Box-Behnken响应面法优化中药调脂片薄膜包衣处方
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摘要: 目的  应用Box-Behnken设计-响应面法优化中药调脂片薄膜包衣处方。方法  以羟丙基甲基纤维素（HPMC）、聚乙二醇400（PEG 400）、滑石粉3者用量为影响包衣合格率主要考察因素，通过Box-Behnken实验设计，并以薄膜包衣合格率为响应值，应用Design-expert软件对实验数据进行二次多项式模型拟合，绘制响应面图和等高线图，比较各因素交互作用对包衣合格率影响的强弱，得出最优处方，并对其进行验证。结果  最佳薄膜包衣处方为 HPMC 6.6%（w/w），PEG 400 0.9%（w/w），滑石粉 3.3%（w/w），水 89.2%（w/w），预测包衣合格率为99.4%，实测值与预测值基本一致，崩解释放良好。结论  通过Box-Behnken设计-响应面法建立的模型预测性良好，可用于对中药调脂片薄膜包衣处方的优化。
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The optimization of film coating formulation of Traditional Chinese Medicine (TCM) tiaozhi tablet by Box-Behnken design and response surface methodology

LIN Weixin1， YAO Xi， ZHU Xiuhui， LI Yong， HE Wei(Guangdong Pharmaceutical University/Guangdong TCM Key Laboratory for Metabolic Diseases/Guangdong Key Laboratory of Advanced Drug Delivery，Guangzhou 510006，China)

Abstract: Objective  To optimize the film coating technology of Traditional Chinese Medicine (TCM) tiaozhi tablet by box-behnken design and response surface methodology. Methods  The dosage of HPMC and PEG 400 and talc powder were selected as key factors of influencing coating qualified rate. The film coating qualified rate was taken as the response value through box-behnken design.Design Expert software was used to fit quadratic multinomial models for experimental data．Response surface and contour overlay plot were delineated to campare the interactions of the key factors with each other to draw and validated the optimum formulation. 

Results  The optimization of film coating formulation consists of 6.6% HPMC and 0.9% PEG 400 and 3.3% talc powder and 89.2% water， the calculated coating qualified rate is 99.4%， and the measured value basically agrees well with calculated value， and the disintegration and release were qualified.Conclusion  The model established by box-behnken design and response surface methodology is better to predict and could be used to optimize the formulations of film coating Traditional Chinese Medicine (TCM) tiaozhi tablet. 
Keywords:  Box-Behnken design and response surface methodology; film coating technology; prescription

    中药调脂片以临床经验方“复方贞术调脂方”为开发基础，由原方中三七、黄连药材提取物配伍组成，具有健脾化浊、祛瘀降脂的功效，用于治疗疏泄失常、瘀浊内阻等病因所致的高脂血症[1]。现代药理研究表明，三七总皂苷（TSPN）能明显降低大鼠动脉粥样硬化（AS）模型体内低密度脂蛋白[2]，同时增高脂肪酸合成酶（FAS）mRNA的表达[3]，提示TSPN对FAS的表达调节可能是其降脂的主要机制之一；黄连总生物碱对高脂血症及动脉粥样硬化也有显著降血脂和抑制动脉粥样硬化作用[4]。Box-Behnken响应面法作为目前中药处方筛选和制剂工艺的有效方法，所得结果可最大程度接近最佳处方配比及工艺参数值。本文采用Box-Behnken响应面法优化中药调脂片薄膜包衣处方，所制备的薄膜衣片质量差异、崩解时限均符合要求，包衣合格率高，可为工业化生产提供相关实验依据。
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1材料

1.1药品及试剂  三七总皂苷提取物（含量≥65%，实验室自制）；黄连总生物碱提取物（含量≥70%，实验室自制）；微晶纤维素，药用级别，湖州展望药业有限公司；硬脂酸镁，药用级别，广州市杰辅贸易有限公司；羧甲基淀粉钠（CMS-Na），药用级别，广州市杰辅贸易有限公司；羟丙基甲基纤维素（HPMC），Ⅰ型，黏度：100mPa.s，药用级别，上海晶纯试剂有限公司；聚乙二醇400（PEG 400）、滑石粉，药用级别，广州市杰辅贸易有限公司。

