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摘要：为了优化苁蓉枣仁乌梅饮料（肉苁蓉、酸枣仁和乌梅）提取物制备工艺并评价其改善睡眠作用，建立同时测定松果菊苷、

毛蕊花糖苷、斯皮诺素、枸橼酸 HPLC 检测方法，以 4 种化合物和多糖含量为评价指标，通过正交实验优化其制备工艺并进行验证

和放大；采用直接睡眠试验、旷场试验、巴比妥钠阈下剂量睡眠试验和巴比妥钠睡眠潜伏期试验，考察其对小鼠睡眠的改善作用。结

果表明，提取物最佳提取条件为，提取温度 100 ℃、料液比 1:12（g·mL-1）、提取时间 2 h。连续给药 30 d，该提取物对小鼠无直接睡

眠作用，但可减轻小鼠在旷场试验中的焦虑感，具有一定的镇静效果；此外，其可增强阈下剂量巴比妥钠诱导的小鼠睡眠作用（低、

中、高剂量组小鼠入睡率分别为 33.33%、41.67%和 50.00%），缩短巴比妥钠诱导的小鼠睡眠潜伏期（低、中、高剂量组小鼠睡眠潜

伏期分别为 22.77、22.18 和 14.93 min）。该研究优化苁蓉枣仁乌梅饮料提取物制备工艺并证明其具有改善睡眠作用，为肉苁蓉改善睡

眠系列产品的开发提供科学依据。 
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Abstract: To optimize the extraction process of Congrong Zaoren Wumei Beverage (composed of Cistanche deserticola, Ziziphi Spinosae 

Semen, and Mume Fructus) and evaluate its sleep-improving effects, an HPLC method for the simultaneous determination of echinacoside, 

verbascoside, spinosin and citric acid was established. Using the content of these four compounds and polysaccharides as evaluation criteria, the 

extraction process for the Congrong Zaoren Wumei Beverage (composed of Cistanche deserticola, Ziziphi Spinosae Semen, and Mume Fructus) 

was optimized through orthogonal experiments, followed by validation and scale-up trials. The sleep-improving effects of the extract were 

investigated in mice using direct sleep tests, open-field tests, subthreshold dose sodium pentobarbital sleep tests, and sodium pentobarbital sleep 

latency tests. The results demonstrated that the optimal extraction conditions for the Congrong Zaoren Wumei Beverage extract were an 

extraction temperature of 100 ℃, a solid-to-liquid ratio of 1:12 (g·mL-1), and an extraction time of 2 hours. It was found that continuous 

administration of the extract for 30 days did not induce direct sleep effects in mice but significantly alleviated anxiety in the open-field test, 

indicating a certain sedative effect. The extract enhanced the sleep-inducing effects of sub-threshold doses of sodium pentobarbital (sleep rates 

for low, medium, and high doses were 33.33%, 41.67%, and 50.00%, respectively) and significantly shortened the sleep latency induced by 

sodium pentobarbital (sleep latencies for low, medium, and high doses were 22.77, 22.18, and 14.93 minutes, respectively). This study optimized 

the extraction process for Congrong Zaoren Wumei Beverage and demonstrated its sleep-improving effects, providing a scientific foundation for 

developing sleep-enhancing products derived from Cistanche deserticola. 
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methods; sleep improvement 

  

