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摘　要　从荧光分光光度计所测浮游植物三维荧光光谱中，选取１２个激发波长点（４００，４３０，４５０，４６０，

４７０，４９０，５００，５１０，５２５，５５０，５７０，５９０ｎｍ）组成离散三维荧光光谱，采用ｄｂ７小波技术及Ｂａｙｅｓ判别法对
光谱进行特征提取，并利用多元线性回归辅以非负最小二乘建立识别技术，实现了浮游植物群落组成门、属
水平上的荧光识别测定。所测样品中，３２种赤潮藻：模拟混合样品（优势种比例分别为７０％，８０％，９０％）及
单种藻，属水平平均识别正确率分别为６７．５％，７５．８％，８１．４％，７９．４％。４３种浮游植物：模拟混合样品
（优势门比例分别为５０％，７５％，１００％）门水平平均识别率分别为９５．２％，９９．７％，９１．９％；平均定量测定
百分比分别为３８．１％，６３．２％，９０．５％。
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引　言

　　常用的浮游植物鉴别技术主要有显微镜技术［１］、图像识
别技术［２，３］、色素分析技术［４，５］、分子探针技术［６，７］、荧光分
析技术［８，９］等。其中荧光技术因灵敏度高、易于实现实时现
场检测及对物质具有良好的鉴别性等优点而广受关注。１９８５
年Ｙｅｎｔｓｃｈ　＆Ｐｈｉｎｎｅｙ［８］根据叶绿素与辅助色素的比率利用
荧光光谱将海洋浮游植物分为四类进行分析。１９９３年，

Ｌｅｅ［１０］等使用系列单色发光二极管为光源，根据蓝藻含有的
藻蛋白的特征荧光谱，建立了现场监测活体蓝藻含量的荧光
分析技术。２００２年，Ｂｅｕｔｌｅｒ［１１］等利用五个激发波长（４５０，

５２５，５７０，５９０，６１０ｎｍ）下的叶绿素荧光激发光谱将浮游植
物分为四类［绿藻，蓝藻，隐藻，混合藻（含甲藻和硅藻）］，

基于此技术，采用发光二极管作光源，研制了便携式仪器

ＢＢＥ藻类分析仪。国内研究者张前前等［１２，１３］用三维荧光光
谱辅以主成分分析等方法，对甲藻和硅藻（１１种浮游植物）的
荧光特征进行了研究、分类识别，得到了７６％的门水平上正
确识别比率。张芳［１４，１５］利用小波分解手段结合系统聚类建
立了东海主要浮游植物（７门３８种）的标准谱库，分别得到了
门、属水平上９６％以上及８６％以上的正确识别比率。刘
宝［１６］选择两个正交小波（ｃｏｉｆ２，ｓｙｍｌｅｔ７），一个双正交小波

（ｂｉｏｒ１．１）基于荧光分光光度计所测连续三维荧光光谱分别
建立了我国近海常见浮游植物群落的门、属水平上的识别分
析技术。

综上所述，小波技术是提取荧光特征的有效手段，本文
在实验室已有研究的基础上，受ＢＢＥ启发，以研制使用系列
单色发光二极管为光源的适于现场应用的浮游植物荧光自动
分析仪为目标，根据单色发光二极管的技术现状及保留最佳
荧光特征的原则，选取了１２个激发波长点组成浮游植物的
离散三维荧光光谱，利用小波分析、Ｂａｙｅｓ判别法、系统聚类
和非负最小二乘法等技术，建立了能够对浮游植物群落组成
进行门、属水平上识别测定的荧光技术，为浮游植物荧光自
动分析仪的研制提供了理论支撑。

