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管花肉苁蓉为列当科植物管花肉苁蓉[Cistanche tu-

bulosa（Schenk）R. Wight]的干燥带鳞叶的肉质茎，性

温、味甘咸，为补肾壮阳、润肠通便之要药，是中亚地区

及新疆特有的药用植物，主要分布于南疆塔克拉玛干沙

漠边缘地区 [1]。管花肉苁蓉收载于 2015年版《中国药

典》（一部）[2]，其主要功能成分为苯乙醇苷类化合物[3]。近

年来研究发现，管花肉苁蓉中的苯乙醇苷类化合物在

神经保护[4]和延缓神经退行性疾病[4-5]方面具有良好的

开发前景，现已成为研究的热点之一。毛蕊花糖苷为

苯乙醇苷类化合物中的活性成分之一，本课题组前期

药效评价实验结果表明，毛蕊花糖苷对神经细胞具有

保护作用[4]、对东莨菪碱所致小鼠学习记忆获得性障碍

具有改善作用 [5]、对 D-半乳糖致衰老模型小鼠的氧化

损伤具有抑制作用 [6]。毛蕊花糖苷在管花肉苁蓉中的
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摘 要 目的：优化管花肉苁蓉中毛蕊花糖苷的提取工艺，为该药材的深入开发和综合利用提供参考。方法：采用高效液相色谱

法对管花肉苁蓉中的毛蕊花糖苷进行含量测定。色谱柱为 Inertsil-ODS-3V，流动相为甲醇-0.2％甲酸水溶液（40 ∶60，V/V），流速为

1 mL/min，柱温为30 ℃，检测波长为330 nm，进样量为10 μL。以毛蕊花糖苷的提取率为考察指标，分别对浸泡时间、乙醇浓度、液

料比、提取时间、提取次数进行单因素试验；根据上述试验结果采用Box-Behnken响应面法对乙醇浓度、液料比、提取时间等条件

进行优化，并对优化后的提取工艺进行验证试验。结果：毛蕊花糖苷检测质量浓度的线性范围为18.65～932.4 μg/mL。最优提取

工艺为乙醇浓度63％、液料比8 ∶1（mL/g）、浸泡2 h、提取时间1.5 h、提取2次。3次平行验证试验所得毛蕊花糖苷的提取率分别为

78.21％、76.95％、79.34％，与预测值76.76％的相对误差分别为1.89％、0.25％、3.36％。结论：优化所得管花肉苁蓉中毛蕊花糖苷

的提取工艺稳定、可行，适用于该化合物的提取。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To optimize the extraction technology of verbascoside from Cistanche tubulosa，and to provide

reference for further development and comprehensive utilization of C. tubulosa. METHODS：The content of verbascoside in C.

tubulosa was determined by HPLC. The determination was performed on Inertsil-ODS-3V column with mobile phase consisted of

methanol-0.2％ formic acid aqueous solution（40 ∶ 60，V/V）at the flow rate of 1 mL/min. The column temperature was 30 ℃，

the detection wavelength was 330 nm，and the sample size was 10 μL. Using extraction rate of verbascoside as index，soaking

time，ethanol concentration， liquid-solid ratio，extraction time and extraction times were investigated by single factor tests.

According to the results of above tests， ethanol concentration， liquid-solid ratio and extraction time were optimized by

Box-Behnken response surface methodology. The verification tests were carried out on the optimized extraction technology.

RESULTS：The linear range of verbascoside was 18.65-932.4 μ g/mL. The optimal extraction technology included that ethanol

concentration 63％，liquid-solid ratio 8 ∶ 1（mL/g），soaking for 2 h，extraction time 1.5 h，extracting for 2 times. The extraction

rates of verbascoside in the three parallel verification tests were 78.21％，76.95％，79.34％，respectively. The relative errors of

those to predicted value 76.76％ were 1.89％ ，0.25％ ，3.36％ . CONCLUSIONS：The optimized extraction technology of

verbascoside from C. tubulosa is stable and feasible，and is suitable for the extraction of verbascoside.
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含量约为 0.05～8％ [7]，对其进行开发利用具有很大的

