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摘要 : 浮游植物是海洋生态系统的初级生产者 ,对其种类的分类鉴定和定量分析是海洋科学研究和应用的基础性工

作.传统的分析方法主要采用显微镜下的人工鉴定和定量计数.为了适应海洋科学和环境监测中的快速检测的需要 ,解

决目前显微镜人工鉴定中存在的专业水平要求高、分类人员断层、耗时等问题 ,至今已有不少学者对各种浮游植物自动

分析和识别方法进行了研究 ,包括基于藻细胞形态的与计算机技术相结合的图像法 ,基于藻类色素组成的吸光光度法、

荧光分光光度法和高压液相色谱法 ,基于藻细胞大小、色素组成、DNA等的流式细胞仪法 ,基于细胞基因系列的分子探

针法等.本文对这些方法的原理、发展动态、优缺点等进行了综述.认为基于藻细胞形态的浮游植物显微图像自动识别技

术 ,由于其综合了现代仪器自动分析和传统显微分类方法的优点 ,是浮游植物自动识别的一种理想和实用的方法 ,将有

很好的应用前景.
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　　海洋浮游植物是海洋生态系统中的最主要初级

生产者 ,也是海洋生物资源的重要组成部分 ,具有种

类多、数量大、繁殖快等特点 ,在海洋生态系统的物质

循环和能量流动中起着极其重要的作用.它们的盛衰

直接或间接地影响着整个海洋生态系的生产力 ,并最

终直接或间接地影响到渔业产量.因此 ,浮游植物与

渔业资源、水产养殖、环保、地质等密切相关.另一方

面 ,海洋浮游植物本身营养丰富 ,富含蛋白质 ,可以作

为单细胞蛋白 ( SCP)的一个重要来源 ;而且富含具有

重要营养和医疗保健作用的不饱和脂肪酸脂肪、多

糖、蛋白、类胡萝卜素等生物活性物质.随着陆地资源

的衰竭 ,丰富的海洋浮游植物资源成了人们关注的热

点 ,海洋浮游植物在保健食品、药物、饲料、化妆品、生

物农药等方面也展现出了广泛的应用前景 [ 1 ] .海洋浮

游植物在以上这些领域的开发与利用 ,都离不开对其

种类的分类和鉴定.

海洋浮游植物既是重要的海洋生物资源 ,又是赤

潮等自然灾害的肇事者.赤潮是全球性的海洋环境问

题之一.不仅严重破坏了海洋渔业和水产资源 ,甚至

威胁到人类的身体健康和生命安全.对赤潮的监测同

样离不开对赤潮生物进行分类和鉴定 [ 1 - 7 ]
.

由老一辈科学家创立的我国海洋浮游植物分类

系统 (专著 )是一宝贵财富 ,目前在分类方面已面临断

层的危险 ,因此把这些分类系统形成计算机分类专家

数据库 ,并结合现代化仪器 ,建立一套快速、准确的浮

游植物自动识别和分析系统 ,具有重要的理论和实际

意义 ;不仅可丰富浮游植物分类研究 ,而且可广泛应

用于海洋生态调查、环境监测、水产养殖、赤潮、地质

等领域.在赤潮监测方面 ,目前也急需一种对海洋浮

游植物能够进行快速分类识别的仪器 ,来实现对海洋

浮赤潮生物随环境变化、发生、发展、消亡过程的实时

检测 [ 8 ] ,这是国内外同行共同追求的目标.

1　浮游植物自动分析和识别的原理与
方法

由于在海洋生态调查、科学研究、海洋产业等诸

多方面对藻类鉴定的需求 ,国内外许多科研人员致力

于探索藻类自动鉴定的方法和仪器 ,至今已有不少学

者基于藻类细胞的不同特点进行了尝试 ,包括基于藻

细胞形态的与计算机技术相结合的图像法 [ 9 - 13 ] ;基于

藻类色素组成的吸光光度法 [ 14 - 16 ]、荧光分光光度

法 [ 17 - 19 ]和高压液相色谱法 [ 20 - 22 ]
;基于藻细胞大小、色

素组成、DNA等的流式细胞仪法 [ 23 - 25 ]
;基于藻类释放

的超氧负离子或过氧化氢的化学发光流动注射分析

法 [ 26 ]
;基于细胞分子系列的分子探针法 [ 27, 28 ]等.

