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稻米色氨酸含量近红外反射光谱全局和局部飞速定标技术研究
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摘　要　色氨酸是人类一种必需氨基酸，也是稻米中一种重要的限制性氨基酸。从４年份１２５６份材料中选
择出２７２份有代表性的样品，采用碱水解－分光光度法测定了其色氨酸含量。比较不同定标方法的预测结果
发现，运用改良的偏最小二乘法（ｍｏｄｉｆｉｅｄ　ｐａｒｔｉａｌ　ｌｅａｓｔ　ｓｑｕａｒｅ，ＭＰＬＳ）的全局（Ｇｌｏｂａｌ）定标方法和局部（Ｌｏ－
ｃａｌ）飞速定标方法的预测效果较佳，基于精米粉光谱建立的方程的预测标准误差均为０．００７％，外部验证决
定系数分别为８７．１％和８７．４％，可用于定量分析；而基于糙米光谱建立的定标方程的预测效果略差，但仍
具有良好的预测能力。研究结果表明，近红外光谱技术可作为水稻育种中间材料的快速筛选和食品工业中
稻米原料的品质监控手段。
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引　言

　　水稻是世界上主要的粮食作物之一，也是我国最重要的
粮食作物之一。氨基酸含量是衡量稻米营养品质的重要指
标，尤其是必需氨基酸含量的高低会直接影响稻米的营养价
值［１］。色氨酸为人类的８种必需氨基酸之一，也是稻米中一
种重要的限制性氨基酸［２］。

近红外光谱（ｎｅａｒ　ｉｎｆｒａｒｅｄ　ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ，ＮＩＲＳ）技术具
有测定速度快，可同时分析多项指标，成本较低、无污染等
特点，已广泛应用于稻米品质性状的快速分析，如直链淀粉
含量［３－５］，糊化温度、凝胶稠度、碱消值［６－８］，矿质元素含
量［９］，脂肪含量［１０，１１］和蛋白质含量［６，１２］。Ｗｕ等［１３］建立了预
测精米中１７种氨基酸含量（不包括色氨酸）的校正方程，该
方程具有较高的决定系数和较低的标准误差，可用于对除了
胱氨酸、蛋氨酸、组氨酸之外的１４种不同的氨基酸含量的测
定。但至今尚未发现利用近红外光谱技术快速分析稻米色氨
酸含量的报道。

本研究旨在开展稻米色氨酸含量的 ＮＩＲＳ技术应用研
究，运用全局和局部飞速定标技术建立近红外光谱校正方程
快速测定精米色氨酸含量，提高种质资源以及水稻育种中间
材料的选择效率；同时也可用于食品工业中对稻米原料的检
测，使ＮＩＲＳ技术能够更好的为育种和食品生产实践服务。

１　材料与方法

１．１　试验材料
研究材料包括两部分，第一部分１１２７份样品选自２００５

年和２００６年种植于浙江大学试验农场的品种和高代品系；

第二部分１２９份样品选自２００７年和２００８年种植于浙江大学
试验农场的品质突变体群体材料，该群体遗传变异较大，蛋
白质含量分布范围较宽，适合于氨基酸含量近红外定标。将
这两部分合并起来共１　２５６份样品作为定标原始群体。

将稻谷先用出糙机（型号：Ｂ－７６，浙江黄岩）除去颖壳成
糙米，再用精米机（型号：ＪＮＭＪ３，浙江黄岩）磨成精米，最
后用旋风磨（型号：３０１０－０１９，Ｆｏｒｔ　Ｃｏｌｌｉｎｓ，Ｃｏ．，ＵＳＡ）磨成
精米粉，过１００目筛后装入小塑料自封袋中，敞口放置于干
燥器中平衡水分３天，测定样品水分含量为９．８２％。

１．２　近红外光谱扫描
运用 近 红 外 谷 物 分 析 仪 （ＮＩＲＳｙｓｔｅｍｓ　５０００，Ｓｉｌｖｅｒ

Ｓｐｒｉｎｇ，ＭＤ，ＵＳＡ），将每个样品均以糙米和精米粉两种样
品状态分别进行近红外光谱扫描，在波长为１　１００～２　４９８
ｎｍ的范围内，每隔２ｎｍ采集样品的反射强度。每份样品都
进行２次装样，每次装样后旋转不同角度扫描２次，保存平
均光谱待分析。

