
 

葡萄叶片组织结构高光谱响应特征及相关性分析
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摘要: 【目的】研究不同葡萄品种叶片组织结构特征及其光谱响应差异，揭示葡萄叶片光谱反射率差异的主要

影响因素，为提高葡萄叶片营养光谱诊断精度提供参考。【方法】在河北廊坊葡萄园，采集夏黑、意大利、红

宝石、秋黑 4 个葡萄品种的叶片，用 Fieldspec FR2500 光谱仪测定叶片光谱数据，常规化学方法测定叶片含氮

量，通过扫描电镜 (SU8010) 冷冻传输技术观察和测量叶片组织结构，进行不同葡萄品种的叶片光谱与叶片组织

结构的相关分析。【结果】葡萄叶片气孔主要分布在叶片反面，是正反面光谱反射率产生差异的主要原因，在

可见光波段范围内，叶片反面光谱反射率皆高于叶片正面光谱反射率，在近红外波段范围，叶片正面光谱反射

率普遍高于叶片反面光谱反射率；不同葡萄品种叶片表面气孔数量和分布不同，栅栏组织细胞厚度以及海绵组

织厚度存在差异，在叶片含氮量相近条件下，不同品种的光谱反射率曲线有差异，主要是叶片组织结构和形态

差异所致；叶片正面光谱的红边参数 λred (在 660～770 nm 波长范围内，当光谱反射率的一阶微分值达最大时所

对应的波长) 与不同品种叶片厚度相关性均达到显著或极显著水平，光谱红边参数与其它叶片结构参数也有较

强相关性，其中栅栏组织和海绵组织的厚度在不同品种的光谱响应中是不可忽略的因素。【结论】明确了叶片

正反面表皮细胞形态、叶片内部结构差异及其与光谱特征的相关性，不同葡萄品种叶片厚度变化均可以用红边

参数 λred 来反映，但若考虑品种因素，还可以针对每个品种选择相关性更好的参数，这为后期葡萄叶片营养光

谱诊断模型的建立和优化提供了依据：为提高叶片营养光谱诊断模型的精度，在利用光谱技术进行叶片营养诊

断时需要考虑叶片结构因素的影响。
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Abstract: 【Objectives】The spectral response of leaf tissue structure in different grape cultivars was
investigated. The study aimed to identify the main factors responsible for spectral differences in grape leaves and
advance spectral diagnosis accuracy in leaf nutrition.【Methods】The experiment was conducted in Langfang
vineyard, Hebei Province. The leaves of four grape cultivars, Summer Black, Italia, Ruby Seedless and Autumn
Black, were sampled regularly during the study period. The spectral data and N content were determined
synchronously using FieldSpec FR2500 spectrometer and chemical method, respectively. The leaf tissue
structures were observed and measured using scanning electron microscopy (SU8010) cryopreservation
technology. The correlation between the spectrum and tissue structure of the leaves was calculated. 【Results】The
spectral difference between the leaf′s front and back was caused by the distribution of stomata in the reverse
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side of the grape leaves. In the visible band, the leaf back′s spectral reflectance was higher than that of the leaf
front. However, it is the opposite in the near-infrared band, and the leaf front's spectral reflectance was higher
than that of the leaf back. The cultivars exhibited differences in spectral reflectance when leaf N content was
similar due to variation in the number and distribution of stomata on the leaf surface, the thickness of palisade
tissue cells, and the thickness of sponge tissues. The correlation between the red edge parameters λred of the
front (i.e., the wavelength at which the first differential value of spectral reflectance reaches the maximum
range in 660–770 nm) and the leaf thickness of the different varieties was significantly different. In addition,
there was a strong correlation between the spectral red edge parameters and other leaf structural parameters,
among which the thickness of palisade tissue and spongy tissue was a non-negligible factor in the spectral
response of the grape varieties.【Conclusions】The differences in cell morphology on the front and back
surfaces of the leaves, internal structure of leaves and their correlation with spectral characteristics are determined.
We find that the red edge parameter λred can show the leaf thickness of different grape varieties. If the variety
factor is considered, some parameters with better correlation can also be selected for each variety. These results
provided a basis for establishing and optimising the leaf nutrient diagnosis spectral model in grape. For improving
the accuracy of the leaf nitrogen diagnostic model, the influence of leaf structure should be considered when using
the spectral technique to diagnose leaf nutrition.
Key words: grape; hyperspectral; SEM; nitrogen; leaf structure

 

