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摘要 化学结构相似的目标组分光谱之间信号重叠现象比较严重, 使得传统的分离定量分析方法在复杂体系

多组分定量分析方面仍有不足之处. 化学计量学方法能够实现在复杂体系中分离目标组分特征信息, 排除干扰,
从而实现多组分同时定量分析. 本研究利用Tchebichef图像矩方法基于三维荧光图谱建立了B族维生素中三种组

分Vitamin B1 (VB1)、Vitamin B2 (VB2)和Vitamin B6 (VB6)的定量模型, 且三个模型均具有满意的相关系数

(R2)、调整相关系数(Radj
2 )以及均方根误差(RMSE).同时,三个模型的预测相关系数(Rp

2)均在0.9379以上,表明建立

的定量模型具有较高的准确性、可靠性以及良好的预测能力. 最后, 该定量模型被成功应用于不同厂家生产的复

合维生素B片中三种组分的测定. 由此可见, Tchebichef图像矩方法能够很好地解决多目标组分的信号重叠与干

扰, 为复杂体系中多组分的同时定量分析提供了重要基础.
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1 引言

B族维生素是维持人体正常活动所必需的营养物

质, 在预防心血管疾病和降低同型半胱氨酸浓度等方

面发挥着重要作用
[1,2]. 维生素B1 (硫胺素, VB1)、维

生素B2 (核黄素, VB2)和维生素B6 (吡哆醇, VB6)是B
族维生素的重要组成部分. VB1是一种含硫化合物, 它
以焦磷酸盐的形式作为辅酶参与细胞过程. 临床研究

表明, 缺乏VB1会导致厌食症及神经紊乱, 最终导致

虚弱、心力衰竭和死亡. VB2是正常细胞生长发育所

必需的物质. VB6通常参与氨基酸代谢、碳水化合物

和脂肪代谢以及血红蛋白的形成. 这三种成分的结构

非常相似, 产生的信号非常接近, 导致三种成分的同

时定量分析具有很大难度. 传统的定量分析方法, 包

括电化学方法
[3,4]

、液相色谱-质谱联用法
[5]
和电喷雾

离子化串联质谱法
[6]
等, 均有一定的局限性, 如仪器复

杂、样品预处理繁琐、操作复杂、选择性不高等. 随

着纳米技术的发展 , 一些纳米材料如荧光纳米粒

子
[7]
、磁性纳米材料

[8]
和贵金属纳米材料

[9,10]
等被应

用于B族维生素的检测, 但受限于组分信号之间的相
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互干扰, 基本只能用于单一组分的定量分析, 无法进行

B族维生素中多组分的同时定量分析. Duenchay等[10]

通过构建一种基于金纳米颗粒(AuNPs)的比色传感平

台实现了尿液样本中VB1的准确测定, 检测限达到

3.002 ppb. 该传感器精度高、灵敏度好、准确度高,
可有效地用于尿液中VB1的分析. Wang等[7]

将合成的

蓝色荧光铜纳米粒子(F-CuNPs)作为荧光探针成功构

建了同步荧光传感器, 实现了VB2的灵敏测定, 线性范

围为0.51~34.64 nM, 检测限达到0.25 nM. 但以上方法

均未能实现B族维生素中多种组分的同时测定. 因此,
发展简便、可靠、快速的方法来同时测定B族维生素

中多组分的含量很有必要.
化学计量学方法在分析信号处理方面具有明显的

优势, 在多组分定量分析领域有着广泛的应用
[11~13].

de Oliveira Neves等[14]
从理论和实验角度研究了多元

曲线分辨-交替最小二乘法(MCR-ALS)在定量分析中

的应用, 为多元线性回归方法在定量分析领域的应用

提供了重要的理论依据. 矩不变量由于其出色的图像

描述能力、多分辨性以及矩不变性等特性, 成为图像

处理方面的有力工具
[15,16].切比雪夫矩(Tchebichef mo-

ment)方法能够有效地处理噪声和重叠信号的影响, 具
有良好的多分辨性以及全局图像特征提取能力. 翟红

林课题组利用Tchebichef图像矩(Tchebichef image mo-
ment, TiM)方法实现了对复杂样品的定性定量分析,
在色谱

[17,18]
和光谱

[19,20]
分析中均有广泛应用. Wang

等
[21]