睡眠是保障人们正常生活和学习的重要活动之一，良好的睡眠有助于消除疲劳，增强免疫力[1,2]。然而，随着

社会的发展和压力的不断增加，失眠已成为困扰许多人工作和生活的难题[3]。2024 年中国居民睡眠健康白皮书显

示，国人普遍面临睡眠时长不足和睡眠障碍的问题，平均睡眠时长仅为 6.75 h，超过四分之一的人群夜间睡眠时

间不足 6 h，反映出睡眠质量的隐忧。因此，提高睡眠质量和改善失眠的功能性食品研究显得尤为迫切。传统中药

因其副作用小且在我国已有数千年历史，被广泛用于改善睡眠，如酸枣仁汤、归脾汤等。随着“药食同源”理念的

普及，从传统药食中药中开发改善睡眠的功能性食品的研究愈发受到关注。 

肉苁蓉为列当科植物荒漠肉苁蓉 Cistanche deserticola Y.C.Ma 或管花肉苁蓉 C. tubulosa（Schenk）Wight 的干

燥带磷叶的肉质茎，用于肾阳不足、精血亏虚、阳痿不孕等症[4]。现代药理学研究表明，肉苁蓉具有增强免疫力、

抗疲劳、抗肿瘤、神经保护、抗衰老、抗骨质疏松、保肝、降血糖等多种药理活性[5,6]。研究证实，肉苁蓉总苷可

通过调控突触相关标志物的表达影响突触可塑性，从而改善睡眠剥夺模型大鼠学习认知功能[7]。荒漠肉苁蓉于 2019

年底被列入药食同源目录，相关生产经营试点工作正在内蒙古、甘肃等地开展，被用于一般食品和增加免疫力、

缓解体力疲劳等保健食品。基于中医“肾脑相关”理论，肉苁蓉在神经系统疾病中表现出广泛的应用价值，其在改

善睡眠类保健品开发中具有广阔前景。苯乙醇苷类成分是肉苁蓉中最主要的功效成分，主要包括松果菊苷、毛蕊

花糖苷等[8]。酸枣仁（Ziziphus jujuba Mill.）为鼠李科枣属植物酸枣的干燥种子，主要活性成分包括皂苷、三萜类

化合物、黄酮类化合物等，具有宁心安神、提高免疫力、养肝、镇静催眠的作用[9]，被称为“东方睡果”。酸枣仁

富含多种改善睡眠活性成分[10]，酸枣仁总皂苷及生物碱能够调节大脑皮质及海马中谷氨酸、氨基丁酸（GABA）

以及 5-羟色胺（5-HT）含量；黄酮类物质可与 γ-GABA 受体/苯二氮䓬类受体结合，调节 GABA 的含量，从而发

挥镇静催眠作用。其中，酸枣仁活性成分斯皮诺素可以通过调节 5-HT 进而降低去甲肾上腺素含量，起到镇静催

眠功效[11,12]。乌梅是由蔷薇科植物梅（Prunus mume（Sieb.）Sieb.et Zucc.）的干燥近成熟果实经低温烘干焖黑而

成，是中国常见的药食同源中药。乌梅枣仁汤[13]、乌梅丸[14]在临床上广泛用于失眠和睡眠障碍患者的治疗。乌梅

含有大量有机酸，其中枸橼酸是其中的主要成分和药典中的指标性成分[15]。此外，肉苁蓉、酸枣仁和乌梅均含有

大量多糖类成分。研究表明，多糖类成分通过多种机制改善睡眠，展现出广阔的应用前景，在改善睡眠方面的研

究逐渐成为热点。然而，目前关于以肉苁蓉、酸枣仁、乌梅为主要成分的产品在改善睡眠方面的研究尚未见报道。 

本研究建立同时测定松果菊苷、毛蕊花糖苷、斯皮诺素、枸橼酸的 HPLC 检测方法，以肉苁蓉、酸枣仁、乌

梅组成的苁蓉枣仁乌梅饮料提取物中 4 种化合物及多糖的含量为评价指标，通过正交实验优化其制备工艺并进行

验证和放大实验。依据《保健食品功能检验与评价方法（2022 年版）（征求意见稿）》，通过动物实验对肉苁蓉提

取物的睡眠改善效果进行了评估，旨在为肉苁蓉改善睡眠系列产品的研发提供科学依据。 

1  材料与方法   

1.1  材料  

肉苁蓉，内蒙古曼德拉生物科技有限公司；酸枣仁、乌梅，四川新荷花中药饮片有限公司；枸橼酸、松果菊

苷、毛蕊花糖苷、斯皮诺素，成都乐美天医药科技有限公司；葡萄糖，上海源叶生物科技有限公司；艾司唑仑片，

上海上药信谊药厂有限公司；巴比妥钠，上海上药信谊药厂有限公司；生理盐水，德州京新药业有限公司。 

1.2  仪器 

HWS-24 电热恒温水浴锅，上海一恒科学仪器有限公司；DW 调温电热器，上海垒固仪器有限公司；1200 安

捷伦高效液相色谱仪，美国安捷伦科技公司；STARTER 3100 奥豪斯 pH 计，美国奥豪斯仪器公司；71-5804 离心

机，湖南赫西仪器装备有限公司；ThermoVarioskan LUX 酶标仪，美国赛默飞世尔公司；XR-XZ301 四通道大小

鼠旷场箱，上海欣软信息科技有限公司；LE225D 电子天平，赛多利斯科学仪器（北京）有限公司。 

1.3  实验动物 

雄性 ICR 小鼠（6 周龄）180 只，购于维通利华（中国，上海），动物许可证号 SYXK（沪）2018-0028。实验
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前进行适应性饲养一周，光照 12 h 明暗交替，温度 20~25 ℃，相对湿度 50%~60%，小鼠自由摄食和饮水。所有

