
可见分光光度法测定伪鱼腥藻与二形四链藻混合藻液生物量 

近期研究表明，伪鱼腥藻(Pseudoanabaenasp.)普遍存在于南方的湖泊、

水库、河流和养殖池塘等水体，是铜绿微囊藻(Microcysisaeruginosa)以外又一

常见的蓝藻水华种，并已成为我国重要水体水华的绝对优势种群，其细胞密度最

高达到 77.5%，在一些水库中平均比例达 22.75%。伪鱼腥藻藻华使水体呈现灰

红色、产生异常嗅味的代谢物二甲基异次醇，分泌藻毒素导致动物肝脏毒性等一

系列毒性效应，严重威胁水域生态环境稳定、养殖效益和人身健康，从而急需引

起高度重视。 

藻类生物量的监测是防控水华发生的最基本依据。叶绿素 a 荧光定量法用于

检测藻类生物量，具有检测周期短、时效性强的优势，但荧光定量法极易受藻团

大小、藻种结构、环境因子条件变化影响，检测结果可靠性和精确性成为叶绿素

a 定量检测的瓶颈。可见分光光度法，通过吸光度直接建立一元线性回归方程，

即可测定藻密度或叶绿素 a 浓度。荧光光度法和可见分光光度法检测叶绿素 a 的

比较研究表明，当藻密度较低时，采用荧光分光光度法具有一定优势，而当藻密

度处在较高密度濒临水华状态时，采用可见分光光度法表现出显著优势。近年关

于可见分光光度法测定叶绿素 a 含量的研究和应用多局限于单一藻种，对包含多

种藻类混合生物量的研究不多，仅见涂波等对 6 种微绿藻混合生物量的研究。采

用可见分光光度法测定微藻不同门类混合藻液生物量的研究鲜见报道。应用可见

分光光度法检测重要水体中临近水华状态条件下高密度、多种类藻类藻密度及叶

绿素 a 浓度无疑是重要水体水华防控经济而有效的途径。 

已有的研究表明，采用可见分光光度法测定水体中的藻类密度时，形态不规

则的藻类含量与光密度的相关性较差，而形态规则的近球形藻种，相关性较好。



二形四链藻(Tetradesmusdimorphus)，常以 4 个近长椭圆形细胞组成群体形式

存在;伪鱼腥藻则常为不分枝丝状，细胞圆柱形。在导致藻华的藻类中，伪鱼腥藻

最适生长温度在 25℃左右，绿藻栅藻通常在较低水温下易占优势，最适生长温度

为 25℃。而部分蓝藻(如微囊藻等)的最适生长温度则高于 25℃水温，达到 30～

35℃，远高于绿藻和伪鱼腥藻。因此，二形四链藻作为富营养湖泊的绿藻门优势

种，常可与伪鱼腥藻共存。该研究通过室内纯种培养的伪鱼腥藻和二形四链藻，

研究其可见光光谱吸收特征，分析吸光度与单一及混合藻液细胞密度、叶绿素 a

浓度的相关性，探讨重要水体水华发生的不同阶段单一藻类生物量定量和自然水

体多门类混合藻类生物量之间的相互关系，以期为进一步研发经济有效的水华预

警技术提供参考。 

1 材料与方法 

1.1 藻种培养试验藻种伪鱼腥藻(Pseudoanabaenasp.)和二形四链藻

(Tetradesmusdimorphus)购于中国科学院水生生物研究所淡水藻种库。采用BG

－11 培养基，接种后置于光照培养箱中培养，光照强度 3500lx，光暗周期

12h∶12h，温度(25.0±0.5)℃。每日定时摇晃 3 次。培养至指数期，使藻密度达

到 106～107 个/mL。 

1.2 藻种吸收光谱扫描伪鱼腥藻和二形四链藻的吸光度使用紫外可见分光光度仪

(UV－1100)测定，以蒸馏水调零，在 400～800nm 波长范围内扫描，扫描间隔

为 5nm。 

1.3纯种藻密度的相关性分析二形四链藻以4.7×106个/mL、伪鱼腥藻以5.7×107

个/mL 为初始浓度。用移液枪吸取一定藻液，用蒸馏水稀释至 10mL，以此配制

成稀释倍数为 0、2 .5、5.0、10.0、20.0、40.0、80.0、100.0 的浓度梯度，每



梯度 3 个平行，用蒸馏水调零。用上述 2 种藻液共同对应的最大吸收波长测定溶

