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摘要　快速、准确评估浮游植物的初级生产力对研究海洋生态环境科学及理解全球碳循环演变规律等至关重要.

针对１４C示踪法和黑白瓶法等传统方法表示的初级生产力存在测量周期长、操作繁琐等问题,依据生物膜能流理

论,基于荧光动力学方法,即通过光源诱导产生可变叶绿素荧光获得光合参数,结合光合电子传递速率“生物Ｇ光学”

模型,对基于荧光动力学参数的光合电子传递速率的测量进行研究.通过不同胁迫条件下蛋白核小球藻的测试,

对比液相氧电极测量的光合放氧速率,验证光合电子传递速率测量浮游植物初级生产力的有效性.结果表明:在

不同浓度的二氯苯基二甲脲的胁迫下,浮游植物的光合电子传递速率与光合放氧速率具有良好的一致性,且二者

随胁迫浓度增加而减小明显,光合放氧速率与光合电子传递速率分别减小了７１．５５％和６８．８７％,二者相关系数的

平方达到０．９３４;在不同营养盐或光照强度下胁迫培养１５d,浮游植物的光合电子传递速率与光合放氧速率仍然具

有良好的一致性,二者相关系数的平方大于０．９５５.
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Abstract　Rapidandaccurateassessmentoftheprimaryproductivityofphytoplanktoniscrucialtoscientific
researchofmarineecologicalenvironmentandunderstandingofevolutionrulesofglobalcarboncycle敭The
measurementperiodofprimaryproductiveforcesrepresentedbythe１４Ctracermethodortheblackandwhitebottle
methodislongandcumbersome敭Tosolvetheproblem westudythephotosyntheticelectrontransferrateaccording
tothebiofilmenergyflowtheory敭Photosyntheticparametersareobtainedbythevariablechlorophyllfluorescence
inducedbylightsource andcombinedwithphotosyntheticelectrontransferrate biologicalＧoptics 敭Therefore the
measurementofphotosyntheticelectrontransferratebasedonfluorescencekineticparametersisstudied敭The
chlorellapyrenoidosaistestedunderdifferentstressconditions andthephotosyntheticoxygenratemeasuredbythe
liquidphaseoxygenelectrodeiscomparedtoverifyeffectivenessofthephotosyntheticelectrontransferrate敭The
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resultsshowthatunderdifferentconcentrationsofdichlorophenyldimethylureastress thephotosyntheticelectron
transportrateandphotosyntheticoxygenreleaserateofphytoplanktonhavegoodconsistency andbothdecrease
significantlywiththeincreaseofthestressconcentration敭Thephotosyntheticoxygenreleaserateandphotosynthetic
electrontransportratearereducedby７１敭５５％and６８敭８７％ respectively andtheirsquareofcorrelationcoefficientis
０敭９３４敭Underdifferentnutrientsorlightintensityfor１５d thephotosyntheticelectrontransportrateandphotosynthetic
oxygenreleaseratestillhavegoodconsistency andtheirsquareofcorrelationcoefficientisgreaterthan０敭９５５敭
Keywords　diotechnology photosynthetic electron transport rate primary production phytoplankton 
photosyntheticoxygenreleaserate
OCIScodes　２６０敭２５１０ ２６０敭５１３０ ２６０敭２１６０ ３５０敭４６００

１　引　　言

初级生产力(GPP)是指浮游植物在单位时间、
单位体积内通过光合作用固定有机物质的总量[１],
是进入生态系统的初始物质和能量,同时也是生态

系统碳循环的基础.因此,对海洋浮游植物初级生

产力的定量评估是研究海洋生态系统的重要环节,
同时也是研究全球碳循环变化的重要手段[２].

作为表示初级生产力的传统方法,１４C示踪法

和黑白瓶法[３]等需要“现场采样—温育培养—离线

分析”的过程,这一过程存在测量周期长、操作繁琐

等不足.叶绿素荧光是光合作用的副产物,由其发

展而来的叶绿色荧光技术是快速、无损测量浮游植

物初级生产力的一种手段.１９８９年,Booth等[４]提

出了测量浮游植物初级生产力的荧光方法,该方法

通过测量自然环境产生的叶绿素荧光来反演叶绿素

浓度,并假定叶绿素浓度与初级生产力的比值固定,
具有操作简单、测量快速的优点,常被用于研究大区

域海洋初级生产力.研究[５]发现,叶绿素浓度与初

级生产力的比值会随光照和营养盐的变化而变化.

