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海洋微型和微微型浮游植物在近年被发现是初

级生产者的重要组成部分 o它们是水域营养能级与食

物网中一个不可缺少的基本环节 o它们数量的多寡是

水域初级生产力的一个重要指标 ∀对它们的测量传统

上通常是利用显微镜 o根据观察到的微型植物的形态

来对它们进行识别和计数 ∀这样的观察手段 o使得以

往的研究限制了对微型尤其是微微型浮游植物的分

类 !大小 !活性和数量的测量 o阻碍了这一领域的研究

进程 ≈u ∀

流式细胞术kƒ̄ ²º ≤¼·²°̈ ·̈µ简称 ƒ≤ �l是 zs年代

发展起来的一种高新细胞分析技术 o自问世以来 o便

被广泛地应用于生物和医学研究的各个领域 ∀{s年代流

式细胞术进入了海洋学的研究≈v 
o为分析海洋浮游植物

群落 o特别是微型植物提供了一种有用的工具 ≈w ox ∀在

国内该技术在微型浮游生物研究的应用尚比较少 ≈t ∀本

文即是使用流式细胞仪 o根据海洋中微微型浮游生物

的自发荧光进行有效快速识别的尝试 ∀

t 材料和方法

tqt 样品采集

样品采自 usss年 ts月 / 东方红 2u0 航次考察的

东 ! 黄海海域 ∀ 海水样品用 ≤×⁄µ²¶̈·̄̈ k≥̈ ¤2�¬µ§

|ts2°̄ ∏¶l采样器采集 o直接转移到棕色瓶中 o并立即

进行现场流式细胞测量 ∀以 ∞z站 ku|βuwq{uχ�~tuxβ

swq{{χ∞l海水样品为本文实验样品 ∀

tqu 实验材料及用品

微量移液器 }用于标准物的 ts ∗ tss Λ̄ 的微量

移液器 ~用于样品制备的 tss ∗ t sss Λ̄ 的微量移液

器 ∀非生物基准物 }°²̄¼¶¦¬̈±¦̈¶公司的 tqssu Λ°的标

准大小黄绿荧光微球k用于仪器参数的设定和样品的

内标l ∀超声波粉碎机k用于标准微球l ∀旋涡混合器

k用于待测样品制备l ∀

tqv 试剂 !标准样品的准备和待测样品的处理

tqvqt 鞘液 以华东师范大学自制的纯净水经

�¬̄̄¬2±系统k终端过滤器孔径为 squuΛ°l制备而成 o超

净水电阻率为 t{qu �8 #¦°∀

tqvqu 内标工作液的准备 于 u °̄ °¬̄̄¬2 ±水中

加 t滴 k约 us Λ̄ l °²̄¼¶¦¬̈±¦̈¶公司的 tqssu Λ°的标准

大小黄绿荧光微球 o在旋涡混匀器混合均匀 o再稀释

tss倍 o作为内标微球的工作液 ∀工作液浓度为 zqz≅ ts
x

个r°̄ ∀

tqvqv 待测样品处理 将采集海水用 us Λ° °×

膜k上海医工院生产l过滤除去大颗粒物质 o取 t °̄ 滤液

加 us Λ̄ 内标微球工作液 o在旋涡混匀器混合均匀 o待

测 ∀

u 流式细胞测量

uqt 仪器基本配置

测量仪器选用美国 �2⁄公司的 ƒ�≤≥¦¤±流式细胞

仪 ∀基本配置 } w{{±°激发波长 ! 激发光斑 usΛ°≅ yw

Λ°!荧光检测波长分别为 }绿荧光kƒ�tl xvs? us±°~橙

荧光kƒ�ul x{x? wx±°~红荧光kƒ�vl� yvs±°∀

uqu 仪器参数的设定

°²̄¼¶¦¬̈±¦̈¶公司的 tqssu Λ°的标准大小黄绿荧

流式细胞术对微微型浮游植物识别初探 m

张利华 张 经 晁 敏

k华东师范大学河口海岸国家重点实验室 上海 usssyul

提要 利用流式细胞术对东 ! 黄海水域中微微型浮游植物进行识别测量的初步探讨 ∀实验

结果表明 o可以直接利用细胞内含有的不同色素 o经氩离子激光器 w{{ ±°波长的蓝光激发产

生的自发荧光 o通过 ƒ�≤≥ ¦¤±流式细胞仪进行识别 ∀进一步的研究可以建立近岸生物群体分

布和丰度研究的实验分析方法 ∀

关键词 流式细胞术 o微型浮游植物 o自发荧光
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光微球设定仪器的各种参数 ∀阈值 ƒ�v� tsv∀ƒ�t光电

