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近红外漫反射光谱法快速测定积雪草总苷中

积雪草苷的含量

赵　娜　吴志生　袁瑞娟　孙　杨　詹雪艳　乔延江
（北京中医药大学中药学院，北京，１００１０２）

摘要　目的：建立近红外漫反射光谱法快速测定积雪草总苷中积雪草苷的含量方法。方法：采用高效液相色谱法测定市场上流
通的６６批次积雪草总苷中积雪草苷的含量，同时采集近红外漫反射光谱，对原始光谱进行多元散射校正（ＭＳＣ）、二阶导数
（２Ｄ）和Ｎｏｒｒｉｓ导数（ＮＤ）平滑等光谱预处理方法，采用偏最小二乘回归法（ＰＬＳＲ）建立近红外定量校正模型，实现积雪草总苷
中指标性成分积雪草苷含量的快速测定。结果：所建立的积雪草苷近红外定量校正模型，验证集相对误差ＲＭＳＥＰ、标准偏差与
标准误差的比值ＲＰＤ分别为００３５２和６４７，表明所建近红外模型预测准确度高。同时，校正集均方根误差ＲＭＳＥＣ和验证集
均方根误差ＲＭＳＥＰ接近，分别为１１７和１２５，交叉验证均方根误差ＲＭＳＥＣＶ为３４３，表明所建近红外模型稳健性好。结论：
所建立的积雪草苷近红外定量校正模型具有很好的预测准确度和稳健性，为市场上积雪草总苷质量的快速评价提供方法。
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　　积雪草总苷（ＣｅｎｔｅｌｌａＴｏｔａｌＧｌｕｃｏｓｉｄｅｓ）是伞形科
植物积雪草Ｃｅｎｔｅｌｌａａｓｉａｔｉｃａ（Ｌ）Ｕｒｂ的全草经加工制
成的总皂苷，主要成分为羟基积雪草苷、积雪草苷、积

雪草苷Ｂ等皂苷化合物，具有促进创面愈合、抑制瘢痕
形成、抗抑郁、改善记忆、抗氧化、保护神经元等方面药

理作用。目前，积雪草总苷的质量控制采用 ＨＰＬＣ指
纹图谱与指标性成分含量相结合来评价积雪草总苷的

质量［１］，其指标性成分积雪草苷的含量采用高效液相

色谱法测定，操作繁琐费时，难以实现质量的快速评价

和实时监控。近红外光谱（Ｎｅａｒ－ＩｎｆｒａｒｅｄＳｐｅｃｔｒｏｓｃｏ

ｐｙ，ＮＩＲ）分析技术是一种典型的快速无损分析技术，
在中药材［２］、中药制剂［３］、中药生产过程［４－６］以及药

物［７］的质量快速评价中已得到广泛的应用。本研究以

积雪草总苷为研究载体，采集６６份１１个厂家不同批
次的积雪草总苷样品的近红外漫反射光谱，对原始光

谱进行多元散射校正（ＭＳＣ）、二阶导数（２Ｄ）和 Ｎｏｒｒｉｓ
导数（ＮＤ）平滑的光谱预处理，采用偏最小二乘法
（ＰＬＳ）建立近红外定量校正模型，实现积雪草总苷中
指标性成分积雪草苷含量的快速测定以及市场上积雪

草总苷质量的快速评价和质量监控。
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１　仪器与试剂
仪器：Ａｎｔａｒｉｓ傅里叶变换近红外光谱仪（美国

ＴｈｅｒｍｏＮｉｃｏｌｅｔ公司）配有 ＩｎＧａＡｓ检测器、积分球漫反
射采样系统、Ｒｅｓｕｌｔ操作软件和ＴＱＡｎａｌｙｓｔ光谱分析软
件；色谱柱为ＡｇｉｌｅｎｔＴＣ－Ｃ１８（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）；
ＳｈｉｍａｄｚｕＬＣ－２０ＡＴ高效液相色谱仪（日本岛津公司）
配有ＬＣ－２０ＡＴ高压泵、ＤＧＵ－２０Ａ５在线脱气机、ＳＩＬ
－２０Ａ自动进样器、ＣＴＯ－１０ＡＳ柱温箱、ＳＰＤ－２０Ａ紫
外检测器；电子天平ＢＳ１１０Ｓ（北京赛多利斯仪器系统
有限公司）。

