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激光光谱技术应用于藻类的研究进展
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摘要　藻类在多个领域发挥着不可替代的作用.激光拉曼光谱技术、激光诱导击穿光谱(LIBS)技术有着无需对样

品进行复杂的预处理、对样品的破坏性小、多成分同时探测等优点,在诸多领域有着广泛的应用.介绍了近年来激

光拉曼光谱技术和LIBS技术在藻类研究中的应用进展,并对其发展前景进行了展望.
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１　引　　言
藻类在能源、环境监测、生物修复等方面扮演着重要的角色.藻类通过光合作用存储能量[１],具有分布

范围广、油脂含量高[２]、环境适应能力强[３]等特点,作为生物燃料可以节约化石能源[４Ｇ５],因此藻类是未来最

重要的可再生能源之一.藻类可以作为环境检测的反应器,例如可以利用藻类获取水体富营养化的程度和

污染状况的信息[６Ｇ７].藻类还有生物修复的功能,可以利用藻类吸收污水重金属的能力来修复重金属污染水

体[８],大型藻类可对养殖环境进行生物修复并能够起到生态调控的作用[９].
目前对藻类细胞中的色素、核酸等方面的检测手段有很多,主要有干重法、比浊法、显微计数法[１０]、分光

光度法[１１]、荧光法[１２]、电感耦合等离子体光谱法、液相色谱法[１３]等.激光光谱技术不需要对样品进行复杂

的预处理,并且具有分析时间短、实时、在线以及可对多种成分同时进行分析的优点[１４].通过激光光谱技术

可以分别获取藻类中分子化合物的信息,例如可以获知藻类中的脂质类别、含量以及藻类细胞中元素的组

成,可以说激光光谱技术为藻类研究提供了技术支持.本文综述了近年来激光拉曼光谱技术、激光诱导击穿

光谱(LIBS)技术在藻类研究中的应用进展,并对其发展方向进行了展望.
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２　激光拉曼光谱技术
单色光的入射光子与物质分子相互作用时可以发生弹性碰撞和非弹性碰撞,在发生弹性碰撞时,入射光

的方向发生改变而能量和光频率的大小均不发生变化,这被称为瑞利散射.在发生非弹性碰撞时,不仅入射

光的方向发生了改变,而且光子与分子发生了能量的转换,光将一部分能量传递给了分子,其中使光的频率

增大的为反斯托克斯散射,使光的频率减小的为斯托克斯散射.拉曼散射是入射光与物质间发生能量转移

的非弹性散射,１９２８年印度科学家拉曼首次发现拉曼散射效应.
拉曼散射通常以入射光和散射光的能量变化即拉曼频移来表征,拉曼频移与散射物质分子的振动和转

动能级相关,通过拉曼光谱分析可得到分子振动、转动能级等信息,因此拉曼光谱技术已成为研究物质分子

结构的重要手段之一.拉曼光谱技术对样品要求较低,无需对样品进行复杂的预处理即可完成对多种成分

的同时探测,并且测试时间短,可实现在线和原位探测.此外,拉曼光谱技术采用光子探针,对稀有或珍贵样

品进行无损探测分析[１５Ｇ１６],甚至可以直接检测活体中的生物物质[１７Ｇ１８].激光器的发展给拉曼光散射研究注

入了新活力,迅速发展起一门崭新的激光拉曼光谱技术.
近年来,研究人员利用激光拉曼光谱技术在藻细胞脂肪、色素等方面开展了一系列的研究,揭示了藻类

的分子组成.２００４年Chen等[１９]对Acaryochlorismarina中的叶绿素d进行研究,探测了温度为７７K时

２５０~３２００nm－１波段叶绿素d的拉曼信号并与理论分析结果进行对比,结果表明叶绿素d分子的转动特性

与密度函数理论分析结果一致.２０００年Kubo等[２０]采用激光拉曼光谱技术对裸藻和衣藻两种绿藻中类胡

萝卜素和叶黄素进行了研究,结果发现这两种藻的眼点中均有较高含量的类胡萝卜素.为了探讨衣藻中叶

黄素的各向异性,Kubo等[２０]搭建了偏振拉曼光谱实验装置以测量某一个方向的拉曼散射光.实验结果表

明,衣藻中的叶黄素沿着眼点的光轴分布且与细胞所建立的坐标轴平行,沿x 轴方向含量增加,沿y 轴方向

含量减少,而裸藻不具备该各向异性的特点.

