
China Pharmacy 2021 Vol. 32 No. 1 中国药房 2021年第32卷第1期

Δ 基金项目：中央引导地方科技发展专项资金资助项目（No.豫财

科〔2016〕149号）

＊硕士研究生。研究方向：中药药效物质基础。 E-mail：

z18737420720@163.com

# 通信作者：教授，博士生导师，博士。研究方向：中药药效物质

基础。电话：0371-60190296。E-mail：fwsh@hactcm.edu.cn

Box-Behnken设计-响应面法优化山茱萸叶总三萜提取工艺Δ

朱登辉 1，2＊，张靖柯 1，2，李 孟 1，2，石静亚 1，2，刘娟娟 1，2，魏俊俊 1，2，郑晓珂 1，2，冯卫生 1，2 #（1.河南中医药大学药学院，
郑州 450046；2.河南省中药开发工程技术研究中心，郑州 450046）

中图分类号 R282.4；R284.2 文献标志码 A 文章编号 1001-0408（2021）01-0046-05

DOI 10.6039/j.issn.1001-0408.2021.01.09

摘 要 目的：优化山茱萸叶总三萜提取工艺。方法：在山茱萸叶充分溶胀的基础上，采用加热回流法提取其总三萜。在单因素

试验中考察乙醇体积分数、液料比、提取时间和提取次数对山茱萸叶总三萜含量的影响；以齐墩果酸为对照品，采用紫外-可见分

光光度法测定总三萜含量。在单因素试验的基础上，固定提取次数为3次，以总三萜含量为响应值，以乙醇体积分数、液料比、提

取时间为响应因素，采用Box-Behnken设计-响应面法优化山茱萸叶总三萜的提取工艺并进行验证。结果：山茱萸叶总三萜的最

佳提取工艺为乙醇体积分数73％、液料比38 ∶ 1（mL/g）、提取时间60 min。3次验证试验结果显示，山茱萸叶总三萜的含量分别为

6.92％、6.91％、6.84％，平均含量为6.89％（RSD＝0.63％），与预测值（7.28％）的相对误差为5.36％。结论：优化的提取工艺稳定、

可靠，可用于山茱萸叶总三萜的提取。
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Optimization of Extraction Technology of Total Triterpenes from the Leaves of Cornus officinalis by

Box-Behnken Design-response Surface Methodology
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ABSTRACT OBJECTIVE：To optimize the extraction technology for total triterpenes from the leaves of Cornus officinalis.

METHODS：Based on the full swelling of the leaves of C. officinalis，total triterpenes was extracted with heating reflux method.

The effects of ethanol concentration，liquid-solid ratio，extraction time and extraction times on the contents of total triterpenes from

the leaves of C. officinalis were investigated by single factor test. Using oleanolic acid as control，the contents of total triterpenes

were detected by UV spectrometry. On the basis of single factor test，fixing the times of extraction as 3 times，taking the contents

of total triterpenes as response value， using ethanol volume fraction， solid-liquid ratio and extraction time as factors，

Box-Behnken design-response methodology was used to optimize the extraction technology of total triterpenes from the leaves of C.

officinalis，and the optimized extraction technology was validated. RESULTS：The optimal extraction technology of total triterpenes

from the leaves of C. officinalis were as follows as ethanol concentration of 73％，liquid-to-material ratio of 38 ∶ 1（mL/g），

extraction time of 60 min. Results of 3 validation tests showed that the contents of total triterpenes from the leaves of C. officinalis

were 6.92％，6.91％，6.84％；the average content was 6.89％（RSD＝0.63％），relative error of which with the predicted value

（7.28％）was 5.36％. CONCLUSIONS：The optimized technology is stable and reliable，and can be used for the extraction of total

triterpenes from leaves of C. officinalis.

