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在能源紧缺和环境恶化的双重压力下!利用农林生物质替代化石资源生产生物燃料"生物基化学

品和材料逐步发展成为世界范围内的研究热点!而细胞壁中纤维素"半纤维素"木质素以及其他少量组分的

空间分布不均一性和化学结构复杂性构成了天然抗降解屏障!严重阻碍生物质的转化效率!因此需要对木

质纤维原料进行预处理!以期破坏细胞壁的宏观壁垒!实现生物质的低成本高效转化#在此过程中!全面了

解木质纤维细胞壁的化学组成"结构特性及其在生物质转化过程中的解构机理是高效利用农林生物质的重

要前提#由于拉曼光谱具有样品制备要求低"灵敏度高"且能在原位状态下对样品进行定性"定量分析等特

点!使得拉曼光谱成为研究木质细胞壁结构的有力工具#尤其与显微技术相结合时!可以同时获得木质纤维

细胞壁主要组分的微区分布与超分子结构信息!实现生物质转化过程中化学组分动态变化的可视化研究#

首先介绍了拉曼光谱成像的工作原理!并对纤维素"半纤维素和木质素的拉曼特征信号进行了归属#其次!

总结了近几年拉曼光谱在生物质转化领域内的应用与研究进展!综述了拉曼光谱在未处理状态下以及稀酸"

水热"稀碱等不同预处理过程中的分析方法!对细胞壁主要组分的分布进行表征!以揭示预处理过程中各组

分的溶出过程及迁移规律!为在细胞及亚细胞水平探究预处理诱导细胞壁主要组分动态溶解机制提供了有

效路径#此外!针对检测中收集的光谱数量过多"分析难等问题!文章重点介绍了主成分聚类分析法和顶点

成分分析法两种拉曼数据分析方法!用于提取特征信息并对光谱进行分类研究!以深入探究特定组分的空

间分布和分子结构#最后!根据上述分析展望了拉曼光谱在生物质转化领域的研究趋势!为相关研究提供技

术参考#

关键词
!

拉曼光谱$细胞壁$局部化学$预处理$光谱分析方法

中图分类号!

<@>E'=E

!!

文献标识码!

?

!!!

!"#

!

#,'=;@!

"

A

'8225'#,,,*,>;=

#

",""

$

,#*,,#>*,>

!

收稿日期!

",",*##*#>

%修订日期!

","#*,"*"#

!

基金项目!国家自然科学基金项目%

=",,#"EE

&!山东省自然科学基金项目%

Z?",#+ND,!=

&!广西清洁化制浆造纸与污染控制重点实验室开

放基金项目%

UC",#+,;*!

&!山东省重点研发计划项目%

",#;9ZZB,","#=

&资助

!

作者简介!陈夫山!

#;@=

年生!青岛科技大学海洋科学与生物工程学院教授
!!

.*J48&

(

/O.5S:2O45

!M

:20'.6:'/5

"

通讯作者
!!

.*J48&

(

A

8VO.

!M

:20'.6:'/5

引
!

言

!!

随着工业的迅猛发展!能源紧缺和环境污染问题日益严

重!利用木质纤维生物质开发清洁高效的可再生能源"大宗

化学品和功能材料已成为当前许多国家的重要发展战略和研

究热点#而细胞壁中纤维素"半纤维素"木质素和少量组分

相互交联构成了天然抗降解屏障!严重阻碍化学药液和微生

物的入侵及降解!限制了木质纤维原料的高效转化#因此!

对木质纤维原料进行预处理!破除细胞壁的天然屏障!是实

现生物质低成本转化的必要前提#在预处理过程中!木质纤

维细胞壁的超微结构和主要组分的局部化学变化!是影响底

物转化效率的重要因素#因此!全面了解木质纤维细胞壁的

化学组成"结构特性及其在转化过程中的解构机理是高效利

用农林生物质的基础#拉曼光谱作为一种对样品制备无特殊

要求"灵敏度极高的原位分析手段!能快速"无损的对样品

进行定性"定量和结构分析#尤其与显微技术相结合!能同

时获得木质纤维细胞壁主要组分的化学结构与微区分布信

息!实现组分动态变化的可视化研究#目前已经成为研究木

质纤维细胞壁结构的有力工具!并取得一系列重要的研究成

果#本文在简述拉曼光谱成像原理的基础上!重点介绍了生

物质预处理过程中拉曼光谱在木质纤维细胞壁主要组分结构

解析"纤维素和木质素局部化学动态变化等方面的研究进

展!为木质纤维生物质高效转化利用中细胞壁微观结构的原



位分析提供了借鉴#

#

!

