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平行因子分析在赤潮藻滤液三维荧光光谱特征提取中的应用
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摘 　要 　在实验室条件下培养我国沿海常见的 10种赤潮藻 ,测定了赤潮藻生长过程中藻滤液的三维荧光光

谱。用平行因子分析对光谱进行分解 ,获得每种赤潮藻滤液荧光峰的个数及类型 ,即每种赤潮藻的特征光谱。

在此基础上比较每种藻特征光谱的相似性和差异性 ,并分析了赤潮藻生长过程中滤液的荧光峰强度和生长

阶段的关系 ,为基于赤潮藻滤液三维荧光光谱的赤潮藻种类识别测定技术提供依据。结果表明 :不同赤潮藻

的特征光谱之间存在差异。在指数生长期 ,类蛋白和类腐殖质荧光峰强度与藻密度呈正相关 ,说明两类有机

物在水体中不断积累 ; 在稳定期和衰亡期 ,两类有机物的荧光强度迅速增大 ,这可能是衰老和死亡细胞的破

碎释放 ,以及细菌降解作用所致。平行因子分析可以有效提取赤潮藻的荧光特征 ,考察了赤潮藻荧光峰强度

和生长阶段的关系。
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1　引　言

荧光溶解有机物是海洋溶解有机物中的重要组成部分 ,来源主要是江河携带入海和降水等外源以

及生物活动和海洋沉积间隙水释放等内源。钟润生等 [ 1 ]将三维荧光指纹光谱用于污染河流溶解性有

机物来源示踪研究。海洋浮游植物是荧光溶解有机物重要的生物来源 ,在赤潮发生过程中 ,曾发现较强

的荧光 [ 2 ]。目前 ,关于微藻本体的荧光特性已有诸多研究 [ 3～7 ] ,但对藻体生长过程所产生的荧光溶解有

机物的研究比较少 ,赵卫红等 [ 8 ]发现微藻生长过程中的溶解有机物会产生类蛋白荧光和类腐殖质荧

光 ,藻种不同 ,所产生的光谱特征也不同 ; 任保卫等 [ 9 ]发现硅藻的 FDOM在三维荧光光谱中显示出较强

的类腐殖质荧光 ,而甲藻在指数增长期类蛋白荧光较强 ,进入消亡期后类蛋白荧光和类腐殖质荧光强度

迅速增大 ,对同属微藻 ,光谱特征相似 ,但具体荧光峰的位置有所差别。

对溶解有机物荧光的研究多采用手动挑选的方式确定荧光峰的位置 ,费时费力 ,且误差较大。本研

究采用平行因子分析对赤潮藻生长过程中滤液的三维荧光光谱进行分解 ,直接获得每种赤潮藻滤液荧

光峰的个数及类型 ,即每种赤潮藻的特征光谱。在此基础上可以方便地比较每种藻特征光谱的相似性

和差异性 ,并分析赤潮藻生长过程中滤液的荧光峰强度和生长阶段的关系 ,为基于赤潮藻滤液三维荧光

光谱的赤潮藻种类识别测定技术提供依据。平行因子分析通过模型分析确定峰位置 ,可直接获得每种

赤潮藻滤液荧光峰的个数和类型以及每个样品中荧光峰的荧光强度信息 ,无需在每个三维谱图中手动

挑选荧光峰。整个过程都可程序化 ,简单快捷 ,在此类研究中有着很好的应用前景。

2　理论部分

平行因子 ( Parallel factor, PARAFAC)分析被广泛应用于三维和高维数据的分析及应用 [ 10～16 ]。平

行因子分析是基于三线性分解理论 , 采用交替最小二乘算法实现的一种数学模型 ,它将一个三维数据

矩阵 X分解为得分矩阵 A, 载矩阵 B 和 C。分解模型可表示为 :

xijk = ρ
F

f =1
aif bjf ckf , i = 1, ⋯, I; j = 1, ⋯, J; k = 1, ⋯, K (1)

将平行因子分析模型应用到溶解有机物三维荧光光谱中时 ,式 (1)中 xijk代表第 i个样品、发射波长 j、激
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发波长 k处的荧光强度值 ; F为载荷矩阵列数 ,代表因子数 ;εijk为残差矩阵 ,表示变量不能被模型解释的

