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样品保藏方式与时间对海洋底栖细菌及原生生物荧光计数效能的

影响 
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摘要: DAPI 荧光染色技术已广泛应用于浮游细菌及原生生物的定量研究, 但对底栖生物的定量效能

尚缺必要的研究。比较了冷冻和冷藏两种保藏方式以及保存时间对 DAPI 荧光计数底栖细菌、蓝细菌、

硅藻、不同粒级自养小鞭毛虫 (PNF) 和异养小鞭毛虫 (HNF) 的影响。对黄海冷水团三个站位表层   
2 cm 底栖样品进行的 4℃冷藏与−20℃冷冻避光保存的比较研究表明, 两种保藏方式下两个站位的所

有研究对象均无显著差异, 但另一站位的 PNF (2~5 μm 和 5~10 μm) 的冷藏保存显著优于冷冻保存。

对选取的另外两个站位 (0~2 cm 和 2~5 cm 分层) 的样品经 1 个月和 4 个月冷藏保存后的分析表

明, 对于底栖细菌、蓝细菌、PNF (5~10 μm)、PNF (＞10 μm)、HNF (＞10 μm) 和硅藻在保存 1 个月

和 4 个月后的计数没有显著差异, 而对于 PNF (2~5μm)、HNF (2~5 μm)、HNF (5~10 μm) 保存 4 个
月的数量明显低于保存 1 个月的样品, 如其中一个站位的 0~2 cm 分层的 PNF (2~5 μm) 丰度减少

了 47.4%, 2~5 cm 分层的丰度减少了 59.6%, HNF (2~5 μm) 和 HNF (5~10 μm) 经 4 个月后丰度降

为 0。本研究表明, 对底栖细菌、蓝细菌以及原生生物的定量计数可因样品、保藏方式及保存时间的

不同而产生差异, 因此对于底栖样品短期内宜采用避光、冷藏保存, 并在带回实验室后尽快分析。 
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DAPI (4′,6-diamidino-2-phenylindole, 4′,6-联脒- 
2-苯基吲哚) 是一种灵敏度高、特异性强的荧光染料, 
对细胞核及染色体有很好的染色效果。它可与 DNA 
的 A-T 碱基结合形成 DAPI-DNA 复合物, 该复合
物在紫外激发光 (365nm) 下会发出蓝色荧光。而福
尔马林固定的样品经  DAPI 染色时 ,甲醛可诱发蛋
白质中的芳香乙胺基团转化为荧光色团, 从而使细
胞质荧光较强, 由此可见整个细胞的轮廓 [1]。此外, 
细胞内的色素体在绿色激发光下发出红色荧光, 可
计数自养鞭毛虫。由此, DAPI 不仅用于细菌计数, 
也可用于蓝细菌、硅藻、自养和异养小鞭毛虫及纤

毛虫等微型底栖生物计数。结合复染剂 Evans Blue 
的使用, 可使染色后的细胞更容易辨认[2]。 

样品的保藏方式及保存时间是影响 DAPI 荧光
计数效能的重要因素。对海洋浮游细菌及鞭毛虫的

研究发现 , 固定后的样品随着保藏时间延长 , 可造
成数量低估[3]。Daley 等[4]、Sherr 等[5]及 Kepner 等[6]

发现经福尔马林固定的浮游样品于 5℃下避光保存 
1~3 周后 , 对细菌的计数结果无差异。Porter 等 [7]

报道福尔马林固定的浮游样品经 DAPI 染色后封片, 

4℃下保存 24 周对细菌的计数结果无差异。但Hyun 
等 [8]报道经福尔马林固定后的浮游样品 , 贮藏于样
品瓶的计数结果优于封片保存的。Turley 等[3, 9]用戊

