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传统的显微镜技术是浮游植物鉴定的重要手段

至今仍是浮游生物学家们进行研究观测的必备工具

但当研究较小的微型藻类

Λ 及微微型藻类 Λ 时 常

规显微镜则存在困难 如水体中光合性的细菌必需染

色才能通过荧光显微镜观测 而且 当研究涉及时间 !

空间尺度时 牵涉到的工作量非常大 显微镜方法在

物种计数的速度与准确性方面受到很大限制 ∀

近年的文献检索表明 应用流式细胞计 ƒ ≤ 2

ƒ≤ 检测微型及微微型的浮游植物正为越

来越多的研究者所采用 ∀流式细胞计以其快速 !样品

制备简单 !数据可存储备份的特点 在常规显微技术

所难以检测的细菌 !微型及微微型浮游植物类群的

分析检测方面逐渐占有了一席之地 ∀流式细胞计最初

设计用于分选哺乳动物细胞及研究动物细胞生物化

学特性 至今仍大量应用于以生物化学 ! 细胞生物

学 !生物医学为代表方向的研究领域 分析的细胞类

型多为动物细胞 也有极少数的高等植物细胞 而流

式细胞计最早应用于分析浮游植物是在 年代

° ∏等 ≈ ! ≠ 等 ≈ 有关海洋中个体细胞及微

粒分析方法的叙述 对于流式细胞计应用于海洋微型

浮游植物研究上起了积极的推动作用 ≠
≈ ! 2

等还专门对于分析方法作了综述 更进一步地促

进了流式细胞计在微型及微微型浮游植物生物学研

究中的运用 ∀可以说正是流式细胞计的使用 发现并

分离出一种微微型浮游植物原绿球藻 ≤ ∏

Προχηλοροχοχχυσ µαρινυσ ≈ 为迄今为止发现的个体最

小的一种可进行光合作用的细菌 而研究结果表明原

绿球藻与另外一种光合细菌聚球藻 ≤ ∏

Σψνεχηοχοχχυσ 广泛分布于世界各大海域 并在初级生

产力构成中占有重要地位 ≈ ∀

流式细胞计检测分析海洋浮游植物

的方法

研究方法

许多应用于细胞生物学或生物化学的流式细胞

术方法并不能被很好地套用于浮游植物的分析 ∀

等总结了一般用于浮游植物 !细菌 !病毒分析的

流式细胞计方法 ≈ ∀

浮游植物样品的采集及处理

取样 由于流式细胞计分析所需样品量一次

仅需几毫升 因而可采用一般棕色塑料试剂瓶

采样 为了获得较好的分析结果 取样应采取合

理的时间 空间尺度 如可根据 ≤×⁄剖面确定采样层

次 根据研究区域的物理 !化学或生物因子的不同确

定采样站位等 ∀

过滤与浓缩 流式细胞计在分析大粒径微粒

方面还有局限 这主要是受仪器自身激光光斑大小 !

进样口口径较小等因素限制 如 ƒ≥≤≥ 型流式细胞

计的氩离子激光器光斑仅为 Λ ≅ Λ 较大的

浮游植物通过时激光所通过的可能仅为藻体的一部

分 但仪器可能把此认定为通过整个细胞 必然会产

生错误 再者大型藻类有可能堵塞样品进样管 因而

通常需要用滤膜过滤样品 以去除大型浮游动 !植物

的影响 滤膜的种类由研究的目的而作出选择 而孔

径一般在 Λ 以下 当单位体积样品中细胞数量过



少时通常采取浓缩的方法 但并不是必需步骤 ∀

保存 ≈ 提出利用甲醛 或戊二醛

在样品中的最终浓度 固定过滤样品 在室

温下固定 ∗ 然后放在液氮罐中保存 采用此

方法可避免浮游植物细胞数量的过多损失 !损坏 固

定后样品可带回实验室内分析 这种方法据作者报道

可使样品性质在 年左右不会发生较大改变 ∀

流式细胞计样品测量

材料 过 Λ 滤膜的浮游植物样品 如样

品已固定且保存于液氮罐中 则可在水浴条件

ε 融化或自然解冻后再过滤 ∀ Λ 荧光微球

° ≥ 每毫升样品加入 ∗ Λ 浓度约为

个微球 的微球鞘液 可用 2±水直接作为

鞘液 或蒸馏水过 Λ 混合纤维素酯微孔滤膜

⁄ 特异荧光染料如 ≥≠ !≠ × 2 × × 2

× 2° 2 等 ∀

上机测试 设置所有测试参数在对数模式

以 ƒ 为阈门 设置 ƒ≥≤ ∞ ≥≥≤ ƒ

ƒ ƒ 可很好地检测海洋微微型浮游

植物样品 ≈ 分别设置窗口观测感兴趣的信号 设定

检测时间 !文件存贮路径并作详细实验记录 ∀

流式细胞计检测微型及微微型浮游

植物的基本原理

每个样品可获得 种散射光信号及 种荧光信

号 这些信号是细胞 微粒在激光束作用下产生的光

电信号 其中前向光散射信号 ƒ

ƒ≥≤ 可表征细胞 微粒大小 侧向散射光 ≥

≥≥≤ 是 β散射光信号 可表征细胞形状 !大小 !

