
第 34 卷
1 9 9 7 年

土 壤 学 报

A CT A PE IX 〕LO G ICA S IN ICA

V o l
.

34
,

N o
.

4

N 6 v
. ,

1 9 9 7

影响菜豆体内铁再利用效率的
因素及其机理

’

邹春琴 张福锁 毛达如
(中国农业大学植物营养系

,

北京 10 0 0 9 4 )

摘 要

本文在人工气候室中
,

用营养液培养方法
,

并结合同位素示踪技术研究了铁的供应状

况
、

两种形态氮素 (No 犷一N 和 N H犷
一N) 及叶片遮光对菜豆体内铁再利用效率的影响

,

并对

其有关机理进行了深人的研究
。

结果表明
,

铁的缺乏有利于累积在根和初生叶中的铁向新生

组织中转移
,

铁的再利用效率明显提高
。

无论在缺铁还是供铁条件下
,

N H犷
一N 的供应使得

菜豆新叶中活性铁含量
、

新叶叶绿素含量 及体内铁的再利用效率都明显高于 No 犷一N处理
,

叶绿体超微结构完整
,

并且新叶未出现黄化现象 ; 特别是在处理后期
,

差异更加明显
。

初

生叶遮光使得新叶中活性铁含量增加
,

体内铁的再利用效率提高了 6 个百分点左右
,

在一定

程度上改善了 N O犷一N营养缺铁菜豆新叶的铁营养状况
。

可见
,

N H.+
一N 的供应和叶片遮光

都可提高菜豆体内铁的再利用效率
,

明显改善菜豆新叶的铁营养状况
。

关键词 菜豆
,

氮素形态
,

铁供应状况
,

叶片遮光
,

铁再利用效率

缺铁是威胁全世界许多粮食作物和经济作物生产的严重的营养问题 [”〕
,

如何解决这

一 问题引起 了植物营养学家的广泛关注
。

据统计
,

全世界大约有 4 0% 的土壤缺铁
,

在干

旱
、

半干旱地区的石灰性土壤上尤为严重l8]
。

在我国
,

南起四川盆地
,

北至 内蒙古高原
,

东 自
、

淮北平原
,

西到黄土高原及甘肃
、

青海
、

新疆等地
,

都有作物缺铁现象发生 [21
。

在农业生产上
,

目前主要通过叶面喷施
、

土施
、

向树木根或茎注射铁肥的方法来矫

正植物缺铁
。

然而
,

叶面喷施要求少量多次
,

费工费时
,

而且喷施无机铁盐常常效果不

佳
,

而鳌合态铁盐的价格又比较昂贵
; 土施则 因施人 土壤中的铁被土壤所固定而事倍功

半
,

植株注射也常常难 以获得 良好 的效果
,

因而这些方法都不能从根本上解决植物缺铁

的问题
。

不少研究发现
,

造成植物缺铁失绿症的原因并非土壤 中铁的总量不足
,

而仅仅

是 由于土壤中有效铁含量较低 I13]
,

或者是 由于植物对铁的吸收
、

利用和再利用能力较低

所致
。

因此
,

解决这一问题的可行性措施应是设法提高土壤 中铁的生物有效性和植物对

铁的利用及再利用能力
,

而并非是一味盲 目地 向土壤 中施用铁肥
。

* 国家攀登计划和 国家 自然科学基金资助项 目
.
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过去的大多数研究都认为铁在韧皮部 中移动性很差 191
,

植物在遭受缺铁胁迫时
,

新

生组织的生长受到限制
,

新叶出现黄化
,

严重时会影响到后期产量 的形成
。

随着研究的

进一步深人及对植物基因型潜力认识 的提高
,

发现植物体内铁的再利用受到环境条件
、

营养元素的供应状况
、

植物的基 因型差异等因素的影 响t6, ‘,
,

2 2]
.

因此
,

研究影响铁移动

性的条件
,

寻找相应的调控措施
,

对解决植物 的缺铁问题具有重要 的意义
。

本文研究 了

不 同氮素形态
、

叶片遮光和供铁等措施对菜豆体内铁 的再利用效率的影响及植物对铁的

利用和再利用能力的潜力
,

旨在寻求通过改进农业技术措施来解决植物缺铁失绿 问题
,

并为今后利用基因工程等技术进行植物铁营养效率的遗传改 良奠定基础
。

1 材料与方法

L l 植物培养

供试植物为菜豆 (Ph as eo lus vu 份ar 行 L
.

