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摘要 藻类光合抑制法是极具潜力的水体综合毒性快速检测预警手段,并且稳定测量条件的确定对藻类光合抑制

法毒性测试结果不可忽视。以蛋白核小球藻为受试藻种,根据农药敌草隆(DCMU)对藻类光合活性具有抑制作用

这一特点,以α、Fv/Fm、Yield、rP
 

4种光合荧光参数的抑制率为分析对象,在不同质量浓度DCMU胁迫作用下,分
别研究受试藻类质量浓度、藻液与样品混合体积比、反应温度这3种测试条件对水体综合毒性测量的稳定性影响。

结果显示:当受试藻类在100~600
 

μg·L
-1质量浓度范围内时,藻类质量浓度的变化对水体综合毒性测量没有显著

影响;受试藻液与样品的混合体积比对毒性检测灵敏度有较大影响,受试藻液与样品的混合体积比为2∶8时更有利

于提高水体毒性检测的灵敏性;反应温度对水体综合毒性检测也有重要影响,其中20~35
 

℃的温度范围更有利于

提高水体综合毒性的检测精度。
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Abstract Algal
 

photosynthesis
 

inhibition
 

method
 

is
 

a
 

potential
 

method
 

for
 

rapid
 

detection
 

and
 

early
 

warning
 

of
 

comprehensive
 

toxicity
 

of
 

water 
 

and
 

stable
 

test
 

conditions
 

are
 

critical
 

to
 

the
 

toxicity
 

test
 

results
 

of
 

the
 

algae
 

photosynthetic
 

inhibition
 

method 
 

In
 

this
 

paper 
 

Chlorella
 

pyrenoidosa
 

is
 

used
 

as
 

the
 

test
 

algae 
 

and
 

according
 

to
 

the
 

characteristic
 

that
 

pesticide
 

Dailon
 

 DCMU 
 

has
 

an
 

inhibitory
 

effect
 

on
 

the
 

photosynthetic
 

activity
 

of
 

algae 
 

the
 

inhibition
 

rates
 

of
 

the
 

four
 

photosynthetic
 

fluorescence
 

parameters
 

 α 
 

Fv Fm 
 

Yield 
 

and
 

rP 
 

are
 

as
 

the
 

analysis
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objects 
 

Under
 

the
 

stress
 

of
 

different
 

mass
 

concentrations
 

of
 

DCMU 
 

the
 

influences
 

of
 

the
 

three
 

test
 

conditions 
 

including
 

the
 

mass
 

concentration
 

of
 

the
 

tested
 

algae 
 

the
 

mixed
 

volume
 

ratio
 

of
 

the
 

algae
 

liquid
 

to
 

the
 

sample 
 

and
 

the
 

reaction
 

temperature 
 

on
 

the
 

stability
 

of
 

detecting
 

the
 

comprehensive
 

toxicity
 

of
 

water
 

has
 

been
 

studied
 

separately 
 

The
 

results
 

show
 

that
 

when
 

the
 

mass
 

concentration
 

of
 

the
 

tested
 

algae
 

is
 

in
 

the
 

range
 

of
 

100~
600

 

μg·L
-1 

 

