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近红外光谱法快速测定羊草干草品质的研究

石 � 丹, 张英俊*
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摘 � 要 � 试验共采集我国北方不同区域、不同生育期、不同干燥方式的羊草干草 150 份, 利用近红外漫反射

光谱( N IRS)技术,采用偏最小二乘回归算法( PLS) , 在国内首次建立了适配范围广的羊草干草的粗蛋白

( CP)、中性洗涤纤维( NDF)和酸性洗涤纤维( ADF)的校正模型, 并对模型的预测能力进行了验证。结果表

明, 所建模型的预测结果与常规化学分析得到的结果十分相近: 交互验证相关系数( Rcv)分别为 0� 963 7,
0� 959 4 和 0� 947 9, 交互验证误差( RSECV)分别为 1� 41% , 1� 27%和 1� 27% ; 外部验证相关系数为 0� 965,

0� 956 和 0� 953; 并且验证集样品的标准差与预测标准差之比均大于 3� 0。由此可见 , 近红外光谱技术可以准

确预测羊草干草中的 CP, NDF和 ADF 含量, 这对于快速测定我国羊草的品质、准确筛选优质的育种材料

均具有十分重要的意义。
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引 � 言

� � 羊草( L eymus chinens is)是我国北方重要的禾本科牧草,

羊草不仅有很强的抗逆抗旱能力, 而且营养丰富, 适口性

好, 各类家畜均喜食, 它是少数适合在我国北方寒冷恶劣气

候种植的草种之一[ 1- 3]。天然羊草草地主要分布在我国东北

的松嫩平原, 内蒙古的锡林郭勒草原、科尔沁草原以及呼伦

贝尔草原[4]。在牧草的收获季节, 各地通常将羊草调制成干

草以备其他季节使用, 而评价羊草品质优劣的指标主要就是

粗蛋白( CP)、中性洗涤纤维 ( NDF )和酸性洗涤纤维( ADF) ,

但是目前在国内, 以上三个指标的检测还是用常规的化学分

析法。这种方法通常耗时较长, 而且检测成本高, 并且在检

测过程中所使用的化学试剂会对环境造成一定的污染[ 5]。

近红外光谱技术( N IRS)是上世纪 70 年代由美国科学家

Norr is 开发, 90 年代在农林、医药、化工等众多领域推广使

用的检测方法。该技术具有快速、准确、无损样品、成本低

等众多优点[6]。在饲料牧草领域, 近红外光谱技术( N IRS)主

要用于饲料的营养成分的分析以及饲草的品种鉴别[ 7]。到目

前为止, 已有利用近红外光谱法测定青贮玉米[ 8]、苜蓿干

草、燕麦干草、黑麦草[ 9]和小麦[10]等作物的报道。但是对于

我国北方草原的优势种羊草, 还未见关于其快速检测方法的

报道。本实验的目的即是创建并优化羊草干草的近红外模

型, 为羊草在生产加工过程中的品质检测, 育种材料的快速

鉴定和筛选提供理论依据。

1 � 材料与方法

1� 1 � 采集与制备

实验样品取自内蒙古四子王旗、锡林浩特灰腾河、海拉

尔陈旗, 黑龙江哈尔滨四个地点的天然羊草草地, 所采集的

样品几乎涵盖了生长于北方不同的土壤类型和气候状况下的

羊草。样品共计 150 份[ 11] , 取样时间为 2010 年 5 月至 2010

年 9 月, 每月取样一次, 几乎覆盖了羊草的整个生育期。样

品的烘干方式有烘箱烘干( 65 � , 48 h)和自然晾干[ 12]。将样

品粉碎后过 1 mm 筛网, 装入自封袋中, 常温避光保存, 用

于日后的化学测定和光谱扫描。

1� 2 � 化学方法测定
样品的粗蛋白( CP)按照 AOAC 规定的凯氏定氮法进行

测定, 中性洗涤纤维( NDF )和酸性洗涤纤维( ADF)根据杨胜

在 1993 年提出的 Van Soest 方法进行测定。

1� 3 � 光谱扫描
使用由美国热电公司生产的近红外光谱仪( Antaris)进

行样品的光谱采集, 在光谱的采集过程中, 室温保持在 25



