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预计到本世纪末，大气C02浓度将会增加到540～970ppm，大气C02浓度

升高所引起的全球气候变化已经受到广泛的关注。植物生长依赖C02，并且对大

气C02浓度升高在结构和生理上产生响应。目前已有大量报道，从生态系统、

群落、种群、个体、器官、组织、生理以及生化等水平上研究高浓度C02所对

植物产生的影响。但是有关高浓度C02对植物有性生殖影响的报道却很少，同

时多数实验均建立在短期的生殖响应，忽视了植物在长期高C02浓度下具有的

反馈作用和C02浓度变化对植物的驯化作用。植物有性生殖与其生态适应性和

农作物籽粒产量的关系极为密切；同时，植物有性生殖特性的变化，也可作为预

测植物对全球气候变化响应的重要指标之一。为此，利用高浓度C02对植物进

行长期选择实验将很有必要。研究结果将为预测未来大气C02浓度增加的条件

下陆地生态系统的演变趋势、全球变化对植物有性生殖响应的方式和机制提供新

的思路和有效方法。

在本研究中，我们以模式植物拟南芥(Arabidopsis thaliana)作为实验材料，

利用370和700ppm C02对其进行连续8个世代处理，首先研究高浓度C02对每

一个世代的拟南芥有性生殖特性的影响，然后比较各个世代中各种生殖特性指标

变化的规律，从细胞、组织和个体尺度上揭示拟南芥有性生殖对全球变化的响应

模式。此外，在700ppm C02处理下，我们对拟南芥叶片生理、生化以及结构的

变化进行了相关研究。两部分研究结果及主要结论如下：

首先，在每一个世代中，与370ppm C02相比较，700ppm C02处理显著促

进了拟南芥开花，缩短生长周期，增加花、角果及种子等生殖的产量，降低种

子N含量，提高种子aIN比、种子千粒重以及生殖生物量所占总生物量的比例

等，而对种子萌发率、角果所含种子数目以及角果长度则无显著影响。但是，通

过对相同C02浓度处理条件下，不同世代之间的研究结果比较发现，不同世代

之间相关的生殖生物学指标并无显著差异。

其次，高浓度C02显著降低叶片气孔密度、气孔指数、气孔导度以及蒸腾

速率。在高浓度C02处理下，叶肉细胞中叶绿体数目、叶绿体宽度和表观面积、

淀粉粒大小和数量、叶片和细胞壁厚度等都显著增加，但是基粒内囊体膜的数

量却显著下降。叶片中碳水化合物如可溶性总糖、淀粉以及纤维素含量在高浓
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度C02下分别显著增加71．9％、78．7％和22．3％。此外，在高浓度C02处理下，

叶片中多数激素如如吲哚乙酸(indolc．3．acetic acid，姒)、赤霉素(gibbcrcllin，
OA)、玉米素核苷(zcatin ribosidc，ZR)、二氢玉米素核苷(dihydrozcatin ribosidc，

DHZR)和异戊烯基腺苷(isopcntcnyl adenosine，iPA)均都显著地增加，而脱落酸

(abscisic acid，ABA)含量却有所下降。最后，叶片中各种矿物质元素含量如N、

P、K、Ca和Mg等含量在高浓度C02处理下也都显著下降，而C／N比增加24．8

％。

以上结果表明：

(1)在每一个世代中，700ppm C02处理对拟南芥各种有性生殖特性具有显著

的影响，但是高浓度C02处理对植物所引起的效应在多个世代以内并不能够传

递给后代，所以在多个有性生殖世代内，高浓度C02处理对植物生长、生殖没

有驯化作用。

(2)在高浓度C02处理下，拟南芥叶片中叶绿体超微结构的变化，可能主要

是由于叶绿体中淀粉粒数量和体积大小显著增加而引起。

(3)在高浓度C02处理下，由于拟南芥叶片内与促进细胞分裂与伸长的激素含

量显著增加，从而对拟南芥植株生长发育速率的提高起了重要的作用。

(4)拟南芥生长在高浓度C02条件下，其叶片中各种矿质元素含量(如N、P、

K、Ca和Mg)均显著降低，究其原因可能是，第一由于叶片中碳水化合物含量

的显著增加而对矿物质元素具有稀释作用；第二由于蒸腾速率下降，引起矿质

元素从根部随着蒸腾流运输到地上部分的含量相应减少。

关键词：拟南芥；高浓度C02；有性生殖；叶片超微结构；矿物营养；植物适应

性；植物激素；蒸腾速率．
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Abstract
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Atmospheric C02 concentration is expected to rise from current levels of about

370ppm to between 540 and 970ppm by the end of this century and the effects of

rising atmospheric C02 concentrations on the global climate have attracted

considerable attention．Because C02 is one of raw materials of plant photosynthesis，

thus plant growth responds both physiologically and anatomically tO elevated c02．

So far,a great number of studies have investigated plant responses tO elevated C02 at

different scales ranging from ecosystem，community,population，plant,organ，tissue，

physiological，biochemical tO molecular levels，nevertheless few studies have focused

on the effects of elevated C02 on#ant reproductive characteristics and nearly no

studies have reported the effects of long-term C02 011 plant reproductive
characteristics．It has been accepted that plant reproductive characteristics are key

traits for predicting the response of communities and ecosystems tO global change and

ale also closely related tO its ecological fitness and production of crops．Furthermore，

investigation on the long-term response of plant tO elevated C02 under a completely
man-controlled environment can increase our capacity tO predict the properties of

populations adapted to rising atmospheric C02 in the near future．Therefore，it is

essential tO carry out C02 sele,ction experiments tO investigate effects of long-term

C02 on plant reproduction and adaptation of plant reproduction tO elevated C02．

In the present study，Arabidopsis thaliana，a model plant widely used in molecular,

genetic,and developmental biology，Was continously grown under both elevated

(700ppm)and ambient(370ppm)C02 for eight generations．The changes in various

reproductive characteristics of all individual generation were determined and their

overall changes in eight generations were further invstigated．In addition，the changes

in physiological，biochemical,and cytological traits of leaves of Arabidopsis grown

udner both elevated and ambient C02 condition were compared．The main results and

conclusions in this paper are listed as follows：

Within all individual generation,elevated C02 advanced the flowering time of

Arabidopsis through increasing relative growth rate and accelerating developmental

process，and resulted in more flowers，more fruits，more seeds，more mass allocated
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to reprouction弱well as an increase in seed C／N ratio，whereas the treatment had 110

significant effects on silique length，seed nubmer per silique，seed germination rate．

When all the generations were compared，there were no significant differences in

their reproductive responses to elevated C02 among different generations of

Arabidopsis grown under the same C02 concentration．

Elevated C02 reduced stomatal density and index of leaves，accompanied with

reductions in stomatal conductance and transpiration rate．Elevated C02 increased

average chloroplast numbcr per mesophyll cell，chloroplast width and profile area,

starch grain size and number,cell wall and leaf thickness，but decreased the numb盯

of grana thylakoid membranes． Under elevated C02，the concentrations of

carbohydrates including∞luble sugars,starch and cellulose in leaves significantly

increased by 71．9％，78．7％and 22．3％，respectively．In addition,there was a

significant increase in the levels of indole·3一acetic acid OAA)，gibberellins A3(GA3)，

zeatin riboside(zR)，dihydrozeatin riboside(DHZR)and isopentenyl adenosine(iPA)
and a remarkable decrease in abscisic acid(ABA)concentration in the leaves of

plants grown at elevated C02．It Was further found that N，E K Ca and Mg levels in

leaves were reduced by elevated C02。while a『N ratio significantly in．eased by

24．8％under C02 enrichment．

nc results suggested that(1)elevated C02 had a positive effect on sexual

reproduction ofArabidopsis in each generation,but sexual reprocution ofArabidopsis

failed to evolve specific adaption to elevated C02 treatment；(2)the increased starch

accumulation in chloroplasts in leaves grown in elevated C02 may be responsible for

the changes in chloroplast ultrastructure；(3)the significant increase in plant hormone

levels in leaves grown in elevated C02 could be an important factor in the accelerated

growth and development of Arabidopsis；(4)the reductions in mineral nutrition in

leaves grown in elevated c02 were mainly attributable to the dilution of

carbohydrates and the decrease in leaf吼omatal conductance and transpiration rate．

Key words：Arabidopsis thaHana l elevated C02；leaf ultrastructure l mineral

nutrition：plant adaptation；plant hormones；sexual reproduction：transpiration rate．
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1．1植物有性生殖对高浓度C02响应的研究进展

自18世纪工业革命以来，随着化石燃料消耗的不断增加以及伐木毁林的加

剧，全球大气C02浓度从当时的280／zmol·tool’1(ppm)增加到目前的370 ppm左

右，并且还在以每年1．5 ppm的速率递增，预计到本世纪末，大气C02浓度将会

增加到540"-'970 ppm(WCC 2001)。自20世纪70年代以来，有关大气C02浓度

增高及其全球变化，一直为全世界关注的研究热点之一(张新时等1997；方精云

2000)。近十多年来，关于大气C02浓度升高对植物的影响，国内外学者曾从分

子、细胞、器官、物种、种群直至生物圈等不同层次分别做了大量的研究工作，

发表的学术论文已达数千篇之多，在这些文章中，主要涉及C02浓度升高对植

物光合与呼吸强度、叶绿素含量、营养器官各种生长参数和结构、气孔导度与

密度、水分利用效率、生物量与产量、植物化学成分以及主要酶系统含量等方

面的影响，但植物有性生殖对C02浓度升高响应的研究相对较少(滕年军等

2006)。然而值得注意的是，植物有性生殖与其生态适应性，以及与农作物籽粒

产量的关系极为密切。此外，植物有性生殖特性的变化，也可作为预测植物对

全球气候变化响应的重要指标之--(Ziska and Caulfield 2000；Jablonski et a1．

2002)。为此，本文将全面综述近十多年来，有关大气C02浓度升高对植物有性

生殖变化特点的国内外报道，以期为国内正在或即将开展这方面的研究工作提

供参考。

1．1．1对植物开花时间的影响

通常在高浓度C02条件下，大多数植物开花会提前数天到2周不等(Garbutt

and Bazzaz 1984；Murray 199∞。一些重要农作物如小麦、水稻、大豆等在高浓

度C02条件下，均比对照提前数天开花(Miglietta ct a1．1998：Uprety Ct a1．2003；

Johannessen ct a1．2005)。Wagner等(1001)研究发现，优质牧草白三叶(Trifolium

repens)／-芷．600ppm C02浓度条件下，开花时间比正常的提前10天，作者认为可

能由于其花芽分生组织在发育过程中获得了更多的营养物质，使发育速度加快，

从而开花时间提前。拟南芥(Arabidopsis thaliana)在1000ppm C02浓度处理下，

32天时抽苴，而在360 ppm C02浓度下37天时才抽苔；通常在播种后的3周内，
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正是拟南芥幼苗生长发育的关键阶段，它对C02浓度升高的反应最为敏感，生

长明显加快，而3周以后其相对生长速率则无明显变化(Gibeaut et a1．2001)。相

反地，有些植物开花时间对高浓度C02处理反应不明显，甚至会推迟。如黑麦

草(Lolium perenne)开花时间不受高浓度C02处理的影响(Wagner et a1．2001)；而

菊花(Dendranthema grandiflora)随着C02浓度的增加则延长了开花时f司(Reelde

et a1．1994)。由上可见，在大气C02浓度升高条件下，各种植物的开花时间均存

在明显差异，这可能与物种的光周期特性密切相关。如长日照植物个体发育、

花芽的诱导和发育均受到高浓度C02的影响相应提前开花；而短日植物的花芽

诱导则被推迟，或延缓花芽发育的时间(Reekie et a1．1994；Ellis et a1．1995：

Rusterholz and Erhardt 1998：LaDeau and Clark 2001：Wagner et a1．2001：Lewis et

a1．2003)。Reekie等人(1994)曾报道了C02浓度加倍分别对菊花、长寿花

(Kalanchoe blossfeldiana)、裂叶牵牛(Pharbitis nil)和苍耳(Xanthium pensylvanicum)

等4种短日照植物，以及4种长日照植物欧蓍草(Achillea millefolium)、疗喉草

(Trachelium caeruleum)、意大利风铃草(Campanula isophylla)和翠菊(Callistephus

chinensis))开花时间的影响，结果发现，长日照植物均相应提早5"-'14天进入开

花期，而与长日照植物相比，短日照植物则推迟1～4天开花。更有趣的是，

Mortensen(1985)认为，即使同一种植物，对c02浓度的增加也有不同响应。譬

如短日照植物一品坌[(Euphorbiapulcherrima)，当COz浓度升高到1000 ppm时，

可提前4．6天开花；如果在此基础上再增加40。lJumol·m-2．s-1的光合光子通量

(photosynthetic photon flux)，则开花还可提前6．6天。

植物生殖的起始期，是其生活史中的关键参数，在成熟时对应年龄或植株

大小均反映了生活史的适合度(fitness)(Wesselingh et a1．1997)。通常，植物生殖

起始期的提前可通过两种机制来实现：第一是在植物有性生殖开始时所需最小

形体大小保持不变情况下，通过提高植物相对生长速率，以加快个体发育，使

得植株在较短时间内达到有性生殖所需的形体大小(Reekie et a1．1994；Ladeau

and Clark 2001；Wagner ct a1．2001))第二是通过改变植物开花时所需的形体大

小0teekie et a1．1994；Hc and Bazzaz 2003)。而大多数研究者认为，植物形体的

大小是影响植物开花的首要因素，而植物开花的时间与其年龄关系不大(Reekie

et a1．1994；Ladeau and Clark 2001；Wagner et a1．2001；He and Bazzaz 2003)。高

浓度C02通过提高美国商陆(Phytolacca americana)相对生长速率来加快个体发

育，使得该植物提前一周开花，但该物种在有性生殖开始时的形体大小并未受
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到高浓度C02的影响(He and Bazzaz 2003)。1000 ppm C02虽然使得拟南芥提前

5天抽萱，但此时植株形体大小与生长在360 ppm C02浓度条件下植株抽苴时形

体大小无多大差异；高浓度C02并不影响拟南芥开花时植株形体大小，而主要

是通过提高个体相对生长速率来促进植株提前开花(Gibeaut ct a1．2001)。另外，

Reekie等(1991)通过对Guara brachycarpa、天人菊(Gailardia pulchella)、月见草

(Oenothera laciniata)和羽扇豆(Lupmus texensis)等4种植物的研究结果证实，在

C02浓度增加的条件下，植物生长和开花起始期都将受到影响，即植物开花可

能处于不同年龄，而此时植株形体的大小或多或少基本一致。因此，一些学者

认为，植物在高浓度C02生长条件下提前开花，可能是由于在植株开花时形体

大小保持不变的情况下，光合速率增加使得相对生长速率加快，加速个体发育

进程，促使生殖起始期所需植株的最小形体时间变短，从而提前开花，这属于

间接效应(Ladeau and Clark，2001；Wa朗er ct a1．2001：He and Bazzaz 2003)．但

也有一些学者则认为，可能是诱导开花激素浓度的改变，似与生长速率的加快

无直接联系，尤其是当温度、光周期等参数基本一致时，C02浓度也可能成为

一种直接诱导的因子(Reekie and Bazzaz 1991)。

1．1．2对花、果实与种子产量的影响

通常，植物花部的发育对C02浓度变化的响应相当敏感，如在高C02浓度条

件下，大多数植物的开花数量增多(Jablonski ct a1．2002)。Thurig等(2003)通过对

61种植物在高浓度C02下开花影响的研究时发现，这些植物在群体水平上，其花

枝数目平均提高24％左右。Jablonski等(2002)对已发表的159篇论文，涉及79个物

种的相关资料进行整合分析(meta-analysis)后表明，在500"-'800ppm C02浓度下，

所有植物的开花数量平均增】JI]190A。花数量增加与质量提高对农牧作物和园艺

植物来说尤为重要，特别是农牧作物开花数量的增加是籽粒增产的前提条件，

如水稻在C02浓度升高情况下，其分蘖和开花数量均有显著增加(Costa甜a1．，

2003)。同样对一些园艺植物来说，花器官数量增加与质量改善，不仅可增加园

艺植物果实产量，而且还可提高一些花卉植物观赏效果和切花品质，从而获取

较高的经济效益。又如以收获果实为目的草莓(Fragaria ananassa)(Chen et a1．

1997)、菜豆(Phaseolus vulgam)(Prasad 2002)、西红柿(Lycopersicon

esculentum)(Reinert ct a1．1997)等园艺植物，其开花数量都有明显增加，同时盛花

期间以及开花持续时间均得到延长，最终果实产量也相应地得到显著增加。而

3
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对生长在高浓度C02条件下的一些观赏植物，如百合(Lilium dauricum)(魏胜林等

