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液氮冻融前处理优化测定浮游植物叶绿素a的初步研究

朱德平１,邹楚钧１,杨俊悦２,林秋奇１,３,彭　亮１,３

(１．暨南大学水生生物研究中心,广东 广州　５１０６３２;

２．开平市大沙河供水公司,广东 开平　５２９３００;

３．广东省水库蓝藻水华防治中心,广东 广州　５１０６３２)

摘要:叶绿素a是水环境评价和水生态研究中的一项重要指标.针对叶绿素a测定中前处理耗时长、提取不完全

等问题,研究了液氮冻融前处理对叶绿素a测定效率的影响.以实验室培养的小球藻(Chlorellapyrenoidosa)和
微囊藻(Microcystisaeruginosa)藻液为实验材料,通过单因素实验和正交实验设计,探究速冻时间、冻融次数、浸
提时间等主要参数对提取效率的影响,并确定液氮冻融前处理测定叶绿素a的最优条件.结果表明,液氮冻融前

处理测定叶绿素a的最优条件为速冻３０s、冻融４次、９０％的丙酮浸提４h,在此条件下,小球藻和微囊藻叶绿素a
浓度测定相对标准偏差分别为０．５７％和２．２５％,变异系数CV分别为０．４６％和１．８４％.野外水样测定结果显示,

与丙酮 研磨法、分光光度法(SL８８ ２０１２)、分光光度法(HJ８９７ ２０１７)和反复冻融浸提法相比,液氮冻融前处

理法的提取效率高于其他方法且测定结果相对偏差更小,浸提时间较其他４种方法缩短５０％以上,其浸提效率

达９３％以上.液氮冻融前处理法对叶绿素a的提取效率明显高于其他方法且数据重现性较好,具有操作简单、

结果准确、操作耗时短等特点.
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　　 浮游植物是水域生态系统的重要组成部分,能
直接影响水生态系统的功能,是水环境质量优劣的

重要指示因子 (Caséetal,２００８;Ptacniketal,

２００８;Zhangetal,２０１７).随着水体富营养化进程

加速,藻类水华频发,浮游植物的监测也越来越受到

重视.受专业技能的影响,浮游植物的鉴定相对较

难,在实际水环境评价和水生态研究中往往把浮游

植物的主要色素—叶绿素a作为浮游植物生物量的

替代指标,并得到广泛应用(刘鸿亮等,１９８７).
叶绿素a的实验室测量主要有分光光度法、荧

光法、色谱法,其中以传统的分光光度法应用最为广

泛(冯菁等,２００８).因我国普遍采用«水和废水监

测分析方法»(第４版)中叶绿素a的规范方法及对

规范方法的改进,均存在耗时长、提取不完全、步骤

繁琐等问题,这些方法主要差异包括细胞破碎方式

(林少君等,２００５)、提取时间(司大英等,２０００;韩

桂春 等,２００５)、提 取 方 式 (吴 志 旭 和 张 雅 燕,

２００３)、提取溶剂(洪法水等,２００１)等.细胞破碎是

测定浮游植物叶绿素a的关键,目前主要有研磨、低
温室温反复冻融、超声波破碎等方法(翁笑艳等,

２００９).研磨破碎细胞费时费力、提取过程繁琐且效

率低、转移过程误差大、叶绿素a光降解加大等问题

导致结果偏低(冯青英等,２００７);传统的反复冻融

法存在耗时长、提取不完全、步骤繁琐(林鸿敏,

２０１３);超声波破壁对仪器参数要求较高(苏惠春等,

２００７),且可能对野外样品破壁效率不高.液氮能使

细胞快速冷冻,胞内水分瞬间固化形成冰晶,而后快

速溶解过程能显著破坏细胞结构,达到充分提取细

胞内含物的目的 (张素文,２００７;Wang & Sain,

２００７).
目前,关于液氮冻融前处理优化测定叶绿素含

量的报道较少,本研究拟对液氮前处理的因素进行

探讨,旨在为快速、高效测定水体中叶绿素含量,并
比较«水和废水监测分析方法»(第４版)中提到的丙

酮 研磨法、反复冻融浸提法(林少君等,２００５)、«水
质叶绿素的测定分光光度法»(SL８８ ２０１２)、«水质

叶绿素a的测定分光光度法»(HJ８９７ ２０１７)对叶

绿素a的提取效率及５种方法的稳定性,探究浮游

植物叶绿素a的最优化测定方法.



