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是中国特有树种% 属于蓝果树科
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喜树属
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植物%

因叶片含有抗癌物质喜树碱!

+.<3/'/-)+0,

"% 被认为是重要药用植物' 施肥是高效培育喜树( 增加叶片

产量的重要措施之一$
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光合作用% 氮素还影响植物中抗氧化酶和膜脂过氧化物的生理代谢' 过量氮肥会打破植物内活性氧代谢

的平衡% 破坏膜系统结构$
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% 导致植物生理系统的紊乱% 影响植物类囊体数量和类囊体蛋白形成'
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"是光合特性中碳同化的关键酶% 主要由大( 小
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个亚基组成% 在植物碳同化过程中

具有重要作用% 影响植物的光合特性$
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' 不同植物在不同环境和生育期表现出对不同氮素形态吸收的显
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与研究对象和条件都存在一定的相关性$
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% 但氮素形态对植物叶绿素荧光动力学过程及其参数的影响机

制% 目前尚无明确定论' 总的来说% 不同植物对氮素形态吸收具有偏向性% 而后者直接影响了植物生长

和叶绿素荧光特性% 从而影响植物生长的产量和品质% 因此合适的氮肥水平及形态对植物生长具有重要

意义' 近年来% 关于氮肥对喜树生长的研究% 主要集中在氮肥处理的不同水平$
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% 而尚未采用不同氮素

形态的不同水平对喜树进行处理研究' 因此% 本研究以
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年生喜树实生苗为实验材料% 采用不同水平的

铵态氮和硝态氮施肥处理% 通过研究叶片生长( 叶绿素荧光特性和叶绿体相关基因的表达% 来探究适于

喜树生长的最佳氮素水平和氮素形态% 为喜树施肥栽培提供一定的理论依据'
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测定项目和方法

叶长# 分别于处理前后!
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轮叶的倒数第
:

$
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$
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片叶子$ 用直尺测量苗木的叶长

!测量
:

株$ 取平均值"$ 从叶片与叶柄连接基部到叶片尖端$ 精确到
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% 叶面积# 于处理前后
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片叶子$ 用方格纸测定苗木的叶面积 !测量
:

株$ 取平均值"$

从叶片与叶柄连接基部到叶片尖端的整个范围$ 精确到
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% 叶绿素
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和叶绿素
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# 采集喜树顶端
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'乙醇浸提法测定叶绿素质量分数% 叶绿素荧光参数# 采用
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测定植株上位叶!第
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轮叶倒数
:

$
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片"叶

绿素荧光参数% 叶片暗适应
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后测定初始荧光产量!
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脉冲时间
"@G 0

"测最大荧光产量!
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"$ 然后在自然光下适应
!" /.3

$ 待荧光基本稳定再测得稳态荧光产
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"$ 最后给予
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次强闪光$ 获得光适应下的最大荧光产量!
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"% 各处理均
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次重
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% 测定叶绿素荧光参数时$ 同

时任选
:

株$ 从各株顶端
A'$

片叶中任意采集
:

片$ 放入液氮罐中带回实验室置于
$M% (

冰箱中保存$

用于测定光合酶基因的表达% 叶绿体基因的表达# 采用
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储存备用+ 从美国国立生物技术信息中心!
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"上获得喜树叶绿体基因序列$ 以
$(*+,

为内参基

因$ 用
,-./*- PVN-*00 0567W'-*

!

;NN).*> U.5 0X07*/0

"设计引物!表
+

"% 反转录产物
4TL;

稀释
+%

倍后$

用
HYUE

)

,-./.V PV /0.&Q

试剂盒!

&'S'-'

$ 大连"进行实时荧光定量聚合酶链式反应!

1E&",<E

"$ 利用

B.8Z7 <X4)*- ?M% "

!

E54Z*

" 荧光定量仪器进行目的基因
1E&",<E

表达分析$ 反应体系为
!%@% !B

$ 其中

HYUE

)

,-./.V PV /0.&Q

荧 光 染 料

+%@% !B

$

4TL;

模板
!@% !B

$ 上下游

引物!

