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摘要  以混合藻类为研究对象，研究组成混合样品藻种的单细胞可变荧光量（SCVF）差异对可变荧光统计分析法准确性

的影响。研究结果表明：当两种藻种的 SCVF 比值不大于 5. 3 时，该分析方法依旧适用，测量结果与显微镜检测结果的相

对误差绝对值的均值不大于 17%；当两种藻种的 SCVF 比值大于 8 时，测量结果与显微镜检测结果存在较大差异，且高

SCVF 藻细胞占比达到一定比例时，可变荧光统计分析法的测量结果仅反映了混合样品中高 SCVF 藻细胞数。针对

SCVF 差异大的混合藻类，将过滤分离方法与可变荧光统计分析法相结合，利用合适孔径的金属滤网过滤混合样品，将过

滤前后测量的样品活体藻细胞密度之和作为测量结果。实验结果表明，该方法可将相对误差绝对值均值由 58. 4% 降至

5. 5%，有效解决了组成混合样品藻种的 SCVF 差异对细胞数定量的影响，实现混合藻类活体细胞数的准确定量。
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Abstract This paper takes mixed algae as the research object to study the influence of single cell variable fluorescence 
(SCVF) differences of algal species in mixed samples on the accuracy of variable fluorescence statistical analysis.  The 
research results show that when the SCVF ratio of two algae is no more than 5. 3, the analysis is still applicable, and the 
mean absolute value of the relative errors between measurement results and microscopic examination results is no more 
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than 17%.  When the SCVF ratio of two algae is higher than 8, the measurement results are quite different from the 
microscopic examination results.  In addition, when high SCVF algal cells account for a large proportion, the measurement 
results of variable fluorescence statistical analysis only reflect the number of high SCVF algal cells in the mixed samples.  
As a result, for the mixed algae with large differences in SCVF, the paper combines a filtration separation method with the 
variable fluorescence statistical analysis method.  The mixed samples are filtered by a metal filter screen with suitable pore 
size, and the density sum of measured viable algal cells before and after filtration is taken as experimental result.  The 
results show that the proposed method can greatly reduce the mean absolute value of the relative error from 58. 4% to 
5. 5%, effectively mitigate the influence of the SCVF difference of algal species in mixed samples on the quantitative 
analysis of cell number, and accurately quantify viable cells in mixed algae.
Key words oceanic optics; ballast water; number of viable algal cells; variable fluorescence; mixed algae

1　引         言
海洋船舶压载水作为转移外来物种的媒介，是导

致生物入侵的重要因素之一，破坏了沿海生态环境，造
成了经济方面的损失［1-3］。国际海事组织（IMO）于
2004 年通过了《国际船舶压载水和沉积物控制与管理
公约》［4］，旨在减少压载水排放带来的危害，公约明确
规定船舶排放的每毫升压载水中尺寸为 10~50 μm 的
活生物体数量不能大于 10。在自然界中，尺寸为 10~
50 μm 的水生生物往往以浮游藻类为主［5-6］，因此活体
藻细胞数是压载水达标排放的重要指标。由于压载水
排放标准以活生物体数量作为指标，所以检测方法应
在短时间内得到结果，且检测时间过长也会造成商业
损失，因此活体藻细胞数检测方法需要满足现场快速
检测的要求。

显微镜分析法与活体染色剂结合是藻类活体细胞
数检测常用的标准方法［7］，但该方法需要复杂的前处
理和专业的技术人员，并且设备昂贵。叶绿素荧光法
通过光诱导藻类释放的叶绿素荧光动力学信号强度来
检测活体藻细胞数，具有非破坏性、实时、快速的优点，
适用于压载水中浮游植物生物量的检测［8-9］。有研究
表明，光合荧光参数中可变荧光 Fv仅由活体藻细胞贡
献，不受压载水环境中复杂的背景荧光干扰，可以有效
表征藻类活体细胞数［9-10］。然而，受藻的种类、细胞尺
寸以及生长周期的影响，藻细胞单个细胞可变荧光量
（SCVF）具有高度变化性［7，11-12］，因此不同藻类转换可
变荧光强度为藻类活体细胞数的转换系数存在差
异［12］，即使测量得到相同的荧光强度，也会产生不同的
计数结果。

