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LED 激发光源的水体浮游植物浓度 

活体检测系统研究 
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摘 要： 采用 5种不同中心激发波长的超高亮 LED作为激发光源构建了一套水体浮游植物活体荧光检测系 

统。利用该系统测量 24种不同来源水样和同一水样 10种不同比例稀释样品的浮游植物活体荧光强度，研究了荧 

光强度与叶绿素a浓度的线性关系。结果表明：蓝光 LED(最大发射波长442．7 nm)是用以测量浮游植物活体 

荧光的最适合光源，相应的检测限达到了0．0278 pg／1(叶绿素a)；浮游植物种类、环境造成的荧光量子效率以及 

水体 D0M 背景荧光均对活体荧光的测量结果产生影响，尤以浮游植物种类和荧光量子效率的影响更为显著。因 

此，蓝光超高亮 LED将为浮游植物活体荧光测量提供廉价的替代光源，为利用该光源研发浮游植物浓度原位荧光 

检测仪提供了潜在的可能。为克服浮游植物种类、荧光量子效率以及 D0M 背景荧光对浮游植物活体荧光测量结 

果的影响，需要进一步研究上述因素的具体影响行为，发展相应方法进行校正。 
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Abstract： An experiment system for determining in vivo fluorescence of phytoplankton with five LEDs with 

different maximum emission wavelengths as excitation light sources Was established． Based on the system， 

in vivo fluorescence of 10 different dilutions from the same water sample and 24 kinds of water samples 
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from different sources was determined and the linear relationship of fluorescence intensity and chlorophyll— 

a concentration was also investigated．The results indicate that blue LED(maximum emission wavelength 

442．7 am)is the most proper excitation light source for determining伽 vivo fluorescence of phytoplankton， 

and limit of determination is 0．0278#g／1(chlorophyll—a)．Background fluorescence of DOM，especially the 

difference of phytoplankton species and fluorescence quan tum efficiency,shows significant influence on the 

determination of in vivo fluorescence．Blue LED has a potential as excitation light source of phytoplan kton 

fluorometry．In order to overcome the influence of phytoplankton species，fluorescence quantum efficient and 

DOM background fluorescence on in vivo fluorescence，further research should be carried out and proper 

adjustment methods are needed． 

Key words： LED；phytoplankton；in vivo fluorescence · 

1 引 言 

水体富营养化使得浮游植物过量增殖，耗尽水 

中溶解氧，引起鱼类等水生生物的大量死亡，并导 

致水体发黑发臭 [1】；同时某些种类浮游植物 (如铜 

绿微囊藻)向水体释放藻毒素，引发多种人类疾病 

的发生 L2J。因此，水体浮游植物生物量的测量已经 

成为当前环境监测中非常重要的一项检测指标。传 

统的浮游植物生物量测量以叶绿素a浓度指示，叶 

绿素 a浓度的测量则通常采用取水样，经有机抽提 

再结合多波长吸光法或荧光分光光度计法完成。上 

述方法不仅费时费力，而且无法针对特定水域进行 

实时原位在线测量 [引。浮游植物叶绿素 a荧光的活 

体连续测量是解决上述问题的一种重要途径 [ 。 

尽管如此，海洋以及环境监测领域现有的浮游植物 

浓度原位测量装置多是以脉冲氙灯或者激光器等高 

功率光源为激发光源，导致了仪器的高成本，同时 

妨碍了仪器的便携性。近年来，超高亮度的发光二 

极管 (LED)技术得到了较大发展，在许多检测仪器 

上得到了越来越多的应用 [5-7】。本文以5种不同波 

长的 LED为激发光源，设计了一套水体浮游植物 

浓度活体荧光检测装置，利用该装置研究了同一水 

样不同稀释比例以及不同来源水样浮游植物活体荧 

光强度与叶绿素 a浓度的关系，进一步分析了水体 

DOM 背景荧光对浮游植物活体荧光测量的影响， 

探讨了超高亮 LED激发光源在活体测量浮游植物 

浓度中的潜在应用价值。 

2 实验部分 

2．1 系统组成 

系统装置如图 1所示，共分为 7个部分： (1) 

LED阵列，由蓝、绿、黄、橙、红 5种不同中心波 

长的超高亮 LED组成 (深圳佳光电子)，详细参数 

如表 1所示。 (2)短波通滤光片，波长透过范围 

为 400~620 am，透过率大于 90％，50％截止波长为 

650 am (上海祥龙光学镀膜定制)。 (3)激发透镜 

(型号 OLA30—1，北京卓立汉光)。(4)玻璃样品池， 

尺寸为 30 mmx30 mm~70 mm(宜兴银星分析仪器 

y

Ⅲ． tbcuslcns：I圄 focuslcnsII 
图 1 浮游植物浓度活体荧光检测实验装置图 
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厂定制)。(5)发射透镜 (型号 OLA30—5，北京卓立汉 

