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摘要 本文采 用 混合液 法 测 定 了五 种红 树 植 物 叶 片 的叶 绿 素含 量
,

并摸 索了提 取过 程 中

混 合液 的 不 同配 比 和提取 的 时间
。

对 相同 的材料 用 Ar no
n 法 和 混合液 法进 行对 照 测 定

,

结 果 表 明 Ar no
n 法 比 混 合液法提 取红 树植物 叶片叶 绿素效果好

.

通 过 Ar no
n 法 和 活体 叶

绿 素仪的平行测 定
,

分别建立 了四 种红 树植物 叶 片的活体测 定 值 D 与 叶绿 素含量 (m s/

cm Z ) 的回 归方程
,

由此 得 出快速测定红 树植物叶片叶 绿 素含 量 的简便方 法
。

关链词 红 树 植物 叶 绿素 提取 方法 活体测 定

植物 叶绿 体与光 合作用 及 氮素营养有 密切关 系
,

叶绿素含量 的测定对 于植物生理
、

病理

等方 面 研 究有 着十分 重 要 的 意 义
。

长期 以 来
,

人 们 一 直应 角经 典方 法 A r n o n 研 磨法测 定高等

植 物的 叶绿素含 量 〔̀
·

” 。

近 年来
,

采 用 混 合液法 提取 叶绿 素陆续 有报道 卿 ` , 。

沈 其伟 ( 198 7) 采

用混 合液 法 (乙 醇
、

丙 酮 混 合液 )测定水 稻叶 片叶 绿 素含 量
。

他通 过 与 A m no 法 对 照 测定表 明
:

混 合液法 的提取 效果 明 显 优 于 Ar no n 法 (测 定 值高 约 5% ) 而 且 叶绿 素提取 液 的稳 定性 要 比

A nr no 法 的好③
。

在红 树植 物叶绿 素提 取方 面
,

上 述 两种方法 均有采用 〔5
·

幻
,

但关 于 混 合液配

比
、

提取 时 间及最适 合红树植 物叶 绿 素提 取的方 法 等方 面 没 有专 文讨 论
。

目前
,

我 国 已有能

直接 测定 活 体 叶片叶绿 素含 量 的 H Y L 一 1 型 活 体 叶 绿 素仪 (银 川产 ), 为 叶绿 素测定 又 提供 了

一 种新的研 究手段
。

它 利用 活体 叶片吸收光谱 与叶 片中叶绿 素 含量的光 学 关 系制成
:

活 体 叶

片中的叶绿 素在波长 68 0m卜 附近 的吸 收 呈 现 一 个 吸 收峰值
,

在波 长 75 0m 林 附近 的 吸收最少 且

超过 75 0m协 波 长 的吸 收 就 不再变动
,

这样 叶片 中叶绿 素 的含 量就 能从 叶片在这两 种波 长的吸

收 差 值 D 求得
。

但该方 法 需 要 叶绿 素含 量 与吸 收 差值 D 的标准 曲线或 回 归 方程
,

才 可通过 D 值

求算 叶绿 素含 量
。

居 于 上述认识
,

我们做 了 本文 的实验
,

希望能 为红 树植物 叶绿 素提取 方法

提供 一些 有益 的参考
。

1 材料与 方法
1

.

1 材料

测定的材 料为 199 2 年 3 月下 旬采的桐花 树 ( Ae g~ as c , 滋韶 l咖二 )
,

白骨壤 (肋` ec ” 她

x 99 3 年 s 月 17 日收 稿
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。 a , i, 。
)

,

秋 茄 (尤 a 耐 e l ` a e a , ` e l )
,

红 海榄 扭* 120 , 衍
。 5 2; lo s a

)
,

木 榄 ( B , 。, u ` e, a , ; 。 , ,
, h汤 ) 五 种红

树植 物 的 新 鲜 叶 片
。

其 中
,

前 四 种 采 自大 冠 沙 红 树林 区
,

木 榄采 自丹兜 海红 树林 区
。

所 采叶

片用 吸 水 纸 擦 拭干净 后 用 冰 壶 保存 马 上 带 回 实 验 室 处 理
。

.

2 实验 方法

L .2 1 混合液法 试 剂配 比及提 取 时 间的确定

从 采 回 的 叶片中
,

每种选 5 张叶 片
,

每张用 打 孔器 (。 一 0
.

gc m ) 打取 6 块 小圆片
。

从每

张 叶的 6 块 小 圆 片各取 1 块小 圆片混 合为 一 组
,

这 样 每个 树 种 就 有 可视 为材料 相 同的 6 个

组
。

各树种 的 6 个组 分 别 用 6 种 不同配 比 的提 取试 剂 10 m L 浸提
。

试 剂 配 比 (乙 醇
:

丙 酮
:

X7) 分别 为
: 6 :

3
: 1

,

5
: 4 :

1
,

4
.