+% !/5)

)

B

$+

"各
%@M !B

$ 双蒸水

A@? !B

% 两步法
,<E

扩增标准程序#

预变性
$9 ( :% 0

* 聚合酶链式反应

$9 ( 9 0

$

A+ ( :% 0

$

?%

个循环$ 每

个样品重复
:

次$ 采用
!

$#$<7算法分析

结果%

!&(

数据统计与分析

采用
PV4*) !%%G

和
H,HH !%@%

软件对数据进行统计分析% 采用单因素!

53*"W'X ;LDR;

"和
T234'3

法

进行方差分析和多重比较!

!&%@%9

"% 利用
D-.8.3 $@%

软件作图% 图表中数据为平均值
*

标准差%

!

结果与分析

'&%

氮素处理水平对喜树叶片生长的影响

表
!

显示# 喜树生长至
+%9 >

$ 叶长和叶面积均增加$ 处理组叶长和叶面积均显著高于
4S

!

1＜

%@%9

"% 随着氮素处理水平的提高$ 叶长和叶面积均呈先上升后下降趋势% 与其他处理相比$

&

:

和
[

:

叶

长和叶面积最大$ 叶长较
4S

!

M@+%*%@%!

"

4/

分别增加了
:!@:\

和
GM@9\

$ 叶面积较
4S

!

!9@?:*"@+9

"

4/

!

依次增加了
+:"@"\

和
!?!@"\

* 且硝态氮处理水平下的叶长和叶面积均高于铵态氮$ 说明硝态氮更有利

于植物生长%

'&'

氮素处理水平对喜树叶片叶绿素质量分数的影响

!@!@+

铵态氮不同处理水平对喜树叶片叶绿素质量分数的影响 由表
:

可知# 随生长时长$ 植株叶片叶

绿素质量分数总体升高$ 除
&

?

外$ 其他处理叶绿素质量分数
A" >

较
:" >

时有所下降$

$" >

时又有所上

升$ 至
+"9 >

时达到最大值% 相同生长时长下$ 不同处理水平间差异较小% 生长至
+"9 >

时$

&

:

叶绿素

质量分数显著高于其余处理!

1＜"@"9

"$ 较
4S

$

&

+

$

&

!

和
&

?

依次上升了
:9@!\

$

+G@!\

$

!:@M\

和
+9@!\

%

!@!@!

硝态氮不同处理水平对喜树叶片叶绿素质量分数的影响 表
?

表明# 随处理时间的延长$ 硝态氮

处理下喜树叶片叶绿素质量分数变化显著* 但不同处理水平相比$ 质量分数差异较小% 处理
:"]A" >

$

$+"
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表
!

氮素处理水平对喜树叶长和叶面积的影响

$%&'() * +,,)-./ 0, 1%,,)()2. -02-)2.(3.%02/ 0, 34402%'4 2%.(0&)2 321 2%.(3.) 02 5)3, 5)2&6 0, !"#$%&%'()" ")*#+,"%"

处理 叶长
7-4

叶面积
7-4

* 处理 叶长
7-4

叶面积
7-4

*

-8 9:;<< ! <;9* =1 #>;>! ! <;9? =) -8 9!;<< ! <;9* =1 @!;>! ! <;9? =)

A

9

9@;>< ! <;9* =- BC;<B ! <;<> D1 E

9

9C;*< ! <;<" =- 9:C;B: ! <;*? =1

A

*

9";B< ! <;<: DF C>;C: ! <;<> D- E

*

*<;>< ! <;<> =F 9@*;<B ! <;:@ =F

A

:

9";B< ! <;<: DF 9*G;<: ! <;9* D3 E

:

*:;*< ! <;*9 =3 9>?;:< ! <;<@ =3

A

?

9";?< ! <;<@ DF 99";:B ! <;:9 DF E

?

