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叶绿素荧光技术对受Ｃｕ２＋胁迫藻类暗
适应时间的研究

段静波，刘文清，张玉钧，赵南京，王志刚，殷高方，肖雪，方丽
（中国科学院安徽光学精密机械研究所 中国科学院环境光学与技术重点实验室，合肥２３００３１）

摘　要：利用叶绿素荧光技术，对受相同浓度Ｃｕ２＋胁迫的蛋白核小球藻、斜生栅藻、铜绿微囊藻的最佳
暗适应时间进行研究．通过对三种供试藻在光照和暗适应时间分别为３０ｓ、１ｍｉｎ、３ｍｉｎ、５ｍｉｎ、１０ｍｉｎ
和２０ｍｉｎ条件下的光合荧光参量进行测定，以光化学淬灭参量值为主要参考依据，结合ｔ检验方法对暗
适应时间进行显著性差异分析，结果表明：暗适应条件下三种供试藻的潜在最大量子效率值略有增加，

实际量子效率值基本保持不变；蛋白核小球藻和斜生栅藻的光化学淬灭参量值和非光化学淬灭参量值
随暗适应时间的延长显著增加；铜绿微囊藻光化学淬灭参量值在光照１ｍｉｎ时达到最大，无需进行暗适
应，这可能与蓝藻在暗适应时发生状态转换有关；藻类不是暗适应时间越长越好，蛋白核小球藻和斜生
栅藻的最佳暗适应时间分别为５ｍｉｎ和１０ｍｉｎ．这将为采用叶绿素荧光技术进一步研究毒物对藻类的
胁迫机理提供可靠依据．
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０　引言

藻类叶绿素荧 光 技 术 以 光 合 作 用 理 论 为 基 础，利

用体内叶绿素 作 为 天 然 探 针，研 究 和 探 测 植 物 光 合 生

理状况及各种外界因子对其细微影响的新型植物活体

测定和诊断技 术，具 有 快 速、灵 敏、对 细 胞 无 损 伤 的 优

点．近年来，叶绿 素 荧 光 作 为 光 合 作 用 的 探 针，在 生 态

毒理学、微藻生物技术、水质检测监测和预警等方面得

到了广泛的研究和运用［１－２］．常用的光合 荧 光 参 量 主 要

有：初始荧光（Ｆ０）、最大荧光 产 量（Ｆｍ）、潜 在 最 大 量 子

效率（Ｆｖ／Ｆｍ）、实际量子效率（Ｙｉｅｌｄ）、光化 学 淬 灭 参 量

（ｑＰ）、非光化学淬灭参量（ＮＰＱ）等．为了获得可靠的荧

光参量测量数据，要对测量条件进行合理的设置．暗适

应是叶绿素荧 光 测 量 中 常 用 的 预 处 理 方 法［３］，它 与 植

物体质体醌库的氧 化 还 原［４］、稳 态 转 换［５］、１，５－二 磷 酸

核酮糖羧化酶／加氧酶的激活和钝化、光保护机 制［６］等

光合作用步骤密切相关［７］．暗适应时间的确定，不同 文

献具 有 不 同 的 标 准［８－９］，有５ｍｉｎ、１０ｍｉｎ、１５ｍｉｎ、

２０ｍｉｎ、３０ｍｉｎ等．Ｐａｐａｇｅｏｒｇｉｏｕ指 出［１０］不 同 的 暗 适 应

时间对 测 量 结 果 有 显 著 影 响，若 要 测 量 质 体 醌 库 和

ＣａＭｎ４ＯｘＣｌｙｃｌｕｓｔｅｒ的再氧化，只需要暗适应几分钟即

可．徐德聪等［９］测定了４个美国山核桃品种叶 片 基 部、

中部、尖部 的Ｆ０、Ｆｍ、Ｆｖ／Ｆｍ 和Ｆｖ／Ｆ０ 值，并 在０ｍｉｎ、

５ｍｉｎ、１０ｍｉｎ、２０ｍｉｎ、４０ｍｉｎ、６０ｍｉｎ时 间 段 中 选 择 最

佳的暗适应时间．结果显示：Ｆｖ／Ｆｍ 和Ｆｖ／Ｆ０ 均表现为

叶基部＞叶中部＞叶尖部，差异不 显 著．除Ｆ０ 和 山 核

桃Ｅｌｌｉｏｔ的Ｆｍ 外，其 他 品 种 的 山 核 桃 在 暗 适 应５ｍｉｎ
后Ｆｍ、Ｆｖ／Ｆｍ 和Ｆｖ／Ｆ０ 均 达 到 最 大 值，与 未 暗 适 应 的