大小 ; aij、bjf、ckf分别为载荷矩阵 A , B , C中的元素 ,分别代表了组分浓度、发射光谱和激发光谱信息。

与二维数据模型 (如主成分分析 )不同 ,平行因子分析的解是唯一的。理想情况下 ,平行因子模型的因

子数应该等于混合物中的组分数。每个因子的载荷代表了一种纯组分对混合物荧光的贡献。现实应用

中 ,由于某些组分化学结构很相似或者产生的荧光峰共变性很好 ,模型很难将这些物质分离成各自相应

的组分。因此 , 平行因子分析的组分数是对混合物中实际荧光组分数的估计。这种技术在纯化学组分

未知的复杂体系研究中是非常有用的。

近年来 ,平行因子分析被成功地用于解析三维荧光光谱 [ 10～16 ]。刘海龙等 [ 10 ]用平行因子分析对绿

茶样品的三维荧光光谱进行分解 ,通过因子光谱特征分析确定了绿茶的三种主要成分 ; 2003年 ,

Stedmon等 [ 11 ]首先将平行因子分析用于解析天然水体中溶解有机物的三维荧光光谱 ,得到了 5个组分 ,

并根据各组分的组成分析了溶解有机物的来源 ; 2005年 , Stedmon等 [ 12 ]又用平行因子分析解析围隔实

验中不同营养盐条件下浮游生物产生的溶解有机物的三维荧光光谱 ,得到了 7个组分 ,并分析了各组分

与浮游生物生长时期和营养盐条件的关系。

3　实验部分

3. 1　藻种培养

选用 10种我国沿海常见的赤潮藻 ,如表 1所示。甲藻来自中国科学院海洋研究所藻种室 ,硅藻来

自中国海洋大学污染生态化学实验室。实验中所用玻璃仪器经 HCl (1∶9, V /V )浸泡 ,洗净后高温灭菌

(160 ℃, 1 h)。海水经孔径 0. 45μm的滤膜过滤后蒸汽灭菌 (121 ℃, 0. 56 kg/cm, 30 m in)。藻种在 f /2

营养介质 (甲藻采用不加硅的 f /2营养盐培养 )中培养。光照条件 3000 Lux; 明暗周期 12 h∶12 h; 温度

(22 ±1) ℃。每个藻种平行培养 3份。

表 1　所选用的浮游植物种类
Table 1　Species of phytop lankton used in experiments

门类
Phylum

属
Genus

缩写
Ab.

藻种
A lgae species

缩写
Ab.

甲藻门
Pyrrophyta

斯克里普藻属 Scrippsiella Sc 锥状斯克里普藻 Scrippsiella trochoidea Sct

原甲藻属 Prorocentrum Pr 海洋原甲藻 P rorocentrum m icans Prm

东海原甲藻 P rorocentrum donghaiense Prd

亚历山大藻属 A lexandrium A l 塔玛亚历山大藻 A lexandrium tam arense A lt

微小亚历山大藻 A lexandrium M inutum A lm

硅藻门
Bacillariophyta

骨条藻属 Skeletonem a Sk 中肋骨条藻 Skeletonem a costatum Skc

角毛藻属 Chaetoceros Ch 旋链角毛藻 Chaetoceros curvisetus Cu

柔弱角毛藻 Chaetoceros debilis De

双突角毛藻 Chaetoceros didym us D i

褐指藻属 Phaeodactyum Ph 三角褐指藻 Phaeodactyum tricornutum Pht

　

3. 2　取样与分析方法

定时取样测定藻细胞密度 ,并每天或隔 1天 (指数期每天取样 ,其它时期隔 1天取样 )取 20 mL藻

液 , 用 GF /F (W hatman)玻璃纤维膜 (450 ℃灼烧 4 h)过滤 ,滤液于棕色玻璃瓶 (450 ℃灼烧 4 h)中避光

冷冻保存 ,并尽快用 H itachi F24500型荧光分光光度计测定三维荧光光谱。激发波长 200～400 nm,发

射波长 290 ～530 nm , 激发与发射步长均为 5 nm; 激发狭缝 5 nm ,发射狭缝 10 nm,扫描速度

12000 nm /m in,荧光强度是由仪器提供的荧光单位。

4　结果与讨论

4. 1　平行因子分析因子数选择

对实验中得到的赤潮藻滤液的三维荧光光谱数据 ,先用扣除 M illi2Q水空白三维荧光光谱的方法消除

拉曼散射的影响 ,然后将出现瑞利散射的位置置零 ,以消除瑞利散射的影响。将去除散射影响的每种藻的
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三维荧光光谱数据按照样品编号、发射波长和激发波长的顺序组合成三维数据矩阵 ,共获得 10个三维数

