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激光诱导植物叶绿素荧光寿命及光谱特性分析

万文博,苏俊宏
(西安工业大学 光电工程学院,西安710021)

摘 要:传统荧光光谱分析法虽能用于评估植物生理状况,但在植物遥感探测中该方法具有抗干扰性

弱、待测数据量大的缺陷.针对此问题,提出一种荧光寿命成像技术,将植物荧光寿命及光谱信息结合,
分析植物内在生理信息,实现了远距离、大范围精确测量植物生理状况.采用时间分辨测量法,用连续激

光脉冲照射植物产生大量相同的荧光信号,同时不断改变探测器的启动延迟时间,得到完整的荧光信

号,用解卷积法反演植物荧光寿命.对活体法国冬青植株的光谱信息与荧光寿命特性进行了研究,结果

显示植物荧光寿命与叶绿素含量成线性关系,并且植物叶绿素含量在0.03~0.06mg/cm2这一特定范

围,线性相关系数高达0.9051,比荧光光谱能更精确地反映植物叶绿素含量.
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Abstract:Althoughthetraditionalfluorescencespectroscopy methodcanbeusedtoevaluatethe
physiologicalstatusofplants,therearesomemeasureddefects,suchasweakanti-jamming,large
amountofdatainplantremotesensingdetection.Aimingatthismatter,afluorescencelifetimeimaging
techniqueispresented.Theplantfluorescencelifetimeandspectralinformationarecombinedtoanalyze
theplantphysiologicalinformation,andawidespreadofplantphysiologicalstatuscanbemeasured
accurately.The manysamefluorescencesignalcanbeproduced,whiletheplantisirradiatedby
continuouslaserpulseinthetimeresolution measurementmethod.Atthesametime,acomplete
fluorescentsignalwillbegot,whilestart-updelaytimeischangedconstantly.Then,theplant
fluorescencelifecanberetrievedbydeconvolutionarithmetic.Thespectralinformationandfluorescence
lifetimeofliving Viburnum awabukiplants wasstudied.Then,theresultsshowthattheplant
fluorescencelifetimeislinearwithchlorophyllconcentration.Thelinearcorrelationcoefficientreaches
into0.9051inspecificrangeof0.03~0.06mg/cm2,andplantfluorescencelifetimeisabetterdescription
ofchlorophyllconcentrationthanthefluorescencespectroscopyintherange.
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0 引言

荧光激光雷达作为一种新型植物遥感技术已成为当前国际遥感领域的一个研究热点,2011年美国国家

航空航天局 (NationalAeronauticsandSpaceAdministration,NASA)与日本温室气体探测卫星光谱小组

合作绘制出了人类历史上首幅地球陆生植物荧光光谱分布地图[1].传统的荧光光谱分析法虽能够方便、准确
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地分析植物的生理状况,但荧光光谱信息实际由很多不同波长的荧光强度信号构成,而植物荧光强度又容易

受背景光及探测器摆放位置等外界因素的干扰 [2-3].此外,植物荧光光谱又是由许多波段的荧光强度组成

的,因此这就导致探测器在实际复杂环境中所测荧光光谱信息不能准确地反映植物发射荧光的能力,从而也

就很难反映植物的真实生理状况.另外采用光谱扫描仪采集到的光谱不能反映植物荧光的瞬间状态,难以实

现原位表征,若改用许多光电倍增管同时接收不同波段的植物荧光强度信号,再将这些强度信号按其波长顺

序排列起来绘制荧光光谱,虽可实现荧光光谱原位表征,但这样的系统过于复杂,且待测数据量大,很难用于

遥感监测[4].
植物荧光寿命反映荧光的衰减时间,不受环境光、激发光及荧光散射角度等外界因素的干扰;并且在利

用植物荧光寿命分析植物生理状态时,仅需两个波段的荧光寿命即可评估植物的生理状况,因此植物荧光寿

命分析法还具备测量数据量小的优点.激光诱导植物荧光寿命测量技术是一种以植物光能合成作用机制为

研究基础,利用植物荧光信号为探针,分析植物内在生理信息的新型植物活体检测术[5-7].因为激光本身具有

强度高、发散角小、传播距离远等优点,所以这项技术能够实现远距离、大范围植物叶绿素荧光的遥感探测.
也正是如此,激光诱导叶绿素荧光探测技术成为当前国际环境监测领域的一个研究热点[8-9].植物荧光寿命

