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快速分析

中药陈皮提取物粉末中糊精含量近红外分析方法的验证和不确定度评估 *
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摘要　目的：建立陈皮提取物粉末中辅料糊精含量近红外定量的方法验证和不确定度计算的全局评价策

略。方法：通过采集已知不同含量糊精和陈皮混合样品的近红外光谱信息，建立偏最小二乘模型（PLS），
基于 β- 容度容忍区间（β-CTI）建立准确度曲线对近红外（near infrared，NIR）分析方法进行验证，并通

过 β-CTI 进行不确定度评估。结果：浓度水平为 1%、3%、5% 时，分析方法的准确度在可接受范围之外，

该方法不可接受；浓度水平为 7% 和 10% 时，分析方法的准确度在可接受范围之内，该方法可以接受。所

建 NIR 分析方法的最低定量限约等于 5.73%。不确定度评估表明该方法在浓度较高时，方法的不确定度较

好。结论：通过引入 β-CTI 同时进行方法验证和不确定度计算的全局评价策略可以有效保障方法的可靠

性和准确性，有效降低分析方法在日常应用中的风险，为其他分析方法的评价提供借鉴。
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Abstract　Objective：To establish an overall evaluation strategy for the validation and uncertainty evaluation of 
near infrared （NIR）quantification of dextrin in dried tangerine．Methods：Through collecting the NIR spectral 
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information of mixed samples with different contents of dextrin in dried tangerine，the NIR quantitative PLS model 
was built．Based on the β-content tolerance interval （β-CTI），the accuracy profile （AP）was established to 
validate the NIR analytical method and the uncertainty was also evaluated by the β-CTI．Results：When the 
dextrin content was 1%，3%，5% the accuracy was beyond acceptable limit and the method is unacceptable; When 
the dextrin content was 7%，10% the accuracy was within acceptable limit and the method is acceptable．The 
lower limit of quantification （LLOQ）of the method was approximately equal to 5．73%．Uncertainty evaluation 
showed that the method had a good uncertainty at higher contents．Conclusion：The overall evaluation strategy for 
validation and uncertainty assessment at the same time through the introduction of β-CTI can ensure the reliability 
and accuracy of method，reduce the risk of method in the daily use，and provide reference for the evaluation of 
other analytical methods．
Keywords：near infrared; method validation; accuracy profile; uncertainty; β-content tolerance interval; dried 
tangerine peel

近年来，近红外（near infrared，NIR）光谱法以其

独特的优势，广泛地应用于农业［1］、食品［2］、药品［3］

等行业。越来越多的 NIR 分析方法被开发和应用，

NIR 方法预测结果的质量也受到越来越多研究者和

实验室的关注。

按照 ISO17025 定义，完整的定量分析方法包括

优化选择（经验选择）、实验设计、方法开发、实验室

内方法验证、实验室间方法验证、方法不确定度分析、

日常使用、定期重新方法验证 8 个步骤，其中，分析

方法的验证和不确定度研究是分析领域的热点难点

问题。方法验证和测量结果不确定度评估是为了保

证分析结果的有效性和可靠性，对于符合国际标准

ISO17025 的实验室这 2 个概念是强制性的［4］。

验证的目的是证明采用的方法适合于相应检测

的要求。对于 NIR 分析方法的验证，主要有 ICH Q2 
（R1）验证和决策方法验证［5］。其中，决策方法验证

中包含的准确度曲线（accuracy profile，AP）［6-8］的方

法相对于其他验证方法更加简单、全面、有效，能够给

出分析方法在不同浓度下的准确度和在实际应用中

的预测能力，现已被应用于制剂中水分、活性成分的

NIR 定量分析方法的验证［9-11］。而通过引入β-CTI
代替β-ETI 构建 AP，完成对 NIR 方法的验证，为分

析方法验证提供了新的思路［12］。

测量结果不确定度评估作为一种科学、合理的

验证手段及质量控制方法，正越来越多地被引入药

学领域，是和方法验证同样重要的内容。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。相对于传统的自下

而 上（Bottom-up）［13］和 自 上 而 下（Top-down）方 
法［14］，基 于 β- 期 望 容 忍 区 间（β-expectation 
tolerance interval，β-ETI）［15］和 β- 容度容忍区间

（β-content tolerance interval，β-CTI）［16］来计算分

析方法的测量不确定度更加方便有效，为基于验证

数据的不确定度测算提供了便捷途径。由于 β-CTI
可以更加充分地对 NIR 的测量不确定度进行评 
估［17］，因此，目前多用 β-CTI 来评估中药 NIR 定量

