸光度（OD 

值），通过标准曲线计算样品中林蛙卵雌二醇（E2）含量；在酶标包被板上设标准孔10孔，依

次稀释后各孔加样量都为50μL，浓度分别为  48、32、16、8、4  ng/L；以标准物的浓度为横坐

标，OD 值为纵坐标，得到标准曲线为：

y=（-1.8198）+25.48401x，R2  =  0.9991；将样品的  OD  值代入方程，计算出样品的浓度，

再乘以稀释倍数得到超临界萃取林蛙卵中雌二醇的含量为38.11  ng/L。

2.如权利要求1所述的一种超临界CO2萃取林蛙卵雌二醇的方法，其特征为：

最佳萃取条件为萃取压力30  MPa，萃取温度47℃，CO2流量为12  kg/h，萃取时间为90 

min。
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一种超临界CO2萃取林蛙卵雌二醇的方法

技术领域

[0001] 本发明涉及一种超临界CO2萃取林蛙卵雌二醇的方法，属于保健食品技术领域。

背景技术

[0002] 长白山林蛙 （Rana  chensinensis  Changbaishanen－sis）属中国林蛙长白山亚

种，主要在我国的东北长白山和小兴安岭地区有分布，林蛙卵的药理作用研究在国内未见

有太多的报道，因其有显著的抑制血小板聚集、降血脂及降低过氧化脂质含量等相关作用，

所以被认为是一种天然的优质的保健食品原料，有相关资料报道，林蛙卵中含有  18  种氨

基酸其中必需氨基酸的总量可达到  28.93  %、富含雌二醇孕酮等，是中国药典中收录的重

要名贵中药之一。

[0003] 雌激素可缓解或消除绝经前后引起的更年期症状，可保护神经元，对改善骨密度，

预防骨质疏松具有一定的作用，此外，雌激素还能增加大脑皮质血液的供应，雌二醇是雌激

素中的生物活性最强的一种激素，林蛙卵常常被废弃，我们从废弃的原料中提取有很大利

用价值的雌二醇鲜见有相关文献报道。

[0004] 超临界萃取技术因其提取温度低，尤其适宜于提取热敏性有效成分；传质速率快，

萃取率高；相对与传统方法工艺流程简单，因此便于过程中的调节；惰性无毒，产品中没有

溶剂残留，从萃取到分离可以一步完成，萃取后的  CO2不会残留在萃取物上，且比较容易从

产物中进行分离出来，基于以上的特点，超临界萃取的应用范围越来越广泛。

[0005] 酶联免疫测定法具有快速、灵敏、特异、简便等优点，同时还具有检测成本低，便于

大批量样品检测等特点，因此具有广泛的实际应用价值。

[0006] 本文中采用超临界CO2流体萃取林蛙卵雌二醇，研究萃取压力、温度、CO2流量和萃

取时间对萃取得率的影响，并用酶联免疫分析进行检测，为林蛙卵雌二醇的实际应用提供

理论指导和实验依据。

发明创造内容

[0007] 本发明的目的是针对现有技术的缺陷，提供一种超临界CO2萃取林蛙卵雌二醇的

方法，使萃取过程充分接触，萃取率高，不添加任何其他成分，雌二醇纯度高、质量好。

[0008] 本发明是通过如下技术方案予以实现的：

一种超临界CO2萃取林蛙卵雌二醇的方法，其方法如下：

（1）预处理

试验原料为长白山新鲜林蛙卵，经干燥粉碎处理后备用；

（2）超临界CO2萃取

准确称取4550g干燥粉碎后的林蛙卵粉装入料筒，将料筒装入萃取缸，装上料筒  O型圈

再放入通气环，盖好压环及上堵头，进行萃取试验；在林蛙卵雌二醇萃取过程中选取萃取压

力  15、20、25、30、35  MPa，萃取温度  37、42、47、52、57  ℃，CO2流量  8、10、12、14、16  kg/h和

萃取时间  30、60、90、120、150  min，以林蛙卵雌二醇的萃取得率为考察指标，进行单因素试
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验；雌二醇萃取得率按下列公式计算：得率  =（提取物质量/林蛙卵粉质量）×100  %；