成像技术通常利用紫光激光作为激发光源.在激光器出口处对激光扩束,再使其照射活体植物,可使激光在

不损伤植物组织的前提下激发植物叶绿素分子产生植物荧光,同时利用增强型电荷耦合器件 (Intensified
Charge-CoupledDevice,ICCD)远距离连续采集植物产生荧光光子信号.再将ICCD获取的荧光数据,存储

到计算机,经数据处理,即可绘制被测活体植物的荧光寿命分布图谱[10-12].
植物荧光光谱数据量大,反映植物生理信息多,但不适合遥感探测;而植物荧光寿命更加适合遥感探测,

但植物荧光寿命反映植物生理信息有限.若能在实验室中获取植物光谱信息与荧光寿命之间的对应关系,构
建植物光谱信息、荧光寿命与植物生理信息的关系模型.即可通过遥感探测任意植物的荧光寿命,再利用植

物生理的关系模型分析、评估被测植物的内在生理信息.本文尝试将植物荧光寿命分析法与植物荧光光谱分

析法结合,探究植物荧光寿命、光谱信息与植物内在生理信息之间的关系,以期构建植物荧光寿命、光谱信息

与植物生理信息的关系模型,最终实现通过遥感探测植物荧光寿命,评估植物详细生理信息的目的.未来该

技术将用于植物荧光激光雷达,以实现对地球陆地不同种类植物详细生理状况的实时监测.

1 植物荧光寿命成像技术原理

1.1 荧光寿命测量原理

利用扩束后的激光照射活体植物,激发其产生荧光,并利用ICCD采集荧光图像.ICCD采集的荧光图像

单个像素点的光强I(t)为荧光衰减函数g(t)、激光脉冲函数Las(t)与仪器响应函数Irf(t)的卷积,即

I(t)=g(t)Las(t)Irf(t) (1)
如果用不产生荧光的物质(如高纯度的石英玻璃)反射激光信号,ICCD实际采集到的反射激光信号应

为Las(t)Irf(t)[13].测量植物荧光寿命时,每次用ICCD采集的荧光信号I(t)对Las(t)Irf(t)做解卷积

处理,可得g(t),再根据式(2)就能反演出植物叶绿素的荧光寿命.
g(t)=A·exp(-t/τ) (2)

式中A 为初始荧光强度,τ表示被测植物的荧光寿命.植物叶绿素荧光寿命与植物生理特性关系为

τ=1/(Rnr+Rr) (3)

式中Rnr表示被测植物光合作用的速率,Rr为其发射荧光的速率[14].
1.2 植物荧光寿命成像技术

ICCD采集的一组连续植物荧光强度图像被称为连续荧光图像数据 (ContinuousFluorescenceImage
Data,CFID).CFID中的每张光强分布图像实际是许多组荧光信号在同一时刻的荧光强度分布图,而整个

CFID相当于由大量时间通道组成的3维像素点阵列,如图1(a)所示.CFID的单个像素点相当于一个时间

通道,每个时间通道记录一组植物荧光信号的强度数据,如图1(b)所示.获取植物CFID后,分别提取各个时

间通道内的荧光数据,分别对Las(t)Irf(t)解卷积,得到各时间通道内荧光的衰减函数,再根据式(1)即可

反演出CFID中所有荧光信号的荧光寿命,绘制该区域植物的荧光寿命分布图谱.
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图1 CFID各时间通道内植物荧光信号的分布