１　实验部分

１．１　仪器与分析条件

Ｊｏｂｉｎ　Ｙｖｏｎ公司生产的Ｆｌｕｏｒｏｌｏｇ３－１１荧光分光光度计
及配套的工作站软件，１ｃｍ石英比色池。

分析条件：激发波长４００～６５０ｎｍ，发射波长６００～７５０
ｎｍ，步长为５ｎｍ，狭缝宽度为５ｎｍ，扫描速度为８０ｎｍ·

ｓ－１，扫描信号积分时间为０．０５ｓ。样品每隔１天取样，每份
样品平行测定两次，进行三维荧光光谱测量，获得光谱。



１．２　浮游植物在实验室中的培养
选用的４３种浮游植物（见表１）均来自中国海洋大学海

洋污染生态化学实验室。藻种光照强度分别为２０　０００，

１２　０００，７　０００，４　０００ｌｕｘ；培养温度分别为２０和２５℃；光暗
比为１２∶１２ｈ，培养周期为１２ｄ。每种藻液平行培养两份。

２　数据处理与分析

２．１　离散三维荧光光谱的获得及散射去除
本文对组成离散三维荧光光谱激发波长点的选择原则如

下：第一，尽量使分解得到的谱图最大程度地反映原三维荧
光光谱的谱形，使特征信息尽可能多的保留；第二，尽量减
小非特征区域和特征区域的比例，使得不同门类的藻特征谱
差异显著；第三，所选的特征片段线性独立，避免识别时的
共线性问题。在满足以上条件的基础上，再结合目前单色发

光二极管的技术水平，选择了最佳波长点，即：４００，４３０，

４５０，４６０，４７０，４９０，５００，５１０，５２５，５５０，５７０，５９０ｎｍ。

浮游植物三维荧光光谱中散射峰的存在严重影响三维荧
光光谱特征的表达，本文选择Ｄｅｌａｕｎａｙ［１７］三角形插值法来
消除三维荧光光谱的瑞利散射和拉曼散射，该技术是以散射
峰邻近区域的数据为基准进行三维插值，能够有效消除散射
峰的影响并保留散射区域的荧光信号。

２．２　浮游植物荧光特征谱的提取
将去除散射后的三维光谱数据进行二维形式的转化，然

后作最大值归一化处理，再进行小波分解。小波分解是一个
通过提取、凸显光谱和图像信号特征来对目标进行自动识别
的非常有效的工具，本文选择紧支撑的、正交的ｄｂ７小波函
数对荧光光谱进行分解，得到相互独立的尺度分量Ｃａ（ｎ）和
小波分量Ｃｄ（ｎ），即小波特征谱（图１）。

Ｆｉｇ．１　Ｄｅｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　３Ｄｄｉｓｃｒｅｔｅ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｓｐｅｃｔｒａ　ｂｙ　ｄｂ７：Ｃａ１～Ｃａ５ｓｔａｎｄｓ　ｆｏｒ　ｔｈｅ
ｆｉｒｓｔ　ｔｏ　ｆｉｆｔｈ　ｓｃａｌｅ　ｖｅｃｔｏｒｓ，ａｎｄ　Ｃｄ１～Ｃｄ５ｓｔａｎｄｓ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｆｉｒｓｔ　ｔｏ　ｆｉｆｔｈ　ｗａｖｅｌｅｔ　ｖｅｃｔｏｒｓ

　　对以ｄｂ７小波函数分解光谱信号所得的各分量进行观察
比对后发现：第一、二层特征谱受噪声影响仍较为明显，不
能很好地体现荧光特征；相对而言，第三层之后的特征谱能
较好的避免噪声干扰，因此本文中选择了第三～五层尺度分
量和小波分量作为备选特征谱，对其进行Ｂａｙｅｓ判别分析，
进而决定特征谱的选择。

对４３种藻的三～五层尺度分量和小波分量分别进行

Ｂａｙｅｓ判别分析发现：对于单种藻，判别正确率，Ｃａ３为：２４
种藻大于８０％（其中有２０个藻＞９０％），三种藻在７０％～
８０％之间，１５种藻小于７０％；Ｃａ４为：２３种藻大于８０％（其

中有１８个藻＞９０％），五种藻在７０％～８０％之间，１５种藻小
于７０％；Ｃａ５为：２４种藻大于８０％（其中有１６个藻＞９０％），
三种藻在７０％～８０％之间，１６种藻小于７０％；Ｃｄ３为：２２
种藻大于８０％（其中有１７个藻＞９０％），三种藻在７０％～
８０％之间，１８种藻小于７０％；Ｃｄ４为：２２种藻大于８０％（其
中有１６个藻＞９０％），三种藻在７０％～８０％之间，１８种藻小
于７０％；Ｃｄ５为：２２种藻大于８０％（其中有１９个藻＞９０％），
五种藻在７０％～８０％之间，１６种藻小于７０％。

