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　　摘要：为研究不同样品制备方法对茶树叶片扫描电镜观察的影响，选用３个茶树品种的老叶和嫩叶，分别用烘箱
干燥法、硅胶干燥法和真空冷冻干燥法进行处理。对茶树老叶的扫描电镜观察中发现，烘箱干燥法和真空冷冻干燥法

处理后的样品背腹面的微形态特征均保存完好，硅胶干燥法处理后部分样品气孔密度异常；在对茶树嫩叶的观察中发

现，采用烘箱干燥法和硅胶干燥法处理后的样品背、腹面均发生严重的皱缩，气孔密度增加，而采用真空冷冻干燥法处

理后的样品微形态特征自然，能表现出真实的叶表微形态特征。因此，在茶树品种微形态学等相关研究中，对于老叶

研究材料，建议采用烘箱干燥法进行扫描电镜样品制备；对于嫩叶研究材料，建议采用真空冷冻干燥法进行扫描电镜

样品制备。
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　　应用扫描电镜观察生物样品表面的微形态特征，以获得
较光学显微镜观察结果更为细微的结构特征，得到具有特异

性功能的微观结构和具有分类学意义的微形态性状［１－４］，是

生物学研究的重要手段之一。在利用扫描电镜对生物样品的

微形态进行观察分析研究中，能否获得真实、清晰、理想的扫

描电镜观察结果，样品的制备过程是关键，绝大多数情况需要

对生物样品进行干燥处理后才能镀金和进行扫描电镜观

察［５］。样品的前期干燥处理直接影响后期观察效果，如果处

理不好，会直接影响到观察的清晰度与准确度，甚至直接导致

试验失败［６］。含水量较多的生物样品不仅对扫描电镜成像

造成很大的影响，同时对扫描电镜仪器设备也会造成诸多不

良后果［７］：样品含水量多容易造成样品仓内真空度下降，造

成电子束偏移，使图像模糊不清；造成物镜、镜头、光阑等部件

的污染；灯丝碰到水蒸气而氧化变质乃至熔断。目前，植物叶

片电镜扫描研究中的干燥方法主要有烘箱干燥法［８－９］、自然
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干燥法［１０－１２］、真空冷冻干燥法［１３－１６］等方法。

对于茶树叶片来说，茶树老叶和嫩叶含水量、角质层和上

下表皮厚度都有所差异［１７］，不同的叶片适合哪种干燥方式，

还没有确切的数据支持。为了探讨茶树老、嫩叶片对应的最

优干燥方法，本研究选取３个品种的茶树叶片为研究对象，每
个茶树品种取老叶以及嫩叶作为试验材料，用场发射扫描电

镜观察，然后对３种不同的茶树叶片扫描电镜样品制备方法
进行比较，旨在寻找一种理想的茶树叶片扫描电镜样品制备

方法，为茶树品种叶片微形态比较研究、茶树叶片发育过程的

微形态研究等提供试验依据。

１　材料与方法

１．１　材料
试验材料采自福建农林大学教学茶园的３个品种（表１）

的茶树叶片，分别为春梢叶（老叶）和秋梢第３叶（嫩叶），采
样时间为２０１６年１０月下旬。

表１　３种茶树品种的性状描述

品种 树型 叶片大小 营养芽物候期

本山 灌木 中叶 中生

黄旦 小乔木 中叶 早生

铁观音 灌木 中叶 晚生

１．２　仪器设备
ＳＵ－８０１０型冷场发射扫描电镜（日立公司，日本）；

Ｅ－１０１０型离子溅射镀膜仪（日立公司，日本）；ＤＨＧ－９２４０Ａ
型可编程电热烘箱（上海一恒科学仪器有限公司，中国）；

ＦＤ－１－５０型真空冷冻干燥机（北京博医康实验仪器有限公
司，中国）；ＫＱ－３００ＶＤＥ型超声波清洗仪（江苏昆山舒美超
声仪器有限公司，中国）。

１．３　试验方法
每个茶树品种选取老叶及嫩叶，用超声波清洗仪去除茶

树叶片表面的杂质，于同一叶片中部选取３个２ｍｍ×２ｍｍ
大小的部分叶片作为试验材料，分别进行烘箱干燥法、硅胶干

燥法和真空冷冻干燥法处理。

烘箱干燥法：将清洗过的茶树叶片样品放入６０℃烘箱中
干燥４ｈ。

硅胶干燥法：将清洗过的茶树叶片样品直接放入硅胶中

进行干燥处理１２ｈ。
真空冷冻干燥法：用２．５％的戊二醛于４℃ 冰箱中固定

３ｈ；用０．１ｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ值６．８的磷酸缓冲液冲洗３次，每次
１０ｍｉｎ；分别用 ５０％、７０％、８０％、９０％乙醇进行脱水，每次
１５ｍｉｎ；用无水乙醇脱水３次，每次１５ｍｉｎ；最后将材料置于
１００％纯叔丁醇中浸泡１５ｍｉｎ后放入真空冷冻干燥机进行干
燥处理。