Fig.1 ThedistributionofplantfluorescencesignalsineverytimechannelfromCFID

由于CFID量很大,存储时间较长,故ICCD每次拍摄只能采集到植物某一区域产生的荧光信号在一个

时刻的分布图.因此,必须用连续激光脉冲不断照射被测区域,激发被测区域连续产生很多相同的荧光信号;
同时使这些激光脉冲在照射被测区域前触发ICCD启动,并利用ICCD的控制软件控制ICCD的启动延迟时

间不断增加,这样就能够获得植物被测区域产生的荧光信号在不同时刻的强度分布图谱.所用ICCD的“曝
光时间”必须远小于被测植物的荧光信号的持续时间.

2 植物荧光寿命成像系统设计

  植物荧光寿命成像系统原理见图2,光源采用

镭宝Dawa-350型激光器,参数见表1.首先利用高

反分光镜剔除入射激光光束中的基频和二倍频激

光,经三次反射再用焦距60mm 的凹透镜对其扩

束,使激光均匀的照射在被测植物组织上;同时在高

反分光镜后放置一块激光吸收盒用于吸收剔除的基

频和二倍频激光.用光电二极管 (Photo-Diode,PD)
接收激光吸收盒附近微弱的激光散射光以触发

ICCD启动拍摄.由于740nm波长的叶绿素荧光受

植物生理状态影响较大,所以在ICCD镜头前安装

中心波长740nm、带宽10nm的窄带滤光片,系统

即可采集740nm的植物叶绿素荧光.若将被测植物

更换为一块高纯度的石英玻璃,并用光学衰减片替

换原系统中的窄带滤光,再启动激光器,此时ICCD
采集到的信号就可表示式(1)中的Las(t)Irf(t).
将ICCD采集到的这一系列数据存储到计算机,再
经数据处理,就能够获取植物被测区域的荧光寿命

分布图谱.
利用图2中的PD触发ICCD启动拍摄需要约

50ns的启动延迟时间,而植物荧光信号的持续时间

通常不会超过30ns.因此,如果用高反分光镜分出

的355nm激光直接激发植物产生荧光,那么ICCD

图2 植物荧光寿命成像系统

Fig.2 Plantfluorescencelifetimeimagingsystem

表1 镭宝Dawa-350型激光器参数列表

Table1 ThelistofBeamtechDawa-350laserparameters

Parameter Description/Value
Wavelength 355nm

Energyperpulse 50mJ
Pulserepetitionrate 10Hz
Pulsewidth ≤7ns
Spotdiameter 7mm
Divergenceangle ≤1mrad

将无法采集到植物受激产生的荧光信号.因此要对入射激光做三次反射使其传播一定距离(图2中R1、R2、

R3的总距离取15.10m,这个距离约等于50ns光线在空气中传播的距离)后就会产生一段延迟时间,再照植
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物恰好可补偿ICCD的50ns启动延迟时间.系统采用美国普林斯顿仪器公司生产的PIMAX-4型ICCD,设
置ICCD在连拍模式下的“曝光时间”为0.02ns,连续拍摄中每次ICCD的启动延迟时间的增加量为0.02ns,
拍摄次数为1000次,保证每次连拍刚好可获取到一组完整的CFID.

3 植物荧光寿命及光谱特性分析

图3为生长情况良好的法国冬青植株的荧光光谱图,其光谱在约680nm(左峰)与740nm(右峰)波长

处各存在一个波峰,它们分别是由光系统II(PhotoSystemII,PSII)和光系统I(PhotoSystemI,PSI)中
的叶绿素分子产生,而两波峰交汇处(约700nm波长)存在一个波谷.如果被测植物的生长情况改变,其内部

