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激光诱导击穿光谱技术检测油茶炭疽病
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摘要　炭疽病是油茶最常见的病害之一,因此对油茶炭疽病进行快速检测具有重要意义.提出了一种检测油茶叶

片炭疽病的新方法,采用激光诱导击穿光谱检测技术,快速无损诊断正常和感染炭疽病油茶叶片中的 Mn元素含

量,根据火焰原子吸收光谱法对样品中 Mn元素的真实含量进行了分析.分别采用平滑、去噪、归一化、基线校正、

一阶求导降噪、二阶求导降噪对光谱数据进行预处理,使用偏最小二乘方法(PLS)建立定量模型,采用间隔偏最小

二乘法(iPLS)对光谱数据进行波段筛选.最终结合７点平滑和一阶导数降噪进行预处理,根据iPLS建立定量模

型.实验结果表明,平分为２４个子区间时,第６个子区间的建模效果最佳,建模相关系数为０．９０７６,建模均方根误

差为０．２０９０μg/mg,预测相关系数为０．８９４７,预测均方根误差为０．２１００μg/mg.
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Abstract　Anthracnoseisoneofthemostcommondiseasesofcamelliaoleifera soitisofgreatsignificanceto
quicklydetectit敭Inthispaper anew methodforthedetectionofanthracnoseincamelliaanthracnoseleavesis
proposed敭First laserinducedbreakdownspectroscopyisusedtoquicklyandnonＧdestructivelydiagnosetheMnelement
contentintheleavesofnormalandinfectedanthracnosecamelliaoleiferaleaves敭ThetruecontentofMnelementinthe
samplesisanalyzedbyflameatomicabsorptionspectrometry敭Second differentpretreatmentmethods suchassmoothing 
denoising normalization baselinecorrection firstＧorderderivationnoisereduction andsecondＧorderderivationnoise
reduction areusedtopreprocessthespectraldata敭Partialleastsquares PLS methodisusedtoestablishaquantitative
model敭IntervalpartialleastＧsquaresregression iPLS methodisutilizedtofilterthespectraldata敭Finally combinedwith
７Ｇpointsmoothingandfirstderivativenoisereduction thequantitativemodelisestablishedbasedoniPLS敭Theresults
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１　引　　言

油茶是一种经济、生态和社会效益俱佳的优良

树种,其果实功能多样化.炭疽病是油茶最主要的

病害,已经严重影响了整个油茶产业的发展[１].油

茶树感染炭疽病以后,果实、花蕾、叶片会坠落,严重
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时会有枝梢枯死甚至死亡等症状.感染炭疽病的油

茶果树果实含油量会减少一半,炭疽病严重地区的

油茶会减产５０％以上[２].传统的＂人种天养,广种

薄收＂等油茶林管理模式,严重降低了收成,削弱了

市场竞争力.目前,急需采用现代新技术管理油茶

产业,通过实时获取油茶的生长信息,实现科学生产

管理.田间诊断、指示植物和实验室化学分析等传

统检测油茶病害的方法耗时、费力,且具有破坏

性[３].因此需要探索一种快速检测油茶炭疽病的新

技术,为防治油茶林炭疽病、提高收益等提供技术

保障.
油茶中的 Mn元素含量远高于其他植物,被称

为“聚锰植物”,油茶的光合作用、呼吸作用、氮代

谢[４]、酶的组成及酶活性调节都与 Mn元素息息相

关,同时 Mn元素也是维持叶绿体所必需的微量元

素[５].叶绿体中的 Mn和蛋白质结合形成酶蛋白,
是光合作用不可缺少的参与者.缺 Mn时,膜结构

会遭到破坏从而导致叶绿体解体,叶绿素含量下降.
因感染炭疽病的油茶冠层光谱特征与其叶片的

叶绿素含量具有相关性[６],本文选取 Mn元素作为

检测指标,提出了一种快速检测油茶炭疽病的新方

法,为油茶炭疽病的防治提供了技术保障.激光诱

导击穿光谱(LIBS)[７]技术是一种结合激光和光谱

技术的新型元素检测方法,具有无损、无创、在线多

元快速同步检测植物元素等优点.采用LIBS技术

对所采集油茶叶片的 Mn元素含量进行定量分析检

测,分析了用六种不同光谱预处理方法结合偏最小

二乘法建立的数学模型,采用波段筛选法寻找最优

模型.实现了油茶叶片内 Mn元素的快速同步定量

检测,解决了油茶炭疽病特异性症状不清、快速诊断

机理不明、分析技术精度低等问题.

