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摘　要：《国际船舶压载水和沉积物控制与管理公约》Ｄ２排放标准对排放压载水中１０～５０μｍ生物、大于等
于５０μｍ生物、大肠埃希氏菌、肠道球菌和霍乱弧菌的活体数量提出了具体的要求。目前各国已重视并针对
压载水处理做了大量研究，但如何对压载水中活体生物开展有效检测，尤其是快速检测尚存在问题。介绍了

目前国际上使用的几种主要检测方法，如显微镜观察法、流式细胞技术、微流控芯片技术、分子生物学技术、

ＭＰＮ法、平板法等，以及几种方法的原理、使用特点和在压载水快速检测中的限制性。基于快速、准确、样品
消耗量小、自动程度高的特点，流式细胞术法是目前最适合发展用于港口压载水生物快速检测的方法。公约

未对排放压载水中孢囊的数量有详细规定，相应的研究也很少，但孢囊对压载水排放地生态系统潜在破坏性

更大，因此建议加强对孢囊方面的研究。
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　　压载水是指在船舶航行过程中，为保证船舶
纵倾、横倾、吃水、稳定或应力而在船上加装的水

及其中的悬浮物［１］。每年约有百亿吨压载水携

带水生生物跟随船舶穿梭世界各地。每天压载

水中携带的生物可达到７０００种［２］，对压载水排

放地的生物多样性、经济和人类健康造成巨大威

胁。压载水也被视为海洋四大危害之一［３］。

２００４年，国际海事组织（ＩＭＯ）公布了《国际船舶
压载水和沉积物控制与管理公约》，旨在控制与

管理船舶压载水和沉积物排放，减少有害水生生

物对经济、生态环境以及人类健康带来的威胁。

２０１７年０９月０８日，公约正式生效。
公约包括２２条款、一个规则附则，以及方便

公约履行的１４条指南。其中，附则Ｄ２部分为压
载水性能标准，其详细规定了排放压载水中活体

生物数量［４］：即最小尺寸大于或等于５０μｍ可存
活生物小于１０个／ｍ３，最小尺寸小于５０μｍ但大
于等于１０μｍ的可存活生物小于１０ｃｅｌｌｓ／ｍＬ，霍
乱弧菌（Ｏ１和 Ｏ１３９群）小于１ＣＦＵ／１００ｍＬ，大肠

埃希氏菌小于 ２５０ＣＦＵ／１００ｍＬ，肠道球菌小于
１００ＣＦＵ／１００ｍＬ。目前各国已开始重视并针对压
载水处理做了大量的研究，但如何对压载水中活

体生物开展有效检测尤其是快速检测尚存在不

少问题，公约也未对检测技术进行明确规定。本

文介绍了目前用于压载水生物检测的方法及其

使用特点，并对压载水中生物快速检测提出了一

些建议。

１　１０～５０μｍ生物检测技术

１．１　基于光学特性的检测方法
１．１．１　显微镜观察法

显微镜观察法是一种传统的浮游植物检测

分析方法。直接将定量样品加入到样品计数框

内，或者沉淀过滤到滤膜上［５］，然后置于显微镜

下观察，通过细胞完整程度、色素含量和色素降

解情况等形态学特征判断生物活性［６］，或者添加

鲁哥氏液或甲醛固定，方便观察。利用该方法可

以观察生物形态，分辨生物种类和数量，是目前
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广泛用于压载水研究的基础方法［７１０］，也是一种

衡量其他方法准确性的依据［１１］。

然而，受限于显微镜分辨率，通过细胞形态

特征有时并不能准确的辨别细胞活性，因此，可

以利用染色物质对细胞进行染色，辅助检测员对

活体细胞进行鉴定。目前一般用于压载水中１０
～５０μｍ生物的染色物质有中性红染料、Ｓｙｔｏｘ染
剂、荧光素二乙酸酯（ＦＤＡ）和５－氯甲基荧光素
二醋酸酯 （ＣＭＦＤＡ）等。

