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　　摘要：以黄瓜叶片为试验材料，以叶绿素提取液中丙酮与乙醇的混合比例、提取温度和提取时间为考察因素，以叶
绿素的提取率为考察指标，采用正交试验对叶绿素的浸提条件进行优化。结果表明，在试验影响因素中影响程度从大

到小依次为提取液中丙酮与乙醇的混合比例＞提取温度 ＞提取时间。其中，在丙酮与乙醇的混合比例为２∶１、浸提
温度为６０℃的条件下浸提１０ｍｉｎ时，叶绿素提取效率最佳，而且稳定性较好。
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　　叶绿素是植物生长发育的重要生理指标之一，它的含量
与植物光合速率、营养状况等密切相关。在试验中，研究人员

往往通过测定叶绿素含量来研究植物的生长状况。在农业生

产中，农民常常把叶片变化作为看苗诊断和肥水管理的重要

指标。长期以来，植物叶绿素含量的测定多采用Ａｒｎｏｎ法［１］，

由于Ａｒｎｏｎ法中研磨和去渣２个程序操作麻烦，工作量大，给
大量样品测定带来较大困难。１９７９年，Ｈｉｓｃｏｘ等提出了
ＤＭＳＯ法［２］，ＤＭＳＯ法虽解决了Ａｒｎｏｎ法的繁琐，但 ＤＭＳＯ黏
性大，气味难闻，对人的眼睛具有一定的刺激作用，而且在低

于１９℃的环境中极易结晶，受温度影响较大。之后，陈福明
等推荐了混合液法［３］，混合液法快速、简便，不但克服了

Ａｒｎｏｎ法的研磨、过滤或离心的繁琐步骤，而且浸提出的叶绿
素也具有较好的稳定性，其浸提液的叶绿素吸收光谱又与丙

酮提取液叶绿素吸收光谱相似，吸收高峰则完全相符，因此，

可利用Ａｒｎｏｎ公式来计算叶绿素含量，但易受多酚类化合物
的干扰而影响其准确性。张宪政在其基础上进行改良，提出

了丙酮、乙醇混合液法［４］，其稳定性高于丙酮、乙醇、水混合

液法，但提取时间较长，不利于叶绿素的大批量、快速提取和

检测。笔者所在的课题组在张宪政的丙酮乙醇混合液法和冯

瑞云的热醇法［５］的基础上，在实践中摸索出了一种稳定、高

效的混合液加热浸提法，同时利用正交设计对丙酮乙醇的混

合比例、反应温度和处理时间等提取条件进行了优化。

１　材料和方法

１．１　材料、试剂与仪器
以黄瓜津研８号幼叶为试验材料。主要仪器包括上海精

密科学仪器公司生产的７２２Ｓ型分光光度计、恒温培养箱、水
浴锅、刻度试管架、打孔器等。主要试剂为丙酮、乙醇，均为分

析纯。

浸提液：８０％丙酮、乙醇、丙酮 ∶乙醇 ＝１∶１、丙酮 ∶乙
醇＝２∶１、丙酮 ∶乙醇＝３∶１。
１．２　试验方法
１．２．１　正交试验设计　采用 Ｌ９（３

４）正交试验，对各组黄瓜

叶片进行处理，具体因素水平见表１。将浸提液的混合比例
（Ａ）、温度（Ｂ）、时间（Ｃ）３个变量分为９组，每组３个重复。
表１　黄瓜叶片叶绿素快速浸提法的Ｌ９（３４）正交试验的因素水平

