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　　浮游植物是海洋中最主要的初级生产者 ,为海
洋中其他生物提供最初营养和能量来源 ,但其生长
经常受到 N、P、Si、Fe 等营养元素的限制。一般来
说 ,营养盐限制是有时空变化的。因此 ,检测出何种
营养盐为限制因子 ,对了解生态环境 ,进行水质监
控[1 ]具有重要意义。
检测浮游植物营养盐限制的方法有很多 ,如通
过细胞内各营养元素的比值 ,营养盐强化前后叶绿
素、光合作用速率的变化等来判断限制浮游植物生

长的营养元素[2 ]。这些方法虽然比较成熟 ,但普遍
存在测定方法复杂、测量时间较长、需要破坏细胞等
缺点[ 1 ]。而叶绿素荧光检测技术以活体藻细胞的叶
绿素作为指示分子 ,研究营养盐对浮游植物的限制
情况 ,具有快速、灵敏、操作简单、对细胞无损伤优
点。本文介绍了叶绿素荧光检测技术的基本原理及
其在检测营养盐限制研究中的应用现状和发展前
景 ,以期对营养盐限制检测方法的进一步发展和完
善有所帮助。

1　叶绿素荧光检测技术

1 . 1　叶绿素荧光的产生
叶绿素分子吸收光量子后被激发 ,其电子从基
态 (低能态)跃迁到激发态 (高能态) 。吸收红光后 ,

电子跃迁到最低激发态 ;吸收蓝光后 ,电子跃迁到能
量更高的激发态 (较高激发态) 。处于激发态的叶绿
素分子很不稳定 ,较高激发态的电子在几百飞秒 (f s ,

1 f s = 10 - 15 s) 内释放热量 ,回到最低激发态 ;最低激

发态的叶绿素分子存在几纳秒 (ns ,1 ns = 10 - 9 s)后 ,

通过以下三种途径 ,释放能量回到稳定的基态 :

(1) 新放出一个光子 ,回到基态 ,即产生叶绿素荧光 ;

(2) 不放出光子 ,直接以热的形式耗散掉 ; (3) 将能量
传递到反应中心 ,用于光合作用 [3 ] (图 1)。由此可
见 ,叶绿素荧光是植物吸收的一小部分光重新以光
的形式发射出来。

图 1　叶绿素吸收光能后能级的变化

1 . 2　检测营养盐限制的基本原理
浮游植物生长过程中 ,其叶绿素吸收的光能主
要分成 3部分 :一部分用于发射叶绿素荧光 ,一部分
以热的形式耗散 ,还有一部分用于光合作用 (图 2) 。
由于吸收的光能是一定的 ,以上三个过程之间此消

图 2　叶绿素吸收的光能的三种用途 [3 ]

L HC :捕光色素蛋白复合体 ;RC :反应中心
L HC : short for light harvesting pigment protein complex ; RC : short
for reaction center
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彼长 ,光合作用的变化便会引起叶绿素荧光的相应
变化 ,因此 ,任何外界因子对光合作用的影响都可以
通过叶绿素荧光参数的变化反映出来。而营养盐是
浮游植物生长必不可少的重要因子 ,当 N、P、Si、Fe
等营养元素缺乏或比例失衡时 ,浮游植物的光合作
用就会受到影响 , 因此可以通过叶绿素荧光参数的
变化来检测浮游植物营养盐的限制情况。

1 . 3　常用参数
常用的叶绿素荧光参数为 F0、Fm和 Fv / Fm ,其
含义见表 1。测定仪器有 PAM ( Pulse Amplit ude
Modulated)荧光仪、FRR ( Fast Repetition Rate)荧
光仪等。一般是将单细胞藻类悬浮液经充分暗适应

