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摘要：采用分光光度法和激光共聚焦显微术测定不同发育时期的红叶石楠叶片色素含量，并对 ２ 种方法进行比较，
以期为植物色素测定提供一定参考。
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　 　 叶绿素和类胡萝卜素是绿色植物体内参与光

合作用的 ２ 类色素，涉及光能的吸收、传递和转化过

程［１］。 叶绿素含量与植物的光合速率、营养状况等

密切相关。 此外，植物遭受环境胁迫如低温、高盐、
重金属等均会影响叶片色素含量［２⁃３］。 因此，植物

叶片色素含量变化既可以反映其生长和营养状况，
也能反映其对环境因子的响应［４］。 在植物生理生

态研究中，叶绿素含量是最常用的参数之一。
目前，常用的叶绿素含量测定方法主要有分光

光度法、无损伤光学测定方法（包括手持叶绿素计

测定法、光谱仪测定法）等。 其中，分光光度法应用

最为广泛。 一般实验室采用体积分数为 ８０％丙酮

提取叶片色素并用经 Ａｒｎｏｎ 推导的公式计算叶绿素

和类胡萝卜素含量。 Ｌｉｃｈｔｅｎｔｈａｌｅｒ 对各种提取方法

及计算公式进行了总结和比较［５］。 无损伤光学测

定方法是根据叶片对光吸收和反射，快速、准确地

原位测定植物叶片的色素含量［４］。 可采用手持叶

绿素计或光谱仪测定叶绿素的相对含量。
本试验采用常规 Ａｒｎｏｎ 法和激光共聚焦显微

术，测定红叶石楠叶片色素，并对 ２ 种方法进行比

较，以期为木本植物的叶片色素含量测定提供参考。

１　 材料与方法

１．１　 试验材料

试验材料为红叶石楠 ‘红罗宾’ （ Ｐｈｏｔｉｎｉａ ×
ｆｒａｓｅｒｉ ‘Ｒｅｄ Ｒｏｂｉｎ’），于江苏省林业科学研究院温

室中培养。
１．２　 试验方法

１．２．１　 分光光度法　 选取萌芽后生长 ４ 周和 ６ 周的

红叶石楠叶片，用剪刀剪成宽度小于 ２ ｍｍ 小块，准
确称取 ０􀆰 ２ ｇ，置于 １０ ｍＬ 体积分数为 ８０％ 丙酮中，
于 ４ ℃黑暗条件下浸提 ２４ ｈ。 每组重复 ３ 次。 根据

文献［５］报道的公式计算叶片色素含量。
Ｃｈｌ ａ （ｍｇ ／ ｇ） ＝ １２􀆰 ２５Ａ６６３􀆰 ２－ ２􀆰 ７９Ａ６４６􀆰 ８

Ｃｈｌ ｂ （ｍｇ ／ ｇ） ＝ ２１􀆰 ５０Ａ６４６􀆰 ８－ ５􀆰 １０Ａ６６３􀆰 ２

Ｔｏｔａｌ Ｃｈｌ （ｍｇ ／ ｇ） ＝ ７􀆰 １５Ａ６６３􀆰 ２＋ １８􀆰 ７１Ａ６４６􀆰 ８

Ｃａｒｏｔｅｎｏｉｄｓ （ｍｇ ／ ｇ） ＝ （１ ０００Ａ４７０－ １􀆰 ８２Ｃｈｌ ａ－
８５􀆰 ０２Ｃｈｌ ｂ） ／ １９８
１．２．２　 激光共聚焦显微术原位测定叶片色素含量

将新鲜叶片切成 ５ ｍｍ × １０ ｍｍ 小块后用 ＯＣＴ
（Ｓａｋｕｒａ Ｆｉｎｅｔｅｋ ＵＳＡ， Ｉｎｃ， Ｔｏｒｒａｎｃｅ， ＣＡ， ＵＳＡ）包

埋，用 Ｌｅｉｃａ ＣＭ １９５０ 冷冻切片机切取厚度 １０ μｍ
的切片。 将切片粘于涂有多聚赖氨酸的载玻片上，
用 Ｌｅｉｃａ ＴＣＳ ＳＰ５ （ Ｌｅｉｃａ Ｍｉｃｒｏｓｙｓｔｅｍｓ， Ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ
ＧｍｂＨ， Ｍａｎｎｈｅｉｍ， Ｇｅｒｍａｎｙ）激光共聚焦显微镜拍

