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摘要：目的 优选芩翘抗感颗粒提取工艺。方法 以干膏量、黄芩苷提取量为评价指标，选择加水量、提取时间、提取次数为考察因素，利用正交试验L9(34)确定了芩翘抗感颗粒的水提取工艺。结果 最佳提取工艺为加水8倍量，煎煮3次，每次煎煮2小时。结论  提取工艺简单、可行。
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ABSTRACT: Objective To make the optimum process conditions of extraction for Qinqiao Kanggan granules. Method Applying optimum extraction of Qinqiao Kanggan granules coptidis with baicalin and dry-paste as marker was investigated by orthogonal design. Results  Optimum processing condition was as follow: water extraction three times with 8 double，2hr. Conclusion This method is simple and applied rightly in mass production.
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芩翘抗感颗粒由黄芩、连翘、知母、广藿香、板蓝根、生石膏等组成，具有解表宣肺，清热。主治感冒风寒，肺有郁热，症见发热头疼，恶寒无汗或少汗，周身酸疼，咳嗽，咳痰不爽等症状。本方为北京中医药大学附属东直门医院姜良铎教授多年临床运用的经验方，本试验根据处方中药材的主要有效成分的性质、处方的功能主治、临床用药经验、预实验结果、工厂生产实际和参考有关文献[1~3]，采用正交试验设计对方中黄芩等药材的水煎煮工艺，进行了考察，以黄芩中黄芩苷的含量和出膏量为指标。

1仪器与试药

1.1  仪器  

Waters1525高效液相色谱仪（美国Waters）；Waters2487紫外可见检测器（美国Waters）；Mellennium32色谱工作站；METTER Toledo AG135 1/10万电子分析天平（瑞士METTER公司）；KQ-250DB数控型超声波清洗器（昆山市超声仪器公司）；电热恒温水浴锅(北京市长风仪器仪表公司)；98-1-B型电子调温电热套(天津市泰斯特仪器有限公司)；101A-3E型电热鼓风干燥箱(上海实验仪器厂有限公司)。
1.2 药材及试剂  

对照品黄芩苷（批号为：715-200111，供含量测定用）为中国药品生物制品检定所提供，甲醇为色谱纯，水为纯净水，其他试剂均为分析纯。

所用药材购于同仁堂药店，经鉴定[4]黄芩为唇形科植物黄芩Scutellaria baicalensis Georgi的干燥根。连翘为木犀科植物连翘Forsythia suspensa（Thunb.）Vahl的干燥果实。知母为百合科植物知母Anemarrhena asphodeloides Bge.的干燥根茎。广藿香为唇形科植物广藿香Pogostemon cablin（Blanco）Benth.的干燥地上部分。板蓝根为十字花科植物菘蓝Isatia indigotica Fort.的干燥根。生石膏为硫酸盐类矿物硬石膏族石膏，主含含水硫酸钙（CaSO4·2H2O）采挖后，除去泥沙及杂石。
2方法与结果

2.1药材水煎煮工艺研究

2.1.1 正交实验设计

经过预试验，多方考察影响水煎煮的因素，选择加水量、提取时间、提取次数为影响水煎煮的主因素，以黄芩苷含量及出膏量为评价指标，用L9(34)正交表安排试验，因素水平表与正交试验设计见表1、表2。

表1 因素水平表

	      因素

水平
	A

水量/倍
	B

时间/h
	C

提取次数/次
	D

误差

	1
	6
	1
	1
	

	2
	8
	1.5
	2
	

	3
	10
	2
	3
	


2.1.2 提取液的制备

称取黄芩、连翘、知母、广藿香、板蓝根、生石膏等六味药共9份每份100g，加入水，按实验表2进行试验，得水提取液，浓缩并定容至100mL，摇匀，即得。
2.1.3 黄芩苷的含量测定[5]
色谱条件 色谱柱：Diamonsil C18（250mm×4.6mm，5μm）；流动相为甲醇-0.1%磷酸水溶液（48：52）；检测波长：280nm；柱温：30℃；流速：1.0mL·min-1；理论板数按黄芩苷峰计算应不低于2500。

对照品溶液的制备   取在60℃减压干燥4小时的黄芩苷对照品适量，精密称定，加甲醇制成每1mL含0.16mg的溶液。 

供试品溶液的制备  精密吸取浓缩后定容至100mL的药液10mL，转移至100mL量瓶内，加乙醇稀释至刻度，超声处理(功率：250W，频率：40KHz)30分钟，静置，取上清液，滤过，取续滤液，即得。
阴性供试品溶液的制备   按成品制剂方法制得缺黄芩的阴性样品制剂。精密吸取阴性样品制剂浓缩后定容至100mL的药液10mL，按供试品溶液的制备方法制得阴性供试品溶液。

测定法  分别精密吸取对照品溶液与供试品溶液各10μL，注入液相色谱仪，测定，即得。
    系统适用性试验   按前法分别测定样品溶液、对照品溶液、阴性溶液，见图1。结果表明，黄芩苷对照品与芩翘抗感颗粒中黄芩苷的保留时间基本一致，阴性供试品溶液在相应位置处无相应的峰出现，同时与其他组分分离完全。
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　A．黄芩苷对照品；B．样品；C．阴性；1．黄芩苷
图1    芩翘抗感颗粒HPLC图
2.1.4出膏量的测定

