
 

一种简易的14CO2 标记植物单叶光合作用
方法研究
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摘要：14CO2 标记是研究植物光合作用及有机物运输分配常用的方法，但现有单叶14CO2 标记方法部分比

较复杂，部分资料过于简单，实用性不强。为了深入细致研究光合产物运输分配的源流库关系，需要对

叶片进行 14CO2 饲喂。本研究利用连通器的原理，建立一种简便易行的 14CO2 制备收集和单叶饲喂 14CO2

的方法，可为植物单叶光合作用研究提供支持。
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Simple and Convenient Method for Preparing and Collecting 14CO2

and Feeding to Single Leaf of Plant
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Abstract: 14CO2  labeling  is  a  method commonly  used  in  the  study of  transport  and distribution  of
photoassimilate  in  plant.  In  order  to  study  the  source-flow-sink  relationship  of  photosynthate
transport and distribution，14CO2  labeling of single leaf is required. Some of the methods of single-
leaf  14CO2  labeling reported in  the existing literature  are  complicated and some of  the date  are  too
simple，they are not practical. Therefore，through years of practice，we have established a simple and
feasible method for preparing and collecting 14CO2 and feeding single leaf using the principle of the
connector， which provides necessary support for the study of plant photosynthesis.
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在对植物光合同化物运输分配的研究中，

经常用到 14CO2 标记的方法 [1]，可对较大枝条、

全株、一个小群体进行 14CO2 标记。采用小烧

杯或小瓶子内装 Ba14CO3 做反应器，置于植物

旁边，用较大的透明塑料袋或有机玻璃罩将要

标记的植物全部罩住密封。用注射器将乳酸或

高氯酸注入容器内使其与碳酸钡反应释放出
14CO2，植物便可以光合同化 14CO2，并进行运输
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分配 [2-3]。

然而，目前这种全株标记的方法仅大致了

解光合产物的分配，并不细致，为深入细致研究

光合产物运输分配的源流库关系，需要对单独

一个叶片进行14CO2 饲喂，追踪14C的去向。已有

单叶 14CO2 标记的研究操作步骤复杂 [4]，部分资

料过于简单 [5-6]，实用性不强，仅给叶片套上塑

料袋密封并用注射器注入一定体积的 14CO2
[5-6]，

如何制备和吸取14CO2 气体不明确，未解决多次

抽取反应瓶中 14CO2 造成浓度降低而导致误差

增加的问题，现有的文献未提及如何保证每个

植株每个叶片饲喂的14CO2 量相同。

因此，本研究根据前期工作 [7-9]，设计了一

套简便易行的植物单叶14CO2 标记方法，旨在提

高植物 14CO2 单叶标记方法的简便性和精确性，

通过分析小麦不同器官中14C强度变化，为确定

小麦光合同化物运输分配研究提供技术支持。 

1    材料与试剂 

1.1    主要材料

3个玻璃瓶（A为 10～100 mL小瓶、B和 D
为 250～500 mL大瓶，以不同形状表示以示区

别）、玻璃烧杯（500 mL）1个、玻璃注射器 3个

（分别为 1 mL或 5 mL小注射器、10 mL～20 mL
中等注射器、100 mL大注射器）、橡皮塞和聚

乙烯塑料输液管若干，以及无色透明聚乙烯塑

料袋（体积约 100 mL）若干。 

1.2    主要试剂

Ba14CO3（约 6.52  mg）：Amersham  Biosciences
UK Limited公司，放射性标记比活度为 276 μCi/mg。

每个叶片标记的总活度约为 40 μCi[4]，即

1.48×106 Bq。整个实验需要标记 45株植物，至

少需要 6.66×107 Bq 的14C放射性同位素，因此在

实验中 Ba14CO3 实际称取量略大于此值，以保

证示踪气体的浓度和数量。 

2    实验方法 

2.1    14CO2 气体的制备和收集

示踪气体 14CO2 制备和收集过程示于图 1，
首先测量出 A瓶体积，根据实验需要计算放射

性碳酸钡需要量 ，称取 14C-碳酸钡 ，然后称取

1～2倍的非放射性标记的碳酸钡作为载体，一

起加入A瓶中，根据化学方程式BaCO3+2HClO4→

Ba（ClO4）2 +CO2+H2O计算所需高氯酸量及生成

的 14CO2 体积；其次，将 B瓶装满水后用输液管

a和 b分别连接A瓶和烧杯C；最后，用 10～20 mL
的注射器吸取过量高氯酸注入 A瓶，高氯酸和

碳酸钡反应产生 CO2 和
14CO2 气体沿着 a输液

管进入 B瓶。B瓶中的水会沿 b输液管进入 C
烧杯。摇匀 A瓶，使高氯酸和碳酸钡充分反应

完全后，再用 100 mL大注射器向 A瓶注满水，

将 A瓶中所有的气体排到 B瓶中，此时 B瓶下

部是水，上部是 CO2 和
14CO2 气体，总体积为 A

瓶的体积+CO2 体积+14CO2 体积。
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图  1    14CO2 的制备和收集示意图

