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摘要：海洋微生物在维持海洋生态系统动态平衡过程中起到重要作用，海洋中微生物数

量和群体的变化直接反映了海洋生态环境状况。因此，海洋微生物数量和群体分析在海

洋环境监测和海洋生态系统研究中具有重要意义。根据海洋微生物的光散射特性和荧光

性质，通过流式细胞仪 (Flow cytometry, FCM) 对其进行数量、大小和形态分析，具有

所需样本量少、操作简单、快速和准确性高的特点。 
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材料与试剂 

1. 流式管 (美国 BD 公司，BD 352054) 

2. 流式计数标准微球 (美国 InvitrogenTM公司，catalog number: PCB100) 

3. 颗粒大小荧光标准微球 (美国 InvitrogenTM公司，catalog number: F13838) 

4. FACS Clean (美国BD公司，catalog number: 334030) 

5. CS&T微球 (美国BD公司，catalog number: 641319) 

6. 无菌 PBS (pH = 7.2~7.4, Solarbio，catalog number: P1020) 

7. 无水乙醇 (国药集团，catalog number: 10009259) 
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8. 50%的戊二醛溶液 (Sangon Biotech，catalog number: A500484) 

 

仪器设备 

1. 流式细胞仪 (美国 BD 公司，model: FACS AriaIII) 

2. 小型低温高速离心机 (德国 Eppendorf 公司，model: 5424R) 

3. 超声波清洗仪 (中国波达公司，model: 1200) 

4. -80 °C 冰箱 (中国海尔集团，model: DW-86L388) 

 

实验步骤 

1. 样品采集：在福建附近海域，依据采水标准层次采取 50~200 ml 水样。采水器上的

采样瓶、采样袋及实验室内样品处理过程均需无菌操作。 

2. 样品预处理：水样经 70 μm 滤膜进行预过滤，去除杂质，以免堵塞流式细胞仪 (徐

美珠，2001；晁等，2003；Cuvelier 等，2010；邱元凯，2013；缪栋，2017)。如

果样本不能在采集 12 小时内完成检测，可用移液器转移 1.98 ml 水样于冻存管内，

然后加入 20 μl 浓度为 50% 的戊二醛，使其终浓度达到 0.5%，轻轻混匀，避光固

定 15~20 min，4 °C 保存，一个月内完成流式检测。若需长期保存，放于液氮中快

速冷冻，最后放置于-80 °C 冰箱中保存直至分析。 

3. 样品准备：将保存在-80 °C冰箱的样品放入4 °C冰箱避光解冻。取1 ml实验样本至

流式上样管中，并加入1 μl流式计数标准微球 (微球直径大小为6.4 μm左右，使其

终浓度为原始浓度的千分之一，用于海洋微生物的绝对计数); 取1 ml无菌水至新的

流式上样管中，分别加入1 μl直径为1.0 μm、2.0 μm和10.0 μm的FITC标记的荧光

微球，作为测定细胞大小的参照组；取1 ml无菌水至新的流式上样管中，分别加入

1 μl直径为6.0 μm未经荧光标记的微球，作为阴性对照组，用于调节流式参数；轻

轻颠倒混匀，避光保存待上机检测。 

4. 样品染色 (可选，用于细菌检测)：加入终浓度为l×的SYBR Green I荧光染料，混匀

后在80 °C水浴锅中避光染色10 min，取出样品在室温下避光冷却5 min (Pinhassi 

等，1997；Fuhrman，1999; Marie 等，1999)。 

5. 上样检测 (Marie 等，1999, 2004, 2010, 2014和2017；Fuchs 等，2000；徐美珠，

2001；Becker 等，2002；缪栋，2017)。 
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5.1 流式细胞仪校准和实验模板建立：在进行样本检测之前，先按照标准程序对流

