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二维相关光谱结合偏最小二乘法测定牛奶中的掺杂尿素

杨仁杰 1,2，刘 蓉 1※，徐可欣 1

（1. 天津大学精密测试技术及仪器国家重点实验室，天津 300072； 2. 天津农学院机电工程系，天津 300384）

摘 要：为了检验牛奶中是否掺杂尿素并将其量化测定，配置含有尿素质量浓度范围为 1～20 g/L 之间 40 个牛奶样品，

以掺杂物尿素浓度为外扰，分别研究了掺杂尿素牛奶的二维相关（近红外-近红外，中红外-中红外，近红外-中红外）光

谱特性，在此基础上，分别选择随浓度变化大的 4 200～4 800 cm-1 和 1 400～1 704 cm-1 为建模区间，采用偏最小二乘方

法建立定量分析模型。研究结果表明：4 200～4 800 cm-1 建模分析效果优于 1 400～1 704 cm-1 建模结果，其交叉验证均方

根误差为 0.266 g/L，对未知样品集预测相关系数达到 0.999，预测均方根误差为 0.219 g/L，这表明所建模型具有较好的

预测效果。该方法无需样品处理，成本低，为快速判别牛奶是否掺杂提供了一种新的可能的方法。
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0 引 言

牛奶被称作居民生活中的“白色血液”，蛋白质是

牛奶的重要营养物质，所以蛋白质含量指标对于牛奶的

品质是非常重要的。尿素是蛋白质代谢产物，因此，一

些不法商人为了追求高额利润，在蛋白质含量不合格的

牛奶中掺入尿素，以提高牛奶中表观蛋白质含量。而这

种掺杂的牛奶严重危害了消费者的身体健康，同时使乳

品加工企业造成巨大的经济损失。

二维相关光谱方法凸显由外界扰动引起的光谱变化

的细微特征[1-4]，是强大而灵活的光谱分析技术。二维相

关光谱分析相对于传统的红外光谱有以下显著优势：二

维光谱因为将光谱信号扩张到第二维上，故具有较高的

分辨率，可以区分出在一维光谱上被覆盖的小峰和弱峰，

从而提高了光谱的分辨率；通过谱线之间相关性的分析，

能够详细地研究不同分子间或分子内的相互作用，通过

同步交叉峰和异步交叉峰的相关性可以分析信息来源，

从而提高光谱的解释能力；不同光谱数据的二维结果可

以相互验证，从而减小由于基线、噪音或吸收峰位置红

移/蓝移所造成的二维分析误差，大大提高二维分析的准

确度；二维相关红外光谱技术是一个很有发展前景的分
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析技术，这种技术无需提取分离即可直接测试，大大缩

短了分析时间。

传统的奶制品质量检测主要是使用一些化学分析方

法，其结果准确，但过程耗时，费力，一般需要试剂，

对样本具有破坏性，不适合于原料奶收购中及时的质量

控制[5]。红外光谱分析技术具有无需对样品处理、成本低、

对样品无损检测等特点[6-13]，适合对乳制品中掺杂物质的检

测。之前何彬等[6,14]以温度为外扰，研究了牛奶中掺杂尿素、

三聚氰胺等物质的二维红外相关红外光谱特性，指出通过

二维相关谱可以定性识别牛奶中掺杂的目标物。但是由于

纯牛奶中各组分与掺杂物的光谱信息都随着外扰温度发生

变化，而且其特征吸收峰相互重叠，所以牛奶中微量的掺

杂物光谱信息无法有效地提取。本文以牛奶中掺杂尿素浓

度为外扰，研究了掺杂尿素牛奶的二维相关光谱特性，有

效地提取了牛奶中掺杂尿素的特征光谱信息，并选择随掺

杂尿素浓度变化最敏感的光谱信息区间为建模区间，采用

偏最小二乘法建立定量分析牛奶中掺杂尿素的数学模型，

实现对牛奶中掺杂的尿素定性和定量分析。该研究对于维

护乳制品市场稳定，保护消费者利益具有重要的意义。

1 材料与方法

1.1 仪器与分析条件

采用美国 PerkinElmer 公司的 Spectrum GX 傅立叶变

换红外光谱仪，近红外采用液氮冷却的 InGaAs 检测器；

中红外采用ATR附件，ZnSe晶体池；FLUKO公司的FA25

型高剪切分散乳化机。

仪器参数：近红外光源为仪器自带的卤素灯，扫描

范围为 4 000～10 000 cm-1；中红外光源为稳压空气冷却

线盘，扫描范围为 800～4 000 cm-1；两个波段的分辨率

·农产品加工工程·
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都为 4 cm-1，扫描间隔为 8 cm-1，扫描次数为 8。

