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基于近红外光谱技术的藿香正气口服液质量透瓶快速检测方法研究
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摘要: 本文以厚朴酚、和厚朴酚、橙皮苷为关键质量指标, 基于近红外光谱与高效液相色谱技术, 建立藿香正气

口服液近红外光谱与指标成分含量间的回归关系, 从而实现基于近红外光谱技术的藿香正气口服液指标成分含量

的透瓶快速测定。实验透瓶采集藿香正气口服液的近红外光谱, 采用一阶导数、归一化进行光谱预处理, 通过竞争

性自适应重加权算法 (CARS) 筛选特征变量, 采用偏最小二乘回归 (PLSR) 算法建立定量校正模型。然后, 通过外

部验证, 对预测结果进行显著性检验。结果表明, 透瓶扫谱建立的模型预测性能较好, 验证集相关系数 (Rp) 均高于

0.99, 预测均方根误差 (RMSEP) 均小于 0.008 4, 验证集相对标准误差 (RSEP) 控制在 2.83%以内; 同时, 透瓶模型和

非透瓶模型的预测结果无显著差异。本文建立的透瓶检测方法具有模型性能好、预测精度高、快速、无损的优点, 在

藿香正气口服液质量控制中具有应用价值。
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Abstract: Based on near infrared spectroscopy and high performance liquid chromatography, this paper

established the regression relationship between near infrared spectroscopy and index component content of Huoxiang

Zhengqi oral liquid, so as to realize the rapid detection of index component content based on near infrared

spectroscopy. Magnolol, honokiol and hesperidin were used as the quality indexes of Huoxiang Zhengqi oral liquid.

After using the first derivative and normalization pretreatment method, characteristic variables were screened by

CARS, and the correction model was finally established by partial least-squares regression (PLSR) method. The

method accuracy was evaluated with the external validation, and the prediction results were tested for significance.

The results indicated that when the near infrared spectrum was scanned through the bottle, the model's correlation

coefficients of prediction (Rp) were higher than 0.99, the root mean square errors of the prediction models

(RMSEP) were all less than 0.008 4, and the relative standard errors of prediction set (RSEP) were all less than

2.83%. There was no significant difference in the predicted results between these two kinds of model. The models

established in the non-destructive way have good performance and high prediction accuracy. The rapid and

nondestructive way has application value in the quality control of Huoxiang Zhengqi oral liquid.
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藿香正气口服液由苍术、陈皮、厚朴 (姜制)、白芷、

