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(57)摘要

本发明公开了快速检测中药提取液中蛋白

质浓度的方法及应用，该方法包括：(a)校正集样

本的收集；(b)利用考马斯亮蓝法检测校正集样

本中蛋白质的浓度；(c)校正集样本拉曼光谱的

测定；(d)校正模型的建立；(e)待测样本的检测。

本发明提供的基于拉曼光谱快速检测中药提取

液中蛋白质浓度的方法，操作简单、快速，与传统

的蛋白质测定方法(化学显色法)相比，无需配制

随行标曲，测定时间短；同时无需使用各项化学

试剂与溶剂，具有环境友好性。实施例中丹参提

取液的拉曼特征光谱与其中蛋白质浓度之间均

存在较好的相关性，测量误差小于10％。本方法

通过实时监测质量指标控制中药注射剂中间体

的质量，进而保证中药注射剂的安全性与有效

性。
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1.快速检测中药提取液中蛋白质浓度的方法，其特征在于：通过测定待测中药提取液

的蛋白质浓度的拉曼光谱数据，利用构建的校正模型计算得到其中蛋白质的浓度。

2.根据权利要求1所述的快速检测中药提取液中蛋白质浓度的方法，其特征在于：所述

方法是通过收集中药提取液校正样本，测定校正样本的拉曼光谱数据，并测定校正样本中

蛋白质的浓度，根据建校正样本中蛋白质的浓度和与其对应的拉曼光谱数据建立校正模

型，将待测中药提取液的拉曼光谱数据输入构建的校正模型中，即可计算得到其中蛋白质

的浓度。

3.根据权利要求2所述的快速检测中药提取液中蛋白质浓度的方法，其特征在于：所述

方法是通过收集中药提取液校正样本，采用拉曼光谱技术测定校正样本的拉曼光谱数据，

并采用考马斯亮蓝法测定校正样本中蛋白质的作为参照值，采用偏最小二乘法或主成分回

归法，分别建立校正样本中拉曼光谱数据与蛋白质浓度之间关系的校正模型，将待测中药

提取液的拉曼光谱数据输入构建的校正模型中，即可计算得到其中蛋白质的浓度。

4.根据权利要求3所述的快速检测中药提取液中蛋白质浓度的方法，其特征在于：所述

校正样本的拉曼光谱数据是通过拉曼光谱技术进行测定，将校正样本放入10mm光程的石英

比色皿中，并置于拉曼光谱仪配套的比色皿架上，进行光谱扫描，获取校正样本拉曼光谱数

据，其中拉曼光谱仪激光波长785nm，拉曼位移范围173.7-3200.8cm-1，分辨率4.5cm-1，激光

强度50％，积分时间10000ms。

5.根据权利要求1-4任一项所述的快速检测中药提取液中蛋白质浓度的方法，其特征

在于：所述待测中药提取液的拉曼光谱数据是通过拉曼光谱技术进行测定，将中药提取液

放入10mm光程的石英比色皿中，并置于拉曼光谱仪配套的比色皿架上，进行光谱扫描，获取

中药提取液的拉曼光谱数据，每个中药提取液的拉曼光谱需扣除暗电流，扫描3次，取平均

光谱数据；其中拉曼光谱仪激光波长785nm，拉曼位移范围173.7-3200.8cm-1，分辨率4.5cm
-1，激光强度50％，积分时间10000ms。

6.根据权利要求1-3任一项所述的快速检测中药提取液中蛋白质浓度的方法，其特征

在于：所述校正模型是应用化学计量学技术，使用多变量数据处理软件建立中药提取液中

蛋白质浓度的多元校正回归模型，所述多变量数据分析法为主成分回归法或偏最小二乘

法，采用留一法交叉进行内部验证确定最佳主成分数，所述校正模型的决定系数≥0.95。

7.根据权利要求1-3任一项所述的快速检测中药提取液中蛋白质浓度的方法，其特征

在于：所述建立校正模型还包括校正模型的验证，所述验证为：取未知提取液，测定其拉曼

特征光谱数据，将其输入校正模型中，计算样本中蛋白质的浓度，与该样本按照考马斯亮蓝

法测定的蛋白质浓度比较，要求测量误差小于10％。

8.根据权利要求1-3任一项所述的快速检测中药提取液中蛋白质浓度的方法，其特征

在于：所述方法包括以下步骤：

(a)收集中药提取液校正样本；

(b)校正样本蛋白质浓度参照值测定：采用采用考马斯亮蓝法测定校正样本中蛋白质

浓度；

(c)校正样本拉曼光谱的测定：将校正集样品置于拉曼光谱仪配套的比色皿架中进行

扫描，获取校正样本拉曼特征光谱数据；

(d)建立校正模型：采用多变量数据分析方法，建立校正集样本中蛋白质浓度与对应的
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拉曼特征光谱之间关系的数学模型，即为校正模型；

(e)待测中药提取液检测：采集待测中药提取液的拉曼特征光谱数据，并将此光谱数据

输入校正模型中，计算待测样本中蛋白质浓度。

9.一种根据权利要求1-8任一项所述的快速检测中药提取液中蛋白质浓度的方法在丹

参提取液中蛋白质浓度的快速测定的应用。
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快速检测中药提取液中蛋白质浓度的方法及应用

