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高温、强光下黄瓜叶片PSII供体侧和受体侧的伤害程度与快速荧光参数

Wk变化的关系
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摘要: 快速荧光OJIP曲线中的Wk参数被广泛作为放氧复合体(OEC)即PSII供体侧伤害的重要指标。然而Wk这一参数的变化

不仅受PSII供体侧伤害的影响, 而且还会受到PSII受体侧伤害的影响。很多研究者在使用Wk这个参数时忽略了这个问题。

为了阐明PSII供体侧和受体侧伤害程度对Wk影响的规律, 我们通过不同温度和强光处理, 获得不同PSII供体侧和受体侧伤

害的黄瓜叶片, 进而分析Wk变化与其供体侧和受体侧伤害程度之间的关系。研究结果表明: 用高温黑暗处理黄瓜叶片后, 
其PSII供体侧受到严重的伤害, 此时, Wk随着供体侧伤害程度的增加而显著增加, 在这种情况下, Wk的增加直接反映了OEC
的伤害程度; 但是当用强光和高温共同处理黄瓜叶片后, 造成PSII供体侧和受体侧同时伤害时, 如果供体侧的伤害程度大

于受体侧的伤害程度时, Wk仍然升高, 然而, 当受体侧的伤害程度大于供体测定伤害程度时, Wk不再显著升高。因此在植物

叶片的供体侧和受体共同受到伤害时, 要慎重使用Wk这一参数来判断OEC的伤害程度。本文对Wk在不同供体侧和受体侧

伤害条件下的变化规律进行了详细的研究, 并对如何正确使用Wk来反映逆境对植物叶片OEC的伤害程度进行了探讨, 该研

究结果可以对正确利用叶绿素快速荧光OJIP分析提供指导。
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Abstract: Wk, a parameter of chlorophyll (Chl) a fluorescence OJIP curve, is an important indicator of OEC 
damages. However, Wk is not only effected by the damage of PSII donor side but also by the damage of PSII 
acceptor side. Many researchers ignored this fact. To explore the relationship between the changes in Wk and the 
damage of PSII donor side and acceptor side, we treated leaves of cucumber with different duration of high 
temperature with high light. We analyzed the relationship between Wk and the damage degree of PSII donor 
side and acceptor side in leaves of cucumber. Our results demonstrated that when the leaves of cucumber were 
treated with high temperature in the dark, severe damage of the donor side in leaves occurred. In this situation, 
Wk increased with the damage degree of the donor side, which directly reflected the damage degree of the OEC. 
However, when the leaves of cucumber were treated with high light with high temperature, the donor side and 
the acceptor side were both injured. In this situation, when the damage degree of the donor side was more sever 
than that of the acceptor side, Wk would still increase; but when the damage degree of the acceptor side was 
more sever than that of the donor side, Wk would not increase any more. So when the donor side and the acceptor 
side were both damaged, Wk should be used carefully to reflect the damage degree of OEC. The relationship between 
changes in Wk and the damage degree of donor side and acceptor side was studied in detail, the conclusion of 
the study may instruct users of OJIP to use Wk correctly to reflect the damage degree of OEC under stresses.
Key words: chlorophyll a fluorescence transient (O-J-I-P curve); PSII donor side; PSII acceptor side; oxy-
gen-evolving complex (OEC); Wk
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放氧复合体(OEC)通过光解水向PSII提供电

子, 维持光合电子传递链的正常运行, 因此被称为

PSII供体侧。而各种逆境胁迫如高温、干旱、重

金属等, 常常会造成OEC伤害, 导致光合电子传递

链传递效率降低, 从而引起光合速率下降(Appen-
roth等2001; 张菂等2013)。人们在研究逆境对于

光合电子机构伤害时, 常常探讨逆境的伤害位点, 
Stasser教授建立的快速叶绿素荧光动力学曲线分

析(JIP-test)为人们详细研究逆境对光合电子传递

链的伤害位点提供了有力的研究工具(Krause和
Weis 1991; Schansker等2003; Goltsev等2009, 2012; 
Strasser等2010)。 

