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近红外光谱法对同仁乌鸡白凤丸的定性和定量分析
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摘要 :采用近红外漫反射光谱分析技术对同仁乌鸡白凤丸进行定性和定量分析. 采集了 98份同仁乌鸡白凤丸和 58

份不同厂家乌鸡白凤丸样品的近红外漫反射光谱 .采用判别分析法对同仁乌鸡白凤丸和乌鸡白凤丸进行鉴别. 以
70份同仁乌鸡白凤丸的近红外光谱为标准 ,建立相似度匹配模型 ,并将其用于计算其余样品的相似度. 采用偏最小
二乘回归法建立了同仁乌鸡白凤丸总氨基酸、芍药苷、水分含量的定量分析模型 ,对未知样品进行含量预测. 结果
判别分析模型的错判数为 0. 相似度匹配模型能正确区分同仁乌鸡白凤丸和乌鸡白凤丸. 校正模型的相关系数分别
为 0. 9614, 0. 9651, 0. 9910,验证集均方差分别为 0. 199% , 0. 00436% , 0. 386%. 本方法准确可靠 ,操作简便 ,快速无
损 ,可推广用于工业现场的原位检测.
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Abstract: Tongren wuji Baifeng p ills were analyzed qualitatively and quantitatively by near infrared spectroscopy. Near in2
frared diffuse reflectance spectra of 98 Tongren W uji Baifeng p ills and 58 W uji Baifeng p ills from different manufacturers

were collected. D iscrim inant analysis was used to distinguish Tongren W uji Baifeng p ills from W uji Baifeng p ills. Sim ilarity

match model was built based on the spectra of 70 batches of Tongren W uji Baifeng p ills. By using thismodel, the sim ilarity

match values of other samp les were calculated. Quantitative analysis models for total am ino acids, paeonin and water con2
tent in Tongren W uji Baifeng p ills were developed with partial least square algorithm. No m isclassified samp le was detected

by discrim inant analysis. The sim ilarity match model could distinguish different samp les. The correlation coefficients of the

calibration models were 0. 9614, 0. 9651 and 0. 9910 while the values of root mean square error of p rediction were 0.

199% , 0. 00436% and 0. 386% , respectively. The p roposed methods are accurate, fast and non2destructive, and can be

app lied to at2spot detection.
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引言

同仁乌鸡白凤丸由乌鸡、白芍、丹参、人参等近

二十味中药制成 ,是北京同仁堂股份有限公司独家

生产的国家级保密品种 ,具有补气养血 ,调经止带的

功效 ,用于气血两亏引起的月经不调等症. 由于同仁

乌鸡白凤丸与其他厂家生产的乌鸡白凤丸在处方上

存在差异 ,对其进行判别分析具有重要意义. 另一方

面 ,目前乌鸡白凤丸类药品的含量测定方法主要为

高效液相色谱法和薄层扫描法 ,这些方法需要进行

复杂的样品预处理 ,分析时间也较长 ,不适用于工业

现场的快速原位分析. 近红外光谱技术因其操作简

便、快速 ,不破坏样品 ,可实现在线控制等优势 ,被广

泛应用于石化、农业、制药等领域 [ 1～3 ]
. 近年来 ,近红

外光谱已被逐步应用于中药领域 ,在定性和定量测

定中都显示了巨大的潜力 [ 4～6 ]
. 但由于中成药成分

复杂、有效成分众多、有效成分含量偏低 ,且其近红

外光谱中吸收重叠现象严重 ,有关中成药近红外光
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谱分析报导较少 [ 7～10 ]
,且对象多为实验室模拟样

品 ,难以包含实际生产成品的全部信息. 大处方中成

药的近红外分析尚未见报道.

实验采用近红外漫反射光谱法结合判别分析、

相似度匹配和偏最小二乘回归算法 ,对同仁乌鸡白

凤丸和 25个厂家的乌鸡白凤丸进行了鉴别 ,并建立

了同仁乌鸡白凤丸中总氨基酸、芍药苷和水分含量

的定量分析模型. 结果表明 ,该方法快速、无损、准

确、可靠 ,可推广用于此类样品生产过程的定性和定

量原位检测.

