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禾本科植物叶片表皮气孔观察的样品制备方法改良
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提要: 对现有的禾本科植物叶片气孔观察的样品制作方法中的不足作了一些改良。改良后的方法操作简便、耗时少、样

品制备成功率高, 且放大后的效果好, 不会造成气孔形态的改变。改良方法适用于禾本科植物和其他叶肉紧实不易剥离的

植物叶片。50% NaClO处理 3 min最适用于小麦旗叶表皮样品的制备。
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An Improving Method of Sample Preparation for Epidermis Stoma Observa-
tion of Gramineous Plants Leaves
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Abstract: The method of sample preparation for epidermis stoma observation of gramineous plants leaves was
improved. The improved method was easy to operate, timesaving. It also had high success rate, and kept the
good shape of stoma after enlarged. The improved method was applicable to gramineous plants and other leaves
with compacted mesophyll. The treatment of 50% NaClO for 3 min was best for obtaining epidermis sample of
wheat boot leaf.
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气孔是高等植物叶片调控光合作用和蒸腾作

用的结构, 气孔特性是植物生理学、生态学和农业

基础研究中的一个内容, 而且叶表皮性状在植物分

类学和系统学中也有一定价值(马清温等 2005; 吉
春容等 2008; 袁莉民等 2006; 赵秀琴等 2003; 郑淑

霞和上官周平 2005)。除徒手刮制法外, 植物叶表

皮细胞和气孔形态的研究方法主要有印迹法、撕

取法、透明胶带粘取法、透明胶带刮制法及恒温

离析刮制法等(陈佰鸿等 2004; 段云峰等 2008; 张
守仁和高荣孚 1999; 温洁 1995; 张秀芳等 2002)。
徒手刮制时, 重则容易将叶片刮破, 轻则容易残留

叶肉, 对操作技术要求较高, 且适用范围有限, 而其

优点是能够较好的保持叶片表皮的原状。印迹法

是将火棉胶、指甲油、牛皮胶等涂在叶片表面,
待胶液风干后, 撕取胶膜作为观察材料, 此方法操

作简单快速, 但有存在胶膜不易撕取, 风干和撕取

时易变形, 受禾本科植物表皮毛的影响膜上印迹不

易辨认等问题。撕取法和透明胶带粘取法也有简

单快速的特点, 但只适用于部分表皮易撕离的植物

材料, 对表皮与叶肉结合紧密的禾本科植物几乎不

能撕(粘)取理想的观察材料。胶带刮制法则由于

叶肉刮除不彻底和胶带自身透明效果差而影响观

察。常规离析法需要恒温处理 24~48 h, 即使改良

的方法也需要 1.5~6 h, 由于离析时间的长短不一

而不易把握, 且易导致离析不彻底, 或腐蚀叶片表

皮, 操作繁琐。本文中改良的禾本科植物叶片观察

法有操作简单快速和容易获得理想的观察材料等特

点。

技术与方法 Techniques and Methods
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材料与方法