2001)、蝴蝶兰(Phalaenopsis)(Endo and Ikushima 1997)以及唐菖蒲(Gladiolus

hybridus)(张效平1995)等，高浓度C02不仅能够增加鲜花产量，而且还明显延长

了切花瓶插的寿命，进而提高了切花的经济价值。切花瓶插寿命的提高，可能

与花卉组织中一些抗衰老物质的增加有关，如在高浓度C02条件下百合叶片中脯

氨酸、可溶性糖以及氨基酸含量明显增加，这些物质是细胞渗透调节与代谢所

必需，同时还能提供更多能量物质来延长鲜切花的寿命(魏胜林等2001)。

关于C02浓度升高对植物有性生殖产量的影响，多见于对农作物的研究报

道。在通常情况下，CQ浓度升高主要是通过增加农作物果实或种子数量来提

高产量，而对其大小却影响不大(Ainsworth et a1．2002；Jablonski et aL 2002)。

Kimball(1983)对430篇有关农作物的研究报道进行了分析后发现，农作物平均

产量增加约为34％，而籽粒平均大小几乎没有变化。Ainsworth等(2002)采用整

合分析方法，将1980年到2000年的20年间，在国际期刊上发表的111篇论文

中有关CCh浓度升高对大豆生长影响作了全面分析，结果表明，大豆种子产量

平均增加24％，主要是豆荚数目平均增加19％所致，而单粒种子的平均重量并

无显著变化。最近，Jablonski等(2002)也发现，在高浓度C02处理下，水稻、大

豆、小麦以及玉米等农作物果实、种子数量、以及产量平均分别增加了18％、16

％和25％，而单粒种子平均重量仅增加为4％。除农作物以外，如白三叶等一

些重要牧草，在C02浓度升高条件下，其种子数量增加18％以上，但种子千粒

重却未受到C02的影响(Wagner et a1．2001)。为何C02浓度变化对种子数量的影

响程度大于种子大小呢?通常认为，植物子代的适合度与亲代投入的资源量成

正相关，但是种子变大将会使得种子数量下降，因为植物投入到有性生殖的资

源是有限的，即种子大小与数量之间存在着权衡关系(trade．．off)(Smith and

Frctwcll 1974；Lloyd 1987)。经典的Smith--Frctwell模型成功地解释了为何种子

大小往往保持恒定值，该模型认为，植物子代个体的适合度曲线与其最优种子

大dx(optimal seed size)密切相关。在一个种群内，其种子适合度曲线往往受生境

条件影响较小，这样，种子大小就不易发生改变．如果该种群投入到种子生产

的资源增加，由于种子适合度曲线变化不大，使得种子大小变化也不大，因此，

种子数量将会增力n(Smith and Fretwcll 1974；张大勇2004)。C02浓度升高通常

会提高植物绝对生殖产量，由于最优种子大小一般受环境条件(包括C02浓度变

化)影响较小，所以种子数量就会相应增加。
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因此，在高C02浓度条件下，通常大多数植物的生殖生物量，如花、果实

与种子数量等均会显著增加，而种子平均大小的增加幅度却相对较少。此外，

一些花卉植物的观赏效果和切花品质也可得到明显提高。

1．1．3对不同类型植物有性生殖的影响

虽然高浓度C02能提高植物生殖生物量的产量，但由于各种植物(如农作

物与野生植物，豆科植物、C3与C4植物，定型植物与不定型植物等)存在类型

上的差异。这就使得其生殖产量的变化幅度产生明显的变化。一般认为，农作物

产量增加幅度要远远高于野生植物(Evans 1993：Hall and Ziska 2000)。Jablonski

等(2002)通过对159篇文献进行整合分析发现，高浓度C02对农作物与野生植物

的总生物量提高幅度无明显差别，均约为31％。但对果实和种子的生物量来说，

农作物平均增加28％和21％，而野生植物只有4％左右。该作者认为，由于在

C02浓度增加条件下，农作物分配到有性生殖的资源比例未发生显著变化，而

野生植物在相同条件下分配到有性生殖的资源却下降了14％。为何农作物在

C02浓度升高情况下，其生殖生物量增加幅度要远远高于野生植物?一些学者

认为，农作物是经过了数百年人工选择所筛选出来的最优良品种，它们的果实

或种子无论在产量还是在质量上都达到最优状态。因此在大气C02浓度不断增

加下，它们会充分利用C02进行光合作用，并把较多的资源用于生殖生长，从

而大大的提高了生殖产量。然而对一些野生植物来说，由于它们是通过长期自

然选择的结果，其物质资源分配在其生长、生殖、生存以及防御等方面需要有

权衡关系；同时它们在营养和生殖生长特性上也比农作物具有更大的可塑性。

总之，由于野生植物比农作物的生长环境差，并且还存在有许多难以预测的因

素，因此当这类物种在C02浓度升高条件下持续繁衍下去时，是把大部分资源

用于营养生长、生存以及防御等方面，而不太可能分配更多的资源用于其生殖

生长(Hall and Ziska 2000；Jablonski et a1．2002：Toshihiko ct aL 2003)。

通常，C02浓度升高情况下，豆科植物产量增加幅度高于非豆科的C3植物，

而C4植物其产量增加幅度最4,(Poorter 1993；Wand et a1．1999)。Jablonski等(2002)

通过研究发现，豆科植物种子平均产量显著增加37％，非豆科的c3植物增加

15％左右，而C．植物则无明显变化。以大豆、小麦和玉米为例，在高浓度C02

条件下，平均产量分别增加为20％，15％和5％。为何不同类型植物的有性生

殖对C02浓度升高的响应程度为：豆科植物>非豆科C3植物>C4植物?究其原因，

5



拟南芥有性生殖模式和叶片特性对大气C02浓度变化的响应

是因为豆科植物具有固氮能力，即使在C02浓度升高情况下，也不会由于氮的

缺乏而使其生长受到限制；但对其它非豆科植物来说，当它们遇到氮素缺乏时，

其生长在一定程度上则会受到影响，生殖产量增加的幅度也比豆科植物低。另

外，C3植物进行光合作用固定C02的酶是核酮糖二磷酸羧化／；hi氧酶(ribulose

bisphosphatc carboxylase，Rubisco)，C4植物为磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶

(phosphoenolpyruvate carboxylase)和Rubisco两种酶类，C4植物在这两种酶的协

同作用下利用空气中C02的能力要远高于C3植物。相对于C4植物来说，目前

空气中的C02浓度还远不能使C3植物Rubisco酶得以饱和，当C02浓度升高时，

c3植物光合作用增加幅度和光呼吸抑制程度均高于C4植物，因而C3植物总生

物量以及生殖生物量增加幅度均会相应的高于C4植物(Poorter 1993；Wand et a1．

1999：Ward and Kelly，2004：牛书丽和蒋高明2003)。但是也有一些例外，如

C3植物的水稻平均产量增加42％，其产量增幅大于豆科植物的37％，其原因可

能与在农业上广泛采用高产、半矮化、光合能力极强且具有较大库强(sink

strength)的水稻品种，同时水稻又长期生长在有水和高养分条件下有关(Horie et

口己，2000：Jablonski ct a1．2002)。

依据植物对C02浓度变化敏感的程度，通常可分成定型植物(determinate

plants)和不定型植物(indeterminate plants)两大类(Lawlor and Kcys 1993：Morison

and Lawlor 1999：He and Bazzaz 2003)。定型植物是指在植物生活史中，其发育

过程、生长模式乃至植株大小、器官数量和库源能力等参数都变化不大的植物，

如欧洲苍耳(Xanthium strumarium)、黑麦草(Lo砌mperenne)和白车轴草(Trifolium

repens)等(Wagner et a1．2001：Lewis et a1．2003)：而在不定型植物的生活史中，

上述各种参数的变化较大，如野萝b(Raphanus raphanistrum)与拟南芥等(Curtis

et a1．1994：Ward and Strain 1997)。过去的研究显示，C02浓度升高时，定型植

物的果实和种子数目变化不大(Navas ct a1．1997：Huxman et a1．1999：Wagner et a1．

2001)，而不定型植物的果实和种子数目却显著增力KCurtis ct a1．1994：Ward and

Strain 199％Fxlwards ct a1．2001)。因此，不定型植物的有性生殖对C02浓度升高

的响应程度远比定型植物高。究其原因，可能是定型植物库源能力不易受到改

变，从而使其生殖产量对C02浓度升高响应程度较小的缘故(Morison and Lawlor

1999)。
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1．1．4对花粉与花蜜产量与质量的影响

菊科植物的豚草(Ambrosia artemisiifolia)是一种能产生大量花粉的植物，其

花粉是引起人类“干草热”(hay feve0的主要原因之一。据有关报道，目前“干草

热”患者数量逐年增加与空气中花粉数量的增加有关，而花粉数量的增加又与大

气中C02浓度的升高紧密相关(Bagarozzi et a1．1998：Ziska and Caulfield 2000)。

例如Ziska和Caulfield(2000)比较了在600和370ppm两种不同C02浓度下豚草

花粉的产量，结果发现，在600ppm生长条件下，豚草花粉产量竞为370ppm的

2．5倍。此外，Aloni等(2001)在研究高温与C02浓度对牛角椒(Capsicum annuum)

花粉活力影响时发现，高温能显著降低其花粉活力，而高浓度C02则减弱高温

对花粉活力的影响。未曾受到高温处理的植株，其花粉萌发率是受高温处理植

株的三倍；在800ppmC02浓度生长条件下的辣椒，当给予同样高温处理后，其

花粉萌发率与对照均无明显差异。通过进一步的研究发现，花粉萌发率的改变

与花粉中果糖激酶(fnctokinase)和己糖激酶(hcxokinasc)的活性变化有关，由于这

两种酶在花粉萌发过程中的物质代谢起了关键性的作用，因此它们的活性降低

将直接导致花粉萌发率的降低。如果植株在800ppm C02浓度条件下受到同样高

温处理后，其花粉中的上述两种酶活性并未受到显著影响，结果花粉萌发率也

未发生明显变化。由此推测，高浓度C02可能通过减弱高温对花粉和花药发育

过程中相关酶活性的影响，从而保持了花粉的活力(W盯ni and Aloni 2002)。

Osborne等(1997)报道，在高浓度C02下生长的蚕豆(Mc缸faba)，虽然单花

蜜产量无显著变化，但由于花量增加25％，同时花的寿命又延长17％，因而总的

花蜜产量也就明显增加了。旱金莲(Tropaeolum majus)生长在C02浓度为750ppm

的条件下，其蜜腺分泌蜜汁的速度明显加快，而蜜汁中蔗糖和氨基酸等主要成

分的浓度却未发生显著变化(take and HughCS 1999)。

1．1．5对种子与果实质量的影响

通常认为，在C02浓度升高情况下，种子中的C／N比升高、而含氮量、蛋白

质和自由氨基酸含量降低、营养成分下降、千粒重增加以及萌发率和萌发势加

强等Oablonski 2002：Barbara et a1．2003；Stiling et a1．2004：He et a1．2005)。Kimball

等(2001)研究表明，在未来的大气C02浓度增加条件下，如果土壤中可用氮的含

量得不到补充，那么谷物中的蛋白质含量就会降低39％，而碳水化合物含量则

相对提高，从而导致谷物营养价值的下降。反之，如果土壤含有足够氮肥，那
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么谷物的质量受到的影响较小，蛋白含量也只降低5％左右。最近，Barbara等(2003)

对一些草地植物的研究发现，在C02浓度升高情况下，这些植物种子的平均重量

均有所增加，种子萌发时间缩短，但种子的含氮量显著降低。还有一些学者通

过对已发表的278篇有关文献的分析表明，种子氮含量平均降低14％，其中非豆

科C3植物种子的氮含量降低16％左右，而豆科植物种子的氮含量无明显变化。究

其原因，可能是豆科植物根部具有固氮能力的根瘤菌，它们能从空气中直接固

定氮素，进而直接补充植物在高CCh浓度下快速生长对氮肥的需求(Cotrufo ct a1．

1998：Allen and Boote 2000；Jablonski ct a1．2002)。另外，火炬松(Pinus taeda)

在C02浓度升高情况下，其种子萌发率提高两倍，萌发时间也提前5天，幼苗的生

长速度加快和生长势增强，这就使得它们在群体中具有更强的竞争力(Hussam ct

a1．2001)。但也有研究者发现，种子重量增加对幼苗大小并无多大影响，其原因

可能是由于种子含氮量的降低抵消了种子重量增加带给幼苗的优势(Steinger and

Gall 2000)。

大气c02浓度在600--一900ppm条件下，草莓果实平均重量和干物质含量均有

所增加，其中含糖量显著提高，糖：酸比也相应增加，从而果实的品质得到了

明显改善(Chen et a1．1997)。曼陀罗(Datura stramonium)的果实可随着C02浓度的

升高，重量显著增加，果皮厚度和果皮表面的针刺数量均有增加：同时果实内

有毒化合物的含量也随之增加。上述现象说明，植物可能是为增强适应能力所

采取的一种策略，通常防御性强的植株后代，其生存能力要比增加种子数目的

后代g$(Garbutt and Bazzaz 1984)。

小麦、水稻等农作物生长在高浓度C02条件下，虽然其产量得到提高，但籽

粒中的营养成分却有所下降，其中包括氮含量降低、aN比上升、人体所需蛋白

质和氨基酸的种类与含量，以及铁和锌等微量元素含量均明显下降

(Manderscheid et a1．1995：Seneweera and Conroy 1997：Ziska et a1．2004)·

Seneweera和Conroy(1997)在研究高浓度C02对水稻籽粒品质影响时发现，不仅籽

粒蛋白含量降低，而且人体所需的Fc和Zn等微量元素含量也显著下降。

Manderscheid等(1995)报道了生长在高浓度C02条件下的两个春小麦和春大麦品

种，结果发现，上述四种作物的籽粒蛋白含量降低4％～30％，而籽粒中的N、

Ca、Mg等大量元素含量分别降低30％、13％和28％l此外，微量元素S的含量

也有所降低，进而影响到一些含S蛋白质的合成．因此，人们在衡量C02浓度升

高对农作物产量的影响时，决不能简单的以产量的增减作为标准，还应当考虑
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谷物增产后品质发生的改变(蒋高明等1997；Blumenthal et a1．1996：Rogers et a1．

1998)。

总之，在大气C02浓度升高条件下，植物果实与种子的产量通常会有所增

加，种子萌发率与萌发势也会有所提高(Hussain et a1．2001：Ainsworth ct a1．2002：

Jablonski et a1．2002；Barbara et a1．2003)。但值得注意的是，除豆科植物的种子

以外，其他植物的种子营养成分也会有所降低，主要表现为C／N比升高，蛋白

质和自由氨基酸、以及铁和锌等微量元素的含量均明显下降(Manderscheid et a1．

1995；Seneweem and Conroy 199r7；Kimball ct a1．2001：Ziska ct a1．2004)。

1．1．6对植物群落构建的影响

特别值得注意的是，当大气C02浓度升高后，由于植物有性生殖特性发生

了变化，由此将会引发一系列不寻常的后果。例如当植物开花期提前或延缓后，

使许多植物的繁殖成效(reproductive蛐ccess)受到影响，从而改变了一些植物群

落构建的布局。其中最典型的例子是，一些虫媒花植物经过长期演化和自然选

择后，它们均具有特定类型的昆虫在一定时间来进行采蜜和传粉，以帮助这些

植物完成授粉和受精作用。如果当大气C02浓度升高后，则会引起此类植物的

开花时间过度提前或推迟，从而在植物开花的时候，那些专为其传粉的昆虫可

能尚未出现，或者已迁徙到其它地方去了，这样就使得这类植物种群中的个体

授粉几率大为减少，繁殖力下降。如果经过几代繁殖后，将会成为退化种群，

最终将可能导致这类物种的灭绝(GarbuU and Bazzaz 1984：Rusterholz and Erhardt

1998)。此外，在同一个植物群落内生长的不同植物种群之间，由于大气C02浓

度升高，使得其中一些种群的花量增加，而另一些种群的花量相对减少，这样

前者就有可能吸引更多昆虫来采蜜传粉，长此以往，花量相对减少的种群授粉

几率明显下降，种群衰退，这就使得整个群落的竞争等级(competitive hierarchies)

