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柑橘叶片叶绿素含量的准确检测对柑橘营养状况和生长态势具有极其重要的意义"研究了快速无

损诊断柑橘叶片中叶绿素含量的方法!以期为拉曼光谱检测技术用于柑橘叶片叶绿素含量检测提供参考"

采集不同冠层高度和不同地理分布的柑橘叶片
$*%

片!拭去叶片表面的灰尘!用去离子水对其清洗+晾干装

入密封袋中并用标签分类标注"然后对柑橘叶片进行拉曼光谱采集!参数设置如下&分辨率为
7@&

k$

!积分

时间为
$-0

#激光功率为
-%&R

"分别采用
G/06(>56R/a6(6D

+迭代限制最小二乘'

:;+<

(和不对称最小二乘

'

M+<

(三种算法对柑橘叶片的拉曼光谱背景进行扣除!使用偏最小二乘'

"+<

(方法建立定量模型#四种光谱

预处理方法归一化'

3'?&/(>]/D>'5

(!

</a>D]̂

W

ON'(/

W

卷积平滑'

<N0&''D=>5

I

!

<N

平滑(+多元散射校正

'

J<#

(和
</a>D]̂

W

ON'(/

W

一阶导数'

<N$0D!6?

(对扣除背景后的光谱进行进一步的优化处理"结果表明&采

用原始光谱+

G/06(>56R/a6(6D

+

:;+<

+

M+<

背景扣除处理后的光谱建立
"+<

模型!模型的相关系数
&

分别为

%jU-U

!

%jU*U

!

%jUU-

和
%jU.*

!交互验证均方根误差'

;J<\#i

(分别为
-j7V*

!

-jUZ%

!

TjV7T

和
-j77.

!最

佳因子数分别为
U

!

7

!

U

和
U

#

:;+<

背景扣除处理后的
"+<

模型的
;J<\#i

最小!相关系数最高!建模效

果最好"分别采用
<N

平滑+归一化+

J<#

和
<N$0D!6?

预处理方法对
:;+<

背景扣除后光谱进行预处理并

建立
"+<

模型!结果表明&

:;+<

光谱及其结合
<N

平滑+归一化+

J<#

和
<N$0D!6?

四种预处理方法的

"+<

模型的
;

分别为
%jUU-

!

%jUVZ

!

%jU-*

!

%jU.7

和
%jUUU

!

;J<\#i

分别为
TjV7T

!

TjZ$-

!

-j-V-

!

-j$U*

和
TjV.*

#最佳因子数分别为
U

!

U

!

U

!

U

和
-

#

:;+<O<N

平滑后
"+<

模型的
;J<\#i

最小!模型效果最优"

对
:;+<O<N

平滑预处理后的
"+<

模型展开验证!预测相关系数
&

为
%jUTT

!预测均方根误差'

;J<\"

(为

-j*V

!预测精确度较高"采用拉曼光谱结合三种光谱背景扣除方法和四种预处理方法对柑橘叶片叶绿素含

量进行定量分析表明&采用
:;+<

背景扣除结合
<N

平滑预处理后的
"+<

模型最优!建模集
&

为
%jUVZ

!

;JO

<\#i

为
TjZ$-

#预测集
&

为
%jUTT

!

;J<\"

为
-j*V

!预测精度较高"拉曼光谱结合背景扣除方法可以为柑

橘叶片叶绿素含量的定量分析提供一种快速简便的分析方法"
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叶绿素是植物用来进行光合作用的绿色色素!叶绿素有

造血+提供维生素+解毒+抗病等多种用途$

$

%

"柑橘是我国

重要的经济水果之一!但柑橘果树病虫害会导致柑橘大量落

果"柑橘叶片中叶绿素含量不仅能反应整颗植株的营养状

况!并且能反映出植株早期是否有病害+冻害+虫害等的发

生!因此叶片叶绿素含量是判断植株健康程度的重要指

标$

*

%

"目前测定叶绿素含量的方法主要有活体叶绿素仪法+

高效液相色谱法!荧光分析法!当下运用最多的是分光光度

法$

*O7

%

!但此方法需要对叶片进行破坏"

拉曼光谱法是一种快速+无损的分析方法!但是拉曼仪

器在测量光谱中!因为受到激光光强的改变!暗电流噪声以

及样品放置等因素的干扰!获得的拉曼光谱通常存在不小的

噪声$

T

%

"所以若想取得较为理想的预测效果!一定要对拉曼

光谱展开充分的背景扣除"当下扣除荧光背景大体存在两个

途径!第一个途径为!增强实验仪器的性能以及相应的操作

条件!但增强仪器性能需要支付的成本昂贵!而调整实验条

件的方法具有的通用性又低"第二个途径是!运用化学计量



学方法针对获取的光谱予以背景扣除!运用较多的方法有&

导数法+不对称最小二乘'
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迭代限制最小二乘'
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背景扣除算法+全自动背景扣除算法等$

-

%

"

目前在光谱的建模过程中!光谱的预处理也是不可缺少的!

