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基于 ＱｂＤ理念的丹参醇提工艺设计空间的建立与验证

罗　赣　徐　冰　刘　倩　李　洋　史新元　乔延江
（北京中医药大学中药信息工程研究中心，北京，１０００２９）

摘要　目的：建立并验证丹参醇提工艺的设计空间。方法：以隐丹参酮、丹参酮 ＩＩＡ提取率为关键质量属性（ＣＱＡ），以乙醇浓
度、乙醇倍量、煎煮时间为关键工艺参数（ＣＰＰ），采用中心点复合设计安排实验，基于二次多项式回归模型开发丹参醇提工艺设
计空间。结果：方差分析结果显示模型的Ｐ值均小于００５，且失拟值均大于０１，表明该模型可以较好的描述ＣＱＡ和ＣＰＰ之间
的关系设计空间以Ｏｖｅｒｌａｙｐｌｏｔ展示，在加入９５％置信区间后，可缩小设计空间范围并提高其可靠性。结论：基于质量源于设
计（ＱｂＤ）理念建立丹参醇提工艺设计空间可以提高工艺过程的稳健性和灵活性。
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　　人用药物注册技术标准国际协调会（ＩＣＨ）于２００５
年出台的ＩＣＨＱ８［１］中提出了“质量源于设计（Ｑｕａｌｉｔｙ
ｂｙＤｅｓｉｇｎ，ＱｂＤ）”的理念，ＱｂＤ是将科学的方法和风险
管理的理念应用于药品工艺开发和生产全过程。实施

ＱｂＤ的核心之一在于为制剂工艺建立设计空间。在
ＩＣＨＱ８中设计空间被定义为：可以确保产品质量的输
入变量（例如原材料的质量属性）和工艺参数之间的

多维组合与相互作用。

目前，设计空间已应用于化学药品的干燥［２］、混

合［３］、制粒［４］、包衣［５］等生产过程，以及生物制品的菌

苗培养［６］等过程，但在中药制剂生产过程中的应用较

少［７－８］。本文以丹参醇提过程作为研究对象，“将质量

源于设计”的理念和“设计空间”（Ｄｅｓｉｇｎｓｐａｃｅ）的方法
应用于中药提取过程，从设计层面保证丹参提取物的

质量，利用响应面方法设计实验，建立基于 ＱｂＤ理念

的丹参醇提工艺设计空间并进行了验证。

１　仪器与试药
Ａｇｉｌｅｎｔ１１００液相色谱仪（美国安捷伦公司）；电热

套（北京中兴伟业仪器有限公司）、ＤＺＦ－６０５０型真空
干燥箱（上海一恒科技有限公司）、ＳａｒｔｏｒｉｕｓＢＳ２１０Ｓ天
平（德国赛多利斯公司）。

丹参饮片（购自北京本草方源药业有限公司，批号

２０１２０４０２），对照品隐丹参酮、丹参酮 ＩＩＡ（购自中国食
品药品检定所，批号分别为１１０８５２－２００８０６和１１０７６６
－２００６１９），乙腈、甲醇（色谱纯，Ｆｉｓｈｅｒ），其他试剂均
为分析纯。

２　方法
２１　丹参提取物制备　取丹参饮片５００ｇ，加乙醇回
流提取 ２次，滤过，合并滤液，减压回收乙醇，浓缩，
８０℃干燥，粉碎成细粉。
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２２　丹参药材中隐丹参酮和丹参酮 ＩＩＡ的含量测定
　１）对照品溶液的制备：精密称取隐丹参酮、丹参酮
ＩＩＡ适量，以甲醇为溶剂，配置成浓度为含隐丹参酮３０
μｇ／ｍＬ、丹参酮ＩＩＡ１３０μｇ／ｍＬ的混合对照品溶液。
２）供试品溶液的制备：取丹参粉末（过三号筛）约

