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摘　要　比较了不同有机溶剂用直接浸提法和 Arnon法从菠菜叶片中提取叶绿素的效率 . 结果表明 ,用丙

酮、乙醇浸提法提取叶绿素的效率比丙酮、乙醇 Arnon法高 ,甲醇、乙醚浸提法提取叶绿素的效果明显不如丙

酮、乙醇 ,而丙酮与乙醇等摩尔混合液浸提又比丙酮、乙醇液单独浸提的效率略高 . 对这种混合浸提现象的研

究表明 ,在分配比为最大 ( Dmax )时的乙醇浓度与混合液的总摩尔比为 0. 5、协萃系数 R为 1. 85,认为用丙酮与

乙醇混合液提取叶绿素存在协同效应 ,并且在两者等摩尔混合提取时效果最好 . 丙酮、乙醇及两者混合后与

叶绿素的配位比均是 1∶ 1.
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　　植物叶片叶绿素含量与光合速率、植株生长

速率有一定的相关性
[ 1]

. 实验研究中常测定叶绿

素含量以表征植物生长状态 ,生产中也往往根据

叶色变化作为看苗诊断和采取施肥的重要指

标 [2 ] . 长期以来 ,人们都应用 Arnon法 [3 ]测定叶

绿素含量 ,利用叶绿素溶于有机溶剂的特性 ,将叶

片在 80%丙酮溶液中研磨提取 ,经过滤或离心

后 ,用分光光度计测定叶绿素提取液的光密度值

(O D) ,根据 Lamber-Beer定律计算叶绿素含量 .

但 Arnon法由于需要研磨和去残渣 ,对于田间实

验大量样品的测定和大量叶绿素的提取带来很大

的困难 ,而且 ,由于研磨和过滤时间较长 ,客观上

又难以做到避光操作 ,会引起提取液中离体叶绿

素的光分解 ,造成误差 . Hiscox等
[4 ]用二甲亚砜

( DM SO)直接浸提植物叶片中的叶绿素 ,再测定

光密度值 . 此法虽然省略了 Arnon法中研磨和去

残渣两项步骤 ,但需要在 65℃的较高温度下提

取 , DM SO又有难闻的臭味 ,且作为计算叶绿素

含量的光谱吸收峰有一定后移 ,沿用 Arnon法公

式计算必然存在一定误差 . Lichtenthaler等
[5 ]
提

出了用甲醇、乙醇、乙醚等有机溶剂的测定方法和

计算公式 ,对 Arnon法提出了修正 . 为了探讨最

大限度的从植物叶片中提取出叶绿素并能尽量避

免光分解 ,而且又适合大量样品的测定、大量叶绿

素提取的可能性和科学性 ,本文在前人工作的基

础上 ,对不同有机溶剂及其混合液提取菠菜叶绿

素作了研究 ,并对萃取反应机理进行了初步探讨 .

1　实验部分

1. 1　仪器与试剂

岛津 UV-160紫外可见分光光度计 . 丙酮、

乙醇、甲醇、乙醚、正己烷均为分析纯 .

1. 2　实验方法

不同有机溶剂提取叶绿素: 将从市场采购的

菠菜洗净 ,除去叶脉 ,剪碎、混匀 ,称菠菜叶 2 g放

入棕色试剂瓶中 ,加入 60 mL下列有机溶剂: 丙

酮 ,乙醇 ,甲醇 ,乙醚 . n (丙酮 )∶ n (乙醇 )= 1∶ 1

混合液 ,浸泡至发白 ,用 UV-Vis测定光吸收 ,每

隔 24 h测 1次 ,测 5次后 ,光吸收不再增加 ,计算

叶绿素含量 ,并在 350～ 700 nm光波段扫描吸收

光谱 . 同时称菠菜叶 2 g按 Arnon法用丙酮或乙

醇研磨并定容至 60 m L,过滤后测定光吸收 ,计算

叶绿素含量
[ 6]

. 比较不同有机溶剂、直接浸提法

和 Arnon法提取叶绿素的效率 .