*<;@< ! <;<: =F 9@<;CB ! <;9* =-

说明! 不同小写字母表示同种氮素不同水平间差异显著"

-＜<;<@

#$ 不同大写字母表示同种氮素相同水平下与
-8

差异显著

%

-＜<;<@

&

所有铵态氮处理下叶绿素质量分数均显著高于
-8

$ 各处理水平相比$

E

:

处理下叶绿素质量分数最高$

较
-8

和其他处理依次高出
B:;CH

$

??;@H

$

9<;*H

和
!9;!H

' 处理
C<I9<@ 1

$

-8

和
E

9

的叶绿素质量分

数继续上升$

E

*

$

E

!

和
E

?

先上升后下降$

9<@ 1

时$

E

9

叶绿素质量分数高于其他处理$

E

?

最低'

表
"

不同硝态氮处理水平对喜树叶片叶绿素质量分数的影响

A3F5) ? +,,)-./ 0, 1%,,)()2. -02-)2.(3.%02/ 0, 34402%'4 2%.(0&)2 321 2%.(3.) 02 .6) -650(0J6K55 -02.)2. %2 !. ")*#+,"%"

处理
/ 叶绿素7"4&(&

"9

&

< 1 :< 1 "< 1 C< 1 9<@ 1

-8 9;"9 ! <;9B L3 9;C< ! <;*" D3 *;>< ! <;9< =D- ?;:> ! <;9" D3 :;"C ! <;** =3F

E

9

9;"@ ! <;*? L3 *;CB ! <;>? D3 :;:B ! <;9" =F ?;:C ! <;9< =3 ?;?9 ! <;9: =D3

E

*

9;": ! <;9* D3 :;>? ! <;<C =3 ?;?* ! <;:> =3F :;"> ! <;99 =F- :;C@ ! <;99 =3

E

:

9;"B ! <;9C L3 :;>C ! <;9? =3 ?;>B ! <;*: =3 :;9@ ! <;?C =- :;>: ! <;*C D3

E

?

9;"9 ! <;99 D3 :;?@ ! <;9< =3 :;B9 ! <;*> =F :;** ! <;9: =- :;>< ! <;:@ =3

说明! 不同小写字母表示同种氮素不同水平间差异显著"

-＜<;<@

&$ 不同大写字母表示同种氮素相同水平下与
-8

差异显著

"

-＜<;<@

&

!#$

氮素处理水平对喜树叶片叶绿素荧光参数的影响

*;:;9

铵态氮不同处理水平对喜树叶片叶绿素荧光参数的影响 由图
9

可知! 至
:< 1

$

0

M

70

4

$

0

M

#70

4

$

和

1

N

呈显著上升趋势 "

-＜<;<@

&$

1

ON

呈下降趋势$

A

G

处理下
0

M

70

4

$

0

M

$70

4

$

和
1

N

达到最大' 到
"< 1

时$

A

*

和
A

:

处理下
0

M

70

4

$

0

M

$70

4

$

和
1

N

达到最大值$ 与
-8

相比$ 依次提高了
9;GH

$

C;*H

和
>G;>H

'

"< 1

时
A

:

处理组各测试参数显著高于其他处理"

-＜<;<@

&$

A

G

显著低于其他处理' 处理
C<I9<@ 1

$

A

*

$

A

:

和
A

G

处

理下
0

M

70

4

$

0

M

$70

4

$

和
1

N

值呈下降趋势$

A

9

处理下
0

M

70

4

下降$

0

M

$70

4

$

和
1

N

值呈上升趋势$

A

:

依然高于其

余处理'

C< 1

时$

A

:

处理下
1

ON

显著低于其他同类处理$ 与
-8

相比下降了
9*;CH

)

9<@ 1

时$

A

G

处理下

0

M

70

4

$

0

M

$70

4

$

和
1

N

降到最小$ 显著低于其他处理) 与
-8

相比$ 依次下降了
99;9H

$

:;:H

和
@;"H

'

*;:;*

硝态氮不同处理水平对喜树叶片叶绿素荧光参数的影响 图
*

显示!