先前研究提出了一种基于可变荧光统计学分布的
藻类活体细胞密度分析方法（以下简称可变荧光统计
分析法），将统计分布的方法与可变荧光法相结合，通
过可变荧光分布参数定量分析藻类活体细胞数［13］。可
变荧光分布参数——中心区间频度 B 与子样本藻类活
体细胞数均值 u 的关系［13］满足

B = 2
π
∫

0

a u

2 exp(- t 2 ) dt， （1）

式中：t 为积分变量；a 为区间增量系数。可变荧光统
计分析法突破了可变荧光强度定量藻类活体细胞数对
定标步骤的依赖，解决了藻类 SCVF 高度变化对细胞

数定量结果的影响。针对不同种类、尺寸以及生长周

期纯种藻类的实验结果表明，该方法的测量结果与显

微镜的检测结果相近，可以准确定量纯种藻类活体细

胞数。

可变荧光统计分析法的前提条件是“对均匀样品

随机抽样得到的子样本中藻细胞 SCVF 均值一致”［13］。

先前的研究表明，生长周期不同造成的藻种间的

SCVF 比 值 达 1. 45，因 此 纯 种 藻 类 样 品 中 藻 细 胞

SCVF 差异小，必然满足该前提条件；然而，藻类种类

和细胞尺寸等因素造成的藻种间 SCVF 比值达 44 倍，

因此混合藻类样品中藻细胞 SCVF 差异大，对混合藻

类样品随机抽样得到的子样本中藻细胞 SCVF 均值可

能存在差异，不满足可变荧光统计分析法的前提条件。

本文以混合藻类为研究对象，通过不同藻种混合

得到混合藻类样品，研究组成混合样品藻种的 SCVF
差异对该检测方法确定混合藻类活体细胞数精度的影

响；提出将过滤分离与可变荧光统计分析相结合的混

合藻类活体细胞数准确定量检测方法，并进行实验

验证。

2　材料和方法

选择 10 种藻类进行扩大培养，通过不同藻种的混

合得到混合样品，组成混合样品藻种的 SCVF 差异程

度不同。对比混合样品活体藻细胞密度的镜检结果与

可变荧光统计分析法测量结果，通过相对误差以及线

性拟合程度评价该方法对混合藻类活体细胞数的定量

精度。

2. 1　藻种选择和培养

选 用 杜 氏 盐 藻（Dunaliella salina）、栅 藻

（Scenedesmus Meyen）、羊 角 月 牙 藻（Selenastrum 
bibraianum）、椭圆小球藻（Chlorella ellipsoidea）、蛋白

核 小 球 藻（Chlorella pyrenoidosa）、海 洋 小 球 藻

（Chlorella sp.） 、 楯 形 多 甲 藻 （Peridinium 
umbonatum）、赤潮异弯藻（Heterosigma akashiwo）、强

壮前沟藻（Amphidinium carterae Hulburt）、利玛原甲

藻（Prorocentrum lima）共 10 种藻类为实验对象，藻种

信息如表 1 所示。这 10 种藻类 SCVF 大小差异大，不

同藻种混合得到的混合藻类样品适用于研究组成混

合样品藻种的 SCVF 差异对混合藻类活体细胞数定

量精度的影响。所有藻类放置于恒温摇床培养箱
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（MQD-S3R，武汉瑞华仪器设备有限责任公司）中进

行扩大培养。

2. 2　活体藻细胞密度测量

荧光素二乙酸酯（FDA）和 5-氯甲基荧光素二乙

酸酯（CMFDA）具有相似的发射光谱，可以将它们组

合起来，对藻细胞进行染色，以区分细胞死活［14-15］。在
1 mL 藻类样品中加入 5 μL 的浓度为 1 mmol/L 的
FDA 和 10 μL 的浓度为 250 μmol/L 的 CMFDA，避光
染色 10 min［16］。将染色后的藻类样品滴入浮游生物计
数框，正置于荧光显微镜（Nikon Ni-U）下进行活体藻
细胞计数。
2. 3　可变荧光 Fv数据集获取

