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近红外光谱技术在燕麦种子活力测定中的应用研究
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摘要 :快速准确无损测定牧草种子活力是当前种子生理研究中的一项重要内容. 试验以甜燕麦种子为材料 ,采用近
红外光谱结合主成分 2马氏距离模式识别方法鉴别了 3种不同活力的燕麦种子.研究结果表明 , 在 4000～6900cm - 1

波数范围内的光谱 , 通过 SNV ( Standard Normal Variate )预处理方法 , 用 4个主成分建立的模型效果最佳 , 模型对
校正集样本和预测集样本的鉴别率都分别达到 100%. 该研究利用近红外光谱技术为快速准确无损测定种子活力
提供了一条新途径.
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Abstract: Nondestructive measurement of forage seed vigour is a key p roblem for the research of seed physiology at p res2
ent. In the experiment, a new nondestructive method for discrim inating different vigour of oat (Avena sativa) seedswas de2
veloped by near infrared spectroscopy (N IRS) combined with p rincipal component2Mahalanobis’distance model. The result

show that the p rediction model is built in the spectral region between 4000 and 6900cm - 1 by p rep rocessing method of SNV

( standard normal variate) , and the model is the best with 4 p rincipal component factors. And the rates of identification in

both calibration set samp les and p rediction set samp les are 100 %. The method will offer a new app roach of testing seed

vigour with quick, p recise and non2destructive characters.
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引言

种子活力 ( Seed V igour)是决定种子或种子批在

萌发和出苗期间活性和表现水平的所有特性总

和 [ 1 ]
,是反映种子质量的主要指标之一. 活力测定

可反映种子在田间或贮藏条件下的潜在质量表

现 [ 2 ] ,在种子质量管理中具重要意义. 种子的劣变

将导致种子的活力、贮藏能力及田间建植能力等质

量因素下降 ,从而造成很大的经济损失. 据统计 ,在

美国 ,每年生产的种子中 ,有 25%的种子质量问题 ,

造成的经济损失价值可达 5亿美元. 在全世界范围

内 ,种子劣变造成的经济损失将更加巨大 [ 3 ] . 种子

劣变是种子作为一个活的有机体必须经历的过程 ,

种子从具有高活力的状态开始逐渐下降. 直至最后

被使用或完全丧失活力 ,这是一个由量变到质变的

过程 ,具有不可逆、不可避免和群体间不相同等特

点 [ 4 ] . 许多研究表明 ,随着种子劣变的加深 ,种子自

身的能量合成、呼吸强度及生物合成能力都会发生

明显的下降 ,染色体发生畸变、DNA发生降解、RNA

和蛋白质的合成、酶的活性及细胞膜都会发生变
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化 [ 3, 5 ]
. 在种子劣变的过程中也会发生一些生化变

化 ,而这些变化往往会引起不饱和脂肪酸和有毒物

质 (醇类、醛类、酮类、酸类 )的增加 ,另外还会引起

蛋白质、淀粉、可溶性糖、磷脂脂肪酸等含量的降

低 [ 6～8 ] .

在生产实践中 ,由于牧草种子粒小、休眠度高

等 ,更不易取得理想的田间建植 ,因而更需要进行活

力测定 [ 9 ]
. 但现有的活力测定方法 [ 10 ]如发芽速度与

幼苗生长测定、冷冻测定、人工老化测定、ATP含量

测定等都对种子本身造成伤害. 因此 ,随着种子活力

逐渐受到人们的重视 ,快速而且不破坏种子的活力

检测方法逐渐成为研究的热点.

