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提要 采用荧光测量方法研究成功的海水叶绿素
“
现场测量仪

,

是用于海上现场实时测量

海洋中浮游植物体内叶绿素
“
含量的新型海洋仪器

。

本仪器采用低功耗
、

高强度
、

低重复频

率
、

窄脉冲宽度的脉冲氛幻
一 ,

为激发光源及相应的脉冲检测技术测量荧光信号
。

该仪器可在

海表层至 50 m 水深内任一 日光强度下工作 ; 测量海洋中浮游植物体内叶绿素
“
的浓度范围

为 1 x 10

一
l x 一。书 g / c m , ; 当仪器走航拖曳速度为 Zm / s 时

,

其空间分辨度为 l m
,

仪器

具有海 上现场测量实用价值
。

关键词 叶绿素 a 现场测量仪 荧光测量方法 脉冲检测技术

长期 以来
,

人们曾采用过显微镜下的计数法
、

黑 白瓶法
、 ’ 4

C 法
、

分光光度法
、

实

验室荧光测量法等多种方法测量海水中的浮游植物量
。

这些取样分析测量方法存在取样

困难
、

定位误差大
、

数据资料少和周期长及耗费人力
、

财力等缺点
,

迫使人们寻求研究

能在现场直接测量 的仪器
。

19 90 年作者在 国内首次研制成功了海水叶绿素
a
现场测量

仪
。

该新型海洋仪器能在海洋中现场实时
、

快速
、

大面积测量浮游植物体内叶绿素
a
浓

度
,

进而了解浮游植物的时间
、

空 间分布
、

蕴藏量及其变化规律
,

特别是对于水色遥感

需要使用现场实时测量海洋 中浮游植物体内叶绿素
a
浓度 的仪器与空中或船上的遥感测

量同步
,

以便反映
“

海面真值
” 。

1 海水叶绿素
a
现场测量仪的工作原理

由于荧光测量法具有灵敏度高
、

简便
、

样品不需作任何处理
,

就可在现场实时测量

物质的浓度 ; 荧光仪器的输出量与被测样品的未知浓度成比例关系 ; 对荧光物质具有 良

好的鉴别性
,

使得在测量该物质时不受其它微粒物质的干扰等优点
。

因此
,

作者采用荧

光测量法来达到现场测量海洋中浮游植物体内叶绿素
a
含量的 目的

。

根据物质分子吸收光谱和荧光光谱能级跃迁机理
,

在吸光过程中
,

荧光物质的分子

可以有几个不同的吸收带
,

但荧光只有一个峰带
。

吸收和荧光呈带状是 由于基态和激发

态都各 自有不同的能级分布
。

显然
,

不 同的荧光物质由于它们的分子结构和能量分布的

差异
,

各 自显示出不同的吸收光谱和荧光光谱特性 (陈国珍
,

19 7 5)
。

叶绿素
a 的二个明

显的吸收光谱带 的峰值分别在 4 20 nm 和 6 65 nm 附近
。

浮游植物体内叶绿素的存在基本上

* “ 一

七五
”

国家重点科技攻关项目
,

75
一

76 { 4刁6号
。

夏达英
,

男
,

出生于 19 40 年5月
,

副研究员
。

刘建立同志帮

助上墨
,

谨志谢意
。

收稿 日期
: 19 9 6年7月 5 日

,
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决定了 自然密度 浮游植物 的吸收光谱特性
,

浮游植物的二个强烈 吸收光谱带峰值波长基
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图 1 藻类 (a) 和叶绿素 a( b) 吸收光谱
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。

本上在 4 4 0nm 和 6 7 0 unr 附近 (图 l )
’ )

。

然而
,

菠菜萃取液中叶绿素
a 的单一荧光峰值波长

在 6 7 5nm 附近
。

而浮游植物 (藻类 )体内叶绿

素
“ 的荧光峰值波长约在 6 85 unr 附近 (丁永

耀等
,

19 8 3 )
。

浮游植物水溶液在某一特定波长的光激

发后
,

所发射的荧光强度 F 与其它荧光物质

一样遵从如下公式

=F k呱 ( l 一 e “ “ `
) ( l )

式 中
。为物质的克分子吸收系数 ; c 为物质的

浓度 ; b 为样品的光程 ; k 为仪器常数 ; 沪为

物质的荧光效率 ; 几为激发光强度 (陈国珍
,

197 5)
。

本测量 仪的测量范 围要求跨越三个

数量级
。

因此
,

这类仪器应采用对数工作方

式
,

将 ( l) 式整理后得 出物质的浓度
c 与荧

b() 光强度 F 的关系式 :

C = A 一 B 10 9 ( D 一 月 ( 2 )

~ 一 .2 3
. , _ _

.2 3
_ _ , ,

_
、 , 、

卜
、 。 ,

_
、 , _ .