二醛固定浮游样品并经常温避光保藏, 40 天后发现
对细菌的计数数量平均减少了 39%, 而经 DAPI 染
色封片并冷冻保存 70 d 的细菌计数则无影响。而
Pomroy[10]发现经过 Lugol’s 液固定的浮游样品在室温
避光保存 4 年未造成对细菌数量的低估, 对鞭毛虫可
保存 10年甚至更长而无数量变化。但是, 上述研究均
源自浮游样品, 对于底栖样品则缺少系统的研究。仅
Hamels 等[11, 12]报道沉积物中的鞭毛虫经 DAPI 染色
封片后可冷冻避光保存 1 个月, 而经 Percoll 液提取
后的鞭毛虫经同样处理可保存 2个月。  
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由于细菌及原生生物因可附着于其他生物体和/
或沉积物颗粒表面 (如“海雪”), 若不加处理直接
以 DAPI 进行荧光计数, 可对其数量乃重要性造成
不同程度的低估[13~15]。目前最为有效的做法是首先

利用超声波等设备将底栖生物与沉积物分散开, 然
后再行染色计数。但在野外尤其是海上取样时, 因取
样站位多、时间紧、超声波分散仪及离心设备等现

场无法使用 , 将样品进行保藏  (冷冻或冷藏) 后带
回室内分析是较为可行的方法。保藏方式对于无细

胞壁的原生生物尤为重要, 如在冷冻保藏的冻融过
程中, 可因细胞膜的破裂而无法准确计数。此外, 出
海采集常涉及大量样品, 样品分析完成常需数周甚
至数月。因此, 测试不同保藏方式和保存时间对沉积
物样品定量分析的影响, 是对数量进行准确估算的
重要环节。 

作者采用 DAPI 荧光染色计数法对海洋沉积物
样品中的细菌、蓝细菌、自养小鞭毛虫 (PNF) 和异
养小鞭毛虫  (HNF) 及硅藻进行了冷藏与冷冻两种
保藏方式的比较分析, 同时比较研究了不同保藏时
间 (1 个月和 4 个月) 对这些微型底栖生物计数结
果的影响。 

1  材料与方法 

1.1  研究站位和样品采集 
用内径 1.6 cm 的采样管 (注射器改造), 从未

受扰动的  0.1 m2 改进型  Gray-Ohara 箱式采泥器
中, 随机采集 5 cm 长芯样 4 个, 每个芯样按 0~  
2 cm、2~5 cm 分层移入 50 mL 离心管中, 加入经滤
膜 (孔径 0.22 µm) 过滤的海水配制的 2.5% 甲醛溶
液分别至 20 mL 和 30 mL 进行固定。每个重复各
取 10 mL 后合并共计 40 mL, 一份于 4  ℃ 避光冷

藏保存, 一份放置在冰柜−20  ℃ 避光冷冻保存。  
冷冻和冷藏对比实验选取  2007 年  7 月采集

自黄海的编号为 3205 (32°N, 124.5°E)、3403 (33.5°N, 
123°E)、4018 (33°N, 122.5°E) 三个站位的 0~2 cm 
分层样品; 保存时间实验选取 2008 年开放共享航
次编号为 3400-8(34°N, 124°E)、3800-1(38°N, 121.7°E) 
两个站位的 0~2 cm、2~5 cm 分层的样品 (图 1)。
沉积物粒度分析采用 Cilas (940L) 型激光粒度仪进
行测定。其他环境资料来自温盐深测定仪 (CTD) 现
场测定。 

 

图 1  黄海采样站位 
Fig. 1  Sampling stations in the Yellow Sea 

 

1.2  样品分析方法 

取适量样品 (约 2mL) 加入焦磷酸四钠 (f. c.  
1 mmol/L), 常温避光培育 15~30 min。经 JY92-II 
超声波分散处理 180 s (振幅 109 μm, 50 W, 6 mm 
Microtip), 为避免样品过热, 每超声破碎处理 45 s, 
冷却 1 min。取分样后, 根据镜检样品中生物的密度, 
调节至适当的稀释倍率 (细菌以每个视野 20~30 个  
为宜 , 鞭毛虫以沉积物不遮挡生物为宜 ), 加入 
DAPI (f. c. 5 mg/L) 和复染剂  Evans Blue (f. c. 
10−6g/mL), 低温避光染色 10 min[1~3,9,13]。染色样品