发生相应的改变(Reekie and Bazzaz 1991 s Reekie et a1．1994)。

植物种子产量与质量的变化，对植物群落的变化也有很大的影响。当大气

C02浓度升高后，使得有些类型植物的种子产量增加，种子体积变大，种子的萌

发率和萌发势增强等，这利于其后代在植物群落中具有更强的竞争力，最终有

可能成为优势种群。而另一些植物种类，由于其种子产量和质量变化不大，子

代在植物群落中的竞争力相对减弱，从而可能成为弱势种群，并最终走向灭绝

的道路(Baskin and Baskin 1998：Gutterman 2000；Stiling et e11．2004)。Stiling等

9
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(2004)在对一个植物群落中三种栎属植物(Quercus myrtifolia、Q．chapmanii和Q．

geminata)的研究发现，在C02浓度升高下，前两者的种子产量显著增加，而后者

种子产量却变化不大；虽然它们的种子大小与萌发率均未发生明显变化，但是

作者仍认为，C02浓度升高将会改变这个群落中三个物种生殖产量的比例，其中

Q．geminata的种子产量相对降低，而同一个群落中的Q．myrtifolia和Q．

chapmanii就会占据更多的资源和空间，并进行大量繁衍；同时还由于它们种子

质量的提高，种子萌发率和萌发势的增加，幼苗生长茁壮，均能使它们在该群

落中通过种间生存竞争而获胜成为优势种群。相反地，由于Q．geminata的生长资

源和空间受到限制，最终被淘汰(Edwards et a1．2001 s Hussain ct a1．2001)。

另外，雌雄异株植物的生长发育，对C02浓度升高的响应也存在较大差异。

如Wang和Curtis(2001)在研究雌雄异株颤杨(Populus tremuloides)的生长发育

时，发现在C02浓度升高条件下，虽然雄株光合作用强度增加的幅度高于雌株，

但由于雌株总叶面积明显高于雄株，而呼吸作用强度却低于雄株，雌株最终的

生物量显著高于雄株。2003年，这些作者通过对雌雄异株的叉枝蝇子草(Silene

latifolla)的研究进一步发现，在高浓度C02条件下，雌性个体总生物量显著增

加，其中生殖器官生物量的增加幅度远高于营养器官生物量；而雄株生殖器官

生物量的增加幅度则明显低于雌株。他们由此推测，在未来大气C02增加情况

下，由于雌雄个体植株生长发育所受到的影响不同，使得用于营养生长和生殖

生长的资源分配比例发生变化，从而有可能改变雌雄个体的比例，最终将导致

植物繁殖、分布格局以及群落结构等的变化(Wang and Curtis 2001；Wang and

Griffin 2003)·

因此，在未来大气C02浓度升高情况下，有些植物的有性生殖对C02升高表

现出正面效应，从而逐渐成为植物群落中的优势种群，而那些对C02升高表现出

负面效应的种类则成为退化种群，并最终有可能被淘汰，致使一些植物群落构

建发生明显的变化(Garbutt and Bazzaz 1984：Baskin and Baskin 1998：Rusterholz

and Erhardt 1998；Gutterman 2000：Stiling et a1．2004)·

1．1．7结论与展望

总之，植物有性生殖特性的变化是预测植物对全球气候变化响应的重要指

标之一，其有性生殖特性对大气C02浓度升高的响应主要表现为：植物相对生长

速率加快，开花提前；花、果实与种子等生殖生物量增加。除豆科植物种子外，
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其它植物种子的营养成分均会有不同程度的降低。不过值得注意的是，在以往

的研究中仍存在一些不足之处。例如，有些研究尚未充分考虑到物种本身的特

性，将长日植物与短日植物混为一谈，这就有可能使植物的开花时间对C02浓度

升高的响应得出互为矛盾的结论。大多数的报道以开花物候学、种子产量等为

指标，而对这一过程中的生殖生态与生理生化参数的变化重视不够。再者，对

植物有性生殖特性响应的研究结论多建立在短期的观察结果，或以1—2个生长季

(生殖周期)的变化模式为基础，忽视了植物长期在高C02浓度下具有的反馈作用，

以及C02浓度变化对植物可能驯化的影响等。

1．2本课题来源与研究意义

本课题为中国自然科学基金重点项目“植物有性生殖对大气C02浓度变化的

响应"(90211005)支持的研究工作的一部分。

关于在高浓度C02条件下，植物经过数个有性世代的处理，研究对其有性生

殖的响应，至今尚未见有报道，只是最近在(Nature》期刊上发表了有关C02浓

度升高对莱茵绿藻(Chlamydomonas reinhardii)和各种真菌生长影响的两篇文章

(Collins and Bell 2004；Klironomos et a1．2005)。前者使用浓度为1050ppm C02对

莱茵绿藻连续处理1000代(约250天)以后，观察莱茵绿藻各种生理与形态指标的

变化程度；后者则使用高浓度C02对真菌连续处理21代(大约6年)以后，研究真菌

的各种指标变异程度。在上述两篇文章中均通过比较处理前或处理数代后的各

种指标，但未发现高浓度C02对莱茵绿藻和真菌产生遗传驯化作用，即高浓度C02

对每一代所产生的影响未被传递到下一代。而且这两篇文章也都同时提到这样

的事实，即目前还没有关于高浓度C02处理植物多个有性世代后，对其有性生殖

响应的报道，故不清楚植物是否与真菌或藻类的研究结果相似。为此，他们建

议采用高浓度C02对植物进行多个有性世代的影响将更具有重要的实践意义，因

为与藻类和真菌相比较，植物与人类和生态环境关系更为密切．

迄今为止，为什么在国内外尚未见有使用高浓度C02对植物进行多个有性

世代处理的研究报道呢?究其主要限制因素有两个：第一、植物尤其是木本植

物生长周期很长，如树木从幼苗到有性生殖起始时至少需要数年时间；第二，

植物形体通常很大，在实验中样本数量受到很大限制，如果进行相关的实验就

需要更大的可控制环境条件，进而实验成本非常高。针对上面两种限制因子，
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我们在本实验中拟采用模式植物拟南芥作为实验材料，该植物生长周期短，一

般15周左右就能够完全完成一个有性世代，而从种子到种子通常只需要2个月，

所以能够在较短时间内完成多个世代生长；同时拟南芥形体很小，成年植株通

常高30～40cm，所占空间小，便于在人工气候箱中种植大量实验材料。此外，

种子产量高，每株可结种子近万粒，有关拟南芥栽培、生物学特性和繁育系统

等方面，过去都有较为详细的报道。因此，它可作为连续和环境变化可控研究

最理想的实验材料。

本研究在人工控制环境中以模式植物拟南芥为材料，以不同浓度C02对其

进行连续多个有性世代的处理，比较各个世代生殖特性的变化，找出高浓度C02

对拟南芥有性生殖特性的变化规律，以便从细胞、组织和个体尺度上揭示植物

有性生殖对全球变化的适应模式，以及主要生理过程和响应机制等，从而有助

于进一步剖析影响生态系统不同层次的主导控制因子与其对生态系统多样性、

时空配置，及其生态系统稳定性的影响与反馈作用。
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第二章不同浓度C02对拟南芥多个世代
有性生殖影响的研究

2．1引言

自18世纪工业革命以来，随着化石燃料消耗的不断增加以及伐木毁林的加

剧，全球大气C02浓度从当时的280ppm增加到目前的370ppm左右，并且还以

每年1．5ppm的速率递增，预计到本世纪末，大气C02浓度将会增加到540"--

970ppm(ircc 2001)。C02作为植物光合作用原料之一，其浓度升高将对植物光

合作用产生较大的影响，并由此可能引起植株生理、生化、结构、有性生殖和

同化物分配等一系列的变化，同时还可能改变植物群体的竞争能力，从而改变

其群落结构(Garbutt and Bazzaz 1984t Bazzaz et a1．19951 Gibeaut et a1．2001)。迄

今为止，国内外很多学者采用人工控制环境下人为升高大气C02浓度，进而模

拟未来C02浓度的变化，以研究植物对大气C02浓度升高的各种响应。然而，

上述的模拟研究主要集中在高浓度C02对植物光合作用、叶绿素和碳水化合物

含量以及气孔密度与指数等生理、生化和结构等方面，而对植物有性生殖方面

的报道却很少(Mortensen 1987：Lawlor and Mitchell 1991 1 Idso and Idso 19941

Klironomos ct a1．2005；林金星和胡玉熹19931蒋高明等19971汪杏梅等1997；

杨金艳等2002)。

由于植物有性生殖与其生态适应性密切相关，同时大多数农植物也与植株

的有性生殖关系十分密切(Ziska and Caulfield 20001 Jablonski ct a1．2002)。因此，

深入研究大气C02浓度变化对植物有性生殖的影响，将是非常必要和具有重要

的理论与实际意义(滕年军等20061 Klironomos et a1．2005)。根据以往的文献报

道，在研究高浓度C02对植物有性生殖影响的实验中，大多对植物采用几天、

几周或几个月的短期处理，或一个有性世代或一个有性世代里的几个生殖年代；

另外，也有少数一些为数年的处理试验，但后者的长时间处理实验材料仅局限

于木本植物，由于这类植物的生命周期通常达数百年甚至上千年之久(Idso and

Idso 19941 Bazzaz ct a1．1995；Potvin and Tousignant 1997；Ward ct a1．2000；Andalo

ct a1．20011 Collins and Bell 2004)。为此，在大气高浓度C02的条件下，对植物

进行多个有性世代的研究，尚不多见。长期高浓度C02处理对植物各个方面所

13
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产生的影响，是否会通过其有性生殖途径传递给后代，迄今为止尚无相应的报

道(Collins and Bell 2004：Klironomos ct a1．2005；滕年军等2006)。因此，采用高

浓度C02对植物进行连续多个世代处理，以研究C02对植物是否有驯化作用，

以及植物是否对C02产生适应性，将具有十分重要的意义。

目前，在真菌和藻类中，都有C02对其进行多个世代处理的研究，如对真

菌是21个世代，而对藻类是1000个世代，最后比较它们的一些形态指标。之

所以对真菌和藻类进行这么多世代处理主要原因有两点，一是生命周期短如藻

类每天能购繁殖3"-'4代，因此在短期内就能够进行多个世代实验，二是个体小，

在很小的空间内部可以进行大量群体进行实验，这样实验设备便于制备，实验

成本也较低(Collins and Bell 2004：Klironomos et a1．2005)。而对绝大多数高等植

物来说不具备这两个优点，例如一些木本植物不仅个体大，而且生活周期长；

同样，许多草本植物的生活周期通常也需要一年左右，所以就不太可能在短期

内利用高浓度CCh对它们进行多个世代的处理(Collins and Bell 2004；Klironomos

ct a1．2005：滕年军等2006)。此外，在研究C02对植物有性生殖影响的过程中，

还必须要有一定数量的样本，而以植物为材料时，则需要较大的实验空间，实

验成本也较高。鉴于上述原因，本文将采用模式植物拟南芥作为研究对象，因

为拟南芥的植株个体小，成熟个体仅高约．30--40厘米；生殖周期短，一般15

周，而从种子到种子通常只需60天左右时间：种子产量高，每株可结种子近万

粒等特点。同时有关拟南芥的栽培、生物学特性和繁育系统等方面，过去均有

较为详细的报道。为此，我们认为，拟南芥作为连续多个世代环境变化可控研

究是最为理想的实验材料。

本实验拟采用浓度为370和700ppm C02，在人工气候培养箱中对拟南芥进行

连续多个有性世代的处理，以探讨在未来大气C02浓度升高条件下，植物有性生

殖的变化，以及各代生殖的特性，从而找出高浓度C02对拟南芥生殖特性影响的

变化规律；同时还将从细胞、组织和个体尺度，进一步揭示植物有性生殖对全

球变化的适应模式、主要生理过程和响应机制，从而有助于深入剖析影响生态

系统不同层次的主导控制因子，以及对生态系统多样性、时空配置及其生态系

统稳定性的影响与反馈作用。
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2．2材料与方法

2．2．1实验材料

拟南芥(Arabidopsis thaliana)，为野生型Columbia生态型(Wild．type C01．O)，

由中国科学院植物研究孟征研究员所赠。本研究连续进行8个世代拟南芥种植，

其中下1个世代的植株来至上1个世代的种子。

2．2．2材料种植与培养箱改造

拟南芥种子在播种前置于40C黑暗和湿润环境下处理2天。培养基质是营

养土与蛭石(北京凯因有机肥生物有限责任公司)体积按1：1比例混合后在1210C

条件下灭菌20分钟。培养容器是容积为200 cTn3白色塑料方形花盆(北京鸿华园

艺公司)。将灭菌过的基质装满花盆，将装满基质的花盆放在一个塑料托盘，然

后将托盘倒满蒸馏水，基质将通过毛细作用吸水，同时可以用小喷壶对花盆基

质表面进行喷洒蒸馏水。当花盆中的基质都被水吸水达到饱和以后，此时可以

将在黑暗湿润条件下处理2天的种子用镊子或牙签小心地播种到基质表面，切

忌被基质所覆盖，因为拟南芥种子萌发需要光照。每盆播种5～6粒种子，均匀

分布在基质表面，当真叶生长出来后，在花盆中间保留一株苗。在真叶刚长出

和植株刚抽苔时，将基质表面进行松土，同时用1／2MS培养液进行施肥

(Murashige and Skoog 1962)，其它时间则用蒸馏水进行浸水，实行“不干不浇，

一次浸透"的原则。 ·

将播种后的花盆连着托盘一起移到人工气候培养箱中进行培养。人工气候培

养箱型号为HPG．280H，购置哈尔滨东联电子技术开发有限公司。刚购置新的培

养箱，能够自动控制箱体内部的光照时间与强度、光照与黑暗下的温度与相对

湿度，但不能够控制C02浓度．因此，我们请北京前景惠邦温室控制技术有限

公司工程师对人工气候箱进行了适当改造，使得人工气候箱能够自动控制箱体

内部的C02浓度。人工气候箱改造主要是在培养箱内部加入一个可以灵敏检测

C02浓度的C02检测仪器(eSENSE—D，Sense Air,Sweden)，该仪器的检测精度为

±5％。箱体外部有一个继电器，C02检测仪器所检测到的C02浓度实时传递到

继电器，同继电器根据接受到的C02浓度与我们预先设定的C02浓度进行比较，

如果接受的C02浓度高于我们预先设定的C02浓度，那么继电器就会关闭C02

气瓶上电磁阀，从而停止对培养箱供C02气体，反之则打开C02气瓶上的电磁
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阀向培养箱供C02气体。因此，培养箱中的C02气体浓度一直在我们预先设定

值左右摆动。本实验中使用的C02浓度为99．999％高纯度气体，从北京北温气

体有限公司购买。图2．1是C02人工气候箱、相关控制仪器以及拟南芥植株在人

工气候箱内部生长的情况。

根据相关文献(Leishman ct a1．1999；Gibeaut et a1．2001)以及节省实验费用等

方面的考虑，我们实验中使用2个改造过的人工气候箱，一个气候箱中的C02

浓度设定值为370／比mol morl，培养箱中实际数值为3704-30／强mol mold范围内变

动。另一个培养箱中的C02浓度设定值为700肛mol mol"l，培养箱中实际数值为

7004-50#mol mol"1范围内变动。每天光照16小时，光强为400∥mol m-Zs-1 PAR，

光期温度为230C、相对湿度为75％，黑暗时温度为19度，相对湿度大于90％。

在培养过程中，我们将实验材料在两个培养箱中每周交替互换一次，同时随机

改变材料在培养箱中的位置，目的是为了减少培养箱以及位置对材料生长的影

响。

2．2．3拟南芥生长速率的测定

由于拟南芥植株生长发育早期生物量很小，质量难以精确测定，所以我们根

据相关文献(Gibeaut et aL，2001)，以叶片总面积变化来恒量植株生长速率。在种

子萌发后l～5周不同发育阶段，每周采用数码相机对植株进行非破性坏拍照，

第六周时，由于莲座叶片相互重叠，将叶片从植株上取下来然后进行数码拍照。

照片利用AutoCAD 2000软件进行叶片面积计算，从而可以避免叶片仪在测定叶

片面积过程中对幼嫩叶片的损伤。每个阶段随机测定10株。

2．2．4拟南芥开花生活周期的确定

在拟南芥植株第l朵花开放的时候，即生长发育6．00阶段(Boyes et a1．

2001)，此时标记为开花，并记录从种子萌发到开花所需要的时间，此段时间定

为营养生长阶段，从第1朵花开放到最后l朵花的角果中种子成熟所需时间为

植株生殖生长阶段，植株生活周期为营养生长和生殖生长时间之和。在植株最

后l朵花的角果种子成熟后，记录植株生活周期，并相应地算出生殖生长所需

时间。在每1个世代中，每个C02浓度处理中所记录植株样本为35---42株。

16
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2．2．5拟南芥花、果实和种子数量的测算

在拟南芥植株开花以后开始定期记录每l植株开花的数目，并相应记录角

果数目；统计花和角果所使用样本在每1个世代中为35,---42株。角果长度、角

果中种子数量统计方法：每1个世代中随机取10个植株，每个植株上随机取样

30个角果。每植株种子重量、种子千粒重中也是随机取样10个植株，每植株算

出千粒重，然后用每株种子总质量除以千粒重即获得每株所结种子数目。

2．3．6拟南芥生物量及其分配比例的统计

当最后l朵花的角果中种子成熟后，对植株进行收获，收集盆中上部分的

茎杆，用水轻轻冲洗根部的土壤，然后收获根，最后将材料在80·C条件下烘

48小时至衡重，最后计算每株植株的生物量为营养器官生物量，同时将收获的

角果进行称重，获得生殖器官生物量，植株总质量为营养器官和生殖器官生物

量之和，同时可以计算出每个植株生殖生物量所占总生物量的比例。每1个世

代中样本量为35"42株。

2．3．7拟南芥种子大小及质量的检测

千粒重测量方法：从10株中每株随机称量50mg种子，然后人工数出50mg所

含种子数量，进而计算出种子千粒重。种子C、N含量测定方法见“3．2．8叶片

中各种元素含量测定刀，最后计算出c／N比例，由于我们只测定1"-6个世代种

子的C、N含量，所以我们在结果中只给出6个世代的实验数据。种子萌发率计

算方法：由于拟南芥种子随着储藏时间的延长，其种子萌发率会逐渐降低，因

此我们在每1个世代种子刚收获后，立刻测定种子萌发率，具体方法是在每1

个世代中随机从10个植株中取种子，每个植株取300粒种子，将种子预先用水

湿润，放在4 oC条件下处理48小时，其目的是让种子发芽一致，然后将种子

放在16小时光照，8小时黑暗条件下，经过72小时后，数出萌发种子粒数，计

算出萌发率。
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圈2-1COz人工气候箱整体及局部构造

^I高纯度C02气体锕瓶．钢瓶上面连接C02阀门和电磁阀：e．C02人工气候箱外部构遗．
培养辖顶部为接受C02浓度继电器．维电器控制电磁阀门的开关．C．C02浓度检涮器．所
检测的C02浓度传输给熊电罄．D CO,专用阀门和控制阀门开关的电磁罔的放大母片．E
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第二章不同浓度C02对拟南芥多个世代有性生殖影响的研究

