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摘　要　显微激光拉曼光谱技术可以实现纤维素与木素在木材细胞壁中原位状态分布规律的观察研究。首

先采用透射电子显微镜（ＴＥＭ）研究了结香细胞壁的超微结构。进而采用显微激光拉曼光谱技术对细胞壁各

层中纤维素与木素分布特点进行了原位分析测定，拉曼图像及光谱分析结果表明，纤维素与木素在细胞壁

各形态区分布不均一，纤维素的分布情况与木素相反。
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引　言

　　细胞壁在植物生长、细胞分化、水分运输和植物体支撑

防护中发挥着重要的作用，是植物生长发展中心，也是纺

织、造纸、木材、胶片、生物乙醇等工业产品重要的原料［１］。

植物细胞壁由纤维素（占３０％～５０％）、半纤维素（占２０％～

３５％）和木质素（占１５％～２５％）三种主要成分组成。纤维素、

半纤维素及木素均是高分子化合物，其中纤维素是由βＤ葡

萄糖基通过１，４苷键联结而成的线性高分子均聚物，在自然

界中以高度结晶的纤维形式存在。半纤维素由非结晶的复合

聚糖组成，是多分枝的低分子聚合物。而木素是由苯丙烷结

构单元通过醚键和碳碳键联接而成的芳香族高分子化合物。

纤维素、半纤维素及木素在细胞壁中分布规律不同，纤维素

构成细胞壁的骨架，由一层层排列方向不同的微纤丝交错排

列组成。半纤维素填充在微纤丝之间。木素是结壳物质，将

纤维素与半纤维素粘结在一起，形成类似钢筋混泥土式坚实

的细胞壁结构。植物细胞壁这种复杂的结构严重阻碍了木质

纤维的利用效率，比如，木材细胞壁中纤维素化学结构紧

密，本身不易被打散，且被半纤维素、木素环绕包围，使得

其水解／降解更加困难［２］。对木质纤维细胞壁中木素与纤维

素分布规律的研究，不仅可为植物生理学提供理论依据，还

可解决生物质细胞壁组分难以高效分离及利用这一瓶颈问

题，对提高细胞壁组分的分离转化效率具有重要现实意义。

纤维素和木素在细胞壁中分布规律的研究主要采用电子

显微镜结合能谱仪、荧光显微镜、及紫外显微镜等技术，这

些传统技术的主要缺点是样品制备繁琐、化学处理导致样品

受到严重破坏，无法获得纤维素与木素原位分布的信息。近

年来，随着激光、微信号检测及纳米技术的广泛应用，显微

激光拉曼光谱技术已广泛应用于材料科学、生物医学及药物

学等领域。该技术的突出优点是样品制备无特殊要求，直接

通过光纤探头或玻璃、石英、光纤测量，误差小，能够提供快

速、简单、可重复、且无损伤的定性定量分析［３］。本研究在

国内首次将显微拉曼光谱技术用于植物细胞壁主要组分分布

规律的研究，探讨纤维素和木素在纤维细胞壁中原位分布特

点。

１　实验部分

１１　原料

结香（犇犪狆犺狀犲狅犱狅狉犪Ｔｈｕｎｂ．），树高２米，取自西北农林

科技大学植物园，选择有代表性的试样，风干后人工切成

４ｃｍ长的小段，煮沸１ｈ后在真空条件下存放于甘油酒精

（１∶３）混合溶液中。

１２　透射电子显微镜（犜犈犕）法

选取代表性试样，经脱水、浸透及包埋后，在ＬＥＩＣＡ

ＵＣ６型超薄切片机上切片（厚度为９０ｎｍ），将切片用高锰酸

钾溶液染色１分钟、烘干后在日立Ｈ７６５０透射电子显微镜



上观察，加速电压６０ｋＶ。

１３　显微激光拉曼光谱测定

采用ＨｏｒｉｂａＪｏｂｉｎＹｖｏｎ公司ＸｐｌｏＲＡ精巧型全自动显

微共焦拉曼光谱仪，配备ＯｌｙｍｐｕｓＢＸ５１共聚焦显微镜及三

维微动平台，平台精度为ＸＹ轴（横向）扫描步长为０．１μｍ，

狕轴（纵向）扫描步长为１μｍ，激发波长为５３２ｎｍ，功率８

