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光谱分析和延迟荧光检测研究外源水杨酸对拟南芥光合作用的影响
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摘 � 要 � 外源水杨酸在影响植物活性氧代谢以及光合作用等方面起着重要作用。该文以野生型拟南芥和胁
迫条件下内源水杨酸含量较高的 cpr5 突变体和内源水杨酸含量较低的 eds�4 突变体为材料, 采用光谱分析

和延迟荧光检测分析手段, 研究了不同浓度的外源水杨酸对三种拟南芥离体叶片光合能力的影响, 实验发

现 100 和 300�mo l� L - 1较低浓度的外源水杨酸对野生型拟南芥离体叶片, eds�4 叶片的光合作用都有一定

的促进作用, 而对 cpr5 叶片的光合会产生抑制, 形成一种胁迫。500 �mol � L- 1较高浓度的外源水杨酸对三

种拟南芥离体叶片均形成了一种胁迫, 进而阻抑和降低了叶片的光合效能。DCF ( dichlo ro fluo rescein)标记

活性氧检测了外源水杨酸作用下叶片活性氧产生量的变化, 发现在 500 �mo l � L - 1外源水杨酸作用下 60

min 内叶片组织中活性氧产生了明显的积累。
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引 � 言

� � 水杨酸是植物体内产生的普遍存在于植物体内的一种简

单酚类物质, 被视为是一种植物内源信号分子[1, 2]和新的植

物激素[3]。植物体内产生的水杨酸在植物的抗病性和抗热性

以及抗盐性等方面都起着重要作用[4�6]。而外源水杨酸在植

物活性氧代谢、抑制膜脂过氧化、气孔功能、产热、离子吸

收等方面亦起着重要作用[7]。本实验以野生型拟南芥和胁迫

条件下内源水杨酸含量较高的 cpr5 突变体和内源水杨酸含

量较低的 eds�4 突变体为材料, 以外源水杨酸作为影响因子,

采用光谱分析和延迟荧光检测分析手段, 研究了不同浓度外

源水杨酸对三种拟南芥离体叶片光合能力的影响, 得到了一

些较为满意的实验结果。

1 � 材料与方法

1� 1 � 实验材料

拟南芥种子为哥伦比亚野生型, 突变体 cpr5 和突变体

eds�4, 于 4 ∀ 春化3 d, 在人工培养室培养, 培养条件为 16 h

光照, 8 h 黑暗, 光照强度 120 �mol � L - 1 � m- 2 s, 温度 22

∀ , 相对湿度 82%。幼苗长至 40 d 大小时取叶片为材料进行

相关实验。

1� 2 � 实验方法

1� 2� 1 � 荧光光谱的测量
用 Lambda35 U V/ V is 型分光光度计对经过水杨酸浸泡

处理的三种拟南芥叶片叶绿体荧光特性进行测定, 每隔 10

min测定一次, 观察光谱中光系统 # ( 730 nm )和光系统 ∃

( 680 nm)峰值以及经 DCF 标记后活性氧产生量 (即 525 nm

峰值)在水杨酸处理后 60 min 内的变化情况。将拟南芥叶片

置于比色杯中放于专用架上固定后进行测定, 计算机会自动

记录每次测量的数据, 在计算机上出现一系列随激发光波长

增长而变化的曲线。具体参数设置为: 激发波长 488 nm, 激

发狭缝 10 nm, 发射狭缝 8� 5 nm, 扫描速度 200 nm � m in- 1,

扫描波长范围 600~ 800 nm 或 500~ 800 nm( DCF 标记条件

下)。

1� 2� 2 � 延迟荧光测量系统与延迟荧光测量
延迟荧光测量系统装置如图 1所示。系统主要由激光光

