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基于近红外高光谱图像的黄瓜叶片色素含量快速检测
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　　【摘要】　利用高光谱图像技术和高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）快速检测了新鲜黄瓜叶中叶绿素 ａ、叶绿素 ｂ、

β胡萝卜素和叶黄素 ４种色素含量。采集了 １２０片黄瓜叶的近红外高光谱图像数据以及用 ＨＰＬＣ精确测定黄瓜叶

中色素含量；提取高光谱图像中 ５０×５０像素感兴趣区域（ＲＯＩ）的平均光谱与 ４种色素含量分别建立偏最小二乘

（ＰＬＳ）预测模型；为了提高模型的稳定性和预测精度，分别采用区间偏最小二乘（ｉＰＬＳ）、向后区间偏最小二乘

（ＢｉＰＬＳ）和联合区间偏最小二乘（ＳｉＰＬＳ）对各种色素对应的特征波段进行优选，同时对光谱划分数进行了优化。结

果表明 ＢｉＰＬＳ和 ＳｉＰＬＳ对应模型的预测效果较好，对叶绿素 ａ、叶绿素 ｂ、β胡萝卜素和叶黄素 ４种色素的预测集相

关系数 ＲＰ分别为 ０８２５７、０８１３４、０８１１６、０８２６２。
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　　引言

作物叶片色素含量与作物的光合能力、营养状

况和生长发育之间存在较好的相关性，是评价作物

生长情况和营养状况的一个可靠指标
［１］
。作物色

素检测一般采用有机溶剂将组织中的色素溶出，然



后用分光光度计或高效液相色谱（ＨＰＬＣ）进行测
量

［２～３］
。分光光度法操作简便、快速；ＨＰＬＣ具有分

辨率高、重复性好、结果精确等优点，但化学检测法

会破坏检测对象，难以实现现场快速检测。为了克

服化学检测方法的不足，许多学者提出了色素含量

的无损检测方法
［４～５］

，其中高光谱图像技术是图像

处理技术和光谱分析技术在低技术层面的融合技

术，兼有这两种技术的优势，既能对研究对象的外部

特征进行可视化分析，也能对内部有效成分进行定

量预测。这些研究所采用的高光谱波段多集中在可

见光区域，基于近红外波段的研究较少。

本文拟采用近红外高光谱图像和 ＨＰＬＣ同时对
新鲜黄瓜叶中叶绿素 ａ、叶绿素 ｂ、β胡萝卜素和叶
黄素进行快速检测，并通过测定两模型的相关系数

验证近红外高光谱图像无损检测黄瓜叶片色素含量

的可行性。为提高检测的精度和稳定性，采用

ｉＰＬＳ、ＢｉＰＬＳ和 ＳｉＰＬＳ对各个色素对应的特征波段进
行优选，并用 ＰＬＳ建立特征波段对应的预测模型。

１　材料与方法

１１　实验材料
实验所用黄瓜叶片于２０１０年１１月采自江苏大

学温室大棚，品种为碧玉三号水果黄瓜。随机采集

黄瓜老叶、中叶、嫩叶共 １２０片叶片作为实验样本，
随机挑取 ９０片作为校正集样本，剩余 ３０片组成预
测集样本。

１２　仪器与试剂
高光谱图像采集系统如图 １所示，由近红外光

谱仪（ＩｍＳｐｅｃｔｏｒＶＩ７Ｅ型，ＳｐｅｃｔｒａＩｍａｇｉｎｇ，芬兰）、
高光谱摄像机（ＸＥＶＡ ＦＰＡ １７ ３２０型，ＸｅｎＩＣｓ，
比利 时）、光 纤 卤 素 灯 （２９００型， Ｉｌｌｕｍｉｎａｔｉｏｎ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，美 国）、精 密 电 控 平 移 台 （Ｚｏｌｉｘ
ＴＳ２００ＡＢ型，Ｚｏｌｉｘ，北京）和计算机等部件组成。

图 １　高光谱图像系统

Ｆｉｇ．１　Ｈｙｐｅｒｓｐｅｃｔｒａｌｉｍａｇｉｎｇｓｙｓｔｅｍ
１．摄像机　２．光纤　３．光源　４．计算机　５．输送装置

　