近红外光谱 (N IR)分析具有速度快、效率高、成

本低、测试重现性好、测量方便等特点 ,已被越来越

多地应用于食品工业、石油化工、制药工业等领

域 [ 11 ]
. 近年来 ,近红外技术广泛应用于测定农作物

的蛋白质、淀粉、脂类、酶、维生素、灰分等 [ 12～14 ]
. 近

红外光谱结合模式识别的方法在中草药 [ 15 ]、食

品 [ 16 ]、农产品 [ 17 ]的鉴别和分类上得到了许多成功

的应用. 但是近红外光谱方法在种子活力测定的应

用研究很少 ,国外学者曾对研究林业种子活力 [ 18 ]
,

有关饲草种子活力的测定则鲜有报道. 本研究探索

近红外光谱技术在燕麦 (Avena sativa)种子活力快

速测定当中的应用条件 ,为种子活力快速测定提供

理论依据和经验参考.

1　材料与方法

1. 1　试验材料

燕麦种子由青海省畜牧兽医科学院草原所提

供 ,品种为甜燕麦. 为了得到不同活力水平的燕麦种

子 ,采用人工加速老化方法 [ 18 ]使种子产生不同程度

的劣变.

1. 2　老化方法

选取均匀一致的甜燕麦种子 15g为一个测定样

本 ,进行人工加速老化 ,将甜燕麦种子 (10g)平铺于

装有 300m l去离子水的老化盒内支架的干燥筛网

上 ,加速老化盒为带盖塑料盒 (长 ×宽 ×高 =

12. 0cm ×12. 0cm ×5. 0cm )内放入一个带有耐热塑

料筛网的 PVC支架 (直径 11. 0cm高 4. 0cm ) ,然后

将老化盒放入老化箱内 (DNP29162 型电热恒温

箱 ) ,在温度 42℃、湿度 100%下分别老化 48h和

96h. 把人工老化后的甜燕麦种子在室温下放置两天

使其恢复至原重. 样品的人工老化温度、时间、发芽

率及样本数量见表 1所列.

表 1　样本材料的人工老化温度、时间、发芽率及样本数量
Table 1 　Age ing tem pera tures and tim es and num ber of

sam ples

人工老化温度 人工老化时间 发芽率 校正集数量 预测集数量

42℃ 0h 96% 12 6

42℃ 48h 29% 12 6

42℃ 96h 7% 12 6

总计 36 18

1. 3　光谱采集

近红外仪器采用 Thermo Electron (美国 )的傅

里叶变换近红外光谱仪 (Antaris). 扫描范围 : 4000

～10000cm
- 1

,扫描次数 : 64 次 ;分辨率 : 8cm
- 1

. 试

验时 , 保持室内的温度和湿度基本一致 , 取适量种

子 (约 15g)装入旋转样品杯中 ,上机扫描. 每个样品

重复装样 3次 ,计算其平均光谱 ,存入计算机中.

1. 4　分析方法

本研究中采用的分析方法是主成分分析结合马

氏距离的模式识别方法 [ 20, 21 ] . 主成分分析能够降低

数据维数 ,具体步骤为 :利用下列式 (1) 对校正集中

的光谱矩阵 X n ×m 进行主成分降维 ,得到主成分得

分矩阵 Tn ×f和载荷矩阵 Pm ×f;按式 (2)与式 (3)

将得分矩阵 T进行中心化处理 ;按式 ( 4) 计算校正

集样本中的协方差矩阵 M;最后由式 ( 5) 计算校正

集中样本的马氏距离.

Tn ×f = X n ×m ×Pm ×f 　, (1)

在式 (1) 中 n为校正集中的样本数 ; m 为变量数 ; f

为主成分数

T [ i: ] = T j =
∑

i = n

i =1
T ij

n
　, (2)

在式 (2)中 i = 1, 2, ⋯, n; j = 1, 2, ⋯, f

Tc = T - T 　, (3)

M =
T′cTc
n - 1

　, (4)

MD i = ( ti - T)M - 1 ( ti - T)
　.

(5)

在公式 (3～5) 中 T为 n个校正集样本的平均得

分矩阵 ; Tc为 T的均值中心化矩阵 ; ti为校正集中样

本 i的光谱得分向量 ; MD i为校正集中样本 i的马氏

距离 ; M 为校正集样本中的协方差矩阵.