１．３　碱水解－分光光度法测定色氨酸含量



采用碱水解－分光光度法（国标 ＧＢ／Ｔ　１５４００－－９４）测定精
米粉样中色氨酸含量，所用仪器为可见－紫外分光光度计
（Ｓｈｉｍａｄｚｕ　ＵＶ－２５５０，Ｊａｐａｎ），标准样品购自Ｓｉｇｍａ公司。每
个样品进行３次平衡试验，取平均值作为样品的化学参考
值。

１．４　近红外校正方程研究方法
采 用 ＷｉｎＩＳＩ Ⅱ （ｖ１．５，ＦＯＳＳ　ＮＩＲＳｙｓｔｅｍｓ，Ｓｉｌｖｅｒ

Ｓｐｒｉｎｇｓ，ＭＤ，ＵＳＡ）软件采集近红外光谱并建立近红外校正
方程。光谱预处理主要有导数和平滑处理、标准正态变量变
换和去趋势算法（ｓｔａｎｄａｒｄ　ｎｏｒｍａｌ　ｖａｒｉａｎｃｅ　ｗｉｔｈ　ｄｅ－ｔｒｅｎｄｉｎｇ，

ＳＮＶ＋Ｄ）等。运用改良的偏最小二乘法（ＭＰＬＳ）、偏最小二
乘法（ｐａｒｔｉａｌ　ｌｅａｓｔ　ｓｑｕａｒｅ，ＰＬＳ）和主成分回归（ｐｒｉｎｃｉｐａｌ　ｃｏｍ－
ｐｏｎｅｎｔ　ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ，ＰＣＲ）方法建立近红外光谱全局（Ｇｌｏｂａｌ）

校正模型［１４］。通过交叉检验可判断所创建校正方程的效果，

其中校正决定系数（ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ　ｏｆ　ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ　ｉｎ　ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ，

ＲＳＱ）、校正标准误差（ｓｔａｎｄａｒｄ　ｅｒｒｏｒ　ｏｆ　ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ，ＳＥＣ）、

交叉 检 验 标 准 误 差 （ｓｔａｎｄａｒｄ　ｅｒｒｏｒ　ｏｆ　ｃｒｏｓｓ－ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ，

ＳＥＣＶ）和交叉检验决定系数（１ｍｉｎｕｓ　ｔｈｅ　ｒａｔｉｏ　ｏｆ　ｕｎｅｘｐｌａｉｎｅｄ
ｖａｒｉａｎｃｅ　ｔｏ　ｔｏｔａｌ　ｖａｒｉａｎｃｅ，１－ＶＲ）是衡量校正方程优劣的重要
参数。局部（Ｌｏｃａｌ）飞速定标技术则运用 Ｗｉｎ　ＩＳＩⅡ 软件，根
据每个待测样品的光谱信息从定标数据库的样品中挑选出光
谱相似的目标样品子集，进而建立定标模型来预测未知样品
的氨基酸含量。外部验证能够更有效地检验方程的预测效果

和可靠性，分析中常以预测标准误差（ＳＥＰ）、偏差（Ｂｉａｓ）、外
部验证决定系数（ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ　ｏｆ　ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ　ｉｎ　ｅｘｔｅｒｎａｌ　ｖａｌｉ－
ｄａｔｉｏｎ，Ｒ２）和ＳＤ／ＳＥＰ值等参数来衡量方程的预测效果。

２　结果与分析

２．１　精米样品选择及色氨酸含量测定结果
运用 ＷｉｎＩＳＩ　ＩＩ中ＣＥＮＴＥＲ程序计算原始群体光谱的马

氏距离（ＧＨ），剔除了１１个ＧＨ ＞３．０的异常样品，再根据
邻居距离（ＮＨ＜１．１）从剩余的１　２４５份样品中共选出２７２份
代表性样品。对所选样品进行色氨酸化学测定，用于发展近
红外校正方程。随机选出４０个样品用于校正方程的外部验
证，剩余２３２份样品用于建立近红外校正方程。表１结果表
明，２７２份校正样品集中的色氨酸含量变异范围较广，分布
于０．０８６％与０．２０３％之间，外部验证样品集分布于０．０９４％
和０．２０１％之间，两者分布范围相近。此外，校正集与验证集
样品色氨酸含量的均值和标准差相近，平均值分别为

