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摘要: 用高效液相色谱( HPLC)法研究了武汉东湖周年及围隔实验水柱颗粒物色素的组成及变化。共检测到约 20

种色素,类胡萝卜素含量较高的有硅藻的标志色素岩藻黄素,隐藻的异黄素, 蓝、绿藻的黄体素、玉米黄素及胡萝卜

素。东湖叶绿素 a的代谢产物主要为脱植基叶绿素 a(全湖年均约占叶绿素 a的 5% ) , 而非脱镁叶绿素 a或脱镁叶

绿酸 a。围隔实验结果表明:叶绿素 a与总浮游植物( r= 0. 84) , 叶绿素 b 与绿藻( r= 0. 77) , 岩藻黄素与硅藻 ( r=

0�68) , 异黄素与隐藻生物量( r= 0. 83)之间具显著的相关性。表明用HPLC分析色素快速、简捷,是研究浮游植物群

落组成及动态变化的有力辅助工具。
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� � 浮游植物的定量研究通常用Uterm�hl沉降技术
处理原样, 然后用倒置显微镜观察进行细胞计数和

体积测量。但这种方法需要具备分类技术的专业人

员,耗费大量的时间, 经常存在人为误差, 并且不能

反映浮游植物的生理状况[ 1]。常规分析中, 叶绿素

a常作为浮游植物生物量的一个参数,但它在自然

水体藻类细胞中的含量有较大的波动[ 2] , 且不能就

浮游植物群落组成得出任何结论[ 1, 3]。藻类的色素

组成十分复杂, 不同的色素标志着不同的进化方向,

为分门的主要依据[ 4]。某些色素在分类上是独一无

二的, 可用作标志色素来监测海洋或淡水生态系统

中浮游植物群落组成或用来研究藻类水华动

态
[ 5~ 7]

,叶绿素 a的代谢产物则常用来描述浮游动

物捕食[ 8~ 13]。

东湖( 30�33�N, 114�23�E)位于武昌东北郊, 是江

汉湖群中的一个中型浅水湖泊, 由郭郑湖、水果湖、

汤林湖、后湖等湖区组成,总面积为 31. 53 km2,具有

供水、水上运动、商业性渔业和旅游观光等多种用

途,是武汉市重要的水源和养殖基地
[ 14]
。本文旨在

用HPLC监测东湖水柱颗粒物色素的组成与周年动

态;利用围隔实验将HPLC色素分析结果和显微镜

细胞计数结果进行比较, 以评价色素 HPLC 分析方

法用于浮游植物定量的可行性。

1 � 材料与方法

1�1� 试验地点 � 在东湖营养水平不同的湖区设置
了四个观测点: �、�、�、�站(图 1)。 �站位于水

图 1 � 东湖各采样点分布图

Fig. 1� Location of the sampling sites of Lake Donghu

果湖区,由于有大量生活污水排入, 营养水平极高;

�站位于东湖主体的郭郑湖区, 湖面宽阔,但由于沿
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岸有许多工厂、学校等单位的生活污水排入, 营养物

