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第一部分  现代生态学实验技术和仪器使用

实验一 土壤、水和大气环境因子测定若干仪器与使用方法  

【实验目的】

通过实验，使学生了解与掌握目前测定土壤环境和水环境温度、湿度、盐度、pH值和氧化还原电位等环境参数的常用仪器的使用方法，了解自动气象观测系统测定大气温度、湿度、风力、风速、气压等主要气象因素的原理与使用方法，并在老师的指导下，具体操作和使用相关测定仪器。
【实验原理】

土壤、水和大气环境生态因子的测定在生态学研究和环境科学研究中十分重要。生态因子是指环境中对生物的生长、发育、繁殖和分布以及生态系统过程和功能（如碳、氮循环和生产力的大小）产生直接或间接影响的环境因子。生物与生态因子之间相互关系的研究是生态学研究的核心和基本内容之一，在生态学研究中，生态因子的测定是一项基础的工作。本实验通过对土壤和水环境中的温度、湿度、盐度、pH值和氧化还原电位以及大气温度、湿度、风力、风速、气压等常见环境参数测定，使学生了解与掌握目前常见的测定仪器的工作原理及使用方法。
（一）pH值
pH值是水环境和土壤环境的一个重要的监测指标，pH值的高低将直接或间接影响到水体环境和土壤环境中发生的诸多化学过程、生物过程和生物地球化学过程。在土壤环境中，pH值的不同直接影响到土壤中重金属的迁移转化。
（二）盐度

盐度首先是水环境的一个重要参数。几十亿年来，来自陆地的大量化学物质溶解并贮存于海洋中，如果海洋全部蒸发干，剩余的盐将会覆盖整个地球达70 m厚。海水中含量最多的化学物质包括钠、镁、钙、钾、锶五种阳离子和氯、硫酸根、碳酸氢根、碳酸根、溴和氟六种阴离子，排在前三位的是钠、氯和镁。为了表示海水中化学物质的多寡，通常用海水盐度来表示。海水的盐度是海水含盐量的定量量度，是海水最重要的理化特性之一，它影响到海洋和滨海潮汐湿地生态系统中许多生物过程和化学过程。

绝对盐度是指海水中溶解物质质量与海水质量的比值，该值很难直接测量，因此，关于盐度的定义引起了人们广泛的研究与讨论，并在不断发展和演化之中。随着盐度定义的逐渐明晰和测定方法改进，在实际应用中多引用相对较易测定的盐度定义。
同样盐度也是土壤环境的一个生态因子，也称为土壤全盐量，它表示土壤中的水溶性盐分的总量，单位为百分比。对于土壤环境，盐度是影响植物根系环境的一个重要生态因子，并进一步影响到植物的生长发育和生理生态过程。特别是对于滨海潮汐湿地生态系统（如红树林生态系统，河口盐沼湿地等）和盐湖湿地生态系统，盐度是一个影响湿地植物分布和生长发育的重要环境因子。

对于海水环境，表征其盐度的思路和测定方法经历了一个逐渐清晰和实用的过程：

（1）基于化学方法的克纽森盐度 

20世纪初，克纽森(Knudsen)等人建立了盐度定义，定义是指在 1000 g海水中，碳酸盐全部变为氧化物、溴和碘被氯替代，所有有机物质全部氧化后所含固体物质的总数。测量方法是取一定量的海水，加盐酸和氯水，蒸发至干，然后在380℃和480℃的恒温下干燥48 h，最后称剩余固体物质的重量。
用上述的称量方法测量海水盐度，操作复杂和耗时，不适用于海洋调查，因此，在实践中都是测定海水的氯度，根据海水的组成恒定性规律，来间接计算盐度，氯度与盐度的关系式(克纽森盐度公式)如下：

S ‰ = 0.030 + 1.8050 Cl‰

氯度的测定用统一的硝酸银滴定法，在实际工作中显示了极大的优越性，一直使用了70年之久。但是，在长期使用中也发现，克纽森盐度公式只是一种近似关系，而且代表性较差；滴定法在船上操作也不方便。于是人们寻求更精确更快速的方法。
（2）电导盐度 

在60年代初期，英国海洋研究所考克思（Cox）等人从各大洋及波罗的海、黑海、地中海和红海，采集了200 m以内的135个海水样品，首先应用标准海水，准确地测定了水样的氯度值，然后测定具有不同盐度的水样与盐度为35.000‰、温度为15℃的标准海水、在一个标准大气压下的电导比(R15)，从而得到了盐度相对电导率的关系式，又称为1969年电导盐度定义。
电导测盐的方法精度高，速度快，操作简便，适于海上现场观测。国际海洋用表中的温度范围为10～31℃，而当温度低于10℃时，电导值要用其它的方法校正，从而造成了资料的误差和混乱。为了克服盐度标准受海水成分影响的问题，进而建立了1978年的实用盐标（PSS78）。
（3）1978年实用盐标 

实用盐标依然是用电导的方法测定海水盐度，与1969年电导盐度定义不同之处是它克服了海水盐度标准受海水成分变化的影响问题。在实用盐标中采用了高纯度的KCl，用标准的称量法制备成一定浓度(32.4357‰)的溶液，作为盐度的准确参考标准，而与海水样品的氯度无关，并且定义盐度：在一个标准大气压下，15℃的环境温度中，海水样品与标准KCl溶液的电导比。

C表示电导值,则该样品的实用盐度值精确地等于35，若K15≠1，则实用盐度的表达式为
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标准海水的S为实用盐度符号，是无量纲的量，如海水的盐度值为35‰，实用盐度记为35， K15可用R15代替，R15是在大气压力下，温度为15℃时，海水样品与盐度为35‰的电导比。
对于土壤环境，盐度的测定方法也经历了一个发展的过程，最早用、最简单的方法就是将土壤浸出液蒸干的方法，之后发展为用电导率表征的方法。土壤中的水溶性盐是强电介质，土壤中的水溶液具有导电作用，其导电能力强弱可用电导率表示，在一定的浓度范围，水溶液的含盐量与电导率呈正相关，土壤浸出液的电导率可用电导仪测定，并用电导率的数值直接表示土壤含盐量的高低。

   （三）土壤湿度

土壤湿度，又称为土壤含水量，多以单位质量干土中水的质量表示，或以单位土壤容积中水的容积表示。因此，关于土壤含水量有不同的表征指标：（1）体积含水量：等于土壤中水的体积除以土壤体积；（2）重量含水量：等于土壤中水的重量除以烘干后土壤的重量。                  

土壤湿度是影响植物生长和发育的重要生态因子，也是影响植地理分布的主要因素，同时土壤湿度对于植物净生产力和生物地球化学循环过程也具有显著的影响，因此，土壤湿度的测定在生态学研究中十分重要。测定土壤湿度的方法最早是烘干法，该方法目前仍被人们普遍使用，中子法是之后出现的连续测定土壤含水量的新方法，它主要利用中子仪在自然条件下直接测定土壤的绝对湿度，具有连续观测的优点，最后在20世纪末出现了由德国人发明的时域反射仪法（Time domain reflectomatry, TDR），该方法根据探测针头发出的电磁波直接测定土壤或其他介质的介电常数，而介电常数又与土壤含水量的多少直接相关，因此，土壤含水量可通过模拟电压输出被读数系统计算并显示出来。

   （四）氧化还原电位

氧化还原电位是土壤环境和水环境一个重要指标，它表示了土壤环境或水环境的氧化还原能力。氧化还原电位的测量单位多用毫伏（mV）。不论是对于土壤体系还是水体系，往往既含有氧化剂也含有还原剂，因此，存在着放出电子与取得电子的趋势，即存在有一个可以测量的电位，即氧化还原电位。氧化还原电位值愈大，表明该体系吸电子的能力越强，氧化剂的强度愈大。在一般情况下，不论是水环境还是土壤环境，其中溶解氧含量的多少是决定氧化还原电位高低的关键因子。在缺氧的环境中，往往是有机物积累量大，氧化还原电位较低。天然界的水体根据其氧化还原性可以分为：（1）氧化水：主要是同大气接触富含溶解氧的水，如河水、海水；（2）还原性水：含溶解氧少而且富含有机物的水，如含有大量耗氧有机物的污染水体；（3）界于2者之间的水：含溶解氧居中，有机物比较多的水，如沼泽水。

氧化还原电位的高低决定着许多生物地球化学过程，如水环境氧化还原条件对元素迁移能力及元素的富集与分散有巨大的影响。同一金属元素的不同价态化合物在水环境中的溶解度不同，如2价钒（V）、2价铜、2价铁、2价锰（Mn）的化合物的溶解度就大，而3价钒、1价铜、3价铁、4价锰的化合物的溶解度就小。金属元素的价态主要受到水环境氧化还原条件的影响，一些金属元素在氧化环境中呈现具有较高溶解度的价态，因而也就具有较高的迁移能力，如，铜在氧化环境中呈2价铜，而一些元素则在还原条件下呈现具有较高溶解度的价态，如2价铁和2价锰，因而在还原条件下更容易迁移。

在湿地生态系统，甲烷的产生和排放是在厌氧还原环境下发生的，因此，湿地土壤环境中的有机物积累越多，氧化还原电位越低，甲烷的产生和排放的能力就越强，排放到大气环境中的温室气体甲烷的量就越大。

   （五）气压、气温、相对湿度、风向、风速、雨量
自动气象站是由电子设备或计算机控制的自动进行气象观测和资料收集传输的气象站，一般由传感器、变换器、数据处理装置、电源等部分组成。变换器是将传感器感应的气象参数转换成电信号（比如电压、电流、频率等）；数据处理装置则将对这些电信号进行处理，再转换成对应的气象要素值。自动气象站观测项目通常为气压、气温、相对湿度、风向、风速、雨量等基本气象要素，经扩充后还可测量其它要素。
【实验器材】

土壤温度计、IQ150便携式pH/氧化还原电位/温度计、2265FS便携式电导盐分计、TDR300土壤水分测定仪、自动气象观测站。
【实验内容与步骤】
教师逐一介绍土壤温度计、IQ150便携式pH/氧化还原电位/温度计、2265FS便携式电导盐分计、TDR300土壤水分测定系统和自动气象观测站的使用方法，然后，学生分组练习和熟悉使用仪器。

（1）6个同学一组，利用TDR-300土壤水分测定仪测定校园内不同植被类型（草坪、灌木林和乔木林）下土壤含水量，每一类型选择一个样地，测定3个重复，计算平均值和标准差。
（2）6个同学一组，利用便携式pH/氧化还原电位/温度计测定校园内不同水体（河流和局部积水）处的温度、pH和氧化还原电位，每一类型选择一个样地，测定3个重复，计算平均值和标准差。
一、土壤温度计

土壤温度计的原理与构造与一般的水银空气温度计相似。土壤温度计可由不同长短的一组温度计组成，以测定不同深度的土壤温度，一般多测定土壤表层温度。

二、便携式pH/氧化还原电位/温度计
土壤原位pH计有多种类型，可根据精度的需要选用不同的pH计。本实验介绍和使用是IQ150原位pH/氧化还原电位/温度计。该仪器体积小，便于携带，使用方便，主要用于测定水环境和湿地土壤的pH、氧化还原电位和温度三个参数。对于pH值的测量精度可达±0.01 pH。测量时，先用标准溶液对仪器进行两点校正。校正后，用纯净水冲洗测定电极并用干净纱布拭干，便可对被测溶液和土壤进行测定。
仪器校准和测定步骤

1、连接探针和仪器读表

2、将探针放到pH7.0校准缓冲液中

3、按ON/OFF键，打开读表

4、按  pH  键，直到看到屏幕显示出pH

5、按   CAL   键

6、必要的话，按SELECT BUFFER键，直到屏幕显示第一个校准缓冲液值

7、按ENTER键并等待，直到屏幕上的数值停止闪烁，并显示数值4.01。

8、第一个校准完成后，仪器将进入下一点校准，显示2PT

9、用去离子水清洗探针，并放置于第二个校准缓冲液中(pH4.0或 pH10.0)

10、必要的话，按SELECT BUFFER键，直到屏幕显示第二个校准缓冲液值

11、按ENTER键并等待，直到屏幕上的数值停止闪烁，并显示数值4.01。

12、用去离子水冲洗探针，两点校正完成。

13、将探针放放到需要测定的水环境或湿地土壤环境中进行测量。按  pH  键，当数据稳定后，读屏幕显示出pH值。

14、按TEMP键，当数据稳定后，读屏幕显示出的温度值。

15、按mV键，当数据稳定后，读屏幕显示出的氧化还原电位值。
注意事项

DO：

1、对于新的ISFET探针，或在干燥环境下保存时间较长，测量前要在pH 7.00缓冲液中浸泡探针至少5分钟。这将化合和溶解一些物质，利于探针的使用。

2、应定期用牙刷和清洁剂清洁探针。

3、保存探针时，要盖上黑色探针防护罩。

4、测量时常采用二点校准。也可单点校准更新。

5、用新鲜的缓冲液和去离子水冲洗。

    6、 使用的缓冲液pH值最好不超过样品3个pH单位。要选用与待测样品pH值相近的缓冲液。

7、校准和测量后要用去离子水冲洗残余的溶液和样品。

8、校准时要与样品温度一致。尽管仪器可自动补偿，但最好的结果是在校准缓冲液与样品具有相同温度时得出的。

9、要保证探针的表面上不要有沉淀物。如有见手册中的清除部分。

DO NOT：

1、不要在读表打开时连接探针（请在关机时操作）。

2、不要将ISFET探针放在溶液中保存（不锈钢的ISFET探针应在干躁情况下保存，太长时间的浸泡会缩短探针的寿命）。

3、不要将ISFET探针长期暴露在空气中（测量完成后，请盖上探针防护帽）。

4、不要让油脂、食物、淀粉、蛋白质或其它物质残留在探针上。

5、不要用尖锐物刮擦传感器表面。

6、不要在阳光直射下读数。直射状态会引起数值不稳定或校准困难。

7、不要测量具腐蚀性的样品，如氢氟酸或有研磨性的样品。

8、不要测量具损坏环氧材料的样品，如丙酮、甲苯、亚甲基、氯化物、二甲苯和其它的强有机溶解液，因探针涂料含有环氧结构材料。

9、不要测量超过60℃的样品。

三、便携式电导盐分计
盐度计也有几种类型，本实验介绍和使用是2265FS便携式电导盐分计。该仪器体积小，便于携带，可测定水环境和湿地土壤的电导盐度参数。测量之前，需用标准溶液对仪器进行校正。校正后，用纯净水冲洗测定电极并用干净纱布拭干。
仪器校准和测定步骤

1、打开电池盒，可见电池座旁边有2个小的白色按键，即Increment (INC) 和Decrement(DEC) 校准键。

2、用去离子水冲洗探头，再将探头浸泡在随机配备的校准液（2.76 mS/cm）里。
3、按 ON/OFF  键，打开仪器，放置探头在校准液里等待读数稳定（3秒不变化）。
4、按任一校准键，进入CALIBRATION MODE，再按INC/ DEC，调节读数（如果按住校准键，数值将一直跳动）。
5、当跳到标准值（2.76 ms/cm）后，松开校准键3秒，显示将闪烁3次，屏幕将显示“ENT”，表示仪器接受校准值，可进入测量模式。
6、按 ON/OFF  键，打开仪器。

7、按  MODE  键，在电导率（mS）和温度（℃）功能之间切换。

8、按  HOLD  键，记录数据（等待数值稳定后，再拔出探头），重复测量几次。

注意事项

1、注意：不要使用1.31 mS/cm电导率标准液校准仪器。

2、注意：不要用手指触摸探头尖端皮肤上油脂将影响仪器精度。

3、仪器一般每月校准一次（随机配备有2.76mS/cm校准液）。

4、为避免传播土壤疾病，提高仪器精度，测量前应用酒精浸泡探头尖端3-10 min。

5、电导率受土壤水分影响，因此应在灌溉或施肥后30-60 min后才能测量。

6、如果发生漂移时，请干燥放置传感器。

7、低电显示时(读表显示较弱，或值不稳定)，请更换电池。

四、TDR-300土壤水分测定仪
    时域反射仪是近年才出现的、可在野外连续测定土壤含水量的更加有效的仪器。TDR-300土壤水分测定系统是目前国际上最流行的土壤水分时域反射测定仪。可测定0 ~ 饱和体积含水量，分辨率为1%，精度为3%，仪器便于携带，使用简单方便。

VWC是体积含水量（volumetric water content）；RWC是相对含水量（relative water content），TDR-300土壤水分测定仪可以显示VWC体积含水量和RWC相对含水量二种类型。一般我们只测量VWC体积含水量。

PL是探针长度（probe length）；A是前面所有测量值的平均值（average）；N表示测量的次数；DEF是水分亏缺（deficit）； 粘土（CLAY）和壤土（ LOAM）是土壤的类型。

仪器测定步骤

1、按按MODE键，选择是用VWC（体积含水量）还是RWC（相对含水量），一般选体积含水量。

2、仪器测量的是探针周围3 cm椭圆柱状体积土壤的含水量。必须将整个探针垂直插入土壤中，如有部分露在外面或针与土壤之间产生气沟，都会使读数偏低。

3、按READ，仪器会显示读数。
五、自动气象观测站
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（一）自动气象站的安装

气象站一般安装于相对空旷的地方。不宜安装于以下地点：峭壁、斜坡、山脊、绝壁或山谷中，也不要靠近大型建筑物。如果必须安装在树木或建筑物附近，那么气象站要保证距离树木、建筑物要超过气象站自身高度的10倍。 
主桅杆的安装应保持垂直。通常用H型支架、三角架或掩埋于地下0.5 米深处。其中，三脚架为便携式支架，方便移动，但不适用于气候条件差的环境。 
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太阳能面板安装时要注意面板一定要面向南方（适用于北半球）。倾斜角度随纬度变化而调整，以最大程度的利用太阳能。 

一般风向、风速、辐射等传感器安装于主桅杆上面的横杆上；空气温、湿度，大气压等传感器一般安装在传感器保护罩内。雨量桶，土壤温、湿度的测量需要将电缆线从主桅杆引到被测点。这些缆线需要埋在浅层土中（延地表挖10厘米深的沟，将缆线掩埋），并用套管保护，以延长寿命。缆线接头处要用防水胶布或热缩管密封，以防漏水。 
（二）BoxCar 的使用
BoxCar是 HOBO气象站所使用的数据采集和处理软件。 它可以设定传感器的采样时间，内存的使用方式(一般分为两种方式：一次法和覆盖法)，采集器的工作方式。一次法：记录完规定的最大数据后就停止工作； 覆盖法：达到内存满时，新的数据覆盖掉旧的数据。 

1．安装

   将CD插入光驱，双击其安装文件 setup.exe，licence在password 文本中，选择安装目录即可。 

数采使用4节AA锂电池或者碱性电池，也可以使用9v的外接电源。 

2．连接

   将系统配置的数据线连接数采的数据口和PC的COM口。 

3．启软件

   双击桌面上的快捷图标，即打开BoxCar。
[image: image3.emf]
4．软件操作：
（1）启动数采工作
选择“Logger”下的“Launch”，或者点击工具栏上的[image: image4.emf]，即可进入启动界面： 

· Launch information（启动信息） 
A：Deployment 数采被启动的次数 

B：Memory 数采的存储空间 

C：Description 对站的描述 

D：battery 电池状态（锂电和碱性电池显示不一样，选择本数采使用的电池类型） 
· Launch parameters （启动参数） 

A：Logger interval 数采的采样间隔 

B：Duration 采在此采样间隔下所可以存储数据的时间 

C：Sample interval 传感器的采样间隔（在数采采样时间到时，记录锝是传感器这些时间内的平均值） 

D：启动时间设定 

Start now：立即启动（点击 OK后）；Delay start：延迟启动（后面是延迟启动时间设置）；Button start：按钮启动（按下数采上的启动按钮后启动） 

E：Save Setting in logger for later launch：下次启动使用本次的设置 

F：Warp around when full：存储空间循环使用 

· Sensor information （传感器信息） 

A：serial＃：传感器序列号 

B：location：位置（点击edit可以编辑） 

C：property：属性 （测量参数） 

D：value：现在测量到的数值 

E：unit：单位 

最后点击右下端的ok 按钮，开启数采工作。 

[image: image5.emf]
（2） 下载数据
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    点击工具栏上的[image: image6.emf]下载数据，出现以下窗口：
如果选择“yes”，数据下载后数采将关闭工作；选择
“no”则下载数据后，数采继续工作。 下载后的数据
将会以“.tdf ”的后缀保存。选择一个文件保存位置。。。 
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（3） 查看数据 

