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[摘要] 　 目的:基于质量源于设计(QbD)理念对肺复方颗粒醇提工艺进行研究与优化。 方法:以固体物质提取量、重楼

总皂苷提取量为关键质量属性(CQAs),采用单因素和正交试验筛选潜在关键工艺参数(CPPs),通过 Box-Behnken 设计建立

模型,考察关键工艺参数与关键质量属性之间的交叉作用,并建立肺复方颗粒醇提工艺的设计空间及空间优化。 结果:方差

分析结果显示所建模型具有统计学意义(P<0. 05 或 P<0. 01),各因素与响应值之间可用所建模型进行函数化。 通过设计空

间优化得到肺复方颗粒最佳醇提工艺为:提取 2 次,提取时间为 2
 

h / 次,加 75%乙醇 6~ 6. 8 倍。 结论:基于 QbD 理念研究和开

发的肺复方颗粒醇提工艺稳定、可靠,为其制剂的工艺开发及质量控制提供了参考。
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[Abstract]　 Objective:To
 

investigate
 

and
 

optimize
 

the
 

alcohol
 

extraction
 

process
 

for
 

Feifufang
 

granules
 

based
 

on
 

the
 

quality-by-design
 

(QbD)
 

concept. Methods:With
 

the
 

extraction
 

yields
 

of
 

solid
 

substance
 

and
 

Rhizoma
 

Pari-
dis

 

total
 

saponins
 

as
 

critical
 

quality
 

attributes
 

(CQAs),single-factor
 

and
 

orthogonal
 

tests
 

were
 

used
 

to
 

screen
 

out
 

critical
 

process
 

parameters
 

(CPPs),and
 

a
 

model
 

was
 

established
 

based
 

on
 

Box-Behnken
 

design
 

to
 

investigate
 

the
 

interaction
 

between
 

CPPs
 

and
 

CQAs
 

and
 

establish
 

the
 

design
 

space
 

and
 

space
 

optimization
 

of
 

the
 

alcohol
 

extraction
 

process
 

for
 

Feifufang
 

granules. Results:The
 

analysis
 

of
 

variance
 

showed
 

that
 

the
 

model
 

established
 

had
 

statistical
 

significance
 

(P<0. 05
 

or
 

P<0. 01),and
 

the
 

relationship
 

between
 

each
 

factor
 

and
 

response
 

value
 

could
 

be
 

function-
alized

 

by
 

the
 

model
 

established. Design
 

space
 

optimization
 

showed
 

that
 

the
 

optimal
 

alcohol
 

extraction
 

process
 

for
 

Feifufang
 

granules
 

was
 

extraction
 

twice, an
 

extraction
 

time
 

of
 

2
 

hours
 

each
 

time, and
 

6 - 6. 8
 

times
 

of
 

75%
 

alcohol. Conclusion:The
 

alcohol
 

extraction
 

process
 

for
 

Feifufang
 

granules
 

developed
 

based
 

on
 

the
 

QbD
 

concept
 

is
 

stable
 

and
 

reliable
 

and
 

provides
 

a
 

reference
 

for
 

the
 

process
 

development
 

and
 

quality
 

control
 

of
 

this
 

preparation.
[Keywords]　 quality-by-design;Feifufang;Box-Behnken

 

design;alcohol
 

extraction
 

process
　 　

 

复方中药因成分复杂且成分间相互交叉作用,难以阐

明有效物质及多靶点等因素,在使用传统“经验控制质量”
时存在主观难度。 质量源于设计(QbD)

 

理念是通过试验设

计确定生产工艺的关键质量属性( CQAs)与关键工艺参数

(CPPs)
 

间的关系模型,建立能够确保产品质量的生产过程

输入及其过程参数的范围,从而实现产品品质与稳定的可

控性[1-3] 。 肺复方系湖南省中医药研究院附属医院协定方,

由重楼、党参等 12 味中药组成,具有益气养阴、化瘀解毒、化
痰散结之功效。 重楼为方中君药,重楼皂苷为其主要药效

成分,故拟对其采用乙醇提取。 本研究基于 QbD 理念采用

单因素结合正交试验筛选肺复方颗粒中重楼醇提工艺的关

键参数,再利用 Box-Behnken 设计优选其提取工艺并建立其

工艺的设计空间,以期为肺复方颗粒醇提工艺提供实验

依据。
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1　 仪器与试药

　 　 高效液相色谱仪( Agilent
 

1260,美国 Agilent 公司);Hy-
persil

 

