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热毒宁注射液青蒿金银花浓缩过程近红外快速定量检测方法的建立 
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摘  要：目的  建立热毒宁注射液青蒿金银花醇沉浓缩过程主要药效成分的定量校正模型，实现生产过程在线监控。方法  采
用近红外光谱技术（NIRS）结合偏最小二乘法（PLSR）分别建立新绿原酸、绿原酸、隐绿原酸的定量校正模型。结果  新
绿原酸、绿原酸、隐绿原酸定量校正模型的决定系数（R2）分别为 0.954 5、0.975 2、0.969 1；校正集误差均方根（RMSEC）
为 0.213、0.676、0.225，交叉验证集误差均方根（RMSECV）分别为 0.233、0.692、0.258。采用所建模型进行在线分析，

新绿原酸、绿原酸、隐绿原酸的预测值与实测值的决定系数分别为 0.984 2、0.983 7、0.987 0，预测相对误差(RPD)分别为

4.77、5.29、4.37，预测相对偏差（RSEP）分别为 3.519%、3.778%、3.895%。结论  所建的模型可以用于热毒宁注射液青

蒿金银花醇沉浓缩过程中新绿原酸、绿原酸、隐绿原酸的在线定量测定。 
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Fast measurement method based on near-infrared spectroscopy in concentration 
of alcohol precipitation proee for Artemisiae Annuae Herba  
and Lonicerae Flos in Reduning Injection 
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Abstract: Objective  The calibration models were developed in the concentration of alcohol precipitation proee for Artemisiae 
Annuae Herba (AAH) and Lonicerae Flos (LF) in Reduning Injection (RI) to realize the on-line monitoring of production process. 
Methods  Based on the near infrared reflectance spectroscopy (NIRS), partial least regression (PLS) models were developed to fast 
measure the contents of neochlorogenic acid, chlorogenic acid, and 4-O-caffeoylquinic acid in the concentration of the alcohol 
precipitation proee for AAH and LF. Results  In the quantitative models of neochlorogenic acid, chlorogenic acid, and 
4-O-caffeoylquinic acid, the coefficient of determination (R2) of cross validation sets were 0.954 5, 0.975 2, and 0.969 1; The root mean 
square errors of calibration (RMSEC) were 0.213, 0.676, and 0.225; The root mean square errors of cross-validation (RMSECV) were 
0.233, 0.692, and 0.258. When the established models were applied to on-line monitoring, the coefficient of determination of 
neochlorogenic acid, chlorogenic acid, and 4-O-caffeoylquinic acid were 0.984 2, 0.983 7, and 0.987 0, the residual predictive 
deviation (RPD) were 4.77, 5.29, and 4.37; The relative standard errors of prediction (RSEP) were 3.519%, 3.778%, and 3.895%. 
Conclusion  The models above are proved to fast measure the contents of neochlorogenic acid, chlorogenic acid, and 
4-O-caffeoylquinic acid in the concentration of alcohol precipitation proee for AAH and LF in RI. 
Key words: near infrared spectroscopy technology; partial least squares; Reduning Injection ;concentration of alcohol precipitation 
proee for Artemisiae Annuae Herba and Lonicerae Flos; rapid quantitative analysis models; neochlorogenic acid; chlorogenin acid; 
cryptochlorogenin acid 
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热毒宁注射液处方由青蒿 Artemisiae Annuae 
Herba、金银花 Lonicerae Flos、栀子 Gardeniae 
Fructus 3味药材组成，临床主要用于外感风热所致