技术领域

[0001] 本发明涉及涉及生产过程质量监测，特别是快速检测中药提取液中蛋白质浓度的

方法及应用。

背景技术

[0002] 蛋白质为中药注射液中常见的一类杂质，测定其含量对控制中药注射液质量、保

障中药注射液使用安全有重要意义。《中国药典》中所列举的蛋白质定量分析手段包括凯氏

定氮法、福林酚试剂法、双缩脲法、考马斯亮蓝法、2,2'-联喹啉-4,二羧酸(BCA)法及紫外-

可见分光光度法。以上方法适用对象不尽相同，紫外-可见分光光度法仅适用于纯化蛋白质

的检测，凯氏定氮法灵敏度较低且复杂体系中干扰物较多，其余试剂法均需要显色试剂与

样品反应后再以比色法进行进一步测定，操作复杂，耗时较久，对操作人员的水平有较高要

求，且对环境有一定污染，复杂体系中其他非蛋白质类成分也可能对测定结果有干扰。

[0003] 拉曼光谱分析技术是一种以拉曼散射为基础的分子光谱分析方法，其信号来源于

物质分子的振动和转动。拉曼光谱与分子红外光谱不同，极性分子和非极性分子都能产生

拉曼光谱。拉曼光谱的应用范围遍及化学、物理学、生物学和医学等各个领域，拉曼光谱对

于定性分析、定量分析和测定分子结构都有很大价值。拉曼光谱分析方法不需要对样品进

行前处理，样品需求量少，在分析过程中具有操作简便、测定时间短、消耗化学品少、检测灵

敏度高等优点。

[0004] 拉曼光谱技术应用于中药制剂生产过程中间体质量实时监测和快速检测的另一

优势在于，样品的拉曼光谱受水的干扰极弱，在实际测量过程中几乎可以不用考虑水分子

振动对样品光谱产生的影响，因此可以直接用于不经任何预处理的中药材提取液的快速检

测。

[0005] 传统的蛋白质测定方法操作复杂、处理速度较慢，需要预处理与额外的试剂、溶

剂，不符合绿色制造的理念，不利于药品中间体实时放行的实现。因此发明一种快速检测中

药提取液中蛋白质浓度的方法具有重要意义。

发明内容

[0006] 本发明的目的在于，提供快速检测中药提取液中蛋白质浓度的方法。本发明操作

简单、快速，无需预处理与额外的试剂、溶剂，符合绿色制造的理念，有利于药品中间体实时

放行的实现；此外本发明的方法可有效解决中药注射液经精制处理后残留蛋白质的监测问

题，使中药注射液的安全性得到保证，可用于中药注射液生产全过程中间体蛋白质浓度的

监测与控制。

[0007] 本发明的技术方案：快速检测中药提取液中蛋白质浓度的方法，通过测定待测中

药提取液的蛋白质浓度的拉曼光谱数据，利用构建的校正模型计算得到其中蛋白质的浓

度。

[0008] 前述的快速检测中药提取液中蛋白质浓度的方法中，所述方法是通过收集中药提
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取液校正样本，测定校正样本的拉曼光谱数据，并测定校正样本中蛋白质的浓度，根据建校

