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臭氧升高栾树和白皮松光合生理响应机制
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２ 中国科学院大学，北京　 １０００４９
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摘要：工业化和快速城市化进程导致城市树木暴露于高浓度地表臭氧（Ｏ３）和氮（Ｎ）沉降的环境。 以两种北京常见的城市园林

绿化树种栾树（Ｋｏｅｌｒｅｕｔｅｒｉａ ｐａｎｉｃｕｌａｔａ）和白皮松（Ｐｉｎｕｓ ｂｕｎｇｅａｎａ）为研究对象，采用臭氧开顶式气室（ＯＴＣ）和１５Ｎ 同位素示踪

法，研究了 ２０２２ 年 ５ 月—９ 月 ３ 种臭氧浓度 ＮＦ（自然环境臭氧浓度）、ＮＦ４０（ＮＦ ＋ ４０ ｎｍｏｌ ／ ｍｏｌ Ｏ３）和 ＮＦ６０（ＮＦ ＋ ６０ ｎｍｏｌ ／ ｍｏｌ
Ｏ３）环境下两种树苗的生理生长特性，特别是生长季末期植物叶片氮吸收的响应机制。 研究结果表明：（１）高浓度 Ｏ３显著抑制

栾树和白皮松叶片饱和光合速率、气孔导度、叶绿素含量、类胡萝卜素含量和生物量累积，但增加了叶片 Ｎ 含量。 （２）生长季末

期栾树与白皮松叶片 Ｎ 元素的吸收策略不同，栾树的新叶比老叶吸收更多的 Ｎ，同时 Ｎ 可能从老叶转移到新叶；白皮松则将 Ｎ
更多地储存在老叶中以维持叶片常绿，而不是将 Ｎ 转移到新叶中。 （３）在生长季结束前一周，不论施 Ｎ 与否 Ｏ３浓度升高均会

显著增加叶片的衰老比率，Ｏ３浓度越高栾树叶片衰老比率越高，而施 Ｎ 处理可降低由于 Ｏ３升高导致叶片衰老的比率，越接近生

长季结束 Ｏ３增加栾树叶片衰老和施 Ｎ 缓解叶片衰老的变化规律越显著。 由此可见，在研究城市树种应对 Ｏ３浓度升高和 Ｎ 沉

降的环境变化时，不仅要考虑不同功能型如落叶和常绿树种的差异，同时也应关注落叶植物的不同生长时期，特别是生长季末

期的变化。
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近地面臭氧（Ｏ３）是由氮氧化合物（ＮＯｘ）和挥发性有机化合物（ＶＯＣｓ）等前体物经太阳辐射发生光化学

反应而生成的二次污染物，具有强氧化性［１—２］。 近地面 Ｏ３浓度升高对树木及森林生态系统具有显著的负面

影响，Ｏ３浓度的大幅增加是欧洲、北美及日本森林衰退的主要原因之一［３］，而我国森林也同样面临高浓度 Ｏ３

胁迫的风险［４］。 根据 ２０２２ 年《中国环境公告》显示，全国 ３３９ 个地级及以上城市的 Ｏ３日最大 ８ 小时平均值已

达到了 ９０—１９４ μｇ ／ ｍ３，超过了 Ｏ３对植物伤害的临界值［５—６］。 而植物在生长季（５—９ 月）常常暴露在高浓度

Ｏ３的氧化伤害以及大气氮（Ｎ）沉降等胁迫环境中［７—９］。 高浓度 Ｏ３被认为是对植物最有害的空气污染物之

一［１０—１１］。 Ｏ３主要通过气孔进入植物体内，高浓度 Ｏ３不仅降解叶绿素、降低气孔导度、抑制光合作用［１２］，从而

影响树木生长和生产力，亦对生态系统其他过程和功能产生不利影响，包括陆地生态系统的碳和氮

循环［１０，１３—１４］。
此外，我国当前 Ｎ 沉降量的变化趋势已由快速增加变为趋于稳定，但总量仍然较高［１５］，特别是在一些森

林生态系统，氮沉降速率已达到 ５０ ｋｇ ｈｍ－２ ａ－１，超过森林生态系统 Ｎ 承载阈值［１６］。 适量的 Ｎ 添加对植物生

理和生长具有促进作用［６，１７—１８］。 土壤中 Ｎ 含量的高低会影响植物对 Ｎ 的吸收和同化能力，也影响 Ｎ 在植物

体内的转运［１９］。 Ｚｈａｎｇ 等对全球 ５６ 个 Ｎ 沉降实验进行整合分析，发现 Ｎ 沉降一定程度上显著增加木本植物

叶片 Ｎ 含量，进而提高植物光合速率和水分利用效率，促进叶片生长［２０］。 叶是植物最活跃的器官之一，是光

合作用进行的场所。 而植物养分吸收和分配的策略是活跃度较高的器官具有较高的 Ｎ 含量，从而优化这些

器官的功能［２０］。 当前 Ｎ 沉降和高浓度 Ｏ３对植物的影响已分别开展了广泛研究，但植物对其复合影响的响应

存在很大不确定性。 有研究表明添加 Ｎ 可以减轻 Ｏ３的负效应［３，２１］；而另一些研究则发现，添加 Ｎ 也许会加剧

Ｏ３的负面影响［２２］；另外还有研究认为高浓度 Ｏ３污染与 Ｎ 添加之间没有显著的交互作用，他们对植物的影响

相互独立［２３］。 这些不同的研究结果可能与 Ｏ３和 Ｎ 处理的剂量、作用时间、以及种间差异有关［２４—２５］。
Ｏ３浓度升高不仅会抑制叶片的养分吸收［２６］，高浓度 Ｏ３还会加速叶片衰老，Ｎ 沉降导致的 Ｎ 添加能否减

