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中药效应近红外谱的构建及应用——以大黄配方颗粒为例
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摘要: 中药配方颗粒的质量一致性是保障其临床疗效稳定性的重要因素。本研究以大黄配方颗粒为示例, 结合

近红外光谱和生物活性效价探索构建中药效应近红外谱。建立大黄配方颗粒的近红外检测方法, 并采集不同批次

的近红外光谱信息; 基于复方地芬诺酯片致小鼠便秘模型测定不同批次大黄配方颗粒致泻生物效价 (动物实验

经中国人民解放军第三○二医院动物福利伦理委员会批准, 批准号: IACUC-2019-0010); 采用超高效液相色谱法同

时测定大黄配方颗粒中芦荟大黄素等 10种蒽醌类化学成分的含量。对近红外光谱和生物活性效价进行相关性分

析, 初步筛选出与活性高度相关的 5个特征波段: 4 011～4 390 cm-1、4 859～5 461 cm-1、7 012～7 493 cm-1、10 992～

11 312 cm-1、11 871～12 489 cm-1。本研究筛选发现的基于近红外光谱的活性波段可实现大黄配方颗粒质量波动的

快速、在线检测, 提高大黄配方颗粒的质量可控性。本文的研究模式对中药配方颗粒的质量控制亦具有一定的参考

价值。
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Abstract: Consistency in quality of traditional Chinese medicine granules is an important factor to ensure

reproducible clinical efficacy. In this study rhubarb dispensing granules were utilized to construct an efficacious

near-infrared spectroscopy (eNIRS) assay by combining NIRS and biopotency. A NIR method for assaying rhubarb

dispensing particles was established, and information on different batches was collected. The diarrhea-inducing

biopotency of rhubarb dispensing granules was determined based on a constipation model induced by diphenoxylate
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in mice. The animal protocol was approved by the Animal Ethic Committee of 302 Hospital of Chinese PLA

People's Liberation Army (ID: IACUC-2019-0010). Ten anthraquinones were determined in rhubarb dispensing

granules by UPLC. The correlation between NIR and biopotency was analyzed and five characteristic bands that

correlated highly with bioactivity were identified, including 4 011-4 390, 4 859-5 461, 7 012-7 493, 10 992-11 312

and 11 871-12 489 cm-1. There were some differences in the main bands of different chemical constituents. In

summary, five active bands based on NIRS were identified and found to be able to achieve rapid on-line detection

of rhubarb dispensing granule quality. This research model may also provide reference for quality control of other

Chinese medicine dispensing granules.

Key words: rhubarb dispensing granule; near-infrared spectroscopy; biopotency; efficacious near-infrared

