
　
生态与农村环境学报　 ２０１３， ２９ （４）： ４３８－４４２
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｅｃｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｒｕｒａｌ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ

浮游植物叶绿素 ａ 浓度测定方法的比较研究

徐彩平１，２， 刘　 霞１， 陈宇炜１① 　 （１􀆰 湖泊与环境国家重点实验室 ／ 中国科学院南京地理与湖泊研究所， 江苏 南京　
２１０００８； ２􀆰 中国科学院大学， 北京　 １０００４９）

摘要： 叶绿素 ａ 作为浮游植物生物量的表征，其在水体中的浓度常被用作评价水环境富营养程度的指标，但其测

定方法多样，尚未形成统一的标准方法。 回顾了水体中浮游植物叶绿素 ａ 测定方法的发展历程，对细胞破碎方法

和提取液种类等方面的研究做了比较，结合不同测定方法的优缺点提出了目前最合适使用的方法———热乙醇法。
该方法操作简便，提取效率高，稳定可靠，且对操作者的健康无危害。 介绍了荧光法、高效液相色谱法和分光光度

法 ３ 种常用测定方法的简要步骤、适用性和优缺点。 经过对多种方法的比较，认为采用热乙醇法提取和分光光度

法测定是一种值得推广应用的测定方法，以期为国内制定叶绿素 ａ 测定的标准方法提供依据。
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　 　 富营养化是全球淡水生态系统的主要环境问

题之一，大量的营养物质（主要是氮和磷）的输入往

往导致浮游植物群落结构发生改变，湖泊富营养化

导致水体中藻类异常过度繁殖，甚至造成水华。 因

此，浮游植物群落结构和生物量常被用来评价水体

的营养状态和污染状况［１－３］。 叶绿素 ａ 是浮游植物

光合作用的重要载体，其质量约占细胞干质量的

１％～ ２％，在光合藻类中广泛存在，它对细胞成分的

贡献使其成为计算浮游藻类生物量和初级生产力

的重要指标［４］。 湖 泊 富 营 养 化 的 基 本 评 价 方

法———卡尔森营养状态指数（ＴＳＩ）及修正的营养状

态指数（ＴＳＩｍ）是按照叶绿素 ａ 含量的计算结果来

划分水体富营养化程度的［５］。

叶绿素呈深绿或墨绿色油状，或糊状，不溶于

水，易溶于丙酮和乙醚等有机溶剂和油脂类。 对

光、热和酸敏感，性质不稳定，遇酸时中心金属镁被

氢置换脱离成暗绿至暗褐色的脱镁叶绿素［６］。
准确测定水体中叶绿素 ａ 浓度对于评价水体营

养状态及进一步管理和修复水域生态系统具有重

要意义，但目前国内外叶绿素 ａ 测定方法繁杂多样，
国内亦未颁布相应的标准分析方法，导致不同研究

者采用的测定方法多种多样，从而降低了研究结果
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之间的可比性，因此制定一种合适的方法对今后研

究工作的开展至关重要。 笔者在纵观前人研究的

基础上，简要回顾了叶绿素 ａ 测定方法的发展过程，
比较分析了常用的测定方法及其优缺点，以期为国

内制定科学统一的测定方法提供理论依据。

１　 叶绿素 ａ 的提取方法

浮游植物叶绿素 ａ 的测定步骤主要包括水样的

采集和保存、水样的浓缩、叶绿素 ａ 的提取以及叶绿

素 ａ 浓度的测定。 我国普遍采用的叶绿素 ａ 提取方

法多是参照《湖泊富营养化调查规范》 ［７］２６８－２７０或《水
和废水监测分析方法》 ［８］６７０－６７１，即丙酮研磨提取法。
该方法的具体步骤：将滤膜剪碎，放入研钵或匀浆

