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光合荧光特性的影响
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摘要：以黑藻（ Ｈｙｄｒｉｌｌａ ｖｅｒｔｉｃｉｌｌａｔａ ）为供试材料，采用 Ｃｄ２＋和 Ｃｕ２＋等两种重金属分别在 ５ 个浓度梯度水平下的河砂水培方法，研

究 Ｃｄ２＋或 Ｃｕ２＋不同浓度胁迫对黑藻株高、生物量、成活率和叶绿素含量的影响，以及对黑藻叶片最小荧光（Ｆｏ， Ｍｉｎｉｍａｌ
Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ）、最大荧光（Ｆｍ， Ｍａｘｉｍａｌ Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ），ＰＳⅡ（Ｐｈｏｔｏｓｙｓｔｅｍ ＩＩ）最大量子产率（ＱＹｍａｘ， Ｍａｘｉｍａｌ Ｑｕａｎｔｕｍ Ｙｉｅｌｄ）、稳态

下的 ＰＳＩＩ 反应中心关闭程度（１－Ｑｐ＿Ｌｓｓ， Ｑｕｅｎｃｈｉｎｇ ｐｈｏｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｕｎｄｅｒ ｓｔｅａｄｙ ｓｔａｔｅ）、稳态下的非光化学淬灭（ＮＰＱ＿Ｌｓｓ， Ｎｏｎ

Ｐｈｏｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ Ｑｕｅｎｃｈｉｎｇ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｓｔｅａｄｙ ｓｔａｔｅ）等光合荧光参数及其荧光成像的影响，探讨各个参数分别随镉、铜浓度递增的

变化规律。 研究结果表明，Ｃｄ２＋胁迫下黑藻的株高显著下降，说明 Ｃｄ２＋ 可能对黑藻叶片的维管束结构产生伤害作用；Ｃｄ２＋ 和

Ｃｕ２＋胁迫对黑藻鲜重均无显著影响，说明与水生植物自由水含量存在一定关系；Ｃｄ２＋和 Ｃｕ２＋胁迫均使黑藻干重显著下降，其中

Ｃｕ２＋胁迫对黑藻干重的影响更显著，说明 Ｃｕ２＋胁迫对黑藻累积生物量的影响远大于 Ｃｄ２＋；Ｃｄ２＋和 Ｃｕ２＋胁迫下叶绿素各值均呈下

降趋势，而 Ｃｕ２＋胁迫对叶绿素的影响更大，说明 Ｃｕ２＋对黑藻叶绿体的毒害比 Ｃｄ２＋更大。 随着 Ｃｄ２＋或 Ｃｕ２＋胁迫浓度梯度的增加，
黑藻的叶绿素荧光参数（Ｆｏ、Ｆｍ、ＱＹｍａｘ）呈显著下降趋势，（１⁃Ｑｐ＿Ｌｓｓ）呈上升趋势，而 ＮＰＱ＿Ｌｓｓ 先上升后下降。 黑藻在不同重金

属胁迫下的生理指标、荧光参数及成像特征等方面所表现出的变化差异性，反映出同等浓度下黑藻受重金属胁迫的影响程度

为：Ｃｄ２＋胁迫＞Ｃｕ２＋胁迫；黑藻可以在 Ｃｕ２＋浓度低于 １ ｍｇ ／ Ｌ 的环境下具有正常的光合活性，可推测将黑藻用于低浓度 Ｃｕ 污染水

域的修复；在 Ｃｕ２＋浓度达 ３ ｍｇ ／ Ｌ 以上环境下黑藻即无法长时间生存，可推测黑藻可以作为 Ｃｄ 污染水环境的指示种。
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ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐｓ； ｈｏｗｅｖｅｒ， ｔｈｅ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ （１⁃Ｑｐ＿Ｌｓｓ） ｉｎｃｒｅａｓｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ＮＰＱ＿Ｌｓｓ ｆｉｒｓｔ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ａｎｄ ｔｈｅｎ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ａｓ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｈｅａｖｙ ｍｅｔａｌｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ． Ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｖａｌｕｅｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ， ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ， ａｎｄ ｉｍａｇｉｎｇ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ Ｃｄ２＋ ｏｎ Ｈ． ｖｅｒｔｉｃｉｌｌａｔａ ｗａｓ
ｇｒｅａｔｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ Ｃｕ２＋ ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｈｅａｖｙ ｍｅｔａｌｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ． Ｗｈｅｎ Ｃｕ２＋ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ｗａｓ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ １ ｍｇ ／ Ｌ ｉｎ ｔｈｅ ｗａｔｅｒ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ， ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ Ｈ． ｖｅｒｔｉｃｉｌｌａｔａ ｕｎｄｅｒ Ｃｕ２＋ ｓｔｒｅｓｓ ｗｅｒｅ ａｌｍｏｓｔ
ｎｏｒｍａｌ． Ｔｈｉｓ ｍｅａｎｓ ｔｈａｔ Ｈ． ｖｅｒｔｉｃｉｌｌａｔａ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｒｅｓｔｏｒｅ ａ ｗａｔｅｒ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ａ ｌｏｗ Ｃｕ２＋ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ． Ｈ．
ｖｅｒｔｉｃｉｌｌａｔａ ｃａｎｎｏｔ ｓｕｒｖｉｖｅ ｆｏｒ ａ ｌｏｎｇ ｔｉｍｅ ｉｎ ａ ｗａｔｅｒ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｄ２＋ ｏｒ ｉｆ Ｃｕ２＋ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｒｅａｃｈ ｏｒ
ｅｘｃｅｅｄ ３ ｍｇ ／ Ｌ． Ｔｈｉｓ ｍｅａｎｓ ｔｈａｔ Ｈ． ｖｅｒｔｉｃｉｌｌａｔａ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｕｓｅｄ ａｓ ａｎ ｉｎｄｉｃａｔｏｒ ｓｐｅｃｉｅｓ ｆｏｒ ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｄ２＋ ．

