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可见/近红外光谱分析技术鉴别转基因番茄叶
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摘　要　用可见/近红外光谱 (Vis2N IR spectrum)漫反射方式对转基因番茄叶和非转基因番茄叶进行了快

速、无损的定性分析。实验共对 68个样品 (转基因 38个 , 非转基因 30个)进行分类 , 用 TQ 61211光谱分析

软件中集成的判别分析 (Discriminant analysis)和偏最小二乘回归法 ( PL S)建立校正和预测模型。研究对比了

不同光谱预处理方法 (微分处理和多元散射校正 (MSC) )对分类结果的影响。实验结果发现用判别分析较最

小二乘法判别结果较好 , 用 In GaAs检测器获得的光谱经 MSC后的分类结果最好 ,分类正确率为 8917 %(转

基因番茄叶 8618 % , 非转基因番茄叶 9313 %) 。结果表明 VIS2N IR可以作为一种快速的无损检测方法鉴别

转基因和非转基因番茄叶。
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引　言

　　番茄富含类胡萝卜素、维生素 C等多种营养元素 , 是一

种极好的健康食品 , 深受消费者的喜爱 , 是世界上第二大消

费最多的蔬菜 , 仅次于马铃薯。但是番茄仅有很短的成熟

期 , 由于腐烂导致的损失是相当大的 , 因此必须想办法控制

番茄的成熟。乙烯是植物控制自身生长发育、成熟衰老的 5

大激素之一 , 在水果蔬菜的成熟衰老过程中起着重要的作

用。到目前为止 , 只有五种乙烯受体基因 : ETR1 (ethylene

receptor 1 ) , ETR2 , EIN4 ( ethylene insensitive 4) , ERS1

(ethylene response sensor 1)以及 ERS2被分离出来 [1 ]。两种

或更多受体功能的损失就会引起一系列显型的改变 , 因此 ,

每种受体在信号表达中都是起作用的 [2 ]。

植物分子生物学、基因工程和分子生物学的迅速发展对

于提高农作物的产量和品质 , 增强农作物的抗逆性、延熟

性、抗虫性、抗病性 , 增加营养成分等方面取得了长足的进

步。但由于转基因农产品和食品是把一种外源基因片断转移

到目的物种中 , 从而改变目的物种的性状 , 因此人们对转基

因农产品、食品的安全性提出众多质疑 , 例如 : 转基因及其

产物在环境中的残留 ; 目标生物体对药物产生耐受性 ; 增加

农用化学品的使用 ; 不可预知的转基因及其表达的不稳定

性 ; 产生超级杂草 ; 作物营养价值下降 ; 生物多样性下降 ;

花粉或种子的扩散造成的遗传污染 ; 转基因或启动子的水平

传递 ; 转基因向微生物传递 ; 通过重组产生新的病毒 [327 ]。消

费者从自身健康考虑 , 提出转基因食品安全问题是非常自然

的。转基因食品的安全性问题 , 已引发全球性争论 , 对转基

因食品这一新生事物做好安全性检测和评估是非常必要的。

对转基因食品的检测 , 包括聚合酶链式反应 (polymerase

chain reaction , PCR) [8210 ]、酶联免疫吸附法 (enzyme linked

immunosorbent assays , EL ISAs) [11 ,12 ]、生物传感器 ( biosen2
sor) [13 ]、Western印迹法 [14 ]等 , 而近红外光谱以其无损、快

