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摘要: 目的　 评价蒜氨酸提取工艺。 方法　 采用特征图谱分析氨基酸组成, 数值分类法、 主成分分析评价提取工艺,
CRITIC 权重法计算蒜氨酸、 大蒜多糖药效贡献率。 结果　 10 批样品特征图谱中有 11 个特征峰, 工艺路线 D 为最佳工

艺, 蒜氨酸、 大蒜多糖药效贡献率分别为 83. 68% 、 16. 20% 。 结论　 特征图谱结合多指标药效贡献率可更准确地评价

蒜氨酸提取工艺。
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　 　 大蒜为百合科葱属植物蒜 Allium
 

sativum
 

L. 的地下鳞

茎, 是一种药食两用植物[1] , 具有防止心血管疾病[2] 、 抗

病原微生物[3] 、 抗氧化[4] 等药理活性。 蒜氨酸 (S-烯丙

基 L-半胱氨酸亚砜) 是大蒜中特有的含硫氨基酸, 被 《美

国药典》 选为质量控制的指标成分[5] 。
H2 S 是继 NO 和 CO 之后发现的第 3 种内源性气体信号

分子, 具有重要的生理功能, 大蒜为其天然供体, 蒜氨酸、
S-烯丙基-L-半胱氨酸 (SAC) 等含硫氨基酸均可在体内生

成它[6] 。 另外, 大蒜中还含有大量其他氨基酸, 其中精氨

酸、 谷氨酰胺含量较高, 并且后者为还原型谷胱甘肽

(GSH) 合成提供前体, 而 GSH 可与含硫氨基酸在体内转

化为 H2 S[7] ; 前者是 NO 合酶底物, 而 NO 可与 H2 S 产生协

同作用保护心肌[8] 。 同时, 大蒜中也含有大量糖类, 多糖

可促使免疫性肝损伤患者建立新的免疫平衡, 从而保护

肝脏[9] 。
蒜氨酸提取工艺放大过程中采用多种途径进行优化,

提取物中含有多种氨基酸和多糖, 故需要将有效成分与药

效相结合来全面评价并优化工艺。 本实验根据合作企业优

化工艺提供的多个提取物, 提高特征图谱结合多指标药效

贡献率来评价蒜氨酸提取工艺。
1　 材料

1. 1　 仪 器 　 高效液相色谱仪 ( 型号 LC-2010AD-SPD-
RID)、 紫外分光光度计 (型号 UV-2700)(日本岛津公司);
电子分析天平 (型号 AB135-S, 瑞士梅特勒-托利多公司)。

1. 2　 试剂与药物　 三乙胺 (天津光复精细化工有限公司,
20110509); 异硫氰酸苯酯 (北京百灵威试剂有限公司);
正己烷 (天津市富宇精细化工有限公司, 20150207); 三水

醋酸钠 [福晨 (天津) 化学试剂有限公司, 20140804]。
天冬氨酸、 谷氨酸、 丝氨酸、 甘氨酸、 组氨酸、 精氨酸、
苏氨酸、 丙氨酸、 脯氨酸、 蒜氨酸、 酪氨酸、 缬氨酸、 蛋

氨酸、 胱氨酸、 亮氨酸、 苯丙氨酸、 色氨酸、 赖氨酸、 谷

氨酰胺、 S-烯丙基-L-半胱氨酸 (SAC)、 S-甲基-L-半胱氨酸

(SMC)、 反-4-羟基-L-脯氨酸、 L-天冬酰胺 (北京百灵威试

剂有限公司)。 蒜氨酸对照品 (新疆埃乐欣药业有限公司,
批号 20160615)。 硫酸、 蒽酮 (分析纯)。
1. 3　 样品　 具体信息见表 1。

表 1　 不同提取工艺下蒜氨酸提取物信息

编号 提取工艺 批号

S1 工艺路线 A 20180326
S2 20180514
S3 工艺路线 B 20180723
S4 20190301
S5 20190302
S6 工艺路线 C 20190401
S7 20190502
S8 20190503
S9 工艺路线 D 20190901

