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摘 要：为了更准确、高效地揭示小麦不同器官的叶绿素含量，本研究以小麦的旗叶、小花和花药为材料，分别采用 80%
丙酮研磨法（Arnon法）、丙酮乙醇研磨法、丙酮乙醇浸提法来提取小麦不同组织器官的叶绿素。结果表明：不同提取方法

提取的叶绿素溶液的吸收光谱基本一致，但在提取效率上存在差异，其中丙酮乙醇研磨法为旗叶和小花叶绿素提取的最

佳方法，而用丙酮乙醇浸提法（浸提 18 h）提取小麦花药的效率更高，这为准确提取和检测小麦不同组织器官叶绿素提供

了必要的技术支持。
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Abstract：In order to reveal the chlorophyll content of different organs of wheat more accurately and efficiently, the
flag leaf, floret and anther of wheat were used as materials in this study to extract chlorophyll from different tissues
and organs of wheat by using 80% acetone grinding method (Arnon method), acetone ethanol grinding method, and
acetone ethanol extraction method respectively. The results showed that the absorption spectra of chlorophyll solu‐
tions extracted by different extraction methods were basically the same, but there were differences in extraction effi‐
ciency. Among them, the acetone ethanol grinding method was the best method for extracting chlorophyll from flag
leaves and florets, while the acetone ethanol extraction method (extraction for 18 hours) was more efficient for ex‐
tracting wheat anthers, which provided necessary technical support for accurate extraction and detection of chloro‐
phyll from different tissues and organs of wheat.
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叶绿素是叶绿体的主要成分，是植物进行光

合作用的主要色素，它能吸收光能，并在叶绿体
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放氧气。因此，叶绿素含量以及叶绿素 a和叶绿

素 b的比值是植物营养胁迫、光合作用能力和生

长状况的重要指示因子，对植物生理特性和抗性

研究具有重要意义 [1]。在小麦整个生长发育期

间，叶绿素是延缓叶片衰老和促进生殖发育的重

要因子之一 [2]，直接影响小麦光合作用速率和光

合产物形成 [3]。叶绿素的含量是植物生长发育的

重要生理指标之一，其含量与植物光合速率、营

养状况、光合作用等密切相关 [4]。

目前，常用的叶绿素含量的测定主要是用丙
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酮、乙醇混合液法浸提测定，并利用分光光度计

