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摘要 目的: 探讨光程变化对清开灵注射液中黄芩苷近红外定量模型的影响。方法: 以清开灵注射液为研究对象，分别采集 6
mm 和 8 mm 2 个不同光程下的近红外光谱，采用偏最小二乘回归法( PLSR) 建立黄芩苷定量模型，比较不同光程及光谱预处

理方式对黄芩苷定量模型性能的影响。结果: 在 2 个光程下，采用原始光谱所建模型最优，且 6 mm 光程优于 8 mm 光程。PLS
模型对校正集的预测结果为 RC = 0. 989，RMSEC = 0. 16; 对验证集的预测结果为 RP = 0. 993，RMSEP = 0. 12，RPD = 7. 65。结

论: 光程变化对基于近红外光谱的黄芩苷定量模型存在影响，选择适合于待测组分的光程能够更有效地实现定量检测。
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Abstract Objective: To investigate the effect of optical path lengths on the NIR quantitative determination of ba-
icalin．Methods: NIR transmission spectra of Qingkailing injection were collected at different optical path lengths ( 6
mm and 8 mm) using Fourier transform near infrared ( FT － NIR) spectrometer in the wavelength range of 4000
cm －1 to 10000 cm －1 ． Calibration models were developed using partial least － squares regression ( PLSR) with high
－ performance liquid chromatography ( HPLC) as a reference method． Seven spectral preprocessing methods were
compared，and the number of PLS factors was optimized by leave － one － out cross － validation． Result: The PLS
model of raw spectra at 6 mm optical path length presented the best prediction ability． For the calibration set，RC =
0. 989，RMSEC =0. 16; and for the validation set，RP = 0. 993，RMSEP = 0. 12，RPD = 7. 65． Conclusion: Our re-
sults demonstrated that the optical path length could affect the NIR analysis result of baicalin determination in Qing-
kailing injection，and an appropriate optical path length would guarantee the detection accuracy．
Key words: near infrared spectroscopy; optical path length influence; quantitative model; Qingkailing injection; ba-
icalin; spectral preprocessing method; PLSR

近红外光谱作为一种快速、无损的分析方法，可

对气体、液体和固体等各种样品进行快速精确的定

性、定量分析［1］。分析液态样品时主要采用近红外

透射光谱法，其应用已多见报道［2 ～ 5］。
近红外透射光谱法是通过检测待测样品的吸光

度，而实现对待测成分含量的测定。根据朗伯 － 比

尔定律可知，吸光度的大小主要取决于特定波长下

样品的吸光系数和光程长度。对于清开灵注射液，

其所含成分复杂，不同成分的吸光系数不同，因而其

最佳检测光程也不同。黄芩苷作为清开灵注射液的
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指标成分，若能筛选出其最佳检测光程，则可确保所

获取的光谱数据更有利于有效信息的提取，进一步

保证定量检测的准确性。已有学者［6］研究了不同

光程对黄酒中金属元素近红外透射光谱分析精度的

影响，结果表明对于所测金属元素，最优光程为 5
mm。又有学者［7］开展了光程变化对基于近红外光

谱的黄酒品质检测影响的研究，并确定了黄酒酒精

度、糖度和 pH 的最佳检测光程。
本研究应用近红外光谱法分析清开灵注射液中

指标成分黄芩苷的含量，主要考察不同光程对黄芩

苷含量近红外分析结果的影响。通过光程选择指导

光谱采集条件的优化，从而最终提升近红外定量模

型的准确性。
1 材料与方法

1. 1 药品与试剂 清开灵注射液( 批号: 011402A，

011403A，011706A) 购自北京中医药大学药厂，黄芩

苷对照品( 批号: 110777 － 201005 ) 购自中国食品药

品检定研究院。甲醇和磷酸均为色谱级( Fisher 公

司) ; 水为纯净水( 杭州娃哈哈集团有限公司) 。
1. 2 仪器 Antaris Ι 傅里叶变换近红外光谱仪( 美

国 Thermo Nicolet 公司) ，配备 RESULT 3. 0 光谱采

集软件。Agilent 1100 高效液相色谱仪，包括四元

泵、真空脱气泵、自动进样器、柱温箱、DAD 二极管

阵列检测器。
1. 3 样本制备 取 3 批清开灵注射液，每个批次取

3 个样品，将每个样品用纯净水分别稀释至 1，2，3，4
mg·mL －14 个浓度水平，共得 36 个样本。
1. 4 清开灵注射液的近红外光谱采集 将样本溶

液分别注入直径为 6 mm 和 8 mm 的样品管进行光

谱采集。光谱采集条件均为: 透射模式，以仪器内置

背景为参比，扫描范围 4000 ～ 10000 cm1，分辨率 8
cm －1，累计扫描次数 32 次，每个样品重复扫描 3
次，计算平均光谱用于分析。
1. 5 清开灵注射液中黄芩苷含量的 HPLC 测定

