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摘 要 利用微型质谱仪技术，开发了叶绿素 ａ 和叶绿素 ｂ 的快速检测方法，在短时间内获得物质组分信息。 通过微型质谱仪的

实际操作，为学习内容引入分析化学、样品前处理以及色谱的概念。 其方法高效快捷，更加精确地说明各色素分离条带中物质的性

质。 同时，该技术方法在研究中的引入，不仅拓展学生的知识眼界和探究活动，学生还可以更加深入地了解科学研究的过程和方

法，提高科学素养，为将来的学习和发展打下坚实的基础。
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叶绿体色素的提取和分离及叶绿素含量的测定，
是高中生物学必修 １ 中的经典实验，也是高中生物学

探究实验，通过实验验证叶绿体色素的种类及性质，可
加深对光合作用的理解［１］。 脂类物质层析分离，通常

是通过与标样的比对来确定物质名称。 叶绿体各类色

素本身带有颜色，因此在经典的叶绿体色素分离实验

中，省略了比对，直接从各类物质所呈现的颜色来判

断。 这样的方法简单，但在精确的物质鉴定时，还需要

有待测物质的特征参数共同确证。 层析加质谱分析，
是目前最常用的物质鉴定方法之一。 本文引入微型质

谱仪检测技术，基于 ｎＥＳＩ 原位电离源和 Ｃｅｌｌ 微型质谱

分析系统，短时间内对目标色素的实时快速检测，高效

地分析叶绿素的特征，让学生更加直观地了解质谱分

析的原理和过程。
１ 实验原理

生物分子样品有其特定的分子结构。 微型质谱仪

的离子源在高真空条件下将样品中原子或分子离子化

后，通过一系列电场和磁场进行加速和分离，形成母离

子和子离子（叶绿素 ａ，叶绿素 ｂ 由它们共同确定），经
过离子透镜聚焦传输到质量分析器以及检测器，对物

质的质荷比（离子质量 ／ 电荷，ｍ ／ ｚ）进行分析［２］，结果

比对已知文献中离子对信息，达到鉴定的目的（图 １）。
２ 试剂与器材

试剂：新鲜菠菜叶片；乙醇、甲醇、石油醚、碳酸钙、
■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■
课中探究、课后拓展等环节均凸显学生作为学习主体

的地位。 但值得注意的是，学习主体地位的凸显、科学

概念的精准构建，都建立在前概念的精准调查上。 但

有研究者指出部分学生的认知结构仅能在直觉水平上

加以应用，不能直接表现出来［１］。 因而，基于认知冲突

的概念转变课堂教学中，如何精准掌握学生已有的认

知结构将是我们下阶段探索的主要方向。
（基金项目：２０２３ 年度国家社会科学基金教育学

一般项目：“表现性评价视域下高中生物学论证教学的

应用研究”，Ｎｏ． ＢＨＡ２３０１２０；２０２４ 年宁波市基础教育

教研规划课题：“基于 ＳＳＩ 的论证式教学中表现性评价

的应用研究”，Ｎｏ． ＬＸ２０２４４８；２０２４ 年宁波市基础教育

教研规划课题：“高中生物学实验教学视域下创新人才

培养”，Ｎｏ． ＬＸ２０２４０４５）
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［ １ ］ 卢姗姗， 毕华林． 概念转变理论的发展及面临的挑战［ Ｊ］ ． 化
学教育， ２０１６， ３７（１３）： １ ５． ■
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图 １ 微型质谱仪内部分析系统

