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摘要 OJIP荧光动力学被广泛应用于藻类光合作用研究,而在常用的OJIP曲线分析中,常将J、I点的特征时间固

定,忽略了藻类种类对J、I点特征时间的影响,这会造成J、I点荧光强度计算结果的偏差,直接影响测量结果的准

确性。鉴于此,提出使用三级指数函数逼近OJIP曲线的方法动态获取J、I点的特征时间。不同藻种的J、I点的特

征时间和二氯苯基二甲脲(DCMU)胁迫下J点特征时间实验的测试结果表明:所提方法能够有效获得不同藻类J、I
点的特征时间,二形栅藻、蛋白核小球藻、普通小球藻和新月筒柱藻J点的特征时间分别为2.22,1.52,1.33,

1.01
 

ms,I点的特征时间分别为28.80,27.15,29.90,15.28
 

ms,多次计算结果的相对标准偏差均小于10%,具有

较好的一致性;在DCMU浓度(质量浓度)分别为10,20,40
 

μg/L的毒性胁迫实验条件下,所提方法计算的普通小

球藻的J点特征时间分别为1.25,1.18,1.10
 

ms,相对标准偏差为12.03%。此外,利用所提方法计算得到的光合

活性参数VJ 与DCMU浓度之间具有良好的毒性剂量-效应关系,相关性系数R2 为0.991。
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Abstract OJIP
 

