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摘　 要： 藻蓝蛋白与叶绿素 ａ 作为特征色素常用于表征蓝藻的生物量． 藻蓝蛋白与叶绿素 ａ 通常用荧光光谱或原位荧光

强度检测，但是在实际水体中藻蓝蛋白与叶绿素 ａ 的荧光效应相互干扰会影响测量精度，极大限制了该方法的应用． 本文

根据朗伯比尔定律，利用二阶矩阵模型设计了一套在荧光检测过程中“激发光－发射光”优化抗干扰的波长选择方法，并
利用多元线性回归分析建立了两种色素浓度与荧光强度之间的多元校正线性模型，实验验证了所筛选蓝藻荧光分析法

中特定激发光和发射光波长的有效性． 本研究实现了两种色素检测过程中的成功解耦，可在藻蓝蛋白的原位检测中排除

水体中藻蓝蛋白与叶绿素 ａ 之间的相互干扰，提高藻蓝蛋白和叶绿素 ａ 的原位检测精度，为开发便携式蓝藻检测传感器

时的波长选择提供理论基础．
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中国是世界上蓝藻水华暴发最严重、分布最广泛且蓝藻种类最多的国家之一［１］ ，太湖、滇池、巢湖等内

陆湖泊均已成为我国蓝藻水华暴发的高频地区［２］ ． 蓝藻水华的暴发会引起水体缺氧而导致水生动植物大量

死亡，破坏水体生态系统［３⁃４］ ；其分泌的藻毒素进入水体后，通过食物链、食物网或者饮用水进入人体，对公

众健康造成极大的威胁［５⁃６］ ；藻类大量繁殖影响水质以及水厂的运行，造成供水危机［７］ ；水华消亡时还会散

发恶臭气味，影响周边的环境［８］ ． 因此，对蓝藻水华的预报、预警以及控制是水生生态环境治理的关键环节，
对蓝藻生物量的原位检测是蓝藻水华治理过程的核心，是水华预报与预警的基础［９］ ．
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目前针对蓝藻生物量的检测主要有以下几种方法：群落计数法［１０］ 、吸光光度法［１１⁃１２］ 、多光谱遥感技

术［１３］ 、荧光检测法［１４⁃１７］ 、流式细胞法［１８］以及液相色谱法［１９］等． 这些方法给日常监测与科学研究带来便利的

同时，也均存在不足，主要体现在精度、准确性、时效性以及人耗 ／ 时耗等方面，尤其在原位监测上，更是存在

瓶颈［２０］ ． 蓝藻生物量的荧光检测法因其简便性、灵敏度高、可原位检测等特点而被广泛使用，其中多以藻蓝

蛋白作为特征色素，利用二维荧光光谱法进行检测［２１］ ． 目前用荧光检测法检测蓝藻生物量的大多数研究皆

是在藻蓝蛋白的激发光谱与发射光谱中选择激发光与发射光波长（多选择激发光谱与发射光谱的峰值波

长），并建立藻蓝蛋白浓度与荧光强度的线性关系［１５，１７，２２⁃２７］ ． 这些研究方法在单一色素的检测中表现出很高

的精确度，而在实际水体中，因藻蓝蛋白与叶绿素 ａ 荧光效应的相互干扰而影响测量精度，从而难以将蓝藻

与其他真核藻类进行有效区分，极大限制了该方法的原位应用．
本文以简单易行的荧光分析法为基础，运用二阶矩阵模型，建立了一种以减少两种色素相互干扰为目

标的特定波长筛选方法，再结合多元线性回归分析对藻蓝蛋白、叶绿素 ａ、混合藻类的检测实验进行验证． 验

证结果表明，本文方法可抑制藻蓝蛋白与叶绿素 ａ 的相互耦合，避免其他真核藻类对蓝藻检测的干扰，使藻

蓝蛋白的检测达到抗荧光干扰的效果，从而实现蓝藻生物量的精确检测．

１ 材料与方法

１．１ 材料与仪器

叶绿素 ａ 与藻蓝蛋白的标准品均为 Ｓｉｇｍａ 标准试剂（藻蓝蛋白标准品：Ｓｉｇｍａ⁃５２４６８；叶绿素 ａ 标准品：
Ｓｉｇｍａ⁃Ｃ５７５３），所用溶剂为 １５％的乙醇 ＰＢＳ 溶液（由 ＰＢＳ 溶液中加入 １５０ ｍｌ 乙醇后定容至 １ Ｌ 而得，且在此

