制药工艺条件参数的优化
制药工艺研究是建立在实验基础上的应用研究。在实验室工艺研究中，中试放大研究和规模生产中都涉及化学反应各种条件之间的相互影响等诸多因素；要在诸多因素之间分清主次，这就需要正确地选择试验设计方案（experimental design），利用试验设计寻找影响生产工艺中的内在规律和各因素之间的关系，尽快找出生产工艺设计所要求的参数和生产工艺条件。
工艺优化的意义，就是运用数理统计的方法，合理地安排试验设计方案，首先要求试验中获得的数据准确、重复性好，其次正确地分析数据，以最少的试验次数，最少的人力、物力、财力以及最短时间达到优化生产工艺方案的目的。
本章主要介绍制药工艺优化的基础知识与常见的试验设计方法。
第一节试验设计基础
制药工艺研究按指标的多少可分为单因素研究与多因素研究。单因素影响通常研究得比较少，常常是多个因素之间互相影响，所以常常需要进行多因素的试验设计。使用多因素试验设计进行工艺优化。单纯了解试验设计的意义还不够，通常还需要掌握试验设计方面的基础知识，具体包括试验设计的三要素和三个原则。
一、试验设计的三要素
试验设计的三要素即受试对象、处理因素和试验效应。受试对象（subject）是处理因素作用的客体。受试对象的种类有活体动物、标本或样品、病人或正常人。受试对象的基本条件包括代表性、敏感性、特异性、稳定性。
在试验研究中，对试验指标产生影响的各种原因，都称为因素（factor），因素变化的各种状态称为水平（level）。被试因素（study factor）又称处理因素（treatment factor）。被试因素是试验中的主因素，根据研究目的决定要施加或要观察，能作用于受试对象，能引起直接或间接效应的因素。被试因素在整个试验中应保持一致和稳定。
被试因素的数目与水平组合的基本类型有：①单因素单水平：如夏枯草提出物对原发性高血压患者降压作用的观察等。②单因素多水平：比较不同剂量的某药对某病的疗效。③多因素单水平：如同一复方中不同单味中药，或同一单味中药中不同有效成分的疗效观察。④多因素多水平：如研究六味地黄丸诸成分和不同剂量对降低胰腺切除后血糖水平的影响。
与“被试因素”同时出现，也能使受试对象产生效应的因素属于“非处理因素”或称“区组因素”。非处理因素虽然不是研究因素，但由于其中有些会影响试验结果，产生混杂效应，所以非处理因素又称混杂因素（confounding factor），因为它会干扰试验结果，又称干扰因素。在确定被试因素的同时，还要根据专业知识和试验条件，找出重要的非处理因素，有效控制或消除其干扰作用。
试验效应（experimental effect）是指处理因素作用于受试对象后所表现出来的效果。这种结果常以观察指标为载体客观地表现出来，有定量指标和定性指标。
选择效应指标要求：①客观性。因为观察指标有主、客观之分，中医药临床科研总结出的资料，基本以临床医生经验为主判断，常受主观意识影响。宜在望、闻、问、切等基础上，增加客观指标，如血压、血细胞计数、心电图等。现代医学愈加重视主观指标的应用，通常采取经过严格测试的量表去考核处理因素的效应。②准确度与精密度。准确度（accuracy）是指一个测量值或计算值相对于它的真值的接近度，主要受系统误差影响。而精密度（precision）是指对彼此相同的数值重复测量的接近度，其差值属于随机误差。准确度是最根本的。理想的指标是既准确又精密。③特异度与敏感度。某指标的特异度指鉴别其真伪（阳）性的能力。而敏感度指鉴别其真阳性的能力。高的特异度不易受混杂因素影响，灵敏度高的因素能更好地显示处理因素的效应。④指标的观察。在试验观察中若带偏性，则会影响结果的分析和比较，为最大限度地减少或消除这种偏性，需要使用盲法设计，对指标观察、数据搜集、结论判断，常在不知道分组的情况下进行，病人与研究者都了解分组情况称为不盲，只有病人不
知道分到哪一组称为单盲，病人与研究者都不知道分到哪一组称为双盲，病人、研究者与资料分析人员都不知道分到哪一组称为三盲。