fluorescence
 

kinetics
 

is
 

widely
 

used
 

in
 

the
 

study
 

of
 

algae
 

photosynthesis 
 

but
 

in
 

common
 

OJIP
 

curve
 

analysis 
 

the
 

characteristic
 

time
 

of
 

J
 

and
 

I
 

points
 

is
 

often
 

fixed 
 

Therefore 
 

the
 

influence
 

of
 

algae
 

species
 

on
 

the
 

characteristic
 

time
 

of
 

J
 

and
 

I
 

points
 

is
 

ignored 
 

which
 

results
 

in
 

the
 

deviation
 

of
 

the
 

fluorescence
 

intensity
 

calculation
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results
 

of
 

J
 

and
 

I
 

points
 

and
 

directly
 

affects
 

the
 

accuracy
 

of
 

the
 

measurement
 

results 
 

In
 

view
 

of
 

this 
 

a
 

method
 

of
 

using
 

three-level
 

exponential
 

function
 

to
 

approximate
 

OJIP
 

curve
 

is
 

proposed
 

to
 

dynamically
 

obtain
 

the
 

characteristic
 

time
 

of
 

J
 

and
 

I
 

points 
 

The
 

test
 

results
 

of
 

experiments
 

of
 

characteristic
 

time
 

of
 

J
 

and
 

I
 

points
 

of
 

different
 

algae
 

species 
 

and
 

the
 

characteristic
 

time
 

of
 

J
 

point
 

under
 

dichlorophenyl
 

dimethylurea
 

 DCMU 
 

stress
 

show
 

that
 

the
 

proposed
 

method
 

can
 

effectively
 

obtain
 

the
 

characteristic
 

time
 

of
 

J
 

and
 

I
 

points
 

of
 

different
 

algae 
 

The
 

characteristic
 

time
 

of
 

J
 

point
 

of
 

Scenedesmus
 

dimorpha 
 

Chlorella
 

pyrenoidosa 
 

Chlorella
 

vulgaris
 

and
 

Cylindrotheca
 

closterium
 

is
 

2 22 
 

1 52 
 

1 33 
 

1 01
 

ms 
 

respectively 
 

The
 

corresponding
 

characteristic
 

time
 

of
 

I
 

point
 

is
 

28 80 
 

27 15 
 

29 90 
 

15 28
 

ms 
 

respectively 
 

The
 

relative
 

standard
 

deviation
 

of
 

multiple
 

calculation
 

results
 

is
 

less
 

than
 

10% 
 

which
 

has
 

a
 

great
 

consistency 
 

Under
 

the
 

toxic
 

stress
 

test
 

conditions
 

with
 

DCMU
 

concentrations
 

 mass
 

concentrations 
 

of
 

10 
 

20 
 

40
 

μg L 
 

the
 

characteristic
 

time
 

of
 

J
 

point
 

of
 

Chlorella
 

vulgaris
 

calculated
 

by
 

the
 

proposed
 

method
 

is
 

1 25 
 

1 18 
 

and
 

1 10
 

ms 
 

respectively 
 

and
 

the
 

relative
 

standard
 

deviation
 

is
 

12 03% 
 

In
 

addition 
 

the
 

photosynthetic
 

activity
 

parameter
 

VJ
 calculated

 

by
 

the
 

proposed
 

method
 

has
 

a
 

good
 

toxic
 

dose-effect
 

relationship
 

with
 

the
 

DCMU
 

concentration 
 

and
 

the
 

correlation
 

coefficient
 

R2
 

is
 

0 991 
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1 引  言

藻类细胞在特定光照条件下,叶绿体产生的荧

光表现出从本底荧光 O点到最大荧光P点的上升

现象,称为OJIP荧光动力学过程[1],该过程蕴含着

丰富的藻类光合作用能流过程信息,是检测藻类光

合作用状态的有效工具,已被广泛应用于藻类生理

学、病理学和毒理学的研究中[2-3]。通常,典型的

OJIP荧光动力学曲线存在3个上升阶段,即O-J阶

段(0~3
 

ms)、J-I阶段(3~30
 

ms)和I-P阶段(30~
200

 

ms),分别对应光系统II(PSII)中初级电子受体

QA、质醌(PQ)库与光系统I(PSI)侧的电子受体还

原过程[4]。Strasser等[5]提出的JIP-test分析方法

是常用的 OJIP曲线分析方法,该方法依据生物膜

能量流动模型,利用 O点、J点、I点和P点对应的

荧光强度FO、FJ、FI和FP 等参数构建能够表征植

物光合活性的多种光合活性参数,如VJ(J点最大可

变荧光)、PIABS(综合光合活性参数)等。因此,J、I
点荧光强度的准确测量是JIP-test分析方法的基础

和关键。目前,FJ、FI多采用J(2
 

ms)、I(30
 

ms)点
的荧光强度。然而,已有研究表明,不同实验样本和

实验条件下OJIP曲线的J、I点的特征时间并不固

定,固定时间获得的FJ 和FI 必然存在偏差[6]。为

此,Tomek等[7]采用9阶多项式拟合OJIP曲线,通
过计算拟合函数局部最小值来确定J、I点的特征时

间。Xia等[6]在此基础上,通过曲率分析的方式确

定J、I点的位置,能够在不进行任何预先设定的情

况下确定OJIP曲线J、I点的特征时间。然而,该方

法无法实现光合胁迫下藻类光合活性参数的准确

获取。
因此,本文提出了一种基于三级指数的 OJIP

曲线J、I点特征时间的计算方法。通过对不同藻种

和与毒性胁迫实验样本测试,并与曲率分析方法比

较,验证所提方法的有效性。

2 实验装置与材料

将蛋白核小球藻、普通小球藻、二形栅藻和新月

筒柱藻作为受试对象,藻种分别使用BG11、F/2+Si
培养基进行接种,将接种后的藻液置于恒温培养箱

中进行扩大培养,温度设置为(25±1)
 

℃,光照强度

为100
 

μmol·photon·m
-2·s-1,光暗比为1∶1(光照

时间为12
 

h)。样品初始叶绿素浓度(质量浓度)为
100~200

 

μg·L
-1,藻液体积为70

 

mL。藻类胁迫实

验选用药剂为二氯苯基二甲脲(DCMU),将其溶于

二甲基亚砜(DMSO)中,并利用去离子水稀释至实

验所需的药剂浓度。
藻类 OJIP曲线测量装置如图1所示,其中

PMT为光电倍增管,MUX为模拟开关,TIA为跨

阻放大器,A/D为模数转换,ADC为模数转换器,

SPI
 

BUS为串行通信协议总线,GPIO为通用输入

输出接口,I2C
 

BUS为两线制串行通讯总线,D/A
为数模转换,LDO为低压差线性稳压器。激发光源

选用发射波段位于469
 

nm的激光二极管(LD)[8],
光源开启时间小于50

 