高效液相色谱检测系统包括：ＬＣ ２０Ａ型岛津
高效液相色谱仪（ＳＨＩＭＡＤ ＺＵ型，日本）；Ｃ１８反
相色谱柱（ＳｐｈｅｒｉｓｏｒｂＯＤＳ ２型，２５０×４６ｍｍ，

５μｍ）；紫外可见检测器（ＰｒｏｍｉｎｅｎｃｅＳＰＤ ２０Ａ
型）；梯度系统（ＬＣ ２０ＡＴ型）。

主要化学试剂：叶绿素 ａ标准品（美国 Ｓｉｇｍａ公
司）；甲醇（色谱纯）；乙酸乙酯、丙酮和三乙胺（分析

纯，国药集团化学试剂有限公司）；二丁基羟基甲苯

（国药集团化学试剂有限公司）。

１３　高光谱数据采集
为了防止基线漂移，数据采集前将高光谱图像

采集系统打开，预热 ３０ｍｉｎ。高光谱数据采集前需
进行黑白标定

［６］
。在与样品采集相同的条件下，采

集标准白色校正板得到全白的标定图像 Ｗ，关闭相
机快门采集得到全黑的标定图像 Ｂ。此后采集得到
的绝对图像 Ｉ变成相对图像 Ｒ完成标定，即

Ｒ＝（Ｉ－Ｂ）／（Ｗ－Ｂ） （１）
将黄瓜叶片平铺在白色底板的输送台上进行高

光谱图像采集。图像扫描的行数根据叶片实际大小

确定，每行扫描的像素数为 ３２０，光谱范围是 ８７１～
１７６６ｎｍ，采样间隔为 ４４ｎｍ，采集得到 ２５６个波长
下的高光谱图像数据块。获取叶片高光谱图片后立

即用 ＨＰＬＣ测定色素含量。
１４　ＨＰＬＣ检测

准确剪取黄瓜叶片上的感兴趣区域叶片 ３０～
４０ｍｇ置于研钵中，加入适量液氮进行冷冻干燥并
研磨成粉。加入４ｍＬ体积分数为 ８０％的丙酮水溶
液（含质量分数 ００１％二丁基羟基甲苯）进行色素
提取，随后将提取液倒入离心管中。色素提取步骤

重复一次至叶片粉末成无色。离心管搅拌摇匀后静

置１ｍｉｎ，将样品放入离心分离机中以 ４０００ｒ／ｍｉｎ
的速度离心 １０ｍｉｎ，收集上清液倒入 １０ｍＬ棕色容
量瓶中并用 ８０％丙酮溶液定容。取约 １ｍＬ萃取
液，经０４５μｍ微膜过滤器过滤，滤液装入棕色色谱
瓶中进行 ＨＰＬＣ分析。以上所有程序都在昏暗的橘
色光下进行以防止色素见光分解。

ＨＰＬＣ实验参考文献［３］进行并适当优化，根据
文献对色谱图中色素成分定性。流动相为 ８０％甲
醇水溶液（含体积分数 ００５％三乙胺）和 １００％乙
酸乙酯溶液（含体积分数００５％三乙胺）体系，研究
采用梯度洗脱，可在 ３０ｍｉｎ内完成样品测定，梯度
洗脱条件如表１所示。进样量：２５μＬ，柱温：（３０±
０５）℃，检测波长：４４０ｎｍ。

实验采用叶绿素 ａ标准曲线作为外标测量叶绿
素 ａ、叶绿素 ｂ、β胡萝卜素和叶黄素的含量。１ｍｇ
叶绿素 ａ标准品（美国 Ｓｉｇｍａ公司）溶于 ８０％丙酮
水溶液（含００１％二丁基羟基甲苯）并配置成不同
质量浓度，以各组分的色谱面积 Ｙ对质量浓度 Ｘ作
线性回归得标准曲线。叶绿素 ａ标准曲线方程为
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Ｙ＝２８５９０Ｘ－３６４４６　（Ｒ２＝０９９５） （２）

