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橡胶树炭疽菌孢子的拉曼光谱特征
及其在聚类分析中的应用

徐鑫泽，施泽坤，纪晓贝，李志刚，李　潇，刘文波，林春花，缪卫国
（海南大学 植物保护学院/热带农林生物灾害绿色防控教育部重点实验室，海口 570228）

摘    要： 为了弥补分类学上单纯依靠形态学与分子生物学鉴定炭疽菌的不足，基于共聚焦显微拉曼技术的橡

胶树炭疽菌 3 个种群孢子聚类分析方法，对橡胶树炭疽菌孢子的拉曼光谱进行扫描，找到了其共有的位于

1 005 cm−1, 1 155 cm−1 和 1 515 cm−1 处的 3 个主要的拉曼峰以及其他次级峰，并对峰的产生来源进行初步确

认。结合拉曼光谱与主成分分析（PCA），依靠 3 个主要的拉曼峰以及其他次级峰在 PC1、PC2 以及 PC3 的三

维空间得分图中快速有效地将 3 种橡胶树炭疽菌孢子区分开来，为鉴别炭疽菌孢子提供了一种新方法，满足

了灵敏与微量的要求，且样品无需预富集和预处理。
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炭疽菌（Colletotrichum spp.）是一类分布范围

广泛的植物病原真菌[1]。橡胶树炭疽病在橡胶种

植园区普遍发生，是橡胶树的叶部“两病”之一，可

造成叶片脱落、嫩梢回枯、果实腐烂等一系列症

状，导致割胶时间推迟，产胶量下降[2]。在多数植

胶 园 中 ， 橡 胶 树 主 要 受 胶 孢 炭 疽 菌 复 合 群

（Collectotrichum  gloeosporioides species  complex）
侵 染 ， 部 分 报 道 受 尖 孢 炭 疽 菌 复 合 群

（Collectotrichum acutatum species complex）侵染[3]。

在我国，橡胶树炭疽菌主要由胶孢炭疽菌复合群

下的暹罗炭疽菌（Collectotrichum. siamense）和果

生炭疽菌（Collectotrichum fructicola）所引起[4]。

鉴于炭疽菌危害的严重性，其分类问题一直

是植物病理学与菌物学研究的热点。炭疽菌繁多

的种类，丰富的遗传多态性，复杂的复合种群为在

种水平上的鉴定带来了诸多困难。目前，针对炭

疽菌的有效分类手段还是以形态学与分子生物学

为基础 [5]。在形态学分类中，菌落特征、分生孢

子、分生孢子梗、产孢细胞形态、附着孢形态以及

其他结构为主要鉴定依据，并结合培养特征和寄

主范围作为辅助手段[6]，但炭疽菌的特征往往随不

同的环境条件的变化而改变，即使在纯培养的条

件下，分生孢子与分生孢子梗、附着孢和菌丝的形

态与大小也未必是完全相同的。不稳定的因素、

种水平上相似的结构特征与繁琐的实验流程影响

了炭疽菌的快速识别与鉴定。基因序列分析满足

了快速、准确、灵敏的分类要求，例如核糖体

DNA 内转录间隔区（Internal  transcribed  spacer,
ITS）序列是炭疽菌分子手段鉴定中使用最广泛的

片段[7 − 10]，但基于 ITS 的序列分析依然存在不准确

性，对于复合群间或复合群内的近缘相似种，单基

因序列的分析并不能准确反应其亲缘关系，因此 

 

 

　　收稿日期：2022 − 02 − 14　　　　修回日期：2022 − 04 − 16
　　基金项目：海南省院士创新平台科研专项（YSPTZX202018）； 国家自然科学基金项目（31660033）；海南省自然科学基

金（ 321RC470）；海南省研究生创新科研课题（ Hys2020-257）；现代农业产业技术体系建设专项资金项目（
CARS-34-BC1）

　　第一作者：徐鑫泽（1994−），男，海南大学 植物保护学院 2019 级硕士研究生. E-mail：xinze@hainanu.edu.cn
　　通信作者：缪卫国（1969−），男，教授. 研究方向：分子植物病理学. E-mail:miao@hainanu.edu.cn