据矩阵。采用 DOMfluor工具箱在 Matlab7. 0上对 10个三维数据矩阵分别进行 PARAFAC模型分析 [ 17 ]。

分别求出 10个三维数据矩阵 2～5组分平行因子模型的中心连续系数 ,确定模型因子数范围 ,再对

数据进行异常值分析。结果显示 ,原数据中没有异常值 ,最后用一分为二法确定各三维数据平行因子模

型所用因子数 ,结果见表 2。锥状斯氏藻和微小亚历山大藻为二因子平行因子模型 ,其它 8种藻均为三

因子平行因子模型。

表 2　赤潮藻样品数及平行因子模型因子数
Table 2　Samp le capacity and number of components used in parallel factor

藻种
A lgae species Sct Prm Prd A lt A lm Skc Cu De D i Pht

样品数
Samp le number 59 69 59 60 66 36 29 30 18 36

因子数
Componet number 2 3 3 3 2 3 3 3 3 3

　

4. 2　赤潮藻滤液溶解有机物荧光的特征光谱

图 1是用平行因子分析解析得到的赤潮藻各组分的等值线图。锥状斯氏藻和微小亚历山大藻有

2个特征光谱 ,其它 8种藻有 3个特征光谱。表 3列出了本研究所用 10种赤潮藻滤液中出现的主要荧

图 1　赤潮藻各组分等值线图

Fig. 1　Contour p lots of red tide algae components
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光峰位置及峰型。荧光峰位置及代号均参照文献 [ 18 ]。

由图 1和表 3可见 ,类蛋白荧光峰主要出现类色氨酸 T峰 , S峰以次峰的形式存在 ,强度小于 T峰 ;

类腐殖质荧光峰主要出现 M峰和 C峰 , A峰主要以次峰的形式存在。不同藻种特征光谱存在差异 , 5种

硅藻中的中肋骨条藻、旋链角毛藻和柔弱角毛藻类腐殖质荧光光谱相似性较高 ; 而双突角毛藻与三角

褐指藻的类腐殖质荧光光谱较相似 ,与前 3种硅藻无论从光谱形状还是峰位置均有明显差异 , 5种硅藻

的类蛋白荧光光谱的峰位置和形状均有所差异。5种甲藻中微小亚历山大藻和锥状斯氏藻类蛋白荧光

光谱很相似 ,类腐殖质荧光峰形状有所差别 ,其它 3种甲藻特征光谱荧光峰类型和形状都很相似。

同属的旋链角毛藻和柔弱角毛藻荧光峰位置一致 ,且光谱形状也很相似 ,而和同属于角毛藻属的双

突角毛藻差异较大 ;同属的海洋原甲藻和东海原甲藻出现的荧光峰类型相同 ,峰位置略有差别 ;塔玛亚

历山大藻与微小亚历山大藻相比 ,塔玛亚历山大藻能够产生更多种类的类腐殖质荧光物质。

表 3　赤潮藻主要荧光峰位置及峰型
Table 3　Position and type of main fluorescent peaks of Red Tide algae

荧光峰
Fluorescent peaks

λex /λem ( nm) 峰型
Fluorescent peaks type

S 230～235 /330～350 类色氨酸 Pretein2like ( Tryp tophan)

T 280～285 /330～355 类色氨酸 Protein2like ( Tryp tophan)

N 280 /375 生物活动所产生 A ssociated with biologic p roductivity

A 245～280 /380～480 紫外类腐殖质 U ltraviolet hum ic2like

M 315～330 /380～390 海洋类腐殖质 Marine hum ic2like

C 1320～360 /420～480 可见类腐殖质 V isible hum ic2like

C 2280 (355) /500～505 类腐殖质 Hum ic2likd

　

4. 3　赤潮藻荧光峰强度和生长阶段的关系

图 2为赤潮藻各组分最大荧光峰强度和生长阶段的关系。类蛋白和类腐殖质荧光峰强度在培养过

程中均有一定程度的增大 ,类色氨酸 T峰荧光强度大于类腐殖质荧光峰强度 ,且变化较大。在指数生

长期 ,锥状斯氏藻、塔玛亚历山大藻及微小亚历山大藻 T峰和 C峰荧光强度随藻密度增加而增大 ,呈明

显的正相关 ,相关系数分别为 : T峰 : rSct = 0. 9715, p < 0. 0001, n = 12; rA lt = 0. 9643, p < 0. 0001, n = 17;

rA lm = 0. 9391, p < 0. 0001, n = 16; C峰 : rSct = 0. 9872, p < 0. 0001, n = 12; rA lt = 0. 9466, p < 0. 0001, n = 17;

rA lm = 0. 9515, p < 0. 0001, n = 16,表明这几种藻在生长过程水体中类色氨酸和类腐殖质荧光物质在不断
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图 2　赤潮藻荧光峰强度和生长阶段的关系