混合液提取叶绿素:称菠菜叶 2 g放入棕色

试剂瓶中 ,加入 60 mL不同摩尔比的丙酮和乙醇

混合液 . 浸泡至发白 ,用 UV-Vis测定光吸收 ,每

隔 24 h测 1次 ,测 5次后 ,光吸收不再增加 ,计算

叶绿素含量 ,并在 350～ 700 nm光波段扫描吸收

光谱 .

丙酮、乙醇和正己烷混合提取叶绿素:称菠菜

叶 2 g放入棕色试剂瓶中 ,加入 50 mL不同摩尔
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比的丙酮、乙醇和正己烷混合液 . 浸泡至发白 ,用

UV-Vis测定光吸收 ,每隔 24 h测 1次 ,测 5次

后 ,光吸收不再增加 ,计算叶绿素含量 .

上述每次测定重复 3次 .

2　结果与讨论

2. 1　有机溶剂提取菠菜叶绿素效率的比较

不同溶剂提取菠菜叶绿素的效率列于表 1.

从表中看出 ,丙酮、乙醇 Arnon法与丙酮、乙醇浸

提法提取叶绿素的效率有显著差异 ,直接浸提法

明显高于 Arnon法 (高 21% ～ 38% ). 这可能就

是 Arnon法在研磨、过滤时离体叶绿素易被光破

坏所致 [ 7 ] . 甲醇、乙醚浸提法提取叶绿素明显不

如丙酮、乙醇的效果 . 而丙酮与乙醇等摩尔混合

浸提又明显比丙酮、乙醇单独浸提的效率高 (高

39% ) ,这种混合浸提效应可能是一种协萃现象 .

表 1　不同溶剂浸提法及 Arnon法提取叶绿素效率比较 ( 106mol /L)

Tab. 1　 Extraction ef f iciency for chlorophyll by soaking method and

Arnon method by using diff erent solvents( 106mol /L)

Solv en ts and method Chloroph yll-a Chlo roph yll-b Chlo roph yll

Acetone, Arn on 　　　　 3. 1± 0. 1 　　　　 0. 8± 0. 1 　　　　 3. 9± 0. 3

Eth anol , Arnon 2. 7± 0. 1* 0. 8± 0. 1 3. 5± 0. 2

Acetone, s oaking 3. 5± 0. 2* 1. 3± 0. 2* 4. 8± 0. 3*

Eth an ol , soaking 3. 6± 0. 1* 1. 3± 0. 1* 4. 9± 0. 3*

n ( Acetone)∶ n ( Ethanol )= 1∶ 1, s oaking 5. 0± 0. 2* * 1. 8± 0. 2* * 6. 8± 0. 3* *

Methanol , soaking 3. 1± 0. 1 1. 2± 0. 1* 4. 3± 0. 3

Eth er, soaking 0. 7± 0. 1* * 0. 3± 0. 1* * 1. 0± 0. 02* *

　　 Chlo roph yll con tents by Arnon m ethod calculated f rom UV-Vis spect ra of chlorophyll s olutions w ere almos t identical. Valu es wi th

single star(* ) and double s tar(* * ) , th e ex t raction ef ficiency for ch lorophyl l signif ican tly at p= 0. 5 and p= 0. 01 level ( t tes t) in the

same rank.

2. 2　丙酮与乙醇对叶绿素的协萃效应

为了判断丙酮与乙醇混合提取菠菜的叶绿素

有无协萃效应 ,实验固定丙酮与乙醇的总体积为

60 m L,改变丙酮、乙醇摩尔浓度 ,测定叶绿素浓

度 (即分配比 ) ,结果见图 1. 由图 1可读出下列数

据: Dacetone= 17. 03× 10
- 7

mol /L; Dethanol= 20. 31×

10
- 7

mo l /L;而图中最大的分配比 Dmax= 34. 61×

10
- 7

mo l /L时 ,乙醇与混合液的总摩尔比为 0. 5,

即乙醇与丙酮等摩尔浓度混合时分配比最大 .