S10 20191001
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2　 方法与结果

2. 1　 氨基酸特征图谱建立

2. 1. 1　 对照品溶液制备　 取各氨基酸对照品适量, 制成贮

备液, 精密量取 0. 4
 

mL, 加异硫氰酸苯酯、 含三乙胺的乙

腈溶液各 0. 2
 

mL, 混匀, 40
 

℃水浴反应 40
 

min, 0. 8
 

mL 正

己烷萃取 2 次, 合并下层溶液, 滤过, 即得。
2. 1. 2　 供试品溶液制备　 精密称取蒜氨酸提取物 100

 

mg,
置于 10

 

mL 量瓶中, 加水至刻度, 精密量取 0. 4
 

mL, 按

“2. 1. 1” 项下方法处理, 即得。
2. 1. 3　 色谱条件　 参考文献[10]报道,流动相 12. 6

 

μg / mL
三水醋酸钠(A)-[甲醇-乙腈-水(2 ∶ 6 ∶ 2)](B),梯度洗脱;
体积流量 1. 0

 

mg / mL;柱温 35
 

℃ ;进样量 10
 

μL。
2. 1. 4　 图谱生成　 取 10 批样品, 按 “2. 1. 2” 项下方法制

备供试品溶液, 在 “2. 1. 3” 项色谱条件下进样测定, 对

照品、 供试品溶液典型色谱图分别见图 1 ~ 2。 将特征图谱

(图 3) 数据导入国家药典委员会 “中药特征图谱相似度评

价系统 (2012A) ” 软件, 经校正, 图谱自动匹配后生成

对照图谱, 确定并指认出 11 个特征峰。

图 1　 氨基酸对照品典型色谱图

图 2　 蒜氨酸提取物典型色谱图

1.
 

天冬酰胺　 2.
 

丝氨酸　 3.
 

谷氨酰胺　 4.
 

组氨酸　 5.
 

精氨

酸　 6.
 

丙氨酸　 7.
 

脯氨酸　 8.
 

蒜氨酸　 9.
 

缬氨酸　 10.
 

SAC
11.

 

赖氨酸

图 3　 10 批样品特征图谱

2. 1. 5　 方法学考察　 取供试品溶液适量, 在 “2. 1. 3” 项

色谱条件下进样测定 5 次, 测得各特征峰相对保留时间、
相对峰面积 RSD 均小于 3% , 表明仪器精密度良好。 平行

制备 6 份供试品溶液, 在 “2. 1. 3” 项色谱条件下进样测

定, 测定各特征峰相对保留时间、 相对峰面积 RSD 均在小

于 3% , 表明该方法重复性良好。 取供试品溶液适量, 于

0、 2、 4、 8、 12、 24、 48
 

h 在 “2. 1. 3” 项色谱条件下进样

测定, 测得各特征峰相对保留时间、 相对峰面积 RSD 均小

于 3% , 表明溶液在 48
 

h 内稳定性良好。
2. 1. 6　 数值分类法分析

 

　 对特征图谱保留时间、 峰面积

进行提取, 采用 Shannon 模式进行量化[11-12] , 公式为

I1 = - ∑
m

k = 1

rk
n

log2
rk
n( ) , 其中 n 为最大特征色谱峰数目;

