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7�摘　要：以高产杂交水稻两优培九剑叶完整叶绿体为研究对象，对其衰退进程中光能转化、抗氧化特性和超微结构变
化进行了研究。剑叶净光合速率随叶片衰老而逐渐下降，叶绿素含量在衰老后期出现显著下降的趋势。叶绿体ＰＳⅠ和ＰＳ
Ⅱ活性均显示先上升后降低的变化趋势，ＰＳⅠ活性变化相对于ＰＳⅡ活性变化较为缓慢。Ｃａ 7�２＋ 7�-ＡＴＰ酶和 Ｍｇ 7�２＋ 7�-ＡＴＰ酶活
性变化呈现先下降后上升最后显著下降的变化趋势。叶绿体衰老早期超氧化物歧化酶在清除活性氧对叶绿体膜系统伤害
中具有重要作用，衰老后期谷胱甘肽则发挥较大作用，但抗坏血酸的作用并不明显。电镜观察显示叶绿体超微结构变化与
其光合生理功能变化一致。
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7�　　叶绿体是真核生物特有的细胞器。地球上唯一

可以大规模地把太阳能转变成化学能，把无机物合

成有机物并补充大气中氧气的光合作用是在叶绿体

内进行的 7�［１］ 7�。水稻叶绿体的细胞及分子生物学特

性，是提高水稻光合作用效率、调控水稻叶片叶绿体

衰老进程、提高水稻光合产物积累的核心问题。杂

交水稻功能叶片早衰是其产量的限制因子，如何提

高并发挥叶绿体光合产物对产量贡献潜力，将很大

程度取决于对叶绿体衰老进程的调控。因此，探索

水稻叶片叶绿体衰老的动态特征及机制，显得尤为

重要。迄今国内外相关工作者已从个体、叶片、细胞

器等水平对高产杂交水稻功能叶衰老特性进行了不

少研究，王荣富等 7�［２］ 7�、张成军等 7�［３］ 7�从叶片水平对高

产杂交水稻生育后期的早衰特征进行了报道；欧志

英等 7�［４］ 7�研究了高产杂交水稻衰老进程中剑叶ＰＳⅡ

光化学特性和Ｒｕｂｉｓｃｏ大、小亚基变化特征；Ｇｒｏｖｅｒ

等 7�［５］ 7�对叶片衰老引起的高等植物叶绿体结构与功

能的变化进行过大量研究，但目前对高产杂交水稻

功能叶叶绿体衰退进程中细胞生物学特性变化的系

统研究尚未见报道。

7�本研究以大田两优培九剑叶自然衰退进程中完

整叶绿体为研究对象，结合叶绿体超微结构的电镜

观察，围绕自然衰老动态变化这一事件进行细胞器

水平的探索和分析，结果将有助于提高对高产杂交

水稻剑叶叶绿体衰退进程及其机制的认识，揭示叶

绿体积累光合产物潜力并为适时调控叶绿体衰老进
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7�程提供一定的理论指导。

