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利用光合色素研究厦门海域超微型

浮游植物群落结构
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摘  要: 应用反相高效液相色谱( RP- HPLC)方法对厦门海域 9 个站位水样进行分析,对色素数据进行换算,

结果表明在厦门海域超微型浮游植物优势类群是绿藻,而总浮游植物优势类群是硅藻;超微型浮游植物对总浮

游植物生物量贡献为总生物量 1. 5% ~ 11% ,超微型粒级细胞在一些类群中(绿藻、金藻)中占有很大比重。在

超微型浮游类群组成中没有甲藻纲,而蓝藻丰度也非常低。超微型浮游植物组成结构厦门港富营养化水域呈

单优势类群结构,在九龙江河口区域受冲淡水与陆源成分影响,结构较为复杂。
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Community structure of marine ultraphytoplankton in Xiamen waters
using photosynthetic pigments
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( 1. Environemental Science Research Center, M arine Environmetnal Laboratory of M inisty of Education, Xiamen Unversity;
2. Department of Elect rific Engineering, Xiamen Unversity, Xiamen  361005, China)               

Abstract: Photosynthetic pigments w ere measured by RP- HPLC in seaw aters samples of Xiamen in w inter( December, 2002 ) ,
and the diagnost ic pigment data were converted into chlorophyll a biomass to assess the community st ructure both in total and ultra

- size phytoplankton. The result show ed that chlorophyte w as dominant group in ult ra- phytoplankton community, w hile diatoms

w as prevaided in total phytoplankton community. Th e biomass of ult ra- phytoplankton only occupied about 1. 5% to 11% biomass

of all phytoplankton( indicated by C hlorophyll a) , how ever, the ult ra- size phytoplan kton cont ributed a large proport ion of biomass
in chlorophyte and prymnesiaphyceae. Both dinophyceae and cyanobacteria were not detected in ult raphytoplankton community.

Community st ructure of ult raphytoplankton w as sim ple in eutrophic aquicult ral w aters, wh ile complicated in Jiulong River estuary.
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  目前对超微型浮游植物的研究主要集中

于大洋海域[ 1] , 对近海与海湾水体的研究很

少。厦门海域具有典型的亚热带海湾的特点,

是研究陆海交界区域海洋生物群落良好的研

究对象。由于超微型浮游植物个体小, 形态学

特征不明显,传统的基于形态学的研究方法如

光学显微技术, 荧光显微技术
[ 2]
等均受到限

制。近年发展于研究海洋微型浮游生物群落

的技术包括分子生物学技术与光合色素分析

技术。由于不同种类的浮游植物具有不同的

特征性光合色素,以这些特征光合色素为标记

物,可以分析海水中浮游植物组成,提供较高

分类学水平上群落结构信息[ 3]。反相高效液

相色谱是应用于分析浮游植物色素组成的常

用方法,其可以快速、有效、方便地对色素进行

定性定量分析[ 4]。
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  本文利用反相高效液相色谱对厦门海域

12月份超微型浮游植物色素组成进行分析,

研究了其在厦门海域的分布特点。

1  材料与方法

1. 1  藻种及其培养

选用 12种单种纯培养藻种作为参考藻种

进行色素光谱定性, 标准色素制备实验。培养

纯藻种分属于不同的纲: 硅藻纲 ( Bacillario-

phyceae) : 三角褐指藻( Phaeodactylum tricomu-

tum )、威氏海链藻 ( Thalassiosira )、角毛藻

( Chaetoceros sp. ) ;甲藻纲( Dinophyceae) :具齿原

甲藻 ( Prorocentrum trietinum )、亚历山大藻

( Alexandr ium tamarense ) ; 定鞭金藻纲( Prym-

nesiophycea) :赫氏球石藻( Emil iania. Hux ley-

i)、湛江叉鞭金藻 ( Dicrateria z hanj iangensis )、

Isocrypsis galbana、棕囊藻( Phaeocytis sp. ) ;绿藻

( chlorophycea) : 小球藻( Chlorella sp. )、盐生杜

氏 藻 ( Dunal iella salina ) ; 蓝 藻 纲

( Cyanophyceae ) : 聚 球 藻 synechococcus sp.

( CCMP1379)。

培养采用 f/ 2培养基, 温度 21 e , 光照强

度6 000 lx, 光周期 12B12; synechococcus sp.