 

第 14 卷 第 1 期 热 带 生 物 学 报 Vol. 14 No. 1
2023 年 1 月 JOURNAL OF TROPICAL BIOLOGY Jan. 2023

http://dx.doi.org/10.15886/j.cnki.rdswxb.2023.01.014
http://dx.doi.org/10.15886/j.cnki.rdswxb.2023.01.014
mailto:xinze@hainanu.edu.cn
mailto:miao@hainanu.edu.cn


无法在种水平上准确识别。多基因系统分析研究

物种分离、群体构成以及群体的系统进化亲缘关

系已经成为流行趋势。结合形态学基础与利用多

基因序列分析可以更精准地将炭疽菌鉴定至属以

下水平，因此多基因谱系分析被越来越广泛地在

炭疽菌分类研究中使用[11 − 12]。但多基因序列分析

需要依靠庞大的 DNA 条形码数据库来运作，需要

一定生物信息学基础，整个流程也需要不少的人

力与时间成本。

拉曼散射是一种与入射光频率不同的非弹性

散射，通过拉曼散射可以准确地获取样品的分子

结构信息，对于构成样品体内的基本生化物质的

检测非常灵敏，因此拉曼光谱被称作“指纹”图

谱[13 − 15]。拉曼光谱仪与共聚焦显微技术的有机结

合被称为共聚焦显微拉曼技术，其为物种区分与

鉴定带来了新的途径。共聚焦显微拉曼技术利用

代谢物的拉曼散射以快速、免处理、无损、宽谱带

的方式提供样本所含的拉曼特征信号，例如碳水

化合物、脂质、蛋白质以及核酸等均可生成特定的

拉曼光谱，进而可了解生物体内的物质成分与结

构信息。共聚焦显微拉曼技术仅采集物镜焦点区

域的拉曼信号，通过拉曼光谱和共聚焦显微镜的

结合，将焦点以外的背景信号拒之门外，更有利于

小体积样本的扫描分析，例如细胞或孢子；此外，

生物体内的水分是在其他光谱测量中重要的干扰

因素，而水的拉曼峰是很弱的，几乎不会对检测结

果造成干扰，这对含水的微生物样本的检测具有

一定的优势，因此共聚焦显微拉曼技术已经被用

于真菌与细菌的分类鉴定中[16 − 18]。例如，甘琴华

等[19] 使用共焦拉曼显微技术在变种水平上进行细

菌的免培养检测，鉴定的效率与准确性不亚于 16s
rDNA。Evelin 等[20 − 21] 使用拉曼光谱技术在属和

种水平上实现了人类皮肤癣菌以及建筑物损坏相

关真菌的检测和鉴定。然而，基于共聚焦拉曼显

微技术的检测和鉴定在植物病原真菌孢子的研究

上，尤其在炭疽菌分类研究中鲜有报道。在本研

究中，笔者利用共聚焦显微拉曼光谱仪对造成橡

胶树炭疽病的 3 种炭疽菌孢子的拉曼光谱进行了

扫描，并以一种非橡胶树炭疽菌孢子作为对照，分

析了其拉曼光谱特征，并结合主成分分析（PCA）实

现了 3 种炭疽菌在种水平上的区分，表明了占据

主要区分主要权重所依靠的 3 个主要峰值。本研

究旨在为病原真菌孢子的鉴别与分类提供高效、

可靠、灵敏的诊断方法。

 1    材料与方法

 1.1    样品处理     热 带 炭 疽 菌 （Colletotrichum
tropicale）菌株 HN15、暹罗炭疽菌（Colletotrichum
siamense）菌株 HN08、尖孢炭疽菌（Colletotrichum
acutatum）菌株 HN02，这 3 种橡胶树炭疽菌均为本

