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摘 要：为了无损、简单、快速、准确估测辣椒叶片叶绿素含量和组成，提升作物的精细管理水平。本文基于辣椒叶片对

光的吸收特性，利用光谱透过率通过计算得到叶片的吸光度，使用四阶导数法在 640～690 nm波段找到与叶片中叶绿素

a和叶绿素 b的吸收波峰：649、668、681 nm。参照化学法检测植物叶绿素含量和组成的吸光度法，使用多元线性回归分

别建立叶绿素 a和叶绿素 b含量的检测模型并对比。其中以 649、668、681 nm处吸光度建立的模型检测叶绿素 a含量的

结果最好，测试结果的相对误差（RE）为 8.86%，决定系数（R2）为 0.879；以 649、681 nm处吸光度建立的模型检测叶绿素 b
含量的结果最好，测试结果的相对误差（RE）为 9.84%，决定系数（R2）为 0.878。
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Measurement of Chlorophyll Content in Pepper Leaves Based on the Absorp⁃
tion Characteristics of Spectrum
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Abstract：In order to estimate the chlorophyll content and composition of pepper leaves without damage, simply,
quickly, accurately and improve the level of crop fine management. In this paper, the absorbance of pepper leaves
was calculated by spectral transmittance, the absorption peaks of chlorophyll a and chlorophyll b content in leaves
were found at 640 ~ 690 nm by fourth order derivative method (649, 668 and 681 nm). The detection models of chlo⁃
rophyll a and chlorophyll b content were established and compared by using multiple linear regression. The model
established by absorbance at 649, 668 and 681 nm had the best results in predicting the content of chlorophyll a.
the relative error (RE) of the test results was 8.86%, and the determination coefficient (R2) was 0.879. The model es⁃
tablished by absorbance at 649 and 681 nm had the best results in predicting chlorophyll b content. The relative er⁃
ror (RE) of the test results was 9.84%, and the determination coefficient (R2) was 0.878.
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叶绿素是绿色植物光合作用中最重要的有机

分子和组成叶片叶绿体的重要成分，其含量和组

成直接影响植物的生长发育和营养水平 [1]，因此

叶绿素可直接反映植物营养及生理状态 [2-3]。如
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何快速、准确地获得植物叶绿素含量和组成，对

于监测植物长势、指导生产等方面具有重要意

义。采用化学分析法虽然可以准确检测植物叶绿

素含量和组成，但检测过程不仅需要破坏叶片，

而且费时繁琐，无法做到及时指导生产的需求。

同时，叶绿素 a和叶绿素 b在活体植物叶片中是以

蛋白复合物的形式捕获光能进行光合作用 [4]。在

不破坏叶片原有结构的基础上，检测叶绿素含量

和组成能够更为真实地反映植物的生理状态。光

谱检测技术是植物叶绿素含量和组成快速检测的

有效方法 [5-10]。在利用光谱技术检测植物的叶绿
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素含量方面，丁永军等 [11-12]利用番茄叶片的反射

