祛风除痹颗粒剂提取工艺优选
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摘要： 目的 优选祛风除痹颗粒剂的提取工艺条件。方法 运用高效液相色谱法（HPLC）测定补骨脂素、异补骨脂素含量，流动相甲醇-水（45∶55），检测波长246nm，流速1.0mL·min-1，柱温30℃。以补骨脂素、异补骨脂素含量及固形物总量的综合评分为指标，采用L9（34）正交试验设计考察加水量、提取时间、提取次数对祛风除痹颗粒水提工艺的影响。结果 优选提取工艺条件为加8倍量水提取3次，每次1h。固形物总量、补骨脂素提取率及异补骨脂素提取率分别为18.32%，43.29%，32%。 结论 该工艺稳定可行，可为祛风除痹颗粒剂的工业化生产提供试验依据。
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Optimization of Extraction Technology for Qufengchubi granules
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Abstract: objective To optimize extraction technology of Qufengchubi granules in order to provide a reasonable preference for industrial production of this preparation. Method the psoralen,isopsoralen content was determined by HPLC ,mobile phase was acetonitrile-water(45:55) and detection wavelength set at 246nm with the flow rate of 1.0mL·min-1 .The temperature of column was kept at 30℃.Orthogonal design is applied to test the possible effects of Slovenia dosage, extracting duration and frequency on preparation technology of Qufengchubi viathe comprehensive evaluation of Psoralen, Isopsoralen content and total volume of solid matters. Result Optimum water extraction technology conditions were as follow:boiled the herbs with eight times the amount of water for thrice,one hour for each time. The total volume of solid matters, psoralen content and isopsoralen content were 18.32%, 43.39% and 32%, respectively.Conclusion The method is reasonable and stable, which is suitable for industrial production of Qufengchubi granules.
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    祛风除痹颗粒剂为治疗类风湿性关节炎的经验用方，由补骨脂、淫羊藿、川芎等8味中药组成，具有祛风除痹，活血通络止痛的功效，主治风寒湿痹型类风湿性关节炎[1]。类风湿性关节炎是以对称性滑膜炎和关节外病变为临床表现的慢性、全身性、自身免疫性疾病[2]，属于中医痹症范畴，治疗以祛邪宣痹通络为基本原则[][3]。原方以汤剂内服用于临床，但煎煮、携带、使用均不方便，由于本方日服计量较大，欲将其制备成颗粒。补骨脂为方中君药，其提取物能促进骨再生和重建，具有强筋骨的作用[4]，淫羊藿、川芎为臣药，临床研究发现该方能有效治疗类风湿性关节炎，且相对于现有的治疗药物如糖皮质激素等，该方具有毒副作用低，便于长期服用的优势[5]。补骨脂素和异补骨脂素是补骨脂药材质量控制的指标成分，且异补骨脂素能促进骨细胞分化，抑制向脂肪细胞分化而发挥加强骨形成的作用[6]。因此本实验以补骨脂素、异补骨脂素含量及固形物总量为指标，采用正交实验法优选提取工艺，以期为该方的临床应用和工业化生产提供参考依据。
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1材料
1.1药品及试剂  补骨脂等药材均购自广东省药材公司中药饮片厂，经广东省中医药工程技术研究院王洛临主任中药师鉴定，均符合2010版《中国药典》一部相关项下规定；补骨脂素对照品（批号：110739-201115）、、异补骨脂素对照品（批号：110738-200309），中国食品药品检定研究院；甲醇为色谱纯，水为超纯水，其余试剂均为分析纯。 
1.2仪器  1200系列高效液相色谱仪，美国安捷伦公司；XS205型电子分析天平，瑞士Mettler Toledo公司；JJ300型电子天平，常熟市双杰测试仪器厂；DZF-6050型真空干燥箱，上海一恒科技有限公司；DHG-9203A型电热恒温鼓风干燥箱，上海精宏实验设备有限公司。
2方法与结果
2.1样品溶液的制备  按处方比例称取药材，共9份，按正交试验设计安排提取，滤过，滤液浓缩至一定体积，备用。
2.2固形物总量的测定 精密吸取样品液20mL，置已干燥至恒质量蒸发皿中，水浴蒸干于105℃干燥5h至恒重，置干燥器中冷却至室温，迅速称质量，照干燥失重法（2010版中国药典一部附录IXG）测定，计算固形物总量。
2.3补骨脂素、异补骨脂素的含量测定
2.3.1色谱条件 Aglient Eclipse PlusC18色谱柱（4.6mm×250mm，5μm），流动相甲醇-水（45∶55），检测波长246nm，流速1.0mL·min-1，柱温30℃。理论板数按补骨脂素峰计算应不低于3000。见图1。
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a.补骨脂素；b.异补骨脂素； A.对照品；B.供试品；C.阴性对照；
图1 祛风除痹颗粒剂提取液HPLC