Fig.1    Schematic diagram of preparation and
collection of 14CO2

  

2.2    14CO2 单叶标记方法

根据需标记的叶片大小、形状和数目，准备

已知体积的无色透明聚乙烯塑料袋作为叶室，

根据实验所需放射性强度和叶室体积确定注入

的混合气体体积。由于多数植物光合作用的

CO2 饱和点约为 0.1%，根据叶室体积确定注射

CO2 浓度的上限。将 D瓶装满水，塞上橡皮塞，

抹上凡士林密封，用输液管与 B瓶连通，另插一

输液管在 D瓶口橡皮塞上与大气连通 （图 2），
用 1 mL微量注射器从 B瓶中抽取一定体积的

混合气体，此时等体积的水会从 D瓶流入 B瓶，

确保 B瓶中 CO2 和
14CO2 浓度不会改变。

将已知体积的塑料袋鼓满气后套住叶片，

抹凡士林密封并用曲别针固定在叶柄上，形成

简易叶室，将注射器中的混合气体注入塑料袋

叶室内（图 3），针头取出后迅速用透明胶带将

针孔封上。植株放在阳光下光合作用 20～30 min
后，用 100 mL大注射器将叶室中气体抽出，注

入碱液中回收剩余的 14CO2，重复操作多次，确

保将14CO2 彻底回收。 
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2.3    采样及测定

在晴天上午 9～10时对 45株开花后 10 d的

小麦旗叶进行 14CO2 标记，分别在标记后 4、10、
24、48 h和收获时取样，每次取样 9株，将植株

分为茎鞘、叶片、籽粒、穗轴等四部分，分别烘

干称重，研磨成粉，称取 30～80 mg样品粉末，

提取可溶性糖和淀粉，用 LS6500液体闪烁计数

器测定 14C-可溶性糖和 14C-淀粉的放射性比活

度，每样品重复 3次，14C-可溶性糖和14C-淀粉相

加得到样品的总放射性比活度 [7-8]。根据各部

位的干重计算出各部位14C放射性的活度，然后

将叶片、籽粒、茎鞘和穗轴的14C放射性活度相

加就得全株 14C放射性总活度，某部位 14C放射

性活度除以全株总的14C放射性活度表示14C在

某器官中的分配率。 

3    结果与讨论 

3.1    14CO2 气体生产量及浓度

称取 0.007 1 g Ba14CO3 和 0.007 4 g的非放射

性 BaCO3， BaCO3 的 摩 尔 质 量 197， Ba14CO3 的

摩尔质量 199，二氧化碳的摩尔体积为 22.4 L，
根据化学方式计算产生 CO2 气体为 1.64 mL。
反应瓶 A体积为 10.6 mL，得到混合气体总体

积大约 12.24 mL，其中二氧化碳的相对浓度为

13.4%。 

3.2    确定注入叶室混合气体的体积

根据 CO2 浓度上限，确定每个叶室约注射

混合气体 0.27 mL可以达到实验所需要放射强

度 1.5984×106 Bq，其值与预计的每个叶片标记

1.48×106 Bq比较接近。 

3.3    单叶14CO2 饲喂的测定结果

表 1结果显示，开花后 10 h小麦体内 14C的

放射性总活度约 58 500～61 800 Bq，表明此方法

饲喂 14CO2 给植物叶片效果良好。饲喂后 24 h，
叶片中滞留14C为 43.67%，表明大部分光合产物

已经输出，同时约 48.7%的14C输入了籽粒。48 h
后，叶片仍有 40%的14C滞留，籽粒中14C则少量

增加，可以确定开花后旗叶同化的14C的转运周

期是 24 h。收获时，约 65%的14C分配在籽粒中，

表明开花后小麦叶片同化的碳主要转运至籽

粒，对籽粒的贡献较大。通过示踪实验，能够较

精确示踪不同器官中14C强度变化，可以分析获

得14C在源端装载和库端卸出的动态。 
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图  2    抽取14CO2 的示意图

