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叶绿体色素的提取方法改进及其应用
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　　摘　要:对叶绿体色素的提取和制备方法进行了改进。结果表明:用改进后的方法测定叶绿

素和类胡萝卜素的含量 ,能有效的避免方法误差 ,具有快速 、准确 、重现性好的特点。
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　　叶绿体色素的提取以及含量的测定是植物生理生

化研究的重要试验。叶绿体色素大都为聚光天线色

素[ 1] ,其含量不但直接影响叶绿体对光能的吸收 、传递

以及在 PSII、PSI 之间的分配和转化合成 ATP 与

NADPH 的量[ 2] ,而且也影响光合电子的传递 、光合磷酸

化和跨类囊体膜质子梯度 ΔpH[ 1, 3] ,进而影响净光合速

率[ 4] 。因此 ,准确测定叶绿体色素含量 ,对判断植株营

养状况 、发育生长状况 、光合生理与逆境生理状况等具

有重要意义。

叶绿体色素提取液中叶绿素易受光氧化和高温破

坏使测定值偏低[ 5] 。准确测定叶绿体色素含量的关键

是快速 、无耗损 ,提取率高 ,测定样液稳定性好。目前 ,

叶绿体色素含量的测定主要为分光光度法 ,而依据叶样

的处理方法和所用的提取溶剂的不同 ,分光光度法又有

多种测定方法[ 5-6] ,从而导致测定结果相差很大。现对

叶绿体色素的提取 、制备方法进行了改进 ,在此基础上

对叶绿素和类胡萝卜素含量的测定方法进行了探索 ,以

期为同类研究提供参考。

1　叶绿体色素提取 、制备方案
1.1　现行资料提供的叶绿体色素提取 、制备方案

1.1.1　方案1(A法)　称取1 g 鲜叶片 ,切成小块 ,放在

研钵中加 80%丙酮(V/V)40 mL ,把组织研磨成匀浆 ,小

心地将绿色液体通过漏斗过滤到 100 mL容量瓶中;再

用30 mL 80%丙酮研磨成匀浆 ,至滤液无色为止(注意

冲洗漏斗边缘的叶绿素);用80%的丙酮定容至100 mL
[ 7]
。

1.1.2　方案 2(B法)　取新鲜植物叶片(或其它绿色组

织)或干材料 ,擦净组织表面污物 ,剪碎(去掉中脉)、混

匀;称取剪碎的新鲜样品 0.2 g 共 3份 ,分别放入研钵

中 ,加入少量石英砂和碳酸钙粉及 2 ～ 3 mL 95%(或

80%丙酮)的乙醇 ,研磨成匀浆 ,再加乙醇 10 mL ,继续研

磨至组织变白。静置3 ～ 5 min;取滤纸 1张 ,置漏斗中 ,

用乙醇湿润 ,沿玻棒把提取液倒入漏斗中 ,过滤到25 mL

棕色容量瓶中 ,用少量乙醇冲洗研钵 、研棒及残渣数次 ,

最后连同残渣一起倒入漏斗中;用滴管吸取乙醇将滤纸

上的叶绿素全部洗入容量瓶中 ,直至滤纸和残渣中无绿

色为止 ,用乙醇定容至 25 mL ,摇匀
[ 8-9]

。

1.2　现行方案存在的问题
A法和 B法有一个共同特点:在叶绿体色素提取液

过滤后定容 ,即定容前过滤。A法和 B法在操作上有2

点不足:一是不符合分析测定快速性原则 ,因为制得的

待测样液须全部过滤定容 ,这需要花大量时间 ,工作量

大 ,且滤纸的滤速不同所花时间也不一样。更为严重的

是提取液中叶绿素易受光氧化破坏 ,使测定值偏低 ,测

定大量样品时更易造成测定误差[ 5] 。二是违反了分析

测定准确性原则 ,在过滤时待测样液被滤纸吸收 ,且滤

纸的滤速和直径大小不同 ,吸收造成的溶液损失也不

同。实践证明 ,按文献[ 7-9]的要求用一定量的丙酮或乙

醇洗涤研钵 、研棒、残渣及滤纸边缘 ,是不能保证将叶绿

体色素全部洗入后定容的。即 A法和 B法不可避免地

会造成测定结果偏低。

1.3　叶绿体色素提取 、制备方案改进(C法)