动物实验均严格按照中华人民共和国《实验动物管理条例》以及实验动物伦理要求操作，得到上海交通大学动物

伦理委员会批准（批准号：A2024082-003）。 

1.4  实验方法 

1.4.1  苁蓉枣仁乌梅饮料提取方法单因素考察试验   

按苁蓉枣仁乌梅饮料配方比例，取同一批组方肉苁蓉、酸枣仁、乌梅药材 3 份，各加入 50 mL 纯水（料液比

1:3），分别在 60、80 和 100 ℃下提取 3 次，每次提取 1 h，合并 3 次提取液，测定提取物中枸橼酸、松果菊苷、

毛蕊花糖苷、斯皮诺素和粗多糖的含量，初步考察提取温度对提取物中指标性成分的影响。取同一批组方肉苁蓉、

酸枣仁、乌梅药材 5 份，分别以料液比 1:3、1:5、1:7、1:10、1:12 （g·mL
-1），80 ℃下提取 3 次，每次提取 1 h，

合并 3 次提取液，测定提取物中枸橼酸、松果菊苷、毛蕊花糖苷、斯皮诺素和粗多糖的含量，初步考察提取液料

比对提取物中指标性成分的影响。取同一批组方肉苁蓉、酸枣仁、乌梅药材 5 份，各加入 50 mL 纯水，80 ℃条件

下分别提取 0.5、1.0、1.5、2.0、3.0 h，提取 3 次，测定提取物中枸橼酸、松果菊苷、毛蕊花糖苷、斯皮诺素和粗

多糖的含量，初步考察提取时间对提取物中指标性成分的影响。  

1.4.2  苁蓉枣仁乌梅饮料提取方法正交试验   

根据单因素试验的结果，分别选取提取温度（A）、料液比（B）和提取时间（C）3 个因素及其 3 个水平，作

为影响苁蓉枣仁乌梅饮料提取物中指标性成分的工艺条件，采用 L9（3
3）正交表，以提取物指标性成分总含量为

评价指标，设定 3 因素 3 水平正交试验。 

1.4.3  苁蓉枣仁乌梅饮料提取方法验证和放大试验  

按苁蓉枣仁乌梅饮料配方比例，取同一批组方肉苁蓉、酸枣仁、乌梅药材 3 份，在料液比为 1:12（g·mL
-1），

提取温度 100 ℃，提取时间 2.0 h 的条件下，各提取 3 次，测定提取物中枸橼酸、松果菊苷、毛蕊花糖苷、斯皮诺

素和粗多糖的含量。将肉苁蓉，酸枣仁，乌梅用量放大 40 倍，取同一批组方药材 3 份，在料液比为 1:12 g·mL
-1，

提取温度 100 ℃，提取时间 2.0 h 的条件下，各提取 3 次，测定提取物中枸橼酸、松果菊苷、毛蕊花糖苷、斯皮

诺素和粗多糖的含量。 

1.4.4  苁蓉枣仁乌梅饮料成分含量测定  

参照《中国药典》（2020 年版），对检测方法进行改进，并经方法学考察，建立了同时测定提取物中包括枸橼

酸、松果菊苷、毛蕊花糖苷和斯皮诺素在内的 4 种主要指标性成分含量的 HPLC 方法。采用苯酚-硫酸法测定组方

饮料提取物中的粗多糖含量。 

1.4.4.1  HPLC 检测方法 

色谱条件为柱温 10 ℃；进样量 10 µL；流量 1 mL·min
-1；检测波长 210、330、335 nm；色谱柱 Agilent Eclipse 

XDB-C18（4.6 mm×250 mm，5 µm）；流动相 A 为 0.5%的 NH4H2PO4溶液（pH 值 2.92）；流动相 B 为甲醇。流动

相的洗脱梯度为 0~7 min（0.5%~1.5%（φ）B），7~17 min（1.5%~40%（φ）B），17~20 min（40%~47%（φ）B），

20~30 min（47%~52%（φ）B），30~35 min（100%（φ）B）。 

1.4.4.2  HPLC 方法学考察   

线性及检测限、定量限考察：精密量取适量枸橼酸、松果菊苷、毛蕊花糖苷和斯皮诺素对照品储备液，加入

50%（φ）甲醇稀释制备含枸橼酸、松果菊苷、毛蕊花糖苷和斯皮诺素质量浓度分别为 2.016 0、0.110 0、0.112 5

和 0.018 3 mg·mL
-1的混合对照品溶液，并以 50%甲醇倍比稀释至 32 倍，按“1.2.4.1”项下方法测定，以峰面积

对化合物的质量浓度进行线性回归；逐级稀释混合对照品溶液进行测定，以信噪比为 3:1 时的化合物质量浓度作

为检测限，以信噪比为 10:1 时对照品的质量浓度作为定量限。精密度考察：称取组方药材，制成供试品，连续进

样 6 针，测定并计算各指标性成分的含量。稳定性考察： 称取组方药材，制成供试品，于不同时间点进样测定。

重复性考察：取同一批组方药材 6 份，制成供试品进行测定。加样回收率考察：取同一批组方药材 6 份，精密称

定枸橼酸、松果菊苷、毛蕊花糖苷和斯皮诺素适量，以含量近似 1:1 分别加入 6 份样品中，制成供试品测定各成

分的含量，计算各自的回收率。 

1.4.4.3  粗多糖含量测定方法   

取一定质量浓度的样品溶液 2 mL，加入 1 mL 5 wt.%苯酚溶液和 5mL 浓硫酸，经 90 ℃水浴加热 15 min，取
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出后降至室温，于 485 nm 波长测 OD 值，根据 OD 值计算粗多糖的含量。 

