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基于交替三线性分解的浮游藻荧光识别分析技术研究

吴珍珍 姚 鹏 苏荣国 陈小娜 石晓勇
中国海洋大学海洋化学理论与工程技术教育部重点实验室 , 山东 青岛 266100

摘要 基于浮游藻色素萃取液三维荧光光谱 (EEM)，利用交替三线性分解 (ATLD)和非负最小二乘 (NNLS)发展浮游藻

群落组成荧光分析技术。将 ATLD模型应用于 48种浮游藻色素萃取液的 EEM，通过残差分析确定浮游藻色素萃取

液 EEM由 14个荧光成分组成。Bayesian判别分析表明浮游藻色素萃取液荧光成分组成具有显著的门类特征性，利

用聚类分析将浮游藻色素萃取液荧光成分组成按属水平聚类获得 116条特征光谱，使用 NNLS方法识别浮游植物

群落组成。结果表明：该技术对 512个单种藻样品的平均识别正确率为 99.8%。对 256个实验室混合样品，优势和

次优势藻的平均识别正确率分别为 93.5%和 71.1%。将此技术应用于长江口 18个浮游藻膜样品，分析结果与 HPLC
(高效液相色谱)-CHEMTAX结果基本一致。
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Abstract A fluorescence-excitation-emission-matrix (EEM) method for the determination of algae community

composition is developed by alternating trilinear decomposition (ATLD) analysis and nonnegative least squares

(NNLS). ATLD model is applied to fluorescence EEMs of algal pigment extracts, and 14 fluorescent components

are identified according to the residual sum of squares. Bayesian discriminant analysis is used to test the

discriminatory capability of 14 fluorescent components. All composition spectra of the fluorescent components for

the 48 phytoplankton species are spectrographically clustered into 116 reference spectra by hierarchical cluster

analysis. The fluorometric method is developed by NNLS and applied to algal samples. For 512 samples of single-

species, the average correctly discriminated rate (CDR) of the five phytoplankton groups is 99.8%. The CDR for the

256 mixture samples is above 93.5% for the dominant algae species and above 71.1% for the subdominant algae

species. This method is also tested by the 18 samples from the Yangtze River estuary, the results of the dominant

algae groups are in good agreement with HPLC (high performance liquid chromatography)-CHEMTAX.
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1 引 言
浮游植物是海洋生态系统中最主要的初级生产者，在物质循环和能量转化过程中起着重要的作用 [1] 。

目前浮游藻检测方法主要有图像分析技术、显微镜技术、流式细胞仪技术、分子探针技术、高效液相色谱法、

荧光光谱技术等 [2-6]。三维荧光光谱技术具有灵敏度高、易于实时现场监测、对物质具有良好的识别性等优
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点，近年来已逐渐受到生物医学、食品科学、环境监测、浮游植物光合色素组成等诸多学科领域的青睐 [7-12] 。

对三维数阵进行解析，获取有效荧光组分是对三维荧光光谱技术应用的挑战，研究者往往采用化学计量学

方法解析三维荧光数据，包括平行因子分析( PARAFAC)、小波技术、荧光体积积分(FRI)、人工神经网络(ANN)
等。PARAFAC 在实际运用中存在一些不足，如 PARAFAC算法对预估计的组分数比较敏感，容易受随机初

始化值及多重共线性影响，而且收敛速度缓慢，适用于组分数能够准确估计的三维数据的分辨 [13]。吴海龙

等 [14]针对三维数据阵分解的特点，基于交替最小二乘原理提出了交替三线性分解 (ATLD)算法。ATLD 算法

对组分数不敏感，已成功用于多组分同时定量分析研究 [15]。Liu等 [16]利用高效液相色谱 (HPLC)结合 ATLD二

阶校正方法实现了血液样品和中药等复杂体系中主要成分的定量分析。王予等 [17]利用 HPLC-ATLD技术对

血浆中抗癌药物姜黄素、盐酸阿霉素和白藜芦醇的含量进行了定量分析研究。黄蕾等 [18]基于三维荧光光谱-
交替三线性分解 (EEM-ATLD)技术对化妆品中的芦丁进行了定量测定。卿湘东等 [19]利用 EEM-ATLD技术快