液 OD 值，每个样测定 3 次，取平均值。每梯度藻细胞的密度，显微镜下用血球

计数板计数，制片计数 3 次，取平均值。以此结果进行稀释倍数的倒数与吸光度、

吸光度与藻密度之间的相关性分析。 

1.4 纯种藻叶绿素 a 的相关性分析取指数期上述 2 种藻液，用蒸馏水稀释 0、2.5、

5.0、10.0、20.0、40.0 倍，配制成不同浓度梯度，每梯度 3 个平行，取一定量

体积，用 whatman 玻璃纤维滤膜 过滤，立即将滤膜对折于试管中，

加入 5mL95%的乙醇溶液，4℃冰箱中避光萃取 24h，期间数次摇晃。将萃取后

的上清液于恒温离心机中以 5000r/min 离心 10min，取上清液分别在波长 665、

649nm 下测吸光度，叶绿素 a 浓度的计算根据李合生［20］的方法进行。同时

对每梯度藻细胞进行计数，方法同“1.3”。以此结果进行叶绿素 a 浓度与藻密度

之间的相关性分析。 

1.5 混合藻种藻密度与叶绿素 a 的相关性分析将“1.4”所配制的藻液浓度梯度，

参考涂波等［13］的方法，各取一定体积 1∶1 等比例混合。在 2 种微藻共有的

明显吸收峰波长处分别测定各浓度梯度下的 OD 值、总细胞密度、叶绿素 a 浓度，

以此来研究藻种藻密度与叶绿素 a 之间的关系。 

2 结果与分析 

2.1 两种微藻的光吸收曲线从图 1 可以看出，伪鱼腥藻在 440、575 和 680nm 处

有较大的吸收峰;二形四链藻在 440nm 处有较弱的吸收峰，在 685nm 处有最大

的吸收峰;2 种微藻在 680nm 左右均有明显的吸收峰。 



 

2.2 藻种稀释梯度与吸光度的相关性为验证不同吸收峰波长下吸光度是否与藻密

度有线性关系，分别在不同波长下测定各藻液密度的吸光度。结果表明(表 1)，2

种藻液稀释梯度(x)与其吸光度(y)之间均具有显著线性相关(Ｒ2≥0.9996)，伪鱼腥

藻 680nm 的相关系数略高于 440 和 575nm，二形四链藻在 440、680、685nm

的相关系数差异不显著。将 2 种藻液按体积比 1∶1混合后配制成不同浓度梯度，

在共同吸收峰波长 680nm 时，其稀释梯度与混合藻液的吸光度之间仍具有显著

线性相关(Ｒ2=0.9997)。 

 

2.3 藻种吸光度与藻密度的相关性分析吸光度和藻密度之间的相关性(表 2)，2 种



微藻在各自吸收峰处，吸光度(x)和藻密度(y)均存在显著的线性相关(Ｒ

2≥0.9993)，这表明在试验波长条件下藻液的吸光度能够反映藻液的藻细胞密度;

但藻液在 680nm 处的Ｒ2 略高于 440nm 处;在 680nm 处，混合藻液的吸光度与

总藻细胞密度之间也具有显著的线性相关(Ｒ2=0.9998)，说明 OD680 可以相对

准确地反映出试验藻混合藻液的细胞密度。 

 

2.4 藻种叶绿素 a 浓度与藻密度的相关性将伪鱼腥藻和二形四链藻叶绿素 a 浓度

与其对应的藻密度进行相关性分析，结果表明(图 2)，2 种藻液叶绿素 a 浓度与相

应藻密度之间具有显著的线性相关(Ｒ2≥0.9944)，其回归方程分别为

y=883.53x+77.43 和 y=372.83x+15.23，可据此方程，依据藻密度得到相应的叶

绿素 a 浓度。将两者 1∶1混合后，总藻密度和叶绿素 a 浓度之间也存在显著的

线性相关(Ｒ2=0.9960，图 3)。因此，求得伪鱼腥藻、二形四链藻及两者混合后

吸光度与叶绿素 a 之间的回归方程分别为 y=5.4750x、y=2.8288x、y=2.9673x，

且方程相关系数Ｒ2≥0.9900，均有显著的线性相关。这一结果表明可见分光光度

法的 OD680 值可以相对准确地反映出试验藻混合液的叶绿素 a 浓度。 



 

 

