基于多指标综合评价优选乐脉颗粒提取工艺
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摘要: 目的 优选乐脉颗粒提取工艺。方法 基于乐脉颗粒组方原则，兼顾丹酚酸B、阿魏酸、芍药苷、羟基红花色素A、丹参酮ⅡA、α-香附酮、木香烃内酯及去氢木香内酯主要指标成分含量和干浸膏得率，以料液比、乙醇浓度、提取时间和浸泡时间为考察因素，采用多指标综合评分法，利用正交试验优选乐脉颗粒提取工艺条件。 结果 最佳提取工艺为以12倍量提取溶剂，依次以75%乙醇、30%乙醇、水回流提取3次，每次1.0 h。 结论 该最佳提取工艺能够最大程度地保留乐脉颗粒的有效物质，保证药品的质量，可用于制剂实际生产。

关键词:乐脉颗粒；提取工艺；多指标综合评价法；正交实验；高效液相色谱法

中图分类号：R284.1    文献标志码: A       文章编号:1003-9783(2016)02-
doi：10.3969/j.issn.1003-9783.2016.02

Optimization of Extraction Technology of Lemai Granules based on Multi-index Comprehensive Evaluation 
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Abstract:  Objective  To optimize extraction techniques of Lemai granules. Methods  Based on the formula principle of Lemai granules, effects of the amount of solvent , alcohol  concentration, extraction time and soaking time on each index were studied. The content of salvianolic acid B, ferulic acid, paeoniflorin, hydroxysamor yellow A, tanshinone ⅡA, α-Cyperone, costuslactone, dehydrocostuslactone and the dried decocting rate were taken into consideration. The best extraction condition was optimized by using the orthogonal test coupled with the multi-index comprehensive evaluation. Results  The optimal extraction conditions were as follows：reflux extracting 3 times with 12-fold 75% alcohol, 30% alcohol and water, respectively, 1 h for each time. Conclusion Maximum yields of effective substances were got by the optimum extraction techniques for improving and controlling the quality of  Lemai granules, and the technology parameters could be regarded as an option in industrial production.
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乐脉颗粒是2010版《中国药典》一部收载的中成药，由丹参、川芎、赤芍、红花、香附、木香和山楂等中药组方，具有行气活血、化淤通脉之功效，用于冠心病心绞痛、多发性脑梗死等病症[1]。目前，乐脉方的中成药有颗粒、片剂、胶囊、丸剂和分散片，收录于《中国药典》及其增补本，其中乐脉颗粒为川大华西药业股份有限公司的独家品种。由于乐脉颗粒药味较多，成分复杂，含有水溶性和脂溶性两大类成分，该方各成药的现行制备工艺，均为诸药材水煎煮提取，只能提取水溶性较好的成分[2-3]，且质量标准仅以芍药苷和/或丹酚酸B作为含量测定指标[1,4]，不能评价本方的整体质量。本研究结合乐脉方中各药活性成分的理化性质和药理作用，为更全面的提取方中药效成分，确定采用乙醇梯度回流提取法，以水溶性成分(丹酚酸B、阿魏酸、芍药苷、羟基红花色素A)和脂溶性成分(丹参酮ⅡA、α-香附酮、木香烃内酯、去氢木香内酯)共8种指标成分的含量、干浸膏得率为综合评分指标，应用正交试验优选提取工艺，为规范乐脉方成药制备工艺，制备质量稳定可控、临床使用
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安全、有效的中成药提供依据。

1 材料

1.1药品及试剂  乐脉颗粒组方药材均购自广州市华宇药业有限公司，经广东省中药研究所张现涛研究员鉴定；丹酚酸B、阿魏酸、芍药苷、羟基红花色素A、丹参酮ⅡA、α-香附酮、木香烃内酯和去氢木香内酯对照品，批号分别为：111562-200807、110773-200611、110736-200630、111637-201106、110776-201004、110748-200507、111524-200503、111525-200706中国药品生物制品鉴定院；甲醇为色谱纯，其他试剂为分析纯，水为超纯水。
1.2仪器 1200高效液相色谱仪（配有二极管阵列检测器(DAD)、四元泵、柱温箱和自动进样器），美国Agilent公司。 
2方法与结果