速检测了块茎类蔬菜、污水和土壤中克百威的残留量。朱纯等 [20]利用 EEM-ATLD测定了食品色素混合溶液

中诱惑红、日落黄和亮蓝的浓度。这些研究表明 EEM-ATLD技术对荧光性混合物中各成分的良好鉴别能力

和应用潜力。基于此，本文利用 EEM-ATLD技术分析浮游藻色素萃取液荧光成分，并以此荧光成分组成作

为浮游藻的类别特征谱建立浮游藻群落组成荧光分析技术，以实现浮游藻群落组成的快速、低成本测定。

2 材料与方法
2.1 藻种的培养

该研究选用的 48种我国近海海域常见浮游藻 (表 1)均来自中国海洋大学海洋污染生态化学实验室。藻

种的培养温度为 20 ℃；光照强度为 6000 lux和 12000 lux；光暗比为 12 h:12 h，培养周期为 12 d，每 4 d取一次

样进行荧光测定。

表 1 实验使用的 48种浮游藻

Table 1 48 phytoplankton species selected in the study
Division

Bacillariophyta

Genus
Skeletonema

Chaetoceros

Biddulphia

Coscinodiscus

Ditylum

Thalassiosira

Leptocylindrus

Asterionella

Nitzschia

Phaeodactylum

Thalassionema

Cyclotella

Species
Skeletonema costatum

Skeletonema marinoi

Chaetoceros curvisetus

Chaetoceros debilis

Chaetoceros gracile

Chaetoceros lorenzianus

Odontella cf_sinensis

Coscinodiscus sp.（CCMP312）
Coscinodiscus sp.（CCMP1583）

Ditylum brightwellii

Thalassiosira rotula

Thalassiosira weissflogii

Thalassiosira curviseriata

Thalassiosira mala

Thalassiosira cuiviseriat

Leptocylindrus danicus

Asterionella japonica

Nitzschia closterium

Nitzschia sp.

Phaeodactylum

Thalassiothrix frauenfeldii

Cyclotella cryptica

Cyclotella meneghiniana

Code
Sk
Sm
Cu
De
Ca
Cl
Oc
Cf
Cs
Db
Tr
Tw
Tc
Th
Wa
Ld
Aj
Nc
Ns
Pl
Tf
Cc
Cm
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续表 1
Division

Chlorophyta

Dinophyta

Cryptophyta

Cyanophyta

Genus
Dunaliella
Platymonas

Scenedesmus

Pandorina
Chlorococcum
Coelastrum

Chlamydomonas
Ankistrodesmus
Alexandrium
Amphidinium

Prorocentrum

Gymnodinium
Karenia

Scrippsiella

Rhodomonas

Synechococcus
Microcystis

Aphanizemenon
Anabaena
Oscillatoria
Lyngbya

Species
Dunaliella salina

Platymonas subcordiforus
Scenedesmus quadricanda

Scenedesmus obliquus
Pandorina morum
Chlorococcum sp.

Coelastrum sphaericum
Chlamydomonas reinhardtii
Ankistrodesmus falcatus
Alexandrium tamarense
Amphidinium carterae

Prorocentrum donghaiense
Prorocentrum minimun
Prorocentrum marinum
Gymnodinium simplex
Karenia mikimotoi

Scrippsiella trochoidea
Rhodomonas sp（CCMP1533）

Rhodomonas salina（CCMP1319）
Synechococcus sp.
Microcystis sp.

Aphanizemenon flos-aquae
Anabaena sp.

Oscillatoria tenuis
Lyngbya kuetzingii

Code
Ds
Pu
Sq
So
Pm
Ch
Cs
Cr
Af
Al
Am
Pr
Pm
Ma
Gs
Km
Sc
Rs
Ra
Sy
Mi
Ap
An
Ot
Lk

选取进入平稳期且长势较好的藻种，通过测定参与混合藻种的吸收光谱 (SHIMADZU UV2550)，使用

Jeffrey and Humphrey′s三色方程计算得到叶绿素浓度。按照叶绿素浓度比 1:4、2:3、3:2、4:1进行混合，得到浮

游藻色素萃取液实际混合样品，进行荧光测定。共得到 256个混合样品。

2013年 3月，在长江口海域 (28.5° N～32.5° N，122.0° E～124.0° E）进行了现场采样，共采集 18个浮游藻

膜样品，每个样品色素萃取后分为两份，一份用于 HPLC色素测定，测定后利用 CHEMTAX进行浮游藻群落

组成分析；另一份进行三维荧光测定，用于 EEM-ATLD-NNLS(非负最小二乘)荧光技术测试。

2.2 三维荧光光谱采集

仪器：Fluorolog3-11荧光分光光度计及配套软件(Jobin-Yoon，法国)，1 cm石英比色皿。

参数设置：激发波长 350~700 nm，发射波长 600~750 nm，步长 5 nm，狭缝宽度 5 nm，扫描速度为 80 nm/s，
信号积分时间为 0.05 s。
2.3 三维荧光光谱的前处理

