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人工老化小麦种子的红外光谱鉴别
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摘要 老化粮食种子鉴别对农业生产和食品安全具有重要意义,因此,结合红外光谱和多元统计分析对人工老化

小麦种子进行研究。实验结果表明,不同老化程度小麦种子的原始光谱总体比较相似。在二阶导数红外光谱中,

人工老化小麦种子在1800~800
 

cm-1 范围内的吸收峰强度和形状显示出差异。在1800~800
 

cm-1 范围内,小麦

种子二维相关红外光谱的自动峰数目、强度随老化时间的增加会发生明显变化。研究结果表明,红外光谱法结合

主成分分析和系统聚类分析法可以快速、方便地区分人工老化小麦种子,有望发展为鉴别老化种子的新方法。
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Abstract Identification
 

of
 

aging
 

grain
 

seeds
 

has
 

attracted
 

significant
 

attention
 

in
 

agricultural
 

production
 

and
 

food
 

safety 
 

Therefore 
 

this
 

study
 

combines
 

infrared
 

spectroscopy
 

and
 

multivariate
 

statistical
 

analysis
 

to
 

investigate
 

artificially
 

aging
 

wheat
 

seeds 
 

The
 

experimental
 

results
 

show
 

that
 

the
 

original
 

spectra
 

of
 

wheat
 

seeds
 

with
 

different
 

aging
 

degrees
 

are
 

similar 
 

In
 

the
 

second
 

derivative
 

infrared
 

spectrum 
 

the
 

peak
 

intensity
 

and
 

shape
 

of
 

the
 

wheat
 

seeds
 

showed
 

differences
 

in
 

the
 

range
 

of
 

1800--800
 

cm-1 
 

In
 

the
 

range
 

of
 

1800--800
 

cm-1 
 

the
 

number
 

and
 

intensity
 

of
 

automatic
 

peaks
 

of
 

the
 

two-dimensional
 

correlation
 

infrared
 

spectrum
 

of
 

wheat
 

seeds
 

will
 

change
 

significantly
 

with
 

the
 

increase
 

of
 

aging
 

time 
 

The
 

study
 

results
 

show
 

that
 

infrared
 

spectroscopy
 

with
 

principal
 

component
 

analysis
 

and
 

hierarchical
 

cluster
 

analysis
 

can
 

quickly
 

and
 

conveniently
 

distinguish
 

artificially
 

aging
 

wheat
 

seeds 
 

It
 

is
 

expected
 

to
 

develop
 

into
 

a
 

new
 

method
 

for
 

identifying
 

aging
 

seeds 
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1 引  言

小麦是全世界最重要的农作物之一,在人类饮

食中占有重要地位。小麦在储藏过程中会发生一些

理化性质的老化[1],如种子组织结构松弛、营养物质

减少、酶活性降低[2],使种子活力、生活力、田间健植

率和植株生产等性能受到影响[3],导致种子的种用

品质和食用品质发生劣变,对农业生产和食品安全

造成严重危害[4]。因此,鉴别老化种子对农业生产

和食品安全具有重要意义。
目前鉴别老化种子的常规方法包括标准发芽试

验、电导率试验、幼苗生长试验、加速老化试验、低温

发芽试验和四唑染色测定等[5]。这些常规方法通常

比较耗时,且具有破坏性或需要专门的训练经验。
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新兴 的 无 损 技 术 也 被 用 于 老 化 种 子 的 检 测,如

