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近红外光谱法快速测定灵芝孢子粉胶囊中多糖含量的研究
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摘要：目的  基于近红外光谱技术建立快速测定灵芝孢子粉胶囊中多糖的含量方法。方法  收集 35 批灵芝孢子粉胶囊

样品，采集各样品漫反射近红外光谱信息，扫描范围为 10 000~4 000 cm-1，扫描次数 64 次，光谱分辨率为 8 cm-1。每

份样品重复测定 3 次。多糖参比值采用蒽酮 - 硫酸显色法测定。划分数据采用 Kenston 划分法，分析多种光谱预处理

方法对近红外光谱定量模型的影响，确定最佳光谱预处理方法，选用偏最小二乘法建立了定量预测模型。结果  多糖

含量范围为 1.5%~3.0%，所建立的偏最小二乘法模型中相对预测偏差为 3.40，验证集相关系数 rpre 为 0.960 5，说明近

红外模型验证集与多糖测定值具有良好的线性关系。结论  采用近红外光谱技术建立的快速预测模型能够准确测定灵

芝孢子粉胶囊多糖含量，方法操作简便，可为灵芝孢子粉胶囊生产质量控制提供快速测定候选方法。
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Abstract: Objective  To develop a method for the rapid determination of polysaccharide content in ganoderma lucidum spore 
powder capsules using near-infrared spectroscopy. Methods  35 ganoderma lucidum spore powder capsules samples were 
collected, and the near infrared spectra (NIRS) were collected by diffuse reflection in the range of 10 000~4 000 cm-1 with 64 scans 
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and a resolution of 8 cm-1. Each sample was repeated three times. The total polysaccharide content determined by anthraquinone-
sulfuric acid colorimetric method was used as the reference value. The data were divided by the Kenston sample set partitioning 
method, and the effects of different spectral preprocessing methods on the quantitative model were compared to determine the 
best spectral preprocessing method, Partial least squares (PLS) was used to construct the quantitative model. Results  The 
polysaccharide content ranged from 1.5% to 3.0%, and the relative prediction deviation (RPD) in the established PLS model was 3.40. 
The correlation coefficient rpre of the validation set was 0.960 5, indicating that the validation set of the NIR model had a good 
linear relationship with the polysaccharide determination value. Conclusion  The rapid prediction model established by NIR 
technique can accurately determine the polysaccharide content of ganoderma lucidum spore powder capsules, and the method is 
simple to use, which can provide a rapid determination candidate for quality control of spore powder production.
Key words: Ganoderma; Spore; Near-infrared spectroscopy; Polysaccharides; Rapid analysis