培养光强不宜超过 500 lx。

1. 2  海水样品的采集与处理
2002年 12月在厦门海域, 包括了西面海

港以及东面开放海域,进行现场样品采集。站

位如图 1(包括 17、19、21、24、26、27、29、30、31

共九个站点)。用 2. 5 L 的有机玻璃采水器采

集海水,取 2 L 海水过滤,先用 5 Lm 孔径 Iso-

pore 滤膜进行预过滤, 再将样品收集于

0. 2 Lm孔径混合纤维酯滤膜上, 滤膜折叠后

置于 PE 培养皿中,于- 22 e 速冻保存。

1. 3  样品预处理

将滤膜剪碎, 用 3 mL 乙醇萃取, 超声波

处理 5~ 10 m in, 于- 22 e 暗置 12~ 24 h,其

间至少摇晃一次。萃取液在- 4 e 下 675 g 离

心 10 min,上清液再用 PTFE 滤膜( 0. 45 Lm)

或GF/ F 滤膜过滤。整个过程均在低光照强

度、低温度条件下进行,以减少色素的降解。

1. 4  HPLC 分析

分析系统为 Agilent 1100 Series液相色谱

工作站。通过二极管阵列检测器DAD来检测

洗出峰。色谱柱为 Eclipse XDB C8 柱 ( Ag-i

lent , Germany )。流动相 A 为甲醇: 1 mol/ L

醋酸铵缓冲液= 80B20, 流动相 B为甲醇。梯

度洗脱程序: 22 min内流动相 B由初始 5%上

升至 95% ,保持 95% B 7 m in, 2 min内返回初

始条件。

1. 5  色素的定性与定量

根据色素洗出峰的保留时间( tR )和扫描

图谱( 350~ 700 nm ) , 参照文献[ 5, 6]所提供的

色素扫描图谱来进行定性。用外标法进行定

量。色素标准样品叶绿素 a( CHLA)、B胡萝

卜素 ( BCAR)、叶黄素 ( LUT ) 购自 Sigma-

Aldrich公司。其他色素标准样品由本实验室

从纯培养藻种提取液经 HPLC 分离制备得

到,应用分光光度法定量。

图 1 2002 年 12 月厦门海域采样测站设置

Fig . 1  Sampling sites of Xiamen Waters

in December, 2002

2  结果与讨论

2. 1  纯培养藻种色素的分离与鉴定

通过该系统有效分离鉴定 20种色素, 如
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表 1所示。

由于商业化色素标准产品目前种类仍较

少,价格昂贵,而且缺乏购买途径。这在很大程

度上限制了高效液相色谱在海洋浮游植物研究

中的应用。本实验室通过分离纯培养藻类提取

产物来制备少量可用于 HPLC 定量的光合色

素。在主要的特征色素中, 我们没有分离到

19.-丁酰基氧化岩藻黄素 ( 19.-butanoyloxy-

fucoxanthin)、青绿素( Prasinoxanthin)以及二乙

烯叶绿素 a, b。虽然有文献表明 Isocrypsis gal-

bana
[ 4] 与 Pheaocytis sp. [ 7] 中 可

以分离到19.-丁酰基氧化岩藻黄素, 但我们

表 1  经H PLC 方法分离鉴定的光合色素

Tab. 1 Pigments separated and identified by H PLC method

峰号 保留时间/ min 色素中文名称 英文名称 缩写* 最大吸收波长/ ( nm) * *

1 3. 63 叶绿素 c3 chlorophyll c3 CHL C3 458, 590

2 4. 12 叶绿素酸酯 a chlorophyllide a CHLIDE A 434, 622, 670

3 4. 75 叶绿素 c1 chlorophyll c1 CHL C2 450, 586, 634

4 5. 86 多甲藻素 peridinin PERID 476

5 8. 08 岩藻黄素 fucoxanthin FUCO 454

6 9. 48 19.-己酰基氧化岩藻黄素 19.-hexanoyloxyfucoxanthin HEX-FUCO 450, 470

7 9. 68 新黄素 neoxanthin NEO 416, 438, 466

8 10. 21 堇菜色素 violaxanthin VIOLA 420, 442, 470

9 11. 38 硅甲藻黄素 diadinoxanthin DIADINO 448, 476

10 12. 05 甲藻黄素 dinoxanthin DINO 416, 440, 470

11 13. 32 别藻黄素 alloxanthin ALLO 452, 480

12 13. 83 硅藻黄素 diatoxanthin DIAT O 446, 470

13 14. 85 玉米黄素 zeaxanthin ZEA 480, 454

14 15. 03 叶黄素 lutein LUT 446, 474

15 19. 80 叶绿素 b同系物 chlorophyll b allomer1 CHL B ALLOM 468, 602, 652

16 20. 63 叶绿素 b chlorophyll b CHL B 468, 602, 652

17 22. 34 叶绿素 a同系物 chlorophyll a allomer1 CHL A ALLOM1 436, 620, 666

18 23. 11 叶绿素 a chlorophyll a CHL A 432, 620, 666

19 23. 62 叶绿素 a同系物 chlorophyll a allomer2 CHL A ALLOM2 434, 622, 666

20 27. 11 B胡萝卜素 B- carotene B- CAR 452, 476

  *  参照 Jef frey S W ( 1997) [10]

