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　　摘要：测定植物叶绿素含量有多种方法，以小麦为材料，在前人研究的基础上，验证长势相近的小麦叶片在同等试
验条件之下，比较测定叶绿素含量的６种方法。结果表明，原子吸收光谱法所测得的叶绿素含量最高且结果最准确、
可靠；浸提法所得的叶绿素含量也较高但时间过长；研磨法结果偏低且过程繁琐；叶绿素仪法并不适合作为精确测量

叶绿素含量的方法。所测叶绿素含量从高到低依次为原子吸收光谱法＞无水乙醇浸提法＞８０％乙醇浸泡法＞９５％乙
醇研磨－过滤法＞９５％乙醇研磨－离心法＞叶绿素仪法。此结论可为其他研究者提供一定的参考价值。
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　　小麦（ＴｒｉｔｉｃｕｍａｅｓｔｉｖｕｍＬ．）是一种粮食作物，其
产量的提高可以极大地推动农业发展。而影响小

麦产量最重要的因素是其中的叶绿素含量，叶绿素

含量常作为评定植物适应环境能力和生长状况的

一个重要项目［１］。因此小麦叶绿素含量测定的研

究就显得格外重要，其测定方法有很多，但是对各

种方法的比较却鲜见报道。针对这一现象，笔者所

在课题组把各种方法进行比较找出各自优缺点，并

在笔者所在实验室进行相关方法的叶绿素含量测

定。以期为他人选择最适合的方法测定叶绿素含

量提供参考，为合理试验、科研奠定一定的基础。

１　材料与方法

１．１　小麦种子的处理
取预先准备好的小麦种子，从中选取颗粒饱满

的种子，自来水冲洗表面灰尘和杂质后备用；用自

来水将１２０ｍｍ培养皿冲洗干净，晾干，放上２～３
张滤纸，用水打湿。将备用的小麦种子平铺在滤纸

上，放入４～５个培养皿中培养，放到阳光充足、温度
适宜的地方进行培养，隔３～４ｈ浇１次水。观察小
麦生长情况，待小麦苗长至５ｃｍ时移到花盆中进行
后续生长，待小麦叶片葱绿，高度约１０ｃｍ时准备进
行试验。

１．２　试验方法
１．２．１　９５％乙醇研磨 －过滤法　取新鲜干净小麦
叶片，称量０．４ｇ于研钵中剪碎，加入少许石英砂和
碳酸钙粉及４～６ｍＬ９５％乙醇，研磨成匀浆，继续加
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入９５％乙醇研磨至组织变为白色，静置一段时间，
取１张干净滤纸放于漏斗内壁，用乙醇润湿，玻璃棒
置于滤纸 ３层处，把匀浆沿玻璃棒引流，过滤到
５０ｍＬ棕色容量瓶中，用乙醇洗研钵及玻璃棒，一并
转入，最后用９５％乙醇定容至５０ｍＬ，重复２次。

取洁净比色皿（用手拿住比色皿的糙面），先用

少量待测液清洗２～３次，然后将溶液倒入比色皿中
（高度不得超过比色皿总高的４／５），将洒出的溶液
用滤纸吸掉，第１个比色皿中放９５％乙醇溶液为空
白对照。然后测定其在波长６６３ｎｍ和６４５ｎｍ处的
吸光度。每个重复在不同波长下测３次，取平均值。

通过以下公式计算叶绿素含量。

叶绿素ａ含量＝（１２．７Ｄ６６３ｎｍ－２．６９Ｄ６４５ｎｍ）×
Ｖ

１０００×ｍ；

（１）

叶绿素ｂ含量＝（２２．９Ｄ６４５ｎｍ－４．６８Ｄ６６３ｎｍ）×
Ｖ

１０００×ｍ；

（２）

叶绿素总量＝（２０．２１Ｄ６４５ｎｍ＋８．０２Ｄ６６３ｎｍ）×
Ｖ

１０００×ｍ。

（３）
式中：Ｄ６６３ｎｍ、Ｄ６４５ｎｍ分别为在６６３、６４５ｎｍ下的吸光
度；Ｖ为待测液的体积（ｍＬ）；ｍ为叶片鲜质量（ｇ）或
叶面积（ｃｍ２）。
１．２．２　９５％乙醇研磨 －离心法　取新鲜干净小麦
叶片，称取０．５ｇ于研钵中剪碎，加入少许石英砂和
碳酸钙粉及３ｍＬ９５％乙醇，研磨成匀浆，再加９５％
乙醇３～５ｍＬ，静置一段时间，将匀浆转入１０ｍＬ离
心管中，并用适量９５％乙醇洗涤研钵，一并转入，然
后以４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ后，弃沉淀，上清液用
９５％乙醇定容至１０ｍＬ，重复２次。

