正交试验法优选熟地炭的最佳炮制工艺
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[摘要] 目的：优选熟地炭的最佳工艺。方法：采用正交试验法，对炮制温度、时间和炮制方法3个因素进行考察，以吸附力和水溶性浸出物的含量为指标，采用综合评分法优选出熟地炭的最佳炮制工艺。结果：炮制温度对实验结果有显著性影响，熟地炭的最佳工艺条件为：200℃，烘15 min。结论：优选得到的熟地炭炮制工艺合理可行，可为制定其饮片的质量标准提供依据。
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Orthogonal Test Rehmannia carbon processing technology
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[Abstract]  Objective：To optimize the processing technology of Charcoal of Radix Rehmanniae Praeparata．Method：Orthogonal test was used to study the effect of processing factors: time .temperature and methods. The adsorption power and water extracts of content as an indicator, The comprehensive scoring method is adopted for the optimal processing technology of Radix. Result：The temperature of processing had significant influence on experimental results .The optimum conditions for Rehmannia carbon: 200℃, drying 15min. Conclusion：The optimum Rehmannia carbon preparation technique is reasonably practicable, provide for the development of its Pieces quality standards.
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地黄为玄参科植物地黄Rehmannia glutinosa Libosch.的新鲜或干燥块根[1]。始载于《神农本草经》，列为上品，为临床常用中药之一。熟地炭为其炮制品之一，以补血止血为主，多用于崩漏或虚损性出血。目前对熟地黄的研究主要集中在生品，对其炭品的炮制工艺、化学成分及药理作用都没有深入的研究，故笔者采用正交设计对熟地炭饮片的炮制工艺进行了研究。利用药材对亚甲基蓝的吸附性质，以吸附力为指标，结合水溶性浸出物，采用正交设计，综合评判，优选熟地炭的最佳炮制工艺，为地黄炒炭存性提供科学依据。
1 仪器与材料
1.1仪器 Raytek红外线测温仪（北京雷泰光电技术有限公司），电磁炉，岛津UV-2201紫外可见分光光度计（上海光谱仪器有限公司）；BS 210S Sartorius电子分析天平（北京赛多利斯天平有限公司）；HY-8型恒温调速振荡器（常州国华电器有限公司）。
1.2 材料 地黄药材购自郑州中原正信药材行，经我校中药鉴定教研室董诚明教授鉴定为玄参科植物地黄 Rehmannia glutinosa Libosch.的新鲜或干燥块根。

1.3 试剂 亚甲基蓝为分析纯(广州化学试剂厂，批号：030502)，其余试剂均为分析纯。
2 方法与结果

2.1 试验设计  制炭工艺中的影响因素有锅的品质，如铁锅、铜锅、铝锅，炮制温度、时间和炮制方法等。在实验设计时，考虑到炒炭传统工艺中常用铁锅[2]，而且铁元素对人体影响
较小，又适合工厂生产，且成本较低，故确定锅的品质为铁锅。结合文献资料，选择温度、
时间和炮制方法为考察因素，各因素相应安排了3个水平，选用L9(34)正交表安排实验，因素

水平的安排见表l。
表1  正交试验因素水平表

	水平
	 A 温度/℃
	 B 时间/min
	C 炮制方法 

	1
2
3
	200
220
240
	5
10
15
	炒
烘
煅


2.2 熟地炭的性状  
2.2.1 炒制:分别取熟地炭饮片3份,各50 g，铁锅炒制，以红外线测温仪测定温度，通过调整电磁炉火力控制温度，按正交试验安排进行，制得3份熟地炭样品。

2.2.2 烘制：分别取熟地炭饮片3份,各50 g，置烘箱中，调整烘箱的温度，按正交试验安排进行,制得3份熟地炭样品。

2.2.3 扣锅煅：分别取熟地炭饮片3份,各50 g，置铁锅内，上盖一较小的锅，两锅结合处用盐泥封严，扣锅上压一重物，防止锅内气体膨胀而冲开扣锅。扣锅底部放几粒大米，通过调整电磁炉火力控制温度，按正交试验安排进行，制得3份熟地炭样品。各样品性状见表2。
表2  熟地炭各样品性状
	序 号
	炮 制 条 件
	样 品 性 状

