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NIR对真伪枸橼酸西地那非片快速定性定量分析
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摘要:应用近红外光谱技术建立对枸橼酸西地那非片的定量及定性分析方法.通过对162
个样品进行近红外光谱分析,分别采用偏最小二乘和第一范围标定法建立定量和定性模型,

并将定量分析方法的结果与HPLC定量结果进行比对.所建定量分析模型,主成分数为4,R2

为98.91%、RMSECV为1.54.该模型对预示集枸橼酸西地那非的平均回收率为100.14%,

近红外光谱分析法处理结果与 HPLC法处理结果无显著差异.定性分析模型组间选择性为

5.09,对42批真伪样品判错率为0.结果显示,所建立方法可对真伪枸橼酸西地那非片进行

快速准确的定性及定量分析.

关键词:近红外;漫透射;枸橼酸西地那非片;偏最小二乘

中图分类号:O657.39 文献标志码:A

收稿日期:2008-10-17; 修回日期:2010-01-06.
作者简介:孟 昱(1968-),男,博士;赵伟杰*(1952-),男,教授,博士生导师,E-mail:zyzhao@chem.dlut.edu.cn.

0 引 言

枸橼酸西地那非片(万艾可 VIAGRA)为治

疗阴茎勃起功能障碍(ED)的口服药,目前市场上

出现了仿冒“万艾可”及非法添加了西地那非的

“保健品”,这些“保健品”成分、含量不明,人们误

服后会导致诸多副作用,严重危害身体健康.现有

的枸橼酸西地那非定量分析方法为高效液相色谱

法,每个样品的分析时间约为10min,较为费时;

定性分析方法主要为红外光谱法[1],需溴化钾压

片,操作复杂,不适合市场监测时的快速分析.近
红外光谱分析技术具有快速、无损、可多成分同时

测定的特点,在医药领域的原辅料、制剂[2、3]、生

产过程[4]、清洁验证等定性定量分析方面应用广

泛[5、6].本文应用近红外漫透射光谱建立鉴别真

伪枸橼酸西地那非片的定性、定量分析方法,并对

其主成分进行含量分析.

1 实验材料与方法

1.1 实验材料

实验材料及仪器如下:枸橼酸西地那非原料

药、4种辅料和枸橼酸西地那非片(大连辉瑞制药

有限公司生产),仿冒产品102批(非大连辉瑞制药

有限 公 司 生 产);MPA 型 近 红 外 光 谱 仪(德 国

Bruker公司),配有OPUS软件、样品转轮、漫反射

模块、漫透射模块、RT-PbS检测器和InGaAs检测

器;Waters高效液相色谱仪、PDA检测器;Waters
Symmetry(5μm,150mm×3.9mm,i.d.)色谱柱;
梅特勒AG245型天平.甲醇 Merck(色谱级)、纯水

Millipore(色谱级)、三乙胺 Merck(色谱级).标准

品:枸橼酸西地那非(批号00151-QCS-20).
1.2 近红外光谱采集

仪器条件:光谱分辨率为8cm-1,样品扫描

次数为32,背 景 扫 描 次 数 为32,扫 描 范 围 为

12000~4000cm-1.
1.2.1 原料 与 辅 料 的 近 红 外 漫 反 射 光 谱 采 集

 将原料药与4种辅料样品分别放入样品瓶,厚度

大于10mm,保证漫反射光信号完全反射,采用

漫反射方式扫描并采集光谱数据,见图1和2.
从枸橼酸西地那非及4种辅料的近红外漫反

射光谱图中,可以区分出枸橼酸西地那非的特征

峰位置及其主要贡献的波长范围,为进一步利用



漫透射对其进行定量和定性分析及预处理工作提

供依据.

