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摘要 荧光法作为一种非侵入性测量手段,能够实现水体藻类初级生产力的快速测量。然而在目前初级生产力荧

光动力学分析中,藻类光合尺寸单元通常采用固定值,导致初级生产力测量结果发生偏差,特别是水体存在蓝藻时

尤为明显。光合尺寸单元定义为光合反应中心浓度与叶绿素浓度的比值。为获得准确的水体藻类光合尺寸单元

以提高初级生产力测量结果的准确性,利用激发荧光光谱分析水体蓝藻和其他真核藻占比,以此为基础对混合藻

样品光合尺寸单元进行校正,并提出一种基于光合尺寸单元校正的荧光法藻类初级生产力测量方法。纯种样品和

混合样品初级生产力比对测试实验结果表明:纯种蓝藻、绿藻、甲藻样品的初级生产力测量误差由校正前的

38.8%、14.3%、13.2%下降至3.9%、4.1%、5.2%;混合样品初级生产力最大和平均测量误差由校正前的20.4%、

15.2%下降至4.5%、5.2%。该结果证明,所提校正方法可有效解决光合尺寸单元使用固定值带来的初级生产力

测量偏差问题,为提高水体藻类初级生产力测量结果的准确性提供了重要参考。
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Abstract The
 

fluorescence
 

method
 

is
 

a
 

noninvasive
 

measurement
 

method
 

that
 

can
 

rapidly
 

measure
 

the
 

primary
 

productivity
 

of
 

algae
 

in
 

aquatic
 

systems 
 

However 
 

in
 

the
 

current
 

analysis
 

of
 

fluorescence
 

dynamics
 

of
 

primary
 

productivity 
 

when
 

the
 

photosynthetic
 

size
 

unit
 

of
 

algae
 

is
 

used
 

with
 

a
 

fixed
 

value 
 

the
 

measurement
 

results
 

of
 

the
 

primary
 

productivity
 

of
 

algae
 

in
 

an
 

aquatic
 

system
 

often
 

exhibit
 

deviations 
 

particularly
 

where
 

cyanobacteria
 

existing 
 

The
 

photosynthetic
 

size
 

unit
 

is
 

defined
 

as
 

the
 

ratio
 

of
 

the
 

photosynthetic
 

reaction
 

center
 

concentration
 

to
 

the
 

chlorophyll
 

concentration 
 

Herein 
 

to
 

obtain
 

accurate
 

algae
 

photosynthetic
 

size
 

units
 

and
 

improve
 

the
 

accuracy
 

of
 

the
 

primary
 

productivity 
 

excitation
 

fluorescence
 

spectroscopy
 

was
 

employed
 

to
 

analyze
 

the
 

proportion
 

of
 

cyanobacteria
 

and
 

other
 

eukaryotic
 

algae 
 

As
 

a
 

result 
 

the
 

photosynthetic
 

size
 

unit
 

of
 

the
 

mixed
 

algae
 

sample
 

was
 

corrected 
 

and
 

a
 

fluorescence
 

method
 

based
 

on
 

the
 

photosynthetic
 

size
 

unit
 

correction
 

is
 

proposed
 

to
 

measure
 

the
 

primary
 

productivity
 

of
 

algae 
 

The
 

results
 

of
 

a
 

comparison
 

test
 

of
 

the
 

primary
 

productivity
 

of
 

purebred
 

and
 

mixed
 

samples
 

demonstrate
 

that
 

using
 

the
 

proposed
 

correction
 

method 
 

the
 

measurement
 

errors
 

of
 

the
 

primary
 

production
 

of
 

purebred
 

cyanobacteria 
 

chlorophyta 
 

and
 

pyrrophyta
 

samples
 

are
 

reduced
 

from
 

38 8% 
 

14 3% 
 

and
 

13 2%
 

to
 

3 9% 
 

4 1% 
 

and
 

5 2% 
 

respectively 
 

In
 

addition 
 

the
 

maximum
 

and
 

average
 

measurement
 

errors
 

of
 

the
 

primary
 

productivity
 

of
 

the
 

mixed
 

sample
 

decrease
 

from
 