浓度也很高; �站位于汤林湖区, 沿岸人口密度较

低,且有大堤和东湖其他部分隔开, 水质较清; �站

位于后湖中心, 该湖区也有长堤与其他湖区相隔, 周

围基本为农业环境,受人为干扰较少, 水草较多, 湖

水清澈。自1998年 8月到 1999年7月,每月中旬在

各采样站采表底层(距水气和水泥界面各 0. 5m)混

合水样进行色素分析。

1�2 � 围隔试验 � 从1999年4月 29日到 6月25日在

东湖生态系统实验站趸船旁进行围隔实验。8个实

验围隔(每个 12. 5m3, 2. 5m � 2. 5m� 2m)由钢筋组成

框架,外套以聚乙烯膜与东湖主体湖水隔开, 均朝上

开口, 上端高出水面约 80cm。底部塑料膜平铺于泥

表,用泵抽湖水到围隔中,并人工加 10cm厚底泥,静

置一周后放鱼。

实验用鱼为鲢( Hypophthalmichthys molitrix Cavier

et valencinner) , 鱼种来自本所养殖场, 规格为 1 冬

龄,平均体长 19. 05cm,平均全长 23. 16cm, 平均体重

102. 70g。实验共分 4组, 每组设一个平行, 放鱼前

及放鱼后每 5 � 7d, 采各围隔及外围湖水表底层的
混合水样进行色素分析, 并记录水温、透明度。与此

同时,进行浮游植物的定性与定量分析。

1�3 � 藻种及其来源 � 为辅助色素的定性研究, 对 7

种淡水纯培养藻:栅藻( Scenedesmus )、针杆藻( Syne�
dra)、菱形藻( Nitzschia)、多甲藻( Peridinium )、鱼腥藻

(Anabaena)、颤藻( Oscillatoria)、裸藻 ( Euglena )的色

素组成进行分析。藻种来自本所淡水藻种库。

1�4 � 样品的 HPLC分析 � 抽滤一定体积的水样于

GF/ C滤膜上,用锡箔纸包好, 置冰箱内冰冻保存,一

周内进行分析。测定前将滤膜用匀浆器磨碎加 90%

丙酮 5mL,摇匀,以 3000r/min离心3 � 5min后,取 1mL

上清液加1mol/ L的醋酸铵 0. 3mL 用于HPLC色素分

析。所有操作尽量迅速、避光并保持低温。

所用HPLC系统为日本岛津公司 LC�10A 型高
效液相色谱仪, 包括两台 LC�10AD 型梯度输送泵,

一个 SIL�10A 型自动进样器,一个 SPD � 10AV型紫
外分光检测器(�= 436nm)和一个 RF � 10AXL型荧光

检测器(�ex= 440nm;�em= 660nm) , 分析柱为反相的

CLC�ODS型(5�m, C18, 6mm � 150mm) , 数据在 CLASS�
10A液相色谱工作站作定性和定量分析。洗脱方法

采用二元高压梯度洗脱,A洗脱液为70%甲醇+ 30%

lmol/L 醋酸铵; B洗脱液为 70%甲醇+ 30%乙酸乙酯

(体积比) ,流速 1mL/ min。洗脱程序:前 7min内 B洗

脱液由 20%梯度上升到60% ,停留5min,然后在8 min

内梯度上升到 100%,保持此浓度到洗脱完毕。

1�5� 色素的定性和定量 � 色素的定性与色素标准
品(美国 Sigma 公司产品)的保留时间比较; 与已知

色素组成的纯培养藻种谱图的保留时间比较;叶绿

素及其代谢产物用荧光检测器检测, 根据其相对保

留时间来定位。色素的定量参照 Matoura 和

Llewellyn[ 15]的方法。

本研究所用的 HPLC法能有效分离并确定近 20

种光合色素及叶绿素 a代谢产物。图 2为 7种纯培

养藻的HPLC谱图,其峰号及色素名称见表 1。可以

看出,各门藻类除都含叶绿素 a 外,还含各自特殊的

色素:绿藻及裸藻均含叶绿素 b,绿藻还含特殊的黄

体素、新黄素和紫黄素,裸藻则含硅甲藻黄素;蓝藻除

含特有的海胆酮和蓝藻叶黄素外,还含玉米黄素及角

黄素;硅藻主要含叶绿素 c、岩藻黄素及硅甲藻黄素;

甲藻主要含叶绿素 c、多甲藻黄素及硅甲藻黄素。

表 1 � 实验检出的色素名称及其特殊消光系数

Tab. 1 � The name of pigments and their special ext inction coefficients

峰号

Peak No.

色素名称

Pigments

消光系数

E1%440

峰号

Peak No.

