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应用３维同步荧光光谱测定胭脂红浓度
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摘要：为了测定混合色素溶液中胭脂红的浓度，采用归一化的方法对荧光光谱进行数据预处理，将处理后的光谱数

据结合径向基神经网络，建立了对胭脂红含量的预测模型。结果表明，３维同步荧光光谱、普通３维荧光光谱预测结果
的平均相对误差分别为２．８６％，１１．１２％；对于混合色素溶液中单个色素浓度的测定，３维同步荧光光谱结合径向基神经
网络效果较好。该研究为预测混合色素溶液中各色素浓度提供了帮助。
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引　言

我国《食品安全国家标准食品添加剂使用标准》

（ＧＢ２７６０２０１１）［１］中明确规定了食用合成色素允许
使用的种类、用量及使用范围。许多食用合成色素具

有一定的毒性，过量摄入将产生致畸、致癌的风险，需

严格控制使用量［２］。

目前常用的成分检测方法有高效液相色谱法［３］、

示波极谱法［４５］、薄层色谱法 ［６８］、毛细管电泳法［９１０］

和光谱法［１１］等。光谱法具有所需的样品量较少、避免

了复杂的预处理过程、分析速度快等优点，可用于实时

检测中。ＷＡＮＧ等人利用普通 ３维荧光光谱结合自
加权交替三线性算法，对中药胡黄连和人体尿液、血液

循环系统中的香草酸进行了定量分析［１２］，香草酸的平

均回收率（样本预测浓度和实际浓度比值的平均）分

别是是９８．４％，９３．１％，８９．７％。ＭＡＯ等人对样本的
同步荧光光谱数据进行预处理，选择不同波段的光谱，

结合偏最小二乘法建立了原果汁含量预测模型，得到

的预 测 均 方 根 误 差 为 ０．０３５８３２，相 关 系 数 为
０．９７２５７０［１３］。ＷＡＮＧ等人将样本普通３维荧光光谱
数据，结合误差逆向传播神经网络，测定溶液中苯并荧

蒽和苯并芘的质量浓度，平均回收率分别为９９．１９％
和９９．２６％［１４］。

同步荧光分析法具有窄化谱带、提高选择性［１５］等

优点，被应用于许多分析领域中，特别是对多组分混合

物的测定。对混合物质中各成分含量的测定，目前多

采用２维同步荧光光谱结合神经网络的方法。２维同
步荧光光谱中，激发波长与发射波长的间隔 Δλ的选
择很关键，直接影响光谱的形状、带宽及信号强度［１５］。
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Δλ的值可以从理论上做预测，当其等于斯托克斯位
移（激发光和荧光之间波长的移动）时，获得荧光信号

最强且半峰宽度最小的单峰２维同步荧光光谱。Δλ
的值最终要通过实验来确认。与２维同步荧光光谱相
比，３维同步荧光光谱［１６］中Δλ为一个范围，含有更多
荧光光谱数据，避免了有效荧光信息的丢失。３维同
步荧光光谱数据为非线性结构，径向基（ｒａｄｉａｌｂａｓｉｓ
ｆｕｎｃｔｉｏｎ，ＲＢＦ）神经网络可以任意精度逼近非线性模
型，结构简单、收敛速快，是非线性拟合的理想方法之

一［１７１８］。本文中采用３维同步荧光光谱结合径向基
神经网络的方法，测定胭脂红、日落黄混合溶液中胭脂

红［１９］的浓度，得到了较好的结果。

１　原　理

１．１　３维同步荧光光谱
３维同步荧光光谱为荧光强度同时随激发波长、

激发波长与发射波长的间隔（即 Δλ）变化的关系图
谱。３维同步荧光光谱有等角３维投影图［１５］和等高

线光谱图两种表现形式。本文中采用等高线光谱图。

１．２　径向基神经网络
径向基神经网络属于前向神经网络类型，由

ＭＯＯＤＹ和ＤＡＲＫＥＮ提出。径向基神经网络分为输入
层、隐含层及输出层。隐含层空间为由ＲＢＦ作为隐单
元的“基”构成，输入矢量在隐含层中发生变换，在低

维线性不可分的数据变换到高维空间，在高维空间实

现线性可分［１７１８］。因此，ＲＢＦ适用于非线性模型。
ＲＢＦ神经网络能逼近任意非线性函数，广泛应用于模
式识别、时间序列分析、非线性控制等领域。

２　实　验

２．１　试剂与仪器

实验中所用仪器为 ＦＬＳ９２０Ｐ荧光光谱仪（英国
Ｅｄｉｎｂｕｒｇｈ公司）、移液器等。由国家标准物质研究中
心提供胭脂红、日落黄标准色素溶液。所用水为超纯

水。

配制浓度为５μｇ／ｍＬ胭脂红、日落黄单体色素溶
液。另配制成１２组不同浓度的混合色素溶液样品，其
中，待测物胭脂红在２μｇ／ｍＬ～５．５μｇ／ｍＬ、干扰物日落
黄在０μｇ／ｍＬ～２μｇ／ｍＬ范围内。测量样品的３维同
步荧光光谱和普通３维荧光光谱。
２．２　参量设置

