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摘 � 要 � 对 FDA�P I双色荧光法检测水华鱼腥藻和铜绿微囊藻的活性进行了研究, 用荧光显微镜对染色结果

进行测定. 结果表明, 在蓝色光激发下 ( 495nm ), 活细胞被双醋酸荧光素 FDA染成亮绿色, 死亡细胞被

碘化丙锭 P I染成红色. 染色效率与原植体类型和细胞密度有关. 对细胞密度为 6 � 107� 7 � 109个� l- 1的铜

绿微囊藻, FDA染色效率可达 94%以上. 对细胞密度为 4 � 107� 5 � 108个� l- 1的水华鱼腥藻, FDA染色效

率可达 91%以上, 但细胞密度增大到 5 � 109个 � l- 1时, 由于藻丝体易卷曲在一起, FDA染色率下降到

67% . 对死亡细胞, PI染色率基本都可达到 100% . 因此, 用 FDA�P I检测活细胞和死亡细胞混合的细胞悬

液, 可根据细胞所发出的不同荧光而判断细胞活性.
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� � 在水处理过程中, 通过测定含藻水中溶解氧的变化, 可以间接地判断藻细胞的存活状态
[ 1 ]
, 采用

细胞培养法, 在一定时间后测定细胞密度也可以进行活性评价
[ 2]
. 但这些方法都需要进行藻的培养,

消耗的时间较长, 而且不能直接对细胞活性状态进行判别.

� � 在细胞活性鉴定方面, 传统的方法是使用台盼蓝染色法. 虽然台盼蓝染色法操作简单, 但细胞计

数时间不能太长, 否则染料易进入活细胞中, 影响计数的准确性. 荧光染色 (荧光标记 )是检测细胞

活性常用的方法
[ 3]
. Rege l等人曾用 FDA (双醋酸荧光素, S igma) 单染色法对铜绿微囊藻和月牙藻

的活性进行检测
[ 4]
. FDA�PI (碘化丙锭, S igm a) 双色荧光法是 Jones等人第一次在动物细胞活性鉴

定方面提出的方法, 与常规的台盼蓝相比, 该方法具有较好的稳定性, 如果细胞重悬在小牛血清中,

染色后样品可保存 1个星期
[ 5]
. 对染色后的样品, 检测手段可以采用荧光显微镜进行图像观察和计

数
[ 5]
, 用荧光分光光度计测定细胞活性的强弱和生物量

[ 6, 7 ]
, 或采用流式细胞法测定细胞数量和生物

量
[ 3, 4]

. 对于铜绿微囊藻这样外形比较规则的单细胞, 使用流式细胞仪能方便的测定细胞活性, 但对

于呈链状的水华鱼腥藻, 由于其外形不规则, 很难用该方法进行测定. 因此, 用荧光显微镜作为检测

手段, 虽然速度较慢, 但仍是一种比较可靠的方法.

� � 本文对 FDA�PI双色荧光法检测藻细胞活性进行了研究, 为水处理中测定藻细胞活性提供了一种

新的途径.

1� 材料和方法
1�1� 藻细胞的培养
� � 藻种为水华鱼腥藻 (Anabaena f los- aquae, k�tz, � F, FACHB245) 和铜绿微囊藻 (M icrocy stis

aeruginosa, k�tz, MA, FACHB496), 属于蓝藻门, 购自中国科学院水生生物研究所. 水华鱼腥藻为

丝状体, 由椭圆形或球形细胞连接而成. 实验室传代培养的铜绿微囊藻为分散的球形、类椭圆形单个

细胞, 直径 3� 7�m. 水华鱼腥藻接种于 SE培养基中, 铜绿微囊藻接种于 MA培养基中, 于 30� ,

2000 Lux和 14�10 ( L�D ) 光暗周期的条件下培养; 待进入对数增长期, 开始实验.

1�2� 细胞悬液的配制
� � 在 10m l藻细胞液中加入 1m l鲁哥氏溶液

[ 8]
, 于黑暗中放置 48h, 使细胞固定. 固定后的细胞已

全部失去活性, 但细胞个体没有破碎分解. 固定后的藻细胞液在 3000 r� m in
- 1
转速下离心, 用培养
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基重悬 3� 4次, 直到将鲁哥氏溶液清洗干净, 溶液变成无色. 重悬后的细胞作为死亡细胞染色检测.

将活细胞与死细胞按比例配制成含活细胞 50%的细胞悬液, 用于 FDA�PI双重荧光染色.

