正交试验法优选祛风通络胶囊的提取工艺
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[摘要]  目的：优选祛风通络胶囊的提取工艺。方法：采用正交试验法，考察乙醇用量、回流次数、回流时间、乙醇浓度4个因素对提取工艺的影响，每个因素设计3个水平，以青藤碱转移率、干浸膏得率为考察指标，采用反相高效液相色谱法测定青藤碱的含量，烘干法测定干浸膏得率。结果：最佳提取工艺为药材加8倍量70%乙醇,加热回流提取2次，每次2h。结论：经正交设计优选的祛风通络胶囊的提取工艺可行，可用于指导祛风通络胶囊的生产。
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Optimization of extracting technology of QuFengTongLuo Capsule by orthogonal test
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ABSTRACT: OBJECTIVE To study extracting technology of QuFengTongLuo capsule and provide reference datas for it's preparation in production. METHODS Optimizing etracting technology of QuFengTongLuo capsule was used by orthogonal experiment table L9(34) while the concentration of sinomenine and the dry extract as indexes. It was investigated four factors, alcohol concentration, alcohol volume, the number of extracting times, extracting time respectively. RESULTS The optimal extracting condition was as follows: extracting with 8-fold 70% alcohol for two times, two hours for each times. CONCLUSION The optimized condition is the best for the extracting of QuFengTongLuo capsule and this technology can be used to guide the production of it.
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祛风通络胶囊用于治疗风湿性、类风湿性关节炎。功效是祛风除湿、通络止痹痛。其中青风藤是君药，其主要化学成分有青藤碱、双青藤碱、木兰花碱、尖防己碱等,青藤碱具有抗炎、镇痛的药理作用[1]，为祛风通络胶囊中主要药效成分。为提高祛风通络胶囊提取工艺的科学性和合理性,本实验以青藤碱含量和干浸膏得率为指标,采用正交实验优化其最佳提取工艺,为生产提供科学依据。

1  仪器与试药

1.1  仪器  旋转蒸发仪（上海申顺生物科技有限公司，型号：R-201）；恒温水浴锅（上海申顺生物科技有限公司，型号：W201B）；真空干燥箱（北京科伟永鑫实验仪器设备厂，型号：DEF型）；Dionex高效液相色谱仪；Hypersil C18分析柱(5μm，4.6mm×150mm，大连伊利特)。1.2  试药  青风藤、川牛膝、木通、当归、川芎、甘草购于西安中药材饮片厂，经第四军
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医大学药学系天然药物学教研室老师鉴定以上几种药材均符合2005版药典相关项下要求。青藤碱对照品（中国药品生物制品检定所，批号：110551-200706）。水为纯水,乙腈为色谱纯,乙醇为分析醇。
2  方法与结果

2.1  干浸膏得率的测定  

2.1.1  正交实验设计  根据预实验结果，选用乙醇为溶剂,将乙醇浓度、乙醇用量、提取时间、提取次数作为考查因素，设计正交试验表(见表1),试验因素与水平见表1

表1  试验因素与水平L9(34) 

	水平
	因素

	
	A乙醇浓度/%
	B乙醇量/倍
	C提取时间/h
	D提取次数

	1
	50
	6
	1
	1

	2
	70
	8
	2
	2

	3
	90
	10
	3
	3


2.1.2  样品制备  按表1中给定的实验条件进行操作，称取处方比例的青风藤、川牛膝、木通、当归、川芎、甘草适量，共9份。进行乙醇加热回流提取，提取液过滤后合并，回收乙醇至无醇味，然后低温真空干燥得固体，取出置烘箱中干燥至恒重，置于干燥器内，放置45min，迅速称重。按下列公式计算干浸膏得率：干浸膏得率%=干浸膏重量/g ÷原药材重量/g×100%，结果见表2。
2.2  青藤碱含量测定方法学的建立 

2.2.1  色谱条件[2]  Hypersil ODS柱(5μm，4.6×250mm)；流动相:乙腈－磷酸盐缓冲液（0.005moL·L-1磷酸氢二钠溶液，以0.005moL·L-1的磷酸二氢钠调节pH值至8.0；再以1％三乙胺调节pH值至9.0）(50:50)为流动相；流速：1.0mL· min-1,检测波长为262nm,进样量:20μL,理论塔板数按青藤碱对照品峰计均大于3000。

2.3.2  方法学考察  进行青藤碱含量测定方法学考察，得到青藤碱线性回归方程为Y=890335X+73747, r=0.9999，测定结果表明青藤碱在2.80μg～15.88μg范围内呈良好的线性关系。精密度试验RSD=0.99%（n=5）；重复性试验RSD=1.66%（n=5）；加样回收率试验为平均回收率94.95%，RSD为1.4%（n=5）。 