~
、

_
.

~
, ,

_
、 . _ J ,

_ , _
, 、 ` _ _ _ ` 、

八甲 A = 竺了 10 g k
鸭

,

方 = 一了
,

” = k呱均刀幂致
。

囚刀 兰肪侧重的灾尤物反相仪器确足
七2少 赶龙 )

后
,

悦 k, 甲
,

几皆为常数 (夏达英等
,

19 8 9)
。

因此
,

通过测量浮游植物体内叶绿素
。 的荧

光强度
,

就可得出浮游植物体内叶绿素
“ 的浓度

。

因为荧光强度是由很多因素确定 的
。

因此
,

荧光强度只是相对强度
。

在实际测量时
,

必须事先作 出仪器在该测量海区的工作 曲线
。

2 海水叶绿素
a
现场测量仪的设计与制造

.2 1 设计要求 与外观结构 为了达到海 中实时测 量浮游植物体内叶绿素
“
浓度 的 目

的
,

测量仪必须采用脉冲氛灯作激发光源及相应的脉冲检测技术作荧光信号检测器 ; 必

须克服由于脉冲氮灯触发高压对接收电路引起的干扰和 由于激发光强 的起伏对测量结果

的影响 ; 必须有效地分离叶绿素荧光与激发光的散射光
,

并克服海水固有荧光的干扰
。

本测量仪由带有专用遮光罩和导向舵板的水下探头及船上带微电脑数据采集系统的

控制箱和纸带记录仪组成
。

用一根多蕊电缆将水下探头与控制箱连接
,

以供给电能和传

送信号
。

水下探头为单筒式用 O 型密封圈密封
。

筒内安装激发系统和接收系统
,

中间用

一块铁板和铜板组成的纵向隔板分开
。

既起到重要的光电屏 蔽作用
,

又起到激发部件和

接收部件安装底板的支承作用
。

在通光孔上安装两个水密平头有机玻璃锥体
,

既起到水

l) 胡嘉敏
,

夏达英等
,

19 90
,

海洋水色遥感技术与模式研究
,

国家海洋局等
“

七五
”

国家重点科技攻关项 目结

题鉴定报告
。
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密封作用
,

又可消除水体中气泡和不必要的衰减 (图 2)
,

水下探头重量为 19 kg ; 探测海

中浮游植物体内叶绿素
a 的浓度 范围为 1 x 10币

一 l x lo , g / c m
, ,

对数工作方式 ; 荧光信号 输

出为 0一 S V 模拟电压量 ; 仪器可在海表层到 50 m

水深内任一 日光强度下工作
。

.2 2 光学 系统 测量 仪的光 学系统方框图如

图 3 中的光学部分
。

脉冲氛灯 S 发出的白色脉冲

光
,

通过透镜组 L I

和滤光片 lF 聚焦和滤光
,

使

得水下探 头机壳外 的探测体积 为 cZ m
, ,

并 给出

激发光的合适波长的光照射到被测量的水体中
。

在垂直激发光路的光轴方 向上安装一个 IP N 硅光

电二级管
,

用以监测激发光强
。

荧光接收光路安装在 与激发光轴垂直的方 向

上
,

通过玻璃锥体 Q 进人接收器的散射光 (含荧

光 )被滤光片 R 又一次滤光
。

用一个较大孔径的

透镜组 b 汇集被检测到的荧光信号至光 电倍增

管 P M 的光 阴极上
,

转换成 电信号
。

为了有效地分离被激发光照射的浮游 植物

体内叶绿素
“
所产生 的荧光和激发光的散射光

,

除了将荧光信号的检 测选择在粒子散射最小 的

角度 (90
“

)附近外
,

同时还采用 了高 阻塞系数窄

带干涉滤光 片作 光谱滤光
。

激发滤光片 的中心

波长 兄
。 一 4 4 o n m

,

半宽度人
。

= 10 n
m ; 荧光 发

射滤光片的中心波 长兄
。

= 6 8 5 n m
,

半宽度心
5 二

10 n m (图 4 )
。

这就使接 收器所接收到 的光通 量

确保反 映浮游植 物体内叶绿素
a 的荧光

,

而且

能有效地克服海水固有荧光 的干扰
。

.2 3 电子学系统 测量仪的电子学系统方框图

如图 3 中的电子学部分
,

主要电路安装在水下探
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2

测量仪水下探头结构方框图

B loc k id 眼
r田11

s t r uc ut er in

o f u n d e
wr aet

r P or be
, s

n l e 是巧 1】r e f

S 脉冲氛灯 ; L ;

