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摘 要:比较了《水和废水监测分析方法》( 第四版) 和 ISO 10260: 1992( E) 中测定叶绿素 a 的典型方法，结果表明两种

方法的测定结果之间既存在显著性差异，又有一定的相关性，从提取方法、提取溶剂和计算公式等方面讨论了原因，指出

ISO 方法提取效率更高，操作更简便。
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Abstract: The typical methods for chlorophyll test were compared between water and wastewater monitoring
method ( the fourth edition) and ISO 10260: 1992( E) ． The experiments showed that the test results both had a
certain correlation and significant differences． ISO standard had high extraction efficiency and easy operation in
the ways of extraction method，extraction solvent and calculation formula．
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叶绿素是植物光合作用中的重要光合色素，通

过测定浮游植物叶绿素，可以掌握水体的初级生产

力状况
［1］。叶绿素 a 是估算藻类生物量及水体初

级生产力的一个重要指标
［2］，在环境监测中通常

将从浮游植物提取的叶绿素 a［3 － 4］
作为湖泊富营

养化的指标之一。
叶绿素 a 的测定主要采用分光光度法和荧光

法。荧光法具有较高的灵敏度
［5］，但需要荧光光

度计等精密仪器，因而目前国内外一般采用分光光

度法测定叶绿素 a。国内叶绿素 a 的测定方法主

要有《叶 绿 素 的 测 定 ( 分 光 光 度 法 ) 》( SL 88 －
1994) ［6］，以及《水和废水监测分析方法》( 第四

版) ［1］
和《湖泊富营养化调查规范》( 第二版) ［2］

中

推荐的方法; 国外叶绿素 a 测定的标准方法有 ISO
10260: 1992 ( E ) ［7］

和 法 国 NF T90 － 117 －
1999［8］

等。
国内外测定叶绿素 a 的典型方法分别为《水和

废水监测分析方法》( 第四版) 中“叶绿素 a 的测定

( B) ”( 以下简称《四版》方法) 和 ISO 10260: 1992
( E) ( 以下简称 ISO 方法) ，两种方法在细胞破碎、
提取溶剂和提取方法等方面有所不同。今通过对

两种方法测定结果和相关性的比较，讨论其各自的

适用性和优缺点，以及方法之间的差异。

1 试验

1． 1 试验原理

浓缩样品，用有机溶剂提取样品中的叶绿素，

测量其吸光值。根据叶绿素 a 在特定波长处的吸

收，计算其质量浓度。
1． 2 主要仪器与试剂

分光光度计; 组织研磨器; 台式离心机 ( 最大

转速 4 000 r /min) ; 水浴锅; 过滤装置: 过滤器、乙

酸纤维滤膜、玻璃纤维滤膜、真空泵。
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90%丙酮溶液; 90%乙醇溶液; 3． 0 mol /L 盐酸

溶液。
1． 3 试验方法

1． 3． 1 样品采集与保存

用棕色玻璃瓶采集样品，样品采集后应立即处

理。如不能立即处理，则在每升水样中添加 1 mL
10 g /L 碳酸镁溶液，于低温( 2 ℃ ～5 ℃ ) 保存在暗

处，避免日光直接照射，最长可保存 8 h。
1． 3． 2 《四版》方法

测定步骤为: 用 0． 45 μm 乙酸纤维滤膜过滤

水样→低温干燥滤膜→用 90% 丙酮溶液充分研磨

→离心→分别于 750 nm、663 nm、645 nm 和 630 nm
波长处测量吸光值，具体操作参见文献［1］。

叶绿素 a( mg /m3 ) 的计算公式为:

叶绿素 a( mg /m3 ) =
［11． 64 × ( D663 － D750 ) － 2． 16 × ( D645 － D750 ) + 0． 10 × ( D630 － D750) ］× V1

