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近年来 , 随着工农业及采矿业的迅速发展 , 重金属

对水体环境的污染已经成为了全球性的环境问题[1, 2]。镉

是生物有机体的非必需元素, 在环境中以自由离子和配

合物的形式存在, 且易被浮游生物吸收。被吸收后的镉一

部分随着浮游生物的死亡而进入沉积物, 另一部分则随

着食物链进行传递, 最后被人体吸收, 从而对人体产生毒害

作用, 因此被认为是最典型的一种重金属污染物[3]。 

研究表明镉能够抑制植物的生长, 破坏叶绿素的合

成 , 损害放氧复合体 (OEC)锰稳定蛋白 (MSP)的结构 [4], 

或取代放氧复合体中的 Ca2+和叶绿素 a 的 Mg2+等[5]。水

生微生物特别是藻类对镉的敏感性较强[6]。镉能减少藻类

叶绿素合成 [7], 抑制藻类生长及光合电子传递 [8—11]。

Guanzon 等 [12]研究表明, 镉对藻类生长及光合作用产生

了显著地抑制作用。Neelam and Rai[13] 研究发现镉对藻的

毒性部位在于 PS , Ⅱ 然而周文兵等[14]研究表明高浓度镉

胁迫对微囊藻的毒性影响不在 PSⅡ和 PSⅠ等部位。尽管

关于藻类对镉的响应方面前人已做了大量的工作, 但是

在以前的一些研究中, 主要集中探讨了短时间 Cd 胁迫对

藻的毒性效应及抗氧化酶活性的响应, 但由于 Cd 浓度及

处理时间的不同产生的结论也呈现出较大的差异性。因此

探讨 Cd胁迫对藻类毒理学机制具有重要的意义。 

JIP-测定(JIP-test)是以生物膜能量流动为基础建立的

分析方法, 它能较好的反映 PSⅡ反应中心及电子供体侧

和受体侧的生理状态。在正常生理条件下, 典型的快速叶

绿素荧光诱导动力学曲线一般包括 O-J-I-P 等相, 它记录了

从起始荧光(F0)到最大荧光(Fp或 Fm)的整个变化过程[15, 16]。

O-J-I-P 曲线不仅能准确的反映了光合电子传递链中 PQ

库电子受体连续下降的过程[15], 而且其获得的 JIP参数也

能反映光合作用大量的信息, 如: RC/CS0、ΦP0、ψ0、ΦE0

等荧光参数。微囊藻是国内外水体中最常见的水华蓝藻, 

其水华过程产生的大量生物量的危害及后续处理值得广泛

关注[17]。然而, 针对 Cd 对微囊藻 PSⅡ荧光动力学及 JIP-

参数的研究未见报道。本研究是通过快速叶绿素 a荧光诱

导动力学曲线(OJIP)的变化, 分析了在低、中、高三个水平

胁迫至 96h后, Cd对微囊藻 PSⅡ光合电子传递过程中的能

量流动, 反应活性中心及电子传递影响, 从而揭示微囊藻

对重金属 Cd 的光合响应机制, 为进一步研究富营养化复

合污染水体中藻类的重金属生物修复提供重要依据。 
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1  材料与方法 