图 1　丙酮与乙醇对叶绿素的协萃图

Fig. 1　 Plot o f synerg istic ex t raction for chlo rophyll

by a mix ture of ace tone and ethanol

上述体系中如无协同效应 ,则分配比 D可由

简单的加和规则计算:

Dtotal= (Dacetone+ Dethanol )× 0. 5 mol /L=

( 17. 03+ 20. 31)× 0. 5 mol /L=

18. 67× 10- 7
mol /L

根据定义协萃系数 R为

R= Dsynergistic /Dtotal= 34. 61 /18. 67= 1. 85

当 R> 1时为协同效应 , R < 1时为反协同效应 ;

R= 1时为无协同效应 [8 ] . 由此可见用丙酮与乙

醇混合提取叶绿素存在协同效应 ,并且在两者等

摩尔浓度混合提取时效果最好 .

2. 3　丙酮与乙醇对叶绿素的萃取

当以丙酮单独浸提时 ,以 lg cacetone对 lg cch l作

图得直线斜率为 0. 8862(图 2a所示 ) ,故丙酮对

叶绿素的萃取可以用下式表示:

Chl+ CH3 CHOCH3

k1

Chl· CH3 CHO CH3 ( 1)

k1 =
[ Chl CH3 CHOCH3 ]
[ Chl ] [ CH3 CHOCH3 ]

( 2)

　　由于叶绿素存在于叶片中 (固态 ) ,以 [ Chl ]=

1 mo l /L计 ,故

k 1= [Chl· CH3 CHOCH3 ] / [CH3CHOCH3 ] ( 3)

　　式 ( 3)两边取对数得:

lg k1 = lg [Chl CH3 CHOCH3 ] -

lg [CH3 CHOCH3 ] ( 4)
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图 2　丙酮和乙醇浓度的变化对叶绿素萃取效率的影响

Fig. 2　 Dependence of ex t racting efficiency o f chlor ophyll on acetone and e thano l content s

concent rat ion: a . acetone( y= 0. 886 2x - 0. 676 3,R 2= 0. 984 3) ;b. ethanol (y= 1. 024 3x - 0. 366,R 2= 0. 977 4)

代入各值 ,求得 lg k1= 0. 40.

当以乙醇单独浸提时 ,以 lg calcohol对 lg cCh l作

图得直线斜率为 1. 0423(图 2b所示 ) ,故乙醇对

叶绿素的萃取可以用下式表示:

　 Chl+ CH3 CH2OH
k2

Chl· CH3 CH2 OH ( 5)

k2 =
[Chl CH3 CH2OH]
[Chl ] [CH3 CH2OH]

( 6)

　　由于叶绿素存在于菠菜叶片中 ,以 [ Chl ]=

1 mo l /L计 ,故

k2 =
[Chl CH3 CH2OH]
[CH3 CH3 CH2OH] ( 7)

　　 ( 7)式两边取对数得:

lg k2 = lg [Chl  CH3 CH2OH] -

lg [ CH3 CH3 CH2OH] ( 8)

代入各值 ,求得 lg k2= 0. 35.

2. 4　丙酮与乙醇对叶绿素的协萃反应机理

分别恒定丙酮和乙醇体积各为 10、 12 mL,用

单浓度递变 (乙醇或丙酮浓度变化 )斜率法确定了

丙酮、乙醇和正己烷对叶片中叶绿素的萃取机理 ,

得到一系列 [叶绿素 ] ,分别以 lg [叶绿素 ]对

lg [乙醇 ]及 lg [丙酮 ]作图 ,得到直线斜率均为 1

左右 ,这与丙酮和乙醇以 1∶ 1等摩尔比混合浸提

效率最高时的萃取结果一致 ,故该体系对叶绿素

的协萃反应可以表示为:

Chl+ CH3 CHOCH3 + CH3 CH2OH
k1, 2

Chl CH3 CHOCH3  CH3 CH2 OH ( 9)

由 ( 9)式得:

k1, 2=
[Chl· CH3 CHOCH3· CH3 CH2OH]

[CH3 CHO CH3 ] [CH3 CHOCH3 ] [Chl ]
( 10)

式中叶绿素存在于菠菜叶片中 (固体 ) ,

[Chl ]= 1 mol /L ,故:

k1, 2=
[Chl· CH3 CHOCH3· CH3 CH2 OH]
[CH3 CHOCH3 ] [CH3 CHOCH3 ]

( 11)

( 11)式两边取对数 ,并将各值代入 ( 11)式 ,得

lg k1, 2= 2. 37,结果见表 2.