2.4  含量测定  精密称取干浸膏1g，置具塞锥形瓶中,精密加入甲醇25mL,称定重量,超声处理30min,放冷,再称定重量,用甲醇补足损失的重量,摇匀,滤过,取续滤液,再用0.45μm微孔滤膜过滤即得。按照2.2.1色谱条件进行HPLC检测,求得青藤碱含量。同法测得药材青风藤中青藤碱的含量，按照公式：青藤碱转移率=提取得到干浸膏中青藤碱含量/mg÷药材中青藤碱含量/mg×100%，计算青藤碱的转移率，结果见表2

2.5  数据处理和统计分析  采用正交设计助手II软件对结果进行正交实验的方差分析。结果见表3。

表2  正交试验设计及结果

	试验号
	试验因素
	青藤碱

转移率%
	干浸膏

得率%

	
	A
	B
	C
	D
	
	

	1
	1
	1
	1
	1
	50
	15.11

	2
	1
	2
	2
	2
	54.01
	17.74

	3
	1
	3
	3
	3
	49.86
	18.33

	4
	2
	1
	3
	2
	64.37
	21.89

	5
	2
	2
	1
	3
	75.60
	20.04

	6
	2
	3
	2
	1
	75.54
	20.25

	7
	3
	1
	2
	3
	73.03
	16.78

	8
	3
	2
	3
	1
	66.21
	16.98

	9
	3
	3
	1
	2
	69.36
	15.70

	X1
	51.290
	62.467
	63.917
	64.987
	

	X2
	71.837
	65.273
	62.580
	67.527
	

	X3
	69.533
	64.920
	66.163
	60.147
	

	Y1
	17.060
	17.927
	17.447
	16.950
	

	Y2
	20.727
	18.253
	18.443
	18.257
	

	Y3
	16.487
	18.093
	18.383
	19.067
	

	R1
	20.547
	2.806
	3.583
	7.380
	

	R2
	4.240
	0.326
	0.996
	2.117
	


表3青藤碱转移率-L9（34）正交试验方差分析表

	方差来源
	离差平方和
	自由度
	F

	A
	760.290
	2
	54.225*

	C
	19.674
	2
	1.403

	D
	84.342
	2
	6.015

	误差
	14.02
	2
	1.000


注：*,P<0.05

表4干浸膏得率-L9（34）正交试验方差分析表

	方差来源
	离差平方和
	自由度
	F

	A
	31.751
	2
	198.44*

	C
	1.874
	2
	11.713

	D
	6.844
	2
	42.775

	误差
	0.16
	2
	1.000


注：*,P<0.05
根据表2的极差R值可以看出,各因素指标对青藤碱转移率的影响的重要性次序为A2>D2>C3>B2,方差分析表明,乙醇溶液的浓度对实验结果有显著性的影响（P<0.05）,而乙醇用量对实验结果无显著性的影响。各因素指标对干浸膏得率影响的重要性次序为A2>D3> C2> B2,方差分析表明,乙醇溶液的浓度对实验结果有显著性的影响（P<0.05）。综合影响二者的影响因素以及结合实际生产角度考虑，祛风通络胶囊的乙醇最佳提取工艺为A2D2B2C2,即溶剂为70%乙醇,溶剂量为药材的8倍, 加热回流提取2次，每次提取时间为2h。

2.6  工艺验证  称取处方量药材，用8倍量70%乙醇，加热回流提取2次，每次2小时，所得提取物按2.1.2项下处理并计算干浸膏得率，按2.2.1项下进行青藤碱含量测定，并计算青藤碱转移率，结果见表4。结果表明优选出的工艺条件稳定，合理可行。

表5-最佳工艺验证结果

	样品号
	青藤碱转移率%
	干浸膏得率%

	1
	74.39
	21.35

	2
	74.02
	21.12

	3
	73.94
	19.99


 3  讨论

祛风通络胶囊主治风湿性、类风湿性关节炎，为了提高其疗效改进该制剂，在本研究中我们通过正交试验筛选其提取工艺。青风藤中主要药效成分青藤碱在有机溶剂中的溶解度较大，结合预试验结果，我们选择乙醇为溶剂，采用加热回流提取的方法进行提取。该制剂为中药复方制剂，某些单一成分或几个有效成分浸出量的多少并不代表总有效成分浸出量的多少，故将浸膏得率作为正交试验评价指标，能更全面地反映提取工艺的优劣。选择有效成分青藤碱的转移率以及总固体物提取率作为筛选指标对于指导实际生产有着现实的意义，通过对优化出的工艺验证结果表明该提取工艺具有较好的稳定性,且操作简单,生产成本低,适合产业化生产,为今后应用开发打下了良好基础。
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