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基于近红外光谱技术检测除草剂胁迫下油菜叶片中
脯氨酸含量的方法
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摘要　应用近红外光谱技术实现除草剂胁迫下油菜叶片中脯氨酸含量的检测。对２４８个经过除草剂丙酯草醚处

理后的油菜叶片，经过烘干、磨碎后进行光谱扫描。经过ＳａｖｉｔｚｋｙＧｏｌａｙ平滑、变量标准化（ＳＮＶ）、二阶求导预处理

后，应用偏最小二乘法（ＰＬＳ）建立脯氨酸含量的预测模型，同时提取有效特征变量作为神经网络（ＢＰＮＮ）和最小二

乘 支持向量机（ＬＳＳＶＭ）的输入值，并建立相应的模型。用１８６个样本建模，６２个样本预测。结果表明，最小二

乘 支持向量机能够获得最优的预测效果，预测的相关系数（狉）、预测标准差（ＲＭＳＥＰ）和偏差分别为０．９９５，０．０４１

和０．０００。说明应用近红外光谱技术结合最小二乘 支持向量机能够定量获得油菜叶片中脯氨酸的含量。
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４期 孙光明等：　基于近红外光谱技术检测除草剂胁迫下油菜叶片中脯氨酸含量的方法
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１　引　　言