取新鲜植物叶片(或其它绿色组织)或干材料 ,擦净

组织表面污物 ,去中脉剪碎混匀 ,准确称取鲜样 0.2 g ,

3次重复 ,分别放入研钵中 ,加入少量石英砂和碳酸钙粉

及 2 ～ 3 mL 95%的乙醇(或 80%丙酮),在弱光下的冰浴

中研磨成匀浆 ,转移至 50 mL的烧杯中 ,再将提取液转

移至 50 mL棕色容量瓶中 ,用一定量的乙醇冲洗研钵、

研棒 、烧杯及残渣数次 ,洗涤液连同残渣全部转移至容

量瓶后定容。容量瓶置于 4℃的冰箱中提取 4 ～ 24 h。
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测定时将容量瓶摇匀 ,干过滤于洁净干燥烧杯中(最初

的少量滤液可用于润洗烧杯数次)。C法在定容时没有

溶液的损失 ,过滤时也不必全部滤完 ,只需要滤出能满

足测定所需的部分溶液即可 ,赢得了时间 ,也避免了提

取物受光氧化和热分解破坏等问题 ,符合分析测定的准

确性和快速性原则 ,大大提高了分析测试工作的综合效率。

2　叶片叶绿素和类胡萝卜素含量测定方法比较
2.1　试验材料

试验于 2010年 5 ～ 6月在昭通师范高等专科学校

新校区精密仪器分析实验室进行。预选昭通市农牧局

苹果种植示范基地内 、自然环境下长势基本一致的 5 a

生挂果红富士(Malus domestica Borkh.cv.Red Fuji),常

规管理。

2.2　试验方法

试验分 4组 ,每组 6株 ,分别用 1、5 、10 mmol/ L亚

硫酸氢钠(NaHSO3)雾状液每 15 d喷洒叶面 1次 ,3种

处理 ,以自来水代替 NaHSO3 溶液为对照(以下各组分

别简称 S1 、S5 、S10、S0)。处理3 d后采样 ,测定叶绿素和

类胡萝卜素含量。结果用Spss软件处理。

2.3　分析测定方法

选取树冠中上部四周长势、叶位和生长方向基本一

致的成熟叶片标记后 ,连同叶柄剪下 ,贮存于低温冰罐

内。分别按A 、B和C法提取叶绿体色素(称量时精确到

0.1 mg),C法提取液置于 4℃的冰箱中 12 h ,并用 UV-

2802S 型紫外可见分光光度计测定提取液中的叶绿素 A

(Chla)、叶绿素B(Chlb)和类胡萝卜素(Car.)含量 , 3次

重复。用 95%乙醇作溶剂时 ,分别在 665、649 、470 nm

下测定吸光度值 ,每种样液测定 3次求平均值。单位质

量鲜叶片中 Chla、Chlb和 Car.的含量用下列公式计

算
[ 8-9]

Chla =[ 13.95A 665 -6.88A649 ] ×
V

1000 W
;Chlb=

[ 24.96A649-7.32A 665] × V
1 000 W

;Car.=

1 000 A 470-2.05Ca-114.8Cb
245

×
V

1 000 W
。用 80%丙酮

作溶剂时 ,分别在 663 、646 、470 nm下测定吸光度值 ,其

单位质量鲜叶片中Chla、Chlb和Car.的含量用下式直接

计算
[ 7, 9]