μs
[9],光源光强连续可调(最

大可达3000
 

μmol·photon·m
-2·s-1)。通过预实验

确定激发光强为1800
 

μmol·photon·m
-2·s-1,激发

时间为280
 

ms。依据 OJIP荧光信号特点,O-J段

荧光信号采用跨阻放大方式,初始采样率可达每秒

83万次。为保证J-I-P阶段荧光信号不失真,采用

积分放大方式,后续采样率为每秒2.3万次,采样率

可依据积分时间调整。

3 分析方法

由于光子被叶绿素分子吸收的概率满足泊松分
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布,因此在强光照射下,t时刻的荧光强度与最大可

变荧光呈指数函数关系[10]。同时,Boisvert等[11-12]

的实验结果表明,两级、三级指数函数可以定量分析

OJIP曲线。因此,本文提出利用三级指数函数逼近

OJIP曲线,以确定J、I点的特征时间。典型普通小

球藻的OJIP曲线如图2所示。

图1 藻类OJIP荧光动力学测量系统

Fig 
 

1 Measurement
 

system
 

of
 

algae
 

OJIP
 

fluorescence
 

kinetics

图2 普通小球藻的OJIP曲线

Fig 
 

2 OJIP
 

curve
 

of
 

Chlorella
 

vulgaris

  t时刻的荧光产率[11-12]的表达式为

F(t)=FO+(FJ-FO)1-exp-
t
TJ  



 


 +

(FI-FJ)1-exp-
t
TI  



 


 +

(FP-FI)1-exp-
t
TP  



 


 , (1)

式中:FO 为暗适应条件下的最小荧光;TJ、TI、TP

分别为J、I、P点的特征时间;t为荧光信号采样时

间;FJ、FI、FP 分别为J、I、P点对应的荧光强度;

F(t)为计算的OJIP曲线。
最大荧光强度FP 可通过局部斜率逼近的方式

获得,TJ 和TI分别可选取理论时间范围1~3
 

ms
和15~30

 

ms内采样点的时间t。因此,若1~3
 

ms
内有M 个采样点,15~30

 

ms内有 N 个采样点,则
(1)式可计算出M×N 条OJIP曲线。然后,由皮尔

逊相关系数得出计算的 OJIP曲线与测量的 OJIP
曲线间的相关程度,相关程度最大的计算荧光动力

学曲线对应的TJ、TI即为J、I点的特征时间。

此外,本文将Xia等[6]提出的曲率分析法作为

对比分析方法,以验证指数分析法的可靠性和优势。
为避免噪声对曲率分析的影响,先对 OJIP曲线的

原始数据进行平滑处理,再利用离散点的一阶、二阶

导数来计算 OJIP拟合曲线的曲率,并利用曲率对

数局部最大值与时间的对应关系确定J、I点的特征

时间。

4 分析与讨论

4.1 不同藻种实验结果分析

为研究不同藻类在相同激发条件下,OJIP荧光

动力学曲线中J、I特征时间的差异性。选择小球

藻、蛋白核小球藻、二形栅藻和新月筒柱藻为研究对

象,利用所提藻类 OJIP曲线测量系统对以上藻类

进行荧光探测,并获取相应的OJIP曲线。然后,分
别采用指数分析法、曲率分析法计算J、I点特征时

间,结果如图3~6所示。

  由图3~6可以看出,不同藻类OJIP曲线形状

有显著差异。指数分析法和曲率分析法分析结果证

实,不同藻种OJIP曲线的J、I点特征时间均出现在

2
 

ms、30
 

ms附近,但并不完全固定。此外还发现,
新月筒柱藻的OJIP曲线在O-J阶段出现连续上升

情况,其曲率并未出现明显的局部尖峰,因此曲率分

析法不能准确定位J点位置,而指数分析法仍能有

效定位J点位置。
进一步对4种藻类样本分别进行5次平行测量

分析,结果如表1所示。指数分析法5次计算的J、I
点的特征时间具有较好的一致性,相对标准偏差

(RSD)均不超过8.9%。小球藻、蛋白核小球藻、二
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图3 小球藻荧光动力学和J、I特征时间计算结果。(a)指数分析法;(b)曲率分析法

