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分光光度法与显微计数法
测定微小绿藻生物量的比较研究①

涂 波, 曹 敏, 黄 茜, 杨晓红

南方山地园艺学教育部重点实验室/西南大学 园艺园林学院,重庆400716

摘要:使用紫外-可见分光光度计对6株绿藻的培养液进行600~800nm的波长扫描,在685nm处获得一个单纯

显著的特征吸收峰.将6株微小绿藻藻液分别稀释成5个梯度,同步进行血球计数板显微计数和紫外-可见分光光

度计OD685值测定.稀释藻液的分光光度法拟合曲线R2≥0.990,显微计数法拟合曲线R2≥0.940,OD685计数R2

在0.914与0.989之间;同步培养6株绿藻25d,从第6d开始,每天650~700nm扫描藻液测量OD,确认吸收峰

是否会发生偏移,并同步测定藻液细胞浓度和藻液OD685值,比较拟合结果.纯种验证试验中,单纯特征吸收峰均

在685nm处再现.OD685显微计数散点拟合R2 在0.780与0.970之间,误差较大的2个藻株是蹄形藻和针形纤维

藻;将6株藻培养20d的藻液混合,并稀释成浓度梯度,测量OD685与显微计数,混合藻液OD685计数R2=0.972.
混合藻种验证试验显示出OD685计数对纯种和混合藻种都有着良好的精确度.试验证明,微小绿藻在600~800nm
波段的最大特征吸收峰稳定地发生在685nm处.OD685值能够准确反映藻液中纯种或混合微小绿藻的生物量或生

物量的变化,精确度和稳定性高于血球计数板显微计数.
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微藻的理论研究和生产实际常常需要知道微藻的准确生物量,但因个体微小、裸眼看不见和数量巨

大,微藻生物量准确定量难度大,费时费力,成了研究工作和生产实际中亟待解决的难题之一.近年来,光

谱学方法[1-2]表现出良好的前景,其中,分光光度法因其简便、快捷,广泛运用于多种物质[3-4]与生物量等

的定量测定.
波长的选择是分光光度法测量过程中最关键的因素.对一些绿藻藻体用200~800nm的吸收光谱扫

描[5-6],藻类吸收峰的分布可分为3个波段区:200~400nm的紫外光区,400~600nm的蓝光区和600~
800nm的红光区.紫外光区的吸收峰主要是在290nm附近出现,峰值特别高,主要由藻体中的蛋白质引

起.由于藻蛋白因藻类生长时间的不同变化很大,故一般不采用该波长用于藻类生物量的测量[7];蓝光区

的吸收峰较多,有叶绿素、类胡卜素等色素的吸收峰,同时也是比浊法的检测波长范围(450~600nm)[8].
由于此区间各色素吸收峰相距较近,容易相互干扰或常交叉重叠[6],有时甚至不能得到明显的吸收峰,因

此这一波长区间对藻胞液进行的比浊法或者色素测量获得的数据不能排除其它非微藻粒子的影响以及微藻

形状差异、细胞色素差异引入的误差,精确度显然会受到影响;600~800nm主要是叶绿素的红区吸收范

围,其中叶绿素a在670~680nm有显著地吸收峰,叶绿素b在650nm有一吸收肩峰[6,9-10].选取600~
800nm的波长作为光谱扫描范围,理论上克服了其它波段测量结果精准性的不足.为此,本试验以6个微
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小绿藻为试材,开展血球计数板显微计数法与红光区色素吸收峰法的比较研究,探寻、验证二种方法间可

能存在着的正向偶联关系,为分光光度法快速、简便、准确的确定纯种微小绿藻生物量提供理论支撑.

