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摘要:研究了短期内高浓度 CO2培养下莱茵衣藻光系统 Ò 行为的变化, 结果表明高浓度 CO2 培养导致叶绿素 a、b

和类胡萝卜素含量明显增加,同时随培养时间的延长叶绿素 a 荧光动力学(快相)曲线中 O、J、I、P期的荧光强度明

显增加。与空气培养的细胞相比,高浓度 CO2在 J 期的相对可变荧光均维持在较高水平;单位反应中心复合体吸收

的能量在高浓度 CO2 培养 6小时后有明显的增加, 但单位反应中心捕获和用于电子传递的能量并没有明显地增

加。高浓度 CO2 培养使光系统 Ò 最大光化学效率、传递的电子能引起的光化学反应效率和电子传递的量子效率均

明显低于通空气培养的细胞。以上结果表明不同 CO2 浓度培养导致莱茵衣藻叶绿素 a 荧光动力学快相的变化与

其光系统 Ò 功能的变化密切相关,也可能与 HCO-
3 转运过程中能量需求的变化有关。
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  藻类在不同 CO2浓度培养过程中表现出不同的

光合作用特性, 一些研究已经表明光合作用的变化

与其无机碳的利用机制有关
[ 1, 2]
。藻类与高等植物

一样都是利用核酮糖二磷酸羧化氧化酶( RUBISCO)

固定 CO2, 但在 CO2浓度限制的情况下,藻类能利用

HCO-
3 在RUBISCO周围提高CO2浓度以满足光合作

用的需要[ 3, 4]。高浓度 CO2 对藻类光合作用特性的

影响主要体现在以下几个方面: 降低藻类对无机碳

亲和力、提高 CO2 补偿点、降低碳酸酐酶活性

等[ 5, 6, 7]。而高浓度 CO2 对藻类光合作用光系统 Ò

的影响报道很少
[ 8]
,特别是利用叶绿素 a 荧光动力

学上升相 (快相 ) 来进行这方面的研究还未见

报道。   

叶绿素 a 荧光技术在光合作用特别是光系统

Ò 行为研究方面是一种已被广泛应用的、而又无损

生物体的有效研究工具[ 9, 10]。近来利用植物效率仪

( Plant Efficiency Analyzer)可获得高时间分辨率的荧

光快速上升的详细信息, 其测量时间分辨率可达到

10Ls
[ 10]
。所有的光合放氧生物其荧光上升(快相)

由一系列的不同时期组成,分别为 O, J, I, P 期。而

利用O-J-I-P 曲线的形状变化和通过该曲线而获得

的特定参数( JIP-test)分析能正确反映光合作用样品

的实际生理状态[ 11 ) 13]。莱茵衣藻是一种研究 CO2

变化对其生理学特性影响的模式植物, 其在 CO2 限

制的环境中能快速诱导 CO2 浓缩机制的形成
[ 14]。

本文通过将莱茵衣藻在不同 CO2 浓度下( 01035%和
4%)培养, 利用叶绿素 a 荧光动力学(快相)及 JIP

测试参数,分析高浓度 CO2 对光系统 Ò 能量流和能

量利用效率的影响。

1  材料与方法

111  材料  莱茵衣藻 ( Chlamydomonas reinhardtii

Dang)藻种(编号: 479)从中国科学院典型培养物保

藏委员会淡水藻种库( FACHB)购置。在温度 25 e ,

光强 100Lmol/ m2/ s下, 将藻种在 Bristol. s培养液中

扩大培养至对数期, 收获, 悬浮在新鲜培养液中, 分

别通入过滤空气( 01035%CO2)和含 4%CO2 的空气,

12h后收获, 测定色素含量。在培养过程中, 不同时

间间隔测定叶绿素 a 荧光动力学曲线( O-J-I-P) , 实

验测定重复 3 ) 5次。
112 叶绿素和类胡萝卜素含量测定  离心收获藻

细胞,加入80%丙酮,在 4 e 下抽提 24h,分别测定在
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662、645和470nm处的 OD值,通过以下公式计算色

