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摘要　活体浮游植物的叶绿素荧光发射特性与激发光源的波长和强度密切相关，实验选取普通小球藻和铜绿微囊

藻作为测试对象，获取了中心波长为４５０、５２５、５９０、６２０ｎｍ４个波段ＬＥＤ激发下的叶绿素荧光诱导特性。研究表

明，当对应波段上的激发光强分别低于２．８、４．６、３．８、４．３μｍｏｌ／（ｍ
２·ｓ）时，荧光诱导曲线始终保持在稳定水平本底

荧光（Ｆｏ）；分别记录同一信号增益下上述４个波段激发时的Ｆｏ和激发光光合有效辐射（ＰＡＲ），通过拟合可以得到

一个粗略的四点离散激发光谱，并结合对应波长处的吸收率数据分析了波长对荧光发射的影响；对经浓度为

０．４μｍｏｌ／Ｌ的二氯苯基二甲脲（ＤＣＭＵ）处理并由９０％的乙醇提取叶绿素后的样品和活体浮游植物样本进行对比

分析，获得了有显著差异的荧光诱导曲线。实验结果为浮游植物光合作用活性原位测量提供了理论基础和数据

支持。
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１　引　　言

叶绿素荧光现象首先是由 Ｋａｕｔｓｋｙ以及合作

伙伴发现的，他们将暗适应的叶片照光后，发现叶绿

素荧光强度随时间变化［１］，研究发现叶绿素荧光与

常规的分子荧光发射特征明显不同，由于激发光参

与了光合作用的能量转化过程，活体叶绿素荧光强

度随时间缓慢变化，因此可以通过分析荧光数据来

获取光合作用过程中的相关信息［２－４］。光合作用活

性作为最常被测定的荧光参数，可以反映浮游植物

光合作用的能力，其值的大小取决于水体中浮游植

物的生理状态［５］。对有害藻华（ＨＡＢｓ）和赤潮的研

究表明，藻华的爆发是特定的环境条件下（富营养、

高光、高温）由浮游植物短期快速暴增造成的，这期

间浮游植物必须具备极强的光合作用能力才能快速

生长。监测光合作用活性可以了解浮游植物的“生

长潜能”，结合其他环境条件可以预测未来的增长趋

势。基于荧光法的浮游植物光合作用活性原位测量

由于具有快速、灵敏、不破坏样品的特点［６－７］，在有

害藻华的监测和预警中具有广阔的应用前景。

当前叶绿素荧光分析领域主要有两大主流技

术：脉冲振幅调制（ＰＡＭ）技术
［８－９］和非调制技

术［１０］。非调制技术必须在严格的暗室内进行测量，

常用于光合作用机理研究中，而调制技术允许在现

场条件下进行测试，可以实现在一定背景干扰下荧

光信号的准确提取，调制技术为叶绿素荧光技术和

检测仪器走向现场、在线测量提供了可能性。脉冲

振幅调制技术测量光合作用参数的核心是提供合适

的测量光、光化光、饱和光光源以及荧光信号采

集［１１］，大量研究结果表明通过合理的实验参数设

置，利用饱和脉冲方法测量的荧光参数可以得到活

体样本的光化学能量转换效率以及光适应状态下非

光化学淬灭［１２］等，通过与光合放氧和ＣＯ２ 固定测试

对比发现叶绿素荧光可以作为研究光合作用的探

针［１３］。Ｓｃｈｒｅｉｂｅｒ 在 介 绍 ＰＡＭ 测 量 系 统 的 文

献［７，１４］中提到测量光十分微弱，但是并没有具体

介绍测量光的光强范围，文献［１５］介绍了Ｓｃｈｒｅｉｂｅｒ

团队于２０１１年研发的 ＭｕｌｔｉＣｏｌｏｒＰＡＭ 在光合作

用机理中的应用，重点阐述了藻类光合作用中电子

传递速率与波长之间的关系，但是 ＭｕｌｔｉＣｏｌｏｒ

ＰＡＭ的工作方式为实验室内离线分析，无法应用

于现场原位测量。

为了解决浮游植物光合作用活性原位测量中测

量光光强选取的关键问题，本文对活体浮游植物的

叶绿素荧光诱导特性进行了研究，分别采用４５０、

５２５、５９０、６２０ｎｍ４个波段的ＬＥＤ作为激发光源，

获取了不同光强下的诱导曲线，分析了各波长激发

本底荧光的测量光光强阈值范围，并探讨了激发光

强在阈值范围内各波长处的犉ｏ／犐ＰＡＲ［其中犉ｏ 为本

底荧光（Ｆｏ）的值，犐ＰＡＲ为光合作用中常称的光合有

效辐射（ＰＡＲ）的值］，根据得到的铜绿微囊藻和普

通小球藻的离散激发光谱和吸收率数据进一步分析

了光合系统ＩＩ（ＰＳＩＩ）天线系统色素的特征。最后对

比了 活 体 浮 游 植 物 和 采 用 二 氧 苯 基 二 甲 脲

（ＤＣＭＵ）处理过后失去活性样品的荧光诱导特性，

实验结果为浮游植物光合作用活性原位测量提供了

理论依据和数据支持。

２　光质和光强影响浮游植物光合作用

的机理

活体叶绿素荧光是一种特殊的分子荧光，不仅

具有分子荧光的特征，由于参与光合作用的能量转

换过程（见图１），其荧光产率包含了光化学反应中

的许多有用信息。活体叶绿素荧光主要来源于光合

色素叶绿素ａ，在活体细胞内叶绿素ａ与其他色素

协同完成捕获光能的功能［１６］。浮游植物活体细胞

的色素主要分为用于吸收光能的天线色素和将捕获

的光能转化为化学能的反应中心色素［１７］。反应中

心色素是一种特殊的叶绿素ａ分子，天线色素除了

均含有叶绿素ａ以外，不同浮游植物体内的其他天

线色素有很大差异，如叶绿素ｂ，叶绿素ｃ，类胡萝卜

素，藻蓝蛋白等，叶绿素ａ与其他天线色素协同蛋白

质一起构成捕光色素复合体（ＬＨＣ）。不同种类浮

游植物的光合器官中完成捕获光能的色素有明显差

异，如蓝藻主要由藻胆蛋白吸收４００～７００ｎｍ 的

光，绿藻则由叶绿素ａ、叶绿素ｂ、类胡萝卜素和叶黄

素完成光能捕获的功能，因此，捕光色素决定了藻类

吸收自然光的波长范围。
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图１ 光合作用中荧光发射与电子和能量传递过程

Ｆｉｇ．１ Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｅｍｉｓｓｉｏｎ，ｅｌｅｃｔｒｏｎａｎｄｅｎｅｒｇｙｔｒａｎｓｆｅｒｐｒｏｃｅｓｓｉｎｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ

　　活体叶绿素荧光不仅可以反映光能吸收、激发

能量传递和光化学反应等光合作用的原初反应，还

与电子传递、质子梯度建立以及三磷酸腺苷（ＡＴＰ）

合成和ＣＯ２ 固定密切相关，几乎所有光合作用过程

的变化均可通过叶绿素荧光反映出来，因此叶绿素

荧光被视作光合作用研究的探针。与活体浮游植物

相比，失去活性的浮游植物在光源的照射下同样会

产生叶绿素荧光，但由于内部电子传递过程被打断，

其激发光不参与ＰＳＩＩ的光合作用，因此显现出普通

分子荧光的特征ＤＣＭＵ作为一种非常灵敏的电子

传递抑制剂，常用于光合系统的电子传递研究［１８］。

３　实验与方法

３．１　测量系统

测量系统由光源驱动、光电转换及信号处理、控

制单元和上位机软件组成。光源驱动系统为ＬＥＤ

光源提供恒定电流，其中测量光采用１ｋＨｚ方波调

制的方案，光强大小可设置，光化光采用数控数模转

换（ＤＡＣ）驱动方案，可选取１２种不同的强度，饱和

光由超高亮激光二极管产生。为了最大程度地减弱

杂散光对测量结果的影响，在光源和样品池之间放

置高性能滤光片（ＦＦ０１６５０／ＳＰ２５，ｓｅｍｒｏｃｋ），光电

探测器与三个光源所在平面的保持垂直，探测器前

端放 置 ６８０ｎｍ 带 通 滤 光 片 （ＦＦ０１６８５／２５２５，

ｓｅｍｒｏｃｋ）。图２为激发和发射滤光片的光谱透射率

曲线，探测器响应的波段为６５０～７００ｎｍ，低通滤光

片使 激 发 光超过 ６５０ｎｍ 的 部 分 透 射 率 低 于

０．０１％，从而使探测器接收到的容易引起散射的杂

散光强度低于其自身强度的１０－８，最大程度上保证

了荧光信号的可靠性。信号处理系统利用锁相放大

技术实现与测量光同频率的荧光信号检测。图３为

测量系统简易结构框图，上位机软件界面通过指令

操作控制单元，实现光源的通断、各种参数设置和数

据采集等功能。

图２ 激发和发射滤光片的透射率曲线

Ｆｉｇ．２ Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｖｉｔｙｃｕｒｖｅｏｆｅｘｃｉｔａｔｉｏｎａｎｄ

ｅｍｉｓｓｉｏｎｆｉｌｔｅｒ

３．２　实验设置

将一定浓度的铜绿微囊藻和普通小球藻放置于

样品池暗适应１０ｍｉｎ后，（所用藻种均取自中国科

学院水生生物研究所）。首先采用三维荧光仪获取

上述样本的三维荧光光谱，结合常用的光源，分别利

用４５０、５２５、５９０、６２０ｎｍＬＥＤ作为调制光源，逐次

改变光源的强度，利用 ＵＳＳＱＳ／ＷＢ光量子传感器

（产自德国 Ｗａｌｚ）读取光强，通过自行研制的测量系

统结合上位机软件记录各波长和光强激发下的叶绿

素荧光诱导曲线。

３．３　活体和失活浮游植物叶绿素荧光特性对比

采用ＤＣＭＵ作为电子传递抑制剂，其主要作

用是打断ＰＳＩＩ与质体醌的结合位点，阻断电子受体

ＱＢ与ＰＱ之间的电子传递过程（见图１光合作用中

的电子传递过程），光合作用过程中电子传递链的打

０９３０００１３
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图３ 叶绿素荧光诱导特性测量系统结构示意图

Ｆｉｇ．３ Ｂｌｏｃｋｄｉａｇｒａｍｏｆｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｄｕｃｔｉｏｎｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｓｙｓｔｅｍ

图４ （ａ）铜绿微囊藻和（ｂ）普通小球藻三维荧光光谱

Ｆｉｇ．４ Ｔｈｒｅｅｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆ（ａ）ｍｉｃｒｏｃｙｓｔｉｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａａｎｄ（ｂ）ｃｈｌｏｒｅｌｌａｖｕｌｇａｒｉｓ

断会导致光能不能转变成化学能力（ＡＴＰ和还原

力）并使活体浮游植物失去光合作用能力。ＤＣＭＵ

仅阻止ＰＳＩＩ的电子传递过程，对光合系统Ｉ（ＰＳＩ）和

其他光合功能诸如光能吸收以及卡尔文循环中的

ＣＯ２ 固定并不产生影响，而且不会改变叶绿素的分子

荧光特性。所用试剂选取纯度为９８％的ＤＣＭＵ粉末

（乐陈化工，上海），取０．１ｍｏｌ试剂溶于１００ｍＬ乙醇

中，再从中取０．４ｍＬ加入质量分数为１ｍｇ／Ｌ的铜

绿微囊藻溶液并加蒸馏水定容至１００ｍＬ。

４　结果与讨论

４．１　浮游植物三维荧光光谱测量

利用ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅＳｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒＦ７０００三维