器中，加入适量 φ＝ ９０％的丙酮，磨成糊状后倒入离

心管内，盖上管塞，摇动后置于黑暗低温处（冰箱）
静置。 该提取方法存在耗时长、提取不完全和步骤

繁琐等缺点，现已有不少研究从细胞破碎方法、提
取时间、提取液和提取温度等方面对其加以改进。
１．１　 细胞破碎方法

很多研究者指出研磨法不仅费时费力，且不易

将样品细胞完全磨碎，多次研磨、转移还会造成样

品的损失。 因此提出了不研磨直接浸提、超声波法

和反复冻融法等多种细胞破碎方法。
文献［９－１１］中，将“带有浮游植物滤膜研磨”步

骤改为“滤膜直接放入带塞试管中，加入 φ ＝ ９０％的

丙酮直接浸提”，研究表明研磨法处理样品繁琐，相
对偏差较大，精密度不高，测定结果偏低，其原因主

要是研磨时容器表面会有残留，转移过程中也会有

损失。 采用不研磨方法，能够有效地避免样品损

失，不需离心、研磨，用 φ ＝ ９０％的丙酮直接浸提可

较完全地提取叶绿素 ａ，具有简单、快速、准确等

优点。
另有研究提出采用超声波法来破 碎 藻 细

胞［１２－１４］。 张宗祥等［１４］开展了超声法和研磨法的比

较实验，将 “研磨” 步骤改为 “超声振荡处理 １０
ｍｉｎ”。 结果表明，丙酮－超声法测定叶绿素 ａ 的提

取效率和测定结果精密度均优于丙酮－研磨法，提
取效率平均可提高 ５％。 超声法的整个提取过程在

黑暗中进行，可避免光和高温对叶绿素 ａ 降解的影

响，且可避免研磨转移损失，还能有效减少研磨过

程中丙酮挥发对操作人员健康的影响。 因此，超声

波法能明显提高提取效率，而且能保证较高的准确

性和精确性。
林少君等［１５］ 介绍了反复冻融法来破碎藻类细

胞，将文献［７］中的“研磨提取”步骤改为“将过滤水

样后的滤膜装进黑色塑料袋，于 ２０ ℃冰箱和室温下

反复冻融 ３ ～ ５ 次，再放进盛有 １０ ｍＬ 丙酮 （ φ ＝
９０％）的离心管中振摇 １ ｍｉｎ 后，于 ４ ℃冰箱浸提 ２０
ｈ，浸提过程中需振摇 ｌ ～ ２ 次”，该方法原理是在低