图1 枸橼酸西地那非的近红外漫反射光谱

Fig.1 Thenearinfrareddiffusereflectance

spectroscopyofSildenafilCitrate

图2 枸橼酸西地那非片中4种辅料的近红外漫

反射光谱

Fig.2 Thenearinfrareddiffusereflectancespectroscopy
of4adjuvantsfromSildenafilCitratetablets

1.2.2 枸橼酸西地那非片的近红外漫透射光谱

采集 对枸橼酸西地那非片的定量及定性分析采

用固体漫透射方式采集近红外光谱.真品和仿冒

品枸橼酸西地那非片的近红外漫透射光谱见图

3,由图可以明显看出其区别.
1.3 HPLC测定实际样品中西地那非含量

流动相:0.05mol/L三乙胺(磷酸调pH3.0
±0.1)、甲醇、乙腈的体积比为58∶25∶17,0.45

μm膜过滤,脱气.柱温30℃,检测波长290nm,
流速1.0mL/min,进样体积20μL.用外标法计

算枸橼酸西地那非片中西地那非的含量.
精密称取枸橼酸西地那非标准品35.0mg

置于50mL的容量瓶中,用流动相溶解、定容,取

4mL,流动相定容100mL得标准溶液.取标准溶

液6、4、3、2、1mL,分别定容至100mL,配制成系

列溶液,进样检测.得线性方程y=0.8673x+

0.0196,线性范围33.6~2.8μg,r=0.9998.

(a)真品

(b)仿冒品

图3 枸橼酸西地那非片近红外漫透射光谱

Fig.3 Thenearinfrareddiffusetransmission

spectroscopyofSildenafilCitratetablets

样品溶液:将采集近红外光谱数据后的枸橼

酸西地那非片分别置于250mL的容量瓶中,加
入10mL乙腈使之崩解,再加入50mL流动相,
摇臂振动30min,流动相定容,滤得滤液,移取5
mL滤液,流动相定容100mL得样品溶液.
1.4 数据处理

(1)定性分析

将120张光谱图(真品40张,仿冒品80张)
用定性分析软件建立分析模型,并在建模前应用

矢量归一化、一阶导数、二阶导数等预处理方法对

光谱进行预处理,从而选出最优的光谱预处理方

法和波数范围.定性分析时用标准算法、因子法和

第一范围标定法3种基本算法分析处理模型,使
模型具有良好的选择性.

(2)定量分析

从收集到的6批枸橼酸西地那非片样品中,
每批随机抽取10片作为测试样品,与市场收集的

102批仿冒样品进行近红外光谱扫描及用 HPLC
测定活性物质含量(作为建模的参考值),得162
张近红外光谱图.根据样品含量分布,从162片中

选出80片作为训练集,进行建模.应用OPUS软

件提供的交叉检验进行模型检验,建立枸橼酸西
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地那非片的定量模型,采用各种光谱预处理方法

处理后,得建模的最佳频率范围、最佳主成分数及

最佳交叉验证均方根误差(RMSECV).

2 结果与讨论

2.1 近红外定性分析

2.1.1 定性模型预处理方法选择 近红外光谱

采集过程中,由于受检测环境条件、样品均匀性、

仪器状态等因素影响,光谱基线往往会产生偏差

或漂移,需在建模前将原始光谱进行预处理.常用

的预处理方法有矢量归一化、一阶导数、二阶导数

等.不同预处理方法对原始光谱图的选择性S 见

表1.

表1 不同光谱预处理选择性

Tab.1 Theselectivitiesofdifferentspectralpretreatments

ν/cm-1
S

原始光谱 矢量归一化 一阶导数 二阶导数

5701.2~12004.9 0.295223 0.485881 0.384860 0.402328

5915.5~10486.5 0.212739 0.851420 0.689958 0.756870

6970.2~9010.7 0.169083 0.876453 0.711813 0.801088

5959.4~7981.3 0.129574 1.009008 0.742680 0.796564

选择性S的计算公式为

S=D/(T1+T2) (1)