式细胞仪进行开机、无菌清洗，并通过 CS&T微球 对 流 式 细 胞 仪 进

行追踪校准和稳定性检测。仪器稳定性检测通过后，打开488 nm激光器，建立实验

模板，选择实验所需的绿色荧光通道、橙红色荧光通道和红色荧光通道，并将采集

检测过程中的前向散射光、侧向散射光和荧光信号均选用对数信号模式，画出

实验分析所需的参数图，如双参数散点图等。 

注：由于海洋微生物直径很小，因此前向和侧向散射光均需选择对数信号放大

模式。 

5.2 参数调整：将阴性对照样本管放入上样台进行上样检测，调整Cytometer 面板中

FSC/SSC 通道电压，使微球信号位于利于观察的位置，然后再调节各荧光通

道电压，使各通道荧光强度处于阴性区域 (各通道荧光强度调节至102以内)。调

整阈值 (Threshold)，去除碎片和噪音信号。调整上样速度 (Flow Rate)，使进

样速度控制在100~300颗粒/秒。 

5.3 圈门：将样本管放入上样台进行检测，在FSC/SSC 中调整门的位置、大小和

形状，使之圈住感兴趣细胞群。调节荧光通道的电压，使荧光信号位于合适的

位置。 

5.4 数据采集：实验条件调整完毕后，开始采集数据，每个样本收集10,000个流式计

数标准微球作为数据收集终止时间。 

5.5 利用BD FACS Diva软件对仪器进行操作和数据分析。 

6. 浮游植物检测策略：浮游植物在海洋微生物中占有相当大的比例，根据细胞直径大小

可以将其划分为小型浮游植物 (直径大于20 μm)、微型浮游植物 (直径2~20 μm) 和超

微型浮游植物 (直径小于2 μm) 三类，因此可以根据FSC和SSC对其进行初步分类。由

于聚球藻细胞中含有藻红蛋白，因此可以根据其发出的橙红色荧光信号而较好的与其他

类群区别开来。皮微级浮游植物和纳微级浮游植物具有最高的红光及SSC信号，而且皮

微级浮游植物细胞小于纳微级浮游植物，结合FSC细胞可以对这两类群进行区分。 

7. 异养细菌和光能自养型细菌检测策略：海洋浮游异养细菌是海洋食物链的重要组成部分，

在海洋生态系统中具有十分重要的作用，它们能把海洋中溶解有机物质转变成自身的颗

粒有机物质，对海洋初级生产力的贡献达到20%。利用红光-绿光信号可以将总细菌中

具有色素的光能自养型细菌挑选出来。然后通过反向画门，将光能自养型细菌去掉，然
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后根据SSC-SYBR Green I (FL1荧光通道) 二维图将高核酸和低核酸类异养细菌群

区分开来。 

 

结果与分析 

通过流式细胞仪对海洋微生物的大小、形态及荧光特性进行检测和分析，可以获得具有

特殊生物学特性的海洋微生物。Alle 等根据海洋浮游植物的大小和荧光特性，通过流式

细胞仪分析、分选，从大西洋中分离得到微藻群 (图 1)，随后通过宏基因组学分析该微

藻群在生物进化和海洋生态系统中的作用 (Cuvelier 等，2010)。 

 

 
图 1. Alle 等 通 过 流 式 细 胞 仪 从 大 西 洋 中 分 选 得 到 特 定 微 藻 . 根 据

浮游植物群的前向散射光 (FSC)和叶绿素衍生的红色荧光特征对浮游微生物进行

区分，得到特定大小和荧光特性的微藻。图中最下方的最大的一群为原绿球藻群，

在其上方的为聚球藻群，最上面荧光最强且最大的为真核微生物，右下方的黑色方

框代表 0.75 μm 的微球 (Cuvelier 等，2010) 。 

 

Marie 等利用不同类型微藻细胞的大小 (FSC)、细胞内部颗粒复杂程度 (SSC)和所

含有的色素成分差异进行流式分群分析 (Marie 等，2004)。如图 2 所示，通过 FSC、

SSC、红色荧光、黄色荧光两两通道组合进行作图，可以将不同大小、不同荧光强度的

微藻细胞区分，共区分得到 10 中不同类型的微藻细胞群 (Marie 等，2004)。 
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图 2. Marie等利用不同类型的微藻所含有的色素成分和细胞大小差异进行流式分群

分析 (Marie 等，2004) 

 

失败经验  

1. 测定微型浮游植物最好采用未固定的新鲜样品，在4 °C条件下样品可保存12小时， 

如果样品不能在此时间内分析，需将样品固定保存在-80 °C条件下以备以后分析。 

2. 固定通常会导致细胞丢失，因此固定剂的选择十分重要。因为微型浮游植物通常在

光散射和色素荧光的基础上区分，固定程序必须保持这些特征。传统的甲醛并不适

用于海洋微生物的固定，因为它们改变细胞形状或显著影响荧光。同样，使用乙醇

固定会抽提出亲脂的色素从而导致荧光丢失。自然海水样品可保存在0.5%~1%终

浓度的聚甲醛或0.1%~1%终浓度的戊二醛溶液或二者混合液中。 

3. 在对微型浮游植物记数时，应注意两个问题：1)荧光微球作内参标准会有一些问题，

因为绝大多数微球沾污有毒物质，对活细胞有副影响，而且微球很容易沾污到试管

壁上；2)记数时，上样速率不宜超过200~400颗粒/秒。当记数速率超过400颗粒/秒

时，计数的准确性会明显降低；另一方面，每次数据收集获得的细胞数不应少于

10,000个，否则变异系数会随着得到的细胞数减少而增加。 
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