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摘要： 目的：优选润肺止咳片的提取工艺。方法：采用正交试验对提取工艺进行优选，以梓醇、阿魏酸、浸出物为指标考察加水量、提取次数、加水倍数对提取工艺的影响，最终确定地黄、熟地黄、白芍、当归的最佳水提工艺。结果：最佳提取工艺为加10倍量水，提取90min，提取2次。结论：为提取工艺的确定和下一步的研制工作提供了科学依据。
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Optimization Study on Extraction Technology of Runfei Zhike Tablets by Orthogonal Design with Multi-targets
LIU lihua1,WANG hongli1( 1.Dept. of pharmacy , The First Affiliated Hospital of Henan College of TCM,Zhengzhou, 450000,china)

[Abstract] Objective: Optimization study on extraction technology of Runfei Zhike tablets. Methods: The orthogonal experiment was used to optimize the extraction technology with alcohol, ferulic acid and the extract as index to investigate the influence of water added, extraction times, adding water multiples on extraction technology and finally determined best water extraction process of radix rehmanniae, prepared rehmannia root, officinale and angelica. Results: The best extraction process was as follows: adding 10 times water quantity, extraction 90min, extraction 2 times. Conclusion: The optimized extraction technology can offer scientific basis for extraction process and the next research work.
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润肺止咳片由百合固金汤演变而来, 主治肺肾阴亏，虚火上炎,灼伤肺金，肺失清肃,咳嗽气喘. 方中百合、生熟地滋养肺肾阴液，并为君药；麦冬、当归助百合以养阴合营，清肺热，玄参、芍药助生熟地以益肾阴，降虚火，共为臣药；贝母、桔梗化痰止咳为佐；甘草调和诸药为使。诸药合用，使阴液恢复，肺金得固，则咳嗽、吐血诸证自愈[1]。现代临床用于治疗肺结核、慢性支气管炎、支气管扩张、慢性咽炎、自发性气胸等属于肺肾阴虚症状。

1材料
    日本岛津 LC-10AVP高效液相色谱仪，AgilentSB-AQ色谱柱(4.6 mm×250 mm, 5μm)，SPD-M10AVP二极管阵列检测器，CTO-10ASVP柱温箱，Shimadzu CLASS-VP色谱工作站，Sartorius CP225D分析天平。

   药材饮片购于禹州药王药业，经作者鉴定均符合2010年版《中国药典》规定。梓醇（808-9301）对照品、阿魏酸(110773-200611)对照品购自中国药品生物制品检定所。所用乙腈、甲醇为色谱纯，水为自制纯水，其他为分析纯。
2 方法与结果
2.1   地黄、熟地黄、白芍、当归的水提正交试验设计   地黄、熟地黄、白芍、当归以水回流提取，采用正交试验考察加水量（A）提取时间（B）和提取次数（C）。正交表见表1
                             表1 水回流提取正交试验因素水平

	水平
	A加水量/倍 
	B提取时间/min
	C提取次数 

	1
	6
	60
	1

	2
	8
	90
	2

	3
	10
	120
	3


2.2   梓醇的含量测定方法
2.2.1  色谱条件及系统适用性试验   流速1 mL·min-1，流动相乙腈-0.1%磷酸溶液，采用梯度洗脱0-15min，乙腈0%-1%，柱温25°C，检侧波长210nm，进样10μL[2]。见图1。
2.2.2   线性关系考察   精密称量梓醇对照品4.55mg，用流动相（1%乙腈）定容至50 mL量瓶中，得浓度为91μg·mL-1的对照品溶液，精密吸取对照品溶液1,2,3,4,5,6mL分别置于10 mL量瓶中，流动相定容，进样10μL，按色谱条件测定，记录色谱图。以峰面积积分值（Y）对进样量（X）进行线性回归，计算得回归方程Y=53576X-4102（r=0.999 9），线性范围0.091～0.546μg。
2.2.3   供试品溶液制备   按处方比例称取药材共9份，按表1正交表加水回流提取，滤过，合并滤液，备用。精密量取上述溶液适量置水浴蒸干，转移至10mL量瓶，甲醇定容，0.45μm滤膜滤过，取续滤液，进样10μL。   

2.2.4   阴性对照溶液的制备   按处方称取药材（缺白芍、当归），按2.2.3项下方法制备，即得阴性对照溶液。
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图1 润肺止咳水提取液中梓醇的HPLC

A. 对照品；B.供试品； C.阴性对照；1. 梓醇
2.3   阿魏酸的含量测定方法 
2.3.1  色谱条件及系统适用性试验   流速1 mL·min-1，流动相乙腈-0.5%磷酸水溶液，梯度洗脱0-21min，A：10.5%，21-40min，A：9%，检测波长316nm，柱温常温，进样10μL。见图2。
2.3.2   线性关系考察   精密称量阿魏酸对照品4.66 mg，用甲醇定容至50 mL量瓶，得93.2μg溶液。精密吸取对照品溶液1，2，3，4，5 mL分别置于10 mL量瓶中，进样10μL，按色谱条件测定，记录色谱图。以峰面积积分值（Y）对进样量（X）进行线性回归，计算得回归方程Y=678138X-23920（r=0.999 8），线性范围0.0932～0.466μg。
2.3.3   供试品溶液制备   同2.2.3项。  

