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摘要　采用径向基神经网络（ＲＢＦＮＮ）结合近红外光谱（ＮＩＲＳ）技术建立一种分析安络小皮伞发酵菌丝体中甘露

醇、多糖和腺苷三种组分的定量分析模型。收集１６４个安络小皮伞液体发酵菌丝体样本的近红外光谱数据，采用

常规方法分别测定样本中甘露醇、多糖和腺苷的含量。在应用蒙特卡罗偏最小二乘法（ＭＣＰＬＳ）识别异常样本、确

定校正集样本数量的基础上，以逼近度（犇ａ）为评价指标，采用可移动窗口径向基神经网络（ＭＷＲＢＦＮＮ）筛选特征

波长变量，筛选最佳光谱预处理方法、隐含层节点数（ＮＨ）等模型参数。建立甘露醇、多糖和腺苷组分定量分析模

型，最佳ＲＢＦＮＮＮＩＲＳ模型中校正集和预测集样本实验测定值与预测值间相关系数分别为０．９２７４、０．９００９、

０．９４４０和０．９３５４、０．９０１８、０．８８４７，表明模型具有很好的拟合度和预测性能。
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１　引　　言

安络小皮伞（犕犪狉犪狊犿犻狌狊犪狀犱狉狅狊犪犮犲狌狊），别称鬼

毛针、茶褐小皮伞，可供食用，常用于治疗跌打损伤、

偏头痛以及骨折疼痛［１］。在国内，以安络小皮伞为

原料的“安络痛”广泛应用于坐骨神经痛、三叉神经

痛和风湿性关节痛等疾病的治疗。安络小皮伞提取

物主要成分为甘露醇、多糖、蛋白质、氨基酸等［２］。

药理学研究表明其主要成分除镇痛外，还具有抗脂

质氧化［３］及拮抗高血压［４］的作用，本课题组已成功

证实安络小皮伞深层液体发酵产物具有很好的镇痛

及抗抑郁活性。目前，安络小皮伞主要依赖于人工

培养，而不同的培养条件及培养基成分，对其有效成

分含量有极大影响。

近红外光谱（ＮＩＲＳ）技术，具有快速、简便、对样

本无损等特点，广泛应用于食物和药物的定性及定

量分析中［５－７］。但相较于传统测定方法，ＮＩＲＳ携带

的有效信息率略低、信息弱、波谱复杂且易受到测试

物质背景的影响，产生较大误差。径向基神经网络

（ＲＢＦＮＮ），又被称作局部感受域神经网络，具有很

强的非线性拟合性能，且稳定、训练速度快而不受初

始权值的影响，克服了误差反传网络收敛慢、权重调

整复杂和较易落入局部极优点等缺陷［８－１０］。由于近

红外光谱反应物质的振动和转动的能级使其相邻波

长具有很好的相关性，采用可移动窗口径向基神经网

络法（ＭＷＲＢＦＮＮ）可筛选影响模型预测能力的特征

波长变量。蒙特卡罗偏最小二乘法（ＭＣＰＬＳ）通过

大量随机计算和评估有效地识别模型中异常样本并

优选校正集和预测集样本数［１１］，从而达到良好的模

型稳健性并提高了模型泛化能力。本课题组成功利

用ＲＢＦＮＮ结合ＮＩＲＳ建立了测定蛹虫草菌丝体中

有效成分的定量分析模型［１２］。

本文应用径向基神经网络结合近红外光谱法

（ＲＢＦＮＮＮＩＲ）建立安络小皮伞发酵组分检测技

术，以达到快速定量测定安络小皮伞菌丝中甘露醇、

多糖和腺苷含量的目的，该方法可应用于安络小皮

伞原料药的检测中，并且能够推广至其他真菌类原

料药的质量控制。

２　实验部分

２．１　材料、试剂与设备

安络小皮伞菌株（Ｔ０８ＣＣＴＣＣＭ２０１３１７５）于

中国典型培养物保藏中心保藏。

甘露醇标准品、腺苷标准品（美国Ｓｉｇｍａ公司）；

甲醇（北京化工色谱）；高碘酸钠、盐酸、ＭｇＳＯ４·

７Ｈ２Ｏ、ＫＨ２ＰＯ４·３Ｈ２Ｏ、葡萄糖均为分析纯；维生素