试剂：积雪草苷（中国食品药品检定研究院），β－
环糊精（天津光复化工研究所），色谱纯乙腈（Ｆｉｓｈｅｒ赛
默飞世尔科技有限公司），娃哈哈纯净水。

积雪草总苷样本来自市场上流通的广西、陕西、江

苏三省１１个积雪草总苷提取物厂家的６６个不同批次
样品，各个批次的样品均为粒径小于８０目的干燥粉
末，密封包装。

２　实验部分
２１　积雪草苷的含量测定
２１１　积雪草苷对照品溶液的制备　精密称取积雪
草苷对照品４３ｍｇ至１０ｍＬ容量瓶中，乙腈－水（１∶３）
定容，摇匀，称定质量，超声溶解２０ｍｉｎ，冷却后再称定
质量，用乙腈－水（１∶３）补足重量，摇匀，微孔滤膜过滤
（０４５μｍ），即得积雪草苷对照品溶液。
２１２　供试品溶液的制备　精密称取积雪草总苷样
品７５ｍｇ，至１０ｍＬ容量瓶中，乙腈 －水（１∶３）定容，摇
匀，称定质量，超声溶解２０ｍｉｎ，冷却后再称定质量，用
乙腈－水（１∶３）补足，摇匀，微孔滤膜过滤（０４５μｍ），
即得。

２１３　色谱条件　Ａｇｉｌｅｎｔ　ＴＣ－Ｃ１８（４６ｍｍ×２５０
ｍｍ，５μｍ）色谱柱；乙腈 －２ｍｍｏｌ／Ｌβ－环糊精溶液
（２５∶７５）为流动相，流速为１ｍＬ／ｍｉｎ；柱温为２５℃；紫
外检测波长２０５ｎｍ，进样量１０μＬ。
２１４　样品的测定　按照２１３液相色谱条件采集
供试品溶液的色谱图，采用外标标准曲线法测定积雪

草总苷中积雪草苷的含量。

２２　近红外漫反射光谱的采集　积雪草总苷样品：以
内置背景为参照，积分球漫反射方式采集近红外光谱，

扫描范围４０００～１００００ｃｍ－１，分辨率８ｃｍ－１，扫描次数
３２次，增益２，每个样品重复测定３次，以其平均光谱
作为积雪草总苷各样本的近红外光谱。积雪草总苷的

原始近红外光谱见图１，其中横坐标为波数值，纵坐标
为吸光度。

２３　校正集样本选择和光谱预处理　６６个积雪草总

苷样本，采用ＳＰＸＹ法［８］选择２／３作为校正集样本，１／
３为验证集样本，ＳＰＸＹ算法原代码来自 ＰＬＳ－Ｔｏｏｌｂｏｘ
２１，在ＭＡＴＬＡＢ（ＭａｔｈｗｏｒｋＩｎｃ）环境中实现。

利用ＴＱＡｎａｌｙｓｔ８软件，采用多元散射校正（ｍｕｌｔｉ
ｖａｒｉａｔｅｓｃａｔｔｅｒｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎ，ＭＳＣ）和标准正则变换（ｓｔａｎｄ
ａｒｄｎｏｒｍａｌｖａｒｉａｔｅ，ＳＮＶ）等散射校正法、一阶导数（１ｓｔ
ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅ，１Ｄ）和二阶导数（２ｎｄｄｅｒｉｖａｔｉｖｅ，２Ｄ）等光谱
导数法及 Ｓａｖｉｔｚｋｙ－Ｇｏｌａｙ平滑（ＳＧ）和 Ｎｏｒｒｉｓ导数
（Ｎｏｒｒｉｓｄｅｒｉｖａｔｉｖｅ，ＮＤ）平滑等光谱数据预处理方法，提
高近红外分析信号的信噪比，筛选光谱波段，并确定合

适的潜变量因子数，采用偏最小二乘回归（ＰａｒｔｉａｌＬｅａｓｔ
ＳｑｕａｒｅＲｅｇｒｅｓｓｉｏｎ，ＰＬＳＲ）建立积雪草苷近红外定量校
正模型。

图１　积雪草总苷的近红外漫反射光谱

２４　近红外定量模型的评价指标　近红外定量模型
通常用样本的预测值和化学测量值相关系数（ｃｏｒｒｅｃ
ｔｉｏｎｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ，Ｒ）、交叉验证均方根误差（ＲｏｏｔＭｅａｎ
ＳｑｕａｒｅｄＥｒｒｏｒｏｆＣｒｏｓｓ－Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ，ＲＭＳＥＣＶ）、校正集
均方根误差（ＲｏｏｔＭｅａｎＳｑｕａｒｅｄＥｒｒｏｒｏｆＣａｌｉｂｒａｔｉｏｎ，
ＲＭＳＥＣ）、验证集均方根误差（ＲｏｏｔＭｅａｎＳｑｕａｒｅｄＥｒｒｏｒ
ｏｆＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ，ＲＭＳＥＰ）、验证集相对误差 （Ｒｅｌａｔｉｖｅ
ＳｔａｎｄａｒｄＥｒｒｏｒｏｆＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ，ＲＳＥＰ）［９－１０］及验证集标准
偏差与标准误差的比值（Ｒａｔｉｏｏｆｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎａｎｄ
ｓｔａｎｄａｒｄｅｒｒｏｒｏｆｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ，ＲＰＤ）［１０－１１］等指标来评价所
建近红外定量模型的性能，优化建模过程中参数。预

