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　　摘要：以白菜品种苏州青、华王为试验材料，研究９５％乙醇，８０％丙酮，Ｖ乙醇∶Ｖ丙酮 ＝１∶１、２∶１、１∶２，Ｖ乙醇∶Ｖ丙酮∶Ｖ水 ＝

４．５∶４．５∶１６种提取液对白菜叶片叶绿素提取效果的影响，并测定叶绿素在这６种不同提取液中的稳定性。结果表
明，叶绿素提取效果较好的为Ｖ乙醇∶Ｖ丙酮 ＝１∶１、１∶２的浸提液。叶绿素的稳定性测定结果表明，浸提４８ｈ后稳定性

较好，提取最为充分。
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　　叶绿素是植物叶片进行光合作用的主要色素，叶绿素含
量是植物生理研究中的重要指标。生产中也往往根据叶色变

化作为看苗诊断和采取施肥措施的重要指标。叶绿素含量测

定方法主要有分光光度计法、活体叶绿素仪法和光声光谱法。

但用手持叶绿素仪或光谱分析仪测得的是色素相对含量指

标，并且不同种类植物叶片中的色素指标与实际叶绿素含量

之间的关系方程式不同，即不能用同一种色素指标关系来转

换不同植物的色素含量［１］。在日常试验中以分光光度计法

应用最为广泛。另外，根据所用提取溶剂不同又有多种测定

方法，早期叶绿素测定广泛采用 Ａｒｎｏｎ法。但该方法由于需
要先研磨后除渣，工作量大、步骤多且易受光氧化而引起偏

差，不适宜田间大量样品的提取和测定。张宪政提出了丙酮、

乙醇混合液法浸提叶绿素，证明利用混合液进行叶绿素浸提

的可行性［２］；洪法水等发现，丙酮与乙醇混合液提取叶绿素

存在协同效应，且二者在等摩尔混合时提取效果最好［３］；徐

芬芬等研究认为，丙酮与乙醇体积比１∶１混合液浸提白菜叶
绿素效果最好［４］；而麻明友等发现，丙酮与乙醇体积比２∶１
的混合液浸提猕猴桃叶片叶绿素效果较好［５］。

白菜（Ｂｒａｓｓｉｃａｃａｍｐｅｓｔｒｉｓｓｓｐ．ｃｈｉｎｅｎｓｉｓＭａｋｉｎｏ）别称不结
球白菜、青菜、油菜等，是原产于我国的、重要的叶菜类作物，

在长江中下游及以南广泛栽培，可周年生产，具有极大的经济

价值。叶绿素是叶菜类作物重要生长指标，准确地测定其含

量可为叶菜类生长发育以及逆境胁迫等试验提供基础。为了

探讨实现白菜叶片叶绿素提取并能尽量避免光分解，建立适

合大量样品的叶绿素提取及其含量测定方法的可能性和科学

性，本试验以苏州青、华王２个白菜品种为试材，就不同比例
的丙酮与乙醇混合溶液提取测定白菜叶片中叶绿素含量及其

稳定性进行比较分析，为白菜田间大样本叶绿素含量测定提

供依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
２个白菜品种为苏州青和华王。将新鲜白菜叶片洗净，

用吸水纸吸干表面水分，去除大叶脉后，将叶片剪碎成约

０．２ｃｍ×１．０ｃｍ的小细丝，混匀备用。
１．２　仪器与试剂

试验用７５２ｓ紫外可见分光光度计测定吸光度。丙酮、乙
醇等试剂均为分析纯，试验用水为超纯水。

１．３　试验方法
１．３．１　浸提试验　按体积比配制浸提液，设６个处理：处理
１，９５％乙醇；处理２，８０％丙酮；处理３，乙醇 ∶丙酮＝１∶１；处
理４，乙醇 ∶丙酮＝２∶１；处理５，乙醇 ∶丙酮＝１∶２；处理６，
乙醇 ∶丙酮 ∶水＝４．５∶４．５∶１。用６个提取液提取叶绿素，
３次重复。浸提均在黑暗中进行，每支试管加入浸提液
２０ｍＬ，并不时摇动，待叶片变白后测定其吸光度。样品分别
于６４５、６６３ｎｍ波长下测定吸光度，由 Ａｒｎｏｎ法进行修正，公
式为：