茯苓、大腹皮、生半夏、甘草浸膏、广藿香油、紫苏叶油

制成, 具有解表化湿、理气和中之功效, 用于外感风寒、

内伤湿滞或夏伤暑湿所致的感冒。藿香正气口服液收

录于 2020 版《中国人民共和国药典》一部 , 以和厚朴

酚、厚朴酚及橙皮苷含量评价其质量[1]。然而, 药典中

以两种不同的高效液相色谱法分别测定和厚朴酚、厚

朴酚总含量和橙皮苷含量, 其方法耗时烦琐。其次, 口

服制剂传统含量检测通常是将药液从包装容器中取出

后进行含量测定, 这种质量分析方式耗时烦琐, 又有污

染的可能, 本文希望在口服制剂质量控制时引入一种

快速又无损的分析方法解决该问题, 近红外光谱分析

恰好具备该方面的优势[2]。

近红外光谱技术因其快速、无损、无污染等优势,

已被广泛用于快速评价药品质量[3-5]。近红外光谱技

术结合化学计量学 , 可有效消除外包装对分析的影

响[6]。该思路已被应用于定性分析胶囊[7,8]、片剂[9], 无

需打开药物包装即可实现对假药和仿制药的辨别, 大

大降低检测的时间成本。此外, 已有研究证明透过安

瓿瓶或者塑料注射器可实现对双嘧啶[10]以及抗生素药

物[11]的无损测定, 有利于提高注射剂临床使用的安全

性。Broad等[12]采用近红外光谱技术, 直接透过琥珀色

塑料瓶扫谱, 快速定量测定塑料瓶中乙醇、丙二醇和水

的含量, 为口服制剂的无损快速分析提供了可行性依

据。与西药口服制剂相比, 中药口服制剂成分更为复

杂。Li等[13]采用近红外光谱技术实现了阿胶口服液的

透瓶定量分析, 证明近红外光谱技术在中药口服制剂

透瓶分析的可行性, 为实现藿香正气口服液的透瓶分

析提供参考。

本文以藿香正气口服液为对象, 旨在利用近红外

光谱技术结合化学计量学, 以厚朴酚、和厚朴酚及橙皮

苷含量为关键质量指标, 建立定量校正模型, 并对模型

的预测能力进行验证, 构建一种透瓶检测藿香正气口

服液质量的方法, 以期为该类制剂的快速无损检测提

供方法参考。

材料与方法

仪器及软件 ANTARIS Ⅱ傅里叶变换近红外光谱

仪 (Thermo, USA), 含OPUS采样系统和数据处理软件;

Agilent 1290 高效液相色谱仪 (Agilent Technologies,

USA), 含在线脱气装置、四元泵、自动进样器、二极

管阵列检测器 (diode array detector, DAD); 色谱柱

Phenomenex C18 (250 mm × 4.6 mm, 5 µm), A2004B万

分之一电子分析天平 (上海越平科学仪器有限公司);

Milli-Q 超纯水仪 (Millipore, USA); 数控超声波清洗

机 (济南天华超声电子仪器有限公司); DK-S26电热恒

温水浴锅; 循环水式多用真空泵 (郑州长城科工贸有

限公司)。OPUS化学计量学软件; MATLAB (2018b) 软

件; Origin函数绘图软件。

试剂与样品 厚朴酚 (批号 MUST-20031614, 纯

度 99.90%)、和厚朴酚 ( 批号 MUST-20032205, 纯度

99.34%)、橙皮苷 (批号MUST-20031701, 纯度 98.46%),

均购自成都曼思特生物技术有限公司。乙腈和甲醇

(HPLC 级 , 北京百灵威科技有限公司)、乙腈和甲醇

(分析级 , 国药集团化学试剂有限公司)、磷酸 (HPLC

级, 北京百灵威科技有限公司); 实验用水为超纯水由

Milli-Q 纯水仪制得。171 批藿香正气口服液由太极

集团涪陵制药厂提供 , 样品取于罐装完成后 , 贴标

签前。

样品设计 仅基于生产样本建立的模型范围较

窄, 当出现异常样本时则模型失效, 因此引入一组自制

样本以扩大校正范围, 提高预测准确性[14]。任取 25批

样品稀释为原来浓度的 50%～80%, 得到 25个稀释样

本; 另任取50批样品, 随机划分为25组, 每组混合后旋

蒸至加入量的 75%～90%, 获得 25个浓缩样本。每个

样品的稀释和浓缩倍数均不同, 不构成线性关系。上

述 50个自制样本与 86个生产样本, 共计 136个样本用

于建立模型, 另外10个生产样本作为验证样本。

近红外光谱的采集 使用傅里叶变换近红外光

谱仪在 12 000～4 000 cm-1 内采集近红外光谱 (near

infrared spectra, NIRS)。在室温下以空气为参比 , 扣

除背景 , 扫描次数为 32 次 , 分辨率为 8 cm-1。每个样

品采集 3 次光谱 , 计算平均值作为样品 NIRS。为了

探究玻璃瓶对近红外光谱的影响, 实验以两种方式采

集光谱, 一是直接透过玻璃瓶扫谱 (将藿香正气口服

液玻璃瓶直接置于透射检测池位置), 二是从瓶中将

藿香正气口服液取出, 置于样品管中进行扫谱 (非透

瓶)。除扫描玻璃瓶和样品管的差异外 , 其余扫谱条

件相同。

含量测定参考方法 采用HPLC测定藿香正气口

服液中厚朴酚、和厚朴酚及橙皮苷含量作为参考值。

因药典方法无法同时测定 3个指标含量, 前处理需要
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两次, HPLC测定需两次, 操作复杂且耗时长, 为提高

