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!

A""A"<

摘
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要
!

采用
XS<%C

共聚焦显微拉曼光谱技术原位状态下研究了黄藤藤茎纤维及导管细胞壁中纤维素微

纤丝空间取向差异(在高数值孔径$

]+dAb<X

%物镜测试条件下#

-

)

=

伸缩振动$

<NNA

!

S"""@C

eA

%特征

峰峰面积拉曼成像成功的区分出细胞角隅*复合胞间层以及次生壁(进一步发现纤维细胞次生壁呈宽窄交

替的同心层状结构#而导管次生壁无明显的分层结构(采用平行于细胞径向壁的拉曼偏振激光进行光谱成

像发现纤维细胞次生壁窄层纤维素
-

)

\

)

-

$

A"IN@C

eA

%拉曼信号强度明显高于宽层#即窄层中微纤丝取

向更加平行于入射激光偏振方向#与细胞轴夹角更大#而导管次生壁中微纤丝取向较为均一(细胞壁不同形

态区域拉曼光谱分析发现纤维素
-

)

\

)

-

特征峰以及
-=

和
-=

<

特征峰的拉曼信号强度与入射激光的偏

振方向存在明显的相关性(当入射偏振激光的电矢量方向从平行变化到垂直于微纤丝方向时#其糖苷键
-

)

\

)

-

非对称伸缩振动信号减弱#而
-=

和
-=

<

的取向在与入射偏振激光的电矢量方向垂直时#其拉曼信号

强度相较于平行状态略微降低#表明纤维素特征峰中的糖苷键
-

)

\

)

-

的非对称伸缩振动比
-=

和
-=

<

伸缩振动对拉曼偏振光的方向改变更为敏感(比较纤维细胞宽层与窄层的拉曼光谱发现径向次生壁窄层

A"IN@C

eA处拉曼信号强度明显高于弦向次生壁窄层#而径向次生壁宽层的
<MIN@C

eA处拉曼信号强度低

于弦向次生壁宽层(拉曼特征峰比值$

!

A"IX
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<MIN

%可用来定性研究细胞壁微纤丝角#结果发现这一比值在导

管次生壁*纤维细胞窄层和纤维细胞宽层中分别为
AbS<

!

AbA"

#

"bI<

!

"bXX

和
"b><

!

"bSS

#表明导管次生

壁具有最大的微纤丝角#纤维细胞窄层次之#宽层最小(该研究为解析藤材细胞壁骨架空间结构*化学成分

分布以及微力学特性提供了新型的分析手段和重要的理论指导(
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拉曼光谱技术能够灵敏的检测聚合物分子链的构象和链

间相互作用#进而揭示聚合物结构单元*空间构型*晶态结

构*分子链的物理构象或分子链在各向异性材料中的排列等

信息!

A

"

(其衍生出的共聚焦显微拉曼光谱技术*拉曼成像技

术和偏振光拉曼技术等广泛应用于材料科学*植物学*生物

医学等领域!

<

"

(在植物学研究中#显微拉曼光谱技术可以在

不破坏样品结构的情况下快速*灵敏的检测出植物组织化学

组成!

S

"及分布!

>

"

#结合偏振光技术还能够获得植物细胞壁中

纤维素微纤丝取向等重要结构信息!

X

"

(

在植物细胞壁中#纤维素作为骨架物质以微纤丝的形式

存在(细胞壁形成过程中受外界应力的影响#其亚层的微纤

丝逐渐螺旋扭转#形成复杂的三维交错网状结构(亚层的微

纤丝排列规律直接影响植物细胞壁力学性能#因此细胞壁微

纤丝取向研究对理解植物细胞壁结构和解译多尺度力学差异

具有重要的意义!

!

"

(目前研究植物细胞壁微纤丝的手段主要

有
^

射线衍射仪*原子力显微镜和显微红外光谱(其中
^

射

线衍射仪仅能获取细胞壁平均微纤丝角!

N

"

#原子力显微镜测

量纤维素微纤丝存在一定的随机性#且无法获得微纤丝在细

胞壁各亚层中的取向差异!

M

"

#显微红外光谱受限于较低的空

间分辨率$透射模式下为
!b<>

"

C

#

+R(

模式下为
AbX!

"

C

%#难以准确获得细胞壁$厚度
A"

!

<"

"

C

%及细胞壁亚层

$厚度
"bS

!

AbX

"

C

%的微纤丝取向信息!

I

"

(相比较而言#共

聚焦显微拉曼光谱技术具有较高的空间分辨率$

"bS

!