Ｋｅｙ Ｗｏｒｄｓ： Ｈｙｄｒｉｌｌａ ｖｅｒｔｉｃｉｌｌａｔａ； ｈｅａｖｙ ｍｅｔａｌ ｓｔｒｅｓｓ； ｇｒｏｗｔｈ ａｃｔｉｖｉｔｙ； ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ｃｏｎｔｅｎｔ； ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ； ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｍａｇｉｎｇ

全球工业化引起的重金属污染，已成为人们关注的环境与社会突出问题［１⁃２］；水体中的重金属污染问题

也随着冶炼、电镀、采矿等各种工业废水和固体废物渗滤液的直接排入而日益突出［３］。 重金属污染物因不能

自然降解或被微生物分解，易沉积到水域底部或在水中被水生生物吸收，一方面通过食物链积累而损害动物

和人类健康［４］，另一方面可影响植物的生长和植物体内活性氧代谢系统的平衡，导致一系列有害的生理生化

变化［５］。 镉、铜均为水体重金属污染物中最典型的污染元素［６］，会对水生植物细胞造成极大破坏［７］，极低浓

度即可使细胞核仁解体、线粒体和叶绿体空泡化、高尔基体和内质网解体等，甚至导致植物无法正常生长［８］。
沉水植物作为水生生态系统中最主要的初级生产者之一，不仅可以去除 Ｎ、Ｐ 等营养物质和有机污染负荷，对
重金属也具有一定的吸附和积累能力［９］，对 Ｃｄ 和 Ｃｕ 等均具较强的富集作用，可用来去除水中的 Ｃｄ、Ｃｕ［１０］，
沉水植物的这种对重金属的吸附、转移或者将其固定在体内的富集特性可被运用于重金属污染水域的治

理［１１］，沉水植物在湖泊污染治理中的应用已日趋广泛［１２⁃１４］。 近年来，国内外学者对于重金属污染下沉水植物

的生态毒理效应进行过研究，主要集中在植物对重金属的富集作用［１５⁃１８］、生理生化的伤害反应［１９］、细胞内部

亚显微结构变化［２０］等方面，但对于重金属胁迫下黑藻等沉水植物的光合荧光和荧光成像等影响变化的研究

尚较缺乏。 研究镉、铜对黑藻生理特性和光合荧光特性，可直接获得镉、铜污染胁迫下黑藻活体光合作用的变

化，进而探究其耐受程度和胁迫机理，为水体重金属污染的治理、恢复和重建水生植物群落提供实践指导，对
于研究沉水植物作为重金属等各种污染物的指示生物等具有重要意义。

２ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３６ 卷　
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叶绿素荧光测定技术是一种简便、快捷、可靠、无损伤的光合作用研究方法。 自 Ｋａｕｔｓｋｙ 和 Ｈｉｒｓｃｈ［２１］首次

发现光合作用与叶绿素荧光间的联系后［２２］，叶绿素荧光在植物的光合作用、胁迫生理学、水生生物学、海洋学

和遥感等方面已得到广泛的应用［２３⁃２４］。 脉冲幅度调制方式 （ ＰＡＭ， Ｐｕｌｓｅ Ａｍｐｌｉｔｕｄｅ Ｍｏｄｕｌａｔｉｏｎ） 下测量

Ｋａｕｔｓｋｙ 效应，可以非常详细地调查植物光合作用从暗适应状态到光适应状态，然后又到暗适应状态的转变。
叶绿素荧光成像技术是 １９８７ 年由 Ｏｍａｓａ 等人开发［２５］，ＰＡＭ 技术于 １９９６ 年由光子系统仪器首次介绍到叶绿

素荧光成像［２６］，当实验对象受到胁迫后（如受重金属侵害），其荧光发射具有明显异质性，事实证明采用叶绿

素荧光成像技术已是必不可少［２７］。 目前，叶绿素荧光成像技术不仅用于光合作用的研究，还用于病毒和其他

病原体局部监测（在可见症状出现之前）以及重金属胁迫等方面［２８］。 叶绿素荧光成像可呈现出植物受到胁

迫的荧光状态，能更全面地了解植物的光合作用状态，为诠释其生长和耐受机制提供新的、直观可见的手段。
黑藻（Ｈｙｄｒｉｌｌａ ｖｅｒｔｉｃｉｌｌａｔａ）是多年生大型淡水沉水植物，具有生长范围广、耐污能力和适应性强等特点，在