素含量[ 15]。

Chla= 11175* OD662- 2135* OD645

Chlb= 18161* OD645- 3196* OD662

Car= ( 1000*OD470- 2127* Chla- 8114* Chlb) / 227
细胞数目通过显微镜计数获得。

113  叶绿素 a荧光动力学(快相)测定  在室温下

利用植物效率仪获得叶绿素 a 荧光诱导曲线, 测定

时的激发光为 650nm 红光, 光强为 3000Lmol/ ( m2/

s)。荧光信号由高效光电检测器检测,持续 1s,所有

样品需暗适应 15min。通过叶绿素 a 荧光诱导曲线

获得在 50Ls( O) , 2ms( J) , 30ms( I)荧光强度分别为

Fo, FJ 和 FI, 按照光系统 Ò 的能量流模型(图 1) , 计

算各能量流和能量利用效率参数[ 11, 13, 16, 17]。

图 1  光合作用光系统 Ò 能量流模型

Fig11  Schematic energy-flux model for PSÒ

ABS:吸收的能量。TRt和 TRo:在 t 和 0时刻捕获的能量; ETt 和

Eto:在 t 和 0时刻用于电子转移的能量; F: 荧光激发; TRo/ABS

(UPO) :光系统 Ò 最大光化学效率; ETo/ TRo(WO)传递的电子能引

起的光化学效率; ETo/ABS(UEO)电子传递的量子效率

( 1) 单位反应中心复合体吸收的能量(The ener-

gy fluxes for absorption per react ion center,ABS/ RC)、反

应中心捕获的能量(The energy fluxes for trapping per

react ion center, TRo/ RC)、反应中心用于电子传递的

能量(The energy flux for electron transfer from QA to Q
-
A

per react ion center, ETo/ RC)

ABS/ RC= ( Mo/V J) / [ 1- ( Fo/ FM) ]

TRo/ RC= Mo/ VJ

ETo/ RC= (Mo/ VJ) / ( 1- V J)

( 2) 光系统 Ò 的最大光化学效率( Maximum eff-i

ciency of PSII photochemistry,UPo )

UPo= 1- ( Fo/ FM)

( 3) 电子传递的量子效率(The quantum yield of

electron transport,WO ) ,相当于吸收的光能能用于光化

学反应的效率

UEo= [ 1- (Fo / FM) ] #( 1- VJ)

( 4) 捕获的激子能使电子进入电子传递链的效

率, 相当于传递的电子能引起的光化学效率 ( The

efficiency with which a trapped exciton can move an elec-

tron into electron transport chain further than QA,UEo)

WO= 1- VJ

( 5) 在 J点的相对可变荧光(The relative variable

fluorescence at phase J)

VJ= (FJ- FO) / ( FM- FO)

在公式中 Fo表示起始荧光, FJ表示在 J点的荧

光, FM 为最大荧光,Mo= 4* ( F300Ls- Fo) / ( FM- Fo)

2  结果

高浓度 CO2 对莱茵衣藻色素含量的短期( 12h)

影响如图 2所示, 高浓度 CO2 对其色素含量有明显

的影响, 与通空气培养相比, 在 12h 末, 通高浓度

CO2 的细胞叶绿素 a、b 和类胡萝卜素含量分别增

加 1611%, 1317%和 1319%。

图 2 高浓度 CO 2对莱茵衣藻叶绿素 a, b 和类胡萝卜素

含量的影响

Fig12  Effect s of high CO2 concentration on Chl a, b and Car contents in

C1 reinhardtii in the short time(12h)1Data are means? SD( n= 3 ) 5)

莱茵衣藻细胞在饱和激发光下其荧光强度在

1s内呈现明显的快速上升, 从图 3可以看出叶绿素

a 荧光上升从Fo一直到 FM,期间也可见明显的 J点

和 I点, 分别约在 2ms和 30ms左右, 从随时间变化

的荧光诱导曲线来看, 在培养 1小时后曲线并没有

明显的变化;随时间的延长, 荧光诱导曲线中 O, I, J

和 P点均明显升高。图 4表明在高浓度CO2培养下

与通空气培养相比, 尽管在J点相对可变荧光在同
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图 3  在不同CO2 浓度培养下,叶绿素 a瞬时荧光( O-J-I-P)随时间变化

Fig13  Changes of the chlorophyll a fluorescence transients(O-J--I P)w ith t ime in C1 reinhardtii exposed to

different CO2 concentrations

图 4 在不同 CO 2浓度培养下,莱茵衣藻在 J点相对

可变荧光随时间的变化

Fig14  Changes in the relative Variable fluorescence at phase J(V J)with

time in C1 reinhardtii exposed to different CO2 concentrat ions1Data are

means? SD( n= 5)

