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核磁共振光谱结合选择性约束的多元曲线分辨解析

绿豆种子萌发中的代谢变化

李
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俊!王
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霞!张
!
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!张卓勇"

首都师范大学化学系!北京
!

#"""!,

摘
!

要
!

绿豆作为一种大宗粮食作物!营养丰富!可以直接食用!也可培育为豆芽或制成淀粉及其制品等"

研究种子的萌发过程能够为粮食研究提供重要的科学依据和数据基础!为了研究植物在代谢过程中代谢物

的变化!分别对绿豆种子在
*!

!

=?

和
!,G

的萌发样品进行代谢物的提取!通过#

-̂(BK

测试!分析绿豆在

不同萌发时间内代谢物的变化"

#

-̂(BK

除无损#稳定等特点外!尚存在一些不足!例如该方法灵敏度较

低!在复杂体系中谱峰会存在严重重叠现象!不易分辨代谢物特征峰!因此需要化学计量学方法对其中的信

息进行提取"采用了多元曲线分辨
-

交替最小二乘法&

BYK-9]/

'分析
(BK

的代谢组学数据"

BYK

为双线

性模型!能够将测定的复杂数据矩阵分解并提供各主成分
(BK

纯光谱和其对应的相对浓度!在代谢组学中

能够获得具有实际理化意义的结果!便于检索光谱中对应谱库的代谢物及其浓度变化"仅使用非负约束往

往导致双线性模型无法获得唯一解!在本文中!

BYK

迭代过程除了施加非负约束还使用了选择性约束!对

于判断不包含相应代谢物的主成分!可将其#

-̂(BK

谱图强度约束为零"结果表明!乙酸#胆碱在绿豆萌发

前期存在!萌发后期含量呈现升高趋势%蔗糖#缬氨酸#

'

-

酮戊二酸色氨酸#苯丙氨酸#肌苷在萌发之前未见

存在!随绿豆萌发含量逐渐增加%

;-

甲基鲨肌酸#磷酸胆碱#

'

-

葡萄糖在萌发前存在!在萌发初期不断增加!

直至萌发后期!因被消耗而含量逐渐降低!表现出先增加后降低的趋势"乳酸#

*-

氨基
-!-

氧戊酸#苹果酸#

柠檬酸#胆碱#棉籽糖家族寡糖#

'

-

半乳糖#

(#-

甲基烟酸在绿豆萌发期间一直存在!含量未见明显变化"

BYK

能够方便地利用先验性质提供
(BK

中包含的代谢物信息!此方法可推广到不同植物的代谢研究中"

关键词
!

多元曲线分辨
-

交替最小二乘%种子萌发%核磁共振氢谱
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引
!

言

!!

种子萌发是粮食作物生长过程中极为重要的一个环节!

通常分为三个阶段!第一阶段!种子吸胀!细胞质水合化%

第二阶段!种子吸水速度缓慢!萌发过程的初始阶段处于相

对稳定状态!代谢变化较少%第三阶段!胚根突破种皮幼苗

成长"此期间种子中的各种成分急剧变化(

#

)

!例如磷脂质#

甘油三酯#烃类含量不断下降!而单甘油酯#甾醇类以及游

离脂肪酸含量升高(

*

)

"研究种子代谢过程中成分的变化能够

揭示种子萌发生长中的关键代谢通路"通过核磁共振

&

(BK

'#液相色谱
-

质谱联用&

]Y-B/

'等高通量技术期望同

时鉴定数十甚至数百种的代谢物来推测生物体内发生的代谢

变化(

=

)

!然而谱学技术获得的代谢数据极其复杂!需要利用

化学计量学方法提取其中有效的信息!了解生物功能!识别

代谢机理和生物标志物(

!