测集中各样本模型预测值和化学测量值相关系数 Ｒｐ
和ＲＰＤ越大，ＲＭＳＥＣＶ、ＲＭＳＥＣ、ＲＭＳＥＰ和 ＲＳＥＰ的值
越小，表明模型的预测性能越好。其中，ＲＰＤ＝ＳＤ／
ＲＭＳＥＰ，其中ＳＤ为验证集化学值的标准差，当ＲＰＤ大
于３时，表明模型具有很好的预测能力［１２］。

３　结果与讨论
３１　校正集和验证集样本的划分　６６份积雪草总苷
样品中积雪草苷含量范围为１３７３％ ～６９８２％，平均
含量为３１７０％，标准偏差为１０９７％。ＳＰＸＹ法将６６
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个样本划分为校正集和验证集，两个样本集中积雪草

苷含量的分布如表１，校正集中积雪草苷含量的数值
范围大于验证集中积雪草苷含量的数值范围，而且校

正集中积雪草苷含量的数值范围与全部样本的积雪草

苷含量的数值范围相当，表明所选取校正集样本能代

表原６６份样品的全部信息，而且其化学测量值的范围
覆盖了验证集的化学测量值的范围。

表１　校正集和验证集中积雪草苷的含量分布

样本集 样本数 积雪草苷含量范围％平均值％ 标准偏差％

ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎｓｅｔ ４４ １３７３～６９８２ ２９４３ １１５１
ｖａｌｉｄａｔｉｏｎｓｅｔ ２２ １４７７～４２７６ ３６２３ ８２８

３２　光谱预处理方法的选择　建立积雪草苷偏最小
二乘回归模型时，以 ＲＭＳＥＣＶ、ＲＭＳＥＣ、ＲＭＳＥＰ或
ＲＳＥＰ、Ｒｐ或ＲＰＤ等模型评价指标为指导选择合适的
ＮＩＲ光谱预处理方法，剔除仪器噪音、基线不稳等因素
带来干扰信号，提取与目标成分测量值的相关信息，提

高模型的稳健性和预测的准确性［１３］。本研究采用 ＴＱ
Ａｎａｌｙｓｔ８软件，改变光谱预处理方法并建立相应的最
小二乘回归模型，以所建模型的 ＲＭＳＥＣＶ、ＲＭＳＥＣ、
ＲＭＳＥＰ或ＲＳＥＰ指标数值小，Ｒｐ或 ＲＰＤ指标值较大
为目标选择合适的光谱预处理方法，采用多元散射校

正（ＭＳＣ）消除积雪草总苷固体颗粒不均匀和表面散射
等光散射信号的干扰，利用二阶导数（２Ｄ）扣消除基线
漂移和仪器背景信息，Ｎｏｒｒｉｓ导数光谱平滑来消除仪器
噪音的干扰。

图２　积雪草苷定量校正模型ＰＲＥＳＳ－ＦＡＣＴＯＲＳ间的关系
３３　潜变量因子数的确定　在确定校正集样本的情
况下，采用偏最小二乘法建立多元校正模型，潜变量因

子数的选择对模型的预测能力有很大的影响。如果选

择的潜变量因子数过少，光谱中一些有效信息未被选

入，建模时因信息利用不全而导致模型预测能力差，出

现欠拟合现象。相反，如果选择的潜变量因子数过多，

一些代表噪音的因子被带到模型中，模型预测能力下

降，出现过拟合现象。采用内部交叉验证法，预测残差

平方和（ＰＲＥＳＳ）值随潜变量因子数（ＦＡＣＴＯＲＳ）的变
化见图２，ＰＲＥＳＳ值越小，模型的预测性能越好，即最
小的ＰＲＥＳＳ值对应的最佳潜变量因子数，最佳潜变量
因子数为６。
３４　模型的建立与评价　采用 ＳＰＸＹ法从６６个样本
中选择２／３校正集样本，对其原始 ＮＩＲ光谱进行多元
散射校正，二阶求导和Ｎｏｒｒｉｓ导数平滑后，选取潜变量
因子数为６，建立偏最小二乘定量模型。模型的 ＲＭ
ＳＥＣ、ＲＭＳＥＰ和ＲＳＥＰ分别为１１７、１２５和００３５３，均
比较小，积雪草苷含量的近红外预测值和高效液相实

