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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 rcal ＝ ０畅９９８ ５ ，RMSEC ＝ ０畅０４４ ０ mg · g － １

，预测集 rval ＝ ０畅９４７ ４ ，RMSEP ＝ ０畅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畅５６ mg · 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年制定了枟测量不确定度表

示指南枠（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“bottom‐up”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 top‐down
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‐
ness‐based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（near infrared ，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 top‐down法进行不确定度评
定 。由于不需要考察不确定度来源 ，validation‐based方法相
比来说具有简便准确的特点［６‐８］

，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／ DTS ２１７４８指南［１１］的建

议 ，测定值的不确定度可由式（１）表达

u２ （Y ） ＝ S２R ＋ u２ （^δ） ＋ ∑ c２i u２ （xi ） （１）

其中 ，SR 表示重现性标准偏差分量 ，u（δ^）表示与测定方法偏
差有关的不确定度分量 ， ∑ c２i u２ （xi ）表示其他累计不确定



度分量 。在 SFSTP提出的 Accuracy Profile［１２］实际使用中忽
略式（１）中第三项 ，将其简化为［１２ ，１３］

u２ （Y ） ＝ S２R ＋ u（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 （β‐content ，γ‐confidence
tolerance interval）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Y ± tv k^σM （３）

其中 ：^σM ＝ SR ，由式（２） 、式（３）可得

u２ （Y ） ＝ k２ σ^２M （４）

同样 ，β‐容许区间也可经以下表达式得出
珚Y ± tv u（Y ） （５）

　 　由式（５）可得

U ＝ 珚Y ＋ tv u（Y ） （６）

L ＝ 珚Y － tv u（Y ） （７）

　 　因此 ，分析方法不确定度定义为

u（Y ） ＝
U － L
２ tv （８）

式（８）中 ：U为 β‐容许区间上限 ，L为 β‐容许区间下限 ， tv 为
自由度 v 下的 Student’s t 分布中的（１ ＋ γ）／２ 分位数值 ，对

于均匀分布的数据 v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 ：

Step １ ：采用“ I × J × K”型实验设计方法安排验证实验 ，

其中 I（i ＝ １ ，２ ， ⋯ ，m）表示条件数 ，J（ j ＝ １ ，２ ， ⋯ ，n）表
示重复次数 ，K（k ＝ １ ，２ ， ⋯ ，a）表示浓度水平 。

Step ２ ：在某一浓度水平 k下 ，对于“ I × J”矩阵进行方
差分析 ，计算组间离均差平方和 SSB ，以及组内离均差平方

和 SSE

SSB ＝ n ∑
m

i ＝ １

（珚Y i ，k － 珚Yk ）
２

（９）

SSE ＝ ∑
m

i ＝ １
∑
n

j ＝ １

（Y ij ，k － 珚Y i ，k ）
２

（１０）

　 　 在式 （９ ）和 （１０ ）中 ， 珚Y i ，k ＝
１
n ∑

n

j ＝ １

Y ij ，k ， 珚Yk ＝

１
mn ∑

m

i ＝ １
∑
n

j ＝ １

Y ij ，k 。

Step ３ ：设定蒙特卡罗仿真次数 G（w ＝ １ ，２ ， ⋯ ，G） 。
Step ４ ：当 w ＝ １时 ，从 χ

２
m－１ 分布中产生独立随机变量

A２
B ，w ，从 χ

２
m（n－１） 分布中产生独立随机变量 A２

E ，w 。计算

L１ ，w ＝
n－１ （１ ＋ m－１

）SSB

A ２
B ，w

＋
（１ － n－１ ）SSE

A ２
E ，w

（１１）

　 　 Step ５ ：重复步骤 ４直至 w ＝ G ，计算 G个 L１ ，w值的 γ分

位数 Dγ 。

Step ６ ：则 β‐容许区间可表示为

U ＝ 珚Y ＋ Z（１＋ β）／２ D１／２
γ （１２）

L ＝ 珚Y － Z（１＋ β）／２ D１／２
γ （１３）

其中 ，Z（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

U（％ ） ＝
珚Y ＋ Z（１＋ β）／２ D１／２

γ － Xr
X r × １００％ （１４）

L（％ ） ＝
珚Y － Z（１＋ β）／２ D１／２

γ － Xr
X r × １００％ （１５）

其中 U（％ ）为相对 β‐容许区间上限 ，L（％ ）相对 β‐容许区间

下限 ，X r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

u（Y ） ＝
Z（１＋ β）／２ D１／２

γ

tv （１６）

相对扩展不确定度表示为

u（Y ）（％ ） ＝
２ × u（Y ）

Xr × １００％ （１７）

２ 　实验部分

2畅1 　仪器与试剂
Antaris近红外光谱仪 （美国 Thermo Nicolet 公司 ） ，

Agilent １１００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） ，ZNW‐１０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） 。

