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土壤一植物根系微区养分状况的研究

IV
.

电子探针制样方法的比较及其应用
*

施卫明 徐梦熊 刘芷宇
(中国科学院南京土城研究所)

摘 要

本文对电子探针分析植物样品的几种制备方法和条件进行了试验
。

结果表明
,

直接空气

干燥方法使得玉米根的表皮和皮层细胞显著收缩
。
用 4 % 戊二醛磷酸缓冲液预固定一个小时

就可导致根内 K 和 ca 的大t 淋失
。

只有在 一 80 ℃ 和 5 x l。, T Or r
以下进行冰冻千澡才能使

得到的样品形貌自然
,

元素保持原位
,

效率又高
。

应用此方法对根
一

土微区营养元素分布状况

进行电子探针分析
,

清晰地显现出
, K 在根的各个组织部位都有不少存在

,
但以在中柱内浓度

更高些
。

而 Ca 则是在内皮层和皮层有明显的富集
,

在根输导组织中没有累积
。

还可以看到在

内皮层以外的组织中积累有较多的 si ,

表明根表皮和皮层细胞被微生物破坏后
,
土拉渗入而形

成内根际
。
在根际土坡中同时存在着较多的 别 ,

ca
,
Fe

,

Zn
, K 和 Ti 等

。

礴

土壤
一

根系微区的养分状况是土壤和植物两者之间关系的直接反映
,

有关这方面的研

究有着十分重要的意义
。

但是
,

由于其研究范围小
,

要求分辨力高和养分状况保持原位
。

因此
,

侧定技术在过去一直是这一领域研究中的限制因素田
。

以往人们应用的放射性自

显影
〔刀 和微 电极技术la] ,

由于只能局限于少数具有放射性同位素的养分元素和区分的 微

域界限较粗以及受环境条件影响较大等原因
,

在应用上受到一定的限制
。

60 年代末发展

起来的电子探针显微分析技术不仅能提供微区表面形貌的显微特征
,

而且能同步的原位

分析其元素含量和分布状况
。

因而已广泛地应用于冶金和地质等领域
。

同时也是研究土

壤
一

根系微区养分状况比较理想的技术手段
。

然而
,

由于植物样品柔软且含水最高
,

一般

须经过固定
、

干燥和喷镀导电膜等前处理才能进行分析
。

而这样的处理步骤通常不易保

持试样中养分的原位
。

因而电子探针植物样品的制备比较困难
,

至今仍未得到满意的解

决
,

限制了电子探针在植物根际微区研究上的应用
‘.., ]。 为此

,

寻求一种简便而有效的制

样方法是应用电子探针研究根际养分状况的前提
。

本文通过对几种植物样品制备方法和制样条件的比较
,

寻求一种简便可靠的方法
,

并

探讨电子探针应用于根际微区养分分布的研究
。

母

在实验过程中得岁卜本所质谱组
、

电镜组和南京林学院电镜室的大力帮助
,
谨此致训

。
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户

供试土城为黄河冲积物发育的石灰性砂城土
。

土城 PH 值为 8
.

,
。 。

.

SM N 目日c o ,

(声 二 , )浸捏的

速效磷 (P) 为 2
.

, PP m 。 IN 中性醋酸按浸提的速效性钾 (K ) 为 7 2 PP m 。

供试作物为玉米和小麦
。

1
.

植物的培育和处理 : 在水培实验中
,

作物种子在湿纱布上于暗室中发芽
。

待根长出约 Zc m 后
,

转至营养液中在温室内生长
。

营养液成分为 : (NH
.

)
:
5 0

.
1

.

o m M , N a :
H P o ; o

.

7 5 m M ,

就 1 s
.

o m M ,

c a

(N o ,

)
: 2

.

sm M , M g so
.
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.
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.

o p p m , H , B o : o
.

7 2 p p m , c屺 l
:

0
.

oZ p p m , Mn C I
:

0
.

4 5

, p m ,

肠C l
:

0
·

0 6 p p m 和 H
:

M o o
.

0
.

0 1 p p m 。

溶液 pH 6
.

