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基于微电极技术的温室黄瓜氮胁迫早期诊断技术
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摘要：为在氮胁迫症状出现之前实现黄瓜的营养诊断，用微电极技术测量４个不同氮水平处理黄瓜叶片的膜电位、
膜电容及膜电位对光激励的响应。通过对膜电位变化的研究发现氮胁迫处理黄瓜叶片的膜电位与正常氮处理的

膜电位的差异不大，表明不适合用膜电位实现黄瓜氮胁迫的早期诊断；对膜电容变化的研究发现黄瓜叶片膜电容

对氮的缺乏情况敏感，可在肉眼可见胁迫症状出现２ｄ前实现严重和中等氮缺乏的营养诊断；对光激励的膜电位响
应的研究发现黄瓜叶片光激励的膜电位响应对氮过量情况敏感，至少可在胁迫症状出现７ｄ前实现氮过量的营养
诊断；表明用微电极技术对黄瓜氮胁迫进行早期诊断是可行的。
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　　引言

尽管氮是地球上最丰富的元素之一，氮胁迫仍

是全世界影响植物最常见的营养问题。氮缺乏叶片

出现失绿或黄化现象，过量的氮并不出现可见的颜

色变化。在氮胁迫症状清晰可见时，作物已经产生



了不可逆的伤害，从而降低了其市场价值［１］。传统

实验室分析花费时间过长并需要破坏性取样，现代

计算机视觉和光谱等无损的营养检测方法越来越受

到重视［２－５］。颜色、形态或纹理的图像特征只在作

物出现胁迫症状后才变得明显［６－７］。叶绿素是导致

氮素光谱特征差异的主要内在因素［８］，而叶绿素、

叶黄素等大分子生化指标的变化需要一个累积的过

程，若能在这些变化出现之前诊断出植物的氮胁迫

状况，可及时制定正确的施肥方案。鉴于此，迫切需

要探索一种在肉眼可见胁迫症状之前的氮营养无损

检测方法。

植物对外界环境刺激最早产生的响应是电信

号［９－１０］，例如当植物遭受盐害、酸害、营养以及干旱

胁迫时，电信号发生瞬态的变化［１１－１４］。微电极技术

是一种用尖端直径小于１μｍ的电极探针刺入活体
细胞（对细胞不造成损伤），测量植物细胞（如表皮

或叶肉细胞）的膜电位、膜电容等生物电信号，目前

已广泛用于植物生理和代谢研究［１５－１８］。前期研究

发现，黄瓜叶片膜电容在氮缺乏早期就有明显变化，

但过量氮与正常氮处理的膜电容没有明显的区别而

无法区分；而过量氮和正常氮处理的黄瓜叶片光激

励的膜电位响应在氮过量胁迫早期就有明显的差

异，可用于氮过量的营养胁迫诊断。由此看来，基于

微电极技术的植物生物电信号测量可用来及早发现

氮的胁迫情况。

本文主要研究植物受到氮胁迫时，用微电极技

术测量黄瓜叶片的膜电位、膜电容和膜电位对光激

励的响应，期望在胁迫症状出现之前实现氮营养的

诊断，为氮胁迫的早期诊断提供一种方法。

１　材料与方法

１１　植物生长和氮胁迫处理
供试黄瓜品种为津优１号，在２０～２５℃下的湿

纱布上催芽黄瓜种子４ｄ后，把大小一致的苗移栽
到盆里，盆的开口直径为２２ｃｍ，高度为２０ｃｍ，种植
基质为珍珠岩。黄瓜苗生长在温室里，保持湿度

（７０±１０）％，利用山崎配方种植黄瓜。黄瓜长到七
叶一心时，开始进行氮胁迫处理，一共处理１０ｄ。黄
瓜分成 ４组进行氮胁迫实验：严重氮缺乏处理
（Ｎ０）、中等氮缺乏处理（Ｎ２０）、正常氮处理（Ｎ１００）
和氮过量处理（Ｎ２００）。完整的山崎配方包含
３５ｍｍｏｌ／ＬＣａ（ＮＯ３）２·４Ｈ２Ｏ，６ｍｍｏｌ／ＬＫＮＯ３，
１ｍｍｏｌ／ＬＮＨ４Ｈ２ＰＯ４和 ２ｍｍｏｌ／ＬＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，加
上微量元素，调节 ｐＨ值为５８～６０。缺氮组的营
养液去掉Ｃａ（ＮＯ３）２·４Ｈ２Ｏ、ＫＮＯ３和 ＮＨ４Ｈ２ＰＯ４，去
掉的钙、钾和磷分别用 ＣａＣｌ２、ＫＣｌ和 ＫＨ２ＰＯ４来补

