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摘要! 为了探索一种高效快速安全的测量核桃
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内含化学物质的方法! 采用红外光谱法研究了分别采自

贵州省赫章县和普定县的
,,

个核桃单株种子化学成分的红外光谱! 根据与蛋白质% 脂肪% 碳水化合物实测含量值

相关度较高的吸光值比
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&! 对核桃种子蛋白质% 脂肪和碳

水化合物的相对含量进行了比较分析! 并利用其红外光谱吸收峰值对
,,

个核桃单株进行聚类分析( 结果表明$ 以

上特征峰值与用经典化学分析法测得的核桃化学成分含量值的相关系数均高于显著性水平为
&-&,

的临界值! 即可

认为它们是极显著相关的( 因此! 傅立叶红外光谱法适宜作为一种快速高效直接的测定核桃种子物质成分组成和

相对含量的方法( 研究结果可在一定程度上为核桃的良种选育和亲缘关系确定提供理论依据( 图
%
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是一种优良的干果经济树种" 其种子具有极高的营养价值) 中国核桃的分布范围

很广" 辽宁* 北京* 山东* 安徽* 湖南* 广西* 云南* 贵州等
%,

个省区均有分布&

,
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) 核桃种子的品质

除了种子的大小* 质量* 形状* 种壳厚度* 出仁率和风味等形态和感官指标外" 还取决于粗脂肪* 蛋白
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质和碳水化合物等营养内含物!

"
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# 因此$ 仅从核桃种子的外观形态上来判断其品质难以鉴别其优劣$ 还

须测定其内含物的状况% 传统的核桃种子内含物的测定主要采用化学分析的方法& 需要繁杂的分离和提

取过程!
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& 操作复杂& 需样量大& 耗时较长& 且误差较大% 近年来也有运用近红外光谱法测定核桃的

脂肪' 蛋白质等营养物质含量!
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"

& 但近红外检测法技术难度很大& 需要选取代表性强的样品(即含量要

具有梯度)& 并且选择适宜的拟合方法& 才能够建立起适应性较强的数学模型& 不易进行推广% 傅立叶

红外光谱法(

&'()

法)可快速宏观地对样品整体进行多组分检测& 需样量小& 无需分析提取& 安全无毒

害& 且误差较小% 正是由于
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法高效' 安全的特点& 现已广泛应用于药品' 食品和木材的质量检

测!
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% 本研究利用傅立叶变换红外光谱仪对分别采自贵州省赫章县和普定县
,,

个单株的核桃种子化学

成分进行了测定分析& 以期为贵州省核桃的良种选育和品种改良提供参考依据%
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试验材料和方法
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试验仪器与试剂

-.&"/$0

脂肪测定仪* 紫外可见分光光度计*

123456"78923

公司
&:6;523

傅立叶变换红外光谱仪+含

<=2>;3?9

分析软件)* 山海山岳
@1""

压片机(含
,! 99

压片模具和玛瑙研钵)*

/A, 9B

精度的电子天平*

考马斯亮蓝* 乙醚* 蒽酮试剂* 光谱纯溴化钾粉末%

!"#

试验材料

"/,"

年
,,

月& 分别在贵州省赫章县和普定县选取
,,

株生长良好果实饱满的壮龄期单株作为母树

并对其进行编号% 其中采自赫章县的
+

个单株核桃种子编号为赫
,C

赫
+

& 赫
#

与赫
+

为铁核桃* 采自普

定县的
"

个单株核桃种子编号为普
,

& 普
"

% 采收后去青& 并在自然条件下风干%

!"$

样品的准备

随机选择外观饱满& 无破损核桃种子
,/

粒,株!,

& 去壳后分为
"

组&

#

粒,组!,

% 一组剥去内种皮后

粉碎为细粒状& 用于蛋白质' 脂肪' 糖含量的测定* 另一组剥去内种皮后研磨成泥状% 准确称取
,A/ 9B

研磨后样品与
"//A/ 9B

溴化钾粉末混合(即混合比例为
, # "//

)& 继续在玛瑙研钵中将混合物研磨均匀

后用压片机压制成片& 至少平行重复做
"

次,粒!,

%
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化学物质的测定!

