
随着我国工农业生产的迅速发展和城市化进

程的加快，工业废水和生活污水排放量日益增加。
富营养化已成为中国地表水普遍面临的重要环境

问题，是地表水营养盐含量不断上升、生产力从低

的贫营养状态逐步向生产力高的富营养状态过渡

的一种现象[1]。 水质富营养化程度不断加剧，使得

藻类大量繁殖，严重破坏水体生态平衡，也严重影

响到人类的生产和生活。 浮游植物 （又称浮游藻

类，是悬浮于水中生活的微小藻类植物的总称）的

种群生物量是水生生态系统研究的一个重要生物

指标， 是水华预警防治监测过程中最为直接有效

的方法之一[2-5]。
叶绿素是植物光合作用中的重要光合色素，

广泛存在于藻类等绿色植物组织中。 浮游植物和

其他的绿色植物一样具有叶绿素。 当植物细胞死

亡后，叶绿素即游离出来。叶绿素是一类含脂的色

素家族，包括叶绿素 a、b、c、d、f 以及原叶绿素和细

菌叶绿素等。 叶绿素很不稳定，光、酸、碱、氧、氧化

剂等都会使其分解。 在酸性条件下叶绿素生成绿

褐色的脱镁叶绿素， 在稀碱液中可水解成鲜绿色

的叶绿酸盐以及叶绿醇和甲醇。 在光合作用中，绝

大部分叶绿素的作用是吸收及传递光能， 仅极少

数叶绿素 a 分子起转换光能的作用。 因此通过测

定浮游植物叶绿素 a， 可一定程度反映藻类现存

量，掌握水体的初级生产力情况；其含量高低与水

环境质量密切相关， 是水体理化性质动态变化的

重要指标； 是合理评价水体富营养化现状及科学

预测其发展趋势的基础[6-7]。
浮游植物叶绿素 a 的测定方法主要有荧光光

度计法、高效液相色谱法、分光光度计法等。 由于

荧光光度计法和高效液相色谱法分析步骤繁琐，
不能用于野外快速检测等缺点， 不被广泛使用 [8-

11]。
我国目前采用较多的仍是国家环境保护总局
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摘要：本文在国家环境保护总局《环境监测技术规范》（第四册）中叶绿素 a 的测定(简称为

“标法”)方法基础上，对叶绿素 a 测定中常见的实验误差进行了分析和讨论，并对丙酮萃

取、研磨细胞破碎法进行改进，优化浸提步骤和计算方法，使叶绿素 a 的浸提效率显著增

加，并提高了实验数据的准确性和精密度。
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《环境监测技术规范》（第四册）中叶绿素 a 的测定

