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摘要 目前大豆脂肪酸育种需要进行大量的气相色谱数据分析，因此建立近红外光谱(NmS)快速测定脂

肪酸组分技术具有重要意义。文章以108个中国大豆[a”i，lP行m工(L)Mem]品种或品系为材料，以傅里

叶近红外光谱(FT-N珉S，4 ooo～12 500 cm-1)与气相色谱(GC)技术相结合，采用偏最小二乘(PLS)回归和

交叉验证法，探讨利用FT-NIRS技术预测脂肪酸含量的可行性。依据0PUS 5．o软件针对不同脂肪酸组分

筛选出最佳NIRS光谱区域为6 101．9～5 446．5 cfrl。交叉验证结果显示大豆主要脂肪酸组分，如油酸

(C18；l，j℃b=O．94)、亚油酸(C18：2，R‰=O．87)、亚麻酸(C18：3，熙=0．85)和总饱和脂肪酸(C16 I

o+c18；o，鼢；o．88)的预测准确率较高。外部验证结果证明大豆油酸预测模型的决定系数最高(R‰一
o．91)，其预测均方根误差(RMsEP)为2．47 g·kg-1于重，ItMsEP／SD的比值为o．29，可保证大豆油酸辅

助育种的准确性；而棕榈酸、硬脂酸、亚油酸、亚麻酸和总饱和脂肪酸的预测决定系数范围为0．66～O．76，

RMSEP范围为o．37～2．74 g·kg_1于重，RMSEP／sD比值范围为O．47～O．53，表明可以进行大豆脂肪酸

组分含量的初步筛选。该研究进一步证明利用FlNIRS技术预测大豆主要脂肪酸组分是稳定可行的。
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引 言

大豆[Gf少i聊，，mz(L)Me玎．]是人类重要的植物蛋白

质和油脂来源，其油脂含量达到20％左右，是植物油脂加工

业主要原料[1]。大豆油脂中含有大量不饱和脂肪酸有益于人

体健康，引起人们普遍重视，但由于大豆油中亚麻酸含量普

遍较高，降低其储存期[2]，而从育种角度改善脂肪酸组成是

行之有效的方法，因此脂肪酸成分的改良已成为大豆品质育

种的重要内容。过去对大豆脂肪酸分析主要采用气相色谱和

液相色谱技术，不仅消耗大量人力和物力，而且造成时间浪

费，降低育种效率[3一]。由此可见，如何快速、准确地测定大

豆种子中的脂肪酸组分，以加速大豆品质育种是一个亟待解

决的问题。

近红外光谱技术(near infrared spectra，NmS)是利用有

机质在近红外光谱区(800～2 500胁)的振动吸收从而快速
测定样品中多种化学成分含量的一项新技术。目前，在不同

作物上利用NIRS技术测定脂肪酸组成国外已有部分研究报

道。、，elasc0等利用气相色谱结合近红外光谱技术基于油菜

的混合籽粒样品进行交叉验证模型分析，在油酸、亚油酸、

亚麻酸和芥酸(R2=0．95～O．98)上获得较好预测结果，而针

对棕榈酸、硬脂酸和十二碳烯酸的预测结果相对较差(帮=

O．62～0．76)【5]。、klasco等又基于油菜单籽粒样品进行检测

模型研究，发现在油酸(R2=0．85)和芥酸(R2=0．88)上获得

较好预测结果，而在亚油酸(R2=O．56)和亚麻酸(砰=

o．53)上预测决定系数却较低[6]。Per眩vich等鉴定向日葵

混合籽粒中的脂肪酸组成也获得了较高NIRS决定系数

(R2=o．90～o．97)[71。sato等分析了芝麻混合种子脂肪酸组

成的预测模型，同样在亚油酸(R2=o．89)和油酸(R2=O．81)

上获得比较理想的预测结果，而在硬脂酸(R2=O．76)和棕

榈酸(R2=O．35)上预测结果相对较差[8J。

国外在大豆的脂肪酸鉴定方面也有Nms的研究报道。

Pazdemik等利用大豆粉沫和混合籽粒样品研究五种脂肪酸

的NⅡ峪预测模型，其决定系数范围分别为O．38～o．7l和

0．18～o．56[9‘。Kovalenko等研究了不同统计分析方法对脂

肪酸预测准确性的影响，发现在总饱和脂肪酸(棕榈酸+硬
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脂酸)上获得的预测结果较好(R2=0．9l～o．94)，而在油酸