ODS 色谱柱(4. 6
 

mm×250
 

mm,5
 

μm,广州艾欣科学仪

器有限公司);YPB500 型电子天平(上海光正医疗仪器有限

公司);98-I-B 型电子调温电热套、101-2AB 型电热鼓风干

燥箱、DK-98-Ⅱ电热恒温水浴锅(天津市泰斯特仪器有限

公司);SQP 型电子天平(精确到 0. 0001
 

g,北京赛多利斯科

学有限公司)。 重楼等药材购于湖南省自然堂饮片有限公

司,经鉴定均符合 2015 年版《中国药典》一部相关药材项下

的规定;乙腈(一级色谱纯 Honeywell
 

Burdick
 

&
 

Jackson);重
楼皂苷Ⅰ(批号:111590-201604,纯度 92. 1%)、重楼皂苷Ⅱ
(批号:111591 - 201604,纯度 93. 4%)、重楼皂苷Ⅵ(批号:
111592-201604,纯度 95. 1%)、重楼皂苷Ⅶ(批号:111592-
201604,纯度 92. 5%)对照品均由中国食品药品检定研究院

提供;水为重蒸馏水;其他试剂均为分析纯。
2　 方　 　 法

2. 1　 供试品溶液的制备　 按日用处方量称取重楼药材,加
75%乙醇回流提取,滤过,滤液合并,浓缩后加 75%乙醇定容

至 900
 

ml,备用于固体物质提取量及重楼总皂苷提取量的

测定。
2. 2　 固体物质提取量的测定 　 精密吸取上述定容液各

10
 

ml,置于已恒重的蒸发皿中,水浴蒸干后置于 105
 

℃ 干燥

箱中干燥 3
 

h,取出,置于干燥器中冷却 30
 

min,立即精密称

重,计算固体物质提取量(g / g) [4] 。
2. 3　 重楼总皂苷提取量的测定

2. 3. 1　 色谱条件　 以十八烷基硅烷键合硅胶为填充剂;以
乙腈为流动相 A,以水为流动相 B,按表 1 规定进行梯度洗

脱;检测波长为 203nm,进样量:10
 

μl[5-6] 。
 

表 1　 梯度洗脱表

时间(min) 流动相 A(%) 流动相 B(%)
0~ 40 30~ 60 70~ 40
40~ 50 60~ 30 40~ 70

2. 3. 2　 对照品溶液的制备　 分别称取重楼皂苷Ⅰ、Ⅱ、Ⅵ、
Ⅶ对照品适量,精密称定,加甲醇制成每 1

 

ml 各含 0. 4
 

mg
的混合溶液,即得。
2. 3. 3　 供试品溶液的制备　 取浓缩液 10

 

ml,水浴蒸干后,
加甲醇 40

 

ml 溶解后加热回流 1
 

h,放冷,过滤,取滤液蒸干,
加热水 40

 

ml 使溶解,再用水饱和的正丁醇振摇提取 4 次,
每次 40

 

ml,合并正丁醇液,用氨试液充分洗涤 2 次,每次

40
 

ml,弃去氨试液,正丁醇液蒸干,残渣加水 10
 

ml 使溶解,
放冷,通过 D101 大孔吸附树脂 ( 内径为 1. 5

 

cm, 柱高

12
 

cm),以水 50
 

ml 洗脱,弃去水液,再用 40%乙醇 30
 

ml 洗
脱,弃去洗脱液,再用 70%乙醇 80

 

ml 洗脱,收集洗脱液,蒸
干,残渣加甲醇溶解并定容至 5

 

ml,过滤,即得[7] 。
3　 结　 　 果

3. 1　 关键质量属性(CQAs)及关键工艺参数(CPPs)水平的

初步筛选　 综合肺复方颗粒方解及其临床药理活性成分的

研究,将固体物质提取量、重楼总皂苷提取量作为肺复方颗

粒醇提工艺的 CQAs[8-10] 。 以工艺可控性较强的溶剂量

(A),提取次数(B)
 

