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罗马直立生菜生长发育及营养指标对臭氧浓度升高和
持续熏蒸的响应

刘　 颖１，宋　 蕊１，２，王效科２，高艺芹１，２，冯美琪１，２，翟欣月１，万五星１，∗

１ 河北师范大学生命科学学院，石家庄　 ０５００２４

２ 中国科学院生态环境研究中心城市与区域生态国家重点实验室，北京　 １０００８５

摘要：环境臭氧（Ｏ３）已成为影响植物生长发育的重要生态因子。 为探究地面 Ｏ３污染对蔬菜形态学特征及营养指标的影响，选
罗马直立生菜（Ｌａｃｔｕｃａ ｓａｔｉｖａ ｖａｒ． ｒｏｍａｎ）为实验材料，采用开顶式气室开展熏蒸实验。 实验设置 ４ 个 Ｏ３熏蒸浓度（ＮＦ：未过滤

的环境空气；ＮＦ４０：环境空气＋４０ ｎｍｏｌ ／ ｍｏｌ；ＮＦ８０：环境空气＋８０ ｎｍｏｌ ／ ｍｏｌ；ＮＦ１２０：环境空气＋１２０ ｎｍｏｌ ／ ｍｏｌ），每个处理设置 ３ 个

重复组，分析评价 Ｏ３污染对植物造成的可见伤害、生产量、叶片解剖学特征以及食用部位营养指标的影响。 研究表明：（１）Ｏ３熏

蒸对生菜叶片产生不可逆的可见伤害，叶片出现浅黄色斑点和棕色斑点，且随着熏蒸时间延长，叶片出现黄化，大面积的坏死斑

块，衰老加速。 （２）高浓度 Ｏ３胁迫显著降低了生长阶段的株高（Ｐ＜０．０５）。 与 ＮＦ 组相比，ＮＦ４０、ＮＦ８０、ＮＦ１２０ 组分别使生物量下

降 ５．９０％、１４．９９％、３９．２１％。 （３）随着 Ｏ３熏蒸浓度升高，气孔密度增加，气孔开度减小。 叶片厚度、海绵组织厚度、栅栏组织厚度

与 Ｏ３暴露剂量 ＡＯＴ４０ 呈显著负相关关系（Ｐ＜０．０５）。 （４）高浓度 Ｏ３暴露使蔬菜中 Ｃａ、Ｎａ、Ｆｅ、Ｚｎ、Ｍｇ 等元素含量显著降低，脂肪

和蛋白质含量增加，生菜的营养指标发生改变。 研究表明，罗马直立生菜对环境 Ｏ３污染敏感，其生长发育及营养指标在 Ｏ３胁迫

条件下发生明显变化。 目前，关于 Ｏ３污染对蔬菜形态学特征影响的研究较少，研究系统探讨蔬菜的叶片厚度、栅栏组织、海绵

组织、气孔密度及开度等形态学指标在臭氧污染条件下的变化。 蔬菜的品质是关系到“三农”问题的重要方面，研究探讨了臭

氧污染对蔬菜的产量及营养指标的影响，可为 Ｏ３污染条件下蔬菜的生产提供科学参考。
关键词：臭氧；罗马直立生菜；可见伤害；叶解剖结构；营养指标
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ｐｏｌｌｕｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ．

Ｋｅｙ Ｗｏｒｄｓ： ｏｚｏｎｅ； Ｌａｃｔｕｃａ ｓａｔｉｖａ ｖａｒ． ｒｏｍａｎ； ｖｉｓｉｂｌｅ ｉｎｊｕｒｙ； ｌｅａｆ ａｎａｔｏｍｉｃａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ； ｎｕｔｒｉｔｉｏｎａｌ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ

地面 Ｏ３是挥发性有机物、一氧化碳、氮氧化物、甲烷（ＶＯＣｓ、ＣＯ、ＮＯＸ、ＣＨ４）等经过复杂的光化学反应形

成的一种二次空气污染物［１］。 由于人类活动和工业化的增加，地面 Ｏ３浓度在过去的几十年以来不断增加。
地面 Ｏ３被认为是一个严重的问题，它会通过破坏各种生理过程和植物生长，对植被造成直接影响［２］。 目前，
中国的地面 Ｏ３浓度远远高于美国和欧盟等发达国家［３］。 在过去的几十年里，随着空气质量控制的加强，北美

和欧洲的人为 Ｏ３排放已经下降，但是随着中国工业、交通和城市化的快速发展，Ｏ３前体（ＮＯＸ、ＶＯＣ 等）的排放

量迅速增加［４］。 监测数据显示，２０１３—２０１７ 年，３１ 个省会城市 ８ ｈ 的 Ｏ３平均浓度从 ６１．６ ｎｍｏｌ ／ ｍｏｌ 增加到

７６．０ ｎｍｏｌ ／ ｍｏｌ［５］。 由于我国的 Ｏ３浓度正在逐年升高，对于保护环境和探讨 Ｏ３对植物的伤害已经成为了一个

不可避免的话题。 已有研究表明，高 Ｏ３浓度诱导敏感的植物产生各种有害反应，如叶片可见伤害，光合作用

降低［６］，气孔开闭迟缓，代谢障碍，细胞程序化死亡［７］，加速衰老和削弱对病虫害的防御能力等［８—９］。 高浓度

Ｏ３使油菜（Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ）出现失水、褪绿、枯斑、叶脉扭曲、叶片凹凸不平、植株矮化等伤害症状［１０］，油菜的株