充，氮过量组的营养液加上ＮａＮＯ３和ＮＨ４ＮＯ３。

１２　生物电测量原理

１２１　膜电位的测量原理
细胞膜具有电路元件（如电阻器、电容器等）类

似的特性［１９］，图１所示为细胞膜电位 Ｖｍ测量的原
理图。其中Ｖ为毫伏计的读数，Ｃｍ为膜电容，Ｒｍ为
膜电阻，Ｒｐ为电极电阻，Ｒｉ为输入电阻，Ｅｒ为反转
电位。

图１　细胞膜电位的测量原理图
Ｆｉｇ．１　Ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｓｃｈｅｍａｔｉｃｏｆｃｅｌｌｍｅｍｂｒａｎｅｐｏｔｅｎｔｉａｌｓ

（ａ）原理电路　（ｂ）等效电路
　
用微电极（电阻为Ｒｐ）插入细胞内，与此同时浴

池内的参考电极与毫伏计形成回路，要求毫伏计具

有极高的输入电阻Ｒｉ。由于膜电容Ｃｍ在直流电路
中起隔离作用，因而毫伏计读数为 Ｖ＝ＥｒＲｉ／（Ｒｍ＋
Ｒｐ＋Ｒｉ），由于毫伏计的输入电阻Ｒｉ很高，Ｒｉ（Ｒｍ＋
Ｒｐ），所以测量结果Ｖｍ≈Ｅｒ。
１２２　膜电容的测量原理

如图２所示，根据膜电容测量的曲线下面积
（膜电容电荷量Ｑｔ）来计算Ｃｍ

［２０］。

图２　细胞膜电容的测量示意图
Ｆｉｇ．２　Ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｏｆｃｅｌｌｍｅｍｂｒａｎｅｃａｐａｃｉｔａｎｃｅ

　
暂态过程中，总电荷量

Ｑｔ＝Ｑ１＋Ｑ２ （１）

其中 Ｑ１＝∫Ｉｄｔ　Ｑ２＝ΔＩτ
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式中　Ｑ１———稳态电流上方的暂态过程充电电荷
Ｑ２———修正因子
ΔＩ———稳态膜电流
τ———时间常数

可得 Ｃｍ＝
Ｑｔ
ΔＶ

（２）

式中　ΔＶ———测试脉冲幅度
１３　生物电测量

如图３所示，用植物生物电测量系统测量黄瓜
叶片的膜电位。所用的单孔玻璃微管外径为

１００ｍｍ，内径为０５８ｍｍ，壁厚为０２１ｍｍ，内壁上
粘有直径０１３３ｍｍ的纤维丝（Ｈｉｌｇｅｎｂｅｒｇ公司，德
国），可以使电解质溶液能顺利地填满电极尖部。

用ＰＭＰ １０７型编程多管拉制仪（ＭｉｃｒｏＤａｔａ仪器
公司，美国）拉制微电极，电极呈细针状，尖端直径

约１μｍ，然后灌入１００ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ即可使用。从
黄瓜七叶一心时开始，每天测定黄瓜正三叶叶片

的膜电位以及膜电位对光激励的响应，一共测定

１０ｄ。

图３　植物生物电测量系统
Ｆｉｇ．３　Ｍｅａｓｕｒｉｎｇｓｙｓｔｅｍｏｆｂｉｏｅｌｅｃｔｒｉｃｉｔｙｉｎｐｌａｎｔｓ

１．探头　２．微操纵器　３．放大器　４．模数／数模转换器　５．计算

机　６．微操纵器的程序控制器
　
黄瓜叶片微电极测量如图４所示。在进行黄瓜

叶片的细胞内测定时，将叶片用载玻片固定在直径

为１５０ｍｍ的培养皿中，在测定时将培养皿内充灌
基础溶液 （ｐＨ值为６０的１ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ、１ｍｍｏｌ／Ｌ
ＮａＣｌ、０２５ｍｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２和０２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２的混
合溶液），通过盐桥连接基础溶液和参比电极（也由

