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摘
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要
!

为满足多年生苦荞育种工作的需要!采用近红外光谱分析技术结合定量偏最小二乘法对多年生苦

荞叶片蛋白质和
6

-

氨基丁酸$

I9Q9

%含量进行了快速测定研究!实验使用了
***

份多年生苦荞材料!扫描光

谱后测定其化学值"研究发现样品蛋白质含量的平均值'最大值和最小值含量分别是
.C!

!

++.

和
.*.D

<

-

<

E.

&样品
I9Q9

含量的平均值'最大值和最小值含量分别是
*'!#F

!

+'FC#

和
.'!+FD

<

-

<

E.

"蛋白质建模

结果(采用不同光谱区建模时!建模集的平均决定系数$

&

*

%'校正标准差$

/@B

%和平均相对误差$

i/L

%分别

是
F+'!C?

!

"'C+

和
+'#*?

!检验集的平均
&

*

!

/@B

和
i/L

分别是
F.'GG?

!

"'##

和
,'*#?

"采用不同比

例的建模样品和检验样品时!建模集的平均
&

*

!

/@B

和
i/L

分别是
F+',,?

!

"'C+

和
+'#*?

!检验集的平

均
&

*

!

/@B

和
i/L

分别是
F*'.#?

!

"'#G

和
,'*"?

"采用
!"""

"

F"""1D

E.光谱范围!二阶导数$

.+

%预处

理光谱!建模集与检验集的比例为
!=.

!模型最优!其建模集内部交叉
&

*

!

/@B

和
i/L

分别是
F+',G?

!

"',,

和
+'+#?

!检验集内部交叉
&

*

!

/@B

和
i/L

分别是
F+'+,?

!

"'G+

和
!'!"?

"

I9Q9

建模结果(采用

不同光谱区建模时!建模集的平均
&

*

!

/@B

和
i/L

分别是
#C'*#?

!

"'*.

和
#'+"?

!检验集的平均
&

*

!

/@B

和
i/L

分别是
#!'+,?

!

"'**

和
#'GC?

"采用不同比例的建模样品和检验样品时!建模集的平均
&

*

!

/@B

和
i/L

分别是
##',.?

!

"'*"

和
#'"!?

!检验集的平均
&

*

!

/@B

和
i/L

分别是
#C'#"?

!

"'*.

和

#'!"?

"

!"""

"

.""""1D

E.光谱范围!原始光谱!建模集与检验集的比例为
!=.

!模型最优!其建模集内

部交叉
&

*

!

/@B

和
i/L

分别是
F+'*#?

!

"'.,

和
C'."?

!检验集内部交叉
&

*

!

/@B

和
i/L

分别是

F.'!F?

!

"'.G

!

C'C#?

"证明了使用近红外光谱技术定量测定多年生苦荞叶片蛋白质和
I9Q9

含量的可行

性以及模型的稳定性"

关键词
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年生!贵州师范大学荞麦产业技术研究中心副教授
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!
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引
!

言

!!

荞麦是蓼科荞麦属一年生草本植物!其储存蛋白质组分

的氨基酸组成接近于联合国粮农组织推荐的标准营养蛋白!

具有很高的食用价值和医疗保健作用!是重要的药食两用杂

粮作物"

6

-

氨基丁酸$

I9Q9

%是一种非蛋白质氨基酸!具有

调节血压与心率'促进生长素分泌'抗衰老等作用)

.

*

"多年

生苦荞是贵州师范大学陈庆富团队通过选择杂交'染色体加

倍'杂交和中间杂交等方法对多年生金荞麦育种的成果!与

栽培苦荞相比!其植株健壮!籽粒饱满大粒!营养物质含量

高!再生力强!收获割刈后可再次生长!二次收获)

*

*

"研究

团队对多年生苦荞父本金荞麦的叶片蛋白质'

I9Q9

等物质

进行研究!发现其含量远高于籽粒!且金荞麦叶发酵茶可提

高小鼠免疫功能!还具有防治急'慢性炎症的功能)

+-!