1.4.4.4  粗多糖检测方法学考察   

检出限考察：通过连续测定空白溶液 20 次，取 3 倍标准偏差所对应的质量浓度为检出限，计算多糖的检出限。

专属性考察：按“1.2.4.3”项下方法，测定空白溶剂和空白对照品在 485 nm 下的 OD 值。线性关系考察：配制葡

萄糖母液，稀释成不同的质量浓度，测定不同质量浓度葡萄糖对应的 OD 值，以 OD 值对葡萄糖的质量浓度进行

线性回归，计算回归方程。精密度考察：称取组方药材，制成供试品，连续检测 6 次，计算每次粗多糖的含量。

稳定性考察：称取组方药材，制成供试品，于不同时间点测定粗多糖的含量。重复性考察：取同一批组方药材 6

份，制成供试品，测定每份样品粗多糖的含量。 

1.4.5  动物分组及给药   

180 只小鼠共分三次进行实验（直接睡眠实验、巴比妥钠阈下剂量睡眠实验和巴比妥钠睡眠潜伏期实验），每

批次 60 只小鼠。每批次实验中，小鼠随机分为 5 组，分别是空白组、阳性药组、低/中/高剂量苁蓉枣仁乌梅饮料

提取物组，每组 12 只小鼠。采用灌胃给药方式，每天一次，灌胃周期 30 d，灌胃结束后对各组小鼠进行相关指标

的检测。每批次动物分组及给药剂量详见表 1。苁蓉枣仁乌梅饮料人（70 kg）每日饮用生药量为 8.40 g，则小鼠

每日饮用生药量 1.09 g·kg
-1。阳性药物艾司唑仑（Estazolam, EST）每日成人推荐剂量为 1~2 mg，则小鼠推荐剂量

为 0.26 mg·kg
-1。 

表1 每批次实验动物分组及给药剂量表 

Table 1 Grouping and dosage administration for each batch of experimental animals 

组别 药物 剂量 剂量依据 

空白组 蒸馏水 10 mL·kg-1 - 

阳性药物组 艾司唑仑 0.26 mg·kg-1 临床等效剂量 

低剂量提取物组 
苁蓉枣仁乌梅

饮料提取物 

5.46 g·kg-1 5 倍每日推荐食用量（1.5 倍药典剂量） 

中剂量提取物组 10.92 g·kg-1 10 倍每日推荐食用量（3 倍药典剂量） 

高剂量提取物组 21.85 g·kg-1 20 倍每日推荐食用量（6 倍药典剂量） 

1.4.6  直接睡眠及旷场实验   

各组小鼠连续灌胃 30 d 后，在末次灌胃结束后的 20 min 内，以翻正反射消失 1 min 以上为睡眠指标，记录各

组小鼠入睡只数和睡眠时间。直接睡眠实验后立即进行旷场实验，测试前将小鼠置入旷场设备所在房间至少适应

环境 1 h，之后将小鼠轻放于旷场箱中央，并远离实验装置，全程保持安静，录像。记录每只小鼠 5 min 内活动总

路程及进入旷场箱中央区域的次数。每只小鼠实验结束后及时清理旷场箱中小鼠排泄物，并喷洒医用酒精，待酒

精挥散后进行下一只小鼠的测试。 

1.4.7  巴比妥钠阈下剂量睡眠实验   

各组小鼠连续灌胃 30 d 后，在末次灌胃结束后的 20 min 内，各组小鼠以 175 mg·kg
-1腹腔注射巴比妥钠，记

录各组小鼠在 30 min 内入睡的动物数量，观察指标为小鼠翻正反射消失 1 min 以上。 

1.4.8  巴比妥钠睡眠潜伏期实验   

各组小鼠连续灌胃 30 d 后，在末次灌胃结束后的 20 min 内，各组小鼠以 250 mg·kg
-1腹腔注射巴比妥钠，观

察不同药物对巴比妥钠诱导睡眠潜伏期的影响，睡眠潜伏期为小鼠从注射巴比妥钠到出现翻正反射消失 1 min 所

需时间。 

1.5  数据处理 

采用 SPSS 26.0 软件进行统计分析，Graphpad prism 8 软件进行绘图。旷场实验数据采用 student-t 检验；入睡

动物数为计数资料采用卡方检验；入睡潜伏期数据采用单因素方差分析 LSD 检验。数据表示为x±s，P＜0.05 为

差异具有统计学意义。 

2  结果与分析 

2.1  苁蓉枣仁乌梅饮料提取物制备工艺优化  
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2.1.1  成分含量测定方法学考察结果   

 

图1 对照品和供试品溶液分别在210 nm波长（A）下和330 nm波长（B和 C）下的HPLC色谱图 

Fig.1 HPLC chromatograms of the reference and the solutions at 210 nm wavelength (A) and 330 nm wavelength (B and C) 