(R2=o．76～o．81)，亚油酸(R2=o．73～o．76)和亚麻酸(R2

=O．67～O．74)的预测效果次之[10]。我国利用NmS技术鉴

定大豆的品质性状主要集中在蛋白质、脂肪含量和微量元素

等方面[11’1肌，而在大豆脂肪酸组成方面未见研究报道。本文

利用傅里叶近红外反射光谱(FT-NIRS)技术测定我国108份

大豆品种或品系的傅里叶近红外漫散射光谱，采用偏最小二

乘(partialle弱t square，PLS)回归法，对FT-NIRS预测大豆

脂肪酸组分的方法进行研究，旨在探索FT-NmS技术在大

豆脂肪酸组成育种中的应用，提高我国大豆品质育种效率。

1实验部分

1．1实验材料

选用108个大豆品种或品系，分别来自本所大豆种质资

源库和育种后代材料，于2004—2005年分别种植于北京昌

平试验基地，当年收获后统一晾晒，然后放入干燥器中平衡

水分一周，并将所有样品分为校正集(64份样品)和外部验证

集(44份样品)。利用旋风磨(Retsch ZMloo，巧=1．O mm，

RheiTlische，Ge胁ny)将全部样品粉碎成粉状，分装于封口
塑料袋中，编号保存于4℃冰箱中，待测定化学值和收集光

谱数据。

1．2大豆脂肪酸含量测定

样品甲酯化处理：每个样品称取1．5 g左右的粉碎过目

的豆粉，放人瑞士生产的BucIli B811半自动索氏提取仪的

样品杯中，添加一定量无水乙醚回流提取大豆油6 h，然后

检测各个样品的油份含量。将提取的豆油取30 mg放入试管

底部，加入2．O rnL 0．5 mo卜L-1的甲醇钠(Na0Me，SIG

MA)混匀，60℃温浴5．o m抽，然后加入2．o％的乙酸(Ace-

tic acid，国产分析纯)4．O mL混匀，再添加2．o rIlL正己烷

(Hexane，分析纯)，充分混匀，静置片刻，待溶液分层后，

取上层含脂肪酸甲酯的正已烷溶液上机测定。

气谱检测条件：气相色谱仪(Gc)采用美国菲尼根公司

生产的Trace 2000，配备氢火焰离子化(FID)检测器和氢气

发生器。色谱柱选用美国J&w公司的石英毛细管柱：DB

WAX30 m×o．25 nllIl i．d×O．25脚；柱温190℃持续25
IIlin；进样口温度270℃，检测器温度290℃；总载气量16

IIlL·幽．1；氢气35 kPa；空气350 kPa；氮气30 kPa；分流
比lo：1。每个样品检测两次，取平均值。大豆主要五种脂肪

酸组分含量按质量比计算(g·I【g-1豆粉干重)，包括棕榈酸

(C16。O)、硬脂酸(C18：O)、油酸(C18：1)、亚油酸(C18：
· 2)、亚麻酸(C18 l 3)和饱和脂肪酸(C16：O+C18：0)。标准

样品亚油酸(C18：2，色谱纯)购自日本Wako公司。

1．3样品光谱数据采集

实验所用仪器为德国BrukerⅧ朗的R 28／N傅里叶变
换近红外光谱仪。将30 g左右大豆粉末样品盛于直径50mm

的旋转样品池中，在4 ooo～12 000咖-1(波长800～2 400

眦)谱区范围内，扫描64次，分辨率为16 cIIl一，采集样品
的吸收光谱[9]。为消除样品粒度大小、均匀性不一致等因素

对光谱的影响，每个样品均重复装样3次，计算其平均光谱

数值贮于计算机中待用。

1．4 NII峪数学模型建立

采用BItu(ER公司OPUs／QUANT 5．O商用光谱定量

分析软件进行光谱预处理、谱区选择和回归统计分析。建立

模型的化学计量学方法为偏最小二乘(partialleast square，

PLS)回归法。将样品分为校正集和外部验证集。首先采用校

正样品集建立校正模型并作交叉验证，再用外部验证样品集

进行外部验证，最后根据交叉验证决定系数(熙)和外部验
证决定系数(耽)、交叉验证均方根误差IWSECV(r00t
mean Square error“cross validation)、及预测均方根误差

