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烟叶生长发育过程中叶片光合特性
及叶绿体超微结构的变化
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摘要 :在豫中烟区以 NC89为材料研究烤烟叶片发育过程中光合特性及叶绿素含量的变化规律 ,并同步观察叶

绿体超微结构的变化。结果表明 :叶片发育过程中净光合速率值呈现先上升后下降的趋势 ,气孔导度、气孔限

制值与净光合速率呈极显著相关关系 ,胞间 CO2 浓度与净光合速率呈显著负相关关系。叶绿素含量同净光合

速率变化趋势一致 ,结合叶绿体超微结构观察结果 ,可知净光合速率的变化与叶绿体超微结构的发育及叶绿素

含量密切相关 ,叶绿体结构逐步完善及叶绿素含量升高是导致净光合速率上升的主要原因 ,净光合速率下降的

过程中 ,叶绿体超微结构的逐步解体 ,烤烟叶片的衰老主要是非气孔限制因素引起的。
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　　Abstract: Changes in photosynthetic characteristics, and chlorophyll content were studied in the develop2
menting p rocess of tobacco leaves , and the chlorop last m icrostructure was observed simultaneously. The results

showed that: the photosynthetic rate showed a downward trend after the first rise during the developmenting

p rocess. Stomatal conductance (Cs ) and transp iration rate ( Tr ) were significantly correlated with photosynthet2
ice rate, intercellular CO2 concertration (Ci ) and photosynthetic rate ( Pn ) were significantly negatively corre2
lated. Chlorophyll changed in the same trend with Pn. Combined with the results of chlorop last ultrastructure,

it could be concluded that the changes in Pn were closely related to the development of chlorop last ultrastruc2
ture and chlorophyll content. Gradual imp rovement of chlorop last ultrastructure and chlorophyll content were

the main reason for the incresse of Pn , chlorop last m icrostructure was disintegrated gradually during the de2
scending p rocess of Pn. It was non - stomatal lim itation that caused the decrease of Pn.
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图 1　烟草叶片发育过程中净光合速率 ( Pn )的变化

Fig. 1　Changes of net photosynthetic rate ( Pn )

during p rocess of tobacco leaves

　　烤烟是我国的重要经济作物 ,主要以叶片作为收获目标 [ 1 ]。光合作用是烟草产量和品质提高的基

础 ,深入研究烟草的光合作用具有重要意义。以往这方面的研究主要集中在光合色素和光合速率 [ 2 - 4 ]

以及对烟叶光合机构及有关光合酶的研究 [ 5 ]上 ,对烟叶细胞超微结构的研究也多集中在病毒侵染 [ 6 - 9 ]