Liu等[６]尝试利用遥感信息和地理信息系统(GIS)
技术建立由海洋水色遥感资料反演浮游植物叶绿素

浓度的方法,并结合相关算法估算初级生产力.由

于衰亡的藻叶绿素荧光不会马上消失,因此以遥感

影像为基础得到的初级生产力的计算值与实际值存

在误差.植物通过光合作用裂解水分子、释放 O２、

进行电子传递和固定CO２ 是连续且一一对应的,因
此Kautsky等[７]提出了利用活体荧光产率快速、定
量反演光合作用过程的光合电子传递速率方法,该
方法基于光源诱导产生的可变叶绿素荧光进行光合

作用参数的测量,利用荧光参数计算得到的光合电

子传递速率来描述光合作用的各个过程.Genty等

提出光合电子传递速率“生物Ｇ光学”测量模型[８],该
测量模型在叶绿素浓度与同化系数反演有效光合反

应中心浓度的基础上,加入反应中心电荷分离效率

等与生物活性相关的荧光参数.由于每种藻同化系

数不为常数,因此模型测量结果存在偏差.１９９３
年,Kolber等[９]结合荧光动力学曲线反演的荧光参

数,进一步丰富浮游光合电子传递速率“生物Ｇ光学”
测量模型,但仍没有解决采用叶绿素浓度反演有效

光合反应中心浓度带来的问题.
本文依据生物能流过程,利用荧光动力学手段,

通过光源诱导产生可变叶绿素荧光进行光合作用参

数的测量,结合光合电子传递速率“生物Ｇ光学”测量

模型,获得光合电子传递速率.以蛋白核小球藻为

研究对象,并在光合活性抑制实验和藻类生长抑制

实验的条件下,以液相氧电极法测得的光合放氧速

率作为对照,验证光合电子传递速率的有效性.

２　分析模型

图１所示为浮游植物光合作用的能流过程.在

浮游植物的光合作用过程中,光合细胞通过光合色

图１ 浮游植物光合作用能流过程示意图

Fig．１ Energyflowprocessofphotosynthesisofphytoplankton
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素和捕光色素蛋白复合体(LHCII)吸收并传递光能

到光合反应中心.传递的光能裂解附近的２个水分

子,并释放１个O２分子,形成４个电子进行光合传

递,固定１个CO２分子.因此,在衡量浮游植物初级

生产能力方面,光合电子传递速率Pe、光合放氧速

率PO２
、光合固碳速率PCO２

三者理论上是一致的.
浮游植物光合细胞单位体积内的光合电子传递速

率Pe与吸收系数aPSII、光化学效率φPSII密切相关,即

Pe＝aPSIIφPSIIE, (１)
式中:E 为环境光照强度.(１)式即浮游植物光合电

子传递速率“生物Ｇ光学”测量模型.aPSII指浮游植

物单位体积光合细胞捕获的光能量,与光适应下的

功能吸收截面σ′PSII及有效光合反应中心浓度[RCII]
成正比,即

aPSII＝[RCII]σ′PSII. (２)

σ′PSII表征单位体积反应中心光化学传递的能力;
[RCII]表示单位体积光合细胞具备活性的反应中

心总量,其满足表达式[１０]

[RCII]＝kF０/σPSII, (３)
式中:k为常数;F０ 为初始荧光;σPSII为功能吸收截面.

结合(１)~(３)式,可得

Pe＝kσ′PSIIF０φPSIIE/σPSII. (４)
参数φPSII表示光能量传递到有效反应中心后,电荷

分离产生电子向后进行光化学传递的效率,即光适

应下瞬时可变荧光产率F′q与最大荧光产率F′m的比

值,F′q为光适应下最大荧光产率F′m与光适应下最

小荧光产率F′０的差值,即

φPSII＝(F′m－F′０)/F′m＝F′q/F′m. (５)

　　由(４)式与(５)式得到光合电子传递速率计算公

式为

Pe＝kσ′PSIIF０EF′q/(σPSIIF′m). (６)

３　材料与方法

以蛋白核小球藻(编号为FACHBＧ５,购自中国

科学院淡水藻种库)为实验对象,利用活性抑制实验

和生长抑制实验,对光合电子传递速率Pe的测量结

果进行分析和验证.同时采用Clark液相氧电极和

可变光脉冲诱导荧光分析仪测量光合放氧速率PO２

与光合电子传递速率Pe,以光合放氧速率作为对

照,验证Pe 的有效性.