测定叶绿素的吸光度，通过公式来计算出叶绿素

含量 [5]。SPAD-502叶绿素仪因具有快速、简便和

无损的特点常用于大田试验数据检测 [6]。但由于

SPAD叶绿素仪测定的是相对含量，在日常试验中

以分光光度计法测定叶绿素的绝对含量应用最广

泛 [7]，并根据对样品的处理方法和提取溶剂的不

同，又衍生出多种测定方法，同一样品选择不同

的测定方法对测定结果也会产生较大偏差 [8]。国

际上广泛采用 Arnon法，但该方法由于要先加入

石英砂研磨，研磨后又需过滤、除渣，工作量大，

步骤繁琐，不适宜田间大量样品的提取和测定 [9]。

据此，对叶绿素提取方法进行了改进和完善，并

衍生出了二甲基亚矾（DMSO）法 [10]、丙酮乙醇水混

合液法 [11]和丙酮乙醇混合液法 [12]等。DMSO法通

过二甲基亚矾直接浸提植物组织中的叶绿素，省

去了研磨和过滤的步骤；但由于提取叶绿素需在

65 ℃的高温下进行，高温使叶绿素遭受破坏，使

其光谱吸收峰后移，并导致沿用 Arnon法公式计

算存在一定误差 [11]。此外，DMSO受温度影响较

大，温度低于 19 ℃时，提取液 DMSO会出现大量

的结晶。研究表明二甲基甲酰胺（DMF）可在室

温条件下从完整植物材料中直接提取叶绿素，并

克服了 DMSO法需在 65 ℃高温条件下提取的缺

点 [10]，于志刚等 [13]和杨彩根等 [14]利用 DMF对海水

中浮游植物的叶绿素进行提取和测定，结果表明

DMF法具有提取时间短，萃取率高，重复性和稳

定性好的特点；但 DMF和 DMSO均有一定的毒

性，经呼吸道和皮肤吸收会引起中毒反应，对操作

人员有一定的危害。近年来，研究人员先后研究了

丙酮、乙醇及其不同配比方式和不同的提取方法

（研磨和浸提）对叶绿素提取效果的影响[11-12]，研究

表明丙酮∶无水乙醇∶蒸馏水=4.5∶4.5∶1的混合液

浸提法对杜鹃叶片叶绿素提取效果较好 [15]；丙酮∶

乙醇=1∶1的混合液浸提法适合小麦、小白菜、冬

青叶片叶绿素的提取；丙酮∶乙醇=1∶2的混合液

则适合提取油菜叶片的叶绿素 [7，16-17]。但由于不

同植物或同一植物不同组织和器官在色素组

成、次生代谢物等方面存在显著的差异，以及叶

绿素本身易受溶剂、温度、提取时间和溶解度等

的影响，不同提取方法对叶绿素含量测定影响

很大 [19]。因此，探索和优化适合不同组织器官的

叶绿素精确测定方法对实验结果的可靠性分析

仍是关键。

本研究分别以小麦的旗叶、小花和花药为材

料，对叶绿素的提取方法进行探索和优化，旨在

为植物叶绿素的提取和含量测定提供参考。

1 材料与方法

1.1 材料处理

供试小麦品种为西农 1376。待花药发育至单

核早期，4 ℃分别收集旗叶、小花和花药进行试

验，取样时期的确定按Wang等 [18]的方法进行。

1.2 叶绿素提取方法

80%丙酮研磨法（Arnon法）：分别称取新鲜的

小麦旗叶、小花和花药各 1 g，放入预冷的研钵中，

加入 5 mL提取液（80%丙酮）和少量石英砂，充分

研磨成匀浆状后，用滤纸过滤、用提取液洗涤后

定容至 25 mL，并立即在 645 nm和 663 nm波长下

测定吸光值。

丙酮乙醇研磨法：分别称取新鲜的小麦旗叶、

小花和花药各 1 g，放入预冷的研钵中，加入丙酮∶

乙醇=1∶1的提取液 5 mL和少量石英砂，充分研

磨成匀浆状后，在恒温摇床（110 r/min，避光）浸提

14 h，过滤、定容至 25 mL，测定其在 645 nm和 663
nm波长下吸光值。

丙酮乙醇浸提法：分别称取小麦旗叶、小花和

花药各 1 g，分别加入 25 mL浸提液（丙酮∶乙醇=1∶
1），并置于恒温摇床（110 r/min，避光）分别浸提

12、14、16、18、20、22 h，过滤、定容至 25 mL，测定

其在 645 nm和 663 nm波长下吸光值。

同时对不同提取方法进行 400~700 nm波段

扫描吸收光谱。

1.3 统计方法

试验设置三个重复，每个重复进行三次测量。

所得数据经Amon法公式计算叶绿素含量：
叶绿素 a（mg/g）=（12.71×A663-2.59×A645）×V/W
叶绿素 b（mg/g）=（22.88×A645-4.67×A663）×V/W
叶绿素总含量（mg/g）=（8.04×A663+20.29×A645）×V/W
利用 Microsoft Excel 2010进行数据整理和统

计分析。最终结果以“平均值±标准差”表示。

2 结果与分析

2.1 叶绿素不同提取方法的吸收光谱比较

为了对不同提取方法的吸收光谱进行比较分

析，本研究分别提取了小麦的旗叶、小花和花药

叶绿素，并利用紫外分光光度计进行了全波长

（400~700 nm）扫描（图 1）。结果显示：3种方法所

提取的旗叶、小花和花药叶绿素的吸收光谱基本

一致，波峰和波谷所对应的波长基本相同，且在
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435 nm和 665 nm处都呈现出明显的吸收峰，分别