:< 1

时$ 不同硝态氮处理下

0

M

70

4

$

0

M

$70

4

$

和
1

N

显著上升$

1

ON

显著下降$ 其中
E

G

处理
0

M

70

4

和
0

M

$70

4

$

达到最大值$ 此后显著下降

"

-＜<;<@

&'

"< 1

时$

E

*

和
E

:

处理下
0

M

70

4

$

0

M

$70

4

$

和
1

N

达到最大值$ 与
-8

相比$ 依次上升了
*;"H

$

9*;:H

和
99@;>H

) 此时
E

:

处理下这
:

个参数值显著高于其他处理' 处理
C<I9<@ 1

$

E

*

$

E

:

和
E

G

处理

表
$

不同铵态氮处理水平对喜树叶片叶绿素质量分数的影响

A3F5) : +,,)-./ 0, 1%,,)()2. -02-)2.(3.%02/ 0, 34402%'4 2%.(0&)2 321 2%.(3.) 02 -650(0J6K55 -02.)2. %2 !. ")*#+,"%"

处理
/ 叶绿素7"4&*&

"9

&

< 1 :< 1 "< 1 C< 1 9<@ 1

-8 9;"9 % <;*" P3 9;C< ! <;*" PF *;>< ! <;9< LF :;C" ! <;** D3 G;:> ! <;9" =-

A

9

9;": ! <;9C P3 G;@G ! <;>: =3 G;:< ! <;<> L3 :;B* ! <;>@ L3 @;<@ ! <;9* =DF

A

*

9;"9 ! <;<C P3 G;B> ! <;GC =3 G;:" ! <;9C L3 G;B* ! <;:C L3 @;9G ! <;:" =DF

A

:

9;"B ! <;9G P3 @;*@ ! <;:* D3 G;@: ! <;9B L3 G;>< ! <;:* L3 @;C* ! <;99 =3

A

G

9;"9 ! <;99 P3 G;>> ! <;99 D3 G;:C ! <;9@ =D3 G;*" ! <;*: =D3 G;B> ! <;** =F

说明! 不同小写字母表示同种氮素不同水平间差异显著"

-＜<;<@

&$ 不同大写字母表示同种氮素相同水平下与
-8

差异显著

"

-＜<;<@

&

卞赛男等! 氮素形态对喜树叶片生长+ 叶绿素荧光参数及叶绿体相关基因表达的影响 C99
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!

&

'!

(

!

!

&

!'!

(

!

和
"

)

值呈下降趋势"

*

#

处理
!

&

'!

(

下降!

!

&

!'!

(

!

和
"

)

值上升"

*

+

处理
!

&

!'!

(

!

和
"

)

值依然高

于其他处理!

"

,)

显著低于其他处理! 与
-.

相比下降了
!$/$0

# 至
1%2 3

时!

*

4

处理
!

&

'!

(

!

!

&

!'!

(

!

和
"

)

显著低于其他处理! 与
-.

相比! 依次下降了
##/#0

!

+/+0

和
2/50

#

!"#

氮素形态和处理水平对喜树叶片核心复合体叶绿体基因和光合酶基因表达的影响

以不同处理在
% 3

时的表达量为
-.

! 增施氮肥对
)6!

蛋白编码基因
#$%&

$图
+7

和图
+8

%!

'$()

$图
+9

和图
+:

%!

'$(*

$图
+;

和图
+<

%和光合酶基因
+(,-

$图
+=

和图
+>

%表达的影响显著$

.＜%/%2

%&

由图
+

可知' 生长
+% 3

! 所有基因表达量显著提高& 处理
5% 3

时!

?

+

处理下
'$(&

表达上调! 其余处理

下所有基因表达显著下调$

.＜%/%2

%!

?

+

和
*

+

处理下
'$(&

!