OEC是由锰簇和一系列蛋白组成的复杂的蛋

白复合体。迄今为止, 尚未有任何方法直接测定

其实际活性。当今国际上通用的估计OEC活性的

方法均是间接方法。其中利用快速叶绿素荧光

OJIP曲线中K点的上升作为OEC伤害程度的指标

被人们广泛接受(Srivastava和Strasser 1996; Srivas-
tava等1997; Chen等2004), 该方法的优点是简单、

快速、灵敏、无损伤测定植物叶片。

K点是指OJIP曲线在300 μm左右时叶绿素荧

光数值, 为了更直观地分析K点的变化, 人们将

OJIP曲线中的O-J部分进行标准化, 即用Wk参数来

反映K点的变化: Wk=(Fk–Fo)/(FJ–Fo) (Strasser 1997)。
大量的研究表明, 在高温(Srivastava等1997; Srivas-
tava和Strasser 1996)、干旱(张菂等2013)等逆境胁

迫下, 植物叶片快速叶绿素荧光诱导曲线中的K相

显著升高, 被认为是OEC失活造成的。Jia等(2010)
发现, 赤星病菌代谢产物处理烟草叶片后也会引

起Wk的显著升高, 表明赤星病菌代谢产物会影响

到OEC的活性。此外 ,  人们发现在UV-B处理

(Lidon等2012)和不同重金属胁迫(Susplugas等
2000; Appenroth等2001)下, 植物叶片的OEC均会

受到不同程度的伤害, 导致K点升高。因此, Wk这

一参数已被人们广泛地用于分析逆境胁迫对光合

机构OEC的伤害。但是, 迄今为止, 有些学者对

OJIP曲线中K点出现的规律及其K点在植物生理学

研究过程中的应用仍然存在误解, 有不少人认为, 
在逆境条件下, 只要叶片的K点不出现, 就意味着

OEC没有受到伤害。如秦立琴等(2011)研究发现

高温(42 ℃)和强光(1 400 μmol·m-2·s-1)同时处理后, 

花生叶片OJIP曲线中的K点不升高, 因此断定叶片

的OEC没有受到伤害。此外, 孙永江等(2014)研究

发现, 用黑暗-高温(40 ℃)处理葡萄叶片后, 叶片的

K点显著升高, 而用强光-高温(1 600 μmol·m-2·s-1, 
40 ℃)处理葡萄叶片后, 与前者相比, K显著下降, 
因此, 作者推断: 高温能造成的OEC伤害, 但是强

光对OEC伤害有缓解作用。以上这些推断显然与

客观规律不符, 因为大量事实证明, OEC是高温伤

害的首要位点, 高温胁迫几乎毫无例外地导致OEC
的失活(Srivastava等1997; Srivastava和Strasser 1996), 
并且强光对OEC并没有保护作用(Havaux 1994)。

为了阐明OEC伤害与K点变化的关系, 我们对

黄瓜叶片进行不同光照和温度处理, 以获得供体

侧和受体侧不同伤害程度的材料, 通过对快速荧

光快速诱导曲线及K点变化的分析, 探讨了Wk变化

与供体侧和受体侧伤害的关系, 旨在为正确地理

解K点出现的规律和正确地使用Wk这一参数提供

理论指导。

材料与方法

1  植物材料及处理

试验材料为黄瓜(Cucumis sativus L.) ‘津春4
号’。取饱满种子育苗后移栽到温室中种植, 日间

温度22~28 ℃, 夜间温度12~15 ℃, 正常田间管理, 
取四叶一心植株的第一片完全展开叶用于实验。

1.1  黑暗高温和强光高温处理黄瓜叶片

取18个叶圆片(直径1.5 cm)分成3组, 每组6片, 
使叶片正面朝上漂浮于恒温水浴水面。黑暗25 ℃
水浴处理40 min作为对照组(CK); 另外两组分别进

