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叶绿素荧光分析技术在野生植物响应多环芳烃%菲&胁迫的应用研究
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以叶绿素荧光分析为技术手段#通过研究土壤中多环芳烃!菲"胁迫对野生大豆叶绿素荧光特性以

及光能分配参数的影响%结果表明)土壤菲胁迫降低了
@B

%

反应中心活性和电子传递能力#导致其光能利

用能力降低%
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和
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的发生变化#降低了光合电子传递链上的

电子传递能力和光合反应活性$在不同光强的调控下#土壤菲胁迫浓度的增大使得大豆幼苗叶片叶绿素荧

光响应曲线
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和
#@

参数呈现降低趋势#

'()

的上调启动了叶黄素循环途径耗散过剩的辐射激发能#以

维持光合机构的正常生理功能%土壤菲胁迫下野生大豆叶片的
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等参数均随着菲

含量的增加而降低#即土壤菲胁迫抑制了野生大豆叶片的
@B

%

光化学活性%通过对
@B

%

电子供体侧和受体

侧的电子供应及传递能力的研究发现#土壤菲胁迫下野生大豆叶片
#PI@

曲线上
7HK*2

时!即
\

点"的荧光

强度增加#即放氧复合体!

#EG

"活性降低%土壤菲胁迫还导致
#PI@

曲线上
P

点和
I

点荧光强度的增加#说

明土壤菲胁迫导致了野生大豆叶片
@B
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受体侧电子接受能力的降低#使电子由
V

D

向
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传递受阻%野生大

豆叶片的光能吸收和分配参数也明显受到土壤菲胁迫的影响$随着土壤菲浓度的增加野生大豆叶片
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%

反

应中心吸收光能用于
V

T

D

以后的电子传递能量比例和单位反应中心捕获用于电子传递的能量降低#即吸收

的光能用于光化学反应的比例降低%因此#土壤菲胁迫下导致
@B

%

电子供体侧
#EG

的损伤和
@B

%

电子受

体侧电子传递能力的降低#以及光能分配利用的改变均是导致其
@B

%

反应中心的活性降低的重要原因%研

究结果表明#以叶绿素荧光分析技术可为环境中多环芳烃!菲"胁迫对植物光合作用的影响机理研究提供
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随着我国城镇化和经济建设的快速发展#工农业废弃物

及人类生活垃圾所产生的持久性有机污染物危害生态环境状

况愈发严重#已成为世界各国所面临的重大环境与公共健康

问题-

F

.

%其中具有致癌&致突变和致畸性特性的多环芳烃
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"极易被动植物所

吸收富集#并可通过食物链和环境接触等途径危害人类的健

康#是各国优先控制的一类有机污染物-
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%菲!
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()5+5J
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"是具有三个苯环的多环芳烃类有机污染物#来

源主要由垃圾处理中有机物的不完全燃烧&工农业'三废(和

汽车尾气排放#因其结构性质稳定&难降解而广泛存在于土

壤&水体的沉积物和空气中#其中土壤菲的环境污染问题尤

为突出-

K

.

%植物长期处于土壤菲胁迫下会影响其正常的生长

发育#菲可通过根部吸附积累在植物体中#产生的中间产物

活性氧可参与植物体的氧化还原循环过程#引起植物体内分

子水平和膜脂器官的氧化损伤等一系列毒害效应-

L

.

%野生大

豆!

+,

-

./!012

3

4

"是我国重点二级保护渐濒危野生物种#是改

良栽培大豆重要的天然种质基因库#亦可作为土壤多环芳烃

污染修复的理想植物%

植物光合作用是对逆境胁迫比较敏感的过程之一#而叶

绿素荧光技术作为研究植物逆境下光合机构功能主要研究方

法#特别是可以反映逆境下植物叶片对光能的吸收和利用能

力以及
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%

反应中心活性的变化#目前在植物生理生态学

领域得到了广泛的推广应用-

S

.