和提取时间(C)作为肺复方颗粒醇提工

艺的 CPPs,以 2 种 CQAs 为评价指标,通过单因素试验筛选

CPPs 的参数水平。 取 10 倍日用处方量的重楼,粉碎成最粗

粉,加 75%乙醇浸泡 0. 5
 

h,提取时间为 2
 

h,溶剂量为 8 倍,
考察提取次数为 1、2、3、4 次对 2 种 CQAs 的影响;在浸泡

0. 5
 

h、溶剂量为 8 倍、提取次数为 2 次的条件下,考察提取

时间为 1、 1. 5、 2、 2. 5、 3
 

h 对 2 种 CQAs 的影响;在浸泡

0. 5
 

h、提取时间为 2
 

h、提取次数为 2 次的条件下,考察溶剂

量为 6、7、8、9、10 倍对 2 种 CQAs 的影响。 结果见图 1,综合

考虑对 2 种 CQAs 的影响,初步确定提取次数为 1 ~ 3 次、提
取时间为 1. 5~ 2. 5

 

h、溶剂量为 6~ 8 倍。

图 1　 单因素试验考察结果

3. 2　 关键质量属性的筛选　 为确定肺复方颗粒醇提工艺

的 CQAs,采用正交试验设计[11-12] ,对 2 种 CQAs 进行了测

定,结果见表 2。 对正交试验数据进行方差分析,结果见表

3、4, 结 果 提 示 提 取 次 数 对 浸 膏 得 率 具 有 显 著 影 响
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(P<0. 05)
 

;加水量与提取次数对重楼总皂苷提取量具有

显著影响 ( P < 0. 05)
 

;其他 CPPs 与 CQAs 间并未见显

著关联。
表 2　 正交试验设计表

试验号
溶剂量
(倍)

提取时间
( h)

提取次数
(次)

固体物质提取
量( g / g)

重楼总皂苷提取
量( g / 9

 

g)
1 6 1. 5　 1 0. 1208 0. 0401
2 6 2 2 0. 1836 0. 0763
3 6 2. 5　 3 0. 2059 0. 0931
4 7 1. 5　 2 0. 1538 0. 0794
5 7 2 3 0. 2217 0. 1213
6 7 2. 5　 1 0. 1429 0. 0722
7 8 1. 5　 3 0. 2065 0. 1008
8 8 2 1 0. 1815 0. 0736
9 8 2. 5　 2 0. 2258 0. 0981

固
体
物
质
重

楼
总
皂
苷

Ⅰj 0. 51 0. 48 0. 45 　 0. 57
Ⅱj 0. 52 0. 59 0. 56 　 0. 53 G = ∑

9

i = 1
yi = 1. 64

Ⅲj 0. 61 0. 57 0. 63 　 0. 54 CT = G2 / 9 = 0. 2998
R 　 0. 1035 　 0. 1057 0. 1889 　 　 0. 0353

Ⅰj 0. 21 0. 22 0. 19 　 0. 26

Ⅱj 0. 27 0. 27 0. 25 　 0. 25 G = ∑
9

i = 1
yi = 0. 75

 

Ⅲj 0. 27 0. 26 0. 32 　 0. 25 CT = G2 / 9 = 0. 0633
R 　 0. 0634 　 0. 0431 　 0. 1293 　 　 0. 0102

表 3　 固体物质提取量方差分析表

方差来源 离差平均和 自由度 均方 F 值 P 值

A 0. 0022
 

2 0. 0011 9. 71 >0. 05
B 0. 0022 2 0. 0011 9. 80 >0. 05
C 0. 0061 2 0. 0030 26. 68 <0. 05
D 0. 0002 2 0. 0001

表 4　 重楼总皂苷提取量方差分析表

方差来源 离差平均和 自由度 均方 F 值 P 值

A 0. 0009 2 0. 0005 27. 19 <0. 05
B 0. 0005 2 0. 0003 15. 35 >0. 05
C 0. 0028

 