合适的光谱预处理方法!可以有效的降低光谱中的噪声信

息!提高模型的稳健性$

.

%

"

本文以柑橘叶片为研究对象!采用拉曼光谱技术对所采

集的柑橘叶片叶绿素含量进行定量分析检测!对比分析三种

不同的荧光背景扣除方法+应用简单偏最小二乘回归分析建

立数学模型!探讨不同背景扣除算法拉曼光谱的处理效果#

并对最佳预测模型进行不同方法预处理对比评价!为拉曼光

谱的荧光背景+噪声扣除提供一种可靠的方法"

$

#

实验部分

E"E

#

仪器

光谱采集仪器为
<\39\;;M

型激光共焦拉曼光谱仪!

激发波长是
ZU%5&

!高灵敏度
##!

检测器!运用
F+YJO

"[<

光学显微镜!波数精度可以达到
%j$@&

k$

"拉曼光谱采

集范围为
7-%%

#

$%%@&

k$

!共
.U*$

个数据点!采集的光谱

转换为光谱仪自带
F"[<

'
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#
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(软件"

E"!

#

材料

实验所用柑橘果树叶片采于赣州市某果园!叶片共采集

$*%

片!分别采自不同地理位置的
*T

棵果树!环绕每棵果树

一周均匀采集
-

片无破损叶片"采摘后!拭去叶片表面的灰

尘!用去离子水对其清洗+晾干装入密封袋中并用标签分类

标注"对
$*%

个样本叶片按照
7q$

比例划分为建模集与预

测集!叶绿素含量真实值最大和最小的样品划入建模集!保

证建模集中叶绿素含量范围大于预测集!划为
V$

个校正集

样本!

*V

个预测集样本"

E"#

#

拉曼光谱采集

采集叶片光谱时!实验室环境温度控制在
*- r

左右!

相对湿度控制在
U%)

以下!分辨率为
7@&

k$

!积分时间为

$-0

#激光功率为
-%&R

"每个柑橘叶片样品避开叶脉位置!

每片叶片随机采集三条拉曼光谱!并取三条光谱数据平均值

用于后续数据分析!共采集
7.%

条光谱数据"因为原始光谱

数据两端拥有许多无关紧要的信息!造成信噪比提升$

Z

%

!为

了防止该无效信号干扰实验结果!运用光谱在
$Z%%

#

$U%

@&

k$之间的拉曼光谱展开接下来的分析!总计截取
7%T$

个

数据点!得到的光谱图如图
$

所示"

E"J

#

柑橘叶片拉曼光谱背景消除方法

G/06(>56R/a6(6D

是基于连续小波变换和惩罚最小二乘的

背景扣除算法!能够方便快速地解决拉曼光谱中荧光背景所

带来的问题!该算法主要由确定峰的位置!确定峰的宽度以

及背景拟合三部分组成$

U

%

"其中峰位的确定又可以分为利用

连续小波变换确定脊线!确定脊线处的峰值!确定参数估计

峰三部分"利用
1//?

作为母函数求导的方法确定峰的宽度!

最后结合惩罚最小二乘算法进行背景拟合"

图
E

#

柑橘叶片原始光谱截取后光谱图
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迭代限制最小二乘'

:;+<

(算法是迭代算法从加权最小

二乘的解析解中迭代重新加权以收敛到最优
(

A

近似解$

V

%

!

:;+<

用于解决目标函数的优化问题!实际上是用
*

范数来

近似替代
A

范数$

$%

%

"

不对称最小二乘'

M+<

(是由惩罚最小二乘与不对称加权

所结合成的一种背景扣除算法!此方法用于光谱背景扣除速

度非常快!且能保留完整的有用信号!其原理是

'

(

(

)

"

)

'

*)

+

,

)

(

*

-#

(

)

'

$

*

,

)

(

*

'

$

(

其中
.

为权重!

#

为正则化参数!

*

为光谱信号!

,

为拟合出

的背景!

$

为二阶差分算子!式中第一项用于衡量拟合函数

,

与原始数据
*

的非对称拟合程度#第二项是平滑程度的惩

罚!系数
#

起到平衡非对称逼近程度和光滑性的作用$

$$

%

"

E"M

#

模型的建立及评价

偏最小二乘法是一种多元因子回归方法!是拉曼光谱分

析技术中比较成熟的建模方法!根据偏最小二乘'

A

/?D>/(

(6/0D0

b

4/?60

!