1.1  藻种培养 

微囊藻(Microcystis aeruginosa FACHB-205)由中国科

学院水生生物研究所淡水藻种库提供。藻种置光照培养箱

中 , 以 MA 培养基静置培养 , 培养条件 : 光照强度

30 μmol/(m2s), 温度(25±1) , ℃ 光暗比 12︰12。 

1.2  Cd2+浓度设置 

将培养至指数生长期藻种离心后 , 分别接入含有

250 mL培养液的 500 mL的锥形瓶中, 接种 OD为 0.1左

右。以灭菌过的 50和 1000 mg/L Cd2+为母液, 配制成 0.2、

0.5、1、5、10和 20 mg/L的 6个浓度。每个浓度组设置

三个重复, 以不含 Cd2+的 MA培养基作为空白对照。每天

定时摇动 3次, 使藻细胞充分与培养液接触。 

1.3  叶绿素 a含量的测定 

将藻液胁迫培养至 96h, 每个处理各取 5 mL 的藻液

进行离心, 6000 r/min, 离心 10min, 去除上清液, 接着将

藻细胞用 90%的丙酮在黑暗条件下提取 2 次, 每次 24h, 

最后将提取液定容至 10 mL, 最后使用紫外分光光度计

UV-2550在 750、663、645、630 nm的波长下测定吸光度[18]。 

1.4  快速叶绿素荧光动力学曲线(OJIP)的测定 

藻体胁迫培养 96h后, 每个处理各取 2 mL藻液置黑

暗中暗适应 20min 后, 测定快速叶绿素荧光诱导动力学

曲线(OJIP)。快速叶绿素荧光诱导动力学曲线采用植物效

率分析仪测定 (英国汉莎科技有限公司 ), 测定光强为

3000 µmol/(m2s), 最大激发波长 650 nm, 记录了从 10 µs

到 2s叶绿素荧光的变化过程 , 从而准确记录 O-J-I-P等

相 [19]。藻细胞经充分暗适应后受光激发(20—50) µs时处

于初始相 O 相, 此时 PSⅡ反应活性中心处于完全开放状

态, 所测得荧光为初始荧光 F0
[20]。O-J相的上升过程反映

了光合作用的光化学阶段, J相对应于 F2 ms处的荧光, I相

时的荧光为 F30 ms
[21]。PSⅡ反应活性中心(RC)处于完全关

闭状态, 不再接受光量子, 荧光产量达到 Fp 或 Fm, P 相

出现[22], 大约在 500 ms—1 s的时间范围内[23]。K相位于

O相与 J相之间, 此时的的荧光为 F300 µs
[20]。快速叶绿素

荧光动力学曲线由 O点到 P点的所有荧光需进行标准化, 

以对数形式进行表示。通过 OJIP 曲线的变化, 获得了以

下参数: RC/CS0、ΦP0、ψ0、ΦE0、ABS/RC、DI0/RC、TR0/RC、

ET0/RC、M0、Sm。快速叶绿素荧光动力学曲线(OJIP)的分

析术语及公式如表 1所示[24]。 

 
表 1  快速叶绿素荧光动力学曲线(OJIP)的分析及公式[24] 

Tab. 1  Formulae and terms used in the analysis of the O-J-I-P fluorescence induction dynamics curve[24] 

术语及公式 Formulae and term 含义 Illustration 

ΦP0=1－F0/Fm 最大光化学效率(t＝0时) 

ψ0=1－VJ 捕获的激子将电子传递到电子传递链中超过 QA的其他电子受体的概率(t＝0时) 

ΦE0=(1－F0/ Fm)·ψ0 用于电子传递的量子产额(t＝0时) 

RC/CS0=ΦP0·(VJ/Μ0)·(ABS/CS0) 单位受光面积有活性反应中心的数量 

ABS/RC=Μ0·(1/VJ)·(1/ΦP0) 单位反应中心吸收的光能 

DI0/RC= (ABS/RC)－(TR0/RC) 单位反应中心耗散掉的能量(t＝0时) 

TR0/RC=Μ0·(1/VJ) 单位反应中心捕获的用于还原 QA的能量(t＝0时) 

ET0/RC=Μ0·(1/VJ)·ψ0 单位反应中心捕获的用于电子传递的能量(t＝0时) 

Μ0=4 (F300μs–F0)/(Fm–F0) 荧光诱导曲线的初始斜率 

Sm = (Area)/( Fm–F0) OJIP曲线和直线 F = Fm之间的标准化后的面积 
 

1.5  数据统计分析 

生物统计分析方法使用 SPSS 16.0 (IBM, USA)进行

单因素方差分析 (One-way ANOVA)及 LSD 多重比较 , 

P<0.05 时认为具有显著差异, 用*表示, P<0.01 时则认为

有极显著差异, 用**表示。 

2  结果 

2.1  Cd2+对微囊藻叶绿素 a含量的影响 

在 96h 镉胁迫下, 微囊藻叶绿素 a 的含量随着 Cd2+

浓度的增加而逐渐降低(图 1)。与对照相比, Cd2+浓度为

0.2 mg/L 时叶绿素 a 的含量没有显著的变化, 然而, 当

Cd2+浓度大于 0.5 mg/L时, 叶绿素 a的含量受到了显著抑

制(P<0.01)。在 20 mg/L Cd2+浓度下, 微囊藻叶绿素 a含

量为对照的 12.67%。 

 

图 1  Cd2+对微囊藻叶绿素 a含量的影响 

Fig. 1  Effects of cadmium on Chl. a in Microcysits aeruginosa 
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2.2  快速叶绿素荧光诱导动力学曲线(O-J-I-P) 

