

术甘合剂提取工艺研究
张璐
【摘要】目的：优选术甘合剂的最佳提取工艺条件。方法：以总皂苷和甘草酸铵的含量为指标，采用L9(34)正交设计法，对影响其提取率的重要因素加水量、煎煮时间和煎煮次数进行优选。5％香草醛－冰醋酸显色，利用分光光度法于367nm处测定总皂苷吸光度；采用HPLC测定甘草酸铵的含量，Agilent XDB-C18 色谱柱(4.6mm×150mm 5 μm)，乙腈-0.05%磷酸为流动相梯度洗脱，检测波长250nm，流速1.0 mL/min。结果：优选的最佳水提取工艺条件为6倍量水，提取2次，每次2 h。结论：该提取工艺条件稳定可行、重复性好，符合工业生产的需要。
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[bookmark: _GoBack]术甘合剂是我院治疗发热的临床经验方，以中医理论为指导，遣方用药，结合现代医学理论，形成的中医药治疗发热的临床经验方，经过长期临床观察和研究，并在临床观察中显示出较好的临床疗效。原方为汤剂，传统用法为处方中饮片按照先煎后下原则，煎成汤药口服。处方由炙黄芪、炙甘草和炒白术等中药组成，有补肺健脾除热、祛湿通络之功效。本文主要对处方的提取工艺研究进行报道。
1 材料
1.1 仪器  Shimadzu LC-10ATvp型高效液相色谱仪（自动进样器SIL-20A，输液泵LC-10ATvp，检测器SPD-M10Avp），工作站CLASS-VP V6.14 SP1；可见-紫外分光光度计（UV-260，日本岛津）；赛多利斯 CP225D 电子分析天平（德国）；AEL-200电子分析天平（湘仪天平仪器设备有限公司）；AP-01P型真空泵（天津奥特赛恩斯仪器有限公司）；色谱柱：Agilent XDB-C18 柱(4.6×150mm 5μm)。
1.2 试药  中药饮片购自河南中一医药有限责任公司，经河南中医学院第一附属医院陈天朝主任药师鉴定，均符合《中国药典》2010年版一部项下有关规定要求[1]；甘草酸铵对照品（110731-200614）由中国食品药品检定研究院提供。甲醇、磷酸为色谱纯，水为纯化水。香草醛、冰醋酸和高氯酸等化学试剂均为分析纯，由天津市永大化学试剂有限公司提供。
2 方法与结果
2.1 提取工艺路线的选择
根据处方中各味药材的成分分析[2]，最终确定对炙甘草等药材采用水煎煮提取，用正交试验对提取条件进行优选。
2.2 正交实验设计
根据可能影响本品质量的工艺因素[3-6]，选择如下因素水平表进行实验设计，以总皂苷吸光度和甘草酸铵为考察指标成分，采用L9(34)正交表安排实验对加水量、提取时间、提取次数进行考察。因素水平表见表 1。
[bookmark: _Ref322597825]表1  因素水平表
	水  平
	因   素

	
	A加水量
	B提取时间
	C煎煮次数 

	1
	6倍
	1小时
	1次

	2
	8倍
	1.5小时
	2次

	3
	10倍
	2小时
	3次


2.3 样品制备 按处方比例，称取饮片9份，按表3试验安排提取，合并提取液，放至室温，测量体积，备用。
2.4 总皂苷吸光度测定
2.4.1 最大吸收波长的确定  精密吸取供试品溶液0.5ml，置20ml具塞试管中，加入5%香草醛-冰醋酸溶液0.2ml，然后加入高氯酸0.8ml，摇匀，置70℃水浴中加热15min，取出，用冷水迅速降至室温，后加入冰醋酸5ml，摇匀，以相应试剂为空白对照，置紫外分光光度计下对样品溶液进行全波长扫描，样品紫外吸收图见图1。
[image: ]
图1  水煎液总皂苷紫外吸收图谱（最大吸波长367nm）
2.4.2 吸光度测定法  精密吸取供试品溶液0.5ml，置20ml具塞试管中，加入5%香草醛-冰醋酸溶液0.2ml，然后加入高氯酸0.8ml，摇匀，置70℃水浴中加热15min，取出，用冷水迅速降至室温，后加入冰醋酸5ml，摇匀，以相应试剂为空白对照，依法测定吸收度，计算，以总皂苷吸光度换算值为指标。结果见表3。

