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药渣粒径对中药提取过程在线检测取样系统影响的模拟研究

隋丞琳 林兆洲 吴志生 徐 冰 李 洋 史新元* 乔延江*

( 北京中医药大学 中药信息工程研究中心，北京 100102)

摘 要 以栀子提取液为研究载体，采用离线方式采集经不同孔径滤网过滤后样品的近红外光谱，并以高效

液相测定值为参考值，采用偏最小二乘算法建立栀子苷定量校正模型，探讨基于中药提取过程的在线检测旁

路预处理系统可靠性及预处理系统中滤器孔径大小对所建立定量校正模型的影响。结果表明，提取液经筛分

滤过后样品与原提取液样品经配对 t 检验，验证同一样品经过滤后所含栀子苷浓度无显著性差异，可以代表

原液样品进行数据分析，进一步证明旁路预处理系统可用于在线检测的可行性。经 300 目标准筛过滤后的样

品以原始光谱建立的定量模型预测能力最好 ( 校正集的交叉验证均方差 ＲMSECV = 0． 1962，预测均方差

ＲMSEP = 0． 1867，系统偏差 Bias = 0． 0256) 。通过实践明确取样系统的可行性，合理选择预处理系统滤器孔

径，能够有效改善并提高所建模型预测能力，解决中药提取在线过程分析应用技术难题。
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1 引 言

为保障中药制剂质量稳定，安全有效，中药行业结合自身特色研发、应用、建立适合中药制剂特点的

生产过程在线检测技术与快速质量分析方法，是增强中药产品竞争力的发展要求。
近红外光谱( Near infrared spectroscopy，NIＲ) 分析技术具有操作简便、分析速度快、样本处理量大等

优点，符合在线检测要求［1，2］，是中药生产过程质量检测的有效手段。目前，中药提取环节的在线近红

外实时检测多为旁路采样方式［3 ～ 5］，在检测之前通常需进行样品预处理，以消除取样条件对分析结果的

影响，提高在线分析准确度［6，7］。中药提取过程常含有药渣颗粒或杂质粉末，这些杂质粒径大小不一，

若进入光路将导致不同程度光谱质量下降［8］。此外，中药成分复杂，有效组分间化学信息相互干扰，降

低了在线 NIＲ 分析的准确度。
为解决上述因素造成的在线分析光谱信号稳定性差等普遍存在的应用技术难题，确保在线过程分

析中样本代表性和预测模型准确性，本研究采用离线方式模拟制备了含不同粒径药渣颗粒的样本，考察

了所采集样本的代表性，在此基础上探讨了药渣粒径对近红外光谱建模结果的影响，以期为验证中药提

取过程在线检测旁路预处理系统的可靠性及其优化设计提供指导。

2 实验部分

2． 1 仪器与试剂

XDS Ｒapid Liquid Analyzer 近红外光谱仪( 美国 FOSS 公司) ; ＲW 20 数显机械搅拌器( 德国 IKA 公

司) ; 高效液相色谱仪( 美国 Waters 公司) ，配备 Waters 2695 泵，Waters 2998 检测器，Empower 色谱工作

站; 标准分样筛( 100，200，300 和 500 目)

栀子药材( 由亚宝北中大药厂提供) ，经北京中医药大学李卫东副研究员鉴定为茜草科植物栀子

( Gardenia jasminoides Ellis) 的干燥成熟果实; 对照品栀子苷( 中国药品生物制品检定所，批号 110749-
200714) ，乙腈( 色谱纯，美国 Fisher 公司) ; 水为自制高纯水( 美国 Millipore 公司) 。
2． 2 栀子提取液制备

取经破壳处理后的栀子药材 350 g 于 5000 mL 烧杯中，加高纯水 12 倍，加热至提取液沸腾，保持微
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沸状态 60 min，全过程持续搅拌( 转速 450 r /min) 。为防止提取溶剂挥散，烧杯口用塑料薄膜封严。自

提取液沸腾开始，每隔 5 min 吸取药液 25 mL 于 50 mL 磨口锥形瓶中，密封，待用，所取样品依次标号，

整个提取过程共获得样品 12 个。每次取样位置不变，取样结束后，立即向烧杯中补充相同体积高纯水。
相同工艺及取样过程平行操作 3 个批次( A，B，C) ，共获得样品 36 个。
2． 3 待测样品制备