� 。利用光谱仪附带的 RESUST- Interg rat ion 软件设置仪器

的工作参数: 谱区范围为 4 000~ 10 000 cm- 1 ; 扫描次数为

32 次; 分辨率为 8 cm- 1 ; 2 倍增益; 数据形式为 log ( 1/ R) ,

装样量控制在石英样品杯容量的五分之四左右, 轻轻摇匀,

使表面平整, 然后利用 Result-Operation 软件, 进行近红外

光谱的采集, 为了更好的消除由装样紧实度以及样品粒度不

同所造成的误差, 每个样品重复扫描三次, 每次均扫描背

景, 三次扫描的平均光谱记为样品的最终光谱, 存入计算

机。图 1 为本次试验羊草干草样品的近红外发射光谱图。

Fig� 1 � Spectra of Leymus chinensis sample

1� 4 � NIRS模型的建立与验证

将采集到的 150 个样品各个化学成分的含量按顺序排列

后, 以 3� 1 的比例分为校正集 ( Calibration)和验证集( Val-i

brat ion)两组。验证集的样品是在所有样品的化学分析值的

梯度范围内均匀选择的。本实验采用 TQ Ana lyst v6� 0 分析

软件(美国) , 利用偏最小二乘回归算法( PLS)建立羊草干草

的近红外光谱校正模型, 在建模前要先计算样品光谱值的马

氏距离( GH) , 及时剔除建标集样品中异常值。GH 值代表一

个样品的谱带与所有样品的平均谱带的差异, 若样品的 GH

> 3� 0, 则将该样品视为异常样品, 予以剔除。然后利用分析
软件选取适当的谱区范围 , 最佳的光谱数据形式( Data for-

mat) , 适宜的滤波法( F ilt er)及相应建模参数, 建立校正模

型, 建模后在软件的诊断模块中进行留一法的 (每次剔除一

个样品)交互验证和外部验证。然后根据参数 Rca l, RMSEC,

RMSEP, RCV , RM SECV , 以及验证集样品的化学值与预测

值的决定系数 R2 确定最终的模型[13] , 另外利用相对分析误

差 RPD( SD/ RM SECV , SD 为校正集样品标准偏差, RM-

SECV 为交互验证标准差)值对模型的定标效果做进一步的

验证。当 RPD的值大于 3� 0 时, 表明模型预测的准确度比较

可靠, 可以将模型用于实际的生产[ 14]。

2 � 结果与讨论

2� 1 � 羊草干草营养成分的测定结果
实验采集了我国北方从东至西四个地点不同生育期的羊

草干草, 这就使样品中各个化学成分的含量形成较大的梯

度, 使得模型具有较广的预测范围。同时在干燥方式上选择

了室内阴干和在 65 � 烘箱中烘干( 48 h) , 这是目前在实际

生产中常用的两种干燥方式, 使所建立的模型具有较强的实

用性。如表 1 所示, 羊草干草的各个化学成分的校正集和验

证集的平均值、最大值、最小值和标准差都比较接近, 说明

验证集中的样品有较强的代表性, 可以较好的说明模型的预

测能力。

Table 1 � Chemical analyzing results of calibration
and validation samples( DM%)

统计参数 样品个数 最小值 最大值 平均值 标准差

校正集

CP 112 4� 21 24� 82 11� 60 5� 26

NDF 113 51� 37 73� 62 63� 38 4� 54
ADF 113 24� 56 40� 57 33� 28 4� 22

验证集

CP 37 4� 92 22� 97 11� 54 5� 07

NDF 37 54� 39 72� 19 63� 47 4� 32

ADF 37 24� 57 39� 47 33� 85 4� 12

Note: CP: Crude protein; NDF: Neut ral d etergent f iber; ADF: Acid

detergent f iber; T he same b elow ; DM% : 营养化学成分占干物质百

分比(下同)