国内外富营养化水体治理和生态修复中已得到广泛应用，并对重金属具有较强的吸收积累能力［２９］，可作为重

金属污染环境修复植物和水体污染的指示植物［３０⁃３１］。 黑藻对 Ｃｄ、Ｃｕ 两种重金属污染物均具有比较敏感的反

应［３２］，超过一定浓度的 Ｃｄ、Ｃｕ 会抑制和伤害黑藻的生长。 本文将通过不同浓度镉、铜胁迫对黑藻株高、生物

量、成活率和叶绿素含量的影响，以及对黑藻叶片光合荧光参数及其荧光成像的影响，结合前人的研究探讨黑

藻受胁迫后的生长和光合生理状态，以及黑藻耐受和调节光能利用效率的内在机制，为修复和指示重金属污

染的生态环境、重建水生植物群落及修复湖泊生态系统提供科学依据。

１　 材料与方法

根据徐勤松等学者的研究结果，黑藻对 Ｃｄ、Ｃｕ 等两种重金属污染物具有比较敏感的反应，且 Ｃｄ、Ｃｕ 是重

金属污染水体中极常见的两种元素，Ｃｄ、Ｃｕ 对黑藻的毒害较大，致死浓度分别为 ０．５—１ ｍｇ ／ Ｌ 和 １—２ ｍｇ ／
Ｌ［７］。 分别选取 Ｃｄ、Ｃｕ 等两种重金属元素作为水体重金属胁迫污染物，选择沉水植物黑藻（Ｈ． ｖｅｒｔｉｃｉｌｌａｔａ）作
为供试植物材料，材料采自江西师范大学校园内湖水域。 选取长势相似的黑藻植株，截取生长状况相似的

１０ｃｍ 顶尖作为实验材料［３２］。
１．１　 材料培养与处理

２０１３ 年 １１ 月初将采回的黑藻放入盛有未经曝气的自来水盆中（为防止绿藻滋生而严重影响黑藻生长，
自来水不能曝气），在室内驯养 ３—４ ｄ 后，采用培养盆（４９ ｃｍ×３６．５ ｃｍ×１９ ｃｍ），在盆底铺上洗净的河砂约 ３．５
ｃｍ 厚，加入等体积 １ ／ ４０ Ｈｏａｇｌａｎｄ 植物培养液，每个培养盆内加培养液 ３０ Ｌ，盆内水深 １５ ｃｍ，河沙约 ３．５ ｃｍ，
将截取的顶尖 １０ ｃｍ 的黑藻扦插于培养盆中，每个盆中扦插 ３５ 株，２ ｄ 后分别于 １１ 月 １２ 日和 ２８ 日上午 ８：００
在培养盆中分别加入不同浓度的 ＣｄＣｌ２溶液和 ＣｕＳＯ４溶液进行处理，分别设置 Ｃｄ２＋和 Ｃｕ２＋的浓度梯度依次为

０．５ ｍｇ ／ Ｌ、１ ｍｇ ／ Ｌ、３ ｍｇ ／ Ｌ 和 ５ ｍｇ ／ Ｌ 等 ４ 个，另外设置 ０ ｍｇ ／ Ｌ Ｃｄ２＋或 Ｃｕ２＋的对照培养组，相当于每种重金属

浓度梯度共有 ５ 个，每个浓度下分别设置 ３ 个重复组。 培养盆均放置室内，采用空调控温 １８—２１ ℃，并采用

ＬＥＤ 灯补光，实际功率红光∶蓝光＝ ３∶１（光照强度约为 ５０００ ｌｘ），光周期为 １４ ｈ ∶１０ ｈ，水温为 １７ ℃左右，第七

天上午 ８：００ 分别取植株进行分析。
１．２　 光照强度和温度的测定

采用 ＴＥＳ⁃１３３９ 专业照度计测定水面光照强度。 自早上 ８：００ 到晚上 ２２：００ 每隔两个小时分别采用温度

计和水温计测定一次空气温度和水温。
１．３　 株高、生物量和成活率的测定

每组样品加入不同浓度重金属溶液培养 ７ ｄ 后，记录每个培养盆中活体黑藻的株数，计算成活率；用直尺

（精确到 ０．１ ｃｍ）测量 １５ 个培养盆中活体黑藻的株高；每个培养盆中取出 １０ 株黑藻，晾干表面水分，将用来垫

着植物的两层滤纸完全浸湿后，称量其鲜重，于空气中自然风干 １５ ｄ 后称量其干重。
１．４　 植物叶绿素含量的测定

随机选取培养盆中黑藻测量，获得三个以上的平行数据。 用 １００％二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）分光光度法［３３⁃３４］

３　 ６ 期 　 　 　 简敏菲　 等：Ｃｄ２＋、Ｃｕ２＋胁迫对黑藻（Ｈｙｄｒｉｌｌａ ｖｅｒｔｉｃｉｌｌａｔａ）的生长及光合荧光特性的影响 　
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测定黑藻叶片的叶绿素含量，用 ＤＭＳＯ 在研钵中研磨植物叶片萃取，根据所得溶液在 ６４５ ｎｍ 和 ６６３ ｎｍ 的吸

光值，运用 Ａｒｎｏｎ 公式［３５］计算叶片的叶绿素总量（Ｃｔ， Ｔｏｔａｌ ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ）、叶绿素 ａ （Ｃａ， Ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ａ）、叶绿素

ｂ （Ｃｂ， Ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ｂ）和 Ｃａ ／ Ｃｂ （Ｒａｔｉｏ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ａ ａｎｄ ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ｂ ）值。
Ｃａ（ｍｇ ／ Ｌ） ＝ １２．７ Ａ６６３ － ２．６９Ａ６４５ （１）
Ｃｂ（ｍｇ ／ Ｌ） ＝ ２２．９Ａ６４５ － ４．６８Ａ６６３ （２）