Fig. 2　Relationship between red tide algae fluorescence intensities and growth phases

积累。海洋原甲藻、东海原甲藻和 5种硅藻在指数生长期内类色氨酸荧光强度变化很小 ,到了稳定期均

大量增加。海洋原甲藻、东海原甲藻和中肋骨条藻类腐殖质荧光峰强度在指数生长期增加缓慢 ,到了稳

定期快速增加 ,说明衰老和死亡细胞的破碎释放 ,以及细菌降解作用是水体中类色氨酸和类腐殖质荧光

物质增加的重要来源。除中肋骨条藻外的其它 4种硅藻类腐殖质荧光强度变化不大。

　图 3　聚类分析结果

Fig. 3　Cluster analysis results

本实验室曾对几种微藻生长过程中藻滤液三维

荧光光谱的变化进行研究 [ 8, 9 ]。本实验结果与以前

得到的结果一致 ,说明平行因子分析可以有效的提

取赤潮藻荧光特征 ,并考察赤潮藻荧光强度和生长

阶段的关系。

4. 4　聚类分析

将每种藻各组分数据矩阵相加 ,就得到每种藻

的总特征光谱。对 10个矩阵用 matlab软件进行聚

类分析 ,结果见图 3。从图 3可见 ,旋链角毛藻和柔

弱角毛藻、微小亚历山大藻和塔玛亚历山大藻、中肋

骨条藻和三角褐指藻首先聚为一类 ,表明同属的藻

特征比较接近 ,且同为硅藻的中肋骨条藻和三角褐

指藻特征也很相似。当距离为 0. 06时 , 10种藻被分成两类。第一类包括 4种甲藻 , 2种硅藻 ;第二类包

括 1种甲藻 , 3种硅藻。
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5　结　论

本研究采用平行因子分析对赤潮藻生长过程藻滤液的三维荧光光谱进行分析 ,得到了各种赤潮藻

滤液中溶解有机物荧光的特征光谱。不同赤潮藻的特征光谱之间存在一定的相似性和差异性 ,聚类分

析显示同属赤潮藻特征光谱的一定程度上相似性较高。赤潮藻各组分荧光峰强度与生长阶段显示出一

定的关系 :在指数生长期 ,水体中类蛋白和类腐殖质荧光物质不断积累 ,稳定期水体中类色氨酸和类腐殖

质荧光物质快速增加 ,主要来自衰老和死亡细胞的破碎释放 ,以及细菌降解作用。这和以往的研究结果

一致 ,说明平行因子分析可以有效的提取赤潮藻荧光特征 ,并考察赤潮藻荧光强度和生长阶段的关系。
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Applica tion s of Para llel Factor Ana lysis in Fea ture Extraction of

Exc ita tion2Em ission M a tr ix Spectrum of D issolved O rgan ic

M a tter in Red T ide A lgae Growth Process

LΒ Gui2Cai1, 2 , ZHAO W ei2Hong1 , WANG J iang2Tao2

1 ( Key Labora tory of Ecology and Environm ental Sciences, Institu te of O ceanology,

Chinese A cadem y of Sciences, Q ingdao 266071)
2 ( Key Laboratory of M arine Chem istry Theory and Technology, M in istry of Educa tion,

O cean U niversity of China, Q ingdao 266100)

Abstract　Ten kinds of red tide algae were cultured under laboratory conditions. Parallel factor analysis was

used to extract the features of excitation2em ission matrix spectra of dissolved organic substances in red tide

algae growth p rocess. The characteristic spectra of each alga were obtained. Then the sim ilarities and dissim i2
larities of characteristic spectra of each alga were compared, to p rovide a basis for the identification of red tide

algae based on the excitation2em ission matrix spectra of dissolved organic substances in red tide algae growth

p rocess. The relationship s between the fluorescence intensities and algae growth phases were also investigated.

The results show that the characteristic spectrum of each alga is different from each other. In the exponential

phase, the positive relationship s between the p rotein2like, hum ic2like fluorescence intensities and cell densi2
ties were observed. It imp lied that the fluorescent substances accumulated during the exponential phase. In the

stationary and decadency phases, the p rotein2like and hum ic2like fluorescence intensities increased quickly,

which suggested that the two kinds of fluorescent substances were p roduced by the broken algal cells and the

degradation by marine bacteria. The results show that PARAFAC model can be successfully app lied to extract

the fluorescent spectra features of dissolved organic substances in red tide algae growth p rocess and can be

used to investigate the relationship between fluorescence intensities and algae growth phase.

Keywords　Parallel factor analysis; Three2dimensional fluorescence spectrum; Red tide algae
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