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1 安全指导 

1、仪器安装使用前首先请阅读安全指导和操作指南。 

2、请注意本节中所有的安全警告。 

3、保持仪器清洁，注意防尘，远离水和潮湿的地方。特别是主控单元Dual-C、激发检测单元Dual-DR（Dual-DB）

和Dual-E更应防震、防潮和防尘。 

4、仪器尽量放置在通风的环境中。 

5、仪器要远离热源。 

6、严格按照操作手册连接电源，禁止在Dual-PAM-100 开机的情况下连接外接电源！！！禁止

在Dual-PAM-100开机的情况下通过数据线连接PC！！！  

7、禁止过度弯曲Dual-PAM-F光导纤维！ 

8、禁止将光纤末端对着眼睛，防止灼伤！！！ 

9、光源不用时应当关闭，这样可以延长光源的寿命。 

10、测量间隙较长时应关闭主机，这样可以省电。仪器长期放置不用时，应每隔2个月充电一次！ 

11、P700测量之前一定要点击天平按钮进行调平。 

12、测量过程中请勿使计算机处于待机、屏保状态，否则会使软件报错。 

13、只能按厂家推荐方法清洁仪器。 

14、不允许液体或其它东西进入仪器内部。 

15、仪器应由专业人员维修。 
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2 简介 

1988年，Schreiber教授利用PAM-100成功测量了P700的吸收变化（Schreiber et al, Z. Naturforsch, 43c: 

686-698, 1988）。1994年，Schreiber教授利用饱和脉冲技术和P700法成功测量了PS I的量子产量

（Klughammer & Schreiber, Planta, 192: 261-268, 1994）。 

过去，利用PAM-100测量P700必须专门的附件。若想同步测量叶绿素荧光（PS II活性）和P700（PS I

活性），必须要两台PAM-100同时工作才行。仪器昂贵，操作复杂，需要相当强的专业背景。 

现在，最新推出的双通道PAM-100测量系统Dual- PAM- 100，将两台PAM-100整合在一个主机里，可

以非常方便的（不需很强的专业背景）同步测量叶绿素荧光和P700，同时检测PS II和PS I的活性。 

此外，通过特殊的激发-检测单元还可以测量叶绿体或微藻的许多重要光合参数，如跨膜质子梯度

△pH（通过9-AA荧光或吖啶黄荧光）、类囊体膜的电势（通过类胡萝卜素的差示吸收，“P515”）和NADP

的氧还状态（通过NADPH荧光）等。如果需要极高的灵敏度可以通过连接光电倍增管检测器实现。 

2009年4月，WALZ公司将DUAL-PAM-100与光合仪结合，在世界上第一次做到了同步测量CO2气体交

换、P700和叶绿素荧光。 

Dual-PAM-100双通道调制叶绿素荧光仪作为著名的PAM-101叶绿素荧光仪的升级版，能够同步测量

光系统II和光系统I活性的调制叶绿素荧光仪，在植物生理研究中有着广泛的应用。其测量慢速动力学荧

光诱导曲线和快速光曲线均由内置程序自动测量，利用Dual-PAM-100的脚本编制功能测量某些特殊意义

的非标准化荧光曲线，用于特殊的植物生理研究。 

在庞大的PAM家族中，Dual-PAM-100能够同时测量光系统I和光系统II的活性变化，成为研究植物光

合生理的重要的技术手段之一。同步测量两个光系统活性变化的荧光诱导曲线和快速光曲线均由仪器自

带的程序自动测量，此外如何利用Dual-PAM-100手动测量某些特殊意义的荧光曲线，例如光化光关闭后

的荧光瞬时上升（俗称鼓包）变化、P700+暗还原曲线等在本手册中都会一一叙述。 
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3 Dual-PAM-100 的组件及安装 

3.1 基本系统组件 

 主机：DUAL-C 

 激发单元：DUAL-E 

 检测单元：DUAN-DR(红光版)/DUAL-DB（蓝光版） 

 电源线：充电线 

 数据线：USB通讯线 

 支架：平板，金属杆，连接器 

 遮光帽（2个） 

 电脑： 

3.2 基本系统的安装 

Dual-PAM-100所有连接线接头端都有标签，如Charge，Emitter，Detector，USB等，连接时与主机面

板上的接口一一对应即可(参考上图) 

 充电线——CHARGE 

 USB——USB 

 DUAL-E 

 

 DUAL-DB 

 

3.3 安装 DualPAM 软件 

 最新版的 DUAL-PAM-100/f 软件为 Dual PAM V1.19（20160218） 

 下载地址：http://www.walz.com/products/chl_p700/dual-pam-100/downloads.html  

下载后成功安装，桌面上会生成以下两个图标  

 

Emitter- Emitter 

LED Array E- LED Array E 

LED Array D- LED Array D 

Detector – Detector 1 

Fluo ML – Fluo ML 

http://www.walz.com/products/chl_p700/dual-pam-100/downloads.html
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3.3.1 USB 端口设置（建议） 

安装 DualPAM 时，程序会安装 USB 数据线的驱动。第一次启动 DualPAM 时需要对 USB 端口进行设

置，设置方法如下（Windows 7）： 

 确保已经通过 USB 数据线将 Dual-PAM-100 与电脑连接。 

 在桌面右键点击“我的电脑”，选择“属性” 

 点击“设备管理器” 

 选择“端口（Com 和 LPT）”，双击展开 

 选择“USB Serial Port COM#”，双击打开 

 点击“端口设置” 

 点击“Advanced” 

 将“Latency timer”设置为 1ms 

 点击“确定”完成设置 

3.4 Dual-PAM/F 

为 1 以记录环境光强，叶片温度，更适合野外样品测量。Dual-PAM/F 可以同步测量叶绿素荧光和 P700，

同时检测 PS II 和 PS I 的活性，具有脚本编制功能测量某些特殊意义的非标准化荧光曲线，用于特殊的植

物生理研究。例如光化光关闭后的荧光瞬时上升（俗称鼓包）变化、P700+暗还原曲线等。 
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3.5 其它组件 

3.5.1 检测悬浮液的光学单元 ED-101US/MD  

 

 

 

 

3.5.2 DP515/535 附件 

 

 

 

 

 

3.5.3 NADPH/9-AA 模块 

 

 

 

 

 

 

3.5.4 微型光量子探头 US-SQS/WB 

 

 

 

P515/535 模块是 WALZ 公司为 DUAL-PAM-100 设计的测量模块，可以直

接连接 DUAL-PAM-100 的主机，测量 550-510 nm 的差式吸收以及 535 nm

波长的信号变化。P515/535 模块可以测量光合器官的跨膜质子动力势

（pmf）、跨膜电位（Δψ）、跨膜质子梯度（ΔpH）和玉米黄素（Zea）变

化等内容。此外，该模块还提供一种特殊的“P515 Flux”操作模式，可让光

化光以光-暗脉冲形式打开-关闭（1/1 调制光/暗），原位测量活体样品处于

稳态的偶联电子和质子的流动速率。 

NADPH/9-AA 模块是 WALZ 公司为 DUAL-PAM-100 设计的测量模块，可

以直接连接 DUAL-PAM-100 的主机，测量 NADPH 荧光和 9-AA 荧光。

NADPH 荧光可用于估算 NADP 的还原程度，9-AA 荧光用于估算跨膜质

子梯度pH。该模块的一个很大特色是与标准探头联用，在国际上第一次

做到了同步测量叶绿素荧光与 NADPH 荧光。 

 

设计：黑色铝合金制，中部可装 10×10 mm 样品杯；可以连接

测量头 DUAL-DB（DUAL-DR）、DUAL-E 和微型磁力搅拌器

US-MS；还可以连接两个额外的测量头（如吖啶黄荧光、NADPH

荧光或 P515 吸收） 

安放：安装在特制铁架台 ST-101 上 

重量：750 g 

设计： 直径 3.7 mm 的球状探头安装在直径 2 mm 的光纤上；

探头可深入样品杯中。可与主机连接。 
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3.5.5 Dual-PAM/F 相关附件 

3.5.5.1 2030-B 叶夹 

 

 

 

3.5.5.2 DLC-8 暗适应叶夹 

 

 

 

 

 

3.5.5.3 光纤 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

叶夹 2030-B 是 Dual-PAM/F 最重要的附件，它配备了特制的微

型光量子/温度探头，每个测量数据都被及时传到 DualPAM 软件。 

叶片被 2030-B 的两个扁平有机玻璃环夹住，光纤与叶片成 60°

角，叶片照光部分由一直径 10 mm 的不锈钢环决定。 

暗适应叶夹 DLC-8 重 4 g，因此可以直接夹到多数叶子上，而

不会伤害到叶片。在叶夹上装有一个滑片，可以在暗适应时阻止光

线照射。实际测量时，打开滑片，使叶片只受到来自光纤的光，而

不受环境光干扰。只有经过合理的暗适应，才能得到较好的最大量

子产量 Fv/Fm 和暗-光诱导动力学曲线。 

设计：柔软，塑料包裹，利用三个支路与 PAM-2500 连接 

末端（测量端）：外径 8 mm，有效直径 6 mm 

长度：100 cm 

重量：≈300 g 
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4 使用 Dual-PAM-100 

4.1 概述 

Dual-PAM-100 的所有操作设置均通过 DualPAM 软件进行。  

 可以进行测量模式的选择（Fluo 和/或 P700，P515 和/或 I535 等）。 

 可以进行分析模式的选择（饱和脉冲，快相） 

 可以进行测量参数设置，保存，调用，修改。 

 可以进行特殊测量程序脚本编辑，保存，调用，修改。 

 可以进行数据（曲线）保存，查看，筛选。 

 可以进行固件升级。 

 

 

DualPAM 软件内涉及到的缩略语全称及注释 

缩写 全称 注释 

P ML P700 Meas. Light  P700 测量光 

F ML Fluorescence Meas. Light 荧光测量光 

MF-H Meas. Light Frequency High 测量光高频模式 

MF-L Meas. Light Frequency Low 测量光低频模式 

Int. Intensity 强度 

AL ActinicLight  光化光 

Bal. Balance  平衡 

FR Far Red Light  远红光 

ST Single Turnover  单周转饱和脉冲 

MT MultiTurnover  多周转饱和脉冲 

SP Sat Pulse  饱和脉冲 

SK Slow Kinetics  慢速诱导荧光动力学曲线 

Ind.Curve Induction Curve  诱导曲线 

LC Light Curve  光曲线 

Calib. Calibration  校准 

Temp Temperature  温度 

PAR Photosynthetically Active Radiation  光合有效辐射 

 



 

                                                                         
网址：http://www.zealquest.com     http://www.agripheno.com        E-Mail：sales@zealquest.com     service@zealquest.com 

- 9 - 

4.2 软件安装 

 最新版的 DUAL-PAM-100/f 软件为 Dual PAM V1.19（20160218） 

 下载地址：http://www.walz.com/products/chl_p700/dual-pam-100/downloads.html  

 

 

DualPAM 软件成功安装后，桌面上会出现以下两个图标，点击软件快捷方式，可打开软件。 

 

软件打开初始界面如下 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.walz.com/products/chl_p700/dual-pam-100/downloads.html
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4.3 测量模式选择 

双通道调制叶绿素荧光仪可以单通道测量和双通道测量，常用测量模式有以下几种 

A，主机上连接的是 Dual-E 和 Dual-DB（或 Dual-DR） 

1， 单独测 PSII 荧光，测量模式选择 Fluo 

2， 单独测 P700 差示吸收，测量模式选择 P700 

3， 同时测 Fluo+P700，测量模式选择 Fluo+P700（图中所示） 

B，主机上接的是 Dual-EP515 和 Dual-DP515 

4， 单独测 P515，测量模式选择 P515 

5， 单独测 I535，测量模式选择 I535 

6， 同时测 P515+I535，测量模式选择 P515+I535 

以上 A 和 B 两套探头各自的初始设置，可以通过点击下图左边的 Open User Settings，打开

WALZ 出厂文件加载，文件保存在 DualPAM 安装文件夹下的 User Settings 文件夹内。 

检测器类型会根据测量模式自动调整，测量前检查与接到主机上的Detector是否一致即可。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.4 分析模式选择 

双通道调制叶绿素荧光仪可以进行饱和脉冲分析和快速叶绿素荧光诱导动力学分析（快相）        

SP-Analysis：诱导曲线，快速光曲线，鼓包，P700 暗还原，P515/I535 测量时选择 

Fast-Acquisition：快速叶绿素荧光诱导动力学分析（快相），OJIPtest 时选择 
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4.5 测量参数设置 