2.1 指标成分的HPLC测定
2.1.1色谱条件 Zorbax XDB-C18色谱柱(4.6mm×250mm，5μm)；流动相：0.5%磷酸溶液(A)-甲醇(B)梯度洗脱( 0～42 min，B由27%递度升至60%; 42～45 min，B由60%递度升至75%; 45～75 min，B由75%递度升至86% )；流速为0.6mL·min-1；波长检测230 nm,280 nm,324nm 和403nm；柱温：30℃ ；进样量：20μL。
2.1.2 溶液制备  精密称取各对照品适量，加50%甲醇溶解并定容，制成每mL含羟基红花色素A 212.0 μg、芍药苷1022.8 μg、阿魏酸94.4 μg、丹酚酸B 2011.6 μg、木香内酯213.2μg、去氢木香内酯206.0 μg、丹参酮ⅡA 97.2 μg、α-香附酮104.0 μg的溶液，摇匀，即为混合对照品储备液。取乐脉方药材提取浓缩液5mL，过0.22μm微孔滤膜，取续滤液，即为供试品溶液。

2.1.3方法专属性考察  取混合对照品溶液、供试品溶液各20μL，按2.1.1项下色谱条件分别进样测定，记录色谱图。由色谱图可知，各对照品均可达到基线分离，其他成分对测定无干扰，说明本法专属性良好。见图1。
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1. 羟基红花黄色素A; 2. 芍药苷; 3. 阿魏酸; 4. 丹酚酸B; 5. 木香烃内酯; 6. 去氢木香内酯; 7. 丹参酮ⅡA; 8. α-香附酮
图1 乐脉颗粒样品(a)和混合对照品(b)的HPLC-DAD色谱图

Figure 1  HPLC-DAD chromatograms of Lemai Granules sample(a) and mixed reference substances(b) 

2.1.4 线性关系考察  精密吸取混合对照品储备液适量，以50%甲醇配制成系列质量浓度对照品溶液，精密吸取20μL进样分析，记录峰面积。分别以对照品质量浓度(X，μg·mL-1)为横坐标，峰面积(Y)为纵坐标，绘制标准曲线，计算回归方程。结果表明，各对照品在线性范围内质量浓度与峰面积呈良好线性关系。见表1。
表 1 各成分的标准曲线
Table 1  Linear relationship of eight components
	组分
	回归方程
	r
	线性范围/μg·mL-1

	羟基红花黄色素A
	Y=2.6267X+25.881
	0.9994
	2.1-211.2

	芍药苷   
	Y=24.491X+136.09
	0.9997
	10.2-1022.8

	阿魏酸
	Y=29. 462X-6.4937
	0.9998
	0.9-94.4

	丹酚酸B
	Y=5.319X+4.070
	0.9999
	20.1-2011.6

	木香烃内酯
	Y=1.5193X+5.2839
	0.9991
	2.1-213.2

	去氢木香内酯
	Y=1.1275X-4.5272
	0.9997
	2.1-206.0

	丹参酮ⅡA
	Y=59.039X-5.986
	0.9996
	0.9-97.2

	α-香附酮
	Y=4.6427X-11.967
	0.9995
	1.0-104.0


2.1.5 精密度试验  分别取混合对照品溶液20μL，连续进样6次。结果羟基红花黄色素A、芍药苷、阿魏酸、丹酚酸、木香烃内酯、去氢木香内酯、丹参酮ⅡA和α-香附酮封面积的RSD分别为0.46%, 1.12%, 0.62%, 1.35%, 0.51%, 1.22%, 0. 63%和1. 40%，说明仪器精密度良好。

