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摘要　以蛋白核小球藻为受试对象,以藻类光合荧光参数为毒性评价指标,研究Cu２＋毒性作用下多个光合荧光参

数的响应规律.结果显示:Cu２＋对光合荧光参数F０、Fm、Fv、Fv/Fm、Yield、rP、JVPⅡ、α和Ek抑制效应显著,其中

Yield、rP、α和Fv/Fm在２４h内体现出稳定的抑制效应,可作为２４h分析Cu２＋ 毒性的评价指标;Yield、rP、α和

Fv/Fm抑制程度对Cu２＋ 浓度具有良好的剂量效应关系,logistic函数拟合相关系数R２ 分别为０．９９８９,０．９９９２,

０．９９９１,０．９９７７,由此得到EC５０Ｇ２４h值分别为６１．０５,６６．３１,６９．４１,９９．６１μmolL－１.因此,参数Yield、rP、α的拟合相

关系数优于常规参数Fv/Fm,其对应的EC５０Ｇ２４h分别降低了３８．７％,３３．４５％,３０．３％.研究结论可为基于藻类光合

抑制效应的生物毒性测试指标选择提供参考.
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Abstract　Herein Chlorellapyrenoidosawastakenasthesubject andphotosyntheticfluorescenceparametersof
algaewereusedastoxicityevaluationindexestostudytheresponselawofmultiplephotosyntheticfluorescence
parametersunderCu２＋toxicity敭Theresultsareasfollows theinhibitioneffectofF０ Fm Fv Fv Fm Yield 
rP JVPⅡ αandEkonCu２＋toxicityissignificant andyield rP αandFv Fmcouldbeusedastheevaluation
indexesforCu２＋toxicityanalysisat２４h theinhibitoryeffectofYield rP αandFv FmhasagooddoseＧeffect
relationshipwithCu２＋toxicity敭ThefittingcorrelationcoefficientR２ofthelogisticfunctionis０敭９９８９ ０敭９９９２ 
０敭９９９１and０敭９９７７ andtheresultingEC５０Ｇ２４his６１敭０５ ６６敭３１ ６９敭４１and９９敭６１μmol L－１ respectively敭The
parametersYield rPandαhavehigherfittingcorrelationcoefficientsthantheconventionalparameterFv Fm and
theirEC５０Ｇ２４hvaluesdecreaseby３８敭７％ ３３敭４５％and３０敭３％ respectively敭Theexperimentalresultscouldprovide
referenceforthedetectionofbiologicaltoxicitybasedonphotosyntheticinhibitioneffectofalgae敭
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１　引　　言

藻类作为生态系统初级单细胞生物,对毒物敏

感,世代周期短,易于培养,可直接观察细胞水平上

的中毒症状,是理想的生物毒性受试生物[１].区别

于生长抑制方法采用细胞密度、细胞产量和生长速

率为反应终点[２],光合荧光参数能够实时反映活体

细胞光合作用的状态,是能够快速敏感测试藻类生

物毒性的反应终点[３].目前,已有研究多选取可变

荧光Fv或最大光化学量子产量Fv/Fm来表征藻

类受胁迫程度[４],如:Mallick等[５]研究表明F０/Fv
可用于评估重金属对斜生栅藻的毒性;Pérez等[６]

研究认为可变荧光Fv是海洋藻类急性生态毒理学

试验的合适反应终点;Tiam等[７]研究表明快速光响

应曲线的反演参数Yield(光照状态下PSⅡ的实际

量子产量)对农药毒性更敏感,是较好的藻类生物毒

性反应终点.然而,随着研究的深入,学者发现不同

种类污染物对藻类细胞发生效应的光合作用位点和

作用效果具有明显的不同,与之响应的光合荧光参

数也存在差异[８].现有研究多采用单一、固定的光

合荧光参数作为生物毒性反应终点,缺乏对多个光

合荧光参数响应敏感性的对比分析,致使某些污染

物生物毒性定量检测的灵敏度不高.因此,针对某

一种污染物,如何从多个光合荧光参数中筛选出能

够精确反映其抑制效应的关键参数,已成为当前该

领域急需解决的问题.