m 为相对保留时间在开区间 (0, 1) 被分成的组数, 一般

取 20; rk 为第 k 组中记录的色谱峰数, I1 为通过解析特征

图谱中色谱峰数量的一维信息, 表示该提取物中成分数量,
即定性指标, 当在加入色谱峰面积或峰高的另一维信息时,

上述公式修正为 I2 = - ∑
m

k = 1

rk
n ∑

rk

j = 1
Ajk log2(

rk
n ∑

rk

n
Ajk) , 其中

Ajk 为第 k 组中第 j 个检视斑点色谱峰面积或峰高, I2 为包

括特征图谱定性和定量二维信息的函数, 即定量指标。 结

果见表 2。
表 2　 工艺数值分类结果

编号 提取工艺 I1 I2

S1 工艺路线 A 3. 39
 

-6. 65×107

S2 3. 58
 

-7. 39×107

S3 工艺路线 B 3. 42 -1. 60×108

S4 3. 55
 

-1. 40×108

S5 3. 48
 

-1. 19×108

S6 工艺路线 C 3. 17
 

-2. 15×108

S7 3. 32
 

-2. 09×108

S8 3. 31 -1. 93×108

S9 工艺路线 D 3. 06
 

-2. 87×108

S10 3. 37 -2. 37×108

　 　 从特征图谱的模糊性出发, I1 可用于分类鉴别, 其数

值越接近, 工艺越相似, 表 2 显示, 以 3. 39 为阈值, 工艺

路线 A、 B 的 I1 在 3. 39 ~ 3. 58 范围内, 归为ⅠA 类; 工艺

路线 C、 D 的 I1 在 3. 06 ~ 3. 37 范围内, 归为ⅡA 类, 表明

这 2 类在氨基酸成分组成上具有差异。 I2 可于品质优劣比

较, 其绝对值越高, 质量越好, 表 2 显示, 不同工艺 I2 依

次为工艺路线 D>工艺路线 C>工艺路线 B>工艺路线 A, 即

工艺路线 D 最佳, 工艺路线 A 最差; 工艺路线 A、 B 得分

差异较大, 表明两者氨基酸含量明显不同; 工艺路线 C、 D
得分接近, 表明后者虽然优于前者, 但优化效果不明显。
2. 1. 7　 主成分分析

 

　 将 10 批样品中蒜氨酸、 精氨酸、
SAC、 谷氨酰胺峰面积进行标准化处理后, 采用 SPSS

 

21. 0
软件进行主成分分析, 计算其特征值、 方差贡献率。 结果,
特征值 分 别 为 2. 269、 1. 049, 其 中 第 一 主 成 分 F1 =
0. 434X1 - 0. 242X2 + 0. 564X3 + 0. 187X4 , 方 差 贡 献 率 为

56. 73% , 主要反映蒜氨酸、 SAC 含硫氨基酸在化学质量上

的信息; 第二主成分 F2 = 0. 113X1 + 0. 715X2 - 0. 332X3 +
0. 400X4 , 方差贡献率为 26. 22% , 主要反映精氨酸、 谷氨

酰胺在化学质量上的信息, 可知前 2 个主成分累积贡献率
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达 82. 95% , 基本保留原有变量的全部信息。 再计算综合评

分 F, 公式为 F = ( 56. 73F1 + 26. 22F2 ) / 82. 95, 结果见表

3, 由于综合评分越高, 质量越好, 可知工艺路线 D 为最

佳工艺。
表 3　 主成分得分及排序

编号 提取工艺 F1 F2 F 排名

S1 工艺路线 A -1. 08 -0. 75 -0. 98 10
S2 -0. 78 -1. 04 -0. 86 9
S3 工艺路线 B -0. 47 -0. 60 -0. 51 7
S4 -0. 60 -0. 41 -0. 54 8
S5 -0. 35 -0. 33 -0. 34 6
S6 工艺路线 C 0. 42 0. 33 0. 39 4
S7 -0. 19 1. 99 0. 50 3
S8 -0. 35 1. 47 0. 22 5
S9 工艺路线 D 2. 18 -0. 71 1. 26 1
S10 1. 21 0. 04 0. 84 2