4.5.1 诱导曲线的测量 

a. 将样品暗适应 20-30 分钟（该时间为高等植物暗适应时间，藻类为 5-10 分钟）。 

b. 选择 Settings 选项，在 Mode 子选项中选择所需要测量的模式，单独测量 PSII 活性选择 Fluo；单独测

量 PSI 活性选择 P700；同时测量 PSII 和 PSI 活性选择 Fluo+P700。Analysis Mode 选择 SP Analysis。其他版

块不需更改。 

c. 在 Meas. Light 子选项中选择测量光 ML 强度，一般不需要更改。如单独测量 P700 或同时检测 Fluo+P700

时，需点击天平按钮进行调平，使得 P700 数值稳定且在 0-0.2 之间（此为建议值，可通过界面右下方 P700

数值边的上下键调节）。 

d. 在 Actinic Light 子菜单中选择合适的光化光，高等植物普通测量一般选取 100-300 µmol/m2/s 左右光强

即可，即 8-11 档中间选择。其他不需更改 

e. 查看或修改诱导曲线程序，在 Slow Kinetics 子选项中，修改 AL Width 可延长测量时间，一般而言不需

要更改，只有当样品跑完后没有走平时才需要增加时间。 

f. 查看饱和脉冲 SP，在 Saturate Pulse 菜单中查看饱和脉冲，一般不需更改。 

g. 选择 Slow Kinetics 主菜单，在右侧 Start 按钮上方下拉菜单中将 Manual 改为 Ind. Curve，点击 Start 开

始程序测量。 

h. 测量结束后，如需保存图形，点击上方软盘按钮保存 Report，点击绿色箭头按钮导出 Excel 格式图形。 

i. 选择 Report 主菜单，点击左上方软盘按钮保存 Report，点击绿色箭头按钮导出 Excel 数据报告。 
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4.5.2 快速光曲线的测量 

a．测量此曲线无需进行暗适应，将样品夹在叶片夹上，点击 Light Curve 主菜单（如测量 PSI 的 Light Curve

需要在 Meas. Light 中点击天平平衡），点击“Edit”按钮，跳出对话框，此对话框共有四列，第一列为步数，

即一共可以跑 20 步；第二列为光强强度显示，即 PAR 值；第三列即光强梯度设置，我们一般选择从低

到高的梯度，当然，并不是一定要按照依次顺序来选择档位，只需要由低到高即可；第四列为每一个梯

度下光强照射的时间，一般选择相同的时间；  

b. 设置完光强和照射时间后，按 OK 确认，并点击 Start 按钮，开始快速光曲线测量；  

c. 测量结束后，数据会自动导入到 report 中；仪器提供了两个不同的拟合曲线 EP 和 Plat et al.，我们可

以自由选择任意一个，并点击 Fit 作出拟合图，点击计算器图标生成计算数值，并手动抄写下来。 

d. 测量结束后，如需保存图形，点击上方软盘按钮保存 Report，点击绿色箭头按钮导出 Excel 格式图形。 

e. 选择 Report 主菜单，点击左上方软盘按钮保存 Report，点击绿色箭头按钮导出 Excel 数据报告。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

                                                                         
网址：http://www.zealquest.com     http://www.agripheno.com        E-Mail：sales@zealquest.com     service@zealquest.com 

- 13 - 

4.5.3 快速叶绿素荧光诱导动力学(Fast Acquisition)曲线的测量 

a. 将样品暗适应 20-30 分钟。 

b. 选择 Settings 选项，在 Mode 子选项中选择所需要测量的模式，单独测量 PSII 活性选择 Fluo； Analysis 

Mode 选择 Fast Acquisition。其他版块不需更改。 

c. 选择 Fast Kinetics 主菜单，点击 Trigger Settings，选择 Poly300ms。 

d．回到 Fast Kinetics 主菜单，点击 Start，测量快速叶绿素荧光诱导动力学曲线，勾选 Log，使横坐标以

对数模式显示，即可得到 OJIP 曲线。 

e．测量结束后，如需保存图形，点击上方软盘按钮保存 Report，点击绿色箭头按钮导出 Excel 格式表格。 
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4.5.4 鼓包 (Post-Illumination)曲线的测量 

鼓包：Post-illumination 是光化光关闭后的荧光瞬时上升现象（俗称“鼓包”） 

鼓包的产生：光合电子传递链分为非环式电子传递（线性电子传递，Z 链："Z" scheme）和围绕 PSI 的环

式电子传递（Cyclic Electron Transport，CET），两种电子传递方式共用 PQ 库，光化光关闭后，部分 PQ 被

环式电子传递还原，从而使叶绿素荧光量增加。 

非环式电子传递：H2O → PSⅡ → PQ →Cyt b6/f → PC → PSⅠ→Fd→FNR → NADP
+
  

环式电子传递：PSⅠ→ Fd →PQ→Cyt b6/f→Fe-S→Cyt f→PC → PSⅠ(PGR 5 介导) 

             PSⅠ→ Fd →FNR→NADPH
+
/NADPH→PQ→Fe-S→Cyt f→PC → PSⅠ(NDH 介导) 

鼓包的意义：它能够很好地通过 PSII 荧光反应围绕 PSI 的循环电子传递，是得到国际公认的一项衡量环

式电子传递速率的技术。 

鼓包的测量：五个步骤， “打开 Start”、“打开 F ML”、“打开 AL”、“关闭 AL”、“关闭 F ML”。 

附 1. 手动测量蓝藻光化光关闭后的荧光瞬时上升（鼓包）曲线 

如图 4.5.4.1 所示，图中红色荧光曲线为蓝藻光化光关闭后的荧光瞬时上升曲线（高等植物测量

方法类似，但有所不同，请参考相关文献），蓝色虚线即表示荧光上升的斜率，该斜率越高，表示

循环电子传递活性越高。本节主要阐述如何利用 Dual-PAM-100 手动测量本曲线。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 4.5.4.1 利用 Dual-PAM-100 测量蓝藻光化光关闭后的荧光瞬时上升曲线 
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如图 4.5.4.12 所示，为手动测量蓝藻鼓包曲线的测量分解图。图中共分为五个步骤，分别是“打

开 Start”、“打开 F ML”、“打开 AL”、“关闭 AL”、“关闭 F ML”。“打开 Start”表示开始慢速动力学（Slow 

Kinetics）曲线测量，此时得到平稳的荧光信号。荧光信号平稳一段时间（通常为 5-10 秒）后，打

开测量光，即“打开 F ML”，此时得到本底荧光信号 Fo，同样使荧光信号平稳数秒。此时，可打开光

化光对样品进行诱导，即“打开 AL”。通常在曲线测量之前，我们会在 Settings 选择合适的光化光强

度，而在曲线测量时，只需打开光化光即可。此外，如果测量样品为高等植物，通常会在打开光化

光 AL 之前打饱和脉冲 SP[1]，然后开始光化光诱导。等光化光诱导平稳后，“关闭 AL”，荧光会产生

瞬时淬灭，紧接着便会产生上升现象，待曲线走平稳后，关闭 Slow Kinetics，关闭测量光，即“关闭

F ML”。手动测量完毕后，可点击右上角红色方框中的按钮，导出曲线，用于数据处理。 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 4.5.4.2 手动测量蓝藻光化光关闭后的荧光瞬时上升曲线的分解图 

2. 利用编制脚本测量蓝藻光化光关闭后的荧光瞬时上升（鼓包）曲线 

为了使测量数据重复性更好，我们需要准确地对平行样品进行重复测量。然而，纯手动测量不

能保证在同样的时间位点做出相同的测量动作。例如，我们需要每次在第 5 秒时打开测量光，而靠

手动点击鼠标，可能会在第 4.5 秒或 6 秒时打开测量光，这样会导致做数据平均时出现曲线变形，

对实验结果影响很大。为了解决这一问题，我们就需要用到 Dual-PAM-100 软件中的脚本编制功能，

编写一条标准的鼓包测量曲线，即可将繁琐的手动测量变成简单的自动测量。利用该功能，还可以

编写其他不同的荧光曲线，用于不同的科研目的。 

详细的脚本编辑方法会在附录中完整展示 

鼓包测量脚本文件仪器安装调试时会提供，也可以向泽泉科技技术人员索取 
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3. 脚本调用以及曲线运行状态查看 

点击右下方 Script 中的“Load”调用编辑好的 Script，点击“Run”按钮，即可启动编辑好的脚本文

件，仪器可自动测量光化光关闭后荧光瞬时上升曲线，如图 4.5.4.3 所示。可以从 Slow Kinetics 界面

中查看曲线运行状况。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 4.5.4.3 启动脚本文件图示 

 

脚本运行结束后会自动停止，测量结束后，如需保存图形，点击上方软盘按钮保存 Report，点击

绿色箭头按钮导出 Excel 格式图形。选择 Report 主菜单，点击左上方软盘按钮保存 Report，点击绿色箭

头按钮导出 Excel 数据报告。 

曲线所有的数据点存储在 Excel 文件内，可以导入作图软件实现曲线的再现与编辑。 
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4.5.5 P700 暗还原(P700+Re-reduction)曲线的测量 

P700 暗还原：在远红光诱导下，P700 会发生电荷分离，失电子被氧化，远红光关闭，氧化态的 P700

会被电子传递链上的电子还原。 

P700 暗还原曲线意义：根据 P700+暗还原曲线下降斜率的快慢能够表示环式环电子传递的速率，反

应环式电子传递能力，是研究电子传递的重要工具。 

准备：选择测量模式 P700，点击 Bal 平衡，进入 Slow，Kinetics 界面 

P700 暗还原曲线手动测量：“打开 Start”、“打开 FR”、 “关闭 FR”、“点击 Stop” 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 4.5.5 利用 Dual-PAM-100 测量 P700 暗还原曲线 

P700 暗还原曲线的测量也需要编辑脚本，通过加载脚本实现曲线测量的一致性 

脚本运行结束后会自动停止，测量结束后，如需保存图形，点击上方软盘按钮保存 Report，点击

绿色箭头按钮导出 Excel 格式图形。选择 Report 主菜单，点击左上方软盘按钮保存 Report，点击绿色箭

头按钮导出 Excel 数据报告。 

曲线所有的数据点存储在 Excel 文件内，可以导入作图软件实现曲线的再现与编辑。 

详细的脚本编辑方法会在附录中完整展示 

P700 暗还原曲线测量脚本文件在仪器安装调试时会提供，也可以向泽泉科技技术人员索取 
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4.5.6 PQ 库（PQ pool）的测量 

质醌(plastoquinon，PQ) 也叫质体醌，是 PSⅡ反应中心的末端电子受体，也是介于 PSⅡ复合体

与 Cyt b6/f 复合体间的电子传递体，在膜中含量很高，能在类囊体膜中自由移动，是双 e-和双 H+传

递体，在光合膜上转运电子与质子，对类囊体膜内外建立质子梯度起着重要的作用。另外，PQ 库

作为电子、质子的缓冲库，能均衡两个光系统间的电子传递，可使多个 PSⅡ复合体与多个 Cyt b6/f

复合体发生联系，使得类囊体膜上的电子传递成网络式地进行。 

准备：选择测量模式 P700，点击 Bal 平衡，进入 Slow，Kinetics 界面 

PQ 库手动测量：“打开 Start”、“打开 FR”、 “打开 ST”、“打开 MT”、“点击 Stop” 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 4.5.6 利用 Dual-PAM-100 测量 PQ 库 

鼓包测量也需要编辑脚本，通过加载脚本实现曲线测量的一致性。 

脚本运行结束后会自动停止，测量结束后，如需保存图形，点击上方软盘按钮保存 Report，点击

绿色箭头按钮导出 Excel 格式图形。选择 Report 主菜单，点击左上方软盘按钮保存 Report，点击绿色箭

头按钮导出 Excel 数据报告。 

曲线所有的数据点存储在 Excel 文件内，可以导入作图软件实现曲线的再现与编辑。 

详细的脚本编辑方法会在附录中完整展示 

鼓包测量脚本文件在仪器安装调试时会提供，也可以向泽泉科技技术人员索取。 
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4.5.7 P515/535 的测量 

P515/535 模块是 WALZ 公司为 DUAL-PAM-100 设计的测量模块，可以直接连接 DUAL-PAM-100

的主机，测量 550-510 nm 的差式吸收以及 535 nm 波长的信号变化。P515/535 模块可以测量光合器

官的跨膜质子动力势（pmf）、跨膜电位（Δψ）、跨膜质子梯度（ΔpH）和玉米黄素（Zea）变化等

内容。此外，该模块还提供一种特殊的“P515 Flux”操作模式，可让光化光以光-暗脉冲形式打开-关闭

（1/1 调制光/暗），原位测量活体样品处于稳态的偶联电子和质子的流动速率。 

 

通过测量 P515 变化得

出质子动力势（pmf）

两个组分 Δψ 和 ΔpH 

 

通过测量 535 nm 变化

得出质子动力势（pmf）

及其组分 ΔpH 

 

同步测量 P515 和 535 

nm 信号的光响应曲线 

准备：加载 P515/535 模块出厂设置，选择测量模式，P515 或 I535 或 P515+I535 

P515/535 模块的所有测量程序测量也需要编辑脚本，通过加载脚本实现曲线测量的一致性。 

脚本运行结束后会自动停止，测量结束后，如需保存图形，点击上方软盘按钮保存 Report，点击

绿色箭头按钮导出 Excel 格式图形。选择 Report 主菜单，点击左上方软盘按钮保存 Report，点击绿色箭

头按钮导出 Excel 数据报告。 

曲线所有的数据点存储在 Excel 文件内，可以导入作图软件实现曲线的再现与编辑。 

详细的脚本编辑方法会在附录中完整展示 

鼓包测量脚本文件在仪器安装调试时会提供，也可以向泽泉科技技术人员索取。 

1. Nishikawa Y, Yamamoto H, Okegawa Y, et al. PGR5-dependent cyclic electron transport around PSI contributes 

to the redox homeostasis in chloroplasts rather than CO2 fixation and biomass production in rice[J]. Plant and 

Cell Physiology, 2012, 53(12): 2117-2126. 