*

!因此

多年生苦荞的叶片具有极高的开发价值"

近红外光谱技术作为一种物理测试技术!具有无损'测

定速度快'可同时测定几个指标等优点"目前蛋白质的测定

方法主要是凯氏定氮法!

I9Q9

的测定方法有色谱法和分光

光度法!这些方法有预处理复杂'耗时长'污染环境等缺点!



因此研究一种能简便快速'无污染测定蛋白质和
I9Q9

含

量的方法具有重要的现实意义"

目前!已有大量应用近红外光谱技术分析作物含水量'

淀粉'蛋白质等的研究报告)

,-#

*

"郭慧敏等利用红外技术建

立的荞麦籽粒蛋白质预测模型!发现用多元散射校正预处理

C#"+'F

"

C"F!'*1D

E.区段的光谱!建立模型最优!其预测

模型的决定系数为
"'F!#.

!交叉验证均方根为
"'C#

)

G

*

"陈

龙等研究使用近红外技术在线监测
6

-

氨基丁酸制备过程!所

建立模型的决定系数为
#C'+*?

)

.

*

"目前!利用近红外光谱

法研究荞麦叶片蛋白和
I9Q9

含量还未见报道"本文利用

傅里叶变换近红外漫反射光谱技术测定
***

份多年生苦荞叶

片的近红外光谱!采用偏最小二乘回归法对光谱数据进行分

析!构建荞麦蛋白质和
I9Q9

近红外分析模型!为实现多年

生苦荞叶片蛋白质和
I9Q9

含量的快速检测提供参考"

.

!

实验部分

)-)

!

材料

实验用的材料为
*".#

年春季采收的多年生苦荞叶片"

为了得到更具代表性的样品!种植了多个遗传性状已稳定的

多年生苦荞自交系!并于生长期多次采收不同部位叶片$上

三叶!中三叶和下三叶%!采收后先放于鼓风干燥机中
.",_

杀青
+"D:7

!然后于
#"_

烘
*!]

"烘干后的叶片用高速粉

碎机粉碎后过
.""

目筛!待用"

)-9

!

方法

.'*'.

!

多年生苦荞叶片光谱采集

采用德国布鲁克光谱仪器公司生产的
\B9

傅立叶变换

近红外光谱仪!其分辨率设为
!1D

E.

!扫描范围
!"""

"

.*

"""1D

E.

!扫描次数
C!

次"采用漫反射扫描!每份叶片样品

分为
+

等份!分别扫描光谱后单独存放"

.'*'*

!

多年生苦荞叶片中蛋白质含量测定

叶片中蛋白质含量参照国家标准.

IQ

#

N,,..

0

*""#

谷

物和豆类氮含量测定和粗蛋白含量计算凯氏定氮法/"

.'*'+

!

多年生苦荞叶片中
I9Q9

含量测定

I9Q9

的测定参考程勇杰等的方法)

#

*

"先用酸水解法预

处理样品"准确称取
"'."""

<

叶片粉末!将称好的试样放

于水解管!加入
CD%&

-

K

E.盐酸
.,DK

!置液氮中冷冻
,

D:7

!接到真空泵抽真空后再吹入氮气!重复
+

次后封口"在

恒温干燥箱中
.."_

水解
*!]

"取出冷却!打开水解管!将

水解液全部转移至
,"DK

容量瓶!用去离子水定容!吸取滤

液
.DK

于旋转蒸发仪中蒸干!用
.DK

)

U*'*

柠檬酸钠缓

冲液溶解!过滤后取上清液进行测定"

.'*'+

!

数据分析与处理

采用中国农业大学开发的
9̀g(ai/

近红外光谱分析软

件!利用定量偏最小二乘法建立多年生苦荞叶片的蛋白质和

I9Q9

定量分析模型"采用内部交叉验证方法!比较不同模

型的决定系数$

&

*

%'校正标准差$

/@̀

%和平均相对误差

$

i/L

%!选择最佳模型"当
i/L

小于
."?