采用HPLC-PAD图谱结合Tchebichef图像矩方法

对14批蒲地蓝消炎片进行聚类分析, 建立了快速、准

确的中成药质量评价新方法. 通过对样本生产厂家以

及批次间的相似性分析, 进一步证明了该方法的可靠

性. 此外, 我们利用三维荧光光谱结合Tchebichef图像

矩方法建立了谷胱甘肽、半胱氨酸和同型半胱氨酸三

种硫醇小分子的定量模型, 实现了癌细胞中三种硫醇

的同时测定
[22]. 本文基于B族维生素的三维荧光光谱

利用TiM方法进行了3种组分的同时定量分析, 结合逐

步回归方法建立了三种目标组分的线性定量模型, 实

现了复合B族维生素药片中VB1、VB2和VB6三种组

分的同时测定.

2 实验部分

2.1 数据集

本文中使用的数据集来源于文献[23], 该组数据

集包含23个标准样本和20个实际样本. 每个标准样本

由不同浓度的3个目标组分(VB1、VB2和VB6)组成.
在 实 验 过 程 中 所 测 定 的 发 射 波 长 的 范 围 为

350.0~670.0 nm (波长间隔为0.1 nm,波长点数为3201),
激发波长范围为250.0~500.0 nm (波长间隔为2.0 nm,
波长点数为126). 上述样品的三维荧光激发发射矩阵

(excitation-emission matrix, EEM)数据存放于大小为

3201 (发射波长点数) × 126 (激发波长点数) × 43 (样
本数)的三维数据阵中.

2.2 实验方法

TiM是基于Tchebichef多项式的离散正交矩函数,
具有很强的图像特征提取能力以及多分变性. 关于

TiM方法详细的介绍可参考文献[18,24,25]. Tchebichef
矩的计算简要描述如下: 对于大小为N × M的图像, 当
阶数为(n + m)时, Tchebichef矩(Tn,m)被定义为

T n N m M t x t y f x y

n N m M

= 1
( , ) ( , ) ( ) ( ) ( , )

( = 0, 1, 2 … , 1;  = 0, 1, 2 … , 1)
(1)n m

x

N

y

M

n m,
=0

1

=0

1

从式(1)中可以看出, Tchebichef矩是在图像f(x,y)
的离散区域内直接定义的, 在计算时不需要转化图像

坐标, 因此不会产生数值近似引起的误差
[25].

在本研究工作中, 采用多元逐步回归方法通过选

择合适的独立变量(Tn,m)来建立逐步回归模型. 模型方

程形式如下:

Y A A X A X A X= + × + × + … + × (2)k k0 1 1 2 2

方程(2)中自变量X是基于三维荧光光谱计算得到

的Tchebichef矩值(Tn,m), 应变量Y为B族维生素中三种

组分的浓度, A0是常数项, A1, A2, …, Ak为自变量对应

的系数.

3 结果与讨论

3.1 三维荧光光谱研究

B族维生素是一类水溶性小分子化合物, 由生物

活性相似但化学成分不同的多种化合物组成. VB1、
VB2和VB6作为B族维生素的重要组成部分, 其分子结

构非常相似(图1), 导致这三种组分的荧光信号非常接

近, 同时测定时必然会发生相互干扰.
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三维荧光图谱是由激发波长、发射波长以及荧光

强度组成的矩阵光谱, 包含着更全面、丰富的化学信

息. 三种目标组分的三维荧光图谱如图2所示. 从图中

可以看出, VB1的三维荧光图中含有一组峰, VB2的三

维荧光图中含有三组峰, VB6的三维荧光图中含有一

组峰, 且每个组分的荧光图中均含有散射信号. 图2d
是混合样本的三维荧光图谱, 从图中可以看出这三种

组分信号部分重叠且存在散射干扰. 由此可见, 即使

采用三维荧光图谱, 使用常规定量分析法也很难达到

多组分同时定量分析的目的. 因此, 本文基于目标组

分的三维荧光图谱, 利用TiM方法来研究多组分的同

时定量分析.