2.1.6 重复性试验  按2.1.2项下制备供试品溶液(参照表:正交设计表中的编号6 的工艺)，平行制备6份，进样测定。结果羟基红花黄色素A、芍药苷、阿魏酸、丹酚酸B、木香烃内酯、去氢木香内酯、丹参酮ⅡA和α-香附酮含量的RSD分别为1.59%, 1.04%, 1.27%, 0.95%, 1.12%, 0.97%, 1. 01%和1. 28%，说明本法重复性良好。

2.1.7 稳定性试验 取重复性项下的供试品溶液，分别于0，2，4，6，12 ，24 h进样测定。结果羟基红花黄色素A、芍药苷、阿魏酸、丹酚酸B、木香烃内酯、去氢木香内酯、丹参酮ⅡA和α-香附酮峰面积的RSD分别为0.87%, 1.21%, 1.07%,1.49%, 0.79%, 1.41%, 0.77%和1.26%，表明供试品溶液在24 h内稳定。

2.1.8 加样回收率试验  精密吸取已知含量的乐脉方浓缩液6份，加入一定量的混合对照品储备液，按2.1.2项下制备供试品溶液，进样测定，计算各成分的回收率。结果羟基红花黄色素A、芍药苷、阿魏酸、丹酚酸B、木香烃内酯、去氢木香内酯、丹参酮ⅡA和α-香附酮的加样回收率分别为98.80%, 100.03%,99.55%,101.21%,99.58%, 98.21%, 100.53%和102.07%，RSD分别为1.42%, 0.95%,0.98%,0.74%, 1.61%, 1.45%, 1.57%和1. 12%，表明本方法回收率良好。

2. 2 干浸膏得率的测定 精密吸取各个试验的浓缩液25mL，水浴蒸干，于105℃干燥至恒质量，置干燥器中冷却30 min，迅速精密称质量，计算干浸膏得率。
2.3 正交设计试验  根据前期研究及预试验的结果，确定采用乙醇梯度回流提取法，即采用不同浓度的乙醇依次提取，选择3个主要影响因素: 料液比(A)、乙醇浓度 (B)、提取时间(C)、浸泡时间(D)，每个因素设置3个水平。采用L9 (34)正交表进行试验(见表3)，以羟基红花黄色素、芍药苷、阿魏酸、丹酚酸、木香烃内酯、去氢木香内酯、丹参酮ⅡA和α-香附酮的含量及干浸膏得率为指标，多指标综合优选乙醇回流提取工艺条件。见表2。
表2 正交试验因素水平表

Table 2  Factors and levels of orthogonal test

	水平
	A (料液比) /g:mL 
	B(乙醇浓度) /％ 
	C(提取时间)/h
	D(浸泡时间)/h 

	1
	1:8
	95/50/20
	0.5
	4

	2
	1:10
	85/40/10
	1.0
	2

	3
	1:12
	75/30/0
	1.5
	0


按方中个药材组成比例称取各饮片(丹参8.0g、川芎4.0g、赤芍4.0g、红花4.0g、香附2.0g、木香2.0g、山楂1.0g)，按设计的乙醇浓度、料液比、浸泡时间、提取时间回流提取，合并提取液，滤过，滤液减压浓缩定容至200mL。分别测定提取液中各指标成分的含量和干浸膏得率，结果见表3。

2.4 数据处理及分析  综合考虑各指标之于乐脉方中组方药材君臣佐使的关系及对心脑血管疾病治疗的重要性差异，确定各个指标的权重系数。将羟基红花黄色素A、芍药苷、阿魏酸、丹酚酸B、木香酯(木香烃内酯+去氢木香内酯)、丹参酮ⅡA和α-香附酮的含量及干浸膏得率的权重系数分别设为：0.10, 0.20, 0.10, 0.20, 0.05, 0.10, 0.05和0.20，经层次分析法检验[5]，各指标判别矩阵满足一致性要求 (CR<0.10)。评分时以各指标的最大值作为参照进行归一化，综合评分的公式为Yi=yi1+yi2+yi3+…+y8；yij=100×wj×mij/mjmax；Yi为第i次实验的综合评分，mij为指标j在第i次实验中的量，mjmax为指标j在所有实验中的最大值；wj为指标j的归一化权重系数。见表3。