Fig 
 

3 Fluorescence
 

kinetics
 

of
 

Chlorella
 

vulgaris
 

and
 

calculation
 

results
 

of
 

J 
 

I
 

characteristic
 

time 

 a 
 

Exponential
 

function
 

analysis
 

method 
 

 b 
 

curvature
 

analysis
 

method

图4 蛋白核小球藻荧光动力学和J、I特征时间计算结果。(a)指数分析法;(b)曲率分析法

Fig 
 

4 Fluorescence
 

kinetics
 

of
 

Chlorella
 

pyrenoidosa
 

and
 

calculation
 

results
 

of
 

J 
 

I
characteristic

 

time 
 

 a 
 

Exponential
 

function
 

analysis
 

method 
 

 b 
 

curvature
 

analysis
 

method

图5 二形栅藻荧光动力学和J、I特征时间计算结果。(a)指数分析法;(b)曲率分析法

Fig 
 

5 Fluorescence
 

kinetics
 

of
 

Scenedesmus
 

dimorpha
 

and
 

calculation
 

results
 

of
 

J 
 

I
 

characteristic
 

time 

 a 
 

Exponential
 

function
 

analysis
 

method 
 

 b 
 

curvature
 

analysis
 

method

形栅藻和新月筒柱藻J点的特征时间分别为1.33,

1.52,2.22,1.04
 

ms,I点的特征时间分别为29.90,

27.15,28.80,15.28
 

ms,且存在明显差异。因此,
将J、I点的特征时间固定在2

 

ms、30
 

ms必然会造

成J、I点荧光强度计算偏差,光合活性参数VJ、VI

的最大偏差分别为15.50%、5.30%,J点荧光强度

的偏 差 会 直 接 影 响 光 合 活 性 参 数 PIABS 的 计 算

结果。

4.2 胁迫实验结果分析

DCMU能够抑制叶绿体中次级电子受体QB 还

原,阻断电子传递,进而实现对光合作用的抑制。在

DCMU 胁 迫 下,OJIP 曲 线 的 J点 荧 光 强 度 与

DCMU浓度(质量浓度)呈正相关关系,光合活性参

数VJ 反应敏感且快速[13]。对荧光动力学曲线形状

出现变化时,同种藻受影响处的特征时间是否能够

保持一致性,计算得到的光合活性参数是否具有良

好的剂量-效应关系进行了研究。实验将普通小球

藻作为研究对象,在实验样本中分别添加浓度为

10,20,40
 

μg/L的DCMU,进行30
 

min的毒性胁迫

实验,利用藻类 OJIP曲线测量系统对实验样本进

行荧光探测。为消除测量产生的随机误差,在同一

浓度下进行3次平行测量。普通小球藻在不同浓度
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DCMU胁迫下的 OJIP曲线如图7所示。VJ 与

DCMU浓度的剂量-效应关系曲线如图8所示,不
同浓度DCMU胁迫下J点的特征时间变化如表2
所示。

图6 新月筒柱藻荧光动力学和J、I特征时间计算结果。(a)指数分析法;(b)曲率分析法

Fig 
 

6 Fluorescence
 

kinetics
 

of
 

Cylindrotheca
 

closterium
 

and
 

calculation
 

results
 

of
 

J 
 

I
 

characteristic
 

time 

 a 
 

Exponential
 

function
 

analysis
 

method 
 

 b 
 

curvature
 

analysis
 

method

表1 指数分析法计算4种藻的J、I点特征时间结果

Table
 

1 Results
 

of
 

characteristic
 

time
 

of
 

J,
 

I
 

points
 

for
 

four
 

kinds
 

of
 

algae
 

calculated
 

by
 

exponential
 

function
 

analysis
 

method

Alga Average
 

of
 

TJ
 /ms RSD

 

