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利用葉綠素計量測菊花葉片之老化1 

許謙信2、Jeff G. Atherton3, Peter G. Alderson3 

摘  要 

本試驗之目的在建立以葉綠素計推估菊花葉綠素含量之方法，以應用於觀測切花老化

過程中葉片黃化現象，並作為篩選品種之工具。葉綠素計量測之SPAD值與可萃取葉綠素

含量之間，不論以葉面積或鮮重計算均有顯著相關。菊花在25℃黑暗中誘導不同老化階

段之葉片，其SPAD值與比色定量分析法之葉綠素含量為線性迴歸。以葉面積計算，其決

定係數R2=0.820，以葉鮮重計算，其決定係數R2=0.660。以具有不同深淺綠色葉片之18

個品種，SPAD讀值及葉綠素含量之線性迴歸分析，以葉面積及鮮重計算，其決定係數R2 

分別為0.795及0.635。觀察三個菊花品種葉圓片在黑暗中，6個不同溫度下之SPAD值變

化，溫度愈高，SPAD下降之速度愈快。測試了18個品種在25℃黑暗中SPAD值變化。其

SPAD初始值分別自42.0至60.8之間，培養8天後，SPAD下降速度最快者為 ‘青心黃’，迴

歸係數為-6.51，下降速度最慢者為 ‘阿來粉’，迴歸係數為-2.13。高葉綠素含量之品種到

達黃化(約為SPAD=30)之日數較長(相關係數r=0.662)。同時，葉片之黃化亦與葉綠素崩解

之速率有關(相關係數r=0.718)。在育種上，葉片葉綠素含量與其喪失速率二者均應做為選

拔品種之指標。 

關鍵字：菊花、葉片老化、SPAD、葉綠素崩解。 

前  言 
葉綠素的變化用於觀察很多的生理現象。然而破壞性的定量分析方法不利於連續性的觀

察 (1)。非破壞性的葉綠素計之量測值因其與葉綠素含量的高度相關，可作為田間之量測儀器，

用於觀察葉綠素之變化 (19,20,33)，特別是用來估計氮素的營養狀態 (5,17,28,29)、栽培環境之影響
(3,12,13)、葉片之老化 (4,7,26)、及品種比較 (17,29,33)，已廣泛應用於試驗及實際栽培。 

溫度常為菊花葉片老化之致命因子 (6,21,25)。葉片之老化為切花壽命長短判別之指標之

一，其早期徵兆多為葉片之黃化，即葉綠素之喪失(15)。溫室栽培之菊花，若在高溫30℃以上，

會發生下部葉枯死之現象(21)。菊花切花在20℃及25℃下3週，尚無明顯之老化現象，而在30
℃下，葉片則迅速老化(6)。營養生長的盆菊在20℃黑暗下儲藏二天，其葉片品質即降低(25)。

本試驗亦探討溫度對菊花葉片老化之影響。 
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SPAD葉綠素計已廣泛利用於農藝作物(7,13,17,32)，蔬菜及水果(8,12,29,30)之葉片葉綠素含量推

估，然而尚鮮少應用於花卉作物上。本試驗之目的在建立以葉綠素計推估菊花葉片葉綠素含

量之方法，以其應用於觀測切花老化過程中葉片黃化現象 (15)，並作為篩選品種之工具。 

材料與方法 
一、試驗材料 

菊花之扦插及幼苗種植於1999年一月至六月於英國諾丁漢大學溫室，於下午5:00至夜間

11:00間及清晨5:00至8:00間，進行夜間電照，電照之最低光度為50 lux。溫室內控制於日溫25 
℃，夜間20℃。幼苗摘心後，留下一新枝條以備試驗。摘心後植株經營養生長3週後，開始採

取展開葉，葉序為第11至16片，進行試驗。 
二、葉綠素計 

葉綠素計(SPAD-502 Chlorophyll meter, Minota Co. Ltd., Japan)使用二個波長用於量測綠

色及估算葉綠素含量變化，儀器使用二個LED，一為波峰於650 nm，另一為紅外光940 nm(20)。 
三、葉綠素定量分析 

一或二片葉片鮮重約0.5 g，稱重後以光投射葉面積儀量測其葉面積。以液態氮於研缽中

粉碎組織，加入10 ml 80%丙酮研磨均質，萃取色素後，溶液倒入試管中，以3000 rpm離心15
分鐘後收集上層液。以10 ml 80%丙酮再萃取一次，混合二次萃取液定量100 ml，以80%丙酮

