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铜胁迫条件下土壤微生物对海州香薷光合特性和

叶绿素荧光参数的影响

李月灵1，2 金则新2* 管 铭2 左 威1，2

( 1． 上海师范大学生命与环境科学学院，上海 200234; 2． 台州学院生态研究所，台州 318000)

摘 要 为探讨铜( Cu) 胁迫条件下土壤微生物对海州香薷( Elsholtzia splendens) 光合生理和叶绿素荧光参数的影

响，实验设置添加 Cu( Cu 胁迫) 、接种土壤微生物、添加 Cu 与接种土壤微生物等 3 个处理，以不添加 Cu 与不接种

土壤微生物为对照( CK) 。结果表明: 接种土壤微生物处理的植株相对叶绿素含量、净光合速率( Pn ) 、水分利用效

率( WUE) 均显著高于 CK; 且对初始荧光( Fo ) 和最大光化学效率( Fv /Fm ) 均有显著性影响。与 CK 相比，添加 Cu
降低了海州香薷的 Pn 和气孔导度( Gs ) ，但胞间 CO2 浓度( Ci ) 的变化与 Pn 相反，表明其对光合作用的影响主要是

非气孔限制因素。添加 Cu 的植株相对叶绿素含量显著下降，但 Cu 胁迫下接种土壤微生物提高了植株相对叶绿素

含量，差异显著。在 Cu 胁迫条件下，接种土壤微生物的植株具有较高的 Fv /Fm 及较低的 Fo，显著提高了海州香薷

的 WUE、Pn、Gs。说明接种土壤微生物可通过提高相对叶绿素含量、改善叶绿素荧光和光合作用来减轻 Cu 胁迫对

海州香薷植株造成的伤害，从而提高海州香薷耐受 Cu 胁迫的能力。
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Effects of Soil Microbes on Photosynthetic Characteristics and Chlorophyll
Fluorescence Parameters of Elsholtzia splendens under Copper Stress Condition
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Abstract To determine the effects of soil microbes on the photosynthetic and physiological responses as well as
the chlorophyll fluorescence parameters of Elsholtzia splendens， four soil treatments were analyzed in this
experiment: the addition of copper ( copper stress) ; a soil microbes inoculation; addition of copper and soil
microbes inoculation; and no additional copper or soil microbes inoculation ( CK) ． The results showed that the
net photosynthetic rates ( Pn ) ，relative chlorophyll content，and water use efficiency ( WUE) of E． splendens
inoculated with the soil microbes were higher than those in the CK，and the differences among the various
treatments were significant． There was a significant impact on the minimal fluorescence ( Fo ) and maximal
efficiency of PSⅡ photochemistry ( Fv /Fm ) ． In comparison with CK，the additional copper treatment reduced Pn

and stomatal conductance ( Gs ) ，but the intercellular CO2 concentration ( C i ) increased，which was mainly due
to a non-stomatal limitation． The addition of copper was found to reduce the relative chlorophyll content，but the
soil microbes inoculation could increase it，and the difference between the treatments was significant． Soil
microbes inoculated plants had higher Fv /Fm and Fo under copper stress． The Pn，WUE，and Gs of E． splendens
inoculated with the soil microbes increased markedly． It was suggested that soil microbes inoculation could
alleviate copper stress on E． splendens plants by improving the relative chlorophyll content，photosynthesis，and
chlorophyll fluorescence of leaves．
Key words soil microbe; copper; Elsholtzia splendens; photosynthesis; chlorophyll fluorescence



