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　　摘要：采用优化的石蜡切片制作方法，对不同苗龄水稻根尖进行石蜡切片与徒手切片，比较福尔马林－醋酸－乙
醇（ＦＡＡ）、卡诺氏和４％多聚甲醛３种不同固定液，以及不同固定时间的固定效果，试验结果表明：卡诺氏固定液固定
的根系变形、细胞皱缩；４％多聚甲醛固定液固定的根系结构与徒手切片一致，固定水稻幼根的时间以１．５ｈ为最佳；
４％多聚甲醛固定液的固定效果最好，优于ＦＡＡ和卡诺氏固定液。
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　　石蜡切片技术是组织学常规制片技术中经典、应用最为
广泛的方法［１－２］。常规的石蜡切片方法耗时长，从取材固定

到封片制成玻片标本需要１周左右的时间，在实际应用中受
到诸多限制。在许多应用领域，都对常规石蜡切片制片技术

进行了改良，极大地缩短了石蜡切片的制作时间，例如适用于

临床病理诊断的微波快速切片方法和超声波快速切片方

法［３－４］，适用于免疫组化染色的快速石蜡切片方法［５－６］等。

然而，石蜡切片制作方法是针对一般的组织材料，对于特殊的

组织材料，因组织学特性差异，不能完全适用，由于植物材料

与动物材料性质不同，微波快速切片、超声波快速切片等方法

在植物上应用还比较少。

植物幼嫩根尖组织在一些逆境胁迫中如铝毒害，是最敏

感、最早做出胁迫反应的部位［７］，因此，幼嫩根尖组织观察在

研究植物胁迫反应及抗性中具有重要的作用。对于幼苗根尖

这类幼嫩组织的切片制作，常规的固定、脱水、透明、渗蜡等过

程不仅时间过长，工作效率低，且易对组织造成损伤。为此，

针对水稻幼嫩根尖细胞含水量高、细胞壁纤维素含量较低及

组织柔软的特点，对水稻幼嫩根尖切片的制作技术进行研究，

以期为组织形态学研究提供基础资料。

１　材料与方法

１．１　试验材料
４ｄ（根长２ｃｍ左右）或５ｄ（根长３．６ｃｍ左右）苗龄的水

稻幼苗。

１．２　主要试剂
固定液：ＦＡＡ（福尔马林－醋酸－乙醇）固定液（４０ｍＬ无

水乙醇：∶３０ｍＬ水 ∶１５ｍＬ冰乙酸 ∶１５ｍＬ甲醛）；卡诺氏固
定液（Ｃａｒｎｏｙｆｉｘａｔｉｖｅ）（８０ｍＬ无水乙醇 ∶５ｍＬ冰乙酸 ∶１５ｍＬ
氯仿）；４％多聚甲醛固定液（简称 ＰＦＡ）（４％多聚甲醛；

０．１ｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ值为７．２的磷酸缓冲液）。
染色液：埃利希（Ｅｈｒｌｉｃｈ）苏木精染液；１％伊红水溶液。

１．３　方法
１．３．１　取材和固定　用锋利的刀片在水稻根基部１．５ｃｍ处
切取２ｍｍ的小段，分别放入 ＦＡＡ、卡诺氏固定液和４％多聚
甲醛固定液中，分别固定２０ｍｉｎ、１．５ｈ和２４ｈ。卡诺氏固定
液需要当天配制，多聚甲醛固定后用０．０１ｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ值７．２
的磷酸缓冲液冲洗。