和水分胁迫 [ 10 - 11 ]等逆境条件下叶片细胞超微结构的变化 ,而将光合特性变化规律与叶绿体超微结构二

者结合进行研究的比较少。本文在研究烟叶生长发育过程中叶片光合特性及叶绿素含量变化规律的基

础上 ,进一步观察叶绿体超微结构的变化情况 ,从细胞学角度进一步研究烤烟光合特性 ,探究发育过程

中色素含量和超微结构对光合生理的响应机制 ,找出有效调控烟叶光合生理代谢的关键时期 ,从而最大

可能的挖掘烟叶质量潜力。

1　材料与方法

试验于 2008年在平顶山市郏县堂街镇进行 ,材料为烟草品种 NC89,试验地土壤类型为褐土 ,质地

为中壤 ,土壤 pH 7. 88,有机质含量 16. 2 g /kg,全氮 0. 76 g/kg,碱解氮 77 mg/kg,速效磷 8. 4 mg/kg,速

效钾 105. 8 mg/kg。

烤烟移栽期为 5月 10日 ,施氮量为 52. 5 kg /hm
2

,肥料比例为 wN ∶wP2O 5
∶wK2O

= 1∶2∶3,大田管理依据

优质烟栽培管理规范进行。根据田间长势长相选择具有代表性的烟株 50株 ,挂牌标记 ,以叶长 0. 5 cm

时记叶龄 ,取第 11位叶片作为试验样品 ,约在 40 d叶龄时长成 (相当于叶片全展 ,基本定型 )。自叶龄

10 d起 ,每隔 10 d用美国制 L I - 6400便携式光合仪于当日 09: 00～11: 00,测量标记叶片的净光合速率

( Pn )、胞间 CO2 浓度 (Ci )、蒸腾速率 ( Tr )、气孔导度 (Cs )。测定时光强设置值为 1 000μmol/ (m
2 ·s) ,

CO2 浓度为 400μL /L,温度为 28 ℃。测定点均在叶片中部主脉右侧。

光合速率高值持续期又叫光合功能可逆衰退期 ,指叶片全展后至光合速率下降到全展时的 50%的

天数。光合功能速降期又称光合功能不可逆衰退期 ,是指从高值期结束到叶片枯死的天数。光合功能

衰退的转折点是指光合速率从高值期进入速降期的时刻 [ 12 - 13 ]。

测量后切取叶肉细胞用于电镜观察。具体取样方法为 :取第 6～8条侧脉间的叶肉组织 ,取样时用

刀片将叶肉组织切成 1 mm ×2 mm小片 ,迅速投入体积分数为 2. 5%戊二醛固定液中 ,抽气至完全下

沉 , 4 ℃下保存 ,后用磷酸缓冲液 (pH 7. 6)洗涤 3次 ,每次 20 m in。再将该材料转移到 10 g /L锇酸中 ,

置 4 ℃下固定 4 h,蒸馏水洗涤 3次 , 每次 20 m in;随后经梯度乙醇脱水 ,环氧树脂 618包埋 , LKB - V

型超薄切片机 (瑞典 LKB 公司 )切片 ,醋酸双氧铀和柠檬酸铅双重染色 ,在 H itachi H - 600透射电子显

微镜 (日本 H ITACH I公司 )下观察并拍照。

并同步取鲜烟叶 ,去除主脉 ,用于叶绿素的测定。测定时 ,用体积分数为 80%丙酮研磨提取 ,以 UV

- 754型分光光度计 (上海亚研电子科技有限公司 )测定 663, 646, 470 nm处的 OD值 ,然后计算叶绿素

含量 [ 14 ]。

图表数据采用 M icrosoft Excel处理 ,拟合方程由 DPS v6. 55分析求出 ,数据的相关性分析采用 SPSS

17. 0分析。

2　结果与分析

2. 1　叶片发育过程中各光合参数的变化

规律

2. 1. 1　叶片发育过程中净光合速率 ( Pn )

的变化 　由图 1可以看出 ,随着生育期的

推进 , Pn 呈先增加后降低的趋势。30 d叶

龄以前为迅速增长期 , Pn 呈直线型快速增

长。30～50 d叶龄的净光合速率增长趋

势缓慢 ,保持在一个较高的水平 ,该期间叶

片处于旺盛的光合生理功能期。从 50 d叶龄起 , Pn 开始迅速减小 , 60 d叶龄时 Pn 比 50的叶龄时降低

了 40. 2%。烤烟叶片发育过程中 Pn 变化曲线呈二次抛物线型 (拟合方程见表 1)。经计算可求出在叶
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图 2　烤烟叶片发育过程中气孔导度 (Cs )、胞间 CO2 浓度 (C i )、

气孔限制值 (L s )的变化

Fig. 2　Changes of net photosynthesis rate ( Pn ) , stomatal conductance (Cs ) ,

intercellular CO2 concentration (C i ) and lim iting value of

stomata (L s ) in develop ing p rocess of tobacco leaves

龄 43. 4 d时 Pn 达到最大值 ,在 69. 4 d时 Pn 降至最大值的一半 ,烤烟叶片光合功能可逆衰退期为 40～

69. 4 d。69. 4 d叶龄时为叶片光合功能衰退的转折点 ,由可逆衰退期进入不可逆衰退期。
表 1　叶片发育过程中叶片净光合速率 ( Pn )、气孔导度 ( C s )、胞间 CO2 浓度 ( C i)、