对于模拟混合样品（由优势藻和次优势藻按照不同的比
例运用程序模拟混合得到），当优势种比率为７０％时，判别
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正确率，Ｃａ３为：１９种藻大于＞８０％（其中有１５个藻＞
９０％），四种藻在７０％～８０％之间，２０种藻小于７０％；Ｃａ４
为：１８种藻大于８０％（其中有１１个藻＞９０％），七种藻在

７０％～８０％之间，１８种藻小于７０％；Ｃａ５为：１５种藻大于

８０％（其中有１１个藻＞９０％），六种藻在７０％～８０％之间，

２２种藻小于７０％；Ｃｄ３为：１８种藻大于８０％（其中有１１个
藻＞９０％），四种藻在７０％～８０％之间，２１种藻小于７０％；

Ｃｄ４为：１６种藻大于８０％，两种藻在７０％～８０％之间，其余

２５种藻小于７０％；Ｃｄ５为：１７种藻大于８０％，三种藻在

７０％～８０％之间，２３种藻小于７０％。

当优势种比率为８０％时，判别正确率，Ｃａ３为：３２种藻
大于８０％（其中有２８个藻＞９０％），两种藻在７０％～８０％之
间，九种藻小于７０％；Ｃａ４为：３２种藻大于８０％（其中有２６
个藻＞９０％），三种藻在７０％～８０％之间，八种藻小于７０％；

Ｃａ５为：３３种藻大于８０％（其中有２５个藻＞９０％），其余十
种藻小于７０％；Ｃｄ３为：３２种藻大于８０％（其中有２６个藻＞
９０％），一种藻在７０％～８０％之间，十种藻小于７０％；Ｃｄ４
为：２５种藻大于８０％，五种藻在７０％～８０％之间，１３种藻
小于７０％；Ｃｄ５为：３２种藻大于８０％（其中有２６个藻＞
９０％），三种藻在７０％～８０％之间，八种藻小于７０％。

由此可以看出，不论是单种藻还是混合样品均以第三层
尺度分量的判别情况最好。在所判别的４３个藻中，对单种
藻， 仅 Ｃｈａｅｔｏｃｅｒｏｓ（Ｃａ）， Ｏｄｏｎｔｅｌｌａ　ｃｆ＿ｓｉｎｅｎｓｉｓ（Ｏｃ），

Ｃｏｓｃｉｎｏｄｉｓｃｕｓ　 ｓｐ　 ３１２（Ｃｆ）， Ｒｈｉｚｏｓｏｌｅｎｉａ　 ｓｅｔｉｇｅｒａ
Ｂｒｉｇｈｔｗｅｌｌ（Ｒｈ），Ｇｅｐｈｙｒｏｃａｐｓａ　ｏｃｅａｎｉｃ（Ｋｓ），Ｐｒｏｃｏｃｅｎｔｒｕｍ
ｍａｒｉｎｕｍ（Ｍａ），Ｇｙｍｎｏｄｉｎｉｕｍ　ｓｐ（Ｇｙ）这些藻Ｃａ３的判别情
况较差；对于模拟混合样品，当优势种比例为８０％ 时，Ｃａ３
的 判 别 情 况 较 差 的 有 Ｄｉｔｙｌｕｍ　ｂｒｉｇｈｔｗｅｌｌｉｉ（Ｄｂ），

Ｔｈａｌａｓｓｉｏｓｉｒａ　ｒｏｔｕｌａ（Ｔｒ），Ｋｓ，Ｇｙ，Ｓｙｎｅｃｈｏｃｏｃｃｕｓ　ｓｐ（Ｓｙ）；
当优势种比例为７０％ 时，由于优势种比例降低，Ｃａ３判别较
差的有Ｃｈａｅｔｏｃｅｒｏｓ　ｃｕｒｖｉｓｅｔｕｓ（Ｃｕ），Ｃｈａｅｔｏｃｅｒｏｓ （Ｃａ），Ｄｂ，

