
 

缺铁胁迫柑橘砧木幼苗的光合特性和叶绿体超微结构

姚宇洁，姜存仓*

（华中农业大学微量元素研究中心/农业部长江中下游耕地保育重点实验室，武汉 430070）

摘要: 【目的】通过研究枳壳与枳橙砧木在缺铁和正常铁浓度处理下的反应，重点揭示两种柑橘砧木光合特

性、叶绿体超微结构等对铁敏感性的差异。【方法】以柑橘的枳壳砧木和枳橙砧木实生苗为试验材料，设置缺

铁 (–Fe，0 μmol/L) 和正常铁 (+Fe，37.3 μmol/L) 2 个处理进行营养液培养，测定了缺铁胁迫对两种砧木苗期铁

元素含量与积累量、光合色素含量、叶片糖含量的影响，并进行了叶绿体超微结构的电镜扫描。【结果】缺铁

胁迫显著降低了两种砧木铁元素含量与积累量、叶片光合色素含量，且枳橙砧木光合色素含量下降幅度较大。

与对照相比，缺铁后枳壳砧木叶片的糖类物质含量降低，且达到显著差异水平；而枳橙砧木叶片可溶性糖、蔗

糖含量显著升高，淀粉和果糖含量显著下降。另外，缺铁胁迫条件下，两种柑橘砧木片层结构模糊，嗜饿体数

目增加。并且，缺铁后枳壳砧木叶绿体长度、厚度比对照分别降低了 22.1%、26.4%，枳橙砧木则分别下降了

55.1%、40.4%。【结论】缺铁胁迫下，枳橙砧木幼苗的铁元素含量和积累量、叶片光合色素含量、叶绿体超微

结构等均比枳壳砧木受到较大影响，表明枳橙砧木比枳壳砧木对铁营养缺乏更加敏感。
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Photosynthetic characteristics and chloroplast ultrastructure of citrus rootstocks
under iron deficiency stress
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Abstract: 【Objectives】Response of photosynthetic characteristics and chloroplast ultrastructure of different Fe
sensitivity citrus rootstocks to different iron (Fe) treatments was studied.【Methods】A hydroponic experiment
was carried out with –Fe (0 μmol/L) and +Fe (37.3 μmol/L), and citrange and trifoliate orange rootstocks were
selected as research materials. The contents of Fe, photosynthetic pigment and carbohydrates and chloroplast
ultrastructure of samples were analyzed.【Results】The results showed that Fe deficiency significantly
decreased the contents and accumulation of Fe, photosynthetic pigment contents in both rootstocks, and the
photosynthetic pigment content in citrange rootstock was decreased in a larger extent. The iron deficiency
significantly decreased carbohydrates contents in leaves of trifoliate orange, and the contents of total soluble sugar
and glucose in leaves of citrange were significantly increased under Fe-deficiency, however, the contents of
fructose and starch in leaves of citrange were significantly decreased with no Fe supply. Lamellae structure in
chloroplast became fuzzy, and the numbers of plastoglobulus were increased without the Fe application.
Compared with the Fe-sufficiency treatment，the chloroplast length and the chloroplast thickness of trifoliate
were decreased by 22.1% and 26.4%, and those of the citrange orange were decreased by 55.1% and 40.4%.
【Conclusions】The content and accumulation of iron, the content of photosynthetic pigment and the
ultrastructure of chloroplast of citrange rootstocks were more sensitive to Fe deficiency.
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柑橘一般采用嫁接的方式进行繁殖，其中砧木