３．１　实验条件

活性抑制实验采用二氯苯基二甲脲(DCMU)
胁迫:DCMU能与D２蛋白上的QA位点结合,阻止

QB还原,抑制QA到 QB的传递,从而阻断电子传递

过程,进而实现光合作用的抑制.DCMU在常温和

中性条件下的水解速度可以忽略.
生长抑制实验采用营养盐与培养光照强度胁

迫:藻类对营养盐的含量非常敏感,营养盐含量过高

或过低都会对浮游植物的生长和生物活性产生影

响,氮对藻类体内的叶绿素、光合酶等生化组分的生

成和消耗有重要影响;光能不足与过剩都会导致藻

类体内生化组分的变化,尤其是高光条件会使光合

器官发生光钝化,引起光抑制.具体胁迫实验方法

如表１所示.
表１ 胁迫实验条件设置

Table１ Stressexperimentalconditionsetting

Experimentaltype
Initialmassconcentration/

(μg􀅰L－１)
Stressfactor Stresstime Stresscondition

Activityinhibition １１５５ DCMU １０min ０,３０,５０,８０,１００μmol􀅰L－１

Growthinhibition
６００ Lightintensity １５d ３０,６０,１５０,２００,３００,７００μmol􀅰m－２􀅰s－１

４５０ Nitrogen １５d ８,１６,３２,６４,１２８,２２８,５１２mg􀅰L－１

３．２　光合电子传递速率的测定

采用可 变 光 脉 冲 诱 导 荧 光 分 析 仪(AGHJＧ
TPLIFＧI型,中国科学院安徽光学精密机械研究

所)对不同处理条件下的各荧光参数进行测定.
可变光脉冲诱导荧光分析仪主要利用不同形式的

激发光脉冲来控制光合作用的电子状态,利用荧

光产率曲线来描述光合作用过程,如图２所示.
采用滑动窗口斜率判定法、线性最小二乘(LLS)算
法和迭代离散迭代算法[１１]等反演荧光动力学曲

线,可以得到

f(t)＝F０＋(Fm－F０)Ct＝F０＋FVCt,(７)

An ＝(An－１＋Cn－１/σPSII)exp(－Δt/τQA),(８)
式中:Fm为最大荧光;t为时间;f 为荧光产率;Ct

为t时刻关闭的反应中心比列;n 为采用周期数量;

An 为第n 个采样周期后开放的反应中心比例;
Cn－１为第n－１个采样周期后关闭的反应中心比

例;Δt 为时间间隔;τQA为PQ平均还原时间.荧光

动力学曲线分为快相和弛豫相,大部分荧光参数的

反演在快相部分.从图２中可以看出,在快相阶段

的开始和结束点可以反演初始荧光F０ 和最大荧光

Fm,其他参数根据(７)式和(８)式计算获得.反演的

光合作用参数为初始荧光F０、功能吸收截面σPSII、有

１１２６００１Ｇ３
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光条件下的功能吸收截面σ′PSII、有光条件下的光化学

效率F′q/F′m等.将反演的荧光参数代入(６)式,即可

获得光合电子传递速率Pe.

图２ 荧光动力学曲线反演荧光参数

Fig．２ Fluorescencekineticcurveinversionoffluorescence

parameters

３．３　光合放氧速率的测定

使 用 Clark 液 相 氧 电 极 (Chlorolab２ 型,

Hansatech公司)测定实验样品的光合放氧速率

PO２
.藻样品的PO２

由每个时刻放氧量的斜率计算

得到,测量结果如图３所示.对于每种环境光照下

测得的放氧量曲线,求其斜率即可得到该时刻下的

PO２
,对该环境光照条件下所有时刻的PO２

进行平

均,即可得到该光照强度时的 PO２
.但是得到的

PO２
仅为净光合速率的指标,为了与光合电子传递

速率Pe 的测量结果进行比较,需要在测定净光合

速率前,置藻液于黑暗条件下进行呼吸速率的测定,
将净光合速率转换为总光合速率.总光合速率用单

位时间内单位浓度叶绿素的净光合速率与呼吸速率

的和来度量.