2. Alric J, Lavergne J, Rappaport F. Redox and ATP control of photosynthetic cyclic electron flow in 

Chlamydomonas reinhardtii (I) aerobic conditions[J]. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-Bioenergetics, 2010, 

1797(1): 44-51. 

3. Suzuki K, Ohmori Y, Ratel E. High root temperature blocks both linear and cyclic electron transport in the dark 

during chilling of the leaves of rice seedlings[J]. Plant and Cell Physiology, 2011, 52(9): 1697-1707. 

4. Wang C, Yamamoto H, Shikanai T. Role of cyclic electron transport around photosystem I in regulating proton 

motive force[J]. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-Bioenergetics, 2015, 1847(9): 931-938. 
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4.6 测量结果数据保存 

4.6.1 全部数据保存，打开与编辑 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

诱导曲线和光曲线的数据都显示在 Report 界面，主显示区最左边的一列按钮可以实现数据的翻页，

中间为数据显示，最右面是数据的勾选框，即勾选上的才会在中间显示，不勾选的不显示。在主显示区

的最上面是打开，保存，打印，导出数据的按钮，其中软盘保存的文件时可以用 Dual PAM 软件打开的，

而“文件夹导出”的则为 Excel 格式的文件。 

特殊测量，如“鼓包”即 Post-illumination 的测量 Report 界面只显示动作，并不显示数据，曲线数据

点集需要在曲线显示界面导出，相关描述可参考前面的测量说明。 

菜单栏 File 选项也具有数据保存选项，下图为各选项的详细介绍 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

File 菜单中 Save Report 的功能等同于 Report 界面的“软盘”按钮。Export 等同于“文件夹导出” 
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附录 

调制叶绿素荧光仪 Dual-PAM-100 脚本编写方法 
 

吕中贤  褚胜利 

[1]上海泽泉科技股份有限公司，上海 200062 

 

摘要： Dual-PAM-100 作为能够同步测量光系统 II 和光系统 I 活性的调制叶绿素荧光仪，在植物生理研

究中有着广泛的应用。其测量慢速动力学荧光诱导曲线和快速光曲线均由内置程序自动测量，本文主

要阐述利用 Dual-PAM-100 的脚本编制功能测量某些特殊意义的非标准化荧光曲线，用于特殊的植物生

理研究。 

关键词：调制叶绿素荧光仪、Dual-PAM-100、脚本编写 

 

叶绿素荧光技术作为光合作用的经典测量方法，已经成为藻类和高等植物生理生态研究领域功能最强

大、使用最广泛的技术之一。由于常温常压下叶绿素荧光主要来源于光系统 II 的叶绿素 a，而光系统 II 处于

整个光合作用过程的最上游，因此包括光反应和暗反应在内的多数光合过程的变化都会反馈给光系统 II，进

而引起叶绿素 a 荧光的变化，也就是说几乎所有光合作用过程的变化都可通过叶绿素荧光反映出来。与其

它测量方法相比，叶绿素荧光技术还具有不需破碎细胞、简便、快捷、可靠等特性，因此在国际上得到了

广泛的应用。 

然而，对于光系统 I 的叶绿素荧光，在常温常压下很难测量。先前，人们测量光系统 I 的叶绿素荧光采

用超低温叶绿素荧光法（77k），利用液氮冻融样品，然后放入含液氮的超低温荧光分光光度计，选择合适

的激发光测量样品的光系统 I 叶绿素荧光。该方法的局限性在于无法获得动态的光系统 I 叶绿素荧光曲线，

也无法对已冻融的样品再次进行诱导，因此只能获得某一状态下的光系统 I 叶绿素荧光数据。后来，德国乌

兹堡大学 Schreiber 教授——调制叶绿素荧光仪 PAM 发明人——通过差示吸收技术，成功地在调制叶绿素荧

光仪 PAM 中加入了测量 P700 信号的功能。植物样品的 P700 信号在常温常压下能够稳定被测量，并且能够

很好地反映光系统 I 的叶绿素荧光变化，因此人们可以在常温常压下通过监测动态的 P700 信号的变化研究

光系统 I 的荧光变化。 

在庞大的 PAM 家族中，Dual-PAM-100 能够同时测量光系统 I 和光系统 II 的活性变化，成为研究植

物光合生理的重要的技术手段之一。同步测量两个光系统活性变化的荧光诱导曲线和快速光曲线均由



仪器自带的程序自动测量，在此不再赘述。本文主要阐述如何利用 Dual-PAM-100 手动测量某些特殊意

义的荧光曲线，例如光化光关闭后的荧光瞬时上升（俗称鼓包）变化、P700+暗还原曲线等。 

1. 手动测量蓝藻光化光关闭后的荧光瞬时上升（鼓包）曲线 

在蓝藻和高等植物中，光化光关闭后的荧光瞬时上升曲线能够反映由 NADPH 脱氢酶介导的围绕光

系统 I 的循环电子传递的活性。荧光瞬时上升斜率越高，说明循环电子传递活性越高。该方法是研究围

绕光系统 I 的循环电子传递活性的主要方法之一，能够快速、准确地表示循环电子传递的活性，是利用

叶绿素荧光反映循环电子传递活性的经典方法。 

如图 1 所示，图中红色荧光曲线为蓝藻光化光关闭后的荧光瞬时上升曲线，蓝色虚线即表示荧光

上升的斜率，该斜率越高，表示循环电子传递活性越高。本节主要阐述如何利用 Dual-PAM-100 手动测

量本曲线。 

图 1 利用 Dual-PAM-100 测量蓝藻光化光关闭后的荧光瞬时上升曲线 

如图 2 所示，为手动测量蓝藻鼓包曲线的测量分解图。图中共分为五个步骤，分别是“打开 Start”、

“打开 F ML”、“打开 AL”、“关闭 AL”、“关闭 F ML”。“打开 Start”表示开始慢速动力学（Slow 

Kinetics）曲线测量，此时得到平稳的荧光信号。荧光信号平稳一段时间（通常为 5-10 秒）后，打开测

量光，即“打开 F ML”，此时得到本底荧光信号 Fo，同样使荧光信号平稳数秒。此时，可打开光化光

对样品进行诱导，即“打开 AL”。通常在曲线测量之前，我们会在 Settings 选择合适的光化光强度，

而在曲线测量时，只需打开光化光即可。此外，如果测量样品为高等植物，通常会在打开光化光 AL 之



前打饱和脉冲 SP[1]，然后开始光化光诱导。等光化光诱导平稳后，“关闭 AL”，荧光会产生瞬时淬灭，

紧接着便会产生上升现象，待曲线走平稳后，关闭 Slow Kinetics，关闭测量光，即“关闭 F ML”。手动

测量完毕后，可点击右上角红色方框中的按钮，导出曲线，用于数据处理。 

图 2 手动测量蓝藻光化光关闭后的荧光瞬时上升曲线的分解图 

2. 编制测量蓝藻光化光关闭后的荧光瞬时上升（鼓包）曲线的脚本 

为了使测量数据重复性更好，我们需要准确地对平行样品进行重复测量。然而，纯手动测量不能

保证在同样的时间位点做出相同的测量动作。例如，我们需要每次在第 5 秒时打开测量光，而靠手动

点击鼠标，可能会在第 4.5 秒或 6 秒时打开测量光，这样会导致做数据平均时出现曲线变形，对实验结

果影响很大。为了解决这一问题，我们就需要用到 Dual-PAM-100 软件中的脚本编制功能，编写一条标

准的鼓包测量曲线，即可将繁琐的手动测量变成简单的自动测量。利用该功能，还可以编写其他不同

的荧光曲线，用于不同的科研目的。 

2.1 Dual-PAM-100 脚本编辑器介绍 

如图 3 所示，点击软件界面右下方 Script 中的 Load 按钮，弹出 Script Files 对话框，显示软件自带

的脚本程序。选择任意一条程序打开，加载至脚本文件编辑器中，如图 4 所示。点击编辑器左上角新

建按钮，输入新建脚本文件名（如 Post-illumination），即可新建一条未编辑的脚本文件，如图 5 所示。 

打开 Start 

打开 F ML 

打开 AL 
关闭 AL 

关闭 F ML 



图 3 脚本程序按钮图示 

图 4 加载已有的脚本程序图示 



图 5 新建脚本文件图示 

新建的脚本文件编辑器如图 6 所示，编辑器主要含有两大编辑控制区，分别为蓝色方框内的“程

序控制按钮区域”和红色方框内的“通用控制按钮区域”，本节主要阐述该两大编辑控制区域内不同

命令行所代表的意义及用法。 

图 6 新建的脚本文件编辑器图示 



蓝色方框的“程序控制按钮区域”为主程序编辑控制区域，其中命令行按钮所代表的意义如下： 

Call：导入一个已有的程序镶嵌到您要编制的程序中； 

 

 

Begin of Repetition Block：循环程序的开始，输入循环的名称开始设置循环程序； 

 

 

End of Repetition Block; Loops=：循环的结束，Loops=输入循环的个数； 



 

 

TimeStep(s)=：该设置的时间包含了上一步操作所需要的时间，一般该设置的时间都要比上步时间长； 

Waits(s)=：上一步操作完成之后等待设置的时间之后进行下一步操作； 

Paste to Slow Chart Comment Line：将上一步蓝色显示的设置参数写入到 Slow Kinetics 界面的 command

备注窗口中； 

 

 

Paste to Fast Chart Comment Line：将程序的参数设置下入到 Fast Kinetics 界面下的 command 命令窗中； 

Message=：输入备注信息； 



 

先输入信息的名称，再输入备注信息； 

 

 

Comment =：输入注释名称，输入完成的会显示在程序中 

 

 

Spacer：增加一个空行； 

Exit：退出 

红色方框的“通用控制按钮区域”为编辑脚本文件的主要按钮区域，各按钮所代表的意义如下： 

a. General Commands 通用命令按钮栏： 

New Report：创建一个新的数据存储文件； 

Save Report as：创建一个新的文件名称； 

Save Slow Kinetics as：输入一个需要的慢速诱导动力学曲线的名称； 

 



Save Fast Kinetics as：输入一个需要的快速诱导动力学曲线的名称； 

Slow Kinetics：打开或关闭慢速诱导动力学曲线； 

 

 

Light Curve：打开或关闭快速光响应曲线； 

Man. Record：开启或关闭手动测量的记录； 

 

Copy Settings from Slow Kinetics：复制设置中的慢速诱导动力学曲线的参数设置； 

Copy Trig. Run from Slow Kinetics：复制慢速诱导动力学曲线的 Trig. Run 程序； 

Copy Settings from Fast Kinetics：复制设置中的快速诱导动力学曲线的参数设置； 

Copy Trig. Run from Slow Kinetics：复制快速诱导动力学曲线的 Trig. Run 程序； 

 

Open Fast Kin. Trig. File：打开已经存在的快速诱导动力学的 Trig. Run 程序； 

Open Slow Kin. Trig. File：打开已经存在的慢速诱导动力学的 Trig. Run 程序； 

Select Record：选择储存记录； 

 

Clock ：打开或关闭 clock 测量程序； 

 

 



Clock Time =：输入循环间隔时间，设置两次操作之间的时间； 

Clock Mode =：选择循环操作的指令； 

 

 

Clock Target Number =：输入循环的次数； 

 

 

Infinite Clock Cycles：打开或关闭无限循环； 

 