KEYWORDS Leaves of Cornus officinalis；Total triterpenes；Box-Behnken design；Response surface methodology；Extraction

process

山茱萸为山茱萸科植物山茱萸 Cornus officinalis

Sieb. et Zucc.的干燥成熟果肉，具有补益肝肾、收涩固脱

的功效，可用于治疗眩晕耳鸣、腰膝酸痛等症[1]。该药主

要分布于我国河南、浙江、湖南等地[2]。近年来，研究人

员发现，山茱萸叶也有药用价值，有文献报道山茱萸叶

具有细胞毒活性和抗氧化活性[3-5]。但是作为非传统药

用部位的山茱萸叶在山茱萸果实采收过程中多作为废

弃物处理，造成了药用资源的浪费。

本课题组在前期研究中发现，山茱萸叶中含有大量

三萜类化合物，而三萜类化合物已知的生物活性有保

肝、抗菌、降血糖、抗氧化、抗炎、调节免疫、利尿、抗病毒

等[6-13]。鉴于此，为扩大山茱萸的药用资源并对山茱萸

叶进行开发，本研究以干燥的山茱萸叶为原料，采用

Box-Behnken试验设计方案，通过响应面法对山茱萸叶

总三萜的提取工艺进行优化，并对影响山茱萸叶总三萜
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含量的主要因素进行分析，为该药材资源的后续研究和