。Chla、Chlb 和 Car.浓度计算公式为:Chla=

[ 12.2A663 -2.81A646 ] × V
1 000 W

;Chlb=[ 20.13A 646 -

5.03A663]
V

1 000W
;Car.=

1 000A470-3.27Ca-104Cb
229

×
V

1 000 W
。

3　结果与分析
3.1　苹果叶片不同溶剂提取液测定结果比较

选取对照组(S0)叶片 ,分别以95%乙醇和80%丙酮

为溶剂 ,用A 、B 、C 3种方法提取色素 ,测定Chla、Chlb和

Car.的含量(表 1)。由表1可知 ,对同一种叶绿体提取、

制备方法 ,用 95%乙醇和 80%丙酮为提取溶剂 ,测定

Chla 、Chlb和Car.的结果无明显差异 ,说明不同的溶剂

不会影响测定结果 ,即95%乙醇和 80%丙酮具有同等的

提取效率。对于同一种提取溶剂 ,用A 、B 、C 3种不同的

方法提取 、制备样液 ,测定的结果 A 、B之间无明显差异 ,

而 A 、B与 C之间差异达显著水平(P<0.05)。进一步

比较发现 ,A 、B法制备的同一样液的标准误差比较大 ,

测定结果重现性较差 ,精密度偏低 ,而 C法样液的测定

结果重现性较好 ,精密度较高。A 、B法与 C法测定结果

的算术平均值存在显著性差异(P<0.05)。

　　表 1 S0组苹果叶片不同溶剂提取液测定结果 mg/g FW

色素提取方法
95%乙醇提取液 80%丙酮提取液

Chla Chlb Car. Chla Chlb Car.

A 1.70±0.08a 0.82±0.11c 0.78±0.13b 1.77±0.05a 0.93±0.14a 0.76±0.10c
1.51±0.17b 0.89±0.16a 0.79±0.10 b 1.62±0.12c 0.73±0.09bc 0.78±0.11c
1.44±0.23bc 0.77±0.05c 0.65±0.22cd 1.55±0.19cd 0.89±0.17b 0.75±0.14c

B 1.57±0.15b 0.73±0.07bc 0.72±0.13c 1.63±0.21c 0.84±0.14b 0.78±0.11c
1.50±0.13b 0.93±0.12a 0.84±0.17a 1.47±0.17cd 0.74±0.11bc 0.60±0.07cd
1.68±0.19a 0.84±0.18b 0.71±0.18 c 1.53±0.12bd 0.90±0.24a 0.88±0.18a

C 1.76±0.05a 0.95±0.07a 0.84±0.05a 1.78±0.06a 0.96±0.07a 0.86±0.04a
1.78±0.07a 0.94±0.05a 0.85±0.0 6a 1.79±0.05a 0.95±0.05a 0.91±0.06a
1.74±0.04a 0.91±0.08a 0.87±0.08a 1.83±0.08a 0.91±0.06a 0.87±0.04a

　　注:不同小写字母表示同列不同色素提取方法间差异达显著水平(P<0.05),下同。

3.2　叶面喷洒 NaHSO3溶液后 95%乙醇和80%丙酮提

取液测定结果比较

为避免试材的偶然误差 ,选取叶面喷洒 NaHSO3 溶

液3 d后的S1、S5、S10组苹果叶片 ,分别以 95%乙醇和

80%丙酮为溶剂 ,用 A 、B 、C 方法提取色素 ,测定 Chla、

Chlb和 Car.的含量(表 2 、3)。结果表明 ,相同的试验材

料和提取溶剂 ,A 、B法提取样液的测定结果与 C法之间

有显著差异(P<0.05)。而 A 、B法之间差异不显著 ,但

结果的标准误差较大 ,重现性较差。

3.3　C法不同溶剂不同时段重现性比较

为了检验改进后的叶绿体色素提取法的可靠性 ,对

不同溶剂提取液中叶绿素和类胡萝卜素含量的测定 ,观

测分析不同时段结果的重现性。同时 ,为了进一步优化

改进后的叶绿体色素提取 、测定方法 ,特别是测定大量样

品时 ,要避免时间短提取不完全 、或提取时间过长使色素

组分分解以及测定时在时间上造成拥堵等问题 ,探索一

个合适的提取 、测定时间段是必要的。
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　　表 2 NaHSO 3溶液处理后苹果叶片 95%乙醇提取液测定结果 mg/g FW

方法
A B C

Chla Chlb Car. Chla Chlb Car. Chla Chlb Car.

S1 1.58±0.13bc 0.78±0.11bc 0.77±0.14b 1.63±0.10b 0.81±0.09b 0.80±0.13b 1.78±0.04a 0.91±0.05a 0.88±0.07a

S5 1.66±0.18b 0.84±0.10bc 0.78±0.08b 1.56±0.16bc 0.88±0.12b 0.79±0.09b 1.85±0.10a 0.98±0.06a 0.95±0.05a

S10 1.78±0.15b 0.92±0.12b 0.79±0.07b 1.81±0.13b 0.79±0.11c 0.80±0.10a 1.98±0.07 0.99±0.04a 0.96±0.06a

　　表 3 NaHSO 3溶液处理后苹果叶片 80%丙酮提取液测定结果 mg/g FW

方法
A B C

Chla Chlb Car. Chla Chlb Car. Chla Chlb Car.

