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摘(要!基于丙酮萃取分光光度法!对叶绿素:测定方法进行深入研究!并通过单因素重复试验对冻存时间"冻存温度"萃
取时间"萃取温度"细胞破碎方式"萃取剂浓度及萃取混合液提取方式等2 方面的测定条件进行优化# 优化后的实验条件
为'水样经过抽滤后!置于4#5 n低温冰箱中冻存$# E后取出!在常温下加入分析纯丙酮!用力振摇# M./至滤膜充分粉碎
后定容到$) M9!静置不超过)'5 E!在离心机内以&))) K_M./的速度离心!取上清进行比色#
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((在养料丰富"流动缓慢的水中!浮游植物的大
量繁殖及死亡是水体富营养化"水生生态系统失衡
的主要诱因*$ 4%+

# 叶绿素:含量是反应浮游植物
生物量和初级生产力水平最直接有效的指标*$+

#

故叶绿素:含量可作为评价湖泊富营养化的指标
之一#

叶绿素:的测定方法主要有高效液相色谱法"

荧光光度法和分光光度法等# 环境领域应用最广
的是丙酮萃取分光光度法*&+

# 该法灵敏度高!仪
器设备简单!操作也简便# 但存在在反复研磨过程
中叶绿素:易发生光解!丙酮极易挥发并污染环
境!浸提保存的时间和温度规定范围过于宽泛!具
体操作的约束条件不够严格统一等问题!从而易引
入较大误差!影响测定结果的准确性*5+

# 已有研
究显示!用丙酮萃取叶绿素:!不同的萃取时间"萃

取剂配比"萃取温度以及过滤方式均对叶绿素:的
测定结果有影响*+ 4,+

# 因此!对丙酮萃取分光光度
法分析叶绿素:的实验条件进行优化!对于提高测
定结果的准确性具有重要的现实意义#

$(实验部分
$'$(实验仪器及试剂

S-+)))型分光光度计%美国哈希&$9S& 4,

型低速离心机%雷勃尔&$S@\4#))$ 4$ 型真空泵
%北京国环高科自动化技术研究所&$>964+ 型多
联不锈钢过滤器%北京国环高科自动化技术研究
所&$组织匀浆器$乙酸纤维滤膜%孔径)'&5
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碳酸镁粉末!丙酮%分析纯&#

$'#(样品采集
按照国家地表水相关水样采集技术规范采集

水样# 采样地点为天津市水上公园东湖!每批样品
采集不少于5个平行样!单个水样体积不少于$9!

采样后立即加入$j的碳酸镁试液固定!并在& E

内进行制样#

$'%(样品制备
通过抽滤!将水样中的浮游植物浓缩于乙酸纤

维滤膜上后!将带有浮游植物的滤膜冻存一定时
间!取出滤膜!在*)j丙酮中通过研磨"静置等方
式提取叶绿素:!然后通过离心"过滤等方式纯化
萃取液!将上清液汇入容量瓶中定容后待测#

$'&(样品测定
将上清液置于$ NM光程的比色皿中!分别读

取25)!++%!+&5 和+%) /M波长处的吸光度!并以
*)j的丙酮作空白吸光度测定!对样品吸光度进行
校正# 根据文献**+计算水中叶绿素:质量浓度#

#(实验条件的优化
#'$(冻存时间

同批次采集%)个平行样!随机分为+组!分别
在4#5 n冻存)!+!$#!#&!&, 和2# E!测得叶绿素
:的结果见图$# 由图$ 可见!冻存$# E 叶绿素:

的测定结果最大!标准偏差最小# 这是因为冻存
$# E!滤膜中剩余的水分已大部分升华!而浮游植
物细胞的酶解反应尚未明显增强!故而对叶绿素:

提取量的影响较小# 因此!确定冻存时间为$# E#

图$(不同冻存时间下叶绿素:的测定结果

#'#(冻存温度
同批次采集$5个平行样!随机分为%组!分别

在4$+! 4#)和4#5 n冻存+ E!叶绿素:测定结
果见图## 由图#可见!样品在4#5 n冻存比在4

$+和4#) n冻存!叶绿素:的测定值更高!标准偏

差更小# 这是由于4#5 n滤膜中浮游植物细胞内
的酶活性被进一步抑制!酶解反应进一步减缓!减
少了叶绿素:的损失# 说明在更低温度下进行样
品的冻存有助于得到更加满意的叶绿素:提取结
果# 故选择冻存温度为4#5 n#

图#(不同冻存温度下叶绿素:的测定结果

#'%(萃取时间
同批次采集#5个平行样!随机分为5组!分别

在常温条件下用*)j丙酮萃取$) M./!)'5!$!#和
& E!叶绿素:测定结果见图%# 由图% 可见!当萃
取时间在)'5 E 以内时!测定结果相对稳定!标准
偏差较小$当萃取时间超过)'5 E 后!样品中叶绿
素:的提取量明显降低!其测定结果也越来越不稳
定!标准偏差均较大# 故萃取时间不宜超过)'5 E#

图%(不同萃取时间下叶绿素:的测定结果

#'&(萃取温度
同批次采集$)个平行样!随机分为#组!分别

在常温*%#) p5&n+和5) n水浴条件下用*)j丙
酮萃取$) M./!测定结果见表&# 由表& 可见!常
温下叶绿素:的测定值更高!相对标准偏差更小#

说明升高萃取温度并不能提高叶绿素:的萃取效
率!相反!萃取温度升高到5)n左右时!会加速丙
酮的挥发!并破坏叶绿素:的分子结构!降低方法
的稳定性# 故确定萃取温度为常温!即% #) p

5&n#
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表&(不同萃取温度下叶绿素:的测定结果
萃取
温度

测定值_%M0,M

4%

&

$ # % & 5

平均值_

%M0,M

4%

&

相对标准
偏差_j

常温 $)+ $$5 $$% $), $$& $$$ %'5

5) n $$% *,'# *5'# $$$ *5'+ $)% ,'+

#'5(细胞破碎方式
同批次采集$5个平行样!随机分为%组!分别采

用组织匀浆器研磨"大功率超声仪超声处理%) M./和
盖严盖子后在比色管中用力振摇# M./ %种方式进
行细胞破碎!叶绿素:测定结果见表5# 由表5 可
知!%种细胞破碎方式所得结果无明显差异!相对
标准偏差均q5j!表明% 种细胞破碎方式均具有
较高的方法稳定性及精密度# 只处理一个样品时!

超声法耗时最长!手摇振荡法最短!组织匀浆器法
操作更加剧烈!易使溶剂飞溅!造成玷污# 因此!当
样品量较少时!手动振荡# M./ 方式最省时!当样
品量较大时!超声%) M./ 更便于对样品进行批量
处理#

表5(不同细胞破碎方式下叶绿素:的测定结果
细胞破
碎方式

测定值_%M0,M

4%

&

$ # % & 5

平均值_

%M0,M

4%

&

相对标准
偏差_j

组织匀浆器2'+) 5'+* 5'$$ +'#% +'5) +'## )'*

超声%) M./ 5'*& 2'*& +'&) 5'#, 5'55 +'$% %'+

手摇振荡
# M./

5'2, &',% ,'#% 2'++ 2'#5 +'25 $'&

#'+(萃取剂浓度
同批次采集$)个平行样!随机分为#组!分别

以*)j丙酮溶液和分析纯丙酮作为萃取剂!二者
对应叶绿素:的测定结果无明显差异%见表+&#

由此可推知!在对水中浮游植物体内的叶绿素:进
行提取时!二者在萃取效率"萃取体系的稳定性等
方面均比较接近# 因此!可以尝试以分析纯丙酮代
替*)j丙酮对此类样品进行叶绿素:的提取#

