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摘要　针对活体荧光光谱不稳定引起的蓝藻门活体藻类定量误差问题,以实验室培养的４种类６个生长期的４８
个蓝藻样品为研究对象,通过测量样品叶绿素a和藻蓝蛋白的含量,结合藻类活体三维荧光光谱,研究了不同藻种

种类、生长期和生长环境下蓝藻细胞色素组成和色素荧光效率的差异;定量分析不同条件对藻类活体荧光光谱不

稳定性的影响,获得了不同条件下的光谱不稳定性权重谱;在此基础上,构建基于加权平均方法的蓝藻门活体藻类

加权荧光光谱;比较了加权荧光光谱与不同条件下归一化荧光光谱对样品集的测量结果.结果表明:加权荧光光

谱能有效降低荧光测量法对藻种种类、生长期、生长环境的依赖性,提高蓝藻门叶绿素浓度的测量准确性;测量结

果的相对误差为０．１％~３０．４％,平均相对误差为１２．８％,相对误差最大可降低１０４．１％.
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Abstract　FortyＧeightsamplesbelongingtofourcommonspeciesofCyanophytaarestudiedinordertoreducethe
chlorophyllaconcentrationmeasurementerrorscausedbyunstablefluorescencespectrainvivo敭Weanalyzethe
effectsofalgaespecies growingperiod andgrowingenvironmentonthephotosyntheticpigmentcompositionand
fluorescenceefficiencybymeasuringthecontentofchlorophyllaandphycocyanin aswellasthethreeＧdimensional
fluorescencespectraofCyanophytainvivo敭Andweobtaintheweightspectrabyanalyzingthespectralinstability
underdifferenthabitatconditions敭TheweightfluorescencespectrumofCyanophytainvivoisestablishedbasedon
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theweightedaveragemethod敭Themeasurementresultsthatrespectivelyobtainedbytheweightspectrumand
differentnormalizedspectraarecompared andthecomparisonsindicatethattheweightspectrumcansignificantly
reducethedependenceoffluorescencemethodonalgaespecies growingperiod andgrowingenvironment andthus
increasetheaccuracyofchlorophyllaconcentrationofCyanophyta敭Therelativeerroroftheweightspectrumis
０敭１％Ｇ３０敭４％ withameanrelativeerrorof１２敭８％敭Themaximumrelativeerrorofanabaenacanbereducedby
１０４敭１％intheweightspectrum敭
Keywords　spectroscopy threeＧdimensionalfluorescencespectra invivofluorescence weightedaveragemethod 
Cyanophyta chlorophylla
OCIScodes　３００敭６１７０ ３００敭６２８０ ０００敭３８６０

１　引　　言

藻类快速监测是水华预警的前提与基础,而荧

光检测方法无需对样品进行预处理,具有灵敏度高、
速度快、操作简便等优点,可广泛应用于浮游藻类监

测等方面.
活体荧光法是通过测量藻类活体细胞中心色素

叶绿素a(Chla)分子受激辐射的荧光强度来反演叶

绿素a的浓度,以实现藻类叶绿素a浓度测量的定

量分析方法.基于这个理论,Hydrolab多参数水质

分析仪[１Ｇ２]通过单点激发荧光光谱法来实现蓝绿藻

的监测;FluoroProbe藻类测量仪采用多点激发光

谱法实时判定每个藻类光谱组的叶绿素a的浓

度[３Ｇ４].然而,以上两种方法由于携带的藻类荧光信

息较少,在实际测量中存在很大的测量误差.随着

三维荧光技术的发展,三维荧光光谱技术在浮游藻

类测量中逐渐发挥着重要作用.三维荧光光谱法

能够提供更加丰富的指纹光谱信息,因此可以实

现更准确的深层次识别分析.如:苏荣国等[５]利

用三维荧光光谱结合识别算法实现了海洋硅甲藻

的分类识别;王志刚等[６]通过光谱相似性将浮游

植物分成３种光谱组,并实现了淡水藻类的光谱

组分类测量.然而Lawrenz等[７]和Loftus等[８]的

研究表明三维荧光光谱法在活体藻类测量中仍然

存在一定的局限性.活体荧光作为浮游植物光合

作用过程的副产物,容易受到环境条件的影响.