本文以蛋白核小球藻为受试藻种,以藻类光合荧

光参数为毒性评价指标,选择工业废水中典型重金属

污染物Cu２＋作为研究对象,进行藻类光合抑制实验,
对多个光合荧光参数的毒性响应敏感性进行对比分

析,得到适用于快速、定量评价Cu２＋胁迫效应的关键

光合参数,提高了Cu２＋生物毒性检测的灵敏度.

２　实验与方法

２．１　藻种培养与溶液配制

实验选取的蛋白核小球藻选种及扩大培养方法

同参考文献[４],胁迫实验采用固体CuSO４ 添加去

离子水配制.实验在１００mL三角锥形瓶中进行,
藻液体积为５０mL,实验藻类初始叶绿素质量浓度

控制在１００~２００μgL－１,Cu２＋胁迫物的添加体积

为１mL(排除藻液稀释造成的干扰),根据预实验结

果,Cu２＋抑制液浓度梯度设定为２５０,１００,５０,２５,

１０,５,２．５,１,０．５μmolL－１.每个样品设置３个平

行样品.

２．２　光合荧光参数及获取

藻类光合荧光参数通过可变光脉冲诱导叶绿素

荧光分析仪(AGHJＧTPLIFＧI,中国科学院安徽光学

精密机械研究所)进行测量[９].该仪器通过测量水

体藻类叶绿素荧光动力学曲线及光合响应曲线(即
光合电子传递速率Ｇ光强关系曲线,FLC曲线),反演

获得表征藻类光合作用过程特征的光合荧光参数,
仪器主要功能结构如图１所示.

图１ 可变光脉冲诱导叶绿素荧光分析仪结构示意图

Fig敭１ Schematicdiagramofchlorophyllfluorescenceanalyzerinducedbyvariablelightpulse

　　仪器内设有４６０nm半导体激光器,通过可变

快速脉冲控制激发光的强度和激发时间,产生可变

饱和脉冲光,激发活体细胞,促使光合反应中心裂解

水分子,释放大量电子,调控光合作用电子传递链阻

塞位点,跟踪不同诱导模式下叶绿素荧光的变化过

程,测量获得了藻类快相和弛豫叶绿素荧光动力学

曲线,根据叶绿素荧光动力学曲线反演可获得光合

荧光参数F０、Fm、σPSII和QA,进一步计算可得参数

Fv、Fv/Fm、Yield、rP、JVPⅡ、NPQ.同时该仪器还

内设光合有效辐射(PAR)白光光源以模拟环境自

然光,通过设置PAR光源的强度获得不同环境光

照强度下样品的叶绿素荧光诱导动力学曲线,形成
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被测样品的光合响应曲线(FLC曲线),根据FLC
曲线可反演获得α、Ek、rPmax等光合荧光参数.可变

光脉冲诱导叶绿素荧光分析仪能够测量的光合荧光

参数如表１所示.
表１　由可变光脉冲诱导叶绿素荧光分析仪测得的光合荧光参数[９]

Table１　Photosyntheticfluorescenceparametersacquiredbythechlorophyllfluorescenceanalyzer

Serialnumber Parameter Sourceofparameter Nameandsignificance
１ F０ Fluorescencekineticcurve Theinitialfluorescence
２ Fm Fluorescencekineticcurve Thebiggestfluorescence