色素名称

Pigments

消光系数

E1%
440

� 1 脱植基叶绿素 a(Chlorophyllide a) 687 � 11 硅藻黄素( Ditoxanthin) 1634

� 2 叶绿素 c(Chlorophyll c) 3460 � 12
黄体素与玉米黄素

( Lutein& Zeaxanthin)
2393

� 3 脱镁叶绿酸 a(Pheophorbide a) 687 � 13 角黄素( Cantherxanthin) 2000

� 4 多甲藻黄素( Peridinin) 1126 � 14 叶绿素 b( Chlorophyllb) 853

� 5 岩藻黄素( Fucoxanthin) 1016 � 15 叶绿素 a�( Chlorophyll a�) 687

� 6 新黄素( Neoxanthin) 2374 � 16 叶绿素 a( Chlorophyll a) 687

� 7 紫黄素( Violaxanthin) 2550 � 17 海胆酮( Echineone) 1881

� 8 蓝藻叶黄素( Myxoxanthin) 1253 � 18 脱镁叶绿素 b(Pheophytin b) 836

� 9 硅甲藻黄素( Diadinoxanthin) 2250 � 19 脱镁叶绿素 a( Pheophytin a) 713

� 10 异黄素( Alloxanthin) 2000 � 20 胡萝卜素( Carotene) 2209

� � 注:表 1中的特殊消光系数引自文献[ 15]。Special ext inction coeff icients in Table 1 are from [ 15] .
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图 2 � 7种单细胞淡水纯培养藻种的HPLC色谱图

(峰号及色素名称见表 1)

Fig. 2 � HPLC traces of pigment separation of unialgal

cultures of 7 reference microalgae

2 � 结果

2�1 � 色素组成
在水柱颗粒物HPLC谱图中(图 3) , 除含上述纯

图 3 � 东湖水柱样品的HPLC可见光和

荧光检测图(峰号及色素名称见表 1)

Fig. 3� Separat ion of pigments by HPLC

fromwater column sample of Lake Donghu with

absorbance and fluorescence

培养藻类所含色素外, 还含有脱植基叶绿素 a、叶绿

素 a�,脱镁叶绿酸 a 和脱镁叶绿素 a 等叶绿素 a 代

谢产物。黄体素与玉米黄素出峰重叠(分别为绿藻

和蓝藻含量较多) ; �、�几种胡萝卜素也不能分开,

统称胡萝卜素;峰号为 10的色素和异黄素的析出顺

序和相对保留时间相近, 而且后来围隔水样的显微

镜观察结果进一步确定了 10号峰为隐藻的特征色

素 � 异黄素, 这种色素在东湖和围隔样品中含量均

比较高。

2�2 � 东湖水柱颗粒物主要色素现状与周年动态
叶绿素 a、b、c及叶绿素 a 代谢产物含量在东湖

�站均最高, 其次为东湖 �站, �站和�站水平相

近。东湖叶绿素 a的代谢产物主要为脱植基叶绿素

a,全湖年均 2. 45�g/ L,约占叶绿素 a的 5%; 脱镁叶

绿素 a 含量很低,全湖年均仅 0. 39�g/ L,占叶绿素 a

的百分比为 0. 9%; 脱镁叶绿素酸 a 含量最低,在很

多样品检测不到, 全湖年均仅 0. 13�g/ L,占叶绿素 a

的 0. 3%。叶绿素 a�有时含量比较高, 可能缘于色

素提取过程中人为产生(表 2)。

从图 4可以看出,研究期间,叶绿素 a含量在东

湖不同营养水平的湖区有明显差异, 具明显的季节

性。总体看来, �、�站叶绿素 a 含量较高, 有明显

的秋末( 11月)和春季( 4月)高峰,且全年变幅较大;

