
第l6卷 第2期 
2004年6月 

湖 泊 科 学 
J0URNAL 0F LAKE SCIENCES 

Vo1．16．No．2 

Jun．，2004 

太湖底泥表层越冬藻类群落动态 

的荧光分析法初步研究术 

阎 荣1,2孔繁翔 韩小波 
(1：中国科学院南京地理与湖泊研究所，南京210008；2：南京大学环境学院，南京 210093) 

提 要 为探索春季湖泊底泥表层不同藻类群落的复苏规律，本实验采集了太湖梅梁湾 

地区的底泥，应用荧光分析法测定藻蓝素，同时测定湖泊底泥中的叶绿素a和叶绿素b，确定春 

季梅梁湾底泥中不同藻类类群的色素含量变化，说明荧光分析法可以应用于底泥色素分析中， 

初步探讨了蓝藻群落和非蓝藻群落在春季温度上升期间恢复生长过程的差异． 

关键词 荧光分析法 蓝藻复苏 底泥 叶绿素 藻蓝素 太湖 

分类号 Q949．22 P5l2．32 

叶绿素及其降解产物通常被视为湖泊生产力的指示性标志 ]̈．由于太湖蓝藻水华是以 

微囊藻为优势种，且太湖中淡水红藻的报道较少 、 ，因此在特定的水环境中藻蓝素可以用 

于指征蓝藻的生长水平． 

目前常用于分析色素浓度的分光光度法灵敏度较低，当样品中色素含量很低时，难以检 

出 、̈引．也有研究曾经采用了同步荧光法测定了海洋浮游植物的叶绿素【5]，但至今还未见用 

于湖泊底泥中色素分析的报道．Yuko等人应用高效液相色谱(HPLC)法分析了Baikal湖湖 

泊沉积物中的色素 ，该方法检测限很低，灵敏度极高．但此法样品前处理过程较为复杂， 

且成本较高．而荧光分析法灵敏度较高，所需样品量少 ]，更为简便、快速和经济．虽然蓝 

藻一般在夏季形成水华，但是认识藻类在底泥中初春的动态规律有助于了解水华形成的机 

理．本文以太湖梅梁湾地区的底泥为材料，利用荧光分析法测定藻蓝素含量，并用同步荧光 

分析法同时测定湖泊底泥中的叶绿素a、叶绿素b含量，目的是利用不同色素的定量分析来 

表征底泥中不同类群藻类的比例，为探讨不同季节底泥中水华蓝藻存在状态与春季蓝藻复 

苏以及随后水华发生的时空关系提供技术支持． 

1 材料与方法 

1．1 样品的采集 

2003年4月和6月中旬分别在太湖梅梁湾地区的三个采样点 (分别位于31~25 49．9"N 

国家重点基础研究发展计划 (2002CB412300)、中科院创新项目(KZCX2—31 1)、中国科学院百人计划项目和南京地 

理与湖泊研究所所长基金共同资助． 

2003—7—21收稿，2003—10—22收修改稿．阎荣，男，1979年生，硕士研究生． 

}}通讯联系人，E-mail：kongfx@jlonline．com． 
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120。12 47．8"E、31~25 42．5"N 120。12 52．1"E和31~25 14．4"N 120。12 56．5"E，依次记为1、2、 