试验前，对所配置的掺杂尿素牛奶进行均质。为了

减少随机误差，随机抽取样品，而不按浓度高低顺序进

行测量；每次测量均扫描 8 次取平均以降低随机噪声。

测量样品前，先测量蒸馏水的光谱作为背景光谱，用样

品光谱扣除背景光谱，即得到样品的吸收光谱。

1.2 试剂和样品处理

试验中，所采用的牛奶包括：蒙牛全脂灭菌纯牛奶、

蒙牛鲜牛奶、伊利全脂灭菌纯牛奶和海河全脂灭菌纯牛

奶。在牛奶中分别加入不同质量的尿素（分析纯，中国

医药集团上海化学试剂公司），分别配置含有不同质量

浓度范围为 1～20 g/L 的牛奶样品共 40 个。样品的浓度

分布按照低浓度分布密、高浓度分布稀疏的原则。用浓

度梯度法从掺有尿素的牛奶样品中选出 27 个样品作为校

正集，余下 13 个作为预测集。

1.3 分析方法

1.3.1 二维红外谱的相关运算

使用 2D shige 软件（由日本 Kwansei Gakuin 大学

Daisuke Adachi 所编写）进行相关运算，以平均谱作为参

考谱，得到二维红外相关图。在相关谱图中，非阴影部

分是正相关区域，阴影部分是负相关区域。

1.3.2 偏最小二乘（PLS）分析方法

采用 Unscrambler 分析程序中 PLS 建立数学模型。利用

交叉验证（Cross-Validation）的方法来确定模型的最佳主成

分数，利用测定值与模型计算值之间的建模相关系数（Rv），

内部交叉验证均方根误差（RMSECV），相关系数（Rp），

均方根误差（RMSEP)等指标评定模型的质量。

2 结果与分析

2.1 纯牛奶和掺杂尿素牛奶常规二维红外特性

图 1 分别是纯牛奶和掺杂尿素牛奶在 4 000～

10 000 cm-1 近红外和 800～4 000 cm-1 中红外范围的吸收

谱。显然在整个光谱范围内纯牛奶样品与掺杂尿素牛奶

样品的光谱形状，谱峰位置几乎相同，看不出关于掺杂

目标物尿素任何信息，表明简单的通过光谱形状和谱峰

位置很难判别牛奶中是否掺杂尿素。

a. 近红外光谱 b. 中红外光谱

图 1 纯牛奶和掺杂牛奶的近红外与中红外光谱

Fig.1 Near-infrared and mid-infrared spectrum of pure milk and adulterated milk

2.2 纯牛奶和掺杂牛奶二维相关红外特性

同步二维相关谱强度变化代表了在波数 υ1 和 υ2 测

得的光谱强度同时或同步的变化，它是关于对角线对称

的（即相应光谱的相同波数坐标 v1=v2）。相关峰可以

出现在对角线上或对角线之外。同步相关图中对角线上

（v1=v2）自相关峰的出现表明所对应的振动峰随着掺杂

浓度增大的变化，其反映了同步图中自相关峰的峰高。

对角线两侧交叉峰的出现表明其对应在（v1，v2）两个

频率的一对基团振动峰强度变化在随尿素浓度变化过

程中是彼此相关的，如果交叉峰为正，说明两个峰所对

应的官能团吸收随牛奶中掺杂物浓度的增大变化相同，

两个官能团可能来自同一物质。

以掺杂物尿素浓度为外扰，在 4 000～10 000 cm-1

和 800～4 000 cm-1 区间分别构建同步二维相关红外

谱。由于随着牛奶中掺杂尿素浓度的增大，其光谱信

息变化主要发生在 4 200～ 4 800 cm-1 和 1 400～

1 704 cm-1 区间，所以选取这两个波段来研究掺杂尿素

牛奶的二维相关光谱特性。就图 2 和图 3 分别是在两

波段各自的同步二维相关谱及其对应的自相关谱，图

4 是 4 200～4 800 cm-1 与 1 400～1 704 cm-1 区间的异

谱（NIR-IR）相关同步谱，可以看出很多在常规二维

谱中的重叠峰变得可以清晰的分辨出来。显然，在图

2 近红外同步相关谱图中，在对角线上出现了一个较

强的自相关峰，其所对应的基团振动峰的位置在

4 552 cm-1 处（在常规二维谱中并未出现），表明该吸

收峰所对应的基团随着牛奶中掺杂尿素浓度的增大变

化较明显，该峰是尿素 N-H 反对称伸缩振动与 N-H 弯

曲振动合频产生的[15-17]。

a. 二维相关近红外同步谱
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b. 自相关谱

图 2 掺杂尿素牛奶二维近红外同步谱与自相关谱

Fig.2 2D NIR synchronous map and autocorrelation spectrum of

milk adulterated by urea

a. 二维相关中红外同步谱

b. 自相关谱

图 3 掺杂尿素牛奶二维中红外同步谱与自相关谱

Fig.3 2D IR synchronous map and autocorrelation spectrum of

milk adulterated by urea

在同步二维相关中红外谱（图 3），在对角线上出现

3 个较强的自相关峰，它们所对应的基团振动峰的位置分

别在 1 464、1 600 和 1 664 cm-1 处，这一波段的吸收峰主

要来自尿素的C-N伸缩振动和酰胺Ⅲ带C=O伸缩振动[18-21]。

在近红外（4 200～4 800 cm-1）-中红外（1 400～1 704 cm-1）

异谱二维相关图中（图 4），出现 3 个较强正相关交叉峰，

其位置分别在（4 552，1 464）、（4 552，1 600）和（4 552，

1 664）cm-1，这说明随着牛奶中掺杂尿素浓度的增大，

4 552 cm-1 所对应的基团吸收峰强度变化与 1 464、1 600

和 1 664 cm-1 处所对应的基团吸收峰强度变化相同，这就

进一步的说明，这些吸收峰都来自于牛奶中的掺杂尿素。

根据上述对掺杂尿素牛奶二维相关红外谱特性的研

究，可以定性的判定牛奶中是否掺杂尿素，可以实现定

性分析。

2.3 牛奶中尿素含量定量检测模型的建立

光谱范围对建立模型的性能和预测准确性有很大的

影响，所以最理想建模区间应该选在测量目标物特征信

息波段，且该波段不受样品中其它物质的干扰，或者说

选择随着待测目标物浓度变化大的波数区间。在上述研

究掺杂尿素牛奶二维相关谱特性的基础上，选择 4 200～

4 800 cm-1 和 1 400～1 704 cm-1 分别为建模区间，将光谱