为类胡萝卜素的吸收峰以及叶绿素 a和叶绿素 b
共同形成的吸收峰，所有光谱图的形状基本相似。

因此，本研究中针对小麦小花和花药的 3种不同的

叶绿素提取方法均可采用Arnon法的计算公式。

2.2 小麦旗叶叶绿素提取方法的比较分析

分别采用 80%丙酮研磨法（Arnon法）、丙酮

乙醇研磨法和丙酮乙醇直接浸提法提取并测定小

麦旗叶叶绿素，结果见表 1。不同提取方法的提

取效果存在一定的差异，经比较发现，丙酮乙醇

研磨法对小麦旗叶的叶绿素提取效果最佳，且提取

的叶绿素 a、叶绿素 b和总叶绿素的含量均显著高于

80%丙酮研磨法（Arnon法）和丙酮乙醇直接浸提

法。采用丙酮乙醇直接浸提法在提取小麦旗叶叶绿

素过程中，叶绿素的提取量呈现先增加后减少的趋

势，在浸提 20 h达到最大值。故采用丙酮乙醇研磨

法为最优的旗叶叶绿素提取方法。

2.3 小麦小花叶绿素提取方法的比较分析

表 2结果表明，由丙酮和乙醇组成的研磨法

或浸提法对小花叶绿素的提取效果均优于 80%
丙酮研磨法（Arnon法），叶绿素 a、叶绿素 b和总叶

绿素的含量均显著高于 80%丙酮研磨法（Arnon
表 2 不同提取方法提取小麦小花叶绿素含量 mg/g

提取方法

80%丙酮研磨法

丙酮乙醇研磨法

丙酮乙醇浸提12 h
丙酮乙醇浸提14 h
丙酮乙醇浸提16 h
丙酮乙醇浸提18 h
丙酮乙醇浸提20 h
丙酮乙醇浸提22 h

叶绿素 a
0.196±0.014a
0.259±0.011e
0.221±0.004b
0.222±0.005bc
0.227±0.005bcd
0.232±0.003bcd
0.232±0.004bcd
0.236±0.003cd

叶绿素b
0.073±0.000a
0.086±0.002b
0.091±0.001bcd
0.087±0.000bc
0.092±0.001bcd
0.094±0.003d
0.091±0.001bcd
0.091±0.005bcd

总叶绿素

0.269±0.014a
0.345±0.012d
0.312±0.004b
0.309±0.004b
0.319±0.006bc
0.326±0.001c
0.323±0.004bc
0.328±0.008c

 
注：A~C：小花叶绿素吸光值；D~F：花药叶绿素吸光值；A、D：80%丙酮研磨法（Arnon法）；

B、E：丙酮乙醇研磨法；C、F：丙酮乙醇直接浸提法

图 1 不同叶绿素提取液吸收光谱图

表 1 不同提取方法提取小麦旗叶叶绿素含量

mg/g
提取方法

80%丙酮研磨法

丙酮乙醇研磨法

丙酮乙醇浸提12 h
丙酮乙醇浸提14 h
丙酮乙醇浸提16 h
丙酮乙醇浸提18 h
丙酮乙醇浸提20 h
丙酮乙醇浸提22 h
注：同列不同小写字母表示差异显著（P<0.05），下同

叶绿素 a
1.891±0.003a
2.358±0.007e
1.679±0.002f
1.762±0.007g
1.837±0.007h
1.908±0.01b
2.033±0.017d
1.975±0.017c

叶绿素b
0.585±0.002a
0.694±0.003b
0.452±0.003c
0.485±0.001d
0.505±0.002e
0.524±0.002f
0.559±0.004h
0.541±0.002g

总叶绿素

2.476±0.004a
3.059±0.01d
2.131±0.002e
2.246±0.007f
2.342±0.009g
2.432±0.012h
2.593±0.02c
2.516±0.019b

 

波长（nm）

波长（nm）

法）。同时，丙酮乙醇研磨法提取的叶绿素 a和总

叶绿素含量显著高于丙酮乙醇直接浸提法，而叶

绿素 b含量则没有显著差异。此外，丙酮乙醇浸

提法浸提时间的长短对叶绿素的提取效果没有较

大影响。因此，本研究认为丙酮乙醇研磨法为小

麦小花叶绿素提取的最佳方法。
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2.4 小麦花药叶绿素提取方法的比较分析

表 3结果表明，丙酮乙醇直接浸提法提取的

叶绿素 a、叶绿素 b和总叶绿素的含量均显著高于

80%丙酮研磨法（Arnon法）和丙酮乙醇研磨法，且

随着浸提时间的延长，叶绿素的提取量也随着增

加，浸提 18 h达到最大值，随后呈下降趋势。故

丙酮乙醇直接浸提 18 h为最优的花药叶绿素提

取方法。

表 3 不同提取方法提取小麦花药叶绿素含量 mg/g
提取方法

80%丙酮研磨法

丙酮乙醇研磨法

丙酮乙醇浸提12 h
丙酮乙醇浸提14 h
丙酮乙醇浸提16 h
丙酮乙醇浸提18 h
丙酮乙醇浸提20 h
丙酮乙醇浸提22 h

叶绿素 a
0.235±0.013a
0.256±0.013b
0.280±0.004c
0.285±0.001cd
0.296±0.005de
0.307±0.005e
0.307±0.008e
0.302±0.007e

