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摘要：浮游藻类密度监测对水质状况诊断及藻华灾害预警具有重要意义。本文提出一种基于

微流控-显微荧光技术的浮游藻细胞密度检测方法，基于微流控技术实现样品快速定量进样，

利用共聚焦显微荧光结构实现藻细胞特征荧光信号的高信噪比采集，并通过分析荧光峰信息

实现浮游藻细胞计数。以杜氏盐藻、色球藻、隐藻和赤潮藻为测试对象，结果表明在

1.3×106Cells·L-1密度范围内测量相对误差均小于 3. 96%，且准确率不受悬浮物、藻细胞种类

以及尺寸的影响；在 10%允许误差下，藻类密度检测上限可提升至 5×106Cells·L-1，完全能

够满足自然水体浮游藻细胞密度检测需求，为水体藻细胞密度快速准确检测提供了新途径。 

关键词：浮游藻类；显微荧光；微流控；藻细胞计数 

 

1 引言 

浮游藻类是水生态系统中重要的初级生产者[1]，也是水体生态健康的指示剂[2]。浮游藻

类密度监测对水质状况诊断以及藻华灾害预警具有重要意义。 

目前浮游藻细胞密度检测方法可分为直接法和间接法，间接法主要包括分光光度法、高

效液相色谱法以及荧光检测法等[3]，这些方法都是通过对叶绿素 a浓度的测量反演出藻细胞

密度，但国内外已有学者证明[4][5]，叶绿素 a易受藻细胞生长状态、种类以及体积等因素的

影响，无法精准的反映藻细胞密度。直接法主要包括显微镜检法、库尔特计数法、流式影像

法以及流式荧光细胞计数法等，显微镜检法是通过人工的方式在显微镜下进行观察记录，工

作强度大，效率低，存在较大的人为影响因素，误差较大[6]。库尔特计数法是将悬浮藻溶液

通过小孔，在小孔两边设置电极，检测藻细胞通过时电阻的变化进行粒径检测和计数，该方

法易受其他悬浮物的影响，实际水体藻细胞计数测量准确率低[7][8]。流式影像法通过对单个

藻细胞图像的识别进行计数，但自然水体中存在较多和藻细胞体积相近的杂质，影响藻细胞

中
国
仪
器
仪
表
学
会



计数的准确性，同时限制于目前相机帧率的影响，无法实现藻细胞的快速计数。流式细胞荧

光法通过激光诱导藻细胞产生荧光，检测微通道管中的单细胞荧光进行计数[9][10][11]。这种方

法工作效率高，具有快速准确的优点；但传统流式荧光法为提高检测的精准度，采用鞘液聚

焦的进样方式保证单个细胞通过检测窗口[12]，该方式首先需要对待测得悬浮液进行加压处

理，然后通过喷嘴注入鞘液中，最后由加压的鞘液驱动藻细胞流经检测窗口，这就导致该进

样结构非常复杂且需要消耗大量鞘液，同时流式细胞荧光法为获得多种参数，光路通常采用

正交结构，该结构必须保证激发光路和荧光收集光路的垂直，使用前需要使用荧光小球进行

繁琐对焦，无法适用于小型化的现场快速测量。 

微流控芯片技术是近些年发展的新兴技术，通过在几平方厘米的芯片上构建微通道管

道，实现进样、聚焦、分选等功能[13]，该技术简化了流式荧光法的复杂进样结构，目前已经

在医药及生命科学领域上广泛应用。鉴于此，本文提出一种基于微流控-显微荧光技术的浮

游藻细胞密度检测方法。利用藻细胞受激发射特征波段的叶绿素荧光，将微流控芯片和显微

荧光检测技术结合，通过检测特定体积下单藻细胞荧光峰数量，实现浮游藻细胞密度快速精

准检测。 

2 检测原理与方法 

设计的浮游藻类微流控显微荧光检测系统原理框图如图 1所示，系统由进样模块、荧光

激发模块、荧光检测模块组成。(1)进样模块采用步进电机对高精度注射泵的精准控制，实现