)品种为
“

A n le ri c an pro vi der
” ,

中文译为
“

美国供给者号
” 。

种子经消毒后在饱和 Cas 认溶液中浸泡半小时
,

催芽后在石英砂中发芽
,

5 天后
,

挑选生长一致的幼

苗
,

用 蒸馏水冲洗干净
,

移至 p H 6
.

5 的硝态氮营养液中
,

营养液的组分如下 (m ol 几)
:

凡s认 7. 5 x

10
一 ‘ ;

Mg sq 6
.

5 x 10
一 ‘ ;

KC I 2
.

0 x 10
一 ’; Ca (No

3
)

2 2
.

0 x 10
一 ’; K H Z

PO.
1

.

0 X 10
一 ‘;

乓B q
1

.

0 x 1 0
一 5 ;

Mh sq 1
.

0 x 10
一 ‘; C u so4 1

.

0 x 10
一 ’; (N H 礴

)
6

Mo
: 0 2 4 5

.

0 X 10
一 ’; Z n sq 1

.

0 x 1 0
一 ‘;

Fe E D叮A 1
.

0 x 1 0 ’ 4
。

在体积为 IL 的营养液中培养 3 株苗
,

每两天换营养液一次
,

光照时间为 12 h / d,

光照强度为 2 50 “m ol / m , · 5
.

待菜豆生长至第一片真叶 (将其定为初生叶)完全展开时设置下述八个处

理
:

¹ 供给硝态氮
,

不供铁
,

不遮光 ; º 供给硝态氮
,

不供铁
,

遮光 ; » 供给钱态氮
,

不供铁
,

不遮光 ; ¼ 供给按态氮
,

不供铁
,

遮光 ; ½ 供给硝态氮
,

供铁
,

不遮光 ; ¾ 供给硝态氮
,

供铁
,

遮

光
; ¿ 供给钱态氮

,

供铁
,

不遮光
; À 供给钱态氮

,

供铁
,

遮光

钱态氮营养液 ( m o l / L )组成为
:

性sq 1
.

75 X 10
一 ’; Ca C 12 1

.

0 X 10
一 ’; (N H 呜) ZSq Z

·

0 X 10 一 ’ ,

其中不含 KC I 和 Ca (No
3) 2 0

Mgs q 和微量元素同硝态氮营养液
·

叶片遮光的作法为
:

用不透明反光铝

箔将最先生长的两片真叶包裹 (并将其定为初生叶 )
,

使其遮光
。

设置处理后每天换营养液一次
.

植株

生长至第三片真叶 (指第三片三出复叶 )完全展开时收获
。

同位素试验的菜豆培养方法如前所述
,

铁用
5 9
Fe E】〕1

,

A 标记
,

浓度为 1 0 x 10
’ 4m of / L

,

标记强度

为 3
.

87 75 畔1/ m l
,

设置处理时用 D 丁p A 溶液
,

草酸溶液和蒸馏水去除根系表面附着的
’g
Fe

,

由此认为

新生组织中的
’g
Fe 主要来自初生叶和根中累积的那部分

.

缺铁处理 3 天后再设置遮光处理
。

其它管理措

施与常规培养相同
。

样品制备
:

收获时分新叶
,

初生叶
,

茎
,

根 四部分取样
,

用蒸馏水洗净表面
, 105 ℃杀青 巧 分钟

后
,

在 80 ℃下烘干
,

磨粉待用
。

L Z 测定方法

1 2
.

1 溶液 p H 值的动态监测 监测从更换新营养液开始
,

用 PM - 10数字酸度计于不同的时间间隔

连续监测 23 小时营养液 p H 值
。

时间是从早晨 8 : 0 0 到第二天早晨 8 : 00
。

1
.

22 样品中
’g
Fe 放射性强度的测定 样品制备如前所述

。

用 B H 12 16 低本底a
、

p测量仪测定 5 9
Fe 的

放射性强度
。
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1
.