水平
Ａ：浸提液的
混合比例

Ｂ：温度
（℃）

Ｃ：时间
（ｍｉｎ）

１ １∶１ ４０ ５
２ ２∶１ ５０ １０
３ ３∶１ ６０ １５

１．２．２　叶绿素的浸提　选取黄瓜苗同一水平层次的叶片，洗
净后弃去叶柄和中脉，然后用吸水纸吸干叶片表面的水分。

利用面积为１ｃｍ２的打孔器在每张叶片左右、中间对称部位
各取２片，剪成碎条，置于相应的刻度试管中。用不同浓度的
浸提液定容至１０ｍＬ，将试验组放入不同温度的水浴锅中处
理相应时间后取出，对照组则放入 ２５℃的恒温箱中浸提
１６ｈ。将取出的刻度试管上下摇匀，使溶液中的叶绿素分布
均匀，用分光光度计在６４５、６６３ｎｍ处测定吸光度并记录下
来。根据Ａｒｎｏｎ公式计算叶绿素浓度（ＣＶ，μｇ／ｍＬ）。再按下
列公式转换为以单位叶面积表示的叶绿素含量（ＣＡ，
ｍｇ／ｍ２）［６］：ＣＡ＝ＣＶ×１０×１００００／（１０００Ｓ）＝ＣＶ×１００／Ｓ，其
中ＣＡ和ＣＶ的下标Ａ和Ｖ分别代表面积和体积，Ｓ为用于提取
叶绿素的叶片面积（ｃｍ２）。计算试验组叶绿素含量与对照组叶
绿素含量的比值，并使用ＤＰＳ７．０５分析软件进行统计分析。
１．２．３　叶绿素稳定性检验　为了检验经高温加热条件下浸
提出来的叶绿素的稳定性，将上述检测过的叶绿素提取液分

别置于２５℃生化培养箱中，避光保存。以２５℃生化培养箱
中浸提１６ｈ的叶绿素提取液为对照，分别在２４、４８、７２ｈ后检
测其叶绿素含量，每个处理３个重复。

２　结果与分析

２．１　叶绿素的最佳提取条件
由正交交试验结果（表２）看出，Ａ因素极差最大，其次为
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Ｂ因素和Ｃ因素。说明叶绿素提取液中丙酮与乙醇的配比对
叶绿素的提取率影响最大，而且最佳配比应为丙酮 ∶乙醇 ＝
２∶１。　

表２　叶绿素快速浸提法的Ｌ９（３４）正交试验的结果

处理号 Ａ Ｂ Ｃ 试验组与对照组

叶绿素含量比值

１ １ １ １ ０．３４１９
２ １ ２ ２ ０．４９１９
３ １ ３ ３ ０．７５３９
４ ２ １ ３ ０．７８６１
５ ２ ２ １ ０．７７３３
６ ２ ３ ２ １．１４９０
７ ３ １ ２ ０．７７１０
８ ３ ２ ３ ０．８０２２
９ ３ ３ １ ０．９５９５
ｋ１ ０．５２９２ ０．６３３０ ０．６９１６
ｋ２ ０．９０２８ ０．６８９１ ０．８０４０
ｋ３ ０．８４４２ ０．９５４１ ０．７８０７
Ｒ ０．３７３６ ０．３２１１ ０．１１２４

　　由表３可知，Ａ因素和 Ｂ因素的不同水平之间差异极显
著，Ｃ因素不同水平之间差异显著。表２和表３表明，３个因

素对叶绿素的提取效率均有显著影响，而且３个因素对叶绿
素提取率的影响程度从大到小依次为Ａ＞Ｂ＞Ｃ，最佳处理条
件为Ａ２Ｂ３Ｃ２，即浸提液混合比例为２∶１、处理温度为６０℃、
处理时间为１０ｍｉｎ，此时叶绿素提取效果最佳，且提取效率高
于对照组。

表３　叶绿素快速浸提法的Ｌ９（３４）正交试验方差分析结果

变异来源 平方和 自由度 均方 Ｆ Ｐ
Ａ ０．２４２２ ２ ０．１２１１ ３２０．４８０６ ０．００３１
Ｂ ０．１７６５ ２ ０．０８８３ ２３３．５４２５ ０．００４３
Ｃ ０．０２１１ ２ ０．０１０６ ２７．９５０９ ０．０３４５
误差 ０．０００８ ２ ０．０００４
总变异 ０．４４０６

２．２　叶绿素稳定性
正交试验结果（表４）表明，与对照组相比，６号、９号的叶

绿素提取效率较高，因此分别对其叶绿素的稳定性进行了检

测。结果显示，加热条件下浸提的叶绿素含量在１周内变化
不大，相对稳定，与室温下浸提的对照组相比差异不显著。由

此可见，一定温度下的加热处理对叶绿素的稳定性没有太大

影响。

表４　不同处理组叶绿素的稳定性试验结果

处理编号
加热不同时间后的叶绿素含量（ｍｇ／ｍ２）

１ｄ ３ｄ ７ｄ
７ｄ后叶绿素
降解率（％）

６（Ａ２Ｂ３Ｃ２） ４６０．５３０±１．４０５ ４５７．７０３±１．５６９ ４５１．５５３±０．８１０ １．９４９ａ
９（Ａ３Ｂ３Ｃ１） ４２０．４０７±１．５２１ ４１５．７１７±１．３２１ ４１２．１５７±１．０３２ １．９６２ａ
ＣＫ ４３８．６１７±１．７０４ ４３３．９４７±１．７１４ ４３０．０８３±１．０６９ １．９４４ａ