2 0. 0014 85. 42 <0. 05
D 0. 0000 2 0. 0000

3. 3　 关键质量属性的确定及关系模型的建立 　 为进一步

确定肺复方颗粒醇提工艺的 CQAs,利用软件 Design-Ex-
pert

 

8. 0. 6 设计 3 因素 3 水平的 17 次试验(中心点重复

5 次试验) ,Box-Behnken 试验设计安排及结果见表 5,方差

分析见表 6。 由表 6 可知,固体物质提取量的一项式和二

项式回归总模型具有显著性意义(P< 0. 05) ,且同时失拟

值不显著,但一次项模型的 R2 为 0. 3996,二次项模型 R2

为 0. 9258,因此选择二次项模型;重楼总皂苷提取量的一

次项回归模型方差不显著,而二项式回归总模型方差显著

(P<0. 01) ,失拟值不显著,表明所建二次项模型有统计学

意义,故各因素与响应值之间的关系可以用此模型函数

化。 采用二项式回归和一项式回归模型对 2 个 CQAs(固

体物质提取量、重楼总皂苷提取量)
 

及对应的 CPPs(加水

量、提取次数、提取时间)
 

分别进行拟合,回归方程如下:固
体物质提取量 = 0. 20 + 0. 004288A + 0. 007763B + 0. 031C +
0. 002875AB+0. 0019AC- 0. 0077BC+ 0. 011A2 + 0. 007452B2 -
0. 039C2 ;重楼总皂苷提取量 = 0. 098 - 0. 0058A - 0. 0046B +
0. 016C- 0. 00195AB - 0. 00965AC + 0. 00165BC + 0. 00522A2 -
0. 022B2 -0. 013C2 ;采用回归类型对其结果进行方差分析,
固体物质提取量和重楼总皂苷提取量的二项式回归总模型

方差显著(P<0. 01),失拟值不显著,表明所建模型有统计学

意义。 模型的信噪比 S / N>4,表明模型预测精密度良好,可
开发过程设计空间。 固体物质提取量和重楼总皂苷提取量

二方程的拟合相关系数 R2 分别是 0. 9258、0. 9081,Radj
2

 

分别

为 0. 8304、0. 7900,表明该回归模型具有较好的拟合度。
 

表 5　 Box-Behnken 试验设计表

Run A B C 溶剂量
(倍)

提取时间
(h)

提取次数
(次)

固体物质
提取量(g / g)

重楼总皂苷
提取量(g / 9

 

g)
1 0 0 0 7 2. 00 2. 00 0. 2078 0. 1090
2 1 -1 0 8 1. 50 2. 00 0. 2112 0. 0791
3 1 1 0 8 2. 50 2. 00 0. 2319 0. 0674
4 0 0 0 7 2. 00 2. 00 0. 1888 0. 0859
5 1 0 -1 8 2. 00 1. 00 0. 1414 0. 0776
6 -1 1 0 6 2. 50 2. 00 0. 2092 0. 0868
7 -1 0 1 6 2. 00 3. 00 0. 1873 0. 1225
8 0 -1 1 7 1. 50 3. 00 0. 2017 0. 0801
9 0 -1 -1 7 1. 50 1. 00 0. 1086 0. 0561
10 0 1 -1 7 2. 50 1. 00 0. 1401 0. 0422
11 0 0 0 7 2. 00 2. 00 0. 2037 0. 1012
12 0 1 1 7 2. 50 3. 00 0. 2024 0. 0728
13 1 0 1 8 2. 00 3. 00 0. 1913 0. 0955
14 0 0 0 7 2. 00 2. 00 0. 1756 0. 0888
15 -1 0 -1 6 2. 00 1. 00 0. 1450 0. 0660
16 -1 -1 0 6 1. 50 2. 00 0. 2000 0. 0907
17 0 0 0 7 2. 00 2. 00 0. 1997 0. 1059