缓叶片衰老？ 众所周知，叶片矿质元素的再运转是一个重要的养分再分配过程［２７］，落叶树衰老叶片中的 Ｎ 元

素可在叶落之前在植物体内进行再分配，将 Ｎ 从老叶转移到幼叶［２８］。 那么，Ｎ 添加是否延迟高浓度 Ｏ３环境

下 Ｎ 从老叶向新叶的转移？ 目前臭氧升高和 Ｎ 添加对叶片 Ｎ 在生长季末期的分配规律还不清楚。
城市树木在维持城市生态平衡，改善和缓解城市生态环境问题等方面起着无可替代的重要作用。 栾树

（Ｋｏｅｌｒｅｕｔｅｒｉａ ｐａｎｉｃｕｌａｔａ）和白皮松（Ｐｉｎｕｓ ｂｕｎｇｅａｎａ）是两种常见的城市绿化树种，本研究选取它们的幼苗为研

究材料，探讨 Ｏ３浓度升高和 Ｎ 沉降环境落叶和常绿树种生理响应机制，特别是生长季末期落叶树叶片 Ｎ 吸收

变化规律，为城市树种应对环境变化提供参考依据。 Ｏ３浓度升高会加速植物衰老，最终导致叶片提前脱落。

９８６７　 １７ 期 　 　 　 胡雪梅　 等：臭氧升高栾树和白皮松光合生理响应机制 　
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在施加 Ｎ 后，是否会延迟栾树和白皮松在高浓度 Ｏ３环境下 Ｎ 从老叶到新叶的转移。 同时又根据叶片损伤差

异，Ｏ３浓度升高会改变 Ｎ 从老叶到新叶的转运，从而影响 Ｎ 再分配。 因此，我们假设施加 Ｎ 可降低 Ｏ３升高导

致的叶片衰老的比率，而栾树属于落叶树种，白皮松属于常绿树种，又假设栾树在落叶前叶片中的 Ｎ 会进行

再分配，而白皮松老叶中的 Ｎ 含量保持动态平衡。

１　 材料与方法

１．１　 研究区概况

实验区位于北京市延庆区唐家堡村（４０°４８′Ｎ，１１５°９９′Ｅ），属典型的暖温带半湿润大陆性气候。 ２００６ 年

至 ２０１６ 年的年平均降水量和温度分别为 ４６７ ｍｍ 和 ９．９℃。 Ｏ３模拟的研究主要采用 ＯＴＣｓ 暴露法。 本研究使

用的 ＯＴＣｓ 为高 ３．０ ｍ、边长 １．０ ｍ 的正十面柱体，为减少外界气体对气室内气体的影响，在柱体顶端加了一个

高 １ ｍ、倾斜角为 ４５°的收缩口，气室由钢架和钢化玻璃组成。 可根据实验需求设置不同浓度 Ｏ３处理剂量。
１．２　 试验材料

两种树种，分别为阔叶树栾树（Ｋｏｅｌｒｅｕｔｅｒｉａ ｐａｎｉｃｕｌａｔａ）和针叶树白皮松（Ｐｉｎｕｓ ｂｕｎｇｅａｎａ），两年生实生幼

苗，购于辽宁省本溪市本溪绿园苗圃。 供试氮肥品种为１５ＮＨ４
１５ＮＯ３（上海麦克林公司），１５Ｎ 丰度为 １０ ａｔｏｍ％，

Ｎ 含量为 ９８．５％。
１．３　 实验处理

２０２２ 年 ５ 月将实生苗幼苗种植于 ０—１０ ｃｍ 的表层土进行缓苗，于 ６ 月选取株高（８４．３±１．６） ｃｍ 和（２６．２±
２．８） ｃｍ 的栾树和白皮松幼苗移栽到体积 ３ Ｌ 的塑料圆形花盆（２３ ｃｍ × １４ ｃｍ × １７．６ ｃｍ）。 盆中为农田土壤

（７０％）和有机物（３０％）混合均匀，并移入 ＯＴＣｓ。 混合土壤的总碳、总氮和总磷浓度分别为（３７．１８±２．５３）、
（１．８３±０．２）和（１．０８±０．１２） ｇ ／ ｋｇ。 土壤 ｐＨ 值为 ７．４７±０．１７。 在 ６ 月 ２８ 日，将幼苗随机分配到 ３ 个 Ｏ３处理

（ＮＦ、ＮＦ４０、ＮＦ６０）共 ９ 个 ＯＴＣｓ 中，共 １０８ 棵幼苗。 在整个 Ｏ３熏气期间每天给植物供应充足等量的水分，每周

对 ＯＴＣｓ 内的花盆移动位置。 于 ２０２２ 年 ８ 月 １７ 日进行一次收获，每个罩子各取栾树和白皮松一株作为对照，
即栾树和白皮松 ＮＦ 、ＮＦ４０ 、ＮＦ６０ 各 ３ 株。 ２０２２ 年 ８ 月 １８ 日对全部幼苗进行氮添加，分别每株施入 ０．５ ｇ
１５ＮＨ４