 

b. Determination Commands 测量命令按钮栏 

Sat-Pulse/Fast Kin.：仪器发出一个饱和脉冲（进行一次快相检测）； 

Fo：仪器记录一组 Fo 的数据； 

Fo'：仪器测量一组 Fo'的值； 

Fo，Fm：仪器打开一个饱和脉冲，测量一组 Fo，Fm 的值计算 Fv/Fm； 

Calibration：仪器进行 P700 测量的自动校准； 

Pm：仪器测量 P700 的量子产量； 

Auto FoFm/Pm：自动测量 Fo，Fm 和 Pm 的值； 

FR+Yield/Fast Kin.：打开远红光测量 P700 的量子产量和快相； 

AL+Yield/Fast Kin.：打开光化光测量 P680 的量子产量和快相； 

 

c. Actinic Light Commands 光化光命令按钮栏 

AL：打开或关闭光化光； 

TR：打开或关闭 TR 光；（在 Dual-PAM-100 中，该按钮用于控制测量藻类时使用的搅拌转子的开关） 

FR/BL：打开或关闭远红光； 



Toggle FR/BL：触发远红光； 

Select  FR/BL =：选择 PSII 的光源，远红光或蓝光； 

Select Act. Light =：选择光化光的光强来源，红光、蓝光、红光和蓝光三种选择； 

ST：打一个单周转饱和闪光； 

MT：打一个多周转饱和闪光； 

AL Pulse：打一个光化光饱和脉冲光； 

FR/BL Pulse：打一个远红光饱和脉冲光； 

TR Pulse：打一个 TR 饱和脉冲光；（在 Dual-PAM-100 中，该按钮意义不大） 

 

d. Measuring Light Commands 测量光命令按钮栏 

F ML：打开或关闭荧光的测量光； 

P ML：打开或关闭 P700 的测量光； 

Balance：P700 测量调平衡； 

P700 Sig. Fine Up：是 P700 的平衡信号向上； 

P700 Sig. Fine Down：是 P700 的平衡信号向下； 

MF-H：打开或关闭测量光频率自动调整高频的功能； 

 

e. General Settings 通用设置命令按钮栏 

Open User Settings：打开用户已保存的参数设置； 

Detector 1 =：选择 1 号接口连接的检测器类型； 

Detector 2 =：选择 2 号接口连接的检测器类型； 

Measure Mode =：选择测量的模式； 

Analysis Mode =：选择采样分析的模式，慢速或快速可选； 

Recording Mode =：选择数据记录的模式； 

 

 

Gain Ch1 =：选择增益 1 对应的数值； 

Gain Ch2 =：选择增益 2 对应的数值； 

Damping Ch1 =：选择阻尼 1 的数值； 

Damping Ch2 =：选择阻尼 2 的数值； 

Zero Offset Ch1：通道 1 进行调零； 

Zero Offset Ch2：通道 2 进行调零； 

Slow Kin. Acquisition Points =：选择慢速诱导动力学曲线的采样点个数； 

Slow Kin. Acquisition Rate =：选择慢速诱导动力学曲线的采样频率； 

Target Averages：几个样点进行平均取值； 

Multiple Average Cycles：多重平均循环； 

Fast Kin. Averaging：选择是否将快相的点进行平均取样； 

Auto ML on：选择是否自动打开测量光； 



Auto Fo '：是否自动进行 Fo '的测量； 

 

f. Actinic Light Settings 光化光设置命令按钮栏 

AL-Int. ：设置光化光的强度梯度，再循环中如果选择的是=号，表示每次循环均是该梯度的光强；如果

是+号，表示下一次循环光化光强度增加您输入的数值，-号则相反； 

BL-Int. ：设置蓝色光化光的强度梯度，符号与上相同； 

FR-Int. ：选择远红光的梯度； 

SP-Int. ：选择饱和脉冲光的梯度强度； 

AL Width =：选择光化光照射的时间长度； 

FR Width =：选择远红光照射的时间长度； 

BL Width =：选择蓝色光化光的时间长度； 

SP Width =：饱和脉冲光的照射时间长度； 

AL Pulse Width =：光化光饱和脉冲的照射时间长度； 

FR Pulse Width =：远红光饱和脉冲的照射时间长度； 

ST Pulse Width =：单周转饱和脉冲的照射时间长度； 

MT Pulse Width =：多周转饱和脉冲的照射时间长度； 

ST sequence number：单周转闪光的顺序号； 

ST sequence number：单周转闪光顺序间的时间间隔宽度； 

Fast Kin. After ST sequence：单周转之后进行快相测定； 

SP Width Setup =：饱和脉冲光的照射时间长度的梯度设置； 

AL Pulse Width Setup =：光化光饱和脉冲的照射时间长度的梯度设置； 

FR Pulse Width Setup =：远红光饱和脉冲的照射时间长度的梯度设置； 

ST Pulse Width Setup =：单周转饱和脉冲的照射时间长度的梯度设置； 

MT Pulse Width Setup =：多周转饱和脉冲的照射时间长度的梯度设置； 

Get AL PAR：获得光化光强度； 

Get BL PAR：获得蓝色光化光强度； 

 

g. Measuring Light Settings 测量光设置命令按钮栏 

MF-H =：选择高频测量光； 

MF-L =：选择低频测量光； 

MF-M =：选择最大频测量光； 

MF-H Step =：选择高频测量光的变化梯度； 

MF-L Setup =：选择低频测量光的变化梯度； 

MF-M Setup =：选择最大频测量光的变化梯度； 

F ML-Int.：设置荧光测量光的梯度； 

P ML-Int.：设置 P700 测量光的梯度； 

Auto MF_H：选择是否自动将测量光变为高频； 

MF Log.：测量光对数值 

Variable Block Frequency：测量光频率变化 

Get FML PAR：测量光 PAR 测量 

 

h. Condition Commands 条件设置命令按钮栏 

If Sig. (Fluo)：如果荧光信号满足什么条件； 

If Sig. (P700)：如果 P700 信号满足什么条件； 

Wait until Sig. (Fluo)：等待荧光信号满足什么条件； 

Wait until Sig. (P700)：等待 P700 信号满足什么条件； 



End of Rep. Block; Repeat until Sig. (Fluo)：如果荧光信号达到某一个标准即可结束循环程序； 

End of Rep. Block; Repeat until Sig. (P700)：如果 P700 信号达到某一个标准即可结束循环程序； 

Wait until Clock Counter：等待直至 clock 循环满足什么条件； 

 

i. Display Commands 显示命令按钮栏 

Visible Page =：选择显示的界面窗口； 

Visible Settings Page =：选择显示的设置窗口； 

Slow Kinetics Auto Scaling Left：选择慢速诱导动力学曲线自动左对齐； 

Slow Kinetics Auto Scaling Right：选择慢速诱导动力学曲线自动右对齐； 

Slow Kinetics Auto Scaling Horizontal：选择慢速诱导动力学曲线自动水平对齐； 

Slow Kinetics Average Points：慢速动力学曲线平均数据点数； 

Fast Kinetics Auto Scaling Left：选择快速诱导动力学曲线自动左对齐； 

Fast Kinetics Auto Scaling Right：选择快速诱导动力学曲线自动右对齐； 

Fast Kinetics Auto Scaling Horizontal：选择快速诱导动力学曲线自动水平对齐； 

Fast Kinetics Horizontal Log.：选择显示快速诱导动力学曲线曲线的 log 图标； 

Fast Kinetics Average Points：快速动力学曲线平均数据点数； 

 

2.1 蓝藻光化光关闭后的荧光瞬时上升（鼓包）曲线的脚本编制 

对于光化光关闭后的荧光瞬时上升曲线，并不需要用到所有的按钮，只需选择程序需要的命令按

钮，形成脚本文件命令行即可。 

首先，在手动测量时，第一步为“打开 Start”，即开启一条新的慢速动力学荧光曲线。因此，我

们需要在 General Commands 中双击“Slow Kinetics”，弹出对话框，选择“on”，即形成启动慢速动

力学曲线的命令行，如图 7 所示。 

图 7 编辑新建慢速动力学荧光曲线图示 



紧接着需要走稳 5-10 秒，这里我们使用的是 Program Commands 中的“TimeStep(s)”命令按钮。

如图 8 所示，双击“TimeStep(s)”按钮，输入我们所需要设置的时间，点击确定，即可形成命令行。 

图 8 编辑建立间隔时间命令图示 

然后打开测量光，即“打开 F ML”，获得初始荧光 Fo。此时我们需要使用 Measuring Light Commands

中的“F ML”按钮，双击，选择“on”，完成打开测量光的命令行，如图 9 所示。 



图 9 编辑打开测量光程序图示 

利用图 8 同样的方法建立一个新的 TimeStep，使测量光信号走稳，时间同样可以设置为 10 秒。然

后，开始设置光化光。如果测量样品为高等植物，可以在此先设置打一个饱和脉冲，方法为双击

Determination Commands 中“Sat-Pulse/Fast Kin.”按钮即可。与手动测量时不同，编制脚本文件时，需

要将光化光强度一起编写进去。在 Actinic Light Settings 中选择“AL-Int.”按钮，输入光化光光强档位，

例如 5 档，如图 10 所示，即完成设置光化光光强。设置好光强后，在 Actinic Light Commands 中选择“AL”

按钮，选择“on”，设置打开光化光，如图 11 所示。 

图 10 编辑光化光强度设置命令图示 



图 11 编辑打开光化光命令图示 

利用与图 8 相同方法设置光化光诱导时间，以荧光曲线走平为基本原则。对于蓝藻而言，一般在

60 秒以内即可，而对于高等植物，一般需要 120-180 秒，甚至更久。本文中实验材料为蓝藻，故设置

TimeStep(s)为 30 秒。 

在手动测量时，当荧光曲线走平后，可关闭光化光 AL，因此在编辑脚本文件时，需要在光化光诱

导的 TimeStep 之后，关闭 AL。方法是：在 Actinic Light Commands 中选择“AL”按钮，双击，选择“off”

即可，如图 12 所示。 

图 12 编辑关闭光化光命令图示 

关闭光化光后，荧光会出现瞬时淬灭和瞬时上升的现象，因此在编辑脚本文件时，只需要设置足

够的 TimeStep，等待荧光曲线稳定即可。一般而言，在蓝藻中，设置时间为 30-60 秒；而在高等植物

中，一般需要设置 120-180 秒左右，视鼓包上升情况而定。设置 TimeStep 的方法与图 8 相同。 

当测量结束后，需要关闭慢速动力学程序和测量光。一般地，关闭程序和测量光的先后顺序没有

具体要求，但使用脚本文件时，如果先关闭测量光，即会出现图 1 中最后的荧光淬灭曲线，对于实验

数据没有影响，但不利于数据的整体观看效果，因此，建议先关闭慢速动力学程序，再关闭测量光。

如图 13 所示，在 General Commands 中双击“Slow Kinetics”，选择“off”，即关闭了慢速动力学曲线。

然后在 Measuring Light Commands 中双击“F ML”，选择“off”，即关闭测量光，如图 14 所示。至此，

蓝藻光化光关闭后荧光瞬时上升曲线的脚本文件编写完毕。 

 



图 13 编辑关闭慢速动力学程序命令图示 

图 14 编辑关闭测量光命令图示 

完成编写的蓝藻光化光关闭后荧光瞬时上升曲线的脚本文件如图 15 所示，此时点击左上方软盘形

状的保存按钮，将脚本文件保存至电脑中。点击右上角返回按钮，返回主菜单。 



图 15 蓝藻光化光关闭后荧光瞬时上升曲线脚本文件程序图示 

返回主菜单后，点击右下方 Script 中的“Run”按钮，即可启动该脚本文件，仪器可自动测量光化

光关闭后荧光瞬时上升曲线，如图 16 所示。人们可以从 Slow Kinetics 界面中查看曲线运行状况。 

图 16 启动脚本文件图示 



曲线测量完成后，人们可以运用图 2 的相同方法储存曲线，用于数据处理。下次使用该曲线时，

只需点击 Script 中的“Load”按钮，调用已经存好的“Post-illumination”脚本文件，返回主菜单，点击

“Run”即可测量光化光关闭后的荧光瞬时上升曲线。 

3. 结论 

利用 Dual-PAM-100 中的脚本编辑功能，可以编辑出例如光化光关闭后荧光瞬时上升曲线等非标准

化曲线，用于深入研究不同材料的各种生理指标，以满足不同的科研需求。该功能不仅存在于

Dual-PAM-100 中，同时也存在于 PAM-2500 和 Multi-Color-PAM 中，使用方法类似，以便于适应不同实

验材料和实验条件的拓展测量。 
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Dual-PAM-100的 P515/535模块及其应用举例 

作者：Ulrich Schreiber, Christof Klughammer (Heinz Walz GmbH, Germany) 

