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摘要 可变荧光量与藻类活体细胞数有良好的相关性,然而在浮游藻类种类、尺寸及生长周期等条件不同的情况

下,藻类单细胞的可变荧光量存在明显差异,直接利用可变荧光强度计算藻类活体细胞数将存在很大误差。因此,

提出了一种基于可变荧光统计学分布的水体藻类活体细胞数分析方法。根据子样本细胞数的分布形状与可变荧

光量一致的特点,利用可变荧光量的分布形状直接计算样品中藻类活体细胞数。研究结果表明,在浮游藻类单细

胞的可变荧光量变化44倍的条件下,基于可变荧光统计学分析方法计算的活体藻细胞密度与显微镜的镜检结果

基本一致,两者线性拟合的相关系数在0.93以上,相对误差绝对值的平均值在5.98%~16.94%之间,说明所提方

法基本解决了藻类单细胞的可变荧光量对活体藻细胞计数结果的影响。
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Abstract There
 

is
 

a
 

good
 

correlation
 

between
 

the
 

amount
 

of
 

variable
 

fluorescence
 

and
 

the
 

number
 

of
 

viable
 

algae
 

cells 
 

However 
 

under
 

the
 

conditions
 

of
 

different
 

species 
 

size 
 

and
 

growth
 

cycle
 

of
 

phytoplankton 
 

there
 

is
 

a
 

significant
 

difference
 

in
 

the
 

amount
 

of
 

variable
 

fluorescence
 

of
 

single
 

algae
 

cell 
 

so
 

there
 

will
 

be
 

a
 

big
 

error
 

in
 

calculating
 

the
 

number
 

of
 

viable
 

algae
 

cells
 

by
 

using
 

variable
 

fluorescence
 

intensity
 

directly 
 

Therefore 
 

an
 

analytical
 

method
 

of
 

viable
 

algae
 

cells
 

in
 

water
 

based
 

on
 

variable
 

fluorescence
 

statistical
 

distribution
 

is
 

proposed 
 

According
 

to
 

the
 

characteristic
 

that
 

the
 

distribution
 

shape
 

of
 

the
 

number
 

of
 

cells
 

in
 

the
 

subsample
 

is
 

consistent
 

with
 

the
 

variable
 

fluorescence
 

amount 
 

the
 

distribution
 

shape
 

of
 

the
 

variable
 

fluorescence
 

amount
 

is
 

used
 

to
 

directly
 

calculate
 

the
 

number
 

of
 

viable
 

algal
 

cells
 

in
 

the
 

sample 
 

The
 

results
 

show
 

that
 

under
 

the
 

condition
 

that
 

the
 

variable
 

fluorescence
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amount
 

of
 

single
 

cell
 

of
 

phytoplankton
 

changes
 

44
 

times 
 

the
 

cell
 

density
 

of
 

viable
 

algae
 

cells
 

calculated
 

by
 

the
 

variable
 

fluorescence
 

statistical
 

analysis
 

method
 

is
 

basically
 

consistent
 

with
 

the
 

microscopic
 

results 
 

The
 

correlation
 

coefficient
 

of
 

linear
 

fitting
 

between
 

