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要
!

藻类作为单细胞生物!其个体小'易培养'对毒物敏感'且能够观察细胞水平上的中毒症状!是快

速检测水质生物毒性的理想受试生物&(藻类生长抑制试验)依赖于藻类细胞的繁殖代谢过程!测量周期长!

无法满足生物毒性快速检测的需求&藻类光合作用过程对污染物毒性的响应速度和灵敏度显著优于(藻类生

长抑制试验)!以藻类光合作用状态为毒性测试指标可大幅缩短毒性检测时间&现有(光合作用抑制实验)多

采用可变荧光
H<

或最大光化学量子产量
H<

/

H(

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!造成生物毒性定量检测的灵敏度不高&以蛋白核小球藻为受试对象!以叶绿素荧光作为藻

类光合作用状态快速无损探针!采用荧光动力学手段测量藻类光合荧光参数!对典型除草剂
!̀@a

抑制下

的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
!̀@a

胁迫效应的关键

光合参数!提高
!̀@a

生物毒性检测的速度和灵敏度&结果显示*$

E

%

!̀@a

对光合荧光参数
H

C

!

H(

!

#

GJ

)

!

$

lH

!

H<

!

H<

/

H(

!

d%'1(

!

DN

!

OGl

!

%

响应显著!其中参数
%

!

DN

!

H<

/

H(

!

-

%'1(

和
OGl

在
M#%&

即呈

现出类似时长$

LU+

%的响应效应#$

B

%参数
%

!

DN

!

H<

/

H(

!

-

%'1(

和
OGl

的
M#%&

抑制程度对
!̀@a

浓度具

有良好的剂量效应关系&其中!参数
OGl

的相关系数和
I!

MC6M#%&

分别为
CFLLTM

和
BFDE

&

3

+

c

RE

!显著优于

其他四个参数!且优于
LU+

的测量结果&采用光合荧光参数
OGl

作为
M#%&

定量测量
!̀@a

生物毒性的

反应终点!可极大缩短
!̀@a

生物毒性的检测时间$从
LU+

缩短至
M#%&

%!并显著提高检测灵敏度$与光合

抑制方法常规参数
H<

/

H(

相比!

G!

MC

降低了
TEFDS

%&实验结果为基于藻类光合抑制效应的
!̀@a

生物毒

性定量检测提供了基础数据!研究方法也为其他污染物胁迫下的藻类光合荧光参数筛选提供了参考&

关键词
!

生物光学#敌草隆#蛋白核小球藻#光合荧光参数#毒性响应

中图分类号#

PTKB

!!

文献标识码#

H

!!!
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ECFKLUD
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%
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BCCM̀ GEQKCUM6BCEQ6CE

%!安徽高校联合重点实验室开放课

题$

BCBC[̀ <!CD

%资助

!

作者简介#胡
!

丽!女!

ELTE

年生!合肥师范学院物理与材料工程学院副教授
!!

'6#.%1

*

DDBQEUEKD

!gg

92"#

"

通讯作者
!!

'6#.%1

*

3

/

-

%&

!

.%"/#F.2F2&

引
!

言

!!

随着现代化农业的快速发展!各种各样除草剂被过量使

用!大量残存的除草剂进入水环境中!给流域生态环境'水

产养殖和饮水安全带来巨大威胁-

E

.

&区别理化分析方法!水

质生物毒性检测方法利用生物在胁迫条件下的生理或行为等

变化衡量污染物毒性!能综合反映污染物对生态系统的危害

程度!满足生态环境风险评估需求-

B

.

&藻类作为单细胞生

物!其个体小'繁殖快'对毒物敏感'易于培养!是水质生物

毒性检测的理想受试生物-

K

.

!国际经合组织将(藻类生长抑

制试验)列为化学品毒性测试标准方法!以
LU+

作用下藻类

细胞密度生长的半数抑制效应浓度$

G!

MC

%来表征急性毒性作

用的程度&然而!(藻类生长抑制试验)依赖于藻类细胞的繁

殖代谢过程!毒性响应慢!测量周期长-

D

.

!已有研究表明细

胞形态结构破坏'细胞酶活性变化'遗传物质损伤等抑制细

胞生长因素都会作用于光合作用过程-

M

.

!其响应速度和灵敏

度明显优于(藻类生长抑制试验)

-

U

.

&近年来!人们开展了一

些污染物毒性的藻类光合抑制实验!荧光测量多跟随国外技

术$如
GH@

-

Q

.

%!获得的光合荧光参数大多与可变荧光
H<

或



最大光化学量子产量
H<

/

H(

有关&已有研究也多选用
H<

或

H<

/

H(

表征藻类受胁迫程度-

T

.

