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摘要：植物水解蛋白是一种典型的蛋白质含氮掺假物质，被不法商贩作为廉价的蛋白质添加到牛奶中以提高其蛋白质含量。本

研究自行配置不同浓度的植物水解蛋白掺假牛奶，应用近红外光谱分析仪漫反射模块直接扫描掺假样品，同时使用透射分析模块扫描

三氯乙酸前处理的掺假样品；应用 TQ 软件分别建模并比较两种方法差异。结果表明：使用一阶导数& Norris Derivative 滤波预处理，

在 8000~5000 cm-1，主成分数 10，使用 PCR 构建了最优植物水解蛋白漫反射定量分析模型，RMSEC、RMSEP 和 R 分别为 0.224、

0.214 和 0.98414，平均回收率为 93.2479%。使用一阶导数& Norris Derivative 滤波预处理，在 10000~7000 cm-1，主成分数 10，使用

PCR 构建了最优植物水解蛋白透射定量分析模型，RMSEC、RMSEP 和 R 分别为 0.175、0.138 和 0.99036，平均回收率为 98.7351%。

经过三氯乙酸处理的透射模型更加精确和稳定，可以用于牛奶中植物水解蛋白的检测，可以为牛奶品质控制和快速定量提供参考。 
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Abstract: Hydrolyzed Vegetable Protein (HVP) was  a typical adulterated compound that was used as an inexpensive protein by 

criminals to increase the nitrogen content in milk. Different concentrations of HVP adulterated samples were prepared in this study and were 

scanned directly with the near-infrared spectrometer (NIRs). Samples pretreated with trichloroacetic acid were analyzed by Transmission 

Analyzer, and the quantitative analysis models were established by TQ software to compare the difference between the two methods. Results 

showed that, the optimized quantitative analysis model by Fiber Optic Module was established with 10 principle components factors through 

preprocessing method of first derivative & Norris derivative filter in the spectral region of 8000~5000 cm-1. The root mean square error of cross 

(RMSEC), root mean square error of prediction (RMSEP) and correlation coefficient (R) of the model were 0.224, 0.214 and 0.98414 

respectively with a recovery of 93.2479%., The optimized quantitative analysis model by transmission analyzer was established with 10 

principle components factors through preprocessing method of first derivative & Norris Derivative Filter in the spectral region of 10000~7000 

cm-1. RMSEC, RMSEP and R of the model were 0.175, 0.138 and 0.99036 respectively with a recovery of 98.7351%. The quantitative analysis 

model pretreated with tricholoroacetic acid was accurate and stable, which could be used in rapid quantitative analysis of HVP in milk and 

provide reference for milk quality control. 
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乳与人类自身的历史一样悠久，不管是人类还是 
其他哺乳动物，乳都是用于哺育婴儿重要的食物，因

其富含多种蛋白质和氨基酸被誉为“白色的血液”。牛

奶作为一种理想的营养品，随着人们生活水平的不断

提升，奶制品的需求量不断增加，牛奶及其制品已经

成为餐桌不可缺少的食物。然而牛奶中的掺假、掺杂、

加水和脱脂现象屡见不鲜[1]，食品掺假不一定造成食
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品安全事件的发生，实施者多为经济利益驱动的食品

掺假[2]，但食品安全有巨大隐患严重危害公众健康[1]。

2008 年的三鹿集团毒奶粉事件及 2009、2011 年“皮革

奶事件”引起舆论热议[3,4]，展开了对食品行业安全监

管的探讨。 
牛奶中富含上百种蛋白质，同时蛋白质含量也是

牛奶品质好坏的关键性指标。为了提高牛奶的“蛋白

质”含量，不法商家往往在牛奶中添加非蛋白含氮掺假

物质或者蛋白类掺假物质。目前国内外对非蛋白类掺

假物质研究比较完善，Mauer 等[5]利用近红外和中红

外光谱技术测量了混入奶粉中的三聚氰胺；宋宏新等
[6]使用 15%三氯乙酸溶液处理牛乳样品，沉淀分离乳

蛋白质排除非蛋白含氮物对乳蛋白质测定的干扰。杨

仁杰[7]利用二维相关近红外对牛奶中的尿素掺假做了

定性和定量分析。对于真蛋白的掺假目前主要利用的

是蛋白质的特异性及其氨基酸组成的差异性进行的检

测，Song H X 等[8]使用酶联免疫法、Kotowicz M 等[9]