３ σPSII Fluorescencekineticcurve
Functionalabsorption
crosssectionofPSII

４ QA Fluorescencekineticcurve
Averagereductiontimeconstant
ofplastoquinone

５ Fv Fm－F０

Thevariablefluorescence,whichreflects
theredoxstateofQAandotherdissipated

energypathways

６ Fv/Fm (Fm－F０)/Fm
Maximumphotochemical

quantumyield,whichisthebiggestlight
energyconversionefficiencyofPSⅡ

７ Yield (Fm′－F′０)/Fm′
Actualquantumyield
ofPSⅡunderlight

８ rP Yield×０．８４×０．５
Relativephotosyntheticelectron
transferefficiencyofPSⅡ

９ JVPⅡ
KR×Fm×F０×Fq′/

(Fm′×Fv′×ELED)

PSⅡfluxperunitvolume,

whichisassociatedwith

primaryproductivity

１０ NPQ (Fm－Fm′)/Fm′
Nonphotochemicalquenching,

whichreflectstheabilityofplantstodissipate
excesslightenergyintoheat

１１ α Fastlightcurve
Themaximumlightutilizationcoefficient,

whichreflectsthelightenergy
utilizationefficiency

１２ Ek Fastlightcurve
Thesaturationlightintensity,

whichreflectsthestronglight
toleranceofthesample

　　光合荧光参数对Cu２＋ 的响应结果以抑制率的

形式表示,抑制率Y 表示为[１０]

Y＝
X０－Xi

X０
×１００％, (１)

式中:Y 为Cu２＋对光合荧光参数的抑制率;X０ 为对

照组光合荧光参数数值;Xi为实验组光合荧光参数

数值.

３　结果与分析

３．１　光合荧光参数显著性差异及分析

根据预实验结果,选取Cu２＋ 胁迫２４h后的对

照组和实验组中的１２个光合荧光参数(如表１所

示),利用单因素方差分析(oneＧANOVA)得到实验

组与对照组的显著性差异,初步筛选有显著性变化

的响应参数,结果如表２所示,Cu２＋ 对光合荧光参

数F０、Fm、Fv、Fv/Fm、Yield、rP、JVPⅡ、α、Ek的抑

制效应显著,其中,Fm、Fv和 Ek在 Cu２＋ 浓度为

０．５μmolL－１时表现出极显著抑制(P＜０．０１),而
参数σPSII、QA、NPQ在测量浓度范围内实验组与对

照组并无显著差异.因此,选取光合荧光参数F０、

Fm、Fv、Fv/Fm、Yield、rP、JVPⅡ、α、Ek,进一步研

究Cu２＋毒性作用下的时间和剂量响应规律.

３．２　光合荧光参数的时间响应规律

根据预实验结果,实验测试周期设置为４,２４,

４８,７２,９６h,得 到３．１节 中 显 著 性 响 应 参 数 在

Cu２＋抑制下的时间Ｇ效应变化规律.同时,为了比

较光合抑制和生长抑制的差异,本实验以藻类叶

绿素含量(AGHJＧTPLIFＧI分析仪测量)代替藻类

生物量,得到Cu２＋ 抑制下的藻类生物量随时间的

响应规律.
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表２　Cu２＋胁迫２４h下光合荧光参数测量值及显著性差异结果

Table２　Measuredvaluesandsignificantdifferenceofphotosyntheticfluorescenceparametersunder２４hCu２＋stress

