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甘蓝型油菜硫苷组分近红外检测模型的建立①

王耐红,　张　敏,　王　瑞,　李施蒙,　刘　川

西南大学 农学与生物科技学院,重庆４００７１６

摘要:为探索近红外光谱技术在快速检测硫苷组分质量摩尔浓度方面的可行性,该研究选取了甘蓝型油菜籽材料

２６６份,采用高效液相色谱法测定了硫苷组分的质量摩尔浓度,并利用近红外分析仪和 WinISIⅢ软件对数据进行

判断与处理,建立了甘蓝型油菜籽硫苷组分的近红外检测模型．其中,２ 羟基 ３ 丁烯基脱硫硫苷,３ 丁烯基脱硫

硫苷定标决定系数(RSQ)与交叉验证决定系数(１ＧVR)均超过了０９０(越接近１越理想),说明模型预测性能较好,

可以用于油菜品种的快速筛选．但是,４ 羟基 ３ 吲哚甲基脱硫硫苷,４ 戊烯基脱硫硫苷,苯乙基脱硫硫苷模型的

RSQ分别为０４７０,０２１９和０１４７,１ＧVR分别为０３０４,０１２８,０１７５,建模效果欠佳,还需要进一步研究．
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甘蓝型油菜的种植面积和产量在我国均居首位,是我国重要的油料作物．油菜籽加工后的菜籽饼粕约

含４０％的蛋白质,是重要的饲料蛋白资源[１－３]．然而,油饼中的硫苷降解会产生有毒物质,影响饼粕的饲用

效果和价值,所以油菜品质育种的一个重要任务,就是把硫苷质量摩尔浓度减到最低水平[４]．现在国际上

普遍采用高效液相色谱仪分析法测定硫苷质量摩尔浓度,此方法适用于硫苷的精确测定,并不适合在育种

中进行大批量样品的快速筛选．因此,探索出一种高效、快速、准确的硫苷组分质量摩尔浓度的检测方法,
为油菜品质育种提供参考很有实际意义．

近年来,近红外光谱技术(Nearinfraredreflectancespectroscopytechnique,简称 NIRS)以其快速、无

损伤、分析费用低等优点,在作物育种品质性状的大批量筛选中得到了广泛应用,现在已经成为作物育种

中重要的选择手段[５－１２]．国内外应用近红外光谱技术建立的油菜籽中硫苷质量摩尔浓度的定标方程,R２ 高

达０９９[１３－１６],且 Font[１５]以及 Velasco等[１７]分别建立了油菜籽主要硫苷类型油菜籽饼质量摩尔浓度

(μmol/g饼)和总硫苷百分比(mol/mol)NIRS分析定标方程,但是国内还没有关于硫苷组分近红外模型方

面的研究．
本研究测定了２６６份供试材料的硫苷组分质量摩尔浓度,应用近红外反射光谱技术建立甘蓝型油菜

硫苷组分质量摩尔浓度的定标方程,并对方程进行优化,旨在为油菜品质育种和改良中品种的大量筛选

提供参考．

１　材料与方法

１１　供试材料

２６６份供试材料均为稳定的甘蓝型油菜品种(高硫苷、中硫苷和低硫苷材料),包括２０１０年和２０１１
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年２年的材料,由西南大学重庆市油菜工程技术研究中心提供．样品硫苷质量摩尔浓度为２９１１~
１３６８３μmol/g饼,平均值为７１８４μmol/g饼,表示样品的硫苷质量摩尔浓度分布范围较广,具有较强

的代表性．样品分为校正集和检验集,前者用于建立模型(内部交叉验证);后者用于检验所建立的定标

方程的预测性能(外部验证)．
１２　测试项目与方法

１２１　硫苷组分质量摩尔浓度测定

采用ISO９１６７Ｇ１:１９９２(E)高效液相色谱国际标准方法[１８－１９]测试材料的硫苷组分质量摩尔浓度．
硫苷提取:预烘干的甘蓝型油菜籽粒打粉,迅速称量２００mg样品并转入１０mL离心管中,在７５℃水

