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四类海洋超微型浮游生物的同步监测
*

焦念志 杨燕辉
(中国科学院海洋研究所 青岛 2 6 60 7 1)

提要 以 19 9 7 年 2一3 月采 自东海的自然海水为样品
,

采用 SY BR G 比en l染色剂对微型生

物细胞 D N A 染色后进行流式细胞仪分析
,

研究了 S Y BR G re en l 区分真核微型浮游植物
、

蓝细

菌
、

原绿球藻以及异养细菌的效果
。

结果表明
,

该方法可较好地分离四类微型生物
,

同时对于

一般性细胞分类和计数
,

可省去 以前作者采 用的 D N A 染色前处理步骤
,

大大提高分析速度
。

与传统方法相 比
,

采用流式细胞仪对四类超微型生物进行同步监测
,

可避免以往不同类群生

物不同方法观测所造成的系统误差
,

并可快速批量处理样品
。

关键词 S YB R G ree n l 流式细胞仪 超微型生物 同步监测

学科分类号 O 一 33 1

越来越多的研究表明
,

超微型浮游生物 ( < 2件m )不仅在大洋水域是生物量和生产力

的主要贡献者 (B ie n fa n g 。r 。z
,

一9 8 4 ; B la n c ho t 。r 。 z
,

19 92 ; Cam pbe ll 。r 。z
,

19 9 4 )
,

而且

在近海也 占有极为重要的生态学地位
。

例如在胶州湾 ,,
< Zo m 的超微型浮游植物占浮游

植物生物量的 29 %
、

总有机碳的 3 5%
、

总初级生产力的 3 4% (Ji ao
。t al

,

19 9 4)
。

而海洋微

型生物生态过程作为生命系统和无机环境之间相互联系的基础环节
,

是海洋生态系统中

最基本
,

也是最重要的生态过程
。

这方面的研究将使人们对海洋生态系统的结构和功能

有更 深刻的认识
,

从而为评价海洋生物资源 以及海洋生态系统在全球环境和气候变化中

的作用提供更全面
、

准确的参数
。

然而
,

深人了解微型生物生态过程有赖于准确测定超微型浮游生物群落 中各类群细

胞数量和生物量
。

在以 往的研究 中
,

分级生物量 (特别是分粒级测定 叶绿素)是反映微型

生物重要性的主要信息
。

然而这种方法却无法给出超微型浮游生物群落内部更精细的信

息
.

而且研究表明
,

通常用于收集 叶绿素的 G F/ F玻璃纤维滤膜可允许大约 巧% 的原绿球

藻通过
,

造成 Zoom 内 Po C 积分数据的误差在 2 0% 左右 (Cam
pbe ll 。r a l

,

19 9 4 )
。

电镜观

察可分析种类组成
,

但却无法精确定量研究
。

表面荧光显微镜常常被用于计数异养细菌

和蓝细菌
,

但却无法分辨原绿球藻
,

而把它误计为异养细菌
。

另外
,

取样不均匀
、

样本数量

小
,

以及 自养
、

异养生物分开观察等
,

均可造成常规方法分析的严重误差
。

在东海外海和

南海
,

表面荧光显微镜对异养细菌计数的误差为 5%一 3 1% (焦念志等 )
‘)

。

此外
,
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嗽拟扣理

法均相 当费时
,

无法开展大规模生态学调查
。

到 目前为止
,

在对超微型生物的研究中
,

流式细胞仪 (Fl o w cy to m ete r,

FC M)已成 为

必不可少的分析仪器
。

本文探讨了采用流式

细胞分析结合 SY B R G re e n 工 D N A 染 色对

四类海洋 自养和异养超微型生物的同步监测

的效果
,

以期找到一种同时观测不同类 型海

洋超微型生物的有效方法
。

1 材料与方法

L l 采样

自然 海 水样 品 由 两
ski n

采 水器 采 自

19 9 7 年 2一 3 月 东 海 JG O FS 航 次
。

将 经

10 0 协m 筛绢过 滤 后 的 lm l水样 移 至 一Zm l

Na lg
ene 冻存瓶 中

,

加人戊二醛至终其浓度为

0
.

1%
,

黑暗固定 10 m in 后置低温冰箱或液氮

中保存至分析
。

1
.

2 流式细胞仪 (F CM )分析

供 FC M 分析的样品在 37 ℃解冻
。

用于

原绿球藻
、

聚球藻和超微型真核类分析的样

品不经任何处理直接上机分析
,

用于上述 3

类 自养生物加上异养细菌共 4 类微型生物同

步分析的样品需经 D N A 染色处理
。

对 D N A 染色样品
,

为简化以往复杂的前

处理步骤
,

本文 比较两种不同处理方法
。

将

同一 染 色样 品 分 为 2 份
。

一份 按 Mari
e
等

(1 99 7) 的方法处理
。

样品加入 R N ase A 和 B

的混 合 物 3 om g (Sig m a
R-- 4 8 7 5 和 R-- 5 7 5 0

,

W/ W 二 1/ 1)
,

然后再加人 0
.

