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摘 要 现代植物生理生态学的发展是和测定仪器的进步同步进行的。小型轻便、智能、性能优良和高自动化程

度是植物生理生态学仪器发展的必然趋势。该文以光合生理生态学的仪器为例，概述了该领域测定仪器的发展趋

势及对学科发展的重要作用，并讨论了控制实验和实验设计中的假重复问题。
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C 控制实验和实验设计中的假重复问题

植物生理生态学是研究植物在生物和非生物因

素影响下的生命代谢科学（5*)4I#)，,--/）。具体地

说植物生理生态学是研究植物对变化环境的生理代

谢响应或适应。植物生理生态学既是植物生态学的

一个分支，又是一个交叉学科，它的出现及迅速发展

和 ,- 世纪 R- 年代以来备受关注的全球气候变化及

环境胁迫密切相关。研究植物对全球气候变化及环

境胁迫的响应始于野外观测，这些工作从 ,- 世纪早

中期就有不少报道（S*Q1N%9，!.,.；01DD123+ #* &4 ’，
!.R!；0TU)VN*2 #* &4 ’，!.R,；W*MM#2 #* &4 ’，!.R.；H%=
6#D，!.RR；(4I<DC# X ?*DD，!.Y,）。但随 着 研 究 的 深

入，野外的自然环境条件的复杂性越来越满足不了

探讨单因子变化的机理研究，这类实验对环境因子

的控制及定量化要求越来越高。进入 ,- 世纪 Y- 年

代以后，控制实验越来越多地成为植物生理生态学

研究的主要形式。在此期间主要的控制实验包括：

(Z, 熏蒸实验、酸雨模拟实验、粉尘实验、臭氧熏蒸

实验和 >Z, 增加实验等。其中，>Z, 增加实验是规

模最大、影响最深的模拟全球气候变化的控制实验。

实验设备从最初的封闭控制环境因子系统（如玻璃

温室），到开顶式人工气候生长室（ZP>），到目前的

JG>[（J)##=G1) >Z, [2)14IN#2$）系统。封闭控制环

境因子系统的优点是控制的目标因子容易定量，并

且环境因子比较均匀。但它的缺点也是比较明显

的，封闭环境形成的微环境是静态的，不同于外界的

大气环境，植物对这样静态微环境的响应结果是很

难应用于自然开放的大气环境的。开顶式人工气候

生长室（ZP>）比玻璃温室要先进一步，由于它的顶

部是开放的，所以开顶式人工气候生长室的光照、气

温、湿度比较接近大气环境，但光照时间和风速仍然

小于自然大气环境的数值。由于受到空间的限制，
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玻璃温室和开顶式人工气候生长室内的研究对象主

