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3讨论

3．1银杏叶高效液相色谱图可分离出90多个峰，

如果按照国家药典委员会关于“中药注射剂指纹图

谱研究的技术要求(暂行)的通知”进行谱峰分析，计

算共有峰相对保留时间和相对峰面积，面积小的峰

就会作为非共有峰或未被识别出来，这样部分信息

会被丢失，而采用计算机辅助相似性评价系统软件

进行全谱相似度计算，对每一个采集点信息进行处

理，能全面反映谱峰之间的相似关系。

3．2在方法学考察中，本研究对精密度、稳定性、重

现性实验数据应用相似度软件处理，结果相似度均

应在0．90以上，符合指纹图谱研究技术要求。

3．3 将不同树龄银杏叶在不同采收期采集的35

批样品进行相似度分析，剔除相似度小于0．90的

样品，建立相似度大于0．90的样品共有模式，作为

邳州银杏叶的标准指纹图谱，以此作为银杏叶投料

标准。
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摘要：目的利用近红外漫反射光谱技术和偏最zb--乘法测定牛膝中蜕皮甾酮。方法近红外漫反射光谱技术

和偏最dx--乘法。结果 所建立预测方程样品的预测值和真实值之间的相关系数为0．948 9，该法的建立证明了近

红外漫反射光谱技术应用于中药中化学成分的测定的可行性。结论 同其他测定方法相比该法操作简单、速度快、

效率高、无污染、费用低、无需复杂的前处理，可以直接对大量未知样品进行测定。
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Abstract：Objective To determine ecdysterone content in Radix Achyranthis Bidentalae by near—in—

flared diffuse reflectance spectroscopy(NIRDRS)combined with partial least squares(PLS)．Methods

NIRDRS and PLS．Results The correlation coefficient of the quantitative mathematics model between the

prediction and the true values was 0．948 9．It iS feasible to appling the above established method to deter—

mination of chemical constituents in Chinese materia medica．Conclusion Compared with other methods，

the method is simple，rapid，high efficient，low expenditure，no pollution and with preparation undone and

is suit for large quantity of unknown samples．
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牛膝又名百倍、鸡胶骨，为苋科多年生草本植物