倍增管 kƒ�t °�×l 电压为 zsw ∂ ! ƒ�u光电倍增管 kƒ�u

°�×l为 wz| ∂ !ƒ�v光电倍增管kƒ�v °�×l为 yzw ∂ ~侧向

散射光电倍增管k≥≥≤ °�×l为 u{| ∂ !前向散射硅电二极

管kƒ≥≤l为 ∞st∀所有 x个参数的检测器 o其增益都设

定为对数放大 k̄ ²ªl ∀光补偿分别为 } ƒ�u p ƒ�t �

usq|h !ƒ�vp ƒ�u� tsq{h q

uqv 测量数据的采集

用 ≤¨̄¯ p ±∏̈¶·软件采集测量数据 o 并以 �¬¶·

�²§̈ 方式贮存于样品的文件中 ∀待测样品分别上机

进行 u种散射光强度 k前向散射 ƒ≥≤ 和侧向散射

≥≥≤l 和 v种不同波长的自发荧光强度 kƒ�t2绿荧光 !

ƒ�u2橙荧光和 ƒ�v2红荧光l的测量 ∀每个样品 v个重

复 o每次测量 x °¬±∀

uqw 本底数据的测量

用测量样品时的仪器状态进行鞘液的测定 o其

测量值是实验的本底值 ∀样品数据的分析在去除本底

后进行 ∀

v 实验结果的显示 !分析和讨论

vqt 不同的/ 阈0对测量的影响

阈是仪器对测量数据选择性获取的依据 ∀仪器

对/ 阈0可以有 x种kƒ≥≤ !≥≥≤ !ƒ�t !ƒ�u和 ƒ�vl不同的

参数供选择 ∀根据实验的目的 o可以选择其中的一

种 ∀对 ∞z站海水样品用不同的/ 阈0分别测量 t °¬±的

实验结果进行比较可以看出 o当以 ƒ≥≤为 / 阈0 时 o测

得的颗粒数达 ys多万个 o其数据的文件量达到 zqt

� o而欲测的微微型浮游植物细胞k或称为靶细胞l仅

占总颗粒数的 sqsuh ∀选用 ƒ�v为阈时 o测得近 v sss

个颗粒 o其中靶细胞占 tzqxh ∀可见以 ƒ�v为/ 阈0时

微微型浮游植物细胞出现的频数远远地高于以 ƒ≥≤

为/ 阈0时靶细胞出现的频数 ∀因此 o在对海水中的微

微型浮游植物进行识别时 o选用它的特征参数 ƒ�v为

阈 o不仅可以排除海水中大量的非浮游植物的其他生

物 !碎屑 !泥沙颗粒等大量非靶细胞和噪声的干扰信

号 o而且可以节省大量的计算机储存空间 o获得较为

理想的实验效果 ∀

vqu / 光补偿0对测量的必要

/ 光补偿0 的作用是使每一个荧光检测器只检测

一种物质的荧光 ∀

图 t是 |ts型荧光分光光度计检测 v种不同物

质的发射光谱曲线 ∀ 由图可见 o ƒ�×≤kƒ̄ ∏²µ̈¶¦̈¬±

¬¶²·«¬²¦¼¤±¤·̈o异硫氰基荧光染料 o蛋白质的荧光染

料l !≤«̄k叶绿素l和 °∞k藻红蛋白l的荧光发射光谱相互

重叠 o因而流式细胞仪的每个光电倍增管实际检测到

的都是两种或几种荧光之和 o只不过是以某一种物质

的荧光为主 ∀利用流式细胞仪的/ 光补偿0功能 o可以调

节到每一个检测器以只检测一种物质的荧光为主 ∀

图 t ƒ�×≤ !°∞!≤«̄ 的发射光谱曲线

ƒ¬ªqt ∞°¬¶¶¬²±¶³̈¦·µ∏°¦∏µ√̈ ¶²©°∞¤±§≤«̄

图 u °²̄¼¶¦¬̈±¦̈ 公司的黄绿色荧光微球的 ƒ≥≤单参数直方图

ƒ≥≤ }颗粒的相对大小k道l

ƒ¬ªqu �²±²2³¤µ¤°̈ ·̈µ«¬¶·²ªµ¤° ²©ƒ≥≤ ²© ≠¨̄ ²̄º2�µ̈ ±̈ ©̄∏²µ̈¶¦̈±¦̈ ¥̈¤§¶k°²̄¼¶¦¬̈±¦̈¶l
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图 v 细胞亚群的设定

ƒ≥≤ }细胞相对大小 ~ƒ�v细胞内叶绿素相对含量 ~ƒ�u}细胞内藻红素相对含量

ƒ¬ªqv � ª̈¬²± ¶̈·2∏³¶²©¦̈¯̄ ¶∏¥ªµ²∏³¶

k图 v�l在前向光散射kƒ≥≤l对红荧光kƒ�vl绘制的二维点图中 o群体间彼此难以区分 ∀这种信号的阈依据红荧光 o而排除了大多数无叶绿

素荧光的颗粒 ∀k图 v�l以 ƒ≥≤对橙荧光kƒ�ul用同样的测定数据作二维点图 o以内标微球为标准 o就能绘制出具高强度橙荧光颗粒和具低橙

荧光颗粒分开的分界图 k� t和 � ul ∀k图 v≤和 ⁄l 是在 ƒ≥≤对红荧光将两个亚群分别绘制的二维点图 o解决了所有 w种类群的分离 ∀ Σψνε2

χηοχοχχυσk� vl和内标基准物k� wl在图 v≤窗内显示 ∀在图 ⁄中 o真核生物k� yl和 Προχηλοχοχχυσk� xl彼此分离 o并在图基线附近与非荧光颗粒k靠