1 材料与方法

1.1 试验材料

以从重庆市缙云山黛湖中分离纯化的6株绿藻为试材:四尾栅藻(Scenedesmusquadricanda)、卷曲纤

维藻(Ankistrodesmusconvolutus)、普通小球藻(Chlorellavulgaris)、蹄形藻(Kirchneriellasp.)、椭圆小

球藻(Chlorellaellipsoidea)、针形纤维藻(Ankistrodesmusacicularis),分别编号为m1-m6.
1.2 试验方法

1.2.1 样品预处理

使用实验室保藏的纯化藻种接种到100mLBBM[11]液体培养基中,27℃,光照强度4000lx,光暗比

1∶1,培养约两周.藻液5000r/min离心15min,弃去上清液,藻泥加一定量蒸馏水,重悬,使最终藻细

胞密度达到106~107 个/mL,备用.
1.2.2 分光光度法标准曲线测定

使用紫外可见分光光度计(UV-1000,上海天美),以蒸馏水为空白.选择600~800nm波长范围,对

样品进行波长扫描,以最大吸收峰对应的波长为测定波长.使用备用的藻液和蒸馏水,按照0,0.2,0.4,

0.6,0.8,1.0(藻液mL/总体积mL)分别配制6个浓度的藻液各3mL,混匀后以浓度为0的藻液为空白,测

定溶液OD,每个样做3个平行.
1.2.3 同步显微计数

使用血球计数板对分光光度法中配制的藻液进行显微计数.记录右上、右下、左下、左上、中间5个中

号方块中的单胞藻或藻胞群体数目,记为a1,a2,a3,a4,a5.微藻粒子浓度计算公式为:

M(个/mL)=(a1+a2+a3+a4+a5)/80×400×10000[12]

1.2.4 显微计数与分光光度法的线性拟合分析

将上述分光光度法测得的数据与显微计数获得的数据分别绘制成散点图,分析其线性拟合情况.
1.2.5 验证试验

1.2.5.1 纯种藻株的验证试验

将保存在BBM平板培养基上的6株藻胞群分别取一接种环至1mL无菌水中,稀释均匀后,分别取

300μL接种到150mLBBM液体培养基中,每个藻株3个平行.27℃,光照4000lx,光暗比12∶12
(hrs/hrs),每日摇动3次.

垂直虚线示685nm处有最大吸收峰.

图1 6株绿藻波长扫描结果

从培养的第6d起至第25d(共20d),每日

取3mL培养液650~700nm扫描其吸收峰,并

对该藻液立即进行显微计数.以 OD685为横坐标、
微藻粒子浓度D(个/mL)为纵坐标,观察线性拟

合情况.
1.2.5.2 混合藻种的验证试验

上述接种和培养方法将6株绿藻培养20d,
藻液 和 蒸 馏 水 按 照0,0.2,0.4,0.6,0.8,1.0
(藻液 mL/总体积 mL)分别配制6个浓度的藻

液各3mL,混匀后以浓度为0的藻液为空白,
测定溶液 OD,每个样做3个平行.
1.2.6 数据处理

图表制作及数据处理使用Excel2007.
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2 结果与分析

2.1 6株微藻光谱扫描最大吸收峰确定

对实验室已经纯化培养的6株绿藻按照表1设计要求配置成标准浓度藻胞液后,各自进行波长扫描,
分别观察这6株藻胞液的最大吸收峰.结果如图1所示,所有供试绿藻的最大吸收峰均在685nm出现,为

叶绿素a的红区吸收峰,与大多数报道的670~680nm的吸收峰略微红移;650nm有一肩峰为叶绿素b的

红区吸收峰,与大多数报道一致[6-8].由于650nm处的肩峰不易识别,685nm处波峰显著,易于识别,因

此,685nm波长是红区最适宜的比色波长,后续试验都选用这个波长开展研究.
2.2 6株微藻分光光度法标准曲线制定

按浓度梯度稀释后,以稀释度为横坐标,OD685为纵坐标,绘制标准曲线,进行线性拟合,获得6株微

藻的标准曲线,6条曲线几乎都是直线,只是斜率有差异而已(图2A).它们的R2 值高于0.993,表明这6
株藻在685nm波长下测定出的OD与藻液稀释度有着良好的线性关系.所以685nm波长为发射波长测定

的OD值能够较为准确地反映出藻液生物量的变化.
2.3 显微计数法标准曲线

使用血球计数板显微计数方法对配制藻胞液的微藻粒子密度进行测量,以稀释度为横坐标,微藻粒子

密度为纵坐标,获得6株微藻显微计数的标准曲线如图2B所示.显微计数标准曲线的R2=0.928~0.992,
且它们的误差线大多长于分光光度法标准曲线.所以总体而言显微计数的精度和稳定性小于分光光度法.

  A. 分光光度法标准曲线:OD685m1=0.732x+0.052,R2m1=0.993;OD685m2=0.797x+0.034,R2m2=0.999;OD685m3=0.881x+

0.011,R2m3=1.000;OD685m4=0.502x+0.013,R2m4=0.998;OD685m5=0.580x+0.019,R2m5=0.998;OD685m6==0.613x+0.006,

R2m6=0.998.