2．3结果

2．3．1不同浓度C02对拟南芥生长速率的影响

图2．1表示从种子萌发后6周时间内植株叶片面积的动态变化过程。从图中

可以看出700ppm C02处理明显促进拟南芥生长发育。其中从第2周到第5周时

期内，700ppm C02对拟南芥植株生长作用更为明显。图2．2表示拟南芥从萌芽

后1～5周内370ppm与700ppm C02对拟南芥生长发育的影响；图2—3与图2

—4是种子萌芽6周后，两种浓度C02拟南芥处理下拟南芥植株及根生长发育状

况。从这些图中可以明显地看出高浓度C02处理显著促进拟南芥植株地下和地

上部分的生长发育，并且在种子萌发后前5周以内促进作用更为明显。

O l 2 3 4 5 6

Growth Time(Weeks)

图2-1不同浓度aD2对拟南芥不同发育时期叶片面积动态变化的影响
Fig．2-1 Effects of ambient and elevated C02on leaf area of

Arabidopsis thaliana during six weeks after germination
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图2-2不同浓度002对拟南芥种子萌发后5周内植株生长发育的髟响

A-E：种子萌发1{周后拟南芥植株生长情况，左边(700ppm)-右边OT0附n)

Fig．2-2Effec“ofambient and elevatedC020ll grov．,th anddevelopment

d^rn目∞☆nmHmduringfiveweeksaftergem☆atlon．
A-E：Plants atl～5weeks，700p删e埘and370ppm(tight)in eachflSum．

蕊圈
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田2-3不同浓度c02对拟南芥种子萌发后6周时檀株生长发育的髟响
九370哪下生长的檀椿；眦T00plm下生长的檀株

H&2-3E￡“sofItmbtent aod elevatedc02∞mowthanddevelopment
ofAmb／,蛔esbtha／Jkma atdxweeks ajargen'晌ation
～Plants Spmvn at3"／Oppm；B PlantsgTown at700ppm



拟南芥有性生殖模式和叶片特性对大气c02浓度变化的响应

田2-4不同诹度c02对拟南芥种子萌发后6周时植株根生长发育的影响
^370ppm下生长的撮；B：TOOppm下生长的根。表尺：lc口
F培2-4Efi自：ctsofambientandelevatedC02013 rootp)wlh anddevelemzm
0f^∞m神tha／／ana at sixweeksaftergerminafion．
ARootat370ppm002；B R∞【at700ppmc02

2．3 2不同维度c02对撤南芥开花、生活周期的影响

图2-5表示8个世代拟南芥在不同浓度C02处理下，第一朵开花植株的数目

和相应开花所需的时间。从图中可以看出在370ppmC02下，拟南芥檀株开花时

间介于38～51天，第一株到最后一株开花时间的间隔为14天，大部分檀株在

41～46天开花，其中“天的时候平均开花植株数目最多．平均达到6．88±1．55

株．而在700ppm c02下，拟南芥植株开花时间介于35～47天，第一株到最后

一株植株开花时间的间隔为13天，大部分植株在37～45天开花，其中41天的

时候平均开花植株敷目最多，平均达到5．13_+1．81株。与对照相比较．在8个世

代中，700ppm c02处理下，植株第一朵花开花时间平均大约前提3天左右；同



第二章不同浓度C02对拟南芥多个世代有性生殖影响的研究

时开花时间范围变得更宽，如大部分植株集中在9天时间内开花(37"-'45天)，而

370ppm C02处理下，大部分集中在6天时间内开花(41-'--46天)。

Days to first flower

图2-5不同C02浓度下8个世代植株平均开花时间分布

Fig．2-5 Distribution pat伦m of flowering Arabidopsis plants of 8 generations grown under

ambient and elevated C02 during different time

在每一代中，与对照相比较，高浓度C02处理显著促进拟南芥开花

(P<0．0001)1但是，在相同C02浓度处理条件下8个世代之间的开花时间，却没

有显著差异070ppm：P=O．127；700ppm：P=O．193)。图2．6比较8个世代不同C02

浓度条件下拟南芥开花时间的变化，其中370ppm C02处理下1"--8个世代每一

个世代开花的平均时间介于43．37～44．71天，8个世代平均开花时间为

44．10-!-0．54天，8个世代开花所需时间总和为352．81天。而在700ppm C02处理

下，1'---8个世代每一个世代开花的平均时间介于40．07"41．45天，8个世代平

均开花时间为40．81_'0．53天，8个世代开花所需时间总和为326．50天。与对照

相比较，700ppm C02处理下，每一个世代开花时间平均提前3．29天，8个世代

开花时间共提前26．31天。
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图2-6不同浓度C02对拟南芥开花时间的影响
·

Fig．2-6 Effects of ambient and elevated Cth on flowering time ofArabidopsis thaliana

同样，在每一个世代中，与对照相比较，高浓度C02处理也显著缩短拟南

芥生活周期(P<0．0001)；但是，在相同C02浓度处理条件下8个世代之间的生活

周期长度却没有显著差异(370ppm：P=0．095；700ppm：P=0．145)。图2．7比较8个

世代不同C02浓度条件下拟南芥生活周期的变化，其中370ppm C02处理下1～

8个世代每一个世代生活周期长度介于105．49"-106．71天，8个世代平均生活周

期长度为105．97±0．49天，8个世代生活周期所需时间总和为847．74天。而在

700ppm C02处理下，1"-'8个世代中每一个世代生活周期介于99．52"---101．36天，

每个世代生活周期平均长度为100．33_-*0．59天，8个世代生活周期长度总和为

802．64天．与对照相比较，700ppm C02处理下，每一个世代生活周期长度平均

缩短5．65天，8个世代共缩短45．15天(图2．8)。
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GeneratiOYl

图2-7不同浓度c02肘拟南芥生活周期的影响
H4 2-7EⅡecIsofambientand elevatedC020nlife印柚ofArabidopsl口加池加

口Days to first flower

●Days of FePFoducti ve growth
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圈抽不同浓度c02处理下拟南芥生活周期比较
矸02-8岛删-f曲noflife span of加抽^啦出妇妇柚Fa帅m皿b妇tandekvmedc02

与对照相比较，7∞ppm 002处理下，每一个世代开花时问平均提前3．29天，

而生活周期平均缩短5．65天，因此植株生殖生长(生活周期=第一朵花开所需时

^∞h∞日『)E∞A∞o铀懈，I
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间+生殖生长时间)平均缩短2．36天。同样，在相同C02 度处理下，8个世代

生殖生长时间之间没有显著差异(370ppm：P=O．124；700ppm：P=O．063)；而不同

浓度c02处理下，每一个世代之间却存在显著差异(P<O．0001)(图2-9)。

65

61

57

55

2

Generation

5 6 7 8

图2-9不同浓度C02对拟南芥生殖生长时间的影响
Fig．2-9 Respons鹤of reproductive growth time ofArabidopsis thaliana

to ambient and elevated C02

2．3．3不同浓度C02对拟南芥花、果实、种子数量影响

图2．10表示8个世代拟南芥在不同浓度C02处理下，每一个世代中植株平

均开花的数量变化趋势。从图中可以看出在相同C02浓度处理下8个世代之间

植株平均开花数量在一定数值附近波动，其中370ppm C02处理下，各个世代植

株平均开花数量在230个附近波动，各个世代之间植株平均开花数量介于

225．9"-241．7个，8个世代植株平均开花数量为234±27．5个，各个世代之间植株

开花数量没有显著性差异(P=O．158)。同样，在700ppm C02处理下，8个世

代之间植株平均开花数量也没有显著性差异(P=o．086)，各个世代植株平均开
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花数量在340个附近波动，各个世代之间植株平均开花数量介于328．8"347．7

个，8个世代植株平均开花数量为337．2±32．04个。但在同一个世代中，700ppm

C02处理下植株平均开花数目均显著高于370ppm C02处理下植株平均开花的数

目(P<O．0001)，平均高44．1“．2％，各个世代中变化幅度为38．1～50．7％。
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图2-10不同浓度032对拟南芥花数量的的影响

Fig．2-10 Effects of ambient and elevated c02 on flower number per plant

图2．11表示8个世代拟南芥在不同浓度C02处理下，每一个世代中植株平

均角果的数量变化趋势。从图中可以看出在相同C02浓度处理下各个世代之间

植株平均开花角果数量也在一定数值附近波动，其中370ppm C02处理下，8个

世代植株平均角果数量在200个附近波动，各个世代之间植株平均开花角果介

于198．7～212．2个，8个世代植株平均开花数量为205_+18．1个，各个世代之间

植株角果数量没有显著性差异(P=O．077)．同样，在700ppm C02处理下，8

个世代之间植株平均角果数量也没有显著性差异(P=O．087)，各个世代植株平

均角果数量在280个附近波动，8个世代之间植株平均角果数量介于271．3～

286．3个，8个世代植株平均角果数量为279．6_+21．3个。但相同世代中，700ppm
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C02处理下植株平均角果数目均显著高于370ppm c02处理下植株平均角果的数

目(P<O．0001)，平均高36．4±3％，各个世代中变化幅度为31．2"-39．6％。
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图2-11不同浓度C02对拟南芥角果=ill[量的影响
Fig．2-11 Effects of ambient and elevated C02 On siliquc number per plant

图2．12表示8个世代拟南芥在不同浓度C02处理下，每一个世代中角果所

含种子数量变化的趋势。从图中可以看出在两种C02浓度处理下，无论在8个

世代之间(P=O．099)还是在各个世代中(O．175<P<O．847)，CCh处理对角果种

子所含数量均没有显著性影响。角果所含种子平均数量在47个附件波动。说明

角果中种子所含数量对C02处理没有产生响应。
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图2-12不同浓度C02对拟南芥角果中种子数量的影响
Fig．2-12 Effects of ambient and elevated C02 on seed number per silique

图2．13表示8个世代拟南芥在不同浓度C02处理下，每一个世代中角果长

度种子数量变化的趋势。同样，从图中可以看出在两种C02浓度处理下，无论

在8个世代之间(P=0．430)还是在各个世代中(O．124<P<0．764)，C02处理对

角果长度均没有显著性影响。角果平均长度在12．6mm附件波动。说明角果长度

与所含种子数量一样都对C02处理没有产生响应。
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图2-13不同浓度c02对拟南芥角果中种子数量的影响
Fig．2-13 Effects of ambient and elevated C02 on silique length

图2．14表示8个世代拟南芥在不同浓度C02处理下，每一个世代中植株平

均所结种子数量变化的趋势。从图中可以看出在相同C02浓度处理下各个世代

之间植株平均所结种子数量在一定数值附近波动，其中370ppm C02处理下，8

个世代植株平均所结种子数量在10000个附近波动，各个世代之间植株平均所

结种子数量介于9146"--10010个，8个世代植株平均所结种子数量为9713__．886

个，各个世代之间植株平均所结种子数量没有显著性差异(P=0．159)。同样，

在700ppm C02处理下，8个世代之间植株平均所结种子数量也没有显著性差异

(P=0．767)，8个世代植株平均所结种子数量13000个附近波动，各个世代之

间植株平均所结种子数量介于12835"13593个，8个世代植株平均所结种子数

量为13420+1001个。但在每一个世代中，700ppm C02处理下植株平均所结种子

数量目均显著高于370ppm C02处理下植株平均所结种子数量(P<0．0001)，平

均高37．7±6．1％，各个世代中变化幅度为27．1"--48．6％．
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图2．14不同浓度C02对拟南芥植株所结种子数量的影响
Fig．2-14 Effects of ambient and elevated C02 on seed number per plant

2．3．4不同浓度C02对拟南芥生物量及其分配比例的影响

图2．15表示8个世代拟南芥在不同浓度C02处理下，每一个世代中单个植

株平均总干重变化的趋势。从图中可以看出在相同C02浓度处理下各个世代之

间单个植株平均总干重在一定数值附近波动，其中370ppm C02处理下，8个世

代单个植株平均总干重在800mg附近波动，各个世代之间单个植株平均总干重

介于771"--819mg，8个世代单个植株平均总干重为797．8±71．9mg，各个世代之

间单个植株平均总干重没有显著性差异(P=0．106)。同样，在700ppm C02处

理下，8个世代之间单个植株总干重也没有显著性差异(P---0．767)，8个世代单

个植株平均总干重在1000rag附近波动，各个世代之间单个植株平均总干重为

996"--1058mg，8个世代单个植株平均总干重为1029．3±80．8mg。但在每一个世

代中，700ppm C02处理下单个植株总干重显著高于370ppm C02处理下单个植

株平均总干重(P加．0001)，平均高29．3±2．7％，各个世代中变化幅度为26．3～

33．1％。
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1200

llOO

l 2 4 5 ‘ 7 8

Genera【tion

图2．15不同浓度C02对拟南芥植株总生物量的影响

Fig．2-15 Effects of ambient and elevated C02 011 total mass weight per#ant

图2．16表示8个世代拟南芥在不同浓度C02处理下，每一个世代中单个植

株生殖生物量以及生殖生物量所占总生物量百分率变化的趋势。从图中可以看

出在相同C02浓度处理下各个世代之间单个植株平均生殖生物量在一定数值附

近波动，其中370ppm C02处理下，8个世代单个植株平均生殖生物量在350mg

附近波动，各个世代之间单个植株平均生殖生物量介于329"-358mg，8个世代

单个植株平均生殖生物量为345．4±28．4mg，各个世代之间单个植株平均生殖生

物量没有显著性差异(P--0．110)．同样，在700ppm C02处理下，8个世代之

间单个植株平均生殖生物量也没有显著性差异(P=o．697)，8个世代单个植株

平均生殖生物量在450mg附近波动，各个世代之间单个植株平均生殖生物量为

443"-468mg，8个世代单个平均生殖生物量为455．1±28．8mg。但在每一个世代

中，700ppm C02处理下植株平均生殖生物量显著高于370ppm C02处理下植株

平均生殖生物量(P<0．0001)，平均高31．9±5．6N，各个世代中变化幅度为23．7～

39．5％。

咖

蛳

啪

瑚

伽

I

匐暑零星缸‘跪叠^I鼍-qL



第二章不同浓度C02对拟南芥多个世代有性生殖影响的研究

从图2．16中也可以看出，700ppmC02不仅显著增加拟南芥植株生殖生物量，

而且也显著提高生殖生物量所占植株总生物量的比例(P<O．001)。但在8个世

代中，相同C02浓度处理下，各个世代之间生殖生物量所占总生物量比例在一

定范围内浮动，没有显著性变化，如在700ppmC02浓度下在46％附近浮动，8

个世代平均值为46．4±3．0％，变化范围为45．3±48．2％(P--O．636)。而在370ppm

浓度下各个世代之间生殖生物量所占总生物量比例在43％附近浮动，8个世代

平均值为43．2±1．80A，变化范围为41．8±44．3％(P=O．113)，分配比例比在700ppm

下低3％左右。
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图2-16不同浓度C02对拟南芥植株生殖生物量及其所占总生物量比例的影响

Fig．2-16 Effects of ambient and elevated C02 on reproductivemass(siliques)
per plant and percentage of reproductive mass

2．3．5不同浓度C02对拟南芥种子大小及质量的影响

图2-17表示不同浓度C02处理下，各个世代中种子千粒重的动态变化。从
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图中可以看出，700ppmC02显著增加种子千粒中(P<0．01)。但在相同CO,浓度

处理下，各个世代中种子千粒重在一定值附近波动，如在370ppm C0,处理下，

各个世代种子平均千粒重为18．16±0．42mg，各个世代中也没有显著性差异

(P=O．407)：而在700ppm CO,处理下，种子千粒重在19．5mg附件波动，平均

值为19．35±0．44mg，各个世代之间种子千粒中没有显著性差异(P=O．688)，平

均比370ppm处理条件下重约6．6％。
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图2-17不同浓度C02对拟南芥种子干粒重的影响

