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重金属污染会影响农作物的正常生长!如何快速准确的实现对农作物中重金属的检测已成为亟待

解决的问题之一"传统植物中重金属检测依赖于化学方法!虽然可以实现重金属含量的精准检测!然而其操

作过程繁琐!并且无法实现批量样本的检测!更无法实现重金属胁迫下植物组织的原位微观检测"拉曼光谱

具备无损探测固体&液体和气体状态的分子振动信息&光谱分辨率高和对水分不敏感等优势!因此利用拉曼

光谱技术检测农作物中重金属含量具有可行性"苹果砧木是苹果树幼苗嫁接的基础!能够保障后期的苹果

树体健康以及苹果果品品质与产量!而苹果砧木根系受到重金属污染!阻碍其健康生长并影响苹果树幼苗

的抗逆性!因此探明重金属与苹果砧木根系互作机理十分必要"该研究以
6

组不同浓度
BC!$

5

-
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#
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溶液

胁迫下的苹果砧木为研究对象!首先采集不同铜离子$

BC

#@

%胁迫梯度下苹果砧木根系的拉曼散射光谱!利

用自适应迭代重加权惩罚最小二乘法$

W4NZ&A!

%和
!ZQ

平滑方法对所获得的拉曼光谱数据进行预处理!去除

荧光影响以及进行基线校正(其次建立偏最小二乘判别分析$

&A!Z'W

%模型和支持向量机$
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%判别模型!

结果表明'基于显微拉曼光谱和
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!

&A!Z'W

判别模型对苹果砧木根系的铜离子胁迫进行判别!
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模

型准确率可达
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模型准确率为
1/7

!能够较好的预测出苹果砧木受重金属铜的胁迫程度(最

后基于特征拉曼光谱峰
,.1/

!

,%#1

!

,/.6

和
#1%=;"

j,进行苹果砧木根系横截面的化学成像可视化研究"

研究结果表明!拉曼光谱技术结合
W4NZ&A!

和
!ZQ

平滑建立的
!̀ (

模型和
&A!Z'W

模型可以快速&有效地

进行苹果砧木根系受重金属胁迫程度的诊断!为重金属胁迫农作物检测提供新的思路!对农作物的重金属

逆境胁迫互作机理诊断具有理论指导意义"
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重金属污染对生态环境危害已引起广泛关注)

,

*

"其中!

铜是最常见的重金属污染元素!也是最容易积累且不易降解

的污染元素"重金属铜元素会破坏农作物的组织结构!然而

其内部结构人眼无法看见!并且根系是重金属胁迫农作物的

直接对象!易被植物根部吸收"过量的铜离子一旦进入根细

胞!会改变代谢物水平!进而影响农作物产量)

#
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"因此亟须

寻找一种对农作物体内重金属快速&准确的检测方法!有利

于探明农作物的重金属逆境胁迫响应机制"

重金属物质的传统检测方法主要是借助化学分析法来完

成的!如电化学方法和原子光谱法等)

%
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!这些方法虽然检测

灵敏度高!但也存在所用化学试剂易形成二次污染!难以大

批量快速检测等缺点"拉曼光谱技术通常具有更高的选择

性!提供了更窄的光谱带!能够提供丰富和高分辨率的化学

信息)
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"目前!一些学者采用拉曼光谱技术进行农作物中重

金属含量的检测"王海阳等)
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*基于拉曼光谱技术评估香根草

根内部铅离子的含量!其检测模型的预测相关系数高于

.-26

!其误差小于
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!结果表明拉曼光谱技术可用于测

定植物根部重金属的含量"

DO"9M

等)
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*利用拉曼光谱技术比

较了四种植物金属硫蛋白亚型!表达其锌团簇和蛋白质构象

的见解!并做进一步分析得出!拉曼光谱技术可以分析植物

体内的金属盐和络合物"
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检测茶中的总砷含量!开发的
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方法可用于有效地确定&量化和预测茶叶中的砷含量"

虽然运用拉曼光谱技术监测重金属胁迫下农作物的响应已有

一定成果!但对于重金属胁迫下苹果砧木根系微观诊断尚需

要深入研究"