Ｂ１、蔗糖、蛋白胨、酵母浸粉均为生化试剂。

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，全自动在位

灭菌发酵系统，日本岛津ＬＣ１０ＡＴ高效液相色谱

仪。

２．２　样本制备

以安络小皮伞菌株Ｔ０８ＣＣＴＣＣＭ２０１３１７５为出

发菌株，通过化学诱变法获得大量诱变安络小皮伞菌

株。通过液体深层发酵制备安络小皮伞菌丝体，冻干

粉碎过８０目筛得安络小皮伞菌粉备用。发酵条件如

下：接种量７％（体积比），装液量１５０～２５０ｍＬ／

５００ｍＬ，摇床转速１２０～１８０ｒ／ｍｉｎ，发酵温度２３℃～

２８℃，发酵时间５ｄ。培养基：２０ｇ／Ｌ蔗糖，１０ｇ／Ｌ蛋

白胨，１０ｇ／Ｌ酵母浸粉，１ｇ／ＬＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，１ｇ／Ｌ

ＫＨ２ＰＯ４·３Ｈ２Ｏ，０．１ｇ／Ｌ维生素Ｂ１。

应用ＵＶ３１５０型紫外可见近红外分光光度计和

ＩＳＲ３１００积分球附件扫描供试样本近红外光谱，扫描

波长范围为８００～２０００ｎｍ，光谱通带密度为１２ｎｍ，

ＢａＳＯ４ 标准品作为空白，光谱采样间隔为１ｎｍ，每个

样本扫描３次，取其均值为样本光谱数据。

２．３　分析方法

２．３．１　样本中腺苷含量的测定
［１３］

根据２０１０版《中国药典》中介绍的方法，采用高

效液相色谱（ＨＰＬＣ）法测定菌丝体中腺苷的含量。

２．３．２　样本中胞内多糖含量的测定
［１４］

采用蒽酮硫酸法测定胞内多糖含量。

２．３．３　样本中甘露醇含量的测定
［１５］

利用比色法测定菌丝体中甘露醇的含量。

２．４　建立犚犅犉犖犖分析模型

程 序 脚 本 的 编 写 采 用 Ｍａｔｌａｂ２０１０（美 国

ｍａｔｈｗｏｒｋ）软件执行。

２．４．１　ＭＣＰＬＳ法识别异常样本

采用留一交互验证法，以交互验证均方根误差

作为评价指标，筛选初始隐变量数（狀ＬＶ），计算公式

如（１）式所示，当结果为校正集时，（１）式表达校正集

均方根误差（ＲＭＳＥＣ）；当结果为预测集时，（１）式表

达预测集均方根误差（ＲＭＳＥＰ）。

犡ＲＭＳＥ ＝
∑（狔ｐ－狔ｒ）

２

槡 狀
， （１）

式中狀为样本数量，狔ｐ 为真实值，狔ｒ 为计算值或者

预测值。

随机选择５０％的样本作为预测集建立偏最小
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二乘法（ＰＬＳ）定量分析模型，重复计算１００００次，以

确保每个样本都有作为预测集的机会，计算过程中

记录每个预测集样本的预测残差（ＰＲＥ），最终计算

它们的平均值（ＭＰＲＥ）和标准偏差（ＳＤＰＲＥ），筛选

出具有较高ＭＰＲＥ和ＳＤＰＲＥ的样本作为异常样本

予以剔除。

表１ 安络小皮伞菌丝体样本中甘露醇、多糖和腺苷含量统计

Ｔａｂｌｅ１ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｄａｔａｏｆｍａｎｎｉｔｏｌ，ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅａｎｄａｄｅｎｏｓｉｎｅｃｏｎｔｅｎｔｉｎ犕犪狉犪狊犿犻狌狊犪狀犱狉狅狊犪犮犲狌狊

Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ Ｓａｍｐｌｅｎｕｍｂｅｒ Ａｖｅｒａｇｅ／（ｇ／ｇ） Ｒａｎｇｅ

Ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎｓｅｔ

Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎｓｅｔ

Ｍａｎｎｉｔｏｌ １１３ ０．０１１０ ０．０１９６～０．２１２４

Ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ９６ ０．０７００ ０．００８２～０．１３７９

Ａｄｅｎｏｓｉｎｅ １０７ ０．００５７ ０．００３７～０．００７７

Ｍａｎｎｉｔｏｌ ４９ ０．０１１４ ０．０２２７～０．１７７７

Ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ６３ ０．０７８０ ０．０１３７～０．１４０１

Ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ４７ ０．００５９ ０．００４０～０．００７９

２．４．２　选择校正集样本数并分集

适宜的校正集及预测集样本数可以保证模型具

有良好的泛化能力，并防止过拟合现象。随机选择

１０％、２０％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％和

９０％的样本数量作为校正集样本，其余作为预测集，

建立ＰＬＳ分析模型，根据（２）式，计算拟合度（犇ｆ）。

每个校正集比率重复计算５００００次，计算犇ｆ平均值

（ＭＤＦ），当 ＭＤＦ达到最高时，即选择该比例作为校

正集样本数。

犇ｆ＝
犮

犡ＲＭＳＥＣ

狀ｃ
＋
犡ＲＭＳＥＰ

狀ｐ
＋ 犡ＲＭＳＥＣ－犡ＲＭＳＥＰ

，

（２）

式中狀ｃ为校正集样本数，狀ｐ 为预测集样本数，常数

犮在测定甘露醇、多糖和腺苷时分别为０．００２５、０．０２

和１。

２．４．３　建立ＲＢＦＮＮ分析模型

利用快速傅里叶变换（ＦＦＴ），卷积光滑，一阶导

数和二阶导数法等方法对原始光谱进行预处理，考

察窗口为５、７、９、１１和１３时的除噪效果。从第一个

波长点（８００ｎｍ）开始，将犠 个波长变量定义为一个

窗口（窗口大小为 犠），对不同的隐含层节点数

（ＮＨ）和初始的扩展常数分别建立ＲＢＦＮＮ分析模

型。从第一个波长点（８００ｎｍ）开始移动窗口，顺次

替换一个波长点重复建立ＲＢＦＮＮ分析模型，直至

最后的光谱点（２０００ｎｍ）进入窗口。实验中ＮＨ取

值范围为１～１５，间隔为１；犠 取值范围为２０～１８０

（所有波长点数的２％～１５％），间隔为２０。按照（３）

式计算各个模型的逼近度（犇ａ），当犇ａ 值达到最高

时，采用其前狀Ｗ（５０～１５０，间隔为１０）个窗口波长

变量组合建模。在选择特征波长变量的基础上，对

初始扩展常数（０．４～４．８，间隔为０．４）和ＮＨ进行

优化。

犇ａ＝
犮

狀ｃ
狀ｔ
犡ＲＭＳＥＣ＋

狀ｐ
狀ｔ
犡ＲＭＳＥＰ＋ 犡ＲＭＳＥＣ－犡ＲＭＳＥＰ

，

（３）

式中狀ｔ为所有样本数，狀ｃ为校正集样本数，狀ｐ 为预

测集样本数，常数犮同（２）式所述。

图１ 安络小皮伞菌丝体样本光谱数据

Ｆｉｇ．１ Ｓｐｅｃｔｒａｌｄａｔａｏｆ犕犪狉犪狊犿犻狌狊犪狀犱狉狅狊犪犮犲狌狊ｓａｍｐｌｅｓ

３　结果与讨论

３．１　样本近红外光谱

安络小皮伞菌丝体样本的近红外光谱如图１所

示，在１１００～１２００ｎｍ、１３５０～１４７０ｎｍ、１５５０～１６５０ｎｍ、

１７００～１８００ｎｍ之间具有显著吸收峰，该段区域主要是

Ｃ－Ｈ和Ｏ－Ｈ等分子键吸收峰及分子化合键二级倍

频的吸收峰，８００～９００ｎｍ间有若干小峰，表明谱线复

杂且各组分特征信息难以简单分辨和解读。

３．２　异常样本的剔除

异常样本通过 ＭＣＰＬＳ法进行筛选，ＭＰＲＥ和

ＳＤＰＲＥ值均较高的样本被认作异常样本并予以剔

除。在建立安络小皮伞菌丝体甘露醇、多糖和腺苷

ＮＩＲＳ定量分析模型过程中，分别剔除３、５和１１个

异常样本（图２）。
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图２ 通过 ＭＰＲＥ和ＳＤＰＲＥ对比选择异常样本。（ａ）甘露醇；（ｂ）多糖；（ｃ）腺苷

Ｆｉｇ．２ ＳａｍｐｌｅｓｅｌｅｃｔｉｏｎｆｏｒｍｏｄｅｌｉｎｇｖｉａＭＰＲＥｖｅｒｓｕｓＳＤＰＲＥ．（ａ）Ｍａｎｎｉｔｏｌ；（ｂ）ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ；