数据保存后会立即出现选择参数图形显
示的界面，也可以点击[image: image7.emf]，打开存储的数
据文件，如右图所示：打开后也会自动出现
选择图形显示的界面，选择的参数将会出现
在绘出的图形里。您可以选择一个或者多个
参数，视要求所定，注意单位的选择。 
点击[image: image8.emf]可以打印。图中不同参数有着不同
的颜色。 
数据的输出：在图形界面下，点击[image: image9.emf]输出
为text文档；点击[image: image10.emf]输出为excel文档。 

可以选择一个或者多个参数（Name），最后点击“Export”输出。如果选择输出为text文档格式，则muli-file可用，意为这些记录分多个文件保存。
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【思考题】

   （1）  为什么在生态学中环境因子的测定十分重要？

   （2）  温度在蒸腾作用中扮演什么作用？

   （3）  温度和土壤湿度是否影响土壤呼吸？如何影响？

（4） 对于湿地生态系统，土壤和上覆水的氧化还原电位值高低将影响到什么生物地球化学过程，简单的机理是什么？

实验二 植物光合作用测定系统的原理与使用方法
【实验目的】

（1）通过讲授，使学生加深对于植物光合作用和蒸腾作用的理解与认识，掌握LI-6400便携式光合作用系统的基本原理和测量方法，并由老师演示具体测定实验植物叶片的光合速率和蒸腾速率瞬时值的过程。

（2）了解不同的环境条件，不同的叶片生长状况对于光合作用速率的影响。

（3）了解与认识植物叶片光合作用的日进程变化。
【实验原理】

光合作用是指绿色植物利用太阳能将二氧化碳和水转化为碳水化合物并放出氧气的过程，它受植物内部生理状况和外界环境因子共同限制，并随着环境条件的变化呈现一定的规律，对于植物光合作用与环境因子之间关系的研究的一直是植物生理生态学研究的重点。

从植物茎部运输到叶片的水分只有很小一部分被用于植物叶片的新陈代谢，其余大部分将以气体的形式散逸到大气中，我们将这一植物生理现象称为蒸腾作用。植物的蒸腾作用大小与植物叶片气孔导度密切相关。

植物叶片光合作用吸收固定的有效辐射中约18%被转化为化学能，其余的能量被转化为热能，或者转化为荧光。对于植物光合作用速率的测定，早期使用的方法为半叶法，随后改进为改良半叶法，其基本原理以测定叶片干重的增加来推算植物叶片光合速率。即使叶片的一半不照光，另一半照光，经过一段时间间隔后，利用高精度天平测定两部分叶片的重量差异。该方法的主要缺点是精度较差。

20世纪50年代开始，红外线CO2分析系统的问世，使植物叶片光合作用可以通过利用红外线分析系统测定二氧化碳浓度的变化来测算，但当时植物叶室与红外分析仪是分离的，不利于在野外测定，同时，相关的环境因子的测定也需要另外测定。

20世纪随着各种便携式植物光合作用测定系统的出现，使得光合速率的测定在精度、速度、使用范围以及数据的自动记录和存储方面都大大进步。这些先进的植物光合作用测定系统往往可以同时测定以下气体交换参数：净光合速率（Photo）、蒸腾速率（Tr ）、气孔导度（Cond ）、胞间C02浓度（
[image: image14.wmf]i
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）等，另外，测定过程中能够自动记录一系列重要环境参数。

叶片光合速率的测定依其原理可分为三类：以测定二氧化碳吸收为基础的气流法、以测定氧释放为基础的叶圆片氧电极法和以测定干重增加为基础的改良半叶法。本实验以LI-6400便携式光合作用系统（LI-COR Inc.，Lincoln，NE，USA）为例对气流法进行介绍。

气流法的基本原理为光合作用中作为原料被植物吸收的C02可以吸收特定波段的红外辐射，测定时，仪器根据红外辐射差别确定参考气体与叶室气体的C02浓度差，同时依据气体流速、叶面积等参数即可计算出一系列生理指标。LI-6400能够测定的植物光合作用与水分生理指标有：净光合速率（Photo）、蒸腾速率（Trmmol ）、气孔导度（Cond ）、胞间C02浓度（
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）等。另外，测定过程中还能够自动记录一系列重要环境参数。
本实验以目前国际上流行的植物光合作用测定仪器LI-6400便携式光合作用系统（LI-COR Inc.，Lincoln，NE，USA）为例，测定植物叶片光合作用强度。植物叶片的生长状况（大小、厚度、气孔数目等）不同，所处位置的不同，光照条件也不同， 所以不同叶片之间存在着一定的光合速率的差异。
【实验器材】

Licor-6400光合作用测定系统、实验植物。

【实验内容与步骤】
一、仪器使用步骤讲解

1. 仪器安装连接

       正确连接仪器管线，并连接好进气管缓冲瓶（注意样品室、参照室管路连接，信号线红色Mark标记要相对，除去外置光量子传感器红色盖帽）。

    2. 开机

      打开位于主机右侧的电源开关。仪器在启动后将显示：

    Is the IRGA connected？（Y/N）

    选择“Y”。

    开机后预热20分钟左右。

    3. 选择合适的叶室

      可使用的叶室包括标准叶室，针叶叶室等，如选择标准叶室，则选" Factory default "，然后回车。

    4. 调零

      向SCRUB方向拧紧碱石灰管和干燥管上端的螺母。关闭叶室（压下黑色手柄），并旋紧固定螺丝。

    在主菜单按“F3”按钮，选“Calib Menu”项：

    （1）选“Flow Meter Zero”项（调气流量为零），回车。等待流速的电压读数基本稳定，用F1、 F2上下调节，至读数基本稳定，且在－0. 5～＋0.5范围内，按“Exit”按钮退出。

（2）选“IRGA Zero”（红外线气体分析仪探头调零），回车。

等待COZ浓度和H20浓度下降，至读数基本稳定（C02 _R , C02 _S波动范围在士0.1 ,H2 O_R , H2O_S波动范围在土0.01）（一般需20分钟左右），按F3“Auto All”进行自动调节，结束后按“Exit”退出。

 (3) 选“ View Store Zeros Spans”，回车后按F1 “Store ”来保存，按“y”来确定后按F5“Exit”退出。

按“Escape”，回到主菜单。

 5. 测量

按F4“ New Measurements”菜单进人测量菜单。

  (1)设定文件：按F 1“Open Logfile”建立新文件。回车后输人自己设定的文件名。当显示屏出现提示“ Enter Remark”时，输入需要的标记（英文，用于标记样地、植物种类、样品号等）。继续回车，文件设置结束。在夹入叶片之前如果△C02大于0.5或小于-0.5，那么应该按F5“Match”进行匹配。

 (2) 测量：测量时间请尽量选择晴朗的天气条件，本实验测定一个光合作用速率的大约的日进程变化。测定时间为9：00—17：00，测定时间步长为2h。

向Bypass方向拧紧碱石灰管和干燥管上端的螺母，夹上叶片（让叶片充满整个叶室空间，此时测量的植物叶片面积为6 cm2），关闭叶室（即压下黑色手柄），并旋紧固定螺丝即可（切记不要过紧）。进行匹配，匹配很重要，无论叶室内是否有叶片均可进行，每次测量前最好匹配一次。

等待C行Photo读数稳定后即可记录（大约在30秒～1分钟左右，判断标准是小数点后最后一位数字的波动在0.2左右。注意，如果是室内测量，波动会大一些）。记录方法是按F1“Log”按钮或者按分析仪手柄上的黑色按钮2秒即可记录一组数据。

换叶片进行下一次测量，重复进行。

6. 数据输出

可以直接从仪器上读取测定结果，并用笔记本记录。记录净光合作用速率、蒸腾速率和气孔导度三个指标。

另外，当数据量较多时，也可以将计算机与仪器连接，把仪器状态调整（主菜单下按F5“Utility”进人应用菜单，选择  “ File Exchange”，回车即可）。

取出随机带的软件光盘，在计算机上安装WINFX软件。启动该软件，并选择“ Con-  nect”。后把LI - 6400内的“User”文件夹下的数据文件拖到计算机中的某个文件夹下即可。使用此文件时只需要打开Excel软件，文件扩展名选择所有文件，选择分隔符为逗号，并打开文件，即可使用数据。其中“Photo”列即为净光合作用速率、Trmmol列即为蒸腾速率、Cond列即为气孔导度。

7. 关闭仪器

按“Escape”按钮退回到主菜单下，松开叶室（留一点缝隙），将两个化学管螺母拧至中间松弛状态，关闭主机。取出电池充电（注：如使用中电力不足，仪器会出现声音提示和文字提示，需更换电池。更换电池时，应先将一节电池换好，然后再换另一节电池。）
二、植物叶片光合作用净速率和蒸腾速率的测定

1. 选取实验测定植物个体

在校园内，选取某一实验植物个体，在东南西北4个方向分别选取一个叶片，进行测定。
2． 日进程曲线的绘制

        绘制测定植物叶片光合作用净速率的日进程变化和蒸腾速率日进程变化。
【思考题】

   （1）为什么在东南西北4个方向选取测定的植物叶片。

   （2）影响植物光合作用的环境因素有哪些？

   （3）植物光合作用速率在一天内为什么会有较明显的变化？

   （4）测定了植物叶片的瞬时光合速率和蒸腾强度，我们可以由此计算哪一个重要的指标？
（5）分析蒸腾速率与气孔导度的变化规律，是否有相关性？
Licor-6400光合作用测定系统使用简易流程图
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实验三  植物体叶绿素荧光测定仪的原理与使用方法

【实验目的】
通过实验，使学生了解目前在光合作用研究中先进的叶绿素荧光技术，掌握便携式叶绿素荧光仪测定植物光合作用叶绿素荧光参数的基本原理和使用方法。并由老师演示和学生分组利用便携式叶绿素荧光仪（PAM2100）测定实验植物的叶绿素荧光基本参数。
【实验原理】
叶绿素荧光（Chlorophyll Fluorescence）：植物吸收的一小部分光重新以光的形式发射出来。活体叶绿素荧光是光合作用的有效探针。
    叶绿素荧光分析技术通过测量叶绿素荧光量准确获得光合作用量及相关的植物生长潜能数据。植物叶片所吸收的光的能量有三个走向：光合驱动、热能、叶绿素荧光。这三个主要过程之间存在竞争，其中任何一个效率的增加都将造成另外两个产量的下降。因此，测量叶绿素荧光产量，我们可以获得光化学过程与热耗散的效率的变化信息，并且可以在不损坏光合机构的情况下连续测定。荧光光谱不同于吸收光谱，其波长更长，因此荧光测量可以通过把叶片经过给定波长的光线的照射，同时测量发射光中波长较长的部分光线的量来实现。
传统的光合作用测定是通过测量植物光合作用时CO2的消耗或干物质积累计算出来。近些年来，叶绿素荧光技术已经逐渐成为植物生理生态研究的热门方向；荧光数据是植物光合性能方面的必要研究内容。由于叶绿素荧光检测仪的改进，尤其是近年来随着叶绿素荧光理论和测定技术的进步，大大推动了光合作用原初反应及其他有关光合机理的研究。目前，国际上对植物体内叶绿素荧光动力学的研究已形成热点，并在强光、高温、低温、干早等逆境生理研究中得到广泛应用，取得令人可喜的成果。叶绿素荧光动力学技术在测定叶片光合作用过程中光系统对光能的吸收、传递、耗散、分配等方面具有独特的作用，与“表观性”的气体交换指标相比，叶绿素荧光参数更具有反映“内在性”特点。
叶绿素荧光常用的主要参数：
Fo：初始荧光。也称基础荧光，它与叶片叶绿素浓度有关。
Fm：暗适应状态下最大荧光产量，通常叶片经暗适应20min后测得。
Fm′：光下的最大荧光产量
Ft：任意时间实际荧光产量
Fv = Fm - Fo：可变荧光
Fv/Fm：PSII最大光化学量子产量，它反映PSII反应中心完全关闭情况下的实际原初光能捕获效率PSII最大光能转换效率，通常叶片暗适应20 min后测得。
Yield：以(Fm′-Ft)/Fm′或△F/Fm′表示，是PSII 实际光化学量子产量，它反映PSII 反应中心在有部分关闭情况下的实际原初光能捕获效率，叶片不经过暗适应在光下直接测得。
本实验以目前国际上流行的调制式叶绿素荧光仪PAM-2100（WALZ）为例，测定植物叶绿素荧光主要参数。植物叶片的生长状况不同，所处位置的不同，光照不同，叶绿素荧光参数数值也会有所不同，所以不同叶片之间叶绿素荧光产量存在着一定的差异。
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【实验器材】
实验器材：便携式叶绿素荧光仪（PAM2100）、实验植物。
【实验内容与步骤】
一、仪器使用步骤讲解
1. 仪器安装连接
       将光纤和主控单元和叶夹2030-8相连接。光纤的一端必须通过位于前面板的三孔光纤连接器连接到主控单元，光纤的另一端固定到叶夹2030-B上。同时，叶夹2030-B还应通过LEAF CLIP插孔连接到主控单元。
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2. 开机
    按“POWER ON”键打开内置电脑后，绿色指示灯开始闪烁，说明仪器工作正常。随后在主控单元的显示器中会出现PAM-2100的表示。从仪器启动到进入主控单元界面大概要40秒。                                                                                                                                            
3. PAM-2100的键盘
   PAM-2100主控单元上有20个按键，现分别简要介绍主要按键的功能。
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   Esc：退出菜单或报告文件
   Edit：打开报告文件
   Pulse：打开/停止固定时间间隔的饱和脉冲
   Fm：叶片暗适应后打开饱和脉冲测量Fo、Fm和Fv/Fm

   Menu：打开动力学窗口的主菜单
   Shift：该键只有和其它键结合时才能起作用
   ＋：增加选定区的数值（参数）设置
－：减少选定区的数值（参数）设置
Store：存储记录的动力学曲线
Com：打开命令菜单
＜：指针左移
＞：指针右移
∧：指针上移
∨：指针下移
Act：打开光化光
Yield：打开一个饱和脉冲以测定照光状态的光系统II有效量子产量△F/Fm′。
4．开始测量
  （1）通过选择合适的测量光强、增益和样品与光纤的距离来调节Fo在200-400 mV之间。同时，为了避免人为误差，得到最好的结果，建议通过检查饱和脉冲时得到的荧光动力学变化曲线来设置合理的饱和脉冲强度和持续时间，通过按Com菜单的Pulse kinetics功能来实现。
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  （2）Fo、Fm和Fv/Fm的获得： 

       可以通过按shift+return”键调出菜单执行Fo-determination来测定Fo，也可以通过按外接键盘的“Z”键来测量Fo。
       可以通过按“Fm”键或按外接键盘的“M”键来测量Fm，Fv/Fm也会自动获得。
  （3）量子产量Yield的获得：
       只需按“Yield”键即可。或者将指针移到“RUN”处，激活“RUN 1”，只需按叶夹2030-B上的红色遥控按钮即可。
5.  数据输出
   （1）将RS-232数据线和PAM-2100主控单元连接好
（2）进入动力学窗口，按“Menu”键，进入Data子菜单，选择Transfer Files并按回车键。
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（3）打开一个窗口选择RS-232数据线的Com-Port，选择并激活Com-Port后，出现另一个窗口，其中示出了PAM-2100中存储的数据文件。双击该文件就可进行传输。
6.  关闭仪器
   按“Com”键，会出现一个命令选择菜单，通过按“∨”，选择“Quit program”，并按回车键即可关闭仪器。将光纤和叶夹2030-B卸下并整理好，放入荧光仪专用箱子中。
7．仪器充电
   当PAM-2100电力不足时，需进行充电。关闭主机，连接充电器2120-N对内置锂电池进行充电。
8．注意事项
   禁止在开机的情况下连接外接电源！
   禁止过度弯曲光导纤维！
二、植物叶片叶绿素荧光主要参数的测定
1．叶片Fo、Fm和Fv/Fm的测定
在校园内，选取2-3种实验植物成熟叶片测定Fo、Fm和Fv/Fm，试比较不同植物和同一植物不同部位（树冠的不同位置）之间的异同。
2．叶片量子产量Yield的测定
在校园内，选取2-3种实验植物成熟叶片测定Yield，试比较不同植物和同一植物不同部位（树冠的不同位置）之间的异同。
【思考题】
（1）  影响叶绿素荧光参数的主要环境因子有哪些？
（2）  在一天不同时间段，叶绿素荧光主要参数是否会变化？如果会，主要是什么原因引起的？
实验四  植物茎流测量系统的原理与使用方法

【实验目的】
1 通过实验，使学生掌握目前国际上各种先进的植物茎流测量系统（包括插针式和包裹式植物茎流仪）的原理与使用方法。
2 使学生掌握包裹式茎流测量系统（Flow4）测定实验植物个体的蒸腾速率的基本技能。
3 使学生掌握植物茎流数据的处理和分析方法。
【实验原理】
树干液流(sap flow)是蒸腾作用在植物体内引起的上升液流。土壤液态水进入根系后，通过茎输导组织向上运送到达冠层，经由气孔蒸腾(包括角质层及皮孔蒸腾)转化为气态水扩散到大气中去。根部吸收的水分有99.8%以上消耗在蒸腾作用上。通过精确测算树干液流量流量，可以基本确定植株蒸腾失水量。树干液流的测定对于建立土壤－植物－大气连续体模型，以及探讨区域性森林水分供需规律，验证造林节水措施等都具有重要意义。对于科学研究领域来说，树干液流测定技术提供了一种直接测定蒸腾的精确手段，可以作为各类基于气孔扩散阻力的小气候模式估算方法的检验标准。对现代化林业来说，树干液流作为一种水分生理指标，比土壤水分更适用于监视树木的生理过程。树干液流速度与气象因子和土壤温湿度密切相关，树干液流流量及单木耗水量与树干直径、冠幅、液流面积等因子呈现良好的线性关系。
由于热技术具有保持树木在自然生长条件下，基本不破坏树木正常生长状态，可以连续测定树干液流量，时间分辨率高，易于野外操作的优点，而被广泛使用。按照出现时间顺序，测定树干液流的热技术主要有：(1)热脉冲(Heat pulse velocity , HPV)（2）树干热平衡(Trunk (segment) heat　balance, THB)（3）茎热平衡(Stem heat balance ,SHB)（4）热扩散(Heat dissipation ,HD)（5）热场变形 (Heat field deformation ,HFD)。以上方法在现代科学研究中都有应用，并且各有其适用的范围和存在误差的可能，所以在选用热技术测定树干液流时要首先了解各种热技术法的原理以及特点，选择适合所要研究的树种的测定方法，才能得到准确的结果，否则会产生很大的误差。
本教学实践中主要介绍两种目前使用比较普遍的热技术法――热扩散法和茎热平衡法，来测定树干液流。
热扩散法由Granier（1985）提出，该方法是将两根温度探针(称为热扩散探针，TDP)插入树干边材，其中上方的探针对边材恒定供热，由于树干液流的向上运输，会将部分热量带走，下方探针不加热，通过两探针间的温差与来计算树干液流密度(sap flux density)，计算方法是通过Granier 给出的一个树干液流密度与最大温差和瞬时温差关系的标定方程：Js=119×10-6(△Tm-△T)/△T ) 1.231 (式中△Tm是探针测到的昼夜最大温差；△T是探针测到的瞬时温差；Js为瞬时液流密度(gH2O·m －2·s－1)，由此可计算树干液流密度。而通过分析两探针间的温差数据和边材面积即可得树干液流量。
茎热平衡技术是基于茎杆片段在外部环形加热装置提供的热量控制下的能量平衡。在测试中用加热器围绕茎秆并且采用固定热量(Qh)的直流电源进行供电。Qh等于加热器输入到茎秆中的热量(Pin)。Qr是通过测量计向环境中传导的辐射热量。Qv是通过茎秆垂直或纵向传导的热量，它包含Qu和Qd两部分。通过测定Pin，Qu，Qd和Qr，剩余热量Qf就可以计算出来了。Qf是液流携带的热量，除以水的比热和液流温度增加后，热通量就可以直接换算成质量液流速率。
【实验器材】包裹式茎流测量系统（Flow4）、实验植物。
【实验内容与步骤】
(一)传感器的安装
1．打磨粗糙茎干 测量计的安装需要适当光滑的茎秆。如果茎秆上有粗糙的疤痕，松散的疤痕或较多的疤痕组织，应该用砂布仔细打磨。确保测量计不要接近地面或嫁接处。在测量计安装处上下10 cm的枝干应当用砂布打磨一下。对于多数针叶树和绝大多数老树，可能需要锉刀打磨。操作时如果植物受到损伤，要等流出的液汁干燥后打磨再安装。尽量减少打磨，不要伤及植物的绿色形成层。作物或草本植物很少需要打磨。
2．安装茎流传感器  树干测量计应当在下午中段时间内进行安装以利用日间的收缩。将测量计安装到植物茎秆之前，先挤出少量G4绝缘硅化物到传感器加热器和内部绝缘层上。用纸巾将多余的G4擦掉。这么做的目的在于：
- 避免水气进入传感器内层
- 防止传感器热电偶擦伤
- 有助于增加和减少加热器和测量计的尺寸
估计使用的化合物量：
10-16mm直径              0.25g