实验室保存菌种。将这 3 种橡胶树炭疽菌与对照

即非橡胶树炭疽菌（Colletotrichum alatae）接种在

PDA 培养基上，放置于 28 ℃ 下培养。接种 3 d
后，刮去表面菌丝破坏菌落结构，在光照条件下进

行诱导产孢。3 d 后使用 ddH2O 洗下孢子并通过

Miracloth 滤 布 (Merck KgaA,  孔 径 22～ 25  μm,
Germany) 过滤去除杂质。继而收集孢子悬浮液，

孢子悬浮液在 10  000  r·min−1 下离心 3  min 并

去除上清，ddH2O 洗涤 2 次，稀释至 105 CFU·mL−1。

取孢子悬浮液 20 μL(≈ 2×103 个孢子) 滴在抛光一

面的单晶硅基底上 (1 cm × 1 cm)，吹干备用。

 1.2    拉曼光谱测量    使用共聚焦显微拉曼光谱

仪 (inVia Reflex of Renishaw, England) 对炭疽菌孢

子进行拉曼光谱测量，配备了可产生 514  nm
激发光的 50 mW 激光光源。在测量前使用单晶硅

位于 520 cm−1 的拉曼峰校准仪器，使用 50 倍物镜

采集单个孢子的拉曼光谱，光谱采集范围为 600 ～
2 000 cm−1，作用在样品上的最终激光功率约为

5 mW，光斑直径为 1 μm，采集时间为 10 s，依靠

2 400 cm−1 光栅可实现光谱分辨率为 1 cm−1。

每种炭疽菌的测量包含 3 个生物学重复，每

个生物学重复实验取视野中随机的 10 个孢子来

测量拉曼光谱，为了避免激光照射损伤，每个孢子

只采集 1 次光谱。最后使用每种真菌收集到的

30 张光谱进行数据分析。此外，随机选取 30 个空

白处作为基底的背景光谱。

 1.3    数据处理    由于背景噪声、孢子本身的差

异、实验设备的影响，同种炭疽菌孢子的拉曼光谱

可能会略微有所不同。同时，孢子本身的荧光背

景、随机和非相关因素也可能会影响收集到的光

谱，例如产生基线升高和杂峰。因此，需对光谱数

据进行统一的前处理。其中包括减去单晶硅基底

光谱，使用 Labspec  5(HORIBA  Scientific,  Orsay,
France) 进行曲线平滑、基线校正（5 阶，Polymon）。
使用 EXCEL (Microsoft, USA) 计算实验采集范围

内每个波数对应拉曼强度的标准偏差以评估光谱
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的精确性和可重复性，并以阴影部分表示。使用

