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摘 要

在研究大田作物的光合性能时
，
常常需 要测定其什绿素的含量

。

本文介绍了以玉米
、

高

粱
、
小麦

、

水稻
、

大豆和向日葵的叶片为材料
，
对 �种提取叶绿素的方法进行分析比较

。

结果

表明
，
无水乙醇和丙酮 ��

， � �混合浦直接浸抱提取法的效果最好
，
既准确又简便

。

叶绿素是叶绿体的重要组成部分
，
是植物进行光合作用的主要色素

。

所以
，
测定叶绿

素含量是研究植物光合作用性能的常用方法
，

一

也是农业科研与农业生产经常遇到的问题
。

关于叶绿素的提取有很多种方法
。
����年

， ��� 。 �提出了丙酮法
� ’ 〕 ，

即用���丙酮

研磨过滤
，
并提出了计算叶绿素含量的经验公式

，
这种方法得到了广泛的应用

。

在国内出

版的 《 植物生理学实验指导 》 书中介绍了���乙醇研磨法
‘ “ ’ ，

采 用 本 法的提取效果更

好
。
����年

， ���� � �
对高等植物提出了二甲基亚枫法

〔 “ ’ ，
本法的优点在于把被测材料直

接用二甲基亚枫 ���
�

一�一��
。 ， ���� �于��℃下浸泡而勿需研磨过滤

，
因而简化

占
了提取手续

。
����年

，
古川昭雄提出了无水 乙醇浸泡法

〔 ‘ 〕 ，
但由于工作时间长

夕
提取不

完全而未被采甲
。
����年

，
陈福明提出无水 乙醇

、

丙酮
、

蒸馏水 ��
� ，� �

� ，� � �混合液

浸泡法
〔 ” 」。

��凡�年
，
冯瑞云 提出热醇浸泡法

‘ “ ， 。
����年

，
张宪政提出了无水 乙醇

、

丙酮

��
� � �混合液浸泡法

‘ � ’ ，
等等

。

但是
，
不管采用哪一种方法提取叶绿素

，
最后都用

分光光度计比色
，
并按��� ��公式计算出含量

。

从所报道的数据看
， �

匕述方法各有优点
，
但同一种方法对不同的作物表现出差异性

。

我们试图通过对比试验
，
找出提取大田作物叶绿素的最佳方法

。

材 料 和 方 法

一
、

材料 玉米 �旗叶 �
、

高粱 �旗叶 �
、 ’

小麦 �旗叶 �
、

水稻 �旗叶 �
、

大豆 �同

一节位 �
、

向日葵 �同一层次 �的叶片
。

二
、

方法 在待测叶片主脉两侧相同部位用打孔器 �山 � �
�

�宝 � �取祥
，
剪 成 �一

���的细丝
，
混合均匀后

，
每个作物分别称取��份叶祥

，
每份重 ���� �，

按下述 �种方

法提取 叶绿素
�

�
�

���丙酮�石英砂 �少许 ��碳酸钙粉末 �少许 �研磨
�

�
�

���丙酮浸泡�

�
�

���乙醇�石英砂 �少许 ��碳酸钙粉末 �少许 �研磨
�

�
。
���乙醇浸泡，

�
。

二 甲基亚枫浸泡 �
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�
�

无水 乙醇与丙酮 ��
� ��混合液浸泡

�

�
�

无水 乙醇
、

丙酮与蒸馏水 ��
�

�� �
�

�� ��混合液浸泡
。

研磨法
，
将叶片充分研碎成匀浆

，
过滤

，
滤液定容至����

。

浸泡法
，

将叶片细丝装入

三角瓶
，
加入��� �试剂浸泡

，
加塞

。

置于��一�� �的温箱中保温��一��分钟 �每隔 �一��

分钟摇动一次 �
，

叶丝完全变白
。

同一种作物
，
每一种提取方法重复 �次

。

此外
，
再取

���� �鲜叶一份放在干燥箱中于���下洪干至恒重
，
用于叶绿素含量的计算

。

结 果 与 分 析

一
、

叶绿素提取液的吸收光谱 以向日葵叶片为材料
，
用 上 述 �种 方 法 提 取 叶 绿

素
，
在���一 �����的 光波范围内

，
每 隔加 �� 测定光密度

，
绘别成吸收光谱曲线 �图

� �
。

从图 �可 以看出
，
各 种方法沂提取叶绿素的吸收光谱几乎完 全 一 致

，
这 与张完

政
‘ � ’ 、

冯瑞云
‘ � “
的测走结果相同

。

因此
，
可 以采用分光光度法进行侧定

，
并按� ����公

式计算叶绿素含量
�

�� � ��
�

�� 。 。 �
一 �

�

��� � � �

��

眨���卜

竹琪
父

叭甲沙�呼江
�

������以，��圳������、
图让�江�

�匕 二 ��
�

�� 。 、 。
一 �

。
��� 。 。 �

��二 ��
。
�� 。 、 �

��
�

���
�

� 。 �

。
一

�

一
。

二甲墓亚叹

�
。 �方乙西至

一一一 ��绍丙醒

刁
、 � �

， � ， � ����
三义 七 � �

－
�母

。
�

叶绿素含量 �占干重� �

羚谓护畔
二 絮��� ��� �油 ��� ��� �����

叶绿素提取液酚吸收光谱

� �� �� ��
又 提取液总量 �� �� 、 ��

一 �

祥品
一

�
一

重 �� ��
� ����

式中
， ��

、
��

、
��一提取液 中�‘

一

卜录素
� 、

叶录素�和总叶绿素的浓度 �� 、� ��
�

� � � � 、
�

。 。 � 、
� 。 。 �

一分别为 旧应波 长下的光密度 ��� �值，

�。 一 “
一将毫升换算成升

。

二
、

叶绿素含量比较 按� ��飞。 。 公式
，
玉米

、

高粱
、

小室
、

水稻
、

大豆和 向日葵等大

田作物利用上述 �种方法的叶绿素 含量列于表 �
。

从表 �可 以看出
�

表 � 不同方法提取的大 田作物叶绿素的含量 �占干重的� �
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就同 一种作物而言
，
不同的提取方法