  * *  根据二极管距阵检测器( DAD)的吸光波谱检测

对这两种藻类不同生长时期提取色素分析结

果均没有发现 19.-丁酰基氧化岩藻黄素的特

征流出峰。Laurie V. H. 在 2001年发表的一

篇文章中对 Isocryp sis sp. 的分析结果也没有

检测出 19.-丁酰基氧化岩藻黄素[ 5]。本实验

室纯培养的单细胞藻中缺乏具有青绿素

( Prasinoxanthin)与二乙烯叶绿素 a, b色素的

种类。王海黎[ 4]对台湾海峡光合色素组成分

析中未发现有青绿素的检出。二乙烯叶绿素

a, b 是原绿藻 ( Prochlorophyte )所特有的色

素,现在已经知道在热带与亚热带海域中原绿

藻是初级生产力的重要贡献者。国内焦念志

等[ 8]利用流式细胞仪发现在中国海域也存在

大量原绿球藻 ( Prochlor ococcus ) 分布; 王海

黎[ 9]对HPLC 分析结果进行分析, 认为在台

湾海峡存在大量的原绿藻。但在河口海域(如

厦门海域)目前尚未有原绿藻的报道。因此,

我们没有对这三种色素以及它们所代表的类

群进行统计。

本实验所采用的高效液相色素分离方法

对绝大部分色素有较好的分离效果,但对叶绿

素 c1/叶绿素 c2、B, B- 胡萝卜素/ B, E胡萝卜

素较差,而在定量上没有区分开。在较高浓度

时玉米黄素( Zeaxanthin)与叶黄素( Lutein)两

个峰分离效果也不佳( R< 1)。

2. 2  厦门海域样品分析
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2. 2. 1  超微型浮游群落主要光合特征色素含

量及群落组成分析

P经HPLC法分离测定,厦门海域超微型

浮游植物主要叶绿素类光合色素为叶绿素 a,

b, c1+ c2,未检出叶绿素 c3。各个站点普遍检

测出的特征性色素为岩藻黄素( fucoxanthin) ,硅

甲藻黄素( diadinoxanthin)和别藻黄素( alloxan-

thin) ,部分站点检测出玉米黄素( zeaxanthin)、叶

黄素( lutein)和 19.-己酰基氧化岩藻黄素( 19.-

hexanoyloxyfucoxanthin)。在所有的站点中, 均

无多甲藻素( peridinin)的检出。对西海域总浮

游植物HPLC分析检出多甲藻素。各特征类胡

萝卜色素与叶绿素 a、胡萝卜海水中含量如表 2

所示。

表 2  各站主要特征类胡萝卜素、叶绿素、胡萝卜色素含量(Lg/ m3 )

T ab. 2 Concentration of chlorophy ll, carotene and diagnostic caro tenoids in sampling sites

站位 PERI DIATO ZEAX LUT FUCO 19HEX DIADIN ALLO CHLB CAR CHLA_ALL

17 0. 000 0. 000 1. 583 0. 000 7. 500 1. 905 3. 495 12. 300 91. 500 34. 125 264. 150

19 0. 000 0. 000 0. 000 0. 000 10. 125 0. 000 3. 638 3. 323 32. 550 15. 300 130. 950

21 0. 000 0. 000 0. 000 0. 000 15. 000 0. 000 7. 073 5. 445 27. 975 187. 500 171. 750

24 0. 000 0. 000 0. 000 0. 000 4. 095 0. 965 3. 495 1. 658 6. 263 10. 275 76. 275

26 0. 000 0. 000 0. 000 8. 475 4. 958 5. 663 4. 350 8. 475 22. 950 32. 925 302. 250

27 0. 000 0. 000 3. 908 0. 000 6. 735 0. 000 3. 563 10. 050 64. 800 35. 700 300. 000

29 0. 000 0. 000 5. 865 0. 000 7. 178 1. 920 2. 985 14. 700 112. 500 48. 900 404. 850

30 0. 000 0. 000 3. 713 0. 000 5. 955 0. 000 2. 520 5. 250 49. 875 23. 475 212. 400