7�１　材料与方法

7�以大田种植的超级杂交水稻两优培九（江苏省

农业科学院粮食作物研究所提供）为供试材料。采

样时间为２００６年８月２５日剑叶全展到９月２９日

剑叶黄熟，每７ｄ采样１次，每次测定均设３次重

复。

7�１．１　完整叶绿体的制备

7�依照 Ｍａｒｉｏｎ等 7�［６］ 7�的方法，并做适当修改。取

水稻剑叶１５～３０ｇ，置于暗处１ｄ以耗尽叶片中的

淀粉，于１５０ｍＬ预冷的提取液（含３３０ｍｍｏｌ／Ｌ山

梨醇，２ ｍｍｏｌ／Ｌ ＥＤＴＡ，３ ｍｍｏｌ／Ｌ ＭｇＣｌ 7�２ 7�，３０

ｍｍｏｌ／ＬＨｅｐｅｓ，０．１％ＢＳＡ，ｐＨ７．８）中用组织捣

碎机匀浆，４层纱布过滤，所得滤液于２０００×ｇ下

离心２ｍｉｎ，沉淀悬浮于上述提取液，将悬浮液置于

４０％的Ｐｅｒｃｏｌｌ梯度上，１７５００×ｇ下离心３０ｍｉｎ，

取离心管下部的绿色条带，将它转移至另一离心管

中，用悬浮缓冲液（上述提取液中不含０．１％ＢＳＡ）

通过离心的方式进行漂洗，２５００×ｇ下离心１０

ｍｉｎ，重复２～３次，最终得到的沉淀颗粒用悬浮缓

冲液悬浮，即得完整叶绿体，完整率为６０％～８０％。

上述各步骤均在４℃条件下进行。

7�１．２　净光合速率和叶绿素含量的测定

7�采用ＣＩＲＡＳ-２型便携式光合作用测定系统（英

国ＰＰＳｙｓｔｅｍｓ公司）在大田中测定净光合速率。温

7�度、湿度均为环境水平，环境ＣＯ 7�２ 7�浓度控制在３６０

μｍｏｌ／ｍｏｌ，光强从０到２０００μｍｏｌ／（ｍ 7�２ 7�·ｓ）。根据

Ａｒｎｏｎ 7�［７］ 7�的方法测定叶片叶绿素含量。

7�１．３　完整叶绿体电子传递活性和ＡＴＰ酶活性的测

定

7�参照Ｃｏｏｍｓ等 7�［８］ 7�的方法，并做适当修改。参照

7�１．１的方法提取叶绿体，每次试验均用上述悬浮缓

冲液稀释叶绿体至相同浓度，采用薄膜氧电极分别

测定叶绿体的ＰＳⅠ还原能力和ＰＳⅡ放氧活性。按

照蔡剑萍等 7�［９］ 7�的方法测定两种 ＡＴＰ酶（Ｍｇ 7�２＋ 7�-

ＡＴＰ酶和Ｃａ 7�２＋ 7�-ＡＴＰ酶）活性。

7�１．４　超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活性、超氧阴离子

（Ｏ 7�２
7�－ 7�． 7�）产生速率、丙二醛（ＭＤＡ）含量、抗坏血酸

（ＡＳＡ）和谷胱甘肽（ＧＳＨ）含量的测定

7�根据李合生 7�［１０］ 7�的氮蓝四唑法测定ＳＯＤ活性；

参照王爱国等 7�［１１］ 7�的方法测定 Ｏ 7�２
7�－ 7�． 7�产生速率；用赵

世杰等 7�［１２］ 7�的硫代巴比妥酸（ＴＢＡ）比色法测定

ＭＤＡ含量；参照Ｔａｎａｋａ等 7�［１３］ 7�的方法测定ＡＳＡ含

量；依据Ｅｌｌｍａｎ 7�［１４］ 7�的方法测定ＧＳＨ含量。

7�１．５　叶绿体超微结构的观察

7�选择有代表性的新鲜水稻剑叶叶片，除去叶脉，

取叶片中间部位，切成０．１ｃｍ×０．５ｃｍ的片段，迅

速投入到４％的戊二醛固定液中，用针筒抽气，将叶