２　材料与方法

２．１　实验仪器

实验采用海洋光学的LIBS仪器(MX２５００＋),
包含高灵敏度的线阵/面阵CCD检测器、激光能量

为１００mJ的Q开关激光器Nd∶YAG,该仪器采集

到的光谱数据范围为１８０~１１００nm,光学分辨率低

至０．０３５nm.系统的工作原理[８]:先由Q开关激光

器激发高能量脉冲激光通过透镜聚焦在样品表面,经
加热、消融、蒸发,焦点处材料的分子和原子相互碰

撞,产生等离子体,经光纤传输到８个通道的光谱仪

中.然后由检测器完成光电转换,将电信号传输到计

算机.最后由配套的操作软件MaxLIBS,对产生的对

应元 素 发 射 光 谱 进 行 分 析.MaxLIBS可 以 控 制

MX２５００＋和激光器,还提供了美国国家标准与技术

研究院(NIST)的元素光谱库,约有２５００条辐射谱线

数据,可在软件界面中对光谱进行快速识别分析.

２．２　实验材料

实验样品是从南昌市昌北区秀先路油茶种植区

采摘的油茶叶片,分别选取１０棵分散的健康油茶果

树和新发炭疽病油茶果树,每棵树环绕一周均匀采

集形状大小相似的叶片２５片,共５００片.实验前需

用去离子水将叶片表面反复清洗３次,去除叶片表

面的尘土,之后晾干、编号装入密封袋保存,样品如

图１所示.

图１ 油茶叶片样本.(a)健康油茶叶片;(b)感染炭疽病油茶叶片

Fig敭１ Sampleofcamelliaoleiferaleaves敭 a Healthycamelliaoleiferaleaves  b infectedanthracnosecamelliaoleiferaleaves

　　为进一步确认视觉划分的正确性,将采集完

LIBS光谱数据的油茶叶片进行形态学鉴定和聚合

酶链反应(PCR)测试.对比发现,健康叶片的PCR
显阴性,无特异性条带产生;染病叶片的PCR显阳

性,有特异性条带产生.PCR测试中选核糖体转录

间隔区(ITS)作为扩增的基因片段,选真菌转录间

隔 区 (rDNAＧITS)的 通 用 引 物 ITS１(序 列 ５＇Ｇ
TCCGTAGGTGAACCTGCGGＧ３＇)和ITS４(序列５＇Ｇ
TCCTCCGCTTATTGATATGCＧ３＇)[９] 为 测 试 引

物.测试结果如 图２所 示,M 为 DNA 标 记,在

DNA进行凝胶电泳时起对比作用,M＝１表示无样

品,即下方无亮带显示;M＝２表示染病的油茶叶
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片,下方对应亮带显示为阳性;M＝３表示健康油茶

叶片,健康油茶叶片PCR并未出现亮带,显示阴性.

图２ 油茶叶片PCR测试结果

Fig敭２ PCRtestresultsofcamelliaoleiferaleaves

PCR扩增DNA片段的结果:测试失败数量５２
片,其中健康叶片１０片,炭疽病叶片４２片.将剩余

２４０片健康油茶叶片,２０８片炭疽病油茶叶片用于后

续分析.

２．３　激光诱导击穿光谱采集

光谱采集实验条件:温度为２５℃左右,相对湿

度在８０％以下,积分时间为１s.为了减少因叶片

表面不平整和环境因素造成的误差,将叶片叶脉朝

上,用双面胶带将叶片平整固定在样品台上.通过

移动样品台,采集毎个样本在８个不同位置上的

LIBS,取平均值分析每片叶片的光谱,炭疽病油茶

叶片的光谱采集均选择在病斑位置附近.
由于原始光谱数据两端包含许多无关紧要的信

息,为了降低无效信号对实验结果的干扰,后续只对

２４０~４００nm波段内的光谱数据进行分析,得到的

光谱图如图３所示.