1　实验方法

1. 1　仪器、试剂与药品

1. 1. 1　仪器

W aters 2695液相色谱系统 , W aters 2996 PDA

检测器 , Empower色谱工作站 ,日立 L28500氨基酸

自动分析仪 , FW 100型高速万能粉碎机 (天津市泰

斯特仪器有限公司 ) , METTLER AE240 电子天平 ,

KQ2250DE型医用数控超声波清洗器 (昆山市超声

仪器有限公司 ) , N icolet Antaris傅里叶变换近红外

光谱仪 ( Thermo N icolet) ,配置漫反射积分球附件、

Result操作系统与 TQ Analyst V6分析软件.

1. 1. 2　试剂

色谱纯甲醇 (Merck公司 ) ,分析纯甲醇、乙醇、

盐酸 (北京化学试剂公司 ) ,氨基酸分析仪用缓冲液

和显色剂 (和光纯药工业株式会社 ) ,水为重蒸馏

水.

1. 1. 3　药品

芍药苷对照品由中国药品生物制品检定所提

供 ,氨基酸对照品购于味之素公司 ,同仁乌鸡白凤丸

98批 ,北京白凤丸 15批 ,白凤丸 22批 ,由北京同仁

堂股份有限公司北京同仁堂制药厂提供 , 24个厂家

的 36批乌鸡白凤丸购于药店. 以上样品均为水蜜

丸 ,除同仁乌鸡白凤丸按卫生部药品标准 W S3 2B 2
3185298项下工艺生产外 ,其余均按 2005版中国药

典 Ⅰ部乌鸡白凤丸项下工艺生产.

1. 2　N IR光谱采集

取水蜜丸装满容积约为 25m l的可旋转样品杯 ,

利用仪器的积分球漫反射采样系统采集样品的近红

外光谱. 光谱采集条件 :以仪器内置背景为参比 ,波

数范围 3800～10000cm - 1 ,扫描次数 50次 ,分辨率

8cm
- 1

.

1. 3　参比方法

建立 N IR定量模型需要参比方法测定样品的

表 1　化学值浓度分布 ( %,质量百分比 )
Table 1 　Concen tra tion d istr ibution of three ana lyte ( %,

we ight percen t)

Analyte Range Average S. D.

Total am ino acids 8. 87～10. 32 9. 69 0. 32

Paeonin 0. 037～0. 090 0. 062 0. 012

W ater content 3. 70～13. 80 8. 85 1. 92

化学值. 采用氨基酸自动分析仪测定样品中 23种氨

基酸含量 ,加和得总氨基酸含量. 采用高效液相法测

定芍药苷含量 , 色谱条件为 : C18 柱 ( 250mm ×

4. 6mm, 5μm) ,流动相为甲醇 2水 ( 30: 70) ,流速 1m l

·m in
- 1

,检测波长 232nm. 采用干燥失重法测定了

含水量. 为扩大模型的适用范围 ,制备了不同含水量

的样品 ,将样品放入 105℃烘箱中干燥 0. 5～8h,在

不同的时间取样获取低水分的样品 ;将样品放入装

有饱和 KNO3溶液的干燥器中密封 0. 5～6d,在不同

的时间取样获取高水分的样品. 样品各化学值的浓

度分布情况如表 1.

2　结果和讨论

2. 1　光谱分析和预处理

同仁乌鸡白凤丸 (1)和各厂家乌鸡白凤丸的 N IR

原始光谱见图 1.从原始近红外光谱图中很难直接鉴

别同仁乌鸡白凤丸和乌鸡白凤丸 ,一方面是由于中成

药成分众多 ,组成复杂 ,因此难以从原始近红外光谱

中找出特定的吸收谱带对其加以区分 ;另一方面是由

于同仁乌鸡白凤丸和乌鸡白凤丸的主要原料药材和

辅料均相同 ,这些相同成分的吸收峰往往掩盖了代表

特征信息成分的吸收峰 , 使得其 N IRS图非常相似 ,

不能简单以峰位、峰形鉴别法进行分类 , 必须经过数

学处理 , 提取到特征信息进行分类鉴别.