注：1 为枸橼酸色谱峰；2 和 3 分别为松果菊苷和毛蕊花糖苷的色谱峰；4 为斯皮诺素的色谱峰。 

由图 1 可知，建立的 HPLC 检测方法，枸橼酸、松果菊苷、毛蕊花糖苷和斯皮诺素 4 种对照品的色谱峰与相

邻峰均达到有效分离，保留时间分别为 tR1=9.0 min，tR2=21.6 min，tR3=24.3 min 和 tR4=25.9 min。以峰面积对化合

物的质量浓度进行线性回归，其线性范围分别为 12.12~2016、0.14~110、0.18~112.50 和 2.44~18.30 µg·mL
-1，       

R
2分别为 0.999 8、1、1 和 1，表明线性关系良好。在该方法下，枸橼酸、松果菊苷、毛蕊花糖苷和斯皮诺素的检

测限分别为 3.636、0.045 144、0.058 和 0.756 4 µg·mL
-1，定量限分别为 12.12、0.14、0.18 和 2.44 µg·mL

-1。精密

度实验表明，枸橼酸、松果菊苷、毛蕊花糖苷和斯皮诺素含量的 RSD 值分别为 0.10%、0.07%、0.06%和 0.33%，

说明仪器精密度良好。0~12 h 稳定性考察表明，枸橼酸、松果菊苷、毛蕊花糖苷和斯皮诺素在 12 h 内稳定性良好，

RSD 值分别为 0.78%、0.16%、0.20%和 1.46%。重复性实验中，枸橼酸、松果菊苷、毛蕊花糖苷和斯皮诺素含量

测定结果的 RSD 值分别为 0.51%、0.42%、0.37%和 0.38%，表明该组方中枸橼酸、松果菊苷、毛蕊花糖苷和斯皮

诺素含量测定重复性良好。样品加样回收率测定结果显示，枸橼酸、松果菊苷、毛蕊花糖苷和斯皮诺素的平均回

收率分别为 97.42%、103.32%、98.90%和 99.71%，其 RSD 值分别为 0.70%、0.52%、1.05%和 0.63%。可见，所

A 

B 

C 
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建立的同时测定提取物中包括枸橼酸、松果菊苷、毛蕊花糖苷和斯皮诺素在内的 4 种主要成分含量的该 HPLC 方

法准确可靠，可用于后续制备方法优化中 4 种成分含量检测。 

粗多糖检测方法学考察中，多糖的检出限为 0.098 µg·mL
-1；空白溶剂和空白对照品在 485 nm 下测得的 OD

值无明显变化，表明该方法专属性较好；线性关系考察回归方程的 R
2为 0.999 7，表明该方法线性关系良好；连

续 6 次检测粗多糖含量的 RSD 值为 0.47%，说明该方法精密度良好；供试品溶液中粗多糖含量在 12 h 内的 RSD

值为 0.44%，表明该组方的粗多糖在 12 h 内稳定性较好；6 个样品中粗多糖含量的 RSD 值为 2.51%，说明该方法

重复性良好，可用于后续制备方法优化中粗多糖含量检测。 

2.1.2  制备工艺单因素考察结果   

采用建立的 HPLC 方法结合粗多糖检测，以苁蓉枣仁乌梅饮料提取物中枸橼酸、松果菊苷、毛蕊花糖苷、斯

皮诺素和多糖含量为评价指标，对苁蓉枣仁乌梅饮料提取温度、提取料液比和提取时间进行单因素考察，为正交

试验提供数据支持。在提取温度为 60、80 和 100 ℃的条件下，苁蓉枣仁乌梅饮料提取物中枸橼酸、松果菊苷、

毛蕊花糖苷、斯皮诺素和粗多糖的含量随温度的升高而增加。在提取料液比为 1:3、1:5、1:7、1:10、1:12 （g·mL
-1）

的条件下，苁蓉枣仁乌梅饮料提取物中枸橼酸、斯皮诺素和粗多糖的含量均随料液比的升高而增加；而松果菊苷

和毛蕊花糖苷的含量在料液比为 1:10（g·mL
-1）时含量最高，料液比为 1:12（g·mL

-1）时含量有所下降；但各指

标性成分总含量均随料液比的增加而升高。在提取时间为 0.5、1.0、1.5、2.0、3.0 h 的条件下，苁蓉枣仁乌梅饮料

提取物中枸橼酸、松果菊苷、毛蕊花糖苷、斯皮诺素和粗多糖含量变化趋势有所不同，但各指标性成分总含量随

时间的增加而升高。具体数据详见补充材料。结合单因素考察结果，考虑到实际生产工艺提取时间不宜过长，拟

定正交试验各因素和水平见表 2，正交试验设计见表 3。 

表2 苁蓉枣仁乌梅饮料提取方法正交试验拟定的因素水平表 

Table 2 Factor levels of orthogonal experimental design for the extraction method of Congrong Zaoren Wumei Beverage 

水平 
因素 

A 提取温度/℃ B 料液比/(g·mL-1) C 提取时间/h 

1 60 1:7 1.0 

2 80 1:10 1.5 

3 100 1:12 2.0 

表3 苁蓉枣仁乌梅饮料正交试验表及各指标成分含量的变化（mg·g-1） 

Table 3 Orthogonal experimental design and changes in measured component contents of Congrong Zaoren Wumei Beverage (mg·g-1) 

