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大豆在生长过程中因病害影响其产量会急剧下降!如果不及时判别出病害种类!喷洒相关农药!病

害严重的大豆甚至会绝产&及时判别病害种类进行合理施药!阻止病害进一步发展是保证大豆安全生产的

重要环节&目前!基于大豆植株细菌性病害的病原菌鉴定和聚合酶链式反应"
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#的鉴定方法!最短需要两天时间!因此!快速检测大豆病害种类的方法成为该作物!也是建立智慧农

业生产的关键环节之一&应用拉曼光谱快速检测技术诊断大豆病害!构建
#(

乙酰胞壁酸分子空间结构!采

用密度泛函理论通过利用
F9<dS

(

L(9,e
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#基组优化大豆细菌性病害标志物
#(

乙酰胞壁酸的分子结构

计算其拉曼光谱!并进行理论因子校正!校正因子为
M[̂\]_

%采用微区三级拉曼光谱技术探测该标志物
#(

乙酰胞壁酸的拉曼光谱!采用平滑'去基线'截取波数范围等过程进行光谱预处理%在理论和实验对比分析

的基础上!指认大豆测试和计算的拉曼光谱对应的特征峰!峰值波数相差大多在
M

!

,MDB

g,

!实验数据与

理论计算结果基本一致!判定了振动拉曼光谱的特征峰及其对应的分子结构的关系&结果表明$大豆细菌性

病害标志物
#(

乙酰胞壁酸分子在
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!

,L]MDB

g,范围内含
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个特征峰!较强峰值和振动归属分别为

88̂[MDB

g,的甲基摇摆振动和
_L>[MDB

g,环内的摇摆呼吸振动等!给出了键长'键角和二面角等
,]

个振动

峰的空间结构参数!指证了
#(

乙酰胞壁酸分子的特征结构&结果也证明了可通过多种生物分子的大豆拉曼

光谱测量!筛选细菌性病害标志物
#(

乙酰胞壁酸分子的拉曼光谱!能够有效识别细菌性病害&智慧农业生

产中利用拉曼光谱快速检测技术!是农作物病害检测诊断的一种有效方法!若结合应用机器学习方法与光

谱分析识别!以快速'准确和便捷的方式为智慧农业的健康生产及保驾护航发挥效用!是推进我国农业发展

的重要环节&
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乙酰胞壁酸%拉曼光谱%密度泛函理论%光谱分析
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大豆是我国主要的经济农作物之一!大部分地区在其生

长的过程中都可能存在霜霉病害!蚜虫病虫害和细菌性病害

三种常见的大豆病虫害&其中细菌性病害最为常见!这种病

害可细致地分为以下三种$第一种是由丁香假单胞菌病原菌

引起的大豆细菌性斑点病+
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%第二种是大豆细菌性斑疹病!

区别于斑点病致病变种!该致病变种为油菜黄单胞菌病原

菌%第三种是由丁香假单胞菌烟草病原菌引发的大豆细菌性

野火病+

9(>

,

&传统检测病害有
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测定和脂肪酸测定
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#两种方式&

F+2=2
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测定方法的步骤为$在含有
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个

碳源的
F+2=2
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阴性微孔板中!将每个孔板中均加入适量的所

测细菌悬浮液!在
9Mf

的环境下培养
8>N

后!使用
F+2=2
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读数机检测出其结果&脂肪酸测定"
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#把纯化的参试菌

株!在
#/

培养基上!以
8\f

的生长环境培养
8>N

之后!转

入到含有
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胰蛋白酶地
VO/

固体培养基上培养
8>N

!然后

使用专化的微生物鉴定系统软件检测出最终的鉴定结果&这

两种检测方式存在一定的不足!最短需要耗时
85

!检测时

间较长!操作不便捷!无法做到快速检测&

鉴于存在于大豆细菌性病害的细胞壁中的
#(

乙酰胞壁

酸分子!是区别真菌与病虫害的标志物&
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乙酰胞壁酸分子

式为
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元素构成&基于光谱

技术检测农作物可针对其标志物进行检测判定!该技术检测

可以做到无损害!无破坏!并且具有鉴定速度快操作方便的

优势!因此在近几年应用广泛&
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等+
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,使用光谱技术检测

叶片是否健康和是否缺锌的问题!使用共聚焦拉曼光谱仪检

测能够达到
,MM̀

的精确度&
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,运用

共振拉曼显微光谱进行试验!最终分析出类胡萝卜素浓度与

干旱胁迫之间存在一定的联系&
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等+
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,结合拉曼光谱

仪和红外光谱仪对鸵鸟油的振动带进行了光谱分析!根据实

验和理论计算证明了羧基的不同强度振动模式&陈玉锋等+

\
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采用了密度泛函理论中的
F9<dS

杂化泛函!理论计算出了

8(

巯基
(](

硝基苯并咪唑分子拉曼峰值!测得的实验数据与分

析得出的吸收波长较为一致&
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,采用手持式拉曼光

谱仪测得花叶病毒枫叶和健康叶片的拉曼光谱!实验结果表

明能够早期鉴定枫叶黄色花叶病&综上所述传统的大豆细菌

性病害鉴定耗时较长!新型的光谱鉴定会缩短时间!并且检

测方法会更简便!有助于做到大豆细菌性病害的早期治疗&
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理论计算及其结果
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理论计算使用
-1*II+1&M̂

量子化学软件基于密度泛函

理论方法下的
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#基组!优化
#(

乙酰胞壁

酸分子的空间几何结构!计算理论拉曼光谱!其中
#(

乙酰胞

壁酸分子构型用
-1*IIb+%U][M

构造!采用
J$V

方法对其

空间结构进行了优化!取修正因子"

M[̂\]_

#进行校正+

,M(,,
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!