１５ＮＯ３（试剂溶于 ５０ ｍＬ 水中，用 １０ ｍＬ 针管对花盆内土壤进行 ５ 次均匀注射）。 分别在示踪后 ７、１４、
２１ ｄ和 ２８ ｄ，收取每个罩子栾树和白皮松各一株的全部叶片分为新叶（施加氮后新长出来的叶片）和老叶（施
加氮时植株原本的叶片），洗净后放入信封，６５℃烘干。
１．４　 植物生理生长指标测定及方法

１．４．１　 气体交换参数与叶绿素荧光参数

实际 Ｎ 施加后的第 ０、７、１４、２１ ｄ 和 ２８ ｄ，采用便携式光合系统（Ｌｉ⁃ＣＯＲ ６４００，美国）分别测量光合速率和

气孔参数，包括饱和光合速率（Ａｓａｔ ／ μｍｏｌ ｍ－２ ｓ－１）和气孔导度（ｇｓ ／ ｍｍｏｌ ｍ－２ ｓ－１）。 具体测量方法如下：晴天上

午 ０９：００—１２：００，选取栾树中间的 ２—３ 片成熟健康的叶片进行测量，选取白皮松中间的 ６ 片成熟健康的针叶

在空气室中进行测量。 在测量过程中，光合有效辐射（ＰＡＲ）保持恒定在 １２００ μｍｏｌ ｍ－２ ｓ－１，环境 ＣＯ２浓度设

定为 ３８０ μｍｏｌ ／ ｍｏｌ，温度设定为环境温度±１℃。 相对湿度保持在 ４５％。 在开始测量前，还将叶片暴露在 １２００
μｍｏｌ ｍ－２ ｓ－１的饱和光照强度下，进行 １５—３０ ｍｉｎ 的光诱导，使光系统 ＩＩ 充分开放，测量过程中保持叶室的光

照强度和温湿度一致。
１．４．２　 叶绿素含量

将测完光合的同一叶片用面积为 ０．３６ ｃｍ２的打孔器打孔（栾树）或用剪刀剪碎后称重约 ０．０１ ｇ 左右（白
皮松），放入 ２ ｍＬ 离心管中，加入 １．５ ｍＬ 的 ９５％乙醇溶液，置于 ４℃黑暗环境中，直至完全褪色。 取上清液，
用紫外分光光度计（ＥｎＳｐｉｒｅ２３００，ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ，ＵＳＡ）分别测定 ６６５ ｎｍ、６４９ ｎｍ 和 ４７０ ｎｍ 处的吸光度。 根据

Ｌｉｃｈｔｅｎｔｈａｌｅｒ（１９８７） ［２９］的校正公式，计算叶绿素含量和类胡萝卜素含量。
１．４．３　 植物元素分析

氮元素含量的测定基于元素分析仪平台（Ｖａｒｉｏ ＥＬＩＩＩ，Ｇｅｒｍａｎｙ）进行，叶片经 ６５℃烘箱烘干至恒重，粉碎
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研磨过 １００ 目筛，取大约 ７ ｍｇ 装入锡舟进样分析。１５Ｎ 丰度：用稳定同位素比质谱仪（Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ，美国）（精
度 ０．０００１）测定。

δ１５Ｎ 丰度表示如下所示：
δ１５Ｎ样品 ＝［（Ｒ样品 ／ Ｒ标准）－１］×１０００‰

式中，Ｒ样品为样品中１５Ｎ 与１４Ｎ 的比值；Ｒ标准为标准物质（空气氮库中） １５Ｎ 与１４Ｎ 的比值（ １５Ｎ ／ １４Ｎ ＝ ３．３６７５×

１０－３）。
１．４．４　 叶生物量

实验结束后，收获试验植株的叶片，置于烘箱中，在 ６５℃烘干至恒重，测定叶片干重，为叶生物量。
１．４．５　 叶片衰老比率

在 ９ 月 １７ 日和 ９ 月 ２３ 日分别统计栾树叶片衰老的比率，叶片衰老的比率用黄化以及凋落的叶子数量与

该植株所有叶片数量的比值百分比来估算，达到 ２０％开始计算衰老比率。
１．５　 数据分析

在进行数据分析之前，使用 Ｓｈａｐｉｒｏ⁃Ｗｉｌｋ 检验和 Ｌｅｖｅｎｅ 检验来检验数据方差的正态性和同质性。 统计单

位为单个 ＯＴＣ（ｎ＝ ３ 个 ＯＴＣ）。 采用 Ｔｕｋｅｙ′ ｓ ＨＳＤ 检验对单个树种进行多重比较。 统计分析使用 ＪＭＰ 软件

（ＳＡＳ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ，Ｃａｒｙ，ＮＣ，ＵＳＡ）进行。 使用 Ｏｒｉｇｉｎ ２０１８（Ｏｒｉｇｉｎ⁃ＬａｂＣｏｒｐ，Ｎｏｒｔｈａｍｐｔｏｎ，ＭＡ，ＵＳＡ）生成图表。 采

