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艾叶总三萜的提取工艺优化及其抑菌活性 
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摘要：本研究以湖北恩施艾叶为原料，考察溶剂种类、溶剂浓度、提取温度、液固比及超声时间对艾叶总三萜得率的影响。在

单因素的基础上，根据 Box-Behnken 试验设计原理，选取四因素三水平，以艾叶总三萜得率为响应值进行响应面分析，确定最优工

艺参数，并运用倍比稀释法研究艾叶总三萜提取物对 7 种常见致病菌的最小抑菌浓度（minimal inhibitory concentration，MIC），分析

了艾叶中三萜类物质的抑菌活性。实验结果表明，超声波辅助提取艾叶总三萜的最佳提取工艺参数为：乙醇浓度 72%，提取温度为

73 ℃，液固比 20:1 mL/g，超声时间 42 min。此条件下艾叶总三萜实际得率为 6.51%，其中超声时间、提取温度对艾叶总三萜得率影

响较大。艾叶总三萜对所选 7 种致病菌均有较好的抑制作用，尤其是金黄色葡萄球菌和肺炎链球菌，最小抑菌浓度为 3.00 mg/mL。

本研究提供的提取方法操作简单、结果稳定，且提取物具有一定的抑菌性能，为艾叶总三萜的进一步开发提供科学依据。 
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Abstract: The effects of solvent type, solvent concentration, extraction temperature, liquid-solid ratio and ultrasonic time on the degree of 

total triterpenoids yield were investigated using Artemisia argyi from Enshi. The four factors were further optimized using response surface 

methodology based on a three-level, four-variable Box-Behnken design. By analyzing the response surface plots, the optimal levels for total 

triterpenoids from Artemisia argyi were found. And the antibacterial activity of total triterpenoids was explored through testing the minimum 

inhibitory concentration (MIC) of different components on 7 test bacteria by the double dilution method. Results showed that the optimal 

process parameters of ultrasound extraction for total triterpenoids from Artemisia argyi were found to be ethanol concentration of 72%, 

extraction temperature of 73 ℃, liquid- solid ratio of 20:1 (mL/g) and ultrasonic time of 42 min. Under these conditions, the actual total 

triterpenoids yield was 6.51%, and the ultrasonic time and temperature were significant to the total triterpenoids from Artemisia argyi. The total 

triterpenoids from Artemisia argyi had certain inhibitory effect on 7 common pathogenic bacteria, especially had inhibitory effects on 

Staphylococcus aureus and Streptococcus pneumoniae, the minimum inhibitory concentration (MIC) was 3.00 mg/mL. The process was simple 

and reasonable, while the extraction had a strong broad-spectrum antibacterial effect which provided a scientific basis for deeply research total 

triterpenoids from Artemisia argyi. 
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恩施自治州地处湖北省鄂西南，适药面积广阔，