Kusumaningrum等[6]结合傅里叶变换近红外光谱

(FT-NIR)和偏最小二乘法判别分析(PLS-DA)对
不同活力的大豆种子进行区分研究。贾良权等[7]基

于可调谐半导体激光吸收高光谱技术对玉米种子进

行无损分级检测。吾木提·艾山江等[8]基于实测的

春小麦高光谱数据和叶片含水量数据,利用分数阶

微分和连续投影算法-反向传播神经网络对小麦叶

片含水量进行估算。Zhang等[9]采用可见光和近红

外高光谱成像技术,结合偏最小二乘法支持向量机

和连续投影算法建立分类模型,并对小麦种子的活

力进行鉴定。Ambrose等[10]利用傅立叶变换近红

外和拉曼光谱方法结合主成分分析(PCA)和PLS-
DA预测评估玉米种子的生存能力。Men等[11]采

用红外热成像技术(IRT)和支持向量机算法预测人

工老化豌豆种子的活力。Ahmed等[12]利用计算机

X线断层扫描(CT)图像结合模式识别技术评估自

然老化香瓜种子的活力。这些无损技术在应用过程

中都存在一定的缺点,如近红外光谱(NIR)和高光

谱成像技术对每种样品都需要一个新的校准模型,
需要收集大量数据,且预测精度取决于多种外界因

素,拉曼光谱易受荧光干扰,X射线成像和IRT在

种子质量评估中的应用成本高、检测效率较低[5]。
傅里叶变换红外光谱(FTIR)技术是一种快速

无损检测技术[13],二阶导数红外光谱(SD-IR)可提

高光谱的分辨率,二维相关红外光谱(2D-IR)利用

温度扰动对基团分子的振动行为进行分析[14-15]。红

外光谱技术可以定性和定量分析样品,具有成本低、
高效、无损、适用范围广的特点,已应用于农业生产

和食品安全等领域[16]。Czekus等[17]利用拉曼光谱

和FT-NIR 技 术 有 效 区 分 了 两 种 藜 麦 种 子。de
 

Girolamo等[18]结合FT-NIR、傅里叶变换中红外光

谱(FT-MIR)技术、PLS-DA和主成分线性判别分析

(PC-LDA)等多元分类模型,对被曲霉毒素 A污染

的硬质小麦样品进行筛选。Guo等[14]通过多步红

外宏观指纹法快速有效地鉴别出含有过氧化苯甲酰

(BPO)的小麦粉。杨卫梅等[16]以自然老化的谷类

种子为原材料,利用三步红外光谱法鉴别谷类种子

的老化程度。时有明等[19]利用红外光谱技术分析

了感染小斑病玉米叶片的生化变化。本文结合红外

光谱技术和多元统计分析方法研究了人工老化的小

麦种子,并探讨了小麦种子老化过程中的光谱变化

规律,研究结果可为研究小麦种子的老化、食品安全

检测提供参考。

2 实验部分

2.1 仪器和参数

实验装置:FTIR仪为美国Perkins
 

Elmer公司

生产配备的氘代硫酸三甘肽晶体(DTGS)探测器,
波数测量范围为4000~400

 

cm-1,扫描次数为16,
分辨率为4

 

cm-1;温度控制仪为Eurotherm公司生

产的SYD-TC-01,在50~120
 

℃温度范围内每隔

10
 

℃采集一次光谱信息。

2.2 样品制备

小麦品种为烟农19号,产自安徽省蒙城县。小

麦种子加速老化试验参考孙常玉等[20]的方法,在杭

州绿博仪器有限公司生产的LH-150S种子老化箱

(温度为41
 

℃,相对湿度为95%)中进行人工加速老

化处理。将小麦种子在人工老化试验箱中分别处理

2,4,6,8
 

d后定期取出,用未经老化处理的小麦种子

作为对照组样品。将人工老化小麦种子样品研磨为

细粉,在玛瑙研钵中将溴化钾研磨成细粉,将小麦粉

末和溴化钾粉末以1∶100(质量比)的比例进行混合,
研磨均匀后进行压片测量,以去除溴化钾背景。

2.3 数据处理

用Spectum10软件采集原始光谱,对原始光谱

进行13点平滑处理获得SD-IR。用清华大学编程

的2D-IR相关分析软件,对温度为50~120
 

℃(每
隔10

 