the
 

change
 

of
 

the
 

algae
 

mass
 

concentration
 

has
 

no
 

significant
 

impact
 

on
 

the
 

detection
 

of
 

comprehensive
 

toxicity
 

of
 

water 
 

However 
 

the
 

mixed
 

volume
 

ratio
 

of
 

the
 

tested
 

algae
 

solution
 

to
 

the
 

water
 

sample
 

has
 

a
 

great
 

impact
 

on
 

the
 

sensitivity
 

of
 

toxicity
 

detection 
 

When
 

the
 

mixed
 

volume
 

ratio
 

of
 

the
 

tested
 

algae
 

solution
 

to
 

the
 

water
 

sample
 

is
 

2∶8 
 

it
 

is
 

more
 

conducive
 

to
 

improving
 

the
 

sensitivity
 

of
 

aquatic
 

toxicity
 

detection 
 

In
 

addition 
 

the
 

reaction
 

temperature
 

also
 

has
 

an
 

important
 

effect
 

on
 

the
 

detection
 

of
 

comprehensive
 

toxicity
 

of
 

water 
 

and
 

when
 

the
 

temperature
 

is
 

between
 

20
 

℃
 

and
 

35
 

℃ 
 

it
 

is
 

more
 

conducive
 

to
 

improving
 

the
 

detection
 

accuracy
 

of
 

comprehensive
 

toxicity
 

of
 

water 
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1 引  言

近年来,随着工农业的快速发展,进入水域环境

的有毒污染物种类和数量日益增多,化学物质结构

日趋复杂,因此水环境正面临着日趋严重的复合污

染问题[1]。水体综合毒性快速检测方法已成为当前

我国复合污染形势下水环境污染风险检测和水质安

全管理的重要需求。
目前 水 质 毒 性 检 测 主 要 以 发 光 细 菌[2-3]、跳

蚤[4-5]、鱼类[6]和藻类[7-9]等作为受试生物,基于这些

受试生物的发光特性、运动行为和生长状况等方面对

水体污染物的毒性响应特征,发展了一系列的水体综

合毒性检测方法。其中,藻类作为水生态系统的初级

生产者,具有个体小、繁殖快、容易获取、易于培养、对
毒物敏感和可直接观测细胞水平上的中毒症状等特

点,是一种较为理想的污染物毒性测试受试生物,在
水体污染物毒性分析与检测方面具有广泛应用[10-12]。
藻类生长抑制实验是以藻类为受试生物进行毒性检

测的国际化学标准方法,其以96
 

h藻细胞生长密度

的半数抑制效应浓度(EC50)表征急性毒性的作用程

度,这种方法虽然具有重复性好、准确可靠等优点,但
是该方法以藻类细胞的生长与繁殖为毒性响应终点,
受细胞繁殖周期限制,对污染物的毒性响应速度较慢,
通常作用24

 

h以内不会显现出明显的毒性效应,不能

满足现代水体污染的快速检测需求[7]。
光合作用作为藻类的重要生理过程,是藻类生

长与繁殖的重要基础。任何影响藻类生长与繁殖的

污染物的毒性效应均会首先影响藻类的光合作用状

态:陈敏等[7]的研究表明苯酚物质在5
 

min时间内

对蛋白核小球藻的光合荧光参数产生抑制作用;

Herlory等[13]的研究表明铀物质在1
 

h时间内对莱

菌衣藻荧光参数Fv/Fm产生抑制作用;Gan等[8]的

研究表明铅在8
 

h内对新月藻的5种光合荧光参数

产生抑制作用;胡丽等[14]的研究表明敌草隆物质在

5
 

min时间内对蛋白核小球藻的光合荧光产生抑制

作用。由此可见,藻类光合作用能够快速、灵敏地响

应污染物的毒害作用,并能够真实反映出水体的水

质状况和污染程度。因此,以藻类光合作用作为污

染物毒性响应终点的藻类光合抑制法是水体综合毒

性快速、灵敏检测的一种新的有效手段,其在水体综

合毒性快速在线检测方面具有显著优势[15]。近年

来,很多研究学者基于多种光合荧光参数开展了水

体不同污染物对藻类光合抑制效应的研究。然而,
目前鲜有关于测试条件对藻类光合抑制法水体综合

毒性检测的影响的详细报道。基于后期水质综合毒

性在线检测仪器的研制,需要研究藻类质量浓度是

否会影响水体综合毒性测量结果的稳定性。不同的

藻液与样品的混合体积比更改了藻类环境,这种更

改对基于藻类的毒性胁迫产生促进还是抑制作用需

要进一步确定。由于一年四季温度的变化会影响藻

类光合生化过程,故通过藻类光合抑制效应定量检

测水质综合毒性需要明确环境温度所产生的影响程

度,进而确定适宜范围。
基于此,本文以淡水中常见的蛋白核小球藻为

受试藻种,根据典型农药敌草隆(DCMU)对藻类光

合活性具有抑制作用这一特点,由DCMU 对蛋白

核小球藻的毒性胁迫预实验可得,α、Fv/Fm、Yield、

rP
 

4种光合荧光参数的敏感性更高,规律性更强。
因此,以α、Fv/Fm、Yield、rP

 

