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摘 　要 :用组织研磨、浸泡提取、热浴超声 3种提取方法和丙酮、甲醇、乙醇 3种提取溶剂 ,从实验室纯培养微囊藻中提

取叶绿素 a,并以高效液相色谱法测定其质量浓度。结果表明 ,经组织研磨破碎藻细胞后用甲醇提取的效果好于丙酮和乙

醇 ,经浸泡和超声破碎藻细胞后用乙醇的提取效果好于丙酮和甲醇 ;使用乙醇 -热浴超声法在所有的试验组合中获得最佳

提取效果 ,条件为 :乙醇温度为 50 ℃～55 ℃,超声 6 m in ～8 m in后再静置提取 5 h ～6 h。
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Abstract: The methods ( tissue grinding, immersion, ultrasonic thermal bath) and solvents ( acetone,

methanol, ethanol) were tasted for chlorophyll2a extraction from m icrocystis. The results indicated that extraction

effect of chlorophyll a by method of tissue grinding to break algae cells with methanol was higher than that with

acetone or ethanol, and that by method of immersion or ultrasonic thermal bath with ethanol was better than with

acetone or methanol. In all test group s, the best way was obtained by 6 m in～8 m in ultrasonic treatment and

then 5 h～6 h static extraction in the 50 °C～55 °C ethanol thermal bath.
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　　叶绿素 a是生物监测和水质评价中估算藻类

生物量的重要指标 [ 1 ] ,国内外有多种方法从浮游

植物中提取叶绿素 a
[ 2 - 5 ]

,为避免环境藻细胞色素

和样品水量体积等干扰因素的影响 ,现培养水华中

常见的铜绿微囊藻进行试验 ,比较不同的处理方式

和提取溶剂间的组合差异 ,以期获得最佳的提取

方法。

1　材料和方法

丙酮和甲醇 (HPLC级 ,美国天地公司 )、乙醇

(AR)、碳酸镁 (AR)、叶绿素 a ( Sigma公司 ,纯度 ≥

96. 0% )、超纯水 (由 M illi - Q超纯水仪制备 )、超

声波发生器 (南京昕航科学仪器有限公司 , AS 3120

型号 , 40 kHz, 120 W )。

铜绿微囊藻 (M icrocystis aerag inosa )藻种由南

京大学环境学院提供 , BG - 11培养液高温灭菌 ,
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藻培养温度 25 ℃±5 ℃,光照度 E = 3 000 lx,光暗