温冰冻和室温融解过程中，利用细胞内冰粒的形成

和细胞液浓度的增高可引起溶涨从而达到破碎藻

细胞的目的。 该结果表明采用反复冻融－浸提法所

测得的叶绿素 ａ 水平均明显高于研磨法，且标准偏

差较小。
与反复冻融法原理相同，也有研究者采用温差

法破碎细胞。 例如，陈宇炜等［１２］ 用热乙醇法运用冷

热差原理将浮游植物细胞破碎，即将带样品的滤纸

置于冰箱冷冻室内冷冻过夜，再迅速用热乙醇在

８０ ℃ 热水浴中萃取。 吴志旭等［１６］采用热丙酮法也

是利用温度骤变来加速细胞的破裂，该方法能大大

缩短实验操作时间。
从以上结果可以看出，超声波法和冻融法都能

有效避免研磨法所造成的损失和较大误差，提高提

取过效率和精确度。 而孙利芹［１７］ 则采用超声波法

和反复冻融法提取紫球藻的藻红蛋白，结果表明超

声波法对细胞的破碎率明显高于冻融法。 冯菁

等［１８］对多种测定方法进行比较认为，超声波法提取

叶绿素 ａ 的效率高于反复冻融法。
１．２　 提取液

提取叶绿素 ａ 的有机溶剂有甲醇、乙醇、丙酮、
Ｎ Ｎ 二甲基甲酰胺（ＤＭＦ）和混合溶剂等，其中丙

酮是 最 常 用 的 测 定 叶 绿 素 ａ 的 提 取 剂。
ＭＡＲＫＥＲ［１９］研究指出甲醇提取过程中叶绿素对酸

碱度是敏感的，因此在酸化中易产生误差，而且甲

醇对人体毒性大，因此，目前甲醇已经很少被用作

提取溶剂。 １９４０ 年，ＭＡＣＫＩＮＮＥＹ 等［２０］首先提出用

丙酮作为提取剂，ＨＵＭＰＨＲＥＹ 等［２１］于 １９６６ 年证实

φ＝ ９０％的丙酮是提取海洋浮游植物中叶绿素的一

种理想溶剂。 到目前为止，以 φ ＝ ９０％丙酮为溶剂

的方法仍然在广泛使用。
鉴于丙酮作为叶绿素 ａ 的提取剂存在提取不完

全、提取时间长的缺点，人们尝试过很多其他有机

溶剂。 ２０ 世纪 ８０ 年代国外研究者探索出一种新的

溶剂———ＤＭＦ，并证明它的提取效果确实比丙酮更

理想。 ＳＵＺＵＫＩ 等［２２］ 将 ＤＭＦ 与丙酮在不同实验条

件下的提取效果做了全面比较，为 ＤＭＦ 的应用推广

提供可能。 焦念志［２３］ 首先向国内介绍了这种新的

提取剂及其应用方法，指出 ＤＭＦ 能将提取时间缩短

０􀆰 ５ ｈ，萃取结果受温度影响小，挥发损失小，而且对

叶绿素的提取率高于丙酮，因此他总结出用 ＤＭＦ 萃
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取法测定叶绿素具有高效、快速、简便的优点，且特

别适合于野外大批量样品的处理。 潘欣等［２４］ 对

ＤＭＦ 提取叶绿素 ａ 的方法做了改进，认为以往在常

温和 ４ ℃条件下虽然对大多数藻类细胞有很好的提

取效率，但对有些藻类不能提净，因此改进后通过

ＤＭＦ 沸水浴短时间处理来提取微藻细胞叶绿素 ａ
被认为是一种更高效的方法。

尽管多个实验都证明 ＤＭＦ 法具有高效、省时的

优点，但长时间的 ＤＭＦ 浸泡会导致部分叶绿素 ａ 降

解，且 ＤＭＦ 毒性较强，易从呼吸道吸入或从皮肤渗

入，对操作者危害较大［２５］，另外成本也比其他常规

提取剂要高，因此不利于叶绿素 ａ 的常规大量样品

的监测。 国内使用 ＤＭＦ 的相关研究都是针对海洋

浮游藻类，鉴于该方法存在的一些缺点而未得到广

泛应用，因此对于 ＤＭＦ 法的探索改进还有待研究。
在迄今已知的色素提取溶剂中，乙醇是最安全

的提取溶剂，但多被用于提取淡水浮游植物的色

素，对海洋浮游植物的提取应用较少。 ＪＥＳＰＥＲＳＥＮ
等［２６］较系统地比较了乙醇、甲醇和丙酮作为叶绿素

萃取液的优缺点，特别是比较了用乙醇作为萃取剂

在不同条件下的萃取效率，为热乙醇萃取法的推广

应用提供了较好的理论基础。 国际标准组织提出

的方法（ＩＳＯ １０２６０，１９９２）是基于考虑到以上提取剂

的毒性而发展起来的方法，已被许多国家的淡水监

测实验室使用，所使用的提取液为 φ ＝ ９０％的乙醇

溶剂。 此后出于萃取效果、安全性等考虑，乙醇逐

渐替代丙酮成为国际上通用的叶绿素 ａ 提取剂，在
最近的研究中得到广泛使用［２７－２８］。

陈宇炜等［１２］进行了丙酮与乙醇的对比实验，首
次向国内介绍了热乙醇萃取法。 将文献［７］ ２６８－２７０中

的“丙酮研磨提取”步骤改为“将冷冻后的样品取出

后迅速用 φ ＝ ９０％的热乙醇于 ８０ ℃ 条件下萃取 ２
ｍｉｎ，再置于室温避光处萃取 ４～６ ｈ，最后用 φ＝ ９０％
的乙醇作为参比液，采用分光光度计进行比色测

