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分光光度法测定水中叶绿素 a 的实验方法改进

陈  沁 *

（武汉既济检测技术有限公司，武汉 430030）

摘 要：目的 改进水中叶绿素 a 检测过程中存在的丙酮易挥发、叶绿素 a 易降解、750 nm 处吸光值偏高等

操作问题，降低实验误差，提升测定结果的准确度和精确度。方法 根据环境保护部发布的《水质 叶绿素 a 的

测定 分光光度法》（HJ 897—2017）标准方法，优化改进实验操作中存在的叶绿素 a 易降解、丙酮易挥发和待

测液的浊度影响吸光值等导致分析误差的操作条件。结果 优化改进后，降低了操作危险性，实验结果提升

26.3%，加标回收率在 10 μg/L 和 20 μg/L 加标浓度下分别提升 10.8%、2.9%。结论 本文研究了用分光光度法

检测水质叶绿素 a 的实验操作条件，通过对操作条件的改变，证明减少了叶绿素 a 的降解和丙酮的挥发，降低

了待测液的浊度，提升了叶绿素 a 浓度，为提高测定结果的准确性提供参考。

关键词：叶绿素 a；分光光度法；水质检测

0  引  言

日趋严重的水体富营养化现象给许多自来水厂造成了

严重的威胁和负担 [1]。如何控制浮游植物的过量繁殖生长

已成为环境科学领域一个值得探讨的难题。其中浮游植

物生物量测定方法有测干重法、叶绿素法、浊度法、最大

比生长速率法等 [2-3]，应用最多的是测叶绿素法。叶绿素

是浮游植物的主要光合色素，常见的是叶绿素 a [4-5]，叶

绿素 a 的测定有效反映了浮游植物生物量乃至初级生产力

水平。

目前国内在环境领域内采用的叶绿素 a 测定方法为

《水质 叶绿素 a 的测定 分光光度法》（HJ 897—2017）[6]。

原理是将一定量样品用滤膜过滤截留藻类，研磨破碎藻类

细胞，用丙酮溶液提取叶绿素，离心分离后分别测定不同

波长处提取液的吸光度，计算叶绿素 a 的浓度。该方法灵

敏度高、仪器设备简单、操作简便，只需要过滤器、研

钵、分光光度计等。但是该方法需要用丙酮反复研磨，

在实验操作过程中存在叶绿素 a 易发生光解、丙酮极易挥

发而污染环境 [7]、具体操作的约束条件不够严格统一等问

题，从而容易引起较大误差，影响测定结果的准确性。

根据此方法要求，对较易存在误差的实验操作进行多

次重复性实验，发现本实验室加标回收率整体偏低，实际

检测中，常出现 750 nm 波长处的吸光度大于 0.005 的现

象。基于以上问题，本研究进一步探索实验操作条件的优

化，为提高测定结果的准确性提供现实意义。

1  材料与方法

1.1  主要仪器与材料

紫外可见分光光度计（岛津仪器有限公司）；台式低速

离心机（湖南湘立科学仪器有限公司）；EZ-StreamTM 真

空过滤泵（默克密理博）；6 联不锈钢过滤器（北京国环高

科自动化技术研究所）；玻璃研钵；玻璃纤维滤膜（孔径

0.45 μm）；15 mL 离心管（玻璃）；针式滤器（孔径 0.45 μm）；

1 L 棕色试剂瓶；丙酮（优级纯）；碳酸镁固体（分析纯）；

叶绿素 a 溶液标准物质，含量（10±0.8）μg/mL，产品编号

BWQ0316–2016（北方伟业计量集团有限公司）。

1.2  样品采集

样品选用同批次采集的某固定点位汉江原水，按照 

GB/T 14581、HJ/T 91 和 HJ 494 中的相关规定，采集水面

下 0.5 m 样品，储存于棕色玻璃瓶或聚乙烯瓶中，每升样

品中加入 1 mL 碳酸镁悬浊液。

1.3  优化方法

1.3.1 调整滤膜冻存时间

过往实验发现，含叶绿素 a 的滤膜在经过抽滤后，仍

含有少量的水分，而浮游植物细胞的水分往往能加重细胞

膜脂的过氧化程度和膜通透性，促使叶绿素酶催化叶绿

素及其衍生物侧链酯键进行水解，从而降低叶绿素 a 的浓 

度 [8]。当样品长时间低温干燥时，随冻存时间的延长，冻
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存中浮游植物的组织细胞结构受酶解反应影响，变得越来