０．１３３％和０．１３２％，标准差分别为０．０２１％和０．０２０％，验
证集中各个氨基酸含量的分布范围都在校正集的范围内，说
明以上两个样品集在整个群体中具有很好的代表性，用此验
证集来检验校正方程是有效的，适合于近红外光谱模型的创
建和应用。

Ｔａｂｌｅ　１　Ｓｔａｔｉｓｔｉｃ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ　ｃｏｎｔｅｎｔ　ｉｎ　ｍｉｌｌｅｄ　ｒｉｃｅ　ｆｏｒ　ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｅｘｔｅｒｎａｌ　ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ　ｓｅｔｓ

Ｓａｍｐｌｅｓ　 Ｓａｍｐｌｅ　Ｎｏ ． Ｍｉｎｉｍｕｍ／％ Ｍａｘｉｍｕｍ／％ Ｍｅａｎ／％ ＳＤ／％
Ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ　ｓｅｔ　 ２３２　 ０．０８６　 ０．２０３　 ０．１３３　 ０．０２１

Ｅｘｔｅｒｎａｌ　ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ　ｓｅｔ　 ４０　 ０．０９４　 ０．２０１　 ０．１３２　 ０．０２０

２．２　色氨酸含量化学分析值与光谱相关性分析
一阶导数（１，４，４，１）和ＳＮＶ＋Ｄ处理精米粉近红外光

谱后，对其特征波长点吸光度与色氨酸含量化学值进行了相
关性分析（图１）。结果表明，在１　１９６，１　６７０，１　７６０，１　９６２，

２　０６２，２　１２８，２　３０４ｎｍ等波长点上，光谱吸光度值与化学值
之间的具有较高的相关性。表２中数据显示了产生这些特征
吸收谱带所对应的色氨酸中的官能团结构及基团的振动方
式。其中１　６７０，１　９６２，２　０６２和２　１２８ｎｍ为氨基酸的特征吸
收波长点，这些波长点的特征吸收对解释精米中色氨酸含量
的变异具有较大的贡献。而精米粉在２　０６２和１　９６２ｎｍ的吸
收谱峰分别来自色氨酸中ＣＯＮＨ２ 和ＣＯＮＨ 结构中 Ｎ—Ｈ

和酰胺基团的吸收信息。同时，在１　６７０ｎｍ处的吸收谱峰包
含了色氨酸中 ＲＣＨ　ＣＨＲ 结构与苯环结构共同吸收的信
息，为两者的重叠峰。此外，在２　１２８ｎｍ处的谱峰为氨基酸
结构的特征吸收谱峰，主要来自 Ｎ—Ｈ 和 Ｃ　Ｏ 基团的伸
缩振动吸收信息。光谱相关性分析结果表明，相关性较高的
波长点与色氨酸结构中各基团的特征吸收波长具有很高的一
致性，而这些特征波长点的变异能很好地解释色氨酸含量的
变异。因此，充分利用近红外光谱特征波长区的变异特点及
所含信息，能有效地开展精米色氨酸含量的近红外定标工
作。

Ｔａｂｌｅ　２　Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ　ｇｒｏｕｐ　ａｎｄ　ｍｏｄｅｓ　ｏｆ　ｖｉｂｒａｔｉｏｎ　ｉｎ　ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ　ａｔ　ｉｍｐｏｒｔａｎｔ　ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ　ｐｌｏｔｓ　ｗｉｔｈ　ｈｉｇｈ　ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ

Ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｓ　 １　１９６　 １　７６０　 ２　０６２　 ２　３０４　 １　６７０　 １　９６２　 ２　１２８
Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ　 ０．６２１　 ０．７８４　 ０．７１８　 ０．６８２ －０．７６７ －０．６５２ －０．７６９

