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玉米叶片叶绿素快速浸提方法研究
α

李得孝, 侯万伟, 员海燕
(西北农林科技大学 农学院, 陕西 杨凌 712100)

　　[摘　要 ]　以玉米叶片为材料, 研究了体积分数 80% 丙酮、体积分数 95% 乙醇、N ,N 2二甲基甲酰胺 (DM F)、乙

醇- 丙酮 (体积比1∶1)混合液4 种浸提液, 不同光温条件和不同样品预处理方式对叶绿素浸提的影响。结果表明,

浸提液以乙醇- 丙酮混合液效果最好, 避光和 50 ℃的提取温度有利于叶绿素提取; 样品冷冻处理不利于叶绿素 a

的提取, 而有利于叶绿素b 的提取, 总叶绿素以鲜样提取为宜。在大样本试验中浸提叶片叶绿素较适宜的方法是: 将

新鲜 (或冷冻)玉米叶片放入 50 ℃丙酮- 乙醇混合液 (体积比 1∶1)中避光提取 1. 5 h。
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　　叶绿素提取是分光光度法测定植物叶片叶绿素

含量的重要步骤, 其中色素提取效率和提取液的稳

定性是衡量提取方法的两个重要方面。最早广泛应

用丙酮研磨法 (A rnon 法) 提取叶绿素[1 ] , 但该方法

步骤繁琐, 工作量大, 客观上难以做到避光操作, 因

而色素提取效率不高。目前, 主要采用丙酮浸提法,

但由于提取液不稳定, 在室温下长时间提取的测量

误差较大。吴志旭[2 ]改用热丙酮浸提叶绿素, 使浸提

时间缩短为1. 5～ 2. 5 h。其他研究者也尝试用不同

的溶剂浸提叶绿素, 如 H iscox 等[3 ] 用二甲亚砜

(DM SO )在65 ℃条件下直接浸提植物叶片叶绿素,

但叶绿素的光谱吸收峰有一定后移, 用A rnon 法公

式计算的叶绿素含量存在一定误差; L ich ten thaler

等[4 ]也提出了利用甲醇、乙醇、乙醚等有机溶剂测定

叶绿素的方法和计算公式;M o ran 等[5 ]用N ,N 2二甲

基甲酰胺 (DM F) 提取叶绿素, 由于DM F 具有与丙

酮相同抑制叶绿素酶活性的效果, 对绝大部分色素

均有良好的提取效果, 但其毒性较强, 对实验室的安

全条件要求较高, 故DM F 适宜在光合色素组成的高

效液相分析中用作提取剂[6 ]。陈福明等[7 ]和张宪

政[8 ]提出了叶绿素混合液浸提法, 认为利用丙酮乙

醇混合液浸提叶绿素的效率和提取液的色素稳定性

均较好, 为普通试验条件下测定叶绿素含量提供了

可行的方法。

本研究对前人认为较好的叶绿素提取溶剂和提

取程序进行了系统比较, 以期为批量样品的叶绿素

快速提取和测定提供参考依据。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　材　料　成株期玉米叶片, 采自陕西杨凌西

北农林科技大学农一站生产田。

1. 1. 2　提取液与仪器　 (1)提取液。丙酮 (体积分数

80% )、乙醇 (体积分数 95% )、N , N 2二甲基甲酰胺

(DM F, 分析纯)、乙醇- 丙酮 (体积比1∶1) 混合液。

( 2) 仪器。包括分析天平、打孔器 (直径 5 mm )、25

mL 具塞试管, 7212型可见分光光度计、恒温水浴

锅。

1. 2　叶绿素的提取及其测定方法

将新鲜玉米叶片洗净, 吸干水分后用打孔器打

出小圆片并混匀, 按每份 40 片 (约 0. 2 g) 取样品 96

份并编号, 准确称重后, 等分为两组: 其中一组 (48

份) 作为冷冻样, 放入- 20 ℃冰箱冷冻备用; 另一组

作为鲜样, 立即进行后续操作。将样品分别剪碎后立

即放入 48 支 25 mL 具塞试管中, 分别加入丙酮、乙

醇、DM F 和乙醇- 丙酮混合液 4 种提取液, 每种提

取液各设 4 种提取条件: 避光高温快提 (50 ℃, 1. 5

h )、见光高温快提、避光室温慢提 (20 ℃, 18 h) 和见

光室温慢提, 共计16 个处理, 每处理重复 3 次, 浸提

叶片叶绿素。用7212型可见分光光度计, 分别在645
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和663 nm 波长处测定浸提液的吸光度, 用A rnon 法