3 讨论与结论 

3.1 可见分光光度法测定混合藻液细胞密度波长的选择波长的选择是可见分光光

度法测量过程中最关键的因素。以往的研究中，因藻种不同使用的波长存在较大

差异，即便是同一藻种也不尽相同。例如，周利等研究伪鱼腥藻的生长采用的是

665nm 可见光;而李麒龙等研究二形栅藻生长采用 680nm。在对小球藻的研究过

程中，学者们分别采用 540、570 和 680nm 的可见光。对一些绿藻吸收光谱的

扫描研究结果表明，藻类吸收峰可分为 3 个区，其研究显示，200～400nm 紫外

光区的吸收峰主要是藻体中的蛋白质引起;由于藻蛋白含量受藻生长时间的影响

变化很大，因此一般不宜采用该波长对藻类生物量进行定量测量。而在＞400～ 

600nm 蓝光区，叶绿素、类胡萝卜素等色素则出现明显的吸收峰，且各色素吸收

峰相距较近，容易相互干扰或常表现交叠。因藻类都含有叶绿素 a，所以其吸收



光谱具有明显的相似性，叶绿素 a 在 670～680nm 的红光区吸收峰最为显著。

该研究结果也显示，二形四链藻在蓝光区域没有明显的吸收峰，但在 680nm 左

右与伪鱼腥藻一样，均有一个明显的吸收峰，这一结果与上述研究结论非常相近。

此外，赵巧华等认为同一藻的标准化吸收光谱在不同生长时期基本恒定不变，色

素组成及其比例的不同是引起藻类间吸收光谱变化的主要原因;涂波等对6株4属

绿藻的研究表明，形态上的巨大差异、不同生长时间、不同生理状态并不影响它

们在 685nm 处都具有最大吸收峰的特征，685nm 处的 OD 值能准确反映微小绿

藻生物量的变化;对于单一藻种，虽然在其他波长测定藻细胞密度也能获得极显著

的线性相关，该研究结果也证实了这一点，但是为了便于种类间比较以及应用的

普遍性，选用吸收峰 680nm 最为适宜。 

3.2 可见分光光度法测定混合藻液生物量的准确性可见分光光度法测定藻细胞密

度多见于室内单种研究。在自然水体采集的藻类样本，常常门类众多，这使得研

究单一藻种光吸收与藻细胞密度之间关系存在明显的局限性。而采用可见分光光

度法测定混合藻液细胞密度与光吸收之间关系的研究还很少见。涂波等用 6 株绿

藻培养到 20d，按等体积比例将 6 种藻液混合，设置不同梯度浓度，在 685nm

可见光测定 OD 值，分析其与混合藻液藻细胞密度之间关系，结果显示，OD685

与总细胞密度存在显著的线性相关;这一研究结果表明，在 685nm 可见光下，藻

液的 OD 值可以有效反映混合藻液的细胞密度，且精确度及稳定性均高于常规显

微计数。在该研究中，将二形四链藻与伪鱼腥藻混合后，测定混合藻液在 680nm

处的 OD 值，发现其与总藻密度之间也存在显著的线性相关。由此可见，可见分

光光度法能够有效反映吸光度与不同门类混合藻液细胞密度之间的线性相关。 

在现有的文献中，藻密度和叶绿素 a 之间的关系研究多仅限于纯藻种之间，



如铜绿微囊藻等。该研究结果显示，单种或混合藻种在 680nm 处的吸光度与藻

密度、藻密度与叶绿素 a 之间均具有显著的线性相关性，证明可见分光光度法可

用于蓝藻伪鱼腥藻与绿藻混合藻样生物量的测定研究。这无疑为重要自然水体中

特别在水华初期尚未形成绝对优势种群时快速检测浮游植物的生物量提供有效方

法，从而为水华初级阶段的有效预警提供了重要技术支撑。然而，并不是所有微

藻的细胞密度与吸光度之间均呈显著的线性相关，沈萍萍等选用绿藻门、金藻门、

黄藻门、甲藻门在内的 15 种不同微藻，经回归分析表明，形状越规则的细胞，藻

液的吸光度与细胞密度之间的线性相关性越好;而甲藻类细胞形状多样，且细胞体

积较大，其相关性明显较差。相关研究同时显示，因藻细胞形态和在计数框线位

置的原因，在镜检条件下进入观察视野框线的藻细胞经常不被计入统计;因此，采

用显微计数制定藻密度标准曲线，在统计过程中会出现与真实数据间有显著误差

的情况。这一研究结果提示，在使用可见分光光度法测定藻细胞生物量实践中，

要特别关注样品中哪些藻种细胞形态与大小对测定结果的影响。 

3.3 可见分光光度法测定混合藻液生物量的应用展望近年来，有关碳生物量与吸

光系数之间关系已经逐步开展。沈萍萍等通过藻体积计算出其碳生物量，并将碳

生物量与吸光系数进行回归分析，结果显示，只要测得单一藻液或者混合藻液的

吸光系数，就可以通过回归方程求得它们的碳生物量，从而大大简化浮游植物作

为碳积累和排放重要载体过程中生物量的测定过程与方法。可见分光光度法测定

浮游植物生物量，能够同步测定藻密度、叶绿素 a 浓度和碳生物量及其相互转换。

此外，骆巧琦等通过几种饵料藻种的室内试验，研究表明基于可见分光光度法导

数数学模型可不受藻类所处生长周期的影响;其算法简单快速、精确度高，非常适

宜微藻进入生长平台期和衰退期的评估和判断。结合该研究结果初步表明，可见



分光光度法测定不同门类混合藻液样品的生物量具有操作简便、结果稳定准确的

优点，为相关理论和方法的进一步研究提供了重要的应用价值依据。可见分光光

度法仪器要求低、方法简便和相对准确的优势，对基层环保单位和养殖户具有重

要应用价值，但目前分光光度法应用于自然水体混合藻液生物量的研究仅限于个

别报道，仍需要进一步深入研究。 
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