Cu２＋

concentration/

(μmolL－１)
０ ０．５ １ ２．５ ５ ２５ ５０ １００ ２５０

F０ １４３．１ １３６．８ １２５．９∗ １１１．８∗∗ １０１．８∗∗ ７９．３５∗∗ ６８．１２∗∗ ２６．１３∗∗ ５．０３３∗∗

Fm ３１０．２ ２８６．１∗∗ ２７１．３∗∗ ２３６．１∗∗ ２０６．１∗∗ １４０．３∗∗ １００．７∗∗ ３２．６８∗∗ ５．１１６∗∗

Fv １６７．１ １４９．３∗∗ １４５．４∗∗ １２４．３∗∗ １２４．３∗∗ ６０．９５∗∗ ３２．５８∗∗ ６．５５∗∗ ０．０８３∗∗

Fv/Fm ０．５３９ ０．５２２ ０．５３６ ０．５２７ ０．５０１∗ ０．４３５∗∗ ０．３２４∗∗ ０．２∗∗ ０．０１６∗∗

Yield ０．４９７ ０．４７６ ０．４８９ ０．４８１ ０．４５１ ０．４∗ ０．２８１∗∗ ０．１５７∗∗ ０．０１∗∗

rP １８．１６ １８．２８ １８．１３ １７．８９∗ １６．７６∗ １４．４∗∗ １０．０４∗∗ ５．５７６∗∗ ０．８５４∗∗

JVPⅡ ４．７０７ ４．４４６ ４．１０１ ３．６４７∗ ３．３０７∗ ２．６０６∗∗ ２．１１１∗∗ ０．７３１∗∗ ０．１１∗∗

Ek ４１７．２ ４０１．１∗∗ ３９１．８∗∗ ４０５．１∗∗ ４１１．４∗ ３７２．５∗∗ ３３０．１∗∗ ２１７．２∗∗ １５５．４∗∗

α ０．５４１ ０．５４５ ０．５４２ ０．５３４ ０．５３１∗ ０．４３１∗∗ ０．３０２∗∗ ０．１７３∗∗ ０．０２７∗∗

Note:＂∗＂and＂∗∗＂indicatedifferencesatthelevelof０．０５and０．０１,respectively．TheexperimentaldataofσPSII,

QA,NPQhavenosignificantdifferenceintheconcentrationarea,soitisnotlistedinthetable．

　　结果表明,９个光合荧光参数可分为三类:第一

类为Yield、rP、α和Fv/Fm,它们的时间Ｇ效应变化

趋势大致相同,如图２所示.低浓度样液的抑制率

值都在２０％以下,而且从４h到２４h时呈现一定的

下降趋势,后续测量数据比较稳定,说明经过２４h
后,藻类的光合活性出现了不同程度的恢复;而中高

浓度样液的抑制率在２４h时出现了一个相对峰值,

后续测量值有小幅下降,但整体变化不大,说明胁迫

效应不会随时间的推移得到恢复,损伤过程为不可

逆过程.因此,可以选择２４h作为最佳的时间测量

节点,该时间节点后所有浓度样本的抑制率比较稳

定,此时的测量数据已经可以代表长期(如９６h)抑
制效果,也避免了测量低浓度抑制液时出现假阳性

的结果.

图２ 不同Cu２＋浓度下光合荧光参数随时间响应变化趋势.(a)Yield;(b)rP;(c)α;(d)Fv/Fm
Fig敭２ Variationtrendoffluorescenceparameterswithtimeunderdifferent

Cu２＋concentrations敭 a Yield  b rP  c α  d Fv Fm

　　第二类为F０、Fm、Fv和JVPII,它们的时间Ｇ效
应曲线趋势大致相同,如图３(a)、(b)、(c)、(d)所

示.低浓度样液的时间响应规律同第一类参数,但
在测量周期内曲线波动大于第一类参数;而中高浓
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度样液的抑制率随时间推移呈现上升趋势,没有明

显的时间节点,具有时间累积性.同时,对比上述参

数和藻类生长抑制的时间响应规律[见图３(e)],发

现其响应规律类似.因此,第二类参数与生长抑制

法类似,适合选取较长时间为定量测量的时间节点

[如９６h],以获得较为稳定、准确的测试结果.

图３ 不同Cu２＋浓度下光合荧光参数随时间响应变化趋势.(a)F０;(b)Fm;(c)Fv;(d)JVPII;(e)ChlＧa;(f)Ek

Fig敭３ VariationtrendoffluorescenceparameterswithtimeunderdifferentCu２＋concentrations敭

 a F０  b Fm  c Fv  d JVPII  e ChlＧa  f Ek

　　第三类为光合参数Ek,该参数的抑制率值在整

个测量周期内都低于其他８个参数,其对应的时间

变化趋势也无明显的时间节点,如图３(f)所示.在

低浓度区域,该参数的抑制率整体先缓慢下降,在

９６h后,有一定程度上升;中高浓度区域,抑制率随

时间呈现出了一定的上升趋势,但在９６h后,出现

了一定程度的恢复.
综合三类参数的时间响应规律,考虑到藻类生

物毒性快速测量的需求,选取２４h为时间测量节点,

Yield、rP、α和Fv/Fm作为Cu生物毒性定量测量

的关键光合参数.