	1

2

3

4

5

6

7

8

9
	200℃、10 min 炒
200℃、10 min 烘
200℃、 5 min 煅

220℃、15 min 烘

220℃、10 min 煅

    220℃、 5 min 炒

240℃、15 min 煅

240℃、10 min 炒

240℃、 5 min 烘
	外部黑褐色,内部棕褐色
内外均为黑褐色

外部焦黑色,内部棕褐色

外部棕褐色,内部深棕色

外部焦黑色,内部黑褐色

外部黑褐色,内部深棕色

内外均为焦黑色

内外均为焦黑色

外部焦黑色,内部黑褐色


2.3吸附力的测定[3]
2.3.1 亚甲基蓝中水分的测定  取亚甲基蓝约0.2 g，置于已在105℃干燥至恒重的扁形称量瓶，精密称定，于105℃干燥4 h后，测定其水分。结果表明亚甲基蓝的含水量为10.25％。
2.3.2 亚甲基蓝标准溶液的配制  取亚甲基蓝约0.18 g，精密称定，置于100 mL量瓶中，加pH≈7的磷酸盐缓冲溶液溶解并稀释至刻度，按公式计算得含以亚甲基蓝干燥品计浓度为1.6199 mg·mL-1的亚甲基蓝对照品母液，再从中精密量取1.4 mL至100 mL量瓶中，加pH≈7的磷酸盐缓冲溶液稀释至刻度，制成每l mL含0.02268 mg的亚甲基蓝标准溶液，即得。

2.3.3 供试品溶液的制备  将熟地各炭品粉碎，分别过80目和100目筛，取80目筛下，100目筛以上的熟地各炭品粉末约0.1 g，精密称定，置l00 mL磨口具塞锥形瓶中，精密加入浓度为0.03240 mg·mL-1的亚甲基蓝溶液20 mL，置恒温振荡器上，选择温度为25℃，振荡器转速150 r·min-1，振荡40 min，滤过，即得。
2.3.4 标准曲线的绘制  精密量取亚甲基蓝标准溶液0，0.5，l，2，3，4，5 mL，分别置25 mL容量瓶中，加pH≈7的磷酸盐缓冲溶液稀释至刻度，摇匀。以第一份溶液为空白，在665 nm处测定吸光度，以吸光度/A为纵坐标，亚甲基蓝的量/mg为横坐标，绘制标准曲线，计算回归方程为：A=8.5859m +0.037，r =0.9995。表明亚甲基蓝在0.01134 mg～0.1134 mg之间呈良好的线性关系。
2.3.5 样品测定
精密量取供试品溶液置于25 mL容量瓶中，依法测定，从标准曲线上读出供试品溶液中未被吸附的量，计算，即得。吸附力=吸附量/样品量

2.4 水溶性浸出物含量测定[4]  取各样品约4 g，精密称定，置250 mL锥形瓶中，精密加水100 mL，按《中国药典》2010年版一部附录X A水溶性浸出物测定法(冷浸法)测定，以干燥品计算样品中水溶性浸出物的含量。

水浸出物含量计分：正交试验结果表明，水浸出物含量最高者为77.05％，将其定为100分，其它样本以下公式计分：得分=水浸出物含量×100/77.05％。

吸附力计分：正交试验结果表明，吸附力最高者为6.20，将其定为100分，其它样本以下公式计分：得分=吸附力×100/6.20。
综合质量评分：吸附力对熟地制炭的影响较大，因此吸附力加权系数定为0.8，水浸出物含量的加权系数定为0.2，综合评分照以下公式计算：
综合质量评分=吸附力得分×0.8+水浸出物含量得分×0.2
各种条件下熟地炭综合评分结果见表3，方差分析见表4。
表3  正交试验设计及结果