3.2 Tchebichef矩值的计算

TiM方法具备强大的多分辨性和特征描述能力,
能够基于目标组分的三维荧光图谱计算得到Tchebi-
chef矩值(Tn,m)来处理多种组分的信号. 从式(1)可以看

出, 可以通过阶数(n,m)来计算Tn,m. 当阶数为(n,m)时,
可以得到(n + 1) × (m + 1)个Tchebichef矩值(Tn,m), 这
些矩值包含图谱中的特征信息. 于是, 我们计算了不同

阶数下的Tn,m, 并重构出混合样本的三维荧光图谱, 如

图3所示. 随着阶数的改变, 重构出的图像也有明显的

变化趋势. 当阶数为(20,2)时, 图像没有明显的组分信

息. 随阶数的递增, 重构图像中逐渐出现了组分信息.
直到阶数为(60,7)时, 能够很好地重构出三种组分信

息. 由此可见, 选择较低的阶数可能导致无法提取原

始图像的所有特征信息, 然而并不是选取的阶数越高

越好. 随着阶数的升高, 噪声信号开始增强, 且阶数越

高, 矩值计算就越慢. 因此, 本实验选取的最大阶数为

(60,7), 计算得到488个Tchebichef矩值. 这些矩值包含

三种目标组分的特征信息, 为建立定量分析模型提供

基础.

3.3 建立定量模型

将计算得到的488个Tn,m随机划分为训练集和测试

集, 训练集用于建立模型, 测试集用于模型性能的验

证. 随后采用逐步回归方法来建立定量模型, 逐步回

归方法基于自变量的显著性来选择合适的变量, 而自

变量的显著性则由各个线性回归模型的F检验值来决

定
[26]. 本文采用逐步回归的方法从488个Tn,m中选取特

定的矩值作为自变量来建立线性模型. 因此, 我们建

立了Tn,m与各个目标组分浓度之间的定量模型. 各个

图 1 B族维生素中VB1、VB2和VB6的分子结构图(网络版彩图)
Figure 1 The chemical structures of VB1, VB2 and VB6 in vitamin B (color online).

图 2 VB1 (a), VB2 (b), VB6 (c), 以及混合标准样本(d)的三
维荧光光谱图(网络版彩图)
Figure 2 Fluorescence three-dimensional spectrum of (a) VB1,
(b) VB2, (c) VB6 and (d) mixed standard sample (color online).
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组分建立的模型如下.
对VB1建立的模型:

C T

T T

T

= 1.56 × 10 + 6.63 × 10 ×

5.19 × 10 × + 3.21 × 10 ×

4.22 × 10 ×

VB1
2 5

2,2
5

3,2
4

38,6
4

58,2

对VB2建立的模型:

C T

T T

T T

= 1.21 × 10 + 3.36 × 10 ×

4.29 × 10 × + 3.64 × 10 ×

1.55 × 10 × + 6.81 × 10 ×

VB2
1 4

12,0
4

31,3
4

33,4
4

41,4
4

51,0

对VB6建立的模型:

C T

T T

T

= 1.59 × 10 + 5.44 × 10 ×

7.00 × 10 × 0.20 × 10 ×

+0.19 × 10 ×

VB6
1 4

1,1
4

4,2
2

21,0
2

44,1

3.4 定量模型的性能

模型的主要统计参数见表1. 从F检验值和P值可

以看出建立的线性回归定量模型具有统计学意义, 表

明三种维生素组分的浓度和Tchebichef矩值之间有着

显著的线性关系. 另外, 三个模型均具有满意的R、
Radj、RLOO-cv和RMSE, 模型的相关系数R在0.99以上.
同时, 三个模型均具有较高的Rp值. 这些参数表明建

立的定量模型具有较高的准确性、可靠性以及良好的

预测能力.
从表1可以看出, 该分析方法的精密度低于3.8%,

表明该方法的精密度良好. 组分VB1、VB2和VB6的
检测限分别为0.02、0.03和0.06 μg/mL, 表明该方法可

以进行B族维生素中三种组分含量的同时定量分析.

