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基于激发荧光光谱的浮游植物分类测量方法 

王志刚 ’ ，刘文清 ，张玉钧 ，司马伟昌 ，刘建国 (1．中国科学技术大学地球和空间科学学院安徽 合肥 

230026；2．中国科学院安徽光学精密机械研究所，中国科学院环境光学与技术重点实验室，安徽 合肥 230031) 

摘要：提出了一种基于激发荧光光谱的浮游植物快速分类测量方法．根据激发荧光光谱特征将淡水浮游植物分成蓝色组、绿色组和褐色组 

3组．选用铜绿微囊藻、小球藻和脆杆藻分别作为蓝色组、绿色组和褐色组的代表，通过对标准纯种培养体和混合培养体的全波长激发荧光 

光谱进行多元线性回归计算，得到混合培养体各组分的叶绿素 a浓度．结果表明，计算得到的铜绿微囊藻、小球藻和脆杆藻浓度的误差分别 

为 1．67％～12．70％，0．91％一12．70％，6．11％-40．20％，平均误差为 5．44％、6．44％和 2O．71％．使用带宽 2O，10，4rim 的 4波段(中心波长为 

440，480，520，61Ohm)代替全波长激发荧光光谱计算表明，3种藻类组分误差与全波长激发荧光光谱计算结果误差十分相似．20，lOnm 波段宽 

度铜绿微囊藻、小球藻和脆杆藻的平均误差分别为5．57％、7．16％、20．52％和 7．13％、7．42％、20．02％；4rim波段宽度的平均误差显著增大， 

分别为8．85％，13．07％，30．67％． 
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Abstract：A rapid classified measuring method for phytoplankton based on excitation fluorescence spectra was put 

forward．Based on the excitation fluorescence spectra characteristics．phytoplankton in flesh watelr was divided into three 

spectra groupsb lue group，green group and brown group．Selecting Microcystis aemginosa Chlorella vulg口廊 and 

Fragilaria sp．as the representative of blue group，green group and brown group，chlorophyll a concentration of each 

component in mixed phytoplankton cultures had been calculated by multivariate finear regression on the entire wavelength 

excitation fluorescence spectra of standard pure phytoplankton cultures and mixed phytoplankton cultures．The errors of 

the concentration of Microcystis aemginosa，Chlorella v“lgaris and Fragilaria sp．were 1．67％～12．70％，0．91％～12．70％ 

and 6．11％～40．20％ respectively,average values were 5．44％，6．44％ and 20．71％．Using four wave bands(central 

wavelength：440，480，520，610nm )of bandwidth 20，10，4nm 。for multivariate linear regression instead of entire 

wavelength excitation fluorescence spectra，the calculation showed that the errors of three phytoplankton components 

were very simi lar with the entire wavelength excitation fluorescence spectra results．：For 20，10nm ban dwidth
, average 

errors of Microcystis aemginosa，Chlorella v lga~s and Fragi~na sp
． were 5．57％，7．16％，20．52％ and 7．13％，7．42％， 

20．02％ respectively．Average errors of 4nm ban dwidth were obviously large than that of 20
， 10nm，which were 8．85％， 

1 3．07％ and 30．67％ respectively． 

Key words：phytoplankton：excitation fluorescence spectra．in vivo fluorescence．environment monitonng 

蓝藻或赤潮的大面积暴发是当前我国水体 

污染面临的最为突出的问题之一．迫切要求环境 

监测部门对水体浮游植物浓度的时空演变状况 

进行实时监测，及时预警．当前国内外浮游植物浓 

度原位检测多采用测量 685nm 的叶绿素 a荧光 

强度，以总叶绿素 a浓度指示浮游植物总生物量． 
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然而，由于不同种类浮游植物的叶绿素a含量和荧 

光量子效率不同，种群结构随着水质状况和季节 

变化而改变，不同种群结构的浮游植物对环境造 

成的危害存在差异等原因，环境监测越来越强调 

对不同浮游植物种群进行分类测量．由于不同种 

群浮游植物光合色素组成存在差异，外观上表现 

出不同的颜色，如蓝色、绿色、褐色等．而向水体 

中释放藻毒素的浮游植物通常都是蓝藻，因此国 

外依据色素组成分类的原理开展了浮游植物分 

类测量的研究，开发了相应的仪器设备[1-31．现有的 

研究和设备通常以激光诱导延时激发荧光法 】 

和三维荧光光谱法[7-8]结合特定的算法实现对浮 

游植物的分类测量．然而，这 2种光谱技术要求的 

设备结构复杂、成本昂贵，分类算法要求强大的计 

算能力，尚无法适用于快速原位的浮游植物分类 

测量．本研究采用多元线性回归的算法开发了一 

种基于激发荧光光谱的浮游植物浓度快速分类 

测量方法． 

1 材料与方法 

1．1 混合浮游植物样品配制 

铜绿微囊藻(Microcystis aeruginosa)、小球藻 

(Chlorella vulgaris)~D脆杆藻(Fragilaria sp．)由 

中国科学院水生生物研究所淡水藻种库提供．实 

验室培养浮游植物的纯种培养体，具体培养方法 

参照文献[8]．利用培养 20d的纯种培养体配制混 

合浮游植物样品，配制比例见表 1． 

表 1 混合浮游植物培养体配制比例(mL) 