4种光合荧光参数的

抑制率为分析对象,研究受试藻类质量浓度、藻液与

样品的混合体积比、反应温度3种最重要的测试条

件对藻类光合抑制法检测水体综合毒性的影响规

律,为开发高精度、高灵敏度的水体综合毒性快速检

测方法提供稳定测试条件。
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2 材料与方法

2.1 藻种培养与溶液配制

实验选取的蛋白核小球藻(FACHB-5)采购于

中国科学院水生生物研究所淡水藻种库,用灭菌后

的BG11培养基进行接种,将接种后的藻液置于恒

温培养箱(上海旻泉仪器有限公司,MQD-S3R)中进

行扩大培养,培养箱光源为白色冷荧光灯管,光照强

度为 120
 

μmol·photon·m-2·s-1,光 暗 比 为

12
 

h∶12
 

h,培养温度设置为(25±1)
 

℃。蛋白核小

球藻 藻 液 的 质 量 浓 度 采 用 测 藻 仪 (德 国,BBE
 

Moldaenke
 

GmbH,BBE
 

Ⅱ)进行测量。
本研究所用的DCMU购买于上海阿拉丁生化科

技股份有限公司,质量分数为98%。首先用二甲基

亚砜配制质量浓度为4
 

g/L的DCMU标准储备液,
然后以去离子水进行稀释,配制不同质量浓度的

DCMU标准工作液。将一定体积的蛋白核小球藻的

原藻液与一定体积的DCMU标准工作液进行混合并

摇匀,使得配制好的待测样品中DCMU的质量浓度

分别为0,5,10,20,40,80
 

μg·L
-1,每个样品设置4个

平行样,并将待测样品置于恒温培养箱中进行培养,
在一定胁迫反应时间下进行光合荧光参数测量。

2.2 光合荧光参数获取

光合荧光参数由快速重复荧光仪(FRRf,英国,

Chelsea
 

Technologies
 

Group
 

Ltd,16-0497-003)测

得[8]。该仪器配备有内径为1.4
 

cm、长度为10
 

cm
的原地光学玻璃样品池和 Act2Run系统软件。在

测量过程中,激发光源选择450
 

nm 的LED,并在

0~800
 

μmol·photon·m
-2·s-1 的8个光化光强

下测量相对电子传递速率,从而构建快速光响应曲

线(FLC),每个样品的测量周期为135
 

s,由此获得

一系列光合荧光参数,具体参数和意义如表1所示。
表1 通过快速光曲线(RLC)获得的参数[16]

Table
 

1 Parameters
 

acquired
 

by
 

rapid
 

light
 

curve
 

(RLC)[16]

Parameter Designation Physiological
 

significance

α
Maximum

 

light
 

utilization
 

coefficient
 

or
 

initial
slope

 

of
 

rapid
 

light
 

curve
Capturing

 

ability
 

of
 

photosynthetic
system

 

for
 

light
 

energy

Fv/Fm
Maximum

 

photochemical

quantum
 

efficiency
 

of
 

PS
 

II
Characterization

 

of
 

photosynthetic
system

 

PS
 

II
 

activity
Yield Actual

 

quantum
 

yield
 

of
 

PS
 

II
 

under
 

light Photosynthetic
 

rate

rP Relative
 

photosynthetic
 

electron
 

transfer
 

rate
Photosynthetic

 

rate,
 

which
 

corresponds
 

to
 

the
release

 

of
 

O2 and
 

the
 

fixed
 

rate
 

of
 

CO2

  光合荧光参数对DCMU的响应结果通过抑制

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DCMU对蛋白核小球藻光合荧光参数的

抑制率;X0 为空白对照组的光合荧光参数;Xi为实

验组的光合荧光参数[7]。

3 结果与分析

3.1 藻类质量浓度对光合抑制效应的影响

为研究基于藻类光合抑制效应的水体综合毒性

检测中藻类质量浓度变化是否会对毒性测量结果产

生影响,本研究分别测量了质量浓度为100,200,

400,600
 

μg·L
-1的蛋白核小球藻在质量浓度为5,

10,20,40,80
 

μg·L
-1

 