調整零點及滿點後，讀取A633及A645之吸光度 (1)。 
代入公式求取葉綠素量 
每平方公尺葉綠素含量(mg)＝(20.2×A645＋8.02×A663)×(V(ml)/1000×A(m2)) 
A為葉片組織之葉面積，單位為m2。 
V為葉綠素80%丙酮之抽出液體積，本試驗為100 ml。 
每克鮮重葉綠素含量(mg)＝(20.2×A645＋8.02×A663)×(V(ml)/1000×W(g)) 
W為葉片組織之鮮重，單位為g。 

四、葉片老化過程葉綠素喪失之SPAD量測值與葉綠素含量之迴歸分析： 
採取菊花品種‘Reagan’之葉片，分別於第3、6、9、12天將葉片採下，每次4重覆，共16

個樣品，每樣品二片葉片，葉柄置於有水之試管中，保持葉片水分，置於25℃黑暗之培養箱，

於第15天全部取出量測葉片SPAD值，同時進行葉綠素定量分析。SPAD之量測，每片葉片讀

取3次，每重覆讀取二片葉片，6個觀測值平均為一重覆。進行葉綠素定量分析前，事先量測

葉片之鮮重及葉面積，並分別以重量及葉面積計算葉綠素含量，並與SPAD量測值做迴歸分析。 
五、不同品種之SPAD量測值與葉綠素含量之迴歸分析 

18個菊花品種之葉片，每品種採取一至二葉片，稱重約0.5 g，量測葉面積，依上述方法

量測SPAD值，進行葉綠素定量分析，每品種二重覆，共36個樣品，計算不同品種SPAD量測

值與葉綠素含量之迴歸分析。 
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六、溫度對葉片老化之影響 
採取菊花‘黑小菊’、‘黑心黃’、‘紅哈雷’等三品種展開葉，以蒸餾水清洗後以9 mm打孔器，

切取葉圓片，葉圓片置於培養皿中，葉面向上，墊以濾紙每日加些許蒸餾水，維持葉片水分，

放於不同溫度下，每日量測SPAD讀值。試驗使用3個品種，每個培養皿放入18個圓片，分為6
小區，每小區3個圓片，試驗共6個溫度，分別為12、15、19、23、28、33℃，每個溫度放置3
個培養皿，每個品種共6個重覆。觀察SPAD之日變化，並以SPAD對日數作迴歸分析，以推估

SPAD減少之日變化曲線。 
七、不同品種之葉綠素含量及老化過程中葉綠素之喪失 

18個菊花品種，如上述試驗，切取9 mm葉圓片，置於25℃黑暗下培養，量測其SPAD初

始值及每日SPAD變化至第8天，每個培養皿放置18個圓片，分為6小區，每區3個圓片，每3
個圓片之SPAD平均值為一重覆，每品種6重覆。以SPAD對日數作迴歸線，以推估SPAD減少

之日變化曲線，比較不同品種SPAD值減少之趨勢。 
八、含莖段葉片對葉片老化之影響 

採取菊花‘Reagan’品種之帶葉柄葉片或含葉片之單節莖段，插於裝水之試管中，保持葉

片水分，置於25℃，黑暗或1500 lux日光燈下，試驗包括二種植物材料(帶莖段及不帶莖段之

葉片)及二種環境(黑暗及照明)，共四個處理，每處理5重複。每日量測SPAD讀值，方法如上

述試驗。觀察各處理之葉片黃化過程。 

結  果 
一、葉片老化過程葉綠素喪失之SPAD量測值與葉綠素含量之迴歸分析 

菊花之離體葉片在25℃黑暗下放置3至12天後，其SPAD值於31.4至55.3之間，隨著黑暗

培養之時間延長，SPAD值漸次下降，可以得到不同SPAD值之葉片樣品，以SPAD值與比色定

量分析法之葉綠素含量做線性迴歸分析，結果如下： 
以葉面積為含量計算基礎，其迴歸方程式為(圖一)： 

葉綠素含量(mg/m2)=12.5 X SPAD值-68.0，決定係數R2=0.820 (P<0.001) 
以鮮重為含量計算基礎之結果，其迴歸方程式為： 

葉綠素含量(mg/g鮮重)=0.0381 X SPAD值+0.0666，決定係數R2=0.660 (P<0.001) 
以葉面積計算者其決定係數較以鮮重計算者為高。 