灵芝来源于赤芝 Ganoderma lucidum（Leyss.exFr.）

Karst. 或紫芝 Ganoderma sinense Zhao，Xu et Zhang 的

干燥子实体［1］。《神农本草经》将灵芝列为上品，

有上千年的使用历史，既是中药，又是食品，具有

极高的药用及保健价值。成分研究表明主要为灵芝

多糖、三萜、核苷、多糖肽、生物碱等［2］。目前对

其多糖、三萜等成分建立了多种质量检测方法［3］。

灵芝成熟期后，菌盖中形成的种子名为灵芝孢子，

具有灵芝的全部活性物质，其中多糖和三萜等活性

成分在免疫调节中发挥了重要作用［4-5］。文献研究［6］

表明灵芝及其孢子粉在急性毒性，重复给药毒性等

毒理学研究中无明显毒性，安全性高。此外文献计

量分析提示灵芝孢子粉在抗肿瘤、免疫调节、抗癫

痫等方面具有良好的应用前景，但物质基础研究和

质量评价方面存在局限［7］。近红外光谱分析技术

（near infrared spectroscopy，NIR）具有分析速度快、

成本低等优点，在药品、食品等多个领域已经广泛

使用［8-11］，具有无需处理样品，快速等特点，可用

于食品药品监管、生产在线检测和产品质量评价等

多个方面。作为一种定量分析方法，在灵芝孢子粉

胶囊的定量研究中尚未见报道，因此本研究基于近

红外光谱技术结合化学计量学数据处理方法，构建

快速准确分析灵芝孢子粉胶囊中多糖含量的预测模

型，判断定量预测模型的可靠性，为灵芝孢子粉胶

囊的质量评价提供技术支持。

1 材料

Antaris Ⅱ傅里叶变换近红外光谱仪（美国

Thermo 公司），UV2000 紫外 - 可见分光光度计［尤

尼柯（上海）仪器有限公司］，LDZ 5-2 离心机（北

京医用离心机厂），KQ 5200B 超声仪（昆山市超声

设备有限公司），HH-4 水浴锅（国华电器有限公

司），BT-25S 电子分析天平（北京赛多利斯仪器

系统有限公司）。2021 年 1 月至 2023 年 1 月共收

集中科牌破壁灵芝孢子粉胶囊样品 35 批次，批号

见表 1。无水葡萄糖对照品（批号 110833-202109，

纯度 99.9%，来源中国食品药品检定研究院）。
表1  35批次灵芝孢子粉胶囊批号及多糖含量测定结果

序号 批号 多糖 /% 序号 批号 多糖 /%

1 20210103 2.5 19 20211105 1.9

2 20210108 2.5 20 20211212 2.6

3 20210202 2.3 21 20211223 2.9

4 20210226 2.6 22 20220110 3.0

5 20210301 2.0 23 20220211 2.2

6 20210307 2.4 24 20220213 2.3

7 20210313 1.9 25 20220215 1.9

8 20210421 2.6 26 20220401 2.2

9 20210523 2.1 27 20220415 2.1

10 20210602 2.9 28 20220616 2.9

11 20210820 2.1 29 20220617 1.8

12 20210825 2.2 30 20220620 2.1

13 20210826 1.5 31 20221010 1.9

14 20210926 1.5 32 20221011 2.1

15 20211005 1.7 33 20221209 1.8

16 20211006 1.9 34 20221215 2.0

17 20211009 1.6 35 20230129 1.9

18 20211015 1.7

2 方法

2.1 原始光谱采集

取胶囊内孢子粉，置于微量样品杯，选择漫反射

模式，分辨率为8 cm-1，扫描范围为10 000~4 000 cm-1，

扫描次数 64 次。以空气为参比，采集近红外光谱

数据，每样品重复扫描 3 次，取光谱平均结果进行

分析处理。

2.2 灵芝孢子粉胶囊多糖的含量测定

2.2.1 供试品溶液的制备  参考《中国药典》2020 年

版一部灵芝项下测定方法，取 20 粒灵芝孢子粉胶囊，

内容物混匀，取 2.0 g，精密称定，加水 60 mL，加热

回流 4 h，滤过，洗涤滤器和滤渣，将滤纸和滤渣继

续加水 60 mL，回流 3 h，滤过，合并两次滤液，水

浴蒸干，残渣用水 5 mL 溶解，缓慢滴加乙醇 75 mL，

摇匀，在冰箱放置 12 h，离心，弃去上清液，沉淀

物用热水溶解转移至 50 mL 量瓶，冷却，加水至刻

度，摇匀，取适量，离心，精密移取上清液 3 mL 置

于 25 mL 量瓶中，加水定容，摇匀。
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2.2.2 对照品储备液的制备  精密称取无水葡萄糖对

