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［摘　 要］ 　 为筛选出安全、方便、高效、省时的青蒿有效成分的提取方法，研究利用建立的高效液相

色谱方法来评价超声波法、微波辅助法和恒温加热搅拌法对青蒿素的提取效果。 结果显示超声波

法提取青蒿素的含量为 ０．４４８９ ｍｇ ／ ｇ，微波辅助法提取青蒿素的含量为 ０．２６７６ ｍｇ ／ ｇ，恒温加热搅拌

法提取青蒿素的含量为 ０．１５８９ ｍｇ ／ ｇ。 试验表明：利用超声波法提取青蒿素效果最佳，超声波提取可

促进青蒿有效成分的释放。
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　 　 青蒿素为青蒿的主要有效成分，具有抗疟、抗
菌、解热、镇痛、免疫调节等多种功效［１］，不仅能有

效治疗疾病，还能够增强动物机体的抵抗力，增加

其生产能力，从而达到标本兼治的效果。
传统的青蒿粗提取方法主要有浸渍法、渗漉

法、煎煮法、回流法等。 其中浸渍法和渗漉法溶剂

需要量较大，提取时间较长，有效成分提取率不高。
热回流法和煎煮法用时较长，且青蒿素具有特殊的

过氧基团，热稳定性差，６０ ℃ 以上即分解，甚至完

全失去药效［２］，故而青蒿素的提取不适合常规的热
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回流法和煎煮法。 较为先进的青蒿素提取技术有

超临界流体萃取法、酶解法和发酵法，但由于超临

界流体萃取法的设备成本较高，酶解法提取产物与

酶较难分离，而发酵法的微生物较难分离，容易造

成二次污染等原因，这三种方法不适于临床上

应用。
与上述提取方法相比，超声波法、微波辅助法

和恒温加热搅拌法是较为快捷高效、简单易行的青

蒿有效成分提取方法。 三种方法对仪器设备的要

求都不高、提取成本低、提取物无生物污染的危险，
比较适合于临床上生产使用。 因而，研究分别利用

超声波法，微波辅助法和恒温加热搅拌法提取青蒿

有效成分，应用高效液相色谱法检测三种提取方法

对青蒿素的提取效果，评价出最为安全、方便、高
效、省时的青蒿素提取方法。
１　 材料与方法

１．１　 药品与试剂　 青蒿购自黑龙江省康复药材有

限责任公司。 其它试剂为分析纯，甲醇为色谱纯。
青蒿素标准品（纯度≥９９％），上海源叶生物科技有

限公司。
１．２　 仪器设备　 分析天平，上海梅特勒－托利多有

限公司；低速离心机，上海安亭科学仪器厂；恒温超

声提取机，北京弘祥隆生物技术开发有限公司；微
波炉，广东格兰仕集团有限公司；恒温磁力搅拌器，
上海一恒科学仪器有限公司；旋转蒸发仪，上海亚

荣生化仪器厂；液相色谱仪，岛津企业管理（中国）
有限公司；纯水仪，北京湘顺源科技有限公司。
１．３　 青蒿有效成分提取方法

１．３．１　 超声波法 　 参照文献［３］ 的提取方法，称取

３ ｇ青蒿粉末，按照料液比 １ ∶ ５０ 加入无水乙醇，将
料液放入恒温超声提取机中。 设置温度为 ５０ ℃，
超声波强度为 １２０ Ｗ，超声 ５ ｓ，间歇 ５ ｓ，超声时间

３０ ｍｉｎ。 以 ５０００ ｒ ／ ｍｉｎ，离心 １０ ｍｉｎ，离心后用 ０．４５ μｍ
滤膜过滤。
１．３．２　 加热搅拌法　 参照文献［４］的提取方法，称取