2.5 含量测定
2.5.1 对照品溶液的制备　取在60℃减压干燥4小时的甘草酸铵对照品适量，精密称定，加甲醇制成每lml含0.1mg的溶液，即得。
2.5.2 供试品溶液的制备　精密取正交试验的样品10.00ml置25ml量瓶中，加甲醇定容至刻度，滤过，取续滤液即得。
2.5.3 阴性对照溶液的制备　按处方比例分别称取本处方中除甘草以外的其他药材，按正交5号的条件制备阴性样品，然后按供试品溶液制备方法方法制备阴性溶液。
2.5.4 色谱条件　根据已有报道优选色谱条件[7-11]，最终选定色谱柱：Agilent XDB-C18 柱(4.6×150mm 5 μm)；以乙腈-0.05%磷酸为流动相梯度洗脱，检测波长为250 nm，流速：1.0 mL/min。梯度洗脱比例见表2。
表 2梯度洗脱表
	时间（分钟）
	流动相A（%）
	流动相B（%）

	0～8
	19
	81

	8～35
	19→50
	81→50

	35～36
	50→100
	50→0

	36～40
	100→19
	0→81



2.5.5 专属性试验　照上述色谱条件，吸取甘草酸铵对照品溶液、供试品溶液和阴性溶液各20μL，分别注入色谱仪中。色谱图见图1。结果供试品溶液色谱图中，在与对照品色谱相应的位置上，有一相同的色谱峰，而阴性溶液在待测组分处无干扰。
 A 甘草酸铵对照品；B 供试品；C 阴性对照（缺甘草）[image: C:\Users\s\Documents\Tencent Files\191829785\FileRecv\MobileFile\Image\WZIFKLP2I]V(IB89LDW3C33.jpg][image: C:\Users\s\Documents\Tencent Files\191829785\FileRecv\MobileFile\Image\LWFA173BA@CU%X0_W4{~$9I.jpg][image: C:\Users\s\Documents\Tencent Files\191829785\FileRecv\MobileFile\Image\6JHUEVH[5@3%[(~U)JQ_8KT.jpg]
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图1  HPLC图
2.5.6 标准曲线的绘制　取甘草酸铵对照品溶液2、4、6、8、10 μL，分别注入高效液相色谱仪，按上述色谱条件测定其峰面积。分别以甘草酸铵峰面积为纵坐标，进样质量为横坐标，进行线性回归，得甘草酸铵回归方程为：Y= 676185.5 X- 26025.3（r = 0.999 9，n=5.）。结果表明甘草酸铵在0.39~2.00μg范围内线性关系良好。
2.5.7 精密度试验　取甘草酸铵对照品溶液，连续进样6次，每次20 μL，测定甘草酸铵峰面积，计算得其RSD为1.2%。结果表明，仪器精密度良好。
2.5.8 稳定性试验　吸取供试品溶液20 μL，每隔一段时间进样1次，测定8h内甘草酸铵峰面积，计算得其RSD分别为1.8%。结果表明供试品溶液在8h内稳定。
2.6 数据处理与工艺优选　以吸光度换算值和甘草酸铵的提取含量计算正交试验结果，并进行方差分析，结果见3、4。
[bookmark: _Ref322597818][bookmark: _Ref322620423]表 3正交试验表及结果
	试验号
	因素
	吸光度
换算值
	甘草酸铵含
量/（mg·g-1）