５μｇ／ｍＬ胭脂红、日落黄单体色素溶液，３维同步
荧光光谱激发波长为２５０ｎｍ～５５０ｎｍ，每隔２ｎｍ激发
一次；Δλ在１０ｎｍ～２００ｎｍ范围内，每隔２ｎｍ进行同

步扫描。普通 ３维荧光光谱激发波长在 ２５０ｎｍ～
５５０ｎｍ范围内，每隔２ｎｍ激发一次；发射波长在２６０ｎｍ～
７５０ｎｍ范围内，每隔 ２ｎｍ扫描一次。混合色素溶液，
３维同步荧光光谱激发波长为 ２５０ｎｍ～３５０ｎｍ，每隔
２ｎｍ激发一次；Δλ在１０ｎｍ～２００ｎｍ范围内，每隔２ｎｍ
进行同步扫描。普通３维荧光光谱激发波长范围为
２５０ｎｎｍ～３５０ｎｍ，每隔２ｎｍ激发一次；发射波长２６０ｎｍ～
５５０ｎｍ，每隔２ｎｍ扫描一次。入射和出射单色狭缝仪
大小均为５ｎｍ，积分时间为０．１ｓ。

３　计算与讨论

３．１　数据处理
为便于神经网络的应用，需对荧光光谱数据进行

归一化处理。利用下式将数据归一化到０．１～０．９：

ｙ＝０．１＋０．８ ｘ－ｘｍｉｎ
ｘｍａｘ－ｘ

( )
ｍｉｎ

（１）

式中，ｘ，ｘｍａｘ，ｘｍｉｎ分别表示光谱数据、光谱数据中的最
大值和最小值；ｙ表示归一化后的数据［２０］。

归一化后的数据作为 ＲＢＦ神经网络的输入。
ＲＢＦ神经网络的输出为胭脂红的浓度。实验中采用
交叉验证方法中的留一交互验证法，即对于ｎ个样本，
每次剔除一个作为预测样本，其余作为训练样本。实

验共预测１２次，１１组作为训练样本，１组预测，１２组
样本均被预测一次。采用留一交互验验证法，可充分

利用已有的样本，减少神经网络因训练样本的输入顺

序不同而产生的随机性，减小误差，提高网络的稳定

性［２０］。以１２组样本的平均相对误差，即相对误差绝
对值的平均，来判定模型的准确性。与普通３维荧光
光谱数据结合ＲＢＦ神经网络算法预测结果对比，验证
３维同步荧光光谱结合 ＲＢＦ神经网络，测定混合色素
溶液中胭脂红的浓度具有优越性。

３．２　实验结果
５μｇ／ｍＬ胭脂红、日落黄单体色素溶液，在最佳激

发波长下的发射谱如图１所示。

Ｆｉｇ１　Ｅｍｉｓｓｉｏｎｓｐｅｃｔｒａｏｆｃａｒｍｉｎｅａｎｄｓｕｎｓｅｔｙｅｌｌｏｗｉｎ５μｇ／ｍＬｓｏｌｕｔｉｏｎａｔ
ｔｈｅｂｅｓｔｅｘｃｉｔａｔｉｏｎｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ

实验中得到胭脂红、日落黄的荧光光谱特征参量

４０５
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如表１所示。
Ｔａｂｌｅ１　Ｆｅａｔｕｒｅｓｏｆｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａ

ｐｉｇｍｅｎｔ

ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ
ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ
ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ
ｒａｎｇｅ／ｎｍ

ｏｐｔｉｍｕｍ
ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ
ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ／
ｎｍ

ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｅｍｉｓｓｉｏｎ
ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ
ｒａｎｇｅ／
ｎｍ

ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｐｅａｋ

ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ／
ｎｍ

ｃａｒｍｉｎｅ ２６０～３５０ ３３６ ４００～５１０ ４５０

ｓｕｎｓｅｔｙｅｌｌｏｗ ２６４～３０８ ２８８ ３８０～４７０ ４１８

　　由胭脂红、日落黄在其最佳激发波长下的发射谱
及其荧光特征参量表均可以看出，胭脂红与日落黄荧

光峰的位置比较接近。

图２为５μｇ／ｍＬ胭脂红溶液３维同步荧光光谱等
高线图及普通３维荧光光谱等高线图。

Ｆｉｇ２　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆｃａｒｍｉｎｅｉｎ５μｇ／ｍＬｓｏｌｕｔｉｏｎ
ａ—ｃｏｎｔｏｕｒｐｌｏｔｏｆ３Ｄｓｙｎｃｈｒｏｎｏｕｓｓｐｅｃｔｒａ　ｂ—ｃｏｎｔｏｕｒｐｌｏｔｏｆｏｒｄｉｎａｒｙ３Ｄ
ｓｐｅｃｔｒａ