科学施肥是保证葡萄树体正常生长及生产优质

果实的基础，而高效的营养诊断技术则是及时、合

理施肥的前提。葡萄植株上常用的营养诊断方法有

树相诊断法、土壤化学分析和植物诊断法等。1926
年法国 Lagalu 和 Maume 认为，叶片是植物体内营养

元素含量反应变化最为敏感的部位，从而首次提出

“叶诊断”技术。且同一植物正常条件下在一定时

期叶内营养元素含量是相对稳定的，只是不同矿质

元素含量的相对稳定时期略有不同[1-2]。传统的氮素

营养诊断方法以化学测定为主，测定过程耗时长，

过程复杂；而高光谱由于其超多波段   ( 3 5 0～
2500 nm)、高分辨率 (3～10 nm) 的优势为实现作物

无损、快速、实时营养诊断提供了有效方法，在

技术上也相对比较成熟。Gerbbe r s 等 [ 3 ]发表在

《Science》上的文章提出可见/近红外高光谱技术是

推进精确农业发展和解决粮食安全问题的关键技

术。高光谱技术获取的漫反射光谱包含着反射物结

构和组成的丰富信息，是植被信息获得的重要手

段[4]，在可见和近红外波段，受植物叶片叶绿素含量、

氮素含量、叶片结构和叶片结构成分对近红外辐射

多次散射影响控制[5-7]。植物缺氮时，蛋白质合成受

阻，导致蛋白质和酶的数量下降，叶绿体结构遭到

破坏；而氮素过量时，常使细胞增长过大，细胞壁

薄。由此可见，氮素的丰缺变化影响着叶片氮素及

其相关参数的变化，同时叶片内部结构也会发生相

应的变化，而叶片结构也正是引起光谱变化的另一

个重要因素。以往氮素营养水平高光谱诊断以植物

体内氮素敏感光谱的反射率与氮浓度的相关关系为

基础，未考虑叶片表面和内部结构对光谱响应的影

响。了解叶片形态和组织结构特征可以更精确地解

释叶片的光谱响应。Vogelmann 等[8]指出，长圆柱形

栅栏叶肉细胞将光波传播到叶片内部更深处，而球

形的海绵状叶肉细胞则倾向于散射辐射。张友玉等[9]

发现烟草不同部位的叶片内部组织结构存在某些规

律差异；Wagner 等[10]发现拟南芥叶片海绵组织的叶

绿素 a/b 的比值低于栅栏组织；有学者发现在反射率

光谱的近红外区域，叶片的厚度与反射率有很强的

相关性[11-13]。这些研究都证明不仅叶片表面形态会影

响叶片光谱反射率，叶片厚度和内部结构同样对光

谱反射率有较大影响，尤其是对于有穿透性的近红

外波段的影响。本研究基于叶片光谱响应的主要影

响因素，探索在叶片含氮量相近的条件下，不同葡

萄品种叶片表面和内部细胞结构和形态特征差异及

其光谱响应，揭示影响葡萄叶片光谱反射率差异的

主要因素，为以叶片诊断为目的的光谱数据分析提

供参考依据，提高葡萄叶片氮素营养光谱诊断精度。

1    材料与方法

1.1    试验地概况和试验材料

试验地位于河北省廊坊市中国农业科学院试验

园 (116°35′19.51″E、39°35′51.75″N)，年平均气温

11.9℃，平均无霜期 183 天；葡萄的种植管理方式采

用限域栽培、塑料大棚避雨和架式立体栽培，正常
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水肥管理。供试验的葡萄品种有夏黑、意大利、红

