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摘 要:为了评估一种快速简单用以确定海洋微藻细胞活性的技术,针对船舶压载水中常见的3个门类中11种

10~50μm单细胞微藻用中性红(NR)、5-氯甲基荧光素二乙酸酯(CMFDA)、荧光素二乙酸酯(FDA)三种染料进行

染色,通过光镜和荧光显微镜对染色结果进行测定。结果表明,NR(中性红)是检测本实验中全部海洋微藻藻株细

胞活性的最佳染料,染色最佳浓度为1/10000,染色时间为30min;5-氯甲基荧光素二乙酸酯(CMFDA)、荧光素二

乙酸酯(FDA)和双荧光染色对海洋微藻藻株活细胞着色时间短,染色效果明显,但其应用具有局限性,适用于检测

本实验中甲藻门(塔玛亚历山大藻、链状亚历山大藻、微小原甲藻、利玛原甲藻、东海原甲藻、米氏凯伦藻)和绿藻门

(青岛大扁藻和杜氏盐藻)的活性,染色最佳浓度为5μmol/LFDA+2.5μmol/LCMFDA,染色时间为10min,但不

适用于检测硅藻门的细胞活性。因此,中性红更适合检测船舶压载水中微藻活细胞,根据光镜下微藻细胞着色情

况而判断细胞活性。
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船舶压载水是造成外来海洋生物物种传播的最主要途径[1-2],每年约有100亿t的压载水随着船舶在全

球转移[3]。压载水造成的外来物种入侵对海洋环境的危害已经被全球环境基金组织(GlobalEnvironment
Focility,GEF)确认为危害海洋的四大威胁之一[4-6]。为了解决压载水造成的入侵物种问题,国际海事组织

(InternationalMaritimeOrganization,IMO)先后于2004年和2008年通过了《控制和管理船舶压载水和沉

积物国际公约(D-2)》和《压载水管理系统认可导则(G8)》。该公约和导则要求对压载水进行管理,规定了压

载水排出时必须满足的标准。然而在实际应用中,海洋微藻的细胞活性检测方法还存在评估准确性的问题。
海洋微藻是船舶压载水检测中的重要检测指标,海洋微藻入侵已在世界范围内造成了巨大的经济及环境损

失,因此对船舶压载水中海洋微藻进行现场快速准确的检测具有重要的意义和应用前景。
目前,微藻细胞活性的检测方法主要有3类:第1类是测定微藻的生物量,通过测定细胞密度或叶绿素

a的变化来检测细胞活性[7],由于叶绿素a 在藻类死亡两周后仍能检测到[8-9],因此该方法很难准确判断死
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活细胞的个数;第2类是非染色的测定,通过CDA法用胰蛋白酶对死亡细胞进行去除,活细胞是完整的,可
以计数[10-11];第3类方法是通过细胞染色来直接判别细胞个体的活性状况,可使用荧光或非荧光染色剂,通
过染色后活细胞和死亡细胞在显微镜下的不同颜色来进行检测[9,12-14]。

目前,有关荧光和非荧光染色检测微藻细胞活性的应用报道较少,已有研究仅针对个别微藻进行了中性

红[13,15]或对自然水体中微藻的荧光染色方法进行了研究[3,8,16],并未对相关荧光与非荧光染色方法进行比

较。为建立一种简便、快捷和可靠的海洋微藻的细胞活性检测方法,本文对船舶压载水中常见的3个门类的

11种微藻活细胞用3种染色染料(中性红(NeutralRed,NR)、5-氯甲基荧光素二乙酸酯(5-Chloromethylflu-
oresceinDiacetate,CMFDA)、荧光素二乙酸酯(FluoresseinDiacetate,FDA))进行了染色检测对比,研究不

同染色剂的染色条件和染色效果。

1 材料与方法

1.1 藻种及培养

实验所用三角褐指藻(Phaeodactylumtricornutum)、纤细角毛藻(Chaetocerosgracilis)、小新月菱形藻

(Nitzschiaclosteriumf.minutissima)、青岛大扁藻(Platymonashelgolandicavar.tsingtaoensis)、杜氏盐

藻(Dunaliellasalina)、东海原甲藻(Prorocentrumdonghaiense)、米氏凯伦藻(Kareniamikimotoi)、微小

原甲藻(Prorocentrum minimum)、链状亚历山大藻(Alexandriumcatenella)、塔玛亚历山大藻(Alexan-
driumtamarense)和利玛原甲藻(Prorocentrumlima)11株单细胞微藻藻种均为国家海洋局第一海洋研究

