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摘要 [目的 ]研究聚球藻和盐藻的荧光特性,确定其在特征激发、发射波长下藻浓度和荧光强度的关系,寻找一种确定藻类浓度的简便
方法。 [方法 ]以岛津 RF5301型荧光分光光度计分析检测聚球藻和盐藻的激发和发射光谱,并获得它们的荧光强度与以血球计数板计

数的藻浓度之间的关系。 [结果 ]聚球藻和盐藻的激发、发射光谱有着明显的不同。在它们特征的激发、发射波长下,其浓度与荧光强度
呈良好的线性关系。 [结论 ]通过测定藻类的荧光强度就可推算出特定藻类的浓度,且该方法比血球计数板计算藻类的浓度更为便捷。
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Abstract [O bjective] A smi ple determ ining method of the concentra tion of the known a lgae: Synechococcus sp. and sa lt a lgae, w as formed

through the confirma tion of the relationship betw een its concentration and fluorescence intensity under its character istics o f exc itation and em ission
wavelength based on research on its fluorescence characteristics. [M ethod] The excitation and em ission spectra ofSynechococcus sp. and salt a lgae

wasm easured w ith the fluorescence spectrophotom eter( RF5301) and the re lationsh ip betw een the fluorescence intensity and the concentra tion of
a lga based on the number at blood counting platew as go tten. [ R esults] Therewas amarked difference in the excitation and em ission spectra be-

tw een Synechococcus sp. and salt algae and there was good linear relationship between its concentration and the fluorescence intensity under its
special excitation and em ission w avelength. [ Conclusion] The concentration o f specific a lgae could be calcula ted through the determ ination of its

fluorescence intensity, and themethod w as more convenient in the concentration- testing of algae than that o f the blood cell counting shee.t
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藻类是由多种色素组成的海洋生物,这些色素组成了藻

类的光合色素系统,其中叶绿素 a是负责光合作用的主要色

素,叶绿素 b、叶绿素 c、类胡萝卜素和藻胆色素等都作为辅

助色素,在接受光照的能量后,高效率地将光能传递给叶绿

素 a,荧光来自于不能被光合作用系统利用和吸收的光能
[ 1]
。

研究发现 2个特性:一是同一种藻类受到不同波长单位强度

激发光激发时,发出的荧光强度不同;二是不同藻类的荧光

光谱特征随细胞色素组成 (叶绿素、藻胆色素、类胡萝卜素 )

和光能在其中传输过程的不同而异
[2]
。聚球藻和盐藻分别

属于蓝藻门和绿藻门的藻类,它们所含的特征色素不同:蓝

藻含有叶绿素 a、叶绿素 b和类胡萝卜素;绿藻含叶绿素 a、藻

胆蛋白
[ 3]
。海藻中含有的特征色素叶绿素 a、叶绿素 b、类胡

萝卜素和藻胆蛋白的特征激发波长分别为 440、470、530和

560 nm
[3- 6]
。

笔者通过改变激发、发射光的波长,用荧光分光光度计

分析聚球藻、盐藻的发射、激发光谱图。在特征激发、发射波

长下,获得它们的荧光强度与以血球计数板计数的藻浓度之

间的关系。结果表明,聚球藻和盐藻的激发、发射光谱有着

明显的不同。在它们特征的激发、发射波长下,其浓度与荧

光强度呈良好的线性关系。建立了通过测定藻类的荧光强

度推算出特定藻类浓度的方法。

1 材料与方法

1. 1 材料 聚球藻、盐藻均来自集美大学水产学院。仪器:

岛津 RF5301型荧光分光光度计。

1. 2 荧光分光光度计工作参数设置 激发、发射单色器狭缝

宽度为 5 nm, 1 cm的标准四通石英比色皿,扫描步长为 1 nm。

1. 3 激发波长的选择 分别以聚球藻和盐藻含有的特征色

素的特征激发波长作为其发射光谱,发射光谱扫描范围 600

~ 750 nm。

1. 4 发射波长的选择 以出现最高荧光发射峰处的波长作为

发射波长作激发光谱,激发光谱的扫描范围为 300~ 550 nm。

1. 5 确定浓度与其荧光强度关系的试验方法 用血球计数

板分别计算 2种藻浓度
[ 7]
。不同浓度的藻类, 测其最佳激

发、发射波长下的荧光强度。

2 结果与分析

2. 1 聚球藻

2. 1. 1 荧光特性。聚球藻的发射、激发光谱分别如图 1、2

所示。聚球藻在波长 650 nm处有荧光发射峰,与叶绿素 b

的荧光发射峰一致
[ 3]
。聚球藻在 340~ 380 nm处有荧光激

发峰,在 365 nm处荧光强度就大。与其特征色素的最佳激

发光的波长均不一致,可能是藻类中含有的色素共同作用的

结果,导致其最佳激发波长发生了红移。

注: 1. EX= 440 nm; 2. EX= 470 nm; 3. EX= 530 nm。

Note: 1. EX = 440 nm; 2. EX= 470 nm; 3. EX= 530 nm.