时表明建模效果良

好!预测精度较高!建立的模型可用于实际检测"

*

!

结果与讨论

9-)

!

多年生苦荞叶片蛋白质和
I$U$

的含量

采用化学方法所测样品中蛋白质平均值为
.C!'""D

<

-

<

E.

!含量范围是
.*.'"""

"

++.'"""D

<

-

<

E.

&

I9Q9

的平

均值为
*'!#FD

<

-

<

E.

!含量范围是
.'!+F

"

+'FC#D

<

-

<

E.

!基本涵盖了叶片蛋白质和
I9Q9

含量的变化范围!且

在比范围内分布比较均匀!具有代表性"剔除异常样品后!

剩余
***

份样品建模$图
.

和图
*
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图
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图
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!

模型的建立

*'*'.

!

多年生苦荞叶片近红外光谱特征

图
+

为
***

份多年生苦荞叶片样品的原始近红外吸收光

谱"苦荞麦叶片中含有较多的蛋白质和
I9Q9

!这些物质分

子中都有常见的
`

0

U

和
(

0

U

等含氢基团!在近红外光谱

区有强烈的吸收峰"由图
+

可见!荞麦叶片的近红外光谱图

存在多处吸收峰!不同样品的光谱性状相似!但吸收峰强度

不同"

*'*'*

!

光谱范围的选择

根据频率不同!近红外光谱可划分为低频'合频和高频

区!从图
+

可看出!

.""""1D

E.以外的光谱噪声太大!因此

建模时剔除此区"本试验尝试选择
!"""

"

,"""

!

!"""

"

C"""

!

!"""

"

G"""

!

!"""

"

#"""

!

!"""

"

F"""

!

!"""

"

.""""

!

,"""

"

F"""

!

,"""

"

#"""

!

#"""

"

.""""1D

E.九

个谱区建立模型"建模样本总数为
***

份!其中建模集样本

数为
.G#

!检验集样本数为
!!

"

建立蛋白质的测定模型时!选择
!"""

"

C"""

!

!"""

"

G"""

!

!"""

"

#"""

!

!"""

"

F"""

!

!"""

"

.""""

!

,"""

"

#"""1D

E.谱区建模效果较好!建模集与检验集的决定系数

均在
F"?

以上!

#"""

"

.""""1D

E.光谱区建模效果较差"

九个谱区建模集和检验集的平均决定系数分别为
F+'!C?

和

F.'GG?

$表
.

%"学者们运用近红外技术建立了测定稻米'甘

薯'小麦蛋白质含量的近红外模型!发现不同作物选定的最

佳光谱区有差异!不过均在
!"""

"

.""""1D

E.范围内)

F-..

*

"

郭慧敏报道荞麦面粉蛋白质的近红外优化光谱区间均为
C

#"+'F

"

C"F!'*1D

E.

!与本试验中光谱区间部分重叠)

G

*

"

表
)

!

光谱区对近红外模型预测结果的影响#蛋白质$

G/A71)

!

(5C7815B1?C0

3

1B6"/7"/5

,

1?5[(R

3

"1E+B6+?5"108760

$

3

"?61+5

%

光谱谱区#
1D

E. 主成分
建模集 检验集

决定系数#
?

校正标准差 相对误差#
?

决定系数#
?

校正标准差 相对误差#
?

!"""

"

,""" .F F"'"G "'GF !'#" #F'., .'"! C'*,

!"""

"

C""" ** F!'.. "'C* +'GG F+'#F "'GG !'C"

!"""

"

G""" *. F+'#F "'C* +'GG F+'*C "'#* !'F*

!"""

"

#""" ** F,'+! "',! +'*F F!'*# "'G, !',+

!"""

"

F""" *. F,'+! "',! +'*F F!'#G "'G. !'+"

!"""

"

."""" *" F,'C! "',* +'.# F*'F. "'#! ,'",

,"""

"

F""" .F F,'GG "',. +'.+ F!'GC "'G* !'+!