通过水体藻类活体细胞可变荧光测量实验装置测
量可变荧光 Fv数据集，如图 1 所示。图 1 中 LD 为激光
二极管，PMT 为光电倍增管，MPU 为微处理器，VGA
为增益可调放大器，G2 为增益调整电路。实验装置通
过蠕动泵抽取藻类样品进入样品池，样品池的搅拌装
置可以保证藻类样品的均匀性。通过步进电机与活塞
组合的方式对样品池中的样品进行随机抽样，步进电
机通过步进的方式带动样品分次进入测量窗口，活塞
每次移动距离大于可变荧光测量窗口宽度，实现待测
样品的更新。使用 FRR（Fast Repetition Rate）荧光测
量技术测量当前测量窗口中子样本的可变荧光 Fv，LD
的光强范围在 19000~27000 µmol∙photon∙m-2∙s-1之间，
以荧光饱和参数 Eσ作为参考标准进行自适应优化［17］。
通过多次抽样以及荧光测量，得到子样本 Fv数据集。

3　结果与讨论

3. 1　混合藻类活体细胞定量精度影响因素分析

将楯形多甲藻、杜氏盐藻、赤潮异弯藻、强壮前沟
藻、栅藻、利玛原甲藻、羊角月牙藻、海洋小球藻和椭圆
小球藻两两混合得到混合藻类样品，进行活体藻细胞
定量实验，探究 SCVF 差异对可变荧光统计分析法定
量混合藻类活体细胞数精度的影响。通过控制两种藻
细胞的混合比例，得到混合比例呈梯度变化的混合样
品。用组成混合样品的两种藻类的纯种样品子样本 Fv

均值与其镜检活体藻细胞密度的比值表征两种藻类
SCVF 水平，得到组成混合样品藻种间的 SCVF 比值
分 别 为 1. 6、2. 1、2. 6、5. 3、8. 4、9. 4 和 28. 6，如 表 2

所示。
将混合样品子样本 Fv 数据集用于可变荧光统计

分析法，得到混合样品，测量活体藻细胞密度。混合藻
类样品镜检细胞密度与测量细胞密度的关系如图 2 所
示，相对误差绝对值的均值如表 2 所示。

如图 2（a）~（d）和表 2 所示，组成混合样品的藻种
间的 SCVF 比值不大于 5. 3 的 4 组混合样品的细胞密
度测量值与镜检细胞密度相近，相对误差绝对值的平
均值在 7%~17% 之间。由图 2（e）~（g）和表 2 所示，
对于组成混合样品的藻种间的 SCVF 比值大于 8 的 3
组混合样品，测量的细胞密度明显低于镜检细胞密度，
相对误差绝对值的平均值均在 47% 以上；并且随着混
合样品中高 SCVF 藻细胞数占比的增加，测量的细胞

表 1　实验使用的藻种信息

Table 1　Information of algal species used in experiment

Phylum

Chlorophyta

Pyrrophyta

Species

Dunaliella salina

Scenedesmus Meyen

Selenastrum bibraianum

Chlorella ellipsoidea

Chlorella pyrenoidosa

Chlorella sp.

Peridinium umbonatum

Heterosigma akashiwo

Amphidinium carterae Hulburt

Prorocentrum lima

Water area

Ocean
Freshwater
Freshwater
Freshwater
Freshwater

Ocean
Freshwater

Ocean
Ocean
Ocean

Culture 
medium

F/2
BG11
BG11
BG11
BG11
F/2
119
F/2
F/2
F/2

图 1　水体藻类活体细胞可变荧光测量实验装置示意图

Fig.  1　Schematic diagram of experimental device for variable fluorescence measurement of viable algal cells in water
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密度和镜检细胞密度之间的差异逐渐变小。以上实验
现象说明：组成混合样品藻种间的 SCVF 比值不大于
5. 3 时，几乎不影响可变荧光统计分析法的测量精度，