的DCMU中胁迫1
 

h时的α、

Fv/Fm、Yield、rP这4种光合荧光参数,在此基础

上计算每种光合荧光参数的抑制率和当DCMU的

质量浓度相同、藻类的质量浓度不同时每种光合荧

光参数抑制率的相对标准偏差(RSD),结果如图1

所示。由图1可以看出,对于α、Fv/Fm、Yield、rP
这4种光合荧光参数,当相同质量浓度的DCMU作

用于不同质量浓度的藻类时,同种光合荧光参数的

抑制率有一定程度的波动性变化,但是变化程度并

不大,由藻类质量浓度的变化所引起的α、Fv/Fm、

Yield、rP这4种光合荧光参数抑制率的RSD最大

值仅分别为3.08%、3.10%、2.69%和2.22%。由

此可认为,当藻类在100~600
 

μg·L
-1的质量浓度

范围内时,受试藻种藻细胞质量浓度的变化对水体

综合毒性测量没有影响。
通过利用齐性检验和单因素方差分析(one-

ANOVA)研究各光合荧光参数在不同蛋白核小球

藻质量浓度下的显著性(p)。由表2可知:在相同

质量浓度的DCMU胁迫下,4种光合荧光参数在不

同蛋白核小球藻质量浓度下几乎无显著性差异,仅
在40

 

μg·L
-1质量浓度下的DCMU中有个别组表

现显著性差异(p<0.05,*代表显著性水平为

0.05),即不同质量浓度的蛋白核小球藻在相同

DCMU质量浓度下的测试结果无显著性影响。
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图1 DCMU对不同质量浓度的蛋白核小球藻胁迫1
 

h时4种光合荧光参数的抑制率。(a)
 

α;(b)
 

Fv/Fm;(c)
 

Yield;(d)
 

rP
Fig 

 

1 Inhibition
 

ratios
 

of
 

four
 

photosynthetic
 

fluorescence
 

parameters
 

of
 

Chlorella
 

pyrenoidosa
 

with
 

different
mass

 

concentrations
 

under
 

stress
 

by
 

DCMU
 

for
 

1
 

h 
 

 a 
 

α 
 

 b 
 

Fv Fm 
 

 c 
 

Yield 
 

 d 
 

rP
表2 不同蛋白核小球藻质量浓度(C)、不同质量浓度的DCMU胁迫1

 

h下各光合活性参数的变化

Table
 

2 Variation
 

of
 

photosynthetic
 

activity
 

parameters
 

for
 

different
  

mass
 

concentrations
 

(C)
 

of
 

Chlorella
 

pyrenoidosa
 

under
stress

 

of
 

different
 

mass
 

concentrations
 

of
 

DCMU
 

for
 

1
 

h

Mass
 

concentration

of
 

DCMU
 

/(μg·L
-1)

Parameter C=100
 

μg·L
-1 C=200

 

μg·L
-1 C=400

 

μg·L
-1 C=600

 

μg·L
-1

α 0.5910±0.0078 0.5940±0.0113 0.6060±0.0078 0.6100±0.0085

0
Fv/Fm 0.6320  0.6330±0.0035 0.6360±0.0035 0.6360±0.0028
rP 60.7150±1.4354 61.2250±1.5627 61.7200±0.8061 60.7300±0.3394
Yield 0.4380±0.0071 0.4550±0.0120 0.4560±0.0177 0.4320±0.0014
α 0.4160±0.0156 0.4250±0.0113 0.4180±0.0254 0.3970±0.0035

5
Fv/Fm 0.5010  0.4920±0.0100 0.4900±0.0014 0.4950±0.0028
rP 41.0790±1.3562 42.9050±0.5020 43.9100±0.3536* 40.2300±0.4525
Yield 0.2880±0.0144 0.3060±0.0028 0.3030±0.0028 0.2910±0.0029
α 0.2870±0.0054 0.3070±0.0057* 0.2790±0.0085 0.2720±0.0028

10
Fv/Fm 0.3990±0.0064 0.3970±0.0184 0.3910±0.0028 0.3900±0.0042
rP 31.9140±2.0739 32.8350±0.7707 32.8200±0.5940 29.1550±0.5440
Yield 0.2270±0.0080 0.2305±0.0110 0.2390±0.0028 0.2130±0.0057*

