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摘要　根据生物膜能流理论和电子传递模型,结合快相与弛豫两种激发条件,对复杂的光合作用过程进行分析并

简化计算,提出植物光合作用参数反演方法.利用滑动窗口斜率判定法确定最大荧光产率;利用线性最小二乘算

法解析快相荧光过程获得光化学量子效率和功能吸收截面;利用离散迭代算法解析弛豫荧光过程获得质体醌平均

还原时间常数.对对数生长期以及铜离子胁迫条件下的平裂藻和斜生栅藻进行实验测量,结果表明该方法反演结

果具有良好的稳定性和重复性,光化学量子效率、功能吸收截面和质体醌平均还原时间常数的测量结果相对标准

偏差分别为１．２５％、１．５０％和１．８３％,其中光化学量子效率与脉冲振幅调制技术的测量结果线性相关系数达到

０．９７１４.该方法为研究植物生理研究提供一种光学分析手段.
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Abstract　Accordingtothebiologicalfilmenergyflowtheoryandelectrontransfermodel theplantcomplex
photosynthesisisanalyzedandsimplifiedbycombiningtotheexcitingconditionsoffastphaseandrelaxation sothat
aninversionmethodofplantphotosynthesisparameterisproposed敭Themaximumfluorescenceyieldiscalculatedby
usingthedeterminatemethodofslidingwindowslope敭Thephotochemicalquantumefficiencyandthefunctional
absorptioncrosssectionareobtainedbyanalyzingthefastphasefluorescenceprocesswithlinearleastsquare
algorithm敭Theplastoquinoneaveragereductiontimeconstantisobtainedbyanalyzingtherelaxationfluorescence
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processwith discreteiterativealgorithm敭Theexperimental measurementresultsofthe merismopediaand
scenedesmusobliquusgrewinlogarithmicphaseandunderthecopperionstressconditionsshowthattheinversion
hasgoodstabilityandrepeatability敭Therelativestandarddeviationofthephotochemicalquantumefficiency the
functionalabsorptioncrosssectionandtheplastoquinoneaveragereductiontimeconstantare１敭２５％ １敭５０％and
１敭８３％ respectively敭Thelinearcorrelationcoefficientofthephotochemicalefficiencycomparedtothemeasuring
resultofthepulseamplitudemodulationtechnologyis０敭９７１４敭Theproposedinversionmethodprovidesanoptical
analysismeansforthestudyofplantphysiology敭
Keywords　spectroscopy chlorophyllfluorescencekinetics photosyntheticparametersinversion linearleast
squarealgorithm fastphaseandrelaxationfluorescence
OCIScodes　３００敭２５３０ ３００敭６３９０ ０４０敭５２５０ ０４０敭３０６０

１　引　　言
叶绿素荧光动力学过程与植物光合作用状态密切相关,即植物细胞在暗适应后,重新照光要经过一个

“光合诱导期”光合作用才能达到正常水平[１].自 Mauzerall[２]提出基于荧光动力学反演植物光合作用方法

以来,已发展了多种光诱导荧光动力学解析方法,如Schreiber等[３]研究了脉冲振幅调制(PAM)光诱导荧光

动力学曲线的解析方法,研制了商业化测量仪器 WaterＧPAM并应用到实际的光合作用参数测量中;Kolber
等[４]研究了高速重复脉冲(FRR)光诱导单周转快相荧光动力学测量技术与解析方法;Stirbet等[５]建立了多

周转模式快相叶绿素荧光动力学曲线的OJIPＧtest解析方法;邱晓晗等[６]提出自适应最小误差逼近方法对

光合系统II(PSII)的快相荧光曲线进行解析和反演获得相关的光合作用参数.已有研究均是基于荧光动力

学上升过程解析原初光能转化以及PSII的质体醌(PQ)和初级醌受体(QA)的能流过程,获得最小荧光产率

Fo,最大荧光产率Fm,最大可变荧光产率Fv＝Fm－Fo,可对光化学量子效率Fv/Fm、功能吸收截面σPSII进

行解析.PAM 技术仅仅对Fv/Fm 进行了解析,FRR、OJIPＧtest和自适应逼近法还解析了另外一个参数

σPSII,而对弛豫荧光动力学的过程解析未见报道.在弛豫荧光过程中,PQ平均还原时间τQA指的是电子传递

经QA、PQ和Cytb６/f后到达PSI过程中,PQ从氧化态到重新被还原的时间,τQA还原时间越快,单位时间

内传递的电子数量也越大,其与光合作用的速率密切相关.目前获得该参数的常用方法大多依靠化学试剂

分析,操作过程较为复杂,不适用于现场测量.
荧光动力学过程是活体生物中的电子传递过程,容易受植物自身的生理状态影响,利用常规的测量手段

不能获取完整的荧光动力学信息,更不能有效地对荧光动力学曲线进行反演并获得更多的光合作用参数.
因此,如何利用新的测量手段获取荧光动力学信息并通过反演算法获得准确的光合作用参数是目前迫切需

要解决的难题.本文以生物膜能流理论和电子传递过程为基础,研究了单周转快相与弛豫荧光动力学参数

反演算法,除获得光化学量子效率Fv/Fm 和功能吸收截面σPSII外,还获得另外一个参数τQA,从而更加准确

有效地挖掘叶绿素荧光动力学过程蕴含的光合作用状态信息,为植物光合作用参数测量及光化学反应科学

研究提供先进技术手段.