二、不同品種之SPAD量測值與葉綠素含量之迴歸分析 
以具有不同深淺綠色葉片之18個品種，進行SPAD讀值及葉綠素含量之線性迴歸分析，

結果如下： 
以葉面積為含量計算基礎得到之迴歸方程式為(圖二)： 

葉綠素含量(mg/m2)=10.7 X SPAD值-19.5，決定係數R2=0.795 (P<0.001) 
以鮮重為葉綠素含量計算基礎得到之迴歸方程式為： 

葉綠素含量(mg/g鮮重)=0.0356 X SPAD值+0.113，決定係數R2=0.635 (P<0.001) 
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圖一、菊花‘Reagan’品種葉片於 25℃黑暗老化過程中葉綠素計 SPAD 讀值與葉綠素定量分析之迴歸

分析。 
Fig. 1. Linear regression relationship between the chlorophyll meter readings and extracted chlorophyll 

determined by spectrophotometry for leaf senescence of ‘Reagan’ chrysanthemum induced in 25
℃ in the dark. 
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圖二、菊花 18 個品種葉片葉綠素計 SPAD 讀值與葉綠素定量分析之迴歸分析。 
Fig. 2. Linear regression relationship between the reading of SPAD-502 chlorophyll meter and extracted 

chlorophyll determined by spectrophotometry for 18 chrysanthemums. 
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三、溫度對葉片老化之影響 
觀察三個菊花品種葉圓片在黑暗中，6個不同溫度下之SPAD值變化，其中‘紅哈雷’品

種之結果如圖三。以33℃下，SPAD值下降最快，至第5天已至30以下，而後因組織潰瀾，無

法再進行量測，28℃及23℃之處理，SPAD值隨培養日數增加而漸次下降，溫度愈高，下降之

速度愈快。12℃、15℃及19℃等三個處理，培養8天，SPAD下降10~20%，葉圓片仍能維持綠

色，內眼無法辨視與剛培養時之差別。其餘二品種亦有類似趨勢。 

圖三、菊花紅哈雷品種葉片於黑暗中六個溫度下 SPAD 讀值之日變化 
Fig. 3. Daily changes of SPAD readings of ‘Hong-Har-Lei’ chrysanthemum leaves incubated in 6 temperatures in the 

dark. 

圖四為‘黑小菊’、‘黑心黃’及‘紅哈雷’三個品種於28℃黑暗中SPAD之日變化對培養日數

做迴歸分析，三個品種SPAD之下降趨勢大致上為直線關係。其中以黑小菊之初始SPAD值最

高，而SPAD減少之斜率，即迴歸係數，為-2.08，為最低。其他二品種之SPAD初始值與迴歸

係數均很接近，但其SPAD初始值較‘黑小菊’低，而下降速率較高。不同品種之SPAD初始值

與日變化有差異。 
表一列出三個品種在19、23、28、33℃等四個溫度下之SPAD減少之迴歸方程式，愈低

之溫度其迴歸係數愈小，即SPAD下降斜率愈小。不論在任何溫度下，以‘黑小菊’之葉綠素崩

解速率最小。 
四、不同品種之葉綠素含量及老化過程中葉綠素之喪失 

為了進一步了解品種間對葉綠素崩解之差異，本試驗測試了18個品種。其SPAD初始值

分別自42.0至60.8之間，在25℃黑暗中培養8天後，各品種之SPAD值對培養日數之迴歸方程式

如表二。SPAD下降速度最快者為‘青心黃’，迴歸係數為-6.51，下降速度最慢者為‘阿來粉’，
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迴歸係數為-2.13。根據迴歸方程式推算出各品種SPAD下降至30所需日數(肉眼可辨視黃化)，
最快者為小乒乓，可維持2.6天，最慢者為‘阿來粉’，可維持10.7天。 
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圖四、菊花 3 個品種葉片於 28℃黑暗中每日 SPAD 讀值迴歸分析。 
Fig. 4. Linear regression relationship for daily SPAD reading of 3 chrysanthemums in 28℃ in the dark. 