荧光仪（Ｈｉｔａｃｈｉ，日本）获取铜绿微囊藻和普通小球藻

的三维荧光光谱，如图４所示，其中激发波长的范围

为４００～６２０ｎｍ，发射波长选取６２０～７３０ｎｍ。铜绿

微囊藻的荧光发射峰位于６４０～７３０ｎｍ，利用蓝光、

黄光和红光可以实现荧光激发，其中红光激发的效

率最高，普通小球藻的荧光发射谱线相对较宽，覆盖

的光谱范围为６５０～７３０ｎｍ，可见波段的光都可以
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用于荧光激发，其中蓝紫光的激发效率最高，红光的

激发效率次之，绿光最低。由此可见，蓝光、黄光和

红光光源均可以应用于浮游植物的荧光测量中。

４．２　光强对活体浮游植物叶绿素荧光的影响

活体浮游植物的叶绿素荧光发射特征与分子荧

光有明显的差异，在激发波长和发射波长确定的情

况下，活体叶绿素荧光强度的大小不仅由激发光强

度和样本浓度决定，还会随着时间而变化。活体叶

绿素分子吸收的能量利用的途径有光化学反应

（犘）、热量耗散（犇）和发射荧光（犉），上述三种途径

一直处于相互竞争的过程当中，经过一定的适应时

间后达到平衡状态。

犘＋犇＋犉＝１． （１）

　　当激发光强度足够低时，内部的电子和能量传

递过程并没有被开启，活体叶绿素分子吸收的能量

转化成荧光或者以热量耗散的形式向周围环境传

递。当激发光的强度超出一定的范围后，活体叶绿

素分子内部的光化学反应过程开始启动，（１）式中的

三种去激发途径开始相互竞争。

为了更好掌握激发光强对活体浮游植物光化学

反应的影响，利用３．１节中介绍的测量系统，获取不

同光照强度的６２０ｎｍＬＥＤ激发下荧光强度随时间

变化的诱导曲线。如图５所示，分别给出了激发光

为１．１、３．４、４．３、８．６、１８．４、１９０．３μｍｏｌ／（ｍ
２·ｓ）时

的荧光诱导曲线。从图中可以发现当激发光的强度

分别为１．１、３．４μｍｏｌ／（ｍ
２·ｓ）时，诱导曲线的荧光

值维持在一个稳定的水平，这与Ｓｃｈｒｅｉｂｅｒ
［５，７］介绍

的测量光荧光诱导特性相符。当激发光强大于等于

４．３μｍｏｌ／（ｍ
２·ｓ）时，荧光诱导曲线呈现出现快速上

升然后缓慢下降趋势，这个下降过程会持续几分钟时

间，并最终达到一个相对稳定的水平。这表明激发光

的强度超过一定的阈值后，活体叶绿素分子的光合作

用过程被启动，吸收的能量驱动分子内部的电子和能

量传递，有一部分能量被转化成化学能并被储存起

来，由于（１）式中热量耗散的比例相对稳定，用于光化

学反应的比例的上升会导致荧光发射占所吸收能量

的比例下降，当三种去激发途径相互竞争并达到平衡

状态时荧光强度即维持在一个稳定的水平，这很好地

解释了诱导曲线中荧光强度的逐步变弱最后趋于稳

定的现象。在光强为４．３μｍｏｌ／（ｍ
２·ｓ）的激发光照射

下，诱导曲线中由于光合作用导致的部分荧光下降占

最大值的２．５４％，８．６、１８．４、１９０．３μｍｏｌ／（ｍ
２·ｓ）等三

种光强激发下的上述数值分别为５．６２％、５．８８％和

１８．１５％。继续提高光照强度（不超过使活体叶绿素

分子产生），荧光诱导曲线的趋势与上述４种光强激

发时一致，只是荧光强度下降的幅度更大，通常情况

下将这种能够驱动光合过程的光称之为光化光。另

外荧光强度均为相对值，由于模数转换（ＡＤＣ）位数的

缘故，测量系统采用了不同增益设置。

图５ 活体浮游植物在６２０ｎｍＬＥＤ不同光照强度下的叶绿素荧光诱导曲线

Ｆｉｇ．５ Ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｄｕｃｔｉｏｎｃｕｒｖｅｓｏｆｐｈｙｔｏｐｌａｎｋｔｏｎ犻狀狏犻狏狅ｅｘｃｉｔｅｄｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｉｇｈｔｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓａｔ６２０ｎｍ
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　　改变激发波长，分别选取波长为４５０、５２５、