药用前景。药效学实验表明，毛蕊花糖苷具有多靶点作

用，有望开发成保护脑神经、改善记忆的脑病药物[8-9]。

Box-Behnken响应面设计法是可靠的实验设计以及

分析方法，可通过对过程的回归拟合和响应曲面、等高

线的绘制来计算出响应于各因素水平的响应值 ，是解决

多变量问题的一种有效的统计方法[10]。鉴于此，本研究

采用该法优化管花肉苁蓉中毛蕊花糖苷的提取工艺，为

管花肉苁蓉的深入开发和综合利用提供参考。

1 材料
1.1 仪器

LC-20AT型高效液相色谱仪，包括LC-20AB型二元

泵、SPD-M20A型二极管阵列检测器、CBM-20A型系统

控制器、CTO-20A型柱温箱、SIL-20A型自动进样器（日

本Shimadzu公司）；SQP-QUINTIX 35-1 CN型万分之一

分析天平[赛多利斯科学仪器（北京）有限公司]；DZTW

型恒温电热套（北京市永光明医疗仪器有限公司）。

1.2 药品与试剂

管花肉苁蓉炮制片（新疆维吾尔自治区和田苁蓉堂

2015 年秋收炮制片，批号：20150806，毛蕊花糖苷含

量：≥3.79％；将管花肉苁蓉炮制片用药锤敲碎，粉碎机

粉碎后过四号筛，即得管花肉苁蓉粉末，备用）；毛蕊花

糖苷对照品（中国食品药品检定研究院 ，批号 ：

111530-201208，纯度：92.5％）；甲醇为色谱纯，甲酸、乙

醇等为分析纯，水为纯化水。

2 方法与结果
2.1 毛蕊花糖苷的含量测定

采用高效液相色谱法（HPLC）测定。

2.1.1 色谱条件 色谱柱：Inertsil ODS-3V（250 mm×

4.6 mm，5 μm）；流动相：甲醇-0.2％甲酸水溶液（40 ∶ 60，
V/V）；流速：1 mL/min；柱温：30 ℃；检测波长：330 nm；进

样量 10 μL。在上述色谱条件下，取“2.1.2”“2.1.3”

