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浮游植物叶绿素a测定方法比较
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摘要：选取规范方法、超声波法、反复冻融法、延时提取法、热丙酮法、丙酮加热法、热乙醇法、混合溶剂法8种常见的浮游植物叶绿素a的测定方法，以实验室培养的微囊藻（Microcystis aeruginosa）水华样品为研究对象进行叶绿素a含量的测定。从叶绿素a提取的完全性、测定数据的稳定性、试验操作的简便性等方面对8种方法进行评价，并对叶绿素a结果测量的单色法和三色法进行分析讨论。试验结果表明，选取的8种测定方法中，包括国家标准方法在内的大多数方法，存在操作耗时长、过程复杂、叶绿素提取不完全的缺点；而丙酮加热法测量叶绿素a的提取效率高、数据稳定性好，操作耗时短、简便，可推荐作为一种常用的浮游植物叶绿素a的测量方法；三色法和单色法测定方法的选取应综合考虑。
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在地表水环境的富营养化的研究中，叶绿素a(chlorophyll-a，以下简称Chl-a)是表征浮游植物生物量的最常用的指标之一。Chl-a的实验室测量方法有分光光度法、荧光法、色谱法，其中以传统的分光光度法应用最为广泛。因我国普遍采用的Chl-a测量的标准方法[1]存在耗时长、提取不完全、步骤繁琐等缺点，已有一些文献报道提出了对标准方法的优化改进。这些方法的优化改进主要包括以下四个方面：（1）改变细胞破碎方式，如超声波法[2]、反复冻融法[3]是用超声或者反复冻融细胞的方法来破碎细胞，提取叶绿素a；（2）延长提取时间，如延时提取法[4,5]，利用溶剂长时间的溶出作用提高提取效率；（3）加热提取法，如热丙酮法[6]、丙酮加热法[7]，是利用热地溶剂提高叶绿素a的溶出量；（4）改变溶剂，如热乙醇法[8]、混合溶剂法[9]等是利用其他的溶剂代替或部分代替丙酮来提高提取效率并减轻丙酮对操作者的伤害。目前虽然有一些关于这些方法和标准方法比较的文章[10,11]，但是至今尚缺乏对这些方法的系统性比较评价，并很少提及后续测定的三色法和单色法两种情况[12]。
本文选取报道过的包括标准方法在内的8种Chl-a的提取及测定方法，以实验室培养的微囊藻水华水样为实验对象，进行Chl-a的测定研究。从Chl-a提取的完全性、数据的稳定性、操作的简便性等方面对各种测定方法进行评价，并比较单色法和三色法适应性。为地表水环境的富营养化浮游植物的生物量的快速、稳定且准确的表征推荐监测方法。
1  实验材料与方法

1.1  材料
微囊藻（Microcystis aeruginosa），购自中国科学院水生生物所淡水藻种库。在实验室培养微囊藻水华样品，其生长处于对数生长期。

化学试剂：90%丙酮、90％乙醇、丙酮乙醇混合液（体积比1∶1）、1 mol·L-1盐酸、碳酸镁悬浊液。
其他材料：醋酸纤维滤膜（0.45 µm）、研钵、布氏漏斗、抽滤瓶、具塞刻度离心管(10 mL)、移液枪、遮光用锡箔纸
1.2  主要仪器与设备
真空泵、离心机、超声波仪、恒温水浴锅、冰箱、UV-分光光度计等。
1.3  实验方法

1.3.1  Chl-a的提取

将悬浊培养的微囊藻水华溶液混匀，每种Chl-a的提取方法分别平行吸取15 mL微囊藻液样品6份，将吸取15 mL藻液，用0.45 µm醋酸纤维滤膜真空泵抽滤，并滴加2滴碳酸镁悬浊液。再分别参照相应的参考文献进行Chl-a的提取。
我国规范方法参考文献[1]；超声波法参考文献[2]；反复冻融法参考文献[3]；延时提取法参考文献[4,5]；热丙酮法参考文献[6]；丙酮加热法参考文献[7]；热乙醇法参考文献[8]、混合溶剂法参考文献[9]。
1.3.2  吸光度测量方法与数据处理
Chl-a的吸光度测量方法主要有单色法和三色法两种。采用上述各种方法所获得的提取液，分别采用三色法和单色法测定。单色法、三色法测定及Chl-a计算参考文献[1，8，9]。
使用SPSS 12软件进行数据分析。
2  实验结果与讨论
2.1  实验结果

