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摘要　以蛋白核小球藻为受试对象,以藻类光合活性参数为毒性评价指标,研究了在苯酚急性毒性作用下的７２h
与７０min内,不同光合活性参数的响应规律.结果显示:苯酚对光合活性参数Fv/Fm、rP、α、Ek、JVPⅡ的抑制效

应显著;在苯酚急性毒性的作用下,光合活性参数的毒性响应可在短时间内达到稳定,５min可作为苯酚毒性分析的

响应时间;Fv/Fm、rP、Ek、JVPⅡ对苯酚毒性具有良好的剂量响应关系,不同光合活性参数对苯酚的毒性响应程度不

同,０．２~１．２g/L的苯酚对Fv/Fm、rP、Ek、JVPⅡ的抑制率分别为－３％~１９％,９％~６７％,１５％~７４％,１７％~３７％.
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１　引　　言

微藻作为水生生态系统的初级生产者,具有对

毒性敏感、易于培养等特点,是毒性分析的理想受试

生物[１Ｇ２].国际化学品毒性检测标准方法“藻类生长

抑制试验”,以９６h藻细胞生长密度的半数抑制效

应浓度(EC５０)表征急性毒性作用的程度,该方法准

确可靠,但样品预处理过程复杂,且受细胞繁殖代谢

周期限制,测量周期长.１９９１年,Krause等[３]提出

将叶绿素荧光作为光合机构损伤的早期敏感指标.
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利用藻类叶绿素荧光可以快速、非侵入性地评价藻

类光合性能并分析其保护反应,藻类叶绿素荧光不

仅可被用于测定自然环境中藻类光合作用的生理状

态,还可用于生态生理学和毒理学研究,检验环境变

化和污染物对藻类的影响[４].藻类叶绿素荧光实验

的亚致死特征(与生态相关),使其比传统的生物量

方法更敏感[５].１９９９年,Gensemer等[６]对荧光变

量与叶绿素浓度进行了比较,结果发现荧光变量对

蒽的反应较早.
随着荧光分析技术的发展,藻类更多的光合活

性参数可用荧光动力学方法来获取,这些参数对应

着光合作用电子输运流的不同过程.不少学者已经

开展了基于藻类光合活性参数的毒性评估实验,如:

Pérez等[７]通过对比Cu对几种生物学变量和光合

活性参数的影响,证明了所有测试变量中的可变荧

光(Fv)是最敏感且最快速的;Kottuparambil等[８]

在苯酚对裸藻的急性毒性实验(１h)中发现苯酚能

显著降低光系统(PSⅡ)的最大量子产率(Fv/Fm)
和最大光合电子传递速率(rETRmax),且对后者更

敏感;Herlory等[９]在铀暴露于莱茵衣藻的研究中

证明了非光化学淬灭(qN)是最敏感的光合活性参

数.但已有研究主要利用单一光合活性参数对毒性

进行定性分析,尚未见利用不同光合活性参数对毒

性敏感差异性、响应时间等的分析.
本文以蛋白核小球藻(Chlorellapyrenoidosa,

FACHBＧ５)为受试藻种,以藻类光合活性参数为毒

性评价指标,选择工业废水中的典型污染物苯酚作

为研究对象,筛选苯酚胁迫下有明显变化的光合活

性参数,研究苯酚胁迫下蛋白核小球藻光合活性参

数的响应规律,探讨苯酚对蛋白核小球藻的生理影

响,确定光合活性参数对苯酚毒性的最佳响应时间,
并对比各参数对苯酚毒性响应程度的差异性.

