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摘要: 镉是环境中的主要重金属污染物,研究镉胁迫下蓝藻光合活性的变化,有助于深入认识镉的细胞毒性以及蓝藻细胞对

镉胁迫的响应特性,可为评价镉的生态环境风险提供科学依据。 为探索镉对淡水蓝藻的毒性效应,选择集胞藻 PCC 6803 作

为受试生物,以 0、0.05、0.25、0.50 和 1.00 mg·L-1 Cd2+处理 24 h 后,测定其光合色素含量、光合活性以及活性氧(ROS)、超氧化

物歧化酶(SOD)的变化。 结果表明,0.05 mg·L-1 Cd2+处理下细胞的光合活性与对照组无显著差异;高于 0.25 mg·L-1的 Cd2+处
理,细胞叶绿素 a 含量下降,PSⅡ反应中心受损,活性氧积累并激活抗氧化酶活性。 Cd2+浓度高于 0.50 mg·L-1,最大光化学效

� 率(Fv /Fm)显著下降,PSⅡ线性电子传递链受阻;Q-
A 动力学曲线的快相和中相时长明显增加,Q-

A 到 QB 电子传递受到抑制,PS
� Ⅱ受体侧受损,QB 空位点对 PQ 的结合速率减慢。 结果表明,集胞藻能耐受低于 0.05 mg·L-1 Cd2+胁迫并表现出毒性兴奋效

应;高浓度 Cd2+通过干扰 PSⅡ导致生长抑制作用,影响线性电子传递链中 Q-
A 和 QB,主要毒性作用位点(受体蛋白)尚不清楚。
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Abstract: Cadmium is the main heavy metal pollutant in the current environment. Studying the changes of cya-
nobacterial photosynthetic activity under cadmium stress is helpful to deeply understand the cytotoxicity of cadmi-
um and the response characteristics of cyanobacterial cells to cadmium stress. In order to provide basis for evalua-
ting the ecological and environmental risks of cadmium, toxic effects of cadmium to freshwater cyanobacteria was
studied, selecting Synechocystis PCC 6803 as the test organism. After treatment with 0, 0.05, 0.25, 0.50 and 1.00

� mg·L-1 Cd2+ for 24 h, the content of photosynthetic pigments, photosynthetic activity, reactive oxygen species
(ROS) content and superoxide dismutase (SOD) activities were determined. The results showed that there was no
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significant difference in photosynthetic activity between the low-dose 0.05 mg·L-1 Cd2+ treatment and the control
group. Under treatment with 0.25 mg·L-1 Cd2+ , chlorophyll a content decreased, the PSⅡ reaction center was

� damaged, ROS content was accumulated, the antioxidant enzyme was activated and growth was inhibited. The
maximum photochemical efficiency (Fv /Fm) decreased significantly at Cd2+ concentrations above 0.50 mg·L-1 , and
the linear electron transport chain of PSⅡ was blocked. The fast and middle phases of the Q-

A reoxidation kinetics
curve became significantly longer, inhibiting electron transfer between Q-

A and QB , impairing the receptor side of PS
Ⅱ, and slowing down the binding rate between the vacancy site of QB and PQ. The results showed that Synecho-
cystis PCC 6803 could tolerate less than 0.05 mg·L-1 Cd2+ stress and Cd2+ exhibited stimulant effects; high concen-

� trations of Cd2+ cause growth inhibition by interfering with PSⅡ, affecting Q-
A and QB in the linear electron trans-

port chain, and the main toxic sites of action of cadmium (receptor proteins) are not known.
Keywords: Cd2+ ; Synechocystis PCC 6803; photosynthetic activity; antioxidant enzyme activity; toxic effects