!如
@.11%27

等-

L

.实验证明

$

H

C

/

H<

%是评估重金属毒性的最佳参数#

Ge4'X

等-

EC

.研究认

为可变荧光$

H<

%对
!8

Bk胁迫响应最为快速敏感#

<%.#

等-

EE

.

研究表明快速光响应曲线的反演参数
d%'1(

$光照状态下
GJ

)

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!研究者发现不同类

型污染物对藻类细胞产生毒性效应的光合作用位点和损伤程

度具有明显差异!与之对应的敏感荧光参数差异较大-

EB

.

&现

有研究采用单一'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!造成

生物毒性定量检测的灵敏度不高&因此!针对特定污染物

$如除草剂%!在准确获得多个光合荧光参数的基础上!如何

从众多的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!成为当前该领域急需解决的问题&

本研究以蛋白核小球藻为受试对象!以叶绿素荧光作为

藻类光合作用状态快速无损探针!采用荧光动力学手段测量

藻类光合荧光参数!对典型除草剂敌草隆$

(%2+1"4"

0

+'&

-

1

(%#'*+

-

184'.

!

!̀@a

%抑制下的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
!̀@a

胁迫效应的关键光合参数!提高
!̀@a

生物毒性检测的速

度和灵敏度&

E

!

实验部分

232

!

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-

T

.!实验在
ECC#c

三角锥形瓶中进行!量取藻液
MC

#c

!实验藻类初始叶绿素浓度控制在
ECC

"

BCC

&

3

+

c

RE

!

!̀@a

胁迫物的添加体积为
E#c

$排除藻液稀释造成的干

扰%!根据预实验结果!

!̀@a

抑制液浓度梯度设定为
E

!

B

!

M

!

EC

!

BC

!

DC

!

TC

和
EUC

&

3

+

c

RE

!每个样品设置
K

个平行

样&

234

!

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$

H[_?6<Gc>:6>

!中国科学院安徽光学精密机械研究所研

制%测量-

EK

.

&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$

:c!

曲线%!能够在数十秒内准确反演获

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
E

所示!得到的光合荧光参数如表
E

所示&

图
2

!

可变光脉冲诱导叶绿素荧光分析仪结构示意图

,9

B
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表
2

!

可变光脉冲诱导叶绿素荧光分析仪测量得到的光合荧光参数

-567"2

!

*8%>%(

#

;>8">9:?7@%&"(:";:"

=

5&5<">"&(5:

`

@9&"'6

#

>8":87%&%

=

8

#

77?7@%&"(:";:"5;57

#

T"&

序号 参数 参数来源 名称及意义

E H

C

荧光动力学曲线 初始荧光

B H(

荧光动力学曲线 最大荧光

K

#

GJ

)

荧光动力学曲线
GJ

)

功能吸收截面

D

$

lH

荧光动力学曲线 质体醌平均还原时间常数

M H< H(RH

C

可变荧光!

S

H

氧化还原状态和其他耗散能量途径

U H<

/

H(

$

H(RH

C

%/

H(

最大光化学量子产率!是最大的
GJ

)

光能转化效率

Q d%'1(

$

H(8RHM

%/

H(8

光照状态下
GJ

)

的实际量子产率

T DN GHA

+

d%'1(

+

CFTD

+

CFM GJ

)

相对光合电子传递效率

L ?NG

)

E

:

+

H(

+

HC

+

H

V

8

/$

H(8

+

H<8

+

G

cÌ

% 单位体积的
GJ

)

通量!与初级生产力相关

EC OGl

$

H(RH(8

%/

H(8

非光化学淬灭!反映植物耗散过剩光能为热的能力

EE

%

DN

光响应曲线 最大光利用系数!反映光能的利用效率

EB G> DN

光响应曲线 饱和光强!反映样品对强光的耐受能力

CBME
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!!

光合荧光参数对
!̀@a

的响应结果以抑制率和促进率

表征!分别用
W抑制 和W促进 表示!其计算公式见式$

E

%和式

$

B

%

-

ED

.

W抑制
.

R

C

3

R

$

R

C

F

ECCS

$

E

%

W促进
.

R

$

3

R

C

R

C

F

ECCS

$

B

%

式中!

R

C

为对照组光合荧光参数数值#

R

$

为实验组光合荧

光参数数值&

B

!

结果与讨论

!!

根据预实验结果!选取
!̀@a

胁迫
M#%&

后的对照组和

实验组
EB

个光合荧光参数!利用成对样本
<

检验得到实验

组与对照组的显著性差异!初步筛选有显著性响应的参数&

结果表明!

!̀@a

在蛋白核小球藻的多个光合作用位点都

产生了抑制!

EC

个光合荧光参数
H

C

!

H(

!