2� 2 � 羊草干草营养成分预测模型的建立和优化
实验选用偏最小二乘回归算法为建模方法, 利用 T Q 光

谱定量分析软件对获取的光谱进行预处理, 选择适宜的谱区

范围, 最佳的光谱数据形式以及最优的光谱预处理组合方

式。在选择光谱的数据形式时, 由于二阶导数对光谱信息的

利用程度要显著高于原始光谱和一阶导数, 它能够更好地减

少由样品状态和扫描条件等因素所造成的光谱平移或旋转,

所以本实验中三种化学成分的校正模型都采用二阶导数的光

谱数据形式[ 15]。CP , NDF 和 ADF的最佳光谱处理方法见表

2, 由此建立的模型的决定系数最大, 标准误差最小。根据以

上的建模参数, 最终建立的校正模型的相关参数见表 3。由

表 3 显示, 羊草干草中的 CP, NDF和 ADF 含量的预测模型

的建模相关系数均达到 0� 95 以上, 交叉检验的相关系数也

都达到 0� 94 以上, 并且各项误差也较低( 1� 12% ~ 1� 41% ) ,

基本达到了理想的预测效果。另外, 在蛋白质( CP)的建标模

型中, 根据 GH 值, 剔除了一个异常点, 故在表 1 中, CP 预

测模型的样品总数为 149个。

Table 2� Main parameters of 3 best calibrations

化学成分 因子数 数据格式 滤波法 滤波参数

CP 4 二阶导数 2nd Der S�G� 3, 2

NDF 9 二阶导数 2nd Der N�D� 5, 2

ADF 2 二阶导数 2nd Der N�D� 5, 2

Note: S� G� : Savitz ky-Golay f ilt er; N� D� : N orr is derivative filt er;

2nd Der: Second d erivative f ilt er; Param eter s: For Sacit zky-Golay fil-

ter, th e param erers include data point s and polyn om ial ord er; For

Norris derivat ive f ilt er , it means segm ent length and gap betw een seg-

ment

Table 3 � Main results of calibration and

validation of 3 characters( DM%)

化学成分 R cal RM SEC RMSEP R cv RMSECV RPD

CP 0� 974 4 1� 18 1� 12 0� 963 7 1� 41 4� 47

NDF 0� 967 9 1� 12 1� 38 0� 959 4 1� 27 3� 13

ADF 0� 950 2 1� 24 1� 33 0� 947 9 1� 27 3� 10

N ote: R cal : Coe fficient of calibrat ion; RMSEC: Roo t mean sqware error of cal-i

brat ion; R cv : Coef ficient of co rrelat ion of cross- validat ion; RM SECV : Root

mean square erro r of predict ion; RPD= SD/ RMSEP
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2� 3 � 模型的外部验证
校正模型建立之后, 为了进一步的验证模型的预测效