开发利用奠定基础。

1 材料
1.1 仪器

Evolution 300型紫外-可见分光光度计[赛默飞世尔

科技（中国）有限公司]；OSB-2200型旋转蒸发仪（日本

EYELA 株式会社）；BT 25S 型电子分析天平（d＝0.01

mg，德国 Sartorius 公司）；XMTD-6000型三用电热恒温

水箱（北京市长风仪器仪表公司）。

1.2 药品与试剂

山茱萸全叶采自河南省南阳市西峡县山茱萸GAP

种植基地，经河南中医药大学董诚明教授鉴定为真品，

晒干后于阴凉干燥处保存，备用；齐墩果酸对照品（成都

曼思特生物科技有限公司，批号：MUST-12041606，纯

度：≥98％）；95％医用乙醇（卫辉市众诚消毒制剂有限

公司）；香草醛（分析纯，天津市光复精细化工研究所）；

冰醋酸（分析纯，天津大茂化学试剂厂）；高氯酸（分析

纯，天津政成化学制品有限公司）；甲醇（色谱纯，天津四

友精细化学品有限公司）；乙酸乙酯（分析纯，天津富宇

精细化工有限公司）；水为蒸馏水。

2 方法与结果
2.1 总三萜含量测定方法的确定

根据 2020年版《中国药典》（一部）中三萜含量测定

的方法与对照品的选择[1]，并结合相关文献[14]，确定本研

究以齐墩果酸为对照品，采用紫外-可见分光光度法在

546 nm波长处测定山茱萸叶中总三萜的含量。

2.2 溶液的制备

2.2.1 对照品贮备液的制备 精密称取齐墩果酸对照

品 20.00 mg，置于 25 mL量瓶中，用甲醇溶解并定容，得

到质量浓度为800.00 μg/mL的齐墩果酸对照品贮备液。

2.2.2 供试品溶液的制备 取山茱萸叶，粉碎，称取粗

粉 5.00 g，置于 500 mL 圆底烧瓶中，加入 70％乙醇 200

mL，静置10 min使其充分溶胀。待溶胀完全后，将圆底

烧瓶置于500 mL加热套中，加热至沸腾，加热回流提取

30 min。提取完毕后将提取液静置、冷却、过滤除杂。滤

液以水浴浓缩干燥并用 70％乙醇分散后转移至 50 mL

量瓶中，定容，得到供试品溶液。

2.3 方法学考察

2.3.1 标准曲线的绘制 分别吸取齐墩果酸对照品贮

备液 0.10、0.20、0.30、0.40、0.50、0.60 mL 至 25 mL 量瓶

中，以空气泵吹干，放冷；精密加入 5.0％香草醛-冰醋酸

溶液（现用现配）0.80 mL、高氯酸3.20 mL，摇匀，70 ℃水

浴加热15 min后再于冰水浴中静置5 min；取出，精密加

入乙酸乙酯16.00 mL，摇匀，得到质量浓度分别为4.00、

8.00、12.00、16.00、20.00、24.00 μg/mL 的系列齐墩果酸

对照品溶液。以相应试剂为空白，照 2020年版《中国药

典》（四部）通则0401紫外-可见分光光度法[15]，在546 nm

波长处测定各对照品溶液的吸光度。以齐墩果酸的质

量浓度（y，μg/mL）为纵坐标、吸光度（x）为横坐标进行

线性回归，得回归方程为 y＝0.020 3x +0.000 1（R2＝

0.999 7）。结果表明，齐墩果酸的质量浓度在 4.00～

24.00 μg/mL内与吸光度呈良好的线性关系。

2.3.2 精密度试验 精密吸取对照品贮备液 0.50 mL，

置于 25 mL量瓶中，按“2.3.1”项下方法操作，在 546 nm

波长处连续测定 6次吸光度。结果，吸光度的 RSD＝

0.08％（n＝6），表明仪器精密度良好。

2.3.3 稳定性试验 精密吸取“2.2.2”项下同一供试品

溶液0.10 mL，按“2.3.1”项下方法“以空气泵吹干……精

密加入乙酸乙酯16.00 mL，摇匀”步骤操作，室温条件下

分别于显色后 0、30、60、90、120、150 min 时，在 546 nm

波长处测定吸光度。结果，吸光度的RSD＝0.96％（n＝

6），表明供试品溶液在制备后室温放置 150 min内稳定

性良好。

2.3.4 重复性试验 精密称取山茱萸叶粗粉 5.0 g，共 6

份，分别按“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，按“2.3.1”

项下方法“以空气泵吹干……精密加入乙酸乙酯 16.00

mL，摇匀”步骤操作，显色后立即在 546 nm波长处测定

吸光度，根据标准曲线法计算总三萜含量。结果，含量

的RSD＝0.66％（n＝6），表明该方法重复性良好。

2.3.5 加样回收率试验 精密吸取“2.3.4”项下制备的供

试品溶液（总三萜质量浓度分别为 1 407.34、1 412.72、

1 414.64、1 420.88、1 422.34、1 427.76 μ g/mL）各 0.10

mL，分置于 6个 25 mL量瓶中，分别加入对照品贮备液

各0.20 mL，按“2.3.1”项下方法操作，测定并计算加样回

收率。结果，平均加样回收率为 98.8％，RSD＝0.69％

（n＝6），表明该方法准确度良好。

2.4 山茱萸叶总三萜含量的测定

精密吸取供试品溶液 0.20 mL至 25 mL量瓶中，按

“2.3.1”项下方法“以空气泵吹干……精密加入乙酸乙酯

16.00 mL，摇匀”步骤操作，作为待测样品溶液。以相应

试剂为空白，在546 nm波长处测定待测样品溶液的吸光

度，并根据标准曲线法计算山茱萸叶总三萜的含量。

2.5 单因素试验初步筛选总三萜提取工艺

结合文献方法 [16-18]初步筛选影响总三萜含量的因

素，发现乙醇体积分数、液料比、提取时间、提取次数等4

个因素对总三萜含量影响较大，故以总三萜含量为指

标，以乙醇体积分数（30％、50％、70％、90％）、液料

比[10 ∶ 1、20 ∶ 1、30 ∶ 1、40 ∶ 1（mL/g）]、提取时间（30、60、

90、120 min）、提取次数（1、2、3、4次）为因素，在固定其

余3个因素的条件下进行单因素试验，以确定各因素的

优化区间，详见图1。

2.5.1 乙醇体积分数的影响 从图 1A可以看出，随着

乙醇体积分数的增加，山茱萸叶总三萜含量先上升后下

降，在乙醇体积分数达到 70％时，山茱萸叶总三萜含量
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达到最高。笔者推测这是因为游离三萜类化合物极性