1  改良的原理

初步刮制可促使NaClO与残余叶肉充分接触,
加速叶脉和叶肉的离析漂白。

2  材料与用品

植物材料为生长条件一致的灌浆期大田冬小

麦(Triticum aestivum L.)旗叶中部, 取样后立即用标

准固定液(福尔马林 - 冰醋酸 - 酒精混合固定液,
FAA)固定。

操作用品有: 普通剃须刀片、镊子、盖玻片、

载玻片、胶头滴管、吸水纸、蒸馏水、不同浓

度 N a Cl O、秒表。

3  试验方法

3.1  改良刮制法的操作流程  (1)初步刮制: 剪取经

FAA 固定的小麦旗叶中部片约 2 cm, 目标表皮朝

下置于平整的小操作平台(可用盖玻片包装盒或载

玻片代替)。加 1~2 滴蒸馏水, 用刀片顺叶脉方向

刮去上面的表皮和大部分叶肉, 刮制时刀片竖直, 用
力均匀。(2)快速离析: 在经过初步刮制的叶片上加

1~2 滴 50% NaClO (以浸润整块材料为宜)。静置

约2 min (视植物材料和初步刮制的情况而定)待叶

肉变白。(3)二次刮制: 用蒸馏水冲洗掉离析液, 加
1~2 滴蒸馏水, 再将剩余的叶肉刮掉。(4)转移: 再

一次用蒸馏水冲洗刮制完成的叶片, 截去过多的部

分, 将载玻片贴压在刮好的材料上, 依靠水的吸力

转移到载玻片上, 转移以后目标表皮外侧朝上可以

直接加盖玻片观察, 染色后观察, 或脱水后做成永

久样品。操作过程中应注意保持材料的湿润。

3.2  改良方法的优化  优化方案设 25%、50% 和

75% 3 个浓度水平的NaClO处理, 1、2和 3 min的
处理时间, 共 9 个处理。按照上述操作流程, 初步

刮制后的叶块(冬小麦灌浆期旗叶中部)滴加NaClO,
使叶块完全浸没, 立即计时。处理结束时立即用吸

水纸吸去残液, 然后加蒸馏水, 进行二次刮制。做

成临时装片后在 Zeiss Axioplan 2 imaging MOT生

物显微镜下放大 200 倍观察并拍照。

3.3  改良法可靠性验证方法  分别将由最优改良方

案(50% NaClO 处理 2 min)和传统徒手刮制得到的

小麦旗叶上表皮样品放大200倍后拍照, 用Axio Vi-
sion 4.0 软件测量气孔长度和宽度(包括副保卫细

胞), 每块叶片测量连续的 5 个气孔, 共测定 6 块叶

片。

实验结果

1  植物叶片表皮样品制备方法的比较

由改良法得到的表皮图片比较清晰, 气孔及表

皮细胞的边界清晰, 无残余叶肉的干扰, 易于辨认

图 1  不同方法制备的小麦叶片表皮比较

Fig.1  Comparison of wheat leaf epidermis made by different methods
a: 由改良法得到的表皮; b: 由胶带刮制法得到的表皮; c: 胶带自身的纹理; d: 由印迹法(火棉胶)得到的表皮; e: 由印迹法(指甲油)

得到的表皮;  f: 改良法得到的表皮上气孔开闭情况。均放大 2 00 倍。
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和测量(图 1-a)。由于小麦表皮与叶肉结合较紧密,
叶肉不容易彻底刮除, 且胶带自身的透明性不佳(图
1-b), 由胶带刮制法得到的表皮模糊不利于辨认和

测量(图 1-c)。而由印迹法(特别是火棉胶法)得到

的表皮边界模糊、纹理复杂不易分辨和测量, 而且

在撕取胶膜时引起的印迹变形无法估算(图 1-d、
e)。由图 1-f 可见, 改良法制取的表皮可以观察到

张开的气孔。

2  改良法可靠性的验证

由改良法和徒手法得到的气孔长度分别为

1.45 和 1.44 μm, 相差 0.69%, 差异不显著(表 1); 由
改良法和徒手法得到的气孔宽度分别为 0.705 和

0.708 μm, 相差 0.43%, 差异也不显著。

3  植物表皮样品制备改良方法的优化

用 25% 的 NaClO 处理 1、2 min 后刮制的小

麦叶片表皮样品, 在表皮上还残留有叶肉细胞(图2-

表 1  改良法和徒手法的小麦叶片表皮气孔的形态比较

Table 1  Morphology comparison of wheat leaf epidermis
stoma of improved and hands free methods

