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摘  要：作物的综合光合作用能力直接决定粮食产量，探明作物光合特性分布机制是开发新品种、研发新农艺的一个关

键科学问题。为探究玉米植株光合特性的垂直分布规律，该研究利用荧光成像技术对不同品种和不同氮、水处理的 5 叶

期样本进行图像采集，对植株不同叶片的荧光淬灭特性及荧光参数进行分析。荧光淬灭特性分析表明，叶片光量子产量

随垂直高度的增加呈上升趋势；由非加权组平均法聚类产生的四类淬灭特性中，郑单 958 在不同环境中的荧光淬灭垂直

分布异质性小于先玉 335 和浚单 20。关键荧光参数分析结果表明，叶片最大光能转换效率、实际光能转换效率、光反应

电子传递活性随垂直高度的增加呈上升趋势，除衰老叶片外的非光化学能量耗散差异性不显著。光合特性垂直分布分析表

明，不同土壤氮含量下样本的最大光量子效率（Fv/Fm）有较为显著的二次函数分布特征，随着土壤氮含量的降低，垂直分

布的异质性增大；不同品种间的稳态光适应光化学淬灭（qL_Lss）有较为显著的一次函数分布特征，郑单 958 表现出较强

的抗逆性。基于机器学习方法，以荧光参数垂直分布数据分类植株组别的结果表明，郑单958样本的最大光量子效率（Fv/Fm）、

微量土壤氮含量下样本的最大光量子效率（Fv/Fm）和干旱环境下样本的稳态非光化荧光淬灭（NPQ_Lss）判别准确率分别

达 0.82、0.94 和 0.88，与其他处理及荧光参数相比，垂直分布规律更显著；其他荧光参数的分布特征并不能有效判别样本

组别。将叶片按植株形态学自下而上排序，由植株叶片光合垂直异质性关键叶片分析，第 2 片叶片可以作为垂直分布的“特

征叶片”评估玉米品种和土壤氮含量，第 1 片叶片可以作为垂直分布的“特征叶片”评估植株土壤水含量。 

关键词：叶绿素荧光；光合作用；玉米；垂直分布 

doi：10.11975/j.issn.1002-6819.2022.16.018 

中图分类号：S126           文献标志码：A           文章编号：1002-6819(2022)-16-0162-10 

肖天璞，杨丽，张东兴，等. 基于叶绿素荧光成像的玉米苗期叶片光合特性垂直分布[J]. 农业工程学报，2022，38(16)：

162-171.    doi：10.11975/j.issn.1002-6819.2022.16.018    http://www.tcsae.org 
Xiao Tianpu, Yang Li, Zhang Dongxing, Wang Liangju, et al. Vertical distribution of photosynthetic characteristics of maize 
leaves at the seedling stage using chlorophyll fluorescence imaging[J]. Transactions of the Chinese Society of Agricultural 
Engineering (Transactions of the CSAE), 2022, 38(16): 162-171. (in Chinese with English abstract)    doi ：

10.11975/j.issn.1002-6819.2022.16.018    http://www.tcsae.org 

 

0  引  言  

光合作用贯穿植物生长发育的整个过程，是植物生

长发育的基础[1]。作为一种高光效的 C4 植物，玉米的光

合作用特性对其生物量的积累影响更为显著，直接决定

了玉米的产量[2]。目前工程领域的植株光合特性研究以叶

片光合关联性分析和胁迫分析为主，研究光合作用与叶

片成分含量之间的关联[3-4]，或通过分析生物胁迫[5-6]或非

生物胁迫[7-9]下的叶片光合特性，实现逆境下植物生长状

态的快速获取。然而，植物体是一个具有复杂生理环境

的整体，单一的叶片光合特征测量具有随机性与片面性，

不能精准全面地表征整个植株的生长状态，难以探明复

杂植物体的光合作用机制，而目前叶片光合作用在整个

植株上的研究相对较少。 

目前植物整株光合作用的相关研究主要分为两种，
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一是研究叶片特征的垂直分布规律，另一种是垂直分布

特性对光合作用影响的研究。Moulin 等[10]研究了玉米植

株垂直高度上叶面积、叶绿素含量的变化，并利用反射

光谱对叶绿素含量进行分层评估；Fan 等[11]通过测量玉米

叶面积的垂直分布，开发了一种更适用于现代玉米生长

的叶面积垂直分布方程；Lindquist 等[12]通过测量与光合

作用竞争密切相关的叶面积指数，研究其垂直分布规

律，分析不同玉米品种的耐密机制；Li 等[13]通过研究不

同水分条件下玉米叶片叶绿素和氮含量的垂直分布二

次曲线规律，验证玉米叶片光合特性与水分含量的显著

相关性。以上研究内容多采用破坏性的测量方法或分层

单点测量方法，这些方法通常测量复杂，易受到环境因

素的影响。 

随着高通量表型检测技术的发展，光谱技术、高光

谱成像技术也越来越多地应用到光合作用分析中。相关

研究表明高光谱成像可作为一种有效的技术手段，实现

作物冠层对叶片特征垂直分布的预测。Wu 等[14]采用多角

度高光谱装置对小麦进行遥感，并评估了小麦冠层叶绿

素含量的垂直分布；He 等[15]基于高光谱遥感建立了水稻

叶片氮含量的垂直分布预测模型。但基于光谱反射率反

演叶片垂直分布特征的准确率通常不够稳定，易受到外
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界反射信号的影响，并且不能够很好地表达和监测植株