定”。 试验结果表明，热乙醇法测定结果高于丙酮

法，即萃取更为完全，且测得结果的方差和标准误

差小于丙酮。 李振国等［２９］ 的试验也得出了相似的

结论，进一步证明了热乙醇法具有萃取效率高的优

点。 杨彩根等［３０］ 对乙醇、丙酮和 ＤＭＦ 做了比较研

究，总结出乙醇法具有萃取完全、重复性好和简便

安全等优点，因此建议在水环境监测中应广泛采用

乙醇法。 梁兴飞等［３１］对热乙醇法做了优化改进，提
出用超声辅助热乙醇提取，其改进步骤是“热水浴

萃取 ２ ｍｉｎ 后进行超声破碎，再置于暗处静置”。 该

研究得出的最佳条件：萃取温度 ８０ ℃，萃取时间 ２

ｈ，φ（乙醇）＝ ９０％，超声时间 １０ ｍｉｎ。 该改进方法虽

然辅助了超声破碎而使提取效率有所提高，但效率

提高并不显著，而且增加这一步骤使得提取过程变

得繁琐，时间加长。 如果对提取效率有较高要求时

可以考虑辅助超声波法，但是对于野外大量样品的

集中分析还是建议用更为简便快速的热乙醇法。

２　 叶绿素 ａ 的测定方法

水体中浮游植物叶绿素 ａ 的测定方法根据所使

用的 仪 器 可 分 为 荧 光 光 度 法、 高 效 液 相 色 谱

（ＨＰＬＣ）法和分光光度法。
２􀆰 １　 荧光光度法

叶绿素分子被紫外光照射后可发射出特征红

色荧光，其荧光强度与叶绿素浓度呈正比，据此可

采用荧光法进行叶绿素 ａ 的定量分析［３２］。 荧光法

测定叶绿素浓度又分为普通萃取荧光法和同步荧

光分析法。
普通萃取荧光法的操作步骤主要为标准溶液

的配制、标准曲线的制定和样品荧光强度的测定。
将提取的新鲜绿色植物液中的叶绿素作为储备液，
用分光光度法标定其浓度；将标准储备液稀释配制

成标准系列，用荧光光度计测定标准系列的荧光强

度，绘制叶绿素 ａ 标准曲线；由样品测得的荧光强度

从叶绿素 ａ 标准曲线上查得相应浓度。
有研究［３３］指出，叶绿素 ａ 和叶绿素 ｂ 荧光发射

峰相隔很近，在普通荧光分析中叶绿素 ｂ 的荧光发

射峰易被叶绿素 ａ 的发射峰掩盖，用同步荧光分析

法可成功地将其所含叶绿素 ａ 和叶绿素 ｂ 的荧光发

射峰分开。 同步荧光法是一种新型荧光分析技术，
该方法同时扫描荧光分光光度计的激发和发射 ２ 个

单色器波长，由测得的荧光强度信号与对应的激发

波长（或发射波长）构成光谱图。 此方法首先应用

于海洋浮游植物的色素分析［３３］。 唐尧基等［３４］ 用同

步荧光法测定了海水中叶绿素 ａ 含量，也充分表明

同步荧光法在消除海水中存在的其他色素和干扰

物质对测定的影响方面是非常有效的。
２􀆰 ２　 ＨＰＬＣ 法

尽管荧光法操作简便，快速，灵敏度较高，但无

法给出单种色素的含量。 ＭＡＮＴＯＵＲＡ 等［３５］于 １９８３
年建立了分析海洋浮游植物光合色素组成的 ＨＰＬＣ
法，ＷＲＩＧＨＴ 等［３６］ 于 １９９１ 年对该方法作了改进。
此外，国外学者在这一领域做了大量研究，应用

ＨＰＬＣ 技术分析海洋浮游植物的叶绿素和类胡萝卜

素的方法近年来在国际上发展迅速，在国内也有报

道，该方法主要用于海洋浮游藻类色素成分的分
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析。 与荧光法相比，ＨＰＬＣ 法具有更快速、准确的优