1�3� 染料的配制与染色
� � 将 FDA溶于丙酮中, 配成浓度为 5mg� m l

- 1
的溶液, 置于 4� 冰箱中保存. 染色时将 FDA加入

到藻细胞液中, 使其终浓度为 100�g� m l
- 1
. PI用 DPBS缓冲溶液 ( Du lbecco� s phosphate buffered sa�

line, Hyc lone) 配成浓度为 400�g� m l
- 1
溶液, 置于 4� 冰箱中保存, 染色时终浓度为 60�g� m l

- 1
.

1�4� 荧光显微镜检测
� � 取处于对数增长期的藻细胞液, 离心浓缩, 配制成含不同活细胞密度的溶液, 加入 FDA, 在室温

黑暗处放置 5m in. 取固定后的藻细胞液, 用培养基配制成含不同死细胞密度的溶液, 加入 PI, 也在

室温下放置 5m in. 取活细胞与死亡细胞混合的细胞悬液, 先加入 FDA, 振荡混合均匀后加入 PI, 放

置 5m in. 用荧光显微镜 ( N ikon D iaphot 300, 日本 ) 进行检测. FDA最大激发光波长为 493nm, 发射

光波长为 510nm, PI最大激发光波长为 540nm, 发射光波长为 625nm. 在蓝色光下 (最大激发波长

495nm ) , 活细胞被 FDA染成亮绿色, 死细胞被 PI染成红色, 用 N ikon相机拍下染色状况.

1�5� 细胞计数和染色效率
� � 藻细胞密度采用 0�1m l浮游植物计数板进行计数, 计算公式如下:

N =
A

B �C�
D
E
� F

式中, N : 每升水样中藻细胞的个数, A: 计数框面积 ( mm
2
), B: 一个视野的面积 ( mm

2
), C: 计数

时的视野数 (个 ) , D: 1升水浓缩后体积 ( m l) , E: 计数框的容积 (m l) , F每片所测藻类数.

� � 对 FDA和 PI单染色的细胞, 根据明场下细胞的数量, 以及荧光场下细胞数量, 计算细胞的染色

效率.

2� 结果与讨论
2�1� FDA荧光染色

� � 当活性细胞具有完整细胞膜时, FDA水解的荧光素不断在细胞内积累, 使细胞在蓝色光下发出绿

色荧光. 当细胞膜受损, 荧光素无法在细胞内累积, 而使细胞无法发出荧光. 活性高的细胞发出强烈

的绿色荧光, 活性弱的细胞发光较弱. 图 1分别为水华鱼腥藻和铜绿微囊藻在荧光场下的照片, 由图

1可以看出, 荧光物质充满整个细胞, 使细胞发出亮绿色. 根据所发出的荧光, 不仅可以计算细胞数

量, 而且可以非常清楚地辨别细胞形状.

� � 表 1为水华鱼腥藻和铜绿微囊藻的单染色效率, 从实验结果看, 不同细胞密度的染色效率有所不

同 �水华鱼腥藻表现比较明显, 细胞密度在 4 � 107个 � l
- 1 � 5 �108个� l

- 1
时, 染色效率在 91% � 98%之

间, 细胞几乎都被染上, 当细胞密度增大到 5 � 109个 � l
- 1
时, 水华鱼腥藻的染色效率下降较大, 只有

67%. 而对铜绿微囊藻, 当细胞密度达到 10
9
个 � l

- 1
数量级, 染色效率仍能达到 99%, 在

6 �107个� l
- 1� 7 � 109个 � l

- 1
范围内, 细胞密度对染色效率的影响不大, 这与 Jones等人在动物细胞实

验时 5 �109个� l
- 1
下的效果一致

[ 5]
. 细胞密度大时, 水华鱼腥藻染色效率低的原因可能与原植体形状

(细胞连接形态 ) 有关, 本实验所用的铜绿微囊藻呈分散的单细胞状态, FDA比较容易进入细胞内, 而

水华鱼腥藻呈丝状, 细胞链较长时, 易卷曲在一起, 影响 FDA进入细胞内, 使染色效率下降.