Ｔｒ， Ｔｈａｌａｓｓｉｏｓｉｒａ　 ｎｏｒｄｅｎｓｋｉｏｅｌｄｉｉ　 Ｃｌｅｖｅ（Ｔｎ），

Ｌｅｐｔｏｃｙｌｉｎｄｒｕｓ　ｄａｎｉｃｕｓ（Ｌｄ）， Ｒｈ， Ｋｓ， Ｐｒｏｒｏｃｅｎｔｒｕｍ
ｍｉｎｉｍｕｍ（Ｐｍ），Ｇｙ，Ｒｈｏｄｏｍｏｎａｓ　ｓａｌｉｎａ（Ｒａ），Ｓｙ。对于Ｃａ３
判别较差的这些藻，Ｃａ４对于Ｃｆ；Ｃａ５对于Ｄｂ，Ｇｙ；Ｃｄ３对
于Ｓｙ；Ｃｄ４对于Ｔｒ和Ｒｈ；这些藻能够给予互补提高。因此
本文中选择第三层尺度分量作为一级识别特征谱，第４～５
层尺度分量及第３～５层小波分量作为二级识别特征谱，共
同组成互补标准谱库。以第三层尺度分量标准谱库作为识别
的第一阶段，当识别结果落入上述Ｃｆ，Ｄｂ，Ｇｙ，Ｓｙ，Ｔｒ，Ｒｈ
这些藻时，则进入相应的互补谱库进行第二次识别。

２．３　浮游植物标准谱库及相应识别测定技术的建立
本文获得了大量反映浮游植物不同生长条件下（光照，

温度、生长期等）的荧光特征谱，这其中存在一些极为相似
的特征谱，相似特征谱的存在会对识别产生不利影响，因
此，需要提取出能够代表各门类和各属浮游植物荧光特征且
尽可能少的特征谱———浮游植物荧光标准谱。

本文采用系统聚类法对每种浮游植物在不同培养条件下
得到的第一培养样的３～５层尺度分量和小波分量特征谱分
别进行聚类分析。以欧氏距离作为特征谱相似程度的衡量，

将特征谱聚为不同的类别，然后取每一类中所有特征谱的平
均作为该类的代表，即为该浮游植物的一条标准谱。由此确
定每一种浮游植物的荧光标准谱及其数目（图２），形成４３种
浮游植物的荧光标准谱库。

Ｆｉｇ．２　Ｈｉｅｒａｒｃｈｉｃａｌ　ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ　ａｎｄ　ｓａｍｐｌｅｓ　ｂｅｌｏｎｇｉｎｇ　ｇｒａｐｈｉｃ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｐｓｅｕｄｏ－ｎｉｔｚｓｃｈｉａ　ｐｕｎｇｅｎｓ

　　在此基础上，以多元线性回归辅以非负最小二乘法建立
相应的浮游植物识别测定技术。识别时，首先进入门水平上
的标准谱库进行门水平上的识别，如果是非赤潮样品，不进
入属水平上的识别，直接给出门水平上的结果；如果是赤潮
样品，则按照门水平上的识别结果，进入到相应门的属水平
上的标准谱库，进行属水平上的识别。以上工作利用 Ｍａｔ－

ｌａｂ６．５软件完成。

３　结果与讨论

　　用上述所得标准谱库及所建立的识别测定技术对模拟混
合样品及单种藻样品分别进行识别测定，所得结果如下。
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Ｔａｂｌｅ　１　Ｉｄｅｎｔｉｆｙｉｎｇ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　３２ｒｅｄ　ｔｉｄｅ
ａｌｇａｅ　ａｔ　ｔｈｅ　ｌｅｖｅｌ　ｏｆ　ｇｅｎｕｓ