２　实验系统

图１ 荧光动力学实验系统

Fig敭１ Fluorescencekineticsexperimentalsystem

基于快相与弛豫荧光动力学的实验测量系统如图１所示.由４６０nm的发光二极管(LED)阵列(３×３)

０７３０００２Ｇ２
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作为激发光源(最大瞬时光强为８００００μmol􀅰quanta􀅰m－２􀅰s－１),通过可变脉冲信号控制产生快相和弛豫

两种模式下的光强,其中快相激发光强最小分辨率为１２μmol􀅰quanta􀅰m－２􀅰s－１,弛豫模式下的调光分辨

率为０．０６μmol􀅰quanta􀅰m－２􀅰s－１.在光源方向上,激发光经带通滤波片后由光电二极管(PC１０Ｇ６B,First
Sensor)转换为电信号;荧光探测与光源方向呈９０°,６８５nm 的荧光经过约２０nm 带宽带通干涉滤光片

(BP６８５,南通研华)后使用光电倍增管(HT６７７９Ｇ１,HAMAMATSU)进行光电转换,对两路信号经过放大

器(OPA６３７,TexasInstruments)后进行高速模拟/数字(A/D)转换(ADS８０７E,TexasInstruments),获得激

发光和荧光信号强度信息.

３　反演方法
３．１　荧光动力学分析过程

植物吸收光能并发生光化学反应,反应中心色素P６８０失去一个电子变为P６８０＋,它的还原过程需约

１００μs.当使用人工调制的单脉冲强光激发后,PSII大量吸收电子导致在QA 处阻塞,反应中心关闭,无法

再接收后续的能量用于光化学反应,其光能仅能以热量和荧光的形式耗散,引起荧光产率从静态最小荧光

Fo 上升并达到最大荧光产率Fm,此过程即为快相上升过程.实验室培育下平裂藻的荧光动力学典型曲线

如图２所示.

图２ 荧光动力学曲线

Fig敭２ Fluorescencekineticscurve

暗适应状态下,叶绿素荧光产率与激发光能量、PSII的功能吸收截面σPSII及QA 的氧化还原状态密切相

关.激发过程中,t时刻的荧光产率f(t)可表示为[７]:

f(t)＝Fo＋(Fm－Fo)C(t)＝Fo＋FvC(t), (１)
式中Fv 为最大可变荧光产率,Fm 为所有PSII反应中心都关闭时的最大荧光产率,Fo 为PSII的所有反应

中心处于完全开放状态的初始荧光产率,C(t)(０≤C(t)≤１)为已关闭的反应中心比例.

C(t)由原初光化学反应速率决定,而原初光化学反应速率又与入射的激发光能量I、PSII功能吸收截

面σPSII以及Q—
A 再氧化速率的乘积成正比.由原初光化学反应引起的C(t)的变化可表示为:

∂C(t)
∂I ＝σPSII[１－C(t)]. (２)

　　如果忽略Q—
A 的再氧化过程,(２)式可简化为:

dC(t)
dt ＝σPSII

dI
dt
[１－C(t)]＝σPSIIi(t)[１－C(t)], (３)

式中i(t)为激发光能量.对(３)式进行积分运算,可得到C(t)的表达式为:

C(t)＝∫
t

０
σPSIIi(v)[１－C(v)]dv, (４)

式中v 为积分变量,C(v＝０)是在激发开始之前处于关闭状态的PSII反应中心的比例.当采用非常强的激

发光能进行激发,Q—
A 的再氧化过程可以忽略.(４)式可简化为:

f(x)＝Fo＋(Fm－Fo)exp(１－σPSIIx)＝Fo＋Fvexp(１－σPSIIx). (５)

　　在弛豫荧光过程中,Q—
A 的再氧化能力非常显著,因此需要将(５)式进行修正,得:

０７３０００２Ｇ３
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C(t)＝∫
t

０
σPSIIi(v)[１－C(v)]g(t－v)dv, (６)

式中g(t－v)描述了Q—
A 的再氧化过程,即:

g(t)＝exp(－t/τQA), (７)
式中τQA为Q—

A 的平均再氧化时间常数.
虽然(６)式和(７)式没有方程解,但通过对(１)式的离散形式进行数值拟合,可以获取光合作用参数τQA.

