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摘要　光合作用色素组成是浮游植物分类的重要依据。通过对蓝藻、绿藻、硅藻、甲藻和隐藻等５个门类浮游植物

三维荧光光谱的差异性分析，提取了与叶绿素ａ、叶绿素ｂ、叶绿素ｃ、类胡萝卜素、藻蓝蛋白和藻红蛋白等光合色素

相关的３６个特征荧光光谱点，提出了基于色素特征荧光光谱的不同门类浮游植物分类测量方法。对铜绿微囊藻、

小球藻、桅杆藻、光甲藻和卵形隐藻的实验结果表明：色素特征荧光光谱法对５种藻类纯种样品的测量误差分别为

５．１５％、５．６３％、７．９０％、４．８５％、６．５５％，对优势藻类（质量分数高于５０％）的测量误差分别为７．９６％、８．６９％、

５．４４％、１０．７８％、１５．５７％，对劣势藻类（质量分数低于３０％）的测量误差分别为１８．２９％、１７．５２％、２０．０１％、

２９．１１％、２０．１４％，测量结果准确度达到了三维荧光光谱法水平，但数据量和计算时间仅是三维荧光光谱法的

１．１％和２．２％，是一种快速有效的浮游植物分类测量方法。
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１　引　　言

随着我国水质富营养化问题日益加剧，浮游植

物已经成为内陆湖泊和水库的主要污染物。浮游植

物种群结构随着水质状况和季节变化而改变，不同

种群结构的浮游植物对环境造成的危害也存在差

异，因此，水体环境监测越来越强调浮游植物群落的

分类测量。

浮游植物细胞色素组成是浮游植物分类的重要

依据和物质基础，荧光光谱探测具有灵敏度高、分析

简便、无需样品预处理、无污染和无破坏性等优点，

被广泛应用于浮游植物光合色素组成和群落分布测

量中。利用荧光光谱研究鉴定浮游植物种类起始于

２０世纪８０年代，１９８５年，Ｙｅｎｔｓｃｈ等
［１］率先利用荧

光光谱鉴定浮游植物色素种类。１９９３年，Ｃｏｗｌｅｓ

等［２］通过测量藻红蛋白特征荧光推断了海水中含藻

红蛋白的浮游植物种类和丰度变化。１９９５年，Ｌｅｅ

等［３］根据藻蓝蛋白的特征荧光，建立了蓝藻含量的

荧光分析方法。２００２年，Ｂｅｕｔｌｅｒ等
［４］利用叶绿素ａ

激发荧光光谱实现了蓝藻、绿藻、隐藻三个门类浮游

植物的分类测量，但是尚无法区分硅藻和甲藻。随

着三维（３Ｄ）荧光光谱测量技术的发展，三维荧光光

谱在浮游植物研究中的应用逐渐展开，该技术提供

的指纹信息更加丰富，能够在更细层次上区分浮游

植物［５－７］。然而，三维荧光光谱的测量设备结构精

密而复杂、光谱解析算法计算量大，目前只适合在实

验室条件下进行测试分析，难以满足浮游植物现场

快速的测量需求。

本文通过研究不同门类浮游植物的三维荧光光

谱特征，结合浮游植物色素组成，提出一种基于色素

特征荧光光谱的浮游植物分类测量方法。

２　材料与方法

２．１　浮游植物培养

选择我国淡水常见５个门类浮游植物进行纯种

培 养，即 蓝 藻 门 的 铜 绿 微 囊 藻 （Ｍｉｃｒｏｃｙｓｔｉｓ

ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）、绿藻门的小球藻（Ｃｈｌｏｒｅｌｌａｖｕｌｇａｒｉｓ）、硅