取上述色素提取液２ｍＬ，加９５％乙醇１６ｍＬ稀
释得到待测液；测定与计算方法同“１．２．１”节。
１．２．３　无水乙醇浸提法　称取新鲜干净小麦叶片
０．０２ｇ，将其剪成长度约５ｍｍ、宽度约１ｍｍ的细
丝。将准备好的细丝等量分别放入３支试管中（试
管用黑塑料袋包裹），滴加１０ｍＬ无水乙醇，室温下
暗处浸泡提取３ｄ左右，期间加以摇晃可缩短浸泡
时间，至小麦叶片无色或白色。

将提取液再次定容至１０ｍＬ；测定与计算方法
同“１．２．１”节，其中空白对照为无水乙醇。
１．２．４　８０％乙醇浸提法　步骤同“１．２．３”节，只需
用８０％乙醇溶液替代无水乙醇即可。
１．２．５　叶绿素仪法　手持 ＣＭ－１０００叶绿素测量

仪，距离小麦叶片３０．５～１８３．０ｃｍ，打开开关，即可
进行扫描，等数据出现后进行记录，间隔２ｓ就可以
进行下一次测量，重复３次取平均值。
１．２．６　原子吸收光谱法　镁标准曲线的绘制：将配
制好 的 １．０００ ｍｇ／ｍＬ 镁 储 备 液 稀 释 至
１０．００μｇ／ｍＬ，得到镁标准溶液。移此溶液０、０５、
１．５、２．５、３．５、５．０ｍＬ于６个５０ｍＬ的容量瓶中，再
分别滴加２０ｍＬ０．８ｍｏｌ／ｍＬＨＣｌ溶液，用蒸馏水定
容。得浓度分别为０、０．１、０．３、０５、０．７、１．０μｇ／ｍＬ
标准液，以浓度为０的溶液作为空白对照，测定标准
液在２８５ｎｍ处的吸光度，分别为 ０．０１５、０．１１６、
０２４５、０．４１８、０．５５２、０．７４３，绘制出标准曲线，线性
函数为ｙ＝０．７２６５ｘ＋０．０３３３，见图１。

　　取新鲜干净小麦叶片，称取约２．０ｇ剪碎，加入
少许石英砂和碳酸钙粉及４～６ｍＬ无水乙醇，研磨
成匀浆，继续加入无水乙醇研磨至组织变为白色，

静置一段时间，取１张干净滤纸放于漏斗内壁，用乙
醇润湿，玻璃棒置于滤纸３层处，把匀浆沿玻璃棒引
流，过滤到５０ｍＬ棕色容量瓶中，用乙醇洗研钵及玻
璃棒，一并转入，最后用无水乙醇定容至５０ｍＬ，重
复２次。得到小麦叶绿素提取液，置于避光处备用。

取上述叶绿素提取液４．０ｍＬ于分液漏斗中，滴
加４．０ｍＬ石油醚，轻轻摇动；再加４．０ｍＬＮａＣｌ溶
液，上下振荡；再加入１２．０ｍＬ蒸馏水，充分振荡以
后静置分层，深绿色的石油醚层在上层，水 －乙醇
层在下层。从下面倒出水－乙醇层，再用４．０ｍＬ石
油醚重复萃取２次，然后合并３次所得到的石油醚
相。于其中加入２０ｍＬ０．８ｍｏｌ／Ｌ的 ＨＣｌ溶液，充
分振荡后放置分层，将水相转移到５０ｍＬ容量瓶中，
用蒸馏水定容，得到待测液。

采用火焰原子吸收分光光度计３６１ＭＣ测定待
测夜中镁元素的吸光度。通过以下公式计算叶绿

素含量：
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叶绿素总量（ｍｇ／ｇ）＝
Ｃ×Ｖ１×Ｍ１×Ｖ３
Ｖ２×ｍ×Ｍ２×１０００