要是幼苗或幼树。这一问题对多年生木本植物尤其

重要，幼苗或幼树的生长特征与成年树木有很大的

不同，两者生理代谢和生长过程对全球变化（如 !"#

升高）的响应也会有很大的差异，基于幼苗或幼树对

全球变化的响应数据建立的预测模型可能是不可靠

的（$%&’’()& * +)&,-(.，/00#）。为解决上述玻璃温室

和开顶式人工气候生长室存在的问题（控制环境与

大气环境的差异、控制系统的空间限制对成年树木

作为研究材料），美国和欧洲的生态学家从 #1 世纪

21 年代开始实施早在 #1 世纪 #1 年代就已经出现的

34!5 思想（466(7，/00#），并获得了成功。34!5 设备

顾名思义就是要在自然大气环境单纯加富 !"# 浓度

的设施。它并不改变光照、温度、湿度、风速等气象

因子。现代 34!5 从产生已经开展了约 /8 年的实

验（4-7’9%.:; * <%7,，#118）。34!5 实验的结果已经

在高水平的国际生物学特别是生态学领域的期刊有

了大量的报道，34!5 实验已经成为国际研究全球变

化（!"# 增加）的标志性领先实验。但经过了近 /8
年的实验，也发现了 34!5 设备的一些问题。比较

突出的一个问题就是 !"# 加富的均匀性，由于 34!5
设立在野外，风向和风速对 !"# 加富的均匀性都有

很大的影响（<%7, !" #$ =，#11>）。34!5 设备昂贵的

维持费用（蒋高明等，/002；?-@A)66，/00#），也使得这

一前沿性的实验的开展局限在美国和欧洲为数很少

的几个大学或国家实验室。

实验数据的重复是进行统计学分析的重要前

提，也是生态学研究的基本条件。现在由于硬件技

术上的提高，对控制环境条件可以达到很高的精度

（比如在玻璃温室内由 !"# 发生器释放的 !"# 浓度

可以控制在 / B #!@%6·@%6 C /，人工气候室的温度、

相对湿度可以分别控制在 / D和 /E），但这并不表

示在温室或生长箱水平上可以不重复，尽管在正常

情况下（控制系统运行正常，温室间的控制条件一

致），温室的效应是不显著的。但不少情况下，这种

由温室引起的效应是显著的，因为温室间的控制条

件很难保持完全一致（比如温室的通气口附近、!"#

发生器和暖器周围等地方都可能会存在不同于大部

分空间的微环境），不同生理指标对这种差异的敏感

程度是不同的。某些着重研究植物生理学过程的期

刊，对实验设计的温室重复性要求不高（特别是研究

者使用大公司生产的商品化人工气候室）。这种情

况下，实验设计中的植物重复或其它处理的重复被

称为假重复，因为从统计学意义上讲，这些重复是不

独立的。举个简单的例子，比如用两个温室 4 和 F
做实验，温室 4 的 !"# 浓度设为对照（GH1!@%6·

@%6 C /），温室 F 的 !"#浓度设置为加倍（2#1!@%6·
@%6 C /）。温室 4 和 F 内的植物种、数量和生长情况

在实验开始是相同的。假如在实验过程中的一段时

间内温室 F 由于某种原因发生了故障，!"# 浓度在

一段时间下降为 GH1!@%6·@%6 C /，然后又恢复到 211

!@%6·@%6 C /。这种情况，在 211!@%6·@%6 C /温室植物

的 !"#效应是不准确的，但由于只有一个温室，这种

!"#效应的不准确性通过统计学是检查不出来的。

在美国亚立桑那州曾经建成了一个引起世人极大关

注的超级玻璃温室，号称“生物圈 II 号”，当初的目

的是想研究在一个包括森林、草原、海洋、农田、昆

虫、动物、微生物、人类等封闭系统里是否可以模拟

地球生物圈的物质循环和能量流动及平衡等问题。

实验进展了不长就被迫终止，原因之一是封闭系统

里的 !"# 浓度急剧增加，而 "# 不足。看来自然地球

生物圈的物质循环和能量流动及平衡过程是很复杂

的，远超过人们的想象，不是简单地把一些地球上主

要的生态系统类型放在人造的温室能模拟的。但这

样一个耗资巨大的温室后来主要用于科普教育，并

没有主要用于科学实验。原因之一是只有一个温

室，实验在温室水平上没有重复，这样的实验结果属

于假重复。有关实验设计中的假重复问题，J&.6A(.:
（/0K>）有详细的论述。

! 便携式仪器的出现：室内离体（ !" #!$%&）分

析到野外现场（ !" ’!$(）、活体（ !" #!#&）测定

早期的生理生态学研究以室内分析为主，材料

采自野外或室内盆栽植物。用于室内分析的植物材

料一般都是离体材料，分析指标包括酶活性、次生代

谢物浓度、色素含量和养分含量等。用于活体材料

测定的仪器（如光合作用测定仪、压力室等）一般体

积都是比较大的，并且仪器测定的自动化程度也不

高。以光合仪为例，早期的光合作用测定系统实际

上主要是 !"#分析器，叶室体积比较大，待测定的叶

片整个放入同化叶室，叶面积需要单独测定。

便携式仪器的出现是和野外生理生态学研究的

需求分不开的。特别是近 #1 年来，野外生理生态学

仪器设备的巨大市场和计算机硬件技术的提高及成

本减低是仪器公司开发便携式仪器的动力。在过去

的 #1 年里，这些新开发的仪器的共同特点是：体积

变小、重量变轻，而仪器的功能和自动化程度极大地

提高。以光合作用测定系统为例，与早期的同类仪
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器相比，新仪器可以实现叶片光合速率、蒸腾速率、