片中的气体排出，使叶片沉入固定液中，并保存于

４℃下至少２４ｈ，然后用磷酸缓冲液洗脱３次，每次

１５ｍｉｎ，换５％锇酸固定，用５０％、６０％、７０％、８０％、

９０％丙酮逐级脱水各１５ｍｉｎ，然后用１００％丙酮脱

水两次，每次７～８ｍｉｎ。Ｅｐｏｎ８１２树脂浸润包埋，

依次于３０℃、４５℃、６０℃下聚合各２４ｈ。ＬＫＢ-Ｖ超

薄切片机切片，铀铅双重染色，电子显微镜下观察拍

摄。采用Ｈｉｔａｃｈｉ６００Ａ-２透射电子显微镜观察。所

用药品为国产分析纯或Ｓｉｇｍａ公司产品。

7�２　结果与分析

7�２．１　剑叶全展后净光合速率和叶绿素含量的变化

7�图１显示，两优培九剑叶在衰退进程中光合速

率平稳下降。全展后第３５天剑叶光合速率最低，在

常规光通量密度１５００μｍｏｌ／（ｍ 7�２ 7�·ｓ）下，两优培九

剑叶全展后前２５ｄ光合速率维持在较高水平。图２

7�显示剑叶全展后叶绿素含量呈现逐渐下降趋势，２１

ｄ后叶绿素含量呈现快速下降趋势。

7�２．２　剑叶全展后完整叶绿体ＰＳⅠ耗氧活性、ＰＳⅡ

放氧活性及ＡＴＰ酶活性的变化

7�从表１可以看到，ＰＳⅠ耗氧活性和ＰＳⅡ放氧活

7�性均显示先上升后降低的变化趋势，且ＰＳⅠ耗氧活

7�图１　两优培九剑叶光合作用光响应曲线的变化

7�Ｆｉｇ．１ Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｒｅｓｐｏｎｓｅｃｕｒｖｅｏｆｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｔｏｐｈｏｔｏｓｙｎ-

ｔｈｅｔｉｃｐｈｏｔｏｎｆｌｕｘｄｅｎｓｉｔｙｉｎｆｌａｇｌｅａｖｅｓｏｆ 7�Ｌｉａｎｇｙｏｕｐｅｉｊｉｕ．

7�０、７、１４、２１、２８、３５ｄ指剑叶全展后的天数。下同。

7�０，７，１４，２１，２８，３５ｄｍｅａｎｄａｙｓａｆｔｅｒｆｕｌｌｅｘｐａｎｓｉｏｎｏｆｆｌａｇ

ｌｅａｖｅｓ．Ｔｈｅｓａｍｅａｓｉｎｔｈｅｆｉｇｕｒｅｓｂｅｌｏｗ．
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7�图２　两优培九剑叶叶绿素含量的变化

7�Ｆｉｇ．２ Ｃｈａｎｇｅｓｉｎ ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌｃｏｎｔｅｎｔｓｉｎｆｌａｇｌｅａｖｅｓｏｆ

7�Ｌｉａｎｇｙｏｕｐｅｉｊｉｕ．

7�图３　两优培九剑叶在衰退进程中叶绿体ＡＴＰ酶活性的变化

7�Ｆｉｇ．３ ＣｈａｎｇｅｓｉｎａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆＡＴＰａｓｅｓｉｎｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔｓｏｆｆｌａｇ

ｌｅａｖｅｓｏｆＬｉａｎｇｙｏｕｐｅｉｊｉｕｄｕｒｉｎｇｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ．