行黑暗42 ℃水浴处理40 min和1 000 μmol·m-2·s-1光

照42 ℃水浴处理40 min。
1.2  获得不同供体侧伤害黄瓜叶片

因为高温是伤害PSII供体侧的最有效因素, 所
以本研究, 在黑暗下避免光抑制, 通过用不同高温

处理来获得不同供体侧伤害的叶片。具体处理为: 
取24个叶圆片(直径1.5 cm)分成4组, 每组6片, 使叶

片正面朝上漂浮于恒温水浴水面, 黑暗常温(25 ℃)
处理5 min作为对照组(CK), 另外3组分别在黑暗下

用48 ℃水浴处理1 min (H1)、3 min (H2)和5 min 
(H5), 以获得受体侧不受伤害而供体侧伤害不同的

叶片。 
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1.3  获得不同受体侧伤害黄瓜叶片

因为强光是伤害PSII首体侧的主要因素, 所以

本研究中, 在常温条件下避免对供体侧的伤害, 通
过用不同强光处理获得不同受体侧伤害的叶片, 
为了获得受体侧D1蛋白专一伤害的叶片, 我们在

强光处理前用D1蛋白合成抑制剂硫酸链霉素

(Lesser等1994)预处理叶片。具体处理为: 取24个
叶圆片(直径1.5 cm)用1 mmol硫酸链霉素黑暗浸泡

3 h后, 分成4组, 使叶片正面朝上漂浮于25 ℃恒温

水浴水面, 黑暗处理120 min作为对照组(CK), 另外

3组在1 000 μmol·m-2·s-1光照下分别处理30 min 
(L30)、60 min (L60)和120 min (L120)以获得供体

侧不受伤害而受体侧伤害不同的叶片。

1.4  获得相同供体侧伤害、不同受体侧伤害黄瓜

叶片

取30个叶圆片(直径1.5 cm)用1 mmol硫酸链

霉素黑暗浸泡3 h后, 分成5组, 使叶片正面朝上漂

浮于恒温水浴水面, 用黑暗常温(25 ℃)处理180 
min作为对照组(CK), 另外3组先在1 000 μmol·m-2· 
s-1光照下分别处理0、30、60和120 min后, 暗适应

60 min, 再将其正面朝上漂浮于黑暗中用高温(48 
℃)水浴处理3 min以获得相同供体侧伤害, 不同受

体侧伤害黄瓜叶片(L0H3、L30H3、L60H3和
L120H3分别表示在常温下用1 000 μmol·m-2·s-1强

光下分别处理0、30、60和120 min后, 然后再黑暗

中用48 ℃高温处理3 min的叶片)。
1.5  获得相同受体侧伤害、不同供体侧伤害黄瓜

叶片

取30个叶圆片(直径1.5 cm)用1 mmol硫酸链

霉素在黑暗浸泡3 h后, 分成5组, 使叶片正面朝上

漂浮于恒温水浴水面, 在黑暗下, 用25 ℃处理120 
min作为对照组(CK), 另外3组先在1 000 μmol·m-2· 
s-1光照下分别处理60 min后, 暗适应60 min, 再将其

正面朝上漂浮于黑暗48 ℃的高温水浴中, 分别处

理0 min (L60H0)、1 min (L60H1)、3 min (L60H3)
和5 min (L120H5), 获得相同受体侧伤害, 不同供

体侧伤害黄瓜叶片。

以上实验处理中恒温水浴是用RTE-211超级

恒温水浴锅(NESLAB, USA)进行温度控制, 光照

处理是用红蓝LED光源(上海三澎机电有限公司, 
上海)进行。

2  快速叶绿素荧光诱导曲线测定

采用Handy-PEA (Hansatech, 英国)对不同处

理后的黄瓜叶圆片充分暗适应1 h后测定叶片快速

叶绿素荧光诱导动力学曲线(OJIP曲线), OJIP曲线

由3 000 μmol·m-2·s-1红光诱导, 测定时间为1 s。参

照Strasser等(2010)的方法, 将OJIP曲线进行O-J
段、O-P段和O点标准化。O点是最小荧光值, K点

是300 μs荧光值, J点是2 ms荧光值, P点是最大值

荧光。

荧光参数计算: 
O-J段标准化: Wt=(Ft–Fo)/(FJ–Fo); Wk=(Fk–Fo)/

(FJ–Fo)
O-P段标准化: Vt=(Ft–Fo)/(Fm–Fo); VJ =(FJ–Fo)/

(Fm–Fo)
O点标准化 :  F t /F o;  DW t= (W t)处理–(W t) CK; 