Ｃｔ（ｍｇ ／ Ｌ） ＝ Ｃａ ＋ Ｃｂ ＝ ８．０２Ａ６４５ ＋ ２０．２１Ａ６６３ （３）
１．５　 植株活体光合荧光参数的测定

每个培养盆中随机选取黑藻测量，获得三个以上的平行数据。 运用 ＦｌｕｏｒＣａｍ 叶绿素荧光成像仪测定黑

藻的荧光参数和活体荧光成像。 取黑藻装入广口瓶中，包裹锡箔纸暗处理 ２０ ｍｉｎ，设定快门 Ｓｈｕｔｔｅｒ ＝ ０，敏感

度 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ＝ ２０，光照 Ａｃｔ２＝ １００，Ａｃｔ１ ＝ １００，Ｓｕｐｅｒ ＝ ７０，测定荧光参数，包括暗适应状态下的最小荧光（Ｆｏ）、
暗适应状态的最大荧光（Ｆｍ）、潜在光合活性（Ｆｖ ／ Ｆｏ， Ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ）、最大 ＰＳＩＩ 量子产率

（ＱＹｍａｘ）、稳态下 ＰＳＩＩ 反应中心关闭程度（１⁃Ｑｐ＿Ｌｓｓ）、稳态下的非光化学淬灭（ＮＰＱ＿Ｌｓｓ）等指标及对应的植物

荧光成像。
１．６　 数据统计分析方法

实验结果均为三次以上平行数据的平均值和标准差，实验数据采用统计软件 ＳＰＳＳ 进行单因素方差分析

（Ｏｎｅ⁃ｗａｙ， ＡＮＯＶＡ）和最小显著差异法（ＬＳＤ），Ｐｅａｒｓｏｎ 相关关系分析， 采用多重方差法分析显著性，对黑藻

在不同镉、铜浓度下反应数据进行差异性比较；采用 Ｏｒｉｇｉｎ ８．０ 进行作图。

２　 结果与分析

２．１　 Ｃｄ２＋、Ｃｕ２＋胁迫对黑藻生长的影响

根据 Ｃｄ２＋或 Ｃｕ２＋污染胁迫中所设置的 ５ 个不同浓度梯度，测定黑藻生长中的株高、鲜重、干重以及成活率

等数据，分别统计其变化特征及其相关显著性，结果如图 １ 所示。
图 １ 显示，采用 ＣｄＣｌ２和 ＣｕＳＯ４溶液处理过的各培养组，Ｃｄ２＋胁迫对株高的影响表现出显著下降趋势，浓

度为 ３ ｍｇ ／ Ｌ 的 Ｃｄ２＋处理后的黑藻株高平均值最低，比对照组的降低 ６．７２ ％，Ｃｕ２＋胁迫对黑藻的株高无显著影

响（图 １ａ）。 Ｃｄ２＋和 Ｃｕ２＋胁迫对鲜重均无显著影响（图 １ｂ），这可能与水生植物的自由水含量有关［３６］。 Ｃｄ２＋和

Ｃｕ２＋胁迫对干重的影响均表现出显著下降趋势，其中 Ｃｕ２＋胁迫的影响更突出；浓度为 ５ ｍｇ ／ Ｌ 的 Ｃｕ２＋或 Ｃｄ２＋处

理后的黑藻干重分别达到最低值，分别比对照组的干重降低 ４１．３１ ％和 １４．９ ％（图 １ｃ）。 ０．５ ｍｇ ／ Ｌ Ｃｄ２＋ 和

Ｃｕ２＋胁迫对成活率的影响均未表现出显著差异，说明低浓度的 Ｃｄ２＋或 Ｃｕ２＋胁迫对黑藻的成活率影响不明显，１
ｍｇ ／ Ｌ Ｃｄ２＋胁迫下黑藻的成活率首先表现出显著下降，不同 Ｃｄ２＋浓度梯度处理后黑藻的成活率分别比对照组

的降低了 ２．０２ ％、５．７２ ％、１６．１６ ％和 ３．７０ ％，而 ３ ｍｇ ／ Ｌ 和 ５ ｍｇ ／ Ｌ Ｃｕ２＋胁迫下黑藻的成活率急剧下降，不同

Ｃｕ２＋浓度梯度处理后黑藻的成活率分别比对照组的降低了 ０．９７ ％、３．８８ ％、６７．９６ ％和 ２６．２１ ％（图 １ｄ）。
２．２　 Ｃｄ２＋、Ｃｕ２＋胁迫对黑藻叶绿素的影响

根据 Ｃｄ２＋或 Ｃｕ２＋ ５ 个不同浓度梯度胁迫下黑藻的各种叶绿素含量测定数据，分别统计叶绿素总量（Ｃｔ）、
叶绿素 ａ（Ｃａ）量、叶绿素 ｂ（Ｃｂ）量、叶绿素 ａ ／ ｂ（Ｃａ ／ Ｃｂ）及其显著相关性，结果如图 ２ 所示。

图 ２ 显示，不同浓度 Ｃｕ２＋处理下的黑藻叶绿素各值均显著下降（图 ２ｂ），且同浓度的 Ｃｕ２＋处理比 Ｃｄ２＋处理

后黑藻的叶绿素各值下降更明显（图 ２ａ）。 Ｃｕ２＋溶液处理过的培养组中，０．５ ｍｇ ／ Ｌ Ｃｕ２＋处理下的叶绿素总量、
叶绿素 ａ、ｂ 等值均达到最低值，与对照组相比分别下降了 ４８．７ ％、５２．２ ％、３９．４ ％；３ ｍｇ ／ Ｌ Ｃｕ２＋处理后的黑藻

