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[摘要 ]  研究了低温条件下外加壳聚糖对水稻剑叶叶绿体光合特性的影响.结果表明: 低温条件下, 外加 015%

的壳聚糖处理能缓解低温对水稻剑叶的叶绿素含量的伤害的程度; PSÑ和 PSÒ电子传递活性、类囊体室温吸收

光谱的主峰值, 且 Fo、qN上升和 Fv /Fm、qP 下降的变化幅度均减小.说明在低温处理导致过剩光能增加情况下,

喷洒壳聚糖可以利用不断增加的 qN 来进行耗散, 以维持叶片较高的光化学效率, 提高水稻抵抗低温胁迫的

能力.
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Abstrac t: Th is article studies the e ffect o f exogenous ch ito san on pho tosynthetic character istics of flag leaf in rice under

low tem perature. The resu lts show ed: dur ing ch illing, 01 5% o f ch itosan in solution could m itigate the injury on chloro-

phy ll con tent o f flag lea,f e lectron transport activ ities of photosy stem s ( PSI and PSII)、absorption spectra, Fo、qN in-

c reased and Fv /Fm、qP decreased, whereas the extents w ere less. The cu ltivar sprayed w ith ch itosan increased the qN to

d issipate superfluous so lar energy abso rbed and m aintained the higher pho to syn thesis effic iency, w hich improved co ld re-

s istance o f r ice.
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  水稻是喜温作物,苗期和孕穗期是低温敏感期,低温可对水稻代谢和生理造成不可逆伤害,叶绿体水

平上使膜透性增加,叶绿素合成受抑制,叶绿体结构遭到破坏,导致光合能力下降等
[ 1]

, 进而影响产量.因

此筛选和研究能够提高水稻抗冷性的物质,了解它们在抗冷过程中所起的作用, 探讨减轻低温危害的途径

和方法在理论上和实践上都有重要意义. 近来一些研究表明, 壳聚糖及其衍生物能提高植物的抗冷性.根

据报道,壳聚糖具有促进植物生长,提高低温下作物的发芽率
[ 2]

,降低细胞膜透性及 MDA的积累
[ 3]

, 还可

以使植物中可溶性糖、游离脯氨酸含量增加, 使得幼苗在低温胁迫下冷害指数较小等优点
[ 4]

.目前, 有关

壳聚糖抗冷性的生理研究仅限于抗氧化系统方面, 在细胞水平上对光能转化特性方面的研究还不多,不足

以全面阐明壳聚糖在生理方面的作用. 本试验以剑叶全展后的 /两优培九 0为材料,探讨了低温下壳聚糖

处理对水稻剑叶类囊体膜光合特性和叶绿素荧光参数的影响,为水稻抗逆高产和高效栽培提供理论依据.
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1 材料与方法

111 材料与实验设计

  供试材料 /两优培九 0采自江苏农业科学院作物所的试验田中,采用常规的大田种植和水肥管理.待

剑叶全展时 (抽穗期 ) ,从大田连土移栽水稻置于 HP1500GS-B型全智能人工培养箱中进行低温处理,依据

同实验室前期工作的基础上
[ 5]

,选择设置 25 /15e (昼夜平均温 ),白天给予光照 12 h,光强为 1 000 Lmo l/

(m
2# s) ,培养箱中湿度为 ( 75 ? 5)%, 不断加入水分保持土壤水分与大田一致.于次日早晨 8: 00进行药

剂处理:用冰醋酸溶解壳聚糖 [ B-( 1, 4)-2-氨基-2-脱氧-D-葡聚糖 ]后配制成 015%浓度的溶液, 并用盐酸

调节 pH至 515~ 615,在药剂里加入 2滴吐温 - 40后喷施叶面和叶背 (叶片药剂欲滴为度 ) ,对照喷蒸馏

水,隔 24 h处理 1次.低温处理 7 d后取水稻叶片测定其光谱特性、电子传递活性和荧光参数,同时从大田

里取未经低温处理的水稻剑叶作为常温对照, 重复 3次.每隔 1周取 1次样进行各项指标的测定, 直到水

稻剑叶枯死为止.

112 方法
11211 类囊体膜的制备

  类囊体膜的制备参照 Dunahay等
[ 6 ]
所介绍的 B. B. Y法,叶绿素浓度控制在 2mg /mL左右.

11212 叶绿素含量的测定

参照 Arnon
[ 7]
方法,用岛津 UV-754分光光度计分别在 665 nm、649 nm和 470 nm波长下比色测定鲜叶

叶片叶绿素含量,单位为 mg /g.