"+<

(预测的公式

*

(

(

/

)

(

$

%

)

#

)

-

#

'

*

(

式'

*

(中!

*

!

/

!

%

!

#

和
#

依次表示模型的叶绿素预测含量

值!参与建模的光谱变量数!能量谱强度!回归系数以及模

型的截距"光谱变量同回归系数的加权求和!然后同截距相

加!得到的便是
"+<

模型叶绿素含量的预测值"

采用相关系数'

&

(+预测集均方根误差'

?''D&6/50

b

4/?6

6??'?'C

A

?6K>@D>'5

!

;J<\"

(+交互验证均方根误差'

?''D

&6/50

b

4/?66??'?'C@?'00a/(>K/D>'5

!

;J<\#i

(评价模型的

性能"模型建立过程中!相关系数
&

越接近
$

!回归或预测的

效果越好#

;J<\#i

越小!表明模型回归的越好#

;J<\"

越小!表明所建模型的预测能力越强$

$*

%

"

*

#

结果与讨论

!"E

#

柑橘叶片拉曼光谱特征分析

选取一条截取后原始光谱进行特征分析!如图
*

所示&

光谱线在
$$--

和
$-*Z@&

k$处都存在有明显的特征峰"

V.Z$
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$$--

和
$-*Z@&

k$处的特征峰是叶绿素外琳环中的
#

*

F

*

#

和
#

*

#

双键振动引起的!是叶绿素
/

和叶绿素
E

的特征

谱线"因此
$$--

和
$-*Z@&

k$两条特征谱线的相对强度可

以作为柑橘叶片内叶绿素含量高低的判断指标"

!"!

#

柑橘叶片拉曼光谱的背景校正方法分析

将
F"[<

软件中的光谱数据文件转换为
;

语言可以读

取的
#<i

文件!利用
;

语言自带的
G/06(>56R/a6(6D

!

:;+<

和
M+<

程序包对光谱数据进行背景扣除!经三种不同算法

扣除后与原始光谱图像进行比较!如图
7

所示&'

/

(!'

E

(!

'

@

(!'

K

(分别表示原始光谱!

G/06(>56R/a6(6D

!

:;+<

和
M+<

背景扣除后光谱"图
7

'

/

(可以看到荧光背景信号表现为一个

典型的倾斜背景!影响数据的后续处理"经过背景扣除后的

图
7

'

E

(!'

@

(和'

K

(!倾斜的荧光背景明显削弱!保留下有用

的拉曼光谱信号"与图
7

'

/

(相比!其他三个图形中拉曼位移

$$--

与
$-*Z@&

k$处的特征峰非常明显!并且图
7

'

@

(比'

E

(

和'

K

(的峰形更丰富"可以看出经过算法处理过的光谱数据

图
!

#

光谱特征

<0

F

"!

#

>

8

%).'/G),/'/).%'0*.0)*

背景有不同程度的减少!并且该方法能够在保持拉曼光谱的

峰形!即有用信息的情况下将背景扣除"

图
#

#

原始光谱与不同背景扣除后拉曼光谱图

'

/

(&原始光谱#'

E

(&

G/06(>56R/a6(6D

背景扣除后光谱#'

@

(&

:;+<

背景扣除后光谱#'

K

(&

M+<

背景扣除后光谱

<0

F

"#

#

D'0

F

0(/G*

8

%).'//(440&&%'%(.;/)I

F

'1@(4)1''%).01($/5/(*

8

%).'/

'

/

(&

F?>

I

>5/(0

A

6@D?4&

#'

E

(&

G/06(>56R/a6(6DE/@̂

I

?'45K@'??6@D>'50

A

6@D?4&

#

'

@

(&

:;+<E/@̂

I

?'45K@'??6@D>'50

A

6@D?4&

#'

K

(&

M+<E/@̂

I

?'45K@'??6@D>'50

A

6@D?4&

##

对不同校正算法背景扣除后光谱数据建立数学模型!采

用交互验证法建立偏最小二乘'

"+<

(模型!根据
&

和
;JO

<\#i

对模型的质量进行评价!选取出最优的建模结果"不

同背景扣除方法的
"+<

建模结果显示在表
$

中"

##

可以看出!三种背景扣除方法中!

G/06(>56R/a6(6D

与原

始光谱建模结果相比
&

减小!

;J<\#i

增大!且最佳因子数

%ZZ$
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过小!因此建模结果变差#

:;+<

和
M+<

两种方法相对原始

光谱模型
;

增大!

;J<\#i

减小!因此建模效果均有不同

程度的提高"其中!

:;+<

建模集的相关系数
&2%jUU-

比

M+<

的
&2%jU.*

更接近于
$

!交互验证均方根误差
;JO

<\#i2TjV7T

比
M+<

的
;J<\#i2-j77.