气孔限制值 ( L s )以及叶绿素总量 ( Chla + Chlb) 变化的拟合方程

Tab. 1　F itting equa tion of changes of net photosyn thetic ra te ( Pn ) , stoma ta l conductance( C s ) , in tercellular CO2

concen tra tion ( C i) , lim iting va lue of stoma ta ( L s ) and chlorophyll con ten t in develop ing process of tobacco leaves

项目 Item 方程 Equation 概率 P ( t)

净光合速率 Net photosynthetic rate Y = 4. 513 3 + 0. 864 128x - 0. 009 947x
2 0. 001 0

气孔导度 Stomatal conductance Y = - 0. 115 335 + 0. 017 872x - 0. 000 192x
2 0. 048 4

胞间 CO2 浓度 Intercellular CO2 concentration Y = 386. 050 0 - 6. 150 4x + 0. 071 206x
2 0. 019 1

气孔限制值 L im iting value of stomata Y = - 0. 003 693 + 0. 015 655x - 0. 000 172x
2 0. 000 6

叶绿素总量 Chlorophyll content Y = 0. 844 464 + 0. 089 588x - 0. 001 033x
2 0. 008 8

2. 1. 2　叶片发育过程中胞间 CO2 (Ci )浓度、气孔导度 (Cs )、和气孔限制值 (L s )的变化规律 　烤烟叶片

发育过程中 Ci、Cs和 L s 变化曲线

也呈二次抛物线型 (拟合方程见

表 1)。由图 2可知 , Cs 和 L s 的

变化规律和 Pn 基本一致 ,都表现

出先增大后降低的趋势 , 50 d叶

龄时达到最大值 ,由相关分析结

果 (表 2)可知 , Cs、L s 与 Pn 呈极

显著相关关系 ; Ci 的变化规律则

与 Pn 完全相反 ,表现出现先降低

后增加的趋势 , 50 d叶龄时为最

小值 , Ci 与 Pn 呈显著负相关关

系。50 d叶龄之后 , Pn 值开始逐

步减小 , Cs 逐步下降 ,但 Ci 却逐

步上升 ,气孔限制值 (L s )也逐步

减小 ,表明非气孔限制是 Pn 降低

的主要因素。

2. 2　叶片发育过程中叶绿素总

量 [ Chl( a + b) ]的变化

图 3表明 , Chl ( a + b)在叶

片生长发育过程中也呈二次抛物

线型 , 30 d叶龄之前 ,都表现出

缓慢增加的趋势。到 40 d 和

50 d叶龄时 , Chl ( a + b)含量都

较高。50 d叶龄之后 , Chl ( a +

b)迅速下降。由拟合方程可求

出 , Chl( a + b)在 39. 5 d叶龄时

达到最大值 ,随着生育期的推进 ,

Chl( a + b)含量降到 50%时天数

为 72. 1 d。由表 2可知 , Chl ( a

+ b)与 Pn 呈极显著相关关系 ,表明叶绿素含量是影响叶片光合作用的重要指标之一。
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图 3　烤烟叶片发育过程中 Chl( a + b)的变化

Fig. 3　Changes of Chlorophyll content in

develop ing p rocess of tobacco leaves

2. 3　叶绿体超微结构的变化

电子显微镜观察不同叶龄烤烟叶片叶绿体超微结构的结果 (图 4)表明 : 10 d叶龄时 ,叶绿体呈梭

形 ,类囊体片层较少但清晰可见 ,沿叶绿体长轴方向排列 ,其中含少量淀粉粒 ,有些含高电子致密物 ;

