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　 　 摘要：　 为了探究草酸 ／草酸铵、果胶酶 ／纤维素酶、氯化锌 ／盐酸、三氧化铬 ４ 种叶片角质膜分离方法对角质膜

水分渗透性的影响，以大叶女贞（Ｌｉｇｕｓｔｒｕｍ ｌｕｃｉｄｕｍ Ａｉｔ．）、大叶黄杨（Ｅｕｏｎｙｍｕｓ ｊａｐｏｎｉｃｕｓ）、海桐（Ｐｉｔｔｏｓｐｏｒｕｍ ｔｏｂｉｒａ）
叶片上表皮无气孔角质膜为材料，利用扫描电镜和微蒸腾室分别对角质膜结构与水分渗透速率进行研究。 结果表

明，与完整叶片对照相比，草酸 ／草酸铵法剥离出的 ３ 种叶片角质膜结构较为完整，且水分渗透速率与完整叶片相

近，为最佳的叶片角质膜剥离方法；植物叶片质地的差异影响角质膜剥离方法的选择，纸质叶可优先选择氯化锌 ／
盐酸法、草酸 ／草酸铵法，厚革质叶片角质膜的剥离可优先选择草酸 ／草酸铵法。
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　 　 植物在大约 ５ 亿年前由水生向陆生过渡，植物 从水环境到相对缺水的自然陆地环境，为维持体内

水分，一方面依靠根系从土壤汲取水分，另一方面进

化出一种重要的保护结构，即角质膜［１］，因此植物

表面角质膜的产生是植物适应陆地环境而进化的结

果。 早在 １７５７ 年就有人在甘蓝叶上发现了角质

膜［２⁃４］，之后植物学家陆续在很多植物叶片表面都
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发现了角质膜。 近年来对植物角质膜的研究越来越

