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摘要:目的 优选丹参饮中脂溶性成分超临界CO2提取的最佳工艺条件。方法 以丹参饮超临界CO2提取物中乙酸龙脑酯、隐丹参酮、丹参酮ⅡA的含量为指标，采取U5(53)均匀设计实验方案，考察提取压力、提取温度、提取时间3个因素对提取工艺的影响。结果 优选工艺为提取压力30 MPa、提取温度45 ℃、提取时间2.5 h。在此条件下，提取物中乙酸龙脑酯、隐丹参酮、丹参酮ⅡA含量的综合评分为91.93。结论 该工艺具有萃取率高、速度快、操作简单等优点，可用于丹参饮中脂溶性成分的提取。
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Study on Supercritical CO2 extraction process of Danshen decoction
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Abstract：Objective To optimize conditions for extracting fat-soluble components from Danshen decoction by supercritical CO2 extraction. Method The thtee contents composed of bornyl acetate, cryptotanshinone and tanshinoneⅡA in supercritical CO2 extracts were taken as the examination indexes, and the U5(53)uniform design was adopted to investigate the infuluence on extraction process from extraction pressure, extraction temperature and extraction time. Result The optimized extraction parameters were as follows: extraction pressure was 30Mpa, extraction temperature was 45℃, and extraction time was 2.5 hours. With this condition, the comprehensive score of the three above examination indexes was 91.93. Conclusion This method is simple, rapid and higher extraction yield, so it is suitable for the extraction of fat-soluble components from Danshen decoction.
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丹参饮出自于陈修园的《时方歌括》，由丹参、檀香、砂仁3味药组成。其中丹参的主要有效成分包括脂溶性成分丹参酮和水溶性成分丹酚酸[1]；檀香、砂仁的主要有效成分为挥发油[2-3]。超临界CO2提取法为近年发展起来的新型提取技术，具有受热小、提取效率高、无溶剂残留、操作简单的特点，可改善传统提取加热有效成分损失及提取效率低的缺点[4-5]。本实验以丹参饮超临界CO2提取物中乙酸龙脑酯、隐丹参酮、丹参酮ⅡA的含量为指标，进行提取工艺优化研究，为后期制备丹参饮微丸提供工艺参数。
1材料
1.1药品及试剂   丹参、檀香和砂仁均购自广州采芝林药业有限公司，经鉴定丹参为唇形科植物丹参Salvia miltiorrhiza Bge.的干燥根和根茎，檀香为檀香科植物檀香Santalum album L.树干的干燥心材，砂仁为姜科植物阳春砂Amomum villosum Lour.的干燥成熟果实，经检验均符合药典项下相应规定；隐丹参酮、丹参酮ⅡA、乙酸龙脑酯对照品，均购于中国食品药品检定研究院，批号分别为：110852-200806，110766-200619，110759-201105；甲醇、乙腈均为色谱纯，德国Merck公司；水为超纯水。 
1.2仪器 Agilent6890气相色谱仪及氢火焰离子化检测器、DB-1毛细管柱(30 m×0.25 mm×0.25 µm)、GFGJ-81317气相进样针、Agilent1100液相色谱仪，安捷伦科技有限公司；YY0027-90电热恒温培养箱，湖北省黄石市医疗器械厂；HH-4恒温水浴锅，苏州威尔实验用品有限公司；BP221S、ME254S型电子天平，德国Sartorius公司.。
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2 方法与结果