为减小实验过程中样品颗粒尺寸、均匀性等因

素对近红外光谱的影响 ,采用多重散射校正技术

(Multip licative Scatter Correction, MSC)对原始近红

外光谱进行处理. 光谱基线的漂移则通过微分处理

加以校正. 一阶微分处理可以消除常数背景 ,二阶微

分可以消除线性背景. 图 2～3分别为依次经 MSC、

Norris导数平滑滤波和一、二阶微分处理后得到的

光谱图 ,从中可以看出 ,近红外光谱在经 MSC和微

分处理后 ,不仅可以较好地消除基线偏移 ,还可以更

为细致地反映样品的光谱特征.

在对光谱数据作微分处理时 ,由于噪声信号也

被放大 ,因此通常在微分之前需要对光谱数据作平

滑处理.
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2. 2　样品的主成分空间分布

主成分分析是将原变量进行变换 ,用数目较少

的新变量代替原变量 ,且新变量能最大限度地表征

原变量的数据结构特征 ,同时去除无用信息. 原始光

谱数据经 MSC、Norris导数平滑和一阶微分处理后 ,

对其进行主成分分析 ,前 3个主成分代表了 98. 17%

的信息. 以前 3个主成分得分析作图 ,如图 4. 从图

中可以看出 ,同仁乌鸡白凤丸在主成分特征空间上

的分布较为集中 ,乌鸡白凤丸因来自多个厂家 ,分布

较为分散. 类别之间存在交叉 ,故直接采用主成分分

析法难以准确地对同仁乌鸡白凤丸和乌鸡白凤丸进

行鉴别.

2. 3　判别分析

2. 3. 1　相关原理

判别分析法是常用的化学计量学定性方法 ,其

基本思想是根据已知样品集特征 ,选定适合的判别

准则 ,建立定性分析模型 ,最后用于预测未知样品.

在各种判别分析方法中 ,主成分分析 2马式距离

法 [ 11 ]是一种较为实用的方法. 当用本方法分析一个

未知样品时 ,软件对标准光谱进行主成分分析 ,用标

准光谱主成分分析的结果来确定未知样品的得分

值 ,得分图用来计算样品到每个类别的马式距离 ,距

离的值越接近于零 ,该样品与标准光谱越相似. 实际

分析过程中 ,当标准光谱不止一类 ,未知样品被判为

与之马式距离最短的那一类. 实验采用主成分分析 2
马式距离法进行判别分析.

2. 3. 2　模型的建立和验证

随机选取同仁乌鸡白凤丸和乌鸡白凤丸样品各

10份组成验证集 ,其余样品组成校正集. 实验中比较

研究了三种预处理方法 (不经处理 ;依次经 MSC、Nor2
ris导数平滑和一阶微分处理 ;依次经 MSC、Norris导

数平滑和二阶微分处理 )处理后的光谱在不同波数范

围内选用不同的主成分数建立的判别分析模型的分

析结果 ,在波数范围为 6500～8000 cm
- 1的区间 ,经

MSC、Norris导数平滑和一阶微分处理 ,主成分数为

35时建立的模型最佳 ,误判数为 0. 而采用原始光谱

和二阶微分处理后误判数分别为 19和 12.

经优化参数后最终应用主成分分析 2马式距离

法建立了同仁乌鸡白凤丸和乌鸡白凤丸的判别分类

模型 ,取得了较好的效果 ,模型分类结果见图 5,由

图可直观地看出 ,样品明显聚为两类. 用此模型对验

证集样品进行判别 ,均获得了正确的分类.
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图 5　校正集样品分类图 ○同仁乌鸡白凤丸 +乌鸡白凤丸
Fig. 5　Classification p lot of calibration set

2. 4　相似度分析

2. 4. 1　相关原理

相似度匹配方法 [ 12 ]通过比较未知样品与已知

标准光谱在某个或多个波段的光谱信息 ,得到样品

与标准品的匹配程度. 该算法对标准光谱进行

Gram2Schm idt分析 ,得到的正交模型代表了所有标

准光谱中全部数据点提供的光谱信息. 在对样品进

行分析时 ,使用 Gram 2Schm idt模型将样品光谱中该

模型包含的所有光谱信息去除得到样品的残差光

谱. 最后 , 将样品光谱同其残差光谱相比较得到“相

似度 ”. 相似度的范围为 0～100,其值越高 ,说明未

知样品与标准样品的光谱越相似.