光谱提取 7个光谱特征参数，建立叶绿素含量预

测模型；冀荣华等 [13]利用苹果叶片反射光谱选取

敏感波段建立叶绿素和含水率的预测模型；马

航 [14]利用东北粳稻的无人机高光谱遥感数据，提

取对冠层叶片叶绿素含量的敏感波段建立定量模

型；Padilla[15]研究不同的施氮量对辣椒叶片叶绿

素的影响；Timea等 [16]建立成熟期甜椒的总叶绿素

和类胡萝卜素的估测模型。上述研究均利用植物

反射和透过光谱，基于光谱的分析建立模型，在

总叶绿素含量检测中取得良好的应用效果，但却

难以实现叶绿素组分含量的直接测量。本研究基

于植物叶绿素在 640～690 nm波段对光的吸收特

性 [17]，参照化学法检测植物叶绿素含量和组成的

吸光度法，利用透过光谱计算出植物叶片的吸光

度，使用四阶导数法 [18]确定其与植物叶绿素含量

直接相关的特征波段，基于特征波段处的吸光度

进行回归模型的建立，并对回归模型进行了估测

误差分析。从而对辣椒叶片叶绿素含量和组成进

行无损、简单、快速、准确的检测，准确监控植物

的生理状态。

1 材料与方法

1.1 植物样本的培育

本研究使用辣椒（吉椒 16）进行栽培试验，通

过控制各试验区的营养液氮元素含量，从而培育

出叶绿素含量不同的辣椒叶片作为样本 [19-20]。栽

培试验于 2019年 4～8月在自然光照的环境控制

温室进行。将培育好的辣椒苗移栽至温室内 5个
相同的栽培槽，每个栽培槽内种植 16株，栽培基

质采用椰糠和珍珠岩以 3∶1的比例混合均匀的人

工基质。温室内的温度和光照用物联网设备进行

实时监控并通过放风和遮阳幕进行自动的适度环

境调控。

分别对栽培槽内的辣椒苗定期供给 5个不同

氮元素含量的营养配方，各配方的营养元素浓度

见表 1。营养液以日本园试配方中的氮元素水平

作为标准液，并考虑硝态氮和铵态氮之间的平

衡，在保证其他主要元素含量相同的情况下分别

增加和减少 50%和 100%标准液营养液中氮元素

含量，共设置 N0、N50、N100、N150和 N200 5个不同氮元

素营养水平试验区。不同营养液中的各种微量元

素含量按照通用配方进行配置，并将 pH值调整在

6.5～7.5之间。利用定时器和潜水泵自动定时灌

溉营养液。

表 1 各试验区主要营养元素浓度

元素

N
P
K
Ca
Mg

主要营养元素浓度（mmol /L）
N0
0
0.5
3
1.75
1

N50
3.5
0.5
3
1.75
1

N100
7
0.5
3
1.75
1

N150
10.5
0.5
3
1.75
1

N200
14
0.5
3
1.75
1

1.2 测量参数与方法

辣椒栽培中的苗期，在每个试验区各选取 18
片叶片共 90个样本进行光谱特性采集，其中 70个
样本为样本集，20个样本为测试集。为了实验数

据的准确性，防止叶片的衰老和含水量的降低对

光谱数据的影响 [21]，采集时选择性状优异的成熟

叶片，并用浸湿的脱脂棉将其叶脉根部包裹，保

证叶片的水分和叶绿素活性。光谱特性主要测量

了叶片在 500～800 nm的透过光谱，并采用化学

法测量叶绿素含量和组成。

1.2.1 透过光谱的测量

透过光谱用 AVANTES公司生产的光谱仪（型

号为 AvaSpec-ULS2048XL-EVO）测定，光纤接收

端连接余弦校正器，将其固定在暗室内的操作台

上保持水平。光源采用可调式标准钨灯光源并在

与光纤相接处添加红外光线隔板，控制红外波段

对光强的影响以及防止光照过强对叶片的灼伤。

将光路垂直于余弦校正器正上方，保持光源与余

弦校正器的距离不变，将叶片平铺并紧贴于余弦

校正器正上方，使叶片将余弦校正器完全覆盖，

测量时封闭暗室的操作窗口，保证暗室内不受其

他光源所影响。

测量时，扣除暗光谱的噪音后，直接测量光源

的原始光谱，并计算光源的光照强度，将光照强

度调整到 1 000 µmol/（m2·s），步长为 1 nm，作为

参考光谱并保存至 Excel中记作 I0，对待测辣椒叶

片按实验设计的方法进行透过光谱测量，每个叶

片进行 4次测量。

1.2.2 叶绿素含量和组成的测量

称取 0.2 g辣椒叶片，避开叶脉剪成细丝放进

15 mL试管内，加入 10 mL浓度为 80%的丙酮溶液

后放置于 4 ℃冰箱内黑暗条件下浸提 24 h。测量

时将提取液摇匀，用 80%丙酮溶液做空白，取上

清液进行叶绿素含量的测量。叶绿素含量使用紫

外分光光度计（METTLER TOLEDO UV5）测定 645
nm和 663 nm的吸光度后，使用 Arnon法修正公

式 [22]对叶绿素 a和叶绿素 b的含量进行计算。
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1.3 数据处理及统计分析