α 0.2190±0.0175 0.2310±0.0120 0.2270±0.0057 0.2090±0.0127

20
Fv/Fm 0.3620±0.0042 0.3570±0.0163 0.3530  0.3480±0.0035
rP 28.4050±0.8132 30.5850±0.4738* 26.4200±0.5374 27.9600±1.8243
Yield 0.2060±0.0049 0.2190±0.0078 0.1910±0.0070* 0.1940±0.0049
α 0.1630±0.0062 0.1600±0.0069 0.1800±0.0035* 0.1550±0.0057

40
Fv/Fm 0.2900±0.0057 0.2640±0.0014* 0.2740±0.0127 0.2680±0.0021*

rP 19.3190±0.1281 20.0050±0.6010 20.7000±0.3677* 18.4150±0.1626
Yield 0.1420±0.0016 0.1360±0.0049 0.1510±0.0021* 0.1290±0.0007*

α 0.1070  0.0960±0.0057 0.0910±0.0021* 0.0950±0.0100

80
Fv/Fm 0.2200±0.0113 0.2280±0.0057 0.2180±0.0035 0.2210±0.0007
rP 12.6600±0.1000 11.0650±0.8270 9.6610±0.9185* 10.7590±1.4722
Yield 0.0890±0.0021 0.0860±0.0014 0.0820±0.0141 0.0880  
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3.2 藻液与待测水样混合体积比对光合抑制效应

的影响

当对水体综合毒性进行检测时,需要将受试藻

类与待测水样进行混合。为获取最佳的受试藻液与

待测水样的混合体积比,本文从两个方面研究了不

同藻液与待测水样的混合体积比对藻类光合抑制效

应的影响:1)混合后待测样品中藻类质量浓度相同;

2)混合前受试藻类质量浓度相同。当受试藻液与待

测水样混合的体积比分别为10∶0、8∶2、5∶5、2∶8(10∶0
体积比代表受试藻液体积远大于待测水样体积),且
没有毒性物质存在时,混合后待测样品的光合活性参

数Fv/Fm值如图2所示。可以看出,在没有毒性物

质存在下,空白待测样品的光合活性参数Fv/Fm并

不受受试藻液与待测水样混合体积比的影响。

图2 不同混合比条件下空白对照组的Fv/Fm。(a)混合后待测样品藻类浓度相同;(b)混合前受试藻类浓度相同

Fig 
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 b 
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3.2.1 混合后待测样品藻类质量浓度相同条件下

混合体积比的影响实验

为探究混合前受试藻类质量浓度不同而混合后

待测样品藻类质量浓度相同的情况下,不同混合体

积比对藻类光合抑制效应的影响,将蛋白核小球藻

与不同质量浓度的DCMU 水样进行混合,使原始

受试 藻 类 与 DCMU 水 样 的 混 合 体 积 比 分 别 为

10∶0、8∶2、5∶5、2∶8,并控制混合后待测样品中藻类

的质量浓度为100
 

μg·L
-1。在质量浓度分别为5,

10,20,40,80
 

μg·L
-1的DCMU胁迫1

 

h下,不同体

积比混合下待测样品α、Fv/Fm、Yield、rP四种光合

荧光参数的抑制率,以及当DCMU浓度相同、混合

体积比不同时,每种光合荧光参数抑制率的RSD如

图3所示。由图3可以看出,当反应液中DCMU的

质量浓度相同、获得该反应液的受试藻类与待测水

样的混合体积比不同时,对于蛋白核小球藻的同一

光合荧光参数,其抑制率会发生变化。然而,综合来

看:DCMU的质量浓度越低,混合体积比对光合荧

光参数抑制率的影响越大;DCMU 的质量浓度越

高,不同混合体积比所对应的光合荧光参数抑制率

越接近,混合体积比对光合荧光参数抑制率的影响

越小。由混合体积比所引起的α、Fv/Fm、Yield、rP
这4种光合活性参数抑制率的RSD最大值仅分别

为10.56%、12.53%、9.13%、7.67%,且都是在

5
 

μg·L
-1质量浓度的 DCMU 胁迫下。同时,对于

不同混合体积比下所获得的5
 

μg·L
-1质量浓度

DCMU胁迫 下 的 待 测 样 品,当 原 始 受 试 藻 类 与

DCMU水样的混合体积比为2∶8时,蛋白核小球藻

的抑制率最高。因此,为提高水体综合毒性检测分

析的灵敏性,在混合后待测样品藻类质量浓度相同

的情况下,2∶8为最佳的受试藻类与待测水样的混合

体积比。

3.2.2 混合后待测样品藻类质量浓度相同条件下

混合体积比的影响实验

由于反应液中藻细胞质量浓度对光合抑制效应

无显著影响,故为进一步探究混合前受试藻类质量

浓度相同、混合后待测样品藻类质量浓度不同的情

况下,不同混合体积比对藻类光合抑制效应的影响,
将质量浓度为640

 

