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摘要　浮游植物有效光合反应中心浓度与其生长环境、生理状态密切相关,文中以生物膜能流理论为基础,基于初

始荧光效率(F０)和功能吸收截面(σPSII)的荧光动力学参数研究了浮游植物有效光合反应中心浓度分析方法.利

用该方法对不同生长条件下的蛋白核小球藻进行了测试,结果表明:正常生理状态下,荧光动力学参数法与同化系

数法分析结果具有良好的一致性,相关系数R２达到０．９９９;非正常生理状态下,荧光动力学参数法较同化系数法更

能准确反映浮游植物光合活性(Fv/Fm)和光合单元尺寸(nPSII)引起的有效光合反应中心浓度的变化;在短期胁迫

条件下,荧光动力学参数法分析结果与Fv/Fm相关系数R２可达０．９２０;在长期光照胁迫条件下的分析结果也能反

映光照变化引起的浮游植物nPSII变化信息,且与已有研究成果相符.研究结果为浮游植物有效光合反应中心浓度

的准确测量提供了一种新方法.
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Abstract　Phytoplanktonconcentrationoffunctionalreactioncenteriscloselyrelatedtoitsgrowthenvironmentand

０６３０００４Ｇ１



光　　　学　　　学　　　报

physiologicalstate敭Anewmethodisusedtoanalyzethephytoplanktonconcentrationoffunctionalreactioncenter
basedonthebiologicalenergyflowtheory inotherwords basedonthefluorescencekineticparameterssuchas
initialfluorescenceefficiency F０ andfunctionabsorptioncrosssection σPSII ispresentedinthispaper敭The
fluorescenceparametersofCholorellapyrenoidosaaremeasuredunderdifferentconditions敭Theresultsshowthat
thereisagoodagreementbetweentheresultoffluorescencekineticparametermethodandthatofassimilation
coefficientmethodundernormalphysiologicalconditions andthecorrelationcoefficientis０敭９９９敭Comparedwith
theassimilationcoefficientmethod thefluorescencekineticparametermethodismoreaccuratetoanalyzethe
changesinphytoplanktonconcentrationoffunctionalreactioncenterinducedbyphotosyntheticactivity Fv Fm and
photosyntheticunitsizes nPSII underabnormalphysiologicalconditions敭Thephytoplanktonconcentrationof
functionalreactioncenterobtainedbythefluorescencekineticparametermethodiscorrelatedwithFv Fm andthe
correlationcoefficientis０敭９２０undertheshortＧtermstresscondition敭ThechangesofnPSIIcausedbylightcanbe
measuredbythefluorescencekineticparametermethodunderthelongＧtermlightstresscondition whichare
consistentwiththeexistingresearchresults敭Thisnewmethodcanaccuratelymeasurephytoplanktonconcentration
offunctionalreactioncenter敭
Keywords　biotechnology phytoplankton fluorescencekineticparameter concentrationoffunctionalreactioncenters 
biologicalenergyflowtheory
OCIScodes　３００敭２５３０ ３５０敭１８２０ ２１０敭４７７０