图１ 小粗盘藻典型拉曼光谱[２３]

Fig敭１ TypicalRamanspectroscopyofTrachydiscusminutus ２３ 

２０１０年Huang等[２１]研究了不同营养环境中小球藻和新绿藻两种藻的斯托克斯拉曼散射信号.实验发

现,在缺氮的条件下两种藻中均可以探测到叶绿素、胡萝卜素、甘油三酸脂的拉曼信号,而正常情况下在两种

藻中只有胡萝卜素均可探测到.２００６年 Heraud等[２２]获得了绿色单细胞真核藻杜氏藻在营养丰富环境与

氮匮乏环境下的拉曼光谱并完成对藻环境的识别,发现随着氮营养程度的降低叶绿素a拉曼峰强度有所下

降,而β胡萝卜素的拉曼峰强度有所增加.在对光谱数据进行处理时,采用了多元散射校正(MSC)、标准正

态变量(SNV)等６种不同的光谱预处理方法,以消除基线等因素的影响,并采用了软独立分析(SIMCA)和
偏最小二乘(PLS)两种识别方法评估了不同光谱预处理方法的效果,结果表明SIMCA不适合对所有进行

预处理后的光谱进行判别分析.
藻类中的脂质是藻作为燃料的重要参考指标,而描述藻中脂质的重要参数是脂肪酸的非饱和程度.

２０１０年Samek等[２３]利用激光拉曼光谱技术比较藻类中非饱和脂肪酸的含量来完成对三种不同藻的识别.
图１为小粗盘藻的典型拉曼光谱,其对应的拉曼特征峰如表１所示.饱和脂肪酸的特征拉曼峰频移为

１４４５cm－１的NCH２ 剪切形变,非饱和脂肪酸的特征拉曼峰频移为１６５６cm－１的NC＝C伸缩振动模式.从

图１可以看出,小粗盘藻含有较高的非饱和脂肪酸,可根据非饱和脂肪酸的含量将该藻从三种藻中成功地识
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别出来.非饱和脂肪酸与碘值有着密切的关系,该实验中还利用气相色谱技术分析了藻类中的碘值,所得结

果进一步论证了激光拉曼光谱技术在藻种识别方面的可行性.
表１　小粗盘藻典型拉曼特征峰[２３]

Table１　TypicalRamanpeaksofTrachydiscusminutus[２３]

PeakNo． Ramanfeature/cm－１ Suggestedassignment
１ １０６０ C－Cskeletalstretchingvibration,outＧofＧplane
２ １０８５ C－Cskeletalstretchingvibration;gauchechainconformer
３ １１２５ C－Cskeletalstretchingvibration;transchainconformer,inＧplane
４ １１５７ βＧcarotene
５ １２６７ cisdoublebond＝C－Hbend,inＧplane
６ １４４２ βＧcarotene
７ １４４５ CH２bend,scissoringdeformation;saturatedfatindicator
８ １５２５ βＧcarotene
９ １６５６ cisC＝Cstretchingvibration;unsaturatedfatindicator

　　采用激光拉曼光谱技术不仅可获取藻类中的脂质信息,确定脂肪酸的不饱和程度,快速有效地鉴别该藻是

否可以作为生物燃料,还可以通过观察叶绿素、胡萝卜素和甘油三酸脂的拉曼信号来反演藻类的营养环境.
传统的拉曼光谱技术获得的信号较弱,探测灵敏度较低,这使其在很多领域的应用受到限制.为了提高

拉曼信号的强度及拓展其应用领域,人们开始了更加深入的研究,在原有拉曼技术基础上,提出了一些新的

激光拉曼光谱分析技术及方法,例如共振拉曼光谱技术、显微拉曼光谱技术等.

２．１　共振拉曼光谱技术

拉曼散射过程是一个电子激发态的中间态跃迁过程,但是与激光诱导荧光的能级跃迁有着明显不同,在
拉曼散射中,根据测不准关系可以确定在很短时间内,拉曼散射是系统经过了一个“虚”能级跃迁的过程.采

用可调谐激光作为激发光源,可以找到拉曼散射的中间态与分子的真实本征态相重合的能级所对应的波长,
这时会使拉曼散射截面大大增加,这就是共振拉曼散射.在共振拉曼散射中可以观察到正常拉曼效应中难

以出现的、其强度可与基频相比拟的组合振动光谱[１３,２４].与正常拉曼光谱相比,共振拉曼光谱有着灵敏度

高的特点,与表面增强技术结合,灵敏度会进一步提高,可达到单分子检测[２５].研究人员利用该技术对藻类

开展了深入的研究.

