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摘要 具有几十余种化学成分的丹参粉是典型的多组分物质,应用传统二维荧光光谱难以对其作定量分析。为了

研究多组分共存的丹参粉水溶液的荧光特征,利用三维同步荧光光谱法结合平行因子分析法(PARAFAC)、分半信

度法(split
 

half
 

method)、残差平方和(sum
 

of
 

squared
 

error),解析光谱重叠严重的丹参粉水溶液荧光光谱。经上述

方法分析确定丹参粉水溶液的平行因子模型组分数为4,其相应组分荧光特征为:第1组分荧光特征λEx=470~
480

 

nm,λEm=520~530
 

nm;第2组分荧光特征λEx=400~410
 

nm,λEm=490~500
 

nm;第3组分荧光特征λEx=
370~380

 

nm,λEm=460~470
 

nm;第4组分荧光特征λEx=560~570
 

nm,λEm=620~630
 

nm。其中第2组分的荧

光特征可能是丹酚酸B的荧光特征。实验结果表明,在多组分共存且有较多干扰物质时,三维同步荧光结合平行

因子算法可以简化光谱分析,较好地表征丹参的整体荧光特性。本研究为多组分共存的中药材分析提供了建议与

帮助。
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Abstract Radix
 

Salviae
 

miltiorrhizae
 

powder
 

contains
 

dozens
 

of
 

chemical
 

constituents
 

and
 

is
 

a
 

typical
 

multicomponent
 

substance
 

that
 

is
 

difficult
 

to
 

analyze
 

quantitatively
 

using
 

traditional
 

two-dimensional
 

fluorescence
 

spectroscopy 
 

In
 

this
 

study 
 

three-dimensional
 

synchronous
 

fluorescence
 

combined
 

with
 

parallel
 

factor
 

algorithm 
 

the
 

split
 

half
 

method 
 

and
 

sum
 

of
 

squared
 

error
 

analysis
 

were
 

used
 

to
 

study
 

the
 

fluorescence
 

characteristics
 

of
 

multicomponent
 

Radix
 

Salviae
 

miltiorrhizae
 

powder 
 

The
 

parallel
 

factor
 

model
 

of
 

a
 

Radix
 

Salviae
 

miltiorrhizae
 

powder
 

solution
 

was
 

identified
 

as
 

four
 

components 
 

The
 

corresponding
 

component
 

fluorescence
 

characteristics
 

were
 

as
 

follows 
 

The
 

first
 

component
 

synchronous
 

fluorescence
 

peak
 

in
 

this
 

region
 

was
 

λEx
 =

 

470--480
 

nm 
 

λEm =
 

520--
530

 

nm 
 

and
 

the
 

second
 

component
 

synchronous
 

fluorescence
 

peak
 

in
 

this
 

region
 

was
 

λEx =
 

400--410
 

nm 
 

λEm =
 

490--500
 

nm 
 

The
 

third
 

component
 

synchronous
 

fluorescence
 

peak
 

in
 

this
 

region
 

was
 

λEx
 =

 

370--380
 

nm 
 

λEm
 =

 

460--470
 

nm 
 

and
 

the
 

fourth
 

component
 

synchronous
 

fluorescence
 

peak
 

in
 

this
 

region
 

was
 

λEx
 =

 

560--570
 

nm 
 

λEm
 =

 