近红外光谱采集之后，立即进行高效液相色谱分析。
依照 2010 年版中国药典一部中清开灵注射液项下

黄芩苷的含量测定方法和色谱条件，对样本中黄芩

苷的含量进行测定，具体色谱条件如下: Waters ODS
C18色谱柱( 5 μm，4. 6 mm × 150 mm) ; 流动相为甲

醇 － 水 － 磷酸( 50∶ 50∶ 0. 2) ; 等度洗脱，流速 1. 0 mL
· min －1 ; 检测波长 274 nm，柱温 30 ℃。
1. 6 近红外光谱数据处理 数据处理采用 TQ An-
alyst 8. 0 光谱分析软件。建模方法采用偏最小二乘

回归进行全波段( 4000 ～ 10000 cm －1 ) 建模。同时对

比 7 种不同预处理方法，包括原始光谱、一阶微分、
一阶微分 + SG ( Savitzky － Golay) 平滑、一阶微分 +
Norris 平滑、二阶微分、二阶微分 + SG 平滑、二阶微

分 + Norris 平滑，筛选出最佳预处理方式。
1. 7 模型的评价

将不同光程下采集的光谱分别按照“1. 6”项下

的方法进行建模，对比不同模型的预测能力。模型

潜变量因子数的大小决定模型预测能力的好坏，本

研究采用留一交叉验证选择模型的最佳潜变量因子

数。当交叉验证均方差( Root Mean Square Error of
Cross － Validation ，RMSECV) 随因子数增加而趋于

平稳，一般选其最小值所对应的因子数为最优潜变

量因子数［8］。
模型的内部稳健性和拟合效果以相关系数 RC

和校正均方差 ( Root Mean Square Error of Calibra-
tion，RMSEC ) 为评价指标。RC 越大，RMSEC 值越

小，所对应的模型拟合效果越好［9］。

RC = 1 －
∑N

i = 1 ( i － Ci )
2

∑N
i = 1 ( Ci － C)槡 2 ( 1)

RMSEC = 1 －
∑N

i = 1 ( i － Ci )
2

槡 N ( 2)

其中，Ci 为校正集中第 i 个样本的黄芩苷高效

液相色谱测定浓度; i 为校正集中第 i 个样本的近

红外光谱分析预测值; C 为校正集样本参考浓度的

平均值; N 为校正集样本的个数。
为评价模型的预测性能，进一步对模型进行外

部验证。所建模型对验证集样品的预测结果以 RP

和预测均方差( Root Mean Square Error of Prediction，

RMSEP) 为评价指标。RP 越大，RMSEP 值越小所对

应的模型预测能力越好。

RP = 1 －
∑n

i = 1 ( pi － Ci )
2

∑n
i = 1 ( Ci － C)槡 2 ( 3)

RMSEC = 1 －
∑n

i = 1 ( pi － Ci )
2

槡 n ( 4)

其中，Ci 为验证集中第 i 个样本的高效液相色

谱测定浓度; pi为验证集中第 i 个样本的近红外光

谱分析预测值; C 验证集样本参考浓度的平均值; n
为验证集样本的个数。

此外，为消除由于样本集不同所造成的影响，使

预测准确度标准化，本研究进一步采用 RPD ( Re-
sidual Predictive Deviation) ［10，11］评价模型的预测能

力。RPD 值越大，所对应的校正模型的预测性能越

好，当 RPD 大于 3 时，表明模型具有很好的预测性
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能［12，13］。

RPD = SD
RMSEP ( 5)

SD =
∑( Ci － C) 2

n槡 － 1 ( 6)