20 4%
 

and
 

15 2%
 

to
 

4 5%
 

and
 

5 2% 
 

respectively 
 

compared
 

with
 

those
 

without
 

correction 
 

The
 

proposed
 

method
 

can
 

effectively
 

resolve
 

the
 

measurement
 

result
 

deviation
 

problem
 

caused
 

by
 

the
 

fixed
 

value
 

of
 

the
 

photosynthetic
 

size
 

unit 
 

The
 

proposed
 

method
 

provides
 

an
 

important
 

reference
 

to
 

improve
 

the
 

measurement
 

accuracy
 

of
 

primary
 

productivity
 

of
 

algae
 

in
 

aquatic
 

systems 
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1 引  言

浮游植物初级生产力是水体物质能量循环的重

要节点。发展快速、有效、低成本的水体初级生产力

准确测量方法对研究海洋碳地球化学循环和通过食

物网的能量转移至关重要[1-2]。光合放氧、14C示踪

法等传统初级生产力测量方法通常采用“现场采用-
温育培养-离线测量”模式,具有测量效率低、测量成

本高等缺点,无法满足大范围水域初级生产力的调

查研究要求[3]。荧光法利用强光脉冲阻塞光合作用

过程中电子传递链,跟踪叶绿素荧光动力学变化过

程,结合“生物-光学”模型,获得藻类光合电子传递

速率,实现初级生产力原位快速测量[4-6]。Melrose
等[7]比较了14C示踪法和快速重复频率荧光法测得

的从海湾采集的样品的初级生产力,研究结果表明,
这两种方法测量的结果之间具有良好的线性关系,
但不同浮游植物样本的回归斜率在0.23至1.04之

间,存在明显差异。Figueroa等[8]利用荧光法,在不

同光源和光照强度下测量绿藻和红藻的光合电子传

递速率,并与光合放氧速率进行比较。不同藻在达

到最大光合电子传递速率时所需的光存在明显差

异,计算出光合放氧速率与光合电子传递速率之比

接近理论值0.25。然而不同水域甚至相同水域在

不同季节内的藻类群落结构处于动态变化,在荧光

动力学法测量水体初级生产力过程中,藻类群落的

光合尺寸单元也是随之动态变化的,光合尺寸单元

nPSII使用固定值进行浮游植物初级生产力测量时,

测量结果往往发生偏差,特别是蓝藻存在时水体藻

类初级生产力往往被低估[9-10]。
为了实现水体藻类初级生产力的准确测量,本

文在已有初级生产力荧光动力学分析方法的基础上

提出一种基于光合尺寸单元校正的水体初级生产力

准确测量方法。利用激发荧光光谱分析水体蓝藻和

其他真核藻占比,在此基础上利用光合尺寸单元校

正方程计算混合藻的光合尺寸单元,从而对水体藻

类初级生产力进行校正,提高水体藻类初级生产力

测量结果的准确性。

2 实验方法

2.1 初级生产力荧光动力学分析模型

藻类光合作用能流过程如图1所示,在光能驱

动下水分子裂解产生电子,电子经反应中心 RCII
和多级电子受体最终传递到氧化型辅酶Ⅱ,形成还

原力,参与Calvin循环固定CO2。从电子或能量传

递角度分析,光合放氧速率、CO2 固定速率都取决

于光合作用过程中的光合电子传递速率。
利用“生物-光学”模型,可以计算藻类光合电子

传递速率Pe
[11],单位为nmol·m-3·s-1。

Pe=E×F'q/F'm×σPSII×
nRCII/(Fv/Fm)×6.022×10-3, (1)

式中:E 为光子辐照度;F'q/F'm为光适应下光系统II
光化学的量子产率;σPSII为有效光吸收截面;Fv/Fm

为暗适应条件下光系统II最大光化学的量子产率;

nRCII为藻类光合反应中心浓度;6.022×10-3为摩

1726002-2
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图1 光合作用能流模型示意图

Fig 
 

1 Schematic
 

of
 

photosynthesis
 

energy
 

flow
 

model

尔系数。将μmol
 

quanta转换为quanta,RCII转换

为mol
 

RCII,Å2 转换为m2。由于nRCII在实际条件

下难以测量,通常使用光合尺寸单元nPSII 与叶绿素

浓度nchla 的乘积表示nRCII。

Pe=E×F'q/F'm×σPSII×nPSII×
nchla/(Fv/Fm)×6.022×10-3, (2)

式中:nPSII通常取经典值0.002。叶绿素浓度可以

通过丙酮萃取离心后利用分光光度法测量,也可以

采用荧光法测量。理论上藻类每释放1
 

mol氧气需

要4
 

mol电子传递,因此电子传递速率用于表征水

体藻类初级生产力与光合放氧速率的一一对应关

系,可通过0.25的转换系数将藻类光合电子传递速

率 Pe 转 换 为 光 合 放 氧 速 率 P'O2,单 位 为

nmol·mL-1·min-1。

2.2 分析模型校正方法

荧光动力学分析模型也被广泛应用于海洋初级

生产力测量中,模型中光合尺寸单元nPSII 均采用固

定值0.002[12-14]。然而已有研究表明,不同藻种的

nPSII存在明显差异,绿藻、硅藻、甲藻等真核浮游藻

类的nPSII 约为0.0017,而蓝藻光合尺寸单元nPSII

约为0.0038[15-16]。因此nPSII 取固定值计算水体藻

类初级生产力时,结果往往发生偏差,特别是水体存

在蓝藻时尤为明显。
鉴于此,提出一种基于光合尺寸单元校正的藻

类初级生产力分析模型,模型表达式为

Pe=E×F'q/F'm×σPSII×
n'PSII×nchla/(Fv/Fm)×6.022×10-3。 (3)

