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近红外光谱在快速测定蛹虫草有效成分含量
中的应用

王　迪　张嫒莉　孟庆繁　逯家辉　金　璐　滕利荣
（吉林大学生命科学学院，吉林 长春１３００１２）

摘要　采用偏最小二乘法（ＰＬＳ）建立测定蛹虫草菌丝体中多糖、蛋白、虫草酸和腺苷含量的近红外光谱定量分析模

型。选择了原始光谱建立蛹虫草菌丝体中腺苷和多糖含量的ＰＬＳ定量分析模型，选择卷积光滑预处理后的光谱建

立蛹虫草菌丝体中蛋白和虫草酸含量的ＰＬＳ定量分析模型。测定蛹虫草菌丝体中多糖、蛋白、虫草酸和腺苷含量

的最优ＰＬＳ定量分析模型的交叉验证均方根误差（ＲＭＳＥＣＶ）分别为０．００９１，０．０２２２，０．００８８和０．６５２０，预测均方

根误差（ＲＭＳＥＰ）分别为０．００７９，０．０１９６，０．００８７和０．５７８０。结果表明，测定蛹虫草菌丝体四种有效成分含量的定

量分析模型稳健性好和预测精度高，在中药有效成分定量分析方面有很大的应用前景。
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１　引　　言

蛹虫草［Ｃｏｒｄｙｃｅｐｓｍｉｌｉｔａｒｉｓ（Ｌ．ｅｘＦｒ．）Ｌｉｎｋ］

又名北冬虫夏草、北虫草等，与冬虫夏草同属异种。

作为一种具有多种药理功能、抗癌活性的药用真菌

蛹虫草，随着人们逐渐发现和认识蛹虫草的滋补疗

效和提高人体免疫功能的功效，它的开发利用倍受

世人的极大关注。液体深层发酵的蛹虫草菌丝体中

含有蛋白、多糖、虫草酸和腺苷等有效成分，具有增

强人体免疫功能及抗肿瘤、抗氧化，抗衰老、降低血

脂及血压［１～３］等作用。但现行常用的腺苷测定方法

高效液相法［４］、蛋白测定方法凯氏定氮法［５］、多糖测

定方法蒽酮硫酸法
［６］和虫草酸测定方法比色法［７］

都具有材料损耗大，测定过程复杂，化学试剂消耗量

大且分析时间长等缺点。

近红外光谱介于可见光区和中红外光区之间，

波 长 范 围 为 ７８０ ～ ２５２６ ｎｍ，波 数 范 围 为
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４０００～１３３３０ｃｍ
－１。其光谱信息来源于有机分子中