RMSEP(root mean square error of prediction)、RMSEP／SD

比值等指标确定最优校正模型。对于未知样品的分析采用被

测未知样品的光谱与建模集的平均光谱马氏距离(Mahalano—

bis dis伽1ce)来估计该样品是否可用此模型预测。采用SPss

10．o软件进行光谱参数与脂肪酸组成的相关系数分析和显

著性测验。

2结果与分析

2．1样品脂肪酸含量的组成分布

将108份大豆样品随机分成校正集(64份)和外部验证

集(44份)，采用气相色谱仪(GC)测定主要脂肪酸组分含量。

由GC检测结果显示在所选校正集的大豆种子中亚油酸(C18

。2)含量最高，为主要脂肪酸组分，平均含量为106．73 g·

l【g-1干重，其含量变化范围在93．66～135．56 g·kg_1干重

之间；油酸(C18：1)含量次之，变化范围在30．07～63．02 g

·k91干重之间，且变异系数最高(CV=19．61％)；而硬脂

酸(C18：0)含量最低，平均含量为6．95 g·kg_1干重，变化

范围在5．20～9．03 g．kg-1干重之间(见表1)。表2为外部

验证集中Nms预测大豆脂肪酸含量的统计分析，由表1和

表2可知，所选择的108份大豆品种或品系主要来自本所大

豆种质资源库和育种后代材料，基本上涵盖当前生产上推广

品种和育种中间材料中可能出现的脂肪酸含量变化范围，其

脂肪酸含量之间存在广泛的品种间差异，具有较好的建模检

测样品代表性，可以保证所建大豆脂肪酸含量N墩S检测模

型的可靠性。

2．2最优光谱波段的选择和回归分析

利用0PUS／QuaIlt 5．o软件中自动优化功能，筛选建模

最佳光谱预处理方法和谱区范围，并经sPss 10．o软件分析

不同光谱波段与脂肪酸组分之间相关关系(见表3)。结果显

示大豆脂肪酸组成最优Nm光谱区段主要分布在6 101．9～

5 446．2锄_1之间，且不同脂肪酸组分对应的最佳光谱波段
不同，结果如下：亚油酸在5 801．o咖_1光谱区相关系数最

高(r=o．855⋯)，而其他脂肪酸如棕榈酸、硬脂酸、油酸、
亚麻酸和总饱和脂肪酸(C16：O+C18：0)对应的最佳光谱

波段分别为6 009．3咖叫(，．一o．611⋯)，5 723．9 c11r1(，．
=一O．526⋯)。5 831．9饥l_1(，．=O．576⋯)。5 677．6
clIl。1(r=一o．581⋯)和6 009．3锄1(，．一O．603⋯)，由
此证明，上述光谱波段针对不同大豆脂肪酸组成NIRs预测

模型的贡献率相对较高。

 万方数据



1292 光谱学与光谱分析 第28卷
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2．3 N鄹眵校正模型的建立和参数优化

利用()PUS／Q啪t 5．O软件，通过交叉验证方法比较不
同光谱预处理方法与谱区范围组合的交叉验证决定系数

(R2)、交叉验证均方根误差(RMSECV)和主因子数等参数，

确定最优校正模型。结果显示，采用一阶导数+直线扣减光

谱预处理结合分析谱区6 101．9～5 770．2咖～，建立了大豆

油酸组分的最佳NlRS校正模型(廊一o．94，RMsECV=
2．02)；在同样光谱条件下，亚麻酸组分也获得了最佳校正

模型(Rb=O．85，砌胚；ECV=O．89)f另外，亚油酸组．分在
5 777．9～5 446．2咖1谱区范围内结合二阶导数预处理也

建立较理想的校正模型(胁=0．87，RMSECV一2．58)；而
棕榈酸和硬脂酸的校正模型的决定系数相对较低(C16：o，

贻=O．65；C18：O，胁=o．66)，但将两个饱和脂肪酸合
并计算所获得的校正模型却较为理想(R＆=O．88，础崛ECV
=0．58)(表1)。

采用外部验证方法对所建模型的质量或实际预测效果进

行了评价(见图1)。由表2和图1可见，油酸组分的预测模

型决定系数仍然最高(R0=O．91)，其预测均方根误差(ImI—

sEP)为2．47 g·kg_1干重，RMSEP／SD的比值为O．29，可

保证大豆油酸辅助育种的准确性；而棕榈酸、硬脂酸、亚油

酸、亚麻酸和总饱和脂肪酸的预测决定系数范围为O．66～

O．76，其剐ⅥSEP范围o．37～2．74 g·kg-1干重，剐垤娆P／

SD比值范围为O．47～O．53，表明可以进行大豆脂肪酸组分

初步筛选。综上所述，进一步证明利用F1r-NmS技术预测大

豆主要脂肪酸组分是稳定可行的。

3讨论

3．1针对脂肪酸的最优Nm光谱波段选择

sato等(2002，2003)指出1 600～1 800 m(波数6 250～
5 555．6咖．1)的近红外反射光谱波长区域与脂肪酸的碳链

长度和顺式不饱和脂肪酸的吸收带有关，特别是在l 708衄
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(5 855彻．1)波长范围内油酸和亚油酸与该波段的光谱参数
具有极显著相关性[乳”】。本文同样证明了6 101．9～5 446．2