近原点的实验本底信号l分离 ∀

在微微型浮游植物细胞内 o常含有藻红素 !叶绿

素以及辅助色素等多种细胞色素 o因此当需要了解浮

游植物细胞的荧光特性和各种细胞色素的含量时 o必

须对 v个检测器进行/ 光补偿0设置 ∀这样才能获得细

胞内某一种色素含量k一种荧光强度l的准确结果 ∀

在本实验中使用 °²̄¼¶¦¬̈±¦̈¶公司的 tqssu Λ°的

标准大小黄绿荧光微球 o将/ 光补偿0调节到 ƒ�u°�×o

只测定藻红素 oƒ�v°�×o只测定叶绿素 ∀

vqv 内标基准物的选择

美国 °²̄¼¶¦¬̈±¦̈ 公司的黄绿色荧光微球 o可以

作为海洋微微型浮游植物识别的基准物 ≈y ∀

图 u是 x种不同大小粒径的微球 ƒ≥≤ 的测量结

果 ox个峰依次为 sqw|zotqssuouqtv|oyqsozq| Λ°∀其

测量离散度依次为 vyqsh o yqzh o vq|h o uqvh o

vqsh ∀其中 sqw|z Λ°的微球 o由于其离散度大 k≤∂

值为 vyh l o 以它作为内标时会与 Σψνεχηοχοχχυσ ,

Προχηλοροχοχχυσ的信号相重叠 o因此作者选用了 tqssu

Λ°的微球作为内标基准物 ∀

vqw 细胞亚群的设定

在开放式寡营养海洋中微微型浮游植物样品中

细胞可分成 v部分 kv类群l } Σψνεχηοχοχχυσk聚球藻l o

Προχηλοροχοχχυσk原绿球藻l和 Ευκαρψοτιχ πιχοπηψτοπλανκ2

τονk真核微型浮游生物l ∀如果样品中有内标微球时 o

应该区分出 w个类群 ≈x ∀

对于来自东 !黄海 ∞z站的样品k图 vl ∀将标准物

k°²̄¼¶¦¬̈±¦̈¶公司 otqssu Λ° ≠�微球l加于样品中 ∀

在图 v�k以 ƒ≥≤与 ƒ�v的二维点图l o不能直接区别

各细胞的类别 o唯有内标微球能与所有的浮游生物明

显区分 o因为它的位置是已知的 k在仪器参数设定时

确定的l ∀因此通过它来设门k��×∞l分析 ∀如图 v�o

将所有测量细胞以前向散射kƒ≥≤l对橙荧光kƒ�ul作

二维点图 o以内标微球k含有绿荧光和橙荧光的微球l

为分界 o设定为二个门 ) ) ) �∞×∞t和 ��×∞u∀ ��×∞t

内的细胞为 � t细胞 o��×∞u内的细胞为 � u细胞 ∀� t

细胞是有橙色荧光的细胞 o � u细胞缺乏橙荧光 ∀这

时 o再将 � t细胞以前向散射kƒ≥≤l对叶绿素kƒ�vl作

二维点图 o在图 v≤中 o出现两个亚群 � v和 � wo其中

� w是 tqssu Λ°的内标微球 ∀在图 v⁄中以 � u细胞的

前向散射对叶绿素作二维点图 o这时又有很好的分

离 ∀可以出现 � x !� y二个亚群 ∀此刻 o寡营养海洋中

微微型浮游植物被很好的分辨设定了 ∀

w种类群已被明确 o对它们的大小 kƒ≥≤l和光学

性质kƒ�u !ƒ�vl的分析可以进一步确定这 w种亚群的

类别 ∀

vqx 各亚群细胞的识别

已被设定的 w种类群 o进一步应用 / 逻辑函数0

对它们的各个参数的相对测量值进行统计计算 o以判

别它们是属于哪一类群的微型植物 ∀图 w是以东 !黄

海 ∞z站水深为 vx °处的一个样品为例绘制的测量

细胞各参数的相对强度单参数直方图 ∀图 w�是 ƒ≥≤

直方图 o图 w�和图 w≤分别是细胞亚群的 ƒ�u和 ƒ�v

单参数直方图 o纵坐标k≤²∏±·¶l为细胞出现的频数 o以

/ 个0表示 ∀横坐标为各参数的相对强度 o数值大小以

/ 道数/ 表示 o越向右 o其数值越大 ∀通过各细胞亚群在
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图 w 各亚群的单参数直方图