1. 1　基于藻类特征性化学组成成分
能够用于化学分类的海洋浮游藻类“特征性化学

成分”有甾醇、醛类、脂肪酸、糖类、色素和氨基酸等.
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其中色素以其特征性显著和相应分析手段的迅速发

展而成为最为理想的浮游藻类的化学生物标志物 [ 29 ]
.

以此发展起来的方法主要有下列 3种.

1. 1. 1　分光光谱法

利用浮游植物对可见光的吸收光谱 ,可以在某种

程度上识别浮游植物种类.李继刚 (2000) [ 16 ]曾用分光

光度计对两类硅藻 (骨条藻和圆筛藻 )和两种甲藻以

及悬浮物的纯种及混合藻液的光谱数据进行“曲线叠

加分析”,对其进行识别和定量. Kirkpatrick (2000) [ 15 ]

应用“四阶导数分析”和“光谱相似性分析”,测定了天

然浮游植物群落中短裸甲藻 (Gym nodin ium breve)的数

量 ,但该法无法识别其他赤潮浮游植物.

1. 1. 2　荧光光谱法

海洋浮游植物均含有叶绿素 a,不同种类的浮游

植物含有不同组成的其他色素 (如叶绿素 b、藻红蛋

白、藻蓝蛋白以及辅助色素 ).含有不同色素种类和组

成的浮游植物会表现出不同特征的激发荧光光谱和

发射荧光光谱.利用荧光光谱鉴定浮游植物色素种类

的研究开始于 20 世纪 80 年代. 如美国研究者

Yentsch[ 30 ]根据叶绿素 /辅助色素比率 ( chlorophyll ac2
cessory p igment ratio, CAP ratio = F ( 530 685 ) / F ( 450

685) ,其中 F (λex ,λem )等于激发荧光强度与发射荧光

强度之比 ,将主要海洋浮游植物分为硅藻、甲藻、球石

藻与褐藻、绿藻四大类.目前 ,德国 Bbe2moldaenke公

司制造的荧光藻类分析仪 ,可测定并储存 5个门类浮

游植物的荧光光谱指纹 ,用于浮游植物的分类.但是

该仪器尚无法区分硅藻和甲藻 ,原因是二者的激发光

谱和发射光谱非常相似.张前前等 ( 2004b) [ 19 ]对中国

东海 6种分属于 4个门类的赤潮藻种的三维激发 /发

射荧光光谱进行分析 ,实现了对一种金藻、一种绿藻

和中肋骨条藻等 3个物种的识别.

1. 1. 3　高效液相色谱法

该方法自 20世纪 80年代起应用于浮游植物色素

组成分析 ,是目前唯一被广泛接受的准确测量叶绿素

含量的方法. 1996年 ,澳大利亚的 Mackey开发出程序

CHEMTAX[ 31 ] ,利用 HPLC分析浮游植物的色素组成 ,

来估算不同类别浮游植物的数量.它利用每一个藻种

色素比率的差异 ,通过反复地优化一个包含每一个藻

种的色素比率矩阵 ,来定量地确定浮游藻类种群组成

和丰度.该方法在世界各国得到广泛认可.我国的王

海黎等 [ 32 ]尝试用 HPLC分析浮游藻类色素对台湾海

峡浮游植物类群结构的指示作用.鉴于高效液相色谱

技术需要有机溶剂萃取浮游植物色素 ,需要熟练的专

业人员的操作 ,并且高效液相色谱仪精密贵重 ,作为

现场快速自动测量有其极限性.

1. 2　基于 D NA等遗传物质
1. 2. 1　流式细胞仪法

流式细胞术 ( Flow CytoMeter, FCM )是一种在功能

水平上对单细胞或其他生物粒子进行定量分析和分

选的检测手段 ,它可高速分析上万个细胞 ,并能同时

从一个细胞中测得多个参数 ,根据这些特征参数可以

对细胞群体进行分选 ,实现对藻类的分类. 80年代藻

类学家用流式细胞仪发现了海洋中的一类微小植物

原绿藻.焦念志等 ( 1999) [ 24 ]采用 SYBRGreen Ⅰ

染色剂对微型生物细胞 DNA染色后进行流式细胞仪

分析 ,研究了 SYBRGreen Ⅰ区分真核微型浮游植物、

蓝细菌、原绿球藻以及异养细菌的效果.结果表明 ,该

方法可较好地分离四类微型生物类群.