细胞内特殊内含物等 ƒ !ƒ !ƒ 分别表征绿色荧

光 ? !橙色荧光 ? !红色

荧光 则可用于鉴定细胞 微粒特定成

分 ∀一般来说 ⁄ 特异染料 2细胞 ⁄ 复合体受激

光激发产生的荧光可用 ƒ 来表征 聚球藻属藻类

Σψνεχηοχοχχυσ 含有的藻红素被激发产生的荧

光 可用 ƒ 来表征 叶绿素在浮游植物中广泛存在

其被激发荧光可近似用 ƒ 来表征 ƒ≥≤信号被光电

二极管收集 ≥≥≤ !ƒ !ƒ !ƒ 分别被相应的光电倍

增管收集 各信号通过数据传输线传输至计算机检测

终端 在终端可同时观测到所检测到的细胞类群 分

析时可对不同类群的数量 !平均粒径 !单位细胞荧光

含量进行统计分析 ∀

下面便为流式细胞计检测浮游植物所应用到的

几种技术 ∀

应用浮游植物的自发荧光检测微型及

微微型浮游植物

微型及微微型浮游植物细胞一般为单细胞个体

大小小于 Λ 个体大小不会超过激光光斑大小

也不会堵塞进样口 因而符合流式细胞计样品需为单

细胞悬液的要求 且微型及微微型浮游植物细胞内含

有光合作用色素叶绿素 叶绿素被激发

产生红色荧光 可与水体中其他杂质或泥沙颗粒相区

别 还有些浮游植物如红藻 ! 隐藻

≤ !聚球藻属 ≤ ∏ Σψνεχηοχοχχυσ

等具有藻红素 °∞ 受激发后可产生橙

色荧光 因而可由流式细胞计的橙色荧光光电倍增管

检测器收集该色素的光电信号 与仅含有叶绿素的浮

游植物和杂质 !泥沙颗粒相区别 ∀在此 以流式细胞计

在东海某站位检测到的浮游植物图谱 见图 来说

明应用自发荧光检测浮游植物的基本原理 ∀

图 中聚球藻及原绿球藻位于 Λ 的

左侧 由于 ƒ≥≤表征细胞 颗粒大小 所以聚球藻及原

绿球藻细胞大小小于 Λ 之所以确定这两类群

分别为聚球藻和原绿球藻 是因为在世界海洋迄今为

止发现的小于 Λ 的浮游植物仅有两个属 聚球

藻属浮游植物不但具有光合作用色素叶绿素 发射红

荧光 还具有特征辅助色素藻红素 发射橙荧光 所

以同时具有 ƒ ! ƒ 信号 在图 ! 中均可观测到

此类群 原绿球藻细胞比聚球藻还小 具有光合作用

色素叶绿素 及 亦可发射红荧光 但弱于聚球藻

红荧光强度 由图 可看出位于聚球藻左下方的类

群即为原绿球藻 图 ! 还可观测到微微型及微型

真核微藻 这两个类群包含较多物种 因大小 !色素含

量相近 因而通常统称其为微微型真核微藻 Λ

Λ !微型真核微藻 Λ 约 Λ ∀

应用外源荧光

外源荧光是相对于藻类的自发荧光而言 是人为

利用特定染料对细胞内特定成分如 ⁄ ! !蛋白

质 !脂质等进行标记 染料或染料与靶物质的复合体

在激光束作用下产生的荧光即外源荧光 ∀这些染料分

为两类 一类是非常特异 但通常不可定量分析 另一

类可以准确定量分析细胞某一组分如 ⁄ 的含量

等 染料可以自身带有荧光或者与细胞组分结合而产

生荧光 应依不同的研究目的选择不同的染料 染料

或染料复合体的激发波长应与激光器的波长相近 才

可收到较好的检测效果 ∀

总结起来 共有两种应用流式细胞计检测外源荧

光的技术 分别为免疫荧光技术 !⁄ 及 定量分

≥ ∂
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图 东海某站位流式细胞计图谱

ƒ ⁄ °

各子图为同一样品不同参数观察图谱

× ∏

图 ! 为前向散射光 ƒ≥≤与红色荧光 ƒ 的二维点图 图 为 ƒ≥≤与橙色荧光 ƒ 的二维点图 总共有 个生物类群被检测 分别为聚