(１)式的离散形式表示为:

fn ＝Fo＋(Fm－Fo)Cn, (８)
式中fn 为第n 采样点,Cn 为第n 个采样周期后关闭的PSII反应中心的比例.Cn 的计算公式为:

Cn ＝Cn－１An ＋InσPSII(１－Cn－１An), (９)
式中In 为第n 个采样周期的激发能,An 的计算公式为:

An ＝(An－１＋Cn－１/σPSII)exp(－Δt/τQA). (１０)

　　在光适应条件下,A０ 和C０ 描述了环境光关闭的反应中心的比例,Δt是信号采样周期.
通过采用(８)、(９)和(１０)式对计算得到的荧光产率曲线进行拟合,即可获取τQA,至此,通过对快相与弛

豫荧光产率曲线的分段反演,获得光合作用参数Fv/Fm、σPSII和τQA.

３．２　计算过程

为了获得叶绿素的光合作用参数,需要对采集的叶绿素荧光信号和激发光参考信号进行光谱处理,计算

过程主要采用了滑动窗口斜率判定法、线性最小二乘(LLS)算法和离散迭代算法.滑动窗口斜率判定法主

要为了消除单个测量数据计算误差所带来的影响,常用于模型的趋势分析;线性最小二乘法以误差的平方和

最小作为线性模型的参数估计,根据本文的线性方程求解过程特点,选用它作为参数估计算法;而离散迭代

算法是根据弛豫过程得到的一种特定分析算法.先利用快相荧光曲线采用滑动窗口斜率法对最大荧光稳定

点进行判断;利用最小二乘拟合算法反演得到Fm,步骤如图３(a)所示;采用线性逼近拟合法解析获得Fo 以

及光化学量子效率参数Fv/Fm;利用微分法对快相动力学曲线进行变换,获得线性拟合矩阵,通过最小二乘

拟合求解功能吸收截面σPSII,最后利用弛豫荧光曲线和快相荧光的Fm 和Fo 参数,采用迭代法建立线性方

程组,再利用最小二乘算法反演得到QA 平均还原时间常数τQA,计算方法如图３(c)所示.

图３ 光合作用参数计算过程

Fig敭３ Calculationprocessofphotosynthesisparameters

３．２．１　最大荧光产率Fm

对快相荧光曲线按窗口宽度为w 组成得到斜率方程组为:

０７３０００２Ｇ４
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根据(１１)式,移动窗口j依次与算法设定的最大荧光产率的稳定斜率ks 比较,当kj 满足kj＜ks,把窗口j
序号记录下来,将所有符合条件的快相荧光动力学曲线子集X(j),Y(j)组成矩阵,利用最小二乘算法求解

获得Fm.

３．２．２　荧光产率Fo 和Fv

根据快相荧光模型,当激发时间趋于零时的荧光产率即为最小荧光值Fo.通过对诱导曲线的前m 个

荧光曲线数据和激发启动时间ts,采用线性最小二乘算法获得Fo.最大可变荧光Fv 即为Fm 与Fo 的差

值.光化学量子效率参数Fv/Fm 即可计算出来.

３．２．３　功能吸收截面σPSII

通过代入求解获得的Fo 和Fm,(５)式转为σPSII单变量的非线性指数函数形式,不能直接计算出来,需要

将它转变为线性形式.具体流程为:先将(５)式代入Fo 和Fm 后简化为:

g(x)＝exp(１－σPSIIx), (１２)
式中g(x)为快相荧光曲线的离散点集合.通过对上式求导,得到微分函数:

g′(x)＝[exp(１－σPSIIx)]′＝(１－σPSIIx)exp(１－σPSIIx)＝(１－σPSIIx)g(x). (１３)
式中g′(x)可通过求g(x)离散导数形式计算获得,代入(１３)式后获得线性矩阵,通过最小二乘法求解出σ
PSII.

３．２．４　PQ平均还原时间τQA

(８)、(９)和(１０)式代入已求解的Fo 和Fv,利用迭代法建立线性方程组,再利用最小二乘法求解得到τQA.

４　结果与讨论
藻类植物对环境胁迫具有敏捷性,是理想的光合作用研究对象.利用图２的实验系统分别对两种藻类

植物暗适应后使用激发光诱导获得相应的荧光动力学曲线,利用本文反演方法获得光合作用细节参数Fv/

Fm、σPSII和τQA,其中将Fv/Fm 与采用PAM技术的国外商业化仪器 WaterＧPAM 作对比分析,验证本文反

演方法的正确性.