更小!因此
:;+<

建立的模型最优"综上比较!

:;+<

背景扣除后的光谱数据所

得建模效果最好"

表
E

#

不同背景扣除方法
P7>

建模结果

+/;G%E

#

+,%P7>514%G0(

F

'%*@G.*1&40&&%'%(.

;/)I

F

'1@(4)1''%).01(5%.,14*

背景扣除方法 最佳因子数 相关系数'

&

(

;J<\#i

原始
U %jU-U -j7V*

G/06(>56R/a6(6D 7 %jU*U -jUZ%

:;+< U %jUU- TjV7T

M+< U %jU.* -j77.

!"#

#

不同光谱预处理方法对柑橘叶片叶绿素含量定量模型

的影响

经过
:;+<

背景扣除后!荧光背景的干扰大大减少!但

拉曼光谱数据不仅包括荧光背景!还有噪声+杂散光等的干

扰"对
:;+<

背景扣除后光谱数据进一步的进行
<N

平滑+归

一化+

J<#

+一阶导数等不同方法的预处理!光谱预处理能

进一步消除无关信息和噪声的影响"建立全交互
"+<

数学模

型!不同光谱预处理方法的建模结果显示在表
*

中&归一化+

J<#

与原始光谱建模结果相比
&

有不同程度的减小!

;JO

<\#i

有不同程度的增大!因此效果稍微差些"

<N

平滑与一

阶导数与原始光谱建模结果相比
&

有不同程度的增加!

;JO

<\#i

有不同程度的减小!因此建模效果均有提高"其中
<N

平滑建模集的相关系数
&

为
%jUVZ

!最接近与
$

!

;J<\#i

为
TjZ$-

最小!并且最佳因子数为
U

!即不会因为太大出现

过拟合现象!也不会因为太小出现欠拟合现象!因此
<N

平

滑预处理后建模效果最优"

表
!

#

预处理方法
P7>

建模结果

+/;G%!

#

+,%P7>514%G0(

F

'%*@G.*1&40&&%'%(.

8

'%.'%/.5%(.5%.,14

预处理方法 最佳因子数 相关系数'

&

(

;J<\#i

原始
U %jUU- TjV7T

<N

平滑
U %jUVZ TjZ$-

归一化
U %jU-* -j-V-

J<# U %jU.7 -j$U*

<N

一阶导数
- %jUUU TjV.*

!"J

#

柑橘叶片叶绿素含量
P7>

模型预测

在模型建立完成后!仍然需要验证集对模型的准确性+

重复性+稳健性等性能进行验证!只有通过验证的模型方可

使用"因为经过
:;+<

背景扣除结合
<N

平滑预处理后的建

模结果最佳!因此对其建立预测模型验证"

"+<

模型预测散

点图如图
T

所示!预测模型
&

为
%jUTT

!

;J<\"

为
-j*V

!预

测准确性较高"

图
J

#

P7>

回归建模和预测散点图

<0

F

"J

#

P7>'%

F

'%**01(514%G0(

F

/(4

8

'%40).01(*)/..%'

8

G1.

7

#

结
#

论

##

拉曼光谱信号总是存在荧光背景+噪声等的影响!对其

进行背景扣除及预处理是必不可少的"采用拉曼光谱对柑橘

叶片中的叶绿素含量进行快速定量分析!利用
;

语言中

G/06(>56R/a6(6D

!

:;+<

和
M+<

三种不同的背景扣除程序包

对原始光谱进行背景扣除!并建立全交互
"+<

模型"结果表

明&

G/06(>56R/a6(6D

背景扣除与原始光谱二者建立模型相比

效果变差!

:;+<

!

M+<

背景扣除与原始光谱建立模型相比效

果有了明显的提高!其中
:;+<

算法扣除后的光谱建立的模

型效果最优!建模集相关系数
&

为
%jUU-

!交互验证均方根

误差
;J<\#i2TjV7T

"进一步的对最优模型数据预处理!

<N

平滑预处理效果最好!建模集相关系数
&

为
%jUVZ

!交互

验证均方根误差
;J<\#i2TjZ$-

"最后对
:;+<

背景扣除

结合
<N

平滑预处理后模型进行验证!预测集相关系数
&

为

%jUTT

!预测集均方根误差
;J<\"2-j*V

!预测精度准确"

在
:;+<

的背景扣除算法的基础上进一步进行
<N

平滑预处

理使得拉曼光谱荧光背景+噪声信号得到有效的减少"研究

表明拉曼光谱结合背景扣除方法可以为柑橘叶片叶绿素含量

的定量分析提供一种快速简便的分析方法"
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