拉曼光谱成像原理

!!

拉曼光谱是当分子受到激发光的照射后!分子与入射光

子碰撞发生能级跃迁!进而产生的一种非弹性散射光谱#由

于分子的振动和转动能级不同!拉曼光谱的谱线数目"位移

大小和特征峰强度也会发生改变#通过分析拉曼特征峰的高

度"宽度"面积"频移和形状!可以获得样品中元素"成分"

分子取向"结晶状态以及应力"应变状态等重要信息#

随着研究技术的进一步发展!拉曼光谱还可以与显微技

术相结合!以达到对样品进行同步结构分析和空间定位的目

的!该技术即为共聚焦显微拉曼成像%

D?H

&#

D?H

成像时!

显微镜会将激发光聚焦在数微米的样品表面!设定采集时间

和扫描步距!通过精准的马达带动定位平台对样品进行光栅

扫描!在特定的样品范围内就会获得一系列拉曼光谱#

D?H

则会以被研究区域的拉曼特征谱峰为基础!基于特定拉曼峰

的位移"强度和半峰宽等信息绘制成一幅伪彩色图像!实现

样品的微区成分和空间分布分析#

D?H

成像的本质是一种

基于指纹谱学数据分析的物质结构和组分成像技术!该技术

可进一步结合数学分析算法!实现样品微区分子结构"化学

成分"结晶度和应变应力等更深层次的信息的挖掘#

"

!

木质纤维细胞壁主要组分拉曼信号归属

!!

木质纤维细胞壁主要由纤维素"半纤维素和木质素组

成#纤维素是由
$

*Y*

吡喃型葡萄糖通过
$

*#

!

!

糖苷键连接的

线型高分子化合物!具有结晶型和无定型两种结构%表
#

&#

根据已有报道!纤维素的三个典型特征峰位于
=+,

!

#,;+

和

"+;,/J

T#

!分别对应吡喃环
DDD

的对称弯曲振动"糖苷键

D<D

伸缩振动"主链葡萄糖环和侧链亚甲基上的
DI

及

DI

"

的伸缩振动)

#

*

#归属于纤维素分子的拉曼特征峰的强度

多数与入射激光偏振方向有关!在
#,;+/J

T#处尤为显著#

因此!采用偏振入射光扫描!可以同时测定纤维素的空间分

布和分子取向特征#

半纤维素是由木糖"甘露糖"阿拉伯糖和半乳糖等多种

糖基单元构成的带有支链的异质性多糖#由于半纤维素和纤

维素的化学键型类似!因此二者的特征峰多数相互重叠!难

以区分#但已有研究证实!半纤维素的
IDD

"

ID<

伸缩振

动在
+;,/J

T#处信号显著!可以作为半纤维素的典型拉曼特

征峰#此外!

I.JJ.&2̀4/O

等对亚麻纤维的拉曼光谱进行了

详细分析!发现
!E>

"

>#>

和
+,,

"

+E,/J

T#谱带可以用于识

别半纤维素木聚糖)

"

*

#

木质素是由苯基丙烷结构单元通过碳碳键和醚键连接构

成的三维空间网状芳香族化合物#木质素的典型拉曼特征峰

位于
#@,,

和
#@@,/J

T#

!分别归属于芳香环骨架的弯曲振

动和与苯环共轭的酮羰基伸缩振动!来源于松柏醇'紫丁香

醇或松柏醛'紫丁香醛结构单元)

=

*

#

表
$

!

细胞壁主要组分拉曼特征峰归属

)6@7+$

!

T44'

(

3:+32.5M6:63@63/45.-2*+

:6'31.:
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组分
拉曼位移

'

/J

T#

归属

纤维素
=+,

吡喃环
DDD

对称弯曲振动

!=E

"

!>;

环%

DD<

&伸缩振动

>",

糖苷键
D<D

伸缩振动

;,"

重原子
DD

和
D<

伸缩振动

;#= D@

上
IDD

和
ID<

弯曲振动

;@+

"

;;E DI

"

面内摇摆振动

#,;+

" 糖苷键
D<D

不对称伸缩振动

##""

糖苷键
D<D

对称伸缩振动

##!;

重原子
DD

和
D<

伸缩振动加
IDD

和
ID<

弯曲振动

#";"

重原子伸缩振动加
IDD

和
ID<

弯曲振动

#==E IDD

和
ID<

弯曲振动

#!,@ IDD

!