　 　 以第 1 主成分为横坐标, 第 2 主成分为纵坐标绘制散

点图, 见图 4。 由此可知, 工艺分为 3 类, 工艺路线 A、 B
为Ⅰ类, 工艺路线 C 为Ⅱ类, 工艺路线 D 为Ⅲ类, 进一步

验证了各工艺下提取物中氨基酸含量有明显差异。 另外,
　 　 　 　

与数值分类法比较, 该方法未将工艺路线 C、 D 归为一类,
可能是由于前者对样品进行归类时只提取保留时间信息未

提取峰面积信息, 表明ⅡB 类、 Ⅲ类虽然氨基酸成分组成

一致, 但含量有所差异。

图 4　 主成分分析得分图

2. 2　 其他氨基酸总量测定 　 精密称取 100
 

mg 提取物至

10
 

mL 量瓶中, 按 “ 2. 1. 2” 项下方法衍生化处理, 在

“2. 1. 3” 项色谱条件下进样测定, 外标法计算含量, 结果

见表 4。 由此可知, 该类成分总含量在 4. 42% ~ 11. 59% 范

围内, 其中精氨酸、 脯氨酸、 天冬酰胺、 谷氨酰胺含量较

高, 约占 62% ~ 84% 。
表 4　 有效成分含量及 CRITIC 评分测定结果

编号 工艺 其他氨基酸总量 / % 平均值 / % 蒜氨酸 / % 平均值 / % 总糖 / % 平均值 / % CRITIC 评分 / 分 平均值 / 分
S1 工艺路线 A 4. 42 4. 55 5. 80 5. 71 81. 71 76. 66 18. 09 17. 20
S2 4. 68 5. 61 71. 61 16. 30
S3 工艺路线 B 3. 99 4. 35 8. 77 8. 47 46. 97 41. 88 14. 95 13. 87
S4 4. 70 7. 32 38. 57 12. 37
S5 4. 36 9. 31 40. 09 14. 29
S6 工艺路线 C 9. 48 9. 03 17. 71 16. 77 26. 01 28. 26 19. 03 18. 61
S7 9. 14 18. 03 22. 75 18. 77
S8 8. 47 14. 57 36. 02 18. 03
S9 工艺路线 D 11. 59 11. 06 21. 50 21. 01 6. 32 6. 82 19. 02 18. 69
S10 10. 52 20. 52 7. 31 18. 36

2. 3　 蒜氨酸含量测定　 结果见表 4。
2. 3. 1　 色谱条件　 参照文献 [13] 报道, Hypersil

 

BDS
 

C18

色谱柱 (4. 6
 

mm× 250
 

mm, 5
 

μm); 流动相 0. 04% 三氟乙

酸; 柱温 35
 

℃ ; 检测波长 214
 

nm; 进样量 10
 

μL。
2. 3. 2　 线性关系考察　 将蒜氨酸对照品贮备液依次稀释至

26. 3、 52. 6、 105. 20、 157. 86、 210. 48、 263. 10
 

μg / mL, 在

“2. 3. 1” 项色谱条件下进样测定。 以对照品质量浓度为横

坐标 (X), 峰面积为纵坐标 (Y) 进行回归, 得方程为 Y=
16

 

704X-1
 

724 ( r = 0. 999
 

9), 在 26. 3 ~ 263. 1
 

μg / mL 范围

内线性关系良好。
2. 4　 总糖含量测定 　 采用硫酸-蒽酮法, 以葡萄糖质量浓

度为横坐标 (X), 吸光度为纵坐标 (A) 进行回归, 得方

程为 A= 0. 009
 

3X+0. 067
 

5(r = 0. 996
 

2),在 3. 4 ~ 20. 4
 

μg / mL
范围内线性关系良好, 结果见表 4。
2. 5　 TLC 鉴别　 参考文献 [14] 报道, 以冰乙酸-氯仿-水
(21 ∶ 18 ∶ 4) 为展开系统, 果糖、 蔗糖、 棉子糖为对照,
展开后喷苯胺-二苯胺显色, 在白光下检视, 结果见图 5。
由此可知, 除工艺路线 D 外其他工艺路线下提取物均含有

果糖, 无蔗糖、 棉子糖, 并且根据比移值和糖性质, 可能

还含有三糖和四糖, 表明工艺路线 D 中低聚糖成分降低。

注: S 为对照品溶液, A 为果糖, B 为蔗糖, C 为棉子糖。 虚

线框内编号同表 4。

图 5　 糖类 TLC 色谱图

2. 6　 基于 CRITIC 权重的药效贡献率评价
  

　 CRITIC 法[15]

主要是以对比强度和特征冲突性综合衡量其权重, 对比强

度表示同一指标各个组别之间取值差距的大小, 以标准差

形式表现出来。 指标间的冲突性是以指标之间的相关性为

基础, 若 2 个指标之间具有较强的正相关, 则表明两者在

评价方案优劣上反映的信息相似, 指标所占权重低。 第 j 个
6492
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指标与其他指标之间的冲突性量化指标为 ∑
n

t = 1
(1 - rtj), 其

中 rtj 表示第 j 个指标和第 t 个指标之间的相关系数。
假设 Cj 为第 j 个指标所包含的信息量, 公式为 Cj =

Sj∑
n

t = 1
(1 - r jt) , 其中 Sj 表示同一个指标内各组别之间的标

准差, Cj 越大, 指标相对权重越大, 故第 j 个指标的权重

Wj 应为 W j =
Cj

∑
n

j = 1
Cj

。

为了消除各指标量纲不同对贡献率的影响, 需要对各

指标的数据值进行无量纲标准化处理, 公式为 V标准化 =
(∣ V给药 -V模型∣) / V模型。

根据前期报道的蒜氨酸、 大蒜多糖对化学性肝损伤中

IFN-γ、 AST、 ALT、 肝脏指数与脾脏指数变化[14] , 构建

CRITIC 权重模型评价蒜氨酸和多糖分别对化学性肝损伤的

保护作用。 先对数据进行标准化, 再计算 IFN-γ、 AST、
ALT、 肝脏指数、 脾脏指数权重系数, 分别为 0. 129

 