采用双重 PCR 法对羊奶中的牛奶进行检测。王右军[10]

等利用近红外光谱快速定量检测牛奶中掺假水解植物

蛋白粉物质的可行性，覃芳芳[11]等建立了应用 PCR 技

术鉴别牛奶饮料中植物成分的方法。 
植物水解蛋白（hydrolysate vegetable protein，

HVP）相较于牛乳比较廉价，一方面损害了消费者的

权益，另一方面掺假乳不注明存在着安全隐患，使得

一些植物源过敏者误食而引起不良反应甚至过敏休克
[12]。同时植物水解蛋白由于工艺问题含有大量金属离

子，长期摄入有害健康。近红外光谱(Near Infrared 
Spectroscopy，NIRS)技术是一种高效、无损、快速多

组分的定性和定量分析技术，已被成功地应用于石油
[13]、食品[14~16]、医药和农业等各个领域。实验配置不

同浓度的植物水解蛋白掺假牛奶，同时使用三氯乙酸

对样品进行前处理；原始样品和前处理后的样品分别

使用近红外光谱仪扫描图谱并构建模型。比较两种方

法定量分析牛奶中植物水解蛋白含量的差异，以期为

牛奶的品质控制和快速定量提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

蒙牛纯牛奶（批号：1P20160720AQ0321:52）购

于淄博大润发超市；三氯乙酸（批号：20160308）、购

于国药集团化学试剂有限公司；植物水解蛋白

（Hydrolyzed Vegetable Protein，HVP 批号：20160306）
由河南巧手食品添加剂有限公司提供；纯净水（批号：

201608103104BL）购于娃哈哈集团有限公司。实验室

自行配置 15%三氯乙酸溶液。 

1.2  仪器与设备 

Nicolet 6700 傅里叶变换近红外光谱分析仪（配有

Antaris 透射分析和光纤分析系统），美国 Thermo 
Scientific 公司；BSM 220.4 电子天平（0.0001 g），上

海卓精电子科技有限公司；ST 16R 低温冷冻离心机，

美国 Thermo Scientific 公司；SY 5200 台式超声波清洗

机，上海声源超声波仪器设备有限公司；HH-4 数显

恒温水浴锅，金坛市鑫鑫实验仪器有限公司；78-1 磁

力加热搅拌器，上海上登实验设备有限公司；Ominic 
8.2.0.387 光谱处理软件、TQ Analyst 8.0.0.245 建模处

理软件，美国 Thermo Scientific 公司。 

1.3  样品的制备 

为了应用近红外光谱定量分析牛奶中掺假植物水

解蛋白的含量，同时为了扩大样本的适用性和代表性，

配置牛奶中植物水解蛋白掺假含量范围为 0.3~40 
g/L。实验设计 1 个空白样本，49 个浓度梯度共计 50
个牛奶掺假样本。 

使用电子分析天平分别称量 49 个浓度的植物水

解蛋白粉末加入透明的样品瓶中，每个样品瓶中加入

37 ℃水浴 30 min 的牛奶 100 mL，超声震荡 2 min，2 d
内完成样品前处理和近红外光谱扫描。为了保留标准

牛奶各项理化指标，本实验所有合格的牛奶和植物水

解蛋白掺假牛奶均未做稀释处理。 

1.4  样品的前处理 

使用 15%三氯乙酸对掺假牛奶进行前处理，5 mL
掺假牛奶加入 15 mL 15%三氯乙酸溶液。超声震荡 2 
min，然后 10000 r/min 4 ℃条件下离心 10 min 取上清