采用8种不同的方法提取微囊藻样品，并且对提取液分别采用三色法、单色法测定吸光度，求算Chl-a值。采用SPSS 12软件进行数据分析，获得了每种提取法采用单色法、三色法测定对应的Chl-a的含量均值、标准方差、变异系数等。不同提取、测定方法的Chl-a含量均值、标准方差的实验结果如图1所示。变异系数分析、实验耗时等列于表1。
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图1  不同提取、测定方法下Chl-a数据分析

Fig. 1  Measurement of Chl-a concentration of different methods
表1  不同提取方法实验耗时情况
Table 1  Time consumption of different methods
	测定方法
	标准方法
	延时提取法
	热丙酮法
	反复冻融法
	超声提取法
	丙酮加热法
	热乙醇法
	混合溶剂法

	ρ/(µg·L-1)
	0.974
	1.011
	1.216
	1.435
	1.517
	1.635
	1.026
	1.397

	标准方差
	0.149
	0.163
	0.157
	0.064
	0.253
	0.072
	0.077
	0.126

	变异系数
	15.7
	16.0
	14.7
	3.91
	16.5
	3.26
	5.24
	9.42

	实验耗时/h
	8-8.5
	7-7.5
	9-9.5
	24
	21
	1.5-2
	8-9
	8-9



实验结果表明，从对Chl-a提取的效率即Chl-a提取含量的均值看，丙酮加热法、超声波破壁法、反复冻融法、混合溶剂法提取的效率较高；从提取的稳定性或精密度看，丙酮加热法、反复冻融法和热乙醇法测量结果较好；从各种方法的实验全过程耗时来看，丙酮加热法耗时最短；从单色法与三色法的测定结果比较，一般三色法测定的Chl-a的数值要高于单色法，但混合溶剂法和热乙醇法例外。

2.2  提取效率评价

从提取效率看，丙酮加热法的提取效率最高，其次提取效率比较高的方法依次为反复冻融法、超

声波法、混合溶剂法。

丙酮加热法提取的Chl-a均值达到了1.635 μg·L-1。随着水浴加热过程温度的升高，丙酮的萃取能力得到增强，而且提取过程耗时短、操作简单，样品基本没有损失。但在实验过程中，加热的时间与温度控制很重要，且需要采取避光措施。温度过高、有光照条件以及加热时间过长，均可能破坏Chl-a的稳定性。

反复冻融法对藻类叶绿素的提取通过两方面来完成，一是滤膜在-20 ℃下冰冻，再在室温条件下融解，利用细胞内冰粒的形成和细胞液浓度的增高引起溶涨[3]，使胞壁结构破碎引起叶绿素溶出；另一方面考虑到反复冻融对藻类细胞的破壁率受到不同细胞种类、同种藻类不同生长状况的影响[13]，因此通过延长浸提时间来提高提取效率。实验中经历7次反复冻融、20多个小时的提取，Chl-a的提取较为完全。

超声波提取法是利用外场介入强化，用溶媒进行Chl-a的提取。以往的研究已证实了超声波法确实能有效地破碎藻类细胞[2]。另在不加热的情况下,混合溶剂的提取效率高于单一溶剂，这个与以往的文献报道基本一致[9]。

2.3  提取方法稳定性与可靠性评价

从方法的可靠性和稳定性评价，从图1所示的数据分析可以发现丙酮加热法、反复冻融法和热乙醇法测量结果的标准方差明显比其它方法的小，表明这三种提取方法的精密度较好。结合提取效率分析，与国内常用的标准方法相比，丙酮加热法和反复冻融法对Chl-a的提取结果显著偏高，说明这两种方法提取更完全或损失更小。林少君[5]等人测量微囊藻Chl-a的研究表明反复冻融法误差小、稳定性好、结果准确度高，这一点在本实验中得到了印证。

与国内常用的标准方法相比，丙酮加热法、反复冻融法和热乙醇法的操作简单，受人为因素影响小，提取的Chl-a的数据的标准方差小，表明这几种提取方法较为稳定可靠。而标准方法、超声波法、延时提取法、混合溶剂法的标准方差、变异系数较大。国内标准方法Chl-a的提取过程，研磨过程的不完全破壁以及溶剂洗涤转移过程有可能是造成叶绿素提取不完全或损失的主要因素，受人为因素影响比较大。超声波破壁法虽然能有效地破碎藻类细胞，但是其提取效率与超声功率有很大关系，也存在Chl-a提取不完全的现象。延时提取法虽然延长了溶剂的提取时间，但因是溶剂对藻细胞的直接浸提过程，故存在不完全提取的现象。
2.4  方法耗时和操作过程复杂程度评价