ƒ≥≤ }颗粒的相对大小 oƒ�u}橙荧光强度 oƒ�v}红荧光强度

� qw个亚群的 ƒ≥≤单参数直方图 ~�qƒ�u单参数直方图 ~≤ qƒ�v单参数直方图

ƒ¬ªqw �²±²2³¤µ¤°̈ ·̈µ«¬¶·²ªµ¤° ²©§¬©©̈µ̈±·¶∏¥ªµ²∏³¶

表 1  Ε7 站海水中各细胞亚群的流式细胞测量结果

Ταβ .1  Ρεσυλτσ οφ φλοω χψτοµετρψ δετεχτιον οφ χελλσυβγρουπσ

细胞

亚群

ƒ≥≤

范围 几何平均值 比值

k道数l k道数l

ƒ�u

几何平均值 比值

k道数l

ƒ�v

几何平均值 比值

k道数l

� v v ∗ { ty qyz s qtz tzv q|u z qxy ty| qxt tt q{

� x u ∗ ux z qyt s qs{ t qus s qsx ut qxu t qxs

� y uv ∗ x wux t|v qyx t q|{ t qyy s qsz t uu{ qsw {x qxu

� w w| ∗ t|v |z qzx t qss uv qst t qss tw qvy t qss

横坐标上的相对位置可以判断它们的相对大小

kƒ≥≤l !细胞内的藻红素kƒ�ul和叶绿素kƒ�vl的相对

含量 ∀该站点 w个细胞亚群的 v个品行样品的 v种参

数的测量平均值列于表 t∀以标准微球的测量值为

tqsso其他细胞亚群的测量值除以标准微球的测量

值为细胞亚群对标准微球之比值 o可以用于不同样

品间 !不同实验室间的实验结果的比较 ∀

vqxqt 各细胞亚群的大小 各细胞亚群的大

小由回归直线方程 Ψ= sqss{ Ξn squ|y z计算可得 o

其中 Ξ为测量到的 ƒ≥≤几何平均值 k道l o Ψ为细胞

直 径 的 平 方

kΛ°
u
l ∀ � v 的大

小在 sqxy ∗ sq|y

Λ°o平均为 sqyxy

Λ°o � x 在 sqxx

∗ sqyz Λ°o平均

为 sqx|{ Λ°o

� y在 sqy| ∗ yqy

Λ°o平均为 tqvy

Λ°∀表 u是法国

罗斯考夫 k�²¶p

¦²©©l 海洋生物站

提供的关于微型

与微微型浮游植

物的部分名录≈z ∀

将 东 黄 海

∞z站 vx °处的各

亚群的大小与表

u的资料相比较 o �y细胞大小在 Ευχαρψοτεσ(真核浮游生

物l 范围内 ∀ �v和 �w亚群细胞的大小与原核生物的

Χψανοβαχτεριαk蓝细菌l相一致 ∀单从细胞的大小还无法确

定它们具体是什么种属 ∀

vqxqu 各细胞亚群的荧光特性 由图 y及表 t的

比值可见 o�x和 �y细胞亚群没有橙荧光 o�v亚群的橙荧

光大于 °²̄¼¶¦¬̈±¦̈¶公司的 tqssu Λ°微球 k�w内标微

球l~ �y的红荧光远远大于 �wo �v的红荧光略大于 �wo

�x的红荧光基本等于 �w∀

表 v由西班牙巴塞罗纳k�¤µ¦̈ ²̄±¤l海洋研究所生物

表 2  部分微微型浮游植物的大小

Ταβ .2  Σιζεσ οφ πιχοπλανκτον

种群名称 粒径kΛ°l

Προχαρψοτεσ Χψανοβαχτερια
Προχηοροχοχχυσ s .y

Σψνεχηοχοχχυσ s .{ ∗ t .x

Ευχαρψοτεσ
Χηλοροπηψχεαε

Χηλορελλα t .{ ∗ u .y

Ναννοχηλορισ ευκαρψοτυ µ t .{ ∗ u .y

Πρασινοπηψχεαε Οστρεοχοχχυσταυρι s .{
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表 4  Ε 7 站海水各细胞亚群与内标微球相比较的流式资