5 : 4
.

5
: 1

,

4
:

5
:

1
,

3
: 6 : 1 和 0

: 8 : 2
。

浸 提 中每隔
4 小 时用 7 230 型 分光光 度 计 测定浸提 液的 A 。̀ 5

~ 和 A “m3 二 。

叶 绿 素含 量 由下 式求 出
:

提取 液 中 叶 绿 素 含 量 (ms / L ) ~ 2 0
.

ZA 。̀ 。二。
+ 8

.

02A ` 。: 。 m
( 一)

叶片 叶绿素含 量 (mg c/ m ,
) -

提 取 液 中叶绿素含量 (m g / L) x 提取 液体积 (m L)

每组 小圆 片总 面 积 ( em
Z
) X 1000

( 2 )

1
.

2
.

2 混 合 液法与 A r n no 法 的 对 比测 定

用 打 孔器 (中= 0
.

gc m ) 在 叶片对称 打取 40 块 小圆 片
,

形 成相 同的两 组
,

每组 20 块小 圆

片
。

在 避光 条 件下
,

一 组材料 用 40 m L 混 合试剂持 续浸提 1 7 6 小时
,

每隔 8 小时用 7 230 型 分

光 光 度计 测 定 浸提 液 的 A 。; sm 二

和 As
om3 二 。

各树 种 的混 合提 取试剂 配 比均 为方 法 1
.

2
.

1 之 中提

取 效果最 好 的
。

另 一 组 材料 在 弱 光条件下
,

加入 80 %丙 酮 40 m L 研磨
,

提 取 至 材 料发 白
,

去

渣
,

定 容 至 40 m L ,

用 7 230 型 分 光 光 度 计 测 定 浸 提 液 的 A “ 5

~ 和 A “ 3

~
。

用 ( 1) 式计算 出 各

树种 的两组 的叶绿 素 含 量 (mg /L)
。

1
.

2
.

3 H Y L 一 l 型 活 体 叶绿 素仪 标准 曲线 的建立

为了 获得 叶绿素含 量梯度 变化 的测试材料
,

将叶片 由黄 到 深绿 人 为 分 为 6 组
。

组 内叶 片

用 活体 叶绿 素仪 依次测 D 值
,

所有 各 叶 片读数 的平均 值为该组 的活 体 测定值
。

活 体 叶绿 素仪

测 试 过 的 叶 片
,

用 于对 称打 取 小 圆 片
,

所得 两 组 小圆 片 中一 组 用 于 A rno n 法 测 定 叶绿 素含 量 ;

另 一 组 用 于 测定鲜 重 和 干重
。

叶绿素含 量 以 m g c/ 耐
, m g s/

.

dw 和 m g s/
.

wf 的三 种 形式给 出
,

以 便 比较
。

2
。

l

结果与讨论

最佳混 合液配 比 的 确 定

不 同混合液 的提取效 果见 表 l
。

由表 1 可 知
,

在相同提 取 时间 内提 取 率最 高的混 合液配 比

(乙 醇
:

丙 酮
:

水 ) 分别是
:

桐 花 树 4 : 5 : 1
,

秋 茄 4
.

5 : 4
.

5 : 1
,

白骨壤
、

红 海 榄
、

木 榄均

为 6
:

3
: l

。

同 时 可看出
,

用 混 合 液法提 取 红 树 植 物叶 片叶绿 素是 个 缓慢 的过 程
。

各树种 不同 配 比的

浸提液 的叶绿 素含量在 提取 过 程 中一 直 呈 上 升状 态
。

而 且 各小 圆 片 中央部 分仍有 不 同 程 度 的

淡绿色
,

说明叶绿素提 取 未彻 底
,

提 取终 止 时间也不能 确定
。

由于 红 树林 生于 热 带
、

亚 热带海 岸潮 间带
,

受海水周期性 浸渍
,

其 叶片结构和 细胞 生理

性质与 陆生 植物 差 异 很大
。

红 树植 物 叶 通 常 为厚 革质
,

表 皮覆 盖 厚 膜且 角 质 化
,

胞 质渗透 压

高
,

叶 肉细 胞 几 乎 没 有 细 胞 间隙 〔7〕。

而 且 不 同的红 树 种还 有 不 同 的适 应性 结 构
,

如 白 骨 壤 叶下
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俄

口

表 皮 密 生 茸 毛
,

红 树属 叶细 胞具有 胶粘性 膜等〔7, 。

这些都 可能对 叶绿 素的提 取产 生影响
。

Ta bel 1 c h l o or 的ysi
o o . et n伪 (m叮m L ) of 价

e

~ , 。 v e s, 沈 ; es xe rt a 口 de 勿 va d de Pr op o r伪 ” ai

扣】u U o . s 加 d妞f e er ” t 吐m e
.