是果树的基础，对接穗的生长、果实大小、产量、

品质及抗性都有很大影响并直接决定果园的经济效

益[1]。在柑橘栽培中长期以枳为主导砧木，但近年研

究表明，枳砧具有后期不亲和、抗旱性差、不耐瘠

薄、易感裂皮病等弱点，制约柑橘产量和品质的提

升[2]；枳橙为枳与甜橙的杂种，是一种优良的拟推广

砧木，具有生长较快、耐寒、抗衰退病等优点[3]。

铁是植物必需的微量元素之一，在植物体的光

合作用、呼吸作用、固氮作用等生理代谢过程的电

子传递或酶促反应中发挥着重要的作用[4]。铁虽不是

叶绿素的成分，但它是叶绿素合成过程中某些酶或

酶辅基的活化剂，影响着叶绿素的形成，从而影响

植株的光合作用。叶绿体膜结构和类囊体结构是保

证植物光能吸收与转换的前提，类囊体垛叠紧密，

可使膜电荷保持稳定，膜成分区域化，能更有效传

递光能，使光合系统处于较佳状态[5]，前人对多种营

养胁迫条件下佛手、茶树和橘橙的叶绿体超微结构

进行了研究，探讨了不同营养胁迫对叶绿体发育影

响的差异[6–8]。然而，有关柑橘枳橙砧木和枳壳砧木

缺铁胁迫下叶绿体超微结构变化差异的研究较少。

因此，本研究以柑橘枳壳、枳橙砧木苗为材料，采

用营养液培养试验，探讨缺铁胁迫对两种柑橘砧木

苗期生长、光合色素含量及叶绿体超微结构变化等

的影响，比较两种砧木对缺铁胁迫的敏感性，以期

为选取适宜的柑橘砧木提供理论依据。

1    材料与方法

1.1    试验设计

试验于 2016 年 5 月 1 日开始，在华中农业大学

资源与环境学院盆栽场进行，选用江西赣南苗圃基

地的枳壳砧木 [Poncirus trifoliate (L.) Raf.]、枳橙砧

木 [C.sinensis Osb. × Poncirus trifoliate Raf.] 实生苗，

选取生长状况良好且长势较一致的植株，先用自来

水将根系附着的泥土冲洗干净，再用一级水冲洗，

然后移栽到盛有 3.5 L 营养液的黑色聚乙烯塑料桶中

进行培养。

营养液按 Hoagland and Arnon (1950) 配方，浓度

为 KNO3 2 mmol/L、Ca(NO3)2 1.23 mmol/L、MgSO4

0.5 mmol/L、Na2HPO4 0.14 mmol /L、NaH2PO4 0.32
mmol/L、H3BO3 10 μmol/L、MnCl2 4.45 μmol/L、
ZnSO4 0.8 μmol/L、CuSO4 0.16 μmol/L、Na2MoO4