经  Sartorius 真空过滤系统浓缩过滤到黑混合纤维
素膜上。封片后置于 Zeiss Axioskop 2 plus HBO 100 
荧光显微镜油镜下镜检计数。细菌的计数在紫外光

激发 (BP 365/12, FT 395, LP 397) 下, 每片随机计
数 20~40 个视野, 总计 500 个左右。鞭毛虫的计数
根据其最长粒径划分为 2~5 µm, 5~10 µm, ＞10 µm 
三个粒级, 先在紫外激发光下每片随机计数 50 个视
野  (此为鞭毛虫总数 ), 后转换至绿色激发光  (BP 
546/12, FT 580, LP 59) 下, 每片快速随机计数 50个
视野 (为自养小鞭毛虫 (PNF) 总数) [5,16]。异养小鞭

毛虫  (HNF) 的数目为鞭毛虫总数与自养小鞭毛虫
数目的差值。根据视野面积以及样品稀释倍率换算

各生物类群的最终丰度。微型底栖生物丰度的计算

按如下公式:  

f( / ) / VA N S SD=  
其中, A为丰度(个/mL); N为各视野平均数(个); Sf为
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1000×下显微镜视野面积(cm2); S 为滤膜实际过滤面
积(cm2); D为稀释倍数; V为染色用的样品体积(mL)。 

文中采用如下缩写 : 自养小鞭毛虫  PNF (2~   
5 µm)、PNF (5~10 µm)、PNF (＞10 µm); 异养小鞭毛
虫 HNF (2~5 µm)、HNF (5~10 µm)、HNF (＞10 µm)。 

1.3  数据统计分析 
采用 SPSS 15.0 统计软件进行分析, 将沉积物

中各类群丰度的不同处理进行 T-test 检验。为使数
据正态分布, 将原始数据经过 log 转化处理。 

2  结果 

2.1  站位基本情况 
实验中 5 个站位 (3205、3403、4018、3400-8、

3800-1) 的环境因子见表 1。 

表 1  五个站位 3205、3403、4018、3400-8、3800-1 的环

境因子 
Tab.1  Environmental factors of the five stations: 3205, 

3403, 4018, 3400-8, and 3800-1 

站位 水深 
(m) 

底层水 
温度(℃) 

底层水 
盐度 

沉积物 
类型 

3205 36.5 19.1 32.0 St-S 
3403 78.3 7.7 32.7 St-C 
4018 27.2 20.8 31.9 S-St 

3400-8 78.3 9.9 33.6 C-St 
3800-1 33.9 12.7 31.3 St 
注: S代表砂; St代表粉砂; C代表黏土 

 

2.2  保藏方式实验 
利用 DAPI 染色, 对三站位 (3205、3403、4018) 

0~2 cm 分层的冷冻、冷藏样品进行分析。荧光镜检
观察到细菌及各种原生生物的形态如图 2 所示, 细 

 

图 2   DAPI 染色后的细菌 (2-1)、硅藻 (2-2, 2-3)、鞭毛虫 (2-4~2-7) 及蓝细菌 (2-8) 
Fig. 2  Bacteria (2-1), diatoms (2-2 and2- 3), flagellates (2-4~2-7) and cyanobacteria (2-8) stained with DAPI 

2-1, 2-2, 2-6~2-8 为紫外激发光下呈现亮蓝色荧光的细胞或细胞核; 2-3~2-5为绿色激发光下呈现红色自发荧光的色素体。标尺为 10µm 
2-1, 2-2, and 2-6~2-8, cells or cell nuclei fluorescing bright blue under UV light; 2-3~2-5, chromatophores fluorescing red autofluorescence 
under green light. Scale bars =10 µm 
 
菌大小约为 1~2 µm, 常见为球菌、杆菌、弧形菌; 硅
藻种类多样, 有圆筛藻、曲舟藻、直链藻等, 常见 10 µm

大小的直链藻; 鞭毛虫形态多种多样, 有球形, 椭球
形等, 个体大小差异也较大; 蓝细菌多为 2 个或 4 
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个一组存在。 
图 3 示 3205、3403、4018 站冷冻、冷藏两种