苹果砧木是苹果树生长$或改良%的基础!对控制树体生

长势&增强苹果树抗逆性及抗病能力&扩大果树品种适应范

围都具有重要意义"本研究利用拉曼光谱技术进行苹果砧木

根系
BC

#@的胁迫检测!可对苹果砧木根系进行精准有效的

治理提供方法依据!进而提高苹果树幼苗的抗逆性以及幼苗

存活率!而且对农作物在重金属污染评价和作物对重金属胁

迫的应答机制方面研究有重要指导意义"
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实验部分
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实验所采用的苹果砧木为+八棱海棠,$
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%"其具有与果树嫁接亲和力强!对低平

原&滨海和内陆盐碱地区有较强的适应能力等特性!是一种

优良的苹果砧木!广泛用于苹果树的嫁接"八棱海棠播种于

#.#.

年
,,

月底!为防止重金属的污染!均在不含重金属的

有机质土壤中进行育苗"在土壤中加入重金属难免会由于搅

拌不均等因素造成实验误差!然而水培方法具有浓度均匀!

植物吸收快速!条件单一等优势"因此本实验采用水培方法

进行试验"
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年
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月
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日!将苹果砧木幼苗在清水里培

育
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周后进行重金属铜的胁迫实验!在营养液中分别添加铜

离子$
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株幼苗!共
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株苹果砧木进行本

次实验"
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年
6

月
,%

日将处理过的苹果砧木置于昼夜温

度均为
#%k

&相对湿度
267

的植物培养箱中进行培育
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之后观察各个浓度胁迫下的苹果砧木并无明显差异"
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拉曼光谱数据采集

将不同铜离子浓度胁迫的苹果砧木根系用振动切片机

$

+U&Z2/

!上海之信仪器有限公司!中国%沿横截面进行切

片!将切好的样本组织置于载玻片上以备拉曼光谱的采集"

拉曼光谱仪使用
DJ>N"O!;4>?H4S4;

D(
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显微拉曼光

谱仪$

'KT%f4

!赛默飞世尔科技!美国%!激光器选用波长为

6%#?"

的固体激光器&显微镜放大倍率
,.

倍!光谱仪具体

参数和拉曼数据采集相关参数如表
,

所示"将携有样本的载

玻片置于载物台!聚焦并找到中心位置!然后完成苹果砧木

根系的拉曼光谱数据采集"对每个样品分别进行光谱测试!

每类样本苹果砧木植株共
/

株!每个横截面积采集
6

条拉曼

光谱!共采集
%.

组拉曼光谱!

6

类样本共获得
,6.

条拉曼光

谱曲线"

表
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苹果砧木根系采集拉曼光谱仪主要参数
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苹果砧木根系拉曼光谱图像采集

通过对苹果砧木根系横截面区域扫描!进行重金属胁迫

后根系横截面组织组成和结构的变化研究"图
,

是苹果砧木

根系横截面在放大倍率
,.

倍下的白光图!共扫描
,.,6

个

点"本实验根据特征指纹峰进行苹果砧木根系组织处单波段

图
H

!

苹果砧木根系显微截面图
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,H
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$*82:6/89*:0:42::9*01

77
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处的伪彩图成像!进而研究重金属铜对苹果砧木根系的

影响"
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苹果砧木根系拉曼光谱数据处理方法

采集苹果砧木根系拉曼光谱数据时会受到外界噪声!光

线以及荧光背景信息的干扰!影响拉曼光谱质量!因此在进

行拉曼光谱分析时需要对获得的原始拉曼光谱数据进行预处

理"

!ZQ

平滑是一种较为简单的数据处理方法!通过平滑处

理能够有效地处理白噪声!处理在光谱测量中的一些由光学

因素产生的影响)
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"自适应迭代重加权惩罚最小二乘法$
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W4NZ&A!

%

是基于
&A!

方法不断优化的一种数据处理的方法!自动消除

部分无用拉曼光谱峰并保留基线部分!同时完成基线校

正)

1

*

!用此方法来扣除光谱的荧光等背景信号"

偏最小二乘判别分析$

G
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%是一种被广泛运用的多元数据判别方

法)
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*

!可以应用于光谱化学分析中的类型判别和模式识别

等方面"

&A!Z'W

计算过程是先对训练集进行建模!之后对

预测数据进行预测!通过对比实际值与预测值可以得到模型

的准确率并能够有效地解决多变量之间相关性的复杂问

题)
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广泛应用的并且具有神经网络所不具有的易收敛&稳定性较

好等优点的一种建模方法"
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结果与讨论
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!