点，另外由于 ＨＰＬＣ 法有效排除了其他色素的干扰，
因此获得的叶绿素含量值偏低，此外两者分析结果

的相关性较好［３７］。
ＨＰＬＣ 法能够精确地测定各种光合色素的含

量，但由于仪器精密昂贵，分析操作步骤繁琐，一般

不用于野外大量样品的快速分析［３８］。 如何确定该

方法中流动相的组分来进一步提高色素分离的性

能，以及如何简化操作步骤来提高测定效率都值得

深入研究，期望该方法能在一般的野外样品分析中

得以推广。
２􀆰 ３　 分光光度法

由于叶绿体色素溶液各组成成分在可见光谱

中具有不同的特征吸收峰，因此应用分光光度计在

某一特定波长下所测定的光密度，根据经验公式即

可计算出色素溶液中叶绿素 ａ 浓度。
根据文献［８］ ６７０－６７１提供的方法，取带样品的滤

膜剪碎后在组织破碎器中加适量 φ ＝ ９０％的丙酮研

磨至足够细，移入具塞刻度试管中于暗处静置萃取

２４ ｈ 后，置于医用离心机中以 ３ ５００ ｒ·ｍｉｎ－１离心

１０ ｍｉｎ 得上清液后定容，利用 ＵＶ ９１００ 型分光光

度计分别于波长 ７５０、６６３、６４５ 和 ６３０ ｎｍ 处测定光

密度。 叶绿素 ａ 含量 〔 ρ （ Ｃｈｌ⁃ａ）〕 的计算公式为

ρ（Ｃｈｌ⁃ａ） ＝ ［１１􀆰 ６４ × （Ｄ６６３ － Ｄ７５０） － ２􀆰 １６ × （Ｄ６４５ －

Ｄ７５０） ＋ ０􀆰 １ ×（Ｄ６３０ － Ｄ７５０）］ × Ｖ丙酮 ／ Ｖ水样 × δ。 其中，
ρ （Ｃｈｌ⁃ａ）为丙酮法测定的叶绿素 ａ 含量，ｍｇ·ｍ－３；
Ｄ７５０、Ｄ６６３、Ｄ６４５和 Ｄ６３０分别为丙酮萃取液于波长 ７５０、
６６３、６４５ 和 ６３０ ｎｍ 处的光密度；Ｖ丙酮为提取液定容

后的体积，ｍＬ；Ｖ水样为水样过滤的体积，Ｌ；δ 为比色

皿光程，ｃｍ。
丙酮研磨提取后用分光光度计测定的方法繁

琐费时，准确度较差，建议用热乙醇提取。 陈宇炜

等［１２］用热乙醇萃取的分光光度法操作步骤：先将过

滤后带样品的滤纸冷冻 １２ ｈ 以上，取出后用 φ ＝
９０％的热乙醇水浴萃取，于暗处静置 ４～６ ｈ，然后过

滤萃取液并定容。 将叶绿素样品萃取液在分光光

度计中比色，先在波长 ６６５ ｎｍ 处测定消光率 Ｅ６６５，
再在 ７５０ ｎｍ 处测定消光率 Ｅ７５０。 然后在样品比色

皿中用 １ ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸滴定进行酸化，加盖摇匀，１
ｍｉｎ 后重新在 ６６５ ｎｍ 处测定消光率 Ｅ６６５′，再在波长

７５０ ｎｍ 处测定消光率 Ｅ７５０′。 ρ（Ｃｈｌ⁃ａ）的计算公式

为 ρ （ Ｃｈｌ⁃ａ） ＝ ２７􀆰 ９ × ［（Ｅ６６５ － Ｅ７５０） － （Ｅ６６５′ －
Ｅ７５０′）］ × Ｖ乙醇 ／ Ｖ水样 × δ。 其中，Ｖ乙醇为提取液定容