高、叶面积、光合速率、经济产量和生物产量随 Ｏ３ 浓度升高呈下降趋势［１１］。 在 Ｏ３ 对冬小麦 （ Ｔｒｉｔｉｃｕｍ
ａｅｓｔｉｖｕｍ）、水稻（Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ）和油菜的影响研究中发现，冬小麦的相对产量与 Ｏ３暴露量之间存在高度相关

性，水稻和油菜为中度相关性［１２］。 地面 Ｏ３浓度升高显著降低了油菜的种子产量和出油率［１３］。 Ｏ３浓度升高对

冬小麦和大豆（Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ）的各项生长指标均具有明显的抑制作用，而且随着 Ｏ３熏气浓度的升高和熏气时

间的持续加重，作物的株高、叶面积和生物量降低［１４］。 植物长期暴露在高浓度 Ｏ３中，Ｏ３可以通过气孔进入叶

片，再与质外体接触后分子降解为活性氧（ＲＯＳ） ［１５］。 这些高反应性的 ＲＯＳ 会攻击脂质和蛋白质等细胞成

分，并诱导一系列涉及多种植物生长调节剂的信号通路［１６—１７］。 生物量产量减少、叶片萎蔫和坏死等症状以及

代谢改变是植物对 Ｏ３暴露的典型反应。 在本研究中，通过 Ｏ３熏蒸实验，探讨 Ｏ３浓度升高及暴露时间延长对

罗马直立生菜形态学及营养指标的影响，以期为 Ｏ３污染加剧背景下我国蔬菜的优质高产乃至食品安全提供

科学依据和理论基础。

１　 材料与方法

１．１　 实验地点与供试植物

　 　 本实验研究地点是山东省淄博市（３６°９′Ｎ，１１８°２２′Ｅ），位于山东省的中部，淄博地处暖温带，属于半湿润
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半干旱的大陆性气候。 供试作物为罗马直立生菜（Ｌａｃｔｕｃａ ｓａｔｉｖａ ｖａｒ． ｒｏｍａｎ），罗马直立生菜是生菜的一个品

种，该品种具有生长速度快、产量高、抗逆性强、易于栽培、口感好的特点，所以被广泛种植。 ２０２１ 年 ８ 月 １０
日，将生菜种子人工种植在育苗盆内，每穴 ２—３ 粒种子，进行前期育苗；８ 月 ２１ 日，生菜开始育苗；９ 月 １０ 日，
将长势良好、均一的罗马直立生菜幼苗移栽至开顶式气室（ＯＴＣ）；９ 月 ３０ 日，试熏气，进行设备调试；１０ 月 ６
日，开始熏蒸，每天熏蒸 ８ ｈ（９：００—１７：００）；１１ 月 ６ 日，熏蒸结束，累计熏气天数 ３２ ｄ（１０ 月 ９ 日和 １０ 月 ２５ 日

因下雨所以不熏蒸）。 整个 Ｏ３熏蒸期间定时定量给生菜浇水，并控制病虫害。
１．２　 ＯＴＣ 气室

本实验采用 ＯＴＣ、通风系统、Ｏ３发生和浓度控制系统、Ｏ３自动监测系统组成的 Ｏ３熏蒸系统。 一共设置 ４

种 Ｏ３浓度，分别是未过滤的环境空气（ＮＦ）、环境空气＋４０ ｎｍｏｌ ／ ｍｏｌ（ＮＦ４０）、环境空气＋８０ ｎｍｏｌ ／ ｍｏｌ（ＮＦ８０）、

环境空气＋１２０ ｎｍｏｌ ／ ｍｏｌ（ＮＦ１２０），每个处理设置了 ３ 个重复组，１２ 个 ＯＴＣ 气室［１８］。
１．３　 监测及采样

１．３．１　 叶片取样及株高测定

实验开始熏蒸后，每天对各 ＯＴＣ 内植株进行观察直到第一次观察到叶片出现黄色斑点，症状通常在近轴

面且不会穿透叶片组织［１９］，其叶脉不受影响且无病虫害［２０］。 伤害症状首次出现后，每 ７ ｄ 记录植株叶片的伤

害情况并用相机记录下伤害症状，明显观测到不同处理组间受伤害的特征变化。 在实验期间，在熏蒸第 １０
天、２０ 天、３０ 天对生菜株高进行测量。
１．３．２　 生物量和蔬菜营养指标测定

在 Ｏ３熏气过程中，分别在熏气 １０ ｄ、２０ ｄ、３０ ｄ 时随机选取正常生长的 ３ 株植株进行生物量取样，计算各

叶片样本的含水量。
叶片含水量（ＬＷＣ）＝ （叶片鲜重－叶片干重） ／叶片鲜重×１００％ （１）

在 Ｏ３熏蒸 ３２ ｄ 结束时，采集 ４ 种 Ｏ３熏蒸浓度处理组的生菜叶片进行营养指标检测，其中测定的营养指

标有脂肪、蛋白质、磷（Ｐ）、钙（Ｃａ）、钠（Ｎａ）、钾（Ｋ）、铁（Ｆｅ）、锌（Ｚｎ）、镁（Ｍｇ），检测依据分别为食品安全国

家标准 ＧＢ ５００９．６—２０１６、ＧＢ ５００９．５—２０１６（第一法）、ＧＢ ５００９．８７—２０１６（第一法）、ＧＢ ５００９．９２—２０１６（第一

法）、ＧＢ ５００９．９１—２０１７（第一法）、ＧＢ ５００９．９１—２０１７（第一法）、ＧＢ ５００９．９０—２０１６（第一法）、ＧＢ ５００９．１４—
２０１７（第三法）、ＧＢ ５００９．２４１—２０１７（第一法）。
１．３．３　 叶片解剖结构观察