图２ａ和图２ｂ中荧光峰的个数相同，荧光特征参
量相近。３维同步荧光光谱等高线图中光谱明显发生
了窄化。

２维同步荧光光谱和普通３维荧光光谱分别结合
ＲＢＦ神经网络，计算得到的混合溶液中待测物胭脂红
的预测浓度和相对误差分别见表２。表中第１组、第２
组样本胭脂红浓度均为２．０４μｇ／ｍＬ，干扰物日落黄浓
度不等。因表格空间限制，ｓｙｎｃｈｒｏｎｏｕｓｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ代
表３维同步荧光光谱。

由表２可知，３维同步荧光光谱结合 ＲＢＦ神经网
络，测定胭脂红浓度，预测的平均相对误差为２．８６％。
普通３维荧光光谱结合ＲＢＦ神经网络，预测结果平均
相对误差为１１．１２％，３维同步荧光光谱平均相对误差
减小了８．２６％。图３中示出了３维同步荧光光谱、普

　　Ｔａｂｌｅ２　Ｒｅｌａｔｉｖｅｅｒｒｏｒａｎｄｐｒｅｄｉｃｔｅｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｃａｒｍｉｎｅｂｙ３Ｄｓｙｎ
ｃｈｒｏｎｏｕｓｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｕｓｉｎｇＲＢＦ

ａｃｔｕａｌ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／
（μｇ·ｍＬ－１）

ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ｏｆｓｙｎｃｈｒｏｎｏｕｓ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ／
（μｇ·ｍＬ－１）

ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ｏｆｔｈｒｅｅ
ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ／
（μｇ·ｍＬ－１）

ｒｅｌａｔｉｖｅｅｒｒｏｒ
ｏｆｓｙｎｃｈｒｏｎｏｕｓ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ／
％

ｒｅｌａｔｉｖｅｅｒｒｏｒ
ｏｆｔｈｒｅｅ
ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ／
％

２．０４ ２．０１４ ２．１５０ －１．２８ ５．３７

２．０４ ２．０４９ １．６５５ ０．４５ １８．８８

２．７２ ２．６１３ ２．６８７ －３．９３ －１．２２

３．２０ ３．０６９ ３．２９４ －４．１１ ２．９５

３．５２ ３．４０８ ３．１３３ －３．１８ －１１．００

３．７６ ３．７７６ ３．８９６ ０．４３ ３．６１

３．８２ ３．８２２ ３．７９３ ０．０５ ０．７０

４．３ ４．３６２ ３．４５３ １．４４ －１９．７０

４．３６ ４．２７０ ４．６７４ －２．０８ ７．１９

４．５２ ４．１９７ ５．４３４ －７．１６ ２０．２２

４．８０ ４．８３２ ４．５３４ ０．６７ －５．５５

５．２６ ４．７６０ ３．３１５ －９．５１ －３６．９８

ａｖｅｒａｇｅ
ｒｅｌａｔｉｖｅ
ｅｒｒｏｒ／％

２．８６ １１．１２

Ｆｉｇ３　Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ３Ｄｓｙｎｃｈｒｏｎｏｕｓｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｎｄ３Ｄｏｒ
ｄｉｎａｒｙｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

通３维荧光光谱结合 ＲＢＦ神经网络预测胭脂红浓度
结果。ｘ轴为实际浓度，ｙ轴为预测浓度。从图３可以
看出，３维同步荧光光谱预测结果均匀分布在直线ｙ＝
ｘ两侧，距离较近，表明预测结果较好。普通３维荧光
光谱预测结果距离直线分布较远，表明预测结果较差。

３．３　分析与讨论

（１）同步荧光分析法能够减小光谱重叠、窄化谱
带、提高分辨率，对于多组分混合物的分析常采用该分

析方法。３维同步荧光光谱中Δλ为一个范围，与２维
同步荧光光谱相比，有效避免了有用荧光信息的丢失。

可知，对混合色素溶液中各成分含量的检测，３维同步
荧光光谱更具有优势。

（２）３维同步荧光光谱数据为非线性结构，ＲＢＦ神
经网络适用于非线性模型。因此，测定日落黄、胭脂红

５０５
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两种荧光峰相近的混合色素溶液中胭脂红的浓度，３
维同步荧光光谱结合ＲＢＦ神经网络结果较好。