�站变幅相对小得多, 有春、秋季高峰; �站叶绿素

a呈夏、秋季高峰, 尤以 1998年 8 � 11月含量相对较

高,使得全年变幅也相对较大。

东湖类胡萝卜素含量较高的几种依次为:岩藻

黄素、异黄素、黄体素与玉米黄素、胡萝卜素。研究

期间,东湖 �站 2、4月、�站 4月、�站 4、10、11月

硅藻的标志色素岩藻黄素的含量较高(图 5)。可以

说�、�站硅藻呈春季高峰, �站则有春、秋季两个
高峰。�站岩藻黄素也是 11月最高, 1999年 3、6月

各有一个弱高峰。

�、�站隐藻的特征叶黄素异黄素有明显的秋

表 2 � 东湖各站叶绿素及叶绿素 a代谢产物含量均值(单位: �g/L)

Tab. 2� Average concentrat ion of Chlorophylls and Chl a derivatives of Lake Donghu

�站 �站 �站 �站 全湖

叶绿素 a ( Chl a) 94. 92 61. 78 10. 20 11. 85 44. 69

叶绿素 b (Chl b) 2. 28 1. 22 0. 29 0. 35 1. 04

叶绿素 c ( Chl c) 3. 34 2. 19 0. 43 0. 24 1. 55

脱植基叶绿素 a ( Chlorophyll ide a) 5. 80 2. 90 0. 70 0. 42 2. 45

脱镁叶绿素酸 a ( Pheophorbide a) 0. 20 0. 18 0. 06 0. 09 0. 13

脱镁叶绿素 a ( Pheophortin a) 0. 76 0. 62 0. 07 0. 09 0. 39

叶绿素 a� ( Chl a�) 4. 27 2. 68 0. 39 0. 38 1. 93
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末高峰(图6) ,说明秋末浮游植物高峰以隐藻为主。值

得注意的是, �站 8� 10月的蓝藻叶黄素含量很高,是

年平均值的几倍,甚至高出�、�站很多,海胆酮也有类似

的趋势, 11月份多甲藻黄素含量也较高(图7)。

2�3 � 围隔实验水柱颗粒物的色素分析
各围隔及外围湖水中的藻类都以蓝藻的隐球藻

(Aphanocapsa)、平裂藻 ( Merismopedia) , 绿藻的衣藻

( Chlamydomonas )、卵囊藻( Oocystis)、小球藻( Chlorel�
la)、蹄形藻 ( Kirchneriella ) , 硅藻的小环藻( Cyclotel�
la)、针杆藻 ( Synedra)以及隐藻( Cryptomonas )、蓝隐

藻( Chroomonas )等小型种类为优势种群。整个实验

期间,各围隔及外围湖水藻类生物量都以隐藻、绿藻

和蓝藻占优势, 硅藻少量, 裸藻和甲藻仅偶尔出现。

在色素方面,隐藻、绿藻、硅藻的变化趋势可分别由

异黄素、叶绿素 b、岩藻黄素表现出来。

图 4 � 东湖 4个站叶绿素 a含量的周年动态

Fig. 4� Yearly fluctuation of Chl a content in Lake Donghu

图 5� 东湖 4个站岩藻黄素含量的周年动态

Fig. 5 � Yearly fluctuat ion of fucoxanthin content in Lake Donghu

图 6� 东湖 4个站异黄素含量的周年动态

Fig. 6 � Yearly fluctuat ion of alloxanthin content

in Lake Donghu

图 7 � 东湖�站蓝藻叶黄素、海胆酮与

多甲藻黄素含量的周年动态

Fig. 7 � Yearly fluctuat ion of myxoxanthin, echinenone and peridinion

contents at Station � in Lake Donghu

� Echinenone; � Myxoxanthin; Peridinion

� � 由图8可以看出藻类标志色素与相应的藻类生

物量之间结果一致。叶绿素 a 和总浮游植物生物

量,叶绿素 b和绿藻,异黄素和隐藻, 岩藻黄素和硅

藻生物量之间显著相关( P< 0. 01) , 相关系数分别为

0. 84、0. 77、0. 83和0. 68。但蓝藻和其标志色素之间

并无显著的相关性。

图 8� 各围隔及湖水中标志色素与相应藻类生物量(mg/ L)