速、高效、非破坏性、无污染及无需样品预处理等特点 , 在

食品分析、农产品、化工、纺织、化妆品及药品分析等方面

得到了广泛的应用 [15 ]。Lowa州立大学谷物质量实验室已经

成功地利用 Roundup Ready大豆和传统种植的大豆光谱在

910～1 000 nm波长附近的一个偏移 , 用 N IR区分 Roundup

Ready大豆和传统种植的大豆 , 并建立了数学模型 , 此模型

对 20个非 Roundup Ready大豆的正确检出率为 95 % , 而对

19个 Roundup Ready大豆的正确检出率为 85 %[16 ]。芮玉奎

等借助近红外光谱仪对转基因玉米及其亲本进行了识别分

析 , 正确率达到 100 %[17 ]。同时 , 他们又对转基因油菜、转

基因棉花及其亲本进行了检测 [18 ,19 ]。应义斌等利用可见/近

红外光谱技术 , 对不同的转反义基因番茄果实、番茄叶进行

了分类 [20222 ]。

本研究的目的就是要利用可见/近红外光谱技术 , 结合

光谱预处理技术和化学计量学方法对转基因和非转基因番茄

叶进行分类。



© 1994-2010 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net

1　材料与方法

111　实验材料

实验所用的 38片转基因番茄叶 (导入了转反义 Le ETR2

基因)和 30片亲本由浙江大学生工食品学院食品科学系提

供 , 从温室大棚采得后依次序做好标记 , 其中的 46 个样本

(26个转基因 , 20个非转基因)用于建模 , 22个样本 (12个转

基因 , 10个非转基因)用于模型预测。

112　实验方法

本实验所用的近红外光谱测量是通过一个专门的光纤传

感系统来测定的 , 该系统包括一个宽波段的光源 (50 W石英

卤素灯 , Nicolet , 美国) , 一个石英光纤输出附件和固定支

架。叶子平稳地放置在支架上 , 光源发出的光线通过入射光

纤进入叶子并在叶内漫射 , 然后从叶内漫射出来的光从接收

光纤射出进入 Nexus FTIR光谱仪 , 该光谱仪配有两个检测

器 (Si : 670～1 110 nm ; In GaAs : 800～2 630 nm)。参数设置

包括光谱扫描次数 (32次) , 仪器分辨率 (810 cm - 1 ) , 动镜速

度 (01949 4 cm·s - 1 ) , 光圈大小 (32)。标准参考光谱是将一

直径为 22 mm、高为 19 mm的圆柱体聚四氟乙烯标准块直

接置于支架上测量所得。使用 OMIN IC 611a ( Thermo Elec2
t ron Corp1 , Madison , WI , 美国)进行光谱仪的参数设置和

光谱存储。样品的光谱是对每片叶片进行两次光谱测量取平

均。图 1为测得的转基因和非转基因番茄叶的近红外漫反射

原始光谱图。

Fig11 　Original diffuse reflectance spectra of transgenic and

non2transgenic tomato leaves
(a) : Si detector ; (b) : In GaAs detector

113　光谱处理和数据分析

商用的软件包 TQ Analyst v61211 ( Thermo Nicolet Cor2
poration , Madison , WI , USA)被用来对光谱数据进行预处

理和分类。由于傅里叶变换近红外光谱仪的信噪比较高 , 能

达到 104 以上 , 其光谱误差主要是系统误差 , 可以通过对光

谱数据求导预处理的方法来消除或减少 [23 ]。同时 , 光谱受分

析物化学成分的浓度和物理特性 (颗粒大小和分布)的影响 ,

而光谱的变化主要受分析物物理特性的影响 , 化学成分的浓

度对光谱的影响相对较小。因此需要进行光谱预处理以减小

散射的影响 , 提高化学成分的贡献 [24 ]。本次研究对原始光谱

进行多元散射校正 (MSC) , 然后分别进行一次和二次的微

分 , 再将原始光谱和预处理后的光谱分别进行判别分析和最

小二乘回归判别分析 , 从而对转基因和非转基因番茄叶进行

分类。

2　结果与讨论

211　光谱差异

图 2是将 38片转基因番茄叶和 30片非转基因番茄叶的

原始光谱进行平均后获得的光谱。图 1不能观察出明显的光

谱差异 , 化学成分的差异也很难用肉眼观察出来。但是光谱

平均之后光谱的差异就很明显了 , 特别是使用硅检测器所得

的光谱图 , 整个转基因番茄叶子的吸光度值小于非转基因番

茄叶子的吸光度值。但是在 1 380 nm后趋势有所改变 , 也就

是在 C—H基的二级、三级和四级倍频区域 , 转基因番茄叶

的吸光度值小于非转基因番茄叶的 , 而在 C—H键伸缩振动

的一级倍频吸收区和伸缩振动、弯曲振动的合频吸收带 , 趋

势刚好相反。这可能是 : 1)由于导入了 Le ETR2的部分反义

序列 , 从而导致了叶片内乙烯信号感受与转导系统的改变 ;