液作为待测液备用，2 d 内完成近红外光谱扫描。 

1.5  近红外光谱的采集 

1.5.1  漫反射模块近红外光谱采集条件 

未进行前处理样品使用 SabIR 漫反射光纤采集近

红外光谱，样品在测试环境稳定 30 min，仪器开机后

提前预热 30 min，设置扫描范围 10000~4000 cm-1，

Attenuator选择Empty，Gain 选择 1×，采样间隔 8 cm-1，

采样次数 32 次，采用扣除内置参考背景。 
1.5.2  透射模块近红外光谱采集条件 

前处理后的样品使用 Antaris 透射分析模块采集

近红外光谱，样品在测试环境稳定 30 min，仪器开机

后提前预热 30 min，样品管厚度为 1 mm，设置扫描

范围 10000~4000 cm-1，Actuator 选择 C，Gain 选择 1×， 
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采样间隔 8 cm-1，采样次数 32 次，使用空白牛奶作为

背景，每次采集掺假牛奶样品前掺假空白样品，消除

试验中仪器飘移产生的影响[17]。 

1.6  定量分析模型建立 

Ominic 对样品近红外光谱处理软件后使用 TQ 
Analyst 进行模型建立和分析。对模型的验证集和校正

集、不同建模方法、不同预处理方法、建模波段范围

和主成分数进行优化分析，使用马氏距离法

（Mahalanobis Distance Method，MD）进行异分析。 

2  结果与分析 

2.1  植物水解蛋白掺假牛奶制备 

根据实验设计梯度原则设计了49个浓度梯度和1
个空白样品，共计 50 个样品作为植物水解蛋白掺假牛

奶定量分析模型的数据库，具体配置比例见表 1。 
表1 牛奶中植物水解蛋白含量配比（g/100 mL） 

Table 1 Content ratio of HVP in milk (g/100 mL) 

序号 植物水解蛋白/(g/100 mL) 

1 0.02 

2 0.05 

3 0.07 

4 0.09 

5 0.10 

6 0.14 

7 0.19 

8 0.23 

9 0.26 

10 0.33 

11 0.39 

12 0.45 

13 0.50 

14 0.58 

15 0.67 

16 0.75 

17 0.82 

18 0.91 

19 1.00 

20 1.10 

21 1.99 

22 1.30 

23 1.40 

24 1.49 

25 1.60 

26 1.70 

27 1.80 

28 1.89 

29 1.99 

30 2.10 

31 2.20 

32 2.29 

33 2.40 

34 2.50 

35 2.60 

36 2.69 

37 2.79 

38 2.90 

39 3.00 

40 3.10 

41 3.20 

42 3.30 

43 3.40 

44 3.49 

45 3.60 

46 3.69 

47 3.79 

48 3.89 

49 3.99 

50 0 

2.2  近红外光谱图谱 

使用 Nicolet 6700 傅里叶变换近红外光谱分析仪

SabIR漫反射光纤采集的50条植物水解蛋白掺假牛奶

近红外光谱如图 1 所示，使用 Nicolet 6700 傅里叶变

换近红外光谱分析仪 Antaris 透射分析模块采集前处

理后的 50 条植物水解蛋白掺假牛奶近红外光谱图谱

如图 2 所示。 

 
图1 植物水解蛋白掺假样品的漫反射采集近红外光谱叠加图 

Fig.1 6 NIRS spectra of HVP adulteration in milk by Fiber 

Optic Module 
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图2 植物水解蛋白掺假样品的透射采集近红外光谱叠加图 

Fig.2 NIRS spectra of HVP adulteration in milk by 

Transmission Analyzer 

2.3  校正集和验证集的选择 
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应用TQAnalyst由计算机从49份植物水解蛋白掺