受到了诸多研究者的关注，角质膜渗透性能及机理

的揭示有助于现代农业的发展，角质膜与植物抗旱

性关系的研究也可为农作物改良开辟一条新的途

径［５⁃６］。 一般认为植物角质膜具有防止组织内部水

分被动散失，维持体内水分平衡，保护植物免遭病原

菌侵入，避免昆虫蚕食以及防止有害光线损伤

等［７⁃８］。 植物角质膜作为植物与外界环境的第一道

屏障，其厚度介于 ０􀆰 ７ μｍ 至 １３􀆰 ５ μｍ 之间［２，４⁃５］，在
自我保护方面起着非常重要的作用，但同时也限制

了植物尤其是农作物对保护剂、生长调节剂、除草剂

以及叶面肥养分的吸收和利用［６］。 一般认为外界物

质通过角质膜是一个扩散过程，其扩散过程可分为 ３
步：第 １ 步是吸附进入角质膜，物质必须先克服蜡质

层的阻碍进入膜内；第 ２ 步是跨角质膜运输，从角质

层的分子间隙进入角化层；第 ３ 步是从角质膜上解吸

附，通过果胶等物质进入到表皮细胞外壁［９⁃１０］。
植物叶片角质膜渗透性的研究有助于认识植物

抗旱性机理。 目前植物叶片角质膜的分离方法主要

有以下 ４ 种：草酸 ／草酸铵法、果胶酶 ／纤维素酶法、
氯化锌 ／盐酸法、三氧化铬法。 不同的叶角质膜分离

方法各有优缺点，然而不同分离方法对植物叶片角

质膜渗透性差异的影响却鲜报道，以及造成这些影

响的原因也不得而知。 因此本研究通过对以上 ４ 种

植物叶片角质膜分离方法及其对角质膜渗透性试验

结果进行比较分析，为植物叶片角质膜分离方法的

选择提供参考。

１　 材料与方法

１．１　 试验材料

试验选用 ３ 种绿化植物，分别为大叶女贞、大叶

黄杨、海桐，均采集于西安建筑科技大学雁塔校区。
在每种植物冠层的 ２ ／ ３ 处于东南西北 ４ 个方向分别

采集 １０ 片树叶。 采集的叶片用清水冲洗 ２ ～ ３ 遍，
然后用滤纸轻轻吸去叶表层的水分。 选取没有破损

的叶片，用小剪刀避开中心叶脉剪下边长约为 ２０
ｍｍ 的小方片。 为了在角质膜剥离后容易识别无气

孔的上表皮角质膜并按试验要求分类存放，用针轻

轻划破小方片的下表皮。
１．２　 试验方法

１．２．１　 草酸 ／ 草酸铵法［１１］ 　 用超纯水配制 ４ ｇ ／ Ｌ草
酸溶液和 １６ ｇ ／ Ｌ草酸铵溶液，再将所配草酸溶液和

草酸铵溶液以体积比为 １ ∶ １ 的比例混合。 把经过

前期处理的小方叶片分别单独用去离子水浸泡 １２
ｈ，电炉煮沸 １ ｈ，再将小叶片放入到草酸和草酸铵混

合溶液中，３０ ℃条件下磁力搅拌 ２４ ｈ。 从草酸 ／草
酸铵混合液中取出的整片角质膜方片即为叶片的上

表皮角质膜，再对其进行超声清洗以去除表面残留

物质。 将脱离下来的角质膜浸泡于超纯水中以备后

续试验使用。
１．２．２　 果胶酶 ／ 纤维素酶法［１２］ 　 用 ２ ∶ ３ 的甘油和

水混合溶液作溶剂配制质量浓度为 ４％的果胶酶溶

液和 １％的纤维素酶溶液，以超纯水为溶剂配制

０􀆰 ０２％柠檬酸溶液和 １％硫柳汞钠溶液（抑制微生物

的生长）。 将配制好的果胶酶溶液、纤维素酶溶液、
柠檬酸溶液以 １ ∶ １ ∶ ８ 的体积比混合，调节 ｐＨ 为

３􀆰 ８，滴加几滴硫柳汞钠溶液以抑制微生物的增长。
把经过前期处理的小方叶片分别单独浸泡于混合液

中，放置于室温条件下，１１ ｄ 后用镊子轻轻地把角

质膜从小方片上揭下来，再对其进行超声清洗以去

除表面残留物质，清洗干净后将角质膜浸泡于超纯

水中以备后续试验使用。
１．２．３　 氯化锌 ／ 盐酸法［１３］ 　 按每 １􀆰 ７ ｍｌ 盐酸加 １ ｇ
氯化锌的比例配制氯化锌和盐酸混合液。 把经过前

期处理的小方叶片分别单独浸泡于混合液中，放置

于室温下，５ ｈ 后用镊子轻轻地把角质膜从小方片

上揭下来，再对其进行超声清洗以去除表面残留物

质，清洗干净后将角质膜浸泡于超纯水中以备后续

试验使用。
１．２．４　 三氧化铬法［１４］ 　 用超纯水配制质量浓度为

２０％的三氧化铬溶液。 将经过前期处理的小方叶片

分别单独浸泡于三氧化铬溶液中，于 ６０ ℃的烘箱中

放置 ２４ ｈ。 用镊子夹出角质膜并对其进行超声清洗

以去除表面残留物质，清洗干净后将角质膜浸泡于

超纯水中，放置室温条件下以备后续试验使用。
１．３　 叶片角质膜的扫描电镜观察

将超声清洗后的植物叶片角质膜用吸滤纸吸干

水分，用剪刀剪取 １ ｃｍ×５ ｍｍ 的长方形，将样品粘

到样品柱上，用 ＪＦＣ⁃１６００ 型离子溅射仪喷金镀膜，
用扫描电子显微镜观察拍照。
１．４　 叶片角质膜水分渗透性测定

用于水分渗透性测定的微蒸腾室结构［１５］ 如图

１ 所示。 将真空油脂均匀涂抹在空心柱管 Ａ 下部，
用镊子将离体植物角质膜取出，将其上表面朝下粘
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贴在柱管上；将盖帽 Ｂ 的内层涂上真空油脂，按照