“2.1.4”项下溶液进样测定，色谱图见图1。

2.1.2 对照品溶液的制备 取毛蕊花糖苷对照品适量，

精密称定，置于 10 mL棕色量瓶中，加 50％甲醇溶解并

稀释至刻度，得每1 mL含毛蕊花糖苷0.932 4 mg的对照

品溶液。

2.1.3 供试品溶液的制备 准确称取管花肉苁蓉粉末

100 g，按液料比 8 ∶ 1（溶剂体积 ∶粉末质量，mL/g，下同）

加入63％乙醇，浸泡2 h，然后置于100 ℃恒温水浴锅中

回流提取2次，每次1.5 h，趁热滤过，放冷，合并提取液，

精密量取提取液 1 mL至 25 mL量瓶中，加 50％甲醇定

容，即得。

2.1.4 阴性对照溶液的制备 分别以 50％甲醇与 63％

乙醇作为阴性对照溶液。

2.1.5 方法学考察 精密量取“2.1.2”项下对照品溶液

0.2、0.5、1、2、3、5、10 mL，分别置于 10 mL 量瓶中，加

50％甲醇定容至刻度，摇匀，用 0.45 μm微孔滤膜滤过，

按“2.1.1”项下色谱条件测定。以对照品溶液质量浓度

（x）为横坐标、峰面积（y）为纵坐标进行线性回归，得回

归方程为y＝19 952x－218 412（r＝0.999 8），表明毛蕊花

糖苷检测质量浓度的线性范围为 18.65～932.4 μg/mL。

以信噪比10 ∶ 1、3 ∶ 1测得定量限、检测限分别为0.229 6、

0.071 8 μg/mL。方法学考察结果显示，精密度[毛蕊花糖

苷峰面积的RSD为 0.57％（n＝6）]、稳定性[毛蕊花糖苷

峰面积的RSD为 1.38％（n＝6）]、重复性[毛蕊花糖苷峰

面积的RSD为 0.87％（n＝6）]、加样回收率[毛蕊花糖苷

低、中、高质量浓度的平均加样回收率依次为 99.6％、

100.5％、100.7％，RSD 分别为 2.55％、0.83％、0.44％

（n＝9）]均符合2015年版《中国药典》（四部）要求[11]。

2.2 提取方法

准确称取管花肉苁蓉粉末，按一定液料比加入适宜

浓度的乙醇，浸泡一定时间后，置于 100 ℃恒温水浴锅

中回流提取数次，趁热滤过，放冷，合并提取液，精密移

取提取液 1 mL至 25 mL 量瓶中，以 50％甲醇定容后，

取样 10 μL，按“2.1.1”项下色谱条件进样测定，按标准曲

线法计算毛蕊花糖苷含量。另取管花肉苁蓉粉末，采用

2015年版《中国药典》（一部）项下方法[2]进行含量测定，

并通过以下公式计算毛蕊花糖苷提取率 [12]：提取率

（％）＝{[提取液体积（mL）×提取液含量（mg/mL）]/[药材

质量（g）×药材含量（mg/g）]}×100％。

2.3 单因素试验

在管花肉苁蓉苯乙醇苷类成分乙醇回流提取的过

程中，浸泡时间、乙醇浓度、提取时间、液料比、提取次数

等因素对提取效果有重要影响[13-14]。因此本研究以毛蕊

花糖苷提取率为考察指标，对上述因素进行考察。

2.3.1 浸泡时间 称取管花肉苁蓉粉末 100 g，共 5份，

固定提取时间为 1 h、液料比为 10 ∶ 1、溶剂浓度为 60％、

提取次数为1次，分别对浸泡时间0、2、8、12、24 h进行考

察，结果见图2A。由图2A可见，当浸泡时间≥2 h，毛蕊

花糖苷的提取率基本趋于稳定，综合考虑提取效率，最

终确定最佳浸泡时间为2 h。

2.3.2 乙醇浓度 称取管花肉苁蓉粉末 100 g，共 4份，

图1 高效液相色谱图

Fig 1 HPLC chromatograms
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固定提取时间为1 h、液料比为10 ∶ 1、浸泡时间为2 h、提

取次数为 1次，分别对提取溶剂水、40％乙醇、60％乙醇

和 80％乙醇进行考察，结果见图 2B。由图 2B 可见，当

乙醇浓度为 60％时，毛蕊花糖苷的提取效果最好；提高

乙醇浓度至 80％时，毛蕊花糖苷的提取效率反而下降，

故选择乙醇浓度50％～70％进行后续试验。

2.3.3 提取时间 称取管花肉苁蓉粉末 100 g，共 4份，

固定液料比为 10 ∶ 1、乙醇浓度为 60％、浸泡时间为 2 h、

提取次数为 1次，分别对提取时间 1、1.5、2、2.5 h进行考

察，结果见图 2C。由图 2C可见，随着提取时间延长，毛

蕊花糖苷提取率先增大后减小，于1.5 h达到峰值，故选

择提取时间1～2 h进行后续试验。

2.3.4 液料比 称取管花肉苁蓉粉末，100 g，共4份，固

定提取时间为 1.5 h、乙醇浓度为 60％、浸泡时间为 2 h、

提取次数为 1次，分别对液料比 6 ∶ 1、8 ∶ 1、10 ∶ 1、12 ∶ 1进
行考察，结果见图 2D。由图 2D 可见，当液料比为 8 ∶ 1
时，毛蕊花糖苷的提取率最高；随着液料比增加，毛蕊花