铜( Cu) 是植物生长发育必须的微量元素之

一，然而过量的 Cu 会抑制植物光合作用，对植物

产生毒害，影响植物的正常生长。近年来，由于人

类活动如采矿等所带来的土壤重金属污染已经成

为全球环境污染治理的难题与焦点［1］。土壤重金

属( Cd、Cu、Zn 等) 污染地区常含有较高浓度的重

金属，并且具有较低的有机质、氮和磷，生物不易存

活［2］。而在重金属污染的生态系统中，长期的进

化过程形成了重金属抗性或者耐受性的植物或微

生物［3］。目前越来越多的研究关注生态系统中植

物对土壤微生物的影响以及土壤微生物对植物的

反馈［4］。研究表明，植物根际的微生物有助于植

物耐受性或抵抗胁迫的能力［5］，如丛枝菌根真菌

能够帮助植物吸收矿质营养和水分等从而增强植

物抗逆性［6］。也有研究发现除了有益作用外，非

胁迫条件下接种 Paenibacillus polymyxa 不仅抑制

拟南芥 ( Arabidopsis thaliana ) 植株和其 根 系 的 生

长，而且导致植物抵抗能力下降［7］。
海州香薷( Elsholtzia splendens) 为唇形科( La-

biatae) 香薷属( Elsholtzia) 一年生草本植物，又名

“铜 草”、“铜 草 花”，是 一 种 常 见 的 铜 矿 指 示 植

物［8］。野生资源十分丰富，广泛分布于我国长江

中下游地区，生于山坡路旁或草丛中，海拔可达

1 500 m 处。海州香薷全草入药，性辛，微温，具有

发表解暑、散湿行水的药用价值; 其挥发油百里香

酚具有很好的防腐作用。作为重金属耐性植物，海

州香薷在探矿、治理污染等方面具有很高的应用价

值，开发利用前景广阔。已有一些研究发现其易与

丛枝菌根真菌之间形成共生系统［9］。目前对海州

香薷 的 研 究 主 要 集 中 在 化 学 成 分［10］、药 用 价

值［11 ～ 12］、重金属污染修复［13］等方面，而关于 Cu 胁

迫条件下土壤微生物对其光合生理特性的影响研

究尚未报道。
本文从光合生理生态、相对叶绿素含量、叶绿

素荧光的角度，通过分析 Cu 胁迫和接种土壤微生

物对海州香薷的光合特性、光合色素、荧光参数的

差异，探讨 Cu 胁迫和土壤微生物交互作用下海州

香薷光合生理特性及叶绿素荧光的响应机制，为重

金属污染地区的植物修复提供科学依据。

1 材料和方法

1． 1 实验材料

供试宿主植物海州香薷种子采自湖北红安县

非污染地区，地理位置 31°30． 632'N、114°32． 620'E，

海拔 118 m。野外接种土壤采自湖北大冶市铜绿

山铜矿，地理位置 29°59． 776'N、115°05． 856'E，海

拔 138 m。于 2012 年 5 月上旬对种子进行杀菌处

理后放在 128 孔穴盘中于光照培养箱中萌发，待植

物幼苗长出 6 叶苗龄时，取相似大小的幼苗进行移

栽。选取 50 cm × 40 cm × 30 cm 的塑料框，内装

32． 5 kg 土壤，供试土壤经过 121℃ 灭菌 16 h 后的

基质( 黑土∶砂石∶蛭石 = 6∶3∶1) ，于智能玻璃温室中

继续培养。
1． 2 实验设计与处理

实验采用接种与不接种土壤微生物以及添加

与不添加重金属两因素两水平，共 4 个处理，每个

处理 6 个重复，在温室中随机摆放。土壤微生物接

种采用 5% ( 体积比) 野外采集的土壤于 95% 基质

中，混匀后待用; 以添加等体积经 121℃ 灭菌 16 h
后的土壤作为不接种土壤微生物处理。重金属处

理采用添加 CuSO4 溶液至浓度达 1 000 mg·kg －1

土壤，以添加等体积的无菌水作为不添加重金属处

理。每隔 4 cm 栽种一株，每个系统共 100 株植株，

所有植株按常规管理，保持水肥一致。处理 10 周

后测定各项生理指标。
1． 3 叶片气体交换参数的测定

利用 Li-6400 便携式光合作用测定系统 ( Li-
Cor，USA) 于 2012 年 9 月上旬 9: 00 ～ 11: 00 测定

海州香薷叶片的光合指标。每个处理随机选取 3
株，每株取从上往下的第三对功能叶，每个样叶重

复 3 次，结果取平均值。测定参数包括: 净光合速

率( Pn，μmol·m －2·s － 1 ) 、蒸腾速率( Tr，mmol·
m －2·s － 1 ) 、气孔导度( Gs，mmol·m －2·s － 1 ) 、胞间