小，可溶于乙醇；而三萜皂苷类化合物极性较大，易溶于

热水、乙醇等。因此，当提取溶剂中含水量较大时，总三

萜在提取溶剂中的溶解度受限而不能被充分提取，导致

其含量降低；当提取溶剂中含水量较小时，虽因乙醇体

积分数的增大而使总三萜的溶解度有所增加，但乙醇体

积分数过大又可能会导致山茱萸叶的溶胀度降低，反而

使总三萜含量降低[19]。

2.5.2 液料比的影响 从图 1B可以看出，随着液料比

的增加，山茱萸叶总三萜含量一直呈现上升趋势，但当

液料比达到30 ∶ 1（mL/g）时这一上升趋势趋于平缓。笔

者推测这是因为随着提取溶剂用量的增加，山茱萸叶的

溶胀度也会随之增大，其中的总三萜会越来越多地进入

提取溶剂，最终达到平衡；另外在总三萜溶解度不变的

情况下，提取溶剂用量的增加也会使总三萜的提取总量

有所增加，但是当总三萜含量达到一定程度后，药材中

的总三萜已基本提取完全，再增加液料比也难以使其含

量有较大的改变。

2.5.3 提取时间的影响 从图 1C可以看出，随着提取

时间的增加，山茱萸叶总三萜含量一直呈现上升趋势，

但当提取时间达到 90 min 时这一上升趋势趋于平缓。

笔者推测这是因为刚开始提取时，山茱萸叶可能未能够

充分地溶胀，总三萜的溶出度较低；随着提取时间的增

加，山茱萸叶的溶胀度逐渐增大，总三萜大量溶出；但当

提取时间达到90 min左右时，药材中的总三萜已基本提

取完全，其含量增加趋于平缓。

2.5.4 提取次数的影响 从图 1D可以看出，随着提取

次数的增加，山茱萸叶总三萜含量呈现上升趋势，但当

提取次数超过3次时这一上升趋势趋于平缓。笔者推测

这是因为刚开始提取时，提取溶剂能够和山茱萸叶充分

地接触，故总三萜含量逐渐升高；但当提取次数增加到

一定程度时，药材中的总三萜已基本提取完全，再增加

提取次数也难以使总三萜含量有较大改变。

2.6 Box-Behnken设计-响应面法优化总三萜提取工艺

由单因素试验结果可以看出，山茱萸叶总三萜含量

随提取次数的增加而增加，但是当提取次数达到3次时，

总三萜含量随提取次数上升的幅度明显减小，此时再增

加提取次数对总三萜含量的影响较小。同时，综合考虑

山茱萸叶总三萜提取成本等实际生产问题，将提取次数

固定为3次，并以总三萜含量（Y）为响应值，以乙醇体积

分数（A）、液料比（B）、提取时间（C）等3个影响因素为响

应因素，利用Design Expert 8.0.6软件设计 3因素 3水平

的响应面试验以优化山茱萸叶总三萜的最佳提取工

艺。因素与水平见表 1；Box-Behnken 设计及结果见表

2；方差分析结果见表3。

表1 因素与水平

Tab 1 Factors and levels

水平

－1

0

1

因素
A，％

50

70

90

B

20 ∶1
30 ∶1
40 ∶1

C，min

60

90

120

表2 Box-Behnken设计及结果

Tab 2 Box-Behnken design and results

试验号
1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

A

－1

1

－1

1

－1

1

－1

1

0

0

0

0

0

0

0

B

－1

－1

1

1

0

0

0

0

－1

1

－1

1

0

0

0

C

0

0

0

0

－1

－1

1

1

－1

－1

1

1

0

0

0

总三萜含量，％
4.55

5.81

5.12

6.23

5.43

6.17

5.00

6.26

6.83

7.08

7.09

7.17

6.93

7.07

7.02

表3 方差分析结果

Tab 3 Analysis result of variance

因素
模型
A

B

C

AB

AC

BC

A2

B2

C2

残差
失拟项
纯误差
总和

R2＝0.987 1 R2
adj＝0.963 8 R2

pred＝0.805 6

平方和
10.770

2.390

0.220

1.250×10－5

5.625×10－3

0.068

7.225×10－3

7.800

0.058

0.097

0.140

0.130

0.010

10.910

自由度
9

1

1

1

1

1

1

1

1

1

5

3

2

14

均方
1.200

2.390

0.220

1.250×10－5

5.625×10－3

0.068

7.225×10－3

7.800

0.058

0.097

0.028

0.044

5.033×10－3

F

42.38

84.56

7.72

4.428×10－4

0.20

2.39

0.26

276.28

2.07

3.42

8.68

P

0.000 3

0.000 3

0.039 0

0.984 0

0.674 0

0.182 4

0.634 4

＜0.000 1

0.209 6

0.123 7

0.105 1

图1 各因素对山茱萸叶总三萜含量的影响

Fig 1 Effects of each factor on the content of total

triterpenes from the leaves of C. officinalis
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利用Design Expert 8.0.6软件对试验结果进行回归