在不同 Cd2+浓度胁迫下, 微囊藻快速叶绿素荧光诱

导动力学曲线(OJIP)的变化情况如图 2 所示。在低浓度

Cd2+(0.2—1 mg/L)培养下, 微囊藻的相对可变荧光没有显

著变化, Cd2+浓度为 5和 10 mg/L时, 相对可变荧光显著

高于对照, 且 I相和 P相消失。Cd2+浓度为 20 mg/L时, K

相出现, 但是 J、I、P等相消失。 

2.3  叶绿素荧光参数的变化 

在不同 Cd2+浓度胁迫下, 微囊藻荧光参数单位受光

面积的反应活性中心数量 (RC/CS0)、最大光化学效率

(ΦP0)、光照 2 ms 时有活性的反应中心开放程度(ψ0)、反

应中心吸收的光能用于电子传递的量子产额(ΦE0)的变化

分别如图 3所示。由图 3 A可知, 微囊藻 PSⅡ的 RC/CS0

随着 Cd2+浓度增加而逐渐减少。与对照相比, Cd2+浓度为

0.2 mg/L 时, Cd2+对 RC/CS0 没有显著影响, 当浓度高于

5 mg/L时, 微囊藻RC/CS0显著降低(P<0.01), 分别为对照

的 16.53%、8%、4.84%。低浓度镉为 0.2 mg/L时, ΦP0显

著高于对照(P<0.05), 但镉浓度高于 5 mg/L时, Cd2+胁迫

显著抑制了 PSⅡ的最大光化学效率 (ΦP0), 镉浓度为

20 mg/L时, ΦP0为空白对照的 6.76% (图 3B)。ψ0随着 Cd2+

浓度的增加表现了而先减小后增加的趋势。当 Cd2+浓度

小于 1 mg/L 时, ψ0 没有显著变化, 但 Cd2+浓度为 5、

10 mg/L时, ψ0显著低于空白对照(P<0.01), 但Cd2+浓度为

20 mg/L, ψ0显著高于对照, 为对照的 159.25％ (图 3C)。

微囊藻 ΦE0的变化规律与 ψ0相似, ΦE0随着 Cd2+浓度的增 

加呈现了先减小后增加的趋势。当 Cd2+浓度为 5、10 mg/L

时, 微囊藻 ΦE0分别为空白对照的 3.17%、1.27%, 当 Cd2+

浓度为 20 mg/L时, ΦE0为对照的 10.71%(图 3D)。 

微囊藻叶绿素荧光参数反应活性中心所捕获的光能

(ABS/RC)、反应活性中心耗散掉的能量(DI0/RC)、反应活

性中心(RC)所捕获的激发能用于还原 QA的能量(使 QA减

少从而还原成 QA
– , TR0/RC)、反应活性中心的捕获的光能

用于电子传递的能量(QA
– -QB

–-PQ, ET0/RC)的变化情况(图

4)。与对照相比, 当镉浓度小于 1 mg/L, 微囊藻 ABS/RC、

DI0/RC没有明显的变化, 在 Cd2+浓度高于 5 mg/L条件下, 

微囊藻 ABS/RC和 DI0/RC显著高于对照(P<0.01)。与对照

相比 , 在(0.2—10) mg/L 的  Cd2+浓度下 , Cd2+对微囊藻

TR0/RC 没有显著影响(P<0.05), 当 Cd2+浓度为 20 mg/L 时, 

TR0/RC显著高于对照(P<0.01), 为对照的 155.54%。ET0/RC

呈现不同的特征, 在 5、10 mg/L Cd2+浓度下, 微囊藻 ET0/RC

下降, 分别为对照的 13.47%、12.82%, 而浓度为 20 mg/L时, 

ET0/RC显著高于对照(P<0.01)。 

在不同Cd2+浓度胁迫下, 微囊藻QA的最大还原速率

(M0), QA 完全被还原所需要的能量(Sm)的变化如图 5 所

示。由图 5 A 可知, 与对照相比, 微囊藻 M0随着 Cd2+浓

度的增大而逐渐增加。在 Cd2+浓度为 5, 10 mg/L 条件下, 

微囊藻的 M0分别为对照的 168.93%、179.85%(P<0.01), 而

在 20 mg/L时, M0则显著降低(P<0.01)。Sm趋势则与 M0相

反, 在 5、10 mg/L Cd2+浓度下, Sm分别为对照组的 0.3%、

0.25% (P<0.01), 而 20 mg/L时, Sm则显著增加(P<0.01)。 

 

图 2  Cd2+对微囊藻快速叶绿素荧光诱导动力学曲线(OJIP)的影响 

Fig. 2  Effect of cadmium on chlorophyll a fluorescence transients (OJIP) in Microcysits aeruginosa 
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图 3  不同 Cd2+浓度对微囊藻 RC/CS0、ΦP0、ψ0、ΦE0的影响 

