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摘要  [ 目的] 研究一种羊草叶面积方便、快捷的测定方法。[ 方法] 试验在分析羊草叶面积和叶长宽积之间关系的基础上 ,以数字图像
法为对照进行比较研究。[ 结果] 确定了计算羊草叶面积的修正系数k 值为0 .655 5 ,通过相关回归分析和误差分析结果表明,k 值精确度
较高。[ 结论] 利用长宽数据计算得到的结果与对照实测结果相比具有较高的一致性,适于野外羊草叶面积的快速、无损测定。
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The Determination Method of Leaf Area on Leymus chinensis
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Abstract  [ Objective] The quick and convenient testi ng method of Leymus chi nensis leaf area was studied .[ Method] Onthe base of the analysis of the
relationship betweenleaf area and the ratio of leaf length and width,the comparative study onthemwas conducted with a digital i mage method .[ Results]
The regression analysis and error analysis result indicated that the Kval ue ,a correcti ng coefficient ,inthe calculation of leaf area was 0 .655 5 ,which had
higher accuracy in actual test .[ Conclusion] There was high consistency i nleaf area testing between the result calculated withthe ratio of leaf length and
width and of the actual test ,which was suitable for its quick and non- destructive determination outside working .
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  羊草( Leymus chinensis) 是根茎型禾草, 常为群落的建群