S1 1.51±0.18bc 0.80±0.17b 0.88±0.17a 1.73±0.14a 0.75±0.17cd 0.70±0.15b 1.79±0.06a 0.95±0.04a 0.90±0.07a

S5 1.62±0.17b 0.85±0.11b 0.82±0.18cd 1.66±0.20b 0.81±0.16bc 0.87±0.17 1.80±0.11a 0.95±0.07a 0.93±0.04a

S10 1.79±0.15bc 1.07±0.15b 0.88±0.14b 1.84±0.17b 0.87±0.11cd 0.88±0.12b 2.04±0.08a 0.99±0.04a 0.94±0.07a

　　对同一样品 ,采用改进后的叶绿体色素提取方法 ,

分别用 95%乙醇和80%丙酮为溶剂制备样液 ,在 4℃的

冰箱中静置并在不同时段测定Chla、Chlb 、Car.含量。结

果表明 ,提取1 、2 h测定数据间有显著差异(P<0.05),

说明时间短提取不充分。4 h以后 ,测定结果已无明显

差异 ,标准误差很小 ,说明改进后的方法重现性好 ,提取

完全 ,样液的稳定性好 ,放置 48 h后所测定的组分没有

明显的分解(表 4)。同时也观测到 95%乙醇和 80%丙

酮溶剂在各时段的提取率不存在明显差别;说明改进后

的叶绿体色素提取方法可靠。

　　表 4 改进后的叶绿体色素提取法不同溶剂不同时段重现性比较 mg/g FW

提取时间

/h

95%乙醇提取液 80%丙酮提取液

Chla Chlb Car. Chla Chlb Car.

1 1.61±0.08b 0.81±0.05b 0.71±0.11c 1.67±0.05a 0.77±0.08c 0.68±0.10c

2 1.74±0.04a 0.84±0.05b 0.80±0.12b 1.75±0.06a 0.83±0.07b 0.77±0.06b

4 1.75±0.04a 0.91±0.06a 0.83±0.06a 1.74±0.08a 0.93±0.07a 0.81±0.07a

8 1.76±0.07a 0.88±0.03a 0.85±0.04a 1.73±0.05a 0.92±0.06a 0.82±0.05a

12 1.74±0.06a 0.92±0.04a 0.82±0.08a 1.74 ±0.09a 0.90±0.04a 0.85±0.08a

24 1.75±0.09a 0.90±0.07a 0.84±0.10a 1.75±0.07a 0.92±0.08a 0.84 ±0.06a

48 1.72±0.06a 0.92±0.09a 0.82±0.06a 1.71±0.10a 0.90±0.07a 0.81±0.09a

4　小结
试验结果表明 ,由于采用 C法提取制备叶绿体色素

样液是在避免过滤造成损失的前提下 ,在低温条件下进

行的 ,避免了光照和高温对待测组分叶绿素和类胡萝卜

素的破坏或分解 ,在 4 ～ 48 h范围内 ,样液中待测组分稳

定性较好。C法能有效消除误差 ,测定快速 ,结果精密度

较高 ,重现性好 ,更加接近真值 ,无论对如菠菜 、菜豆等

容易破碎的叶片还是苹果、柑橘等韧性好的顽拗性叶片

均适用。
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Extract Method of Chloroplast Pigment and its Application
WU Wei-hua, LIU Zhong-rong ,HUANG Xian-min , KANG Dao-kun , LI Xiang , CHEN ping-zhao

(Zhaotong Normal University ,Zhao tong , Yunnan 657000)

Abstract:Improved method of extraction and preparation about the chloroplast pigment.The results showed that the

method can effectively avoid the methodic error and possess the character of high-speed ,exactness , and repeatability , touse

this method to measure the content of chloroplast and carotenoid.

Keywords:chloroplast pigment;chlorophyll;carotenoid;methodic error;repeatability
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