２　材料与方法

２．１　藻种的培养与溶液配制

实验藻种选择采购于中国科学院水生生物研究

所淡水藻种库的蛋白核小球藻,用BG１１培养基进

行接 种,将 接 种 后 的 藻 液 置 于 恒 温 摇 床 培 养 箱

(MQDＧS３R)中进行扩大培养,采用的光源为白色冷

荧光 灯 管,设 置 温 度 为 (２５±１)℃,转 速 为

１２０r/min,光照强度为１２０μmolm－２s－１,光暗

比１２h∶１２h.实验前,保证藻液培养２d,达到对数

生长期.
胁迫实验采用的药剂为苯酚(分析纯),苯酚储

备液用去离子水配制.实验在１００mL的三角锥形

瓶中进行,藻液体积为５０mL,藻类初始叶绿素的质

量浓度控制在１００~２００μgL－１,苯酚胁迫物的添

加体积为１mL(排除藻液稀释造成的干扰).根据

美国生态毒理数据库(ECOTOX)提供的数据,以淡

水小球藻为指示生物,以生长抑制率为毒性评价指

标,得到苯酚对小球藻的９６hEC５０(抑制率达到

５０％对应的毒物浓度)为３７０mgL－１.根据该数

据设置实验的苯酚浓度范围,具体的实验条件如

表１所示.
表１ 实验条件

Table１ Experimentalconditions

Type Phenolmassconcentration/(gL－１) Stresstime

Screeningofparameter ０,０．１,０．２,０．４,０．８ ２４h

LongＧtermstressexperiment ０,０．１,０．２,０．４,０．８ １,１３,２４,４８,７２h

ShortＧtermstressexperiment ０,０．２,０．４,０．６,０．８,１．０,１．２ ５,１０,２０,３０,４０,５０,６０,７０min

２．２　光合活性参数的获取

光合活性参数由可变光脉冲诱导荧光分析仪

(AGHJＧTPLIFＧI,中国科学院安徽光学精密机械研

究所)测得[１０Ｇ１１].整个测量周期约为３min,将样品

置于８个连续光化光水平下,光化光强度从０上升

到８００μmolphotonsm－２s－１,构建快速光曲

线,即对每一层光化光计算相对电子传递速率rP,
并由其得到一系列光合活性参数,结果如表２所示.
对于随光强变化的参数rP、JVPⅡ,选取一系列光强

下的最大值.

光合活性参数对苯酚的响应结果以抑制率的形

式表示,抑制率Y 的计算公式为

Y＝
X０－Xi

X０
×１００％, (１)

式中:Y 为苯酚对光合活性参数的抑制率;X０为对

照组光合活性参数;Xi为实验组光合活性参数.

３　结果与讨论

３．１　参数筛选

测定苯酚胁迫２４h后对照组和实验组的多个

１２１７００２Ｇ２
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光合活性参数,包括Fv/Fm(PSⅡ最大光化学量子

产量)、rP(相对光合电子传递效率)、α(最大光利用

系数)、Ek(饱和光强)、JVPⅡ(PSⅡ单位体积通量)
和σPSⅡ(有效吸收截面),利用单因素方差分析(oneＧ

ANOVA)和TＧ检验方法分析实验组与对照组的显

著性差异,确定苯酚胁迫下有明显变化的光合活性

参数,结果如表３所示(“∗”“∗∗”分别表示在０．０５
和０．０１水平上有差异).

表２ 通过快速光曲线(RLCs)获取的参数[１２Ｇ１３]

Table２ Parametersacquiredbyfastlightcurves RLCs  １２Ｇ１３ 

Parameter Designation Physiologicalsignificance

Fv/Fm MaximumphotochemicalquantumefficiencyofPSII
Characterizationofphotosyntheticsystem PSII
activity

rP Relativephotosyntheticelectrontransferrate
Photosynthetic rate, which corresponds to the
releaseofO２andthefixedrateofCO２

α
Maximumlightutilizationcoefficient,initialslopeofrapid
lightcurveRLCs

Capturingabilityofphotosyntheticsystemtolight
energy

Ek Saturationlightintensity

The minimumilluminationrequiredforsaturated

photosynthesistocharacterizethephotosynthetic
system′stolerancetostronglight

JVPⅡ PSⅡfluxperunitvolume

ItiscloselyrelatedtothegenerationofO２andisan

important parameter for characterizing primary
productivity

σPSⅡ Effectiveabsorptioncrosssections AbsorptioncrosssectionofPSIIphotochemistry

表３ 不同浓度的苯酚胁迫２４h下各光合活性参数的变化

Table３ Changesofphotosyntheticactivityparametersunderphenolstressfor２４h (gL－１)

