
Ｊ． Ｌａｋｅ Ｓｃｉ．（湖泊科学），２０１６，２８（５）：１１４８⁃１１５２
ＤＯＩ １０ １８３０７ ／ ２０１６ ０５２６
©２０１６ ｂｙ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｌａｋｅ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ

浮游植物叶绿素 ａ 的微波法研究及其与反复冻融法的比较∗

林罗敏１，唐鹊辉１，彭　 亮１，韦桂峰１∗∗，林叔忠２，李湘姣２，杨浩文２

（１：暨南大学生态学系，热带亚热带水生态工程教育部工程研究中心，广州 ５１０６３２）
（２：广东省水文局，广州 ５１０１５０）

摘　 要： 为缩短样品处理时间和提高测定准确度，本文设计和优化了微波处理辅助提取浮游植物叶绿素 ａ 的方法，并比

较了反复冻融法和微波法对浮游植物叶绿素 ａ 的提取效率． 结果表明：（１）微波法提取叶绿素 ａ 的最优处理条件为：高火

（额定输出功率 ８００ Ｗ）处理 ６０ ｓ 左右． 过滤水量为：贫营养型水体为 １０００ ｍｌ 以上，中、富营养水体为 １００～５００ ｍｌ． （２）反
复冻融法在测定贫营养型水体时更稳定，而微波法对中、富营养水样提取率显著高于冻融法，可提高 ７％ ～ １２％ ，对具胶被

及硅质外壳的藻类提取效率极显著高于冻融法，测定结果的相对偏差更小，且提取时间较冻融法缩短一半以上，适用于

富营养化水体的应急监测．
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叶绿素 ａ 是表征藻类现存量的一个重要指标［１］ ，可在一定程度上反映水体初级生产力和浮游植物生物

量［２］ ，是水体富营养化评价的重要指标和水华预警的重要依据［３］ ． 因此，叶绿素 ａ 浓度的准确测定是水体富

营养化研究和水质评价的重要基础［１］ ． 在叶绿素 ａ 的测定过程中，较高的提取率是保证测定结果准确性和
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稳定性的前提． 目前常用的提取方法是利用反复冻融细胞破碎藻类细胞，再用丙酮或乙醇等有机溶剂浸提

细胞溶出物中的叶绿素［４⁃７］ ，该方法冻融操作简单，与有毒溶剂接触时间短［７⁃８］ ，但耗时相对较长，且可能对

具胶被或硅质壳藻细胞的破碎能力较弱．
自 １９８６ 年开始利用微波技术从羽扇豆中提取鹰爪豆生物碱以来［９］ ，微波辅助技术（ｍｉｃｒｏｗａｖｅ⁃ａｓｓｉｓｔｅｄ

ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ， ＭＡＥ）在色素的提取工艺中被广泛应用［１０⁃１２］ ． 微波法通过升温汽化胞内液体，使细胞膨胀破裂，内
容物自由流出，因此萃取率较高［１３］ ． 但此方法对浮游植物细胞尤其是具胶被或硅质壳藻细胞是否具有较强

的破碎能力和较高的叶绿素提取效果还有待验证． 为缩短样品处理时间和提高测定的准确度，本文设计并

优化了微波法提取浮游植物叶绿素 ａ 的处理条件，比较了优化后的微波法和反复冻融法（Ｆｒｅｅｚｉｎｇ⁃ｔｈａｗｉｎｇ，
ＦＴ）对叶绿素 ａ 的提取率及两种方法的稳定性，提出适合不同营养水平水体叶绿素 ａ 的测定方法．

１ 材料与方法

１．１ 实验材料

纯藻液样品：实验室培养的铜绿微囊藻（Ｍｉｃｒｏｃｙｓｔｉｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）、蛋白核小球藻（Ｃｈｌｏｒｅｌｌａ ｐｙｒｅｎｏｉｄｏｓａ）和
颗粒直链藻（Ｍｅｌｏｓｉｒａ ｇｒａｎｕｌａｔａ）．

野外样品：湖泊（暨南大学南湖 Ｓ１ 、明湖 Ｓ２）、河流（流溪河石海桥 Ｓ３、珠江猎德大桥 Ｓ４）、水库（流溪河

水库 Ｓ５、南屏水库 Ｓ６），其中 Ｓ１、Ｓ３、Ｓ５ 叶绿素浓度较低，Ｓ２、Ｓ４、Ｓ６ 叶绿素浓度较高．
１．２ 实验方法

实验内容包括微波处理条件优化及其与反复冻融法提取叶绿素效果比较两部分，具体实验设计见表 １．
１．２．１ 微波法操作步骤及实验条件优化　 用醋酸纤维滤膜（０．４５ μｍ）过滤一定量的水样，再将滤膜折叠为 １ ／ ４
后，置于对折的定性滤纸中遮光并吸去滤膜背面水分． 将滤膜连同定性滤纸和装有小半杯水的烧杯（防止微