ｍｗ，由ＣＣＤ多通道探测。采用１００倍物镜（ＮＡ＝１．２５），拉

曼光谱仪的空间分辨率理论计算值为０．２６μｍ（０．６１λ／ＮＡ）。

将存放在甘油酒精（１∶３）混合溶液中的结香样品取出，用

滑动式切片机将样品横切面切成厚度１０μｍ的切片，固定在

载玻片上，置于拉曼显微镜下观察、测定。拉曼光谱测试范

围为３２００～３００ｃｍ
－１，用单晶硅的拉曼图谱（５２０．７ｃｍ－１）

进行谱线校准。采用逐点扫描显微探针成像方法获取光谱数

据集，扫描步长为０．４μｍ，单点采集时间６ｓ，狭缝宽度１００

μｍ，孔隙大小为３００μｍ。计算机控制平台的同步移动、数据

采集和数据处理。

２　结果与讨论

２１　结香的超微结构

结香，别名“黄花结香”，系瑞香科结香属植物，高１～２

ｍ，其花蕾、茎皮和根皮均可入药，具有良好的经济价值。结

香茎皮中含有大量纤维（含量约４６．４５％），国内外对结香的

研究主要集中于制浆造纸、纤维素生产、及制备活性炭

等［４］，而对其纤维细胞壁超微结构的研究未见报道。

在透射电子显微镜下观察发现，结香纤维细胞的细胞壁

较薄，早晚材无明显界限。图１（ａ）是结香纤维横切面的

ＴＥＭ图像，由图可知，结香纤维细胞壁为层状结构，分层现

象明显，由外至内分为胞间层（ＭＬ）、初生壁（Ｐ）及次生壁

（Ｓ）三层。在相邻两个细胞之间存在一个共同的胞间层，壁

层很薄并且与两个细胞的初生壁紧密连接，由于初生壁也很

薄，很难将其分开，相邻两个细胞的Ｐ层及共有的ＭＬ层构

成了复合胞间层（ＣＭＬ）。在３个或４个细胞之间存在一个共

有的区域─细胞角隅区（ＣＣ）。次生壁在Ｐ层内侧，由外至内

又可分为次生壁外层（Ｓ１）、次生壁中层（Ｓ２）及次生壁内层

（Ｓ３）。与Ｐ层相比，Ｓ１层较厚，而Ｓ２层最厚，占据了细胞壁

大部分的体积。Ｓ３层很薄，且与细胞腔相连。图１（ｂ）比较了

纤维细胞与薄壁细胞的超微结构特点，从图中可以看出，中

间三角形的细胞为薄壁细胞，其细胞体积比邻近的纤维细胞

小，在高分辨率的ＴＥＭ图１（ｃ）中可以明显看出，与薄壁细

胞Ｓ２层相比，纤维细胞Ｓ２层厚很多，约为薄壁细胞Ｓ２层厚

度的４倍。
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２２　拉曼光谱分析

２．２．１　结香纤维细胞Ｓ２层平均拉曼光谱

　　图２为纤维细胞Ｓ２ 层的平均拉曼光谱，信号峰的归属

见表１
［５９］。图２中纤维素的主要特征峰为２８９７，１１２１，

１０９８，３７８ｃｍ－１；木素的主要特征峰为１６５０和１６０５ｃｍ－１。

拉曼位移１６５０ｃｍ－１归属为松柏醇／紫丁香醇和松柏醛／紫丁

香醛结构，１６０５ｃｍ－１处木素峰最强，归属于苯环的对称伸

缩振动。２８９７ｃｍ－１峰产生于纤维素Ｃ—Ｈ及ＣＨ２的伸缩振

动。１１２１ｃｍ－１峰归属于纤维素Ｃ—Ｏ—Ｃ糖苷键的对称伸缩

振动和Ｃ—Ｏ—Ｃ环呼吸振动，而１０９８ｃｍ－１是纤维素Ｃ—

Ｏ—Ｃ糖苷键的非对称伸缩振动峰。３７８ｃｍ－１归属于纤维素

β—Ｄ葡萄糖苷键。

２．２．２　纤维素分布的显微拉曼成像

在显微镜下选择结香纤维横切面上有代表性的区域，对

选定区域中每一点进行扫描获取拉曼光谱，以获得纤维素与

木素分布的拉曼图像。由于在２８９７ｃｍ－１纤维素的拉曼光谱

图信噪比大，可以获得清晰的纤维素分布图像［１０］，因此本研

究以波数２８９７ｃｍ－１（３０４５～２７７３ｃｍ－１）峰强变化分布作

图，用Ｃ—Ｈ及Ｃ—Ｈ２伸缩振动的空间分布规律，来表明纤

维细胞中纤维素的化学分布。

３００１第４期　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　光谱学与光谱分析