来源：PAM Application Notes (2007) 1: 1-10  

摘要：Dual-PAM-100的新模块 P515/535已经上市。它可以同时检测双波长 550 - 515 nm的差示吸收（反映 

Electrochromic pigment shift，ECS）以及 535 nm波长的信号变化（反映“膜的能态”，即“scattering”变化）。

本文介绍了 P515/535激发-检测单元的技术参数及其典型的应用举例。该模块的调制测量光有多种频率可供

选择，软件可控制频率快速切换。因此，暗适应后的基线（低频下）和紧随其后的快速诱导动力学（高频

下）都可测量。由于仪器的信/噪比很高，因此由单周转饱和闪光诱导的 P515变化数据非常可靠，不需进行

数据平均。通过比较单波长 550、535和 515 nm的变化以及双波长 550-515 nm的差示吸收，证明后者不会

引起“ scattering”变化。除了 P515 (ECS)，双波长 550-515 nm的差示吸收也能反映玉米黄素（ Zeaxanthin，

Z）含量的变化，这可以通过“暗基线”的变化来反映。使用人工叶片进行检测的结果表明，信号的稳定性非

常高。通过分析 P515信号的光 -暗响应，可得到跨膜质子动力势（proton motive force，pmf）的两个组分：

跨膜电位（ Δψ）和跨膜质子梯度（ΔpH）。这与 Kramer及其同事利用 DIRK技术得出的结果一致。 

Dual-PAM-100提供一种特殊的“ P515 Flux”操作模式，可让光化光以光暗脉冲形式打开-关闭（ 1/1调制光/

暗）。“P515 Flux”信号能原位反映活体样品处于稳态的偶联电子和质子的流动速率。 

关键词：DUAL-PAM-100，P515/535模块，跨膜质子动力势（pmf），跨膜电位（Δψ），跨膜质子梯度（ΔpH），

叶黄素循环，玉米黄素 

前言  

Dual-PAM-100是 1985年商业化的调制叶绿素荧光仪 PAM-100（即 PAM-101/102/103）的升级版。 

“Dual”表示 DUAL-PAM-100可以同时检测两个重要的信号，即分别反映 PS I和 PS II光能转换效率的 P700

吸收和叶绿素荧光。实际上，最初的 PAM-100只要配置多种附件（例如特殊的激发 -检测单元，单 /多周

转饱和闪光，提供持续照明的蓝光、红光和远红光，以及数据采集系统等），也能检测 P700吸收和叶绿素

荧光变化，但其构造及操作都非常复杂。 WALZ公司的科学家经过不懈的努力，终于把 PAM-100以及这些

复杂的组件小型化，优化整合并实现电脑化操作，最终开发出了一个紧凑、高效、操作简单、功能强大的

光合作用测量系统 Dual-PAM-100。除了能同步或分别测量 P700和/或叶绿素荧光， Dual-PAM-100还可以

扩展许多其它功能，如加一些特殊模块就可检测跨膜质子梯度、跨膜电位等。一般来说，标准 Dual-PAM-100

既可以测量单脉冲调制的单色光信号（如被红 /蓝光激发的叶绿素荧光），也可以测量单脉冲调制的双色光

差示信号（如通过检测 870和 830 nm的透光率差异得到 P700的吸收变化）。 

本文我们将介绍 Dual-PAM-100的一种新模块—— P515/535模块。它能在活体条件下检测质子动力势

（ pmf）的两个组分：跨膜电位（ Δψ）和跨膜质子梯度（ ΔpH），它们是 ATP合成的驱动力。通过 515-525 

nm的“electrochromic pigment shift”（ECS，P515）来测量跨膜电位，通过 P515信号的光-暗动力学变化以

及 535 nm的“scattering”信号变化来测量 ΔpH。 
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P515研究背景  

Junge和 Witt (1968) 最先发现 P515信号与类囊体的跨膜电势成线性关系。 P515信号主要来自类胡萝

卜素和叶绿素 b的 electrochromic shift。早期关于 P515信号的研究，多应用重复闪光驰豫光谱学（repetitive 

flash relaxation spectroscopy），因为通过对快速响应的平均可获得高质量的信号，从而与“非特异性的”慢速

吸收变化区分开来。单周转饱和闪光诱导的信号快速上升，反映了 PS I和 P SII反应中心的原初电荷分离。

对于活体暗适应样品来说，信号快速上升之后会有一个较慢的上升相（ t1/2约 20 ms），这与 Cyt b/f处的醌

循环（ Q cycle）有关，反映了由原初电荷分离引起的系统间电子传递。信号的衰减高度依赖于样品的生理

状态，特别是膜的完整性和测量前的照光状态。膜的漏渗性尤其是经过跨膜 ATP酶的质子传递，会加速信

号的衰减。经过 ATP酶的质子传递效率，与照光状态和质子动力势密切相关。 

直到现在，仍很少有人关注持续照光时间达几分钟时 P515吸收的慢速动力学变化。Klughammer等（1990）

开发了一种 LED阵列动力学分光光度计，可以将包括 P515在内的多种重叠的吸收变化解析出来。利用这

套系统发现，持续照光期间能维持显著的跨膜电势，但这种跨膜电势对生理胁迫极其敏感。近来，Sacksteder

和 Kramer（2000）介绍了一种 DIRK（Dark Internal Relaxation Kinetic）技术，通过利用短暂的黑暗（ < 500 

ms）来干扰处于稳态的电子和质子流，可以检测稳态照光下的 P515（ECS）信号。 ECS（P515）下降的

初始斜率与质子流的速率（稳态光合时通过光合电子传递引起的质子流入速率与通过 ATP酶的质子流出速

率相等）和电子流成线性关系。 Cruz等（2001）的实验表明，如果将黑暗时间延长，ECS（P515）表现出

复杂的衰减动力学。从该动力学变化中，可区分总的质子动力势（ pmf）的两个组分 Δψ和 ΔpH。但是这

个测定要求测量信号具有较高的稳定性和选择性。  

535 nm信号研究背景  

535 nm的吸收变化来自于照光后类囊体膜内部由 ΔpH的建立引起的“光散射”（light scattering）

（Deamer et al. 1966，Heber 1968）。535 nm的吸收变化已成为一种研究叶绿体和完整叶片的“膜能态”以及 

ΔpH的非常方便的半定量方法。这种方法与另外一种

测定“膜能态” /ΔpH的方法——非光化学淬灭（NPQ和 

qN，特别是组分 qE）(Bilger et al. 1988)——密切相关。

尽管长期以来有观点认为 535 nm的吸收变化部分是

由叶绿体中基粒的垛叠引起的，但近来 Ruban等（2002）

对这种解释提出了质疑。 Ruban等认为 535 nm的吸收

是由玉米黄素吸收峰的红移引起的。 

材料与方法 

P515/535模块的技术特点 

P515/535模块由激发单元 DUAL-EP515和检测单

元 DUAL-DP515组成，外观及光学设计与标准的可同

时检测 P700和叶绿素荧光的激发检测单元 DUAL-E

和 DUAL-DR（或 DUAL-DB）相同。这些单元能连

接到同一个固定叶片装置或测量悬浮液可选附件 

ED-101US/MD上。因此，相同的光学设计及光的状态

允许我们对不同的光合参数进行比较。 

激发单元 DUAL-EP515与检测单元DUAL-DP515

（图 1）分别与主机 DUAL-C上的EMITTER和 

DETECTOR1插孔连接。 图 1 激发单元 DUAL-EP515和检测单元 DUAL-DP515  
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与通过检测 870-830 nm的差示吸收来测量 P700信号类似，通过检测 550-515 nm的差示吸收来测量 P515

信号。以 550 nm作为参考，以便将“光散射”的影响降到最低。假设 535 nm的吸收峰呈 Gauss曲线形，那么

在 550 nm和 515 nm的吸收变化应该是相同的。另一方面，与 550 nm相比，玉米黄素在 515 nm有显著吸

收（宽吸收带）。因此， 550-515 nm信号不仅反映了 P515，还反映了玉米黄素含量的变化。这两个信号

组分很容易区分，因为玉米黄素含量的变化非常慢。暗 -光和光-暗诱导的 550-515 nm在 1秒以下到分钟级

的变化几乎都是由于 P515的变化引起的，而较慢的从几分钟到几个小时的变化则反映了玉米黄素的生成

（分别通过紫黄素 V和花药黄素 A的去环氧化）以及玉米黄素的环氧化。  

DUAL-EP515技术参数  

DUAL-EP515主要由 8个带干涉滤光片的白光 LED组成。550 nm测量光由分别带有 550 nm干涉滤光

片（ 5.5 nm HBW）的 3个 LED提供。分别带有 515 nm干涉滤光片（ 8.5 nm HBW）的 4个 LED用于提

供 520 nm的测量光（用来检测 515 nm的吸收变化）。535 nm测量光由一个带有 535 nm干涉滤光片 (5.5 nm 

HBW)的 LED提供。这些 LED呈环形排列，聚焦于一个 COB绑定的 LED阵列（635 nm的大功率 LED）

中央的一个直径 6.5 mm的小孔上，通过一个 10 x 10 mm的有机玻璃导光杆（可以将光混匀）将光传输至

样品。另外，还有一个带 RG9滤光片的 730 nm的 LED，位于 LED阵列中心，用于提供优先激发 PS I的

远红光。这个 COB绑定的 LED阵列由 24个大功率 LED组成，可短时间内被大电流（超过  

1.5 A）驱动，提供连续的光化光及单周转和多周转饱和闪光。  

DUAL-DP515技术参数  

DUAL-DP515主要由 1个带有 5 mm蓝-绿滤光片（BG39）的 PIN光

电二极管（ 10 x 10 mm）组成。 BG39滤光片允许 520、535和 550 nm

的光透过，但会将 635 nm的光化光和 730 nm的远红光吸收掉。一个 10 

x 10 mm的有机玻璃导光杆引导从样品透射的测量光传输至位于 PIN-光

电二极管前方的 BG39滤光片处。 PIN-光电二极管安装在一块印制电路

板上，在那里可以将脉冲调制新型进行放大。需要注意的是，与DUAL-DR

（或 DUAL-DB）相比，为了得到最大的信 /噪比，DUAL-DP515不具有

提供光化光的 COB LED阵列。拔掉 DUAL-DR（或 DUAL-DB）的连线

之后，我们可以在同样的参数设置条件下，比较光诱导的 P700/叶绿素荧

光和 P515/“光散射”的变化。  

P515信号的校正  

DUAL-PAM-100采用一种特殊的调制技术，高灵敏地检测

双波差示信号。 Dual-PAM软件可以通过调节 LED电流来自

动平衡双波透射信号（“Balance”，图 2），使得差示信号接

近于零。软件会显示调节后的 LED电流比率，该比率与样品

的光谱特征相关。调平衡后， DUAL-PAM-100能高灵敏地检

测差示信号的变化，并且绝对不会导致放大器的饱和。在一

个特殊的校正程序的帮助下，我们可以检测单波信号，该信

号比实际记录的信号要放大超过 1000倍。校正过程中，与 

550 nm信号相比， P515信号会表现出短暂下降（通过降低 

LED电流）。原始的差示信号以伏特为单位记录，然后利用

校正程序，将其转换成△ I/I单位。“I”代表平衡过的总信号

的放大幅度。 

图 3记录了烟草叶片的校正（测量光强度为 10）。

在这个例子中，ΔI / I = 3.57 x 10-3单位，计算出总的信号 I = 26.8 V。 

 

图 2 520 和 550 nm 的平衡 

图 3 使用自动校正程序，检测烟草叶片的信号（△I/I 单位） 
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记录单波 535 nm信号： 

与叶绿素荧光相似，单波光 535 nm信号以非补偿信号的形式记录。与荧光信号类似， 535 nm信号在 

5.5 V达到饱和。因此，与双波光 550-515 nm信号相比，记录 535 nm单波信号时，为了获得高信 /噪比，

要应用高强度的测量光，这时一定要调低增益（Low Gain）（图 4A）。同时，因为“光散射”变化相对较

慢，可以使用高阻尼（ High Damping），从而可以进一步提高信 /噪比。因为 535 nm信号的动力学是被

反向记录的，所以如果“光散射”增加，这说明某个信号降低，那么一个瞬间的上升信号就会显示出来，与 

P515信号相似。 

预防测量光预照明效应的方法 

通过 870-830 nm信号变化测定 P700时，可使用

高强度的近红外测量光，而不会引起光合效应；相比

之下，使用能被光合色素吸收的含有大部分绿光的测

量光，使 P515及“散射”的测量显得很复杂。

DUAL-PAM软件，在保证信号质量的情况下，提供

了多种方法来预防测量光引起的明显的预照明效应。

这特别适用于由单周转饱和闪光诱导的快速 P515变

化的测量，因为 P515动力学对预照明效应非常敏感

（光激活了可逆的 ATP酶）。实现这种测量的一个

前提是：提供测量光 ML的 LED可以很快地被打开。

若“Auto ML on”被激活（图 4B），当开始记录快速

动力学时，ML会被自动打开，以便测量前样品处于

完全黑暗状态。同时还可以通过激活“ Variable Block 

Frequency”（图 4C）来消除预照明效应。在低“Block 

Frequency”（MF-low：1-1000 Hz）设置下，测量光的

光化效应几乎可以忽略。在测量光诱导的变化时选用

高脉冲频率设置（MF-high：100-10000 Hz），频率

设置与所需的时间分辨率有关。为了得到最大的时间

分辨率， ML脉冲频率可以开到 MF-max（大约 400 

kHz）。在预先编写程序 Fast Trigger文件夹中，可以

设定多种光源的开关及 MF-max（2.5 μs分辨率）。 

信/噪比与信号稳定性 

要对完整叶片进行可靠的活体测量，必须要求很高的信/噪比及信号的稳定性。测量光强度（1-20）、

放大器增益（ 1-5）以及样品的透光率都会影响信号幅度。叶片和分离的叶绿体的信号噪音主要来源于电子

元件；而藻细胞悬浮液的信号噪音主要来自于细胞运动或聚集引起的“样品噪音”。信号稳定性（对长时间测

量来说是很重要的），主要受仪器及样品参数的影响。需要指出的是，温度改变引起的调制 LED测量光强

度的变化，以及（由叶片含水量变化或藻细胞沉淀引起的）样品的光学变化，都会引起信号漂移。由于这

些变化会同时作用于515 nm和550 nm信号，因此其影响在检测550-515 nm差示信号的过程中应该能被消除。 

一个给定记录噪音幅度与跟“Point Averages”、ML频率（ MF-low、MF-high和MF-max）以及阻尼（测

定快速动力学时时间常数为10 μs，慢速动力学为 1 ms）的设置有关。 Dual-PAM-100软件提供大范围的数

据采集速率选择。记录快速动力学时，数据采集速率可以在 2.5-1000 μs/点，共可保存 128 000点；记录慢

速动力学时，速率可以在1-100 ms/点，可以保存512 000点（图 4D，最大记录时间超过14 h）。实际上，测

量动力学时采用的采点率一般比要求的时间分辨率要高，而在后期的查看和分析数据时，可以应用合适的

“Point Averaging”来降低信号噪音（图 4E）。例如，在采点速率为 2.5 μs/点、测量光频率为 MF-10000的 

图 4 参数的调节 
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条件下，测定闪光诱导的P515变化（信号先瞬间上升，接着在ms时间内慢慢变化），如果"Point Averages" 

