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近红外光谱法在蛹虫草诱变筛选及其发酵条件优化中应用
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摘 � 要 � 应用近红外( N IR)光谱技术结合化学计量学法建立测定蛹虫草菌丝体中腺苷、蛋白、多糖和虫草酸
4种主要有效成分含量的定量分析模型, 可应用于蛹虫草高产突变株的筛选和发酵条件的优化。468 株蛹虫

草突变株在不同的摇瓶发酵条件下进行发酵, 收集菌丝体粉末样品并采集 NIR 光谱, 同时采用常规方法分

别测定样品的 4 种有效成分含量。偏最小二乘法 ( PLS)用于建立 NIR 光谱与有效成分含量间相关模型。采

用蒙特卡罗偏最小二乘法( M CPLS)识别异常样本和选择合适的校正集样本数; 采用移动窗口偏最小二乘法

( MWPLS)筛选波长变量; 以逼近度(Da)为考察指标, 选择最有效的光谱预处理方法和最适的 PLS 隐变量

数, 最终得到测定蛹虫草菌丝体中腺苷、蛋白、多糖和虫草酸含量的最优 PLS 模型, 其校正集样本参考值与

预测值间相关系数(Rc )分别为 0� 929 43, 0� 984 79, 0� 907 85 和 0� 851 31; 预测集误差( RMSEP )为 0� 667
14, 0� 020 65, 0� 011 31 和 0� 011 59, 表明模型具有很好的拟合度和预测性能, 应用该方法进行蛹虫草诱变

