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同步扫描荧光光谱对水体四种重金属离子毒性的研究
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采用三维荧光光谱和
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同步扫描荧光光谱技术研究
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,j胁迫作用下

蛋白核小球藻&
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'荧光光谱的变化情况!两种光谱技术得到了较为一致的结论#即胁迫

作用
D+M

后!蛋白核小球藻荧光中心处的荧光值显著降低!四种重金属离子对藻细胞光合系统的叶绿素
5

和叶绿素
?

造成了严重的破坏"进一步分析四种重金属离子浓度与由同步扫描荧光光谱得到的藻荧光猝灭

效率
'
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的相关性可知#重金属离子的毒性与荧光猝灭效率
'
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'

呈正相关关系!均随重金属离子浓度和胁

迫时间的增加而增强"对某一种重金属而言!同步扫描荧光光谱可实现藻细胞对该重金属毒性的评价"与三

维荧光光谱相比!同步扫描荧光光谱具有耗时少$对特定荧光中心选择性高等优点!是研究水体有毒污染物

毒性的有利工具"
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利用生物对水体中有毒有害污染物进行监测是国内外生

物科学领域和环境科学领域共同关注的热点问题(

)

!

,
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!它直

接反映了水环境质量变化对生物的影响和危害程度!是实现

水环境监测目的和进行水质安全预警的一种最直接而有效的

手段"藻类具有易培养!繁殖快!对环境毒物敏感等优点!

被作为实验材料广泛应用于环境污染物检测和水体安全评

价(

!
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"藻类在环境污染物胁迫作用下!细胞体内的蛋白质

和叶绿素含量会受到影响!利用高灵敏度的荧光检测技术对

叶绿素的变化进行测定!可反映藻类受污染物毒害的情况!

从而对水体污染物的浓度水平进行判断"同步扫描荧光分析

方法是在荧光扫描过程中保持激发和发射波长间隔恒定的荧

光扫描方法!较传统的荧光检测技术而言!具有简化图谱$

提高选择性$减少光谱重叠和光散射干扰等优点!是用于藻

细胞色素荧光测定和水体污染物浓度分析的有利工具"

实验分别利用三维荧光光谱和同步扫描荧光光谱技术!

研究了在不同浓度的四种重金属&
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'胁迫作用下!蛋白核小球藻特征荧光光谱的变化情况!

以及藻细胞荧光猝灭效率与重金属浓度水平间的关系!为利

用同步扫描荧光光谱技术判断水体重金属毒性水平提供理论

依据"
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'!购自中科院水生所淡水藻种库"

溶液#实验选取四种0生活饮用水安全标准1规定的重金

属#
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藻种培养方法
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的透明玻璃瓶中采用
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培养基对藻种

进行预培养!培养温度#&
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!并进行预试验!

以确定合适的重金属浓度范围"

实验在
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的锥形瓶中进行!根据预试验的结果!

将
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以不加重金属的空白藻液为对照!将以上四种重金属溶液分

别加入处于对数生长期的蛋白核小球藻中!藻液初始浓度约

为
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"个/
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!每种重金属设定
!

个平行样"分别于
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后取样!进行荧光光谱测定"
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叶绿素荧光参数测定方法

利用荧光分光光度计&
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'测量藻细胞的三

维荧光光谱图和同步扫描荧光光谱图"具体参数为#激发波

长#
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%发射波长#
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%激发波长和发

射波长的采样间隔为
"6=

%以步进值
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测量样品

同步扫描荧光光谱"波长的扫描速度
),---6=
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=96
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电压#

G--#

"图中采用的三维荧光光谱图均为进行瑞

利散射和拉曼散射校正后的光谱图"
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统计分析

用
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软件对实验结果进行分析"
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结果与讨论
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(̀ 胁迫作用下蛋白核小球藻的

三维荧光光谱

图
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是蛋白核小球藻未加入重金属离子培养
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的空白

样及受不同浓度
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的藻细

胞的三维荧光光谱图&空间坐标
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轴分别表示发射波

长$激发波长和荧光强度'!从图中空白样三维荧光光谱图

可以看出#该藻细胞含有三个明显可见的荧光中心!分别是

激发波长*发射波长为#
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"蛋白核小球藻属于绿藻门浮游植物!天线色素分别

为最大吸收峰在
E!"6=

左右和次级吸收峰在
++-6=

左右的

核心天线色素叶绿素
5

以及最大吸收峰在
EG-6=

左右的外

周天线色素叶绿素
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的荧光中心应该是由叶绿素
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的吸收产生!
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的荧光中心叶绿素
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的吸收产生"
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由不同浓度
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,j胁迫
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的藻细

胞三维荧光光谱图可知#在不同重金属离子胁迫作用下!蛋

白核小球藻三个荧光中心的荧光强度均有明显下降!其中以
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d)的
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,j对荧光中心的破坏作用最为明显!已无

明显荧光中心存在"由此可知#蛋白核小球藻叶绿体上的天

线色素遭到破坏"这和
B

I

,j

!

N7

,j

!