19-25mm 直径              0.5g

35mm 直径                1-2g

50mm 直径                2-3g

70-100mm直径              4g

要保证测量计的正确方向：当线缆接头指向下端时，液流方向是向上的。然后，将测量计打开足够宽并将护套绕到茎秆上。操作时要非常小心，免测量计组件错位或受到损伤。加热器片至少要完全围绕茎秆一周。适度用力拉动和转动测量计，不发生滑动或扭转。否则，要重新打开粘合带，重新捆扎。
将传感器接头与扩展电缆对应接头连接：两个接头都配有橡胶保护罩，将橡胶保护罩拉下后连接。然后，用绝缘胶带(通常是黑色的乙烯带)缠紧连接处。
用传感器接头处的橡胶保护罩套套住绝缘胶带连接处。用尼龙带将线缆捆扎到植物茎秆上或接地棒上，这样线缆才不会对测量计有拉力。
（二）数据采集器的安装
1 用附件中的固定装置将数据采集器固定在安装区域的直径1.5” 的柱子上。如右图。
2 打开密封箱一侧的锁扣，打开密封箱。这样可以看到系统的控制面板。为保证运输时的安全，内部电池的插头有绝缘帽保护，没有接通。
3 确认控制面板上的电源开关在OFF 的位置。取下电池上的绝缘帽，将红线的电源插头插到电池的正极，黑线接负极。
4将绿线接地。 

5如果使用交流电源，将电源适配器的一端插到控制箱底部标有DC的插口处。另一端接120V或240V交流电源。
（三）数据的采集
1 软件的安装 

（1）软件对PC系统的要求：PC 操作系统为 Windows 95及以上版本；至少1MB 内存和5MB硬盘空间；9针COM1或 COM2口
（2）取出光盘，记下光盘上的序列号。
（3）将光盘插入光驱。双击光盘中的Setup.exe 文件，出现安装向导，当提示输入序列号时，输入软件的序列号 ，系统会自动进行安装。
（四）参数的设置
（1）在软件上添加仪器名称并连接
菜单栏下面有4个TAB，可以分别用鼠标点开。
首先进入System tab，点击Add，弹出Setup stations窗口，输入com port，点击Add按钮
在station的列表中就会出现一个Flow4#1

选中该名称后，点击右边的connect按钮，连接成功connect按钮就会变成disconnect按钮。
(2)设置系统时间
   点击Set current time按钮，就使系统的时间与电脑同步。
(3)系统设置
点击Flow Tab，进入系统设置界面
点击[image: image19.png]FLOW-4



图标，打开系统设置窗口：
Units选择Metric，公制单位；
Number of gauge根据使用的传感器数量选择；
Gauge heat选择On；
点击set gauge voltage按钮，弹出电压设置窗口；然后旋动主机箱里面的电压调节旋钮，增减电压，软件窗口有显示变化，调到所需值后点击SET即可。
注：系统只能提供一种电压，所以4个传感器的工作电压必须相同。
Minimum Temp Rise使用默认的0.75就好；
Read gage every 一般输入30分钟或60分钟都可以，表示每30/60分钟记录一次数据；60分钟的记录间隔，可存储15天的数据；
Pre-warm gages指预热传感器的时间，一般要30分钟以上；
选择Auto Calibration，输入时间1，每天自动校准；
选择Power save，节电模式，输入起始和结束时间；对于夜里没有茎流的植物使用；
点击OK，在弹出的verify窗口选择<是>。
（4）设置传感器
窗口的四个传感器图标[image: image20.png]


对应主机按序号连接的四个传感器，点击该图标，出现设置窗口。
Type ：下拉菜单选择该通道连接的传感器类型；
Stem area：需要在测量植物茎杆直径后计算横截面积输入；
Kst：根据茎杆类型输入：草本输入0.54，木本输入0.42，空心植物输入0.28；
Ksh：默认；
Heater reasitance：根据传感器尾巴电缆上标识的电阻值输入（每个传感器都有差异）；
点击OK，在弹出的verify窗口选择<是>。
依次设置使用的全部传感器。
（5）设置完毕系统和传感器后，就可以断开电脑，让系统独立工作了
（6）数据下载
点击Logger tab，进入数据采集器界面
Record scanned显示数据采集器中存贮的数据数量；
Logger mode：选择后点set mode设置数据存储的模式wrap around为循环存储，内存满了后，会冲掉老的数据；
Auto retrieval schedule：自动下载，条件是电脑一直与主机连接的情况下才能使用，不推荐；
对于FLOW4-DL，只需要下载第一个文件就可以了，即Data logger file。
点击Browse，可以修改文件存储的位置以及文件名，选中Append，则下载自上次下载后的新数据。点击Retrieve Logger，开始下载数据，如果数据量比较大，下载的时间会稍长，需耐心等待。可以打开菜单栏Maint下面的show maint window窗口显示数据下载的进度。
（五） 注意事项
1最好使用最低电压启动所有的传感器，并且当测量温带植物或绝大多数针叶树等低蒸腾植物时，也最好使用最低电压。
2 安装位置不要接近地面，尽量靠上。以免刚从地下流出的低温液流影响测量结果。
3安装时，加热片的长度可能超过茎杆一周，长出的部分不要夹在包裹的狭缝里，以免折断，掰开包裹，用铅笔把它卷进去，重叠不碍测量。
4阳光照射强烈时，测量计安装部位的上下方要包裹铝箔，不要用绝缘材料包裹。
5  如果要测量的植物会长不定根，测量计安装植物茎秆上超过5-7天，将会向传感器内生根。长期测量时，不定根将会穿透传感器内层，对传感器造成严重的损坏。测量期间，每周都移动一次传感器就可以阻止不定根的生成。
【思考题】
（1）  在操作步骤中哪些步骤的操作不当可能会引起液流测定发生错误？
（2）  可能影响树干液流的环境因素有哪些？
（3）  结合以前所学过的知识，你觉得树干液流和植物的解剖结构和其他生理活动会有怎样的相关性？并查找相关文献来验证你的想法。
（4）  为什么包裹式茎流仪不适合测定较大的树木？
（5）  比较热扩散法和茎热平衡法，你觉得它们的优缺点分别是什么？
附件：Probe12 TDP插针式植物茎流测量系统仪器使用说明
一 仪器配置
1数据采集器
2电源适配器：可以调节输出电压，以供茎流探头的不同需要
3充电电池：12V铅酸电池，主要用来给茎流探头供电传感器（数据采集器最多能接12个传感器，但不同传感器不能同时用，所以目前只能接4个相同的传感器）
4 传感器
TDP-10，10mm长茎流计传感器，3米长连线并带有接口 4个
TDP-30，30mm长茎流计传感器，3米长连线并带有接口 4个
5 EXQC-25 传感器的扩展线，7.6米 3条              

6 采集、分析软件：进行数据采集并进行处理
7连接所需工具：小刀 中等粒度砂纸 绝缘胶带-vinyl 铝箔 纸巾 水 尼龙捆扎带 透明包装带 凡士林 电钻（提供）刷子
二 主要设备技术指标

	TDP探针技术规格

	型号
	TDP-10
	TDP-30
	TDP-50
	TDP-80
	TDP-100

	长度
	10mm
	30mm
	50mm
	80mm
	100mm

	直径
	 
	1.2mm
	1.65mm
	1.65mm
	1.65mm

	T型T/C对
	1对
	1对
	1对
	2对
	3对

	探针间距
	 
	40mm
	40mm
	40mm
	40mm

	能耗
	0.15W
	0.15-0.2W
	0.32-0.38W
	0.4-0.5W
	0.5-0.6W

	电缆
	 
	3米/5芯
	3米/5芯
	3米/6芯
	3米/7芯

	加热器电阻
	 
	52欧姆
	77欧姆
	122欧姆
	144欧姆

	运行电压
	 
	3V
	5V
	7.5V
	 

	信号输出
	40 μV/℃
	40 μV/℃
	40 μV/℃
	40 μV/℃
	40 μV/℃


三 操作步骤

（1） 软件的安装和设置

测量前必须先设计好要连接的传感器的型号和连接的数据线的编号，将数据采集器和电脑连接，并打开数据采集器的开关进行参数设置。
1．软件的安装 

（1）软件对PC系统的要求：PC 操作系统为 Windows 95及以上版本；至少3MB 内存和5MB硬盘空间；9针COM1或 COM2口
（2）取出光盘，记下光盘上的序列号。
（3）将光盘插入光驱。双击光盘中的Setup.exe 文件，出现安装向导，当提示输入序列号时，输入软件的序列号 ，系统会自动进行安装。

2. 参数设置

[image: image124.jpg]


（1）系统设置 运行软件后点击System Tab >> Add Station 打开 Setup stations 对话框。对话框里是默认选择，改变需要的参数。如右图：

设置完毕后点Add，添加一个station。 这时，对话框关闭，新的 station 会在System Tab的station list box（列表框）里出现，如左下图。 

[image: image125.jpg]


[image: image126.emf]要连接一个station，从列表里选择station name，点击命令按钮 Connect。如果，在硬件设置前，编程RF remote。一旦与数据采集器的连接建立。PROBE12检查PC和PROBE12之间的时钟差异。如果两个时钟显示的时间不同，点击命令按钮 Set Current Time。 

（2）传感器参数设置 

点击 Flow Tab 显示Flow屏幕，如右图所示。Flow 屏幕包括Probe12 系统设置，TDP 传感器设置 , 终端程序设置，TC Report   和Sap Flow Report。点击各自的图标浏览/修改设置。 
1 [image: image127.emf]Probe12 系统设置
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点击Probe12 图标，打开Probe12 系统设置对话框（如右所示）。Probe12系统需要的参数设置解释如下。不同的框输入对应的值，然后点击OK确认设定。 

 Units（单位） 

根据变量定义和结果的需要，选择单位系统。选择公制的（ Metric） cm, gm 等或英制的foot, pound 等。所有的科学单位如Watts, Volts, 和 Ohms 等都在此选择之外。 

Heater Voltage（加热器电压） 

这是说加热器电压是否施加到Dynagage上。当Gage Heat处于ON，分压计控制的电压就施加到Dynagage上。选择Gage Heat OFF ，施加到Dynagage 加热器上的电压为0，也就是说，gage是断开的，无法从茎流传感器获取有效的数据。. 

Heater Voltage 
[image: image129.wmf]显示实时加热器电压 

Set Heater Voltage to TDP Sensors 
[image: image130.wmf]加热器电压（Volts）施加到dynagage加热器线圈上。可以从测试点＃TP4上测量得到。要改变加热器电压，按下命令按钮Set Gage Volt，弹出一个gage voltage对话框（如右图） 。现在，通过旋转PROBE12控制面板上的分压计旋钮“Heater Voltage”来调节Dynagage上的加热器电压。电压的连续变化显示在gage voltage对话框里。点击EXIT关闭gage voltage对话框。加热器电压的新值显示在gage voltage后面。参考加热器输入电压表，有最大，最小和典型的电压值。 

Read gauges Every 
显示扫描gage的间隔（分钟）。最小间隔是1分钟，推荐扫描间隔为30或60分钟。 

Pre-warm gauges for 
这是gage的预热时间，此间，加热器电压已经加上，没有进行zero/ksh set。推荐的预热时间为30分钟。 

Auto Zero 
为实现自动调零并设定新的dTM 值，检查control box 并在文本框里输入间隔（interval ）(天的倍数)。当选择的Probe12 系统在2AM 和 5AM 之间执行auto zero 并用计算的dT的连续的平均值改写dTM。 

Power Save 
[image: image131.wmf]这是一个可选功能，推荐在夜间茎流非常低的时候，关闭茎流的监测。靠近Start和Stop的文本框显示了节电模式。在节电模式下，加热器到TDP的电压为0。在节电模式下，外置传感器持续监测。在此期间，系统不执行自动调零。如果选择了自动调零，系统会跳过节电时间。
2 TDP 传感器设置

点击TDP setup 图标，打开TDP setup 对话框。 从下拉列表里选择 TDP 类型， 从Number of TDPs下拉列表里，选择连接的TDP 传感器的数目（如右图所示） 输入对应每个TDP传感器的边材面积输入每个TDP传感器的 dTM（℃）默认或起始值。

3 终端程序设置

Terminal connections 对话框显示根据TDP SETUO对话框选择的TDP类型和数量给出的终端接线方式。默认的接线是使用8’电缆对应 TDP 10/30/50。别的传感器类型，参考terminal connections对话框。

4 TC Report 

[image: image132.png]No beeping.
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显示实时热电偶电压（mV）和对应的茎流计算，热电偶状态以及边材面积和 dTM。状态的定义和可能的修正措施列在下表中。
⑤点击Sap Flow Report 图标，打开Sap Flow data 对话框。 Sap Flow data对话框显示每个TDP的实时数据，根据样地状况加指(indexed)的茎流值以及TDP状态。状态的定义和可能的补救措施都列在下表里。该窗口的数据按照扫描间隔更新。窗口还显示最近更新的时间。 

[image: image133.wmf][image: image134.wmf]
（3）数据的保存和导出

进入logger窗口，如右图所示，文件保存路径中有2个C盘标志。

把第二个C盘后至文件名之前的内容删除，修改后的格式如下图所示：
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进入System 窗口，点击Reset Probe12按钮，并在弹出窗口确认。 
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返回到Logger窗口，然后用Browse按钮就可以改变文件名及其存储路径了。下载数据点击Retrieve Logger按钮。如果数据比较多，下载时间可能会长一些。
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如果更换电脑或重新安装软件，此问题可能还会出现，请按照上述步骤操作。 

下载数据之前，如果选择了Append，数据采集器内部的数据库指针就会指向新的数据，下次就下载新的数据；即使下次下载数据时，您更改了文件名和存储路径，也是下载自上次下载后收集的新数据。如果选择 了Over Write，那么每次都是把所有的数据下载。
（2） 传感器的安装
1． 安装位置的准备
在树木的表面必须准备一个安装传感器的位置。通过剃去干缩树皮，然后清除出一个大约4cm宽，10cm高的矩形空间。注意只去除树皮的外层并且避免伤害树木的活组织。安装传感器的位置应该距离地面1～2米以避免从土壤中流出的冷茎流而产生的热量梯度。
（注意：考虑到树的价值，应特别小心。在钻孔前，钻头应该在10% 的chlorox(0.52％次氯酸钠)漂洗。在钻另一棵树时，应该重新漂洗钻头以防止疾病在树与树之间传播。）
将钻模平放在准备好的位置表面，利用直径0.059″的小钻头和合适的钻，钻一个30 mm深的孔。有两种尺寸的钻头提供。较小的钻头只比探针的直径多0.002″，应该首先使用。大部分树木，尤其是硬木树，钻孔的内部不会膨胀，这个小钻头将会经常用到。
对于软木树，或者其它钻孔内纤维会膨胀而阻止探针平滑插入的树木，要使用直径为0.063″的较大的钻头。一定注意不要用会使探针弯曲的力强迫探针插入，这样会导致在拔出探针引起断裂。如果传感器探针插入时不平滑并且在钻孔中卡住，应该非常小心地将探针撬出（见探针的取出部分），并且在不用钻模的情况下，用钻将钻孔直径增大。
对TDP50~TDP100而言，钻头的尺寸待大小为： 

0.073″（大小＃49） 定位孔、阔叶树 

0.076″（大小＃48）较大bit、软木材
两个钻孔之间的距离是40 mm，但是只要它们两个在一个近似的垂直直线上，两个探针之间的距离并不十分严格。通过在钻孔进进出出并倒钻几分钟，去除任何松软的细末。如果细末进入了钻的凹槽，停止转动钻并且清洗钻头。
树木直径为75 mm～125 mm的，可以使用一个传感器；直径125 mm～200 mm的，使用两个或更多的传感器。直径大于200 mm的树木，则要求四个或更多的传感器。在郁闭的冠层下，树木大小和间距近似，不管树木的大小如何，每棵树上一个传感器就能够得到很好的监测结果。这个推荐是建立在过去的经验上（Grainer，1987），但是要受到研究目的和被监测植物种类的强烈影响。
通过在两个探针正中央缠绕一个至少5 cm厚、长度为树木直径两倍的、柔软多孔的绝热泡沫夹套将明显降低树干周围的温度梯度。
2． 安装TDP传感器
当操作传感器的金属线时，应该特别小心，尤其是铜镍合金的线（内部是一个连接两个不同温度传感器的保护管）。这些线非常脆弱并且断掉后是不能修理的。如果是针叶树可在探针外涂抹少许凡士林以避免被松脂粘住。
将TDP的加热探针（四根线包括红颜色和黑颜色）插入到上面的钻孔中，并将参比探针插入到下面的钻孔中。每次大约出入10 mm，交替推动每个探针直到钻孔最深处，留针杆的2~3 mm在外面依然可见。这样为树木树皮的生长留出空间以保证不损坏TDP探针。另外必须小心在此过程中不损坏两个探针之间共同的导线。绝缘层围绕传感器线使之看上去比实际的要粗，但它们实际上都是非常纤细的导线。注意不要压迫或拉动传感器连接处的导线。
（注意：不要弯曲或拧绕传感器以插入钻孔。传感器上的弯曲将引起内部的断裂。一旦传感器安装到适当的位置，电缆（cables）必须绑或系在树上获取支持并且消除对于传感器的拉力。）
3． 隔热防雨
在探针的周围涂抹塑料的油灰或蜡状密封胶，在针的周围形成防水密封。这样将防止因水分接触探针的杆而引起一个热沉效应。在TDP探针的每一边都安装1/4球状泡沫（或1/4 foam egg），目的是为了保护传感器的导线不受扭弯的压力，并且增加探针周围的绝热效果。将这些泡沫块系在树上。
反射性泡沫包裹或绝缘把树木、泡沫球和TDP安装部位包裹起来，反射泡沫遮护只能在树干测量位置的圆周上形成遮阴。需要另加护罩以阻止太阳光照射在测量进行的位置或测量位置下方部位。太阳能够引起树干上形成大范围的局部梯度，这样将增加或降低因为茎流速度而引起的温度变化。这个包裹也是用反射胶带或细线保护。密封包裹的上方将会阻止水分沿树干流下并接触传感器。
4． 传感器的去除
当取出传感器时，不要用手或钳子直接拔除探针的基部。应用取钉撬杆定位到探针的基部，在基部与探针的套管和集线器相接，目的是为了他们能够非常容易地利用一个适中的力量将探针拔出大约3～5 mm。在松动了传感器的每个探针后，通过在树干和撬杆之间增加一个5 mm厚的木质支点以拔出探针。使用中等大小的力量退出每个探针的另外5 mm，然后再增加木质支点的厚度5 mm。杠杆应该只和集线器的较小部分建立连接。任何企图在探针的套管上拉出探针的方法将对探针造成伤害。持续这个步骤，增加一个更厚的支点，这样牵引力总是和树干垂直，而和探针是在一条直线上。这个过程将避免探针自身的任何弯曲。通过依次拔出每个探针，从而在拔出每根探针时不会拉动导线进入探针的集线器。
（3） 系统的连接
1．传感器电缆与扩展电缆连接，安装时确保电源是断开的，AVRD的电源开关是否处于“OFF”位置，电压调节器的四个旋钮的位置应处于逆时针最头的位置。传感器电缆公型接头与扩展电缆的母型接头连接。 扩展电缆与系统连接电缆连接。接头处用胶布密封防水。认清不同传感器的扩展电缆以及系统的连接电缆是不同的，防止连接错误。厂家在机器出厂时，一般会把定制的每个传感器与连接电缆分别用数字编号，请按照对应的号码连接。
2．把数据采集器密封箱安装在接地杆或铜柱上，如在野外使用，需事先准备盛放电池的盒子。
3．利用随机软件安装CD，安装PC208W程序。把数据采集器的RS232接口与电脑的COM端口连接。数据采集器接上电源，打开开关，但不要旋动调节旋钮。把随机软盘中的程序拷贝到C盘根目录下，命名为FLGS-TDP FILES；并在硬盘上另外备份一个同名的文件夹。
（注意事项：如果使用交流电源供电，变压器的输入电压要拨到230V档。）
实验五  土壤/植物水势测定仪的原理与使用方法