DVt=(Vt)处理–(Vt)CK  

荧光诱导曲线初始斜率反映P680向QA传电子

速率大小, 斜率越大表示传电子速率越快, 而VJ反

映QA向QB电子传递效率, VJ值越大表示传递效率

越低。

实验结果

1  黑暗高温和强光高温分别处理对黄瓜叶片快速

叶绿素诱导曲线以及相关荧光参数的影响

当用黑暗-高温处理黄瓜叶片, 快速叶绿素荧

光诱导曲线整体发生显著下降(图1-A), 将快速叶

绿素诱导曲线O-J段标准化后, 可以看出Wk显著升

高(图1-B的DH); 而在照光条件下进行相同高温处

理后, 快速叶绿素荧光诱导曲线进一步下降(图
1-A), 但是将快速叶绿素诱导曲线O-J段标准化后, 
Wk无显著变化(图1-B中LH)。以上结果表明黑暗-
高温处理, 可造成黄瓜叶片单纯供体侧伤害, 会引

起Wk的显著升高, 而当强光和高温共同处理时, 在
导致黄瓜叶片供体侧伤害同时, 受体侧也受到伤

害时, 此时Wk就不再升高。

2  黑暗-高温处理不同时间对黄瓜叶片快速叶绿素

诱导曲线以及相关荧光参数的影响

将黄瓜叶片进行不同时间黑暗-高温处理后, 
获得了不同供体侧伤害的叶片。结果如图2所示, 
高温处理后, 快速叶绿素荧光诱导曲线形状发生

显著变化, K点以后荧光值大幅下降(图2-A), 将快
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速叶绿素诱导曲线O-J段标准化后, 从图2-B可以看

出随着高温处理时间的增加, Wk逐渐增加。以上

结果表明, 当叶片供体侧受到严重伤害而受体侧没

有受到伤害时, Wk随着供体侧伤害增加而增加。

3  强光处理不同时间对黄瓜叶片快速叶绿素诱导

曲线以及相关荧光参数的影响

将链霉素处理后的黄瓜叶片, 再进行不同时

间的强光处理, 获得了不同受体侧伤害的叶片。

结果如图3所示, 随着强光处理时间的增加, 快速

叶绿素荧光诱导曲线整体荧光值逐渐下降 (图
3-A); 将快速叶绿素诱导曲线以O点为1标准化后, 
OJIP曲线的初始斜率(0~150 μm的斜率)逐渐下降

(图3-C), 表明强光导致P680向QA的电子传递速率下

降; 将快速叶绿素诱导曲线O-P段标准化后, 可以

看出J点显著升高(图3-C), 表明QA向QB电子传递效

率下降; 而将快速叶绿素诱导曲线O-J段标准化后, 
可以看出Wk不发生显著变化(图3-D)。以上结果表

明叶片受体侧受到伤害, 而供体侧没有受到伤害

时, Wk不随供体侧伤害的增加而发生变化。

4  强光处理不同时间后, 再用高温处理对黄瓜叶

片快速叶绿素诱导曲线以及相关荧光参数的影响

将链霉素处理后的黄瓜叶片进行不同时间的

强光处理后, 获得了不同受体侧伤害的叶片, 然后

再进行相同时间高温处理, 获得了供体侧伤害相

图1  黑暗-高温和强光-高温处理对黄瓜叶片快速叶绿素荧光诱导动力学曲线(A)及ΔWt (B)的变化

Fig.1  The changes in the OJIP transients (A) and ΔWt (B) in cucumber leaves treated with high temperature
in dark and high temperature under high light  

CK: 黑暗下, 25 ℃处理40 min (对照); LH: 1 000 μmol·m-2·s-1光照和42 ℃同时处理40 min; DH: 黑暗下, 42 ℃处理40 min。

图2  高温处理不同时间植物叶片快速叶绿素荧光诱导动力学曲线(A)及ΔWt (B)的变化

Fig.2  The changes in the OJIP transients (A) and ΔWt (B) in cucumber leaves treated with different duration of high temperature
CK: 黑暗下, 25 ℃水浴处理5 min; H1: 黑暗下, 48 ℃水浴处理1 min; H3: 黑暗下, 48 ℃水浴处理3 min;  H5: 黑暗下, 48 ℃水浴处理5 min。
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同但受体侧伤害不同的叶片。结果如图4所示, 强
光处理不同时间, 再进行高温处理后, 快速叶绿素