浴锅中加热１min灭活,加入２mL 的７０％沸甲醇水溶液和２００μL 内标,混匀后转入超声波清洗器

１０min,然后离心并保留上清液,再加入２mL７０％沸甲醇水溶液重复以上步骤提取１次,最终将２次离心

上清液混匀;取２mL溶液上醋酸型DEAEＧSephadexAＧ２５阴离子交换柱,加硫酸酯酶５００μL,并在３５℃
条件下酶促反应１６h;用１mL纯水冲洗微柱,待液体排干后再用１mL纯水冲洗１次,将水溶液完全收集

后混匀,用０４５μm 的微孔滤膜过滤,得到待测液．
色谱进样分析条件:使用 WatersUPLCACQUITY HＧClass超高效液相色谱系统(配紫外检测器,

Empower工作站),WatersBEHC１８柱(２１mm×５０mm,填料１７μm)色谱柱进行分析．流动相为２０％
乙腈水溶液∶超纯水＝１５∶８５,流速为０８mL/min,进样体积１０μL,柱温３０℃,检测波长为２２９nm,硫

苷各组分３０min内全部出峰、分离比较充分．
液相色谱数据处理:根据保留时间对硫苷分量色谱峰进行定性,对比内标峰面积和含量计算硫苷

组分质量摩尔浓度,采用 MicrosoftOfficeExcel软件对数据进行保留及处理,硫苷质量摩尔浓度结果

以μmol/g饼表示．
１２２　近红外扫描光谱的采集

使用FOSSNIRSystems５０００型近红外光谱仪收集样品的吸收光谱,光谱扫描范围为 １１００~
２４９８nm,扫描次数为６４次,分辨率８cm－１,所有样品重复扫描３次,以减少仪器波动和装样对光谱扫描

的干扰．用 WinISIⅢ软件对光谱进行判断,对３次扫描的光谱进行 AVERAGE处理,平均值作为该样品

的吸收光谱．
１３　近红外检测模型的建立

经由与近红外检测仪配套的化学计量学软件 WinISIⅢ分析,剔除掉马氏距离 GH(GlobalH)值大于

３０的样品,并定义邻居距离 NH(NeighborHood)值在０８范围内的样品为相似样品[２０],不参与最后定

标,由此将样品集分为校正集(建模集)和检验集．采用全光谱建立模型(DevelopequationswithfullspecＧ
trum),回归技术采用改进最小二乘法(Modifiedpartialleastsquaresmethod,简称 MPLS)[２１],建模的光

谱区段设置为１３０８~２３９３,８nm．采用不同散射处理方式和导数处理方式对光谱数据进行预处理,得

到定标方程,验证集对模型进行验证．标准偏差SSEC(StandardErrorofthecalibration)、交叉验证误差

SSECV(StandardErrorofcrossvalidation)所反映的是模型对自身校正样品的预测能力,由模型建立过程中

软件自动得出,值越接近０越好;定标相关系数RRSQ(Rsquared)与交叉验证相关系数VlＧVR(１minusthe
varianceratio)为反映模型拟合情况的参数,也由软件在模型建立中得出,值越接近１越好．预测标准差

SSEP(squareerrorofprediction)是使用未参与校正的样品集(验证集)对模型评估得来的预测标准差,值越

接近０越好．

２　结果与分析

２１　液相色谱检测结果

如图１所示,甘蓝型油菜硫苷组分在３０min内全部出峰、分离较为完全,满足试验分析要求．高

效液相色谱数据处理结果见表１,其中２ 羟基 ３ 丁烯基脱硫硫苷(Desulfoprogoitrin,DSPRO)平均
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质量摩尔浓度最高,质量摩尔浓度变化幅度最大,平均质量摩尔浓度为２８１０μmol/g饼,变幅为