筛选和发酵条件的优化是可行的。
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引 � 言

� � 蛹虫草(Cordy cep s militar is ( L� ) L ink)又名北虫草、北
冬虫夏草, 其子座在春至秋季在半埋于林地上或腐枝落叶层

下的鳞翅目昆虫蛹上长出。在我国各省均有分布, 是中国传

统珍贵中药材, 许多学者对蛹虫草的药理作用进行大量研

究, 确认蛹虫草的药理作用基本上与冬虫夏草相同, 可以作

为冬虫夏草的代用品[1�3]。蛹虫草含有 30 多种元素, 主要活

性物质包括腺苷、蛋白、多糖和虫草酸等。目前蛹虫草生产

主要以固体栽培为主, 液体深层发酵研究的时间不长, 蛹虫

草发酵普遍存在生产成本高, 周期长, 产量低, 产品质量差

等问题。而发酵水平的提高主要从两方面入手: 一是通过菌

种改良方法, 二是发酵工艺的优化。然而在大量的菌种筛选

工作和发酵工艺优化过程中, 采用常规的化学分析方法逐个

有效成分含量的测定非常费时, 费力, 费资金[4�6]。

近红外( near infra red, NIR )光谱技术, 具有分析速度

快、效率高、成本低、可多组分同时测定和直接对样品进行

无损检测等优点[7�10] , 非常适合蛹虫草高产突变株筛选和发

酵条件优化。但是由于 NIR 光谱中有效信息率低, 对复杂样

品进行 NIR 光谱分析需从复杂、重叠、变动的光谱中提取微

弱信息, 非常困难[ 11]。偏最小二乘法 ( part ial least squar e,

PLS)由于具有较强的提供信息的能力而成为化学计量学中

最受推崇的多变量校正方法, 目前是最有效地分析方法之

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]。然而在建立间接测量数

学模型时, 模型的稳健性和泛化能力一直是个瓶颈问题, 选

择具有代表性样本作为建立模型的样本可改善所建立模型的

稳健性, 合理地选择校正集样本数量和预测集样本数量可有

效提升模型的泛化能力 , 防止模型出现过拟合现象。蒙特卡

罗偏最小二乘法( MCPLS)通过大量的随机计算和评估, 能

有效的识别模型中异常的样本和确定合理的校正集样本数和

预测集样本数[ 13, 14] , 能较好地改善模型的稳健性和提升模

型的泛化能力。近红外光谱的本质是物质的诸如振动和转动

能级的反映, 相邻的波长通道一般具有高的相关性, 如果一

个波长通道能够有资格用来建立校正模型, 那么以其为中心

的一个区域也应该可以用来建立校正模型, 如果一个波长通

道受到与目标物无关的性质的干扰, 那么以其为中心的区域

也应该受到与目标物无关的性质的干扰, 基于这一特性, 可



采用移动窗口偏最小二乘法( MWPLS)有效筛选测定组分的

特征波长变量[15, 16]。

本文应用近红外光谱法结合偏最小二乘法( N IR�PLS)建
立测定蛹虫草菌丝体中腺苷、蛋白、多糖和虫草酸的含量定

量分析模型, 采用 M CPLS 法识别异常样本和确定校正集样

本数和预测集样本数, 采用 MWPLS 法筛选波长变量等方法

的优化, 得到稳健性和预测性能都比较好的定量分析模型。

该方法可应用于蛹虫草高产突变株的筛选和发酵条件的优

化。

1 � 实 � 验

1� 1 � 实验材料

甘露醇标准品、腺苷标准品(美国 Sigma公司) ; 甲醇(北

京化工色谱) ; 3, 5�二硝基水杨酸、蒽酮、葡萄糖、亚硝基胍

等均为分析纯; 蛋白胨、酵母粉等均为生化试剂。

1� 2 � 样品的制备

以蛹虫草菌株 CGMCC5� 699 (中国科学院微生物研究
所)为出发菌株, 采用亚硝基胍对其进行诱变, 获得 468 株突

变株。采用 250 mL 的摇瓶进行液体深层发酵, 接种量为 3%

( �) , 装液量为 80 ~ 150 mL, 摇床转速为 100 ~ 150 r �

min- 1 , 发酵温度为 23~ 26  , 发酵时间为 2~ 5 d, 发酵结

束后, 5 000 r� min- 1离心 5 min 收集菌丝体, 冷冻干燥, 粉

碎过 60 目筛制备供试样品。样品的腺苷、蛋白、多糖和虫草

酸含量统计结果如表 1所示。

Table 1� Statistical adenosine, protein, polysaccharides and Cordyceps

militaris acid contents of the Cordycep s militaris

Com ponents S amples num bers Average/ ( g � g- 1 ) Ranges/ ( g � g- 1)
Aden os ine 531 2� 873 81( ! 10- 3) 0� 268 57~ 7� 254 91( ! 10- 3 )
Protein 507 0� 523 70 0� 142 51~ 0� 768 62

Polysacch arides 531 0� 068 51 0� 030 54~ 0� 212 46

Cor dy cep s mil i tar is acid 518 0� 083 25 0� 010 80~ 0� 155 65

1� 3 � 仪器和样品 NIR光谱的采集

使用 UV�3150 紫外可见近红外分光光度计(岛津公司,
日本)和 ISR�3100 积分球附件(岛津公司, 日本)扫描样品的

NIR 光谱, 扫描波长范围为 800~ 2498 nm, 光谱通带密度为

12 nm, 以 BaSO 4 标准品为空白, 光谱采样间隔为 3 nm, 每

个样品扫描 3 次光谱取其平均光谱为样品光谱。

1� 4 � 分析方法
( 1)根据 2005版∀中国药典#中介绍的方法, 利用 HPLC

法测定上清中腺苷的含量[16]。

( 2)采用凯氏定氮法测定样品中蛋白含量[ 17]。

( 3)采用蒽酮硫酸法测定胞内多糖含量。[18]

( 4)利用比色法测定上清液中虫草酸含量[ 19]。

1� 5 � PLS模型的建立

以下程序编写均采用 Matlab( Mathw ork 公司, 美国)。

1� 5� 1 � 异常样本的剔除
采用 MCPLS 法识别模型中异常样本, 其基本程序如

下:

( 1)以交互验证均方根误差( RMSECV )为评价指标, 采

用留一交互验证法初步确定模型的隐变量数。

( 2)随机选出 50%的样本作为建立模型的校正集样本,

剩余样本作为预测集样本, 计算每个预测集样本的预测残差

( PRE)。

( 3)重复( 2) n0 次, 在此过程中, n0 需要足够大, 以保证

每个样品都有机会多次被选中作为预测集样本。n0 越大, 结

果就越稳定可靠。本文考察了 n0 为 10 000 和 100 000 时结

果基本一致, 为了保证结果的可靠性 , 本文选择 n0 为

100 000。经过此随机过程, 每个样本将获得一组 PRE, 计算

它们的平均值( MPRE)和标准偏差( SDPRE)。

( 4)绘制 MPRE 对 SDPRE 的散点图, MPRE 和 SDPRE

高的样本为异常样本。

1� 5� 2 � 校正集样本数的选择

为了防止模型出现过拟合现象和具有很好的泛化能力,

校正集样本数与预测集样本数的选择很关键。本文采用 M C�
PLS 法选择合适的校正集样本数和校正集样本数配比。其基

本程序如下:

( 1)分别随机选择 10% , 20% , 30% , 40% , 50% , 60% ,

70% , 80%和 90%的样本作为校正集样本, 剩余样本作为预

测集样本, 建立 PLS 模型并计算其拟合度( D f ) , 其计算公式

如下:

D f =
c

RM SEC
nc

+ RMSEP
np

+ | RMSEC - RMSEP |
( 1)

式中 nc 和 np 分别是校正集样本数和预测集样本数, RMSEC

和 RMSEP分别为校正均方根误差和预测均方根误差, c 是

根据作图需要而设定的常数值, 本文测定腺苷、蛋白、多糖

和虫草酸含量 PLS 模型的 c 值分别为 0� 5, 0� 02, 0� 01 和

0� 01。
( 2)重复( 1) n r 次, nr 需要足够大以保证结果的稳定可

靠, 本文 nr 采用 50 000, 经过 nr 次随机过程, 可得到不同校

正集样本数所建立 PLS 模型的一组 D f 值, 计算它们平均值

( MDf ) , MD f 值最高时, 校正集样本数最合适。

1� 5� 3 � 光谱预处理方法, 波长变量和隐变量数的选择
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, 分别考察了采用卷积平滑( sav itzky�go lay smoothing )、

快速傅里叶变换( FFT )、一阶导数、二阶导数、标准正态转

换( SNV )和小波变换方法对光谱进行预处理时除噪效果, 其

中在进行卷积平滑、FFT、一阶导数和二阶导数预处理时,
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考察了处理窗口为 10, 20 和 30 nm 时对除噪效果的影响, 在

进行小波变换时, 分别采用 db1, db2 和 db3 的小波基分解,

分解水平为 2, 3 和 4 时对除噪效果的影响。在采用原始光谱

和预处理后的光谱进行 PLS 建模时, 均采用 MWPLS 法选

择各组分的特征波长变量, 其基本程序如下 :

( 1)将相邻波长的 W 个光谱波长变量划入一个窗口( W

为窗口大小) , 对处于该窗口的波长变量采用不同的 PLS 的

隐变量数建立 PLS 模型, 选取最佳 PLS 隐变量数, 得到该窗

口的最优模型。

( 2)去掉窗口内最前端的一个波长变量, 并在紧邻窗口

后的位置上增加一个波长变量, 计算新窗口的光谱区域的

PLS 最优模型。

( 3)重复步骤( 2) , 直到最后一个数据点进入窗口中。

( 4)比较各个窗口的 PLS 模型的逼近度( Da)值, 选择

Da 值最高的前 nw 个窗口波长变量组合进行建模, Da 计算

公式如式( 2)。

Da = c
nv
n t

! RMSEC +
np
nt
RMSEP+ | RMSEC - RMSEP |

(2)