的生理状态[16]。叶绿素荧光成像技术是目前国际最流行

的光合作用检测技术之一，具有高通量、无损伤的优点，

并已成为作物育种中表型检测的基本工具之一。同时，

叶绿素荧光还可阐明损伤机理和调节机制，在光合作用、

植物胁迫的研究上得到了广泛应用。张佳菲等[17]通过快

速叶绿素荧光技术，探究出不同氮素处理水平下油菜苗

期冠层内生化参数及光合性能的垂直分布变化特性；

Feng 等[18]利用冬小麦上层叶片叶绿素荧光参数评估了植

株氮素状况。目前，叶绿素荧光技术在整个植株水平的

光合作用分布研究较少，多为单点测量荧光参数在垂直

方向上的分布，不能全面获得叶片表型数据，而在整个

植株水平上以叶绿素荧光成像为方法对叶片光合作用特

性的研究却鲜有报道。 

本研究设计了一组析因试验，以 3 个典型玉米杂交

品种的不同土壤氮元素、水分处理的玉米 5 叶期（V5）

植株为研究对象，采用叶绿素荧光成像的方法，无损高

通量成像整株荧光状况，通过对植株不同叶片的荧光淬

灭特性及荧光参数进行分析，研究玉米植株叶片的光合

特性垂直分布，以期为探明植株内光合特性分布机制提

供一种研究方法和思路。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料准备 

育苗时间为 2021 年 11 月，地点为中国农业大学水

利与土木工程学院日光温室（东经 116°21′，北纬 40°）。

选取市场上广泛被应用的 3 个玉米品种：郑单 958

（ZD958）、先玉 335（XY335）、浚单 20（JD20）。 

试验前期在植物工厂内放置育苗盘进行育苗催芽

（温度 25℃），两叶期选取长势良好且相近的、与试验需

求同样数量的玉米苗移栽至温室（温度 20～25℃，湿度

50%），考虑到冬季光照时间较短，每天 17:00—19:00

补光 2 h，补光灯光照通量约 500 μmol/(m2·s)。栽培介质

选择草炭、珍珠岩、椰糠按质量比 2∶1∶1 配比混合的

土壤基质[19]，育苗前肥料作基肥施加至土壤基质。育苗

盆使用内径 16 cm 的圆柱形育苗盆，每盆装土壤基质体

积 3 L，质量约 1 kg。 

根据玉米盆栽种植的肥量需求，盆栽施肥量一般为

田间施肥量的 2～3 倍[20]，考虑到土壤基质质量较轻，按

比例调高施肥量。正常施肥量为纯氮 0.75 g/kg 土、P2O5 

0.50 g/kg 土、钾 K2O 0.60 g/kg 土，即每个盆载的正常施

肥量为过磷酸钙 3.12 g、氯化钾 1.00 g；尿素 1.63 g。试

验中，设置微量氮肥（N0）、少量氮肥（N1）、正常氮

肥（N2）3 个梯度。每盆施加尿素分别为 0、66%、100%

正常量，即每盆施加氮肥的质量分别为 0、1.09、1.63 g。

试验采用郑单 958（ZD958）、先玉 335（XY335）、浚

单 20（JD20）3 个玉米品种，微量氮肥（N0）、少量氮

肥（N1）、正常氮肥（N2）3 个施肥量进行全因素试验，

进行 6 组重复，共计 54 盆，具体试验设计见表 1。玉米

温室生长期间，每 7 d 灌水 200 mL，并进行位置随机化

排布。数据采集时间为玉米植株 5 叶期，数据采集的前

一周，只对 6 组重复中的 3 组（尾号 1～3）进行灌水处

理（W），其他 3 组进行干旱胁迫（D）。 

表 1  不同品种与施肥水平下玉米种植试验设计 
Table 1  Experimental design of maize planting under different 

varieties and fertilization 

品种 
Varieties 

施肥处理 
Fertilization 

treatment 

水分处理 
Moisture 
treatment 

编号 
Number 

灌水处理（W） ZD958-1-1～ZD958-1-3微量氮肥

（N0） 干旱胁迫（D） ZD958-1-4～ZD958-1-6

灌水处理（W） ZD958-2-1～ZD958-2-3少量氮肥

（N1） 干旱胁迫（D） ZD958-2-4～ZD958-2-6

灌水处理（W） ZD958-3-1～ZD958-3-3

郑单 958
（ZD958）

正常氮肥

（N2） 干旱胁迫（D） ZD958-3-4～ZD958-3-6

灌水处理（W） XY335-1-1～XY335-1-3微量氮肥

（N0） 干旱胁迫（D） XY335-1-4～XY335-1-6

灌水处理（W） XY335-2-1～XY335-2-3少量氮肥

（N1） 干旱胁迫（D） XY335-2-4～XY335-2-6

灌水处理（W） XY335-3-1～XY335-3-3

先玉 335
（XY335）

正常氮肥

（N2） 干旱胁迫（D） XY335-3-4～XY335-3-6

灌水处理（W） JD20-1-1～JD20-1-3微量氮肥

（N0） 干旱胁迫（D） JD20-1-4～JD20-1-6 

灌水处理（W） JD20-2-1～JD20-2-3 少量氮肥

（N1） 干旱胁迫（D） JD20-2-4～JD20-2-6 

灌水处理（W） JD20-3-1～JD20-3-3 

浚单 20
（JD20） 

正常氮肥

（N2） 干旱胁迫（D） JD20-3-4～JD20-3-6 
 

1.2  数据采集 

本试验所采用的叶绿素荧光成像系统为 FluorCam大

型叶绿素荧光成像平台（FC800-D/8080，Photon Systems 

Instruments，Czech Republic）。荧光成像平台使用带有

定焦镜头的 CCD 相机，分辨率为 720×560 像素，帧率为

50 帧/s。光源由 5 组发光二极管组成，包括测量光（620 nm

红光）、红外光（735 nm）、光化光 Actinic1（620 nm

红光）、光化光 Actinic2（冷白光）、饱和光（冷白光）

5 种光源，可实现最大光量子效率测量和叶绿素荧光淬灭

分析。其中，本试验中使用的光源有测量光、光化光

Actinic2 和饱和光源。图像采集系统组成如图 1 所示。  

 
1.支架  2.成像系统主机  3.光源  4.高度调节滑道  5.主电源开关  6.CCD
相机  7.网线  8.样本  9.泡沫板  10.计算机  11.图像采集软件 
1.Frame  2.Imaging system controller  3.Light sources  4.Height-adjustable 
slide  5.Main power  6.CCD camera  7.Network cable  8.Sample  9.Foam  
10.Computer  11.Image acquisition software 