!&

"

核桃种子蛋白质含量的测定采用考马斯亮蓝法& 考马斯亮蓝与样品中蛋白质反应后产生有色物质&

在紫外分光光度计中测定反应物的光密度即可求出蛋白质的含量%

核桃种子的粗脂肪含量采用索氏抽提法& 种子中的脂类物质溶于有机溶剂乙醚中& 对样品进行循环

抽提& 对抽提的粗脂肪称量即可获得粗脂肪的含量%

核桃种子可溶性糖含量采用蒽酮比色法测定& 样品与浓硫酸反应后脱水形成糖醛& 再与蒽酮缩合形

成有色物质& 在紫外分光光度计中测定反应物的光密度即可求出碳水化合物的含量%
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光谱测定

将
&:6;523

傅立叶变换红外光谱仪分辨率设为
D >9

!,

& 扫描次数设为
"/

& 光谱测量范围为
D ///CD//

>9

!,

% 扫描后的原始光谱图在
-=2>;3?9

分析软件中进行基线校正和归一化(标准化)处理& 即将光谱的最

大吸收峰扩展
E

缩小至
!A/

& 将基线移至
/

处% 这样处理能够美化曲线& 利于光谱解析& 且标准化后的不

同种子光谱曲线峰值全部统一在同一个范围内& 有助于物质相对含量的差异性分析%
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数据分析方法

计算核桃种子化学物质的特征峰值与实测值的相关系数
!

& 并通过相关系数临界值表查得显著性水

平为
/A/,/

& 自由度为
+

的相关系数临界值为
/A%!#

& 超过该临界值& 即认为与核桃种子化学成分的特征

峰值与实测值极显著相关%

,,

个核桃单株的差异性分析采用单因素方差分析及
-;?F26;"G2H9I6"J2?8

(
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)多重比较%

利用蛋白质' 脂肪和碳水化合物的特征峰值对
,,

个核桃单株进行聚类分析& 采用最短距离系统聚

类法& 聚类距离为欧氏距离的平方%

以上数据分析方法均在
-1-- ,+A/

软件中实现%

杨静怡等- 核桃不同单株种子化学成分傅立叶红外光谱差异性分析
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核桃蛋白质特征峰值
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编号
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"酰胺
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谱带
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!

,!>?

"酰胺
#

谱带
!

!
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@ !

!

>","

"

赫
, ,A&# &ABB &A?$ &A<!%

赫
! &A?& &A%B &A?& &AB><

赫
> #A!= &A?! #A&= #A&#!

赫
= #A#= &AB% &A<> &A?>!

赫
$ #A&$ &A%B &A%? &A?!&

赫
% &A?? &A%B &A<= &A<#!

赫
B #A!> &A<# &A<< #A&#!

赫
< #A#> &AB# &A<> &A?!!

赫
? #A&& &A%% &AB! &A<!

普
# &AB= &A=? &AB< &A%&=

普
! &A$> &A>& &A%! &A=>%

!

结果与分析

"#!

核桃样品的红外光谱分析

红外光谱曲线是通过峰位和峰值来确定样品内

含物的种类和相对含量的# 不同光波上出现峰值代

表不同化合物$ 而相同波数上峰值大小的不同则代

表着相对含量的不同#

如图
#

所示% 核桃的红外光谱在
! ?!%

$

! <$$

和
# B=B 0;

!#处有强吸收峰# 这
>

个峰均为

油脂的特征峰$

! ?!% 0;

!#处为
-C

!

的不对称伸缩

振动的吸收峰$

! <$$ 0;

!#处为
-C

!

的对称伸缩振

动的吸收峰$

# B=% 0;

!#处为碳氧双键伸缩振动的

吸收峰 &

##

'

# 此外 $ 核桃的红外光谱还在
# %$<

$

# $=<

$

# =%$

$

# >B<

$

# !>?

$

# #%>

和
# #&& 0;

!#处

有中等吸收峰# 其中$

# =%$

$

# >B<

和
# #%> 0;

!#处仍为油脂的吸收峰$

# =%$ 0;

!#处是
-C

!

和
-C

>

的

不对称变形振动吸收峰$

# >B< 0;

!#处是
-C

>

的对称弯曲振动吸收峰$

# #%> 0;

!#处是酯基的
-

(

D

伸缩

振动吸收峰&

#!

'

#

# %$<

$

# $=<

和
# !>? 0;

"!#处为蛋白质的吸收峰$

# %$< 0;

!#处为酰胺
!