感冒、咳嗽，症见高热、微恶风寒、头痛身痛、咳

嗽、痰黄；上呼吸道感染、急性支气管炎见上述证

候者[1-2]。自 2005 年上市以来，由于其在治疗上呼

吸道感染、急性支气管炎所致的高热方面有确切的

疗效，得到广大患者和临床使用单位的认可[3-7]。青

蒿金银花醇沉浓缩是热毒宁注射液生产过程中关键

控制工序[8]，浓缩液质量的稳定是影响后续纯化效

果的关键，如果浓缩液质量出现较大波动，纯化后

得到的中间体的均一性将无法保证，继而影响到热

毒宁注射液最终成品的安全性、质量可控性[9]。因

此，严格控制青蒿金银花醇沉浓缩过程关键指标波

动范围对于提升热毒宁注射液生产过程质量控制水

平有着重要的科学意义[8]。近红外光谱（NIRS）技

术作为一种快速的过程分析技术已被广泛应用于石

油、食品等领域[10-12]。近年来在中药制药过程在线

监测和控制[13-14]中也得到广泛的应用。本研究引入

NIRS 技术，采用偏最小二乘回归（PLSR）法建立

热毒宁注射液醇沉浓缩过程关键指标的定量校正模

型，在线监控醇沉浓缩过程关键指标的变化情况，

为热毒宁注射液生产过程自动化控制奠定基础。 
1  仪器与材料 

Matrix-F 近红外光谱仪，德国布鲁克光谱仪器

公司，配备 InGaAs 检测器，化学计量学软件

OPUS7.5；Agilent 1260高效液相色谱仪，美国安捷

伦科技有限公司；ME104E 型电子天平，梅特勒-
托利多仪器有限公司；HWS26型电热恒温水浴锅，

上海一恒科技有限公司；DHG-9070A型电热鼓风干

燥箱，上海一恒科技有限公司。 
对照品新绿原酸（批号MUST-14043010，质量

分数≥98%）、隐绿原酸（批号 MUST-14041410，
质量分数≥98%），成都曼斯特生物科技有限公司；

对照品绿原酸，批号 110753-201314，质量分数≥

96.6%，中国食品药品检定研究院；甲醇，分析纯，

批号 021240102，上海星可高纯溶剂有限公司；磷

酸，分析纯，批号 20120703，国药集团化学试剂有

限公司；热毒宁注射液醇沉浓缩过程样本均来源于

江苏康缘药业股份有限公司数字化车间。 
2  方法与结果 
2.1  醇沉浓缩样本取样方法 

热毒宁注射液醇沉上清液浓缩过程为减压浓缩

过程，为了实现近红外探头在线获取光谱及建模时

自动采集样本，对减压浓缩设备进行改造，增加了

2个外部回路（A回路、B回路），其中 A回路为全

回路，实现回路中的药液与浓缩罐中的药液物质基

础基本一致，浓缩过程中近红外探头获得的光谱基

本能够反映浓缩罐中药液的信息；B回路为半回路，

在近红外探头下方管道上安装 B回路，与减压取样

机相连，实现负压取样，B 回路基本能够实现在光

谱扫描后及时获得扫描样本，NIRS 采集及样本采

集示意图见图 1。 

 
图 1  浓缩过程近红外在线取样示意图 

Fig. 1  Diagram of near-infrared on-line detection system 
 

取样方式为自浓缩开始至浓缩结束前 1 h每隔

10 min取样 1次，浓缩结束前 1 h内每隔 5 min取
样 1 次。本实验共取样 9 个批次，批号分别为

Z150505、Z150817、Z150828、Z150829、Z150902、
Z150908、Z150916、Z150925、Z150930，在线扫描

NIRS，同时获得扫描样本，采用 HPLC获得样本关

键指标定量数据，其中 8批用于建立定量校正模型，

1批用于模型在线验证。 
2.2  NIRS采集方式 

青蒿金银花醇沉浓缩液 NIRS 采集方式为透射

法，光谱范围 4 000～12 800 cm−1，分辨率 2 cm−1，

采用空气为背景对照。热毒宁注射液醇沉浓缩过程

样本 NIRS原始图谱见图 2。 
2.3  新绿原酸、绿原酸及隐绿原酸定量测定[15] 
2.3.1  色谱条件  色谱柱为 Phenomenex Luna C18

A回路 

B回路 

近红外探头 

减压取样机 
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柱（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动相为 0.1%磷酸