设为100（参看结果部分的图 6），就不会丢失动力学信息。在这个例子中， "Point Averages"设为100，

噪音放大度为10
-4
 ΔI/I 单位；如果不使用 "Point Averages"，噪音为 3 x 10

-3
 ΔI/I单位。闪光诱导的信

号变化在15 x 10
-3
 ΔI/I单位，可见噪音已经很低了。 

使用人工叶片可以清楚地评价仪器的噪音和信号漂移。为此，使用类似于绿色叶片的可以让绿光透过

的塑料滤光片（ artificial leaf，Roscolux #01，Light Amber Bastard）夹在两层高度透光的纸中间。

使用这种人工叶片（ “artificial leaf #01”）测得的 515、535和550 nm信号放大幅度与正常的烟草叶片

非常相似。 

图5表示在逐步增加测量光频（ MF）的情况下，用人工叶片（ “artificial leaf #01”）测得的 550-515 

nm的信号。高MF设置下，一方面，噪音被减少；但另一方面，信号会发生明显的负漂移。当MF20时，噪音

为3 x 10
-3
 ΔI/I 单位；当 MF1000时，噪音降低到 10

-4
 ΔI/I单位；当 MF10000时，噪音为 3 x 10

-5 
ΔI/I

单位。在MF10000，ML强度为 10的条件下，测

量光ML的PAR为4 μmol quanta/m²·s。实际应

用中，MF5000以下，测量光 ML的光合效应都

可以被忽略掉。当MF超过1000时，5分钟内信

号的漂移不超过 10
-4
 ΔI/I单位。 

切换到高MF设置下后，信号呈双相下降，

5分钟内信号的漂移在 MF2000时为3 x 10
-4
 

ΔI/I单位， MF10000时为2 x 10
-3
 ΔI/I单位。 

只有在测量1秒内的快速动力学（ Fast 

Kinetics）时才应用高 MF设置，此时不考虑

信号的慢漂移，ML的光化效应也可以忽略。 

 

结果与讨论 

单周转饱和闪光诱导的P515快速驰豫动力学 

图6是典型的单周转饱和闪光诱导的活体烟草叶片的 P515吸收变化图。图 6A表示样品经过1小时暗适

应后的吸收变化。P515信号先快速上升14 x 10-3 ΔI / I单位，接着缓慢上升，在 20 ms达到峰值，然后

缓慢下降。图 6B表示同一烟草叶片，先照光 10 min（100 μmol quanta/m²·s）再暗适应 4 min后测得的信

号变化。结果表明：预照光显著地加快了闪光诱导的 P515信号的下降，缓慢上升相也消失了，快速上升相

降低了约13%。 

值得强调的是，新的P515/535模块可以得到单个记录（不需要对曲线求平均）的闪光诱导的 P515变化

的基本参数。这对于测定 P515信号的慢速上升相特别重要，因为该上升相很容易受重复测定的预照光的影

响。预照光活化了类囊体膜上的可逆ATP酶，从而增加了膜的H+传导性。P515信号的衰减，反映了 

通过ATP酶质子通道的质子外流引起的（闪光诱导的）跨膜电荷区的恢复，该电荷区由两个光系统的电

荷分离以及细胞色素b/f复合体上Q循环的电子传递所产生。功能完整的光合机构的P515信号的变化特征是：

样品暗适应后， P515诱导曲线表现为慢速下降，这说明膜的完整性很高；经过预照光之后， P515诱导曲

线表现为信号快速下降，这说明ATP酶活性很高。 

然而，从原理上来说，除了electrochromic shift（P515，ECS）之外，其他吸收变化（如玉米黄素的形

成或“散射”）也会影响 550-515 nm的差示信号。但是由这些因素引起的信号变化非常慢，因此我们可以认

为闪光诱导的信号在微秒内的快速变化只反映了P515。值得注意的是，分钟级的慢速变化则不一定仅仅反

映了P515。  

图 5 增大测量光频率 MF对人工叶片（“artificial leaf #01”）550-515 nm 信号

噪音和稳定性的影响。测量光 ML强度： 10；Points averaged: 30 
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550-515 nm信号的慢速暗-光-暗诱导瞬变 

图7A记录了烟草活体叶片的暗-光和光-暗诱导的慢速P515变化。测定前，先将叶片暗适应几个小时，

以便降低玉米黄素（Z）含量。在这种情况下，光诱导的信号增加不仅反映了跨膜电势（ECS）的增加，也

反映了Z的形成。Z的形成是一个缓慢的过程，随着类囊体腔内质子的累积时，Z逐渐形成。通过关掉光之后

“暗基线”（“dark baseline”）的增加可以判断Z的相对含量。由于550-515 nm信号差的高度稳定性，可用暗

基线的缓慢变化来可靠地评价可逆的 Z含量变化。在光诱导的暗基线增加（图7A）之后，在黑暗中信号的

缓慢下降（t1/2约为20 min）表明了Z的环氧化过程（数据未示出）。 

图7B详细地介绍了（图 7A中的）光化光关闭后P515信号的快速响应，这个过程反映了 H+通过类囊体

膜上的ATP酶从腔内向基质的外流。首先信号快速下降，接着分两相上升并逐渐达到“暗基线”。根据 Kramer

及其同事（ Kramer & Sacksteder 1998, Cruz et al. 2001）的研究，根据光化光关闭后的曲线变化，可

以得出Δψ和ΔpH的相对大小（图7B）。达到稳态水平的信号与暗基线的差异，反映了稳态照光状态下 Δψ

的大小；暗基线与关闭光化光后信号下降的最低点的差值反映了稳态 ΔpH的大小（图 7B）。在持续照光过

程中，类囊体腔内积累的 H+，慢慢地被流入的阴离子中和。光掉光化光之后，类囊体腔内积累的 H+通过

ATP酶快速释放到基质中，这时在腔内就会出现负电荷过剩，从而引起 ECS的反转。在黑暗过程中，随着类

囊体腔和基质中的阴离子浓度逐步达到平衡，反转的ECS又会慢慢恢复。  

图6 单周转饱和闪光诱导的烟草叶片P515的吸收变化。参数设置：选中“Auto ML”，MF=10000，"Point 

Averages" 设为100。 A：暗适应1 h；B：100 μmol quanta/m²·s预照光 10 min后，暗适应4 min  

 

图7 打开光化光（100 μmol quanta/m²s）10 min后再关闭，诱导的P515的慢速变化。 

所用样品同图4（经过暗适应的）。参数设置：激活Auto MF-High，将MF从200调到2000。 

A：打开和关闭光化光记录的完整曲线；B：关闭光化光后响应的放大图，标示出质子动力势的两个组分Δψ和 ΔpH 
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535 nm信号的暗-光-暗诱导瞬变 

单波535 nm信号具备复杂的暗-光-暗诱导瞬变，这种变化在低光化光强下主要受 electrochromic shift

影响，而在高光化光强下主要受“散射”影响。图8记录了烟草叶片照光 3 min（800 μmol quanta/m²·s）后的

P535信号变化。快速开 /关瞬变主要由ECS（P515）引起，而慢速的上升及下降则反映了“散射”变化，与ΔpH

的形成和降低一致（Bilger et al. 1989）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

应该注意的是，跟以前很多的报道一样，光化光关闭后535 nm信号的快速响应幅度不能作为测量跨膜Δψ

的参考依据。与上述光化光关闭后550-515 nm信号的快速响应不同， 535 nm信号不可能得到“暗基线”，这

是因为由于阴离子的外流所引起的ECS信号的缓慢增加，被“ scattering”信号驰豫所导致的慢速信号所覆盖。 

双波与单波响应的比较 

测量P515双波550-515 nm差示信号的主要目的是消除“散射”变化引起的重叠效应。以下数据说明“散射”

变化确实被成功地抑制了。图 9比较了单波 515、550、535 nm和双波 550-515 nm响应的变化。平衡了信号

差后，双波中的一个被关掉（将LED电流设为0），可记录单波 515和550 nm信号。单波515 和 550 nm的

响应基本上都有慢速的“散射”变化（这个“散射”变化在 535 nm信号中占主要地位），但在 550-515   

nm差示信号中没有明显的“散射”变化。 

 

 

 

 

 

 

 

图8 单波535 nm的暗-光-暗诱导瞬变。 

盆栽烟草叶片照光3 min (800μmol quanta/m²s)。 

通过光化光关闭后的快速和慢速响应可得到总的质子动力势（pmf）及其组分 ΔpH。 
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中度热胁迫处理可以显著增强光诱导的“散射”变化，并抑制光诱导的 P515变化（ Bilger & Schreiber 

1990）。图10A记录了烟草叶片经41℃热处理 5分钟后，同时检测的单波 515和535 nm的响应。与图 9相比，

“散射”响应被明显增强，幅度加倍。同时，P515的快速开/关响应被降低了约3倍。如图 10B所示，即使在这

些非常不利的条件下，550-515 nm差示信号也没有出现明显的“散射”变化。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图9 单波和双波信号响应的比较  

800 μmol quanta/m²·s照光的盆栽烟草叶片，连续测量中样品经过 8 min的暗适应 

图10 烟草叶片在41 ℃处理5 min并在室温下（ 20 ℃）恢复 30 min后，同步记录烟草叶片单波和双波信号的暗 -光-暗瞬变  

A：比较单波515和535 nm 信号；B：比较双波550-515 nm和单波535 nm信号 
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长时间记录P515及535信号的光响应特性 

量光LED稳定后（参见材料与方法部分的信号稳定），P515及535 nm信号已经足够稳定，可以进行小

时级的信号测量。这种测量的一个必要前提是保证叶片含水量状态稳定。图11记录了光强逐步增加条件下，

P515及535 nm暗-光-暗信号的光响应变化。 Dual-PAM软件可以在包含一系列命令的Script-files中进行编程，

可以让仪器在设定的时间内执行编写的程序。原则上，所有可以进行手动操作的步骤，同样也能在Script-file

中进行编程。这样的话，即使非常复杂的实验也能被可靠地重复出来。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

尽管详细地讨论图11中包含的复杂信息超出了本文的主题，仍有几点需要指出：  

1）P515和535 nm信号都显示出暗基线明显增加，这反映了玉米黄素（Z）的形成。关掉光之后，“暗基线”

慢慢地恢复到初始水平（t1/2约20 min）（数据未示出）。  

2）令人惊讶的是，及时在最低的光化光强度下（ step 1，10 μmol quanta/m²·s）（典型的光限制条件）， Z

也已经开始形成。  

3）在低光化光强度下， P515及535 nm信号响应非常相似：ECS占主导，没有明显的“散射”变化。  

4）应用图 7B描述的方法测得的稳态Δψ，在到 60 μmol quanta/(m²·s)（照光第3步）时小到几乎可以忽略不

计；之后随光强升高Δψ逐渐增加，并在 300-400 μmol quanta/(m²·s)（照光第6-7步）时达到峰值；此后又随

光强的升高而降低，直到0。  

5）相比之下，随着光强的增加，质子动力势 pmf的组分ΔpH持续增加，最大光强下 ΔpH也达最大值。这个

结果与ΔpH（而不是Δψ）在光保护中起关键作用的观点一致。 

通过“P515 flux”测量来原位检测偶联的电子和质子传递速率  

Kramer及其同事在利用 DIRK（Dark Internal Relaxation Kinetic）技术来估算质子动力势pmf及其组

分Δψ和ΔpH方面做了很多工作（ Kramer & Sachsteder 1998，Kanazawa & Kramer 2002，Cruz et al. 2004）。

这些结果与其它许多研究者（如 Witt, Junge, Rumberg, Joliot, Delosme, Bouges-Bocquet, Velthuys, Vredenberg, 

van Kooten, Hope, Cramer, Crofts, Whitmarsh, Rich, Garab, Hind, Crowther, Shahak, Morita）的基础性研究工作

表明，P515信号反映了偶联的电子和质子运输速率。在持续照光过程中， Δψ的形成（通Zealquest Scientific 

Technology Co., Ltd.  