#

GJ

)

!

$

lH

!

H<

!

H<

/

H(

!

d%'1(

!

DN

!

OGl

!

%

存在显著性差异#

?NG

)

和
G>

在测量浓度范围内出现了中浓度区域显著响应!但低浓度和

高浓度区域非显著性响应!不适宜作为生物毒性定量检测的

响应指标&因此!选取上述
EC

个显著响应参数!进一步研究

!̀@a

毒性作用下的时间和剂量效应关系&

432

!

时间效应关系

根据预实验结果!实验测试周期设置为
M#%&

!

E+

!

K+

!

U+

!

BD+

!

DT+

!

QB+

和
LU+

!得到
EC

个显著响应参数在

!̀@a

抑制下的时间
6

效应变化规律&同时!为了比较光合

抑制和生长抑制的差异!以藻类叶绿素含量$

2+1"4"

0

+

-

11

!

!+1

!可变光脉冲诱导叶绿素荧光分析仪测量%代替藻类生物

量!得到
!̀@a

抑制下的藻类生物量随时间的响应规律&

结果表明!

EC

个光合荧光参数可分为三类*第一类为表

征藻类生长状态的参数
%

!

DN

!

H<

/

H(

!

-

%'1(

和
OGl

!各参

数的时间
6

效应趋势大致相同!如图
B

所示&样液的抑制率在

测量周期内呈现出先下降的趋势!

U+

后抑制率达到最低值#

后呈现上升趋势!

DT+

后基本趋于稳定!且此时的抑制率值

基本和
M#%&

的测量值持平&

U+

内抑制率下降可能与受试

藻类毒性胁迫自适应有关!但藻类细胞自适应能力达到极限

后!毒性胁迫效应将随时间延长呈增加趋势!直至稳定!这

与文献-

T

.研究结果一致&因此!考虑到生物毒性快速测量

需求!可以选择
M#%&

作为定量测量的时间节点!此时的测

量数据可以代表长期$如
LU+

%抑制效果&

图
4

!

光合荧光参数
"

'

/0

'

12

$

13

'

#

9"7'

和
L*

X

时间响应变化趋势

,9

B

34

!

-8"E5&95>9%;>&";'%?

"

!

/0

!

12

/

13

!

#

9"7'5;'L*

X

$9>8>9<"

!!

第二类为
H

C

!

H(

和
H<

!结果如图
K

所示&在整个测量

周期内!低浓度样液呈现出刺激生长效应!在
DT+

后趋于稳

定#而中高浓度样液呈现先促进后抑制的效应!

U+

为时间

拐点!之后抑制率随时间呈累积增长效应!在
DT+

后趋于稳

定!这种先促进后抑制的趋势类似第一类参数!与藻类毒性

胁迫短期内的自适应效应和胁迫极限有关&同时!对比上述

参数和藻类生长抑制的时间响应规律$即
2+16.

含量随时间的

变化趋势%!发现其响应规律类似!说明参数
H

C

!

H(

和
H<

除了与藻类的生长状态有关外!还与藻类生物总量有关&因

此!第二类参数同藻类生长抑制方法!适合选取较长时间为

定量测量的时间节点$如
DT+

%!以获得较为稳定'精确的测

试结果&

!!

第三类为光合参数
#

GJ

)

和
$

lH

!此类参数的抑制率值在

整个测量周期内都是负值!为研究方便!使用促进率表征参

数对
!̀@a

的响应规律!如图
D

所示&样液的促进率在
U+

内呈现出下降的趋势!

U+

后随时间延长累积变化较小!基

本趋于稳定&因此!可以选择
U+

作为第三类参数毒性测量

的时间节点!确保此时的测量数据与长时间测量数据保持一

EBME

第
M

期
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
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致!避免短时测量出现假阳性的结果&

综合三类参数的时间响应规律!考虑到
!̀@a

生物毒

性快速测量的需求!选取
M#%&

作为测量的时间节点!第一

类参数
d%'1(

!

D

=

!

%

!

H<

/

H(

和
OGl

作为定量测量的关键

光合参数!进一步研究其剂量效应关系&

图
C

!

光合荧光参数
1

D

'

13

(

12

和
A87

时间响应变化趋势

,9

B

3C

!

-8"E5&95>9%;>&";'%?1

D

!

13

!

125;'A87$9>8>9<"

图
F

!

光合荧光参数
#

*+

$

和
$

X

J

时间响应变化趋势

,9

B

3F

!

-8"E5&95>9%;>&";'%?

#

*+

$

5;'

$

X

J

$9>8>9<"

434

!

剂量效应关系

根据
BFE

节!进一步分析关键参数
d%'1(

!

D

=

!

%

!