藻门的桅杆藻（Ｆｒａｇｉｌａｒｉａｓｐ）、甲藻门的光甲藻

（Ｇｌｅｎｏｄｉｎｉｕｍｇｙｍｎｏｄｉｎｉｕｍ）和隐藻门的卵形隐藻

（Ｃｒｙｐｔｏｍｏｎａｓｏｖａｔａ）。选用的浮游植物均来自中国

科学院水生生物研究所淡水藻种库。在光照培养箱

中对纯种的浮游植物进行扩繁、驯化培养和转接，光

源使用白色冷荧光灯管，光照强度为６０００ｌｘ，固定光

暗周期为１０ｈ／１４ｈ，温度为２５℃／２２℃，培养周期为

１５ｄ。

２．２　叶绿素犪浓度测定

以叶绿素ａ浓度代表浮游植物浓度，对各浮游

植物纯种培养体进行抽滤、提取和离心步骤后得到

相应的丙酮萃取液，利用ＳｈｉｍａｄｚｕＵＶ２５５０分光光

度计测量提取液在６３０、６４５、６６３、７５０ｎｍ 的吸光

度，根据标准的分光光度法［８］，计算各浮游植物纯种

培养体的叶绿素ａ浓度。根据纯种培养体的叶绿素

ａ浓度，按实际体积配制比例计算混合样品中各浮

游植物的叶绿素ａ浓度。

２．３　浮游植物三维荧光光谱测量

浮游植物待测样品暗适应２０ｍｉｎ后，使用Ｈｉｔａｃｈ

Ｆ７０００荧光分光光度计测量三维荧光光谱。光谱测量

参数设置如下：激发光谱范围为４００～７００ｎｍ，激发波

长间隔为５ｎｍ，发射光谱范围为５６０～７５０ｎｍ，发射波

长间隔为５ｎｍ。然后，采用Ｄｅｌａｕｎａｙ三角形内插值

法［９］，去除测量光谱中的瑞利和拉曼散射信号，得到

浮游植物的三维荧光光谱。

３　结果与讨论

３．１　浮游植物三维荧光光谱特征

取５种浮游植物纯种培养体，使用蒸馏水稀释，

得到叶绿素ａ质量浓度为１００μｇ／Ｌ左右的纯种样

品，测量得到的三维荧光光谱如图１所示。

从图１可以看出不同门类浮游植物三维荧光光

谱具有明显的特征光谱，而特征光谱占三维光谱的

小部分区域，大部分区域是非特征光谱区。这些非

特征光谱区是信噪比低的光谱区域和冗余光谱区

域，所含信息量少或者与浮游植物门类缺乏相关关

系，无益于浮游植物分类测量。因此采用二元凸函

数判定和聚类分析方法［１０］对浮游植物三维荧光光

谱进行了特征提取。

浮游植物特征荧光激发与发射波长取决于色素

对光能的吸收、传递和释放特性。根据提取得到的

特征荧光光谱结合不同门类浮游植物的色素组

成［１１］，能够进一步明确各门类浮游植物色素特征荧

光光谱点激发和发射波段，如图２所示。１）所有浮

０９３０００５２
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图１ ５个门类浮游植物的三维荧光光谱

Ｆｉｇ．１ ３Ｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆｔｈｅｆｉｖｅｐｈｙｔｏｐｌａｎｋｔｏｎｄｉｖｉｓｉｏｎｓ

图２ ５个门类浮游植物色素特征荧光

Ｆｉｇ．２ Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｏｆｔｈｅｆｉｖｅｐｈｙｔｏｐｌａｎｋｔｏｎｄｉｖｉｓｉｏｎｓ