带碳氧双键吸

收峰$

# $=< 0;

!# 处为酰胺
"

带的
"!#

和
$#"

吸收峰$

# !>? 0;

!# 处为酰胺
#

带碳氧伸缩振动吸

收峰&

#>

'

#

# #&& 0;

!#处是碳氧伸缩振动与环的振动$ 为碳水化合物!糖类"的吸收峰&

#>

'

#

"#"

核桃不同单株种子化学成分特征峰值分析

表
#

中列出了
##

株核桃在
# %$<

$

# $=<

和
# !>? 0;

!#处的平均峰值$ 分别代表了蛋白质酰胺
!

带)

酰胺
"

带和酰胺
#

带的吸收峰* 由于蛋白质中酰胺
!

带特征性强$ 且附近没有其他峰的干扰&

#&

'

$ 因

此$ 可将
!

!

#%$<

"作为核桃蛋白质的分析峰* 本研究选取
!

!

>&#&

"作为参比峰$

!

!

#%$<

"

@ !

!

>&#&

"比值

与蛋白质含量实测值的相关系数为
&A?#=

$ 大于临界值
&AB>$

$ 因此$ 该值可用于不同单株核桃种子蛋白

质含量的差异性分析*

表
!

中列出了
##

株核桃

在
! ?!%

$

! <$$

$

# B=B

$

# =%$

$

# >B<

和
# #%> 0;

E,

处的平均峰值$ 分别代表了

油脂
-C

!

的不对称和对称伸

缩振动的吸收峰$ 碳氧双键

伸缩振动吸收峰 $

-C

!

和

-C

>

的不对称变形振动吸收

峰$

-C

>

的对称弯曲振动吸

收峰和酯基的
-

(

D

伸缩振

动吸收峰* 其中$

, B=B 0;

!,

处的碳氧双键伸缩振动吸收

峰与脂肪含量的线性关系最

好 &

,!

'

$

!

!

,B=B

"

@ !

!

>&,&

"比

值与粗脂肪含量实测值的相关系数为
&A?=&

$ 大于临界值
&AB>$

$ 因此$ 该值可用于不同单株核桃种子脂

肪含量的差异性分析*

表
>

中列出了
,,

株核桃在
, ,&& 0;

!,处的平均峰值$ 代表了碳氧伸缩振动与环的振动$ 是碳水化

合物的特征峰!包括可溶性糖+ 纤维素) 淀粉等"$ 因此$ 该峰值可在一定程度上反映可溶性糖的变化,

!

!

,,&&

"

@ !

!

>&,&

"比值与可溶性糖含量实测值的相关系数为
&AB<%

$ 大于临界值
&AB>$

$ 因此$ 该值可用

于不同单株核桃种子碳水化合物含量的差异性分析,

图
,

核桃的红外光谱图
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核桃脂类含量的特征峰值

#$%&' " ()$*$+,'*-.,-+ $%./*0,-/1 0'$2 /3 3$, -1 4$&15, .$60&'.

编号
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!

"7"8
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(9

"

!

!

":;;

"

(9

"

!

!

<=>=

"

(!? !

!

<>8;

"

(9

"

!

!

<!=:

"

(9

!

!

!

<<8!

"

("? !

!

<=>=

"

@ !

!

!A<B

"

赫
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核桃不同单株种子化学成分特征峰值的差异性分析

通过对
<<

株核桃化学物质特征峰值的方差分析发

现#

<<

株核桃的蛋白质$ 脂肪和碳水化合物含量均存在

着极显著差异# 因此# 进一步用
DEF

多重比较法进行多

重比较% 表
>

表明& 赫
!

# 赫
>

# 赫
;

# 赫
=

# 赫
:

的蛋

白质含量的差异不显著# 赫
<

# 赫
"

# 赫
8

# 赫
7

的蛋白

质含量差异也不显著% 而采自普定的普
<

和普
"

号核桃

种子蛋白质含量显著低于其余采自赫章的核桃种子% 其

中# 普
"

号核桃种子蛋白质含量极显著低于其他的核桃

种子% 普
"

号核桃种子的脂肪含量极显著高于其余的核

桃种子# 赫
;

次之# 赫
<

# 赫
"

# 赫
!

# 赫
>

# 赫
8

# 赫

=

# 赫
:

和普
<

号核桃种子的脂肪含量均无显著差异%

赫
7

号核桃种子的碳水化合物含量最高# 但只与普
<

和

赫
8

号核桃有显著差异# 与赫
>

号核桃有极显著差异#

与其余的核桃种子碳水化合物均无显著性差异%

!"$

核桃不同单株种子红外光谱的聚类分析

图
"

显示了
<<

个核桃单株红外光谱的聚类分析结果% 赫
<

与赫
8

# 赫
>

与赫
:

# 赫
!

与赫
=

的距离

较近# 在聚类分析的前
!