的含氢基团 （ＣＨ，ＯＨ，ＮＨ）振动的合频与各级

倍频的吸收，是样品中有机分子含氢基团的特征振

动信息，化学信息量相当丰富［８］。蛹虫草中的多糖、

蛋白、腺苷、虫草酸等都含有各种氢基团，所以通过

对蛹虫草的近红外光谱分析可以测定这些成份的含

量。近红外光谱技术在建立可靠的校正模型的基础

上，可直接对样品进行无损检测，具有分析速度快、

效率高、成本低和多组分同时测定等优点，因此应用

非常广泛［９１１］。

偏最小二乘法（ＰＬＳ）是目前化学计量学中最有

效的分析方法之一。它从自变量矩阵和因变量矩阵

中提取偏最小二成分，有效地降维，并消除自变量间

可能存在的复共线关系，明显改善数据结果的可靠

性和准确度［１２］。本文应用近红外光谱法结合ＰＬＳ

（ＮＩＲＰＬＳ）建立蛹虫草菌丝体中多糖、蛋白、虫草酸

和腺苷含量的定量分析模型，并用所建模型对预测

集样品进行预测，得到较好的结果，该方法有望成为

一种代替现行真菌活性成分测定的快速安全分析

方法。

２　实　　验

２．１　材料、试剂与设备

蛹虫草（ＣＧＭＣＣ５．６９９），购于中国科学院微

生物研究所。

日本岛津ＵＶ３１５０型紫外可见近红外分光光度

计，日本岛津ＩＳＲ３１００积分球附件，联想家悦Ｅ３０３０

微型计算机，全自动在位灭菌发酵系统，日本岛津

ＬＣ１０ＡＴ高效液相色谱仪，全自动凯氏定氮仪。

２．２　样品收集及光谱测定

通过化学诱变法获得３８９株诱变蛹虫草菌株，

分别通过液体深层发酵获得蛹虫草菌丝体，冻干粉

碎过６０目筛，制备蛹虫粉备用。

应用积分球，光谱通带宽度为１２ｎｍ，扫描波长

范围８００～２５００ｎｍ，每个样品进行近红外光谱扫描

３次，取平均值作为该样品的近红外光谱。

２．３　蛹虫草菌丝体四种有效成分含量的测定

不同批次蛹虫草菌丝体样品中腺苷、蛋白、多糖

和虫草酸的含量测定分别采用高效液相色谱法［４］、

凯氏定氮法［５］、蒽酮硫酸法
［６］和比色法［７］。

２．４　ＰＬＳ定量分析模型的建立

根据样品近红外（ＮＩＲ）光谱的第一主成分

（ＰＣ１）和第二主成分得分（ＰＣ２）得分分布将样品分

成校正集和预测集。校正集样品用于建立校正模

型，采用交互验证的方法检验模型的内部稳健性和

拟合 效 果，评价参 数为 交互 验证均 方 根 误 差

（ＲＭＳＥＣＶ）和交互验证预测值与真实值间的相关

系数（犚ｖ）；采用预测集检验模型的预测能力，防止

模型过拟合，评价参数为预测均方根误差（ＲＭＳＥＰ）

和预测集中预测值与真实值间的相关系数（犚ｐ）。

ＲＭＳＥＣＶ和ＲＭＳＥＰ的计算方法参考文献［１３］。

实验 中 分 别 采 用 卷 积 平 滑 （ＳａｖｉｔｚｋｙＧｏｌａｙ

ｓｍｏｏｔｈｉｎｇ），快速傅立叶变换（ＦＦＴ），一阶导数（Ｆｉｒｓｔ

ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅ），二阶导数（Ｓｅｃｏｎｄｄｅｒｉｖａｔｉｖｅ）和光谱小波

变换（ＷＴ）分别对样品的ＮＩＲ光谱进行预处理，原始

光谱和各预处理后的光谱分别建立ＰＬＳ定量分析模

型，所建模型经过最适主因子数的选择，比较模型的

内部稳健性、拟合效果以及预测性能，确定最优的蛹

虫草菌丝体有效成分近红外定量分析模型。

３　结果与讨论

３．１　校正集与预测集的选择

多元校正方法要求适当设计校正集样品与预测

集样品，以期得较好的预测结果。本实验以３０７个

蛹虫草样品作为校正集，以８２个蛹虫草样品作为预

测集，预测集样品较均匀地分布于校正集样品之中。

校正集与预测集样品中各有效成分测定含量统计结

果如表１所示。

表１ 蛹虫草有效成分的质量含量统计

Ｔａｂｌｅ１ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｍａｓｓｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｃｏｒｄｙｃｅｐｓｍｉｌｉｔａｒｉｓ

Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ Ｓａｍｐｌｅｓｎｕｍｂｅｒｓ Ａｖｅｒａｇｅ Ｒａｎｇｅｓ

ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎｓｅｔｓ

Ｐｒｏｔｅｉｎ

Ａｄｅｎｏｓｉｎｅ

Ｃｏｒｄｙｃｅｐｉｃａｃｉｄ

Ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ

３０７

０．５３５２ｇ／ｇ

２．８９６４ｍｇ／ｇ

０．０８２６９ｇ／ｇ

０．０６１８ｇ／ｇ

０．１５３１～０．７６８６ｇ／ｇ

０．４０８２～６．２６８３ｍｇ／ｇ

０．０３８４～０．１４１７ｇ／ｇ

０．０３０５～０．１２６３ｇ／ｇ

ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｓｅｔｓ

Ｐｒｏｔｅｉｎ

Ａｄｅｎｏｓｉｎｅ

Ｃｏｒｄｙｃｅｐｉｃａｃｉｄ

Ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ

８２

０．５２３１ｇ／ｇ

２．９９９７ｍｇ／ｇ

０．０８３９ｇ／ｇ

０．０６４２ｇ／ｇ

０．１５６７～０．６９３４ｇ／ｇ

０．３８４０～５．９１５９ｍｇ／ｇ

０．０４６０～０．１３７３ｇ／ｇ

０．０３４８～０．１２４８ｇ／ｇ
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３．２　最优模型的建立

由于采集的近红外原始光谱含有杂噪音和基线

飘移的干扰，本文采用不同的处理方法对蛹虫草菌

丝体样品的ＮＩＲ光谱进行预处理，采用ＦＦＴ和卷

积平滑光谱预处理方法时，考察了不同窗口大小对

处理效果的影响；采用一阶导数和二阶导数光谱预

处理方法时，考察了不同差分宽度对处理效果的影

响；采用光谱小波变换预处理方法时，选择ｄｂ２函数

考察了不同尺度对处理效果的影响。分别采用预处

理后的光谱建立定量分析模型，每个模型经过内部

交互验证和外部预测集的验证，选择最适主因子数，

比较结果见表２。
表２ 不同预处理方法和主因子数对ＰＬＳ模型的影响

Ｔａｂｌｅ２ ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｒｅｔｒｅａｔｉｎｇｍｅｔｈｏｄｓａｎｄｆａｃｔｏｒｓｏｎｃａｐａｂｉｌｉｔｉｅｓｏｆＰＬＳｍｏｄｅｌｓ