620--630
 

nm 
 

The
 

fluorescence
 

characteristic
 

of
 

the
 

second
 

component
 

may
 

be
 

the
 

fluorescence
 

of
 

salvianolic
 

acid
 

B 
 

Experimental
 

results
 

demonstrate
 

that
 

the
 

three-dimensional
 

synchronous
 

fluorescence
 

method
 

combined
 

with
 

the
 

parallel
 

factor
 

algorithm
 

has
 

a
 

distinct
 

advantage
 

for
 

fluorescence
 

spectroscopic
 

analysis 
 

especially
 

for
 

a
 

complex
 

multicomponent
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substance
 

coupled
 

with
 

a
 

more
 

interfering
 

substance 
 

This
 

study
 

can
 

provide
 

a
 

reference
 

for
 

the
 

analysis
 

of
 

multicomponent
 

of
 

Chinese
 

patent
 

medicine 
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1 引  言

丹参是唇形科植物丹参(Salvia
 

miltiorrhiza
 

Bge)的干燥根和根茎[1-5],在我国丹参用作药物有

着非常悠久的历史[1-4],在多部古代中药学著作中

都有记载,如《神农本草经》《本草纲目》等。在现

代中成药市场中,主治心脑血管病的常用药如复

方丹参片、复方丹参滴丸、丹参舒心胶囊等,其主

要成分就是丹参。丹参的主要有效成分有丹参

素、丹酚酸B等水溶性成分,以及丹参酮I、隐丹参

酮等脂溶性成分,具有改善微循环、扩张冠脉血

管、抑制血栓、抑制血小板黏附和聚集、保护心肌

缺血等作用[5-7]。同时对多种肝损伤均具有明显

的保护作用,对于肿瘤也表现出良好的抗肿瘤活

性[6-7]。鉴于丹参的重要药物价值,对丹参的研究

具有一定的实际意义。
对多组分共存的中药材如丹参的研究,传统的

方法是经过反复的分离提纯后研究某一单一化学成

分的图谱,主要是以液相色谱法、薄层色谱扫描法等

研究为主,这些方法的分离过程往往冗长繁琐,实验

条件苛刻,费时费力,非专业人员难以操作[5];仅测

定复杂组分中的某一种或少数几种成分,难以得到

多组分共存时物质的整体特征。
单一波长差(发射波长与激发波长的波长差

Δλ
 

=λEm-λEx)的同步荧光光谱不能完整地表征丹

参的荧光物质,本文采用的三维同步荧光光谱是在

一系列不同波长差Δλ下激发强度、发射强度、荧光

强度三个维度的同步光谱。三维同步荧光包含更丰

富的光谱信息,无需将研究对象提前预分离,结合平

行 因 子 算 法 (Parallel
 

Factor
 

Algorithm,
 

PARAFAC)去除部分干扰物质的影响,可以从整体

特征、全局视角全面地研究丹参的荧光发射规律和

特征光谱。

2 实验部分

2.1 仪器和样本

实验仪器为英国爱丁堡公司FLS920稳态瞬态

荧光光谱仪,450
 

W稳态氙灯(作光源),国内某公司

电子天平和移液器。光谱仪光谱测量范围为190~

870
 

nm,信噪比为6000∶1,分辨率为0.1
 

nm。实

验样品丹参购于医药店,精加工为粉状物。实验用

水为超纯水。

2.2 方法

实验温度为室温,激发波长区间范围为200~
600

 

nm,每隔2
 

nm激发一次;为减少瑞利散射等影

响,激发波长与发射波长间隔Δλ 区间范围为25~
160

 

nm,每隔5
 

nm同步扫描一次。
配置质量比为0.1%、0.2%、0.3%、0.4%、

0.5%、0.6%、0.7%、0.8%、0.9%、1.0%、2.0%、

4.0%、6.0%、8.0%的丹参粉水溶液共14个样本。
测量上述样本的三维同步荧光光谱,为了减少溶剂

的拉曼散射影响,同时测量超纯水的三维同步荧光

光谱,最后将丹参光谱结果统一扣除超纯水的空白

样值。实验计算所用软件主要为 MATLAB。

2.3 算法原理

三维同步荧光光谱数据中往往含有未知干扰物

成分信号、背景噪声等冗余信息,需要用二阶校正算

法压缩数据,去除冗余信息,进而解析得到具有物理

意义的相应特征成分。本研究采用具有二阶优势的

平行因子算法(PARAFAC)进行处理。
平行因子算法(PARAFAC)是基于三线性分解

理论,采用交替最小二乘法原理的迭代类型三维数

据分解算法[8-15],将一系列实验荧光数据组成的三

维阵列X 分解为三个载荷矩阵A、B、C,即

A= ∑
K

k=1
XkB·diag(C(k))  ·

∑
K

k=1
diag(C(k))·BTB·diag(C(k))  

-1,
 

(1)

B= ∑
K

k=1
XkA·diag(C(k))  ·

∑
K

k=1
diag(C(k))ATA·diag(C(k))  

-1,
 

(2)

CT
(k)=(ATA*BTB)-1·diag(ATXkB), (3)

再进行残差计算

σ(A)=∑
I

i=1
‖Xi-B·diag(ai)(CT)‖

2

F
,

 

(4)

σ(B)=∑
J

j=1
‖Xj -C·diag(bj)(AT)‖

2

F
 ,(5)
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σ(C)=∑
K

k=1
‖Xk -A·diag(ck)(BT)‖

2

F
,(6)