源、温度控制、探测传感器、数据采集及处理系统和便于活

体伸入的暗室等部分组成。其技术细节及原理请参看文献



[ 8, 9]。

Fig� 1� Diagram of experimental setup for delayed

f luorescence measurement

2 � 结果与讨论

2� 1 � 外源水杨酸处理条件下三种拟南芥离体叶片实时荧光

光谱分析

� � 实验发现在 100 和 300 �mol � L - 1较低浓度的水杨酸处

理下野生型拟南芥离体叶片荧光发射光谱的 680 nm 峰值从

处理开始后 60 min 内下降仅为 0� 5% ~ 18%图 2( a)和 0� 4%
~ 16%图 3( a) , 表明较低浓度水杨酸对野生型拟南芥离体叶

片的光合效能在短时间内并无明显影响。拟南芥 eds�4 叶片
在 100 �mo l� L - 1外源水杨酸处理下其荧光发射光谱的 680

nm 峰值从处理开始后 60 min 内下降 2� 9% ~ 19%图 2( c) ,

显示 100 �mol � L- 1的外源水杨酸对 eds�4 叶片的光合电子

传递及叶片光合效能并无明显影响; 而在 300 �mo l � L- 1的

外源水杨酸处理情况下其相应的 680 nm 峰值明显下降, 从

处理开始后 60 min 内下降 14% ~ 86% 图 3( c) , 显示 300

�mo l� L - 1的外源水杨酸对 eds�4 叶片光合作用有一定的促

进作用, 可使叶片的光合效能较好的维持并有所提升。拟南

芥 cpr5 叶片的荧光发射光谱的 680 nm 峰值在 100 和 300

�mo l� L - 1水杨酸处理情况下均大幅升高, 从处理开始后 60

min内升高分别为 46% ~ 89% 图 2( b) 和 25% ~ 92% 图 3

( b) , 这表明外源水杨酸的施用对于 cpr5 叶片的光合作用产

生了强烈的抑制, 使得光合电子传递紊乱, 光合效能降低,

光谱特征曲线对应的 680 nm 峰值大幅升高, 显示 100 和300

�mo l� L - 1外源水杨酸对 cpr5 叶片的光合作用形成了一种胁

迫。实验用 500 �mo l� L - 1外源水杨酸处理三种拟南芥叶片

并测定相应的荧光发射光谱发现, 从处理开始后 60 min 内,

野生型拟南芥离体叶片 , cpr5 叶片和 eds�4 叶片的 680 nm 峰

值增加幅度分别为: 67% ~ 79% 图 4( a) , 8� 1% ~ 43% 图 4

( b)和 14% ~ 44%图 4( c)。结果显示了 500 �mol � L - 1较高

浓度的外源水杨酸对三种拟南芥离体叶片形成了一种胁迫,

进而阻抑了光合过程中的电子传递, 降低了叶片光合作用效

能。

�
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Fig� 4� Fluorescence emission spectra of three different Arabidop sis leaves with 500 �mol� L- 1 SA treatment along with the time

T he f luorescence spect ra of the WT Ar abid op sis leaf ( a) , the f luorescence spectra of

the cpr5 leaf ( b) and the f luorescence sp ect ra of th e eds�4 leaf ( c)