苹果砧木根系样本拉曼光谱特征分析

图
#

为五种浓度重金属铜胁迫下苹果砧木根系的平均光

谱!拉曼光谱的主要特点是具有拉曼光谱指纹峰特性!从图

中可以看出拉曼光谱指纹峰主要集中在
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!
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,/.6

和
#1%=;"

j,处"其中纤维素中
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伸缩的

振动属于拉曼光谱峰
#21=;"

j,

!环 $

B B

,,

%不对称伸缩振

动属于
,,6#;"

j,

!

B)

#

弯曲振动属于
,%2/;"

j,

"通过纤

维素标准品的拉曼光谱线)

,#

*与图
#

对比可知'
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!

,%#1

和
#1%=;"

j,波数下!分别与纤维素标准品的
,,6#

!

,%2/

和
#21=;"

j,拉曼光谱指纹峰相一致"从木质素标准品的光

谱曲线)

,%

*可以得到'拉曼峰位于
,/..;"

j,左右!属于芳香

环振动峰和
,,

B B

振动峰!研究结果表明激光激发了植物

木质素的拉曼光谱)
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"通过木质素标准品的拉曼光谱曲线

与图
#

对比可知!

,/.6;"

j,波数下与木质素标准品
,/..

;"

j,波数下拉曼光谱指纹峰相一致"细胞壁是苹果砧木根系

的主要组成部分!而纤维素是植物细胞壁的主要构成成分!

另外木质素也是构成植物细胞壁的成分之一!具有使细胞相

连的作用"此研究表明重金属胁迫会对砧木根系中细胞壁产

生一定的影响!进而影响苹果砧木根系"接下来!将研究不

同浓度重金属胁迫下的苹果砧木根系的拉曼光谱特性"

图
!

!

拉曼光谱平均曲线图
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胁迫苹果砧木样品所获取的各个浓度下
%.

组

拉曼光谱的平均光谱图"图
%

$

:

%是经过先
W4NZ&A!

基线校正

处理!再经过
!ZQ

平滑处理后的五种浓度胁迫下样本的平均

拉曼光谱图"图
%

$

:

%相较于图
%

$

9

%消除光谱的荧光等背景

信号!同时完成基线校正"从图
%

中可以看出随着重金属胁

迫浓度的升高!部分拉曼信号强度增加!但是也有些随胁迫

浓度的增加而降低!这可能是由于植物体内物质受胁迫的特

性的关系"
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图
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表示五种浓度下
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和
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$平均拉曼光谱图*#
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$预处理后的平均拉曼光谱图
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四种波段下拉曼信号强度图
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波段的拉曼信号强度值"植物体内重金属亚细胞的分布对重

金属的积累!迁移和解毒至关重要)

,6Z,/

*

"细胞壁作为阻止重

金属
BC

进入细胞的第一道屏障!由纤维素!半纤维素!果胶

和蛋白质组成!能够络合重金属!减少重金属向细胞运

输)

,=

*

"其中在重金属铜少量时!对苹果砧木生长具有促进作

用!过量时对植物产生毒害"从图
5

中得出四种波段下随着

重金属胁迫浓度的增加拉曼光谱峰强度呈现先增强后减弱的

趋势!结合拉曼指纹峰特性可以得出随着浓度的增加植物体

#12#
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内纤维素&木质素的含量也随之增加但是当浓度超过
,2

"

E

-

A

j,

!可能此时铜胁迫会对苹果砧木产生毒害作用!此

时纤维素&木质素的含量也随着降低"通过扫描重金属胁迫

下苹果砧木根系以单波段
,.1/

!

,%#1

!

,/.6

和
#1%=;"

j,

拉曼峰成像所得到的伪彩色图像如图
6

所示!图中不同的颜

图
C

!

苹果砧木根系组织处的单波段拉曼峰成像

)*

+

,C

!

%*0

+

?/3N105J1<10

7

/1X*<1

+

*0

+

19

2::99*66B/:41

77

?/2::969:8X

色表示拉曼光谱信号的强度"

!!

图
6

在相同测量条件下!不同浓度胁迫和不同波段下的

拉曼光谱成像可视化图"对比可以发现相同浓度胁迫不同波

数的伪彩图差异不大!但是不同浓度胁迫下相同波数的伪彩

图差异较大"浓度为
.