0.18 μmol/L、Fe-EDTA 37.3 μmol/L，所用试剂均为

分析纯。每周更换 1 次营养液，第 1 周采用全营养

液的 1/2 量，以后均使用全量营养液。调节 pH 维持

在 6.0 左右，每天上午和下午各通气 2 h，每种砧木

设置缺铁   (–Fe，0 μmol/L) 和正常铁  (+Fe，37.3
μmol/L) 2 个处理，每个处理 3 次重复。培养过程中

要注意病虫害的发生，并定期记录植株生长状况。

1.2    样品采集与测定

1.2.1  植株各部位铁含量　培养 3 个月后收样，将植

株分为根、茎、叶三部分，样品先用自来水冲洗干

净，再用一级水冲洗。在 105℃ 的烘箱中杀青 30 min
后再在 75℃ 下烘干至恒重，将各部位磨碎分别放于

干燥器中保存。铁含量的测定是将样品干灰化后使

用 0.1 mol/L 的 HCl 溶液浸提，取滤液稀释后用原子

吸收分光光度法测定[9]。

1.2.2  植株叶片色素含量与糖含量测定　用酒精比色

法[10]测定叶片光合色素含量，选取各植株顶端完全展

开、成熟的第 3～4 片叶，称取 0.2 g (鲜叶，去掉中

脉)，剪碎，放在 50 mL 比色管中，加 25 mL 95% 的

酒精，盖上盖子，避光 24 h，摇匀后比色 (比色时最

好在晚上，灯光暗点，否则叶绿素容易分解)，以

95% 的酒精为空白，在 665 nm、649 nm、470 nm 波

长比色，并计算叶绿素含量。

总的可溶性糖、蔗糖、果糖以及淀粉的提取为

采用 80% 乙醇在 80℃ 水浴条件下浸提 3 次，根据

Garcia-Luis [11]的方法进行含量测定，以蒽酮–硫酸溶

液为空白对照，分别在 620 nm、480 nm、620 nm、

620 nm进行比色，并计算含量。

1.2.3  叶绿体超微结构的观察　取柑橘砧木上部顶端

完全展开、成熟的第 3 片叶叶尖到叶基的中间部位

(避开叶脉)，切成 1 mm × 2 mm 大小的样块 15～
20 块，放入 pH 7.2 的磷酸缓冲液配置成的 5% 戊二

醛溶液的固定液中，具体试验步骤参考 Lianopoulou
等的方法 [12]，将取回的样品在 0～4℃ 下固定 24 h，
用磷酸缓冲液洗 3 次，经各级酒精脱水，丙酮过

渡，最后用环氧树脂 Epom812 包埋。包埋后的材料

用 LKB 型超薄切片机切片，经醋酸双氧铀和柠檬酸

铅染色后，于 JEM-1010 型电镜下观察、拍照，材料

处理和电镜观察均在华中农业大学电镜平台完成。

1.3    数据处理与分析

用 Photoshop 软件测量叶绿体的长度 (纵向最远

端两点之间的距离) 和厚度 (叶绿体横向中部最厚处

的平均值)。
数据使用 SAS 8.1 (SAS Institute，Cary，NC，
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USA) 软件中 ANOVA 过程对不同处理的各指标进行

差异显著性分析，并用 LSD 法作多重比较，并使用

Microsoft Excel 2010进行图表制作。

2    结果与分析

2.1    缺铁胁迫对柑橘不同砧木幼苗生长的影响

图 1 显示，缺铁后均严重影响了柑橘不同砧木

生长，首先是新生叶片出现黄化失绿症 (图 1)，表现

为上部叶片脉间失绿，下部老叶仍保持绿色。随着

培养时间的增加，枳橙砧木新生叶片出现严重缺铁

的白化症状，而枳壳叶片失绿时间较晚且出现白化

现象较轻。表明在植株生长方面，枳橙砧木比枳壳

砧木受缺铁胁迫的影响更大。

2.2    缺铁胁迫对柑橘不同砧木幼苗铁含量与积累

量的影响

从表 1 看出，缺铁胁迫枳橙和枳壳砧木幼苗各

部位的铁含量和铁积累量均与正常供铁有显著性差

异，缺铁显著降低两者各部位的铁含量和铁积累

量。与加铁相比，缺铁后枳壳砧木根、茎、叶各部

位铁含量分别降低了 41.3%、45.5%、39.5%，积累

量分别降低了 43.3%、31.1%、25.2%；而枳橙砧木

根、茎、叶各部位铁含量分别降低了 67.4%、60.8%、

33.0%，积累量分别降低了 37.1%、42.4%、28.2%。

结果表明，无论是枳橙幼苗还是枳壳幼苗，叶片的

铁含量和铁积累量下降幅度均最大。另外，缺铁处

理使枳橙砧木根、茎中铁含量降低幅度大于枳壳相

应部位，说明缺铁胁迫下枳橙砧木比枳壳的铁吸收

能力更弱。

2.3    缺铁胁迫对枳壳和枳橙砧木叶片光合色素含

量的影响

植物叶片是光合作用的主要器官，且在光合反

应中吸收光能的主要色素为叶绿素。因此，叶片中

叶绿素含量的高低是反映植物叶片光合能力大小的

一个重要指标。由图 2 可知，正常铁处理下，枳壳

砧木的叶片光合色素含量均低于枳橙砧木，且两者

的叶绿素 a 达到了显著差异；缺铁后枳壳与枳橙的

叶片光合色素含量均显著降低，但两个品种间差异

不明显。缺铁条件下，枳壳砧木的叶绿素 a、叶绿

素 b、类胡萝卜素、总叶绿素含量分别降低了 53.8%、

45.6%、70.5%、48.3%，而枳橙砧木则分别降低了

表 1   供铁和不供铁处理枳壳、枳橙砧木各部位铁含量与积累量

Table 1   Effects of the Fe treatments on the Fe contents and accumulation in different parts of trifoliate and citrange orange