℃采集一次)时采集的动态光谱进行处理,得
到2D-IR。用 The

 

Unscrambler
 

X
 

10.4软件进行

PCA,用SPSS
 

24软件进行系统聚类分析(HCA)。

3 试验结果与讨论

3.1 红外光谱特征分析

图1 为 不 同 程 度 人 工 老 化 小 麦 种 子 的

FTIR,可以发现,不同老化程度小麦种子的傅里叶

图1 小麦种子的FTIR
Fig 

 

1 FTIR
 

of
 

the
 

wheat
 

seeds
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红外光谱整体具有相似性。表1为人工老化小麦

种子在FTIR中出现的特征峰,υ表示伸缩振动,

υas表示反对称伸缩振动,δ 表示弯曲振动。可以

发现,小麦种子在人工老化过程中的吸收峰没有

明显差异。因此,还需进一步分析人工老化小麦

种子。
表1 小麦种子的FTIR吸收峰

Table
 

1 FTIR
 

absorption
 

peaks
 

of
 

the
 

wheat
 

seeds unit:
 

cm-1

Untreated
 

wheat
 

seeds 2
 

d 4
 

d 6
 

d 8
 

d
Functional

 

group
 

and
 

vibration
 

mode
Main

 

compound

3312 3308 3306 3336 3336 υ(O—H) --
2930 2929 2929 2929 2929 υas(—CH2) --
1750 1743 1750 1747 1750 υ(C=O) ester[21]

1670 1659 1659 1658 1658 -- amide
 

I
 

band
 

of
 

protein[17]

1542 1542 1542 1542 1542 -- amideⅡband
 

of
 

protein[17]

1500--1200 -- protein
 

and
 

polysaccharide[16]

1456 1456 1456 1456 1456 υ(—CH2) --
1369 1370 1370 1370 1370 υ(—CH) --
1242 1243 1243 1243 1243 -- amide

 

Ⅲ
 

band
 

of
 

protein
 [22]

1200--950 -- polysaccharide
1158 1157 1158 1157 1157 υ(C—O,C—C) --
1081 1081 1081 1081 1081 υ(C—H) --
1018 1020 1019 1020 1020 υ(C—O),δ(C—OH) --

950--750 -- carbohydrate
 

isomers
928 930 930 930 931 υas(C—O—C) starch[23]

765 764 764 763 763 υ(C—C) --
574 575 574 575 576 -- starch

 

frame
 

vibration[23]

3.2 二阶导数红外光谱分析

人工老化小麦种子的原始红外光谱整体相似,

SD-IR具有更高的分辨率,能显示更多的分子信息。
因此,对人工老化小麦种子进行SD-IR分析。图2
为不同老化程度小麦种子在1800~800

 

cm-1 范围

内的SD-IR,可以发现,老化2,4,8
 

d的小麦种子在

1570
 

cm-1 处有一个弱吸收峰,老化6
 

d的小麦种

子在1572
 

cm-1 附近有一个弱吸收峰,未老化的小

麦种子没有出现弱吸收峰。老化4
 

d小麦种子吸收

图2 小麦种子在1800~800
 

cm-1 时SD-IR

Fig 
 

2 SD-IR
 

of
 

wheat
 

seeds
 

at
 

1800--800
 

cm-1

峰强度最强时出现1570
 

cm-1 附近。人工老化小麦

种子在1746
 

cm-1 附近的吸收峰强度随老化时间的

增加而增强[24],这与傅家瑞等[25]关于种子内的脂

肪酸随老化程度增加而增加结论相关;在1660,

1548,1242
 

cm-1 附近的吸收峰强度整体呈增加趋

势,且随老化程度的增加都会出现一段减弱的趋势,
这表明在老化时间内蛋白质的含量有所增加。归属

于糖类物质的1158
 

cm-1 附近吸收峰强度随老化程

度的增加而减小,但在老化8
 

d时的吸收峰强度有

所增强。这与张自阳等[26]测量出小麦种子在人工

老化过程中可溶性糖整体呈下降趋势,经贮藏蛋白

的分解会出现一定上升的结果一致。在1464,1207,

1082,1053,862
 

cm-1 附近的吸收峰强度呈增加趋势;
在1150~900

 