根据校正集样本的马氏距离和误差允许的范

围 , 确定判别未知样本属于第 k类样本群体 (Gk )的

域值 (Dk ) . 对于未知样本的光谱矢量 Xunk , 利用校

正集光谱的载荷矩阵 P, 计算其得分向量 tunk , 再由

tunk计算其马氏距离 Dunk. 判别规则为

当 Dunk <Dk时 : Xunk ∈Gk ;
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当 Dunk > Dk时 : Xunk | Gk ;

当 Dunk =Dk时 : 重新选定 Dk.

2　结果与分析

2. 1　波长范围的选择

3种经过不同老化时间处理后甜燕麦种子的原

始光谱图显示 (图 1 ) , 原始光谱在波数分别为

4749. 19cm
- 1、5179. 15cm

- 1、6827. 36cm
- 1附近有 3

个明显的吸收峰. 而一阶导数光谱在 5220
- 1

cm 波

数的附近有明显波动 (图 2). 因为纯水中的 O—H

键伸缩振动的一级基频区在 5155cm - 1附近 ,它的一

个合频区在 6940cm
- 1附近 ,在这两个波长附近是水

分吸收的敏感区 ,选择光谱波长范围尽量避开水分

吸收峰的特征波长区. 本研究所采用的样本水分含

量在 6. 2% ,为了尽量避开水分的影响 ,选取了

4000cm - 1 - 6900cm - 1光谱范围内的数据取得比较

好的试验结果.

2. 2　模型的建立

由于甜燕麦种子本身的大小存在差异 ,所以在

试验中尽量采用均匀一致性比较好的种子 ,但在试

验中发现还是会对光的漫反射有一定影响. 因此 ,在

试验中需要对样本的原始光谱数据进行预处理 ,不

同的预处理方法对所建的模型有一定的影响. 本研

图 3　模型基于不同的主成分数、不同的预处理方法时的
误判数
Fig. 3　The relationship between m isclassifications and p rin2
cipal components in calibration set with four p rep rocessing
methods

究对标准归一化 ( SNV ) 、多元散射校正 (MSC)、一

阶导数和二阶导数几种预处理方法进行了比较. 图

3表示模型基于不同的主成分数、不同的预处理方

法时的误判数.

不同方法的比较结果表明 (图 3) ,用多元散射

校正 (MSC)和标准归一化 ( SNV)的预处理方法 , 两

者都明显优于一阶导数和标准归一二阶导数. 标准

归一化 ( SNV)的预处理方法时要优于多元散射校正

(MSC)处理方法时 ,选取 3～10主成分时误判概率

为零. 所以本研究采用 SNV的与处理方法分别选用

了 3～10个主成分建立模型对预测集样本进行预

测 , 预测的结果表明选用 4个主成分数建立的模型

预测效果最好.

2. 3　校正和预测的结果

在模型的校正过程中 ,主成分数的多少对模型

的建立会产生一定的影响. 误判数作为衡量模型优

劣的一个指标. 首先筛选出校正集中误判数较少的

几种模型 , 用这几种模型分别对预测集中的样本进

行预测 , 比较预测集中的误判数 , 最后 ,校正集和

预测集中误判数都相对较少的模型即为最佳模

型 [ 20 ]
.

根据以上的分析 , 选用到范围内 4000cm - 1 ～

6900cm - 1的光谱数据 , 经过标准归一化 ( SNV )的预

处理 , 选用 4个主成分数建立预测模型最佳 ,误判

数为零. 图 4是校正集光谱矩阵第一主成分和第二

主成分的得分图. 它表明校正集中和预测集的样本

点在该二维平面上的投影 ,由图 4知 , 3种不同老化

时间的种子在此二维平面的投影比较集中 ,从而说

明 3种不同老化时间的种子的活力存在差异.

