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摘  要：应用石蜡切片方法和徒手切片方法，通过对水稻幼苗根系通气组织发育的观察，比较两种切片的异同。

结果显示：石蜡切片和徒手切片都能清楚显示水稻根系通气组织的结构；并由此确定了水稻幼根通气组织形成过程，

具体为：4天苗龄的水稻幼苗根系在培养 24 h后开始形成通气组织，72 h时通气组织发育成熟。越靠近根基的部位，

植株组织发育更成熟，通气组织的发育程度也更高。相比于石蜡切片，徒手切片方法更适用于水稻根系通气组织结构

的观察。进一步利用徒手切片方法比较水稻和小麦根系通气组织形成对低氧的反应，发现低氧显著诱导麦根通气组织

的形成，而对稻根通气组织发育的促进作用不明显。 
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水稻(Oryza sativa)是世界上重要的粮食作物，

生活在旱湿交替的环境中，具有较强的耐涝能力，

这种特性与根系中发达的通气组织(aerenchyma)密

切相关[1-2]。不同于小麦(Triticum aestivum)根系的通

气组织受淹水或低氧诱导生成[3]，水稻根系通气组

织的发育属典型的组成型，在根系中的形成是否受

外界刺激诱导还没有定论[4-5]。水稻或小麦根内溶生

性通气组织的形成开始于根皮层部位的某些特定细

胞的自溶，类似于细胞的程序性死亡[6-7]。而处于通

气组织形成初期的作物根系，由于细胞的这种消亡，

利用常规石蜡切片方法往往难以制作出结构完整、

美观的根尖切片，表现为组织皱缩、严重变形、某

些部位缺失，严重影响对结果的评价与判断。我们

通过对固定液的选择，改进常规的固定、脱水、透

明和渗蜡程序后，成功制成效果优良的水稻幼嫩根

系的石蜡切片，有助于揭示水稻幼根的解剖学特征。

本研究利用水稻幼根的石蜡切片与徒手切片方法，

比较观察稻根通气组织的发育，以确定更适合用来

观察作物根系通气组织结构的切片方法；同时利用

徒手切片技术观察水稻和小麦根系通气组织发育对

低氧胁迫的反应。 

1  材料和方法 

1.1  材料培养   

水稻(Oryza sativa L.)kasalath种子经消毒、浸种、

催芽后，播种于漂浮在 0.5 mmol/L CaCl2溶液中的浮

板上。播种 2 天后，选择根长 2 cm的水稻幼苗，转

移至 1.5 L 0.5 mmol/L CaCl2溶液中继续培养 3天，每

盆 15 株苗，期间每天更换培养液。将初生根根基以

下 2 cm的长度分为两部分，根基远端 1 ~ 2 cm的部

分为 sectionⅠ，而近端 0 ~ 1 cm的根段为 sectionⅡ。

分别于培养的第 0、1、2、3 天时，在 sectionⅠ和

sectionⅡ的中部切取 2 mm的小段，即在距根基 15 mm

和 5 mm的部位切取根段材料，制作石蜡切片和徒手

切片。 

低氧处理：水稻(Oryza sativa L.)Kasalath和小麦

(Triticum aestivum L.)Atlas幼苗根系长至 2 cm后，转

移到 1.5 L 0.5 mmol/L CaCl2溶液中，每盆 15株苗，

同时向培养液中通入纯氮气(96%)，流速 60 ml/min，

对照通入空气，培养 3天，期间每天更换培养液。培

养液中的氧含量用便携式溶解氧测定仪 (雷磁 

IPB-607A，上海精密科学仪器有限公司)进行测定。

培养结束后，在水稻和小麦主初生根 ( p r i m a r y 
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root)sectionⅠ中部(距根基 15 mm)切取根段制作徒手