正样本中蛋白质的浓度和与其对应的拉曼光谱数据建立校正模型，将待测中药提取液的拉

曼光谱数据输入构建的校正模型中，即可计算得到其中蛋白质的浓度。

[0009] 前述的快速检测中药提取液中蛋白质浓度的方法中，所述方法是通过收集中药提

取液校正样本，采用拉曼光谱技术测定校正样本的拉曼光谱数据，并采用考马斯亮蓝法测

定校正样本中蛋白质的作为参照值，采用偏最小二乘法或主成分回归法，分别建立校正样

本中拉曼光谱数据与蛋白质浓度之间关系的校正模型，将待测中药提取液的拉曼光谱数据

输入构建的校正模型中，即可计算得到其中蛋白质的浓度。

[0010] 前述的快速检测中药提取液中蛋白质浓度的方法中，所述校正样本的拉曼光谱数

据是通过拉曼光谱技术进行测定，将校正样本放入10mm光程的石英比色皿中，并置于拉曼

光谱仪配套的比色皿架上，进行光谱扫描，获取校正样本拉曼光谱数据，其中拉曼光谱仪激

光波长785nm，拉曼位移范围173.7-3200.8cm-1，分辨率4.5cm-1，激光强度50％，积分时间

10000ms。

[0011] 前述的快速检测中药提取液中蛋白质浓度的方法中，所述待测中药提取液的拉曼

光谱数据是通过拉曼光谱技术进行测定，将中药提取液放入10mm光程的石英比色皿中，并

置于拉曼光谱仪配套的比色皿架上，进行光谱扫描，获取中药提取液的拉曼光谱数据，每个

中药提取液的拉曼光谱需扣除暗电流，扫描3次，取平均光谱数据；其中拉曼光谱仪激光波

长785nm，拉曼位移范围173 .7-3200 .8cm-1，分辨率4 .5cm-1，激光强度50％，积分时间

10000ms。

[0012] 前述的快速检测中药提取液中蛋白质浓度的方法中，所述校正模型是应用化学计

量学技术，使用多变量数据处理软件建立中药提取液中蛋白质浓度的多元校正回归模型，

所述多变量数据分析法为主成分回归法或偏最小二乘法，采用留一法交叉进行内部验证确

定最佳主成分数，所述校正模型的决定系数≥0.95。前述的快速检测中药提取液中蛋白质

浓度的方法中，所述建立校正模型还包括校正模型的验证，所述验证为：取未知提取液，测

定其拉曼特征光谱数据，将其输入校正模型中，计算样本中蛋白质的浓度，与该样本按照考

马斯亮蓝法测定的蛋白质浓度比较，要求测量误差小于10％。

[0013] 前述的快速检测中药提取液中蛋白质浓度的方法中，所述方法包括以下步骤：

[0014] (a)收集中药提取液校正样本；

[0015] (b)校正样本蛋白质浓度参照值测定：采用采用考马斯亮蓝法测定校正样本中蛋

白质浓度；

[0016] (c)校正样本拉曼光谱的测定：将校正集样品置于拉曼光谱仪配套的比色皿架中

进行扫描，获取校正样本拉曼特征光谱数据；

[0017] (d)建立校正模型：采用多变量数据分析方法，建立校正集样本中蛋白质浓度与对

应的拉曼特征光谱之间关系的数学模型，即为校正模型；

[0018] (e)待测中药提取液检测：采集待测中药提取液的拉曼特征光谱数据，并将此光谱

数据输入校正模型中，计算待测样本中蛋白质浓度。