气孔导度和胞间 !"#浓度等生理指标以及叶片周围

微环境（包括光通量密度、气温、叶温、相对湿度等）

的测定记录。体积小自动化程度高的便携式仪器的

出现也使得现场（ !" #!$%）和活体（ !" &!&’）测定成为

可能，使一些局限于实验室内的生理生化指标分析

真正实现了野外瞬时分析。以分析 $%&’()*（+，,-二
磷酸核酮糖羧化加氧酶）活性为例，传统的实验室生

化分析方法是先将离体叶片的 $%&’()* 提取纯化，然

后在合适的温度下加入底物测定酶促反应的速率，

作为 $%&’()* 的羧化反应速率。整个提取和测定过

程非常复杂和繁琐。而使用便携式光合作用测定仪

在野外对活体叶片测定光合速率-!"#响应曲线（.-
!’ )%/01），利用 23/4%53/ 等（+678）的生化模型就可以

得出瞬间叶片的最大羧化反应速率、最大光合电子

传递速率等生化指标。现场（ !" #!$%）测定对研究模

拟控制环境条件下的全球变化也非常重要。比如在

控制环境温室或人工气候室内处理的植物，研究人

员为了测定方便或由于仪器搬运不方便，将盆栽植

物从控制环境温室或人工气候室取出，然后在自然

环境中测定生理指标。其实，这样采集的数据是不

真实的。因为盆栽植物从控制环境系统转运到自然

环境的过程中，植物对突然改变了的新环境要产生

一个适应（.))9’:3;’*<），这种适应也会表现在生理生

化水平上。正确的数据采集方法是植物在测定过程

中仍然在原位保持原来的环境条件，尽量让植物受

到的干扰降低到最低水平。

! 仪器间的联合同步测定和数据的耦合分

析

仪器功能上的提高还表现在两种甚至是多种仪

器的同步测定。在光合作用生理生态研究领域里，

两种仪器联合开发最成功、使用最广泛的是光合仪

和叶绿素荧光仪的联合。以 =>-!"$ 公司的光合作

用仪为例，早在 #8 世纪 68 年代中期，公司设计的叶

室就预留了便携式叶绿素荧光仪探头插入的孔。但

这种两台仪器的联合还只是形式上的，因为它们是

各自 独 立 工 作 的。?? 公 司 的 !>$.@-+ 光 合 仪 与

A3<(1<;1)5 公司的 2B@-> 和 >> 便携式饱和脉冲叶绿

素荧光仪的联合，又向前推进了一步。该公司不但

在硬件方面通过串口使两个仪器的通信连通，在软

件方面在 2B@->> 叶绿素荧光仪的用户应用程序里

专门开发了语言模块使两个仪器实现同时采集数

据。但真正实现光合仪和叶绿素荧光仪一体化的是

=>-!"$ 公司 #88+ 年研制开发配备在 =>-CD88 光合

作用仪的叶绿素荧光叶室。叶绿素荧光叶室的出现