表面覆盖有ＡｇＣｌ的银丝与 １００ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ溶液构
成），盐桥采用直径 １ｍｍ的塑料管内灌充以
１００ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ和 质量分数 ２％琼脂制成。借助
ＭＰ ２８５型微操纵器（ＳｕｔｔｅｒＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ，美国）轻轻
将电极靠近叶片，微电极与叶片呈７０°夹角插入叶
片尖部细胞内（插入部位距离叶边缘３～５ｃｍ）［２１］，
用ｐＣｌａｍｐ９２软件（ＡｘｏｎＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ，美国）来采集
膜电位和膜电容数据，然后光激励处理６ｍｉｎ。光源
采用蓝色发光二极管（ＬＥＤ），蓝光中心波长为
４５０ｎｍ，光强为 ８００μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ），细胞内测量由
ＭｕｌｔｉＣｌａｍｐ７００Ｂ型放大器和 Ｄｉｇｉｄａｔａ１３２２型数模

图４　黄瓜叶片微电极测量示意图
Ｆｉｇ．４　Ｄｉａｇｒａｍｍａｔｉｃｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎｏｆｍｉｃｒｏｅｌｅｃｔｒｏｄｅ

ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｓｏｎｃｕｃｕｍｂｅｒｌｅａｖｅｓ
１．叶片　２．基础溶液　３．培养皿　４．测量电极　５．参比电极　

６．放大器及数据采集器　７．计算机　８．光源
　
转换器（ＡｘｏｎＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ，美国）获得，采样频率为
１０Ｈｚ。用Ｏｒｉｇｉｎ８０软件进行数据分析。

２　结果与讨论

２１　黄瓜叶片的颜色变化
图５从上至下依次为第５天到第９天氮胁迫黄

瓜正三叶叶片的颜色变化。第５天前，各处理的黄
瓜正三叶叶片均未出现胁迫症状，第６天，在严重氮
缺乏处理黄瓜正三叶叶片上观察到叶片的轻微黄

化，中等氮缺乏和氮过量处理的黄瓜叶片没有显示

任何胁迫处理症状。第８天，中等氮缺乏处理的黄
瓜正三叶叶片也出现轻微的黄化症状。随着氮胁迫

处理时间的延长，黄瓜叶片受胁迫的症状表现越来

越明显，并从下位叶到上位叶逐渐黄化。但是直到

实验结束，即氮胁迫处理１０ｄ后，正常氮和氮过量
处理的黄瓜叶片上均未观察到明显的颜色差异，因

此很难用肉眼区分正常氮处理和氮过量处理黄瓜叶

片。

图５　氮胁迫黄瓜正三叶叶片的颜色变化
Ｆｉｇ．５　Ｃｈａｎｇｅｏｆｎｉｔｒｏｇｅｎｓｔｒｅｓｓｓｙｍｐｔｏｍｓ

ｏｎｔｈｅ３ｒｄｌｅａｆｏｆｃｕｃｕｍｂｅｒ
（ａ）Ｎ０　（ｂ）Ｎ２０　（ｃ）Ｎ１００　（ｄ）Ｎ２００

　
２２　黄瓜叶片膜电位、膜电容测定及变化研究
２２１　膜电位及膜电容测定

图６ａ所示为黄瓜叶片的细胞膜电位变化曲线。
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当微电极位于基础溶液中，电位调零，电极刺入黄瓜

叶片的表皮细胞时，记录电位陡然下降，然后在几十

秒或更长的时间内慢慢达到稳定的电位值。正常氮

处理黄瓜叶片在七叶一心时的正三叶膜电位维持在

－１６７ｍＶ左右。图６ｂ所示为黄瓜叶片的膜电容变
化曲线。细胞膜的脂质双分子层是电的不良导体，

因而由细胞外液 脂质双分子层 细胞内液就构成了

细胞膜电容，膜电容与细胞膜表面积（包括内陷折

叠部分）呈正比，与脂质双分子层的厚度呈反比。

一般植物的膜电容为十几或几十皮法（ｐＦ），正常氮
处理黄瓜叶片在七叶一心时正三叶的膜电容大约为

４０ｐＦ。

图６　黄瓜叶片膜电位及膜电容的变化曲线
Ｆｉｇ．６　Ｃｈａｎｇｅｃｕｒｖｅｓｏｆｍｅｍｂｒａｎｅｐｏｔｅｎｔｉａｌａｎｄｍｅｍｂｒａｎｅｃａｐａｃｉｔａｎｃｅｏｎｃｕｃｕｍｂｅｒｌｅａｖｅｓ