Figure 1 HPLC of Qufengchubi granules
2.3.2混合对照品溶液的制备  取补骨脂素对照品、异补骨脂素对照品适量，精密称定，加甲醇制成浓度分别为20.198，20.76μg·mL-1的混合对照品溶液。
2.3.3供试品溶液的制备  精密吸取浓缩液1mL，置于20mL容量瓶中，加甲醇适量，超声处理（功率500W，频率100Hz）30min，加甲醇定容至刻度，摇匀，即得。
2.3.4阴性对照溶液的制备  按处方比例称取药材（缺补骨脂）100g，加10倍量水提取3次，每次1h，滤过，合并滤液，常压浓缩至200mL，按2.3.3项下方法制备阴性样品溶液。
2.3.5专属性试验  按2.3.1项下色谱条件操作，将对照品、供试品、阴性对照溶液分别进样，色谱图见图1，结果显示供试品与对照品溶液在相应位置处出现相同色谱峰，阴性对照溶液中无此色谱峰，表明阴性无干扰，且分离度＞1.5，补骨脂素峰理论塔板数高于3000，色谱分离达到要求。
2.3.6线性关系考察   精密吸取混合对照品溶液2，4，6，8，10μL，按2.3.1项下条件进样，以进样量为横坐标，峰面积为纵坐标，得补骨脂素和异补骨脂素的回归方程分别为Y=8.28978X-0.76986(r=0.9999),Y=7.1430X-0.4353(r=1.0),补骨脂素在40.396～201.98ng线性关系良好，异补骨脂素在41.52～207.6ng线性关系良好。

2.3.7精密度试验   精密吸取同一对照品溶液适量，按2.3.1项下色谱条件重复进样6次，计算补骨脂素和异补骨脂素峰面积积分值的RSD0.34%，0.26%，表明仪器精密度良好。

2.3.8重复性试验  取同一浓缩液，按2.2.3项下方法平行制备6份供试品溶液，按2.3.1项下色谱条件测定，计算补骨脂素和异补骨脂素峰面积积分值分别为RSD1.0%,0.56%,表明该方法重复性良好。

2.3.9稳定性试验  精密吸取供试品溶液适量，分别于0,2,4,6,8,10,12,24h，按2.3.1项下色谱条件测定，计算补骨脂素和异补骨脂素峰面积积分值为RSD0.21%，0.51%，表明供试品溶液在24h内稳定。

2.3.10加样回收率试验  取已知含量的浓缩液6份，分别精密加入一定量的补骨脂素、异补骨脂素对照品溶液，按2.2.3项下方法制备供试品溶液，按2.3.1项下色谱条件测定，计算平均加样回收率97.85%，RSD1.2%。表明该方法稳定可行。
2.4正交试验设计  前期单因素试验结果显示，提取溶剂为水、30%乙醇、50%乙醇、70%乙醇、90%乙醇，补骨脂素和异补骨脂素含量差异不大，故选择水为提起溶剂进一步考察，选择加水量、提取时间、提取次数为考察因素，以补骨脂素、异补骨脂素质量浓度和固形物总量的综合评分为指标，其中有效成分含量占60%，固形物总量占40%，由于补骨脂中补骨脂素和异补骨脂素对治疗类风湿都有重要治疗效果，故确定加权系数分别为0.3,0.3,0.4。按处方比例称取补骨脂、淫羊藿、川芎等药材，共9份，按L9(34)正交表进行提取、滤过，合并滤液，常压浓缩并定容至250mL。由研究结果分析可知，各因素对水提工艺的影响顺序为 C>A>B。方差分析表明因素C对水提工艺有极显著影响，因素A、B则均无显著性影响。综合考虑，最佳工艺条件选择A1B1C3，即加8倍量水煎煮3次，每次1h。结果见表1～表3。
表1因素水平