摄图像。 叶绿素自发荧光用 ６３３ ｎｍ 的氦⁃氖激光器

激发，发射光在 ６５０ ｎｍ 和 ７００ ｎｍ 处采集［６］；类胡萝

卜素自发荧光用氩激光管激发，激发波长 ４８８ ｎｍ，
发射波长 ５００—６００ ｎｍ ［７］。 组织切片用 ＤＡＰＩ（４’，
６’⁃ｄｉａｍｉｄｉｎｏ⁃２⁃ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ） 负染。 荧光强度采用

ＬＡＳ⁃ＡＦ⁃Ｌｉｔｅ 软件分析。
１．２．３　 数据分析　 采用 ＳｉｇｍａＳｔａｔ 统计分析软件和



Ｅｘｃｅｌ 对数据结果进行统计分析。

２　 结果与分析

如图 １ 所示，生长 ６ 周的石楠叶片中各项指标

包括叶绿素 ａ、叶绿素 ｂ、总叶绿素和类胡萝卜素均

明显高于 ４ 周的叶片，说明随着叶片的发育光和色

素逐渐积累。

图 １　 石楠叶片色素含量

进一步采用激光共聚焦显微术，对红叶石楠叶

片中的光和色素进行分析，发现栅栏组织中叶绿素

荧光强度明显高于海绵组织（见图 ２），而类胡萝卜

素荧光在 ２ 类组织中的强度相差不大。 此外，２ 个

生长时期的叶片中 ２ 类光合色素的分布模式基本一

致。 对叶片组织中叶绿素和类胡萝卜素荧光强度

　 　

进行半定量分析，结果显示 ４ 周的叶片中叶绿素和

类胡萝卜素荧光强度均低于生长 ６ 周的叶片，说明

后者叶片中的光和色素含量更高，与分光光度法测

定结果一致。

３　 讨论

植物叶片色素含量测定是植物生理生态研究

中经常用到的研究手段。 色素含量测定方法也有

多种，其中有机溶剂提取结合分光光度计测定应用

最为广泛。 但分光光度法测定植物叶片色素含量

步骤繁琐，也不适于大批量样品的测定［１］。 此外，
对应于不同的提取试剂提出了很多方程式计算色

素含量。 这就造成所用提取溶剂不同，所得结果无

法相互比较，特别是 Ｃｈｌ ａ ／ ｂ 比值差异较大［５］。 尽

管分光光度法存在一些缺点和不足，但与其他方法

相比其在叶片色素定量测定方面具有明显优势。
近年发展起来的无损伤测定技术正逐渐得到

推广应用。 与分光光度法相比，手持叶绿素计和光

谱分析仪操作相对简单且适于批量测定。 手持叶

绿素计仅能测定叶绿素的相对含量，而光谱仪测定

可以分析叶片中各种色素成分，应用范围更广［４］。
这 ２ 种方法还能用来监测不同生长发育时期的同一

叶片中的色素含量变化，这一点是分光光度法无法

比拟的。

图 ２　 叶绿素和类胡萝卜素在石楠叶片的原位分布

　 　 本研究采用分光光度法和激光共聚焦显微术

测定不同发育时期的红叶石楠叶片色素含量。 结

果表明，激光共聚焦显微术可以用来测定叶片的色

素相对含量，结果与分光光度法测定结果一致，同
时还可以清楚地显示色素在叶片原位的分布情况。
激光共聚焦显微术测定叶片色素含量也有其缺点。

首先，需要专门的冰冻切片机和激光共聚焦显微

镜，机器昂贵，不易推广。 其次，需要研究人员具

备良好的实验技术水平。 总之，将分光光度法和

激光共聚焦显微术结合测定叶片色素含量，既能

进行定量测定也能观察色素在叶片原位的分布

情况。
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