Table 1 Ratio of three phytoplankton species in mixed 

phytoplankton cultures(mL) 

混合样品 铜绿微囊藻 小球藻 脆杆藻 

1．2 叶绿素a浓度测定 

3种藻的纯种培养体的叶绿素a浓度测量参 

照文献f91，根据各混合样品的实际配制比例计算 

各混合样品中各组分的叶绿素 a浓度． 

1。3 浮游植物活体激发荧光光谱测量 

测量前将 3种藻纯种培养体以及各混合 

浮游植物培养体暗适应 30min．利用 Ls55型 

荧光分光光度计(PerkinElmer公司)测量上述 

各样 品激发荧光光谱，发射波长为 684nm，激 

发波长 400～650nm，波长间隔 O．5nm，狭缝宽 

度 10nm．每个样品测量 3次，平均值作为测量 

结果． 一 

2 结果与讨论 

2。1 浮游植物活体荧光产生机理和激发荧光光 

谱特征 

浮游植物体内叶绿素 a和辅助光合色素 

吸收的光能一部分 由叶绿素 a通过荧光形式 

释放，其最大发射荧光波长为684nm左右．由于 

对不同波长的激发光吸收效率不 同，即吸收的、 

光能不同，使得不同波长激发下叶绿素 a的荧 

光强度不伺，形成特征的激发荧光光谱．活体浮 

游植物的叶绿素荧光主要是由光系统 II(PS II) 

天线系统中的叶绿素 a发射l1Ⅲ．图 1为 PSII天 

线系统光能吸收和荧光发射的一般模式．天线 

系统由含叶绿素 a的核心天线和与种类相关 

的外周天线组成，核心天线吸收的光能可以直 

接传递给反应中心进行光合作用，而外周天线 

吸收的光能需要首先传递给核心天线，再 由核 

心天线传递给反应中心l1卜 】．不同的外周天线 

色素具有不同的吸收光谱，因此含有不同组成 

外周天线色素的浮游植物具有不同的激发荧 

光光谱 引． 

不同种群的浮游植物通常具有不 同组成 

的外周天线色素，如绿藻 门的外周天线色素为 

叶绿素 a／b，蓝藻门外周天线色素为藻蓝素，硅 

藻门外周天线色素为叶绿素 a／c和类胡萝 卜 

素l1训．淡水富营养化优势浮游植物可 以按照 

外周天线色素组成分成 3组，即绿色组、蓝色 

组和褐色组．本研究选用铜绿微囊藻、小球藻 

∞ 加 ：。 加 ∞ m 

m m 蝤 ：2 ：2 m 加 m ：2 

m m ：。 ：。 加 
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和脆杆藻分别作为蓝色组、绿色组和褐色组 

的代表浮游植物 ．实验测得的铜绿微囊藻、 

小球藻和脆杆藻的归一化激发荧光光谱存在 

显著的差异(图 1)． 

骥 

1 

图 1 脆杆藻、铜绿微囊藻和小球藻纯种培养体激发 

荧光光谱 

Fig．1 Excitation fluorescence spectra of three species 

of Phytoplankton culture(FragiIaria sp，Microcystis 

aeruginosa，Chlorella vulgaris) 