Ｃａ ／ Ｃｂ 达到最低值，与对照组相比下降了 ４５．２ ％。 而不同浓度 Ｃｄ２＋处理过的培养组中，Ｃｄ２＋浓度为 ５ ｍｇ ／ Ｌ 处

理下的黑藻叶绿素总量、叶绿素 ａ、ｂ、Ｃａ ／ Ｃｂ 等各值指标达最低值，与对照组相比分别下降 ２４．１ ％、２９．９ ％、５．５
％、２６．５ ％。 ０．５—３ ｍｇ ／ Ｌ 浓度 Ｃｄ２＋胁迫下的黑藻叶绿素 ｂ 呈现逐渐上升趋势，但 Ｃｄ２＋浓度为 ５ ｍｇ ／ Ｌ 胁迫下

黑藻的叶绿素 ｂ 呈现下降。
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图 １　 不同浓度重金属胁迫下黑藻成活率、生物量和株高的变化及其相关显著性

Ｆｉｇ． １　 Ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ａｎｄ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ， ｂｉｏｍａｓｓ ａｎｄ ｐｌａｎｔ ｈｅｉｇｈｔｓ ｏｆ Ｈｙｄｒｉｌｌａ ｖｅｒｔｉｃｉｌｌａｔａ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｓｔｒｅｓｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｈｅａｖｙ
ｍｅｔａｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ
图中不同小写字母表示不同处理之间达到 ｓｉｇ＜０． ０５ 水平的显著差异，不同大写字母表示不同处理之间达到 ｓｉｇ＜０． ０１ 水平的极显著差异

图 ２　 不同浓度重金属胁迫下黑藻叶绿素总量（Ｔｃ），叶绿素 ａ（Ｃａ），叶绿素 ｂ（Ｃｂ）和 Ｃａ ／ Ｃｂ 及其相关性

Ｆｉｇ． ２　 Ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ａｎｄ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ （Ｔｃ）， ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ａ （Ｃａ）， ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ｂ （Ｃｂ） ａｎｄ Ｃａ ／ Ｃｂ ｏｆ Ｈｙｄｒｉｌｌａ ｖｅｒｔｉｃｉｌｌａｔａ
ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｓｔｒｅｓｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｈｅａｖｙ ｍｅｔａｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ
图中不同小写字母表示不同处理之间达到 ｓｉｇ＜０． ０５ 水平的显著差异，不同大写字母表示不同处理之间达到 ｓｉｇ＜０． ０１ 水平的极显著差异

２．３　 Ｃｄ２＋、Ｃｕ２＋胁迫对黑藻叶绿素荧光参数的影响

分别测定上述 ５ 个不同浓度梯度 Ｃｄ２＋或 Ｃｕ２＋胁迫处理一周后黑藻的各种荧光参数：暗适应状态的最小荧

光 Ｆｏ 和最大荧光 Ｆｍ、潜在光合活性 ＦＶ ／ Ｆｏ、最大 ＰＳＩＩ 量子产率 ＱＹｍａｘ、稳态下 ＰＳＩＩ 反应中心关闭程度（１⁃Ｑｐ＿
Ｌｓｓ）、稳态下的非光化学淬灭 ＮＰＱ＿Ｌｓｓ 等指标，分析不同浓度重金属胁迫对黑藻叶绿素荧光各参数的影响，
结果如图 ３ 或表 １ 所示。

图 ３ 结果显示，Ｃｄ２＋或 Ｃｕ２＋胁迫处理后，黑藻的 Ｆｏ、Ｆｍ、ＱＹｍａｘ和 Ｆｖ ／ Ｆｏ 均呈下降趋势。 Ｃｄ２＋胁迫对黑藻

５　 ６ 期 　 　 　 简敏菲　 等：Ｃｄ２＋、Ｃｕ２＋胁迫对黑藻（Ｈｙｄｒｉｌｌａ ｖｅｒｔｉｃｉｌｌａｔａ）的生长及光合荧光特性的影响 　
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叶片的 Ｆｏ 有显著影响，而 Ｃｕ２＋胁迫则无显著影响。 在浓度为 ０．５ ｍｇ ／ Ｌ，Ｃｄ２＋或 Ｃｕ２＋胁迫处理后黑藻的 Ｆｍ 分

别显著下降 ４３．０ ％和 １７．９ ％，Ｃｄ２＋胁迫后黑藻的 Ｆｍ 下降更突出（图 ３ａ）。 Ｃｄ２＋或 Ｃｕ２＋胁迫下黑藻叶片的 Ｆｖ ／
Ｆｏ 均呈显著下降，受 Ｃｄ２＋胁迫后的效果相对非常突出，５ ｍｇ ／ Ｌ Ｃｄ２＋胁迫下黑藻叶片的 Ｆｖ ／ Ｆｏ 最低，比对照组