表 １　ＨＰＬＣ流动相梯度洗脱条件

Ｔａｂ．１　ＨＰＬＣｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅｇｒａｄｉｅｎｔｐｒｏｇｒａｍ

ｆｏｒｔｈｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐｉｇｍｅｎｔ ％

时间／ｍｉｎ
８０％甲醇水溶液

体积分数

１００％乙酸乙酯

体积分数

０ ７０ ３０
５ ４０ ６０
２５ ０ １００
３０ ０ １００

１５　不同区间偏最小二乘算法

ｉＰＬＳ［７］优选区间基本原理为：将全光谱均匀划
分为ｎ个子区间，对每个子区间分别建立ＰＬＳ模型，
最优模型对应的区间为入选区间；ＳｉＰＬＳ［８］优选区间
基本原理为：将全光谱均匀划分为 ｎ个子区间后，联
合其中 ｍ个区间进行 ＰＬＳ建模，建模时按排列组合
的思想对 Ｃｍｎ 种组合方式分别进行考察，挑选最优
模型对应的 ｍ个子区间组合作为入选区间，由于此
方法的计算量非常大，因此一般取 ｍ＜５；ＢｉＰＬＳ［９］

优选区间基本原理为：将全光谱均匀划分为 ｎ个子
区间，每次剔除一个区间使得剩余区间对应的 ＰＬＳ
模型最优，如此重复直至剩余１个子区间，全局最优
ＰＬＳ模型对应的区间组合为入选区间。

从 ｉＰＬＳ、ＢｉＰＬＳ、ＳｉＰＬＳ优选区间的基本原理可
以看出，光谱子区间数 ｎ是一个重要参数，决定了每
个子区间的窗口宽度。子区间划分数太少，光谱的

特征区间可能会包含过多的干扰噪声；子区间数过

多时，特征光谱区间建立的色素模型预测精度也不

再提高。且色素分子式比较复杂，难以确定其特征

区间的宽度，因此本文对光谱子区间数 ｎ∈［１０，２４］
范围内进行了优化，综合考虑校正集和预测集样本

实测值与预测值的相关系数 ＲＣ和 ＲＰ、交互验证均
方根误差（ＲＭＳＥＣＶ）及预测均方根误差（ＲＭＳＥＣＰ）
以确定最佳子区间划分数。

１６　软件
高 光 谱 数 据 采 集 和 处 理 软 件 分 别 为

ＳｐｅｃｔｒａＣｕｂｅ（ＡｕｔｏＶｉｓｉｏｎ，美国）和 ＥＮＶＩ４５（ＩＴＴ
ＶｉｓｕａｌＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎＳｏｌｕｔｉｏｎｓ，美国）。光谱数据分析
软件为 Ｍａｔｌａｂ７４（ＭａｔｈＷｏｒｋｓ，美国）。

２　实验结果与分析

２１　样品测定结果
梯度洗脱控制得当，黄瓜叶片中各主要色素可

以得到较好的分离，液相色谱图如图 ２所示。根据
色谱图得出叶绿素 ａ、叶绿素 ｂ、β胡萝卜素和叶黄
素的峰面积，再由标准曲线回归得出其质量分数作

为该样品的化学描述值。所有样品的 ＨＰＬＣ测定统
计结果如表２所示。

图 ２　黄瓜叶片色素的 ＨＰＬＣ图

Ｆｉｇ．２　ＨＰＬＣｏｆｐｉｇｍｅｎｔａｔｃｕｃｕｍｂｅｒｌｅａｖｅｓ
　

表 ２　叶片色素含量统计

Ｔａｂ．２　Ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｖｅｓｔａｔｉｓｔｉｃｓｏｆｐｉｇｍｅｎｔｆｏｒｌｅａｖｅｓ

μｇ／ｍｇ

色素 最大值 最小值 均值 方差

叶绿素 ａ １４６５８ ００２６９ ０６５６１ ０３３２２

叶绿素 ｂ ０４５４８ ００２４３ ０２１３５ ００９５６

β胡萝卜素 ０３１１８ ００２４３ ０１４７７ ００６９８

叶黄素 ０４９３６ ００４０３ ０２７８１ ０１０６３

２２　叶片光谱信息提取与预处理
用 ＨＰＬＣ测定的黄瓜叶片色素是叶片取样区域

色素的均值，因此应提取高光谱图像中色素浓度测

量区域的平均光谱进行分析。图 ３为叶片 ＨＰＬＣ取
样区域和该区域１２０个样品的原始光谱图。在操作
中，尽量逼近取样区域，取 ５０×５０像素的矩形区域
的平均光谱。光谱在 １７２２７ｎｍ以上存在明显噪
声，若将此部分也加入到模型中将降低整个模型的