　 　 镉是一种生物半衰期相对较长的非必需重金属

元素,容易在生物体中积累并行使生理功能[1],具有

高致毒性[2];如镉与巯基紧密结合,是一种酶抑制

剂[3],破坏细胞内部离子平衡并与蛋白质中的金属

离子发生置换反应导致其失去活性[4];镉激发细胞

的氧化应激造成脂质过氧化、引起蛋白质/DNA 损

伤[5];镉还可通过干扰 DNA 合成与修复,破坏细胞

的增殖和分化、细胞周期进程和细胞凋亡等[6]。 即

使在较低浓度下,镉也能通过诱导氧化应激和影响

生长、代谢、营养吸收、光合作用和呼吸作用对光合

生物产生毒害效应[7-9]。 镉对藻类的毒性试验表明,
镉胁迫能显著抑制栅藻生长并破坏细胞超微结

构[2];镉对藻类光合系统具有毒性效应,破坏叶绿素

合成[10-12],竞争性结合放氧复合体(OEC)上 Ca2+位
点和叶绿素 a 的 Mg2+等[13]。 长期以来,镉被认为是

� 没有任何有益功能的有毒重金属。 但最近研究表

明,植物需要微量 Cd2+才能达到最佳生长状态[14];
在硅藻中,金属镉、钴和锌可以在功能上互相替换,
以保持最佳的生长速度[15]。 可见,镉的确切生物效

应仍不甚明了,需要深入研究。
蓝藻作为水生生态系统总初级生产力的重要贡

献者,是重金属进入食物链的主要途径之一;暴露在

环境中的蓝藻细胞对重金属胁迫敏感,集胞藻作为

光合作用研究的模式生物,是研究水体重金属潜在

生态风险的重要模型[16]。 尽管 Cd2+对藻细胞光合

系统影响的研究已非常深入,但此前的研究主要集

中在藻细胞对重金属胁迫的生理响应和生物吸附能

力[17-21],Cd2+的毒性机制仍不明确,且 Cd2+的急性毒

性胁迫影响光合系统中的位点存在一些相互矛盾的

结果[10, 22],例如,PSⅠ和 PSⅡ对镉的敏感性存在争

议;Cd2+的胁迫位点位于电子传递链的确切部位存

在分歧。 本文选择集胞藻 PCC 6803 为对象,探究

不同浓度 Cd2+对细胞抗氧化酶系统和光合活性的

毒性效应,以期寻找 Cd2+作用于蓝藻细胞的靶标位

点,进一步认识重金属对淡水蓝藻的毒性作用及其

急性致毒机理、评估重金属的生态风险提供理论

依据。

1　 材料与方法(Materials and methods)
1. 1　 材料和培养条件

集胞藻(Synechocystis sp.)PCC 6803 来自中国科

学院水生生物研究所淡水藻种库 (FACHB-collec-
tion)。 以改良 BG11 培养基(不含 EDTA)为培养液,
在(30±1) ℃、30 ~ 40 μmol·m-2·s-1 持续光照条件

下,以 130 r·min-1转速进行摇床培养,采用紫外分

光光度计(UV1701,日本岛津)测定培养物在 730 nm
的吸光值,通过 A730 nm 监测其生长。 初始接种浓度

� A730 nm =0.1 接入 250 mL 三角瓶,收集处于对数生长

期(A730 nm =0.8 ~ 1.0)的藻细胞用于本研究。
3 000 r·min-1转速离心 5 min 收集对数生长期

的藻细胞,无菌水冲洗 3 次后,置于 BG11 培养基

中,接种量少于培养基的 1% ,接入含有 100 mL
BG11 的三角瓶。 分析纯的试剂 CdCl2·2.5H2O 购

于中国国药有限公司。 设置各处理组中 Cd2+浓度

分别为 0.05、0.25、0.50 和 1.00 mg·L-1,以 0 mg·L-1

作为对照组。 每个浓度设置 3 个重复,试验周期为

24 h。
1. 2　 指标测定

1. 2. 1　 光合色素含量的测定

光合色素含量的测定如前人[23]描述,取 5 mL
培养物 4 000 r·min-1离心 10 min,弃去上清液,加入

5 mL 预冷的 90%的甲醇,混匀后在 4 ℃冰箱避光
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提取 24 h,4 000 r·min-1离心 10 min 后,取上清液,
采用紫外分光光度计测定 665、652 和 470 nm 波长