４　结　论

通过采用３维同步荧光光谱结合 ＲＢＦ神经网络
算法的方法，预测荧光光谱重叠严重的胭脂红、日落黄

混合溶液中胭脂红的浓度，预测结果平均相对误差为

２．８６％。结果表明，对于混合色素溶液各色素浓度测
定，３维同步荧光光谱具有优越性。
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ＡＢＣＢＰｎｅｕｒａｌｎｅｔｗｏｒｋ［Ｊ］．ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＬａｓｅｒｓ，２０１５，４２
（１１）：１１１５００１（ｉｎＣｈｉｎｅｓｅ）．

［１５］　ＸＵＪＧ，ＷＡＮＧＺＢ．Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ［Ｍ］．３ｒｄｅｄ．
Ｂｅｉｊｉｎｇ：ＳｃｉｅｎｃｅＰｒｅｓｓ，２００６：１３１１６０（ｉｎＣｈｉｎｅｓｅ）．

［１６］　ＫＵＭＡＲＫ，ＭＩＳＨＲＡＡＫ．Ｐａｒａｌｌｅｌｆａｃｔｏｒ（ＰＡＲＡＦＡＣ）ａｎａｌｙｓｉｓｏｎ
ｔｏｔａｌｓｙｎｃｈｒｏｎｏｕｓｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ（ＴＳＦＳ）ｄａｔａｓｅｔｓｉｎｅｘ
ｃｉｔａｔｉｏｎｅｍｉｓｓｉｏｎｍａｔｒｉｘｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ（ＥＥＭＦ）ｌａｙｏｕｔ：Ｃｅｒｔａｉｎｐｒａｃ
ｔｉｃａｌａｓｐｅｃｔｓ［Ｊ］．ＣｈｅｍｏｍｅｔｒｉｃｓａｎｄＩｎｔｅｌｌｉｇｅｎｔＬａｂｏｒａｔｏｒｙＳｙｓｔｅｍｓ，
２０１５，１４７：１２１１３０．

［１７］　ＬＩＵＢ，ＧＵＯＨＸ．ＭＡＴＬＡＢｎｅｕｒａｌｎｅｔｗｏｒｋｓｕｐｅｒｌｅａｒｎｉｎｇｈａｎｄ
ｂｏｏｋ［Ｍ］．Ｂｅｉｊｉｎｇ：ＢｅｉｊｉｎｇＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＰｏｓｔｓａｎｄＴｅｌｅｃｏｍｍｕｎｉｃａ
ｔｉｏｎｓＰｒｅｓｓ，２０１４：１９４２１６（ｉｎＣｈｉｎｅｓｅ）．

［１８］　ＳＨＩＦ，ＷＡＮＧＸＣ，ＹＵＬ，ｅｔａｌ．３０ｃａｓｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆＭＡＴＬＡＢ
ｎｅｕｒａｌｎｅｔｗｏｒｋ［Ｍ］．Ｂｅｉｊｉｎｇ：ＢｅｉｊｉｎｇＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＡｅｒｏｎａｕｔｉｃｓａｎｄ
ＡｓｔｒｏｎａｕｔｉｃｓＰｒｅｓｓ，２０１１：６５７３（ｉｎＣｈｉｎｅｓｅ）．

［１９］　ＬＩＲ，ＣＨＥＮＧＱ，ＺＨＵＣ，ｅｔａｌ．Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｗｏｆｏｏｄ
ｃｏｌｏｕｒｓｕｓｉｎｇｅｘｃｉｔａｔｉｏｎｅｍｉｓｓｉｏｎｍａｔｒｉｘｓｐｅｃｔｒａｃｏｕｐｌｅｄｗｉｔｈｐａｒａｌｌｅｌ
ｆａｃｔｏｒａｌｇｏｒｉｔｈｍ［Ｊ］．ＳｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙａｎｄＳｐｅｃｔｒａｌＡｎａｌｙｓｉｓ，２０１４，３４
（１）：１１１１１５（ｉｎＣｈｉｎｅｓｅ）．

［２０］　ＫＯＮＧＦＢ．Ｔｈｅｓｔｕｄｙｏｆｔｈｅｓｙｎｃｈｒｏｎｏｕｓｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｏｆｓｅｖｅｒａｌ
ｆｏｏｄｃｏｌｏｒｓ［Ｄ］．Ｗｕｘｉ：ＪｉａｎｇｎａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，２０１３：３１４３（ｉｎＣｈｉ
ｎｅｓｅ）．
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