将３组样品观察面向上，用导电胶带固定于扫描电镜样
品台上，用离子溅射镀膜仪在样品表面镀膜８０ｓ。冷场发射
扫描电镜取８．０ｍｍ工作距离、２０μＡ灯丝电流、６ｋＶ加速电
压，在２００倍和５００倍放大倍数下对茶树叶片进行观察并拍
照。每个处理在２００倍放大倍数下取１０个视野，对视野中的
叶片气孔数量进行统计，用 ＳＰＳＳ２０．０软件进行单因素方差
分析。

２　结果与分析

由显微图像（图１、图２、图３、图４）可以看出，３个品种的
茶树叶片背面均有毛被，为单毛；气孔均为复唇型气孔，长卵

形且具有腺鳞组织，气孔器保卫细胞蜡质纹饰平滑。茶树老

叶气孔器保卫细胞均凸出于普通表皮细胞，气孔器外围覆有

２层皱脊，内层呈平滑、环状闭合，外层褶皱、环状不闭合，副
卫细胞与普通表皮细胞在同一平面；茶树嫩叶气孔器保卫细

胞略突出于普通表皮细胞，气孔器外围覆有１层皱脊，呈平
滑、环状闭合，副卫细胞略低于普通的表皮细胞。

２．１　茶树叶表面纹饰与变化
由表２可知，不同茶树品种叶片腹面均有独特的纹饰特

征，而相同的茶树品种经不同干燥方法处理后，微形态特征存

在差异。

烘箱干燥法：３个品种的茶树叶片经过烘箱干燥处理后，
在扫描电镜观察下，茶树老叶原始形态保存良好，可以反映真

实的微形态特征。而茶树嫩叶表面发生较为严重的收缩，叶

片腹面褶皱较为严重，其表面纹饰均不能反映其真实的微形
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态特征。

硅胶干燥法：经过硅胶干燥处理后的茶树老叶，在扫描电

镜观察下，３个品种的茶树叶片并没有发生严重的皱缩现象。
茶树嫩叶经硅胶干燥处理后，在扫描电镜观察下，其叶表面发

生严重的收缩，叶片腹面褶皱严重，其表面纹饰不能反映真实

的微形态特征。

真空冷冻干燥法：３个品种的茶树叶片经过真空冷冻干
燥处理后，在扫描电镜观察下，茶树老叶和嫩叶的原始形态均

保存良好，均可以反映真实的微形态特征。

表２　３种干燥方法对茶树叶片微形态的影响

叶片 品种 干燥方法 叶片是否发生收缩 气孔器是否变形 叶腹面纹饰特征

老叶 本山 烘箱干燥 否 否 平整，表面有球形凸起

硅胶干燥 否 否 平整，表面有球形凸起

真空冷冻干燥 否 否 平整，表面有球形凸起

黄旦 烘箱干燥 否 否 平整，表面有不规则块状凸起

硅胶干燥 否 否 较平整，表面有不规则块状凸起

真空冷冻干燥 否 否 平整，表面有不规则块状凸起

铁观音 烘箱干燥 否 否 平整，表面有紧密不规则块状凸起

硅胶干燥 否 否 平整，表面有紧密不规则块状凸起

真空冷冻干燥 否 否 平整，表面有紧密不规则块状凸起

嫩叶 本山 烘箱干燥 是 否 波浪状皱脊

硅胶干燥 是 是 紧密无规则条状褶皱

真空冷冻干燥 否 否 平整，表面有紧密块状凸起

黄旦 烘箱干燥 是 是 网状皱脊

硅胶干燥 是 是 网状皱脊

真空冷冻干燥 否 否 网状脊纹，表面有块状凸起

铁观音 烘箱干燥 是 是 网状皱脊，覆有脑状纹饰

硅胶干燥 是 是 严重皱缩

真空冷冻干燥 否 否 平整，表面有颗粒状凸起

２．２　茶树叶表面气孔密度与变化
对３个品种的茶树老叶和嫩叶进行气孔密度统计及方差

分析（表３），在茶树老叶结果方面，本山和铁观音２个品种的
老叶经３种方法处理后，其气孔密度差异不显著，而黄旦经硅
胶干燥法处理后气孔密度与烘箱干燥法和真空冷冻干燥法均