光)。(6)带通滤光片，中心波长 (6854-10)nm。(7) 

光电倍增管 (型号 R926，日本滨松)。系统工作原理 

如下：LED激发光通过短波通滤光片，经激发透镜 

聚焦汇聚于样品池上激发浮游植物产生荧光， 90。 

方向接收的散射荧光经发射透镜和带通滤光片，最 

终由光电倍增管检测荧光强度。 

系统由计算机软件控制，应用程序发出指令控 

制 LED依次发光，再控制数据采集卡采集光电倍 

增管信号，输出样品的活体荧光强度。 

2．2 水样采集及荧光测量 

以洗净的塑料采样瓶采集董铺水库及科学岛 

周边池塘水样共计 24个。将采集水样带回实验室 

置于 20。C室温下于暗处静止 0．5 h，分别取各水样 

置于样品池中，测量不同波长 LED激发下浮游植 

物活体荧光强度。采集一高度富营养化的水样，以 

蒸馏水按照一定比例逐步稀释多次，得到 10个不 

同稀释比例的浮游植物水样，分别测量各稀释水样 

浮游植物荧光强度。以孔径 0．45 m微孔滤膜过滤 

各水样，测量各水样过滤后的荧光强度。 

2．3 叶绿素 a浓度测量 

测量荧光后，迅速取各水样 200~500 ml经 

0．45 tim孔径的微孔滤膜过滤，将过滤后的滤膜避 

光保存于 -15。C的冰箱中， 3天内按照 水和废 

水监测分析方法 中的叶绿素a浓度标准测量方法 

以多波长吸光法测量相应叶绿素 a的浓度。 

表 1 5种 LED详细参数 

Table 1 Detail parameters for five light—emitting diodes 

3 结果与讨论 

3．1 不同比例稀释水样荧光测量 

标准方法多次测量平均，水样叶绿素 a浓度 

为 113．2#g／1，以蒸馏水稀释得叶绿素 a浓度范围 

为6,~56．6#g／1的标准稀释水样 10个，各LED激 

发下荧光强度与叶绿素a浓度的线性关系如图2所 

示 (其中 R为线性相关系数， SD 为标准偏差， 

Ⅳ 为样本数， P为相关系数为 0的概率)。 5种 

LED激发下荧光强度与叶绿素 a浓度的线性相关 

系数都达到了 0．997以上。以叶绿素 a浓度与荧光 

强度关系式系数倒数为系统的灵敏度，以蒸馏水为 

空白样品测量 15次，测得系统噪声的标准偏差， 

按 LOD=3a／S计算系统的检测限 (见表 2)，其中 

LOD为检测限， 为系统噪声标准偏差，S为系 

统灵敏度。 

蓝光 LED 激发 系统具有最低检测限为 

0．0278 #g／1，黄光 LED 激发系统检测限最高 

0．7963#g／1，由此可见利用中心波长 442．7 nm的 

蓝光 LED作为系统激发光源进行水体浮游植物活 

体荧光检测是最理想的，这是由于浮游植物细胞内 

起吸收光能作用的最主要天线色素是叶绿素 a’其 

最大吸收波长位于 435 nm，与蓝光 LED的中心激 

发波长相近 

表 2不同LED激发下实验系统的灵敏度和检测限 

Table 2 Sensitivity and detection limit of experiment system under excitation of different LEDs 
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图2 各LED激发下不同比例稀释样品荧光强度与叶绿素 (a)蓝光 (b)绿光 (C)黄光(d)桔黄光 (e)红光 

Fig．2 Linear relationship of fluorescence intensity and chlorophyll—a for different dilutions under different 

LEDs(a)blue(b)green(C)yellow(d)orange(e)red 

3．2 不同来源水样荧光测量 

选取蓝光LED为激发光源，测量24种不同来 

源水样的浮游植物活体荧光，图 3所示为叶绿素 a 

浓度与浮游植物荧光强度的线性关系，二者的线性 

相关系数为0．86272，叶绿素 a浓度与荧光强度的关 

系式为 y=0．03551X一5．76697，其中 y为叶绿素 

a浓度， 为荧光强度。测量结果标准偏差 (SD) 

为 8．12754。由图 2(a)可知蓝光 LED测量同一水 

样不同稀释比例样品所得叶绿素 a浓度与荧光强度 

的关系为 y=0．02993X一0．4953，测量结果标准偏 

差为 1．06。比较可知当测量同一水样不同稀释比例 

样品时，叶绿素a浓度与浮游植物荧光强度的线性 
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关系明显好于不同来源水样的测量结果。分析原因 