7�性均比ＰＳⅡ高。ＰＳⅠ耗氧活性在剑叶全展后第１４

天时最大，而ＰＳⅡ放氧活性在剑叶全展后第７天达

到最大值，随后两者呈现下降趋势。

7�　　图３显示两优培九剑叶在自然衰退进程中叶绿

体Ｃａ 7�２＋ 7�- ＡＴＰ酶和Ｍｇ 7�２＋ 7�-ＡＴＰ酶活性的变化趋势

7�是十分相似的，均呈现先下降后上升最后显著下降

的趋势。在剑叶全展后最初１４ｄ内Ｃａ 7�２＋ 7�-ＡＴＰ酶

活性要略高于 Ｍｇ 7�２＋ 7�-ＡＴＰ酶活性，但在衰老后期

Ｍｇ 7�２＋ 7�-ＡＴＰ酶活性明显高于Ｃａ 7�２＋ 7�-ＡＴＰ酶活性。

7�２．３　剑叶衰退进程中叶绿体Ｏ 7�２
7�－ 7�． 7�产生速率，ＭＤＡ、

ＳＯＤ、ＡＳＡ和ＧＳＨ含量的变化

7�表２显示，两优培九剑叶全展后叶绿体细胞器

内的超氧阴离子（Ｏ 7�２
7�－ 7�． 7�）产生速率和丙二醛（ＭＤＡ）

含量总体变化趋势均是上升的。具体而言，叶绿体

内超氧阴离子产生速率在剑叶全展后１４ｄ内变化

不大，随后逐渐上升，而 ＭＤＡ含量在剑叶全展后７

ｄ内先略微下降，在之后的２１ｄ内缓慢上升，到剑

叶全展第３５天时显著增大，此时 ＭＤＡ含量达到初

始值的３５９．８％。超氧化物歧化酶活性在剑叶全展

后呈现逐渐降低趋势。抗坏血酸（ＡＳＡ）含量在剑

叶叶绿体衰退进程中变化不明显，仅在叶绿体衰老

后期有少量增加。谷胱甘肽（ＧＳＨ）含量在两优培

九剑叶全展后２１ｄ内呈缓慢上升趋势，随后其含量

显著上升。

7�２．４　剑叶衰退进程中叶绿体超微结构的变化

7�图４显示了两优培九剑叶在自然衰老进程中叶

绿体细胞器超微结构的动态变化。剑叶全展前期叶

绿体个体一般较小，形态以狭长的椭圆形为主（图

４-Ａ），到全展中期，叶绿体数量增多，体积有所膨大，

7�表１　两优培九剑叶叶绿体在衰退进程中ＰＳⅠ耗氧活性、ＰＳⅡ放氧活性的变化

7�Ｔａｂｌｅ１ ＣｈａｎｇｅｓｉｎｏｘｙｇｅｎｃｏｎｓｕｍｉｎｇａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＰＳⅠａｎｄｏｘｙｇｅｎｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＰＳⅡｉｎｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔｓｏｆｆｌａｇｌｅａｖｅｓｏｆＬｉａｎｇｙｏｕｐｅｉｊｉｕｄｕｒｉｎｇ

7�ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ．

7�剑叶全展后天数

7�Ｄａｙｓａｆｔｅｒｆｕｌｌ

7�ｅｘｐａｎｓｉｏｎｏｆｆｌａｇｌｅａｆ

7�／ｄ

7�ＰＳⅠ耗氧活性

7�Ｏｘｙｇｅｎｃｏｎｓｕｍｉｎｇ

7�ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＰＳⅠ

7�／（μｍｏｌ·ｍｇ 7�－１ 7�ｍｉｎ 7�－１ 7�）

7�比例

7�Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ

7�／％

7�ＰＳⅡ放氧活性

7�Ｏｘｙｇｅｎｅｖｏｌｕｔｉｏｎ

7�ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＰＳⅡ

7�／（μｍｏｌ·ｍｇ 7�－１ 7�ｍｉｎ 7�－１ 7�）

7�比例

7�Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ

7�／％

7�０ ��7�１ ��．４７±０．１３ 7�１００ �%．０ 7�１  �．１９±０．２６ 7�１００ $�．０

7�７ ��7�１ ��．８０±０．０６ 7�１２２ �%．７ 7�１  �．２６±０．１２ 7�１０５ $�．９

7�１４ ��7�１ ��．９６±０．２１ 7�１３３ �%．５ 7�１  �．１１±０．２８ 7�９３ $�．７

7�２１ ��7�１ ��．６１±０．２４ 7�１０９ �%．６ 7�０  �．８８±０．３２ 7�７４ $�．３

7�２８ ��7�１ ��．４１±０．１２ 7�９６ �%．３ 7�０  �．６８±０．２５ 7�５７ $�．３

7�３５ ��7�１ ��．２４±０．２２ 7�８４ �%．９ 7�０  �．６１±０．２７ 7�５１ $�．３

7�　　数据表示为平均值±标准差（ｎ＝３）。

7�Ｍｅａｎ±ＳＤ（ｎ＝３）．
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7�表２　两优培九剑叶衰退进程中叶绿体内超氧阴离子（Ｏ 7�２
7�－ 7�． 7�）产生速率、丙二醛（ＭＤＡ）含量、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活性、抗坏血酸

（ＡＳＡ）和谷胱甘肽（ＧＳＨ）含量的变化

7�Ｔａｂｌｅ２ ＣｈａｎｇｅｓｉｎＯ 7�２
7�－ 7�． 7�ｐｒｏｄｕｃｉｎｇｖｅｌｏｃｉｔｙ，ＭＤＡｃｏｎｔｅｎｔ，ＳＯＤａｃｔｉｖｉｔｙ，ＡＳＡｃｏｎｔｅｎｔａｎｄＧＳＨｃｏｎｔｅｎｔｉｎｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔｓｏｆｆｌａｇｌｅａｖｅｓｏｆＬｉａｎｇｙｏｕ-