  利用激发荧光光谱法测量蓝藻和真核藻类叶绿

素a浓度nchla,Cy 和nchla,Eu,得到藻类总叶绿素a浓

度的计算公式为

nchla=nchla,Cy+nchla,Eu。 (4)

  同时获得蓝藻和真核藻类占比PCy 和PEu,利
用藻类占比计算出混合藻类光合尺寸单元n'PSII:

n'PSII=0.0038×PCy+0.0017×PEu。 (5)

  蓝藻和真核藻类的激发荧光光谱分类测量方法

如下:利用469,520,624
 

nm波长光源分别激发光

样品,获得680
 

nm波段的藻类激发荧光光谱,首先

测量纯种藻类,分别获得单位叶绿素浓度下的蓝藻

激发荧光光谱A=[a1,a2,a3]和真核藻类激发荧

光光谱B=[b1,b2,b3];再测量样品藻类,获得激发

荧光光谱C=[c1,c2,c3];通过纯种藻类激发荧光

光谱,对样品藻类激发荧光光谱进行多元线性回归

计算,得到样品蓝藻和真核藻类的叶绿素a浓度

nchla,Cy 和nchla,Eu。具体的计算公式为

C=A·nchla,Cy+B·nchla,Eu+ε, (6)
式中:ε 为残差。对蓝藻占比分别为10%、20%、

30%、40%、50%的蓝藻和绿藻混合样品进行测量的

结果表明,激发荧光光谱法测量的藻类叶绿素浓度

与藻类占比与实际值一致,5种混合样品中蓝藻占

比测量结果的相对误差均小于3.1%。

2.3 实验条件

以蓝藻门铜绿微囊藻、绿藻门蛋白核小球藻和

甲藻门利玛原甲藻为实验对象,利用荧光法和光合

放氧法对藻类纯种样品和混合样品初级生产力进行

同步 测 量,每 组 样 品 设 置 0,50,100,200,300,

400
 

μmol·photon·m
-2·s-1六个不同强度的环境光

照,为保证测量结果的可靠性,每组样品设置三组平

行样。
实验中所用蓝藻为铜绿微囊藻、绿藻为蛋白核

小球藻,来自中国科学院淡水藻种库,采用BG-11
无菌培养基培养;所用甲藻为利玛原甲藻,采用F/2
无菌培养基培养。以上藻种置于22

 

℃的恒温箱内,
在光照强度为100

 

μmol·photon·m
-2·s-1,光照和

黑暗比为12∶12的条件下进行培养;在测量前4天

将10
 

mL藻液转移到100
 

mL新鲜培养基中,确保

测量时藻处于指数生长期。
荧光法测量藻类初级生产力的实验系统如图2

所示,主要由激发单元、荧光探测单元、主控单元组

成。首先利用该系统测量样品藻类荧光动力学曲

线,结合滑动窗口斜率判断法、线性最小二乘算法和

1726002-3
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迭代离散算法反演荧光动力学曲线,得到光合荧光

参数Fo,Fm,Fv/Fm,σPSII,F'q/F'm
[17],其中Fo 为暗

适应条件下的最小荧光产率,Fm 为暗适应条件下

的最大荧光产率。光合荧光参数是藻类初级生产力

计算的基础,同时也是水体环境胁迫程度的重要指

标[18-19]。其次利用469,520,624
 

nm波长光源激发

待测藻类样品,获得激发荧光光谱,结合多元线性回

归算法获得蓝藻和真核藻类叶绿素a浓度nchla,Cy 和

nchla,Eu 及占比 PCy 和 PEu。最后利用校正后模型

(3)式计算藻类光合电子传递速率Pe,通过0.25的

转换系数将藻类光合电子传递速率Pe 转换为光合

放氧速率P'O2。

图2 藻类叶绿素荧光测量系统示意图

Fig 
 

2 Schematic
 

of
 

measurement
 

system
 

of
 

algae
 

chlorophyll
 

fluorescence

图3 光合放氧法与荧光法校正前后测量的藻类初级生产力。(a)蓝藻;(b)绿素;(c)甲藻

Fig 
 

3 Primary
 

productivity
 

results
 

of
 

algae
 

measured
 

by
 

photosynthetic
 

oxygen
 

evolution
 

method
 

and
 

fluorescence
method

 