分析方法的不确定度［18］。

本文以 NIR 快速测定中药陈皮提取物粉末中辅

料糊精的定量方法为载体，通过引入β-CTI 同时完

成对 NIR 定量分析方法的 AP 验证和不确定度评价，保

证分析方法的有效性和可靠性，降低分析方法在日常

应用中的风险，以期为其他分析方法的评价提供参考。

1　实验部分

1.1　仪器与试剂

Antaris 近红外光谱仪（Thermo Nicolet 公司），

Sartorius BS 124 电 子 天 平（Sartorius 公 司），XW-
80A 涡旋仪（海门市其林贝尔仪器制造有限公司）。

陈皮提取物粉末（北京康仁堂药业有限公司，批

号 131204），糊精（北京康仁堂药业有限公司，批号

14070114062）。
1.2　光谱采集 

采用 Antaris 傅里叶变换近红外光谱仪，积分球

附件采集漫反射光谱，采集前将样品置于涡旋仪上充

分混合均匀，采集时使用 Sample Cup Spinner 配件旋

转样品杯，每个样品扫描 32 次。以仪器内置背景做
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参比，分辨率 8 cm-1，波数范围 10 000 ~ 4 000 cm-1。

1.3　实验设计

1.3.1　校正实验设计　精密称取一定量糊精和陈

皮提取物粉末，混合均匀，使混合物中糊精含量为

1%~10% 共 20 个样品；11%~20% 共 20 个样品；21%~ 
30% 共 20 个样品；31%~40% 共 20 个样品；41%~50%
共 20 个样品，每份样品的总重为 5.000 0 g。
1.3.2　验证实验设计　设定 5 个糊精辅料浓度水平

的样品（1%、3%、5%、7%、10%）对方法进行验证。

选取 3×5×3 的析因实验设计方案，即实验分 3 d 进

行，每天 1 次，每次实验包含 5 个浓度水平，每个浓度

水平进行 3 次平行实验，共 45 个验证样品。

1.4　数据处理

采用 SIMCA-P 11.5（Umetrics 公司）及 Unscrambler 
7.0（CAMO 公司）软件对光谱进行预处理，采用

Matlab 7.0（Mathwork 公司）软件进行样本集划分、

数据预处理、变量筛选、准确度曲线构建和不确定度 
计算。

2　结果与讨论

2.1　定量模型建立

2.1.1　样本划分　采用 K-S（Kennard-Stone）法将

100 个样本划分为校正集（66 个）和验证集（34 个）。

2.1.2　光谱预处理　对“陈皮提取物粉末 - 糊精”样

品的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

据进行小波去噪（wavelet denoising，WDS）和卷积平

滑（Savitzky-Golay，S-G）处理以消除噪音对光谱的

影响；对光谱数据进行一阶导数（1std）和二阶导数

（2nnd）处理以消除光谱基线漂移，强化谱带特征，克

服谱带重叠。各预处理方法建模结果见表 1。由表

1 可以看出，SNV 处理方法结果最好，光谱经预处理

后，潜变量因子数（latent variables，LVs）为 8 时，校

正集相关系数（rcal）和验证集相关系数（rval）分别为

0.999 3 和 0.999 0，校正集误差均方根（the root mean 
squared error of calibration，RMSEC）、交叉验证误差均

方 根（the root mean squared error of cross-validation，
RMSECV）和 预 测 集 误 差 均 方 根（the root mean 
squared error of prediction，RMSEP）分别为 0.568%、