果, 对模型进行了外部验证。表 4 就是用预测模型对验证集

的 37 个样品的 CP, NDF 和 ADF的含量的预测结果。从表 4

中可以看出, 通过 �= 0� 01 的双尾 t检验, 验证集中的样品

的 CP , NDF和 ADF 的预测值和化学分析值的差异均未达到

显著水平, 且二者有很高的相关性, 相关系数均达到了 0� 95
以上。图 2 显示了三种化学成分的近红外预测值与常规化学

分析值的相关图。RPD 为验证集样品标准差与预测残差均方

根的比值, 本试验中所建立的 CP , NDF 和 ADF 近红外模型

的 RPD 值分别为 4� 47, 3� 13, 3� 10, 均大于 3, 表明本实验

所建立的预测模型预测效果可靠, 可以将其用于羊草干草的

CP , NDF 和 ADF 三项品质指标的实际检测[16]。

Table 4� Paired samples -t test and correlations

analysis of 37 validation samples

化学成分 t0�01 Df Sig( 2- tailed) Correlation Sig�

CP 0� 916 36 - 0� 107 0� 965 0� 000

NDF 0� 486 36 0� 704 0� 956 0� 000

ADF 0� 610 36 - 0� 515 0� 953 0� 000

3 � 结 � 论

� � 实验采集我国不同区域、不同生长期的羊草, 采用烘箱

烘干和自然晾干两种方法制备羊草干样。样品来源广泛, 所

测的品质指标含量变幅较大, 粗蛋白 ( CP )的变幅为 4� 21~

24� 84% , 中性洗涤纤维( NDF )的变幅为 51� 37 ~ 73� 62% ,

酸性洗涤纤维( ADF)的变幅为 24� 56~ 40� 57% , 指标的含量

变幅基本上可以覆盖未知样品可能出现的含量水平。样品的

干燥方法贴近实际生产, 使本实验所建立的羊草干草 NIRS

模型能够满足实际生产和科研的要求。

实验利用偏最小二乘回归法 ( PLS) , 通过选择适当谱区

范围, 最佳的光谱数据形式, 适宜的参数等建立了 CP, NDF

和 ADF的校正模型, 并对模型进行了交叉检验和外部检验,

结果显示: 模型的交叉检验系数均在 0� 94 以上, 交叉检验误
差均在 2%以内。对验证集样品的预测值和化学分析值的成

对数据进行 t检验, 差异不显著( p> 0� 05) , 预测的相关系数
均在 0� 95 以上。表明模型的预测结果与化学分析的结果非

常相近, 近红外光谱技术可以用于羊草的主要品质的快速测

定。

Fig� 2� Relationship between the chemical and

NIRS value of validation samples

� � 由于近红外光谱技术是一种间接的检测技术, 它的预测
效果和样品的化学分析值紧密相关, 所以对模型的维护和优

化是持续性的, 在实际应用中, 如果发现模型的预测能力下

降, 就需要加入新的有代表性的样品重新对模型进行矫正和

优化, 以此来提高模型的预测能力。
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Determination of Leymus Chinensis Quality by Near Infrared Reflectance

Spectroscopy

SH I Dan, ZHANG Ying- jun*

Institute o f Grassland Science, China Agr icultural Univer sity, Beijing � 100193, China

Abstract� One hundred fift y L eymus chinensis samples w ith different g rowth stag e, a reas, and preparing method ( oven-drying

and shading natural dr y) , wer e selected to study t he po tent ial of determination of crude protein( CP ) , neutr al deter gent fiber

( NDF) and acid deter gent fiber( ADF) in t he present research. T he quality par ameters of L ey mus chinensis w ere fir stly pr edicted

using the near infr ared reflectance spectro scopy in China. The t hr ee models were validated by cr oss- validat ion and ext erna-l va l-i

dation. The results indicat ed that the NIRS models of L eymus chinensis qua lity pr ediction highly accessed the pr ecision of chem-i

cal analysis. The coefficient o f cor relation of cross- validation of crude protein, neut ral deterg ent fiber and acid deter gent fiber

wer e 0� 963 7, 0� 959 4 and 0� 947 9, and the RMSECV o f the thr ee models w ere 1� 41% , 1� 27% and 1� 27% , respectively; the

co rr elation coefficients of ex terna-l v alidation w ere 0� 965, 0� 956 and 0� 953, and all the ratio s o f st andard deviation to r oot mean

squar e err or of prediction w ere higher than 3. T hus it can be t estified that using N IRS analysis can r apidly and accurately deter-

mine the quality o f L eymus chinensis . This method is of gr eat significance fo r quick analy sis o f the trait o f L eymus chinensis pro-

duct ion and screening of br eeding mater ials in Leymus spp. r esear ch o f China.
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