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[摘要 ]　目的: 探讨影响中药色谱指纹图谱相似度计算的保留时间校正和内标峰选择。方法: 对金银花药材指纹图谱进行保

留时间和峰面积校正, 分别使用相关系数法和夹角余弦法计算处理前后图谱间相似度。结果: 保留时间校正前后相似度结果

差异较大, 内标峰选择与否和选择不同内标峰的各图谱与对照图谱的相似度均有差异。结论: 相似度计算中, 内标峰选择和保

留时间校正须规范化, 才能获得稳定的计算结果。
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[ABSTRACT ]　Objective: To discuss the select ion of reten t ion tim e and in ternal standard peak in sim ilarity calcu lat ion fo r

tradit ional Ch inese m edicines (TCM ) fingerp rin ts. M ethods: T he sim ilarit ies of honeysuck le ch rom atography fingerp rin ts

w ere calcu lated by the m ethods of co rrela t ion coefficien ts and angle co sine w ith o r w ithou t reten t ion tim e co rrect ion and signal

standardizat ion. Results: W hen sim ilarity w as calcu lated betw een con tro l and samp le ch rom atography fingerp rin ts, differ2
ences w ere found using differen t data treatm en ts p rocedu re, fo r examp le, co rrela t ing reten t ion tim e and select ing in ternal

standard peak. Conclusion: In o rder to get a stab le resu lt in sim ilarity calcu lat ion fo r TCM fingerp rin ts, the reten t ion tim e

and in ternal standard peak m ust be standardized in treatm en t p rocedu re.
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Ξ 　 中药指纹图谱技术被认为是中药质量控制的一

种有效手段[ 1 ]。整体性和模糊性是中药指纹图谱的

基本属性[ 2 ]。模糊性强调的是对照样品与待测样品

指纹图谱的相似性, 而不是完全相同; 整体性是强调

完整地比较色谱的特征“面貌”, 而不是将其“肢解”。

使用相似度来描述指纹图谱之间的相似情况, 将指

纹图谱作为一个整体来考虑, 而不是局限于某一个

物质的含量的大小, 与当前使用的中药质量控制方

法相比有一定优越性。夹角余弦法和相关系数法是

中药指纹图谱相似度计算的主要方法, 这 2 种方法

都可以量化描述指纹图谱间的相似情况。相似度计

算的运算量较大, 需借助计算机辅助进行。国家食品

药品监督管理局在 2002 年推出了两个中药指纹图

谱相似度计算软件, 以方便研究者计算指纹图谱之

间的相似度。

本课题在相关研究基础上, 以开发的《中药指纹

图谱工作站》软件, 作为中药指纹图谱实验数据处理

的工具。

1　原理和方法

中药指纹图谱的相似度计算是将一张指纹图谱

作为一个 n 维向量 X (x 1, x 2, x 3, ⋯, x n) , 这个向量

可以是指纹图谱的原始数据点, 也可以是指纹图谱

的色谱峰积分信息。本研究相似度计算使用原始数

据点进行。两张指纹图谱之间的相似度是对两指纹

图谱向量A 、B 使用一定的公式计算所得。夹角余弦

法和相关系数法的计算公式参见文献[ 3 ]。

指纹图谱实验中, 可能发生保留时间的漂移, 对

相似度的计算产生影响, 因此需要对保留时间进行

校正。本研究所使用的保留时间校正方法为两点法,

即每个图谱选择两个保留时间参照峰进行校正, 其
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校正公式为: t校正后= tγ前+ ( t未校正- t前)
tγ后- tγ前
t后- t前