砧木

Rootstock
处理

Treatment

铁含量 Fe concentration (mg/kg) 铁积累量 Fe accumulation (mg)

根 Root 茎 Stem 叶 Leaf 根 Root 茎 Stem 叶 Leaf

枳壳

Trifoliate orange

–Fe 114.54 b 30.97 c 153.57 b 40.66 a 14.62 c 65.18 b

+Fe 195.23 a 56.87 b 253.70 a 71.76 a 21.21 b 87.14 ab

枳橙

Citrange

–Fe 88.18 b 30.93 c 148.15 b 67.78 a 21.91 b 72.59 b

+Fe 270.74 a 78.95 a 221.14 ab 107.76 a 38.04 a 101.04 a

        注（Note）：同列数值后不同小写字母表示处理间差异达显著水平 (P < 0.05) Values followed by different letters in a column indicate
significant differences among treatments at P < 0.05 level.

 Trifoliate  Citrange

+Fe −Fe +Fe −Fe

 
图 1   供铁和不供铁处理的柑橘砧木生长状况

Fig. 1   Growth of circus stocks under iron supply and iron deficiency
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60.8%、49.0%、63.3%、56.7%，表明枳橙砧木光合

色素含量下降幅度较大，说明缺铁胁迫对枳橙砧木

的叶片光合色素的影响大于对枳壳砧木的影响。

2.4    缺铁胁迫对枳壳和枳橙砧木叶片糖类物质含

量的影响

糖类在植物代谢中占有极重要的地位，它们在

植物体内的分布不仅反映植物体内碳水化合物的运

转情况，而且也是呼吸作用的基质和光合作用贮能

的重要形式。由表 2 可看出，在缺铁胁迫下，枳壳

砧木叶片的不同糖类物质含量均显著降低，可溶性

糖、蔗糖、果糖与淀粉含量分别降低了 35 .9%、

81.9%、23.3%、37.8%；枳橙砧木叶片可溶性糖、蔗

糖含量分别升高了 35.9%、69.1%，而果糖与淀粉含

量在缺铁胁迫下分别下降了 42.9%、28.8%。

2.5    缺铁胁迫对枳壳和枳橙砧木叶片叶绿体超微

结构的影响

叶绿素分子中不含有铁元素，但其合成过程中

需要铁，主要表现在叶绿素前体亚铁原卟啉的合成

需要氨基乙酰丙酮酸合成酶和顺乌头酸酶，铁是这

些酶的激活剂，缺铁使酶活显著降低，反应不能正

表 2   缺铁和供铁处理枳壳砧木、枳橙砧木叶片的糖含量 (%)
Table 2   Carbohydrates contents(%) in leaves of trifoliate orange and citrange rootstocks

under iron deficiency and iron supply

砧木

Rootstock
处理

Treatment
可溶性糖

Total soluble sugar
蔗糖

Glucose
果糖

Fructose
淀粉

Starch

枳壳

Trifoliate orange

–Fe 2.23 ± 0.02 d 0.27 ± 0.01 d 0.23 ± 0.01 c 1.12 ± 0.31 d

+Fe 3.48 ± 0.34 c 1.49 ± 0.12 c 0.30 ± 0.10 b 1.80 ± 0.01 b

枳橙

Citrange

–Fe 6.32 ± 0.49 a 4.87 ± 0.52 a 0.28 ± 0.03 bc 1.51 ± 0.15 c

+Fe 4.65 ± 0.22 b 2.88 ± 0.21 b 0.49 ± 0.02 a 2.12 ± 0.45 a

        注（Note）：同列数值后不同小写字母表示处理间差异达显著水平 (P < 0.05) Values followed by different letters in a column indicate
significant differences among treatments at P < 0.05 level.
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图 2   缺铁和供铁处理枳橙砧木和枳壳砧木叶片光合色素含量