荧光诱导曲线发生显著变化(图4-A), 将快速叶绿

素诱导曲线O-J段标准化后, 高温所引起的Wk升高, 
随着强光处理时间的增加(即受体侧伤害的加重) 
Wk逐渐降低(图4-B)。以上结果表明当供体侧伤害

相同而受体侧伤害不同时, 随着受体伤害程度的

增加, Wk逐渐下降。

5  强光处理后再经不同时间高温处理对黄瓜叶片

快速叶绿素诱导曲线以及相关荧光参数的影响

将链霉素处理后的黄瓜叶片进行相同时间的

强光处理, 充分暗适应后, 再进行不同时间高温处

理, 获得了相同受体侧伤害而供体侧伤害不同的

叶片。从图5-A中可以看出, 单纯强光处理后, 黄
瓜叶片快速叶绿素诱导曲线整体荧光值显著下降, 
而将强光处理后的黄瓜叶片再进行短时间(1 min)
高温处理后, 与单纯强光处理相比, 快速叶绿素诱

导曲线无显著变化, 而随着高温处理时间的增加, 
快速叶绿素诱导曲线K点以后荧光值发生大幅下

降。将快速叶绿素诱导曲线O-J段标准化后, 从图

5-B可以看出Wk在短时间高温处理后未发生显著

变化, 而随着高温处理时间的增加而显著升高。

以上结果表明当受体侧伤害相同而供体侧伤害不

同时, 当供体侧伤害程度小于受体侧时, Wk不发生

显著变化, 而当供体侧伤害程度大于受体侧伤害

时, Wk则随供体侧伤害的增加而增加。

图3  不同时间强光和硫酸链霉素处理后, 植物叶片快速叶绿素荧光诱导动力学曲线(A)、
ΔWt (B)、O点标准化(C)以及ΔVt (D)的变化

Fig.3  The changes in the OJIP transients (A), ΔWt (B), O point standardization (C) and ΔVt (D)  in cucumber leaves treated with 
streptomycin sulphate under different duration of high light
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图4  不同时间强光处理后再用高温处理, 植物叶片快速叶绿素荧光诱导动力学曲线(A)及ΔWt (B)的变化

Fig.4  The changes in the OJIP transients (A) and ΔWt (B) in cucumber leaves treated with
high temperature after different duration of high light

CK: 黑暗下, 25 ℃水浴处理180 min; L0H3: 黑暗下, 25 ℃水浴处理180 min后, 再在黑暗下, 48 ℃水浴处理3 min; L30H3: 1 000 
μmol·m-2·s-1光照30 min后, 暗适应1 h, 再黑暗48 ℃水浴处理3 min; L60H3: 1 000 μmol·m-2·s-1光照60 min后, 暗适应1 h, 再黑暗48 ℃水浴处

理3 min; L120H3: 1 000 μmol·m-2·s-1光照120 min后, 暗适应1 h, 再黑暗48 ℃水浴处理3 min。

图5  不同时间高温处理强光处理后黄瓜叶片, 快速叶绿素荧光诱导动力学曲线(A)及ΔWt (B)的变化

Fig.5  The changes in the OJIP transients (A) and ΔWt (B) in cucumber leaves treated with
different duration of high temperature after high light treatment

CK: 黑暗25 ℃水浴处理60 min; L60H0: 1 000 μmol·m-2·s-1光照120 min后, 再黑暗25 ℃水浴处理5 min; L60H1: 1 000 μmol·m-2·s-1光照

60 min后, 暗适应1 h, 再黑暗48 ℃水浴处理1 min; L60H3: 1 000 μmol·m-2·s-1光照60 min后, 暗适应1 h, 再黑暗48 ℃水浴处理3 min; L60H5: 
1 000 μmol·m-2·s-1光照60 min后, 暗适应1 h, 再黑暗48 ℃水浴处理5 min。 