,"""

"

#""" .F F!'+! "',F +'C* F*'#C "'#! ,'"G

#"""

"

."""" ." #C'C. "'F. ,',G GF'F. .'!. #',"

平均值
.F F+'!C "'C+ +'#* F.'GG "'## ,'*#

!!

建立
I9Q9

测定模型时!选择
!"""

"

F"""

和
!"""

"

.""""1D

E.谱区建模效果较好!建模集与检验集的决定系数

均在
F"?

以上!相对误差均低于
."?

!

,"""

"

F"""

和
#"""

"

.""""1D

E.光谱区建模时!建立模型的建模集与检验集的

决定系数均低于
#,?

!相对误差高于
."?

!模型不可用"九

个谱区建模集和检验集的平均决定系数分别为
#C'*#?

和

#!'+,?

$表
*

%"张艳哲等报道活性米
I9Q9

的特征光谱区

间为
F.#

"

."!,7D

$

F,CF

"

."#F+1D

E.

%

)

."

*

!与本试验中

I9Q9

的光谱区间$

!"""

"

.""""1D

E.

%有部分重叠"

表
9

!

光谱区对近红外模型预测结果的影响#

I$U$

$

G/A719

!

(5C7815B1?C0

3

1B6"/7"/5

,

1?5[(R

3

"1E+B6+?5"108760

$

I$U$

%

光谱谱区#
1D

E. 主成分
建模集 检验集

决定系数#
?

校正标准差 相对误差#
?

决定系数#
?

校正标准差 相对误差#
?

!"""

"

,""" .G #+'!* "'*! F',# #!'FC "'** #'#F

!"""

"

C""" *+ F.'++ "'.G C'F+ #F'"* "'.F G',F

!"""

"

G""" *. #F'#" "'.F G',* ##'!* "'.F G'#"

!"""

"

#""" ** F*'F! "'., C'*, ##'!G "'.F G'G#

!"""

"

F""" *. F.',* "'.G C'#, F.'," "'.G C'C#

!"""

"

."""" ** F+'*# "'., C'." F.'!F "'.G C'C#

,"""

"

F""" .G #G'** "'*. #'!. #"'#C "'*, ."'"+

,"""

"

#""" .F #F'*. "'.F G'G+ #,'*, "'** #'#"

#"""

"

."""" # ,G'#* "'+# .,'*F ,F'** "'+C .!'C+

平均值
.F #C'*# "'*. #'+" #!'+, "'** #'GC

*'*'+

!

建模样品与检验样品比例的选择

为了进一步鉴定近红外光谱分析法检测荞麦蛋白质和

I9Q9

含量的可行性及稳定性!随机选择不同比例的建模样

品和检验样品!进行模型建立和验证"结果表明!建模集与

+*!*
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检验集样品比例为
!=.

时!所建模型的建模集与检验集决

定系数均大于
F!?

!效果较好"采用不同样品建模!蛋白质

建模集的平均决定系数为
F+',,?

!检验集的平均决定系数

为
F*'.#?

!表明采用
!"""

"

F"""1D

E.光谱范围内的近红

外光谱信息所建立的荞麦叶蛋白质含量测定模型稳定可靠

$表
+

%"

!!

从表
!

可以看出!建模集与检验集样品比例为
+=.

和

!=.

时!所建模型的建模集与检验集决定系数均大于
F.?

!

效果较好"采用不同样品建模!

I9Q9

建模集的平均决定系

数为
##',.?

!检验集决定系数平均为
#C'#"?

!表明采用

!"""

"

.""""1D

E.光谱范围内的近红外光谱信息所建立的

荞麦叶片
I9Q9

含量测定模型稳定可靠$表
!

%"

表
;

!

建模样品对近红外模型预测结果的影响#蛋白质$

G/A71;

!

[(R

3

"1E+B6+?5"108760?C4?E17C?"E+CC1"1560/4

3

710

$

3

"?61+5

%

不同比例建模

建模集
=

检验集
主成分

建模集 检验集

决定系数#
?