them
 

is
 

above
 

0 93 
 

and
 

the
 

average
 

absolute
 

value
 

of
 

relative
 

error
 

is
 

between
 

5 98%
 

and
 

16 94% 
 

The
 

results
 

show
 

that
 

the
 

proposed
 

method
 

basically
 

solves
 

the
 

effect
 

of
 

variable
 

fluorescence
 

of
 

algae
 

single
 

cell
 

on
 

the
 

counting
 

results
 

of
 

viable
 

algae
 

cells 
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1 引  言

海洋船舶压载水是世界上最大的非本土物种转

移载体之一[1]。大规模的海洋生物移动会导致生物

入侵事件频发,这破坏了沿海生态系统,造成了生态

和经济方面的巨大损失[2]。为了减少压载水排放所

造成的外来物种入侵,国际海事组织在2004年通过

了“国际船舶压载水和沉积物控制与管理公约”,其
中D-2条例规定了船舶排放的压载水中活生物体密

度的上限,该公约要求船舶排放的压载水中尺寸小

于50
 

μm 且大于10
 

μm 的活生物体的密度小于

10
 

mL-1[3]。已有研究表明,尺寸在10~50
 

μm之

间的浮游生物中的优势物种为浮游藻类[4],因此活

体藻细胞密度的检测对控制压载水达标排放来说至

关重要。
当前,对于压载水中活体浮游藻类的检测,通常

有“精细型”和“指示性”两种分析方法。“精细型”分
析方法通常比较耗时,而且需要专业的技术人员以

及昂贵的设备,如显微镜分析仪和流式细胞仪等[5]。
“指示性”方法依靠各种指标来评估样品中活生物体

的数量,不需要复杂的前处理,可实现原位快速测

量,实际应用更加广泛,其包括检测细胞能量的三磷

腺苷(ATP)方法、检测酶活性的荧光素二乙酸酯

(FDA)方法以及叶绿素荧光法。但是这些方法只

能在特殊的临界情况下或者通过曲线定标校准方式

来估算活体生物量,测量结果往往不够精准[5]。
其中,叶绿素荧光法依赖于浮游植物的光合作

用,几乎不需要对样品进行处理,适用于快速估算浮

游植物的生物量,已被证明是适用于压载水合规性

检测的方法[6],该方法通过光诱导藻类所释放的叶

绿素荧光动力学信号强度来检测活体细胞数。已有

研究提出,由叶绿素荧光诱导动力学曲线解析得到

的可变荧光不受背景荧光的干扰,其可以精准定量

活体细胞数[7],与藻类活体细胞数有良好的相关

性[8],这是表征藻类活体细胞数的有效参数。
当前,可变荧光法利用可变荧光强度与活体细

胞数的线性关系来反演藻类活体细胞数[9],测量结

果的准确性取决于单细胞可变荧光(SCVF)量。然

而已有研究表明,不同藻类细胞的SCVF量取决于

细胞中叶绿素含量。尺寸在10~50
 

μm之间的藻

细胞的细胞体积可使SCVF量提高125倍,光适应

可使SCVF量提高5倍,养分限制可使SCVF量提

高5倍,因此藻类细胞的SCVF量受藻的种类、尺寸

和生长周期的影响显著,这是可变荧光法估算藻类

活体细胞数的主要误差来源[5]。因此可变荧光法准

确定量测量藻类活体细胞数的前提是对每个样品的

SCVF量进行标定,这为实际压载水中藻类活体细

胞数的检测带来很大挑战。
鉴于此,本文提出一种基于可变荧光统计学分

布的藻类活体细胞数分析方法。利用统计分布中子

样本细胞数的分布形状与可变荧光量一致的特点,
将统计分布法与可变荧光法结合,实现了藻类活体

细胞数的定量分析,基本解决了藻类细胞的SCVF
量对细胞计数结果的影响。将不同藻类种类、细胞

尺寸以及生长周期的分析结果与显微镜检法测得的

结果进行对比,验证该方法的有效性和准确性。

2 数学模型构建

测量得到的可变荧光量Fv 由样本中的藻类活

体细胞数和SCVF量共同决定,仅有可变荧光量难

以准确计算藻类活体细胞数。生物统计学通过获取

统计信息为生物现象的定量研究提供科学依据,而
可变荧光分布可以提供比可变荧光量更多的信息。
将统计分布法与可变荧光法结合,有望解决SCVF
量的高度变化对叶绿素荧光法用于水体藻类活体细

胞计数的影响,从而达到提高计数精度的目的。

2.1 细胞数及可变荧光分布

泊松分布在生物学中有着广泛的应用,当考察

的对象数较多、事件为随机发生且发生概率较小时,
均可应用泊松分布来分析[10]。文献[11]指出,若压

载水样品中的浮游藻类为随机分布,样本中单个藻

细胞出现的概率与样本体积成正比,且两个及两个

以上的藻细胞在一个很小的体积内出现的概率忽略

不计,则从均匀压载水样品随机抽样得到的子样本
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中,藻类活体细胞数将服从泊松分布。
泊松分布可以用方差等于均值的正态分布来近