由式(1)可知,S 是平均光谱之间距离D 与阈值

T1与T2 之和的比率.S<1:交叉;S=1:类之间

有接触;S>2:完全分开.由此可见预处理方法

中的矢量归一化和二阶导数9点平滑得到比较大

的选择性,且波数范围在6970.2~9010.7cm-1

和5959.4~7981.3cm-1的结果较好.
由于矢量归一化仅是对光谱进行去矢量处

理,而仿冒产品具有较大不确定性,在6970.2~
9010.7cm-1选择二阶导数9点平滑会有更好的

适用性.
2.1.2 定性模型分析方法选择 本文采用二阶

导数9点平滑分别在波数范围6970.2~9010.7
cm-1和5959.4~7981.3cm-1内用标准算法、因
子法和第一范围标定法分析处理模型,结果见表

2,可以看出应用第一范围标定法处理所得S 最

大,选择性最好.

表2 不同分析方法的选择性

Tab.2 Theselectivitiesofdifferentanalysismethods

ν/cm-1
S

标准算法 因子法 第一范围标定法

6970.2~9010.7 0.801025 0.748888 3.850762

5959.4~7981.3 0.796580 0.629748 3.052673

2.1.3 定性模型分析方法优化 由2.1.1和

2.1.2得到在6970.2~9010.7cm-1波长范围内

采用二阶导数9点平滑和第一范围标定法所得模

型较好,但由于仿冒样品来源比较复杂,改变平滑

点数可以降低光谱的差异,增大方法的阈值可以

增加 模 型 的 适 用 性,最 终 选 用 在 6970.2~
9010.7cm-1波长范围内采用二阶导数17点平

滑和第一范围标定法处理模型,在阈值为2时,方
法选择性为5.087820,完全可以满足要求.
2.1.4 定性分析结果 仿冒品与真品图谱(见图

3)的差异,分析是由有效成分含量、所用辅料及压

片工艺方面的不同所致.采用本文建立的定性模

型,对建库以外的20个真品与22个仿冒品进行

定性分析,均能唯一分辨,误判率为0,说明该定

性模型适用于对真、伪枸橼酸西地那非片的鉴别.
2.2 近红外定量分析

2.2.1 PLS主因子数的选择和交叉验证 采用

PLS方法建立定量分析模型时,主成分数的选择

直接关系到模型的实际预测能力.主因子数过少,

不能充分反映样品光谱信息;主因子数过多则会

将一些噪音信息掺入计算,降低模型的预测能力.
本实验应用 OPUS软件提供的交叉检验进行模

型检验,考察主成分数对 RMSECV 的影响.当

RMSECV最小时,所选主因子数最佳.
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从 表 3 可 看 出,没 有 经 光 谱 预 处 理 的

RMSECV最小,结果最好,但一阶导数法能消除

光谱的变异,故虽其RMSECV略大于表中前两

种方法所得结果,仍应选取一阶导数法处理光谱,

使其具有更好的适用性.经一阶导数法处理后的

预测值和真值见图4,其R2 为98.91,RMSECV
为1.54,结果较好.

表3 不同PLS光谱预处理方法所得结果

Tab.3 TheresultsofdifferentPLSspectroscopypretreatmentmethods

光谱预处理方法 最佳主成分数 频率范围/cm-1(维数) 优化 (RMSECV)