在解析之前首先对三维荧光数据进行前处理，以消除瑞利散射的影响，提高荧光光谱解析效率。使用

Delaunay三角形内插值法 [21]来消除光谱中的瑞利散射。将去除散射后的 EEM数据进行最大值归一化处理。

2.4 交替三线性分解算法

三线性模型的目标函数是各元素的残差平方和(SSR)，以矩阵形式得到三个方向展开的目标函数：

σ1(C) =∑
k = 1

K

 X ..k - A diag[c (k)]BT 2
F
, (1)

依据三线性模型的对称性，又可写成

σ2 (A) =∑
i = 1

I

 X i. - B diag[a (i)]C T 2
F
, (2)

σ3(B) =∑
j = 1

J

 X .j. - B diag[b ( j)]AT 2
F
. (3)

根据交替最小二乘原理（ALS）和矩阵的性质，以上公式迭代求解，可同时得到关于三维响应数据X的相

对色谱矩阵 A、相对光谱矩阵B及相对浓度矩阵C：

a
T
(i) = diagm[B + X i..(C T)+], i = 1,…, I , (4)
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b
T
( j) = diagm[C +X .j.(AT)+], i = 1,…,J , (5)
c

T
(k) = diagm[A +X ..k(BT)+], i = 1,…,K , (6)

式中 diagm(·)表示对括号中方阵取对角元素作为一个新的矢量。 a
T
(i) , bT

( j) , cT
(k) 分别为相对荧光激发矩阵 A、相

对荧光发射矩阵 B和相对浓度矩阵 C的行矢量。迭代过程中，A 和 B 矩阵逐列做归一化处理。迭代的步

骤是利用 A、B、C 各自的迭代公式交替迭代求解，循环至目标函数收敛为止，收敛准则为
|

|
||

|

|
|| σ

(m) - σ
(m - 1)

σ
(m - 1) ≤ ε , (7)

式中 σ 为残差平方和。

ATLD运算时引入了基于奇异值分解的 Moor-Penrose 广义逆计算步骤，可自动忽视小于预设容差的奇

异值的影响，具有对组分数估计不敏感、收敛速度快等优点 [22]。

2.5 分类方法

采用 NNLS解析的多元线性回归法建立识别测定技术用于测定浮游藻群落组成 [23-24]。回归方程为

y = a0 + a1x1 + a2 x2 + … + ai xi + ε (i = 1, 2, ..., n) , (8)
式中 y为实测荧光光谱，xi为浮游藻标准谱库的标准谱，a0为非负约束条件，ai为回归系数，ε为存在于估计值

与实测值之间的残差，计算过程中要选取使残差平方和达到最小的非负值 ai，最终得到不同门类浮游藻在未

知样品中的相对含量。

3 结果与讨论
3.1 荧光成分数选择

将去除散射和归一化的三维荧光矩阵放入 Excel表格中，利用吴海龙教授赠予的 ATLD 算法程序，在

Matlab 7.6中运行得到各组分相对的激发矩阵、发射矩阵和浓度矩阵。正确选择组分数可确保 ATLD算法给

出可靠的结果，利用残差平方和、残差分布图以及荧光成分的激发-发射光谱来确定荧光成分数，选取荧光

成分数 F=14。由图 1可见，成分数从 F=12到 F=13时，残差明显变大；但成分数从 F=13到 F=14时，残差大幅

度减小，且残差较小；而成分数从 F=14变为 F=15时，残差变大，由此可以确定，最佳成分数为 F=14。图 2为

图 1 浮游藻 EEM不同荧光成分数时 ATLD模型的残差平方和

Fig.1 SSR of ATLD model with different fluorescent components of phytoplankton EEM
4
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荧光成分的激发发射光谱，从图中可以看出 14个荧光成分的光谱符合物质光谱的一般特点。通过 Bayesian
判别 [25]分析方法对浮游藻色素萃取液 EEM荧光成分进行特征性分析，分析结果如图 3所示，绿、隐、蓝藻门在

门类水平上全部被正确识别，硅藻和甲藻在门类水平上的识别正确率 (CDR)为 93.27%和 96.43%。表明门类

水平上的浮游藻色素萃取液的荧光成分组成具有类别特征性，不同门类浮游藻的色素萃取液荧光成分组成

具有显著差异，而同一门类则具有较强的相似性。

图 2 ATLD模型所得 14个荧光成分的激发-发射光谱

Fig.2 Excitation-emission spectra of the 14 fluorescent components resulting from ATLD model