Parameter
Phenolmassconcentration

０(control) ０．１ ０．２ ０．４ ０．８

Fv/Fm ０．５３５±０．０１０５ ０．５３８±０．００８６ ０．５２±０．００５７∗ ０．４９６±０．００３３∗∗ ０．３３５±０．００２９∗∗

rP ９１．９３±０．７６９ ８８．１５±４．６６９ ７６．３４±３．３００∗ ６３．９５±３．５０５∗∗ ２９．５６±２．３２０∗∗

α ０．５０８±０．０１０５ ０．４８３±０．０１７７ ０．４２８±０．０２６２∗∗ ０．３８２±０．０１８９∗∗ ０．２５５±０．００４９∗∗

Ek ２０９．１±１．０４ ２０６．２±８．２８ １９０．０±３．３５∗ １４９．５±４．４１∗∗ １０３．５±３．６６∗∗

JVPⅡ ２．４９５±０．２５６２ １．９６３±０．１１１４∗ １．５２１±０．１３３０∗∗ １．２０７±０．１６５０∗∗ ０．７５５±０．０１９６∗∗

σPSⅡ ４．４９６±０．０４５９ ４．４５６±０．０５２９ ４．６４３±０．１２５４ ４．６０６±０．０５９４ ４．５５６±０．０２２２

Note:”∗“and”∗∗“representparametersatsignificantsignificancelevelsof０．０５and０．０１．

　　由表３可知:苯酚对光合活性参数Fv/Fm、rP、

α、Ek、JVPⅡ的抑制效应显著;当苯酚质量浓度为

０．１gL－１时,JVPⅡ(p＜０．０５)表现出明显的抑制

效应,其余参数与对照组无显著差异(p＞０．０５);当
苯酚质量浓度为０．２、０．４、０．８gL－１时,Fv/Fm、

rP、α、Ek、JVPⅡ均表现出显著抑制(p＜０．０５)或极

显著抑制(p＜０．００１)效应;而有效吸收截面σPSⅡ在

不同浓度苯酚胁迫下实验组与对照组结果无显著差

异,表明苯酚对藻类光合系统PSⅡ的吸收截面影响

较小.因此,选择Fv/Fm、rP、α、Ek、JVPⅡ参数,进
一步研究苯酚急性毒性作用下７２h与７０min内不

同光合活性参数的响应规律.

３．２　长期胁迫下参数的响应规律

为了研究光合活性参数对苯酚长期毒性的响应

规律,分别在胁迫１,１３,２４,４８,７２h时获取光合活

性参数,计算苯酚对各个光合活性参数的抑制率,得
到不同浓度苯酚在不同胁迫时间下光合活性参数的

响应值,如图１~２所示.
首先分析毒性测试常用参数Fv/Fm对苯酚毒

性的响应规律.苯酚为强氧化剂,通过诱导活性氧

(ROS)的形成来抑制微藻的光合系统Ⅱ的活性(用
参数Fv/Fm 表征).在整个实验周期内(７２h),

Fv/Fm对苯酚具有明显的毒性响应.从剂量效应关

系分析,如图１(a)所示,苯酚浓度越高,对Fv/Fm

１２１７００２Ｇ３
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图１ 长期胁迫条件下光合活性参数Fv/Fm对不同浓度苯酚的响应规律.(a)各时段Fv/Fm对苯酚的剂量效应;
(b)Fv/Fm对苯酚的时间效应趋势

Fig．１ ResponseofphotosyntheticactivityparametersFv FmtodifferentphenolconcentrationsundelongＧtermstress敭

 a DoseＧeffectofFv Fmonphenolatdifferenttime  b timeＧeffecttrendofFv Fmonphenol

图２ 长期胁迫条件下光合活性参数对不同浓度苯酚的响应规律.(a)rP;(b)α;(c)Ek;(d)JVPⅡ
Fig．２ ResponsesofphotosyntheticactivityparameterstodifferentphenolconcentrationsunderlongＧtermstress敭

 a rP  b α  c Ek  d JVPⅡ

的抑制作用越强;低剂量(０．１mgL－１)苯酚胁迫

时,抑制率呈负值,说明低剂量苯酚对光合活性参数

Fv/Fm有些许促进作用.从时间效应上分析,如
图１(b)所示,抑制作用呈现先上升后下降的趋势,
以最高质量浓度(０．８gL－１)的苯酚为例,胁迫

４８h后抑制率达到最高,为５５％,随后７２h降为

４３％,而苯酚质量浓度为０．２gL－１时,胁迫４８h
后,基本无明显的毒性响应.这说明后期光合活性

出现了不同程度的恢复,这与Zhou等[１４]得到的微

藻对苯酚有一定耐受力、降解能力的结论相符.
光合活性参数rP、α、Ek、JVPⅡ对苯酚的响应

规律如图２所示.图２表明,在苯酚胁迫下,蛋白核

小球藻对光的捕获能力(用参数α表征)和耐受能力

(用参数Ek表征)降低,对光能的利用效率(参数

JVPⅡ与rP表征)减弱.从浓度效应上分析,苯酚

浓度越高,相对电子传递效率、最大光利用系数、饱
和光强、单位体积PSⅡ通量受到的抑制作用越强,
该结果与Fv/Fm的观察结果相似.从时间效应上

１２１７００２Ｇ４
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分析,４个参数对苯酚的响应均未呈现任何时间规

律性,但胁迫１h后具有明显的剂量效应,在高浓度

苯酚胁迫下,rP、α、Ek、JVPⅡ对毒性的响应值分别

能达 到 ７２．５％、３６．６％、６３．６％、５７．３％,均 高 于

Fv/Fm.

３．３　短期胁迫下参数的响应规律

在胁迫１h,可以观察到蛋白核小球藻光合活

性参数对苯酚敏感且有规律的毒性响应.因此,进
一步研究７０min内各参数的响应规律.以５min
为最短测试时间,胁迫５,１０,２０,３０,４０,５０,６０,

７０min后分别获取光合活性参数,计算苯酚对各个

光合活性参数的抑制率,得到不同浓度苯酚对光合

活性参数的抑制率随时间变化的趋势,结果如图３
所示.

