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基于叶片微观结构变化的番茄磷水平检测方法
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摘要：以温室番茄为研究对象，借助扫描电镜技术（ＳＥＭ）和透射电镜技术（ＴＥＭ）研究了不同磷养分水平下的叶片

表面和断面显微结构以及叶肉细胞超微结构变化。结果表明：正常磷水平下的番茄叶片厚度为（１２４±２１４）μｍ，

表面气孔和绒毛密度分别为（２３３０±５５）个／ｍｍ２和（３４２±１３３）根／ｍｍ２，绒毛高度为（９７０±２８３）μｍ，气孔大

小为（１３９１±０８５）μｍ。缺磷会造成叶片厚度明显变薄，引起叶片表面气孔密度、绒毛密度和绒毛高度明显降低，

并且会破环叶绿体结构的完整性，但对气孔大小的影响不明显；磷过量，会使气孔大小、绒毛密度和维管束数量显

著增加，并引起细胞壁厚度增加，但对气孔密度、绒毛高度和叶绿体结构影响不明显。
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　　引言

现阶段我国设施作物养分实时、无损检测多以

光谱检测为主，现有光谱技术虽能精确测量氮营养

水平
［１－２］

，但在磷营养检测方面应用却很少。Ｍｉｌｔｏｎ
等研究结果表明，植物磷营养元素对光谱特性有较

大影响，但其影响不像氮营养水平那样一致
［３］
。韩

小平等利用光谱技术对不同施磷水平下番茄叶片光

谱信息的变化规律进行了研究，结果表明检测精度

较低
［４］
。这是因为缺磷植物叶片细胞伸长受影响

的程度超过叶绿素所受的影响，因此其单位叶面积

中叶绿素含量反而较高
［５－６］

；又因为缺磷的植株，体

内碳水化合物代谢受阻，有糖分积累，易形成花青

素
［７－８］

。所以，缺磷植株叶片的光谱反射率受叶绿

素和花青素这２个色素的影响较大［９－１１］
，从而影响

叶片光谱分析的可靠性
［１２－１３］

。因此需要探索新的

方法来提高磷养分水平的检测精度。

植物营养学家研究表明，磷营养水平的变化不

仅能引起叶片颜色、大小等宏观特征的变化，叶片结

构以及叶肉细胞内部各细胞器结构和形态也会发生

显著的变化
［１４－１７］

。Ｓｉｎｇｈ等研究了不同磷养分条件
下棉花叶片参数的变化情况，结果表明，缺磷会引起

叶面积变小
［１８］
；Ｂｏｓｕ等研究结果表明，水分差异会

引起作物内部磷浓度变化，进而影响叶片绒毛密度

变化
［１９］
；Ｈｅｓｋｅｌ等研究了不同磷水平条件下叶片气

体交换、细胞超微结构及其它特征变化，结果表明，

叶绿体和线粒体数量受磷水平变化影响很大
［２０］
。

扫描电镜技术能提供叶片样本表面微结构高分

辨形貌图像
［２１－２３］

，透射电镜技术能提供叶肉内部超

微结构信息
［２４－２５］

。本文研究不同磷水平条件下番

茄叶片的微观结构和超微结构变化，从微观尺度分

析磷水平对叶片表面形态、叶片厚度、叶肉细胞结构

等的影响。

１　材料与方法

１１　材料
供试材料由江苏大学玻璃温室提供，试验于

２０１３年４—６月份进行。供试品种为粉霞，穴盘育
苗，第２片真叶完全展开后，采用无机基质盆栽营养
液栽培方式，正常营养液浇灌。

１２　养分处理
４０ｄ后，划分不同磷水平试验区，在各试验区定

时定量浇灌不同磷离子浓度的营养液。营养液配方

采用山崎配方，设置 ０２５、１００、１５０３个施磷水
平，磷离子浓度分别为 ０１６７５、０６７、１００５ｍｏｌ／Ｌ，
形成缺磷胁迫、适量、过量３个不同营养水平的作物
样本，每个处理５个重复。

对每个营养水平相同节位（倒七叶）的叶片进



行取样，每个养分水平 ５片，取样时间相同（上午
１０：００）。避开叶脉取小块叶肉组织（３ｃｍ×４ｃｍ）放
入事先配好的 ４％戊二醛固定液中，带回实验室进
行处理。

