
现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2015, Vol.31, No.4 

294 

  

超声辅助均相离子液体微萃取-高效液相色谱法 

测定丹参中的丹参酮 
 

王志兵，张洪玉，薛瑾，张凤清 

（长春工业大学化学与生命科学学院，吉林长春 130012） 

摘要：建立超声辅助均相离子液体微萃取-高效液相色谱法（UA-HILME-HPLC）同时测定丹参中的二氢丹参酮、丹参酮Ⅰ、隐

丹参酮和丹参酮ⅡA。本研究以水溶性离子液体为萃取剂，以水为传递介质，采用超声波辅助提取目标物，通过向提取液中加入离子

对试剂形成水不溶性离子液体，离心后发生相分离，取离子液体部分进行高效液相色谱分析。实验结果表明，超声辅助均相离子液体

微萃取法的最佳提取条件为：以 140 μL [C8MIM][BF4]为萃取剂，以 1 mL 0.6 mol/L NH4PF6溶液为离子对试剂，样品溶液 pH 5.0，初

始提取温度 50 ℃，超声提取时间 5 min，超声功率 200 W。各目标化合物在线性范围内呈现良好的线性关系（r>0.9996），检出限和

定量限分别为 0.02~0.04 µg/mL 和 0.07~0.13 µg/mL，日内和日间精密度(RSD)分别低于 3.23％和 4.57％，样品加标回收率在 83.50~ 

96.23%之间。本法集提取、浓缩、分离和纯化为一体，不使用挥发性有机溶剂，具有提取时间短，样品用量少等优点，可广泛应用

于药用植物中活性成分的提取分析。 
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Abstract: An ultrasound-assisted homogeneous ionic liquid microextraction tandem high performance liquid chromatography (UA- 

HILME-HPLC) method was developed and applied to the determination of four tanshinones (dihydrotanshinone, tanshinone I, cryptotanshinone, 

and tanshinone IIA) expressed in Radix Salvia miltiorrhiza. A water-soluble ionic liquid and water were used as the extraction solvent and 

extraction media, respectively. The target analytes were extracted using the ultrasound technique. The ion-pairing agent was added to this 

extraction solution, resulting in the formation of a water-insoluble ionic liquid, which was separated by centrifugation. The separated ionic liquid 

section was subjected to HPLC analysis. The results of this analysis identified the optimal experimental conditions for UA-HILME to be: 140 

μL of the [C8MIM][BF4] extraction solvent, 1 mL of 0.6 mol/L NH4PF6 ion-pairing agent, pH of the sample solution at 5.0, an initial extraction 

temperature of 50 ℃, 5 min ultrasound extraction time, and 200 W ultrasonic power. All target compounds showed a good linear relationship 

(r > 0.9996) in the linear range. The observed limits of detection and quantification were 0.02~0.04 µg/mL and 0.07~0.13 µg/mL, respectively. 

The intra-day and inter-day precision (RSD) was lower than 3.23% and 4.57%, respectively. The spiked sample recovery rate ranged from 

83.50% to 96.23%. This method combined the processes of extraction, concentration, purification, and separation, does not require any volatile 

organic solvents, and shows good results despite a short extraction time and small sample size. Therefore, this method could be widely applied to 

the extraction and analysis of active components in medicinal plants. 

Key words: ionic liquid; homogeneous liquid-liquid microextraction; ultrasound-assisted extraction; tanshinone; high performance liquid 
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丹参为唇形科植物丹参（Salvia miltiorrhiza Bge.）

的干燥根和根茎[1~2]，是一种著名的传统中药材，具有

抗动脉硬化、抗菌、消炎、抗氧化、抗肿瘤等药理作
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用[3~7]。丹参的主要药理活性成分是脂溶性二萜醌类和

水溶性酚酸类[6~9]。根据中国药典（2010 年版）记载，

在这些有效成分中，丹参酮 IIA 是丹参质量控制中最

为重要的标志性成分[1, 6]。 

目前，高效液相色谱（HPLC）
[6, 9]