１．３．２　脱水和透明　ＦＡＡ固定后，于５０％、７５％、８５％、９５％
的乙醇中进行梯度脱水；卡诺氏固定液固定后，于８５％、９５％
的乙醇中进行梯度脱水；多聚甲醛固定后，于 ３０％、５０％、
７５％、８５％、９５％的乙醇中进行梯度脱水。各梯度脱水时间为
１０ｍｉｎ，最后均在无水乙醇中脱水２次，首次１０ｍｉｎ，第２次
５ｍｉｎ。然后，依次转入二甲苯和无水乙醇之比为１∶２、１∶１、
２∶１的混合液中分别透明１０ｍｉｎ。最后，转入纯二甲苯中透
明２次，每次约５ｍｉｎ，至根尖透明为止。为了便于定位透明
后的根尖，可以在９５％的乙醇梯度脱水时加入０．１％的伊红
水染液。注意严格控制乙醇脱水和二甲苯透明时间，防止组

织变硬、变脆影响切片效果。

１．３．３　包埋和切片　经过透明处理的根尖样本先后２次放
入融化石蜡液中（石蜡提前融化冷却至６５℃，高于石蜡熔点
５℃），分别浸润１ｈ。包埋后的蜡块冷却后可直接切片或保
存于４℃冰箱备用。用轮转式石蜡切片机（Ｌｅｉｃａ－ＲＭ２２３５，
Ｇｅｒｍａｎｙ）进行连续切片，厚度５μｍ，切片５０℃烤干。
１．３．４　ＨＥ染色和封片　取干燥切片进行脱蜡、反水、ＨＥ染
色。切片放入二甲苯脱蜡 １５ｍｉｎ，２次脱蜡后，依次放入
１００％、９５％、８０％、７０％乙醇中各 ２ｍｉｎ，在蒸馏水中洗 ３～
５ｓ；放入Ｅｈｒｌｉｃｈ苏木精染色１０ｍｉｎ；１％氨水分色３５ｓ后流
水冲洗３０ｍｉｎ；７０％和９０％乙醇中各脱水１０ｍｉｎ；伊红染色
５ｍｉｎ后以９０％乙醇分色４０ｓ。中性树胶封片后，切片在配
备有ＬＣＤ（Ｏｌｙｍｐｕｓ－ＤＰ７，Ｊａｐａｎ）的光学显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ－
ＢＸ５１，Ｊａｐａｎ）下观察拍照。
１．３．５　徒手切片的制作　根段在 ＦＡＡ固定液中固定２４ｈ，
乙醇梯度脱水后储存于７０％乙醇中。取出固定好的根段，在
１１０倍体视显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ－１６，Ｊａｐａｎ）下用双面刀片切成
薄片（约１００μｍ），在光学显微镜下观察拍照。
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２　结果与分析

２．１　不同固定液对水稻幼根（４ｄ苗龄）石蜡切片制作的固
定效果

试验选用了３种性质不同的固定液。ＦＡＡ固定液，又称
万能固定液，配制简单易行，在植物形态解剖上应用极广，为

了防止因材料含水量过高，与脱水剂中乙醇浓度相差太大而

收缩，本试验用３０％乙醇代替７０％乙醇；卡诺氏固定液常用
于根尖等幼嫩组织的固定，具有极强的渗透力；４％多聚甲醛
固定液性质较为温和，能很好地固定组织细胞中水溶性的大

多数肽类激素和蛋白物质，保存组织的抗原性和细微结构，在

免疫组织化学（ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，ＩＨＣ）和免疫细胞化学
（ｉｍｍｕｎｏｃｙｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，ＩＣＣ）试验中组织和细胞的固定得到广
泛的应用。