Jakob等[９]发现当采用实验室校准的PhytoＧPAM
荧光仪测量自然河流浮游藻类时,叶绿素a浓度的

测量误差高达４６％;覃志松等[１０Ｇ１２]的研究结果表

明浮游植物的生理状态随环境条件不同而变化.
以上研究表明,活体荧光光谱不稳定是藻类荧光

检测方法面临的挑战之一,构建具有普适性与代

表性的标准荧光光谱是活体藻类荧光检测方法的

重要一环.
鉴于此,本文以实验室培养的４８个蓝藻样品为

研究对象,利用三维荧光光谱技术,研究了藻种种

类、生长期和生长环境对蓝藻活体荧光光谱稳定性

的影响,并研究了基于加权平均法的蓝藻门活体藻

类标准三维荧光光谱构建方法,旨在构建一种具有

普适性与代表性的活体藻类标准荧光光谱,提高活

体藻类荧光测量方法测量的准确性.

２　材料与方法

２．１　藻种培养

选择我国淡水湖库常见的４种典型水华蓝藻

(表１)进行实验,采用BG１１培养基接种培养,并静

置于培养箱中.光暗周期为１２/１２h,光照强度为

６０００lx,培养温度为(２５±１)℃,实验设置２个平行

试样.实验藻种来源于中国科学院水生生物研究所

淡水藻种库.
表１　实验选用的４种蓝藻

Table１　FourspeciesofCyanophytausedintheexperiment

Category Genus Species No． Abbreviation

Cyanophyta

Microcystis Microcystisaerμginosa FACHBＧ５２４ Ama
Anabaena Anabaenaflosaquae FACHBＧ８２ Aaf

Merismopedia Merismopediatenuissima FACHBＧ１９３７ Amp
Oscillatoria Oscillatoriautea FACHBＧ４０６ Aol

２．２　色素浓度与荧光光谱的测量

蓝藻门的光合色素主要为叶绿素a与藻蓝蛋白

(PC),其中叶绿素a为浮游藻类常见色素,藻蓝蛋

白是蓝藻门特征色素.以分光光度法为标准测量方

法,将其测量结果与活体三维荧光光谱法的测量结

果进行比较,并最终以叶绿素a的浓度表征样品的

生物量.叶绿素a浓度的测量参考国家标准[１３],采
用反复冻融法提取藻蓝蛋白浓度后,对其进行分光
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光度法测量[１４].
采用F７０００荧光光谱分析仪(Hitach,日本)扫描样

品的活体三维荧光光谱.激发波长为３８０~６５０nm,发
射波长为５８０~７２０nm,波长间隔为５nm/５nm.

３　结果分析

３．１　蓝藻门光谱的稳定性

３．１．１　不同种类蓝藻荧光光谱的稳定性

选择生长期为２１d的４种蓝藻样品,以超纯水

分别稀释为７个浓度梯度.以样品的标准色素浓度

为横坐标,色素荧光峰强度为纵坐标,建立浓度Ｇ荧
光强度工作曲线.为了降低实验仪器及扫描模式造

成的测量误差,选择色素荧光峰对应的特征荧光区

域积分强度表征色素的荧光强度.实验选定的藻蓝

蛋白特征荧光峰的激发波长为５７０~６５０nm,发射

波长为６００~７００nm,叶绿素a特征荧光峰的激发

波长为３８０~４６０nm,发射波长为６５０~７５０nm.
图１和图２所示分别为４种蓝藻的三维荧光光

谱与色素荧光工作曲线.由图２可知:４种蓝藻的

叶绿素a和藻蓝蛋白的回归系数k 的范围分别为

９．９４~３２．７４和１１．９６~６８．３６,表明不同种类蓝藻细

胞的色素荧光效率差异很大,且具有明显的藻种依

赖性;藻蓝蛋白与叶绿素a对应的横坐标比值表示

不同蓝藻样品中两种光合色素标准浓度的比值,其
变化范围为５．２２~９．２６,表明不同蓝藻细胞内的光

合色素组成比例也有明显的种类依赖性.两种光合

色素工作曲线的相关性系数r２ 均大于０．９９,表明荧

光区域积分强度与色素浓度具有良好的一致性关

系.因此,在接下来的研究中以荧光峰区域积分强

度表征色素浓度.