Origin 2021b（教育版，OriginLab，USA）进行作图

和 PCA 分析。

 2    结果与分析

 2.1    橡胶树炭疽菌孢子的拉曼光谱特征分

析     在测量的 4 种炭疽菌中，热带炭疽菌（C.
tropicale）和暹罗炭疽菌（C. siamense）同属于胶孢

炭疽菌复合群（C. gloeosporioides species complex），
而尖孢炭疽菌（C. acutatum）属于尖孢炭疽复合群

（C. acutatum species complex），作为不同寄主对照

的非橡胶树炭疽菌（C. alatae）也同属于胶孢炭疽

菌复合群（C. gloeosporioides species complex）。对

热 带 炭 疽 菌 （C.  tropicale）、 暹 罗 炭 疽 菌 （C.
siamense）、尖孢炭疽菌（C. acutatum）以及非橡胶

树炭疽菌（C.alatae）孢子的光谱扫描的结果（图 1）
显示，4 种炭疽菌的孢子几乎具有相同的光谱模式

和峰位。不同的是，非橡胶树炭疽菌（C. alatae）孢

子产生了极强的拉曼信号，为了避免由不同发育

阶段或生长状态所带来的测量误差，对其不同阶

段均进行了测量，结果与之前一致，说明其具有极

强的拉曼信号，这或许是由不同寄主或种间差异

所导致。相同的光谱模式表明它们产生拉曼峰的

内源性物质组成是几乎一致的，区别在于含量高

低与组成比例的不同，导致产生的拉曼信号强度

与峰值比例不同。其最重要的特征在于，4 种炭疽

菌孢子的拉曼光谱均在 3 个相同的波数处共有

3 个主要的特征峰，分别位于 1 005、1 155、1 515
cm−1。同时，笔者推测相同的拉曼光谱模式与特征

峰位置可能是众多炭疽菌所共有的，而不仅限于

实验中所测量的复合群与种类。根据以往的报

道，1 005 cm−1 处的峰值被认为由细胞质蛋白中的

苯丙氨酸的分子环呼吸振动的贡献 [22 − 24]；1 155
cm−1 处的峰值代表着细胞壁中 C-C 和 C-N 拉

伸[18 − 25]；1 515 cm−1 处峰值则由 N-H 键、C-H 键和

C=C 双键伸缩所导致[26]。
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图 1    4 种炭疽菌孢子的平均拉曼光谱图
 

除此以外，根据它们的平均拉曼光谱还观察

到了位于 960、1 194、1 290、1 446 cm−1 的几处共

有的小峰。 960  cm−1 处峰值由 C-N 键伸缩与

C=C 键变形所产生；1 194 cm−1 处的峰值由芳香族

氨基酸产生；1 290 cm−1 处的峰值由酰胺 III 和胸

腺嘧啶产生；1 446 cm−1 处峰值由脂肪链的 C-H 键

弯曲产生[22 − 24,27]。虽然 4 种炭疽菌孢子显示出了

相同的光谱趋势和几乎相同的峰值位置，但 3 个

主要波数 1 005、1 155 和 1 515 cm−1 处的峰值强

度明显不同。同时，即使受孢子本身状态与仪器

光电噪声的影响，它们的平均拉曼光谱依然显示

出了较小的标准误差范围（以阴影部分表示）。此

外，不仅仅是 3 个主要峰值的强度不同，其峰值之

间 的 比 例 也 不 同 。 例 如 ， 尖 孢 炭 疽 菌 （C.
acutatum）、热带炭疽菌（C. tropicale）和暹罗炭疽

菌（C. siamense）孢子的拉曼光谱在 1 155 和 1 515
cm−1 这 2 个波数处的峰值强度比也是不同的，分

别为 0.69、0.86 和 0.95，这也导致了同一张平均光

谱中不同峰位对应的峰面积占总体峰面积的比例

不同，比如尖孢炭疽菌（C. acutatum）在 1 155 cm−1
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处对应峰面积所占总体峰面积的比例明显小于其

他 3 种。3 个主要峰值的信号强度差异、峰值比例

与光谱趋势成为了区分它们的良好依据。

 2.2    PCA 聚类分析    使用 PCA 对 3 种橡胶树炭

疽菌孢子预处理后的拉曼光谱进行聚类分析，而

鉴于非橡胶树炭疽菌（C. alatae）的拉曼光谱具有

肉眼可辨的极强的峰值特征，因此未将其包含在

PCA 聚类分析中。依靠每张孢子拉曼光谱的

PC1、PC2 和 PC3 得分，将散点图投影到三维空间

中，位置和大小反映了孢子的分类关系。该投影

分析（图 2）显示了在种水平上较高的灵敏度，3 种

橡胶树炭疽菌孢子的拉曼光谱可以准确地划分为

3 个簇。它们的 95% 置信区间有一定程度的重

叠，这是由于一些不稳定的样本因素所导致的，整

体来看并不影响聚类效果。图 3 所示，前 3 个主

成分共同占据了 99.70% 的解释度，其中，依靠
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图 2    3 种橡胶树炭疽菌孢子的 PCA 得分图

椭圆阴影区域表示每种孢子的 95% 置信区间。
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1 005 cm−1，1 155 cm−1 和 1 515 cm−1 3 个主要峰值