!

/

!

,#

和
,2"

E

-

A

j,的拉曼光谱成

像可视化图基本符合图
5

中的结果"然而在
#5"

E

-

A

j,胁

迫浓度下出现异常!影响拉曼光谱成像的因素有很多!造成

结果可能与在做切片时其根系的粗细不同且我们切片时的横

截面厚度较厚和不统一有关!也可能受到光照的因素影响拉

曼光谱技术的成像功能"可见!化学成像的可视化表达为拉

曼光谱在重金属胁迫检测中提供了新的研究方向"

!,!

!

苹果砧木根系中
PB

!b含量判别模型的建立和对比分析

#-#-,

!

&A!Z'W

模型结果与分析

在进行光谱预处理后!用全部光谱进行建模!相比与拉

曼光谱成像可视化表达!建立数学模型可将实际问题简单

化!节省判别时间"对快速检测苹果砧木根系是否受到重金

属铜胁迫具有重要意义"运用样本分类
I>??9N<ZMHO?>

$

]Z!

%

算法对
,6.

组样本数据挑选进入训练集!从训练集中挑选

,..

组数据进行
&A!Z'W

建模!再挑选
6.

组进行预测处理"

运用
(9HL9:T#.,2:

$

DJ>(9HJYONIM

!

X9H4;I

!

(W

!

[!W

%

平台进行建模分析!

&A!Z'W

模型判别结果如表
#

所示"从

表
#

中可以看出!

&A!Z'W

模型准确率为
1/7

$

52

#

6.

%!能够

较好的判别出苹果砧木是否受到胁迫"

表
!

!

"V%3#Q

判别结果混淆矩阵

-1N?/!

!

"V%3#Q5*682*<*01092/6B?98:04B6*:0<192*O

BO?H>?HM

."

E

-

A

j,

/"

E

-

A

j,

,#"

E

-

A

j,

,2"

E

-

A

j,

#5"

E

-

A

j,

."

E

-

A

j,

,% . . . .

/"

E

-

A

j,

. ,/ , . .

,#"

E

-

A

j,

. . 6 . .

,2"

E

-

A

j,

. . , = .

#5"

E

-

A

j,

. . . . =

图
D

!

#

1

$

%[$

寻优参数*#

N

$

%[$

模型

)*

+

,D

!

$

1

%

%[$=

7

9*<*]19*:0

7

121</9/26

($

N

%

%[$ <:5/?

#-#-#

!

!̀ (

模型结果与分析

使用
!̀ (

方法对全部光谱进行建模!可以得到
!̀ (

最佳惩罚系数
,i6-#=2

!

*

i.-..%1./%

如图
/

$

9

%所示"首

先运用
]Z">9?M

算法对每类样本的
%.

组数据依次进行训
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练!随机选取
#.

组进行建模!剩余的
,.

组进行预测"建立

的
!̀ (

模型图如图
/

$

:

%所示!从实际和预测结果来看模型

的准确率为
,..7

!模型效果较好"这一结果也验证了使用

显微拉曼光谱技术检测苹果砧木是否受到重金属胁迫具有可

行性"

%

!

结
!

论

!!

利用拉曼光谱技术结合化学计量学方法!对不同浓度重

金属铜离子胁迫下苹果砧木根系进行了判别分析研究"主要

有以下结论'$

,

%通过四个特征峰
,.1/

!

,%#1

!

,/.6

和

#1%=;"

j,进行单波段的拉曼光谱成像!可得出在同一浓度

下拉曼波数与拉曼信号强度成正相关!而且同一波段下随着

胁迫浓度的增加拉曼信号呈先增后减的趋势"另外!对图像

进行可视化表达之后!可以清晰地看出不同浓度胁迫拉曼成

像有着一定的差距($

#

%建立的
&A!Z'W

模型预测准确率为

1/7

!

!̀ (

模型预测的准确率达到
,..7

!因此!两类模型

都具有优越性!能够较好的预测出苹果砧木根系是否受到胁

迫!为研究重金属胁迫农作物及其产品提供了新的技术思

路"在今后的研究中!需要进行根系中重金属铜含量的定量

检测!进一步扩大样本范围和重金属浓度梯度以确定该模型

的稳定性和适用性"
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