2)由于能促进与成熟相关基因的形成和转化 , 其中包括与细

胞壁衰老和类胡萝卜素生物合成等有关的基因 [25 ] , 因此 , 叶

片所含的含量如类胡萝卜素可能改变。但是在 1 933 nm波

段 , 转基因番茄叶子的峰值却高于非转基因的。因此 , 尽管

Fig12　The average ra w spectra of transgenic

and non2transgenic tomato leaves
(a) : Si detector ; (b) : In GaAs detector

1 : Transgenic tomato leaves ; 2 : Non2t ransgenic tomato leaves
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近红外漫反射光谱相当复杂 , 但是两个样品之间的光谱差异

提供了定性和定量分析的信息。

212　判别分析

判别分析是在主成分分析的基础上进行的 , 利用 TQ

Analyst v61211提取了各个光谱的前 10个主成分。对于利用

硅检测器得到的光谱 , 其前 10 个主成分的累计贡献率为

991965 % , 对于利用 In GaAs检测器得到的光谱 , 其前 10个

主成分的累计贡献率为 991944 %。表 1是利用硅检测器获得

的光谱的分类错误个数 , 从表中可以看出 , 多元散射校正较

其它方法的分类错误个数少。总共有 8 个样品被错误分类

(转基因 3 个 , 非转基因 5 个) , 正确率为 8812 % (转基因

9211 % , 非转基因 8313 %)。校正集中有 2个转基因样品和 3

个非转基因样品被错误分类 , 而预测集中分别有 1个转基因

样品和 2个非转基因样品分类错误。特别是多元散射校正与

一阶、二阶导数一起处理数据时 , 错判率很高。

Table 1　Number of misclassif ication( Si detector)

校正集

转基因 非转基因

预测集

转基因 非转基因

原始 3 1 1 4

一阶导数 9 8 4 7

二阶导数 10 9 4 5

MSC 2 3 1 2

MSC +一阶导数 10 6 2 6

MSC +二阶导数 8 10 8 5

　　表 2是利用 In GaAs 检测器获得的光谱的分类错误个

数 , 从表中可以看出 , 多元散射校正较其它方法的分类错误

个数少。总共有 7个样品被错误分类 (转基因 5个 ,非转基因

2个) , 正确率为 8917 %(转基因 8618 % , 非转基因 9313 %)。

校正集中有 3个转基因样品和 1 个非转基因样品被错误分

类 , 而预测集中分别有 2个转基因样品和 1个非转基因样品

分类错误。

Table 2　Number of misclassif ication ( In GaAs detector)

校正集

转基因 非转基因

预测集

转基因 非转基因

原始 4 2 3 2

一阶导数 3 4 2 4

二阶导数 4 5 3 0

MSC 3 1 2 1

MSC +一阶导数 4 3 2 2

MSC +二阶导数 4 3 1 0

　　图 3和图 4是 MSC预处理数据后每个样品到两类的距

离图。图 3是使用硅检测器得到的结果 , 图 4是使用 In GaAs

检测器得到的结果。图 3中有个异常点 , 而图 4中没有 , 这

个结果跟图 1中 a没有 , 而 b中有条光谱的吸光度值比其余

光谱的高的结果一致 , 这个异常点可能是操作误差引起的。

213　最小二乘法判别

表 3和表 4是用最小二乘法获得的分类错误个数结果。

从表 3可以看出 , 使用硅检测器时转基因番茄叶的分类正确

率较高 , 范围是 8618 %(33/ 38)到 9714 %(37/ 38)。非转基因

番茄叶的分类正确率相对差一些 , 从 4617 %(14/ 30)到 80 %

(24/ 30) 。数据经过一阶求导预处理或经过多元散射校正和

一阶求导后得到的模型较好。从表 4可以看出 , 使用 In GaAs

检测器时转基因番茄叶的分类正确率范围是 8116 %(31/ 38)