【实验目的】
通过实验，使学生掌握目前国际上先进的土壤/植物水势测量仪的原理与使用方法，并在老师的指导下，学生分组测定土壤、实验植物叶片的水势。

【实验原理】
WP4露点土壤/植物水势仪用于快速测定土壤、植物小型叶片或枝条的水势。所采用的非热电偶方式，正成为目前业界的标准露点水势测量原理。样品的水势与样品在空间中达到平衡时的水气压具有一定的函数关系。WP4保持温度平衡状态，测量封闭样品室中的相对湿度，然后根据内部函数计算样品水势。
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样品温度通过一个红外线温度计测量。露点和样品温度是同时测量，不需要彻底达到平衡，缩短了测量时间。

【实验器材】

WP4露点土壤/植物水势仪，实验植物。
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【实验内容和步骤】

（一） 开机之前打开样品匣，取出里面的样品盒，样品匣旋钮要指向OPEN/LOAD位置，然后开机。出现主菜单，箭头所指为仪器按钮。为精确测量，开机后需要预热30分钟，每次测量前都应进行一次校准（如何校准见后面内容）。
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（二） 用右上角的功能键可以选择操作语言，按左下角键退出。如下左图示。

（三） 按左上角按钮可以选择测量模式，当屏幕左上角出现“C”时表示选择了连续测量模式。如右图示。

[image: image28.jpg]b
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正常模式测量时，测量后指示灯为闪烁和发出哔哔声，直到将样品匣旋钮旋到OPEN/LOAD位置。正常模式测量时，0—-10Mpa，精度在0.1Mpa，-10— -60Mpa，精度在±1％。
连续模式测量时，停止显示水势和样品温度，然后开始另外一次循环。
（四） 按左下角按钮，进入系统配置菜单。第一，可以改变提示音的状态，如图示；
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第二，也可以进入校准菜单。选择校准时，会出现如下图示。

校准零点漂移请用厂家提供的0.5MKCL溶液，把样品匣旋钮旋转到READ位置进行读数。第二个读数应该在KCL正确读数± 0.1以内。在20 °C 应该是-2.19 Mpa，在25 °C应该是-2.22 Mpa。如果您采用pF模式，在20和25°C时，应该是4.35 pF。
如果不在范围内，一方面检查样品室是否干净，如果还不达标，就进行下一步。


[image: image33]
第三，还可以设置温度。如图示。 

[image: image34]
[image: image142.wmf]（五） 按右下角按钮出现样品平衡显示菜单，此菜单只有在样品匣旋到OPEN/LOAD位置时才出现，如图示。

当样品温度与样品室温度差异稳定在1-2度范围之内，可以继续正常测量。如果有WP4-T，可以设置样品室温度以消除问题。
如果样品太干，使得水势小于-300Mpa，测定结果将不会准确。如果是测干样品，打到READ 位置测定时，会有如下显示。

[image: image35]
（六） 放入样品不要超过样品杯一半，尽可能覆盖杯的底部，确保样品杯外表面清洁。如短期储存样品，样品杯要盖盖子(< 3 hours)。长期储存，请用胶纸密封。
（七） 放入样品后将螺旋打到READ位置，稳定后读数（仪器会给出信号，表示已经稳定）。仪器的使用温度在5-43℃。 
 [image: image36.jpg]WP4 ©
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土壤吸力一般用大气压表示。干燥土壤的吸水极强，可达几千甚至上万个大气压，为了书写方便起见，一般用与大气压相当的水柱高度的厘米数（负值）对数来表示，称pF。

	水分常数
	土壤吸力
	pF

	
	水柱高（厘米）
	大气压
	

	全持水量
	0-1
	0-0.001
	0

	田间持水量
	100-340
	0.1-0.3
	2.0-2.45

	凋萎系数
	16000
	15
	4.2

	吸湿系数
	3100
	31
	4.54


（八） 如与计算机相连，选择附件里Hyperterminalq软件，COM端口设置：9600; 8 data bits, no parity, 1 stop bit, and flow control set to hardware，点击OK。出现如下图示。即为测量值。
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（九）保养与维修时，要用随机携带的专用材料。清洁之后要进行校准。

【思考题】

（1）  为何要在稳定后读数？

   （2）  影响水势测定的因素有哪些？实验设计时如何考虑这些因素的影响？

   （3）  影响水势读数准确性的因素有哪些？
   （4）  什么情况下需要矫正仪器？

   （5）  分析水势有什么重要性，和哪些研究指标有关系，可以说明什么问题？

实验六 植物冠层分析仪的原理与使用方法
【实验目的】

（1）通过讲授，使学生了解叶面积指数这一重要生态系统结构与功能参数。

（2）通过实验，使学生掌握目前国际上流行的植物叶面积指数测定仪器—植物冠层分析仪的使用方法，并以林地为例，分组具体测定林分乔木层、灌木层叶面积指数。
【实验原理】

叶面积指数（leaf area index, LAI）是一个重要的生态系统结构参数，其定义为某一树木或林分的叶片在地面上投影的总面积。叶面积指数不仅直接反映植物的生长情况，而且控制着植物的许多生物、物理过程，如光合、呼吸、蒸腾、碳循环和降水截获等。由于叶面积指数是一个很好反映植物对于环境变化响应的指标，又与植被的光合作用、蒸腾作用、水分利用及净初级生产力、碳氮循环直接相关，特别是在研究植被生产力与遥感数据的关系模型方面，叶面积指数显示了巨大的应用前景，因此，叶面积指数的快速和准确测定显得十分重要。

LAI测量方法包括直接测量法和间接测量法。 直接测量法通过先测定所有叶片的叶面积, 再计算LAI。叶面积测量方法有球积仪测定法、称纸法、方格计算法、排水法、经验公式计算法、树木解析法、异速生长法、点接触法、叶面积测定仪等。其中常用的有利用叶片形状的标准形状法、根据叶面积与叶重之间关系的称重法以及利用叶面积与胸径的回归关系推算叶面积的异速生长法。因要剪下全部待测叶片，直接测量多数属于毁坏性测量，或至少会干扰冠层，叶片角度的分布，从而影响数据的质量，直接测量法费时、费力。

间接测量法，利用冠层结构与冠层内辐射环境的相互作用这一可定量化的耦合关系，通过测定辐射的相关数据推断冠层的结构特征。具体有两种方法：顶视法和底视法。顶视法即用传感器从上向下测量，其原理是利用地物的反射光谱，即根据测量植物的可见光与近红外反射辐射率计算，如遥感方法；底视法是传感器从下向上测量，根据冠层底视空隙推算LAI，主要是用光学仪器观测辐射透过率，再根据辐射透过率算出LAI，现在常用的冠层仪如本实验要用的LAI-2000便是根据这一原理工作的。
间接测量法可以避免直接测量法所造成的大规模破坏植被的缺点，不受时间的限制，获取数据量大，仪器容易操作，方便快捷，还可以测定一年中森林冠层LAI的季节变化。

    间接测量法常用的仪器有美国CID公司生产的CI-100、 美国LI-COR仪器公司的LAI-2000型植物冠层分析仪等。LAI-2000型植物冠层分析仪有轻便的传感器及控制器，便于一个人操作。该仪器传感器的关键部件是鱼眼相机的镜头，在相机的感光部分用五个硅光敏圆环，其光谱响应是在可见光范围内。美国CID公司出品的新型植物冠层分析仪CI-100，是在LAI-2000型冠层分析仪的基础上发展起来的。他采用了20世纪90年代的最新技术，有一个鱼眼成像信息采集器，以CDD面阵取代5个硅光敏圆环，因此传感器获取的是2π空间的植被冠层结构信息。该仪器还有较强的数据处理功能，只需0. 01 s 就可采集到一幅半球状、高分辨率的冠层底视空隙影像图。这幅图的数据可存放在仪器的内存里,也可联结到计算机上进行实时处理。影像是256 级灰度的图像,用户可根据植物类型等因素自行定义天顶角及方位角的分割系数,然后利用空隙度函数反演推算叶面积指数。另外,还可以估算出散射辐射的透射系数、平均叶倾角及植被冠层对入射辐射的衰减系数等参数。
    本实验主要介绍目前最常用的叶面积指数测定仪——LAI-2000植物冠层分析仪。

【实验器材】

LAI-2000植物冠层分析仪

一、仪器组成：

LAI-2000由LAI-2070控制器和-LAI-2050传感器构成（图1）。

[image: image40.jpg]



图1   LAI-2000构成

LAI-2050传感器主要的构成部分有（图2）：

[image: image41.jpg]
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图2   LAI-2050传感器主要构成

鱼眼镜头（Lenses）：半球型视场（顶角zenith cutoff angle 74°）
反射镜（Mirror）：反射鱼眼镜头接收的光

滤光镜（filter 490nm）：最小化树叶散射光的贡献

系列透镜（Lenses）

硅光敏圆环（Detector）：由从中心向外分为5个环形，张开的角度分别为7°、23°、38°、53°、68°
LAI-2070控制器包含了测量和计算结果的必要的电子元件和64Kb的文件存储空间,以及一个可显示两个数据的液晶显示屏。控制器有五个接口，其中两个是LAI-2050传感器接口（X，Y），两个BNC接口（1，2）和一个与计算机通讯用的RS-232接口。LAI-2070控制器由6个电池驱动，可持续工作260小时。

除此之外，LAI-2000还有一系列的观察帽（View Caps），用于在一定情况下限制传感器的视域。

工具软件：基于Windows平台的FV2000 软件和基于DOS的1000-90和2000-90，用于从LAI-2070控制器下载、浏览、分析、测量数据，并计算测量结果。

二、LAI-2000测量原理：

当光线透过植物冠层时，由于受到叶片和枝干的阻拦，辐射强度会迅速消减。根据其消减程度就可推算出植物的叶量。LAI-2000便是依据此原理，通过测量植被冠层以上和植被冠层以下5个角度的透射光线，利用植被树冠的辐射转移模型, 计算得到LAI的。计算模型如下： 
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其中，
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LAI-2000测量一次至少包括10个数据：传感器置于冠层上方的5个数据和传感器置于冠层下方的5个数据。这两组数据测量时，传感器都要水平朝上放置。通过这两组相应数据相除就可计算出5个冠层透射率值。例如，如果一号探测元件在冠层上下的读数分别为50和5，那么在这个角度（7度）的透射率就是5/50＝0.10。从5个不同天顶角的透射率数据，LAI-2000就可以计算出叶面积指数（LAI，Leaf Area Index）和叶子方位信息（MTA，Mean foliage tilt angle 平均叶倾角）。在实际测量当中，往往需要测量多个植被冠层下方数据来提高测量值的精度。

三、LAI-2000测量的光照条件：

LAI-2000 必须在均匀的阴天或者散射光照下才能测量。虽然阴天经常出现，但是最易找到合适的测量时间往往是黎明之前和日落之后的瞬间。作为一般原则，如果可以看到地上的影子或者林冠上有阳光照射的叶子，这时的天空的光照条件就没有满足条件了。

在天非常黑，不能辨别出冠层中单独的叶片时候要停止记录数据。另外一种辨别光照条件是否太暗的方法是将手放在传感器上的同时观察数据记录器的屏幕。如果屏幕上光的等级对覆在屏幕上的手有反应，说明光线还是充足的。如果反应不是太灵敏，说明光线太暗了。这两种方法都需要判断，所以如果你要是对光照条件不能确定，那就停止测量。

   另外在晴空下也可以借助LAI-2000配备的一系列的观察帽进行测量。

四、测量时其他注意事项

（一）遮盖帽的用途
1. 从传感器的视野中去除太阳

2. 从视野中去除操作者的影响

3. 天空的亮度不均匀

4. 冠层内有明显的空隙

5. 减小对测量样地尺寸的需要

6. 减小了森林内必须的空地尺寸
    （二）、斜坡的影响
     应该使传感器的水平与斜坡匹配，而不是实际的水平。这就需要我们把水平仪移动到手持杆上，并在地面上按下图右固定角度（图3），然后在测量时保持水平就可以了。


[image: image48]
                           图3  斜坡时传感器的放置角度
    （三）、样地尺寸的影响
    如果样地尺寸太小的话，要注意传感器的视野范围是冠层高度的三倍（图4）。可以采用去除第5个环的数据来解决这个问题。也可以采用遮盖帽的方法。

                
[image: image49]              

                                    图4  样地尺寸
【实验内容与步骤】
1、 仪器使用基本模式和步骤

1．LAI-2000的测量模式
单传感器模式：是目前国内较多使用的模式，植被冠层上部数据（A）和植被冠层下部数据（B）由同一个LAI-2050传感器测得。这种模式最适合测量可将传感器置于冠层之上的低矮植被类型，如低矮灌木、农作物和草本植物，但也可以用于高大植被类型叶面积指数的测定。对于低矮植被类型，测量时先测量冠层以上的A值，再直接测定冠层以下的B值；对于高大森林植被类型，可先在测定林分的周边空地或内部较大的空地测定，并作为乔木层之上的A值。LAI-2000用最近的A值来计算透射率。如果天空条件稳定，一个A值可以和几个B值相对应计算，如果天空情况变化较快，则在每次测B值之前，应测量一个新的A值。
双传感器模式：两个LAI-2050传感器连接在LAI-2070控制器上；一个传感器放在冠层之上，另一个放在冠层之下来测量冠层下的数据B。测量时，两个传感器的数据同时读取，并计算相应的透射率。一定要注意，在相同的条件下，两个传感器应该给出相同的读数。控制器内置的软件中有能够达到这一要求的校正软件，在测量前要自我校正。这种模式适用于高的植被冠层，而且能够克服由于天空条件快速改变而引起的一系列问题。

遥测模式：一套传感器和控制器用来自动的量测A值（比如说每15秒）。另外一套传感器和控制器用来手动测量B值。如同双传感器模式，测量前必须进行校正，以便在相同条件下获取相同的读数。数据读取之后，将两个控制器连接起来，找到匹配的AB测值，计算透射率。适合于量测高植被冠层的LAI。

2. 单传感器模式的完整操作步骤
[image: image143.wmf](1) 连接传感器到控制器的X端口

[image: image144.png]
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(2) 开关机：按    键，约2秒中后仪器启动，显示屏上显示版本号和日期。

[image: image146.emf]           按     键，然后按   ,   （以下省略为FCT09）键就可关机。

(3) 校验X端口传感器的五个乘数值：按         键，然后用   ，  使 01 X Cal处于显示屏的上面一行，然后按        执行。或者直接按             。根据提示输入5个数值，这5个数值可在随即配送的校验册上找到,或者在提示时按        键，这样保持原来的值不变。

(4) 设置分辨率：使04 Resolution 显示在顶行，并执行。或者用FCT04。将该值设为High。

(5) 设置时间和日期：FCT05。输入的内容有日（两位）、月（三位，英文月份前三个字母）、小时（两位）和秒（两位，可选）。注：当输入的字母在键的上方时，要先按下  ，然后按字母所在的键。

(6) 设置操作模式：按        键，然后将11Set Op Mode 置于顶行，按        键执行。或者用FCT11。当 1 Sensor X 出现时，按        键，将操作模式设为单传感器模式。这时将出现新的对话框，提示输入测量次序“Seq＝↑↓”。这可以根据原定的采样计划来定，如我们将测量一个A值，和四个B值，则输入“↑↓↓↓↓↑”，输入后按        键；这时进入测量一个LAI重复次数的设置提示：“Reps＝”假设我们重复两次则输入          。

(7) 输入提示信息：FCT12，或者按       键然后将12 Set Prompts 置于顶行，执行。分别输入WHAT和WHERE。这两个提示信息将在读取数据时出现。

(8) 设置错误读数模式：虽然理论上测得的B值一定要小于A值，但在实际测量时可能由于操作错误或者光线条件的变化而出现相反的情况。这就需要我们设置对这些错误读数的处理方式。FCT16 中有三个选项：1）“Beep，Ignore”应该使用在A和B读数不会很接近的情况下，当仪器发现错误的读数时发出蜂鸣（Beep），且不记录该资料。

              2）“Set A/B =1”应该使用在树叶稀少的情况下，当仪器发现错误的读数时，并不提示用户，只是把该值得到的叶面积指数设为1.0。

              3）“Set B/A = 1”和前者类似，只用于两个传感器的情况，在此不予讨论。

(9) 进入实时检测模式：按        键（ON键）。用箭头键来调整显示屏的显示内容，使其分别显示 X1，和X5的值。然后用手遮住传感器镜头（值变小），再拿开（值变大），观察值的变化，以大致判断传感的可靠性。

(10) 记录数据并计算LAI：       键或者FCT14。首先要用户按照前面FCT12所设提示输入测量的有关信息。每个提示最多可输入7个字符。输入之后显示屏将显示：

# A’s ID         Value

                                       Real time line

                                       Summary line

SMP     LAI    SEL

说明：实时显示行（Real time line）：*总是在该行。*左边的数字是指迄今所测的A值数（或者B值数当实时显示行在底行时）。*右边是通道序号，后面是该通道的测量值。可以用箭头来改变该序号。

     总结行（Summary line）：包含总结这次测量三个值，其含义分别是：SMP：测量了多少对A，B；LAI：实时的LAI平均值；SEL：叶面积指数的标准差。

     测量时，这两个的显示顺序是变化的，实时显示行所在的位置表明的接下来要测的是A值（在顶行）还是B值（在底行）。
这时LAI-2000等待我们将其放在植被冠层上方的适当位置，然后按下ENTER键或者传感器上的按钮。此时会听到两声蜂鸣，一声是按键声，一声表明读数已经结束。在两次蜂鸣之间必须保持传感器水平。根据前面FCT11的设置和显示屏的提示测相应数量的A值和B值后结束测量。这时显示屏将显示“COMPUTING…”，仪器计算最终结果，并记录到一文件中。

(11) 观察结果：      键，或者FCT27。

结果共有五个列表，可以用数字键选择要显示的列表，而用箭头键来显示每个列表的具体内容。列表一包含了最常用的结果，其内容如下：

	FILE=5
20 JUL 06:35:01
WHAT=GRASS
WHERE=LAWN 5
LAI=2.59
SEL=.13
DIFN=.151
MTA=61
SEM=5
SMP=8
2*(S＋I)=2.62
	文件号

文件的创建日期和时间

提示1和回答1

提示2和回答2

叶面积指数

叶面积指数的标准差

天空可见度

平均叶倾角

平均叶倾角的标准差

使用的采样数据对数

另一可选的叶面积指数


3、单单传感器模式的简单操作步骤（前期的设置工作已完成的情况下）

（一）、设置模式：

1．sensor X

2．set clock

3．set prompt 

4．set seq＝0，重复次数为0，即转为人工模式

（二）、测量步骤

1. ON

2. LOG

3. What

4. Where

5. Several A

6. Y （A、B测量转换）

7. Several B

8. 按实际情况重复5-7

9. LOG

10. FCT 09

（三）、数据传输步骤
1．连接Computer 与2070

2．启动Fv2000程序

3．点击Get file from LAI-2000 按纽，或菜单

4．选择适当的端口（本机com3）

5．点击Download

6．开启2070

7．FCT 32

8．输入待传输的文件号（FROM x，THRU x）（x 为同一个文件号，一次只能传输一个文件）

over

二、林地叶面积指数的测定

（1）在校园内，选取适宜的林地作为测定森林LAI的样地。

（2）如林下具有灌木层，测定灌木层的LAI时，先测定乔木层的叶面积指数，然后测定灌木层叶面积指数+乔木层的叶面积指数, 两者之差则为灌木层的叶面积指数。
【思考题】

   （1）LAI测量方法有那些种类，各有何缺点？

   （2）LAI-2000测量LAI的原理，理想的光照条件是什么？

   （3）LAI-2000有几种测量模式？

   （4）如何测量灌木层的LAI？

实验七  植物地下根系动态观测系统的原理与使用方法

【实验目的】

通过讲授，使学生加深对植物根系生长动态、周转、寿命及根系功能等的理解，掌握BTC100根系动态监测系统的基本原理和测量方法，并在老师指导下，具体演示测定实验植物根系的形态结构特征的过程。

【实验原理】

    细根(一般指直径 ≤2 mm)周转在植物生态系统碳平衡和养分循环中的作用越来越被生态学家重视，主要是因为大量的净光合产物在细根周转过程中被消耗，如许多森林生态系统要消耗4O％～7O％的净光合产物才能维持细根的周转。尽管，十几年来对细根周转进行了深入研究，但准确地估计细根周转仍非常困难。主要是无法知道细根的寿命。由于根系生长在土壤中，细根周转过程涉及细根生长、衰老、死亡和分解等环节。传统的方法如土钻法、分室模型法、内生长法等不能观测到这些环节．微根管(minirhizotron)为解决细根寿命估计问题提供了有效工具。

    微根管是一种非破坏性野外观察细根动态的方法，目前已广泛地应用于农作物、草地、沙漠植物、果园和森林等人工或自然植物群落的细根寿命研究中。它最大的优点是在不干扰细根生长过程的前提下，能多次监测单个细根从出生到死亡，也能记录细根的生长、生产和物候等特征，是估计生态系统地下碳分配和碳平衡研究的有效方法。