照品（105 ℃干燥至恒重）11.24mg，置 100 mL 量

瓶中，加水定容，制成葡萄糖浓度为 0.112 4 mg/mL

的储备液。

2.2.3 标准曲线的制备  精密移取对照品储备液 0.2、

0.4、0.6、0.8、1.0、1.2 mL，分别置于 10 mL 具塞

试管中，各加水至 2.0 mL，分别精密加入硫酸蒽酮

溶液 6 mL，立即摇匀，放置 15 min 后立即置冰浴冷

却 15 min，取出，以相应的试剂为空白，在 625 nm

处测定吸光度，以浓度为横坐标（X），吸光度为纵

坐标绘制标准曲线（Y）。

2.2.4 方法学考察  参考《中国药典》2020 年版四

部中指导原则（9101），分别进行专属性、精密度、

重复性、准确度等项目考察。

2.2.5 样品测定  精密量取供试品溶液 2.0 mL，置于

10 mL 具塞试管中，按照上述标准曲线制备方法，

自“迅速精密加入硫酸蒽酮溶液 6 mL”起，同法操

作，测定吸光度，按标准曲线法计算含量。

2.3 定量预测模型的建立与验证

基于 Matlab 平台，选择偏最小二乘法（partial 

least squares，PLS）建立灵芝孢子粉胶囊样品中多糖

的近红外光谱定量分析模型［10, 12］。校正集和验证集

的选择结果会直接影响所建模型的准确度，实验中

选择常用的 Kenston 样本集筛选校正样品和验证样

品。按照样品比例数 2:1 划分校正集和验证集。考

虑到原始光谱常含有噪音数据，所以选择光谱预处

理方法降低噪音的影响。本研究比较了标准正态变

换法（atandard normal variate，SNV），多元散射校

正 法（multiplicative scatter correction，MSC）、 光 谱

去噪（wavelet denoising，WDS），S-G 平滑加 1 阶导

数（savitzky-golay smoothing combined with first-order 

derivative，SG1D），S-G 平滑加 2 阶导数（savitzky-

golay smoothing combined with second-order derivative，

SG2D），SG 平滑 +2 阶导数 + 竞争自适应重加权

法（SG2D+competitive adaptive reweighted sampling，

CARS）等方法对结果的影响。

3 结果与讨论

3.1 灵芝孢子粉胶囊多糖的含量测定结果

3.1.1 多糖测定专属性考察结果  取水 2.0 mL，精密

加入硫酸蒽酮溶液 6 mL，密塞，立即摇匀，放置

15 min后立即置冰浴冷却15 min，取出，以水为空白，

在 500~700 nm 范围内扫描，结果见图 1A。取灵芝

孢子粉胶囊供试品，照“2.2.1”项下供试品溶液的

制备和“2.2.5”项下样品测定操作，在 400~800 nm

范围内作紫外扫描，结果见图 1B。取“2.2.2”项

下对照品储备液，同上述方法操作，在 500~700 nm

范围内作紫外扫描，结果见图 1C。专属性考察结

果表明灵芝孢子粉胶囊采用以蒽酮 - 硫酸比色法测

定多糖含量方法可行。

3.1.2 线性关系考察结果  以吸光度为纵坐标，质量

为横坐标，绘制标准曲线。线性方程为 Y=6.214X- 
0.015 7，r=0.999 6，表明葡萄糖在0.0224 8~ 0.134 9 mg

范围内线性关系良好。

3.1.3 精密度考察结果  以“2.2.3 线性关系考察”

第三份对照品溶液为测定对象，平行测定 6 次吸光

度，平均吸光度 0.417，RSD 值为 0.73%，表明本

法精密度符合分析要求。

3.1.4 中间精密度考察结果  在同一个实验室，不同

时间由两位分析人员用不同的紫外可见分光光度计

测定灵芝孢子粉胶囊（批号：20201205）含量结果

之间的精密度，结果见表 2，RSD 值为 0.84%，结

果表明本法中间精密度良好。
表2  中间精密度试验结果

人员 称样量 /g 平均吸光度 含量 /% 平均含量 /% RSD/%
1 2.001 3 0.795 1.36 1.4 0.84

2.010 6 0.799 1.36
2.008 8 0.782 1.33
2.023 7 0.789 1.33
2.012 5 0.795 1.35
2.005 4 0.789 1.34

2 2.010 6 0.792 1.35
2.023 7 0.799 1.35
2.022 5 0.802 1.35
2.004 6 0.800 1.36
2.011 1 0.798 1.36
2.008 4 0.800 1.36

图1  多糖测定专属性考察结果：A.空白样品；B.供试品；C.对照品
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3.1.5 重复性考察结果  取灵芝孢子粉胶囊粉末（批