3 m of 几 柠檬酸钾

储备液 45 闪
,

在 37 ℃孵育 30 mi
n 。

进样前加

人 SY B R G r een 工储 备 液 (1% 商 品 溶 液
,

。。
.

瑞参参

侧向散射光

图 1 东海两个典型站位自养超微型生物流式

细胞分析图

R g
.

l 斑M Pl
o ts o f 皿

s团 n ed s

am p le s

fro rn tw
o

ty Plc al s ta ti o n s In th e B IS t C hi n a S e a. sh o w in g th e

di se ri mi
n a u o n o f th e 3 g ro u Ps o f th e a u to tr o Phi e

Pl c o Pla nk to n

0
.

噪声
,

t
.

荧 光小球
,

2
.

低藻红素聚球藻品系
,

2
,

.

高藻红素聚球藻品系
,

3
.

原绿球藻
,

4
.

超微型真

核自养生物

M o le c u la : Pro be s In e
.

)至终浓度为 1 x 10
一 4

。

另 一份样品直接加入 SY B R G r ee n l 储备

液至终浓度为 1 x 10
一 4 ,

混匀后室温条件下黑暗静置 10 一 15 mi
n 以使 D N A 着色

。

样品由队s c ali bur (B ek to n
以

c ki ns o n) 流式细胞仪分析
。

对仪器进行光路
、

光电转换

电容优化处理
,

使之适合于超微型细胞的分析
。

由 H arv ard A pPa ra tu s 51 100 定量进样泵

进样
,

流速为 15闪 / m in
。

由采样系统计数 10 0 0 0个细胞所用的时间来确定所分析样品的

体积
。

用 0
.

4 7 协m 标准荧光小球 (美国 p o lyse ien e e 公 司)进行 内参定位
。

采集每细胞的前 向散射光 (FS C)
、

侧 向散射光 (S SC)
、

红色荧光 (Re d一凡)
、

橙色荧光

(O ra ng
c 一
凡)和绿色荧光 (G

re en 一

凡)信号进行细胞特性分析
。

其中 Fs c 和 ssC 分别是反
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映细 胞大 小 和性 状 的参数
,

而 Re d一FL 和 o r
an g e一

凡分 别是 叶绿 素和 藻 红 素 的荧 光
,

G re e n 一

FL 是 D N A 着色荧光
。

根据这些参数两两对应的 FC M 图谱比较确定的 4 类微型生

物在图中的位置将彼此区分开来
。

2 结果

2. 1 未经 D N A 染色的样品显示了 3 个类群 (图 1 )
。

其 中
,

图 1a 是东海外海 41 8 站红色荧

光信号对侧 向散射光信号的 FC M 图
,

图 1b 是近岸 406 站橙色荧光信号对侧向散射光信号

的 FC M 图
。

在图 la 中处于右上方的是颗粒最大
、

单细胞叶绿素含量最高的超微型真核浮

游植物
,

处 于左下方 的是细胞最小
、

单细胞叶绿素信号最弱的原绿球藻
,

处于中间的是聚

球藻
。

在图 lb 中
,

聚球藻 (2 和 2’ )由于其较强的藻红素荧光信号而使其与原绿球藻和超

微型真核浮游植物分开
。

两图比较可发现
,

流式细胞分析不仅能区分不同的微型生物类

群
,

还能区分每一类超微型生物中的不同品系
。

在东海近岸
,

同时存在着 2 个品系的聚球

藻
,

一类是高藻红素含量的 (图 lb
,

2
‘

)
,

另一类是低藻红素含量的 (图 lb
,

2)
。

而到了外海
,

低藻红素品系消失而只剩高藻红素品系 (图 la)
。

实际上
,

高藻红素品系聚球藻与原绿球

藻的分布有明显的相关性 (数据未显示 )
。

FC M 分析不仅能精确定量每类群超微型生物
,

而且还能提供 以往分析方法所无法给出的品系水平上的群落结构差异以及每个细胞的生

⋯
一100

10aL0z创L00

�鹤司�粼司叙翻

100 」

一
20 0 xo ,

绿色荧光 ( D N A )