５９０ｎｍＬＥＤ作为激发光源，获得的荧光诱导现象

与采用６２５ｎｍＬＥＤ激发时很相似。通过实验确定

了４５０、５２５、５９０、６２０ｎｍ４个波长的光源满足测量

光特征的强度阈值，如表１所示，选取对应波段的

ＬＥＤ作为激发光源，将光强控制在阈值范围内可以

获得与样本本底色素浓度（线性范围内）严格成比例

关系的荧光诱导特性。

表１ 各波长测量光的光强阈值

Ｔａｂｌｅ１ Ｉｎｔｅｎｓｉｔｙｔｈｒｅｓｈｏｌｄｖａｌｕｅｓｏｆｍｅａｓｕｒｅｌｉｇｈｔ

ｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｓ

Ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ／ｎｍ Ｔｈｒｅｓｈｏｌｄｖａｌｕｅ／［μｍｏｌ／（ｍ
２·ｓ）］

４５０ ２．８

５２５ ４．６

５９０ ３．８

６２０ ４．３

４．３　不同波长激发的荧光诱导特性

为了进一步考察激发光的光质对叶绿素荧光诱

导特性，将各波段的激发光强选取在只激发本底色

素荧光的光强范围内测量对应的荧光强度。４５０、

５２５、５９０、６２０ｎｍ激发下的Ｆｏ均是在同一增益设置

下测量得到的，实际入射光非常微弱，不足以引起高

于Ｆｏ的荧光上升，每一组荧光数据均测量３次并

取均值。不同波长的测量光与入射光强的比值与样

品的激发光谱有关，通过Ｏｒｉｇｉｎ软件自带的曲线拟

合功能可以得到粗略的四点离散激发光谱如图６所

示。通过比较不同激发波长处的犉ｏ／犐ＰＡＲ，可以得到

更多关于ＰＳＩＩ吸收光与荧光发射的信息。

图６ 普通小球藻和铜绿微囊藻的离散激发光谱

Ｆｉｇ．６ Ｄｉｓｃｒｅｔｅｅｘｃｉｔａｔｉｏｎｓｐｅｃｔｒａｏｆｍｉｃｒｏｃｙｓｔｉｓ

ａｅｒｕｇｉｎｏｓａａｎｄｃｈｌｏｒｅｌｌａｖｕｌｇａｒｉｓ

从４．１节中得到的普通小球藻三维荧光谱图中

提取出６８５ｎｍ处的激发谱线，将测量得到犉ｏ／犐ＰＡＲ

在４５０ｎｍ 处的数据调整到三维光谱中同样的大

小，其余３个波长处的数据依据放大倍数做同样的

处理。从图７（ａ）中可知测量得到的离散激发光谱

与三维荧光仪的结果类似，由于滤光片与三维光谱

仪中单色仪透射率性能和探测器在不同波长处响应

效率的不同，实验得到的离散激发光谱与三维光谱

仪中提取出的激发谱线有一定的偏离，激发光谱的

离散化可以为检测仪器的低功耗、快速、小型化提供

技术支持。

图７ 普通小球藻的激发光谱对比和４个波长处的吸收率

Ｆｉｇ．７ Ｃｏｍｐａｒｉｓｉｏｎｏｆｄｉｓｃｒｅｔｅａｎｄｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆｃｈｌｏｒｅｌｌａａｎｄａｂｓｏｒｂａｎｃｅｍｅａｓｕｒｅｄａｔ４ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｓ

　　为了考察波长对荧光量子效率的影响，利用

ＵＶ２５５０紫外分光光度计（ＳＨＭＡＤＺＵ日本）测量了

普通小球藻和铜绿微囊藻在４５０、５２５、５９０、６２０ｎｍ处

的吸收率数据如图７（ｂ）所示，通过调整样本的浓度

使两种藻在４５０ｎｍ处的吸收率处于同一水平。由

图６可知铜绿微囊藻和普通小球藻荧光Ｆｏ在波长

和ＰＡＲ相同时差异非常明显，尽管在４５０ｎｍ下的

吸收率相同，但犉ｏｍ，４５０／犉ｏｃ，４５０（其中犉ｏｍ，４５０和犉ｏｃ，４５０

分别代表小球藻和微囊藻在４５０ｎｍ处的本底荧光

值）达１２６５．８３３／１１８．５７１＝１０．６７６倍，与之相比，同

一样品在６２０ｎｍ的激发光下，波长被蓝藻中的藻

蓝蛋 白 强 烈 吸 收，犉ｏｃ，６２０ 与 犉ｏｍ，６２０ 的 比 值 达 到

７１１．１６３／１９３．６７４＝３．６７２。铜绿微囊藻在 ５２５、

５９０、６２０ｎｍ处的吸收率数据相差很小，而普通小球
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藻的差异相对较大，这与ＰＳＩＩ和ＰＳＩ的色素构成有