讨　　论

本研究结果表明Wk数值的大小, 会受到供体

侧伤害程度和受体侧伤害程度的共同影响。黑暗

高温处理导致的供体侧伤害, 所引起的Wk的升高

会随强光所引起的受体伤害的增加而降低, 甚至

下降到处理前水平(图1-B)。
为了进一步探究Wk与PSII供体侧和受体侧伤

害程度的关系。将黄瓜叶片进行不同处理后可以

获得不同PSII受体侧伤害和不同供体侧伤害的叶

片。通过短时间黑暗-高温处理植物叶片会导致

OEC失活, 可以获得PSII供体侧专一性伤害的叶片

(Nash等1985; Enami等1994; Barra等2005)。利用

不同时间黑暗高温处理黄瓜叶片, 我们获得了不

同PSII供体侧伤害的叶片(图2)。而强光处理会导
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致光合电子传递链的过还原, 造成D1蛋白伤害, 主
要引起PSII受体侧伤害(Aro等1993; Vass和Cser 
2009)。而硫酸链霉素可以抑制D1蛋白的修复

(Lesser等1994)加速D1的净降解。利用上述的方

法, 我们对硫酸链霉素处理后的黄瓜叶片进行不

同时间强光处理, 在较短时间内可以获得不同PSII
受体侧专一性伤害的叶片(图3)。

通过不同时间强光处理黄瓜叶片后, 再进行

相同时间高温处理, 获得的相同供体侧伤害程度, 
不同受体侧伤害程度的叶片。如图4-B所示, 当供

体侧伤害程度相同时, Wk随着受体侧伤害程度的

增加逐渐减小(图4-B), 这表明当PSII供体侧伤害程

度确定时, 随着受体侧伤害的增加, Wk逐渐减小。

通过相同时间强光处理黄瓜叶片后, 再进行

不同时间高温处理, 获得的不同供体侧伤害而相

同受体侧伤害程度的叶片。如图5-B所示, 当PSII
供体侧伤害小于受体侧时, Wk基本不再增加; 而当

供体侧伤害大于受体侧时, 随着供体侧伤害的增

加, Wk逐渐升高。这表明当供体侧不是限制因素

时, Wk不随供体侧伤害程度的增加而变化, 只有当

供体侧是限制因素时, Wk才随供体侧伤害的增加

而增加。

Strasser (1997)认为K点的出现是由于PSII供
体侧流向PSII反应中心的电子与从PSII反应中心

流向受体侧的电子的不平衡造成的, 这将导致次

级电子供体酪氨酸残基Z (Yz)的氧化态(Z+)不断积

累。Wk的变化直接反映了Z+积累量的变化状态。

当单纯OEC伤害时, 次级电子供体酪氨酸残基的

电子仍能正常流向PSII反应中心, 反应中心的电子

也能正常流向其受体侧, 导致Z+不断积累, 这时Wk

值升高。而当PSII供体侧和受体侧同时受到伤害

时, 如果受体侧受到严重伤害会造成PSII流向受体

侧的电子减少, 阻碍Z+的积累, 可导致Wk值不升

高。因此, Wk被用作反映OEC伤害程度的指标。

而本研究发现, Wk值的大小会受到PSII供体侧和受

体侧伤害程度的综合影响, 这是由于PSII供体侧伤

害会导致PSII供体侧流向反应中心的电子减少, 而
受体侧的伤害会导致从反应中心流向受体侧的电

子的减少, 所以, PSII供体侧和受体侧伤害程度会

综合影响Z+积累量的变化, 从而导致Wk的变化。 
因此, Wk值的大小反映的是PSII供体侧相对

于受体侧的限制程度, Wk值越大表明供体侧限制

越大。当用Wk反映逆境胁迫对于OEC伤害时, Wk

升高表明受体侧(OEC)受到伤害程度大于PSII受体

侧的伤害程度; 而当Wk没有显著变化时, 不能直接

断定OEC没有伤害, 这种条件下, 有两种可能, 一
是由于OEC的确没有伤害, 二是由于PSII受体侧伤

害的程度大于供体侧伤害程度所致。因此, 当Wk

没有显著变化时, 要综合分析受体侧的伤害情况

才能确定OEC是否受到伤害。
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