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荧光分析技术在作物响应镉胁迫研究中的应用
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为了揭示荧光分析技术在作物响应镉胁迫研究中的应用#以大豆幼苗为材料#对镉胁迫条件下叶

片镉离子含量,叶绿素荧光参数,及荧光光响应曲线的变化进行了分析#并进一步探讨了叶绿素荧光参数与

叶片镉离子含量的关系!结果表明(在试验过程中#伴随着镉胁迫时间的延长#叶片镉离子含量呈现出逐步

升高的趋势#并在镉胁迫
:I

后达到最大值!镉胁迫
$I

后#大豆幼苗
OQ

%

反应中心能够通过升高
NÒ

,降

低
*

OQ

%

与
[̂U

来耗散过量激发能#避免能量过激发对它的生理伤害#进而维持
!

E

$

!

*

的稳定!这表明此时

的镉胁迫对大豆造成了动态光抑制!镉胁迫
%I

后#虽然
NÒ

继续升高#但光保护机制已不足以避免能量

过激发造成的生理伤害#大豆幼苗
!

E

$

!

*

呈现出降低趋势!这表明此时大豆幼苗受到了慢光抑制的影响!

进一步对叶绿素荧光参数与叶片镉离子含量进行相关及回归分析发现(

!

E

$

!

*

与镉离子含量呈非线性相关
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'与镉离子含量呈线性负相

关#而
NÒ

&

(

#

8&.:(:
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'与镉离子含量呈线性正相关!这表明
!

E

$

!

*

能够在一定程度的镉胁迫下

维持稳定#而
+

OQ

%

#

[̂U

与
NÒ

均随着镉离子含量的升高而迅速发生变化!对镉胁迫下叶绿素荧光的光响

应曲线变化进行分析发现#胁迫叶片
*

OQ

%

与
NÒ

光响应曲线呈现出与未胁迫叶片相似的变化趋势+但在一

定光强条件下#胁迫叶片
*

OQ

%

较未胁迫叶片降低#而
NÒ

较未胁迫叶片升高!这表明镉胁迫导致叶片光化

学活性降低#激发能更多地以热的形式耗散!以上研究证实#荧光分析技术能够为深入研究作物响应镉胁迫

的生理机制提供指导!
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近年来#随着工矿业0三废1的过量排放,化肥农药的滥

施滥用,及城市垃圾与交通污染的加剧#土壤中的重金属污

染呈现出不断加剧的趋势!镉&

!I

'在五大有毒元素&

!I

#

,

1

#

J>

#

!?

和
OD

'中被列为首位#是一种毒性很强的重金属

元素!土壤中的镉离子极易被植物根系吸收#并进一步被木

质部蒸腾流运至冠层!作为非必需元素#冠层不断积累的镉

离子不仅不能提供叶片必需的养分#还会对叶片生长发育造

成不利影响!例如#叶肉细胞中过量积累的镉离子会破坏膜

蛋白氢硫键#导致细胞膜,细胞器膜与核膜透性增大#进而

造成细胞器与细胞核解体,功能丧失)

$

*

+过量的镉离子还可

能降低叶肉细胞中代谢酶活性,限制叶片中营养元素吸收#

进而导致叶片发育不良,失绿枯萎等)

#

*

!更为严重的是#如

果镉离子通过0植物"""植食动物1这一食物链进入人体,并

在人体内大量积累后#必然会对人类的健康造成不利影响!

为了有效地获取植物响应镉胁迫的生物学信息#就有必

要依据植物的生理特性探求更为有效的分析手段!通常情况

下#植物叶绿素分子吸收的光能分别用来(&

$

'驱动光化学

反应+&

#

'以热能的形式耗散+&

/

'产生荧光#且这三种能量

释放方式之间相互竞争!因此#我们能够通过分析叶绿素荧

光及热耗散的变化来探明植物光化学反应机制!进一步研究

证实#叶绿素荧光分析能够灵敏,快速,无损地测定植物光

系统
==

&

OQ==

'反应中心活性#进而获取光合过程中植物对光

能的吸收,传递,利用与散失规律)

/

*

!因此#与传统的利用

植物叶片
!"

#

释放量进行光合作用的研究相比#它能够有效

地反映植物光合作用的0内在性1特点!为探明荧光分析技术

在作物重金属胁迫研究中应用的方法#本研究以大豆幼苗为

材料#应用荧光分析技术#探求镉胁迫下植物叶绿素荧光参

数及其光响应曲线的变化规律#以及荧光参数与镉离子含量

的关系!这将为在植物表型研究中探求植物逆境响应提供研



究思路!
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实验部分
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试验设计

试验开始前#首先将大豆播种于已填充基质的穴盘中!