似[12],故可以认为子样本中的藻类活体细胞数服从

一个方差等于均值的正态分布。由于随机抽样得到

的子样本 Fv 值等于子样本细胞数乘以子样 本

SCVF均值,在子样本SCVF均值一致的前提下,子
样本Fv 值必然服从正态分布,且分布形状与子样

本细胞数的分布形状一致,所以子样本细胞数均值

的分布形状与其细胞数或Fv 值的分布形状一一对

应,因此可以通过子样本Fv 值的分布形状直接求

出样品中的藻类活体细胞数,而且计算结果不受藻

类SCVF量的影响。上述推导成立的前提条件:从

均匀 样 品 随 机 抽 样 得 到 的 子 样 本 中,藻 细 胞 的

SCVF均值一致,均匀纯种藻类必然满足。
为 了 验 证 上 述 分 析 方 法 的 有 效 性,使 用

MATLAB拟合了不同活体藻细胞密度、不同SCVF
量下随机抽样的子样本细胞数以及Fv 值,绘制了

子样本细胞数以及Fv 的分布形状图,如图1所示,
横坐标T1 或T2 为子样本细胞数或Fv 相对于其均

值的倍数。由图1可见:子样本细胞数的分布形状

与子样 本 Fv 值 一 致;当 样 品 细 胞 密 度 不 变 时,

SCVF量的变化不会影响子样本Fv 值的分布形状;
随着样品细胞密度的增加,子样本细胞数的均值逐

渐增加,此时子样本Fv 值的分布形状越陡峭。

图1 不同细胞密度下细胞数以及Fv 值的分布形状。(a)细胞数的分布形状;

(b)
 

SCVF为0.001,Fv 值的分布形状;(c)
 

SCVF为0.010,Fv 值的分布形状

Fig 
 

1 Distribution
 

shape
 

of
 

cell
 

number
 

and
 

Fv value
 

under
 

different
 

cell
 

density 
 

 a 
 

Distribution
 

shape
 

of
 

cell

number 
 

 b 
 

SCVF
 

is
 

0 001 
 

distribution
 

shape
 

of
 

Fv value 
 

 c 
 

SCVF
 

is
 

0 010 
 

distribution
 

shape
 

of
 

Fv value

2.2 构建数学模型

随机抽样得到的子样本中,活体藻细胞数的均

值记为u,因2.1节子样本中的活体藻细胞数服从

泊松 分 布,即 近 似 为 方 差 等 于 均 值 的 正 态 分 布

N(u,u)。因为子样本中的藻细胞SCVF均值一

致,记为s,则子样本Fv 值服从正态分布N(s×u,

s2×u),因此可以得到随机抽取子样本Fv 值分布

的概率密度函数,表达式为

f(x)=
1

s 2πu
exp -

(x-su)2

2s2u
􀭠
􀭡

􀪁
􀪁 􀭤

􀭥

􀪁
􀪁 。

 

(1)

  为了构建子样本Fv 值与样品活体藻细胞密度

的关系,对子样本Fv 值进行统计分布。以子样本

Fv 值的均值su作为区间中心,选择区间增量系数

a来确定中心区间范围(su-asu,su+asu),区间大

小为2asu,将统计得到子样本Fv 值出现在中心区

间的频率B 作为分布参数,如图2所示,中心区间

频率B 就是子样本Fv 值分布图的中心区间高度。
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图2 随机抽样子样本Fv 值的分布形状

Fig 
 

2 Distribution
 

shape
 

of
 

Fv value
 

of
 

random
 

sample

使用子样本Fv 值分布的概率密度函数求积

分,计算Fv 值出现在中心区间的概率,该值等于中

心区间频率B,表达式为

B=∫
su+asu

su-asu

1
s 2πu

exp -
(x-su)2

2s2u
􀭠
􀭡

􀪁
􀪁 􀭤

􀭥

􀪁
􀪁 dx。 (2)

  根据正态分布的性质对(2)式进行化简,并替换

积分变量t=
x

s 2u
,可以得到

B=
2
π∫

au
2

0
exp(-t2)dt。 (3)