μg·L
-1的蛋白核小球藻与不同

质量浓度的DCMU 水样进行混合,使原始受试藻

类与DCMU水样的混合体积比分别为10∶0、8∶2、

5∶5、2∶8,则混合后待测样品中藻类质量浓度分别为

640,512,320,128
 

μg·L
-1。当质量浓度分别为5,

10,20,40,80
 

μg·L
-1的DCMU胁迫1

 

h时,不同体

积比混合下待测样品的α、Fv/Fm、Yield、rP这4种

光合荧光参数的抑制率如图4所示。由图4可以看

出,当混合前受试藻类质量浓度相同、混合后待测样

品藻类质量浓度不同时,受混合体积比的影响,各个

光合荧光参数抑制率的变化特征与图3中混合前

受试藻类质量浓度不同而混合后待测样品藻类质量
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图3 不同混合体积比条件下DCMU胁迫1
 

h对相同质量浓度的蛋白核小球藻的4种光合荧光

参数的抑制率。(a)
 

α;(b)
 

Fv/Fm;(c)
 

Yield;(d)
 

rP
Fig 
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图4 不同混合体积比条件下DCMU胁迫1
 

h对不同质量浓度蛋白核小球藻的4种光合荧光

参数的抑制率。(a)
 

α;(b)
 

Fv/Fm;(c)
 

Yield;(d)
 

rP
Fig 

 