[0019] 一种前述的快速检测中药提取液中蛋白质浓度的方法在丹参提取液中蛋白质浓

度的快速测定的应用。

[0020] 本发明采用考马斯亮蓝法测定校正集样本中的蛋白质浓度，依照《中国药典》2015
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版第四部通则0731中所述方法，依据在酸性溶液中考马斯亮蓝G250与蛋白质分子中的碱性

氨基酸(精氨酸)和芳香族氨基酸结合形成蓝色复合物，在一定范围内其颜色深浅与蛋白质

浓度呈正比，以蛋白质对照品溶液作标准曲线，采用比色法测定供试品中蛋白质的含量。考

马斯亮蓝法的干扰物质(去污剂、Triton  X-100，十二烷基硫酸钠)理论上不应在中药提取

液中存在，因此对于中药提取液中蛋白质浓度的测定而言具有较高的适用性。

[0021] (1)酸性染色液的配制：取考马斯亮蓝G250  0 .1g，加乙醇50ml溶解后，加磷酸

100ml，加水稀释至1000ml，混匀，滤过，取滤液，即得。

[0022] (2)对照品溶液的制备：取血清白蛋白对照品10mg，加水稀释至10ml，制成每毫升

含蛋白质1mg的标准品母液；取标准品母液1ml ,加水稀释至10ml，制成每毫升含蛋白质

0.1mg的标准品溶液。

[0023] (3)标准曲线的制作：精密量取(2)中所得标准品溶液0.0ml、0.1ml、0.2ml、0.4ml、

0.6ml、0.8ml、1.0ml分别置标记为0～6号的具塞试管中，加水至1.0ml后，再分别加入(1)中

所得酸性染色液5.0ml，立即混匀，照紫外-可见分光光度法，在595nm波长处测定吸光度；同

时以0号试管为空白。以对照品溶液浓度(x)与其相对应的吸光度(y)计算线性回归方程。

[0024] (4)样品溶液的制备：精密称取校正集样本溶液0.5g，加水稀释至10mL，为样品稀

释液。

[0025] (5)样品溶液中蛋白质浓度的测定：精密量取(4)中所得样品稀释液1.0mL，同(3)

项中测定操作，从线性回归方程中计算样品稀释液中的蛋白质浓度，乘以稀释倍数，即得校

正集样本溶液中的蛋白质浓度。

[0026] 本发明采用拉曼光谱技术采集校正集样本特征光谱，获得样本溶液中化学物质的

整体信息。拉曼光谱对于定性分析、定量分析和测定分子结构都有很大价值。拉曼光谱分析

方法不需要对样品进行前处理，样品需求量少，在分析过程中具有操作简便、测定时间短、

消耗化学品少、检测灵敏度高等优点。拉曼光谱技术应用于中药制剂生产过程中间体质量

实时监测和快速检测的另一优势在于，样品的拉曼光谱受水的干扰极弱，在实际测量过程

中几乎可以不用考虑水分子振动对样品光谱产生的影响，因此可以直接用于不经任何预处

理的中药材提取液的快速检测。

[0027] 所用拉曼光谱仪激光波长785nm，拉曼位移范围173.7-3200.8cm-1，分辨率4.5cm
-1，激光强度50％(探头端功率约为300mW)，积分时间10000ms。将校正集样品溶液置于10mm