  由(3)式可以看出,参数s在化简过程中被约

分,所以由子样本Fv 值求解样品中的活体藻细胞

数不受样品SCVF量的影响。子样本Fv 值的中心

区间频率等于子样本Fv 值的中心区间概率,将B
值代入(3)式就可以解出子样本中活体藻细胞数的

均值u。子样本体积记为v,样品中的活体藻细胞

密度为u/v。其中,区间增量系数a的取值范围为

0~1,不同a值有不同的优势细胞密度范围。当样

品细胞密度在该密度范围内时,方法的计算精度较

高;当a值越小时,优势细胞密度范围越大,且可处

理的密度上限越高。根据压载水中的活体藻细胞密

度范围,在后续实验数据处理中,a值定为0.06。

3 材料和方法
 

为了验证可变荧光统计分析法检测不同种类、
尺寸和生长周期的藻类活体细胞数的有效性和准确

性,实验过程中选择尺寸相差较大且属于不同门类

的藻种,通过培养不同天数使藻细胞处于不同生长

周期。对于每一个藻液样品,通过稀释可以得到一

系列密度梯度样品,对染色显微镜检查得到的密度

与可变荧光统计分析法计算得到的密度进行对比,
通过两者线性拟合的程度以及相对误差来评价可变

荧光统计分析法的准确性。

3.1 藻种选择和培养

选用楯形多甲藻、杜氏盐藻、威式海链藻、利玛

原甲藻和海洋小球藻5种藻类作为实验对象,这5
种海洋藻类的尺寸差异大,藻种门类不同,因此

SCVF量相差大,故适用于验证所提方法在不同种

类、尺寸的样品中的有效性。在杜氏盐藻扩大培养

后的第3,6,8,12,15,18,23,28,33,40天进行实验,
通过改变藻液的扩大培养时间,使藻细胞处于不同

生长周期,用来验证可变荧光法在不同生长周期的

样品中的有效性。
海洋小球藻、杜氏盐藻和利玛原甲藻采用F/2

培养基进行接种,威式海链藻采用F/2+Si培养基

进行接种,楯形多甲藻采用119培养基进行接种。
将接种后的藻液置于 MQD-S3R型恒温摇床培养箱

进行扩大培养,采用的光源为白色冷荧光灯管,设置

温度为(25±1)
 

℃,转速为120
 

r/min,光照强度为

120
 

μmol·m
-2·s-1,光暗时间为12

 

h。

3.2 藻类活体细胞数的获取

活性染剂FDA 和5-氯甲基荧光素二乙酸酯

(CMFDA)可用作活细胞示踪剂,活体细胞经染色

后可发出绿色荧光,死亡细胞则不会发出荧光。取

1
 

mL 的 藻 液 样 品 加 入 5
 

μL 的 FDA(浓 度 为

1
 

mmol/L)和 10
 

μL 的 CMFDA (浓 度 为

250
 

μmol/L)中并混合均匀,避光染色10
 

min[13]。
取染色后的藻液样品并滴入清洁干燥的0.1

 

mL浮

游生物计数框中,将其正置于 Nikon
 

Ni-U 型荧光

显微镜下进行计数。
使用浮游生物计数框进行藻细胞的计数,由于

藻液密度过低而无法计数,所以对高密度样品(2×
105

 

cell/mL左右)进行多次稀释得到低密度样品

(5~350
 

cell/mL),通过高密度样品的镜检密度和

稀释倍数求出低密度样品的镜检密度。

3.3 可变荧光Fv 数据集的获取

为了得到满足可变荧光统计分析法需求的可变

荧光Fv 数据集,搭建了均匀样品随机抽样的藻类

可变荧光测量实验系统,如图3所示,该实验系统由

均匀随机抽样系统和可变荧光测量系统构成,其中

PMT为光电倍增管,MPU为微处理器,LD为激光

二极管,VGA为增益可调放大器,G2为增益调整电

路。均匀随机抽样系统中,样品池安装了搅拌装置,
这可以保证样品的均匀性。抽样装置通过蠕动泵从

样品池中抽取样品并输送到测量窗口进行可变荧光

的测量,测量完成后返回样品池。确定好样品的抽

取速度和测量窗口的体积(子样本体积),可以保证
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合适的抽样比以及足够的样品交换率,从而完成对

