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应用荧光相关光谱测定
A5

色氨酸的浓度
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要
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应用
\C0-).V

型荧光光谱仪对
C,

色氨酸溶液进行三维荧光光谱检测!从中发现(

C,

色氨酸的特征

荧光峰位于
)A.

&

!+.8?

"设定发射波长为
!+.8?

!测量激发谱"由测量结果发现在
)+.

!

)>.8?

区间!谱

线斜率较大#线性度好"因此选取
)+.

!

)++

和
)>.8?

三个激发波长!在每个激发波长下分别测量相应的荧

光发射谱"基于三条不同的荧光发射谱!构建以激发波长为外扰变量的自相关光谱)而以浓度为外扰变量的

自相关光谱!是以超纯水在不同激发波长的平均谱作为参考光谱!通过参考光谱与样本平均谱的相关计算

得到"在此基础上!将相关光谱数据分别与偏最小二乘回归$

VC0P

%和径向基神经网络$

PH\''

%相结合!建

立溶液中
C,

色氨酸含量的预测模型!研究结果表明(采用浓度为外扰变量构造的荧光相关光谱信噪比较高!

建模的预测效果要好)而在外扰变量相同时!基于径向基神经网络建立的预测模型比基于偏最小二乘回归

建立的预测模型对溶液中
C,

色氨酸浓度的预测结果更为准确"其中!以浓度为外扰变量时的径向基神经网

络预测模型准确度最高!该模型的预测相关系数为
--&-/B

!预测均方根误差为
.&.!!

$

=

'

?C

@/

"研究结果

表明!使用该方法能够对溶液中的物质含量进行准确测定!可为食品安全监管提供帮助"

关键词
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色氨酸是维持人体生命活动所必需的一种氨基酸"目

前!测定色氨酸含量的方法有很多!主要包括(高效毛细管

电泳法#高效液相色谱法#紫外光谱和荧光光谱"光谱法相

对于前两者来说!具有操作简单#快速有效等优点)而荧光

光谱相对于紫外光谱而言!具有信息量丰富#灵敏度高等优

点"由于三维荧光光谱含有大量的数据信息!而二维相关光

谱能凸显外部扰动引起的细微变化!提高光谱的分辨率"因

此!本文将两者用于溶液中
C,

色氨酸浓度的测定"

目前!二维相关光谱在红外光谱#判别分析-

/,*

.等方面

研究较多!但在荧光光谱和含量检测-

+

.方面报道较少!有待

深入"本文以
C,

色氨酸溶液为研究对象!分别从外部扰动和

化学计量学算法等方面!对使用荧光相关光谱建立定量模型

的预测效果进行研究!可为使用二维相关光谱技术-

/,-

.进行

含量检测的研究提供帮助"
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校正集和预测集样本中
A5

色氨酸的浓度
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材料(

C,

色氨酸由北京北纳创联生物技术研究院提供!

纯度为
-"&+>B

)溶剂为超纯水"

$%&

!

样品的制备

使用标准品和超纯水配置
C,

色氨酸浓度范围为
.&!A+

!

!

$

=

'

?C

@/的
/)

个溶液样本!从中抽取
>

个作为校正集!

其余作为预测集!样本浓度如表
/

所示"

$%>

!

A5

色氨酸的荧光光谱测定

通过对该溶液体系的三维荧光光谱检测!可以看出(

C,

色氨酸的荧光峰位于
)A.

&

!+.8?

)从发射波长为
!+.8?

的

激发光谱中!我们可以发现(在激发波长为
)+.

!

)>.8?

区

间内!曲线斜率大而平稳!荧光强度变化较快"因此!选取

该波段的激发波长作为计算荧光相关光谱的外扰变量"

C,

色

氨酸溶液的三维荧光光谱和激发光谱分别如图
/

$

7

%和
/

$

Y

%

所示"采集超纯水及所有样品在激发波长为
)+.

!

)++

和
)>.

8?

的荧光发射谱!发射波长的测量范围为
!..

!

*+.8?

!步

长为
/8?

"激发和发射的分辨率均设置为
+8?

@/

!积分时

间设置为
.&/5

"

图
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色氨酸溶液的三维荧光光谱(#

6

$发散波长为
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的激发谱
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软件!将不同激发波长的荧光发射谱作为输入信

息进行相关计算!得到以激发波长为外扰变量的自相关光

谱)而以浓度为外扰变量的自相关光谱!是以超纯水的平均

谱作为参考光谱!通过背景光谱与样本平均谱的相关计算得

到"文中采用的平均谱为不同激发波长的平均谱!而非同一

激发波长多次测量的平均谱!这是因为前者相对于后者不仅

可以有效避免荧光漂白现象的干扰!同时也可以节约样品!