spectroscopy

中药配方颗粒是中药现代化的一种重要形式, 具

有服用方便、便于携带、剂量准确等特点[1,2]。中药配

方颗粒以传统中药饮片为原料 , 经过提取、分离、浓

缩、干燥、制粒等多道工艺生产加工而成[3-5]。随着现

代加工技术设备的快速发展, 配方颗粒因其投料比大

而显著的降低了因中药饮片产地不同、批次不同甚至

基原不同导致的化学指标性成分的差异, 具有较高的

一致性。然而, 配方颗粒由于原料药材的质量波动以

及生产工艺等因素依然导致不同批次配方颗粒间产

生差异性。现行配方颗粒的质量控制为结果控制, 主

要通过检测配方颗粒最终产品的指标性成分含量来

判断其质量[6,7]。然而, 当配方颗粒的化学含量发生变

化时, 却无法确定是由于原料药材的问题还是生产工

艺的问题, 此外, 这种变化对其活性有无影响也无法

确定。

近年来, 近红外光谱 (NIR) 技术作为一种新兴的

检测技术备受青睐, 其应用已涉及食品、药品等多个行

业领域[8-10]。相较于传统方法 , NIR 具有无需处理样

品、快速、无损等特点, 可用于定性分析、定量分析及生

产过程中的在线监测等方面[11]。然而, NIR技术也存

在其固有的局限性, 与化学含量测定相类似, NIR技术

仅能够反应出样品加工过程中的波动性, 而无法准确

判断这种波动是否会影响其活性。

为了寻求解决中药配方颗粒一致性评价的新方

法, 根据现行中药质量控制管理模式的现状和问题, 本

研究以大黄配方颗粒为示例, 整合近红外光谱技术和

生物效价 , 提出构建中药效应近红外谱 (efficacious

near-infrared spectroscopy, eNIRS), 筛选关联功效的近

红外特征波段, 为中药配方颗粒的过程控制提供一定

的参考依据。

材料与方法

仪器 Waters Acquity UPLC® H-Class超高效液相

色谱仪 ; PDA Detector 检测器 ; TUV Detector 检测器 ,

Empower 2色谱工作站; XS-205电子天平和AL-204电

子天平 (Mettler Toldeo, Switzerland), 超声仪 (南京新

辰生物科技有限公司, 500 W, 40 kHz), Milli-Q超纯水

制备系统 (Millipore, USA); 傅里叶近红外分析仪

(MPA Bruker, Germany) 配有透射采样系统、Result 操

作软件。

动物 昆明种雄性小鼠 , SPF 级 , 体重 18～22 g,

动物许可证号: SCXK (京) 2018-0010, 由北京科宇动物

养殖中心提供。动物实验过程经中国人民解放军第三

○二医院动物福利伦理委员会批准 (批准号: IACUC-

2019-0010)。

药物与试剂 芦荟大黄素-8-O-β-D-葡萄糖苷 (No.

17103003), 大黄酸-8-O-β-D-葡萄糖苷 (No.17101705),

大黄酚-8-O-β-D-葡萄糖苷 (No.17111303), 大黄素-8-

O-β-D-葡萄糖苷 (No.18080601), 大黄素甲醚-8-O-β-D-

葡萄糖苷 (No.17092502), 芦荟大黄素 (No.18032708),

大黄酸 (No.18010901), 大黄素 (No.18022605), 大黄

酚 (No.18011903) 以及大黄素甲醚 (No.18012301) 等

对照品均由成都普菲德生物科技有限公司提供, 以上

对照品质量分数均≥98%。色谱级甲醇、色谱级磷酸

(85%, Thermo Fisher Scientific, USA), ACS级Dimethyl

sulfoxide (DMSO, AMRESCO)。23个不同批次的大黄

配方颗粒分别来源于8个不同的厂家。

大黄配方颗粒近红外光谱采集 取样品, 粉碎, 过

80目药典标准筛, 统一装入50 mL样品杯, 堆积紧密, 采

集光谱。采样方式: 光谱扫描范围 12 500～3 500 cm-1,

样品厚度约 1 cm, 分辨率 8 cm-1, 以空气为空白, 扫描

32次, 每个样品重复5次, 求平均光谱。

大黄配方颗粒多成分含量测定[12]

色谱条件 Waters BEH C18 色谱柱 (2.1 mm×

100 mm, 1.7 μm); 以甲醇和0.1% (v/v) 磷酸水溶液的混

合溶液为流动相 , 梯度洗脱程序为 0.00～5.00 min,

39%～42%甲醇, 5.01～7.00 min, 42%～51%甲醇, 7.01～

12.00 min, 51%～56% 甲醇 , 12.01～15.00 min, 56%～

·· 2163



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2019, 54(12): 2162 −2168

70%甲醇, 15.01～17.00 min, 70%～77%甲醇, 17.01～

21.00 min, 77%～78%甲醇, 21.01～25.00 min, 78%～88%

甲醇; 体积流量为 0.20 mL·min-1, 检测波长为 410 nm,

进样量为 2 μL, 柱温 30 ℃, 柱平衡时间为 5 min; 理论

塔板数以大黄素峰计算不得低于7 000。

对照品溶液的制备 精密称取芦荟大黄素-8-O-

β-D-葡萄糖苷等 10个对照品适量, 置于 50 mL棕色量

瓶中, 先用 DMSO 4.0 mL溶解, 再用色谱级甲醇稀释

至刻度 , 配制成浓度为 7.00～35.00 μg·mL-1的混合对

照品溶液, 4 ℃储存备用。

供试品溶液的制备 准确称取大黄配方颗粒细

粉 (过四号筛) 0.50 g, 置于 50 mL棕色量瓶中, 精密加

入甲醇 30 mL, 称定重量, 超声处理 60 min, 再称定重

量, 用甲醇补足减失的重量, 摇匀, 用 0.22 μm 微孔滤

膜过滤, 取续滤液作为供试品溶液。

大黄配方颗粒泻下生物效价的测定[12,13] 昆明种

雄性小鼠170只, 体重 (20 ± 2) g, 分为 17组, 每组10 只,

实验前禁食不禁水。其中第 1组作为正常组, 不给与

任何造模和给药; 第 2组作为模型对照组, 仅仅给与复

方地酚诺酯片造成便秘模型; 第 3组作为阳性对照组,

给与复方地酚诺酯片混悬液造成便秘模型, 再给与酚

酞片水溶液灌胃[13]; 其余14组分别对应14批次配方颗

粒水溶液 (0.02 g·mL-1) 给药。先用复方地酚诺酯片混

悬液 (剂量 60 mg·kg-1) 灌胃进行造模, 造模 1 h后灌胃

给药, 给药量 0.4 mL/只, 给药后禁食不禁水, 12 h后收

集粪便质量, 置于干燥洁净EP管内, 准确称定质量, 计

算致泻效价。

数据统计分析

近红外光谱数据预处理 采用 OPUS 5.5软件对

各批次配方颗粒近红外光谱进行一阶导数方法预处

理, 并导出近红外光谱点数据。

相 关 性 分 析 用 Metaboanalyst (https://www.