可变荧光统计分析法可以准确定量混合藻类活体细胞
数，测量结果与镜检结果一致；组成混合样品藻种间的
SCVF 比值大于 8时，可变荧光统计分析法无法准确定

图 2　7 种混合藻类样品镜检活体藻细胞密度与测量的活体藻细胞密度对比图。（a）羊角月牙藻和栅藻；（b）羊角月牙藻和椭圆小球

藻；（c）杜氏盐藻和强壮前沟藻；（d）赤潮异弯藻和利玛原甲藻；（e）楯形多甲藻和栅藻；（f）杜氏盐藻和海洋小球藻；（g）楯形多

甲藻和羊角月牙藻

Fig.  2　Comparison of viable algal cell density obtained by microscopic examination and measurement for seven mixed algal samples.  
(a) Selenastrum bibraianum and Scenedesmus Meyen; (b) Selenastrum bibraianum and Chlorella ellipsoidea; (c) Dunaliella 
salina and Amphidinium carterae Hulburt; (d) Heterosigma akashiwo and Prorocentrum lima; (e) Peridinium umbonatum and 

Scenedesmus Meyen; (f) Dunaliella salina and Chlorella sp. ; (g) Peridinium umbonatum and Selenastrum bibraianum
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量混合藻类活体细胞数，测量结果明显低于镜检结果。

进一步研究藻种间的 SCVF 比值大于 8 时，混合

样品的细胞密度测量值与混合样品中高 SCVF 藻细胞

密度的关系。藻种间的 SCVF 比值大于 8 的混合藻类

样品的细胞密度测量值与样品中高 SCVF 藻细胞镜检

密度对比图如图 3 所示，随着高 SCVF 细胞占比的增

大，测量细胞密度与混合样品中高 SCVF 藻细胞镜检

密度逐渐逼近。楯形多甲藻与栅藻、杜氏盐藻与海洋

小球藻、楯形多甲藻与羊角月牙藻混合样品分别在高

SCVF 细胞数占比达到 0. 47、0. 43 和 0. 21 后，细胞密

度测量值与混合样品中高 SCVF 藻细胞镜检密度趋于

一致，两者相对误差绝对值不大于 22%，如表 3 所示。

这说明当组成混合样品藻种间的 SCVF 比值大于 8，
且混合样品中高 SCVF 藻细胞占比达到一定比例时，

可变荧光统计分析法的测量结果仅反映样品中高

SCVF 藻细胞密度；且组成混合样品的两种藻细胞的

SCVF 差异越大，出现这种情况的高 SCVF 藻细胞数

占比阈值就越低。

3. 2　基于过滤分离的混合藻类活体细胞数定量研究

组成混合样品藻种间的 SCVF 比值大于 8 时，可

变荧光统计分析法确定的混合藻类活体细胞数存在较

大误差，但对于这类混合藻类样品，当混合样品中高

SCVF 藻细胞占比达到一定比例时，可变荧光统计分

析法可以不受样品中低 SCVF 藻细胞的影响，可精确

定量样品中高 SCVF 藻细胞数。藻细胞 SCVF 通常与

细胞尺寸成正比，尺寸越大的藻细胞 SCVF 值越高［18］。

因此，按照细胞尺寸大小分离混合样品中藻细胞，可以

达到分离高、低 SCVF 藻细胞的目的，使用合适孔径的

金属滤网对混合藻类样品进行过滤，过滤后的混合样

品只含有低 SCVF 藻细胞。可变荧光分析法得到过滤

表 2　测量得到的 7 种混合藻类样品的细胞密度与镜检细胞密度相对误差绝对值的平均值

Table 2　Average of relative error absolute values of measured cell density with respect to microscopic cell density of seven mixed algae 
samples

Algal species composition of mixed samples

Selenastrum bibraianum and
Scenedesmus Meyen

Selenastrum bibraianum and
Chlorella ellipsoidea

Dunaliella salina and
Amphidinium carterae Hulburt

Heterosigma akashiwo and
Prorocentrum lima

Peridinium umbonatum and
Scenedesmus Meyen

Dunaliella salina and
Chlorella sp.