本研究采用指甲油印迹法采集气孔印迹样品，自然风干后用显微镜进行观察、拍照。 拍照时，随机选择 ３
个视野，每个视野拍 ３ 张照片。 使用 ＩｍａｇｅＪ 软件记录气孔数量和测量气孔的长度（ａ）、气孔宽度（ｂ），气孔长

度为平行于保卫细胞的最长值，气孔宽度为垂直于保卫细胞的最宽值［２１］。 计算气孔密度（ＳＤ），气孔密度即

为气孔数（Ｍ，ｍｍ２），气孔开度（ＳＡ）按以下公式计算［２２］。
ＳＡ＝ １ ／ ４πａｂ （２）

式中，ａ 为气孔长度，ｂ 为气孔宽度。
将采集的新鲜叶片用含 ７０％乙醇的 ＦＡＡ 混合固定液（主要由乙醇、乙酸、甲醛组成）固定后，制成蜡封装

片。 用 ＯＰＬＹＭＵＳ ＣＸ ３１ 光学显微镜观察叶片纵切面并拍摄显微图像，图像在 ＩｍａｇｅＪ 软件中进行分析，并测

量以下指标：叶片厚度（ＢＴ）、栅栏组织厚度（ＰＴ）和海绵组织厚度（ＳＴ）。 每个样品测量 ３ 个样本，每个样本测

量 ９ 个视野，计算平均值。 按以下公式计算栅栏组织与海绵组织的比值（Ｐ ／ Ｓ）。
栅海比＝栅栏组织厚度 ／海绵组织厚度 （３）

１．４　 统计分析

Ｏ３暴露剂量 ＡＯＴ４０（小时 Ｏ３浓度大于 ４０ ｎｍｏｌ ／ ｍｏｌ 的累积 Ｏ３暴露值）的计算公式如下：

ＡＯＴ４０ ＝ ∑ ＣＯ３
－ ４０( ) ＣＯ３

≥ ４０ ｎｍｏｌ ／ ｍｏｌ （４）

８７２６ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４４ 卷　
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式中，ＣＯ３
为太阳总辐射大于 ５０ ｗ ／ ｍ２时的小时平均 Ｏ３浓度。

应用 Ｅｘｃｅｌ ２０１０ 和 ＳＰＳＳ ２６． ０ 进行数据统计和分析，用 ＳＰＳＳ ２６． ０ 进行单因素方差分析 （ Ｏｎｅ⁃ｗａｙ
ＡＮＯＶＡ）和显著性检验。 计算各采样时间的 Ｏ３暴露剂量 ＡＯＴ４０（每小时 Ｏ３浓度超过 ４０ ｎｍｏｌ ／ ｍｏｌ 阈值的累

计值） ［２３］。 利用 Ｒ４．３．２ 软件对叶片解剖结构指标的影响因素进行主成分分析（ＰＣＡ），并通过 Ｆａｃｔｏｅｘｔｒａ 程序

包的 ｆｖｉｚ＿ｐｃａ＿ｖａｒ 函数进行可视化图绘制。 采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ 建立 Ｏ３暴露剂量 ＡＯＴ４０ 与各指标的响应

关系模型，以此来评价不同浓度 Ｏ３对罗马直立生菜影响随暴露时间延长的变化。

２　 结果与分析

２．１　 熏蒸实验 Ｏ３条件

整个熏蒸期间开顶式气室 ＯＴＣ 内的 Ｏ３日平均浓度变化如下，其中 ＮＦ 组平均 Ｏ３浓度为 ３５．２３ ｎｍｏｌ ／ ｍｏｌ，
ＮＦ４０ 组平均 Ｏ３浓度为 ７３．８８ ｎｍｏｌ ／ ｍｏｌ，ＮＦ８０ 组平均 Ｏ３ 浓度为 １０７．３０ ｎｍｏｌ ／ ｍｏｌ，ＮＦ１２０ 组平均 Ｏ３ 浓度为

１３９．３１ ｎｍｏｌ ／ ｍｏｌ。 ＮＦ、ＮＦ４０、ＮＦ８０、ＮＦ１２０ 实验组中的 ＡＯＴ４０ 浓度分别为 １． ３４ μｍｏｌ ｍｏｌ－１ ｈ－１、９． ５６ μｍｏｌ
ｍｏｌ－１ ｈ－１、１８．５８ μｍｏｌ ｍｏｌ－１ ｈ－１、２７．２７ μｍｏｌ ｍｏｌ－１ ｈ－１（图 １）。

图 １　 实验期间 Ｏ３实际浓度及暴露剂量 ＡＯＴ４０

Ｆｉｇ．１　 Ａｃｔｕａｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｏ３ ａｎｄ ＡＯＴ４０ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