2. 3 叶片叶绿素含量的测定及叶绿体超微结构的观察 收获时用 POC 一 1型数显叶绿素测定仪测定

叶片叶绿素含量
。

叶绿体超微结构的观察采用朱丽霞 (19 83) 的方法 I’]
。

1
.

2. 4 叶片中活性铁含量的测定 新鲜叶片用蒸馏水洗净并用纸吸干
,

切成 0. 5c m 2

大小
,

用 lm of /

L H C I浸提 (连续振荡 5 个小时)
,

过滤
,

用 PE R K I怜E LM E R 2 10 0 原子吸收分光光度计测定浸提液中

活性铁含量 [l 9]
。

1
.

2. 5 原生质膜上 A作as e 活性的定位观察 【l] 菜豆叶片和根细胞原生质膜上 A T Pas e 活性的定位观

察采用孙敬三 (1 9 87) 的方法
。

2 结果与分析

2
.

1 三种因素对菜豆叶片叶绿素含t 和叶绿体超微结构的影响

当植物缺铁时
,

首先受到影响的是生长最活跃的部位 即新叶
,

两种形态氮素对菜豆

植株生长的影 响不 同
,

同为缺铁条件
,

供给 No 犷一N 的菜豆新叶出现明显 的黄化现象
,

N H扩
一N处理的菜豆新 叶却未见缺铁黄化症状

,

而且叶片遮光可一定程度缓解 No 犷一N营

养菜豆新叶的缺铁状况
,

减轻黄化程度
。

表1 菜豆新叶中的叶绿素含t

T a b le 1 C hi o ro Phy ll eo n te n ts in yo u n g le av e s o f be an Plan ts

处 理

T re a lllle nt

叶绿素含量 (m g / dm
Z)

e hl o ro Phyll c o n te n t

N嘴
一N

一Fe

+ R

不遮光

遮光

不遮光

遮光

NO至一N

2
.

13 f
.

3
.

3 2e

3
.

5 4 ede

3
.

4 8 de

3 6 3忱d

3
.

8 8ab

3
,

7 8 a
比

3
.

9 8 a

*

处理间差异的显著性检验用多 重比较法
,

不同小写英文字母表示差异达到 5% 的水平 (下同 )
。

对菜豆新 叶叶绿素含量的测定结果表明 (表 l)
,

供应 No 犷一N 时
,

缺铁使植株新叶叶

绿素含量显著降低
,

供应 N H犷
一N

,

铁的供应对叶绿素含量 的影响不明显
。

无论是否供

铁
,

N H扩
一N 处理 的菜豆新叶叶绿素含量均明显高于相同条件下 NO 于一N处理的植株

,

其

中
,

在不遮光的情况下
,

二者相差 41 %
。

缺铁时
,

遮光对供给 N H犷
一N的菜豆新 叶中叶

绿素含量影 响不大
,

却使 NO 犷
一N 处理新叶叶绿素含量提高了 3 5%

,

接近于供铁时的水

平
。

三种 因素不但影响到 叶片 中叶绿素含量
,

而且对 叶绿体超微结构也有 明显的影 响
。

(照片 1, a, b, c) 显示
,

在缺铁条件下
,

供应 No 丁一N的菜豆新 叶的叶绿体结构遭到破

坏
,

类囊体结构松散
,

基粒片层少
,

发育不 良
,

淀粉体几乎充满整个叶绿体
。

叶片遮光

后
,

叶绿体结构完整
,

淀粉体减少
,

基粒片层增多
。

而在供应阳了
一N时

,

无论初生叶

是否遮光
,

新 叶叶绿体大且结构完整
,

虽然淀粉体大但类囊体结构发育良好
,

基粒片层

多且紧密基粒片层发育良好
。

一旦给植株铁时
,

所有处理叶绿体的结构均完
,

各处理间

没有明显的差异
.