的吸光值,参照公式计算叶绿素 a(Chl a)和类胡萝卜

素(Car)的含量:
Chl a (mg·L-1)=16.82A665-9.28A652

Car (mg·L-1)=(1000A470-1.91Chl a)/225
1. 2. 2　 活性氧(ROS)含量测定

集胞藻细胞内的 ROS 用二氯二氢荧光素双醋

酸盐(DCFH-DA)检测。 DCFH-DA 能进入细胞内,
被酯酶分解为 DCFH,DCFH 与 H2O2 等小分子过氧

化物结合而被氧化成具有荧光性的 DCF。 在 24 h
取样,离心,重悬于 100 mmol·L-1 PBS (pH 7.2)缓冲

液中,再使用 PBS 缓冲液洗涤细胞 2 次,200 mL 培

养物加入 96 孔板用酶标仪 (PerkinElmer VICTOR
Nivo,美国)检测 DCF 荧光强度(激发波长 485 nm 和

发射波长 530 nm)和叶绿素荧光(激发波长 485 nm
和发射波长 670 nm)。 使用叶绿素荧光法归一化单

个细胞 ROS 含量,使用公式 FDCF /FChl 计算相对 ROS
丰度。
1. 2. 3 　 超氧化物歧化酶 ( superoxide dismutase,
SOD)活性测定