１　材料与方法

１．１　实验材料

１．１．１　 纯 藻 液 样 品 　 室 内 培 养 蛋 白 核 小 球 藻

(Chlorellapyrenoidosa)和铜绿微囊藻(MicrocysＧ
tisaeruginosa),培 养 基 为 BG１１,光 照 强 度 为

３０μmol/(m２ 􀅰 s),温 度 ２５℃,光 暗 周 期 为

１２h∶１２h,对数生长期的藻液为实验材料.

１．１．２　样品采集　采自暨南大学校园内３个不同

湖泊(明湖、南湖、日湖)的表层水体,加入１％碳酸

镁(每升样品加１mL)防止酸化,避光保存.

１．２　实验方法

１．２．１　单因素实验　冻融时间、冻融次数和浸提时

间是影响叶绿素提取效率的重要因素.分别以不同

的液氮速冻时间、冻融次数、浸提时间为单因素,考
察各单因素对小球藻和微囊藻叶绿素a提取的影

响;在做每个单因素实验时,其余２个因素一致,取
所实验因素的不同水平进行叶绿素a提取,每个实

验组设置５个平行,保证重复性,最后取其平均值作

为分析数据.
实验因素１:液氮速冻时间分别为１０、３０、５０、

７０、９０、１１０s,冻融１次,９０％丙酮浸提６h.
实验因素２:冻融次数分别为１、２、３、４、５、６次,

速冻时间为５０s,９０％丙酮浸提６h.
实验因素 ３:浸提时间分别为 ２、４、６、８、１０、

１２h,速冻时间为５０s,冻融４次.

１．２．２　正交实验　根据１．２．１节单因素实验结果,
选取３个因素各自最佳值附近３个水平,采用３因

素３水平的L９(３３)正交表进行正交实验,优化实验

结果,每个实验组设置５个平行,保证重复性,最后

取其平均值作为分析数据.

１．２．３　验证实验　在正交实验所得最优处理条件

下,液氮冻融前处理小球藻和微囊藻,分别测定处理

后小球藻和微囊藻叶绿素a浓度,每个处理组设置

５个平行,最后取其平均值作为分析数据.

１．２．４　提法方法比较　分别用 M１(液氮冻融前处

理优化测定方法)与 M２«水质叶绿素a的测定分光

光度法»(HJ８９７ ２０１７)、M３«水质叶绿素的测定分

光光度法»(SL８８ ２０１２)、M４(反复冻融浸提法)和

M５(丙酮 研磨法)共计５种方法提取室内培养的纯

藻液和野外水样叶绿素a浓度.M１测定方法和其

它法样品同一批次、浓度及过滤水量等条件,保证结

果的可比性;每个处理组设置５个平行,保证重复

性,最后取其平均值作为分析数据.

１．３　液氮冻融前处理及测定方法

用醋酸纤维滤膜(０．４５μm)过滤一定量的水样,
再将滤膜折叠为１/４后,置于对折的定性滤纸中遮

光并吸去滤膜背面水分(林罗敏等,２０１６).将滤膜

放入具塞离心管中,盖上塞帽,依次放入液氮中速冻

３０s,放于室温解冻５min,此过程反复４次.破壁

处理后,向离心管中加入１０mL的９０％丙酮,盖紧

塞帽,摇匀后放于４℃冰箱浸提,再经过７０００r/min
离心１５min后,最后在６３０、６４７、６６４、７５０nm 波长

处测量吸光值后计算得出叶绿素a浓度,相关计算

公式如下:

ρ１＝１１．８５×(A６６４ A７５０)１．５４×(A６４７ A７５０)

０．０８×(A６３０ A７５０) ①
式中:ρ１ 为 试 样 中 叶 绿 素 a 的 质 量 浓 度

(mg/L);A６６４、A７５０、A６４７、A６３０为试样在波长６６４、

７５０、６４７、６３０nm 下的吸光值.