2畅2 　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 ８ cm － １
，光

谱扫描范围 １０ ０００ ～ ４ ０００ cm － １
，每个样品扫描 ６４次后取平

均值 。

2畅3 　色谱条件
甘草酸含量按 ２０１０版枟中华人民共和国药典枠一部六一

散项下高效液相色谱法测定 ，Agilent C１８色谱柱（４畅６ × ２５０

mm ，５ μm） ；流动相 ：甲醇 －磷酸二氢铵缓冲液 （６５ ∶ ３５） ；

检测波长 ：２５０ nm ，流速 ：１ mL · min － １
，柱温 ：３０ ℃ ，进样

量 ：２０ μL 。
2畅4 　样品制备
２畅４畅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畅４畅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畅７８ ，１畅５６ ，２畅３４ ，３畅１２和 ３畅８９ mg · 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畅０２５ ，０畅０５０ ，０畅０７５ ，０畅１００

和 ０畅１２５ g） ，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 。

2畅5 　数据处理
采用 SIMCA‐P １１畅５（美国 Umetrics公司）及 Unscramb‐

ler ７畅０（挪威 CAMO 公司）软件对光谱进行预处理 ，采用

Matlab ７畅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

3畅1 　样本划分
采用 K‐S（Kennard‐Stone）法将 １００个样本划分为校正集

（６５个）和验证集（３５个） 。

3畅2 　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（multiplicative signal correction ，

MSC）和标准正则变换 （standard normal variate ，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 S‐G（savitzky‐golay）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 。

Table 1 　 Prediction performance of PLS models based on different pretreatment methods

预处理 LVs 校正集 验证集

rcal RMSEC RMSECV BIAScal rval RMSEP RPD BIASval
Origin ４ 蜒０   畅 ９７５ ８ ０ .$畅 １７４ ０   畅 ２２２ ０  �畅１２４ ０ 行破畅８５４ １ ０ 揶栽畅 ２００ １ 哌照畅 ８８ ０ 抖�畅 １６５

S‐G ４ 蜒０   畅 ９７５ ３ ０ .$畅 １７６ ０   畅 ２１９ ０  �畅１２５ ０ 行破畅８５４ ３ ０ 揶栽畅 ２００ １ 哌照畅 ８８ ０ 抖�畅 １６４

Baseline ４ 蜒０   畅 ９７６ ２ ０ .$畅 １７４ ０   畅 ２００ ０  �畅１１５ ０ 行破畅８７５ ４ ０ 揶栽畅 １８４ ２ 哌照畅 ０４ ０ 抖�畅 １４６

１std ６ 蜒０   畅 ９９５ １ ０ .$畅 ０７８ ０   畅 ２０５ ０  �畅０６３ ０ 行破畅８９７ ６ ０ 揶栽畅 １７３ ２ 哌照畅 １８ ０ 抖�畅 １３８

２ndd ４ 蜒０   畅 ９９６ ６ ０ .$畅 １４０ ０   畅 １８２ ０  �畅０５８ ０ 行破畅８９４ ４ ０ 揶栽畅 １７６ ２ 哌照畅 １４ ０ 抖�畅 １４４

S‐G ＋ １std ６ 蜒０   畅 ９９８ ５ ０ .$畅 ０４４ ０   畅 １３９ ０  �畅０３６ ０ 行破畅９４７ ４ ０ 揶栽畅 １２４ ３ 哌照畅 ０８ ０ 抖�畅 １０１

MSC １０ 骀０   畅 ９８９ ７ ０ .$畅 １１９ ０   畅 ２２２ ０  �畅０９０ ０ 行破畅８８８ ３ ０ 揶栽畅 １９２ １ 哌照畅 ９６ ０ 抖�畅 １５５

SNV ７ 蜒０   畅 ９７７ ３ ０ .$畅 １７０ ０   畅 ２４４ ０  �畅１２１ ０ 行破畅８５０ ４ ０ 揶栽畅 ２０８ １ 哌照畅 ８１ ０ 抖�畅 １７３

WDS １０ 骀０   畅 ９９１ ５ ０ .$畅 １０９ ０   畅 １３９ ０  �畅０８２ ０ 行破畅９２４ ６ ０ 揶栽畅 １５２ ２ 哌照畅 ４７ ０ 抖�畅 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 ：S‐G 平
滑加一阶导数处理方法结果最好 ，定量模型 RPD由 １畅８８增

加到 ３畅０８ ，预测集决定系数 rval及预测均方根误差 RMSEP
分别为 ０畅９４７ ４和 ０畅１２４ ，因此采用 S‐G 平滑加一阶导数处
理方法作为光谱预处理方法 。

3畅3 　潜变量因子的选取
采取 S‐G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 rval及预测均方根误差 RM‐
SEP分别为 ０畅９４７ ４和 ０畅１２４ 。所建 PLS 模型校正集与预测
集相关关系如图 １（b）所示 。

3畅4 　 NIR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畅３４ mg · 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 SSB ＝ ０畅０３３ ８ ，SSE ＝ ０畅００３ ６ 。

Fig畅1 　 （a） Prediction performance of PLS models based on
different factors ；（b） Correlation graph of near infra‐
red predictive value with reference value