试验 

编号 

因素 指标性成分 

总含量 
枸橼酸含量 松果菊苷含量 

毛蕊花糖 

苷含量 
斯皮诺素含量 粗多糖含量 

A  B C  

1 3 3 1 116.71  75.55 4.08 1.62  0.48  34.98  

2 1 2 3 70.98  59.01 2.60 0.80  0.36  8.22  

3 3 1 3 117.86  73.87 3.53 1.21  0.45  38.82  

4 1 3 2 72.55  59.73 2.37 0.94  0.41  9.10  

5 2 3 3 83.64  69.90 2.83 1.48  0.44  8.99  

6 3 2 2 117.76  74.09 2.58 1.37  0.48  39.24  

7 2 2 1 70.11  57.96 2.12 0.86  0.36  8.81  

8 2 1 2 69.63  58.37 1.74 0.54  0.34  8.65  

9 1 1 1 69.66  58.14 2.48 0.86  0.36  7.83  

K1 71.06  85.72  85.49        

K2 74.46  86.29  86.65        

K3 117.44  90.97  90.83        

R 46.38  5.25  4.19        

2.1.3  制备工艺正交试验结果   

按照正交表条件对苁蓉枣仁乌梅饮料进行提取，提取物中枸橼酸、松果菊苷、毛蕊花糖苷、斯皮诺素和粗多

糖的含量检测结果如表 3 所示。通过对极差 R 进行比较，判断各因素对苁蓉枣仁乌梅饮料提取物各指标性成分总
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含量的影响顺序为 A＞B＞C，即提取温度＞料液比＞提取时间。在对 k 值进行比较后推断 3 个因素的最佳组合为

A3B3C3，即最佳的提取条件为提取温度 100 ℃，料液比 1:12（g·mL
-1），提取时间 2 h。由表 4 可知，方差分析结

果表明，提取温度对苁蓉枣仁乌梅饮料提取物中各指标性成分总含量的影响显著，料液比和提取时间的影响不明

显。 

表4 正交试验方差分析结果 

Table 4 Analysis of variance from orthogonal experiments 

因素 离差平方和 自由度 均方 F 值 P 值 

提取温度 4 010.50 2 2 005.25 116.26 0.01 

料液比 49.79 2 24.90 1.44 0.41 

提取时间 47.37 2 23.68 1.37 0.42 

2.1.4  制备工艺的验证和放大试验结果   

苁蓉枣仁乌梅饮料提取物工艺验证试验结果显示，在最佳的提取条件下，提取物中各指标性成分的总含量的

平均值为 119.74 mg·g
-1，RSD 值为 0.57%，说明最佳提取工艺稳定可靠。放大试验结果显示，在最佳的提取条件

下，提取物中各指标性成分的总含量的平均值为 120.89 mg·g
-1，RSD 值为 0.95%，与放大前的试验结果基本一致，

进一步验证该工艺稳定可靠。将 3 次放大实验获得的样品用于后续改善睡眠作用研究，该样品中枸橼酸、松果菊

苷、毛蕊花糖苷、斯皮诺素、多糖含量均值分别为 77.73、2.69、1.03、0.50、38.93 mg·g
-1。 

刘丽莎等[16]研究管花肉苁蓉苯乙醇苷水溶媒提取工艺，经单因素优化及正交试验优化发现，料液比       

1:15（g·mL
-1），浸提温度 80 ℃，浸提时间 2 h 为最佳工艺；温度大于 90 ℃后，苯乙醇苷含量降低。本研究发现，

苁蓉枣仁乌梅饮料提取物中松果菊苷和毛蕊花糖苷的含量在料液比为 1:10（g·mL
-1）时含量最高，料液比为     

1:12（g·mL
-1）时含量有所下降，但随 60、80 和 100 ℃温度的升高而增加，这可能与苁蓉枣仁乌梅饮料采用的是

荒漠肉苁蓉有关，此外苁蓉枣仁乌梅饮料中除了荒漠肉苁蓉外，还包含酸枣仁和乌梅，对松果菊苷和毛蕊花糖苷

等苯乙醇苷类的溶出会产生影响。 

综上，采用 HPLC 和苯酚-硫酸法，以苁蓉枣仁乌梅饮料提取物中枸橼酸、松果菊苷、毛蕊花糖苷、斯皮诺素

和多糖含量为评价指标，对苁蓉枣仁乌梅饮料提取工艺进行优化。经单因素试验和正交试验考察，并对所推定的

最佳提取条件进行验证，最终确定最佳的提取条件为，提取温度 100 ℃、料液比 1:12（g·mL
-1）、提取时间 2 h，

为后期厂家进一步开发提供参考。 

2.2  苁蓉枣仁乌梅饮料提取物对小鼠行为活动与睡眠的影响 

2.2.1  对小鼠直接睡眠的影响   

如表 5 所示，连续给药 30 d 后，阳性药物艾司唑仑组、低/中/高苁蓉枣仁乌梅饮料提取物组小鼠在末次给药

20 min 内均未出现明显睡眠现象，与空白组无明显差异，表明苁蓉枣仁乌梅饮料提取物连续给药 30 d 对小鼠无直

接的睡眠作用。 

表5 苁蓉枣仁乌梅饮料提取物对小鼠直接睡眠的影响 

Table 5 Effect of Congrong Zaoren Wumei Beverage extract on direct Sleep in mice (n=12) 