，超高效液相

色谱（HPLC）[8]，毛细管电泳（CE）[10]和高速逆流

色谱（HSCCC）[11]等方法已广泛用于丹参酮的分析检

测。但由于样品基质复杂，在色谱分析前需要进行前

处理。常用的样品前处理方法有超声波辅助提取法
[7-8]，微波辅助提取法[6]，热回流提取法[6]，浊点萃取[9]

和固相萃取[4]等。与传统提取方法相比，超声波提取

法能破碎植物组织，加速溶剂渗透，并能有效地从固

相基质中提取有机化合物，这在近几年的相关报道中

已经得到证实
[12]
。 

然而，上述提取方法通常需要大量有毒有害的挥

发性有机溶剂，且样品处理耗时、复杂。因此，现在

趋向于建立溶剂用量少、提取速度快、简单高效的微

型化提取方法。离子液体（ILs）是由有机阳离子和有

机或无机阴离子组成的在室温下呈液体的有离子体系
[13~14]。由于离子液体具有不挥发、性质稳定、溶解性

好等诸多优点，现已在电化学、有机合成、催化、分

离等领域被广泛应用[14]，离子液体被认为是代替传统

有机溶剂更环保的溶剂
[15]
。 

为了简化提取步骤、缩短提取时间、减少有机溶

剂的消耗和环境的污染，本研究结合了离子液体和超

声波提取法的优势，建立一种简单、高效、环保的超

声辅助均相离子液体微萃取法用于提取丹参中的活性

成分，并对一些实验条件进行了优化。 

1  材料与方法 

1.1  原料与试剂 

五种丹参样品分别产于河南，山东，陕西，湖北

和安徽。样品粉碎后过 110目筛，于 60℃下烘至干燥，

备用。标准品二氢丹参酮，丹参酮Ⅰ，隐丹参酮和丹

参酮ⅡA，购于 Sigma 公司。色谱级甲醇和乙腈购于

美国 Fisher 公司。1-丁基-3-甲基咪唑四氟硼酸盐

（[C4MIM]BF4），1-己基-3-甲基咪唑四氟硼酸盐

（[C6MIM]BF4）和 1-辛基-3-甲基咪唑四氟硼酸盐

（[C8MIM]BF4）购于上海成捷化学有限公司。其余试

剂均为分析纯，购于北京化工厂。 

1.2  仪器与设备 

1100 型液相色谱仪（美国安捷伦），DAD 二极管

阵列紫外检测器（美国安捷伦），Zorbax SB-C18 色谱

柱（5 μm, 4.6 mm×150 mm I.D.，美国安捷伦），C18

预保护柱（7.5 mm×2.1 mm I.D.，5 μm），Allegra 64R

高速离心机（美国贝克曼），KQ-100DE超声波清洗器

（江苏昆山）。 

1.3  标准溶液的配制 

分别准确称取一定质量的二氢丹参酮，丹参酮Ⅰ，

隐丹参酮和丹参酮ⅡA 标准品于容量瓶中，先用少量

氯仿溶解目标物，再用甲醇定容至 10 mL，配制成浓

度为 500 μg/mL的标准储备液，于4 ℃冰箱中避光保

存，备用。混合标准品溶液是由各标准储备液经甲醇

稀释得到的。 

1.4  超声辅助均相离子液体微萃取 

准确称取 0.01 g 样品于 10 mL离心管中，同时加

入 5 mL蒸馏水（pH 5.0）和140 μL离子液体，混合

均匀后，于 50 ℃下超声提取 5 min，然后将 1.0 mL 0.6 

mol/L NH4PF6快速注入到样品溶液中，随后形成乳浊

液，原水溶性离子液体中的 BF
4-被 PF

6-取代，随即转

变为水不溶性离子液体。将此乳浊液以 10000 rpm 的

转速离心 5 min，离子液相则沉积在离心管底部。吸

出上清液，离子液体部分用甲醇-水（V/V，80/20）溶

液稀释至 500 μL，所得溶液即为分析溶液，过 0.22 μm

滤膜，进行色谱分析。 

1.5  色谱条件 

流动相由甲醇-水（V/V，80/20）组成，等度洗脱，

流动相流速 0.5 mL/min，进样量 20 μL，柱温 35 ℃，

检测波长为 243 nm（二氢丹参酮和丹参酮Ⅰ）和 265 

nm（隐丹参酮和丹参酮ⅡA）。 

1.6  数据分析 
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所有数据采用 Origin 8.0 软件进行统计分析。 