咖-1(波长1 638．8～1 836．1 r吼)近红外波数区域是脂肪酸

勺22
o

暑
∞
C

笛

互20

NIRS建模优选光谱区段，且在5 801．O和5 831．9锄1波段

附近为亚油酸和油酸组分建模的最佳光谱区段(见表3)，与

sato的研究结果基本一致。
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3．2脂肪酸NIRS预测模型的比较

国外关于脂肪酸的NIRS预测早有研究报道，并在不同

作物上获得了较好的预测效果，而在大豆脂肪酸的预测效果

上并不十分理想。阮dernjk等利用大豆粉末和混合籽粒样
品分别研究五种脂肪酸组分的N墩S预测效果，其预测决定

系数都普遍较低，分别为o．38～0．7l和o．18～o．56[9]。Ni—

111aiyaur等(2004)以大豆粉末为样品研究F卜N依对脂肪酸组

分的预测效果也不太理想，五个脂肪酸的预测决定系数较低

(R2=O．24～O．76)，相应的础vISEP／SD的比值也较低(0．53

～1．00)【l¨。Kovalenko等(2006)在大豆总饱和脂肪酸(棕榈

酸+硬脂酸)上获得了较好预测结果(R2一O．91～O．94)，而

在油酸(殿=O．76～0．81)，亚油酸(殿=O．73～O．76)和亚麻

酸(R2一o．67～o．74)上的预测效果相对差一些[1“。而我们

所建立的NIRs预测模型在大豆油酸方面获得了较为理想的
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预测效果(R‰一o．91)，而在其他脂肪酸组分方面的预测效

果与Kovalenko的研究结果基本相当(见表2)，却明显优于

阮demik和Nimi”r的研究结果。国内利用N1Rs技术检
测脂肪酸组成的研究相对较少，仅有吴建国等研究了油菜籽

脂肪酸组成的NIRS分析模型，获得了较好的预测结果[1引，

而关于大豆脂肪酸的NIRS预测结果未见研究报道。

3．3应用NIl峪快速测定大豆脂肪酸含量的可行性

本研究根据育种实际需要，选用来源广泛的大豆种质资

源、高代品系等材料组成NIRs建模的校正集和外部验证

集，利用NIRS技术建立了稳定、准确、快速的大豆主要脂

肪酸组分含量的NIRS预测模型。虽然所选样品类型为大豆

粉末，稍微增加了样品的预处理时间，但减少了样品籽粒大

小和均一性对预测模型精度的影响。另外，由于传统的脂肪

酸含量检测主要依靠气相色谱技术结合复杂的样品前处理，

不仅显著增加检测时间，而且消耗大量人力和物力，而利用

NIRS技术可以快速、准确地预测主要脂肪酸组成，大大节

省检测时间，提高大豆脂肪酸育种效率。

近红外高质量预测模型的建立需要拥有大量典型的种质

资源，才能使所建立的模型准确而稳定。虽然本研究所选用

的材料具有较好的代表性(表1和表2)，可以进行大豆早代

材料的育种筛选，但由于大豆种子中脂肪酸组成为数量性

状，受基因型、年份和环境条件的影响较大【l¨胡}另外，供

试的大豆样品中部分脂肪酸组分含量变化范围尚不够宽泛，

如：棕榈酸和硬脂酸含量变化范围相对较窄，因而所建模型

的预测效果较低。因此在现有的基础上，应进一步增加部分

有代表性的大豆种质，尽量覆盖大豆育种材料中脂肪酸组分

的变化范围，逐步优化预测模型，提高模型的质量和适用范

围，为大豆脂肪酸育种和种质资源品质鉴定服务。
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Rapid Determination of Fatty Acids in Soybeans

[GZycf聆P m口x(L．)Merr．]by
FT_Near-Infrared Reflectance Spectroscopy

SUN JuI卜min91，HAN FeIr】【ial，YAN Sh矿ron91，YANG Hual，Tetsuo Sat02

1．I璐titute of Crop scieIlces，ChineSe Acad朗ly of Agricultural Sciences，Natioml Key Fhcility for Cmp Gene ReS0urces and