的体积，ｍＬ。
可见，热乙醇提取法提取效率高，且分光光度

法测定步骤也更为简便，而丙酮研磨提取法的测定

步骤繁琐，计算公式复杂。 叶绿素 ａ 的 ３ 种测定方

法的优缺点和适用性见表 １。

表 １　 ３ 种测定方法的比较

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ

测定方法 优点 缺点 适用性

荧光法 灵敏度高，能精确测定叶绿素含量低的样品 易受其他色素干扰 适合测定叶绿素含量较低的样品

高效液相色谱法 快速准确，能有效排除其他色素的干扰 仪器昂贵，分析操作步骤繁琐 对单种色素含量的精度有较高要求

分光光度法 仪器设备简单，操作简便，应用广泛 无法给出单种色素的含量 野外大量样品的快速分析

３　 结论

用丙酮研磨提取已经被证明费时，繁琐，准确

度差；而直接浸提、反复冻融法虽能有效提取叶绿

素 ａ，且没有加热过程，操作简单，但是这种提取方

法耗时较长，如果处理大量样品效率较低。 以 ＤＭＦ
作为萃取剂的方法目前主要是国内外的海洋研究

机构在使用，其提取效率高，快速简便，但由于其较

大的毒性而不推荐使用，但在应急监测过程中或对

监测效率有较高要求时使用该方法可大大缩短分

析时间。 热乙醇法提取效率高，稳定可靠，步骤简

便，且对操作者健康有利，因此是一种值得推广应

用的提取方法。
荧光法具有高效、灵敏的优点，ＨＰＬＣ 法可以同

时测定多种色素，但这 ２ 种方法所使用的仪器昂贵，
操作步骤繁琐，难以用作常规的测定方法，比较适

合于叶绿素含量低、对单种色素含量有较高要求的

样品测定。 分光光度法所使用的仪器设备简单，操
作简便，因此该方法成为浮游植物叶绿素 ａ 测定最

常用的方法。
目前仍存在一些有待完善和解决的问题：一是

如何尽可能完全提取浮游藻类细胞中的叶绿素 ａ；
二是如何防止浮游植物叶绿素 ａ 在样品处理过程中

的降解；三是如何有效排除其他色素的干扰。 虽然

现行的一些方案都对这些问题作了改进，但还没有

得到最满意的结果。 在不能完全准确提取的情况

下，只能在现有方法中选择一种测定效率相对较高

的方法，即热乙醇法提取结合分光光度计测定，其
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他方法有待进一步探索和改进。

参考文献：

［１］ 　 ＣＡＲＬＳＯＮ Ｒ Ｅ． Ａ Ｔｒｏｐｈｉｃ Ｓｔａｔｅ Ｉｎｄｅｘ ｆｏｒ Ｌａｋｅｓ ［ Ｊ］ ． Ｌｉｍｎｏｌｏｇｙ
ａｎｄ Ｏｃｅａｎｏｇｒａｐｈｙ，１９７７，２２（２）：３６１－３６９．

［２］ 　 李清雪，陶建华．应用浮游植物群落结构指数评价海域富营养

化［Ｊ］ ．中国环境科学，１９９９，１９（６）：５４８－５５１．
［３］ 　 钱奎梅，陈宇炜，宋晓兰．太湖浮游植物优势种长期演化与富

营养化进程的关系［Ｊ］ ．生态科学，２００８，２７（２）：６５－７０．
［４］ 　 ＲＥＮＯＬＤＳ Ｃ Ｓ． Ｅｃｏｌｏｇｙ ｏｆ Ｐｈｙｔｏｐｌａｎｋｔｏｎ ［Ｍ］． Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ， ＵＫ：

Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ Ｐｒｅｓｓ，２００６：２６．
［５］ 　 沈韫芬，章宗涉．微型生物监测新技术［Ｍ］．北京：中国建筑工

业出版社，１９９０：１２７－１２９．
［６］ 　 李英华，吕秀阳，任浩明，等．叶绿素及其衍生物的分析方法研

究进展［Ｊ］ ．蚕桑通报，２００４，３５（４）：１－５．
［７］ 　 金相灿，屠清瑛．湖泊富营养化调查规范［Ｍ］．北京：中国环境

科学出版社，１９９０：２６８－２７０．
［８］ 　 国家环境保护总局《水和废水监测分析方法》编委会．水和废

水监测分析方法［Ｍ］．４ 版．北京：中国环境科学出版社，２００２．
［９］ 　 司大英，魏蓓，杨馗．测定生产力中“叶绿素 ａ”的方法探讨［ Ｊ］ ．

环境工程，２０００，８（３）：５２－５３．
［１０］ 韩桂春，谷丰，张忠臣．淡水中叶绿素 ａ 测定方法的探讨［ Ｊ］ ．中

国环境监测，２００５，２１（１）：５５－５７．
［１１］ 唐曙暇．改进淡水中叶绿素 ａ 测定方法的探讨［ Ｊ］ ．江淮水利科

技，２００６（５）：４０－４１．
［１２］ 陈宇炜，高锡云．浮游植物叶绿素 ａ 含量测定方法的比较测定

［Ｊ］ ．湖泊科学，２０００，１２（２）：１８５－１８８．
［１３］ 董正臻．快速测定藻类生物量的方法探讨［Ｊ］ ．海洋科学，２００４，

２８（１１）：３．
［１４］ 张宗祥，朱宇芳．超声提取分光光度法测定地表水浮游植物中

的叶绿素 ａ［Ｊ］ ．干旱环境监测，２０１０，２４（２）：１２１－１２３．
［１５］ 林少君，贺立静，黄沛生，等．浮游植物中叶绿素 ａ 提取方法的

比较与改进［Ｊ］ ．生态科学，２００５，２４（１）：９－１１．
［１６］ 吴志旭，张雅燕．叶绿素 ａ 测定方法的改进及最优提取时间探

讨［Ｊ］ ．甘肃环境研究与监测，２００３，１６（２）：３７－３８．
［１７］ 孙利芹．紫球藻细胞破碎方法研究［ Ｊ］ ．海洋通报，２００４，２３

（４）：７１－７４．
［１８］ 冯菁，李艳波，朱擎，等．浮游植物叶绿素 ａ 测定方法比较［ Ｊ］ ．

生态环境，２００８，１７（２）：５２４－５２７．
［１９］ ＭＡＲＫＥＲ Ａ．Ｔｈｅ Ｕｓｅ ｏｆ Ａｃｅｔｏｎｅ ａｎｄ Ｍｅｔｈａｎｏｌ ｉｎ ｔｈｅ Ｅｓｔｉｍａｔｉｏｎ ｏｆ

Ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ｉｎ ｔｈｅ Ｐｒｅｓｅｎｃｅ ｏｆ Ｐｈａｅｏｐｈｙｔｉｎ ［ Ｊ ］ ． Ｆｒｅｓｈｗａｔｅｒ
Ｂｉｏｌｏｇｙ，１９７２，２（４）：３６１－３８５．

［２０］ ＭＡＣＫＩＮＮＥＹ Ｇ， ＪＯＳＬＹＮ Ｍ． Ｔｈｅ Ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ｔｏ
Ｐｈｅｏｐｈｙｔｉｎ［Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ ｔｈｅ Ａｍｅｒｉｃａｎ Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｓｏｃｉｅｔｙ，１９４０，
６２（１）：２３１－２３２．

［２１］ ＨＵＭＰＨＲＥＹ Ｇ， ＷＯＯＴＴＯＮ Ｍ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ
Ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ Ｐｈｙｔｏｐｌａｎｋｔｏｎ Ｐｉｇｍｅｎｔｓ［Ｒ］．Ｒｅｐｏｒｔ
ＳＣＯＲ⁃ＵＮＥＳＣＯ，Ｐａｒｉｓ，１９６６．

［２２］ ＳＵＺＵＫＩ Ｒ，ＩＳＨＩＭＡＲＵ Ｔ．Ａｎ Ｉｍｐｒｏｖｅｄ Ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｔｈｅ Ｄｅｔｅｒｍｉｎａ⁃

ｔｉｏｎ ｏｆ Ｐｈｙｔｏｐｌａｎｋｔｏｎ Ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ Ｕｓｉｎｇ Ｎ，Ｎ⁃ｄｉｍｅｔｈｙｌｆｏｒｍａｍｉｄｅ
［Ｊ］ ．Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｏｃｅａｎｏｇｒａｐｈｙ，１９９０，４６（４）：１９０－１９４．

［２３］ 焦念志．一种新的叶绿素高效萃取剂及其应用方法［Ｊ］ ．海洋科

学，１９９４（３）：２０．
［２４］ 潘欣，李建宏，浩云涛，等．ＤＭＦ 提取微藻叶绿素 ａ 方法的改进

［Ｊ］ ．生物技术，２００１，１１（１）：３９－４１．
［２５］ 陈纪新，叶翔，陈小鹏，等．有机试剂提取浮游植物光合色素的

研究［Ｊ］ ．厦门大学学报：自然科学版，２００５，４４（１）：１０２－１０６．
［２６］ ＪＥＳＰＥＲＳＥＮ Ａ，ＣＨＲＩＳＴＯＦＦＥＲＳＥＮ Ｋ． Ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｓ ｏｆ Ｃｈｌｏｒｏ⁃

ｐｈｙｌｌ⁃ａ Ｆｒｏｍ Ｐｈｙｔｏｐｌａｎｋｔｏｎ Ｕｓｉｎｇ Ｅｔｈａｎｏｌ ａｓ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｓｏｌｖｅｎｔ
［Ｊ］ ．Ａｒｃｈｉｖ ｆｕｒ Ｈｙｄｒｏｂｉｏｌｏｇｉｅ，１９８７，１０９（３）：４４５－４５４．

［２７］ ＴＨＯＭＰＳＯＮ Ｒ，ＴＯＢＩＮ Ｍ，ＨＡＷＫＩＮＳ Ｓ，ｅｔ ａｌ．Ｐｒｏｂｌｅｍｓ ｉｎ Ｅｘｔｒａｃ⁃
ｔｉｏｎ ａｎｄ Ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｒｉｃ Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ Ｆｒｏｍ Ｅｐ⁃
ｉｌｉｔｈｉｃ Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ Ｂｉｏｆｉｌｍｓ：Ｔｏｗａｒｄｓ ａ Ｓｔａｎｄａｒｄ Ｍｅｔｈｏｄ［ Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ
ｏｆ ｔｈｅ Ｍａｒｉｎｅ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＵＫ， １９９９， ７９ （ ３）：
５５１－５５８．