药材品种繁多，如当归、党参、贝母、艾叶等，其品

种和蕴藏量分别占全省的 80%和 70%，初步统计有药

用植物两千余种。据《中国中药资源志要》记载，我

国有药用植物 11020 种，恩施州境内 2088 种，占 20%，

全国可形成商品的中药材 1200 余种，恩施占 23.5%[1]。

艾叶（Artemisia argyi），别名艾蒿、家艾，菊科植物

艾的干燥叶，是我国传统中药之一，具有温经止血，

散寒止痛，祛湿止痒的功效[2-4]，主要种植于中国、日

本等亚洲国家[5]，国内分布于湖北、安徽、山东等地[6]，

主要化学成分包括黄酮类、挥发油、鞣质类、三萜类、

桉叶烷类、多糖类以及微量元素等[7,8]。近年来，关于

艾叶在生物医药、化学成分、药理作用、临床应用、

工艺及质量控制等方面已有不少报道[9-14]。三萜类化

合物具有溶血、抗癌、抗炎、抗菌、抗病毒、降低胆

固醇、杀软体动物与抗生育等多种生物活性，已成为

学者们的研究热点[15-17]。 
目前，已有学者从艾叶中分离出不同萜类化合物，

张来宾等人从艾叶中分离出单萜和倍半萜内酯，并对

其药理活性进行研究[18]。但针对艾叶中三萜类化合物

的总量、提取工艺及抗菌活性等方面的研究较少。本

试验以恩施中药艾叶为研究对象，采用超声波提取技

术对艾叶中的三萜类物质进行提取，以艾叶总三萜得

率为评价指标，通过单因素试验和响应面法优化艾叶

总三萜提取工艺，并进一步研究其抑菌活性，为艾叶

中化合物的后续研究提供帮助，进一步拓宽药食两用

中药艾叶的产业链，促进艾叶资源的有效利用与转化。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

艾叶，产自湖北恩施，由恩施自治州农科院提供；

供试菌种：金黄色葡萄球菌、普通变形杆菌、大肠杆

菌、鼠伤寒沙门氏菌、化脓性链球菌、肺炎链球菌、

肺炎克雷伯氏菌，由暨南大学食品安全与营养研究院

提供。 
蛋白胨，牛肉膏，琼脂，美国 Sigma 公司；95%

乙醇、乙酸乙酯、三氯甲烷、氯仿、香草醛、冰乙酸、

高氯酸，天津市大茂化学试剂厂，所用试剂均为分析

纯。 

1.2  仪器与设备 

FW-200 高速万能粉碎机，北京中兴伟业仪器有

限公司；UV-1800 CP 紫外分光光度计，上海美谱达仪

器有限公司；RE-52A1A 旋转蒸发仪，上海亚荣生化

精密科学仪器厂；HWS 恒温培养箱，宁波市科技园区

新江南仪器有限公司；SW-CJ-2F 超净无菌操作台，苏

州安泰空汽技术有限公司；GMSX-280 压力蒸汽灭菌

器，北京市永光明医疗仪器有限公司。 

1.3  方法 

1.3.1  原料预处理 
艾叶于 60~70 ℃的干燥箱中干燥，高速粉碎机粉

碎，过 100 目筛，再将其碎沫放进塑料袋中密封储存

备用。 
1.3.2  提取工艺流程 

艾叶→干燥→粉碎→过筛→超声提取→抽滤→稀释定容→

样品液→取样测定 

1.3.3  艾叶总三萜得率的计算 
取 0.1 mL 的艾叶总三萜提取物，70 ℃水浴蒸干，

加入 0.6 mL 的 5%香草醛-冰乙酸和 1.2 mL 的高氯酸，

70 ℃水浴加热 30 min，冷却至室温，加入 5 mL 冰乙

酸，摇匀，室温下静置 15 min，在 550 nm 处测吸光

度。通过标准曲线计算艾叶总三萜的含量[19]，并按照

公式计算艾叶总三萜的得率。 
[ ] 1001000mn5 ××÷××= ）（）（MY  

式中，Y 为样品总三萜得率(%)，M 为标准曲线上对应的

样品总三萜质量(mg)，n 为稀释的倍数，m 为样品的质量(g)。 

1.3.4  单因素实验 
分别改变溶剂种类（无水乙醇、乙酸乙酯、三氯

甲烷、氯仿、水）、溶剂浓度（50%、60%、70%、80%、

90%）、提取温度（40、45、50、55、60 ℃）、液固比

（10:1、15:1、20:1、25:1、30:1 mL/g）和超声时间（25、
35、45、55、65 min），考察其对艾叶总三萜得率的影

响。 
1.3.5  响应面实验 

在单因素试验基础上，根据 Box-Behnken 试验设

计原理，以艾叶总三萜得率为响应值，进行响应面试

验，并验证最佳工艺条件。                             
1.3.6  抑菌作用测定 
1.3.6.1  菌悬液的制备 

将上述 7 种供试菌接种至固体培养基中，30 ℃下

培养 1 天，挑取单个菌落，混悬于液体培养基中，配

制浓度为 106~108 CFU/mL 的菌悬液，备用。 
1.3.6.2  最小抑菌浓度测定 

采用微量稀释法[20]测定艾叶总三萜对常见 7 种致

病菌的最小抑菌浓度。首先用 0.22 μm 滤膜过滤 100 
mg/mL 母液，用制备好的液体培养基依次倍比稀释成

9 个浓度后，加入微量 MIC 测定板中，每孔 0.1 mL；
再分别加入“1.3.6.1”中的各种菌液，每孔 0.1 mL。设
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置阳性对照（加入 0.1 mL 菌液和 0.1 mL 液体培养基） 
和阴性对照（PBS 缓冲液）。测定板于 37 ℃恒温箱中