11213 类囊体膜室温吸收光谱

用导津 UV-754型分光光度计测定 360 nm ~ 780 nm处 A值,每隔 10 nm测定一次,类囊体膜溶液的叶

绿素浓度为 10Lg /mL.

11214 PSI和 PSÒ电子传递活性的测定

参照 Coombs等
[ 8]
的方法,采用 Chloro lab-2(英国 H ansatech公司 )薄膜氧电极测定类囊体膜的 PSÑ还

原能力和 PSII放氧活性,单位为 mo l/ ( mg# m in) .

11215 叶绿素荧光参数变化

采用 H andy PEA便携式植物荧光仪 (英国 H asatech)和 FM S-2脉冲调制式荧光仪 (英国 H ansatech)测

定叶绿素荧光动力学初始荧光、最大光化学效率、光化学淬灭和非光化学淬灭参数.

不同品种、处理时间之间的差异在 M icroca lO rig in (V ersion 710)上用单向方差分析 ( ANOVA )的方法

在 P [ 0105的水平上进行显著性检验.

2 结果与分析

211 不同处理对水稻剑叶全展期叶绿素含量的变化

图 1显示水稻剑叶全展后光合色素含量的变化. 叶绿

素含量随剑叶全展 7~ 42 d呈先上升后下降的趋势.在剑叶

全展 14 d时, 低温蒸馏水处理和低温壳聚糖处理的剑叶叶

绿素含量分别是自然条件下的 63127%和 65102%; 到剑叶

全展第 42 d, 二者分别是常温对照的 41113%和 70157%. 2

个低温处理组均使叶绿素含量下降, 其中以喷施壳聚糖处

理组的降低幅度比低温对照组小. 这暗示了壳聚糖能部分

缓解低温对水稻叶片的伤害.

212 低温下壳聚糖处理对类囊体膜 PSÑ、PSÒ电子传递
活性的影响

  从整体上看: PSÑ电子传递活性在不同的处理组中都

呈现下降趋势,在全展后第 21 d, 3个样品组的 PSÑ电子传递活性急剧下降,低温对照的下降幅度明显比
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低温下壳聚糖处理的大,见图 2( a) ;而类囊体膜 PSÒ电子传递活性的变化是一致的,即在剑叶全展 14 d

前上升比较平缓,此后开始急剧上升,并保持一段高峰期,然后呈现急剧下降.由图 2( b)可知,低温处理组

PSÒ电子传递活性高峰值明显的比常温对照组低,其中壳聚糖处理组下降幅度较小, 在剑叶全展第 28 d,

低温处理和低温下壳聚糖处理的 PSÒ活性分别是常温对照的 8219%和 95107% .

213 低温下壳聚糖处理对类囊体膜室温吸收光谱的影响

由图 3可见, 类囊体膜室温吸收光谱在蓝紫光区 ( 430 nm )和红光区 ( 670 nm )分别有两个明显的吸收

峰,吸收光谱的变化可以反应出叶片对光能的吸收状况. 在整个抽穗期中, 3个处理组的类囊体膜的室温

吸收光谱峰值均是稍有上升,到剑叶全展 28 d后,急剧下降. 剑叶全展第 35 d, 吸光光谱在蓝紫光的主峰

处 ( 430 nm ) ,低温下壳聚糖处理组和低温对照组的 A值分别下降为常温对照的 90%、81% ;而在红光的主

峰处 ( 680 nm ) ,分别下降为常温对照的 92%、8415%.就 /两优培九 0剑叶全展期的不同处理组而言, 低温

下壳聚糖处理水稻剑叶的类囊体膜的总体吸收水平要高于低温对照处理,与常温对照组比较接近.光能的

吸收是植物体光合作用的基础,室温吸收光谱表示对光能的吸收能力. 低温下壳聚糖处理能提高水稻的光

合活性,维持较高的光合性能.

214 低温下壳聚糖处理对叶绿素荧光参数的影响
Fo为初始荧光, 是 PSÒ反应中心全部开放状态时的荧光水平. Fv /Fm 常用来表示 PSÒ最大光化学效
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率.低温引起 PSÒ光化学效率 Fv /Fm的下降,这反映低温已经对 PSÒ反应中心造成了光化学伤害 [ 9]
,一

般来说,抗寒力弱的品种下降更明显. 2个低温处理组的 Fo均上升, F v /Fm 比值均下降, 但低温对照组变

化幅度比壳聚糖处理组明显较大,且这种影响随着剑叶全展时间的延长愈来愈显著. 在剑叶全展第 28 d,

低温处理的 Fv /Fm 较常温对照下降 2814% ;低温下壳聚糖处理的下降 2012% .