中性红是一种碱性活体染料，活细胞能够大

量吸收中性红并向液泡中排泌。当中性红进入

到液泡中后便解离出阳离子，与液泡酸性环境发

生反应，使液泡呈现出樱桃红色，但死亡细胞中，

中性红则会与原生质和细胞核结合，而使原生质

与细胞核染色，整个细胞呈现红色。利用此原理

可以将压载水中生物进行染色，从而对活体生物

进行筛选［１２］。但染色状态受中性红浓度以及染

色时间的影响较大，并且中性红具有一定的毒

性，浓度过高甚至影响细胞活性［１３］。

ＳＴＥＰＨＡＮ［１４］曾利用 Ｓｙｔｏｘ染剂对压载水中
１０～５０μｍ生物开展活体细胞检测，Ｓｙｔｏｘ染剂只
能够将死亡细胞染色，并利用差减法对活体细胞

进行计数，其做法首先是直接对样品进行染色，

记录死亡细胞个数，然后处理样品将所有细胞杀

死，再次染色记录死亡细胞个数，两者相减即为

样品中活体细胞个数。此种方法较为繁琐，并且

不能区分无繁殖能力的“活细胞”。

ＦＤＡ能够自由穿越完整细胞质膜，进入细胞
原生质体后受酯类酶作用，分解形成荧光素，荧

光素不能自由地穿越细胞质膜，因而积累在有活

力的细胞中，在激光照射下，产生绿色荧光，无活

力细胞不能分解 ＦＤＡ，因此无荧光产生［１５－１６］。

ＣＭＦＤＡ可以通过被动运输穿过细胞膜进入活体
细胞内，其中的亲脂性基团被胞浆内非特异性酯

酶水解，生成５－氯甲基荧光素，其可发出绿色荧
光。目前利用 ＦＤＡ和 ＣＭＦＤＡ可对压载水中浮
游生物进行共同染色，其在荧光显微镜下观察，

能够轻易分辨生物死活。并且可以配合福尔马

林、戊二醛等固定剂使用，可以保证样品中生物

不会运动。该方法优点在于使用的染色剂剂量

小，成本较低，染色时间短（２０ｍｉｎ），美国环境保
护署（ＥＰＡ）建议使用此种方法对排放压载水中
１０～５０μｍ生物开展检测［１７］。但利用此种方法

时，在荧光模式下并不能很好的对生物种类进行

鉴定，需要额外花费时间去鉴定生物种类。并且

挪威ＮＩＶＡ研究中心［１８］曾有报告指出，有些活体

细胞因为细胞壁的存在，或者含有的脂类酶极

少，不能保证 ＣＭＦＤＡ和 ＦＤＡ顺利进入细胞内
部，从而有可能导致正常的活体细胞被误判为死

细胞。使用紫外线（ＵＶ）照射技术的船舶压载水
管理系统（ＢＷＭＳ），利用紫外射线损坏细胞内
ＤＮＡ等大分子物质，但脂类酶等小分子物质有可
能仍然存在，有学者就指出，此种细胞虽然具有

活性，但其已经丧失再繁殖能力，其在生态学角

度来看，已经可以判定死亡［１９］，但在使用ＣＭＦＤＡ
和ＦＤＡ染色时，其仍有可能发出荧光，从而导致
实际 已 经 死 亡 的 细 胞 被 认 为 活 细 胞。

ＳＴＥＩＮＢＥＲＧ［２０］发现如海洋原甲藻（Ｐｒｏｒｏｃｅｎｔｒｕｍ
ｍｉｃａｎ）、角多甲藻（Ｐｅｒｉｄｉｎｉｕｍｂｉｐｅｓ）、锥状斯克里
普 藻 （Ｓｃｒｉｐｐｓｉｅｌｌａ ｔｒｏｃｈｏｉｄｅａ）以 及 鳍 藻 属
（Ｄｉｎｏｐｈｙｓｉｓｓｐ．）等非自养型生物，其细胞死亡后
也能够检测到荧光。所以，在评估使用 ＵＶ技术
的ＢＷＭＳ时，应避免使用该种方法。