分析效率, 在参考文献方法[15]的基础上优化色谱条件,

同时测定3种成分, 并进行方法学验证。

供试品及对照品溶液制备 精密吸取藿香正气口

服液 1.00 mL于 10 mL量瓶中, 甲醇定容, 即得供试品

溶液。精密称取厚朴酚、和厚朴酚、橙皮苷对照品适

量 , 加甲醇制成每 1 mL 含厚朴酚、和厚朴酚、橙皮

苷 1 mg的溶液, 即得对照品溶液。

色谱条件 色谱柱为 Phenomenex C18 (4.6 mm ×

250 mm, 5 µm), 流速为 0.9 mL·min-1; 以乙腈 (A)-0.1%

磷酸 (B) 为流动相; 柱温为25 ℃, 和厚朴酚和厚朴酚的

检测波长为 294 nm, 橙皮苷的检测波长为 283 nm。梯

度洗脱: 0～9 min, 20% A; 9～23 min, 20%～22% A; 23～

30 min, 22%～46% A; 30～42 min, 46% A; 42～47 min,

46%～78% A; 47～55 min, 78% A; 55～60 min, 78%～

90% A; 60～65 min, 90%～20% A。

方法学考察

专属性 取空白溶液、混合对照品溶液、供试品溶

液分别注入液相色谱仪, 比较色谱图, 考察对被测成分

是否存在干扰。

线性关系 精密移取 1.00、2.00、4.00、6.00、8.00、

10.00 mL对照品溶液于 20 mL量瓶中, 甲醇定容至刻

度, 摇匀, 按HPLC色谱条件进样测定, 记录各成分峰

面积。分别以对照品浓度为横坐标、以峰面积为纵坐

标进行线性回归, 计算线性回归方程和相关系数。

精密度 精密吸取中间浓度混合对照品溶液, 连

续进样6次, 以3种成分的峰面积值计算RSD值。

重复性 精密移取藿香正气口服液 6份, 平行制

备供试品溶液, 按 HPLC 色谱条件测定 3 种成分的含

量, 计算RSD。

稳定性 制备供试品溶液 1份, 分别于 0、2、4、6、

8、10和12 h进样分析, 以3种成分的峰面积计算RSD。

加样回收率 精密移取 0.5 mL 已知浓度的藿香

正气口服液 9份, 分别置于 10 mL量瓶中; 配制与该浓

度相近的混合对照品溶液 , 分别精密移取 0.4、0.5、

0.6 mL对照品溶液各 3份于上述样品中, 甲醇定容, 混

匀, 测定 3种成分的峰面积, 计算各成分浓度、回收率

及其RSD。

模型建立与评价 通过蒙特卡洛交叉验证算法

(Monte Carlo cross validation, MCCV) 识别并剔除异常

样本 , 采用 KS (Kennard-Stone) 算法划分校正集和验

证集, 采用一阶导数、归一化对近红外光谱进行预处

理。一阶导数可消除基线漂移 , 矢量归一化能增强

光谱差异 , 可以校正由光程或样品稀释等导致的光

谱变化 [16]。预处理后的光谱由竞争性自适应重加权

(competitive adaptive reweighted sampling, CARS) 算法

进行变量筛选, 建立和厚朴酚、厚朴酚及橙皮苷的偏最

小二乘回归 (partial least squares regression, PLSR) 模型,

以校正集相关系数 Rc、校正集均方根误差 (root mean

square errors of calibration, RMSEC)、校正集相对标准

误差 (relative standard errors of calibration, RSEC)、交

叉验证均方根误差 (root mean square errors of cross-

validation, RMSECV) 作为模型性能评估指标。用建

立的 PLSR 模型对验证集进行预测, 以验证集相关系

数 Rp、验证集均方根误差 (root mean square errors of

prediction, RMSEP)、验证集相对标准误差 (relative

standard errors of prediction, RSEP) 作为指标 , 评价模

型的预测能力。为进一步验证模型的预测能力, 引入

10批独立的藿香正气口服液作为外部验证集, 以配对

t检验[17]的 t值和 P值作为指标进行显著性分析, 选择

显著性水平α = 0.05, 进行了两次 t检验, 一是预测值和

真实值 (HPLC测定值) 之间, 二是透瓶和非透瓶两种

模型预测值之间, 如果 t值均低于临界值 2.262, P值均

大于 0.05, 说明二者之间无显著性差异 , 模型预测性

良好。

结果

1 方法学验证

1.1 专属性 图 1为检测波长 294、283 nm 时的高效

液相色谱图, 阴性溶液未出现与对照品及藿香正气口

服液中 3种待测成分保留时间相的色谱峰, 表明阴性

溶液对待测成分均无干扰。

1.2 线性关系 结果如表 1所示, 厚朴酚、和厚朴酚、

橙皮苷在各自的浓度范围内线性回归系数均大于

