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砰「岁艺宁奇寸及

同步荧光分析法同时测定

叶绿素
a

和叶绿素b
*

黄贤智 许金钩 蔡 挺”
(厦门天学化学系 )

众所周知
,

叶绿素
a 和叶绿素 b ( 分别用 Chl a 和Chl b表示 ) 在绿色植物的光合作

用中起着极重要的作用
.

它们的测定通常用于不同波长处测量吸光 度〔1
.

2〕或 在 不 同 激

发
一

发射波长下测量荧光强度以 4 〕
,

而后解联立方程的光度法
.

分光光度法的 灵 敏 度以

月 = 0
.

0 0 2 计 C hl a
为 zo p p b

,

C hl b 为 Z o p p b
.

自L lo yd〔5 〕提 出 同步荧光法以来
,

该法

巳成功地应用于多组分荧光物质的同时分析〔6一 8〕
.

本文作者应用其 原 理 建 立 C hl a 和

C hl b 的同步荧光分析法
,

方法灵敏 度 为 0
.
4 p p b ; 测 定 范 围 C hl a

为 0
.
5一 Z o op p b

,

C hl b 为 0
.

。一 15 o p p b ; 准确度 C hl a
为 3

.
5 %

,

Ch l b 为 5
.

5 %
.

方法简便快速
.

实验部分

1
.

仪器 与试剂

(l) 荧光分光光度计
:

日立85 。型 ( 日本 )
,

使用 时激发和发射单色仪带通为sn m
,

扫描速度为 zo o n m / m in
.

(2 )分光光度计
: D U SB ( 美国 )

.

(3 )Chl a 和 C hl b 标准溶液
:

按文献〔2〕所述的方法制备和测定其浓 度 ( 分光 光度

法 )
,

然后用 90 %丙酮稀释成所需的浓度并放置于暗处
.

当天配制 当天使用
.

(4) 丙酮
:

90 %丙酮溶液
,

用三次蒸馏水配制
.

2
.

条件试验

(1) 激发光谱和发射光谱的测绘
: 取 C hl a 和 C hl b 的 标 准 溶 液

,

分别 用 90 % 丙

酮稀 释 成 0
.

Z p p m
.

分 另{l以 几
e二 二 4 2 7 n m

、

几
·、 = 6 6 6 n m 和 又

。 :
= 4 5 5 n m

,

几
。。 = 6 4 8 n川 测绘

Chl a 和 c hl b 的荧光激发光谱与发射光谱
,

结果如图 1
.

(2 )C hl a 测定 时 △久的选择
:

由图 1可知
,

C hl a 的发射峰与其在短波长处的主
、

次激发

峰的波长差△几分别为2 3 9 n m (6 6 e一4 2 7 )和 2 5 8 n m (6 6 6一 4 0 8 )
.

实验表明采用△久
= 2 3 9 n m

时可得到较强的同步荧光信号
,

然而在消除C川 b影响的效果方面不如采用△久二 2 5 8 n m
.

为此本实验采用 △凡二 25 8n m 作为 Chl a 测定的同步扫描波长差
。

实验结果如图 2 (a ) 和

(b )
,

在此条件下
,

Chl b 对 C hl a 的影响可忽略不计
.

(3 )Chl b 测定 时 △几的选择
:

由图 l 可知
,

Chl b 的发射峰与其在 短 波 长 处 的 激

发峰的波长差为 1 9 3n m (6 4 8一 4 5 5 )
.

选用 △久二 1 9 3 n m 作为 C hl b 测定的同步 扫描波 长

本文于 1985年10 月2 9日收到
.
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蛤时
,

实验结果如图 2 (c )和 (d)
,

飞弓
一

见C hl
‘, 对 C1

、
l b 的干扰亦可忽略不训

.

6 7 0 n m

(a ) (
、

hl a

6 to

渡长(默
石9 0

)入‘
。。 )

福面 6 7 0 7 1 0

波
一

长(n ln )入

C h l a

Ch】b
比 l b

(a )C‘
、
1 a o

.

lp p m
,

△入= 2 5 8 n m
.