光程的石英比色皿中，置于拉曼光谱仪配套的比色皿架上，进行光谱扫描，获取样本的拉曼

特征光谱数据。

[0028] 本发明应用化学计量学技术，使用多变量数据处理软件建立中药提取液中蛋白质

浓度的多元校正回归模型。所述多变量数据分析法为主成分回归法(PCR法)或偏最小二乘

法(PLS法)。采用留一法交叉进行内部验证确定最佳主成分数，当校正模型的决定系数到

0.95以上，认为模型已经建立完成，即所建校正模型的决定系数≥0.95。

[0029] 所述校正模型的建立还包括校正模型的验证，所述验证为：取未知蛋白质浓度的

中药提取液，在上述过程中同样参数下测定其拉曼光谱，将其输入上述的校正模型中，计算

中提取液中的蛋白质浓度，与该样本按照上述测定的蛋白质浓度比较，要求测量误差小于

10％。作为验证集的样品蛋白质浓度需要落在相应校正集样本蛋白质浓度的变化范围之

内。
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[0030] 上述校正模型可以根据实际需要，增加校正集和验证集，对模型不断更新与完善。

[0031] 本发明通过收集一定数量的中药提取液样品作为校正样本集，以一定的采集方式

扫描得到校正样本集的拉曼光谱图。以考马斯亮蓝法测定的样本蛋白质浓度结果作为参照

值，应用偏最小二乘法或主成分回归法，建立中药提取液的拉曼光谱与蛋白质浓度之间关

系的多元校正模型。按同样的方法测定未知蛋白质浓度的中药提取液的拉曼光谱，利用已

构建的校正模型即可快速计算得到其中蛋白质的浓度。

[0032] 本发明还提供了所述的方法在丹参提取液的蛋白质浓度测定中的应用。

[0033] 与现有技术相比，本发明具备的有益效果包括：

[0034] (1)本发明提供的拉曼光谱快速测定中药提取液中蛋白质浓度的方法，与传统的

蛋白质测定显色法相比，操作简单、快速，无需预处理与额外的试剂、溶剂，符合绿色制造的

理念，有利于药品中间体实时放行的实现。

[0035] (2)所述方法可有效解决中药注射液经精制处理后残留蛋白质的监测问题，使中

药注射液的安全性得到保证，可用于中药注射液生产全过程中间体蛋白质浓度的监测与控

制，有潜力在中药制剂的生产过程中得到广泛的推广与应用。

[0036] 以下为发明人具体实验过程：

[0037] 恤彤注射液为由丹参素与盐酸川芎嗪为主要药效成分的复方注射液。丹参药材经

提取、精制及超滤后所得的丹参提取液为中间体，其质量与最终恤彤注射液质量直接相关，

测定其中相关物质的含量为必要的质量控制手段。

[0038] 1.校正集样本的收集：