的修正公式计算叶绿素含量[8 ]。

冷冻样也按同样的操作程序和方法浸提及测定

叶绿素含量。试验结果进行方差分析和秩次分析[9 ]。

2　结果与分析

2. 1　不同提取液提取叶绿素效果的比较

　　不同提取液提取叶绿素效果的比较如表 1 所

示。由表1 可见, 4 种提取液中以乙醇- 丙酮 (体积比

1∶1) 混合液提取总叶绿素含量最高, 其次是N , N 2
二甲基甲酰胺 (DM F ) , 丙酮单独提取的效果最低。

在本试验中发现, DM F 提取叶绿素的速度较快, 但

其总叶绿素含量低于乙醇- 丙酮混合液, 可能是叶

绿素降解所致。这也说明N ,N 2二甲基甲酰胺浸提的

叶绿素可能并不稳定。

表 1　不同提取液提取叶绿素效果的比较

T able 1　Comparison betw een soak ing ch lo rophyll efficiency of differen t o rgan ic so lven ts m gög

提取液
So lven t

叶绿素a
Ch l. a

叶绿素b
Ch l. b

总叶绿素
To tal ch lo rophyll

丙酮- 乙醇混合液A cetone- E thano l (1∶1) 2. 443 9 a 1. 011 4 a 3. 352 0 a
N , N 2二甲基甲酰胺N , N 2dim ethylfo rm am ide 2. 296 9 b 0. 823 1 b 3. 120 0 b

乙醇 E thano l 2. 146 1 c 0. 828 7 b 2. 974 8 c
丙酮A cetone 1. 986 8 d 0. 762 0 c 2. 748 8 c

　　注: 同列数据后标不同小写字母者表示在0. 05 水平上差异显著。下表同。

N o te: D ifferen t letters in the co lum ns m eans sign ifican t difference at 0. 05 level. T he sam e as below.

2. 2　不同光温样处理提取叶绿素效果的比较

从表2 可以看出, 叶绿素a 含量的变化幅度大于

叶绿素b。其中在高温、鲜样条件下提取的叶绿素a

含量较高, 此时对光的要求不严格; 在避光、室温、冻

样条件下提取叶绿素 b 含量最高, 在见光、室温、鲜

样条件下提取叶绿素b 含量最低; 总叶绿素含量以

避光、室温、冷冻样, 避光、高温、鲜样和见光、高温、

鲜样3 个处理提取效果较好。
表 2　不同光温样处理提取叶绿素效果的比较

T able 2　Comparison betw een soak ing ch lo rophyll efficiency w ith differen t treatm ents m gög

处理组合
T reatm en t

叶绿素a
Ch l. a

叶绿素b
Ch l. b

总叶绿素
To tal ch lo rophyll

L - T + F+ 2. 326 4 a 0. 867 4 bc 3. 193 7 a

L + T + F+ 2. 301 1 a 0. 841 6 bc 3. 142 6 ab

L - T - F - 2. 288 5 ab 0. 927 2 a 3. 215 7 a

L - T - F+ 2. 239 2 bc 0. 833 4 c 3. 072 6 bc

L - T + F - 2. 195 2 cd 0. 878 4 b 3. 073 6 bc

L + T + F - 2. 144 5 de 0. 855 1 bc 2. 999 6 cd

L + T - F+ 2. 135 0 de 0. 777 9 d 2. 913 0 d

L + T - F - 2. 117 7 e 0. 869 5 bc 2. 987 2 cd

　　注: L + , L - , T + , T - , F+ 和F - 分别代表见光、避光、高温 (50 ℃)、室温 (20 ℃)、鲜样和冷冻样。

N o te: Signals of L + , L - , T + , T - , F+ and F - m ean ligh t, ligh t2screen ing, 50 ℃, 20 ℃, fresh samp les and frozen samp les, respectively.