０３ｇ，精密称定，置具塞锥形瓶中，精密加入甲醇 ５０
ｍＬ，称定重量，加热回流 １ｈ，放冷，甲醇补足重量，摇
匀，滤过，取续滤液即得。

３）色谱条件：ＡｇｉｌｅｎｔＳＢＣ１８色谱柱（２５０ｍｍ×４６
ｍｍ，５μｍ），柱温２５℃，流速１ｍＬ／ｍｉｎ，流动相为甲醇：
水＝７５：２５，检测波长２７０ｎｍ。
２３　丹参醇提物中隐丹参酮和丹参酮 ＩＩＡ的含量测
定　１）对照品溶液的制备：同２２项下“对照品溶液的
制备”。

２）供试品溶液的制备：取丹参醇提物约１０ｍｇ，精
密称定，置１０ｍＬ容量瓶中，加甲醇使溶解，并稀释至
刻度，摇匀，滤过０４５μｍ滤膜，取续滤液即得。
３）色谱条件：ＡｇｉｌｅｎｔＳＢＣ１８色谱柱（２５０ｍｍ×４６

ｍｍ，５μｍ），柱温２５℃，流速１ｍＬ／ｍｉｎ，流动相为乙腈
－００２６％磷酸水溶液，梯度洗脱，梯度设置如表１，检
测波长为２７０ｎｍ。

表１　梯度洗脱表

时间／ｍｉｎ Ａ（乙腈） Ｂ（００２６％磷酸水溶液）

０～２０ ２０→６０ ８０→４０
２０～５０ ６０→８０ ４０→２０

２４　响应面实验设计
２４１　关键质量属性（ＣＱＡ）和关键工艺参数（ＣＰＰ）
的确定：目标成分隐丹参酮（Ｙ１）和丹参酮 ＩＩＡ（Ｙ２）的
提取率作为ＣＱＡ，乙醇浓度（Ａ，８０％ ～１００％），乙醇倍
量（Ｂ，６～１２倍），煎煮时间（Ｃ，０５～３小时）作为
ＣＰＰ。拟定工艺目标为隐丹参酮和丹参酮 ＩＩＡ的提取
率分别大于７０％和５０％。
２４２　中心点复合设计　利用Ｄｅｓｉｇｎｅｘｐｅｒｔ８０软件
安排２０次实验（α值选择１，中心点重复６次）。因素
水平如表２所示。

表２　丹参醇提因素水平表（α＝１）

因素 低水平 高水平 －α ＋α

Ａ 乙醇浓度（％） ８０ １００ ８０ １００
Ｂ 乙醇倍量（倍） ６ １２ ６ １２
Ｃ 煎煮时间（ｈ） ０５ ３ ０５ ３

３　结果与讨论
３１　实验结果
３１１　丹参药材隐丹参酮和丹参酮含量测定结果　

本批次药材中丹参中隐丹参酮含量为（２９±０００８３４）
ｍｇ／ｇ（ｎ＝３），丹参酮 ＩＩＡ含量为（４７±００２２１）ｍｇ／ｇ
（ｎ＝３），药材质量符合药典要求。
３１２　提取率实验结果　根据中心点复合实验设计
安排进行工艺操作，根据出膏率、丹参醇提物中隐丹参

酮含量、丹参酮 ＩＩＡ含量计算隐丹参酮（Ｙ１）、丹参酮
ＩＩＡ提取率（Ｙ２），结果如表３。

表３　ＣＣＤ实验数据

实验
因素

Ａ Ｂ Ｃ
响应值

Ｙ１／％ Ｙ２／％

１ ９０００ ９００ １７５ ８０７８ ６４３５
２ ８０００ ６００ ０５０ ８７０３ ７０７２
３ ９０００ ６００ １７５ ７２４１ ５０８２
４ １００００ １２００ ０５０ ８１６４ ６１３１
５ １００００ ６００ ０５０ ８８９１ ６６４６
６ ９０００ ９００ １７５ ８１８６ ５７８５
７ １００００ １２００ ３００ ７３０４ ５８４８
８ ９０００ ９００ １７５ ５３７９ ３６３５
９ ９０００ ９００ １７５ ７７１１ ５９２０
１０ ８０００ １２００ ３００ ４０３６ ２６０４
１１ ９０００ ９００ １７５ ５８８２ ４２６３
１２ １００００ ９００ １７５ ８２４１ ６３４７
１３ ９０００ １２００ １７５ ５７７６ ３８０８
１４ ８０００ １２００ ０５０ ４８４１ ３４２９
１５ ８０００ ９００ １７５ ７５７０ ５６７９
１６ ９０００ ９００ ３００ ７０３０ ４７６０
１７ ９０００ ９００ ０５０ ８７５０ ５９７９
１８ ９０００ ９００ １７５ ６８６０ ４７８２
１９ ８０００ ６００ ３００ ５３５３ ３８２８
２０ １００００ ６００ ３００ ７９５０ ６００６