１３　样品处理
１３１　扫描电镜样品制备与观察

样品经阶梯脱水后在临界点干燥仪（Ｑｕｏｒｕｍ，
Ｋ８５０型，英国）中进行干燥处理，将制备好的样品粘
在导电胶上，放入离子溅射仪（ＳＨＩＮＫＫＵＶＤ公司，
ＭＳＰ １Ｓ型，日本）中进行镀膜，溅射金属厚度
２０ｎｍ，然后将其粘贴在扫描电镜（ＦＥＩ，Ｑｕａｎｔａ２００
型，美国）样品台上，在 １５ｋＶ加速电压下进行观
察，拍照。

１３２　透射电镜样品制备与观察
将经过初固定处理的材料再依次进行如下处

理：①洗涤：用磷酸缓冲液（ｐＨ值 ７０）洗涤 ３次，每
次３０ｍｉｎ。②固定：将材料转移到 １％锇酸中，４℃
下过夜进行后固定。③洗涤：用磷酸缓冲液（ｐＨ值
７０）洗涤 ３次，每次 ３０ｍｉｎ。④脱水：用 ３０％、
５０％、７０％、９０％和 １００％的乙醇分别进行脱水，每
次１５ｍｉｎ。⑤浸透：分别用不同比例环氧丙烷与包埋
剂（先后依次为３∶１、１∶１、１∶３）进行浸透，浸透时间
２、４、４ｈ，最后在纯 Ｅｐｏｎ８１２包埋剂中过夜。⑥包
埋：用包埋剂进行包埋，并在恒温箱内进行加温聚

合：３５℃（过夜）—４５℃（过夜）—６０℃（过夜）。⑦切
片、染色、电镜观察：在超薄切片机（ＬｅｉｃａＥＭＵＣ７
型，德国）上进行切片，经过双染色后在透射电镜

（日本电子，ＪＥＭ１０１０型，日本）下观察拍照。
１４　微观结构观察方法
１４１　叶片表面微形态

在扫描电子显微镜下观察各处理叶片表面气

孔、绒毛、维管束等微结构形态变化，测量气孔密度、

气孔大小、绒毛密度和绒毛高度等。选取几个有代

表性的视野拍照。每个样本电镜观察统计至少

１０个视野，取平均值。
１４２　叶片断面微结构观察

在扫描电镜下观察各处理叶片断面，测量表皮、

栅栏组织、海绵组织和整个叶片厚度以及各组织细

胞大小。选取典型视野进行拍照。每个样本电镜观

察统计至少１０个视野，取平均值。
１４３　叶肉细胞超微结构观察

在透射电镜下观察各处理叶片细胞间隙、细胞

形态以及细胞内部各主要细胞器的变化情况，选取

有代表性的视野拍照。

１５　统计方法
本文的数据是每个处理的均值 ±标准差，缺磷

组、磷过量组、对照组的显著性分析由 ＳＰＳＳ１９０软
件进行单因素方差分析得到，Ｐ＜００５认为差异显
著。

２　结果与分析

２１　磷水平对叶片表面微形态的影响
对叶片表面的显微结构观察结果（图 １）表明，

正常磷水平下，叶片表面 １ｍｍ２的范围内气孔平均
数量为（２３３０±５５）个，气孔大小为（１３０９±
１１４）μｍ；表面分布着锥形和蘑菇形绒毛，但以锥
形为主，绒毛密度为（３４２±１３３）个／ｍｍ２，绒毛高
度为（９７０±２８３）μｍ；另外，看到突起在叶片表面
的维管束（图１ａ、１ｄ）。缺磷会引起叶片表面气孔数
量减少，但气孔大小变化不明显，气孔密度为