门属 藻种
优势度
７０％

优势度
８０％

优势度
９０％

优势度
１００％

硅藻 拟菱形藻属 Ｐｓ　 ６５．５　 ８１．７　 ９３．７　 ９８．３
骨条藻属 Ｓｋ　 ６２．７　 ８１．０　 ９１．５　 ８５．０
角毛藻属 Ｃｕ　 ８０．７　 ９０．４　 ９９．３　 １００．０

Ｄｅ　 ８４．４　 ９３．３　 １００．０　 １００．０
Ｃａ　 ７８．８　 ８５．２　 ９４．１　 １００．０

盒形藻属 Ｏｃ　 ３８．４　 ４８．６　 ４８．６　 ３６．７
圆筛藻属 Ｃｆ － － － －

Ｃｓ － － － －
双尾藻属 Ｄｂ　 ２０．４　 ３１．７　 ２７．５　 ６８．３
海链藻属 Ｔｒ　 ５．９　 ６．７　 ２．２　 １．７
海链藻属 Ｔｎ　 ６２．２　 ５７．８　 ７４．１　 ４５．５

Ｔｗ　 ８７．４　 ９６．３　 １００．０　 １００．０
细柱藻属 Ｌｄ　 ４５．８　 ７５．４　 ８９．４　 ７５．０
根管藻属 Ｒｈ　 ９４．４　 ９７．２　 １００．０　 ６７．６

金藻 棕囊藻属 Ｃｇ　 ８０．６　 ９９．３　 １００．０　 ７０．０
等边金藻属 Ｉｇ － － － －
颗石藻属 Ｋｓ － － － －
定鞭金藻属 Ｐｐ　 ９３．０　 ９５．８　 ９９．３　 ９５．８
硅鞭藻属 Ｓｅ　 ６．２　 ３．４　 ０．０　 ７５．０
叉鞭金藻属 Ｄｉ － － － －

绿藻 小球藻属 ｃｈ － － － －
盐藻属 Ｄｓ － － － －
四爿藻属 Ｐｕ － － － －
微囊藻属 Ｍｐ － － － －

甲藻 亚历山大藻属 Ａｌ　 ９１．５　 ９７．９　 １００．０　 ９８．３
前沟藻属 Ａｍ　 ５９．９　 ７８．２　 ９７．２　 ６６．７
原甲藻属 Ｐｒ　 ９１．７　 ９９．２　 １００．０　 １００．０

Ｐｍ　 ８７．１　 ９３．９　 １００．０　 １００．０
Ｍａ　 ８１．１　 ９０．９　 ９９．２　 ７８．３
Ｐｄ　 ９０．２　 ９７．０　 １００．０　 １００．０

裸甲藻属 Ｇｓ　 ６４．７　 ８４．２　 ９９．３　 １００．０
Ｇｙ　 １２．２　 １２．２　 ７．２　 ４１．７

凯伦藻属 Ｋｂ　 ９９．３　 １００．０　 １００．０　 ３３．３
Ｋｍ　 ４９．６　 ６６．７　 ８５．１　 ５０．０

斯比藻属 Ｓｃ　 ６２．７　 ７７．５　 １００．０　 ９８．３
黄藻 异弯藻属 Ｈａ　 ７１．８　 ８５．２　 ９６．５　 ７８．３

卡盾藻属 Ｃｍ　 ９０．１　 ９９．３　 １００．０　 １００．０
隐藻 隐藻属 Ｒｓ　 １００．０　 １００．０　 １００．０　 １００．０

Ｒａ　 １００．０　 １００．０　 １００．０　 ９８．３
蓝藻 鱼腥藻属 Ｃｙ　 ０．０　 ０．０　 ０．０　 ８３．３

螺旋藻属 Ｌｘ － － － －
聚球藻属 Ｓｙ － － － －
束毛藻属 Ｔｅ　 １００．０　 １００．０　 １００．０　 ９１．７

　　对３２种赤潮藻不同优势度模拟混合样品及单种藻属水
平识别结果分析，当优势种比例分别为７０％，８０％和９０％
时，３２种赤潮藻在属水平上识别的平均正确率分别为

６７．５％，７５．８％，８１．４％；即当优势度大于９０％时，能对混
合样品达到较好的属水平上正确识别。对于单种藻样品，属
水平识别的平均正确率为７９．４％，识别较差的主要为Ｏｃ，