号：20201205）6 份，按“2.2.1”项下方法操作，

显色后测定吸光度。每份溶液平行测定 2 次，以吸

光度值按照标准曲线法计算含量，结果见表 3，含

量结果 RSD 值为 0.82 %，表明样品的重复性良好。
表3  重复性考察结果

序号 称样量 /g 吸光度 含量 /% 平均含量 /% RSD/%

1 2.013 2 0.796 1.35 1.4 0.82

2 2.012 8 0.799 1.36

3 2.005 6 0.789 1.34

4 2.011 8 0.792 1.35 

5 2.021 5 0.802 1.36 

6 2.009 1 0.797 1.36

3.1.6 加样回收试验结果  多糖的提取与精制：取

200 粒灵芝孢子粉胶囊内容物混合均匀，取 50 g 置

脂肪抽提器中，用无水乙醇回流 2 h，取 40 g 至锥

形瓶中，精密称定，加水 100 mL，沸水浴提取 2 h，

趁热过滤，少量热水洗涤，再次加水 100 mL 提取

1 h，过滤，合并滤液，用 0.1% 的活性炭脱色处理

后置水浴蒸干，固形物用 10 mL 水溶解，加入 10 倍

体积的无水乙醇，于 4 ℃静置过夜，待沉淀完全析

出后，离心收集沉淀，以水溶解，用 Sevag 法去除

蛋白质，上清液加乙醇使含醇量约 80%，静置过滤，

取沉淀物用无水乙醇、丙酮、乙醚溶剂依次多次洗涤，

干燥至恒重，得多糖精制品，精密称取 11.71 mg 该

精制品，置 50 mL 量瓶中，以水定容至刻度，再稀

释 10 倍，照“2.2.5”项下测定法测得多糖含量为

71.9%。

加样回收率：取灵芝孢子粉胶囊（批号：

20201205）供试品 9 份，每份约 1.0 g，精密称定，

按“2.2.1”同法制备测试液，醇沉后分别精密加入

浓度为 14.033 mg/mL 的精制多糖对照品溶液 0.8、

1.0、1.2 mL，依法测定。并计算多糖平均回收率为

94.0%，RSD 值为 1.08%，结果见表 4。
表4  灵芝孢子粉胶囊加样回收率试验结果

序号
称样量

/g
本底量
/mg

加入量
/mg

平均吸
光度

测得量
/mg

回收率
/%

平均回
收率 /%

RSD
/%

1 1.012 5 13.67 11.226 0.711 24.34 95.05 94.0 1.08
2 1.005 9 13.58 11.226 0.708 24.24 94.96 
3 1.008 6 13.62 11.226 0.710 24.31 95.23 
4 1.012 1 13.66 14.033 0.785 26.82 93.78 
5 1.022 8 13.81 14.033 0.784 26.79 92.50 
6 1.031 6 13.93 14.033 0.788 26.92 92.57 
7 1.008 4 13.61 16.840 0.865 29.50 94.36 
8 1.014 0 13.69 16.840 0.866 29.53 94.06 
9 1.015 1 13.70 16.840 0.864 29.46 93.59 