1.2仪器   Dionex ultimate 3000高效液相色谱仪，美国Thermo Fisher Scientific公司；BS224S
DFY-500型
摇摆式高速中药粉碎机（温岭市林大机械有限公司）；RE52-05旋转蒸发器，上海亚荣生化仪器厂；ZBS-6C
智能崩解试验仪，天津大学无线电厂；ZPW23旋转式压片机（中外合资上海天祥健台制药机械

有限公司；BY-400型荸荠式糖衣机，泰州市金泰制药机械有限公司。
2  方法与结果

2.1  片芯制备  将650g药材混合提取物、350g微晶纤维素混合均匀后，加入100mL 50%乙醇溶液制成软材，过20目筛制粒，50℃鼓风烘箱中干燥2h，过20目筛整粒后，控制物料水分在4%~6%。按所得颗粒质量加入羧甲基淀粉钠3%、硬脂酸镁1%和滑石粉2%，混合均匀后采用ZPW23旋转式压片机压片，所得每片质量为0.43g。
2.2  薄膜衣片的制备  按照HPMC 6.6%（w/w），PEG 400 0.9%（w/w），滑石粉 3.3%（w/w），沿搅拌旋涡处匀速、缓慢的加入到搅拌的纯水中，其中纯水占89.2%（w/w），充分搅拌30min，控制包衣液温度为35~40℃，配制成包衣液，往包衣锅内预先喷入少量包衣液，在锅壁内形成隔离层，减少片芯与金属壁摩擦。吹入热风，干燥后，加入片芯（表面光洁，硬度为7.5~7.6 kg/mm2），待片芯预热至45℃左右，开启BY-400型荸荠式糖衣机包衣，控制转速为50r·min-1，包衣液流速为8.5mL· min-1，将片芯包衣至预定质量，包衣片放置45℃烘箱固化24h。

2.3  Box-Behnken包衣工艺设计  预试验表明，HPMC用量、PEG 400用量、滑石粉用量是影响薄膜衣片包衣合格率的主要因素，分别记为X1、X2、X3，在3个水平上优化研究，以包衣合格率为响应值，记为Y，建立数学模型，优化薄膜衣片包衣液处方。实验因素与水平设计见表1，响应面分析方案见表2。
表1  Box-Behnken设计因素和水平表

Table  1  independent variables:factors and their levels for Box-Behnken design

	考察因素
	
	水平
	

	
	-1
	0
	1

	HPMC用量X1/%（w/w）
	4
	6
	8

	PEG 400用量X2/%（ w/w）
	0.6
	0.8
	1.0

	滑石粉用量X3/% （w/w）
	1
	3
	5


2.4  结果
2.4.1  数据分析

表2  Box-Behnken设计方案及响应值

Table  2  Experiental runs and observed values of responses for Box-Behnken design

	试验号
	
	因素
	
	响应值/%

	
	X1
	X2
	X3
	Y(合格率)

	1
	4
	0.6
	3
	60.4

	2
	4
	1
	3
	76.0

	3
	8
	0.6
	3
	77.5

	4
	8
	1
	3
	90.0

	5
	6
	0.6
	1
	69.0

	6
	6
	0.6
	5
	76.9

	7
	6
	1
	1
	87.0

	8
	6
	1
	5
	91.1

	9
	4
	0.8
	1
	63.9

	10
	8
	0.8
	1
	79.9

	11
	4
	0.8
	5
	70.8

	12
	8
	0.8
	5
	86.3

	13
	6
	0.8
	3
	97.2

	14
	6
	0.8
	3
	95.9

	15
	6
	0.8
	3
	95.2


   采用Design Expert 8.05软件对表2中的数据进行分析，结果见表3，得到下列以包衣合格率（Y）为响应值，所要参考的参数为变量的回归方程：Y＝96.09＋7.82X1＋7.55X2＋3.16X3－0.76X1X2－0.12X1X3－0.97X2X3－12.93X12－7.18X22－7.93X32，R＝0.9989
表3 方差分析表
Table  3  Analysis of variance
	方差来源
	平方和
	自由度
	均方
	F值
	P值
	显著性