图 1  叶绿素荧光图像采集系统 
Fig.1  Chlorophyll fluorescence image acquisition system 
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图像采集全程在黑暗状态条件下进行，成像空间内

无风，避免叶片晃动；试验前将待测植株在日光下充分

光照 20 min，光照强度 350～400 µmol/(m2·s)，之后充分

暗适应 30 min，以获得最佳荧光状态。植株横向放置于

图像采集区，位置位于成像平台的正中央，使用泡沫板

固定位置以确保成像稳定性；通过高度调节滑道进行成

像高度控制，成像平面距离镜头 60 cm，保证每株成像面

积不超过相机成像窗口面积的 2/3；植株叶片的位置在镜

头下的成像互不干扰且尽可能保持水平，确保成像的清

晰有效。首先以 5%的梯度进行 10 组预试验成像，结果

表明在最大饱和光强的 30%（1 346.0 µmol/(m2·s)）及以

上的脉冲作用下，样本最大光量子效率 Fv/Fm稳定在 0.78

左右，已达到饱和点[21]，由此确定正式试验的饱和光强

为 30%。由玉米实际生长环境下的光照[22]确定光化光

（ Actinic2 ） 的 强 度 为 其 最 大 光 强 的 70%

（382.9 µmol/(m2·s))。叶绿素荧光成像的正式试验采用淬

灭分析（Quenching Analysis）[23]，试验进行之前，将植

株重新进行 20 min 暗适应，按随机顺序分别对每盆植株

进行成像试验，单次成像一盆植株。淬灭分析中，第一

次暗适应阶段初始荧光 Fo 的持续时间 5 s，饱和脉冲持

续时间 0.96 s，最大荧光 Fm 测量后的暂停时间为 15 s；

光适应阶段光化光的作用时间为 70 s，脉冲数量 6 次，脉

冲持续时间 0.96 s，脉冲间隔分别为 9、9、9、19、19 s；

第二次暗适应阶段中脉冲数量为 3 次，脉冲持续时间

0.96 s，脉冲间隔 29 s。本试验中激发光作用时间点、作

用环境及荧光淬灭动力学曲线示意图如图 2 所示。 

 

图 2  叶绿素荧光猝灭分析示意图 

Fig.2  Schematic of chlorophyll fluorescence quenching analysis  

 
图像采集时期为玉米植株 5 叶期（V5）。由于植株

可能出现下层叶片衰老脱落的现象，每盆植株共获取 4～

5 个叶片的荧光图像，由植株形态学由下至上的顺序标记

叶片，分别记录为“叶片 1”～“叶片 5”（若叶片 1 脱

落，则只记录“叶片 2”～“叶片 5”），试验共获得 245

个荧光图像样本。 

1.3  数据分析 

通过感兴趣区域（Region Of Interest，ROI）的选择

对玉米植株进行图像划分，获取每株玉米不同位置叶片

的荧光淬灭动力学曲线、荧光参数、荧光参数图像。本

研究中使用到的主要荧光参数符号、计算式及其概念描

述如表 2 所示。采用一维卷积移动平均对荧光淬灭动力

学曲线进行降噪，并去除边界效应，以消除环境噪声的

干扰；采用基于层次化聚类方法的非加权组平均法

（Unweighted Pair-group Method with Arithmetic Means，

UPGMA）对荧光淬灭中的荧光参数进行聚类分析[24]，以

度量样本间的相似度；采用曼-惠特尼 U 检验

（Mann-Whitney U test）进行叶片间的显著性分析[25]，以

更好地分析复杂环境中的样本；使用多元回归拟合的方

法进行单个荧光参数的特征拟合；对于以多个叶片为特

征的单个荧光参数以及以多个荧光参数为特征的单个叶

片，采用支持向量机（Support Vector Machines，SVM）、

随机森林（Random Forest，RF）、偏最小二乘（Partial Least 

Squares，PLS）判别分析 3 个分类算法来进行玉米品种、

土壤氮含量、土壤水含量的判别建模[26-28]，并进行了十

折交叉验证，验证特征的规律性强弱；使用偏最小二乘

变量重要性预测（Partial Least Squares-Variable Important 

in Projection，PLS-VIP）对荧光参数中的特征进行评分[29]，

筛选具有较高权重的特征叶片。 

表 2  本研究中使用的关键荧光参数、计算式及其概念 
Table 2  Key fluorescence parameters, calculation formula and 

their description used in this study 

荧光参数 
Fluorescence 
parameters

计算式 
Calculation formula 

概念描述 
Description 

Fv/Fm (Fm−Fo)/Fm 
PSⅡ最大光量子效率，反映 PSⅡ
反应中心内禀光能转换效率，可

有效表征植株的胁迫状况[30] 

△F/Fm' (Fm_Lss−Ft_Lss)/Fm_Lss 
PSⅡ实际光量子效率，反映 PSⅡ
反应中心在有部分关闭情况下

的实际光能转换效率[30] 

qL_Lss (Fq_Lss/Fv_Lss)/(Fo/Ft_Lss) 
PSⅡ稳态光适应光化学淬灭，

反映 PSⅡ反应中心的开放程度

及其电子传递活性的高低[31] 

NPQ_Lss (Fm−Fm_Lss)/Fm_Lss 

PSⅡ稳态非光化学荧光淬灭，

反映光系统对过量的光能热耗

散的能力，对光合机构起一定的

自我保护性[31] 