缩减工作量"图
)

$

7

%和
)

$

Y

%分别表示以激发波长和浓度作

为外扰变量!通过相关计算得到的自相关光谱"

图
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不同外扰变量的自相关光谱
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结果与讨论
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应用偏最小二乘回归测定
A5

色氨酸的浓度

自相关光谱是由外部扰动引起经动态信号自身相关得到

的!能够有效提取同步相关光谱中的特征信息!避免信息的

冗余"偏最小二乘回归-

/.

.

$

(

743;7%%17535

c
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=

4155;$8

!

VC0P

%采用非线性迭代偏最小二乘算法对变量信息进行分

解!同时集结主成分分析#多元线性回归#典型相关分析于

一身!从而保证自变量和因变量两者的最大相关性"因此!

本文将采用不同外扰方式计算得到的自相关光谱数据与偏最

小二乘回归算法相结合!建立对溶液中
C,

色氨酸浓度的预测

模型!模型的预测结果如表
)

所示"

表
&

!

GA*9

模型对样中
A5

色氨酸浓度的预测结果
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采用激发波长构建的自相关光谱结合偏最小二乘回归算

法建立的预测模型!在主成分为
)

时!预测结果最好(对未

知样品的预测相关系数$

D

%为
-"&"**B

!预测均方根误差

$

PS0̂ V

%为
.&/).

$

=

'

?C

@/

)而使用
C,

色氨酸浓度构造的

自相关光谱建立的预测模型!在主成分为
!

时!预测效果最

好(对未知样品的预测相关系数为
-"&!>*B

!预测均方根误

差为
.&)A>

$
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"图
!

$
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%和$

Y

%分别是在不同外扰方式

下!偏最小二乘回归模型对溶液中
C,

色氨酸浓度预测值和实

际值的线性拟合"从表
)

和图
!

中我们不难看出(两种预测

模型的相对误差具有相同的规律!在浓度较低时!预测样本

的误差相对较大!而在浓度较高时!预测样本的误差相对较

小"这说明!荧光相关强度与溶液的浓度在预测的浓度区间

内!并不完全满足线性关系"

图
>

!

不同外扰变量的自相关光谱结合
GA*9

模型
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应用径向基神经网络测定
A5

色氨酸的浓度

径向基神经网络-

//

.

$

479;7%Y75;5N<823;$881<47%813,

X$4U

!

PH\''

%是一种三层静态前馈型神经网络!相对于
HV

神经网络而言!具有局部逼近的特点!能以任意精度逼近任

意连续函数!是解决非线性问题的常用方法之一"在使用径

向基神经网络建模的过程中发现(采用
!+.8?

发射波长处

的自相关强度比采用自相关光谱建立的定量模型对溶液中

C,

色氨酸浓度的预测结果更为准确"径向基神经网络输入层

和输出层神经元的个数均为
/

)评价函数采用均方根误差!

目标值
=

$7%

为
/.

@*

!采用神经元个数递增的方式!确定隐含
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层神经元的数目)经多次反复尝试后!扩散系数
5

(

4179

为
+

时!模型准确度较高!预测结果如表
!

所示"两种外扰方式

下!径向基神经网络定量模型对溶液中
C,

色氨酸浓度预测值

和实际值的线性拟合分别如图
*
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%所示"

表
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模型对样本中
A5

色氨酸浓度的预测结果
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由表
!

和图
*

我们可以看出(两种外扰方式下径向基神

经网络模型的预测浓度和实际浓度都具有良好的线性关系!

对未知样品的预测相关系数均在
--B

以上!预测均方根误差

较偏最小二乘回归预测模型而言!减小了一个数量级"这是

因为偏最小二乘回归算法多用于线性区间!对非线性明显的

区间适用性不强)而人工神经网络可以模拟人脑的思维方

式!具有很强的学习和记忆能力!因此对于线性区间和非线

性区间并存的情形同样适用"对比两种外扰下径向基神经网

络模型的预测结果!能够发现(采用浓度为外扰方式构造的

自相关光谱!能够有效地抑制噪声!预测结果更为准确!这

与我们从图
)

中获取的信息相一致"采用激发波长作为外扰

变量时!动态光谱由三条不同的发射谱组成)而在采用浓度

作为外扰变量时!动态光谱由背景光谱以及样本光谱两条平

均谱组成"动态变化是建立在背景光谱的基础上!可以有效

消除背景的干扰)经过均值计算!可以起到降低系统噪声!

抑制噪声干扰的作用"

图
H

!

不同外扰变量在
-.U>?@:.

处的相关强度结合
9Y'MM

模型
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!

结
!

论

!!

以预测
C,

色氨酸溶液的浓度为例!研究了荧光相关光谱

在采用激发波长和浓度两种外扰方式以及偏最小二乘回归和

径向基神经网络两种算法下的建模效果!研究结果表明(采

用浓度为外扰构造的自相关光谱!能有效地抑制噪声)而在

采用同种外扰数据时!径向基神经网络模型比偏最小二乘回

归模型对
C,

色氨酸浓度的预测更为准确!可为食品安全的含

量检测提供借鉴"
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