＝２３．１３×Ｃｍ 。

（４）
式中：Ｃ为待测液中的镁浓度（μｇ／ｍＬ），ｍ为小麦称
取的质量（ｇ）；Ｖ１为乙醇提取液的总体积（ｍＬ）；Ｖ２
为移取石油醚相的体积（ｍＬ）；Ｖ３为返萃水相的定
容体积（ｍＬ）；Ｍ１为叶绿素 ａ（ｂ）的平均摩尔质量
（ｇ／ｍｏｌ）；Ｍ２为镁的摩尔质量（ｇ／ｍｏｌ）。

２　结果与分析

由表１可见，９５％乙醇研磨 －过滤法所测得的
叶绿素含量高于９５％乙醇研磨 －离心法；无水乙醇
浸提法所测得的叶绿素含量高于８０％乙醇浸提法；
浸提法所测得的叶绿素含量均高于研磨法；叶绿素

仪法无法测出叶绿素ａ、叶绿素ｂ含量。原子吸收光
谱法测得的叶绿素总量为（４．０２５±０．１１０）ｍｇ／ｇ，其
所测得的叶绿素总量最高，且标准差也最小，所以

此方法所测结果最准确，但缺点是无法测出叶绿素

ａ、叶绿素ｂ的含量。
　　小麦叶片在经过９５％乙醇溶液研磨之后，过滤
法与离心法测得的叶绿素含量有明显差异。过滤

法所测得的含量高于离心法，说明在离心的过程

中，匀浆从研钵转移到离心管以及叶绿素提取液从

离心管转移到试管的过程中，小麦叶绿素遭到光、

氧的损伤，同时还存在溶液洒出的情况，导致离心

法测得的含量偏低；而在过滤的过程中，并没有频

繁的转移过程，直接过滤定容到容量瓶即可，可避

免叶绿素的损失。

表１　６种方法的测定小麦叶绿素含量

方法
吸光度 叶绿素含量（ｍｇ／ｇ）

６６３ｎｍ ６４５ｎｍ 叶绿素ａ 叶绿素ｂ 总量

９５％乙醇研磨－过滤法 １．３５３±０．０２２ ０．５２９±０．０５２ ２．１０２±０．２１２ ０．７６０±０．２２５ ２．８６２±０．２２６

９５％乙醇研磨－离心法 ０．７３１±０．１２８ ０．２９６±０．１１４ １．８７０±０．３０２ ０．６７６±０．１６７ ２．５４６±０．３５６

无水乙醇浸提法 ０．６１１±０．０１８ ０．２３７±０．０１０ ２．６３３±０．１１６ １．０６５±０．０２５ ３．６９８±０．１５３

８０％乙醇浸提法 ０．５２８±０．０３６ ０．２２８±０．０１１ ２．４３９±０．１７７ ０．８８０±０．０７４ ３．３１９±０．１９６

叶绿素仪法 １．９６２±０．２４０

原子吸收光谱法 ４．０２５±０．１１０

　　注：表中的数据均为３次重复的平均值±标准差。

　　乙醇作为提取剂来浸泡小麦叶片，不同浓度乙
醇处理测得的叶绿素含量不同，可知提取剂浓度会

影响叶绿素含量的测定。在相同条件之下，采用无

水乙醇浸泡比８０％乙醇浸泡测定效果更好，说明乙
醇浓度越低其含水量越高，叶绿素在其提取剂中的

溶解度降低，所以测得的叶绿素含量降低。

浸提法测得的数据均比研磨法高，说明浸提法

对小麦叶片的损害较少。在研磨过程中，研磨时间

过长使叶绿素受到光解，且过程比较繁琐，既要进

行研磨，还有后续的过滤或离心处理，叶绿素含量

会发生一定的减少。而浸提法只需将小麦叶片剪成

细丝状就可以直接放入浸提液中反复浸泡，至叶丝变

白或无色即可，过程较简单，且所测含量也较高。

叶绿素仪法测得的结果是最低的，因为在测量

过程中，ＣＭ－１０００叶绿素仪所要求的待测植物的
面积直径最低应为１．３５ｃｍ，而试验中所采用的小
麦叶片由于生长时间较短，宽度仅为０．２～０．４ｃｍ；
又因为使用叶绿素仪测定时，小麦叶片呈现一定程