ＮＦ： 环境 Ｏ３浓度；ＮＦ４０： 环境 Ｏ３浓度＋４０ ｎｍｏｌ ／ ｍｏｌ； ＮＦ８０： 环境 Ｏ３浓度＋８０ ｎｍｏｌ ／ ｍｏｌ；ＮＦ１２０： 环境 Ｏ３浓度＋１２０ ｎｍｏｌ ／ ｍｏｌ；ＡＯＴ４０： 每小时

Ｏ３ 浓度超过 ４０ ｎｍｏｌ ／ ｍｏｌ 阈值的累计值

２．２　 叶片可见损伤评估

Ｏ３引起的植物叶片损伤程度是检测地区 Ｏ３污染状况有效的手段。 通过 ＯＴＣ 熏蒸实验发现，罗马直立生

菜叶片的 Ｏ３伤害症状特征是首先在叶片尖端出现浅棕色或黄色斑点，随着 Ｏ３浓度的增加，斑点向叶片内部蔓

延，受害面积同时扩大，但是叶片的叶脉仍然保持绿色，无伤害症状。 随着熏蒸时间的延长，ＮＦ８０ 和 ＮＦ１２０
实验组叶片出现褪绿，伴随大面积的坏死斑块（图 ２），这些叶片伤害症状表明 Ｏ３熏蒸会对植物产生伤害，长
时间的 Ｏ３熏蒸还会产生累积效应，加速植株衰老。

随着 Ｏ３浓度的增加，罗马直立生菜叶片的受伤害程度也会增加，ＮＦ 组未观察到受伤害叶片，ＮＦ１２０ 组的

受伤害叶片占比数量最多（表 １）。 分析表明，随着熏蒸时间延长，ＮＦ１２０ 组的受伤害叶片数量逐渐增多，在熏

蒸 ２８ ｄ 后 ＮＦ１２０ 组的受伤害叶片占比为 ７９．７９％，是熏蒸第 ７ 天和第 １４ 天的 ６．４ 倍和 １．６ 倍，说明高浓度的

Ｏ３的熏蒸对叶片的伤害有累积效应。
２．３　 Ｏ３污染对株高的影响

不同 Ｏ３浓度对生菜株高的影响和随熏蒸时间的变化如图 ３ 所示，Ｏ３污染抑制罗马直立生菜的生长。 生

菜在实验初期 ＮＦ、ＮＦ４０、ＮＦ８０、ＮＦ１２０ 中的株高分别为 １８．７５ ｃｍ、１５．２１ ｃｍ、１２．９４ ｃｍ、１２．６３ ｃｍ，在实验熏蒸

３０ ｄ结束时株高分别为 ３２．３５ ｃｍ、２７．８２ ｃｍ、２６．７０ ｃｍ、２５．１３ ｃｍ。 实验结束时，ＮＦ４０、ＮＦ８０、ＮＦ１２０ 组的生菜株
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高分别比 ＮＦ 组下降了 １４．０％、１７．５％、２２．３％（Ｐ＜０．０５）。 研究表明，Ｏ３浓度升高抑制植物的生长。

图 ２　 Ｏ３胁迫下的罗马直立生菜叶片可见伤害症状

Ｆｉｇ．２　 Ｖｉｓｉｂｌｅ ｉｎｊｕｒｙ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ｏｎ Ｌａｃｔｕｃａ ｓａｔｉｖａ ｖａｒ． ｒｏｍａｎ ｌｅａｖｅｓ ｕｎｄｅｒ Ｏ３ ｓｔｒｅｓｓ

表 １　 Ｏ３胁迫下受伤害叶片数占比

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｉｎｊｕｒｅｄ ｌｅａｆ ｎｕｍｂｅｒ ｕｎｄｅｒ Ｏ３ ｓｔｒｅｓｓ

时间
Ｔｉｍｅ ／ ｄ

受害叶片占比 Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｉｎｊｕｒｅｄ ｆｏｌｉａｒ ／ ％

ＮＦ ＮＦ４０ ＮＦ８０ ＮＦ１２０

７ ０±０ｂ ０．００±０ｂ ９．５４±２．９９ａ １２．４４±３．５７ａ

１４ ０±０ｃ ０．００±０ｃ ４６．５３±１．７６ｂ ５０．７９±１．６１ａ

２８ ０±０ｄ １１．５９±１．６０ｃ ３７．４１±２．２３ｂ ７９．７９±１．１４ａ
　 　 ＮＦ： 环境 Ｏ３浓度；ＮＦ４０： 环境 Ｏ３浓度＋４０ ｎｍｏｌ ／ ｍｏｌ； ＮＦ８０： 环境 Ｏ３浓度＋８０ ｎｍｏｌ ／ ｍｏｌ；ＮＦ１２０： 环境 Ｏ３浓度＋１２０ ｎｍｏｌ ／ ｍｏｌ；表格数据为平

均值±标准差（Ｎ＝ ３），同行数值后不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５），反之则差异不显著