　
２２２　黄瓜叶片细胞膜电位变化研究

如图７所示，随着氮胁迫处理时间的延长，氮缺
乏植物的膜电位有轻微增加，氮过量植物的膜电位

有轻微减少，在实验处理的１０ｄ内，氮胁迫处理与
正常氮处理植物的膜电位差异都不大。汪晓丽［２２］

对大麦根的研究也显示在氮缺乏１０ｄ后，液泡膜电
位只有轻微的增加。

图７　氮胁迫处理下黄瓜叶片膜电位的变化曲线
Ｆｉｇ．７　Ｃｈａｎｇｅｃｕｒｖｅｓｏｆｍｅｍｂｒａｎｅｐｏｔｅｎｔｉａｌｏｆ
ｃｕｃｕｍｂｅｒｌｅａｖｅｓｕｎｄｅｒｎｉｔｒｏｇｅｎｓｔｒｅｓｓｃｏｎｄｉｔｉｏｎ

与正常氮植物相比，直到第７天才在严重氮缺
乏处理植物上观察到膜电位显著增加，而在第６天
就已在严重氮缺乏处理黄瓜叶片上观察到轻微的黄

化现象（图５）；直到实验结束，即氮缺乏处理 １０ｄ
后，也没有观察到中等氮缺乏处理与正常氮处理植

物膜电位的显著差异，而在第８天就已在中等氮缺
乏黄瓜叶片上观察到轻微的失绿现象（图５）；与正
常氮植物相比，直到第１０天才在氮过量植物上观察
到膜电位的显著减少（图７）。从上面的分析可知，
不论是氮缺乏还是氮过量植物的膜电位都不能在胁

迫症状出现之前实现氮营养的诊断，不适合用膜电

位对植物的氮营养胁迫进行诊断。

２２３　黄瓜叶片细胞膜电容变化研究
图８所示为黄瓜叶片细胞膜电容的变化，随着

氮胁迫处理时间的延长，所有黄瓜叶片的膜电容都

有缓慢的增加。与其他氮处理相比，第４天就可在
氮严重缺乏处理植物上观察到膜电容的明显减少，

可见黄瓜叶片膜电容测量可在氮严重缺乏叶片肉眼

可见症状出现的２ｄ前实现氮的营养诊断；第６天
就可观察到氮中等缺乏与其他处理植物叶片膜电容

的明显差异，可见黄瓜叶片膜电容测量也可在氮中

等缺乏叶片肉眼可见症状出现的２ｄ前实现氮的营
养诊断；由以上的分析可知，植物叶片膜电容可以用

于实现黄瓜氮缺乏的早期营养诊断。而黄瓜叶片的

膜电容直到第１０天才在氮过量与正常氮处理植物
上看到明显的区别，此时植物已遭受过量氮胁迫长

达９ｄ，造成了不可逆的伤害，可见植物的膜电容不
能把过量和正常氮处理植物在氮胁迫早期区分开。

图８　氮胁迫处理下黄瓜叶片膜电容的变化曲线
Ｆｉｇ．８　Ｃｈａｎｇｅｃｕｒｖｅｓｏｆｍｅｍｂｒａｎｅｃａｐａｃｉｔａｎｃｅｏｆ
ｃｕｃｕｍｂｅｒｌｅａｖｅｓｕｎｄｅｒｎｉｔｒｏｇｅｎｓｔｒｅｓｓｃｏｎｄｉｔｉｏｎ

　
２３　光激励的膜电位响应对氮的早期营养诊断研究
２３１　光激励的膜电位响应原理

从上面的分析可知，膜电位不能对氮胁迫进行
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早期的营养诊断，膜电容能够实现氮缺乏的早期营