Rfd_Lss (Fp−Ft_Lss)/Ft_Lss 

PSⅡ光适应稳态荧光衰减率，

常被用作高等植物光合活性的

评估，用于估算叶片中的 CO2
同化速率和叶绿素含量[32] 

注：Fo：初始荧光；Fm：最大荧光；Fm_Lss：光适应后的稳态最大荧光；

Fp：Kautsky 诱导效应最大荧光；Ft_Lss：光适应稳态荧光；Fv_Lss：稳态

可变荧光；Fq_Lss：稳态淬灭荧光。 
Note: Fo: initial fluorescence; Fm: maximum fluorescence; Fm_Lss: steady-state 
maximum fluorescence after light adaptation; Fp: Kautsky induced effect 
maximal fluorescence; Ft_Lss: light-adapted steady-state fluorescence; Fv_Lss: 
steady-state variable fluorescence; Fq_Lss: steady-state quenched fluoescence. 

 

2  结果与分析  

2.1  叶片荧光淬灭特性垂直分布异质性分析 

荧光淬灭动力学曲线表达了淬灭过程中不同时间的

实际荧光产量，可通过反映 PSⅡ 的电子传递情况，表达

叶片实际的光合作用强度，进而表征植物的光合性能。

如图 3 为 2 种玉米品种、2 种土壤氮含量、2 种土壤水含

量的综合处理下，植株不同位置的叶片的荧光动力学曲

线分布图，由荧光淬灭动力学曲线的整体分布图得出，
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叶片 1 的总体荧光强度最低，最大荧光 Fm 在 300～550 

(a.u.)之间；叶片 2 次之，最大荧光 Fm 在 500～750 (a.u.) 

之间；叶片 3 的最大荧光 Fm 在 700～900 (a.u.)之间；叶

片 4、叶片 5 的最大荧光 Fm 相近，在 800～1 100 (a.u.)

之间。随着叶片高度的增加，总体荧光强度呈逐渐增大

趋势，其中，叶片 1~叶片 3 的光合作用能力具有较高的

区分度；叶片 3~叶片 5 的曲线仍呈递增趋势，但差别不

明显。受到多种处理相互作用的影响，每个位置的叶片

都具有较宽的误差带，误差带最宽的部分位于 Fm—

Fm_Lss 阶段，表明光适应部分的荧光参数更易受到品种、

氮、水因素的影响。此外，随着叶片高度的增加，植株

叶片从 Fm_L3 到 Fm_Lss 的曲线斜率显著增加，表明光

适应过程中较高位置的叶片产生了较快的荧光淬灭。 

 
注：图中叶片位置编号顺序为植株形态学由下至上，各叶片类别中心的加粗

线为其动力学曲线的均值，两侧为曲线误差带。曲线上方的标记为荧光淬灭

过程的关键节点，其中，后缀 Ln 为第 n 次脉冲的光适应荧光，Dn 为第 n
次脉冲的暗弛豫荧光，下同。 
Note: Leaf numbering order is plant morphology from bottom to top, and the bolded 
line for each leaf category is the mean value of its kinetic curve, flanked by curve 
error bands. The markers above the curve are the key nodes of the fluorescence 
quenching process, the suffix Ln is the light-adapted fluorescence of the nth pulse, 
and Dn is the dark relaxation fluorescence of the nth pulse, the same below. 

图 3  不同高度的叶片荧光动力学曲线分布 
Fig.3  Distribution of leaves fluorescence kinetic curves at  