宝石、秋黑。

1.2    样品采集和化学测定

样品采集：在有果穗时，尽量采取果穗对生

叶，否则采取成熟叶，每个测定时期每个品种进行

光谱和理化参数的测定，同时，取嫩叶与样品进行

扫描电镜观察。

叶片含氮量测定：光谱测定结束后，将被测叶

片在 105℃ 杀青 30 min，然后 75℃ 烘干至恒重，研

磨至粉末状，采用 H2SO4-H2O2 法消化，AA3 流动注

射分析仪 (德国 SEAL) 测定含氮量。

1.3    光谱数据获取

高光谱仪：美国 ASD 公司 Fieldspec FR2500 便

携式光谱仪，可用于野外监测与室内光谱测定。光

谱范围为 350～2500 nm；光谱采样间隔和分辨率分

别为 1.4 和 3 nm (300～1000 nm)，2 和 10 nm
(1000～2500 nm)；波长精度为 1 nm；固定扫描时间

为 0.1 s。
叶片光谱测定：开花后每隔 15 天左右进行取样

测定。测定时，采用专用 ASD 高光谱仪叶片探头

(内置光源，自带黑、白板)，以夹持叶片的方式对每

个叶片进行测定，测定叶片时黑板为背景板，测定

部位为叶片基部、中部和尖部，并且避开较大的叶

脉，待每个点光谱曲线稳定后扫描 2 次，共 6 次，

叶片光谱反射率取其平均值，每片叶测定完用白板

(参考板) 进行校正，并采集参考板反射率。

1.4    叶片结构信息获取

在刚离体的葡萄叶片上切取两片 4 mm × 4 mm
大小的方块，立即用去离子水清洗后，用戊二醛浸

泡样品 (4℃) 8 h 以上，固定细胞；然后吸出戊二醛

固定液，经过去离子水和乙醇反复浸泡后，将样品

放入 CO2 临界点干燥器内完成样品干燥；干燥后的

样品用导电胶粘在电镜样品台上，在扫描电镜 (日立

SU-8010) 下观察、测量及拍摄图片。

1.5    数据处理

用 ViewSpecPro5.7 光谱处理软件处理光谱数

据，Excel 2007 进行数据分析和作图，Image J 进行

电镜数据测量，Origin 2018 进行数据分析和作图，

SPSS 21软件进行统计分析。

2    结果与分析

2.1    不同品种葡萄叶片光谱反射率变化

从图 1 可以看出，同一葡萄叶片在可见光波段

(380～680 nm) 表现为叶片反面光谱反射率高于正面

光谱反射率，而在近红外波段 (780～1300 nm)，则

表现为叶片正面光谱反射率普遍高于反面光谱反射

率，在不同葡萄品种中均表现为如此。选取相近叶

片氮素含量下的不同葡萄品种叶片进行分析。由图 2
可以看出，在可见光波段，叶片反面光谱反射率普

遍高于正面光谱反射率，说明可见光波段受叶片表

皮气孔的影响较大；在近红外波段，不同葡萄品种

叶片的光谱反射率存在明显差异，但并没有表现正

反面差异，而是更大程度上受到叶片内部组织结构

影响。叶片正面光谱曲线中，4 个葡萄品种光谱反射

率差异不大；叶片反面光谱曲线中，意大利叶片

反面光谱反射最大，夏黑与秋黑叶片光谱反射率

接近。

2.2    不同葡萄品种叶片 SEM 图像分析

图 3 是葡萄叶片在扫描电镜下 1.0 kv 电压下放

大 500 倍观察和拍摄到的图片，从图片中可以看

出，葡萄叶片的气孔主要分布在叶片的反面，气孔

的形态与分布并不规则；正面表皮细胞较反面表皮

细胞的排列更整齐，细胞形态更规则。从叶龄看，

老叶表皮细胞大而少，而嫩叶表皮细胞小而多，而

且排列较紧密。不同叶龄叶片及其正反面差异在不

同品种中均表现相似，只是不同品种表皮细胞形

态、气孔大小和分布有所不同。例如，秋黑的老叶

相对其它品种表皮细胞更大，而红宝石叶片反面气

孔分布更密集。

2.3    不同葡萄叶片横切面组织结构差异

图 4 是叶片横切面扫描电镜下拍摄的照片，左

边为嫩叶，右边为老叶。从叶片横切面扫描图像可

以看出，夏黑与秋黑两个品种的老叶与嫩叶的主要

差别在于栅栏组织的厚度随着叶龄的增加显著增

加，海绵组织的厚度并无显著差别，但夏黑叶片栅

栏组织的增长较显著；而在红宝石品种中，栅栏组

织与海绵组织都会随着叶龄的增加而增加，但栅栏

组织厚度增长较海绵组织厚度增长幅度大；在意大

利品种中，栅栏组织与海绵组织都会随着叶龄的增

加而增加。

2.4    叶片组织结构与红边参数的相关分析

“红边”是植物光谱响应的一个经典参数，在

估测叶绿素含量与氮素营养状况方面具有良好表现[14-15]。

通过计算光谱反射率在 660～770 nm 波段的一阶微

分来计算红边参数，这些参数 [16 ]包括：红边位置，

在 660～770 nm 波长范围内，当光谱反射率的一阶
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微分值达最大时所对应的波长 (λred) λred = λi[Max R′(λ)]