二、试验设计的三原则
试验设计的三原则即对照的原则、随机的原则、重复的原则。
对照（control）的作用在于用对比鉴别的方法来研究处理因素的效应，充分显示被试因素的效应。为此设立与试验组具有同质可比性的对照组，试验组与对照组除被试因素不同外，其他非被试因素尽量相同或相近，主要非处理因素均衡可比。对照组与试验组应始终处于同时同地，即进行同期对照（concurrent control）。对照的方式有多种，可根据研究目的及内容选择，常用对照方法有：①安慰剂对照（placebo control）：用双盲法，采用剂型、外观、重量、气味和口味等都与试验药尽可能保持一致，对人体无害又不含有研究药物的有效成分的伪药物（如乳糖片、生理盐水注射液）作对照，目的是克服研究者、受试者和参与评价人员等由于心理因素等影响而形成的偏倚。同时安慰剂（placebo）对照也可分离出由于研究药物所引起的真正的不良反应。安慰剂对照常常是双盲研究，可以是平行对照，或者是交叉对照。②空白对照（black control）：对照组不施加任何试验措施，在动物试验和试验室试验中常用。临床试验中，病人利益第一，一般不设空白对照，只对某些病情较轻或长期稳定无任何危险的疾病，如HBsAg携带者、近视、感冒、慢性气管炎等可设空白对照。③试验对照（experimental control）：对照组施加部分处理因素，但不是所研究的因素。例如，研究心舒丹中丹参治疗心绞痛的作用，试验组用心舒丹方，包括丹参、川芎、红花、降香等几种药物，而对照组不加丹参，其余成分相同。但须注意药物间的交互作用。④自身对照（self control）：对照与试验针对同一受试对象进行，例如，测量30名成年高血压病人服药前后的收缩压、对同一名学生的前后测验，严格说它们不属于同期对照，因此在试验中最好设立另外一个对照组，使用处理前后效应的差值来比较其真实的效果。⑤标准对照（standard
 control）：不设对照组，而是用标准值或正常值对照。例如，试验指标血红蛋白的对比，在临床试验中多用此法，在试验室研究中也常常使用于某种新法是否能够代替老方法。
随机化（randomization）是指每个受试对象都有同等机会被抽取，避免主观因素，对试验结果有影响的未知与无法控制的因素，都能够均衡地分配到试验组与对照组中去，保证比较组间均衡齐同。随机化是排除非试验因素干扰，防止选择性偏倚（bias）的重要手段，是统计分析的基础。随机化的方法，可以采用随机数字表或随机排列表进行随机分组，由于统计软件的流行，也可采用统计软件随机分组。
重复的原则主要有重复数和重现性两方面的含义：①试验需要有重复数（即适当的样本含量），才能估计和降低试验误差。②可靠的试验结果应能在相同的条件下重复出来，这对于推广试验结果至关重要。
三、常用试验设计方法
常用试验设计方法，有完全随机设计、析因设计、正交设计、均匀设计和星点设计。完全随机设计最简单，但需用的试验对象较多。析因设计（factorial design），是一种多因素多水平交叉分组，进行全面试验的设计方法，试验精度比较高。正交设计、均匀设计是用正交表、均匀表来安排试验，试验次数较少，使用方便，容易实现。星点设计对试验指标的测量比较较之上述设计严格，特点是通过软件产生效应面直接判断效应范围，能够优选最佳方案，常常和析因设计联合使用。
1. 完全随机设计（completelyrandomdesign） 是一种单因素 k （ k ≥2）水平单效应变量的设计方法。有两种分组方式：①将受试对象随机分配到各处理组中；②分别从不同总体中进行随机抽样，获取代表各不同总体的随机样本。要求组间均衡可比，即在可能条件下，先按非被试影响因素分层，而后在分层基础上随机分配样本；尽量使每组间样本数相等或接近，完全随机设计各组样本含量可以不等，但在样本总量不变的条件下， n 1 = n 2 
时检验效率较高。