different heights 
 
不同的试验样本按照不同试验处理可分为 18 组，每

种处理的样本按垂直高度上叶片的位置进一步划分为 90

类样本。在叶绿素荧光成像系统获得的 101 个荧光参数

中，31 个为基础荧光参数，即直接由叶绿素荧光成像系

统采集获得的参数，70 个为间接荧光参数。基于上述荧

光动力学曲线分布的分析，基础荧光参数不足以表达不

同样本间的荧光淬灭特性，因此选取上述 90 种样本及其

对应的 31 个与荧光强度直接相关的参数（包含基础荧光

参数 31 个，间接荧光参数 16 个），其中，基础荧光参

数分别为叶绿素荧光淬灭分析多次脉冲过程中初始荧光

Fo、Kautsky 诱导效应最大荧光 Fp、最大荧光 Fm、光适

应即时荧光 Ft 的系列参数（Fp 包含 3 种计算方式，其他

参数包含其光适应参数和暗弛豫参数），间接荧光参数

分别为叶绿素荧光淬灭分析中可变荧光 Fv、淬灭荧光 Fq

的系列参数（包含其光适应参数和暗弛豫参数）。对荧

光参数值进行对数处理后进行了非加权组平均法聚类分

析，得到垂直高度上 5 片叶片的荧光参数的聚类热图如

图 4 所示。受图片尺寸限制，对显示结果进行等距采样，

其中样本仅显示 30 类，荧光参数仅显示 24 个。 

根据聚类结果，样本聚类可分为四大类。其中，第

一大类以叶片 1 的样本为主，且显著区别于其他类；第

二大类以叶片 2 为主；第三大类以叶片 3 的样本为主，

但较高土壤氮含量处理下先玉 335 的较高位叶片以及较

低土壤氮含量处理下浚单 20 的较低位叶片也有少量样本

分布在此类；第四大类以叶片 5 为主，且各品种的叶片 3、

叶片 4 均有出现。综上分析，在 5 片叶片的垂直分布中，

叶片 1 与叶片 2 不受品种、土壤氮含量、土壤水含量的

影响，其荧光淬灭过程中的荧光参数均有较为显著的区

分特征。多数样本的叶片 3 具有相同的荧光特性，但浚

单 20 和先玉 335 的部分叶片样本受到环境因素的影响，

垂直分布特性发生了变化。多数样本的叶片 5 具有相同

的荧光特性，部分较高土壤氮含量中的样本的叶片 3、叶

片 4 也与此类样本有类似的荧光淬灭特征。对比上述结

果可进一步得出结论，郑单 958 在不同土壤氮含量的条

件下，垂直分布异质性较其他两个品种变化较小，拥有

更强的耐低氮能力，这与齐红志等[33]的研究结论相符。

此外，土壤水含量并未对聚类结果产生显著的影响。 

 
注：热图中荧光参数值的大小以热图颜色表示，颜色越深，参数值越大。样

本聚类结果中，“leaf n”代表植株形态学由下至上的第 n 片叶片，其他标

记释义见表 1。Ft 为光适应即时荧光；Fv 为可变荧光；Fq 为淬灭荧光，其

他标记释义见表 2。 
Note: The magnitude of the fluorescence parameter values in the heat map is 
indicated by the heat map color, the deeper the color, the larger the parameter 
value. In the sample clustering results, the “leaf n” represents the nth leaf from 
the bottom to the top of the plant morphology, and the other markers are 
interpreted in Table 1. Ft is the light-adapted immediate fluorescence; Fv is the 
variable fluorescence; Fq is the quenched fluorescence, and the other markers are 
explained in Table 2. 

图 4  不同处理叶片的荧光淬灭参数聚类热图 

Fig.4  Clustering heat map of fluorescence quenching parameters 
of leaves with different treatments 

 
由荧光动力学曲线表征的 47 个荧光参数聚类为三大

类，包含了不同类型信息，但同时具有一定共线性，需

要利用数据挖掘产生的具有更为明确意义和普遍性的指

标进行表达。 



农业工程学报（http://www.tcsae.org）                                2022 年   

 

166 

2.2  叶片荧光参数的垂直分布异质性分析 

2.2.1  叶绿素荧光参数图像分析 

通过不同处理下各荧光参数成像结果的对比，筛选

出了不同处理下荧光参数峰值差异显著，且不同重复中

空间分布一致性较强的 3 个参数：Fv/Fm、qL_Lss 和

Rfd_Lss。将上述 3 个参数的典型图像进行了可视化对比，

结果如图 5 所示。 

 

图 5  不同品种、氮环境下的叶绿素荧光成像图 

Fig.5  Chlorophyll fluorescence imaging under different varieties 
and nitrogen environment 