彻底改变了光合仪和叶绿素荧光仪两台仪器物理连

接的状况，使光合仪和叶绿素荧光仪从硬件设计到

软件实现了真正一体、同步测定。光合仪和叶绿素

荧光仪在硬件上的联合应该得益于植物生理学家自

#8 世纪 E8 年代以来对光合作用碳代谢途径及两个

光系统的深入研究，特别是叶绿素荧光动力学现象

（F3%(GH 1II1);）的发现开启了以光物理途径探讨光

合作 用 光 反 应 的 过 程（J*0’<KL11，+66,；@;/3((1/ ($
)* M，#88D）。经过众多植物生理学家半个世纪的探

索，建立了比较完整的叶绿素荧光理论和计算模型。

光合仪和叶绿素荧光仪的联合，不仅表现在物理连

接，还体现在数据的耦合分析上。需要说明的是，虽

然非调制叶绿素荧光仪和光合仪不能物理连接，即

不能和光合仪同步现场（ !" #!$%）测定，它的测定是

独立进行的，但所测定的数据也可以和光合仪测定

的数据在一起分析。并且，非调制叶绿素荧光仪由

于采样频率高（微秒级，而一般的调制叶绿素荧光仪

采样频率是毫秒级），所以，非调制叶绿素荧光技术

可能提供了更丰富的光合作用光化学反应过程的信

息，基于非调制叶绿素荧光方法建立的 N>? O1(; 是研

究植 物 胁 迫 生 理 的 新 途 径（@;/3((1/ ($ )* M，+66,，

#88D）。光合仪测定的气体交换指标属于“表观性”，

叶绿素荧光参数在一定程度上反映光合作用系统

（特别是光系统 >>）“内在性”特点（张守仁，+666）。

从单位量纲上看，气体交换指标是绝对值，而叶绿素

荧光参数是相对值（比值）。由于单位量纲上的性

质，叶绿素荧光参数在比较不同植物的绝对值或实

际值上受到限制。但基于 J1<;H 等（+676）和 PQ/*<
等（+66,）的方法，可以把气体交换指标和叶绿素荧

光参数进行耦合分析，计算出总光合电子传递速率、

最大羧化反应速率、羧化反应和呼吸反应的电子流

分配比例等，从而对整个光合作用过程（包括光化学

反应和碳还原反应）进行在活体水平的定量分析。

" 商 品 化（#$%%&’()*+),&-）仪 器 和 自 制

（.$%&/%*-&）仪器

商品化仪器与自制仪器之间是一种相辅相成的

关系。商品化仪器是在多年自制仪器的经验上产生

的。研究者针对光合生理生态研究领域的一些新现

象和新问题，在没有相关商品化仪器的前提下，通过

自制仪器的方式来进行研究。通常研究者以自制仪

器为基础，在对该现象经过多年的研究积累之后，对
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于其内禀的生理生态机制已经比较清楚，而且这种