溶剂中，叶绿素 ａ 与藻蓝蛋白可以实现较大范围浓度比的混合）；藻类培养使用 ＢＧ⁃１１ 培养基；藻类计数采

用血球计数板；实验中所用的仪器为荧光分光光度计（ＴＥＣＯＮ⁃ＩＮＦＩＮＩＴＥ⁃Ｍ２００ＰＲＯ，奥地利），仪器参数为：
Ｒｅａｄ： Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｆｌａｓｈｅｓ， ２５； Ｒｅａｄ⁃Ｓｅｔｔｌｅ ｔｉｍｅ， ０ ｍｓ； Ｍｏｄｅ： Ｔｏｐ； Ｚ⁃ｐｏｓｉｔｉｏｎ： Ｍａｎｕａｌ， ２００００ μｍ； Ｇａｉｎ： Ｍａｎｕ⁃
ａｌ， １１０；Ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ： ｔｉｍｅ， ２０ μｓ；实验中所用的藻类包括铜绿微囊藻（Ｍｉｃｒｏｃｙｓｔｉｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）（蓝藻）和小球藻

（Ｃｈｌｏｒｅｌｌａ ｖｕｌｇａｒｉｓ，ＦＡＣＨＢ⁃８）（绿藻），均来自中国科学院水生生物研究所淡水藻种库（ＦＡＣＨＢ）．
１．２ 波长筛选方法的建立

蓝藻生物量的荧光检测法基于朗伯比尔定律［２５］ ，以藻蓝蛋白为特征色素建立其浓度与荧光强度的关

系． 强度为 Ｉ０的入射光平行照射到厚度为 ｌ、浓度为 ｃ 的溶液表面，当蓝藻溶液极稀（满足 Ｋ·ｌ·ｃ≤０．０５）
时［１４］ ，荧光发射光强 Ｉｆ为：

Ｉｆ ＝ ２．３η·Ｉ０·Ｋ·ｌ·ｃ （１）
式中，η 为物质的荧光系数，Ｋ 为物质的摩尔吸收系数．

在混合色素的荧光检测过程中，不耦合检测是指检测过程中两种色素产生的荧光互不干扰． 而用荧光

分析法检测藻蓝蛋白与叶绿素 ａ 时，两者存在很强的耦合效应． 结合多元线性回归分析以及荧光光谱的叠

加效应［２８］ ，可建立多元线性荧光检测模型：
ｕ１ ＝ ｈ１１·Ｃ１ ＋ ｈ１２·Ｃ２ ＋ ｂ１

ｕ２ ＝ ｈ２１·Ｃ１ ＋ ｈ２２·Ｃ２ ＋ ｂ２

（２）

式中，ｕ１和 ｕ２分别为叶绿素 ａ 和藻蓝蛋白的浓度；ｈｉｊ为线性系数；Ｃ１和 Ｃ２分别为叶绿素 ａ 和藻蓝蛋白检测方

法下的相对荧光强度值；ｂ１和 ｂ２分别为叶绿素 ａ 和藻蓝蛋白检测模型公式中的常数项，即为朗伯比尔定律中

提出线性项后的残余项，也是仪器与环境噪声的反映项．
定义荧光系数矩阵（Ｈ）为：

Ｈ ＝
ｈ１１ ｈ１２

ｈ２１ ｈ２２

æ

è
ç

ö

ø
÷ （３）

由上，特定波长的不同组合会导致荧光系数矩阵中的元素不同，Ｈ 阵也代表了不同色素之间的干扰程

度． 基于以上原理，可以结合矩阵中向量相关性原理寻找两种色素相互干扰最小时的条件．
将（２）式转换为：
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Ｃ１ ＝ ａ１１·ｕ１ ＋ ａ１２·ｕ２ ＋ ｍ１

