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提要: 本文讨论了叶绿素含量测定及应用中比较普遍存在的几个问题, 指出按叶片鲜重计量叶绿素含量的弊端和按叶面积

计量的好处。
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叶绿素是绿色植物体内的基本色素, 在光合作

用的光能吸收、传递和转化中起不可或缺的作

用。因此, 在植物生理学特别是光合作用研究中,
经常涉及叶绿素含量的测定。虽然这只是相关研

究中一个 基本、 简单的测定, 但其中需要注意

的问题却不少。从大量已经发表的文章和未发表

的文稿中发现, 这些问题相当普遍, 很有必要提出

来讨论, 以便引起有关测定者的注意。

1  按叶片鲜重计量叶绿素含量

除了藻类细胞和针叶植物以外, 在文献中常见

的叶绿素含量单位有两种: 一是以单位叶面积表示

的, 二是以单位叶片鲜重表示的。比较起来, 还是

以单位叶面积表示的较为合理、适用, 因为它不受

叶片含水量变化的干扰, 而且也便于与以单位叶面

积表示的光合速率联系起来分析两者关系。以单

位叶片鲜重表示的叶绿素含量尤其不适用于不同生

长光强、不同供水条件下生长的植物材料。在以

单位叶面积表示的叶绿素含量相同时, 如果以单位

叶片鲜重表示, 含水量高的叶片叶绿素含量值会低

于那些含水量低的叶片。在水分胁迫条件下, 这种

偏差尤其大。遗憾的是, 许多人没有意识到这个问

题, 总是通过称鲜重取样提取和测定叶绿素含量。

也许他们以为这样做简便。其实, 准确称量一定重

量的叶片绝对不比取一定面积的叶片来得快。

同样道理, 叶片内其他物质例如淀粉、氨基

酸和蛋白质等的含量也以单位面积表示为好。如

果以单位叶片鲜重表示, 不仅会受叶片含水量不同

的干扰, 而且会缩小该物质含量变化的幅度, 因为

计算时分母(叶片鲜重)内包含该物质的重量。以

单位叶片干重表示, 虽然避免了叶片含水量变化的

干扰, 可是在其他组分含量不变的情况下也因为计

算时分母(叶片干重)内包含该物质重量而缩小该物

质含量变化的幅度。

2  提取步骤繁琐

不少实验教材(例如, 中国科学院上海植物生理

研究所和上海市植物生理学会 1999; 侯福林 2004;
滕利荣和孟庆繁 2008; 李玲 1999, 2009)介绍的方

法都包括叶片称重、研磨、冲洗、过滤和定容

及稀释等繁琐步骤。定容的体积至少 10 mL, 既
费时间, 又浪费溶剂, 也不适于科学研究中大批量

样品的测定。

其实, 用确知面积的模板或打孔器切取 1 cm2

左右叶片, 切成细丝(大约 5 mm × 1 mm)后投入含

5 mL 80% 丙酮的试管中(避光、密封)过夜, 即可

完全提取(叶片细丝变成白色), 从而避免上述那些

繁琐步骤。

当然, 如果希望大大缩短提取时间, 也可以用

小型的试管匀浆器研磨总面积为 1 cm2 的叶片细

丝。不过, 这样就要增加研磨、冲洗和离心(用滤
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纸过滤会损失一些色素, 导致偏低的测定结果, 因
此 好以离心代替过滤)等步骤。

3  结果远离正常范围

除了氮肥缺乏、缺少叶绿素的突变体、患失

绿症或叶片衰老等特殊情况外, 绝大多数叶片的叶

绿素含量都在 4~6 mg·dm-2 或 400~600 mg·m-2 的范

围内(Berry和Downton 1982; 许大全和薛德林1985;
Chen等 2005)。如果测定结果远离这个范围, 就要

核查是否在测定或计算中出现了错误。

健康而尚未衰老的阳生植物叶片的叶绿素a/b
比值通常为3左右, 阴生植物叶片的该比值会低一

些, 而缺乏叶绿素b的突变体的该比值可能会大于

10 (Xu等 1993)。 近有人报告, 10种树木叶片的

叶绿素 a/b比值在 1.6~2.3之间(任芳菲等 2009), 明
显偏低。与此相类似的是, 对钾利用能力不同的 2
个基因型水稻在钾缺乏和正常供钾条件下叶片的叶