cm-1 范围内的吸收峰强度呈增加趋

势;在926
 

cm-1 附近的吸收峰归属为淀粉非对称环

模式(α-1,
 

4糖苷键(C-O-C))的骨架振动[23],其吸收

峰强度的变化可能与小麦种子中的直链淀粉水解

有关。

3.3 二维相关红外谱分析

2D-IR受温度扰动后光谱强度会发生变化,从而

获得更多的动态结构信息[14]。对人工老化小麦种子
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进行2D-IR处理,可为鉴别不同老化程度的小麦种子

提供更多依据。图3为人工老化小麦种子在800~
1050

 

cm-1 范围内的2D-IR。可以发现,未老化的小

麦种子出现了3个自动峰,最强峰出现在886
 

cm-1

附近。老化后小麦种子均出现4个自动峰,老化2
 

d
时最强峰出现在910

 

cm-1 附近,老化4
 

d时最强峰

出现在888
 

cm-1 附近,老化6
 

d时最强峰出现在

908
 

cm-1 附近,老化8
 

d时最强峰出现在888
 

cm-1

附近。在908
 

cm-1 附近出现的自动峰,是对未老化

和人工老化小麦种子进行区分的依据。人工老化小

麦种子在800~1050
 

cm-1 范围内出现最强自动峰的

强度大小:老化2
 

d<老化4
 

d<老化6
 

d<老化8
 

d。

图3 人工老化小麦种子的2D-IR。(a)未老化;(b)老化2
 

d;(c)老化4
 

d;(d)老化6
 

d;(e)老化8
 

d
Fig 

 

3 2D-IR
 

of
 

the
 

artificially
 

aging
 

wheat
 

seeds 
 

 a 
 

Unaged 
 

 b 
 

aging
 

2
 

d 
 

 c 
 

aging
 

4
 

d 
 

 d 
 

aging
 

6
 

d 
 

 e 
 

aging
 

8
 

d

  图4为人工老化小麦种子在1060~1150
 

cm-1

范围内的2D-IR。可以发现,未老化和老化小麦种

子均出现了4个自动峰,分别在1068,1097,1117,

1138
 

cm-1 附近,最强峰均在1068
 

cm-1 附近,次
强峰均在1138

 

cm-1 附近。老化后小麦种 子 在

1068
 

cm-1 附近的自动峰强度大小:老化2
 

d<老

化4
 

d<老化6
 

d<老化8
 

d。老化2
 

d和老化4
 

d
小麦种子在1098

 

cm-1 附近的自动峰强度高于

1118
 

cm-1 处,而 老 化 6
 

d、8
 

d 小 麦 种 子 在

1098
 

cm-1 附近的自动峰强度低于1118
 

cm-1 处。
老化8

 