ID<

和
I<D

弯曲振动

#!>> IDI

和
I<D

弯曲振动

"+!+ DI

和
DI

"

伸缩振动

"++;

"

";@>

"

DI

和
DI

"

伸缩振动

=";#

"

==;> <I

伸缩振动

半纤维素
>,=

"

>>= DD<

伸缩振动

+E,

"

;!,

"

D<D

面内对称伸缩振动

#,,,

"

#,"@ D<I

!

DD

伸缩振动

##"> D<D

!

DD

伸缩振动

#=#" DI

!

D<I

弯曲振动

#=@>

"

#=E@ DI

!

<I

面内弯曲振动

";#E DI

伸缩振动

";== <I

伸缩振动

木质素
E,!

"

E;"

芳香环骨架对称伸缩振动

##>>

"

##>+

酚羟基
<

,

I

弯曲振动

##+>

"

##+E

#"#!

"

#"#E

甲氧基
<

,

DI

=

伸缩振动

#"+>

"

#"+;

芳香环醚键伸缩振动

#==,

"

#===

酚羟基
<

,

I

弯曲振动

#>,@

"

#>#!

芳香环骨架不对称伸缩振动

#@,,

" 芳香环骨架弯曲振动

#@@,

" 与苯环共轭的酮羰基伸缩振动

注(

"

主要组分典型特征峰!常用拉曼成像积分

=

!

预处理过程中细胞壁主要组分分布变化

研究

!!

木质纤维细胞壁是以纤维素微纤丝为骨架!半纤维素和

木质素为胶黏剂的多层同心圆环结构!由外到内依次分为细

胞角隅%

/.&&/%15.1

!

DD

&"复合胞间层%

/%J

)

%:56J866&.&4*

J.&&41

!

DHG

&"初生壁%

)

18J41

3

K4&&

!

]\

&和次生壁%

2./*

%5641

3

K4&&

!

-\

(包括
-#

!

-"

和
-=

&#学者们)

!

*借助
D?H

研究发现纤维素和木质素在细胞壁中的分布呈不均一性!木

质素的浓度分布规律为(

DD

$

DHG

$

-"

!而纤维素的分布

特征与木质素恰好相反#

由于细胞壁复杂的超微结构和组分分布不均一!形成了

天然的抗降解屏障阻碍了生物质各组分的高效利用!因此需

@#
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要选择经济"高效"环保的预处理方法对生物质进行预处理

以实现组分清洁分离和高效转化#而全面解析预处理过程中

细胞壁微观结构和主要组分微区分布变化!是解译生物质转

化机制的重要课题#

D?H

的迅猛发展!为研究学者从细胞

及亚细胞水平探究预处理诱导细胞壁主要组分动态溶解机制

提供了有效路径!并在生物质转化领域取得了一系列重要的

研究成果#

;%$

!

稀酸预处理

稀酸预处理主要通过溶解半纤维素和少量木质素来打破

细胞壁的致密结构!从而增加纤维素的酶水解效率#在预处

理过程中组分的降解和新聚合物的生成!导致拉曼特征峰发

生偏移或重叠!难以准确归属!

985

等)

>

*通过模型物参比确认

#==,

和
#"E"/J

T#特征峰分别对应
d

型和
-

型木质素!结

合拉曼信号强度变化和积分成像!实时监测了酸性亚氯酸钠

预处理过程中不同分子结构木质素的溶出机制#在奇岗表皮

和髓心组织稀酸预处理过程中!

98

等)

@

*通过对比
"++@

!

#>;;

和
##E=/J

T#拉曼信号变化规律!发现髓心中木质素

和羟基肉桂酸的溶出能力较外皮更强!且两组分溶出速率呈

正相关!拉曼成像进一步证实木质素会凝聚为球状颗粒在细

胞壁内发生迁移"重分布!影响纤维素酶水解效率#这些研

究多采用二维成像技术!为更精准地呈现稀酸预处理过程中

杨木细胞壁三维结构变化!

Z%

L

O&4J8

等)

E

*在拉曼成像分析中

引入了
=Y

分割技术!为研究细胞壁主要组分连接键的断裂

和溶出机制提供了新的方法#

;%8

!