３　结论与讨论

叶绿素是植物光合作用的重要基础物质，其含量的变化

是植物生长发育、营养状况以及生理代谢变化的重要指标之

一，并且可作为环境生理研究的参考指标。叶绿素含量的测

定方法主要有离体法（如分光光度法）和活体法（如叶绿素仪

法）。其中，离体分光光度法准确度较高，是应用最广泛的叶

绿素含量的测定方法。该方法一般包括称重、研磨、冲洗、过

滤、定容等环节，步骤繁琐，耗时费力，因此寻求一种简便快捷

的适合大批量样品的叶绿素测定方法，对于科学研究及教学

都具有非常重要的作用。

２０世纪８０年代初张宪政提出丙酮乙醇混合液浸提叶绿
素方法后，近年来，有不少叶绿素提取的改良方法相继推出。

吴志旭等对丙酮萃取分光光度法进行了改良，大大缩短了叶

绿素的提取时间［７］。２０１０年，舒展等报道了利用８０％丙酮浸
提叶绿素的方法，既省时省力，又可节约试剂［６］。洪法水等

在菠菜的叶绿素提取中发现，丙酮与乙醇等量混合液浸提比

丙酮、乙醇液单独浸提的效率略高，认为用丙酮与乙醇混合液

提取叶绿素存在协同效应［８］。明华等对比研究了８种有机溶
剂提取叶绿素的效率，结果显示，浸提法优于传统的研磨法。

其中，以丙酮与乙醇的混合比例为２∶１的浸提液提取速度最
快、效果最好，但其最佳提取时间需１６ｈ［９］。然而，张宇斌等
对蓝莓的叶绿素提取研究表明，以丙酮与乙醇的混合比例为

１∶１的浸提液浸提１８ｈ的提取效果最好［１０］。在前人研究的

基础上，本试验采纳了丙酮与乙醇混合液浸提叶绿素的方法，

利用正交设计试验对丙酮与乙醇不同混合比例浸提液的浸提

效果进行了对比研究，结果表明，当丙酮乙醇混合液比例为

２∶１时，黄瓜叶片的叶绿素提取效果最佳。
１９８５年，冯瑞云曾提出用热醇法浸提叶绿素，该方法是

利用乙醇在６０～６５℃条件下约浸提３０ｍｉｎ，结果显示，叶绿
素提取完全，且具有较好的稳定性［５］。利用丙酮与乙醇混合

液在加热条件下提取叶绿素，尚未见报道。本试验为了获得

最佳的叶绿素提取条件，在考察不同浸提液浸提效果的同时，

对浸提的温度条件和浸提时间均进行了优化和比对。正交试

验结果表明，丙酮乙醇混合液比例、提取温度及处理时间对叶

绿素的浸提效果均具有显著的影响。其中，提取温度维持在

６０℃ 处理 １０ｍｉｎ时，可获得较好的叶绿素浸提效果，与
２５℃ 条件下浸提１６ｈ的叶绿素提取效果相当。因此，利用
丙酮乙醇混合液在６０℃条件下只需１０ｍｉｎ可基本完全提取
叶绿素，大大缩短了叶绿素的提取时间，提高了试验效率。稳

定性检测结果显示，利用加热浸提法提取的叶绿素，在２５℃
条件下避光放置 ７ｄ后，叶绿素的降解率仅为 １．９５％，与
２５℃ 条件下浸提的叶绿素降解率无显著差异。因此，加热
浸提法不失为一种便捷、稳定的叶绿素提取方法，适用于批量

