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随着科学研究的深入和现代化光合测定系统

的推广，越来越多的植物生理学和植物生态学以

及农学、林学、园艺学和遗传学的研究均涉及叶

片光合作用的测定。用于叶片光合测定的仪器种

类和数量越来越多。这类仪器的使用简便、快

捷，几乎人人都能使用，即使对光合作用一无所

知的人也可以用它在2 min内测得一组光合速率及

有关的参数。然而，尽管使用这类仪器的人很

多，但能利用所得资料写出高水平科学论文的人

却很少。其中的原因主要的可能是使用者缺乏足

够的有关光合作用的背景知识和测定及研究经验，

测定方法不当，所得结果不可靠；或者实验设计

不合理，难以说明问题；或者是对相关研究现状

不清楚，不能明确地提出科学问题；或者是对光

合作用的基础知识知之太少，不能对所得结果作

出恰当的分析与解释。这几种情况也许兼而有

之。为了充分发挥这类现代化但价格昂贵的仪器

的作用，将光合作用研究推向深入，这里将光合

测定与研究中一些常见的问题提出来，以引起初

学者们的注意。

1  测定方法

光合作用的一个突出特点是对植物自身生理

状态和外界环境条件的变化高度敏感。这一特

点，决定了测定方法的复杂性、多样性和灵活

性，也决定了测定结果的多变性以及解释这些结

果时了解植物状态、测定条件、环境条件、背

景知识和研究经验的重要性。

1.1  测定时间  在田间测定时，不仅要选择无云或

少云的晴天，以便保证在太阳光强相对稳定的条

件下进行，而且要注意选择合适的日时段。众所

周知，在晴天，光强和温度等环境条件从早到晚

都呈现规律性变化，上午逐渐增高，中午达到最

高值，然后逐渐降低。叶片的光合作用速率也发

生类似的变化。光合速率之所以在中午前后才达

到最高值，一是因为上午早些时候光强和温度比

较低，二是因为光合作用还处在逐步增高的光合

诱导期中。因此，在作不同处理或品种的对比测

定时，一定要在光合作用的诱导期结束、光合作

用达到稳态之后进行，否则会得到不可靠、不可

比、甚至错误的结果。为了避免可能发生的中午

光合作用明显降低(“午睡”或“午休”，X u 和

Shen 2005)对测定结果可比性的影响，以在10:00~

12:00和14:00~16:00之间进行测定较为适宜。除

了光合作用日变化的观测以外，过早开始和过晚

结束测定，都不合适。为了尽量缩小测定期间环

境条件变化的影响，比较类实验的测定时间要尽

量短，处理或品种的数目要尽可能少，最好相互

交替进行(许大全2002)，以便避免较长时间内环

境因素变化对测定结果可比性产生的不良影响。

在较长时间阴雨天之后，叶片的光合活力往

往很低，不宜在转晴后立即测定。至少在转晴半

天或1 d 后开始测定。有研究表明，前几天的天

气不同(阴雨或晴天)，所得观测结果也不同(Yong

等2006)。特别是在观测叶片光合作用的发育变化

问题讨论 Discussion
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或季节变化时，更要注意这一点。观测叶片发育