显微镜观察法往往前期处理时间较长，冯道

伦［２１］曾经对滤膜法进行改进，利用真空泵将样品

中实验藻类杜氏盐藻和赤潮异湾藻快速过滤到

滤膜上，大大缩短了样品准备时间，配合显微镜

自动成像系统，可以快速的进行计数，并且具有

较高的准确性，但由于不同的生物具有不同的抗

变形能力，如何确定合适的真空泵压力，保证不

同生物种类都能够留存在滤膜上，需要开展进一

步实验。

公约根据生物个体的最小尺寸对排放压载

水中生物进行了详细的分类，因此要求检测员在

对压载水中生物进行种类鉴定时，还要能够准确

的判断其生物大小，需要具有非常专业的分类知

识和丰富的检测经验。在利用显微镜观察样品

时，一般是凭借目镜中测量微尺去测量细胞大

小，费时费力，并且在显微镜视野中细胞并不一

定能够呈现出其最小尺寸部分，导致无法利用测

量微尺去测量细胞大小，并且样品中泥沙、碎屑

等物质也会不可避免的遮挡细胞，对于检测员来

说是一个很大的考验，只能凭借经验去判断，无

疑增加了结果的不确定性。样品在计数框或滤

膜中如果不能均匀分布，也会对结果产生影

响［２２］。人为因素往往具有一定的主观偏见性，即

１６４
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使经验丰富的检测员，也会不可避免的产生误

差，在严格的公约排放标准下，产生的误差对排

放压载水性能评估影响较大。因此，该方法在压

载水检测应用中对样品和人员素质均具有较高

的要求，有一定的限制性。

１．１．２　流式细胞技术
流式细胞技术（Ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｒｙ，ＦＣＭ）是 ２０

世纪７０年代发展起来的一种新型细胞检测技
术，是利用流式细胞仪，使细胞在流动室内处于

快速流动状态，通过鞘液流技术，使细胞逐个通

过激光光束，测量其产生的散射光和荧光强度，

从而对细胞进行分析，其可以快速分析上万细胞

并进行分类计数，同时测量细胞形态等特征。还

可以通过与荧光染色法结合，对细胞活性进行判

定［２３］，基于此流式细胞技术可应用于对压载水中

活体生物进行快速检测。此种方法具有精度高、

准确性好、速度快的优点，自动程度高，对检测员

的经验要求不高，能够快速的对样品中生物进行

定量分析［２４］。流式细胞仪用于分析的样品体积

小，当样品中细胞浓度低于１０３个／ｍＬ时，细胞就
不容易被检测到［２５］。对于含有较高浓度生物的

水样，其具有更好的检测效果［２６］。而公约 Ｄ－２
排放标准要求的排放压载水中活体生物密度较

低，在一定程度上限制了流式细胞仪在检测排放

压载水方面的应用。并且流式细胞仪仪器体积

大，不方便携带，价格也十分昂贵。其利用荧光

染剂判断生物活性时，荧光染剂的缺点依然存

在。这些都成为限制流式细胞术在压载水检测

中应用的因素。但随着科技的发展，流式细胞术

仍在压载水生物检测方面具有广泛的发展前景。

将流式细胞技术与显微镜成像技术结合，并

配合使用图像分析软件，形成一种新型细胞检测

技术———流式细胞摄像系统（ＦｌｏｗＣｙｔｏｍｅｔｅｒＡｎｄ
Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，ＦｌｏｗＣＡＭ）。ＦｌｏｗＣＡＭ可以对样品
中细胞等颗粒物进行捕捉拍摄，并在线显示拍摄