培养 24 h，培养至完全没有细菌生长时的最低浓度即

为最小抑菌浓度。 
1.3.7  数据分析 

所有样品均平行 3 次，取平均值。运用 Origin 8.0
和 Design Expert 8.0.6 软件处理数据。 

2  结果与讨论 

2.1  单因素试验 

2.1.1  提取溶剂的选择 
由图 1 可知，无水乙醇和氯仿作为提取溶剂时，

提取效果较其他三种溶剂差异较大。相对而言，选用

无水乙醇作为提取溶剂时，艾叶中三萜类化合物得率

最高，故确定无水乙醇为提取溶剂。 

 
图1 不同溶剂对艾叶总三萜得率的影响 

Fig.1 Effects of extracting solvent on the extraction efficiency 

about total triterpenoids from Artemisia argyi 
2.1.2  工艺参数对艾叶总三萜得率的影响 

从图 2a 可以看出，当乙醇体积分数较小时，三萜

类化合物的提取率随着乙醇体积分数的增大而增大，

但当使用体积分数大于 70%时，提取率却随着体积分

数的增加而逐渐下降，可能是因为随着乙醇体积分数

增大，其中的醇溶性杂质、亲脂性强成分的溶出量增

加，这些成分与三萜物质竞争溶剂，导致目标组分的

得率下降，所以其最适溶剂浓度为 70%。随着温度（图

2b）的升高，艾叶中三萜类化合物的得率明显增大，

这可能是伴随着温度的升高分子的热运动加剧，溶剂

分子更易于进入到药材内部，同时药材内部的三萜类

物质的溶出量也增大当温度超过 70 ℃后，三萜类化合

物的得率的趋于平缓，提取温度设置为 70 ℃。料液比

的变化对艾叶总三萜得率影响较弱，如图 2c，当液固

比达到 20:1 mL/g 时，得率达到最大值，继续增加原

料，得率则开始下降，故液固比为 20:1 mL/g 左右时，

三萜类化合物已得到充分提取，液固比继续增加时， 
 

溶剂与溶质的有效碰撞面积逐渐减弱，使得提取量下

降。如图 2d 所示，三萜类化合物的得率随着超声时间

的延长而增大，在 45 min 时最高，随后出现下降的趋

势，应该是因为三萜类化合物在长时间受热的情况下

其结构发生了变化，导致其提取率率下降，所以提取

时间设定为 45 min 为宜。 

 

 

 

 
图2 不同乙醇体积分数(a)、提取温度(b)、液固比(c)、超声

时间(d)对艾叶总三萜得率的影响 

Fig.2 Effects of ethanol volume fraction (a), extracting 

temperature (b), liquid/solid ratio (c), ultrasonic time (d) and 

on the extraction efficiency about total triterpenoids from 

Artemisia argyi 
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2.2  响应面试验 

2.2.1  响应面试验设计及结果 
在单因素试验基础上，以乙醇体积分数（A）、提

取温度（B）、液固比（C）和提取时间（D）为自变

量，总三萜得率为响应值，根据 Box-Behnken 试验设

计原理，利用 Design-Expert 8.0.6 软件进行四因素三

水平的响应面分析试验，试验因素及水平设计见表 1，
试验设计方案与结果如表 2 所示。 

表1 响应面因素分析水平表 

Table 1 Experiment design of response surface factor 

因素 

水平 

-1 0 1 

A 乙醇体积分数/% 60 70 80 

B 提取温度/℃ 60 70 80 

C 液固比/(mL:g) 15:1 20:1 25:1 

D 超声时间/min 35 45 55 

 
表2 响应面设计方案和试验结果 

Table 2 Experiment design and results of total triterpenoids from Artemisia argyi by response surface methodology 