CO2 浓 度 ( C i，μmol· mol － 1 ) 、水 分 利 用 效 率

( WUE，μmol·mmol － 1 ) 等，WUE = Pn /Tr。测定时使

用6400-02B 光源，控制光强为1000μmol·m－2·s －1，

使用开放式气路，空气流速为 0． 5 dm3·min －1，每

个测试点稳定 2 min 后读数。如果叶片没有完全

充满叶室，用扫描仪扫描叶面积，然后把叶面积手

动输入光合软件重新计算光合参数。
1． 4 叶片相对叶绿素含量和叶绿素荧光的测定

用 CCM-200 手持式叶绿素仪( OPTI-SCIENC-
ES，USA) 测定其相对叶绿素含量，其测定植株、叶
片及部位同光合作用。为保证读数的可靠性，对每

片叶子等间距读取 10 个数值，取平均值作为相对

叶绿素含量值。
叶绿素荧光参数的测定时间同光合作用，选取

与测定光合作用相同的 3 株植物。采用 OS-30P 便
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携式叶绿素荧光仪( OPTI-SCIENCES，USA) ，在叶

片自然生长角度不变的情况下测定叶绿素荧光基

本参数: 初始荧光( Fo ) 、最大荧光( Fm ) 和光系统Ⅱ
( PSⅡ) 最大光化学效率( Fv /Fm ) 。每株植物选取

与测定光合作用位置相近的 3 片叶子，测定前叶片

暗适应 30 min，以暗适应后第一次测定值为相关叶

绿素荧光参数，结果取平均值。
1． 5 数据分析

实验数据用 SPSS16． 0 软件进行统计分析，采

用单因素方差分析( One-way ANOVA) 和 LSD 多重

比较 4 个处理之间各项光合生理指标的差异。用

双因素方差分析( Two-way ANOVA) 比较添加 Cu
和接种土壤微生物对海州香薷的主要及其交互影

响。采用 Excell 和 Origin7． 5 数据处理软件对所测

数据进行整理分析和绘图。

2 结果与分析

2． 1 铜胁迫条件下土壤微生物对海州香薷叶片相

对叶绿素含量的影响

经 10 周实验处理后，双因素方差分析结果表

明，添加 Cu、接种土壤微生物以及两者交互作用对

海州香薷叶片相对叶绿素含量均有显著性影响

( 图 1，表 3) 。接种土壤微生物处理提高了植株的

相对叶绿素含量，较对照( CK) 增加 22． 9%。在未

接种土壤微生物条件下，Cu 胁迫使植株相对叶绿

素含量受到明显的抑制，较 CK 减少 18． 8%。在

Cu 胁迫条件下，接种土壤微生物比不接种提高了

14. 4%。这说明接种土壤微生物能使植株保持较

高相对叶绿素含量，一定程度上能够缓解重金属

Cu 胁迫对相对叶绿素含量的影响。

图 1 铜胁迫下接种土壤微生物对海州香薷叶片相对

叶绿素含量的比较( 平均值 ±标准误) CK． 对照; Cu． 添

加铜; SM． 接种土壤微生物; Cu + SM． 添加铜 + 接种土壤微生

物 不同字母表示差异显著( P ＜ 0． 05) 下同

Fig． 1 Comparison relative chlorophyll contents in
the leaves of E． splendens with soil microbes inocula-
tion under copper stress ( Mean ± SE) CK． Control; Cu．