图３ 截取后油茶叶片原始光谱图

Fig敭３ Originalspectrumofcamelliaoleiferaleaves
afterinterception

２．４　火焰原子吸收光谱法测 Mn元素含量

为了获取油茶样品中 Mn元素的真实浓度,根
据国 家 有 关 食 品 安 全 标 准 «食 品 中 锰 的 测 定

GB５００９．２４２Ｇ２０１７»对样品中 Mn元素的真实浓度进

行测量.先对油茶叶片进行湿法消解处理,最后利

用北京瑞利分析仪器公司的原子吸收分光光度计

(WFXＧ２００)在 Mn元素最佳条件进行原子吸收试

验,测定油茶叶片中 Mn元素的真实浓度,最佳测定

条件如表１所示.
表１　Mn元素测定条件

Table１　DeterminationconditionsofMnelement

Test
condition

Wavelength/nm
Lamp

current/mA
Acetyleneflow

rate/(Lmin－１)
Airflow

rate/(Lmin－１)
Slit

width/nm
Parameter ２７９．５ ３ １．３ ７．５ ０．２

　　首先用１mL的 Mn标准溶液与硝酸溶液配置

质量浓度分别为０,０．５,１．０,１．５,２．０,２．５mg/L的

Mn元素标准溶液.然后利用 WFXＧ２００对定容好

的标准溶液进行标准曲线的测量,重复测量三次,取
平均值作为最终吸光度值.标准工作曲线如图４所

示,其中y 表示吸光度,C 表示Mn元素标准溶液的

质量浓度,R 为相关系数,可以发现相关系数均高达

０．９９９２以上.通过多次测量得到的相对标准偏差

(RSD),验 证 检 测 结 果 的 稳 定 性.RSD 与 多 次

测量得到的数据之间的差值有关,即多次测量数据

图４ 标准溶液工作曲线图.(a)健康油茶叶片;(b)感染炭疽病油茶叶片

Fig敭４ Workingcurveofstandardsolution敭 a Healthycamelliaoleiferaleaves  b infectedanthracnosecamelliaoleiferaleaves
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之间的差值越小,RSD就越小,测量结果的稳定性就

越好.依次检测所有样品,数据显示样品的RSD基

本在５．００００％以下,最低达到０．２５６４％.因此,可以

把原子吸收分光光度计检测到的 Mn元素浓度作为

样品中 Mn元素的真实浓度.

２．５　激光诱导击穿光谱预处理方法

实验发现外界的噪声和环境等因素会干扰光谱

数据,且LIBS特征光谱信号和干扰信息的光谱信号

相互叠加重合,从而降低光谱强度与其对应元素真实

浓度之间的相关性[１０].为了减小误差,用不同的预

处理方法对光谱数据进行处理,包括:光谱求平均、

SＧG平 滑 (SavitzkyＧGolaysmoothing)、基 线 校 正

(Baselinecorrection)、归一化(Normalization)、一阶

求导去噪、二阶求导去噪.
光谱求平均可减弱光谱的噪声信息,提高信噪比.

由于LIBS仪器以ms级为单位,如果每个样品只采集

一条光谱,实验过程中参数的设置和叶片样品差异都

会对结果造成很大的误差.因此对每个样本采集多条

光谱数据,取平均值代表该样品的光谱数据.

SＧG平滑可以消除光谱采集过程中的噪声信号,
提取光谱数据中的有效信息.主要通过多项式对光

谱数据进行平滑处理[１１].平滑点数在平滑处理过程

中起至关重要的作用,点数过多容易造成有效光谱信

息的丢失,点数过少会导致噪声消除不彻底.
基线校正即背景去除,LIBS光谱的基线变化一

般由仪器不稳定、环境变化、样本多样性等多种因素

导致[１２].要保证测量结果在同一标准上,就必须对

数据背景进行校正,即将所有变量的光谱值减去最小

的光谱值.
归一化算法包括:面积归一化法、平均归一化、最

大归一化、矢量归一化[１３]等.实验采用矢量归一化,
主要对微小光程引起的差异变化进行校正.

光谱求导不仅可以消除基线干扰、背景干扰,还
可以分离重叠的光谱信号,提高光谱分辨率[１４Ｇ１５].主

要是通过微分转换法将光谱数据转换成新的矩阵,即
将每个光谱点的斜率重新连成一条曲线,实验对光谱

进行一阶导数和二阶导数.