样品的精确定量进样，主要由微流控芯片、高精度注射泵、样品池组成；(2)荧光激发模块采

用落射式光路将激发光源聚焦在微流控通道表面，实现藻细胞荧光的高效激发，主要由

469nm高亮单色 LD、激发光源驱动、二向色镜、物镜组成，其中激发光源驱动采用低压差

线性稳压器和高速MOS管组合实现光强脉冲幅值频率连续可调；(3)荧光检测模块使用显微

物镜配合特定波段的窄带滤光片，收集微通过管显微视野范围内藻细胞发射叶绿素荧光，使

用光电倍增管和积分放大电路实现微弱荧光信号高信噪比采集，主要由 40 倍物镜、680nm

窄带滤光片、光电倍增管和积分放大电路组成。 
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图 1  浮游藻类微流控显微荧光检测系统原理框图 

Fig. 1  Schematic diagram of microfluidic microfluorescence planktonic algae counting system 

该系统采用落射式显微光学结构，光源激发窗口和荧光收集窗口相同，均为物镜的显微

视野。在注射泵推进下微流控管道中藻细胞匀速经过显微视野，细胞受激发射荧光，其强度

取决于藻细胞所处位置处激发光强度和荧光收集效率，随所处位置变化而变化，具体过程如

图 2所示。首先，藻细胞进入显微视野边缘，荧光信号开始产生但较微弱；随着细胞流向显

微视野中心，荧光信号强度逐渐上升，如图 2(A)；当藻细胞到达显微视野中心时，荧光信号

强度达到峰值，如图 2(B)；当藻细胞经过中心直到离开显微视野，荧光信号逐渐减弱直到消

失，如图 2(C)。由此可见，每个细胞流过显微视野均会对应出现一个荧光峰，因此通过记录

特定体积样品的荧光峰数量即可计算出样品中藻细胞密度。 

 

图 2  基于微流控-显微荧光技术的藻细胞密度检测方法示意图 

Fig. 2  Schematic diagram of algal cell density detection method  

3 分析与讨论 
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3.1 微流控显微荧光信号获取与分析 

选取杜氏盐藻作为实验对象，将藻溶液进行 10、10、1000倍的稀释获得高、中、低三

种藻密度样品，取 100µl稀释液利用图 1所示流控显微荧光系统进行荧光信号检测，选取其

中一段绘制荧光检测曲线，结果如图 4所示。当藻细胞经过检测窗口时，产生明显荧光峰信

号，其中密度样品测试中出现了双荧光峰；高密度样品测试中出现了荧光峰强度明显高过中

低密度样品荧光的单峰。 

 
图 3  不同密度下藻细胞荧光检测峰图 

Fig.3  Peak diagram of fluorescence detection of algal cells 

对于中密度样品荧光双峰和高密度样品的强荧光单峰，推测为两个或多个藻细胞荧光叠

加结果，为进一步分析荧光峰形成原因，利用 Lighttools软件仿真单细胞和多个藻细胞经过

显微视野产生荧光强度分布，如图 4所示。 

 

图 4  光学仿真图 

Figure. 4  Optical simulation diagram 
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根据激发光 LED发光特性和聚焦透镜参数，仿真获得激发光强从显微物镜视野边缘到