0.999, 线性关系良好。

1.3 精密度 厚朴酚、和厚朴酚、橙皮苷峰面积的RSD

分别为0.03%、0.14%、0.18%, 表明仪器精密度良好。

1.4 重复性 厚朴酚、和厚朴酚、橙皮苷含量的RSD

分别为0.80%、0.74%、2.02%, 表明重复性良好。

1.5 稳定性 厚朴酚、和厚朴酚、橙皮苷峰面积的

RSD分别为 0.20%、0.24%、0.19%, 说明供试品溶液在

12 h内稳定。

1.6 加样回收率 厚朴酚、和厚朴酚、橙皮苷的平均

加样回收率分别为 98.74%、98.38%、99.00%, RSD分别

为0.81%、1.22%、1.84%。该方法准确可靠, 可用于藿香

正气口服液中厚朴酚、和厚朴酚、橙皮苷的含量测定。

2 透瓶扫取及非透瓶扫取近红外光谱

由图 2A、2B可知, 透瓶和非透瓶得到的两种谱图

之间存在明显差异; 由图 2C可知, 空玻璃瓶光谱与背

景光谱也不相同, 说明玻璃瓶对近红外吸收光谱存在
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影响。另外, 图 2A 透瓶扫谱时玻璃瓶的直径远大于

图 2B所用样品管, 故光谱差异可能是玻璃瓶以及光程

不同造成的[18]。

3 样本划分校正集与验证集

经MCCV剔除异常点后, 使用KS按 7∶3划分校正

集和验证集, 结果如表 2所示。校正集浓度范围涵盖

验证集, 划分结果合理。

4 定量分析模型的建立

分别采用一阶导数和矢量归一化对NIRS进行预

Table 2 Results of sample set partition

Method to sweep spectrum
Non-destructive

Destructive

Component
Magnolol

Honokiol

Hesperidin

Magnolol

Honokiol

Hesperidin

Sample set
Calibration
Validation
Calibration
Validation
Calibration
Validation
Calibration
Validation
Calibration
Validation
Calibration
Validation

Sample size
93
40
92
40
93
40
93
41
93
41
93
41

Concentration/mg·mL-1

0.081 8-0.392 8
0.095 4-0.328 9
0.058 9-0.340 1
0.082 8-0.288 3
0.090 1-0.582 5
0.116 1-0.500 0
0.081 8-0.361 2
0.100 5-0.341 8
0.058 9-0.314 9
0.071 8-0.298 4
0.090 1-0.518 3
0.130 5-0.491 9

Average/mg·mL-1

0.204 3
0.196 4
0.174 1
0.170 3
0.292 0
0.275 4
0.198 7
0.202 5
0.169 7
0.174 3
0.281 7
0.285 5

SD
0.058 1
0.039 3
0.052 4
0.033 4
0.091 9
0.066 6
0.054 3
0.037 6
0.048 2
0.033 9
0.088 1
0.062 6

Figure 2 Raw near infrared spectra (NIRS) scanned in a non-destructive way (A) and in a destructive way (B) and NIRS of background (C)

Table 1 Linearity of the 3 analytes in Huoxiang Zhengqi oral liquid

Analyte

Magnolol

Honokiol

Hesperidin

Calibration curve

y = 17 142x + 0.641 1

y = 18 859x + 0.988 6

y = 10 381x + 7.188 4

R2

0.999 8

0.999 8

0.999 9

Linear range/mg·mL-1

0.005 0-0.099 5

0.005 0-0.099 5

0.005 0-0.099 5

Figure 1 High performance liquid chromatograms. A1: Blank solvent at 294 nm; B1: Mixed reference solution at 294 nm; C1: Sample

solution at 294 nm; A2: Blank solvent at 283 nm; B2: Mixed reference solution at 283 nm; C2: Sample solution at 283 nm; 1: Hesperidin;