V × δ
式中，V 为水样体积( L) ; D 为吸光值; V1 为提

取液定容后的体积( mL) ; δ 为比色皿光程( cm) 。
1． 3． 3 ISO 方法

( 1) 过滤: 取一定体积混匀的水样，用 1 μm 玻

璃纤维滤膜过滤，真空干燥滤膜。将干燥过的滤膜

剪碎，放入带聚四氟乙烯塞子的玻璃管中。
( 2) ISO 方法 1 ( 研磨提取 ) : 将预先加热到

75 ℃ 的 90%乙醇溶液转移至装有滤膜的玻璃管

中，冷却后充分研磨，静置提取 3 min 或更长时间。
将过滤研磨后的混合液转移至 25 mL 容量瓶中，定

容待测。
( 3) ISO 方法 2 ( 水浴提取) : 准确移取一定体

积的 90% 乙醇溶液，置于装有滤膜的玻璃管中( 乙

醇溶液的体积以刚淹没滤膜为宜) ，加塞后轻轻摇

动。将玻璃管放入水浴中，于 75 ℃ 加热 5 min 后

取出，冷却至室温，过滤或离心，转移至 25 mL 容量

瓶中，定容待测。
( 4) 测定: 以 90% 乙 醇 溶 液 为 空 白，分 别 于

665 nm 和 750 nm 波 长 处 测 量 吸 光 值。移 取

0． 01 mL 3． 0 mol /L 盐酸溶液，加入 10 mL 提取液

中，放 置 5 min ( 最 长 不 超 过 30 min ) ，分 别 于

665 nm 和 750 nm 波长处测量吸光值。
( 5) 计算公式:

ρc =
( A － Aa )

Kc
× R
R － 1 ×

103Ve

Vsd
式中，ρc 为叶绿素 a 的质量浓度( μg /L) ; A =

A665 － A750，为酸化前的吸光值; Aa = A665 － A750，为酸

化后的吸光值; Ve 为提取液体积( mL) ; Vs 为过滤

样品体 积 ( L ) ; Kc 为 叶 绿 素 a 的 光 谱 吸 收 系 数

［82 L / ( μg·cm) ］; R 为被酸化后脱镁叶绿素转移

的纯叶绿素 a 中 A /Aa 比率( 1． 7) ; d 为比色皿光学

路径长度( cm) 。

2 结果与讨论

2． 1 测定结果比较

取湖泊水样，分别用《四版》方法和 ISO 方法 2
平行测定 8 次，叶绿素 a 的测定结果见表 1。

表 1 两种方法测定结果比较

Table 1 Comparison results of the two methods

方法
测定值 ρ / ( mg·m －3 )

1 2 3 4 5 6 7 8

平均值

ρ / ( mg·m －3 )

标准偏差

ρ / ( mg·m －3 )

相对标准

偏差 /%
《四版》方法

ISO 方法 2

55． 6

62． 1

56． 9

64． 7

55． 1

67． 0

56． 8

69． 3

57． 2

68． 2

55． 9

68． 3

55． 8

67． 3

57． 2

69． 5

56． 3

67． 0

0． 81

2． 51

1． 4

3． 7

ISO 方法 1 采用研磨提取，标准偏差高于采用

水浴提取的 ISO 方法 2。因此，该试验将《四版》方

法与 ISO 方法 2 比较。由表 1 可见，《四版》方法的

标准偏差低于 ISO 方法 2，说明《四版》方法精密度

较高，数据离散程度低; 而《四版》方法的测定平均

值比 ISO 方法 2 低 10． 7 mg /m3，平均值的相对偏

差接 近8． 7%。用 t 检 验 法 作 检 验，给 定 置 信 度

95%，计算 t 值为 4． 677，远大于 t0． 05( 7) 值 2． 365，说

明两种方法的测定结果之间存在显著性差异。
2． 2 方法的相关性

取不同质量浓度的样品，分别用《四版》方法

和 ISO 方法 2 测定，两种方法测定结果的相对偏差

在 3． 2% ～8． 0%之间，有较好的线性相关性，相关

系数高达 0． 999，回归方程为 y = 1． 07x + 3． 64。将
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表 1 中《四版》方法的测定值乘以 1． 19，所得结果