（ｃ）ａｄｅｎｏｓｉｎｅ

图４ （ａ）犠，（ｂ）扩展常数和（ｃ）ＮＨ值对ＲＢＦＮＮ分析模型中安络小皮伞样本甘露醇、多糖和腺苷成分分析的影响

Ｆｉｇ．４ Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆ（ａ）犠，（ｂ）ｓｐｒｅａｄａｎｄ（ｃ）ＮＨｏｎ犇ａｄｕｒｉｎｇｔｈｅＲＢＦＮＮｍｏｄｅｌｓｄｅｖｅｌｏｐｅｄｆｏｒａｎａｌｙｚｉｎｇｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔ

ｏｆｍａｎｎｉｔｏｌ，ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅａｎｄａｄｅｎｏｓｉｎｅｉｎ犕犪狉犪狊犿犻狌狊犪狀犱狉狅狊犪犮犲狌狊

３．３　校正集样本数的选择

利用 ＭＣＰＬＳ法选择建立安络小皮伞菌丝体甘

露醇、多糖和腺苷 ＮＩＲＳ定量分析模型的校正集样

本数，当 ＭＤＦ值达到峰值时，此时的比例将作为校

正集所占总样品的比例数。安络小皮伞菌丝体甘露

醇、多糖和腺苷ＮＩＲＳ定量分析模型的校正集所占比

率分别为７０％、６０％和７０％（图３）。校正集与预测集

样品中各有效成分含量统计结果如表１所示。

图３ 不同校正集比例对 ＭＤＦ值的影响

Ｆｉｇ．３ ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎｓｅｔｒａｔｉｏｏｎＭＤＦ

３．４　犚犅犉犖犖犖犐犚犛定量分析模型建立

采用ＲＢＦＮＮ结合ＮＩＲＳ建立安络小皮伞菌丝

体中甘露醇、多糖和腺苷组分定量分析模型。采用

ＭＷＲＢＦＮＮ法对原始光谱的犠、ＮＨ 和扩展常数

等重要参数进行初步优化［１６］。结果表明，建立甘露

醇、多糖和腺苷含量的分析模型时，当犠 为１２０、

１２０和１００，ＮＨ为１１、３和５，扩展常数为２．４、３．６

和２．０时，犇ａ值最大，即模型效果最好 （图４）。

在初步优化结果的基础上，分别进行了各个预

处理后光谱的参数优化，结果如表２所示。近红外

光谱能够反映出物质的理化性质，但来自于背景、噪

声及重叠的影响也会被记录，近红外光谱涵盖的变

量要远远高于其样本数量［１７］。本研究分别采用快

速傅里叶变换、卷积光滑、一阶导数和二阶导数法对

原始光谱进行预处理以达到消除噪声污染的目的，

利用快速傅里叶变换和二阶导数处理后数据建立的

甘露醇及多糖定量分析模型明显优于原始光谱（表

２）；但是在减少干扰的同时预处理也会降低光谱信

息量，因此在建立腺苷组分定量分析模型时，最佳光

谱选择原始光谱（表２）。经过优选，ＲＢＦＮＮＮＩＲＳ

安络小皮伞菌丝体中甘露醇、多糖和腺苷组分定量
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分析模型的最适犠 值均为１００；最佳的狀Ｗ 值分别

为６０、６０和５０；最优的隐含层节点数分别为７、２和

５；最佳扩展常数分别为２．４、４．４和２．０。

在得到安络小皮伞菌丝体甘露醇、多糖和腺苷

含量的最佳ＲＢＦＮＮ模型基础上，进行模型预测值

与真实值间相关性的考察（图５），结果显示，模型预

测能力良好，并未出现过拟合现象，三个模型的犚２ｃ

和犚２ｐ 分别为０．９２７４、０．９００９、０．９４４０和０．９３５４、

０．９０１８、０．８８４７。

图５ 最佳ＲＢＦＮＮＮＩＲＳ分析模型中校正集和预测集样本真实值和预测值的相关性。（ａ）甘露醇；（ｂ）多糖；（ｃ）腺苷

Ｆｉｇ．５ Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｒｅｆｅｒｅｎｃｅｖａｌｕｅｓａｎｄｐｒｅｄｉｃｔｉｖｅｖａｌｕｅｓｉｎｂｏｔｈｏｆｔｈｅｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎｓｅｔａｎｄｖａｌｉｄａｔｉｏｎｓｅｔｏｆ

ｏｐｔｉｍｕｍＲＢＦＮＮＮＩＲＳｍｏｄｅｌｓ．（ａ）Ｍａｎｎｉｔｏｌ；（ｂ）ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ；（ｃ）ａｄｅｎｏｓｉｎｅ