图示方向将管柱和盖帽小心密封，这一过程需要防

止因滑动而导致角质膜破损或移位。 然后从柱管 Ａ
的上端小孔处向内注满超纯水，并用胶带将小孔封

闭，把密封好的装置放置在铺有吸水纸的托盘上，放
置 １ ｈ。 １ ｈ 后检测角质膜是否破损，如有破损，可
以看到吸水纸上有水迹。 将无破损角质膜按剥离方

法的不同分类放置。 把微蒸腾室放在离心管架上，
将下表面用凡士林均匀涂抹，上表皮避开叶脉处留

取用于与水分测定相同的角质膜面积后，其余上表

皮面积均匀涂抹凡士林的完整叶片置于 ２０ ℃恒温

箱培养箱中作为对照，每隔 ２４ ｈ 用分析天平测量微

蒸腾室及叶片质量，连续测量 ６ 次。 两次所测数据

差即为相应时间段内通过角质膜渗透出来并挥发掉

的超纯水的量。 试验测出的累计失水过程可以直接

反映超纯水透过角质膜的速度。

图 １　 微蒸腾室结构图

Ｆｉｇ．１　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｃｈａｒｔ ｏｆ ｍｉｃｒｏ⁃ｔｒａｎｓｐｉｒａｔｉｏｎ ｃｈａｍｂｅｒ

２　 结果与分析

２．１　 ３ 种植物叶片角质膜剥离时间

不同叶片角质膜剥离方法下，３ 种植物叶片角

质膜剥离所需时间具有明显差异 （表 １）。 氯化

锌 ／盐酸法脱离 ３ 种植物叶片角质膜所需时间最短，
仅 ５ ｈ；草酸 ／草酸铵法和三氧化铬法次之，分别为

２５ ｈ 和 ８ ｈ；而果胶酶 ／纤维素酶法最长，为 １１ ｄ。 其

中果胶酶 ／纤维素酶法未成功分离大叶女贞叶片角

质膜。
２．２　 ３ 种植物叶片角质膜结构扫描电镜图

为直观认识 ４ 种不同角质膜剥离方法对 ３ 种植

表 １　 分离角质膜所用时间

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｉｍｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｉｓｏｌａｔｉｎｇ ｃｕｔｉｃｕｌａｒ ｍｅｍｂｒａｎｅｓ