用 Ｐ＜０．０５ 的显著性水平来表示统计学意义。 文章图表中数据均为平均值±标准差（Ｍｅａｎ±ＳＤ）。

２　 结果与分析

２．１　 施氮前臭氧浓度升高对栾树和白皮松生理和生长特性的影响

方差分析结果表明，Ｏ３处理（ＮＦ：环境臭氧浓度；ＮＦ４０：ＮＦ＋４０ ｎｍｏｌ ／ ｍｏｌ Ｏ３；ＮＦ６０：ＮＦ＋６０ ｎｍｏｌ ／ ｍｏｌ Ｏ３）和

不同树种（栾树和白皮松）显著地影响叶片饱和光合速率、类胡萝卜素含量和生物量（表 １），其中种间差异极

其显著。 具体来说 Ｏ３浓度升高显著降低了叶片饱和光合速率、类胡萝卜素含量和叶生物量。 另外 Ｏ３升高与

树种的交互作用对叶片饱和光合速率和生物量的影响极显著。

表 １　 Ｏ３浓度升高和树种对叶片饱和光合速率、气孔导度、类胡萝卜素含量、叶绿素含量、全氮含量、δ１５Ｎ 丰度和叶生物量的影响

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｏ３ ａｎｄ ｓｐｅｃｉｅｓ ｉｄｅｎｔｉｔｙ ｏｎ ｌｅａｆ Ａｓａｔ， ｇｓ， ｃａｒｏｔｅｎｏｉｄ ｃｏｎｔｅｎｔ， ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ｃｏｎｔｅｎｔ， δ１５ Ｎ ａｂｕｎｄａｎｃｅ， ｔｏｔａｌ Ｎ ｃｏｎｔｅｎｔ

ａｎｄ ｂｉｏｍａｓｓ

因子 Ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ 臭氧 Ｏ３ 树种 Ｓｐｅｃｉｅｓ 树种×臭氧 Ｓｐｅｃｉｅｓ × Ｏ３

饱和光合速率 Ａｓａｔ Ｓａｔｕｒａｔｅｄ ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｒａｔｅ ＜０．０００１ ＜０．０００１ ０．０１０２
气孔导度 ｇｓ Ｓｔｏｍａｔａｌ ｃｏｎｄｕｃｔａｎｃｅ ０．０７４２ ＜０．０００１ ０．１２９１

类胡萝卜素含量 Ｃａｒｏｔｅｎｏｉｄ ｃｏｎｔｅｎｔ ０．０１９５ ＜０．０００１ ０．１２０８

叶绿素含量 Ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ｃｏｎｔｅｎｔ ０．０７１０ ０．０２５０ ０．２１６５

全 Ｎ 含量 Ｔｏｔａｌ Ｎ ｃｏｎｔｅｎｔ ０．８５７２ ０．０００６ ０．７５２８

δ１５Ｎ 丰度 δ１５Ｎ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ０．１２８１ ＜０．０００１ ０．００９２

叶生物量 Ｌｅａｆ ｂｉｏｍａｓｓ ＜０．０００１ ＜０．０００１ ＜０．０００１

２．２　 施氮后臭氧浓度升高对栾树和白皮松生理和生长特性的影响

２．２．１　 叶片光合气体交换参数

叶片饱和光合速率显著受到 Ｏ３升高、Ｏ３胁迫时间以及不同物种的影响。 不同浓度的 Ｏ３熏蒸均使得栾树

和白皮松 Ａｓａｔ和 ｇｓ较对照幼苗（ＮＦ）呈下降趋势，这表明 Ｏ３升高抑制了两种植物的光合作用（图 １）。 与 ＮＦ 相

比，在施加 Ｎ 后的 ０ ｄ、７ ｄ、１４ ｄ、２１ ｄ 和 ２８ ｄ，ＮＦ ４０ 和 ＮＦ ６０ 处理下栾树和白皮松叶片 Ａｓａｔ均呈显著下降趋

势，其中 ７ ｄ 时下降幅度最大，分别为对照的 ２３．９％、５０．４８％和 ４２．５４％、７４．２２％。 在相同 Ｏ３浓度处理下，随着

处理时间的延长，栾树和白皮松 Ａｓａｔ和 ｇｓ均呈现出先上升再下降的趋势。 Ｏ３升高、胁迫时间增加以及二者交
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互作用对栾树和白皮松叶片 Ａｓａｔ均存在极显著抑制影响（图 １）。

图 １　 Ｏ３浓度升高对栾树和白皮松叶片饱和光合速率（Ａｓａｔ）和气孔导度（ｇｓ）的影响

Ｆｉｇ．１　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｌｅｖａｔｅｄ Ｏ３ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｎ ｓａｔｕｒａｔｅｄ ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｒａｔｅ （Ａｓａｔ） ａｎｄ ｓｔｏｍａｔａｌ ｃｏｎｄｕｃｔａｎｃｅ （ｇｓ） ｉｎ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ Ｋ． ｐａｎｉｃｕｌａｔａ