T 加
e (h uo

r s )

S卜沈 i es So lu it o n s 8 2 4 57 92

( l ) 1
.

9 0 3
.

75 5
.

40 6
.

00

( 2) 2
.

28 4
.

13 5
.

97 6
.

63

月e驴协即 d s ( 3) 2
.

05 4
.

42 6
.

9 1 7
.

40

。口护 阅

喇之时 创阴 ( 4 ) 3
.

25 6
.

22 8
.

9 4 9
.

40

( 5 ) 2
.

29 4
.

29 6
.

92 8
.

38

( 6 ) 3
.

13 5
.

75 6
.

88 7
.

7 8

( l ) 4
.

59 9
.

62 13
`

29 14
.

2 3

( 2 ) 4
.

22 7
.

94 11
.

37 12
.

10

月砂 . 记艳恤 . 如 (3 ) 4
.

15 6
.

51 9
.

09 10
.

7 2

” 协 r

伽 (4 ) 5
.

5 6 8
.

18 10
.

37 12
.

01

(5 ) 5
.

39 6
.

97 8
.

83 10
.

46

(6 ) 6
.

89 9
、

87 10
.

41 10
.

32

( l ) 4
.

5 8 9
,

32 13
.

90 15
`

46

工、r,,

气

珍

声

(2 ) 4 44 9
.

2 0 13
.

88 1 5
,

29

左 翻血 l她 (3 ) 4
.

64 8
.

98 14
.

15 15
.

07

伪肠 幽之 (4 ) 3
.

17 5
.

96 1 1
.

52 13
、

53

(5 ) 1
.

46 2
.

73 5
.

33 7
.

2 5

(6 ) 2
.

2 0 4
.

97 8
.

73 12
.

62

( l ) 2
.

69 6
.

55 10
.

15 11
.

99

( 2 ) 2
.

99 6
.

2 3 9
.

8 4 11
.

59

Rh `功p加” ( 3 ) 2
.

38 4
.

8 3 8
.

39 10
.

48

甜即ot 胡 ( 4 ) 2
.

40 5
.

0 1 8
.

7 5 10
.

97

(5 ) 2
.

41 4
.

94 8
`

45 11
.

20

( 6 ) 1
.

72 4
.

9 1 7
、

7 7 9
.

2 4

( l ) 1
.

46 3
.

2 4 5
,

5 1 7
.

39

(2 ) 1
.

67 3
.

10 5
.

6 4 6
.

9 1

B , u g. 淤
a ( 3 ) 1

.

57 3
.

02 4
.

9 8 6
.

2 7

g即饥 . 。, r h坛加 ( 4 ) 1
.

53 2
.

69 刁
.

76 7
.

12

( 5 ) 1
.

11 1
.

75 2
.

9 1 3
.

97

( 6 ) 0
.

7 9 2
.

02 3
.

4 1 4
`

51

N o te :
Pt

。 加 t

如 ns of So lu oit ns (川加 hO I : a沈加 n e : w a te t ) : ( 1 ) 6 : 3
:

1 , (2 ) 5
:

4 : 1 ,

( 3) 4
.

5
:

4
.

5 : 1 ; ( 4 ) 4 : 5 : 1 ; ( 5 ) 3 : 6 : l , ( 6) 0
:

8
:

2
.

2
.

2 提取方法 的 优劣 比较

以提 取相同材料所 得溶液 的叶绿素 含量 (m s/ l )
、

提 取时间作为 两种提 取方法 评价 的指标

(表 2)
。

可 以 得出
,

除红 海榄外
,

其余各 树种的 A nr on 法测定值均高 于 混 合液法
。

用 混 合液法

提取 红 树 植物叶绿素是个缓 慢过 程
,

其最 高值 出现 时间是 A m on 法的 数倍
。
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Ta b l e2C o mPa
r l s lo n of mx ld e一 肠 l ud o n

n I et h讨 .n d Arn

涌

SP ed s e

M et ho d A衫 之 c即那 衍 Ka 刀d el心

” “沼 r i刀 a a c耐 el

Rk
多勿 尹丙口 , a

s t军l o as g梦仍 那

卿h i勿

hi hg es

V a lU e

d e et rm i n de
11

.

8 9 14
.

39 15
.

7 0 16
.

29

`̀之
`

免人多
(m g / L )

M i x de 一 阳 zu t io n a p p ea r i n g t im e o f

m e t h叨 hi hg es t v a l u e (h o u r s )
136 1 0 )

1 1
.