4 Inhibition
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浓度相同情况下的光合荧光参数抑制率受混合体积

比影响的变化特性相似,即对于光合荧光参数Yield
和rP,不同质量浓度DCMU胁迫下参数抑制率均

表现为原始受试藻液与DCMU水样的混合体积比

为2∶8时参数抑制率最大。光合荧光参数α和

Fv/Fm均表现为低质量浓度(5
 

μg·L
-1)DCMU胁

迫下,原始受试藻液与DCMU 水样的混合体积比

为2∶8时 参 数 的 抑 制 率 最 大,而 较 高 质 量 浓 度

(>5
 

μg·L
-1)DCMU 胁 迫 下,原 始 受 试 藻 液 与

DCMU水样的不同混合体积比对α和Fv/Fm光合

荧光参数抑制率的影响并不大。因此,从提高水体

综合毒性检测分析的灵敏性方面考虑,在混合前受

试藻类质量浓度相同的情况下,2∶8为最佳的受试藻

液与待测水样的混合体积比。
综上可知,无论是混合前受试藻类质量浓度不

同而混合后待测样品藻类质量浓度相同,还是混合

前受试藻类质量浓度相同而混合后待测样品藻类质

量浓度不同,基于藻类光合抑制效应对水体的综合

毒性进行检测,得到的受试藻液与待测水样的最佳

混合体积比均为2∶8。

3.3 反应温度对光合抑制效应的影响

环境中水域温度随着季节在不断变化,在基于

藻类光合抑制效应的水体综合毒性检测方面,探究

受试藻类与毒性物质的反应温度对藻类光合抑制效

应的影响具有重要意义。为此,将一定质量浓度的

DCMU样品分别置于5,10,15,20,25,30,35
 

℃环

境中,使样品温度达到恒定,然后将蛋白核小球藻悬

浮液与不同质量浓度的DCMU按照体积比为2∶8
进行混合,混合后待测样品中蛋白核小球藻的质量

浓度为100
 

μg·L
-1,将混合后的样品分别继续置于

5,10,15,20,25,30,35
 

℃环境中,并控制DCMU的

胁迫时间分别为5
 

min、1
 

h、2
 

h和3
 

h。对于空白

样品,置于不同温度下蛋白核小球藻的光合荧光参

数Fv/Fm随时间的变化规律和相同温度、不同反

应时间下测量的Fv/Fm的RSD如图5所示。可以

看出,反应温度对蛋白核小球藻自身光合活性会有

一定的影响,光合荧光参数Fv/Fm 随着时间的推

移而降低,且温度越低,相同时间下光合荧光参数

Fv/Fm降低的程度也越大,从而导致不同时间下所

获得的Fv/Fm的RSD值也越大。这说明低温对藻

类光合活性有一定的抑制作用,但是随着温度的升

高,这种抑制作用趋于平稳的时间越短,例如:在

5
 

℃温度情况下,在3
 

h内蛋白核小球藻的光合荧

光参数Fv/Fm一直处于降低趋势;当温度升高到

15
 

℃时,2
 

h以后蛋白核小球藻的光合荧光参数

Fv/Fm不再变化;当温度升高到20
 

℃时,5
 

min后

蛋白核小球藻的光合荧光参数Fv/Fm已不再发生

变化;当温度为20~35
 

℃时,不同时间下测得的

Fv/Fm的RSD均不大于1.11%,说明温度为20~
35

 

℃时,蛋白核小球藻光合荧光参数Fv/Fm随时

间的变化程度并不大。结果与藻类光合作用机理与

模型[17]中叙述的微藻光合作用过程对温度具有一

定的依赖性,低温使光合作用的各个生化过程减缓、
电子传递速度降低,导致QA 处于还原态相一致。

图5 不同温度下蛋白核小球藻的Fv/Fm随时间的变化情况

Fig 
 

5 Fv Fm
 

of
 

Chlorella
 

pyrenoidosa
 

varying
with

 

time
 

under
 

different
 

temperatures

当不同质量浓度的DCMU对蛋白核小球藻胁

迫5
 

min时,不同反应温度下α、Fv/Fm、Yield、rP
这4种光合荧光参数的抑制率相对20

 

℃时抑制率

的变化率如图6所示。可以看出,在低质量浓度

(≤20
 

μg·L
-1)的DCMU胁迫下,反应温度的变化

对4种光合荧光参数的抑制有重要影响,尤其是当

温度为5~20
 

℃时,与温度为20
 

℃相比,4种光合

荧光参数抑制率的变化率均在30%以上,而随着

DCMU质量浓度的增加,温度对α、Fv/Fm、Yield、rP
这4种光合荧光参数抑制的影响程度在减小。当温

度在20~35
 

℃时,与温度为20
 

℃相比,4种光合荧光

参数抑制率的变化率均在20%以下,即20~35
 

℃的

温度更有利于实现水体综合毒性的稳定检测。

4 结  论

藻类光合抑制法弥补了藻类生长抑制法测量周

期长的缺点,具有响应快速、灵敏等特点,是极具潜

力的水体综合毒性快速检测预警手段。在藻类光合

抑制法水体综合毒性定量检测中,测量条件对其毒

性测试结果的影响不可忽略。以蛋白核小球藻为受

试藻 种,以 DCMU 为 毒 性 物 质,以 α、Fv/Fm、
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图6 不同反应温度下DCMU胁迫5
 

min时蛋白核小球藻的4种光合荧光参数的抑制率相对

20
 

℃时的变化率。(a)
 

α;(b)
 

Fv/Fm;(c)
 

Yield;(d)
 

rP
Fig 
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Yield、rP
 

4种光合荧光参数的抑制率为分析对象,
研究受试藻类质量浓度、藻液与样品混合体积比、反
应温度3种最重要的测试条件对藻类光合抑制法检

测水体综合毒性的影响规律。研究发现:当藻类质

量浓度在100~600
 

μg·L
-1时,受试藻种藻细胞质

量浓度的变化对水体综合毒性测量并没有影响;反
应液温度会对水体综合毒性检测具有重要影响,

20~35
 

℃的温度更有利于提高水体综合毒性的检

测精度。此外,藻液与待测水样的混合体积比对水

体综合毒性检测的灵敏度有重要影响,从提高水体

综合毒性检测分析的灵敏性方面考虑,受试藻液与

待测水样的最佳混合体积比为2∶8。该研究为开发

基于藻类光合抑制效应的水质生物毒性快速检测技

术设备提供了稳定可靠的测试条件。
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