ａｎｄ Ｐ． ｂｕｎｇｅａｎａ

ＮＦ：自然环境 Ｏ３浓度；ＮＦ４０：ＮＦ ＋ ４０ ｎｍｏｌ ／ ｍｏｌ Ｏ３；ＮＦ６０：ＮＦ ＋ ６０ ｎｍｏｌ ／ ｍｏｌ Ｏ３；柱状图上不同小字母表示不同处理之间差异显著，不同大写

字母表示不同臭氧浓度处理之间差异显著（Ｐ＜０．０５）；ｎｓ 不显著；∗∗Ｐ＜０．０１；∗∗∗Ｐ＜０．００１

２．２．２　 叶片光合色素含量

叶片叶绿素含量和类胡萝卜素含量显著受到 Ｏ３升高、Ｏ３胁迫时间以及不同物种的影响。 如图 ２ 所示，臭

氧浓度升高（ＮＦ４０ 和 ＮＦ６０）条件下，栾树和白皮松的叶绿素含量和类胡萝卜素含量显著下降。 当不考虑处理

时间变化的前提下，与 ＮＦ 相比，ＮＦ６０ 处理下栾树叶绿素含量和类胡萝卜素含量分别下降了 １８． ７８％和

２５．４１％。 栾树 Ｏ３胁迫处理 ７ ｄ 时，叶片叶绿素含量在 ＮＦ４０ 下较 ＮＦ 下降显著，下降了 １１．７１％；处理 １４ ｄ、２１ ｄ

和 ２８ ｄ 时，栾树叶片叶绿素含量在 ＮＦ４０ 和 ＮＦ６０ 熏蒸下较 ＮＦ 显著下降，其中 Ｏ３处理 ２１ ｄ 时分别下降了

１３．６４％和 ２１．１４％，下降幅度达到最大。 胁迫 ２８ ｄ 时，ＮＦ４０ 和 ＮＦ６０ 熏蒸使得叶绿素含量比 ＮＦ 分别下降了

１７．８９％和 １５．８９％。 栾树叶片类胡萝卜素含量随臭氧浓度升高而降低，胁迫 ２１ ｄ 时， ＮＦ４０ 和 ＮＦ６０ 比 ＮＦ 熏

蒸处理显著降低栾树叶片类胡萝卜素含量，达到了 ２８．７８％和 ３２．０５％，相比于其他处理时间，２１ ｄ 时栾树叶片

类胡萝卜素含量下降幅度最大。 当不考虑处理时间的前提下，与 ＮＦ 相比，ＮＦ６０ 处理下白皮松叶绿素含量和

类胡萝卜素含量分别下降了 ２４．０１％和 ２２．７５％。 白皮松叶片类胡萝卜素含量在处理 ７ ｄ 和 ２８ ｄ 时，与 ＮＦ 相

比，ＮＦ６０ 处理下分别显著降低 ３３．２６％和 ３９．０２％。 胁迫 １４ ｄ 时，与 ＮＦ 相比，白皮松叶绿素含量在 ＮＦ４０ 和

ＮＦ６０ 处理下分别显著下降 ２９．２１％和 ３３．０８％，而在处理 ２１ ｄ 时 ＮＦ４０ 和 ＮＦ６０ 熏蒸处理白皮松的叶绿素含量

比 ＮＦ 分别显著下降了 ２０．５９％和 ２５．７５％。
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图 ２　 Ｏ３浓度升高对栾树和白皮松叶绿素含量和类胡萝卜素含量的影响

Ｆｉｇ．２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｌｅｖａｔｅｄ Ｏ３ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｎ ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｎｄ ｃａｒｏｔｅｎｏｉｄ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ Ｋ． ｐａｎｉｃｕｌａｔａ ａｎｄ Ｐ． ｂｕｎｇｅａｎａ

２．２．３　 叶片 Ｎ 元素含量

如图 ３ 所示，与 ＮＦ 相比，Ｏ３升高、胁迫时间增加对栾树新叶 Ｎ 含量没有显著的影响，在 ＮＦ４０ 处理的

１４ ｄ、２１ ｄ 和 ２８ ｄ 时，栾树新叶 Ｎ 含量分别比 ＮＦ 上升 １８．５５％、１０．４３％和 ３．１２％。 在试验 ２８ ｄ 期间，不同浓度

Ｏ３熏蒸下，栾树老叶 Ｎ 含量未受到 Ｏ３升高的显著影响。 高浓度 Ｏ３胁迫显著促进了白皮松新叶 Ｎ 含量的增

加，并随着胁迫时间增加，呈现出先上升后下降的趋势。 而与 ＮＦ 相比，ＮＦ６０ 处理下显著增加了白皮松老叶 Ｎ
含量，达到了 １３．２４％。
２．２．４　 叶片 δ１５Ｎ 变化