（简称为标法）[10]。 通过大量实验证明，该方法存在

耗时长、 人员操作误差较大等不足导致结果不准

确。
本文在该方法基础上， 提出叶绿素 a 与脱镁

叶绿素 a 含量的测定，并对该方法中丙酮萃取、研

磨细胞破碎法进行改进，大大提高了实验效率，并

根据大量实验实践和文献调研， 对常见实验误差

进行了分析和讨论， 以提高浮游植物叶绿素 a 测

定的精确度和准确性。

1 实验部分

1.1 样品采集

采集水样时拟表层采样， 采样体积视叶绿素

含量而异 （一般富营养化水体需要 250 mL，贫营

养水体需要 1 000~2 000 mL）。样品采集后立即加

入 1 ％碳酸镁（每升样品加 1 ％碳酸镁 l ml）以防

止酸化引起色素变性，同时罩黑色塑料袋避光，并

于阴凉处保存。
1.2 实验仪器

乙酸纤维滤膜（0.45μm）、抽滤装置、765 型紫

外可见分光光度计、抽滤瓶、真空泵、低温台式离

心机、l0 ml 容量瓶具塞刻度离心管(10 m1)、烧杯、
移液枪等。
1.3 试剂

丙酮、盐酸、MgCO3 均为分析纯试剂。
1.4 实验步骤

1.4.1 样品浓缩

用乙酸纤维滤膜过滤适量充分摇匀的水样，
控制抽滤负压约 30 kPa（防止滤膜破碎），并注意

避光。 水样抽完后需继续抽 1～2 min，尽量减少滤

膜上水分含量。
1.4.2 样品萃取

“标法”中，是将滤膜冷冻干燥 6~8 h 后放入

组织研磨器中，加入少量碳酸镁粉末和 90 %丙酮

充分研磨，而后转移至离心管中离心 10 min，将上

清液转移入容量瓶中定容。 继续加入 2~3 ml 90
%丙酮于研磨器中研磨，离心后合并上清液，定容

测定[10]。 由于该方法提取过程涉及反复研磨费时

费力、 且转移过程容易造成叶绿素 a 损失等缺点

导致结果不准确。
本方法是抽滤完后取下滤膜，小心剪碎，并置

于 10 mL 离心管中。 加入 5 mL 90 %丙酮，充分震

荡摇匀，使滤膜完全浸于液面下，在-20 ℃冰箱中

浸提 16~20 h 后取出，用低温离心机（4 ℃）4 500
r/min 离心 20 min。 将上清液小心转入 10 ml 容量

瓶中，加 3 mL 90 ％丙酮于离心管沉淀中，充分混

匀，离心，合并上清液，最后样品用 90 ％丙酮定容

至 10 ml，摇匀待测。
本方法较“标法”而言，用浸提法代替研磨，不

仅避免了研磨过程中丙酮对人的伤害， 降低了叶

绿素 a 在光下的暴露， 而且减少了反复转移过程

中叶绿素 a 的损失。
1.4.3 样品测定

以 90 ％丙酮作为参比液， 用 l cm 比色皿对

上述待测液进行比色， 分别读取波长 750、663、
645 和 630 nm 处的吸光值，然后在样品比色皿中

加 l 滴 1 mol/L 盐酸， 加盖摇匀， 对样品酸化，1
min 后重新在上述波长处测吸光值 （该过程注意

避免样品挥发损失）。
1.4.4 计算方法

在天然水体中， 浮游植物中同时存在具有光

合活性的叶绿素 a 和脱镁叶绿素 a。 由于脱镁叶

绿素 a 没有光合活性， 因此计算作为浮游植物生

产量的主要指标叶绿素 a 时， 必须消除脱镁叶绿

素 a 的干扰[12]。
叶绿素 a 经酸处理后， 卟啉环中心的镁原子

被氢原子取代，转化为脱镁叶绿素 a。 脱镁叶绿素

a 较叶绿素 a 在 663 nm 波长下具有较低的摩尔

消光系数， 故测定叶绿素 a 酸化前后吸光值的变

化，可区分叶绿素 a 和脱镁叶绿素 a。 如果天然水

体中脱镁叶绿素含量相对较高， 酸化处理后吸光

值的变化就较小；反之，酸化处理后吸光值的变化

就越大。
本研究中叶绿素 a 含量的计算方法仍采用多

色法[13]，计算公式如下：

Cx=
11.64×(E

x

663 -E
x

750 )-2.16×(E
x

645 -E
x

750 )+0.10×(E
x

630 -E
x

750
! ") ·V1

V·δ
（1）

chla=CA-CB （2）
apochla=CA-chla （3）

其中，chla、apochla 分别为叶绿素 a 和 脱 镁

叶绿素 a 的浓度（mg/m3）； Ex
663、 Ex

645、 Ex
630、Ex

730 分

别 为 样 品 在 加 酸 前 后 663 nm、645 nm、630 nm、
750 nm 处的吸光值；x 可以为 A 或 B，分别代表酸

化前后的样品（A 为酸化前、B 为酸化后），V 为水

样体积（L）；δ 为比色皿光程（cm）；V1 为定容体积
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（mL）； 、 分别表示酸化前与酸化后测定的叶绿