养诊断，但不能对氮过量情况进行早期的营养诊断。

因此，需要寻找能把氮过量和正常氮处理及早区分

开的指标。已有广泛报道植物细胞膜参与细胞生长

和代谢的每个方面，包括对环境胁迫的适应性响应，

因此叶片的氮胁迫状况可在质膜的转运体（Ｈ＋、
Ｋ＋、Ｃａ２＋）上有所体现［２３］。蓝光是植物最主要的吸

收光之一，本文用蓝光激励叶片膜电位的改变来研

究氮胁迫对质膜转运体的影响。初步研究发现，光

激励的膜电位响应不能把氮中等缺乏处理与氮过量

处理植物区分开，但可把过量氮处理和正常氮处理

植物区分开，为氮的过量营养诊断提供新的指标。

黄瓜叶片膜电位对光激励产生瞬态的强烈的多

段响应。图９所示为典型黄瓜叶片膜电位对光激励
产生的幅值、时间和形状的响应。膜电位由暗处理

到光处理开始产生快速小的去极化（膜电位变得少

负）响应，接着产生更大的去极化响应，去极化结束

后开始复极化（膜电位回复到静息膜电位）。叶片

光激励的膜电位响应幅值指最大去极化时的峰值

（图９中Ａ点）与静息膜电位（图９中Ｂ点）的差值。
　　

图９　黄瓜叶片液泡膜电位对光激励的响应
Ｆｉｇ．９　Ｌｉｇｈｔｉｎｄｕｃｅｄｒｅｓｐｏｎｓｅｓｏｆｖａｃｕｏｌｅｍｅｍｂｒａｎｅ

ｐｏｔｅｎｔｉａｌｏｎｃｕｃｕｍｂｅｒｌｅａｖｅｓ
　
２３２　光激励的膜电位响应对氮过量的早期营养

诊断研究

图１０、１１所示分别为受到光激励的黄瓜正三叶
叶片膜电位的瞬态动力学响应及其幅值。正常氮处

理黄瓜叶片光激励的膜电位响应幅值在７７ｍＶ左
右，氮过量处理明显抑制光激励的膜电位响应幅值。

与正常氮处理植物相比，氮过量处理植物光激励的

膜电位响应幅值在第３天就有显著的减少，且随着
氮过量胁迫时间的延长，黄瓜叶片光激励的膜电位

响应幅值呈逐渐下降的趋势（图１０ｂ、１０ｃ、１１），而氮
　　

图１０　不同氮素水平下的黄瓜正三叶膜电位对光激励的响应

Ｆｉｇ．１０　Ｌｉｇｈｔｉｎｄｕｃｅｄｒｅｓｐｏｎｓｅｓｏｆｍｅｍｂｒａｎｅｐｏｔｅｎｔｉａｌｓｆｒｏｍｔｈｅ３ｒｄｌｅａｆｏｆｃｕｃｕｍｂｅｒｐｌａｎｔｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｖｅｌｓｏｆｎｉｔｒｏｇｅｎ
（ａ）第３天　（ｂ）第４天　（ｃ）第７天

　

图１１　光激励的黄瓜正三叶膜电位的瞬态响应幅值
Ｆｉｇ．１１　Ｍａｇｎｉｔｕｄｅｏｆｍｅｍｂｒａｎｅｐｏｔｅｎｔｉａｌｓｆｒｏｍｔｈｅ

３ｒｄｌｅａｆｏｆｃｕｃｕｍｂｅｒｐｌａｎｔｓｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏｌｉｇｈｔ
　
过量处理１０ｄ也没有可见的胁迫症状出现，可见植
物光激励的膜电位响应对氮过量胁迫非常敏感，至

少可在肉眼可见胁迫症状出现的７ｄ前实现氮过量
植物的营养诊断。

Ｌｅｗｉｓ等［２４］的研究指出，蓝光激励细胞膜产生

的去极化（膜电位变得少负）响应与 Ｈ＋ＡＴＰａｓｅ（质
子泵）和阴离子通道的激活有关，表明不同水平氮

的利用性（从缺乏到过量）对 Ｈ＋ＡＴＰａｓｅ活性和阴
离子通道选择性的影响是膜电位对光激励响应的幅

值产生差异的主要原因。

３　结束语

通过对不同氮营养水平下的黄瓜叶片的膜电

位、膜电容及光激励的膜电位响应研究表明，膜电位

不能在肉眼可见胁迫症状出现之前实现黄瓜叶片氮

营养诊断；膜电容可在肉眼可见胁迫症状出现的２ｄ
前实现严重和中等氮缺乏的营养诊断；但直到实验

结束，也没在黄瓜叶片上观察到明显的氮过量症状，

因为氮过量的胁迫症状是非常滞后的。然而氮过量

植物的光激励的膜电位响应是非常快的，黄瓜叶片
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光激励的膜电位响应至少可在肉眼可见胁迫症状出

现的７ｄ前实现氮过量的营养诊断。膜电容与光激
励膜电位响应相结合的方法可在肉眼可见胁迫症状

出现之前实现黄瓜氮胁迫的早期诊断。
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