自制仪器已经显示出潜在巨大的应用前景。于是，

在研究者和专业生产厂家的共同努力下，商品化仪

器被设计生产出来。一般情况下，实验室是自制仪

器的使用场所。这是因为在对这些现象的研究过程

中，需要人为的调整自制仪器的许多设定参数以便

找到最佳的参数组合来研究这些现象，比如采样的

精度、采样的时间、信噪比、调制频率、放大倍数和通

道数量等。而且自制仪器通常所占空间较大，野外

使用受到很多限制。而商品化仪器的最大特点一是

标准化的测量结果，二是野外实验的便携化和易操

作性。因此，对于自制仪器的改良和功能的固化是

商品化仪器生产的前提之一。

比如对于叶绿素荧光淬灭分析，在 !" 世纪 #"
年代以前大部分实验是在实验室内进行的（$%&’()*
+,,，-../）。在研究过程中，研究者逐渐认识了叶绿

素荧光产生的生理机理，并且认为叶绿素荧光分析

是光合生理生态研究领域强有力的研究工具。012
公司基于 3456,’7,6 的脉冲调制式荧光仪的设计原理

（3456,’7,6 !" #$ 8，-.#9）生产出第一台脉冲调制式荧

光仪（012-"-*-"!*-": 系统），并在随后的改良中逐

渐将仪器便携化和多功能化。另一个例子是光合作

用*;<! 响应曲线的研究过程。在 !" 世纪 #" 年代以

前只有一些个别的实验室使用自制仪器进行此方面

的研究。研究者发现通过分析 ;<! 饱和曲线可以得

到非常丰富的活体叶片光合作用的生化信息（=>6*
?@5>6 !" #$ 8，-.#"），在光合生理生态研究领域具有

十分广泛的应用前景。因此到 !" 世纪 #" 年代中后

期，专业生产厂家将测定光合作用*;<! 响应曲线的

功能加入商品化光合作用测定仪器中。目前在野外

测定植物的 ;<! 饱和曲线等光合生理生态指标已经

是非常容易的事。

自制仪器具有以下特点：

-）自制仪器具有前瞻性、创新性的特点，往往在

光合生理生态过程中对于某些现象只有采用自制仪

器来进行研究。比如 =>6?@5>6 等（-.#"）的光合作用

模型，其一个前提是不同叶片组织对光的吸收假设

一样。许多研究者对这个前提进行了研究。A%B,C*
D>(( 和 E+F6(（-.#G）率先用自制的光纤探测器探测

叶片内部的光吸收曲线，研究结果表明栅栏组织对

红光的吸收非常强烈，大约 #"H的红光在 -""!D 范

围内被吸收。当然这种技术由于一些技术上的原因

对光吸收的测定是非常复杂的，对此，有人用叶绿素

荧光影像技术对 I;2J 处理的叶片横截面的叶绿素

荧光进行测量（K>L>5>M5’ !" #$ 8，-..G），从而方便地

得到沿叶片横截面的光吸收梯度。

!" 世纪 N" 年代以前由于传感器本身分辨率不

够，因 此 对 于 光 合 作 用 瞬 态 过 程 并 不 是 很 清 楚。

O>’ML、0,>64P、Q>CL,6 和 2>CL’( 等在此方面做了很多

探索性的工作，他们利用双通道的红外分析管、氧化

皓氧气传感器、极谱氧电极技术、光声光谱技术对光

合瞬态的放氧和 ;<! 动态曲线进行了研究并得到一

些很有意义的结果（O>’ML R <+>，-.NG；;5>S)%( R
0,>64P，-.#9；Q>CL,6，-.#N；2>CL’(，-.#N）。比如对

于暗适应叶片光诱导期间的瞬态放氧 -.#N 年以前

认为只有一个氧峰，但用自制的快速放氧测定方式

可以知道放氧实际是由两个峰组成，而且两个放氧

高峰发生的位点并不一样（0,>64P !" #$ 8 -..9；=>( R
$>%，!""/）。这些研究组在研究的过程中对测定技

术和方法进行了不断的改进，比如 O>’ML 等（!""!）的

一篇文章中已经将氧化皓氧气传感器的时间分辨率

提高到 " 8# M。
对于商品化仪器进行改造来迎合实验的具体要

求也是自制仪器的一种类型。对于光诱导过程的研

究，A>CC>)>6,M 等（-..N）将 OT*9G"" 标准的叶室改换成

-! 4D! 的叶室，这样扩大了 ;<! 吸收的信号值，更为

精确地获取了光诱导的数据。对于木质部空穴化的

研究，1C),6 等（-..N）对实验室常用的离心机进行了

改造，用离心的方法逐步增大木质部导管水柱张力

梯度，来获得导管空穴化的脆弱性曲线。

!）自制仪器具有自由空间大的特点。对于所需

测定的项目，可以从信号发生、环境条件、放大电路、

采样频率、通道数和采样精度等各个方面进行控制，

比如 O>’ML 和 <+>（-..#）通过 : 个通道的气阀来控制

其自己设计的气体交换测量系统，在极短时间内可

以任意控制进入叶室的气体成分，这对于研究光合

生理生态机理上的一些问题是非常重要的。

在光合生理生态研究领域，必须要高度重视自

制仪器所起的作用。这是因为创新性前瞻性的一些

科学问题（以及相应的技术方法）需要借助自制仪器

才能进行研究。如果在某个现象的研究上已经出现

商品化仪器，暗示该现象产生的基础生理生态机制

已经比较清楚，后续研究可能主要集中在应用该方

法和技术上。而在光合生理生态研究领域，技术和

方法的创新也是非常重要的研究内容之一。
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