2. 随机同期对照设计（randomizedconcurrentcontrolledtrial，RCT） 临床试验中，将 n 个同质的合格的愿意加入试验的受试对象随机分配到对照组与试验组，使具有可比性。然后，试验组给予新措施，对照组给予标准对照或安慰剂，同步前瞻性观察两组结局的差别，称为随机同期对照试验。基本要求是分层随机、同步试验、盲法观察。
3. 配对设计（paireddesign） 是将某些性质或条件相似的研究对象、部位配成相应的对子，然后采取随机分组的方法，将其中之一分配到试验组，另一个分到对照组，连续试验若干对，观察比较干预与对照的差异。配对设计可控制一些主要的影响因素，使两组非处理因素更具可比性，且此方法简便、经济、高效。根据受试对象的来源不同，配对设计可分为同体配对和异体配对。
4. 随机区组设计（randomizedblockdesign） 随机区组设计又称配伍组设计，是配对设计的扩大（配对设计可视为配伍组设计的简单形式）。设置配伍组的条件和配对条件相同，先将条件相近的受试对象配伍，然后将每个配伍组中的受试对象随机分配到各对比组。例如把12只小白鼠按体重相近分为3个配伍组，每个区组有4只小白鼠，分别接受3种不同的处理。随机区组设计的优点是每个区组的受试对象具有好的同质性，组间均衡性好，与完全随机设计比较，减少了误差。
5. 析因设计（factorialdesign） 是一种把多因素多水平交叉分组，进行全面试验的设计方法。析因设计常用于试验重复方便，试验费用低、周期短、因素间交互作用复杂，而且在专业上很有意义的情况。在临床研究中，评价联合用药效应时，可以考虑用析因设计。

例如某中医院用中药复方治疗高胆固醇症，将12例高胆固醇病人随机分为4组治疗：第一组用一般疗法；第二组在一般疗法外加用A药；第三组用一般疗法外加B药；第四组在一般疗法外加A药和B药。一个月后观察胆固醇降低量（%），检验A、B药是否有降胆固醇作用？两药有无交互作用？在这里A、B两药各有用和不用两个水平，称为2×2析因设计，统计学上常常用2×2析因设计的方差分析检验A药与B药是否有作用以及二者之间是否有交互作用。


第二节
正交设计
进行制药工艺条件优化时，需要安排多个因素多个水平的试验，因此，常用的方法是利用正交表安排试验，正交试验的特点是均匀分散、整齐可比。均匀分散使试验点均衡分布于试验范围内，试验点有充分的代表性；整齐可比使试验结果具有可比性，既可减少试验次数，又可进行全面比较，以获取较好试验方案。
在试验过程中，影响试验结果的条件叫做因素或因子。一项试验涉及的因素可能很多，不可能把所有的因素全部考虑，只能抓住主要的因素进行研究。这就需要在试验之前，根据研究目的和条件，结合专业知识和实践经验认真分析，精选试验因素。
因素的不同数量等级或状态，会导致不同的试验结果，这些数量等级或状态称为因素的水平。重要因素的水平数可多取一些，各水平间的距离要定得恰当。
衡量试验结果好坏的标准，称为试验指标。在制定试验方案的同时，应根据试验目的，确定出最能客观反映试验结果好坏的一个或几个考察指标。
例16-1 某药厂为改革“潘生丁”环合反应旧工艺，其主要目的是想利用尿素与双乙烯酮来代替旧工艺中的硫脲及乙酰乙酸乙酯，其指标是6-甲基脲嘧啶的收率，列出因素水平表，见表16-1。
表16-1　因素水平表
[image: ]
若对这3个因素3个水平的所有搭配都试验，则需要作3 3 =27次搭配，称为全面试验法。这27个试验的具体情况是：
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若孤立地考虑各个因素，则可以先固定一些因素进行搭配，称为简单比较法。如，每次固定2个因素，比较一个因素，先固定 A 于 A 1 ， B 于 B 1 ，让 C 变化，即：
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然后固定 A 于 A 1 ， C 于 C 2 ，让 B 变化，即：