Ｏ３浓度升高、Ｏ３熏蒸时间增加对栾树和白皮松新叶和老叶 δ１５Ｎ 丰度均存在显著影响。 如图 ４ 所示，胁迫

处理 １４ ｄ 和 ２１ ｄ 时，在 ＮＦ４０ 处理下栾树新叶 δ１５Ｎ 丰度较 ＮＦ 显著升高 １９．３１％和 ３０．８７％；处理 ２８ ｄ 时，在

ＮＦ６０ 处理下较 ＮＦ 显著升高 ５２．３２％。 而白皮松与栾树相反，Ｏ３浓度升高显著抑制了１ ５Ｎ 的吸收，在胁迫处理

１４ ｄ、２１ ｄ 和 ２８ ｄ 时，ＮＦ４０ 和 ＮＦ６０ 处理下白皮松新叶 δ１５Ｎ 丰度较 ＮＦ 分别显著下降 ５８．５５％、８４．０６％、

５６．３３％和 ８７．０３％、９４．６％、８２．５２％。 随着 Ｏ３熏蒸时间的增加，栾树和白皮松老叶 δ１５Ｎ 丰度都呈现上升的

趋势。
２．２．５　 叶生物量

高浓度 Ｏ３胁迫显著抑制了栾树和白皮松叶片生物量的累积。 如图 ５ 所示，与 ＮＦ 相比，ＮＦ ４０ 和 ＮＦ ６０ 处

理 ２１ ｄ 时，栾树和白皮松叶生物量分别显著下降 １４．７８％、４９．９７％和 ４７．０９％、６０．５５％。 在试验 ２８ ｄ 内，不同浓

度 Ｏ３熏蒸下，Ｏ３胁迫时间显著增加了栾树和白皮松叶生物量。
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图 ３　 Ｏ３浓度升高对栾树和白皮松新叶和老叶氮含量的影响

Ｆｉｇ．３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｌｅｖａｔｅｄ Ｏ３ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｎ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｎｅｗ ａｎｄ ｏｌｄ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ Ｋ． ｐａｎｉｃｕｌａｔａ ａｎｄ Ｐ． ｂｕｎｇｅａｎａ

２．２．６　 叶片衰老的影响

在 ９ 月 １７ 日和 ９ 月 ２３ 日分别统计栾树叶片衰老的比率，发现在此期间不论施 Ｎ 与否 Ｏ３浓度升高均会

显著增加栾树叶片的衰老率，ＮＦ６０ 处理下栾树叶片衰老率最高；在相同的臭氧处理条件下，与 Ｎ０ 相比，Ｎ５０
处理可减少叶片衰老比率；而与 ９ 月 １７ 日相比，９ 月 ２３ 日臭氧增加叶片衰老和施 Ｎ 缓解叶片衰老的变化规

律更明显（表 ２）。

表 ２　 Ｏ３浓度升高和施 Ｎ 对栾树叶片衰老的影响（９ 月 １７ 日—９ 月 ２３ 日）

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｏｚｏｎｅ， ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｏｎ ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ ｒａｔｅ ｏｆ Ｋ． ｐａｎｉｃｕｌａｔａ ｄｕｒｉｎｇ Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ １７ ａｎｄ Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２３

处理 Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ
９ 月 １７ 日 ９ 月 ２３ 日

Ｎ０ Ｎ５０ Ｎ０ Ｎ５０

ＮＦ ２５．３３％±２．０８％ Ａｃ １９．６７％±２．５２％ Ｂｃ ４１．００％±２．６５％ Ａｃ ３６．００％±１％ Ｂｃ

ＮＦ４０ ３７．６７％±１．５３％ Ａｂ ３１．６７％±２．０８％ Ｂｂ ５１．６７％±２．０８％ Ａｂ ４１．３３％±１．１５％ Ｂｂ

ＮＦ６０ ５３．６７％±３．２１％ Ａａ ４８．００％±２．６５％ Ｂａ ７５．３３％±４．７３％ Ａａ ５４．００％±２．６５％ Ｂａ
　 　 ＮＦ：自然环境 Ｏ３浓度；ＮＦ４０：ＮＦ ＋ ４０ ｎｍｏｌ ／ ｍｏｌ Ｏ３；ＮＦ６０：ＮＦ ＋ ６０ ｎｍｏｌ ／ ｍｏｌ Ｏ３；Ｎ０：不加 氮（无额外氮添加）；Ｎ５０：添加 ５０ ｋｇ ｈｍ－２ ａ－１氮；不

同大写字母表示不同氮处理间差异显著（Ｐ＜０．０５）；不同小写字母表示不同臭氧处理间差异显著（Ｐ＜０．０５）

Ｏ３浓度升高、施 Ｎ、不同时间以及交互作用显著影响栾树叶片衰老比率（表 ３）。 在生长季结束的时期发

现 Ｏ３和 Ｎ 之间存在显著交互作用，说明施 Ｎ 可缓解 Ｏ３胁迫对叶片衰老的负作用。

３　 讨论

我国 Ｏ３浓度不断上升，而 Ｎ 沉降总量虽保持较高水平，但变化趋势已由快速增长转为趋于稳定［１５］。 二
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图 ４　 Ｏ３浓度升高对栾树和白皮松新叶和老叶 δ１５Ｎ 丰度的影响

Ｆｉｇ．４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｌｅｖａｔｅｄ Ｏ３ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｎ δ１５Ｎ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｎｅｗ ａｎｄ ｏｌｄ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ Ｋ． ｐａｎｉｃｕｌａｔａ ａｎｄ Ｐ． ｂｕｎｇｅａｎａ

图 ５　 Ｏ３浓度升高对栾树和白皮松叶生物量的影响

Ｆｉｇ．５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｌｅｖａｔｅｄ Ｏ３ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｎ ｌｅａｆ ｂｉｏｍａｓｓ ｏｆ Ｋ． ｐａｎｉｃｕｌａｔａ ａｎｄ Ｐ． ｂｕｎｇｅａｎａ