of
 

TJ
 /% Average

 

of
 

TI
 /ms RSD

 

of
 

TI
 /%

Chlorella
 

pyrenoidosa 1.52 1.8 27.15 8.9
Chlorella

 

vulgaris 1.33 1.4 29.90 0.1
Cylindrotheca

 

closterium 1.04 2.2 15.28 4.1
Scenedesmus

 

dimorpha 2.22 8.5 28.80 5.2

图7 普通小球藻在DCMU胁迫下的OJIP曲线

Fig 
 

7 OJIP
 

curve
 

of
 

Chlorella
 

vulgaris
 

under
 

DCUM
 

stress

图8 VJ 随DCMU浓度的变化

Fig 
 

8 VJ
 varying

 

with
 

DCMU
 

concentration

表2 DCMU胁迫下J点特征时间的变化

Table
 

2 Change
 

of
 

characteristic
 

time
 

of
 

J
 

point
 

under
 

DCMU
 

stress unit:
 

ms

Concentration
 

of
 

DCMU
 

0
 

10
 

μg·L
-1 20

 

μg·L
-1 40

 

μg·L
-1

Curvature
 

analysis
 

1.80 2.82 1.32 1.22
Exponential

 

function
 

analysis 1.45 1.25 1.18 1.10

  如图7所示,在J点对应的 DCMU 作用下,

OJIP曲线荧光强度总体抬升,指数分析法和曲率分

析法计 算 得 到 的J点 特 征 时 间 的 RSD 分 别 为

12.03%和40.88%。通常毒性强度与受试藻的抑

制程度间的剂量-效应曲线呈现反“S”形,一般利用

阻滞增长模型(Logistic)进行非线性拟合[14]。以

DCMU浓度作为毒性强度,光合活性参数VJ 的抑

制率作为抑制程度,利用Logistic函数拟合,结果如

图8所示。可以发现,利用指数分析法计算出的光

合活性参数VJ 与DCMU浓度具有良好的剂量-效
应关系,拟合相关系数R2 为0.991,结果优于曲率

分析法的拟合相关系数(0.983)。由此可见,指数分

析法计算结果的稳定性明显优于曲率分析法,所得

的FJ 点荧光强度更能体现DCMU对藻类J点的抑

制效应规律。

5 结  论

针对将J、I点特征时间固定会引起FJ、FI 计算

0826001-5
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偏差的问题,提出了一种基于三级指数的 OJIP曲

线J、I点特征时间计算方法。不同藻种测试分析结

果表明,所提方法能够克服曲率分析法对 OJIP曲

率变化的依赖,有效计算出所有实验藻种J、I点的

特征时间。同时,证实不同藻种J、I点的特征时间

均不完全固定,对蛋白核小球藻、小球藻、二形栅藻

和新月筒柱藻进行5次测量得到的J点特征时间的

平均值分别为1.52,1.33,2.22,1.01
 

ms,I点特征

时间 的 平 均 值 分 别 为 27.15,29.90,28.80,

15.28
 

ms,相对标准偏差均不超过8.90%,并且

VJ、VI 的 最 大 偏 差 分 别 为 15.50%、5.30%。

DCMU胁迫实验结果表明:指数分析法可有效计算

出所有DCMU浓度胁迫下藻种J点的特征时间,相
对标准偏差为12.03%,稳定性明显优于曲率分析

法;利用指数分析法计算出的光合活性参数
 

VJ 与

DCMU浓度具有良好的剂量-效应关系,拟合相关

系数R2 为0.991,能够体现DCMU对藻类J点荧

光的抑制效应规律。本研究提供了一种对OJIP曲

线J、I点特征时间准确定位的新方法,为OJIP曲线

定量分析提供了更为准确的基础荧光参数(FJ、

FI),对叶绿素荧光法在藻类生理学、病理学和毒理

学中的应用研究具有重要价值和意义。
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