,
。

每隔一周换一次营养液
。

在土培试验中
,

土样经磨细过筛 (20 目)
,

在每 ‘。。。g 土壤中均匀拌人 1
.

09 N H ‘H 护0 .

和 1
.

8 69 Kt so.
。

土壤水 分

保持在 15 % (相当于最大持水量的 70 % )
。

播人发芽的作物种子在温室中生长
。

2
.

样品的干燥 : 待作物在上述营养液中生长约 20 天后(三叶期)
,
用双面刀片取下离根尖 2一3c m

的玉米根段
,
用以下几种方法分别进行干操

。

(1 ) 空气干燥 : 将根段用刀片切成约 Zm 二 厚的切片
,

盖于空气中让水分自然挥发千澡
。

(2 ) 临界点干燥 : 将根段用刀片切成约 2 二m 厚的切片
,
在 4 % 的戊二醛磷酸缓冲液中 (闭 7

.

2)

预固定 2 小时
,
用 1肠 镶酸磷酸缓冲液作后固定 2 小时

。

经酒精系列脱水后
,
用醋酸异戊酣液盖换

。
然

后将样品在 H C P一 2 临界点千操仪中干燥
。

(3 ) 直接冰冻干燥 : 将根段在 5 % 的琼脂中迅速浸一下后插人样品座的小孔中用双面刀片切一橄

断面
,

迅速投入液氮中冷冻
。

同时将铜柱块(增加热容t 用)也盆于液氮中
。

待温度达到平衡后
,

将带

样品的样品座在液氮下转至铜柱块上
。

为防止转移过程中样品表面结箱
,

样品据保待在液氮中
。

在铜

柱块下垫一绝热材料
,

置于高真空镀膜仪中抽真空使样品干澡
。

一定时间后停止
,

但继续保持真空状态

2 4 小时
。

(D 戊二醛预固定
一

冰冻千燥法 : 将根段在 咭肠 的戊二醛磷酸缓冲液 (PH 7
.

2) 中预固定 l 小时

后
,

同 (3 )法进行冰冻干燥
。

3
.

冰冻干燥的温度 : 将根段用刀片切成约 Zo m 厚的切片
,
用液氮冰冻后

,

于真空干操中 一 20 ℃

下 (低温冰箱中)和 一 80 ℃ 下 (干冰中)用 Zx 一A i 型旋转泵抽真空干燥样品
。

4
.