切片观察。  

1.2  实验方法 

1.2.1  固定液配制    中性多聚甲醛固定液(40 g/L 

paraformaldehyde fixative，PFA 固定液)：称取 40 g

多聚甲醛，溶于 500 ml磷酸缓冲液(PBS，0.1 mol/L，

pH 7.2)，加入数滴 NaOH，在磁力搅拌器上加热至

60℃ 搅拌溶解(在通风橱内进行)。约数小时后至溶

液清亮，冷却至室温，加入 PBS定容至 1 000 ml，

用 HCl调节 pH至 7.2。 

FAA(福尔马林-冰乙酸-酒精)固定液：370 g/L甲

醛 15 ml，冰乙酸 15 ml，750 g/L乙醇 70 ml。 

1.2.2  切片的制作    石蜡切片的制作：PFA固定液

固定 1.5 h，经梯度酒精脱水、二甲苯透明、渗蜡、

包埋后切片，切片经苏木精-伊红(H-E)染色后中性树

胶封片。  

徒手切片的制作：FAA 固定液固定 24 h，酒精

梯度脱水后储存于 70% 酒精中。取出固定好的根段，

在 110 倍体视显微镜(Olympus-16，Tokyo，Japan)下

用双面刀片切成薄片 (约 100 μm)后在配备 LCD 

(Olympus-DP7, Tokyo, Japan)的光学显微镜(Olympus- 

BX51, Tokyo, Japan)下观察拍照。 

1.2.3  通气组织面积计算     通气组织照片用

Image J 1.46e软件进行分析，通气组织面积按以下公

式计算： 

通气组织面积(%皮层横截面积) = [通气组织面

积/(皮层横截面总面积–中柱面积)] × 100 

2  结果和分析 

2.1  水稻根系石蜡切片和徒手切片观察通气组织

发育的比较 

通过前期的预备试验，我们于水稻初生根长至

2 cm 左右开始进行实验，同时确定了两个取样部位

sectionⅠ和 sectionⅡ的中部(图 1)为石蜡切片和徒手

切片的观察部位。 

石蜡切片与徒手切片都显示在移苗前(0 h)，

sectionⅠ和 sectionⅡ中部均未发现有通气组织的形

成，皮层细胞呈圆形，sectionⅠ部位的细胞大小均匀，

sectionⅡ部位中贴近表皮内侧的 2 ~ 3层细胞稍有膨

大(图 2，表 1)。两个部位于移苗后 24 h都开始形成

通气组织，皮层的中部出现少量空腔和崩塌细胞。石

蜡切片与徒手切片 sectionⅠ、sectionⅡ部位的空腔面

积分别为 12%、23% 和 9%、21%，sectionⅡ部位的

通气组织面积明显较 sectionⅠ中的多(图 2，表 1)。 

 

图 1  根段切片制作取样部位图示 
Fig. 1  Sampling position of root section  

 

随着时间的延长，两部位通气组织面积及崩塌细胞区

域都由皮层中部向内外两侧不断扩展，细胞壁相互融

合，72 h时形成发达的通气组织。此时，sectionⅡ中

的通气组织发育程度仍旧比 sectionⅠ略高，石蜡切

片Ⅰ、Ⅱ两部位通气组织区域分别为 28%、33%，而

徒手切片分别为 26%、29%，其中，石蜡切片 sectionⅠ

和 sectionⅡ通气组织面积差异显著(图 2，表 1)。在

72 h时根系内通气组织继续增大，尤其是在 sectionⅡ

部位，形成了完全成熟的通气组织，只剩一串或数串

连接中柱和外皮层的细胞保持完整，将相邻的两个空

腔隔开(图 2)。总体来说，较接近根基的部位(sectionⅡ)

发育程度较高，根基远端部位(sectionⅠ)发育程度较

低，所以相比于 sectionⅠ，sectionⅡ通气组织面积更

加发达，这与 Kawai等[7]的研究结果一致。结果表明，

水稻根系的通气组织形成非常快，在发芽数天后就可

形成发达的通气组织。 

以上结果也显示，石蜡切片显示的通气组织面积

一般均较相同部位徒手切片显示的面积大，尤其在

72 h，石蜡切片的两部位(sectionⅠ和 sectionⅡ)通气

组织分别为 38% 和 59%，显著高于徒手切片的两部 

表 1  稻根通气组织面积的石蜡切片和徒手切片比较 
(%皮层横截面积) 

Table 1  Comparation of area of aerenchyma in rice primary root 
between paraffin section and freehand section 