	Model
	1948.15
	9
	216.4607
	255.9792
	＜0.0001
	**

	X1
	489.38
	1
	489.3756
	578.7193
	＜0.0001
	**

	X2
	455.57
	1
	455.5671
	538.7385
	＜0.0001
	**

	X3
	80.01
	1
	80.01125
	94.61863
	0.0002
	

	X1X2
	2.34
	1
	2.3409
	2.76827
	0.1570
	

	X1X3
	0.06
	1
	0.060025
	0.070984
	0.8005
	

	X2X3
	3.78
	1
	3.783025
	4.473679
	0.0880
	

	X12
	617.22
	1
	617.2185
	729.902
	＜0.0001
	**

	X22
	190.57
	1
	190.5683
	225.3597
	＜0.0001
	**

	X32
	232.29
	1
	232.288
	274.696
	＜0.0001
	**

	残差
	4.23
	5
	0.845618
	
	
	

	失拟项
	2.32
	3
	0.772208
	0.807975
	0.5944
	

	纯误差
	1.91
	2
	0.955733
	
	
	

	总和
	1952.37
	14
	
	
	
	


注：X1表示HPMC用量，X2表示PEG 400用量，X3表示滑石粉用量；    **P值>F值＜0.0001；*P>F值＜0.05。

根据表3所得的方差分析结果，模型P值小于0.0001，表明该二次方程模型差异有统计学意义；模型的失拟项的P值为0.5944大于0.1000，表明该模型的失拟项差异无统计学意义。为更好的验证方程的可信程度，对方程进行简化，舍去不显著项，得方程：Y＝96.09＋7.82X1＋7.55X2＋3.16X3－12.93X12－7.18X22－7.93X32，R＝0.9973，简化后的方程R值为0.9973，与原方程的R相差较小，说明该方程的可信度高。
2.4.2  响应面分析  应用Design Expert 8.05进行拟合作图，得响应面图和等高线图，直观反应各因素和响应值、以及各因素之间的交互作用。
由图1的效应面分析立体图可以看出，HPMC用量、PEG 400用量、滑石粉用量3因素对薄膜衣片包衣的合格率影响都比较显著，两两因素间仍存在比较明显的交互作用，比较图1可知，PEG 400用量（B）和滑石粉用量（A）的交互作用对片剂包衣的合格率影响最大，该图形较其他图形的曲面更陡，由此可直观判断PEG 400用量（B）和滑石粉用量（A）的交互作用较其他交互作用强。从效应面图可以判断出，最佳点落在实验考察区域内。
对回归方程分别求X1、X2、X3的一阶偏导，并赋值为零，得到以方程组分别为：

7.82-25.86X1-0.76X2-0.12X3=0，7.55-0.76X1-14.36X2-0.97X3=0，3.16-0.12X1-0.97X2-15.86X3=0，

解以上方程组求得X1=0.2869，X2=0.4993，X3=0.1665。

代入回归方程，解得回归模型预测的包衣合格率为99.4%，进行编码代换后，最佳包衣液组成配方为HPMC用量6.6%（w/w），PEG 400用量0.9%（w/w），滑石粉用量3.3%（w/w），其余为水，占89.2%（w/w）。
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a．HPMC用量和PEG 400用量对包衣合格率的影响
a. The coating rate influenced by the dosage of HPMC and PEG 400
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b．HPMC用量和滑石粉用量对包衣合格率的影响
b. The coating rate influenced by the dosage of HPMC and talc powder
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c．PEG 400用量和滑石粉用量对包衣合格率的影响
c. The coating rate influenced by the dosage of PEG 400 and talc powder
图1 各因素两两交互作用对包衣合格率影响的响应面图和等高线图