采用３种固定液固定，并且缩短脱水、透明、渗蜡等一系
列步骤的时间，从数小时至数分钟，制得的永久切片染色清

晰，表皮以及细胞核被苏木精染成蓝黑色，未见伊红所染的细

胞质成分（图１、表１）。因为水稻幼苗根尖含水量高达９０％
以上［８］，胞内绝大部分为液泡所占据，细胞质部分随着细胞

膜被液泡挤压到细胞边缘，紧贴着细胞壁内侧不能被分辨

出来。

表１　不同固定液对水稻幼根（４ｄ苗龄）石蜡切片标本
制作固定及染色效果的比较

固定液 组织结构 染色效果 核质对比

ＦＡＡ固定液 结构完整、清晰 染色鲜艳 对比明显

卡诺氏固定液 细胞皱缩、缺失 染色鲜艳 对比明显

ＰＦＡ固定液 结构完整、清晰 染色鲜艳 对比明显

　　由图１、表１可见，采用卡诺氏固定液固定的水稻根尖细
胞全部发生皱缩，根尖结构扭曲，皮层有些部分甚至缺失；

ＦＡＡ和ＰＦＡ固定液固定效果良好，切片结构保存完整，细胞
无变形。卡诺氏固定液配制时由于使用纯乙醇，对于水稻幼

苗根尖细胞９０％的含水量来说，乙醇浓度过高，与组织细胞
水分含量差异过大，脱水速度过快导致细胞皱缩，即使适当降

低乙醇的纯度到８５％时，细胞皱缩也不可避免。
２．２　水稻幼根（５ｄ苗龄）石蜡切片与徒手切片效果比较

随着水稻根系的发育成熟，根系结构会发生相应的变化，

特别是随着水稻根系通气组织的形成，以及皮层某些特定细

胞开始酸化、解体、死亡，这些细胞易于破损［９］。为了明确不

同的固定液是否能保存好各个发育阶段的根系结构，对不同

固定液固定的石蜡切片与徒手切片进行效果比较。鉴于卡诺

氏固定液固定效果明显不好，因此，只采用了 ＦＡＡ和 ＰＦＡ２

种固定液。

由图２可见，徒手切片的５ｄ苗龄水稻根尖开始出现通
气组织，皮层部位的某些特定细胞也崩塌解体；ＦＡＡ固定液
虽然能完整地固定幼嫩的根尖组织，但是与徒手切片比较，对

５ｄ苗龄的根尖组织固定效果并不好，根尖结构不完整，有部
分缺失，缺失的部分面积远远大于徒手切片所显示的通气组

织面积，且缺失部位边缘模糊，并不如徒手切片有着边缘清晰

的通气组织；用ＰＦＡ固定液固定的５ｄ苗龄根尖结构无变形，
细胞未见缺失，皮层部位可以观察到与徒手切片类似的通气

组织与崩塌细胞。因此，４％ 多聚甲醛能够很好地保存组织
细胞，结构完整，优于ＦＡＡ固定和徒手切片。

２．３　ＰＦＡ固定液不同固定时间对切片效果的影响
一般来说，ＦＡＡ固定液固定时间２４～４８ｈ内效果良好；

卡诺氏固定液渗透速度快，固定时间较短，１５～２０ｍｉｎ即可；
ＰＦＡ固定液固定时间为数小时，主要取决于不同材料的性质。
为了准确评估 ＰＦＡ固定液的固定时间对水稻幼苗根尖切片
制作效果的影响，对 ＰＦＡ固定液固定时间分别为０．５、１．５、
２５和３．５ｈ的一组５ｄ苗龄水稻根尖石蜡切片进行切片效
果比较。由图３可见，ＰＦＡ固定液固定１．５ｈ时固定效果良
好，固定时间较短（０．５ｈ）或较长（２．５ｈ和３．５ｈ）都不能很
好地固定根尖，切片标本出现空腔、缺失，时间太长（３．５ｈ）甚
至发生皱缩变形。

３　小结与讨论

固定是石蜡切片标本制作的关键环节，其作用在于使蛋

白质变性、凝固、沉淀，保持细胞、组织的原有形态［１０］。固定

液中化学成分的渗透力、ｐＨ值、渗透压和固定时间等诸多因
素影响固定液的固定效果［１１］。

卡诺氏固定液渗透力太强，不适用于含水量过高幼嫩根

尖的固定；ＦＡＡ固定液中所含的冰乙酸，能使此时期某些本
就很敏感的细胞处于酸性环境中，再经过后续复杂的处理过

程，这种微环境的变化使得细胞的多种成分极易发生自溶，导

致根尖结构皮层部位有所缺失，这一推测有待采用其他中性

固定剂如中性甲醛固定液等进一步验证，ＦＡＡ固定液不适合
固定处于某个特定发育阶段的水稻根尖；ＰＦＡ固定液由中性
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櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄
的ＰＢＳ配制而成，整个固定液显中性，与植物细胞本身的酸
碱性一致，不会破坏材料的组织结构，因而固定的细胞结构完