校正标准差 相对误差#
?

决定系数#
?

校正标准差 相对误差#
?

.=. .G F*'C+ "'G* !'+G ##',# "'#F ,'!+

*=. .G F"',G "'G, !',F #F',C "'FC ,'#,

+=. *" F+'.* "'CC !'"! F.'G! "'#, ,'.,

!=. *. F,'+! "',! +'*F F!'#G "'G. !'+"

,=. ** F!'," "',, +'+G F!'.. "'F. ,'!+

C=. ** F,'.. "',+ +'*# F!'*+ "'#G ,'"C

均值
*" F+',, "'C+ +'#* F*'.# "'#G ,'*"

表
>

!

建模样品对近红外模型预测结果的影响#

I$U$

$

G/A71>

!

[(R

3

"1E+B6+?5"108760?C4?E17C?"E+CC1"1560/4

3

710

$

I$U$

%

不同比例建模

建模集
=

检验集
主成分

建模集 检验集

决定系数#
?

校正标准差 相对误差#
?

决定系数#
?

校正标准差 相对误差#
?

.=. .C #.'.F "'*, ."'., #"'G. "'*, ."'.#

*=. .# #G'#. "'** #'#+ #!'F! "'*+ F',!

+=. ** F+'*# "'.# G'.G F.'!F "'.F G'G!

!=. ** F+'*# "'.F G'C" F.'!F "'*" G'F#

,=. .# #G'*F "'.# G'"F #C'*+ "'.F G'C!

C=. .# ##'.F "'.# G'+G #,'F! "'.G G'*F

均值
.F ##',. "'*" #'"! #C'#" "'*. #'!"

*'*'!

!

预处理方法的选择

为了进一步提高模型的决定系数'降低主成分数并验证

其稳定性!采用不同的数学方法预处理光谱"根据上述实验

结果!蛋白质建模时采用
!"""

"

F"""1D

E.光谱区间!建模

集与检验集样品比例为
!=.

!结果发现!采用数学方法预处

理光谱后!模型的主成分数均有所下降!如采用一阶导数

$

.+

%预处理光谱后!模型主成分有原来的
*.

下降至
.!

"采

用不同预处理方法后建模!蛋白质建模集的平均决定系数为

F!'!!?

!检验集的平均决定系数为
F+'C"?

!进一步证明采

用近红外光谱技术建立的荞麦叶蛋白质含量测定模型的稳定

可靠$表
,

%"

表
L

!

光谱预处理方法及平滑点数对近红外模型的影响#蛋白质$

G/A71L

!

GF1+5C7815B1?CE+CC1"156

3

"16"1/64156/5E04??6F+5

,

416F?E0?5[(RJ

3

"1E+B6+?5"108760

$

3

"?61+5

%

预处理方法 主成分
建模集 检验集

决定系数#
?

校正标准差 相对误差#
?

决定系数#
?

校正标准差 相对误差#
?

无处理
*. F,'+! "',! +'*F F!'#G "'G. !'+"

中心化
.F F+'GF "'C* +'GF F+'+, "'#. !'#F

极差归一
*" F!'GF "',G +'!# F+'C! "'#" !'G#

矢量校正
.F F,'.# "',, +'+! F!',G "'G! !'!*

散射校正
*" F,'CC "',* +'.G F+'C# "'GF !'GG

一阶导数$

.+

%

.! F+',G "'C+ +'#C F+'+, "'#. !'#F

二阶导数$

.+

%

.F F,'"# "',, +'+# F!'C* "'G+ !'!"

中心化
S

一阶导数$

.+

%

.+ F!'*. "'C" +'CC F!'"F "'GG !'C.

极差归一
S

一阶导数$

.+

%

.* F*'#F "'CG !'"C F.'.C "'F! ,'C!

散射校正
S

一阶导数$

.+

%

.+ F+'F* "'C* +'GC F*'C+ "'#C ,'.,

均值
.G F!'!! "',F +',# F+'C" "'#" !'GF

!*!*
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!!