假牛奶样品中按照校正集:验证集=4:1 挑选出 40 份具

有代表性的样品作为校正集，其余 9 份样品作为验证

集[18]，用于植物水解蛋白含量定量分析模型建立，结

果见表 2。设立的验证集中植物水解蛋白含量在校正

集含量范围内，此校正集和验证集可用于近红外定量

模型的建立[19]。 
表2 植物水解蛋白含量定量分析模型校正集和验证集分布 

Table 2 Sample distribution of calibration set and validation set 

of quantitative analysis model of HVP adulteration in milk 

样品集 样品数 
最低值 

/(g/100 mL) 

最高值 

/(g/100 mL) 

平均值 

/(g/100 mL)

校正集 40 0.02 3.99 1.81 
验证集 9 0.07 3.40 1.26 

2.4  不同建模方法的比较 

本实验使用经典最小二乘法 (Classical Least 
Squares，CLS)、逐步多元线性回归(Step-wise Multi 
Linear Rgression，SMLR)、主成分回归 (Principal 
Component Regression，PCR)和偏最小二乘回归(Partial 
Least Squares，PLS)分别构建定量分析模型，以校正

均方差(root-mean-square error of calibration，RMSEC)、
预测均方差(root-mean-square error of predication，
RMSEP)、相关系数(correlation coefficient，R)为指标

筛选建模方法[20]。 
由表 3 和表 4 可知，不同建模方法对于模型构建

有较大影响，使用漫反射采集植物水解蛋白定量分析

模型 SMLR 建模方法各项指标较优，其他方法差异不

大；使用透射采集植物水解蛋白含量定量分析模型

PCR 建模方法指标良好。虽然 SMLR 指标较优，但是 
 

线性相对简单无法解决共线性问题不适合牛奶这个复

杂的样本[21]；PCR 在有效信息损失最小的前提下实现

高维数据集合降维，可以解决一部分共线性，同时对

光散射和组分之间的干扰做出补偿[22]。综合考虑两种

方法掺假的红外光谱建模都选取 PCR 为建模方法。 
表3 建模方法对植物水解蛋白漫反射定量分析模型的影响 

Table 3 Influence of different methods on quantitative analysis 

model of HVP by Fiber Optic Module 

分析方法 RMSEC R RMSEP 

CLS 1.51 0.38 1.81 

SMLR 0.85 0.73 0.99 

PCR 1.16 0.38 1.13 
PLS 1.17 0.38 1.12 

表4 建模方法对植物水解蛋白透射定量分析模型的影响 

Table 4 Influence of different methods on quantitative analysis 

model of HVP by Transmission Analyzer 

分析方法 RMSEC R RMSEP 

CLS 1.51 0.51 1.80 

SMLR 0.92 0.67 0.92 

PCR 0.67 0.84 0.94 
PLS 0.78 0.78 0.99 

2.5  光谱预处理 

无论透射还是漫反射采到的集到的近红外光谱，

均很难从中鉴别出来某种化学成分的相关光谱。为了

改善光谱特征和补偿基线偏移，不同预处理的光谱预

处理样品物理性质的差异会引起光谱基线和斜率等的

变化，因此在建立近红外模型之前，常运用化学计量

学软件对样品原始光谱进行预处理[23]。 
本实验通过一阶导数(Frist Derivative)、二阶导数

(Second Derivative)、SG 平滑(Savitzky-Golay Filter)、
Norris 平滑(Norris Derivative Filter)对近红外光谱图进

行预处理，以 RMSEC、RMSEP 及相关系数 R 为综合

指标，考察不同预处理方法对其模型的影响。最终漫

反射采集的植物水解蛋白定量分析模型和透射采集的

定量分析模型都选择一阶导数&Norris 光谱预处理方

式。由于仪器经常出现偏移或漂移，导数是净化近红

外光谱常用的方法，导数既可以消除偏移同时也可以

放大有效信息分离重叠信息。由于在放大有效信息放

同时噪声信号也在变大，所以需要做平滑处理提高信

噪比，较小随机噪音。 
根据表 5 和表 6 所示，两种采集方式构建模型都

选择一阶导数&Norris Derivative 滤波作为光谱预处理

方式[24]。 
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表5 光谱预处理对植物水解蛋白漫反射定量分析模型的影响 