 
最大光量子效率 Fv/Fm 的分布范围主要在 0.6～0.8，

且正常土壤氮含量下的 Fv/Fm 参数值明显高于微量土壤

氮含量，表明土壤氮含量会显著影响叶片光合反应中心

内的最大光能转换效率。由于叶片衰老的影响，叶片 1

与其他叶片相比在整体上表现出了显著的差异，但参数

在各叶片内部各点的分布上差异不明显，表明正常生长

的叶片最大光能转换效率在垂直高度上的差异性较小。 

稳态光化学淬灭系数 qL_Lss 的分布范围主要在

0.5～1.0 之间，且正常土壤氮含量下的 qL_Lss 参数值明

显高于微量土壤氮含量，表明土壤氮含量会显著影响叶

片光合反应中心内的光化学反应比例[34]。在垂直高度的

分布上，叶片的光化学淬灭呈上升趋势，表明较高位置

的叶片具有较高的电子传递活性；在叶片内分布上，荧

光参数较大值主要分布在叶片中部，而在叶片边缘、叶

片尖部和生长点的值较小，表明此部位在光合作用中具

有较高的电子传递活性。 

稳态荧光衰减率 Rfd_Lss 的分布范围主要在 0～2 之

间，荧光参数值的分布随土壤氮含量的不同产生了显著

的差异。垂直分布上，微量土壤氮含量的叶片 4、叶片 5

与较低位叶片显著不同，而正常土壤氮含量的叶片 3 及

其以上的叶片没有明显的变化，表明土壤氮含量的降低

会显著降低植株整体的叶片活性。参数在叶片内各点的

分布上与参数 qL_Lss 类似，荧光参数较大值主要分布在

叶片中部，说明此叶片部位的叶片活性较强。 

综合叶片荧光参数成像结果可知，叶片 3 及以上的

叶片荧光参数异质性明显降低，且显著受到不同土壤氮

含量的影响；不同玉米品种的荧光特征没有产生显著的

成像差异，因此需要进一步研究其分布规律，探究品种

间光合作用特性的显著性差异。 

2.2.2  荧光参数垂直分布异质性分析 

为探究不同位置叶片荧光参数分布特性，选取了多

因素综合作用下各叶片的典型荧光参数进行分析，图 6

展示了不同位置叶片关键荧光参数的分布差异。其中，

图 6 a 为各叶片的 Fv/Fm 分布，结果表明随着垂直高度的

增加，其最大光量子效率 Fv/Fm 呈明显的上升趋势，且

叶片 1 与叶片 2（P<0.001）、叶片 4 与叶片 5（P<0.05）

之间具有显著性差异。这表明随着垂直高度的增加，叶

片的 PSⅡ 最大光能转化效率增大，临近衰老的叶片（叶

片 1）与正常生长的叶片相比，PSⅡ 最大光能转化效率

显著降低，新生叶片（叶片 5）与正常生长的叶片相比，

PSⅡ 最大光能转化效率显著增大。图 6b 为各叶片的

△F/Fm’分布，结果表明随着垂直高度的增加，其实际光

量子效率均值呈上升趋势，这表明随着垂直高度的增加，

叶片的 PSⅡ 实际光能转换效率增大。叶片 1 与叶片 2

之间、叶片 2 与叶片 3 之间、叶片 4 与叶片 5 之间的差

异不明显（P≤1.00）；叶片 1、叶片 2、叶片 3 与叶片

4、叶片 5 之间具有显著性差异（P<0.001）。这表明叶

片 4 和叶片 5 在实际的光合作用中具有更大优势。图 6 c

为各叶片的 qL_Lss 分布，结果表明随着垂直高度的增

加，光化学淬灭分 3 个层次显著增加，叶片 1 为第一层，

叶片 2、叶片 3 为第二层，叶片 4、叶片 5 为第三层，

表明植株的光反应电子传递活性逐级增高，叶片 4、叶

片 5 的反应中心电子传递活性最强。张子山等[35]的研究

表明了随着叶片的衰老，最大光能转换效率和电子传递

活性均有降低趋势，与本文上述研究结果相符。图 6 d

为各叶片的 NPQ_Lss 分布，结果表明随着垂直高度的增

加，叶片 2 及其以上叶片稳态非光化学淬灭 NPQ_Lss

差异并不显著，初步判断叶片 1 的非光化学淬灭相对较

高的主要原因是其本身光合机构的老化。 

2.3  叶片光合特性的垂直分布规律探究 

2.3.1  不同处理下叶片光合特性垂直分布规律研究 

为了探究不同处理下植株叶片光合特性的垂直分布

规律，对上述处理的叶片关键荧光参数在垂直方向的分布

进行了拟合，如图 7 所示。由图 7 a 可知，不同土壤氮含

量处理样本的Fv/Fm参数在95%水平下有显著的二次函数

分布特征，随着叶片高度的增加，PSⅡ 反应中心内的最

大光能转换效率呈增大趋势，且增幅越来越小，表明新生

叶片的最大光合作用效率高于较早生长的低位叶片，且随

叶片高度的增加，叶片间的最大光能转换效率差距逐渐缩

小。此外，对植株不同氮含量处理会显著影响荧光参数的

垂直分布特性，随着土壤氮含量的增加，垂直分布曲线的

二次项系数和截距均呈增大趋势，整体曲线的高度增加，

且微量土壤氮含量条件对垂直分布产生了更大的影响，其

叶片 4 的 Fv/Fm 到达了曲线最高点，这是因为土壤氮含量
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会显著影响叶片蛋白质生成，进而影响其叶绿素含量，导

致低位叶片的较早衰老，高位叶片养分不足[36]。由图 7b

可知，不同品种间的 qL_Lss 参数分布近似于一次函数，

随着垂直高度的增加，样本的光化学淬灭呈增加的趋势，

3 个品种的斜率从大到小依次为郑单 958、先玉 335、浚单

20，说明其光反应电子传递活性垂直分布差异依次减小；

郑单 958 的曲线拟合 F 值显著大于其他两个品种，表明该

品种叶片 qL_Lss 参数线性分布规律更强，进而说明不同

氮含量处理对该品种叶片光化学淬灭的差异影响较小，验

证了该品种对土壤氮含量有较强的抗逆性[37]。 

 
a. Fv/Fm b. △F/Fm’ c. qL_Lss d. NPQ_Lss 

注：相邻叶片的曼-惠特尼 U 检验结果在图中标出，其中“*”代表 P≤0.05；“**”代表 P≤0.001。 
Note: The results of the Mann-Whitney U test for adjacent leaves have been marked in the figure, where “*” represents P≤0.05; “**” represents P≤0.001. 

图 6  多因素影响下各叶片荧光参数分布差异 

Fig.6  Differences in the distribution of fluorescence parameters of leaves under the influence of multiple factors 
 

 
a. 不同土壤氮含量下 Fv/Fm 的垂直分布 

a. Vertical distribution of Fv/Fm under different nitrogen treatments 

 
b. 不同品种间 qL_Lss 的垂直分布规律 

b. Vertical distribution of qL_Lss among different varieties 

图 7  部分荧光参数在不同处理条件下的垂直分布规律 

Fig.7  Vertical distribution of fluorescence parameters under 
different treatment conditions 

 
为了进一步探究玉米植株在多种处理条件下的垂直

分布规律，以叶片荧光参数分类植株组别的能力来量化

叶片垂直分布规律性强弱。本试验以同一植株 5 叶片的

荧光参数为特征，选择典型机器学习分类算法建立玉米

品种、土壤氮含量、土壤水含量的判别模型。模型建立

时采用十折交叉验证的方法进行数据集划分以保证数据

分布的一致性，并避免过拟合的产生。关键荧光参数在 3

种分类器下的判别准确性结果如表 3 所示。  

表 3  关键荧光参数在 3 种分类器下的样本类型判别准确率 
Table 3 Accuracy of sample type discrimination of key 

 fluorescence parameters under 3 classifiers % 

玉米品种 Maize 
variety  

土壤氮含量 Soil 
nitrogen content  

土壤水含量 Soil 
water content  

荧光参数 
Fluorescence 
parameters SVM RF PLS SVM RF PLS SVM RF PLS

NPQ_Lss 56 56 46 58 58 58 70 66 64

qL_Lss 66 44 40 64 48 56 52 46 64

△F/Fm’ 66 50 52 54 60 46 64 60 56

Fv/Fm 58 60 62 70 72 72 60 54 50

Rfd_Lss 56 52 44 54 60 52 72 60 66

注：SVM、RF、PLS 分别为支持向量机、随机森林和偏最小二乘算法。 
Note: SVM, RF, PLS are support vector machines, random forest, partial least 
squares, respectively. 