31 0. 000 0. 000 4. 440 0. 000 12. 150 2. 498 4. 080 26. 100 147. 750 63. 300 655. 050

  参照 Letelier 等[ 11]所给出的色素换算公

式(表 3) ,我们可以对浮游植物类群结构进行

定量(表 4)。

从推算结果来看,绿藻门在超微型浮游植

表 3  不同藻类对生物量(叶绿素 a)贡献的色素换算公式( Letelier 等, 1993) [ 11]

Tab. 3 Contr ibution of different phytoplanktons to biomass( chlorophyll a)

浮游植物类群 公  式

硅藻纲( Bacillariophyceae) [ CHL A] baci= 1. 9{ [ FUCO] - ( 0. 03 [ HEX- FUC] + 1. 2[ BUT- FUC] ) }

定鞭金藻纲( Prymn esiophycea) [ CHL A] prym= 0. 9[ HEX- FUC]

绿藻门* ( Chlorophyta) [ CHL A] chlo ro= 2. 4[ CH L B]

甲藻纲( Dinophyceae) [ CHL A] dino= 1. 4 [ PERI]

隐藻纲( Chryptophyceae) [ CHL A] chryto= 4. 2 [ ALLO]

蓝藻纲( Cyanophyceae) [ CHL A] cyan= 2. 1{ [ ZEA] - 0. 07[ CHL B] }

其他藻类 [ CHL A] others= [ CHL A] al l- [ CHL A] ( baci+ prym+ chlo ro+ dino+ chry to+ cyan)

  *  包括绿藻纲( Chlorophyceae)与青绿藻纲( Pras iophyceae)。

表 4  公式推算得到主要超微型浮游植物类群的生物量(叶绿素 a,Lg/ m3 )

T ab. 4 Biomass( chlorophyll a) of different ultraphytoplankton by calculat ion

站位 硅藻 定鞭毛藻 绿藻 甲藻 隐藻 蓝藻 其他 总生物量

17 14. 141 1. 714 219. 600 0. 000 51. 660 0. 000 0. 000 264. 150

19 19. 237 0. 000 78. 120 0. 000 13. 954 0. 000 19. 638 130. 950

21 28. 500 0. 000 67. 140 0. 000 22. 869 0. 000 53. 241 171. 750

24 7. 725 0. 868 15. 030 0. 000 6. 961 0. 000 45. 689 76. 275

26 9. 096 5. 096 55. 080 0. 000 35. 595 0. 000 197. 382 302. 250

27 12. 796 0. 000 155. 520 0. 000 42. 210 0. 000 89. 474 300. 000

29 13. 528 1. 728 270. 000 0. 000 61. 740 0. 000 57. 854 404. 850

30 11. 314 0. 000 119. 700 0. 000 22. 050 0. 464 58. 871 212. 400

31 22. 943 2. 247 354. 600 0. 000 109. 620 0. 000 165. 640 655. 050
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物结构中中含量最多(占总生物量 18. 2% ~