待大豆出芽后#选取生长良好且长势均匀的大豆幼苗#分别

移入统一规格的试验盆!盆中填装等量基质#且在整个试验

期间确保水分充分供应#以维持大豆幼苗正常生长!待大豆

幼苗生长至一定阶段后#开始进行试验处理!在试验过程

中#采用
$&&*2

分别添加了
&

"

*34

%

2
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&对照'与
#&&

"

*34

%

2

+$

!IQ"

'

的溶液对大豆幼苗进行镉胁迫处理#每种

处理设置
'

个重复!在镉胁迫
$

#

/

#

%

与
:I

后分别测定对照

与胁迫大豆幼苗的叶片镉含量与叶绿素荧光参数#并对叶绿

素荧光参数与叶片镉含量进行相关及回归分析!同时#在镉

胁迫
(I

后测定大豆幼苗叶片的荧光光响应曲线!

@"!

"

观测项目和方法

$.#.$

"

叶绿素荧光参数采集

镉胁迫
$

#

/

#

%

与
:I

后#采用
=*C

1

;96ROJM

调制叶绿

素荧光仪&

=MJX=NXROJM

#

ZC4bX*D,

#

X6?*C9

H

'进行大

豆幼苗叶片叶绿素荧光参数的测定!在对叶片进行
/&*;9

暗适应之后#首先采用光强小于
&.$

"

*34

%

*

+#

%

>

+$的一

束弱光对叶片进行照射#获取初始荧光&

!

3

'数据+随后采用

(&&&

"

*34

%

*

+#

%

>

+$的饱和脉冲光进行
&.5>

照射#获取

暗适应下最大荧光&

!

*

'数据+再采用光化光进行一段时间

的连续照射#获取稳态荧光&

!

>

'数据+最后采用饱和脉冲光

对叶片进行照射#获取光适应下最大荧光&

!p

*

'数据+光适

应下初始荧光
!p
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'数据可由荧光仪

计算得到!

最大光化学效率为
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实际光化学效率为
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非光化学猝灭系数为

NÒ 8
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电子传递效率为
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镉胁迫
(I

后#采用
=*C

1

;96ROJM

调制叶绿素荧光仪进

行大豆幼苗叶片荧光光响应曲线的测定!测定时设定的光合

有效辐射强度梯度为
/&

#

%&

#

$#&

#

#(&

和
(&&

"

*34

%

*

+#
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#测定的荧光参数包括实际光化学效率与非光化学猝灭

系数等!

$.#.#
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叶片镉含量测定

完成荧光测定后#收获大豆幼苗叶片#用液氮研成粉

末!称取一定量的粉末置于三角瓶中#再向三角瓶分别加入

$&*2

硝酸与
$*2

高氯酸!次日#将静置过夜后的三角瓶

置于温度为
$&&n

左右的电热板上消煮至
&.(*2

左右!随

后#将消煮液定容于容量瓶&

#(*2

'#并使用原子吸收光谱

仪测定镉离子含量!

#

"

结果与讨论
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"

镉离子含量变化

当植物根系暴露于镉离子环境时#镉离子会通过主动或

被动吸收的方式进入根细胞+进入根区的镉离子会进一步在

木质部蒸腾流的作用下向上运输至冠层#并在叶肉细胞大量

积累!本研究亦发现#伴随着胁迫时间的延长#大豆叶片镉

离子含量呈现出升高趋势#且在镉胁迫
:I

后达到最大值&图

$

'!镉离子是非必需元素#其大量积累不仅不会为植物生长

提供养分#还会对叶肉细胞质膜及细胞器造成生理伤害#进

而对光合器官及其生理功能造成不利影响!

图
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"

镉胁迫下大豆幼苗叶片镉含量变化
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"

镉胁迫下叶绿素荧光参数变化

最大光化学效率&

!

E

$

!

*

'是反映光系统
%

反应中心原初

光能转换效率或光系统
%

反应中心光化学潜在效率的物理

量)

'

*

!对大多数植物来说#

!

E

$

!

*

是稳定的#其值降低往往

意味着植物遭受了环境胁迫或受到了生理伤害)

(

*

!对镉胁迫

下大豆
OQ

%

反应中心
!