３　结果与分析

３．１　火焰原子吸收光谱法测量 Mn元素

测量得到健康油茶叶片中 Mn元素平均值为

２．１９１９mg/mg,最小值为１．０６００ mg/mg,最大值为

４．２５７０mg/mg.感染炭疽病的油茶叶片中Mn元素平

均值为１．４４７６mg/mg,最小值为０．７９９０mg/mg,最大值

为３．３２９０mg/mg.可以明显发现感染炭疽病的油茶叶

片中Mn元素的平均值、最大值均小于健康油茶叶片,
原因是感染炭疽病的油茶叶片表面失绿发黄,叶绿素

含量降低.按照３∶１的比例将油茶叶片样品划分为建

模集和预测集,将 Mn元素的最大真值和最小真值的

样品划入建模集,保证建模集中 Mn元素含量范围大

于预测集.油茶叶片样本中 Mn元素含量划分如表２
所示,建模集样品共３３８片,预测集样品共１１０片.

表２　样本划分

Table２　Divisionofsamples

Sample Category
Number
ofsamples

Range

value/(mgmg－１)
Average

value/(mgmg－１)
Healthycamellia
oleiferaleaves

calibrationset １８１ １．０６００ＧＧ４．２５７０ ２．２９１９
predictionset ５９ １．４６１０ＧＧ３．７２４０ ２．２７６７

Camelliaoleifera
leaveswithanthracnose

calibrationset １５７ ０．７９９０ＧＧ３．３２９０ １．４４７６
predictionset ５１ １．０６８０ＧＧ２．７８８０ １．３５８１

３．２　油茶叶片激光诱导击穿光谱特征分析

参考美国标准与技术研究院(NIST)中的原子

光谱数据库(ASD)和 Kurucz数据库中的标准谱

线,确定了油茶叶片的LIBS光谱中 Mn元素的特

征光 谱 谱 线:Mn２７９．４８２nm、Mn２８０．１０８nm、

MnII２６０．５６８nm,如图５所示.

３．３　不同光谱预处理方法油茶叶片 Mn元素含量

分析模型

对油 茶 叶 片 样 品 的 LIBS 数 据 分 别 进 行 ５
点、７点、９点平滑预处理,图６为同一样品的LIBS

图５ Mn元素特征谱线位置

Fig敭５ LocationofcharacteristiclineofMnelement
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数据平滑处理前后的光谱图.可以发现,平滑处理

能减小噪声信号,突出有用的信息.平滑预处理过

程中,窗口的跨度大小直接决定平滑的效果.当跨

度较小时,平滑不够,噪声处理不彻底;当跨度过大

时,平滑过度,会丢失细节信息.
平滑处理虽然减少了外界随机噪声,但LIBS数

据中仍然存在大量的基线漂移、样品表面差异等噪

声,影响了光谱数据与叶片中 Mn元素含量的相关

性,也影响了定量模型的准确性和稳定性.在此基础

上,实验将平滑处理后的数据分别进行去噪、归一

化、基线校正、一阶求导降噪、二阶求导降噪预处理,
建立了偏最小二乘法(PLS)模型,模型参数如表３

图６ 数据平滑处理前后对比

Fig敭６ Comparisonbeforeandafterdatasmoothing

表３　不同预处理方法处理平滑后数据的PLS模型结果

Table３　PLSmodelresultsofsmootheddataprocessedbydifferentpreprocessingmethods

Spectralpretreatment
method

Evaluation
index

Before
smoothing

５points
smoothing

７points
smoothing

９points
smoothing

RC ０．８４６１ ０．８６２１ ０．８９５６ ０．８７６０

Original
RMSECV/(μgmg－１) ０．２５７５ ０．２４９９ ０．２２０４ ０．２４３３

RP ０．８１９５ ０．８２１２ ０．８５４０ ０．８３１５
RMSEP/(μgmg－１) ０．２７６９ ０．２６５８ ０．２５４８ ０．２５９１

RC ０．８５３４ ０．８５６２ ０．８６４８ ０．８６０５

Denoising
RMSECV/(μgmg－１) ０．２４３４ ０．２３７５ ０．２４０３ ０．２４８２

RP ０．８１６２ ０．８１９６ ０．８３２９ ０．８１４２
RMSEP/(μgmg－１) ０．２５５３ ０．２４６９ ０．２３７３ ０．２４９９

RC ０．８３４５ ０．８４４０ ０．８８４０ ０．８３９６

Baselinecorrection
RMSECV/(μgmg－１) ０．２８７５ ０．２５７０ ０．１７７０ ０．２７６４

RP/(μgmg－１) ０．８０１０ ０．８２１９ ０．８３３３ ０．８０１９
RMSEP/(μgmg－１) ０．３１６９ ０．２７２２ ０．２５２４ ０．２９１１