    微根管的功能：通过获取细根长度、密度、侧根伸长、生长深度等进行不同土壤层次细根生长动态和物候观察，了解细根生长过程。通过观察细根的颜色变化，了解细根的衰老、死亡和分解，从而估计出细根的寿命；也可以通过菌根侵染、地下食植性昆虫(如线虫)的活动，了解寄生和共生微生物；对生态系统进行不同处理试验研究，如施肥、灌溉、地上部分修剪、除草剂或杀虫剂等应用，以了解细根结构和功能的变化。当然，微根管法也存在一些缺点：管壁可以使根系增生，不能测定单位面积的细根生物量、细根化学组成及细根周转对土壤碳和养分循环的影响，这些需要与土钻法相配合才能完成。

【实验器材】

BTC100根系动态监测系统、实验植物样地。

【实验内容与步骤】
BTC100根系动态监测系统由图像摄取和图像分析两部分组成。图像摄取系统主要由一台笔记本电脑、摄像管和透明树脂微根管组成，配件主要有蓄电池、连接线。在笔记本电脑前端有两个端口，一个连外接电源，一个连接摄像管（图1）。图像分析则主要由配套的WinRHIZO Tron MF 2005a软件来完成。

[image: image50.jpg]



图1  BTC100根系动态监测系统
一、微根管的安装

1、微根管的安装需遵循两个原则：1)尽量减少对管壁周围土壤的干扰；2)尽量使土壤与管壁的接触达到最紧密。常用方法是用钢钻挖一个与微根管直径接近的管洞(通常大于管径1～2 mm)，并达到确定深度，然后将微根管插入洞中。因此，选择适合的钻洞工具，使管与土界面的挤压达到最小，管壁与土的接触达到最好，是微根管安装成功的关键。如果土壤与管壁接触不良，影响细根密度的估计精度，如存在空隙，根就会在空隙生长或者沿着管壁生长．所以在安装过程中关键性的一步是钻取非常直的管洞。直洞既方便了管的安装，又使管与土之间的缝隙达到最小。

2、安装的角度 

管的定位可能影响根的生长。微根管可以水平、垂直和与垂直成15、22、30、35、45和60角安装，近来微根管在多年生植物研究中最常用的角度是45度。

3、微根管的固定为在同一位置进行多次精确测定，必需固定微根管。如果微根管不稳定，即使在管壁与土壤良好接触的情况下取图像时，也可能导致重复观察的数据出现误差。为此，可以用绝缘泡沫塑料固定垂直夹板以稳定水平管；也有人用塑胶十字带在糖香树人工林中稳定和加固微根管，还可以在每一个微根管的底部加一个有扁平铲形把手的PVC塞子，使粗糙面固定于土壤以防止管的转动。一般来说，管上的固定小孔应该朝着细根生长的方向，不能朝下，因为细根很少朝上生长。

在装好微根管后为防止光线进入影响根的生长，在露出地上部分要用黑色袋子包裹并对每根管子编号画图，以便后续观测时能按前面顺序观测。

二、图像摄取

    出去之前要检查系统是否能正常运行：主要连接电脑和摄像管看能不能正常运行，用万能表测蓄电池电压，当电压低于11.0伏时不能使用要充电，在11.8伏时要注意，最好在使用前充电。

1、连接好电脑、电源、摄像管(摄像管的接口与电脑接口上都有一白点,对好用力插进即可,电源则要旋紧螺帽)，开启电脑操作界面，开启电源,开关在电脑的右手边.首先点击软件的桌面图标进入软件系统如图2，点击Create按钮进入图3，在图3中要设置文件名，操作者代号，微根管数和管长，文件名一般由日期、地点及小地名组成，操作者代号由三位数组成，微根管数为所建立的文件要测的微根管数，微根管长看所埋微根管的深度而定，它的单位是mm，设定好后，点击NEXT进入下一个窗口，这个窗口的参数不要更改，默认图像为由下到上采集，点击SAVE则完成文件的建立工作。
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图2  进入软件
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图3  建立文件

2、图像摄取


在建立文件后窗口返回到图2，点击OPEN已有文件，如图4，在窗口中选择所建立的文件，点击OPEN进入到图5，这是图像摄取的主窗口。
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图4  打开文件

    在图5中，主要用到的是成像工具条、微根管代号及摄像头位置，在微根管代号和摄像位置上各有Increase和Decrease两个按钮，按Increase则序号上升一位，按Decrease下降一位，根据需要调节序号位置。进入此窗口后要调节笔记本电脑上的调焦和放大缩小来调节图像的清晰度。

    在摄像位置上，点击后，成像工具条上Save亮后，点击Save则保存当前图像，再点击摄像位置上的Increase，一般要两下Save才出现，同时调节摄像管（把摄像头往上移一格），点击Save，重复上述步骤直到一根微根管图像拍完，移至下一根管时点击微根管代号Increase

使其序号变到你所需要的位置，重复以上工作步骤，直到样区内所有管被拍摄完。
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图5  图像拍摄

    在拍摄完后,点击成像工具条上的close可以看所拍摄的图像，如图6。在拍摄完成后要拍一张标准校正图片，校正图片在装摄像头管的底部,主要过程为进入拍摄标准图片状态,点击J按钮,把摄像头放入管中，找到要拍摄的部位（就是一个方格网形状的图标），点击Save存储，拍摄完成。
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图6  察看已拍文件

最后点击图6中的Exit退出程序，关机把线依安装相反的顺序拆下来，完成一个样区的拍摄。

三、图像分析处理

1、 打开软件

这套软件是通过加密狗（Protect key）来注册的，在运行软件之前得安装加密狗（Protect key）的运行程序，装完后重启计算机即可运行软件，野外图片处理软件是用WinRHIZO Tron MF 2005a。点击里面的WinRHIZOTron就进入如下界面（图7）：
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图7  WinRHIZOTron的主页面

2、 菜单介绍

如上，该软件的菜单主要由：Misc、Data、Image、Display、Analysis、Roots、、Window、Help组成。下面一一介绍。

Misc与我们一般软件的File一样，是文件打开保存打印的基本命令。

Data是打开和保存当前编辑数据菜单。

Image是导入图片菜单。

Display是显示菜单。

Analysis是对编辑做修改和设置编辑模式菜单。

Roots是根属性编辑菜单。

Calibration是建立标准菜单。

3、 绘图基本流程

（1）在同一批图像首次做图前要建立标准距离文件

点击Calibration——New Calibration，导入要处理图像的标准图片，如图8，分为水平和垂直的标准线，先在一个交点上单击下，再水平的选择一点单击，跳出一个对话框架，输入两点间的距离，然后垂直的也如上，完后点击Calibration——Save Calibration保存得到标准距离文件。当然在编辑已有标准数据文件时只要点击Calibration——Load Calibration就可以了。
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图8  标准校正图片

（2）导入要处理图像

处理格式分为三种格式，一种是单个图像，一种小序列时间、空间序列图像，还有一种就是大序列时间、空间图像格式。点击Image——Acquire后如图9：
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图9  导入图像的处理格式窗口

    选择一种格式导入处理图片。图10就是只导单个图像的格式。这时要建立数据文件，系统会跳出对话框（图11），上面有三个按钮，一个是打开已有文件，一个是新建一个文件，另一个是不做什么。先择一个进入编辑状态。没点Data——Save前，所有的编辑数据都保存刚才所打开/建立的数据文件当中。[image: image59.png]3
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图10  所导入的一张单个根系图像
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图12  图像分析参数设置对话框
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图11  建立数据文件的对话框

（3）编辑

点击Analysis——Parameters（图7），跳出图12对话框，设置参数，最上一栏是划线属性，折线还是自由曲线，下面参数为默认。

点击Display —Information Over Image（图7），跳出图13对话框，在这上设置编辑属性，第一个是颜色按什么标记，第二个是所画直径怎么标记，第三个是线的大小。

设置好参数后就可进行编辑，点击图10左边软盘符号下那个直线按钮进入编辑状态，在图上根的轴线位置单击下，通过鼠标调节方向和键盘上方向键调节直径大小，合适后再点击下一点，接着会跳出一对话框（图14），这时可以对这条标记的线进行属性设置，包括编号，根的状态及其它。接着就像数字化地图一样把图片中所有的根系画出来，结果如图15。
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图13  图像编辑属性设置对话框
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图14 根系属性设置对话框
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图15  编辑中的一张根系图像

    画好后保存好数据文件，单击Data—Save（图10）就可以了，数据分析可以用Excel打开刚保存的数据文件进行分析。

以上就是一些基本操作。

【思考题】

   （1）为什么微根管的安装要与垂直成一定角度？

   （2）微根管安装后能不能直接用来拍摄根系图像？

   （3）为动态监测根系生长，根系图像一般隔多久拍摄一次？

   （4）根据图像分析结果，如何计算根系的年生产量？

实验八 土壤呼吸测定仪器的原理与使用方法

【实验目的】

通过对Li-8100土壤呼吸测量系统，静态箱碱吸收法和气相色谱法等三种实验方法的培训，掌握这三种土壤呼吸速率的测定原理与方法步骤，并比较三者之间的差异。加深对引起全球变化的主要温室气体——CO2的来源、野外定量观测手段的认识，培养学生操作仪器，根据需要设计CO2通量野外观测实验的能力。

【实验原理】

随着全球变化逐渐成为公众和科学界关注的热点。CO2作为一种重要的温室气体，其源、汇及通量的精确测定受到格外重视。土壤呼吸是大气CO2的重要来源，主要由根呼吸和微生物分解有机物产生，另有极少部分来自于土壤动物呼吸与化学氧化。全球陆地生物群落的总净初级生产力约为62.6 Pg C a-l，而世界范围土壤呼吸高达80.4 Pg C a-l，仅次于海洋释放到大气的CO2通量，是化石燃料燃烧释放CO2的10倍以上。因而，土壤呼吸在生物圈和大气圈C交换中起着关键作用。之外，土壤呼吸亦是指示土壤和枯枝落叶层C代谢、林木地下C分配以及生态系统生产力、土壤肥力等信息的良好指标。

土壤呼吸作用，严格意义上讲是指未受扰动的土壤中产生的CO2的所有代谢作用，包括植物根系呼吸、土壤微生物呼吸及土壤动物呼吸等。研究表明，土壤呼吸释放的CO2 约30％－50％来自根系活动或自氧呼吸作用，其余部分主要来源于土壤微生物对有机质的分解作用，然而，土壤中的大量有机质、无机养料的施用和适宜的土壤气候（土壤中水、气、热等环境条件）都可促进真菌和好氧细菌的活动，增强土壤呼吸。单位面积和时间内的土壤呼吸量，即土壤呼吸强度（CO2／m2／h），在热带雨林下为0.4—1.0，暖温带照叶林下为0.2—0.6，温带落叶林下为0.15—0.4。此外，土壤微生物的呼吸部分与可溶性有机碳量也有密切关系。
【实验内容与步骤】

一、静态箱－碱吸收法

【实验原理】

将已知浓度一定量的碱液置于土壤表面上部的开口瓶中，然后按需要测定的面积罩上一只上端密封的筒。当CO2从土壤表面释放时，它被围集在筒内并扩散到碱液而被吸收。经过一段时间后，将盛有碱液的玻璃瓶移出，用标准盐酸滴定其中未与CO2反应的残留碱液。通过差减法，可测出被碱所吸收的CO2数量。

反应式：

CO2+2NaOH---->Na2CO3+H2O； Na2CO3+BaCl2---->BaCO3
[image: image65.wmf]¯

+2NaCl； NaOH+HCl---->NaCl+H2O

【实验器材】

1. 8只小型静态箱，规格：长、宽、高均为20 cm，底座插入土壤深10cm；

2. 小铲、镐、剪刀若干；

3. 广口瓶12个（用于盛NaOH碱液）；

4. 氢氧化钠溶液[c(NaOH)=1 mol.∙L-1]：称取20g　NaOH(分析纯)溶于无
CO2蒸馏水中，稀释至500 mL；烧杯，容量瓶500 mL；

5. 氯化钡溶液[c(Bacl2∙2H2O)=1.5 mol∙L-1]：称取91.5g BaCl2∙2H2O（化学纯）溶于无CO2蒸馏水中，稀释至250 mL。烧杯500 mL　分装到滴定瓶中；

6. 标准盐酸溶液[c(HCl)=1 mol∙L-1]：量取40mL浓HCl（分析纯），用硼砂标定其浓度（需量筒50 mL，500 mL）；

7. 酚酞乙醇指示剂：1g 酚酞溶于100 mL乙醇［CH2CH3OH=95％］中（需烧杯200 mL），分装到滴定瓶中。

8. 甲基红指示剂(1g/L)：:称取0.1g甲基红,溶于乙醇,用60％乙醇稀释到100mL。
【操作步骤】
1. 布设碱吸收瓶：选定合适位置，用吸管吸取NaOH溶液20 mL于广口瓶中，将瓶开口置于静态箱底坐内的地面上，立即罩上箱子，并用水封闭箱体与底座。为防止阳光直射而导致的箱内增温，可用白纸遮挡。与此同时，将另1个（一组一个）装有碱液的玻璃瓶封盖置于室内。

2. 收取碱吸收瓶：当碱液暴露24h后，将广口瓶取出，盖紧瓶盖（气密），带回实验室测定。

3. 沉淀反应产物并加入指示剂：在带回实验室的吸收了CO2的玻璃瓶中加入BaCl2溶液2-3 mL和酚酞指示剂3-4滴，

4. 中和滴定：用HCl滴定暴露于土壤空气中的碱液和对照的碱液，滴定到酚酞终点，以测定未与CO2反应的碱量。

5. 盐酸标定：先移取10mL先前配好的HCl至100 mL容量瓶，定容备用。用硼砂作基准物质。用差减法准确称取0.3-0.5g Na2B4O7.∙10H2O溶于50 mL水中，加入2滴甲基红溶液，用已稀释的HCl溶液滴定至溶液由黄色变为微红色即为终点，记下所消耗的HCl溶液体积，计算稀释后HCl溶液的浓度。
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注意：标定的稀释后的盐酸为0.1 mol/L（精确到0.0001）,要剩以10倍，换算成滴定盐酸浓度1 mol/L

6. 结果计算

计算土壤呼吸释放的CO2通量。
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式中：V0——滴定对照瓶中碱液至终点所需酸的体积（mL）；

V——滴定暴露于土壤空气的瓶中碱液至终点所需酸的体积（mL）；

c——盐酸标准溶液的浓度mol.∙L-1；

M——摩尔质量。M(1/2CO2)＝22 mg/mmol　

T——碱液瓶开盖置于野外至收回滴定的时间(h)

二、静态箱－气相色谱法

【仪器原理】

在地表面盖上一个能密闭的箱，测定箱内一个时段内的CO2的变化，根据箱口面积、箱体积和时间，即可计算出CO2的排放速率。这里CO2一般用气相色谱仪进行测定。

【实验器材】

静态箱及底座、酒精温度计、12V蓄电池、医用针筒各4套，集气瓶3×7×4＝84个，抽真空设备一套。

静态箱均为为组合式，即由底座、顶箱两部分组成，均为PVC板制成。底座：长(L)×宽(W)×高(H)×钢板厚度(T)=500 mm×500 mm×100 mm；水封槽：W ×H × T=20 mm×30 mm ×2.5 mm；顶箱：L×W×H×T=500 mm×500 mm×500 mm．顶箱封顶，内装1个轴流混气扇、采样管、测温口．实验观测前将底座打入采样位点，底座与箱体采用水密封。

【操作步骤】
1 采气

罩箱后0、20、40 min分别用60 mL医用注射器采集箱内气体30 mL，并注入集气瓶中。采样后及时带回实验室采用气相色谱仪（GC-2010）分析（详见实验十）。

注意：每个时刻，每次采气4个小组必须同步进行，务必记录好采气时间（精确到秒）、箱温（3次采气记录最后的箱内温度），每次采气的玻璃瓶上必须贴上标签，另外土壤温度和大气压强由LI-8100记录，

2结果计算

土壤呼吸速率用地表CO2，气体通量表示，气体的通量是指单位时间单位面积观测箱内该气体质量的变化，一般正值表示气体从土壤排放到大气，负值表示土壤吸收大气中的该气体，用公式表示为：
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式中，F为被测气体通量(mg／(m2·h))，V为为观测箱的容积，A为观测时包围的土壤面积，Ct为t时刻箱内被测气体的体积混合比浓度（ppmv），t为时间标记，
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为标况下被测气体密度（
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）。T0,P0为标况下空气的绝对温度与气压，T, P为采样地点的绝对温度和气压。
三、Li-8100土壤呼吸测量系统

【仪器原理】

LI-8100的分析仪是一个绝对的、非扩散的、单光路、双波长的红外气体分析仪（IRGA）。不受天气状况影响。用来测量土壤气室中CO2和H2O的变化。LI-8100是一个开路式土壤碳通量测量系统,具有测量精确、自动化程度高、可进行长期的野外测量和可重复的短期测量、测量室内部的扰乱最小化、在周围CO2浓度或接近周围CO2浓度下进行测量。同时，该系统内置“Wi-Fi”装置，因此能够利用兼容的手持式设备如PDA（Personal Digital Assistant）进行无线通讯。用户利用LI-8100为Palm® OS设计的界面软件，通过无线传输或串行电缆设置LI-8100测量的所有开始参数和监测函数。

【实验器材】

LI-8100土壤呼吸测量系统（配备短期调查腔室，土壤温度计，蓄电池3块，CF存储卡1张）
【操作步骤】
1. 安装隔离环（Soil Collars）

使用LI-8100调查室测量前，要求使用Soil collar（土壤隔离环）插入土壤，Collars埋置必须露出土壤表面超过2或3cm。。测量中使用Soil collar比将气室直接插入土壤有以下几方面好处：去除插入的扰动影响(插入Soil collar几小时或几天后)；同一位置重复测量。

PDA程序要求输入气室offset。目的是确定soil collar内空气的体积，继而计算整个系统的体积。offset是指由土壤表面到soil collar的顶部之间的距离。在不平整或有斜坡的土壤，需在collar内进行多点的offset测量(i.e., North South, East, and West)，然后平均这些offset，再输入软件。

注意：将气室放置在collar上时，不要让植被枝叶挡在隔离环顶部，以保证腔室与隔离环顶部紧密接触，防止漏气。
2. 开机

按分析器控制单元键区的ON/OFF键，启动LI-8100，LEDs指示灯将照亮。如图2-4所示。
Power  当按ON/OFF按钮，此指示灯照亮，表示仪器已通电源。
Ready - 照亮，仪器准备与计算机或PDA 通信。
IRGA Ready - 开机后约需要10分钟，当IRGA温度已达到操作温度，此灯照亮。应该等到光路板达到操作温度时方能开始测量。
Active - 当LI-8100进行测量时，此灯照亮。

Low Battery – 当输入电压低于厂家设置的极限时(大约10.94V)，此灯照亮。如果电压低于10.5 V，仪器自动关机。
3. 使用PDA进行测量

配置PDA无线网址

配置LI-8100无线卡网址


PDA连接LI-8100成功后，PDA将显示仪器的状态，并不断更新

测量设置菜单（Setup）
Measurement Protocol和Area Volumes and Flow Rate的设定依据实验要求而定


Start Measurement，给记录文件起个文件名，并输入Chamber Offset值，然后点击Start，仪器将开始观测。
注意：LI-8100中的数据，无论是存储在内部存储器上还是CF卡上，均不能下载到PDA中！最后将数据存储于CF卡上，方便读取。
查看菜单（View）

View菜单中能显示仪器的状态、当前观测的结果及本次实验的概况

4. 数据传输
从LI-8100控制器分析主机中拔出CF卡，插入电脑卡槽中，读取数据。
5. 数据分析
双击桌面上File Viewer的图标，运行该程序；
打开一个LI-8100的记录文件；
软件界面上将显示出该记录文件中所有观测的概述；双击每次观测记录，较检测量过程，其中留意Flux cv在2以内；

选择Raw Records栏可以查看这次观测的所有数据；
选择Regression Analysis，可检验测量过程密闭腔室是否密闭，若是，则回归方程R2>0.9，否则对测定过程进行截取，漏气情况下，点数据呈现平行分散于X轴。



File Viewer的重要功能之一就是重计算，首先选择Edit菜单下的Recompute功能；

在弹出的对话框中，你可以更改一些实验设置，比如Chamber Offset，它将影响Chamber的体积，最终影响土壤呼吸的值；
点击Recompute，软件将弹出一个重计算的结果；