	
	A/倍
	B/h
	C/次
	D
	
	

	1
	1
	1
	1
	1
	18.12
	5.34

	2
	1
	2
	2
	2
	25.54
	11.01

	3
	1
	3
	3
	3
	47.08
	17.25

	4
	2
	1
	2
	3
	26.78
	11.46

	5
	2
	2
	3
	1
	45.72
	10.05

	6
	2
	3
	1
	2
	22.07
	9.61

	7
	3
	1
	3
	2
	46.34
	12.20

	8
	3
	2
	1
	3
	23.00
	7.42

	9
	3
	3
	2
	1
	28.11
	17.72

	吸光度换算值
	I
	90.74
	91.24
	63.19
	91.94
	
	

	
	II
	94.57
	94.25
	80.42
	93.95
	
	

	
	III
	97.45
	97.26
	139.14
	96.86
	
	

	
	SS
	7.554
	6.040
	1056.943
	4.064
	
	

	甘草酸铵含量
	I
	33.60
	28.99
	22.36
	33.11
	
	

	
	II
	31.11
	28.49
	40.19
	32.82
	
	

	
	III
	37.34
	44.57
	39.50
	36.12
	
	

	
	SS
	6.536
	55.802
	67.941
	2.240
	
	


[bookmark: _Ref322597821]表 4方差分析表
	指标
	方差来源
	离差平方和
	自由度
	方差
	F
	P

	吸光度换算值
	A
	7.554
	2
	3.777
	1.859 
	

	
	B
	6.040
	2
	3.020
	1.486
	

	
	C
	1056.943
	2
	528.471
	260.073 
	P<0.05

	
	D
	4.064
	2
	2.032
	　
	

	甘草酸铵含量
	A
	6.536 
	2
	3.2681
	2.918
	

	
	B
	55.802
	2
	27.901
	24.911 
	P<0.05

	
	C
	67.941
	2
	33.970
	30.330
	P<0.05

	
	D
	2.240
	2
	1.120
	　
	


注：F0.1（2,2）=9.0 ， F0.05（2,2）=19.0 ， F0.01（2,2）=99.0。
结果分析：经方差分析可知，基于可见-紫外分光光度法的试验结果显示因素C（煎煮次数）有显著性影响，因素A（加水倍数）和B（煎煮时间）无差异；基于HPLC含量测定的结果显示，因素B、C有显著性影响，因素A无差异。对比分析正交实验结果，确定最佳提取工艺为A1B3C3，即加水6倍，煎煮3次，每次2h。
2.7 工艺验证试验　称取3份单处方比例的药材，按照优选的工艺提取，用上述方法测定总皂苷吸光度及甘草酸铵的含量。结果显示吸光度换算值与测定的含量均接近正交3号，故认为该优选出的工艺条件稳定可行，重复性好。
3 讨 论
本实验以本院临床常用经典方剂术甘汤为研究对象，测定了术甘汤中主要药效组分总皂苷总光度和君药甘草中主要药效成分的含量，用以作为优选术甘合剂提取工艺的指标，为术甘合剂的工艺确定提供了科学依据。
在总皂苷吸光度测定时，经尝试未找到合适的对照品，故选择了吸光度换算值作为指标。经200～760 nm的全波长扫描后发现，供试品在367 nm处有明显吸收，选择367 nm为测定波长。
曾尝试同时选用两个君药的主要药效成分含量作为指标之一，但炙黄芪中毛蕊异黄酮葡萄糖苷的含量较低（据《中国药典》2010版一部炙黄芪项下规定，饮片含毛蕊异黄酮葡萄糖苷不得少于0.020%），以毛蕊异黄酮葡萄糖苷为质控指标，实际意义不大；而炙甘草中甘草酸铵含量较高，故选择甘草酸铵作为提取工艺指标之一，结合总皂苷的测定，共同优选术甘合剂提取工艺。
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