2  结果与讨论 

2.1  萃取条件的优化 
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2.1.1  离子液体的种类和体积 

 
图 1 离子液体种类对提取率的影响 

Fig.1 The effect of the type of ionic liquid on extraction yield 

本研究考察了以 NH4PF6 作为离子对试剂时，

[C4MIM]BF4、[C6MIM]BF4 和[C8MIM]BF4 三种离子液

体对目标物提取率的影响。从图 1 中可以看出，

[C8MIM]BF4 所获得的提取率显著高于[C6MIM]BF4 和

[C4MIM]BF4。一方面，离子液体的提取能力可能与它

的烷基链长度有一定的关系。离子液体的烷基链越长，

与丹参酮所形成的氢键、π-π 和 π-n 越强，对目标物的

提取能力就越强[16]。另一方面，[C8MIM]BF4 在水中

的溶解度比[C6MIM]BF4和[C4MIM]BF4低
[17]
，这对目

标物从水相到离子液体相的转移是十分有利的。因此，

本实验以[C8MIM]BF4 作为萃取剂。 

 
图 2 离子液体体积对提取率的影响 

Fig.2 The effect of the volume of ionic liquid on extraction yield 

离子液体体积（60~160 μL）对丹参酮提取率的影

响如图 2 所示，当[C8MIM]BF4 体积为 140 μL时，目

标化合物的提取率达到最大值。当[C8MIM]BF4 的体

积从 140 μL增加到 160 μL时，提取率没有显著的变

化。因此，选择[C8MIM]BF4的体积为 140 μL。 

2.1.2  样品溶液的 pH 值 

溶液的 pH 值影响丹参酮的种类和存在形式。因

此，本论文研究了样品溶液 pH 值对提取率的影响。

由图 3 可知，当pH值从 2.0 增加到 5.0 时，目标分析

物的提取率逐渐增加；当 pH值从 5.0 增加到 7.0 时，

提取率明显下降。一方面，丹参酮含有羰基，呋喃环

和苯环，属于脂溶性菲醌类化合物[6~9]，在低 pH值，

氧原子的醌型结构和呋喃环被质子化，导致系统的共

轭性降低和分析物的紫外吸收强度减弱
[18]

，这意味着

在低 pH 值时蒽醌类化合物的提取率较低，尤其在强

酸性介质中；另一方面，pH值的变化对离子液体的形

成也有很大的影响，当溶液 pH值在 2.0~5.0范围内变

化时，所产生的离子液体的体积从 70 μL逐渐增加到

120 μL，当 pH 值过高时，则不能发生乳化现象，导

致离子液体的体积大幅减少，目标化合物的提取率较

低。因此，本实验选择样品溶液 pH值为 5.0。 

 

图 3 样品溶液的 pH值对提取率的影响 

Fig.3 The effect of pH on the extraction yield 

2.1.3  提取温度 

 
图 4 提取温度对提取率的影响 

Fig.4 The effect of the extraction temperature on the extraction 

yield 

不同温度对化合物提取率的影响如图 4 所示。当

提取温度从 20 ℃逐渐升高到 50 ℃时，目标化合物的

提取率随之增加，此后，随着提取温度的升高，提取

率显著降低。这可能是由于提取温度的增加有利于萃

取溶剂溶解胞内物质；而且，提取温度的增加也加速

了目标化合物的传质转移。然而，当提取温度过高时，

离子液体的水溶性会大大增加，这对目标化合物的相

分离是不利的。因此，本研究选择提取温度为 50 ℃。 

2.1.4  提取时间 

本文考察了当超声功率为 200 W 时，超声提取时

间对目标化合物提取率的影响。从图 5 可以看出，超
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声提取时间从 2 min 增加到 5 min 时，目标分析物的