２．４　 Ｏ３污染对叶片解剖组织结构的影响

２．４．１　 气孔

Ｏ３通过扩散过程通过气孔进入叶片，损害细胞膜造成细胞内物质外渗［２４］。 Ｏ３胁迫下叶片气孔密度随熏

蒸时间的延长产生变化，ＮＦ、ＮＦ４０、ＮＦ８０ 组气孔密度伴随熏蒸时间延长逐渐增加，ＮＦ１２０ 组气孔密度伴随熏

蒸时间延长逐渐减少；随 Ｏ３熏蒸浓度的增加气孔密度逐渐增加（图 ４）。 Ｏ３胁迫下叶片气孔开度发生变化，在
熏气 １０ ｄ 时发现气孔开度随着熏气浓度的升高而增加，在熏气 ２０ ｄ 和 ３０ ｄ 时气孔开度都随着熏气浓度的升

高而减小（图 ４）。 在熏气 ３０ ｄ 时 ＮＦ４０、ＮＦ８０、ＮＦ１２０ 的气孔开度分别比 ＮＦ 下降 １４．８％、２０．６％、３２．３％，ＮＦ 与

ＮＦ１２０ 组存在显著差异（Ｐ＜０．０５）。 从整个熏蒸时期来看，ＮＦ 和 ＮＦ４０ 组气孔开度随熏气时间的延长变大。
ＮＦ８０ 和 ＮＦ１２０ 实验组的气孔开度随熏气时间延长先减小再增加，但不超过熏气 １０ ｄ 时的气孔开度，表明叶

片对 Ｏ３胁迫的适应有一定范围，对 Ｏ３的敏感性随暴露时间延长而降低。
２．４．２　 Ｏ３对叶片厚度、栅栏组织、海绵组织的影响

植物的叶片对空气中水分、温度、污染物等环境因子的变化比其他器官敏感，叶片最能体现出植物对环境
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图 ３　 Ｏ３对株高的影响

Ｆｉｇ．３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｏ３ ｏｎ ｐｌａｎｔ ｈｅｉｇｈｔ

不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）

变化的响应［２５］。 对罗马直立生菜叶片纵切面结构的分

析表明，栅栏组织由 ２—３ 层均匀排列的长柱形细胞组

成，细胞间的空隙较大，海绵组织细胞形状多成不规则

排布的圆形或椭圆形。 随 Ｏ３浓度的增加，栅栏细胞排

列结构出现变化，排列疏松。 这种变化先从栅栏薄壁组

织内层开始，然后向周围蔓延。 随 Ｏ３浓度的升高，在叶

肉内部还可看到出现了大面积的空区，周围有降解的细

胞壁，叶绿体的数量也会减少（图 ５）。
叶片厚度在整个熏蒸期间的变化，在熏蒸 ３０ ｄ 结

束时 ＮＦ 组叶肉厚度为 ４７． ０２ μｍ，与 ＮＦ４０、 ＮＦ８０、
ＮＦ１２０ 相比均有差异显著水平 （ Ｐ ＜ ０． ０５），减少了

１０．１２％、２８．６９％、２８．２２％（表 ２）。
随着 Ｏ３ 暴露剂量的增加，叶片厚度、栅栏组织厚

度、海绵组织厚度逐渐减小，叶片厚度、海绵组织与

ＡＯＴ４０ 间成显著负相关关系（Ｐ＜０．０５），栅栏组织与 ＡＯＴ４０ 间关系不显著（图 ６）。

图 ４　 Ｏ３胁迫对气孔密度和气孔开度的影响

Ｆｉｇ．４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｏ３ ｓｔｒｅｓｓ ｏｎ ｓｔｏｍａｔａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ ａｎｄ ｓｔｏｍａｔａｌ ｏｐｅｎｉｎｇ

表 ２　 Ｏ３对叶片解剖结构的影响

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｏ３ ｏｎ ｌｅａｆ ａｎａｔｏｍｙ

熏蒸天数
Ｆｕｍｉｇａｔｉｏｎ ｄａｙｓ ／ ｄ ＮＦ ＮＦ４０ ＮＦ８０ ＮＦ１２０

１０ ４７．８１±２．８０ａ ４１．３４±１．２１ｂ ３２．６５±３．４０ｃ ３４．１２±２．９０ｃ
ＢＴ ／ μｍ ２０ ３７．５８±２．２９ａ ３５．６１±１．１０ａ ３５．５４±６．０６ａ ３７．７４±２．７５ａ

３０ ４７．０２±０．６２ａ ４２．２６±７．７０ａｂ ３３．５３±３．１４ｂ ３３．７５±１．２７ｂ
１０ ２３．４０±１．８４ａ １８．５９±０．２４ｂ １３．７３±１．５８ｃ １３．４１±１．３１ｃ

ＰＴ ／ μｍ ２０ １５．８５±０．７６ａ １６．３１±０．９９ａ １５．６７±３．７１ａ １５．８９±１．５２ａ
３０ ２０．４５±０．０２ａ １９．１８±３．９８ａ １５．４８±１．２３ａ １５．２７±０．８９ａ
１０ ２４．４２±１．４１ａ ２２．７６±１．０８ａ １８．９１±１．８３ｂ ２０．７１±１．８８ａｂ

ＳＴ ／ μｍ ２０ ２１．７２±１．５４ａ １９．３０±０．１３ａ １９．８７±５．３３ａ ２１．８６±１．４０ａ
３０ ２６．５７±０．６０ａ ２３．０９±３．７５ａｂ １８．０５±２．００ｂ １８．４８±０．４２ｂ
１０ ０．９６±０．０７ａ ０．８２±０．０４ｂ ０．７２±０．０２ｂｃ ０．６５±０．０５ｃ

