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浮游植物长期以来一直被作为水质的指标生物, 而

浮游植物的种群生物量(Phytoplankton biomass)是水生态

系统的一个重要指标[1]。叶绿素 a存在于所有浮游植物体

内, 占细胞干重的 1%—2%, 因此浮游植物叶绿素 a 含量

成为浮游植物生物量的重要指标而被广泛应用[2]。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。高效液相色谱法由于操作繁

琐, 不适于样品的快速检测[3—7]。而荧光光度计法虽然能

够较为快速测量叶绿素 a 的含量, 但是由于一些降解产

物可对光谱产生干扰因而会造成误差[8—10]。分光光度计

法由于操作简单、准确可靠等优点成为了目前最普遍的测

定浮游植物叶绿素 a的方法[11,12]。分光光度计法又分为多

色法和单色法, 多色法由于测量数据较多, 误差大, 已经

很少使用, 目前大多采用的是以丙酮、乙醇等作为萃取溶

剂的单色法 , 丙酮法应用较早 , 目前国际上仍在广泛使

用。近年来, 从萃取效果、安全等考虑, 逐渐采用乙醇作
为萃取溶剂来测定叶绿素 a 的含量, 并有研究对热乙醇

法的误差进行了探讨及比较了与丙酮法的差异 [13,14], 而
关于热乙醇法的各个因素对提取叶绿素 a 的影响尚未报

道。研究证实由于超声波具有强大的机械传质作用以及空

化作用等系列效应 , 使得细胞快速破碎 , 有利于溶剂浸

入细胞而可以提高目标成分的提取率[15,16]。因此, 本研究

采用超声波细胞粉碎仪破碎细胞, 用单因素试验和正交

试验确定热乙醇提取浮游植物叶绿素 a 方法中各因素的

影响并选择最佳条件, 在此基础上对该方法的精密度进

行评价。 

1  材料与方法 

1.1  藻种及培养条件 
铜绿微囊藻 (Microcystis aeruginosa)和鱼害微囊藻

(Microcystis ichthyoblabe Kutz)(购自中国科学院水生生物
研究所淡水藻种库), 培养基为BG11培养基, 光照强度为
2500 lx, 温度为 30°C, 光暗周期为 14h:10h, 对数生长期
的藻液为实验材料。 

1.2  测定原理 
在天然水体中, 浮游植物中不仅存在着具有光合活

性的叶绿素 a, 而且存在着没有光合活性的脱镁叶绿素 a, 
因此应用叶绿素 a 作为浮游植物生产量的主要指标时, 
必须将叶绿素 a与脱镁叶绿素 a区分开来。 

叶绿素 a 经酸化处理后, 镁原子被氢原子取代, 叶
绿素 a降解为脱镁叶绿素 a。脱镁叶绿素 a与等量的叶绿
素 a 相比 , 在 665 nm 波长下 , 具有较低的消光系数  
(1.0/ 1.7), 故可用酸化的方法, 测定叶绿素前后光密度的
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变化。如果天然水体中脱镁叶绿素相对含量较高, 酸化处
理后光密度的变化就较小; 反之 , 脱镁叶绿素的相对含
量越低, 酸化处理后光密度的变化就越大[17]。根据这个原

理, 选用合适的计算公式, 就可以计算出叶绿素 a与脱镁
叶绿素 a的含量。 

测定过程中 , 凡参与计算的各光密度值都应减去
750 nm 处的光密度值, 以消除悬浮物质的干扰。首先测
定酸化前和酸化后的光密度 E665b 和 E665a(酸化前测定的
光密度值用 D665b、D750b表示, 酸化后测定的光密度值用
D665a、D750a表示)。 

E665b=D665b − D750b 
E665a=D665a − D750a 

根据 Lorenzen公式[18]计算单位样品中叶绿素 a含量:  

665b 665aK ( )( g/L) A E Ea
V L

υ× × − ×
μ =

×
叶绿素     (1) 