绿素 a/b 比都为 0.5 左右(Jia 等 2008), 太低, 不可

信。可能是分光光度计精度不够, 或者测定或计算

方法有问题。所以, 在对样品的叶绿素提取液进行

比色测定时, 应该选用对测定光波长分辨率高的分

光光度计, 这对于叶绿素 a/b 比值的测定至为重

要。另外, 用于比色测定的叶绿素提取液的浓度过

高, 也会导致叶绿素a/b比值的明显降低(陈根云等,
未发表资料)。

在这里还需顺便指出, 有人报告水曲柳和樟子

松的表观光合量子效率分别高达 0.83 和 0.26 (任
芳菲等 2009), 是理论值 0.125 (许大全 2007)的几

倍, 令人难以置信。除非改写人们早已熟知的光合

作用机制, 否则光合效率不可能那么高。看来, 如
果缺乏必要的基础知识, 就不会知道所测结果是否

正确, 也难以对结果作出恰当的分析。

4  在叶绿素含量不同的情况下仍按单位叶绿素计

量光合活性和仍按等量叶绿素确定样品用量

在细胞、原生质体、叶绿体及类囊体等的光

合功能研究中, 常常用单位叶绿素或单位时间的氧

释放量表示光合活性; 在通过电泳分析有关蛋白的

种类与数量变化时, 也常常用叶绿素计量上样量。

在一般情况下, 这样做无可非议。但是, 如果在相

互比较的样品中涉及叶绿素含量的变化, 例如涉及

叶绿素含量明显降低的突变体或涉及因某种(或某

些)处理引起叶绿素含量减少的情况, 这样做就会造

成叶绿素含量少的样品光合活性高于叶绿素含量高

的样品的假象; 若按等量叶绿素上样, 会掩盖叶绿

素含量少的突变体某些蛋白含量比野生型少的真

相, 甚至造成比野生型多的假象。在这种情况下,
用来自同样叶面积的样品上样是合理的选择(Chen
和 Xu 2006)。当然, 藻类细胞和松类植物的针叶

例外, 需要另想合适的方法。

5  片面理解叶绿素含量与光合速率的关系

有些人根据叶绿素是光合作用必不可少的色

素的常识, 想当然地认为叶片光合速率与叶绿素含

量总是呈正相关, 于是作出叶绿素含量高(或低)导
致高(或低)光合速率或叶绿素含量高时光合速率就

高的结论。其实, 仅仅在弱光下, 光合速率会随叶

绿素含量的增加而增高, 存在良好的线性关系, 而
在饱和光下光合速率往往与叶绿素含量的多少无

关。例如, 在有限光下, 叶绿素含量仅为野生型三

分之一左右的水稻黄绿叶突变体叶片的光合速率明

显低于其野生型, 而在饱和光下, 两者的光合速率

一样(Chen 和 Xu 2006)。这是因为过量的光可以

补偿叶绿素不足对光合作用的不利影响。另外, 在
饱和光下, 那些叶绿素含量低的阳生叶片光合速率

往往明显高于叶绿素含量高的阴生叶片, 这是因为

阳生叶片单位面积内光合机构的关键组分反应中

心、电子传递体和碳同化酶等含量高(Anderson等
1988)的缘故。

6  文献引用不当

绝大多数叶绿素含量测定所依据的都是Arnon
(1949)的方法。虽然后来陆陆续续有了一些改进,
但是基本原理和步骤还是大同小异的。因此在引

用文献时大多数人还是引用Arnon的那篇文献, 以
示对他创造性劳动的承认与尊重。可是, 有不少初

学者不是引用该方法的创造者或重要改进者及其原

始研究论文, 而是引用一些教科书的编写者及有关

介绍或者一些现成的测定叶绿素方法的沿用者及其

研究论文。这样做有失公平, 因为后者对叶绿素含

量测定方法没有实质性的贡献。
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编者附言

在许大全先生的这一篇文章中谈到的许多问题(其中不乏常识性问题), 虽然是针对叶绿素含量测定

而言, 但与此相类似的问题或多或少地在其他的植物生理和生化指标的测定、计算、表示和相关问题

研究中普遍存在。常见问题如下: 除叶绿素之外的其他物质含量和酶活性用鲜重而不是以干重或酶蛋白

量为单位进行计算; 光照强度不是用量子辐照(μmol·m-2·s-1)而是用勒克斯(Lux)表示; 比较不同光质光的生

理效应只注意光的波长(nm)不同或光的颜色不同而不考虑不同光质光之间的生理辐射能是否一样或相近,
等等。多年来, 我们在审定稿件过程中曾一再向投稿人指出(对此, 我们在征稿简约中还特地增订了一些

有关这一方面要求的条文), 但始终未得到一些投稿人的重视。为此, 借刊出许大全先生的这篇文章之机

会, 特此指出, 希望大家本着严肃、严谨和严格的精神重视这些问题。
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