１　引　　言

浮游植物是生态系统中最主要的初级生产者,
其初级生产力占全球总初级生产力的４５％以上,是
生态系统物质循环和能量流动的基础环节[１Ｇ２],准确

评估浮游植物初级生产力具有重要的科学意义[３].
初级生产力是指浮游植物通过光合作用合成有

机物的速率[４],其基本原理是捕光色素捕获光能后

传递至光合反应中心进行一系列物理化学反应.其

中只有具备活性的反应中心才能获取能量,并向后

传递,推动光化学反应过程,因而有效光合反应中心

浓度[RCII]是衡量初级生产力的关键要素.
自Kolber等[５]提出光合单元尺寸(nPSII)是常

数以来,有效光合反应中心浓度均是通过反应中心

色素叶绿素a的浓度[CHLa]并利用固定系数同化

得到的,如Boyd等[６]直接把参数[CHLa]假设为参

数[RCII]代入到初级生产力计算公式中,以此来比

较放射性碳示踪法和P&P法测量浮游植物初级生

产力结果的一致性关系;Suggett等[７]做了同样的假

设,研究了北大西洋春汛时期快速光脉冲激发荧光

仪(FRR)与１４C、１８O等传统方法测量浮游植物初级

生产力结果的一致性关系.然而,文献[８Ｇ１０]的研

究表明,当藻种和生长环境(光照强度、营养盐)不同

时,nPSII的变化范围为０．００１~０．１.此外,在海洋初级

生产力模型的研究中,Falkowski等[１１]认为参数

[RCII]还取决于最大光化学效率Fv/Fm(Fv为暗适

应条件下的最大可变荧光产率,Fv＝Fm－F０,Fm为

PSII的全部反应中心都处于关闭状态的最大荧光

产率,F０为暗适应条件下PSII的全部反应中心都处

于开放状态的初始荧光产率),即具备活性的有效光

合反应中心比例,并提出浮游植物的[RCII]取决于光

合单元尺寸nPSII、最大光化学效率Fv/Fm和叶绿素

a的质量浓度[CHLa].
自然水体中不同种类的浮游植物并存,生长环

境复杂,nPSII和Fv/Fm具有很大的不确定性[１２],尤
其是当藻类的生理状态受到胁迫时,利用叶绿素a
的浓度同化获得的有效反应浓度存在较大误差.本

文以生物膜能流理论为基础,研究了基于荧光动力

学参数的浮游植物有效光合反应中心浓度的分析方

法,并以实验室培养的蛋白核小球藻为研究对象,验
证了不同条件下荧光动力学法分析浮游植物有效光

合反应中心浓度的有效性.

２　分析原理

浮游植物光合作用能流过程如图１所示.CHL
是捕 光 色 素 的 简 写,吸 收 光 子 后 跃 迁 到 激 发 态

CHL∗.P６８０是PSII的反应中心叶绿素a,以二聚体

或四聚体形式存在,吸收光子之后即跃迁到其激发态

P６８０＋,释放出一个电子并向后传递.QA是一个紧密

结合在D１蛋白上的质醌分子,是PSII的初级电子受

体,每次可以接收一个从P６８０＋传过来的电子.QB是
一个与D２蛋白松散结合的质醌分子,它可以接收

２个由QA传递过来的电子,结合２个质子后变为可

以在类囊体膜中移动的PQ.PQ携带的电子经细胞

色素Cytb６/f、质蓝素PC传递至PSI反应中心叶

绿素a分子P７００,继续向后传递至铁氧还原蛋白

Fd,Fd是一种可移动的铁Ｇ硫蛋白.Z是一个特殊

的酪氨酸分子,S０➝S３指P６８０产生的正电荷与裂解

０６３０００４Ｇ２



光　　　学　　　学　　　报

图１ 浮游植物光合作用能流过程示意图

Fig．１ Energyflowschematicofphytoplanktonphotosyntheticprocess

水所需的４个正电荷偶联起来的S态循环.活体细

胞受外界光照I激发,捕光色素(LHCII)吸收光能,
激发反应中心色素叶绿素a,受激叶绿素a分子的

绝大部分能量在去激过程中用于光化学反应P,少
数能量以热能 H和荧光F的形式耗散.荧光量子

产率φf、光化学量子产率φp,即荧光和光化学反应

能量占总吸收能量的比例可分别用(１)、(２)式表示:

φf＝
kf

kf＋kd＋kp
, (１)

φp＝
kp

kf＋kd＋kp
, (２)

式中:kf为荧光速率常数;kp为光化学速率常数;kd

为热速率常数.

　　浮游植物长期暗适应后反应中心全部开放,在
微弱光激发下产生的初始荧光效率F０取决于有效

反应中心浓度[RCII]、捕光色素吸收截面σLHII和荧

光量子产率φf:
F０ ∝φf×[RCII]×σLHII. (３)

捕光色素吸收截面σLHII是表征捕光色素吸收光能

能力的参数,其中用于光化学反应的部分(与反应中

心光化学效率φp有关)称为功能吸收截面σPSII:

σPSII＝σLHII×φp. (４)
由(１)~(４)式可知,初始荧光效率F０为

F０ ∝φf×[RCII]×
σPSII

φp
＝

kf
kf＋kd＋kp

æ

è
ç

ö

ø
÷×

[RCII]×σPSII×
kf＋kd＋kp

kp
. (５)