从实验耗时来看，反复冻融法和超声波法耗时较长，都超过了20 h。丙酮加热法耗时最短，才2 h左右，而其他的方法耗时都在8 h左右。从操作过程的复杂程度来看，标准方法的研磨、洗涤转移，操作复杂，其他方法操作基本上都还比较简便。
延时提取法、反复冻融法、混合溶剂法没有加热过程，操作较为简单，操作者不用长时间接触溶剂，对操作者的健康有利。热乙醇法的提出也是基于保障操作者的健康。
2.5  三色法与单色法比较分析
从单色法与三色法的测定结果比较得出，一般三色法测定的Chl-a的数值要高于单色法，但混合溶剂法例外。浮游藻类中不仅存在具有光合活性的Chl-a，而且存在没有光合活性的脱镁Chl-a。脱镁Chl-a在接近Chl-a的波长上亦有吸收。三色法主要考虑了叶绿素b和叶绿素c对测定的干扰[10，14]，测定的是表观Chl-a的含量(Chl-a与脱镁Chl-a之和)，故三色法测试结果普遍偏高。
单色法考虑脱镁Chl-a的干扰。脱镁Chl-a是Chl-a的降解产物，单色法把Chl-a与脱镁Chl-a的混合物用1 mol·L-1盐酸酸化，其中的Chl-a引起镁原子损失，降解为脱镁Chl-a，而纯脱镁Chl-a则不发生变化，根据酸化前的纯Chl-a与酸化后的脱镁Chl-a(包括原有的脱镁Chl-a和Chl-a降解的脱镁Chl-a)吸收峰之比，对表观Chl-a的含量作脱镁Chl-a的校正，从而得出纯Chl-a的含量。采用单色法测定时，加酸量、酸化稳定的时间非常关键，加酸后测定液会出现混浊,必须稳定15 min后再进行测定[4]。
实验结果发现当提取溶剂不是或不全是丙酮时，单色法的测量结果大于三色法，且加盐酸酸化后溶液并没有完全褪色，即用非丙酮溶剂萃取时建议用三色法测量。
由于这两种方法考虑影响因子的不同，结果的客观性就会有差异。从实验结果来看，单色法的变异系数普遍稍大于三色法，即从方法的稳定性来说，三色法稍优于单色法；从方法的适用范围来讲，三色法基本上适用于各种溶剂，而单色法仅适用于丙酮提取液。另外，从方法的简便性来说，三色法操作简单，产生误差几率小，耗时比单色法短。因此，Chl-a的测定可以根据实际情况的要求选取。
3  结论
（1）从提取效率看，丙酮加热法的提取效率最高，后面依次为反复冻融法、超声波破壁法、混合溶剂法，而标准方法、延时提取法和热乙醇法提取效率较低。
（2）从方法的可靠性和稳定性来说，丙酮加热法、反复冻融法和热乙醇法的标准方差、变异系数小，方法稳定可靠。
（3）从实验耗时和操作过程复杂程度来看，反复冻融法和超声波法耗时比较长，标准方法操作复杂，而其他的改进方法各有优势，其中延时提取法、反复冻融法、混合溶剂法、热乙醇法能有效保护操作者。
（4）比较三色法和单色法，测定时可以根据实际情况的要求选取。
综合上述研究分析，在选定的8种测定方法中，丙酮加热法提取效率高、稳定性好、耗时短、操作简单，可推荐作为一种常用的Chl-a的测量方法，尤其是应急监测或大批量水环境样品测定时更显现优势。
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Comparison of methods for phytoplankton chlorophyll-a 
concentration measurement
Feng Jing, Li Yanbo, Zhu Qing, Wu Weizhong*
College of Environmental Sciences and Engineering, Peking University, Beijing 100871, China

Abstract: This study compared eight methods for phytoplankton chlorophyll-a concentration measurement－national standard method, ultrasonic wave extracting method, freezing and melting method, extended extracting method, hot- acetone method, heating-acetone method hot-ethanol method, mix-solvent method. We choose Microcystis aeruginosa cultivated in the laboratory as the research object. Assess these methods from perfectibility，stability and convenience. Then analyze the methods of three-color spectrophotometry and single-color spectrophotometry. The results show that most of these methods, including the national standard method, are time-consuming, operation-perplexing and extracting-imperfectible. Whereas, heating-acetone method is extracting-perfectible, stable, time-saving and convenient. It can be recommended as a common methods for phytoplankton chlorophyll-a concentration measurement. methods of three-color spectrophotometry and single-color spectrophotometry should be considered synthetically when measuring.

Key words: chlorophyll-a; measurement; three-color spectrophotometry method; single-color spectrophotometry method
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