Hg．2-17 Effects of ambient and elevated C02 on weight per 1000 seeds

图2．18图表示不同浓度C02处理下，6世代中种子含N量和C／N比的动态

变化。从图中可以看出，在各个世代中700ppm C02显著降低种子含N量

(0．0001<P<0．0389)，但却显著增加种子C／N比例(o．0001<P<0．005)。但在相同

C02浓度处理下，各个世代中种子含N量以及C／N比没有显著性变化，而都在

在一定值附近波动，如在370ppm C02处理下，各个世代种子含N量平均

2．56_+0．09N，各个世代中没有显著性差异(P--'0．915)l而在700ppm C02处理
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下，种子含N量在2．3％附件波动，平均值为2．29_+0．09％，各个世代之间也没有

显著性差异(P=O．674)，平均比370ppm处理条件下低约11％。而700ppm处

理条件下，种子C／N比比370ppm下显著增加，但在相同浓度C02处理下，C／N

比在各个世代中变化不大，都在一定范围内波动，如在370ppm处理下，6个世

代中C／N比平均为19．84±o．68％，6个世代中变化范围为19．59"--20．33％，没有

显著性差异(P--0．612)。而在700ppm处理下，6个世代中C／N比平均为22．96±0．91

％，6个世代中变化范围为22．55"--23．25％，也没有显著性差异(P=O．818)，平

均比370ppm下高约15．72％。
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图2-18不同浓度C02对拟南芥种子含氨量和碳氰比的影响

Fig．2-18 Effects of ambient and elevated Cth on N content C／N of se．e．ds

图2．17表示不同浓度C02处理下，8个世代中种子萌发率的动态变化。从

图中可以看出，C02浓度处理和世代之间均没有显著性差异。如在370ppmCth
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浓度处理下，8个世代中种子萌发率为88．6±5．5％，介于87．4"90．5％，各个世

代中萌发率没有显著性差异(P=0．832)；而在在700ppmC02浓度处理下，8个

世代中种子萌发率为88．3±5．4％，介于87．1-一89．4％，各个世代中萌发率没有显

著性差异(P--0．699)。两种浓度C02处理下没有显著性差异(P=0．302)。由此

认为，种子萌发率不受C02浓度及世代的影响。
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图2-19不同浓度C02对拟南芥种子萌发率的影响
n昏2-19 Effects ofambient and elevated C02on seed germination
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2．4讨论

通过利用不同浓度C02对拟南芥进行连续8个世代处理的实验，发现在每

一个世代中，与370ppm C02处理相比较，在700ppm C02浓度处理下，拟南芥

生长发育速率均显著地增加、开花提前、生活周期缩短；植株总生物量显著增

加；植株生殖生物量如角果和种子的数目和质量均显著地增加：生殖生物量分

配比例显著提高；种子千粒重及C_／N显著增加，种子N含量却显著降低，而种

子发芽率却没有显著变化。

Gibeaut等(2001)曾经研究1000ppm C02对拟南芥生长发育与开花的影响，

发现1000ppm C02处理下拟南芥最早在32天时抽苔，而在360ppmC02浓度下

37天时才抽苔：通常在播种后的3周内，正是拟南芥幼苗生长发育的关键阶段，

它对C02浓度升高的反应最为敏感，生长明显加快，而3周以后其相对生长速

率则无明显变化。优质牧草白三叶(Trifolium repens)在600ppm C02浓度条件下，

开花时间比正常的提前10天，作者认为可能由于其花芽分生组织在发育过程中

获得了更多的营养物质，使发育速度加快，从而开花时间提前(Wagner et a1．

2001)。植物生殖的起始期，是其生活史中的关键参数，在成熟时对应年龄或植

株大小均反映了生活史的适合度(fitness)(Wesselingh ct a1．1997)。通常，植物生殖

起始期的提前可通过两种机制来实现：第一是在植物有性生殖开始时所需最小

形体大小保持不变情况下，通过提高植物相对生长速率，以加快个体发育，使

得植株在较短时间内达到有性生殖所需的形体大小限eel【ie ct a1．1994：Ladeau

and Clark 2001；Wagner ct a1．2001)；第二是通过改变植物开花时所需的形体大

d、(Reekie ct a1．1994：He and Bazzaz 2003)。而大多数研究者认为，植物形体的

大小是影响植物开花的首要因素，而植物开花的时间与其年龄关系不大(Reekie

et a1．1994；Ladeau and Clark 2001：Wagner et a1．2001；He and Bazzaz 2003)·我

们的研究结果认为拟南芥主要是提高相对生长速率，个体发育速度加快，进而

开花时间提前。

通常，植物花部的发育对C02浓度变化的响应相当敏感，如在高C02浓度

条件下，大多数植物的开花数量增多(Jablonski et a1．2002)。Thurig等(2003)通过

对61种植物在高浓度C02下开花影响的研究时发现，这些植物在群体水平上，

其花枝数目平均提高24％左右。Jablonski等(2002)对已发表的159篇论文，涉及

79个物种的相关资料进行整合分析(ram．analysis)后表明，在500"-800ppm cth
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浓度下，所有植物的开花数量平均增加19％。关于C02浓度升高对植物有性生

殖产量的影响，多见于对农作物的研究报道。在通常情况下，C02浓度升高主要

是通过增加农作物果实或种子数量来提高产量，而对其大小却影响不大

(Ainsworth et a1．2002：Jablonsld et a1．2002)。KimbaU(1983)对430篇有关农作物

的研究报道进行了分析后发现，农作物平均产量增加约为34％，而籽粒平均大

小几乎没有变化。Ainsworth等(2002)采用整合分析方法，将1980年到2000年

的20年间，在国际期刊上发表的111篇论文中有关C02浓度升高对大豆生长影

响作了全面分析，结果表明，大豆种子产量平均增加24％，主要是豆荚数目平

均增加19％所致，而单粒种子的平均重量并无显著变化。最近，Jablonski等(2002)

也发现，在高浓度C02处理下，水稻、大豆、小麦以及玉米等农作物果实、种

子数量、以及产量平均分别增加了18％、 16％和25％，而单粒种子平均重量

仅增加为4％。本研究中我们发现，700ppm C02处理下植株平均开花数目、角果

数目以种子数量均显著高于370ppm C02处理下响应指标，平均分别高约44．1％、

36．4％和37．7％，而种子大小和角果中种子数量没有显著变化。由此我们认为高

浓度C02主要是通过影响拟南芥增加角果数量、种子数量来增加植株生殖生物

量。

我们发现在高浓度C02下，种子数量显著增加37．7％，而种子千粒重只有5

％的增加，为何C02浓度变化对拟南芥种子数量的影响程度大于种子大小呢?我

们认为，植物子代的适合度与亲代投入的资源量成正相关，但是种子变大将会

使得种子数量下降，因为植物投入到有性生殖的资源是有限的，即种子大小与

数量之间存在着权衡关系(trade-off)(Smith and Fretwell 1974；Lloyd 1987)。经典

的Smith--Fretwell模型成功地解释了为何种子大小往往保持恒定值，该模型认

为，植物子代个体的适合度曲线与其最优种子大dx(optimal seed size)密切相关。

在一个种群内，其种子适合度曲线往往受生境条件影响较小，这样，种子大小

就不易发生改变。如果该种群投入到种子生产的资源增加，由于种子适合度曲

线变化不大，使得种子大小变化也不大，因此，种子数量将会增!／N(Smith and

Fretwell 1974：张大勇2004)。C02浓度升高通常会提高植物绝对生殖产量，由

于最优种子大小一般受环境条件(包括C02浓度变化)影响较小，所以种子数量就

会相应增加。

拟南芥种子N含量降低以及aN增高，已有很多相关文献报道(滕年军等，

2006)。如Barbara等(2003)对一些草地植物的研究发现，在C02浓度升高情况下，
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这些植物种子的含氮量显著降低。He等(2005)研究高浓度C02对美国商陆

(Phytolacca americana)种子N含量以及种子C／N时也发现种子N含量降低而C／N

比增加。种子N含量可能主要是由于种子中碳水化合物含量增加而引起稀释作

用，此外由于植株蒸腾速率降低引起从根部吸收N的含量降低所致。

关于高C02浓度对种子萌发率影响也有一些研究报道，如火炬松(Pinus taeda)

在C02浓度升高情况下，其种子萌发率提高两倍，萌发时间也提前5天，幼苗的生

长速度加快和生长势增强，这就使得它们在群体中具有更强的竞争力(Hussain ct

a1．2001)。而我们的研究发现高C02浓度对拟南芥种子萌发率没有显著影响。因

此，我们认为由于物种不同，其种子萌发率对高C02浓度的响应也存在一定差异。

在8个世代中，相同C02浓度处理中，我们发现一个很有趣的现象，即各

个世代中各种指标都是在一定范围内波动，并没有产生显著性变异。这种现象

推翻了我们最初的假设，我们开始认为植物在连续经过过多个世代高浓度C02

处理后，植株某些特性尤其是生殖特性会发生相应变异，而这些变异的特性可

以稳定低传递到下一个世代中。例如，我们开始认为在700ppmC02能够促进拟

南芥开花，这被我们实验所证实，如果在第1世代，假设拟南芥植株群体平均

在38天开花，最早开花植株所需时间为35天，我们就预测在第2世代，平均

开花时间可以短于38天，而单株开花时间也能是短于35，第3世代相应地比第

2个世代短，依此类推，经过N(N三2)个世代后，每下1个世代开花时间都比

上1个世代开花时间短，在N世代时，植株开花时间可能就会显著短于第1代。

当然，拟南芥开花时间并不是一直会缩短，有可能在M个(M乏N)世代时，

拟南芥平均开花时间不再发生显著变化，而在一个定值范围内波动。对其它一

些生物性指标的假设也类似于植株开花时间，如种植数目、大小等等。

而我们的实验结果却与我们的假设不符合，高浓度C02对拟南芥进行连续

多个处理，对拟南芥生长发育和生殖生物学许多特性能够产生显著性的变化，

但是这些变化却不能够传递到下1个世代。我们认为高浓度C02处理对拟南芥

没有产生驯化作用，即拟南芥对高浓度C02没有产生适应性变异。由此我们推

断，在未来大气C02浓度升高条下，高浓度C02对其它高等植物在多个世代中

也可能不产生驯化作用。

Bazzaz(1995)在采用高浓度CO 2对苘麻(Abutilon theophrasti)进行1个世代

处理后，推导出高浓度CO。对苘麻的产生变异的理论模型，该模型可以计算出

在高浓度C02对苘麻进行连续多个世代处理后，每1个世代和上1个世代的遗
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传变异率为0．02％。如果我们以1％作为显著标志，那么从理论上认为至少需要

经过50个世代处理后，第51个世代和第1个世代才会从统计上检测出差异，

换句话说，在多个世代高浓度C02对植物产生的驯化作用非常小，几乎可以忽

略，进而认为在多个世代中高浓度C02对植物没有产生驯化作用。这理论模型

的推断被我们的实验结果所证实。

事实上我们的实验结论与高浓度C02对绿藻和真菌进行连续多个世代实验

的结果相一致(Collins and Bell 2004；Klironomos et a1．2005)，这两篇文献最近在

(Nature))期刊上发表，前者使用浓度为1050ppm C02对莱茵绿藻连续处理1000

代(约250天)以后，观察莱茵绿藻各种生理与形态指标的变化程度；后者则使用

高浓度c02对真菌连续处理21代(大约6年)以后，研究真菌的各种指标变异程

度。在上述两篇文章中均通过比较处理前或处理数代后的各种指标，但未发现

高浓度C02对真菌和莱茵绿藻产生遗传驯化作用，即高浓度C02对每一代所产

生的影响未被传递到下一代．
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第三章不同浓度C02对拟南芥叶片生长、
结构、生理与生化的影响

3．1引言

近年来，有关大气中C02浓度不断升高对全球气候变化产生的影响已越来越

受到广泛的重视，其中高浓度C02对植物生长发育影响的研究尤为突出，例如近

十多年来，国内外学者曾从分子、细胞、器官、物种、种群直至生物圈等不同

层次分别做了大量的研究工作，发表的学术论文已达数千篇之多(Cheng 1998：

Norby et a1．1999：Gibeaut et a1．2001；Lin et a1．2001)。然而，关于大气C02浓度

升高对植物光合器官超微结构影响的资料相对较少，即使有一些相关报道，但

他们对叶片超微结构变化的描述均较为简单，同时也很少从生物统计学的角度

来定量说明高浓度COz对叶片超微结构影响的程度(Robertson and Leech 1995)

Bockers et a1．1997：Watling et a1．2000；Zuo et a1．2002)·

依据大量实验证据表明，高浓度C02会影响植物顶端分生组织细胞的分裂、

分化与伸长，并由此加速植物的生长与发育(Masle 2000；Yong et a1．2000：Fen'is

ct a1．2001：Ij ct a1．2002；Vu et a1．2002；Taylor et a1．2003；Luomala et a1．2005)。

通常，细胞的分裂、伸长与分化会受到各种植物激素水平，如生长素、细胞分

裂素、赤霉素、以及脱落酸等的调节(Yong et a1．2000：Li et a1．2002)。因此，在

大气高浓度C02条件下，植物生长与发育速率加快必然与植物体内各种激素水平

的变化密切相关。然而，到目前为止，对于在高浓度C02条件下，植物体内激

素水平变化的研究报道甚少。通过高浓度C02对植物体内激素水平影响的研究将

进一步有助于植物个体在高浓度C02条件下个体发育加快的机制。

众所周知，拟南芥(ArabMopsis thaliana)是分子、遗传与发育生物学研究领

域的模式植物，应用其研究高浓度C02对植物生长发育影响也有不少报道(Ward

and Strain 1997：Cheng et a1．1998；Andalo et a1．2001：Van Der Kooij et a1．1999；

Ward and Kelly 2004)。但是，大部分研究主要集中在高浓度C02对拟南芥植株的

生长速率、碳水化合物含量、细胞壁结构成分、生物量变化、Rubisco酶含量以

及其编码基因m砌怕隶达水平等方面，而关于高浓度C02对这种模式植物叶片的

超微结构、矿物质与激素水平的影响则尚未见有报道。
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为此，在本章中我们将以拟南芥为实验材料，在高浓度C02处理条件下，对

其叶片中碳水化合物含量、矿物质水平、叶片气孔参数，尤其是细胞超微结构

和植物激素水平的变化等方面进行系统和深入的研究，从而为全面阐明在高浓

度C02条件下对植物生长发育产生的响应机制提供更多佐证。

3．2材料与方法

3．2．1实验材料

拟南芥(Arabidopsis thaliana)，为野生型Columbia生态型(Wild-type Col·O)。

3．2．2材料种植与培养箱改造

请看“2．2．2材料种植与培养箱改造一。实验中所分析材料均是拟南芥发

育5．10阶段时的叶片(Boyes ct a1．2001)，即是植株刚抽苔时。

3．2．3气孔参数与呼吸速率测定

-当植株抽苔时，对完全张开叶片进行取样，用来测定气孔密度、气孔指数

以及表皮细胞密度。采用五色指甲油涂到叶片正反表面，等指甲油干了以后小

心取下在显微镜(Zeiss Axioskop 40)下进行观察，数码拍照(Axiocam MRC)。根据

数码照片，计算出单位面积上的气孔与表皮数目，然后计算出气孔密度、气孔

指数以及表皮细胞密度(Cculemans ct a1．1995)。数据来自5个植株，每个植物随

机取3枚成熟叶片，每枚叶片随机取20个独立区域，每个区域面积为O．16 mmz。

此外，采用LI．6400型光合测定仪(LI．COR Inc．，Lincoln，Nebraska,USA)测定

成熟叶片的气孔导度和蒸腾速率。随机选择5株，每株测定3个叶片。生长在

370／比mol toold C02下的植株叶片测定条件：370ppm cch、1500ppm PAR、2．0-2．5

KPa VPD、23 oC；而对生长在700ppm C02下的植株叶片测定条件除C02浓度

为700ppm以外，其它条件不变．

3．2．4透射电镜观察

完全成熟叶片切成小块后，固定于2．5％(v／v)戊二醛(溶于0．1 M磷酸缓冲液，

pH=7．O)中，并用针筒进行抽气，然后在4 oC条件下保存2小时。然后，样品用

0．1 M磷酸缓冲液清洗5次后固定于1％锇酸中。样品在锇酸中固定3小时后用同样

的磷酸缓冲液进行冲洗3次后，用系列乙醇进行梯度脱水，然后用Spurr树脂进行
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包埋，60。C聚合16／b时。用LKB·V超薄切片机(Bromma，Sweden)进行切片，超

薄切片置于铜网上经醋酸双氧铀和柠檬酸铅双然后，在JEM．1230透射电子显微

镜(JEOL Ltd．，Tokyo，Japan)下观察并拍照。

(1)0．2M的不同pH值磷酸缓冲液的配制：

原液I：将2．76克NaH2P04"H20或3．12克NaH2P04·2H20溶于100 ml蒸馏水。

原液II：将3．56克NaHP04·2H20或5．36克Na2HP04·7H20或7．16克

Na2HP04·12H20溶于100 ml蒸馏水。

将原液I和II依下表比例混合配制成不同pH值的缓冲液。
表3-1各种pH值PBS的配制

至!罂堡i：!望i!呈垡i2坚!垒!呈堕
pa 0．2M原液1 0．2M原液U pH 0．2M原液1 0．2M原液II

(m1)(nil) (m1) (IIll)