1. 2. 2　分子探针技术

分子技术的应用是海洋浮游植物种类识别研究

的趋势之一 ,可用于藻类鉴定的方法有很多种. 1 )对

藻类核糖体 rRNA进行测序后进行序列分析 ,做出系

统进化树进行比对. 2)通过设计特异性分子探针进行

荧光原位杂交或“三明治杂交”的分子探针技术. 3)利

用遗传标记片断的长度多态性的 RFLP ( restriction

fragment length polymorphism,限制性片段长度多态性 )

和 RAPD ( random amp lified polymorphism DNA,随机扩

增多态性 DNA).邵鹏等 (2002) [ 33 ]对自然水样中藻类

提取总 DNA后进行 RFLP,分析其种群结构 ,得到 17

种带型.梁君荣等 (2005) [ 28 ]从核糖体 DNA的转录间

隔区 ITS和 18S rRNA的基因序列中设计特异性荧光

核酸分子探针 ,采用全细胞杂交方法 (即荧光原位杂

交法 )有效地对锥状斯氏藻 (S crippsiella trochoidea)、赤

潮异弯藻 (Heterosigm a akash iw o)和球状棕囊藻 ( Phae2
ocystis g lobosa) 3种单细胞微藻进行分子鉴定.分子手

段常用于单个种的种类鉴定 (如易混淆种 ,疑难种 ) ,

有些方法的可重复性不高.

1. 3　基于藻类外部形态
数百年来 ,生物外形是生物学家对生物进行分类

的最重要 ,也是最基本的手段之一.藻类虽然属于微

观领域 ,但它们在显微镜下的微观特征仍是藻类分类

最方便和通用的手段 ,相对于以上几种手段 ,对藻类

分类专家而言肉眼观察仍然是最直观和可靠的途径.

上个世纪末以来 ,日新月异的计算机信息处理技术为

基于图像信息的藻类鉴定的自动化提供了基础.图像

信号经过计算机图像分析与模式识别处理 ,是传统的

分类方法实现自动化的有效手段.

2　浮游植物自动分析和识别方法比较

目前已发展的各种浮游植物自动分析和识别方法
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的优缺点比较见表 1.从目前国内外的研究进展情况

看 ,基于藻类细胞色素等化学特征的方法虽然可以实现

对藻类的自动定量分析 ,但是其问题是目前一般只能区

分藻类大门类 (如硅藻门、甲藻门、蓝藻门等 ) ,不能区分

到种类水平 ,因此对种类识别还有很大极限性 ;同时其

测定结果容易受到藻类细胞周期、生理状态、海水颜色

和深度等影响 ,因此 ,其现场应用仍有困难.

表 1　浮游植物不同分析方法的比较

Tab. 1　Comparison of different phytop lankton analysis methods

优点 缺点

光学显微镜 便捷 ,成本低 ,分类结果精确 ,过程直观 ,易

与传统手段结合.

易受杂质干扰.

荧光显微镜 适用于现场水下检测. 只能用于能自发荧光的生物.

吸收光谱法 方便 ,成本较低 ;可自动分析. 受环境干扰和藻种生理状态影响大 ,灵敏度低 ,分辨率

低 ;不能分析到种 .

荧光光谱法 可用于光学遥感预警 ,便捷 ,成本低 ;可自动

分析

依赖于赤潮藻的生理属性 ,相似生物光谱易重叠.不能

分析到种.

液相色谱法 被广泛接受 ;可自动分析 步骤繁琐 ,预处理步骤复杂 ,只能对大门类进行分类.

不能分析到种.

流式细胞议法 快速 ,大批量 ,可同时定性、定量 ;适用于微

微型浮游植物

主要做类群分析 ,须保持样品新鲜 ;需专业人员操作 ,

测定数据重复性低 ,分辨率不高 ,昂贵 ,仪器笨重

分子探针法 可以对常规手段难以判别的种类进行鉴定. 过程繁琐 ,目前仅停留于实验室阶段.

卫星海洋遥感也可以对海区藻类分布以及赤潮

发生情况进行监测 ,但这种大尺度的识别显然易受各

种天气 ,海区条件的影响 ,而且分辨率也极其有限 ,只

适用于大规模环境监测和生态调查.

流式细胞法虽然可以实现多参数快速分析 ,但主

要用于区分自养和异养、原核和真核浮游藻类类群 ,

特别适用于对微型和微微型浮游生物类群的分析 ,而

对藻类种类的直接识别还有困难 ,特别是对混合样品

中藻类种类的区分由于分辨率不够等原因还有很大

的极限性 ;同时 ,流式细胞仪存在价格昂贵、仪器笨

重、分辨率低、专业要求高等问题 ,因此 ,要广泛应用

于现场赤潮监测还有较大的困难.