将(５)式整理后可得

F０ ∝
kf
kp

æ

è
ç

ö

ø
÷×[RCII]×σPSII. (６)

　　对(６)式而言,浮游植物活体荧光量子产率φf
和化学量子产率φp较稳定,kf/kp可以作为常数,因
此通过荧光动力学法测量浮游植物的初始荧光效率

F０和功能吸收截面σPSII后,即可直接计算出有效反

应中心浓度:
[RCII]∝F０/σPSII. (７)

３　材料与方法

３．１　藻种培养

选择蛋白核小球藻(C．pyrenoidosa,FACHBＧ５,
中国科学院淡水藻种库)进行实验室扩大培养,实验

藻种每隔７~１０d转接１次,保证其处于对数生长

期.接种后的样品置于恒温摇床培养箱(MQDＧ
S３R)中,转速为１５０r/min,实验温度为(２５±１)℃,
光照强度为１２０μmol/(m２s),光暗比为１２h∶１２h.
实验设置３个平行样品,每个实验样品测量３次,取
其平均值作为测量结果.

３．２　实验仪器与方法

３．２．１　实验仪器

采用荧光动力学法和同化系数法对不同条件下

浮游植物的光合反应中心浓度进行对比实验,实验

所需测量参数与仪器如表１所示(荧光动力学法和

同化系数法所得的有效光合反应中心浓度分别记为

[RCII]y和[RCII]t).荧光动力学法的２个关键参

数初始荧光F０和功能吸收截面σPSII,以及表征有效

光合反应比例参数Fv/Fm均通过可变光脉冲诱导

荧光分析仪(AGHJＧTPLIFＧI)测量获得;同化系数

法测量原理是对测量得到的叶绿素a的浓度进行同

化反演以得到光合有效反应中心的浓度,而叶绿素

a的浓度与６８０nm处的光密度值OD６８０之间有良好

的相关关系,R２＞０．９９０,因此同化系数法所需的叶绿

素a的浓度可通过紫外Ｇ可见分光光度计(UVＧ２５５０)
测量OD６８０后反演得到.

３．２．２　正常生理状态下浮游植物测试实验

取处于对数期正常生长状态的蛋白核小球藻

(叶绿素a的质量浓度为１０８０μg/L),用２５℃的去

离子水稀释成一系列浓度梯度(２５、５０、７５、１００、１２５、

１５０倍稀释)的待测样品,并测量其最大光化学效率

Fv/Fm.采用荧光动力学法测量样品的有效光合反

应中心浓度;采用同化系数法测量叶绿素a的浓度,

０６３０００４Ｇ３
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表１ 荧光动力学法和同化系数法测量有效反应中心浓度涉及的参数和测量仪器

Table１ Parametersandinstrumentneededforconcentrationoffunctionalreactioncenterby
fluorescencekineticsmethodandassimilationcoefficientmethod

Method Formula Parameter Measuringinstrument

Fluorescencekeneicsmethod [RCII]y＝F０/σPSII F０,σPSII AGHJＧTPLIFＧI

Photosyntheticactivity Fv/Fm AGHJＧTPLIFＧI

Assimilationcoefficientmethod [RCII]t＝nPSII[CHLa]
[CHLa] UVＧ２５５０

nPSII Ｇ

然后对其进行同化反演以得到有效光合反应中心的

浓度.