。两点法

校正的实质是将待校正色谱图中保留时间参照峰对

齐后进行伸缩变换。

根据 k 个指纹图谱向量 X 1, X 2, ⋯ , X k , 求得

的中位数或平均数向量称为对照图谱。对照图谱是

评判指纹图谱是否合格的一个依据[ 4 ]。

信号强度的校正是使用内标峰对指纹图谱进行

标准化处理, 对于一个指纹图谱向量 X i, 其内标峰

面积为A i, 其校正公式为: X 校正= X iöA i。

本研究所采用的数据为金银花药材高效液相指

纹图谱, 由解放军总后勤部卫生部药品仪器检验所

提供[ 5 ]。图谱间的相似度计算使用第二军医大学和

清华大学联合开发的《中药指纹图谱工作站》软件。

2　结果和讨论

2. 1　对图谱直接计算相似度　从金银花高效液相

指纹原始图谱 (图 1) 中可以直观看出 3、4、5 号样品

与 1、2号有一定的差别, 但通过夹角余弦与相关系

数法所反映的相似度趋势基本相同 (表 1) ; 从相似

度计算结果来看, 样品 1、2 属于离群样本, 使用平均

数计算的对照图谱中包含较多离群样本 (样品 1、2)

信息, 中位数的对照图谱则包含较少的离群样本信

息, 因此两种对照图谱与离群样本的相似度有较大

差别。

图 1　金银花高效液相色谱指纹图谱
F ig 1　The HPLC f ingerpr in ts of honeysuckle
125: Ch rom atogram s of honeysuck le from differen t

o riginal p roducing areas; A , B, C: Peak s used in reten tion

tim e co rrection and signal standardization

表 1　金银花高效液相指纹原始图谱相似度

Tab 1　Sim ilar ities of HPLC f ingerpr in ts of honeysuckle

Samp le N o.
Samp le N o.

1 2 3 4

Reference fingerp rin t

M ean M edian

1 2 2 2 2 0. 41 (0. 39) 0. 18 (0. 16)

2 0. 76 (0. 76) 2 2 2 0. 42 (0. 39) 0. 21 (0. 17)

3 0. 15 (0. 13) 0. 18 (0. 14) 2 2 0. 95 (0. 95) 0. 99 (0. 99)

4 0. 13 (0. 11) 0. 16 (0. 13) 0. 98 (0. 98) 2 0. 94 (0. 94) 0. 98 (0. 98)

5 0. 17 (0. 15) 0. 21 (0. 17) 0. 99 (0. 99) 0. 96 (0. 95) 0. 96 (0. 95) 0. 98 (0. 98)

　D ata in and out bracket are the sim ilarit ies calcu lated by co sine fo rm ula and co rrelat ion coefficien t fo rm ula, respectively

2. 2　对图谱保留时间进行校正后计算相似度　表

2 结果在相似度计算前使用B、C 两组峰对图谱保留

时间进行校正, 但没有校正信号强度。保留时间校正

前后的相似度差异较大, 说明保留时间校正是相似

度计算必要的步骤, 同时, 保留时间校正也为以后建

立规范的样本矩阵进行模式识别打下基础; 研究表

明, 样品 1、2 的离群表现, 在很大程度上是由于没有

进行保留时间校正造成的。在不存在离群样本的情

况下, 中位数和平均数对照图谱与样品的相似度情

况基本相同。国家食品药品监督管理局要求的一些

统计量如 R SD [ 4 ] , 是在使用平均数时用到的统计

量, 因此建议只采用平均数向量作为对照图谱。

表 2　保留时间校正后金银花指纹图谱的相似度

Tab 2　Sim ilar ities af ter reten tion tim e correction of HPLC f ingerpr in ts of honeysuckle

Samp le N o.
Samp le N o.

1 2 3 4

Reference fingerp rin t

M ean M edian

1 2 2 2 2 0. 87 (0. 87) 0. 83 (0. 83)

2 0. 75 (0. 75) 2 2 2 0. 94 (0. 94) 0. 94 (0. 94)

3 0. 83 (0. 83) 0. 93 (0. 93) 2 2 0. 99 (0. 99) 0. 99 (0. 99)

4 0. 81 (0. 81) 0. 93 (0. 92) 0. 99 (0. 99) 2 0. 99 (0. 99) 0. 99 (0. 99)