差异显著；在茶树嫩叶结果方面，３个茶树品种经烘箱干燥法
和硅胶干燥法处理后气孔密度均与真空冷冻干燥法差异显

著，其气孔密度较真空冷冻干燥法均产生了较大的增加，其中

本山 嫩 叶 经 烘 箱 干 燥 法 处 理 后，气 孔 密 度 达 到 了

４３７．６７个／ｍｍ２，较真空冷冻干燥法增加了５３．７５％。

２．３　综合分析
茶树叶片经３种不同干燥方法处理后，茶树老叶和嫩叶

呈现出不同变化：茶树老叶经烘箱干燥法或真空冷冻法处理

后，其叶片未发生收缩现象，表面纹饰和气孔密度均未受到影

响，能反映真实的微形态特征，而经硅胶干燥法处理后，虽然

３个茶树品种的叶片微形态特征均在视野中保存较好，但黄
旦品种气孔密度异常，因此硅胶干燥法并不适用于所有茶树

品种老叶干燥处理；茶树嫩叶经真空冷冻干燥法处理后，叶表

面未产生收缩现象，其表面纹饰和气孔密度均未受到影响，能

反映真实的微形态特征，而经烘箱干燥法或硅胶干燥法处理
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表３　经３种干燥方法处理后的茶树叶片平均气孔密度及方差分析结果

叶片 干燥方法
平均气孔密度（个／ｍｍ２）

本山 黄旦 铁观音

老叶 烘箱干燥 １７１．３３±１１．７８ａ １４２．６７±７．１７ｃｂ ２７１．００±８．７６ａ
硅胶干燥 １７２．００±１０．３３ａ １６３．６７±１７．２５ａ ２５８．６７±３０．９６ａ
冷冻干燥 １６７．３３±１０．１６ａ １４８．３３±７．９０ｂ ２７２．００±１４．０７ａ

嫩叶 烘箱干燥 ４３７．６７±３５．４９ａ ３３７．３３±１６．１６ｂ ４０６．６７±１９．３１ａ
硅胶干燥 ３９９．６７±３２．９８ｂ ３８３．００±１４．３５ａ ３９３．６７±２２．８０ａ

真空冷冻干燥 ２８４．６７±１１．１３ｃ ２７３．００±１２．６１ｃ ２６７．６７±１０．７８ｂ

　　注：同列数据后的不同小写字母表示不同处理方法差异显著（Ｐ＜００５）。

后，均发生严重的收缩现象，叶片表面纹饰和气孔密度均受到

了不同程度的影响，不能反映真实的茶树叶片微形态特征，因

此烘箱干燥法和硅胶干燥法并不适用于茶树嫩叶的干燥

处理。

３　讨论与结论

本研究中３种茶树叶片扫描电镜样品制备干燥方法的原
理各不相同：烘箱干燥法是利用热空气将热量传递给叶片，气

化叶片中的水分，形成水蒸气，从而达到快速干燥的效果；硅

胶干燥法是通过硅胶干燥剂内部的毛细孔网状结构吸收水

分，并通过其物理吸引力将水分保留，从而使样品脱水干燥；

真空冷冻干燥法是将叶片在较低的温度下冻结成固态，然后

在真空条件下使其中的水分不经液态直接升华为气态，最终

使叶片脱水。对茶树叶片进行干燥处理时，由于水具有较大

的内聚力和电极性，可与样品中的极性成分瞬间结合，在挥发

干燥时会牵动样品组分，如果叶片较嫩，含水量较高，有可能

造成样品收缩变形或微小断裂。在茶树老叶扫描电镜制样过

程中，由于其含水量少，角质层和上下表皮厚度较厚等特点，

烘箱干燥法和真空冷冻干燥法均适合，但考虑到真空冷冻干

燥法的操作复杂性及成本相对较高，在进行茶树老叶片的扫

描电镜研究中，采用烘箱干燥法是简便、经济、快速的制样方

法。在茶树嫩叶扫描电镜制样过程中，茶树嫩叶含水较多，角

质层和上下表皮厚度较薄，采用烘箱干燥法或硅胶干燥法处

理时容易发生变形收缩现象，影响观察结果，而真空冷冻干燥

法是选用高熔点的有机溶剂———叔丁醇作升华介质，使水分

从固态直接转化为气态，不经过液态阶段，因而避免了气相和

液相之间表面张力对样品的损伤［１８］。

综上，在茶树品种叶片微形态学比较研究、茶树叶片发育

过程研究等茶树叶片微形态学相关研究中，如果选用茶树老

叶作为研究材料，建议采用更简便、经济、快速的烘箱干燥法

进行样品制备；如果需要对嫩叶的微形态特征进行观察，建议

采用保留真实形态更佳的真空冷冻干燥法作为扫描电镜样品

制备的优选方法。
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