　 　 取适量藻液 4 000 r·min-1离心 10 min 后,将藻

泥悬浮于 1 mL 生理盐水(0.9% NaCl),加入适量锆

珠,4 ℃冷冻破碎,4 ℃、1 800 r·min-1离心 10 min,
取上清用于蛋白含量与酶活测定。 SOD 的测定使

用试剂盒(南京建成),蛋白质测定使用微孔 BCA 蛋

白试剂盒 WST-1 法(康为世纪),使用蛋白量归一化

SOD 含量。
1. 2. 4　 快速荧光诱导动力学曲线(OJIP)和 PSⅡ最

大光化学效率(Fv /Fm)的检测

　 　 OJIP 曲线和 Fv /Fm 使用 AquaPen-C AP-C 100

� 荧光仪 (Photon Systems Instruments,Brno,捷克)测
定,其中 Fv =Fm-F0,F0 和 Fm 分别是藻细胞在暗适

� 应状态下的最小和最大荧光产量[24-25]。 调节合适的

细胞浓度,室温暗适应 10 min,蓝藻 F0 的测定使用

� 弱蓝色测量光(450 nm,<0.1 μmol·m-2·s-1 ),该光强

不足以引起光化学电子传递,Fm 采用饱和脉冲光

� (1 800 μmol·m-2 s-1 )照射 800 ms 测得。 以照射时

间为横坐标,荧光强度为纵坐标,对快速叶绿素荧

光诱导动力学曲线作图,为了更好地观察 J 点和 I
点,把横坐标改为对数坐标,结果得到 OJIP 诱导

曲线。

1. 2. 5　 Q-
A 再氧化曲线的测定

叶绿素荧光衰减的测定用双调制 荧 光 仪

FL6000(Photon Systems Instruments,Brno,捷克)测
定[26-27]。 室温暗适应 10 min。 取 3 mL 暗适应后的

藻液放入样品池,打开测量闪光测定 F0,其闪光长

� 度为 4 μs。 之后打开单次反转饱和闪光还原电子

受体 Q-
A,闪光长度为 50 μs。 单次反转饱和闪光关

闭后,荧光强度下降,此时即为 Q-
A 的再氧化过程,

仪器每间隔 101/6 μs 记录一次荧光强度值。 参照文

献[27-28],对 Q-
A 再氧化曲线进行三指数衰减拟合,

拟合方程如下:
Ft =A1exp(-t / T1)+A2exp(-t / T2)+A3exp(-t / T3)+A0

式中:Ft 代表可变荧光产量,A0 ~ A3 指幅度,T1 ~
� T3 是时间常数,半衰期由时间常数 T 计算得来,公
� 式 t1/2 =ln 2T。

1. 2. 6　 S-state 检测

取 3 mL 待测样品放入样品室,打开测量光测

定 F0,测量光照射时间是 1 ms。 随后打开光化光闪

� 光照射样品,光化光闪光次数为 10 次,每次闪光时

间间隔为 100 ms。 以照射时间为横坐标,荧光强度

为纵坐标作图即为 S-state 曲线[29]。 根据 S-state 曲

线,无活性 PSⅡ反应中心(PSⅡX)比例可通过 F0 第

� 4 次光化光闪光后 100 ms 处荧光值的差值进行估

算,具体计算公式为:ΔF4 =F400 ms /F0 -1。 由于本试验

� 中相对可变荧光强度降低,使用修改后公式[30]来计算

PSⅡX 的比例:PSⅡx(% )=Δ F4×100(F300 ms /F0-1)。
1. 3　 数据分析

本试验各组均设置 3 个平行。 统计软件使用

SPSS25.0(IBM,USA),处理组和对照组间采用单因

素方差(One-way ANOVA)分析检验,若差异显著进

行最小显著差异(LSD)多重比较检验组间差异显著

性。 绘图和数据处理使用 R 语言中的 tidyverse 包。

2　 结果(Results)
2. 1　 光合色素含量变化

不同浓度 Cd2+对叶绿素 a 含量影响如图 1 所示。
0.05 mg·L-1浓度处理后,叶绿素 a 与对照组相比呈现

� 上升趋势;以 0.25、0.50 和 1.00 mg·L-1处理集胞藻后,
叶绿素 a 含量与对照组相比显著下降(P<0.01)。
2. 2　 ROS 含量和 SOD 活性变化

如图 2 所示,处理 24 h 后,Cd2+浓度 0.05 mg·
L-1处理组与对照组相比 ROS 含量显著上升 (P <

� 0. 01),Cd2+浓度为 0.25、0.50 和 1.00 mg·L-1的处理组
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ROS 含量分别是对照组的 1.47 倍、2.58 倍和 2.69 倍。
与对照组相比,Cd2+ 浓度为 0.05、0.25 和 0.50

mg·L-1的处理组藻细胞中 SOD 活性显著上升(P<
� 0. 05);Cd2+浓度为 1.00 mg·L-1的处理组藻细胞中

SOD 活性与对照组差异不显著(P>0.05)。
2. 3　 叶绿素荧光活性的变化

集胞藻在不同 Cd2+环境中,叶绿素荧光诱导曲

线和 PSⅡ最大光化学效率(Fv /Fm )如图 3 和图 4 所

� 示。 由图 3 可知,Cd2+浓度为 1.00 mg·L-1,P 峰消

失。 归一化的 OJIP 曲线可以更好比较各峰之间的

变化;Cd2+ 浓度 0.50 mg·L-1, J 峰显著上升 (P <
� 0.01)。 由图 4 可知,Cd2+ 浓度为 0.50 mg·L-1 和

1.00 mg·L-1,处理组 Fv /Fm 相对于对照组显著下

� 降(P<0.01)。

图 1　 不同浓度镉离子处理 24 h 对集胞藻光合

色素含量的影响

注:*表示与对照组相比存在显著性差异。

Fig. 1　 Effect on the pigment content in Synechocystis sp. after
exposure to different concentrations of cadmium for 24 h

Note: * indicates significant difference compared with the control group.

图 2　 不同浓度镉离子处理 24 h 集胞藻活性氧(ROS)含量和超氧化物歧化酶(SOD)活性的变化

注:*表示与对照组相比存在显著性差异。

Fig. 2　 Change of reactive oxygen species (ROS) content and superoxide dismutase (SOD) activity in Synechocystis
sp. after exposure to different concentrations of cadmium for 24 h
Note: * indicates significant difference compared with the control group.

图 3　 不同浓度镉离子处理 24 h 集胞藻的 OJIP 曲线

注:相对可变荧光计算公式为 Vt =(Ft-F0 )/(Fm-F0 )。

Fig. 3　 OJIP fluorescence transients of Synechocystis sp. after exposure to different concentrations of cadmium for 24 h
Note: Relative variable fluorescence is calculated by Vt =(Ft-F0 )/(Fm-F0 ).
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图 4　 不同浓度镉离子处理 24 h 集胞藻的

PSⅡ最大光化学效率

(Fv / Fm)变化

注:*表示与对照组相比存在显著性差异。

Fig. 4　 Change of PSⅡ maximum photochemical efficiency
(Fv /Fm) in Synechocystis sp. after exposure to different

concentrations of cadmium for 24 h
Note: * indicates significant difference compared with the control group.