[0039] 在丹参提取液生产过程中，收集不同批次、不同处理过程的精制工艺中间体，所得

溶液即为校正集样本。

[0040] 2.校正集样本中蛋白质浓度参照值的测定：

[0041] 采用考马斯亮蓝法测定样本中的总蛋白质；

[0042] 依照《中国药典》2015版第四部通则0731中所述方法，依据在酸性溶液中考马斯亮

蓝G250与蛋白质分子中的碱性氨基酸(精氨酸)和芳香族氨基酸结合形成蓝色复合物，在一

定范围内其颜色深浅与蛋白质浓度呈正比，以蛋白质对照品溶液作标准曲线，采用比色法

测定供试品中蛋白质的含量。考马斯亮蓝法的干扰物质(去污剂、Triton  X-100，十二烷基

硫酸钠)在本法所测样本中均未含有，因此对于本法对象的蛋白质浓度的测定而言较为合

适。

[0043] (1)酸性染色液的配制：取考马斯亮蓝G250  0 .1g，加乙醇50ml溶解后，加磷酸

100ml，加水稀释至1000ml，混匀，滤过，取滤液，即得。

[0044] (2)对照品溶液的制备：取血清白蛋白质10mg，加水稀释至10ml，制成每毫升含蛋

白质1mg的标准品母液；取标准品母液1ml,加水稀释至10ml，制成每毫升含蛋白质0.1mg的

标准品溶液。

[0045] (3)标准曲线的制作：精密量取(2)中所得标准品溶液0.0ml、0.1ml、0.2ml、0.4ml、

0.6ml、0.8ml、1.0ml分别置标记为0～6号的具塞试管中，加水至1.0ml后，再分别加入(1)中

所得酸性染色液5.0ml，立即混匀，照紫外-可见分光光度法，在595nm波长处测定吸光度；同

时以0号试管为空白。以对照品溶液浓度(x)与其相对应的吸光度(y)计算线性回归方程，标

准曲线如图4所示。
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[0046] (4)样品溶液的制备：精密称取校正集样本溶液0.5g，以水稀释至10mL，为样品稀

释液。

[0047] (5)样品溶液中蛋白质浓度的测定：精密量取(4)中所得样品稀释液1.0mL，同(3)

项中测定操作，从线性回归方程中计算样品稀释液中的蛋白质浓度，乘以稀释倍数，即得校

正集样本溶液中的蛋白质浓度。

[0048] 3.校正集样本拉曼光谱的测定：

[0049] 将校正集样品置于拉曼光谱仪配套的比色皿架中进行扫描，获取校正集样本拉曼

特征光谱数据；

[0050] 所用拉曼光谱仪激光波长785nm，拉曼位移范围173.7-3200.8cm-1，分辨率4.5cm
-1，激光强度50％(探头端功率约为300mW)，积分时间10000ms。将校正集样品溶液置于10mm

