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浮游植物叶绿素 a 含量测定方法的比较及优化 

张  红, 吕  富, 吕林兰, 黄金田 

(盐城工学院 化学与生物工程学院, 江苏 盐城 224003) 

摘要: 比较了丙酮萃取法和乙醇-超声波法测定水体中叶绿素 a 的方法, 并对后者进行优化。结果显示, 

乙醇-超声波法的萃取效率显著地高于丙酮法的效率 , 两种方法的相关系数为 0.9990, 回归方程为 

Chla 丙酮=1.0932Chla 乙醇–11.677。优化后的乙醇-超声波法的最佳处理条件为: 带样滤膜–20℃, 冰冻 24 h

以上, 加适量 80℃热乙醇在 80℃水浴中解冻, 经超声振荡处理 3 min 后, 室温黑暗条件下萃取 6 h, 再

离心定容测定。 
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浮游植物的种群生物量是水生生态系统研究的

一个重要指标, 叶绿素 a 存在于所有浮游植物体内, 
占细胞干质量的 1%~2%, 通常可以用来快速估算种
群生物量和浮游植物的增殖能力, 因此浮游植物叶
绿素 a 含量的测定成为浮游植物生物量的重要指标
已被广泛应用[1-4]。叶绿素 a 常用作水体初级生产力
的衡量指标, 在水域环境生物学研究及渔业初级生
产力调查中被广泛应用。 

目前, 浮游植物叶绿素 a 的测定方法主要有高
效液相色谱法、荧光光度计法和分光光度计法。分

光光度计法因操作简单、准确可靠等优点成为了目

前普遍使用的测定浮游植物叶绿素 a 的方法[5-6]。目

前国际上仍广泛使用丙酮作为萃取溶剂的单色法测

定浮游植物叶绿素 a 的含量, 但从萃取效果和安全
性等考虑, 已逐渐采用乙醇作溶剂进行萃取。目前已
有一些关于叶绿素 a 测定方法的比较, 热乙醇法测
定误差的探讨及方法优化等的报道, 但直接以天然
养殖池塘的水样作为分析对象, 考虑热乙醇法的各个
因素对提取叶绿素 a 的影响未见报道[7-9]。因此, 本研
究比较了热乙醇法和丙酮法, 并利用方差分析优化热
乙醇法提取浮游植物叶绿素 a 方法中各影响因素的最
佳条件, 以期得到更为精确、有效、简便的测定方法, 
为快速估算养殖水体种群生物量提供基本依据。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 
水样取自射阳盐场达阳养殖区 D13 池塘, 该塘

约 13 ha(200亩), 采用鲫鱼为主, 鲢鱼为辅的混养模
式, 以五点取样法, 于水面以下 0.5~1.0 m采样。 

1.2  试验方法 
1.2.1  水样的处理和保存 
根据金相灿等[1]的“湖泊富营养化调查规划”

和章宗涉等[10]的“淡水浮游生物研究方法”所述

方法, 取 300 mL水样经微孔滤膜过滤后, 将带样
品的滤膜剪碎放入 10 mL离心管中于冰箱冷冻室
–20℃保存。  

1.2.2  热乙醇萃取分光光度法(乙醇法)步骤 
经冷冻的带样滤膜迅速用 90%的热乙醇(80℃)

于 80℃热水浴中萃取 2 min, KS-1200型超声波破碎
机超声(300 W, 3、5、50 s)振荡处理 2 min, 于室温暗
处静置萃取 4~6 h 后, 离心得上清液定容, UV-2100
型分光光度计于波长 665 nm和 750 nm处测吸光值
E, 后加入 2滴 1 mol/L盐酸酸化, 于波长 665 nm和
750 nm处再测吸光值 A, 叶绿素 a计算公式为:  
Chla 乙醇=27.9×[(E665–E750) – (A665–A750)]×V 乙醇/V 水样 

