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在海洋环境研究和监测中
,

经常要测定水体中光

合色素及其降解产物的含量
,

最常用的是分光法和荧

光法
,

该方法操作简便
、

快速
,

灵敏度较高
,

但最大的

局限是无法区分多种色素的混合体
。

M ill ei 等 1 9 9 3 年

指出
,

在天然样品中
,

常常会有多达 20 种的特征色素

存在
。

而某些特征色素的鉴定
,

对阐明传统生物分类

方法所遇到的难题
,

常常起到 很好的辅助及借鉴作

用 〔」〕
。

8 0 年代以 来
,

M a n t o u r a

等 1 9 5 3 年
、
s u z u k i 等

1 9 9 3 年和 w
r igh t 等 1 9 9 1 年相继建立了分析海洋浮

游植物光合色素组成的高效液相色谱法
。

在这种背

景下
,

国外有关学者在这一领域开展了大量的研究
。

但是
,

此类工作在国内尚未见报道
。

很关键的一点
,

就是缺乏可操作性强的分析方法
。

本文介绍现场研

究中建立的 H P L c 方法
,

主要包括方法的详细步骤
、

系统构成
、

主要指标
,

并对该方法存在的一些间题进

行讨论
。

1 材料和方法

.1 1 藻种及其培养

为帮助色素的定性研究
,

选用 6 种单胞藻作为参

考藻种
。

它们分属于 6 个不同的纲
:

硅藻纲 (Ba cil lar i。
-

p h y e e a e )
:

战
e绝ot n

o
a oc 咖 t u二

,

双 鞭 甲 藻 纲 ( D sn o -

p h y e e a e )
:

外, o

nec
加 。。 ac s甜乙 i e u二

,

定金藻纲 ( I, r y m n e s i o
-

p h y e e a e )
:

oJs hcr
梦 s: s 夕a lba n a ,

绿藻 纲 ( C h l o r o p h y e e a e )
:

加肥 z, zza as z: n a ,

蓝藻纲 ( C y a n o p h y e e a e )
:
S刀廿 u l` n a 刃l a t e n -

。 : s ,

红藻纲 ( R h o d o p h y e e a e )
:

Po 即人夕
, 滋: 。讥 a

er
u夕: ; 。二

。

以

了/ 2 培养基在 ZO C下培养
,

光照强度约为 12 000 1x
,

光暗周期为 12
:

12 h
。

藻生长进入指数生长期后收

获
,

以备 H P L c 测定
。

1
.

2 样 品的现场采集

用有机玻璃采水器采集各标准层海水
,

先通过

1 3 0 以nr 筛绢去除浮游动物
,

量取 2
.

O L 过滤到玻璃纤

6

维滤膜上
,

将滤膜折叠
,

于船上迅速冰冻保存 (< 一 20

C )
。

1
.

3 样品预处理

返航后立即将滤膜放入 5 ml 具塞刻度试管中
,

加入 5 m l 分析纯丙酮
,

超声 3一 5 m ni
,

于暗处低温

(一 2 0 ℃ )萃取 24 h
。

萃取液用玻璃纤维滤膜过滤后
,

吹氮气浓缩至一定体积 (一般不多于 2
.

o ml )
,

待分

析
。

整个操作过程在低的光照强度下进行
,

以最大限

度地减少色素的光降解
。

1
.

4 H P L C 分析

分析所用的 H P L c 系统为 w at er
s
20 8 型高效液

相色谱仪
,

主要包括
:

两台 M s ol 型高压泵
、

M 68 0 型

自动梯度控制仪
、

-Jt 6K 进样器
、

。 B o n d a p a k C 18
反相柱

、

M 4 8 I 型可变波长 u v
一
v l s 检测器和 e H R o M A T o G

-

R A P H Y
一
D El l 型色谱数据处理系统

。

所有的叶绿素和类胡萝 卜素均在 4峨o n m 下检

测
。

流动相 A 为甲醇
: 0

.

5 m ol / L 醋酸钱缓冲液
:

丙

酮 = 6 5 礼 2 0
:

1 5 (体积比
,

以下同 )
,

p H 一 7
.

2 ;
流动

相 B 为甲醇
:

丙酮 一 60
:

40
。

所用的试剂中
,

甲醇

为 H P L c 级
,

丙酮和醋酸钱为分析纯级
。

梯度洗脱程

序
:

从起始至 15 m ni
,

由流动相 A 按线性梯度变化过

渡到流动相 B
,

并继续保持 12 m ni
。

每一次运行完成

后
,

再 回到初始条件
,

平衡 2一 3 m ni
,

等待下一次进

样
。

整个过程约需 35 m ni
。

1
.