激发透镜组 ; lF 激发滤光

片 ; 场
,

Q 平头玻璃锥体 ; B 荧光发射滤光

片 ;玩 接收光学透镜组 ; 几 硅光电二极管 ;

P M 光电倍增管 ; 1 脉冲氮灯高压电源 ;

2 直流变换器 ; 3 直流稳压电源 ; 4 光电

倍增管高压电源 ; 5 阻抗匹配器 ; 6 前置放

大器 ; 7 B ox
c ar 积分器 ; 8 触发和控制逻辑

电路 ; 9 除法和对数放大器 ; 10 线路工作电源 ;

11 水下电缆
。

头中
。

选用低功耗
、

高强度的脉冲氮灯作为激发光源
,

该灯在 3 00 A / c m
Z

的电流密度的工

作条件下
,

能量输出峰值在紫外和可见光短波区
。

从信号处理部分对信噪比的要求
,

及仪

器在现场测量 中拖 曳速度对电路 时间常数的要求等原 因考虑
,

脉冲氛灯 的重复频率为

10 ZH 较为理想
。

储能电容为 2叮
,

氛灯工作电压为 6 00 v
,

脉冲氨灯工作电路如图 s aa

由于激发光为低 重复频率的窄脉冲光
,

因此
,

作为荧光信号 的接收处理 电路必须

采用相 应的脉冲检测 电路
。

B o cx ar 积分器是检测这类信号 的有效方法 (uH
n d ah l et al

. ,

198 ;0 w he aot
n e t a l

. ,

198 1`〕
)

。

本测量仪的荧光信号接 收电路 主要 由
: (a) 信号通道积分

l ) W he a ot n e t al
. ,

19 8 1
, u n d e

rw ate
r fl u o

orme
te r m e as un

n g s y s te m
,

U
.

5
.

Pia e
城 4 2 9 3 2 2 5
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微微电脑脑
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同同同同步步步 前置置置置置置置控控控控控控控控控控制电路路路 放大器器器
`

前置置
供供电系统统统统统统统 放大器器

士士 2 4 V电池组组组组组组组组组组组组组组组

参参考通道道
积积分器器

预预 先 稳稳稳稳稳稳稳稳

定定 电路路路 比较电路路

...

缓冲电路路路 定标器器

图 3测量仪光学 与电子学系统方框图

R g
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r o t
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n曰门 n内 O
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件夕ú

八次 )哥划喇

波长 ( n) m

叶绿素 a激发滤光片 () a和发射滤光片

() b光谱曲线

Se p
e tr a】

e
m i i ttg ni fle tr

o fe e xa i t ne tl i f de tr
(

a) a n d

(b)
o fe l h r o oP l l yll-- a

器 ;) b (参考通道积分器 ;) ( c触发及控制逻

辑电路 ;) ( d除法 电路及对 数放大器 ;() e直

流电源等五部分组成
,

如图 s b 所示
。

其时间

常数 为 10 0哪
。

当仪器 的拖 曳 速度 为 Zm /
s

时
,

空间分辨为 l m
,

这是具有现场走航测量

实用价值的
。

由于激发光强度有 较大 的起伏
,

对测量

结果影 响较大
。

因此
,

采用双光路双通 道测

量方法 (图 3 ) : PI N 硅光电二极管接 收脉冲氛

灯 的微小部分光强度作为参考信号
,

与荧光

信号分别 通 过 相 同的 (只有 增 益 不 同 )积分

器
,

然后 经除法 电路得 到满意 的归一结果
,

有效地消 除了激 发光强度 的起伏对测量结果

的影响 ; 由于脉冲 氛灯在触发启动 时电磁干

扰很强
,

使得整机逻辑控制成为关键
。

为此
,

将激发 电路部分 与接 收 电部分用铁板和铜板

4.4图瑰
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图 5 脉冲氛灯 ( a) 和荧光信号接收 (b) 工作电路图
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组成的纵向隔板分 开
,