表3 正交实验结果
Table3  Results of orthogonal experiment

	序号
	因素
	
	干浸膏得率/％
	综合评分

	
	A
	B
	C
	D
	羟基红花黄色素A /mg·g-1
	芍药苷/mg·g-1
	阿魏酸/mg·g-1
	丹酚酸B/mg·g-1
	木香酯/mg·g-1
	丹参酮ⅡA/mg·g-1
	α-香附酮/mg·g-1
	
	

	1
	1
	1
	1
	1
	5.2731 
	28.2656 
	0.4529 
	25.0398 
	4.2484 
	0.0106 
	0.1861 
	15.92 
	71.57 

	2
	1
	2
	2
	2
	4.6038 
	26.4717 
	0.4731 
	28.7108 
	7.0952 
	0.0718 
	0.1518 
	17.83 
	82.56 

	3
	1
	3
	3
	3
	4.1302 
	27.8896 
	0.3413 
	28.5898 
	10.6770 
	0.0718 
	0.0521 
	16.50 
	79.43 

	4
	2
	1
	2
	3
	4.6192 
	28.6148 
	0.3034 
	27.4747 
	2.9148 
	0.0674 
	0.0649 
	17.80 
	77.06 

	5
	2
	2
	3
	1
	4.4741 
	23.8323 
	0.4395 
	32.5161 
	6.9934 
	0.0180 
	0.2449 
	20.00 
	78.31 

	6
	2
	3
	1
	2
	3.4898 
	32.4348 
	0.5104 
	29.7223 
	2.6760 
	0.0503 
	0.5007 
	11.62 
	77.29 

	7
	3
	1
	3
	2
	4.7225 
	28.3895 
	0.5468 
	30.0666 
	6.0339 
	0.0221 
	0.0935 
	13.66 
	74.68 

	8
	3
	2
	1
	3
	4.8565 
	24.1258 
	0.4883 
	28.4428 
	9.7474 
	0.0676 
	0.6540 
	11.94 
	80.21 

	9
	3
	3
	2
	1
	4.8532 
	28.8952 
	0.4998 
	30.5751 
	12.1269 
	0.0774 
	0.5561 
	12.80 
	87.02 

	K1
	77.853
	74.437
	76.357
	78.967
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	K2
	77.553
	80.360
	82.213
	78.177
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	K3
	80.637
	81.247
	77.473
	78.900
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	R
	3.084
	6.810
	5.856
	0.790
	
	
	
	
	
	
	
	
	


表4方差分析结果
Table 4  Results of variance analysis
	方差来源
	离差平方和
	自由度f
	F
	P

	A
	17.344
	2
	15.056
	<0.10

	B
	82.248
	2
	71.396
	<0.05

	C
	58.015
	2
	50.360
	<0.05

	D（误差）
	1.152
	2
	1.000
	


　注: F0.1(2, 2)=9.0,F0.05(2, 2)=19.0。
直观分析表明，各因素作用主次顺序为B > C > A > D，优选A3B3C2D1。方差分析表明，A、B、C因素有显著差异，D因素无显著差异。考虑提取效率、资源能耗和生产成本，故将浸泡时间D1调整为D3。最终选择优选工艺为 A3B3C2D3，即以12倍量提取溶剂，依次以75%乙醇、30%乙醇、水回流提取3次，每次1.0 h。见表4。
2.6 优选工艺的验证   按乐脉方组成比例称取各饮片3份，按优化工艺条件提取，3次实验的综合评分分别为87.74、88.47、88.22。按优选工艺提取的各指标性成分含量、干浸膏得率均取得较理想的结果，RSD均小于3%，表明优选工艺稳定可行。见表5。
表5 优选工艺验证结果

Table 5 Results of verification for the extraction process
	编号
	
	干浸膏得率/％

	
	羟基红花黄色素A/mg·g-1
	芍药苷/mg·g-1
	阿魏酸/mg·g-1
	丹酚酸B/mg·g-1
	木香酯/mg·g-1
	丹参酮ⅡA/mg·g-1
	α-香附酮/mg·g-1
	