"bX

"

C

%#可以在不破坏细胞壁原有结构的前提下#获得细胞壁

乃至细胞壁亚层的组分分布及取向信息!
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(本文利用偏振



光拉曼光谱成像技术研究了具有优异柔韧性的黄藤藤茎中纤

维细胞和导管的微纤丝取向规律#研究结果加深了对藤材细

胞壁空间结构的全面认识#促进显微拉曼光谱技术在植物细

胞壁精细结构领域研究发挥更为重要的作用(
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实验部分
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原料

黄藤$
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%茎长约
<XC

#采自国际

竹藤中心三亚热带竹藤种质资源库(从基部至梢部第
A"

节

节间截取藤茎#利用单面刀片分割成长
f

宽
f

高$

"bX@Cf

"bX@CfAb"@C

%大小的矩形样品块#然后利用滑走式切片

机$

.)9@$(K<"A"(

%在横截面切取
AX

"

C

厚的切片#保存在

超纯水中供共聚焦拉曼光谱成像使用(

?@A

!

共聚焦显微拉曼光谱检测

采用显微共聚焦拉曼光谱$

=(3;6BG:96%

#

=6790$P609%

g;6%

%进行光谱采集和成像(为获得较高的空间分辨率#光

谱采集时采用
A""

倍油镜$

K4B$%A""f

#

\9B

#

]+dAb<X

%以

及
XS<%C

激发波长#激光功率为
MC#

(测试时光栅为
S""

CC

eA

#狭缝宽度为
A""

"

C

#扫描步距
"bX

"

C

#单点光谱采

集时间
A1

#光谱测定范围
X""

!

SA""@C

eA

#光谱分辨率
<

@C

eA

#最后利用
.$05

F

)@!

软件对获得数据进行后期处理#

光谱特征峰比值通过峰面积比值计算获得(

<

!

结果与讨论

A@?
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纤维细胞及导管拉曼光谱成像

通过
-=

伸缩振动$

<NNA

!

S"""@C

eA

%特征峰峰面积成

像可清楚的分辨细胞角隅*复合胞间层和宽*窄层交替的纤

维细胞次生壁亚层!图
A

$

0

%"(鉴于共聚焦显微拉曼光谱的理

论空间分辨率$

"b!A

!
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]+d"b<!
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%略大于复合胞间层

$

"bA

!

"b<

"

C

%尺寸#因此复合胞间层区域很可能包含了邻

近次生壁的部分化学信息(不同于纤维细胞#导管次生壁没

有呈现出宽窄交替的分层结构!图
<

$

0

%"(

图
?

!

黄藤纤维细胞共聚焦拉曼成像

$

$

%&亮场图'$
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黄藤导管共聚焦拉曼成像

$

$

%&亮场图'$
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%&导管形态拉曼光谱成像图

积分区域
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纤维细胞及导管微纤丝取向偏振光拉曼光谱成像

入射激光的传播方向通常由电矢量和磁矢量复合而成#

本研究中拉曼入射偏振激光的电矢量方向平行于纤维和导管

细胞径向壁而垂直于细胞弦向壁#两者空间关系如图
S

所

示(研究指出天然纤维素拉曼光谱中的
S

个主要特征峰位于

SM"

#

A"IN

和
<MIN@C

eA处#分别归属于吡喃环
-

)

-

)

-

的

对称弯曲振动*糖苷键
-

)

\

)

-

的非对称伸缩振动*以及

-=

和
-=

<

的伸缩振动!
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"

(其中纤维素
-

)

\

)

-

特征峰

$

A"IN@C

eA

%以及
-=

和
-=

<

特征峰$

<MIN@C

eA

%的拉曼信

号强度与入射激光的偏振方向存在明显的相关性!

A<

"

(

图
H

!

拉曼激光偏振方向与细胞壁空间结构关系示意图
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偏振光拉曼光谱
A"MS

!

AA""@C

eA积分成像发现纤维

细胞次生壁窄层在径向具有较高的拉曼信号强度!图
>

$

$

%"#

归因于窄层中纤维素的糖苷键
-

)

\

)

-

非对称伸缩振动更

趋近平行于入射激光偏振方向#即窄层中的微纤丝与细胞轴

夹角更大#具有更大的微纤丝角(另外#拉曼信号在同一细

胞壁亚层中均一的强度分布表明微纤丝高度定向有序排列(

对
<M>"

!

<IS"@C

eA区域进行积分#纤维细胞弦向次生壁的

宽层比窄层具有更高的拉曼信号强度!图
>

$

0

%"#说明宽层的

-=

和
-=

<

伸缩振动更趋近平行于入射激光方向#重叠图中

可以清晰的看出糖苷键
-

)

\

)

-

与
-=

#
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<

的空间分布

规律!图
>

$

@

%"(值得注意的是#对光谱区域
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@C

eA进行积分时#图
>
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%中的弦向壁几乎没有成像信号#即

当入射偏振激光的电矢量方向垂直于微纤丝时#其糖苷键

-

)

\

)

-

非对称伸缩振动信号较弱#而
-=

和
-=

<

的取向

即使在与入射偏振激光的电矢量方向垂直时#其拉曼信号强

度相较于平行状态略微降低!图
>

$

0

%"#这主要由于纤维素特

征峰中的糖苷键
-

)

\

)

-

的非对称伸缩振动比
-=

和
-=

<

伸缩振动对拉曼偏振光的方向改变更为敏感#因此
A"IN

@C

eA处的拉曼特征峰用于研究植物细胞壁中纤维素微纤丝

空间取向具有更高的可信度(

!!