metaboanalyst.ca/) 在线数据分析软件对大黄配方颗粒

的近红外光谱数据、化学成分含量以及生物活性效价

进行相关性分析, 用Origin软件对近红外波段下面积

及生物效价进行相关性分析。

主成分分析 采用 SIMCA 13.0对 14批配方颗粒

近红外光谱预处理后的数据进行主成分分析。

结果

1 近红外光谱结果及预处理

本研究将测得的近红外光谱数据导入 OPUS 5.5

软件中获得 14批大黄配方颗粒样品的近红外光谱图

(图1A)。鉴于近红外光谱可能受到光照、样品厚度、基

线漂移等因素的影响而产生偏差, 因此在分析数据之

前需要对其进行预处理。本研究采用导数法对数据进

行预处理, 将所有测得的近红外光谱分别采用一阶导

数预处理方法进行预处理 (图1B)。

2 化学成分含量测定

不同批次的大黄配方颗粒中 10种蒽醌类化学成

分的含量测定结果如图 2所示。结果表明不同批次大

黄配方颗粒的化学成分之间具有显著的差异性。如

S1～S3批次大黄配方颗粒其芦荟大黄素-8-O-β-D-葡

萄糖苷、大黄酸-8-O-β-D-葡萄糖苷的成分含量较高 ,

而S4-S8样品中大黄酚-8-O-β-D-葡萄糖苷以及大黄酸

等成分的含量较高 (图2C)。

3 泻下效价测定

不同批次大黄配方颗粒的泻下效价测定结果如图

3所示。结果表明不同批次配方颗粒的泻下效价具有

差异性, 其中 S1～S3批次颗粒的泻下效价较高, 可能

主要是由于该批次配方颗粒的当量 (当量指的是每克

的配方颗粒相当于临床使用的饮片量) 较高, 而其他

不同批次的大黄配方颗粒当量接近, 其效价也无显著

性差异。

4 基于近红外光谱与生物效价相关分析的活性波段

筛选及验证

对 14个批次大黄配方颗粒的近红外光谱数据和

泻下效价进行 Person相关分析, 筛选出与大黄配方颗

Figure 1 Near-infrared spectra of different batches samples of Dahuang formula granules. A: Near-infrared spectroscopy of 14 samples;

B: Near-infrared spectroscopy of 14 samples after first derivative
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粒泻下效价相关性最高的波段 (相关系数≥0.6) (图

4A), 结果共计筛选出 4 011～4 390、4 859～5 461、7

012～7 493、10 992～11 312、11 871～12 489 cm-1等主

要活性相关波段 (图4B)。

5 基于化学成分与生物效价的相关分析的活性成分

物质基础初探

对 14个批次大黄配方颗粒的化学成分含量和泻

下效价进行 Person相关分析, 结果如图 5所示。结果

Figure 4 Screening and verification of NIR active band. A: The result of person correlation analysis between NIS and the bio-thermal

activity; B: The results of active band screening

Figure 2 Typical UPLC chromatograms and contents of chemical components in Dahuang from different manufacturers. A: Reference solu‐

tion; B: Sample solution; C: The results of chemical components. 1: Aloe-emodin-8-O-β-D-glucoside; 2: Rhein-8-O-β-D-glucoside; 3: Chryso‐

phanol-8-O-β-D-glucoside; 4: Emodin-8-O-β-D-glucoside; 5: Physcion-8-O-β-D-glucoside; 6: Aloe-emodin; 7: Rhein; 8: Chrysophanol; 9:

Emodin; 10: Physcion

Figure 3 The cathartic biological potency determination results of samples
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表明, 部分化学成分与其泻下效价相关性之间具有显

