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不确定度评估在中药近红外定量分析中的应用
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摘　要　采集六一散混合过程中样品近红外光谱，建立甘草酸含量近红外（ＮＩＲ）偏最小二乘（ＰＬＳ）定量模

型。结果校正集相关系数狉ｃａｌ＝０．９９８５，ＲＭＳＥＣ＝０．０４４０ｍｇ·ｇ
－１，预测集狉ｖａｌ＝０．９４７４，ＲＭＳＥＰ＝０．１２４

ｍｇ·ｇ
－１，表明近红外光谱法可作为六一散混合过程中甘草酸含量的快速测定方法。在定量模型建立的基础

上，设计验证试验，采用由Ｌｉａｏ等提出的基于蒙特卡罗仿真的方法，估计β容度γ置信容许区间，并计算

ＮＩＲ定量分析不确定度，绘制不确定度轮廓。结果表明甘草酸含量高于１．５６ｍｇ·ｇ
－１时，测量不确定度在

可接受范围（λ＝±２０％）内，表明所建不确定度评估方法可有效评价不同浓度水平下的甘草酸含量ＮＩＲ定量

模型的准确性和可靠性，可为其他中药ＮＩＲ定量分析方法的不确定度评估提供借鉴。
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引　言

　　测量方法的不确定度通常被定义为“一个与测定方法有

关的、用来表征由被测变量分散程度的参数”。随着各种规

范分析方法验证法规的相继颁布和国内实验室认可工作的开

展，建立并应用不确定度评估程序成为评价分析方法的必要

步骤。

国际不确定度工作组于１９９３年制定了《测量不确定度表

示指南》（ＧＵＭ９３），现有的应用于化学测量的不确定度评定

方法主要分为基于 ＧＵＭ 的方法和非 ＧＵＭ 方法两大类
［１］。

ＧＵＭ法即“ｂｏｔｔｏｍｕｐ”的方法，是根据实验方法指认、鉴别、

定量和合成不确定度分量来评估不确定度的方法。这种评估

方法接受程度较广，但在使用时步骤复杂，主观性较强，对

实施者统计学水平要求苛刻，实验费用高，耗时长。非ＧＵＭ

不确定度评定方法包括：基于实验室间协作数据的ｔｏｐｄｏｗｎ

方法［２］，用于单个实验室的不确定度简单估计的 Ｆｉｔｎｅｓｓ

ｆｕｎｃｔｉｏｎ方法
［３］，在保证方法的稳健性前提下采用的Ｒｏｂｕｓｔ

ｎｅｓｓｂａｓｅｄ方法
［４，５］，以及基于实验验证数据的ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ

ｂａｓｅｄ方法
［５］等。

对于近红外（ｎｅａｒｉｎｆｒａｒｅｄ，ＮＩＲ）分析而言，由于其测定

原理复杂，测定结果受环境影响较大，不确定度分量来源不

明，很难使用传统的ＧＵＭ法及ｔｏｐｄｏｗｎ法进行不确定度评

定。由于不需要考察不确定度来源，ｖａｌｉｄａｔｉｏｎｂａｓｅｄ方法相

比来说具有简便准确的特点［６８］，而且在单个实验室就可以

完成。

本工作以中药六一散粉末混合过程中目标成分甘草酸含

量ＮＩＲ定量分析为研究对象，应用一种基于实验验证数据的

不确定度评估方法［９，１０］，通过验证集数据中间精密度及β容

度γ置信容许区间的计算，绘制不确定度曲线（ｕｎｃｅｒｔａｉｎｔｙ

ｐｒｏｆｉｌｅ，ＵＰ），并使用 ＵＰ方法对 ＮＩＲ分析方法进行不确定

度评估，以评价测定结果的准确性和可靠性。

１　依据验证数据的不确定度计算原理

　　依据美国政府化学家实验室／国家计量组织有效分析测

量协会（ＬＧＣ／ＶＡＭ）协议
［６］和ＩＳＯ／ＤＴＳ２１７４８指南

［１１］的建

议，测定值的不确定度可由式（１）表达

狌２（犢）＝犛２犚 ＋狌
２（^δ）＋∑犮

２
犻狌
２（狓犻） （１）

其中，犛犚 表示重现性标准偏差分量，狌（^δ）表示与测定方法偏

差有关的不确定度分量，∑犮
２
犻狌
２（狓犻）表示其他累计不确定



度分量。在ＳＦＳＴＰ提出的 ＡｃｃｕｒａｃｙＰｒｏｆｉｌｅ
［１２］实际使用中忽

略式（１）中第三项，将其简化为
［１２，１３］

狌２（犢）＝犛２犚 ＋狌（^δ） （２）

结合式（２）及β容许区间的计算便可绘制不确定度曲线。此

处使用的β容度γ置信容许区间（βｃｏｎｔｅｎｔ，γｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅ

ｔｏｌｅｒａｎｃｅｉｎｔｅｒｖａｌ）通过引入置信度γ，实现不确定度的可靠

性评估［１４］。根据 Ｍｅｅ氏β容许区间计算方法
［１５，１６］，β容许

区间定义如下

珚犢±狋狏犽^σ犕 （３）

其中：^σ犕 ＝犛犚，由式（２）、式（３）可得

狌２（犢）＝犽２^σ２犕 （４）

同样，β容许区间也可经以下表达式得出

珚犢±狋狏狌（犢） （５）

　　由式（５）可得

犝 ＝珚犢＋狋狏狌（犢） （６）

犔＝珚犢－狋狏狌（犢） （７）

　　因此，分析方法不确定度定义为

狌（犢）＝
犝－犔
２狋狏

（８）

式（８）中：犝 为β容许区间上限，犔为β容许区间下限，狋狏 为

自由度狏下的Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓｔ分布中的（１＋γ）／２分位数值，对

于均匀分布的数据狏可由Ｓａｔｔｅｒｔｈｗａｉｔｅ公式计算得出
［１７］。对

β容度γ置信容许区间的估计，采用由Ｌｉａｏ等
［１８］提出的基

于蒙特卡罗仿真的方法，具体计算过程如下：

Ｓｔｅｐ１：采用“犐×犑×犓”型实验设计方法安排验证实验，

其中犐（犻＝１，２，…，犿）表示条件数，犑（犼＝１，２，…，狀）表

示重复次数，犓（犽＝１，２，…，犪）表示浓度水平。

Ｓｔｅｐ２：在某一浓度水平犽下，对于“犐×犑”矩阵进行方

差分析，计算组间离均差平方和犛犛犅，以及组内离均差平方

和犛犛犈

犛犛犅 ＝狀∑
犿

犻＝１

（珚犢犻，犽－珚犢犽）
２ （９）

犛犛犈 ＝∑
犿

犻＝１
∑
狀

犼＝１

（犢犻犼，犽－珚犢犻，犽）
２ （１０）

　　 在 式 （９）和 （１０）中，珚犢犻，犽 ＝
１

狀∑
狀

犼＝１

犢犻犼，犽，珚犢犽 ＝

１

犿狀∑
犿

犻＝１
∑
狀

犼＝１

犢犻犼，犽。

Ｓｔｅｐ３：设定蒙特卡罗仿真次数犌（狑 ＝１，２，…，犌）。

Ｓｔｅｐ４：当狑＝１时，从χ
２
犿－１ 分布中产生独立随机变量

犃２犅，狑，从χ
２
犿（狀－１）分布中产生独立随机变量犃

２
犈，狑。计算

犔１，狑 ＝
狀－１（１＋犿－１）犛犛犅

犃２犅，狑
＋
（１－狀－１）犛犛犈
犃２犈，狑

（１１）

　　Ｓｔｅｐ５：重复步骤４直至狑＝犌，计算犌个犔１，狑值的γ分

位数犇γ。

Ｓｔｅｐ６：则β容许区间可表示为

犝 ＝珚犢＋犣（１＋β）／２犇
１／２
γ （１２）

犔＝珚犢－犣（１＋β）／２犇
１／２
γ （１３）

其中，犣（１＋β）／２为正态分布的逆累积分布函数的（１＋β）／２分位

数。β容许区间的相对值可用式（１４）和式（１５）表示

犝（％）＝
珚犢＋犣（１＋β）／２犇

１／２
γ －犡狉