由此可见
,

N H扩
一N 和叶片遮光均能在一定程度上提高菜豆新叶的叶绿

素含量
,

维持完整的叶绿体结构
,

保证光合作用的正常进行
,

这主要是由于新叶铁营养
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状况的改善所致
。

2. 2 三种因素对菜豆叶片中活性铁含t 的影响

已有的研究也表 明
,

缺铁时
,

阳了
一N 的供应有利于提高菜豆新叶中铁含量

,

而在

供铁时
,

两种氮素形态间的差异不显著 [3]
。

为了更准确地表 明各种调节措施对菜豆新生

组织铁 营养状况 的影响
,

测定 了新 叶中活性 铁含量 (表 2)
。

测 定结果表 明
,

缺 铁时
,

N H扩
一N 处理 菜豆新叶中活性铁含量 比 NO 沂一N处理高 38 % 左右

,

供铁时
,

N H扩
一N处理

与 N O犷一N处理之间无显著差异
,

前者略高于后者
,

其中NO 丁一N营养 的不遮光菜豆中活

性铁含量显著低于其它处理
。

就同一种氮素供应来看
,

供应 NO 犷一N时
,

铁的供应使新

叶的活性铁含量提 高了 37 %一 54 % ; 而 当供应 N H扩
一N时

,

这种效果不明显
。

叶片遮光

对新 叶活性铁含量也有较大的影响
,

除 N H犷
一N处理 的供铁菜豆外

,

遮光都使新 叶中活

性铁含量增加 18 一30 % 左右
。

表 2 菜豆新叶中活性铁含t

T a b le 2 A eti v e Fe c o n ten ts 一n yo
un g le av e s o f be an Pla n ts

处 理

T 正a ti lle n t

活性铁含量 (m g /k g
·

F认
了

)

A eti v e Fe e o n te n t

NO 歹一N

一Fe

+ 】七

不遮 光

遮光

不遮光

遮光

NO才
一N

15
.

0 2 C

2 3 9 3 a

2 4
.

2 7 a

2 6
.

13 a

分析表 1 和表 2 结果可知
,

菜豆新叶中活性铁含量与其叶绿素含量 间有显著的正相

关 (图 l)
,

其 回归方程为
: y (叶绿素含量 )一 1

.

引 + 0 .0 80 x( 活性铁含量 )
, r 二 0

.

8 5 1
’ ‘ ,

但与全铁含量的相 关性较差
,

相关系数只有 0
.

2 50
。

由此可 见
,

活性铁含量 比全铁含量

更能反应植物新生组织的铁营养状况
。

因此
,

越来越多的研究者用活性铁含量来表征植

物的铁营养状况
。

6
「 2.3 三种 因素对菜豆体内铁再利用效率

y 一 1
.

91 + 0
.

0 8 x

r 二 0
.

8 5 1一 ,�
、已卫如日�拼U口长OU口

仁一如袄升
·

���
口补二自。�01-工Q

1 0 1 5 2 0 2 5

活性铁含址 ( m g / k g
.

FW )

A e t l v e F e e o n t e n t

图 1 菜豆新叶中活性铁含量 与叶绿素含量的关 系

R g
.

1 Th
e e o

rre lati o n be tw
e e n ac ti v e Fe e o n te n t

a n d e hlo r o Phyll e o n te n t 一n yo u n g

le av e s o f be an Plan ts

的影响

上述结果业 已表明
,

铁的供应状况
、

两种形态 氮素以及叶片遮光 对菜豆植株

的铁营养状 况都有一定程度 的影响
,

主

要原 因是 它们都影响 了植株体内铁 的再

利用
。

利用 同位素示踪 技术测定了植物体

内铁的再利用效率 (表 3)
。

结果表 明
,

缺

铁 明显提高了铁的再利用效率
,

处理 3 天

时
,

NO 歹
一N

、

阳扩
一N处理菜豆体内铁的

再利 用效率较加铁 时分 别提高 了 2
.

89 和

0. 93 个 百分 点
,

处理 6 天 时分别 提高 了

2
.

12 和 6. 4 2 个百分点
,

处理 10 天时则分
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和 2. 3 个单位 ; 而供应No 犷一N时
,

缺铁处理介质 pH 值于起始值相 比下降了 0
.

5 个单位
,

供铁处理与起始值相 比只升高了 0. 2 个单位
,

但 与最低时相 比则升高了 0
.