20 d叶龄时 ,淀粉粒比前一时期有增大趋

势 ,能明显观察到大量深色嗜锇颗粒 ; 30 d

叶龄时 ,叶绿体体积明显增大 ,片层结构清

晰 ,淀粉粒比前期明显增大 ,嗜锇颗粒也有

增大趋势 ; 40 d叶龄时 ,叶绿体中淀粉粒

比前一时期有所增大、增多 ,有部分叶绿体

有肿胀现象 ,但嗜锇颗粒体积比上一时期

有所减小。50 d叶龄时 ,淀粉粒体积增大

且能观察到大量的嗜锇颗粒 ,类囊体片层

相对减少 ,但结构清晰排列有序。60 d叶

龄时 ,片层结构开始解体 ,嗜锇颗粒体积比前一时期明显增大。70 d叶龄时 ,淀粉粒体积比前一时期有

所增大 ,并部分发生游离。嗜锇颗粒总体含量基本没有增多 ,但有增大和电子密度减弱的趋势。叶绿体

类囊体开始肿胀 ,类囊体片层结构清晰程度下降 ,结构开始松散。到 80 d叶龄时 ,叶绿体外膜已经消

失 ,其中的淀粉粒和嗜锇颗粒散落在细胞中 ,片层结构已完全解体。

表 2　烤烟叶片发育过程中气孔导度 ( C s )、胞间 CO2 浓度 ( C i )、

气孔限制值 ( L s )、叶绿素含量 ( Chl( a + b)及净光合速率 ( Pn )的相关性分析结果

Tab. 2　Correla tion ana lysis results of net photosyn thesis ra te ( Pn ) , stoma ta l conductance( C s ) , in tercellular CO2

concen tra tion ( C i ) and lim iting va lue of stoma ta ( L s ) in develop ing process of tobacco leaves

气孔导度

Stomatal

conductance

胞间 CO2 浓度

Intercellular CO2

concentration

气孔限制值

L im iting value

of stomata

叶绿素总量

Chlorophyll

content

净光合速率

Net photosynthetic

rate

气孔导度

Stomatal conductance
1

胞间 CO2 浓度

Intercellular CO2 concentration
- 0. 7423 1

0. 035

气孔限制值

L im iting value of stomata
0. 86433 - 0. 93033 1

0. 006 0. 001

叶绿素总量

Chlorophyll content
0. 7633 - 0. 7863 0. 89933 1

0. 028 0. 021 0. 002

净光合速率

Net photosynthetic rate
0. 84933 - 0. 89533 0. 93633 0. 91533 1

0. 008 0. 003 0. 001 0. 001
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　　1. 叶龄 10 d ( ×25 000) ; 2.叶龄 20 d ( ×25 000) ; 3. 叶龄 30 d ( ×25 000) ; 4. 叶龄 40 d ( ×25 000) ; 5. 叶龄 50 d

( ×25 000) ; 6. 叶龄 60 d ( ×25 000) ; 7. 叶龄 70 d ( ×8 000) ; 8. 叶龄 80 d ( ×8 000)。

　　1. the tenth day of leaf age ( ×25 000) ; 2. the twentieth day of leaf age ( ×25 000) ; 3. the thirtieth day of leaf age ( ×

25 000) ; 4. the fortieth day of leaf age ( ×25 000) ; 5, the fiftieth day of leaf age ( ×25 000) ; 6. the sixtieth day of leaf age

( ×25 000) ; 7. the seventieth day of leaf age ( ×8 000) ; 8. the eightieth day of leaf age ( ×8 000).

Chl(Chlorop last) —叶绿体 ; V (Vacuole) —液泡 ; IS (Cell Gap ) —细胞间隙 ; O (O sm iophilic particles) —嗜饿颗粒 ;

S( starch granules) -淀粉颗粒。

图 4　烤烟叶片发育过程中叶绿体超微结构的变化

Fig. 4　U ltrastrural changes of chlorop last in developmenting p rocess tobacco leaves