Ｐｒｅｔｒｅａｔｉｎｇ

ｍｅｔｈｏｄ
Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

Ｗｉｎｄｏｗｓｉｚｅ／

Ｓｃａｌｅｓｉｚｅ／

Ｗｉｄｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ

Ｆａｃｔｏｒ ＲＭＳＥＣＶ 犚ｖ ＲＭＳＥＰ

Ｏｒｉｇｉｎｓｐｅｃｔｒａ

犃犱犲狀狅狊犻狀犲 ——— １０ ０．６５２０ ０．９０１４ ０．５７８０

Ｐｒｏｔｅｉｎ ——— ９ ０．０２２７ ０．９７６３ ０．０２３１

犘狅犾狔狊犪犮犮犺犪狉犻犱犲狊 ——— １０ ０．００９１ ０．８８７１ ０．００７９

Ｃｏｒｄｙｃｅｐｉｃａｃｉｄ ——— ９ ０．００９０ ０．８７７４ ０．００８７

ＦＦＴ

Ａｄｅｎｏｓｉｎｅ １０ １２ ０．６４６７ ０．９０５７ ０．６０８０

Ｐｒｏｔｅｉｎ ２０ １１ ０．０２２５ ０．９７７０ ０．０１９９

Ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ １０ ８ ０．００９４ ０．８６５５ ０．００９１

Ｃｏｒｄｙｃｅｐｉｃａｃｉｄ ２０ １１ ０．００８７ ０．８７９８ ０．００９２

Ｓａｖｉｔｚｋｙ－

Ｇｏｌａｙ

ｓｍｏｏｔｈｉｎｇ

Ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ２０ １１ ０．６４９９ ０．９０５２ ０．６１３０

犘狉狅狋犲犻狀 ４０ １１ ０．０２２２ ０．９７７４ ０．０１９６

Ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ １０ ８ ０．００９４ ０．８６７６ ０．００９０

Ｃｏｒｄｙｃｅｐｉｃａｃｉｄ ２０ １０ ０．００８８ ０．８７９８ ０．００８６

Ｆｉｒｓｔ

ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅ

Ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ４０ ９ ０．７０８７ ０．８９８７ ０．６５２０

Ｐｒｏｔｅｉｎ ４０ ９ ０．０２１７ ０．９７７１ ０．０２１１

Ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ２０ ５ ０．００９２ ０．８７６５ ０．００８３

Ｃｏｒｄｙｃｅｐｉｃａｃｉｄ ５０ １０ ０．００９１ ０．８８０３ ０．００９６

Ｓｅｃｏｎｄ

ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅ

Ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ４０ ３ ０．８０６０ ０．８３２０ ０．７８５０

Ｐｒｏｔｅｉｎ ５０ ６ ０．０２４６ ０．９７０１ ０．０２３０

Ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ４０ ５ ０．００９４ ０．８７２３ ０．００８６

Ｃｏｒｄｙｃｅｐｉｃａｃｉｄ ５０ ６ ０．０１１０ ０．８０３４ ０．０１２６

Ｗａｖｅｌｅｔｓ

ｔｒａｎｓｆｏｒｍ

Ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ２ １２ ０．６４６９ ０．９０７８ ０．５９１０

Ｐｒｏｔｅｉｎ ４ １２ ０．０２２６ ０．９７７７ ０．０２０４

Ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ １ １０ ０．００９１ ０．８８７３ ０．００７９

Ｃｏｒｄｙｃｅｐｉｃａｃｉｄ ４ １０ ０．００８８ ０．８８０７ ０．００８７

　　通过对表２分析可知，原始光谱所建立的多糖

含量ＰＬＳ定量分析模型，在稳定性上优于其它模

型，ＲＭＳＥＰ值为０．００７９，预测能力较强；虽然ｄｂ２
函数尺度为１的小波变换处理光谱建模后拟合度上

略高，但考虑到复杂的处理过程，本实验选择原始光

谱建立多糖含量定量分析模型。移动窗口为２０的

卷积平滑处理后的光谱所建立的蛋白含量ＰＬＳ定

量分析模型的拟合度和预测能力最佳，其相关系数

犚ｖ达到０．９７７４。移动窗口为２０的ＦＦＴ处理后的

光谱所建立的虫草酸含量ＰＬＳ定量分析模型虽然

ＲＭＳＥＣＶ值为０．００８７较ｄｂ２函数尺度为４的小波

变换处理后的光谱建立的虫草酸含量定量分析模型

的ＲＭＳＥＣＶ略低，但似合度和预测能力较差，选择

小波变换处理后的光谱所建立虫草酸含量ＰＬＳ分

析模型。ｄｂ２函数下２尺度小波变换处理后的光谱

所建立的腺苷含量定量分析模型虽然在模型的稳定

性上略优于原始光谱建立的模型，但考虑到该模型

预测能力（ＲＭＳＥＰ值为０．５９１０）不如原始光谱建立

的模型（ＲＭＳＥＰ值为０．５７８０），选择原始光谱建立

腺苷含量定量分析模型。

经过以上分析，本实验最终选择原始光谱建立

蛹虫草中腺苷和多糖含量的ＰＬＳ定量分析模型，选

择的主因子数均为１０，主成分得分为９９．９４％；选择

卷积光滑处理后的光谱建立蛹虫草中蛋白含量的

ＰＬＳ定量分析模型，最适主因子数为１１，主成分得

分为９９．９８％；选择小波变换处理后的光谱建立虫

草酸含量的ＰＬＳ模型，最适主因子数为１０，主成分

得分为９９．９７％。

３．３　最优模型的内部交互验证

采用最优的条件，建立测定蛹虫草样品中四种

主要成分含量的最优模型，为了评价模型的稳定性

和拟合效果，对最优模型进行内部交互验证，结果如

７９７２
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图１所示，多糖、蛋白、虫草酸和腺苷含量的交互验