(b )C hl a 和 C :l l b各0
.

lp p m
.

△入一 2能
n m

.
’

6 5 4 n m 启5 4 】lm
今书架似

C址 b了、八Clll a / \
(b 、 1 1 、 _ ‘口‘‘一 - - - ‘- - ‘、‘一工

1 1\ 1 朽 IU b 5 0 6 9 0
6 1 0 6 5 0 6 9 0

渡长 (”m ) 入。
。 , ) 波长 (n m )入 , 。。 )

魂0 0 5 0 0 6 0 0 了do

波长(n m )

图 1 C h l a和 C h l b的激发光谱(a ) 和

发射光谱 (b)

(介质
:

90 多丙酮 )

(
e )C 1 b 0

.

lp p rn
.

△入= 1 9 3 n m
·

(d )C hl a 和C lll b各0
.

lp p m

△入二 19 3 n m

图 2 C h l a 和 Ch l b 的同步荧光光谱
(介质

: 9 0多丙酮 )

(4 )浓 度 效 应 试验
:

由图 1 可见
,

Chl b 的发射光谱及其长波长 区 的 激发 光谱与

Chl a 相应的光谱有较大程度的重迭
,

亦即Chl b的第一电子激发态的最低振动能层S :略

高于 Chl a的 S t
,

由此可预见 C hl b 荧光的熄灭将随 C hl a 的浓度提高而 明 显 增 加
.

实验表明
,

当 C hl b 浓度 为 4 2 p p b 而 C I: l a 的浓度 由 。增至 1 3 3 p p b 时
,

Ch l b荧光饱灭

程度将由 。增至 5
.

5 %
.

同理可 预 见
,

在一般的测

(a)成

.

申攀祝叫谊协

定条件下
,

C hl b 的浓度对 Chl a 的 荧 光将没有明

显的影响
,

实验证实了这种预测
.

(5 ) 工作曲线的绘市
, :

移取C hl a 标准溶液
,

用 90 % 丙酮稀释成含 0 让 a 为 。一 2 。。p p b 的标准系

列
,

用荧光分光光度计 以 △又二 2 5 8n m 进行同 步 士}

描
,

由同步荧 光峰信号对 浓度绘制成工作 曲 线
,

其线性范 围为 0
.

5一Z o o p p b ( 图 3 ( a ) )
.

C I飞l b工

作曲线绘制方法同C hl a ,

唯△义改用 1 g 3 n m
,

其 线

性范围为 0
.

5一 1 5 o p p b ( 图 3 (b ) )
.

- 一一青一一
~

一
一一访户南一

佑房 ‘. O h 飞

图 3 C h l a和C h l b的工作曲线

(6) 同步荧光法与分光光度法 L Z 〕的对照试验
:

取干净新鲜油菜叶 0
.
5 9

,

剪碎置于

研林
,

加入。
.

lg M g C O 。 、
2一 3 ml 丙酮

,

研磨至浆状
,

过滤
.

用少许丙酮多次洗 涤
,

丙

酮萃取液收集于 25 o m l容量瓶中
,

用 90 %丙酮稀释至刻度
,

摇匀
.

移 取 0
.

20
、

1
.

00 和

1
.
5 0 ml 上述制备的溶液

,

用 9 0 %丙酮稀释至 lo ml
,

分另11用分光光度法和同步荧光法 进

行测定
,

结果见表 1
.

当 0 ll a和Cl
、
l b 浓度分别为 2

.

8印b 和 1
.

2 p p b 时
,

分光光度法无

法检出
,

而同步荧光法尚能加以测量
.

~ 4 1 9 一



友 1 同步荧光法与分光光度法对照试验 (测得值 p p b)

方 法 步 招 光 分 光 光 度 法 」创

季丫品 数 (m l)
C 兰1 !〕 C

1 ll b

0
.

2 0

1
.

加

1
_

50

2
,

8

1 4
.

3

2 1 3

1
.

2

6
.

2

9 1

长检出

1 4
.

0

2 1 9

未价出

5 9

8
_

5
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