图３ 氧电极法测量得到的浮游植物的(a)光合放养量与(b)光合放氧速率

Fig．３  a Photosyntheticoxygenreleaseamountand b photosyntheticoxygenreleaserateofphytoplanktonmeasured
byoxygenelectrodemethod

４　结果与讨论

４．１　DCMU胁迫作用下的实验结果

不同浓度DCMU胁迫蛋白核小球藻的结果如图

４所示,其中DCMU浓度为０时为对照组.由图４(a)
可知,在DCMU胁迫下,随着环境光照强度增大,PO２

值增大,当环境光照强度一定时,DCMU胁迫浓度越

大,PO２
随着环境光照强度上升的速率越小.这说明

在DCMU胁迫下,蛋白核小球藻放氧复合体裂解水

放氧受到阻碍,并且胁迫越大,放氧复合体破坏越大.
由图４(b)可知,随着DCMU胁迫浓度增大,Pe 与

PO２
具有相同的变化规律.由图４(c)可知:当DCMU

胁迫浓度小于８０μmol/L时,随着DCMU胁迫浓度

增大,PO２
与Pe 均呈明显减小的趋势,PO２

与Pe 分别

减小了７１．５５％和６８．８７％;当DCMU胁迫浓度大于

８０μmol/L时,随着DCMU胁迫浓度增大,PO２
与Pe

均不再发生变化.原因可能是 DCMU 浓度大于

８０μmol/L,超过了蛋白核小球藻所能承受胁迫浓度

的阈值,导致藻细胞内部的光合机构发生了不可逆的

损坏,使得蛋白核小球藻的初级生产力降到最小而不

再变化.对PO２
与Pe 进行线性拟合与方差分析,分

析结果如图４(d)所示.由图４(d)可知,PO２
与Pe具有

良好的一致性,相关系数的平方R２为０．９３４,且系数

显著(P＜０．０５).以上结果表明,当蛋白核小球藻处

于DCMU胁迫状态时,Pe测量结果与标准测氧法的

测量值具有良好的一致性,不仅能够反映蛋白核小
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图４ 在DCMU胁迫作用下,蛋白核小球藻光合电子传递速率Pe与光合放氧速率PO２
的测量结果.(a)PO２

随环境光照强

　　度的变化;(b)Pe随环境光照强度的变化;(c)PO２
与Pe随DCMU胁迫浓度的变化;(d)PO２

与Pe的线性关系

Fig．４ MeasurementresultsofphotosyntheticelectrontransportratePeandphotosyntheticoxygenreleaseratePO２of

chlorellapyrenoidosaatstressofDCMU敭 a VariationofPO２withambientlightintensity  b variationofPewith

ambientlightintensity  c variationsofPO２andPe withDCMUstressconcentration  d linearrelationship

　　　　　　　　　　　　　　　 　　　　betweenPO２andPe

球藻受胁迫因子胁迫程度的大小,而且二者的相关

性很好.下面将进一步对其在生长抑制条件下的相

关性进行实验验证.

４．２　氮胁迫作用下的实验结果

以氮质量浓度为６４mg/L培养基作为对照组

进行氮胁迫研究,结果如图５所示.由图５(a)可
知,在某种氮浓度的培养基下培养一段时间后,随着

环境光照强度增大,PO２
增大,培养在不同浓度氮培

养基的蛋白核小球藻的PO２
随着环境光照强度上升

的速率总是低于对照组.由图５(b)可知,对于培养

在不同氮浓度培养基中的蛋白核小球藻,其Pe与环

境光照强度的变化规律同PO２
与环境光照强度的变

化规律相同.由图５(c)可知,当氮的质量浓度为

６４mg/L时,PO２
与Pe均达到最大值,其他浓度时均

小于该浓度时的值,并且向两端呈明显减小的趋势.
当氮的质量浓度小于６４mg/L时,蛋白核小球藻处

于氮缺乏的状态,其光合作用中的卡尔文循环受到

影响,从而影响叶绿素的合成和细胞的分裂,同时叶

绿体是藻类进行光合作用的主要场所,氮的缺乏势

必会造成初级生产力的下降;当氮的质量浓度大于

６４mg/L时,蛋白核小球藻处于氮过剩的状态,同样

会损伤藻细胞结构,影响Pe的正常进行,因此,营养

盐浓度大于一定值会造成藻类初级生产力的快速下

降.实验中发现,当氮的质量浓度达到５１２mg/L
时,PO２

与Pe均大于前一种氮浓度时的值,原因可能

是实验设置的培养时间较长,使得蛋白核小球藻在

高浓度氮培养基中产生了适应性.对PO２
与Pe进

行线性拟合与方差分析,结果如图５(d)所示.由图

５(d)可知,PO２
与Pe具有良好的线性关系,相关系数

的平方R２为０．９５５,并且系数显著(P＜０．０５),即不

同氮浓度的培养条件下,PO２
与Pe具有良好的线性

关系.