处理在品 种 间 有 显 著 差 异．不 同 的 植 物 种 类、荧 光 参

量、光照强度、植物所处逆境类别等都会对暗适应时间

造成影响，导致测量结果的偏差，这类偏差可能被误解

为是由于藻类 受 到 逆 境 胁 迫 造 成 的．对 暗 适 应 时 间 进

行设定是测量数据可靠的保证．所以，在进行藻类的光

合生理和受胁迫机理研究前，需对藻种特性、荧光参量

以及逆境类别 与 暗 适 应 时 间 的 关 系 进 行 研 究，选 择 最

优的暗适应时间．
本文以常用的 三 种 淡 水 藻 为 实 验 材 料，利 用 脉 冲

振幅调制（Ｐｕｌｓｅ　Ａｍｐｌｉｔｕｄｅ　Ｍｏｄｕｌａｔｉｏｎ，ＰＡＭ）技术，通
过改变暗适应时间测定１００ｍｇ／Ｌ的Ｃｕ２＋ 溶液胁迫下

的蛋白核小球藻、斜生栅藻、铜绿微囊藻各光合荧光参

量Ｆｖ／Ｆｍ、Ｙｉｅｌｄ、ｑＰ、ＮＰＱ，以 光 照 下 受 毒 物 胁 迫 组 为

对照，深入分析在一定逆境下不同的植物种类、荧光参

量与暗适应时间的关系，选择最优的暗适应时间，为采

用叶绿素荧光技术进一步研究毒物对藻类的胁迫机理

提供可靠依据．

１　材料与方法

１．１　材料

实 验 选 取 三 种 常 用 淡 水 藻：蛋 白 核 小 球 藻

（Ｃｈｌｏｒｅｌｌａ　ｐｙｒｅｎｏｉｄｏｓａ、ＦＡＣＨＢ－１２２２）、斜 生 栅 藻

（Ｓｎｅｄｅｓｍｕｓ　ｏｂｌｉｑｕｕｓ、ＦＡＣＨＢ－４１７）、铜 绿 微 囊 藻

（Ｍｉｃｒｏｃｙｓｔｉｓ　ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ、ＦＡＣＨＢ－４６９）为 实 验 材 料．均