图 2 SY B R G r e e n l直接染色 的4类超微型 浮游 生物 流式细胞图

R g
.
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理生态特性等的重要信息
。

2. 2 直接 经 SY B R G I℃ e n 工染 色 样 品 的

FC M 图中增加 了一个 位于右下方的数量

大
、

颗粒小
、

具有较强的绿色荧光信号的类

群
,

即为异养细菌 (图 2 )
。

与图 1 相。匕
,

3 类
虞

自养生物的位置有所变化
,

但仍可被 明显 书

区分开来
。

由图 2 可知
,

SY B R G r e e n l可 以

很好地分离原绿球藻
、

聚球藻
、

超微型真核

浮游植物和异养细菌这四类超微型浮游生

物
。

与经过染色前处理样品的 FC M 图谱

(未列出)相 比
,

未经前处理 的样 品的分离

效果并无明显影响
。

2. 3 作者采用 SY B R G re en l直接染 色法

分析了东海冬季 4 类超微型浮游生物的数

量分布
。

图 3 显示了东海一个典型站位 4

类超微型生物的深度剖面分布
。

为清楚地

一 1 0

一 2 0

一 3 0

一 4 0

一 5 0

一 6 0

一 7 0

一 8 0

一一
月月

⋯
4

一
{{{

司司司司

~~~ 44444

一一

{{{{{
0 10 0 0 0 2 0 0 0 0 3 0 0 0 0 4 0 0 0 0 5 0 0 0 0 6 0 0 0 0

细胞数量 / (e
e

一 。1一 1 )

图 3 东海 4 18 站异养细菌 (】
,

1/ 10 丰度 )
、

聚球藻

(2)
、

原绿球藻 (3 )
、

超微型真核浮游植物 (4) 垂直

分布图

日 9
.

3 块Pth Pr o fi le s o f hete r o t ro Phj e b ae ten a (l
,

l/ 1 0 ab u n d a n ee )
,

S1 , 。〔
、

l, o ‘
、

o ‘二 u s (2)
,

P r o ‘介l‘)r o ‘
、

o ‘
·

〔二s

(3 )
,

a n d Ple哭uk
a I3 o tes (4 ) a t S t

.

4 18 生n the E as t

C址n a Se a

比较 4 类超微型生物的垂直分布特征
,

图 3 中将细菌数量除以 10 以使之 同其它几类 自养

生物处于可 比的数量级
。

由图 3 可知
,

细菌和原绿球藻是微型浮游生物数量上的优势种
。

聚球藻和超微型真核类在垂直分布上无明显的最大层
。

原绿球藻在 30 m 水深处有一个最

大分布
,

向下逐渐减少
。

东海各类微型生物在表层和近表层分布的特点 与地中海和北大

西洋冬季超微型生物垂直分布的特点相似 (v au lo t 。t 。z
,

1 9 9 0 ; O ls o n 。t 。l
,

19 9 0 )
。

而

异养细菌的垂直剖面分布趋势与 自养生物不同
,

在真光层底部的数量大于上层
。

3 讨论

流式细胞仪能以每秒处理数百个细胞的速度分析单个细胞的光学特征
,

不仅能够快

速
、

精确地进行超微型生物的分类
、

计数
,

而且还能反映细胞的生理生态特性
,

进行细胞周

期分 析 (v a u一o t 。r a z
,

19 9 5 )
,

同时还能根据需要将 不同类群进行 分离 (Go
e五e k e 。 r a z

,

19 9 4 )
。

流式细胞仪的这些特点使之尤其适合于微型生物生态学研究
。

本文简化了 Mari
e
等 (19 9 7) 介绍的方法

,

即省略了酶解及有关的孵育过程
,

直接使用

SY B R G ree n l染色
,

分析了东海冬季 4 类超微型浮游生物的数量分布
。

东海具有广阔的陆

架
,

与大洋海区相比
,

无机颗粒和有机物碎屑等杂质干扰严重
。

因此
,

近海超微型浮游生

物的 FC M 分析相对来说对仪器和分析技术的要求较高
。

本文的结果表明
,

S Y B R G re e n l

直接染色法能对 4 类海洋超微型浮游生物进行很好的分离
,

达到 了与经酶解等前处理同

样的效果
,

说明简化方法在实际操作中是可行的
,

尤其在大量现场样 品分析和高频度采样

处理分析过程中
,

可大量节省时间和分析费用
。

最后有必要指出
,

如期望得到较高的 D N A 含量分辨率 (如进行细胞周期研究 时)
,

样

品的酶解处理可能会有助于得到更满意的结果
。

此外
,

4 类微型生物在 同一个样 品中同

时检测
,

由于 D N A 着色后 自养细胞的色素荧光效果被削弱
,

FC M 对 自养细胞特征 的分

辨率会有所下降
,

因而 当同时把 色素指标作为研究对象时
,

应单独将未经染色的样 品用
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