测值相关性见图３，校正集相关系数为０９９４７，验证集
的相关系数为０９８８０，而且验证集标准偏差与标准误
差的比值 ＲＰＤ为６４７，大于 ＲＰＤ的阈值３０，表明所
建模型的预测准确度高［１２］。所建模型 ＲＭＳＥＣ与 ＲＭ
ＳＥＰ接近，表明所建模型对校正集样本数据有小的预
测误差，好的预测准确度，而且所建模型适用于验证集

样本，该模型具有较好的拓展性和稳健性。同时，所建

模型ＲＭＳＥＣＶ值为３４３，数值较小，表明所建模型的
稳健性好。

图３　积雪草苷含量实测值和预测值相关图

４　结论
本研究以积雪草总苷为研究载体，采集市场上流

通的６６个批次积雪草总苷样本的近红外漫反射光谱，
采用偏最小二乘回归建立指标性成分积雪草苷定量校

正模型。所建立的近红外定量校正模型的交叉验证均

方根误差 ＲＭＳＥＣＶ值小，校正集均方根误差 ＲＭＳＥＣ
和验证集均方根误差ＲＭＳＥＰ接近，表明所建模型具有
很好的稳健性，同时模型的 ＲＳＥＰ和 ＲＰＤ分别为

００３５２和６４７，表明所建模型预测准确度高，可实现
积雪草总苷中积雪草苷含量的快速测定。该研究为市

场流通的积雪草总苷产品质量的快速评价提供方法，

对积雪草总苷产品的质量控制具有重要意义。

（下接第１２８６页）
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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 １８ Ｙ１＜７０％且Ｙ２＜５０％
ＹＺ３ １００ ６ ０５ Ｙ１＞７０％，Ｙ２＞５０％，９５％置信区间外

ＹＺ４ １００ ６５ ０９
Ｙ１＞７０％，Ｙ２＞５０％，Ｙ１９５％置信
区间外，Ｙ２９５％置信区间内

ＹＺ５ １００ ８ ０５ 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 ２７３３ ２３０８
ＹＺ２ ２６２５ ２１３７
ＹＺ３ ６７１８ ５８０６
ＹＺ４ ６１９１ ５０５２
ＹＺ５ ７０６５ ６２５６

　　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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ｖａｌｉｄａｔｉｏｎｓｕｂｓｅｔｐａｒｔｉｔｉｏｎｉｎｇ［Ｊ］．Ｔａｌａｎｔａ，２００５，６７（４）：７３６－７４０．

［９］ＢｌａｎｃｏＭ，ＰｅｇｕｅｒｏＡ．Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｐｈｙｓｉｃａｌｆａｃｔｏｒｓｏｎｔｈｅａｃｃｕｒａｃｙｏｆｃａｌｉ

ｂｒａｔｉｏｎｍｏｄｅｌｓｆｏｒＮＩＲｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ［Ｊ］．ＪＰｈａｒｍＢｉｏｍｅｄＡｎａｌ，２０１０，５２

（１）：５９－６５．

［１０］戴传云，高晓燕，杨波，等．近红外光谱法测定双黄连口服液中绿原

酸和连翘苷的含量［Ｊ］．光谱学与光谱分析，２０１０，３０（２）：３５８－３６２．

［１１］ＪｏｕｂｅｒｔＥ，ＭａｎｌｅｙＭ，ＢｏｔｈａＭ．ＵｓｅｏｆＮＩＲＳｆｏｒＱｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＭａｎ

ｇｉｆｅｒｉｎａｎｄＨｅｓｐｅｒｉｄｉｎＣｏｎｔｅｎｔｓｏｆＤｒｉｅｄＧｒｅｅｎＨｏｎｅｙｂｕｓｈ（Ｃｙｃｌｏｐｉａ

ｇｅｎｉｓｔｏｉｄｅｓ）ＰｌａｎｔＭａｔｅｒｉａｌ［Ｊ］．ＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＡｎｄＦｏｏｄＣｈｅｍｉｓｔｒｙ，２００６，

５４（１５）：５２７９－５２８３．

［１２］ＦｅｉＳｈｅｎ，ＸｉａｏｙｉｎｇＮｉｕ，ＤａｎｔｉｎｇＹａｎｇ，ｅｔａｌ．ＤｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆＡｍｉｎｏ

ＡｃｉｄｓｉｎＣｈｉｎｅｓｅＲｉｃｅＷｉｎｅｂｙＦｏｕｒｉｅｒＴｒａｎｓｆｏｒｍＮｅａｒ－ＩｎｆｒａｒｅｄＳｐｅｃ

ｔｒｏｓｃｏｐｙ［Ｊ］．ＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＡｎｄＦｏｏｄＣｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０１０，５８（１７）：９８０９－

９８１６．

［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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