购自中科院水生所淡水藻种库．
１．２　实验方法

１．２．１　藻种培养方法
试验 前，采 用 ＢＧ－１１培 养 基，培 养 温 度 为２０±

１℃，连 续 光 照，光 照 度 为２００μｍｏｌ／ｍ
２／ｓ，光 暗 比 为

１４ｈ／１０ｈ，ｐＨ为７，在１　０００ｍＬ的透明玻璃瓶中对藻

种进行扩繁和 驯 化 培 养，每 天 定 期 改 变 锥 形 瓶 在 培 养

箱中的位置并振荡３次，每隔９６ｈ移种一次，反复２～
３次，使藻种 达 到 纯 化 和 对 数 生 长，作 为 试 验 藻 种，各

种藻液在试验液中的初始细胞浓度为１０５ 个／ｍＬ［１１］．
１．２．２　实验方法

实验在２０ｍＬ的试 管 中 进 行，取 处 于 对 数 生 长 期

的斜生栅藻、蛋白核 小 球 藻、普 通 小 球 藻 液５ｍＬ与 浓

度为２００ｍｇ／Ｌ的Ｃｕ２＋ 溶 液５ｍＬ以 体 积 比１∶１混

合，充分振荡使其混合均匀，得到Ｃｕ２＋ 浓度为１００ｍｇ／

Ｌ的混合藻样，分 别 于 光 照 及 暗 适 应 条 件 下 测 定 受 重

金属离子胁迫的藻液的光合荧光参量值．１００ｍｇ／Ｌ浓

度的Ｃｕ２＋ 溶液可对藻样在短时间内产生抑制．
实验分为光照组和暗适应组：光照组为连续测量，

即测量的藻液 与 重 金 属 离 子 混 合 液 不 经 过 暗 适 应，分

别于３０ｓ、１ｍｉｎ、３ｍｉｎ、５ｍｉｎ、１０ｍｉｎ、２０ｍｉｎ测 定 受

Ｃｕ２＋ 离子胁迫的藻 液 的 各 光 合 荧 光 参 量 值；暗 适 应 组

为分次测 量，将 藻 液 和 金 属 离 子 混 合 后，放 入 样 品 池

中，暗 适 应 时 间 分 别 为 ３０ｓ、１ ｍｉｎ、３ ｍｉｎ、５ｍｉｎ、

１０ｍｉｎ、２０ｍｉｎ时测定各光合荧光参量．以不经过暗适

应的光照组为对照，每组实验设定３组平行样．
１．３　叶绿素荧光参量测定方法

用水样叶 绿 素 荧 光 仪 Ｗａｔｅｒ－ＰＡＭ（德 国 Ｗａｌｚ公

司）对受Ｃｕ２＋ 离子胁迫藻液的叶绿素－ａ　ＰＳＩＩ系统各荧

光参量进 行 测 定．测 定 的 叶 绿 素 荧 光 参 量 有：Ｆｖ／Ｆｍ、

２－２００７１２０
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Ｙｉｅｌｄ、ｑＰ和ＮＰＱ［１２］．
１．４　统计分析

用Ｏｒｉｇｉｎ７．５软件对实验结果进行统计分析．实验

中用于结果分析的数据均为３组平行样的平均值．

２　结果与讨论

２．１　三种供试藻种叶绿素荧光参量差异分析

Ｃｕ２＋ 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 到 影 响 来

实现的［１３］．Ｃｕ２＋ 还会使得 叶 绿 素ａ光 合 系 统 的 蛋 白 复

合体含量下降，影响藻细胞的光合速率，抑制供试藻的

光合色素合成，从而使测得的ＰＳⅡ反应 中 心 的 荧 光 参

量值下降，藻细胞的光合抑制率上升．

由图１可知，与 光 照 组 各 相 应 胁 迫 时 间 下 的 叶 绿

素荧光参量 相 比，经 过 暗 适 应 后，三 种 藻 的Ｆｖ／Ｆｍ 值

均略有增加，Ｙｉｅｌｄ值无明显变化；除铜绿微囊藻 外，蛋

白核小球藻和斜生栅藻的ｑＰ值和ＮＰＱ值均随暗适应

时间的延长显著增加，铜绿微囊藻ｑＰ参量的最大值出

现在 光 照１ｍｉｎ左 右．这 可 能 是 和 各 荧 光 参 量 所 表 达

的光合作用机理相关联：［１４］Ｆｖ／Ｆｍ 为光合系统ＰＳＩＩ最

大的或潜在的量子效率 指 标，反 映 了 开 放 的ＰＳＩＩ反 应

中心的能 量 捕 获 效 率，它 是 比 较 恒 定 的．经 过 暗 适 应

后，三种藻的Ｆｖ／Ｆｍ 值与 光 照 组 各 相 应 胁 迫 时 间 下 的

Ｆｖ／Ｆｍ 值相比略有增加，说明在暗适应一段时间后，藻

类光合系统的 能 量 捕 获 效 率 增 加，暗 适 应 有 利 于 藻 类

光合系统捕获 更 多 的 能 量，捕 获 能 量 的 最 大 值 基 本 保

持不变．

图１　在光照和暗适应条件下三种供试藻种叶绿素荧光参量随时间的变化关系

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅ　ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｔｈｅ　ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ　ｏｆ　ｔｈｒｅｅ　ｋｉｎｄｓ　ｏｆ　ａｌｇａｅｓ
ａｎｄ　ｔｉｍｅ　ｕｎｄｅｒ　ｂｏｔｈ　ｌｉｇｈｔ　ａｎｄ　ｄａｒｋ　ａｄａｐｔａｔｉｏｎ　ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