中心激发光强分布如图 4(2)所示；藻类叶绿素荧光是细胞受激后发射荧光，因此藻细胞可视

为均匀发光小球，藻细胞在显微视野范围内不同位置处荧光收集效率如图 2(3)所示；而荧光

信号强度取决于细胞激发光强度和荧光收集效率，因此可计算出藻细胞流过显微视野产生荧

光分布如图 4(4)。在此基础上，进一步仿真获得单细胞和多细胞流过显微物镜视野荧光强度

三种变化情况：第一，单个藻细胞通过时，藻细胞从边缘到中心荧光强度逐渐变大，在中心

时达到最大，形成单峰如图 4(a)，此时藻细胞计数精度最高；第二，当两个或多个距离较远

藻细胞通过时，两个藻细胞的荧光峰部分重叠，出现双峰或多峰如图 4(b)，此时对多峰统计

仍能保证藻细胞计数精度；第三，当两个或多个距离较近藻细胞通过时，两个藻细胞荧光峰

重叠部分增加，导致双峰或多峰形成较强单峰如图 4(c)，此时藻细胞计数精度下降，结果偏

低，对于此种情况，需要对样品进行稀释处理，以保证检测结果准确性。 

3.2 藻密度检测准确性测试 

从图 3(a-b)荧光信号检测及图 4(a-b)仿真结果可以看出，在一定密度范围内，本文提出

藻细胞密度检测方法具有较高的精准度。为验证该方法准确性，选取杜氏盐藻溶液进行一定

比例的稀释，分别采用显微镜检法、库尔特计数法和本文方法进行对比验证。每种方法计数

3次并求平均值，然后换算成原藻溶液对应的藻密度，结果如表 1所示。其中不同方法测试

过程为：(1)显微镜检法：取 1ml的杜氏盐藻溶液加入 10µl的 Lugol试剂，混合均匀，取 0.1ml

的藻溶液滴入浮游生物计数框中，采用 Nikon Ni-U型荧光显微镜进行计数；(2)库尔特计数

法：取 1ml的杜氏盐藻溶液加入 200ml的生理盐水中进行稀释，采用Multisizer 4e粒子分析

仪测量适合杜氏盐藻粒径范围的藻个数；(3)微流控显微荧光法：取 1ml 的杜氏盐藻溶液进

行 500倍的稀释，取 100µl稀释后的溶液，采用图 1所示系统进行检测计数。  

表 1  三种方法对比测试结果 

Table 1  Comparison test results of the three methods 

Detection 

method 

1st 

(cell·L-1) 

2nd 

(cell·L-1) 

3rd 

 (cell·L-1) 

AVG 

 (cell·L-1) 

RSD 

% 

ARE 

% 

Microscopic  1.752×108 1.545×108 1.677×108 1.658×108 6.30% 3.49% 

Kurt counting  1.488×108 1.533×108 1.677×108 1.566×108 6.32% 2.14% 

This system  1.650×108 1.550×108 1.600×108 1.600×108 3.12% — 
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通过上表的检测结果可知，本文方法和显微镜检法、库尔特计数法的检测结果相对误差

绝对值(ARE)均不超过 3.49%，同时该方法的相对标准偏差(RSD)为 3.12%，均优于其他方法，

说明该方法检测低浓度的藻溶液具有较高的准确率和较好的稳定性。 

在此基础上，进一步研究藻类尺寸及种类在中低浓度时对检测准确精度影响。选取杜氏

盐藻（Dunaliella salina）、色球藻（Chromococcus）、隐藻（Cryptoalgae）以及赤潮易弯藻

（Heterosigma akashiwo）四种藻类作为实验对象，这四种实验藻种细胞粒径差异较大，门类

不同、叶绿素含量差异大。本实验藻种均来自国科学院水生生物研究所淡水藻种库，具体信

息如下表 2所示 

表 2  实验藻种信息 

Table 2  Experimental algal species information 

Algal phylum Algal cell width 

Dunaliella salina Chlorophyta 18-28um 

Cryptoalgae Cryptophyta 10-16um 

Heterosigma akashiwo Xanthophyta 6-10um 

Chromococcus Cyanophyta <5um 

实验按照 2倍比例逐步梯度稀释，以稀释到最低藻密度 1.5×105cells·L-1以内为基准，获

得 5 个杜氏盐藻、5 个隐藻、4 个色球藻、4 个赤潮易弯藻的不同密度梯度样品，利用微流

控显微荧光系统以 50µL/min的进样速度，通过记录荧光峰信息计算获得各样品的藻细胞密

度，每个样品测量 10次取平均值，以显微镜检的藻细胞密度数作为标准，将镜检密度和该

方法测量密度分别作为 X、Y绘制点线图，同时绘制出相对误差绝对值，结果如图 5所示。 
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图 5  低密度下镜检藻细胞密度与微流控显微荧光检测密度对比。(a)杜氏盐藻；(b)赤潮异弯藻；(c)隐

藻；(d)色球藻 

Fig. 5  The density of algal cells under low density microscopy was compared with the density of 

microfluidic microfluorescence detection. (a) Dunaliella salina; (b) Heterosigma akashiwo; (c) Cryptoalgae; 

(d) Chromococcus. 