ｐｅｉｊｉｕｄｕｒｉｎｇｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ．

7�剑叶全展后天数

7�Ｄａｙｓａｆｔｅｒｆｕｌｌ

7�ｅｘｐａｎｓｉｏｎｏｆ

7�ｆｌａｇｌｅａｆ／ｄ

7�Ｏ 7�２
7�－ 7�． 7�产生速率

7�Ｏ 7�２
7�－ 7�． 7�ｐｒｏｄｕｃｉｎｇｖｅｌｏｃｉｔｙ

7�／（μｍｏｌ·ｇ 7�－１ 7�ｍｉｎ 7�－１ 7�）

7�ＭＤＡ含量

7�ＭＤＡｃｏｎｔｅｎｔ

7�／（ｎｍｏｌ·ｇ 7�－１ 7�）

7�ＳＯＤ活性

7�ＳＯＤａｃｔｉｖｉｔｙ

7�／（Ｕ·ｇ 7�－１ 7�）

7�ＡＳＡ含量

7�ＡＳＡｃｏｎｔｅｎｔ

7�／（ｍｍｏｌ·ｇ 7�－１ 7�）

7�ＧＳＨ含量

7�ＧＳＨｃｏｎｔｅｎｔ

7�／（ｍｍｏｌ·ｍｇ 7�－１ 7�）

7�０ ��7�１０ ��．０９±１．２２（１００．０％） 7�４ ��．８６±０．５５（１００．０％） 7�８９ �m．３７±２．２２（１００．０％） 7�４ ��．４９±０．４２（１００．０％） 7�０ "�．１０±０．０２（１００．０％）

7�７ ��7�１０ ��．２１±１．２６（１０１．３％） 7�３ ��．９９±０．８５（８２．２％） 7�８５ �m．２３±２．３５（９５．４％） 7�４ ��．７５±０．８４（１０５．７％） 7�０ "�．１３±０．０４（１２１．９％）

7�１４ ��7�１１ ��．７０±２．０３（１１６．１％） 7�１０ ��．９５±０．７２（２２５．５％） 7�６０ �m．１５±４．２６（６７．３％） 7�４ ��．９４±０．６９（１０９．９％） 7�０ "�．１３±０．０６（１２７．１％）

7�２１ ��7�１２ ��．９５±１．２２（１２８．４％） 7�１３ ��．４２±０．８２（２７６．４％） 7�５６ �m．２４±１．６２（６２．９％） 7�５ ��．１１±０．８０（１１３．６％） 7�０ "�．１８±０．０４（１６９．５％）

7�２８ ��7�１６ ��．４２±２．０３（１６２．８％） 7�１５ ��．２０±０．５２（３１２．９％） 7�４６ �m．２４±２．６２（５１．７％） 7�５ ��．２１±０．９０（１１５．９％） 7�０ "�．２０±０．０２（１９３．５％）

7�３５ ��7�２０ ��．４０±１．２２（２０２．３％） 7�１７ ��．４８±０．８２（３５９．８％） 7�３２ �m．２０±３．３３（３６．０％） 7�６ ��．０７±０．９１（１３５．１％） 7�０ "�．３７±０．０５（３５０．４％）