１．４　数据分析与绘图

利用SPSS２２．０进行单因素方差分析、多重比

较(LSD检验);Excel２０１０软件完成绘图.

２　结果和分析

２．１　单因素实验

２．１．１　液氮速冻时间　速冻时间是影响提取过程

的一个重要因素,主要表现在可以增强藻细胞的脆

性.实验表明,小球藻和微囊藻在液氮速冻５０s
后,其 叶 绿 素 a 浓 度 分 别 为 １４１．１６μg/L 和

９８．５８μg/L,显 著 高 于 ３０ s 后 的 测 定 结 果

(P＜０．０５),且相对标准偏差较小(图１).但随着液

氮速冻时间的增加,小球藻和微囊藻的叶绿素a浓

度并未显著升高(P＞０．０５).由此确定液氮冻融前

处理最佳时间为５０s,此时叶绿素a提取效率最高.

图１　不同液氮速冻时间对室内培养小球藻

和微囊藻叶绿素a测定结果的影响

Fig．１　Effectofliquidnitrogenquickfreezetimeonthe
determinationofchlorophyllＧaconcentrationin

C．pyrenoidosaandM．aeruginosa

２０１ 第４２卷第１期　　　　　　　　　水 生 态 学 杂 志　　　　　　　　　　　　　　　　　　２０２１年１月



２．１．２　液氮冻融次数　由图２可见,冻融次数不

同,提取小球藻和微囊藻叶绿素a浓度的结果存在

显著差异.其中,小球藻和微囊藻反复冻融４次提

取的结果最高,叶绿素a浓度分别为１６２．０４μg/L和

１０８．１６μg/L.小球藻和微囊藻冻融４次时比冻融

３次提取率分别相对提高８．６５％和１２．１４％;表明４
次反复冻融条件适合藻类叶绿素a提取.随着冻融

次数的进一步增加,叶绿素a浓度并没有明显的增

加(P＞０．０５).

图２　不同液氮冻融次数对室内培养小球藻和

微囊藻叶绿素a测定结果的影响

Fig．２　EffectofrepeatedliquidnitrogenfreezeＧthawcycles
onthedeterminationofchlorophyllＧaconcentration

inC．pyrenoidosaandM．aeruginosa

２．１．３　有机溶剂丙酮浸提时间　由图３可知,小球

藻和微囊藻叶绿素a浓度随着浸提时间的增加而增

加,浸提４h时,两者叶绿素a浓度都达到最大值,
分别为１６２．７６μg/L和９８．５８μg/L.但随着浸提时

间的延长,叶绿素a浓度增加缓慢或降低,表明浸提

４h可以将小球藻和微囊藻叶绿素a基本提取完全,
而样品长时间浸提可能会引起叶绿素的降解和杂质

溶出,使其浓度有所降低.因此,４h为最适宜的浸

提时间.

图３　不同浸提时间对室内培养小球藻和

微囊藻叶绿素a测定结果的影响

Fig．３　Effectofextractiontimeonthedeterminationof
chlorophyllＧaconcentrationinC．pyrenoidosa