Brahma等[２６]使用共振拉曼技术研究了９种浮游藻的特性,利用探测到的类胡萝卜素和叶绿素拉曼信

号,完成了对藻类的识别.Wu等[２７]利用类胡萝卜素有强烈的共振增强峰位的特点,采用共振拉曼光谱技术

成功地从多种藻中鉴别出伪菱形藻.为了进一步提高分类的效果,还比较了不同激发光的分类情况,图２为

波长分别为４８８nm和４５７．９nm的激发光对应的主成分分析(PCA)分类的主成分(PC)２和主成分４得分散

点图,结果发现激发光为４５７．９nm时的分类效果好,但是该方法只能反映类胡萝卜素的不同,无法反映有毒

和无毒的伪菱形藻的区别.

图２ 伪菱形藻光谱提取主成分２和主成分４的得分图[２７].(a)波长为４８８nm的激发光;(b)波长为４５７．９nm的激发光

Fig敭２ ScoresforPC４vsscoresforPC２frompseudonitzschiaspectra ２７ 敭

 a Excitationlightwiththewavelengthof４８８nm  b excitationlightwiththewavelengthof４５７敭９nm
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２０１２年Li等[２８]采用单细胞共振拉曼与同位素相结合的探测方式获得聚胞藻巴斯德菌种保藏(PCC)

６８０３和细长聚球藻PCC７９４２中类胡萝卜素的拉曼光谱.以自然状态下１３C的拉曼频移为标准,研究了β胡

萝卜素的三个典型拉曼特征峰的频移,结果表明β胡萝卜素拉曼峰的红移与细胞中１３C的含量存在一定线性

关系,并且获取了在毫秒量级下不同时间下细胞对１３C的吸收图片.

２．２　显微拉曼光谱技术

显微拉曼光谱技术是将拉曼光谱分析技术与显微分析技术结合起来的一种应用技术,在常规拉曼实验

装置的基础上加上高倍光学显微镜,可实现逐点扫描,并获得高分辨率的三维拉曼图像[２４].与其他传统技

术相比,显微拉曼光谱技术不仅具有常规拉曼光谱的特点,还有微观、原位、多相态、稳定性好、空间分辨率高

等优点,可获得微米级的单细胞成像图像,明确色素和脂肪等的分布[２３].

２００７年Heraud等[２９]利用显微拉曼技术探测到单细胞真核藻杜氏藻的叶绿素a和β胡萝卜素的拉曼信

号.研究发现当培养环境不同(氮充足和氮匮乏)时,在１１５７cm－１处的叶绿素a与１３２５cm－１β胡萝卜素强

度的比值也会有明显的不同,利用该特性并结合偏最小二乘判别分析(PLSＧDA)分类方法,可以将氮充足条

件下９０％的细胞成功识别,分类结果如图３所示.

图３ 采用偏最小二乘判别分析分类方法获取验证集预测值与测量值的对比图

Fig敭３ PredictedversusmeasuredvaluesforthevalidationsetobtainedusingPLSＧDAclassification ２９ 

２０１２年Pilát等[３０]用显微拉曼光谱技术获得小粗盘藻的脂质体中β胡萝卜素和脂肪的拉曼光谱,如图

４所示(Qp 为光合成有效辐射通量密度,VLB为脂质体体积),表２为对应的胡萝卜素和脂肪典型拉曼峰位.
采用β胡萝卜素与脂肪拉曼信号强度比建立了定标曲线,可估算在脂质体中β胡萝卜素的相对含量.研究

结果表明,β胡萝卜素的浓度与脂质体的体积、该藻在培养阶段的光照时间成正比.
表２　β胡萝卜素和脂肪的典型拉曼峰[３０]

Table２　TypicalRamanpeaksofβＧcaroteneandlipids
[３０]

Ramanpeak Symbol Ramanshift/cm－１

βＧcaroteneC－Cstretching νA １１５７
βＧcaroteneC＝Cstretching νB １５２５
LipidCH２scissoring νCH２ １４４５
LipidC－Cstretching νC－C １６５６