%根据光合电子传递和叶绿素

荧光产率理论#捕光色素吸收的光能绝大部分用于光化学反

应#其余的能量以热能和荧光的形式耗散掉%利用叶绿素荧



光技术测量时#通常会在光合作用单次周转期间!初级电子

受体
V

D

再氧化周期内"发射一束饱和激发光#使初级电子

受体
V

D

完全被氧化#无法再接收来自水裂解产生的电子#

导致电子传递链被完全阻塞#从而使得
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反应中心全关

闭#叶绿素吸收的过量能量只能以荧光&热能等形式发

散-
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%为探明叶绿素荧光分析技术在野生植物受环境中有机

污染物***多环芳烃!菲"胁迫研究中应用的方法#本试验以

野生大豆为试验材料#应用叶绿素荧光分析技术#主要研究

土壤菲胁迫下野生大豆叶片
@B

%

反应中心活性以及光合能

量分配参数的变化特点#探讨土壤菲胁迫对野生大豆叶片放

氧复合体活性&光合电子传递能力以及光合能量分配参数的

影响#以期探明环境中多环芳烃!菲"胁迫对植物光合作用的

影响机理%
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实验部分
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试验设计

供试材料野生大豆品种
b[?S

由黑龙江省农业科学院耕

作与栽培研究所大豆室提供#采自黑龙江省大兴安岭地区呼

玛县#生境内主要植被有乔木&杂草&蒿等植物#该地区年

平均日照时数
6S6M(

#年平均降水量
S77**

#土壤类型主

要为暗棕壤%供试材料主要形态特征)主根细长#侧根极少%

蔓茎纤细#缠绕#略带四棱形#密披浅棕色茸毛%叶互生#
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小叶#叶柄长
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#浅棕色茸毛#小叶披针形#长
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SH7;*

#宽
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FHS;*

#侧生小叶片表面绿色#背面

浅绿色#两面均有浅棕色茸毛#叶脉于两面稍隆起#全缘#

密披棕褐色茸毛%蝶形花#紫红色#腋生总状花序#花萼钟

状#

S

裂#旗瓣近圆形#雄蕊
F7

枚#

M

枚花丝连在一起成管

状#

F

枚单独分离#二体%荚有棕色茸毛#弯镰形%籽粒黑

色#长椭圆形#有泥膜#脐黑色%

试验采用盆栽种植方式#以草炭土为土壤基质%土壤中

分别添加培养基质采用草炭土#试验基质中菲的含量分别设

为
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个浓度梯

度#质量分数以风干土壤计算#各处理中的菲以
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的丙

酮作助溶剂#将丙酮和菲混匀后加入土壤中充分搅拌#置于

阴凉通风处风干
F6(

#使丙酮充分挥发%将精选成熟饱满&

大小相对一致的野生大豆品种
b[?S

的种子均匀播种到含有

不同浓度菲土壤的培养钵中#培养钵直径
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每钵种植
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后开始进行叶绿素荧光参

数的测定%
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测定项目与方法
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叶绿素荧光参数测定

叶绿素荧光参数的测定)将不同处理野生大豆植株叶片

进行
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暗适应后#利用便携式脉冲调制荧光仪
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叶绿素荧光动力参数的测定

利用
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调制式掌上叶绿素荧光仪!
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开始至
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结束#每秒
F7S

个数据%利用
S

次
#PI@

参数平

均值绘制
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柱形图#将原始数据进行
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点和
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点标

准化#参数横坐标以对数形式表示%
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为各时间点的荧光强度%分别计算菲浓
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础的光合性能指数!
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参数上
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时有活性反应

中心的开放程度!
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"&吸收光能用于
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以后电子传递的能

量比例!
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"&非光化学猝灭的最大量子产额!
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"&单位反

应中心吸收的光能!
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"&单位反应中心吸收光能用于

还原
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的能量!
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"&单位反应中心吸收光能用于电

子传递的能量!
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"和单位反应中心耗散掉的能量
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"等-
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%以
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的各叶绿素荧光参数为标准#计算得

到不同浓度菲处理下的各叶绿素荧光值与
>?

的各叶绿素荧

光值之间比值#制作不同浓度菲胁迫下各叶绿素荧光参数的

雷达图#其图中数据均为
S

次重复的平均值%
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结果与讨论

.-,

!

多环芳烃%菲&对野生大豆叶片叶绿素荧光参数的影响

叶绿素荧光参数可表征植物叶绿体
@B

%

系统反应中心

的能量吸收利用&传递和耗散过程#采用叶绿素荧光技术能

够灵敏&无损地测定植物
@B

%

系统反应中心活性#快速了解

逆境条件下光合器官的损伤状况#被广泛称为研究植物光合

作用反应机制与环境因子胁迫响应的无损探针-
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示植物光系统中光能的转化效率!如图
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所示"#本研究中不

同土壤菲浓度下
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左右#土壤菲浓度低于
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"#能够基本保持稳定#与前人的研究结果相一致-
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$

同时#土壤菲胁迫导致光合电子传递速率!
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"能力减弱#

降低了光合电子传递链上的电子传递能力-图
F

!