表４　方差分析表－Ｙ１

变异源 平方和 自由度 均方值 Ｆ值 Ｐ值

模型 ２８５５６ ９ ３１７２９ ３２７ ００３９３
Ａ １００９６ １ １００９６ １０４１ ０００９１
Ｂ ６４２６４ １ ６４２６４ ６６３ ００２７７
Ｃ ５８９１３ １ ５８９１３ ６０８ ００３３４
ＡＢ １８１０６ １ １８１０６ １８７ ０２０１７
ＡＣ ６９３４ １ ６９３４ ０７２ ０４１７５
ＢＣ ８６２０ １ ８６２０ ０８９ ０３６７９
Ａ２ ４２３３ １ ４２３３ ０４４ ０５２３７
Ｂ２ ２７７５４ １ ２７７５４ ２８６ ０１２１５
Ｃ２ ３９０８ １ ３９０８ ０４０ ０５３９７
残差 ９６９３６ １０ ９６９４
失拟值 ２７２６１ ５ ５４５２ ０３９ ０８３６９
纯误差 ６９６７５ ５ １３９３５
总计 ３８２４９６ １９

３２　模型的建立及评价
３２１　模型的建立　采用二次多项式模型对两个
ＣＱＡ（Ｙ１，Ｙ２）及相应的 ＣＰＰ（Ａ，Ｂ，Ｃ）分别进行拟合，
Ｙ１和Ｙ２的的回归方程分别是：

Ｙ１＝４３０６－７８９６×Ａ＋１６１６×Ｂ－４３６６×Ｃ＋
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０１５８６×Ａ×Ｂ＋０２３５５×Ａ×Ｃ＋０８７５３×Ｂ×Ｃ＋
００３９２３×Ａ２－１１１６×Ｂ２＋２４１３×Ｃ２

Ｙ２＝７４３６－１４７１×Ａ－３１８０×Ｂ－４３９０×Ｃ＋
０１７４８×Ａ×Ｂ＋０３１４６×Ａ×Ｃ＋０９２５８×Ｂ×Ｃ＋
００７４５９×Ａ２－０９１３３×Ｂ２＋０６５３６×Ｃ２

二方程的拟合相关系数 Ｒ２分别是 ０７４６６和
０７５９５，表明响应值 Ｙ１和 Ｙ２实际值与预测值之间具
有较好的的拟合度，因此可以使用此模型来预测隐丹

参酮和丹参酮ＩＩＡ提取率的实际情况。
３２２　方差分析　方差分析结果以 Ｙ１为例，如表４
所示。

可以看出，对于 Ｙ１和 Ｙ２，模型的 Ｐ值均小于
００５（显著），且失拟值均大于０１（不显著），表明所建
模型可靠，各因素与响应值之间的关系可以用此模型

函数化。乙醇浓度Ａ，乙醇倍量Ｂ，煎煮时间Ｃ的Ｐ值
均小于００５，表明 Ａ、Ｂ、Ｃ三个因素对 Ｙ１，Ｙ２具有显
著影响，且影响程度排序均为 Ａ＞Ｂ＞Ｃ。但 ＡＢ，ＡＣ，
ＢＣ的Ｐ值均小于００５，表明 Ａ、Ｂ、Ｃ三个因素的交互
作用对Ｙ１，Ｙ２的影响不显著。
３３　响应面分析　以 Ｙ１为例，图１为隐丹参酮的提
取率随乙醇浓度和乙醇倍量变化的响应面图，图２为
隐丹参酮的提取率随乙醇浓度和煎煮时间变化的响应