优化构型及结果如图
,

!同时在表
,

中给出了
#(

乙酰胞壁酸

分子优化后的空间几何参数&

图
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优化后的
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乙酰胞壁酸分子构型与理论拉曼光谱
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实验部分
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设备及样品

实验设备为
V)+b+IC1V3]]]@PO

三级显微拉曼光谱检测

仪!

@@J

探测器使用时液氮制冷温度为
g,8Mf

!设备分辨

率为
M[]DB

g,

&将检测的样品放置在显微镜载物台上!置于

8,f

恒温的暗室中进行拉曼光谱检测&实验样品为纯培养

的大豆细菌性病原菌株"
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学标准品"
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#"含量
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样品来自阿拉丁试剂"上海#有限公司&

DAD
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拉曼光谱数据采集

拉曼光谱检测参数如下$实验中以波长
]98&B

的激光

作为激发光!积分时间为
]I

!积分三次取平均&扫描范围

8MM

!

,L]MDB

g,

&待测样品载于玻片上!采集拉曼信号&当

光谱测量结束后!重新取样品进行三次以上测量!以避免长

时间的激光照射导致分子产生光解作用!将多次测得的拉曼

光谱进行平均!减小光谱数据误差&采取相同的实验方式测

量标准品
#(

乙酰胞壁酸的拉曼光谱&
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"

结果与讨论

FA@

"

光谱分析

将试验测量的谱图进行预处理!由于拉曼光谱会受到检

测样品'实验环境等的影响!而产生干扰!为了获取有效的

光谱信息!选择
8MM

!

,L]MDB

g,范围去除噪声'荧光背景'

基线校准和平滑处理!
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乙酰胞壁酸的
@PO

与
SO-

分别见

图
8

"

>

和
3

#!结合理论计算光谱图
8
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#进行对比分析&

""

通过
-1*II+1&b+%U][M

观察理论光谱各谱峰的振动形

式!对其振动模式归属进行认证!结果归纳到了表
8

&表
8

中

理论测得拉曼光谱在第一列!分析纯实验拉曼光谱在第二列!

大豆细菌性病害病原菌株
SO-

实验测得拉曼峰值在第三列

并给出了其峰值拟合后的半峰全宽!每个谱峰所属的振动模

式在第四列中给出&
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从图
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中可以分析出大豆细菌性病害病原菌株
SO-

标

志物
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乙酰胞壁酸实验拉曼光谱在
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&实验测到的拉

曼光谱数量多且各个峰强对比显著&经过实验与理论拉曼光

谱比较得出!大部分的光谱线型和振动频率都基本一致&例

如
88̂[MDB

g,振动归属为
,@
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!
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0

的摇摆振动!跟

理论拉曼光谱
888[MDB

g,较为一致&

FAD

"

光谱频移和线宽变化分析

通过对大豆细菌性病害病原菌的拉曼峰值振动归属指

认!发现与理论峰值较为吻合!但其中有个别峰值出现了频

移&从原始光谱谱线可以看出!部分峰值可能被多个峰值叠

加!为了能更加直观看到频移和线宽变化!对实验数据进行
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大豆细菌性病害病原菌拉曼光谱部分叠加峰值拟合
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了福格特函数峰值拟合!如图
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所示为大豆细菌性病害病原

菌拉曼光谱部分叠加峰值拟合&
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分析其结果表明实验光谱和理论光谱个别谱峰有较小的

差异!主要存在两种原因$"

,

#在量子化学的计算方法基础

之上!在处理几何平衡结构的时候!对力常数估计值存在微

小的偏差%"

8

#处于分子内部的官能团受到了其他相邻分子

影响小于分子边缘部分的官能团受到的影响!前者拉曼频移

的谱峰也就受到的影响较小!也就更加接近于理论计算值&
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结
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论
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拉曼光谱检测技术诊断大豆细菌性病害的方式!区别于

传统的生化检测技术!具备简洁而快速的优势&
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乙酰胞壁

酸分子存在于大豆细菌性病害表面细菌主体中的肽聚糖的

细!构建其分子构型&在光谱理论中!基于密度泛函理论!

采取量子化学软件计算出该分子的拉曼光谱%在微区三级拉

曼光谱的测试中!获得了
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g,范围的
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乙酰胞

壁酸分子的拉曼光谱!在校正后!与理论结果基本一致!波

数峰值相差大多在
M
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,MDB

g,范围内%经过对比分析实验与

理论计算的结果!确定了主要官能团对应的振动模式的归

属!并给出了
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乙酰胞壁酸分子的二面角'键角'键长和空

间结构参数&该工作对研究
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乙酰胞壁酸分子结构以及大

豆细菌性病害的振动光谱检测提供了基础数据!促进了拉曼

光谱技术在农作物检测诊断中的应用&
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