式中 nt 为总样品数, c同式( 1)。

在此程序中, W 的大小和 n w 对波长变量的筛选最为关

键, 本文分别考察 W 为 20~ 100, 每间隔 10 取一个值时对

Da 值的影响, 同时考察了 nw 为 20~ 200, 每间隔 20 取一个

值时对 Da值的影响, Da 值最高时, W 和n w 值最合适。

1� 5� 4 � 最优 PLS 模型的建立

模型经过异常样本的剔除、选择合适的校正集样本数、

选择光谱预处理方法、选择有效波长变量和选择合适隐变量

数等建模参数的优化, 建立测定蛹虫草菌丝体中腺苷、蛋

白、多糖和甘露醇含量最优 PLS 模型。

2 � 结果与讨论

2� 1 � 样品的近红外光谱
图 1 是所有蛹虫草菌丝体粉末样品的 NIR 光谱, 由图可

以看出谱线复杂, 各组分的特征信息难以分辨和解析, 简单

的常规光谱分析方法难以进行定量分析, 本文采用 PLS 法建

立 NIR 光谱与有效成分含量间的相关模型。

Fig� 1� NIR spectra of the samples

2� 2 � 异常样笨的剔除

按照 1� 5� 1 的方法, 采用 MCPLS 方法识别异常样本,

结果如图 2 所示, 由图可以看出, 用于建立测定腺苷含量

PLS 模型的 531个样本中, 存在 8 个样本偏离主体样本, 具

有较高的 SDPRE 和 MPRE, 因此这些样品被识别为异常样

本。而用于建立测定蛋白、多糖和虫草酸含量 PLS 模型的样

本中, 分别存在 15, 25 和 23 个异常样本, 这些样本在之后

的建模过程中将被剔除。

Fig� 2� Scatter plot of MPRE vs SDPRE

( a) : Adenos ine model ; ( b) : Protein model ; ( c) : Polysaccharid e model; ( d) : Cor dy cep s mil i tar is acid model
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2� 3 � 校正集样本数的选择
按照 1� 5� 2方法考察选择不同的校正集样本与总样本比

例对 MD f 的影响, 结果如图 3 所示, 由图可以看出, 在建立

测定腺苷、蛋白、多糖和虫草酸含量的模型时, 校正集样本

数分别为总样本数的 60% , 60% , 60%和 70%时, MDf 最

Fig� 3� Effect of the ratio of calibration samples on MD f

高, 即所选择校正集样本数最为合理。

2� 4 � 光谱预处理方法和波长变量的筛选

按照 1� 5� 3 方法考察预处理方法对 Da的影响, 以筛选

有效的光谱预处理方法 , 同时采用 MWPLS 方法筛选有效成

分的特征光谱波长变量 , 结果如表 2 所示。在采用原始光谱

建立 PLS 模型时, 除了建立测定蛋白质含量 PLS 模型时, 采

用原始光谱全光谱建立模型的 Da值较 MWPLS 法选择的波

长变量建立模型的 Da 值高外, 其他 PLS 模型均是采用

MWPLS 法选择的波长变量建立模型的 Da 较高, 表明 MW�
PLS 法选择波长变量很有效, 同时大大减小输入数据矩阵,

从而大大减少计算量和计算时间。建立测定腺苷、蛋白、多

糖和虫草酸含量PLS 模型时, 最有效的光谱预处理方法分别

为 SNV、二阶导数、FFT 和卷积平滑光谱; 在进行 MWPLS

波长变量筛选时, 最合适的 W 分别为 60, 70, 20 和 60; 最

优的 nw 值分别为 180, 140, 200 和 180; 最合适的 PLS 隐变

量数分别为 11, 11, 10 和 11。

Table 2 � Results of using various preprocessing methods and wavelength variables