83. 1% ) ,其次是隐藻与硅藻, 分别占总生物

量 9. 1% ~ 19. 6%和 3. 0% ~ 35. 0% , 定鞭金

藻的贡献较小, 占总生物量 0. 0% ~ 1. 14% ,

蓝藻仅在 30 号站位显阳性检出, 在总生物量

中起 0. 22%的贡献。而甲藻在超微型浮游植

物中未检出。

2. 2. 2  厦门港超微型浮游植物群落结构的空

间变化

9个站点超微型浮游植物主要类群组成

结构所图 2所示。

图 2 2002年 12 月厦门海域各测站超微型

浮游植物群落结构

Fig . 2  Ultraphytoplankton community structure

of sampling sites in Xiamen Waters in December, 2002

  在图中可知, 除了站位 24与 26以外,其

他几个站位都具有类似的群落结构。以绿藻

为优势种群。而 24号与 26 号站位超微浮游

植物种群结构基本一致。处于厦门东海域的

4个站点 27、29、30、31也具有相似的种群结

构。从 17号站位至 24 号( 26号)站位, 绿藻

在群落中的优势度逐渐降低。由于从 17号至

26号站位是沿西海港分布, 其中 24 号与 26

号站位最靠近九龙江入海口,可以认为绿藻优

势度的下降与九龙江冲淡水相关。

超微型浮游植物总生物量空间分布,西海

域 5 个站点平均叶绿素 a 浓度为 189. 08

Lg/ m3, 而东海域的平均叶绿素 a 浓度达到

393108 Lg/ m3
。从空间分布特点来看,河口区

域由于九龙江的冲淡水的影响, 群落结构复

杂。站位 17与站位 29 分别位于富营养化养

殖水体区域杏林湾与同安湾,其生物群落结构

的多样性降低, 群落为呈单优势类群结构。

2. 2. 3  厦门西海域全粒级谱浮游植物群落结

构

用 HPLC 分析了厦门西海域 5个站位的

水样(粒级 0. 2Lm以上)。换算结果见表 5。

硅藻是生物量最主要的贡献者, 为

1810% ~ 6210%; 其次是绿藻与隐藻,分别为

1012% ~ 26. 9%和 8. 1% ~ 33%; 而甲藻占了

总生物量 0. 70% ~ 11. 1%; 定鞭金藻贡献很

小,占 0% ~ 0. 025%。

表 5  2002 年 12月厦门港西海域主要浮游植物类群的生物量(叶绿素 a, Lg/ m3 )

T ab. 5 Biomass( Chlorophyll a) of major phytoplankton of Xiamen Sea in December , 2002

站位 硅藻 定鞭毛藻 绿藻 甲藻 隐藻 蓝藻 其他 总生物量

17 10 941. 606 37. 800 1 807. 200 129. 570 1 430. 100 0. 000 3 293. 724 17 640. 000

19  1 020. 300  0. 000  486. 000  20. 622  475. 020 0. 000  744. 558  2 765. 500

21  566. 893  4. 063  612. 000 350. 700 1 052. 100 0. 000  568. 744  3 154. 500

24  438. 646  4. 009  432. 000  50. 400  292. 950 0. 000  390. 444  1 608. 450

26  529. 855  3. 861  558. 000 179. 130  648. 900 0. 000  627. 254  2 547. 000

  综合来看, 超微型浮游植物的类群组成与

总浮游植物群落组成差异较大,在超微型植物

类群中,以绿藻为优势种群, 在全部采样测站

都是生物量的最主要贡献者。另外隐藻在厦

门海域超微型生物量与总浮游植物生物量中

均占有较大的比重, 这是以往文献中尚未发现

的。在超微型浮游植物类群中没有甲藻类群,

甚至蓝藻在海水中丰度也非常低,而黄邦钦等
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计数,结果表明蓝藻在厦门海域超微型浮游群

落中具有较高比例(细胞数量比)
[ 2]
。厦门海

域总浮游植物群落以硅藻为主要优势种,这与

以往光学显微技术研究的结果相同。彭兴跃

等1999年对厦门西海域海水样品HPLC分析

表明金藻与硅藻是主要的优势类群,甲藻也有

一定贡献[ 3]。而本实验对同一水域( 24号站

位)的分析并没有发现大量的金藻类群。

从超微型浮游植物对总浮游植物生物的

贡献来看, 总体来说,在近岸海域超微型浮游

植物的生态比重还较小( 1. 5% ~ 11. 5%) ,但

是各个类群的贡献来看, 绿藻、金藻、蓝藻等类

群中超微型部分均占了本类群中很大一部分

生物量,金藻中超微型粒级比例甚至可以达到

100% ( 26号站位)。

超型浮游植物对富营养化环境的应答与

总浮游植物应答并不相同,从 5个测站超微型

浮游植物生物量与总生物量的比值来看,不同

站点超微型粒级贡献并不相同, 而且差异很

大。在 17号站点是总生物量最大的位点,其

叶绿素 a较其他站位高出 5~ 15倍。但超微

型浮游植物丰度没有发生很大的变化。生物

量高的水域, 单种的优势度往往最高, 而其群

落的多样性却降低。在 17号站点, 总生物量

中,优势类群硅藻所占有的比重是所有站点中

最高; 而在超微型粒级的生物量中, 优势类群

绿藻同样也是所有站点中优势度最高的。

3  结  论

综上所述, 在高效液相色谱技术结合

DAD检测器分析的基础上, 我们首次对厦门

海域超微型浮游植物生物群落的光合色素组

成和类群组成进行研究。利用这种方法我们

分析与鉴定出 20种光合色素,并分析了 2002

年 12月厦门海域 6种类群的超微型浮游植物

空间分布与生物量贡献。结果表明超微型浮

游植物对总生物量贡献达到 1. 5% ~ 11. 5% ;

而超微型浮游植物群落的多样性程度与九龙

江口冲淡水与近岸水富营养状况有关联。今

后工作中拟结合营养盐与盐度数据开展厦门

海域超微型浮游植物群落季度动态研究。
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