所生态中心微藻种质库保存。海洋微藻培养采用f/2培养基[17]配方,培养条件:温度分别设定为(20±1)
℃,光照强度100μmol/(m2·s),光暗周期比12h∶12h,待进入指数生长期开始实验。

1.2 染色剂的配制

CMFDA(Invitrogen)储存液:取50μgCMFDA溶于430μL的二甲基亚砜(DMSO)中,配制成浓度为

250μmol/L的 CMFDA 储存液;FDA(Invitrogen)储存液:取100mgFDA 溶于5mL的二甲基亚砜

(DMSO)中,配制成浓度为50mmol/L的FDA准备液,取20μLFDA准备液,溶于980μL的二甲基亚砜

(DMSO)中,配制成浓度为1mmol/L的FDA储存液;中性红储存液:取1g中性红溶于100mL超纯水中,
配制成浓度为1%的中性红储存液,用滤膜过滤。所有染色储存液均在4℃下避光保存,试剂需现用现配。

根据预实验结果,染色时将中性红、CMFDA、FDA和CMFDA+FDA染料分别加入到样品溶液中,每
种染料设定了3个染色浓度梯度,如表1所示,每个梯度设置3个平行组。

表1 不同染色方法的染色浓度

Table1 Thedifferentdyesconcentrationforeachstainingmethod

染色方法 染色浓度 

中性红 1/2000 1/10000 1/50000

FDA 5μmol/L 10μmol/L 20μmol/L

CMFDA 2.5μmol/L 5μmol/L 10μmol/L

FDA(5μmol/L)+CMFDA 2.5μmol/L 5μmol/L 10μmol/L

CMFDA(2.5μmol/L)+FDA 5μmol/L 10μmol/L 20μmol/L

1.3 细胞染色与镜检

用血球计数板法测定微藻细胞密度,取1mL细胞密度约为1×104个/mL的藻液于离心管中,加入非



2期 王 帅,等:适合海洋微藻活体染色的方法评价 323  

荧光试剂中性红,振荡混匀后于(20±1)℃分别染色(10,30,60min),用倒置荧光显微镜(NikonECLIPSE
TE2000-U)进行眀场检测。分别加入荧光试剂FDA,CMFDA,FDA+CMFDA中,先加入FDA,振荡混合

均匀后再加入荧光试剂CMFDA,振荡混匀后于(20±1)℃分别避光染色(10,30,60min),用倒置荧光显微

镜(NikonECLIPSETE2000-U)进行检测,在蓝色光下CMFDA和FDA最大激发光波长为495nm(465~
495nm),发射光波长为505nm。对照组:将样品在(50±1)℃加热10min,作为死亡细胞染色检测。活的

微藻细胞会被中性红染成红色和被荧光试剂染色发出绿色荧光,而死亡藻细胞不会被中性红染色和不会有

荧光。

1.4 染色率计算

微藻细胞密度采用0.1mL浮游植物计数框进行计数,计算公式:
中性红染色:根据眀场下全视野中着色藻细胞数(B)与未着色藻细胞数(A)计算藻细胞的染色效率

(r)为
r=B/(A+B)×100%。 (1)

荧光染色:根据眀场视野中藻细胞数(C)与荧光场视野中发荧光藻细胞数(D),计算藻细胞的染色效率

(r)为
r=D/(C+D)×100%。 (2)

1.5 统计分析

利用SPSS11.5软件将染色试剂对11种海洋微藻染色浓度和染色时间进行多重比较分析。

2 结果与讨论

2.1 中性红染色

中性红是一种毒性较低的水溶性碱性染料,具有易于溶解在脂类物质中的特性,微藻细胞表面的质膜含

有丰富的卵磷脂和胆固醇,因此在染色中,碱性染料较为适用[18]。在动物细胞中,中性红滞留在溶酶体内不

被洗脱,在植物细胞中,中性红则积聚在细胞质或液泡内。活体染色时,中性红可将液泡染成红色,死亡细胞

不变色。中性红作为一种廉价、简便、无毒的染色方法,现已被广泛应用于压载水大于50μm的生物的人工

计数生物活性的测定[18-19]。
中性红在光镜下很容易计数着色微藻细胞,但非荧光染色剂浓度对藻细胞染色存在较大影响,通常浓度

太低会造成染色效果不好,而高浓度可能影响微藻细胞活性。研究结果表明,低浓度中性红的毒性对细胞活

性影响不大[15,20]。为了解中性红浓度对染色效果的影响,将1%中性红储存液稀释为1/2000,1/10000和

1/50000三个浓度对处于指数生长期的海洋微藻进行染色实验。实验结果表明,中性红对不同门类、个体

大小和pH值(7.28~8.89)范围的海洋微藻均具有很好的染色效果(图1),死亡的海洋微藻未被中性红染色

(图2)。多重比较和染色效率结果(表2和表3)表明,染色最适浓度为1/10000,最佳染色时间为30min,

1/2000和1/10000两种浓度之间无显著差异,染色时间30和60min之间无显著差异。这与Ehara等[13]