期间光合作用的变化，最好在环境因素可控制的

条件下例如人工气候室内进行, 以便避免环境因素

变化的干扰(杨巧凤等1999)。

在室内测定时，要注意光合作用的诱导期

(光合速率逐步增高)是否已经结束(光合速率达到稳

定不变的状态，即稳态)的问题，在将植物或叶

片从黑暗中转移到光下或从弱光下转移到强光下的

时候，测定前一定要在测定光强的光下先照射一

段时间(0.5~1 h或更长)，以保证所测定的叶片完

成光合作用诱导而达到稳定状态。

1.2  叶片的选择  许多研究已经表明，不仅不同叶

位叶片、不同叶龄叶片、同一叶片的不同部位(例

如禾本科植物叶片的上、中、下部)的光合速率

明显不同(Zhang 等2005)，而且不同叶片取向或

着生角度(平展和直立)也对叶片的光合速率有影响

(陈悦等 2002)。因此，在作对比测定时一定要充

分注意所测叶片的叶位、叶龄、叶取向和叶部位

等因素的一致性和可比性。由于刚刚完全展开的

叶片光合活力最高，所以在光合作用的比较测定

中常常选用为样品叶。不考虑这些因素的差异而

随便取一个叶片就测的作法是不适宜的。有的人

在介绍其所测定的叶片时喜欢用“功能叶”一

词，其实在多数情况下这是一个含糊的概念，至

少应该标明它的叶位和叶龄(幼、成、老)。

在使用离体叶片进行光合测定时，一定要在

水下剪断叶柄，并将叶柄插入水中。否则，如

果在空气中剪断叶柄，木质部导管内水柱收缩后

空气会乘虚而入，此后即使将叶柄插在水中，水

分也不容易进入叶片，从而导致水分胁迫(许大全

2002)。由于离体叶片的水分供应不如连体叶片，

所以对较大的叶片最好作适当修剪，保留的叶面

积比叶室窗口面积稍大一些即可。经验表明，叶

片离体后光合活力在短时间(例如4 h)内是稳定的，

长时间以后活力会大幅度下降，不再适用于光合

作用测定。另外，用树木离体枝条上的叶片进行

测定，不是一个好办法，因为这些叶片很容易由

于供水状况不良而导致气孔部分或完全关闭。

有的人为了测定方便，在测定前临时把田间

生长的较大的植株连根挖出来带回实验室测定。

这也不是个好办法，因为部分细根和须根的折断

或丢失会导致气孔导度和光合速率的明显降低。

这种移栽的植株叶片光合作用可能至少需2周后才

能恢复正常。

1.3  测定结果的可靠性检验  在测定过程中，应当

随时检查和分析所得结果的可靠性，看看有关的

指标或参数是否处于正常范围内。例如，胞间与

叶片周围的二氧化碳浓度比是否为0.7左右，碳同

化的量子需要量是否大于8 或量子效率是否小于

0.125 (如果分别小于或大于这些理论值，则说明

测定和计算结果有问题)，C3植物光合作用的饱和

光强(光量子通量密度)是否低于2 000 µmol·m-2·s-1，

充分暗适应叶片光系统 II 的光化学效率是否在

0.83~0.85之间，C3 植物的CO2补偿浓度是否大于

10 µmol·mol-1，而C4 植物的CO2 补偿浓度是否小

于5 µmol·mol-1；看看光响应曲线和二氧化碳响应

曲线是否合乎规律而流畅自然(通常为一直角双曲

线)。如若不然，参数奇高或奇低，曲线奇形怪

状，就要及时找出原因：是植物材料处于某种环

境胁迫之下呢，还是仪器发生故障，或是测定方

法不恰当，应该及时加以纠正或改善。否则，一

直盲目地测定下去，不仅得到一些不可靠而没有

用处的资料，而且可能丧失合适的测定时机。特

别是田间实验，生长季节不等人，往往一些实验

想重做都不可能，只好等待明年。

1.4  测定条件和环境条件的记录  由于叶片的光合

作用受植物生理状态的制约和环境条件的影响，

生理状态和环境条件的变化往往引起叶片光合速率

的明显变化。只有清楚地了解所测定叶片的生理

状态和环境条件，才能对叶片光合速率的变化做

出正确的解释。因此，在记录光合速率和有关参

数的同时，应该详细地记录天气状况、环境条件

和测定条件以及植物、叶片的生理状态。这样，

在日后整理、分析光合测定结果和写文章时，才

不会因缺乏这些资料而感到茫无所措。

2  研究方法

为了光合作用测定的结果准确、可靠，能够

用于说明问题，写作具有创新意义的科学论文，

不仅要有正确的测定方法，而且还要有正确的研

究方法，这包括实验设计合理，对测定结果进行

必要的生物统计、综合分析和深入探讨新现象以

及排除实验假象等。否则，测定的数据再多、工
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作再辛苦，积累的也只能是一些没有多大用途的