，
叶绿素的含量差异明显

。

如 以�
�� ��的丙

酮研磨法为 标准 �定为�。 。� �
，
那 么 最佳的提取方法均超过该法���以上

。

尤其是高
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粱
，
利用 乙醇丙驹混合液浸泡和 乙醇丙酮水混合液浸泡竟超过���以上

。

�
�

对不同作物而论
，
有些提取 方法同时对几种作物获得很好的结果

，
叶绿素的含量

高于其他方法
。

例如
，
用���乙醇浸泡法提取玉米

、

小麦
、

大豆
、

水稻的叶绿素
，
其含量

超过���丙酮研磨法为��一���
，
而 用 乙醇丙酮混合液浸泡法提取高粱和向日葵的叶绿

声
夕
其含量超过���丙酮研磨法达��一���

。

但是
，
上述两种方法对所测定的大田作物来

说差异性不大
。

�
�

从 提 取方法来说
，
在 试验 设计中只是���丙酮和��� 乙醇既有研磨法又有浸泡

法
，
利用同一种试刘而采用两种方法提取的叶绿素含量十分接近

。

但是
，
从提取叶绿素的

效果看
，
还

一

圣浸泡法优于研磨法 �图 � ，
此柱状图解系以���丙酮研磨法提取的叶绿素含

量为����
，
其他提取方法与此法相 比较绘制而成 �

。

这是为什么呢� 究其原因
，
主要是

在提取过程 �包括提取液 �中 叶 绿素易受光氧化破坏
� � 。
以及过滤时滤纸吸附等均能造成

误差而使测定值偏低
，
在白菜约试验中也得到类似的结果

‘ “ ’ 。

此外
，
研磨法提取叶绿素

的过程麻烦
，
工作量大

，
特别是在待测样品多的情况下显得尤为突出

。

�
�

从提取 试剂来看
，
由

���
一

�不

玉三之 高粱

图 三

川遗 水 侣 大 亘 同 日 ， ‘

七种提取叶绿素方法的比较

�图中 ���数字参看
“

材料与方法
”
部分 �

图 �的柱状图解可见
夕 ���丙

酮与二 甲基亚枫提取叶绿素的

结果彼此很接近
，

含量低于其

他方法
。

而且
，
这两种试剂均

有难闻的气味
，
有损于健康

。

尤其是
�

二 甲 基 亚 矾
，
高 温

���� �提取时叶绿素易被破

坏 �这在实验中已观察到
，
叶

绿素提取液呈黄褐色 �
夕

但温

宜低于�� �时便产生结晶而不

能使用
，
同时这种试剂的价格

很高
。

相 比之下
，
采用���乙醇

，
无水乙醇与丙酮 ��

� ��混合液
、

无水乙哼
、

丙酮与

蒸馏水 ��
�

�� �
�

�� ��混合液提取叶绿素的效果很好
，
通常比用���丙酮和二 甲基亚矾

提取的叶绿素含量高��一���
，
最高达���

。

值得提出的是
，
采用上述试剂以浸泡法提取

叶绿素
，
操作简便

，
省工省时

，
特别是对大量祥品尤为适用

。

三
、

温度对叶绿素提取的影响 在这里
，
温度的 影响主 要表现在两个方面

�

一是影

响被浸泡叶片的脱色时间
，
二是影响浸提液 中叶绿素的含量

。

对于前一种情况
，
随着温度

的升高而 叶片完全脱色的时间在缩短
，
同时也与所用试剂有关

。

例如
，
用���乙醇浸泡向

日葵叶片
，
当温度在��一�� �时

，
经过 �一��小时才能使叶片完全脱色

，
而在�‘一��

’

℃时

只需��一��分钟即可
。

虽然高温提取时间缩短
，
但超过��℃ 时叶绿素易被破坏

。

如果改用

无水乙醉
�

与丙酮混合液浸泡时
，
在��一��毛下 �一 �小时即可使叶片完全变白

。

对于后一

种情况
，
随着温度约升高而叶绿素的破坏速度加快

。

如在��℃ 以下 ，
除二甲基亚枫以外

，

其他方法提取的叶绿素都比较稳定
。

例如
，
玉米叶绿素提取液

，
分别在冰箱 ��℃ �和温

箱 ���℃ �暗保存一周
，
后者仅比前者降低 �一 ��

。
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小 结

一
、

由于丙酮和二甲基亚枫具有难闻的气味
，
不利于健康

，
最好不利用这两种试剂提

取叶绿素
。

二
、

由于研磨法麻烦
，
费工费时

，
在有温箱设备的条件下

，
最好采用浸泡法

，
即将待

测叶片剪成 �一 ���细丝用试剂浸泡一段时间
。

此法尤其适用于样品多的情况
。

三
、

如需在较短的时间内测得叶绿素的含量
，
最好采用于��一�� �下的姑�乙醇浸泡

法
，
大约经过�

�

�一�
�

�小时即可使叶片细丝完全变白
。

四
、

如不急等结果
，
可在头一天的晚上用无水乙醇与丙酮 ��

� ��混合液于��一

��℃ 的温箱中浸泡 �一夜 �
，
第二天上午再测定光密度

，
这既节省时间又提取完全

。
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