qP是光化学淬灭,反映的是被邢天线色素吸收来并用以光合作用的能量部分. 由图 6( c)可见, 剑叶

全展第 7~ 21 d, 低温胁迫对水稻 qP影响较小 (和常温对照相比, 低温处理降低了 1714% , 低温下壳聚糖

处理降低了 12% ); 剑叶全展第 28 d, 低温对照组的 qP较常温对照降低了 4214% ,而低温下壳聚糖处理的

降幅只有 1717% .

qN 是非光化学淬灭. 不同低温处理组来看,剑叶全展后,低温胁迫均使水稻 qN 剑叶全展 7 d时是上

升的, 后期整体上都是下降的;而后期 qN 下降过程中,相对于低温对照组, 壳聚糖处理组使水稻 qN 处于

上升趋势, 在剑叶全展 28 d比低温对照增加了 3512%, 差异显著 (P = 01022 0, P < 0105). 表明低温下壳聚
糖处理使水稻剑叶非辐射能量的耗散有所增加,促使水稻耗散过剩能量,防御冷胁迫引起的光抑制.

3 讨论

低温冷害引起水稻粮食减产是世界范围内普遍存在的问题,而水稻产量的基础是光合作用. 因此,如

何缓解低温引起水稻光合功能下降的问题已经显得非常迫切.本实验研究发现, 低温胁迫使得叶绿素含量

下降,冷胁迫下剑叶全展第 28 d的叶绿素含量是常温对照的 65102% ;而壳聚糖处理的水稻叶绿素含量是

常温对照的 70157% ,与低温对照组相比下降的幅度小, 水稻能保持较高的叶绿素含量,表现出较高的光

合优势,这与罗兵
[ 10]
的研究结果相一致.

光合作用的电子传递速率总是与光合磷酸化相偶联的, 较高的电子传递速率,而且有利于形成更多的

NADPH
[ 11]

,从而促进光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. 本实验结果

可以看出,常温下 /两优培九0的 PSÒ活性在剑叶全展后 28 d达最高水平, 随后逐渐下降; 低温处理后,
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PSÑ、PSÒ活性均较常温对照有所下降, 其中 PSÒ活性下降较 PSÑ明显,对低温更敏感.低温下壳聚糖处

理组的 PSÒ活性降幅较低,表现出较稳定的光合,维持较高的光合效率.水稻剑叶类囊体膜光谱分析为进

一步考察低温胁迫对类囊体膜电子传递活性的变化.由结果可以看出, 低温胁迫下水稻剑叶类囊体膜的蓝

光区和红光区的最大吸收峰峰值比常温低,表明叶绿素光能的吸收能力减弱,到剑叶全展末期,光谱峰值

明显下降,特别是低温处理的,其吸收光谱几乎没有峰值, 这与王静等
[ 12]
的研究结果相一致.但喷洒壳聚

糖的水稻叶片类囊体膜的总体光能吸收水平要高于低温对照组. 说明在低温逆境下壳聚糖处理能使叶绿

素捕获光能有效激发的能力更强.

叶绿素荧光技术在许多种植物的抗寒性研究中发现, 低温对叶片 PSÒ反应中心产生障碍或损害,使

其光能捕捉能力与光化学转化效率降低, 热耗散比例增高
[ 13, 14]

.在本试验中,随着温度降低, 水稻叶片的

F0显著上升, 表明 PSÒ反应中心失活, 已经受到低温胁迫的损害
[ 15]

,导致光化学效率 F v /Fm 显著下降,

PSÒ光合电子传递能力减弱,很可能会影响光化学连锁反应,使得用于光化学反应的光能部分显著减少,

从而形成过剩光能.当大量过剩光能不能及时用于光化学反应时, 就能形成光抑制现象. 而低温下喷洒壳

聚糖能维持较高的光化学效率和光合电子传递能力,以及利用较高的 qN来进行耗散过剩激发, 能积极防

御冷胁迫的伤害,有效地避免或减轻因吸收而引起过多的光能的光抑制和光氧化, 从而保护 PSÒ [ 16]
,具

有较强的抵抗能力.

综合以上,经壳聚糖处理的低温下水稻具有较高的光合色素含量和电子传递链活性, 维持较高的光化

学效率,以及可能利用不断增加的 qN 来进行耗散过剩激发能,保护了类囊体膜系统,减缓了低温对光合

机构的破坏,具有一定的缓解低温胁迫伤害的能力.然而,由于低温对水稻生理生化和光合作用的影响是

多方面的,壳聚糖对水稻的抗冷性影响的分子机理还需进一步探索分析.
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