步就各自聚在了一起% 普
"

号核桃由于含有较高的脂肪量# 而蛋白质含量较

低# 与其余核桃的距离最远# 是聚类分析的最后一步%

若在距离为
ACA"

时将
<<

个核桃单株分为
>

类# 则赫
<

#

赫
"

# 赫
!

# 赫
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# 赫
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# 赫
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为
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类# 赫
;

与赫

7

为
"

类# 普
<

为
#

类# 普
"

为
$

类% 第
!

类均是采自

赫章的泡核桃# 具有低脂$ 低糖$ 高蛋白的特点% 第
"

类是采自赫章的铁核桃# 脂肪与糖含量较高% 第
#

类和

第
$

类均采自普定# 具有高脂$ 低蛋白的特点# 尤其是

普
"

# 在
<<

个核桃单株中是脂肪含量最高# 蛋白质含量

最低的% 由此可以看出& 核桃红外光谱的聚类分析结果

能够在一定程度上反映不同地点$ 不同种类核桃内含物

的差异性# 说明核桃的红外光谱特征与其亲缘关系之间

是有一定联系的%
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核桃碳水化合物含量的特征峰值
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用采集的
##

个单株核桃种子的红外光谱值与核桃中蛋白质! 脂肪! 碳水化合物的实测值进行相关

分析" 发现
!

#

#%$(

$

) !

#

'&#&

$特征峰比值与用考马斯亮蓝法测得的蛋白质含量相关系数为
&*+#,

"

!

#

-.,.

$

) !

#

'&#&

$特征峰比值与使用索氏抽提法测得的粗脂肪含量相关系数为
&*+,

"

!

#

##&&

$

) !

#

'&#&

$

特征峰比值与使用蒽酮比色法测定的可溶性糖含量相关系数为
&*.(%

% 由于傅立叶红外光谱法在
# #&&

/0

!#处的平均峰值" 代表的是碳氧伸缩振动与环的振动" 是碳水化合物的共同特征峰&包括可溶性糖'

纤维素! 淀粉等$" 与可溶性糖化学分析法所得值的相关性明显低于与蛋白质和粗脂肪的( 但以上特征

峰值与用经典化学分析法测得的核桃化学成分含量值的相关系数均高于显著性水平为
&*&#&

" 自由度为

+

的相关系数临界值
&*.'$

" 即可认为它们是极显著相关的( 因此用
##

个核桃单株的这
'

个特征峰比值

来做方差分析" 结果表明)

##

株核桃种子蛋白质' 脂肪和糖类的特征峰值
)

参照峰值存在着极显著性差

异" 即其相对含量的差异极显著( 通过进一步的多重比较发现" 赫
'

和赫
.

的蛋白质含量较高" 普
!

的

脂肪含量较高" 而赫
+

的糖含量较高( 利用红外光谱峰值对
##

个核桃单株进行聚类分析" 可将不同产

地' 铁核桃与泡核桃区分开来" 核桃红外光谱的聚类分析结果可在一定程度上显示出不同单株核桃化学

成分的遗传差异性(

红外光谱法不仅可测定化学物质的类型" 即确定化学物质红外吸收峰的归属*

#,

+

" 还可用于衡量化学

物质的相对含量*

#$!#%

+

% 通过统计学的方法可以分析傅立叶红外光谱特征与化学物质实测含量的相关性"

从而研究红外结果的可靠性% 本研究利用红外光谱法测得的核桃化学成分特征峰值与用传统化学分析方

法测得的化学成分含量值相关性较大" 因此可将红外光谱法作为一种快速高效直接的测定核桃种子物质

成分组成和相对含量的方法" 为核桃的品质鉴定' 良种选育' 亲缘关系鉴定等提供一定的理论依据%

传统的化学分析方法测定种子中化学物质的含量" 由于实验操作繁琐" 容易出现较大误差" 而且实

验人员需接触一些有毒化学试剂" 危害人体健康% 红外光谱法与传统测量方法相比" 有较多的测量优

势) 首先" 不必接触有毒药品" 因此" 具有安全无毒的优点, 而且红外光谱法操作简单" 操作过程中容

易产生误差的环节较少" 具有高效精准的优点% 若能将红外光谱法更多地应用于检测植物种子寿命和生

活力以及良种鉴定等研究中" 并建立相应的数据库" 可创造更多的科学价值%
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