表+(不同萃取剂浓度下叶绿素:的测定结果

萃取剂 测定值_%M0,M

4%

&

$ # % & 5

平均值_

%M0,M

4%

&

相对标准
偏差_j

*)j丙酮2'+) 5'+* 5'$$ +'#% +'5) +'+% ,'*

分析纯丙酮+'++ 2'#5 +'*& 2'), +'#, +',& 5'+

#'2(萃取液提取纯化方式
同批次采集$)个平行样!随机分为#组!分别

通过& ))) K_M./离心和)'&5

%

M滤膜过滤的方式
得到萃取物上清液!对应叶绿素:测定结果见表
2# 由表2可见!滤膜过滤法的相对标准偏差更大
% m$)j&!这说明通过)'&5

%

M滤膜滤去萃取体
系中残渣的方式较不稳定# 这可能是由于滤膜中
的某些物质与丙酮溶剂相互作用!使滤膜部分溶
解!使进行比色的滤液浊度明显增高而导致的#

表2(不同萃取液纯化方式下叶绿素:的测定结果
萃取液纯
化方式

测定值_%M0,M

4%

&

$ # % & 5

平均值_

%M0,M

4%

&

相对标准
偏差_j

离心 &)'2 %2'% &%'% &#', &)'& &)'* 5',

滤膜过滤&$'+ %&'& &5'+ %2'5 %5'& %,'* $$'*

%(结果讨论
叶绿素:测定值的偏低主要由叶绿素:的降

解引起# 当细胞完全干燥时!引起降解的因素主要
为光解和酶解*$)+

# 通常状态下!叶绿素酶是一种
潜状态酶!这种潜状态是由叶绿素酶与其底物叶绿
素在空间位置上的隔离造成的*$$+

# 当浮游植物细
胞在体外尚未完全干燥时!过量的活性氧会加重细
胞膜脂的过氧化程度和膜通透性!从而破坏这种
(隔离1# (隔离1的崩坏促使叶绿素酶催化叶绿素
及其衍生物侧链酯键进行水解!从而开启叶绿素酶
促降解代谢过程*$#+

#

含叶绿素:的滤膜在经过抽滤和冻存后!仍含
有少量的水分!在后续处里%如细胞破碎"萃取等&

中发挥作用!使部分叶绿素降解!从而降低测定结
果的准确性# 这一影响会在样品低温干燥时!因水
分随着时间的延长逐渐升华而逐渐减弱# 与此同
时!随冻存时间的延长!受酶解反应影响!冻存中的
浮游植物的组织细胞结构越来越不稳定!其所含的
叶绿素:损失量也越来越多# 故叶绿素:的提取
量主要受冻存温度和冻存时间的共同影响#

基于以上研究可知!优化细化操作步骤和实验
条件可以有效提升丙酮萃取分光光度法测定叶绿
素:的提取效率!增加方法的稳定性#

&(结语
通过单因素重复试验的方式!基于丙酮萃取分

光光度法!在冻存时间"冻存温度"萃取时间"萃取
温度"细胞破碎方式"萃取剂浓度"萃取液分离提纯
方式等2个方面对叶绿素:测定方法进行了深入
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探讨# 建议采用如下途径进行叶绿素:的测定'水
样经过抽滤后!置于4#5 n低温冰箱中冻存$# E

后取出!在常温下加入分析纯丙酮!用力振摇至滤
膜充分粉碎后定容到$) M9!静置不超过)'5 E!在
离心机内以&))) K_M./的速度离心!取上清液进行
比色#

手动剧烈振摇对滤膜中浮游植物细胞进行破
碎!在样品量较少的情况下有效的提高了试验
效率#

优化后的实验条件有效降低了滤膜中残存水
分及所含杂质对叶绿素:测定的影响# 后续研究!

将尝试以冻干机内的快速冷冻干燥替代冰箱内冻
存的步骤!进一步提高叶绿素:的提取效率#
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