Ｍｏｄｅ　ｏｆ　ｖｉｂｒａｔｉｏｎ
３×Ｃ—Ｈ
Ｓｔｒ．

２×Ｃ—Ｈ
Ｓｔｒ．

Ｎ—Ｈ
Ｂｅｎ．

Ｃ—Ｈ
Ｓｔｒ＋Ｂｅｎ．

２×Ｃ—Ｈ
Ｓｔｒ．Ｎ—Ｈ

Ｓｔｒ．
＋ａｍｉｄｅ

Ｎ—Ｈ　Ｓｔｒ．＋
Ｃ ＯＳｔｒ．

Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｇｒｏｕｐ ＣＨ ＣＨ２ ＣＯＮＨ２ ＣＨ２ ＲＣＨ　ＣＨＲ　Ａｒ． ＣＯＮＨ　 Ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄ

　　Ｓｔｒ．和Ｂｅｎ．分别为伸缩振动和变形振动；２×和３×分别为一级倍频和二级倍频；Ａｒ．为芳香族官能团
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Ｆｉｇ．１　Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ　ｐｌｏｔ　ｆｏｒ　ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ　ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ　ｖａｌｕｅ　ｖｓ．
ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ　ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ　ｂｙ　ｕｓｉｎｇ　ｍａｔｈｅｍａｔｉｃ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
（１，４，４，１）ａｎｄ　ＳＮＶ＋Ｄ

２．３　精米色氨酸含量近红外定标方法比较研究
对精米粉光谱采用导数处理（１，４，４，１）和ＳＮＶ＋Ｄ散

射校正的光谱预处理方法，分别采用 ＭＰＬＳ、ＰＬＳ和ＰＣＲ三
种回归分析方法进行近红外漫反射光谱全局（Ｇｌｏｂａｌ）定标研

究（表３）。采用 ＭＰＬＳ方法具有最佳的效果，所建立的方程
标准误差（ＳＥＣ：０．００７％；ＳＥＣＶ：０．００８％；ＳＥＰ：０．００７％）

均低于其他两种方法，决定系数（ＲＳＱ：８８．４％；１－ＶＲ：

８５．０％；Ｒ２：８７．１％）则高于后两者，ＳＤ／ＳＥＰ值为２．８５７，
也大于其他两种方法。而后两者中，尽管预测偏差（Ｂｉａｓ）、

预测标准误差（ＳＥＰ）以及ＳＤ／ＳＥＰ值均一样，但ＰＬＳ发展的
校正方程的ＳＥＣ，ＳＥＣＶ和Ｓｌｏｐｅ均小于ＰＣＲ法，同时前者
的各项决定系数（ＲＳＱ、１－ＶＲ、Ｒ２）要大于后者，说明ＰＬＳ的
方法略优于ＰＣＲ。

运用局部（Ｌｏｃａｌ）飞速定标技术预测精米色氨酸含量也
取得了良好的预测结果，预测标准误差为０．００７％，决定系
数达到了８７．４％，ＳＤ／ＳＥＰ值为２．８５７。与以上三种回归方
法的全局定标模型的预测效果相比，运用局部飞速定标技术
的预测结果与 ＭＰＬＳ的方法相接近，两者的预测标准误差较
小，外部验证决定系数较高（表３）。

Ｔａｂｌｅ　３　Ｓｔａｔｉｓｔｉｃ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ　ｆｏｒ　ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ　ｃｏｎｔｅｎｔ　ｉｎ　ｍｉｌｌｅｄ　ｒｉｃｅ　ｗｉｔｈ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｍｅｔｈｏｄｓ　ｂａｓｅｄ　ｏｎ　ｔｈｅ　ＮＩＲ　ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ　ｏｆ　ｍｉｌｌｅｄ　ｒｉｃｅ　ｆｌｏｕｒ

Ｍｅｔｈｏｄｓ
Ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ

ＳＥＣ　 ＲＳＱ　 ＳＥＣＶ　 １－ＶＲ
Ｅｘｔｅｒｎａｌ　ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ

Ｂｉａｓ　 ＳＥＰ　 Ｓｌｏｐｅ　 Ｒ２　 ＳＤ／ＳＥＰ
ＭＰＬＳ　 ０．００７　 ０．８８４　 ０．００８　 ０．８５０ －０．００１　 ０．００７　 １．００９　 ０．８７１　 ２．８５７
ＰＬＳ　 ０．００７　 ０．８８１　 ０．００８　 ０．８４６ －０．００１　 ０．００８　 １．０２７　 ０．８４３　 ２．５００
ＰＣＲ　 ０．００９　 ０．８１０　 ０．００９　 ０．８０３ －０．００１　 ０．００８　 １．０５９　 ０．８２５　 ２．５００