5 色素的定性和定量

光合色素的定性依据是色谱 图上的保留时间
。

已有的色素标准品为叶绿素 a( c hl a)
,

叶绿素 b( C hl

b )( 中国科学院上海植物生理研究所 )
,

日
一

胡萝 卜素

印
一 e a r o t e n e ) ( s ig m a

化学公司
,

产品代号
:
e
一
0 1 2 6 )

。

其

` 国家教委重点基金「1 9 9 3」1 7 8 和 福建省自然科学基

金 94
一 z 一

4 资助项 目
。

收稿 日期
: 19 9 5一 0 7一 1 1 ;

修回 日期
: 19 9 9

一 0 1一 1 3

海洋科学



他色素的谱峰位置通过对 比参考藻种的谱图与相关

文献中的谱图得以确定
。

利用每一种色素的色谱峰面积进行定量
。

C h l
a,

hc 工b
,

卜 ac or et n 。

的定量可通过外标法由工作曲线求

得
,

其他色素的质量由下式表示
:

W 一 kA /E
; 纬

其中
,

W 为色素的质量
,

叱 ; A 为色素峰面积
,

m v
·

m in ; E ; 写为 4 4 0 n m 下的比消光系数
,

m l / ( g
·

em ) ; k

为换算系数
,

m l / (
cm

·
m v

·
m in)

。

各种色素的 E
l %

值文献中可以查得
。

无值则 由标准色素求得
。

表 1 3 种色紊标准的工作曲线 ( P A 为峰面积 )

工作曲线 相关系数 标准偏差 ( n8 ) 样本数
C h l a一 7

.

9 3 X 1 0一 Z P A 一 0
.

0 3

C h l b = 2
.

6 3 X 1 0一 Z P A一 0
.

0 1 7

队 ac
r o t e n e = 1

.

2 1 X 1 0 一 Z P A 一 0
.

0 1 3

0
.

9 9 8

0
.

9 9 9

0
.

9 9 9

3 5

l 5

2 1

< 0
.

0 0 0 1

< 0
.

0 0 0 1

< 0
.

0 00 1

表 2 色紊的柱保留时间和峰面积的贡现性

进样

次序

C h l a ( 2
.

5 件g ) C h l b ( 1
.

0 阳 ) 阶 C a r o t e n e ( 1
.

5 协g )

保留时间

(m in )

峰面积

( m V
·

m i n )

保留时间

( m in )

峰面积

( m V
·

nt i n )

保留时间

( m in )

峰面积

(m V
·

m i n )
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2

3

4

5

6

7

8

平均值

相对偏差 ( % )

方差

2 2
.

4 7

2 2
.

4 2

2 2
.

5 1

2 2
.

4 5

2 2
.

4 4士 0
.

0 3

0
.

1 5

0
.

0 0 1 6

3 2
.

6 2士 0
.

2 2

0
.

6 7

0
.

1 0 6

2 1
.

2 1士 0
.

0 1

0
.

0 7 1

0
.

0 0 0 3

2 8
.

9 6士 0
.

0 7

0
.

2 5

0
.

0 09 8

2 5
.

4 1士 0
.

0 6

0
.

2 4

0
.

0 05 3

86
.

0 0士 0
.

6 6

0
.

7 6

0
.

5 0 5 7

2 结果

2
.

1 检刚限

以 e h l a ,
e h l b

,

日
一 e a r o t e n 。

为色素外标进行定量
。

3 种色素均配制一系列浓度的标准溶液
,

以相同体积

( 20 闭)进样
。

由色素质量与色谱峰面积做工作曲线

(表 l )
。

可以看出
,

各条工作曲线均具有相当良好的

线性
。

若以 3 倍的标准偏差 ( s D )确定检测限 ( DL)
,

并

考虑到现场采样过程中
,

过滤水样的体积为 2
.

O L
,

则

该方法对 c hi
a ,

c hl b
,

日
一

ac or ten
e
的检测限分别可达

5 0
,

2 0
,

3 0 n g / L
。

2
.

2 重现性

在建立实验方法过程中
,

还利用上述 3 种标准色

素对柱保留时间 ( R T )
、

色谱峰面积 P( A )的重现性进

行 了检验
。

e h l a ,
e h一b

,

日
一 e a r o t e n e

均是重复进样 8

次
,

进样量分别为 2
.

5
,

1
.

0
,

1
.

5 m g
。

结果表明
,
3 种

色素的 R T 和 P A 的相对偏差均小于 l %
。

其中尤 以

c hl b 的重现性更佳 (表 2 )
。

2
.