将修改过的数据保存
6．关闭仪器
打开机箱，按下关闭电按扭，取出电池。

7．单位换算

为了对比三种不同测定方法，注意将试验结果的单位统一。
思考题：

（1） 请对比静态箱－碱吸收法、静态箱－气相色谱法、LI-8100－IRGA法等三种方法在对土壤  CO2通量观测方法的优缺点。
（2） 碱吸收法为什么每组要做两个空白，空白碱液有几种保存方法，你选择哪一种，为什么？
（3） 静态箱－气相色谱法如何避免箱内外温度差别太大？此做法有何意义？
（4） 为什么土壤呼吸隔离环必须提早一天布设，布设时注意哪些事项？
（5） 土壤呼吸的日动态呈现何规律？有哪些主要影响因素？
（6） 为什么观测土壤呼吸时，每个小组要有4个重复观测点？一天中每个时段4个重复差别情 况如何？是何原因导致的？提示：实验结束后，可将隔离环内的草根挖取，洗净、烘干、称重得其根生物量，探讨其与土壤呼吸的关系（分析时，重复越多越好，最好用4个小组的所有数据进行分析）。

实验九  C、N元素测定分析仪器的原理与使用方法
【实验目的】

通过实验，使学生掌握利用元素分析系统测定土壤中总碳、总氮的基本原理和使用方法。并由老师演示利用C、N元素测定分析仪测定土壤全碳和全氮的全过程。

【实验原理】

在高温燃烧条件下，物质中C，N元素和足量的氧气在催化剂存在的条件下生成CO2和NXO。气体在载气He的带动下通过高温的还原铜形成CO2和N2。通过吸附柱将CO2完全吸附后，测定N2的含量；CO2的分析是在N2测定结束后，通过加热吸附柱使CO2完全释放测定气体中CO2的量。Elementar Vario EL III元素分析仪示意图
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【实验器材】

ELEMEMTAR Vario EL III CN元素分析仪，待分析土壤，锡舟，高精度分析天平，烘干箱。

【实验内容与步骤】

一、样品制备

将新鲜土壤样品粉碎过100目钢筛后烘干备用。

将锡舟放入高精度天平中，去皮称重。用取样工具挑取约50mg过100目的土壤样品放如锡舟中，用镊子包好后，准确称量土壤样品的总质量，按顺序记录好后放入有标记的容器中，按顺序将土壤放入自动进样盘中。

二、开机

开启计算机，进入WINDOWS 状态，拔掉主机尾气出口的两个堵头。将主机的进样盘移开，开启主机电源待进样盘底座自检完毕即自转一周，将进样盘放回原处。打开氦气和氧气，将气体的压力减压阀调至：He：0.2 MPa； O2：0.25 Mpa。启动 WINVAR 操作软件。

三、仪器使用步骤

 1   选择标准样STANDARD，进入标样的对话窗口，输入标样的名称，其中乙酰苯胺，可缩写成 ACET 输入 CHN%的理论值

选择 FACTOR SAMPLE 用于校正因子计算，CALIBRATION SAMPLE 用于校正曲线计算。
2 常规分析步骤

仪器升温，进入 OPTIONS（选项）功能,进入PARAMETERS（参数）功能。输入操作温度,其中:

CHNS模式： 炉1：1150℃；炉2： 850℃； 炉3：0℃

CN模式：  炉1：950℃； 炉2：500℃；炉3：0℃

O模式：   炉1：1150 ℃； 炉2： 0℃； 炉3：0 ℃

进入编辑功能(EDIT)的输入(INPUT)功能

在NAME 一栏输入样品名称,在WEIGHT一栏输入样品重量。提示：一般利用仪器升温时间样品重量和名称的输入 

样品的测定顺序(以CN模式为例)：先放一个空白样品以赶走仪器中的空气，三个运行样品(不准确称重标准样品,约2-3毫克)，加氧气的时间为90秒（氧气指数为1）。准确称重2-3毫克乙酰苯胺三个。20个样品(根据样品性质称重)根据样品性质设定氧气指数。准确称重的两个乙酰苯胺约2-3毫克，二十个样品 (根据样品性质称重)根据样品性质设定氧气指数。仪器状态栏提示待命状态（standby）后，点击单个进样（single）或者自动进样（auto），机器进行调零后就可以测试。

提示：开机后的等待过程中，软件的状态栏会提示“erro”的提示，这通常是热导检测器未稳定而导致，等待仪器升温结束该提示自动消失。

3数据的校正

由于仪器采用的是热导检测器，每台仪器在特定的状态下有校正系数。右键点击将用于计算校正系数的标准样品做标记后，进入计算（MATH）功能,激活FACTOR功能。进入FACTOR SETUP，激活COMPUT FACTORS FROM TAGGED STANDARDS(注上#号), 最后激活MATH功能中FACTOR功能,当天标样均需注#号.

4关机程序

1) 分析结束后，主机自动进入睡眠状态,待降温至750℃以下才可关机

2) 退出 WINVAR 操作软件 （system-offline-exit）

3) 关闭计算机

4) 关闭主机, 开启主机的燃烧单元的门,散去余热

5) 关闭氦气和氧气

6) 将主机尾气的两个出口堵住

【思考题】

   （1）为什么选用乙酰苯胺作为CN分析的标准品？

   （2）土壤剖面中不同深度土壤样品C、N含量应该有怎么样的变化规律？

   （3）测定碱性土壤中有机碳含量时，一般要先用稀酸处理土样后烘干而后包样，这是为什么？
实验十 全自动凯氏定氮系统的原理与使用方法
【实验目的】

通过实验，使学生掌握目前国际上先进的全自动凯氏氮测定系统的原理与使用方法，并由老师演示利用全自动凯氏定氮系统测定植物样中的凯氏氮含量的过程。
【实验原理】

含氮化合物（铵态氮，有机态氮等）利用浓硫酸及少量的混合催化剂，在强热、高温处理下分解，使氮素转化为NH4+〔主要形成NH4SO4-1及（NH4）2SO4〕。

当加入NaOH呈强碱性，pH超过10时，则NH4+全部变为NH3而逸出，经蒸馏用硼酸溶液吸收，再用标准酸溶液滴定，用电极电位判定终点pH＝4.65，由标准酸溶液的消耗量计算出含氮量。

化学反应式如下

1)
消化过程：

(CHNO) + H2SO4 →CO2 + SO2 + H2O + (NH4)2SO4 (样品)   


2)
中和反应和蒸汽蒸馏过程：

H2SO4 + 2NaOH →  Na2SO4 + 2 H2O


(NH4)2SO4  + 2 NaOH → Na2SO4 + 2 NH4OH



2 NH4OH → 2 NH3 + 2 H2O

3)
硼酸滴定过程：


H+[B(OH)4]- + NH3  →  NH4++[B(OH)4]-

2 NH4 [B(OH)4] + H2SO4  →  (NH4)2SO4 + 2H[B(OH)4]
滴定流程示意图如下：

[image: image72]
【实验器材】

BUCHI 370全自动凯氏氮测定系统、电子天平、待测植物样。

【实验内容与步骤】

一、按下列要求配置好实验用的各种试剂，并将它们分别装入已标记好的容器中。

0.1M H2SO4标准溶液

30-32％ NaOH溶液

10％ NaOH溶液（加入酚酞溶液使其呈紫红色）

2-3％ H3BO3溶液，用pH计和稀NaOH溶液、稀H2SO4溶液调节其pH值到4.65

二、消化样品准备

用电子天平准确称量出0.5g左右的植物样品于消化管中，加入1.1 g混合催化剂，再用10 ml移液管准确加入10 ml浓硫酸，摇匀后将消化管插入消化炉中，盖上废酸收集装置，打开电源消煮1.5小时。

消煮完毕，检查溶液是否为澄清碧绿。如果溶液混浊，则应延长消煮时间，直至溶液澄清碧绿为止。

三、关闭消化炉

完成消煮后，先关闭消化炉上的电源，将消化管整体移动到支架上让其继续冷却。待消化管的温度降到室温，管内不再有白烟时，应先松开导酸管，然后关闭废酸收集装置电源和冷却水。
四、K-370仪器使用步骤讲解

1. 仪器安装连接

       正确连接仪器管线，连接好并打开冷却水管路。

    2. 开机

      打开位于主机右后侧的电源开关。等待仪器预热平稳。

3. 标准酸值输入*

  条件设定界面→编程→滴定溶液→新建→输入名称→按Tab至摩尔浓度，并输入浓度值。
4. 换酸*

  操作者界面→附加功能→滴管（下面按仪器界面提示操作）

5. 电极pH校正*

  操作者界面→pH校正

6. 设定滴定方法*

  条件设定界面→方法→Enter →滴定类型→选择硼酸

7. 设定蒸馏方法*

  条件设定界面→方法→Enter →蒸馏方法→设定搅拌速度

8. 清洗

  操作者界面→系统准备→清洗→Enter →运行

9. 样品测定

  条件设定界面→单个样品测定→选择样品类型（一般空白先做）→输入样品名称、重量（做样品前要检查空白值是否已设定）→运行→记录数据

10. 关机

做完样品测试，应执行清洗程序，然后取出电极并将其套上保护套（套中饱和KCl溶液应没过电极上的3个白点），放在电极支架上。关闭仪器上的电源开关，最后再关闭冷却水。
五、仪器操作注意事项

1. 仪器使用步骤中有*的为选择操作步骤，只在有必要进行该项操作时进行。

2. 在仪器使用前应查看用于吸收废酸的10％NaOH溶液是否已经褪色。如果吸收液已经褪为无色则应更换。

3. 在操作过程中，应注意保护电极，不得碰撞或令其变干。若实验过程中有较长时间没有使用电极，应往滴定槽中加入蒸馏水，使其淹没电极上的三个白点。    

4. 在消化结束时，应继续运行废酸吸收装置，待消化管冷却后，应先松开导酸管，然后再关闭电源，以防治10％NaOH吸收液倒吸。

【思考题】

（1）本实验的质量控制点在哪里？
（2）什么是凯氏氮？凯氏氮是否为全氮？

   （3）为什么在测量土壤中全氮时用凯氏法测量?
实验十一  气相色谱的原理与使用方法
【实验目的】

通过老师的讲解，使学生了解与掌握利用气相色谱仪测定温室气体（CH4）浓度的基本原理，并由老师演示气相色谱仪的使用方法和过程。
【实验原理】

一、色谱法简介

色谱法是一种分离技术。试样混合物在色谱法中的分离过程也就是试样中各组分在色谱柱中两相（固定相和流动相）之间不断进行分配过程。当流动相中携带的混合物流经固定相时，其与固定相发生相互作用。由于混合物中各组分在性质和结构上的差异，它们与固定相之间产生的作用力大小、强弱不同。随着流动相的移动，混合物在两相间经过反复多次的分配平衡，使得各组分被固定相保留的时间不同，从而各组分按一定次序分别从固定相中流出。此时用适当的柱后检测方法，就能实现对混合物中各组分的检测。

气相色谱：流动相为气体（称为载气）。按分离柱不同可分为：填充柱色谱和毛细管柱色谱；按固定相的不同又分为：气固色谱和气液色谱

液相色谱：流动相为液体（也称为淋洗液）。按固定相的不同分为：液固色谱和液液色谱。
二、气相色谱法的特点

（1）分离效率高：

   可分离复杂混合物，如有机同系物、异构体、手性异构体等。

（2）灵敏度高：

   可以检测出μg g-1 (10-6) 级甚至ng g-1 (10-9) 级的物质量.

（3）分析速度快：

   一般在几分钟或几十分钟内可以完成一个试样的分析。

（4）应用范围广：

   适用于沸点低于400℃的各种有机或无机试样的分析。
 不足之处：

 不适用于高沸点、难挥发、热不稳定物质的分析。

 被分离组分的定性较为困难。

三、气相色谱的流程示意图


1- 载气钢瓶；2-减压阀；3-净化干燥管；4-针形阀；5-流量计;6-压力表；4-针形阀；5-流量计;
2- 6-压力表；9-热导检测器；10-放大器；11-温度控制器；12-记录仪；
3- 气相色谱由以下几个部分组成：
1. 载气系统：包括气源、净化干燥管和载气流速控制;

2. 进样系统：进样器及气化室；
3. 色谱柱：填充柱（填充固定相）或毛细管柱（内壁涂有固定液）；

4. 检测器：可连接各种检测器，以热导检测器或氢火焰检测器最为常见；

5. 记录系统：放大器、记录仪或数据处理仪；

6. 温度控制系统：柱室、气化室的温度控制。
四、固定相的选择

固定液：高沸点、难挥发有机化合物，种类繁多。
 (1) 对固定液的要求

    应对被分离试样中的各组分具有不同的溶解能力，较好的热稳定性，并且不与被分离组分发生不可逆的化学反应。

 (2) 选择的基本原则

    “相似相溶”，选择与试样性质相近的固定相。

(3) 固定液分类方法
如按化学结构、极性、应用等的分类方法。在各种色谱手册中，一般将固定液按有机化合物的分类方法分为：脂肪烃、芳烃、醇、酯、聚酯、胺、聚硅氧烷等，
(4) 最高最低使用温度

    高于最高使用温度，不易分解，温度低呈固体；

(5) 混合固定相

    对于复杂的难分离组分通常采用特殊固定液，或将两种甚至两种以上固定液配合使用；
五、气相色谱检测装置
检测器是色谱仪的关键部件之一，种类较多，原理和结构各异。有的具有广普性，如热导检测器；有的具有高选择性，仅对某类物质有高响应，如磷检测器。
    1．检测器特性

    浓度型检测器：测量的是载气中通过检测器组分浓度瞬间的变化，检测信号值与组分的浓度成正比。

    质量型检测器：测量的是载气中某组分进入检测器的速度变化，即检测信号值与单位时间内进入检测器组分的质量成正比。

（1） 热导检测器的结构
     池体：一般用不锈钢制成。

     热敏元件：电阻率高、电阻温度系数大、且价廉易加工的钨丝制成。

     参考臂：仅允许纯载气通过，通常连接在进样装置之前。

     测量臂：需要携带被分离组分的载气流过，则连接在紧靠近分离柱出口处。

检测原理：
平衡电桥，右图。不同的气体有不同的热导系数。

钨丝通电，加热与散热达到平衡后，两臂电阻值：R参=R测  ;   R1=R2   
 则：   R参·R2=R测·R1     

无电压信号输出；记录仪走直线（基线）。 

进样后，载气携带试样组分流过测量臂而这时参考臂流过的仍是纯载气，使测量臂的温度改变，引起电阻的变化，测量臂和参考臂的电阻值不等，产生电阻差，R参≠R测     
则R参·R2≠R测·R1

这时电桥失去平衡，a、b两端存在着电位差，有电压信号输出。信号与组分浓度相关。记录仪记录下组分浓度随时间变化的峰状图形。
（2）影响热导检测器灵敏度的因素
①桥路电流I ： I(，钨丝的温度( ，钨丝与池体之间的温差(，有利于热传导，检测器灵敏度提高。虽然检测器的响应值S ∝ I3，但会造成稳定性下降，基线不稳。同时。桥路电流太高时，还可能造成钨丝烧坏。

②池体温度：池体温度与钨丝温度相差越大，越有利于热传导，检测器的灵敏度也就越高，但池体温度不能低于分离柱温度，以防止试样组分在检测器中冷凝。
③载气种类：载气与试样的热导系数相差越大，在检测器两臂中产生的温差和电阻差也就越大，检测灵敏度越高。载气的热导系数大，传热好，通过的桥路电流也可适当加大，则检测灵敏度进一步提高。氦气也具有较大的热导系数，但价格较高。

表1  某些气体与蒸气的热导系数(λ)，单位：J / cm·℃·s

（3）氢火焰离子化检测器
特点：（FID：hydrogen  flame　ionization  detector）

a.典型的质量型检测器，

b.对有机化合物具有很高的灵敏度，

c.无机气体、水、四氯化碳等含氢少或不含氢的物质灵敏度低或不响应。

d.氢焰检测器结构简单、稳定性好、灵敏度高、响应迅速等特点。

e.比热导检测器的灵敏度高出近3个数量级，检测下限可达 10-12g·g-1。

(3) 氢焰检测器的原理 


a.当含有机物 CnHm的载气由喷嘴喷出进入火焰时，在a.发生裂解反应产生自由基 ：
        CnHm ──→ · CH
b.产生的自由基在D层火焰中与外面扩散进来的激发态原子氧或分子氧发生如下反应：
       · CH + O ──→CHO+ + e
c.生成的正离子CHO+ 与火焰中大量水分子碰撞而发生分子离子反应：
     CHO++ H2O ──→H3O++ CO
d.化学电离产生的正离子和电子在外加恒定直流电场的作用下分别向两极定向运动而产生微电流（约10-6～10-14A）；
e.在一定范围内，微电流的大小与进入离子室的被测组分质量成正比，所以氢焰检测器是质量型检测器；

f.组分在氢焰中的电离效率很低，大约五十万分之一的碳原子被电离；

g.离子电流信号输出到记录仪，得到峰面积与组分质量成正比的色谱流出曲线。

影响氢焰检测器灵敏度的因素 
①各种气体流速和配比的选择：
    N2流速的选择主要考虑分离效能，

    N2 ( H2 = 1 ( 1～1 ( 1.5

    氢气:空气=1:10。

②极化电压

   正常极化电压选择在100～300V范围内。
【实验器材】

岛津气相色谱2010、氢火焰检测器、定量环为1mL的自动气体六通阀、100ppm标准甲烷气体、2.05ppm标准甲烷气体、100mL气密针5支。

【实验内容与步骤】

1、配气：用100mL气密针按下列比例配制5种不同浓度的CH4标准气体：

	编号
	1
	2
	3
	4
	5

	100ppm标准甲烷气体体积（ml）
	100
	20
	40
	50
	75

	2.05ppm标准甲烷气体体积（ml）
	0
	80
	60
	50
	25


2、开机：

2.1确定使用的进样口及检测器（氢火焰检测器），连接好色谱柱，如必要，更换进样隔垫等易耗品；

2.2打开氮气、空气和氢气阀门，分别调节二级压力在０.3Mpa、0.4 Mpa和0.4 Mpa左右,并检漏；

2.3打开主机电源开关，待自检完成后，双击“GC Real Time Analysis 1”打开工作站，“毕”的一声，表明仪器已正常联机；进入“系统配置”选择要使用的部件（柱子和检测器），点击“设置”传输到主机。

2.4在”仪器监测器”一栏中，点击“系统打开”，仪器进入“等待开始时间”状态。依次打开载气、吹扫流量、检测器、尾吹流量、氢气流量、空气流量等开关。

2.5调出所需分析方法(或设置仪器参数)后，点击“下载参数”。待检测器温度上升到110℃以上，打开“火焰”开关点火，然后等待仪器进入“准备就绪”状态；

2.6基线平稳后，即可进行样品分析。

3、单次分析：

3.1点击助手栏中“单次分析”，在“样品记录”中设置好相关样品相关信息；

3.2将1号气密针接入气体六通阀的进样口，打开气密针上的开关，推动气密针推杆，待六通阀的出气口有成串气泡冒出，点击“开始”，仪器进入“准备就绪（等待）”状态，仪器自动进样后，仪器进入“采集”状态；样品检测完毕后，数据文件自动保存。

重复上述操作，继续测定1号气密针内气体4次。
3.3重复上述3.1、3.2操作，测定2、3、4、5号气密针内气体。
3.4数据处理：待样品分析完毕，进入“GC Postrum Analysis”进行数据处理，制作校准曲线（峰面积-浓度曲线，峰高--浓度曲线）等。

4、关机：

4.1改变进样口、柱箱和检测器的温度，使之低于80℃，并点击“下载参数”，等待仪器降温。

4.2在”仪器监测器”一栏中，依次关闭火焰、尾吹流量、氢气、空气开关。

4.3待进样口、柱箱和检测器的温度降到80℃以下后，在”仪器监测器”一栏中，点击“系统关闭”，然后再依次关闭载气、吹扫流量和检测器开关，退出工作站，关闭主机电源。

4.4关闭氮气、空气和氢气钢瓶上的主阀，然后再松开二级阀。

【思考题】

（1）气相色谱仪的基本设备包括哪几个部分？各有什么作用？

（2）可否用氢火焰检测器测量空气中的CO2？有什么变通的方法？

（3）用氢火焰检测器测量空气中的CH4时，应注意什么问题？
第二部分   生态学综合研究型实验
实验十二  植物密度效应和种间竞争规律研究
【实验目的】 
通过两种植物纯种和混合盆栽实验，观察植物密度效应和种间竞争现象，理解密度效应和资源利用性竞争的基本原理。 
【能力培养目标】 

掌握植物栽培和管理的基本技术、观察和数据分析处理能力。在培养学生动手能力、观察能力和实验数据分析和处理能力的同时，本实验特别注重培养学生团结合作的团队精神。本实验历时约12周，在漫长的实验过程中，实验小组同学的分工合作是实验成功的基本保证。通过本实验增强同学们集体主义观念，营造起团结向上的学习氛围。 
【实验原理】 