资料。

2.1  实验设计  首要的是目标明确，围绕已定的科

学问题或假说设计实验(见下面第3节)。其次是设

置合适的对照。例如，要想研究人工遮阴对叶片

衰老和光合作用的影响，不仅要观测叶片遮阴不

同天数后光合作用的变化，而且要设不遮阴的对

照，同时观测对照叶片光合作用变化的进程，因

为除了遮阴的作用外，叶片本身也处在自然衰老

过程之中。再如，要寻找外来物种(由外地引进

的物种)迅速扩展的原因，仅仅观测外来物种的光

合作用是不够的，还应该同时观测本土物种的光

合作用，以便相互比较，找出外来物种的优势所

在。如果是单因子实验，除了某一因素有不同以

外，处理与对照的其它因素应当完全相同。例

如，在研究低温胁迫的实验中，如果处理与对照

之间不仅温度不同，而且光强也不同时，就不能

把观测到的差异仅仅归之于低温。

在实验设计中一个比较常见的问题是，光合

速率以单位叶面积计算，而叶绿素、光合产物含

量等却以单位叶片鲜重计算，这样很难把这些指

标联系起来分析、讨论。尤其是在涉及水分胁迫

的研究中，如果也以单位叶片鲜重表示有关物质

的含量，则处理和对照之间一些物质含量的差异

很可能是含水量不同造成的假象，即如果以单位

叶面积表示时这些物质的含量在处理和对照之间没

有差异。

2.2  生物统计  在不少文稿中，对光合作用的比较

测定结果缺乏必要的统计分析，以至不能确定处

理和对照之间或不同品种之间的差异是实验误差

呢，还是处理引起的或不同品种之间确实存在的

差异。所以，如果不经过差异显著水平分析，就

不能随便说什么差异显著与否。

为了便于测定和统计，应尽量减少相比较的

品种数目或处理的数目，以便测定足够多的样本

数。如果所测的样本太少，即使差异很大也达不

到显著水平。有的初学者或缺乏光合测定经验的

人，往往在一次测定中用于比较的不同处理或不

同品种的数目太多，有时竟高达几十个，以致每

个处理或品种只测定2~3片叶，其结果的可靠性

很差。或者虽然每个处理或品种测定的叶片比较

多，但是由于处理种类或品种过多，以致整个测

定时间拖得很长，测定期间的光强和温度等环境

条件变化较大，结果是先后测定的资料之间缺乏

可比性。根据经验，在一次测定中，处理和对

照总数或品种总数最好不超过4 个，每个处理或

品种测定的叶片数最好不少于10 片。当然，这

是对叶片光合速率的比较而言的。对于测定起来

比较费时的量子效率和羧化效率等指标来说，测

定的样本数可以少一些，但是也不宜小于3。在

测定光合速率时，有人喜欢在同一叶片上重复多

次，这样做虽然使一个叶片的测定结果更可靠，

但在统计时，一个叶片上无论重复多少次，还是

算一个样本，并不能按多个样本进行统计。

2.3  综合分析  认真分析测定结果，不仅可以判断

所得结果是否可靠，而且还可以对所得结果做出

恰当的解释，同时有可能发现值得深入研究的问

题。首先要看有关参数和指标的变化是否与光合

速率的变化相互一致，是否合乎理论的准量关

系。如果不一致，就要找出原因，是测定有误，

还是计算有误。众所周知, 在光合作用中，每同

化一分子二氧化碳成碳水化合物，需要消耗3 分

子ATP 和 2 分子NADPH，而2 分子NADPH 的产

生是2个光系统的光合电子传递链传递4个电子的

结果。这样，即使在没有光呼吸和氮同化等其它

同化作用同时进行的情况下，电子传递速率也应

当是净光合速率的4 倍以上，才可以为碳同化提

供足够的同化力。因此，如果最大电子传递速率

小于光合速率的4 倍，说明测定或计算存在某种

偏差。又如，多种阳生植物叶片中叶绿素a/叶绿

素b的比值通常为3左右，只有那些叶绿素b缺乏

的突变体和遭受严重环境胁迫的植物这个比值会远

大于3，而阴生植物的这一比值则小于3。如果

不是上述几种特殊情况，这个比值若是远离 3，

其可靠性是值得怀疑的，这很可能与测定叶绿素

含量的仪器所用光的波长控制不准确有关。再

如，用叶绿素荧光分析得到的光化学效率变化与光

化学猝灭的变化如果方向相反，也是不可思议的。

虽然不同参数和指标之间的相关分析有用，

但不要做盲目的相关分析，不要把不同情况下得

到的数据不分青红皂白地混合在一起做相关分析，

也不要仅仅根据相关分析结果作结论。否则，可
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能会得出令人难以置信甚至违背常识的结论。例