将锥形瓶内栀子提取液混匀，移取适量于近红外样品管中，作为原液样品。剩余药液全部缓慢倾注

于 100 目分样筛，收集所有滤液，将其混匀，移取适量于近红外样品管中，得到经 100 目筛滤过后样品

( 简称 100 目样品) ; 剩余滤液过 200 目筛，收集滤液，混匀，移取适量，得 200 目样品; 同法，得 300 目和

500 目样品。
2． 4 栀子苷含量测定

对照品溶液的制备: 按《中华人民共和国药典》一部( 2010 年版) 栀子药材项下的高效液相色谱法

测定栀子苷含量的方法配制。
供试品溶液的制备: 待 2． 3 项下全部样品的近红外光谱采集完毕，精密移取各样品等量，置 25 mL

容量瓶中，加 50%甲醇稀释，超声处理 20 min，以 50%甲醇定容，滤过，取续滤液，既得( 每 1 mL 中约含

栀子苷 30 ～ 40 μg) ，即精确测定 2． 3 项下各样品浓度，作为 NIＲ 的参考值。
色谱条件: 采用 C18 色谱柱 ( 250 mm × 4． 6 mm，5 μm，Waters 公司) 色谱柱，流动相: 乙腈-水

( 15∶ 85，V /V) ，流速 1 mL /min，柱温 30 ℃，检测波长 238 nm，进样量 10 μL。理论塔板数以栀子苷峰计

图 1 近红外原始光谱

Fig． 1 Original NIＲ spectra

算，应不低于 1500。
2． 5 近红外光谱数据采集

采集近红外光谱前，反复震摇样品杯内药液至药

渣均匀分散。透射方式采集光谱，以仪器内置背景作

为参 比。光 谱 采 集 范 围: 400 ～ 2500 nm，分 辨 率:

0． 5 nm，扫描次数 32 次。所得近红外原始光谱见图 1。

3 结果与讨论

3． 1 样本集的划分

Kennard-Stone ( K-S) 算法是一种有效的、应用广

泛的校正集选取方法。K-S 算法以光谱间欧氏距离

图 2 原液与不同目数样品中栀子苷含量变化趋势图

Fig． 2 Trend of geniposide concentration in original
extract and extracts with different sizes of particles

为基础，选择代表性强，分布范围广的样本作为校正

集样本［9］。由于本研究中栀子苷含量分布范围较窄，不同过滤筛目数下样本性质差异较小，仅考虑样

品间的光谱差异，因此，采用 K-S 法作为划分校正集和验证集的方法。选取 24 个样品作为校正集，用于

建立校正模型，剩余样品作为验证集，对模型进行外

部验证。不同样品类别中校正集和验证集样品中栀

子苷浓度分布情况，见表 1。
3． 2 预处理系统可行性考察

为避免旁路预处理系统对过程分析结果的影

响，降低过程分析手段实现的风险，需考察原样品和

经预处理样品的一致性程度，即经预处理的样品能

否代表原样品进行后续分析。图 2 为高效液相色谱

法测得的栀子苷浓度随提取过程的变化。由图 2 可

知，不同目数样品所反映的变化趋势基本一致。为

判断同一样品经过滤后与原液样品是否存在显著性

差异，选取显著水平 α =0． 05，将不同目数样品分别与

原液样品进行配对 t 检验，所得 P 均大于 0． 05，表明同
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表 1 校正集和验证集样品中栀子苷浓度分布情况表( g /L)
Table 1 Distributon of geniposide concentration in calibration and validation sets

样品名称
Sample name

样品集
Sample sets

样本数
Number

浓度范围
Concentration range

( g /L)

均值 ± 标准偏差
Mean ± SD

( g /L)

原 液 Ｒaw extract

100 目样品
( Sieve size 0． 15 mm)

200 目样品
( Sieve size 0． 075 mm)

300 目样品
( Sieve size 0． 049 mm)

500 目样品
( Sieve size 0． 030 mm)

校正集 Calibration 24 2． 22 ～3． 17 2． 85 ±0． 24
验证集 Validation 12 2． 35 ～3． 12 2． 86 ±0． 23