andM．aeruginosa

２．２　正交实验结果

根据单因素实验结果,进一步考察各因素影响

显著性及得出液氮处理过程的最佳条件,以速冻时

间、冻融次数、浸提时间为试验因素,用L９(３３)进行

３因素３水平正交实验,结果见表１.从表２极差大

小可得影响叶绿素a浓度的主次顺序为:B＞C＞A,
即液氮冻融次数＞浸提时间＞冻融时间.对正交实

验结果进行显著性分析,得到与极差分析相同的结

果,其最佳方案为 A１B２C２.以液氮冻融前处理速冻

３０s,冻融４次,９０％的丙酮浸提时间４h分别提取

小球藻和微囊藻叶绿素a,为保证实验结果可靠性,
平行测 定 ３ 次,小 球 藻 叶 绿 素 a浓 度 分 别 达 到

１６２􀆰１４、１６３􀆰６８、１６２．０４μg/L,平均叶绿素a浓度为

１６２．６２μg/L,相对标准偏差为０．５７％,变异系数CV
为０．４６％(表３);微囊藻叶绿素a分别达到１４４􀆰２５、

表１　正交设计因素水平

Tab．１　Factorsandlevelsforpretreatmentoptimization

水平
因　　素

速冻时间/s 速冻次数 浸提时间/h
１ ３０ ３ ２
２ ５０ ４ ４
３ ７０ ５ ６

表２　正交实验设计与结果

Tab．２　 Designandresultsofoptimizationstudy

实验

序号

A
速冻

时间/h

B
速冻

次数

C
浸提

时间/h

小球藻叶绿

素a浓度

/μg􀅰L１

微囊藻

叶绿素a
浓度/μg􀅰L１

１ １ １ １ １０７．９６ １０１．５７
２ １ ２ ２ １５２．４６ １３６．２８
３ １ ３ ３ １５０．３０ １１９．２２
４ ２ １ ２ １１９．６０ １０６．１０
５ ２ ２ ３ １４０．９２ １１７．８４
６ ２ ３ １ １２９．１８ １０７．３４
７ ３ １ ３ １０８．０６ ９８．５８
８ ３ ２ １ １２７．１２ １０８．１６
９ ３ ３ ２ １４０．８２ １１９．８０

小球藻k１ １３６．９１ １１１．８７ １２１．４２
小球藻k２ １２９．９０ １４０．１７ １３７．６３
小球藻k３ １２５．３３ １４０．１０ １３３．０９
微囊藻k１ １１９．０２ １０２．０８ １０５．６９
微囊藻k２ １１０．４３ １２０．７６ １２０．７３
微囊藻k３ １０８．８５ １１５．４５ １１１．８８
R小球藻 １１．５８ ２８．３０ １６．２１
R微囊藻 １０．１７ １８．６８ １５．０４

　　注:k１、k２ 和k３ 分别表示各参数在水平１、２和３时所测叶绿素

a浓度的平均值;R 表示各参数在３个水平下所得的最大平均值与

最小平均值的差值.

Note:k１,k２andk３representtheaveragevalueofchlorophyllＧ

aconcentrationmeasuredatlevel１,２and３;RrepresentsthedifferＧ

encevaluebetweenthemaximumaveragevalueandtheminimum

averagevalueofeachparameteratthreelevels．
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１３７．９０、１４０．８３μg/L,平 均 叶 绿 素 a 浓 度 为

１４１．００μg/L,相对标准偏差为２．２５％,变异系数CV
为１􀆰８４％,液氮冻融前处理测定方法提取叶绿素a
的稳定性较好(表４).