藻液样品的均匀随机抽样。可变荧光测量系统中,
使用荧光测量技术得到子样本的荧光动力学曲线,

从荧光动力学曲线中反演出子样本可变荧光量Fv,
对所有子样本进行荧光测量可以得到子样本可变荧

光Fv 数据集。

图3 均匀样品随机抽样的藻类可变荧光测量实验系统示意图

Fig 
 

3 Schematic
 

of
 

algae
 

variable
 

fluorescence
 

measurement
 

experimental
 

system
 

for
 

random
 

sampling
 

of
 

uniform
 

samples

4 结果与讨论

4.1 不同种类及细胞尺寸的藻类活体细胞数的

检测

将楯形多甲藻、杜氏盐藻、威式海链藻、利玛原

甲藻和海洋小球藻接种后扩大培养一段时间(14~
18天),再进行不同种类、细胞尺寸的活体藻细胞数

的检测实验。将这些藻类的藻液稀释为一系列密度

梯度样品,利用显微镜检方法得到镜检活体藻细胞

密度,再利用搭建的实验系统测量得到一系列样品

的子样本Fv 均值,由此得到5种藻类样品子样本

Fv 均值与样品镜检活体藻细胞密度的线性关系

(R2),通过线性关系的斜率来表征样品 藻 细 胞

SCVF量,如图4所示。

图4 子样本Fv 均值随活体藻细胞密度的变化曲线。(a)楯形多甲藻;(b)杜氏盐藻;(c)威式海链藻;(d)利玛原甲藻;(e)海洋小球藻

Fig 
 

4 Variation
 

curves
 

of
 

mean
 

Fv of
 

subsamples
 

with
 

viable
 

algae
 

cell
 

density 
 

 a 
 

Peridinium
 

umbonatum
 

var 

inaequale 
 

 b 
 

Dunaliella
 

salina 
 

 c 
 

Thalassiosira
 

weissflogii 
 

 d 
 

Prorocentrum
 

lima 
 

 e 
 

Chlorella
 

sp 
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  由图4可知,楯形多甲藻、杜氏盐藻、威式海链

藻、利玛原甲藻和海洋小球藻样品的SCVF值分别

为0.0032700、0.0009840、0.0006420、0.0001970和

0.0000746,差异较大,其中楯形多甲藻的SCVF值

最大,海洋小球藻的SCVF值最小,差异高达44倍。
在显微镜检的过程中观察到5种藻类细胞的大小差

距较大,按照细胞尺寸从大到小进行排序。顺序:楯
形多甲藻(甲藻),长约为25

 

μm,宽约为20
 

μm;杜
氏盐藻(绿藻),长约为15

 

μm,宽约为8
 

μm;威式海

链藻(硅藻),直径约为9
 

μm;利玛原甲藻(甲藻),直
径约为5

 

μm;海洋小球藻(绿藻),直径约为3
 

μm。
由此可见不同藻种的藻细胞尺寸差异较大,藻细胞尺

寸越大,SCVF值越大,且SCVF值并不是只与细胞

尺寸相关,还与色素构成和光合效率等相关。
将实验系统测得的子样本Fv 数据集进行预处

理,然后代入可变荧光统计分析法中可以计算得到

活体藻细胞密度。将镜检密度与计算密度分别作为

X、Y 轴以绘制散点图,线性拟合结果如图5所示。

图5 镜检活体藻细胞密度与统计分析法计算活体藻细胞密度的对比。(a)楯形多甲藻;(b)杜氏盐藻;
(c)威式海链藻;(d)利玛原甲藻;(e)海洋小球藻

Fig 
 

5 Comparison
 

of
 

viable
 

algal
 

cell
 

density
 

between
 

microscopic
 

examination
 

and
 

statistical
 

analysis
 

method 
 

 a 
 

Peridinium
umbonatum

 