之间的相关关系

Fig. 8� Relat ionship between the specific pigment content and the

� biomass of the corresponding algal group in the enclosures and the

surrouding lake water

3 � 讨论

3�1 � 标志色素与相应的藻类生物量之间的关系
Schmid等研究了 10个湖泊的 100多个样品,指

出浮游植物可以通过定量光合辅助色素来精确描

述,每一湖泊的优势浮游植物生物量和相应的标志

色素之间相关系数高达0. 90,甚至 0. 96。Descy 等研

究河流的浮游植物生物量与标志色素的关系时, 也

得到叶绿素 a与总生物量( R
2
= 0. 82) ,岩藻黄素与

硅藻(R2= 0. 74) , 黄体素与绿藻( R2= 0. 87)之间的

显著相关性, 但是隐藻和蓝藻与其标志色素无相关

性,他们认为这是由于这两种藻不是优势种群, 生物
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量很低,所以定量上有一定的误差而造成。Wilhelm

等
[ 6]
和 Yacobi等

[ 7]
也得到了显微镜计数与色素分

析一致的结果。

本文围隔实验的显微镜计数结果与相应藻类色

素含量相关显著( P< 0. 01) ,和上述结论基本一致。

但在个别围隔或外围湖水中, 藻类生物量与其标志

色素之间有一定差异(个别围隔或外围湖水中相关

不显著,蓝藻与其标志色素之间也无相关性)。可能

有如下原因: ( 1)在测定时, 有些硅藻可能已经死掉,

但是显微镜计数时, 不可能分辨出来,以至仍计数在

内,从生理角度来讲, HPLC 法可能更精确; ( 2)由于

东湖藻类小型化,优势种群都是小型藻类,给定量带

来一定的困难; ( 3)蓝藻所含叶黄素种类最丰富, 各

目、科、属间会有不同, 而且标志色素含量很少, 给

HPLC分析带来了困难, 因为色谱峰越小, 越易造成

误差
[ 5]
; ( 4)在未放鱼的围隔中最后几次采样时藻类

生物量都很小, 使藻类和色素定量都可能产生误差。

在本研究中,黄体素与玉米黄素未能有效分离,

所以不能将这两种含量较多的色素作为标志来定量

绿藻和蓝藻;蓝藻定量没有一个合适的标志物;这一

方法不能检测裸藻,因为裸藻不含任一其他藻不含

的特征色素。

围隔实验结果表明, 湖水中以蓝藻、硅藻、绿藻、

隐藻的小型种类为优势种群, 标志色素含量与相应

藻类生物量之间具有显著相关关系。而东湖周年水

柱颗粒物的类胡萝卜素中岩藻黄素、异黄素、黄体素

与玉米黄素、胡萝卜素含量较高。以标志色素为依

据可以推测本研究期间, 东湖 �、�站的藻类均为绿

藻、硅藻、蓝藻、隐藻占优势,且硅藻、隐藻生物量较

大,隐藻形成秋末高峰,而硅藻形成春季高峰; �、�

站的硅藻则有春、秋季两个高峰, �站一年中硅藻生
物量相对较高。而�站 1998 年 8 � 10 月蓝藻叶黄

素和海胆酮的量很高, 可能当时曾有过蓝藻的大发

生期,而且甲藻也曾大量出现过。

3�2 � 叶绿素 a代谢产物

脱植基叶绿素 a 是母体叶绿素 a 在叶绿素酶

(Chlorophyllase)的作用下脱去植基( Phytol)的结果,

脱镁叶绿素 a是母体叶绿素 a在动物消化系统的酸

性环境或高强辐射等条件下失去 Mg 原子的结果;