球藻一种 Σψνεχηοχοχχυσ !原绿球藻 Προχηλοροχοχχυσ !微微型真核微藻 ° ∏ 及微型真核微藻 ∏ 图 去除了 中聚

球藻类群的影响 并加入 Λ 标准荧光微球 ° 公司 及 Λ 三色微球 ⁄ 公司 作为内标 本图来

自于本课题组 年 月东黄海航次 ∞ 站位 深处流式细胞计海水样品分析结果 ∀

析技术在目前的浮游植物研究中应用较广泛 ∀

免疫荧光技术

本技术根据抗原 抗体反应原理 利用单克隆抗

体对细胞内抗原进行免疫标记 从而在流式细胞计下

检测 对浮游植物进行分类的技术 ∀基本方法是从某

一特定浮游植物中提取抗原 如细胞壁 !蛋白质等

纯化后制备相应的抗血清 该血清即可与浮

游植物中同型抗原特异结合 利用染料对抗体 抗原

复合体染色后 上流式细胞计进行检测 ∀ ∂ 等 ≈

年曾对利用流式细胞计进行免疫荧光定量及相

关染色技术有过综述 ≥ 等 年 ! ≤

年则获得了真核藻类细胞的抗体 可用于分析真

核藻类色素类型或细胞壁成分 多糖 !糖蛋白 !蛋白

等 ∂ 等 ! 年利用提纯后的抗细胞壁

血清抗体免疫检测 ∆ινοφλαγελλατεσ προχοχεντρυµ ,并成功

利用流式细胞计检测到了这种免疫荧光 ∀

⁄ ! 定量分析技术

无论原核浮游植物还是真核浮游植物都具有核

物质 核物质的状态反映浮游植物的生理状态 ∂ 2

∏ 等人 ≈ 建立了个体浮游植物 ⁄ 含量的精确数

据库 研究结果表明在 ⁄ 含量 经染料染色后测

得 和浮游植物生物量之间存在良好的相关关系 ∀而

流式细胞计在定量研究 ⁄ ! 定量分析方面具

有相当的优势 目前主要涉及以下 个方面 ∀

浮游植物基因组大小 及倍性

研究 相关技术 等 ≈ 就已应用于高

等植物组织细胞的倍性及基因组大小分析 在浮游植

物研究中 基因组大小分析可以区分在形态上相似的

微型或微微型真核浮游植物 而倍性分析则可以用来

帮助认识真核浮游植物的有性生殖过程 ≈ ∗ ∀

浮游植物细胞周期分析

细胞周期分析可帮助研究者认识浮游植物细胞分裂

及其与所处环境如光及营养盐水平的相互关系 ≈ 还

可帮助认识自然水体中浮游植物细胞分化 √2
的速率 从生理生态学角度研究浮游植物分布的

机理及原因 ∀

应用种特异寡核苷酸荧光探针的原位杂交

∏ 进行浮游植物鉴定 有一

部分序列在进化过程中是非常保守的 而其他序列则

与进化有关 从而使各物种形成了自身特定序列 荧

光标记的 探针非常小 较易穿过固定细胞的细

胞膜与靶细胞同源序列杂交即原位杂交技术 并标记

细胞 可鉴定特定物种或类群 ≈ ∀流式细胞计在对原

位杂交细胞的荧光定量方面则非常有效 而利用表面

荧光显微镜检测 ƒ ×≤标记的探针与细胞的原位杂交

则较困难 这是因为叶绿素的自发荧光会严重干扰探

针的荧光 ∀因而应用流式细胞计检测寡营养荧光探针

介导的原位杂交可应用于浮游植物鉴定 !浮游植物的

多样性 √ 研究 此技术在认识微生物群落结

构与功能方面也大有前途 ≈ ∀
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流式细胞计在浮游植物研究领域的

应用前景

微微型浮游植物及微型浮游植物在世

界海域的分布及生态学

目前流式细胞计已广泛应用于微微型浮游植物

的检测 微微型浮游植物由于仅限于 Σψνεχηοχοχχυσ!