的差异，PC1 占据了 97.76% 的分辨能力。位于

963，1 195，1 291，1 446 cm−1 处的几个小的峰值也

在 PC1 中占据了一定的权重，但不如 3 个主要峰

值明显。同时，PC2 与 PC3 这两个主成分也能在

一定程度上有效解释区分度，例如，998、1 152 和

1 507 cm−1 在 PC2 与 PC3 的负轴上也占据了一定

的权重。但是，在 PCA 特征提取的过程中，更倾向

于自动选择降维后较大的特征值与特征向量。总

体而言，3 种橡胶树炭疽菌孢子的拉曼光谱很容易

聚类为 3 个簇，表明使用拉曼光谱技术在种水平

上区分炭疽菌孢子种类是可行的。

 3    讨　论

本研究依靠共聚焦显微拉曼技术对 3 种橡胶

树炭疽菌孢子以及 1 种非橡胶树炭疽菌孢子的拉

曼光谱进行了特征分析，找出了共有的 1  005、
1 155 和 1 515 cm−1 波数处 3 个主要拉曼峰，以及

位于 960、1 194、1 290、1 446 cm−1 处的次级拉曼

峰，继而对峰值贡献的归属进行了初步判断。结

合 PCA 聚类分析在三维空间得分图中快速有效地

将 3 种橡胶树炭疽菌孢子聚类为 3 个簇，在荷载

图中展示了区分它们在 PC1、PC2 以及 PC3 中主

要依靠的拉曼峰。结果表明， 1  005、 1  155 和

1 515 cm−1 波数处 3 个拉曼峰不仅是炭疽菌所共

有的，更是利用拉曼光谱结合 PCA 在种水平上区

分它们的主要依据。

本研究提供了一种鉴别炭疽菌孢子的全新的

方法，与基于形态学和分子生物学的鉴定方法相

比，共聚焦显微拉曼技术具有灵敏与微量样品需

求的优势，且样品是无需预富集和预处理的，有望

达到单孢子水平的检测与鉴定。本研究为病害防

控，快速鉴别，真菌分类提供有力的技术支撑。当

然，为了提高诊断的可靠性和可选择性，更多的种

类炭疽菌孢子样本应在的实验中进一步引入，以

便建立完整的孢子光谱数据库。
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Raman spectroscopic characteristics of Colletotrichum spores
associated with anthranose of rubber tree and

their application in cluster analysis

XU Xinze,   SHI Zekun,   JI Xiaobei,   LI Zhigang,   LI Xiao,   LIU Wenbo,   LIN Chunhua,   MIAO Weiguo
（School of Plant Protection/  Key Laboratory of Green Prevention and Control of

Tropical Plant Diseases and Pests, Ministry of Education，Hainan University, Haikou, Hainan 570228, China）

Abstract：In order to solve the shortcomings of traditional identification of Colletotrichum spp. by morphology
and  molecular  biology,  a  clustering  method  based  on  confocal  Raman  microscopy  was  proposed  for
identification of spores of three Colletotrichum species causing anthracnose of rubber trees. Raman spectra of
the spores were scanned to show their spectral trends and peak characteristics, and three main Raman peaks at 1 005
cm−1, 1 155 cm−1, and 1 515 cm−1 in common and other secondary peaks were found to preliminary confirm the
contributing  source  of  the  peaks.  Then,  combined with  Raman spectroscopy and principal  component  (PCA)
analysis, the spores of three Colletotrichum species were quickly and efficiently distinguished by the three key
Raman peaks and other secondary peaks in the 3D score plot of PC1, PC2, and PC3 components. This method
provides a new way for discrimination and identification of Colletotrichum spores of the anthracnose of rubber
trees,  and  satisfies  the  sensitivity  and  trace  requirements  without  pre-enrichment  and  pre-treatment  of  the
samples.
Keywords：Colletotrichum spp.;  rubber  tree； Confocal  Raman  microscopy； species  identification； principal

component analysis
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