波炉空烧）放入微波炉（型号：Ｐ８０Ｄ２３Ｎ２Ｌ⁃Ａ９（Ｒ０），额定输出功率 ８００ Ｗ）中，在高火（额定输出功率 １００％
输出，即 ８００ Ｗ 功率输出［１４］ ）条件下进行微波破壁处理．

破壁处理后将滤膜取出放入盛有 １０ ｍｌ ９０％丙酮溶液的离心管中，用快速混匀器 ／ 手摇震荡 １ ｍｉｎ 后放

于 ４℃冰箱浸提 ８ ｈ 以上，再经过 ７０００ 转 ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ 后，用 Ｈｉｔａｃｈｉ Ｕ⁃３９００ 紫外分光光度计于 ６３０、
６４５、６６３ 和 ７５０ ｎｍ 波长测量吸光值后计算得出叶绿素 ａ 浓度［１５］ ．

根据叶绿素 ａ 的测定结果，确定微波法中最优的微波处理时长和过滤水量．
１．２．２ 比较微波法和反复冻融法提取效果　 分别用微波法和反复冻融法（－２０℃冷冻 ２０ ｍｉｎ，取出室温融解 ５～
１０ ｍｉｎ，反复冻融 ５ 次，９０％丙酮 ４℃浸提 ２０ ｈ） ［８］提取纯藻液（铜绿微囊藻、蛋白核小球藻和颗粒直链藻）以
及野外水样（Ｓ１、Ｓ２、Ｓ３、Ｓ４、Ｓ５ 和 Ｓ６）的叶绿素 ａ 浓度． 微波法和反复冻融法样品统一批次、浓度及过滤水量

等条件，保证结果的可比性；所有实验设置 ５ 组平行，保证重复性．

表 １ 实验设计∗

Ｔａｂ．１ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｄｅｓｉｇｎ

微波法处理条件优化 微波法与反复冻融法比较

不同微波处理时间
对提取效果的影响

过滤水量对微波法
提取效果的影响

纯培养藻实验 野外水样实验

水样来源 Ｓ１ Ｍｉｃ．、Ｃｈｌ． Ｓ２ Ｍｉｃ．、Ｃｈｌ．、Ｍｅｌ． Ｓ１、Ｓ２、Ｓ３、Ｓ４、Ｓ５、Ｓ６
稀释倍数 １０ｘ、５ｘ、２．５ｘ、ｘ；

ｘ＜５ μｇ ／ Ｌ
稀释至中 ／
富营养水平

过滤水量 ／ ｍｌ １００ １００ ５０、１００、５００、１０００ １００～５００ １００～５００
微波处理时间 ／ ｓ ３０、６０、９０、１２０、１５０ ６０、８０、１００、１２０ ６０ ６０ ６０

∗Ｍｉｃ．：铜绿微囊藻；Ｃｈｌ．：蛋白核小球藻；Ｍｅｌ．：颗粒直链藻．

１．３ 数据分析与绘图

利用 ＳＰＳＳ ２０．０ 进行单因素方差分析；用 Ｏｒｉｇｉｎ ８．０ 软件完成绘图．



１１５０　 Ｊ． Ｌａｋｅ Ｓｃｉ．（湖泊科学），２０１６，２８（５）

图 １ 不同微波处理时间对野外水样（Ｓ１）
叶绿素 ａ 浓度测定结果的影响

Ｆｉｇ．１ Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉｃｒｏｗａｖｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｔｉｍｅ ｏｎ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ
ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ⁃ａ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ｆｉｅｌｄ ｗａｔｅｒ ｓａｍｐｌｅｓ

２ 结果与讨论

２．１ 微波法的处理条件筛选

２．１．１ 微波处理时间对叶绿素提取效果的影响　 微

波法主要通过微波破壁产生裂缝和空隙［１１⁃１２］ ，有助

于有机溶剂丙酮有效地溶出叶绿素． 微波处理时长

直接影响提取效果． 对于野外水体（Ｓ１），微波处理

６０ ｓ 后的叶绿素 ａ 浓度的测定结果显著高于处理

３０ ｓ 后的测定结果（Ｐ＜０．０５），且相对标准偏差较小

（图 １）． 但随着处理时间的增加，叶绿素 ａ 浓度的测

定结果并未显著升高，当处理时间达 １５０ ｓ 时，微波

可能破坏了藻细胞体内的叶绿素 ａ 结构［１５］ ，导致测

定的叶绿素 ａ 浓度显著下降（Ｐ＜０．０５） ． 对于室内培

养的不同浓度的微囊藻藻液和小球藻藻液，微波处

理时间超过 ６０ ｓ 时，叶绿素 ａ 浓度的测定结果无显

著差异（Ｐ＞０．０５）（图 ２）． 因此，最适的微波破壁处

理时长为 ６０ ｓ 左右．

图 ２ 不同微波处理时间对室内培养藻液叶绿素 ａ 浓度的影响（ａ：铜绿微囊藻； ｂ：蛋白核小球藻）
Ｆｉｇ．２ Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉｃｒｏｗａｖｅ ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｎ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ⁃ａ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｓａｍｐｌｅｓ

（ａ： Ｍｉｃｒｏｃｙｓｔｉｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ； ｂ： Ｃｈｌｏｒｅｌｌａ ｐｙｒｅｎｏｉｄｏｓａ）

２．１．２ 过滤水量对微波法提取效果的影响　 过滤水量为 ５０ ｍｌ 时，Ｓ２ 水样的叶绿素 ａ 提取效果较差，可能是

由于此时滤膜上叶绿素过少，浓度低于检测限，导致测量值偏低（图 ３）． 当过滤水量增加到 １００、５００ ｍｌ 时，
提取效果显著提高（Ｐ＜０．０５），但当过滤水量为 １０００ ｍｌ 时，叶绿素 ａ 浓度测定值略降低（图 ３），这可能与过

滤时间较长，叶绿素部分分解有关［１６］ ，也可能与泥沙等杂质增多，干扰测定结果的准确性有关． 因此，以叶

绿素 ａ 浓度为 １５ μｇ ／ Ｌ 左右的富营养水样为例，微波法提取叶绿素 ａ 的最适过滤水量为１００～５００ ｍｌ． 随着叶

绿素 ａ 浓度的升高或降低，应相应调整过滤水量：贫营养型水体为 １０００ ｍｌ；中、富营养水体为 １００～５００ ｍｌ．
２．２ 微波法和反复冻融法对叶绿素 ａ提取效果的比较

对于室内培养的微囊藻藻液，微波法和反复冻融法对叶绿素 ａ 的提取效果无显著差异（图 ４ａ），这可能

与微囊藻细胞体积小、细胞壁薄［８］有关；对于室内培养的小球藻和直链藻藻液，微波法提取效果显著高于反

复冻融法（Ｐ＜０．０５），这可能是因为微波辐射均匀，选择性强［１３］ ，对具细胞个体胶被的小球藻和具硅质外壳

的直链藻细胞壁的破碎效果较好． 而反复冻融法通过冷冻使细胞内形成冰粒和细胞液浓度增高引起溶
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图 ３ 微波法对不同体积野外水样（Ｓ２）
叶绿素 ａ 浓度的测定结果

Ｆｉｇ．３ Ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ⁃ａ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ｉｎ ｆｉｅｌｄ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｖｏｌｕｍｅｓ ｂｙ ＭＡＥ

胀［１７］ ，依赖多次反复冷冻及室温解冻，受环境因素影响

较大，破壁效果较差．
用微波法和反复冻融法分别测定以蓝、绿藻占优势

的湖泊和水库水样以及以硅藻占优势的河流水样中的

叶绿素 ａ 浓度． 当叶绿素 ａ 浓度较低时（Ｓ１、Ｓ３ 和 Ｓ５），
两种方法的测定结果无显著差异；当叶绿素浓度较高

（Ｓ２、Ｓ４ 和 Ｓ６）时，微波法的测定结果显著高于反复冻

融法（Ｐ＜０．０５），且相对标准偏差较小，此时微波法的提

取效果更好（图 ４ｂ）．

３ 结论

１）微波法提取叶绿素 ａ 的最优处理条件为：高火

（额定输出功率 ８００ Ｗ）６０ ｓ 左右． 最佳过滤水量为：贫
营养型水体为 １０００ ｍｌ；中、富营养水体为 １００～５００ ｍｌ．

２）微波法提取对具有胶被和硅质外壳的藻类提取

效率优于冻融法，且误差更小．

图 ４ 微波法和反复冻融法对室内培养藻液（ａ）和野外水样（ｂ）叶绿素 ａ 浓度测定结果的比较

Ｆｉｇ．４ Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ⁃ａ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｃｕｌｔｕｒｅｄ
ｓａｍｐｌｅｓ（ａ） ａｎｄ ｉｎ ｆｉｅｌｄ ｓａｍｐｌｅｓ（ｂ） ｂｙ ＭＡＥ ａｎｄ ＦＴ

３）两种方法在操作上均较简单易行． 反复冻融法在测定贫营养水体叶绿素 ａ 浓度上具有一定的优势

（采用反复冻融法建议贫营养水体过滤水量为 ５００～１０００ ｍｌ［８］ ），但当叶绿素 ａ 浓度较高时，微波法提取率显

著高于反复冻融法，测定结果的相对偏差较小，且提取时间较冻融法缩短一半以上，适用于富营养化水体的

应急监测．
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