密切的关系。叶绿素荧光主要来自 ＰＳＩＩ，蓝藻的

ＰＳＩＩ和ＰＳＩ之间色素构成的差异大于绿藻，在蓝藻

中，绝大多数叶绿素ａ位于ＰＳＩ的天线系统中，而

ＰＳＩＩ主要由藻胆体构成。通过比较吸收率数据和

犉ｏ／犐ＰＡＲ，可以发现不同波长激发的荧光数据包含了

ＰＳＩＩ吸收和荧光发射效率方面的信息，而单纯的通

过吸收率没办法获取。

４．４　活体浮游植物和失活浮游植物的荧光特性测量

对铜绿微囊藻溶液分别用９０％提取叶绿素和浓

度为４μｍｏｌ／Ｌ的ＤＣＭＵ进行处理，并设置一个活体

对照样本，将３个配置完成的样品放入光照培养箱

中，２４ｈ后分别测试叶绿素荧光诱导曲线。其中测量

光选取４５０ｎｍＬＥＤ光源，强度为１．５μｍｏｌ／（ｍ
２·ｓ），

光化光同样选取４５０ｎｍＬＥＤ作为光源，强度设置为

２７６μｍｏｌ／（ｍ
２·ｓ），饱和光由４４５ｎｍ激光二极管提

供，光强约为６０００μｍｏｌ／（ｍ
２·ｓ），测试过程中每间

隔１０ｓ提供一次饱和脉冲光，持续时间约１．２ｓ。

将样品暗适应１０ｍｉｎ后开始进行测试，得到的荧光

诱导曲线如图８所示，为了更好地比较３个样品的

荧光诱导特征，３组测试均在同一信号增益下进行，

并将测量光激发下的荧光强度、光化光和饱和脉冲

光的作用时间调整到同一水平。

图８ 活体浮游植物、经质量分数为９０％的乙醇提取和

ＤＣＭＵ处理后样品的叶绿素荧光诱导曲线

Ｆｉｇ．８ Ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ

ｐｈｙｔｏｐｌａｎｋｔｏｎ犻狀狏犻狏狅，ｅｘｔｒａｃｔｅｄｂｙ９０％ ｍａｓｓ

　　ｆｒａｃｔｉｏｎｅｔｈａｎｏｌａｎｄａｄｄｉｔｉｏｎｗｉｔｈＤＣＭＵ

３个样本的在测量光激发下的荧光值一直处于

稳定水平，提供２７６μｍｏｌ／（ｍ
２·ｓ）的非调制光化光

后，荧光诱导曲线开始显现出明显的差异。活体样

本在光化光的作用下，叶绿素分子内部电子和能量

传递过程被触发，荧光强度在很短的时间内迅速上

升至最大值，随着（１）式中三种去激发途径的相互竞

争，荧光强度逐渐下降如图８中曲线 Ａ所示，在测

量光和光化光同时作用的基础上，提供的饱和脉冲

光由于强度足够大作用时间足够短，光合电子传递

被短暂地抑制，ＰＳＩＩ中心被完全关闭，荧光强度在

短时间内迅速上升至峰值并且随着饱和脉冲光的关

闭迅速下降，荧光峰的峰值与光化光的强度和持续

时间有关，具体表现为活体叶绿素分子在光适应的

过程中，峰值逐渐增加并最终保持稳定，通过峰值处

的荧光强度和光适应后的荧光值可以计算得到活体

分子的ＰＳＩＩ原处光能转化效率即光合作用活性。

ＤＣＭＵ作为电子传递抑制剂，打断了图１中介绍的

ＰＳＩＩ与ＰＱ之间的电子传递过程，在光化光的照射

下，ＰＳＩＩ因此积累了大量的电子和能量，导致荧光

强度上升。叶绿体分子中的主要光合色素：叶绿素