下降了 ９０．４ ％，而 ５ ｍｇ ／ Ｌ Ｃｕ２＋胁迫下黑藻叶片的 Ｆｖ ／ Ｆｏ 也最低，但比其对照组只下降 ２４．５ ％。 同样，Ｃｄ２＋或

Ｃｕ２＋处理后黑藻叶片的 ＱＹｍａｘ均呈显著下降，５ ｍｇ ／ Ｌ Ｃｄ２＋胁迫下黑藻叶片的 ＱＹｍａｘ最低，下降 ２５．２ ％，而 ５ ｍｇ ／
Ｌ Ｃｕ２＋胁迫下黑藻叶片的 ＱＹｍａｘ也最低，下降 ８．５ ％（图 ３ｂ）。 黑藻叶片 ＱＹｍａｘ和 Ｆｖ ／ Ｆｏ 值的下降表明，重金属

离子使 ＰＳＩＩ 反应中心受损，抑制光合作用的原初反应，阻碍光合电子的传递过程。 图 ３ 中 Ｃｄ、Ｃｕ 对黑藻叶片

荧光参数的影响均是先显著降低，之后随着重金属浓度的增加有少量回升，最后呈现较平稳趋势反。 反映出

重金属对黑藻的胁迫较明显，且随着重金属浓度的上升而上升，而黑藻体内光合机制的改变，使得黑藻能在重

金属环境下仍然保持光合活性。

图 ３　 不同浓度重金属胁迫对黑藻叶绿素荧光参数的影响

Ｆｉｇ． ３　 Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｓ ｏｎ ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ Ｈｙｄｒｉｌｌａ ｖｅｒｔｉｃｉｌｌａｔａ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｓｔｒｅｓｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｈｅａｖｙ ｍｅｔａｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ
不同小写字母表示不同处理之间达到 ｓｉｇ＜０．０５ 水平的显著差异，不同大写字母表示不同处理之间达到 ｓｉｇ＜０．０１ 水平的极显著差异

表 １ 显示，与空白对照组相比，Ｃｄ２＋或 Ｃｕ２＋胁迫后的黑藻叶片稳态下 ＰＳＩＩ 反应中心关闭程度（１⁃Ｑｐ＿Ｌｓｓ）、
非光化学淬灭系数（ＮＰＱ＿Ｌｓｓ）上升，表明 Ｃｄ２＋或 Ｃｕ２＋胁迫改变了黑藻叶片的光能利用分配。

表 １　 不同浓度重金属胁迫对黑藻（１⁃Ｑｐ＿Ｌｓｓ）和 ＮＰＱ＿Ｌｓｓ的影响

Ｔａｂｌｅ １　 Ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ｏｆ （１⁃Ｑｐ＿Ｌｓｓ） ａｎｄ ＮＰＱ＿Ｌｓｓ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｓｔｒｅｓｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｈｅａｖｙ ｍｅｔａｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

重金属浓度
Ｈｅａｖｙ ｍｅｔａｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ρ ／ （ｍｇ ／ Ｌ） ０ ０．５ １ ３ ５

Ｃｄ２＋胁迫 １⁃Ｑｐ＿Ｌｓｓ ０．９７±０．０１ １．０４±０．０３ １．０４±０．０６ １．０９±０．１０ １．０９±０．０８

Ｃｄ２＋ ｓｔｒｅｓｓ ＮＰＱ＿Ｌｓｓ ０．７５±０．１７ １．３０±０．２１ １．６７±０．３０ ０．９３±０．１８ ０．７８±０．１１

Ｃｕ２＋胁迫 １⁃Ｑｐ＿Ｌｓｓ ０．９７±０．０１ １．００±０．００ １．００±０．０２ １．００±０．０１ １．０１±０．０２

Ｃｕ２＋ ｓｔｒｅｓｓ ＮＰＱ＿Ｌｓｓ ０．８２±０．０８ １．０９±０．０８ １．３０±０．０５ ０．９５±０．３２ １．２４±０．１３

２．４　 Ｃｄ２＋、Ｃｕ２＋胁迫对黑藻荧光成像的影响

Ｃｄ２＋或 Ｃｕ２＋不同浓度梯度胁迫处理后的黑藻叶片 ＰＳＩＩ 最大量子产率时的荧光成像分别如图 ４。 结果显

示，Ｃｄ２＋胁迫下的黑藻叶片荧光成像强度由高变低，浓度在 ３ ｍｇ ／ Ｌ 及以上的 Ｃｄ２＋胁迫处理后，黑藻叶片大部

分失去光合作用活性，只有茎秆（黑藻叶片中间为少量茎秆横截面）附近的少量区域有光合活性（图 ４ａ）。 而

浓度为 ０．５ ｍｇ ／ Ｌ 和 １ ｍｇ ／ Ｌ 的 Ｃｕ２＋胁迫对黑藻叶片光合活性的影响并不显著，但随着 Ｃｕ 浓度的再升高呈显

著下降趋势（图 ４ａ）。 另一方面，Ｃｄ２＋或 Ｃｕ２＋对照组中的黑藻能运用整个叶面进行光合作用，而受 Ｃｄ２＋、Ｃｕ２＋

胁迫后的黑藻叶片光合活性降低，且较高的光合活性位于茎秆处和叶脉处，Ｃｄ２＋、Ｃｕ２＋胁迫对黑藻叶片光合活

性的伤害从叶片边缘开始达到最严重，而茎秆和叶脉处最轻，这可能与茎和叶脉的维管束结构有一定关联性。
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图 ４　 不同浓度重金属胁迫对黑藻叶绿素荧光（ＱＹ＿ｍａｘ）成像的影响