(λ∈660～770 nm)；红吸收峰，红光波段的反射率最

小点，即 660～770 nm 波段反射率最小处的波长值

(λ o )；红边振幅，当波长为红边时的一阶微分值

(dλred)；最小振幅，波长在 660～770 nm 的最小一阶

微分值 (dλmin)；红边峰值面积，660～770 nm 波段的

光谱一阶微分值包围的面积 (∑dλ660～770)。

由表 1 可以得知，红边光谱特征参数与叶片结

构参数存在着不同程度的相关性，夏黑叶片正面光

谱的红边参数与栅栏组织厚度、叶片厚度达到了显

著相关 (P < 0.05)，叶片反面光谱的红边参数与栅栏

组织厚度、海绵组织厚度和叶片厚度达到显著相关

(P < 0.05)；意大利叶片正面光谱的红边参数与上表

皮厚度达到极显著相关 (P < 0.01)，与叶片厚度达到

显著相关 (P < 0.05)，叶片反面光谱的红边参数与上

表皮厚度、下表皮厚度达到极显著相关 (P < 0.01)；

红宝石叶片正面光谱的红边参数与栅栏组织厚度、

叶片厚度达到了极显著相关 (P < 0.01)，与海绵组织
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图 1   叶片正反面的光谱差异

Fig. 1   Spectral differences between the abaxial and adaxial surface of leaves
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图 2   相近叶片氮素含量下不同品种的叶片光谱差异

Fig. 2   Spectral differences in the leaves of grape cultivars under similar nitrogen content in leaves
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达到显著相关 (P < 0.05)，叶片反面光谱的红边参数

与下表皮厚度达到显著相关 (P < 0.05)；秋黑叶片正

面光谱的红边参数与栅栏组织厚度、海绵组织厚度

和叶片厚度达到极显著相关 (P < 0.01)，叶片反面光

谱的红边参数与栅栏组织厚度达到极显著相关 (P <
0.01)，与海绵组织厚度和叶片厚度达到显著相关

(P < 0.05)。

3    讨论

葡萄营养诊断一般常采用“叶分析”的方法，

传统的叶分析是采用化学方法进行叶片养分含量的

测定，而用于野外条件下测定的高光谱技术可以实

现快速、无损、实时的活体原位测定，对于葡萄营

养的及时调控提供了有效的技术手段。在利用叶片

光谱来反演某种养分信息的时候，其光谱响应除了

与叶片养分有关，还与叶片表面和内部细胞形态和

结构特征有关，这也是许多叶片光谱测定仪数据不

稳定的主要原因，比如日本产的 SPAD-502在应用中

往往受品种、生育期以及其它生长条件的影响而出

现不稳定的现象[17-18]。通常利用遥感平台测量叶片遥

感数据时，虽然大部分数据来自于植被叶片的正

面，但也有部分反射信息由于冠层结构以及叶片倾

斜的关系而来自于叶片反面，而叶片反面会影响在

遥感平台所获取的光谱信息[19]，且植被冠层的反射率

由于内部阴影和多重散射会在光谱上产生强烈的非

线性影响[20]，从而可能导致测量偏差[21]，利用内置光

源夹持测定的方法，可以直接获取叶片与入射光之

间的反射率或者透射率信号，这些信号直接来源于

目标叶片，不受冠层结构的影响[22]，但是除了叶片成

分因素外，叶片的厚度、表皮细胞形态以及内部组

织结构等特征是影响叶片光谱的另一主要因素。

通过对叶片表面信息与叶片光谱数据的观察，
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图 3   不同葡萄品种嫩叶 (上) 和老叶 (下) 的 正面 (左)、反面 (右) 电镜照片

Fig. 3   Electron micrographs of the abaxial (left) and adaxial (right) of the tender leaves (upper) and old leaves (lower)
of different grape varieties
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可以发现葡萄叶片气孔主要分布在叶片反面，且反

面表皮细胞形状和排列大多不规则，气孔大小和分

布也有所不同，该结果很好地解释了图 1 中叶片正

反面光谱的差异，正反面光谱反射率的差异恰好是

由于叶片正反表面细胞形态的影响，其中气孔是主

要的影响因素，即气孔的形态、分布以及气孔形成

的一些暗影等导致的，因为同一叶片其它成分信息

是相同的。

由于近红外波段反射光谱是透射到叶片内部经

过吸收、折射、散射，最终获取的反射光谱，其携

带了叶片内部组织结构、细胞大小和形态等信息。

通过对叶片结构观察发现，栅栏组织较紧密，空隙

较小，而海绵组织空隙较多也较大，组织疏松[23-24]。

因此叶肉结构的差异与气孔的分布与数量不同，导
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图 4   不同品种葡萄叶片嫩叶 (左) 和老叶 (右) 的横切面