图３ 短期胁迫条件下光合活性参数对不同浓度苯酚的响应规律.(a)Fv/Fm;(b)rP;(c)α;(d)Ek;(e)JVPⅡ
Fig．３ ResponsesofdifferentphotosyntheticactivityparameterstodifferentphenolconcentrationsundershortＧtermstress敭

 a Fv Fm  b rP  c α  d Ek  e JVPⅡ

　　由图３可知,各光合活性参数对苯酚的响应呈

相似的时间响应规律,即在胁迫５min时表现出明

显的抑制效应,随后,随时间的推移抑制作用具有上

升趋势,但整体而言,短期胁迫下,苯酚基本不会对

光合活性参数造成持续性的抑制作用,各参数值也

不会得到恢复.胁迫７０min内,５min时各光合活

性参数的抑制效率已经接近最大,且响应结果稳定.

３．４　短期胁迫下剂量效应分析

分别计算蛋白核小球藻被质量浓度为０．２~
１．２gL－１的苯酚胁迫５min时各参数的抑制率以

及胁迫７０min内不同时间点各参数抑制率的平均

值,得到两条剂量效应曲线,如图４所示.
图４结果表明,在苯酚的胁迫下,各参数５min

的剂量效应趋势与７０min的平均结果基本一致,在
不影响毒性响应效果的前提下,响应时间越短越好,
参数JVPⅡ５min的剂量响应效果比７０min平均

效果好,５min的剂量效应曲线几乎呈线性关系,该
曲线关系更适用于毒性分析.因此,５min可以作

为光合活性参数对苯酚毒性的响应时间,过长的胁

迫时间不仅会导致毒性检测效率降低,还可能会引

入更多的影响因素,例如代谢过程中PH的变化、培
养 环境温度和光照的变化等.胁迫５min后,除了
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图４ 蛋白核小球藻被苯酚胁迫５min时各光合活性参数的抑制率以及胁迫７０min内各参数抑制率的平均值.
(a)Fv/Fm;(b)rP;(c)α;(d)Ek;(e)JVPⅡ

Fig．４ ComparisonofdoseＧresponsetrendsofphotosyntheticactivityparametersunderstressfor５minand
７０minonaverage敭 a Fv Fm  b rP  c α  d Ek  e JVPⅡ

图５ 蛋白核小球藻被苯酚胁迫５min后光合活性参数

Fv/Fm、rP、Ek、JVPⅡ对苯酚响应程度的对比

Fig．５Comparisonofresponsesofphotosyntheticactivity
parametersFv Fm rP Ek andJVPIItophenol
　　　　 　understressfor５min

参数α 外,参数Fv/Fm、rP、Ek、JVPⅡ响应值均随

苯酚浓度升高呈稳步上升的趋势,具有良好的剂量

效应关系.
进一步对比４个参数对苯酚的响应程度,结果

如图５所示,胁 迫５min后,质 量 浓 度 为０．２~
１．２gL－１的苯酚对Fv/Fm 的抑制率为－３％~
１９％,对rP的抑制率为９％~６７％,对Ek的抑制率

为１５％~７４％,对JVPⅡ的抑制率为１７％~３７％.
从响应跨度上分析,rP与Ek明显大于Fv/Fm 与

JVPⅡ,说明参数rP与Ek对苯酚毒性更敏感.

４　结　　论

在生态毒理学中,毒性时间是一个关键因素,研
发能够快速产生毒性结果且不丧失敏感性的测试方

法将是主要的发展趋势.基于藻类光合活性参数的

生物毒性检测方法突破了传统“藻类生长抑制试验”
毒性检测方法受细胞繁殖周期限制、测量周期长的

瓶颈,具有响应快速、参数丰富和测量简捷等特点,
是极具潜力的水体污染毒性快速检测预警手段.本
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文以蛋白核小球藻为受试生物,研究了藻类光合活

性参数对苯酚毒性的响应规律,结果表明:苯酚对光

合活性参数Fv/Fm、rP、α、Ek、JVPⅡ具有显著抑制

效应,而对有效吸收截面σPSⅡ 的影响较小;在苯酚

急性毒性的作用下,光合活性参数的毒性响应在短

时间内可达到稳定,５min可作为苯酚毒性分析的

响应时间;不同光合活性参数对苯酚毒性的响应程

度不同,质量浓度为０．２~１．２gL－１的苯酚对

Fv/Fm、rP、Ek、JVPⅡ的抑制率分别为－３％~
１９％,９％~６７％,１５％~７４％,１７％~３７％.该研究

结果为毒性物质快速检测以及生态毒理学研究提供

了一种新方法.采用该方法进行毒性定量分析时,
会受藻种、藻液浓度、温度、光照等各方面因素的影

响,如何稳定实验条件是今后的研究重点.
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