	1
	4.8478
	28.9701
	0.4961
	31.0707
	11.6648
	0.0784
	0.5586
	13.29

	2
	4.8793
	28.5230
	0.5175
	30.6223
	12.1202
	0.0830
	0.5492
	13.41

	3
	4.9405
	29.2977
	0.4967
	30.7095
	12.2735
	0.0806
	0.5641
	13.05

	RSD/%
	0.96
	1.34
	2.42
	0.77
	2.63
	2.86
	1.35
	1.38


3 讨论
各对照品溶液依次经全波长扫描，丹酚酸B、丹参酮ⅡA、芍药苷、阿魏酸、羟基红花黄色素A、木香烃内酯、去氢木香内酯和α-香附酮分别在286、270、230、324、403、225、225和254 nm波长处有最大吸收，其中木香烃内酯、去氢木香内酯和α-香附酮在230nm均有较大吸收，丹参酮ⅡA在286nm处也有较大吸收，故采用二极管阵列检测器，检测波长设为230、286、324和403nm。

实验考察了文献报道
[1-4,6,7]的甲醇-甲酸水溶液、甲醇-乙酸水溶液、乙腈-甲酸水溶液、乙腈-乙酸水溶液和乙腈-磷酸水溶液组成的流动相系统，由于8种指标成分极性差异很大，最终选择甲醇-0.5%磷酸溶液的梯度洗脱系统。经优化确定的色谱条件，4个检测波长基线平稳，各成分的色谱峰达到基线分离(R>1.5)且峰形较好。

复方中药的药效是各味药的有效成分共同作用的结果，为充分发挥复方的药效，应该最大程度提取和保留方中有效成分。乐脉方由8味药材组方，其药效成分为水溶性、脂溶性两大类，提取工艺应该尽可能高的提取两类成分。对于此类方剂的提取，目前普遍采取的方法[8-10]有：组方药材以一定浓度乙醇回流提取；组方药材依药效成分分成两大类，分别以水煎煮和一定浓度乙醇回流提取；部分或全部组方药材先以一定浓度乙醇回流提取，另部分或全部组方药材再一起水煎煮提取。这3种提取方式各有局限，或受提取溶剂单一乙醇浓度的限制，导致药效成分的提取种类不全面、提取量不充分；或因分开提取操作繁琐、耗溶剂、耗能源、耗时间，且提取效率低下；或因组方药材分开提取，影响母方的整体药效。本研究采用乙醇梯度回流提取，组方药材经由高至低3个浓度的乙醇依次提取，既能够兼顾各类药效成分的极性差异，及生产成本、提取效率等问题，还能保留组方药材药效的整体效应，提取工艺易于工业化生产。

优化提取工艺的考察指标，采用多指标成分结合干膏得率的综合评分法。8个指标成分的选取和评分权重，综合考虑乐脉方的组方原则和各组方药材的主要药效成分，设置为：君药丹参2个丹酚酸B、丹参酮ⅡA权重分别为0.20,0.10，臣药川芎、赤芍、红花各1个阿魏酸、芍药苷、羟基红花色素A权重均为0.10，佐药香附1个α-香附酮权重为0.05，佐药木香2个木香烃内酯、去氢木香内酯权重共计0.05。考虑到剂型的需要，将浸膏得率作为评价指标之一。

本研究采用高效液相二极管阵列检测法，实现了在75min内同时测定乐脉方提取液中8个主要指标成分，可用于乐脉方提取的质量控制；应用正交设计安排实验，采用乙醇梯度回流提取法，以多指标综合评分法为考察实验效果，筛选出乐脉方的最佳提取工艺为以12倍量提取溶剂，依次以75%乙醇、30%乙醇、水回流提取3次，每次1.0 h。优选的乐脉方提取工艺，能更全面的提取方中药效成分，满足制剂制备要求，将为生产质量可控、疗效稳定的乐脉颗粒及相关制剂提供技术支撑。
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