表 1� FDA和 P I对水华鱼腥藻和铜绿微囊藻的单染色效率

Table 1� The stain ing rate o f FDA and P I toAnabaena flos�aquae andM icrocy stis aerugino sa

细胞密度 /个� l- 1
水华鱼腥藻 铜绿微囊藻

4� 107 5� 108 5 � 109 6 � 107 7� 108 7� 109

FDA染色效率 /% 98 � 4�1 91 � 6�2 67 � 12 94 � 4�1 96 � 2�4 99 � 1�5

PI染色效率 /% 100 � 0 100 � 0 100 � 0 100 � 0 100 � 0 100 � 0

� 注: 染色效率的结果为三组实验的 x � SD.
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图 1� 水华鱼腥藻和铜绿微囊藻 FDA单染色状况

Fig�1� Ep ifluorescencem icrographs o fA. flo s�aquae filam ent and sing le�ce lledM. aeruginosa sta ined by FDA

2�2� PI荧光染色

� � PI性质与 FDA不同, 当细胞膜完好时, 它不能进入细胞内, 当细胞凋亡或死亡后, 因为细胞膜

缺损而进入细胞. P I与细胞内 DNA和 RNA物质相作用生成红色荧光物, 使死亡细胞发出红色荧光.

图 2分别为水华鱼腥藻与铜绿微囊藻的 PI染色状况. 在蓝光下, 死亡的细胞被 PI染成红色.

� � 从实验结果看 (表 1) , PI比 FDA染色效率高, 但细胞所发出的红光却较弱, 呈暗红色, 荧光强

度明显弱于 FDA, 实验反复多次, 仍如此. 这与有关文献中所述 PI发出亮红色不太一致.

图 2� 水华鱼腥藻、铜绿微囊藻 P I单染色状况

F ig� 2� Epifluorescence m icrog raphs o fA. f los�aquae filam ent and s ing le�celledM. aerug inosa sta ined by P I

2�3� FDA�PI双重荧光染色
� � 将 5 � 109个 � l

- 1
和 7 � 109个 � l

- 1
的水华鱼腥藻和铜绿微囊藻细胞固定后, 分别与其活细胞溶液

按 1�1配成细胞悬液, 活细胞占 50%, 死亡细胞占 50%. 用 FDA�PI进行双重荧光染色. 从图 3可以

看出, 活细胞被染成亮绿色, 而死亡细胞被染成红色. 在荧光显微镜下, 绿色和红色区别清晰, 说明

用 FDA�PI双重荧光染色, 可以对细胞活性进行判断, 发绿光的为活细胞, 而发红光的为死亡细胞.

图 3� 水华鱼腥藻、铜绿微囊藻 FDA�P I双重染色状况

Fig�3� Ep ifluo rescencem icrographs o fA�flos�aquae filam en ts and sing le�celledM. aeruginosa

stained by FDA�P I doub le fluo rescent dyes
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3� 结论
� � 用 FDA检测细胞的活性, 实际是对细胞膜完整性和细胞内酶活性的检测, 细胞膜完整性通常与

细胞活性相关, 因此, 可以用 FDA来检测细胞活性. 在水处理过程中, 如果出现藻细胞膜完好, 在

胞内酶失去活性的状况下, 细胞有可能不被 FDA或 PI染色, 表现为不发荧光, 对这种情况下藻细胞

活性的判断还需要进一步的研究.
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ABSTRACT

� � The paper studied the v iability determ inat ion o f tw o kinds of algae Anabaena f los�aquae andM icrocy stis

aeruginosa by FDA�PI double stain ing. F luorescence em ission from cellsw asmeasured by fluorescencem icros�
copy. The resu lts indicated that v iab le and dead cells w ere sta ined as bright green and red fluorescen t cells re�
spective ly by fluorescein d iacetate and propidium iodide under b lue excitation ( 495nm ). The sta in ing rate has

re lation w ith the cell density. If the ce ll density o f Anabaena f los�aquae and M icrocy stis aerug inosa was

6 � 107� 7 � 109 cells� l
- 1

and 4 � 107 � 5 � 108 cells� l
- 1
, the FDA sta in ing rate w ou ld be more than 94%

and 91% . But if the ce ll density of Anabaena f los�aquae increased to 5 � 10
9
cells� l

- 1
, the staining rate

w ou ld fall to 67% obv iously due to ce ll tw ist ing together. The sta in ing rate of PI can reach 100% for the tw o

kinds of a lgae. B ased on the fluorescent light from cells, it can be easy to determ ina te the ce ll v iab ility. FDA�
PI doub le staining method is a new method to measure the algae cell viab ility.

� � Keywords: cyanobacteria, viab ility, fluorescence staining, f luorescein d iacetate, propidium iodide.