可能有以下几个方面： (1)不同来源水样浮游植物 

种类组成不同。(2)不同外界环境 (光照强度等)导 

致的荧光量子效率差异。(3)不同水体中溶解有机 

物 (dissolved organic matter，DOM)背景荧光导致 

的对荧光强度的影响差异 [s-9]。 

0 200 400 60{1 800 1000 I200 I400 J600 J uu 

Fluorescence intensity／a u． 

图3 不同来源水样荧光强度与叶绿素 a浓度线性拟合曲 

线 (含背景) 

Fig．3 Linear relationship of fluorescence intensity 

and chlorophyll—a concentration for waters from 

different sources(including background 

fluorescence) 
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图 4 不同来源水样荧光强度与叶绿素 a浓度线性拟合曲 

线(去背景) 

Fig．4 Linear relationship of fluorescence intensity 

and cholrophyll—a concentration for waters from 

different sources(removing background 

fluorescence) 

3．3 

影响 

成的复杂混合物，被激发后在 450 nm波长产生很 

宽的荧光发射峰，因此其存在会对 685 nm波长处 

叶绿素 a的荧光产生影响。为检验 DOM 对浮游 

植物活体荧光测量的影响，利用系统测量了水样经 

微孔滤膜过滤去除浮游植物后溶液的荧光强度，重 

新比较了去除背景荧光后浮游植物荧光强度与叶 

绿素 a浓度的线性关系。图 4为不同来源水样去 

除 DOM 背景后叶绿素 a浓度与荧光强度的线性 

关系： y =0．0354X一4．51891，线性相关系数为 

0．86148。未去除背景时，叶绿素 a浓度与荧光强度 

的线性关系为：y=0．03551X一5．76697，二者的线 

性相关系数为0．86272。由此可见，背景荧光未对不 

同来源水样的荧光强度与叶绿素 a浓度的线性关系 

产生显著影响。可能的原因是 DOM 的荧光强度相 

对于浮游植物较弱，且不同来源水样浮游植物DOM 

的背景荧光差异较小。图5为蓝光LED激发下去除 

DOM背景荧光后，稀释样品叶绿素a浓度与浮游植 

物荧光强度的线性关系为 y=0．03297X一0．53927， 

相关系数为 0．99767。然而未去除背景时线性相关 

系数为 0．99807，荧光强度与叶绿素 a浓度线性关系 

则为 Y=0．02993X一0．4953。可见对于稀释样品， 

背景DOM荧光对浮游植物叶绿素 a浓度的测量产 

生了显著的影响，需要对此影响加以校正。 

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 

Fluorescence intensity／a．u． 

图5 蓝光激发下不同稀释比例样品荧光强度与叶绿素 a 

浓度线性关系 (去背景) 

Fig．5 Linear relationship of cholorphyll—a and 

fluorescence intensity for different dilutions excited 

by blue LED(removing background fluorescence) 

DOM背景荧光对浮游植物活体荧光测量的 4 结 论 

浮游植物活体荧光测量可以实现浮游植物浓 

水体 DOM 主要是由多种高分子量有机酸组 度的原位、快速、实时测量，是发展浮游植物浓度 
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原位测量相关仪器的基础。本文尝试利用 5种不 

同中心激发波长的超高亮 LED取代传统脉冲氙灯 

和激光器等大功率激发光源，建立了一套实验室浮 

游植物活体荧光测量系统。基于该系统测量了不同 

来源水样及对同一水样不同比例稀释样品的活体荧 

光强度，研究了荧光强度与叶绿素 a浓度的线性关 

系，得出以下结论： 

(1)在 5种不同中心激发波长的超高亮 LED 

中，蓝光 LED是最适合的激发光源，对应的灵敏度 

和检测限分别为 33．933和 0．0278 ug／1(叶绿素 a)。 

(2)不同来源水样的叶绿素 a浓度与浮游植物 

荧光强度的线性相关性明显差于同一水样不同稀释 

比例样品的对应线性相关性，由此说明浮游植物种 

类组成、DOM背景荧光和环境因素造成的荧光量 

子效率差异严重影响活体荧光测量叶绿素 a浓度结 

果的准确性。 

(3)DOM 背景荧光对不同稀释比例样品浮游 

植物活体荧光和叶绿素a浓度的线性关系具有一定 

的影响，尽管如此 DOM 背景荧光对不同来源水样 

的相应线性关系影响不明显，说明DOM背景荧光 

对叶绿素 a浓度测量结果的影响小于其他因素的影 

响 (浮游植物种类组成、环境因素造成的荧光量子 

效率差异等)。 

因此，利用蓝光超高亮 LED作为激发光源测 

量浮游植物活体荧光是完全可行的，这将为利用该 

光源研发相应的水体浮游植物浓度原位荧光检测仪 

提供潜在的应用可能性。同时，浮游植物种类、荧 

光量子效率差异以及 DOM背景荧光均会对利用活 

体荧光测量叶绿素 a浓度产生影响，因此需要对上 

述因素的影响开展进一步的研究，以便对测量结果 

进行校正。 
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