其中，Ci 为验证集中第 i 个样本的高效液相色

谱测定浓度; C 为验证集样本浓度的平均值; n 为验

证集样本的个数。
2 结果与讨论

2. 1 清开灵注射液中黄芩苷的含量测定结果 本

研究采用高效液相色谱法测定了 36 个样本中黄芩

苷的含量，测定结果见表 1。

表 1 清开灵注射液中黄芩苷的含量测定结果( mg·mL －1 )
Tab 1 Assay of baicalin in Qingkailing injection by HPLC

批号

( Lot
No． )

样本数

( numbers)

浓度范围

( concentration
range)

平均值

( average)

标准偏差

( SD)

011402A 12 0. 91 ～ 3. 78 2. 31 1. 08

011403A 12 0. 88 ～ 3. 63 2. 23 1. 04

011706A 12 0. 90 ～ 3. 77 2. 31 1. 08

2. 2 样本集的划分 为消除样本集划分过程中主

观因素的影响，本研究在 MATLAB 7. 0 操作环境下，

采用 Kennard － Stone 法进行样本集的划分，选取 24
个样本作为校正集，12 个样本作为验证集，校正集

和验证集样本中黄芩苷浓度分布范围见表 2。
表 2 校正集和验证集样本中黄芩苷浓度分布范围( mg·mL －1 )

Tab 2 Concentration range of baicalin in calibration and validation sets

光程

( optical path) /mm

样本集类型

( samples)

样本数

( numbers)

浓度范围

( concentration range)

平均值

( average)

标准偏差

( SD)

6 校正集( calibration set) 24 0. 88 ～ 3. 78 2. 32 1. 11

验证集( validation set) 12 0. 90 ～ 3. 64 2. 20 0. 91

8 校正集( calibration set) 24 0. 88 ～ 3. 78 2. 47 1. 03

验证集( validation set) 12 0. 88 ～ 3. 69 1. 91 0. 99

2. 3 清开灵注射液的近红外光谱分析

不同光程下采集到的清开灵注射液的近红外吸

收光谱见图 1。由原始光谱可以看出，在 7500 ～
4000 cm －1波段，清开灵注射液有较强的吸收，但是

6 mm 和 8 mm 光程下的吸收强度明显不同。
2 个光程下的光谱在 7200 ～ 7050 cm －1、6560 ～

6420 cm －1和 5390 ～ 5280 cm －1等处均具有明显的吸

收峰，其中 7200 ～ 7050 cm －1和 5390 ～ 5280 cm －1处

的吸收主要与 O － H 基团和 C － H 基团的一级倍频

和组合频有关，6560 ～ 6420 cm －1处主要与清开灵注

射液中 N － H 基团的一级倍频有关。这些强吸收主

要是由于清开灵注射液中含有苷类、有机酸和氨基

酸等成分。
此外，在不同波段下，两类光谱的差异也各不相

同。在 6500 ～ 5370 cm －1，8 mm 光程的吸收强度大

于 6 mm 的; 而在 7090 ～ 6500 cm －1 和 5370 ～ 4000
cm －1，8 mm 光程的吸收强度小于 6 mm 的。这也进

一步说明了对于不同的成分，并不都是光程越长，吸

光度就越大，其最佳检测光程是不同的。
2. 4 光程对模型性能的影响

表 3 为不同光程采集的光谱数据经预处理后所

建模型的性能。由表可知，对于 6 mm 光程，采用原

始光谱所建模型的拟合能力最好，此时相关系数 RC

最大( 0. 989) ，RMSEC 最小( 0. 16) 。其余 6 种光谱

图 1 清开灵注射液的近红外吸收光谱图

Fig 1 Absorbance spectra of Qingkailing injection with different optical

path lengths

预处理方式下所建模型 拟 合 能 力 相 近，其 RC 为

0. 918 ～ 0. 926，RMSEC 为 0. 41 ～ 0. 43。
对于 8 mm 光程，其原始光谱、一阶微分 + SG

平滑、一阶微分 + Norris 平滑、二阶微分、二阶微分

+ Norris 平 滑 光 谱 建 模 结 果 相 近，RC 为 0. 975 ～
0. 984，RMSEC 为 0. 18 ～ 0. 21，说明所建模型具有很