素 a 含量（注：测定过程中，各波长的吸光值减去

相同条件下 750 nm 处的吸光值是消除样品中悬

浮颗粒的干扰）。

2 结果和讨论

2.1 方法优化及比较

本文改进了标法中对叶绿素 a 的提取， 采用

低温浸提，而对于浸提时间的优化，也做了比对试

验，试验结果见表 1。

表 1 对三个不同的样品 1~28 h 浸提时间进

行比较表明， 不同样品中叶绿素 a 的浸提效率在

1~20 h 随着时间增加而增加，16~20 h 达到稳定

峰值。而继续增加浸提时间，叶绿素 a 的浸提效果

不增反降， 分析原因可能与叶绿素 a 的稳定性有

关。 故改进法中采用 16~20 h 浸提时间。
表 2 为采集的三个样品， 分别用标法及本文

改进后的方法（简称“改进法”）测定叶 绿 素 a 含

量，每种方法设四个重复。 实验结果见表 2。

两种不同的测定方法测定叶绿素 a 结果 （表

2）表明，改进法对浮游植物叶绿素 a 的提取效率

显著高于标法，且试验重复性较好。而标法作为常

用藻类叶绿素 a 测定方法，操作步骤繁琐，研磨费

时费力，而且需多次转移，人为误差较大；其研磨

过程中叶绿素 a 易发生 光 降 解 而 导 致 目 标 物 损

失， 这些影响因素大大降低了实验结果的精密度

和准确性。另外，标法中对叶绿素 a 的计算公式未

考虑脱镁叶绿素 a 的干扰， 造成实验结果偏离实

际值，准确性降低。而本文的改进法则显著提高萃

取效率，操作简便、安全可靠、且实验重复性较高，
大大提高实验精密度，而计算时，消除了脱镁叶绿

素 a 的干扰，结果准确性增大。
2.2 叶绿素 a 含量测定误差分析

叶绿素 a 测定结果偏低的可能原因[4]：采集水

样后，未立即加入 1 mL 1 ％MgCO3 悬浊液，导致

色素变性；叶绿素 a 又是对光、酸性物质和温度比

较敏感， 在操作过程中特别要避免这些因素的影

响，否则会造成结果偏低；较高的真空压力导致藻

类细胞破坏穿过 0.45 μm 滤膜流失等等。
叶绿素 a 测定结果偏高的可能原因： 计算叶

绿素 a 含量时， 未区分叶绿素 a 和脱镁叶绿素 a，
造成结果偏高；加酸比色时，盐酸加入量为 1 滴，
当加入过量时，会造成结果偏高等。

叶绿素 a 测定过程中，测定液在 750 nm 处吸

光值应小于 0.005，当其大于 0.005 时，表明萃取

液太浑浊，应重新离心或过滤，尽量减小溶剂空白

对结果的影响。

3 结论

本文在标法基础上，对丙酮萃取、研磨细胞破

碎法进行改进，优化浸提步骤和计算方法，大大提

高了叶绿素 a 的浸提效率、 提高了实验数据的准

确度和精密性。另外，本文根据大量实验实践和文

献调研， 对叶绿素 a 测定中常见的实验误差进行

了详细的分析和讨论， 为广大科研人员提供科学

参考。
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表 1 不同浸提时间对叶绿素 a 含量测定的影响

浸提时间
水样
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1# 22.3 26.5 27.8 29.3 29.6 28.8 25.7

2# 10.3 12.5 13.8 14.4 14.9 12.9 10.8

3# 29.3 34.2 35.8 36.5 36.3 35.7 33.8

表 2 叶绿素 a 用不同方法测定结果统计

水样 提取方法 1 2 3 4

1#
标法 12.3 14.7 13.9 16.7

改进法 36.3 36.0 35.9 35.5

平均值

14.4

35.9

标准偏差（%）

11

0.7

改进法 29.6 28.3 27.9 29.0 28.7 2

2#
标法 8.4 6.9 7.9 6.0 7.3 13

改进法 14.9 15.3 15.7 14.6 15.1 3

3#
标法 20.6 23.6 24.3 18.7 21.8 10
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过低，否则极易形成有害氯气，同时由 ORP 控制

投入适量漂水，正常情况原水 pH 在 5 左右，无需

进行调整；二级氧化由 pH 计控制 PH:10 左右，同

时由 ORP 控制投入适量漂水，通过漂水氧化作用

将次、亚磷酸盐氧化成正磷酸盐，同时将络合类物

质氧化破除， 之后加入碱、氯化钙、混凝剂，在碱

性条件下正磷酸盐生成磷酸钙沉淀物， 镍离子形

成 氢 氧 化 镍 沉 淀 物； 为 保 证 重 金 属 镍 稳 定 达 到

《电镀污染物排放标准》（GB21900-2008） 中表三

规定的排放限值标准， 设置离子交换器进行深度

处理，当化学沉淀无法完全达到表三标准时，通过

离子交换把关深度处理，使废水稳定达标排放。
4.3 主要构筑物尺寸

各主要构筑物尺寸见表 2：

5 工程运行效果与分析

5.1 运行效果

该工程自 2014 年 11 月设备安装完 成 后 开

始使用，经过一个多月的运行调试，均达到设计要

求，设备运行良好，达到预期目的，主要水质指标

均低于标准值，详见表 3。
5.2 效果分析

由进出水水质分析，采用酸性氧化＋钙盐沉淀

法处理化学镍废水，辅以离子交换深度把关处理，
废水中总磷≤0.5，去除率达 99 %；总镍≤0.1，去

除率达 99 %，SS≤30，去除率达 99 %，。 出水水质

稳 定 达 到 《电 镀 污 染 物 排 放 标 准 》 （GB21900-
2008）中表三规定的排放限值标准。

6 讨论

清污分流, 由于该类废水为电镀废水中的一

类，分流不彻底容易导致其它类重金属超标；
废水反应自动化程度要求较高， 需配套稳定

可靠的 pH/ORP 仪表, 确保反应条件控制在合适

值；
反应 pH 值不能控制太低， 否则容易产生挥

发性氯气，对生产运行环境影响大。

7 结论

采用酸性氧化＋钙盐沉淀法处理化学镍废水，
辅以离子交换深度处理， 出水水质稳定达到 《电

镀污染物排放标准》(GB21900-2008) 表三排放要

求。 该工艺处理系统具有处理效率高、流程简单等

优点，运行稳定。
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表 2 主要构筑物

名称 基本尺寸(m×m×m) 数量（只） 备 注

离子交换器 Φ2.2 1 钢制

ph 调整池 1.2×1.2×3.5 2 地上钢砼

氧化池 2.0×2.0×3.5 2 地上钢砼

混凝反应池 1.2×1.2×3.5 3 地上钢砼

沉淀池 4.0×4.0×4.5 1 地上钢砼

多介质过滤器 Φ2.0 1 钢制

表 3 达标验收监测结果

编号 监测站位 样品外观 pH 值
总磷
(mg/L)

总镍
(mg/L)

SS
(mg/L)

141230 废水调节池 混浊 4.3 95 50 100

141230 沉淀池出口 无色 清澈 9.5 0.30 0.15 12

141230 离子交换出口 无色 清澈 8.0 0.25 0.002 1.5

141231 废水调节池 混浊 5.0 110 45 95

141231 沉淀池出口 无色 清澈 9.3 0.15 0.1 10

141231 离子交换出口 无色 清澈 8.2 0.12 0.001 1.2
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