图１ ４种蓝藻的三维荧光光谱

Fig敭１ ThreeＧdimensionalfluorescencespectraoffourspeciesofCyanophyta

图２ ４种蓝藻的色素荧光工作曲线.(a)叶绿素a;(b)藻蓝蛋白

Fig敭２ FluorescenceworkingcurvesoffourspeciesofCyanophyta敭 a Chla  b PC

０７３０００１Ｇ３
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３．１．２　不同生长期蓝藻荧光光谱的稳定性

在培养的第４、７、１１、１４、１７、２１天扫描实验样品的

三维荧光光谱.采用激发光谱包络线法[９]对藻类的三

维荧光光谱进行二维化处理,以激发谱包络线的演变

来直观地表征不同生长期蓝藻荧光光谱的稳定性.所

有荧光光谱均根据叶绿素a的浓度进行归一化处理.

由图３可知:随着生长期增加,每种蓝藻的色素

荧光逐渐降低,一般在生长末期藻类色素荧光效率

达到最低;在培养周期内,Amp的荧光效率差异最

大,变 化 范 围 为 ０．８７２~０．４３８,相 对 偏 差 可 达

６６．３％;Aaf的 荧 光 效 率 差 异 最 小,变 化 范 围 为

０．５２４~０．４３８,相对偏差为１７．９％.

图３ 不同生长期蓝藻的激发光谱包络线演变.(a)Aaf;(b)Ama;(c)Amp;(d)Aol
Fig敭３ ExcitationspectrumenvelopeevolutionoffourspeciesofCyanophytaatdifferentgrowthstages敭

 a Aaf  b Ama  c Amp  d Aol

　　图４所示为４种蓝藻在不同生长期的光合色素浓

度比值的变化趋势,sample１和sample２代表两个平

行样品.结果表明,在４种蓝藻样品中,藻蓝蛋白与叶

绿素a的色素浓度之比(以下简称“色素比”)基本随着

生长期的增加而增大,变化范围为３．３~８．１,但变化范

围、趋势与藻种种类密切相关,如Amp色素比的最小

值为５．３９,大于Ama色素比的最大值５．３２.图４还表

明,物理形态比较均匀的Ama和Amp的两个平行样

品间的一致性较好,而在生长过程中容易团簇结块的

Aaf和Aol,其平行样品的一致性较差.

图４ ４种蓝藻在不同生长期的色素比.(a)Aaf;(b)Ama;(c)Amp;(d)Aol
Fig敭４ PigmentratiosoffourspeciesofCyanophytaatdifferentgrowingperiods敭 a Aaf  b Ama  c Amp  d Aol

０７３０００１Ｇ４
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　　通过藻类活体的三维荧光光谱研究了藻种种

类、生长期对蓝藻门三维荧光光谱稳定性的影响.
结果表明,蓝藻活体细胞内的光合色素组成和荧光

效率差异与藻种种类、生长期和生长环境密切相关.