5 个单位
。

可

见
,

即使在供应 No 犷一N时
,

缺铁菜豆介质 pH 值仍然降低
.

2. 5 缺铁条件下
,

两种氮素形态对菜豆细胞原生质膜上 A T Pa se 活性的影响

两种氮素形态对菜豆新叶中 A仰as e 活性影响显著 (照片 2
,

a
,

b
, c ,

d)
。

供应 N O丁一N

的菜豆
,

叶肉细胞原生质膜上 A开as e 活性很弱
,

没有 明显的酶反应
,

铅沉淀的颜色很

浅
; 而供应 N H扩一N时

,

几乎在整个细胞膜上都有明显的酶反应
,

A开as e 活性较强
。

在

根中也有 同样的反应
:

NO 犷一N处理菜豆根表皮细胞原生质膜上酶反应较弱
,

而阳犷
一N

处理则较强
。

3 讨 论

M as s
等人在 19 8 8 年就 明确提出

,

外界铁的供应状况对韧皮部 中铁的移动性有很大

的影 响
。

当外界铁供应不能满足植物正常生长需要时
,

它在体内的移动性明显增加
,

反

之则其移性较小 11 ’]
。

本文的试验结果也表明
,

铁的缺乏可使菜豆体内铁的再利用效率增

加 1一6个百分点
,

这说明在缺铁条件下
,

植物可通过提高体内铁的移动性来部分缓解铁

的缺乏
。

这是 因为
,

在缺铁条件下
,

植物具有活化体内贮藏的铁的机制
,

如双子叶植物

能分泌大量 的酚类化合物来增加铁的移动性
,

增加根质外体还原系统的活性 [7]
,

最终增

加根表面和根质外体中累积的铁向细胞 内的运输
,

而在铁供应充足时
,

这些活化机制的

作用明显减弱甚至完全消失
。

本实验通过测定培养介质 p H 值和根际 p H 值的观察发现
,

在缺铁条件下
,

菜豆根际有明显的酸化
,

这是植物适应缺铁的机制之一
,

因此
,

在缺铁

条件下
,

无论供应 No 丁一N还是 N H犷
一N

,

菜豆体内累积铁的再利用效率都明显提高
,

因

为对于缺铁的植株来说
,

只有利用体内累积的这部分铁才能满足其正常生长的需要
。

而

对于正常供铁的植株
,

外界铁的供应完全可以保证其生长和发育的需要
,

而不需要通过

各种活化机制来提高体内铁的再利用
,

当然
,

体内铁的移动是一个动态过程
,

即使在供

铁条件下
,

体内铁也可转移到生长活跃的组织供其利用
,

只是 比例较小
。

由于两种氮素形态在吸收
、

体内的运转
、

同化等方面都存在一定的差异 [l 0]
,

因此
,

创门对体内铁 的再利用的影响也不 同
。

植物吸收阳犷
一N后 一般是等当量地分泌质子

,

致使根际 p H 大幅度降低【5]
,

而吸收 No 厂一N后
,

大约只有 1 / 3 的 H CO 犷或 O H-- 分泌到

介质 中
,

因此根际 p H 升高的幅度较小
,

但 对于根际微环境也有较大的影 响 [l 8]
。

介质中

这种 p H 的变化在水培条件下
,

主要影响到根系表面的铁 向细胞 内的转移
。

所以
,

供应

No 犷一N时
,

虽然根中累积的铁的量显著高于阳犷
一N处理

,

但一旦外界停止供铁
,

新叶

就出现黄化
,

其 中一个原因就是铁的运输受阻
,

体内铁的再利用效率不高
。

本文实验结

果表明
,

供应 No 犷一N 时
,

菜豆生长介质的 pH 值只升高了 0
.

5 左右
,

N H扩一N处理则下降了

2
.