料

Ταβ . 4  Χαµ παρατιον βετωεεν χελλ συβγρουπσ ανδ ιννερ2

βεαδσ, ωηιχη τηεινφορµατιον χοµεσφροµ ρεσυλτσ οφ

φλοω χψτοµετρψ δετεχτιον

细胞亚群 大小kΛ°l ƒ�v ƒ�u

� x � t ∗ ¥̈ ¤§¶ s

� v � t � ¥̈ ¤§¶ � ¥̈ ¤§¶

� y � t µ ¥̈ ¤§¶ s

海洋实验室提供的关于微微型浮游植物流式细胞分

析的部分结果 ≠ ∀

综合东 ! 黄海 ∞z站样品中各亚群细胞的大小和

荧光性质列于表 wo与表 u和表 v的资料相比较 o可以

初步认为 � y亚群为微型原核浮游生物 k�¤±²̈ ∏p

®¤µ¼²·̈¶l ~ � v为蓝细菌纲的聚球藻 k≤¼¤±²¥¤¦·̈µ¬¤2 u

Σψνεχηοχχοχυσl ∀ � x 为 蓝 细 菌 纲 的 原 绿 球 藻

k≤¼¤±²¥¤¦·̈µ¬¤2t Προχηλοροχοχχυσl ∀其中值得注意的是 o

这 v个亚群的细胞大小范围与表 u较一致 o � v的细

胞小于 t Λ°而不是如表 v 中 ≤¼¤±²¥¤¦·̈µ¬¤2u Σψνε2

χηοχχοχυσk聚球藻l接近于 t Λ°~v个亚群的红荧光都

大于表 v中比较值 o这是否因样品的不一致 k东黄海

样品是现场测定样品 o表 v中的样品是戊二醛液氮固

定样品l o还是因为不同地区藻的差异 o有待进一步研

究 ∀

w 结束语

流式细胞技术为我们提供了一种简单 !快速分析

浮游生物的实验方法 ∀在测量时合理 !灵活地使用光

补偿参数 o并以 °²̄¬¶¦¬̈±¦̈ 荧光微球作为基准物 o即

可直接利用浮游生物的自发荧光进行微微型浮游生

物亚群的辨别 o并获得每一亚群的相对丰度 ∀本研究

较成功的完成了对微微型浮游植物的设定 ∀在鉴定藻

种时保持样品的新鲜度是实验成功的保证 ∀由于流式

细胞仪精确测量的这些参数值都是相对值 o他们的数

值大小在一定程度是专一的 ∀测定结果在各种仪器信

号的比较 k实际是样品之间的比较l 通常是通过样品

值对参比的标准物所得信号进行参照而获得 ∀仪器的

激光强度 !光电倍增管 k°�×l电压或线性放大器 !光

学过滤器 !甚至不同的操作员 o都会引起测量值的不

一致 ∀因此对细胞光学性质测定 o除了计数之外 o对每

一群体有关细胞大小 k即从前向散射而得l 的信息和

色素含量k即从荧光强度求知l都必须规范化 ∀方法是