如，蒸腾速率和气孔导度呈负相关，光化学效率

与光合速率呈负相关，光合速率与光能利用率呈

负相关，光合速率与大气 C O 2 浓度呈负相关等

等。应当指出，在统计光合作用或气孔导度与空

气湿度的相关性时，不应当使用相对湿度值，而

应当用空气的水汽饱和差或叶片与空气之间的蒸汽

压亏缺，因为光合作用或气孔导度响应的是后

者，而不是前者。并且，在不同温度下，相同

的相对湿度值所反映的空气水汽含量很不相同。

作关于光合速率和气孔导度变化之间的因果

关系分析时，必须依据叶肉细胞间的CO 2 浓度变

化，而不能想当然地根据它们之间的正相关关系

下结论。光合速率降低可能是气孔导度降低的结

果，也可能是气孔导度降低的原因。只有叶肉细

胞间的CO 2 浓度降低可以证明光合速率的降低是

气孔导度降低的结果。相反，叶肉细胞间的CO 2

浓度增高说明光合速率的降低是气孔导度降低的原

因。在光合作用的气孔限制分析中，胞间CO 2 浓

度是一个很有用的参数，而且多种现代的光合测

定仪器在测定光合速率时都能同时给出这个参数，

可惜不少初学者还不知道充分利用它。

2.4  假象的排除  在实验中看到新现象是令人高兴

的事情，但在深入研究新现象、提出和证实假说

之前，不仅要多次重复，而且要用多种方法证明

它确实是新现象，而不是方法不当造成的假象。

例如，自然条件下生长的许多C3植物在光量

子通量密度为800~1 600 µmol·m-2·s-1的光下，它

们的叶片光合作用达到饱和，即光合速率不再随

光强的提高而增高。因此，那些饱和光强高达

1 800、2 000 µmol·m-2·s-1，甚至2 400、3 500

µmol·m-2·s-1的结果总是让人难以置信，很可能是

在观测叶片光响应的过程中叶温逐步增高或光合诱

导期没有结束造成的假象(陈根云等2006)。顺便

要指出的是，有的人在观测光合作用的光响应

时，使用的光照强度高达2 500、3 000 和3 500

µmol·m-2·s-1，这完全没有必要，因为自然界(海

拔很高的高原可能是例外)的植物不可能遇到这么

强的光，C 3 植物光合作用的饱和光强也不可能有

这么高。并且，使用这么强的光不仅耗电过多，

不利于田间较长时间的测定，而且也可能对叶片

造成伤害或破坏。

又如，在低温光抑制研究中，如果受处理的

是叶片，那么从低温和光照处理的叶片中分离的

叶绿体，其光合活力会明显低于从常温和光照下

(对照)叶片中分离的叶绿体。这是由于光下低温

导致光合作用的光抑制甚至光合机构光破坏的结

果。但是，如果处理的不是叶片，而是离体叶

绿体，其结果会相反：低温光照预处理的叶绿体

的光合活力明显高于常温光照预处理(对照)的叶绿

体。显然，这后一种差异并不是预想的低温光抑

制的结果, 而是实验设计不当造成的假象。这是因

为，叶绿体离体后，多种蛋白酶开始对光合机构

起破坏作用。在常温(对照)下的这种破坏作用会

远甚于低温下的处理，因为在生理温度范围内酶

的作用是随着温度提高而增强的。

再如，在观测C3 植物光合作用对CO2 的响应

时可能会看到，较高浓度CO 2 下光合速率竟会随

着CO 2 浓度的增高而下降，这大多是在CO 2 浓度

变化后没有随时对所使用的光合测定仪进行“匹

配”操作(让同一气体流过分析室和参比室并将两

室的CO2浓度差值调至零)而造成的假象(陈根云等

2006)。

3  结束语

光合作用测定及研究的结果最后往往要通过

科学论文报告出来。科学论文的灵魂和魅力在于

创新，报告新现象、新结果和新发现，提出新

观点、新思想和新假说，明确地提出和解决科学

问题。例如，叶片光合作用对光照强度变化的响

应，是人们最常观测的项目。在C 3 植物或C 4 植

物中不同种类植物的光响应曲线大致相同，不同

种植物之间往往只有量的差异，而没有质的不

同。所以，如果没有特殊的科学问题与研究目

的，仅仅泛泛地观测，是不会得到什么新结果

的。然而，如果把这种观测和某一科学问题例如

饱和光下部分捕光天线的可逆脱离联系起来，情

况就不相同(Chen和Xu 2006)。

在以光合作用为主要研究内容的文稿和论文

中，最常见而又最基本的问题，是没有提出和解

决科学问题。往往是撒网式地“普查”或者是

观测某种处理下光合作用的光响应、CO 2 响应或

日变化以及叶绿素荧光参数变化之后，在笼统的
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“光合特性”的题目下，罗列一堆数据，泛论

一些常识。这样的论文，报告的往往是重复性或

资料性的工作，谈不上创新。

从事光合作用的测定和研究，要想获得可靠

的结果，并做出令人信服的解释，写出具有创新

性的文章，仅仅拥有并且会使用现代化的测定仪

器还很不够，还应学习光合作用的基础知识，了

解光合作用的主要研究进展，即获得丰富的背景

知识，并且把观测和研究紧密地结合起来。这

样，才能在观测与研究实践中，积累丰富的经

验，不断地提出和解决新的科学问题，有所发

现，有所创新，有所前进。
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