Table 5 Influence of spectral pretreatment on quantitative 

analysis model of HVP by Fiber Optic Module 

预处理方法 RMSEC R RMSEP 

无处理 1.16 0.38 1.13 

一阶导数 0.65 0.85 0.48 

二阶导数 1.16 0.38 1.30 

SG 0.41 0.94 0.64 

一阶导数&SG 0.67 0.84 0.45 

一阶导数&Norris 0.30 0.97 0.37 

二阶导数&SG 0.72 0.82 0.60 

二阶导数&Norris 0.62 0.86 0.40 
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表6 光谱预处理对采集植物水解蛋白透射定量分析模型的影

响 

Table 6 Influence of spectral pretreatment on quantitative 

analysis model of HVP by Transmission Analyzer 

预处理方法 RMSEC R RMSEP 
无处理 0.67 0.84 0.940 

一阶导数 0.86 0.72 1.24 

二阶导数 0.76 0.79 1.13 

SG 0.71 0.82 0.88 

一阶导数&SG 0.73 0.81 0.92 

一阶导数&Norris 0.44 0.93 0.60 

二阶导数&SG 0.97 0.63 0.88 

二阶导数&Norris 0.74 0.80 1.06 

2.6  建模波段数影响 

表7 光谱范围对采集植物水解蛋白漫反射定量分析模型的影

响 

Table 7 Influence of spectral ranges on quantitative analysis 

model of HVP by Fiber Optic Module 

波长范围/cm-1 RMSEC R RMSEP 

10000~4000 0.30 0.97 0.37 

10000~7000 0.45 0.93 0.35 

8000~5000 0.22 0.98 0.21 
6000~4000 0.35 0.95 0.37 

表8 光谱范围对植物水解蛋白透射定量分析模型的影响 

Table 8 Influence of spectral ranges on quantitative analysis 

model of HVP by Transmission Analyzer 

波长范围/cm-1 RMSEC R RMSEP 

10000~4000 0.44 0.93 0.60 

10000~7000 0.17 0.99 0.13 

7000~4000 0.58 0.88 0.87 
9000~5000 0.44 0.93 0.60 

 

在建立模型时需要选择建模波段充分利用光谱信

息以调整模型的准确性。根据文献[25~27]报道蛋白质中

含有大量的 C-H、O-H 和 N-H 集团，在 4000~5300 cm-1

的合频区有强烈的吸收；在 5300~7000 cm-1的一倍频

区也有着较强烈的吸收；在 7000~10000 cm-1的高倍频

区也有着相对较弱的吸收区。结合图 1 和图 2 的近红

外光谱图，综合 R、RMSEC 和 RMSEP 模型性能评价

指标漫反射采集植物水解蛋白含量定量分析模型建模

范围选择 8000~5000 cm-1；透射采集植物水解蛋白含

量定量分析模型建模范围选择 10000~7000 cm-1。 

2.7  模型主成分数的选择 

 
图3 定量分析模型RMSECV随主成分数的变化 

Fig.3 Quantitative analysis model of RMSECV changed with 

principal component  

注：a，漫反射；b，透射。 

在建立近红外模型时，主成分数对模型实际预测

能力有很大的影响，主成分数选择过少，就不能充分

反映被测组分所产生的光谱信息，从而导致模型预测

准确度下降；若主成分数选择过多，会导致过拟合现

象，从而导致模型预测能力下降[28]。本研究以交叉验

证均方根(root mean square error of cross validation，
RMSECV)为指标，选取最佳的建模成分数。如图 3
所示采集植物水解蛋白漫反射定量分析建模选择主成