在中性红吸光值0.2(A455)条件下对绿藻(Micrasteriaspinnatifida)进行活体染色研究的最佳染色时间(30
min)一致。但与有些研究结果有所差异,例如,Zetsche等[3]和Luz等[21]的研究结果也表明,对于所检测的

7种海洋硅藻、3种海洋甲藻和2种淡水绿藻来说,中性红的染色效果最好,其染色浓度为1/50000,比本实

验最适浓度(1/10000)低,但是染色时间(2h)更长。王珂等[15]进行了中性红检测淡水蓝藻铜绿微囊藻

(Microcystisaeruginosa)活性的研究,结果表明,染色最佳浓度为1/5000,最佳染色时间为15min,染色率

达到98%以上。这种差异可能是由于微藻的种类、盐度或生长时期等不同引起的。
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图1 中性红对11株海洋微藻活体细胞的染色效果

Fig.1 Thestainingeffectof11strainsoflivingmicroalgaebyneutralred

表2 中性红浓度和染色时间对11种海洋微藻染色效率影响的多重比较结果

Table2 TheSNKmultiplecomparisontestresultsoftheneutralredconcentrationand
stainingtimein11strainsofmarinemicroalgae

藻种名称 中性红浓度 染色时间/min

三角褐指藻 1/2000a1/10000a1/50000b 10a30b60b

纤细角毛藻 1/2000a1/10000a1/50000a 10a30b60b

小新月菱形藻 1/2000a1/10000a1/50000b 10a30b60b

青岛大扁藻 1/2000a1/10000a1/50000b 10a30b60b

杜氏盐藻 1/2000a1/10000a1/50000b 10a30b60b

东海原甲藻 1/2000a1/10000a1/50000a 10a30b60b

米氏凯伦藻 1/2000a1/10000a1/50000a 10a30b60b

微小原甲藻 1/2000a1/10000a1/50000a 10a30b60b

链状亚历山大藻 1/2000a1/10000a1/50000a 10a30b60b

塔玛亚历山大藻 1/2000a1/10000a1/50000a 10a30b60b

利玛原甲藻 1/2000a1/10000a1/50000a 10a30b60b

  注:多重比较结果按升序排列,即a<b;相同上标字母表示组间平均值无显著差异(P<0.05)
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图2 中性红对11株海洋微藻死亡细胞的染色效果

Fig.2 Thestainingeffectof11strainsofdeadmicroalgaebyneutralred

表3 不同浓度中性红染色30min对11种海洋微藻的染色效率(%)

Table3 Thestainingefficiencyofneutralredin11strainsofmarinemicroalgae(%)

藻种名称
染色浓度

1/2000 1/10000 1/50000
死细胞

三角褐指藻 98.74±2.54 99.31±1.75 91.23±1.78 0

纤细角毛藻 95.44±0.77 98.94±0.08 91.92±0.58 0

小新月菱形藻 99.16±1.63 99.59±0.03 92.46±2.01 0

青岛大扁藻 97.65±1.80 99.93±1.56 78.38±1.98 0

杜氏盐藻 97.82±1.65 98.72±1.32 85.68±1.14 0

东海原甲藻 98.30±0.73 99.12±0.87 97.15±2.05 0

米氏凯伦藻 98.91±0.78 99.58±0.44 97.97±1.26 0

微小原甲藻 98.36±1.23 98.73±0.90 94.71±1.73 0

链状亚历山大藻 99.10±1.58 99.65±1.66 98.47±1.27 0

塔玛亚历山大藻 98.94±1.51 99.39±1.40 97.58±1.13 0

利玛原甲藻 99.78±0.77 99.87±0.57 98.99±0.81 0

2.2 FDA-CMFDA单荧光和双荧光染色

荧光素二乙酸酯(FDA)染色法是Rotman和Papermaser[22]提出的,FDA本身不发荧光,但该染料可被

活细胞中的非特异性酯酶分解产生荧光物质,从而使细胞发荧光。死亡细胞或活性较差的细胞中由于非特

异性酯酶活性差,因此无荧光或荧光较暗。该方法可用于鉴定细胞活性,具有价格低廉、操作简单和荧光信

号较强等优点,因此被应用于植物和蓝藻研究[23]。CMFDA是FDA的氯甲基衍生物,同样具细胞膜渗透
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性,无色,不具有荧光发光性。当通过被动运输穿透细胞膜进入活细胞后,CMFDA中的亲脂性基团可被胞