种, 其生物学特性比较特殊, 抗逆性较强[ 1] , 一直是人们重点

研究的对象。叶面积指数是羊草生理生态、栽培育种中一个

重要的生物学指标, 目前常用的叶面积测定方法有网格法、

叶面积仪法、数字图像处理法、复印称重法等[ 2 - 4] , 这些方法

各有利弊。在野外大量采样时, 羊草叶面积的测定工作十分

繁重, 目前还缺乏一种简单、准确的测定方法。笔者基于实

测的羊草叶片面积与叶片长度、宽度数据, 对羊草叶片采用

长宽法对叶面积进行了估算, 为羊草叶面积的快速、无损测

量提供了简便实用的方法。

1  材料与方法

1 .1  材料 试验材料取自吉林省大安市安广镇镇东草甸内

的野生羊草群落, 采样点的背景资料参见相关文献[ 5] 。于

2007 年8 月下旬选择不同生境下的羊草冠层叶片30 片, 用

直尺测定长宽度, 然后将羊草叶片放在背景印有0 .5 c m×

0 .5 cm 方格的 A4 打印纸上 , 用400 万像素数码相机进行拍

照, 采用数字图像处理法测定各叶片的面积。

1 .2  叶面积数字图像处理法原理与方法  得到羊草叶片在

背景印有0 .5 c m×0 .5 c m方格打印纸的数码照片后, 只要运

用Photoshop 软件获得影像中叶片的像素值和方格的像素值 ,

就可以根据叶片像元与已知面积为0 .25 c m2 方格像素值之

间的对应关系, 求出羊草叶片的实际叶面积。

在Photoshop 软件中打开数码照片, 选择工具栏中的“缩

放工具”,将图片放大到视野内目标叶片最大可视范围。然

后粗选照片里的目标叶片, 选择工具栏中的“魔棒工具”, 勾

选选项栏中的“连续的”, 点击目标叶片将其外廓选中。然后

将图片放大到100 % , 用“多边形套索工具”选择超过叶片范

围以外的选定区域, 将目标叶片以外的区域减掉。最后查看

“窗口- 直方图”中叶片的像素值并记录。

1 .3 数据处理 根据公式 k = A/ ( L×W) 计算羊草叶片的

修正系数。其中 , k 为修正系数; A 为运用数字图像处理法

得到的羊草叶片叶面积( c m2) , L 和 W 分别为叶片的最大长

度( c m) 和最大宽度( c m) 。采用Excel 软件对数据进行相关回

归分析, 并建立回归方程。建立回归方程的目的是希望在测

量方法间找到一种换算方法, 使叶面积指数具有可比性。

2  结果与分析

2 .1  背景方格的精度确定 叶面积是通过羊草叶片的像素

值和背景0 .5 c m×0 .5 c m方格像素值之间的对应关系求出

的, 因而背景方格的像素值精确与否直接关系到叶面积测定

的准确性。为此, 设定了一种简单的背景方格精度确定

方法。

分别对4、9、16、25、36 个0 .5 c m×0 .5 c m 方格组成1 .0、

1 .5、2 .0、2 .5、3 .0 c m 的大方格进行取样, 测定以上6 个方格

的像素值,并求出平均数, 作为每个方格的平均数。最后根

据不同取样方格求得的单个方格像素值取平均, 最终得到单

个方格的像素值为352 .81 , 这意味着每个方格352 .81 像素值

的对应面积为0 .25 c m2。

2 .2  叶面积长宽法测定修正系数计算及结果验证  根据实

测得到叶面积和叶片最大长度与宽度数据, 通过回归分析建

立叶面积与长宽积之间的回归方程, 确定羊草的修正系数 k

为0 .655 5( n= 30 , R2 = 0 .965 1) 。验证各样本, 根据回归得到

的修正系数 k 和实测得到的羊草叶片长度与宽度指标 ,按公

式计算得到羊草的计算值与实测值并进行比较可以发现, 叶

面积计算结果与采用网格法测得到的结果之间具有较好的

一致性( 图1) , 计算值与测定值之间的决定系数 R2 高达

0 .965 1 ;相对误差分析显示, 长宽法计算得到的叶面积结果

的相对误差绝对值的平均值分别为9 .2 %。定义相对误差绝

对值小于10 %为合格, 统计得到羊草长宽法计算结果的合格

率均达到90 %以上。

3  结论与讨论

3 .1 结论  针对羊草叶片叶面积的测定, 采用长宽法计算

羊草叶面积。结果表明,采用长宽法计算叶面积的修正系数
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剂盒标准品各点的 A450下降了12 % , 但标准品零点和高点的

A450比值仍大于0 .8 , 其他检测参数均未改变。

3  结论与讨论

随着对ZEN 研究的不断深入, 人们对ZEN 危害的认识

逐步加深。ZEN除具有较强的雌激素活性外, 还有肝毒性、

免疫毒性及基因毒性。目前, ZEN 的测定方法可分为2 大

类,一类是物理化学方法, 包括薄层色谱法( TLC) [ 4] , 高效液

相色谱法( HPLC) [ 5] 和免疫亲和柱法[ 6] 等。其中TLC 法操作

简单,无需特殊仪器, 在早期的ZEN 测定中应用广泛。但该

方法灵敏度低, 现已逐渐被其他方法所取代。HPLC 法准确

度、灵敏度高, 是ZEN 测定的参考方法, 但该方法操作繁琐 ,

需昂贵仪器,一次只能测少量样本, 在ZEN 测定中具有一定

的局限性。免疫亲和柱法检测成本高且不能应用于大量筛

查。另一类测定 ZEN 的方法是以 RIA[ 7] 、ELISA[ 8 - 9] 等为代

表的免疫学法,该类方法因采用抗原、抗体反应,具有很高的

特异性,另外还应用了示踪物的放大效应,灵敏度较高,且该

方法测量过程简单、样品无需特殊处理 ,可应用于大量筛查。

由于 RIA 采用放射性同位素标记, 标记物半衰期短、环境污

染严重 ,因此该方法逐渐被ELISA 等方法取代。

该研究在用ELISA 法检测ZEN 时引入了生物素- 链霉

亲合素系统。每个链霉亲和素能结合4 个分子的生物素, 且

两者间亲和力极强。该研究基于生物素与链霉亲合素的反

应特点, 用 Strepavidin 包被板条, 再加入生物素化的 ZEN-

BSA ,此时ZEN- BSA 用量约为用ZEN- BSA 直接包被板用量的

1/ 10 ,节省了试剂。此外 ,生物素化过程简单, 普通试验室即

可合成, 因此可将Strepavidin 用作通用包被板,用于其他物质

的检测。该研究所建立的检测方法的灵敏度为0 .8 ng/ ml , 测

量范围为0 .8～150 ng/ ml , 批内、批间变异系数分别为5 .1 %

和8 .6 % ,平均回收率为91 .2 %。抗 ZEN 单克隆抗体与玉米

赤霉醇的平均交叉反应度为12 .3 % , 与OTA、DON、AFB1 无交

叉反应 ,说明该方法的特异性较好。ZEN- ELISA 相关试剂在

4 ℃存放180 d 后各检测参数基本无变化, 说明该方法较稳

定。用该方法和商品 ELISA 试剂盒同时测定样本ZEN, 两者

检测结果的相关系数为0 .943 2 , 说明该方法测量结果较准

确。综上所述 ,ZEN- ELISA 法具有测量准确、检测灵敏度高、

操作简便等优点, 适合用于ZEN的大量筛查。
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为 k = 0 .655 5 , 与实测结果具有很好的一致性, 其测量相对

误差值小于10 % ,能够满足要求。误差较小且使用方便, 是

一种有推广应用价值的方法, 特别适用于野外大量的叶面积

测量工作。

图1 羊草叶片叶面积计算结果分析

Fig .1 Thecalculationresults analysis of leaf area of Leymus

chinensis

3.2  讨论 羊草一般生长在相对干旱的环境中, 空气湿度

较 小 ,羊草叶片在离体后一般10min内就发生萎蔫 , 影响了

羊草叶面积的准确测量。为此, 需要对新采的叶片马上测量

结果才能尽可能准确; 若无法立即测量 ,需要将叶片淋水保

湿, 保持羊草叶片坚挺,利于后期测量。

叶面积的修正系数与遗传因素密切相关[ 6] , 应用长宽法

测定的叶片修正系数受遗传性支配 ,受环境影响不大, 各叶

片的矫正系数不同是由不同的基因决定的, 虽然叶面积的大

小易受肥水的影响, 叶面积的修正系数却较为稳定[ 7] 。因

此,该研究所得的修正系数k 值, 也可以在不同施肥量和光

照、水分等不同生态因子的条件下使用。
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