０６０~８３４４μmol/g饼;其次是３ 丁烯基脱硫硫苷(Desulfogluconapin,DSGNA),平均质量摩尔浓

度为２４３４μmol/g饼,变幅为０６６~７３５１μmol/g饼;而４ 羟基 ３ 吲哚甲基脱硫硫苷(DesulfoＧ４Ｇ
hydroxyglucobrassicin,DS４ＧOHGBS)、４ 戊烯基脱硫硫苷(Desulfoglucobrassicanapin,DSGBN)和苯乙

基脱硫硫苷(Desulfogluconasturtiin,DSGST)质量摩尔浓度较低,质量摩尔浓度变幅也很小．

保留时间参考:４１９min:２ 羟 ３ 丁烯基脱硫硫苷;５８３min:丙烯基内标脱硫硫苷;９８２min:３ 丁烯基脱硫硫苷;１１１９min:４

羟 ３ 吲哚甲基脱硫硫苷;１２７５min:４ 戊烯基脱硫硫苷;１４４９min:苯乙基脱硫硫苷．

图１　硫苷组分的高效液相色谱图

表１　硫苷组分质量摩尔浓度化学测试值统计表

组分 均值/(μmolg－１) 变幅/(μmolg－１) 标准差 变异系数/％

DSPRO ２８１０ ０６０~８３４４ ２３４８ ８３５６
DSGNA ２４３４ ０６６~７３５１ １８４９ ７５９７

DS４ＧOHGBS ５１７ ０５１~２４１３ ３６４ ７０４１
DSGBN ３４１ ０２５~１７３３ ３３５ ９８２４
DSGST ３３５ ０６９~１１２３ １６０ ４７７６
总　量 ９７８１ １００５~１９４４１ ３５３２ ３６１１

　　注:DSPRO:２ 羟基 ３ 丁烯基脱硫硫苷;DSGNA:３ 丁烯基脱硫硫苷;DS４ＧOHGBS:４ 羟基 ３ 吲哚甲基脱硫硫

苷;DSGBN:４ 戊烯基脱硫硫苷;DSGST:苯乙基脱硫硫苷．

２２　定标方程的建立

图２为甘蓝型油菜籽样品的近红外漫反射光谱．选择与近红外检测仪配套的化学计量学软件WinISIⅢ
分析,将实验值输入对应的光谱位置,剔除超常样品并选择出代表性样品,采用改进最小二乘法建立甘蓝

型油菜硫苷组分质量摩尔浓度的近红外检测模型．
本研究得到了８９份具有代表性的样品组成校正集,分别建立不同散射处理方式(Detrendonly:去散
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射处理;None:无散射处理;SNV[StandardNormalVariant]only:校正正常化处理;SNV＋Detrend:标

准正常化＋散射处理)和导数处理方式(１阶、２阶、３阶)下２ 羟基 ３ 丁烯基脱硫硫苷、３ 丁烯基脱硫

硫苷、４ 羟基 ３ 吲哚甲基脱硫硫苷、４ 戊烯基脱硫硫苷、苯乙基脱硫硫苷质量摩尔浓度的近红外检测模

型,选择V１ＧVR最大、SSECV最小的模型为该硫苷组分的最佳模型(表２)．

图２　样品的近红外漫反射光谱

表２　内部交叉检验结果

组分
校正数

/个

平均值

/％

校正标

准偏差

定标相

关系数

内部交叉

验证误差

内部交叉验

证相关系数
光谱处理方式

DSPRO ８６ ２６７４５１ ３９０９２ ０９７３ ５９７８２ ０９３７２ SNV＋Detrend,２,４,４,１
DSGNA ８７ ２３０８４５ ４０８７６ ０９５６ ６２３２ ０９００９ None,１,４,４,１

DS４ＧOHGBS ８６ ５６１５７ ２７０１１ ０６７６ ３２８７７ ０３０４３ Detrendonly,２,４,４,１
DSGBN ８０ ３４２１４ １９４５３ ０２９５ ２１２０３ ０１２８１ SNV＋Detrend,１,４,４,１
DSGST ８７ ３３２２３ １２５２７ ０２６４ １２４９９ ０１７５１ SNV＋Detrend,２,４,４,１