好的拟合能力和内部稳健性。一阶微分光谱建模结

果较好，其 RC 为 0. 895，RMSEC 为 0. 53。二阶微分

+ SG 平滑光谱建模结果一般，RC 仅为 0. 844。
以上结果表明，除 8 mm 光程二阶微分 + SG 平
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滑光谱建模结果一般外，其余模型的内部稳健性和

拟合效果都比较好，其中 6 mm 光程下采用原始光

谱所建模型的拟合能力最好。实验结果还表明，同

一体系在不同光程下采集的数据，经相同光谱预处

理后所建模型的效果不同。
对比不同模型对验证集的预测结果可以看出，

在每一光程下，采用原始光谱所建的模型最好，其

RP 和 RPD 值较高，且 RMSEP 处于较低水平，表明

原始光谱包含的信息对于建模最有效。其中，当光

程为 6 mm，采用偏最小二乘回归结合原始光谱建立

的黄芩苷定量模型最好，RP 为 0. 993，RMSEP 最小

为 0. 12，RPD 最大为 7. 93，大于 3，这说明模型具有

很好的预测能力。该模型参考值和预测值之间的相

关关系见图 2。而对于 8 mm 光程，RP 为 0. 926，

RPD 为 2. 73，该模型的定量效果稍逊于光程 6 mm
时所建模型。这表明 6 mm 光程更适于清开灵中黄

芩苷含量的测定。

表 3 不同光程下的建模结果比较
Tab 3 Comparison of calibration models under different optical path lengths

光程

( optical path)

/mm

预处理方法

( preprocessing

methods)

校正结果

( calibration result)

交叉验证

( cross validation)

验证结果

( validation result)

RC RMSEC RMSECV RP RMSEP RPD

6 raw 0. 989 0. 16 0. 45 0. 993 0. 12 7. 65

6 1 d 0. 918 0. 43 0. 51 0. 882 0. 50 1. 83

6 1 d + SG 平滑( smoothing) 0. 920 0. 43 0. 53 0. 884 0. 49 1. 86

6 1 d + Norris 平滑 0. 928 0. 41 0. 52 0. 894 0. 47 1. 93

6 2 d 0. 926 0. 41 0. 47 0. 909 0. 44 2. 05

6 2 d + SG 平滑( smoothing) 0. 919 0. 43 0. 52 0. 881 0. 50 1. 83

6 2 d + Norris 平滑( smoothing) 0. 926 0. 41 0. 52 0. 888 0. 48 1. 89

8 raw 0. 978 0. 21 0. 62 0. 926 0. 36 2. 73

8 1 d 0. 895 0. 53 0. 77 0. 917 0. 49 2. 03

8 1 d + SG 平滑( smoothing) 0. 975 0. 22 0. 50 0. 921 0. 40 2. 49

8 1 d + Norris 平滑( smoothing) 0. 973 0. 23 0. 51 0. 902 0. 43 2. 32

8 2 d 0. 986 0. 17 0. 89 0. 879 0. 63 1. 56

8 2 d + SG 平滑( smoothing) 0. 844 0. 54 0. 78 0. 921 0. 50 1. 98

8 2 d + Norris 平滑( smoothing) 0. 984 0. 18 0. 48 0. 874 0. 50 1. 97

注: raw: 原始光谱( raw spectra) ; 1 d: 一阶微分( first order differential) ; 2 d: 二阶微分( sencond order differential) ; SG: Savitzky － Golay

图 2 黄芩苷含量预测值与参考值相关图

Fig 2 Correlation between predicted and reference value of baicalin

3 结论

本研究探讨了近红外光谱的光程长度对清开灵

注射液中黄芩苷含量检测的影响，并考察了不同预

处理方法对建模的影响。结果表明，同一体系在不

同光程下采集的数据，经相同光谱预处理后所建模

型的效果不同。在每一光程下，均为原始光谱建模

效果最好，且相比于 8 mm 光程，6 mm 光程更适于

清开灵注射液中黄芩苷的含量测定。结果证明光程

变化对基于近红外光谱的黄芩苷定量分析的确有一

定的影响，选择适合于待测组分的光程能够更为有

效地实现准确的定量检测。
本研究初步探讨了光程变化对于清开灵注射液

这一中药复杂体系中指标成分定量检测的影响，但
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采用的样本量较少，且考察的光程范围较窄，后续工

作将增加样本数量和光程变化梯度进行进一步探索

研究。
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