（3）酶联免疫分析（ELISA）检测超临界  CO2萃取林蛙卵中雌二醇的含量

ELISA 试剂盒应用双抗体夹心法测定标本中林蛙雌二醇（E2）水平。用纯化的林蛙雌二

醇（E2）抗体包被微孔板，制成固相抗体，往包被单抗的微孔中依次加入雌二醇（E2），再与

HRP  标记的雌二醇（E2）抗体结合，形成抗体—抗原—酶标抗体复合物，经过彻底洗涤后加

底物TMB  显色；TMB在HRP  酶的催化下转化成蓝色，并在酸的作用下转化成最终的黄色。颜

色的深浅和样品中的雌二醇（E2）呈正相关。用酶标仪在450  nm  波长下测定吸光度（OD 

值），通过标准曲线计算样品中林蛙卵雌二醇（E2）含量。在酶标包被板上设标准孔10孔，依

次稀释后各孔加样量都为50μL，浓度分别为  48、32、16、8、4  ng/L。以标准物的浓度为横坐

标，OD值为纵坐标，得到标准曲线为：

y=（-1.819  8）+25.484  01x，R2  =  0.999  1。将样品的OD值代入方程，计算出样品的浓

度，再乘以稀释倍数得到超临界萃取林蛙卵中雌二醇的含量为  38.11  ng/L。

[0009] 本发明的各种条件适宜，使林蛙卵雌二醇萃取率提高，不添加任何其他成分，雌二

醇纯度高、质量好。

附图说明

[0010] 图1萃取压力对萃取得率的影响。

[0011] 图2萃取温度对萃取得率的影响。

[0012] 图3 CO2流量对萃取得率的影响。

[0013] 图4萃取时间对萃取得率的影响。

具体实施方式

[0014] 实施例1、一种超临界CO2萃取林蛙卵雌二醇的方法

（1）材料

长白山新鲜林蛙卵

（2）设备

HA221-40-11  超临界萃取装置：江苏华安科研仪器有限公司；林蛙雌二醇ELISA

试剂盒：上海士锋生物科技有限公司；酶标仪：北京普朗  9602A 酶标仪。

[0015] 实施例2、样本处理、提取及检测

（1）样品的预处理

试验原料为长白山新鲜林蛙卵，经干燥粉碎处理后备用。

[0016] （2）提取

准确称取4550g干燥粉碎后的林蛙卵粉装入料筒，将料筒装入萃取缸，装上料筒O型圈

再放入通气环，盖好压环及上堵头，进行萃取试验。在林蛙卵雌二醇萃取过程中选取萃取压

力  15、20、25、30、35  MPa，萃取温度  37、42、47、52、57  ℃，CO2流量  8、10、12、14、16  kg/h和

萃取时间  30、60、90、120、150  min，以林蛙卵雌二醇的萃取得率为考察指标，进行单因素试

验。雌二醇萃取得率按下列公式计算：得率  =（提取物质量/林蛙卵粉质量）×100  %。

[0017] （3）检测

酶联免疫分析（ELISA）检测超临界  CO2萃取林蛙卵中雌二醇的含量
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ELISA 试剂盒应用双抗体夹心法测定标本中林蛙雌二醇（E2）水平。用纯化的林蛙雌二

醇（E2）抗体包被微孔板，制成固相抗体，往包被单抗的微孔中依次加入雌二醇（E2），再与 

HRP  标记的雌二醇（E2）抗体结合，形成抗体—抗原—酶标抗体复合物，经过彻底洗涤后加

底物TMB  显色。TMB在HRP酶的催化下转化成蓝色，并在酸的作用下转化成最终的黄色。颜色

的深浅和样品中的雌二醇（E2）呈正相关。用酶标仪在  450  nm  波长下测定吸光度（OD值），

通过标准曲线计算样品中林蛙卵雌二醇（E2）含量。在酶标包被板上设标准孔10  孔，依次稀

释后各孔加样量都为50μL，浓度分别为  48、32、16、8、4  ng/L。以标准物的浓度为横坐标，OD

值为纵坐标，得到标准曲线为：

y=（-1.8198）+25.484  01x，R2  =  0.9991。将样品的OD值代入方程，计算出样品的浓度，

再乘以稀释倍数得到超临界萃取林蛙卵中雌二醇的含量为38.11  ng/L。

[0018] 实施例3、结果与分析。

[0019] （1）压力对雌二醇提取物得率的影响

调节萃取温度为47℃，CO2流量为12  kg/h，萃取时间90min，萃取得率随温度的变化如

图1所示。

[0020] 由图1可知，随着压力的增加，萃取得率也相应有大幅度的提高，当萃取压力达到

30MPa  时，继续增加压力，得率增加的趋势较为平缓接近于平稳，且在30  MPa  时对雌二醇

提取物已达到较好的提取效果，故选择30MPa为最佳萃取压力。

[0021] （2）萃取温度对雌二醇提取物得率的影响

调节萃取条件维持压力30MPa，CO2流量为12  kg/h下萃取90  min，温度对萃取得率的影

响如图2所示。

[0022] 由图2可知，雌二醇提取物得率在37℃~  47℃范围内随温度的增加而增加，47℃可

达到最大值，47℃后再升高温度，萃取得率反而呈下降的趋势。这是因为当温度升高时，分

子运动加快，分子间相互碰撞的机会相对增加，挥发性和扩散系数会提高，溶解能力会增

大，但温度升高的同时，CO2分子间距增大，作用力减小，密度减小，又会导致溶解能力下降，

综合考虑上述因素选择  47℃为最佳萃取温度。

[0023] （3）CO2流量对雌二醇提取物得率的影响

调节萃取条件在萃取温度  47℃，压力30  MPa下萃取  90  min，可得CO2流量与得率的关

系如图3所示。

[0024] 由图3可知，随着CO2流量的增加萃取得率增加，达到12kg/h时再增加CO2流量萃取

得率开始下降，这是因为CO2流量对萃取得率有着复杂的影响，当增加CO2流量时，CO2流体通

过萃取釜的速度增大，在萃取釜中停留的时间短与原料接触的时间少，对萃取能力的提高

不利；与此同时，CO2流量的增加导致CO2流体通过林蛙卵粉层的速度加快，传质推动力会相

应增加，传质系数增加对萃取能力的提高是有利的。通过实验得出在萃取雌二醇时CO2流量

为  12  kg/h时，得率较高。因此，选择最佳CO2流量为  12  kg/h。

[0025] （4）萃取时间对雌二醇提取物得率的影响

选择在萃取压力30MPa，温度47℃，CO2流量为12  kg/h  条件下，萃取不同的时间，得率

见图4。

[0026] 由图4可知，随着萃取时间的增加，萃取物得率增加，但当萃取时间达到  90  min以

后，随着时间的延长得率增加很缓慢，考虑到现实中的经济因素，再继续延长萃取时间是不
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合理的，所以选择最佳萃取时间为90  min。
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图4
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