以作各 自的电磁屏蔽
。

同时
,

使用感应脉冲氖灯触 发的电信号

经处理后成 为逻辑电路 的触发信 号
,

有效地避开 了这一强干扰
。

保证了精 密的逻辑控

制 ; 采用 时间选通技 术消除其它散光 的干扰 ; 复合使用 O --P 07 和 L 3F 57
,

以 L 3F 57 保

证良好的频率特性
,

O --P O7的深度反馈
,

有效地抑制 L 3F 57 的工作点 的漂移
。

本测量仪从水下探头输 出的已是 与叶绿素浓度 相对应的模拟 电压量 ( 0一 S V )
。

为

了防止工作时发生短路现象及 消除长电缆对信号的衰减
,

在水上控制箱 内加了跟 随器

以作隔离
,

并接人数字电压表以作实时显示
。

信号输出的一路送至纸带记录仪
,

给出

浓度 曲线 (电压量 ) ; 另一路送 至单板机作数据采集
,

可供计算机处理
。

单板机直接采

集 与叶绿素浓度相对应的 电压量
,

也 可根据测量仪的工作 曲线将采集的电压量换算成

浓度值
。

3 实验结果与讨论

199 0 年 】一4 月使 用研制成功的海水叶绿素
“
现场测量仪配合海水叶绿素

a
遥感测量

实验
,

现场测量海水 中浮游植物体内叶绿素
“ 的浓度

,

测量数据如 图 6
。

图 6 中
,

A 组为 1月 8 日在实验室用分光光度计规范法测定出活体藻类体内叶绿素
a
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的浓度
,

按一定 比例注人过滤海水 中
,

用累加法配制成不 同浓度 的标准样品
,

使用本测

甲̀|广||ó|
11.

|
宝卜l||匕|!

ǎ卜à赵烈来拟蓄军

l 又 1 0 一 , 1 只 10
一 ” 1 火 1 0 一 7 I K 10

叶绿素 a 浓度 ( g 八 m
3

)

图 6 测量仪工作曲线和现场测量数据

iF g
.

6 C a li b ar it o n e u
vr

e o f m e
as

u er r

a n d 一n s i ut m e a s u ir m g d a at

0 1 月 8 日钡组量数据 ( A 组 ) ;

. 4 月 2 4 日测量数据 ( B 组 )
。

量仪所测定的数据绘成 曲线
,

即为本测量仪

的工作曲线
。

B 组为 4 月 2 4 日在海水养殖场

(青 岛 )
,

使 用本测量仪配 合水色 遥感仪 器

W--R 2型光谱仪进行海水中活体藻类体内叶

绿素
a
遥感测量实验

,

本测量仪在现场不 同

测点所测量的数据
。

将 1月 8 日测量数据对同一浓度的每一

组 输 出值 求平均
,

所作 出的测量 仪工作 曲

线 与 4 月 2 4 日现场各 测 点所测数据 比较
,

得 出如下结论
。

.3 1 本 底 海 水 (过 滤 海 水 ) 与 浓 度 为

1 X 1 0
一 ,。 g / c

m
,

的浮游 植物体内叶绿素
a 海

水水样可 以辨别开
。

.3 2 海水叶绿素
a 浓度 在 l x lo 一 g / c m 3

一

1 X 10
1

馆 / c m ,之 间一段
,

本测量 仪的灵敏

度不高
,

特别是浓度在 s x lo lo g /
c m

,

以下

误差 比较大
,

这是 由于本 底噪 声和水体中

藻类含量不均匀所致
。

从实验测量得到本测量仪对于浮游植物体 内叶绿素
a 的浓度测

量范围为 1 x 1 0
一 6

一 1 x 1 0一 g / c

m3
,

这对于海上现场测量具 有实用价值
。

.3 3 现场测量值与工作 曲线之间的最大相差小于 17 %
,

即本测量仪的精确度 (最大相对

误差 ) 簇 士 17 %
。

这是除仪器本身的测量误差外
,

更多 的是由于水体中藻类含量的不均匀

性所引起
。

.3 4 本测量仪 的零点 比较稳定
,

每 次开机工作无需调节
,

本底 海水的每次测量值都在

1
.

4 V
,

注人活体藻类样品达到 1 x 10
一 , 0

9 / c
m

,

时
,

测量值为 1
.

45 V
。

4 结语

通过进一步的实验研究
,

本测量仪的检测灵敏度可 以进一步得到提高
。

同时在此基

础上深人研究
,

还可测量海洋 中其他物质的浓度 : 如测量海洋 中油溢
、

黄色物质及荧光

性污染物质的浓度 ; 测量人工投放在 海洋水域中的荧光示踪染料浓度 的时间
、

空 间分

布
,

以研究水域中可溶性污染物质的稀释扩散和海流结构之间的关系 ; 还可以测量海中

悬浮泥沙含量等
。

此类仪器是一种用途极其广泛的新 型海洋仪器
,

人们称它为
“

万能水

中荧光计
” 。
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