二氧化硅均是分析纯（购自上海阿拉丁生化科技股份有

限公司）；色素层析液（购自希格生科深圳有限公司）。
器材：研钵、分液漏斗、烧杯、锥形瓶、滤纸、铁架

台、玻璃棒、点样毛细管、量筒、移液枪、天平、ｎＥＳＩ 原

位电离试剂盒、Ｃｅｌｌ 微型质谱分析仪（清谱科技）。
３ 方法步骤

３． １ 材料制备 ①取 ５ ｇ 新鲜菠菜叶片洗净，擦干表

面，放入研钵中，加入少量二氧化硅粉末和碳酸钙粉末

充分研磨；②研磨完成之后加入 ５ ｍＬ 无水乙醇，充分

挤压出菠菜中的汁水，使用漏斗过滤得到色素溶液

（图 ２ａ）。
３． ２ 叶绿体色素的萃取 ①取 ２ ｍＬ 色素溶液加入试

管中，再加入 ２ ｍＬ 石油醚，用移液枪吹打使液体充分

混匀；②混合液静置 ２ ｍｉｎ 左右溶液出现分层，上层为

石油醚和绿叶色素，下层为水和其他杂质；使用移液枪

吸取上层萃取液至 ２ ｍＬ 离心管中，萃取的目的是把一

些蛋白、脂肪类等杂质去除（图 ２ｂ）。
３． ３ 用纸层析法分离色素 ①取一张滤纸将其剪成

滤纸条（９． ５ ｃｍ×３ ｃｍ），剪去滤纸条底部两个角，用毛

细管吸取叶绿体色素萃取液在距底边约 １． ５ ｃｍ 画线，
使色素扩散的宽度限制在 ０． ５ ｃｍ 以内。 风干后，再重

复操作 ３—５ 次。 ②在烧杯中加入适量的层析液，将画

线端朝下浸入层析液中，注意点样线不能进入或接触

到层析液，用培养皿盖住烧杯进行层析。 ③当层析液

前沿接近滤纸边缘时，取出滤纸风干，即可看到分离的

各种色素，记录各种色素的位置和名称（图 ２ｃ）。
３． ４ 质谱分析 ①一级质谱图分析。 将叶绿体色素

经过提取、萃取后的溶液直接上样。 ②叶绿素 ａ 和叶

绿素 ｂ 分析。 先将条带从滤纸条上剪下来，分别剪碎

后置于 ２ 个离心管中，各加入 ５００ μＬ 甲醇溶液，浸提

２—３ｍｉｎ；用一次性滴管吸取浸提液，滴加 ４—５ 滴至试

剂盒；将试剂盒插入 Ｃｅｌｌ 便携式质谱分析系统，使用

ＰＭＳ Ｐｒｏ 软件设置质谱条件（监测离子对）；设备识别

出试剂盒后，点击“开始检测”；待检测完成后，查看报

告（图 ２ｄ）。

图 ２ 实验步骤

３． ５ ＭＳ 条件 微型质谱对样品的气象离子扫描检测

数据，与文献［３，４］中报告的叶绿素 ａ 和 ｂ 测试结果数据

进行监测比对后分析，监测离子见表 １。

表 １ 电离模式、监测离子

化合物中英文名称 电离模式 母离子 ｍ ／ ｚ 子离子 ｍ ／ ｚ

叶绿素 ａ
（Ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ａ） 正模式 ８９３． ５ ６１５． ０， ５５５． ０

叶绿素 ｂ
（Ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ｂ） 正模式 ９０７． ５ ６２９． ０， ５６９． １

４ 实验结果与分析

４． １ 一级质谱图 图 ３ 为菠菜叶绿体色素萃取液的

一级质谱图。 从图中可以看到，有许多离子流峰，说明

其成分非常复杂，无法具体鉴定叶绿素。 原因是质谱

仪灵敏度高，溶液中有一定含量的各组分均有响应，例

如含有多种黄酮化合物、萜类和鞣质类成分、有机酸

类、多酚类、甾类和挥发油、氨基酸、维生素等化学成

分。 因此，鉴定物质时，一方面需先分离，另一方面质

谱鉴定时，会用一级母离子，再加二级子离子，保证鉴

定的准确性。
４． ２ 层析分离后叶绿素 ａ 和叶绿素 ｂ 质谱分析 图 ４
为蓝绿色条带（叶绿素 ａ）的质谱图。 从图中可以看出

叶绿素 ａ 分子特征的加电峰的 ｍ ／ ｚ ８９３． ３（即母离子），
碎片峰二级子离子 ｍ ／ ｚ ６１５． ２，将二级碎片离子进一

步碎裂，得到三级离子 ｍ ／ ｚ ５５５． ２（仪器属于低分辨，
０． ５ Ｄａ 偏差，测试结果在仪器偏差范围内），与表 １
中数据匹配，可以说明蓝绿色条带中的色素成分为叶