3.1.7 样品测定结果  采用蒽酮 - 硫酸法对 35 批样

本的多糖含量在 625 nm 下进行测定。样品多糖含

量结果见表 1。结果表明样本多糖含量分布范围较

广（1.5%~3.0%），有代表性，可用于近红外法建

立定量预测模型。

3.2 原始光谱分析

采集了 35 份样本原始光谱，结果见图 2。在

10 000~4 000 cm-1 谱区内，灵芝孢子粉胶囊样品近

红外光谱较光滑，曲线走向基本一致，但不同样本

的光谱又稍有差异，故能为灵芝孢子粉胶囊多糖含

量预测模型分析提供光谱数据。

波长/cm-1

吸
光
度

图2  灵芝孢子粉胶囊样品的原始光谱

3.3 校正集样品的筛选

实验中选择常用的 Kenston 样本集划分方法，

按照比例数约为 2∶1 划分校正集和验证集的样品。

表 5 显示了灵芝孢子粉胶囊多糖含量的数据分布，

其中 24 份样品为校正集，11 份样品为验证集。所

选的校正集样品涵盖了所测样品含量范围的最大值

与最小值，同时验证集含量范围包含在校正集的含

量范围之内，即可以使用校正集建立的模型分析验

证集的样品。
表5  校正集和验证集灵芝孢子粉胶囊样品中

多糖含量范围                               %

样品集 最大值 最小值 平均值
总样品 3.0 1.5 2.16
校正集 3.0 1.5 2.19
验证集 2.6 1.7 2.08

3.4 光谱不同预处理方法的考察

近红外原始光谱数据信息通常包括多种噪音及

自身和外界各因素的干扰，影响所建模型的准确性

和可靠性。为了更好地获取光谱中与待测成分指

标关联的特征信息，则需对原始近红外光谱进行

预处理分析，减少噪音波段等的影响，从而保证所

建立的模型更准确、可靠。本研究中选择了 SNV

和 MSC 等 2 种校正方法。同时采用 WDS、SG1D、

SG2D，SG2D+CARS 等光谱预处理方法以强化谱带

特征，应用基线校正和正则化交换等方法消除变异
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导致的光谱变动。通过考察潜变量因子数量对模型

预测能力的影响，采用内部交叉验证法，对比选择

合适的预处理方法，结果见表 6。

表6  不同预处理方法的建模结果

预处理方法
校正集（calibration set） 验证集（validation set）

LVs rcal RMSECV RMSEC rpre RMSEP RPD

RAW 1 0.204 5 0.459 9 0.441 0 0.639 1 0.233 0 1.08

MSC 4 0.504 3 0.457 2 0.389 0 0.105 0 0.284 8 0.89

SNV 4 0.501 2 0.458 2 0.389 8 0.098 7 0.286 8 0.88

WDS 1 0.205 5 0.459 8 0.440 9 0.640 5 0.232 9 1.08

SG 1 0.204 5 0.459 9 0.441 0 0.639 1 0.233 0 1.09

SG1D 10 0.999 9 0.427 4 0.004 0 0.139 8 0.290 7 0.87

SG2D 5 0.999 7 0.443 1 0.011 2 0.397 5 0.248 8 1.01

SG2D+CARS 7 0.999 8 0.126 0 0.009 4 0.960 5 0.074 1 3.40

3.5 模型的评价与外部验证

选择最佳光谱预处理方法（SG2D+CARS）建立

了所测样品多糖的定量预测模型，如图 3。结果表

明校正集相关系数 rcal 为 0.999 8 和交叉验证均方差

RMSECV 为 0.126 0，rcal 越大，RMSECV 越小，表明

所建模型的性能越好。通过验证集相关系数 rpre 为

0.960 5 和预测均方根误差（RMSEP）为 0.074 10 及

相对预测偏差（RPD）为 3.40，表明所建定量模型

效果较好，预测结果准确度较高，可用于实际样本

的检测。

紫外测量/%

NI
R测

量
/%

图3  灵芝孢子粉胶囊多糖的定量校正模型

通过定量预测模型对验证集中样品进行外部

验证，分析表明 NIR 预测模型对样品中多糖含量

的预测值与实测值十分接近，提示采用近红外漫

反射光谱建立定量预测模型对灵芝孢子粉胶囊中

多糖含量进行预测，预测结果准确，能满足快速

检测的需求。

4 讨论

近红外光谱技术在食品、中药等产品的产地分

析、真伪鉴别、质量评价等方面已经取得了迅速的

发展［13-16］。本研究采用近红外漫反射光谱结合化

学计量学分析技术建立了灵芝孢子粉胶囊多糖含量

的预测模型，实现了灵芝孢子粉胶囊多糖含量的快

速检测。本方法操作快速简便，且样品用量少，绿

色无污染，可节省大量时间和人力物力，可用于灵

芝孢子粉胶囊日常生产中的质量检测。
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