Figure  1  The response surfaces and contour plots of the coating rate influenced by the interactions among the factors
2.4.3  验证试验  采用此包衣条件进行验证实验，检验Box-Behnken法的可靠性。考虑到实际操作的便利，将最佳工艺条件修正为：HPMC用量6.6%（w/w），PEG 400用量0.9%（w/w），滑石粉用量3.3%（w/w），其余为水，占89.2%（w/w）。在修正条件下平行3次实验，平均包衣合格率为98.2%，结果与预测值99.4%相近，偏差较小，重复性良好，表明该拟合模型预测结果可靠，所得到的优化处方工艺合理稳定。
2.4.4   崩解时限考察  按上述方法进行薄膜包衣，所得3批薄膜衣片工艺重现性良好，成品得率高，崩解时限小于25min，均符合现行药典规定。见表4。

表4  崩解时限结果
Table  4  The results of disintegration time
	批次/编号
	t/min

	
	第1批
	第2批
	第3批

	1
	24.50
	23.22
	22.02

	2
	22.62
	25.23
	22.97

	3
	24.52
	23.07
	23.98

	4
	25.30
	26.32
	23.03

	5
	26.40
	24.02
	24.42

	6
	26.15
	22.07
	25.15

	平均值
	24.92
	23.98
	23.60


3  讨论

Box-Behnken响应面优化的方法运用效应曲面模型进行分析，基于非线性模式进行设计和研究，不但设计方法简单，实验次数少，而且充分考虑到各影响因素间的交互作用，同时在中心点进行重复实验，从而提高了实验准确性，可信度较高，预测值与直实值较接近[5-6]，目前已在中药有效成分提取和新剂型处方优化等方面得到广泛认可和应用[7-8]。

由于采用水溶性包衣材料，且以纯水作为分散溶剂，包衣时，应控制好包衣锅的转速，打开喷枪，对准翻动的预热后的片芯上部，包衣初始阶段应调慢喷雾速度，防止水渗入片芯，当片芯表面有微膜形成后才增大喷速，若发现片芯较潮，立即停止喷雾，干燥数分钟。薄膜衣仅占片芯质量的4.6%左右，片质量增加小，比一般中药糖包衣工艺耗时短，整个过程约4~5h。外观方面，薄膜包衣后表面平滑有光泽，边、角覆盖均匀，能够掩盖中药有效成分本身的特殊气味，去除薄膜衣后显棕黄色，气微，味苦、涩。采用PTP铝箔包装长时间存放不会出现褪色、颜色迁移现象，加速实验中稍有吸潮。

羟丙基甲基纤维素（HPMC）是一种常用的包衣成膜材料，单独使用存在附着力差、易脆裂等现象，随着HPMC使用浓度增加黏度迅速增大，不利于包衣操作，且薄膜的渗透性增强而薄膜抗张强度下降。本试验中聚乙二醇400（PEG400）作为增塑剂，与低黏度的HPMC混合后使用，所得包衣溶液黏性适中，可混溶性良好，能改变薄膜衣层的易脆性质，提高薄膜衣的延展性和抗拉强度，减少包衣过程粘连、变色、裂片现象发生，二者常应用于新型水性胃溶薄膜包衣预混辅料中[9]。

本研究参考常用的水溶性薄膜包衣辅料及其组成比例，通过预实验确立了合理的实验因素与水平，应用Box-Behnken响应面分析法考察了HPMC用量、PEG 400用量和滑石粉用量3个因素对包衣合格率的影响，建立了二次多项式拟合模型，优选薄膜包衣处方为 HPMC 6.6%（w/w），PEG 400 0.9%（w/w），滑石粉 3.3%（w/w），水 89.2%（w/w），预测包衣合格率为99.4%，实测值与预测值基本一致，崩解释放良好。该处方包衣用料价廉易得、工艺操作简便，有效提高包衣合格率，增强制剂稳定性。
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