+

".$光化学

猝灭系数!

#@

"参数的下降表明土壤菲胁迫降低了野生大豆叶

片
@B

%

反应中心的活性及开放程度#减少了参与光合
G#

6

固定和光呼吸的能量$土壤菲胁迫浓度的增大使得野生大豆

叶片非光化学猝灭参数!
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"的上调#确保以更多的热耗散

形式来有效降低由天线色素吸收的光能过剩而引起对
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%

反应中心造成的生理损害-图
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图
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土壤菲对野生大豆叶片叶绿素荧光参数的影响
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土壤菲胁迫对野生大豆叶片快速叶绿素荧光诱导动力

学曲线的影响

#PI@

曲线中蕴含着丰富的
@B

%

原初光化学反应信息#

通过短时间光照后荧光信号的瞬时变化以较高的分辨率研究

"

1

到
"

*

变化的荧光信息#即可以研究包括
@B

%

电子供应&

传递以及
@B

%

反应中心活性的变化等%土壤菲胁迫下野生

大豆叶片的
#PI@

曲线发生了改变-图
6

!

+

#

3

"所示.#土壤菲

浓度为
S7

和
F77*

:

/

^

:

TF时
#PI@

曲线上
#

点荧光强度无

明显变化#而菲浓度达
677*

:

/

^

:

TF时
#

点荧光强度明显

增加!

@

#

7H7S

"#随着菲浓度的增加#

#PI@

柱形图上
P

点荧

光强度增强#

@

点荧光强度下降-图
6

!

+

#

3

".%

图
.

!

不同浓度土壤菲胁迫下野生大豆幼苗叶片的
*T+L

曲线

!

+

")

#PI@

曲线变化趋势$!

3

")

#

#

P

#

I

#

@

各点差异分析
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"
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土壤菲胁迫对野生大豆叶片
LN++

电子受体侧和电子供

体侧传递能力的影响

如图
K

!

+

*

)

"所示由于原始
#PI@

数据变异性受外界因

素的影响较大#因此常通过数学方法把荧光信号数据标准

化#即使所有的
#PI@

数据具有相同的起点和终点#将
#PI@

数据标准化后可以发现#随着土壤中菲浓度的增加#

#PI@

数

据变化上
P

点和
I

点的相对可变荧光明显上升#并且随着土

壤中菲浓度的增加#增加趋势更为明显-图
K

!

+

#

3

"所示.%将

不同浓度菲处理与
G\

之间的标准化
#PI@

曲线做差值也可

以看出#随着土壤中菲浓度的增加#

P

点和
I

点的相对可变荧

光强度变化较明显#并且表现出明显的浓度效应#即菲胁迫

明显抑制了大豆幼苗叶片
@BII

受体侧的电子传递#如图
K

!

;

#

<

"所示%研究发现#

@DU2

会抑制植物蛋白质的合成#或

加速蛋白质的降解#如
?F

蛋白等#而
?F

蛋白的第
FM7

位

U%2

残基与原初电子供体中的
"5

原子相结合#

?F

蛋白的含

量会直接影响到放氧复合体的功能#土壤菲胁迫下野生大豆
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幼苗叶片
#PI@

曲线上
7HK*2

时
\

点荧光强度增加#

\

点的

荧光强度的增加与
@B

%

电子供体侧
#EG

的损伤有关#当

#EG

活性受到抑制时会使水裂解过程中产生大量的
U

6

#

6

#

而叶绿体内还不含有清除
U

6

#

6

的
GD>

#

U

6

#

6

氧化细胞中

的
?OD

和蛋白质等#还会通过破坏
#EG

的构成亚基而反馈

抑制
#EG

的活性#因此#菲胁迫会通过抑制野生大豆幼苗叶

片
#EG

的活性而降低光合电子的产生$另外
#EG

活性的抑

制导致活性氧的代谢紊乱也可能是导致
@B

%

反应中心发生

光抑制的重要原因之一%

图
=

!

土壤菲胁迫下野生大豆叶片标准化的
*DL

和
*DT

曲线及相对可变荧光差异显著分析

!

+

")

#J@

点数据标准化荧光曲线变化趋势$!

3

")

#JP

点数据标准化荧光曲线变化趋势$

!

;

")

#J@

点与
G\

数据标准化差值荧光曲线变化趋势$!