B. 显微计数法标准曲线:Dm1=6×106x-30333,R2m1=0.987;Dm2=1×107x-1×106,R2m2=0.928;Dm3=8×106x-80000,

R2m3=0.942;Dm4=7×106x-36833,R2m4=0.992;Dm5=1×107x-76666,R2m5=0.986;Dm6=7×106x-13333,R2m6=0.984.

C. 配制藻胞液OD685值与显微计数的线性正向偶联:Dm1=8×106OD685-69580,R2m1=0.977;Dm2=2×107OD685-2×106,

R2m2=0.914;Dm3=9×106OD685-90030,R2m3=0.940;Dm4=1×107OD685-56063,R2m4=0.989;Dm5=2×107OD685-1×106,

R2m5=0.982;Dm6=1×107OD685-19616,R2m6=0.979.

图2 6株微藻粒子OD685值、显微计数的标准曲线及其偶联拟合

2.4 配制藻胞液OD685值与显微计数的线性偶联拟合

在实际应用中常常用显微计数的方法确定藻胞密度和表达培养液中藻细胞的生物量,然而,显微计数

在样本数量巨大时,测量既费工又费时.因此期望用更经济有效的方法进行生物量测量.从图2的A和B
可以看出,相同微藻粒子稀释度的显微计数拟合直线与OD685值的拟合直线的斜率非常接近,它们之间应

可能存在正向的线性拟合关系.于是,以配制藻液OD685值为横坐标,显微计数所得微藻粒子浓度为纵坐

标,在图2C中做线性偶联拟合,拟合结果与预期十分吻合,二者间的R2 值高于0.900,显著线性正相关.
结果表明,微藻粒子的OD685值能够反映藻液中的藻胞密度或生物量.
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2.5 OD685值与显微计数线性拟合的验证试验

2.5.1 纯种藻株验证试验

上述试验是基于同一时间、相同生理状态、不同密度的藻胞为试材进行的试验,尽管微藻粒子密度与

OD685值显著线性正偶联,但是,这种正偶联现象是否能在微藻粒子培养过程中重复出现,仍然需要作进一

步的试验研究.为了验证藻胞在培养生长过程中红光区的最大光谱吸收峰是否仍在685nm处,OD685值与

微藻密度是否也线性相关,本试验以连续培养25d的藻液为测试对象,从培养的第6d开始,每天坚持在

同一时间参照前述方法检测藻液的红光区最大吸收峰、OD685值以及显微计数,共测量20d.结果表明:不

同培养时间、不同生理状态的微小绿藻的光谱扫描结果与前述试验结果一致,均在685nm处有最大吸收

峰(图3),OD685值与显微计数密度值间的线性拟合结果相关性好,其中4个藻株的R2 值高于0.940,2个

藻株的R2 值在0.780~0.880之间(表1).进一步证明红光区OD685值能够用来反映微藻粒子在培养过程

中的真实生物量的变化.
表1 OD685计数验证试验曲线拟合结果

藻 种 拟 合 公 式 R2

四尾栅藻 Dm1=8×106OD685+47590 0.958
卷曲纤维藻 Dm2=2×107OD685+45105 0.942

小球藻 Dm3=7×106OD685+16499 0.941
蹄形藻 Dm4=1×107OD685+39716 0.887

椭圆小球藻 Dm5=2×107OD685+60566 0.970
针形纤维藻 Dm6=1×107OD685-78310 0.781

混合藻(6个种) Dmix=3×106OD685-10361 0.972

图3 培养6d后藻液每天的光谱吸收峰扫描(培养25d)
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2.5.2 混合藻种验证试验

本研究寄希望于寻找通用于微小绿藻生物量测量的方法,自然水域或人工培养过程中水样常常会包含

多种绿藻,因此进行了混合藻种的验证试验.所培养的6种绿藻培养到20d时按同样体积比例混合,配制

成浓度梯度,分别测量各浓度梯度下的OD685和总藻胞浓度.结果显示其R2=0.972(表1),显示出较好的

线性相关度,证明了使用OD685计数可以相对准确地反映出混合藻液中的微小绿藻的细胞数目.