3 分 离与鉴定的色素

图 1所示为 6 种单胞藻的 H P L c 谱图
,

每一种代

表一个纲
。

每一纲的特征色素在该分析方案下
,

都得

到了较好的分离
。

由反相柱分离出的光合色素
,

在谱

图中都具有比较理想的峰型
。

经计算
,

该色谱柱的实

际塔板数最高可达到 > 1。“

塔板 /m
。

据此
,

本研究中

所用的 R P
一
H P L c 法可以有效分离并确定至 少 16 种

在化学分类上较重要的叶绿素和类胡萝 卜素 (表 3 )
。

在色谱图上
,

极性较强的一端
,

脱植基叶绿素
a , c
族

叶绿素可被分离和鉴定
。

但 c hl
c :

和 c hl
c Z

不能得到

有效分离
,

合成一峰被洗脱出来
。

谱图中部为中等极

性光合色素
。

主要是各门类单胞藻的特征类胡萝 卜

素
。

现有方法可将多甲藻素 (Pe
r id ini

n )
、

岩藻黄素 (Fu
-

e o x a n th i n )
、

紫黄素 ( V i o la x a n th in )
、

叶黄素 ( L u t e in )
、

玉

米黄素 ( z ea xa nt hi n) 等分离开来
。

谱图的非极性一端
,

对 e h一b
,

以 z a ,

脱镁叶绿素
a ,

日
一 e a r o t e n e

可实现完全

分离
。
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变为 60
:

40
,

目的是在分离程序的后半段降低流动

相极性
,

以利于类胡萝 卜素的分离
。

但是
,

当按此初

始方案进行预实验时
,

发现所走的基线不理想 (图 2
-

A)
。

在 9一 13 m ni 时
,

光吸收值发生突增
。

在将所有

有机溶剂多次重蒸
、

醋酸按重结晶提纯后仍未见改

观
。

对比流动相所用的 3 种组分甲醇
、

醋酸钱缓冲溶

液和丙酮占流动相体积百分 比的变化
,

发现突变 区

(图中阴影部分 )处在这 3 种组分的线性变化区
。

如果

是试剂中存在杂质
,

则基线变化应遵循朗伯
一

比耳定

律
,

即同样是一种线性变化
,

因此基本上可排除溶剂

中有检测波长下严重吸光的杂质这一假设
。

推测是

在此时间区段内
,

流动相的光学性质发生突变
。

6

1
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表 3 本方法可分离和鉴定的色素

峰号 保留时间

(m i n )

色素 E l铸

Un工OJ竹n八UnQé匕J八乙六口O八曰。JtJ
.

介口05。曰ēh。曰八Usc己122222100672

1

2

3

4

5

6

7

8

9

1 0

1 l

1 2

1 3

l 4

l 5

1 6

2
.

2 8

3
,

5 8

1 0
.

2 8

1 0
.

9 0

1 3
.

2 5

15
.

2 7

16
.

2 2

16
.

8 9

18
.

0 6

18
.

2 4

19
.

2 3

19
.

4 2

2 1
.

2 1

2 2
.

44

2 4
.

8 4

2 5
.

4 1

脱植基叶绿素
a

叶绿素
e l + c Z

多甲藻素

19
, 一

丁酸基氧化岩藻黄素

岩藻黄素

19
, 一

己酞基氧化岩藻黄素

脱镁叶绿酸
a

紫黄素
,

荃菜黄素

硅甲藻黄素

硅藻黄素

叶黄素

玉米黄素

叶绿素 b

叶绿素
a

脱镁叶绿素
a

卜胡萝 卜素

6 8 7

3 4 60

1 1 26

1 3 69

1 0 1 6

1 3 69

7 1 3

10 15 20 25 30

时 1’BJ (m i n )

图 2 基线和流动相组分的变化

( A :

原方案 ; B :

现行方案 )

3 讨论

3
.

1 流动相组成

起先采用的流动相是在 N el s
on 方案的基础上稍

作些改动
。

组成为
:

流动相不变
,

甲醇
:

醋酸按缓冲

溶液一 80
:

20
;
流动相 B 由甲醇

:

丙酮 ~ 70
:

30 改

8

有鉴于此
,

在流动相 A 中加入一定 比例的丙酮

以改善基线
。

发现直到丙酮的体积比例达到 巧 %时
,

基线才较为理想 (图 2
一

B)
。

这样
,

现行方案的流动相

变为
“
1

.

4 ”

所示的组成
。

3 种组分所占流动相的体积

比例随时间变化情况如图 2
一 B 所示

。

这样的变化
,

使

得分析程序前半段 (0 一巧 m in) 流动相的极性减弱
,

对强极性光合色素的分离产生不利影响
。

但考虑到

主要的色素
,

尤其是作为特征色素的类胡萝 卜素类化

合物多在 15 m ni 后被洗脱出来
,

因此
,

这样的改变也

是可以接受的
。

3
.