油菜是我国四大油料作物之一，占全国油料作

物面积的４０％以上，占全国油料作物总产量的３０％

以上［１］。脯氨酸（Ｐｒｏｌｉｎｅ）作为一种有机溶剂存在于

油菜植物体内。当油菜处于逆境胁迫下，由植物体

内脯氨酸生物合成激活和脯氨酸降解的抑制共同导

致的脯氨酸的积累［２］，并且在逆境压力解除后迅速

被分解利用［３］。普遍认为，逆境胁迫下脯氨酸大量

积累可能对植物在压力解除后的恢复有很大帮助，

因为脯氨酸可以作为碳源和氮源，并且能够为细胞

恢复提供大量的能量［４］。因此，其含量可以作为植

物抗逆性的生理指标之一，脯氨酸量高，植物抗性

强［５］。传统的脯氨酸检测方法为磺基水杨酸法［６］、

酸性茚三酮显色法和比色法［７］等。这些方法费时、

费力、消耗品昂贵，且污染环境。高速氨基酸自动分

析仪和高效液相色谱等各种分析仪器需要对样品进

行很复杂的前期处理，因此，急需一种简单有效的检

测方法来实现除草剂胁迫下油菜叶片中脯氨酸的检

测。近红外光谱技术是指利用近红外谱区包含的物

质信息，进行有机物质定性和定量分析的一种分析

技术［８～１０］。相对于周期长、操作复杂的传统化学测

量方法，这是一种快速的物质检测方法。刘飞

等［１１，１２］应用可见／近红外光谱技术实现了油菜叶片

中乙酰乳酸合成酶（ＡＬＳ）和蛋白质含量的快速无损

检测。苗玉奎等［１３］应用近红外光谱技术测定了转

基因油菜籽中的芥酸和硫苷。Ｍｏｎｔｅｓ等
［１４］研究了

在联合收割机上使用近红外光谱仪进行油菜籽品质

分析的问题。冯雷等［１５］应用多光谱视觉传感技术

检测了油菜中的氮含量。方慧等［１６］应用可见／近红

外光谱检测了油菜叶片中叶绿素含量。吴建国

等［１７］构建了整粒油菜籽脂肪酸成分近红外反射光

谱分析模型。裘正军等［１８］应用ＳＰＡＤ和光谱技术

研究了油菜生长期间的氮素变化规律。而应用光谱

技术对除草剂丙酯草醚胁迫下油菜叶片中脯氨酸含

量检测的研究还少有报道。

本文通过对丙酯草醚除草剂处理后的油菜叶片

的近红外漫反射光谱进行分析，结合现代化学计量

学方法，得到一种光谱技术检测油菜叶脯氨酸含量

的方法，为进一步研究油菜在除草剂胁迫下的其它

生理指标的变化奠定了基础。

２　材料与方法

２．１　仪器设备

试验使用ＦｏｓｓＮＩＲＳｙｓｔｅｍｓ５０００（丹麦Ｆｏｓｓ

公司）近红外光谱仪，在室温２０℃下用小样品杯对

所有粉样进行光谱扫描。光谱测定范围为１１００～

２５００ｎｍ，采样间隔为２ｎｍ，扫描光谱以ｌｇ（１／犚）的

形式存储；光谱采集软件为 ＷＩＮＩＳＩⅡ Ｖ１．５，分析

软件 为 Ｔｈｅ Ｕｎｓｃｒａｍｂｌｅｒ Ｖ９．６ （ＣＡＭＯ ＡＳ，

Ｏｓｌｏ，Ｎｏｒｗａｙ），ＭａｔｌａｂＶ７．０（ＴｈｅＭａｔｈＷｏｒｋｓ，

Ｎａｔｉｃｋ，ＵＳＡ），ＤＰＳ（ＤａｔａＰｒｏｃｅｓｓｉｎｇＳｙｓｔｅｍ）。

２．２　油菜样本制备及脯氨酸含量的测定

试验所用油菜采自大田，采用一般的田间管理方

式。在油菜五叶一心期时进行叶面喷施不同浓度丙

酯草醚（０，１００，５００和１０００ｍｇ／Ｌ），每个小区面积为

２．５ｍ２，共４个小区。分别于处理后７，１４和２８ｄ，在

各处理小区随机选取１０株长势均匀的油菜植株，展

开叶片按从顶端到底部不同叶位分别选取５片叶子

（２８ｄ时对照和１００ｍｇ／Ｌ处理已具有６片展开叶，故

选取６片），分别在１０５℃烘箱中杀青３０ｍｉｎ后于

８０℃下烘干至恒重。烘干后的样品用研钵磨成粉末

并过６０目（２４５μｍ）筛，然后于４℃干燥条件下保存

备用。同一处理下相同叶位的叶片混合均匀后分成

４个样本分别测定。共得到２４８个样本，其中１８６个

样本作为建模集样本，６２个样本作为预测集样本。

脯氨酸含量测量方法是用万分之一天平准确称

取粉样０．０５ｇ置于１０ｍｌ的安培瓶中，加入５ｍｌ

（６ｍｏｌ／Ｌ）ＨＣｌ，用循环真空泵抽真空并在酒精喷灯

上封口后置于１１０℃烘箱中消解２４ｈ；将冷却后的消

解液完全转移到５０ｍｌ容量瓶中定容、摇匀；吸取５ｍｌ

上清液置于圆底磨口锥形瓶中，在旋转蒸发仪上

（６０℃～７０℃）抽真空１５ｍｉｎ左右蒸干盐酸；重新加

入０．０２ｍｏｌ／Ｌ的ＨＣｌ（ＰＨ２．２）１０ｍｌ，超声波充分溶

解后用一次性针筒吸出，经０．２２μｍ的一次性滤头过

滤至氨基酸分析专用样品瓶中，４℃黑暗保存，采用

高速氨基酸自动分析仪（日立Ｌ８９００）分析测定，每个

样本重复测定３次。

２．３　光谱数据预处理

为了消除原始光谱数据中基线漂移、粉末颗粒

不均匀和其他随机噪音的影响，需要对光谱数据进

行平滑（Ｓｍｏｏｔｈｉｎｇ）、变量标准化（ＳＮＶ）、一阶及二

阶导数处理等预处理。通过对比后，采用Ｓａｖｉｔｚｋｙ
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Ｇｏｌａｙ平滑法（ＳＧ）平滑，平滑点数为７，然后进行