7�图４　两优培九剑叶在衰老进程中叶绿体超微结构的变化
7�Ｆｉｇ．４．Ｃｈａｎｇｅｓｉｎｕｌｔｒａ-ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔｉｎｆｌａｇｌｅａｖｅｓｏｆＬｉａｎｇｙｏｕｐｅｉｊｉｕｄｕｒｉｎｇｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ．
7�Ａ－剑叶全展后０ｄ（×９６００）；Ｂ－剑叶全展后１４ｄ（×１０８８０）；Ｃ－剑叶全展后３５ｄ（×１６０００）；Ｄ－剑叶全展后１４ｄ叶绿体内基粒片
7�层形态（×３８４００）。
7�Ｃｈｌ－叶绿体；Ｍｉ－线粒体；Ｎ－细胞核；ＮＭ－核膜；ＣＷ－细胞壁；ＳＧ－淀粉粒；Ｏ－嗜锇滴；Ｇ－基粒。
7�Ａ，０ｄａｙａｆｔｅｒｆｕｌｌｅｘｐａｎｓｉｏｎｏｆｆｌａｇｌｅａｖｅｓ（×９６００）；Ｂ，１４ｄａｙｓａｆｔｅｒｆｕｌｌｅｘｐａｎｓｉｏｎｏｆｆｌａｇｌｅａｖｅｓ（×１０８８０）；Ｃ，３５ｄａｙｓａｆｔｅｒｆｕｌｌｅｘ-

ｐａｎｓｉｏｎｏｆｆｌａｇｌｅａｖｅｓ（×１６０００）；Ｄ，１４ｄａｙｓａｆｔｅｒｆｕｌｌｅｘｐａｎｓｉｏｎｏｆｆｌａｇｌｅａｖｅｓ，ｓｈｏｗｉｎｇｔｈｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｇｒａｎａｌａｍｅｌｌａｅ（×３８４００）．
7�Ｃｈｌ，Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ；Ｍｉ，Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ；Ｎ，Ｎｕｃｌｅｕｓ；ＮＭ，Ｎｕｃｌｅｕｓｍｅｍｂｒａｎｅ；ＣＷ，Ｃｅｌｌｗａｌｌ；ＳＧ，Ｇｒａｎｕｌｏｓｅ；Ｏ，Ｏｓｍｉｏｐｈｉｌｉｃｇｒａｎｕｌｅｓ；

Ｇ，Ｇｒａｎｕｍ．
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7�呈梭形或椭圆形（图４-Ｂ）。剑叶内叶绿体着生位置