浆内非特异性酯酶水解,生成5-氯甲基荧光素(5-chloromethylfluorescein);5-氯甲基荧光素可发出绿色荧

光,因带电荷而不能自由穿透细胞膜,并利用自身氯甲基与细胞内蛋白和多肽中的谷胱甘肽在谷胱甘肽巯基

转移酶作用下生成加合物,能完好地保留在胞内。经CMFDA标记的细胞,荧光非常稳定,与FDA相比,具
有较长时间的细胞内信号保留特点。图3分别为3种海洋硅藻、2种海洋绿藻和6种海洋甲藻在荧光场和

眀场下的照片,由图3可以看出,荧光染料充满整个单细胞微藻,使藻细胞整体呈绿色荧光。多重比较和染

色效率结果(表4和表5)表明,染色最适浓度为FDA(5μmol/L)+ CMFDA (2.5μmol/L),染色时间为

10min,染色浓度和染色时间的增加对染色效果无显著性差异。溶于二甲基亚砜(DMSO)的FDA 和

CMFDA的单荧光与双荧光染色法对海洋微藻细胞没有抑制效应,一些运动型微藻,例如链状亚历山大藻、
塔玛亚历山大藻、微小原甲藻、东海原甲藻、杜氏盐藻以及青岛大扁藻在荧光着色后,仍然游动。根据微藻所

发出的荧光,不仅可以计算细胞数量,而且可以清楚观察微藻的细胞形态。
三角褐 指 藻 (P.tricornutum)、纤 细 角 毛 藻 (C.gracilis)和 小 新 月 菱 形 藻 (N.closterium

f.minutissima)三种海洋硅藻未被2种荧光染料染色(图3a-3c),2种海洋绿藻和6种海洋甲藻染色效果明

显(图3d-3k),该结果与Peperzak和Brussaard[16]通过流式细胞仪采用不同染料对40株微藻的检测结果一

致。陈熙等[24]指出pH的变化可能会影响FDA对细胞活性测定结果的准确性。本实验研究结果表明,未
被FDA和CMFDA荧光染色的3种硅藻(三角褐指藻、纤细角毛藻和小新月菱形藻)的培养液pH值分别为

8.18,8.29和8.59,介于可被荧光染色的微藻pH值的范围内(7.28~8.89),因此可以推断影响FDA和CM-
FDA对微藻的染色因素与pH值无关,而可能与藻种类别、叶绿素的质量浓度或微藻中酯酶的活性有关。

表4 不同浓度荧光染料和染色时间对11种海洋微藻染色效率影响的多重比较结果

Table4 TheSNKmultiplecomparisontestresultsontheconcentrationofFluoresceindiacetate(FDA)and
5-chloromethylfluoresceindiacetate(CMFDA)andstainingtimein11strainsofmarinemicroalgae

藻种名称
染色方式

FDA CMFDA FDA(5μmol/L)+CMFDA CMFDA(2.5μmol/L)+FDA
染色时间

三角褐指藻 5a10a20a 2.5a5a10a 2.5a5a10a 5a10a20a 10a30a60a

纤细角毛藻 5a10a20a 2.5a5a10a 2.5a5a10a 5a10a20a 10a30a60a

小新月菱形藻 5a10a20a 2.5a5a10a 2.5a5a10a 5a10a20a 10a30a60a

青岛大扁藻 5a10a20a 2.5a5a10a 2.5a5a10a 5a10a20a 10a30a60a

杜氏盐藻 5a10a20a 2.5a5a10a 2.5a5a10a 5a10a20a 10a30a60a

东海原甲藻 5a10a20a 2.5a5a10a 2.5a5a10a 5a10a20a 10a30a60a

米氏凯伦藻 5a10a20a 2.5a5a10a 2.5a5a10a 5a10a20a 10a30a60a

微小原甲藻 5a10a20a 2.5a5a10a 2.5a5a10a 5a10a20a 10a30a60a

链状亚历山大藻 5a10a20a 2.5a5a10a 2.5a5a10a 5a10a20a 10a30a60a

塔玛亚历山大藻 5a10a20a 2.5a5a10a 2.5a5a10a 5a10a20a 10a30a60a

利玛原甲藻 5a10a20a 2.5a5a10a 2.5a5a10a 5a10a20a 10a30a60a

  注:多重比较结果按升序排列,即a<b;相同上标字母表示组间平均值无显著差异(P<0.05)
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图3 FDA和CMFDA对11株海洋微藻活体细胞的染色效果