样品的观察 : 干燥后的样品在 D M 一2 5 0I v 型镀膜仪中分别喷镀碳 层
。
在 2 0 ke v , l。‘A 下

用 D x 一 3 A 型扫描电子显微镜(附 x 一

射线波长色散仪 )分析样品的元素 K 和 ca 等的分布状况
。

分析晶

体为 P E T 。

或用 E X 人C 一2 0 O0 x 一

射线能量色散仪分析元素的分布状况
。

样品的二次电子图像和元素

x 射线分布图都用照片记录
。

二
、

结 果

食

(一 ) 几种千燥方法的比较

由各种方法得到的结果表明
,

用空气千燥的方法
,

样品收缩显著
,

细胞破碎和皱缩
。

这

在皮层和表皮细胞表现得更为明显
。

但元素分布的结果表明
,

养分元素移位的现象不明

显
。 K 在中柱

、

皮层和表皮细胞中都有不少存在
。

且仍表现出中柱内的 K 高于皮层和表

皮细胞中 K 的趋势
。

而 Ca 则是在中柱内很少存在
,

而大量积累在表皮和皮层细胞上 (图

版 l , 照片 1)
。

K 和 ca 的分布趋势与一般认为的正常 K 和 ca 的分布方式比较相近
。

这

瓜乎表明切面上表皮
、

皮层和中柱细胞物质间并未产生流动污染
。

但因得到的组织形貌
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极差
,

无法精确地确定组织部位与元素分布的对应关系
。

因此
,

这种方法不能作为电子探

针植物样品的制备方法
。

用临界点千燥和戊二醛预固定
一
冰冻千燥得到的样品

,

整个根的形貌较佳
,

没有明显

的细胞破损或皱缩(图版 n
,

照片 3 a
)
。

这说明
,

用这两种方法都能较好地保存样品天然

状态的精细结构
。

但元素分布的结果表明
, K 和 c 。在根中都已很少存在(图版 I,

照片 2

和图版 n
,

照片 3 )
。

而且即使只用戊二醛预固定 1 小时
,

样品中 K 和 C : 也已发生移位和

淋失
。

所以
,

这两种友牌也不适于电子探针分析中植物样品的制备方法
。

(二 ) 冰冻千澡沮度的比较

冰冻千燥温度是飞冻干燥方法中的一个重要参数
。

试验结果表明
,

在 一 20 ℃ 下冰冻

干燥的样品
,

根形貌发生了很大的变化
。

其中
,

皮层细胞的破损和皱缩最为明显
。

而当千

燥温度为 一80 ℃ 时
,

得到的根形貌比较好
,

细胞充实而完整
。

这表明
,

当冰冻干燥的温度

低于 一 80 ℃ 时
,

能使样品组织保持在自然状态
。

按 (3) 法直接冰冻干燥的样品
,

也呈现出

良好的形貌(照片 4 。)
。

而且根毛挺立
,

根尖部分表面仍然保持着不少粘液物质
。

同时
,

元素分布结果也表明
,
K 在表皮

、

皮层和中柱都有大量存在
。

但中柱内的 K 含护
一

似乎要高

于表皮和皮层中的 t
。

而 Ca 却是在皮层和表皮层有累积
,

在中柱内则很少存在(图版 n ,

照片 4 )o 与通常的根内 K 和 C a
分布规律相一致叩、

(三) 电子探针在根际橄区并分状况研究上的应用

电子探针可以分析根际和根内各种养分的分布状况
。

对离根尖 3一4 厘米的玉米根

段进行整个横断面扫描结果表明
, K 在各个组织部位都有不少存在

。

其中以在中柱内浓度

更高 (图版 m
,

照片 sb)
。

而 Ca 则在内皮层有明显的富集(图版 m
,

照片 , 。)
。

这就证

实了K 和 Ca 在植物根内的运输途径是不同的
。

Ca 通过质外体途径运输而被内皮层上发

育的凯氏带所攀碍
,

从而进人中柱内输导系统的最要较 K 少得多
。

而 K 则表明不受内皮

层的影响
。

从 si 的分布状况可以看到
,
si 也主要积累在内皮层以外的组织中

,

但写ca 的

分布相比
,

不同之处在于内皮层处并没有明显的富集区
,

但在根际土壤颗拉含量较高(图

版 11 1
,

照片 sd)
。

同时
,

从根组织横断面的二次电子图像上也可以观察到这部分根系的

表皮和皮层细胞组织已被微生物侵人而破坏
,

部分土壤颗粒已渗人到内皮层以外的细胞

组织中
,

而与 si 的分布状况相符合
。

看来这部分已经形成为内根际 (E nd or hi z os pher 。
)
。

此

外
,

电子探针还可以对某一微区或某一局部进行点分析
。

例如
,

对离根尖 2一 3 厘米的小

麦根际土壤中进行分析的结果表明
,

存在大量的 Si
, c 。 ,

Fe
,
Z n , K 和 Ti 等(图版 11 1 ,

照

片 6 )
。

但根组织中则不含 T t ,

而 s , P , K 和 吨 峰较明显
。

掩

三
、

讨 论

作为电子探针分析用的植物样品
,

除要求得到的样品形貌保持自然状况外
,

还要求样

品中的元素也保持原位
,

没有淋失和再分布现象
。

导致新鲜生物样品皱缩和变形的最重

要原因是水分自然挥发时存在的表面张力的影响
。

因此
,

要避免直接空气干燥
。

临界点

干燥法是利用临界点时表面张力为零
,

将液体变成气体而千燥样品
。

因而能较好地保存

样品的天然状态的微细结构
。
被认为是 目前观察样品形貌的一种较理想的制备方 法

“, .