式中:I,J,K 为正整数。
平行因子算法对于组分数十分敏感,故选择一

个合适的组分数很重要。本文使用分半信度法

(split
 

half
 

method)和残差平方和(sum
 

of
 

squared
 

error)选择合适的组分数进行分析。分半信度法是

指在测验后将测验项目分成相等的两组(两半),通
常采用奇偶分组方法,即将测验项目按照序号的奇

数和偶数分成两半,然后计算两项项目分之间的相

关程度。分半信度相关程度越高表示信度越高,或
内部一致性程度越高。残差平方和是观察不同组分

数时结果的波动性水平,波动性较小时的组分数优

于波动幅度较大时的结果。

3 结果与讨论
 

丹参粉水溶液的三维同步荧光光谱见图1所示。
丹参粉水溶性成分有丹酚酸A、丹酚酸B、丹酚酸C、
原儿茶醛、异阿魏酸、咖啡酸、原儿茶酸、紫草酸、迷迭

香酸等近40种;脂溶性成分有丹参酮Ⅰ、丹参酮ⅡA、丹
参酮ⅡB、丹参酮Ⅴ、丹参酮Ⅵ、隐丹参酮、异丹参酮Ⅰ、
异丹参酮Ⅱ、异丹参酮ⅡB、丹参二醇A、丹参二醇B、丹
参二醇C等几十余种;且上述大部分化学成分都可以

发出荧光。因为荧光成分多且杂乱,传统二维荧光很

难定量分析。丹参粉水溶液的三维同步荧光光谱特

别是其等高线图谱可以表征为丹参的指纹图谱,该指

纹图谱体现了多组分共存时荧光叠加后的整体特征,
从全局视角表达了中药材的全貌。

图1 质量比为0.4%的丹参粉水溶液三维同步荧光光谱。(a)三维光谱图;(b)等高线图谱

Fig 1 3D
 

synchronous
 

fluorescence
 

spectrum
 

of
 

Radix
 

Salviae
 

miltiorrhizae
 

powder
 

solution
 

with
 

mass
 

ratio
 

of
 

0 4% 
 

 a 
 

3D
 

plot 
 

 b 
 

contour
 

plot

  据文献[16-17]可知:丹酚酸A(又称丹参酸甲)
激发峰值波长在370

 

nm左右,荧光发射峰值波长

在418
 

nm左右;异阿魏酸激发峰值波长在350
 

nm
左右,荧光发射峰值波长在438

 

nm左右;丹酚酸B
激发峰值波长在400

 

nm左右,荧光发射峰值波长

在500
 

nm左右。而本实验结果显示,多组分共存

时的丹参粉水溶液的主要几个显著的峰值分别是:
峰值1的

 

λEx=475
 

nm,λEm=525
 

nm;峰值2的
 

λEx=476nm,λEm=541
 

nm;峰值3的
 

λEx=475
 

nm,

λEm=580
 

nm;峰值4
 

的λEx=405
 

nm,λEm=490
 

nm
等。除峰值4与丹酚酸B激发、发射波长较接近

外,未发现文献中所述的丹酚酸 A、异阿魏酸等波

长较短的特征峰,且仔细观察图1和三维同步荧光

光谱实验数据结果,发现激发波长在200~370
 

nm区

间段、发射波长在225~440
 

nm区间段未见显著峰

值。对于这种现象,分析认为多组分共存的丹参水

溶液中某些化学成分的荧光发射波长与另一些化学

成分的激发波长相重叠,导致荧光共振能量产生了

转移,即当波长较短的激发光照射某荧光分子(称为

供体分子)时供体分子将能量转移给相邻的另外一

个荧光分子(受体分子),使受体分子发出荧光,此过

程中供体分子未发射荧光,而受体分子发出荧光,造
成荧光光谱向长波长段红移,故在发射波长225~
440

 

nm区间段未见显著荧光发射峰。此外,由于可

以发出荧光的化学成分较多,在440
 

nm以上区间

荧光特征峰也存在明显的重叠现象。
如图2所示,当丹参粉水溶液的浓度超过一定

阈值时,其荧光光谱会因内滤效应发生畸变。在对
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系列样本进行平行因子算法分析计算中同样会发现

这些异常样本(质量比为4.0%、6.0%、8.0%时的

样本),后续将异常样本予以删除,以保证结果的

精度。

图2 质量比为4%浓度的丹参粉水溶液三维同步荧光光谱。(a)三维光谱图;(b)等高线图谱

Fig 2 3D
 

synchronous
 

fluorescence
 

spectrum
 

of
 

Radix
 

Salviae
 

miltiorrhizae
 

powder
 

solution
 

with
 

mass
 

ratio
 

of
 

4% 
 

 a 
 

3D
 

plot 
 

 b 
 

contour
 

plot

  选择合适平行因子算法组分数的方法如下。根

据残差平方和分析(见图3),可知当组分数选择4、5
时的残差平方和曲线波动幅度明显小于组分数为3
时的曲线波动幅度,这说明组分数选择4或5时结

果较优。接着,观察组分数分别为4、5时的激发负

载拟合曲线图(见图4),可发现:当组分数为5时激

发曲线有部分值为负值,不合理;而组分数为4时激

发负载拟合曲线较好,没有出现负值问题。进一步

选取组分数为4进行分半信度法验证(见图5),结
果相对较好。对比组分数为4时的平行因子算法模

型结果和实验结果(见图6),亦可发现吻合度较为

一致。综合上述残差平方和分析、分半信度法等多

方面分析结果,本研究在平行因子算法中将组分数

确定为4。

图3 不同组分数时的残差平方和曲线图

Fig 
 

3
 

Sum
 

of
 

squared
 

error
 

curves
 

for
 

different
 

components
 

number

图4 不同组分数时的激发负载曲线。(a)组分数为4;(b)组分数为5
Fig 4 Excitation

 