图 4表示 54个样本的第一主成分和第二主成

分的得分图 ,图 4中横坐标表示每个样本的第一主

成分得分值 ,纵坐标表示每个样本的第二主成分得
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图 4　校正集和预测集光谱矩阵第 1主成分和第 2主
成分的得分图
Fig. 4　Score cluster p lot by using first and second p rinci2
pal components ( PCs)
○Aged for 0h at 42℃ +Aged for 36h at 42℃ △Aged for
96h at 42℃

分值. 每个样本对应每个主成分有一个得分值 ,主成

分的得分能够反映样本间的相似性和独特性 ,基于

样本的主成分得分图能够揭示样本的内部特征和聚

类信息. 如果把每个样本的第 1和第 2个主成分的

得分值在图中表达出来 ,就得到了前 2个主成分的

二维的得分图 (如图 4所示 ). 对 3种不同活力的种

子共 54个样本进行主成分分析聚类. 分析表明前 4

个主成分有较好的聚类作用 ,能直观地对 3种不同

活力的燕麦种子进行定性分析.

从图 4中可以明显看出经过不同老化时间的燕

麦种子明显的分成 3类 ,因此 ,我们基于主成分 1、2

对于 54个样本的得分图可以对 54个样本进行定性

分析. 从表 2可以看出 ,前 4个主成分的累积贡献率

达到 99. 73% ,说明前 4个主成分能够解释原始波

长变量的 99. 73% ,代表了近红外光谱的主要信息 .

从图 4中可以看出 ,虽然经过不同老化时间的燕

麦种子的聚合度不是很好 ,但彼此之间没有样本

重叠在一起 ,这说明主成分分析结合马氏距离的

模式识别方法对不同活力燕麦种子之间的区分是

成功的 .

3　讨论与结论

种子的劣变是一个不可逆的过程. 种子作为有

生命的有机体 ,其活力降低后 ,种子内部发生一系列

的变化 ,包括生理生化水平、细胞超微结构、遗传物

表 2　前 4个主成分及其累计贡献率
Table 2　Pr inc ipa l com ponen ts and reliab ilities

主成分
Principal

components
PC1 PC2 PC3 PC4

累计可信度
Accumulative

reliabilities
96. 52 95. 96 99. 51 99. 73

质的变化等 [ 22 ]
. 正是由于这些变化才造成不同劣变

程度的种子内部所含的醇类、醛类、酮类、酸类等有

毒物质的不同以及脂类、蛋白质、淀粉等营养物质的

不同. 本研究采用人工加速老化方法来加深种子的

劣变程度 ,使之产生了 3种不同劣变程度的样本 ,利

用这些不同劣变程度的种子内部所含醇类、醛类、酮

类、酸类等有毒物质及脂类、蛋白质、淀粉等营养物

质的不同 ,由于它们在近红外谱区内的基频及合频

吸收不同从而来测定这 3种不同劣变程度的种子

活力.

通过试验 ,证明了近红外光谱在种子活力测定

的可行性 ,并获得了 3种不同活力水平种子的光谱

特征 ,通过这些光谱特征结合主成分分析和马氏距

离的模式识别方法建立了模型. 试验结果表明 ,模型

的预测结果很好 ,对不同活力的种子的鉴别率达到

100% ,说明利用近红外光谱快速准确无损测定种子

活力是可行的. 但是 ,本研究采用的甜燕麦种子都是

同一收获期和同一产地 ,而种子活力会受到不同产

地、不同收获期的影响 ,所以在以后的工作中还可以

尝试不同产地不同收获期及其它种类的种子来完善

模型 ,使结果更加准确. 另外 ,本研究采用的不同劣

变程度甜燕麦种子是经过人工加速老化方法来实现

的 ,在以后的研究中如果能采用自然劣变及贮藏年

限不同的种子加以验证则更能说明近红外光谱在种

子活力测定的可行性.
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