2. 4. 2　近红外光谱相似度计算模型的建立

以 70批同仁乌鸡白凤丸作为标准样品组成校

正集 ,建立了相似度计算模型 ,将其用于计算其余

28批同仁乌鸡白凤丸及 58批乌鸡白凤丸的相似

度. 由于中成药组成复杂 ,为充分利用其光谱信息 ,

因此选择全谱范围 ( 3800～10000cm
- 1 )进行建模.

实验中比较研究了三种预处理方法 (不经处理 ;依

次经 MSC、Norris导数平滑和一阶微分处理 ;依次经

MSC、Norris导数平滑和二阶微分处理 )处理后的光

谱所建立的模型对样品的分析结果 ,结果以第三种

预处理方法处理后的光谱建立的模型可以最为细致

地反映不同样品的差别. 而采用原始光谱和一阶微

分光谱进行预处理建立模型 ,计算得到的同仁乌鸡

白凤丸与乌鸡白凤丸相似度没有明显的阈值.

2. 4. 3　样品相似度计算结果

将未参与建库的样品的近红外光谱输入前述所

建立的模型 ,计算其与标准样品的相似度 ,见图 6.

所有样品的相似度最小值为 29. 81, 最大值为

99179. 同仁乌鸡白凤丸相似度范围为 99. 10 ～

99179,同仁堂制药厂生产的乌鸡白凤丸相似度范围

为 97. 90～98. 79,其他厂家生产的乌鸡白凤丸相似

度范围为 29. 81～97. 85,表明该方法能反映不同产

图 6　样品近红外光谱相似度
Fig. 6　Sim ilarity Values

品的差别 ,可以将同仁乌鸡白凤丸和乌鸡白凤丸区

分开来. 将域值设定为 99. 00,一旦未知样品光谱相

似度超过此值 ,该样品被认定为同仁乌鸡白凤丸.

2. 5　定量分析

2. 5. 1　相关原理

偏最小二乘法 ( partial least square, PLS)是近

红外光谱分析中使用较多、效果较好的一种多变量

校正方法 ,通过对变量系统中信息中心进行综合筛

选 ,从中选取若干个对系统具有最佳解释能力的新

综合变量进行回归建模. 在 PLS建模过程中 ,主因

子数的选择是优化模型的关键步骤. 如果建立模型

时使用的主因子数过少 ,就不能反映未知样品被测

组分产生的光谱变化 ,其模型预测准确度就会降低 ,

这种情况称为不充分拟合 ;如果使用过多的主因子

建立模型 ,就会将一些代表噪音的主成分加到模型

中 ,使模型的预测能力下降 ,这种情况称为过度拟

合. 为充分提高光谱信号的有效信息利用率 ,同时避

免出现“过拟合 ”现象 ,需要对主因子数进行合理选

择. 可采用内部交叉验证法 ,考察主因子数对交叉验

证均方差 ( root mean square error of cross validation,

RMSECV)的影响 ,选取 RMSECV 最小时的主因子

数建模.

2. 5. 2　PL S模型的建立

谱区范围、预处理方法和主因子数的选择是

决定所构建的近红外模型质量高低的关键因素 .

选择恰当的建模参数不仅有利于加快模型的运算

速度 ,而且会提高模型的精度和预测能力 . 以相关

系数 (R )和交叉验证均方差 ( RMSECV )为评价指

标 ,比较了不同波数范围和光谱预处理方法对模

型的影响 ,确立了总氨基酸、芍药苷和水分含量
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表 2　校正模型参数
Table 2　Param eters of ca libra tion m odels