３ ｇ 青蒿粉末，按照料液比 １ ∶ ５０ 加入无水乙醇，将
料液利用恒温磁力搅拌器提取有效成分。 设置温

度 ５０ ℃，搅拌速度 ８００ ｒ ／ ｍｉｎ，提取时间 ３ ｈ。 以

５０００ ｒ ／ ｍｉｎ，离心 １０ ｍｉｎ，离心后用 ０．４５ μｍ 滤膜

过滤。
１．３．３　 微波辅助法　 参照文献［５］的提取方法，称取

３ ｇ 青蒿粉末，按照料液比 １ ∶ ５０ 加入无水乙醇，置
于微波炉中，容器口用保鲜膜盖住，在保鲜膜上扎

出若干孔，设置高火档，单次微波作用时间为

１ ｍｉｎ，每次微波作用后，于冰水浴中边振荡边冷

却，使药液温度低于 ２０ ℃时，置于微波炉中再次作

用，如此反复，直至微波总时间达到 １５ ｍｉｎ。 以

５０００ ｒ ／ ｍｉｎ，离心 １０ ｍｉｎ，离心后用 ０．４５ μｍ 滤膜过滤。
１．４　 ＨＰＬＣ 测定青蒿素方法的建立

１．４．１　 绘制标准曲线　 参照文献［６］的操作，精密称

取青蒿素标准品 １０．６ ｍｇ 置于 １０ ｍＬ 容量瓶中，并
用无水乙醇溶解和定容，摇匀。 分别精密吸取 ０．６、
０．４、０．２、０．１ 和 ０．０２５ ｍＬ 上述液体于 １０ ｍＬ 容量瓶

中，分别加入 ０．２％的氢氧化钠溶液 ４ ｍＬ，于 ５０ ℃
水浴中反应 ３０ ｍｉｎ，冷却至室温后，加入 ０．０８ ｍｏＬ ／ Ｌ
醋酸定容，所得液用 ０．２２ μｍ 滤膜过滤，超声１５ ｍｉｎ
后用液相色谱仪测定青蒿素含量。 色谱柱为 ＯＤＳ
Ｃ１８（４．６ ｍｍ×１５０ ｍｍ，５．０ μｍ），设置检测波长为

２６０ ｎｍ，流速为 １．０ ｍＬ ／ ｍｉｎ，柱温为 ３０ ℃，进样量

为 ２０ μＬ，以甲醇：磷酸盐缓冲液（５０ ∶ ５０）为流动

相，对青蒿素进行测定，记录峰面积。 以进样浓度

为横坐标，峰面积为纵坐标，绘制标准曲线。
１．４．２　 重复性试验　 取同一浓度的青蒿素标准品

溶液，分别进样 ５ 次，记录峰面积。
１．４．３　 样品中青蒿素含量的测定　 将青蒿提取物

用旋转蒸发仪浓缩后，转移至 １０ ｍＬ 容量瓶中，用
无水乙醇定容，取 １ ｍＬ 上述液体置于另一个 １０ ｍＬ
容量瓶中。 加入 ０．２％的氢氧化钠溶液 ４ ｍＬ，于 ５０ ℃
水浴中反应 ３０ ｍｉｎ，冷却至室温后，加入 ０．０８ ｍｏＬ ／ Ｌ
醋酸定容，所得液用 ０． ２２ μｍ 滤膜过滤， 超声

１５ ｍｉｎ，按照上述的测定方法记录峰面积。
１．４．４　 稳定性试验　 取同一批样品提取物溶液，分
别在室温放置 ０、１、２、３、４ ｈ 后进样，记录峰面积。
１．４．５　 回收率试验　 精密称取已知青蒿素含量的

提取液样品 ５ 份，加入一定量的青蒿素标准品溶

液，进样，记录峰面积，计算样品中的青蒿素含量，
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并计算回收率。
２　 结　 果