３．２　蓝藻门的标准荧光光谱

上述研究结果表明,藻种种类、生长期以及生长

环境都是藻类荧光光谱稳定性的影响因素,制约了

荧光测量方法的准确性.
图５虚线包含的区域表示４种蓝藻１４４个三维

荧光光谱的激发谱包络线光谱的变异区间,上、下虚

线分别代表包络线的极大和极小值;柱形表示发射波

长处的标准偏差.图５(a)~(c)分别表示藻种种类、
生长期以及生长环境引起的光谱不稳定性,图５(d)
表示综合条件叠加引起的蓝藻门荧光光谱的不稳定

性.为了定量表征不同条件对光谱不稳定性的影响,

引入光谱标准偏差作为权重来衡量生长环境的影响.
光谱标准偏差是指浓度归一化光谱强度在各对应波

长点的标准偏差.以浓度归一化光谱作为标准光谱

矩阵,以标准偏差作为权重系数矩阵,用表达式X－＝

∑
l

k＝１
∑
n

j＝１
∑
m

i＝１
pi×xi ∑

m

i＝１
pi( )×pj ∑

n

j＝１
pj[ ] ×pl ∑

l

k＝１
pl 得

到蓝藻门加权光谱.其中:pi、pj、pl 分别为生长环

境、生长期、藻种种类对应条件下的光谱权重;xi 为

浓度归一化荧光光谱.图５(a)~(c)中实线部分代

表各对应条件下的加权平均光谱包络线,图５(d)中
实线代表以加权平均方法得到蓝藻门加权荧光光谱

包络线.加权平均光谱方法既考虑了不同种类、不
同生长期的藻种光合色素组成和荧光效率差异,又
兼顾了环境条件变化和仪器测量波动导致的光谱不

稳定性.

图５ 不同因素引起的蓝藻门荧光光谱的不稳定性.(a)藻种种类;(b)生长期;(c)平行样品;(d)综合条件

Fig敭５ InstabilityoffluorescencespectraofCynophytacausedbydifferentfactors敭 a Species  b growingperiod 

 c parallelsamples  d comprehensivecondition

３．３　对比分析

为了衡量加权平均法构建蓝藻门加权荧光光谱

(weighth组)的普适性与准确性,以４种蓝藻在生

长期早期(第７天)、中期(第１４天)、晚期(第２１天)
的归一化光谱作为对比光谱,以４８个蓝藻样品(４
种蓝藻、６个生长期、２组平行样品)构成待测样品集

(Aaf∶１＃~１２＃,Ama∶１３＃~２４＃,Amp∶２５＃~３６＃,

Aol∶３７＃~４８＃),以各光谱对样品集的测量结果与

标准浓度之间的相对误差表征测量结果的准确性.

图６所示为不同条件下的归一化光谱与加权光

谱组对待测样品集的回归分析.可以发现:其他归

一化光谱对样品集的测量结果的相对误差为０％~
１０４．２％,加权荧光光谱对样品集测试结果的相对误

差为０．１％~３０．４％,平均相对误差为１２．８％;归一

化光谱对待测样品集的测量误差大于加权平均法测

量误差的次数为４０３,占总测量次数的６９．９％,这表

明２/３以上的加权法的测量结果优于其他归一化光

谱的测量结果;除加权平均法外,生长中期归一化光
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谱的测量误差最小,生长末期归一化光谱的测量误

差最大,尤其是采用生长末期归一化光谱测试生长

早期样品时,相对误差大多在６０％~８０％之间.采

用Amp第２１天的归一化荧光光谱测量第４天的

Aaf样品时,测量误差达到最大值１０４．２％,此时加

权法的测量误差为０．１％.以上结果表明,加权平均

光谱方法能降低实验结果对藻种种类、生长期、生长

环境的依赖性,显著提高荧光法测量藻类叶绿素a
浓度的准确性与稳定性,能更准确反映实际水体中

藻类叶绿素a的浓度.

图６ 不同参考光谱对样品集的测量结果.(a)Aaf;(b)Ama;(c)Amp;(d)Aol
Fig敭６ Measurementresultsofsamplesetswithdifferentreferencespectra敭 a Aaf  b Ama  c Amp  d Aol

４　结　　论

利用三维荧光光谱技术测量了蓝藻门４种类６
个生长期４８个蓝藻样品的活体荧光光谱;研究了不

同藻种、生长期和生长环境下蓝藻细胞色素组成和

色素荧光效率的差异,证明了藻类细胞色素组成与

光合系统色素荧光效率具有藻种依赖性,且与藻类

生长期密切相关;定量分析了不同条件对藻类活体

荧光光谱不稳定性的影响,获得了不同条件下的光

谱不稳定性权重谱.在此基础上,构建了基于加权

平均方法的蓝藻门活体藻类加权荧光光谱;比较了

加权荧光光谱与不同条件下归一化荧光光谱对样品

集的测量结果.结果表明,加权平均光谱方法能够

降低荧光法对藻种种类、生长期和生长环境的依赖

性,提高蓝藻门叶绿素浓度平均测量准确性.
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