水溶液-甲醇，梯度洗脱：0～10 min，15%～25%甲
醇；10～30 min，25%～35%甲醇；30～60 min，
35%～50%甲醇；体积流量 0.8 mL/min；柱温 30 ℃；

检测波长为 324 nm；进样量为 10 μL。理论板数按

绿原酸峰计算，应不低于 3000，色谱图见图 3。 

 
 
 

图 2  青蒿金银花醇沉浓缩原始 NIRS 
Fig. 2  Raw NIRS of concentration of AAH and LF alcohol 
precipitation 

 

 
 
 

图 3  混合对照品 (A) 及样品 (B) 的 HPLC图 
Fig. 3  HPLC of mixed reference substances (A) and sample (B) 
 
2.3.2  对照品溶液的制备  取新绿原酸、绿原酸、

隐绿原酸对照品适量，精密称定，加 50%甲醇制备

成含新绿原酸 13.36 μg/mL、绿原酸 36.41 μg/mL、
隐绿原酸 15.10 μg/mL的混合对照品溶液。 
2.3.3  供试品溶液的制备  取青蒿金银花醇沉浓缩

液约 0.5 g，精密称定，置于 50 mL量瓶中，50%甲

醇定容，摇匀，20 000 r/min离心 10 min，取上清液，

即得。 
2.3.4  线性关系考察  分别精密称取新绿原酸 3.45 
mg、绿原酸 18.57 mg、隐绿原酸 8.74 mg置 25 mL
量瓶中，加 50%甲醇溶解并稀释至刻度，摇匀，即

得混合对照品溶液。对混合对照品进行 0、2.5、5、

10、20、40倍稀释，分别精密吸取上述系列对照品

溶液各 10 μL，注入高效液相色谱仪，测定，以对

照品质量浓度为横坐标（X），峰面积为纵坐标（Y），
进行线性回归，得新绿原酸回归方程 Y＝0.578 0   
X－0.469 7，r＝0.999 9，线性范围 3.45～138.00 
μg/mL，绿原酸回归方程 Y＝0.742 1 X－0.857 7，   
r＝0.999 8，线性范围 18.57～742.80 μg/mL，隐绿

原酸回归方程 Y＝0.615 8 X－0.609 4，r＝0.999 9，
线性范围 8.74～349.60 μg/mL。 
2.3.5  新绿原酸、绿原酸及隐绿原酸定量检测结果  
建模样品中新绿原酸、绿原酸、隐绿原酸的实际检

测结果见图 4。从检测结果可以看出，由于生产批

量大，1 个批次浓缩方式是边浓缩边补液的方法，

整个浓缩过程中存在多次补液情况，致使检测数据

出现锯齿回调趋势，但总体看来随着浓缩时间的增

加 3个指标数值均呈上升趋势，用于模型验证的样

品 3种指标成分量范围包含在建模样品范围内。由

表 1数据可以看出外部预测样品中各指标成分范围

均包含于建模样本指标范围内。 
2.4  模型评价参数及建模方法 

利用 PLSR法[16-18]建立定量校正模型，潜变量

的数目由留一交叉验证法和预测误差平方和获得。

模型性能评价釆用决定系数（R2）、校正误差均方根

（root mean square error of calibration，RMSEC），交

叉验证误差均方根（root mean square error of cross 
validation，RMSECV），预测相对偏差（ relative 
standard error of prediction，RSEP）和用于评价模型

预测能力的预测相对误差偏差（relative prediction 
deviation，RPD）来评价[19-20]。 
2.4.1  PLSR 法潜变量数（n）确定  PLSR 法是目