保藏方式下各类群的丰度。三个站位冷冻样品中细

菌平均丰度为 8.69×108±2.92×108 个/mL, 较冷藏样
品低  25% (平均  1.16×109±0.31×109 个 /mL), 2~   
5 µm 的鞭毛虫平均丰度为 4.00×106±0.97×106 个/mL, 
较冷藏样品低  25％  (平均  5.39×106±1.92×106    
个/mL), 5~10 µm 的鞭毛虫平均丰度为  5.07×105± 
3.06×105个/mL, 较冷藏样品低 23％(平均 6.61×105 ± 
3.06×105 个 /mL), ＞10 µm 的鞭毛虫平均丰度为 
4.50×104±4.82×104 个/mL, 较冷藏样品低 79％ (平
均 2.18×105±1.38×105 个 /mL), 硅藻平均丰度为 
8.35×104±7.71×104个/mL, 较冷藏样品低 13％ (平均
9.63×104±13.9×104 个 /mL), 蓝细菌平均丰度为 
2.56×106±0.75×106个/mL, 较冷藏样品高 9％ (平均 
2.35×106±0.86×106 个 /mL)。沉积物中细菌在丰度 
(108～109) 上占绝对优势 (冷藏冷冻样品 98.84%~ 
99.35％), 冷藏保存下 4018 站的细菌丰度最高; 其
次是自养小鞭毛虫 (丰度占 0.32%~ 0.57%)、蓝细菌 
(丰度占 0.12%~0.40%)、异养小鞭毛虫  (丰度占
0.02%~0.25%), 硅藻丰度所占比例最小 (0~0.02%)。
三个站位沉积物样品中相同粒级的自养小鞭毛虫的

丰度均高于异养小鞭毛虫。自养小鞭毛虫丰度 4018 
站最高, 其次是 3403 站、3205 站。按鞭毛虫大小
看, 2~5 µm 鞭毛虫的丰度最高, 5~10 µm 鞭毛虫丰
度次之, ＞10 µm 鞭毛虫丰度最小。 

T-test 检验结果表明, 冷冻、冷藏两种保藏方式
下, 3205 站和 3403 站的各测试对象: 细菌、硅藻、
蓝细菌、自养小鞭毛虫、异养小鞭毛虫均无差异 ; 
4018 站的细菌、硅藻、蓝细菌、异养小鞭毛虫及 PNF 
(＞10 µm) 均无差异, 而 PNF (2~5 µm)、PNF (5~  
10 µm) 存在显著差异 (P＜0.05), PNF (2~5 µm) 冷藏
样品丰度显著高于冷冻样品 92.1%, PNF (5~10 µm) 
冷藏样品丰度显著高于冷冻样品 89.5% (表 2)。 

2.3  保藏时间实验 

为研究不同保藏时间对细菌及各原生生物类群

定量计数的影响 , 对来自黄海的两个站位 (3400-8 
及 3800-1) 0~2 cm 及 2~5 cm 分层的样品经保存 
1 个月和 4 个月后的对比分析见表 3。两个站位的
各类群中, 细菌丰度均超过 99％, 自养小鞭毛虫占 
0.42%, 异养小鞭毛虫、蓝细菌, 硅藻所占比例最小。
在保存 1 个月和 4 个月后各类群所占的百分比基
本保持稳定。统计分析表明 ,  不同保存时间下 ,  

 

 

图 3  冷冻及冷藏两种保藏方式下 3个站位 (3205、3403、4018) 的细菌 (a)、硅藻 (b)、蓝细菌 (c)、自养小鞭毛虫 (d) 
和异养小鞭毛虫 (e) 的丰度 