RC ０．８５８４ ０．８９４７ ０．９０２５ ０．８８９２
Firstderivative
deＧnoising

RMSECV/(μgmg－１) ０．２４１４ ０．２２０６ ０．２１９２ ０．２２２７
RP ０．８２１５ ０．８５１９ ０．８８８２ ０．８３５２

RMSEP/(μgmg－１) ０．２６９２ ０．２４７４ ０．２３５６ ０．２３３９
RC ０．８５２３ ０．８５２１ ０．８５０７ ０．８６１９

Secondderivative
deＧnoising

RMSECV/(μgmg－１) ０．２５２８ ０．２５３２ ０．２５６９ ０．２３５４

RP ０．８１９０ ０．８１５０ ０．８３７７ ０．８３２３
RMSEP/(μgmg－１) ０．２７８４ ０．２７９１ ０．２７７４ ０．２８０２

RC ０．８３２３ ０．８３８９ ０．８４２９ ０．８４１３

Normalization
RMSECV/(μgmg－１) ０．２８２９ ０．２７０５ ０．２７１１ ０．２５１４

RP ０．８１８９ ０．８１０６ ０．８２５４ ０．８１７７
RMSEP/(μgmg－１) ０．３０６２ ０．３０９８ ０．２９５５ ０．３０１６
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所示.其中RC 为建模相关系数,RMSECV为建模

均方根误差,RP 为预测相关系数,RMSEP为预测

均方根误差.
从表３中可以发现,不同预处理方法处理平滑

后数据的模型,不仅减少了光谱的随机噪声,还提高

了模型的精度,即相关系数RC.与原始模型相比,
经归一化和基线校正处理后的模型预测效果略有

下降,而经过去噪、一阶导数、二阶导数预处理后

的模型效果均有不同程度的改善.结果表明:基
于LIBS技术,结合７点平滑和一阶导数预处理方

法,建立的PLS模型是最优的,可以实现对油茶叶

片中 Mn元素的定量分析,结合７点平滑和一阶导

数预处理方法,得到的建模和预测模型散点图如

图７所示.

图７ Mn元素７点数据平滑和一阶导数去噪处理的PLS模型和预测模型.(a)PLS模型;(b)预测模型

Fig敭７ PLSmodelandpredictionmodelofMnelementafter７ＧpointdatasmoothingandfirstderivativedeＧnoising敭

 a PLSmodel  b predictionmodel

３．４　间隔偏最小二乘法波段筛选分析

由于光谱预处理方法不能完全去除光谱数据中

的无用信息,间隔偏最小二乘法(iPLS)是一种波段

筛选方法,可有效去除不相关变量,提高模型的精度

和预测能力.用iPLS对PLS建模前的LIBS光谱

数据进行波段筛选.将２４０~４００nm波段范围内

的光谱数据进行７点平滑、一阶求导去噪预处理后,
划分为１~３０个等宽子区间,然后分别对每一个子

区间建立PLS模型,得到的４６５个局部PLS回归模

型如表４所示.
由表４可知,在等宽子区间中,区间数为２４的

第６个子区间的IPLS模型的RMSECV最小、相关

系数R 最大,分别为０．２０９０、０．９０７６,即iPLS模型

效果最佳,因此选择区间数为２４的第６个子区间的

光谱数据建立定量模型.
图８(a)为含有RMSECV的第２４个区间的光谱

图,图中虚线表示全光谱数据建模得到的RMSECV,
矩形高度表示各子区间的RMSECV.可以发现第６
个子区间所建模型的RMSECV远小于全光谱建模的

RMSECV,故第６个子区间为最佳子区间,且该区间

的最佳主成分因子数为８.图８(b)中的阴影部分为

第６个子区间在整个光谱中对应的位置,波长范围为

２４７．９１~２８１．３１５nm,包含 MnII２６０．５６８nm、Mn
２７９．４８２nm和Mn２８０．１０８nm光谱.