'$(*

和
+(,-

表达量显著高于其他同类处理

$

.＜%/%2

%! 所有铵态氮处理
'$(/

随处理水平的升高而升高!

?

!

处理
'$(/

表达量显著低于其他同类处

理$

.＜%/%2

%" 与
?

1

!

?

!

和
?

4

相比!

?

+

处理
'$(&

表达量上升了
@5/+0

!

2%/A0

和
22/50

!

'$(*

表达量上

升了
12/A0

!

15/20

和
2!/20

!

+(,0

表达量上升了
55/A0

!

+4/40

和
+$/$0

& 与
*

1

!

*

!

和
*

4

相比!

*

+

图
1

铵态氮不同处理水平对喜树叶片叶绿素荧光参数的影响

<BCDEF # ;GGF-HI JG 3BGGFEFKH -JK-FKHELHBJKI JG L((JKBD( KBHEJCFK JK -MNJEJOMPNN GNDJEFI-FK-F -MLEL-HFEBIHB-I JG *12'34356,1 1,7289:3:

-.

图
!

铵态氮不同处理水平对喜树叶片叶绿素荧光参数的影响

<BCDEF ! ;GGF-HI JG 3BGGFEFKH -JK-FKHELHBJKI JG KBHELHF KBHEJCFK JK -MNJEJOMPNN GNDJEFI-FK-F -MLEL-HFEBIHB-I JG *; 1,7289131

-.

$1!
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处理
!"#$

表达量上升了
$%&'(

!

)$&'(

和
$)&"(

"

!"#%

表达量上升了
*&$(

!

"%&$(

和
%)&+(

"

&#'(

表

达量上升了
,$&%(

!

--&!(

和
$'&%(

! 处理
'./%.) 0

!

1

2

和
3

2

也保持显著优势!

'. 0

时!

1

2

较
1

%

!

1

-

和
1

,

依次增加了
**&'(

!

-*&$(

!

2$'&%(

!

3

2

较
3

%

!

3

-

!

3

,

依次增加了
-.%&*(

!

)-&2(

和
,)&)(

#

%.) 0

时!

1

,

处理
!"#$

和
&#'(

表达量显著低于其他同类水平处理! 达到最小值#

2

讨论

植物不同生长过程对氮肥需求不同! 在合理范围内增施氮肥! 可以显著促进植物生长! 提高植物的

产量和品质$

%,

%

# 研究认为& 与铵态氮相比! 硝态氮具有更好的亲和力' 氮转运和吸收效果$

%)

%

# 本研究发

现& 铵态氮和硝态氮均提高了喜树的叶面积和叶长生长量! 以
1

2

和
3

2

优势最为明显" 相比而言! 硝

态氮处理下喜树生长更优" 随着氮素水平的继续提高! 喜树叶长和叶面积显著下降! 说明植物吸收利用

氮素存在一定限度! 过量添加不利于生物量的积累$

%"

%

#

叶绿素参与光能的吸收传递及分配! 是重要的光合色素" 不同氮素形态对植物叶绿素合成及对光能

吸收' 传递' 捕获和转换具有重要影响$

%$

%

# 研究表明& 适量增加氮素可促进米老排
)*+,-./,. -.0"12","

$

%*

%

和菘蓝
3".+," ,24,50+,'.

$

%'

%叶绿素合成! 提高光合效率# 本研究发现& 合理范围内(

1

%

!1

2

!

3

%

!3

2

)增施氮

肥! 喜树叶片叶绿素合成和光合效率显著提高! 以
1

2

和
3

2

效果最佳# 对油麦菜
(.'+6'. ".+,7. 456&

卞赛男等& 氮素形态对喜树叶片生长' 叶绿素荧光参数及叶绿体相关基因表达的影响

图
2

氮素形态和氮素水平对喜树叶绿体基因和光合酶基因表达的影响

789:6; 2 <==;>?@ A= 08==;6;B? 5CCAB8:C B8?6A9;B 5B0 B8?65?; AB ?D; ;EF6;@@8AB A= >DGA6AFG5@? 9;B;@ 5B0 FDA?A@HB?D;?8> ;BIHC; 9;B;@ 8B %8

.'69,2.+.