水热预处理

水热预处理一般在
#=,

"

"",n

范围内进行!在反应过

程中不添加任何化学试剂和催化剂就可以有效脱除半纤维

素#由于绝大多数的半纤维素特征峰与纤维素重叠!所以很

难利用
D?H

直接定位半纤维素的分布!因此已有报道多数

利用
"++;/J

T#碳水化合物信号峰!结合化学或免疫标记技

术间接探究半纤维素的微区分布特征#但是!

H4

等)

+

*利用

D?H

对
+E!

"

;=!/J

T#积分成像得到了杨木半纤维素动态分

布图!分析发现水热预处理过程中
DHG

和
-"

层的聚木糖率

先溶出!而聚甘露糖却相对稳定$延长预处理至
!,J85

!

DD

!

DHG

和
-"

层中木质素的溶出率分别为
""'>R

!

!>';R

和

E#',R

!表明木质素由细胞壁各亚层的脱除速率呈不均一性#

;%;

!

碱性预处理

碱性预处理主要通过断裂木质素和半纤维素之间的化学

键!脱除大量木质素和部分半纤维素以增大纤维素底物的可

及性!进而提高生物质转化效率的方法#在稻杆的
(4<I

预

处理过程中!

G8

等)

;

*利用主成分分析法对
D?H

全光谱数据

实现了指纹谱带的定性定量分类!又结合全约束最小二乘法

%

CDG-

&对光谱进行解混分析!得到了主要组分的分布成像!

与单光谱成像技术相比!该方法从定性"定量和定位等多角

度更精准地揭示了碱预处理提高稻秆厌氧发酵甲烷产率的机

理#

I:45

L

等)

#,

*利用
D?H

研究了水热和稀碱两段预处理过

程中竹材纤维的变化!发现纤维素"木质素和羟基肉桂酸在

不同类型细胞壁的不同形态学区域的溶出速率呈不均一性!

三者协同影响纤维素的酶水解效率#

;%>

!

其他

除酸性"碱性处理外!

D?H

也被广泛应用于有机溶剂"

离子液体"低共熔体系预处理过程的监测#

G8

等)

##

*用
%

*

戊

内酯'水'酸体系对桉树进行预处理!通过化学组分拉曼分布

变化研究!证实提高
I

"

-<

!

浓度可以促进
DHG

中木质素和

半纤维素的脱除#

G8

等)

#"

*在微波辅助低共熔溶剂降解生物

质细胞壁过程中!分析各形态学区域的拉曼信号发现木质素

的溶出速率为(

-\

$

DHG

$

DD

#综上所述!利用
D?H

可以

快速"原位获取预处理过程中细胞壁各形态学区域的组分

%纤维素"半纤维素"木质素和羟基肉桂酸&分布特征!从细

胞及亚细胞水平揭示预处理解构细胞壁的机制#

!

!

拉曼光谱的分析方法

!!

木质纤维细胞壁是由多种高分子聚合物构成的一种多层

纳米复合材料#通过共聚焦拉曼扫描可获得海量光谱数据!

而传统的光谱分析方法主要根据研究人员经验!抽取特定空

间区域的平均光谱后!进行单光谱成像或仅选择需要的特征

峰进行分析#该方法存在以下显著缺陷(%

#

&数据处理结果

人为误差较大!且费力费时$%

"

&大量有效信息被遗漏$%

=

&

分析结果精准性"可重复性差#因此!结合生物质细胞壁的

结构特征!构建海量光谱数据全自动分类分析方法至关重

要#本文主要介绍了主成分聚类分析法和顶点成分分析法#

>%$

!

主成分聚类分析法

主成分分析法是一种统计方法!可以在尽可能保留原有

信息的基础上将高维空间的样本映射到低维的主成分空间

中!使数据矩阵简化!降低维数!被降低维数后的数据又可以

图
$

!

未处理和稀酸预处理马尾松细胞壁拉曼光谱主成分得

分图#

6

%

/

$&聚类分析结果#

@

%

+

$&各壁层平均拉曼光

谱#

1

%

5

$

&'

(

%$

!

QHT41.-+4

,
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,
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,
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/'702+61'/
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!
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17042+--+40724
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进行聚类分析!将研究对象按照诸多特性的相似程度进行逐

渐聚合!最终按照类别的综合性质归类!从而完成聚类分析

的过程#陈胜等)

#=

*利用主成分分析法对马尾松多种组分进

行了分类识别!其中木质素%

#>;E/J

T#

&和碳水化合物

%

"+;,/J

T#

&两大主成分累计贡献率高达
;!'@#R

#通过聚

类分析可以将拉曼光谱分为四类!分别对应细胞壁的
DD

!