(10～20 min)后 ,用很弱的可见光照射 ,即得到 F0

(图 321) 。再给一强饱和光 ,由于强饱和光的照射使
PSⅡ的所有反应中心暂时完全关闭 ,不进行任何光
化学反应 ,吸收的光能全部被转化为荧光和热能 ,所
以荧光迅速上升到最大值即 Fm (图 322) 。通过 F0、
Fm可以计算出 Fv / Fm。Fv / Fm被称为 PSⅡ的最大
光化学量子产量 ,其推导过程如下[4 ,5 ] :

(1) PSⅡ叶绿素吸收的光能分别用来进行光化
学反应、热耗散、发射荧光 ,三者进行各自过程所利
用的光能占总吸收光能的比例 (量子产量)分别用
ψP、ψD、ψF表示。根据能量守恒定律 :

ψP +ψD +ψF = 1 (1)

表 1　常用的叶绿素荧光参数[ 2 ,3]

参数 意义

F0 (初始荧光) 暗适应状态下当光系统Ⅱ( PSⅡ)的所有反应中心处于完全开放状态并且所有的
非光化学过程处于最小时的荧光。

Fm (最大荧光) 暗适应状态下当 PSⅡ的所有反应中心处于完全关闭状态 (即不进行任何光化学反
应)并且所有的非光化学过程处于最小时的荧光。

Fv (最大可变荧光) 暗适应状态下当所有的非光化学过程处于最小时的最大可变荧光。Fv = Fm - F0

Fv / Fm ( PSⅡ的最大光化学量子产量) 用于 PSⅡ光化学反应的光能占 PSⅡ吸收的总光能的最大比例。是指当所有的 PSⅡ反
应中心均处于开放状态时的量子产量。Fv / Fm = ( Fm - F0 ) / Fm 　0 < Fv / Fm < 1

图 3　叶绿素荧光参数产生机理 [3 ]

MR :很弱的可见光 ;SR :强饱和光
MR :short for mearsuing radiation , ;SR :short for saturation radiation

(2) 当强饱和光照射藻细胞时 , PSⅡ的所有反
应中心被暂时完全关闭 ,不进行任何光化学反应 ,吸
收的光能全部被转化为荧光和热能 ,因此ψP = 0 ,
ψF = (ψF ) m ,ψD = (ψD ) m ,

(ψD ) m + (ψF ) m = 1 (2)
(3) 在任何情况下 ,ψD与ψF的比值是恒定的 ,即

ψD /ψF = (ψD ) m / (ψF ) m (3)

通过公式 (2)可以得到 : (ψD ) m = 1 - (ψF ) m (4)

由公式 (3) 、(4)可以推出 :
ψD =ψF / (ψF ) m -ψF (5)

联立公式 (1) 、(5) ,可以得到 :
ψP = 1 -ψF - [ψF / (ψF ) m -ψF ] = [ (ψF ) m–ψF ]/

(ψF ) m = ( Fm - F) / Fm

在暗适应状态下 ,当 PSⅡ的所有反应中心处于
完全开放状态 ,并且所有的非光化学过程处于最小
时 ,光化学反应最大 ,ψP = (ψP ) m ,得到的荧光为 F0 ,
因此 ,最终可以推出 (ψP) m = ( Fm - F0 ) / Fm = Fv / Fm ,
即用 Fv / Fm来表示 PSⅡ的最大光化学量子产量。

2　研究现状
研究表明 ,在营养盐充足的条件下 , Fv / Fm比值
变化很小 ,但在营养盐限制时 , Fv / Fm比值明显降低。
所以 ,可以通过营养盐添加前后 Fv / Fm比值的变化
来检测浮游植物的营养盐限制情况。一般是将各种
营养盐添加到水样中 ,在 24 h 后取样测量 Fv / Fm比
值。如果添加某种营养盐后 , Fv / Fm比值显著增加 ,
则说明此种营养盐限制了浮游植物的生长。目前 ,
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国外学者在实验室培养条件下初步证明了此种方法
的可行性 ,但将此种方法应用到现场海域的研究较
少 ,而国内由于仪器设备的限制 ,相关研究更少。