者对树木生长的影响是否存在耦合关系是本项研究的主要议题。 本研究的主要研究结果发现高浓度 Ｏ３

（ＮＦ４０ 和 ＮＦ６０）抑制栾树和白皮松的生长，而 Ｎ 添加对栾树和白皮松的生长有促进作用；但是，Ｏ３浓度升高

与 Ｎ 添加之间不存在显著的交互作用，对两种树苗生长的影响具有显著种间差异。
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表 ３　 Ｏ３浓度升高和施 Ｎ 影响栾树叶片衰老的因素分析（９ 月 １７ 日—９ 月 ２３ 日）

Ｔａｂｌｅ ３　 ＡＮＯＶＡ ａｎａｌｙｓｉｓ ｆｏｒ ｅｆｆｅｃｔｓ ａｎｄ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｏｚｏｎｅ ａｎｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｏｎ ｌｅａｆ ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ ｒａｔｅｓ ｏｆ Ｋ． ｐａｎｉｃｕｌａｔａ ｄｕｒｉｎｇ Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ １７ ａｎｄ

Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２３

因子
Ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ

时间
Ｔｉｍｅ

臭氧
Ｏ３

氮
Ｎ

臭氧×时间
Ｏ３×Ｔｉｍｅ

氮×时间
Ｎ ×Ｔｉｍｅ

臭氧×氮
Ｏ３×Ｎ

臭氧×氮×时间
Ｏ３×Ｎ×Ｔｉｍｅ

ｄｆ １ ２ １ ２ １ ２ ２

Ｆ ２６８．２４ ３５１．９４ １１２．６３５ ２．０１３ １４．４３８ ７．９７ ８．１１６

Ｐ ＜０．０００１ ＜０．０００１ ＜０．０００１ ０．１５６ ０．００１ ０．００２ ０．００２

Ｏ３浓度升高对植物叶片的影响，包括破坏叶片叶绿素结构、损伤光合电子传递链等方式，导致光合作用

下降［３０］。 Ｏ３浓度升高促进了植物的膜脂过氧化，进而对膜系统造成了不可逆的损伤，导致叶绿素含量下降，
从而影响光合产物的降解与合成，这也可能是 Ａｓａｔ下降原因［３１—３２］，Ａｓａｔ显著降低是植物对 Ｏ３胁迫的典型反应

之一［９］。 本研究发现随着 Ｏ３浓度的升高，白皮松和栾树 Ａｓａｔ和 ｇｓ显著降低，同时叶片的叶绿素和类胡萝卜素

含量均显著下降，说明高浓度 Ｏ３对白皮松和栾树光饱和速率抑制确实与光合色素的降解［３３］ 有关。 类胡萝卜

素在叶绿体中不仅传递光合能量，还能保护受光激发的叶绿体免受氧化破坏，部分维持膜的完整性，从而使光

合作用在胁迫下仍能正常进行等有关［３４］。 在高浓度 Ｏ３胁迫下，白皮松的类胡萝卜素含量高于栾树，这表明

白皮松对 Ｏ３升高的抗性强于栾树，白皮松可能具有较强的清除活性氧 ＲＯＳ 的能力。 植物叶片大量 ＲＯＳ 的积

累对叶绿素造成氧化破坏，导致叶绿素合成减少，降解速度加快［１８］。 Ｄｕｍｏｎｔ 等提出了响应 Ｏ３胁迫的氨基酸

的再分配，以提供能量和抗氧化剂来抵消 Ｏ３升高的负面影响［３５］。 在高浓度 Ｏ３胁迫下，更多的 Ｎ 被分配给结

构蛋白以增强结构防御［３６—３７］，这以降低光合速率为代价，这也是 Ｏ３升高环境下白皮松和栾树生长受到抑制

的原因之一。
Ｎ 元素是构成蛋白质、叶绿素、核酸以及众多次生代谢产物的主要成分之一［３８］，叶片 Ｎ 主要以蛋白质和

氨基酸的形式储存在叶绿素中，因此叶绿素含量是表征植物叶片 Ｎ 水平的重要指标；同时叶片 Ｎ 也是光合作

用核酮糖⁃ １，５⁃二磷酸羧化 ／加氧（Ｒｕｂｉｓｃｏ）酶的重要组分［３９］，与植物光合性能密切相关。 Ｏ３浓度升高会加速

植物衰老，最终导致叶片提前脱落。 我们也发现栾树和白皮松受到高剂量 Ｏ３影响的老叶先出现叶片损伤症

状。 植物组织衰老过程中，养分吸收是维持生态平衡的重要策略和生态过程［４０］。 在生长季结束前一周，本研

究发现施 Ｎ 可降低由于 Ｏ３升高导致叶片衰老的比率，Ｏ３升高与施 Ｎ 的显著交互作用不仅延长落叶树的生长

时间，对于未来 Ｏ３持续升高导致的环境污染问题可能提供了有效的解决途径。 有研究报道 Ｏ３与 Ｎ 沉降两者

对树木生长不存在显著的交互作用［２３］，这可能与两者在树木在生长不同时期的影响不同而导致。 由此可见，
树木不同生长时期对于研究多重因素对树木生理和生长也应被关注。