叶绿素 ａ（Ｃａ）＝（１２．７×Ｄ６６３ｎｍ －２．６９×Ｄ６４５ｎｍ）×Ｖ／
（１０００ｍ）　

叶绿素ｂ（Ｃｂ）＝（２２．９×Ｄ６４５ｎｍ －４．６８×Ｄ６６３ｎｍ）×Ｖ／
（１０００ｍ）　

叶绿素总含量（Ｃａ＋ｂ）＝Ｃａ＋Ｃｂ
式中：Ｄ６６３ｎｍ、Ｄ６４５ｎｍ分别为相应波长下的吸光度；Ｖ为提取液
体积（ｍＬ）；ｍ为所取叶片质量（ｇ），Ｃａ、Ｃｂ、Ｃａ＋ｂ的单位为
ｍｇ／ｇ。
１．３．２　稳定性试验　室温条件下，用不同浸提液浸提白菜叶
片叶绿素，待叶片变白后，分别放置２４、４８、７２ｈ后再次测定
提取液中叶绿素含量，比较叶绿素在不同提取液中的稳定性。

２　结果与分析

２．１　不同浸提液对白菜叶绿素提取效果的影响
表１显示，在浸提４８ｈ后，不同处理对２种白菜叶绿素

ａ、叶绿素ｂ、叶绿素总量的提取效果存在较大差异。处理３
与处理５间叶绿素ａ、叶绿素ｂ、叶绿素总量差异不显著，且提
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表１　不同提取液对白菜叶绿素提取效果的影响

处理

方法

叶绿素ａ含量
（ｍｇ／ｇ）

叶绿素ｂ含量
（ｍｇ／ｇ）

叶绿素总量

（ｍｇ／ｇ）

苏州青 华王 苏州青 华王 苏州青 华王

１ １．１８７ｃｄ １．５５７ｃ ０．３６４ｃ ０．４５７ｄ １．５５０ ２．０１４
２ １．１４８ｄ １．５７１ｃ ０．４０３ｂ ０．５０８ｂｃ １．５５１ ２．０７９
３ １．５２１ａ １．９９１ａ ０．４３５ａ ０．５４１ａ １．９５６ ２．５３２
４ １．４１７ａｂ １．８９４ａｂ ０．３９５ｂ ０．４９５ｃ １．８１２ ２．３８９
５ １．４９３ａ ２．０２２ａ ０．４４２ａ ０．５４９ａ １．９３５ ２．５７１
６ １．３１７ｂｃ １．７９１ｂ ０．４１４ａｂ ０．５２５ａｂ １．７３１ ２．３１５

　　注：同列数据后不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。下
表同。　

取总叶绿素含量较高，苏州青分别为１．９５６、１．９３５ｍｇ／ｇ，华王
分别为２．５３２、２．５７１ｍｇ／ｇ。而处理１、处理２浸提得到的叶

绿素总含量均较低，苏州青分别为１．５５０、１．５５１ｍｇ／ｇ，华王分
别为２．０１４、２．０７９ｍｇ／ｇ。

由表１还可以看出，单一溶剂提取效果均不如混合液浸
提效果好。这可能是因为乙醇和丙酮间存在协同萃取效应，

促进了叶绿素的快速提取。

２．２　不同提取液对叶绿素稳定性的影响
用不同浸提溶剂提取白菜叶片叶绿素含量，其稳定性结

果见表２、表３。从表２、表３可以看出，２种白菜的叶绿素 ａ
和总叶绿素含量均在第２天达到最大值。处理３、处理４、处
理５中叶绿素 ｂ含量均在第３天达最大，但与第２天结果相
差不大。苏州青叶绿素含量的测定结果显示，第３天叶绿素
ａ含量比第２天低１７．３％ ～２２．２％，致使总叶绿素含量均在
第３天下降，说明叶绿素ａ相对容易降解。同时，试验也表明
叶绿素提取液不适宜长时间放置。