叶绿素b
0.083±0.002a
0.088±0.006a
0.164±0.012b
0.170±0.008bc
0.185±0.005cd
0.203±0.017d
0.193±0.009d
0.188±0.016d

总叶绿素

0.318±0.015a
0.344±0.019a
0.444±0.016b
0.455±0.009bc
0.482±0.010cd
0.509±0.021d
0.500±0.016d
0.489±0.022d

3 讨 论

叶绿素是植物体内叶绿体的重要组成成分，

是植物光合作用中吸收光的主要色素，能将捕捉

到的光能转化为生物能，为植物生长发育提供所

需的营养物质和能量。因此对叶绿素的准确测定

对研究植物氮素营养等生理变化和反映植物利用

光能效率的高低有着一定的指导意义 [7，19]，而选择

稳定、高效的叶绿素提取方法则有利于得到准

确、可靠的测定数据，因此建立适合于不同植物

组织叶绿素的有效提取方法是叶绿素准确测定的

前提。前人对植物叶绿素测定因植物种类不同结

果各异，但均发现丙酮、乙醇混合溶剂浸提效果

较好 [17]。本试验亦发现丙酮、乙醇混合溶剂在提

取小麦不同组织叶绿素的效果和稳定性方面均优

于以 80%丙酮为溶剂的 Arnon法。此外，光也是

影响叶绿素稳定的重要因素，且叶绿素 a降解速

度快于叶绿素 b，因此，叶绿素 a的提取速度及其

稳定性保持是叶绿素提取效率的关键 [9]。基于

此，本研究将叶绿素的提取时间设定在 24 h之
内，萃取过程均在避光条件下进行。

针对小麦不同组织器官在细胞结构、细胞内

容物和光合特性等方面存在差异，为了建立快

速、准确的叶绿素测定方法，本研究分别以小麦

的旗叶、小花和花药为供试材料，比较分析了 3种
叶绿素提取方法的提取效率。结果表明，3种叶

绿素提取液的吸收光谱基本一致，均可套用 Ar‐
non计算公式进行叶绿素的测定。前人研究结果

认为 Arnon法提取麻烦，工作量大，提取过程中叶

绿素易受光氧化破坏，使测定值偏低 [20]。同时由

于小麦旗叶的细胞结构比较特殊，在光学显微镜

下旗叶的叶肉细胞呈现出单个或（和）多个细胞

紧密连接在一起的排列方式，组织偏厚、叶绿素

含量较高；小花位于小穗的两片护颖之内，每朵

小花由内外颖、3枚雄蕊、1枚雌蕊、2个浆片组

成，是小麦生殖发育的主要器官，组织器官较大。

因此，研究发现采用直接浸提的方法很难在短时

间内充分萃取出旗叶和小花中的叶绿素，且萃取

结束后仍能看到组织上有部分叶绿素残留。而采

用丙酮、乙醇混合溶剂结合组织研磨的方法，可

以使组织器官碎片化，同时通过不间断振荡，使

碎片化的组织器官与提取液充分有效接触混合，

大大提高了提取效率。本研究认为采用丙酮乙醇

研磨法提取小麦旗叶和小花的叶绿素效果较好。

花药是小麦生殖生长阶段最活跃的组织器官之

一，经历着物质和能量之间的频繁转化，在花药

内存在大量的糖类、脂类、淀粉类以及各种植物

生长调节物质 [21]。研究表明糖的积累可以导致叶

绿素含量下降，植物生长调节物质可以激活叶绿

素降解酶类加速叶绿素降解 [22]。同时，花药组织

相对偏小，并随着花药的不断发育叶绿素含量逐

渐减少，糖类物质不断增加[19]。因此，采用比较温

和的丙酮乙醇直接浸提法可以有效减缓糖类和植

物生长调节物质的释放，并通过对浸提时间进一步

优化，可以有效地提高花药叶绿素萃取效率。

综上所述，小麦旗叶和小花的叶绿素提取宜

选用丙酮乙醇研磨法，而花药中叶绿素的提取则

宜选用丙酮乙醇直接浸提法且浸提时间为 18 h。
此外，光是影响小麦叶绿素稳定性的重要因素，

所以在叶绿素浸提、测定及保存时，要尽量选择

避光处理。本研究针对小麦不同组织器官的特

性，建立了适宜而有效的叶绿素提取方法，这为



5期 丁富功等：小麦不同组织器官叶绿素测定方法的比较研究 115

科研数据的准确性提供了重要的指导方法。
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