到 9211 %(35/ 38)。非转基因番茄叶的分类正确率范围是

4617 %(14/ 30)到 9313 %(28/ 30)。数据经过多元散射校正和

二阶求导后得到的模型较好。使用不同检测器所得到的分类

正确率不同 , 这可能是因为 In GaAs检测器所对应波段的光

谱数据中隐含的对区别转基因和非转基因番茄叶的敏感信息

较多而使得判断结果更准确。

Table 3　Number of misclassif ication( Si detector)

校正集

转基因 非转基因

预测集

转基因 非转基因

原始 2 8 2 8

一阶导数 0 4 1 3

二阶导数 0 6 1 7

MSC 3 6 2 3

MSC +一阶导数 0 3 2 3

MSC +二阶导数 0 4 2 8
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Table 4　Number of misclassif ication ( In GaAs detector)

校正集

转基因 非转基因

预测集

转基因 非转基因

原始 2 10 1 6

一阶导数 2 4 4 1

二阶导数 4 1 3 1

MSC 3 5 2 4

MSC +一阶导数 3 4 3 1

MSC +二阶导数 3 1 3 1

3　结　论

　　本研究利用不同检测器 ( Si : 670～1 110 nm ; In GaAs :

800～2 630 nm)在可见/近红外光谱范围内 , 结合光谱预处

理和化学计量学方法 , 对转基因番茄叶和非转基因番茄叶进

行了分类。实验共有 68个番茄叶样品 , 其中 46个样品用来

建模 , 22个用来预测。使用判别分析和最小二乘法进行分

类。实验结果发现用判别分析较最小二乘法判别结果好 , 对

于配有硅检测器的光谱仪获得的光谱 , 用多元散射校正总共

有 8个样品被错误分类 (转基因 3个 , 非转基因 5个) , 正确

率为 8812 %(转基因 9211 % , 非转基因 8313 %) 。校正集中

有 2个转基因样本和 3个非转基因样本被错误分类 , 而预测

集中分别有 1个转基因样本和 2个非转基因样本分类错误。

对于配有 In GaAs检测器的获得的光谱 , 多元散射校正较其

它方法的分类错误个数少。总共有 7 个样品被错误分类 (转

基因 5 个 , 非转基因 2 个 ) , 正确率为 8917 % (转基因

8618 % , 非转基因 9313 %) 。校正集中有 3个转基因样本和 1

个非转基因样本被错误分类 , 而预测集中分别有 2个转基因

样本和 1个非转基因样本分类错误。

结果表明 N IR光谱分析技术可以作为一种可靠、准确、

快速的无损检测方法来分类转基因番茄叶和非转基因番茄

叶。进一步的实验可以将样品量扩大 , 并用于分类转基因和

非转基因番茄果实上。
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Application of Vis/ NIR Diffuse Reflectance Spectroscopy to the Detection
and Identif ication of Transgenic Tomato Leaf

XIE Li2juan , YIN G Yi2bin 3 , YIN G Tie2jin , TIAN Hai2qing , N IU Xiao2ying , FU Xia2ping

College of Biosystems Engineering and Food Science , Zhejiang University , Hangzhou　310029 , China

Abstract　The feasibility of Vis/ N IR spect roscopy technique for rapid and non2invasive detection of t ransgenic tomato leaves

f rom conventional ones was investigated by means of spect ral diffuse reflectance mode. A total of 68 samples (38 transgenic ones

and 30 non2t ransgenic ones) were used for classification. The calibration and validation result s were analyzed via discriminant

analysis (DA) and partial least squares ( PL S) discriminant method using TQ 61211 quantitative software. Models based on the

different spect ral p re2processing methods (multiplicative signal correction (MSC) , first and second derivative) were compared.

It was found that the classification accuracy using DA was higher than that using PL S and the best result s were gained by using

spect ra after MSC with In GaAs detector and the classification accuracy was 8917 % (accuracy of 8618 % for t ransgenic samples

and 9313 % for non2t ransgenic ones) . The result s show that Vis2N IR diffuse reflectance spect roscopy technique is a feasible and

fast method for non2invasive detection of t ransgenic and non2t ransgenic tomato leaves.

Keywords　Transgenic tomato leaf ; Vis/ N IR spect roscopy ; Classification ; Non2invasive detection
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