３．３　光合荧光参数剂量Ｇ效应响应规律

根据３．２节,进一步分析４个关键参数 Yield、

rP、α和Fv/Fm在Cu２＋毒性抑制２４h时下的剂量Ｇ
效应关系,如图４所示.通常生物毒性实验获取的

毒性强度与受试生物受抑制程度间的剂量Ｇ效应曲

线呈现反“S”形,一般以阻滞增长模型(logistic函

数)为基础进行非线性拟合[１１].以抑制物浓度代表

其毒性强度,以光合参数的抑制率代表受试生物受

抑制程度,利用logistic函数进行拟合.结果显示

参数Yield、rP、α和Fv/Fm 抑制率对Cu２＋ 浓度具

有良好的剂量效应关系,拟合相关系数R２ 分别为

０．９９８９,０．９９９２,０．９９９１,０．９９７７,由此得到的EC５０Ｇ２４h

值分别为６１．０５,６６．３１,６９．４１,９９．６１μmolL－１.

Yield、rP、α参数的拟合相关系数及EC５０Ｇ２４h都优于

目前常用的光合参数Fv/Fm,因此可以选取前三个

参数作为Cu２＋生物毒性定量检测的测试指标.

４　结　论

基于藻类光合荧光参数的生物毒性检测方法,
具有响应快速、参数丰富、测量简捷的特点.对多个

光合荧光参数毒性响应敏感性进行了对比分析,实
验结果表明参数 Yield、rP、α和Fv/Fm 在２４h内

体现出稳定的抑制关系,与生长抑制方法９６h的检

测时长相比,显著缩短了检测时间,为Cu２＋ 生物毒

性的快速评估提供了反应终点.进一步通过单因素

方差 分 析 实 验 组 与 对 照 组 的 显 著 性 差 异,参 数

Yield、α和Fv/Fm在Cu２＋ 浓度为５μmolL－１下
体现的显著性差异,参数rP在２．５μmolL－１浓度

下体现的显著性差异,能够满足II类水中Cu２＋ 的

检测要求[１２].最后,利用logistic函数拟合参数

(Yield、rP、α和Fv/Fm)抑制率和Cu２＋浓度的剂量Ｇ
效应关系,相关拟合系数R２ 分别为０．９９８９,０．９９９２,

０．９９９１,０．９９７７,对 应 的 EC５０Ｇ２４h值 分 别 为６１．０５,

６６．３１,６９．４１,９９．６１μmolL－１.从拟合相关系数

和EC５０Ｇ２４h评估,参数Yield、rP、α的相关拟合系数均

１２１７００１Ｇ５
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图４ ２４h胁迫下不同参数的抑制率随Cu２＋浓度的变化趋势.(a)Yield;(b)rP;(c)α;(d)Fv/Fm

Fig敭４ InhibitionratiofordifferentparametersversusCu２＋concentrationunder２４hstress敭

 a Yield  b rP  c α  d Fv Fm

优于生物毒性光合抑制方法的常规参数Fv/Fm,其
中EC５０Ｇ２４h分别降低了３８．７％,３３．４５％,３０．３％.因

此,采用光合荧光参数 Yield、rP和α作为反应终

点,可有效提高Cu２＋生物毒性检测的灵敏度.实验

结果为Cu２＋生物毒性的藻类光合抑制效应研究提

供了基础数据,也为其他污染物毒性胁迫下藻类光

合荧光参数响应规律研究提供了方法以供参考.
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