Table1 Factors and levels 
	水平
	溶媒用量（A）/倍
	提取时间（B）/h
	提取次数（C）/次

	1
	8
	1.0
	1

	2
	10
	1.5
	2

	3
	12
	2.0
	3


表2正交试验结果
Table2 Result of orthogonal test 
	编号
	加水量（A）/倍
	提取时间（B）/h
	提取数（C）/次
	D（空白）
	补骨脂素/mg·L-1
	异补骨脂素/mg·L-1
	固形物总量/g
	综合评分/分

	1
	1
	1
	1
	1
	12.14
	9.88
	24.85
	49.56

	2
	1
	2
	2
	2
	20.74
	16.74
	37.15
	79.56

	3
	1
	3
	3
	3
	24.29
	18.86
	43.23
	91.89

	4
	2
	1
	2
	3
	24.03
	18.41
	36.38
	84.66

	5
	2
	2
	3
	1
	25.84
	19.09
	42.16
	92.85

	6
	2
	3
	1
	2
	14.75
	12.29
	28.59
	59.13

	7
	3
	1
	3
	2
	29.07
	21.10
	41.22
	98.12

	8
	3
	2
	1
	3
	16.49
	13.18
	28.12
	61.77

	9
K1                   
K2
K3
R
	3
73.67
78.88
79.73
6.06
	3
77.44
78.06
76.78
1.28
	2
56.82
81.18
94.29
37.47
	1
73.907
78.937
79.440
5.533
	20.35
	15.60
	39.06
	79.31



注：综合评分= [image: image3.png]
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表3综合评分方差分析

Table3 Varlance analysis of comprehensive score
	变异来源
	SS
	F
	MS
	F
	P

	A
	64.636
	2
	32.32
	1.151
	>0.05

	B
	2.472
	2
	1.24
	0.044
	>0.05

	C
	2168.870
	2
	1084.44
	38.611
	<0.05

	D(误差)
	56.17
	2
	28.09
	
	


 注：F0.05(2,2)=19;F0.01(2,2)=99。
2.5最佳工艺验证试验  按处方比例称取补骨脂、川芎、淫羊藿等8味药材3份，每份214g，按优选的水提工艺进行验证试验，结果补骨脂素、异补骨脂素总含量依次为25.56,26.38,24.91，21.47,18.78，20.81mg·L-1，固形物总量分别为39.82，39.22，38.57g。表明优选的工艺参数稳定可行。
3讨论
    回流提取法是补骨脂最适合的提取方法[7]，在考察用不同溶媒提取全方时，发现不同浓度乙醇和水的提取无明显影响，故选择水提取法。通过正交试验确定提取次数对提取率和干膏率有显著影响，且随着提取次数增加，提取率和干膏率也明显增加，而提取时间以及加水量则无明显影响，故确定提取次数为3次，加水量为8倍，提取时间为1h。
   分别进样补骨脂素和异补骨脂素对照品，确定补骨脂素岀峰时间先于异补骨脂素，为了方便记录和观察，将补骨脂素和异补骨脂素对照品混合进样。由参考2010年版《中国药典》（一部）[8]补骨脂项下含量测定中供试品溶液的制备方法，采用HPLC测定补骨脂素和异补骨脂素的含量，结果二者色谱峰对称性良好，与相邻色谱峰的分离度>1.5,阴性样品对本测定无干扰。
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