5 个 p H 单位左右
,

与之相联系的是前者处理 的缺铁菜豆新叶出现了黄化
,

后者却没有
。

同时
,

这 两种氮素形态还 对细胞原生质膜上 A T Pas e
酶 的活性有较大的影响

,

这也

会进一步影响到根和初生叶中累积的铁的再利用
。

M a rs c hn
er
(199 1) 提出一种假设

,

认为

在细胞质膜上存在 A仰as e 酶
,

质外体 中 H
+

浓度的增加将 会激活膜上的 A TPas e ,

使其
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将 H
+

泵到质外体中
,

同时使铁等阳离子进人细胞内
,

而且 H
+

进入质外体后还会进一步

活化其 中的铁使其移动性增强
,

更有利于运输 〔, 4]
。

本试验结果表 明
,

N H犷
一N 的供应使

缺铁菜豆新叶细胞原生质膜上 ATP as e 的活性增强 (照片 2)
,

这就为质外体中累积的铁提

供了进人细胞质的还原力
。

同时
,

供应 N H犷一N的根细胞原生质膜上 A仰as e 的活性也明

显高于 NO 丁一N 处理 (图版 Il)
,

提高 了根质外体中铁的再利用效率
。

有关这方面的工作还

有待于利用更先进的试验技术
,

如质外体分析技术 的进一步确证
。

有资料表明
,

质外体

pH 值的变化对于象铁这类阳离子的移动性有较大的影响
。

而两种形态氮素对质外体 p H

值变化的影响明显不 同
。

有研究表明
,

NO 犷
一N 的供应使植物体细胞质外体 p H 升高

,

而

N H扩
一N 使植物细胞质外体 p H 降低〔, 6]

。

质外体 pH 的降低使得铁的移动性增加
,

促使根

或 叶片质外体中的铁进人木质部并向上运输或转变成韧皮部可移动的形式
,

由韧皮部进

人生长活跃的组织
。

阳犷
一N的供应有利于提高铁的再利用效率

,

一个很重要的方面可能

就是能使质外体 p H 值降低
。

由此可见
,

N H扩一N的供应使介质 pH 和质外体 p H 降低
、

细胞质膜上 A开as e
酶活性

增加
,

使得菜豆体 内铁的再利用效率比 No 歹一N处理 提高了 3一5 个百分点左右
,

最大 时

可达 8 个百分点左右
。

这对于利用效率较低的铁来说也是相当可观的
。

本试验还通过 叶片遮光来研究了叶片衰老对体内铁再利用效率的影响
。

有资料表

明
,

遮光促进了叶片的衰老 11 ’l
,

导致叶绿体解体
,

大分子物质分解成小分子物质 [20]
,

因

此与之相结合的铁 的移动性也明显增强
,

有利于铁的向外转移
;
同时

,

叶片遮光后
,

其

生长速率大大降低
,

没有光合能力
,

减少了与新 叶竞争养分和碳水化合物的能力[2l]
,

使

得更多 的铁能够运到新生组织满足其生长发育的需要
。

本文的试验结果也清楚地验证了

这一点
,

菜豆 叶片遮光处理 10 天后
,

其叶绿体结构遭到严重破坏
,

几乎没有完整 的结

构
‘, ,

但是体内铁的再利用效率却比未遮光处理提高 了 6 个百分点左右
,

这对于提高体

内铁的再利用效率有不可低估的意义
。

综上所述
,

植物体内养分再利用的潜力是很大 的
,

关键是如何采取切实可行的措施

来挖掘它
。

本实验所讨论的三个影响因素
:

铁的供应状况
、

两种氮素形态以及叶片遮光

对植物体内铁的再利用效率都有较大的影 响
.

在缺铁条件下
,

N ll了
一N 的供应不但可使

体内铁的再利用效率提高 3一5个百分点
,

而且可以使新生组织中活性铁和叶绿素含量 明

显增加
,

显著改善 了新 叶的铁营养状况
,

使得菜豆即使在缺铁条件下新叶也不出现黄化

现象
,

这一结果是否能直接应用于田间还有待于进一步的实验来验证
,

但从本文至少可

以得到一些有益的启示
,

在田 间结合硝化抑制剂施用按态氮肥可能是解决植物缺铁问题

的一条新途径
。

在实际生产中也不可能采取直接遮光 的措施来提高铁的利用效率
,

然而

采用激素等调节物质加速 无效组织的衰老
,

使得其 中的养分迅速转移到生长活跃的组

织
,

对解决缺铁问题也有一定的意义
。
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