 
为充分表达整体判别效果，将 3 种分类器判别结果

的平均值作为荧光参数的评估标准。由判别结果分析，

对玉米品种、土壤氮含量、土壤水含量判别的最佳荧光

参数分别为 Fv/Fm、Fv/Fm 和 NPQ_Lss，其平均判别准

确率分别为 60.00%、71.33%和 66.67%，均高于随机判别

准确率 33.33%、33.33%和 50.00%。选择判别准确率最高

的分类器模型，并分别绘制上述特征荧光参数的交叉验

证混淆矩阵，如图 8 所示。 

玉米品种的判别分析中，Fv/Fm 的准确率相对较高，

表明不同玉米品种 PSⅡ最大光能转换效率的垂直分布规

律性最强，其中，以郑单 958 的最大光量子效率垂直分

布规律性最为显著，如图 8a 所示。在土壤氮含量的判别

分析中，Fv/Fm 的判别准确率最高，表明不同土壤氮含量

下 PSⅡ最大光能转换效率的垂直分布规律性最强，进一
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步说明土壤氮含量会对叶片光能转换效率产生影响。如

图 8b 所示，由交叉验证混淆矩阵可知，微量氮含量的判

别准确率达 0.94，远超其他两个水平，可知玉米植株在

环境严重缺少氮元素的情况下其生长发育有极高的概率

会受到影响，在环境少氮的情况下，有 50%以上的概率

其生长发育会受到影响。在土壤水含量作用下，3 种判别

方法的效果均不够理想，其中非光化学淬灭 NPQ_Lss 的

判别准确率相对较高，由图 8c NPQ_Lss 的交叉验证混淆

矩阵可知，植株有 0.88 的概率在干旱胁迫后，垂直分布

规律产生变化。 

 
a. 玉米品种偏最小二乘判别中的 Fv/Fm 参数 

a. Fv/Fm in PLS of maize varieties discrimination 
b. 土壤氮含量随机森林判别中的 Fv/Fm 参数 

b. Fv/Fm in RF of soil nitrogen content 
discrimination 

c. 土壤水含量支持向量机判别中的 NPQ_Lss 参数 
c. NPQ_Lss in SVM of soil water content 

discrimination 

图 8  特征荧光参数垂直分布规律性判别的交叉验证混淆矩阵 

Fig.8  Cross-validation confusion matrix for the discrimination of regularity of vertical distribution of important fluorescence parameters 

 
由于试验样本是在多个胁迫因素综合作用下培育，

可能加剧了不同样本间的差异，导致在叶片光合特性的

垂直分布规律研究中，样本的规律性没有得到很好地体

现。具体表现在：不同土壤氮含量条件下的曲线拟合 F

值不稳定，不同土壤水含量条件下的特征拟合结果 R2较

低，土壤水含量分类判别准确率较低等。拟在后续研究

中适当增加水分胁迫组别和程度，进一步揭示水胁迫对

光合特性垂直分布规律的影响；针对作物生长期对垂直

分布规律具有显著影响，延长作物的生长至 10 叶期，探

究不同生长阶段光合特性垂直分布的变化；扩大样本数

量，减小微气候或个体差异产生的影响。 

2.3.2  植株叶片垂直光合异质性关键叶片研究 

为了探究叶片垂直分布中影响样本类型判别的关键

叶片，基于上述分类结果，选取了品种、土壤氮含量、

土壤水含量判别分析中的最优荧光参数进行偏最小二乘

变量重要性预测（PLS-VIP），以进一步进行特征变量筛

选。同时，以每片叶片的 5 个关键荧光参数（见表 2）为

特征，使用支持向量机、随机森林、偏最小二乘判别分

析 3 种判别方法来进行玉米品种、土壤氮含量、土壤水

含量的建模及预测。将各位置叶片的平均判别结果按叶

片位置绘制成趋势图，各位置叶片的变量 VIP 得分和平

均判别准确率结果如图 9 所示。 
 

 
a. 玉米品种判别 

a. Varieties differentiation 
b. 土壤氮含量判别 

b. Nitrogen content differentiation 
c. 土壤水含量判别 

c. Water content differentiation 

图 9  3 种判别分析中叶片的 PLS-VIP 得分与平均判别准确率 

Fig.9  PLS-VIP (Partial Least Squares-Variable Important In Projection) scores and average discriminant accuracy of leaves in three 

discriminant analyses 

 
如图 9a 所示，在玉米品种判别分析中，基于单个荧

光参数（Fv/Fm）、多个叶片为特征的特征变量选择和基

于多个荧光参数、单个叶片为特征的判别分析表现出相

同的趋势，且均在叶片 2 上展现出较高的判别性能。这

表明叶片 2 可以作为玉米品种判别的“特征叶片”。如

图 9b 所示，在土壤氮含量判别分析中，在以单个荧光参

数（Fv/Fm）、多个叶片为特征的特征变量选择中，叶片

1、叶片 2 判别均产生了有效贡献（VIP 得分大于 1），

且叶片 1 的得分较高；在以多个荧光参数、单个叶片为

特征的判别分析中，叶片 2 具有最高的平均判别准确率。
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因此，叶片 2 可以作为土壤氮含量判别的“特征叶片”。