Ｃ２ ＝ ａ２１·ｕ１ ＋ ａ２２·ｕ２ ＋ ｍ２

（４）

定义检测矩阵（Ａ）为：

Ａ ＝
ａ１１ ａ１２

ａ２１ ａ２２

æ

è
ç

ö

ø
÷ （５）

在不耦合双色素系统的检测中，荧光强度与色素浓度关系的模型应为：
Ｃ１ ＝ ａ１１·ｕ１ ＋ ｍ１

Ｃ２ ＝ ａ２２·ｕ２ ＋ ｍ２

（６）

也即 Ａ 阵应为对角阵． 因而对于不同的方法组合，需要寻找一种方法使得检测矩阵最接近于对角阵，也
即使得 Ａ 阵的两个行向量相关性最差．

定义检测解耦参数（Ｓ）为：
Ｓ ＝ Ａ ＝ ａ１１·ａ２２ － ａ１２·ａ２２ （７）

则由向量相关性理论可推导，Ｓ 值越大，则矩阵中两个行向量相关性越小． 因此 Ｓ 值可表示荧光检测叶

绿素 ａ 与藻蓝蛋白时两者荧光光谱实现分离的程度，也即分离程度越大，两者的相互干扰越小．
通过对激发波长与发射波长的不同组合，得到一系列 Ａ 矩阵，找到 Ｓ 值最大时所对应的 Ａ 矩阵，此时的

方法组合即为最优的激发光波长与发射光波长． 而后根据多元线性回归分析建立荧光强度与两种色素浓度

的关系，即为检测藻蓝蛋白与叶绿素 ａ 混合色素的模型．
具体激发光波长与发射光波长筛选流程如图 １ 所示． 其中，Ｃ１、Ｃ２分别为预选的检测叶绿素 ａ 的激发光

波长范围与发射光范围；Ｐ１、Ｐ２分别为预选的检测藻蓝蛋白的激发光波长范围与发射光范围；Ｎｉ为特定波长

组合的方法 ｉ． 所有数据处理在 Ｍａｔｌａｂ 软件（Ｍａｔｌａｂ⁃Ｒ２０１２ａ）中完成，实现 Ｓ 值的筛选．

图 １ 波长筛选方法

Ｆｉｇ．１ Ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ

１．３ 验证实验

在验证实验中，对以下 ３ 种方法做对比：
本文研究方法（Ｍ１）：是指以本研究所筛选出的激发光波长与发射光波长进行检测，结合多元线性回归

分析建立检测模型；
最强波长模型（Ｍ２）：是指以色素荧光光谱中的峰值波长进行检测，建立模型方法同 Ｍ１［２８］ ；
标准曲线法（Ｍ３）：是指波长选择同 Ｍ２，用单一色素的标准曲线法建立模型［１７，２２⁃２３］ ．

１．３．１ 色素检测　 将两种色素配制不同浓度梯度的混合溶液，且保持每份溶液中叶绿素 ａ 与藻蓝蛋白浓度比
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ＣＣｈｌ．ａ ∶ＣＰＣ ＝ １ ∶１． 保持其他实验条件与前述相同，用 Ｍ１、Ｍ２、Ｍ３ ３ 种方法分别检测相应的荧光强度，同样的浓

度取 ３ 个样本，同样的样本连续测 ３ 次．
１．３．２ 藻类的检测　 本文用混合培养对数生长期的铜绿微囊藻与小球藻进行实验，以藻蓝蛋白作为特征色素

检测铜绿微囊藻细胞浓度（ｃｅｌｌｓ ／ ｍｌ）与藻蓝蛋白荧光强度的关系． 通过对单一铜绿微囊藻的个数与藻蓝蛋

白浓度的线性关系，建立蓝藻细胞浓度的检测模型． 藻液的培养条件为：３００ ｍｌ 培养瓶，藻液容积为 ２００ ｍｌ；
温度为 ２５±１℃；光照时间 Ｌ ∶Ｄ＝ １２ ｈ ∶１２ ｈ，光照强度为 ３３００±２００ ｌｘ；每天摇晃 １ 次，并随机交换位置以保证