 

表一、菊花 3 個品種葉片於不同溫度黑暗中每日 SPAD 讀值之線性迴歸分析 
Table 1. Linear regression relationship for daily SPAD changes of 3 chrysanthemums in 4 temperatures in 

the dark 

Variety 
Temperature 

treatment 
Regression equation 

Y = r.e. X days + 
R-squrae 

p 
value 

Hei-Shiou-Gi 19℃ Y= - 0.65x + 49.7 0.46 p<0.001 
 23℃ Y= - 0.72x + 49.2 0.51 p<0.001 
 28℃ Y= - 2.08x + 54.8 0.64 p<0.001 
 33℃ Y= - 2.14x + 53.0 0.63 p<0.001 
Hei-Sing-Huang 19℃ Y= - 0.75x + 39.4 0.49 p<0.001 
 23℃ Y= - 1.21x + 40.3 0.74 p<0.001 
 28℃ Y= - 2.40x + 44.6 0.84 p<0.001 
 33℃ Y= - 3.15x + 46.5 0.84 p<0.001 
Hong-Har-Lei 19℃ Y= - 0.81x + 40.9 0.46 p<0.001 
 23℃ Y= - 1.64x + 42.8 0.57 p<0.001 
 28℃ Y= - 2.53x + 45.2 0.75 p<0.001 
 33℃ Y= - 2.25x + 43.2 0.68 p<0.001 
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表二、菊花 18 個品種葉片於 25℃黑暗中 SPAD 初始值、每日 SPAD 讀值迴歸分析及預測葉片黃化

日數 
Table 2. Initial SPAD, regression equation of daily SPAD, and estimated days to SPAD 30 of 18 

chrysanethemums. 

Variety 
Initial SPAD 

reading 
Regression equation R-square p value 

Estimated days 
to SPAD 30

Ho-Lan-Bai 316 60.8±0.7 Y = -3.55x + 60.8 0.70 p<0.001 8.7 
Chau-Din-Yu 324 58.1±1.9 Y = -4.67x + 58.4 0.83 p<0.001 6.1 
Cho-Lin 148 57.5±1.5 Y = -3.33x + 58.0 0.79 p<0.001 8.4 
Chun-Ze-Wan 33 56.9±1.3 Y = -2.81x + 57.8 0.74 p<0.001 9.9 
Huang-Gin-Ye 335 55.0±1.1 Y = -6.21x + 56.2 0.86 p<0.001 4.2 
Tao-Gi 318 53.1±1.8 Y = -3.49x + 53.6 0.86 p<0.001 6.8 
Gin-Fon-Cher 322 53.1±1.3 Y = -2.53x + 55.0 0.73 p<0.001 9.9 
Ar-Lai-Feng 331 52.8±2.2 Y = -2.13x + 52.8 0.77 p<0.001 10.7 
Chin-Sing-Huang 319 52.5±2.3 Y = -6.51x + 54.4 0.89 p<0.001 3.7 
Gi-Siang-Feng 287 52.0±0.8 Y = -3.58x + 52.7 0.78 p<0.001 6.3 
Hong-Kon-Chei 282 51.7±1.7 Y = -3.42x + 51.5 0.81 p<0.001 6.3 
Hong-Mei-Reng 332 50.3±1.5 Y = -2.68x + 49.7 0.79 p<0.001 7.4 
Hei-Siou-Gi 232 49.3±2.3 Y = -3.58x + 50.7 0.88 p<0.001 5.8 
Hua-Se-Gie 377 48.5±1.6 Y = -2.77x + 46.2 0.62 p<0.001 5.8 
Hon-Fon-Cher 326 45.7±2.1 Y = -3.31x + 44.4 0.73 p<0.001 4.4 
Chai-Hon 334 45.5±1.1 Y = -3.83x + 45.7 0.83 p<0.001 4.1 
Siou-Pin-Pang 261 43.0±1.8 Y = -4.92x + 43.0 0.85 p<0.001 2.6 
Hong-Har-Lei 328 42.0±1.4 Y = -4.51x + 43.8 0.89 p<0.001 3.1 