３．２．３　非正常生理状态下浮游植物测试实验

(１)短期DCMU和热胁迫条件

DCMU(二氯苯基二甲脲)是一种除草剂(敌草隆),
它可以抑制PSII上的QA向PQ的电子传递,是一

种光合抑制剂及光形态建成抑制剂.选取DCMU
胁迫和热胁迫进行短期胁迫实验研究.选取叶绿素

a的质量浓度为６９０μg/L的蛋白核小球藻样品

５０mL,加入质量浓度为１mg/L的DCMU１０μL,
分别在０,３０,６０,８０,１４０,２１０,２９０,３９０,４６０min时

测量Fv/Fm,同时采用荧光动力学法测量样品的有

效光合反应中心浓度,采用同化系数法测量叶绿素

a的浓度,进而通过同化反演得到有效光合反应中

心的浓度.
选取叶绿素a质量浓度为１２７０μg/L的蛋白核

小球藻样品,放置在４５℃恒温摇床培养箱内,开始

计时后,分别在０,３０,６０,８０,１４０,２１０,２９０,３９０,

４６０min时测量Fv/Fm,同时采用荧光动力学法测

量样品的有效光合反应中心浓度采用同化系数法测

量叶绿素a的浓度,进而通过同化反演得到有效光

合反应中心的浓度.
(２)长期光照胁迫条件

选取初始叶绿素a质量浓度为８００μg/L的蛋

白核小球藻样品,分别在光照强度为２０,４５,７０,９０,

１２０,２００μmol/(m２s)的２５℃恒温摇床培养箱内

培养５d,然后测量Fv/Fm,同时采用荧光动力学法

测量样品的有效光合反应中心浓度,采用同化系数

法测量叶绿素a的浓度,进而通过同化反演得到有

效光合反应中心的浓度.

４　结果与讨论

４．１　正常生理状态下[RCII]的测量结果及分析

用与实验用藻培养温度相同的去离子水对藻进

行稀释处理,蛋白核小球藻的细胞浓度、叶绿素a的

浓度和有效光合反应中心浓度相应地降低,但此过

程不会对藻的活性产生影响.光合活性Fv/Fm、有
效反应中心浓度[RCII]y和[RCII]t随稀释倍数的变

化趋势,以及[RCII]y与[RCII]t的线性关系如图２
所示.

图２ (a)正常生理状态下蛋白核小球藻光合活性Fv/Fm、

有效反应中心浓度([RCII]y和[RCII]t)随稀释倍数

变化的关系;(b)[RCII]y和[RCII]t的线性关系

Fig．２  a ChangesofphotosyntheticactivityFv Fmor

concentrationoffunctionalreactioncenter  RCII y
and RCII t ofC敭pyrenoidosawithdilutionmultiple

undernormalphysiologicalcondition 

 b linearrelationshipbetween RCII yand RCII t

由图２(a)可知,随着稀释倍数增大,Fv/Fm基

本不变,[RCII]y和[RCII]t呈下降的趋势,其值分别

０６３０００４Ｇ４
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由５２．７１０,０．１８７m－３下降到８．９３９,０．０２８m－３.这

表明没有胁迫因子时,仅进行稀释处理的藻的活性

和光合单元尺寸是不变的,只有叶绿素a的浓度随

稀释倍数的增加而相应地降低,所以此时利用同化

系数法能够准确测量有效反应中心浓度.图２(b)
表明,[RCII]y和[RCII]t具有良好的线性关系,相关

系数R２＝０．９９９,同时系数显著(P＜０．０５),即在正

常生理状态下,荧光动力学法能够获得浮游植物有

效反应中心浓度.

４．２　短期胁迫条件下[RCII]的测量结果及分析

DCMU是一种能够与D１蛋白上QB位点结合

的电子抑制剂,可以抑制QA到QB传递,热胁迫同

DCMU胁迫的原理相似,都会导致反应中心蛋白上

电子结合位点的失活,抑制系统的光化学反应,最终

导致反应中心失活.短时间胁迫条件下,浮游植物

反应中心浓度不发生变化,以反应中心的Fv/Fm随

胁迫时间的变化来衡量有效反应中心浓度的变化趋

势,结果如图３和图４所示.

图３ (a)蛋白核小球藻在DCMU胁迫作用下的

光合活性(Fv/Fm)、有效反应中心浓度([RCII]y和[RCII]t)

随胁迫时间的变化;(b)[RCII]y和Fv/Fm的线性关系

Fig．３  a ChangesofphotosyntheticactivityFv Fmor

concentrationoffunctionalreactioncenters  RCII yand

 RCII t ofC敭pyrenoidosastressedbyDCMUwithtime 

 b linearrelationshipbetween RCII yandFv Fm

图３(a)表明,随DCMU胁迫时间延长,[RCII]y
和Fv/Fm具有相似的变化趋势,且均呈下降的趋

势,[RCII]y由３３．１４９m－３降到１３．４９５m－３,Fv/Fm

由０．５０７降到０．３６２,而[RCII]t基本保持不变.在

短期胁迫条件下,蛋白核小球藻生长不明显,可认为

叶绿素a的浓度不发生变化,光合单元尺寸也基本

不变,只 有 光 合 活 性 会 受 到 胁 迫 影 响 而 降 低.
图３(b)表明,[RCII]y和Fv/Fm具有良好的线性关

系,相关系数 R２可达０．９６５,同时系数显著(P＜
０．０５).在 热 胁 迫 条 件 下,随 着 胁 迫 时 间 延 长,
[RCII]y、[RCII]t和Fv/Fm的变化与 DCMU 胁迫