设定蒙特卡洛仿真次数 G ＝ １０ ０００ ，根据式（１１）获得向量 L１

（大小 １ × １０ ０００） ， γ ＝ ０畅９０ ，计算 L１ 的 γ分位数 D０畅９０ ＝
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０畅０７３ １ 。 Z（１ ＋ β）／２ ＝ Z０畅８３３ ５ ＝ ０畅９６８ １ 。 tv 为自由度 v 下的
Student’s t分布中的（１ ＋ γ）／２分位数值 ，对于均匀分布的数

据 v可由 Satterthwaite公式计算得出 ： tv ＝ ２畅６８２ ４ 。则甘草

酸近红外定量分析方法的不确定度为

u（Y ） ＝
Z（１＋ β）／２ D１／２

γ

tv ＝
０畅９６８ １ × ０畅０７３ １

２畅６８２ ４
＝ ０畅０９７ ６

相对扩展不确定度为 ：u（Y ）（％ ） ＝
２ × u（Y ）

Xr × １００％ ＝

２ × ０畅０９７ ６
２畅３４

× １００％ ＝ ８畅３４％ 。

相对 β‐容许区间上限 U （％ ） ＝ １３畅６５ ，相对 β‐容许区间

下限 L（％ ）＝ － ８畅７１ 。

Table 2 　 Uncertainty of samples with different concentration levels

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 揪３ Nβ‐容许区间／％
相对扩展
不确定度／％

１ 技０ 耨珑畅 ７６ ０ 亖w畅 ８６ ０   畅６４

２ 技０   畅 ７８ ０ 耨珑畅 ６７ ０ 亖w畅 ７０ ０   畅６０ ［ － ４２ è灋畅０４ ，１６ �畅６８］ ２９ ;1畅 ９４

３ 技０ 耨珑畅 ６５ ０ 亖w畅 ６５ ０   畅６０

１ 技１ 耨珑畅 ６２ １ 亖w畅 ６８ １   畅５９

２ 技１   畅 ５６ １ 耨珑畅 ６０ １ 亖w畅 ５８ １   畅５２ ［ － ９ 摀墘畅 ６３ ，１２ 殮畅 ３４］ １０ ;1畅 ９７

３ 技１ 耨珑畅 ６０ １ 亖w畅 ５７ １   畅４７

１ 技２ 耨珑畅 ４３ ２ 亖w畅 ４７ ２   畅３５

２ 技２   畅 ３４ ２ 耨珑畅 ４０ ２ 亖w畅 ４８ ２   畅３１ ［ － ８ 摀墘畅 ７１ ，１３ 殮畅 ６５］ ８ ' 畅 ３４

３ 技２ 耨珑畅 ３６ ２ 亖w畅 ４７ ２   畅３１

１ 技３ 耨珑畅 ０７ ３ 亖w畅 ０７ ２   畅９９

２ 技３   畅 １２ ３ 耨珑畅 １７ ３ 亖w畅 ０８ ３   畅００ ［ － ８ è灋畅９７ ，３ 唵畅８４］ ６ ' 畅 ２１

３ 技３ 耨珑畅 ０４ ２ 亖w畅 ９８ ２   畅９６

１ 技３ 耨珑畅 ７４ ３ 亖w畅 ５８ ３   畅４８

２ 技３   畅 ８９ ３ 耨珑畅 ７１ ３ 亖w畅 ５２ ３   畅４１ ［ － １７ 技膊畅 ８０ ，０ 殮畅 １１］ ８ ' 畅 ９５

３ 技３ 耨珑畅 ６０ ３ 亖w畅 ４９ ３   畅４２

　 　比较各浓度水平不确定度［L （％ ） ，U （％ ）］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［L（％ ） ，U（％ ）］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畅７８０ ～ １畅５６

Fig畅2 　 Uncertainty profile

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畅５６ mg · 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 。
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Application of Uncertainty Assessment in NIR Quantitative Analysis of
Traditional Chinese Medicine
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Abstract 　 The near infrared （NIR） spectra of Liuyi San samples were collected during the mixing process and the quantitative
models by PLS （partial least squares） method were generated for the quantification of the concentration of glycyrrhizin ．The PLS
quantitative model had good calibration and prediction performances （rcal ＝ ０畅９９８ ５ ，RMSEC ＝ ０畅０４４ mg · g － １

； rval ＝ ０畅９４７ ４ ，

RMSEP ＝ ０畅１２４ mg · g － １
） ，indicating that NIR spectroscopy can be used as a rapid determination method of the concentration

of glycyrrhizin in Liuyi San powder ．After the validation tests were designed ，the Liao‐Lin‐Iyer approach based on Monte Carlo
simulation was used to estimate β‐content‐γ‐confidence tolerance intervals ．Then the uncertainty was calculated ，and the uncer‐
tainty profile was drawn ．The NIR analytical method was considered valid when the concentration of glycyrrhizin is above １畅５６

mg · g － １ since the uncertainty fell within the acceptable limits （λ＝ ± ２０％ ） ．The results showed that uncertainty assessment can
be used in NIR quantitative models of glycyrrhizin for different concentrations and provided references for other traditional
Chinese medicine to finish the uncertainty assessment using NIR quantitative analysis ．

Keywords 　 Near infrared （NIR） ；Liuyi San ；Partial least squares regression （PLS） ；Uncertainty
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