一 CO2 浓度培养下有所下降,但在不同的时间间隔

高浓度 CO2 培养莱茵衣藻细胞均维持一个较高的

V J值,到 12h时,高浓度 CO2 培养细胞的 VJ 值约比

通空气培养的高 1018%。
为了评估高浓度 CO2对能量流的影响,以单位反

应中心为单位的特定能量流参数按 JIP 测试的公式

进行计算,具体结果如图 5所示, 反应中心复合体吸

收的能量在 6h的处理后, 高浓度 CO2 培养的明显比

通空气培养的高,到 12h,高浓度 CO2培养的ABS/ RC

值与空气培养相比增加 916%, 但是反应中心捕获的

能量和用于电子传递的能量并没有明显的增加。随

培养时间的增加,高浓度 CO2培养细胞的 UPo ,UEo和

Wo值随时间变化均明显低于通空气培养的细胞

(图 6)。

3  讨论

  叶绿素a荧光诱导曲线可以分为快相 (上升

图 5  莱茵衣藻在不同 CO 2浓度培养下 ABS/ RC、ET o / RC和TRo /RC随时间变化

Fig15  Changes of ABS/RC、ETo / RC andTRo/ RC with time in C1 reinhardtii exposed to different CO2
concentrat ions1Data are means? SD( n= 5)
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图 6  高浓度CO2 对莱茵衣藻UEo,UPo和 Wo 的影响

Fig16  Influence of high CO2 concentration on UEo ,UPo andWo with time in C1 reinhardtii . Data are

means? SD( n= 5)

相)和慢相(下降相) ,前者一般在 1 s内完成, 而后

者可以持续几分钟。叶绿素 a 荧光诱导曲线的形

状是由测定时刻光合机构的生理学状态决定的, 但

光合机构的生理学状态又受到外界环境的制约
[ 10]

,

因此借助诱导曲线可推测外界环境条件变化所造成

光合机构的影响。从目前的研究结果中可以看出,

莱茵衣藻不管在高浓度 CO2 还是低浓度 CO2 培养,

其叶绿素 a荧光动力学曲线(快相)具有明显的O-J-

I-P 相,与以前报道的有关高等植物和蓝藻的叶绿素

a 荧光动力学曲线 (快相)相似[ 10, 12]。O-J-I-P 荧光

的瞬时上升是光系统 Ò ( PS Ò )电子受体池的连续还

原、PSII反应中心的逐渐关闭过程
[ 18]
。有关实验结

果和理论模拟都证明 J期代表了 Q-
A QB 的积累, 而

Ñ期被认为是Q-
A Q

-
B 积累, P期反映了Q-

A Q
2-
B 的积

累
[ 10]
。在目前的研究中, 高浓度 CO2导致细胞叶绿

素 a 荧光释放明显增加, 这与 Spalding 等报道的结

果相一致, 他们推测荧光强度的增加是因为高浓度

CO2 培养的莱茵衣藻细胞内具有较高的 Q
-
A 浓

度[ 19]。为了证明这一点, 笔者计算了在 J点的相对

可变荧光,因为相对可变荧光( VJ )表示光系统 Ò 原

初电子受体[ Q
-
A /总 QA]的比率

[ 10]
, 从研究结果看,

高浓度CO2培养与空气CO2浓度培养相比具有较大

的VJ 值, 这也证实了 Spalding 等的推测, 表明高浓

度CO2可能对 Q-
A 向QB的电子传递有所抑制,而导

致Q-
A 在细胞内的积累, 这可能是高浓度 CO2 培养

导致叶绿体内的酸化而造成的
[ 8]
。高浓度CO2在短

期内导致细胞色素含量如叶绿素 a、b 和类胡萝卜

素含量的增加, 色素含量的提高有利于细胞吸收更

多的光能, 因此 ABS/ RC值明显地增加。但是天线

色素吸收的光能,有一部分通过荧光激发和热耗散

散失, 其余的才被捕获, 而在本研究中, 高浓度 CO2

培养使细胞叶绿素荧光强度明显增加, 但 TRo/ RC

并没有明显变化, 这可能与不同 CO2 浓度培养下细

胞的热耗散有关。Bozzo和 Colman已经报道莱茵衣

藻在通空气 CO2 浓度培养过程中能很快地诱导其

CCM机制[ 12] ,而这种机制被证明是需要HCO-
3 主动

转运和增加能量的输入
[ 1]
。有关聚球藻 UTEX 625

的研究发现 HCO-
3 转运是通过电子传递最终形成

ATP来提供能量的
[ 20]