脱镁叶绿酸 a是母体叶绿素 a 失去 Mg 原子和植基

的结果
[ 4]
。本文全湖采样结果表明,脱植基叶绿素

a是东湖叶绿素 a 的主要代谢产物, 其次才是脱镁

叶绿素 a, 脱镁叶绿酸 a的含量甚微,在很多样品中

检测不到。这和 Yacobi等的结果相符, 他们检测到

脱植基叶绿素 a 占叶绿素 a 的 1 � 9%, 其他代谢产

物含量很低。Rouzic等用 45�m的浮游植物网采样,

发现最高的脱植基叶绿素 a与叶绿素 a之比有时高

达 1,认为可能与春季缺乏营养而衰老的藻大量积

累有关。而本研究结果表明叶绿素 a代谢产物的含

量较低,脱植基叶绿素 a与叶绿素 a之比最大仅为

0. 22,且周年动态并不那么明显, 这可能是因采样方

法不同, 或更大程度上是因为东湖是一浅水富营养

湖泊,氮、磷含量均很高, 不会成为营养限制因子有

关。

海洋中浮游动物将叶绿素 a转化为脱镁叶绿酸

的效率可高达近 100% [ 11] , 所以脱镁叶绿酸 a是海

水中叶绿素 a的主要代谢产物
[ 12]
。在本研究中,东

湖水柱脱镁叶绿酸 a 和脱镁叶绿素 a 的含量都较

少,围隔中虽然这两种色素比例稍有升高,但这主要

是由于叶绿素 a 含量的大幅下降造成的, 其绝对含

量并不高。可能有几个原因: ( 1)相比之下,淡水中

多枝角类,它们产生非固态, 流体状的粪便,易于稀

释于水中,增加降解机会; ( 2)东湖所放养的滤食性

鱼类密度很大,鱼类对浮游动物的摄食使粪便颗粒

变大,加上东湖很浅,鱼粪易于沉降, 导致水体中来

自浮游动物摄食产生的叶绿素 a 降解产物含量很

低; ( 3)东湖浮游动物小型化, 原生动物比重大[ 2] ,据

报道原生动物摄食并不产生脱镁叶绿酸 a
[ 13]

; ( 4)东

湖周年动物捕食压力都很大,色素经由几次动物消

化道后基本全部降解为其他无色产物[ 16]。
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STUDIES ON PHOTOSYNTHETIC PIGMENTS AND CHLOROPHYLL A

DERIVATIVES OF LAKE DONGHU BY USING HPLC

LIU Hong1, XIE Ping1 , ZHOU Jie2 , LIU Xue�jun1 and TANG Hui�juan1

( 1. Donghu Experimental Station of Lake Ecosystems, StateKey Laboratory for Freshwater Ecology and Biotechnology of

China; Institute of Hydrobiology , The ChineseAcademy of Sciences, Wuhan � 430072;

2. Fisheries college , Hua zhong Agricultural University, Wuhan � 430070)

Abstract:Pigments in seston of Lake Donghu and enclosures were studied by means of HPLC. There were totally 20 pig�
ments separated in the study and the major carotenoids were fucoxanthin, alloxanthin, lutein, and zeaxanthin. The annu�
al average concentration of each pigment at Station � was always the highest, and Station � ranked the second. Chloro�
phyllide a was the major degradat ion product of Chl a, comprising about 5% of the Chl a concentration. Other Chl a

derivatives appeared mostly in minor quantities. The results of the enclosure experiment showed that there was a signifi�
cant correlation between the concentration of the marker pigment and the biomass of the correspondent algae group. The

correlation coeff icients between Chl a and total phytoplankton biomass, Chl b and green algae, alloxanthin and crypto�
phytes, fucoxanthin and diatoms were 0. 84, 0. 77, 0. 83and 0. 68, respect ively. The results suggest that pigment analysis

is a useful tool for monitoring phytoplankton structure because it is rapid and t ime saving.

Key words:High Performance Liquid Chromatography ( HPLC) ; Marker pigment; Chlorophyll a derivatives; Carotenoids
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