糖苷提取率先增大后减小，故选择液料比6 ∶ 1～10 ∶ 1进
行后续试验。

2.3.5 提取次数 称取管花肉苁蓉粉末 100 g，共 4份，

固定液料比为8 ∶1、乙醇浓度为60％、浸泡时间为2 h、提

取时间为 1.5 h，分别对提取次数 1、2、3、4次进行考察，

结果见图 2E。由图 2E可见，提取 2次后毛蕊花糖苷的

提取率为73.57％，提取第3次与第4次时毛蕊花糖苷提

取率基本不变，考虑工艺的成本，最终确定最佳提取次

数为2次。

由上述单因素试验结果可知，浸泡2 h以后，延长浸

泡时间所得毛蕊花糖苷的提取率基本保持不变；提取 2

次以后，增加提取次数所得提取率亦基本保持不变。故

从节约能源与缩短试验周期的角度考虑，未将浸泡时间

与提取次数作为后续优化因素。

2.4 Box-Behnken响应面试验

2.4.1 Box-Behnken 试验设计 在单因素试验的基础

上，选择乙醇浓度（A）、液料比（B）、提取时间（C）为考察

因素，采用 3因素 3水平的响应面法进行试验。因素与

水平见表1，试验设计与结果见表2。

表1 因素与水平

Tab 1 Factors and levels

水平

－1

0

1

因素
A，％

50

60

70

B，mL/g

6 ∶1
8 ∶1

10 ∶1

C，h

1.0

1.5

2.0

表2 Box-Behnken试验设计与结果

Tab 2 Box-Behnken experiment design and results

试验号
1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

A

70

60

60

50

60

60

50

60

50

70

70

60

50

60

60

70

60

B

10 ∶1
8 ∶1
8 ∶1
8 ∶1
8 ∶1

10 ∶1
10 ∶1
8 ∶1
6 ∶1
6 ∶1
8 ∶1
8 ∶1
8 ∶1
6 ∶1

10 ∶1
8 ∶1
6 ∶1

C

1.5

1.5

1.5

2

1.5

2

1.5

1.5

1.5

1.5

1

1.5

1

2

1

2

1

提取率，％
68.20

75.91

76.23

57.23

73.58

69.21

58.21

77.23

55.27

64.54

70.28

76.34

59.54

65.84

69.21

70.24

68.14

2.4.2 模型建立与方差分析 通过Design-Expert 8.0.5

软件对上述试验结果进行多元二次回归拟合，得到回归

方程：毛蕊花糖苷提取率（Y）＝75.86+5.38A+1.38B－

0.58C + 0.18AB + 0.57AC + 0.57BC－9.00A2－ 5.26B2－

2.50C2（r＝0.993 3）。r＞0.09提示该模型拟合度较好，

预测性较好[15]。对该模型进行方差分析，结果见表3。

根据表 3中F的大小，推测影响本试验提取率大小

的影响因素为乙醇浓度＞液料比＞提取次数，所建模型

经检验具有显著性（P＜0.000 1），说明模型与实际情况

吻合良好；模型失拟项检验不具有显著性（P＝0.671 5＞

0.05），说明未知因素对模型拟合结果的干扰少，模型误

差较小；可用该模型较好地描述各因素与响应值之间的

真实关系。因此，可用该模型预测毛蕊花糖苷的提取工

艺条件。

2.4.3 响应面图与等高线图分析 分别以乙醇浓度

（A）、液料比（B）、提取时间（C）为响应因子，以毛蕊花糖

苷提取率为响应值，使用Design-Expert 8.0.5软件绘制响
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图2 单因素试验结果

Fig 2 Results of single factor tests
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应面和等高线图，详见图3。