Fig. 3  Abundances of bacteria (a), diatoms (b), cyanobacteria (c), PNF (d) and HNF (e) from Stations 3205, 3403 and 4018, 
respectively. Samples that underwent either 4 °C or −20 °C storage were measured 
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表 2  不同保藏方式下 3205、3403、4018 站位的 0~2cm 分层细菌, 蓝细菌及原生生物的 T-Test 检验  
Tab. 2  T-Test analyses of bacteria, cyanobacteria and protists in the 0~2 cm layer at Stations 3205, 3403 and 4018 under 

two different preservations 

T-test 
类群 站位 

T DF P 
细菌 3205 −1.249 4 0.280 

 3403 −0.980 4 0.383 
 4018 −2.476 4 0.068 

蓝细菌 3205 1.467 4 0.216 

 3403 −1.626 4 0.179 
 4018 0.880 4 0.429 

硅藻 3205 0.598 4 0.582 
 3403 1.183 2 0.356 
 4018 −0.738 4 0.502 

PNF (2~5 μm) 3205 1.186 4 0.301 
 3403 2.473 4 0.069 
 4018 −4.752 4 0.009* 

PNF (5~10 μm) 3205 0.379 4 0.724 
 3403 −1.729 4 0.159 
 4018 −3.064 4 0.038* 

PNF (＞10 μm) 3205 −0.059 4 0.956 
 3403 −1.129 2 0.376 
 4018 −1.470 2 0.279 

HNF (2~5μm) 3205 −1.181 4 0.303 
 3403 −2.538 2 0.111 
 4018 0.007 4 0.995 

HNF (5~10μm) 3205 0.773 4 0.483 

 3403 −0.032 4 0.976 

 4018 −1.000 2 0.423 
HNF (＞10μm) 3205 −0.707 4 0.519 

 3403 −0.786 4 0.476 
 4018 1.000 2 0.423 

注: * 表示差异显著 (P < 0.05) 

 

3400-8 及 3800-1 站的两个分层的细菌、蓝细菌、
PNF (5~10 μm)、PNF (＞10 μm)、HNF (＞10 μm) 和
硅藻均无差异。3400-8 站两个分层的 HNF (2~5 μm) 
均有显著差异, 保存 4 个月后镜检均未检获到; 而 
PNF (2~5 μm) 和 HNF (5~10 μm)均无差异。3800-1 
站 0~2 cm分层的 PNF (2~5 μm)和 HNF (5~10 μm) 
均有显著差异, 保存 4个月后 PNF (2~5 μm) 的丰度
比 1个月时减少了 47.4%, HNF (5~10 μm)未检获到; 
2~5 cm分层的 PNF (2~5 μm)、HNF (2~5 μm)均有显
著差异, 保存 4个月后 PNF (2~5 μm)丰度比 1个月
时减少了 59.6%, HNF (2~5 μm)未检获到 (表 3和表
4)。 

3  讨论 

3.1  保藏方式对定量的影响 

Porter 等[7]报道福尔马林固定后的浮游样品经 
DAPI 染色封片后, 4℃保存 24 周, 细菌计数结果无
差异。Hyun 等[8]研究发现浮游样品采集后经福尔马

林固定 , 一部分存于样品瓶中 , 一部分现场染色封
片, 均冷冻保存 90 天。结果显示存于样品瓶后的细
菌数量为原来的 95%, 而封片中细菌数量为原来的
80%, 且反复冻融可造成细菌数量损失。但有关底栖
样品保藏后对实验结果的影响研究极少。本研究三
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表 3  两站位(3400-8, 3800-1)的 0~2 cm 及 2~5 cm 分层样品在保存 1 个月和 4 个月后的细菌、蓝细菌及原生生物的丰度 
Tab. 3  Abundance of bacteria, cyanobacteria and protists in the 0~2 cm and 2~5cm layers of Stations 3400-8 and 3800-1 

after 1 and 4 months 

站位 3400-8 站位 3800-1 
类群 分层 

(cm) 1个月丰度 
(个/mL) 

4个月后丰度 
(个/mL) 

1个月丰度 
(个/mL) 

4个月后丰度 
(个/mL) 

细菌 0~2 5.67×108 9.14×108 1.89×109 1.48×109 
 2~5 2.67×108 3.03×108 1.21×109 8.93×108 