<

")

#JP

点与
G\

数据标准化差值荧光曲线变化趋势$

!

)

")

I

#

\

#

P

各点相对可变荧光差异分析
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土壤菲胁迫对野生大豆叶片叶绿素荧光参数的影响

土壤菲胁迫下野生大豆叶片的光能吸收和分配参数发生

了明显的改变!如图
L

所示"#

S7*

:

/

^

:

TF土壤菲浓度下野

生大豆叶片的
;<=

+

&>

与
>?

相比无明显变化#而
F77

*

:

/

^

:

TF菲浓度明显降低了野生大豆叶片的
;<=

+

&>

#但

当菲浓度增加到
677*

:

/

^

:

TF时野生大豆叶片的
;<=

+

&>
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降低程度却较
F77*

:

/

^

:

TF时有所下降%当
@B

%

反应中心

有活性反应中心的数量降低时会迫使剩余有活性反应中心效

率增加而表现为吸收光能增强-

F6

.

#这暗示了土壤中菲浓度

过高时会降低野生大豆叶片
@B

%

反应中心有活性反应中心

的数量%随着菲浓度的增加#野生大豆叶片的
$

$

1

#

%&

1

+

&>

和
$%

1

+

&>

降低#而
$

:

1

和
:*

1

+

&>

呈增加趋势#吸收光能

用于
V

T

D

以后的电子传递的能量比例和单位反应中心捕获的

用于电子传递的能量降低#即
@B

%

反应中心吸收光能用于

光合电子传递能量的比例降低#而用于热耗散的比例增加#

这虽是野生大豆叶片对菲胁迫的一种适应机制#但光合电子

传递能量的比例降低势必会降低同化力的生成#从而影响光

合碳同化能力-

FK

.

%因此#土壤菲胁迫降低了野生大豆叶片

@B

%

反应中心吸收光能用于
V

T

D

以后的电子传递的能量比

例和单位反应中心捕获的用于电子传递的能量#即改变了野

图
>

!

土壤菲胁迫下野生大豆幼苗叶片叶绿素荧光参数雷达图

/0

1

->

!

E3'3&

5

6%7%AA6:%&"(4";4"'3730;6"3S"(%A

!"

#

$%&'()

*

+7%

5

<";3;7<&";"

5

%66:7"'(%06(

生大豆叶片光合机构对光能的吸收和利用能力#这也是土壤

菲胁迫对野生大豆叶片光合机构破坏使之发生光抑制的重要

原因之一%

K

!

结
!

论

!!

应用快速叶绿素荧光分析技术测定野生大豆响应多环芳

烃!菲"胁迫的生理机制#研究表明)低浓度土壤菲胁迫!

S7

*

:

/

^

:

TF

"对野生大豆生长及叶片
@B

%

反应中心的影响较

小#野生大豆对土壤菲胁迫具有一定的耐受性#但随着土壤

菲含量的继续增加#野生大豆叶片中电子传递能力的降低#

但野生大豆可以通过启动依赖于叶黄素循环的非辐射能量耗

散机制和反应中心的活性降低的方式来降低土壤菲胁迫下的

叶片
@B

%

的光抑制程度#防止
@B

%

反应中心的大量失活%

同时#土壤菲胁迫会抑制
@B

%

电子供体侧放氧复合体
#EG

的活性#还会降低
@B

%

电子受体侧电子的接受能力而影响

电子由
V

D

向
V

]

的传递%另外#土壤菲胁迫还导致了野生大

豆叶片光能吸收和分配不平衡#光能分配到电子传递的能量

比例降低#而用于热耗散的比例增加#

@B

%

反应中心的活性

降低%因此#土壤菲胁迫引起野生大豆叶片电子传递速率的

降低和光能利用紊乱是引起其光抑制的主要原因%土壤菲胁

迫会抑制
@B

%

电子供体侧放氧复合体
#EG

的活性#还会降

低
@B

%

电子受体侧的电子的接受能力而影响电子由
V

D

向

V

]

的传递%另外#土壤菲胁迫还导致了野生大豆叶片光能

吸收和分配不平衡#光能分配到电子传递的能量比例降低#

而用于热耗散的比例增加#

@B

%

反应中心的活性降低%因

此#土壤菲胁迫引起野生大豆叶片电子传递速率的降低和光

能利用紊乱是引起其光抑制的主要原因%研究证实#快速叶

绿素荧光分析技术为广泛研究于植物响应多环芳烃胁迫的生

理机制提供理论指导和技术支撑%
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