表 6　 Box-Behnken 设计方差分析

模型类型
 固体物质提取量

一项式回归 二项式回归

重楼总皂苷提取量

一项式回归 二项式回归

总模型 0. 0279 0. 0040 0. 0821 0. 0042
A 0. 9496 0. 4059 0. 7705 0. 0967
B 0. 0035 0. 1534 0. 0026 0. 1702
C 0. 3996 0. 0004 0. 8499 0. 0011

AB - 0. 6876 - 0. 6631
AC - 0. 7897 - 0. 0582
BC - 0. 2985 - 0. 7062
A2 - 0. 1601 - 0. 2506
B2 - 0. 3016 - 0. 0010
C2 - 0. 0006 - 0. 0169

失拟值 0. 3996 0. 3996 0. 1132 0. 8499
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3. 4　 基于设计空间对肺复方颗粒工艺的确定及验证　 选取

上述性能较优的二项式模型,以最优参数水平 2 次为提取次

数,建立固体物质提取量和重楼总皂苷提取量的响应面(见

图 2)。 由等高线密度分析可知,提取时间对固体物质提取量

及重楼总皂苷提取率的影响较大。 进一步设定固体物质提取

量的优 化 目 标 为 ≥ 0. 1988
 

g / g, 重 楼 总 皂 苷 提 取 量 ≥
0. 082

 

g / 9
 

g,设定设计空间的置信区间 α 为 0. 05,建立提取

工艺控制空间,用 overlay
 

plot
 

展示[13-15](见图 3)。 其中亮黄

色区域为置信度 α 为 0. 05 的控制空间,暗黄色区域为风险区

域。 在图 3 中选取 4 个不同区域内的点来进行验证,4 点的

选取及验证试验结果见表 7。 由表 7 可知,设计空间及置信

区间内的点均满足预设目标:固体物质提取量≥0. 1988
 

g / g,
重楼总皂苷提取量≥0. 082

 

g / 9
 

g,而空间外的点均不满足,表
明在设计空间内操作能保证醇提工艺达到预期目标。

图 2-1　 溶剂量、提取次数、提取时间

　 　 　 　 对固体物质提取量的响应面

图 2-2　 溶剂量、提取次数、提取时间

　 　 　 　 　 对重楼总皂苷提取量的响应面

图 2　 固体物质提取物和重楼总皂苷提取量的响应面图

图 3　 提取工艺设计空间图
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表 7　 验证试验设计表

试验号
提取次数

(次)
提取时间

(h)
溶剂量
(倍)

固体物质
提取量(g / g)

重楼总皂苷
提取量(g / 9

 

g)
1 2 2. 1 6 0. 2046 0. 1003
2 2 1. 9 6. 5 0. 2103 0. 1046
3 2 1 5 0. 1674 0. 0735
4 2 1. 5 6 0. 1845 0. 0703

4　 讨　 　 论

　 　 本研究基于 QbD 理念,采用单因素和正交试验筛选肺

复方颗粒中的醇提工艺参数,进一步采用 Box-
 

Behnken
 

设

计优化肺复方颗粒的醇提工艺,建立设计空间,并结合实际

确定最佳醇提工艺范围为:提取次数为 2 次,溶剂量为 6 ~
6. 8 倍,提取时间 1. 8~ 2. 2

 

h。 验证试验表明,当工艺参数在

建立的设计空间内改变时,产品能达到预期目标。 为了进

一步验证与完善实验室生产工艺的合理性,以达到大生产

的可操作性,按处方配方,对优选的最佳工艺条件进行了三

批放大试验。 结果表明产品的浸膏得率、干膏性质基本稳

定,质量合格,说明工艺基本合理、稳定可行。
重楼为肺复方中的君药,主要成分为甾体皂苷类,其总

皂苷灌服及腹腔注射均能明显抑制 H22 瘤细胞的生长[16] 。
肺复方处方曾以汤剂形式临床使用,故试验曾考察重楼水

提取后重楼总皂苷含量,结果转移率很低,为尽可能提取其

药效成分,也保持原有汤剂效果,最终确定重楼的提取工艺

为醇提后药渣采用继续水提取 1 次,以保证临床疗效。
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