牛膝Acbranthes bidentata B1．的干燥根。牛膝为

常用中药，应用历史比较悠久，其味甘、苦、酸，性平，

归肝肾经，具有补肝肾、强筋骨、逐瘀通经、引血下行

之功效，民间多用于治疗瘀血、痈肿、经闭、尿血、瘕

瘕、痿痹、腰膝骨痛、四肢拘挛等症[1]。

近红外漫反射光谱(near～infrared diffuse re—

flectance spectroscopy，简称NIRDRS)技术具有样

品制备简单、分析速度快、费用较低、应用范围广、可

以实现非破坏性和无污染性测试等优点乜]。近年来，

已在农业、食品、石油化工[31和生物化学[43等行业得

到了较为广泛的应用。虽然近红外光谱分析技术已

成功地应用于化学药品的质量分析和控制[5“]，但定

量分析中药中有效成分的研究却很少报道。本实验

采用近红外漫反射光谱技术结合化学计量学中的偏

最小二乘法测定了牛膝中蜕皮甾酮，结果基本令人

满意，从而为近红外漫反射光谱技术应用于大量中

药样品中某一大类有效成分(如总黄酮类、总蒽醌

类)的测定提供了很有意义的借鉴作用。

1实验部分

1．1 仪器设备和测试条件：采用Perkin—Elmer公

司的Spectrum One近红外光谱仪。积分球漫反射，

近红外光源，Pbs检测器，扫描范围10 000～4 000

em一1，扫描信号累加32次，分辨率8 cm一，OPD速

度0．2 cm／s，增益为1，以金箔为参比，每个样品重

复5次，求平均光谱。

1．2样品来源及制备：牛膝采于各产地，经河南中

医学院生药教研室主任陈随清博士鉴定为苋科多年

生草本植物牛膝A．bidentata B1．的干燥根。将牛

膝样品在60‘C下干燥至恒重，粉碎，过100目筛，

取3 g过筛后的样品粉末放入石英样品杯中，混合

均匀，轻轻压平，放在样品架上进行测定。

1．3 软件及数据处理：采用Perkin—Elmer公司的

Quant+多组分定量分析软件，以其中的PLS建立

数学模型并进行预测分析。

2结果与讨论

2．1 牛膝样品的近红外漫反射光谱图：近红外光谱

的采集，必须保证在相同的实验条件下进行，装样深

度和扫描参数的不同对实验结果将会有较大的影

响，只有在严格控制实验条件的基础上，才能获得较

好的图谱。本实验采用与仪器配套的石英样品杯装

样，以减小由于玻璃杯吸收而造成的信噪比降低，尽

量保证样品的松紧度一致，以减少样品不均匀所产

生的散射，降低各种主观因素所产生的误差，得到了

比较好的谱图(图1)。可知，各个产地的牛膝特征谱

图非常相似，这是因为牛膝药材所含的化学成分比

较复杂，在10 000～4 000 cm～，这些化合物中都有

能引起NIR吸收的C—H、N—H和0～H键，另一方

面，由于植物类中药含有许多相同的化学成分(如

淀粉、纤维素、多糖苷)，这些相同成分的吸收峰往往

掩盖了代表特征成分的吸收峰，使得NIRS图非常

相似。但是，由于受不同自然条件的影响，不同样品

中所含化学成分及其组成会存在差异，因而其近红

外光谱也不尽相同，这种差异使得将NIRDRS技术

应用于牛膝药材的定量分析成分可能。不过由于各

样品特征信息隐藏于光谱中，不能再用常规的方法

对谱图进行解析，因此必须借助化学计量学，经过数

学处理，提取特征信息后才能进行分析计算。

飞

世
芸
螫

波数／cm。
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图1 不同产地牛膝的近红外光谱图

Fig．1 NIRDR spectra of Radix Achyranthis

Bidentalae from different habitats

2．2数学模型的建立：近红外定量分析需要待测成

分已知的标准样品集(训练集)，根据标准样品集中

样品的近红外光谱，运用化学计量学方法建立光谱

特征值与待测成分量之间的数学关系(简称数学模

型)。当测定未知样品时，只需测定该样品的近红外

光谱，然后用已建好的数学模型预测出待测成分的

质量分数E7]。本实验，牛膝中蜕皮甾酮的实际质量分

数(化学值)采用高效液相色谱法测得[8]，所得结果

见表1(1～26为2001年栽培牛膝，27～37为2000

或1999年栽培牛膝，38～41为2001年野生牛膝，

42为两年生牛膝种根；*代表预测集样本，其余为

训练集样本)。

近红外定量分析中建立预测方程常用的计算方

法主要有[9]：逐步回归法(stepwise regression，

SRG)。该法在近红外定量中的应用较早，主要是从多

个变量(波长)中选择出一组对待测组分影响显著的

波长，目的是使浓度的计算达到较高的精确度，每个
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表1 HPLC法对牛膝中蜕皮甾酮的测定结果