石蜡切片 徒手切片 时间
(h) SectionⅠ SectionⅡ SectionⅠ SectionⅡ 

0 0.00 ± 0.00 h 0.00 ± 0.00 h 0.00 ± 0.00 h 0.00 ± 0.00 h

24 12.19 ± 1.29 g 23.10 ± 2.76 f 8.69 ± 1.41 g 21.04 ± 3.40 f

48 27.90 ± 1.43 e 33.48 ± 2.08 d 25.50 ± 2.52 ef 29.06 ± 2.81 de

72 38.64 ± 2.41 c 59.47 ± 5.60 a 33.11 ± 2.49 d 46.11 ± 2.77 b

注：表中数据为平均值 ± SD，小写字母不同表示差异达到

P＜0.05显著水平。 
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图 2  石蜡切片(A)和徒手切片(B)观察水稻根系通气组织结构发育(×200)(标尺 = 100 μm) 
Fig. 2  Observation of aerenchyma tissue development in rice root by paraffin section (A) and freehand section (B) (×200)  

 

位(分别为 33% 和 46%)(图 2，表 1)。这可能是由于

在通气组织形成过程中，随着石蜡切片制作导致微

环境的变化加剧了细胞的自溶。特别是在通气组织

发育成熟末期(72 h)，大面积空腔已经形成，而仅有

的少量细胞也有部分处于自溶末期，石蜡切片制作

的处理更加剧了细胞的自溶。因此，相比较于石蜡

切片，徒手切片更能真实地反映水稻根系的结构和

通气组织发育。 

2.2  徒手切片观察低氧(hypoxia)对作物通气组织

形成的影响   

低氧处理采用 Chang 等[8]的方法并加以适当改

动，用便携式溶解氧测定仪监测对照和处理培养液的

溶解氧含量，结果如表 2所示。通入空气的对照培养

液，在 3天的实验期内，溶解氧都维持在 7.1 ~ 7.3 mg/L

之间，接近空气中的氧含量(7.82 mg/L，28℃)，表明

对照培养液的含氧量充足。而通氮处理培养液氧含量

仅为 1.1 ~ 1.2 mg/L，与 Huang等[9]低氧处理培养液

的含氧量 0.9 mg/L相近，仅为对照的 16% 左右，植

物处于缺氧状态。 

表 2  培养液中溶解氧含量 
Table 2  Dissolved oxygen content in solution 

溶解氧含量(mg/L) 时间 
(d) 对照 低氧 

1 7.3 1.2 

2 7.1 1.2 

3 7.1 1.1 

 
结果表明，在距根基 15 mm 处，对照和低氧

处理的水稻根皮层部都有大量的通气组织空腔形

成，分别占皮层总面积的 23% 和 26%(图 3，图 4)。

数据显示，尽管低氧处理的水稻根系通气组织面积

略高于对照，但没有达到显著差异水平(图 4)。而

对照的小麦根系由于氧气充足，虽然有少部分的根

系皮层偶然会出现极少数的空腔，这些空腔在皮层

所占的面积极小，仅占皮层面积的 0.5%(图 3，图 4)，

基本上未发现真正意义上的通气组织出现。低氧处

理的小麦根系皮层中部细胞大量消失，出现大面积

中空的气腔结构，占到皮层横截面积的 17% 左右

(图 4)。 
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图 3  徒手切片观察低氧条件下水稻和小麦通气组织结构发育(×200)(标尺= 100 μm) 
Fig. 3  Observation of aerenchyma tissue development in rice and wheat root treated with hypoxia by freehand section (×200) 

 

 

(图中小写字母不同表示差异达到 P＜0.05显著水平，n = 10) 

图 4  低氧条件下水稻和小麦根系通气组织形成面积的比较 
Fig. 4  Comparation between area of aerenchyma formed in rice and 