3 讨 论

3.1 微小绿藻在685nm处具有特征吸收峰

文献中使用的波长因藻种不同而有较大的差异,即使是同一藻种也不尽相同.如:崔妍等测量原壳小

球藻使用440nm[5];HuesemannM等测量5株海水绿藻生物量使用570nm[13];左明等测量小球藻生物量

使用640nm[14].图1和图3证明了这6株绿藻600~800nm的最大吸收峰始终在685nm.680nm附近是

叶绿素a的红区吸收峰,绿藻中的叶绿素含量相较其他藻类多,故而其吸收峰比较大.在验证试验中,6个

藻株的20d定时连续光谱扫描图上,高度一致地在685nm处有最大吸收峰(图3).这些研究结果充分证

明:使用685nm波长作为发射波测定6株微藻粒子生物量的变化具有良好的精确度,能够准确反映出培

养液中藻细胞生物量的变化.
另外,供试藻株分别隶属于绿藻4个不同的属,形态上有单胞藻(小球藻)也有群体(栅藻、蹄形藻)藻,

有球形的(小球藻)也有细长的(纤维藻),有胶质鞘的(蹄形藻)也无胶质鞘(栅藻、小球藻等),有较细小的

(纤维藻)也有相对较大的(小球藻、栅藻),这些微藻粒子形态基本上代表了微小绿藻的体态,形态上的巨

大差异并不影响它们在685nm处都具有最大的吸收峰的特征.因此,笔者认为:685nm处的OD值是准

确反映微小绿藻生物量变化的特征值,685nm处的吸收峰是微小绿藻特征吸收峰.
3.2 分光光度法与显微计数法在测量配制藻液生物量中的准确性分析

目前藻类生物量的测定方法多很,但主要分为两大类,一种是直接测定藻细胞数目或质量等物理参数

来表示生物量,如:干重法、比浊法、显微计数法、细胞体积计算法等[15-16];另一种是测定藻细胞中的理

化指标来表示生物量,如:测定叶绿素含量、ATP含量、TOC等[17-19].从经济、简便、快速的角度来看,
直接测量藻液OD和显微计数是相对优良的方法,但这两种方法从上述试验结果看来精确度不完全一样.

图2B反映稀释藻液的显微计数拟合结果的R2 在0.920~0.990均有分布.由于藻体大小、形状、群体

组合、繁殖方式、计数者计数习惯等因素的不同,会带来较大的误差.例如纤维藻类比较长,位于计数区域

边界上的藻细胞是否计入结果、分裂后尚未完全分开的多细胞群体是否计为多个细胞等因素受计数者本身

判断会带来一定误差.如:蔡卓平等对3株微藻(三角褐指藻、亚心形扁藻、海洋小球藻)进行计数,其拟合

曲线R2>0.990[20];而李士虎等对小新月菱形藻计数其拟合曲线为0.885[21].对比分光光度法和显微计数

法的误差线,前者的波动性明显小于后者.可见由于不同藻种形态上的巨大差异和计数者的不同,显微计

数的结果有一定的差异;藻胞群体的发育情况也直接制约了以细胞数目表示整体生物量的准确度.
3.3 OD685计数在测量培养藻液生物量中的误差来源分析

纯种验证试验中,6株绿藻培养了25d,前5d的藻培养液吸收峰几乎没有多大的变化,从第6d开

始,出现显著的最大吸收峰.此后每天定时波长扫描检测,结果发现,在不同培养时间内,6株绿藻的最大

吸收峰波长未发生改变,仍在685nm处,与前面用配制藻液进行的光谱测量结果一致,表明685nm处的

吸收峰就是微小绿藻的特征吸收峰(图3).
将6株藻的纯种验证试验OD685计数和配制藻液的显微计数、OD685计数的拟合曲线R2 数值进行对比,

分别计算每种藻上述3项拟合曲线的R2 的标准差σ.四尾栅藻(σm1=0.015)、卷曲纤维藻(σm2=0.014)、
小球藻(σm3=0.001)、椭圆小球藻(σm5=0.008)4个藻株的相对标准差低于2%,具有很高的精确性和方法