2 . 1　实验室培养条件下的研究成果
应用 Fv / Fm比值来检测浮游植物 N限制情况的
较多。Young 等[6 ]的研究结果表明 ,盐生杜氏藻
( Dunaliella tertiolecta)在缺 N的条件下培养 4 d后 ,
Fv / Fm比值从 0. 6左右下降到约 0. 2。重新添加 N源
后 , Fv / Fm比值在大约 30 min 时开始增加 ,5～10 h
时增长速率最大 ,24 h 内完全恢复。尹翠玲[7 ]测量
了不同 N浓度下 6 种微藻叶绿素荧光参数的变化 ,
发现当 N限制时 ,随着 N 浓度的降低 ,培养时间的
延长 , Fv / Fm比值下降的幅度逐渐增大。重新添加 N
源后 , Fv / Fm比值逐渐升高 ,浓度越低、接种后时间越
长 ,上升的幅度越大 ,24 h 之内基本恢复。Steglich
等[8 ]研究发现 ,蓝藻 ( Prochlorococcus m ari nus)在营
养盐充足条件下 , Fv / Fm比值为 0. 66 ,但当 N 限制
时 , Fv / Fm比值从 2 h 起开始下降。Cleveland 等[ 9 ]

对纤细角毛藻 ( Chaetoceros g raci l is)的研究发现 , N
限制条件下 Fv / Fm比值下降了 46 %。这可能是由于
N是蛋白质、叶绿素、与光合作用有关的酶的必要组
成成分[10～12 ] ,当藻细胞缺 N 时 , PSⅡ吸收的光能大
于需要的光能 ,使 PSⅡ的活性反应中心部分损坏 ,
光能转化效率、电子传递效率降低 ,从而导致 Fv / Fm

比值下降[8～11 ]。Berges等[13 ]的研究发现 ,在缺氮条
件下蓝藻 ( S y nechococcus sp . PCC 7002) 、绿藻 ( D u2
naliel l a tert iolect a) 、硅藻 ( T hal assiosi ra w eiss f lo2
gi i) Fv / Fm比值下降的程度逐渐增大 ,分别下降了
24 %、40 %、46 %。这是由于 N 限制主要影响 PSⅡ
的功能 ,硅藻 PSⅡ和 PSI (光系统 I)的比值大于绿
藻、蓝藻 PSⅡ和 PSI的比值。

Fv / Fm比值也常用来检测浮游植物 P限制的情
况。Beardall 等[1 ]的实验结果表明 ,将 PO -

4 添加到
受 P限制的 4 种微藻中 ,经过 24 h 后 ,4 种微藻的
Fv / Fm比值均显著增加。Lippemeier 等[ 12 ]将威氏海
链藻 ( T hal assiosi ra w eiss f logi i)放在缺 P的条件下
培养 3 d ,发现 Fv / Fm比值由 0. 64下降到 0. 59 ,重新
加入 P后 , Fv / Fm比值上升至 0. 63。Geider 等[11 ]研
究发现 ,在 P限制条件下 ,盐生杜氏藻的 Fv / Fm比值
由 0. 65下降到 0. 39。这可能是由于 P与 A TP的合
成、光合磷酸化水平有关[11 ,12 ]。藻细胞中 P浓度的
降低 ,会导致光合磷酸化水平下降 ,A TP合成减少 ,
Calvin循环效率下降 ,NADP +和 NADP H再循环受
阻 ,而 NADP +是光合电子传递链 PSI端的最终电子
受体 ,其供应量不足 ,必然会引起 PSⅡ功能的下降 ,
所以 Fv / Fm比值下降[14～18 ]。
一些研究成果表明 , Fv / Fm比值也可以用来检测
浮游植物 Si、Fe的限制情况。Lippemeier 等[19 ]研究
了不同浓度的 Si 对纤细角毛藻的影响 ,结果表明 ,