分数是 10，植物水解蛋白透射定量分析建模选择主成

分数是 10。 
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2.8  定量模型的建立 

采用传统的马氏距离法 (Mahalanobis Distance 
Method，MD)对光谱进行判别分析没有发现光谱异常

点，最终通过 Ominic 8.2.0.387 和 OriginPro 9.0 软件对

近红外光谱图进行处理、TQAnalyst 8.0.0.245 软件进

行模型建立及 IBM SPSS Statistics 20.0.0 软件进行数

据分析，采用 PCR 法建立了漫反射采集植物水解蛋白

含量定量分析模型，该模型采用一阶导数&Norris 平

滑预处理，建模范围 8000~5000 cm-1光谱范围，主成

分数为 10，RMSEC、RMSEP 和 R 分别为 0.224、0.214
和 0.98414；以预测值与参考值的比值为预测回收率，

植物水解蛋白透射定量分析模型平均回收率为

93.2479%。 
采用 PCR 建立了透射植物水解蛋白含量定量分

析模型，该模型采用一阶导数&Norris 平滑预处理，

建模范围 10000~7000 cm-1，主成分数为 10，RMSEC、
RMSEP 和 R 分别为 0.175、0.138 和 0.99036，以预测

值与参考值的比值为预测回收率，植物水解蛋白透射

定量分析模型平均回收率为 98.7351%。 

 
图4 植物水解蛋白漫反射定量分析模型参数图 

Fig.4 Parameter diagram of HVP quantitative analysis model 

by Fiber Optic Module 

注：a，RMSEC、RMSEP 及相关系数图；b，模型残差分

布图。 

 

 
图5 植物水解蛋白透射定量分析模型参数图 

Fig.5 Parameter diagram of HVP quantitative analysis model 

by Transmission Analyzer 

注：a，RMSEC、RMSEP 及相关系数图；b，模型残差分

布图。 

3  结论 

3.1  PCR 建模方法可以在有效信息损失最小的前提

下实现高维数据集合降维，同时解决一部分共线性，

同时对光散射和组分之间的干扰做出补偿。对于牛奶

中含植物水解蛋白掺假物可以较好的利用有效信息建

模，适合牛奶这种复杂物质的建模使用。选择了一阶

导数&Norris Derivative 滤波作为光谱预处理方式，利

用一阶导数放大有效信息分离重叠信息，同时使用

Norris Derivative 滤波平滑被放大的噪音信息提高信

噪比。 
3.2  无处理的植物水解蛋白掺假牛奶经过漫反射光

纤模块扫描，一阶导数&Norris Derivative 滤波作为光

谱预在 8000~5000 cm-1光谱范围，主成分数为 10，使

用 PCR 构建了漫反射采集植物水解蛋白定量分析模

型，RMSEC、RMSEP 和 R 分别为 0.224、0.214 和

0.98414，平均回收率为 93.2479%。 
3.3  经过三氯乙酸前处理的植物水解蛋白掺假牛奶

经过透射模块扫描，一阶导数&Norris Derivative 滤波

作为光谱预在 10000~7000 cm-1光谱范围，主成分数为 
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10，使用 PCR 构建了透射采集植物水解蛋白定量分析

模型，RMSEC、RMSEP 和 R 分别为 0.175、0.138 和

0.99036，平均回收率为 98.7351%。 
3.4  透射采集植物水解蛋白定量分析模型和漫反射

采集植物水解蛋白定量分析模型都可以对牛奶中的植

物水解蛋白含量定量分析；经过三氯乙酸处理后的植

物水解蛋白掺假样品，通过透射模块扫描后建立的模

型更加精确，RMSEC、RMSEP、R 和回收率四个指

标都比直接扫描构建的模型优异。三氯乙酸打破了牛

奶胶体乳浊液体系，离心后变成一种清液再使用近红

外光谱建立的透射分析模型更加稳定及精确。 
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