试验号 A 乙醇体积分数/% B 提取温度/℃ C 液固比/(mL:g) D 超声时间/min 艾叶总三萜得率/% 

1 -1 -1 0 0 4.26±0.31 

2 1 -1 0 0 4.69±0.28 

3 -1 1 0 0 5.12±0.21 

4 1 1 0 0 5.62±0.36 

5 0 0 -1 -1 4.27±0.31 

6 0 0 1 -1 4.75±0.25 

7 0 0 -1 1 4.96±0.31 

8 0 0 1 1 5.36±0.24 

9 -1 0 0 -1 4.2±0.18 

10 1 0 0 -1 5.46±0.22 

11 -1 0 0 1 5.62±0.24 

12 1 0 0 1 5.47±0.28 

13 0 -1 -1 0 4.27±0.22 

14 0 1 -1 0 4.34±0.21 

15 0 -1 1 0 4.12±0.26 

16 0 1 1 0 5.72±0.18 

17 -1 0 -1 0 4.52±0.26 

18 1 0 -1 0 4.82±0.24 

19 -1 0 1 0 4.85±0.24 

20 1 0 1 0 5.52±0.28 

21 0 -1 0 -1 4.08±0.22 

22 0 1 0 -1 4.96±0.26 

23 0 -1 0 1 4.72±0.23 

24 0 1 0 1 5.67±0.22 

25 0 0 0 0 6.52±0.24 

26 0 0 0 0 6.48±0.26 

27 0 0 0 0 6.5±0.27 

28 0 0 0 0 6.46±0.20 

29 0 0 0 0 6.5±0.21 

采用Design expert 8.0.6软件对表2中实验结果进

行多项拟合回归，得到艾叶总三萜得率对乙醇体积分

数（A）、提取温度（B）、液固比（C）超声时间（D）

的二次多项回归模型方程： 

Y=+6.49+0.25*A+0.44*B+0.26*C+0.34*D+0.017*AB+0.09

2*AC-0.35*AD+0.38*BC+0.018*BD-0.020*CD-0.62*A2-0.94*B2

-0.95*C2-0.70*D2。 
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2.2.2  试验模型方差分析 
表3 回归方程系数显著性检验和方差分析  

Table 3 Significance test for each regression coefficient and variance analysis 

方差来源 平方和 自由度 均方 F p 显著性 

模型 17.72 14 1.27 601.83 <0.0001 ** 

A 0.76 1 0.76 359.06 <0.0001 ** 

B 2.33 1 2.33 1109.03 <0.0001 ** 

C 0.82 1 0.82 390.74 <0.0001 ** 

D 1.39 1 1.39 659.71 <0.0001 ** 

AB 1.225×10-3 1 1.225×10-3 0.58 0.4580  

AC 0.034 1 0.034 16.28 0.0012 ** 

AD 0.50 1 0.50 236.37 <0.0001 ** 

BC 0.59 1 0.59 278.32 <0.0001 ** 

BD 1.225×10-3 1 1.225×10-3 0.58 0.4580  

CD 1.600×10-3 1 1.600×10-3 0.76 0.3978  

A2 2.47 1 2.47 1176.88 <0.0001 ** 

B2 5.73 1 5.73 2726.68 <0.0001 ** 

C2 5.84 1 5.84 2777.67 <0.0001 ** 

D2 3.15 1 3.15 1496.11 <0.0001 ** 

残差 0.029 14 2.103×10-3    

失拟项 0.020 10 2.736×10-3 5.26 0.0619  

纯误差 2.080×10-3 4 5.200×10-3    

总和 17.75 28     

R2=0.9983，RAdj
2=0.9967，CV=0.89% 

注：**p<0.01 为极显著；*p<0.05 为显著。  

为检验回归方程的有效性，对回归模型进行了方

差分析，结果见表 3。模型的 F=601.83、p<0.0001<0.01，
差异极显著；失拟项的 p 值为 0.0619，不显著，说明

数据没有异常点；决定系数 R2=0.9983，调整确定系

数 RAdj
2=0.9967，响应值的变化有 99.67%来源于所选

因素，即来源于乙醇体积分数（A）、提取温度（B）、

液固比（C）超声时间（D），说明模型拟合度好，回

归方程能很好的描述各因素与响应值之间的关系，实

验方法可靠。CV 值表示试验的精度，CV 值越小，试

验的可靠性越高，该模型 CV 值为 0.89%，表明试验

操作的可信度高，具有实际指导意义。回归模型中一

次项 A、B、C 和 D 的 p 值均小于 0.01，达到极显著；

二次项 A2、B2、C2和 D2的 p 值亦小于 0.0001，中 4
个因素的二次项都具有极显著影响；交互项 AC、AD、

BC 极显著，但 AB、BD 不显著，说明实验因素对响

应值不是简单的线性关系，而是一种非线性关系。考

察 P 值与 F 值大小大小，可得各因素影响的主次顺序

为：提取温度（B）>超声时间（D）>液固比（C）>
乙醇体积分数（A）。  
 

2.2.3  响应面分析 
响应曲面坡度表明响应值对于操作条件改变的敏

感程度，曲面越陡峭，表明响应值对于操作条件的改

变越敏感；反之曲面坡度越平缓，操作条件的改变对

响应值的影响也就越小。图 3 为各因素交互作用对响

应值的影响。  
由图 3a 可知，在液固比和超声时间一定条件下，

随着乙醇体积分数和提取温度的升高，响应值先升高

后下降，当乙醇体积分数约至 70%、提取温度约至

70 ℃时，响应值存在最大值。图 3e、图 3f 同理。由

图 3b 知，在提取温度、超声时间一定条件下，液固比、

分数响应曲面较陡峭，说明存在较显著的交互影响，

当乙醇浓度约为 70%、液固比 21:1 mL/g 时，响应值

达最大。图 3c、图 3d 同理可得。综上可得，艾叶总

三萜得率随乙醇体积分数、提取温度增大、超声时间

和液固比的增大先升高后下降，但提取温度和超声时

间的影响更加显著。同时，乙醇体积分数和液固比、

乙醇体积分数和超声时间、提取温度和超声时间交互

作用极显著，曲面较陡，与方差分析结果保持一致。 
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图3 各因素交互作用对艾叶总三萜得率影响的响应面及等高线 