5 0. 83 (0. 83) 0. 95 (0. 94) 0. 99 (0. 99) 0. 99 (0. 99) 0. 99 (0. 99) 0. 99 (0. 99)

　D ata in and out bracket are the sim ilarit ies calcu lated by co sine fo rm ula and co rrelat ion coefficien t fo rm ula, respectively
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2. 3　对保留时间和信号强度进行校正后计算相似

度　表 3、表 4 结果在相似度计算前使用B、C 两组

峰对图谱保留时间进行校正, 并分别使用A 峰、B

峰进行信号强度校正。使用内标峰校正图谱, 并不改

变样品间的相似度 (由夹角余弦和相关系数的计算

公式也可以看出这一点) , 夹角余弦和相关系数相似

度对样品的浓度变化是不敏感的, 只对样品的组成

物之间的相对比例变化敏感。选择了内标峰后, 所形

成的对照图谱与不选内标峰时不同, 对照图谱与样

品的相似度也不相同; 选择不同的内标峰, 形成的对

照图谱不同, 因此与样品的相似度也不相同。在色谱

方法中, 使用内标峰进行校正, 以建立规范的对照图

谱向量, 并且在实验设计时就应当考虑内标物质的

加入问题, 不应当在数据处理时才选择内标峰, 从而

提高图谱间的可比性。如果试验目的不是建立对照

图谱指纹图谱, 而仅仅是计算各样品之间的相似度

或样品与已经建立的对照图谱的相似度, 没有必要

使用内标峰。

表 3　保留时间校后并使用A 峰校正信号强度后相似度

Tab 3　Sim ilar ities af ter reten tion tim e correction and signa l standard ized by peak A

Samp le N o.
Samp le N o.

1 2 3 4

Reference fingerp rin t

M ean M edian

1 2 2 2 2 0. 86 (0. 86) 0. 83 (0. 83)

2 0. 75 (0. 75) 2 2 2 0. 94 (0. 94) 0. 95 (0. 95)

3 0. 83 (0. 83) 0. 93 (0. 93) 2 2 0. 99 (0. 99) 0. 99 (0. 99)

4 0. 81 (0. 81) 0. 93 (0. 92) 0. 99 (0. 99) 2 0. 99 (0. 99) 0. 99 (0. 99)

5 0. 83 (0. 83) 0. 95 (0. 94) 0. 99 (0. 99) 0. 99 (0. 99) 0. 99 (0. 99) 0. 99 (0. 99)

　D ata in and out bracket are the sim ilarit ies calcu lated by co sine fo rm ula and co rrelat ion coefficien t fo rm ula, respectively

表 4　保留时间校后并使用 B 峰校正信号强度后相似度

Tab 4　Sim ilar ities af ter reten tion tim e correction and signa l standard ized by peak B

Samp le N o.
Samp le N o.

1 2 3 4

Reference fingerp rin t

M ean M edian

1 2 2 2 2 0. 87 (0. 87) 0. 84 (0. 84)

2 0. 75 (0. 75) 2 2 2 0. 95 (0. 95) 0. 94 (0. 94)

3 0. 83 (0. 83) 0. 93 (0. 93) 2 2 0. 99 (0. 99) 0. 99 (0. 99)

4 0. 81 (0. 81) 0. 93 (0. 92) 0. 99 (0. 99) 2 0. 98 (0. 98) 0. 99 (0. 99)

5 0. 83 (0. 83) 0. 95 (0. 94) 0. 99 (0. 99) 0. 99 (0. 99) 0. 99 (0. 99) 0. 99 (0. 99)

　D ata in and out bracket are the sim ilarit ies calcu lated by co sine fo rm ula and co rrelat ion coefficien t fo rm ula, respectively

　　本研究通过对中药指纹图谱进行不同处理, 得

到的相似度计算结果不同。中药指纹图谱相似度作

为中药质量控制的手段, 必须对计算方法和步骤加

以规范化, 选择合适的内标峰, 并以此内标峰为基

准, 采用适当的方法校正保留时间和信号强度, 以获

得稳定的计算结果。
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