前 NIRS 分析中使用最多、效果最好的一种方法，

其 n的选择[20-21]直接关系到所建立模型的预测准确

度，建模过程使用的 n如果太少，则可能不能充分

利用 NIRS的信息；如果使用的 n过多，在建立模

型过程中又可能会引入噪音，降低模型的预测能力，

合理地确定参加建模的 n是建模型优劣的关键因素

之一[22]。化学计量学软件通过 RMSECV 与 n 的比

值（RMSECV/n）曲线图来确定最佳建模因子数，

最理想的曲线是 RMSECV 随着因子的增大快速下

降，出现一个最小值后随着因子的增加逐渐增大，

通常选择比值最小的维数作为建模维数。实验发现，

绿原酸建模时，n在 1～10，RMSECV/n分别为 2.00、
1.34、1.16、0.92、0.71、0.67、0.68、0.68、0.69、 

12 000        10 000        8 000         6 000         4 000 
ν/cm−1 

新绿原酸 绿原酸 

隐绿原酸 

新绿原酸 
隐绿原酸 

绿原酸 

0              10             20             30 
t/min 

A 

B 
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图 4  不同批次样品中新绿原酸、绿原酸、隐绿原酸的变化

曲线 
Fig. 4  Change curves of neochlorogenic acid, chlorogenic 
acid, and 4-O-caffeoylquinic acid for different batch samples 
 

表 1  样品中各指标成分量范围 
Table 1  Ranges of indexes in sample 

样品 
质量分数/(mg·g−1) 

新绿原酸 绿原酸 隐绿原酸 

建模样品 0.561～5.943 2.770～21.758 0.762～8.427 

模型验证样品 1.353～4.556 6.310～20.013 2.039～5.873 
 
0.69。可以看出，当 n 为 6 时比值为最小，此时建

立的模型效果较佳。 
2.4.2  建模异常样本剔除  本实验以马氏距离[20]

与光谱残差的比值对异常样本进行判断，如图 5所

示，图中的水平线为马氏距离阈值，马氏距离超出

阈值的样本即被判断为异常样本，如图中样本 A和

样本 B即被判断为异常点进行剔除。 

 
 
 

图 5  定量校正模型异常点剔除 
Fig. 5  Elimination of outliter of rapid quantitative analysis 
model 
 
2.4.3  光谱建模波段的选择  NIRS在波长 4 000～
12 000 cm−1所有光谱信息均可参与 PLSR建模，但

是光谱噪音或者样品中某一已知成分的超强吸收会

造成所建立模型的变坏，因此建模时将对建模波段

进行选择。NIRS区的吸收主要包括 C-H、N-H、O-H、
S-H、C=O、C=C 等基团的振动，热毒宁注射液青

蒿金银花醇沉浓缩过程药液体系基本为醇-水体系，

含有大量的O-H基，极性很强，在NIRS中 1 440 nm
（6 944 cm−1）和 1 940 nm（5 155 cm−1）处有很强的

合频和倍频吸收谱带，从图 2青蒿金银花醇沉浓缩

原始 NIRS中可以看出 4 500～5 400 cm−1、6 500～ 
7 500 cm−1光谱区间为“水峰”吸收谱段。此外，

通常认为吸收度大于1.5的波长区间属于饱和吸收，

建模时不宜采用这一波段的光谱。结合上面 2点，

建模前首先去掉 4 000～5 400 cm−1波段的光谱。由

于 9 000～1 200 cm−1波段的光谱基本无吸收，为了

节约计算时间，该波段也不参与建模波，最终选择

5 400～9 000 cm−1光谱波段为青蒿金银花醇沉浓缩

定量校正模型优化波段。 
2.4.4  光谱预处理方法选择  NIRS 不仅能反应物

质的化学组成与浓度，背景噪音、物质的粒度、黏

度等理化性质对光谱也有很大影响。因此，在建立

定量校正模型时，希望从光谱中提取与考察指标有

关的信息，消除与考察指标无关的因素，对建立稳

定可靠的模型，提高模型的预测精度非常关键，不

同光谱预处理方法模型优化结果见表 2。 
2.5  模型建立 

化学计量学软件在建模优化过程采用多种预处

理方法和不同建模波段同时优化方法，给出优化结

果，优化结果按照 RMSECV 值升序排列，通常认 
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表 2  模型优化结果 
Table 2  Optimization results of model 