［２８］ ＨＡＬＬＩＮＧ⁃ＳＯＲＥＮＳＥＮ Ｂ． Ａｌｇａｌ Ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｏｆ Ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ Ａｇｅｎｔｓ
Ｕｓｅｄ ｉｎ Ｉｎｔｅｎｓｉｖｅ Ｆａｒｍｉｎｇ ［ Ｊ ］ ． Ｃｈｅｍｏｓｐｈｅｒｅ， ２０００， ４０ （ ７ ）：
７３１－７３９．

［２９］ 李振国，卢军，王国祥，等．分光光度法测定浮游植物叶绿素 ａ
的比较研究［Ｊ］ ．中国环境监测，２００６，２２（２）：２１－２３．

［３０］ 杨彩根，宋学宏，孙丙耀．浮游植物叶绿素 ａ 含量简易测定方法

的比较［Ｊ］ ．海洋科学，２００７，３１（１）：６－９．
［３１］ 梁兴飞，郭宗楼．超声辅助热乙醇提取法测定浮游植物叶绿素

ａ 的方法优化［Ｊ］ ．水生生物学报，２０１０，３４（４）：８５６－８６１．
［３２］ 孙力．荧光法测定浮游植物体内叶绿素 ａ 的探讨［ Ｊ］ ．疾病控制

杂志，２００３，７（５）：４４７．
［３３］ 朱明远，邢军，吴宝铃．两种荧光分析法在海洋浮游植物叶绿

素测定中的应用 ［ Ｊ］ ． 青岛海洋大学学报， １９９４， ２４ （ ４）：
５３３－５３８．

［３４］ 唐尧基，游文玮，陈莹，等．同步荧光法测定海水中叶绿素 ａ 的

含量［Ｊ］ ．分析仪器，２００４（３）：２４－２６．
［３５］ ＭＡＮＴＯＵＲＡ Ｒ， ＬＬＥＷＥＬＬＹＮ Ｃ． Ｔｈｅ Ｒａｐｉｄ Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ

Ａｌｇａｌ Ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ａｎｄ Ｃａｒｏｔｅｎｏｉｄ Ｐｉｇｍｅｎｔｓ ａｎｄ Ｔｈｅｉｒ Ｂｒｅａｋｄｏｗｎ
Ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｉｎ Ｎａｔｕｒａｌ Ｗａｔｅｒｓ ｂｙ Ｒｅｖｅｒｓｅ⁃Ｐｈａｓｅ Ｈｉｇｈ⁃Ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ
Ｌｉｑｕｉｄ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ［ Ｊ］ ． Ａｎａｌｙｔｉｃａ Ｃｈｉｍｉｃａ Ａｃｔａ，１９８３，１５１：
２９７－３１４．

［３６］ ＷＲＩＧＨＴ Ｓ， ＪＪＥＦＦＲＥＹ Ｓ， ＭＡＮＴＯＵＲＡ Ｒ． Ｉｍｐｒｏｖｅｄ ＨＰＬＣ
Ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｔｈｅ Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌｓ ａｎｄ Ｃａｒｏｔｅｎｏｉｄｓ Ｆｒｏｍ Ｍａ⁃
ｒｉｎｅ Ｐｈｙｔｏｐｌａｎｋｔｏｎ［ Ｊ］ ．Ｍａｒｉｎｅ Ｅｃｏｌｏｇｙ Ｐｒｏｇｒｅｓｓ Ｓｅｒｉｅｓ，１９９１，７７
（２）：１８３－１９６．

［３７］ 戴荣继．ＨＰＬＣ 测定饮用水中藻类叶绿素含量［ Ｊ］ ．北京理工大

学学报，２００６，２６（１）：８７－８９．
［３８］ 陈宇炜，陈开宁，胡耀辉．浮游植物叶绿素 ａ 测定的“热乙醇

法”及其测定误差的探讨 ［ Ｊ］ ． 湖泊科学， ２００６， １８ （ ５ ）：
５５０－５５２．

作者简介： 徐彩平（１９８９—），女，安徽马鞍山人，硕士生，主
要研究方向为淡水藻类生态学。 Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｍａｓｘｃｐ＠ １２６．ｃｏｍ