到的任何颗粒物的清晰数字图像。除了具备传

统流式细胞技术的特点之外，当建立起有效的生

物图谱数据库之后，还可以实现对细胞的自动分

类识别。但是由于未使用鞘液流技术，有时也不

能很好对样品流进行聚焦，虽然进行拍照，但不

能对其进行有效判别［２７］。

１．１．３　微流控芯片技术
微流控芯片技术是在微纳米通道内，利用光

学检测或电化学技术对样品中藻类叶绿素荧光

开展检测，是一种新兴起的应用于细胞检测与研

究的技术［２８］。徐永奕［２９］提出利用微流控芯片技

术对压载水中浮游植物开展现场快速检测，其具

有成本低、体积小、操作简便等优点，对于实现压

载水的现场快速检测具有一定意义。但利用此

种方法检测的样品体积以 μＬ计，其检出限约为
１０００个／ｍＬ左右，显然不满足于Ｄ２排放标准中
活体生物不超过１０个／ｍＬ的要求。
１．２　分子生物学技术

目前，国内外学者尝试利用分子生物学技

术，对压载水中 １０～５０μｍ生物开展鉴定。
ＳＣＨＯＬＩＮ［３０］对亚历山大藻进行基因标记鉴定和
ＲＮＡ基因片段序列分析，并且发现在有毒亚历山
大藻中存在独特的Ａ基因和Ｂ基因，从而发展出
利用ＲＥＬＰ技术对亚历山大藻进行快速鉴定的技
术。ＳＴＥＨＯＵＷＥＲ［２４］曾利用１６ｓＲＮＡ测定压载水
中１０～５０μｍ生物，其首先用镜检法对样品测
定，发现疑似产毒拟菱形藻（Ｐｓｅｕｄｏｎｉｔｚｓｃｈｉａ
ｓｐｐ．）的存在，而后利用分子生物学法，精确的对
生物种类进行判定。但分子生物学技术也存在

一些不足，其不能对生物进行定量检测，需要的

压载水样品量较大，并且基因提取时间长。利用

分子生物学技术可以鉴定的生物种类有限，而有

些船舶压载水来源地很杂，同一个压载水舱中有

可能混杂多个不同压载地的水，用分子生物学技

术就会存在很大的不确定性，因此分子生物学技

术更加适用于特定藻类的研究，如有毒藻类的鉴

定。

１．３　ＳＤＳＭＰＮ（ＳｅｒｉａｌＤｉｌｕｔｉｏｎＣｕｌｔｕｒｅｍｏｓｔ
ＰｒｏｂａｂｌｅＮｕｍｂｅｒ）法

ＳＤＳＭＰＮ方法是一种采用数学理论推算，用
置信区间来估算生物浓度的方法，最早是１９１５年
ＭｃＣｒａｄｙ用于细菌浓度的估算，该方法是将样品
做一系列稀释后，接种到适宜的培养液中培养，

在有藻类生长的最后三个稀释度的管数，查找最

大可能数表（ＭＰＮ表），从而估算活性细胞的最大
可能数量［３１］。中国国家海洋局第一海洋研究所

就曾利用ＭＰＮ法针对南通海景船舶压载水管理
系统股份有限公司ＳｅａｓｃａｐｅＢＷＭＳ压载水管理
系统实船试验排放水中１０～５０μｍ生物开展了相
关的研究检测。该种方法被 ＪＯＨＮ［３２］认为是一

种非常有效的检测被 ＢＷＭＳ（尤其是利用 ＵＶ技
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术）处理后的压载水水中存活生物的方法。