)

"主成分分析&

QY9

'!偏最小二乘

&

Q]/

'!正交偏最小二乘&

;Q]/

'等以潜变量之间相互正交

为核心约束的方法在
(BK

代谢组学中应用极为广泛!然而

数学上的正交并非仪器测量中自然物质存在的信号规律!经

这些方法分析所获得的结果往往很难与光谱库进行直接检

索"多元曲线分辨&

BYK

'方法能够灵活地利用已知条件对数

据实现约束!并获得符合理化意义的波谱结果(

.

)

"

本研究通过不同约束下的多元曲线分辨
C

交替最小二乘

法&

BYK-9]/

'解析#

-̂(BK

谱!以实现非靶向代谢组学研



究分析植物特定时期的差异性代谢!解释绿豆的不同萌发时

间阶段代谢物变化规律"

#

!

实验部分

!-!

!

样品处理

将绿豆用去离子水浸泡
*G

后!用
#"m(6Y&;

溶液消毒

#.A:7

!用去离子水清洗
@

次(

?

)

"将清洗过的绿豆放入烧杯

后!置于恒温培养箱中进行萌发!选取萌发时间分别为
*!

!

=?

和
!,G

的样本各
="

例!实验总样本数为
+"

例"将萌发后

的绿豆样品经液氮处理后研磨!置于
C,"`

冷冻!冻干"冻

干后的粉末样品每份称取
#""A

V

!分别加入
=A]."m

甲醇

超声!提取代谢物!取上清液!氮吹后!冻干"测试前加入

?""

&

]

重水超声溶解"采用
$9K\9(?""B f̂

核磁共振氢

谱仪&美国瓦力安公司'进行#

-̂(BK

测试!谱宽设定为
*"

))

A

&

#*M̂ f

'!扫描次数
#*,

!温度为
*@`

!采样数据点为

#?M

!以乳酸化学位移
#'==?

))

A

的质子信号为标准进行定

标"

!->

!

数据处理

将测得的核磁数据!利用
B042K0(%d6

软件进行相位校

正#基线校正和化学位移漂移校正"相位校正首先通过一阶

相位校正方法对数据进行处理!见式&

#

'和式&

*

'

K0B

;

"

K0

;

1%4!(

;

<

& '

+

,

\A

;

4:7!(

;

<

& '

+

&

#

'

\At

;

"

K0

;

4:7!(

;

<

& '

+

,

\A

;

1%4!(

;

<

& '

+

&

*

'

其中
;b"

!0!

<C#

%

K0

;

和
\A

;

分别为数据&

;

'的真实和

虚拟主成分数!

K0t

;

和
\At

;

分别为相位校正后数据&

;

'的真

实和虚拟主成分数!

<

为数据总数"

基线校正采用了多项式拟合方法!平均积分范围内的所

有数据点对数据进行分段积分!积分范围包含
"',"

!

+'*"

))

A

!去除重水峰
!'."

!

.'*=

))

A

!去除甲醇峰
='=.

!

='=+

))

A

!积分区间为
"'"#

"最后!通过对总面积进行归一化处

理"

将积分后得到的数据导入
B62&6<

中!得到
+"[,!#

个

变量的数据矩阵"

多元曲线分辨率&

BYK

'是基于双线性模型的一种化学

计量学方法!在数学上将混合物的响应!分解为所研究系统

中涉及的每个主成分的纯信号贡献(

@-,

)

"

多元曲线分辨
-

交替最小二乘法&

BYK-9]/

'以交替方法

对数据进行迭代!得到数据的浓度分布和光谱矩阵!原理如

式&

=

'

"

b

#$

N

n

%

&

=

'

式&

=

'中!

"

&

C[=

'为核磁共振数据矩阵!有
C

个样本!

=

个

波谱变量!

#

&

C[

.

'和
$

N

&

.

[=

'为提取后主成分的浓度矩

阵和
(BK

波谱矩阵!

#

对应代表绿豆代谢物的浓度矩阵!

$

N 为绿豆代谢物主成分的核磁共振氢谱图"

%

为误差矩阵"

.