2 定性与定量

在定性方面
,

市售的色素标准太少
。

M na t uo ar 等

一9 8 3 年
、
B i d ig a r e

等 一9 9 1 年利用薄层色谱 ( T L e )或者

海洋科学



高效薄层色谱 (H P TL ) C从单胞藻藻种中分离
、

纯化某

些特征类胡萝 卜素
。

海洋研究科学委员会 ( s c o R )第

8 7工作组曾经建议
:

利用已知色素组成的特有单胞

藻种作为色素标准的来源
。

近年来
,

光电二极管阵列

分光光度计 P( D A S) 逐渐成为 H P L c 的标准配置检测

器
,

它为色素定性提供了方便
。

本方案中
,

因不具备

P D A s
,

必须挑选多种门类浮游植物的代表种进行室

内培养
、

收集
、

样品处理和 H P L c 分离分析
,

这无疑加

大了工作量
。

所以
,

将 P D A s 作为检测器是现行方法

的改进方向之一
。

w
r ig h t 等 1 9 8 4

,

1 9 9 1 年指出
,

在定量上
,
u v

一
v l s

检测器灵敏度稍低
。

若采用 P D A s 作为检测器
,

灵敏

度可达 1 陀 / L 左右甚至更低
。

不过
,

研究发现 P D A s

检测 c hl
a
和 c hl b 时

,

会比普通单色器分光光度计

分别低估 6 %和 9 %川
。

此外
,

通过改进流动相组成或提高柱性能
,

也有

助于一些特定色素组分的分离
。

比如
,

用含有毗咤的

流动相
,

能将 c hl a
和二 乙烯 c hl a

有效分离叫
。

3
.

3 可比性

本实验方案与国际上通行的同类方法具有较高

的可 比性
。

美国全球联合通量研究计划 ( U S oJ int

e xo b a 一 F zu x s t u d y P r o g r a m
,

u s
一
J G o F s ) 曾对来 自美

国
、

德国
、

荷兰和加拿大的参与 H P L c 色素组成分析

的 8 家著名实验室进行色素分析互校检查叫
。

这 8 个

实验室全部采用 c 1 8
反相柱

、

梯度洗脱和可见光检测
。

再从流速
、

柱体积
、

柱填料和分光检测波长 4 项指标

上 比较
,

8 个实验室中
,

分别有 5 家
、
4 家

、

5 家和 8 家

与本研究方案的设置相同或非常相近
。

目前
,

该方法

已经应用到台湾海峡和厦门西海域浮游植物光合色

素的现场研究中
。

4 小结

在现有仪器设备的基础上
,

发展了适用于海洋浮

游植物光合色素分离分析的 R P
一
H P L c

一

vi s 方法
。

该

方法简便
、

经济
、

快速
、

重现性好
,

与国际上通行的分

析方案的可比性强
。

对 C h一 a ,
e h z b

,

日
一 e a r o t e n e

的方

法检测限分别为 50
,

20
,

30 卜g / L ;色素的柱保留时间

和峰面积的相对偏差小于 1 % ;用此方案可分离并鉴

定至少 16 种在化学分类上较为重要的叶绿素和类胡

萝 卜素
。

本章还讨论了现行方案进一步改进和提高

的方向
,

主要包括
:

( 1) 改善强极性色素的分离效果
;

( 2) 改用 PD A S 作为检测器
,

提高定性分析能力
。
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配
、

鲜饵不同搭配比例对黑绸生长的影响
E F F E C T O F D I F F E R E N T R A T IO O F A R T I F I C IA L F E E D A N D F R E SH

-

F I S H O N T H E G R O W T H O F S P a r u s
饥 a e r o e e P h a lu s

梁德海 徐 雯

(中国科学院海洋研究所 青岛 26 6 0 7 1)

目前
,

国内养殖黑绸 ( s 那。 、 爪 a
o oc 即ha 勿 )s 的饲料 成本低

、

营养全等优点
,

是现代养殖技术的一大突破
。

主要是鲜杂鱼
、

虾等
。

而随着近海渔业资源的枯竭
,

为进一步推动黑绸养殖生产的发展
,

作者于 1 9 9 4 年

作为饲料的鲜杂鱼
、

虾数量也越来越少
,

已远远满足 5一 9 月
,

在河北省黄弊市海水养殖公司养殖场利用

不了海水养殖业发展的需要
。

另外
,

从营养角度上来 网箱进行了人工配合饲料与鲜杂鱼饲料搭配投喂黑

讲
,

单独投喂鲜杂鱼
、

虾也难以满足黑绸的营养需求
,

绸的试验研究
。

常常会出现某些营养缺乏症
,

且易污染水质
,

引发疾

—病
。

与此相反
,

新兴起的养鱼配合饲料具有来源广
、
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