度的发黄现象，导致最终结果偏低。说明此方法无

法测出准确数据，但是它的整个试验过程极其简

单，对待测样品也没有严格的处理要求，只需保持

一定的距离进行扫描即可得出叶绿素含量。

原子吸收光谱法所测得的叶绿素总量为

４．０２５ｍｇ／ｇ，为６种方法中测得含量的最高值，且准
确性也是最可靠的，因为通过间接测定叶绿素中镁

元素的浓度进而测定叶绿素含量，在其过程中可以

减少叶绿素的降解和损失问题。但试验过程中也

存在一些误差，比如叶绿素提取液的制备采用的是

研磨法，存在一定程度的光解。但是与其他方法相

比，此方法所用的火焰原子吸收光光度计能够灵敏

可靠地测定镁元素的吸光度，所以其准确性仍是最

高，误差也最小。

３　结论与讨论

在测定小麦叶绿素含量的６种方法中，原子吸
收光谱法虽不是直接测定叶绿素含量的方法，但是

其测定过程是对叶绿素中镁元素进行直接测定，测

定镁元素的吸光度与直接测定叶绿素吸光度相比，
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其操作过程不存在叶绿素的降解，所以它的测定结

果是最可靠、最准确的。无水乙醇浸提法所得结果

较准确但时间最长；叶绿素仪法是粗略估计但时间

最短；研磨法是传统方法且一直沿用至今，但是过

程繁琐，需耗时耗力。另外，浸提法、研磨法以及原

子吸收光谱法都是对待测样品进行离体检测，在此

过程中也存在对待测样品不同程度的损伤，而叶绿

素仪法则是活体检测，无需采摘；同时叶绿素仪法

和原子吸收光谱法只能测出小麦的叶绿素总量，无

法测出叶绿素ａ、叶绿素ｂ含量。
叶绿素含量是所有植物十分重要的生理指标

之一［２］，一直以来以传统的研磨法应用最为广泛，

深受各位研究者的青睐，本次研究也采用了研磨

法，得知了其对叶绿素含量的影响，以及其他方法

对含量测定的影响。

在研磨－过滤和研磨－离心２种方法的操作过
程中，考虑到过滤法比较耗时和乙醇挥发较快的原

因，所以同时做了离心试验，结果发现，离心所测的

含量比过滤法还要低。但总体来讲，研磨法与其他

方法相比，表现为步骤琐碎、工作量大、在研磨过程

中对小麦叶片易有损伤且很容易受光氧化分解，并

且无法防止试验者不与挥发到四周空气中的药品

接触，对身体有较大的伤害［３］。所以，有人对此种

方法进行了改进［４］，但是由于对待测样品的提取不

彻底、效率低以及提取剂不稳定等因素而未被广泛

使用［５］。所以研磨法从严格意义上来说，其测量结

果偏低，也比较麻烦，并不适宜用来测定叶绿素含

量，但是它作为测量植物叶绿素含量的鼻祖，必将

会一直沿用下去，并且对于教师的试验教学过程还

是比较适宜的。

用浸提法来进行小麦叶绿素含量测定时，使用

了２种不同浓度的同一种提取剂，结果发现，高浓度
组所测的含量比较高且准确。但这并不能说明提

取剂浓度与所测叶绿素含量表现为正相关关系，如

果未来有机会，将会使用乙醇作为单一提取剂，作

梯度浓度试验，以确定最佳乙醇浓度。同时本试验

与洪法水等的丙酮乙醇混合液作为浸泡液的试

验［６］作比较，发现其效果相对偏低；与王文杰等的

二甲基亚砜法浸泡提取叶片叶绿素相比［７］，其时间

相对较长。但是浸提法所测得的含量在６种方法当
中也是明显较高的，且极易进行操作，对试验也没

有药品暴露风险，个人觉得比较适合于本科及硕士

课程的研究。

ＥＹＥＬＨＣＭ－１０００叶绿素仪法作为一种测定植
物相对叶绿素含量极其简便的方法，由于结果不准

确，故参考价值不大。但是此方法却很简单易测，

并且仪器也很方便携带，同时也有研究表明，经过

校正的叶绿素仪能对田间生长的植物的叶绿素含

量进行准确快速的测定［８］。若待测植物的叶片面

积可以达到仪器的要求，那么用来测量抽穗期的小

麦叶片叶绿素含量还是比较适宜的。

原子吸收光谱法由于是一种间接的方法，很多

人并不采用，但是由于其试验过程很严谨，对药品

的使用量有一定限度，只需把镁元素从叶绿素中萃

取出来，它就不会有损失，如果采用直接方法测叶

绿素含量，不可避免的会使待测液中叶绿素降解，

导致含量降低。并且本试验结果也显示它所测得

的含量最高、最准确，所以比较适用于科学研究。
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