, 而在莱茵衣藻中转移 1mol

HCO
-
3 大致需要 1molATP

[ 21]
, 因此在低 CO2 浓度培

养下细胞需要有更多的 ATP, 才能维持这种机制的

运转,这样必然要求增加细胞的光合磷酸化。而光

合电子传递总是与形成 ATP 的光合磷酸化相偶联

的,而且非环式光合电子传递链又是以 NADP+ (辅

酶 Ò )为最终电子受体。在本研究中,低浓度CO2培

养下,尽管用于电子传递的能量并没有变化,而能量

的利用效率包括 UEo ,UPo和Wo均明显地提高,显然将

有利于提高光合电子传递速率,有助于促进 ATP 的

形成以满足细胞对增加的能量需求。目前的结果也

表明不同 CO2 浓度培养导致莱茵衣藻叶绿素 a 荧

光动力学快相的变化与其光系统 Ò 功能的变化密切

相关,也可能与HCO-
3 转运过程中能量需求的变化

有关。在不同CO2浓度培养下莱茵衣藻细胞叶绿素

a 荧光快相的变化也反映了其对环境的适应。
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INFLUENCES OF EXTERNAL HIGH CO2 CONCENTRATION ON THE

ENERGY FLUXES AND YIELD OF PSII IN THE GREEN ALGA

CHLAMYDOMONAS REINHARDTII

XIA Jian-Rong

( Marine Biology Institute , Shantou University , Shantou, Guangdong 515063)

Abstract:Eukaryotic algae exhibit marked differences in photosynthetic carbon metabolism dependent on the CO2 concentrat ion

during growth. The lower affinity for inorganic carbon, high CO2 compensation and decreased carbonic anhydrase in high CO2 con-

centration have been reported. However, little attention has been paid to the response of PSII to elevated CO2 concentration in a-l

gae. Chlorophyll a fluorescence has been widely used to study the PSII behavior under different stress conditions which results in

the establishment of different physiological states. A suitable cell model to study the CO2 effects in algae is the protist Chlamy-

domonas reinhardtii . To investigate the influences of external high CO2 concentration on the energy fluxes and yield of PSII, the

changes of PSII behavior in the green alga Chlamydomonas reinhardtii cells exposed to high CO2 concentrat ion for 12h were stud-

ied by analyzing the chlorophyll a fluorescence transients. High CO2 concentration resulted in significant increase by 1611% ,

1317% and 1319% in the content of chlorophyll a, b and carotenoids, respectively. The polyphasic fluorescence transients(O-J--I

P)was measured by using Plant Efficiency Analyser( PEA) after the cells were dark-adapted, and showed that the level at O, J, I

and P in high-CO2-grown cells significantly raised with the increasing exposure time compared with air-grown ones. The relative

variable fluorescence at the phase J (VJ) maintained a higher value in high-CO2- grown cells in contrast to air-grown ones. The

specific energy flux for absorption(ABS/ RC) after cells were cultured in high CO2 concentration( 4%CO2) for 6 h had a marked

increase, whereas the specific energy fluxes for electron transport( ETO/ RC) and trapping (TRo/ RC)were not affected by high CO2

concentration. The maximal quantum yield of primary photochemistry(UPo ) , the efficiency with which a trapped exciton can move

an electron into the electron transport chain further than Q-
A (WO) , and the quantum yield of electron transport(UEo) were lower in

high-CO2- grown cells than in air- grown ones. These results in this study suggested that the difference of chlorophyll a fluores-

cence reported here reflected the changes of PSII function which may be associated with active transport of HCO-
3 . The analysis

of polyphasic chlorophyll a fluorescence transients was a powerful tool to study the changes of the energy fluxes and yield of PSII

in high CO2 concentrat ion.

Key words:Photosystem Ò ; JIP-test; Energy fluxes; Chlamydomonas reinhardtii
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