蓝细菌 0~2 2.50×105 8.68×105 3.54×106 2.86×106 
 2~5 2.12×105 3.79×105 2.35×106 2.27×106 

PNF (2~5μm) 0~2 1.89×106 1.68×106 5.20×106 2.74×106 
 2~5 1.10×106 1.10×106 4.20×106 1.70×106 

PNF (5~10μm) 0~2 2.31×105 2.12×105 6.36×105 5.59×105 
 2~5 2.50×105 1.82×104 3.89×105 5.39×105 

PNF (＞10μm) 0~2 5.78×104 3.85×104 5.78×104 1.93×104 
 2~5 0 0 3.85×104 9.63×104 

HNF (2~5μm) 0~2 7.51×105 0 3.04×106 3.24×105 
 2~5 1.19×106 0 6.77×106 0 

HNF (5~10μm) 0~2 5.78×104 4.78×104 4.44×105 0 
 2~5 1.93×104 2.04×104 2.04×105 0 

HNF (＞10μm) 0~2 0 1.64×104 7.71×104 2.10×105 
 2~5 0 1.93×104 5.71×104 0 

硅藻 0~2 0 0 4.13×105 5.79×104 
 2~5 0 0 1.33×105 0 

 
表 4  两站位(3400-8, 3800-1)的 0~2 cm 及 2~5 cm 分层在保存 1 个月和 4 个月后的细菌及原生生物的 T-Test 检验结果  
Tab. 4  T-Test analyses of bacteria and protists in the 0~2 cm and 2~5cm layers of Stations 3400-8 and 3800-1 after 1 and 

4 months 
T-test 

0~2cm 2~5cm 类群 站位 

T DF P T DF P 
细菌 3400-8 −3.549 2.133 0.065 −1.292 4 0.266 

 3800-1 1.623 4 0.180 2.187 4 0.094 
蓝细菌 3400-8 −1.192 2.008 0.355 −1.030 2.011 0.411 

 3800-1 0.350 4 0.744 0.305 4 0.775 
PNF (2~5μm) 3400-8 0.064 4 0.952 −0.084 4 0.937 

 3800-1 6.176 4 0.003* 2.994 4 0.040* 
PNF (5~10μm) 3400-8 −0.380 4 0.723 2.404 2.012 0.137 

 3800-1 0.891 4 0.423 −1.519 4 0.203 
PNF (＞10μm) 3400-8 −0.605 4 0.578 − − − 

 3800-1 0.739 4 0.501 −1.907 2.036 0.194 
HNF (2~5μm) 3400-8 32.754 2 0.001* 22.663 4 0.000* 

 3800-1 2.191 2 0.157 73.194 4 0.000* 
HNF (5~10μm) 3400-8 0.655 4 0.548 −0.549 4 0.612 

 3800-1 48.747 2 0.000* 1.998 2 0.184 
HNF (＞10μm) 3400-8 −1.000 2 0.423 −1.000 2 0.423 

 3800-1 −1.180 2.008 0.359 1.997 2 0.184 
硅藻 3400-8 − − − − − − 

 3800-1 −0.757 2.004 0.528 1.000 2 0.423 
注: * 表示显著差异 (P < 0.05), − 表示未检测到 
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个站位中, 对于细菌、蓝细菌、硅藻、三个粒级的异
养小鞭毛虫以及大于 10 µm的自养小鞭毛虫, 冷冻、
冷藏两种保藏方式无差异; 而对于 2~5 µm 与 5~10 
µm 的自养小鞭毛虫来说, 在一个站位呈现差异显著, 
冷藏获得的丰度高于冷冻保藏。原因可能在于冷冻

样品的解冻过程对细胞尤其是较大个体的细胞造成

破碎, 解冻对于细胞壁较为坚实的细菌和蓝细菌的
影响较小, 而对于细胞壁不太坚实的鞭毛虫则影响
较大。因此, 对沉积物样品短期内宜采用避光冷藏保
存。此外, 沉积物类型的不同, 也会对定量计数造成
影响: 例如, 含砂量较多的样品过滤到黑膜上后, 可
造成细胞分布不均或镜检时焦距不同而影响计数 , 
而含泥较多则会遮掩部分细菌及小的原生生物。 