是该体系的主成分个数"

在双线性模型中!不充分的约束会导致最终模型受到旋

转模糊的影响!存在非唯一解"在此工作中!

(BK

提供的代

谢物信号不可能出现负值!代谢物的信号贡献也不可能为负

值!所以可以同时对光谱和浓度矩阵施加非负约束"此外!

在不同时段存在特定代谢物的生成和消失!可通过选择性约

束对不同时段中的代谢物的浓度矩阵进行约束"

*

!

结果与讨论

!!

首先!

BYK

模型需要确定主成分的个数!这将直接影

响到
BYK

对结果的解析"依据
QY9

结果确定主成分个数为

=

!这时解释原变量方差的百分比为
++'!?m

!选择更多的主

成分可能会过度拟合噪声"

由于在仅使用非负约束的模型中存在不唯一解!将浓度

下降趋于零的部分作为约束对象!推测此主成分对应的代谢

物是在代谢过程中降解的成分!于是使用选择性约束以实现

在迭代过程中寻找更接近真实的解"

在以往的报道中!核磁定量分析可以通过
N

#

回溯转换

法得以实现但方法较为繁琐!需要内标和待观察物的
A

#

值#

以及非全弛豫一维谱图(

?

)

"通过对
(BK

数据得到的矩阵运

用
BYK-9]/

方法进行处理!从而获得三种主成分以及各主

成分所包含的代谢物"将每种主成分的响应数据绘制出箱型

图!可以根据箱型图直观地看出每种主成分中各个代谢物的

相对含量变化趋势!此方法较为直观和简便"

!!

图
#

为经过预处理后的核磁共振谱!每条谱线对应一个

待测样本的氢谱"通过图
#

可以看出在各豆种子萌发的

(BK

图谱中存在一定差异!然而由于代谢成分较为复杂!

各化合物的特征峰高度重叠!难以获得有用的代谢规律信

息"

图
!

!

绿豆萌发代谢物的原始!

NEOWD

图谱

*+

,

-!

!

F0165+

,

+%

!

NEOWD;

9

1/3526730118352/314/6%31%3

4<5+%

,

;114

,

15&+%23+6%

!!

图
*

为
BYK

仅在对浓度和光谱方向使用非负约束下的

结果!图中分别显示了三个时间段样本浓度变化的箱型图及

其对应主成分的
(BK

纯光谱"

(BK

纯光谱从图&

6*

'!&

<*

'

和&

1*

'中可以看出三种主成分的光谱信息!具体特征峰对应

代谢物如表
#

"箱型图由最小值&

A:7

'!下四分位数&

O#

'!中

位数&

A08:67

'!上四分位数&

O=

'!最大值&

A6e

'绘制而成"

从浓度变化图
*

&

6#

'中可以看出第一主成分在第一阶段含量

明显降低"如图
*

&

<#

'所示!第二主成分在整个萌发期间含

##"=

第
#"

期
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
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图
>

!

仅使用非负约束条件下%

WBD

获得的三种主成分对应物质的的含量变化及其!

NEOWD

图

&

6

'$第一主成分%&

<

'$第二主成分%&

1

'$第三主成分

*+

,

->

!

F01A68

9

:6367/6%/1%3523+6%;

&

2!

1

/!

'

2%4301

!

NEOWD;

9

1/352

&

2>

1

/>

'

6730130511

9

5+%/+

9

2:/6&

9

6%1%3;6A32+%14A

@

WBDH+30%6%E%1

,

23+=1/6%;352+%3;6%A630/6%/1%3523+6%2%4;

9

1/3524+51/3+6%;

&

6

'$

NG0J:342

)

3:71:

)

6&1%A

)

%7072

%&

<

'$

NG0401%78

)

3:71:

)

6&1%A

)

%7072

%&

1

'$

NG02G:38

)

3:71:

)

6&1%A

)

%7072

量呈上升趋势"如图
*

&

1#

'所示!第三主成分在萌发初期含

量升高!在萌发后期含量大幅下降"

!!