Ｆｉｇ． ４　 Ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ （ＱＹ＿ｍａｘ） ｉｍａｇｉｎｇｓ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｓｔｒｅｓｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｈｅａｖｙ ｍｅｔａｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

３　 结论与讨论

叶绿素是与植物光合作用最密切相关的一种色素，Ｃｄ２＋、Ｃｕ２＋胁迫分区均造成黑藻叶绿素含量下降，黑藻

在 Ｃｕ２＋胁迫下的叶绿素含量比 Ｃｄ２＋胁迫下的减少更多，说明 Ｃｕ２＋胁迫比 Ｃｄ２＋胁迫对叶绿体的毒害作用更大，
可能原因是 Ｃｕ２＋胁迫对内膜、类囊体片层和光合色素等的损害更严重［３２］。 当用 ０．５—３ ｍｇ ／ Ｌ Ｃｄ２＋浓度胁迫处

理黑藻时，叶绿素总量下降并不十分明显，当 Ｃｄ２＋浓度达到 ５ ｍｇ ／ Ｌ 时叶绿素总量下降最多，但是在 ０．５ ｍｇ ／ Ｌ
Ｃｄ２＋胁迫下的叶绿素 ａ ／ ｂ（Ｃａ ／ Ｃｂ）会立刻显著下降，后随着 Ｃｄ２＋浓度的升高并未产生显著下降。 黑藻的叶绿

素 ｂ 在 Ｃｄ２＋浓度为 ０．５—３ ｍｇ ／ Ｌ 间的胁迫下有所上升，而 Ｃｄ２＋浓度为 ５ ｍｇ ／ Ｌ 时出现下降，有研究认为叶绿素

ｂ 含量的减少会影响到光系统的稳定性，最终导致整个光合机构的不稳定，具体表现在对逆境的耐受性降

低［３７⁃３８］。 反之推测，Ｃｄ２＋胁迫下黑藻叶绿素 ｂ 含量增加，可能是黑藻对 Ｃｄ２＋胁迫耐受能力的增强，Ｃｕ２＋胁迫下

黑藻叶绿素 ｂ 也在 ０．５ ｍｇ ／ Ｌ 下降到最低后上升，与黑藻对这两种金属的耐受机制有关。 以上说明在 Ｃｄ２＋胁

迫导致黑藻叶绿素含量减少的情况下，黑藻通过调整叶绿素 Ｃａ ／ Ｃｂ 的比值以适应逆境［３９］，具体机制尚需进一

步探究。
叶绿素 ａ 荧光动力学在植物生理领域得到广泛应用，ＱＹｍａｘ反映了 ＰＳⅡ反应中心光能转化效率，可作为

植物对不良环境耐受性等方面的重要指标［４０］。 Ｃｄ２＋胁迫的黑藻 Ｆｍ 比 Ｃｕ 胁迫下降得明显更多，Ｆｏ 下降的差

别较小，因此，Ｃｄ２＋胁迫下的 ＱＹｍａｘ值也比 Ｃｕ２＋胁迫下的降低得更多，说明黑藻光合活性能力对重金属的耐受

能力：Ｃｕ２＋耐受＞Ｃｄ２＋耐受。 研究表明在对黑藻细胞的损害中，Ｃｄ２＋对叶绿体的破坏较小［８］，但 Ｃｄ２＋胁迫下黑

藻的潜在光合活性（Ｆｖ ／ Ｆｏ 表示 ＰＳⅡ的潜在活性）比受 Ｃｕ２＋胁迫后下降得更多，反映出 Ｃｄ２＋对黑藻内部光合

作用结构的破坏比 Ｃｕ２＋更彻底，并且 Ｃｄ２＋、Ｃｕ２＋胁迫对黑藻光合活性的伤害是不可逆的［８，１０］。 １⁃Ｑｐ＿Ｌｓｓ 是 ＰＳ
Ⅱ反应中心关闭的程度，在一定程度上反映 ＱＡ 的氧化还原状态，１⁃Ｑｐ＿Ｌｓｓ 越大，ＰＳⅡ反应活性越小。 与对照

组相比，Ｃｄ、Ｃｕ 胁迫后的黑藻叶片 １⁃Ｑｐ＿Ｌｓｓ 增加表明电子由 ＰＳＩＩ 的氧化侧向 ＰＳＩＩ 反应中心的传递受阻，改
变了黑藻叶片的光光能利用分配，将原本用来获得量子产量的部分光能热耗散等用于增强自我保护，这有可

能是造成非光化学淬灭系数（ＮＰＱ＿Ｌｓｓ）上升和 ＰＳＩＩ 最大量子产率（ＱＹｍａｘ）下降的原因，之后非光化学淬灭减

小的原因可能在于 ＰＳＩＩ 的部分失活，黑藻的正常生理功能被严重破坏。
Ｇｏｖｉｎｄｊｅｅ 和 Ｎｅｄｂａｌ 用“百闻不如一见”来表达并强调叶绿素荧光成像如何获得科学实验的信念［２７］。