3.2  样品保存时间对定量的影响 
在样品保存时间对底栖生物定量分析的影响方

面, 迄今尚无研究报道。Daley 等 [4]、Sherr 等 [5]及

Kepner 等[6]发现经福尔马林固定的浮游样品于 5℃ 
下避光保存 1~2 周后, 对细菌的计数结果无差异。
Turley[9]曾报道经戊二醛固定后的浮游样品常温避

光保藏, 前 40 天内细胞数量平均减少 39%, 并证实
无论以何种固定液 (戊二醛或甲醛)、样品瓶 (无色
或棕色瓶) 或染色剂 (AO或DAPI) 处理, 均会造成
细胞数量的低估。本研究表明样品随着保存时间的

延长 (保藏 1 个月和 4 个月), 对其定量计数依不同
研究对象而有程度不同的影响: 对于细菌、蓝细菌、
PNF (5~10 μm)、PNF (＞10 μm)、HNF (＞10 μm)、
硅藻保存 4 个月后计数无影响; 而对于 PNF (2~5 
μm)、HNF (2~5 μm)、HNF (5~10 μm) 的影响不同, 
例如样品保存 4个月后, 在 3800-1站 0~2 cm分层的 
PNF (2~5 μm) 丰度比 1个月时减少了 47.4%, 2~5 cm 
分层的丰度减少了 59.6%, 而且统计分析存在差异
的 HNF (2~5 μm)和 HNF (5~10 μm)在 4个月后丰度
降为 0。可见样品保藏时间对异养小鞭毛虫的影响比
自养小鞭毛虫的影响大。总体上, 样品保藏 4个月对细
菌、蓝细菌、硅藻均无影响, 但对鞭毛虫有一定的影响, 
因此建议对鞭毛虫样品在采集后宜尽快分析。 

4  结语 

冷冻和冷藏两种保藏方式对于细菌、蓝细菌和

硅藻的影响未呈现明显差异, 但对于自养小鞭毛虫
则冷藏优于冷冻方式, 故建议短期内对沉积物样品
采取避光冷藏保存, 并在采集后尽快完成样品的定

量分析。 
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Abstract: The method of epifluorescence microscopy with DAPI staining has been widely used in the quantitative 
research of planktonic bacteria and protists, but scarcely applied in benthic study. We tested the effects of cold (4 °C) 
and freezing (−20 °C) storage and preservation duration on the enumeration of marine benthic bacteria, cyanobac-
teria and protists including diatoms, phototrophic nanoflagellates (PNF) and heterotrophic nanoflagellates (HNF) by 
DAPI epifluorescence microscopy. Samples were collected from 0~2 cm and 2~5cm sediment layers in the Yellow 
Sea, preserved with 2% glutaraldehyde, and stored at 4℃ and -20℃ in the dark, respectively. The results suggested 
no significant differences in benthic abundance between the 0~2 cm surface samples stored at 4℃ and −20℃ at two 
stations, while at one station the abundances of PNF (2~5 μm, 5~10 μm) stored at 4℃ were higher than that at 
−20℃. The effects of preservation duration was further tested using sediment samples collected from 0~2 cm and 
2~5 cm sediment layers and stored at 4℃ in the dark. The abundances of bacteria, cyanobacteria, diatoms, PNF and 
HNF were measured after one- or four-month storage. Statistical analyses showed that storage time had no signifi-
cant effect on the enumeration of benthic bacteria, cyanobacteria, PNF (5~10 μm), PNF (＞10 μm), HNF (＞10 μm) 
and diatoms. However, the abundances of PNF (2~5 μm), HNF (2~5 μm) and HNF (5~10 μm) were distinctly de-
creased after four months. Our experiments suggest that preservation temperature and duration as well as sediment 
types may influence the enumeration efficiency of marine benthic microorganisms. Thus, it is recommended that 
marine benthic samples can be temporarily stored at 4 °C in the dark and should be enumerated as soon as possible. 
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