ａ、叶绿素ｂ、叶黄素和胡萝卜素等易溶解于有机溶

剂中，因此无水乙醇常用于提取活体浮游植物的叶

绿素［１９］，乙醇对叶绿体结构的破坏导致了浮游植物

失去了光合能力，由于信号处理系统只检出与测量

光同频率的信号，光化光对检测的荧光没有任何贡

献，加入的饱和脉冲光会导致下降表明样本已经完

全失去了活性，如图８中曲线Ｂ和Ｃ所示。

通过对活体和失活样本的荧光诱导测量，在实

验条件一致的情况下，获得了不同的荧光诱导曲线，

可以说明两个问题：１）叶绿素荧光可以作为研究活

体藻类光合作用的探针，失活样本由于不具备光合

作用能力，光化光和饱和脉冲光的照射不会对其荧

光量子产率产生影响；２）验证了测量系统的有效性，

采用本测量系统可以获得典型的活体浮游植物的叶

绿素荧光诱导曲线，从中可以获取活体样本在光合

作用过程中将光能转化为化学能的效率，实现光合

作用活性的测量。

５　结　　论

基于荧光法的叶绿素诱导特性测量可以实现浮

游植物光合作用过程的快速和实时监测，不同光质

和光强激发下的活体叶绿素荧光诱导特性研究是发

展光合作用活性测量仪器的基础。尝试利用４种不

同中心激发波长的ＬＥＤ作为调制测量光的光源，建

立了一套实验室浮游植物光合作用活性测量系统。

基于不同光强激发下的叶绿素荧光诱导特性，研究

了光强对活体浮游植物荧光特性的影响；通过测量

各波长处的吸收率和犉ｏ／犐ＰＡＲ，获得依赖与波长的有

关ＰＳＩＩ吸收的信息；此外对比测试活体浮游植物、
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经９０％提取和浓度０．４μｍｏｌ／Ｌ的ＤＣＭＵ处理过

的失活样本，获得了有显著性差异的叶绿素荧光诱

导曲线。基于上述研究，得到如下结论：

１）给出了中心波长为４５０、５２５、５９０、６２０ｎｍ

ＬＥＤ用作测量光光源的光强阈值范围和测试方法，

为浮游植物光合作用活性原位测量系统研制提供数

据支持。

２）结合各波长处的犉ｏ／犐ＰＡＲ和吸收率数据，获

得离散的激发光谱并提供不同浮游植物样本ＰＳＩＩ

吸收和荧光发射效率的信息，明确普通小球藻比铜

绿微囊藻更适宜用蓝光波段ＬＥＤ进行探测，铜绿微

囊藻在红光波段ＬＥＤ激发下荧光发射效率更高，可

以为不同浮游植物的光合作用活性测量中激发光源

的波长选取提供参考依据。

３）比较活体和失活样本的测量结果，充分揭示

了活体浮游植物叶绿素荧光与其他分子荧光的区

别，活体叶绿素荧光量子产率的变化包含了丰富的

光合作用信息。

因此，利用脉冲振幅调制技术结合饱和脉冲方

法可以获取活体浮游植物叶绿素荧光诱导特性，这

将为利用廉价的ＬＥＤ光源研发相应的水体浮游水

体浮游植物光合作用活性原位测量仪器提供可

能性。
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