生理结构会随之发生改变.因此,PSII和PSI的荧光发射速率也随之改变,从而整条植物荧光光谱会以两波

峰为支点发生变化[15-16].由于PSI结构稳定性较差,所以植物生理状况变化时,其发射荧光的能力变化更

大,那么右峰荧光信号的变化也更为明显.
由于叶绿素含量是反映植物内在生理信息的重要指标,而右峰处的荧光信号随植物生理状况的变化更

为明显.因此,选择重点研究740nm波长(右峰)荧光与植物叶绿素浓度的对应关系.将大量不同颜色的法国

冬青叶片裁剪成直径3cm的圆形样品.分别获取这批样品的荧光光谱及740nm波长的荧光寿命后,再将这

批各样品剪成~2mm宽的条状,放入5mL用90%的乙醇 (C2H5OH)与75%的丙酮 (CH3COOH3)以

1∶2的比例配制的混合溶液内,提取法国冬青叶片中的叶绿素.采用上海谱元仪器有限公司Alpha-1506型

分光光度计测量各份提取液中叶绿素的含量,分别得到植物荧光寿命、光谱信息与植物叶绿素含量之间的对

应关系.
利用图2所示的荧光寿命成像系统获取每个圆形叶片的荧光寿命分布后,计算出每个叶片的平均荧光

寿命值,得到法国冬青叶片荧光寿命与其单位面积叶绿素含量的对应关系,如图4所示.图中拟合直线的线

性相关系数r=0.6327.由于植物荧光寿命不但受叶绿素含量的影响,而且与植物内在生理信息也存在复杂

的关联,这就造成植物荧光寿命与其单位面积叶绿素含量线性相关性很弱.

图3 激光诱导植物荧光的光谱图

Fig.3 Laser-inducedplantfluorescencespectrum

图4 法国冬青植株叶绿素含量与荧光寿命的线性关系

Fig.4 Thelinearrelationshipofchlorophyllconcentration
andchlorophyllfluorescencelifetimeforViburnum
awabukiplantsleaves

  若选取大量即将枯萎的法国冬青叶片重复以上实验,可得到叶绿素含量分布于0~0.015mg/cm2时,法
国冬青叶片的荧光寿命与其单位面积叶绿素含量的对应关系,如图5所示.由图5中的植物荧光寿命与单位

面积叶绿素含量之间的线性关系曲线可看出,当法国冬青叶片的叶绿素含量处于0.003~0.015mg/cm2时,
其线性相关系数r=0.6707.叶绿素含量处于这一范围的叶片都已基本枯黄,这些叶片的叶绿素含量极少,
且大部分细胞都已坏死,而少数存活的细胞也都是生理状态比较差的细胞.这类叶片细胞的生理状态虽然都

比较差,但是它们的胁迫程度又各不相同.因此,这批叶片的叶绿素发射荧光的能力虽然都比较弱,但是依然

差异较大,这就造成了植物荧光寿命与其叶绿素含量关系曲线的线性相关度依然不高.
在大量法国冬青植株中挑选出若干生理状态极佳墨绿色的叶片,再次重复以上实验,得到叶绿素含量大

于0.03mg/cm2时,法国冬青叶片荧光寿命与其单位面积叶绿素含量之间的对应关系,如图6所示.由图6中

法国冬青叶片的荧光寿命与其单位面积叶绿素含量之间的线性拟合曲线可发现,当法国冬青叶片的叶绿素
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含量大于0.03mg/cm2时,法国冬青叶片的叶绿素荧光寿命与其叶绿素含量不但是成线性关系的,且拟合曲

线的线性相关性较高,其线性相关系数r=0.9051.叶绿素含量处于这一范围的法国冬青叶片通常吸收养分

充足,不但其叶绿素含量比较高,而且这批法国冬青叶片的植物细胞生理状态也都比较良好,都趋于一个相

同的极限水平.植物发射叶绿素荧光的能力不单与其叶绿素含量有关,而且受植物细胞生理状态的制约,而
这批法国冬青叶片生理状态又比较接近,所以其细胞生理状态对叶绿素荧光寿命的影响也都比较接近,那么

这批法国冬青叶片的叶绿素荧光寿命的差异就主要取决于其叶绿素含量.因此,图6中植物荧光寿命与其单

位面积叶绿素含量之间的线性相关性就比较强.