光程的石英比色皿中，置于拉曼光谱仪配套的比色皿架上进行光谱扫描，获取样本的拉曼

特征光谱数据。

[0051] 4.校正模型的建立：

[0052] 采用多变量数据分析方法，建立校正集样本中蛋白质浓度与对应的拉曼特征光谱

之间关系的数学模型；

[0053] 用BWIQTM软件(美国B&W  Tek  Opto-Electronics)处理原始数据。

[0054] 拉曼光谱中包含了大量的样品信息，很难从中选出与特定理化性质相关的信息，

而且不同样品的光谱差别很微小，用肉眼难以分辨；同时，仪器状态、样品状态与测量条件

的差异造成拉曼光谱发生细微的平移或旋转。因此，在建立拉曼光谱校正模型时，用于消除

光谱的无关信息和噪音的预处理方法就显得十分关键和必要。

[0055] 常用的光谱预处理方法有多种。均值中心化(Mean  centering)、标准化

(autoscaling)和归一化(Normalization)算法等用于降低直至消除一些冗余信息，从而在

降低样品间相关性的同时，也能够增大样本之间的差异，进而达到提高模型的重现性和预

测能力的效果；平滑处理算法如Savitzky-Golay卷积平滑(SG  Smooth)、移动平均平滑

(Moving  Average  Smooth,MAS)等是消除噪声常用的方法，其基本假设是光谱含有的噪声

为零均值随机白噪声，若多次测量取平均值可降低噪声提高信噪比；傅里叶变换(Fourier 

Transform ,FT)可以用于实现光谱的平滑、降噪、数据压缩、信息提取等；标准正态变换

(Standard  Normal  Variate，SNV)用来减小颗粒大小不均匀和粒子表面非特异性散射的影

响；多元散射校正(Multiplicative  Scatter  Correction，MSC)可消除漫反射光谱中由于

样品的镜面反射及不均匀造成的噪声，消除光谱的基线漂移现象及光谱的不重复性；一阶

导数(First-order  derivative  algorithm ,1ST  DA)及二阶导数算法(Second-order 

derivative  algorithm,2nd  DA)是光谱分析中常用的基线校正和光谱分辨预处理方法；正

交信号校正(Orthogonal  Signal  Correction，OSC)可以有效地取出光谱数据中所包含的

各种干扰噪声信号。由于仪器、样品和测量条件的变化，光谱的变异并没有规律可循，因此

预处理并没有通用的组合方案。实际处理时，会依照一定的次序组合上述的几种方法用于

具体情况具体分析。同时，光谱波长变量数量多,强度弱以及重叠严重等因素对预测结果也

有不利影响，因此筛选合适的特征波段进行建模也是必要的预处理手段。

[0056] 最常使用的多元校正算法有多元线性回归(Multivariate  Linear  Regression，

MLR)、主成分回归(Principle  Component  Regression，PCR)、偏最小二乘回归(Partial 
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Least  Squares  Regression，PLSR)等。其中，主成分回归(PCR)法是一种可以有效解决变量

间共线性问题的建模方法，该方法不是直接在Y矩阵和X矩阵之间建立联系，而是对X矩阵中

的信息进行重组后提取出对目标组分反映最准确的光谱信息，综合重组变量可以将具有多

重共线性的重叠信息分离出来，同时又对光谱的信息进行了挑选，将有用信息从干扰噪声

中提取开来，提高模型的精度和预测能力。PLSR算法是现今较为成熟、应用最广泛的回归算

法，在计算时不但对光谱数据矩阵X进行了分解，而且对浓度矩阵Y也进行了主成分分析。

[0057] 对建立好的模型必须通过对预测集的样本的预测来判断校正模型的质量，对应的

模型性能评价指标有决定系数(R2)、内部交叉验证均方差(Root  mean  square  error  of 

cross  validation，RMSECV)、预测均方差(Root  mean  square  error  of  prediction，

RMSEP)来考察所建立的模型的性能和预测效果。

[0058] 对样本集拉曼光谱数据采用不同的预处理方法进行处理，使用PLS法及PCR法建立

丹参提取液特征光谱信息和蛋白质浓度之间的校正模型，采用留一法全交叉法进行验证。

不同模型的预处理方法组合、建模算法、主成分数、校正集的决定系数R2及RMSECV以及验证

集的RMSEP如表1所示。

[0059] 表1不同方法建模所得的丹参提取液特征光谱信息和蛋白质浓度之间的校正模型

性能
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[0060]
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[0061]

[0062] 经多个预处理方法得到的模型性能的比较，证明依次经过SG平滑、一阶求导、标准

正态、移动平均窗处理后的光谱可建立性能最为稳健的模型，其R2、RMSECV最小、RMSEP较

小，丹参提取液的拉曼光谱与蛋白质浓度之间存在非常好的相关性。以该定量校正模型预

测的蛋白质浓度与考马斯亮蓝法测定的参照值之间的相关关系图参见附图4，由图可知以

上模型预测值与参照值之间相关性良好，模型有较好的性能。

[0063] 5.待测样本的检测：

[0064] 采集待测样品的拉曼特征光谱数据，并将此光谱数据输入“4”中所得校正模型中，

计算待测样本中蛋白质浓度。表2为待测的3个样本的蛋白质浓度实测值与预测值。
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[0065] 表2丹参提取液验证集样本蛋白质浓度实测值与预测值

[0066]