组别 动物总数/只 入睡动物数/只 入睡率/% 

空白组 12 0 0 

艾司唑仑组 12 0 0 

低剂量提取物组 12 0 0 

中剂量提取物组 12 0 0 

高剂量提取物组 12 0 0 

2.2.2  对小鼠行为学的影响   

为了判断苁蓉枣仁乌梅饮料提取物对小鼠是否有镇静作用，采用旷场实验观察小鼠行为学变化。苁蓉枣仁乌

梅饮料提取物对小鼠在旷场实验中运动总路程和中央进入次数的影响如图 2 所示。与空白组比较，艾司唑仑组小

鼠运动总路程和中央进入次数分别增加了 14.48%和 31.07%，但差异无统计学意义。低剂量苁蓉枣仁乌梅饮料提

取物组小鼠运动总路程较空白组小鼠显著增加了 25.10%（P<0.05），其中央进入次数增加了 50.93%，但差异无统
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计学意义；中剂量苁蓉枣仁乌梅饮料提取物组小鼠运动总路程以及中央进入次数较空白组小鼠分别显著增加了

27.09%和72.33%（P<0.05）；高剂量苁蓉枣仁乌梅饮料提取物组小鼠运动总路程和中央进入次数分别增加了15.60%

和 40.78%，但差异无统计学意义。此外，与艾司唑仑组比较，低/中/高剂量苁蓉枣仁乌梅饮料提取物对小鼠运动

总路程的增加作用分别是艾司唑仑的 1.73、1.87 和 1.07 倍，而对小鼠中央进入次数的增加作用分别是艾司唑仑的

1.64、2.33 和 1.31 倍，差异无统计学意义。结果表明，苁蓉枣仁乌梅饮料提取物连续给药 30 d 后能够明显减轻小

鼠在旷场中的焦虑感，具有一定镇静作用。 

 
图 2 苁蓉枣仁乌梅饮料提取物对小鼠旷场运动的影响 

Fig.2 Effect of Congrong Zaoren Wumei beverage extract on open field activity in mice (x±s, n=12) 

注：（A）苁蓉枣仁乌梅饮料提取物对小鼠运动总路程的影响；（B）苁蓉枣仁乌梅饮料提取物对小鼠在中央停留次数的影响；与

空白组比较，*P＜0.05。 

2.2.3  对小鼠巴比妥钠阈下剂量催眠的影响   

如表 6 所示，与空白组相比，艾司唑仑、低/中/高剂量苁蓉枣仁乌梅饮料提取物组小鼠的巴比妥钠阈下剂量

睡眠率均有所提高。其中，艾司唑仑组入睡动物只数较空白组相比明显提高了 9 倍（P＜0.001）；低剂量苁蓉枣仁

乌梅饮料提取物组入睡动物只数较空白组相比提高了 3 倍，差异无统计学意义；中剂量苁蓉枣仁乌梅饮料提取物

组入睡动物只数较空白组相比提高了 4 倍，差异无统计学意义；高剂量苁蓉枣仁乌梅饮料提取物组入睡动物只数

较空白组相比明显提高了 5 倍（P＜0.05）。与艾司唑仑组相比，低/中/高三个剂量的苁蓉枣仁乌梅饮料提取物诱导

小鼠睡眠的作用均未出现明显提高。结果表明，苁蓉枣仁乌梅饮料提取物可一定程度增加阈下剂量巴比妥钠诱导

的睡眠作用。 

表6 苁蓉枣仁乌梅饮料提取物对巴比妥钠阈下剂量催眠作用的影响 

Table 6 Effect of Congrong Zaoren Wumei Beverage extract on on the hypnotic effect of subthreshold doses of sodium barbital in  

mice (x±s, n=12) 