图８iPLS模型选择的最佳子区间.(a)含有RMSECV的第２４个区间的光谱图;(b)第６个子区间对应的光谱图

Fig敭８ BestsubＧintervalselectedbytheiPLSmodel敭 a Spectralgraphofthe２４thintervalwithRMSECV 

 b spectralgraphcorrespondingtothe６thsubＧinterval
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表４　iPLS建模分析结果

Table４　iPLSmodelinganalysisresults

Intervalnumber Optimumprincipalcomponent RMSECV/(μgmg－１) R Optimuminterval
１ ７ ０．２７７０ ０．８３０４ １
２ ９ ０．２５８０ ０．８５４８ １
３ １０ ０．２３６０ ０．８８０７ １
４ １２ ０．２２００ ０．８９６６ １
５ ６ ０．２５１０ ０．８６３２ ２
６ ６ ０．２４９０ ０．８６６０ ２
７ ６ ０．２５６０ ０．８５７７ ２
８ ６ ０．２５５０ ０．８５８９ ２
９ ７ ０．２３３０ ０．８８４３ ３
１０ ８ ０．２３５０ ０．８８３２ ３
１１ ７ ０．２３８０ ０．８７９７ ３
１２ ７ ０．２４００ ０．８７６９ ３
１３ ７ ０．２２００ ０．８９６６ ４
１４ ６ ０．２２６０ ０．８９１８ ４
１５ ７ ０．２２４０ ０．８９３１ ４
１６ ７ ０．２２７０ ０．８８９９ ４
１７ ６ ０．２２２０ ０．８９４５ ５
１８ ６ ０．２２１０ ０．８９６１ ５
１９ ７ ０．２１７０ ０．８９９９ ５
２０ ８ ０．２２００ ０．８９７９ ５
２１ ６ ０．２３５０ ０．８８１６ ６
２２ ８ ０．２１６０ ０．９０１６ ６
２３ ８ ０．２１６０ ０．９０１３ ６
２４ ８ ０．２０９０ ０．９０７６ ６
２５ ６ ０．２２８０ ０．８８８９ ７
２６ ７ ０．２１００ ０．９０６８ ７
２７ ６ ０．２１４０ ０．９０２７ ７
２８ ６ ０．２０９０ ０．９０６７ ７
２９ ８ ０．２７００ ０．８４１４ ７
３０ ８ ０．２１９０ ０．８９９６ ８

图９iPLS建模集散点图

Fig敭９iPLSmodelingsetscatterdiagram

　　采用iPLS筛选的最佳子区间对应波长范围内

的光谱数据建立定量模型,Mn元素浓度的真实值

与预测值的建模模型结果如图９所示,可以发现RC

为０．９０７６,RMSECV为０．２０９０μg/mg;Mn元素浓

度的真实值与预测值的预测模型结果如图１０所示,

RP 为０．８９４７,RMSEP为０．２１００μg/mg.iPLS模

型与全波段PLS最优模型结果相差不大,但iPLS
模型效果更好.

图１０iPLS预测集散点图

Fig敭１０iPLSpredictionsetscatterdiagram
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４　结　　论

采用火焰原子吸收光谱法对样品中的 Mn元素

真实含量进行了分析,根据待测元素的特征谱线选

定规则,确定了油茶叶片的LIBS光谱中 Mn元素

的特征分析谱线:Mn２７９．４８２nm、Mn２８０．１０８nm
和 MnII２６０．５６８nm.通过比较不同的光谱预处理

方法对LIBS光谱数据预处理的结果,发现７点平

滑结合一阶导数去噪预处理后模型效果最好,RC为

０．９０２５,RMSECV为０．２１９２μg/mg,RP为０．８８８２,

RMSEP为０．２３５６μg/mg.iPLS波段筛选结果表

明,划分成２４个等宽子区间中的第６个子区间为最

佳 子 区 间,该 区 间 的 RMSECV 最 小,为

０．２０９０μg/mg,RC和RP分别为０．９０７６和０．８９４７.
结果表明,应用LIBS技术结合化学计量学方法检

测两类油茶叶片内的 Mn元素具有一定的可行性,
为油茶炭疽病检测提供理论依据.
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