2.1丹参饮超临界CO2提取物中乙酸龙脑酯的含量测定[6]
2.1 .1色谱条件  氢气流速40 mL·min-1；空气流速400 mL·min-1；氮气流速33 mL·min-1；进样口温度230 ℃；检测器温度250 ℃；程序升温为：100 ℃保持15 min，后以20 ℃·min-1的升温速率升到240 ℃保持18 min；分流比10∶1；进样量1 μL。该色谱条件下，待测成分分离度良好，结果见图1。
2.1.2 对照品溶液制备  精密称取乙酸龙脑酯对照品适量，加无水乙醇制成浓度为0.30 mg·mL-1的乙酸龙脑酯对照品溶液。
2.1.3 供试品溶液制备  丹参、檀香和砂仁均粉碎过20目筛，按丹参:檀香:砂仁 6∶1∶1的比例称取丹参饮药材400 g，放入萃取釜中，进行超临界CO2提取，提取完毕后, 减压排放，收集丹参饮提取液，称定质量，无水乙醇洗涤转移至250 mL量瓶中,定容至刻度,超声使其充分溶解，作为供试品溶液。见表1。
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注：A.乙酸龙脑酯对照品；   B.丹参饮超临界CO2提取物
Note： A. Bornyl acetate reference substance； B. Danshen decoction extracts from supercritical CO2 extraction.
图1  丹参饮超临界CO2提取物中乙酸龙脑酯HPLC图谱
Figure 1  HPLC chromatograms of bornyl acetate in Danshen decoction extracts from supercritical CO2 extraction.
2.1.4 方法学考察
2.1.4.1 线性关系考察  分别精密量取浓度为1.51 mg·mL-1的乙酸龙脑酯对照品母液适量，稀释成浓度为：1.51，1.21，0.91，0.60，0.30，0.15，0.06，0.03 mg·mL-1的乙酸龙脑酯对照品溶液。吸取上述对照品溶液，按2.1.1项下色谱条件测定，以峰面积分值为纵坐标（Y）,乙酸龙脑酯的浓度为横坐标（X），绘制标准曲线，求得乙酸龙脑酯的回归方程为：Y=1208.2X+0.958（R2=0.9999），线性范围为：0. 0300～1.5100 μg。
2.1.4.2 精密度试验  精密吸取2.1.2项中制得的乙酸龙脑酯对照品溶液, 按2.1.1项下色谱条件连续进样6次，测得乙酸龙脑酯峰面积的RSD为1.34 %。 

2.1.4.3 稳定性试验 取同一供试品溶液，按2.1.1项下色谱条件重复进样6次，每次间隔2 h，测得乙酸龙脑酯峰面积的RSD为1.67 %，表明样品中乙酸龙脑酯在12 h内基本稳定。
2.1.4.4 重复性试验  按照2.1.3项下供试品溶液制备方法制备6份供试液，按2.1.1项下色谱条件测定，结果乙酸龙脑酯峰面积的RSD为3.63 %。 

2.1.4.5 加样回收试验  精密量取已知浓度样品溶液10 mL于25 mL量瓶中，精密加入浓度为0.96mg·mL-1对照品溶液3 mL，加无水乙醇定容至刻度，超声溶解，按2.1.1项下色谱条件进样分析，计算结果。结果表明乙酸龙脑酯的平均回收率分别为：103.36 %（RSD=2.58 %）。
2.2. 丹参饮超临界CO2提取物中隐丹参酮、丹参酮ⅡA的含量测定[7]
2.2.1 色谱条件  YMC-Pack-ODS-A色谱柱（4.6 mm×250 mm, 5 µm）；流动相A:乙腈，流动相B:水；梯度洗脱程序为：0～30 min(A:65 %),30～35 min(A:65 %～90 %),35～43 min(A:90 %),43～45 min(A:90 %～65 %),45～55 min(A:65 %)；检测波长：270 nm；流速：1.0 mL·min-1；柱温：35 ℃，进样量：10 μL。该色谱条件下，各待测成分分离度良好，结果见图2。