H<

/

H(

和
OGl

在
!̀@aM#%&

抑制时的剂量效应关系!并与
LU+

长时抑制的剂量效应关系进行对比!以确保短时测量结果的

准确性和有效性&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
6

效应曲线呈现反(

J

)形!一般以阻

滞增长模型$

c"

3

%,*%2

%为基础进行非线性拟合-

EM

.

&以抑制物

浓度代表其毒性强度!光合参数的抑制率代表受试生物受抑

制程度!利用
c"

3

%,*%2

函数进行拟合!得到对应的拟合相关

系数及
G!

MC

值&结果显示!

!̀@a

抑制
M#%&

后!参数
%

!

DN

!

H<

/

H(

!

-

%'1(

和
OGl

抑制率对
!̀@a

浓度具有良好的

剂量效应关系$如图
M

%!拟合相关系数
:

B 分别为
CFLLUL

!

CFLLQK

!

CFLLTM

!

CFLLTM

和
CFLLTM

!由此得到的
G!

MC6M#%&

值分别为
ECFKE

!

EEFML

!

EKFCK

!

EKFLD

和
BFDE

&

3

+

c

RE

!如

表
B

所示&对比
LU+

长时抑制的剂量效应关系!结果表明参

数
d%'1(

!

D

=

!

%

!

H<

/

H(

的拟合相关系数短时效应优于长时

表
4

!

Y<9;

和
\K8

抑制的拟合相关系数和
45

YD

值

-567"4

!

-8"?9>>9;

B

:%&&"75>9%;:%"??9:9";>5;'45

YD

E57@"%?Y<9;5;'\K89;8969>9%;

参数

时间

M#%& LU+

:

B

G!

MC6M#%&

/

$

&

3

+

c

RE

%

:

B

G!

MC6LU+

/

$

&

3

+

c

RE

%

%

CFLLUL ECFKE CFLLKC UFMC

DN CFLLQK EEFML CFLLDU MFLE

H<

/

H( CFLLTM EKFCK CFLLBD UFQT

-

%'1( CFLLTM EKFLD CFLLQB MFBE

OGl CFLLTM BFDE CFLLBL KFLD

BBME

光谱学与光谱分析
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

第
DE

卷



效应!但
G!

MC

值长时效应优于短时效应&同时!实验还表明

参数
OGl

对
!̀@a

毒性的响应灵敏度和响应速度极佳!其

M#%&

抑制对应的相关系数和
G!

MC

优于其他四个参数!且优

于
LU+

的测量结果&因此!可以选取参数
OGl

作为
M#%&

定

量测量
!̀@a

生物毒性的响应指标!既可大幅缩短检测时

间!还可以提高检测的灵敏度&

图
Y

!

Y<9;

胁迫下
"

'

/0

'

12

$

13

'

#

9"7'

和
L*

X

值随
0AI]

浓度的变化趋势
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K

!

结
!

论

!!

基于藻类光合荧光参数的生物毒性监测方法!具有响应

快速'参数丰富'测量简捷的特点&对
!̀@a

抑制下的多个

光合荧光参数毒性响应敏感性进行了对比分析!首先通过成

对样本
<

检验!得到光合荧光参数
H

C

!

H(

!

#

GJ

)

!

$

lH

!

H<

!

H<

/

H(

!

d%'1(

!

DN

!

OGl

!

%

显著响应#通过分析显著响应

参数的时间
6

效应规律!得到参数
%

!

DN

!

H<

/

H(

!

-

%'1(

和

OGl

在
M#%&

即体现出类似长时抑制效应的关系!

M#%&

可

作为
!̀@a

毒性分析的时间测量节点#最后!研究
M#%&

胁

迫下
!̀@a

浓度与参数
%

!

DN

!

H<

/

H(

!

-

%'1(

!

OGl

抑制率

之间的剂量
6

效应关系!利用
c"

3

%,*%2

函数进行拟合!同时对

比
LU+

长时抑制的剂量效应关系!结果显示参数
OGl

的相

关系数和
G!

MC

分别为
CFLLTM

和
BFDE

&

3

+

c

RE

!显著优于其

他四个参数!且优于
LU+

的测量结果&因此!采用光合荧光

参数
OGl

作为
M#%&

定量测量
!̀@a

生物毒性的反应终

点!可极大缩短
!̀@a

生物毒性检测的检测时间$从数小时

缩短至
M#%&

%!并显著提高检测灵敏度$与光合抑制方法常

规参数
H<

/

H(

相比!

G!

MC

降低了
TEFDS

%&实验结果为基于

藻类光合抑制效应的
!̀@a

生物毒性定量检测提供了基础

数据!研究方法也为其他污染物胁迫下的藻类光合荧光参数

筛选提供了参考&
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