3、
0. 294

 

3、 0. 072
 

2、 0. 341
 

7、 0. 162
 

6, 再根据综合权重与各

指标标准效应值计算综合加权效应值, 结果见表 5, 可知大

蒜多糖、 蒜氨酸药效贡献率分别为 47. 57% 、 52. 42% 。
表 5　 各指标效应值测定结果

指标 效应值 IFN-γ / (pg·mL-1 ) AST / (U·g
 

prot-1 ) ALT / (U·g
 

prot-1 ) 肝脏指数 / % 脾脏指数 / % 综合加权效应值

模型 原始效应值 183. 42 132. 96 347. 53 5. 55 0. 54 —
大蒜多糖 126. 27 94. 33 132. 46 4. 95 0. 49 —
蒜氨酸 143. 15 72. 78 111. 19 5. 43 0. 45 —

大蒜多糖 标准效应值 0. 31 0. 29 0. 62 0. 11 0. 09 —
蒜氨酸 0. 22 0. 45 0. 68 0. 02 0. 17 —

大蒜多糖 加权效应值 0. 040
 

3 0. 085
 

5 0. 044
 

7 0. 036
 

9 0. 015
 

1 0. 222
 

5
蒜氨酸 0. 028

 

4 0. 133
 

2 0. 049
 

1 0. 007
 

4 0. 027
 

1 0. 245
 

2

　 　 由于不同有效成分有效剂量差异较大, 故采用有效成

分药效贡献率评价提取工艺时需考虑有效剂量。 大蒜多糖、
蒜氨酸给药剂量分别为 82、 17. 5

 

mg / kg, 其单位剂量药效

贡献率分别为 0. 58% 、 3. 00% 。 因此, 两者评价提取工艺

各自药效贡献率分别为 16. 20% 、 83. 68% 。
2. 7　 结果分析　 蒜氨酸含量与其他氨基酸总量呈正相关,
与总糖含量呈负相关。 工艺路线 A~ C 下提取物单糖、 低聚