证预测值与实验测定值间的相关系数（Ｒｖ）分别为

０．８８７１，０．９７７４，０．８８０７和０．９０１４，ＲＭＳＥＣＶ值分

别为０．００９１，０．０２２２，０．００８８和０．６５２０，说明交互

验证预测值与实验测定值接近，说明模型的稳定性

和拟合效果非常好。

图１ 内部交互验证的模型预测值与实验测定值关系图

Ｆｉｇ．１ ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｖａｌｕｅｓａｎｄＮＩＲｐｒｅｄｉｃｔｅｄｖａｌｕｅｓｏｂｔａｉｎｅｄｂｙｃｒｏｓｓｖａｌｉｄａｔｉｏｎ

图２ 预测集中蛹虫草有效成分模型预测值与实验测定值关系图

Ｆｉｇ．２ Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎａｎｄｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｖａｌｕｅｓｏｆｃｏｒｄｙｃｅｐｓｍｉｌｉｔａｒｉｓｃｏｎｔｅｎｔｓ

３．４　最优模型的外部验证

外部验证一般采用未参与定标，但样品性质与

参与定标的样品性质相似的样品，通过比较这些未

参与定标样品的预测值与实验测定值的差异来判断

模型的预测准确性。预测集蛹虫草四种有效成分的

预测值与实验测定值的相关关系图见图２。由图２
可见，测定多糖、蛋白、虫草酸和腺苷含量的定量分

析模型的ＲＭＳＥＰ分别为０．００７９，０．０１９６，０．００８７
和０．５７８０，实验结果表明，所建的校正模型具有良

好的预测能力。

８９７２
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本实验将预测集样品各组分的预测值与实验测

定值进行成对数据双边ｔ检验（见表３），各组分实验

测定值和模型预测值间的ｔ检验值均未达到显著水

平，表明预测值与实验测定值间无显著差异。
表３ 模型预测集结果评价

Ｔａｂｌｅ３ Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｍｏｄｅｌｓｗｉｔｈｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｓｅｔｓ

Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ Ｓａｍｐｌｅｓ Ａｃｔｕａｌａｖｅｒａｇｅ Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄａｖｅｒａｇｅ ｔＶａｌｕｅｓ ｔ０．０５／ｎ＝６０

Ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ０．０６４２ｇ／ｇ ０．０６３４ｇ／ｇ ０．３９９０ ２．０００

Ｐｒｏｔｅｉｎ ０．５２３１ｇ／ｇ ０．５２４３ｇ／ｇ ０．０７４０ ２．０００

Ｃｏｒｄｙｃｅｐｉｃａｃｉｄ ８２ ０．０８３９ｇ／ｇ ０．０８５０ｇ／ｇ ０．３７４８ ２．０００

Ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ２．９９９７ｍｇ／ｇ ２．８５２７ｍｇ／ｇ ０．６３０８ ２．０００

４　结　　论
（１）本实验以药用真菌蛹虫草的四种活性成分

为研究对象，采用多种预处理方法对光谱进行处理。

通过对预处理方法的筛选和主因子数的选择，建立

了最佳的测定蛹虫草菌丝体中多糖、蛋白、虫草酸和

腺苷含量的ＰＬＳ定量分析模型，模型的ＲＭＳＥＣＶ值

分别为０．００９１，０．０２２２，０．００８８和０．６５２０，ＲＭＳＥＰ值

分别为０．００７９，０．０１９６，０．０８７和０．５７８０，通过ｔ检验，

进一步说明了预测值与实验值间差异不显著。结果

表明，所建立的最佳模型内部稳定性好，预测精密

度高。

（２）本法无须对样品进行预处理，可同时分析

多个组分，分析速度快，结果准确，具有其它传统化

学分析方法所不具有的显著优点，很适合对组成复

杂的中药进行快速分析，可用于蛹虫草的有效成分

测定和质量监控。
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