犡狉
×１００％ （１４）

犔（％）＝
珚犢－犣（１＋β）／２犇

１／２
γ －犡狉

犡狉
×１００％ （１５）

其中犝（％）为相对β容许区间上限，犔（％）相对β容许区间

下限，犡狉为理论真值。将式（１２）和式（１３）代入式（８），则分

析方法不确定度可表示为

狌（犢）＝
犣（１＋β）／２犇

１／２
γ

狋狏
（１６）

相对扩展不确定度表示为

狌（犢）（％）＝
２×狌（犢）

犡狉
×１００％ （１７）

２　实验部分

２１　仪器与试剂

Ａｎｔａｒｉｓ近红外光谱仪（美国 ＴｈｅｒｍｏＮｉｃｏｌｅｔ公司），

Ａｇｉｌｅｎｔ１１００高效液相色谱仪包括四元泵、真空脱气机、自

动进样器、柱温箱、二极管阵列检测器（ＤＡＤ）及 ＨＰ数据处

理工作站（美国Ａｇｉｌｅｎｔ公司），ＺＮＷ１０型三维混合机（北京

兴时利和有限公司），色谱级甲醇（美国Ｆｉｓｈｅｒ公司），色谱

级磷酸（美国Ｆｉｓｈｅｒ公司），色谱级磷酸二氢铵（美国 Ａｃｒｏｓ

公司），纯净水（杭州娃哈哈集团有限公司）。甘草细粉（北京

本草方源药业有限公司，批号：２０１２０９２６），药用滑石粉（北

京本草方源药业有限公司，批号：２０１２０５１４），甘草酸单铵盐

（中国食品药品检定研究院，批号：１１１２２９）。

２２　光谱采集

采用Ａｎｔａｒｉｓ近红外光谱仪，以空气做背景，采用积分

球漫反射模式以旋转样品杯法采集光谱，分辨率８ｃｍ－１，光

谱扫描范围１００００～４０００ｃｍ
－１，每个样品扫描６４次后取平

均值。

２３　色谱条件

甘草酸含量按２０１０版《中华人民共和国药典》一部六一

散项下高效液相色谱法测定，ＡｇｉｌｅｎｔＣ１８色谱柱（４．６×２５０

ｍｍ，５μｍ）；流动相：甲醇－磷酸二氢铵缓冲液（６５∶３５）；

检测波长：２５０ｎｍ，流速：１ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温：３０℃，进样

量：２０μＬ。

２４　样品制备

２．４．１　甘草酸含量测定样品的制备

将甘草细粉与滑石粉以质量比１∶６置于三维混合机中

混合。进行两批次混合实验，混合过程中各停机１０次，于５

个预设取样点进行取样，使用蜗旋仪充分混合均匀，共采集

１００个样品。对每个样品分别进行ＮＩＲ光谱测量和ＨＰＬＣ测

定。

２．４．２　验证实验样品的制备

采用六一散混合过程中由低到高五种甘草酸含量样品

（０．７８，１．５６，２．３４，３．１２和３．８９ｍｇ·ｇ
－１）对测定方法进行

验证。为方便称量，将甘草酸含量换算为甘草质量，五种甘

草酸含量所对应的甘草质量为（０．０２５，０．０５０，０．０７５，０．１００

和０．１２５ｇ），选取３×５×３的实验设计方案，即实验分三天

进行，每天一次，每次实验包含五个浓度水平，每个浓度水
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平进行三次平行实验。

２５　数据处理

采用ＳＩＭＣＡＰ１１．５（美国 Ｕｍｅｔｒｉｃｓ公司）及 Ｕｎｓｃｒａｍｂ

ｌｅｒ７．０（挪威 ＣＡＭＯ公司）软件对光谱进行预处理，采用

Ｍａｔｌａｂ７．０（美国 Ｍａｔｈｗｏｒｋ公司）软件进行样本集划分、数

据预处理及不确定度计算。

３　结果与讨论

３１　样本划分

采用ＫＳ（ＫｅｎｎａｒｄＳｔｏｎｅ）法将１００个样本划分为校正集

（６５个）和验证集（３５个）。

３２　光谱预处理

对六一散样品近红外光谱使用以下预处理方法进行校

正：考察采用多元散射校正（ｍｕｌｔｉｐｌｉｃａｔｉｖｅｓｉｇｎａｌｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎ，

ＭＳＣ）和标准正则变换（ｓｔａｎｄａｒｄｎｏｒｍａｌｖａｒｉａｔｅ，ＳＮＶ）消除

各批次间样品粒度分布不均匀及粉末颗粒大小不同产生的散

射对其光谱的影响；对光谱数据进行一阶导数（１ｓｔｄ）与二阶

导数（２ｎｄｄ）处理以消除光谱基线漂移、强化谱带特征、克服

谱带重叠；采用ＳＧ（ｓａｖｉｔｚｋｙｇｏｌａｙ）平滑法对光谱数据进行

平滑处理，有效平滑高频噪音，提高信噪比，减少噪音影响。

各预处理方法建模结果见表１。

犜犪犫犾犲１　犘狉犲犱犻犮狋犻狅狀狆犲狉犳狅狉犿犪狀犮犲狅犳犘犔犛犿狅犱犲犾狊犫犪狊犲犱狅狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋狆狉犲狋狉犲犪狋犿犲狀狋犿犲狋犺狅犱狊