游植物均含有反应中心色素叶绿素ａ（Ｃｈｌａ），吸收

峰在４３５ｎｍ处，并发射６８５ｎｍ主荧光峰和７２５ｎｍ

次荧光峰。２）由于叶绿素ａ分子是反应中心色素，

它还接收其他捕光色素传递的吸收光能，所以在叶

绿素ａ荧光发射波段上还会出现与捕光色素吸收特

性相关的荧光峰。３）不同门类浮游植物的捕光色素

各异，蓝藻门的主要捕光色素为藻蓝蛋白（ＰＣ），吸

收６２０ｎｍ波段红光，发射６６０ｎｍ波段荧光；绿藻

门捕光色素是叶绿素ｂ（Ｃｈｌｂ），吸收峰在４８０ｎｍ波

段；硅藻门的捕光色素以类胡萝卜素为主，在４８０～

０９３０００５３



光　　　学　　　学　　　报

５８０ｎｍ波长范围出现不同的次级吸收峰；甲藻门主

要的捕光色素是叶绿素ｃ（Ｃｈｌｃ），吸收峰在４５０～

４７０ｎｍ波段，同时含有岩藻黄质和多甲藻素等类胡

萝卜素，吸收峰在４３０～５６０ｎｍ波段；隐藻门捕光

色素含有藻红蛋白（ＰＥ），吸收峰在５７０ｎｍ波段，并

在６２０ｎｍ波段发射荧光。４）在浮游植物活体细胞

中，色素总是与蛋白形成复合体，它们之间相互作用

使色素的光能吸收和释放特性发生变化，因此，在实

测光谱中色素荧光特征峰会出现少许偏移，还存在

一些未能明确归类的荧光峰。

３．２　浮游植物色素特征荧光光谱

根据５个门类浮游植物色素特征荧光光谱点的

位置，采用无信息变量消除算法（ＵＶＥ）对三维荧光

光谱进行压缩［１２］，最大程度地减小非特征区域和特

征区域的比例，突显不同门类的浮游植物荧光光谱

差异信息，选出３６个特征光谱点，如图３所示。

图３ 浮游植物３６个色素荧光光谱的特征点

Ｆｉｇ．３ ３６ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｐｅａｋｓ

ｏｆｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃｐｉｇｍｅｎｔｓ

　　将３６个色素荧光特征点按激发 发射波长由小

到大顺序连接，转化为二维光谱，并以浮游植物的叶

绿素ａ含量为统一标准，将光谱强度转化成单位叶

绿素ａ浓度对应的荧光光谱强度，建立５个门类浮

游植物标准色素特征荧光光谱。

３．３　浮游植物分类测量

基于色素特征荧光光谱的浮游植物分类测量的基

本思想是在浮游植物标准特征荧光光谱库中找到与样

品荧光光谱最为相似的特征谱或特征谱组合，可转化

为多元线性回归（ＭＬＲ）问题，即混合浮游植物培养体

的某一激发波长处的激发荧光强度为该激发波长处所

有浮游植物培养体激发荧光强度之和，用公式表示为

犕 ＝犉犻＝∑
３６

犻＝１

犳犽，犻·犪犽＋χ， （１）

式中犕为测得的浮游植物色素特征荧光光谱，犉犻为

第犻个特征点的荧光强度，犳犽，犻为第犽种浮游植物在

第犻个特征点的标准值，犪犽为第犽种浮游植物的叶绿

素犪浓度，χ为测量误差。

３．４　实验结果

测量上述５种浮游植物纯种培养体的叶绿素ａ

浓度，将纯种培养体以蒸馏水稀释一定倍数，得到铜

绿微囊藻、小球藻、桅杆藻、光甲藻和卵形隐藻的母

液，母液的叶绿素ａ质量浓度分别为１０６、１０５、９５、

９５、９８μｇ／Ｌ。再按表１所示体积比例配制成１５个

浮游植物纯种样品和２６种混合样品，其中０代表蒸

馏水，字母Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ分别代表铜绿微囊藻、小球

藻、桅杆藻、光甲藻和卵形隐藻。样品暗适应３０ｍｉｎ

后，测量三维荧光光谱，并按图３提取浮游植物样品

的色素特征荧光光谱。

表１ 浮游植物样品的体积配制比例

Ｔａｂｌｅ１ Ｍｉｘｉｎｇｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｏｆｐｈｙｔｏｐｌａｎｋｔｏｎｓａｍｐｌｅｓ

Ｎｏ． Ｓｐｅｃｉｅｓ Ｖｏｌｕｍｅｒａｔｉｏ Ｎｏ． Ｓｐｅｃｉｅｓ Ｖｏｌｕｍｅｒａｔｉｏ Ｎｏ． Ｓｐｅｃｉｅｓ Ｖｏｌｕｍｅｒａｔｉｏ

１ ０Ａ ０∶１ １６ ＡＢ １∶１ ３１ ＡＤＥ １∶１∶１

２ ０Ａ １∶１ １７ ＡＣ １∶１ ３２ ＢＣＤ １∶１∶１

３ ０Ａ ３∶１ １８ ＡＤ １∶１ ３３ ＢＣＥ １∶１∶１

４ ０Ｂ ０∶１ １９ ＡＥ １∶１ ３４ ＢＤＥ １∶１∶１

５ ０Ｂ １∶１ ２０ ＢＣ １∶１ ３５ ＣＤＥ １∶１∶１

６ ０Ｂ ３∶１ ２１ ＢＤ １∶１ ３６ ＡＢＣＤ １∶１∶１∶１

７ ０Ｃ ０∶１ ２２ ＢＥ １∶１ ３７ ＡＢＣＥ １∶１∶１∶１

８ ０Ｃ １∶１ ２３ ＣＤ １∶１ ３８ ＡＢＤＥ １∶１∶１∶１

９ ０Ｃ ３∶１ ２４ ＣＥ １∶１ ３９ ＡＣＤＥ １∶１∶１∶１

１０ ０Ｄ ０∶１ ２５ ＤＥ １∶１ ４０ ＢＣＤＥ １∶１∶１∶１

１１ ０Ｄ １∶１ ２６ ＡＢＣ １∶１∶１ ４１ ＡＢＣＤＥ １∶１∶１∶１∶１

１２ ０Ｄ ３∶１ ２７ ＡＢＤ １∶１∶１

１３ ０Ｅ ０∶１ ２８ ＡＢＥ １∶１∶１

１４ ０Ｅ １∶１ ２９ ＡＣＤ １∶１∶１

１５ ０Ｅ ３∶１ ３０ ＡＣＥ １∶１∶１
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　　利用 ＭＬＲ算法解析色素特征荧光光谱，计算