NK

,j

!

6̀

,j对微藻的

胁迫机理密切相关"总的来说#重金属进入藻体内!会对藻

细胞中的捕光色素蛋白复合体造成损伤!降低藻细胞的捕光

能力%光合基体吸收的光能减少!光合电子传递链的活性降

低!叶绿素的合成受到抑制!以至类胡萝卜素与叶绿素的比

例失调%叶绿素
5

含量降低!光合作用效率降低!

>.

'

的电

子传输受抑制!从而导致
>.

'

活性降低(
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"有研究表明#
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,j会对微藻的光合作用及似亲孢子的形成产生抑制(

D
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从而导致光合色素损害和叶绿素含量下降%

N7

,j可抑制光合

作用的原初反应!阻碍光合电子传递!抑制光合放氧%
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,j

对微藻的毒害作用可能是通过破坏细胞原生质层膜的渗透

性!造成细胞中的钾和镁不可逆的流失!使得藻细胞代谢中

断!正常的化合物代谢受影响来实现的(
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,j还会使得叶

绿素
5

光合系统的蛋白复合体含量下降!影响藻细胞的光合
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围时!会影响藻细胞叶绿体中还原型辅酶的形成及三磷酸腺

苷的合成(

))

!
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)

!抑制藻类的生长!降低叶绿素含量!导致类

胡萝卜素的比例失调!光合系统电子传递受阻"高浓度锌还

能通过增加藻细胞的渗透性和细胞蛋白核的完整性对细胞体

产生毒害作用(
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(̀ 胁迫作用下蛋白核小球藻的

同步扫描荧光光谱+
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图
,

是蛋白核小球藻空白样及受
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,j胁迫
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的同步扫描荧光光谱图"由图
,

可知#选取
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的恒波长同步荧光扫描谱包含激发波长*发射波长#

++-

*

+<"6=

处的全部信息!而其他波段的信息几乎被略去!

这是因为同步扫描荧光光谱的激发波长和发射波长之间存在

恒定的常数差"因此!同步扫描荧光光谱较三维荧光光谱而
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言具有耗时少$选择性高的优点!可以代替三维荧光光谱用

于重金属对藻类的胁迫研究"
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由图
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可以看出#受
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的蛋白核小球藻荧光峰强度比空白样品的荧光峰强度有不同

程度的减弱"其中#受
6̀

,j胁迫
D+M

的荧光峰强度最弱!几

乎为
-

"说明
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d)的
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,j对荧光中心的破坏作用最

为严重!这种变化趋势与三维荧光光谱荧光中心的变化趋势

一致"
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(̀ 浓度与蛋白核小球藻荧光猝

灭效率相关性研究

图
!

是
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,j浓度与蛋白核小球藻

荧光猝灭效率的关系图!
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'

为荧光猝灭效率!即不受重金

属离子胁迫的空白藻样和受重金属离子胁迫的藻样的同步扫

描荧光光谱荧光峰处荧光强度
'
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与
'

的比值&

++"

*

+<"6=

'!

该值反映了不同重金属离子胁迫作用下藻细胞荧光强度变化

的大小!即反映了不同重金属离子对蛋白核小球藻毒性的强

弱"重金属离子毒性越强!对藻细胞光合系统的损害越严

重!强烈抑制光能的接收和光合电子的有效传递!从而导致

藻细胞荧光强度发生显著变化!荧光猝灭效率
'
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增加!由

此可知!荧光猝灭效率
'
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与重金属离子毒性成正相关关

系"由图可知#四种重金属离子浓度及胁迫作用时间与藻荧

光猝灭效率的关系表现出较为一致的变化趋势!即藻荧光猝

灭效率随浓度和胁迫时间的增加而增加"由此可得!重金属

离子的毒性强弱和浓度有关也与受胁迫的时间有关!重金属

离子毒性随浓度和胁迫时间的增加而增强"对于某一种重金

属而言!可以由重金属离子浓度和藻荧光猝灭效率的关系拟

合出二者的关系曲线!根据拟合得到的关系曲线可以由同步

扫描光谱得到的荧光值确定一定范围内的该种重金属的浓
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度!实现利用高灵敏度的同步扫描荧光光谱对重金属毒性的

评价"
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结
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论
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通过对
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的蛋白核小

球藻进行三维荧光光谱研究!确定四种重金属离子对蛋白核

小球藻光合系统的叶绿素
5

和叶绿素
?

造成了严重的破坏!

这与
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g,-6=

的恒波长同步扫描荧光光谱得到的结论相

一致"较三维荧光光谱而言!同步扫描荧光光谱具有耗时

少$选择性高等优点!可以代替三维荧光光谱用于重金属对

藻类的胁迫研究"通过对
B
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,j浓度与

由同步扫描荧光光谱得到的蛋白核小球藻荧光猝灭效率的相

关性进行分析!认为重金属离子的毒性随浓度和胁迫时间的

增加而增强"对某一种重金属而言!可利用高灵敏度的同步

扫描荧光光谱实现重金属对藻细胞毒性的评价"
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