预处理 ＬＶｓ
校正集 验证集

狉ｃａｌ ＲＭＳＥＣ ＲＭＳＥＣＶ ＢＩＡＳｃａｌ 狉ｖａｌ ＲＭＳＥＰ ＲＰＤ ＢＩＡＳｖａｌ

Ｏｒｉｇｉｎ ４ ０．９７５８ ０．１７４ ０．２２２ ０．１２４ ０．８５４１ ０．２００ １．８８ ０．１６５

ＳＧ ４ ０．９７５３ ０．１７６ ０．２１９ ０．１２５ ０．８５４３ ０．２００ １．８８ ０．１６４

Ｂａｓｅｌｉｎｅ ４ ０．９７６２ ０．１７４ ０．２００ ０．１１５ ０．８７５４ ０．１８４ ２．０４ ０．１４６

１ｓｔｄ ６ ０．９９５１ ０．０７８ ０．２０５ ０．０６３ ０．８９７６ ０．１７３ ２．１８ ０．１３８

２ｎｄｄ ４ ０．９９６６ ０．１４０ ０．１８２ ０．０５８ ０．８９４４ ０．１７６ ２．１４ ０．１４４

ＳＧ＋１ｓｔｄ ６ ０．９９８５ ０．０４４ ０．１３９ ０．０３６ ０．９４７４ ０．１２４ ３．０８ ０．１０１

ＭＳＣ １０ ０．９８９７ ０．１１９ ０．２２２ ０．０９０ ０．８８８３ ０．１９２ １．９６ ０．１５５

ＳＮＶ ７ ０．９７７３ ０．１７０ ０．２４４ ０．１２１ ０．８５０４ ０．２０８ １．８１ ０．１７３

ＷＤＳ １０ ０．９９１５ ０．１０９ ０．１３９ ０．０８２ ０．９２４６ ０．１５２ ２．４７ ０．１１９

　　由表１可以看出，数据处理后的建模结果明显优于原始

数据，这表明样品近红外光谱严重受到光程差异及噪音等影

响。经光谱预处理后，模型的预测准确度明显提高：ＳＧ平

滑加一阶导数处理方法结果最好，定量模型ＲＰＤ由１．８８增

加到３．０８，预测集决定系数狉ｖａｌ及预测均方根误差 ＲＭＳＥＰ

分别为０．９４７４和０．１２４，因此采用ＳＧ平滑加一阶导数处

理方法作为光谱预处理方法。

３３　潜变量因子的选取

采取ＳＧ平滑加一阶导数光谱预处理方法，分别使用１

～１１个潜变量因子建立回归模型，绘制模型预测性能随潜

变量因子变化的曲线图［图１（ａ）］。结合图１（ａ）可知，当潜变

量因子数为６时，预测集校正均方根误差ＲＭＳＥＣ、交互验

证均方根误差ＲＭＳＥＣＶ及累积预测残差平方和基本不再变

化，因此选择潜变量因子数目为６建立回归模型。在６个潜

变量因子数下，预测集决定系数狉ｖａｌ及预测均方根误差ＲＭ

ＳＥＰ分别为０．９４７４和０．１２４。所建ＰＬＳ模型校正集与预测

集相关关系如图１（ｂ）所示。

３４　犖犐犚测定结果不确定度评估结果

将测定结果不确定度可接受限度设定为２０％（λ＝

±２０％），通过验证实验数据并结合Ｌｉａｏ氏β容许区间计算

方法及式（８），使用上文所述的不确定度计算方法，分别对

两个含量测定实验结果进行不确定度计算（验证实验数据及

不确定度计算结果见表２）。以浓度水平２．３４ｍｇ·ｇ
－１为例

说明计算过程，其他浓度水平下的不确定度可采用相似的步

骤计算。

　　根据式（９）和（１０），计算犛犛犅＝０．０３３８，犛犛犈＝０．００３６。

犉犻犵１　（犪）犘狉犲犱犻犮狋犻狅狀狆犲狉犳狅狉犿犪狀犮犲狅犳犘犔犛犿狅犱犲犾狊犫犪狊犲犱狅狀

犱犻犳犳犲狉犲狀狋犳犪犮狋狅狉狊；（犫）犆狅狉狉犲犾犪狋犻狅狀犵狉犪狆犺狅犳狀犲犪狉犻狀犳狉犪

狉犲犱狆狉犲犱犻犮狋犻狏犲狏犪犾狌犲狑犻狋犺狉犲犳犲狉犲狀犮犲狏犪犾狌犲

设定蒙特卡洛仿真次数犌＝１００００，根据式（１１）获得向量犔１

（大小１×１００００），γ＝０．９０，计算犔１ 的γ分位数犇０．９０＝
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０．０７３１。犣（１＋β）／２＝犣０．８３３５＝０．９６８１。狋狏 为自由度狏 下的

Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓ狋分布中的（１＋γ）／２分位数值，对于均匀分布的数

据狏可由Ｓａｔｔｅｒｔｈｗａｉｔｅ公式计算得出：狋狏＝２．６８２４。则甘草

酸近红外定量分析方法的不确定度为

狌（犢）＝
犣（１＋β）／２犇

１／２
γ

狋狏
＝
０．９６８１× 槡０．０７３１

２．６８２４
＝０．０９７６

相对扩展不确定度为：狌（犢）（％）＝
２×狌（犢）

犡狉
×１００％ ＝

２×０．０９７６

２．３４
×１００％ ＝８．３４％。

相对β容许区间上限犝（％）＝１３．６５，相对β容许区间

下限犔（％）＝－８．７１。

犜犪犫犾犲２　犝狀犮犲狉狋犪犻狀狋狔狅犳狊犪犿狆犾犲狊狑犻狋犺犱犻犳犳犲狉犲狀狋犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀犾犲狏犲犾狊

平行样本
理论甘草酸含量

／（ｍｇ·ｇ－１）

各批次甘草酸含量预测值／（ｍｇ·ｇ－１）

１ ２ ３
β容许区间／％

相对扩展

不确定度／％

１ ０．７６ ０．８６ ０．６４

２ ０．７８ ０．６７ ０．７０ ０．６０ ［－４２．０４，１６．６８］ ２９．９４

３ ０．６５ ０．６５ ０．６０

１ １．６２ １．６８ １．５９

２ １．５６ １．６０ １．５８ １．５２ ［－９．６３，１２．３４］ １０．９７

３ １．６０ １．５７ １．４７

１ ２．４３ ２．４７ ２．３５

２ ２．３４ ２．４０ ２．４８ ２．３１ ［－８．７１，１３．６５］ ８．３４

３ ２．３６ ２．４７ ２．３１

１ ３．０７ ３．０７ ２．９９

２ ３．１２ ３．１７ ３．０８ ３．００ ［－８．９７，３．８４］ ６．２１

３ ３．０４ ２．９８ ２．９６

１ ３．７４ ３．５８ ３．４８

２ ３．８９ ３．７１ ３．５２ ３．４１ ［－１７．８０，０．１１］ ８．９５

３ ３．６０ ３．４９ ３．４２

　　比较各浓度水平不确定度［犔（％），犝（％）］及可接受限

度［－λ，λ］，绘制不确定度曲线（图２），进而对测定结果不确

定度进行评估。如果［犔（％），犝（％）］全部落在［－λ，λ］范围

内，则在此浓度水平不确定度在可接受范围内，将此方法视

为准确可靠。如图２所示，当甘草酸含量较低（０．７８０～１．５６

犉犻犵２　犝狀犮犲狉狋犪犻狀狋狔狆狉狅犳犻犾犲

ｍｇ·ｇ
－１）时不确定度较大（＞２０％），不在可接受范围内。根

据不确定度曲线，在样品甘草酸含量较低时，由于称量误差

及近红外光谱采集等误差较大，导致近红外定量方法不确定

度较大，样品甘草酸含量较低时近红外定量分析方法不可

靠，测量结果不准确；甘草酸含量高于１．５６ｍｇ·ｇ
－１时，测

定不确定度在可接受范围（λ＝±２０％）内，近红外定量分析

方法可靠，测定结果准确。

４　结　论

　　选取六一散作为载体，通过近红外光谱仪收集混合过程

中样品光谱，使用近红外光谱值与ＨＰＬＣ参考值建立偏最小

二乘回归模型，模型预测效果良好。不确定度评估结果显示

近红外光谱检测法可用于六一散粉末中甘草酸含量的快速测

定，不确定度评价方法可有效评价不同浓度水平下的甘草酸

含量ＮＩＲ定量的准确性和可靠性，并可为其他中药分析测定

方法的不确定度评估提供借鉴。

犚犲犳犲狉犲狀犮犲狊
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