 
五、含莖段葉片對葉片老化之影響 

為減少創傷對黑暗中誘導葉片老化時之影響，利用整片葉片進行觀察，同時了解莖段對

黑暗中葉片老化之影響，其結果如圖五。於黑暗中之葉片，培養至第8天後，SPAD值迅速下

降，至第12天，全葉黃化，然而在有莖段上之葉片則維持至第18天。葉片仍維持綠色，莖內

之貯藏物質會延緩葉片之老化。在有1500 lux光線的情況下，至第18天，不論含有莖段與否，

葉片仍維持綠色，SPAD值會上昇。 
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圖五、菊花 Reagan 品種含莖段葉片或切離葉片在 25℃黑暗或光照下之 SPAD 日變化。 
Fig. 5. Daily SPAD changes of leaf attached on one node or single detached leaf of ‘Reagan’ 

chrysanthemum in 25℃ in the dark or light. 
Lt: incubation in the light, 1500 lux. Dk: incubation in the dark. 
Lf: detached single leaf. Lf + Sm: one leaf on single node stem. 

討  論 

本試驗使用葉綠素計來量測葉色，以便觀察菊花葉片老化時葉綠素崩解之連續過程。葉

片SPAD讀值及葉綠素含量二者之關係，以黑暗中葉片老化過程，及品種間葉綠素含量差異等

二個試驗，來測試其關聯性。結果如諸多研究之建議(19,20,33)，SPAD讀值可用來推估葉片之葉

綠素含量，作為簡便之量測工具。 
定量分析之葉綠素含量有以葉面積及鮮重為基礎之兩種計算方法，本試驗之R2值在老化

試驗分別為0.820 (圖一)及0.660，在品種試驗分別為0.795 (圖二)及0.635，以葉面積計算在迴

歸分析之決定係數較以鮮重計算者高，此與Azia及Stewart所作之結果相似 (8)。其次，在諸多

不同試驗間決定係數之高低差異，可能之影響原因有樣品之基因型歧異度 (19,29,30,33)、栽培之

環境 (3,12,32)、葉脈的多寡 (20)、光的穿透、分佈及散光等 (20)。本試驗以18個品種作迴歸分析，

因不同基因型之葉片組織及葉綠素分佈可能有差異，而影響決定係數之大小。於老化之試驗

中，在黑暗之環境中適應不同天數，環境之改變可能亦會對迴歸分析之結果有影響。另外在

統計上，自變數(SPAD值)之區間會影響決定係數之大小，較窄範圍之自變數其決定係數可能

較小(2)，本試驗之SPAD區間較諸多試驗為小(5,19,20)，此與Wu等分別於棉花不同生長時期，葉

綠素含量變化區間小之情況下所得之結果類似 (32)。 
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葉片之老化受溫度之影響，菊花切花枝之花及葉在30℃下快速老化，但在較低的溫度