3号点，图1)用柱状采样器采集底泥样品，然后用顶杆顶出上覆水，将最上层2 cm左右厚度 

的泥柱用刮刀切下，放入平皿中0~C以下冷冻保存待测． 

1．2 样品的前处理 

图 1采样位点示意图 

Fig1． Sampling sites in Meiliang Bay 

称取一定量解冻后的底泥样品，于室内风干10—14d后 

称重，测定含水率，并计算底泥干重．取一定量底泥样品，放 

入研钵中仔细研磨2—5 min，称取5 g左右研磨好的样品置 

于10 mL具塞离心管中，加入90％丙酮溶液2—3 mL，于 

4cc黑暗环境下静置8—10 h，然后在5000 r／min下离心3 

mint ，用Whatman GF／C滤膜过滤于 10 mL容量瓶中，再向 

离心管中加入90％丙酮2—3 mL，反复萃取3—4次，每次将 

离心所得的上清液均过滤至容量瓶中，最后用90％丙酮定 

容至10 mL．此待测液用于测定叶绿素含量．用于测定藻蓝 

素含量的底泥样品处理程序基本同上，只需将提取液改为 

0．05 M pH 7．0 Tris缓冲液(7．02 g／L Tris—HC1和0．67 g／ 

L Tris—Base)，离心条件为1240 g、10 mint ’ ． 

将标准叶绿素a、标准叶绿素b用90％丙酮溶解稀释至 

标准系列溶液，将标准藻蓝素以0．05 M pH 7．0 Tris缓冲液溶解稀释至标准系列溶液，用于 

绘制工作曲线(以上三种标准样品均从Sigma公司购得)． 

1．3 色素含量的测定 

1．3．1底泥中叶绿素a和叶绿素b含量的测定 荧光分光光度计的测定条件：在日立850 

型荧光分光光度计(日本Hitachi公司)上，扫描速度60 nm／min，激发和发射单色仪带通均为 

5 nm，响应时间2sec，PM增益置于LOW．取叶绿素a标准系列溶液，以90％丙酮为参比液， 

以△入=258 nm为固定波长差进行同步扫描，在670nm处出现狭长的叶绿素a荧光发射峰⋯， 

以此荧光强度对叶绿素a的浓度绘制工作曲线．以Ah=193 nm为固定波长差对叶绿素b 

标准系列溶液进行同步扫描，在655 nm处出现狭长的叶绿素b荧光发射峰⋯，以此荧光强度 

对叶绿素b的浓度绘制叶绿素b的工作曲线． 

取上述待测液在与标准样品相同的条件下进行同步荧光扫描，由叶绿素a和叶绿素b 

各自的同步荧光强度在其工作曲线上求得样品中的含量． 

1．3．2底泥中藻蓝素含量的测定 测定条件为激发光波长为620 nm，发射光波长647 nm， 

扫描速度60 nm／min，激发和发射单色仪带通均为5 nm，响应时间2sec，PM增益置于NOR． 

MAL，以0．05 M pH 7．0 Tris缓冲液为参比液分别测定荧光强度，以荧光强度对藻蓝素浓度 

作出工作曲线．在与标准系列相同的条件下测定样品的荧光强度从而在工作曲线上求得样 

品中藻蓝素含量． 

2结果与讨论 

2．1样品的荧光扫描结果 

叶绿素、藻蓝素等色素在一定的激发光下会产生特征荧光发射峰．在特定波长的激发 
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光和发射光下，样品的浓度与荧光强度成正比 1．在荧光分光光度计上分别扫描湖泊底泥 

中叶绿素a、叶绿素b和藻蓝素提取液．结果表明，叶绿素a的荧光激发峰位于436 nm，发射 

峰位于670 nm；叶绿素b的荧光激发峰和发射峰的波长分别为460 nln和655 nm；藻蓝素的 

激发峰位于616 nm，发射峰位于647 nm．其结果与文献报道基本一致 ’洲 ，说明本实验 

中所采用的抽提方法在底泥的色素分析中是可行的． 

底泥样品中藻蓝素的激发和发射光谱分别见图2和图3．叶绿素a和叶绿素b的同步荧 

光光谱如图4所示．由图可见，以Ak=258 rim为激发光和发射光的固定波长差在608 nm一 

708 nm之间进行同步扫描，在670 nm处可见清晰、狭长的叶绿素a荧光发射峰；以Ak=193 

nm为固定波长差在593 nm一693 nlTl之间进行同步扫描，在655nm处可明显看出叶绿素b 

荧光发射峰．且在同一坐标系中可以看出应用同步荧光法可以将底泥样品中的叶绿素a和 

叶绿素b的荧光发射峰十分清楚地分开． 

500 520 540 560 580 600 620 640 66O 

波长 (rim) 

图2底泥样品中藻蓝素的激发光谱 (Em=647nm) 

Fig．2 Fluorescence excitation spectra of phycocyanobilin 

from sediment samples 

图3底泥样品中藻蓝素的发射光谱 (Ex=620nm) 