2. 4　 Cd2+对 Q-
A 再氧化的影响

如图 5 所示,不同浓度 Cd2+作用下集胞藻 Q-
A

再氧化动力学曲线分析中,Cd2+浓度在 0.50 mg·L-1

和 1.00 mg·L-1时,可变荧光(Fv)振幅显著(P<0.01)减
小,衰减期减慢。 表 1 显示 Q-

A 再氧化的参数,Cd2+

浓度为 0.25、0.50 和 1.00 mg·L-1,快相、中相半衰期

随着浓度显著持续增加(P<0.01)。
2. 5　 Cd2+对无活性 PSⅡ反应中心(PSⅡX)的影响

不同浓度 Cd2+作用下连续单饱和反转闪光激

发后 S-state 曲线如图 6(a)所示。 PSⅡ反应中心的一

部分不能将电子从初级受体QA 传递给次级受体QB,
成为 PSⅡX。 据此计算细胞内的 PSⅡX 的比例的结

果如图 6(b)所示,Cd2+浓度为 0.50 mg·L-1和 1. 00
mg·L-1,集胞藻 PSⅡX 比例显著上升。

3　 讨论(Discussion)
尽管地壳中镉元素含量很低,但人类通过采矿、

有色金属冶炼和肥料生产使其浓度在局部环境中增

加到有毒水平,如化工园区或密集种植区土壤中的

Cd2+浓度达到 100 mg·kg-1以上。 这些 Cd2+最终汇

集到江河湖海中,威胁水域生态系统的安全与健康。
蓝藻作为水域生态系统的重要成员,对镉具有较强

的吸附/吸收能力;研究表明蓝藻细胞能在 30 min 吸

附 70%以上 Cd2+,胞内聚集的 Cd2+抑制叶绿素合成

并破坏类囊体膜蛋白结构,可直接或间接损伤电子

传递系统、酶活和光合系统,进而降低蓝藻细胞的光

合能力;可见,蓝藻细胞对 Cd2+的胁迫极为敏感[22]。
不高于 0.50 mg·L-1的低剂量镉浓度能够激发集胞

藻细胞的氧化应激和抗氧化酶系统,该结果与曲壳

藻[31]暴露在镉胁迫中的表现基本一致。 本试验也发

现,镉胁迫对细胞光合系统造成损伤,破坏光合电子

传递链导致电子外溢,胞内的氧与外溢电子结合产

生 ROS[32];镉离子含量的增加会导致 ROS 的产生量

持续增加,引起胞内 ROS 聚集;过量的 ROS 导致亚

细胞结构的破坏,并使其他酶失活,破坏色素和光合

系统,导致藻细胞光合作用和其他代谢过程发生紊

乱[33-34]。 为了应对镉胁迫产生的 ROS 氧化压力,细
胞合成 SOD 消除 ROS 的毒性效应;这使得 SOD 酶

活性应激性增强。
Fv /Fm 是表征藻细胞 PSⅡ光合活性的重要参

� 数,是反映藻类光合作用效率的重要指标。 当环境

条件中存在胁迫,叶绿素荧光发生相应改变,Fv /Fm

� 也随着改变,这个过程可以反映胁迫对于藻细胞影

表 1　 不同浓度镉离子处理 24 h 集胞藻的 Q-
A 再氧化曲线参数

Table 1　 Parameters of Q-
A reoxidation kinetics in Synechocystis sp. after exposure

to different concentrations of cadmium for 24 h

浓度/(mg·L-1 )

Concentration

/(mg·L-1 )

快相

Fast phase

中相

Middle phase

慢相

Slow phase

A1 /% T1 /μs A2 /% T2 /ms A3 /% T3 /s

0 95.40 381 3.90 4.1 0.70 19.2

0.05 96.50 350 2.90 4.2 0.60 18.5

0.25 95.90 402 3.10 7.0 0.90 18.2

0.50 93.00 453 4.80 5.8 2.10 5.1

1.00 61.20 3 328 26.25 826.4 12.5 62.5

注:A1 ~ A3 指幅度,T1 ~ T3 是时间常数。
Note: A1 ~ A3 refer to the amplitude, and T1 ~ T3 is the time constant.
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响状况[24]。 本研究为确认 Cd2+对藻细胞光合系统