Componen ts Preprocessin g methods W indow s W nw RMSEC RMSEP Da n∃LV

Adenosine

Original spect ra 0�570 80 0� 690 32 0� 675 43 11

Original spect ra 100 200 0�601 07 0� 677 28 0� 705 08 11

Savit zky�Golay smoothing 20 80 180 0�661 95 0� 696 32 0� 703 55 13

FFT 10 100 180 0�632 90 0� 708 02 0� 676 21 15

Firs t order derivat ive 20 100 120 0�613 59 0� 697 03 0� 683 15 14

Second order derivat ive 30 100 60 0�697 68 0� 762 02 0� 633 79 14

Standard normal variate 60 180 0�589 43 0� 667 14 0� 714 68 11

Wavelet db2 level 2 80 180 0�660 24 0� 689 79 0� 712 11 13

Protein

Original spect ra 0�018 80 0� 022 06 0� 878 82 10

Original spect ra 40 200 0�016 92 0� 022 05 0� 837 63 11

Savit zky�Golay smoothing 10 90 120 0�018 11 0� 021 29 0� 886 28 13

FFT 10 90 60 0�019 12 0� 021 87 0� 870 49 15

Firs t order derivat ive 10 70 160 0�020 38 0� 020 65 0� 963 30 7

Second order derivative 30 70 140 0�020 58 0� 020 65 0� 967 46 11

Standard normal variate 70 160 0�017 34 0� 021 37 0� 870 12 11

Wavelet db1 level 2 90 100 0�018 47 0� 021 46 0� 882 64 13

Polysaccharide

Original spect ra 0�010 94 0� 011 72 0� 831 05 8

Original spect ra 30 140 0�010 71 0� 011 30 0� 867 32 9

Savit zky�Golay smoothing 20 20 100 0�011 52 0� 011 52 0� 867 62 9

FFT 10 20 200 0�011 02 0� 011 31 0� 874 74 10

Firs t order derivat ive 30 70 40 0�011 47 0� 011 75 0� 842 66 6

Second order derivat ive 30 40 160 0�011 55 0� 011 69 0� 856 85 5

Standard normal variate 30 120 0�010 93 0� 011 37 0� 866 57 8

Wavelet db3 level 2 20 140 0�011 30 0� 011 43 0� 871 94 8

Cor dy cep s

mil i tar is

acid

Original spect ra 0�012 21 0� 012 16 0� 816 55 8

Original spect ra 30 180 0�010 85 0� 011 72 0� 835 05 11

Savitzky�Golay smoothing 10 60 180 0�011 52 0� 011 45 0� 860 87 11

FFT 10 70 140 0�011 79 0� 011 83 0� 844 31 11

Firs t order derivat ive 10 100 80 0�011 80 0� 011 84 0� 843 33 8

Second order derivat ive 20 100 40 0�012 39 0� 012 49 0� 798 94 10

Standard normal variate 20 40 0�016 28 0� 018 65 0� 516 66 5

Wavelet db2 level 2 30 200 0�011 61 0� 011 66 0� 857 01 11

� n∃LV : Th e number of latent variables
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Fig� 4� Correlation between actual values and NIR predicted values obtained by the optimum models

( a) : Adenos ine model ; ( b) : Protein model ; ( c) : Polysaccharid e model; ( d) : Cor dy cep s mil i tar is acid model