气孔长度 /μm 气孔宽度 /μm

改良法 1.45±0.030a 0.705±0.020a

徒手法 1.44±0.046a 0.708±0.032a

    表内数据为平均数 ± 标准误差, 小写字母相同表示在 0.5 水平

差异不显著。

a、b); 25% NaClO 处理 3 min 刮制的表皮样品无

叶肉细胞残留(图 2-c)。用 50% NaClO 处理 1 min
的表皮依然有叶肉细胞残留, 而处理 2、3 min 后

叶片表皮较清晰(图 2-d、e、f)。75% NaClO 处

理 1 min后刮制的表皮样品较清晰(图 2-g), 与 50%
NaClO 处理 2、3 min的效果相似。75% NaClO处

理时间增加到 2、3 min 时, 副保卫细胞边界模糊

图 2  改良法的优化试验结果

Fig.2  The optimization results of improved method
a: 25% NaClO 处理 1 min; b: 25% NaClO 处理 2 min; c: 25% NaClO 处理 3 min; d: 50% NaClO 处理 1 min; e: 50% NaClO 处理 2

min; f: 50% NaClO 处理 3 min; g: 75% NaClO 处理 1 min; h: 75% NaClO 处理 2 min; i: 75% NaClO 处理 3 min。均放大 200 倍。
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不易辨识(图 2-h、i) ,  且表皮变脆、易碎。

讨　　论

本文中的改良刮制法适用于新鲜叶片或经标

准固定液(FAA)固定的样品, 用品简单易得; 此法操

作过程简便, 统筹操作过程可以交叉进行操作, 在
静置快速离析的空隙进行下一个叶片的初步刮制,
耗时少。此方法中的初步刮制可以促使 NaClO 与

叶肉充分接触, 有加速离析和漂白的作用, 克服了

胶带刮制法中叶肉残留和刮制伤及下表皮的缺点;
快速解离可以解决恒温离析法中的耗时长, 离析时

间不易把握等问题; 二次刮制时残余的叶肉和叶脉

已经过离析变得松散, 只需轻轻地刮拭即可。由于

初步刮制不触及叶片下面的表皮, 不存在撕裂表皮

的问题, 而且离析过程快速, 因此制备样品成功率

相对较高, 耗时大大减少。此法还可能适用于其他

禾本科植物或角质层厚、叶肉紧密难以用撕(粘)
取方法得到表皮样品的植物材料。

徒手法是常规的制备叶片表皮样品的方法(杨
利民等 2007; 苗芳等 2003)。从用此方法与徒手刮

制法的结果比较可知: 两种方法获得的气孔长、宽

度无显著差异, 这表明: 此方法中的初步刮制、快

速解离和二次刮制没有造成表皮形态的改变, 能够

真实地反映小麦叶片表皮的气孔和表皮细胞的状

态。采用此方法制备的小麦叶片表皮中能够观察

到张开的气孔。虽然此方法耗时较少, 但是因为气

孔开闭对外界环境的变化较敏感(李扬和黄建辉

2009), 所以此方法制备表皮样品过程中是否会造成

气孔开度的改变, 尚待进一步验证。

从本文结果来看, 25% NaClO 处理 3 min、
50% NaClO 处理 2、3 min 和 75% NaClO 处理 1
min 后得到的叶片表皮图像相对较清晰。其中,
50% NaClO处理3 min时的效果最好, 且时间适中,
处理后的表皮韧性较强不易刮破。延长 2 5 %
NaClO的处理时间可能会得到相对较理想的效果,
但是这样会增加改良法的耗时。虽然 75% NaClO
处理 1 min 得到的图像效果也较好, 但是浓度过高

的 NaClO 离析力太强, 处理后的表皮变脆而易碎。

另外, 75%的NaClO挥发强烈, 产生的有毒气体Cl2

对操作者有害。

改良法得到的表皮样品观察不到表皮细胞和副

保卫细胞的细胞核, 可能是在离析过程中被解离掉

了, 或者在二次刮制时被刮掉了。因此, 改良法不

适用表皮细胞核和副保卫细胞核相关指标的研究。

总之,  本文中的改良刮制法具有操作简便、

耗时少和观察效果好等特点。由改良法制备的叶

片表皮样品能够真实的反映表皮细胞和气孔形态。

以 50% NaClO 处理 3 min 是小麦叶片表皮样品制

备的最优改良方案。此种改良法不适用于表皮细

胞核和副保卫细胞核的相关研究, 但此方法的操作

流程是否影响气孔开度尚待进一步研究。
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