校正集 Calibration 24 1． 98 ～3． 24 2． 76 ±0． 30
验证集 Validation 12 2． 45 ～3． 09 2． 83 ±0． 23

校正集 Calibration 24 1． 99 ～3． 16 2． 83 ±0． 26
验证集 Validation 12 2． 28 ～3． 24 2． 85 ±0． 26

校正集 Calibration 24 2． 01 ～3． 11 2． 81 ±0． 27
验证集 Validation 12 2． 36 ～3． 14 2． 86 ±0． 23

校正集 Calibration 24 2． 21 ～3． 32 2． 88 ±0． 27
验证集 Validation 12 2． 24 ～3． 09 2． 85 ±0． 26

Notes: Sieve size stands for extracts filtrated by sieve size of 0． 15 mm，0． 075 mm，0． 049 mm and 0． 030 mm，respectively．

一样品筛分前后药液中所含栀子苷浓度均无显著性差异，即过滤后样品可以代表原液样品进行数据分

析。该结果进一步说明，将旁路系统用作过程分析手段，对中药水提过程实现在线实时检测切实可行。
3． 3 校正模型的建立和光谱预处理方法筛选

运用 Vision 5． 0( Foss NIＲ Systems，Silver Spring，MD，USA) 光谱分析软件，以偏最小二乘法( PLS)

建立栀子苷含量的校正模型，并用验证集样品进行外部验证。
由图 1 可知，原始光谱在 1800 ～ 2500 nm 和 1400 ～ 1520 nm 存在波动。1800 ～ 2500 nm 波段下所有

样本光谱波动均较为剧烈，建模时将其剔除的原因是本研究所采用仪器采集该波段下光谱波动剧烈以

及组合频区在该波段下存在饱和吸收特征［10］，用于建模会导致模型性能剧烈下降。而波段 1400 ～
1520 nm 的波动可能包含不同粒径大小药渣因素，为分析不同粒径大小药渣对建模结果的影响，将其

图 3 不同预处理方法预测残差平方和图

Fig． 3 Predictive residual of error square sum ( PＲESS)

values by different spectral preprocessing methods
Ｒaw: 原始光谱; 1 D: 一阶导数; 2 D: 二阶导数; SG: SG 平

滑; MSC: 多元散射校正; SNV: 标准正则变换。

Ｒaw: raw spectra; 1 D: first derivative; 2 D: second derivative;

SG: Savitzky-Golay Smoothing; MSC: Multiplicative Signal

Correction; SNV: Standard Normal Variate．

保留。因此，本研究选用 800 ～ 1800 nm 作为栀子苷

含量的建模波段。
比较了原始光谱、一阶导数、二阶导数、Savitzky-

Golay( 9∶ 2 ) 平滑法( 简称 SG 平滑) 、多元散射校正

( Multiplicative signal correction，MSC) 、标准正则变换

( Standard normal variate，SNV) ［11，12］等光谱预处理方

法对模型性能的影响。利用四折内部交叉验证法，

以潜变量因子数对预测残差平方和 ( Predict of error
square sum，PＲESS) 作图( 图 3 ) ，选择最优预处理方

法。由图 3 可知，对于栀子提取液样品，采用原始光

谱、MSC、SNV 建 模 结 果 较 好，其 中 原 始 光 谱 建 模

PＲESS 值最小，因此，本研究采用原始光谱建立数学

模型。
3． 4 不同目数样品所建模型预测性能分析

本研究对 3 个批次栀子提取液的实验样本进行

数据分析，采用偏最小二乘回归模型，内部留一交叉

验证( Cross-validation) ，将光谱数据与高效液相色谱

法分析结果进行关联建立模型，利用外部样本集验证模型预测性能。
模型的内部稳健性和拟合效果主要以校正集相关系数 Ｒcal、校正误差均方根( Ｒoot mean square error

of calibration，ＲMSEC) 和校正集的交叉验证均方差( Ｒoot mean square error of cross validation，ＲMSECV)