２．１　 青蒿素标准曲线　 以 ２６０ ｎｍ 为检测波长，测
定浓度为 ２．６５、１０．６、２１．２、４２．４、６３．６ μｇ ／ ｍＬ 溶液的

峰面积值，分别为 ３８４９８、１５２５８０、３１２２６６、６４１４９５、

９２８８８３。 以峰面积为纵坐标，以进样浓度为横坐标

得到标准曲线方程为 ｙ ＝ １４７４５ｘ ＋ ５６５． ５５ （ Ｒ２ ＝

０．９９９３）。 试验表明，在 ２．６５ ～ ６３．６ μｇ ／ ｍＬ 浓度范

围内，吸光度值与浓度呈良好的线性关系，见图 １。
浓度为 １２．７２ μｇ ／ ｍＬ 青蒿素标准品色谱图见图 ２。

图 １　 青蒿素标准曲线

Ｆｉｇ １　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ａｒｔｅｍｉｓｉｎｉｎ

图 ２　 浓度为 １２．７２ μｇ ／ ｍＬ 青蒿素标准品色谱图

Ｆｉｇ ２　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔａｎｄａｒｄ ａｒｔｅｍｉｓｉｎｉｎ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ １２．７２ μｇ ／ ｍＬ

２．２　 重复性试验结果 　 由表 １ 可知，同一浓度的

青蒿素标准品平均峰面积为 １８４３４８． ４， ＲＳＤ 为

０．０６２４％，该方法重复性良好。
２．３　 稳定性试验结果　 由表 ２ 结果显示 ＲＳＤ％为

０．２８３１％，样品在 ４ ｈ 内具有良好的稳定性。
２．４　 回收率试验结果 　 由表 ３ 可知，其平均回收

率为 ９９．９６８％，ＲＳＤ 为 ０．２３２０％，结果显示本方法具

有较好的回收率。

表 １　 重复性试验结果

Ｔａｂ １　 Ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ

编号 １ ２ ３ ４ ５ 平均峰面积 ＲＳＤ ／ ％

峰面积 １８４３９７ １８４３８９ １８４４８４ １８４１８５ １８４２８７ １８４３４８．４ ０．０６２４

·８４·



中国兽药杂志 ２０１８ 年 ４ 月第 ５２ 卷第 ４ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

表 ２　 稳定性试验结果

Ｔａｂ ２　 Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ
时间 ／ ｈ ０ １ ２ ３ ４ ＲＳＤ ／ ％

峰面积 １３４１９９ １３４７６５ １３３９９８ １３３７５６ １３４０１６ ０．２８３１

表 ３　 回收率试验结果

Ｔａｂ ３　 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ
编号 已知量 ／ ｍｇ 添加量 ／ ｍｇ 测得量 ／ ｍｇ 回收率 ／ ％ 平均回收率 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

１ ０．９５３ ０．３ １．２５１ ９９．８４

２ ０．９５５ ０．４ １．３５７ １００．１５

３ ０．９５１ ０．５ １．４５５ １００．２８

４ ０．９４９ ０．６ １．５４６ ９９．８１

５ ０．９５２ ０．７ １．６４８ ９９．７６

９９．９６８ ０．２３２０

２．５　 不同方法提取样品中青蒿素的测定结果　 由

表 ４ 可知，超声波法提取青蒿素的含量最多，恒温

加热搅拌法提取青蒿素的含量最少，经过 ＳＰＳＳ 的

多组样本间差异显著性分析，结果表明，超声波法

提取量与微波辅助法提取量差异显著（Ｐ＜０．０５），微

波辅助法提取量与恒温加热搅拌法提取量差异显

著（Ｐ＜０．０５）。 样品中青蒿素含量为 １３．４６６ μｇ ／ ｍＬ

的液相色谱图见图 ３。

表 ４　 样品青蒿素含量测定（ Ｘ±Ｓ，ｎ＝３）

Ｔａｂ ４　 Ｔｅｓｔ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ａｒｔｅｍｉｓｉｎｉｎ ｉｎ ｓａｍｐｌｅｓ （ Ｘ±Ｓ，ｎ＝３）
提取方法名称 超声波法 微波辅助法 恒温加热搅拌法