Peridinium umbonatum and
Selenastrum bibraianum

SCVF ratio of algae that make up 
mixed sample

1. 6

2. 1

2. 6

5. 3

8. 4

9. 4

28. 6

Mean of absolute value of relative error /%

12

7

8

17

48

47

59

图 3　混合样品镜检高 SCVF 藻细胞密度与测量的藻细胞密度的对比图。（a）楯形多甲藻与栅藻混合；（b）杜氏盐藻与海洋小球藻混

合；（c）楯形多甲藻与羊角月牙藻混合

Fig.  3　Comparison of microscopic cell density of high SCVF algae and measured cell density in mixed algal samples.  (a) Peridinium 
umbonatum and Scenedesmus Meyen; (b) Dunaliella salina and Chlorella sp. ; (c) Peridinium umbonatum and Selenastrum bibraianum
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前混合样品的测量结果为混合样品中高 SCVF 藻细胞

密度，而过滤后的样品仅含有低 SCVF 藻细胞，可变荧

光统计分析法的测量结果为混合样品中低 SCVF 细胞

密度。将可变荧光统计分析法对过滤前、后样品的测

量结果之和作为混合样品活体藻细胞密度测量值，该

方法简称为过滤分离法。

以混合藻类样品为实验对象，采用不同孔径的金

属滤网过滤样品，开展了基于过滤分离的混合藻类活

体细胞数定量实验。将楯形多甲藻、羊角月牙藻和蛋

白核小球藻两两混合，得到 4 组混合藻类样品，组成混

合样品的两类藻类的 SCVF 比值如表 4 所示。其中将

混合样品 A、B 中蛋白核小球藻分别扩大培养了 22 d和

3 d，导致蛋白核小球藻 SCVF 不同，因此混合样品中藻

种间 SCVF 比值有所不同。将 4 组混合藻类样品分别

按照不同的稀释比例稀释，得到细胞密度呈梯度变化

的混合样品。先测量过滤前样品的子样本 Fv数据集，

使用金属滤网过滤掉混合样品中高 SCVF 藻细胞后，

再次通过测量得到滤后样品的子样本 Fv数据集。

过滤分离法与可变荧光统计分析法相结合后，混

合藻类样品测量结果为过滤前、后样品藻细胞密度测

量值之和。采用过滤分离法前、后可变荧光统计分析

法的测量结果与镜检结果的对比图如图 4 所示，采用

过滤分离法前的测量结果与镜检结果差异较大，采用

过滤分离法后两者接近；相对误差绝对值均值如表 5
所示，采用过滤分离法可将相对误差绝对值均值由

58. 4% 降为 5. 5%，提高了混合藻类活体细胞数定量

精度。镜检藻细胞密度与采用过滤分离法后测量的藻

细胞密度的相对误差绝对值均值对比图如图 5 所示，

线 性 拟 合 相 关 系 数 R2 分 别 为 0. 94662、0. 95721、
0. 96033 和 0. 96513，均大于 0. 94，说明将过滤分离方

法与可变荧光统计分析法相结合，可以准确定量混合

样品活体藻细胞数。综上所述，对于 SCVF 差异大的

混合藻类样品，将过滤分离方法与可变荧光统计分析

法结合，可准确确定混合藻类活体细胞的数量。

4　结         论
可变荧光统计分析法已经实现了纯种藻类活体细

胞数的准确定量，但混合藻类样品中藻细胞 SCVF 差

异大，不能满足运用该方法的前提条件，即子样本藻细

胞 SCVF 均值一致。因此该方法确定的混合藻类活体

细胞数存在较大误差。组成混合样品藻种的 SCVF 差

异对可变荧光统计分析法确定混合藻类活体细胞数的

影响，以及提高混合藻类活体细胞数定量精度的方法

为本文研究的重点。本文的研究结果表明：组成混合

样品藻种的 SCVF 差异是可变荧光统计分析法确定混

合藻类活体细胞数的主要影响因素 ；当藻种间的

表  3　混合样品高 SCVF 藻细胞镜检密度与测量的藻细胞密度的相对误差绝对值

Table 3　Relative error absolute values of microscopic cell density of high SCVF algae with respect to measured cell density in mixed 
algal sample

表  4　4 组混合藻类样品的藻种组成及藻种间 SCVF 比值

Table 4　Algal species composition and SCVF ratio of four groups of mixed algal samples

Sample label

A
B
C
D

Algal species composition of mixed samples

Peridinium umbonatum and Chlorella pyrenoidosa （cultivating for 22 d）
Peridinium umbonatum and Chlorella pyrenoidosa （cultivating for 3 d）