图 3 ATLD模型所得 14个荧光成分的 Bayesian判别分析结果

Fig.3 Bayesian discriminant analysis of the 14 fluorescent components from ATLD model
3.2 标准谱库的构建

以欧氏距离作为划分类型的标准，利用系统聚类对经 ATLD模型分解所得的 14个荧光成分在属类水平

上进行聚类分析。将相似的谱聚为一类，每一类取其平均值获得一条浮游藻色素萃取液荧光成分标准谱。

共获得 116条标谱，其中硅藻门 56条，绿藻门 21条，甲藻门 21条，隐藻门 6条，蓝藻门 12条，以此来构建 48种

浮游藻门类水平上的荧光特征谱库。依据浮游藻所属不同门类，将浮游藻的荧光标准谱作图，从图 4可以看

出，硅藻、绿藻、甲藻、隐藻和蓝藻的色素萃取液荧光成分组成存在着显著差异。

3.3 测 试

将所构建的标准谱库和未知样品光谱数据集 (单种藻样品、实际混合样品、现场样品)放入 Matlab程序

中，利用 NNLS方法进行识别测定。表 2为实验室培养的 48种浮游藻的 512个单种藻样品的识别结果。单种

藻样品的平均识别正确率为 99.8%，其中绿藻的识别正确率为 99.0%，硅藻、甲藻、隐藻和蓝藻的识别正确率

5
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图 4 各门类浮游藻荧光成份标准谱

Fig.4 Reference spectra of fluorescent components of the studied algae species
为 100%，测得的相对含量为 86.9%~95.5%，其总体平均值为 91.9%。对于实验室混合藻样品 (表 3)，优势藻的

平均识别正确率为 93.5%。当混合藻中优势浮游藻比例为 80%时，作为优势藻，硅藻、绿藻、甲藻、隐藻和蓝

藻在门水平上的识别正确率分别是 93.1%、91.6%、95.7%、100.0% 和 91.7%，识别的平均相对含量分别是

75.7%、71.0%、58.0%、66.3% 和 58.8%。当混合藻中优势浮游藻比例为 60%时，作为优势藻，硅藻、绿藻、甲

藻、隐藻和蓝藻在门水平上的识别正确率分别是 95.2%、94.7%、89.5%、100% 和 91.7%，测定的平均相对含量

分别是 69.3%、53.9%、42.9%、66.3% 和 58.8%。次优势藻的平均识别正确率为 71.1%，当混合藻中次优势浮

游藻比例为 40%时，作为次优势藻，硅藻、绿藻、甲藻、隐藻和蓝藻在门水平上的识别正确率分别是 91.2%、

92.9%、68.3%、100% 和 66.7%，测定的平均相对含量分别是 60.0%、34.3%、38.6%、25.9% 和 47.7%。当混合藻

中次优势浮游藻比例为 20%时，作为次优势藻，硅藻、绿藻、甲藻、隐藻和蓝藻在门水平上的识别正确率分别

是 81.1%、35.0%、63.3%、100% 和 50.0%，识别的平均相对含量分别是 45.5%、33.9%、28.7%、16.1% 和 32.2%。

将 2013年 3月长江口采集的 18个浮游藻膜样品分别进行 HPLC-CHEMTAX 分析和 EEM-ATLD-NNLS
荧光技术分析，分析结果如表 4所示。HPLC-CHEMTAX的分析结果表明：18个站位的优势藻都是硅藻，测

定的相对含量为 53%~100%。用所建立的 EEM-ATLD-NNLS荧光方法进行识别测定，17个膜样的优势藻是

硅藻，识别的相对含量为 54%~100%。未被正确识别的样品中优势藻识别为甲藻，相对含量为 76%，次优势

藻识别为硅藻，相对含量为 23%，而 HPLC-CHEMTAX分析结果表明该样品优势藻为硅藻，含量为 53%，次优

势藻为甲藻，含量为 47%。对于次优势藻，18个样品的识别正确率为 50%，8个 HPLC-CHEMTAX测定的次

优势藻含量超过 20%的样品，EEM-ATLD-NNLS 荧光技术识别正确率达到 75%，测定的相对含量为 6%~
46%。可见，当浮游藻样品中次优势藻的相对含量超过 20%时，EEM-ATLD-NNLS技术能够对样品中次优势

藻进行较为准确的识别测定。

表 2 单种藻样品在门类水平上的识别测定结果

Table 2 Identification results of single-algae samples at division level
Division