当 Si限制时 Fv / Fm比值下降 ;当 Si 恢复正常浓度
后 , Fv / Fm比值在 20 min 内迅速上升。Lippemeier
等[12 ]将威氏海链藻放在缺 Si 的条件下培养 3 d ,发
现 Fv / Fm比值由 0. 65下降到 0. 56 ,重新加入 Si后 ,
Fv / Fm比值上升到 0. 67。Geider等[10 ]把三角褐指藻
( Phaeodact y l um t ricornut um )分别放在缺乏 N、P、
Fe的培养基中培养 4d ,发现 Fv / Fm比值均显著降
低 ,而缺 P 的藻细胞 Fv / Fm比值降低的相对较少。
这可能是因为缺 P的藻细胞含有更高的硅藻黄素与
硅甲藻黄素的比值 ,可以耗散更过的过剩光能 ,从而
减轻过剩光能对 PSⅡ活性反应中心的损坏。当把
限制性营养盐重新加入到培养基中 , Fv / Fm比值在
24 h内均完全恢复。Roche等[20 ]在研究盐生杜氏藻
时也发现了类似的现象。
以上研究结果表明 ,应用 Fv / Fm比值检测单一
藻种受到不同营养盐限制的情况是可行的。但研究
的微藻种类、限制性营养盐种类较少 ,今后需要进行
深入研究。而天然水域往往同时存在多种浮游植
物 ,且它们的生长可能同时受到多种营养盐的限制 ,
但至今尚未有混合藻种以及藻种同时受到多种营养
盐限制的研究报道 ,因此今后需对这些情况进行研
究 ,以期将实验室成果应用到天然水域。

2 . 2　天然水域的研究成果
目前 ,应用 Fv / Fm比值检测天然水域营养盐限
制情况的较少。Gobler 等[ 21 ]于 2000 年夏季、2001
年春季对 East River、Long Island Sound 附近水域
进行了调查 ,向水样中分别加入了适量的 N、P、Si。
结果发现 ,夏季 Long Island Sound附近所有水域的
海水在加入 N后 , Fv / Fm比值均显著增加 ,说明夏季
这些水域受到 N 的限制。春季 ,Long Island Sound
西部的海水在加入 Si后 , Fv / Fm比值增加明显 ,说明
春季该海域 Si是限制性因素 ;而 Long Island Sound
东部的海水在加入 N、P、Si 后 , Fv / Fm比值均没有变
化 ,表明春季此海域营养盐充足。Behrenfeld 等[22 ]