出样品中各门类浮游植物的叶绿素ａ浓度。同时利

用平行因子模型算法（ＰＡＲＡＦＡＣ）对浮游植物的三

维荧光全谱进行解析［６］，将两种光谱法的计算结果

与分光光度法测量结果进行比较，如图４所示。

图４ 浮游植物样品荧光光谱法计算结果与分光光度法测量结果比较（质量浓度）

Ｆｉｇ．４ Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｃａｌｃｕｌａｔｅｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｂｙｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙａｎｄｍｅａｓｕｒｅｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

ｂｙｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｒｙｉｎｐｈｙｔｏｐｌａｎｋｔｏｎｓａｍｐｌｅｓ（ｍａｓｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ）

　　色素特征荧光光谱法的浮游植物分类计算结果

表明：对于纯种浮游植物样品，该方法计算结果准确

度高，与分光光度法测量值非常接近，铜绿微囊藻、

小球藻、桅杆藻、光甲藻和卵形隐藻浓度分析结果的

相对误差分别为５．１５％、５．６３％、７．９０％、４．８５％、

６．５５％；在混合样品中，对质量分数高于５０％的优

势藻，计算结果与测量值接近，铜绿微囊藻、小球藻、

桅杆藻、光甲藻和卵形隐藻质量浓度分析结果的相

对误差分别为７．９６％、８．６９％、５．４４％、１０．７８％、

１５．５７％；当浮游植物在混合样品中比率降低时，计

算结果准确性也随之下降，对质量分数低于３０％的

劣势藻，铜绿微囊藻、小球藻、桅杆藻、光甲藻和卵形

隐藻质量浓度分析结果的相对误差为１８．２９％、１７．

５２％、２０．０１％、２９．１１％、２０．１４％。

色素特征荧光光谱法与三维荧光光谱法计算结

果的对比分析发现：两种光谱法对优势浮游植物的

计算都有较高的准确度，且计算准确度都随浮游植

物在混合样品中比率的降低而低，对纯种样品，色素

特征光谱法计算准确度略高于三维荧光光谱法（见

图４）。采 用 ＴｈｉｎｋＰａｄ Ｘ２００ 计 算 机 和 Ｍａｔｌａｂ

Ｒ２００９ａ（Ｖｅｒｓｉｏｎ７．８，ＭａｔｈｗｏｒｋｓＩｎｃ．）软件对两

种光谱法的结果进行解析，结果表明色素特征荧光

光谱法处理的数据量和解析时间仅是三维荧光光谱

法的１．１％和２．２％，如表２所示。

表２ 特征荧光光谱法与三维荧光光谱法对比

Ｔａｂｌｅ２ Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙａｎｄ３Ｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ

Ｄａｔａｖｏｌｕｍｅ
Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ

ａｌｇｏｒｉｔｈｍ

Ｃａｌｃｕｌａｔｉｏｎ

ｔｉｍｅ／ｓ

Ａｖｅｒａｇｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｒｒｏｒ／％

Ｐｕｒｅ Ｄｏｍｉｎａｎｔ Ｓｕｂｏｒｄｉｎａｔｅ

３Ｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ３１５９ ＰＡＲＡＦＡＣ ５．４ ６．８４ ７．９２ １７．１１

Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ３６ ＭＬＲ ０．１２ ６．０２ ９．６９ ２１．０１
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４　结　　论

色素特征荧光光谱法是不同门类浮游植物分类

测量的有效方法。对于实验的５个门的浮游植物，

该方法分类测量能力达到了三维荧光光谱法的测量

水平，能够有效区分硅藻和甲藻，对于纯种浮游植物

计算准确度还略高于三维荧光光谱法。色素特征荧

光光谱测量和分析过程简单快速，可发展成为浮游

植物的快速现场分类测量方法。

实验过程中发现荧光光谱法对劣势种类浮游植

物的测量能力都比较差，初步分析认为误差主要源

于光谱的测量过程。在混合样品中荧光重吸收效应

引起光谱形状变化，例如卵形隐藻产生的６２０ｎｍ

荧光会再次激发铜绿微囊藻、小球藻、桅杆藻和光甲

藻；光谱测量过程中颗粒大的桅杆藻和卵形隐藻出

现下沉和不均匀性也会造成三维荧光光谱的测量偏

差。这些误差来源分析需要进一步的实验验证。
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