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最后固定 B 于 B 3 ， C 于 C 2 ，让 A 变化，即：
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简单比较法由三次试验可以选出较好搭配 A 3 B 3 C 2 ，试验次数不多，但水平搭配不均匀（可能漏掉好的搭配）、费时（后一批试验要等前一批结果），通常可用正交表的方法来进行试验。
一、正交表
正交表是一种特殊表格，例如表16-2，有7个列，2个水平，8次试验，称为7因素2水平8次试验的正交表，常记作 L n （ K m ）， L 称作正交表；下标 n 表示正交表的行数，也即试验次数； m 表示正交表的列数， K 表示各因素的水平数，读作“ m 因素 K 水平 n 次试验的正交表”。下面以两个常用正交表为例说明其构造特点。见表16-2，表16-3。
表16-2 L 8 （2 7 ）正交表
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表16-3 L 9 （3 4 ）正交表
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正交表具有：①表中任意一列不同水平出现的次数都相同，这就是正交表的“均衡性”；②表中任意两列都包含了可能出现的同行数对，并且出现次数相同，这就是正交表的“正交性”。
由于正交表具有上述两条性质，所以用正交表安排试验具有“均匀分散、整齐可比”的特点。
二、正交设计的步骤
明确试验目的，选定试验指标，再凭借专业知识和经验，选择对指标有一定影响的因素和各因素比较合适的水平，最后选择正交表，作表头设计。
1. 选表 根据水平数选择正交表，并使其列数略多于因素个数。如果要考虑因素之间的交互作用，则交互作用也应单独作为一个独立因素看待。
2. 表头设计 对选好的正交表作表头设计。如果不考虑交互作用，可随意安排各个因素在表头的各列上，下面的数字就是该列因素所对应的试验水平；如果要考虑交互作用，必须
把因素安排在适当的列，并借助某些正交表所搭配的两列间交互作用表，确定因素的交互作用列。
例16-2 某药物提取试验以3因素3水平安排正交试验，不考虑交互作用，采用4因素3水平9次试验的正交表 L 9 （3 4 ）。
表16-4　因素水平表
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例16-3 某药物配伍试验以6因素3水平安排正交试验，用7因素3水平18次试验的正交表 L 18 （3 7 ）。
表16-5　因素水平表
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表16-6 L 18 （3 7 ）正交试验表
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例16-4 安排4因素2水平试验。
（1）若不考虑交互作用，可选 L 8 （2 7 ）表，将 A 、 B 、 C 、 D 四因素安排在1、2、4、5列上。
（2）若考虑 A × B 、 A × C ，则应把 A 、 B 、 C 、 D 安排在1、2、4、7列，并由与 L 8 （2 7 ）相配的交互作因为 A 安排在第1列， B 安排在第2列，由表16-7知，第1列和第2列的交互作用 A × B 应安排在第3列， A × C 安排在第5列。正交表中，不安排因素的列称为空白列，在方差分析中，空白列作为误差列，作表头设计一般都要留一列作为空白列。
表16-7　与 L 8 （2 7 ）配合的任意两列之间的交互作用表
[image: ]
若要考虑更多的交互作用，则需要选择更大的正交表安排试验。