Ｌｏｃａｌ－ＰＬＳ － － － － －０．００１　 ０．００７　 １．０４０　 ０．８７４　 ２．８５７

　　对糙米光谱也采用导数处理（１，４，４，１）和ＳＮＶ＋Ｄ散
射校正的光谱预处理方法，运用全局定标方法和局部飞速定
标方法分别进行了色氨酸含量近红外定标研究（表４）。分析
结果表明：其中运用 ＭＰＬＳ的全局定标方法和局部飞速定标
方法的定标效果较好，预测标准误差均为０．０１０％，外部验
证决定系数分别为７４．１％和７４．７％，ＳＤ／ＳＥＰ比值均为

２．００，具有较强的预测能力。而运用ＰＬＳ的全局定标方法的
效果次之，运用ＰＣＲ的全局定标效果最差。同基于精米粉光
谱的定标相比，糙米光谱的色氨酸含量定标略差些（表３，表

４），其 ＭＰＬＳ的全局和局部飞速定标的ＳＥＰ后者略大，ＳＤ／

ＳＥＰ后者略小。

Ｔａｂｌｅ　４　Ｓｔａｔｉｓｔｉｃ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ　ｆｏｒ　ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ　ｃｏｎｔｅｎｔ　ｉｎ　ｍｉｌｌｅｄ　ｒｉｃｅ
ｗｉｔｈ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｍｅｔｈｏｄｓ　ｂａｓｅｄ　ｏｎ　ｔｈｅ　ＮＩＲ　ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ　ｏｆ　ｂｒｏｗｎ　ｒｉｃｅ　ｇｒａｉｎ

Ｍｅｔｈｏｄｓ
Ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ

ＳＥＣ　 ＲＳＱ　 ＳＥＣＶ　 １－ＶＲ
Ｅｘｔｅｒｎａｌ　ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ

Ｂｉａｓ　 ＳＥＰ　 Ｓｌｏｐｅ　 Ｒ２　 ＳＤ／ＳＥＰ
ＭＰＬＳ　 ０．０１０　 ０．７６２　 ０．０１１　６　 ０．６８４ －０．００２　 ０．０１０　 １．０７９　 ０．７４１　 ２．００
ＰＬＳ　 ０．０１１　 ０．７３０　 ０．０１１　８　 ０．６７４ －０．００１　 ０．０１２　 １．００８　 ０．６５７　 １．６７
ＰＣＲ　 ０．０１３　 ０．５９０　 ０．０１３　５　 ０．５６３ －０．００１　 ０．０１４　 １．０２９　 ０．４８６　 １．４３

Ｌｏｃａｌ－ＰＬＳ － － － － －０．００１　 ０．０１０　 １．１３５　 ０．７４７　 ２．００

３　讨　论

　　上述研究发现，基于精米粉光谱，运用 ＭＰＬＳ的全局定
标方法和局部飞速定标方法对色氨酸含量的定标效果均较为
理想，方程的标准误差小、决定系数较高。而基于糙米光谱
的定标结果略差于精米粉光谱的定标结果，但其ＳＤ／ＳＥＰ达

２．０，仍可用于定量分析。由于糙米经扫描分析后可用于播
种繁殖，对于少量育种材料的早世代筛选具有重要意义。此
外，在样品数目相对较小的情况下，局部飞速定标方法也能

取得良好的结果。随着现代计算机性能的提高，局部飞速定
标技术将能克服分析速度慢、时间长的不足，必将会在今后
的研究中能得到更多的应用。

本研究选用的样品包括了不同的年份和生长季节，在遗
传背景和农艺性状上具有较大的差异。定标群体的广泛变异
性和化学分析结果的精确可靠使得定标结果良好，方程具有
良好的预测能力，弥补了 Ｗｕ等［１４］未发展色氨酸含量定标方
程的不足，对稻米营养品质的快速分析具有重要的应用价
值。本研究所建立的定标方程可以直接用于稻米色氨酸含量
的快速测定，近红外光谱技术为水稻育种工作中氨基酸含量
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的测定和食品工业中稻米品质的监控提供了有利的检测技
术。
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