表２ 甘露醇、多糖和腺苷含量分析径向基神经网络模型最适结果汇总

Ｔａｂｌｅ２ ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｓｕｉｔａｂｌｅｓｐｅｃｔｒｕｍｐｒｅｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇｍｅｔｈｏｄｓａｎｄｒｅｌａｔｅｄｉｎｄｅｘｅｓｉｎＲＢＦＮＮＮＩＲＳ

ｍｏｄｅｌｓｏｆｍａｎｎｉｔｏｌ，ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅａｎｄａｄｅｎｏｓｉｎｅ

Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ Ｐｒｅｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇｍｅｔｈｏｄｓ Ｗｉｎｄｏｗｓ 犠 狀Ｗ ＲＭＳＥＣ／（ｇ／ｇ）ＲＭＳＥＰ／（ｇ／ｇ） 犇ａ ＮＨ Ｓｐｒｅａｄ

Ｍａｎｎｉｔｏｌ

Ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ

Ａｄｅｎｏｓｉｎｅ

Ｏｒｉｇｉｎａｌｓｐｅｃｔｒａ １２０ ８０ ０．０１８１ ０．０１９６ １．２４５２ １１ ２．４

ＳａｖｉｔｚｋｙＧｏｌａｙｓｍｏｏｔｈｉｎｇ ７ ８０ ７０ ０．０１８４ ０．０１９１ １．２９６３ ４ ２．０

ＦＦＴ ５ １００ ６０ ０．０１６５ ０．０１７５ １．４００３ ７ ２．４

Ｆｉｒｓｔｏｒｄｅｒｄｅｒｉｖａｔｉｖｅ １１ １６０ ８０ ０．０１７９ ０．０１８１ １．３７１８ ５ ２．４

Ｓｅｃｏｎｄｏｒｄｅｒｄｅｒｉｖａｔｉｖｅ ９ １２０ １００ ０．０１８６ ０．０１８３ １．３２７１ ６ ２．８

Ｏｒｉｇｉｎａｌｓｐｅｃｔｒａ １２０ １１０ ０．０１３４ ０．０２０７ ０．８４８６ ３ ３．６

ＳａｖｉｔｚｋｙＧｏｌａｙｓｍｏｏｔｈｉｎｇ １１ １６０ ９０ ０．０１２６ ０．０２２０ ０．７７５０ １ ０．８

ＦＦＴ ９ １８０ ６０ ０．０１２５ ０．０１８８ ０．９４０１ ３ ３．６

Ｆｉｒｓｔｏｒｄｅｒｄｅｒｉｖａｔｉｖｅ １３ １２０ ６０ ０．０１２３ ０．０１７９ ０．９９２７ ４ １．２

Ｓｅｃｏｎｄｏｒｄｅｒｄｅｒｉｖａｔｉｖｅ ７ １００ ６０ ０．０１２７ ０．０１７７ １．０１２７ ２ ４．４

Ｏｒｉｇｉｎａｌｓｐｅｃｔｒａ １００ ５０ ０．４７９１×１０－３ ０．７００８×１０－３ １．３０１４ ５ ２．０

ＳａｖｉｔｚｋｙＧｏｌａｙｓｍｏｏｔｈｉｎｇ ９ １４０ ６０ ０．４８６４×１０－３ ０．７４５８×１０－３ １．２１２３ ６ １．６

ＦＦＴ ７ １２０ ８０ ０．４３９６×１０－３ ０．７５１２×１０－３ １．２２００ ３ １．６

Ｆｉｒｓｔｏｒｄｅｒｄｅｒｉｖａｔｉｖｅ １１ ８０ ６０ ０．４５４９×１０－３ ０．７２００×１０－３ １．２４８７ ６ ３．２

Ｓｅｃｏｎｄｏｒｄｅｒｄｅｒｉｖａｔｉｖｅ ９ １００ ７０ ０．５０１６×１０－３ ０．７６６９×１０－３ １．１７９４ ３ ２．０

４　结　　论

以药食同源真菌安络小皮伞发酵菌丝体的三种

活性成分为研究对象，在筛选特征波长、预处理方

法、隐含层节点数和扩展常数的基础上，采用

ＲＢＦＮＮ结合ＮＩＲＳ建立安络小皮伞菌丝体中甘露

醇、多糖和腺苷组分定量分析模型，其预测能力分别

达到９０．０９％、９３．５４％和８８．４７％。

结果表明利用近红外光谱技术结合现代化学计

量学，可以快速、准确、无损地对安络小皮伞菌株中

的有效成分进行定量分析，其预测精度能够满足实

际应用中的质量控制。该方法为大型真菌的质量监

控及有效成分快速测定提供了新的思路。
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