Ｐ ／ Ｓ ２０ ０．７３±０．０２ｂ ０．８５±０．０５ａ ０．８０±０．０３ａｂ ０．７３±０．０５ｂ
３０ ０．７７±０．０２ａ ０．８２±０．０５ａ ０．８６±０．０５ａ ０．８３±０．０３ａ

　 　 ＢＴ：叶片厚度 Ｂｌａｄｅ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ；ＰＴ：栅栏组织厚度 Ｐａｌｉｓａｄｅ ｔｉｓｓｕｅ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ；ＳＴ：海绵组织厚度 Ｓｐｏｎｇｅ ｔｉｓｓｕｅ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ；Ｐ ／ Ｓ：栅栏组织 ／ 海绵组织

Ｐａｌｉｓａｄｅ ｔｉｓｓｕｅ ／ Ｓｐｏｎｇｅ ｔｉｓｓｕｅ；表格数据为平均值±标准差（Ｎ＝ ３）；同行数值后不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）
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图 ５　 生菜叶片纵切图

Ｆｉｇ．５　 Ｌｏｎｇｉｔｕｄｉｎａｌ ｓｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｌａｃｔｕｃａ ｓａｔｉｖａ ｖａｒ． ｒｏｍａｎ ｌｅａｆ

２．４．３　 叶片解剖结构指标的主成分分析

通过 ＫＭＯ 和 Ｂａｒｌｅｔｔ 检验得到，ＫＭＯ 的值为 ０．５３９（＞０．５），显著性水平 Ｐ＜０．０５，表明这些变量之间存在共

线性问题，可以进行主成分分析。 通过图 ７ 可以知道 ２ 个主成分的贡献率达到了 ７８．３％，已经可以较好的概

括了各个指标的大部分的信息。 绝对载荷值的大小反应了它对主成分贡献的多少和代表性的强弱［２６］。 本次

研究第一主成分的特征值为 ３．１２５，贡献率是 ５５．４％，其中绝对载荷值排在前三位的是 ＰＴ、ＢＴ、ＳＴ（表 ３），叶肉

细胞内栅栏组织中含有丰富的叶绿体进行光合作用，主成分 １ 主要反应了 Ｏ３气体进入细胞内部通过影响光

合作用来抵抗 Ｏ３浓度的变化。 第二主成分的特征值 ２．２８９，贡献率是 ２２．９％，其中绝对载荷值前两位的是 ＳＡ、
Ｐ ／ Ｓ，表明气孔是 Ｏ３进入叶肉细胞的通道。

表 ３　 主成分载荷矩阵表

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｍａｔｒｉｘ

指标
Ｉｎｄｅｘ

主成分 Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ

主成分 １ 主成分 ２
指标
Ｉｎｄｅｘ

主成分 Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ

主成分 １ 主成分 ２

ＰＴ ０．９８６ ０．０１９ ＳＡ －０．２６６ ０．７１１

ＳＴ ０．８２３ ０．５２４ ＳＤ －０．６０６ ０．２２１

ＢＴ ０．９５０ ０．２８１ 特征值 Ｆｅａｔｕｒｅ ｖａｌｕｅ ３．１２５ ２．２８９

Ｐ ／ Ｓ ０．５７９ －０．６８１ 贡献率 Ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ／ ％ ５５．４２１ ２２．８７２
　 　 ＳＡ：气孔开度 Ｓｔｏｍａｔａｌ ａｐｅｒｔｕｒｅ；ＳＤ：气孔密度 Ｓｔｏｍａｔａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ

ＰＣＡ 分析图可观察到 ＰＴ 和 ＢＴ 在 ｘ 轴的投影较大，在 ｙ 轴上投影较小，说明这两种指标对第一个主成分
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图 ６　 叶片厚度、栅栏组织厚度、海绵组织厚度与 ＡＯＴ４０ 的关系

Ｆｉｇ．６　 Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｂｌａｄｅ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ， ｐａｌｉｓａｄｅ ｔｉｓｓｕｅ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ， ｓｐｏｎｇｙ ｔｉｓｓｕｅ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ ａｎｄ ＡＯＴ４０

轴的贡献高，而 ＰＴ 和 ＢＴ 的夹角较小，说明它们之间密切相关且是正相关关系。 综合上述分析可看出，抵抗

Ｏ３胁迫最主要的场所是叶肉组织，叶肉组织的分化程度也可用 Ｐ ／ Ｓ 来评估（图 ７）。

图 ７　 Ｏ３对叶片结构指标影响的主成分分析

Ｆｉｇ．７　 Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｏ３ ｏｎ ｌｅａｆ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｉｎｄｅｘｅｓ

２．５　 生物量对 Ｏ３浓度升高及暴露时间延长的响应

气孔在吸收 Ｏ３后叶片内部的氧化会导致细胞死亡，生态系统生产力和碳储存量会随着时间的推移而

降［２７］，会损失植物的生物量和产量［２８—２９］。 对植株生物量的研究发现，随 Ｏ３浓度升高，罗马直立生菜各器官

的生物量都呈下降趋势（图 ８）。 与 ＮＦ 组相比较，熏气 ３０ ｄ 时，ＮＦ４０、ＮＦ８０、ＮＦ１２０ 组根干重分别降低了

１．２９％、２２．１３％、２８．３７％，无显著差异；茎叶干重降低了 ８．３２％、１６．９６％、３６．９８％，其中 ＮＦ 与 ＮＦ１２０ 组存在显著

差异（Ｐ＜０．０５）。 研究表明，Ｏ３浓度越高植物生长受到的危害越严重。
１０ ｄ 时，茎叶含水量随 Ｏ３浓度升高而减少，２０ ｄ 时含水量先增加后减少，３０ ｄ 时无显著变化；随 Ｏ３熏蒸时间

增加，ＮＦ、ＮＦ４０、ＮＦ８０、ＮＦ１２０ 组的茎叶含水量都是增加的趋势（图 ９）。
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图 ８　 各器官生物量随 Ｏ３浓度和熏蒸时间的变化

Ｆｉｇ．８　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｂｉｏｍａｓｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｏｒｇａｎ ｗｉｔｈ Ｏ３ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｆｕｍｉｇａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ

图 ９　 Ｏ３对茎叶含水量的影响

Ｆｉｇ．９　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｏ３ ｏｎ ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｓｔｅｍｓ ａｎｄ ｌｅａｖｅｓ

２．６　 Ｏ３对营养指标的影响

罗马直立生菜叶片中脂肪含量随浓度的升高而增

加，与 ＮＦ 相比，ＮＦ８０、ＮＦ１２０ 组分别增长了 １．３ 倍、２．１
倍。 蛋白质含量随浓度的升高先增加后减少，与 ＮＦ 相

比，ＮＦ４０、ＮＦ８０、ＮＦ１２０ 组的含量变化为 １９．６％、１４．９％、
１２．５％，无显著差异。 Ｎａ 含量随浓度的增加而减少，
ＮＦ８０ 与 ＮＦ 相比降低了 ２３．６％，无显著差异，ＮＦ１２０ 组

降低了 ５０． ８％ （Ｐ ＜ ０． ０５）。 与 ＮＦ 相比，ＮＦ４０、ＮＦ８０、
ＮＦ１２０ 组的 Ｃａ 含量变化为－１６．５％、１２．８％、－３７．３％；Ｋ
含量变化为－５．５０％、５３．３％、３．５０％，无显著差异；Ｆｅ 含

量变化为 －２９．４、－１０．５％、－３１．３％，无显著差异；Ｚｎ 含

量变化为－９．１０％、４．７％、－３５．９％（Ｐ＜０．０５）；Ｍｇ 含量变

化为－１４．１％；－８．５０％；－３４．２％（Ｐ＜０．０５）（表 ４）。

表 ４　 Ｏ３熏蒸对生菜营养指标的影响

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｏ３ ｆｕｍｉｇａｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｎｕｔｒｉｔｉｏｎａｌ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ｏｆ Ｌａｃｔｕｃａ ｓａｔｉｖａ ｖａｒ． ｒｏｍａｎ

脂肪
Ｆａｔ （ｍｇ ／ ｇ）

蛋白质
Ｐｒｏｔｅｉｎ ／ （ｍｇ ／ ｇ）

钙
Ｃａ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ）

钠
Ｎａ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ）

钾
Ｋ ／ （ｍｇ ／ ｇ）

铁
Ｆｅ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ）

锌
Ｚｎ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ）

镁
Ｍｇ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ）

ＮＦ １．３±０．４７ｂ ８．４７±０．７８ａ ７１１．３３±９２．９２ａｂ １７．８０±２．２６ａ １．９９±０．４３ａ ４２．３３±７．８８ａ ５．１６±０．３７ａ ３０８．００±３３．２６ａ

ＮＦ４０ １．３±０．４７ｂ １０．１３±０．８７ａ ５９４．３３±８．１８ａｂ １７．８０±１．９３ａ １．８８±０．４８ａ ２９．８７±３．８３ａ ４．６９±１．０５ａｂ ２６４．６７±３３．２６ａｂ

ＮＦ８０ ３．０±０．８２ａ ９．７３±１．２０ａ ８０２．６７±２２０．４０ａ １３．６０±２．０８ａ ３．０５±０．９２ａ ３７．９０±７．５９ａ ５．４０±０．８７ａ ２８１．６７±５４．７４ａｂ

ＮＦ１２０ ４．０±０．８２ａ ９．５３±１．７７ａ ４４６．３３±３８．６６ｂ ８．７６±１．８９ｂ ２．０６±０．３５ａ ２９．１０±２．６６ａ ３．３１±０．３２ｂ ２０２．６７±１８．９１ｂ

　 　 表格数据为平均值±标准差（Ｎ＝ ３）；同列数值后不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）

３　 讨论

伴随社会经济发展，Ｏ３已经成为重要的空气污染物［３０］，虽然植物对于大气污染物具有一定的脱毒能力，

但城市大气环境中较高的污染物也会影响其生理和形态［３１］。 了解植物的应对机制，先从容易观察的表观叶

片特征开始探讨。 叶片是 Ｏ３对植物毒性作用的第一个目标，这种气体污染物通过开放的气孔进入叶片表面，

已有研究针叶树物种的 Ｏ３损伤表现为轻度烧伤或者褪绿斑驳，褪绿斑驳为黄色或浅绿色的离散斑块［３２］。 本

实验罗马直立生菜叶片出现褐色点状斑点，黄色斑块，随时间延长症状越明显，这可能是 Ｏ３在叶片内质外体

４８２６ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４４ 卷　
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中迅速离解，导致活性氧过量［３３—３５］。 株高可以直接反映 Ｏ３对罗马直立生菜作物生长的影响，本实验高浓度