loadings
 

curves
 

for
 

different
 

components
 

number 
 

 a 
 

Components
 

number
 

is
 

4 
 

 b 
 

components
 

number
 

is
 

5
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图5 组分数为4时的分半信度法图像。(a)前一半;(b)后一半

Fig 
 

5
 

Images
 

based
 

on
 

split
 

half
 

method
  

for
 

components
 

number
 

is
 

4 
 

 a Split
 

1--2 
 

 b split
 

3--4

图6 组分数为4时平行因子算法的实测结果和模拟结果。(a)实测值;(b)模拟值

Fig 6
 

Measured
 

results
 

and
 

experimental
 

results
 

based
 

on
 

parallel
 

factor
 

algorithm
 

when
 

components
 

number
 

is
 

4 
 

 a 
 

Measured
 

results 
 

 b 
 

experimental
 

results
 

  根据三维同步荧光光谱实验数据、平行因子算

法分析以及算法中关于激发波长杠杆系数曲线图像

(见图7)等多方面的综合情况,可得到组分数为4
的丹参粉水溶液荧光特征参数表(见表1)。

观察表1数据可发现,组分C2的荧光特征参

数与丹酚酸 B的荧光特征(λEx=400
 

nm,λEm=
500

 

nm左右)很接近,且丹酚酸B在丹参粉中的含

量处于较高水平,分析认为组分C2可能是丹酚酸B
的荧光。组分C1、C3、C4的荧光特征参数与已查到

的丹参化学成分如丹参素、紫草酸、迷迭香酸、异阿

魏酸、丹参酮Ⅰ、丹参酮ⅡA、隐丹参酮等不能相对

应。结合平行因子算法的理论思想,在几十余种成

分共存的丹参粉水溶液中确定组分数为4的物理含

义并不仅仅代表4种单一的化学成分荧光,还可能

代表由多种荧光分子叠加组合而成的某一荧光类

别。因此,分析认为组分C1、C3、C4分别为多种化

学成分荧光组合而成的3种类别,其类别内荧光分

子之间还存在着荧光共振能量转移和荧光光谱重叠
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图7 平行因子算法中激发波长杠杆系数曲线

Fig 
 

7
 

Excitation
 

leverage
 

curve
 

based
 

on
 

parallel
 

factor
 

algorithm

现象,所以暂时无法将其一一指出,该问题将在后

续的研究中继续深入展开。虽然目前还不能完美

地解释其中3个组分,但要指出的是三维同步荧

光光谱与平行因子算法的结合已经体现出比普通

二维荧光光谱更明显的优势,大大降低了多组分

共存物质如中药材的荧光分析难度,简化了多维

光谱,降低了干扰成分的影响,得到了组分数所对

应的特征荧光参数,其代表了多组分共存的中药

材整体特征。

表1 荧光特征参数表

Table
 

1
 

Characteristic
 

parameters
 

of
 

fluorescence
 

spectrum

Component Excitation
 

wavelength
 

region
 

/nm Emission
 

wavelength
 

region
 

/nm Note

C1 470--480 520--530

C2 400--410(470--480) 490--500(560--570)
It

 

may
 

be
 

the
 

fluorescence
 

of
 

salvianolic
 

acid
 

B
C3 370--380(470--480) 460--470(560--570)

C4 560--570(470--480) 620--630(530--540)

4 结  论

实验测量了多组分共存的丹参粉水溶液的三维

同步荧光光谱,其等高线图谱具有指纹图谱信息,可
以丰富完善中药材指纹图谱库。

丹参粉水溶液三维同步荧光光谱结合平行因子

算法以及分半信度法、残差平方和分析,确定丹参水

溶液的平行因子模型组分数为4,得到了不同组分

数所对应的荧光特征参数,从全局视角表征了丹参

多组分的荧光面貌。实验结果表明,在多组分共存

且有较多干扰物质时,三维同步荧光结合平行因子

算法可以较好地表征以丹参为代表的中药材的整体

荧光特性,简化了高维光谱数据分析,降低了干扰成

分的影响,为多组分共存的中药材分析提供了建议

与帮助。
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