犉犻犵２　犚犪犿犪狀狊狆犲犮狋狉狌犿狅犳犛２犻狀犮狉狅狊狊狊犲犮狋犻狅狀

狅犳犇犪狆犺狀犲狅犱狅狉犪犜犺狌狀犫犳犻犫犲狉犮犲犾犾狊

　　图３是结香纤维细胞中纤维素的分布图像，图中可以清

晰的观察到纤维素在Ｓ２ 层的分布拉曼信号强度最强，表明

次生壁Ｓ２层纤维素浓度最高。ＣＣ处纤维素拉曼信号最弱，

表明该区域纤维素浓度最低。纤维素在选定区域中相邻的两

个ＣＣ处分布规律相似。ＣＭＬ中纤维素的拉曼信号强度有明

显的差异，可能是由于结香的细胞壁很薄，ＣＭＬ的厚度只有

０．５μｍ，而拉曼光谱仪的横向分辨率为１μｍ，导致ＭＬ中纤

维素的部分拉曼信号被Ｓ２层中较强的纤维素拉曼信号所覆

盖，所以产生了信号强度的差异。另外，纤维素分子在不同

细胞层中分子取向不同，也会使纤维素的拉曼信号强度产生

差异。图３中处于水平方向的Ｓ２ 层中纤维素的拉曼信号强

度明显高于垂直方向，根据推测可能是由于纤维细胞Ｓ２ 层

中，微纤丝的方向主要平行于纤维细胞轴的方向，在２８９７

ｃｍ－１峰是纤维素分子中亚甲基的Ｃ—Ｈ键伸缩振动所引起

的，而且Ｃ—Ｈ键的振动方向与纤维素分子链的方向垂直，

与入射光的电矢量方向平行，从而使拉曼信号强度增强［１１］。

图３中星号标记区域纤维素拉曼信号强度与其下方标记箭头

处拉曼信号强度有明显差异，可能是样品制备过程中切片表

面不平整引起的［１０］。
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１１２１ Ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ，Ｘｙｌａｎ，ａｎｄＧｌｕｃｏｍａｎｎａｎ Ｈｅａｖｙａｔｏｍ（ＣＣａｎｄＣＯ）ｓｔｒｅｔｃｈｉｎｇ

１０９８ Ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ，Ｘｙｌａｎ，ａｎｄＧｌｕｃｏｍａｎｎａｎ Ｈｅａｖｙａｔｏｍ（ＣＣａｎｄＣＯ）ｓｔｒｅｔｃｈｉｎｇ

９０２ Ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ Ｈｅａｖｙａｔｏｍ（ＣＣａｎｄＣＯ）ｓｔｒｅｔｃｈｉｎｇ

３７８ Ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ βＤｇｌｕｃｏｓｉｄｅｓ

犉犻犵３　犚犪犿犪狀犻犿犪犵犲狊犺狅狑犻狀犵狋犺犲犮犲犾犾狌犾狅狊犲犱犻狊狋狉犻犫狌狋犻狅狀犻狀犳犻犫犲狉狊

（狊犮犪犾犲犫犪狉：０５μ犿）犆犲犾犾狌犾狅狊犲犱犻狊狋狉犻犫狌狋犻狅狀犻狀犿狅狉狆犺狅

犾狅犵犻犮犪犾犾狔犱犻狊狋犻狀犮狋狉犲犵犻狅狀狊狅犳犳犻犫犲狉狊，３０４５～２７７３犮犿
－１

２．２．３　木素分布的显微拉曼成像

木素拉曼光谱中最强的两个特征峰分别为１６５０和

１６０５ｃｍ－１，因此可选择谱线范围１７１２～１５１９ｃｍ－１进行拉

曼成像。由图４可见，ＣＣ处拉曼信号最强，表明该层中木素

浓度最高。ＣＭＬ木素拉曼信号强度略低于ＣＣ，由于拉曼光

谱仪的横向分辨率１μｍ，而结香的细胞壁很薄，ＣＭＬ厚度

犉犻犵４　犚犪犿犪狀犻犿犪犵犲狊犺狅狑犻狀犵狋犺犲犾犻犵狀犻狀犱犻狊狋狉犻犫狌狋犻狅狀犻狀犳犻犫犲狉狊

（狊犮犪犾犲犫犪狉：０５μ犿）犔犻犵狀犻狀犱犻狊狋狉犻犫狌狋犻狅狀犻狀犿狅狉狆犺狅

犾狅犵犻犮犪犾犾狔犱犻狊狋犻狀犮狋狉犲犵犻狅狀狊狅犳犳犻犫犲狉狊，１７１２～１５１９犮犿
－１
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犉犻犵５　犃狏犲狉犪犵犲犚犪犿犪狀狊狆犲犮狋狉犪狅犳犇犪狆犺狀犲狅犱狅狉犪犜犺狌狀犫