with
 

and
 

without
 

correction 
 

 a 
 

Cyanobacteria 
 

 b 
 

chlorophyta 
 

 c 
 

pyrrophyta

  使 用 Clark 液 相 氧 电 极 (Chlorolab
 

II型,

Hansatech公司)测量藻类光合放氧速率。通过设

置Clark仪器内部自带LED光源产生不同强度光

照,来模拟环境光,促使藻样品进行光合作用,记录

每个环境光强度下放氧量的斜率,即该光强下对应

的光合放氧速率,也即净光合放氧速率。为了与光

合电子传递速率进行比较,需要测量藻在黑暗条件

下的呼吸速率,总光合放氧速率PO2 为净光合放氧

速率与呼吸速率之和。

3 结果与讨论
 

3.1 纯种藻类实验

在不同强度的环境光照下,选择蓝藻、绿藻和甲

藻三种纯种藻类,利用Clark液相氧电极测量纯种

培养体的总光合放氧速率PO2,以此作为初级生产

力标准值;使用过滤后的培养基将三种藻类纯种培

养体稀释相同倍数后,利用藻类叶绿素荧光测量系

统测量稀释后样品在不同强度环境光照下的光合电

子传递速率Pe;再利用藻类光合电子传递速率与光

合放氧速率转换系数结合样品稀释倍数,计算出校

正前后荧光法测得的纯种培养体初级生产力P'O2。
结果如图3所示。

由图3可以看出:光合放氧法与荧光法测量的

初级生产力均随着环境光照强度增加而增加;但较

光合放氧法,校正前荧光法测量的绿藻和甲藻样品

的初级生产力略微偏高,测量的蓝藻样品的初级生

产力偏低;校正后荧光法与光合放氧法测量的初级

生产力结果趋于一致。纯种蓝藻、绿藻、甲藻样品的
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初级生产力测量误差分别由校 正 前 的38.8%、

14.3%、13.2%下降至3.9%、4.1%、5.2%。

3.2 混合藻类实验

分别配置蓝藻占比为18.9%、31.8%、43.8%

的蓝 藻 和 绿 藻 混 合 样 品,蓝 藻 占 比 为 20.0%、

33.3%、42.9%的蓝藻和甲藻混合样品。校正前和

校正后的混合样品初级生产力与光合放氧法测量的

初级生产力的比较如图4、5所示。

图4 不同蓝藻占比下,校正前后荧光法与光合放氧法测量的蓝藻和绿藻混合样品初级生产力。
(a)

 

18.9%;(b)
 

31.8%;(c)
 

43.8%
Fig 
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图5 不同蓝藻占比下,校正前后荧光法与光合放氧法测量的蓝藻和甲藻混合样品初级生产力。
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  由图4、5可以看出:光合放氧法与荧光法测量

的初级生产力均随着环境光照强度增加而增加;但
较光合放氧法,校正前荧光法测量的蓝藻和甲藻混

合样品的初级生产力结果整体偏低,且随着混合样

品中蓝藻占比的增加,被低估的初级生产力也呈逐

渐增加趋势;校正后荧光法与光合放氧法的初级生

产力测量结果趋于一致。混合样品在校正前和校正

后的测量误差如图6所示。
从图6可以看出:校正后荧光法测量的混合藻

类初级生产力的准确性得到明显提升;蓝藻和绿藻

混合样品的初级生产力最大和平均测量误差由校正

前的21.2%和17%下降至6.2%和5.8%;蓝藻和

甲藻混合样品的初级生产力最大和平均测量误差由

校正前的20.4%和13.4%下降至4.5%和4.6%。

4 结  论

提出一种基于光合尺寸单元校正的的水体藻类

初级生产力准确测量方法,并开展了基于荧光法和

光合放氧法的比测验证实验。结果表明:纯种蓝藻、
绿藻和甲藻样品的初级生产力测量误差由校正前的

1726002-5
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图6 不同蓝藻占比混合样品在校正前和校正后的测量误差。(a)蓝藻和绿藻混合样品;(b)蓝藻和甲藻混合样品

Fig 
 

6 Measurement
 

errors
 

of
 

mixed
 

samples
 

with
 

different
 

percentages
 

of
 

cyanobacteria
 

before
 

and
 

after
 

calibration 

 a 
 

Mixed
 

sample
 

of
 

cyanobacteria
 

and
 

chlorophyta 
 

 b 
 

mixed
 

sample
 

of
 

cyanobacteria
 

and
 

pyrrophyta

38.8%、14.3%和13.2%下降至3.9%、4.1%和

5.2%;混合样品的初级生产力最大和平均测量误差

由校 正 前 的 20.4% 和 15.2% 下 降 至 4.5% 和

5.2%。所提方法解决了光合尺寸单元使用固定值

带来的水体藻类初级生产力测量结果偏差问题,尤
其是水体中蓝藻初级生产力被低估问题,为水体藻

类初级生产力的准确测量提供了参考。
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