稳定性,其中四尾栅藻(R2≥0.950)、小球藻(R2≥0.940)、椭圆小球藻(R2≥0.970)3株藻分光光度法结果

与显微计数的测量结果几乎一致,精度高.而蹄形藻(σm4=0.060)、针形纤维藻(σm6=0.116)的相对标准差

分别为6.3%,12.7%,出现了较大的偏移.分析主要有两个原因:其一,显微计数法本身的精度受限制.
因为针形纤维藻很细长,进入观察视野框线上的藻胞因体态和位置的原因不一定被计入统计范围,也就是
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说如果观察视野框上这样的藻胞多的话,以显微计数为基础制定的标准曲线与真实数据间会产生较大的误

差;其二,由藻种本身的生长特性与计数方法所致误差.从图3可明显发现,培养相同的时间,针形纤维藻

藻液OD远低于其他藻种.因为溶液中粒子浓度越低,使用取样统计再进行换算求总量的方法误差将越大.
而分光光度法则是测量容积中所有的叶绿素a,没有信息丢失,与真实数据间没有误差或误差小得多.

混合藻种的验证试验中R2=0.972,这一结果与单个纯种绿藻的验证试验一致性好,显示OD685计数有

着良好的精度.
当然OD685进行计数还存在一定的偏差,但偏差多数源于显微计数,克服这个偏差技术是做得到的,

只要通过更深入细致地研究工作,就能为单个种或混合种绿藻找到一个经验值,从而对藻种的对应数据

进行修正.

4 结 论

微小绿藻在685nm处有特征吸收峰,OD685值能够精确地反映微小绿藻的生物量或生物量的的变化.
使用血球计数板进行显微计数本身有一定的精确度,但受到较多因素的影响.两种方法都较便捷、经济、
高效,但是分光光度法精确度高于显微计数法.

参考文献:
[1] STEHFESTK,TOEPELJ,WILHELMC.TheApplicationofMicro-FTIRSpectroscopytoAnalyzeNutrientStress-

RelatedChangesinBiomassCompositionofPhytoplanktonAlgae[J].PlantPhysiologyandBiochemistry,2005,43(7):

717-726.
[2] TSAI-YUNLEE,MIKIO TSUZUKI,TOSHIFUMITAKEUCHI.QuantitativeDeterminationofCyanobacteriain

MixedPhytoplanktonAssemblagesbyaninVivoFluorimetricMethod[J].AnalyticaChimicaActa,1995,302(1):

81-87.
[3] 刘 飒,刘绍璞,谢锂纱,等.刚果红分光光度法测定链霉素 [J].西南大学学报:自然科学版,2008,30(9):53-56.
[4] 江珊珊,刘忠芳,刘绍璞.高锰酸钾褪色分光光度法测定白藜芦醇 [J].西南大学学报:自然科学版,2009,31(3):

67-70.
[5] 崔 妍,李美芽,施春雷,等.原壳小球藻生物量快速测定方法的对比研究 [J].食品科学,2012,33(2):253-57.
[6] 周百成,郑舜琴,曾呈奎.几种绿藻、褐藻和红藻的吸收光谱的比较研究 [J].植物学报,1974,16(2):146-155.
[7] 杨 震,童家明,唐学玺,等.海洋单细胞藻对紫外吸收的比较研究 [J].海洋通报,1999,18(5):93-96.
[8] 周德庆.微生物学教程 [M].2版.北京:高等教育出版社,2002:151.
[9] 赵巧华,秦伯强.藻类的光谱吸收特征及其混合藻吸收系数的分离 [J].环境科学学报,2008,28(2):313-318.
[10]吕旭阳,张 雯,杨 阳,等.分 光 光 度 法 测 定 小 球 藻 数 量 的 方 法 研 究 [J].安 徽 农 业 科 学,2009,37(23):

11104-11105.
[11]BOLDHC.TheMorphologyofChlamydomonasChlamydogamasp.Nov[J].TorreyBotanicalSociety,1949,76(2):

101-8.
[12]钱存柔,黄仪秀.微生物学实验教程 [M].北京:北京大学出版社,1999:97-99.
[13]HUESEMANNM,BARTHAR,HAUSMANNTS,etal.AnInnovativeAApproachforScreeningMarineMicroalgae

forMaximumFlueGasCO2BiofixationPotential[C].ProceedingsoftheSecondAnnualConferenceonCarbonSeques-
tration,Alexandria,VA.2003.