	序号
	A         B        C         D        吸附力   水浸出物含量/%  综合评分Y

	1

2

3

4

5

6

7

8

9


K1

K2

K3

R
	1

1

1

2

2

2

3

3

3

90.14
78.42
73.44
16.70
	3

2

1

3

2

1

3

2

1

76.59
76.66
88.75
12.16
	1

2

3

2

3

1

3

1

2

82.79
87.20
72.01
15.19
	1

2

3

3

1

2

2

3

1

82.56
78.84
80.61
3.72
	5.86
5.49
6.20
5.50
5.19
5.42

4.50
5.30
5.78
	58.53
77.05
36.63

37.96
2.75

64.97
3.12
11.95
59.22
	90.08
90.84
89.51
80.82
67.65
86.80
58.87
71.49
89.95


表4  方差分析结果
	方差来源
	SS
	f
	MS
	F
	P

	A

B

C

D（误差）
	441.338

294.200

366.523

20.812
	2

2

2

2
	220.669

147.100

183.262

10.406
	21.206

14.136

17.611
	<0.05

>0.05

>0.05


注：F0.05(2,2)=19，F0.01(2,2)=99

实验结果直观分析表明，熟地炭炮制工艺各因素的影响顺序为：A>C>B，即炮制温度>炮制方法>时间，最佳工艺为A1B3C2。即取熟地适量，置200℃烘箱中烘15 min至发泡鼓起，表面焦黑色，取出，放凉，即得。

4.工艺验证实验
为验证上述最佳工艺条件的科学性、定性和可重复性，进行了3次验证实验，进一步考察正交实验结果的准确性和可靠性。
取熟地原药材3份，每份50 g，200℃烘制15 min，取出，放凉，分别测定吸附力和水溶性浸出物的含量，结果见表5。
表5  熟地炭工艺验证试验结果

	方 案                  试验号                  吸附力              水浸出物含量/%

	A1B3C2
	1
2
3
	5.40
5.42
5.49
	59.13
59.83
60.86


由验证实验结果可见：该优化组合条件下得到的熟地炭的吸附力和水浸出物含量波动不大，吸附力变异系数为1.23％，水浸出物变异系数为2.05％。说明正交试验确定的工艺合理，成品质量稳定，并进一步证明了熟地炭工艺的科学性，成品质量的稳定性和可重复性。

5.小结与讨论
5.1 选用L9(34)正交试验，以水浸出物含量和吸附力为指标，对炮制温度、时间和炮制方法3个影响因素进行考察，经过综合评定得到：影响熟地制炭效果的因素大小顺序为A>C>B，即炮制温度>炮制方法>时间。熟地制炭最佳工艺为A1B3C2，即炮制温度为200℃，时间为15 min，炮制方法为烘制。
5.2 中药饮片经过炒炭处理，能够生成一定数量的炭素（活性炭）,活性炭具有吸附、收敛作用，亦能促进止血过程，且炭素含量与吸附力成正比，考虑其止血作用可能与炒炭后吸附力增强有关[5]，通过测定炭素吸附力间接反映炭药的止血作用[6]。
5.3 多数药物炒炭后产生止血作用，是由于药物本身含有鞣质。笔者通过简单的理化鉴别，证实地黄中不含鞣质。故筛选工艺时，我们采用吸附力和水溶性浸出物作为考察指标。在此基础上优选出来的最佳工艺尚待进一步的完善，为以后筛选熟地炭止血活性部位，并比较熟地制炭前后对大鼠血液流变性及凝血时间的影响[7]打下基础，以期揭示熟地炭的止血作用机理。
[参考文献]
[l] 国家药典委员会．中华人民共和国药典(一部)[S].北京：化学工业出版社，2010：115
[2] 杨中林,高如忠,李叔申.荆芥炭炮制的最佳条件正交筛选实验[J]．中药材，1994，17(9)：26

[3] 许腊英,毛维伦,杨瑾,等.乌梅炭吸附力的测定比较[J].中国医院药学杂志，2004,24（5）：281
[4] 国家药典委员会．中华人民共和国药典(一部)[S].北京：化学工业出版社，2010附录ⅫA：62
[5] 崔永霞,王淑美,梁生旺,等.金银花炭的质量控制研究[J]. 中国实验方剂学杂志，2007,13(3) ：10

[6] 孟江,许舒娅,卢国勇,等.星点设计—效应面法优化姜炭炮制工艺[J].中国实验方剂学杂志，2012,18(2) ：11
[7] 孔祥鹏,陈佩东,张丽,等.蒲黄与蒲黄炭对血瘀大鼠血液流变性及凝血时间的影响[J].中国实验方剂学杂志，2011,17(6) ：129

[收稿日期]


[基金项目] 国家自然科学基金青年基金项目（81102808）


[第一作者] 王娜，硕士，从事中药炮制研究，Tel：15803814755，E-mail：wangna0372@126.com


[通讯作者] ＊李娴，博士，讲师，从事中药炮制与复方研究，Tel：15981979813，E-mail：� HYPERLINK "mailto:lixian0813@126.com" ��lixian0813@126.com�








