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摘要　为探讨 ＨｅＮｅ激光对紫外线Ｂ（ＵＶＢ）辐射损伤修复途径，采用 ＨｅＮｅ激光辐照（５ｍＷ·ｍｍ－２）进行照

射，对增强ＵＶＢ（１３．０８ｋＪ·ｍ－２·ｄ－１）辐射下水稻幼苗的叶绿素含量、核酮糖１，５二磷酸羧化酶／加氧酶

（ｒｕｂｉｓｃｏ）亚基含量及反映植物光系统ＩＩ（ＰＳＩＩ）的荧光参数值进行测定。结果表明，经 ＵＶＢ处理后，水稻叶片中的

叶绿素含量、ｒｕｂｉｓｃｏ亚基含量及荧光参数值（除ｑＮ以外）低于对照组（ＣＫ），差异显著（犘＜０．０５），其中荧光参数

犉ｖ／犉ｍ 对环境胁迫反映最为敏感；而单独 ＨｅＮｅ激光（Ｌ）处理组均高于对照组（ＣＫ），差异不显著（犘＞０．０５）；经

ＨｅＮｅ激光和ＵＶＢ复合组（ＢＬ）均高于ＵＶＢ处理组，低于对照组，差异显著（犘＜０．０５）；说明 ＵＶＢ辐射对水稻

幼苗的光合系统有损伤作用，而一定剂量的 ＨｅＮｅ激光可以提高水稻的光合能力，表明 ＨｅＮｅ激光对增强 ＵＶＢ

辐射造成的损伤具有一定修复作用。
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１　引　　言

臭氧层的破坏导致到达地表紫外线辐射增

强［１－２］，其 中主要是紫 外线 Ｂ （ＵＶＢ，２８０～

３２０ｎｍ）到达地面，使得地球上动植物受到严重伤

害，作物产量下降。如何减轻增强 ＵＶＢ辐射对生

物造成的损伤已成为国内外科学家研究的一个热

点。研究表明，增强ＵＶＢ辐射可以使水稻叶片叶

绿素含量降低、可溶性蛋白和类胡萝卜含量提

高［３－４］。增强 ＵＶＢ 辐射抑制了大豆光系统ＩＩ

（ＰＳＩＩ）的电子传递活性，损伤了捕光系统和耗散保

护机制，破坏了大豆的光合系统，使其光合效率下

降［５］。不同豆类对增强 ＵＶＢ辐照的敏感程度不

同［６］。增强ＵＶＢ辐射使小麦叶片叶绿素含量显著

下降，腺嘌呤核苷三磷酸（ＡＴＰ）酶和过氧化物同工

酶活性降低［６－９］。

激光对生物体有一定的刺激效应和修复作

用［１０－１１］。研究表明，ＨｅＮｅ激光辐照甜菜种子后可

以提高其产糖量［１２］。ＨｅＮｅ激光对 ＵＶＢ辐射造

成小麦的类囊体膜损伤有一定的修复效应，可以使

增强ＵＶＢ辐射小麦叶片的ＡＴＰ酶和同工酶活性

增强［８－９，１３］。

叶绿素荧光作为一种探针可以快速、灵敏和无

损伤地反映完整植株光合作用的真实行为，在植物

的抗性研究得到广泛地研究，已有研究通过荧光参

数评价了大豆的耐寒性、苹果树坚硬度、水稻抗逆性

和早熟花椰菜的高温胁迫反应等［１４－１８］。从叶绿素

荧光角度分析增强ＵＶＢ辐射造成的修复损伤还尚

未见报道。本文试图从光合机理方面来探究 Ｈｅ

Ｎｅ激光对增强 ＵＶＢ辐射下水稻幼苗光合作用的

影响，为如何减轻 ＵＶＢ辐射对水稻造成的伤害提

供理论依据。

２　材料与方法

２．１　供试材料

供试材料为“两优培九”水稻，由江苏省农科院

提供。

２．２　方　　法

２．２．１　材料的培养

选取子粒饱满、大小均一的水稻种子，经０．１％

（质量分数）ＨｇＣｌ２ 消毒，均匀放入盛有湿纱布的培养

盘中，每盘２５粒，暗适应２４ｈ后，２５℃培养，设３次

重复，等种子露白时处理。设置一个对照组（ＣＫ），即

日光照射８ｈ后，进行暗培养；三个处理组分别为激

光处理组（Ｌ）、ＵＶＢ处理组（Ｂ）、ＵＶＢ和激光复合处

理组（ＢＬ）。Ｌ组在日光照射后用 ＨｅＮｅ激光辐照

４ｍｉｎ，再进行暗培养；Ｂ组经过日光与ＵＶＢ同时照

射８ｈ后，进入暗培养；ＢＬ组在日光照射与ＵＶＢ同

时辐照８ｈ后，ＨｅＮｅ激光照射４ｍｉｎ，然后暗培养。

２．２．２　ＵＶＢ辐射及 ＨｅＮｅ激光处理

根据前期研究结果，模拟自然条件下的紫外线环

境，选择ＵＶＢ辐射强度为１３．０８ｋＪ·ｍ－２·ｄ－１
［９，１９］，

ＵＶＢ辐射发生采用 ＵＶＢ灯（秦牌，宝鸡制造，

３０Ｗ，２９７ｎｍ），将其垂直悬于培养盘上方。调整培

养盘与ＵＶＢ灯的距离控制ＵＶＢ强度。

经过前期大量研究，ＨｅＮｅ激光辐照剂量选用

了５ｍＷ·ｍｍ－２，波长６３２．８ｎｍ
［８－９］。激光辐照处

理在夜间进行，以排除杂光影响，由西安激光仪器

厂生产的大功率 ＨｅＮｅ激光发生器提供激光辐照。

２．２．３　叶绿素含量的测定

叶片叶绿素含量参照Ｚｈａｎｇ等
［２０］的方法测定。

称取水稻叶片０．１ｇ，加入预冷的８０％ 丙酮、少许石

英砂和ＣａＣＯ３ 研磨，６０００ｒ／ｍｉｎ冷冻离心１０ｍｉｎ，

取上清。用纯度为８０％的丙酮洗涤沉淀１次，再次

６０００ｒ／ｍｉｎ冷冻离心１０ｍｉｎ，将两次离心得到的上

清液合并。在上清液中加入 ８０％ 丙酮定容至

１０ｍｌ，测定其在６４５ｎｍ和６６３ｎｍ处的光吸收值，

计算叶片叶绿素含量。

２．２．４　叶绿素荧光参数的测定

荧光参数采用调制叶绿素荧光仪ＰＡＭ２１００

（德国 ＷＡＬＥ公司）参照Ｓｔｒａｕｓｓ等
［１４－１５］的方法测

定。

２．２．５　Ｒｕｂｉｓｃｏ大、小亚基含量的测定

参照杨梅等［２１］的方法并略加修改，测定核酮

糖１，５ 二磷酸羧化酶／加氧酶（ｒｕｂｉｓｃｏ）大、小亚基

含量。称取叶片０．５ｇ，加蛋白提取液［ＴｒｉｓＨｃｌ

５０ｍｍｏｌ／Ｌ，２％ （质 量 分 数）十 二 烷 基 磺 酸 钠

（ＳＤＳ），３％（体积分数）巯基乙醇，５％（体积分数）

甘油，乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）２ｍｍｏｌ／Ｌ，苯甲基磺

酰氟（ＰＭＳＦ）１ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ８．５］研磨，冷冻离心

（１５０００×ｇ，１５ｍｉｎ）去沉淀，上清液用４倍体积的

－２０℃冷丙酮沉淀蛋白，离心（１０００×ｇ，１０ｍｉｎ），弃

上清液，沉淀溶于溶解液（ＴｒｉｓＨｃｌ６２．５ｍｍｏｌ／Ｌ，

ｐＨ６．８，２％ＳＤＳ，１０％甘油）。电泳、染色、脱色，用凝

胶成像分析系统分析电泳图谱中大、小亚基的含量。

２．３　数据分析

采用ＳＰＳＳ数据分析软件进行结果分析。
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３　结果与分析

３．１　犎犲犖犲激光和增强犝犞犅辐射对水稻幼苗叶

绿素的影响

３．１．１　ＨｅＮｅ激光和增强ＵＶＢ辐射对水稻幼苗

叶绿素犆ａ／犆ｂ的影响

叶绿素在光合作用中光的吸收起到核心作用。

由图１可知，与 ＣＫ 组相比，Ｂ组犆ａ／犆ｂ 降低了，

犘＝０．０４３＜０．０５，差异显著，经研究叶绿素ａ和ｂ

的含量均下降，但叶绿素ａ下降的最多，说明紫外线

对叶绿素都有破坏作用，对叶绿素ａ的破坏作用更

大，即对反应中心的影响更大。而Ｌ组的犆ａ／犆ｂ 也

下降了，犘＝０．６３＞０．０５，差异不显著，说明激光对

叶绿素ａ和叶绿素ｂ的破坏作用差异不显著。与Ｂ

组相比，ＢＬ组的犆犪／犆犫 升高了，犘＝０．０４５＜０．０５，

差异显著。说明激光对ＵＶＢ造成的破坏具有一定

的修复作用。

图１ 不同处理对水稻叶片叶绿素犆ａ／犆ｂ 的影响

Ｆｉｇ．１ Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｓｏｎｔｈｅｒｉｃｅ

ｌｅａｆｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ犆ａ／犆ｂ

３．１．２　ＨｅＮｅ激光和增强ＵＶＢ辐射对水稻幼苗

叶绿素含量的影响

叶绿素含量变化可以作为反映植物对环境适应

性的参数。由图２可知，与ＣＫ组相比，Ｂ组降低了

水稻叶绿素总含量，犘＝０．０２５＜０．０５，差异显著，说

明ＵＶＢ对叶绿素具有破坏作用；ＨｅＮｅ激光处理

提高了水稻的叶绿素总含量，犘＝０．３５＞０．０５，差异

不显著；与Ｂ组相比，ＢＬ组的叶绿素总含量提高

了，犘＝０．０７６＞０．０５，差异不显著。说明激光和紫

外线对总叶绿素含量造成的影响修复作用不显著。

图２ 不同处理对水稻叶片叶绿素含量的影响

Ｆｉｇ．２ Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｓｏｎｔｈｅ

ｒｉｃｅｌｅａｆｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌｃｏｎｔｅｎｔ

３．２　叶绿素荧光参数的变化

３．２．１　ＨｅＮｅ激光和增强ＵＶＢ辐射对水稻幼苗

叶绿素荧光参数犉ｖ／犉ｍ 的影响

犉ｖ／犉ｍ 是对环境胁迫非常敏感的一个指标，反映

了光合系统原初光能转换效率的高低。由图３可知，

与 ＣＫ 组 相 比，Ｂ 组 的 犉ｖ／犉ｍ 下 降 了，

犘＝０．０１＜０．０５，差异显著，说明ＵＶＢ对水稻叶绿素

结构造成破坏，将捕获的光能用于电子传递的光能显

著降低，影响了原初光能转换效率，这与前面叶绿素

含量的降低结果是一致的。而Ｌ组的犉ｖ／犉ｍ 升高

了，犘＝０．５７７＞０．０５，差异不显著。与Ｂ组相比，ＢＬ

组的犉ｖ／犉ｍ 升高了，犘＝０．００３＜０．０５，差异显著，说

明激光对ＵＶＢ造成的损伤具有一定修复作用。

图３ 不同处理对叶绿素荧光参数犉ｖ／犉ｍ 的影响

Ｆｉｇ．３ Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｓｏｎｔｈｅｒｉｃｅｌｅａｆ

ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｐａｒａｍｅｔｅｒｓ犉ｖ／犉ｍ

３．２．２　ＨｅＮｅ激光和增强ＵＶＢ辐射对水稻幼苗

叶绿素荧光参数ＥＴＲ的影响

ＥＴＲ反映了实际光强条件下的总电子传递效

率。由图４可知，与ＣＫ组相比，Ｂ组ＥＴＲ下降了，

犘＝０．０４９＜０．０５，差异显著，说明 ＵＶＢ影响水稻

叶片光合时用于电子传递的吸收光能，光合能力下

降；Ｌ组的ＥＴＲ略低，犘＝０．９９５＞０．０５，差异不显

著，说明激光对光系统电子传递速率影响不大。与

Ｂ组相比，ＢＬ组的ＥＴＲ升高了，犘＝０．００７＜０．０５，

差异显著，说明激光对 ＵＶＢ引起的电子传递速率

下降有一定修复作用。

图４ 不同处理对叶绿素荧光参数ＥＴＲ的影响

Ｆｉｇ．４ Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｓｏｎｔｈｅｒｉｃｅｌｅａｆ

ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｐａｒａｍｅｔｅｒｓＥＴＲ

３．２．３　ＨｅＮｅ激光和增强ＵＶＢ辐射对水稻幼苗

叶绿素荧光参数ｑＮ的影响

ｑＮ反映植物耗散过剩光能为热的能力，对植物

起光保护作用。由图５可知，与ＣＫ组相比，Ｂ处理
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组ｑＮ升高了，犘＝０．４３６＞０．０５，差异不显著，说明

由色素吸收的光能用来热耗散部分增加了，在一定

程度上保护了ＰＳＩＩ反应中心。Ｌ组的ｑＮ下降了，

犘＝０．６４７＞０．０５，差异不显著。与Ｂ处理组相比，

ＢＬ组的ｑＮ下降了，犘＝０．０３７＜０．０５，差异显著。

说明 ＨｅＮｅ激光使得 ＵＶＢ处理组的热耗散降低

了，则电子传递的光能增加，使得水稻幼苗的光合能

力升高。表明激光对ＵＶＢ造成的伤害有一定修复

作用。

图５ 不同处理对叶绿素荧光参数ｑＮ的影响

Ｆｉｇ．５ Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｓｏｎｔｈｅｒｉｃｅｌｅａｆ

ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｐａｒａｍｅｔｅｒｓｑＮ

３．３　犎犲犖犲激光和增强 犝犞犅辐射对水稻幼苗

狉狌犫犻狊犮狅大、小亚基含量

不同处理对水稻幼苗ｒｕｂｉｓｃｏ大、小亚基的含

量影 响 结 果 如 图７所 示 。从 图６，７看 出 ，Ｌ组

ｒｕｂｉｓｃｏ酶的大、小亚基含量分别高于对照组１４％

（犘＜０．０１）、２％（犘＞０．０５），说明 ＨｅＮｅ激光促进

了ｒｕｂｉｓｃｏ的合成；Ｂ组ｒｕｂｉｓｃｏ大、小亚基的含量都

分别显著低于对照组大、小亚基的含量（犘＜０．０１），

并且增强ＵＶＢ辐射对大亚基含量的降低程度小于

对小亚基含量的降低程度；ＢＬ组的ｒｕｂｉｓｃｏ大、小

亚基含量分别高于Ｂ组１１％（犘＜０．０５）、６％（犘＞

０．０５），但显著低于ＣＫ组。说明 ＨｅＮｅ激光辐照

对增强ＵＶＢ辐射引起的小麦叶片ｒｕｂｉｓｃｏ含量降

低有一定修复作用。

图６ 不同处理组的小麦幼苗ｒｕｂｉｓｃｏ的ＳＤＳＰＡＧＥ

电泳图谱

Ｆｉｇ．６ Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｓｏｎｔｈｅ

ｒｉｃｅｌｅａｆｏｆｒｕｂｉｓｃｏＳＤＳＰＡＧＥ

图７ 不同处理组水稻幼苗ｒｕｂｉｓｃｏ大小亚基的含量

Ｆｉｇ．７ Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｓｏｎｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｌａｒｇｅａｎｄｓｍａｌｌｒｕｂｉｓｃｏｏｆｒｉｃｅｌｅａｆ

４　讨　　论

光合作用是植物最基本的生命活动。ＵＶＢ辐

射增强导致水稻光合能力下降，叶片早衰，产量下

降。叶绿素是植物进行光合作用的主要色素，色素

含量的变化可以反映光合系统的结构变化，叶绿素

ａ和ｂ的比值（Ｃｈｌａ／ｂ）的变化反映了叶绿体类囊体

膜在受到环境胁迫时其稳定性的变化［２２］。研究中

发现，Ｌ组中叶绿素ａ和ｂ的含量均升高，两者上升

幅度基本一致，和ＣＫ组差异不显著；Ｂ组叶绿素ａ

和ｂ的含量降低，叶绿素ａ比叶绿素ｂ的下降幅度

大，说明叶绿素ａ比叶绿素ｂ对紫外线更敏感；ＢＬ

组叶绿素ａ的上升幅度高于叶绿素ｂ，Ｃｈｌａ／ｂ比Ｂ

组高，说明 ＵＶＢ损伤了光合系统的结构，ＨｅＮｅ

激光对这种损伤进行了修复，并且对叶绿素ａ的修

复能力大于叶绿素ｂ。

植物自身的生理变化如衰老、逆境胁迫如缺素、

高温、低温、盐胁迫等都直接或间接地影响植物光合

系统ＩＩ的功能。植物体内叶绿素荧光的变化可以

在一定程度上反映环境因子对植物的影响。通过对

比不同环境条件下叶绿素荧光参数可以反映光合机

构对环境的适应机制［１４－１７］。犉ｖ／犉ｍ 表示ＰＳＩＩ的原

初光化学效率，直接反映了植物的光合能力。与Ｂ

组相比，ＢＬ组的犉ｖ／犉ｍ 显著提高，表明激光可以提

高ＵＶＢ辐照后水稻叶片的光合能力。ＥＴＲ反映

光合作用时电子传递速率，增强ＵＶＢ处理后，其电

子传递速率下降，光合能力下降，进而影响水稻产

量；当用激光进行修复时，两种电磁波的作用使得电
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子传递速率增加，加快ＡＴＰ的合成。ｑＮ指示ＰＳＩＩ

天线色素吸收的光能以热能方式耗散的程度，Ｂ组

ｑＮ最高，表明叶片受到增强ＵＶＢ辐射色素吸收的

光能大部分用于热耗散，而非光合电子传递，光合产

物下降；ＢＬ组的ｑＮ下降，用于热耗散的能量减少，

则用于电子传递的光能增加，ＡＴＰ合成增多，有机

产物含量增高。

植物通过光合作用的碳同化过程将太阳能转化

为ＡＴＰ储存于碳水化合物中。卡尔文循环是最基

本、最普遍的碳同化途径，其中ｒｕｂｉｓｃｏ酶起主要催

化作用。ｒｕｂｉｓｃｏ酶由５６ｋＤ的大亚基和１４ｋＤ的小

亚基组成，由叶绿体基因编码，由核基因编码。研究

表明，增强ＵＶＢ辐射下，ｒｕｂｉｓｃｏ大、小亚基的含量

明显降低，增强ＵＶＢ辐射下大亚基含量下降的幅

度小于小亚基。这与姜振升等［２４－２５］的研究结果一

致。说明增强 ＵＶＢ辐射对编码ｒｕｂｉｓｃｏ大、小亚

基的基因转录活性、含量抑制不同。增强 ＵＶＢ辐

射一方面引起ｒｕｂｉｓｃｏ的分解代谢加强，同时导致

它的合成速率降低，进而引起小麦幼苗ｒｕｂｉｓｃｏ含

量减少。ＨｅＮｅ激光减轻了 ＵＶＢ 辐照造成的

ｒｕｂｉｓｃｏ分解代谢，进一步提高了ｒｕｂｉｓｃｏ的酶活性

和含量，增强了水稻的光合能力。说明 ＨｅＮｅ激光

对ＵＶＢ辐照造成的损伤有一定的修复作用。

激光对生物体的作用主要表现为光效应和电磁

效应［１４］。ＨｅＮｅ激光通过其磁场作用采用多种方式

影响了光合系统的结构和功能的改变，包括蛋白质结

构的修复、酶活性提高等变化，导致光合能力提高。

前期大量研究表明：５ｍＷ·ｍｍ－２的ＨｅＮｅ激光对增

强ＵＶＢ辐照造成水稻损伤有一定修复作用。

５　结　　论

一定剂量的 ＨｅＮｅ激光提高了增强 ＵＶＢ辐

照后水稻剑叶的光合能力，减轻了 ＵＶＢ对水稻造

成的伤害。
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