1、密度效应

在一定时间内，当种群内个体数目增加时，就必定会出现邻接个体之间的相互影响，称为密度效应。

密度效应具有以下2个规律：

1）最后产量恒值法则，即在一定密度范围内，单位面积内种群的最终产量不随密度的变化而变化。用公式表示如下：
Y=W*d=Ki

式中：W为平均单株重量；d为密度；Y为单位面积产量； Ki为常数

2）倒数产量法则，即在一定范围内，种群个体的产量与密度有着倒数的关系。用公式表示如下：
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式中：W为该密度下的平均单株重量；d为密度；A，B为常数。

密度效应的调节一般通过构件调节和植物种群自疏进行。种群的自疏现象指的是随着播种密度的提高，种内对资源的竞争不仅影响到植株生长发育的速度，也影响到植株的存活率。在高密度的样方中，有些植株死亡了，于是种群开始出现“自疏现象”。 自疏现象可用公式表示如下：
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式中：a为一个恒定数值等于3/2，其双对数曲线斜率为-3/2，故称为-3/2自疏法则。

2、种间竞争

种间竞争是指两种和两种以上物种共同利用同一资源而产生的相互妨碍作用。竞争结果主要体现于竞争种群的个体数量和生长状况两个方面。就实验植物而言主要表现为： 

1） 数量效应：竞争双方出苗率、个体成活率和单株结籽率等方面的差异； 

2） 生长效应：生长速率、高度、生物量、地上/地下生物量比等差异。 

高斯假说(竞争排斥原理):由于竞争的结果，两个相似的物种不能占有相同的生态位，而是以某种方式彼此取代，每种各具食性或其它生活方式上的特点。 简言之，完全的竞争者不能共存。
【实验材料和仪器】 

香菜和菠菜种子、苗盆、培植土壤、烘箱、天平等。 
【实验步骤】 

将香菜和菠菜种子按不同比例纯种盆栽和混合盆栽。实验分组进行，每8人一组。
每组取苗盆27只（9个处理，每个处理3个重复），分别贴号标签（组别、纯种或混合、播种比例、播种日期）。装入培植土（离盆上缘3cm），分别浇透水。 

按表1-1提供的参考播种量播种。要求播种均匀。再覆盖薄层培植土，以不见种子为宜。 

为保证出苗均匀整齐，在播种前应先浸种催芽。先把待播种子用水浸种24h，后移入白瓷盘内，上面覆盖数层湿白纱布，以保证种子湿润。一般2~3天内即可发芽。待大部分种子出芽后，即可按表1-1进行播种，同时统计出芽率。

利用实验室条件，设计集中安放花盆的位置。设计均匀光照，统计管理方案。 根据土壤本身肥力高低，在播种前可适当施定量N肥。

各组编制值日表，按章轮流观察记录和护理：7天一记录各期存活个体数及比例如实记录于表1-1中，同时于“实验日志本”上详细记录植株长势及其它观察到的现象。 

实验结束时测高、称鲜重和干重等，填写表1-2。 

数据统计，分析密度效应和竞争效应。 
表1-1、参考播种量
	
	纯种或混合
	盆栽数量

	第一组
	菠菜:香菜
	5： 5
	30：30
	55：55

	
	菠菜
	10
	60
	110

	
	香菜
	10
	60
	110

	第二组
	菠菜:香菜
	10：10
	35：35
	60：60

	
	菠菜
	20
	70
	120

	
	香菜
	20
	70
	120

	第三组
	菠菜:香菜
	15：15
	40：40
	65：65

	
	菠菜
	30
	80
	130

	
	香菜
	30
	80
	130

	…
	…
	…
	…
	…


【实验报告】 

比较两种植物的出芽率、各期存活率、收获时鲜重和干重三项指标，分析种内密度效应情况，及种间竞争中的优劣势，讨论密度效应和竞争机理。 

要求充分利用所学的统计学知识并作图标报告分析结果。 

注意事项： 

设计密度适当：因资源利用性竞争的强度与资源量呈反比关系。资源一定的前提下，一定限度内实验植株数越多，密度效应和竞争效应越明显。因此播种密度应适当高于环境承载量。 

培养条件应保持一致：环境因子对实验的影响非常复杂，实验中应对实验植物的培养条件严加控制，尽可能地减小非设计因素的干扰性效应，以利于实验结果的易读和可靠。本实验必须严格控制好光照和水分条件的一致。 
附表： 

表1-2  盆栽植物密度效应和种间竞争作用记录表
处理：_________
	日 期
	各期存活个体比例
	备注

	
	重复1
	重复2
	重复3
	

	月   日
	
	
	
	起始播种数

	月   日
	
	
	
	

	月   日
	
	
	
	

	… …
	…
	
	…
	…

	月   日
	
	
	
	


表1-3  种间竞争结果原始数据统计表（样表）
播种时间：_________ 收获时间：_____________

	处理
	菠菜
总干重
（g）
	菠菜
个体均值（g）
	香菜
总干重（g）
	香菜
个体均重（g）
	合计
总干重
（g）
	备 注
组 别

	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	


注：本实验持续约12周，在学期初开始。

【思考题】

（1） 植物的竞争能力与哪些因素有关？

（2） 如何判断一种植物的竞争能力高于另一种植物？

（3） 种间竞争是否一定大于种内竞争？为什么？
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实验十三 水分胁迫对植物影响的综合研究

【实验目的】
通过设定一系列土壤梯度，同步测定土壤水分和水势、气象因子、植物树干液流、植物光合速率、气孔导度、叶绿素荧光、植物叶片水势等环境指标和植物生理生态指标，分析植物生理指标与水分条件的关系，植物树干液流速率（蒸腾耗水）与环境因子的关系。重点通过下列实验深入认识植物与水分的关系：

1. 利用Licor-6400的测定结果，研究不同植物（针、阔叶）水分利用效率的差异，及其对土壤水环境变化的响应。

2. 通过对不同植物（针、阔叶）树干液流的研究，对比分析针叶树和阔叶树生态需水的差异。

3. 在通过对不同土壤水分条件下植物叶绿素荧光的逐时和逐日测定，对比分析针阔叶树种对对水分胁迫（旱、涝）的适应差异。

4. 通过上述实验，培养学生专业仪器操作能力、实验观察和数据分析能力、独立思考和创新思维能力、团队协作能力以及运用生态学相关专业知识解决具体问题的能力。

【实验原理】
水分是植物生命活动的重要物质基础和环境因子，植物吸收、运输和散失水分的特点能够较好地反映出其对不同水分环境的生态适应特征。植物与水分关系的研究是生态学研究的一个重要方面，也是生态水文学研究的基础。

植物在长期和环境的相互作用过程中已形成了自身的特点，特别是对水分的需求特点。水分既是植物生长的物质基础，又是影响植物生态的重要环境因子，因此当土壤水环境发生剧烈变化，其变幅超过植物生理生态的水分阈值时，就会对植物产生水分胁迫。在土壤干旱和渍水状态下，植物的生理过程如蒸腾和光合会收到明显的抑制，直至出现凋萎、死亡。大量的生态学实验研究表明，不同植物对土壤水分胁迫的反应是不一致的，旱生植物、中生植物和湿生植物的生态需水有着明显的差异，因此，在大的空间尺度上，土壤水分的异质性是引起群落水平格局的重要因素之一；在生态系统发育过程中，植物对水分的生态适应差异也是决定植物在演替序列中的出现次序的重要影响原因。通过设定水分梯度实验，可以深入研究植物对水分条件变化的生理响应特征和生态适应特征。

1. 水分在土壤－植物－大气连续体内的传输

从植物与水分的关系角度来看，植物的根、茎叶分别承担了水分的吸收、运输和蒸腾的功能。水分通过叶片的蒸腾将水分散失大气中，根又从土壤中吸取水分补充这部分消耗，从而维持了植物体内的水分平衡。这一水分传输过程发生在土壤与植物、植物与大气界面之间（被成为土壤－植被－大气连续体，SPAC），不同界面间的水势梯度为水分的运动提供动力。随着“水势”概念的引入，土壤－植被－大气间的水分运动已经被成功地定量化。Van den Honert（1948）为植物体内的水流提供了类似欧姆定律的模型（图1）：把不同界面间的水势梯度类比电动势，把植物体类比导体，把水流类比电流，指出（1）植物根、茎、叶间的水势逐渐下降，从而使植物茎干液流活得了从下向上运动的驱动力；（2）叶的蒸腾密度（E）是与严蒸腾流任何给定点（植物体横断面）上的水势梯度的负值（-dPx/dx）成正比。因此在根、茎、叶的任一给定点上，都有：

-dPx/dx＝AE/Kh＋(gdh/dx

式中，A为茎段所提供的叶面积，该茎段的水力传导度为Kh；(gdh/dx为重力势能梯度，其中(为水的密度，g为重力加速度，h为垂直距离，x为水分在该茎段中的实际距离。假定茎段的长度为L，茎段两端的压力及其下降是确定的，则：

(Px＝LAE/Kh＋((gh
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图1：植物水分传导的“欧姆定律”模型

研究表明，土壤－植被－大气界面间的水势梯度是逐渐下降的，水流（包括液相和汽相）从土壤到大气的阻力以水汽相为最大；水流从叶到大气中的流速主要取决于气孔。水分在这个各个界面间的传输受制于下列因素：1)土壤中的水分可利用性；2）根系吸收水分的能力；3)水分通过导管管胞的运输能力；4)叶片导性/阻力的大小；5)空气的水汽压。

更多介绍植物水力传导的资料可以查看相关文献（邵明安, 黄明斌编著《土—根系统水动力学》；雷志栋、杨诗秀主编《土壤水动力学》；A.J.Baird & R.L.Willby著《生态水文学》（赵文智，王根旭译）；蒋高明主编《植物生理生态学》）。

水分总是顺着水势梯度从水势高的地方流向水势低的地方，因此土壤植物水势是研究土壤－植物－大气连续体内水分传输研究的基本参数。植物细胞水势的高低直接反映了植物从外界吸收水分和保持水分能力的大小；对水分胁迫耐受能力强的植物，一般具有保持植物体内水分的能力，即具有维持较低水势的生态适应特征。因此，水势还是植物水分状况和水分胁迫程度的基本度量。目前生态基础实验室购买的WP4是目前测定土壤、植物水势最快的仪器，而且具有较高的测定精度（±0.1MPa）。WP4的相关内容请参考实验五。

2. 土壤水分对植物叶片水分饱和亏缺的影响

土壤作为植物水分的供应源，其水分匮乏时，植物组织表现出缺水状态；其水分充沛时，植物组织表现为水饱和。叶片作为植物水分散发的最大器官，其对水分变化更为敏感。因此，生态学上经常用“叶片水分饱和亏缺”这一概念来认识植物对水分胁迫的响应。叶片水分饱和亏缺的通过以下指标的测定和计算来实现：

（1） 自然含水量：在自然生长状态下植物组织中的真实含水量称为自然含水量，也叫做生态含水量。

（2） 饱和含水量：植物组织吸收水分达饱和状态时的含水量称为饱和含水量（或生理含水量）。

（3） 临界含水量：维持植物存活的组织最低含水量称临界含水量。

（4） 自然水分饱和亏缺：植物组织饱和含水量与自然含水量之差与饱和含水量的百分比来表示植物是否缺水或缺水程度，这就是植物组织自然水分饱和亏（ natural water sat - uration deficiency , NWSD ）。

NWSD（％）＝（wsf－wf）/（wsf－wd）×100%＝1-RWC

式中，wsf为饱和鲜重，wf为自然鲜重；wd为干重；RWC为组织相对含水量，可通过下式解得：

RWC（％）＝（wf－wd）/（wsf－wd）×100%

（5） 植物组织临界饱和亏缺：当植物体内水分减少到临界水平以下时植物就会发生伤害。以植物组织饱和含水量与临界含水量之差占饱和含水量的百分比来表示植物抗脱水的能力，这就是植物组织临界饱和亏缺（CWSD）。

临界饱和亏缺（CWSD）（％）＝（ws－wc）/ws×100%

式中，饱和含水量ws＝（wsf－wd）/wd；临界含水量wc＝（wcf－wd’）wd’（wsf为饱和鲜重；wd为用于测定饱和鲜重的组织干重；wcf为临界鲜重；wd’为用于测定临界鲜重的组织干重）。

若Wd’＝wd，则上式可以简化为：

临界饱和亏缺（CWSD）（％）＝（wsf－wcf）/（wsf－wd）×100%

需要注意的是，不同植物和同种植物在不同时期的临界饱和亏缺是不一样的，但同一时期生长在同一生境中的同种植物的临界饱和亏是相对一致的，相当于是植物的一种属性。

随着土壤含水量的下降（土壤水势下降），植物受水分胁迫的影响增加，最终出现叶片凋萎。植物永久时的土壤水势，被称为凋萎系数，一般认为这一系数为-15巴。但大量的实验也表明，对于湿生、中生和旱生植物来说，凋萎系数的数值可能会偏离这一数值。在腾格里沙漠沙坡头植被固沙区内，半灌木油蒿的凋萎系数在-20巴以下（对应的土壤含水量约0.56％）。

3. 土壤水分对植物蒸腾作用的影响

蒸腾作用是指水分以气体状态从植物体内通过体表（主要是叶片）散发到体外的现象。叶片蒸腾作用分为角质蒸腾和气孔蒸腾，植物失水的最主要方式是气孔蒸腾。蒸腾强度一般可用蒸腾速率或蒸腾比率或蒸腾系数来表示。蒸腾速率指一定生长期的植物在单位时间单位叶面积蒸腾的水量（g· dm- 2·h-1 ) ; 蒸腾比率是指一定生长期的植物每消耗1kg水所形成的干物质质量（g)，不同植物的蒸腾比率的差异反映出植物间水分利用效率的差异; 蒸腾系数是指一定生长期的植物合成 1 g干物质需要消耗的水量（g）。

植物所吸收的水分大约有95％－98％用于蒸腾作用。植物通过蒸腾作用，把溶解到水中的矿物质运输到植物体的各个组织器官；蒸腾的过程还会带走大量热量，从而有效降低植物叶面温度，避免高温灼伤。因此，不同植物的蒸腾动态也能够很好地反映出植物对环境的生态适应特征。

以植物的蒸腾速率计算出来的植物耗水量，是判断植物生态需水量的重要指标，在水分有限地区（如干旱和半干旱地区），这一指标对于指导植被恢复和生态管理具有极为重要的意义。植物蒸腾的测定的传统方法有水量平衡法，植物叶片（枝条）离体快速称重法等；利用亚热带资源与环境重点实验室的Licor6400仪器，可以快速测定植物叶片的蒸腾速率；利用植物的叶面积指数和群落的冠层特征，还可以计算出植物整株的蒸腾速率和群落的耗水速率，从而提供出研究区植被系统的生态耗水数据。由于仪器在测定单个叶片的蒸腾速率时会产生不可避免的误差，同物种和不同物种之间植物叶片的蒸腾速率也有一定差异，这就很容易在在叶片－植株－群落的尺度转换过程中使所有的误差都被放大，从而降低了大尺度生态耗水数据的可信度。

如何精确和连续地测定植物体内的水分通量和速率（树干液流），然后通过各种尺度转换，得到种群、群落尺度上的生态需水量资料，从而了解生态系统乃至流域的水平衡和水循环过程，一直是生态学家和水文学家探索和渴望解决的关键技术问题。树干液流测定技术的发展，使整株植物蒸腾（耗水）的精确测定成为可能，为上述问题的解决提供了重要技术突破。目前测定树干液流的技术有染料法、放射性同位素法、示踪法、磁流体动力学法、热技术（热脉冲，热平衡，热扩散）等。而最新发展起来的用热平衡和热扩散技术因其具有对植物无伤害、可连续测定、操作方便和高精度等优点而成为当前国际上测定树干液流研究植物蒸腾的最为先进的方法。

目前生态基础实验室拥有国际上最先进的树干液流测定系统（Flow4和Probe12-TDP），并率先应用到长汀退化生态系统生态水文过程的研究中。有关树干液流技术的原理与仪器操作详见本书第四章。

土壤水分为植物蒸腾提供了水分来源，因此，植物蒸腾速率对土壤水分变化应该具有敏感的变化，这种对应的变化关系可以在逐日之间的树干液流和土壤水分同步测定中分析出来。但是，蒸腾（树干液流）在不同时间尺度上的变化的主导因素是不一样的。在一天（24h）之内，光是影响植物蒸腾的主导因素，从日出到日落，植物的蒸腾具有明显的日变化。对大部分植物来说，蒸腾的日变化变化和光合日变化保持一致，一般是“单峰型”的，即在日出前后启动蒸腾过程，中午达到最大，日落后关闭气孔，蒸腾速率几乎为零；但对与长期生长在干旱地区的植物来说，一些植物为避免体内过度失水，减少水分胁迫，在中午光照最强时往往缩小气孔，降低蒸腾，蒸腾日变化呈现“双峰型”，这是植物对缺水环境的重要生态适应特征。

在侵蚀退化地区的生态恢复初期，由于土壤保水能力较低，初期的物种往往是蒸腾耗水低的针叶树种（如亚热带生态退化地区的马尾松）；随着生态恢复水平的提高，土壤持水能力提高，一些耗水量大的阔叶树种就会慢慢侵入、定居，并且逐渐发展为群落的建群物种，群落发生演替。

植物的蒸腾耗水也会影响土壤水环境。在湿地生态系统里，由于发生高蒸腾耗水植物的入侵，导致湿地蒸散量大大提高，湿地旱化（退化）的例子也很多。有兴趣的同学可以到闽江口湿地研究入侵植物大米草的蒸腾特征，分析入侵植物大米草对湿地水文过程的调控机理。

4. 土壤水分对植物光合速率及气孔导度的影响

在光合作用的复杂反应体系中，水主要从化学反应原料、运输和代谢3个方面来影响植物光合作用。作为原料，水的缺乏与否将直接影响到光合作用的3个过程，即光量子能否转化为电能、电能能否转换为活跃的化学能以及活跃的化学能能否转变成稳定的化学能；作为介质，一旦水分供给出现问题，光合作用的原料和产物不能及时输送，将导致光合作用减慢。因此，光合速率的测定能够较好的反映植物对土壤水分胁迫响应。光合作用强度一般用光合速率表示，即单位时间单位叶面积吸收CO2 的毫克数或微摩尔数。

植物体内水分代谢对气孔活动有重要影响。在维管植物中，水分亏缺使气孔变窄，气孔导度（ Stoma conductance，指气孔的张开或关闭程度）下降，从而降低 CO2交换速率和蒸腾速率 (transpiration rate ）。因此，气孔导度的测定对于反映环境条件的胁迫、解释光合速率和蒸腾速率的变化有极其重要的意义。

Li6400可以同时测定光合速率和气孔导度，还可以分析植物的水分利用效率、气孔导度与蒸腾速率的关系等，有关Li6400仪器的介绍，详见实验二。

叶绿素荧光是植物光合效率的有效探针。叶绿素的酒精溶液在透射光下为翠绿色，而在反射光下为棕红色。这个红光就是叶绿素受光激发后发射的荧光。这个现象就是荧光现象。其主要原理是由于叶绿素有两个不同的吸收峰。 在逆境下，植物的叶绿素会发生变化，因此荧光可以作为植物受逆境胁迫程度的指标。

近年来叶绿素荧光理论和测定技术的进步，大大推动了光合作用原初反应及其有关光合机理的研究。荧光技术的应用,使人们能够从更微观的层次了解植物光合系统的光能吸收、转换和利用效率。

叶绿素荧光可以提供植物耐受环境胁迫的能力和各种胁迫已经损害光系统的程度等有价值的信息。PSII被认为是光合机构中对光诱导破坏最为脆弱的部分，叶绿素荧光能够给予有关PSII状态的信息。在环境胁迫的生理生态研究中，荧光分析常用的参数有：光系统Ⅱ最大量子产量（Fv/Fm），光系统Ⅱ实际量子产量（ΦPSⅡ），光化学淬灭系数（qP），非光化学淬灭系数（qN或NPQ），PSII反应中心捕获激发能的效率（Fv'/Fm'），相对电子传递速率（rETR）。

目前，国际上叶绿素荧光的研究已成为热点，并在强光、高温、干旱等逆境生理研究中得到广泛应用，取得令人可喜的成果。野外研究植物光合行为缺少荧光数据似乎就显得不完整。荧光分析得到如此广泛的应用，以至如果不懂荧光分析技术，便很难看懂近年的光合作用研究文献。