ＳＮＶ处理，再进行二阶导数处理。

３　试验结果与分析

３．１　样品的光谱图及脯氨酸含量统计分析

油菜样品的原始近红外光谱图如图１，处理后

的光谱曲线更加紧凑，如图２所示。选取了１１００～

２４９８ｎｍ波段数据作为分析对象。图中横坐标为光

谱波长，纵坐标为吸光度值。１３００ｎｍ和１９００ｎｍ

两波段处的吸光度值存在一定的梯度，这可能是由

于油菜叶粉末中脯氨酸含量的不同，造成因物质电

子跃迁，转动和振动不同而对近红外区光谱吸收度

的不同。这在理论上提供了能够进行定量分析的依

据。样品中脯氨酸含量（干重测量方式）的统计值如

表１所示，单位ｍｇ／１００ｍｇＤＷ表示在干重状态下每

图１ 油菜叶片的近红外光谱原始光谱图

Ｆｉｇ．１ ＯｒｉｇｉｎａｌＮＩＲｓｐｅｃｔｒａｏｆｏｉｌｓｅｅｄｒａｐｅｌｅａｖｅｓ

图２ 经过ＳＧ，ＳＮＶ和二阶微分后的光谱图

Ｆｉｇ．２ Ｐｒｅｐｒｏｃｅｓｓｅｄｓｐｅｃｔｒａｂｙｔｈｅｓｍｏｏｔｈｉｎｇｗａｙ

ｏｆＳＧ，ＳＮＶａｎｄｓｅｃｏｎｄｄｅｒｉｖａｔｉｖｅ

表１ 油菜叶片中脯氨酸含量的统计值／（ｍｇ／１００ｍｇＤＷ）

Ｔａｂｌｅ１ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｖａｌｕｅｓｏｆｉｎｐｒｏｌｉｎｅｏｉｌｓｅｅｄｒａｐｅｌｅａｖｅｓ

／（ｍｇ／１００ｍｇＤＷ）

Ｄａｔａｓｅｔ
Ｓａｍｐｌｅ

Ｎｏ．
Ｒａｎｇｅ Ｍｅａｎ

Ｓｔａｎｄａｒｄ

ｄｅｖｉａｔｉｏｎ

Ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ １８６ ０．４８０～２．６６７ １．２３８ ０．４１３

Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ６２ ０．４８５～２．２４６ １．２２５ ０．３９７

Ａｌｌ ２４８ ０．４８０～２．６６７ １．２３５ ０．４０９

１００ｍｇ油菜叶片中脯氨酸的含量。可见脯氨酸含

量分布均匀，对建立的模型的稳定性和代表性很有

帮助。

３．２　偏最小二乘法模型的建立

偏最小二乘法（ＰＬＳ）可以提取油菜叶片光谱数

据的有效信息，结合脯氨酸含量的标准值建立光谱

数据和脯氨酸含量的相关关系模型，对预测集样进

行预测。建模时采用交互验证法（Ｃｒｏｓｓｖａｌｉｄａｔｉｏｎ）

来防止模型产生过拟合。模型的相关系数越高，预

测标准差和偏差越小，模型的精度越高。采用预处

理后的光谱数据，建立了快速检测油菜叶中脯氨酸

含量的ＰＬＳ模型。

把预处理后的光谱数据作为输入变量，油菜叶

的脯氨酸含量为预测值，建立预测油菜叶脯氨酸含

量的ＰＬＳ模型。该模型对预测样本进行预测的相

关系数狉、预测标准差（ＲＭＳＥＰ）犚和偏差犅 分别为

０．９７１，０．０９７和－０．１４１，说明模型预测结果是可靠

的。图３为预测集样本的真实值与预测值的散点分

布图。横坐标为真实值，纵坐标为ＰＬＳ模型的预测

值，预测样本分布于回归直线的两侧。结果表明，应

用近红外光谱结合偏最小二乘法，对油菜叶中脯氨

酸含量进行预测是可行的。

图３ 应用ＰＬＳ模型对油菜叶脯氨酸含量的

预测散点分布图

Ｆｉｇ．３ Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄｖａｌｕｅｖｅｒｓｕｓｒｅｆｅｒｅｎｃｅｖａｌｕｅｓｏｆ

ｐｒｏｌｉｎｅｉｎｏｉｌｓｅｅｄｒａｐｅｂｙＰＬＳｍｏｄｅｌ

３．３　神经网络模型的建立

ＰＬＳ分析计算所有２４８个样本的主成分，由于

前６个主成分的累计贡献率达到９７％，得到模型的

最佳主成分数为６，选择前６个主成分作为神经网

络的输入值。神经网络的输出层为油菜叶脯氨酸含

量值。该网络采用Ｓｉｇｍｏｉｄ传递函数，通过调整网

络参数得到最优的网络结构，减少模型的拟合残差，

从而得到最优的预测模型：输入层为６个输入单元，

隐含层为４个隐含单元和１个输出层单元的三层反

向传播神经网络（ＢＰＮＮ）模型。通过对１８６个建模
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样本进行训练，限定最大迭代次数为２０００，允许误