Fig. 4   Cross-section of tender leaves (left) and old leaves (right) of different grape varieties
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致了不同葡萄品种之间叶片正反面光谱在近红外波

段的显著差异。部分研究者认为叶片的光谱特征与

叶肉细胞结构具有较强的相关性[25-27]，本研究通过对

叶片组织结构与红边参数进行相关性分析发现，葡

萄叶片光谱反射率所构建的红边参数中，大多都与

叶肉组织细胞厚度达到显著相关。

叶片表面形态、内部结构是光谱反射率影响因

素之一，是利用光谱技术对叶片进行理化性状的监

测时不可忽略的因素。本研究初步揭示了叶片结构

特征参数光谱响应特征及其相关性，进一步将会在

建立叶片营养光谱诊断模型时将叶片结构因素考虑

进去，从而达到优化模型精度的目的。

表 1   叶片组织结构与红边参数的相关分析

Table 1   Leaf tissue structure and red edge parameters correlation analysis

品种

Cultivar
叶片部位

Leaf position
叶片组织结构指标

Leaf tissue structure index
红边参数类型

Red edge parameter type
相关系数

r

夏黑 Summer Black 正面 Abaxial surface 栅栏组织厚度 Palisade tissue thickness λred –0.800*

叶片厚度 Leaf thickness λred –0.851*

反面 Adaxial surface 栅栏组织厚度 Palisade tissue thickness dλmin –0.836*

栅栏组织厚度 Palisade tissue thickness λo 0.773*

栅栏组织厚度 Palisade tissue thickness λred –0.819*

海绵组织厚度 Sponge tissue thickness ∑dλ660～770 –0.781*

海绵组织厚度 Sponge tissue thickness dλred 0.774*

叶片厚度 Leaf thickness dλmin –0.781*

意大利 Italia 正面 Abaxial surface 上表皮厚度 Upper epidermis thickness λo –0.891**

上表皮厚度 Upper epidermis thickness λred 0.794*

叶片厚度 Leaf thickness λred 0.821*

叶片厚度 Leaf thickness λo –0.765*

反面 Adaxial surface 上表皮厚度 Upper epidermis thickness λo –0.879**

上表皮厚度 Upper epidermis thickness dλmin 0.844*

下表皮厚度 Lower epidermis thickness ∑dλ660～770 0.891**

红宝石 Ruby Seedless 正面 Abaxial surface 栅栏组织厚度 Palisade tissue thickness λred –0.909**

栅栏组织厚度 Palisade tissue thickness dλmin –0.834*

海绵组织厚度 Sponge tissue thickness λred –0.814*

叶片厚度 Leaf thickness λred –0.887**

反面 Adaxial surface 下表皮厚度 Lower epidermis thickness λo –0.790*

秋黑 Autumn Black 正面 Abaxial surface 栅栏组织厚度 Palisade tissue thickness ∑dλ660～770 –0.895**

栅栏组织厚度 Palisade tissue thickness λred –0.759*

海绵组织厚度 Sponge tissue thickness ∑dλ660～770 –0.920**

海绵组织厚度 Sponge tissue thickness λred –0.835*

叶片厚度 Leaf thickness ∑dλ660～770 –0.910**

叶片厚度 Leaf thickness λred –0.839*

反面 Adaxial surface 栅栏组织厚度 Palisade tissue thickness λred –0.905**

栅栏组织厚度 Palisade tissue thickness ∑dλ660～770 –0.846*

海绵组织厚度 Sponge tissue thickness ∑dλ660～770 –0.762*

叶片厚度 Leaf thickness ∑dλ660～770 –0.817*

       注（Note）：*—P < 0.05; **—P < 0.01.
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4    结论

1) 葡萄叶片正反面光谱响应的差异主要与气孔

数量和分布有关，与叶片正面相比，叶片反面气孔

数量多，光谱在可见光波段光谱反射率高，近红外

波段光谱反射率低。

2) 除叶片表面细胞形态、大小和数量的差异

外，叶片横切面的栅栏组织、海绵组织以及表皮细

胞厚度在不同葡萄品种中均有差异，是不同品种光

谱反射率差异的影响因素之一。

3) 红边参数 λred 可以反映不同葡萄品种叶片厚度

的变化，为不同品种可以采用同一个优化参数提供

了可能，但针对具体某个品种而言，还可以选择其

它相关性更好的参数。
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