拟合分析，得到山茱萸叶总三萜含量（Y）对乙醇体积分

数（A）、液料比（B）、提取时间（C）的三元二次回归方程：

Y＝7.01 + 0.55A + 0.16B + 1.250 × 10 － 3C － 0.037AB +

0.13AC－0.043BC－1.45A2－0.13B2+ 0.16C2。从表 3可

以看出，失拟项P＝0.105 1，说明残差主要由随机误差组

成，对优化试验结果影响不显著；交互项AB、AC、BC的P

值均大于0.05，说明其交互作用较弱；A和A2的P值均小

于 0.01，说明 A 因素对总三萜含量的影响很显著；B 的

P＜0.05，说明B因素对总三萜含量的影响显著；C的P＞

0.1，说明C因素对总三萜含量的影响不显著，对于响应

值Y的波动起次要作用。因此，因素A、B、C对山茱萸叶

总三萜含量的影响主次顺序为：A＞B＞C，即乙醇体积

分数＞液料比＞提取时间。

在其他因素不变的情况下，选取 2个交互因素对山

茱萸叶总三萜含量进行响应面分析，利用Design Expert

8.0.6软件绘制响应面图和等高线图（详见图2）。结果发

现，乙醇体积分数与液料比的交互作用显著，即这2个因

素的交互作用对山茱萸叶总三萜含量的影响显著；此

外，乙醇体积分数与提取时间的交互作用较显著，液料

比与提取时间的交互作用不显著。

由图2A可知，固定液料比时，随乙醇体积分数的升

高，总三萜含量先升高后降低，在乙醇体积分数达到

70％～74％时其含量达到最大值；固定乙醇体积分数

时，随液料比的增大，总三萜含量变化不明显。同时，等

高线沿B轴变化相对密集，明显密于A轴方向，表明乙

醇体积分数对响应值峰值的影响比液料比大。由图2B

可知，液料比与提取次数的交互作用不显著。固定液料

比时，随提取时间的变化，总三萜含量没有明显改变；固

定提取时间时，随液料比的增加，总三萜含量也没有发

生明显的变化。从图2C可知，固定提取时间时，随乙醇

体积分数的升高，总三萜含量先升高后降低，并在乙醇

体积分数达到66％～74％时其含量达到最大值；固定乙

醇体积分数时，随提取时间的增加，总三萜含量并未发

生明显改变。

综合图 2结果可知，乙醇体积分数对总三萜含量的

影响较为显著，提取次数和液料比对总三萜含量的影响

不显著。这与单因素试验结论不符。究其原因，这可能

与一开始将提取次数定为3次有关。当提取次数达到一

定程度时，山茱萸叶中的总三萜基本溶出完毕，这时无

论是增大液料比或者是延长提取时间，所能够提取出的

总三萜基本已达到峰值，所以才导致液料比与提取时间

的交互作用不显著；而乙醇体积分数对山茱萸叶溶胀度

的影响较大，可在一定程度上消减提取次数带来的负面

影响，使得乙醇体积分数对总三萜含量仍有较为显著的

影响。

2.7 最优提取工艺的确定与验证

利用Design Expert 8.0.6软件进行计算，得出山茱萸

叶总三萜的最佳提取工艺为：乙醇体积分数72.67％，液

料比38.04 ∶ 1（mL/g），提取时间60 min；预测总三萜含量

为7.28％。

结合生产实际，将该工艺简化为：乙醇体积分数

73％，液料比 38 ∶ 1（mL/g），提取时间 60 min。取 5.00 g