其中, A——不同萃取溶剂中叶绿素 a的比吸光系数 
     K——常数, 为纯叶绿素 a 酸化前的光密度与

酸化前后的光密度变化的比值 
    υ ——提取液体积(mL) 
    V——样品的体积(L) 
    L——比色杯光程长度(cm) 

1.3  超声辅助热乙醇提取法测定叶绿素 a   
取对数生长期生长的铜绿微囊藻藻液 10 mL过 0.45 

µm 的混合纤维素膜, 将带藻细胞的膜冷冻过夜, 取出后
迅速用 8 mL热乙醇于热水浴中萃取 2min, 将萃取液超声
破碎 5—20min 后, 于暗处静置 2—6h, 离心(5000 r/min, 
4°C)5min后取上清液 3.5 mL置于比色皿中, 于 665 nm和
750 nm处测吸光值, 然后滴加 200 µL的 1 mol/L盐酸酸
化, 5min后于波长 665 nm和 750 nm处再测吸光值。采用
热乙醇为萃取溶剂, A=11.5, K=2.43, 比色皿光程为 1 cm, 
则公式(1)可简化为:  

665b 665a27.9 ( )( g/L) E Ea
V

υ× − ×
μ =叶绿素     (2) 

1.4  单因素试验 
由于叶绿素 a在萃取 2—6h内稳定, 超过 6h则慢慢降

解, 故单因素实验中的萃取时间为 4h。研究表明藻类的细胞
壁在超声频率为 20 kHz、功率为 40 W时极容易破碎[19], 故
本试验中采用的超声频率为 20 kHz、功率为 40 W。 

试验因素 1: 超声时间分别为 1、3、5、10、15、20min, 
乙醇浓度为 80%, 萃取温度 80°C。 

试验因素 2: 萃取温度分别为 60°C、65°C、70°C、
75°C、80°C, 超声时间为 10min, 乙醇浓度为 80%。 

试验因素 3: 乙醇浓度分别为 50%、60%、70%、80%、
90%, 超声时间 10min, 萃取温度 80°C。 
1.5  超声辅助热乙醇提取法的正交优化试验 

为了确定超声辅助热乙醇提取法测定浮游植物

叶绿素 a 的最佳条件, 根据单因素实验的结果, 选
择对提取叶绿素含量 a 有意义的水平做正交试验, 
采用 L9(34)正交表, 以萃取温度、萃取时间、乙醇浓
度、超声时间 4个因素, 选择三个水平进行试验, 实
验方案(表 1)。 
1.6  超声辅助热乙醇提取法测定浮游植物叶绿素 a 方法

评价 
由正交优化试验得出超声辅助热乙醇提取法测定叶

绿素 a的最佳条件, 对该方法进行精密度实验, 取同一藻

液进行 5次分析, 并计算结果的标准偏差, 以评价该方法

的精密度。 

1.7  丙酮提取法测定叶绿素 a 
取藻液 10 mL(与超声辅助热乙醇提取法采用的藻液

为同一批)过 0.45 µm 的混合纤维素膜, 将膜剪碎后在研
钵中加入 8 mL 90% 丙酮研磨, 定量转移到刻度试管中
并加入 90%丙酮使终体积为 8 mL, 于暗处静置萃取 12h, 
离心(5000 r/min, 4°C) 5min后取上清液 3.5 mL于波长 665 
nm和 750 nm处测吸光值, 然后加入 200 µL的 1 mol/L
盐酸酸化, 5min后于波长 665 nm 和 750 nm 处再测吸光
值。采用丙酮为萃取溶剂, A=11.2, K=2.43, 比色皿光程为
1 cm, 则公式(1)可简化为:  

665b 665a27.3 ( )( g/L) E Ea
V

× − × υ
μ =叶绿素     (3) 