(2)醋酸双氧铀染液配制

70％或50％酒精配制2％的醋酸双氧铀饱和液。避光保存，该试剂有一定放

射性，但很微弱，对人体影响不大。染色在培养皿中进行，培养皿底部放置湿

的滤纸，以防染液蒸发而失水。用加样器轻轻地将染液加到铜网边缘，让铜网

都浸有染液，20分钟后加入几滴重蒸水，进行重新平衡，再染20分钟。然后将

依次材料放在3杯重蒸水中沿着膜平行方向洗3次，每次清洗大约来回20下，

然后用滤纸将水吸干，进行铅染。

(3)檬酸铅染液配制

在醋酸双氧铀染色中加入几滴重蒸水后，此时可以进行柠檬酸铅染液配制，

将0．19 NaOH(0．1M)溶于25ml重蒸水中，然后再溶入0．1259柠檬酸铅，其终浓

度为0．5％OU／W)(容器大约30ml，如容积太大，则太大剩余空间中空气部分所含

COz易于檬酸铅形成沉淀)，轻轻振荡让其溶解然后静置。取容器中间部分染液

进行染色，染色时在大培养皿中放入一些NaOH(吸收培养皿空气中的C02)，然
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后将染液小心地加大到经过醋酸双氧铀染色并清洗过的铜网，染色大约5．10分

钟。颜色结束后，将塑料条上的铜网在含少量NaOH重蒸水中沿着膜平行方向

约20下，然后再依次在2杯重蒸水中清洗2次，每次还是来回清洗20下。清

洗后用滤纸将样品轻轻吸干，放在铜网盒中，进行电镜观察。

3．2．5碳水化合物测定

拟南芥叶片可溶性糖采用葸酮一浓硫酸方法(Ebdl 1969))淀粉含量测采用淀

粉葡萄糖苷酶(amyloglucosida∞)水解方法(Vu ct a1．2002：Lindroth et a1．2002)。

纤维素含量测定采用Updcgraff(1969)方法。所有的测量都重复5次。

(1)可溶性糖提取与测定

新鲜叶片在110度下烘烤15分钟，70度过夜至恒重研磨成粉末

J
50mg粉末放入有拧盖的塑料刻度管，加入4mL80％乙醇，80度水浴40分钟

上
离心，收集上清液，其残渣加入2mL80％乙醇重复抽提2次，合并上清液

J
上清液加入lOmg活性碳，80度聪色30min，过滤后定容至lOmL

上
5mL葸酮试剂中加入上述lmL提取液，煮沸lOmin，葸酮试剂：

O．19葸酮+lg硫脲溶解于100mL72％硫酸(30raL蒸馏水+76mL浓硫酸)
上

在625nm下测定OD值，然后代入标准方程计算出溶液浓度

(2)淀粉提取与测定

上述提取可溶性糖的残渣烘干后，加入lmL 0．2mol／LKOH

上
沸水中反应30rain，冷却后加入O．2 mL lmol／L乙酸，pH=4．8

上
加入2 mL淀粉葡萄糖苷酶酶液

(用pH=4．8的乙酸一乙酸钟缓冲液配置，0．5mg／mL)
上

55度下反应1小时，然后煮沸5分钟中止反应，稀释成10raL

占
用蒽酮法测定水解葡萄糖含量，叶片中淀粉含量可以用葡萄糖含量来表示
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3．2．6傅里叶显微红外广谱分析(Fourier transformed infrared

microspectroscopy，FTIR)

采用FTIR对拟南芥细胞壁结构成分分析根据文献(Chen et a1．1998)并做适当

修改。植株刚抽苔时，在光周期刚结束时从植株上剪取完全张开刚成熟的叶片，

将叶片置于80％㈣乙醇溶液中，在85℃条件下水溶20分钟，以便抽提叶片中
叶色素、可溶性糖和其它小分子物质。这种抽提步骤重复3次，直到叶片颜色发

白为止。然后用重蒸水将样品清洗3次，将远离中脉叶片部位切成100／zmxl00／Im

大小的小块，然后置于BaF2晶片上，在37℃条件下烘干。红外光谱分析采用

MAGNA 750 FTIR光谱仪(Nicolet Corp．，Tokyo，Japan)，光谱仪配备Marj睑测仪

器，光谱分辨率为8锄一，扫描次数为128次。每个样品重复3次实验，求平均值。

3．2．7植物激素水平测定

对拟南芥叶片中各种激素水平测定步骤如下：

A．样品中激素的提取

(1) 称取O．5．1．09新鲜植物材料(若取样后材料不能马上测定，用液氮速冻后

保存在．20℃的低温冰箱中)，加2ml样品提取液，在冰浴下研磨成匀浆，转入

lOrnl试管，再用2ml提取液分次将研钵冲洗干净，一并转入试管中，摇匀后放

置在4"C冰箱中。 ． ．

(2)4"C下提取4h，1 0009离心15rain(实验中离心机型号LDZ5·2，约4 OOOrpm)，

取上清液。沉淀中加lml提取液，搅匀，置4"C下再提取1h，离心，合并上清

液并记录体积，残渣弃去。

(3)上清液过(2-18固相萃取柱。具体步骤是： 80％甲醇(1m1)平衡柱一上样

_收集样品-◆移开样品后用100％甲醇(5m1)洗柱---,100％7,醚(5m1)洗柱_100％

甲醇(5m1)洗柱一循环。

(4)将过柱后的样品转入5ml塑料离心管中，真空低温干燥或用氮气吹干，

除去提取液中的甲醇，用样品稀释液定容(一般19鲜重用1．5ml左右样品稀释液

定容)。

B．样品测定

(1)包被：在10ml包被缓冲液中加入一定量的包被抗原(最适稀释倍数见试剂
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盒标签．)，混匀，在酶标板每小孔中加100／,1。然后将酶标板放入内铺湿纱布的带

盖瓷盘内，置于37℃下3h。

(2)洗板：将包被好的板取出，放在室温下平衡。然后甩掉包被液，将下口

瓶内的洗涤液通过乳胶管均匀加入板上，使每孔充满洗涤液，放置约0．5min，再

甩掉洗涤液。重复3次，将板内残留洗涤液在吸水纸上甩干。

(3)竞争：OPen标准物、待测样和抗体。

加标样及待测样：取样品稀释液0．98ml，内加2毗l激素的标样试剂000ag

／m1)，即为2000ng／ml标准液，然后再依次稀释looone,／rm，

500ng／ml，250／ng／ml，125ng／ml⋯，0ng／ml。将系列标准样加入96孔酶标板的前三

行，每个浓度加3孔，每孔5蛳l，其余孔加待测样，每个样品重复三孔，每孔souI。

加抗体：在5ml样品稀释液中加入一定量的抗体(最适稀释倍数见试剂盒标

签)，混匀后每孔加5ml，然后将酶标板加入湿盒内开始竞争。竞争条件37℃左右

0．5h。

(4)洗板：方法同包被之后的洗板。但要注意以下两点：①加洗涤液时一定

要从标准曲线的低浓度一边向高浓度一边加，并且酶标板要向高浓度的一边倾

斜。②第一次加入洗涤液后要立即甩掉。然后再接着加第二次。注意这两点的

目的是防止各孔的交叉反应。

(5)加二抗：将一定量的酶标羊抗兔抗体，加入10ml样品稀释液中(最适稀释

倍数见试剂盒标签)，混匀后，在酶标板每孔加100／al，然后将其放入湿盒内，置

37"12下，温育0．5h。

(6)洗板：方法同竞争之后的洗板(步骤4)，洗五次，

(7)加底物显色：称取10．20mg邻苯二胺(OPD)溶于10ml底物缓冲液中(小心

勿用手接触OPD)，完全溶解后加2却l 30％H20．2。混匀，在每孔中加100／比1(在
暗处操作)，然后放入湿盒内，当显色适当后(即0ng／ml孔与2000ng／ml孔的OD

差值为1．0左右时)，每孔加入5诹l 2mol／L硫酸终止反应。

(8) 比色：用2000ng／ml浓度孔(即标准曲线最高浓度孔)调0，在酶联免疫分

光光度计上依次测定标准物各浓度和各样品490rim处的OD值。

C．结果计算

用于ELISA结果计算最方便的是logit曲线。曲线的横坐标用激素标样各浓

度(ng／m1)的自然对数表示，纵坐标用各浓度显色值的logit值表示。Logit值的
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计算方法如F：

B／Bo B

L09it(剐时=h—一=ln-—一
1-B／Bo Bo．B

其中Bo是0ng／ml孔的显色值，B是其它浓度的显色值。

作出的Iogit曲线在检测范围内应是直线。待测样品可根据其显色值的logit

值从图上查出其所含激素浓度(n咖1)的自然对数，再经过反对数即可知其激素
的浓度(ng／m1)。

另外，也可用激素标样各浓度(ng／m1)的自然对数与各浓度显色值的logit值

的回归方程代替logit曲线，求得样品激素的浓度。一般来说，二种方法求得的

结果会略有差异。

求得样品中激素的浓度后，样品中激素的含量(ng／g·M可用下式计算：
N·V2·V3·B

A=

V1。W

其中，A表示激素的含量(ng／g．fw)；

v2表示提取样品后，上清液的总体积；

Vl表示进行真空浓缩干燥的上清液体积；(当提取的上清液全部进行真空浓缩干

燥时Vl与v2的体积是相等的)

v3表示真空浓缩后用样品稀释液定容的体积；

W表示样品的鲜重；

N表示样品中激素的浓度(ng／m1)；

B表示样品的稀释倍数(样品稀释液定容以后的稀释倍数)。

D．激素测定过程中所须试剂如下：

(1)包被缓冲液：称取1．5 g Na2C03,2．939 NaHC03．0．29 NAN3(可不加)，用

量简加1 000 ml蒸馏水，pH为9．6．

(2)磷酸盐缓冲液(PBS)：称取8．og NaCl，0．29 KI-12P04，2．969 Na2HP04‘12H20，

用量筒加1 000 ml蒸馏水，pH为7．5．

(3)样品稀释液：100 ml PBS中加O．1 ml Tween．20，0．19明胶(稍加热溶解)。
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(4)底物缓冲液：称取5．109 C．6H807·H20(柠檬酸)， 18．439 Na2I-IP04·12H20，溶

解定容至1 000ml，再加1 ml Tween．20，pH为5．O。

(5)洗涤液：1000ml PBS加lmlTween．20。

(6)终止液：2mol／L H2S04。

∽提取液：80％甲醇，内含1 mmol／L BHT(_二--叔丁基对甲苯酚，为抗氧化剂，
先用甲醇溶解BHT，在配成80％的浓度)。

(8)激素包被抗原、各激素抗体和标准物。

(9)酶标二抗：辣根过氧化物酶(HRP)标记的羊抗兔抗体。

3．2．8叶片中各种元素含量测定

拟南芥刚抽苔时，在光周期刚结束时收集拟南芥叶片，置于烘箱中烘至恒重，

然后用研磨磨成粉末，进行下面各种元素测定。

(1)样品液制备

称取植物样品0．29左右，装入50ml消化管的底部，加5ml浓硫酸后再加几

滴去离子水，摇匀后过夜。将含有样品的消化管置于消化炉上，消化管上面放

置一个小漏斗，起到回流作用，在消化炉上加热一会儿，待H2S04发白烟后，

溶液呈均匀的棕黑色时，取下消化管数滴加入H202，再加热至微沸，消煮约5

分钟，稍冷后重复加H202再消煮，如此重复数次，直到溶液呈无色或清亮时，

停止加H20 2，整个过程大概需要8ml H202，然后在450 oC下消煮10—15分钟，

将剩余H202去除。冷却后将溶液定容至50ml。此时消化管中的50ml提取液可

以用来测定N、P、K、Ca、Mg等含量。

(2)各种元素含量测定

A)N测定

取一定量上述提取液在凯氏定氮仪上反应，将吸收NH3的硼酸用稀硫酸滴

定，计算所用硫酸体积，然后进行换算，获得植物材料中N的含量。

N％=C(v-Vo)×0．041x100／(mxv2／v1)

G一酸标准溶液浓度，mol／L,：v—商定试样所用的酸标准液，ml：Ⅶ—滴定空白
所用的酸标准液，mll O．041—N的毫摩尔质量，g／mmol：m—称样量，g；
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vl一消煮液定容体积，ml；vr吸取测定的消煮液体积Inl。各种试剂：(1)10M
／LNaOH溶液；(2)2％H3803与甲基橙一溴甲酚绿混合液；(3)标准溶液[C(HCl

或1／2H2S04)=0．01mol／L]。

B)P测定

吸取上述一定量的消煮液放入50ral容量瓶中，加1滴二硝基酚指示剂，滴

加浓NaOH溶液中和至刚呈浅黄色，加入5ml钒钼酸铵试剂，用水定容50ml(V3)。

显色30分钟后用lcm光径的比色杯在波长700hm处进行测定，以空白溶液(空

白试验消煮液按上述步骤显色)调节仪器零点。

标准曲线回归方程准确吸取50mg／LP标准液0，1，2．5，5，7．5，10，15m1

分别放入50ml容量瓶中，按上述步骤显色，即得0，1．O，2．5，5．0，7．5，10，

15mg／LP的标准系列溶液，与待测液一起测定，读取吸光度，然后绘制标准曲线

或求直线回归方程。

P％=C(P)x(v-／m)x(v3／v2)xlO_4

式中C(P卜从校准曲线回归方程求得的显色液中磷浓度，mg／L；聒一显色液体
积，ml：v产J吸取测定的消煮液体积，ml：Vl一消煮液定容体积，ml；棚样
量，g；10—L将mg／L浓度单位换算为百分含量的换算因数。

C)K、Ca、Mg测定

取上述一定量消煮液采用原子吸收仪O博6300，Shimadzu，Japan)进行K、Ca、
Mg的测定。

(3)碳的含量测定

称取30mg样品粉末于250 ml三角瓶中，加入5ml 1 m01．L．1(1／6 K2Cr200到

三角瓶中混匀，然后再加入10 ml浓硫酸到三角瓶中混匀1分钟后，静置30分

钟让其充分反应，然后加水125 ml，加入4滴邻啡罗啉指示剂混匀，之后用0．5

m01．L-1 FeS04溶液滴定，当颜色呈现绿色至暗绿色时，此时快接近终点，然后

慢慢滴加FeS04溶液，是三角瓶中溶液呈砖红色，此时记录所用FeS04溶液体

积V(m1)。同样的方法用空白也进行滴定，所用用FcS04溶液体积为Vo(m1)。

C含量(g．k91)-[C(Vo—V)xlO'3x3．Oxl．33】／样品重(g)
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1．33一为氧化校正系数；C一0．5 m01．L．1 FeS04标准溶液的浓度；V0一空白滴

定所用FeS04溶液体积；V一样品滴定所用FeS04溶液体积；3．O一1／4碳原子的

摩尔质量(g．mol。1)；10-3一将ml换算成L。

3．2．9数据统计

数据采用t-test方法，统计软件为SPSSl0．0(SPSS Inc．，Chicago，IL,USA)。

3．3结果

3．3．1叶片气孔参数与蒸腾速率

在高浓度C02生长条件下，植株叶片上下表面的气孔密度和气孔指数都显著

下降，但叶片表皮细胞密度未受到显著影响。与对照相比较，高浓度C02使得叶

片上下表面的气孔密度分别增加19％和14％(图3．1a)。同样，气孔指数分别增加

12％和9％(层f13．1b)。然而，叶片表皮细胞密度在高浓度C02处理下变化不大(图

3．1)。在高浓度C02处理下，叶片气孔导显著降低41％，叶片蒸腾速率降低大约

36％(图3一ld)。

3．3．2叶片超微结构

在高浓度c02条件下，叶肉细胞中叶绿体数目、叶绿体宽度和面积、细胞壁

厚度(图3．29’h)以及叶片厚度均显著增加，但对叶绿体的长度和细胞大小似无影

响(表3．2)。与370ppmC02处理比较，700ppmC02处理下单位叶肉细胞中叶绿体数

目增加17．9％，叶绿体宽度增jJll9．8％，而叶绿体长度无变化，因此叶绿体面积

相应增加了23．9％。此外，叶片厚度

在高浓度C02处理下，叶绿体中淀粉粒数目和大小都显著增加(表3-2)。如

在对照条件下，淀粉粒的平均面积为O．83／,m2，而高浓度C02为1．26／比m2，增

加幅度达51．8％。单位面积中叶绿体内淀粉粒数目对照为1．94个，而高浓度C02

为2．73个，平均增加幅度为40．7％。在对照条件下，大约有30％叶绿中没有淀

粉粒，在高浓度C02处理下，叶绿体中淀粉粒数目和大小都显著增加(表3-2)。
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图3-1．不同Cm浓度条件下叶片气孔参数、气孔导度与蒸腾速率的变化