&#'( &#'(

>J

>J

>J

>J >J

>J

>J

>J

不同小写字母表示处理间差异显著(

:＜.&.)

)

'%2
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!"#$%&"'%(&

!

!"

"和黄瓜
)*+*,%- -(.%/*-

!

!&

"而言# 硝态氮处理下叶绿素相对含量和叶绿素荧光参数高于铵态氮

处理$ 本研究同样发现% 处理初期# 相同氮素水平下# 硝态氮处理组叶绿素质量分数和叶绿素荧光参数

显著高于铵态氮# 这可能与植物对氮素形态的吸收代谢有关& 李晓静等 !

!!

"发现铵态氮以被动吸收为主#

扩散进入生物膜并破坏生物膜结构# 阻碍质子动力势的建立和碳同化物的形成' 而硝态氮以主动吸收为

主# 进入生物膜并储存于液泡中# 对植物体内离子平衡( 碳同化物的形成有利&

'(()

等 !
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"研究发现)

高氮会造成叶绿素酶失活# 叶绿素分解# 光系统
!

遭到破环# 光子传递受阻# 使植物发生光抑制现象'

如小麦
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在高氮处理下# 植物光合结构和功能受到伤害# 光合特性降低 !
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& 本研究发

现# 处理中后期*

,"-&". /

+高氮水平下*
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和
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+% 喜树的叶绿素质量分数( 叶绿素荧光特性显著下降&

原因可能是高铵态氮造成铵离子在体内积累% 类囊体结构被破坏% 质子形成受阻% 形成氧化磷酸化% 破

坏碳水化合物的形成% 导致叶绿素合成受阻和植物光合特性降低!
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$ 高硝态氮处理破坏土壤理化性质%

造成喜树缺素症% 表现出对铁( 镁等元素吸收的拮抗作用% 从而影响植物光合特性!

!,

"

& 不同氮素形态或

水平对
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影响无显著规律% 其原因还需要进一步研究&

光系统
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+由多亚基复合组成% 吸收外界光能并将激发能转移到反应中心$
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是编码
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反应中心蛋白质基因%
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基因编码核酮糖二磷酸羧化酶的大亚基& 研究发现, 增施氮

肥可以提高植物碳同化能力% 促进
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酶基因表达高于硝态氮处理& 本研究中% 处理初期*
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+不同氮素形态处理均促进了叶绿体基
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著高于其他同类处理% 说明适宜的铵态氮和硝态氮处理提高了植物的碳同化能力$ 相比之下% 硝态氮较

铵态氮更有利于提高喜树的碳同化能力% 进一步说明了喜树是喜硝植物!
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& 叶绿素荧光过程极其复杂%

受各种刺激调控% 植物碳同化和氮同化可能存在相应的竞争关系& 本试验
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时% 叶绿体基因表达下

调% 可能原因是随着植物对长期环境变化的响应和适应% 相关叶绿体基因表达受到影响!
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造成
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中的蛋白质破坏% 受蛋白编码基因刺激表达的影响% 受损的蛋白质不断被新合成的蛋白质替
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损害

可通过
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的刺激表达弥补& 本实验中
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可能是氮素刺激了
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的蛋白质合成% 形成自我保护机制!
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& 高氮处理下% 植物光电子传递受阻( 热

耗散能力显著下降( 碳同化能力下降% 发生了明显的光抑制现象!
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% 也会造成叶绿体基因的表达显著下

调& 高铵态氮下铵离子的积累破坏了类囊体蛋白% 降低了
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酶活力% 而高硝态氮下% 植物对三价

铁离子( 二价镁离子的吸收下降%
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酶活力受损% 导致叶绿体基质中类囊体光驱电子的转移受阻
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