1.2.3  丙酮萃取分光光度法(丙酮法)步骤 
根据金相灿等 [1]和章宗涉等 [10]所述方法 , 取带

样滤膜剪碎后在研钵中加适量 90%丙酮研磨至足够
细, 移入试管中于暗处静置萃取 4~10 h 后, 离心得
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清液定容, UV-2100型分光光度计测定方法同上, 叶
绿素 a 计算公式为 :  Chla 丙酮=27.3×[(E665–E750)– 
(A665–A750)]×V 丙酮/V 水样 

1.3  试验设计 
1.3.1  乙醇法和丙酮法测定比较 

在同一水域采 5 个平行水样, 同时用丙酮法和
乙醇法测定叶绿素 a 含量, 另在 5 个不同水域采样, 
也用两种方法测定, 用方差分析 F检验比较结果。 
1.3.2  乙醇-超声法测定条件优化 

在乙醇-超声法处理时, 试验设置冷冻时间为 0
和 24 h, 各重复 5次。试验设置萃取时间依次为 2、
4、6、8、10 h; 超声波破碎时间依次为 0、1、2、3、
4 min; 水浴温度依次为 50、60、70、80、90 ℃, 以
上各重复 3次。 

2  结果与分析 

2.1  乙醇法与丙酮法测定结果的统计比较 
据表 1结果, 经方差分析 F检验, F=20.046大于

11.26(F0.01(1.8))。说明两种方法的测定结果具极显著
差异 , 乙醇法测定结果显著高于丙酮法结果 , 说明
乙醇法对浮游植物的叶绿素 a 萃取较完全。乙醇法
测定结果的方差和标准误差都低于丙酮法测定结果, 

也说明乙醇法带来的操作误差较小。 
根据在不同水域样品的测定结果, 计算相关系

数 R2=0.9990, 说明两方法存在显著相关关系, 回归
方程为: Chla 丙酮=1.0932Chla 乙醇–11.677(如图 1)。 

2.2  乙醇-超声法是否冻融测定结果的比较 
结果表明, 同一水域的样品运用冻融法测定结

果极显著高于非冻融法(表 2)。经 SPSS方差分析, 结
果为 S 冷冻(0.824)>S 不冷冻(0.739), 样品经冻融处理后叶
绿素 a提取率显著高于非冻融法。 

 
图 1  测定叶绿素 a含量的乙醇法和丙酮法结果相关关系 
Fig. 1  The correlation between hot-ethanol and cool-ace-

tone method for measuring chlorophyll a 
 
表 1  乙醇法和丙酮法测定结果比较 
Tab. 1  The comparasion between the ethanol and acetone method 

样品编号 1 2 3 4 5 X ±S.D. 

同一水域       

Chla 乙醇(µg/L) 
Chla 丙酮(µg/L) 

46.04 
41.01 

48.36 
38.52 

44.64 
44.92 

47.26 
39.63 

46.28 
38.71 

46.52±1.39 
40.56±2.63 

不同水域 
Chla 乙醇(µg/L) 
Chla 丙酮(µg/L) 

 
44.92 
38.41 

 
64.45 
57.94 

 
83.33 
78.77 

 
103.51 
102.21 

 
50.78 
43.62 

 

 
表 2  冻融对叶绿素 a 提取的影响 
Tab 2  Effect of extraction freezing on extraction of chlorophyll a 

同一水域样品编号 1 2 3 4 5 X ±S.D. 
Chla 冷冻(µg/L) 

Chla 不冷冻(µg/L) 
74.40 
56.73 

75.60 
55.80 

76.26 
54.87 

74.38 
56.33 

75.56 
55.38 

75.24±0.82 
55.82±0.74 

 
2.3  乙醇-超声法萃取时间的比较 

如图 2所示, 叶绿素 a含量随萃取时间的增加而
增加。萃取时间为 10 h 时叶绿素 a 含量最高, 但与  
6 h和 8 h萃取时间相比, 叶绿素 a含量没有显著差
异; 萃取时间为 4 h和 2 h时, 叶绿素 a含量均显著

低于 6 h。故考虑萃取 6 h为宜。 

2.4  乙醇-超声法超声波破碎时间的比较 
随超声波破碎时间的延长, 叶绿素 a 含量逐渐

增高(图 3)。超声波破碎时间为 4 min 时达最高值
55.05 µg/L, 与破碎时间 3 min 相比, 不存在极显著
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差异, 但极显著高于破碎时间 2 min及以下结果。因
此, 考虑超声波破碎 3 min为宜。 