今
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但由于制样过程中需要固定
、

脱水和置换等步骤
,

因而小分子物质易于淋失
。

冰冻干燥是

利用冰升华时无表面张力的原理
,

用液氮等骤冷植物样品使细胞内水分变成无定形冰
。

井

保持在低温下抽真空将冰直接升华成气态而干燥样品
。

因此
,

理论上能很好地保持样品

的天然形貌
,

而且又避免了使用化学固定剂和脱水剂
,

从而可以较好地使细胞内物质保持

原位
。

然而
,

由于冰冻干燥过程比较复杂
,

操作不当极易造成样品的冰晶 和 重 结 品 损

伤
。

因 为生成的无定形冰晶是不 稳定的
,

会发生重结晶现象
。

并且重结晶速疼t砰鱿八变

升高而急剧加快
,

从而产生大冰晶损伤细胞
。

而且
,

由于细胞内一部分结合水的冰点为

一 60 ℃ [’] 。

因此
,

一般冰冻干燥的温度应保持在 一80 ℃ 以下
【‘, 。

但温度越低
,

冰冻干燥速

率就越小
。

虽然用固体 CO 刁

(一 80 ℃)进行冰冻干燥也得到了较好的样品形貌
,

但固体 C( ): 的

加人降低了真空度而增加了冰冻千燥时间
。

因为真空度对冰冻干燥速率有极大影响
。

科

如
,

在 一 80 ℃ 下和 5 x 1 0
一 ,

T or : 下 (Zx 一A l 型旋转真空泵)
,

一般需连续抽真空 10 天

左右才能使样品千燥
,

效率很低
。

而液氮冷冻后置于镀膜仪中在约 1 0 一‘ T or r 下进行冰冻

干燥
,

尽管温度低于 一 80 ℃
,

但总共冰冻干燥时间不到 24 小时
。

而且
,

后者方法干燥的

样品中 K 和 c :
分布与其一般分布规律相一致

。

由此表明
,

样品中的一些易移动性物质如

K 在制样过程中未发生移位和再分布
。

由于 K 在植物体内主要是以离子态存在
,

是最易

移动的元素之一
。

当测定的样品中 K 的分布未变化时
,

则可以认为其它元素的分布在制

样过程中也未发生变化
。

样品表面的凹凸不平对 X 射线的探测影响很大
。

尤其当用波谱仪进行 X 射线探 汉J

时
,

这种影响更甚
。

因此
,

观察的样品表面应尽可能平
。

我们在实验中观察到当带根际 卜的

根进行冷冻断裂时
,

根际土壤的分断裂面常起伏不平
。

而采取在冷冻之前用刀片迅速 毋

一横断面似乎有利于改善这一情况
。

其原因可能是土壤和植物根的硬度不一样
,

根际上

壤内部的硬度也不一致
,

所以冷冻断裂常会造成断裂面上起伏较大
。

某些研究者采取在

电子探针内配备一个特定冷冻台让样品直接在冷冻条件下进行观察的方法
’, , 。 这种方法

被认为是 目前最为简便
、

结果也较可靠的方法
。

他们报告的结果同我们的结果颇为一致
。

因此
,

可以达为本文中的直接冰冻干燥方法可以用作电子探针研究植物根
一

土界面上营养

元素状况的制样方法
。

而且
,

由于本方法所需设备简单
,

样品直接置于样品座上的小孔内

在镀膜仪中进行冰冻干燥后即可直接进行喷镀
。

制样时间也短
,

是一种值得推荐的制徉

方法
。

在制样方法问题解决以后
,

电子探针可以用来原位分析根
一

土界面上各种营养元素心

分布状况
,

为养分的吸收和转运机制研究提供依据
。

同时
,

电子探针在研究各营养元素的

相互作用方面也是有用的技术手段
。

但是
,

电子探针得到的是全量的结果
,

检出限量也尚
.

不够低
。

因此
,

需要进一步改进测试技术
,

利用组织化学和沉淀技术等手段
,

使之发挥更

大的作用
。

参 考 文 献

会 【l 】 刘芷宇
, 19 8。: 土城

一

根系微区养分环境的研究概况
。

土壤学进展
,
第 3 期

, l
一
11 页

。

【2 』 许受丽
、

刘芷宇
, 19 8 4 : 应用放射性自显影研究根

一土界面的养分吸收
。

上城
, 第 16 粉 2 期

。

[ 3 ] 许经丽
、

刘芷宇
, 19眨 : 土壤

一

根系微区养分状况的研究 I ,
微钾玻璃电极的应用

。

土壤学报
,

第 19 卷 , 肠
,



2 9 0 土 坡 学 报 2 哪 卷

1 4 ]

1 5 ]

36 7 一3 7 4 页
.