４．１　正常生理状态下的藻类光合作用参数反演

实验 对 象 为 蓝 藻 门 的 平 裂 藻 和 绿 藻 门 的 斜 生 栅 藻,它 们 均 来 自 实 验 室 培 养,其 光 照 条 件 为

１００μmol􀅰quanta􀅰m－２􀅰s－１,温度为２５℃.将处于对数生长期的藻种从培养箱中取出,稀释为２００μg/L
即执行测量.其中,荧光动力学曲线如图４所示.

图４ 平裂藻和斜生栅藻荧光动力学曲线

Fig敭４ Fluorescencekineticscurvesofmerismopediaandscenedesmusobliquus

其中,快相荧光的采样点时间为１．３０μs,弛豫过程的采样周期为１３０μs,计算得到斜生栅藻和平裂藻光

合作用参数分别为Fo＝０．２７９７、Fo＝０．４６３３,Fm＝０．７５１７、Fm＝０．６３７８,Fv/Fm＝０．６３７９、Fv/Fm＝０．２７３６,
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σPSII＝２０．５１、σPSII＝１６．３０,τQA＝９０３．３１、τQA＝１９０５．４７.对平裂藻进行了８次测量,结果如表１所示,可以看

出,该平裂藻的光合作用参数σPSII、τQA和Fv/Fm 的相对标准偏差(RSD)分别为１．５０％、１．８３％和１．２５％,具
有很好的稳定性.

表１　平裂藻正常生理状态下的反演结果

Table１　Healthymerismopediainversionresults

No． １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ RSD
σPSII/１０２０m２􀅰quanta－１ １６．６８ １６．８５ １６．３２ １６．３７ １６．０８ １６．４２ １６．４５ １６．０１ １．５０％

τQA/μs １９０８．５２ １９８４．２３ １９６３．８７ １９５０．４８ １９９３．６２ １９４８．１７ １９０２．７３ １８９２．８４ １．８３％
Fv/Fm ０．２９１ ０．２８６ ０．２８１ ０．２８８ ０．２８５ ０．２８４ ０．２８３ ０．２７９ １．２５％

４．２　铜离子胁迫条件下藻类光合作用参数测量对比

平裂藻对重金属Cu２＋具有非常强的亲和性,当该藻吸收过量的Cu２＋后,引起叶绿体收缩、类囊体膨胀、
基粒结构解体、基质减少以及质体小球大幅度增加等现象[８Ｇ１１],光合效率以及电子传递速率都显著下降.将

处于对数生长期的平裂藻与８００μmol/L的Cu２＋ 溶液按体积比１∶１混合,使得混合后Cu２＋ 溶液的浓度为

４００μmol/L.混合后每隔２．５min测量一次,获得按时间变化的荧光动力学曲线如图５所示,对这些曲线进

行反演后各参数变化趋势如图６所示.

图５ 平裂藻在Cu２＋胁迫下的荧光动力学曲线变化趋势

Fig敭５ Fluorescencekineticscurvetrendof

merismopediaunderCu２＋stress

图６ 平裂藻在Cu２＋胁迫下τQA和σPSII变化趋势曲线

Fig敭６τQAandσPSIItrend

curveandσPSIIofmerismopediaunderCu２＋stress

如图６所示,平裂藻在Cu２＋ 胁迫下,５５min内PQ的平均还原时间τQA明显变长,从１５２２．０２μs延长至

３５２０．７３μs,而功能吸收截面σPSII从２０．７６变小为１８．６５,其中光化学量子效率Fv/Fm 如图７(a)所示,从０．３１７５变
化到０．１３３２,与使用 WaterＧPAM的测量结果趋势一致,其线性相关系数如图７(b)所示,R＝０．９７１４.

图７ 平裂藻在Cu２＋胁迫下(a)Fv/Fm 变化趋势曲线与(b)线性相关系数

Fig敭７  a Fv Fmtrendcurveand b linearcorrelationindexofmerismopediaunderCu２＋stress

５　结　　论
根据植物光合作用的电子传递机理,对植物叶绿素荧光动力学曲线进行分段测量的快相与弛豫荧光动

力学曲线进行反演解析,获得了光化学量子效率Fv/Fm 和功能吸收截面σPSII,以及PQ平均还原时间τQA.
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对平裂藻和斜生栅藻正常生长状态和Cu２＋胁迫下的荧光动力曲线进行反演,其结果正确地反映了光合作用

变化过程,其中光化学量子效率参数Fv/Fm 与采用PAM 方法测量的结果进行了对比分析,验证了基于快

相与弛豫荧光动力学的植物光合作用参数反演方法的有效性.另外,该方法在硬件结构上仅增加光脉冲激

发和微弱信号处理单元,采用了简单的线性运算,可将其应用在常见的ARM或DSP等嵌入式系统中,为获

取植物光合作用参数提供了一种有效手段.
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