 

图11同时记录暗适应后烟草叶片P515和535 nm 信号的变化,每个光强梯度照射 3 min, 接着暗适应3 min； 

光化光梯度从 1到10, 对应光强从 10到1600 μmol quanta/(m²·s)。开始测量前，样品过夜进行暗适应。 
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图12 350 μmol quanta/m²·s照光达到稳态时， 

关闭光化光后P515信号的响应 

取4个记录的平均，照光30 s，关光2 s。材料为盆栽烟草

叶片。 

过反应中心的电荷分离）和释放（由质子通过 ATP酶的外流引起）逐步达到平衡。当照光被中断时， Δψ

的形成瞬间被终止（除了暗下的 Q循环），而这时 H+仍以不变的速率持续外流。光化光关闭后 P515衰减

曲线的初始斜率反映了照光过程中H+的外流速率，后者是质子动力势pmf（驱动力）和ATP酶的H+传导性的

函数。 

图12是利用Dual-PAM-100测量烟草叶片 P515信号在

光化光关闭后的响应的例子。程序设定为：持续照光过程

中（350 μmol quanta/m²·s），关光2秒，测量快速动力学（ 4 

averages）。关光后约 20 ms观察到最大斜率。 

Dual-PAM-100软件在测量P515和P700时，可以采用 

“Flux Mode”分别连续测定P515驰豫的初始斜率以及P700

再还原的初始斜率。当激活"Flux Mode"标签时，光化光将

以光-暗脉冲形式打开（ 1/1调制光 /暗）。调制频率由慢

速动力学采点速率（Slow Kinetics Acquisition Rate）的设

置决定。例如采点速率设置为 20 ms/p，那么光化光脉冲将

会以光 20 ms-暗20 ms的形式打开和关闭。在稳态照光过

程中，打开光化光（光脉冲）引起的P515信号（或 Δψ）

的增加等于关闭光化光后（暗脉冲） P515信号（或Δψ）

的减少。 Dual-PAM-100记录的这些重复的信号就可以给

出连续的“P515 Flux”信号，并且可以与原始的 P515信号

在同一张图上显示。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图13 暗-光诱导P515（蓝色）和P515 Flux （绿色）信号曲线。 

参数设置：慢速动力学采点速率设为 20 ms/p。 

暗适应后的烟草活体叶片放在标准的叶夹中（不控制气体组分）照光（ 300 μmol quanta/m²s）。 

在第22分钟时，在离叶片1米处吹气，来短暂增加CO2浓度。 
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图13是在20 ms/p采点率条件下，测定的“P515 Flux”暗-光诱导曲线。从表面上看， Flux信号与原始的

P515信号表现出一些相似性，但它们之间有几点明显不同：  

1）与P515信号相比，在没有光化光的条件下， Flux信号为0。根据定义，测得的 Flux对应于 PS I和

PS II的电荷分离速率（暗下电荷不发生分离，所以速率为 0）。  

2）因为 Flux信号是从光化光关闭/打开的快速变化过程中获得的，因此它不包含慢速的玉米黄素（和“散

射”）的变化。 

瞬间升高CO2浓度会引起P515信号的瞬间显著增加。同时， Flux信号出现阻尼震荡，先增强后抑制。

信号抑制很有可能是由于ADP的瞬间缺乏所引起的，从而暂时降低了通过 ATP酶的H+外流。震荡表明与光合

电子流偶联的H+内流（从基质到类囊体腔）和通过ATP酶的H+外流的平衡受到了干扰。震荡，和最终重新建

立的稳定的流动速率是一个复杂的调节过程的结果，这使原初电荷分离（随后的电子的运输和质子的内流）

和后续的H+的外流速率达到平衡 

从原理上来看，根据单周转饱和闪光诱导的 P515变化的快相幅度，可以将“ P515 Flux”信号校正为绝

对单位H
+/(mg Chl·time)或e

-/(mg Chl·time)。P515变化的快相对应于两个电子从内向外移动所形成的跨膜

区域。在将来的交流过程中，我们将详细地讨论校正步骤以及“P700 Flux”信号的测定。 
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技术文章 

调制叶绿素荧光仪 Dual-PAM-100 脚本编写方法 
 

吕中贤  褚胜利 

[1]上海泽泉科技股份有限公司，上海 200062 

 

摘要： Dual-PAM-100 作为能够同步测量光系统 II 和光系统 I 活性的调制叶绿素荧光仪，在植物生理研

究中有着广泛的应用。其测量慢速动力学荧光诱导曲线和快速光曲线均由内置程序自动测量，本文主

要阐述利用 Dual-PAM-100 的脚本编制功能测量某些特殊意义的非标准化荧光曲线，用于特殊的植物生

理研究。 

关键词：调制叶绿素荧光仪、Dual-PAM-100、脚本编写 

 

叶绿素荧光技术作为光合作用的经典测量方法，已经成为藻类和高等植物生理生态研究领域功能最强

大、使用最广泛的技术之一。由于常温常压下叶绿素荧光主要来源于光系统 II 的叶绿素 a，而光系统 II 处于

整个光合作用过程的最上游，因此包括光反应和暗反应在内的多数光合过程的变化都会反馈给光系统 II，进

而引起叶绿素 a 荧光的变化，也就是说几乎所有光合作用过程的变化都可通过叶绿素荧光反映出来。与其

它测量方法相比，叶绿素荧光技术还具有不需破碎细胞、简便、快捷、可靠等特性，因此在国际上得到了

广泛的应用。 

然而，对于光系统 I 的叶绿素荧光，在常温常压下很难测量。先前，人们测量光系统 I 的叶绿素荧光采

用超低温叶绿素荧光法（77k），利用液氮冻融样品，然后放入含液氮的超低温荧光分光光度计，选择合适

的激发光测量样品的光系统 I 叶绿素荧光。该方法的局限性在于无法获得动态的光系统 I 叶绿素荧光曲线，

也无法对已冻融的样品再次进行诱导，因此只能获得某一状态下的光系统 I 叶绿素荧光数据。后来，德国乌

兹堡大学 Schreiber 教授——调制叶绿素荧光仪 PAM 发明人——通过差示吸收技术，成功地在调制叶绿素荧

光仪 PAM 中加入了测量 P700 信号的功能。植物样品的 P700 信号在常温常压下能够稳定被测量，并且能够

很好地反映光系统 I 的叶绿素荧光变化，因此人们可以在常温常压下通过监测动态的 P700 信号的变化研究

光系统 I 的荧光变化。 

在庞大的 PAM 家族中，Dual-PAM-100 能够同时测量光系统 I 和光系统 II 的活性变化，成为研究植

物光合生理的重要的技术手段之一。同步测量两个光系统活性变化的荧光诱导曲线和快速光曲线均由



仪器自带的程序自动测量，在此不再赘述。本文主要阐述如何利用 Dual-PAM-100 手动测量某些特殊意

义的荧光曲线，例如光化光关闭后的荧光瞬时上升（俗称鼓包）变化、P700+暗还原曲线等。 

1. 手动测量蓝藻光化光关闭后的荧光瞬时上升（鼓包）曲线 

在蓝藻和高等植物中，光化光关闭后的荧光瞬时上升曲线能够反映由 NADPH 脱氢酶介导的围绕光

系统 I 的循环电子传递的活性。荧光瞬时上升斜率越高，说明循环电子传递活性越高。该方法是研究围

绕光系统 I 的循环电子传递活性的主要方法之一，能够快速、准确地表示循环电子传递的活性，是利用

叶绿素荧光反映循环电子传递活性的经典方法。 

如图 1 所示，图中红色荧光曲线为蓝藻光化光关闭后的荧光瞬时上升曲线，蓝色虚线即表示荧光

上升的斜率，该斜率越高，表示循环电子传递活性越高。本节主要阐述如何利用 Dual-PAM-100 手动测

量本曲线。 

图 1 利用 Dual-PAM-100 测量蓝藻光化光关闭后的荧光瞬时上升曲线 

如图 2 所示，为手动测量蓝藻鼓包曲线的测量分解图。图中共分为五个步骤，分别是“打开 Start”、

“打开 F ML”、“打开 AL”、“关闭 AL”、“关闭 F ML”。“打开 Start”表示开始慢速动力学（Slow 

Kinetics）曲线测量，此时得到平稳的荧光信号。荧光信号平稳一段时间（通常为 5-10 秒）后，打开测

量光，即“打开 F ML”，此时得到本底荧光信号 Fo，同样使荧光信号平稳数秒。此时，可打开光化光

对样品进行诱导，即“打开 AL”。通常在曲线测量之前，我们会在 Settings 选择合适的光化光强度，

而在曲线测量时，只需打开光化光即可。此外，如果测量样品为高等植物，通常会在打开光化光 AL 之



前打饱和脉冲 SP[1]，然后开始光化光诱导。等光化光诱导平稳后，“关闭 AL”，荧光会产生瞬时淬灭，

紧接着便会产生上升现象，待曲线走平稳后，关闭 Slow Kinetics，关闭测量光，即“关闭 F ML”。手动

测量完毕后，可点击右上角红色方框中的按钮，导出曲线，用于数据处理。 

图 2 手动测量蓝藻光化光关闭后的荧光瞬时上升曲线的分解图 

2. 编制测量蓝藻光化光关闭后的荧光瞬时上升（鼓包）曲线的脚本 

为了使测量数据重复性更好，我们需要准确地对平行样品进行重复测量。然而，纯手动测量不能

保证在同样的时间位点做出相同的测量动作。例如，我们需要每次在第 5 秒时打开测量光，而靠手动

点击鼠标，可能会在第 4.5 秒或 6 秒时打开测量光，这样会导致做数据平均时出现曲线变形，对实验结

果影响很大。为了解决这一问题，我们就需要用到 Dual-PAM-100 软件中的脚本编制功能，编写一条标

准的鼓包测量曲线，即可将繁琐的手动测量变成简单的自动测量。利用该功能，还可以编写其他不同

的荧光曲线，用于不同的科研目的。 

2.1 Dual-PAM-100 脚本编辑器介绍 

如图 3 所示，点击软件界面右下方 Script 中的 Load 按钮，弹出 Script Files 对话框，显示软件自带

的脚本程序。选择任意一条程序打开，加载至脚本文件编辑器中，如图 4 所示。点击编辑器左上角新

建按钮，输入新建脚本文件名（如 Post-illumination），即可新建一条未编辑的脚本文件，如图 5 所示。 

打开 Start 

打开 F ML 

打开 AL 
关闭 AL 

关闭 F ML 



图 3 脚本程序按钮图示 

图 4 加载已有的脚本程序图示 



图 5 新建脚本文件图示 

新建的脚本文件编辑器如图 6 所示，编辑器主要含有两大编辑控制区，分别为蓝色方框内的“程

序控制按钮区域”和红色方框内的“通用控制按钮区域”，本节主要阐述该两大编辑控制区域内不同

命令行所代表的意义及用法。 

图 6 新建的脚本文件编辑器图示 



蓝色方框的“程序控制按钮区域”为主程序编辑控制区域，其中命令行按钮所代表的意义如下： 

Call：导入一个已有的程序镶嵌到您要编制的程序中； 

 

 

Begin of Repetition Block：循环程序的开始，输入循环的名称开始设置循环程序； 

 

 

End of Repetition Block; Loops=：循环的结束，Loops=输入循环的个数； 



 

 

TimeStep(s)=：该设置的时间包含了上一步操作所需要的时间，一般该设置的时间都要比上步时间长； 

Waits(s)=：上一步操作完成之后等待设置的时间之后进行下一步操作； 

Paste to Slow Chart Comment Line：将上一步蓝色显示的设置参数写入到 Slow Kinetics 界面的 command

备注窗口中； 

 

 

Paste to Fast Chart Comment Line：将程序的参数设置下入到 Fast Kinetics 界面下的 command 命令窗中； 

Message=：输入备注信息； 



 

先输入信息的名称，再输入备注信息； 

 

 

Comment =：输入注释名称，输入完成的会显示在程序中 

 

 

Spacer：增加一个空行； 

Exit：退出 

红色方框的“通用控制按钮区域”为编辑脚本文件的主要按钮区域，各按钮所代表的意义如下： 

a. General Commands 通用命令按钮栏： 

New Report：创建一个新的数据存储文件； 

Save Report as：创建一个新的文件名称； 

Save Slow Kinetics as：输入一个需要的慢速诱导动力学曲线的名称； 

 



Save Fast Kinetics as：输入一个需要的快速诱导动力学曲线的名称； 

Slow Kinetics：打开或关闭慢速诱导动力学曲线； 

 

 

Light Curve：打开或关闭快速光响应曲线； 

Man. Record：开启或关闭手动测量的记录； 

 

Copy Settings from Slow Kinetics：复制设置中的慢速诱导动力学曲线的参数设置； 

Copy Trig. Run from Slow Kinetics：复制慢速诱导动力学曲线的 Trig. Run 程序； 

Copy Settings from Fast Kinetics：复制设置中的快速诱导动力学曲线的参数设置； 

Copy Trig. Run from Slow Kinetics：复制快速诱导动力学曲线的 Trig. Run 程序； 

 

Open Fast Kin. Trig. File：打开已经存在的快速诱导动力学的 Trig. Run 程序； 

Open Slow Kin. Trig. File：打开已经存在的慢速诱导动力学的 Trig. Run 程序； 

Select Record：选择储存记录； 

 