分子探针法可以对常规手段难以判别的种类进

行鉴定 ,特别是在对一些形态结构很相似的种类界定

方面有优势.但是该方法首先必须预先知道每个种的

特异基因序列 ,而藻类的基因序列受地理、遗传等因

素影响很大 ,同时该方法操作过程比较繁琐 ,所以目

前发展的主要是针对一些重要赤潮藻类的核酸探

针 [ 28, 34, 35 ] .

根据藻类形态结构特征所进行的显微图像识别

方法是一种发展潜力大而且实用的方法.近年来 ,国

外已进行了一些这方面的探索并取得一些进展.

3　浮游植物显微图像自动识别技术

目前 ,海洋浮游植物的分类和定量分析通常都是

在显微镜下 ,靠人工完成的 ,需要有较高的分类专业

技术水平 ,即耗时又费力 ,但却是目前普遍采用的方

法.而实际上 ,海洋浮游植物在壳面形态结构 (轮廓形

状、花纹 )方面存在明显的种间差异性 (图 1) ,这种差

异可借助显微镜扫描系统来进行区分.因此 ,如果预

先建立了各种浮游植物的特征数据库 ,研制出一套数

据处理软件 ,就可望通过显微镜扫描系统和计算机等

形成一套浮游植物自动识别鉴定系统.

Tricera tium favus　　Coscinod iscus　　M elosira sulca ta

asterom phalus

　图 1　3种海洋硅藻细胞壳面结构图 (图片引自程兆第

等 , 1996)

　Fig. 1　Cell valves of three marine diatom s ( from Cheng et

al, 1996)

光学显微镜自问世以来 ,已成为显微基础研究的

重要工具.由于新技术、新理论在显微镜中的运用 ,各

项功能的开发及改进 ,显微镜的性能日臻完善 ,适用

性和自动化程度也大幅提高.至 20世纪上半叶 ,显微

镜就有了明视野、暗视野、相位差、干涉差、荧光、偏

光、体视、倒置等类型.近年来 ,光学显微镜和数码摄

影与计算机技术的结合 ,使显微镜逐渐发展成为数码

图像采集和处理系统.对比度和分辨率大大提高后的

显微数码图像更具视觉效果 ,可以更有效的获取高质

量和深层次的信息 ,不仅提高了科研的质量和水平 ,
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也大大拓宽了显微镜的应用范围.

Hader(1995) [ 9 ]报道了利用落射荧光显微镜和计

算机连接的图像识别系统 ,但只能对浮游植物样品中

可动和不可动细胞的进行区分识别.

　图 2　硅藻 (蜂窝三角藻 )的轮廓提取流程 (自高亚辉等 , 2006,略做修改 )

A: 上.硅藻显微图像 ,下.原始灰度直方图 ; B: 上.预分割效果 ,下.预分割图片灰度直方图 ; C: 上.阈值分割效果 ,下.最

终分割效果

　Fig. 2　 Image segmentation and shape cap ture of a marine diatom Triceratium favus ( revised from Gao et al. 2006)

Tang等 (1998) [ 36 ]通过在浮游生物拖网采样器中

装载一个浮游生物摄像记录设备 (VPR, Vedeo Plank2
ton Recorder )来对浮游生物 (动物和植物 )进行图像

识别 ,对 6种常见浮游生物的 2 000张图像的识别准

确率达到 95% ,相当于人工识别的水平 ,可以在一定

范围内达到现场实时检测的目的.这种检测系统证实

了利用光学图像识别系统的可行性 ,但其识别的种类

还很有限 ,而且主要是一些个体较大或群体状的浮游

生物 ,对于个体较小的大多数浮游植物无法识别.

欧共体 1998年初启动的“硅藻鉴定和分类的自

动系统 (AD IAC)”,已初步建立了硅藻鉴定的专家系

统 ,并在诸如对硅藻玻片的自动扫描、聚焦和定位 ,模

式标本的图像处理和识别技术等方面进行了摸索 [ 11 ]
.

H icks等 (2002) [ 12 ]在 AD IAC基础上采用自动轮廓标

记 (Automatic Landmarking)对硅藻进行识别 ,增加了

数据库的可扩展性 ,提供了硅藻图象的新检索手段.