提取率明显增加，这可能是由于超声提取时间的增加

有利于目标化合物的传质，从而提高目标化合物的提

取率。然而，当提取时间进一步增加时，目标化合物

的提取率并没有显著变化，这意味着当超声提取时间

为 5 min 时，离子液体对丹参酮的提取较完全，以到

达饱和状态。因此，本实验选择超声提取时间为 5 min。 

 
图 5 提取时间对提取率的影响 

Fig.5 Effect of the extraction time on the extraction yield 

2.1.5  超声功率 

 
图 6 超声功率对提取率的影响 

Fig.6 Effect of the ultrasound powder on the extraction yield 

从图 6 可以看出，随着超声功率的增加，目标分

析物的提取率先增加后降低，当功率达到 200 W 时提

取效果最好。这可能是由于随着超声功率的提高，超

声波对植物细胞的破碎作用逐渐增大，加速有效成分

的溶解，但超声功率增大到一定程度后，对细胞的破

碎作用过大，溶解杂质也增加，提取率没有明显增加

反而下降[19]。 

2.1.6  NH4PF6的浓度 

 
图 7 NH4PF6浓度对提取率的影响 

Fig.7 Effect of NH4PF6 concentration on the extraction yield 

为了考察离子对试剂对目标化合物提取率的影

响，1 mL 不同摩尔浓度的 NH4PF6溶液（0.2，0.4，

0.6，0.8，1.0 和 1.2 mol/L）被分别添加到样品溶液中。

实验结果如图 7 所示，当 NH4PF6 浓度从 0.2 增加至

0.6 mol/L 时，目标化合物的提取率随之增加；当

NH4PF6浓度在 0.6~1.2 mol/L 范围内变化时，提取率

几乎不变。PF6
-的增加有利于[C8MIM]PF6 的形成，并

使离子液体量有所增加；同时,盐的添加也有利于相分

离。所以，NH4PF6 的浓度为 0.6 mol/L。 

2.2  方法评价 

2.2.1  分析性能 
 

表 1 分析性能 

Table 1 Performance analysis 

分析物 回归方程 相关系数 
线性范围 

/(μg/mL) 

检出限 

/(μg/mL) 

定量限 

/(μg/mL) 

日内精密度/ 

(RSD，%，n=6) 

日间精密度/ 

(RSD，%，n=6) 

二氢丹参酮 A=22.48C+2.52 0.9997 0.15~20.01 0.03 0.11 1.88 2.12 

丹参酮Ⅰ A=49.48C+6.51 0.9999 0.13~27.46 0.02 0.07 2.89 4.57 

隐丹参酮 A=32.30C+11.19 0.9997 0.25~57.26 0.04 0.13 3.23 2.60 

丹参酮ⅡA A=50.25C+22.60 0.9996 0.17~81.97 0.03 0.10 1.61 3.74 

配制含有 4 种目标化合物的一系列浓度的混合标

准溶液，在最佳色谱条件下测定峰面积，以分析物浓

度（C）为横坐标，以峰面积（A）为纵坐标，绘制标

准曲线。各化合物在线性范围内线性关系良好，相关

系数 r＞0.9996，实验结果见表 1。检出限（LOD）和

定量限（LOQ）是信噪比（S/N）分别为 3 和 10时实

验方法所能检出和定量的目标化合物的最低浓度，结

果表明，各化合物的检出限和定量限分别为 0.02~0.04 

μg/mL 和 0.07~0.13 μg/mL。精密度用相对标准偏差

（RSD）来表示。日内精密度是通过 1 d 之内连续分

析 6 次样品所得到提取率的相对标准偏差（RSD）。日

间精密度是通过每天分析 1 次样品，连续分析6 d 所
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得到提取率的相对标准偏差。结果表明，各化合物的