下，老化之速度較慢(6)。菊花盆花的品質亦受貯藏時之高溫所影響，高溫縮短觀賞壽命(25)。

本試驗之結果顯示在黑暗中，溫度對菊花葉圓片老化現象之影響，與植株上之反應類似，高

溫加速了老化之速率(圖三)。同時，品種間對不同溫度下老化之速率差異甚大(表一)。利用本

試驗之方法，以簡便集約的方式在實驗室大量篩選品種，為育種選拔上可以考慮的工具。 
切離植物體之葉圓片用來觀察很多種植物之老化，葉綠素變化為其中之一項指標

(14,23,27)。然而離體之葉圓片，割傷可能是一個主要誘導老化之因子，創傷引起的乙烯扮演加

速老化的過程 (23)。本試驗除了觀察葉圓片外，亦進行整片葉片之離體觀察，以減少割傷引起

之影響(圖五)。 
在黑暗引起的老化基因研究上有二個假說：在阿拉伯芥，於離體或附體之葉片上，有一

個黑暗誘導之老化基因，在自然老化之葉片上亦有很強之表現(22)；亦有研究顯示，有另一個

離體葉片於黑暗誘發之老化基因，於附體葉片之自然老化上僅有些微之mRNA改變(9)。目前

沒有菊花葉片在黑暗中誘導老化之資料，必須進一步了解菊花葉片黑暗下誘導之老化及植株

上自然老化之關係，以建立更可靠之研究及應用工具。 
對於菊花葉片葉綠素崩解之量化觀測與瓶插壽命間之關係，目前尚無資料可供參考。然

而，具有高葉綠素含量及維持力的聖誕紅品種，經證實在弱光下之室內觀賞壽命較長 (14)。本

試驗之結果可以看出參試品種之葉片老化時，葉綠素之喪失速率與葉片原有之葉綠素含量無

關(相關係數r=0.068)。然而高葉綠素含量之品種到達黃化(約為SPAD=30)之日數仍較長(相關

係數r=0.662)。同時，葉片之黃化亦與葉綠素崩解之速率有關(相關係數r=0.718)。在育種上，

葉片葉綠素含量與其喪失速率二者均應做為選拔品種之指標。 
菊花插穗之儲藏後品質與品種含有之碳水化合物多寡有關，含量高者儲藏後品質較佳

(24)。切花或盆花含有之碳水化合物為採收後維持生理作用之能量來源 (6,31)，外加蔗糖常能延

長切花之瓶插壽命(16)。玉米之葉片老化時，葉綠素含量與葉片含有之可溶性碳水化合物成正

相關(26)。然而，在菊花不同品種之比較上，是否亦存在此一關係則尚不明瞭。低葉綠素崩解

速率之品種，是否因其含有之碳水化合物高，呼吸作用低，或其他生理作用所影響，需要進

一步之試驗了解。 
另一方面，在含有莖段之葉片，其葉片黃化比單獨葉片為遲，莖段可延緩老化現象(圖

五)。在小麥及玉米，遭逢逆境時，莖段之儲藏物質作為補償葉片光合作用能力降低後之生長

能量，同時減低可能發生之提早老化現象 (10,11,34)。莖段之碳水化合物供源，有延緩葉片老化

之重要角色。然而，在有花、莖、葉的切花枝上，各器官間之供源積儲(source-sink)關係，則

需要更進一步之探討。 
菊花葉片之黃化為瓶插壽命之重要指標(15)，然而菊花葉片之老化現象尚未獲得育種家足

夠之重視 (18)。根據本試驗之結果，葉綠素計之SPAD值可用來觀測菊花葉片老化過程中的葉

綠素崩解，這個方法可用於實驗室之離體葉片、葉圓片，將來並可以應用於了解環境因素及
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栽培技術對田間作物或切花葉片老化之影響，同時，可應用於育種時，篩選葉綠素含量高及

其崩解速度慢之品種。 
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Using Chlorophyll Meter to Investigate the Leaf 
Senescence of Chrysanthemum1 

Chian-Shinn Sheu2, Jeff G. Atherton3 and Peter G. Alderson3 

ABSTRACT 

The aim of this study was to determine the relationship between extractable 
chlorophyll and SPAD readings in chrysanthemum leaves. Chlorophyll breakdown during 
leaf senescence was measured by chlorophyll meter, SPAD-502, and diversity of 
chlorophyll declination was evaluated among varieties. 

SPAD readings were significantly related to extracted chlorophyll of chrysanthemum 
leaves both on a fresh weight and leaf area basis. The linear regression relationship 
between the SPAD readings of leaves in different stage of senescence induced in 25℃ in 
the dark and chlorophyll contents analysed by spectrophotometry was described. The R2 
value for total chlorophyll on a leaf area basis was 0.820, while on a fresh weight basis 
was 0.660. The SPAD readings of 18 varieties with different greenness and their 
extractable chlorophyll contents were also correlated. The R2 of linear regression equation 
on a leaf area basis was 0.795, while on a fresh weight basis was 0.635.    

Senescence of leaf discs of three varieties in 6 temperatures in the dark was 
investigated. The higher the temperatures, the faster the SPAD readings declined. Initial 
SPAD of 18 chrysanthemums were between 42.0 and 60.8. The speeds of chlorophyll 
declination in 25℃ in the dark among 18 varieties were calculated by regression analysis. 
The highest speed was SPAD –6.51 daily, and the lowest speed was –2.13. The estimated 
days to leaf yellowing of 18 varieties was correlated with the initial SPAD readings 
(r=0.662) and with declining speeds (r=0.718) of chlorophyll breakdown. It was suggested 
that chlorophyll content and its declination of leaf could be a selecting indicator of 
breeding program. 

Key word: chrysanthemum, leaf senescence, SPAD, chlorophyll breakdown. 
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