由图 1可见，铜绿微囊藻的最大激发荧光 

峰位于 610nm 处，其次为 435nm 处，分别由活 

体细胞 内藻蓝蛋 白和叶绿素 a吸收产生 球 

藻的最大激发荧光峰位于 480nm 处，其次为 

435，648nm处，这 3处激发荧光峰均 由叶绿素 a 

吸收产生，同时在 470nm 处存在一小肩峰，是 

由叶绿素 b吸收造成的；脆杆藻的最大激发荧 

光峰位于 440nm处，同时在 480，650nm处存在 

小激发荧光峰，均由叶绿素 a吸收产生，460nm 

处存在的肩峰 由细胞内的叶绿素 C吸收产生， 

在 490～580nm处，由于多种类胡萝 卜素的吸收 

产生一个较大的吸收宽峰111,14]．由此可见，活 

体细胞 内的外周天线色素组成差异使得不 同 

种群的浮游植物具有显著不同的激发荧光光 

谱，而同一种群浮游植物则具有相似的激发荧 

光光谱． 

2．2 基于全波长激发荧光光谱的浮游植物分类 

测量 

根 据多组分混合 物荧光强度相加性 原 

则[10]7混合浮游植物培养体 的某一激发波长 

处的激发荧光强度为该激发波长处所有浮 

游植物培养 体激发荧光强度之和，用公式表 

示如下： 

厶i 

． ． 

j s ⋯ 

j s
，  ⋯  

3 s 3 s ⋯· {s。 

j s {s ⋯ 

{s
u 

⋯ {s 

M = =∑ +r 

式中：M 为测量得到的混合浮游植物培养体各波 

长的激发荧光强度； 为激发波长 处的激发荧 

光强度； 为单位浓度第 k种纯种浮游植物培 

养体激发波长 处的激发荧光强度； 为第k种 

浮游植物培养体的浓度；r为钡0量误差． 

由此可见，若单位浓度浮游植物纯种培养体 

的标准激发荧光光谱已知，根据测量得到的混合 

浮游植物培养体的激发荧光光谱，利用多元线性 

回归的方法可以求出混合培养体中各组成浮游 

植物的浓度． 

基于上述原理，本研究利用全波长的激发荧 

光光谱(400～650nm，0．5nnl波长间隔)对 3种浮游 

植物纯培养体和配制的 1O种不同浓度比例的浮 

游植物混合培养体的激发荧光光谱进行了多元 

线性回归分析，得到了混合培养体中 3种浮游植 

物组分的浓度． 

由表 2可见，铜绿微囊藻和小球藻的计算浓 

度与实际浓度非常接近，基于全波长激发荧光光 

谱的多元线性回归准确地计算得到了混合样品 

中铜绿微囊藻和小球藻的浓度，二者的误差分别 

为 1．67％～12．7O％和 0．91％～12．70％，平均误差为 

5．44％和 6．44％；脆 杆藻误差较大，为 6．11％～ 

40．20％，平均误差 2O．71％，原因可能是混合样品 

中脆杆藻的荧光强度大大低于铜绿微囊藻和小 

球藻的荧光强度，计算结果更易受到铜绿微囊藻 

和小球藻荧光强度变化的影响． 
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表2 混合浮游植物培养体样品各组分实际浓度与全波段激发荧光光谱多元线性回归 

计算浓度的比较 

Table 2 Comparison of true concentrations and calculated concentrations by multivariate linear 

regression of entire excitation fluorescence spec~a for three phytoplankton components in 

mixed phytoplankton cultures 

2。3 基于多波段激发荧光光谱的浮游植物分类 

测量 

浮游植物激发荧光光谱的差异主要是外周 

天线色素组成不同造成的，某一色素通常在某些 

特定波段有较强吸收，使得相应波段具有较强的 

激发荧光强度．因此，不同浮游植物的激发荧光光 

谱主要在某几个波段存在较大的差异．根据多元 

线性回归的原理，只需合理选择激发荧光差异最 

为显著的若干波段，即可使用这些波段替代整个 

激发荧光光谱进行多元线性回归分析．大大节省 

了测量光谱的时f．q~H多元线性回归的计算量，使 

得该方法更适用于便携式小型荧光仪． 

根据 3种浮游植物所含外周天线色素的最 

大吸收 波长，结合其 实际激 发荧光光 谱，以 

440，480，520，610nm作为波段中心波长，分别选择 

20，10,4nm波段宽度进行 4波段激发荧光光谱多 

元线性回归分析． 

由表3，图2可见，20，l0nm波段宽度的多元线 

性回归与全波长多元线性回归结果的误差范围 

与平均误差接近，而4nm波段宽度多元线性回归 

分析结果的误差范围和平均误差明显高于全波 

长多元线性回归结果．因此，可以认为 20，10nm波 

段宽度的 4个特征波段可以用来替代整个激发 

荧光光谱进行多元线性回归分析．基于多波段激 

发荧光光谱的多元线性回归可以准确地对混合 

浮游植物浓度进行分类测量。 

表3 不同波段宽度多元线性回归结果误差分析(％) 

Table 3 Error an alysis of multivariate linear regression 

results for different chosen band width(％) 

波段 
铜绿微囊藻 小球藻 脆杆藻 

范围 平均值 范围 平均值 范围 平均值 

与其他荧光光谱(如三维荧光光谱)分类算 

法比较，基于全波长激发荧光光谱和多波段激发 

荧光光谱的浮游植物分类测量方法具有光谱简 

单、计算快速等优点，在便携式的浮游植物荧光 

检测设备中具有很好的应用前景． 
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混合样品 

图2 混合浮游植物培养体样品各组分实际浓度与多波 

段激发荧光光谱多元线性回归计算浓度比较 

Fig．2 Comparison of true concentrations and calculated 

concentrations by multivariate linear regression of multi 

excitation fluorescence bands for three phytoplankton 

components in mixed phytoplankton cultures 

3 结语 

基于全波长激发荧光光谱和不同波段宽度 

的多波段激发荧光光谱，利用多元线性回归算法 

计算得到了铜绿微囊藻、小球藻、脆杆藻混合浮 

游植物培养体中各组分的浓度．其中，全波长激发 

荧光光谱计算得到的铜绿微囊藻、小球藻、脆杆 

藻的浓度误差分别为 1．67％～12．70％、0．91％～ 

12．70％和 6．11％～40．20％，平 均 误 差 分 别 为 

5．44％、6．44％和 20．71％．20，lOnm波段宽度的多 

波段激发荧光光谱计算结果与上述结果近似，而 

4nm 波段宽度的多波长激发荧光光谱计算得到 

的3种藻类浓度误差则显著增大． 
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