C hin o ,

M
, l, 7 7 : A p p lic a tio n o f e le e r r o n p ro be x 一r a 萝 m ie ro a n a ly sis t o the loc a liz a tio n o f c b em ie a l el em e n t-

w ith in a n d a ro u n d r ie e r o o ts g r o w n in 5 0 115 u n d e r s ub m e r g e d c o n d itio n s
.

J A R Q
,

11 : 12 9一 13 5
·

C hin o
,

M
, 1 98 1 : Spec ie s d iffe r e n e e in Ca

a n d K d is tr ib u t io o w ithin Pla n t roo rs
.

5 0 11 S e i
.

Pla n t N u ir i
-

2 7 : 4 8 7一50 3
.

H a ll
、

J
.

L
.

,

19 7 8 : E le e tr o n M ie ro s e o p萝 a n d eyt o c b em ist ry o f Pla n t e ells
.

E lse v ie r / N o r th
一
H o lla n d Pr e s s

.

T a n
,

K
.

H
, a n d 0

.

N o pa m o r n l均d i
,

19 7 9 : El“之r o n m ie r o be a m ‘e a n n in ‘ o f elem en t d istr ibu t io n z o n e s in

50 11 r h i
z o ‘p he r e a n d p la n t tissu e

.

50 11 Se i
,

1 27 : 2 3 5一2 4 1
.

今

T H E N U T R IE N T ST A T U S O F SO IL
·

R O O T IN T E R FA C E

IV
.

ST U D Y O N SA MPL E PR E PA R A T IO N PR OC E D U R E FO R E LE CT R O N

M ICR O PR O B E A N D IT S A PPI
J

ICA T IO N S

Shi W e
加in g

,

H su M o n x io n g a n d L iu ZhiyU

(I。树
, . re 01 5 01 1 Sc i, 二 ,

,

才c o d , 。ia si , ic a ,

N 。。户io t )

S u m m ary

T 从5 Pa Pe r Pr e se n ts the c o m Pa r is o n o f tho Pre Pa r at io n m e thod s o f Pla n t t issue for ele
-

e tr o n m ie r o p r o be x 一 r ay a n alvze r
.

It ha s be e n sho w n tha t e p id e r m is a n d e o r te x of m a ize roo t

w e re a PPa r e n tly s h r iv e led w ith a ir d r yin g
met

hod
.

L a r g e a m ou n t of K a n d C a
we

r e r

em
o ved

ou
t o f the r o o t p refix e d fo r 1 h o u r w i山 4% g lu ta r a ld ehyd e

.

o n ly w itli fr ee z in g峨ryin g ;ec hn i
-

q u e a t a bo u t 5 x 10一 T o r r a n d be lo w 一 80
o C

, e o u ld th e m o r p hOl o g y Of th e s a m p le o bt a in ed 比

k e p t in o r ig in al fe a tu r e a n d e le m e n ts be k e p t i” st’t u 厂bes id es , this m eth记 w as hig h in e ffie ie n ey
.

R e su lts Obt
ained fr

om
the s a m Ple s P rePa re d w ith this m e th od a n d in v es tig a te d by e lee tr o n m i-

c r o P r o be sh o w ed tha t a c o n s id e r able a m ou n t o f K w a s d e rec te d w ith in the c e lls o f c o r te x a n d

e n d o d e rm is a n d a n e v e n la r g e r a m ou n t o f K w a s c o n c e n tr a te d in the ste le
·

Bu t C a w a s a e e u -

xn u la te d in the e o rte x a n d the e n d o d e rm is a n d little w a s fo u n d in the e o n d u c tin g tis su e o f ro o t
.

A r a the r hig h e o n c e n tr a tio n o f Si w a s a ls o o b se r v e d in
.

th e tissu e s o u tsid e the e n d o d e r m is o f rhe

r o o t
.