Fig. 2   Photosynthetic pigment in leaves of citrange and trifoliate orange rootstock seedlings
under iron supply and iron deficiency

[注（Note）：柱上不同字母表示处理间差异达显著水平 (P<0.05)
Different letters above the bars indicate significant difference among treatments at P<0.05 level.]
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常进行，植物缺铁时，类囊体解体，铁与叶绿素含

量相应降低 [13–14]。正常供铁条件下，叶绿体发育良

好，结构完整，呈梭形，片层结构清晰，而在缺铁

条件下，叶绿体发育较小，类囊体片层结构变模糊

疏松，嗜饿体数目增加 (图 3)。通过对叶绿体结构的

分析可发现，缺铁胁迫下，枳壳砧木叶绿体的长度

由正常供铁的 5.34 μm 降为 4.16 μm，降低了 22.1%，

枳橙砧木叶绿体长度由正常供铁的 6.15 μm 降为 2.76

μm，降低了 55.1%(图 4)；枳壳砧木叶绿体厚度也由

正常供铁的 1.74 μm 降低到 1.28 μm，降低了 26.4%，

枳橙砧木叶绿体厚度由 1.46 μm 降低到 0.87 μm，降

低了 40.4%(图 4)。因此，枳橙砧木叶绿体超微结构

变化较大，表明枳橙砧木对缺铁胁迫更加敏感。

3    讨论

两种柑橘砧木在缺铁处理下，枳橙砧木较枳壳

砧木先出现叶片黄化现象，随缺铁胁迫时间的增

加，叶片黄化程度加深，而枳橙砧木叶片缺铁表现

更严重。叶绿素含量是反映作物光合能力的一个重

要指标[15]，生长旺盛的新生组织中铁与叶绿素的含量

在缺铁胁迫下有很好的相关性，缺铁会降低柑橘砧

木叶片叶绿素含量[16]，叶绿素含量的降低[17]可能导致

光合作用受到限制。周开兵等[18]通过盆栽试验研究了

四种砧木对两种柑橘幼树生长的影响，发现正常培

养下枳橙嫁接苗的光合色素含量高于枳壳嫁接柑橘

苗。本试验中，在正常铁处理下，枳橙砧木的叶片

光合色素含量都高于枳壳砧木。Martínez-Cuenca
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图 3   缺铁对枳壳、枳橙砧木叶片叶绿体超微结构 (左) 及类囊体片层结构 (右) 的影响

Fig. 3   Effects of the iron deficiency on chloroplast ultrastructure (left) and thylakoid lamella (right) of trifoliate orange
and citrange rootstocks

[注（Note）：A—枳壳 –Fe Trifoliate orange-Fe; B—枳壳 +Fe Trifoliate orange +Fe; C—枳橙 –Fe Citrange-Fe; D—枳橙 +Fe Citrange +Fe.
A1—枳壳 –Fe Trifoliate orange-Fe; B1—枳壳 +Fe Trifoliate orange +Fe; C1—枳橙 –Fe Citrange-Fe; D1—枳橙 +Fe Citrange +Fe; Pg—嗜饿体

Plastoglobulus; T1—类囊体片层 Thylakoid lamella.]
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图 4   缺铁和供铁处理枳壳砧木、枳橙砧木叶绿体的长度和厚度

Fig. 4   Chloroplast length and thickness of trifoliate orange and citrange rootstocks under iron supply and iron deficiency
[注（Note）：柱上不同字母表示处理间差异达显著水平 (P<0.05)

Different letters above the bars indicate significant difference among treatments at P<0.05 level.]
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等[19]研究发现缺铁胁迫会显著降低枳橙砧木的植株生