如图 9c 所示，在土壤水含量判别分析中，基于单个荧光

参数（NPQ_Lss）、多个叶片为特征的特征变量选择和基

于多个荧光参数、单个叶片为特征的判别分析表现出相

同的趋势，且在叶片 1、叶片 5 上展现出较高的判别性能，

但叶片 1 的特征评分和判别准确率均略高于叶片 5，表明

叶片 1 可以作为土壤水含量判别的“特征叶片”。 

3  结  论 

本研究以 3 种玉米品种在 3 种氮含量和 2 种水含量

环境下的苗期植株为研究对象，利用叶绿素荧光成像技

术，从叶绿素荧光淬灭特性、叶绿素荧光参数特征、叶

绿素荧光参数垂直分布规律、垂直分布异质性关键叶片 4

个方面进行了植株叶片光合特性的垂直分布研究。主要

有以下结论： 

1）在叶绿素荧光淬灭特性上，植株形态学由下至上

的第 1 和第 2 片叶片（叶片 1 和叶片 2）不受品种、土壤

氮含量的影响，其淬灭特性均有较为显著差异。郑单 958

在不同土壤氮环境下的荧光淬灭异质性小于先玉 335 和

浚单 20，拥有更强的耐低氮能力。 

2）在叶绿素关键荧光参数垂直分布上，参数 Fv/Fm

表明衰老、正常、新生叶片的光合作用最大光能转换效

率依次显著增大，该特征在叶片内部各点的分布上差异

性较小；参数△F/Fm’表明植株形态学由下至上的第 4 和

第 5 片叶片（叶片 4 和叶片 5）的实际光能转换效率具有

显著优势；参数 qL_Lss 表明光反应电子传递活性随垂直

高度的增加分 3 个等级逐级增大；参数 NPQ_Lss 表明叶

片的非光化学能量耗散在正常叶片中差异性较小，在衰

老叶片中显著增大。 

3）叶绿素荧光参数垂直分布规律上，不同荧光参数

的垂直分布拟合效果均不够理想。其中，参数 Fv/Fm 在

不同的土壤氮含量下的垂直分布与二次曲线有较高的拟

合特征，随着土壤氮含量的降低，垂直分布的异质性增

大；qL_Lss 在不同品种间的垂直分布与一次曲线有较高

的拟合特征，垂直分布异质性表现由大到小依次为郑单

958、先玉 335、浚单 20，郑单 958 的抗逆性较强。支持

向量机、随机森林、偏最小二乘判别分析的判别结果表

明，Fv/Fm 对不同玉米品种的判别准确率最高，郑单 958

样本的判别准确率达 0.82，垂直分布规律更显著；Fv/Fm

对不同土壤氮含量的判别准确率最高，微量土壤氮含量

下的样本判别准确率达 0.94，垂直分布规律更显著；

NPQ_Lss 对不同土壤水含量的判别准确率较高，干旱环

境下的样本判别准确率达 0.88，垂直分布规律性更显著。 

4）在玉米品种和土壤氮含量的分析中，叶片 2 可以

作为区分玉米品种的“特征叶片”；在土壤水含量的分

析中，叶片 1 可以作为土壤水含量评估的“特征叶片”。 
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Vertical distribution of photosynthetic characteristics of maize leaves at 
the seedling stage using chlorophyll fluorescence imaging 

 

Xiao Tianpu, Yang Li, Zhang Dongxing, Wang Liangju※, Zhang Tianliang, Du Zhaohui, Li Hongsheng, Xia Xulong  
 (1. College of Engineering, China Agricultural University, Beijing 100083, China; 2. Key Laboratory of Soil-Machine-Plant System 

Technology of Ministry of Agriculture and Rural Affairs, Beijing 100083, China) 
 

Abstract: Leaf photosynthetic characteristics of maize seedlings can greatly contribute to the accuracy of phenotype detection. 
This study aims to determine the vertical distribution of leaf photosynthesis in three maize varieties at the seedling stage 
(five-leaf stage). The chlorophyll fluorescence imaging was also utilized to clarify the combined influence of different 
environmental nitrogen and water content. The results were as follows. 1) The leaf 1 and leaf 2 were not affected by the 
species, nitrogen, and water treatment, in terms of the chlorophyll fluorescence quenching, indicating the more significantly 
different fluorescence intensities. The unweighted pair-group method with arithmetic means (UPGMA) cluster analysis was 
conducted to produce the four levels of differentiation with the leaf position as the dominant factor. The clustering of ZD 
958 was less heterogeneous than XY 335 and JD 20 under different environmental factors. There were no outstanding 
clustering characteristics for the nitrogen and water content. 2) In the vertical distribution of key chlorophyll fluorescence 
parameters, the parameter Fv/Fm indicated that there was a significant increase in the maximum photosynthetic light energy 
conversion efficiency of senescent, normal, and neonatal leaves in sequence. There was no variation in the feature within the 
leaves. The parameter △F/Fm' indicated that the high morphological positions were greatly contributed to the actual light 
energy conversion efficiency of the two leaves. The parameter qL_Lss indicated that the photoreactive electron transfer 
activity increased in the three steps with the increase of vertical height. The parameter NPQ_Lss indicated that the less variable 
non-photochemical energy dissipation was found in the normal leaves, but the significant increase in the senescent leaves. 3) A 
high fitting characteristics with the quadratic function were found in the vertical distribution of the maximal PSⅡ efficiency 
(Fv/Fm) at the different ambient nitrogen levels. The heterogeneity of the vertical distribution increased, as the ambient 
nitrogen level decreased. A high fitting characteristics with the primary function were also found in the vertical distribution of 
the steady-state light-adapted quenching (qL_Lss) at the different varieties. The heterogeneity of the vertical distribution was 
ranked in the order of the ZD 958 > XY 335 > JD 20. Among them, the ZD 958 was more resistant to the stress. A comparison 
was made on the Support Vector Machines (SVM), Random Forest (RF), and Partial Least Squares Discriminant Analysis 
(PLS-DA). The maximal PSⅡ efficiency (Fv/Fm) of ZD 958, the samples under the trace ambient nitrogen content, and the 
steady-state non-photochemical quenching (NPQ_Lss) of samples under the drought environment were detected with 0.82, 
0.94, and 0.88 accuracy, respectively. There was much more significant pattern of vertical distribution compared to other 
treatments and fluorescence parameters. 4) The plant leaves were numbered from the bottom to the top in the “key leaf” 
analysis of leaf photosynthetic heterogeneity. The “key leaf” was then selected as the second leaf, second leaf and first leaf for 
the identification of maize varieties, the environmental nitrogen, and water content assessment in the discriminant analysis of 
varieties, water, and nitrogen content treatment, respectively. 
Keywords: chlorophyll fluorescence; photosynthesis; maize; vertical distribution 
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