wheat root under hypoxia 

  
以上结果表明，利用徒手切片方法对稻、麦根系

的结构观察，证实了低氧诱导小麦通气组织的形成，

同时也发现低氧对稻根通气组织发育的促进作用不

明显。这是因为通气组织的发育是水稻根系发育过程

的组成部分，即使没有外界因素的诱导也会产生，而

适当的外界条件在一定程度上也可以加速稻根通气

组织的发育(图 3，图 4)。但是因为稻根通气组织发

育早期的细胞自溶过程类似于细胞程序性死亡

(programmed cell death，PCD)过程，由某种内源机制

触发，通过一系列事件的次序发生，需要一定的时间

才能表现[6-7]。外界刺激加速稻根通气组织的形成，

仅仅是提前感知这种刺激并通过内源机制加以触发，

并不能加速通气组织形成过程的每一个步骤，包括根

皮层细胞的程序化死亡以及后期的细胞间隙的扩大。

因此，我们的实验条件下，低氧对稻根通气组织的诱

导不明显。采用更加精确的根系观察方法，如 X 射

线体层摄影技术[10]，能够原位无损伤观测三维的根

系通气组织结构及其形成，减少观测和数据分析的误

差，使得到的结果更准确，从而表现出对照与低氧在

通气组织发育促进方面的差异。在氧气充足的情况

下，旱地作物小麦的根系没有通气组织结构的出现，

而处于缺氧环境，麦根则会产生大量通气组织，来运

输地上部的氧气到根部，维持根内适宜的氧水平，以

保障正常的生理功能[2, 6, 11]。 

3  讨论和结论 

石蜡切片与徒手切片手段都可以用来观察组织

细胞结构。石蜡切片技术通过对新鲜材料的固定、脱

水、透明和渗蜡等一系列步骤后，制作成切片标本来

观察目标材料的结构，所制成的切片可以永久保存，

还可以利用不同的染色剂将细胞的不同成分染上不

同的颜色，达到对组织和细胞内不同的组分进行辨

认。然而，常规的石蜡切片技术制作过程各步骤所需

时间过长(一周左右)，易对植物组织造成损伤，并不

适用于植物幼嫩组织，例如幼嫩根尖的切片制作；另

一方面，常规方法制作一张石蜡切片需要 7 天左右，

实验耗时过长，不利于工作效率的提高。因此，针对

如上特点，同时考虑到稻根通气组织发育时期细胞自

溶的特点，我们应用中性多聚甲醛固定液，保持制片

过程中细胞的生理环境是中性，使根系形态得到极大

程度上的完好保存。其次，我们在常规石蜡切片技术

的基础上，缩短脱水、透明和渗蜡 3个过程的时间(由

数小时至 5 ~ 10 min)，极大地缩短了制片时间，使石

蜡切片的制作由一周缩短为 5 h。而徒手切片技术的

优点在于可以观察新鲜材料组织的活体细胞结构状

态，还能于固定后存放在 700 g/L的乙醇中长期保存，

既避免了石蜡切片的繁琐过程，又可以不局限于新鲜

材料的观察，多加练习可快速掌握其技能。 

石蜡切片是组织学形态观察所采用的最常用的

方法，通过与其他新的技术方法结合，开辟了一些新

领域，使传统方法得到了更广泛的应用。例如与免疫

组化技术结合检测常规或特殊染色法难以显示的成

分及其精确定位[12]；与流式细胞术(flow cytometry，

FCM)结合，用来测量 DNA 含量和倍体分析[13]；还
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可用于原位核酸分子杂交技术，检测材料中被杂交的

DNA 分子进行定位、含量分析和观察[14]；与聚合酶

链式反应(PCR)技术结合进行 DNA 分析[15]。而徒手

切片可以用于活体细胞染色、荧光放射的观察，例如，

通气组织形成过程中的酸化细胞和死亡细胞的中性

红(Neutral red)和伊文思蓝(Evans blue)染色[7]；显示

共质体铝离子累积的桑木素(Morin)染色[16]，这是石

蜡切片不能够做到的。 

综上所述，根据不同的实验目的采用不同的实验

方法，可以针对性地解决问题。针对作物根系通气组

织的观察，徒手切片制作程序简单、速度快，节约了

制片成本的同时也提高了工作效率；并且材料经过固

定后，不限于新鲜材料的即时观测，在不需要大批量

制作切片的情况下是更适合的切片制作方法。 
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Comparative Observation of Aerenchyma Formation During 
Different Crop Primary Root Developmental Stage by Paraffin 

Section and Freehand Section 
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Abstract: We observed the aerenchyma formation in rice primary root and compared the images obtained by paraffin 

section and freehand section methods. The results showed that, both of the section types were able to display the structure of rice 

root and the formation of aerenchyma tissue clearly. The aerenchyma in roots of 4-d old rice seedlings began to form after 24 h 

growth, and came to completely mature by 72 h. The more closer to the root basal portion, the more mature of the tissue, 

consequently the higher degree of the aerenchema development. Compared to paraffin section method, the freehand section 

method is more suitable for observation of the architecture of aerenchyma in rice root. Aerenchyma production in rice and wheat 

root upon hypoxia observed by freehand section method showed that hypoxia can significantly induce aerenchyma formation in 

wheat roots, whereas the promoting function in rice roots is not significant. 

Key words: Paraffin section, Freehand section, Aerenchyma, Hypoxia 

 

 