70个样本数据代表不同营养状态的辣椒叶

片透过光谱。将每个样本的 4次测量数据保存到

Excel中取平均值，作为该样本的透过光谱，记作

I。样本的透过率光谱 T计算公式为：

T = I
I0
× 100% ……………………………（1）

吸光度指的是光线通过溶液或某一物质前的

入射光强度与该光线通过溶液或物质后的透射光

强度比值的以 10为底的对数，也就是透过率的以

10为底的对数 [23]。本文检测辣椒叶片透过光谱的

光路，检测器与叶片之间的距离为 0 mm，因此，透

过叶片的光可完全由检测器吸收，故使用吸光度

计算公式得到的辣椒叶片的吸光度曲线 A，可真

实反映叶片对光的吸收情况：

A = -lg T……………………………………（2）
每个试验区叶片的吸光度结果取其 10个样

本的均值，并分析叶绿素在叶片中的强烈吸收波

段，使用四阶导数法从混合物光谱中分离被覆盖

的波峰，得到叶绿素 a和叶绿素 b在叶片中的吸收

峰位置作为特征波长。利用 origin软件对叶片在

特征波长的吸光度和其叶绿素 a、叶绿素 b含量进

行相关性分析，并建立相关的线性回归模型。

2 结果与分析

2.1 辣椒叶片吸光度曲线的特征

不同施氮水平下，辣椒叶片在 500～800 nm
的吸光度曲线的变化趋势基本一致（图 1）。叶片

的吸光度在 680 nm附近为波峰，在 550 nm附近为

波谷，叶绿素 a 和叶绿素 b 的强烈吸收波段在

640～690 nm之间；在 500～720 nm叶片的吸光度

与叶绿素含量正相关。700～800 nm吸光度均在

0.2左右，且变化幅度较小。

辣椒叶片吸光度曲线特性主要是由叶片的叶

绿体色素、蛋白质、水分、糖类、核酸等物质对光

波的吸收、反射所引起的 [24]。在 500～700 nm波段

范围内，叶片的吸光度主要受叶绿体色素影响，

叶绿体色素对绿色光的吸收较少，而对红色光有

着强烈吸收，从而导致叶片的吸光度曲线在 550
nm附近形成吸收波谷，而在 680 nm附近形成吸

收波峰。辣椒叶片的叶绿素含量随着施氮量的增

加而增加，因而叶片对 500～700 nm波段的光吸

收能力更强，所以辣椒叶片在该波段的吸光度随

着施氮量的增加而增加。在近红外波段，辣椒叶

片的吸光度曲线特性主要受叶片内的组织和结构

影响，叶绿素对其影响较小，叶片对该波段的吸

收一般不足 20%。
2.2 辣椒叶片吸光度曲线的导数

活体植物叶片中叶绿素 a和叶绿素 b以蛋白

复合物形式存在，因此，吸光度在 600～700 nm范
围内仅有一个吸收峰存在 [25]。为分别确定叶绿素

a和叶绿素 b的吸收峰，本研究利用高阶导数法能

将重叠的波峰进行分离，从混合物光谱中分离出

被覆盖的吸收峰，并且导数光谱曲线仍然满足多

元组分光谱之间的线性叠加性 [26]。与过去常用的

二阶导数法相比 [27]，四阶导数法对分离混合物的

重叠峰有更高的分离度和灵敏度 [28]。为分离出叶

绿素 a和叶绿素 b的吸收峰，本研究对辣椒叶片的

吸光度曲线进行四阶导数计算，其四阶导数曲线

的波峰对应于该波长下某色素分子的吸收峰。利

用色素吸收峰作为特征波段可对色素进行初步的

定性定量。

使用四阶导数法对叶绿素 a和叶绿素 b强烈

吸收波段（640～690 nm）的吸光度曲线进行处理，

分离叶绿素 a和叶绿素 b重叠的吸收峰，从而更准

确地找到叶绿素 a和叶绿素 b在叶片中吸收光谱

的特征波长。对各试验区平均吸收光谱进行四阶

导数计算，并用 Savitzky-Golay算法对导数光谱进

行平滑处理，窗函数所包含的数据点个数为 20，
多项式回归次数为 4（图 2）。通过四阶导数法的

处理，在 640～690 nm波段分离出三个吸收峰：次

峰 R1在 650 nm附近，首峰 R2在 680 nm附近，三峰

R3在 670 nm附近。用四阶导数法对样本集 70个
样本的吸光度曲线进行处理并平均，得到平均四

阶导数曲线，对其进行峰值分析，得到三个主要

波峰的波长位置（图 3），R1、R2和 R3的位置分别约

为 649 nm、681 nm和 668 nm。
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图 1 各试验区的平均吸收光谱
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2.3 使用特征光谱吸光度与叶绿素 a、b建立线