但他们所针对的主要是欧洲的淡水藻类 ,既不适于海

洋藻类 ,其数据库也不适合我国的本土种类.就赤潮

生物的专门检测而言 , Culverhouse等 ( 1996 ) [ 37 ]和

Pech2Pacheco等 (2001) [ 10 ]分别报道了人工神经网络

技术和光学数码图象技术对野外采集的赤潮甲藻的

分类和鉴定 ,发现与人工鉴定结果有较好的吻合 ,但

仅涉及少量种属 ,而且未实现现场实测.

此 外 , Dubelaar 等 ( 1991 ) [ 38 ]
, Kocak et al

( 1999 ) [ 39 ]
, Forero 等 ( 2002 ) [ 13 ]

, Embletoni 等

(2003) [ 40 ]对浮游植物的图像识别都做了尝试性的工

作 ,也有一些与图像识别部件改进有关的专利出

现 [ 41 ] .但目前还没有形成能对浮游植物进行成功识别

的自动识别仪.

图像分割和轮廓提取是实现对硅藻细胞壳面进

行自动识别的基础.最近我们借助显微镜扫描系统采

集海洋硅藻显微图像 ,对该显微图像进行图像自动分

割和计算机分析 ,提出了有效的图像分割方法组合 ,

包括基于区域分割方法、阈值分割和数学形态学的处

理方法.具体步骤包括 :先经过一个区域分裂 2合并的
预分割过程 ,再用迭代法求得将硅质壳抽提出的阈

值.该方法可以将硅藻的二值轮廓从图像中提取出

来 ,并达到令人满意的效果 [ 42 ] (见图 2).

4　结　语

由于海洋浮游植物在海洋生态系统中的重要地

位 ,对其分类鉴定和定量分析是很多研究的基础性工

作.但由于传统的分析方法的极限性 ,目前已有不同

学者根据藻类特征性化学成分 (如吸光光度法、荧光

分光光度法、高压液相色谱法 )、DNA等遗传物质 (如

流式细胞仪法和分子探针法 )、外部形态 (如显微图像

法 )等的不同进行了浮游植物自动分析和识别技术的

研究 ,取得了一定的进展.

海洋浮游植物显微图像自动识别技术显示了广

泛的应用前景 ,不仅可为海洋浮游植物标本的保存和
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科研交流提供新途径 ,而且可广泛应用于海洋浮游植

物实验室种类识别、海洋生态资源调查、赤潮、环境监

测、水产养殖、压舱水监测、水质监测、地质、石油勘

探、微藻培养和药物开发及法医鉴定等领域.对提高

海洋浮游植物的研究水平 ,特别是提高对海洋浮游植

物的检测能力和海洋生态环境快速监测的技术水平 ,

开发利用海洋生物资源 ,保护和改善海洋环境将起到

积极的作用.
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Automatic Identif ication and Analysis Techin iques of
Marine Phytoplankton

GAO Ya2hui1 , YANG Jun2xia1 , LUO Q iao2qi1 , GAO Hua1 , YANG Chen2hui2 ,

L I Xue2song1 , L IANG Jun2rong1 , CHEN Chang2p ing1

( 1. School of L ife Sciences, Xiamen University,

2. School of Computer and Information Engineering, Xiamen Univrsity, Xiamen 361005, China)

Abstract: Species identification and quantitative analysis of marine phytop lankton, the p rimary p roducer in marine ecosystem, is a basic

and necessary work in many research and app lication fields of marine science. Traditional phytop lankton analysis for species identification and

cell enumeration is usually made under light m icroscope. D ifferent automatic identification techniques and quantitative determ ination for phy2

top lankton analysis have been developed by scientists with the growing requirement for the rap id detection of marine phytop lankton in marine

science research and environmental monitoring, and the p roblem s of decreasing numbers of phytop lanlcton taxonom ists and time2consum ing in

m icroscope identification. The automatic analysis techniques include the digital image method based on the combination ofmorphological char2

acters of algal cell and computer technique, the chemotaxonomy method based on algal p igment such as spectrophotometry, fluorescence spec2

trophotometry and high performance liquid chromatography(HPLC) , the flowcytometer method based on algal cell size and p igment, the mo2

lecular p robe method based on gene sequence. The working mechanism, advantages, disadvantages and advances of the above methods are re2

viewed in the p resent paper. It is suggested that the digital m icroscope image method based on m icroscope images of algal cells and computer

technique is a p ractical and ideal method for automatic identification of phytop lankon due to its comp lex of traditional m icroscope identifica2

tion method and modern computer automatic analysis and operation technique.

Key words: Phytop lankton; taxonomy; automatic identification
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