一般在细胞壁的边缘，着生处往往有凹陷（图４-Ａ、

Ｂ）。到剑叶全展后期，随着衰老的加剧，叶绿体体

积膨大，被膜部分出现穿孔破裂，内部物质减少，相

应结构出现破坏（图４-Ｃ）。剑叶全展前后，线粒体

的数目可达８～９个（图４-Ｂ、Ｃ）。剑叶全展后期可

观察到膜脂受损的产物如嗜锇滴的出现，其数目随

着衰老进程增多，体积增大（图４-Ａ、Ｂ）。从剑叶全

展到衰老，均可以观察到叶绿体中淀粉粒的存在（图

４-Ａ、Ｂ、Ｃ）。叶绿体衰退早期淀粉粒的数目少，且个

体较小（图４-Ａ），到叶绿体衰退中后期淀粉粒数目

增多，体积变大（图４-Ｂ、Ｃ），导致淀粉粒扩展，基粒

类囊体膜散乱。

7�３　讨论

7�叶绿体是植物叶片衰退进程中变化最灵敏和明

显的器官 7�［１］ 7�。这除了受本身的遗传控制外，还受到

其他许多因素的影响 7�［１５］ 7�。本试验结果显示杂交水

稻剑叶在衰老过程中，叶绿体的光能转化特性、抗氧

化系统及其结构均呈现规律性变化。

7�光合速率与作物产量关系密切，是作物功能叶

片主要生理指标 7�［１］ 7�。Ｔｈｏｍａｓ和Ｓｔｏｄｄａｒｔ 7�［１５］ 7�指出

水稻叶片衰老过程中光合作用是下降的，这种下降

主要与光合作用光反应有关组分的降解（叶绿素、类

胡萝卜素、Ｃｙｔｆ等 7�［１６-１７］ 7�）以及暗反应有关过程的衰

退（如Ｒｕｂｉｓｃｏ活性的下降、Ｒｕｂｉｓｃｏ的降解和气孔

导度的降低等 7�［１６］ 7�）有关。本试验结果（图２）显示两

优培九剑叶全展后叶绿素含量呈逐渐下降的变化趋

势。通过相关性分析发现剑叶叶绿体自然衰退进程

中净光合速率与叶绿素含量呈高度线性正相关（ｒ＝

０．９６７１），与Ｏ 7�２
7�－ 7�． 7�产生速率呈高度线性负相关（ｒ＝

7�－０．９６１６），说明两优培九剑叶叶绿体在自然衰退进

程中净光合速率与叶绿素含量变化具有高度一致

性，且衰退进程中净光合速率的下降受Ｏ 7�２
7�－ 7�． 7�的产生

影响明显。Ａｓａｄａ 7�［１８］ 7�的研究表明植物衰老后期叶

绿体内氧化胁迫导致ＰＳⅡ光化学活性、叶黄素循环

及抗氧化特性等的紊乱，直接或间接影响叶片光合

作用，同时，Ｍｕｎｎé-Ｂｏｓｃｈ等 7�［１９］ 7�指出叶绿体并不是

植物衰老进程中氧毒害的唯一细胞器。类囊体膜是

叶绿体光反应的场所，提取完整叶绿体测定电子链

传递活性，可为从细胞水平上阐明作物光合效率提

供较为直观的依据。电子传递速率与光合磷酸化相

偶联，较高的电子传递速率，不仅有利于形成较多的

ＡＴＰ，而且有利于形成更多的ＮＡＤＰＨ，从而促进光

7�合碳同化的进行和干物质的积累，为高产稳产奠定

良好的物质基础。国外已有研究发现，叶片衰老导

致叶绿体功能丧失必然伴随着ＰＳⅠ和ＰＳⅡ活性的

下降，但ＰＳⅡ比ＰＳⅠ对衰老更敏感，ＰＳⅡ的光化学

活性在叶绿体衰退进程中下降十分明显 7�［５］ 7�。进一

步的研究结果表明，ＰＳⅡ放氧活性的下降可能与叶

片衰老过程，特别是衰老后期与光反应有关组分（如

放氧系统的失活、ＰＳⅡ反应中心复合物、类胡萝卜

素等）的降解而使得ＰＳⅡ功能出现不可逆的衰退有

关 7�［２０-２１］ 7�。本试验中剑叶衰老后期叶绿体ＰＳⅠ耗氧

活性与ＰＳⅡ放氧活性变化的不协调可能打破电子

链原有的平衡，增加超氧阴离子产生的机会，从而加

速衰老进程。ＰＳⅠ耗氧活性均较ＰＳⅡ放氧活性

高，这也与王静等 7�［２２］ 7�以两优培九幼苗功能叶片为材

7�料测得的结果一致。植物叶绿体ＡＴＰ酶是一种与

叶绿体膜结合的复合蛋白，ＡＴＰ酶在催化光合磷酸

化产生ＡＴＰ的过程中起着重要的作用，是衡量叶

绿体光能转化能力的指标之一 7�［２３］ 7�。由两种 ＡＴＰ

酶活性（图３）变化可以得知，在光合速率高值持续

期（图１），即剑叶全展后２５ｄ内，两者均保持在较高

7�的水平，这可能是两优培九能合成较多光合产物，实

现高产的生理原因之一。

7�抗坏血酸和谷胱甘肽均是叶绿体内内源性抗氧

化物质，沈成国 7�［１］ 7�发现植物细胞中抗坏血酸-谷胱甘