ＱＹｍａｘ表示植物 ＰＳＩＩ 最大量子产率，其叶绿素荧光成像最能反映重金属胁迫对光系统 ＩＩ 的损害，荧光成像表

明 Ｃｄ２＋、Ｃｕ２＋重金属胁迫使黑藻叶片 ＰＳＩＩ 反应中心受到严重损害，光合活性减弱。 Ｃｄ２＋、Ｃｕ２＋对黑藻叶片的损

害都是从边缘开始的，黑藻叶片是由单层细胞组成，Ｃｄ２＋、Ｃｕ２＋对黑藻的毒害是对植物细胞的膜结构和非膜结

７　 ６ 期 　 　 　 简敏菲　 等：Ｃｄ２＋、Ｃｕ２＋胁迫对黑藻（Ｈｙｄｒｉｌｌａ ｖｅｒｔｉｃｉｌｌａｔａ）的生长及光合荧光特性的影响 　
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构、生理活动和生化反应的整体伤害［８，１０］，但是叶脉、茎和叶片结构不同，因此推测维管束结构更难被 Ｃｄ２＋、
Ｃｕ２＋破坏。

从植物形态上可以判断植物的生长和受胁迫情况，Ｃｄ２＋胁迫下黑藻株高比 Ｃｕ２＋胁迫下的下降率更高，说
明 Ｃｄ２＋胁迫对黑藻株高的影响大于 Ｃｕ２＋胁迫对黑藻株高的影响；３ ｍｇ ／ Ｌ 的 Ｃｕ２＋胁迫对黑藻的成活率影响最

大，随着浓度的升高，黑藻的成活率反而有所上升，Ｃｄ２＋胁迫的下降率更低；Ｃｕ２＋胁迫下黑藻干重比 Ｃｄ２＋胁迫

下降率更高。 在 ３ ｍｇ ／ Ｌ Ｃｕ２＋胁迫下，黑藻成活率、Ｃａ ／ Ｃｂ、ＱＹｍａｘ最低；５ ｍｇ ／ Ｌ Ｃｕ２＋胁迫下株高、鲜重、干重最

低，表明 ５ ｍｇ ／ Ｌ Ｃｕ２＋胁迫下黑藻长势差，有机物和无机物含量减少，叶绿素增加，Ｃａ 增加而 Ｃｂ 减少了。 图 ２
中可以看出，Ｃｕ２＋胁迫下叶绿素 ｂ 只在 ０．５ ｍｇ ／ Ｌ 时下降显著，其他浓度的胁迫和对照组都没有显著差异，说
明 Ｃｕ２＋胁迫对黑藻叶绿素 ａ 的影响比叶绿素 ｂ 大，可能的原因有：Ｃｕ２＋促进叶绿素的生物合成［４１］，或者破坏

叶绿素酶活性，使叶绿素降解减少［４２］，叶绿素 ａ 的主要功能是吸收和传递光能，加强黑藻的光合作用能力，因
此最大量子产率（ＱＹｍａｘ）也增加，光合作用的增强对黑藻的成活率有较大的影响。 图 ２ 中 ５ ｍｇ ／ Ｌ Ｃｄ２＋胁迫下

与 ３ ｍｇ ／ Ｌ Ｃｄ２＋胁迫下相比可以看出，黑藻的叶绿素 ａ 和叶绿素 ｂ 均呈显著下降，但是光合能力指标 Ｃａ ／ Ｃｂ 并

无显著差异，说明光合作用能力并未下降，图 ３ 中的量子最大产率 ＱＹｍａｘ无显著差异也印证了这一点。 光合作

用无明显差异的情况下，有机物和无机物的累积也无明显变化，干重无显著差异。 而 ５ ｍｇ ／ Ｌ Ｃｄ２＋胁迫下与 ３
ｍｇ ／ Ｌ Ｃｄ２＋胁迫下相比，表 １ 中 ＮＰＱ＿Ｌｓｓ 的降低说明黑藻的光保护能力下降，图 ４ 可以看出，黑藻叶片的成活

面积变小，活体细胞大多集中于中间叶脉部分，光合作用得到的有机物用来维持活体细胞的生长，即很大一部

分用于叶脉的生长，叶脉的生长使得株高增加，而由于叶脉比叶片更难被 Ｃｄ２＋破坏，因此成活率得以上升。
Ｃｄ２＋是黑藻的非必须营养元素，研究表明，Ｃｄ２＋使黑藻体内活性氧减少、影响细胞壁的形成、破坏细胞器

和细胞、损伤类囊体［８］，Ｃｄ２＋胁迫下黑藻光合活性显著下降，３ ｍｇ ／ Ｌ 及以上浓度的 Ｃｄ２＋对黑藻的伤害极大，黑
藻因此会失去大部分光合能力，无法长时间生存，表明黑藻可作为 Ｃｄ 污染水环境的指示种。 Ｃｕ２＋是黑藻生长

必须的微量营养元素，所以一定浓度的 Ｃｕ２＋对黑藻的生长是有利的，但是超过一定范围就会造成黑藻细胞核

消解、线粒体空泡化、类囊体片层排列混乱甚至溶解、叶绿体膨胀成球形然后解体、蛋白质和脂类失活等损

害［３２］。 本研究中，浓度为 ０．５ 和 １ ｍｇ ／ Ｌ 的 Ｃｕ２＋胁迫对黑藻光合活性的抑制不显著，表明在低浓度的 Ｃｕ２＋环

境中黑藻可以进行比较正常的生理活动，可推测将黑藻用于低浓度 Ｃｕ２＋污染水域的修复与水生生态系统的

沉水植物重建。 本研究得出的结论能否用于实践，尚需要更多研究来进一步确立，以确定其可靠性和实用性。
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