Fig．3 Fluorescence emission spectra of phycocyanobilin 

from sediment samples 

2．2 工作曲线 

为检测不同环境介质中和不同浓度的色素含量，叶绿素a的标准系列浓度梯度设置为 

l、10、100、1000、10000 Izg／L，叶绿素b和藻蓝素的标准系列浓度梯度设置均为10、100、 

1000、10000 g／L．由于浓度范围比较宽，且相邻两个浓度相差l0倍，在普通的荧光强度 

(F)一浓度(C)工作曲线上低浓度的几个点会很靠近而难以分清楚，因此将 F—C曲线换算 

为双对数(1gF—lgC)工作曲线，这样可以直观地看出线性关系(见图5，6，7)．回归方程的相 

关系数均达到0．99—0．999，这表明在上述浓度范围内工作曲线的线性良好． 

2．3底泥样品的测定 

三个采样点表层底泥中三种色素含量测定结果见表1．检测结果表明，因为叶绿素a是 

所有的藻类群落都含有的光合作用色素，因此在不同时间和不同采集点的底泥样品中叶绿 

素a的含量总是高于叶绿素b和藻蓝素的含量．叶绿素b是非蓝藻群落所含有的色素，在不 

同采样点所采集的底泥样品中叶绿素b含量略有波动，但是变化不大．而作为表征蓝藻群 

落的藻蓝素含量，可能由于三个采样点均处于营养化程度较高的梅梁湾，常常发生水华，因 
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图4同一坐标系中叶绿素a和叶绿素b的同步荧光光谱 

Fig．4 Synchronous fluorescence emission spectra of Chloro- 

phyll a and Chlorophyll b 
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图6叶绿素b的双对数工作曲线 

Fig．6 lgF—lgC standard curve of 

Chlorophyll b 
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图5叶绿素a的双对数工作曲线 

Fig．5 lg F—lg C standard curve of Chlorophyll a 
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图7藻蓝素的双对数工作曲线 

Fig．7 lgF—lgC standard curve of 

phyc0cyan0bilin 

此不同采样点之间虽然存在差异，但差异并不明显(P<0．05)；而三个采样点在不同时间的 

色素水平变化表明，底泥表层的藻蓝素含量在水体温度相对较低的4月份明显高于温度较 

高的6月，在三个采样点这一变化十分一致．这一现象是否表明，在春季温度和光照等外界 

适宜条件下，在底泥中越冬的营浮游生活方式的蓝藻细胞逐渐从底泥表面重新悬浮，进入水 

表1三个采样点表层底泥中三种色素含量比较(单位：ng／g底泥干重) 

Tab．1 Comparison of the contents of the three pigments in the sediment samples 
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体复苏，导致底泥表面蓝藻所特有的藻蓝素含量下降，还有待进一步观察和研究．同时通过 

表1的数据比较可以看出，从4月到6月，1号、2号采样点底泥中叶绿素a的含量略有增加， 

叶绿素b的含量却变化不大；而3号点底泥中叶绿素a和叶绿素b的含量均大幅度升高，使 

得其叶绿素水平远远高于其他两个采样点．这可能说明，在1、2号点非蓝藻群落的变化没 

有蓝藻群落的复苏显著，而在3号点，底泥表层的非蓝藻群落的生物量增加却十分明显，可 

能是由于水体中这类藻细胞下沉到底泥表面的缘故，或者是由于环境温度和光照等条件适 

宜，导致附着在底泥表面的非蓝藻群落生物量增加． 

由于荧光分析法的灵敏度较高，测定结果准确、可靠，且十分简便、迅速，因此，本实验结 

果表明，可以利用荧光分析法测定水体和底泥中的不同类型的色素含量，这对于在冬季蓝藻 

生物量很低的情况下分析蓝藻在太湖水体至底泥中时空分布规律，探索蓝藻在低温、黑暗 

(或弱光)条件下的特殊生理状态有着十分重要的应用价值．可见，底泥表面的蓝藻和非蓝 

藻群落在春季复苏进入水体的过程有比较明显的差异，这种差异是否是引起蓝藻水华暴发 

的基础还需其他证据佐证． 
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