向赤道太平洋 HNL C 区域的水样中添加了 Fe ,
Fv / Fm比值在 24 h内从 0. 25增加到 0. 55 ,说明该海
域受到 Fe的限制。类似的现象在其他 HNL C区域
也有发生[ 23～26 ]。一些学者研究表明当现场海域营
养盐充足时 Fv / Fm比值较高 ,而受到营养盐限制时
Fv / Fm比值较低[27～30 ]。Geider 等[ 27 ]发现 ,马尾藻海
域表层水 Fv / Fm比值较低 ,这是由于该区域受到 N
限制 ,浮游植物光合作用能量转化受到影响的缘故。
Moore等[ 30 ]在春季赤潮爆发期间对 Iceland Basin
和 Rockall Trough附近海域进行了研究 ,发现在赤
潮早期营养盐充足时 , Fv / Fm比值较高 ,因此 ,可以通
过比较赤潮不同阶段的 Fv / Fm比值 ,确立一个赤潮
的现场快速检测指标 ,为赤潮的快速初步判定和建
立赤潮管理快速响应机制服务[31 ]。
天然水域与实验室培养不同 , Fv / Fm比值往往受
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到多种因素的共同影响 ,如温度、光照、营养盐等 ,且
天然水域中同时存在多种浮游植物 ,其生物组成也可
能随着季节等因素发生变化 ,因此如何利用 Fv / Fm比
值来检测天然水域中浮游植物的营养盐限制 ,需要
进行深入细致的研究。
可见 ,叶绿素荧光检测技术可以用来检测浮游
植物的营养盐限制情况。但一些研究者却提出了不
同观点 ,认为这种方法并不是在所有的条件下都适
用。其只能用来检测处于“营养盐饥饿”状态下 (Nu2
t rient St ravation)的浮游植物 ,而当浮游植物处于
“营养盐限制”状态 ( Nut rient Limitation)并适应了
此种状态后 , Fv / Fm比值在营养盐添加前后始终保持
较高且稳定 ,对营养盐限制不再敏感 ,因此 ,此种方
法不能用来检测处于“营养盐限制”状态下的浮游植
物[4 ,32 ]。这两种状态下 Fv / Fm比值变化的差异可能
是由于藻的种类、培养条件的不同所引起的 ,有关这
方面的问题还需要进一步研究。
此外 ,一些研究人员发现 ,将限制性营养盐添加
到受此种营养盐限制的藻液中 ,几分钟之内叶绿素
荧光参数会发生瞬时变化[33 ] ,这种现象被称之为
N IF T现象 ( Nut rient2Induced Fluorescence Transi2
ent) [34 ]。而将非限制性营养盐或水加入到该藻液
中 ,没有出现 N IF T 现象[1 ,2 ] ,因此可以用限制性营
养盐添加前后叶绿素荧光的瞬时变化 ( N IF T)来检
测浮游植物的营养状况。常用的叶绿素荧光参数有
Fs (光适应条件下的稳态荧光) , Fm (光适应条件下的
最大荧光) ,ΔF/ Fm ( PSⅡ光化学能量转换的有效量
子产量)等。Lippemeier 等[12 ]研究表明 ,将 N、P、Si
分别添加到缺乏 N、P、Si 的盐生杜氏藻和威氏海链
藻中 ,在 1～30 min之内 ,均出现了 NIFT现象。添加
N后 ,ΔF/ Fm 比值剧烈上升 ,添加 P、Si后 ,ΔF/ Fm 比
值迅速下降。Holland等[ 35 ]向缺 P的小球藻 ( Chlo2
rel l a emersoni i)和蓝藻 ( Osci l l atori a sp . )中添加适
量的 P后 ,几分钟之内 Fs , Fm ,ΔF/ Fm 比值均出现了
明显的降低 ,而加入 N 或水则没有出现 NIFT现象。
Beardall等[1 ]采集了 Lucerne湖 ( P限制)和 Zurich湖
(P充足)的水样 ,发现只有 Lucerne湖的水样在添加 P
后出现了 NIFT现象。可见 ,利用 NIFT现象可以在
几分钟或几小时内迅速检测出浮游植物的营养状况 ,
具有很好的发展前景。但目前国内外仅对几种藻类
进行了初步研究 ,因此还需进行深入探讨。

3　展望
叶绿素荧光检测技术由于其具有快速、灵敏、操
作简单、对细胞无损伤等优点 ,近年来受到越来越多
的关注 ,是检测浮游植物营养盐限制最有发展前景
的方法。但目前仍有许多理论和技术问题需要进行
深入探讨 :

(1) 在实验室培养条件下初步证明了此种方法的

可行性 ,今后应对不同的浮游植物种类、限制性营养盐
种类、营养盐限制程度、培养条件、培养时期进行进一
步研究 ,确定此法的应用范围 ,改进和完善叶绿素荧光
技术在检测浮游植物营养盐限制研究中的应用。

(2) 进行混合藻培养 ,测定营养盐限制时叶绿素
荧光参数的变化 ,处理混合样品中不同浮游植物种
类受到不同营养盐限制的情况 ,例如 ,硅藻可能是 Si
限制 ,而绿藻可能是 N或 P限制[2 ] ,以期把实验室结
果应用于现场。

(3) 把叶绿素荧光技术应用到现场海域 ,检测天
然海水营养盐的限制情况。

(4) 进一步扩大叶绿素荧光检测技术的应用领
域 ,深入探讨其在赤潮的现场快速检测、营养盐浓度
对浮游植物群落结构的影响等研究中的应用。
随着叶绿素荧光理论研究和检测技术的进一步
发展 ,叶绿素荧光检测技术必将在浮游植物的研究
中发挥越来越重要的作用。
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