著的相关性, 其中, 大黄酸、大黄酸-8-O-β-D-葡萄糖苷

以及大黄素-8-O-β-D-葡萄糖苷与其泻下效价具有显

著的相关性, 可能是其泻下活性的主要活性成分。

6 大黄配方颗粒效应近红外谱的构建及应用

基于所筛选出的近红外活性波段, 计算该波段下

的面积, 以不同波段的面积为主要指标, 构建效应近红

外谱, 结果如图所示。结果表明不同批次配方颗粒的

效应近红外谱存在一定的差异性 (图 6A和 6B)。将效

应近红外谱用于不同当量的配方颗粒评价, 结果表明

所建立的效应近红外谱能够显著的区分不同当量的配

方颗粒 (图 6C)。对不同厂家配方颗粒的效应近红外

谱进行PCA分析, 结果表明效应近红外谱能够将不同

的厂家良好的区分开 (图 6D)。进一步考察了大黄配

方颗粒的近红外不同活性波段与其泻下效价的相关

性, 结果发现所筛选出的近红外波段与泻下效价均具

Figure 5 The result of person correlation analysis between

chemical and the bio-thermal activity

Figure 6 Construction and application of efficacious near-infrared spectroscopy. A: Area of active band; B: The efficacious near-infrared

spectroscopy; C: The relation between the peak area and equivalent in the effective band; D: The result of PCA analysis; E: The correlation

between the area of 4 011-4 390 cm-1 and biopotency; F: The correlation between the area of 4 850-5 461 cm-1 and biopotency; G: The

correlation between the area of 7 012-7 493 cm-1 and biopotency; H: The correlation between the area of 10 992-11 312 cm-1 and biopotency;

I: The correlation between the area of 11 871-12 489 cm-1 and biopotency
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有显著的相关性 (图6E～6I)。

7 大黄配方颗粒效应近红外谱的验证

为进一步验证大黄配方颗粒效应近红外谱的科学

性, 另取 9批不同于上述批次的大黄配方颗粒样品, 采

集其近红外光谱信息以及测定泻下生物效价, 计算大

黄配方颗粒在上述活性波段下的面积, 建立效应近红

外谱(图 7A和 7B), 并评价效应近红外谱在不同批次大

黄配方颗粒中的应用情况 (图 7C)。结果表明, 大黄配

方颗粒的效应近红外谱与其泻下效价具有显著的相关

性, 能够较为准确的反映不同批次配方颗粒的效价高

低情况。

讨论

随着现今中药配方颗粒品种的丰富、社会认可度

的提升, 配方颗粒在临床调剂中使用比例愈加提高, 已

经成为中药临床使用的重要形式, 代表着中药饮片未

来的发展方向。特别是, 国家食药总局于 2016年 3月

1日发布《中药配方颗粒管理办法 (征求意见稿)》公告,

结束向社会公开征求意见, 并向行业开放中药配方颗

粒生产, 可以预见众多药企将涌入这一蓝海, 促进配方

颗粒产业的发展; 但是虽经过多年试点, 行业尚未形成

统一的标准, 各厂家产品质控的方法标准均不太一致,

其必将导致市场局面的混乱, 进一步增加了质量监管

的难度。因此, 如何能够保证中药配方颗粒的一致性

则显得至关重要。

现行的中药配方颗粒的质量一致性评价方法主要

包括化学评价以及生物评价等方法。然而, 这些评价

方法均具有一定的局限性: 化学评价方法多为通过检

测个别性指标成分的含量以及化学指纹图谱等方法来

评价中药质量的一致性, 但是这种方法却无法全面反

映其整体质量波动, 与其临床疗效更缺乏关联性; 生物

评价虽然能够关联其临床功效, 能够较好的反映出其

临床功效的差异性, 但其主要采用动物、细胞等体内外

实验方法完成, 实验过程复杂, 对于企业而言, 可操作

性较差, 难以应用。

本研究以大黄配方颗粒为示例, 整合近红外光谱

法以及生物评价两种评价方法, 提出构建中药配方颗

粒效应近红外谱。效应近红外谱的建立主要包括两个步

骤: 建立配方颗粒近红外光谱测定方法和生物活性测

定方法, 基于谱效相关进一步筛选关联功效的近红外特

征波段, 最后验证所筛选出活性波段的科学性。在本

研究中初步筛选出与大黄配方颗粒泻下活性高度相关

的 5个特征波段: 4 011～4 390、4 859～5 461、7 012～

7 493、10 992～11 312 以及 11 871～12 489 cm-1, 进一

步对所筛选出的活性波段进行验证, 结果表明能够有

效地将不同当量的配方颗粒区分开, 表明该方法具有

一定的可行性。此外, 课题组在前期研究中发现大黄

根据其化学成分的差异性可分为大黄酸型和大黄酚型

两种化学型, 并且大黄酸型泻下效价显著高于大黄酚

型, 本研究也进一步佐证了这个研究结果[14,15]。效应

近红外谱的提出和建立不仅可为中药配方颗粒的过程

控制提供一定的参考, 也可以为近红外光谱在食品、药

品等领域的快速检测提供一定的借鉴。
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