每个培养瓶均接受到相同的光照；培养周期为 １５ ｄ． 每天用 Ｍ１、Ｍ２、Ｍ３ ３ 种方法检测混合藻液中藻蓝蛋白

的荧光强度，并计算蓝藻的细胞浓度． 蓝藻浓度标准值测量依据国家标准《水和废水监测分析方法》中的群

落计数法，在显微镜下检测［１０］ ．
１．３．３ 结果指标比较 　 在对色素标准品与活体藻类检测中，用 ３ 个指标对结果进行评估：准确率（或者误

差）、精密度和回收率． 准确率的计算公式为：

准确率＝ 检测值
真值

× １００％ （１）

误差（ｅ）＝ １ － 准确率 （２）
式中，检测值为检测结果；真值在色素检测实验中为色素配比时的标准浓度值，在活体藻类检测中则指显微

计数法所获得的浓度值．
标准差表征多次检测值的可重复性，也即为检测结果的稳定性；其值越小，表示精密度越高． 在本文实

验中，精密度为同一浓度样品 ６ 次测量结果的标准差．
回收率用来表征检测方法的准确度高低，其计算公式为：

回收率＝ 加标后混合样品的平均测量值 － 加标前样品的平均测量值
加标量

× １００％ （３）

式中，加标量为加标前浓度的 ２０％且在检测范围内．

２ 结果与讨论

２．１ 叶绿素 ａ与藻蓝蛋白的荧光光谱特征

激发光谱中（选取叶绿素 ａ 的发射波长为 ６８０ ｎｍ，藻蓝蛋白的发射波长为 ６４８ ｎｍ），叶绿素 ａ 的峰值出

现在 ４３６ ｎｍ，而且从 ５００ ｎｍ 到 ６３０ ｎｍ 逐渐升高，藻蓝蛋白的峰值出现在 ６２６ ｎｍ，虚线框内两者具有很强的

重叠耦合（图 ２ａ）；发射光谱中（选取叶绿素 ａ 的激发波长为 ４３６ ｎｍ，藻蓝蛋白的激发波长为 ６２６ ｎｍ），叶绿

素 ａ 的峰值出现在 ６８０ ｎｍ，藻蓝蛋白的峰值出现在 ６４８ ｎｍ，虚线框内两者具有很强的重叠耦合（图 ２ｂ）． 当

蓝藻水华暴发时，水体中含有大量这两种色素，彼此间的耦合则产生较强的荧光干扰．
当 ＣＣｈｌ．ａ＞５００ μｇ ／ Ｌ 时，叶绿素 ａ 的荧光强度与浓度不呈显著的线性关系；当 ＣＰＣ＞２０００ μｇ ／ Ｌ 时，藻蓝蛋

白的荧光强度与浓度也不呈显著的线性关系（图 ２ｃ） ． 从曲线形状看两者更接近于幂函数曲线，这与将朗伯

比尔定律进行泰勒级数分解后的结果一致：此时不满足条件 Ｋ·ｌ·ｃ≤０．０５，则呈现一种幂函数关系［１４］ ． 但

此高浓度在实际水体检测中不常见，因此本文只研究浓度在线性范围内的部分． 因而，叶绿素 ａ 的荧光线性

浓度范围上限为 ５００ μｇ ／ Ｌ． 藻蓝蛋白的荧光线性浓度范围上限为 ２０００ μｇ ／ Ｌ． 将图 ２ｃ 中浓度范围为 ０．０３ ～
５００ μｇ ／ Ｌ 的部分放大至图 ２ｄ，可知当 ＣＣｈｌ．ａ＞０．１０ μｇ ／ Ｌ 或者 ＣＰＣ＞０．２０ μｇ ／ Ｌ 时，色素荧光强度与浓度呈现出

很强的线性关系． 其中叶绿素 ａ 的相关系数 Ｒ２达 ０．９９４４，藻蓝蛋白的相关系数 Ｒ２达 ０．９９４２． 浓度低于这个范

围时，检测已经无区分度． 因此，本文所研究的叶绿素 ａ 和藻蓝蛋白的荧光线性浓度范围分别为 ０．１０ ～ ５００
μｇ ／ Ｌ 和 ０．２０～２０００ μｇ ／ Ｌ． 藻蓝蛋白的线性浓度范围更广，适合在高浓度下检测，满足水华暴发时的测量需