[14]左 明,王长海.微量元素对转植酸酶基因小球藻生长的影响 [J].烟台大学学报:自然科学与工程版,2010,23(2):

116-122.
[15]HillebrandH,DürselenCD,KirschtelD,etal.BiovolumeCalculationforPelagicandBenthicMicroalgae[J].Journal

ofPhycology,1999,35(2):403-424.
[16]孙 军,刘东艳,钱树本.浮游植物生物量研究Ⅰ.浮游植物生物量细胞体积转化法 [J].海洋学报,1999,21(2):

75-85.
[17]GREGORJ,MARŠÁLEKB.FreshwaterPhytoplanktonQuantificationbyChlorophylla:aComparativeStudyofin

Vitro,inVivoandinSituMethods[J].WaterResearch,2004,38(3):517-522.
[18]王 宪,李文权,王尊本.分析藻类ATP估算生物量 [J].厦门大学学报:自然科学版,1993,32(1):121-124.

6 西南大学学报(自然科学版)     http://xbbjb.swu.cn     第36卷



[19]沈萍萍,王朝晖,齐雨藻,等.光密度法测定微藻生物量 [J].暨南大学学报:自然科学版与医学版,2001,22(3):

115-119.
[20]蔡卓平,短舜山.朱红惠.光密度法与计数法测定3种能源微藻细胞生长的相关性及其验证(英文)[J].南方农业学

报,2012,43(10):1480-1484.
[21]李士虎,朱 明.分光光度法测定单胞藻数量初步研究 [J].淮海工学院学报:自然科学版,2001,10(Z1):8-9.

MethodologicalComparisonBetweenSpectrophotometry
andMicroscopicCountinginMeasuring

BiomassofMicro-GreenAlgae

TU Bo, CAO Min, HUANG Qian, YANGXiao-hong
KeyLaboratoryofHorticultureforSouthernMountainousRegions,MinistryofEducation/

SchoolofHorticultureandLandscapeArchitecture,SouthwestUniversity,Chongqing400716,China

Abstract:UV-Visspectrophotometerwasusedtoscantheculturesolutionof6strainsofgreenalgaebe-
tween600nmand800nmofwavelength.Themicro-greenalgaeweredilutedinto5concentrationgradi-
ents.Aspecialsinglecharacteristicpeakappearedat685nmofwavelengthinallthe6strains.Concentra-
tionandODvalueofthealgaeliquorsweremeasuredseparatelywithahemacytometerundermicroscope
andwithaUV-Visspectrophotometerscannedat685nmatthesametime.Thelinearfitdegreeforthe
twomethodswasveryhigh.Tofurtherverifytheaboveresults,the6strainsofalgaeweresynchronously
cultivatedfor25days.Fromthe6thday,thealgaesolutionswerescannedeverydaybetweenwavelength
650-700nminordertofurtherconfirmwhetherthecharacteristicabsorptionpeakswouldoffsetornot.
TheconcentrationandOD685valueofthealgaesolutionsweresynchronouslymeasuredeveryday.Thelin-
earfitresultsoftheverificationtestandthecompoundalgaesolutionslinearfitresultswerecompared.
The6strainsofalgaewerealsocultivated20daysinliquidmedium.Thentheyweremixedallinthesame
volumeanddilutedinto5concentrationgradients.TheconcentrationandOD685valueofthemixedalgae
solutionswerealsomeasured.Again,thespecialsinglecharacteristicabsorptionpeakappearedat685nm.
R2ofthealgaesolutionslinearfitwere≥0.990.R2ofmicroscopiccountingscatterlinearfitwere≥
0.940.OD685countingR2wasbetween0.914and0.989.Aftercultivating25days,theabsorptionpeakof
microgreenalgaealsoappearedat685nmandR2wasfrom0.780to0.970.Themixedalgaesolutionlinear
fitR2was0.972.AllthedataaboveclarifiedthatOD685valuecouldaccuratelypresentthebiomassorthe
biomasschangeofmicro-greenalgaewithR2>0.990,andthatspectrophotometryismoreaccurateand
stablethanmicroscopiccounting.
Keywords:micro-greenalgae;biomass;microscopiccounting;spectralcounting;characteristicabsorption

peak

责任编辑 欧 宾    

7第8期     涂 波,等:分光光度法与显微计数法测定微小绿藻生物量的比较研究



8 西南大学学报(自然科学版)     http://xbbjb.swu.cn     第36卷