长及光合作用；Pestana 等[20]研究枳橙、枳柚和南庄

橙三种砧木在缺铁胁迫下，其生物量、叶绿素含量

均显著降低，其中枳橙对缺铁耐受性最强。由前人

对不同砧木的研究结果可看出枳壳、枳橙砧木耐铁

性较强，本试验发现在缺铁胁迫下，两种柑橘砧木

叶片中的色素含量均显著降低，但枳橙砧木较枳壳

色素含量下降幅度更大。

矿质养分的供给水平对植物碳水化合物的代谢

影响各异，大多数矿质元素在适量时，能促进糖类

物质的输出并促进植株生长。Chen 等[21]研究发现缺

铁胁迫会降低葡萄叶片可溶性糖、淀粉、蔗糖和果

糖含量，与 Arulanantham等[22]、王双明等[23]分别在甜

菜、小白菜上的研究结果一致，均认为是缺铁抑制

了植物光合作用和碳水化合物的代谢。在本试验缺

铁胁迫下，枳壳砧木叶片可溶性糖、蔗糖、果糖、

淀粉含量均显著降低，枳橙砧木叶片中的果糖与淀

粉含量显著下降，而可溶性糖、蔗糖含量增加。淀

粉是植物中最重要的储存性多糖，它的降低可能是

由于光合作用受到缺铁胁迫的抑制。光合作用产物

的运输形式主要是蔗糖，枳橙砧木叶片中蔗糖的增

加可能是由于光合产物运输受阻，造成一定的积

累，而蔗糖的利用降解减弱可能会造成果糖含量的

降低。结果表明，两种柑橘砧木在不同碳水化合物

合成与转运过程中有一定差异，但还需对碳水化合

物代谢进行更深入的研究。

叶绿体是叶片进行光合作用的场所，叶绿体形

态与结构异常直接影响其光合作用，进而影响其生

长及生理指标的变化。前人在水稻[24]和拟南芥[25]研究

中发现，叶绿体变小或数目减少会抑制光合速率；

叶绿体结构的破坏[26]会限制光合速率。Bernal 等[27]研

究发现，铁、锌胁迫对大豆叶绿体结构的影响程度较大；

谢深喜等 [28]研究发现，随水分胁迫强度的增加，枳

壳、枳橙叶绿体逐渐发生形状变化、双层膜损坏、

结构解体、基粒片层结构被破坏等现象；刘磊超等[29]

研究发现，缺硼胁迫下枳橙砧木叶片细胞器变形解

体，细胞形态也发生了改变，细胞内的多种细胞器

消失；肖家欣等[30]研究发现，缺铁胁迫下枳壳砧木叶

片细胞叶绿体及线粒体均出现明显的解体，叶绿体

膜及类囊体片层模糊，质体小球明显增多，无淀粉

粒。本研究通过对枳壳与枳橙两种砧木叶片的显微

结构分析，发现在缺铁胁迫下两种砧木的叶绿体变

小，嗜饿体数目增加，类囊体片层结构变模糊疏

松。并且，枳橙砧木叶绿体结构受到抑制的程度比

枳壳砧木较为严重，其叶绿体长度与厚度降低程度

更大，嗜饿小体数目明显增加且已占据叶绿体内大

部分空间。

4    结论

缺铁胁迫下，柑橘砧木各部位的铁含量和积累

量显著降低，枳壳和枳橙柑橘砧木新生叶片均出现

失绿黄化现象，且枳橙砧木叶片缺素症状更严重；

与对照相比，两种砧木光合色素含量均降低，而枳

橙砧木光合色素含量下降幅度较大，说明缺铁对枳

橙砧木叶片光合色素的破坏程度大于枳壳砧木。缺

铁后，枳壳砧木叶片可溶性糖、蔗糖、果糖与淀粉

含量显著降低，枳橙砧木果糖、淀粉含量也显著减

少，而可溶性糖与蔗糖在叶片中积累造成含量上

升。另外，两种砧木叶绿体长度、厚度在缺铁胁迫

时显著下降，叶绿体发育变小，嗜饿体数目增加，

类囊体片层结构变模糊疏松，但缺铁对枳橙砧木的

叶绿体超微结构的抑制程度要高于枳壳砧木。
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