ＦＩＲＳＴ［３３］曾指出，细胞经过ＵＶ处理后，虽然外观
完整并且能够正常的代谢特征，但已经失去再生

能力。如果利用显微镜观察法或流式细胞技术，

仍有可能会被认为活体细胞，但此种细胞对压载

水排放地已经不具备产生危害的能力，在生态学

意义上可以被定义为死亡细胞。并且生物在自

然环境中后会发生光复活现象，有可能导致压载

水性能被高估而被允许排放，对生态环境带来潜

在威胁。利用 ＭＰＮ方法可以避免上述情况发
生。但ＭＰＮ方法同样具有一定的不足，有学者
曾指出，它仅能统计在实验室培养条件下生长出

的细胞，当压载水中生物进入到自然环境中，并

不一定能够存活，并且有些生物种类并不一定能

够在实验室条件下培养［３４］。

２　大于等于５０μｍ生物检测技术

当前主流的检测压载水中≥５０μｍ生物方
法，仍是以传统方法显微镜观察法为主［３５］。由于

活体生物会不停游动，容易造成漏检或重复计

数［３６］，ＥＰＡ［１７］建议在检测压载水≥５０μｍ生物
生物时，可以使用差减法，首先对样品中死亡生

物个体进行计数，然后将样品进行处理，保证样

品中生物全部被杀死，再次对样品中生物总个数

进行计数，那么利用公式“活体生物个数 ＝所有
生物个体数死亡个体数”即可算出样品活体生物
个数。≥５０μｍ生物同样可以使用流式细胞仪进
行分析［３７］。

３　小于１０μｍ生物检测技术

３．１　细菌总数
虽然公约未对排放压载水中细菌总数数量

进行详细的规定，但对于开展ＢＷＭＳ的性能评估
时，细菌总数是一个不可或缺的重要参考依据。

３．１．１　平板法
平板计数法是一种传统的计数方法，该方法

是将待测样品稀释成不同浓度稀释液后，涂布到

固体培养基上，单一细胞经过培养后形成一个肉

眼可见的菌落，通过计算菌落总数，经过换算后，

即可得知样品中细菌总数。是一种广泛应用在

船舶压载水中微生物检测的方法［９，１７］。但自然环

境中微生物种类和数量多种多样，如一些厌氧

菌、有特殊营养要求的细菌，并不一定能够在现

有条件下繁殖生长，平板计数法的结果并不能代

表实际中所有的细菌总数［３８３９］，并且平板计数法

操作繁琐，需要较长时间的准备和收尾工作，因

此这种方法在检测压载水中细菌总数时具有一

定局限性。

３．１．２　３Ｍ生物测试片
３Ｍ细菌总数测试片多用于食品检测，其含

有适合细菌繁殖的培养基、冷水可溶凝胶和显色

剂，具有快速、方便、灵敏度高以及特异性强的特

点［４０４１］。王海军［４２］为了探索快速便捷的船舶压

载水微生物指标的检测方法，利用３Ｍ生物测试
片对船舶压载水样品进行检测，结果发现其适用

于压载水中细菌总数的测定，其具有操作简单，

菌落清晰等特点，相比较于传统平板计数法，更

易于辨认和计数，但费用相对会比较昂贵。

３．２　大肠埃希氏菌
３．２．１　ＭＰＮ法

ＭＰＮ法是将样品进行一系列不同浓度稀释
后，接种到含有培养基试管中培养，根据不同浓

度系列下，培养出大肠埃希氏菌的试管个数，对

照ＭＰＮ表，估算出样品中大肠埃希氏菌浓度，是
一种广泛应用于船舶压载水大肠埃希氏菌检测

的方法［９，１７］。

３．２．２　滤膜法
滤膜法是将一定体积（一般为１００ｍＬ）的样

品经过抽滤方式截留到０．４５μｍ微孔滤膜上，然
后将滤膜放置在ＭＴＥＣ培养基上进行培养，根据
过滤的样品体积和生长出的典型大肠埃希氏菌

菌落个数，换算出样品中大肠埃希氏菌浓度。

ＥＰＡ［１７］推荐使用此种方法检测压载水中大肠埃
希氏菌浓度。

３．２．３　３Ｍ大肠菌群测试片
王海军［４２］曾利用３Ｍ大肠埃希氏菌测试片

测定压载水中大肠埃希氏菌，并利用 ＭＰＮ法对
结果进行验证，结果发现３Ｍ测试片虽然操作简
单，检测时间短，但存在一定的漏检率，并不适用

于压载水中大肠埃希氏菌的测定。

３．３　肠道球菌
目前主流的用于肠道球菌检测的方法是使

用滤膜法进行检测，方法同大肠杆菌，培养基更

换为适合肠道球菌生长的培养基［１７］。

３．４　霍乱弧菌（Ｏ１群和Ｏ１３９群）
常规的霍乱弧菌检测方法是将样品添加到
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碱性蛋白胨水中，经过增菌培养后，挑取菌膜下

表层接种到选择性培养基（ＴＣＢＳ培养基）上进行
培养。挑选疑似菌落，利用Ｏ１群和Ｏ１３９群单克
隆抗体开展玻片凝集实验，实现对霍乱弧菌的筛

选检测［４３］。ＥＰＡ推荐的霍乱弧菌检测方法中，使
用异硫氰酸荧光素标记的单克隆抗体，可以直接

在荧光显微镜下对霍乱弧菌进行检测［１７，４４］。

实 时 荧 光 定 量 ＰＣＲ 技 术 （Ｒｅａｌｔｉｍｅ
ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅＱｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ）也被用来检测压载
水中霍乱弧菌。荧光定量 ＰＣＲ技术是指在常规
ＰＣＲ基础上加入荧光标记探针或相应的荧光染
料，实现定量功能。ＦＹＳＫＥ［４５］曾利用荧光探针
ＰＣＲ技术快速的检测到压载水中霍乱弧菌的存
在，该方法具有特异性强、灵敏度和准确度高、操