指标成分 预处理方法 建模波段/cm−1 
潜变 

量数 

校正集 交互验证集 
RSEP/% 

R2 
RMSEC/ 
(mg·g−1) 

RPD R2 
RMSECV/ 
(mg·g−1) 

RPD 

新绿原酸 减去一条直线 9 403.6～5 446.2 10 96.38 0.212 5.26 95.37 0.234 4.65  6.227 

消除异常偏移量 6 101.9～5 446.2  8 94.66 0.257 4.33 93.82 0.272 4.02 10.249 

一阶导数＋17点平滑 9 403.6～5 446.2  9 96.44 0.210 5.3? 95.21 0.239 4.57  4.393 

一阶导数＋减去一条直线＋17点平滑 7 502.0～5 446.2  8 96.32 0.213 5.22 95.48 0.233 4.70  4.851 

最大-最小归一法 6 101.9～5 446.2 10 96.56 0.208 5.39 95.24 0.239 4.58  5.511 

一阶导数＋矢量归一化＋17点平滑 9 403.6～7 498.2 

6 101.9～5 446.2 

 6 94.77 0.255 4.37 93.57 0.277 3.94  5.142 

减去一条直线 7 424.9～5 446.2  9 96.03 0.222 5.02 94.72 0.251 4.35  5.076 

一阶导数＋17点平滑 7 502.0～5 446.2  9 96.36 0.213 5.24 95.45 0.233 4.69  3.519 

一阶导数＋矢量归一化＋17点平滑 6 101.9～5 446.2  6 93.75 0.277 4.00 93.06 0.288 3.80  5.684 

无光谱预处理 9 403.6～7 498.2 

6 101.9～5 446.2 

 9 94.39 0.264 4.22 92.38 0.301 3.62  5.895 

绿原酸 二阶导数＋17点平滑 7 502.0～5 446.2  7 97.95 0.645 6.99 97.63 0.682 6.50  4.425 

一阶导数＋减去一条直线＋17点平滑 9 002.4～5 446.2  6 97.94 0.642 6.96 97.78 0.657 6.70  5.052 

二阶导数＋17点平滑 9 002.4～5 446.2  7 97.88 0.653 6.87 97.21 0.738 5.99  4.812 

消除常数偏移量 9 002.4～5 446.2  8 97.66 0.684 6.54 97.32 0.719 6.11  4.959 

一阶导数＋17点平滑 9 002.4～5 446.2  6 97.96 0.638 7.01 97.79 0.655 6.73  5.168 

一阶导数＋17点平滑 7 502.0～5 446.2  6 97.69 0.676 6.58 97.52 0.692 6.34  3.778 

无光谱预处理 9 002.4～7 498.2 

6 101.9～5 446.2 

 9 97.63 0.689 6.50 97.01 0.760 5.78  4.109 

矢量归一化法 7 502.0～4 597.6  7 96.71 0.809 5.51 96.08 0.870 5.05  5.056 

减去一条直线 9 002.4～6 098.0  4 93.79 1.090 4.01 93.61 1.100 3.96  9.951 

矢量归一化法 9 002.4～7 498.2 

6 101.9～5 446.2 

 8 96.76 0.804 5.55 96.32 0.842 5.21  4.433 

隐绿原酸 减去一条直线 9 403.6～5 446.2 10 97.73 0.225 6.64 96.91 0.258 5.69  3.895 

一阶导数＋17点平滑 7 224.3～5 446.2  8 97.87 0.218 6.86 97.44 0.235 6.25  8.892 

一阶导数＋17点平滑 7 502.0～6 098.0  8 96.49 0.282 5.34 95.85 0.301 4.91  9.636 

消除常数偏移量 9 002.4～5 446.2 10 97.27 0.24? 6.05 96.48 0.266 5.33 10.273 