由图 5可知，四种藻类样品检测结果和标准曲线均高度重合，相关系数 R2均大于

0.996，在 1.3×106Cells·L-1以内时不同种类的藻细胞相对误差绝对值均低于 3.96%，检测结

果的准确度不受藻类尺寸、种类影响。 

3.3 藻密度检测范围分析 

从图 3(c)荧光信号检测结果与图 4(c)仿真结果可以看出，藻密度过高时，本文方法检测

准确性会下降，检测结果偏低。为测试该方法的检测范围，在上述实验基础上进一步扩大四

种藻类样品细胞密度范围：9个密度梯度杜氏盐藻、最大密度 1.612×107Cells·L-1；8个密度

梯度赤潮易弯藻，最大密度 1.561×107 Cells·L-1； 9 个密度梯度隐藻、最大密度

1.971×107Cells·L-1；8 个密度梯度色球藻、最大密度 1.945×107Cells·L-1。上述样品检测结果

如图 6所示，从图中可以看出四种藻类在密度较低检测结果和标准曲线高度重合，但高密度

样品的检测结果均出现不同程度偏低，藻密度越高检测误差越大。这与仿真分析结果相符，

即随着藻类密度的增加，显微视野出现多个藻细胞（图 4(c)）几率增大、荧光峰重叠，导致

藻细胞计数和密度检测结果偏低。 
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(a)杜氏盐藻；(b)赤潮异弯藻；(c)隐藻；(d)色球藻 

图 6  高密度下镜检藻细胞密度与微流控显微荧光检测密度对比 

Fig. 6  The density of algal cells under high density under microscopy was compared with the density of 

microfluidic fluorescence detection. (a) Dunaliella salina; (b) Heterosigma akashiwo; (c) Cryptoalgae; (d) 

Chromococcus. 

进一步绘制四种藻检测结果的相对误差与藻密度散射图，如图 7所示，可以看出四种藻

的检测相对误差均随藻密度增加呈增加，变化趋势基本一致，也就是说本文方法检测结果准

确性主要取决于样品的细胞密度，与藻细胞种类和尺寸无明显关系。在 10%允许误差范围

内，四种藻类的藻密度检测上限均在 5×106Cells·L-1左右，这已经能够满足实际水体[14]（水

华暴发预警藻密度为 2×106Cells·L-1）藻密度检测需求。 
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图 7  四种藻检测相对误差与细胞密度关系散点图 

Fig. 7  Scatterplot of the relative error of four algal detections vs cell density 

4 结论 

由于浮游藻类个体小、数量庞大，悬浮物杂质等因素的存在，目前已有藻密度快速检

测技术难以实现藻密度准确检测。本文提出一种基于微流控-显微荧光技术的浮游藻细胞密

度检测方法，通过微流控技术实现样品快速进样，通过共聚焦显微荧光结构实现藻细胞特

征荧光信号的高信噪比采集，通过检测荧光峰数量实现浮游藻细胞计数。对不同密度样品

藻细胞荧光信测量和光学仿真发现，该方法能够精准的测量中低密度藻细胞荧光信号，高

密度时多个藻细胞的荧光峰高度重叠是测量误差的主要来源；在低密度下，计数结果与显

微镜检法和库尔特计数法的相对误差均不超过 3.49%，对不同种类、粒径的藻细胞测试结

果表明，该方法在 1.3×106Cells·L-1密度范围内测量相对误差均小于 3.96%，且准确率不受

悬浮物、藻细胞种类、尺寸的影响；随着检测藻密度样品范围的扩大，测量误差呈现增加

趋势，即该方法测量准确率和藻密度负相关，与仿真的结果相符，在 10%允许误差范围

内，将检测密度上限提高至 5×106Cell·L-1，可满足实际水体藻密度检测需求。本文提出的

微流控显微荧光技术，利用藻类特有的叶绿素荧光信息，有效克服了悬浮物干扰等优点，

具有进样模块和光学结构简单的优势，是藻细胞密度快速准确检测的新途径。 
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