2.3.4   阴性对照溶液的制备   按处方称取药材（缺生地、熟地、白芍），按2.2.3项下方法制备，即得阴性对照溶液。   
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   图2  润肺止咳水提取液中阿魏酸的HPLC

A. 对照品；B.供试品； C.阴性对照；1. 阿魏酸

2.4  方法学考察

2.4.1  精密度试验   取梓醇、阿魏酸对照品溶液，分别按照各自液相方法重复进样6次，每次10μL，测定峰面积，RSD分别为0.55%，1.15%，表明仪器精密度良好。
2.4.2  稳定性试验   取同一供试品溶液分别于0，1，2，4、8h各进样1次，每次10μL，测定峰面积，RSD分别为0.18%， 0.25%，表明供试品溶液在8 h内稳定。
2.4.3  重复性试验   取同一供试品溶液6份，分别按照2.1.1和2.2.1项下色谱条件进行测定，结果RSD分别为0.28%，0.25%，表明方法重复性良好。  
2.4.4  加样回收试验   称取3份已知含量的供试品溶液，分别精密加入梓醇和阿魏酸对照品溶液按2.2.3项方法制备供试品溶液，按2.2.1和2.3.1项下色谱条件进行测定，计算的梓醇平均回收率为100.1%，RSD 1.85%，阿魏酸平均回收率 98.5%,RSD 2.25%。
2.5  正丁醇提取物含量测定   精密吸取水提液50mL，用正丁醇提取3次（20，20，10mL），合并正丁醇提取液于已干燥至恒重的蒸发皿中，水浴蒸干，于105 ℃干燥3 h，移置于干燥器中，放置30min，称定质量，计算正丁醇提取物含量。
2.6  正交试验安排及结果见表2，结果分析见表3
                           表2  试验安排及结果
	No.
	A
	B
	C
	D
	正丁醇提取物/g
	梓醇含量/mg
/mg
	阿魏酸/mg
/mg
	综合评分

	1
2
3
4
5
6
7
8
9
	1
1
1
2
2
2
3
3
3
	1
2
3
1
2
3
1
2
3
	1
2
3
2
3
1
3
2
1
	1
2
3
3
1
2
2
3
1
	0.662
0.792
0.801
0.754
0.870
0.701
0.831
0.840
0.686
	5.41
6.57
6.90
6.44
7.26
5.65
7.35
7.57
5.88
	0.974
1.236
1.389
1.148
1.476
0.849
1.249
1.188
0.927
	3.13

3.82
4.03
3.71
4.24
3.22
4.21
4.31
3.35

	K1
K3
K2
R
	10.97
11.18
11.88
0.91
	11.06
12.37
10.60
1.77
	9.70
11.84
12.48
2.78
	10.72

11.25
12.05
1.33 


工艺评价目标通过指标性成分，提取物来反映，指标性成分通过梓醇、阿魏酸2个指标来反映，根据本方配伍规律，确定以上指标的优先顺序为：梓醇＞阿魏酸＞浸出物。首先指标性成分比浸出物重要的多，梓醇为君药成分，重要性大于臣药，记5分，阿魏酸记3分，浸出物记2分，总分10分。
表3  方差分析   
	方差来源
	SS
	f
	MS
	F
	P

	A
	45.335
	2
	22.667
	0.570
	＜0.05

	B
	170.548
	2
	85.274
	2.144
	＜0.05

	C
	170.282
	2
	85.141
	2.140
	＜0.05

	D
	79.555
	2
	39.777
	
	 


F0.05（2,2）=19.00。
3. 验证试验   
按处方量称取药材3份，按选定的最佳提取工艺提取，测定各指标成分含量。结果见表5。
表5 验证试验
	No.
	正丁醇提取物/g
	梓醇含量/mg
	阿魏酸含量/mg
	综合得分

	1
	0.8366
	7.8949
	1.1663
	4.4647

	2
	0.8479
	7.6749
	1.1789
	4.3607

	3
	0.8559
	7.3731
	1.1865
	4.2137


4．讨论    
从以上试验结果来看，第8组综合得分最高，即最佳工艺为加10倍量水，提取90min提取2次。

近年来中药复方提取的研究很多，关键是如何选择优选指标，以及对所选指标的评价，选择君臣药为主要考察指标，又加入醇提物这一指标，兼备中药复方成分多复杂的特点，更合理有效的反映提取效果，为今后科研提供了一定参考。
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