2� 2 � 外源水杨酸处理条件下三种拟南芥离体叶片实时延迟
荧光变化分析

� � 针对上述荧光发射光谱的实验结果, 我们利用自制的延

迟荧光仪做了对比测定。实验结果发现在 300 �mol � L - 1水

杨酸处理情况下野生型拟南芥离体叶片延迟荧光强度在处理

后 60 min 没有明显变化图 5( a) , 表明低浓度水杨酸对野生

型拟南芥离体叶片的光合效能特别是 PS∃反应中心的光化
反应效率在短时间内并无明显影响; eds�4 叶片在 300 �mo l

� L- 1外源水杨酸处理后其相应延迟荧光强度明显升高, 从

处理开始后 60 min 内升高了 40% ~ 60%图 5( c) , 显示出 300

�mol� L - 1的外源水杨酸对 eds�4 叶片光合作用有一定的促
进作用, 可使叶片的光合效能较好的维持并有所提升; 而

cpr5 叶片在 300 �mol� L - 1水杨酸处理后其相应延迟荧光强

度明显下降, 从处理开始后 60 min 内下降了 8� 3% ~ 66� 7%

图 5( b) , 这显示300 �mol� L - 1的外源水杨酸对 cpr5 叶片的

光合作用产生了强烈的抑制, 使得其光合电子传递紊乱, 光

合效能降低, 显示 300 �mo l� L - 1的外源水杨酸处理对 cpr5

叶片意味着一种胁迫。当用 500 �mo l � L - 1外源水杨酸处理

三种拟南芥叶片并测定相应的延迟荧光强度变化时发现, 从

处理开始后 60 min 内, 野生型拟南芥离体叶片, cpr5 叶片和

eds�4 叶片的延迟荧光强度均有不同程度的下降, 下降幅度

分别为: 22% ~ 66� 7%图 6( a) , 9% ~ 70%图 6( b)和2� 9% ~

70� 1%图 6( c) , 表明 500 �mol � L- 1的外源水杨酸对三种拟

南芥离体叶片均形成了一种胁迫, 进而阻抑和降低了叶片的
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光合作用效能。这些结果与荧光发射光谱实验所得结果相互

吻合, 进一步证实了我们的结论。同时也进一步证实了延迟

荧光作为光合器官生理状态内在的高灵敏探针, 评价植物光

合作用性能的良好指标的正确性。

2� 3 � 叶片活性氧产生量即叶片荧光光谱 525 nm 与 680 nm

峰值相关性变化分析

� � 通过 DCF标记活性氧检测了外源水杨酸作用下叶片活

性氧产生量的变化, 比较发现叶片在 500 �mol � L- 1外源水

杨酸作用下 60 min 内其 525 nm 峰值随着时间推移逐渐升

高, 即叶片组织中活性氧产生了明显的积累 (图 7) , 而三种

拟南芥叶片的 525 nm 峰值变化不尽相同, 野生型拟南芥离

体叶片 525 nm 峰值变化较为平稳, 随时间推移每 10 min 增

加 25%图 7( a ) ; eds�4 叶片 525 nm 峰值从处理开始后 40

min内变化较为平稳, 而后急剧升高, 变化幅度为 30% ~

90%图 7( b) ; cpr5 叶片的 525 nm 峰值从处理开始后 30 min

内变化较为平稳, 随后大幅升高, 变化幅度为 20% ~ 40%图

7( c)。另外, 实验发现 500 �mo l � L - 1外源水杨酸作用下野

生型拟南芥离体叶片的525 nm 峰值变化与 680 nm 峰值变化

表现出较好的正相关性 ( r= 0� 997 32)图 7( e) , 二者在 500

�mo l� L - 1外源水杨酸作用下 60 m in 内均随着时间推移逐渐

升高, 且趋势相同, 升高幅度分别为 21� 4% ~ 64� 3% ,

23� 7% ~ 76� 3%图 7( d) , 表明较高浓度的外源水杨酸使拟南

芥叶片组织活性氧产生了积累的同时使得光合电子传递受到

抑制, 从而降低了叶片光合作用中 PS∃的光合性能。

Fig� 7� Changes in the 525 nm and the 680 nm peak values of the fluorescence emission spectra of

the Arabidopsis leaves with 500 �mol� L- 1 SA treatment along with the time

C han ges in the 525 nm peak valu es of the WT A rabid op si s l eaf ( a) , changes in the 525 nm peak values of the cpr5 leaf ( b) , changes in the 525

nm peak values of the eds�4 leaf ( c) , th e correlat ive chan ge in th e 525 nm and th e 680 nm peak values of the WT Ar abid op si s leaf ( d) and the

correlat ive ch ange analysis of th e 525 nm and th e 680 nm peak values ( e)