绿素 ａ。
图 ５ 为黄绿色条带（叶绿素 ｂ）的质谱图，从图中

可以看出分子的加电峰 ｍ ／ ｚ ９０７． ０（即母离子）和叶绿

素 ｂ 分子的碎片峰 ｍ ／ ｚ ６２９． １ 和 ｍ ／ ｚ ５６９． １（即二级子

·６４· 生物学教学 ２０２４ 年（第 ４９ 卷）第 １０ 期



图 ３ 菠菜叶经提取 萃取后溶液的全扫描质谱图

图 ４ 蓝绿色条带（叶绿素 ａ）质谱图

图 ５ 黄绿色条带（叶绿素 ｂ）质谱图

离子和三级子离子）在图中明显可见，实测结果与理论

一致，与表 １ 中数据匹配，可以说明黄绿色条带中的色

素成分为叶绿素 ｂ。 本样品在三级碎片图中还存在其

他的离子峰，说明样品中还可能存在其他物质。 在纸

层析法分离叶绿素过程中，存在一些杂质，可能是色素

的降解物［３］。

５ 讨论

质谱法是检测方法学中最接近物理本源的方法，
通过母离子与碎裂后的子离子与标准谱库进行对比，
从分子层面鉴定物质，确保了结果的准确性。 质谱法

是公认的检测生物样本中小分子的“金标准”。 Ｃｅｌｌ 微
型质谱分析系统有串联质谱功能，可去除基质中杂质

的干扰，提升检测信噪比，并通过串联质谱特征峰比对

增加结果准确性。
本实验质谱检测结果与文献报告的叶绿素 ａ 和 ｂ

测试结果相似（表 １），可以断定，纸层析中蓝绿色条带

为叶绿素 ａ，黄绿色条带中的色素成分为叶绿素 ｂ。 使

用 Ｃｅｌｌ 微型质谱分析系统，与中学实验纸层析法结合

建立的检测方法，能够更加高效快捷地对样品中目标

色素进行检测与鉴定，准确性、稳定性良好。 后期可以

利用此方法检测叶绿体中的其他组分，例如可以进一

步思考，类胡萝卜素条带会显示多条色素带，是否可以

通过微型质谱分析得知其中所含物质，丰富学生拓展

内容，帮助学生更好地理解和掌握所学知识，并培养学

生的实践能力和创新能力。
（∗通信作者）

主要参考文献

［ １ ］ 王洪钟， 谢莉萍， 李玉明， 等． 叶绿体色素分离实验改进与拓

展［Ｊ］ ． 生物学通报， ２０１２， ４７（７）： ５２ ５３．
［ ２ ］ 高 舸． 质谱及其联用技术［Ｍ］． 成都， 四川大学出版社，

２０１４： ３３８．
［ ３ ］ ＭＩＬＥＮＫＯＶＩＣ ＳＭ， ＺＶＥＺＤＡＮＯＶＩＣ ＪＢ， ＡＮＤＥＬＫＯＶＩＣ ＴＤ， ｅｔ

ａｌ． Ｔｈｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ａｎｄ ｉｔｓ ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ ｉｎ ｔｈｅ
ｐｉｇｍｅｎｔ ｍｉｘｔｕｒｅｓ： ＨＰＬＣ⁃ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ， ｖｉｓｉｂｌｅ ａｎｄ ｍａｓｓ
ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ ｓｔｕｄｉｅｓ ［Ｊ］ ． Ａｄｖａｎｃｅｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ， ２０１２， １（１）：
１６ ２４．

［ ４ ］ 张晶晶． 海洋浮游植物色素 ＵＨＰＬＣ ＭＳ ／ ＭＳ 检测及应用研究

［Ｄ］． 烟台： 中国科学院大学（中国科学院烟台海岸带研究

所）， ２０１８： １４０． ■
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