var 
 

inaequale 
 

 b 
 

Dunaliella
 

salina 
 

 c 
 

Thalassiosira
 

weissflogii 
 

 d 
 

Prorocentrum
 

lima 
 

 e 
 

Chlorella
 

sp 

  如图5所示,5种藻类样品的计算密度与镜检

密度 的 线 性 拟 合 相 关 系 数 R2 分 别 为0.9854、

0.9812、0.9578、0.9981和0.9706,均在0.95以上。
由表1所示,5种藻类样品的计算密度与镜检密度

的相对误差绝对值的平均值在5%~15%之间,说
明可变荧光统计分析法计算样品中的活体藻细胞密

度可行且有效,并且由于藻类种类和细胞大小不同

而造成SCVF值存在差异,但这不会影响可变荧光

统计分析法计算样品中的活体藻细胞密度。

4.2 不同生长周期的藻类活体细胞数的检测

在杜氏盐藻扩大培养第3,6,8,12,15,18,23,

28,33,40天后进行活体藻细胞数的检测实验,不同

生长周期下杜氏盐藻样品的子样本Fv 均值与镜检

活体藻细胞密度的关系如图6所示。
表1 5种藻类样品的计算密度与镜检密度的

相对误差绝对值的平均值

Table
 

1 Average
 

value
 

of
 

absolute
 

value
 

of
 

relative
 

error
 

between
 

calculated
 

density
 

and
 

microscopic
   

 

density
 

of
 

5
 

kinds
 

of
 

algae
 

samples

Species
Average

 

value
of

 

absolute
 

value
of

 

relative
 

error
 

/%
Peridinium

 

umbonatum
 

var.
 

inaequale 7.90
Dunaliella

 

salina 9.11
Thalassiosira

 

weissflogii 9.27
Prorocentrum

 

lima 5.98
Chlorella

 

sp. 14.89
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图6 不同扩大培养天数下子样本Fv 均值随活体藻细胞密度的变化曲线。(a)
 

3天;(b)
 

6天;(c)
 

9天;

(d)
 

12天;(e)
 

15天;(f)
 

18天;(g)
 

23天;(h)
 

28天;(i)
 

33天

Fig 
 

6 Variation
 

curves
 

of
 

mean
 

Fv of
 

subsamples
 

with
 

viable
 

algae
 

cell
 

density
 

under
 

different
 

extended
 

culture
 

days 

 a 
 

3
 

days 
 

 b 
 

6
 

days 
 

 c 
 

9
 

days 
 

 d 
 

12
 

days 
 

 e 
 

15
 

days 
 

 f 
 

18
 

days 
 

 g 
 

23
 

days 
 

 h 
 

28
 

days 
 

 i 
 

33
 

days

  如图6所示,当杜氏盐藻处于不同生长周期时,
藻液样品的SCVF值存在差异,其中培养12天后的

SCVF值最大,培养6天后的SCVF值最小,差异达

到1.45倍。由图7可见:当杜氏盐藻培养液中的活

体藻 细 胞 密 度 增 长 缓 慢 时,培 养 液 中 藻 细 胞 的

SCVF值呈增加趋势,如培养第6~12天和15~18
天;当杜氏盐藻培养液中的活体藻细胞密度快速增

长时,培养液中藻细胞的SCVF值呈减小趋势,如
培养第3~6天、12~15天和28~33天。杜氏盐藻

以无性繁殖为主,藻体在运动中纵裂为二,分裂期藻

体较小。在活体藻细胞密度快速增长的期间,藻细

胞的 平 均 尺 寸 可 能 会 减 小,这 会 导 致 藻 细 胞 的

SCVF值呈减小趋势。在活体藻细胞密度缓慢增长

的期间,杜氏盐藻细胞处于生长状态,藻细胞的平均

尺寸 增 大,这 会 导 致 藻 细 胞 的 SCVF 值 呈 增 加

趋势。
不同培养天数下,杜氏盐藻镜检的活体藻细胞

密度与统计分析法计算的活体藻细胞密度的线性拟

合结果如图8所示。
由图8可知,不同培养天数下,杜氏盐藻镜检的

活体藻细胞密度与统计分析法计算的活体藻细胞密

度的线性拟合相关系数R2 分别为0.9824、0.9874、

0.9929、0.9865、0.9812、0.9318、0.9797、0.9712和

0.9897,均大于0.93。如表2所示,不同培养天数下,
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图7 藻细胞的SCVF和细胞密度与培养天数的关系。(a)
 