整，为制作水稻幼嫩根尖切片的理想固定液。

针对水稻幼嫩根尖的特点，将脱水、透明、渗蜡的时间由

数小时调整至几分钟，使固定后过程由７ｄ缩短为５ｈ左右，
极大地节省了时间，提高了工作效率，采用改进后的方法所制

得的切片效果良好。为了缩短处理时间，固定的组织材料要

切得足够小，以加快脱水、透明、渗蜡的速度。对植物幼嫩组

织的固定一直是难点，该方法不仅解决了幼嫩根尖石蜡切片

的制作，而且还适用于成熟组织的切片制作。当然，对不同材

料的制作方法，因材料性质的不同，每一步骤所需的时间还需

做相应的调整。
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淮北夏玉米全程机械化高产栽培技术

马行军，王全领，钱海艳，杨　波
（江苏省丰县农业技术推广中心，江苏丰县２２１７００）

　　摘要：随着国家农机购置补贴政策的实施，各级政府和农机部门的因势利导，玉米生产机械化生产水平得到了显
著提高，实施玉米全程机械化高产栽培技术已是发展现代农业的必然选择。本文从适期板茬带肥机条播技术（包括

农艺要求、机具要求）、田间管理技术（包括合理密植、施肥原则、施肥量、施肥时期、灌溉、病虫草害综合防治）、机械适

时晚收技术（包括机具选择、适时收获）等方面，概述了淮北夏玉米全程机械化高产栽培技术。

　　关键词：玉米；全程机器化；栽培技术；播种；田间管理；机械化收获
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作者简介：马行军（１９７３—），男，高级农艺师，从事农业技术推广工
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　　玉米机械化生产不仅可以有效减轻农民劳动强度，节约
大量劳动力，改善农民生产条件，支持农村劳动力转移，推进

新农村建设步伐，而且可以实现节本增效，增加农民收入，稳

定种粮面积，确保粮食生产安全［１－２］。淮北夏玉米生产机械

化水平位于全国中等水平，淮北地区特别是江苏省丰县玉米

播种、收获等机械化水平相对较高。丰县从１９９８年开始进行
玉米免耕板茬机播和秸秆还田试验示范，２００２年开始进行玉
米联合收获的试验示范，２００８年机播率８５％、机收率４０％，
２０１０年播种基本全部实现机械化，机收率在８５％以上，２０１２
年基本全面实现了玉米生产全程机械化。玉米全程机械化生

产主要包括玉米贴茬免耕机械化播种、田间管理、机械化收获

等工序。

１　适期板茬带肥机条播技术

１．１　农艺要求
１．１．１　小麦秸秆覆盖　玉米播种前，联合收割机（新疆２号、
福田谷神等）收获小麦，小麦秸秆留茬高度应低于１５ｃｍ，秸
秆粉碎后均匀抛撒于地表，小麦秸秆全量还田，覆盖率大于

９５％。使用多功能免耕施肥播种机播种玉米，秸秆覆盖率低
于６０％；使用玉米贴茬播种机播种，小麦秸秆覆盖率低
于７０％。
１．１．２　品种选择　选择统一的高抗耐密植高产良种，如苏玉
２０、郑单９５８等。
１．１．３　种子精选及处理　选用符合国家标准的种子，并选择
高效低毒无公害的玉米种衣剂对种子进行包衣处理。

１．１．４　播种时间　淮北夏玉米应在６月１５日左右集中播
种，以避免粗缩病的发生，以便于统一收获和田间管理。
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