时呈现出相同的变化趋势,[RCII]y和Fv/Fm也具

有较好的线性关系,相关系数R２达到０．９２０,同时系

数显著(P＜０．０５),如图４所 示.结 果 表 明,在

DCMU和热胁迫条件下,荧光动力学法测得的有效

光合反应中心浓度与光合反应中心的活性具有较好

的一致性,即在藻类光合活性状态受到影响时,荧光

动力学法仍具有可行性.

图４ (a)蛋白核小球藻在受热胁迫作用下的

光合活性(Fv/Fm)、有效反应中心浓度([RCII]y和[RCII]t)

随胁迫时间的变化;(b)[RCII]y和Fv/Fm的线性关系

Fig．４  a ChangesofphotosyntheticactivityFv Fmor

concentrationoffunctionalreactioncenters  RCII yand

 RCII t ofC敭pyrenoidosastressedbythermalwithtime 

 b linearrelationshipbetween RCII yandFv Fm

０６３０００４Ｇ５
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４．３　长期光照胁迫条件下[RCII]的测量结果及分析

在测量有效光合反应中心浓度的研究中,通常

将光合单元尺寸nPSII作为常数,因此有效光合反应

中心浓度[RCII]c可由叶绿素a的浓度[CHLa]和
光合活性(Fv/Fm)来表征.然而,越来越多的学者

发现在不同营养盐或光照条件下,nPSII不再是常数.
如,Moore等[１３]发现密球藻在光照强度分别为１８,

８０,３００μmol/(m２s)条件下培养一段时间后,nPSII

分别为０．００１０、０．００１２和０．００１７,即nPSII会随光照强

度的增大而增大.本研究以光照强度作为改变nPSII

的胁迫因子,通过设置不同的光照强度,对比分析了

荧光动力学法与固定参数nPSII方法测得的有效光合

反应中心浓度的差异,结果如图５所示.

图５ 不同光照胁迫作用下蛋白核小球藻的有效反应

中心浓度([RCII]y和[RCII]c)随光照强度的变化

Fig．５ Changesofconcentrationoffunctionalreaction
centers  RCII yand RCII c ofC敭pyrenoidosastressed
byilluminationintensitywithilluminationintensity

图５表明:随着培养光照强度增大,[RCII]y和
[RCII]c具有相同的变化趋势;在光照强度低于

１２０μmol/(m２s)的条件下,随着光照强度增大,
[RCII]y和[RCII]c均呈上升趋势,但两者随光照强度

的上升幅度不同;当光照强度达到１２０μmol/(m２s)
时,两者上升幅度差值达到最大,之后两者上升幅度

差值基本维持不变;培养光照强度上升时,[RCII]y
和[RCII]c差值增大,表明浮游植物的光合单元尺寸

增大,与 已 有 研 究 结 果 一 致;当 光 照 强 度 超 过

１２０μmol/(m２s)时,强光会抑制对光合单元尺寸产

生的影响,即nPSII不再增大.综上,长期光照胁迫实

验结果表明,荧光动力学法测得的有效反应中心浓

度[RCII]y能够反映光合单元尺寸nPSII的变化信息.

５　结　　论

有效光合反应中心浓度是初级生产力的重要组

成要素,准确获取浮游植物有效光合反应中心浓度

对赤潮和水华监测预警、水体初级生产力测量及海

洋固碳量评估具有重要的科学意义和应用价值.本

研究运用荧光动力学分析原理,基于初始荧光(F０)
和功能吸收截面(σPSII)荧光参数探讨了浮游植物有

效光合反应中心浓度分析方法,并将该方法应用于

不同胁迫培养条件下蛋白核小球藻有效光合反应中

心浓度的测量中.结果表明,当浮游植物生长环境

和生理状态发生变化时,该方法仍能准确测量浮游

植物的有效光合反应中心浓度.与同化系数法相,
该方法具有更广泛的适用范围.
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