根据叶片损伤差异，Ｏ３浓度升高会改变养分从老叶到新叶的转运，从而影响 Ｎ 再分配［４１］。 Ｓｃｈｍｕｔｚ 等研

究发现 Ｏ３暴露导致叶片中 Ｎ 含量显著增加［４２］。 由此可见 Ｎ 再分配与土壤中养分有效性、Ｏ３暴露浓度和时间

有关、以及物种对 Ｏ３反应的差异有关［４３］。 在生长季末期 Ｏ３浓度升高对栾树和白皮松对 Ｎ 吸收都有影响，但
Ｎ 的吸收模式因物种而异。 施氮 ７ ｄ 内并没有长出新叶，故新叶 Ｎ 含量和 δ１５Ｎ 丰度从 １４ ｄ 后开始计算。 Ｏ３

浓度升高（ＮＦ６０）显著抑制了栾树和白皮松叶片 Ｎ 吸收量，包括新叶和老叶（图 ６）。 栾树叶片的 Ｎ 吸收量高

于白皮松叶片 Ｎ 吸收量，这可能与栾树比白皮松叶面积小［４４］ 有关。 但是，本研究发现 Ｏ３浓度升高增加了栾

树和白皮松叶片的 Ｎ 含量。 虽然 Ｏ３浓度升高（ＮＦ６０）对栾树新叶和老叶的 Ｎ 含量没有显著影响，但显著增加

了白皮松新叶和老叶的 Ｎ 含量。 植物可通过增加叶片养分含量以增强对 Ｏ３胁迫的抵抗力［４５—４６］，可见栾树和

白皮松也通过叶片 Ｎ 含量增加抵抗高浓度 Ｏ３胁迫。 针对 １９ 种木本植物的综合分析表明，与落叶树种相比，
常绿树种通常具有更高的水分利用效率、更低的光合速率和更有效的养分消耗方法［４７］。 而且落叶植物在短

暂的生长季节可以生长得更快，并具有更好的吸收叶片 Ｎ 的潜力［４３，４８］。 因此，由于它们获取资源的方式，落
叶物种往往具有较高的 Ｎ 含量［４８］。 这可能也是本研究中栾树 Ｎ 含量高于白皮松 Ｎ 含量的原因。 生长季末
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期，栾树新叶的 Ｎ 含量和标记 Ｎ 含量高于老叶的 Ｎ 含量和标记 Ｎ 含量，说明叶片衰老过程中，Ｎ 可能从老叶

转移到新叶，而非留在老叶中［４９—５０］。 但是 Ｏ３胁迫下，叶片的修复和防御过程可增加酶的产生和周转［５１］，增
加新叶对于 Ｎ 的需求。 与此相反，白皮松老叶的 Ｎ 含量和标记 Ｎ 含量高于新叶，表明白皮松可能将 Ｎ 储存在

老叶中，以维持常绿叶片的寿命［５２］，而不是转移到新叶中。 高浓度 Ｏ３胁迫下叶片 Ｎ 分配机制，如叶绿体和细

胞壁 Ｎ 含量［３８］的变化规律仍需要进一步的研究。

图 ６　 Ｏ３浓度升高对栾树和白皮松新叶和老叶氮总量的影响

Ｆｉｇ．６　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｌｅｖａｔｅｄ Ｏ３ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｎ ｔｏｔａｌ Ｎ ｏｆ ｎｅｗ ａｎｄ ｏｌｄ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ Ｋ． ｐａｎｉｃｕｌａｔａ ａｎｄ Ｐ． ｂｕｎｇｅａｎａ

在模拟城市树种应对 Ｏ３升高和 Ｎ 沉降的环境变化时，不仅要考虑不同功能型如落叶和常绿树种的差异，
特别是落叶植物不同生长时期的响应，比如生长季末期的变化。 此外，目前大多数的研究在 ＯＴＣｓ 中进行，可
能会高估 Ｏ３胁迫的风险，未来的研究可加强自然环境 Ｏ３升高和 Ｎ 沉降树木适应和响应机制研究。

４　 结论

生长季末期，栾树和白皮松在 Ｏ３浓度升高的条件下显著抑制 Ａｓａｔ、ｇｓ、叶绿素含量，但增加了叶片 Ｎ 含量。

但栾树与白皮松生长季末期 Ｎ 元素的吸收策略不同，栾树新叶比老叶吸收更多的 Ｎ，同时 Ｎ 可能从老叶转移

到新叶；而白皮松正相反，将 Ｎ 更多地储存在老叶中以维持常绿叶片，而不是转移到新叶中。 在生长季结束

前栾树叶片衰老比率揭示不论施 Ｎ 与否 Ｏ３浓度升高均会显著增加栾树叶片的衰老率，Ｏ３浓度越高栾树叶片

衰老率越高，而施 Ｎ 处理可降低由于 Ｏ３升高导致叶片衰老的比率；越接近生长季结束 Ｏ３增加栾树叶片衰老

和施 Ｎ 缓解叶片衰老的变化规律越明显，表明生长时期在栾树应对大气 Ｏ３升高和 Ｎ 沉降的响应的重要性。
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