SCVF;(b)细胞密度

Fig 
 

7 Relationship
 

between
 

SCVF
 

and
 

cell
 

density
 

of
 

algal
 

cells 
 

and
 

culture
 

days 
 

 a 
 

SCVF 
 

 b 
 

cell
 

desity

图8 不同扩大培养天数下镜检活体藻细胞密度与统计分析法计算活体藻细胞密度的对比。(a)
 

3天;(b)
 

6天;(c)
 

9天;
(d)

 

12天;(e)
 

15天;(f)
 

18天;(g)
 

23天;(h)
 

28天;(i)
 

33天

Fig 
 

8 Comparison
 

between
 

microscopic
 

observation
 

and
 

statistical
 

analysis
 

of
 

viable
 

algae
 

cell
 

density
 

under
 

different
extended

 

culture
 

days 
 

 a 
 

3
 

days 
 

 b 
 

6
 

days 
 

 c 
 

9
 

days 
 

 d 
 

12
 

days 
 

 e 
 

15
 

days 
 

 f 
 

18
 

days 
 

 g 
 

23
 

days 

 h 
 

28
 

days 
 

 i 
 

33
 

days
 

杜氏盐藻的计算密度与镜检结果的相对误差绝对值

的平均值在6%~17%之间,说明可变荧光统计分析

法计算样品中的活体藻细胞密度可行且有效,并且由

于藻类处于不同生长周期而造成SCVF值存在差异,
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但这不会影响可变荧光统计分析法计算样品中的活

体藻细胞密度。在SCVF变化高达44倍的条件下,
两者线性拟合的相关系数R2 均在0.93以上,且相对

误差绝对值的平均值均在5.98%~16.94%之间。
表2 不同培养天数下计算密度与镜检密度的相对误差绝对值的平均值

Table
 

2 Average
 

value
 

of
 

absolute
 

value
 

of
 

relative
 

error
 

of
 

calculated
 

density
 

with
 

respect
 

to
microscopic

 

density
 

under
 

different
 

culture
 

days

Algae
 

culture
 

days 3 6 9 12 15 18 23 28 33
Average

 

value
 

of
 

absolute
value

 

of
 

relative
 

error
 

/%
10.56 6.55 8.09 9.81 9.11 16.94 9.55 9.27 8.94

5 结  论

叶绿素荧光法是压载水合规性检测的方法之

一,其中Fv 与藻类活体细胞数有良好的相关性。
但实验结果表明,藻细胞的种类、尺寸和生长周期都

会导致藻细胞的SCVF值高度变化,生长周期的不

同会造成SCVF值差异达1.45倍,细胞尺寸的差异

会造成SCVF值差异达44倍,这限制了可变荧光法

测量藻类活体细胞数的应用。本研究利用均匀样品

随机抽样的子样本细胞数的分布形状与可变荧光量

一致的特点,研究构建了基于可变荧光统计学分布

的水体藻类活体细胞数分析方法。在不同种类、尺
寸和生长周期下对藻类活体细胞数进行检测。实验

结果表明:该方法计算的活体藻细胞密度与显微镜

的镜检结果基本一致;在SCVF变化高达44倍的条

件下,两者线性拟合的相关系数R2 均在0.93以

上,且 相 对 误 差 绝 对 值 的 平 均 值 均 在5.98%~
16.94%之间,基本解决了藻细胞的SCVF值高度

变化对细胞计数的影响,能够在无需定标的情况下

准确检测不同种类、尺寸和生长周期的藻类活体细

胞数,这为压载水藻类活体细胞在现场的快速计数

提供了一种新的分析方法。目前,本课题组正对不

同种类的藻细胞进行混合。初步研究发现:当混合

藻液(杜氏盐藻和威式海链藻混合)中藻细胞的

SCVF量差异较小时,该分析方法依旧适用;但当混

合藻液(杜氏盐藻和海洋小球藻混合)中藻细胞的

SCVF量差异过大时,该分析方法计算出的活体藻

细胞密度与大细胞密度相近,此时会出现大细胞淹

没小细胞的现象,针对这个问题正开展深入的实验

研究工作。
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