性模型

确定 649、668、681 nm作为吸光度曲线的特

征波长，叶片样本在特征波长位置的吸光度记作

A1、A2、A3。利用 A1、A2、A3分别建立叶片叶绿素 a
和叶绿素 b的线性回归估测模型，并用测试集对

模型进行检验（表 2）。A1与叶绿素 a和叶绿素 b
含量模型的决定系数 R2为三个参数当中最高

0.875，残差平方和最小；A2与叶绿素 a和叶绿素 b
含量模型的均方根误差最小，但决定系数 R2最
低。使用测试集对模型进行检验，用测试集叶绿

素 a和叶绿素 b含量的检测值与实测值进行相对

误差的计算。基于 A3所建立的模型预测效果最

好，相对误差最低。

叶绿素 a和叶绿素 b是叶片中最大吸收峰不

同的两个组分，次峰 R1和首峰 R2分别为叶绿素 a
和叶绿素 b的两个最大吸收峰，三峰 R3为受两种

不同色素吸收影响的交叉点。使用样本集数据基

于朗伯比尔定律的原理进行模型的建立：基于次

峰 R1和首峰 R2所对应的吸光度 A1、A2分别与叶绿

素 a和叶绿素 b的浓度建立二元线性模型（表 3）。
表中 Ca和 Cb分别为叶绿素 a和叶绿素 b的浓度，

叶绿素 a和叶绿素 b的浓度模型的各项结果均优

表 2 基于 A1、A2、A3的叶绿素 a、b含量线性回归模型结果

吸光度

A1

A2

A3

叶绿素

叶绿素 a
叶绿素b
叶绿素 a
叶绿素b
叶绿素 a
叶绿素b

均方根误差RMSE
0.634
0.353
0.620
0.344
0.625
0.348

残差平方和SSE
4.636
1.431
5.001
1.544
4.714
1.455

相对误差RE（%）
12.07
12.61
12.10
12.24
11.39
11.71

决定系数R2
0.875
0.875
0.866
0.866
0.873
0.873

调整决定系数AdjR2
0.874
0.874
0.864
0.864
0.872
0.872

自由度DF
70
70
70
70
70
70

表 3 基于 A1、A2、A3的叶绿素 a、b含量多元线性回归模型结果

模型

Ca=1.39A1+0.40A2-0.89
Cb=0.77A1+0.22A2-0.49

Ca=2.46A1+1.76A2-2.20A3-0.91
Cb=1.37A1+0.98A2-1.22A3-0.50

均方根误差

RMSE
0.629
0.349
0.633
0.353

残差平方和

SSE
4.541
1.402
4.510
1.392

相对误差RE
（%）
9.52
9.84
8.86
11.30

决定系数R2

0.878
0.878
0.879
0.879

调整决定系数

AdjR2
0.875
0.875
0.874
0.874

自由度DF
70
70
70
70
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图 2 各试验区吸收光谱的微分光谱
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图 3 平均导数光谱峰值分析

于基于一个特征光谱吸光度所建立的模型；使用测

试集对基于A1和A2所建立的叶绿素 a、b检测模型进

行测试，检测值与实际值的相对误差在 10%以内，

结果优于基于一个特征光谱吸光度所建立的模型。

使用 R1、R2和 R3三个吸收峰所对应的吸光度

A1、A2和 A3与叶绿素 a和叶绿素 b的浓度建立三

元线性模型（表 3）；叶绿素 a和叶绿素 b的检测模

型决定系数 R2均为 0.879，叶绿素 a含量检测模型

的相对误差 RE为 8.86%，优于基于 A1、A2所建立

的叶绿素 a含量检测模型。

3 结 论

本文以光谱信息获取及分析为主要手段，利

用辣椒叶片的透过光谱检测叶绿素含量，该方法

操作简单、实用性强、适合各种环境、有效地减少

环境对光谱数据的影响。通过四阶导数法对
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640～690 nm波段辣椒叶片的吸光度曲线进行波

峰分离，确定了叶绿素 a和叶绿素 b的吸收峰为特

征波长。分别使用特征波长处的叶片吸光度建立

叶绿素 a和叶绿素 b的检测模型，并对模型进行测

试和对比：基于 649 nm和 681 nm处吸光度建立的

二元回归模型在预测叶绿素 b的结果最优，预测

值的相对误差为 9.84%；基于 649、668、681 nm处

吸光度建立的三元回归模型在预测叶绿素 a的结

果最优，预测值的相对误差为 8.86%。两个模型

可以为辣椒作物生理状态诊断提供理论依据。
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