求；而叶绿素 ａ 的检测限较低，灵敏度高，但是检测范围相比藻蓝蛋白小．
２．２ 叶绿素 ａ与藻蓝蛋白干扰程度最小波长的筛选

按照第 １ 节中的方法收集叶绿素 ａ 与藻蓝蛋白的荧光光谱数据，在 Ｍａｔｌａｂ 软件（Ｍａｔｌａｂ⁃Ｒ２０１２ａ）中运行

本文提出的波长筛选方法模型，最终得出可最大程度上减弱两种色素之间荧光干扰的波长组合：叶绿素 ａ
和藻蓝蛋白的激发波长分别为 ４４０ 和 ６００ ｎｍ，发射波长分别为 ６８８ 和 ６４０ ｎｍ．
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图 ２ 叶绿素 ａ 与藻蓝蛋白的荧光光谱性质（叶绿素 ａ 与藻蓝蛋白的激发光谱（ａ）；
叶绿素 ａ 与藻蓝蛋白的发射光谱（ｂ）；叶绿素 ａ 与藻蓝蛋白的荧光强度－浓度相关关系曲线（ｃ）；

叶绿素 ａ 与藻蓝蛋白在低浓度下的荧光强度－浓度相关关系曲线（ｄ））
Ｆｉｇ．２ Ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ａｎｄ ｅｍｉｓｓｉｏｎ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ⁃ａ ａｎｄ ｐｈｙｃｏｃｙａｎｉｎ

２．３ 叶绿素 ａ与藻蓝蛋白的浓度检测

在叶绿素 ａ 与藻蓝蛋白混合色素溶液的检测中（图 ３），本文研究方法 Ｍ１ 得到叶绿素 ａ 和藻蓝蛋白的

灵敏度分别为 ０．０６ 和 ０．１ μｇ ／ Ｌ，相比于方法 Ｍ２ 与 Ｍ３ 的结果具有一定提高． ３ 种方法的检测上限并无明显

差异，与图 ２ｃ 所显示的一致，叶绿素 ａ 检测上限为 ５００ μｇ ／ Ｌ，藻蓝蛋白检测上限为 ２０００ μｇ ／ Ｌ． Ｍ１ 方法中曲

线线性程度最好，相关系数 Ｒ２分别达到 ０．９９４８ 与 ０．９９３６，比 Ｍ２ 方法和目前研究中常用的 Ｍ３ 方法有显著提

高． 这说明本文研究方法能够有效提高混合色素中叶绿素 ａ 与藻蓝蛋白检测的灵敏度与检测稳定性，提高

检测精度．
而无论是检测叶绿素 ａ 还是藻蓝蛋白，相同的色素浓度在 ３ 种方法检测下，荧光强度呈现的规律均为：

Ｍ１＜Ｍ２＜Ｍ３． 原因在于 Ｍ２ 方法使用光谱中的峰值波长进行激发，所得到的发射光会略强于非峰值波长的激

发结果，且在峰值波长作为激发光与发射光波长时，色素之间的荧光干扰也比 Ｍ１ 方法要大． 而 Ｍ３ 中相同

浓度色素的荧光强度最大，则主要是因为色素之间的干扰． 因此，不同的波长组合对检测结果具有一定影

响，使用光谱中的峰值波长作为检测波长，荧光强度固然增大，但拟合效果未必是最佳． 相反，本文研究方法

则具有更高的灵敏度与更低的检测下限，且线性程度更优． 如此，可提高检测的稳定性，使藻蓝蛋白的检测

效果更好．
取 １、１０ 和 １００ μｇ ／ Ｌ ３ 种浓度的混合色素（保持每份溶液中 ＣＣｈｌ．ａ ∶ ＣＰＣ ＝ １ ∶１），用 １．３．１ 节中的描述方法

进行检测（图 ４）． 比较 Ｍ１ 与 Ｍ２ 方法的结果（图 ４ａ），可发现在两种色素的线性浓度范围内，Ｍ１ 所得到的结

果优于 Ｍ２，说明不同特定波长的选择对藻蓝蛋白与叶绿素 ａ 的检测精度产生影响，而不是单一色素检测下

荧光强度越强越好． Ｍ２ 方法劣于 Ｍ１，一方面是因为选择光谱中最强的峰值波长而未考虑两种色素之间的
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图 ３ 叶绿素 ａ（ａ）和藻蓝蛋白（ｂ）在 ３ 种方法检测下的线性拟合结果