3.5 方法比较

多道偏最小二乘(N-way partial least squares, N-
PLS)和多元曲线分辨交替最小二乘(multivariate curve
resolution-alternating least squares, MCR-ALS)是两种

常用的化学计量方法, 已成功地应用于复杂样品中多

目标组分的定量分析中
[27,28]. 本文将这两种方法应用

到B族维生素中VB1、VB2和VB6三种组分的建模分

析, 并与TiM方法进行了比较, 如表2所示. 从表中可以

看出, 三种方法均具有良好的F值和P值, 表明建立的

回归定量模型均具有统计学意义. 其中, MCR-ALS方

法对VB6组分建立的模型具有较低的R2
、Radj

2 和Rp
2以

及较高的RMSE和RMSEp, 说明该方法对VB6的检测

准确度不够高. N-PLS方法对三种组分都能建立良好

的模型, 但模型的预测能力不够高, 特别是对VB1组
分的检测 . T iM方法建立的模型表现出最高的

R2
、Radj

2 、RLOO-cv、Rp
2以及较低的RMSE、RMSEcv和

RMSEp,同时检测结果的精密度也比较满意,进一步证

明了该方法的准确性和可靠性. 以上结果说明, TiM方

法拥有强大的全局图像特征提取能力, 能够准确地预

测B族维生素中多种组分的含量.

3.6 实际样品分析

为了验证基于该定量模型建立的分析方法的实用

性, 将建立的模型用于不同厂家生产的复合维生素B
片中VB1、VB2和VB6的含量测定. 每种组分在同一

复合维生素B片中平行测定三次, 测定结果如表3所示.
从测定结果可以看出,复合维生素B片中VB1的测定结

果与维生素B片中标识含量基本一致,而VB2的测定结

果低于药片中的标识含量, VB6的测定结果高于药片

中的标识含量. 该测定结果与文献[23]报道结果的一

图 3 不同阶数下重构出的混合标准样本的三维荧光光谱
图. (a) 阶数为(20, 2)时的三维荧光光谱重构图; (b) 阶数为
(25, 3)时的三维荧光光谱重构图; (c) 阶数为(50, 5)时的三维
荧光光谱重构图; (d)阶数为(60, 7)时的三维荧光光谱重构图
(网络版彩图)
Figure 3 Fluorescence three-dimensional spectrum of mixed standard
sample under different orders. Fluorescence three-dimensional spectrum
at order (a) (20,2), (b) (25, 3), (c) (50, 5), (d) (60, 7) (color online).
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表 1 TiM方法建立的定量模型的统计参数以及分析方法的性能

Table 1 The performance of established linear models by TiM and the proposed method

参数
目标组分

VB1 VB2 VB6

变量数 4 5 4

相关系数(R2) 0.9977 0.9990 0.9948

调整相关系数(Radj
2 ) 0.9971 0.9987 0.9934

留一法相关系数(RLOO-cv) 0.9961 0.9982 0.9914

均方根误差(RMSE) 0.0219 0.0104 0.0685

预测均方根误差(RMSEcv) 0.0006 0.0001 0.0058

F值 1.63×103 2.94×103 7.21×102

P值 1.40×10−19 1.24×10−20 6.04×10−17

预测相关系数( )R p
2 0.9459 0.9685 0.9379

预测均方根误差(RMSEp) 0.0059 0.0023 0.0227

相对标准偏差(RSD) 1.8 3.5 3.8

定量限(LOQ, μg/mL) 0.04 0.03 0.13

检测限(LOD, μg/mL) 0.02 0.03 0.06

表 2 不同计量学方法对VB1、VB2和VB6三种组分的同时定量分析

Table 2 Comparison of different methods for the quantitative analysis of VB1, VB2 and VB6