糖成分组成相同, 可知总糖是上述 3 种工艺下大蒜多糖药

效贡献值差异大的原因, 并且在提取过程中可能损失最多;
工艺路线 D 中未鉴别出低聚糖等成分, 可知单糖、 低聚糖

是该工艺与其他工艺下提取物大蒜多糖药效贡献值差异大

的原因。
通过 CRITIC 权重法计算蒜氨酸、 大蒜多糖对保护肝脏

方面的药效贡献率, 并将其代入工艺评价体系。 结果, 工

艺路线 D 仍为最佳工艺, 工艺路线 C 与该工艺下提取物总

糖含量相差 21% , 但 CRITIC 评分相近, 这是后者蒜氨酸含

量达 21. 01% , 而该成分为保护肝脏最主要的有效物质。
3　 讨论与结论

本实验对不同提取工艺下蒜氨酸提取物工艺评价模式

进行初步探索, 先采用特征图谱对氨基酸成分进行整体表

征, 将氨基酸、 多糖含量测定作为局部表征, 为了更全面

准确地评价工艺, 首次采用 CRITIC 权重法计算蒜氨酸、 多

糖对化学性肝损伤保护作用的药效贡献率, 以综合药效为

指标。 再采用数值分类法、 主成分分析对特征图谱进行分

析, 其中前者是对全谱图中的所有峰进行全面提取并分析,
保留了色谱全部信息, 可更加直观地对不同工艺提取物进

行定性和定量评价, 尤其适合有效成分指认较少的特征图

谱质量评价; 后者对多个指标进行综合和简化后构建质量

评价模型, 是目前最常用的统计方法, 除了可对全谱图进

行分析外, 还能对特定目标成分进行评价, 结果显示, 2 种

数模评价结果一致, 表明两者构建的不同提取工艺下蒜氨

酸提取物中氨基酸质量评价模型可行。
多糖约占大蒜干重的 70% , 但质量分数高的成分未必

有更强的活性效应, 前期发现蒜氨酸虽然占比低, 但具有

更高的药理活性, 并且该成分与多糖在体内协同作用过程

中的各自量效关系难以确定。 本实验首次采用 CRITIC 权重

法, 将药效贡献率代入工艺评价系统中, 对不同工艺进行

评分, 结果与以氨基酸为指标的数值分类法和主成分分析

一致, 均以工艺路线 D 最佳。
综上所述, 本实验建立的多组分数学模型结合 CRITIC

药效模型可为蒜氨酸提取物质量评价提供依据。
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摘要: 目的　 研究辣黄白通便复方颗粒剂处方与生产工艺。 方法　 基于质量源于设计 (QbD) 理念, 以成型率、 流动

性、 溶化性、 吸湿性为关键质量属性 (CQAs) 优化处方。 再以成型率、 含水量、 流动性、 指标成分含量为 CQAs, 通

过风险评估鉴定每个工艺步骤中需要重点关注、 产出物料的 CQAs,
 

以及每个工艺步骤中高风险工艺变量。 最后以产

出物料的 CQAs 为指标, 采用单因素试验和实验设计 (DoE) 确定高风险工艺变量的最优值和控制范围。 结果　 最佳

辅料为乳糖, 与浸膏粉比例为 1 ∶ 1, 所得颗粒各项指标均较好, 合格率高。 原辅料混合和湿法制粒的高风险工艺变

量为混合时间和制粒时间, 控制范围分别为 10~ 15、 6~ 9
 

min; 颗粒干燥工艺的高风险工艺变量为干燥温度和物料厚

度, 最优值分别为 48
 

℃ 、 0. 99
 

cm; 颗粒整粒的高风险工艺变量为整粒筛目数, 控制范围为 20~ 30 目。 结论　 本实验

所筛选的辣黄白通便复方颗粒处方合理可行, 生产工艺稳定可控, 可为该制剂后续规范化生产提供数据支持。
关键词: 辣黄白通便复方颗粒剂;

 

处方;
 

生产工艺;
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关键质量属性 (CQAs);
 

风险评估;
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实验设计 (DoE)
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　 　 质量源于设计 ( QbD) 是一种基于风险评估, 强调对

产品特性系统了解的基础之上, 对产品从源头设计到生产

制造过程进行系统和可靠的控制, 以提高产品的质量[1] 。
2004 年 FDA 定义 “过程分析技术” [2-3] , 2009 年人用药品

注册技术国际协调会议 (ICH) 在 ICH
 

Q8 (R2) 中提出该

理论[4] , 2013 年 FDA 要求制药企业必须采用该理念用于药

品的质量控制[5] , 2017 年我国正式成为 ICH 成员。 至此,
QbD 理念已经逐渐被制药界达成在控制药品质量和减少产

品上市后风险的共识。
辣黄白通便复方由辣木叶、 黄芪、 白术 3 味药材组成,

具有益气健脾、 增强机体免疫力、 抗氧化作用, 用于脾虚

气弱的特定人群[6-8] , 对便秘有较好的疗效[9-10] 。 提取工艺

研究, 该方日生药量精制后出膏率达 19. 9% , 不宜制成普

通口服片剂和胶囊剂, 为方便服用, 适应大规模生产, 颗

粒剂是一种合适的剂型。
本研 究 采 用 QbD 理 念 中 的 确 定 关 键 质 量 属 性

(CQAs), 风险评估和实验设计 (DoE) 方法, 研究辣黄白

通便复方颗粒剂处方与生产工艺, 以期为该制剂质量控制

提供参考。
1　 材料

1. 1　 仪器　 电子天平 (型号 Sartorius
 

BSA2202、 CPA225D,
德国赛多利斯公司); 电子调温电热套 (型号 DZTW); 旋

转蒸发仪 (型号 RE-52AA); 水浴锅 (型号 XMTD-6000);
混合机 (型号 SYH-20, 南京科迪信机械设备有限公司);
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