Ｆｉｇ．３ Ｌｉｎｅａｒ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ⁃ａ （ａ） ａｎｄ ｐｈｙｃｏｃｙａｎｉｎ （ｂ） ｉｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｍｅｔｈｏｄｓ

耦合影响；另一方面则是因为荧光强度大，放大了因荧光不稳定所带来的误差效应． 比较 Ｍ２ 与 Ｍ３ 方法的

结果，发现 Ｍ２ 方法明显优于 Ｍ３ 方法，说明多元校正线性模型对于提高两种色素的检测精确度同样具有很

大影响． 直观从检测结果来看，本文研究方法通过筛选荧光检测中的激发光波长与发射光波长，能显著提高

蓝藻检测精度． 相比于目前普遍使用的 Ｍ３ 方法，对波长进行筛选并建立多元线性回归模型具有显著优势

（Ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ， Ｆ＞Ｆ ｃｒｉｔ，Ｐ⁃ｖａｌｕｅ＜０．０５） ．
对 ３ 种检测方法下的结果进行定量分析，比较准确率、精密度与回收率 ３ 个指标（皆为平均值） （图

４ｂ），发现 Ｍ１ 方法检测叶绿素 ａ 与藻蓝蛋白的准确率分别为 ９０．４％和 ９２．０％ ，相比于 Ｍ２ 和 Ｍ３ 方法分别高

出 ２．０％ ～２０．０％和 ４．３％ ～２０．０％ ，具有明显的优势；从精密度来看，Ｍ１ 方法的平均标准差最小，表征精密度

最高，说明本研究方法的精密度与重复性更好，避开最强波长的荧光，在一定程度上可以减弱荧光不稳定性

所带来的误差，实现了两种色素抗干扰性最强，提高了检测结果的精密度；从回收率来看，Ｍ１ 方法的准确性

最高，更加验证了本研究结果在检测效果上的优势． 综合上述参数的比较，本研究方法能提高混合色素检测

的准确率，有效减弱两种色素间的耦合作用，并具有较好的稳定性．

图 ４ ３ 种方法下叶绿素 ａ 与藻蓝蛋白不同混合浓度的检测结果：
３ 种方法与标准浓度的比较（ａ）；３ 种方法检测指标的比较（ｂ）

Ｆｉｇ．４ Ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ⁃ａ ａｎｄ ｐｈｙｃｏｃｙａｎｉｎ ｍｉｘｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｍｅｔｈｏｄｓ

２．４ 蓝藻与真核藻类混合浓度的检测

藻蓝蛋白作为蓝藻的特征色素，其浓度与蓝藻数量呈现高度的相关性［２６］ ． 在 ＢＧ⁃１１ 培养基中进行铜绿

微囊藻与小球藻的混合培养，通过上述 ３ 种验证方法对对数生长期内藻蓝蛋白的荧光强度与蓝藻细胞浓度
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进行线性回归分析．
３ 种方法中，Ｍ１ 方法下线性回归方程为：ｙ＝ ０．９４ｘ－０．２９，Ｒ２ ＝ ０．９９９４，其斜率最接近于 １，且相关系数最

大（图 ５ａ） ． Ｍ２ 方法的检测结果与 Ｍ１ 较为接近，但依然不如 Ｍ１ 检测效果好，且 Ｍ１ 与另外两种方法的检测

结果具有显著性差异（Ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ，Ｆ＞Ｆ ｃｒｉｔ，Ｐ⁃ｖａｌｕｅ＜０．０５），从图 ５ｂ 可直观看出 ３ 种方法检测效果的

差异． 以显微计数值作为模拟值计算 Ｎａｓｈ⁃Ｓｕｔｃｌｉｆｆｅ 效率系数为 ０．９４，相比于陈纬栋等［２５］ 的 ０．７８ 以及 Ｇｒｅｇｏｒ
等［２９］的 １．１２ 具有较大改进；相关系数高于杨飞等［１７］的研究，检测结果更加稳定； 准确率方面比 Ｌｅｅ 等［１５］的