Figure 3-1．Stomatal conductance(Gs)and transpiration rate Or)of leaves and stomatal

characters of the adaxial and abaxial leaf surfaces of Arabidopsis grown under two C02

concentrations,i．e．ambient coz(370ppm)and elevated c02(700ppm)．Asterisks indicate

statistical differences(P如．01，Student’S t-test,bar--SD，n=600)．

如在对照条件下，淀粉粒的平均面积为O．83∥mz，而高浓度C02为1．26∥mz，

增加幅度达51．8％。单位面积中叶绿体内淀粉粒数目对照为1．94个，而高浓度C02

为2．73个，平均增加幅度为柏．7％。在对照条件下，大约有30％叶绿中没有淀粉

粒，而在高浓度C02下则为10％左右。在高浓度C02条件下，淀粉粒总面积占叶

绿体平均大约为34．4％(图3．2b)，有的甚至占60％左右(图3．2c)，而对照条件下

平均值为21．8％(153．2a)。在高浓度C02处理下，叶绿体由于含有大量淀粉，其形

状变得较圆而饱满，有些大的淀粉粒往往把内囊体膜挤变形(图3．2d)。此外，在

高浓度C02下，叶绿体的基质内囊体与基粒内囊体的比例增加，基粒内囊体膜数

目平均降低27．6％(图3．2，表3．2)，同时对叶绿体中的脂质体并无显著影响。
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表3-2．不同C02浓度对拟南芥叶片结构及叶绿体超微结构的影响
Table 3-2．Chloroplast ultrastmcture and leaf structure ofArabidopsis

grown at elevated or ambientC02

表中数值为。平均值．4-标准差，在播种后5周左右随机从5个植株上取样。每个植株随机取3枚完全张开叶．

每枚叶片观察2704"叶肉细胞．采用t-tes进行统计比较．

1"he values面V∞indicate means±SD from five plants(270 cells we他rccordcd．from three leaves of each plan嘎

The fully cx印Inded roset旭leaves wcre sampled at stagc 5．0．Mean values we托compared by f．teSt,

St．Number per Ch．=number of starch咖per chloroplast profile；S1．A瑚=Area per starch grain；曲．Numb茁
per Cell=llwlnb盯of chloroplams per cell；Q．1．上ngth=longest dimension of chloroplasts；Ch．Wlidthffi wider

dimension of chloroplasts；Ch．A代目=an曩of chloroplast profile；Total St．Area／Ch．AIt4I；late of total starch

grins pcr chloroplast relative to chloroplast暇；Number of Or．Th．Me．-number Of gram thymmid
membranes；PI．Number per Ch．=number ofplastoglobuli p盯chloroplast．
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阻3-2．不同浓度002对叶片超徽蛄构的影响．
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grown leaves than in chloroplasts of ambient-C02 grown leaves．In addition，elevated C02

increased the ratio of stroma tO grana thylakoids and decreased the number of grana thylakoid

membranes．s：starch；gt：grana thylakoid；pl：plastoglobuli；CW"∞U wall．Scale bar=1∥m(a．d)，
0．2∥m(e，f．g，h)．

3．3．3叶片碳水化合物含量

可溶性总糖和淀粉是叶片中最主要的非结构性碳水化合物(nonstruaural

carbohydrates)。通过高浓度C02处理后，不仅显著增加可溶性总糖的含量，也

显著增加淀粉的含量，同时纤维素含量也显著增加(表3—3)。与对照比较，高浓

度CO：处理下，可溶性总糖增加70％，淀粉增加80％左右，纤维素含量增加22％，

因此非结构性碳水化合物平均增加76％左右。

表粥．不同浓度C02对拟南芥叶片碳水化合物的影响
Table 3-3．Content of carbohydrates in rosette leaves ofArabidopsis

grown at ambient or elevated a现

Carbohydrates mg"DW) Ambient Elevated increase P-value(‘12
‘ ％

表中数值为l平均值±标准差，在播种后5周左右随机取样5个植株进行测定．采用t．test进行统计比较．

The values given indicate means±SD．The rosette leaves at stage 5．0 were sampled and mixed for the

determination of carbohydrates．Mean values(nffi5 samples,with five plants per munple)we托compared by
Student’s t-test．*TNC(Total nonmmctural carbohydrates)=Soluble曩Ig蠊4-Starch．

3．3．4叶片细胞璧成分的FTIR分析

由于C02处理主要对细胞壁碳是化合物含量有很大影响，所以我们选择波数

在900到1200 cm-1范围，碳水化合物吸收峰在该范围内(Michael and Maure圮n

2000)。叶片细胞壁的FrIR光谱主要有4个波峰(1020、1043、1082以及1157 cm-1；

图3．3A)。图3．3B是有图3．3A两种C02处理形成的差谱图，从图3．3A可以看出，

纤维素的两个波峰(1043和1157 cm—XMouille et a1．2003)增加；同样果胶的两个

波峰(1020 and 1082 cm。1)(Oomen ct a1．2004)也有所增加，由此说明，在高浓度

C02处理下，叶片细胞壁中纤维素和果胶含量均比对照高。
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图3-3．不同C02浓度处理下叶片细胞壁FrlR图谱。图A：高浓度C02但C)叶片图谱，正常

COl2(AC)下拟南芥图谱；图B：图A中EC与AC的差谱。

Figure 3-3．Fourier transform infrared邮)spectra obtained from cell walls of Arabidopsis
leaves．(A)The FTIR spectra obtained from cell walls of leaves of Arabidopsis grown under
elevated C02(EC)and ambient C02(AC)．(B)Difference spectrum generated by digital
subtraction of spectrum AC from spectrum EC in Figure 3--3A．

3．3．5叶片激素水平

照相比较，在高浓度C02处理下，植株叶片中IAA、GA3、ZR、DHZR、iPA

水平显著增加， 其中分别GA3、DHZR和iPA含量极显著增加，增加幅度为55．4

％、55．9％和74．6％s蝴ZR含量分别显著增加13．7％、15．6％(Table 3q。而
叶片中ABA食"量却显著降低，降幅达15．2％．
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图3．4．不同浓度CO：处理对叶片激素水平的影响
Table 3-4．Levels of plant hormones in rosette leaves ofArabidopsis

grown at ambient or elevated C02

Plant hormones(ngg-Fro Ambient Elevated increase P-value1 ％

表中数值为s平均值±标准差，在播种后5周左右随机取样5个植株进行测定．采用t．test进行统计比较．
The values given indicate means±SD．The rosette leaves at stage 5．0 were sampled and mixed for the

determination of carbohydmtes．Mean values伽-5 samples,with five plants per sample)wel'e compared by
Student’s t-test．*TNC Crotat nonstructural cmbohydrates)----Soluble 8u豳tis+Starch．

3．3．6叶片元素含量

高浓度C02处理下，叶片多种元素含量均有不同程度降低，其中N、P、K、

Ca、和Mg的含量分别比对照下降11．2％、17．9％、20．7％、19．2％以及14．8％(表

3．5)。然而，高浓度C02处理下，叶片中C的含量达到455．6 mg g-1(干重)，比对

照411．7 mg g-1(干重)高10．7％。9591-，由于在高浓度C02条件下叶片中C含量增加，

而N含量降低，所以使C：N比从13．54增加至lJl6．9，增幅达24．8％。

表3-5．不同C02浓度处理对拟南芥叶片元素含量的影响
Thble3-5．The nutrient concentrations in rosette leaves of

Arabidopsis grown at ambient or elevated c02

表中数值为。平均值±标准差，在播种后5周左右随机取样5个植株进行测定．采用t．test进行统计比较。
The values given indicate grgans±SD．The rosette leaves at stage 5．0 were sampled and mixed for the

determination of carbohydmtes．Mean values O《samples,with five plants per sample)weltt compared by
Student’-t-test．’TNC(Totm nomangtural carbohydrates)=--Soluble-ugam+Starch．
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3．4讨论

3．4．1不同浓度C02与气孔参数变化的关系

大量研究表明，通过高浓度C02处理后，能明显降低叶片表面气孔的密度

0Voodward 1987：Woodward and Kelly 1995：Beerling et a1．1998：Lin et a1．2001)：

然而，有一些报道认为，高浓度C02处理对叶片气孔密度并无影响(Ceulemans et

a1．1995：Poole et a1．2000)；相反地，也有人认为，气孔的密度甚至还有所增加

(Atldnson et a1．1997；Lawson et a1．2002)。通过我们的研究发现，拟南芥在高浓

度C02处理下，其叶片上下表面的气孔密度分别下降19％和14％，这一结果与

Woodward和Kelly(1995)的报道较一致，他们在对100个物种的研究发现，高

浓度C02处理下，各物种叶子的气孔密度平均降低14．3％。另外，拟南芥经高

浓度C02处理后，由于其叶片气孔密度的降低，从而也就引起气孔指数的下降。

但有趣的是，拟南芥叶片上下表面的气孔密度对高浓度C02具有不同的响应，

其中上表面气孔更容易受到C02处理的影响，同样在皱叶酸模僻册煅crispus)

和欧洲越桔(Vaccinium myrtillus)0Voodward 1987)中也有上述相似的报道。总之，

高浓度C02可能对叶片的气孔数目产生影响，而对表皮细胞的发生、分裂与分

化等则无影响。同时我们还发现，由于叶片气孔密度的降低导致气孔导度下降，

进而使叶片的蒸腾速率也明显减弱，这与前人的研究结果基本一致(Hetherington

andWoodward 2003：Woodward 2002；Wullschleger et a1．2002)·

3．4．2不同浓度C02与叶片超微结构特征的关系

在高浓度C02生长条件下，拟南芥叶肉细胞内平均的叶绿体数目比对照显著

增加。我们的结果与Wang等(2004)在高浓度COz下对Nicotiana sylvestris处理时，

发现叶肉细胞中叶绿体数目比对照平均增加71％的报道基本一致。；同样，高浓度

COz也能够引龇rchantia polymorpha叶肉细胞中叶绿体数目的增加(Bockers
et a1．1997)。然而，Roberton和Leech(1995)却发现，高浓度C02对生长7天的普通

小麦幼苗叶片中叶绿体数目并无影响。这种差异可能与植株受高浓度C02处理时

间的长短以及取样时叶片的叶龄所引起，例如在对拟南芥和M sylvestris采样时，

其植株是在高浓度C02处理5周以后采样，而普通小麦的叶片叶龄仅为7天，也许

在小麦生长早期高浓度C02处理的效应尚未显示出来。虽然多数研究者认为高浓

度C02处理能够引起叶肉细胞中叶绿体的增加，如Wang等人(2004)也认为，高浓

度C02可能促进叶绿体的发生来增加叶绿体数目。但迄今为止，仍未彻底弄清这
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种增加的真正原因(Bockers ct a1．1997)。

在高浓度C02处理下，拟南芥叶片中叶绿体形态特征的变化主要表现为，它

的宽度显著增大，而长度则无变化，因而从叶绿体的表观面积看也明显增加。

叶绿体宽度的增加与其中大量淀粉粒的积累有关。在叶绿体中由于光合作用的

增强，使其产生的淀粉速率大大超过淀粉向外运输的速率，故有大量淀粉积累

在叶绿体中(Pfitchard et a1．1997：Ramonell ct a1．2001；Wang et a1．2004)。此外，

我们通过生化测定也进一步证实了在高浓度C02下叶绿体中淀粉粒大小和数量

增加的事实。不过Robcrtson和Leech(1995)的报道却认为，在小麦叶片中叶绿体

的形状并未受到高浓度C02处理的影响。究其原因一方面可能与叶片发育早期叶

绿体发育不健全，故光合速率低和光合产物较少有关；另一方面也可能与幼嫩

叶片处在发育早期阶段，叶片生长迅速，大部分光合产物均被用来供给其生长

有关。从叶绿体的超微结构看，在高浓度C02处理下拟南芥叶绿体的基粒内囊体

数目、基粒内囊体膜片层数量均有下降。Kutik等(1995)和Grinffm等(2001)也有

这方面的类似报道。Grinffm(2001)等认为，在叶绿体光合作用增加情况下，基粒

内囊体数量减少是对高浓度C001办迫所采取的一种适应机制，但他们并未指出基

粒内囊体膜片层数量为何下降原因。从图3．2所示，我们可以推断叶绿体中基粒

内囊体膜片层数量比对照明显下降，很可能是基粒内囊体膜被大量积累的淀粉

粒挤压所致。

3．4．3不同浓度C02与叶片碳水化合物含量变化的关系

以往大量研究表明，高浓度C02处理能够增加叶片中淀粉和可溶性糖的含

量，其主要原因是由于同化速率大于碳水化合物消耗速率所致(Delucia ct a1．

1985：L0ng and Drake 1992：Moore ct a1．1997)。Long．Drake(1992)曾报道，各

种植物在高浓度C02处理下，叶片中的可溶性糖和淀粉含量比对照平均分别增加

50％和160％。又如生长在720／卫mol mol"1 C02下的柑桔，其叶片中可溶性糖含量

增加50％，而淀粉竟然是对照的4倍多m et a1．2002)。同样在对高浓度C02处理
烟草、金鱼草以及欧芹的研究中，Moore(1997)等人发现，这三种植物叶片中非

结构性的总碳水化合物含量均比对照分别增：b11108％、69％和62％。在我们的实

验中也发现，拟南芥．经700,umol tool以处理后，其叶片中的碳水化合物含量比370

Ⅳmol mol‘1处理高／土176．2％．尽管我们的实验结果与上述报道较为一致，但值得

注意的是Cheng(1998)等的研究与上述结果竟有很大的出入，如他们同样采用拟

58



第三章不同浓度C02对拟南芥叶片生长、结构、生理与生化的影响

南芥为实验材料，在C02浓度为1000∥mol mold下，叶片中总的非结构性碳水化

合物含量比在370／比mol mold处理下要高2倍。我们认为，这种显著差异可能与各

自使用C02浓度的不同所至。同时，也由此证实，拟南芥叶片的C02饱和点远高

于700声tmol mol～，至少是1000／zmol mol以以上。如果采用超过1000／lmol morlC02

处理，其叶片中碳水化合物的含量可能增加的幅度更高。另外，关于在高浓度

C02处理下对叶片纤维素含量的影响报道很少，仅Staudt(2001)等人发现，高能浓

度C02处理后能显著增力DQuercus ilex叶片中纤维素含量。在本研究，我们也发现

700／比mol morl C02处理增加叶片纤维素含量。在高浓度CO：处理下，叶片纤维

素含量增加的主要原因：第一，在细胞壁合成过程中获得更多比例的光合产物；

第二，与纤维素合成相关的一些酶类活性在细胞壁合成过程中大幅度增加

(Gibeaut et a1．200D。

3．4．4 Frm显微光谱

应用F'FIR显微光谱检测细胞壁结构成分，现已被认为是一种快捷、非破坏

性以及可靠的重要实验技术(Ch％ct a1．1998；Szyjanowicz et aL 2004：Hao ct a1．

2005)。另外，通过FTIR光谱分析结果表明，在高浓度C02处理下拟南芥叶片细

胞壁中纤维素含量增加，这一检测结果与上述纤维素生化测定的结果完全一致。

由此表明，采用FTIR这项技术可快速、简便的研究高浓度C02对叶片细胞壁成分

的影响。 ．

3．4．5不同浓度C02与叶片激素水平变化的关系

高浓度C02处理显著增加叶片中IAA、G～、以及ZR水平，但却降低了植物

体FIg．na3a含量(表3．3)。IAA、GA3、与ZR能够促进细胞分裂、生长与伸长，进而

能够促进植物生长与发育(Yong et a1．2000)，而心～被认为能够抑制叶片生长
(Zhang and Davies 1990)。植物在高浓度C02处理条件下，生长速率比对照加快，

同时促进植物生长发育的激素类物质也显著增加，而抑制叶片生长的激素ABA

含量却有所上升。因此，我们认为在高浓度C02生长条件下，植物体内促进生长

发育的激素类物质水平的提高以及抑制叶片生长激素含量降低是植物速率加快

的一个重要因素。事实上，近年来Li(2002)等也曾发现，在高浓度C02处理条件

下，兰花相对生长速率比对照高25％，同时植株体内L蛾GA ZR等水平也显著
高于对照。同样，Yong(2000)等发现在高浓度C02和低氮营养条件下，叶片碳水
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化合物含量增加，同时也伴随着细胞分裂素水平升高；然后，他们还发现当棉