　　由表２可知,２ 羟基 ３ 丁烯基脱硫硫苷和３ 丁烯基脱硫硫苷模型的内部交叉检验效果都较好,

V１ＧVR分别为０９３７２,０９００９,SSEC分别为３９０９２,４０８７６,SSECV分别为５９７８２,６２３２０,表明该方法可

以准确地预测这两种硫苷组分的质量摩尔浓度;而４ 羟基 ３ 吲哚甲基脱硫硫苷、４ 戊烯基脱硫硫苷、苯

乙基脱硫硫苷预测模型不太理想,V１ＧVR分别为０３０４３,０１２８１和０１７５１,SSEC分别为２７０１１,１９４５３和

１２５２７,SSECV分别为３２８７７,２１２０３和１２４９９．

２３　定标方程的验证

利用 WinISIⅢ软件中的结果监控软件,将没有参与定标的１７７份样品作为验证集,检验所建立的模

型的效果．校正效果的好坏常用外部检验相关系数RRSQ、预测标准偏差SSEP、相对误差和检验偏差BBias等

表示．其中SSEP是使用未参与校正的样品集(验证集)对模型评估得来的预测标准差,是模型评价的最直接

标准．选择RRSQ趋近１、SSEP和BBias最小的模型(表３和图３),表示模型在实际应用中的可行性强[２２]．
表３　外部检验结果

组分

外　　部　　检　　验

验证集

/个

平均值/％
Lab NIR

外部检验

相关系数

预测

标准差

相对误差

/％
检验偏差

DSPRO １５２ ２１８９９ ２２６２８ ０９６２ ４７０３ ＜３３２ －０７２９
DSGNA １５１ １８２９１ １９４７５ ０９３７ ４６５０ ＜６４７ －１１８５

DS４ＧOHGBS １５４ ５０６６ ５１５３ ０４７０ ２５５１ ＜１７２ －００８７
DSGBN １３８ ２８６８ ３２４９ ０２１９ １９３１ ＜１３２８ －０３８２
DSGST １５４ ３２２３ ３４４８ ０１４７ １２７５ ＜６９８ －０２２５

　　注:相对误差＝(示值－标准值)/真实值(即绝对误差所占真实值的百分比)．
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从表３中可看出,２ 羟基 ３ 丁烯基脱硫硫苷和３ 丁烯基脱硫硫苷质量摩尔浓度模型的RRSQ较高,
分别为０９６２和０９３７,SSEP分别为４７０３,４６５０,相对误差分别小于３３２％,６４７％,检验偏差均很

小,分别为－０７２９,－１１８５,说明模型的结果比较令人满意．而４ 羟基 ３ 吲哚甲基脱硫硫苷、４ 戊

烯基脱硫硫苷、苯乙基脱硫硫苷质量摩尔浓度模型的RRSQ较小,分别为０４７０,０２１９,０１４７,SSEP分别

为２５５１,１９３１,１２７５,相 对 误 差 分 别 小 于 １７２％,１３２８％,６９８％,检 验 偏 差 分 别 为 －００８７,

－０３８２和－０２２５,结果比较不理想．

图３　甘蓝型油菜硫苷各组分质量摩尔浓度化学测试值和NIRS预测值的关系

观察所得样品散点图(图３)可以看出,样品硫苷组分的模型预测值与化学测试值有明显的相关关系．
其中２ 羟基 ３ 丁烯基脱硫硫苷和３ 丁烯基脱硫硫苷质量摩尔浓度模型预测值与化学测试值的契合程度

较高,检验样品多集中在中心线附近,表明这２个模型的分析结果具有较高的测试精确度,而４ 羟基 ３
吲哚甲基脱硫硫苷、４ 戊烯基脱硫硫苷、苯乙基脱硫硫苷质量摩尔浓度模型预测值和化学测试值的吻合程
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度不高,检验样品分布也比较散,说明这３个模型在实际应用过程中预测性能较差．