消除常数偏移量 7 502.0～5 446.2  9 97.46 0.238 6.28 96.75 0.264 5.55  6.630 

减去一条直线 7 502.0～5 446.2  8 95.23 0.335 4.58 93.55 0.385 3.94  6.886 

一阶导数＋17点平滑 7 502.0～5 446.2  9 98.02 0.211 7.10 97.54 0.231 6.37  5.827 

一阶导数＋17点平滑 9 002.4～6 098.0  8 96.35 0.287 5.24 95.58 0.311 4.76 11.436 

无光谱预处理 9 002.4～5 446.2 10 97.32 0.246 6.11 96.74 0.265 5.54  7.300 

一阶导数＋17点平滑 9 002.4～5 446.2  9 98.14 0.204 7.34 97.59 0.228 6.44  6.665 
 
为 RMSECV 越小，模型的性能越好，本实验对前

10个优化结果进行未知样本预测，以 RSEP的大小

结合 R2、RPD选出各个指标的最佳模型，判断标准

为 RSEP越小越好，R2、RPD[22-23]越大越好。 

由表 2模型优化结果可以得到，以新绿原酸、

绿原酸为指控指标建立的校正模型的最佳光谱预处

理方法是一阶导数结合 17点平滑，最佳建模波段为

5 446.2～7 502 cm−1；以隐绿原酸为指控指标建立的
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校正模型，的最佳光谱预处理方法是减去 1条直线，

最佳建模波段为 5 446.2～9 403.6 cm−1；3个指标得

到的最佳校正模型校正集及交互验证集的 RPD 均

大约 3，RSEP均低于 4%，表明模型可以用于定量

分析，且分析结果准确、可靠与 HPLC法无显著性

差异。交互验证集样品的新绿原酸、绿原酸、隐绿

原酸的预测值和实测值的线性回归图见图 6。 
 

 
 

 

 

 
 
 

图 6  模型线性回归图 
Fig. 6  Correlation of model 

 
2.6  定量模型验证 

利用所建立的新绿原酸、绿原酸及隐绿原酸 3
个定量校正模型对 150930 批次热毒宁注射液青金

醇沉浓缩样品进行在线预测，共采集 25个样品。模

型对 25 个样品中新绿原酸、绿原酸、隐绿原酸 3
个指标的预测值与实测值的 R2分别为 0.984、0.983、
0.987，RSEP分别为 3.519%、3.778%、3.895%，均

小于 4%，结果表明建立的定量校正模型能够用于

中药生产过程的在线监控。模型对 25个样品中新绿

原酸、绿原酸、隐绿原酸的预测值与实测值的趋势

图见图 7。 

 

 

 
 
 

图 7  预测值与检测值趋势图 
Fig. 7  Trend graphs of predicted and estimated values 

 
3  讨论 

本研究采用 NIRS 法建立了热毒宁注射液青蒿

金银花醇沉浓缩过程样品的定量快速检测方法，建

立的定量校正模型在线预测精度较高，能够满足在

线定量检测的目的，为热毒宁注射液生产过程质量

自动化控制奠定基础。 
文献报道[24-27]绿原酸、新绿原酸、隐绿原酸、

异绿原酸 A、B、C，咖啡酸、断氧化马钱子苷等具

有抗菌、抗炎、抗病毒作用，是热毒宁注射液的主

要药效成分。根据上述指标成分在青蒿金银花醇沉

浓缩中的含量高低，本实验开始预计建立新绿原酸、

绿原酸、隐绿原酸、异绿原酸 A、B、C，断氧化马

钱子苷 7个指标的定量校正模型，但在模型建立过
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程中异绿原酸 A、B、C 及断氧化马钱子苷建立的

模型 R2较小，RPD小于 3，采用建立的模型对未知

样品进行预测，RSEP均大于为 5%，建立的模型不

能用于定量测定，故舍弃。初步分析造成建模效果

不理想的原因可能是由于异绿原酸 A、B、C 3种成

分在浓缩过程不稳定、存在相互转化造成的；以断

氧化马钱子苷为指标建模效果不理想的原因目前仍

没有找到，待后续深入研究。 
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