花在氮素供应充足的情况下，叶片中细胞分裂素含量却未发生变化。 因此，在

高浓度度C02处理下，植物激素含量变化可能还受到营养水平的影响。但植物在

高浓度C02处理下为何引起植物激素水平的变化?究其机理尚不清楚，还有待于

进一步的研究。

3．4．6不同浓度C02与叶片元素含量

目前已经有大量研究认为，高浓度C02将引起植物体内多种元素含量的降

低。(Norby et a1．1986；Kuehny et a1．1991：Cao and Tibbitts 19971 Robemtz and

Linder 1999：Luomala et a1．2005；Riikonen ct a1．2005)。在本研究中，我们也观

察到在700／址mol mold C02浓度下，将导致拟南芥叶片元素含量的下降。由此我们

推断其产生的原因：第一、在高浓度C02条件下，叶片中淀粉、可溶性糖等碳

水化合物含量显著增加，这样就起到稀释作用，从而使得叶片中各种元素含量

下降。该推论在以往的一些报道中也得到证实(Kuehny et a1．1991；Cao and

Tibbitts 1997；Riikonen et a1．2005)：第二、我们发现，在高浓度C02条件下，叶

片气孔密度降低，气孔导度下降，最终导致植株蒸腾速率下降，而植物叶片等

地上部分的很多元素都是通过蒸腾流从根部运输上来的，当蒸腾速率下降后，

运输到地上部的矿物质也会相应减少，从而引起叶片中多种元素的含量比对照

少，这一点同样也被Norby等(1986)和Hetlleringt∞和Woodward(2003)的报道所

证实。因此，我们认为拟南芥在高浓度C02处理下，其叶片元素含量下降主要归

于淀粉等碳水化合物的稀释作用，以及蒸腾速率降低引起矿物质元素吸收减少

等因素。

总之，通过采用透射电镜、FTIR、ELISA、原子吸收光谱、光合测定系统

和生化测定等多种实验技术和方法，系统而深入地研究了拟南芥经高浓度C02

处理后对其叶片结构、生理、生化等特性的影响。主要结论为： (1)叶绿体中

大量淀粉粒积累是引起叶绿体超微结构的变化一个原因： (2)激素类水平的增

加促进了植物生长发育的速度：(3)淀粉的稀释作用和蒸腾流降低是叶片多种营

养元素含量下降的主要原因。
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第四章结论

本研究以模式植物拟南芥作为实验材料，采用370和700ppm两种浓度C02对

其进行连续8个世代的处理研究，比较各个世代的多项生殖特性指标。此外，也

通过透射电子显微镜、酶联免疫方法(EUSA)、原子吸收仪、傅里叶显微红外广

谱分析㈣等各种技术或方法，研究高浓度C02对拟南芥叶片结构、生理与生
化的影响。所得主要结果与结论如下：

(1)在每一个世代中，与370ppm C02相比较，700ppm C02处理显著促进了

拟南芥开花，缩短生长周期，增加花、角果及种子等生殖的产量，降低种子N

含量，提高种子a『N比、种子千粒重以及生殖生物量所占总生物量的比例等，

而对种子萌发率、角果所含种子数目以及角果长度则无显著影响。

(2)通过对相同cch浓度处理条件下，不同世代之间的研究结果比较发现，

不同世代之间相关的生殖生物学指标并无显著差异。由此认为，高浓度C02处

理显著提高植物的生殖生物量，促进植物开花，缩短生殖周期等，但是高浓度

C02处理对植物所引起的效应在多个世代以内并不能够传递给后代，所以在多

个有性生殖世代内，高浓度C02处理对植物生长、生殖没有驯化作用．

(3)在高浓度C02处理下，拟南芥叶片中叶绿体超微结构的变化，可能主要是

由于叶绿体中淀粉数量和体积大小显著增加而引起。

(4)在高浓度C02处理下，由于拟南芥叶片内与促进细胞分裂与伸长的激素(如

IAA、GA、ZR、DHZR和iPA)含量显著增加，从而对拟南芥植株生长发育速率

的提高起了重要的作用。

(5)拟南芥生长在高浓度cch条件下，其叶片中各种矿质元素含量(如N、P、

K、Ca和Mg)均显著降低，究其原因可能是，第一由于叶片中碳水化合物含量

的显著增加而对矿物质元素具有稀释作用；第二由于蒸腾速率下降，引起矿质

元素从根部随着蒸腾流运输到地上部分的含量相应减少。
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茂钟、刘鹏、汪玉清．张春雨、王锋、田翠婷、汪小雄、唐江华、张亮、张春
洋、刘永康、侯桂玲等同学．很荣幸在人生的驿站中能够与大家相逢、相识，
非常感谢大家在日常生活与实验中给予我的关照与帮助．

感谢硕士导师陈发棣教授，大学老师金飚老师，蒋甲福师兄，张进中和王
水顺大哥，朱毅、李博强，产助龙、泰国政，刘锋、蔡耀兵．杨国庆、钱坤、

陆美芳等同学在我学习和生活上给予的指点．关心．鼓励与帮助．
最后，特别感谢我的父母及家人多年以来一直对我在学业上的鼓励和生活

上的关爱，他们的理解是我的精神支柱，他们的期望是我前进的动力!

滕年军

2006年4月28日子中科院植物所
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New Phytologist评委们对第三章内容整理成的英文稿件审稿意见

Dear Dr．Lin，

111e paper you submitted to New Phytologist，”Elevated C02 induces physiological，

biochemical， and structural changes in leaves of Arabidopsis thaliana”

(NPH—MS·2006-04177)has been read by the three reviewers whose comments are below．

The reviewers found your work to be careful and thorough and your presentation to be

clear and well written．They were especially supportive of your detailed analyses of

chloroplast and cell wall components．The reviewers recommend that your paper can be

published in New Phytologist after you have made some revisions，and I concur丽th their
advice．．．
Thank you for submitting your work to New Phytologist．1 will be looking forward to your
revision．

Sincerely，
Richard Norby

Environment Section Editor

Referee I Comments：

This is a detailed set of experiments to compare Arabidopsis thaliana plants propagated at

ambient and elevated atmospheric C02 concentrations．The experiments appear to have been

carefully carried out，and well replicated．This represents a useful data set of biochemical
measurements tO compare with ongoing molecular studies in this species．⋯．．

Refe嗽2 Comments：
Ten2 et al is a detailed and thorough piece of research that looks into the various levels of

responses ofArabidopsis tO elevated C02．In particular。1 would like to credit the authors for
making a detailed and careful study．especially with respect to the chloroplasts and cell walls

responding to C02 enrichment．On the whole，the paper is well-written，length of the

manuscript is acceptable，general scientific techniques are appropriately applied,and the
references cited are alSO relevant．．．．．．

Referee 3 Comments：
I have reviewed the manuscript of elevated C02 induces physiological，biochemical，and
structural changes in leaves of Arabidopsis thaliana．Although this manuscript contains
several conclusions that have been shown many times before for elevated C02 response
(stomata]conductance，stomatal density，transpiration，soluble sugars，etc．)，there a聆novel

aspects of this manuscript that are important to add to the Iiterature．Therefo他，I recommend

publication of this manuscript in New Phytologist，if the authors can adequately address the

weaknesses listed below．

Strengths
1．This manuscript is well written and I commend the authors on doing a very good job in
mat respect．2．Tllis manuscript has some novel aspects with regard to elevated C02 plant
research．First，thiS study is one of only afew that utilizes the Arabidopsis model system，and
certainly future work could incorporate the powerful tools that伽be applied to this system．
3．In addition．this manuscript is one of only a few to me&sure the effects of elevated C02 on
chloroplast number(and size)，thylakoid structure，starch grain number and size，and
hormone levels．It may be the only manuscript that includes measures of cellulOse and plectin
within cell walls as influenced by elevated C02．．．．．．
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To：linjx@ibcas ac crl

From：rjn@ornl．gov
Date：05 05 2006

CC：rjn@ornl．gov,newphytol@lancaste，=ac uk

subject：New Phytologist manuscript NPH-MS一2006—04177 R1

Dear Dn Lin，

Thank you for making the revisions to your paper for New

Phytologist，”Elevated C02 induces physiological，biochemical，
and stnJctural changes in leaves o，Arabldopsls thafana”

(NPH—MS一2006·04177)You have addressed all of the reviewers。

concerns，and l am pleased to inform you that your paper is now

accepted for publication in New Phytologist-The cent陀l
editorial office will be in contact with you soon

Thank you for submitting your work to New Phytologist．1 will
look forward to seeing your paper in the joumal．

Sincerely,

Richard Norby
Environment Sect[on Editor

⋯⋯⋯⋯⋯⋯Ⅲ⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯ⅢⅢ⋯⋯⋯⋯}}
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FLORA
Plant Morphology,Distribution
and FunctionaI Ecologyun a EcologyI

Pm￡Jinxing Lin

]nstitut of Botany,

Chinese Acad．Sci．

Beijing 100093，
China

Editors：

E璺!l殳d耋!S吐塑立量：Prof．Dr．blmr I五-ch
Abt．Gcobotanik，Universititsm．1，26．13

I>40 225 DOsseldoff

TeL：+491(0)211／811 48"／8 Fax：+49／(0)211／811 33∞

e-mail：k憎ch@lIni面Ic嘲Ido正如

P毗Dr．Edwhart J．JI—
Inst．C God舶Dik lInd Bet．0埘协■
NCUWcrk 21

D-06 108№№csI·k)
TeL：+4-491(0)345／552 6210

Fax：+449／(0)345／552 7094

e-imlik j-ep|@bo‘-衄L岫i-h瞻．如

Confirmation of acceptance

Dear Dr．Lin，

Herewith is confirmed that the paper

P毗Dr．D^hOttoLL■n群
J．-v．．Sachs-InsL￡Biowissemck．Bet．n
JllIim．von．Sachs．Pla乜3
I)-97 082 Wlh'zburg
TeL：++49／(0)931／888 62 05

Fax：4-+49／(0)931／888 62 35oI蛔弘@bolIn‘L岫j—wf姆山

Abnormalities in pistil development result in low seed set in Leymus chinensis

NianjunTcn量Tong Chen。Biao Jin,Xi,oqin We,Zehao Huanlb Xiaolpmn 12,Yuhua Wan&xijin Mu,Jinxing Un

is accepted for publication in“Flora”．Formal date of acceptance is 7 March 2006．

It is scheduled to appear printed in Flora voL 201，[Hue 6(September／October 2006)

signed：

ProL Dr．Rainer Lesch,editor-in-chief
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⋯-⋯@⋯⋯·
啪瑚御巧，Ⅸ粥

FLORA
I∞=|=；==；％====0=============霉

mJd嘲i-,xlt,llnrm

Microsporogenesis and pollen development in Leymus cldnen豳with
emphasts on dynamic changes in callose deposition

Nianjun Teng岫，Zfhso Huang"，Xijin MUa+Biao Jin％Yuxi HuI，Jinxing“n妒

№’_labomtocy of^岫啪如蛐md凸曲嘲删尉o．-c山—归蝴imct韵we qr翩岫瞩
n栅静AmdHmy o／☆椭憎I．100093踟枷峨n蛔
。aⅦ蕾l·即School o，，知Ov自mw Acad_emy∥蜘觚akh∞‘ZX,porum．,u咤r舶州酣n雌Ap椭'at臼m—r__硝哪踟衄喇职妇—I湘l 22．V0∞,a■啊
凰氍}i’|一16盘—咖k撇accepted∞D姗时2004

／．,evnM duh椭II a13 a阳幡叽疵ally and eeologk-aly inq，ortlult grass that exhibits‘aw seed pmduction．To better
undemand Ik au嗡or酗low囊眈ual reproductlvity．tIIe microlpomlgenesn ind polIefI de,,_：lopmmt of this speci“
_c孵m'比'stiptod．with cmpham Oil dynamic changes in callose d印嘶Il明．A rarity of hmoclmmi∞I■nIlb wore
mpIoyod．induding Hoidcnhain+I lu：matoxylin．de‘olmizcd anilim：blur．DAPL and-嘲oQ‘rT面n‘alontl with■
Icmporary t柚OUllt n僻thod．Mi‘：m略poro舅锄H岛B and poIlfn dcvekq”na,I弦ncrail)"took pIac譬from June 12 to 26．m
md∞iloi"mi‘；|嗍o∞moth仃翻k(MMC_’■o-ofthelml：∞SSl’vttypeand thetdmtd Witsisobil,1texalindmpe．Marm
pollen grains cornpri铀J cwo囊perms and a垤|雕Iu't nuck．啦C-IIo坼mItially app∞rod in the crater of me anthct
locale 11 the pqgmeiotic phase,and then llfaclually and圳幢啪b depmited around the M MC before妇
∞mmawe盯皓n‘of m譬,iom．^I the ofttet of mciosb,the aaPⅥnuIation of calk坼e眦tminS妇MMC peaked,
accompanied tH thed蛔饿鹭t腿noc orc|IIo犍iIl the o嘲ter ofnk IOcuIc’At the d”一and嘲扭d醴●I唪|’the dyad■and
协trads w村e sunrounded by cadb秘wall and the mi玎t妊porm in the lHfads婀件isolated by|croejted ceII plato
∞m纠H甜of c丑llose_Micro即ores just他．e|}同from l“fId$we悖*till encloted jn calk埔e wall．and then calIme
Rradmdly di奠ppa删in thc Imllcn■an UItimately．callme alalo‘t cnmpletdy disappeared from the WIIb of mal叫譬
pollen鳓j珂鼠la the I哪c numbers or sectin酗ob■cn甜，moil．or the cH9瞄of搬-o妇or the MM已．pollca
developmcnL and callmc dyaanac·■眦normal．蝴th only■few ahe比mmttes observed．The t瞄ults sulllle虹that
mk，rmporoFnem,nutk：p喇。邺咄and calloI由narlll。al during tlIct pgoceugl艄ttcnct'ally normal in thia
■D∞●氓tnd that the∞lIot wall脚ayu an important mlc in the production of fnocttomI polka毋卫jll量．Thc small

numben of mbnormitt簋of time proces础t that cgcurrod likdy do aot advc眦Jy affect tbc production alr viabk
imlkn grams．Th口dh强mha印旧“M娜■i‘and polJcn devdopmem叫y not be factors in the low谢pmductioa ar
正．flI面K，I曲．

蠡"¨r厶"·-■k_‘．：Callme depmktoa：MIc-憎弦怕筘脯lh：Mb∞即种mother棚：Polka幽嘴lol删

●●■■■●●■■■■■一

’c‘m叫ⅫI面I mthar．nE∞“lO位蛐啦lll
Jk·-耐Id■／1ML'嶂园溉_·呻p．u吵

伽删IIt曩·囊ft,ml硼_时0嬲曩岫a眦All-‘—啊——啊‘
doi：10．11)t础^n．加帆12．001
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个人简历、在学期间发表的学术论文与研究成果

、 个人简历

滕年军，男，1977年1月出生，籍贯江苏句容。2000年6月从扬州大学获得学士学位l

2003年7月从南京农业大学获得硕士学位；2003年9月至今在中科院植物所植物学专业攻

读博士学位。

二、参加科研项目情况

1．国家自然科学基金(902noos)“植物有性生殖对大气C02浓度变化的响应”主要完成人·

2．中国科学院知识创新工程重大项目的子项目(KSCXl—吣)“羊草生殖生态学研究”的主要

完成人之一．

三、在读博士研究生期间发表论文情况

1．Teng N J，Huang Z H，Mu XJ，Jin B，Hu Y)【，Un J X．2005．Microsporogenesis and pollen

development in Leymus chinensis with emphasis on dynamic changes in callose deposition．

Flora,200．256-263．(SCI核心期刊， IF：1．124)

2-TengNJ，Chen T’JinB，WuXQ，HuangZH，MuXJ，LiXJ，LinJX．2006．Abnormalities

in pistil development result in low seed set in Leymus chinensb．Flora(accepted)．

3．Teng N J，Wang J，Chert瓦Wh X Q，Wang Y H，Lin J X．2006．Elevated C02 induces

physiological，biochemical and structural changes in leaves of Arabidopsis tha矗aha．New

Phytologist(accepted，SCI核心期刊， 腰：3．355)

4．Teng N J，Lin J X．Reproductive consequences ofArabidopsis tha／／ana afar 10 generations

of selection at elevated C02．(in prepartion)．

5．臆年军，陈彤，林金星．2006．植物有性生殖对大气002浓度变化响应的研究进展．植物

生态学报(已经接受)．

6．UXJ，WangHGLiHB，ZhangLYTengNJ，L／nQ0，WangJ，KuangTYU ZS，LiB，

ZhtmgA M，IAn J)【．2006．Awns play a dominant role in carbohydrate production during the

grain-filling stages in wheat(劂cum aestit删L)．Physiologia Piantarum(in press·SCI
棱心期刊，IF：2．017)．

7．Wang J，Zhu J M，Lin O Q，Li X J，Teng N J，L／Z S，“B，Zhang A M，Lin J)(．2006．

Influence of stem structural features and cell wall components on the bending strength of

wheat stems．Chinese Science Bulletin，51：815-823(in press，SCI核心期刊，IF：0．683)．
＆Chen L Teng N J，Wh X Q，Wang Y H，Tang、M[；amaj J，Balu．矗ka E Lin J X．Disruption of
actin filaments by latmnculin B affects cell wall construction in Picea meyeri pollen tube via
vesicle trafficking disturbance．Plant and Cell Physiology,(submitted，SCI核心期刊，IFs
3．258)．
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