为评价指标。Ｒcal越接近于 1，ＲMSEC 和 ＲMSECV 越小，则所建模型的拟合效果及模型稳定性越好。所

建模型对相应验证集样品的预测结果以验证集相关系数 Ｒval和预测误差均方根( Ｒoot mean square error
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of prediction，ＲMSEP) 为评价指标。Ｒval越接近于 1，ＲMSEP 越小，ＲMSECV 与 ＲMSEP 越接近于 1，则模

型的预测性能越好。为方便比较不同样品间的预测结果，本研究还选用系统偏差 Bias［13 ～ 15］判断模型间

差异的一个参数。Bias 为外部验证残差的均值，Bias 值越趋近于零，所建模型的预测性能越好，预测精

度越高。
原液和经过滤样品建模的模型预测结果见表 3。为方便比较不同样本所建模型的性能，图 4 简要

介绍比较方法。

图 4 不同模型预测性能比较示意图

Fig． 4 Schematic of comparison of prediction performance among different models
Bias，ＲMSECV，ＲMSEP，ＲMSECV /ＲMSEP 是比较模型预测性能的依据: 以 Bias 和 ＲMSECV /ＲMSEP 将所有样品所

建模型分为两类，用虚线圆表示; 以 ＲMSECV 区分原液和 100 目样品所建模型; 以 ＲMSEP 和 ＲMSECV 区分200 目，

300 目和 500 目样品; “＆”代表“且”

Bias rootmean squave error of cross validation，root mean square error of prediction ( ＲMSECV) ，ＲMSEP and ( ＲMSECV /

ＲMSEP) were the basis of comparison of model prediction performance: all models were divided into two groups by combi-

nation use of Bias and ＲMSECV /ＲMSEP，and each group was circled by dashed line． ＲMSECV was used to distinguish

between raw extract and sieve size 0． 15 mm． The difference among sieve size of 0． 15 mm，0． 075 mm，0． 049 mm and

0． 030 mm were evaluated by ＲMSEP and ＲMSECV

结合表 3 中模型预测参数可知，原液样品和 100 目样品所建模型的预测性能较差，其 Bias 分别为!
0． 0713 和!0． 1097，ＲMSECV /ＲMSEP 分别为 1． 29 和 0． 75，明显低于其它目数样本所建模型。同时，原

液样本建模 ＲMSECV 为 0． 2469，高于经过滤样品的相应参数。此结果表明，未经过滤的原药液样品中

含不溶性固体药渣或杂质，其进入光路引起光传递路径和能量等的改变使得模型的预测结果存在随机

性和不确定性，因此需对样品进行过滤以改善模型预测能力。100 目样品所建模型 ＲMSECV 为0． 1720，

校正模型稳定性较原液样品建模明显提高，但与其它目数模型相比预测性能并不理想 ( ＲMSEP 为

0． 2279) 。这可能是由于药材颗粒大小、性状及表面粗糙程度等不同引起的非线性光散射。原液及

100 目样品内固体颗粒种类较为多样，光能量被吸收或发生散射( Ｒayleigh 散射和 Lorenz-Mie 散射) 造成

光谱质量下降。

表 3 原液与经不同孔径筛分样品建模结果
Table 3 Comparison of calibration models using extracts filtrated by different sieve meshes

样品名
Sample ID

潜变量数
Factors Ｒcal ＲMSEC ＲMSECV Ｒval ＲMSEP ＲMSECV /

ＲMSEP Bias

原液样品
Ｒaw extract 4 0． 9276 0． 0885 0． 2469 0． 6349 0． 1921 1． 29 !0． 0713

100 目样品
Sievesize 0． 15 mm 4 0． 8936 0． 1325 0． 1720 0． 6380 0． 2279 0． 75 !0． 1097

200 目样品
Sievesize 0． 075 mm 4 0． 9453 0． 0836 0． 2035 0． 6919 0． 2066 0． 98 0． 0386

300 目样品
Sievesize 0． 049 mm 3 0． 8886 0． 1212 0． 1962 0． 8636 0． 1867 1． 05 0． 0256

500 目样品
Sievesize 0． 030 mm 5 0． 9805 0． 0522 0． 2273 0． 8172 0． 2146 0． 98 0． 0578
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对其它目数样品的建模结果进行比较，发现 300 目样品所建模型的 ＲMSECV 为 0． 1962，ＲMSEP 为