精度，应舍弃。光谱线由于受到黄瓜叶片表面不均

匀的影响而比较分散，采用标准正态变量法（ＳＮＶ）
来消除表面散射的影响。经 ＳＮＶ处理后的光谱曲
线仍然会有部分噪声，为消除噪声对之后色素浓度

模型带来的影响，采用 Ｓａｖｉｔｚｋｙ Ｇｏｌａｙ滤波法［１０］
使

光谱曲线更加均匀，点数取 ７。预处理后的光谱曲
线如图４所示。

图 ３　黄瓜叶片高光谱图像感兴趣区域的光谱曲线

Ｆｉｇ．３　Ｓｐｅｃｔｒａｌｐｒｏｆｉｌｅｆｒｏｍｈｙｐｅｒｓｐｅｃｔｒａｌｉｍａｇｅｏｆ

ＲＯＩｒｅｇｉｏｎｉｎｃｕｃｕｍｂｅｒｌｅａｖｅｓ
　
２３　特征波段选择及建模

用交互验证法确定主成分数和筛选子区间，以

校正集和预测集样本实测值与预测值的相关系数

ＲＣ和 ＲＰ、交互验证均方根误差 ＲＭＳＥＣＶ及预测均
方根误差 ＲＭＳＥＣＰ作为评价各种建模方法的有效
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图 ４　预处理后光谱曲线

Ｆｉｇ．４　Ｓｐｅｃｔｒａｌａｆｔｅｒｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ
　
指标。为了更准确寻找 ４种色素的特征波段，将整
个光谱区域划分为 １０～２４个子区间并分别应用
ｉＰＬＳ、ＢｉＰＬＳ和 ＳｉＰＬＳ建立 ＰＬＳ模型。以叶绿素 ａ为
例，图５显示了不同子区间数目下通过 ＢｉＰＬＳ挑选
特征波段后建立的 ＰＬＳ模型的 ＲＰ，当将整个光谱划
分为１４个子区间时值最大。

图 ５　不同区间划分数目下的相关系数曲线

Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｉｎｔｅｒｖａｌｎｕｍｂｅｒ
　

表３列出了叶绿素 ａ、叶绿素 ｂ、β胡萝卜素和
叶黄素４种色素全光谱ＰＬＳ模型及通过ｉＰＬＳ、ＢｉＰＬＳ
和 ＳｉＰＬＳ挑选特征波段后建立的 ＰＬＳ模型结果。由
表３可见，叶绿素 ａ和叶绿素 ｂ通过 ＢｉＰＬＳ或 ＳｉＰＬＳ
挑选特征波段建立的模型效果最好，对应的光谱划

分区间分别为１４和 ２１。叶绿素 ａ挑选第 １、８、１３、
１４个区间（波长范围为 ８７１～９３１８ｎｍ、１２９６９～
１３５７８ｎｍ和 １６０１～１７２２７ｎｍ）建立 ＰＬＳ模型。
叶绿素 ｂ建模入选区间为第２、１５、１９、２０、２１个区间
（波长范围为９１１６～９５２１ｎｍ、１４３８８～１４７９４ｎｍ
和１６０１～１７２２７ｎｍ）。β胡萝卜素在光谱划分为
２３个区间时通过 ＢｉＰＬＳ挑选第 １、７、１８、２１、２２区间
（波长范围为８７１～９０８１ｎｍ、１０９３２～１１３０２ｎｍ、
１５００５～１５３７５ｎｍ和１６１１６１～１６８５７ｎｍ）建立
的模型效果最好。叶黄素应用 ＳｉＰＬＳ在光谱划分为
２４个区间并联合第 １、１０、２３和 ２４区间（波长范围
为８７１～９０６５ｎｍ、１１９０４～１２２５９ｎｍ、１６５１７２～
１７２２７ｎｍ）建立的 ＰＬＳ模型预测性能最佳。