组别 动物总数/只 入睡动物数/只 入睡率/% 

空白组 12 1 8.33 

艾司唑仑组 12 10 83.33** 

低剂量提取物组 12 4 33.33 

中剂量提取物组 12 5 41.67 

高剂量提取物组 12 6 50.00* 

注：与空白组比较，*P＜0.05，**P＜0.001。 

2.2.4  对小鼠巴比妥钠睡眠潜伏期的影响 

与空白组相比，给予艾司唑仑、低/中/高三个剂量的苁蓉枣仁乌梅饮料提取物均能显著缩短巴比妥钠诱导的

小鼠睡眠潜伏期（P＜0.001）。其中，艾司唑仑组睡眠潜伏期较空白组相比缩短了 58.44%（P＜0.001）；低剂量苁

蓉枣仁乌梅饮料提取物组睡眠潜伏期较空白组相比缩短了 29.59%（P＜0.001）；中剂量苁蓉枣仁乌梅饮料提取物

组睡眠潜伏期较空白组相比缩短了 31.42%（P＜0.001）；高剂量苁蓉枣仁乌梅饮料提取物组睡眠潜伏期较空白组

相比缩短了 53.83%（P＜0.001）。低、中剂量苁蓉枣仁乌梅饮料提取物对小鼠巴比妥钠睡眠潜伏期影响差异不明

显；与低、中剂量苁蓉枣仁乌梅饮料提取物相比，高剂量苁蓉枣仁乌梅饮料提取物明显缩短小鼠睡眠潜伏期，分

别缩短 34.43%和 32.69%（P＜0.01），且效果与艾司唑仑的作用相似（表 7）。结果表明，低/中/高三个剂量的苁蓉

A 
B 
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枣仁乌梅饮料提取物均能明显缩短巴比妥钠诱导的小鼠睡眠潜伏期，其中高剂量的苁蓉枣仁乌梅饮料提取物效果

较好。 

表7 苁蓉枣仁乌梅饮料提取物对巴比妥钠睡眠潜伏期的影响 

Table 7 Effect of Congrong Zaoren Wumei Beverage extract on on the sleep latency induced by sodium barbital in mice (x±s, n=12) 

组别 动物总数/只 睡眠潜伏期/min 

空白组 12 32.34±4.27 

艾司唑仑组 12 13.44±3.2** 

低剂量提取物组 12 22.77±5.81**# 

中剂量提取物组 12 22.18±6.05**# 

高剂量提取物组 12 14.93±3.35** 

注：与空白组比较，**P＜0.000 1；与高剂量苁蓉枣仁乌梅饮料提取物组比较，#P＜0.01。 

传统中医药具有多种活性物质，可作用于多靶点，因此在治疗失眠方面有其独特的优势[17]。近年，随着睡眠

问题的日益突出，探讨药食同源中药对睡眠的影响越来越受到人们的重视[18]。如，以酸枣仁、茯苓为主的复方固

体饮料可明显缩短戊巴比妥钠诱导的小鼠睡眠潜伏期和延长戊巴比妥钠诱导的睡眠时间，其作用机制可能与脑内

5-HT、DA 和 GABA 含量的变化有关[19]。本研究结果表明，苁蓉枣仁乌梅饮料提取物可明显增加阈下剂量巴比妥

钠诱导的睡眠作用，缩短巴比妥钠诱导的小鼠睡眠潜伏期，有助于促进睡眠的发生、缩短睡眠潜伏期，且对小鼠

无直接的睡眠作用。苁蓉枣仁乌梅饮料提取物中所检测的主要成分含量大小依次为枸橼酸（77.73 mg·g
-1）、多糖

（38.93 mg·g
-1）、松果菊苷（2.69 mg·g

-1）、毛蕊花糖苷（1.03 mg·g
-1）、斯皮诺素（0.50 mg·g

-1）。其中，斯皮诺素

被证实能增强戊巴比妥诱导的睡眠状态；其可增强小鼠的非快速眼动睡眠，并改变睡眠-觉醒调节脑区 c-Fos 的表

达[20]；减弱氯苯丙氨酸所致的失眠效应，减少睡眠潜伏期，延长睡眠时间[21]。毛蕊花糖苷具有一定抗焦虑、催眠

和肌肉松弛作用[22]。而含量较大的枸橼酸、多糖（肉苁蓉、酸枣仁、乌梅多糖）和松果菊苷未见改善睡眠相关报

道。近年有关中药多糖成分改善睡眠的研究层出不穷，如刺五加多糖[23]等。苁蓉枣仁乌梅饮料提取物中枸橼酸、

多糖和松果菊苷改善睡眠的作用有待进一步研究。 

3  结论 

本研究选用药食同源中药肉苁蓉、酸枣仁、乌梅组成苁蓉枣仁乌梅饮料，以 3 味中药的指标性成分（松果菊

苷、毛蕊花糖苷、斯皮诺素、枸橼酸）和多糖含量为评价指标，对其提取物制备工艺进行优化。确定优化提取工

艺为，提取温度 100 ℃、料液比 1:12（g·mL
-1）、提取时间 2 h，为其工业化生产提供一定的理论指导。进一步考

察该提取物对于小鼠睡眠和行为活动的影响发现，其连续给药 30 d 对小鼠无直接的睡眠作用，可明显减轻小鼠在

旷场中的焦虑，具有一定镇静作用；且可增加阈下剂量巴比妥钠诱导的睡眠作用，明显缩短巴比妥钠诱导的小鼠

睡眠潜伏期，表明该法制备的苁蓉枣仁乌梅饮料提取物具有较好的改善小鼠睡眠作用，为肉苁蓉改善睡眠系列产

品的开发提供科学依据。 
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