（１９０３±７１）个／ｍｍ２，气 孔 大 小 为 （１３９１±
１６１）μｍ；表面绒毛数量较少，绒毛基本以锥形为
主，绒毛密度为（２０６±１０２）根／ｍｍ２，绒毛长度
（７０４±３７２）μｍ；突起维管束数量减少，叶面出现
凹凸不平现象（图 １ｂ、１ｅ）。磷过量时，表面气孔明
显增大，但密度变化不明显，气孔大小为（１９０４±
１２７）μｍ，气孔密度为（２３５８±４１）个／ｍｍ２，绒毛
密度增加明显，为（７８８±２１４）根／ｍｍ２，但高度减
小不明显，为（９２２±４４０）μｍ；表面维管束数量增
加（图 １ｃ、１ｆ）。图中 Ｓ代表气孔，Ｔｒ代表绒毛，Ｖｂ
代表维管束。

磷对表面微观结构影响的显著性分析如表１所
示。缺磷能引起叶片表面气孔密度、绒毛密度和绒

毛高度显著降低，但对气孔大小影响不显著；磷过量

会引起气孔大小、绒毛密度和维管束数量显著增加，

对气孔密度和绒毛高度影响不显著。

２２　磷水平对叶肉组织的影响
正常水平，番茄叶片厚度为（１２４１２±２１４）μｍ，

其中海绵组织厚度为（７０３１±１７８）μｍ，栅栏组织
厚度为（５１４２±１４１）μｍ，上下表皮厚度分别为
（８７１±０２８）μｍ和（８８２±０１２）μｍ；缺磷会引
起番茄叶片变薄，叶片厚度为（９５７２±１７７）μｍ，
组织内的海绵组织和栅栏组织厚度都变薄，海绵组

织厚度为（３３７２±２５７）μｍ，栅栏组织厚度为
（４５７７±２３６）μｍ，细胞普遍较小，上、下表皮厚度
变化不明显，分别为（８５９±０２５）μｍ和（８８０±
０４１）μｍ。磷过量时，则会引起叶片组织厚度明显
增加，叶片厚度为（１５２２６＋４４８）μｍ，海绵组织厚
度（８７９４±２３８）μｍ，栅栏组织厚度为（５２３２±
０９８）μｍ（图２）。图中 ＰＰ为栅栏组织，ＳＰ为海绵
组织。

磷对叶片厚度以及叶片各组织厚度影响的显著
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图 １　不同磷水平对番茄叶片表面微形态影响

Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓｏｎｓｕｒｆａｃｅｍｉｃｒｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｌｅａｆ
（ａ）叶表面形态（×２００）正常　 （ｂ）叶表面形态（×２００）缺磷　（ｃ）叶片表面形态（×２００）高磷

（ｄ）气孔（×３０００）正常　（ｅ）气孔（×３０００）缺磷　（ｆ）气孔（×３０００）高磷
　

表 １　磷对叶片表面微结构的影响

Ｔａｂ．１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓｏｎｓｕｒｆａｃｅｍｉｃｒｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｌｅａｆ

磷处理水平 气孔密度／（个·ｍｍ－２） 气孔大小／μｍ 绒毛密度／（根·ｍｍ－２） 绒毛高度／μｍ

０２５ １９０３±７１ｂ １３９１±１６１ｂ ２０６±１０２ｃ ７０４±３７２ｂ

１００ ２３３０±５５ａ １３０９±１１４ｂ ３４２±１３３ｂ ９７０±２８３ａ

１５０ ２３５８±４１ａ １９０４±１２７ａ ７８８±２１４ａ ９２２±４４０ａ

　　注：表中数值为１０个独立样本的均值 ±标准差，不同的字母代表不同处理的显著性差异（Ｐ＜００５）。

图 ２　不同磷水平对番茄叶肉组织影响（×４００）

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓｏｎｐａｌｉｓａｄｅｔｉｓｓｕｅａｎｄｓｐｏｎｇｙｔｉｓｓｕｅ
（ａ）正常　（ｂ）低磷　（ｃ）高磷

　

性分析如表２所示。缺磷会引起叶片明显变薄，海
绵组织和栅栏组织也显著变薄，但对上下表皮组织

厚度的影响不明显。磷过量时，会引起叶片厚度显

著变厚，其中海绵组织明显变厚，栅栏组织、上下表

皮厚度变化不明显。

２３　磷水平对细胞超微结构的影响
磷水平对叶肉细胞超微结构影响如图 ３所示，

图中为一个叶肉细胞的部分结构。对照组叶片中栅

栏组织细胞排列紧密无间隙，断面形状呈矩形，长约

为（５０７５±１２３）μｍ，宽约（１６３４±０６２）μｍ；海
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　　 表 ２　磷对叶片厚度的影响