2 1

1 60

R a t i o o f 4 8 ho
u r 一

v a l u e to h i g h e s t

v a l u e (% )

91
.

08 79
.

85 90
.

38 6 9 2 4 5 0
.

67

E x t r ac it n g t im e (h o u r s ) 24 24 2 4

A r n o n m e th (心 Ch l o r o p h y l e o n t e n st

(m g / L )
19

.

99 17
.

2 2 1 8
.

67 14
.

7 2 1 2
.

7 0

M主x de 一 os lu t i o n R a t i o o f e h l o r o
Ph y l

0
.

595 0
.

83 6 0 84 1 1
.

10 7 0
.

8 8 2
a n d OC n t e n st

A r n o n m e thod R a t i o o r t im e 5
.

667 5
.

667 扭
.

333 6
.

66 7 6
·

6 67

占总 叶绿 素量 绝 大 多 数的离 体 叶 绿 素极 易光 分解 `的 ,

而 在 实 验 操 作 过 程 中难 以 避 免 光 的

影 响
。

从 表 2 可 看 出
,

桐 花 树
、

白 骨壤
、

秋茄 经 过 48 小 时 提 取 已 释 出较 多 叶 绿 素
,

继 续 提 取

则 光 分 解 程度 较 大
,

而 红 海 榄 和 木 榄提 取 48 小 时 后 仍 有 较多 叶绿 素 释 出
,

光分 解程 度较 小
。

因 此
,

用 混 合液法 提 取桐 花 树
、

白 骨 壤
、

秋茄 叶绿 素的 测 定值 比 Ar no n 的 低 得 多 ; 而 红 海 榄 和

木 榄的两 方 法 测 定值 则 较接近
。

从 总 的情况 来看
,

Ar no n 法 较混 合液法 适 合于红 树 植 物 叶绿 素

测 定
。

2
.

3 四 种 红 树 植物 活 体测 定 回 归 方程

以 A m o n 法 测 定的 叶绿 素含 量 (m g c/ m ’
) 为 夕

,

活 体测 定值 刀为
二 ,

经 回 归 计算得 到桐 花 树
、

白骨壤
、

红 海 榄 和 木 榄 四 树种 的
艺

与 夕 的 回 归 方 程
:

桐 花 树
: 梦 = 0

.

3 s 4o e 。 ’9。。·

( , = 0
.

95 93 )

白骨 壤
: , = 0

.

37 4 1。。 2 70, ·

( : = 0
.

9 9 9 4 )

红 海 榄
: 夕 = 一 1

.

9 61 7 + 6
.

65 4 6x
(
,
~ 0

.

895 9 )

木 榄 刁 = 0
.

2 3 7 7 e 。 ` 3, 5`

(
:
~ 0

.

9062 )

经
;

值检 验
,

这 四 个 回 归 方程 可达 p < 0
.

05 的 显 著水 平
,

说 明这 四 个 回归方 程 可表达 各 树

种 叶绿 素 含量 (m g c/ m Z
) 与 活体 测 定 值 D 的相关 关 系

。

秋 茄 的叶绿 素含 量 与 D 值夕受有相关 关

系
,

原 因 有 待 进 一 步 探讨
。

同样 用 A r n on 法 测 定的秋茄 和 桐 花 树的 叶绿 素平 均含 量
,

本 实验测 定值 比 厦 门 (林 鹏
,

19 84) 的要 高
,

两 树 种分别高 出 3
.

520 和 1
.

093 倍
。

两 地 二 种红 树植 物叶绿素含量 差异 原 因

可 能 有二
:

( 1 ) 纬 度位置 不 同
,

北海 ( 21
0

16
` N ) 比 厦门 ( 24

0

3 1` N ) 更接近 热带
,

北 海红 树 植

物 光 合 系 统更 适 合高 光 高温 条 件 所致 ; ( 2) 本文 实 验 提 取 时 间 ( 24 小 时 ) 较 林 鹏 的 (8 小
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红树 植 物 叶 片叶 绿 素提 取方 法 比 较 及其 活 体测 定

时 )长
.

可能提 取 较 彻 底
。

至 于 哪 一 个 因 子 起 主 要 作 用
,

有 待 进一 步 研 究
。

通 过 本 实验
,

可 以 知道 使 用 活 体 叶绿 素仪 测 定 红 树植 物 叶 绿 素 含 量 有 下列 优 点
:

( 1) 仪

器 采 用 直 流 供 电
,

体积 小 巧
,

便于 野 外 工 作 ; (2 ) 测 量 方法 简 便
、

迅 速
、

直 观
,

可 在 短 时间

内大量测 定
,

增 加 数 据可 靠 性 ; ( 3) 可 广 泛 进 行 现 场测 定
,

不 损伤 植 物组 织
。
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