４．３　培养光照强度胁迫下的实验结果

以１５０μmol∙m－２∙s－１为对照培养光照强度

研究不同光照条件下PO２
与Pe的线性关系.由图

６(a)可知:随着环境光照强度增大,PO２
值增大;当
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环境光照强度一定时,不同培养光照强度下的蛋白

核小球藻的PO２
值总是小于对照组的.由图６(b)

可知,在不同的培养光照强度下,蛋白核小球藻的

Pe随环境光照强度的变化规律相同.由图６(c)可
知:当培养光照强度小于１５０μmol∙m－２∙s－１时,
蛋白核小球藻处于低光状态,此时光是蛋白核小球

藻生长和电子传递的主要限制因子,因此光照强度

的减小会造成藻的蛋白质合成和叶绿体数量的减

少,从而导致初级生产力降低.当光照强度大于

１５０μmol∙m－２∙s－１后,发生高光抑制;当培养光

照强度为１５０~５００μmol∙m－２∙s－１时,随着培养

光照强度增大,PO２
与Pe迅速减小.大量研究表明,

强光下植物会表现出明显的光抑制,光照强度越大,
胁迫时间越长,藻的光合场受损程度越大,在高光抑

制条件下,放氧复合体极易受到破坏而出现初级生

产力迅速下降.当培养光照强度为５００~７００μmol
∙m－２∙s－１时,随着培养光照强度增大,PO２

与Pe

没有明显的变化,说明蛋白核小球藻的光合机构与

放氧复合体因受高光照强度胁迫而遭到破坏.由图

６(d)可知,PO２
与Pe的相关系数的平方R２为０．９５７,

并且系数显著(P＜０．０５).综上,在不同培养光照

强度胁迫下,光合放氧速率PO２
与光合电子传递速

率Pe具有良好的线性关系.

图５ 在氮胁迫作用下,蛋白核小球藻光合电子传递速率Pe与光合放氧速率PO２
的测量结果.(a)PO２

随环境光照强度的

　　　　变化;(b)Pe随环境光照强度的变化;(c)PO２
与Pe随氮胁迫浓度的变化;(d)PO２

与Pe的线性关系

Fig．５ MeasurementresultsofphotosyntheticelectrontransportratePeandphotosyntheticoxygenreleaseratePO２of

chlorellapyrenoidosaatstressofnitrogen敭 a VariationofPO２ withambientlightintensity  b variationofPe

withambientlightintensity  c variationsofPO２andPewithnitrogenstressconcentration  d linearrelationship

　　　　　　　　　　　　　　　　　　betweenPO２andPe

５　结　　论

荧光动力学法是基于光源诱导产生的可变叶绿

素荧光进行光合作用参数测量的,在分析光合电子

传递过程中发挥着重要作用,是实现浮游植物初级

生产力快速测量的重要手段.本研究依据荧光动力

学,结合光合电子传递速率“生物Ｇ光学”测量模型,
获得了基于荧光动力学参数的光合电子传递速率,
在不同胁迫条件下,对比液相氧电极测得的光合放

氧速率.结果表明,光合电子传递速率与光合放氧

速率具有良好的一致性与线性关系.荧光动力学法

无需样品预处理,具有快速、无损的特点,有望成为

新一代浮游植物初级生产力原位/现场测量技术. 同时,该方法为浮游植物初级生产力的准确测量提

１１２６００１Ｇ６



光　　　学　　　学　　　报

图６ 在培养光照强度胁迫作用下,蛋白核小球藻光合电子传递速率Pe与光合放氧速率PO２
的测量结果.(a)PO２

随环境

光照强度的变化;(b)Pe随环境光照强度的变化;(c)PO２
与Pe随培养光照强度的变化;(d)PO２

与Pe的线性关系

Fig．６ MeasurementresultsofphotosyntheticelectrontransportratePeandphotosyntheticoxygenreleaseratePO２of

chlorellapyrenoidosaatstressofcultivationlightintensity敭 a VariationofPO２withambientlightintensity  b 

variationofPewithambientlightintensity  c variationofPO２andPewithcultivationlightintensity  d linear

　　　　　　　　　　　　　　　　　relationshipbetweenPO２andPe

供了一种途径,在研究海洋碳循环演变规律、气候变

化和温室效应的防治等方面具有重要的科学意义和

应用价值.
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