3　讨　论

Pn 高低是叶片光合性能优劣的最终体现 , Pn 值的大小是反应叶片光合性能高低的重要指标 [ 15 ]。

试验研究结果表明 , NC89的光合功能可逆衰退期为 40～69. 4 d叶龄 ,江力等 [16 ]的研究结果为 35～70 d,

这可能是栽培条件不同等环境因素导致的。烤烟叶片光合功能衰退的转折点为叶片 69. 4 d叶龄时 ,之

后叶片进入不可逆衰退期 ,这与前人结果 [ 16 ]较为一致。在叶片生长发育过程中 , Cs、Ci 及 L s 也随着生

育期的推进呈现规律性的变化。Pn 降低是叶片衰老的重要指标 [ 15 ]
,叶片 43. 4 d叶龄时 Pn 达到最大

值 ,之后叶片开始逐步衰老 ,结合 Cs、Ci 及 L s 的变化可知 ,烤烟叶片衰老过程中 Pn 的降低主要是叶绿

体结构解体、膜脂过氧化作用加强、相关酶类代谢活性下降等非气孔限制因素导致的。

叶绿素含量是光合作用的基础 ,本试验结果表明 , Chl ( a + b)含量的变化是导致 Pn 上升或下降的

十分重要的原因 ,叶片衰老前 , Pn 的提高主要是叶绿素含量升高的结果。但 Pn 较叶绿素含量早一步开

始速降 ,表明除了叶绿素含量外 ,其它生理因素 (如叶绿体结构破坏等 )可能是导致叶片衰老过程中 Pn

下降的主要原因。研究结果同时表明 ,在烤烟叶片光合速率可逆衰退期 ,以叶绿素为基础 ,通过合理的

调控措施 ,提高 Pn 或者减缓其下降速度是可行的。

叶绿体是进行光合作用的细胞器 [ 17 ]
,其数量多少及结构好坏与光合能力密切相关。在叶绿体基质

中 ,有一类易与锇酸结合的颗粒 ,称为嗜锇颗粒或脂滴 ,通常是脂肪性质的 ,嗜锇颗粒在质体中出现通常

被认为是积累脂类物质的标志 [ 18 - 19 ] ,嗜饿颗粒是叶绿体的脂类仓库 ,正当片层进行合成需要脂类时 ,便

从嗜锇颗粒调用 ,嗜锇颗粒减小 ,当叶绿体衰老 ,片层解体时 ,嗜饿颗粒体积的增大是类囊体片层结构开

始解体和叶绿体开始衰老的一个重要标志 [ 17 ]。电子显微镜观察结果表明 ,叶片发育过程中叶绿体超微

结构发生一系列变化 ,其结构的逐步完善与叶片光合能力的逐步上升密切相关。叶龄 10 d时 ,叶片已

初步具有光合能力 ,叶片 20 d叶龄时 ,能明显观察到嗜锇颗粒 ,此时的细胞超微结构表明 ,细胞的光合

合成能力逐步增强 ,且开始大量积累脂类物质。叶片 30 d叶龄之前 ,随着叶绿体结构的完善和叶绿素
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含量的增加 , Pn 增长迅速。到 40 d叶龄时 ,淀粉粒体积增大 ,而嗜锇颗粒体积变小。表明此时期的光

合能力较 30 d叶龄时更为旺盛。50 d叶龄时 ,嗜饿颗粒增多但没有增大 ,此时叶片仍保持较强的光合

能力 , Pn 值较高。60 d叶龄时 ,嗜锇颗粒有增大、但无增多趋势 ,表明此时叶绿体已经开始衰老 , Pn 值

比前一时期降低了 45%。随着叶绿体的进一步衰老 ,到 80 d叶龄时片层结构已完全解体 ,此时期叶片

的光合能力非常微弱 , Pn 值接近 0。江力等 [ 16 ]的研究表明 , NC89在 90 d叶龄时 Pn 才降为负值。烤烟

叶片生长发育过程中 ,叶绿体作为细胞最重要的细胞器之一 ,其超微结构的变化直接反映了叶片光合能

力的大小 ,要有效调控叶片衰老 ,延长叶片光合功能期 ,要注意调控叶绿体结构的衰老解体 ,以保证光合

功能的正常有效进行。
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