　　将表2 整理成秩次分析表 (表3) , 根据平均秩次

可以分析各个处理因素对测定结果的影响。从表 3

可以看出, 避光和高温处理平均秩次均低于相应的

见光和室温处理, 说明避光和适当提高温度均有利

于叶绿素的提取。而样品预处理 (冷冻与否)情况较

复杂: 样品冷冻处理不利于叶绿素a 提取, 而有利于

叶绿素b 的提取, 总叶绿素以鲜样提取为宜。

表 3　不同光温样处理平均秩次比较

T able 3　A verage rank of ligh t2temperatu re p re2t reatm ents

条件
Condition

平均秩次A verage rank

叶绿素a Ch l. a 叶绿素b Ch l. b 总叶绿素 To tal ch lo rophyll

见光 L igh t 5. 6 5. 4 5. 6
避光 L igh t2screen ing 3. 4 3. 6 3. 4
高温 (50 ℃) H igh temperatu re (50 ℃) 3. 8 4. 4 4. 0
室温 (20 ℃) Housing2temperatu re (20 ℃) 5. 2 4. 6 5. 0
冻样 F rozen samp les 5. 2 3. 5 4. 8
鲜样 F resh samp les 3. 8 5. 5 4. 2
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3　讨　论

本试验从样品预处理、提取液选择、浸提条件等

方面对叶绿素的浸提方法进行了研究。结果表明, 不

同提取液对叶绿素的提取效率影响较大。其中丙酮

- 乙醇 (体积比1∶1)混合液提取效果最好,N ,N 2二
甲基甲酰胺提取速度最快, 其测定值较小可能是叶

绿素降解所致。Fu ruya 等[10 ]研究表明, 用N ,N 2二甲

基甲酰胺作溶剂提取的色素在低温条件下较为稳

定, 但不适于做大批量样品叶绿素测定的提取介质。

本研究结果表明, 避光、室温、冷冻样, 避光、高

温、鲜样和见光、高温、鲜样 3 个处理对总叶绿素提

取效果较好; 叶绿素 a 含量的变化幅度大于叶绿素

b, 所以叶绿素提取的关键是叶绿素 a 的提取效率。

秩次分析结果也显示, 样品冷冻处理不利于叶绿素a

的提取, 却有利于叶绿素b 的提取, 总叶绿素以鲜样

提取为宜; 避光处理和适当提高提取温度均有利于

叶绿素的提取。

大批量样品的叶绿素测定要求操作程序简单、

提取完全、误差小、效率高。就本试验而言, 可以认为

大量样本叶绿素浸提的较适宜方法是: 将新鲜 (或冷

冻)玉米叶片放入50 ℃丙酮- 乙醇 (体积比1∶1)混

合液中避光提取1. 5 h。
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Fast2soak ing m ethods of ch lo rophyll from m aize leaf

L ID e-x iao, HOU W an -we i,Y UN Ha i-yan
(Colleg e of A g ronomy ,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: Effect of fou r o rgan ic so lven ts, including acetone ( 90% ) , a lcoho l ( 95% ) , N , N 2
dim ethylfo rm anm ide and m ix tu re so lu t ion of a lcoho l and acetone (V öV = 1 ∶ 1) under the differen t

condit ion s of tempera tu re and ligh t and p retrea tm en ts of samp les, w as evaluated on the ex tract ion

eff iciency of ch lo rophyll from m aize leaves. T he resu lts show ed that m ix tu re so lu t ion of acetone and alcoho l

(V öV = 1∶1) w as the best soak ing so lven t; ligh t2screen ing and p roper h igher tempera tu re (50 ℃) w ere

p referab le fo r the ex tract ion of ch lo rophyll; samp le2freezing w as favo rab le to the ex tract ion of ch lo rophyll

a, bu t unfavo rab le to ch lo rophyll b. Con sidering to ta l ch lo rophyll, f resh samp le w as p referred. In

conclu sion, the paper p ropo sed that the ch lo rophyll fast2soak ing m ethod, i. e. m ix tu re so lu t ion of a lcoho l

and acetone (V öV = 1∶1) at the temperatu re of 50 ℃ fo r 1. 5 h, m eet the need of batch m easu rem en t of

ch lo rophyll.

Key words: m aize; leaf; ch lo rophyll; ex tract ion
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