含量（ｍｇ ／ ｇ） ０．４４８９±０．０００２ａ ０．２６７６±０．０００２ｃ ０．１５８９±０．０００２ｂ

图 ３　 浓度为 １３．４６６ μｇ ／ ｍＬ 青蒿素样品色谱图

Ｆｉｇ ３　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｓａｍｐｌｅ ａｒｔｅｍｉｓｉｎｉｎ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ １３．４６６ μｇ ／ ｍＬ

·９４·
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３　 讨　 论

适用于植物提取液中青蒿素定量分析的方法

主要包括薄层扫描定量法、气相色谱法、红外光谱

测定法、紫外分光光度法、高效液相色谱法。 其中，

薄层扫描定量法、紫外分光光度法和高效液相色谱

法为较常用的青蒿素定量方法。 薄层扫描法具有

快速、方便、灵敏度高、准确度好、成本低等优点，但

由于手动操作较多，人为影响因素较大，重现性不

好。 紫外分光光度法操作简单、快速、对仪器的要

求不高，但不能排除青蒿素类似物的干扰，准确度

不高。 高效液相色谱法分离效率高，可排除青蒿素

类似物的干扰、准确度高、检测灵敏度高、操作自动

化、应用范围广［６］。 鉴于此，试验采用高效液相色

谱法测定提取物中青蒿素的含量以评价三种提取

方法的提取效果。 研究对青蒿有效成分提取方法

的筛选除了要考虑提取效率高及提取用时少等因

素外，还需考虑到对操作人员和动物机体均安全、

便于操作以及方便提取后直接应用于临床疾病的

防治等因素。 青蒿素易溶于氯仿、丙酮、乙酸乙酯

和苯，可溶于乙醇、乙醚和石油醚，几乎不溶于水。

其中，氯仿、丙酮、乙酸乙酯和苯，为危险品，对操作

人员和动物机体危害较大。 石油醚为提取青蒿素

的常用试剂，提取率也较高，但是粗提物中残留的

石油醚溶剂对动物皮肤黏膜具有强刺激性，因此不

适合提取后直接给药。 乙醇为提取中药有效成分

的一种常用试剂，我国素有用酒浸泡中药以获取其

有效成分的传统，用乙醇提取比用水提取用量少，

且乙醇价格便宜，来源广泛，方便回收，可反复利

用，提取液不易发霉变质，便于提取后直接给药，方

便、快捷、安全。 目前也有许多用乙醇提取青蒿有

效成分的报道［７－８］。 因此，试验将选用无水乙醇作

为提取溶剂。

研究采用的三种方法为在前人的基础上，根据

实际需求而稍加改善的青蒿素提取方法，三种方法

均适合于临床应用。 通过研究的测定，超声波法提

取青蒿素的提取量显著优于微波辅助法和恒温加

热搅拌法。 超声波法用时 ３０ ｍｉｎ，微波辅助法总共

用时 ４５ ｍｉｎ，恒温加热搅拌法用时 ３ ｈ，在提取时间

上超声波法也显示出优势。 超声波法和恒温加热

搅拌法均可控制温度，即可设定为 ５０ ℃，不会超过

青蒿素的热稳定临界，减少青蒿素的分解，微波辅

助法在微波处理过程中温度极高，可能导致已提取

的青蒿素分解。 在实际操作中，微波辅助法提取溶

剂挥发严重，操作间歇挥发的溶剂会对操作人员造

成一定危害，超声波法也会发生提取溶剂的挥发，

但挥发量不大，恒温加热搅拌法提取溶剂几乎不挥

发，因而最为安全。 在提取过程中，超声波法需要

经常用玻璃棒搅动料液以保证料液的均匀，需要操

作人员定时操作，微波辅助法在料液经微波处理后

需要将其慢慢置于冰水浴中使其降温，也需要操作

人员按时操作，而恒温加热搅拌法在整个提取过程

中，不需要操作人员操作，最为简便。 综合提取效

率和实际操作，最终确定超声波法为青蒿素最佳提

取方法。 研究为青蒿素的提取研究提供科学的参

考依据，也为青蒿提取物的现地、即时应用研究奠

定基础。
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