Ｏ３对生菜株高产生抑制作用且这种抑制作用随熏蒸时间延长会减小。
气孔虽然不是 Ｏ３进入作物的唯一途径，但却是最主要的途径［３７］。 在熏气过程中，ＮＦ１２０ 组的气孔密度

总是高于其他实验组，这可能是植物一开始应对高浓度 Ｏ３胁迫产生的应激反应，高浓度 Ｏ３会导致大范围叶片

损伤，更大的叶片 Ｏ３损伤与更大的气孔密度呈正相关［３８］，这可能增加气孔导度使 Ｏ３进入到叶片中［３９］。 本实

验在熏气 １０ ｄ 时发现气孔开度随着熏气浓度的升高而增加，这可能是植物一开始应对高浓度 Ｏ３胁迫产生的

应激反应，在熏气 ２０ ｄ 和 ３０ ｄ 时气孔开度都随着熏气浓度的升高而减小，这可能是随熏蒸时间延长叶片气孔

为了减少 Ｏ３气体的进入，导致开度减小。 高浓度 Ｏ３引发的气孔密度的增加和气孔开度的减少可以被视为一

种规避策略，旨在减少 Ｏ３通过气孔进入叶片的流量，保护光合机制免受氧化应激的影响［４０］。 Ｏ３优先影响栅

栏组织细胞，可能因为这些细胞比海绵组织细胞表现更高的表面积比，较大的栅栏细胞在细胞膜水平上可能

代表 Ｏ３破坏作用的较大目标［４１］。
Ｏ３胁迫对于作物生菜生产力的抑制是多种因素共同作用的结果。 Ａｉｎｓｗｏｒｔｈ 的气室综合分析表明［４２］，与

过滤空气相比，６２ ｎｍｏｌ ／ ｍｏｌ 的 Ｏ３ 浓度使水稻产量降低了约 １５％（ ｎ ＝ １８）。 另有报告称 Ｏ３ 浓度每增加 １０
ｎｍｏｌ ／ ｍｏｌ，水稻产量就会下降 ４．５％［４３］。 其他作物也有研究，例如将油菜暴露于高浓度 Ｏ３环境下 ６ ｈ，发现 Ｏ３

暴露增加了种子败育和豆荚内的早熟萌发，减少了成熟种子数量［４４］，Ｏ３处理降低了茄子（Ｓｏｌａｎｕｍ ｍｅｌｏｎｇｅｎａ）
的鲜重和干重，Ｏ３诱导的生物量减少可能是降低了作物对养分和水分的吸收能力［４５］。 对流层 Ｏ３ 对蓖麻

（Ｒｉｃｉｎｕｓ ｃｏｍｍｕｎｉｓ）品种的荚膜产量、种子产量和收获指数均有负面影响［４６］。 在本研究中，与 ＮＦ 组相比较，
ＮＦ４０、ＮＦ８０、ＮＦ１２０ 组生物量下降了 ５．９０％、１４．９９％、３９．２１％（Ｐ＜０．０５），与之前的研究结果一致。

除了作物形态与产量方面的负面影响外，探讨暴露在高浓度 Ｏ３对作物营养指标的影响也非常重要，因为

这与人类的身体健康息息相关。 在 Ｏ３浓度增加的情况下，水稻大部分金属元素含量呈现增加趋势，可能是作

物抗逆响应［４７］。 Ｏ３暴露显著增加了小麦籽粒中 Ｎ、Ｐ、Ｋ、Ｃａ、Ｍｎ 和 Ｚｎ 元素浓度［４８］。 本研究中，罗马直立生菜

叶片 Ｃａ、Ｎａ、Ｆｅ、Ｚｎ、Ｍｇ 含量下降，而 Ｋ 含量增加，影响脂肪和蛋白质含量增加。 在 Ｏ３胁迫的情况下，Ｐｌｅｉｊｅｌ
等［４８］证实了这一原理，他报告了暴露在 Ｏ３中的小麦的粮食产量和谷物蛋白质浓度之间的负相关性，作物产

量的减少导致合成蛋白质增多。

４　 结论

随着 Ｏ３浓度升高，罗马直立生菜的生长发育受到了抑制，叶片受伤害程度明显加剧，株高降低及平均增

长率减小，生物量下降。 Ｏ３对叶肉中的栅栏组织破坏较明显，其次是海绵组织，叶肉厚度、海绵组织厚度与 Ｏ３

暴露剂量 ＡＯＴ４０ 间呈显著负相关关系（Ｐ＜０．０５）。 生菜中营养元素含量的变化是其面对 Ｏ３产生的调节与适

应。 基于这个 ＯＴＣ 实验，得出结论，尽管暴露在高 Ｏ３浓度下的生菜中，蛋白质和脂质这两种重要的宏观营养

素的浓度增加，但 Ｏ３污染对人类营养的总体影响是负面的。 这是因为在大多数情况下，粮食产量的损失抵消

了营养指标的增加。
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