采用同样的拉曼偏振光谱技术对导管成像发现平行于拉

曼偏振激光电矢量方向的导管径向壁同样具有较高的纤维素

糖苷键
-

)

\

)

-

非对称伸缩振动信号强度!图
X

$

$

%"#而弦

向壁呈现出较高的
-=

#

-=

<

伸缩振动信号强度!图
X

$

0

%"#

亦验证了显微拉曼偏振光谱成像技术在植物细胞壁微纤丝空

间取向研究的成功应用(从图
X

$

$

%中可以发现#当对光谱区

域
A"MS

!

AA""@C

eA进行积分后#其弦向壁微弱的糖苷键
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)

-

非对称伸缩振动拉曼成像信号#很可能是由于导

管次生壁存在少量无序排列的微纤丝所导致(
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黄藤纤维细胞拉曼偏振光谱成像图%入射光偏振方向平行于细胞径向壁
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黄藤初生木质部导管拉曼偏振光谱成像图%入射光偏振方向平行于细胞径向壁
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纤维细胞及导管微纤丝取向偏振光拉曼光谱分析

随着入射偏振激光电矢量方向的变化#纤维素的拉曼特

征峰
A"IN@C

eA以及
<MIN@C

eA的强度大小也会随之改变(

当入射偏振激光电矢量方向与纤维素
-

)

\

)

-

平行时#此

时
A"IX@C

eA拉曼特征峰强度最高#

<MIN@C

eA拉曼特征峰

强度最低'当入射偏振激光电矢量方向与纤维素
-

)

\

)

-

垂直时#

A"IN@C

eA拉曼特征峰强度最低#而
<MIN@C

eA拉

曼特征峰强度最高!

AS

"

(如图
!

所示#分别在垂直及平行于入

射偏振激光电矢量方向的条件下#比较纤维细胞弦向壁和径

向壁的宽层与窄层的拉曼光谱图#对比图
!

$

$

%和$

0

%发现径

向次生壁宽层的
A"IN@C

eA处拉曼信号强度明显高于弦向次

生壁宽层#而径向次生壁宽层的
<MIN@C

eA处拉曼信号强度

低于弦向次生壁宽层(由于纤维素分子链中糖苷键
-

)

\

)

-

与
-=

#

-=

<

的空间取向近乎垂直#因此当入射偏振激光电

矢量方向与纤维素
-

)

\

)

-

平行时#它与
-=

和
-=

<

处于

垂直关系#所以当
A"IN@C

eA处拉曼信号强时#

<MIN@C

eA

处拉曼信号强度相对较弱(比较纤维细胞径向壁宽层与窄层

的拉曼光谱图发现!图
!

$

0

%和$

2

%"#纤维细胞径向壁窄层具

有较强的纤维素
-

)

\

)

-

拉曼特征峰强度#表明窄层中纤

维素微纤丝取向更加趋近平行于入射偏振激光电矢量方向#

即径向壁窄层具有更大的微纤丝角(径向壁窄层拉曼光谱中

较低的
<MIN@C

eA处特征峰强度进一步支持了以上结果(比

较弦向壁宽*窄层拉曼光谱发现#

A"IN

与
<MIN@C

eA处拉曼

特征峰强度差异较小#这主要由于拉曼入射偏振激光与微纤

丝近乎垂直的空间关系!图
!

$

$

%和$

@

%"(

!!

在相同的入射偏振激光电矢量与细胞壁空间关系条件

下#导管次生壁的拉曼光谱
-

)

\

)

-

与
-=

#

-=

<

特征峰强

度差异与纤维细胞的拉曼光谱分析结果一致#亦证明了纤维
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素微纤丝的空间取向与入射激光偏振方向的相关性(为了排

除因物镜聚焦深度不同引起的拉曼信号强度差异#本文选用

A"IN

与
<MIN@C

eA特征峰强度比值来反映微纤丝的相对大

小(结果发现在导管*纤维细胞次生壁窄层以及纤维细胞次

生壁宽层中这一比值分别为
AbS<

!

AbA"

#

"bI<

!

"bXX

#

"b><

!

"bSS

(表明三者微纤丝角大小关系为导管
#

纤维细胞

次生壁窄层
#

纤维细胞次生壁宽层(

图
M

!

黄藤纤维细胞拉曼光谱
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%&次生壁弦向壁宽层'$

0
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图
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黄藤导管拉曼光谱

$

$

%&弦向壁'$

0

%&径向壁
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采用高空间分辨率偏振光拉曼谱技术#在细胞及亚细胞

水平上揭示出黄藤纤维细胞和导管细胞壁中纤维素微纤丝的

空间取向差异(在宽窄层交替的纤维细胞中的微纤丝取向高

度定向#窄层的微纤丝更加趋近垂直于纤维细胞轴向'而导

管次生壁没有明显分层现象#微纤丝取向较为均一(纤维细
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胞次生壁窄层*纤维细胞次生壁宽层以及导管三者微纤丝角

大小关系为&导管
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