0.719% 和 0.584%，校正集偏差（BIAScal）和验证集

偏差（BIASval）分别为 0.437 和 0.466，定量模型性能

（the ratio of performance to deviation，RPD）由 20.0 增

加到 22.1，因此采用 SNV 预处理方法作为光谱预处

理方法。

表 1　不同预处理方法的建模结果

Tab. 1　PLS results with different preprocessing methods

预处理

（pretreatment）
LVs

校正集（calibration） 验证集（validation）

rcal RMSEC RMSECV BIAScal rval RMSEP RPD BIASval

Origin 10 0.999 6 0.444 0.815 0.378 0.998 7 0.643 20.0 0.513

SNV 8 0.999 3 0.568 0.719 0.437 0.999 0 0.584 22.1 0.466

MSC 8 0.999 3 0.568 0.720 0.438 0.999 0 0.585 22.0 0.466

1std 5 1.000 0 0.124 0.855 0.097 0.998 7 0.657 19.6 0.542

2ndd 4 0.999 4 0.535 2.205 0.436 0.993 9 1.588 　8.12 1.106

WDS 6 0.995 0 1.503 1.798 1.109 0.994 7 1.318 　9.64 1.054

S-G 8 0.998 6 0.803 1.118 0.624 0.997 4 0.918 14.0 0.780

S-G+1std 7 0.999 9 0.217 0.862 0.181 0.998 8 0.644 20.0 0.541

2.1.3　变量筛选及模型的建立　光谱经过 SNV 预处

理之后，为了更好地提高模型的性能，提高所建方法的

预测准确性，本文采用无用信息删除（uninformative 
variables elimination，UVE）［19］、连 续 投 影 算 法

（successive projections algorithm，SPA）［20］以及自适应

重加权取样（competitive adaptive reweighted sampling，
CARS）［21］  3 种方法来进行光谱变量筛选。并将筛选

后的变量用于 PLS 建模，建模结果如表 2 所示。由表

2 可以看出，经过 SPA 和 CARS 变量筛选后，模型性能

并没有提高反而降低，可能是由于经过 SPA 和 CARS
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变量筛选后保留的变量数较少，信息缺失，无法完整

准确地关联陈皮提取物粉末中辅料糊精的含量。而

经过 UVE 变量筛选后所建模型性能最优，与未经变

量筛选所建模型相比较，各项评价参数都有所提高。

RMSEC 和 RMSECV 由 0.568 和 0.719 降 低 为 0.277 和

0.487，模型性能指数 RPD 由 22.1 升高至 27.1。表明

UVE 对于所建 NIR 定量分析方法是一种有效的变量

筛选方法，能够简化预测模型，提高模型性能。

表 2　不同变量筛选方法的建模结果

Tab. 2　PLS results with different variable selection methods

预处理

（pretreatment）
变量数（number 

of variables）
LVs

校正集（calibration） 验证集（validation）

rcal RMSEC RMSECV BIAScal rval RMSEP RPD BIASval

None 1 557 8 0.999 3 0.568 0.719 0.44 0.999 0 0.584 22.1 0.466

SPA 7 6 0.995 2 1.478 1.747 1.116 0.995 8 1.200 10.8 0.948

CARS 60 8 0.999 7 0.342 0.536 0.279 0.998 9 0.668 19.3 0.495

UVE 507 10 0.999 8 0.277 0.487 0.221 0.999 3 0.477 27.1 0.341

2.2　方法验证

验证实验所得数据对 NIR 分析方法进行验证。

由于 β-CTI 可以更加充分地估计总误差，即随机

误差和系统误差之和，并且方便不确定度的计算，完

成方法的全局评价。本文采用 β-CTI 来构建 AP

对 NIR 分析方法进行验证，具体原理与算法参见

文献［12］。对于 β-CTI 的计算，选择 β=66.7%，

γ=90% ［22-23］，表示总体的 66.7% 有 90% 的可能性落

入 β-CTI 范围内。NIR 分析方法验证的可接受限设

为 ±20%［18，24］。验证结果如表 3 和图 1 所示。

表 3　验证试验结果

Tab. 3　Validation results

水平

（level）/%
均值

（mean）

真实性（authenticity） 精密度（precision） 准确度（accuracy）

相对偏差

（relative deviation）/%
回收率

（recovery）/%
重复性

（repetition）/%
中间精密度

（intermediate precision）/%
β-CTI/%

1 1.43 43.5 143.5 8.3 27.2 ［-49.37，+136.32］

3 3.11  3.6 103.5 8.4 10.4 ［-25.65，+32.76］

5 5.18  3.6 103.6 4.5 7.0 ［-17.98，+25.21］

7 7.06  0.86 100.8 4.3 4.3 ［-9.14，+10.87］

10 10.02  0.19 100.2 3.5 4.4 ［-12.20，+12.59］

2.2.1　真实性　真实性表示真实值（本文为称量

参考值）与实验平均值（本文为近红外预测值）之

间的接近程度，由系统误差造成。各浓度水平验证

结果的真实性分别用相对误差、回收率表示。如表

3 所示。由表 3 得出，糊精含量浓度在 1% 时，真

实性较差，相对偏差为 43.5%；而随着浓度的增加，

相对偏差有逐渐减小的趋势，在浓度为 3%、5%、

7%、10% 时，相对偏差分别为 3.6%、3.6%、0.86%、

0.19%。

2.2.2　精密度　精密度表示一系列实验值（本文为

近红外预测值）之间的接近程度，由随机误差造成。

如表 3 所示，由重复性和中间精密度表示。随着分

析浓度的降低，精密度逐渐变大。在浓度水平为 1%
和 3% 时，重复性和中间紧密度较差，分别为 8.3%、

27.2% 和 8.4%、10.4%；而随着浓度的提高，方法的精

密度也在不断提高，在浓度水平为 5%，7%，10% 时，

精密度相对较好。

2.2.3　准确度　准确度是系统误差和随机误差的总

和的表示，在本文中以 β-CTI 表示。在图 1 中，浓度

水平为 1%、3%、5% 时，β-CTI 上下限超过了可接受

限（±20%），表示在这些浓度水平下准确度较低，NIR
分析方法不可接受。在浓度水平 7%、10% 时，β- 期

望容许区间上下限未超过可接受限 ±20%，表示在这

些浓度水平下准确度较高，NIR 分析方法可接受。
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红色实线是相对偏差，蓝色中等虚线是β- 容度容许区间上下限，红