Addition of copper; SM． Soil microbes inoculation; Cu + SM． Addition

of copper and soil microbes inoculation Different letters indicate sig-

nificant differences at 0． 05 level( P ＜0． 05) The same as below．

表 1 铜胁迫与接种土壤微生物对海州香薷叶片光合气体交换参数的影响双因素方差分析

Table 1 Two-way ANOVA of the effects of copper stress and soil microbes inoculation on the photosynthetic gas exchange
parameters of E． splendens leaves

变异来源
Source of variations

自由度
df

净光合速率
Pn

( μmol·m －2·s －1)

气孔导度
Gs

( mmol·m －2·s －1)

胞间 CO2 浓度
C i

( μmol·mol －1)

蒸腾速率
Tr

( mmol·m －2·s －1)

水分利用效率
WUE

( μmol·mmol －1)

主效应 Main

添加铜 Addition of copper 1 2 708． 922＊＊ 3． 216 167． 370＊＊ 336． 163＊＊ 492． 202＊＊

接种土壤微生物 Soil microbes inoculation 1 604． 322＊＊ 16． 496＊＊ 113． 197＊＊ 58． 135＊＊ 159． 983＊＊

交互效应 Interaction

添加铜 + 接种土壤微生物
Addition of copper and soil microbes inoculation 1 191． 112＊＊ 55． 515＊＊ 27． 365＊＊ 19． 897＊＊ 59． 239＊＊

误差 Error 34

注:＊＊差异极显著( P ＜ 0． 01) 下同

Note:＊＊Extremely significant different( P ＜ 0． 01) ． The same as below．

2． 2 铜胁迫条件下土壤微生物对海州香薷叶片光

合气体交换参数的影响

无论是 Cu 胁迫与否，接种土壤微生物对海州

香薷植株的净光合速率( Pn ) 、蒸腾速率( Tr ) 、胞间

CO2 浓度( C i ) 、气孔导度( Gs)、水分利用效率( WUE)

均有显著性影响( 表 1)。与 CK 相比，接种土壤微生

物植 株 的 Pn、WUE 分 别 提 高 7． 7% 和 91. 8% ;

而 Tr、C i、Gs 分别降低 43． 9%、16． 0% 和 38． 6%。
在未接种土壤微生物条件下，Cu 胁迫对 Pn、Tr、
C i、WUE 均有显著性影响，但对 Gs 没有显著性影响
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图 2 铜胁迫下接种土壤微生物对海州香薷叶片的净

光合速率( Pn ) 、胞间 CO2 浓度( Ci ) 、蒸腾速率( Tr ) 、气

孔导度( Gs ) 、水分利用效率( WUE) 的比较( 平均值 ±

标准误)

Fig． 2 Comparison Pn，Ci，Tr，Gs and WUE in the

leaves of E． splendens with soil microbes inoculation
under copper stress( Mean ± SE)

( 图 2，表 1) ; Pn、WUE 低于 CK，分别降低 47． 4%和

65． 5% ; 而 Tr、C i 较 CK 分别提高 50． 6%和 7． 9%。
而接种土壤微生物使得 Cu 胁迫下植株叶片的 Pn、
WUE、Gs 显著增加，分别提高 52． 6%、64． 9% 和