３　讨　论

建立近红外检测模型主要采用多元线性回归(MLR)、逐步回归(SMR)、主成分回归(PCR)、改进最小

二乘法(MPLS)[２１]等方法．选用 MPLS的主要原因:偏最小二乘法(PLS)是一种新型的多元统计数据分析

方法,它利用全部光谱信息,需要的样品数量较少,却可以同时对多个组分建模,适合于处理变量较多而

样本较少的分析,信息提取效率高[２３];改进最小二乘法(MPLS)还能对重点数据进行加权,MPLS所得模

型具有较高的预测稳定性．
在本研究中,２ 羟基 ３ 丁烯基脱硫硫苷和３ 丁烯基脱硫硫苷质量摩尔浓度模型预测性能较好,可

以用于育种,而４ 羟基 ３ 吲哚甲基脱硫硫苷、４ 戊烯基脱硫硫苷、苯乙基脱硫硫苷质量摩尔浓度模型预

测性能较差,无法使用．这与Font[１５]以及Velasco等[１７]分别建立的油菜籽主要硫苷类型油菜籽饼质量摩尔

浓度(μmol/g饼)或者总硫苷百分比(mol/mol)NIRS分析定标方程结果一致．在很多研究中,由于质量摩

尔浓度较低、变幅很小,棕榈酸、硬脂酸、花生烯酸等模型的精准度都会较差[１７,２４]．值得注意的是,VelasＧ
co等[２５]采用２１种芸薹属植物种子混合校正,很好地解决了油菜籽某些类型硫苷因质量摩尔浓度低、变异

范围小而无法建模的问题．
近红外光谱分析技术是一种间接的相对分析,需要通过建立检测模型来测定未知样品成分,而且分析

结果受代表性样品的选择、近红外光谱准确性等因素的影响[２６]．本研究借助 WinISIⅢ软件,利用样品光谱

之间的相似程度来选取样品,其效果优于浓度选取方法[２０]．近红外检测模型有很强的专一性和地域性,本

研究所建立的硫苷组分模型仅适用于重庆地区．
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TheConstructionofaNearInfraredInspectionModelfor
GlucosinolateConstituentContentsinBrassicanapusL

WANGNaiＧhong,　ZHANG　Min,　WANG　Rui,
LIShiＧmeng,　LIU　Chuan

SchoolofAgronomyandBiotechnology,SouthwestUniversity,Chongqing４００７１６,China

Abstract:Toexplorethefeasibilityofrapidlydetectingthecontentsofglucosinolateconstituentswithnear
infraredreflectancespectroscopy,weselected２６６representativesamples,andanalysedtheirglucosinoＧ
latesconstituentcontentswithhighperformanceliquidchromatography(HPLC)andprocessedthedata,

usinganNIRspectrophotometerandtheWinISIⅢsoftware．Intheend,anearinfraredinspectionmodel
wasconstructedforglucosinolatesconstituentcontentsinBrassicanapusL．Theresultsshowedthatthe
crossＧvalidationcorrelationcoefficient (１ＧVR)ofthe NIR spectroscopy modelfordesulfoprogoitrin
(DSPRO)anddesulfogluconapin(DSGNA)was０９３７２and０９００９andtheexternalvalidationcorrelaＧ
tioncoefficient(RSQ)was０９６２and０９３７,respectively,whichsuggestedthatthemodelwassatisfactoＧ
ryandcouldbeusedfortherapidscreeningofrapeseedvarieties．However,theRSQofdesulfoＧ４ＧhydroxＧ

yglucobrassicin (DS４ＧOHGBS), desulfoglucobrassicanapin (DSGBN ) and desulfogluconasturtiin
(DSGST)was０１４７,０２１９and０４１９andtheir１ＧVRwas０１７５,０１２８and０３０４,respectively,which
resultwasunsatisfactoryandneededfurtherresearch．
Keywords:BrassicanapusL;glucosinolateconstituent;nearinfrared(NIR)
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