数据作为输入变量，牛奶中掺杂的尿素浓度作为预测值，

建立 PLS 模型。通过测定未知样品的光谱，应用相应的

数学校正模型即可预测其成分浓度，其预测结果如表 1

所示。显然，无论从预测相关系数，还是内部交叉验证

均方根误差和预测均方根误差来说，4 200～4 800 cm-1 建

模分析效果优于 1 400～1 704 cm-1 建模结果。

图 4 掺杂尿素牛奶二维近红外-红外同步谱图

Fig.4 2D NIR-IR synchronous map of milk adulterated by urea

表 1 不同波段 PLS 建模结果比较

Table 1 Comparisons of parameters of PLS models within

different wavelengths

校正集 验证集

波数范围/(cm-1)

主

成

分

数

建模相关系

数

交叉验证均方根

误差/(g·L-1)

相关系

数

均方根

误差/(g·L-1)

4 200～4 800 2 0.999 0.266 0.999 0.219

1 400～1 704 2 0.993 0.669 0.997 0.462

从表中可以看出：4 200～4 800 cm-1 波段所建模型，

其内部交叉验证均方根误差为 0.266 g/L，相关系数 Rv 为

0.999，说明所建模型的稳定性和拟合效果非常好。利用

所建的模型对预测集进行预测，采用外部验证方法对所

建模型实际预测效果进行评价。图 5 是采用模型对独立

的预测集样品的预测结果（C 预测）与实测结果（C 实测）之
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间关系的线性拟合，其拟合方程为 C 预测=-0.052+1.009C 实测，

相关系数 Rp 为 0.999，预测均方根误差为 0.219 g/L。

图 5 预测集样本预测值和实测值之间关系

Fig.5 Relation between true concentration and predicted

concentration of urea in prediction set

3 结 论

采用二维相关红外光谱技术，可以实现牛奶中掺杂

微量的定性分析，选择随掺杂物尿素浓度变化最敏感的

4 200～4 800 cm-1 光谱区间为建模区间，进而利用 PLS

建立定量分析模型，具有较好的预测效果，预测值非常

接近实测值，其相关系数都超过了 0.99，预测均方根误

差为 0.219 g/L。该方法简单、快速，可为实现快速检测

牛奶中掺杂物提供一种新的方法。
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Detection of urea in milk using two-dimensional correlation spectroscopy

and partial least square method

Yang Renjie1,2, Liu Rong1※, Xu Kexin1

(1. State Key Laboratory of Precision Measuring Technology and Instruments, Tianjin University, Tianjin 300072, China;

2. Department of Electromechanical Engineering, Tianjin Agricultural University, Tianjin 300384, China)

Abstract: For the detection and quantification of urea in milk, pure milk samples and 40 adulterated milk samples added

different contents of urea were prepared. Then 2D correlation (NIR-NIR, IR-IR, NIR-IR) spectroscopy under the

perturbation of adulteration concentration was calculated and the spectra in the range of 4 200-4 800 cm-1 and

1 400-1 704 cm-1 were selected to construct the partial least square (PLS) calibration model, respectively. The PLS

calibration model showed 4 200-4 800 cm-1 was the better range for calibration performance and the root mean square

errors of cross validation (RMSECV) of the model was 0.266 g/L. When using this model for predicting the urea

contents in prediction set, the root mean square errors of prediction (RMSEP) was 0.219 g/L and the coefficient

correlation of actual values and predicted values was 0.999, which means the model has good prediction ability. The

method can be used for a correct discrimination on whether the milk is adulterated and provides a new and cost-effective

alternative to test the adulteration of milk.

Key words: infrared spectroscopy, urea, models, partial least square, adulerated milk