色短虚线是可接受限（±20%），9 个黑色点为各个浓度水平下每个测

量值的相对偏差（the red line is the relative bias，the blue medium dashed 

lines are the β-content，γ-confidence tolerance intervals （γ=90%）and 

the red short dashed lines are the acceptance limits （±20%），the 9 black 

points at each concentration level are relative bias for each predictive value）

图 1　准确度曲线

Fig. 1　Accuracy profile

2.2.4　可接受限　β-CTI 上下限和可接受限的交点

定义为方法的最低定量限（lower limit of quantification，
LLOQ）和 最 高 定 量 限（upper limit of quantification，
ULOQ）。如果 β-CTI 上下限和可接受限没有交点，

那么所研究浓度水平的最低浓度水平即为 LLOQ，所

研究浓度水平的最高浓度即为 ULOQ。由图 1 可以计

算得到，LLOQ 为 5.73%，ULOQ 为 10%。

2.2.5　范围　最低定量限和最高定量限给出了该

NIR 定量分析方法能够准确定量的范围，因此有效的

定量范围为 5.73%~10%。

2.2.6　线性　分析方法的线性是指分析样品在某一指

定范围获得的结果与浓度（或含量）成正比关系的能

力。近红外预测值和理论实际值之间的线性方程为：

y=0.961 1x+0.362 4，R2=0.989 2。
表明近红外预测值和理论实际值之间线性关系

良好。如图 2 所示，在浓度范围为 5.73%~10% 时，

β- 容度容许区间上下限在可接受范围内，因此在此

范围的线性关系得到有效证明。

2.3　不确定度评估

不确定度是与测量本身相关用来表征测量结

果分散程度的参数［25-26］。不确定度的计算过程如 
下［16，27］：

u（Y）= h-l
2tv

 （1）

蓝色短虚线是绝对β- 容度容许区间，红色短虚线为可接受限 ± 20%。

连续的黑线为标示线 y=x（the blue medium dashed lines are absolute 

β-CTI intervals （γ=90%），and red short dashed lines represent the 

accepted limits at ± 20%. The continuous line is the identity line y=x）

图 2　线性曲线

Fig. 2　Linear profile

公 式（1）中 h 是 β-CTI 的 上 限，l 是 β-CTI
的下限。tν 是在自由度为 ν 时 Student’s t 分布的

（1+γ）/2 分位数。对于对称数据，ν 可以通过萨特

思韦特公式计算得到［28］。

分析方法的扩展不确定度 U（Y）可由公式（2）
给出：

U（Y）=p×u（Y） （2）
p 是覆盖因子，和置信水平相关。当置信水平为

95% 时，p 约等于 2，扩展不确定度表示测量值落在

±U（Y）的概率为 95%。

表 4 展示了 NIR 分析方法在各个浓度水平的不

确定度。从表 4 可以看出浓度较低时（1%），相对扩

展不确定度较大（68.88%）。随着浓度的升高，相对扩

展不确定度在逐渐降低。当浓度水平为 7% 时，相对

扩展不确定度最小，为 10.69%，表示在该浓度水平下，

有 95% 的置信水平，测量值落在 ±10.69% 范围内。

表 4　NIR 方法的不确定度

Tab. 4　Uncertainty of NIR method 
浓度水平

（concentration 
level）/%

不确定度

（uncertainty）/ 
%

扩展不确定度

（expended 
uncertainty）/% 

相对扩展不确定度

（relative expanded 
uncertainty）/%

1 34.44 0.69 68.88

3 14.65 0.88 29.30

5 9.87 0.99 19.75

7 5.34 0.75 10.69

10 6.20 1.24 12.40
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3　结论

本文建立了准确快速分析中药陈皮提取物粉末

中糊精含量的 NIR 定量分析方法，通过引入 β-CTI
提出了同时对 NIR 分析方法进行验证和不确定度评

估的全局评价策略。该策略可以有效保障分析方法

的有效性和可靠性，降低在日常应用中的风险，为其

他分析方法的评估提供有益的参考。
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