山茱萸叶粗粉，按照该工艺条件进行提取，平行操作 3

次。结果，总三萜含量分别为6.92％、6.91％、6.84％，平

均含量为 6.89％（RSD＝0.63％），与预测值的相对误差

为5.36％。

3 讨论
近年来，一直有学者进行中药非传统入药部位的开

发及药用部位的扩大研究，如杜仲叶可以在某些方面代

替杜仲（树皮）进行使用[20]。山茱萸叶作为山茱萸的非

传统药用部位，虽然表现出了一定的生物活性，但是少

有学者对其进行研究，对山茱萸叶总三萜的研究更是鲜

见。因此，笔者选用果实成熟期的山茱萸叶进行研究，

旨在扩大山茱萸的入药部位，为后续山茱萸的开发奠定

基础；同时，选取果实成熟期的山茱萸叶进行研究，可以

与山茱萸干燥成熟果实中的总三萜含量作比较，为后续

研究提供参考。

图2 各因素交互作用对总三萜含量影响的响应面图和

等高线图

Fig 2 Response surface and contour plot of interac-

tive effects on the contents of total triterpenes
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响应面法是一种综合设计试验和数学建模的优化

方法，具有试验次数少、精度高、预测值精准的优点，已

广泛应用于中药工艺领域[21-22]。本研究在单因素试验的

基础上，采用Box-Behnken设计-响应面法优化山茱萸叶

总三萜的提取工艺，以期得到一种高效的提取方法。研

究结果表明，乙醇体积分数对山茱萸叶总三萜含量具有

显著影响，当乙醇体积分数达到 70％左右时，山茱萸叶

总三萜含量达到最大值。这一方面是因为水可以增加

山茱萸叶的溶胀度，另一方面是因为乙醇对已溶胀的山

茱萸叶中的游离三萜和三萜皂苷均有良好的溶解性，但

是醇类溶剂又会降低山茱萸叶的溶胀度。综合可得，

70％的含水乙醇可最大程度地将山茱萸叶总三萜提取

出来。

本研究也有不足之处，如将提取次数固定为 3次虽

然能够最大程度地提取出山茱萸叶中的总三萜，但这也

使得在改变液料比或提取时间进行试验时，提取液中的

总三萜含量都较为接近山茱萸叶所含总三萜总量，从而

导致液料比或提取时间对总三萜含量的影响均不显

著。而乙醇体积分数对山茱萸叶溶胀度的影响较大，因

而其对总三萜含量仍有较为显著的影响。

综上所述，本研究选用加热回流提取法，在研究不

同单因素条件对山茱萸叶总三萜含量影响的基础上，采

用Design Expert 8.0.6软件进行Box-Behnken设计-响应

面试验，得到乙醇体积分数、液料比、提取时间与山茱萸

叶总三萜含量的回归模型，并对不同因素的交互作用与

山茱萸叶总三萜含量的关系进行了响应面分析，得到各

影响因素对山茱萸叶总三萜含量的影响大小为：乙醇体

积分数＞液料比＞提取时间；所建立的回归模型较为合

理，能够用于预测山茱萸叶总三萜的含量；验证值与预

测值的相对误差在一个相对合理的范围，说明该优化工

艺较为稳定、可靠，可用于山茱萸叶总三萜的提取。
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