表 2　协萃反应的平衡常数

Tab. 2　 Equilibrium constants of synergistic reaction

n ( CH3CHOCH3)∶ n ( CH3CH2O H)∶

n ( CH3 ( CH2) 4CH3 )
l g [ CH3CH2OH] lg [ Ch l ] lg k1, 2 lg [CH3CHOCH3 ] lg [ Ch l ] lg k2

10∶ 10∶ 30 - 2. 466 08 - 2. 812 06 2. 289 428 - 2. 567 56 - 2. 829 05 2. 284 298

10∶ 11∶ 29 - 2. 424 68 - 2. 799 84 2. 324 591 - 2. 526 17 - 2. 787 89 2. 272 186

10∶ 12∶ 28 - 2. 386 89 - 2. 774 72 2. 405 959 - 2. 488 38 - 2. 733 65 2. 264 458

10∶ 13∶ 27 - 2. 352 13 - 2. 703 2 2. 513 539 - 2. 453 62 - 2. 709 36 2. 240 665

10∶ 14∶ 26 - 2. 319 95 - 2. 687 99 2. 559 63 - 2. 421 43 - 2. 689 29 2. 244 285

12∶ 10∶ 28 - 2. 567 76 - 2. 737 5 2. 183 304 - 2. 567 56 - 2. 742 61 2. 438 066

12∶ 11∶ 27 - 2. 424 68 - 2. 718 61 2. 326 624 - 2. 526 17 - 2. 707 53 2. 431 74

12∶ 12∶ 26 - 2. 386 89 - 2. 661 68 2. 439 798 - 2. 488 38 - 2. 673 17 2. 428 308

12∶ 13∶ 25 - 2. 352 13 - 2. 613 86 2. 523 69 - 2. 453 62 - 2. 624 48 2. 441 866

lg k1, 2= 2. 37
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　　上述结果表明 ,用 n (丙酮 )∶n (乙醇 )= 1∶ 1

的摩尔比混合浸提后 ,其萃取反应的平衡常数远

大于丙酮、乙醇单独浸提的萃取反应平衡常数 ,因

此用丙酮和乙醇混合浸提植物叶片叶绿素明显比

丙酮、乙醇单独浸提的效率高 . 用有机溶剂从叶

片中直接提取叶绿素实际上是一种固 -液萃取 ,而

这种叶绿素的萃取反应研究鲜见报道 ,可能不同

于液-液萃取 ,情况更复杂 . 本文只是对萃取反应

机理作了初步探讨 ,但用丙酮与乙醇混合液从叶

片中直接提取叶绿素后效率明显提高 ,可以认为

是一种协萃现象 ,值得在今后生物学实验研究中

推广应用 . 有关叶绿素萃取反应的机理尚需深入

研究 .
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Soaking and Synergistic Extracting Reaction of

Chlorophyll from Spinach
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Abstract　 The ex t raction efficiencies o f chlo rophy ll from fresh spinach w ere compared on soaking

method and Arnon methods using va rious org anic solv ents. The results show ed that the ex t raction

ef ficiencies of chlo rophy ll wi th soaking methods using acetone o r ethanol w ere higher by 21% ～ 38%

than tha t wi th Arnon method. The ex traction efficiencies of chlo rophyll w ith soaking methods by

acetone or ethanol w ere higher than that by methanol o r ether. Soaking method using a mix ture of

acetone and ethanol show ed higher ( by 39% ) ef ficiency than using acetone or ethanol alone. The

soaking method using mix ture solution of acetone and ethano l show s synergistic cha racter. The

studies o f synergistic ex t raction indica ted tha t the mole ratio o f ethanol in mix ture solution was 0. 5

and synergistic coefficiency R was 1. 85 at the maximum o f dist ribution ra tio, and coordination number

w as 1 fo r acetone, ethanol , and mix ture of acetone and ethanol co ordinated chlo rophy ll.

Keywords　 chlo rophyl l, spinach , o rganic solv ent , ex traction
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