作简单等特点，并且对霍乱弧菌检出限为１ＣＦＵ／
１００ｍＬ，完全有能力检测 Ｄ２标准要求的排放
水，虽然前期仪器投入较大，也不失为一种可以

利用的方法。

以上介绍的＜１０μｍ生物都利用到了传统的
分离培养法，耗费时间较长，并且需要在无菌环

境环境中开展检测，具有一定的限制性。流式细

胞仪法同样适用于压载水中细菌的检测，

ＪＯＡＣＨＩＭＳＴＨＡＬ［２３，４６］用流式细胞仪测定新加坡
港压载水中细菌总数、大肠埃希氏菌、霍乱弧菌

和肠道球菌，测量结果与传统方法标准误差仅为

５％。

４　展望

各种方法均存在自身的优势与缺陷，如何将

几种方法结合使用，充分利用各种方法的优点，

也是研究的一大趋势，这样才能更好的帮助缔约

国对压载水公约进行履约。ＭＩＡ［２７］曾利用流式
细胞术、流式细胞影响术、显微镜镜检法以及膜

过滤法等四种方法对压载水中１０～５０μｍ生物
开展检测，对比结果证明不同方法得到的检测结

果之间的差异足以影响到排放压载水是否达到

排放标准，因此，ＩＭＯ应尽快建立一个国际公认
的压载水排放生物检测标准，以避免引起不必要

的国际纠纷。

公约规定“在执行本公约条款时应尽力避免

使船舶受到不当的滞留或延误”“如果在执行本

公约条款时船舶受到不当滞留或延误，该船有权

要求对其受到的任何损失或损害予以赔偿”。目

前，虽然针对压载水中生物的检测方法多种多

样，但大多是由传统检测方法发展而来，而由于

船舶在港时间存在不确定性，往往时间较短，传

统方法显然不满足于船舶压载水的快速检测的

要求。执法部门在执法时，为不耽误船舶船期，

需要能够快速判断船舶排放压载水中生物是否

满足Ｄ２排放标准，这就要求包括我国在内的缔
约国亟需快速、准确、高效的压载水生物检测技

术支撑。而目前压载水研究工作主要集中在压

载水中生物生态特征的研究，关于压载水生物的

快速检测研究并不多。公约并没有对排放压载

水中生物的种类有明确的要求，只针对数量做了

详细规定，流式细胞术法是目前最适合发展用于

压载水生物快速检测的方法，也是目前唯一一种

能够同时检测 Ｄ２标准中要求的所有生物的方
法。其快速、准确、样品消耗量小的特点能够保

证执法部门能够快速的判断到港船舶压载水是

否可以直接排放，自动程度高的特点降低了人为

检测所带来的主观误差，也能让执法人员经过培

训后快速掌握使用方法。针对此方法的研究方

向应该进一步提升其检测低浓度样品的能力以

及设备便携化。同时，配合 ＭＰＮ法，对压载水进
行后续跟踪。建立世界上主要压载地水生生物

库，执法部门可以通过船舶压载水日志，有针对

性的开展压载水生物检测，可以有效提高检测效

率，方便采取相应的应急措施。同时，建立本国

压载水外来生物库，为执法部门等提供数据储备

与支撑，将更加有利于压载水入侵风险评估以及

生态环境损坏赔偿机制的建立。

另外不容忽视的一点，压载水中存在的生物

孢囊的快速鉴定方法也是压载水有效控制的迫

切需要。ＨＡＬＬＥＧＲＡＥＦＦ［４７］曾对进入澳大利亚
港口的３４３艘船舶中的底泥中孢囊进行培养，其
中２０种孢囊被成功培养，甚至存在有毒种孢囊。
当前对压载水中孢囊的研究仍然很少。虽然 Ｄ２
标准并没有对排放水中孢囊的密度有详细的规

定，但孢囊对于外界极端环境具有很强的适应能

力，其相比较于浮游期细胞更能适应于压载水环

境［４８］，更难被ＢＷＭＳ处理，对压载水排放地的生
态系统潜在破坏性更大。所以也应该同时加强

对孢囊的形态鉴定等方面的研究［４９］。
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