2: Honokiol; 3: Magnolol

·· 456



李 倩等: 基于近红外光谱技术的藿香正气口服液质量透瓶快速检测方法研究

处理。然后采用CARS在 12 000～4 000 cm-1内筛选特

征变量, 设置采样次数为 100, 选择RMSECV最小时的

子集为关键变量。CARS算法的运行过程如图 3所示,

随着采样次数增加, 变量数逐渐减小, RMSECV先减

小后增大, 说明冗余信息被剔除后, 模型效果得以优

化, 而后一些有效信息也被消除。当采样次数为 42次

时, RMSECV最小, 回归系数接近于 1, 选择该采样次

数作为利用CARS算法筛选变量时的参数。

选取最优变量子集后, 建立 PLSR定量校正模型。

表 3 为用非透瓶扫描的 NIRS 建模得到的模型效果。

由表 3可知, 3个指标模型的Rp值均高于 0.98, RMSEP

均小于0.008 3, 模型预测能力较强。经一阶导数预处理

后, 厚朴酚模型的 RMSEP 和 RMSEC 较小, 但相差较

大, 存在过拟合的风险, 因此将无预处理的模型作为最

佳模型。和厚朴酚和橙皮苷的光谱经一阶导数处理后

建模效果最佳, Rp值较高, RSEP明显降低, RMSEP和

RMSEC较小且接近。3个指标的最佳模型预测效果如

图4所示, 样本均分分布在y = x两侧, 模型预测效果较好。

表 4为以透瓶采集的NIRS建模得到的模型效果,

从表 4 可以看出 , 3 个指标模型的 Rp 值均高于 0.99,

RMSEP均小于 0.008 4, RSEP均控制在 2.83%以内, 模

型的预测能力较强。经一阶导数预处理后, 厚朴酚及

和厚朴酚的模型RMESP和RMSEC相差较大, 存在过

拟合的风险, 故选择无预处理的模型作为最佳模型。

橙皮苷选择一阶导数预处理后的模型为最佳模型, 该

Figure 3 Competitive adaptive reweighted sampling (CARS)

variable screening results for combination data set

Table 3 Effects of different pretreatment methods on performance of the destructive models. LVs: Latent variables; RMSEC: Root mean

square errors of calibration; RMSEP: Root mean square errors of prediction; R: Correlation coefficient; RSEC: Relative standard errors of

calibration; RSEP: Relative standard errors of prediction; RMSECV: Root mean square errors of cross-validation

Index

Magnolol

Honokiol

Hesperidin

Pretreatment

None

1st derivative

Normalization

None

1st derivative

Normalization

None

1st derivative

Normalization

Variable

62

138

81

44

113

44

71

99

76

LVs

15

15

15

15

15

15

15

15

15

Calibration set

Rc

0.997 5

0.999 9

0.997 8

0.996 3

0.999 8

0.997 5

0.981 5

0.999 3

0.988 7

RMSEC

0.003 8

0.000 8

0.003 6

0.004 1

0.001 0

0.003 4

0.016 8

0.003 4

0.013 1

RSEC/%

1.85

0.41

1.73

2.34

0.58

1.94

5.69

1.15

4.44

RMSECV

0.005 6

0.003 3

0.006 0

0.006 0

0.003 3

0.005 1

0.023 3

0.011 1

0.022 0

Validation set

Rp

0.988 6

0.996 9

0.988 1

0.989 6

0.996 1

0.990 9

0.923 3

0.991 1

0.932 6

RMSEP

0.005 6

0.002 9

0.005 7

0.004 8

0.003 0

0.004 5

0.023 8

0.008 3

0.022 3

RSEP/%

2.71

1.43

2.78

2.72

1.67

2.54

8.13

2.83

7.64

Figure 4 The correlation between reference values and predicted values of calibration models in the destructive way. A: Magnolol; B:

Honokiol; C: Hesperidin

·· 457



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2022, 57(2): 453 −459

模型Rp值较高, RMSEP和RMSEC较小且接近, RSEP

最小。3个指标的最佳模型预测效果如图5所示。

对比透瓶扫谱和非透瓶扫谱, 二者均有较好的建

模效果, 可以判定玻璃瓶不会影响模型的预测准确性,

藿香正气口服液的透瓶快检是可行的。

5 透瓶扫谱建模和非透瓶扫谱建模的外部验证和评价

以独立的 10个藿香正气口服液样品作为外部验

证, 进一步比较两种模型的预测能力。以前述建立的

最佳模型进行预测, 首先将透瓶模型得到的预测值与

HPLC参考值进行配对 t检验 (n = 9, α = 0.05), 结果厚

朴酚、和厚朴酚、橙皮苷组的 t值分别为0.721 4、0.313 9、

0.051 5, 对应的 P 值分别为 0.755 5、0.619 6、0.520 0,

t值均低于临界值 2.262, P值均大于 0.05, 说明透瓶模

型得到的预测值与 HPLC 参考值之间无显著差异 ,

透瓶模型能较准确地预测各指标含量。其次, 将透瓶

模型和非透瓶模型的预测值进行配对 t 检验 (n = 9,

α = 0.05), 结果厚朴酚、和厚朴酚、橙皮苷组的 t值分别

为0.439 5、0.909 2、0.388 8, 对应的P值分别为0.664 7、

0.806 5、0.646 8, t 值均低于临界值 2.262, P 值均大于

0.05, 表明两类预测值之间无显著差异, 说明直接透瓶

扫谱对最终模型的预测效果无显著影响, 且不会降低

模型的预测能力。

讨论

本文采用近红外光谱技术结合化学计量学建立了

藿香正气口服液的定量分析模型。各项评价指标表

明, 直接透瓶扫谱建立的模型预测性能较好, 对比非透

瓶模型, 玻璃瓶对建模效果无影响, 透瓶扫谱不会降低

模型预测性。相较于传统高效液相色谱技术耗时长、

操作复杂、离线滞后的缺点, 近红外光谱技术可以在不

破坏产品原包装的情况下预测相关被测成分含量, 该

方法成本低、效率高, 适用范围广, 可提高企业对产品

监测的效率, 也为其他瓶装液体制剂的质量监测提供

了参考。另外, 玻璃瓶有近红外吸收, 不同厂家玻璃瓶

的吸收可能不同, 本文藿香正气口服液样品包装均是

低硼硅玻璃瓶, 由太极集团涪陵制药厂统一购置, 对光

谱的影响较一致, 微小差异可以通过化学计量学方法

加以消除。如果拟建立适用于不同厂家的通用模型, 需

要采集不同厂家样品进行建模, 以消除玻璃瓶的影响。

由于不同外包装对光谱的影响程度不同, 直接透过外

包装进行快速检测的方法普适性仍需进一步探究。

作者贡献: 吴永江负责整体设计; 李倩设计并完成实验;

Table 4 Effects of different pretreatment methods on performance of the non-destructive models

Index

Magnolol

Honokiol

Hesperidin

Pretreatment

None

1st derivative

Normalization

None

1st derivative

Normalization

None

1st derivative

Normalization

Variable

99

181

129

129

221

158

71

129

106

LVs

15

15

15

15

15

15

15

15

15

Calibration set

Rc

0.999 6

0.999 1

0.999 7

0.999 5

0.999 9

0.999 5

0.996 7

0.999 9

0.995 1

RMSEC

0.001 7

0.000 8

0.002 0

0.001 7

0.000 3

0.001 6

0.007 4

0.001 3

0.009 0

RSEC/%

0.82

0.37

0.92

0.93

0.16

0.90

2.43

0.42

2.95

RMSECV

0.003 0

0.003 8

0.003 7

0.003 7

0.002 7

0.003 8

0.013 7

0.010 0

0.016 3

Validation set

Rp

0.997 7

0.997 6

0.996 7

0.992 6

0.998 0

0.986 5

0.982 2

0.991 9

0.966 0

RMSEP

0.002 6

0.002 7

0.003 1

0.004 0

0.002 1

0.005 4

0.012 3

0.008 4

0.017 0

RSEP/%

2.71

1.43

2.78

2.72

1.67

2.54

8.13

7.98

7.64

Figure 5 The correlation between reference values and predicted values of calibration models in the non-destructive way. A: Magnolol; B:

Honokiol; C: Hesperidin
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