Ｔａｂ．２　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓｏｎｔｈｉｃｋｎｅｓｓｏｆｌｅａｆ

磷处理水平 叶片厚度／μｍ 海绵组织厚度／μｍ 栅栏组织厚度／μｍ 上表皮厚度／μｍ 下表皮厚度／μｍ

０２５ ９５７２±１７７ｃ ３３７２±２５７ｃ ４５７７±２３６ｂ ８５９±０２５ｎｓ ８８０±０４１ｎｓ

１００ １２４１２±２１４ｂ ７０３１±１７８ｂ ５１４２±１４１ａ ８７１±０２８ｎｓ ８８２±０１２ｎｓ

１５０ １５２２６±４４８ａ ８７９４±２３８ａ ５２３２±０９８ａ ８９４±０４１ｎｓ ８９７±０１８ｎｓ

　　注：表中数值为１０个独立样本的均值 ±标准差，不同的字母代表不同处理的显著性差异，ｎｓ表示差异不显著（Ｐ＜００５）。

图 ３　不同磷素水平对番茄叶肉细胞超微结构的影响

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓｏｎｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｃｅｌｌａｓｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌ
（ａ）正常　（ｂ）低磷　（ｃ）高磷

１．叶绿体　２．细胞壁　３．淀粉粒　４．基粒　５．嗜锇颗粒
　

绵组织细胞之间存在间隙，间隙面积约占海绵组织

整体的 １５４％左右，海绵细胞中约 ２／３断面呈圆
形，直径约为（２３７２±０９６） μｍ，约 １／３断面呈矩
形，长约为（３７１５±１１５）μｍ，宽约为（１１９５±
０５８）μｍ；细胞内叶绿体外形规则，呈梭形，紧贴细
胞壁分布，叶绿体之间紧密相贴或空隙很小，基粒片

层和基质片层清晰可见，基粒片层沿叶绿体长轴方

向排列，叶绿体基质中有少量淀粉粒和极少量嗜锇

颗粒（图３ａ）。缺磷时，栅栏组织细胞排列紧密无间
隙，细胞断面形状呈矩形，长约（４４５６±１１４）μｍ，
宽约（１７７８±０８５）μｍ；海绵组织细胞之间存在间
隙，其间隙相比正常叶片海绵组织间隙大，间隙面积

约占海绵组织整体的 ２１８％左右，海绵组织中细胞
基本呈圆形，细胞直径约（１５６７±０６８）μｍ。叶绿
体外形不规则，部分叶绿体解体，叶绿体内部基粒片

层变模糊、松散，叶绿体内部存在少量淀粉粒和部分

嗜锇颗粒（图３ｂ）。磷过量时，栅栏组织细胞排列紧
密无间隙，细胞断面形状呈矩形，长约（５１１４±
１３３）μｍ，宽约（１６６８±０３５）μｍ，海绵组织之间

存在间隙，间隙面积占总体的 １６５％左右。海绵细
胞断面以圆形为主，有小部分细胞断面呈矩形，圆形

细胞直径约为（１８２７±０７５）μｍ。细胞壁变厚，叶
绿体外形规则，呈梭形，内部基粒片层清晰，内部存

在少量淀粉颗粒，并存在少量嗜锇颗粒，有大量黑色

物质分布在叶绿体周围（图３ｃ）。

３　结论

（１）不同磷水平条件下，番茄叶片微观结构信
息各特征量存在明显差异。

（２）叶片变薄，表面气孔密度、绒毛密度和高度
降低，海绵组织细胞断面呈圆形且细胞间隙变大，叶

绿体结构变松散等指标可以作为缺磷的检测依据。

（３）气孔尺寸、绒毛密度和维管束数量的增加，
以及细胞壁增厚等指标可以作为磷过量的检测依

据。

（４）作为快速检测手段，偏振图像技术能够有
效地识别目标表面微观结构和内部结构的细微变

化，可以用于作物磷水平信息测量。
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