根据上述研究结果!建模时采用
!"""

!

#""""$%

&#光

谱区间!建模集与检验集样品比例为
!'#

!采用不同预处理

方法后建模!所建立模型的主成分数均下降明显!如一阶导

数"

#(

#处理后!主成分数由
))

降至
#(

$预处理光谱后!

*+,

-+

建模集的平均决定系数为
../.!0

!平均校正标准差和

相对误差分别为
"/#1

和
2/230

!检验集决定系数平均为

.3/)40

!平均校正标准 差 和 相 对 误 差 分 别 为
"/))

和

./230

$进一步证明采用此光谱范围近红外光谱信息所建立

的荞麦叶
*+-+

测定模型稳定可靠"表
4

#$

表
!

!

光谱预处理方法及平滑点数对近红外模型的影响!

"#$#

"

%&'()!

!

%*)+,-(.),/)0-1+--)2),3

4

2)32)&35),3&,165003*+,

7

5)3*0160,89:;

4

2)1+/3+0,2)6.(36

"

"#$#

#

预处理方法 主成分
建模集 检验集

决定系数%
0

校正标准差 相对误差%
0

决定系数%
0

校正标准差 相对误差%
0

无处理
)) 1(/). "/#3 4/#" 1#/!1 "/#2 4/4.

中心化
#1 1"/). "/#. 2/(! ../)4 "/#1 2/.3

极差归一
)" 1#/21 "/#2 4/2! .3/.. "/)# ./4#

矢量校正
#3 .3/4! "/)) ./1) ."/#) "/)3 #"/))

散射校正
)( 14/"4 "/#) !/42 .4/!! "/)# ./!!

一阶导数"

#(

#

#( 1"/(4 "/#. 2/(# .4/() "/)# ./!.

二阶导数"

#(

#

#2 .4/2) "/)# ./3. .4/"3 "/)# ./34

中心化
5

一阶导数"

#(

#

#( .4/(4 "/)) ./41 .4/!! "/)# ./!!

极差归一
5

一阶导数"

#(

#

#) .3/." "/)) ./.2 .!/(1 "/)) 1/"3

散射校正
5

一阶导数"

#(

#

#( .3/2( "/)) ./.1 .3/14 "/)# ./31

均值
#2 .1/)" "/#1 2/4# .4/#! "/)# ./!1

(

!

结
!

论

!!

以粉碎的多年生苦荞叶片为研究对象!利用化学法测定

其蛋白质和
*+-+

含量!利用样品的近红外光谱结合定量

偏最小二乘法建立了荞麦叶片蛋白质和
*+-+

的预测模型$

从模型建模集和检验集的决定系数来看!苦荞叶片中蛋白质

和
*+-+

含量都得到较好的预测效果$蛋白质含量的最佳

预测模型光谱范围为
!"""

!

1"""$%

&#

!一阶导数"

#(

#预处

理光谱!建模集与检验集的比例为
!'#

!主成分为
#!

时!其

建模集和检验集的决定系数分别为
1(/320

和
1(/(30

$

*+,

-+

含量的最佳预测模型光谱范围为
!"""

!

#""""$%

&#

!

一阶导数"

#(

#预处理光谱!建模集与检验集的比例为
!'#

!

主成分为
#(

时!其建模集和检验集的决定系数分别为

1"/(40

和
.4/()0

$

理想的预测模型需要大量的种质资源!尽管本试验选用

大量多年生苦荞自交系的叶片样品来建模!但所建模型的预

测效果仍有待优化$要想进一步优化预测模型!提高模型的

适用范围和预测效果!需要进一步增加具有代表性的荞麦样

品$下一步试验可加入不同季节&不同产地的金荞麦&甜荞

麦和苦荞麦的叶片样品!进一步完善预测模型$

本试验所得的近红外光谱技术结合偏最小二乘法建立的

预测模型可有效的预测多年生苦荞叶粉末样品蛋白质和

*+-+

的含量!辅助育种工作!具有一定的实用价值$
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