Bacillariophyta
Chlorophyta
Dinophyta
Cryptophyta
Cyanophyta

Correct
264/264
101/102
70/70
22/22
54/54

CDR /%
100.0
99.0
100.0
100.0
100.0

Range /%
53.1~100.0
50.1~100.0
68.8~100.0
64.0~99.5
64.2~100

Average /%
91.8
92.5
93.0
86.9
95.5
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表 3 实验室混合样品在门类水平上的识别测定结果

Table 3 Identification results of mixture samples at division level
Division

Proportion
/%

20
40
60
80

Bacillariophyta

CDR /%

81.1
91.2
95.2
93.1

Relative
content /%

Range
1.5~97.0
24.2~100
19.2~100
17.4~100

Average
45.5
60.0
69.3
75.7

Chlorophyta

CDR /%

35.0
92.9
94.7
91.6

Relative
content /%

Range
17.3~53.9
6.2~59.2
27.8~82.6
15.2~100

Average
33.9
34.3
53.9
71.0

Dinophyta

CDR /%

63.3
68.3
89.5
95.7

Relative
content /%

Range
2.4~99.9
3.4~80.8
11.2~77.9
19.7~98.5

Average
28.7
38.6
42.9
58.0

Cryptophyta

CDR /%

100.0
100.0
100.0
100.0

Relative
content /%

Range
9.6~18.6
17.4~39.8
53.9~75.8
65.2~79.4

Average
16.1
25.9
66.3
69.6

Cyanophyta

CDR /%

50.0
66.7
91.7
92.8

Relative
content /%

Range
1.2~84.8
40.0~72.2
11.6~93.8
33.2~100

Average
32.2
47.7
58.8
79.4

表 4 2013年采集的长江口 18个滤膜样品的识别结果

Table 4 Identification results of 18 filter samples from Yangtze River estuary in 2013

Station

A1-1
A1-4
A1-6
A1-7
A2-8
A4-3
A4-4
A4-5
A6-6
A6-7
A6-8
A7-1
A7-7
A8-2
A8-4
A9-3
A9-4
C-4

EEM-ATLD-NNLS
Dominant species

Division
Bacillariophyta
Bacillariophyta
Bacillariophyta
Bacillariophyta
Bacillariophyta
Bacillariophyta
Bacillariophyta
Bacillariophyta
Bacillariophyta
Bacillariophyta
Bacillariophyta
Bacillariophyta
Bacillariophyta
Bacillariophyta

Dinophyta
Bacillariophyta
Bacillariophyta
Bacillariophyta

Relative
content /%

76
100
91
54
69
97
92
69
95
70
84
98
93
98
76
88
94
99

Subdominant species
Division

Cyanophya
/

Chlorophyta
Cyanophya
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Dinophyta
Chlorophyta
Cyanophya
Chlorophyta
Chlorophyta

Bacillariophyta
Dinophyta
Dinophyta
Cyanophya

Relative
content /%

24
/
9
46
31
3
7
31
5
30
16
2
7
2
23
12
6
1

HPLC-CHEMTAX
Dominant species

Division
Bacillariophyta
Bacillariophyta
Bacillariophyta
Bacillariophyta
Bacillariophyta
Bacillariophyta
Bacillariophyta
Bacillariophyta
Bacillariophyta
Bacillariophyta
Bacillariophyta
Bacillariophyta
Bacillariophyta
Bacillariophyta
Bacillariophyta
Bacillariophyta
Bacillariophyta
Bacillariophyta

Relative
content /%

66
78
76
63
79
83
82
87
83
63
100
88
78
89
53
77
71
84

Subdominant species
Division

Cyanophya
Chlorophyta
Chlorophyta
Cyanophya
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Cryptophyta
Dinophyta
Dinophyta

/
Chlorophyta
Dinophyta
Cryptophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Chlorophyta

Relative
content /%

34
22
24
25
19
10
10
13
17
37
/
12
16
10
47
23
29
14

4 结 论
浮游藻色素是浮游藻化学分类学的重要依据，其组成特征能够在三维荧光光谱上得到较为全面的反

映，利用 ATLD对 48种浮游藻色素萃取液的三维荧光光谱进行解析，得到具有浮游藻类别特征的色素萃取

液荧光成分组成特征谱，建立了浮游藻群落组成荧光成分分析方法。该技术的成功应用能够实现浮游藻群

落组成的实时、快速、大批量、低成本测定，符合我国海洋生态环境监测的迫切需要。
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