图 1 聚球藻发射光谱图

Fig. 1 Synechococcus em ission spectra
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图 2 聚球藻激发光谱图

F ig. 2 Synechococcus excita tion spectra

2. 1. 2 浓度与其荧光强度关系。用血球计数板计算聚球藻

浓度,以 EX = 365 nm, EM = 650 nm测浓度为 51、112、225、

550、1 100、2 200个 / l聚球藻的荧光强度,结果得出,聚球藻

的荧光强度与浓度成正比,计算公式为 y = 0. 003 0x +

0. 353 1(图 3)。

图 3 聚球藻浓度与荧光强度关系

Fig. 3 The rela tionship betw een concentration and fluorescence

intensity of Synechococcus

2. 2 盐藻

2. 2. 1 荧光特性。盐藻的发射、激发光谱如图 4、5所示。

盐藻在波长 683 nm处有荧光发射峰,与叶绿素 a的荧光发

射峰一致
[ 3]
。盐藻在 442和 479 nm处有荧光激发峰,其中

在 479 nm处的荧光强度最大,分别与叶绿素 a、叶绿素 b的

最佳激发波长相近。盐藻属绿藻门,绿藻中含有的主要色素

不包括叶绿素 b,因此藻类的荧光特性和其所含的色素不完

全一致。

注: 1. EX = 440 nm; 2. EX = 560 nm。

Note: 1. EX= 440 nm; 2. EX = 560 nm.

图 4 盐藻发射光谱图

F ig. 4 Duna liella sa lina em ission spectra

2. 2. 2 盐藻浓度与其荧光强度关系。用血球计数板计算盐

藻浓度,以 EX = 480 nm, EM = 683 nm测浓度为 44、88、175、

350、700、1 400、2 800、5 600个 / l盐藻的荧光强度,结果得

出盐藻的荧光强度与浓度成正比,计算公式为 y = 0. 010 3x

+ 0. 140 25(图 6)。

图 5 盐藻激发光谱图

Fig. 5 Duna liella sa lina excitation spectra

图 6 盐藻浓度与荧光强度关系

F ig. 6 The relationship betw een concentra tion and fluorescence

intensity ofDunaliella sal ina

3 结论

聚球藻和盐藻属于不同门的藻类,其荧光特性有所不

同:发射、激发光谱图不同,特征激发,发射波长也不相同,这

点与文献 [ 2]报道的相符。藻类的荧光特性受到其所含色素

的影响,但又与其所含色素的荧光特性不完全一致,不能只

简单地以其所含有的色素的最佳激发、发射波长来确定藻类

的荧光特性,两者之间的关系有待进一步的研究。

聚球藻和盐藻在最佳激发、发射波长下,浓度与荧光强

度呈良好的线性关系,以此可以确定其浓度与荧光强度的关

系式。对于某种已知藻类,在其最佳激发、发射波长下只要

通过测定其荧光强度,就可以推算出藻的浓度,比血球计数

板计算藻的浓度更为便捷。因为每种藻的最佳激发、发射波

长都有一定的差异,只要测定海水中各主要藻类的最佳激

发、发射波长,并且找出其浓度与荧光强度之间的关系,通过

建立方程式,就可以测定海水中各种藻类的数量,这为测定

海水中藻类的浓度提供了一个简便的方法。
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图 3 培养时间对产酶的影响

F ig. 3 Effects of culture tim e on enzym e production

图 4 培养温度对产酶的影响

F ig. 4 Effects of cu lture temperature on enzyme production

2. 3. 3 摇床转速对产酶的影响。优化后的发酵培养基中接

入种子液, 37 下分别以不同转速振荡培养 48 h,测定酶活,

结果如图 5所示。

图 5 摇床转速对产酶的影响

F ig. 5 Effects of ro ta tion speed on enzym e production

摇床转速较低时,通气量不够, ZJJ-1生长较慢,菌株菌

体稀疏,产酶量较低。当摇床转速过快时,菌株菌体密集,且

细菌体积较小,产酶量也不高,这可能是由于培养基中的营

养主要被菌体用于自身的生长所致。测定结果表明,摇床转

速以 175 r/m in为最佳。

2. 3. 4 发酵液初始 pH对产酶的影响。在优化后的发酵培养

基中分别添加不同浓度的 Na2CO3,研究不同初始 pH值对产酶

的影响,于 37 、175 r/m in振荡培养 48 h,结果如图 6所示。

N a2CO3对许多嗜碱菌的生长是必需的, 并对培养基 pH

图 6 发酵液初始 pH对 产酶的影响

F ig. 6 Effects of initial pH va lue on enzyme production

值具有一定的缓冲作用。从图 6可以看出, ZJJ-1菌株的最

适产酶 pH为 7. 0。 pH为 5. 0时,菌体量极少,酶活性低; pH

高于 7. 0时,菌体生长旺盛;当 pH为 9. 0时, ZJJ-1的产酶量

仍能够达到最高产酶量的 96%。

3 结论与讨论

该研究对 ZJJ-9的产酶进程进行了研究,并在发酵过程

中定期取样测试 pH值、残糖浓度、碱性纤维素酶活。发酵初

期,残糖浓度升高,这可能是由于液体培养基中的麸皮和大

豆粉中含有一定量的淀粉,在发酵初期淀粉被利用,残糖浓

度升高;随着菌体的生长,残糖浓度开始下降,至 24 h左右消

耗殆尽。与此同时,纤维素酶逐渐大量生成,到大约 48 h时

酶活力达到最大,之后由于环境不适,菌体开始老化,且形成

芽抱,并伴有自溶现象发生,纤维素酶活力有所降低。此外,

发酵液 pH值在延滞期略有下降,之后保持相对稳定。从产

酶进程分析,残糖浓度变化与纤维素酶的生成有很大关系。

残糖消耗殆尽后,菌体即进入快速产酶期。

通过与相关文献报道的菌株产酶活性进行比较,该试验

筛选出的菌株 ZJJ-1的产酶活性较高,其最佳培养基配方为:

麸皮 0. 5% ,大豆粉 2%, KH2PO4 0. 2%, NaC l 0. 7%;最优产

酶条件为: 37 , 175 r/m in培养 48 h,初始 pH值为 7。在此

条件下,菌株 ZJJ-1最高酶活水平达 51. 20 U /m ,l为后续研究

提供了较好的试验材料。
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