物种

分离所用时间

草酸 ／ 草
酸铵法（ｈ）

果胶酶 ／ 纤
维素酶法（ｄ）

氯化锌 ／
盐酸法（ｈ）

三氧化
铬法（ｈ）

大叶女贞 ２５ － ５ ８

大叶黄杨 ２５ １１ ５ ８

海桐 ２５ １１ ５ ８

“－”未成功分离角质膜。

物叶片角质膜结构的影响，通过扫描电子显微镜对

剥离的叶片角质膜结构进行观察（图 ２）。 以未处理

的完整叶片作为对照，同一植物叶片在不同角质膜

分离方法下的角质膜扫描电镜图差别较大，叶表皮

结构都有不同程度的破坏。 但大叶女贞叶片在草

酸 ／草酸铵法、氯化锌 ／盐酸法下分离的叶角质膜结

构较为完整；与酶液法、氯化锌 ／盐酸法相比，草酸 ／
草酸铵法分离的大叶黄杨叶片角质膜结构最为完

整，而酶液法、氯化锌 ／盐酸法分离的角质膜细胞壁

结构呈现腐蚀态；草酸 ／草酸铵法分离的海桐叶片角

质膜结构比其他 ３ 种方法分离的完整，其中氯化锌 ／
盐酸法分离的角质膜结构出现较重的腐蚀态，局部

出现裂纹。 同时发现，３ 种植物叶片在三氧化铬法

下分离的角质膜无细胞轮廓结构，角质膜结构损伤

最为严重。
２．３　 ３ 种植物叶片角质膜的渗透速率

为进一步认识不同角质膜分离方法对植物叶

片角质膜水分渗透性造成的差异，测定了 ４ 种分

离方法分离的角质膜渗透速率。 植物叶片角质膜

累计蒸腾的水量与所耗时间关系可以用通过原点

的线性方程来表示，方程的斜率表征了水通过植

物角质膜的速率大小（图 ３）。 草酸 ／草酸铵法、氯
化锌 ／盐酸法、三氧化铬法分离的大叶女贞叶片角

质膜失水速率分别是对照（完整叶片）的 １􀆰 ４４ 倍、
１􀆰 ６１ 倍、７􀆰 ６１ 倍；经草酸 ／草酸铵法、果胶酶 ／纤维

素酶法、氯化锌 ／盐酸法、三氧化铬法分离的大叶

黄杨叶片角质膜失水速率分别是完整叶片的 １􀆰 ８０
倍、５􀆰 ２０ 倍、５􀆰 ６０ 倍、２７􀆰 ４０ 倍；经草酸 ／草酸铵法、
果胶酶 ／纤维素酶法、氯化锌 ／盐酸法分离的海桐

叶片角质膜失水速率分别是完整叶片的 １􀆰 ８６ 倍、
２􀆰 ５７ 倍、１３􀆰 ４３ 倍和 １４􀆰 ４３ 倍。 与完整叶片相比，
经草酸 ／草酸铵法、氯化锌 ／盐酸法分离的大叶女贞
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　 　 　 Ａ：大叶女贞；Ｂ：大叶黄杨；Ｃ：海桐；Ｄ：完整叶片对照；１：草酸 ／ 草酸铵法；２：果胶酶 ／ 纤维素酶法；３：氯化锌 ／ 盐酸法；４：三氧化铬法。
图 ２　 不同分离方法分离的叶片角质膜扫描电镜图

Ｆｉｇ．２　 Ｓｃａｎｎｉｎｇ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ ｏｆ ｐｌａｎｔ ｃｕｔｉｃｕｌａｒ ｍｅｍｂｒａｎｅｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｈｅｍｉｃａｌ ａｇｅｎｔｓ

叶片角质膜失水速率并无显著增加；经草酸 ／草酸铵

法分离的大叶黄杨叶角质膜失水速率与完整叶片的

一致；而经草酸 ／草酸铵法、果胶酶 ／纤维素酶法分离

的海桐叶片角质膜失水速率与完整叶片的差异不显

著。 三氧化铬法分离的 ３ 种植物叶片角质膜的失水

速率最大。

３　 讨 论

从植物叶片剥离出的角质膜也称为角质层，可

用于组分分析和渗透性试验等。 当前用于叶片角质

膜渗透性试验的植物叶片按材质分为纸质叶和革质

叶 ２ 类，革质叶又可分为厚革质叶和薄革质叶。 植

物叶片质地的差异在很大程度上限制了角质膜分离

方法的选择。 本研究结果表明，综合剥离时间及角

质膜结构，纸质叶片角质膜的剥离可优先选用氯化

锌 ／盐酸、草酸 ／草酸铵法，其中前者所需时间更短，
如大叶女贞；厚革质叶片角质膜的剥离可优先考虑

草酸 ／草酸铵法，其次是果胶酶 ／纤维素酶法、氯化
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　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ａ：大叶女贞；Ｂ：大叶黄杨；Ｃ：海桐。
图 ３　 ４ 种方法分离的角质膜失水过程

Ｆｉｇ．３　 Ｗａｔｅｒ ｌｏｓｓ ｏｆ ｃｕｔｉｃｕｌａｒ ｍｅｍｂｒａｎｅｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ４ ｃｈｅｍｉｃａｌ ａｇｅｎｔｓ ｏｖｅｒ ｔｉｍｅ

锌 ／盐酸法，如大叶黄杨、海桐等。 可见，叶片角质膜

分离方法的选择并不是一成不变，应根据试验实际

灵活选择。
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