样品的叶绿素快速提取。但对于叶绿素提取的具体条件还应

根据不同植物种类以及植物的不同组织器官作出相应的调

整，方可取得最佳的提取效果。

（下转第１３８页）
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对二化螟的斜率大于２，且大于毒死蜱和三唑磷的斜率，说明
二化螟种群对氟虫双酰胺的异质性差异小于毒死蜱和三唑

磷。卡方检验的 Ｐ值为０．８５８６、０．９９６５、０．８６７３，均大于

００５，表明实际 χ２累计值小于 χ２０．０５，说明所求得的氟虫双酰
胺、毒死蜱和三唑磷毒力回归线是符合实际的。

表３　氟虫双酰胺对二化螟的毒力

试验药剂 毒力回归方程 χ２ Ｐ值
ＬＣ５０及９５％置信区间

（ｍｇ／Ｌ）
ＬＣ９０及９５％置信区间

（ｍｇ／Ｌ）
氟虫双酰胺 ｙ＝５．５３９２＋２．３００８ｘ ０．７６１６ ０．８５８６ ０．５８ｂ（０．４８～０．７１） ２．１０ｂ（１．５８～３．２２）
毒死蜱 ｙ＝６．５２７６＋１．８３８７ｘ ０．０５５９ ０．９９６５ ０．１５ｃ（０．１１～０．１９） ０．７３ｃ（０．５３～１．２３）
三唑磷 ｙ＝４．９８８１＋１．８１１５ｘ ０．７２４８ ０．８６７３ １．０２ａ（０．７８～１．２８） ５．１８ａ（３．６２～９．０２）

２．３　田间防治效果
从田间药效试验结果（表４）可以看出，２０％氟虫双酰胺

水分散粒剂对二化螟具有很好的防治效果，药后３０ｄ，２０％氟
虫双酰胺水分散粒剂有效量为２０～４０ｇ／ｈｍ２，防治二化螟的

保苗效果在８９．４２％ ～９４．８１％之间，杀虫效果在９０％以上，
除２０％氟虫双酰胺水分散粒剂有效量２０ｇ／ｈｍ２的杀虫效果
与毒死蜱差异不显著外，其他均显著高于毒死蜱和三唑磷对

二化螟的保苗效果和杀虫效果。

表４　２０％氟虫双酰胺水分散粒剂对二化螟的田间防效

试验药剂
有效量

（ｇ／ｈｍ２）
保苗效果 杀虫效果

螟害株（株） 螟害率（％） 防治效果（％） 活虫数（头） 防治效果（％）
２０％氟虫双酰胺水分散粒剂 ２０ １２．７５ ０．１２ ８９．４２ｂ ６．００ ９２．４５ａｂ
２０％氟虫双酰胺水分散粒剂 ３０ ７．７５ ０．０７ ９３．５７ａ ３．５０ ９５．６０ａ
２０％氟虫双酰胺水分散粒剂 ４０ ６．２５ ０．０６ ９４．８１ａ ２．７５ ９６．５４ａ
４８０ｇ／Ｌ毒死蜱乳油 ５７６ １９．７５ ０．１８ ８３．６１ｃ ８．２５ ８９．６２ｂ
２０％三唑磷乳油 ３６０ ２５．２５ ０．２３ ７９．０５ｄ １２．００ ８４．９１ｃ
空白对照 ０ １２０．５０ １．１１ ７９．５０

３　结论与讨论

氟虫双酰胺对水稻二化螟４日龄幼虫具有很高的活性，
ＬＣ５０为０．５８ｍｇ／Ｌ，毒力显著高于三唑磷，但低于毒死蜱，在田
间对二化螟表现出很好的控制效果，２０％氟虫双酰胺水分散
粒剂有效量２０～４０ｇ／ｈｍ２，兑水７５０ｋｇ／ｈｍ２，保苗或保叶效果
在９０％左右，杀虫效果在９２％以上，且对水稻安全。

氟虫双酰胺是一种作用机理新颖独特的新型杀虫剂品

种，具有安全、环保、使用方便的特点，对水稻、蔬菜、水果和棉

花等鳞翅目害虫有特效，在有害生物治理中具有广阔的应用

前景［４－５］。但随着氟虫双酰胺的推广应用，潜在的抗性风险

也在不断增加。因此，氟虫双酰胺应与其他不同作用机制的

杀虫剂进行科学合理地混配或轮换使用，以延长其使用寿命。
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