Fig. 3  Effects of cadmium on RC/CS0,ΦP0,ψ0 and ΦE0 in Microcysits aeruginosa 
 

 

图 4  Cd2+对微囊藻 PSⅡABS/RC、DI0/RC、TR0/RC、ET0/RC的影响 

Fig. 4  Effects of cadmium on ABS/RC, DI0/RC, TR0/RC and ET0/RC in Microcysits aeruginosa 
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图 5  在不同 Cd2+浓度胁迫下, 微囊藻 PSⅡM0、Sm的变化 

Fig. 5  Changes of M0 and Sm in Microcysits aeruginosa exposed to different concentrations of cadmium 
 

3  讨论 

周文兵等[14]研究结果表明高浓度 Cd2+胁迫对微囊藻

光合作用的抑制位点不在 PSⅡ或 PSⅠ等部位, 只是抑制

了光合色素 CPC和 APC的合成。然而, 本研究却发现高

浓度 Cd2+胁迫降低了微囊藻 PSⅡ的光化学活性, 表明

Cd2+不仅对微囊藻 PSⅡ供体侧的电子供体和受体侧电子

受体产生了毒害作用, 而且还降低了捕光色素的含量。相

比周文兵等 [14]的研究, 本研究中镉对微囊藻的处理时间

为 96h, 为其最长处理时间的两倍。因此, 可以推测短时

间的 Cd2+处理对光合色素的合成产生了破坏, 但对 PSⅡ

及 PSⅠ中的电子传递过程没有影响, 但随着处理时间的

延长, Cd2+对放氧复合体(OEC)及 PSⅡ电子传递产生了破

坏作用, 导致微囊藻光合作用受到抑制。此外, 本研究也

发现不同浓度 Cd2+胁迫对微囊藻生长及 PSⅡ光化学活性

的影响不同。在低浓度 Cd2+(0.2 mg/L)胁迫下, Cd2+对微囊

藻生长及 PSⅡ光化学活性没有显著影响, 支持了 Lukač 

和Aegerter[15]的结论, 即在低浓度镉(0.001—0.20 μmol/L)

胁迫下, 镉对藻的生长没有显著的影响。在中浓度 Cd2+

胁迫下(0.5—1 mg/L), Cd2+对微囊藻 PSⅡ叶绿素 a的合成

及反应中心产生了抑制作用, 但对微囊藻的 PSⅡ的光能

吸收及电子传递没有显著地影响。然而, 在高浓度 Cd2+

胁迫下(5—10 mg/L), Cd2+对微囊藻的 PSⅡ的光能吸收及

电子传递产生了显著地毒害作用, J相迅速升高, I相和 P

相消失。这些结果表明在中、高浓度条件下, Cd2+使 PSⅡ

的反应活性中心(RC)上的 D1蛋白降解加剧
[16], 导致电子

传递体特别是 QB易从蛋白复合体上脱落下来, 使得 PSⅡ

反应活性中心的数量大量减少并使大部分反应活性中心

关闭 , 导致了反应活性中心(RC)捕获的能量更多地用于

QA还原为 QA
–, 减少了用于电子传递的能量, 进而抑制了

QA
–到 QB的电子传递, QA

–大量积累, PQ库的库容量减小[20], 

表现为 J点升高[25]。I相时电子受体主要状态为 QA
– QB

– [26], 

P相时 QA完全被还原, PSⅡ的反应活性中心完全关闭[26]。

I相和 P相消失是由于高浓度 Cd2+条件下, Cd2+对 PSⅡ电

子传递的产生了极大的破坏。当 Cd2+浓度为 20 mg/L时, 

Cd2+对微囊藻 PSⅡ供体侧的电子供体和受体侧都的电子

受体产生了毒害作用, 在此浓度下放氧复合体(OEC)受到

了极大地破坏, K相出现, 表明此浓度导致了锰簇复合可

能从放氧复合体上的裂解下来[27]。 

综上所述, 高浓度 Cd2+胁迫破坏了 PSⅡ的反应活性

中心, 使反应活性中心的数量降低及使部分反应活性中

心关闭, 并且抑制了 PS QⅡ A
–到 PQ库的电子传递, 受体侧

的电子受体库容量(Sm)减小, 进而导致 J 点的升高。高

Cd2+浓度(20 mg/L)破坏了放氧复合体(OEC)的结构。因此, 

镉对微囊藻的毒性效应主要表现为抑制 PSⅡ的反应中心

和电子传递, 对 PSⅡ供体侧的电子供体和受体侧的电子

受体都产生了毒害, 进而抑制了光合作用。 
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