表3 拟合回归分析结果

Tab 3 Fitting regression analysis results

方差来源
模型
A

B

C

AB

AC

BC

A2

B2

C2

残差
失拟项
纯误差
总和

平方和
780.90

231.23

15.24

2.70

0.13

1.29

1.32

344.11

116.62

26.22

10.55

3.10

7.45

791.45

自由度
9

1

1

1

1

1

1

1

1

1

7

3

4

16

均方差
86.77

231.23

15.24

2.70

0.13

1.29

1.32

344.11

116.62

26.22

1.51

1.03

1.86

F

57.58

153.44

10.11

1.79

0.09

0.85

0.88

228.35

77.39

17.40

0.56

P

＜ 0.000 1

＜ 0.000 1

0.015 5

0.222 3

0.777 8

0.385 9

0.380 0

＜ 0.000 1

＜ 0.000 1

0.004 2

0.671 5

乙醇浓度和液料比的交互作用对毛蕊花糖苷提取

率的影响如图 3A、3B 所示，固定液料比，乙醇浓度在

50％～62.96％范围内，毛蕊花糖苷的提取率逐渐增高，

当乙醇浓度超过62.96％时，毛蕊花糖苷的提取率降低，

当固定乙醇浓度时，毛蕊花糖苷的提取率随着液料比的

增加，先增大后减小；图 3B等高线图表明，乙醇浓度和

液料比之间的交互作用显著。乙醇浓度和提取时间的

交互作用对毛蕊花糖苷的提取率影响如图3C、3D所示，

固定乙醇浓度，提取时间在1～2 h的范围内毛蕊花糖苷

的提取率先升高后下降，提取率最高点对应的提取时间

为 1.47 h；图 3D等高线图表明，乙醇浓度和提取时间交

互作用显著。提取时间和液料比的交互作用对毛蕊花

糖苷的提取率影响如图 3E、3F所示，固定提取时间，液

料比在 6 ∶ 1～10 ∶ 1的范围内毛蕊花糖苷提取率先增高

后下降，提取率最高点对应的液料比为 8.26 ∶ 1；图 3F等

高线图表明，液料比和提取时间之间的交互作用显著。

根据以上结果，运用 Design-Expert 8.0.5软件优化

所得的毛蕊花糖苷提取最佳工艺为乙醇浓度 62.96％、

液料比 8.26 ∶ 1、浸泡时间 2 h、提取时间 1.47 h、提取 2

次 。 在此条件下毛蕊花糖苷提取率的预测值为

76.76％。考虑到试验的便捷性、可行性与可操作性，笔

者对预测的工艺参数进行微调，选择工艺参数为乙醇浓

度63％、液料比8 ∶ 1、浸泡时间2 h、提取时间1.5 h、提取

2次。

2.5 验证试验

取管花肉苁蓉粉末 100 g，共 3份，进行验证试验。

结果，3次验证试验毛蕊花糖苷提取率的RSD为 1.20％

（n＝3），实测值与预测值的相对误差分别为 1.89％、

0.25％、3.36％，表明方程与真实试验情况拟合较好，优

化的工艺可靠、可行，详见表4。

表4 验证试验结果

Tab 4 Results of validation tests

试验编号
1

2

3

毛蕊花糖苷提取率，％
78.21

76.95

79.34

相对误差，％
1.89

0.25

3.36

3 讨论
响应面法是通过一系列确定性的试验，拟合一个响

应面来模拟真实极限状态的曲面图，其基本思想是假设

一个包括一些未知参量的极限状态函数与基本变量之

间的解析表达式来代替实际不能明确表达的结构极限

状态函数[16-20]。而传统数理统计不能在已有“点”数据

基础上对整体的“面”数据进行预测。因此，传统数理统

计具有一定的局限性 [17]。利用响应面设计试验，根据

Box-Behnken的中心组合试验设计原理来寻求最优的考

察因素和响应值来避免传统数理统计存在的问题，最终

精确找到最佳点并灵敏地考察各因素间的交互作用[17-22]。

有关管花肉苁蓉中总苯乙醇苷类化合物的提取工

艺报道较多[23-24]，但对于因素的优化均采用正交试验方

法进行，因此本文采用Box-Behnken 响应面分析法对管

花肉苁蓉中毛蕊花糖苷的提取工艺进行研究。本研究

选择浸泡时间、乙醇浓度、液料比、提取时间、提取次数

等进行单因素试验，并从中筛选对提取率影响较明显的

3个因素（即乙醇浓度、液料比、提取时间）及相应水平，

运用3因素3水平的响应面分析法进行最佳提取工艺筛

选。该方法获得拟合程度较高的数学模型，交互作用结
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Fig 3 Response surface plots and contour plots for

the effect of each factor on the extraction rate

of verbascoside
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果表明乙醇浓度、提取时间和液料比对毛蕊花糖苷提取

率的影响并非简单的线性关系。

在乙醇浓度考察中，乙醇浓度至80％时毛蕊花糖苷

的提取效率反而下降的原因，笔者认为，一方面，当乙醇

浓度达到 50％～70％时，药物在该溶剂中的溶解度最

高；另一方面，可能是由于“相似相溶”原理，60％乙醇的

极性与毛蕊花糖苷极性相近[25]。在提取时间考察中，随

着提取时间的延长，毛蕊花糖苷提取率反而下降，可能

与毛蕊花糖苷发生降解有关。在提取液料比考察中，毛

蕊花糖苷提取率的变化与其向溶剂扩散有关。当液料

比低于6 ∶1时，两相界面间的浓度差较小，不利于成分扩

散；当液料比大于8 ∶1时，受到已提成分对未提成分协同

浸提作用的影响，提取率反而降低；当液料比大于 10 ∶ 1
时，成分质量浓度下降，不利于协同浸提，毛蕊花糖苷提

取率反而降低[25-26]。最终获得的最佳工艺参数为乙醇浓

度63％、液料比8 ∶ 1、提取时间1.5 h，并通过验证试验证

明了工艺的可行性。本工艺所用乙醇浓度为 63％，浓

度较低，可节省生产成本；同时，与其他提取方法 [27-28]

相比，具有更好的可重复性；此外，回流提取法简便易

行，可作为进一步扩大生产的依据。

综上所述，本研究优化所得管花肉苁蓉中毛蕊花糖

苷的提取工艺稳定、可行，适用于该化合物的提取。
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