每种有意义的参数的细胞信号被标准物信号除 ∀这样

才能进行不同样品甚至是不同实验室样品之间的比

较 o更有利于资源的共享 ∀样品的保存和如何应用流

式细胞技术进行多参数微微型浮游植物的研究有待

进一步实验 ∀
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表 3  利用流式细胞分析技术确定浮游植物的种群

Ταβ .3  Πηψτοπλανκτον τψπεσ ωηιχη χαν βε αναλψζεδ βψ φλοω

χψτοµετρψ

种群名称 粒径kΛ°l ƒ�v ƒ�u

≤¼¤±²¥¤¦·̈µ¬¤2t � t � ¥̈ ¤§¶ s

Προχηλοροχοχχυσ

≤¼¤±²¥¤¦·̈µ¬¤2u t ¥̈ ¤§¶ � ¥̈ ¤§¶

Σψνεχηοχχοχυσ

/ °¬¦²̈ ∏®¤µ¼²·̈¶0 t ¥̈ ¤§¶ s

Σψνεχηοχχοχυσ

§¬¤·²°¶

¶°¤̄¯©̄¤ª̈ ¯̄¤·̈¶

�¤±²̈ ∏®¤µ¼²·̈¶ � t � ¥̈ ¤§¶ s

⁄¬¤·²°¶

©̄¤ª̈ ¯̄¤·̈¶

≤µ¼³·²°²±¤§¶ � t µ ¥̈ ¤§¶ µ ¥̈ ¤§¶

ƒ�v }红荧光k¦«̄²µ²³«¼̄¯ ¤o叶绿素 ¤l ~ƒ�u }橙荧光 k³«¼¦²¥¬̄¬±̈ ¶

藻红素l ¥̈¤§¶}°²̄¼¶¦¬̈±¦̈¶公司 t Λ° ≠ �黄绿微球 ∀
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提要 于 usss年 t ∗ v月 o对东寨港红树林区潮间带表层大型底栖动物进行调查 o初步分析

了东寨港红树林区潮间带表层大型底栖动物的生物量 !密度等生态特点 ∀研究结果表明 o东寨

港红树林区潮间带表层大型底栖动物平均生物量为 tusqv{ ªr °
u
o栖息密度为 {sqxv个r °
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一 o初级生产量可达 us ∗ ws·rk«¤# ¤l o其中尤以十足

甲壳类更为突出 ≈u ∀研究红树林区潮间带大型底栖动

物种类组成 !数量分布等生态特点 o可以了解这些动

物与红树林的关系 o以便为红树林区滩涂生态系的保

护 !开发 !利用及其周边地区养殖容量的估算 o提供相

应的科学依据 ∀

红树林生态系是潮间带 x种生态类型之一 ∀大型
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