d小麦种子在1114
 

cm-1 附近出现了一个

弱自动峰。

图4 人工老化小麦种子在1060~1150
 

cm-1 范围内的2D-IR。(a)未老化;(b)老化2
 

d
 

;(c)老化4
 

d
 

;(d)老化6
 

d
 

;(e)老化8
 

d

Fig 
 

4 2D-IR
 

of
 

the
 

artificially
 

aging
 

wheat
 

seeds
 

in
 

the
 

range
 

of
 

1060--1150
 

cm-1 
 

 a 
 

Unaged 
 

 b 
 

aging
 

2
 

d 
 

 c 
 

aging
 

4
 

d 
 

 d 
 

aging
 

6
 

d 
 

 e 
 

aging
 

8
 

d
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  图5为人工老化小麦种子在1150~1800
 

cm-1

范围内的2D-IR。可以发现,未老化和老化2,4,

8
 

d小麦种子都出现了6个自动峰,分别在1198,

1222,1270,1391,1495,1648
 

cm-1 附 近。老 化

6
 

d的小麦种子出现了7个自动峰,分别在1191,

1223,1271,1399,1503,1559,1639
 

cm-1 附近,在

1560
 

cm-1 附近出现了一个弱峰。

图5 人工老化小麦种子在1150~1800
 

cm-1 范围内的2D-IR。(a)未老化;(b)老化2
 

d
 

;(c)老化4
 

d
 

;(d)老化6
 

d
 

;
(e)老化8

 

d

Fig 
 

5 2D-IR
 

of
 

artificially
 

aging
 

wheat
 

seeds
 

in
 

the
 

range
 

of
 

1150--1800
 

cm-1 
 

 a 
 

Unaged 
 

 b 
 

aging
 

2
 

d 
 

 c 
 

aging
 

4
 

d 
 

 d 
 

aging
 

6
 

d 
 

 e 
 

aging
 

8
 

d

3.4 多元统计分析

PCA是一种无监督模式识别分类方法[24],通
过正交变换将一组可能存在相关性的变量转换为一

组线性不相关的变量,达到数据结构简化和降维的

目的[24]。图6为小麦种子(未老化,老化2,4,6,8
 

d
各10个,共50个样品)在1800~800

 

cm-1 范围内

的红外光谱PCA结果。其中,主成分1(PC1)和主

成分2(PC2)的方差累计贡献率为95%,即这两个

主成分可以表达全部信息的95%。5种小麦种子的

PCA得分图显示小麦种子明显分成5类,这表明

PCA对人工老化小麦种子有较好的聚类效果。

图6 人工老化小麦种子的PCA得分

Fig 
 

6 PCA
 

score
 

of
 

the
 

artificially
 

aging
 

wheat
 

seeds

HCA是一种无监督模式识别分类法,根据研究

对象的特征在数值上存在的相似性程度进行分类,
距离越近越容易聚在一起形成一类物质[13]。用

SPSS24对5种人工老化小麦种子样品在1800~
800

 

cm-1 范围内进行系统聚类分析,聚类方法为

Ward法,选择欧氏距离计算区间,结果如图7所

示。可以发现,聚类结果分为5类,未老化小麦种子

聚为一类,老化2,4,6,8
 

d
 

小麦种子各自聚为一类,
且HCA与PCA结果一致。相比杨卫梅等[15]利用

偏最小二乘法对自然老化大豆种子的分类结果,本
方法的分类效果更好,且不同类之间能保持一定的

图7 人工老化小麦种子在1800~800
 

cm-1 范围的聚类结果

Fig 
 

7 Clustering
 

results
 

of
 

artificially
 

aging
 

wheat
 

seeds
 

in
 

the
 

range
 

of
 

1800--800
 

cm-1
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空间距离,聚类结果更直观。与Zhang等[9]、Men
等[11]通过支持向量机模型对老化种子的分类相比,
预处理比较简单。因此,多元统计方法可有效区分

人工老化小麦种子。

4 结  论

采用人工高温高湿法对小麦种子进行加速老化

处理,利用FT-IR、SD-IR和2D-IR结合多元统计分

析方法对不同老化程度的小麦种子进行区分。结果

表明,不同老化程度小麦种子的原始光谱总体相似。
在SD-IR中,通过光谱中吸收峰的强度变化,

 

可对

种子中脂类物质、蛋白质和糖类物质的变化进行分

析。2D-IR显示,通过对老化小麦种子自动峰强度

规律的探索,可进一步鉴别小麦种子的老化程度。
采用PCA和HCA对人工老化小麦种子进行分类,
均能有效区分不同老化程度的小麦种子。综上所

述,红外光谱结合多元统计分析方法,可以快速有效

地鉴别老化小麦种子,有望发展为鉴别老化种子的

新方法。
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