2.2.2对照品溶液制备  精密称取隐丹参酮对照品、丹参酮ⅡA对照品适量，加甲醇制成浓度分别为26.81 µg·mL-1，52.10 µg·mL-1的隐丹参酮、丹参酮ⅡA混合对照品溶液。
2.2.3 供试品溶液制备  取超临界CO2提取得到的丹参饮样品（2.1.3项下制得的供试品溶液）1 mL，于25 mL棕色量瓶中，加甲醇溶解并定容至刻度，作为供试品溶液。
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注：A. 隐丹参酮、丹参酮ⅡA混合对照品 ；  B.丹参饮超临界CO2提取物；；1-隐丹参酮 ；2-丹参酮ⅡA
Note： A. Mixed reference substances of cryptotanshinone and tanshinoneⅡA； B. Danshen decoction extracts from supercritical CO2 extraction； 
1- cryptotanshinone； 2- tanshinoneⅡA
图2  丹参饮超临界CO2提取物中隐丹参、酮丹参酮ⅡA HPLC图谱
Fig 2  HPLC chromatograms of cryptotanshinone and tanshinoneⅡA in Danshen decoction extracts from supercritical CO2 extraction.
2.2.4 方法学考察
2.2.4.1 线性关系考察   分别精密量取浓度为214.48 µg·mL-1、416.82 µg·mL-1的隐丹参酮和丹参酮ⅡA对照品母液适量，逐级稀释成浓度为：107.24，53.62，26.81，13.41，6.71，3.36 µg·mL-1的隐丹参酮对照品溶液和浓度为：208.41，104.21，52.11，26.06，13.03，6.52 µg·mL-1的丹参酮ⅡA对照品溶液。吸取上述对照品溶液，按2.2.1项下色谱条件测定，以峰面积积分值为纵坐标（Y）,隐丹参酮、丹参酮ⅡA的浓度为横坐标（X），绘制标准曲线，求得隐丹参酮的回归方程为：Y=45.57X+4.26（R2=1.0000）；线性范围：0.0336～1.0724 µg；丹参酮ⅡA 的回归方程为：Y=54.46X-29.23（R2=1.0000）；线性范围：0.0652～2.0841 µg。
2.2.4.2 精密度试验  精密吸取2.2.2中制得的的隐丹参酮和丹参酮ⅡA混合对照品溶液, 按2.2.1项下色谱条件连续进样6次，测得隐丹参酮和丹参酮ⅡA的峰面积RSD分别为0.13 %和0.18 %。 
2.2.4.3 稳定性试验  取同一供试品溶液，按2.2.1项下色谱条件重复进样6次，每次间隔2 h，测得隐丹参酮和丹参酮ⅡA峰面积RSD分别为0.97 %，1.02 %，结果表明样品中隐丹参酮和丹参酮ⅡA在12 h内基本稳定。
2.2.4.4 重复性试验  按照2.2.3项下供试品溶液制备方法制备6份供试液，按2.2.1项下色谱条件测定，结果隐丹参酮和丹参酮ⅡA峰面积的RSD分别为2.97 %，2.59 %。 
2.2.4.5 加样回收率试验  分别精密量取6份已测得浓度的丹参饮超临界CO2提取物各3 mL于6个25mL棕色量瓶中，加入隐丹参酮、丹参酮ⅡA对照品溶液，超声混匀、溶解，加甲醇定容至刻度。按2.2.1项下色谱条件进样分析，计算结果。结果表明隐丹参酮和丹参酮ⅡA的平均回收率分别为：101.06 %（RSD=3.80 %）、104.25 %（RSD=0.87 %）。
2.3 均匀试验设计  
2.3.1 因素、水平及指标的确定[8-9]  选择丹参饮超临界CO2提取物中乙酸龙脑酯、隐丹参酮、丹参酮ⅡA的含量为考察指标，考察提取压力、提取温度、提取时间3个工艺参数对提取结果的影响，因素水平表见表1。