Ｔｒ，Ｔｎ，Ｇｙ，Ｋｂ，Ｋｍ。

Ｔａｂｌｅ　２　Ｉｄｅｎｔｉｆｙｉｎｇ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　４３ｐｈｙｔｏｐｌａｎｋｔｏｎ
ａｔ　ｔｈｅ　ｌｅｖｅｌ　ｏｆ　ｄｉｖｉｓｉｏｎ

优势门 优势度／％ 识别正确率／％
定量百分比／％
范围 平均

硅藻
５０
７５
１００

９８．２
９９．９
９１．７

１５．８～９１．６
２０．２％～９９．８
６６．１～１００

４７．２
６６．６
９０．８

金藻
５０
７５
１００

９７．７
１００
９２．６

２９．６～４７．８
４６．９～７３．５
７２．０～１００

３７．７
６１．７
８８．６

绿藻
５０
７５
１００

９５．７
９９．８
７８．３

６．２～５０．４
２８．２～７６．０
３５．８～１００

３４．９
６０．４
８４．０

甲藻
５０
７５
１００

９９．０
９９．１
９７．５

２７．５～４８．５
４６．９～７２．３
３６．３～１００

４０．２
６４．９
９０．０

黄藻
５０
７５
１００

９１．７
９８．９
８９．２

２０．４～２９．２
３９．３～５７．８
７６．４～１００

２４．８
４８．５
８６．７

隐藻
５０
７５
１００

１００
１００
９９．２

４４．０％～４７．５
６３．５～６７．１
９９．１～１００

４５．８
６５．３
９９．６

蓝藻
５０
７５
１００

８３．９
１００
９４．７

２３．２～４６．１
６２．７～１００
８３．３～１００

３６．３
７５．１
９３．８

　　对４３种近海常见浮游植物不同门类优势度样品的门水
平识别结果分析，当优势度为５０％时，平均定量测定百分比
为３８．１％；平均识别比率为９５．２％。优势度为７５％时，平均
定量测定百分比为６３．２％；平均识别比率为９９．７％。门类优
势度为１００％时，门水平的定量测定百分比为：８４．０％～
９９．６％，平均９０．５％，平均识别比率为９１．９％。识别结果较
差的是绿藻门，其中绿藻门内的Ｃｈ易被误判为金藻，它与
金藻门中Ｉｇ的特征谱同在第３５点处有最大荧光值并在３８
点处有次大值，从而容易造成误判，推测可能是在培养时与

Ｉｇ串了种。
对胶州湾采集的样品和麦岛围隔样品进行识别，胶州湾

样品为２００７年８月２１日所取的１２个站位的水样，硅藻为调
查区域 内 的 绝 对 优 势 门 类，优 势 度 范 围 为 ９４．６４％ ～
９９．９７％；麦岛围隔样品为２００７年７月２７日及３０日的１２个
围隔水样，其中硅藻为１０个水样的优势门，优势度为

７６．１９％～９９．９５％，甲藻为剩余２个水样的优势门，优势度
为５６．６７％～７０．４９％。对样品按照相同的处理方法，得到分
解后的尺度分量和小波分量后，采用上述所建立的标准谱库
进行识别，得到胶州湾现场样品的识别正确比率为门类水平
可达１００％，定量识别比例０．６２～１，平均９６．８％；麦岛围隔
样品的识别正确比率为门类水平９１．７％，定量识别比例０～
１，平均８５．１％。

４　结　论

　　综上所述，本文通过结合单色发光二极管的实际特点及
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仪器节能、便携等方面的要求，从原始三维荧光光谱中选取
了１２个激发波长点组成浮游植物的离散三维荧光光谱，并
对４３种浮游植物（包括３２种赤潮藻）不同比例的模拟混合样
品及单种藻进行了门、属水平上的定性识别及门水平上的定

量测定分析，结果表明所建立的浮游植物荧光识别技术是可
行的，为研制使用以单色发光二极管为光源的适于现场应用
的浮游植物荧光自动监测仪提供了技术支撑。
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