表２　不同提取液对白菜苏州青的叶绿素稳定性的影响

处理
第１天含量（ｍｇ／ｇ） 第２天含量（ｍｇ／ｇ） 第３天含量（ｍｇ／ｇ）

叶绿素ａ 叶绿素ｂ 总叶绿素 叶绿素ａ 叶绿素ｂ 总叶绿素 叶绿素ａ 叶绿素ｂ 总叶绿素

１ ０．８７２ｃ ０．２８０ｄ １．１５２ １．１８７ｃｄ ０．３６４ｃ １．５５０ ０．９２３ｄ ０．３４４ｃ １．２６７
２ ０．９２０ｃ ０．３４９ｃ １．２６９ １．１４８ｄ ０．４０３ｂ １．５５１ ０．９４９ｃｄ ０．３９７ｂ １．３４６
３ １．１０９ａ ０．３８６ａｂ １．４９５ １．５２１ａ ０．４３５ａ １．９５６ １．２１６ａ ０．４４７ａ １．６６３
４ １．０４７ａｂ ０．３５８ｂｃ １．４０６ １．４１７ａｂ ０．３９５ｂ １．８１２ １．１４６ａｂ ０．４０１ｂ １．５４７
５ １．１０４ａ ０．３８９ａ １．４９３ １．４９３ａ ０．４４２ａ １．９３５ １．２１３ａ ０．４４８ａ １．６６１
６ ０．９９９ｂ ０．３６６ａｂｃ １．３６５ １．３１７ｂｃ ０．４１４ａｂ １．７３１ １．０５１ｂｃ ０．３８６ｂ １．４３７

表３　不同提取液对白菜华王的叶绿素稳定性的影响

处理
第１天含量（ｍｇ／ｇ） 第２天含量（ｍｇ／ｇ） 第３天含量（ｍｇ／ｇ）

叶绿素ａ 叶绿素ｂ 总叶绿素 叶绿素ａ 叶绿素ｂ 总叶绿素 叶绿素ａ 叶绿素ｂ 总叶绿素

１ １．１９５ｂ ０．４０７ｃ １．６０２ １．５５７ｃ ０．４５７ｄ ２．０１４ １．１６８ｃ ０．４３９ｄ １．６０７
２ １．１８６ｂ ０．４６３ｂ １．６４９ １．５７１ｃ ０．５０８ｂｃ ２．０７９ １．１４６ｃ ０．５００ｃ １．６４６
３ １．３９２ａ ０．４９２ａｂ １．８８７ １．９９１ａ ０．５４１ａ ２．５３２ １．５１８ａ ０．５８０ａ ２．０９８
４ １．３４５ａ ０．４７０ｂ １．８１５ １．８９４ａｂ ０．４９５ｃ ２．３８９ １．４４２ａｂ ０．５３９ｂ １．９８０
５ １．３９２ａ ０．５１４ａ １．８９９ ２．０２２ａ ０．５４９ａ ２．５７１ １．５３７ａ ０．５９０ａ ２．１２８
６ １．３５６ａ ０．４８３ａｂ １．８３９ １．７９１ｂ ０．５２５ａｂ ２．３１５ １．３４２ｂ ０．５２５ｂｃ １．８６７

３　结论与讨论

室温下，采用不同比例的丙酮、乙醇混合溶剂提取小白菜

叶片中叶绿素。试验结果表明，混合液提取法所得叶绿素含

量高于单一溶液提取，其中以混合液Ｖ乙醇∶Ｖ丙酮 ＝１∶１、１∶２
效果最好，并且这２个处理间差异不显著。乙醇与丙酮混合
液提取叶绿素存在协同效应，这与洪法水等在菠菜、猕猴桃及

菜心上的研究结果一致［３，５－６］。

　　随着测定时间的延长，叶绿素 ａ降解值在各种提取液中
均远远大于叶绿素ｂ。这与郭胜伟等的研究结果［７］一致。由

此可见，影响叶绿素提取的关键是叶绿素 ａ的提取速度及其
稳定性。稳定性测定结果表明，室温下白菜叶片中叶绿素在

浸提４８ｈ后的提取稳定性较好，提取最为充分。
试验结果表明，乙醇与丙酮体积比为１∶１和１∶２时均

可作为白菜叶片叶绿素含量的快速测定方法。该方法省略了

研磨、冲洗、离心或过滤等步骤，具有步骤简单、操作方便、节

省时间的优点，这对于快速测定大批量白菜样品叶绿素含量

具有重要意义。
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