2  结  果 

2.1  单因素试验 
超声时间对叶绿素 a 提取的影响    图 1 表明, 在

1—10min 内, 随着超声时间的延长, 藻细胞逐渐被破碎, 
叶绿素 a充分溶出, 叶绿素 a含量逐渐增加。超声 10min
后, 叶绿素 a含量达到最大值, 含量为 282.72 µg/L, 超过
15min, 叶绿素 a含量开始降低。 

 
表 1  因素水平表 

Tab. 1  Factor level chart 

水平 Level 萃取温度 A(°C) 萃取时间 B(h) 乙醇浓度 C(%) 超声时间 D(min) 

1 70 2 70 5 

2 75 4 80 10 

3 80 6 90 15 
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图 1  超声时间对叶绿素 a提取的影响 
Fig. 1  Effects of ultrasonic time on extraction of chlorophyll a 

 
萃取温度对叶绿素 a 提取的影响   图 2表明, 随着

萃取温度的升高, 叶绿素 a的含量总体呈现上升趋势, 超
过 65°C则上升趋势变缓, 在 75°C时叶绿素 a含量最大达
到 260.40 µg/L, 之后略有下降。 

 

图 2  萃取温度对叶绿素 a提取的影响 
Fig. 2  Effects of extraction temperature on extraction of chloro-
phyll a 

 

乙醇浓度对叶绿素 a 提取的影响    图 3 表明, 乙
醇浓度对叶绿素 a 含量影响很大。随着乙醇浓度的升高, 
叶绿素 a含量也逐渐升高, 且当乙醇浓度超过 60%时, 叶
绿素 a含量明显增加。当乙醇浓度达到 90%时, 叶绿素 a
含量达 282.72 µg/L。 

 

图 3  乙醇浓度对叶绿素 a提取的影响 
Fig. 3  Effects of ethanol concentration on extraction of chloro-
phyll a 
 
2.2  超声辅助热乙醇提取法的正交优化试验 

根据单因素实验的结果, 采用 L9(34)正交表, 以萃取
温度、萃取时间、乙醇浓度、超声时间 4个因素、选择三
个水平进行试验, 试验结果(表 2)。 

由表 2极差分析可知, 对于叶绿素 a的提取, 影响因
素的主次是 C>A>D>B。乙醇浓度是主要因素, 萃取温度
是居中因素 , 超声时间和萃取时间是次要因素 , 最优组
合为 A3B1C3D2。对实验结果进行方差分析、F检验(表 3)。 

由表 3 方差分析可以看出, 超声时间因素的偏差平方
和之比为 37.00> F0.05(2,2)=19.00,为显著因素, 萃取温度和
乙 醇 浓 度 影 响 因 素 的 偏 差 平 方 和 之 比 都 大 于

F0.01(2,2)=99.00, 为极显著因素, 而萃取时间则影响不显著。 
 

表 2  正交试验结果 
Tab. 2  Results of orthogonal test 

序号 
Number 

A B C D 
叶绿素含量 
Chla (μg/L) 

1 A1 B1 C1 D1 96.72 
2 A1 B2 C2 D2 156.24 
3 A1 B3 C3 D3 200.88 
4 A2 B1 C2 D3 163.68 
5 A2 B2 C3 D1 178.56 
6 A2 B3 C1 D2 126.48 
7 A3 B1 C3 D2 267.84 
8 A3 B2 C1 D3 178.56 
9 A3 B3 C2 D1 193.44 

K1 151.28 176.08 133.92 156.24  
K2 156.24 171.12 171.12 183.52  
K3 213.28 173.60 215.76 181.04  
R 62.00 4.96 81.84 27.28  
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表 3  方差分析表 
Tab. 3  Results of variance analysis 