3 � 结 � 论

� � 光谱分析技术拥有分析速度快、效率高、无损伤、成本
低等优点。近年来光谱分析技术在作物品种鉴别, 质量评价

以及生长信息检测等方面的应用也得到了重视和长足发

展[10]。延迟荧光是光合器官生理状态内在的高灵敏探针, 是

PS∃作用中心光化反应效率的内在探针, 是评价植物光合作

用性能的良好指标, 延迟荧光技术是一门新兴技术, 不少学

者对其与光合速率的相关性以及环境胁迫条件下植物光合作

用中相应延迟荧光的变化进行了研究[ 11�15]。光谱分析和延迟

荧光技术相结合, 有望成为一套实时监测植物胁迫生理、快

速评价植物抗性的可靠的技术系统。另外, 本实验通过 DCF

标记活性氧检测了外源水杨酸作用下叶片活性氧产生量的变

化, 光谱分析发现拟南芥叶片在 500 �mo l� L- 1外源水杨酸

处理后 60 min 内其 525 nm 峰值随着时间推移逐渐升高, 即

叶片组织中过氧化氢等活性氧产生了明显的积累, 这种积累

必然会使得叶片组织中形成较高水平的过氧化氢, 这不仅会

对叶绿体光合电子传递以及光合效率产生影响, 而其极易引

起的过氧化伤害也会对叶片的光合机构形成一种破坏。我们

通过实验证实了外源水杨酸与活性氧的积累以及叶片光合作

用中 PS∃反应中心的电子传递、光合效能之间存在相关性

的变化。过氧化氢在植物抗病反应中的作用虽然已被证实,

然而水杨酸诱导形成的过氧化氢等活性氧积累的具体调节机

制和作用方式则有待于更进一步的深入研究。
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Effects of Exogenous Salicylic Acid on Photosynthesis in Arabidop sis

Leaves Based on Fluorescence Spectra and Delayed Fluorescence Technique

CH EN Zhi�qiang 1, 2 , CHEN Wen�li1, 2* , YANG Cheng�w ei1

1. Co llege of L ife Science, Guangdong Key Lab of Bio technolog y for Plant Development, South China No rmal Univer sity,

Guang zhou � 510631, China

2. MOE Key Labo rato ry of Laser L ife Science, Sout h China Normal Univer sity, Guangzhou� 510631, China

Abstract� Salicy lic acid plays an impor tant role in the active oxygen metabolism and the photosynthesis o f the plant. Wild type

A rabidop sis thaliana ( ecot ype Columbia) and it% s two differ ent mutants wer e used as experimental mater ial: o ne is t he cpr5 mu�
tant w hich has an abundant endogenesis SA level under str ess conditions, and the o ther is the eds�4 mutant which has a lacking

endogenesis SA level under stress condit ions. T he leaves o f those three differ ent A rabidop sis were tr eat ed w ith 100, 300, and

500 �mol � L - 1 concentrat ions of salicy lic acid, respectiv ely . The fluo rescence emission spectr a and the delay ed fluo rescence

were detected respectiv ely . The autho rs found that ther e w as a slight elev ation in the photo synthet ic efficiency of PS∃of the WT

and eds�4 leaves w ith 100 and 300�mol � L- 1 SA t reatment. However, there was a decrease in the photosynthetic efficiency and

even a st ress o f the cpr5 leaves with 100 and 300 �mo l� L - 1 SA t reatment . It was also show ed that t her e came to be an obv ious

st ress o f the leaves o f all three differ ent kinds o f A rabidop sis with 500�mol � L- 1 SA t reatment and the photosynthetic efficiency

of them decreases sharply. The generation of activ e oxygen was also detected w ith the DCF labeling under 500 �mo l� L - 1 SA

treatment. T he author s found t hat there w as an obvious accumulat ion of active oxygen along w ith the time under SA tr eatment.

Keywo rds Salicylic acid; A rabidopsis; F luor es

Keywords� Salicylic acid; A rabidop s is ; F luor escence emission spect ra; Delayed fluo rescence; Active oxygen
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