　　２０１５年浙江大学邵咏妮等[３１]采用激光共聚焦拉曼光谱技术快速鉴别普通小球藻和莱茵衣藻,他们采集

了不同藻种在不同生长时期的拉曼光谱,通过比较不同藻种色素含量比的差异完成了分类识别.他们对光

谱数据采取了不同的预处理方法,采用偏最小二乘全波段建模,并比较了不同预处理方法对识别正确率的影

响.他们还采用最大谱峰比值标准化法处理样本,快速有效地鉴别出普通小球藻和莱茵衣藻.当阈值为

±０．２时,两种藻的预测正确率分别为８０％和９３．３％,具体的预测率如表３所示;当阈值为±０．５时,两种藻的

预测正确率均可达到１００％.
表３　偏最小二乘建模后的预测结果[３１]

Table３　PredictionresultbyPLSmodel[３１]

Pretreatment Predictionset Mistake Accuracy/％
Chlorellasp． １５ ３ ８０

Chlamydomonassp． １５ １ ９３．３
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图４ 小粗盘藻脂质体的拉曼光谱[３０],左边图片为谱仪拍摄细胞图.

(a)LAB＝１．７μm３;(b)LAB＝２．５μm３;(c)LAB＝４０．５μm３

Fig敭４ RamanspectraofTrachydiscusminutuslipidbodies ３０  theleftimagesshowthespectrographedcells敭

 a LAB＝１敭７μm３  b LAB＝２敭５μm３  c LAB＝４０敭５μm３

３　LIBS技术
LIBS技术是指利用高功率脉冲激光会聚到样品表面,瞬间产生等离子体,通过探测等离子体中原子或

离子的发射光谱实现对待测样品定性检测和定量分析[３２]的一种新型原子发射光谱技术.LIBS技术具有原

位、实时、远距离探测、对样品的破坏性小、无需对样品进行复杂预处理等优点.随着高功率脉冲激光器和探

测器的发展,LIBS技术的应用领域更加广泛,不仅在环境污染检测[３３]、考古[３４Ｇ３５]、医疗[３６]、工业[３７]等方面有

着广阔的应用前景,而且在航天航空[３８]、海洋探测[３９]等领域也得到了快速的发展.由于激光诱导等离子体

发射出来的光谱信息包括原子和离子的特征谱线,因此可利用其完成对待测样品的定性分析.在一定的实

验条件下,所测得谱线强度与金属离子的浓度相关,利用这一特性可以完成对金属元素浓度的定量分析.
藻类一般以悬浮液形式存在,在培养液中会成堆聚块繁殖,导致其在培养液中分布不均.另外在液体的

环境中,受液体压力的影响,激光诱导等离子体的寿命将大大缩短,使藻类样品的处理成为一个重大的难题.
针对这一问题,捷克的Porízka等[４０]在２０１１年采用三种不同的方式将LIBS技术应用到小粗盘藻和莱茵衣

藻两种藻类的检测,具体实验方式如下.

１)藻液喷流:藻液放置在自制的玻璃容器中,使用蠕动泵不断地向容器中注入液体样品,使液样通过硅

胶管从喷嘴流入容器中,两束脉冲激光以共线的空间位置完成对藻类的探测,实验装置如图５所示.

２)藻类的生物膜:生物膜的制备过程是用离心管将藻液分离,将藻细胞沉淀物放在一个半通风的容器
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中自然烘干,这样即可得到生物膜.对藻类的生物膜采用双脉冲方式激发,实验装置如图６所示,探测到藻

类生物膜的LIBS光谱如图７所示.

图５ 藻液喷流的LIBS实验装置图[４０]

Fig敭５ SchematicdiagramofLIBSexperimentalsetupemployinglaminarwaterjetsetup ４０ 

图６ 藻生物膜的LIBS实验装置图[４０]

Fig敭６ SchematicdiagramofLIBSexperimentalsetupforalgaebiofilm ４０ 

图７ 藻生物膜样品LIBS光谱[４０]

Fig敭７ LIBSspectraforthealgaebiofilmsample ４０ 

３)藻液悬浮液:将藻液放置在一定体积的容器中,同样采用双脉冲方式直接探测,但是两束激光入射的

空间位置采用正交方式,波长为２６６nm的激光从顶部入射,波长为１０６４nm的激光从侧面入射.
这三种方式均可以探测到藻类中含有金属元素如Ca、Na、Mg、K等.同年,该项目组同样采用细胞悬浮

液方式,分别采用LIBS技术和激光拉曼光谱技术成功探测到了小粗盘藻藻株的金属离子和非饱和脂

肪酸[４１].
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由于LIBS技术可以探测到样品中的金属离子,因此可利用该性能完成对周围环境的检测.２０１２年

Garcimuno等[４２]应用LIBS技术完成对藻类中Cu元素的定量分析.在对藻类的制备上,Garcimuno等采用

氢氧化钙[Ca(OH)２]作为粘合剂将藻类压成固体靶,为了修正基体效应的影响,还制备了Ca(OH)２ 的空白

样品.CuI３２４．７５nm谱线的定标曲线如图８所示(R２ 为线性相关系数),通过比较二者的定标曲线可以推

算出藻类中Cu的含量.