Fig.2    Schemtic diagram of 14CO2 extraction

 

叶室 (聚乙烯塑料袋)

曲别针

图  3    单叶14CO2 饲喂的示意图

Fig.3    Schematic diagram of 14CO2 fed to a single leaf

 

表  1    小麦旗叶花后标记14CO2 的分配规律

Table 1    Distribution of 14CO2 fed to flag leaves of wheat after anthesis

标记后时间/h 全株14C总活度/Bq 旗叶中14C的活度/Bq 茎鞘中14C的活度/Bq 穗轴中14C的活度/Bq 籽粒中14C的活度/Bq
4 60 839.5±57.9

（100%）
53 234.6±24.7
（87.5%）

4 137.1±12.5
（6.8%）

790.9±6.8
（1.3%）

2 676.9±13.9
（4.4%）

10 61 784.5±49.8
（100%）

44 958.9±18.6
（72.77%）

6 679.6±11.8
（10.81%）

1 242.0±9.3
（2.01%）

8 904.0±10.1
（14.41%）

24 60 594.9±54.3
（100%）

26 462.9±20.1
（43.67%）

3 455.6±11.9
（5.70%）

1 133.7±7.8
（1.87%）

29 542.7±14.5
（48.75%）

48 61 149.5±58.5
（100%）

24 476.9±20.8
（40.03%）

1 014.8±5.6
（1.66%）

2 005.1±10.2
（3.28%）

33 652.7±21.9
（55.03%）

收获 58 479.0±55.7
（100%）

17 765.9±16.3
（30.38%）

1 193.0±7.5
（2.04%）

994.1±8.2
（1.70%）

38 526.0±23.7
（65.88%）

注：括号内某器官放射性活度除以全株总放射性活度得到的百分比，表示14C在某器官的分配率。
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4    讨论

常规的 14CO2 饲喂法是直接给叶室内放置

反应瓶，注入酸使之与14BaCO3 反应，释放的14CO2

直接被植物吸收，方法简单使用广泛，适用于全

株或小群体标记或单叶标记的植株数目较少而

且枝条较壮叶室较大 [2-3]。然而，全株或小群体

饲喂14CO2 的方法一般需要几小时，而碳水化合

物一边合成一边输出，而且同时多个器官都会

吸收同化 14CO2，不能精确研究 14C源端装载和

库端输出的动态情况，适合于标记一段时间以

后（比如成熟期）了解 14C的分配率。精确的研

究需要进行单叶标记，若每个叶片的叶室都放

置反应瓶，因每个叶片所需的 14CO2 量少，反应

使用的碳酸钡数量较少，操作难度大。此外，如

果单个叶片较小或者柔弱，叶室较小，在里面放

置反应瓶较为困难。

当需要标记的植株较多时，若能将14CO2 气

体一次全部制备收集好，以后每次从中抽取出一

定量气体对单个植株进行饲喂，比用多个反应

瓶多次制备 14CO2 方便。用一个反应瓶反应并

收集气体，然后每次从中直接抽取等量混合气

体进行饲喂 ，方法相对简单 [4-6]，但会造成误

差。假设只用 A瓶进行反应，其体积为 16 mL，
原本里面空气也就是 16 mL，假如反应产生的

二氧化碳气体是 4 mL，则气体总量增加为 20 mL，
但瓶子体积只有 16 mL，所以瓶内压力增大混

合气体浓度也大 ，每  mL混合气体的浓度 （分

压）约为 20/16=1.25。假如每次吸走 0.5 mL气体，

第一次吸取的气体实际量是 1.25×0.5=0.625 mL；
剩余气体依然会充满整个瓶子，则其浓度（分压）

则为（20−0.625） ∕16=1.211，因此第二次吸取 0.5 mL
时实际吸走的气体量是 1.211×0.5=0.605 5 mL。
依次类推，以后吸取的气体会越来越少。导致

后面的植株饲喂的14CO2 量越来越少，因此造成

误差。

在本研究中，使用连通器的原理，用排水法

收集14CO2，虽然所需用品稍微多和方法稍微复杂，

但简化了传统方法 [4]，所需材料易得，并同时解

决 2个问题，一是可一次性制备好所有需要的气

体，二是每次吸走一定量的气体后，剩余气体的

压强和浓度不变，确保每次标记使用的14CO2 量

相同。本方法准确性和便利性均较好，能为植

物单叶光合作用的研究提供有力的支持。
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