无 5 7502.5~6098.4 0.932

直线差减法 3 7502.5~6098.4 1.01

一阶导数法 4 7502.5~6098.4 1.11

矢量归一法 4 7502.5~6800.4 1.29

最小-最大归一法 2 7502.5~6098.4 1.40

多元散射校正法 2 7502.5~6098.4 2.23

一阶导数法 3 12493.8~5446.5 2.24

二阶导数法 3 12493.8~5446.5 2.24

一阶导数法+直线差减法 4 12493.8~5446.5 2.28

图4 训练集样品的预测值与真值相关性

Fig.4 Thecorrelationbetweenpredictedand

truevaluesofsamplesintrainingset

2.2.2 定量分析结果 从组建训练集剩下的样

品中,随机选取20个样品,组建预示集.含量测定

结果见表4.
由表4可见,回收率的平均值为100.14%,

极接近100%,且回收率相对标准偏差小,可见近

红外方法与HPLC法无显著性差异,说明该模型

具有良好的精确度和准确性.
2.3 样品收集

本实验所用样品中,6批真品直接取自辉瑞

(大连)GMP车间,跟实际情况一致;102批仿冒

品来自于市场(药店、机场免税店等).样品来源广

泛使得所建模型实用性强,对市售样品的检测结

果准确度高.

表4 PLS交叉检验建模对预示集的预测结果

Tab.4 Thepredictionresultsofpredictionset

bycrossvalidationmodelingusingPLS

预示样品序号 HPLC结果/% NIR预测值/% 回收率/%

1 100.25 100.30 100.05

2 98.10 97.83 99.72

3 101.19 99.95 98.77

4 99.10 99.88 100.79

5 97.66 96.88 99.20

6 99.74 100.90 101.16

7 99.33 100.51 101.19

8 98.26 97.99 99.73

9 100.19 100.20 100.01

10 100.35 100.60 100.25

11 67.25 66.71 99.65

12 89.64 98.03 100.80

13 112.00 111.88 99.88

14 100.15 99.07 98.72

15 90.63 90.64 100.01

16 77.75 77.94 101.19

17 80.84 81.91 101.06

18 100.30 100.90 100.60

19 98.44 98.51 100.07

20 88.49 88.34 99.85

注:回收率平均值为100.14%;其相对标准偏差为0.75%
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3 结 论

枸橼酸西地那非片仿冒品系指非大连辉瑞制

药有限公司生产的商品名为“万艾可”的药品,应
用本文建立的定性、定量模型可快速准确鉴别样

品的真伪及枸橼酸西地那非含量,经检测发现,

102批仿冒品中均含有枸橼酸西地那非,含量与

真品枸橼酸西地那非标准(100mg/片)相差较

大,所用辅料及压片工艺也与真品有差异.
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Quantitativeandqualitativeanalysisoftrueor
counterfeitSildenafilCitratetabletsusingnearinfraredspectroscopy

MENG Yu1, WANG Shi-sheng1, CAI Rui1, LI Mei2, 
MENG Qing-gang2, ZHAO Wei-jie*1

(1.StateKeyLaboratoryofFineChemicals,DalianUniversityofTechnology,Dalian116012,China;

2.PharmaceuticalAcademy,ShenyangPharmaceuticalUniversity,Shenyang110016,China)

Abstract:QuantitativeandqualitativeanalysisofSildenafilCitratetabletsusingnearinfrared
spectroscopy(NIR)wasdeveloped.162sampleswereanalyzedusingnearinfraredspectroscopy.The

mathematicalmodelsofquantitativeandqualitativeanalysisweredevelopedbypartialleastsquare
(PLS)andscalingtofirstrangemethod,respectively.ThequantitativeresultsbetweenHPLCand

NIRwerecompared.Theoptimalrankofcalibrationsetis4,thecorrelationcoefficient(R2)ofthe

trainingsetvalidatedbycross-validationis98.91%,RMSECVis1.54.Thequantitativeanalysis

modelwasusedtodeterminethesamplesusedforvalidation,andtheaveragerecoveryrateof

SildenafilCitrateis100.14%.ThereisnosignificantdifferencebetweenNIRandHPLCmethod.The

selectivitybetweentwogroupsis5.09,andmistakenjudgmentrateof42samplesis0.Theresults

showthatthemethodestablishedcanbeappliedtoquantitativeandqualitativeanalysisofSildenafil

Citratetablets.

Keywords:nearinfrared;diffusetransmission;SildenafilCitratetablets;PLS
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