差为０．０００１。对预测集６２个样本进行预测，拟合

残差为１．９×１０－３，对预测样本进行预测的相关系

数狉＝０．９７２，犚＝０．０９５，犅＝０．００７，预测结果和

ＰＬＳ模型相当，但其偏差值小于ＰＬＳ模型。预测集

样本的真实值与预测值的散点分布图，如图４所示。

图４ 应用ＢＰＮＮ模型对油菜叶脯氨酸含量的

预测散点分布图

Ｆｉｇ．４ Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄｖａｌｕｅｖｅｒｓｕｓｒｅｆｅｒｅｎｃｅｖａｌｕｅｏｆ

ｐｒｏｌｉｎｅｉｎｏｉｌｓｅｅｄｒａｐｅｂｙＢＰＮＮｍｏｄｅｌ

３．４　最小二乘 支持向量机模型的建立

最小二乘 支持向量机（ＬＳＳＶＭ）
［１９～２１］通过结

构风险最小化原理来提高泛化能力，较好地解决了

小样本、非线性、高维数以及局部极小等实际问题，

是解决“维数灾”和“过学习”等传统困难的一种有效

的手段。

和ＢＰＮＮ模型的输入一样，ＰＬＳ分析提取原始

数据的前６个主成分作为最小二乘－支持向量机

（ＬＳＳＶＭ）模型的输入值。采用径向基函数（ＲＢＦ）

作为核函数，待定参数：超参数γ和ＲＢＦ核函数参

数σ
２，这两个参数在很大程度上决定了模型的学习

泛化能力和预测能力。采用带有交互验证的网格搜

索法（ｇｒｉｄｓｅａｒｃｈ）得到这两个参数的最优组合。寻

优过程由粗选和精选两个步骤完成。依据最小二

乘 支持向量机原理和经验，γ和σ
２ 的取值范围是

１０－３～１０
３。模型参数的最优组合为γ＝７２０．９，σ

２＝

４２８．３。该模型的预测结果如图５所示。该模型对

预测集样本进行预测，其相关系数狉＝０．９９５，犚＝

０．０４１，犅＝０．０００，预测精度优于ＰＬＳ模型和ＢＰＮＮ

模型。三种建模方法的比较，ＢＰＮＮ和ＬＳＳＶＭ 模

型的预测结果都优于ＰＬＳ模型，ＰＬＳ方法只能处理

光谱数据中的线性相关关系，而ＢＰＮＮ和ＬＳＳＶＭ

方法可以利用光谱数据中的非线性信息，进而提高

了模型的预测精度。而ＬＳＳＶＭ 模型的预测效果

最好，原因是ＬＳＳＶＭ 能够解决ＢＰＮＮ在建模过程

中过拟合的缺点而又具有处理非线性和小样本问题

的优点。由预测集样本的真实值与预测值的散点分

布图（图５）可以看到样本在回归直线两侧的分布比

另外两种模型更为紧密。

图５ 应用ＬＳＳＶＭ模型对油菜叶脯氨酸含量的

预测散点分布图

Ｆｉｇ．５ Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄｖａｌｕｅｖｅｒｓｕｓｒｅｆｅｒｅｎｃｅｖａｌｕｅｏｆｐｒｏｌｉｎｅ

ｉｎｏｉｌｓｅｅｄｒａｐｅｂｙＬＳＳＶＭｍｏｄｅｌ

４　结　　论

近红外光谱技术结合化学计量学方法（ＰＬＳ，

ＢＰＮＮ和ＬＳＳＶＭ），可以实现除草剂胁迫下油菜叶

片脯氨酸含量的快速有效的检测。通过对光谱数据

进行预处理，得到预测脯氨酸值的ＰＬＳ模型。同时

得到近红外光谱数据的主成分，建立预测脯氨酸值

的ＢＰＮＮ和ＬＳＳＶＭ 模型。通过对三种模型的对

比，最优模型为ＬＳＳＶＭ 模型，其预测的相关系数

狉，犚和犅 分别为０．９９５，０．０４１和０．０００，说明应用

近红外光谱技术检测油菜叶中脯氨酸含量是可行

的，能获得满意的预测精度。
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