14． 1%。说明 Cu 胁迫抑制了海州香薷叶片的光合

作用，而接种土壤微生物能够提高植株的光合能力。
2． 3 铜胁迫条件下土壤微生物对海州香薷叶片叶

绿素荧光参数的影响

叶绿素荧光是表示光抑制的良好指示和探针，

通过对荧光参数的分析，可以得到有关光能利用的

信息，测定结果见表 2 和表 3。接种土壤微生物对

初始荧光( Fo ) 和最大光化学效率( Fv /Fm ) 有显著

性影响，与 CK 相比，Fo 增加 3． 7%。无论接种土

壤微生物与否，Cu 胁迫对 Fo、Fv /Fm 均有显著性影

响，与 CK 相比，Cu 胁迫处理的 Fv /Fm 降低 8． 4%、
Fo 提高 32． 7% ; 而接种土壤微生物后使 Cu 胁迫下

植株叶片 Fv /Fm 提高 4． 8%，Fo 降低 16． 3%，差异

显著。总之，接种土壤微生物能够缓解 Cu 胁迫对

海州香薷叶片 PSⅡ的影响。

3 讨论

土壤微生物与植物相互作用的净效果对植物

生长、适 合 度、碳 汇、营 养 循 环 等 均 具 有 重 要 影

响［14］，并可进一步影响植物群落的生产力、多样性

和组成，影响生态系统的功能。有研究表明，Cu 胁

迫 能 直 接 影 响 植 物 的 光 合 作 用 和 光 合 器 官 活

性［15］。气孔导度( Gs ) 是指植物气孔传导 CO2 和

水汽的能力，影响植物蒸腾和光合速率的重要因

子［16］。根据 Farquhar 与 Sharkey 的观点，如果胞间

CO2 浓度( C i ) 和净光合速率( Pn ) 变化方向相反，

且气孔限制值( Ls ) 值减小，则认为 Pn 下降归因于

非气孔限制的结果［17］。根据简化计算公式 Ls =
1 － C i /Co ( Co 为叶外 CO2 浓度，本研究中 Co 为 400
μmol·mol － 1 ) ，在本研究中 Cu 胁迫下海州香薷 Pn

降低的同时 Gs 也下降，且 Ls 和 C i 成反比例关系。
因此可以说明 Cu 胁迫抑制海州香薷光合作用的

主要原因是叶肉细胞同化能力下降，即非气孔因素

造成的。本研究发现，在 Cu 胁迫下接种土壤微生

物的植株水分利用效率( WUE) 、Gs、Pn 均有显著提

高，而 C i 则下降。可能是由于接种土壤微生物能

缓解因 Cu 胁迫引起叶肉细胞光合能力下降，使得

C i 降低，进而促进了气孔的开放，Gs 提高，有利于

CO2 扩散到叶片内和植物的气体交换，为光合作用

提供更多的原料，使植株的光合速率加快。
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表 2 铜胁迫下接种土壤微生物对海州香薷叶片叶绿素荧光参数的比较( 平均值 ±标准误)

Table 2 Comparison chlorophyll fluorescence parameters in the leaves of E． splendens with soil microbes inoculation un-
der copper stress( Mean ± SE)

叶绿素荧光参数
Chlorophyll fluorescence parameters

对照
CK

添加铜
Addition of copper

接种土壤微生物
Soil microbes inoculation

添加铜 + 接种土壤微生物
Addition of copper and
soil microbes inoculation

初始荧光( Fo )
Minimal fluorescence 473． 333 ± 15． 456c 628． 333 ± 9． 877a 490． 667 ± 15． 336c 526． 000 ± 0． 816b

最大荧光( Fm )
Maximal fluorescence 2 369． 000 ± 75． 171ab 2 268． 000 ± 13． 367bc 2 422． 000 ± 61． 106a 2 176． 667 ± 32． 500c

最大光化学效率( Fv /Fm )
Maximal efficiency of PSⅡ photochemistry 0． 799 ± 0． 001a 0． 723 ± 0． 006c 0． 797 ± 0． 002a 0． 758 ± 0． 003b

表 3 铜胁迫与接种土壤微生物对海州香薷叶片叶绿素荧光参数、相对叶绿素含量影响的双因素方差分析

Table 3 Two-way ANOVA of the effects of copper stress and soil microbes inoculation on the chlorophyll fluorescence pa-
rameters and relative chlorophyll content of E． splendens leaves