Fig.3 Thestainingeffectof11strainsofmicroalgaebyFluoresceindiacetate(FDA)and
5-chloromethylfluoresceindiacetate(CMFDA)
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表5 不同浓度荧光染料染色10min对11种海洋微藻的染色效率(%)

Table5 Thestainingefficiency11strainsofmarinemicroalgaebyFluoresceindiacetate(FDA)and
5-chloromethylfluoresceindiacetate(CMFDA)(%)

藻种名称

染色方式

FDA CMFDA
FDA(5μmol/L)

+CMFDA

CMFDA(2.5μmol/L)

+FDA

死细胞

三角褐指藻 0 0 0 0 0

纤细角毛藻 0 0 0 0 0

小新月菱形藻 0 0 0 0 0

青岛大扁藻 95.90±2.36 95.28±1.83 98.79±3.01 97.91±1.39 0

杜氏盐藻 96.89±1.31 97.63±0.98 98.57±1.57 95.28±2.12 0

东海原甲藻 97.22±2.73 98.25±2.39 99.84±1.50 97.41±0.98 0

米氏凯伦藻 98.31±1.29 98.42±1.31 99.94±2.00 97.21±1.25 0

微小原甲藻 98.15±2.65 97.15±1.44 98.20±0.75 98.51±1.82 0

链状亚历山大藻 99.13±1.09 99.79±2.26 99.17±1.65 98.49±2.76 0

塔玛亚历山大藻 98.56±2.04 98.16±1.85 99.47±1.88 98.41±1.75 0

利玛原甲藻 99.82±3.07 99.92±2.64 99.15±0.85 98.29±1.79 0

3 结 论

本文利用中性红(NR)、5-氯甲基荧光素二乙酸酯(CMFDA)、荧光素二乙酸酯(FDA)三种染料对船舶

压载水中常见的三个门类中11种10~50μm单细胞微藻进行了细胞活性检测,得出以下结论:

1)中性红是测定本实验中提供的全部海洋微藻藻株(10~50μm)细胞活性的最佳染料,染色效果明显,
染色最佳浓度为1/10000,染色时间为30min。因此可以在压载水处理过程中应用中性红检测10~50μm
的海洋硅藻门、甲藻门和绿藻门的微藻细胞活性。

2)采用FDA和CMFDA检测微藻细胞(10~50μm)的活性,实际是对微藻细胞膜的完整性及胞内酯酶

活性的检测,在荧光显微镜下发出绿色荧光的单细胞微藻具有微藻细胞活性,其中对甲藻门和绿藻门微藻种

类具有染色时间短,染色效果明显的特点,染色最佳浓度为5μmol/LFDA+2.5μmol/LCMFDA,染色时

间为10min。单荧光染料染色与双荧光染料染色无显著差异性。由于海洋硅藻门的微藻不能被荧光染料

染色,因此可以在压载水处理过程中应用FDA和CMFDA检测10~50μm的海洋甲藻门和绿藻门的微藻

细胞活性。
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Abstract:Toevaluatearapidandsimpletechniquefordeterminingviabilityof11strainsofmarinemi-
croalgae(10~50μm)intheballastwater,threestainingdyes(NeutralRed(NR),FluoresceinDiacetate
(FDA)and5-ChloromethylfluoresceinDiacetate(CMFDA))wereappliedtothelivingcellsandheatkilled
cellsofmicroalgae.TheresultshowedthatNRwasthebestdyefordetermningthelivingcellsofallma-
rinemicroalgaespeciestestedinthestudy.Theoptimumstainingconcentrationwas1/10000,andthe
stainingtimewas30min.CMFDA,FDAandCMFDA+FDAwerealsoavailablewithshortstainingtime,

obvionsstainingeffect,butlimitedapplicationinthisstudy,onlysuitbleforcellsofPlatymonashelgo-
landicavar.tsingtaoensis,Dunaliellasalina,Prorocentrumdonghaiense,Kareniamikimotoi,Proro-
centrum minimum,Alexandriumcatenella,Alexandriumtamarense,andProrocentrumlima.Theopti-
mumstainingconcentrationwasFDA(5μmol/L)+CMFDA(2.5μmol/L),andthestainingtimewas10
min.Basedontheresults,NRstainingmethodismoresuitablefordetectingthemicroalgaecellviabilityin
ballastwater.
Keywords:marinemicroalgae;viablestaining;neutralred;5-chloromethylfluoresceindiacetate;fluores-
ceindiacetate;ballastwater
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