图5 枯黄法国冬青叶片的叶绿素含量与荧光寿命
的线性关系

Fig.5 Thelinearrelationshipofchlorophyllconcentration
andfluorescencelifetimeforthewitheredandyellow
Viburnumawabukiplantleaves

图6 墨绿色法国冬青植株叶片叶绿素含量与荧光寿命
的线性关系

Fig.6 Thelinearrelationshipofchlorophyllconcentration
andfluorescencelifetimefortheinvisiblegreen
Viburnumawabukiplantleaves

  在分析荧光光谱信息时,如测量整条荧光光谱,不但数据量冗长,而且测量系统复杂不利于遥感探测,因
此选择以荧光光谱两波峰处强度的比值来反映荧光光谱信息的变化状.根据各叶片的荧光光谱分别可得其

光谱右峰波峰与波谷的强度比,以及光谱右峰与左峰强度比,从而可绘制这两项比值与植物叶绿素含量的变

化关系曲线,分别如图7、图8所示.根据两图数据的变化趋势可见:随植物叶绿素含量增加,植物产生

740nm波长荧光的相对强度具有逐渐增加的趋势,但叶绿素含量达到一定浓度,740nm波长荧光的相对强

度与叶绿素含量将不再满足线性关系.

图7 植物荧光光谱右峰与波谷强度比随植物叶绿素浓度
的变化关系

Fig.7 Therelationshipbetweentheintensityratioofthe
plantfluorescencespectrarightpeakandtrough
withtheplantchlorophyllconcentration

图8 植物荧光光谱右峰与左峰强度比随植物叶绿素浓度
的变化关系

Fig.8 Therelationshipbetweentheintensityratioofthe
plantfluorescencespectrarightpeakandleftpeak
withtheplantchlorophyllconcentration

  综合分析表明:植物荧光寿命与其叶绿素含量成线性关系,并且植物荧光寿命与其叶绿素含量在较大范

围内保持正比关系,但植物荧光寿命受植物个体差异因素影响较大,导致其与叶绿素含量之间关系的线性度

较差;而植物荧光光谱信息与其叶绿素含量的线性度较好,但植物荧光光谱信息与叶绿素含量能成正比关系

的范围较小.因此,单方面用荧光寿命或荧光光谱信息很难高精度、大范围地反映植物叶绿素的含量,而将两

种参数结合反映植物叶绿素含量是实现植物详细内在生理信息实时监测的唯一途径.
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4 结论

利用激光诱导植物荧光寿命成像系统实现了对法国冬青植株荧光寿命分布的远距离测量,并得到了法

国冬青的叶绿素含量与其植物荧光特性(光谱信息、荧光寿命)的关系模型.结果表明:植物荧光寿命与植物

叶绿素含量成线性关系,并且在一定叶绿素浓度范围内线性相关度优于光谱信息与植物叶绿素含量的线性

相关度.传统的植物荧光分析技术通常利用单一荧光参数评估植物的生理状况,但是研究发现植物生理状况

是一个复杂多变体系,很难利用某一单一参数实现植物详细生理状况的评估.而将植物荧光寿命与光谱信息

结合,可更准确地评估植物生理状况.这项技术可应用于荧光激光雷达,以分析被测植物的荧光数据,从而实

现远距离、大范围遥感监测植物生理状况的目标.未来将与植物学家、生物物理学家合作,对多种植物的荧光

信息与其各项生理参数的关系进行详细研究,以期构建植物荧光信息、植物详细内在生理信息以及叶绿素含

量之间的关系模型,为实现远距离遥感监测植物详细生理信息奠定基础.
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