变异来源
Source of variations

自由度
df

初始荧光
Fo

最大荧光
Fm

最大光化学效率
Fv /Fm

相对叶绿素含量
Ｒelative chlorophyll

content

主效应 Main

添加铜 Addition of copper 1 126． 667＊＊ 22． 590＊＊ 498． 370＊＊ 156． 928＊＊

接种土壤微生物 Soil microbes inoculation 1 25． 262＊＊ 0． 277 39． 523＊＊ 78． 820＊＊

交互效应 Interaction

添加铜 + 接种土壤微生物
Addition of copper and soil microbes inoculation 1 50． 070＊＊ 3． 923 51． 621＊＊ 8． 249＊＊

误差 Error 8

植物细胞中的叶绿素是光合作用中重要的一

类色素分子和重要物质，其含量的高低在很大程度

上反应了植物的生长状况和叶片的光合能力［18］。
当植物受到逆境胁迫时，植物叶绿素含量会受到不

同程度的破坏。已有的研究表明，在低浓度下 Cu
对叶绿素有一定的刺激作用，但是如果浓度过高，

叶绿素含量将随着 Cu 处理浓度的增加而降低［19］。
Sannazzaro 等［20］发现盐胁迫下给豆科植物接种根

内球囊霉( Glomus intraradice) 能增加植物叶片的叶

绿素含量。本研究中，即无论是否接种土壤微生

物，与 CK 相比，Cu 胁迫均降低海州香薷叶片的相

对叶绿素含量。Cu 胁迫下，接种土壤微生物，能够

提高海州香薷叶片的相对叶绿素含量; 单一接种土

壤微生物也能显著增加相对叶绿素含量。可能原

因是土壤微生物促进了植物对土壤中的矿质营养

元素的吸收，促进海州香薷叶片叶绿体的形成和叶

绿素的合成速率。这说明接种土壤微生物后，海州

香薷可通过提高相对叶绿素含量进而提高植物的

净光合速率，增强光合效率。这也可能是土壤微生

物缓解 Cu 胁迫下海州香薷 Pn 下降的原因之一。
叶绿素荧光包含了十分丰富的光合作用过程

变化的信息，被视为植物光合作用与环境关系的内

在探针，为植物抗性生理研究提供方便。初始荧光

( Fo ) 反映的是光系统( PSⅡ) 所有反应中心处于完

全开时的荧光产量，在胁迫条件下，Fo 的升高间接

地反映了 PSⅡ反应中心受到破坏或 PSⅡ反应中心

电子传递受阻。Fv /Fm 值变化表示 PSⅡ的最大光

能转化效率，常被用来作为环境胁迫程度的指标和

探针［21］。在没有环境胁迫的情况下，植物暗适应

后的 Fv /Fm 值通常在 0． 8 以上［22］。本研究中，Cu
胁迫条件导致海州香薷叶片 Fo 显著上升和 Fv /Fm

明显降低。这说明 Cu 胁迫下，海州香薷植株 PSⅡ
反应中心受到了抑制，光合活性下降。已有的研究

也表明，Cu 胁迫可导致 Fv /Fm 下降［23］。而接种土

壤微生物使 Cu 胁迫下海州香薷叶片 Fv /Fm 明显

提高，Fo 显著降低，说明接种土壤微生物能够减轻

Cu 胁迫对海州香薷叶片 PSⅡ反应中心的抑制，提

高 PSⅡ中心的活性和光能转化效率，从而有助于

海州香薷的光合能力的提高，缓解 Cu 胁迫对植株

的影响。
综上所述，土壤微生物可通过降低植株叶片对

水分的消耗量，提高水分利用效率、叶绿素含量以
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及植株的气体交换，改善 Cu 胁迫对海州香薷叶片

光合器官造成的抑制，增加叶肉细胞的光合活性，

最终提高海州香薷的光合能力，从而有利于植株

的生长。但土壤微生物是一个数量庞大、种类丰富

的群落，包含着有益和致病的各种真菌、细菌、放线

菌等，加上相互之间存在着错综复杂的作用，使其

对植株的光合特性比对其它单一接种微生物更加

复杂。
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