肽循环受衰老的影响，衰老仅微量地增加抗坏血酸

（ＡＳＡ）含量，而谷胱甘肽（ＧＳＨ）含量则可增加２０

倍。本试验中ＡＳＡ含量在剑叶叶绿体衰退进程中

变化不明显，仅在叶绿体衰老后期有少量增加，

ＧＳＨ含量在两优培九剑叶全展后２１ｄ内变化不明

显，但在衰老后期显著上升（表２），这与沈成国 7�［１］ 7�的

结果一致。此外，相关性分析也表明Ｏ 7�２
7�－ 7�． 7�产生速率

与ＭＤＡ含量变化呈高度线性正相关（ｒ＝０．８９２１），

与ＳＯＤ 活 性 变 化 呈 高 度 线 性 负 相 关（ｒ＝

7�－０．９２２８），与ＡＳＡ和ＧＳＨ含量变化呈高度线性

正相关（ｒ＝０．９５８６，ｒ＝０．９６１９），说明叶绿体衰老早

期ＳＯＤ在清除Ｏ 7�２
7�－ 7�． 7�对叶绿体膜系统伤害方面发挥

比较重要的作用，衰老后期ＡＳＡ-ＧＳＨ循环在缓解

超氧阴离子伤害上则发挥一定作用，但这种作用是

有限的，衰老产生的活性氧伤害仅能部分地被抗坏

血酸-谷胱甘肽循环所抵消。剑叶叶绿体内 Ｏ 7�２
7�－ 7�． 7�等

氧化胁迫加剧和抗氧化防御能力不足可能是叶绿体

衰退进程中光合速率下降的一个原因。

7�叶片衰老必然伴随叶绿体结构的变化 7�［５］ 7�，叶绿

体衰老过程中叶绿体结构、数目、组分等变化导致光
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合作用下降，光合效率和碳同化效率下降，最终导致

植物光合生产力下降 7�［１］ 7�。本试验中剑叶衰老早、中

期（图４-Ａ、Ｂ），叶绿体着生位置一般在细胞壁的边

缘处，着生处往往有凹陷，这种着生位置有利于叶绿

体处在一种较好的受光姿态，从而较大程度地发挥

叶绿体光合能力。到剑叶衰老后期，叶绿体膨大，基

粒片层松散紊乱，嗜锇滴数目增多，体积增大，此时

净光合速率、电子传递链活性和ＡＴＰ酶活性等均

下降至最低值（图１、表１、图３）。类囊体膜是叶绿

体进行光反应的部位，植物对光能的高效吸收、传递

和转换是在类囊体膜上具有一定分子排列方式及空

间构象的膜脂蛋白中进行的 7�［１］ 7�。类囊体膜数目的

多少与结构的变化往往意味着植物光合功能强弱的

改变。本试验中水稻剑叶全展后叶绿体衰退进程的

前中期，类囊体的结构相对比较稳定，叶绿体内部充

满类囊体膜，基粒之间的联系紧密且数量丰富（图

４-Ａ、Ｂ、Ｄ），到全展中期时甚至不容易区分基粒之间

的明确界限（图４-Ｂ），基粒片层数目较多，有的可以

达到３０层以上（图４-Ｄ）。到剑叶全展后期变化比

较明显，叶绿体开始出现类囊体膜消融或者基粒类

囊体膜松散的现象，而且随着衰老进程，上述现象会

进一步加剧，直至膜间出现空泡状膨大，膜结构遭到

破坏（图４-Ｃ），剑叶净光合速率（图１）、叶绿体ＡＴＰ

酶活性（图３）变化趋势与叶绿体类囊体膜超微结构

变化相一致。

7�本试验中，两优培九剑叶全展后叶绿体代谢能

力的许多生理指标均呈现下降的变化趋势。首先表

现在电子传递链上，一方面ＰＳⅠ耗氧活性和ＰＳⅡ

放氧活性在剑叶全展后７～１４ｄ内就开始降低，另

一方面叶绿体衰老后期ＰＳⅠ耗氧活性与ＰＳⅡ放氧

活性变化的不协调打破电子链原有的能量平衡；同

时捕光色素蛋白的降解使得剑叶叶绿体用于光能转

化部分的能量减少，过剩的光能增加；这两者的变化

加速活性氧的产生，从而导致膜脂过氧化作用加剧，

淀粉等Ｃａｌｖｉｎ循环产物通过被膜转运到叶绿体细

胞器外的能力便受到限制，加之抗氧化系统防御能

力下降的共同作用，很可能引起两优培九剑叶叶绿

体衰老。两优培九剑叶全展后的灌浆期净光合速率

较高且维持较长时间，意味着两优培九具有较强的

光合优势，可能是其高产的生理原因之一。本试验

初步探讨了两优培九剑叶叶绿体衰退进程中的部分

细胞生物学特性，但其高产的分子机理、叶绿体功能

组蛋白衰老特征、衰老及与产量之间的具体联系有

待深入研究。
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