越不稳定 [8]，其所含的叶绿素 a 损失量也越来越多，故叶

绿素 a 的提取量受冻存时间的影响。标准方法中建议是水

样采集后 14 d 内分析完成，并没有具体说明滤膜的冻存时

间，因此设计在不同冻存时间对照下，叶绿素 a 的测定值

是否随冻存时间发生变化，从而探究最优冻存时间，减少

叶绿素 a 的降解流失。

1.3.2 改变浸提方式

研磨的目的是破碎细胞壁，通过研磨使叶绿素 a 更容

易析出，但研磨器的特性决定了其表面附着的残留浮游植

物极难清洗，从而造成损失 [9]。此外，由于丙酮的挥发性

造成的损失同样很难避免；即使采取封闭研磨，封闭设施

内壁附着物也很难全部收集后转入上清液。通过研究，浮

游植物大都体积小且结构简单，提取剂较容易渗入其细

胞，无需研磨也能对细胞中的叶绿素成分进行提取。而通

过超声波振荡的方式，将丙酮密封在离心管内，能降低丙

酮的挥发，也可在超声波的作用下将提取剂渗入细胞内。

由此可见不同的研磨方式对叶绿素的提取会产生较大影

响，实验设计玻璃研钵研磨和超声振荡两种研磨方式，

对比探究二者之间对叶绿素 a 的影响，从而确定最佳提取

方式。

1.3.3 调整过滤离心次数

长期实验发现，按照标准方法中经过离心和过滤处理

的水样，有时仍达不到 750 nm 波长处吸光值低于 0.005

的要求，从而对其它吸收波长处的吸光值产生影响，使得

测定结果产生较大误差 [10]。这主要是因为处理后的水样

浊度依然过大 [9,11]，导致存在 750 nm 波长处吸光值高于

0.005 的情况，此结果影响在 630、647、664 nm 波长处

吸光值与 750 nm 波长处吸光值的差值，间接影响计算结

果，标准方法中解决方式是将不达标的试样重新用针式滤

器过滤，再用分光光度计测定吸光度。实际检测中发现部

分经再次过滤后的样品吸光度依旧达不到预期值，实验决

定将不达标的试样经针式滤器过滤后二次离心，测定吸光

度，观察是否达标。

2  结果与分析

2.1  优化方法的影响分析

2.1.1 冻存时间的影响

实验测定不同的冻存时间下，叶绿素 a 的检出效果。

将样品随机分为 6 组，分别在 −20 ℃ 冻存 0、6、12、

24、48、72 h，测得叶绿素 a 的结果见表 1。由表 1 可见，

冻存 12 h 叶绿素 a 的测定结果最大，相对标准偏差最小。

这是因为冻存 12 h，滤膜中剩余的水分已大部分升华，而

浮游植物细胞的酶解反应尚未明显增强，故而对叶绿素 a

提取量的影响较小。因此，确定冻存时间为 12 h。

2.1.2 浸提方式的影响

实验测得在相同作用时间内，玻璃研钵研磨和超声

振荡两种方式下叶绿素 a 的检出结果见表 2。由表 2 可

见，超声振荡提取叶绿素 a 时，测定结果最大，标准偏差

最小。因此建议采用超声波振荡 10 min 破碎滤膜，提取

样品。

表 1 不同冻存时间的叶绿素 a 测定值

冻存时间

/h

测定值 /（μg/L） 平均值 /
（μg/L）

相对标准

偏差 /%1 2 3 4 5

0 11 16 12 15 11 13 18.0

6 17 24 16 21 17 19 17.8

12 31 22 25 28 24 26 13.6

24 18 18 23 21 20 20 10.6

48 15 20 19 16 20 18 13.0

72 22 27 23 26 22 24 9.8

表 2 不同研磨方式的叶绿素 a 测定值

细胞破碎方式
测定值 /（μg/L） 平均值 /

（μg/L）
相对标准

偏差 /%1 2 3 4 5

研钵研磨 10 min 22 27 26 23 27 25 9.4

超声振荡 10 min 30 32 25 28 30 29 9.1

2.1.3 调整过滤离心的影响

实验将在 750 nm 波长处的吸光度大于或等于 0.005

的试样，经针式滤器过滤后再进行二次离心，测定吸光

度。经过滤和再次离心后的试样，750 nm 处的吸光度小

于 0.005，达到方法要求，可用于后续实验测定。

2.2  加标回收

选取浓度为（10±0.8）μg/mL 的叶绿素 a 标准溶液，配

制成 10 μg/L 和 20 μg/L 的试样溶液，验证其精密度和准

确度，得到如下结果：在改进优化方法前，加标浓度为