[0067] 通过预测结果与实测结果的比较可知，本法所建模型对未知丹参提取液样品中的

蛋白质浓度具有较好的预测能力。

[0068] 综上所述，本发明操作简单、快速，无需预处理与额外的试剂、溶剂，符合绿色制造

的理念，有利于药品中间体实时放行的实现；此外本发明的方法可有效解决中药注射液经

精制处理后残留蛋白质的监测问题，使中药注射液的安全性得到保证，可用于中药注射液

生产全过程中间体蛋白质浓度的监测与控制。

附图说明

[0069] 图1为丹参提取液校正集样品的拉曼光谱图；

[0070] 图2为丹参提取液校正集样品经优选预处理后的光谱图；

[0071] 图3为考马斯亮蓝法测定血清白蛋白质标准溶液中蛋白质浓度的线性回归曲线；

[0072] 图4为丹参提取液中蛋白质浓度的参照值与模型预测值之间的相关关系图。

具体实施方式

[0073] 下面结合实施例对本发明作进一步的说明，但并不作为对本发明限制的依据。

[0074] 实施例。快速检测中药提取液中蛋白质浓度的方法，通过测定待测中药提取液的

蛋白质浓度的拉曼光谱数据，利用构建的校正模型计算得到其中蛋白质的浓度。

[0075] 所述方法是通过收集中药提取液校正样本，测定校正样本的拉曼光谱数据，并测

定校正样本中蛋白质的浓度，根据建校正样本中蛋白质的浓度和与其对应的拉曼光谱数据

建立校正模型，将待测中药提取液的拉曼光谱数据输入构建的校正模型中，即可计算得到

其中蛋白质的浓度。

[0076] 所述方法是通过收集中药提取液校正样本，采用拉曼光谱技术测定校正样本的拉

曼光谱数据，并采用考马斯亮蓝法测定校正样本中蛋白质的作为参照值，采用偏最小二乘

法或主成分回归法，分别建立校正样本中拉曼光谱数据与蛋白质浓度之间关系的校正模

型，将待测中药提取液的拉曼光谱数据输入构建的校正模型中，即可计算得到其中蛋白质

的浓度。

[0077] 所述校正样本的拉曼光谱数据是通过拉曼光谱技术进行测定，将校正样本放入

10mm光程的石英比色皿中，并置于拉曼光谱仪配套的比色皿架上，进行光谱扫描，获取校正

样本拉曼光谱数据，其中拉曼光谱仪激光波长785nm，拉曼位移范围173.7-3200.8cm-1，分辨

率4.5cm-1，激光强度50％，积分时间10000ms。

[0078] 所述待测中药提取液的拉曼光谱数据是通过拉曼光谱技术进行测定，将中药提取

液放入10mm光程的石英比色皿中，并置于拉曼光谱仪配套的比色皿架上，进行光谱扫描，获
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取中药提取液的拉曼光谱数据，每个中药提取液的拉曼光谱需扣除暗电流，扫描3次，取平

均光谱数据；其中拉曼光谱仪激光波长785nm，拉曼位移范围173 .7-3200 .8cm-1，分辨率

4.5cm-1，激光强度50％，积分时间10000ms。

[0079] 所述校正模型是应用化学计量学技术，使用多变量数据处理软件建立中药提取液

中蛋白质浓度的多元校正回归模型，所述多变量数据分析法为主成分回归法或偏最小二乘

法，采用留一法交叉进行内部验证确定最佳主成分数，所述校正模型的决定系数≥0.95。所

述建立校正模型还包括校正模型的验证，所述验证为：取未知提取液，测定其拉曼特征光谱

数据，将其输入校正模型中，计算样本中蛋白质的浓度，与该样本按照考马斯亮蓝法测定的

蛋白质浓度比较，要求测量误差小于10％。

[0080] 所述方法包括以下步骤：

[0081] (a)收集中药提取液校正样本；

[0082] (b)校正样本蛋白质浓度参照值测定：采用采用考马斯亮蓝法测定校正样本中蛋

白质浓度；

[0083] (c)校正样本拉曼光谱的测定：将校正集样品置于拉曼光谱仪配套的比色皿架中

进行扫描，获取校正样本拉曼特征光谱数据；

[0084] (d)建立校正模型：采用多变量数据分析方法，建立校正集样本中蛋白质浓度与对

应的拉曼特征光谱之间关系的数学模型，即为校正模型；

[0085] (e)待测中药提取液检测：采集待测中药提取液的拉曼特征光谱数据，并将此光谱

数据输入校正模型中，计算待测样本中蛋白质浓度。

[0086] 上述快速检测中药提取液中蛋白质浓度的方法在丹参提取液中蛋白质浓度的快

速测定的应用。
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