８０％ ～９０％也有较大提高．

图 ５ 混合藻类在 ３ 种方法检测下的结果（ｅ⁃Ｍ１、ｅ⁃Ｍ２、ｅ⁃Ｍ３ 分别为 Ｍ１、Ｍ２、Ｍ３ 方法的检测误差）
Ｆｉｇ．５ Ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｍｉｃｒｏｃｙｓｔｉｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ ａｎｄ Ｃｈｌｏｒｅｌｌａ ｖｕｌｇａｒｉｓ ｍｉｘｉｎｇ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｍｅｔｈｏｄｓ

比较图 ５ 与图 ４ 发现，在实际检测活体藻类的过程中，准确率相比于色素的混合检测略有下降． 其主要

是因为对游离的藻蓝蛋白的测定与细胞中原始状态不同，不同种类蓝藻、同种蓝藻的不同细胞内光合色素

系统的结构差异以及相同细胞在不同生长环境与不同阶段中的差异也会对荧光结果产生影响［１５］ ． 本研究

将蓝藻光合系统中色素之间复杂的相互作用共同看作一个“黑匣子”，将其内部的差异看作系统误差来处

理，活体藻类色素系统的光合效应与标准色素相似，从而可以看出本文研究方法在提高检测效果方面的优

势． 尽管本文研究方法的结果与混合藻类中蓝藻浓度的标准结果仍然呈现较好的相关关系，但对其内部光

合色素系统的研究可为进一步提高蓝藻的检测精度提供很好的研究方向．
在混合藻类的培养过程中，３ 种方法的检测误差随着时间增加呈现下降趋势． 本文推测其原因为：在

ＢＧ⁃１１“富营养”水平下，培养的开始阶段，两种藻类的生长相互干扰较小，环境提供足够的生长繁殖条件，蓝
藻与绿藻都呈“Ｊ”型曲线增长，且数量相当，这与本文显微镜计数结果一致． 此时 ＣＣｈｌ．ａ ∶ ＣＰＣ较高，叶绿素 ａ 与

藻蓝蛋白之间的荧光干扰较大，从而导致总体检测误差大． 此阶段中，Ｍ１ 的误差明显比另外两种方法小，本
文研究方法的优势明显． 到了培养后期，因环境中营养减少，藻类生长受限，但蓝藻的竞争能力强［３０］ ，使得

蓝藻浓度高于绿藻浓度，ＣＣｈｌ．ａ ∶ ＣＰＣ降低，叶绿素 ａ 对藻蓝蛋白的荧光干扰降低，从而导致总体检测误差变小．
总体而言，Ｍ１ 的误差依然最小． 活体藻类的实验证明，本文的研究方法能够显著提高混合藻类中蓝藻浓度

的检测精确度，本研究结果同样适用于实际水体，且在蓝藻占比越小时，本研究方法越具优势．

３ 结论

１）使用本文所提出的二阶矩阵模型进行蓝藻检测过程中激发光波长与发射光波长的筛选，可找出藻蓝

蛋白受叶绿素 ａ 干扰最小的波长组合． 所筛选的“激发光 发射光”最优抗干扰波长组合结果为：叶绿素 ａ 和

藻蓝蛋白的激发波长分别为 ４４０ 和 ６００ ｎｍ，发射波长分别为 ６８８ 和 ６４０ ｎｍ．
２）对两种色素以及活体藻液的实验验证结果表明：使用本研究的波长筛选方法，结合多元线性回归分

析，能够克服目前蓝藻检测研究中存在的波长选择问题，抑制两种色素之间的耦合干扰，提高检测的精准

度，实现蓝藻生物量的抗荧光干扰原位检测．



１２７２　 Ｊ． Ｌａｋｅ Ｓｃｉ．（湖泊科学），２０１７，２９（５）

３）本文研究方法在混合藻液中蓝藻占比越小时，抑制干扰提高检测精度的优势越明显．
４）本研究为混合色素荧光检测提供了一种筛选抗干扰激发光波长与发射光波长的科学方法，为藻蓝蛋

白荧光检测传感器的研制提供了理论基础，并具有业务化的潜力．
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