10 μg/L 的样品回收率平均值是 76.7%，标准偏差 12.1，

相对标准偏差 15.8%；改进方法后，样品回收率平均值

是 85.0%，标准偏差 5.5，相对标准偏差 6.4%，回收率平

均提升 10.8%。加标浓度为 20 μg/L 的样品回收率平均值

在改进优化方法前为 85.8%，标准偏差 7.4，相对标准偏

差 8.6%；改进后为 88.3%，标准偏差 2.6，相对标准偏差

2.9%，回收率平均提升 2.9%。两个加标浓度均高于之前

检测的回收率。

2.3  优化验证

为再次验证此次调整方案，将同一批水样以优化实验
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条件前后的两种不同方式测定叶绿素 a 的浓度，方式一：

过滤后将滤膜立刻进行研磨浸提。方式二：过滤后将滤膜

冻存 12 h 后用超声振荡浸提。测定结果如表 3 所示，实验

发现，样品浓度在实验条件改进后提升 26.3%。

表 3 汉江原水叶绿素 a 测定

样品取值
750 nm 吸光度 664 nm 吸光度 647 nm 吸光度 630 nm 吸光度 样品浓度

/（μg/L）
平均值 /
（μg/L）

相对偏差

/%
提升率

/%取值 取值 校正 取值 校正 取值 校正

1

改进前

0.003 0.037 0.034 0.016 0.013 0.016 0.013 19 

19 3.22

26.3

2 0.005 0.038 0.033 0.016 0.011 0.015 0.010 19 

3 0.004 0.036 0.032 0.017 0.013 0.016 0.012 18 

4

改进后

0.002 0.043 0.041 0.020 0.018 0.020 0.018 23 

23 2.265 0.001 0.044 0.043 0.022 0.021 0.020 0.019 24 

6 0.001 0.044 0.043 0.023 0.022 0.019 0.018 24 

3  讨论与结论

文章聚焦《水质 叶绿素 a 的测定 分光光度法》（HJ 

897—2017）检测方法，通过实验室检测数据分析发现，该

方法存在实验过程中叶绿素 a 降解、丙酮挥发、水样浊度

高等干扰误差。为降低误差提高检测结果的准确度和精确

度，通过采集同一点位的同批水样进行反复多次实验，确

定调整过滤后滤膜的冻存时间与改变滤膜的研磨方式两种

条件，能有效减少实验过程中叶绿素 a 降解与丙酮挥发，

用二次离心的方式降低 750 nm 波长的吸光值，能有效降

低待测液的浊度，提升叶绿素 a 浓度。

在冻存 0、6、12、24、48、72 h 六组实验对照下发

现，冻存 12 h 后测定该水样，叶绿素 a 有最高测定值，因

此确定最佳冻存时间为 12 h。通过研磨方式提取滤膜中叶

绿素 a，在实验过程中存在丙酮易挥发、研钵表面附着残留

物难清洗转移等干扰因素，导致了测定结果偏低。实验用

玻璃研钵研磨和超声振荡两种方式提取丙酮中的叶绿素 a，

发现超声振荡同样能比较完全地提取细胞中的叶绿素 a，且

测定结果优于对照组。对于某些浊度较高的水样，一次离

心和过滤达不到 750 nm 波长处吸光值低于 0.005 的要求，

再次过滤后仍有部分水样在 750 nm 波长的吸光值大于或等

于 0.005，此时发现二次过滤对降低吸光值的影响不大，而

将水样再次离心后能有效降低浊度，使水样达标。

为了证实实验结果，按照优化改进前后的实验条件对

同批水样进行再次测定和加标回收率验证，发现在操作条

件改进后，样品检测浓度全面提升 26.34%，加标浓度为

10、20 μg/L 的样品回收率提高 10.8%、2.9%，说明本次

优化改进实验条件能进一步提高叶绿素 a 的检测准确度和

精确度，减少叶绿素 a 降解与丙酮的挥发度，降低实验危

险程度。

未来，为进一步提高实验的精准度，结合丙酮对温度

的敏感性与叶绿素 a 对光照的敏感性，将对实验环境的温

度和光照条件进行严格控制，并降低人员在实验过程中的

操作误差，提高测定结果的准确性与科学性。
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