3. 安排试验 按照正交表的方案安排试验，并记录试验结果。正交表中的数字表示因素所取水平。如：因素 A 、 B 、 C 、 D 分别安排在 L 8 （2 7 ）中的第1、2、4、7列，第2行相应数字为“1、1、2、2”表示第2号试验是在各因素组合为 A 1 B 1 C 2 D 2 的条件下进行试验。这样分别作完表中各号试验，并记录每次试验结果。注意试验次序可随机选择而不必按照试验号次序进行试验。
三、进行正交试验需要注意的问题
在正交试验中选择因素要具有可比性，由于“整齐可比”是正交试验最突出的优点。因此在一次正交试验时不可能容纳全部因素，由于工序不同，应该把可比因素放在一次试验中，而不能把不可比且属于下一道工序的因素放进来，换句话说，不可比因素不能安排在同一个正交表中。
交互作用是指一个因素不同水平间的效应受到另一因素的影响。如果一个因素的不同水平间的效应差因为另外一个因素水平的影响而呈现较大幅度的增加，其差别在统计学上有显著意义，可认为两因素有协同交互作用；若一个因素的不同水平间的效应差因为另外一个因素水平影响而呈现较大幅度的下降，其差别在统计学上有显著意义，可认为两因素有拮抗交互作用；如果一个因素在另一因素不同水平的影响下，其不同水平效应差呈现等幅增加或降低，称为该效应不受另外因素的影响，即两因素
没有交互作用。在正交试验中可分析多种交互作用，如一级交互作用 A × B 、二级交互作用 A × B × C 。药物研究和开发一般是选择没有交互作用的因素。
四、正交设计分析举例
正交试验按照每个水平是否进行重复试验，分为无重复试验和重复试验两种。
1. 无重复三水平试验
例16-5 对某种中药中某一有效成分的提取工艺研究，采用3因素3水平，因素水平表如表16-8。
表16-8　因素水平表
[image: ]
（1）选表　可以根据水平数确定正交试验表的类型。2水平就选2水平表，3水平就选3水平表。也可以根据自由度原则确定表的大小。关于自由度有如下两条规定：
①正交表的自由度 f 表 =试验次数-1；表中每列自由度 f 列 =该列水平数-1。
②某因素的自由度 f =该因素自由度-1；试验总自由度 f 试 =要考察的自由度之总和。选表时首先计算 f 试 ，然后在相应水平正交表中选取满足 f 试 ≤ f 表 的最小正交表。
对于本例， f A = f B = f C =3-1=2，因此有 f 试 = f A + f B + f C =6，在3水平的正交表中满足 f 试 ≤ f 表 的最小正交表是 f 表 =8的4因素3水平9次试验的正交表 L 9 （3 4 ）。
（2）表头设计　表头是正交表第1行的列号，表头设计要把所考虑的因素安排到各列上，如不考虑交互作用可随意安排，本例不考虑交互作用，可把因素 A 、 B 、 C 顺次安排到第1、2、3列上，第4列作为空白列。
（3）安排试验　见下面的试验草表。（表16-9）
表16-9　正交试验草表
[image: ]
（4）试验结果的直观分析　试验结果分析主要解决3个问题：①确定每个因素各水平的优劣；②分析因素主次；③确定最佳试验方案。
（5）确定最佳试验方案　根据前面得到的结果选择最佳试验方案。
例16-6 根据例16-5提供的表16-9，对试验结果进行直观分析。
（1）从上面试验结果可看出 A 因素取1水平最好； B 因素取1水平最好； C 因素取3水平最好。
（2）确定各因素各水平的优劣　由表16-9计算各因素不同水平下提取物含量的合计值。
Ⅱ A = y 4 + y 5 + y 6 =21.9+22.26+12.85=57.01
Ⅱ B = y 2 + y 5 + y 8 =20.06+22.26+14.89=57.21
Ⅱ C = y 2 + y 4 + y 9 =20.06+21.90+22.22=64.18
表16-10　正交试验表
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