T h is in d ie a te s th a t 5 0 11 Pa rtiele s e n re r th e r o ot a n d thu s th e e n d o r hiz o sPhe re 15 fo r m ed

a fte r the c e lls of the ePid e r m is a n d the e o rte x h a ve be e n d e str o ye d by th e 5 0 11 m ic r o

bes
.

户

抽



施卫明等
:
土壤

一

植物根系微区养分状况的研究 IV. 图服l

.

.

照片 1一2 不同制样方法对玉米根内元萦分布的影响 (1a 和 2a 分别为空气干燥法

和临界点干燥法得到的玉米根组织横切面的二次电子 图像(2 2 o x )
。

lb , 1c
,

2b 和 2 。

分别为各自的 K 和 C 。
的分布状况 )

Ph o t o l一 2 L le 一
le 幻“ d istri b u tio

一1
1

, 1 t l一e e o r n r
oo

t Pr e p a r e d w irl, t l飞e
. ll e t l, o d s o f a ir

tlr y i. lg

(1)
a :1 01 cr i血a l po i

:、t ‘
Ir yi

n g (2 )
. :: : s e e o n ‘

Ia r y e
le e tr o . ,

i
: , 、a g e s o f t ]、e e r o s, s e e t io

: 、 ,l
f t l、e

r
oo t; b a 一飞。1 e a r e lin e p r o fi le‘ o 上 d 肠tr ib u ti u 一l u 立 K 汤压l

d c a a lo
名;吕 rl一吕 w l一ite lin e 5 1一o w n

囚
b E 王

.



施卫明等
:
土壤

一

植物根系微区养分状况的研究 IV. 图版 11

照片 3一4 不同制样方法对玉米根内元素分布的影响 (3a 和 4a 分别为戊二醛
一

冰冻

千燥法和戊二醛预固定冰冻干燥法得到的根组织横切面的二次电子图像 (2 2 o x )
。

3b
, 3c ,

朴和杠 分别为各自的 K 和 c 。 的分布状况)

Ph
o to 3一 4 E 〔民e ts o 〔 p化 p Z r a t沁。 pr

oce d u r e s 0 0 the e le m e n t、 d i, t r玉b u ti o n in th e e o r n r
叩‘

3 a a 一d 4 a . r e th e SE M Jn ic r o g r a Ph s o f ‘ro ss se e tio n s o f r
oo

t Pr e P
are

‘
1 w ith m e‘hod

, o f
t
lir e c t

七 e o z e 刁r y玉9 a n d g lu t a , al(lo hye p r e f议 ed fre
e z e刁 r , 运g , r e ,Pe c ti v e ly; b a n d e

are l认e : ca .
o f K a ll d c a a Lo o g t腼 w 坛让 li. e : b o w .

如 5且



施卫明等
:
土城

一

植物根系撒区养分状况的研究 Iv
.

图版 111

.

训

碑

照片 , K ,

以
,

和 , 元素在玉米根内及共根际土壤中的分布

, a
·

玉米根横断面 (Z oo x ) (R s : 根际土
, R : 根组织) ; b , e , d 分别为 K , e a

和 5 1

Ph o t一, 弓

. le ‘“
o n

D is tr 三b u 一io n s o f K
, C a a n ‘1 5 1 in tl一e e o r n r (, ‘, t a n ‘1 in it

,

的分布状况1
: 叹e e o n t

!a r y

i, , 、a g e 、 。f “0 5 5 s o c tio n o f t ll e r
oo

t
(R )

“ . 、、
1 o t r hiz o 、I、1

1 e r 。

r l
一
i
7 o s p lle r e .

、o : 1 (R s ); 1, 一 1
1 a r e x 一

ra v i刀, a
犷

5

for d istri b u ti o n s o f K
, c a a 一老

d 纽

,

照片

冉
o to 6 C h a r比et e r i

s tie x 一: a ,

6 小麦根际土壤中各元素的存在状况
S
Pe e tr u 一、1 o f th e 公e a u f t l

: e w h e a t r h iz o p h e r e 、0 11 b y 、p o t a n al)山

.