0． 1867，Bias 为 0． 0256，明显优于其它目数样品所建模型。其中，200 目样品和 500 目样品所建模型

( Bias 分别为 0． 0386 和 0． 0578，ＲMSECV /ＲMSEP 均为 0． 98) 优于原液样品和 100 目样品所建预测模型

结果，却比 300 目样品所建模型结果稍差。造成 500 目样品所建模型结果较差的可能原因是伴随溶剂

作用的存在光谱在小颗粒杂质中传播也较为复杂等因素，导致建模准确性下降［16］。
上述结果表明，在线采集原药液近红外光谱不仅较难实施，而且所采集光谱受到药渣干扰较严重所

建模型结果不理想，有必要在采样前对原药液进行预处理，除去部分药渣。对于过滤装置而言，选择适

宜研究载体的滤器孔径大小，能够提高近红外光谱在线检测的准确性。本研究所涉 4 种规格标准筛旨

在缩小在应用中过滤器滤网孔径选择范围，并得出采用 300 目滤网过滤后药液所建模型预测性能优良，

可选为栀子提取过程在线近红外光谱检测旁路预处理系统过滤装置滤网孔径。
采用离线模拟手段可为在线预处理系统功能组成模块的选配提供指导，降低在线应用风险及成本。

此外，中药提取过程的在线近红外光谱检测设备旁路预处理系统的过滤装置孔径应视实际研究载体而

选定，应借助离线方法考察不同中药材、提取溶剂、生产工艺等条件下，药渣或固体杂质颗粒大小对近红

外光谱所建数学模型的影响。同时，考虑到在线预处理系统装置的工作效率和工程实施难度，建议在能

够满足分析目的的情况下，尽量选取滤网孔径较大的滤器，若为保障分析精度选择小孔径滤器，可使用

多级过滤方式。
合理设计在线近红外光谱样品过滤装置，能够在保证所得数据客观反映物料真实动态的同时，降低

分析手段自身引入的如采样环境、条件等干扰因素对预测模型结果的影响，提升所建模型的预测准确性。
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A Simulation Study for Effect of Particle Size on On-line Measurement
Sampling System of Traditional Chinese Medicine Extraction Process

SUI Cheng-Lin，LIN Zhao-Zhou，WU Zhi-Sheng，XU Bing，LI Yang，SHI Xin-Yuan* ，QIAO Yan-Jiang*

( Ｒesearch Center of Traditional Chinese Medicine Information Engineering，

Beijing University of Chinese Medicine，Beijing 100102，China)

Abstract As the objective of simulation study，the samples of gardenia fructus extract were collected every
5 min while boiling for 60 min． Each sample was filtrated by different sizes of sieve meshes，and then scanned
by the near infrared spectra． Using the HPLC determined value for reference，quantitative calibration models
of geniposide were established by the partial least square method． Based on on-line near infrared spectral
technology，the effects of by-pass preprocess system and filter mesh on the accuracy of calibration model were
further studied． By the analysis of paired t test，the filtrated sample was compared with original extract，which
illustrated that the filtrated sample and the original extract weren' t significant different，so the sample after
filtration could be representative of the original gardenia fructus extract for the data analysis． In addition，after
the sample was filtrated by a sieve with meshes size of 0． 049 mm，quantitative prediction model，which was
built by raw spectrum pretreatment，could reach the ideal prediction result ( Ｒoot Mean Square Error of Cross
Validation ( ＲMSECV) was 0． 1962，Ｒoot Mean Square Error of Prediction ( ＲMSEP) was 0． 1867，Bias was
0． 0256) ． It was recommended that proper size of sieve mesh could be selected by the simulation study，and
then the feasibility of sample pretreatment system could be verified on-line，finally the stable preprocess system
could be established． These steps could improve the performance of prediction models dramatically．
Keywords Traditional Chinese medicine; Near infrared spectroscopy; Extraction process; On-line
measurement; Sampling system
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本书系统介绍了核酸适配体的体外筛选原理、技术方法以及近年来在基础医学、临床诊断、药物研究等方面的应用。
主要包括各种靶分子的适配体体外筛选技术; 用核酸适配体作为药理探针在体内和体外确定靶标、蛋白功能分析、活体

成像和适配体在临床治疗研究中的应用等。
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