比 L∶D = 12∶12,取对数生长期的藻细胞试验。

叶绿素 a标准溶液 :称取 1. 00 mg叶绿素 a标

准品用丙酮稀释至 100. 0 mg/L ,于 - 20 ℃保存 ;工

作溶液用甲醇稀释分别其质量浓度为 1. 0 mg/L、

100. 0μg/L。

样品制备 :将实验藻液摇匀 ,取 10. 0 mL,用

0. 45μm醋酸纤维滤膜过滤 ,将该滤膜于 - 20 ℃冷

冻 12 h。

提取方法 :分别将体积比为 9∶1的丙酮 /水、甲

醇 /水、乙醇 /水 3 种提取溶剂和组织研磨 [ 2 ]、浸

泡 [ 3 ]、超声处理 [ 4 ]
3种提取方式组合 ,设 9个处理

方法组 ,各处理组提取溶剂均定容至 10. 0 mL,每

种处理方法重复 6次。

乙醇 -热浴超声法的提取条件优化 :提取时间

为 4 h、乙醇温度 55 ℃,观察超声时间对叶绿素 a

提取效率的影响 ;乙醇温度为 55 ℃、超声时间

5 m in,观察静置提取时间的影响 ;提取时间为 4 h、

超声时间 5 m in,观察乙醇温度的影响。每种条件

组合处理重复 6次。

W aters A lliance高效液相色谱仪 2695分离单

元 ,配置 2475荧光检测器和 M illinium 32色谱工作

站 ; Gem ini C18色谱柱 ( 150 mm ×4. 6 mm I. D. ,

5μm ) ;流量 1 mL /m in; 柱温 30 ℃; 激发波长

433 nm,发射波长 664 nm,增益 10;流动相 A为甲

醇 , B丙酮 ;梯度淋洗 ,程序运行 10 m in。外标定量

法定量 ,试验数据用 SPSS软件统计处理 ,单因素

ANOVA方法统计检验。

2　结果与讨论

2. 1　检测方法

用高效液相色谱法测定叶绿素 a,分离效果

好 ,仪器的检测限为 0. 1 mg/L。叶绿素 a的色谱

图见图 1。

图 1　叶绿素 a HPLC图谱

2. 2　提取溶剂和提取方式组合

研磨法提取叶绿素 a,不同提取溶剂 6次测定

的平 均 值 分 别 为 : 甲 醇 2. 82 mg/L、乙 醇

2. 04 mg/L、丙酮 1. 98 mg/L ,甲醇的提取效率高于

丙酮和乙醇 ,与 Sartory and Grobbleaar等 [ 5 ]的试验

结果一致 ,甲醇能较好地提取蓝藻中叶绿素 a;用

该法丙酮和乙醇的提取效率无显著性差异 ( P =

0. 282 > 0. 05)。因为叶绿素 a在甲醇中比在丙酮中

容易降解 ,应尽量缩短提取时间。

不同溶剂浸泡提取 6次测定的平均值分别为 :

乙醇 1. 51 mg/L、甲醇 1. 13 mg/L、丙酮 0. 99 mg/L ,

不同提取溶剂间均有显著性差异。David Simon

等 [ 3 ]研究表明 ,甲醇和丙酮浸泡提取无显著性差

别 ,这可能与藻细胞所处生长阶段、不同定量方法

等因素有关。林少君等 [ 6 ]改进浸泡提取法 ,采用

多次冷热交替的冷冻 -浸提方法 ,提高藻细胞破碎

率 ,获得了与传统的丙酮 - 研磨法相当的提取效

果。该次试验浸泡提取效果低于传统的研磨法 ,表

明单纯浸泡不能完全破碎藻细胞。同时样品处理

时间延长 ,暗降解作用会致叶绿素 a部分损失。

超声提取法中不同溶剂的提取效率依次是 :乙

醇 3. 58 mg/L、甲醇 3. 28 mg/L、丙酮 2. 41 mg/L ,

各组间均有极显著性差异。超声波法利用超声波

的空化作用和机械运动、扩散等次级作用 ,能较完

全破碎藻细胞 ,此时提取效率取决于溶剂的萃取能

力 ,并和萃取时间长短有关。当萃取时间控制在

4 h, 3种溶剂的萃取效率由大到小依次为乙醇、甲

醇和丙酮。各组间均有极显著性差异 ( P < 0. 01) ,

见图 2。

2. 3　乙醇 -热浴超声法的优化

在 40 kHz强度下 ,超声 8 m in,提取效率最好 ,

随着超声时间延长 ,叶绿素 a含量逐渐降低。叶绿

素 a对温度和光的敏感导致其不稳定 ,随超声时间

的延长 ,因超声介质升温和光的作用而降解。杨洪

芳等 [ 7 ]研究认为随着时间延长 ,叶绿素 a提取率有

下降趋势。因此 ,在实际操作过程中 ,需严格控制

超声时间 ,在使得藻细胞破碎率最高的同时避免叶

绿素 a的降解。在 40 kHz强度超声时 ,时间控制

在 6 m in～8 m in内效果较佳 (图 3)。

待超声波破碎藻细胞后 ,溶剂浸入细胞后需要

一段时间提取出叶绿素 a,随着时间的延长 ,叶绿

素 a含量先增加 ,然后逐渐降低。其原因可能是 :

①藻细胞内的叶绿素酶分解叶绿素 a; ②叶绿素 a
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图 2　叶绿素 a提取方法的比较

图 3　超声时间和提取效果

除了发生高温降解和光降解外 ,在室温下也会有暗

降解。试验控制提取时间在 5 h～6 h内能较完全

提取出叶绿素 a,同时降低叶绿素 a的损失 (图 4)。

图 4　静置时间和提取效果

乙醇温度低导致萃取效率低 ,需延长萃取时

间 ;温度高 ,叶绿素 a则降解。试验控制温度应为

50 ℃～55 ℃ (图 5)。

图 5　乙醇温度和提取效果

3　结论

分别将乙醇、甲醇和丙酮和研磨、单纯浸泡和

超声提取方式组合试验 ,在此基础上优化了提取叶

绿素 a效率较高的乙醇 -热浴超声法的操作条件。

样品在乙醇 50 ℃～55 ℃热浴、120 W 40 kHz超声

6 m in～8 m in,然后 5 h～6 h静置提取的条件下 ,

可避免温度和光等因素所致叶绿素 a提取过程中

的降解。该方法提取的效果、花费的时间及相对简

单的处理方式优于其他提取方法 ,适合大批量样品

的监测分析。
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