生态基础实验室于2006年购买了国际上较为先进的便携式叶绿素荧光仪（PAM2100）。有关PAM2100的原理与操作请参考实验四部分的介绍。

附：叶绿素荧光参数表示的意义

FO：基础荧光，是光系统II (PS II)反应中心处于完全开放时的荧光

Fm：最大荧光，是PS II反应中心处于完全关闭时的荧光产量。

Fv = Fm-Fo：为可变荧光，反映了QA的还原情况。

Fv／Fm：光化学效率，是PSII最大光化学量子产量，反映PSII反应中心内禀光能转换效率或称最大PSII的光能转换效率

Fv／Fo：表示PSII的潜在活性 

F：任意时间实际荧光产量

Fs：稳态下的荧光

Fm′：稳态的最大荧光

Fv′=Fm′-Fo′：稳态时的可变荧光

Fv′/ Fm′：开放的PSII反应中心捕获激发能的效率，反应PSII的有效量子产量

￠PSⅡ=( Fm′-Fs)/ Fm′：开放的PS II实际光化学效率

光化学淬灭系数（qP）： qP = ( Fm′-Fs)/Fv′，是衡量PSⅡ原初电子受体质体酪QA的氧化程度，代表PSⅡ反应中心开放部分的比例，此值高时，表示较多的QA处于高氧化态，即PSII反应中心光能转化效率高。因此，qP×Fv×￠PSⅡ可以反应光合电子链的电子传递速度。

非光化学淬灭系数（qN）：qN =（Fm-Fm′）/ Fm，代表各种非光化学去激过程所耗散的能量，此值越高，说明叶绿体吸收的光能更多的用于非光化学去激过程中，而用于光化学的能量则越少，是评价植物能否安全耗散过剩激活能能力的重要指标而保护光合机构免受破坏。

【实验器材】

主要仪器：Flow4树干液流测定系统、PAM2100叶绿素荧光仪、Licor-6400光合作用测定系统、WP4露点水势仪、TDR300水分仪、HOBO微型自动气象站、电子分析天平（精度0.0001g）

辅助材料：

Flow4安装辅助材料：皮尺、0.5英寸13 mm开口扳手、小刀、中等粒度砂纸、绝缘胶带-vinyl、铝箔、尼龙捆扎带、透明包装带、绝缘化合物-G4、TFE-Teflon releasing compound、保鲜膜、橡皮泥、黑袋子。

植物叶片水分饱和亏缺测定：剪刀、标签纸、干燥器、干燥箱、烧杯、剪刀、铝盒、镊子、吸水纸。

实验植物：马尾松和木荷。

马尾松（Pinus massiniana）为是我国松属树种中分布最广的一种，也是我国亚热带东部湿润地区典型的针叶乡土树种。马尾松多生长在海拔200-800 m的低山丘陵地区，对环境适应性墙，耐瘠薄，生长速度快，易于天然更新和人工更新，是红壤侵蚀退化地区植被恢复中的先锋树种。

木荷（Schima superba）山茶科木荷属，亚热带造林先锋阔叶树种。木荷幼树能耐荫、大树喜光。垂直分布在200－1200 m的中、低山地和丘陵。适生于年均温16.0－22.0℃，一月均温在4℃以上。多分布于山地及丘陵坡地的下部、坡麓。在肥厚的酸性土壤上生长迅速，也能在较差的丘陵山地上生长。木荷生长速度中等，造林后30年内为速生阶段，其中树高连年生长量最大值出现在第15年前后，胸径连年生长量最大值出现在第25年前后。

考虑到盆栽实验对植物个体大小的限制，以及包裹式树干液流测定仪器（Flow4）对植物茎干的大小要求，选择2－4年树龄、高度1m、胸径1.5-3cm、树干分布粗细均匀的幼苗各2株。

【实验步骤】
幼苗盆栽  选择树干通直、无病害、胸径1.5－3 cm马尾松、木荷幼苗移栽入花盆。花盆土壤选择花岗岩母质发育的红壤（装土时去除掉A层，模拟侵蚀土壤的一般土体构型），各盆土壤基质保持一致。将幼苗编号马尾松P1、P2，木荷S1、S2。幼苗在盆栽后管理1月后开始实验。

土壤水分处理  保持土壤体积含水量为25％的状态约2-3周，开始实验。实验前灌水，使盆内土壤达到田间含水量状态。实验期间，用TDR300逐日监测土壤含水量。随植物耗水和土壤蒸发，土壤水分连续下降，从而提供从高到低、连续变化的不同土壤水分条件。

常规气象观测  HOBO自动气象站可以自动记录数据。设定数据自动采集间隔为0.5 h一次，实验期间同步测定气象数据。

树干液流测定  考虑到盆栽实验的苗木大小和仪器特点，使用包裹式液流测定系统。该仪器配备4个接口，可以同时测定4株幼树。按照Flow4的相关说明假设好仪器，系统自动开始记录数据。设定采样频率为0.5小时一次。每3天下载一次数据，并更换蓄电池。

Li-6400测定  从田间持水量状态开始，每天早上6:00至晚18:00，中间每隔2小时完成一次Li6400测定，以获取不同含水量下的植物叶片的光合、蒸腾、气孔导度等生理指标的日变化数据（叶片3个重复，做好标记）。，隔日完成一次日变化测定，获取至少3次日变化的实验数据（约一周时间）。测定完成后整理数据，完成下表：

	实验日期、时间
	土壤水分

％VOL
	材料编号（植株、叶片标记编号）
	光合速率
	蒸腾速率
	气孔导度

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	


        叶绿素荧光测定：与Li-6400同步测定，获取相关荧光参数的日变化数据和逐日进程数据。       实验过程中，将仪器输出结果整理成下表：

	实验时间
	土壤水分

％VOL
	材料编号（植株、叶片标记编号）
	PAR
	光化学效率Fv/Fm
	量子产量Yeild
	表观光合量子传递效率ETR

	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	


WP4水势测定  与Li-6400同步测定土壤和植物叶片的水势。土壤水势的取样在盆内5-10cm处取土，3个重复；植物叶片水势选取当年生、中部、朝南叶片，3个重复。逐日测定若干天后，获取不同水分梯度下的土壤、植物叶片水势数据。

植物叶片水分饱和亏缺测定  实验期间同步测定植物叶片水分饱和亏缺（隔日一次，至少3次）。具体操作方法如下：

（1） 洗净铝盒，烘干，编号，称重并记录各铝盒重量；

（2） 鲜重测定：选取同一生长期的植物叶片（3个重复），迅速剪取，装入铝盒，用0.001g精度的天平称取鲜重Wf；

（3） 饱和鲜重（Wsf）测定：将称过鲜重的植物叶片进入水中，一段时间后取出，用吸水纸吸干叶表面水分，立即称重；将材料再次进入水中浸泡一段时间后，取出，吸干，称重，直到两次称重的结果基本相等，最后的重量为Wsf。把称过饱和鲜重的植物叶片放入铝盒中，置于干燥箱内105℃杀青10min，然后将温度降至80℃，烘干至组织很重。用坩埚钳夹住装有烘干样品的铝盒，放入干燥器中冷却至室温，称干重Wd。

（4） 临界鲜重测定（Wcf）测定：某一土壤水分条件下，取植物叶片10片，室内悬挂，待叶片出现明显萎蔫时，每隔1h取下两片叶片进入水中，观察其能否恢复膨胀状态，直至取下的叶片浸入水中局部不能恢复膨胀状态时为止（此时叶片出现伤害）。此时即可将剩下的叶片取下来称量临界鲜重（Wcf），然后于干燥箱内烘干，称得干重（W’d）
（5） 根据公式计算相对含水量、自然水分饱和亏缺和临界饱和亏缺。将结果记录在下表中：
	土壤水分
	重复
	Wf
	Wsf
	RWC％
	NWSD％
	Wcf
	W’d
	CWSD％

	
	1
	
	
	
	
	
	
	

	
	2
	
	
	
	
	
	
	

	
	3
	
	
	
	
	
	
	

	
	1
	
	
	
	
	
	
	

	
	2
	
	
	
	
	
	
	

	
	3
	
	
	
	
	
	
	

	……
	……
	
	
	
	
	
	
	


1. 注意问题

1) 为方便实验数据的相互解释，要求上述测定项目在时间安排上要保证同步。

2) 实验前对学生进行分组，各组按照兴趣，分管各测定项目

3) 实验过程认真观察实验现象，做好记录。

2. 作业题：

1) 做出马尾松、木荷的树干液流、光合、荧光日变化进程曲线图，分析两种植物日变化的异同。

2) 将逐日间测得的树干液流、光合、荧光的主要参数与土壤水分、小气候的逐日测定结果做相关分析、回归分析，对比分析生态因子对植物生理过程的重点分析水分条件变化对植物的影响。
3) 对土壤含水量降低到5%－3%之间时的马尾松、木荷的液流、光合、植物叶片水分亏缺等的主要参数做方差分析，分析两种植物对水分胁迫的适应调控能力。
4) 讨论实验结果对亚热带侵蚀退化地区生态恢复与植被重建的指导意义。
注：有兴趣的同学，可以在老师的指导下撰写论文。提供以下可选的主题：
1) 树干液流的日变化、逐日变化特征

2) 树干液流与环境因子的关系

3) 生态恢复初期，两种先锋植物（马尾松、木荷）的水分适应特征

4) 不同水分条件下，植物的生态需水特征，探讨不同植物的最低生态需水量

5) （利用叶绿素荧光数据）两种植物对水分胁迫的适应特征

6) （利用土壤水分和水势数据）制作供试土壤的特征曲线 

【参考文献】
1. 赵文智,王根绪,等译（Andrew J. Baird，Robert L.Wilby）.生态水文学陆地环境和水生环境植物与水分关系[M]. 北京:海洋出版社, 2002.

2. 张一平. 土壤水分热力学[M].北京：科学出版社，2006

3. 蒋高明. 植物生理生态学[M]. 北京：高等教育出版社，2004

4. 付必谦. 生态学实验原理与方法[M]. 北京：科学出版社.2006

实验十四  植物凋落物成分及凋落物分解速率的测定

【实验目的】

使学生掌握植物凋落物收集和分解研究的实验方法。通过测定不同树种凋落枝和叶的分解过程，使学生认识不同树种凋落物分解速率的差异，并分析其原因。在此基础上，进一步认识凋落物分解在森林生态系统物质循环中的重要作用。

【实验原理】

凋落物（Litter）也可称为枯落物或有机碎屑，是指在生态系统内，由地上植物组分产生并归还到地表面，作为分解者的物质和能量来源，借以维持生态系统功能的所有有机质的总称。它包括林内乔木和灌木的枯叶、枯枝、落皮及繁殖器官、野生动物残骸及代谢产物，以及林下枯死的草本植物及枯死植物的根。
凋落物收集常采用收集器（Litter trap）（图1）。根据不同研究目的与对象，凋落物收集器的面积各不相同。实际工作中，多采用面积为1 m2 的收集器。但根据不同的研究对象，收集面积可在0.2～100 m2 范围内适当调整。一般而言，小型枝叶的研究采用收集器面积在0.25～1.0 m2。一个样地至少设10个收集器，每个收集器的面积不应小于0.2 m2。从实际工作来看，收集器个数多在5～20个之间。凋落物多采用定期收集，为了防止雨水淋洗和凋落物的分解造成失重或化学成分的改变，时间间隔较短，通常为1个月。

森林凋落物分解是生态系统内物质循环和能量转换的主要途径，而且是全球碳预算的重要组成部分之一，已引起人们的关注。森林凋落物的分解既有物理过程，又有生物化学过程，一般由淋溶作用（凋落物中可溶性物质通过降水而被淋溶）、自然粉碎作用（主要由腐食动物的啃食完成，但非生物因素如土壤干湿交替、冻融作用亦可使枯叶破碎）、代谢作用（由腐生微生物的活动把复杂的有机化合物转化成简单无机化合物）等共同完成。

凋落物分解速率的大小通常受多种因素的影响，如气候、凋落物性质、微生物和土壤动物等。这里我们暂且忽略其他因素，只考虑凋落物性质产生的影响。凋落物本身的养分含量是影响分解速率的重要因素，高养分含量的凋落物分解快些，阔叶凋落物比针叶凋落物分解快些。
凋落物分解作用的研究相当活跃，研究方法各有特色。尼龙网袋法（Litter bag method）操作简单，是野外测定森林凋落物分解速率最常用的方法（图2），因此本实验也将采用此方法。目前普遍采用的衡量凋落物分解速率大小的指标主要有CO2释放速率、凋落物分解系数（k值）及失重率。这些指标便于不同凋落物分解速率的比较，但不足的是，它们都使分解过程过于简单化，无法得到分解速率的精确值。另外，也可采用数学模型模拟凋落物分解过程。其中Olson（1963）指数方程W/W0 = e-kt是描述凋落物分解过程中失重率变化的最常见模型。

平均相对分解速率（mean relative decomposition rate , RDR）用如下公式计算：

RDR (g ·g- 1 d- 1 ) = ln (W1 - W0 )/( t1 - t0 )

其中W0 和W1 分别为凋落物分解t0 和t1 时间后的数量，t1 - t0 为取样的时间间隔（d）。
凋落物瞬时分解系数（k）采用Olson (1963) 指数方程进行计算：

x/x0 = exp ( - kt )

其中x 为分解t 时间后干重，x0 为分解初始干重。
【实验器材】

1．实验对象

选择某种针叶树和阔叶树的新凋落枝和叶作为测量对象。

2．仪器与设备

尼龙网袋、烘箱、电子天平。

【实验内容与步骤】

首先分别收集某种针叶树和阔叶树（如杉木与米槠）的新凋落物，将凋落物按叶、枝、花、果和其它组分（主要为虫鸟粪、蛹、小动物残体等）分成5个组分。
分完后，将新凋落的叶片及小枝风干后分别称取干重约为10 g的米槠与杉木落叶和落枝，装入尼龙网袋（大小20 cm ×20 cm ，孔径0.25 mm，每种样品30袋），同时取样测定含水率。

网袋分别置于某一阔叶林与针叶林内枯枝落叶层表面，放置30、45、60、75、90天后，分别随机回收每种分解样品各6袋，清除样品中的附着杂物后在80 ℃下烘干至恒重，并称重求干物质重。分别将各次取样后的称重结果记录在下表中：

	分解时间（天）
	残留干重（g）
	备注

组别

	
	第1袋
	第2袋
	第3袋
	第4袋
	第5袋
	第6袋
	平均值
	

	30
	
	
	
	
	
	
	
	

	45
	
	
	
	
	
	
	
	

	60
	
	
	
	
	
	
	
	

	75
	
	
	
	
	
	
	
	

	90
	
	
	
	
	
	
	
	


最后根据每次得到的凋落物残留率数值，做出凋落物残留率随分解时间变化的曲线图（用Excel作图）。

【注意事项】

    (1) 测定不同树种凋落物分解速率时应充分考虑网袋大小的差异性及放置的位置，合理设计取样。

    (2)考虑到由于土壤动物对凋落物的摄食而使尼龙网袋受损，应适当增加尼龙网袋数量。
【思考题】

（1） 不同凋落物分解速率有何差别及其原因是什么？ 

（2） 尼龙网袋法在凋落物分解研究中有何优缺点？ 

【探索性实验】

气候条件（如温度、湿度）是影响凋落物分解的重要因素，请设计实验探讨气候对凋落物分解速率的影响。

提示：

(1) 可选择某一种树种的凋落枝或叶样品。

(2) 通过植被垂直带中不同海拔高度形成的气温梯度进行研究。

【参考文献】

1. 郭剑芬, 杨玉盛, 陈光水, 等. 森林凋落物分解研究进展. 林业科学, 2006, 42 (4): 93-100.

2. 彭少麟, 刘强. 森林凋落物动态及其对全球变暖的响应. 生态学报, 2002, 22 (9): 1534-1544.

3. 杨玉盛, 郭剑芬, 陈银秀, 等. 福建柏和杉木人工林凋落物分解及养分动态的比较. 林业科学, 2004, 40 (3) :19-25.

4. Berg B. Litter decomposition and organic matter turnover in northern forest soils. Forest Ecology and Management, 2000, 133: 13-22.

5. Tripathi S K, Sumida A, Shibata H, et al. Leaf litterfall and decomposition of different above- and belowground parts of birch (Betula ermanii) trees and dwarf bamboo (Sasa kurilensis) shrubs in a young secondary forest in Northern Japan. Biology and Fertility of Soils, 2006, 43(2): 237-246.

实验十五  三种方法测定土壤呼吸日变化的综合研究
【实验目的】
自19世纪工业革命以来，由于大气中温室气体(主要是CO2)浓度的不断升高，全球平均地面温度上升了0.3~0.6 ℃。土壤呼吸释放CO2是土壤有机碳进入大气的主要途径，高达80.4 Pg/a(波动范围79.3～81.8 Pg／a)。土壤呼吸由自养呼吸（根呼吸和根际微生物呼吸）和异养呼吸（土壤微生物呼吸和土壤动物呼吸）构成。测定土壤呼吸及其组成部分，结合测定土壤植被的净初级生产力（NPP）可以确定土壤向大气的净CO2释放量（净生态系统生产力NEP）。不同生态系统类型土壤的CO2释放量是不同的。土壤呼吸有日变化、季节变化和年际变化，影响土壤呼吸的因素多且复杂，如土壤的温度和湿度、土壤的有机质含量、土壤的质地结构、土壤生物等。土壤呼吸的测定方法有很多，不同的测定方法测定的结果可能有一定的差异。因此土壤呼吸及其测定方法研究具有重要意义。
本实验的主要目：通过引导学生自主设计不同方法测定某种生态系统类型土壤呼吸的实验，使学生能够了解科学研究的整个过程。包括通过文献阅读了解研究背景和热点问题；提出科学问题或科学假设；合理设计和布置实验；获取实验观测和取样数据；整理和分析实验结果；实验结果的解释和推断；研究结果的发表等。使学生对全球变化生态学的前沿问题的研究有个初步认识，进一步掌握土壤呼吸最新测定技术，培养学生利用所学知识分析问题解决问题的能力，提高学生的实践能力和创新思维。
【研究思路】

1、根据所给题目（三种方法测定土壤呼吸日变化的综合研究），检索和阅读相关文献，了解本领域研究现状。
2、提出科学问题或假设

· 不同测定方法测定土壤呼吸是否有本质的不同？
· 某种生态系统类型土壤呼吸日变化有何特点？
· 影响土壤呼吸的主要因素是什么？有什么规律性？
3、材料与方法：
· 测定方法选择——碱吸收法、静态箱－GC法、RGA法；
· 生态系统类型选择——荒草地（撂荒地）、城市绿地或果园；
· 实验地点选择——师大旗山区校园附近；
· 实验设计——明确“处理（treatments）”：三种测定方法；确定”重复（repeats）”数量：4个或更多（考虑哪些因素？）；处理×重复(即观测点)的空间布局（位置选择）（需考虑哪些因素？）；
· 调查／观测指标——植被类型、土壤类型、土壤容重、粘粒含量、土壤总C，土壤总N、CO2通量、土壤温度、土壤湿度等（哪些是必须研究的指标，哪些是可选者的指标？）
· 观测时间——研究日变化或昼夜变化？每（？）h观测一次，连续观测（？）天？ 

· 实验材料——Li-8100（？ 台），土壤呼吸室项圈（？个），静态箱及底座（？套），注射器（？个）或真空瓶（？个），TDR（？套），温度计（？个），环刀（？个），铝盒（？个），样品袋（？），碱吸收室及和碱液容器（？套）；
· 实验室测定／分析方法——土壤容重（环刀法？）；粘粒含量（土壤粒径分析系统？）；土壤总C和土壤总N（CN分析仪？）；气体样品CO2浓度测定（GC？）：
· 数据分析方法：软件PPS（？）；统计方法（ANOVA，相关分析，回归分析，… …，？）
· 实验组织：全班分成4个小组（如何对应处理×重复的组合？），确定本实验项目总负责人和各小组负责人；小组之间和小组内成员之间如何合理分工合作，数据共享。

【实验要求】
1、 参考以上提供的研究思路，提出本研究的实验设计方案。

2、 每个小组要提供本小组原始观测数据1份和整个项目研究报告3份，研究报告以科技论文形式提供（题目，作者署名，摘要，正文（引言， 材料与方法，结果，讨论），参考文献）

3、 召开一次讨论会（presentation）
【思考题】

（1） 土壤呼吸测定方法有哪些？

（2） 影响土壤呼吸的因素有哪些？作用规律如何？

（3） 如何区分处理和重复？重复数如何确定？

（4） 影响土壤呼吸各测定方法精度的因素有哪些？

（5） 研究地点测定日期三种方法CO2日通量如何计算？

（6） 对于低矮植被和乔木植被生态系统中用该实验中方法所测定CO2通量包括那些分量?
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