犪犳狋犲狉犫犪狊犲犾犻狀犲犮狅狉狉犲犮狋犻狅狀

（ａ）：ＡｖｅｒａｇｅＲａｍａｎｓｐｅｃｔｒａｏｆｔｈｅＣＣ，ＣＭＬａｎｄＳ２ｏｆｆｉｂｅｒｃｅｌｌｓ；

（ｂ）ａｎｄ（ｃ）：ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅａｖｅｒａｇｅＲａｍａｎｓｐｅｃｔｒａｏｆｔｈｅＣＣ，

ＣＭＬａｎｄＳ２ａｎｄｚｏｏｍｉｎｔｏｔｈｅｄｏｍｉｎａｔｉｎｇｂａｎｄｓ

只有０．５μｍ，因此ＣＭＬ中木素的浓度可能包括了多个细胞

壁层：ＭＬ，Ｐ，Ｓ１和Ｓ２。Ｓ２层及Ｓ２～Ｓ３层木素拉曼信号强

度相对于ＣＭＬ低，表明其木素浓度低。木素在各形态区的

拉曼成像表明，木素浓度分布具有明显的不均一性，ＣＣ处

木素浓度最高，其次是ＣＭＬ，而Ｓ２层木素浓度最低。

２．２．４　不同形态区拉曼光谱分析

图５（ａ）为三个不同形态区：ＣＣ，ＣＭＬ及Ｓ２的平均光谱

图，谱线范围为３２００～３００ｃｍ－１。图中，２９７５～２８４０ｃｍ－１

峰归属于Ｃ—Ｈ和ＣＨ２ 伸缩振动，在ＣＣ和ＣＭＬ中，特征

峰２９４５ｃｍ－１主要是木素中甲氧基的Ｃ—Ｈ键的伸缩振动，

而在Ｓ２层中，特征峰２９４５ｃｍ－１主要是纤维素中Ｃ—Ｈ键和

ＣＨ２的伸缩振动。图５（ａ）经谱线分析处理得到图５（ｂ）和图５

（ｃ）。比较图５（ｂ）中１６５０和１６０５ｃｍ－１峰强，可以发现ＣＣ

处木素的拉曼信号最强，而Ｓ２层木素的拉曼信号最弱，表明

在ＣＣ处木素浓度最高，而Ｓ２ 层中木素的浓度最低。１１２１

和１０９８ｃｍ－１处的特征峰分别由纤维素糖苷键Ｃ—Ｏ—Ｃ的

对称伸缩振动和非对称伸缩振动产生，在ＣＭＬ和Ｓ２层中这

两个特征峰强度均高于ＣＣ处［图５（ｃ）］，说明在ＣＣ处纤维

素的浓度最低。

３　结　论

　　采用透射电子显微技术确定了结香纤维细胞壁的超微结

构，结果表明结香纤维细胞壁分层明显，由外至内分为胞间

层（ＭＬ）、初生壁（Ｐ）及次生壁（Ｓ）三层，次生壁又分为次生

壁外层（Ｓ１）、次生壁中层（Ｓ２）及次生壁内层（Ｓ３）。采用显微

激光拉曼光谱技术研究表明，结香纤维细胞壁不同形态区中

纤维素及木素的分布具有不均一性。拉曼光谱及显微拉曼图

像显示，ＣＣ处木素浓度最高，ＣＭＬ中浓度较低，Ｓ２层中浓

度最低。纤维素的分布情况与木素相反，Ｓ２层中纤维素浓度

最高，其次是ＣＭＬ，ＣＣ中浓度最低。研究表明激光显微拉

曼光谱能够提供植物细胞壁中主要组分纤维素与木素的原位

分布信息，在脱木素化学及生物乙醇转化等研究领域具有重

要的应用前景。
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