 

图 2  萃取时间对叶绿素 a提取的影响 
Fig. 2  Effects of extraction time on extraction of chlorophyll a 

 

 

图 3  超声波时间对叶绿素 a提取的影响 
Fig. 3  Effects of ultrasonic time on extraction of chlorophyll a 

 

2.5  乙醇-超声法热提取不同水浴温度的比

较 
由图 4 可知, 水浴温度从 50℃增加到 80℃时, 

叶绿素 a 含量也逐步上升, 在水浴温度为 80℃时叶
绿素 a 含量达最高值为 73.64 µg/L, 而水浴温度   
90℃时却突然下降, 且极显著低于 80℃时的数值。
故考虑最佳水浴温度为 80℃。 

 

图 4  水浴温度对叶绿素 a提取的影响 
Fig. 4  Effects of water bath temperature on extraction of chlo-

rophyll a 

3  结论与讨论 

3.1  不同萃取方法的叶绿素 a 的萃取效率 
本实验对养殖水体的同一水域或不同水域的测

定结果均显示, 乙醇-超声波法的萃取效率显著高于
丙酮法。这与杨彩根等[3]的实验结果类似, 认为乙醇-
超声波法明显优于丙酮法。从试验的易操作性分析, 
丙酮法样品磨碎费工费时, 手工研磨细胞破碎不完
全, 不利于大批量样品的测定。同时, 国内生产的醋
酸纤维微孔滤膜在丙酮中完全溶解, 对分光光度计
吸收值测定有影响, 也就影响了叶绿素 a 质量浓度
的测定结果[11-12]。而乙醇法先利用冷处理破碎细胞, 
经热乙醇萃取后再利用超声波进一步粉碎细胞处理, 
叶绿素 a 的萃取较完全。建议在养殖水体监测及水
环境监测叶绿素 a含量领域采用乙醇-超声波法。 

3.2 乙醇-超声法测定条件的优化 
本试验表明, 运用乙醇-超声法测定浮游植物叶

绿素 a含量时, 应将带样品的滤膜–20℃冰冻 24 h以
上, 加适量 80℃热乙醇在 80℃水浴中解冻, 经超声
波破碎机超声振荡处理 3 min后, 室温黑暗条件下萃
取 6 h, 再离心定容测定。这与赵玉华[13]试验结果相

似, 合适的萃取时间为 6~8 h。梁兴飞等[9]由正交优

化试验得出最佳条件为: 萃取温度 80℃, 萃取时间 
2 h, 乙醇浓度 90%, 超声波(40W, 20kHz)破碎 10 min, 
并且 , 随着超声波破碎时间过长 , 会造成提取液局
部温度上升 , 叶绿素开始降解 , 进而影响叶绿素含
量的测定。 

水浴温度为 80℃, 这与绝大多数研究结果相同, 
当水浴温度达 90℃时, 叶绿素 a的值明显下降, 表明
叶绿素因温度过高而被破坏[14]。另外乙醇的沸点是

81℃, 当水浴温度高于 80℃时会使得乙醇部分蒸馏
而出, 降低了乙醇的浓度, 影响了热乙醇的萃取[15]。 
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Abstract: The acetone method and ethanol-ultrasonic method to extract chlorophyll a in the water were compared 

and the latter was optimized. The results showed that the extraction efficiency of ethanol-ultrasonic method is sig-

nificantly higher than that of acetone method. The correlation coefficient of the two methods was 0.9990. The linear 

regression equation between the acetone and ethanol-ultrasonic method was Chla acetone = 1.0932 Chla ethanol – 

11.677. After optimization, the best treatment condition for ethanol ultrasonic method was: taking sample filtration 

membrane at –20℃, frozen for more than 24 h, adding ethanol at 80℃ bathing with 80℃ water, oscillating with 

ultrasonic for 3 min, extracting for 6 h at room temperature in the dark, centrifugalizing and adding ethanol to con-

stant volume for measurement. 
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