面图。

图１　乙醇浓度和乙醇倍量对隐丹参酮（Ｙ１）
提取率影响的响应面图

图２　乙醇浓度和煎煮时间对隐丹参酮（Ｙ１）
提取率影响的响应面图

　　由上图可以直观的看出，乙醇浓度 Ａ对于 Ｙ１和
Ｙ２的影响相比乙醇倍量Ｂ和煎煮时间Ｃ更大，与方差
分析结果一致。在规定的范围内，乙醇浓度越高，煎煮

时间越短，有效成分的提取率就越高，这也符合了隐丹

参酮和丹参酮 ＩＩＡ两种醇溶性成分遇热不稳定的特
点［９］。

３４　设计空间的建立　在设定的参数空间内搜索同
时满足两个目标（Ｙ１＞７０％，Ｙ２＞５０％）的所有因素组
合，即构成设计空间，结果用 ＯｖｅｒｌａｙＰｌｏｔ展示，如图３
所示。

图３　不带有置信区间的丹参醇提工艺的设计空间

　　由图３可以看出，白色部分即为丹参醇提工艺的
设计空间，但由于模型的预测值与真实值之间存在一

定差异，所以设计空间的边界具有不确定性。为了应

对设计空间边界的不确定性，在定义设计空间时可加

入置信水平α＝００５的置信区间，将设计空间优化，结
果应用Ｏｖｅｒｌａｙｐｌｏｔ展示，如图４所示。

图４　加入９５％置信区间的丹参醇提工艺的设计空间

　　由图４可以看出，白色部分即为优化后的设计空
间，即整个空间内所有的点的估计值都符合工艺目标

要求（Ｙ１＞７０％，Ｙ２＞５０％），深灰色部分属于原有设
计空间内不可靠的部分，即此空间内的估计值有５％
的概率无法满足原有的工艺目标要求。

３５　验证实验　在图４中选取５个不同区域内的的
点来做验证实验，５点的选取如表５所示。验证实验
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结果如表６所示。

表５　验证实验点的选取

实验 乙醇浓度 乙醇倍量 煎煮时间 实验点的说明

ＹＺ１ ８０ １０ ２ Ｙ１＜７０％且Ｙ２＜５０％
ＹＺ２ ８０ ６ １８ Ｙ１＜７０％且Ｙ２＜５０％
ＹＺ３ １００ ６ ０５ Ｙ１＞７０％，Ｙ２＞５０％，９５％置信区间外

ＹＺ４ １００ ６５ ０９
Ｙ１＞７０％，Ｙ２＞５０％，Ｙ１９５％置信
区间外，Ｙ２９５％置信区间内

ＹＺ５ １００ ８ ０５ Ｙ１＞７０％，Ｙ２＞５０％，９５％置信区间内

表６　设计空间验证实验结果

实验 Ｙ１（％） Ｙ２（％）

ＹＺ１ ２７３３ ２３０８
ＹＺ２ ２６２５ ２１３７
ＹＺ３ ６７１８ ５８０６
ＹＺ４ ６１９１ ５０５２
ＹＺ５ ７０６５ ６２５６

　　由验证实验结果可知，ＹＺ１、ＹＺ２和 ＹＺ５均符合预
设要求。ＹＺ３和ＹＺ４中Ｙ１＜７０％，Ｙ２＞５０％，Ｙ２均符
合预设要求而 Ｙ１却没有达到，这表明由于９５％置信
区间的加入，相比未加入９５％置信区间，设计空间边
界的不确定性得到了较好的印证。

４　结论
本文采用中心点复合设计对丹参醇提工艺进行优

化，并构建了丹参醇提工艺的设计空间。加入９５％置
信区间后，设计空间的范围有所缩小，提高了设计空间

的可靠性。实验结果表明，基于 ＱｂＤ理念建立丹参醇
提设计空间可提高工艺过程的稳健性和可靠性。
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［１３］褚小立，袁洪福，陆婉珍．近红外分析中光谱预处理及波长选择方法

进展与应用［Ｊ］．化学进展，２００４，１６（４）：５２８－５４２．

（２０１３－１０－３０收稿）

·６８２１· ＷＯＲＬＤＣＨＩＮＥＳＥＭＥＤＩＣＩＮＥ　Ｎｏｖｅｍｂｅｒ．２０１３，Ｖｏｌ．８，Ｎｏ．１１
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