　　Ｙｉｅｌｄ值 即 ＰＳＩＩ实 际 光 化 学 量 子 效 率，它 反 映

ＰＳＩＩ反应中心在有部分关闭情况下的原初光能捕获效

率．从光照 组 和 暗 适 应 组 的 测 试 结 果 来 看，在 研 究 的

０～２０ｍｉｎ的时间 范 围 内，Ｙｉｅｌｄ值 几 乎 不 受 暗 适 应 的

影响，三种供试藻ＰＳⅡ反应中心在有部 分 关 闭 情 况 下

的原初光能捕获效率基本不变．
ｑＰ即光化学淬灭，反映了ＰＳＩＩ天线色素吸收的光

能用于光化学 电 子 传 递 的 份 额，又 在 一 定 程 度 上 反 映

了ＰＳＩＩ反应 中 心 的 开 放 程 度．ｑＰ由Ｑ－
Ａ 重 新 氧 化 形

成，反映的是ＰＳＩＩ原初电子传递体ＱＡ 的还原状态．蛋

白核小球藻和 斜 生 栅 藻ｑＰ值 的 增 加 说 明Ｑ－
Ａ 重 新 氧

化形成ＱＡ 的量增大，即ＰＳＩＩ氧化侧向 ＰＳＩＩ反应中心

的电子传递 活 性 增 大［１５］．铜 绿 微 囊 藻 暗 适 应ｑＰ参 量

的最大值低于光照 组 受Ｃｕ２＋ 胁 迫１ｍｉｎ时 的 值，说 明

该种藻在光照下短时间 内Ｑ－
Ａ 即 可 重 新 氧 化 形 成ＱＡ，

因此，铜绿微囊藻不需要进行暗适应．这与Ｔｉｍｏｆｅｅｖ　Ｋ
Ｎ［１６］和 Ｈｕａｎｇ　Ｃ　Ｈ

［１７］等 人 所 做 的 研 究 得 到 的 结 论 相

一致，即蓝藻的ＰＱ和细胞色素ｂ６ｆ的氧化还原状态更

３－２００７１２０
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容易受到呼吸作用的影响，蓝藻经暗适应后，呼吸作用

能够导致ＰＱ还原以及光合系统的状态转换．
ＮＰＱ即非光化学淬灭 反 映 的 是 ＰＳＩＩ天 线 色 素 吸

收的光能不能用于光合电子传递而通过叶黄素循环等

过程以热的形 式 耗 散 掉 的 部 分，非 光 化 学 淬 灭 是 一 种

自我保护 机 制，对 光 合 机 构 起 一 定 的 保 护 作 用．ＮＰＱ
值增大，说明光合系统受胁迫越严重，吸收的能量以热

能形式耗散掉 的 越 多，对 光 合 反 应 中 心 的 保 护 力 度 越

大．铜绿微囊藻光照组的ＮＰＱ值在受Ｃｕ２＋ 胁迫１ｍｉｎ
时达到最大，然后相对降低．说明无需对铜绿微囊藻进

行暗适应，该藻种可通过自身调节，对光合反应中心起

到保护作用．

２．２　三种供试藻种最优暗适应时间的选择

由上述对铜 绿 微 囊 藻 受Ｃｕ２＋ 胁 迫 条 件 下 光 照 组

和暗适应 组 的 各 荧 光 参 量 的 最 大 值 的 比 较 可 知，Ｆｖ／

Ｆｍ、Ｙｉｅｌｄ和ＮＰＱ基本不变，ｑＰ略有下降．这与蓝藻自

身的光合系统特性相一致．因此，无需对铜绿微囊藻进

行暗适应．
以光照组和暗适应组相同胁迫时间下蛋白核小球

藻和 斜 生 栅 藻 光 合 荧 光 参 量Ｆｖ／Ｆｍ、Ｙｉｅｌｄ、ＮＰＱ的 变

化规律为前 提，ｑＰ值 为 主 要 分 析 参 考 依 据，通 过ｔ－检

验的方 法 对 暗 适 应３ｍｉｎ、５ｍｉｎ、１０ｍｉｎ、２０ｍｉｎ的 显

著性差异进行 分 析，确 定 两 种 供 试 藻 种 的 最 佳 暗 适 应

时间．
表１　蛋白核小球藻和斜生栅藻暗适应３ｍｉｎ、５ｍｉｎ、１０ｍｉｎ、２０ｍｉｎ荧光值ｑＰ的显著性差异分析

Ｔａｂｌｅ　１　Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｄａｒｋ　ａｄａｐｔａｔｉｏｎ　ｔｉｍｅ　ａｓ　３ｍｉｎ、５ｍｉｎ、１０ｍｉｎ、２０ｍｉｎ　ｏｆ　Ｃｈｌｏｒｅｌｌａ　ｐｙｒｅｎｏｉｄｏｓａ
ａｎｄ　Ｓｎｅｄｅｓｍｕｓｏｂｌｉｑｕｕｓ

Ａｌｇａｅｓ
Ｔｈｅ　ｄａｒｋ　ａｄａｐｔａｔｉｏｎ

ｔｉｍｅ／ｍｉｎ
ｑＰ

Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ
ｂｅｔｗｅｅｎ　５ｍｉｎ　ａｎｄ
３ｍｉｎ（Ｐ＜０．０５）

Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ
ｂｅｔｗｅｅｎ　１０ｍｉｎ、２０ｍｉｎ
ａｎｄ　５ｍｉｎ（Ｐ＜０．０５）

Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ
ｂｅｔｗｅｅｎ　２０ｍｉｎ　ａｎｄ
１０ｍｉｎ（Ｐ＜０．０５）

Ｃｈｌｏｒｅｌｌａ
ｐｙｒｅｎｏｉｄｏｓａ

３
５
１０
２０

１．０７４±０．０３６
１．２５８±０．０５１
１．２７３±０．０９０
１．３６７±０．１４６

０．０００５＊＊

　
　

０．７４０ＮＳ
０．１３８ＮＳ　 ０．１２１ＮＳ

Ｓｎｅｄｅｓｍｕｓ
ｏｂｌｉｑｕｕｓ

３
５
１０
２０

１．３０６±０．０９８
２．８４５±０．６２８
６．６８６±０．５５４
６．８６５±０．１１４

０．００１９９＊

　
　

０＊＊

０．０００１５＊＊ ０．４９９ＮＳ

注：“ＮＳ”、“＊”、“＊＊”分别表示差异不显著及在０．０５和０．０１水平上有差异．
　　由表１可知，蛋白核小球藻暗适应５ｍｉｎ的ｑＰ值

与暗适应３ｍｉｎ间 具 有 显 著 性 差 异，与 暗 适 应１０ｍｉｎ
和２０ｍｉｎ间无显著性差异（ｔ检验，Ｐ＜０．０５），因此，蛋

白核小球藻的最佳暗适应时间为５ｍｉｎ；斜生栅藻暗适

应１０ｍｉｎ和２０ｍｉｎ的ｑＰ值相对于暗适应５ｍｉｎ具有

极显著性差异，该 藻 暗 适 应２０ｍｉｎ的ｑＰ值 相 对 于 暗

适应１０ｍｉｎ无显著性差异（ｔ检验，Ｐ＜０．０１），因此，斜

生栅藻的最佳暗适应时间为１０ｍｉｎ．由分析可知，对于

藻类来说，不是暗适应时间越长越好．

３　结论

本实验结果表明：１）利用叶绿素荧光技术，对光照

和暗适应条件下，受相同 浓 度Ｃｕ２＋ 胁 迫 的 三 种 供 试 藻

种的光合荧光 参 量 进 行 测 定 分 析，三 种 藻 在 暗 适 应 条

件下测得 的Ｆｖ／Ｆｍ 值 与 光 照 组 的Ｆｖ／Ｆｍ 值 相 比 略 有

增加，Ｙｉｅｌｄ值基本 保 持 不 变；蛋 白 核 小 球 藻 和 斜 生 栅

藻ｑＰ值和ＮＰＱ值随 暗 适 应 时 间 的 延 长 显 著 增 加，铜

绿微囊藻ｑＰ在光照１ｍｉｎ时达到最大值，这与 蓝 藻 在

暗适应时可能发 生 状 态 转 换 有 关；２）采 用ｔ检 验 方 法

对暗适 应 分 别 为３ｍｉｎ、５ｍｉｎ、１０ｍｉｎ、２０ｍｉｎ的 蛋 白

核小球藻和斜生栅 藻 的ｑＰ值 进 行 显 著 性 差 异 分 析 表

明：供试藻种不 同，最 佳 暗 适 应 时 间 亦 不 相 同．对 于 藻

类来说，不是暗适应时间越长越好．蛋白核小球藻和斜

生栅藻的最佳暗 适 应 时 间 分 别 为５ｍｉｎ和１０ｍｉｎ．铜

绿微囊藻各光合荧光参量在光照条件下和暗适应条件

下变化不显著，无需对铜绿微囊藻进行暗适应．
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