的毒性效应,首先考察 Fv /Fm 的变化,证实了 Cd2+对
� 藻细胞光合系统的毒性效应;这个结果与文献[10]报

道的结果明显不同。 在此基础上进一步考察 Cd2+

对集胞藻 OJIP 曲线的影响,确认了二者间具有明显

的剂量效应关系。 当 Cd2+浓度高于 0.5 mg·L-1,Fv /
� Fm 显著降低,J 峰显著上升,表明最大光量子产量减

小,光能转化效率下降;镉胁迫下,集胞藻电子传递

链被扰乱,导致 PSⅡ活性降低,说明了 PSⅡ是 Cd2+

的作用靶标[26]。 当 Cd2+为 1.00 mg·L-1时,J-I-P 荧

光强度降低到接近平缓,说明 PSⅡ供体侧电子传递

受到严重抑制[35],导致 P+
680 的聚集,进一步表明高浓

度 Cd2+会损伤光合电子传递链。
为了进一步验证 Cd2+造成 PSⅡ受体侧损伤,进

行 Q-
A 再氧化动力学曲线拟合分析。 结果显示,

Cd2+浓度高于 0.25 mg·L-1,快相时长明显增加,镉
延缓 PSⅡ中 QB 介导的 Q-

A 再氧化,导致 Q-
A 到 QB

电子转移速率减缓;中相时长明显增加,镉抑制 QB

结合位点上 PQ 的结合[36],综上说明镉胁迫可导致

PSⅡ受体侧受损,空 QB 位点对 PQ 的结合减慢,Q-
A

到 QB 电子转移受到抑制[30]。 PSⅡ反应中心存在异

质性,PSⅡX 位于类囊体暴露区,不能有效地从电子

受体 Q-
A 转移电子到次级电子受体 QB,通过单反转

光测定 S-state,用以确定镉处理下 PSⅡ反应中心损

伤的比例。 S-state 分析显示,Cd2+高于 0.25 mg·L-1

短期处理时 PSⅡX 比例显著增高,镉将活跃的 PSⅡ
反应中心转化为不活跃的 PSⅡX,进一步解释镉处

理下 Q-
A 和 QB 之间电子传递延迟。 由此确认 PS

Ⅱ反应中心是 Cd2+的主要作用靶点。 可见,较低浓

度的镉也会诱导氧化应激、损伤蛋白结构、影响光合

系统。
Cd2+会直接影响藻细胞的色素成分和生长增

殖[7, 37-40],本研究发现,0.25、0.50 和 1.00 mg·L-1

Cd2+处理集胞藻时,其叶绿素含量受到显著抑制。
该结果与已有文献的研究结果类似[26, 41]。 另一方

面,本试验 0.05 mg·L-1的 Cd2+能促进集胞藻叶绿素

的合成。 与之前的研究结果“低浓度 Cd2+(0.1 mmol
·L-1)能促进集胞藻生长和叶绿素合成” [38],导致蛋白

图 5　 不同浓度镉离子处理 24 h 集胞藻 Q-
A 再氧化曲线

注:荧光强度计算公式为 Ft-F0。

Fig. 5　 Q-
A reoxidation kinetic curves of Synechocystis

sp. after exposure to different concentrations
of cadmium for 24 h

Note: Fluorescence intensity is calculated by Ft-F0 .

图 6　 不同浓度镉离子处理 24 h 集胞藻荧光衰减曲线(a)和无活性 PSⅡ反应中心(PSⅡX)比例(b)的变化

注:*表示与对照组相比存在显著性差异,荧光强度计算公式为 Ft /F0。

Fig. 6　 Fluorescence decay curves (a) and the proportion of inactive PSⅡ reaction center (PSⅡX) (b) of

Synechocystis sp. after exposure to different concentrations of cadmium for 24 h
Note: * indicates significant difference compared with the control group, and fluorescence intensity is calculated by Ft /F0 .
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质合成以及细胞中可溶性糖含量增多[23]等类似;这
些结果均表明集胞藻能够耐受一定浓度的 Cd2+。 推

测该现象为“毒性兴奋效应”,低毒性能激发藻细胞的

代谢能力,促进藻细胞大分子的合成。 综合以上分

析,集胞藻能耐受不高于 0.25 mg·L-1的 Cd2+浓度胁

迫,高浓度的 Cd2+对集胞藻生长具有显著抑制作用。

通信作者简介:毕永红(1974—),男,博士,研究员,主要研究

方向为水域生态学。
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