E

$

!

*

变化规律进行研究表明(镉胁

迫
/I

后#

!

E

$

!

*

维持稳定#这表明此时的镉胁迫没有对大

豆
OQ

%

反应中心
!

E

$

!

*

造成影响!但随着胁迫时间的延长#

镉胁迫
%I

后#

!

E

$

!

*

较对照显著降低#且随着镉浓度的增

加降低幅度加大!这表明此时镉胁迫对
OQ

%

反应中心造成

了生理伤害!整个试验中#镉胁迫
:I

条件下
!

E

$

!

*

值达到

最低)图
#

&

C

'*!回归分析表明#大豆叶片
!

E

$

!

*

与镉离子含

量呈非线性相关&

(

#

8&.5'#

#

6

$

&.&$

')图
/

&

C

'*!即
!

E

$

!

*

能够在一定程度的镉胁迫下维持稳定#但随着镉浓度的进一

步增大#

!

E

$

!

*

亦逐步降低!

实际光化学效率&

+

OQ

%

'指
OQ

%

反应中心在环境中部分

关闭时的光化学效率)

%

*

!试验结果表明#镉胁迫下
+

OQ

%

呈现

出与
!

E

$

!

*

不同的变化规律!镉胁迫
$I

后#虽然
!

E

$

!

*

维

持稳定#但
+

OQ

%

随镉含量的升高呈现出降低趋势!这表明此

时镉胁迫虽然没有对大豆光系统
%

反应中心造成生理伤害#

但已造成其实际光合效率降低!伴随着胁迫时间的增加#镉

胁迫
%I

对光系统
%

反应中心造成了生理伤害#且
+

OQ

%

随镉

含量的增加降低更加显著)图
#

&

D

'*!进一步的回归分析发

现#大豆叶片
+

OQ

%

与镉离子含量呈负相关&

(

#

8&.:(:

#

6

$

&.&$

'#即随着叶片镉浓度的升高#

+

OQ

%

逐步降低)图
/

&

D
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电子传递速率&

[̂U

'用
&

!

$

!p

*

kOLVk&.(k&.5'

&

&

!

$

!p

*

即
+

OQ

%

表示
OQ

%

的实际量子产额,

OLV

表示光合

有效辐射,系数
&.5'

表示植物的经验性吸光系数,系数
&.(

表示光能在植物两个不同光系统间平均分配'来计算)

-

*

#表

示光系统
%

反应中心的表观光合电子传递速率!研究发现#

镉胁迫
$I

后#

[̂U

显著降低#这意味着此时的胁迫程度已

降低了光系统
%

表观光合电子传递速率+随着胁迫时间的延

长#镉处理下光系统
%

[̂U

下降幅度增大+镉胁迫
:I

后#

[̂U

值下降至最低)图
#

&

)

'*!回归分析亦表明#大豆叶片

[̂U

与镉离子含量呈负相关&

(

#

8&.:'(

#

6

$

&.&$

')图
/
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图
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"

镉胁迫下大豆幼苗叶片叶绿素荧光参数变化
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大豆幼苗叶片叶绿素荧光与镉离子含量的相关及回归分析
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在
OQ

%

反应中心天线色素吸收的光能中#部分能量不

用于光合电子传递#而是以热的形式耗散掉!非化学猝灭系

数&

NÒ

'是反映
OQ

%

反应中心热耗散能力大小的荧光参

数)

5

*

!如果天线色素吸收的光能过量#且不能及时有效地耗

散#将会对
OQ

%

反应中心造成伤害!

NÒ

的值大#说明天

线色素吸收的光能更多地以热的形式耗散#而用于光合电子

传递和光化学反应的能量相对较少!本研究发现#镉胁迫
$

I

后#

NÒ

即随镉含量的增加呈现出升高趋势#且镉胁迫
/

#

%

与
:I

后#

NÒ

均高于对照)图
#

&

I

'*!表明镉胁迫条件

下#

OQ

%

反应中心热耗散增加!这与
MC

等)

:

*对杉属植物的

研究结论相一致!大豆通过这种过量激发能耗散的方式#可

以有效地减轻镉胁迫下能量过剩对光合系统造成的生理伤

害!回归分析表明#大豆叶片
NÒ

与镉离子含量呈正相关

&

(

#

8&.:'(

#

6

$

&.&$

'!即随着叶片镉浓度的增加#

NÒ

逐

步升高)图
/

&

I

'*!