方差来源 
Variance source 

偏差平方和 
Square deviation 

自由度       
Free degree 

F值 
F value 

显著性 Significance 

A 7122.16 2 193.00 ＊＊ 

B 36.90 2 1.00  

C 10074.36 2 273.00 ＊＊ 

D 1365.39 2 37.00 ＊ 

误差 Error 36.90    

注: F0.05(2,2)=19.00, F0.01(2,2)=99.00 
 

2.3  超声辅助热乙醇提取法测定浮游植物叶绿素 a 方法

评价 
由正交优化试验得出超声辅助热乙醇提取法测定叶

绿素 a的最佳条件为: 萃取温度 80°C, 萃取时间 2h, 乙醇
浓度 90%, 超声时间 10min。取同一藻液进行 5次分析, 计
算出叶绿素 a 含量的标准偏差为 0.00998, 表明该方法具
有较高的精密度。 

2.4  与丙酮提取法的比较 
分别用超声辅助热乙醇提取法和丙酮提取法对实验

室纯培养铜绿微囊藻藻液、鱼害微囊藻液(培养一周)以及
采自太湖的藻样进行叶绿素 a 含量的测定, 对结果进行
比较(图 4)。 

如图 4 所示, 对于同一类的样品, 超声辅助热乙醇
提取法测定的叶绿素 a 含量明显高于丙酮提取法的含量, 
且前者的 SD 值均小于后者, 表明前者测定结果准确, 而
且具有更高的萃取效率。 

3  讨  论 

超声辅助热乙醇提取法测定叶绿素 a 含量的单因素
实验表明, 叶绿素 a的提取受到许多因素的影响。其中乙
醇浓度对叶绿素 a 的提取影响非常显著, 在所采取的条

件下, 乙醇浓度越高, 越容易引起细胞溶胀, 使得叶绿素
a溶出, 因而叶绿素 a含量越高。而温度对叶绿素 a的提
取影响也很大, 本实验表明, 随着温度的升高, 叶绿素 a
的含量逐渐增大, 但是温度过高, 很容易破坏叶绿素 a, 
使得溶剂中叶绿素 a含量下降。研究表明藻类的细胞壁在
超声频率为 20 kHz, 功率为 40 W时极容易破碎[19], 且随
着超声时间延长, 藻细胞被充分破碎, 叶绿素 a逐渐溶出, 
超声 10min后, 用血球计数板进行显微计数发现, 藻细胞
破碎比例达到 98.3%, 此时叶绿素 a含量达到最大值。超
过 15min后, 叶绿素 a含量降低, 这是由于超声时间过长
造成提取液局部温度上升, 叶绿素开始降解。超声辅助热
乙醇提取法的正交优化试验表明, 影响叶绿素 a 提取的
因素主次顺序是: 乙醇浓度>萃取温度>超声时间>萃取时
间 , 通过极差分析和方差分析 , 结果都显示出乙醇浓度
是主要因素 , 萃取温度是居中因素 , 超声时间和萃取时
间是次要因素, 超声辅助热乙醇提取法测定浮游植物叶
绿素 a的最佳方法为: 温度 80°C, 萃取时间 2h, 乙醇浓度
90%, 超声时间 10min。对该方法进行精密度实验表明, 
超声辅助热乙醇提取法具有较高的精密度。 

本实验分别用超声辅助热乙醇提取法和丙酮提取法

对三种藻样进行叶绿素 a含量的测定, 对结果进行比较。 
 

 

图 4  超声辅助热乙醇提取法和丙酮提取法测定结果的比较 
Fig. 4  The comparison of results between the ultrasound-assisted hot-ethanol extraction method and acetone extraction method 
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对于同一类的样品, 超声辅助热乙醇提取法测定的叶绿
素 a 含量明显高于丙酮提取法的含量, 而对太湖藻样来
说两者差别更大, 这很可能是由于太湖藻样中藻的种类
的不同造成[20—22]。与丙酮提取法相比, 超声辅助热乙醇
提取法效率高 , 误差小 , 而且乙醇对人体健康的影响远
远小于丙酮, 所以该法是一种更准确、安全的测定浮游植
物叶绿素 a的方法。 
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