Table 1 Determination of ecdysterone in Radix

Achyranthis Bidentalae by HPLC

序号产地蜕篇醺 序号 产地蜕皮甾酮 序号产地蜕麓酮／％

1河南温县0．145 6 15河北安国0．116 2 29河南济源0．063 4

2。河南温县0．124 5 1 6河北安国0．115 1 30。河南孟县0．059 7

3河南温县0．114 7 1 7内蒙赤峰0．166 6 3l河南沁阳0．056 7

4河南武陟0．106 5 18’内蒙赤峰0．126 5 32。河南修武0．055 4

5”河南武陟0．102 6 19内蒙赤峰0．063 7 33河南郑州0．036 4

6河南武陟0．095 8 20山东曲阜0．077 3 34河北安国0．079 8

7河南武陟0．103 0 2l+山东曲阜0．074 1 35河北安国0．074 2

8+河南武陟0．090 3 22山东荷泽0．102 3 36山东泰安0．062 5

9。河南武陟0．083 7 23’山东荷泽0．064 8 37安徽毫州0．055 1

10河南武陟0．075 2 24山东荷泽0．049 5 38贵州贵定0．203 4

11河南武陟0．075 1 25安徽毫州0．074 2 39’浙江临安0．188 5

12河南郑州0．075 3 26云南昆明0．051 0 40安徽风阳0．122 1

13河北安国0．125 7 27河南博爱0．120 7 4l河南博爱0．098 7

14’河北安国0．118 0 28。河南济源0．075 9 42河南温县0．1 30 8

波长都遵循引入一F检验一剔除一再引入的过程，直到波

长无法剔除时为止，同时建立这些波长处光谱参数与

浓度之间的线性方程。该方法的缺陷是，只用几个波

长点对应的吸光度的值与样品组分量之间建立数学

模型，如果光谱中有噪音存在，则该模型就会变得不

稳定。因此，这一方法已逐渐被淘汰。主成分回

归法(principal components regression，PCR)。该

法对波长不进行选择，而是将各个波长点光谱参数

进行线性组合，构成相互独立的主成分，然后用样品

光谱的主成分(潜变量)与样品组分量建立线性关

系，并进行回归的一种方法，其优点在于比逐渐回归

利用了更多的光谱信息，是一种常用于定性分析的

数学模型。

偏最小二乘法(partial least squares，PLS)。该

法较主成分回归法更进一步，是一种相对较新的多

元数据处理技术，它在考虑全谱区各波长点的光谱

参数的同时，还兼顾到被分析样品内部各成分之间

的关系，将两者分别分解，它可以建立同时对多个组

分进行预测的回归模型，非常适合多元体系中各变

量存在相关性的分析，因此是目前近红外分析中应

用较广的算法。

红外光谱中除了包含样品的信息外，还包含有

测量的因素。因为光谱比较敏感，外界的影响因素容

易叠加到光谱上，从而引起偏差，因此为了得到最佳

的结果，需要对光谱数据进行预处理。经常采用的预

处理方法有：1)导数处理(derivative)。导数光谱可

以增强原谱的信号，如在原谱中的宽峰经过二阶导

数处理后，会变得很尖锐，这样有利于在复杂的峰形

中更好地确定出峰的准确位置，从而达到鉴别光谱

的目的。因此，在定量分析中，导数谱的作用是尽量

降低重叠峰的影响，其中，一阶导数可以消除基线的

偏移，二阶导数可以消除基线的线性倾斜。2)多元散

射校正(multiplicative scatter correction，MSC)。

近红外漫反射光谱中含有多种光的成分：漫反射光、

镜面反射光、干涉光、衍射光、吸收光。而影响近红外

定量分析标准的重要因素有两个：光的散射和仪器

的非线性响应。由于样品漫反射表面的特征不同，产

生的附加散射叠加到光谱上，引起样品的光谱之间

相差很大，主要表现在光谱的偏移和倾斜上，所以必

须用附加散射校正技术进行校正。在进行多元散射

校正时，每张标准光谱的散射程度均按照平均光谱

的散射进行归一化处理，由此保证每张标准光谱具

有相同的散射，同样在预测未知样品时，散射也相

同。3)标准正态变量校正(standard normal variate，

SNV)。SNV是一种先进的反射校正方法，它可以有

效地消除由于散射和样品颗粒度不均匀所引起的多

重干扰，这些干扰在近红外漫反射光谱中显得特别

突出。无论是否存在De—trending，都可以使用SNV

校正方法。De—ternding会引起基线偏移的偏差以及

近红外漫反射光谱中经常见到的基线的弯曲。4)平

滑(smooth)。平滑的主要功能是为了提高光谱的信

噪比，但这也可能会使吸收峰的峰形变宽。在

Quant+软件中，采用的是Savitzky—Golay函数对

红外光谱进行平滑处理。经平滑处理后，光谱中的随

机高频噪音被降低分散，但却不能被完全消除。

根据HPLC的数据，笔者分别对上述3种定量

分析算法进行了比较，并决定采用PLS法对牛膝中

蜕皮甾酮进行定量分析。实验中随机选取42个样

品中的30个样本组成训练集(标样集)，所选的样

品涵盖了所测量的范围(0．036 4％～0．203 4％)，

能代表组分的浓度信息。采用牛膝样品的近红外光

谱和牛膝中蜕皮甾酮量的化学值之间建立数学模

型，选用PLS法进行计算。同时，通过不同组合的反

复比较，最终选择7 200～4 000 cm，对谱图进行

平滑(9点)、求一阶导数(13点)、多元散射校正

(5 300～4 200 cm叫)等方法对谱图进行预处理。利

用该数学模型预测30个训练集牛膝样品中蜕皮甾

酮量(预测值)，所得预测值与化学值之间的对应关

系如图2，其决定系数R2—0．997 9，模型标准差

(Standard error of estimate，SEE)为0．002 3，预

测标准差(Standard error of prediction，SEP)为

0．003 1，说明该模型的建立比较成功。其中R2为决

定系数，是用来评价数学模型好坏的参数。

2．3预测集牛膝样品中蜕皮甾酮量的预测：将建模
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图2训练集中蜕皮甾酮预测值与化学值的对应关系

Fig．2 Correlation plot between prediction and

true values in“training samples’’

剩余的12个样品作为预测集，来检验数学模型的

好坏。用所建立的数学模型对预测集牛膝中蜕皮甾

酮进行了预测，其结果见表2，预测集样品的预测值

与其自身化学值的对应关系见图3，其相关系数为

0．948 9。从预测结果来看，样品近红外光谱与牛膝

中蜕皮甾酮量之间存在一定的相关性，因此将该方

法用于牛膝中蜕皮甾酮的测定基本可行，进一步研

究还需扩大标准样品集的数量，以获得结果更可靠

的数学模型。但也发现，预测值与化学值的相关系数

仅为0．948 9，不太令人满意，预测结果的偏差也较

大，这主要是因为牛膝中蜕皮甾酮的量比较低，从而

造成其近红外光谱的信噪比较低，灵敏度下降。如果

将该法应用于中药材中某一大类有效成分(如总黄

酮类、总蒽醌类、总皂苷类等量较高中药材)的测

定，其测定结果的准确性应该有很大的提高。

表2预测集牛膝中蜕皮甾酮的预测结果

Table 2 Predicting results of ecdysterone

in“predicting samples”
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图3预测集样品预测值与化学值对应关系

Fig．3 Correlation plot between prediction and

true values in“predicting samples”

3 结论

利用近红外漫反射光谱技术结合化学计量学中

的偏最小二乘法用于中药中化学成分的测定是可行

的。同其他测定方法相比，该法操作简单，测定速度

快，效率高，无污染，费用低，无需复杂的前处理及化

学反应过程，可以直接对大量未知样品进行测定，为

近红外漫反射光谱技术用于中药有效成分的定量分

析提供了可能。
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