!"#

"

叶绿素荧光分析

叶绿素荧光分析是研究植物光合特性的有效探针#它有

利于更深入地了解逆境条件下光合器官的状况)

$&

*

!因此#本

研究对镉胁迫下大豆叶片叶绿素荧光参数变化规律进行了分

析!结果发现#作为常用的叶绿素荧光参数#光系统
%

反应

中心
!

E

$

!

*

在一定程度的镉胁迫下能够维持稳定#这与
I6

!C>@?3

等)

$$

*的研究结论一致!随着镉浓度的增加#

$&&

**34

%

2

+$镉胁迫
%I

后#大豆幼苗
!

E

$

!

*

较对照显著降

低!

!

E

$

!

*

降低表明大豆遭受到了慢光抑制的生理伤害!镉

胁迫对大豆光系统
%

反应中心造成慢光抑制之前#对其造成

的动态光抑制就已经产生了#主要表现在
+

OQ

%

的降低!

+

OQ

%

的降低发生在
!

E

$

!

*

之前#表明镉胁迫首先对植物造成了

动态光抑制#导致光系统
%

量子产额的降低!随着镉胁迫程

度的进一步增大#光系统
%

反应中心的结构完整性受到伤

害#慢光抑制发生!

镉胁迫条件下#伴随大豆光系统
%

反应中心
!

E

$

!

*

与

+

OQ

%

的降低#

[̂U

也呈现降低趋势!这表明这些荧光参数之

间存在相关性!镉胁迫条件下#光系统
%

反应中心光化学效

率降低#电子传递速率变慢!而与之相反的是#伴随着镉胁

迫程度的增大#

NÒ

逐渐升高#这确保捕光色素吸收的光能

更多的以热的形式耗散掉而不是进行光合作用)

$#

*

#进而导

致
+

OQ

%

减量调节#避免了原初电子受体的过度还原)

$/

*

!但

这种自我保护能力毕竟有限#当镉胁迫程度继续加大且超出

植物的承受能力&如
$&&**34

%

2

+$镉胁迫
%I

'时#导致发

生慢光抑制及光系统
%

受损!

!"R

"

镉胁迫下荧光光响应曲线变化

为了更有效地应用荧光分析技术评估作物响应重金属胁

迫的生理机制#本研究进一步对镉胁迫下大豆叶片叶绿素荧

光光响应曲线变化进行了分析!结果表明#伴随着光强的增

加#大豆叶片实际光化学效率&

*

OQ

%

'呈现出逐步降低的趋势

)图
'

&

C

'*+而与
*

OQ

%

不同#大豆叶片非光化学猝灭&

NÒ

'

随着光强增加逐步升高)图
'

&

D

'*!这表明荧光参数的变化受

光强的调控!镉胁迫条件下#胁迫叶片荧光参数光响应曲线

的变化趋势与未胁迫叶片相似#但一定光强条件下胁迫叶片

荧光参数
*

OQ

%

较未胁迫叶片降低)图
'

&

C

'*!这应该与镉胁

迫降低光系统
%

反应中心活性有关系)

$'

*

!另一方面#镉胁迫

下反应中心
*

OQ

%

的值下调能够降低光合电子传递速率#进

而减轻镉胁迫对反应中心的生理伤害!而对镉胁迫下
NÒ

的光响应曲线进行研究发现#一定光强条件下胁迫叶片的

NÒ

较未胁迫叶片升高)图
'

&

D

'*!

NÒ

是一种光保护机

制#它能够将聚光色素吸收的光能更多地以热的形式耗散掉

而不是进行碳同化)

$(

*

#进而减少能量过激发对作物的生理

伤害!

图
R

"

镉胁迫下大豆幼苗叶片叶绿素荧光光响应曲线

*+

(

"R

"

A+

(

=4J/01

<

.3102-/501.62=,./.

<

=

>

,,6,-./0120320+3

,0%501.61.

>

&0%31009,+3

(

1-390/7914/011

/

"

结
"

论

""

应用荧光分析技术探求作物响应镉胁迫的生理机制发

现(镉胁迫
$I

即降低大豆幼苗
OQ

%

反应中心
*

OQ

%

活性+为

了减少激发能过剩对
OQ

%

反应中心造成的生理伤害#大豆

幼苗通过升高
NÒ

耗散过剩激发能!这虽然降低了
OQ

%

反

应中心的光合电子传递速率#但同时也避免了原初电子受体

的过度还原#维持了
!