建模方法
目标
组分

校正集 交互检验集 预测集
相对标准
偏差 (n=3)R2 Radj

2 RMSE F值 P值 RLOO-cv RMSEcv R p
2 RMSEp

TiM

VB1 0.9977 0.9971 0.0219 1.63×103 1.40×10−19 0.9961 0.0006 0.9459 0.0059 1.8

VB2 0.9990 0.9887 0.0104 2.94×103 1.24×10−20 0.9982 0.0001 0.9685 0.0023 3.5

VB6 0.9948 0.9934 0.0685 7.21×103 6.04×10−17 0.9914 0.0058 0.9379 0.0227 3.8

MCR-ALS

VB1 0.9830 0.9823 0.0582 1.39×103 9.34×10−23 0.9676 0.0467 0.9006 0.0562 4.2

VB2 0.9925 0.9922 0.0361 3.18×103 5.11×10−27 0.9460 0.0358 0.9274 0.0342 3.7

VB6 0.9722 0.9710 0.1283 8.40×102 3.47×10−20 0.8975 0.0868 0.8863 0.0758 7.2

N-PLS

VB1 0.9880 0.9876 0.1028 1.99×103 1.37×10−24 0.9918 0.0881 0.8975 0.0124 4.9

VB2 0.9974 0.9870 0.0742 1.72×105 5.41×10−25 0.9967 0.0227 0.9268 0.0258 5.4

VB6 0.9974 0.9903 0.0651 3.80×104 1.01×10−21 0.9947 0.0632 0.9071 0.0521 4.7

表 3 三种组分在复合维生素B片中的含量测定

Table 3 The contents (mg) of the three target components in one B-vitamins complex tablet

厂家
VB1 VB2 VB6

正常值 测量值 正常值 测量值 正常值 测量值

1 3.0 2.95±0.14 1.5 1.09±0.07 0.2 0.84±0.08

2 3.0 2.94±0.12 1.5 1.03±0.04 0.2 0.87±0.11

3 3.0 2.98±0.10 1.5 0.98±0.06 0.2 0.83±0.06
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致性较好, 进一步说明本分析方法是准确、可靠的, 具
有较强的实用性.

4 结论

本文采用TiM方法对B族维生素中三种组分

VB1、VB2和VB6的含量进行同时定量分析, 在组分

信号重叠和散射信号干扰的条件下, 基于三维荧光图

谱实现了对三种目标组分的同时准确定量分析. 利用

TiM方法计算得到488个Tn,m, 并通过逐步回归成功建

立了三种组分的线性回归定量模型. 同时, 采用MCR-
ALS和N-PLS方法对三种组分进行建模分析, 并与TiM
方法进行了比较. 结果表明, TiM方法建立的模型性能

良好, 可靠性和准确度高, 基于该模型建立的分析方法

对组分VB1、VB2和VB6的检测限分别为0.02、0.03
和0.06 μg/mL, 并成功应用于不同厂家生产的复合维

生素B片中VB1、VB2和VB6的含量测定. 本研究进一

步拓展了图像矩方法在三维荧光图谱中的应用, 为深

入探究荧光图谱提供了新的思路, 有望为生物医学图

像处理领域提供重要参考.
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Application of Tchebichef image moment method for simultaneous
quantitative analysis of multiple components in B-vitamins
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Abstract: The serious overlap of the spectra signals of multiple components with similar chemical structures makes the
traditional quantitative analysis methods still have shortcomings for multi-component quantitative analysis of complex
systems. The chemometrics methods could separate the characteristic information of the target components and
eliminate interference, realizing the quantitative analysis of multi-components at the same time. Herein, the Tchebichef
image moment method was employed to establish the quantitative models of Vitamin B1 (VB1), Vitamin B2 (VB2) and
Vitamin B6 (VB6) in B-vitamins based on three-dimensional fluorescence spectra. The established models have
satisfactory correlation coefficient (R2), adjusted correlation coefficient (Radj

2 ) and root mean square error (RMSE). At

the same time, the prediction correlation coefficients (Rp
2) of the three models are above 0.9379, indicating that the

established quantitative models have high accuracy, reliability and good prediction ability. Finally, the quantitative
models have been successfully applied in the determination of three components of B-vitamin complex tablets produced
by different manufacturers. It could be seen that the Tchebichef image moment method can solve the signal overlap and
interference of multi-target components and provides an important basis for the simultaneous quantitative analysis of
multi-components in complex systems.

Keywords: Tchebichef image moment, signal overlapping, complex system, quantitative analysis, multi-component
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