Clock ：打开或关闭 clock 测量程序； 

 

 



Clock Time =：输入循环间隔时间，设置两次操作之间的时间； 

Clock Mode =：选择循环操作的指令； 

 

 

Clock Target Number =：输入循环的次数； 

 

 

Infinite Clock Cycles：打开或关闭无限循环； 

 

 

b. Determination Commands 测量命令按钮栏 

Sat-Pulse/Fast Kin.：仪器发出一个饱和脉冲（进行一次快相检测）； 

Fo：仪器记录一组 Fo 的数据； 

Fo'：仪器测量一组 Fo'的值； 

Fo，Fm：仪器打开一个饱和脉冲，测量一组 Fo，Fm 的值计算 Fv/Fm； 

Calibration：仪器进行 P700 测量的自动校准； 

Pm：仪器测量 P700 的量子产量； 

Auto FoFm/Pm：自动测量 Fo，Fm 和 Pm 的值； 

FR+Yield/Fast Kin.：打开远红光测量 P700 的量子产量和快相； 

AL+Yield/Fast Kin.：打开光化光测量 P680 的量子产量和快相； 

 

c. Actinic Light Commands 光化光命令按钮栏 

AL：打开或关闭光化光； 

TR：打开或关闭 TR 光；（在 Dual-PAM-100 中，该按钮用于控制测量藻类时使用的搅拌转子的开关） 

FR/BL：打开或关闭远红光； 



Toggle FR/BL：触发远红光； 

Select  FR/BL =：选择 PSII 的光源，远红光或蓝光； 

Select Act. Light =：选择光化光的光强来源，红光、蓝光、红光和蓝光三种选择； 

ST：打一个单周转饱和闪光； 

MT：打一个多周转饱和闪光； 

AL Pulse：打一个光化光饱和脉冲光； 

FR/BL Pulse：打一个远红光饱和脉冲光； 

TR Pulse：打一个 TR 饱和脉冲光；（在 Dual-PAM-100 中，该按钮意义不大） 

 

d. Measuring Light Commands 测量光命令按钮栏 

F ML：打开或关闭荧光的测量光； 

P ML：打开或关闭 P700 的测量光； 

Balance：P700 测量调平衡； 

P700 Sig. Fine Up：是 P700 的平衡信号向上； 

P700 Sig. Fine Down：是 P700 的平衡信号向下； 

MF-H：打开或关闭测量光频率自动调整高频的功能； 

 

e. General Settings 通用设置命令按钮栏 

Open User Settings：打开用户已保存的参数设置； 

Detector 1 =：选择 1 号接口连接的检测器类型； 

Detector 2 =：选择 2 号接口连接的检测器类型； 

Measure Mode =：选择测量的模式； 

Analysis Mode =：选择采样分析的模式，慢速或快速可选； 

Recording Mode =：选择数据记录的模式； 

 

 

Gain Ch1 =：选择增益 1 对应的数值； 

Gain Ch2 =：选择增益 2 对应的数值； 

Damping Ch1 =：选择阻尼 1 的数值； 

Damping Ch2 =：选择阻尼 2 的数值； 

Zero Offset Ch1：通道 1 进行调零； 

Zero Offset Ch2：通道 2 进行调零； 

Slow Kin. Acquisition Points =：选择慢速诱导动力学曲线的采样点个数； 

Slow Kin. Acquisition Rate =：选择慢速诱导动力学曲线的采样频率； 

Target Averages：几个样点进行平均取值； 

Multiple Average Cycles：多重平均循环； 

Fast Kin. Averaging：选择是否将快相的点进行平均取样； 

Auto ML on：选择是否自动打开测量光； 



Auto Fo '：是否自动进行 Fo '的测量； 

 

f. Actinic Light Settings 光化光设置命令按钮栏 

AL-Int. ：设置光化光的强度梯度，再循环中如果选择的是=号，表示每次循环均是该梯度的光强；如果

是+号，表示下一次循环光化光强度增加您输入的数值，-号则相反； 

BL-Int. ：设置蓝色光化光的强度梯度，符号与上相同； 

FR-Int. ：选择远红光的梯度； 

SP-Int. ：选择饱和脉冲光的梯度强度； 

AL Width =：选择光化光照射的时间长度； 

FR Width =：选择远红光照射的时间长度； 

BL Width =：选择蓝色光化光的时间长度； 

SP Width =：饱和脉冲光的照射时间长度； 

AL Pulse Width =：光化光饱和脉冲的照射时间长度； 

FR Pulse Width =：远红光饱和脉冲的照射时间长度； 

ST Pulse Width =：单周转饱和脉冲的照射时间长度； 

MT Pulse Width =：多周转饱和脉冲的照射时间长度； 

ST sequence number：单周转闪光的顺序号； 

ST sequence number：单周转闪光顺序间的时间间隔宽度； 

Fast Kin. After ST sequence：单周转之后进行快相测定； 

SP Width Setup =：饱和脉冲光的照射时间长度的梯度设置； 

AL Pulse Width Setup =：光化光饱和脉冲的照射时间长度的梯度设置； 

FR Pulse Width Setup =：远红光饱和脉冲的照射时间长度的梯度设置； 

ST Pulse Width Setup =：单周转饱和脉冲的照射时间长度的梯度设置； 

MT Pulse Width Setup =：多周转饱和脉冲的照射时间长度的梯度设置； 

Get AL PAR：获得光化光强度； 

Get BL PAR：获得蓝色光化光强度； 

 

g. Measuring Light Settings 测量光设置命令按钮栏 

MF-H =：选择高频测量光； 

MF-L =：选择低频测量光； 

MF-M =：选择最大频测量光； 

MF-H Step =：选择高频测量光的变化梯度； 

MF-L Setup =：选择低频测量光的变化梯度； 

MF-M Setup =：选择最大频测量光的变化梯度； 

F ML-Int.：设置荧光测量光的梯度； 

P ML-Int.：设置 P700 测量光的梯度； 

Auto MF_H：选择是否自动将测量光变为高频； 

MF Log.：测量光对数值 

Variable Block Frequency：测量光频率变化 

Get FML PAR：测量光 PAR 测量 

 

h. Condition Commands 条件设置命令按钮栏 

If Sig. (Fluo)：如果荧光信号满足什么条件； 

If Sig. (P700)：如果 P700 信号满足什么条件； 

Wait until Sig. (Fluo)：等待荧光信号满足什么条件； 

Wait until Sig. (P700)：等待 P700 信号满足什么条件； 



End of Rep. Block; Repeat until Sig. (Fluo)：如果荧光信号达到某一个标准即可结束循环程序； 

End of Rep. Block; Repeat until Sig. (P700)：如果 P700 信号达到某一个标准即可结束循环程序； 

Wait until Clock Counter：等待直至 clock 循环满足什么条件； 

 

i. Display Commands 显示命令按钮栏 

Visible Page =：选择显示的界面窗口； 

Visible Settings Page =：选择显示的设置窗口； 

Slow Kinetics Auto Scaling Left：选择慢速诱导动力学曲线自动左对齐； 

Slow Kinetics Auto Scaling Right：选择慢速诱导动力学曲线自动右对齐； 

Slow Kinetics Auto Scaling Horizontal：选择慢速诱导动力学曲线自动水平对齐； 

Slow Kinetics Average Points：慢速动力学曲线平均数据点数； 

Fast Kinetics Auto Scaling Left：选择快速诱导动力学曲线自动左对齐； 

Fast Kinetics Auto Scaling Right：选择快速诱导动力学曲线自动右对齐； 

Fast Kinetics Auto Scaling Horizontal：选择快速诱导动力学曲线自动水平对齐； 

Fast Kinetics Horizontal Log.：选择显示快速诱导动力学曲线曲线的 log 图标； 

Fast Kinetics Average Points：快速动力学曲线平均数据点数； 

 

2.1 蓝藻光化光关闭后的荧光瞬时上升（鼓包）曲线的脚本编制 

对于光化光关闭后的荧光瞬时上升曲线，并不需要用到所有的按钮，只需选择程序需要的命令按

钮，形成脚本文件命令行即可。 

首先，在手动测量时，第一步为“打开 Start”，即开启一条新的慢速动力学荧光曲线。因此，我

们需要在 General Commands 中双击“Slow Kinetics”，弹出对话框，选择“on”，即形成启动慢速动

力学曲线的命令行，如图 7 所示。 

图 7 编辑新建慢速动力学荧光曲线图示 



紧接着需要走稳 5-10 秒，这里我们使用的是 Program Commands 中的“TimeStep(s)”命令按钮。

如图 8 所示，双击“TimeStep(s)”按钮，输入我们所需要设置的时间，点击确定，即可形成命令行。 

图 8 编辑建立间隔时间命令图示 

然后打开测量光，即“打开 F ML”，获得初始荧光 Fo。此时我们需要使用 Measuring Light Commands

中的“F ML”按钮，双击，选择“on”，完成打开测量光的命令行，如图 9 所示。 



图 9 编辑打开测量光程序图示 

利用图 8 同样的方法建立一个新的 TimeStep，使测量光信号走稳，时间同样可以设置为 10 秒。然

后，开始设置光化光。如果测量样品为高等植物，可以在此先设置打一个饱和脉冲，方法为双击

Determination Commands 中“Sat-Pulse/Fast Kin.”按钮即可。与手动测量时不同，编制脚本文件时，需

要将光化光强度一起编写进去。在 Actinic Light Settings 中选择“AL-Int.”按钮，输入光化光光强档位，

例如 5 档，如图 10 所示，即完成设置光化光光强。设置好光强后，在 Actinic Light Commands 中选择“AL”

按钮，选择“on”，设置打开光化光，如图 11 所示。 

图 10 编辑光化光强度设置命令图示 



图 11 编辑打开光化光命令图示 

利用与图 8 相同方法设置光化光诱导时间，以荧光曲线走平为基本原则。对于蓝藻而言，一般在

60 秒以内即可，而对于高等植物，一般需要 120-180 秒，甚至更久。本文中实验材料为蓝藻，故设置

TimeStep(s)为 30 秒。 

在手动测量时，当荧光曲线走平后，可关闭光化光 AL，因此在编辑脚本文件时，需要在光化光诱

导的 TimeStep 之后，关闭 AL。方法是：在 Actinic Light Commands 中选择“AL”按钮，双击，选择“off”

即可，如图 12 所示。 

图 12 编辑关闭光化光命令图示 

关闭光化光后，荧光会出现瞬时淬灭和瞬时上升的现象，因此在编辑脚本文件时，只需要设置足

够的 TimeStep，等待荧光曲线稳定即可。一般而言，在蓝藻中，设置时间为 30-60 秒；而在高等植物

中，一般需要设置 120-180 秒左右，视鼓包上升情况而定。设置 TimeStep 的方法与图 8 相同。 

当测量结束后，需要关闭慢速动力学程序和测量光。一般地，关闭程序和测量光的先后顺序没有

具体要求，但使用脚本文件时，如果先关闭测量光，即会出现图 1 中最后的荧光淬灭曲线，对于实验

数据没有影响，但不利于数据的整体观看效果，因此，建议先关闭慢速动力学程序，再关闭测量光。

如图 13 所示，在 General Commands 中双击“Slow Kinetics”，选择“off”，即关闭了慢速动力学曲线。

然后在 Measuring Light Commands 中双击“F ML”，选择“off”，即关闭测量光，如图 14 所示。至此，

蓝藻光化光关闭后荧光瞬时上升曲线的脚本文件编写完毕。 

 



图 13 编辑关闭慢速动力学程序命令图示 

图 14 编辑关闭测量光命令图示 

完成编写的蓝藻光化光关闭后荧光瞬时上升曲线的脚本文件如图 15 所示，此时点击左上方软盘形

状的保存按钮，将脚本文件保存至电脑中。点击右上角返回按钮，返回主菜单。 



图 15 蓝藻光化光关闭后荧光瞬时上升曲线脚本文件程序图示 

返回主菜单后，点击右下方 Script 中的“Run”按钮，即可启动该脚本文件，仪器可自动测量光化

光关闭后荧光瞬时上升曲线，如图 16 所示。人们可以从 Slow Kinetics 界面中查看曲线运行状况。 

图 16 启动脚本文件图示 



曲线测量完成后，人们可以运用图 2 的相同方法储存曲线，用于数据处理。下次使用该曲线时，

只需点击 Script 中的“Load”按钮，调用已经存好的“Post-illumination”脚本文件，返回主菜单，点击

“Run”即可测量光化光关闭后的荧光瞬时上升曲线。 

3. 结论 

利用 Dual-PAM-100 中的脚本编辑功能，可以编辑出例如光化光关闭后荧光瞬时上升曲线等非标准

化曲线，用于深入研究不同材料的各种生理指标，以满足不同的科研需求。该功能不仅存在于

Dual-PAM-100 中，同时也存在于 PAM-2500 和 Multi-Color-PAM 中，使用方法类似，以便于适应不同实

验材料和实验条件的拓展测量。 
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