E

$

!

*

的稳定!此时镉胁迫对大豆造成

了动态光抑制!镉处理
%I

后#胁迫导致大豆幼苗
OQ

%

反应

中心
NÒ

的进一步升高与
*

OQ

%

,

[̂U

的进一步降低!

NÒ

升高意味着光保护的增加#然而#此时的光保护已不足以避

免能量过激发引起的伤害#

!

E

$

!

*

呈现出降低趋势!这表明

镉胁迫对
OQ

%

的慢光抑制已经产生!胁迫叶片光响应曲线

呈现出与未胁迫叶片相似的变化趋势+但在一定光强条件

下#胁迫叶片
*

OQ

%

较未胁迫叶片降低#而
NÒ

较未胁迫叶

片升高!这表明胁迫导致叶片光化学活性降低#吸收的光能

更多地以热的形式耗散!以上研究证实#荧光分析技术能够

为深入研究作物响应镉胁迫的生理机制提供理论指导!

$#$/

第
$&

期
""""""""""""""""""""

光谱学与光谱分析



E060/03201

)

$

*

"

WdO;9

1

#

XJ"LC9

#

2=d\;6

#

6@C4

&俞
"

萍#高
"

凡#刘
"

杰#等'

Y!A;96>6J

1

?;)G4@G?C4Q);69)6KG446@;9

&中国农学通报'#

#&$-

#

//

&

$$

'(

5:Y

)

#

*

"

J>C@;J

#

O;)AA3I6M

#

N;cA;4_Y=9@6?9C@;39C4\3G?9C43FJ

00

4;)C@;393?=993EC@;39;9 9̂

1

;966?;9

1

f MC9C

1

6*69@

#

#&$%

#

(

&

/

'(

(%Y

)

/

*

"

_C4C

a

;, M

#

\C

a

33J

#

"GcC??3G*J

#

6@C4YJ)@COA

H

>;343

1

;C6O4C9@C?G*

#

#&$%

#

/5

(

$&#Y

)

'

*

"

]G6U2

#

ZC9

1

Q`

#

]G,2

#

6@C4YOA3@3>

H

9@A6@;)C

#

#&$-

#

((

&

'

'(

%%'Y

)

(

*

"

,3GZ

#

QG9J,

#

!A69,2

#

6@C4YK;343

1

;CO4C9@C?G*

#

#&$%

#

%&

&

$

'(

$'5Y

)

%

*

"

Q39

1

O

#

PAC9

1

2

#

2;`

#

6@C4YK;3?6>3G?)6[6)A9343

1H

U6

0

3?@>

#

#&$5

#

'

(

-'Y

)

-

*

"

PAC9

1

, ,

#

]GN

#

[69

1

PW

#

6@C4Y\3G?9C43FO4C9@=9@6?C)@;39>

#

#&$:

#

$'

&

$

'(

$$:Y

)

5

*

"

2;GV

#

2;G,

#

ZC9

1

Q

#

6@C4YQ);69)63F@A6[3@C4 9̂E;?39*69@

#

#&$5

#

%##R%#/

(

$(-#Y

)

:

*

"

MCW2

#

ZC9

1

,L

#

ZC9

1

O

#

6@C4YO4C9@!644U6

0

3?@>

#

#&$5

#

/-

&

$$

'(

$('-Y

)

$&

*

"

_C4C

a

;, M

#

UCq)c3Er2

#

OC

1

C93ErS

#
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NÒ

'

C9II6)?6C>;9

1

C)@GC46FF;);69)

H

3FOQ

%

&

*

OQ

%

'

C9IC

00

C?69@646)@?39@?C9>

0

3?@?C@6

&

[̂U

'

Y[AG>@A6

0

A

H

>;343

1

;)C4IC*C

1

6>)CG>6ID

H

696?

1H

3E6?R67);@C@;39;9OQ

%

?6C)@;39)69@?6B6?6CE3;I6IC9I@A6>@CD;4;@

H

3F@A6*C7;*C46FF;);69)

H

3FOQ

%

&

!

E

$

!

*

'

BC>*C;9@C;96I

#

;9I;)C@;9

1

@AC@@A6I

H

9C*;)

0

A3@3R;9A;D;@;39;9>3

H

D6C9)CG>6ID

H

)CI*;G*>@?6>>@A693))G??6IYJF@6?%IC

H

>3F)CI*;G*>@?6>>

#
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