Προχηλοροχοχχυσ两个属及真核微微型浮游植物 其用

于流式细胞计测试的样品处理方法简单 可直接利用

自发荧光特性 快速鉴定各种群 至今已在各大洋对

微微型浮游植物的分布 !丰度及垂直分布特征作了大

量的研究 ≈ 同时在许多近岸水域如 ƒ 等在

地中海有关原绿球藻冬季的分布 ≈
∂ ∏

≈ 在红

海的研究 ∂ ∏ 等 ≈ 在长江冲淡水区聚球藻分布及

细胞性质的研究 °
≈ 对聚球藻在佛罗里达海湾

一个亚热带内陆泻湖中形成的水华的研究 并从生理

学角度探讨了聚球藻水华形成的机制 ∀
≈ ! ≈ 对于浮游植物的流式细胞计

分析结果表明 每单位体积的红色叶绿素荧光总量与

分光光度计测得的叶绿素浓度具有良好的相关关系

建立在这种关系上 与常规分级叶绿素方法仅可给出

不同粒级对生物量的贡献相比 流式细胞计的结果则

可回答不同类群对于生物量的贡献 从而使研究更加

深入 ∀

浮游植物生理学

浮游植物的分布与温度 !光 !营养盐浓度有直接

关系 不同种类浮游植物具有特定的生物地理分布范

围 大多数浮游植物分布在近岸的营养较丰富的区域

或者海洋真光层的某一特定层次 而有些浮游植物如

原绿球藻大量分布于寡营养的大洋区 流式细胞计的

细胞周期研究结果可良好地反映上述各种生态因子

对于浮游植物的作用 如以处于不同分裂阶段的个体

数量可反映分裂的速率及活度 ≈ 以单位细胞荧光含

量来反映浮游植物对于光的适应程度 ≈ 以某一特定

营养限制蛋白如磷限制蛋白 ° 的出现来反映出现

磷限制的临界磷浓度等 ≈ ∀

微生态系统多样性及群落动态

微生态系统研究一向是生态学家或生理学家研

究的热点 不仅因为其具有较强的可操作性 而且还

可使科学家实现在野外所无法进行的实验工作 ≈ 许

多微生态系统中初级生产者往往首选简单的微型或

微微型浮游植物作为生态系统的生产者 对于系统的

操作可着眼于捕食 ≈ !光适应 ≈ !营养盐利用等研究

内容 ≈ ∀

流式细胞计用于浮游植物检测的局

限性及展望

现今流式细胞计的设计还不能完全适合于海洋

学研究 ∀如仪器自身的性能如液流速度 !电子噪声 !光

波动等均可影响观测结果 ≈ 当样品中细胞 微粒

较大时 在流动室内使液流粘滞系数增大影响流速

样品粒径更大时则易造成样品管的堵塞或截留 在选

择用于浮游植物外源荧光研究目的时 还需考虑去除

浮游植物自身所带有的叶绿素荧光的干扰 ≈ ∀

⁄∏ 等 ≈ 设计了一种专门用于浮游植物分

析的流式细胞计 对于光学元件 !液流系统 !进样口形

状及大小均作了详细描述 与现有商业出售的流式细

胞计相比 这种型号的流式细胞计不但适合于测量单

细胞的微型 !微微型浮游植物 还可测定多细胞的宽

度最大达 Λ !长度最大达 Λ 的大型浮游

植物 相信不久的将来 这种机型便可面市 但更多地

是 科学家根据研究目的的不同 对仪器的光学系统

进行了部分改装 ∀流式细胞计分选术是流式细胞计的

一个非常重要的性能 把分选术应用于单种海洋浮游

植物分选与培养将有助于室内浮游植物研究的进一

步开展 但未见有成熟方法的报导 这方面仅 ∂ ∏

等 ≈ 作过一次尝试 如果在这些方面有所突破的话

将会大大促进海洋浮游生物学的各项研究 ∀此外 目

前连有外部成像设备的流式细胞计已出现并用于医

学研究 能否应用于在种形态水平上难以鉴别的微型

或微微型浮游植物研究方面还是一个未知数 不过前

景广阔 有待于不断尝试 !开拓 ∀

我国同类研究的现状及不足

利用流式细胞计研究浮游植物的研究在我国还

较少 宁修仁 ≈ 利用流式细胞计研究了长江口及其

毗连海域 β χ ∗ β χ β χ ∞∗ β χ ∞

聚球藻的分布及细胞特性 焦念志等 ≈ 利用流式细

胞计 ƒ ≥≤ ∏ 测试了东海一些样品 但未附更详

细的数据说明东海区微微型浮游植物的分布及动

态 ∀ 邹立于 年 月首次应用流式细胞计

ƒ 研究了东黄海区微微型浮游植物的分布 但

由于测试方法的不完善 未能取得较好的效果 ∀

课题 / 东黄海生态系统动力学及其持续利用0 年

月航次时 作者所在的课题组把流式细胞计携带

上科学考察船 东方红 号 青岛海洋大学 对于中

国东黄海区微微型浮游植物进行了现场检测 ∀此外作

者所在的课题组于 年 月东黄海航次亦采用流

式细胞计研究了东黄海的微微型浮游植物 分析结果

将在不久后作以报告 ∀

研究综述
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由此看来 我国应用流式细胞计研究浮游植物的

研究范围及领域还较局限 仅限于微微型浮游植物的

分布及生态学研究 且此项研究亦需连续进行下去

其他领域的研究还没有太多涉及 相信随着研究工作

的深入 这些领域工作也会逐步开展 ∀

致谢 在此对华东师范大学河口海岸国家重点实验

室生物地球化学组老师及同学在航次期间给予的帮

助表示感谢
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