Genetic hproVeIIlem(NFCRI)，Be日ing 100081，Chim

2．Natioml Agricultuml Research cemer for KylJshu 0kinawa Region(KONARC)，KosnCity，K删to，JapaIl 861一1192
Abst哺ct Currem breedirlg prograrIls dealing with fatty acid(FA)concentrations in soyt．ean[G￡了c伽e仇口z(L)Mem]require
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hrge n啪berS for gas chf饿natographic删yses，t}1us it is impo蛐t to develop a nlethod for rapid dete加_lillation of fatty acid by
Near-Infrared Reflectance spectroscopy(NmS)iIl S0ybeans．1飞e objective of this work、Vas t0 study the potential 0f fouri竹

transfo肌n篦r-infmred renectaIlce spectroscopy(Fr-NIRS)t0 estiIr埝te the fatty acid concentratio璐in Chinese soybean varie-

tie&one h岫dred and eight of soybean c11ltivarS or lines(the calibration set：64；the extemal validation∞t：44)were scanned

within 4 OOo-12 500锄一1 of、Ⅳavenmhbers usir塔a st胍dard s锄ple cup by NIRS啦chirlery，aJld analyzed the fatty acids by gas
chrormtograph(GC)method&Ehuatior塔were deVeloped usirlg partial least squareS(PLS)regression and cross、，alidation for

multivaLriate calibration i芏l this study-The optin堪l spectral region was selected from 6 101．9 to 5 446．5咖一1 based on the oPUS
5．0 softwar己Cross vaIidati(m results showed that frl8jor FA components such as oleic acid(脚一o．94)，liIloleic acid(脓一
0．87)，linole面c acid(R&一0．85)，aJld total sat呦tes(飚=O．88)、代re accurately deterIIlined by the proposed equatioIlS as
咖pared、耐th the reference data obtairled by the GC Hlethod E砒efrlal validation results also demonstrated tht equation for ole—
ic acid had the highest predictive ability(R乙=O．91)，root me柚square error of predication(RMSEP)value w弱2．47 g·kg．1

dry weight，the ratioS of RMSEP t0 the standard de、，iation(5D)、vas O．29，which、张s usable for quality assur柚ce application

Moreover，eqmtioIlS for pal玎出tic acid，stea—c acid，linoleic acid，linoleIlic acid，锄d total鼢turates、代re predicted诵th the deter—

lIliIlation coeffici朗ts ranging f嗽n O．66 to O．76，王渐SEP valueS f砌n O．37 to 2．74 g·kg_1 dry weight，and RMsEP／SD values
froIn 0．47 to O．53，which could be llSed for san叩le ScreeIliI蟮Therefore，、代collfimled that a reliable esti瑚tion of the rnajor
fatty acid唧nents is possible by using NIRS tedlllique洫soybea眠 ‘

l【eywor凼 S0ybem[Gz∥i抛竹龇(L)Me也]；Fatty acid；阡NIRS；Gas chroⅡlatograph
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2008第3届亚太地区冬季等离子体光谱化学会议
2008 Third Asia-Pacific Winter Conference

蛐Pl跏a Spectrochelllistry(2008 APWC)

由日本化学会和日本分析化学学会主办的第3届亚太地区冬季等离子体光谱会议(2008舢w℃)将于2008年11月16～

21日在日本筑波国际会议中心举行。

征文范围：

1．ICP-MS和ICP-oEs的仪器与原理；2．样品的制备和导入；3．IcP-MS的碰撞反应池技术与应用；4．新仪器与等离子

体源；5．辉光放电光源；6．环境、金属组学和生命科学中的元素形态；7．ICP_MS和ICP-()Es的应用，包括：冶金、RoHS、

高纯物质及半导体材料、核工业材料、环境、地质、海洋科学、食品、农业、生物学、临床和药物、质量控制和标准化等；8．

同位素比和同位素稀释；9．激光烧蚀进样。

会议地点：

筑波国际会议中心(Tsul【uba Intematioml Congress center)(日本茨城县筑波市(Tsukuba，Ibarab，Japan)

联系人：Prof．Na0I【i Furuta

Chuo UIliversity，Faculty of science and Engineerirlg，Depar_trnent of Applied cheIrlistry，1—13—27 Kasuga，&mky伊ku，

Tokyo 112—8551，JapaII

Tel：+81—3—3817—1906，Fhx：+81—3—3817—1699

e-mail：11furuta@chem．chuoru ac jp

会议使用英语交流 ．

会议详细信息请登录网站查询http：／／∞vsuIL che札chu0-u配jp／plasm／2008apwc
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