2� 5 � 最优模型的建立
经过上述优化, 采用最有效的光谱预处理方法对原始近

红外光谱进行预处理, 然后采用 MWPLS 选择各组分的特征

波长变量, 选择最合适的 PLS 隐变量数, 建立测定蛹虫草菌

丝体中腺苷、蛋白、多糖和虫草酸含量的最优 PLS 模型, 采

用所建立的最优 PLS 模型对所有样品中的腺苷、蛋白、多糖

和虫草酸含量进行预测, 预测值与化学测量值间的相关性如

图 4 所示。这些模型的拟合度和预测精度均比较好, 尤其是

测定蛋白含量的 PLS 模型, Rc 达到0� 984 79。这些模型的预
测精度完全可以满足其在蛹虫草高产突变株的筛选和发酵条

件优化中的应用。

3 � 结 � 论

� � 本文采用不同的发酵条件下对不同的蛹虫草突变株进行

发酵, 收集菌丝体固体粉末样品, 这些样品来源广泛, 保证

模型的泛化能力, 将此模型应用于蛹虫草高产突变株的筛选

及其发酵条件的优化中是可行的。采用 MCPLS 识别异常样

本和选择合适的校正集样本在总样本中所占比例, 使模型具

有更好的泛化能力和预测外延性能。采用 M WPLS 方法筛选

了各有效成分的特征光谱变量, 很好地提高了 PLS 模型的稳

健性和预测性能。采用 NIR 光谱方法结合数学建模方法建立

可同时快速无损测定蛹虫草菌丝体中腺苷、蛋白、多糖和虫

草酸的含量。该方法具有较好的预测精度, 具有快速、无损、

无污染、同时测定多组分、成本低等众多优点, 很适合用于

蛹虫草突变株的大量筛选和发酵条件优化, 同时该方法也可

推广于真菌突变株的筛选、发酵条件优化和发酵产品质量检

定等领域的应用。
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Application of Near Infrared Spectroscopy in Screening Cordyceps

Militaris Mutat ion Strains and Optimizing Their Fermentation Process

GUO Wei�liang1 , ZHANG Zhuo�yong2 , LU Jian�hui1 , SONG Jia1, WANG Di1 , TENG L i� rong1*

1. Co llege of L ife Science, Jilin Universit y, Changchun � 130012, China
2. Depar tment o f Chemistr y, Capit al Normal Univ ersity , Beijing � 100048, China

Abstract� T o fast screen high�yield Cordy cep s militar is mutations strains and optimize their fermentat ion pr ocess, near inf rared

( N IR) spectro scopy techno log y combined with chemometrics has been applied to establishing models for simult aneous determina�
t ion of adeno sine, pr otein, po ly saccharide and Cordy cep s militar is acid content s in Cordy cep s militar is pow der samples. Fer�

mentations w ere implemented in Er lenmeyer flask w ith 468 Co rd y cep s militar is mutat ions str ains under var ious fermentat ion

conditions and Co rd y cep s mil itar is pow der samples w ere collected. Then their N IR spectr a w ere obt ained using UV�VIS�NIR

spectrometer and their adenosine, pro tein, po ly saccharide and Cordy cep s militar is acid contents wer e determined using refer ence

met hods. Par tial least squar es ( PLS) method was employed to model the relationships betw een N IR spectra and the above men�

t ioned components% contents in Cordy cep s militaris pow der samples. M onte Car lo part ial least squar e ( MCPLS) was applied t o

identif y the outliers and select suitable number of calibration samples. M oving w indow par tial least square ( MWPLS) w as ap�

plied to select the character istic w avelengt h o f the components. T he degr ee of the appro aching ( Da) w as employed as cr iter ion

for selecting effectiv e pretr eatment methods investig ated. The optimum models for det ermination of adenosine, pro tein, po ly sac�

charide and Cordy cep s militaris acid contents in Cordy cep s militar is powder samples were obtained w ith t he above mentioned

optimization. Their co rr elation betw een actua l and predict ive values of calibration samples ( Rc) was 0� 929 43, 0� 984 79, 0� 907

85, and 0� 851 31, respect ively. Their r oo t mean square er ro r of pr ediction set ( RMSEP) w as 0� 667 14, 0� 020 65, 0� 011 31,
and 0� 011 59, respectiv ely . The obtained r esults demonstr ated that the fitting and the predictiv e accur acy were satisfactor y. It is

feasible to apply this method to scr een t he high y ield Cordy cep s militar is mutation strains and optimize their fermentat ion

pr ocess.

Keywords� Near infr ared spectro scopy ; Monte Car lo par tial least squares; Moving window s par tial least square;

Cordy cep s militar is
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