表1 均匀设计试验因素水平表
Table 1  Factors and levels of uniform test
	水平
	因素

	
	萃取压力/Mpa
	萃取温度

/℃
	提取时间

/h

	1
	15
	25
	0.5

	2
	20
	30
	1

	3
	25
	35
	1.5

	4
	30
	40
	2

	5
	35
	45
	2.5


2.3.2 实验安排及结果分析  采用U5(53)均匀设计表安排实验，按上述2.1及2.2项下方法测定提取物中乙酸龙脑酯、隐丹参酮、丹参酮ⅡA的含量，均匀设计试验安排及结果见表2。
表2 均匀设计试验安排及含量测定结果
Table 2  Schedule and results of uniform test
	试验号
	乙酸龙脑酯/mg·g-1
	隐丹参酮/mg·g-1
	丹参酮ⅡA
/mg·g-1

	
	
	
	

	
	
	
	

	1
	0.11
	0.75
	0.11

	2
	0.24
	0.78
	0.12

	3
	0.08
	0.63
	0.1

	4
	0.27
	0.76
	0.13

	5
	0.22
	1.00
	0.21


注：以上3种成分的含量以处方中每g生药量的折算量计。
根据文献查阅可知[10-11]丹参饮方剂中君药丹参的脂溶性成分中丹参酮类成分为抗心肌缺血的主要有效成分,因此将隐丹参酮和丹参酮ⅡA的含量权重系数定为0.4,乙酸龙脑酯的含量权重系数定为0.2，每项指标中以最高者为100分,分别乘以权重系数即得每项指标得分,3项指标得分之和为综合评分。按照下列公式计算综合评分:Y=0.2a×100/0.27+0.4b×100/1.00+0.4c×100/0.21(其中a、b、c分别代表乙酸龙脑酯、隐丹参酮、丹参酮ⅡA的含量)，评分结果见见表3。
表3 综合评分表

Table 3  The table of comprehensive scores
	试验号
	X1
	X2
	X3
	综合评分（Y）

	1
	15（1）
	30（2）
	2（4）
	59.10

	2
	20（2）
	40（4）
	1.5（3）
	71.83

	3
	25（3）
	25（1）
	1（2）
	50.17

	4
	30（4）
	35（3）
	0.5（1）
	75.16

	5
	35（5）
	45（5）
	2.5（5）
	96.30


注：X1、X2、X3分别代表萃取压力、萃取温度和提取时间。
将得到的结果利用SPSS软件进行均匀设计回归分析, 得到回归方程: Y=0.744X1+1.621X2+2.138X3-8.028（R2=0.9700）。根据回归方程各因素的系数可以看出,各因素系数均为正值，说明在提取过程中一定范围内萃取压力、萃取时间和萃取温度对丹参饮超临界萃取物指标成分含量的影响为正效应，影响大小顺序依次为：X3＞X2＞X1，即萃取时间＞萃取温度＞萃取压力，在指标成分充分提取的条件下，综合考虑生产中省时、节能的因素，将最佳组合定为：30 Mpa，45 ℃，2.5 h。此时综合评分为92.58。
按照以上优化的工艺重复实验3次，结果综合评分均值为91.93，与理论值接近，说明在测定范围内优化提取工艺合理可行。
3 讨论
现代药理研究证实[10-11], 丹参饮可扩张冠状动脉，使得冠脉血流量增加，同时，可改善心肌收缩力,促进侧支循环及体内血流的再分配,降低冠心病患者的血浆黏度，因而对冠心病患者血液的“黏、聚、滞”的倾向有很好的治疗作用。
本研究选取具有操作条件温和，对有效成分破坏少等优势的超临界CO2提取技术，采用均匀设计安排实验，以提取物中乙酸龙脑酯、隐丹参酮、丹参酮ⅡA的含量为指标，进行工艺优选，确定了最佳工艺条件为：提取压力：30 MPa，提取温度：45 ℃，提取时间：2.5 h，该工艺条件下综合评分为91.93，说明丹参饮中指标成分达到了较高的转移率。超临界CO2提取技术的引入解决了丹参饮传统提取方法中有效成分提取效率低、活性成分易破坏等不足，高效提取丹参饮有效成分，并大大降低了干膏率，为进一步开发丹参饮微丸提供了工艺参数。
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