色素的全光谱 ＰＬＳ和 ｉＰＬＳ模型结果与联合区
间（ＢｉＰＬＳ和ＳｉＰＬＳ）建立的ＰＬＳ模型相比结果较差，
且有拟合不足的情况出现。这是因为全光谱波段中

可能包含影响色素 ＰＬＳ模型精度的其他化合物的
光谱信息或光谱噪声，ｉＰＬＳ模型只有一个区间的光

谱信息，反映的色素信息不足；而 ＢｉＰＬＳ和 ＳｉＰＬＳ采
用的是挑选几个子区间联合建模的方法，在保证模

型精度的情况下又剔除了干扰过大的变量区域，同

时，可以克服单个区间包含的光谱信息不足的问题，

使最终建立模型的预测能力和精度更高。通过挑选

特征光谱区间提高 ＰＬＳ模型精度这一结果亦与现
有的文献结论一致

［８，１１］
。

表 ３　４种色素 ＰＬＳ、ｉＰＬＳ、ＢｉＰＬＳ和 ＳｉＰＬＳ模型校正集

与预测集结果

Ｔａｂ．３　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＰＬＳ，ｉＰＬＳ，ＢｉＰＬＳａｎｄＳｉＰＬＳｍｏｄｅｌｓ

色素 模型 ＲＣ ＲＭＳＥＣＶ ＲＰ ＲＭＳＥＣＰ

全光谱 ＰＬＳ ０７９８５ ０２０１７ ０７８２４ ０２１６２

ｉＰＬＳ ０７３３８ ０２２６６ ０６３２６ ０２６０５

叶绿素 ａ ＢｉＰＬＳ ０８３３４ ０１８５５ ０８２５７ ０２２２７

ＳｉＰＬＳ

（３区间联合）
０８０２８ ０２００２ ０７８９０ ０２１８３

ＳｉＰＬＳ

（４区间联合）
０８３３４ ０１８５５ ０８２５７ ０２２２７

全光谱 ＰＬＳ ０６７８４ ００７０６ ０８３３ ００５９５

ｉＰＬＳ ０６９２０ ００６８８ ０６９８３ ００７１６

叶绿素 ｂ ＢｉＰＬＳ ０８１４５ ００５５３ ０８１３４ ００６０６

ＳｉＰＬＳ

（３区间联合）
０８１４５ ００５５４ ０８１３４ ００６０６

ＳｉＰＬＳ

（４区间联合）
０８１７０ ００５５３ ０８１６８ ００６２２

全光谱 ＰＬＳ ０７３７０ ００４８０ ０８０８４ ００４１８

ｉＰＬＳ ０６９１７ ００５０５ ０６８９５ ００４９９

β胡萝卜素 ＢｉＰＬＳ ０８２０３ ００４０６ ０８１１６ ００４１７

ＳｉＰＬＳ

（３区间联合）
０８１７０ ００４０７ ０７７６６ ００４７７

ＳｉＰＬＳ

（４区间联合）
０８１０７ ００４１２ ０８１０６ ００４３０

全光谱 ＰＬＳ ０７８０１ ００６８６ ０７８６４ ００７５０

ｉＰＬＳ ０６６２２ ００８０１ ０６６２６ ００８０２

叶黄素 ＢｉＰＬＳ ０８１０９ ００６１９ ０８１０４ ００６８７

ＳｉＰＬＳ

（３区间联合）
０７８８２ ００６５１ ０７７４１ ００７０４

ＳｉＰＬＳ

（４区间联合）
０８３０３ ００５８７ ０８２６２ ００６４９

３　结束语

应用高光谱技术获取黄瓜叶片感兴趣区域的光谱

信息，再利用 ＨＰＬＣ测得相应区域的叶绿素 ａ、叶绿素
ｂ、β胡萝卜素和叶黄素４种色素的含量，然后通过联
合区间（ＢｉＰＬＳ和 ＳｉＰＬＳ）挑选特征波段建立叶片光谱
与色素含量的 ＰＬＳ预测模型，模型对应的预测集相关
系数ＲＰ分别为０８２５７、０８１３４、０８１１６和０８２６２，这说
明高光谱图像技术可无损、快速分析黄瓜叶片的叶绿

素ａ、叶绿素ｂ、β胡萝卜素和叶黄素含量。

５５１第 ５期　　　　　　　　　　邹小波 等：基于近红外高光谱图像的黄瓜叶片色素含量快速检测
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