图８ ３２４．７５nm处Cu元素的定标曲线[４２]

Fig敭８ CalibrationcurvesofCuat３２４敭７５nm ４２ 

LIBS技术还可以实现对藻液中痕量元素的探测,２００２年,韩国的Niu等[４３]将LIBS技术应用到两种不

同海洋藻类标样中,实现了对Sr元素的低浓度检测.由于Sr元素和Ca元素有着相似的化学性质,为了排

除Ca元素的干扰,选择了SrII４２１．５５nm处的谱线作为分析谱线,并采用标准加入法对所用LIBS系统的

定量分析能力进行了评估,线性相关系数R２ 可以达到０．９９以上,相对标准偏差RSD小于５％.
利用LIBS技术可以实现藻类中的基体元素(Ca、Na、Mg、K)以及微量元素(Cu、Sr、Pb)的探测,因此可

以将藻类作为水体污染程度的生物指标,用以确定重金属的存在.另外,不同测量藻菌中这些元素的含量也

是不同的,根据这一特点再结合LIBS技术可以完成对藻种的识别.LIBS技术探测的金属元素典型特征谱

线参数如表４所示.表４中,Aki对应特征谱线跃迁几率,EiＧEk 为上下能级能量,giＧgk 为上下能级简并度.
表４　LIBS技术探测的金属元素典型特征谱线参数

Table４　ParametersoftypicalspectrallinesformetallicelementbyLIBS

Element Wavelength/nm Aki/(１０７s－１) EiＧEk/eV Terms giＧgk

MgII
２７９．５５２ ２６ ０Ｇ４．４３３ ２S１/２Ｇ２P３/２ ２Ｇ４
２８０．２７０ ２５．７ ０Ｇ４．４２２ ２S１/２Ｇ２P１/２ ２Ｇ２

CuI
３２４．７５４ １３．９５ ０Ｇ３．８１７ ２S１/２Ｇ２P３/２ ２Ｇ４
３２７．３９６ １３．７６ ０Ｇ３．７８６ ２S１/２Ｇ２P１/２ ２Ｇ２

CaII
３９３．３６６ １４．７ ０Ｇ３．１５１ ２S１/２Ｇ２P３/２ ２Ｇ４
３９６．８４７ １４ ０Ｇ３．１２３ ２S１/２Ｇ２P１/２ ２Ｇ２

SrI
４０７．７７１ １４．１ ０Ｇ３．０３９ ２S１/２Ｇ２P３/２ ２Ｇ４
４２１．５５２ １２．７９ ０Ｇ２．９４０ ２S１/２Ｇ２P１/２ ２Ｇ２

NaI
５８９．５９２ ６．１４ ０Ｇ２．１０２ ２S１/２Ｇ２P１/２ ２Ｇ２
５８８．９９５ ６．１６ ０Ｇ２．１０４ ２S１/２Ｇ２P３/２ ２Ｇ４

KI
７６６．４８９ ３．８０ ０Ｇ１．６１７ ２S１/２Ｇ２P３/２ ２Ｇ４
７６９．８９６ ３．７５ ０Ｇ１．６０９ ２S１/２Ｇ２P１/２ ２Ｇ２

４　结　　论
激光拉曼光谱技术、LIBS技术有着无需对样品进行复杂预处理、多种成分同时探测、实时在线等优点,

因此受到了国内外研究者的高度重视.本文对藻类细胞中的脂肪、色素、金属阳离子等方面展开了研究,发
现这些技术已经成为对样品快速分析的有力工具.藻类是多成分的有机生物体,在进行探测时可结合化学

计量学方法的优势,为光谱数据的处理及藻种的鉴别提供新思路.但是运用这些技术对藻类进行探测时,发
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现基体效应对收集信号的影响是不能忽略的,这给以后的研究提出了新的课题,相信在不久的将来这些问题

都可以得到解决,从而使激光光谱技术具有更加广阔的应用前景.

致谢　感谢国家海洋局第一研究所刘晨临研究员的帮助.
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