其中第二主成分
*!G

组浓度趋向为
"

!推测此主成分对

应的代谢物在实际代谢变化中浓度在下降!可以使用选择性

约束对这一位置进行约束"

!!

如图
=

所示!依照仅非负约束
BYK

结果的提示对第二

主成分!在
*!G

组的样本浓度方向施加选择性约束"图
=

&

6#

'!&

<#

'和&

1#

'三幅图分别为在此约束条件下!第一主成

分#第二主成分以及第三主成分在
*!

!

=?

和
!,G

含量而得

出的误差图"图
=

&

6*

'!&

<*

'和&

1*

'分别为第一主成分#第二

主成分以及第三主成分的#

-̂(BK

图"如图
=

&

6#

'所示!第

一主成分在萌发初期含量下降!在萌发后期含量小幅度升

图
C

!

WBD

结合选择性约束#第二个主成分%

>$0

组$得到的各主成分的!

NEOWD

和浓度箱型图

&

6

'$第一主成分%&

<

'$第二主成分%&

1

'$第三主成分

*+

,

-C

!

F01A68

9

:6367/6%/1%3523+6%;

&

2!

1

/!

'

2%4301

!

NEOWD;

9

1/352

&

2>

1

/>

'

6A32+%14A

@

WBDH+30;1:1/3+=+3

@

/6%;352+%3

&

6

'$

NG0J:342

)

3:71:

)

6&1%A

)

%7072

%&

<

'$

NG0401%78

)

3:71:

)

6&1%A

)

%7072

%&

1

'$

NG02G:38

)

3:71:

)

6&1%A

)

%7072

*#"=
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高"如图
=

&

<#

'所示!第二主成分在整个萌发期间含量保持

上升趋势"如图
=

&

1#

'所示!第三主成分在萌发初期含量升

高!在萌发后期含量大幅度下降"

图
$

!

WBD

结合选择性约束#第二个主成分%

>$0

组$

得到的各主成分的!

NEOWD

图

&

6

'$第一主成分%&

<

'$第二主成分%&

1

'$第三主成分

*+

,

-$

!

F01

!

NEOWD;

L

1/352

&

2

1

/

'

6A32+%14

A

@

WBDH+30;1:1/3+=+3

@

/6%;352+%3

&

6

'$

NG0J:342

)

3:71:

)

6&1%A

)

%7072

%

&

<

'$

NG0401%78

)

3:71:

)

6&1%A

)

%7072

%

&

1

'$

NG02G:38

)

3:71:

)

6&1%A

)

%7072

!!

根据文献(

?

)对绿豆种子提取物中的代谢物特征峰进行

识别!可从
BYK

结果的图谱中找到如表
#

所示代谢物"

!!

其中!第一主成分中包含的代谢物有$乳酸#乙酸#

*-

氨

基
-!-

氧戊酸#胆碱#棉籽糖家族寡糖#

'

-

半乳颓#蔗糖#

(#-

甲基烟酸%第二主成分中包含的代谢物有$缬氨酸#乙酸#

'

-

酮戊二酸#

*-

氨基
-!-

氧戊酸#胆碱#棉籽糖家族寡糖#蔗糖#

色氨酸#苯丙氨酸#肌苷#

(#-

甲基烟酸%第三主成分中包含

的代谢物有$乳酸#

*-

氨基
-!-

氧戊酸#苹果酸#柠檬酸#

;-

甲

基鲨肌酸#磷酸胆碱#棉籽糖家族寡糖#

'

-

半乳糖#

(#-

甲基

烟酸"

表
!

!

绿豆提取物的谱峰归属

F2A:1!

!

S12P2;;+

,

%&1%367&<%

,

A12%18352/3

编号 代谢物 化学位移

#

乳酸&

&612620

'

#'==

&
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