DHG

!

-\

和细胞腔%

DG

&!经算数平均后可以得到细胞壁各

形态学区域的平均拉曼光谱%图
#

&#并利用该方法分析了杨

木稀酸和离子液体预处理过程中主要组分的分布变化)

#!

*

!

这比传统的手动选定细胞区域获得少量光谱平均数据的方法

更加准确#主成分聚类分析法可以压缩数据"准确提取出不

同形态区域的平均拉曼光谱!并揭示细胞壁超微结构和化学

组分之间的内在联系!为进一步地精细区分不同细胞壁层之

间的化学差异奠定了良好的基础#

>%8

!

顶点成分分析法

顶点成分分析是一种多元曲线分解方法!它以交互的方

式将数据投影到所识别的正交子空间中!通过反复迭代从存

在混合像元的高光谱图像中提取出场景的基本组成成分!即

提取端元#它具有光谱分析全自动以及端元提取速度快的优

点!是目前分析木质纤维细胞壁拉曼光谱的有效方法之一#

(%0̀:1

L

4d8.1&85

L

.1

)

#>

*在分析云杉细胞壁的拉曼谱图时!根

据细胞壁各层中主要成分分子结构的差异性!采用顶点成分

分析算法将细胞壁分为四个端元!分别对应(

DD

和
DHG

"

-=

和纹孔膜"

-"

"

DG

)图
"

%

4

&*!每个端元的丰度图均详细

呈现了主要组分的空间分布特征)图
"

%

`

,

.

&*!通过提取四

个端元的平均拉曼光谱可以进一步获取不同形态学区域中成

分含量和分子结构信息)图
"

%

S

,

L

&*#该方法较传统光谱分

析法!开创性地发现
-=

和纹孔膜的微观结构特征明显区别

于
-"

和
DHG

层(

#

&纤维素微纤丝与细胞轴趋于垂直!与
-"

层中较小的微纤丝角差异较大$%

"

&该层的木质素特征峰由

#>;;/J

T#偏移至
#@,=/J

T#

!说明
-=

和纹孔膜具有类似的

木质素分子结构!但与
-"

和
DHG

层显著不同#此外!作者

借助顶点成分分析法解析拉曼光谱!进一步证实
-"

层由于

木质化不均一性形成了连续薄层状结构#顶点成分分析法为

深入解析拉曼光谱!研究木质纤维细胞壁的精细结构提供了

新的途径#

图
8

!

基于顶点成分分析的云杉横切面#

;L

!

:X;L

!

:

$的拉曼端元图像与光谱#

$LPP

"

;PP1:

Y$

$

&'

(

%8

!

M6:63':6

(

+4.54

,

-01+=../1-.444+12'.34

%

;L

!

:X;L

!

:

&

@64+/.3?HT6367

9

4'4

='2*5.0-+3/:+:@+-404'3

(

2*+=6J+30:@+--+

(

'.35-.:$LPP2.;PP1:

Y$

>

!

展
!

望

!!

拉曼光谱显微成像技术具有制样简单"扫描快速"空间

分辨率高等优点!目前已发展为木质纤维细胞壁研究领域的

重要工具!它可以在原位状态下获得细胞壁聚合物大分子的

结构组成"空间分布和分子取向等信息!尤其在生物质转化

过程中细胞壁微观结构变化的动态监测展现出独特的优势!

并取得了丰硕的研究成果#然而!拉曼光谱作为一种新兴技

术!还存在一定的局限性!比如大部分拉曼光谱仪采用背散

射采集方式获取拉曼信号!一般只能获得样品表面的信息!

而且光谱信号噪声大#此外!木质纤维生物质样品大多具有

自发荧光性!会干扰拉曼信号的采集从而降低光谱质量与数

据分析!因此需要借助多种光谱分析方法对拉曼光谱进行深

度剖析以提取更有价值的信息#近年来!拉曼光谱技术迅猛

发展!与多种光谱和光谱成像技术相辅相成!在生物炼制"

生物质化工等领域展现出巨大的应用潜能#

+#
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陈夫山等(共聚焦显微拉曼光谱在木质纤维细胞壁预处理中的应用进展