Analyte Prep rocess methods
Spectra range

( cm - 1)
Factor

Total am ino acids MSC, Norrisfilter, 1 st derivative 5000～9000 10

Paeonin M SC, Norrisfilter, 2nd derivative 5260～8000 6

W ater content M SC, Norrisfilter, 2nd derivative 4500～10000 5

表 3　N IR定量模型评价指标
Table 3　Sta tistics of ca libra tion m odels

Analyte Prediction range ( % ) R RMSEC RMSECV

Total am ino acids 8. 76～10. 92 0. 9614 0. 089 0. 264

Paeonin 0. 026～0. 093 0. 9651 0. 0030 0. 0044

W ater content 1. 66～19. 49 0. 9910 0. 245 0. 386

表 4　N IR预测值与实测值结果比较 ( %)
Table 4　Com par ison between N IR pred icted va lues and m ea sured va lues( %)

No.
Total am ino acids Paeonin W ater content

Predicted Measured D ifference Predicted Measured D ifference Predicted Measured D ifference

1 9. 146 9. 232 - 0. 086 0. 0582 0. 0516 0. 0066 5. 155 5. 321 - 0. 166

2 9. 706 9. 387 0. 319 0. 0607 0. 0606 0. 0010 7. 761 7. 470 0. 291

3 9. 685 9. 489 0. 196 0. 0661 0. 0649 0. 0012 8. 124 7. 915 0. 209

4 9. 861 9. 600 0. 261 0. 0464 0. 0467 - 0. 0003 10. 86 10. 90 0. 770

5 9. 748 9. 667 0. 081 0. 0555 0. 0592 - 0. 0037 11. 68 11. 28 0. 401

6 9. 607 9. 753 - 0. 146 0. 0462 0. 0480 - 0. 0018 7. 958 8. 158 - 0. 200

7 9. 864 9. 800 0. 064 0. 0710 0. 0737 - 0. 0027 8. 413 8. 624 - 0. 211

8 9. 560 9. 888 - 0. 328 0. 0643 0. 0699 - 0. 0056 8. 313 8. 760 - 0. 447

9 9. 824 9. 975 - 0. 151 0. 0713 0. 0774 - 0. 0061 8. 480 9. 006 - 0. 526

10 10. 00 10. 16 - 0. 157 0. 0484 0. 0557 - 0. 0073 12. 66 12. 88 - 0. 217

RMSEP 0. 199 0. 00436 0. 386

(下转 218页 )

N IR多元校正模型的建模参数. 模型初步建立后 ,通

过 TQ Analyst提供的 Leverage诊断功能剔除奇异

点 ,应用交叉验证法对模型逐步优化 ,进而确定建模

的最佳主因子数. 三个组分的建模参数见表 2.

优化了建模参数后 ,用 PLS法分别建立了测定

同仁乌鸡白凤丸中总氨基酸、芍药苷和水分含量的

N IR校正模型. 经内部交叉验证 ,预测值与实测值之

间有较好的相关性 ,见图 7. 各模型的预测范围、相

关系数 ( correlation coefficient, R )、校正均方差 ( root

mean square error of calibration, RMSEC)、交叉验证

均方差 (RMSECV )等评价指标见表 3.

2. 5. 3　模型的验证

为了检验以上建立的近红外模型的预测精

度 ,随机选出 10份样品组成验证集 ,对其相应化

学成分进行了预测 ,各模型预测均方差 ( root mean

square error of p rediction, RMSEP)分别为 0. 199%、

0. 00436%、0. 386% (见表 4). 由结果可知 ,同仁乌

鸡白凤丸中总氨基酸、芍药苷和水分含量测定的近

图 7　总氨基酸定量模型相关性 ( a)总氨基酸 ( b)
芍药苷 ( c)水分
Fig. 7　Relative p lots of the measured and the p redic2
ted values ( a) Total am ino acids ( b) Paeonin ( c) W a2
ter content

红外数学模型具有一定的实用价值.

3　结论

实验应用 N IR漫反射光谱分析技术成功地对

同仁乌鸡白凤丸进行了定性和定量分析 ,该方法可

以快速、无损、有效地对该中成药质量进行评价. 同

传统方法相比 ,如 HPLC、TLC等 ,可以节省大量分

析时间和费用 ,显示出良好的实用价值和应用前景.
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