与 ISO 方法 2 比较接近，说明两种方法的测定结果

之间存在一定的相关性。两种方法对叶绿素 a 测

定结果的相关性见图 1。

图 1 两种方法对叶绿素 a 测定结果的相关性

Fig． 1 Result correlation of the two methods
for Chlorophyll-a tests

2． 3 讨论

《四版》方法和 ISO 方法 2 的测定结果之间存

在显著性差异，同时又存在一定的相关性，这与提

取方法、提取步骤及计算公式有一定关系。
叶绿素 a 的分子式为 C55 H72 O5N4Mg，分子结

构由 4 个吡咯环通过 4 个甲烯基( CH—) 连接，

形成环状结构，卟啉环中央结合着 1 个镁原子。叶

绿体色素所处的环境具微碱性，在酸性条件下，叶

绿素分子很容易失去卟啉环中的镁而成为脱镁叶

绿素。《四版》方法在提取叶绿素的过程中反复研

磨，易使细胞结构遭到破坏，细胞液( 具微酸性) 流

出。如果分析过程中加入的碳酸镁不能完全、均匀

地中和酸性细胞液，则会导致部分叶绿素的分子结

构遭到破坏，使叶绿素失镁，造成测定值偏低。同

时，在样品研磨过程中，若不能完全将细胞磨碎，影

响叶绿素 a 的提取效率，则会使测定值偏低。另

外，《四版》方法反复研磨、离心及转移，操作繁琐

且时间较长，提取液易损失，也易造成结果偏低。
叶绿体色素在不同溶剂中的吸收光谱有差异，

使用不同溶剂提取，计算公式不同，会导致测定值

在有差异的同时又存在一定的相关性。《四版》方

法以 90%丙酮溶液提取，叶绿素于 645 nm、663 nm
和 630 nm 处均有吸收。叶绿素 a 在 645 nm 处的

吸光系数较小，为 16． 75，在 663 nm处的吸光系数

较大，为 82． 04; 叶绿素 b 在 645 nm 和 663 nm 处

均有 吸 收，在 645 nm 处 的 吸 光 系 数 较 大，为

45． 60，在 663 nm 处的吸光系数较小，为 9． 27。根

据 朗 伯 － 比 尔 定 律，扣 除 悬 浮 物 质 的 干 扰

( 750 nm) ，即可得到《四版》方法中叶绿素 a 的计

算公式。ISO 方法 2 以 90%乙醇溶液提取叶绿素，

叶绿素 a 主要在 665 nm 处有最大吸收峰。根据叶

绿素分子在酸性条件下很容易失去卟啉环中的镁

而成为脱镁叶绿素的性质，在测定叶绿素 a 时加盐

酸酸化，测定结果即为酸化前测定值减去酸化后测

定值，同时根据叶绿素 a 光谱吸收系数及被酸化后

脱镁叶绿素转移的纯叶绿素 a 中 A /Aa 的比率，即

可得到 ISO 方法 2 中叶绿素 a 的计算公式。

3 结语

《四版》方法采用低温冻结后慢慢融化、破碎

细胞，再用丙酮研磨提取叶绿素。在研磨过程中，

叶绿素 a 易在酸性细胞液中脱镁，或因研磨不完全

而导致测定结果偏低。样品前处理时需要反复研

磨、提取和离心，比色时需要测量较多波段，操作过

程比较繁琐，费时耗力。采用的提取溶剂丙酮极易

挥发，低毒，对人体神经系统有麻醉作用，对黏膜有

刺激作用。ISO 方法 2 采用 75 ℃ 水浴、90% 乙醇

溶液直接提取，从统计意义上来说，用乙醇提取浮

游 植 物 中 的 叶 绿 素 a 较 丙 酮 提 取 更 完 全。与

《四版》方法相比，ISO 方法 2 的试验条件容易控

制，操作过程简便，低毒害，提取效率较高。
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