精密吸取50mL提取液转移至已称重的干燥蒸发皿中，水浴蒸至近干，置70℃的烘箱进行减压干燥至恒重，计算出膏量。

2.1.5 数据分析

对表2数据进行直观分析，以黄芩苷含量及出膏量为评价指标，均可得出影响水煎煮因素的主次顺序为C、B、A，最佳提取工艺为C3B3A2。对表3、表4数据进行方差分析，因素C对黄芩苷含量有极显著性的影响，对出膏量无影响，而其他两个因素A、B对黄芩苷含量及出膏量均无显著影响。根据以上结果，得出最佳提取工艺为A2B3C3, 即加8倍量水，煎煮3次，每次煎煮2小时。

表2  正交试验安排与结果

	因素

序号              
	A
	B
	C
	D
	黄芩苷

/%
	出膏量/g

	1
	1（6）
	1（1）
	1（1）
	
	18.53
	16.42 

	2
	1（6）
	2（1.5）
	2（2）
	
	26.44 
	24.82 

	3
	1（6）
	3（2）
	3（3）
	
	28.60 
	30.22 

	4
	2（8）
	1（1）
	2（2）
	
	25.66
	26.12 

	5
	2（8）
	2（1.5）
	3（3）
	
	27.06
	29.00 

	6
	2（8）
	3（2）
	1（1）
	
	21.43
	19.54 

	7
	3（10）
	1（1）
	3（3）
	
	26.19
	15.14 

	8
	3（10）
	2（1.5）
	1（1）
	
	20.40
	21.36 

	9
	3（10）
	3（2）
	2（2）
	
	27.42
	28.68 

	黄芩苷
	k1
	24.52
	23.46
	20.12
	∑Y=221.73
	最优C3B3A2

	
	k2
	24.72
	24.63
	26.51
	∑Y2=5564.25
	

	
	k3
	24.67
	25.82
	27.28
	Y=24.64
	

	
	R
	0.19
	2.36
	7.16
	
	
	

	出膏量
	k1
	23.82
	19.23
	19.11
	∑Y=211.30
	最优

C3B3A2

	
	k2
	24.89
	25.06
	26.54
	∑Y2=5211.97
	

	
	k3
	21.73
	26.15
	24.79
	Y=23.48
	

	
	R
	3.16
	6.92
	7.43
	
	
	


表3 方差分析表(黄芩苷)

	变异来源
	离差平方和
	自由度
	方差
	F值
	P

	A
	0.06
	2.00 
	0.03
	0.13
	

	B
	8.33
	2.00 
	4.17
	17.92
	*

	C
	92.71
	2.00 
	46.35
	199.37
	***

	误差
	0.47
	2.00 
	0.23
	
	


F0.1（2，2）＝9.0 ，F0.05（2，2）＝19.00，F0.01（2，2）＝99.0
表4 方差分析表(出膏量)

	变异来源
	离均差平方和
	自由度
	方差
	F值
	P

	A
	15.51
	2.00
	7.75
	0.25
	

	B
	83.10
	2.00
	41.55
	1.34
	

	C
	90.59
	2.00
	45.30
	1.46
	

	误差
	61.93
	2.00
	30.96
	
	


F0.1（2，2）＝9.0 ，F0.05（2，2）＝19.00，F0.01（2，2）＝99.0
2.1.6 验证试验与结果

称取黄芩、连翘、知母、广藿香、板蓝根、生石膏等六味药共3份，按上述制备工艺进行验证，试验结果与正交试验结果相近，说明本提取工艺稳定可行。结果见表5。

表5  验证试验结果

	项       目
	1
	2
	3

	黄芩苷含量/％
	24.55
	23.73
	24.16

	黄芩苷转化率/％
	70.2 
	71.1 
	70.6

	干膏量/g
	31.12
	29.86
	28.12


3讨论

3.1  煎煮方法的确定  方中黄芩、连翘、知母、广藿香、板蓝根、生石膏等六味药在临床上以汤剂应用，同时所含成分经预试验检查，采用水煎煮的方法就能够将其基本提取出来。3.2 制剂的选择  本方为多年临床运用的经验方，以汤剂服用，根据其用药的特点，首先选择了合剂，其工艺简便，服用方便，但制剂的稳定性较差。之后结合现代病人的用药特点，选择无糖颗粒剂。颗粒剂药物经提取，服后吸收快，而且操作简便，制剂稳定，成品体积减少，服用方便，因此最终选择其剂型为颗粒剂。
3.3  评价指标的选择  黄芩为本品方中的君药，黄芩苷是该药的主要有效成分，具有抗炎、抑菌等作用[6]，这与本颗粒剂的功能主治一致；而浸膏量是评价水提取效率的传统手段，故评价指标确定为上述两项是合理可行的。

3.4  最佳工艺的确定  根据以上结果，结合临床上用药、根据生产实际情况，确定水煎煮的工艺为：黄芩等六味药加8倍量水，煎煮3次，每次煎煮2小时。
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