日内精密度（RSD）和日间精密度（RSD）分别为

1.61~3.23%和 2.12~4.57%之间。因此，本方法的重现

性是可以接受的。 

2.2.2  回收率 

表 2 化合物的回收率 

Table 2 Recovery rates of compounds 

分析物 初始量/(μg/g) 加标量/(μg/g) 检出量/(μg/g) 回收率/% RSD（%，n=5） 

二氢丹参酮 
354.09 177.50 524.90 96.23 2.17 

 355.00 685.59 93.38 3.98 

丹参酮Ⅰ 
385.84 196.16 565.35 91.51 3.11 

 393.73 735.04 88.69 3.71 

隐丹参酮 
676.29 338.05 966.10 85.73 2.43 

 679.60 1243.76 83.50 5.31 

丹参酮ⅡA 
928.43 463.09 1332.15 87.18 4.87 

 932.91 1716.18 84.44 2.11 

为了评价方法的准确度，本文分析了加标样品的

回收率。加标样品是向样品中添加已知浓度的混合标

准溶液，并加入适量甲醇使之完全浸没，混合均匀后，

自然干燥 24 h，然后进行提取分析，并按照 1.6 节所

示公式计算各化合物的回收率。结果表明，目标化合

物回收率为 83.50~96.23%，其相对标准偏差均低于

5.31%。 

2.2.3  样品分析 

 

 
图 8 标准溶液（A）和样品提取液（B）色谱图  

Fig.8 Chromatograms of the (A) standard solution and (B) 

sample extractions 

注：1：二氢丹参酮，2：丹参酮Ⅰ，3：隐丹参酮，4：丹

参酮ⅡA。 

表 3 不同批次样品中 4种成分含量（μg/g,n=3） 

Table 3 Contents of the four components in different batches of 

the samples (μg/g, n = 3) 

分析物 二氢丹参酮 丹参酮Ⅰ 隐丹参酮 丹参酮ⅡA 

样品 1 354.09±6.28 385.84±11.36 676.29±21.89 928.43±18.46 

样品 2 131.28±6.47 46.22±2.14 277.56±6.98 486.76±10.54 

样品 3 587.64±15.22 449.35±15.37 906.44±22.55 1117.46±23.46 

样品 4 212.05±8.19 187.59±7.36 274.43±9.45 446.46±12.33 

样品 5 271.62±7.34 204.32±7.36 425.37±12.45 685.67±19.43 

 

 
图 9 标准溶液(A)和样品提取液(B)吸收光谱图 

Fig.9 Absorption spectra of the (A) standard solution and (B) 

sample extracts 

注：1：二氢丹参酮，2：丹参酮Ⅰ，3：隐丹参酮，4：丹

参酮ⅡA。 

为了评价本法的适用性，本研究对不同产地的丹

参样品进行了分析。结果如表 3 所示，丹参中的二氢
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丹参酮，丹参酮Ⅰ，隐丹参酮和丹参酮ⅡA 的含量分

别为 131.28~587.64，46.22~449.35，274.43~906.44 和

446.46~1117.46 μg/g。Fang
[6]
等测定了丹参中二氢丹参

酮，丹参酮Ⅰ，隐丹参酮和丹参酮ⅡA 的含量分别

0.295，0.926，0.543 和 1.738 mg/g。可以看出，丹参

酮ⅡA 是丹参的主要成分，这与《中国药典》(2010

版)
[1]和Fang 等人[6]的研究一致。另外，不同产地丹参

中 4 种成分的含量也不尽相同，这可能是由于种植区

域，采摘期，气候和地理条件等差异，对丹参的质量

有显著影响。丹参提取物的色谱图及吸收光谱图如图

8 和 9 所示。通过比较标准溶液和样品提取液保留时

间与吸收光谱的变化来鉴别丹参酮。 

3  结论 

本研究结合了离子液体和超声波提取法的优势，

建立一种简单、高效、环保的超声辅助均相离子液体

微萃取法用于提取丹参中的活性成分，并采用高效液

相色谱法对其进行定量检测。本法集提取、浓缩、分

离和纯化为一体，不使用挥发性有机溶剂，具有提取

时间短，样品用量少等优点，可广泛应用于药用植物

中脂溶性成分的提取分析。 
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