Peridinium umbonatum and Selenastrum bibraianum

Peridinium umbonatum and Selenastrum bibraianum

SCVF ratio of 
algae that make 
up mixed sample

39. 8
67. 5
27. 0
31. 0

Filter aperture /μm

5
5
8
5

Mixed algal sample

Peridinium umbonatum and
Scenedesmus Meyen

（SCVF ratio of 8. 4）

Dunaliella salina and Chlorella sp.
（SCVF ratio of 9. 4）

Peridinium umbonatum and
Selenastrum bibraianum
（SCVF ratio of 28. 6）

Parameter
Cell number proportion

of Peridinium umbonatum

Relative error
absolute value /%

Cell number
proportion of

Dunaliella salina

Relative error absolute value /%
Cell number
proportion of

Peridinium umbonatum

Relative error
absolute value /%

Value

0

-

0

-

0

-

0. 06

519

0. 11

144

0. 05

139

0. 13

137

0. 22

60

0. 10

106

0. 25

52

0. 33

31

0. 21

16

0. 36

39

0. 43

20

0. 41

2

0. 47

22

0. 63

1

0. 51

15

0. 57

15

0. 82

19

0. 61

15

0. 66

10

0. 91

9

0. 81

5

0. 84

11

1. 00

16

1. 00

3

1. 00

21
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SCVF 比值不大于 5. 3 时，可变荧光统计分析法可以
准确定量混合藻类活体细胞数，测量的活体藻细胞密
度与镜检活体藻细胞密度的相对误差绝对值的均值不

大于 17%；当藻种间的 SCVF 比值大于 8 时，可变荧光
统计分析法的测量结果明显低于镜检结果，相对误差
绝对值的平均值均在 47% 以上；并且当高 SCVF 藻细

图 4　采用过滤分离法前、后的测量结果与镜检结果的对比图。（a）混合样品 A；（b）混合样品 B；（c）混合样品 C；（d）混合样品 D
Fig.  4　Comparison of measurement results without and using filter separation method and microscopic results.  (a) Mixed sample A; 

(b) mixed sample B; (c) mixed sample C; (d) mixed sample D

图 5　镜检藻细胞密度与采用过滤法后测量的藻细胞密度对比图。（a）混合样品 A；（b）混合样品 B；（c）混合样品 C；（d）混合样品 D
Fig.  5　 Comparison of microscopic algal cell density and measured algal cell density using filtration separation method.  (a) Mixed 

sample A; (b) mixed sample B; (c) mixed sample C; (d) mixed sample D
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胞占比达到一定比例时，可变荧光统计分析法的测量
结果仅反映混合样品中高 SCVF 藻细胞数。针对藻种
间的 SCVF 比值大于 8 的混合藻类样品，提出将过滤
分离方法与可变荧光统计分析法相结合的方法，实现
了混合藻类活体细胞的准确定量，采用过滤分离方法
后的测量结果与镜检结果的线性拟合相关系数 R2 在
0. 94 以上，最大可将两者的相对误差绝对值均值由
58. 4% 降低到 5. 5%。本文的研究结果为可变荧光统
计分析法在实际水体活体藻细胞数定量中的应用提供
参考。目前，过滤分离方法利用藻种间的 SCVF 比值
大于 8 且高 SCVF 藻细胞占比达一定比例时的测量结
果仅反映混合样品中高 SCVF 藻细胞密度的特点，将
过滤前样品测量细胞密度作为样品中高 SCVF 藻细胞
密度，当混合样品中高 SCVF 藻细胞占比很低时，测量
结果可能存在误差。针对这个问题，研究更好的过滤
分离装置，将高 SCVF 藻细胞与低 SCVF 藻细胞完全
分离，单独测量高、低 SCVF 藻细胞的可变荧光分布，
可以更好地提高定量精度。对于多种藻类混杂的混合
样品，可以考虑多级过滤分离装置，使得 SCVF 相近的
藻类处于同一级，单独测量各级藻细胞可变荧光分布，
从而计算出各级藻细胞的活体细胞数。
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