Fig.3 Response surface and contour plots showing the interactive effects of variables on total triterpenoids from Artemisia argyi yield 
2.2.4  工艺验证 

通过回归模型预测得到超声波辅助提取艾叶总三

萜的最佳工艺条件为：乙醇体积分数 71.64%、提取温

度 72.79 ℃、液固比 21:1 mg/L、超声时间 42.03 min，
此条件下艾叶总三萜得率 6.63%。考虑实际操作的局

限性，调整为乙醇体积分数 72%、提取温度 73 ℃、

液固比 21:1 mL/g、超声时间 42 min，设置 5 组平行试

验进行试验验证。结果表明，艾叶总三萜得率 6.51%，

与理论值非常接近，说明该回归模型得到的优化参

数准确性高。 

2.3  艾叶总三萜抑菌活性测定结果 

最小抑菌浓度(MIC)显示抗菌活性的好坏，浓度

越低说明抗菌活性越强。下表 4 抑菌实验结果说明艾 
 

叶总三萜对 7 种供试菌的抑制效果较好，最小抑菌浓

度(MIC)范围在 3.00~24.00 mg/mL，分别为化脓性链

球菌 24.00 mg/mL<鼠伤寒沙门氏菌 12.00 mg/mL<肺
炎克雷伯氏菌 6.00 mg/mL=普通变形杆菌 6.00 
mg/mL=大肠杆菌 6.00 mg/mL<肺炎链球菌 3.00 
mg/mL=金黄色葡萄球菌 3.00 mg/mL，对革兰氏阳性

菌和阴性菌均表现出良好的抑制活性，尤其是对金黄

色葡萄球菌和肺炎链球菌抑制作用最强。与其他常用

中药如金银花、紫苏叶、王不留行等三萜类化合物的

抑菌能力相当[21-23]，对金黄色葡萄球菌和大肠杆菌的

抑菌效果优于紫芝[24]，可开发为广谱抗菌剂。且含量

高于茯苓、金银花、炒王不留行等中药[21,23,25,26]，但低

于富士苹果[27]。 
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表4 艾叶总三萜对7种常见致病菌MIC的测定结果 

Table 4 Minimum inhibitory concentration of total 

triterpenoids from Artemisia argyi against seven kinds of 

pathogenic strains 

菌种名称 
MIC/(mg/mL) 

艾叶 其他 

金黄色葡萄球菌 3.00 20.00[24] 

普通变形杆菌 6.00 / 

大肠杆菌 6.00 20.00[24] 

鼠伤寒沙门氏菌 12.00 7.75[23] 

化脓性链球菌 12.00 5.00[22] 

肺炎链球菌 3.00 6.00[21] 

肺炎克雷伯氏菌 6.00 20.00[23] 

3  结论 

随着国家对中医药行业的重视，中药材已成为国

际国内热点研究对象。艾叶作为常见中草药之一，其

活性成分复杂，加之艾叶总三萜含量、提取工艺及抗

菌活性研究较少。本试验以湖北恩施艾叶为研究对象，

考察了溶剂种类、乙醇体积分数、提取温度、液固比

以及超声时间对艾叶总三萜得率的影响，并结合响应

面法优化提取工艺，确定的最佳工艺为：乙醇体积分

数 72%、提取温度 73 ℃、液固比 21:1（mL:g）、超声

时间 42 min，此条件下，艾叶总三萜实际得率 6.51%，

与预测值接近，说明该工艺操作简单、耗时短、科学

性强，具有较强的实际应用价值。抑菌实验表明艾叶

总三萜对金黄色葡萄球菌、大肠杆菌、普通变形杆菌、

鼠伤寒沙门氏菌、化脓性链球菌等常见致病菌均存在

抑制作用，可开发为天然抗菌剂或作为复配防腐剂原

料使用，对肺炎链球菌、肺炎克雷伯氏菌等的抑制效

果也说明其具有潜在的医疗价值。本研究尚未明确三

萜化合物中具体抑菌成分，但为进一步拓宽艾叶三萜

化合物应用范围、提高艾叶资源综合开发利用提供基

础性数据支撑。 
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