表３　小球藻叶绿素a浓度方差分析

Tab．３　VarianceanalysisofchlorophyllＧa
concentrationofC．pyrenoidosa

方差来源 偏差平方和 自由度 均方 F 值 显著性

A ２０３．８９ ２ １０１．９５ １７．１２ ０．０５５
B １５９７．２６ ２ ７９８．６３ １３４．１４ ０．００７
C ４１９．４７ ２ ２０９．７４ ３５．２３ ０．０２８

误差 １１．９１
总和 ２２３２．５３ ６

　　注:F０．０５(２,２)＝１９．００,F０．０１(２,２)＝９９．００

表４　微囊藻叶绿素a浓度方差分析

Tab．４　VarianceanalysisofchlorophyllＧa
concentrationofM．aeruginosa

方差来源 偏差平方和 自由度 均方 F 值 显著性

A １７９．９６ ２ ８９．９８ １３．７６ ０．０６８
B ５５５．７６ ２ ２７７．８８ ４２．４９ ０．０２３
C ３４２．７７ ２ １７１．３８ ２６．２１ ０．０３７

误差 １３．０８
总和 １０９１．５６ ６

　　注:F０．０５(２,２)＝１９．００,F０．０１(２,２)＝９９．００

２．３　不同测定方法对叶绿素a提取效果

从图４ a可见,M１、M３和 M４测定方法提取

效率较高且测定结果稳定性较好.从各种方法的实

验耗时来看,M１测定方法前处理耗时较短(表５).
用上述５种方法分别测定低浓度小球藻和微囊藻叶

绿素a浓度,结果显示,M１测定方法最好,其值为

２８．４９μg/L和２５．８９μg/L;提取效果最差为 M５,其
值为２６．０４μg/L和２４．６１μg/L.当叶绿素a浓度

较低时,５种方法测定结果无显著差异(P＞０．０５).
用上述５种方法测定高浓度小球藻和微囊藻时,叶
绿素a测定结果显示,M１方法提取效果最好,其值

为１３８．２２μg/L和１３５．４６μg/L;最低为 M５,其值为

１２５．３１μg/L和１２３．０７μg/L;M１显著高于其他４种

方法(P＜０．０５)且相对标准偏差较小.测定以蓝、
绿藻占优势的湖泊中叶绿素a含量时,M１测定方

法提取效果较好(图４ b).另外,将室内培养纯藻

液和野外水样经 M１测定方法分别在１h和４h进

行浸提,结果表明,１h浸提效率能达到９３％~９７％
(图５),且高于 M２测定方法.因此,M１测定方法

操作简单,样品基本无损失,能够满足快速准确测定

的要求.

图４　不同测定方法对室内培养纯藻液和野外水样叶绿素a浓度测定结果的比较

Fig．４　ComparisonofchlorophyllＧaconcentrationinalgaeculturesandfieldsamplesdeterminedbydifferentmethods

图５　不同水样浸提时间的叶绿素a浓度测定结果比较

Fig．５　Effectofextractiontime(１h,４h)onchlorophyllＧa
concentrationafterliquidnitrogenpretreatmentt

表５　５种不同水体叶绿素a测定方法的

预处理时间和总耗时比较

Tab．５　Comparisonofanalysistimesforthe
differentmethods

测定

方法

预处理时间/

h

浸提时间/

h

总耗时/

h

M１ １/５ １~４ １．５~４．５

M２ １/６ ２~２４ ２．５~２４．５

M３ １．２５ ４~１２ ５．５~１３．５

M４ １．２５~２．５ ２０ ２１．５~２２．５

M５ ６~８ ６．５~８．５
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３　讨论

３．１　液氮冻融前处理条件对叶绿素a提取的影响

液氮冻融前处理优化测定叶绿素a浓度的单因

素实验表明,叶绿素a的提取效果受多种因素的影

响.其中冻融次数和浸提时间的影响显著,在一定

范围内,冻融次数和浸提时间越多,越容易造成细胞

溶胀,导致叶绿素a溶出;而速冻时间对叶绿素a的

提取效果影响也较大,随着速冻时间的增加,叶绿素

a浓度逐渐增加,但速冻时间过长,其未能有效增

加.周顺华等(２００２)研究发现,增加冻融次数能使

细胞壁裂纹迅速扩展,提高破裂的几率;郑江等

(２００３)也认为增加冻融次数能提高浮游植物细胞的

破碎;丛海兵等(２００７)研究发现叶绿素受浸提时间

的影响较大,当浸提时间达到６h,提取效果趋于稳

定;梁兴飞和郭宗楼(２０１０)认为叶绿素最佳的浸提

时间为４h,超过６h后叶绿素含量略有下降.本实

验表明,冻融４次、浸提时间４h可以将小球藻和微

囊藻叶绿素a基本提取完全.陈静娴等(２０００)研究

发现,液氮速冻３０s对细胞膜通透性的影响最大;
也有研究者认为长时间的低温处理,叶绿素浓度会

逐渐降低(李胜生等,２００８;Liuetal,２０１２).本实

验也发现,速冻时间超过５０s,叶绿素a的提取效果

无明显改变.正交实验表明,影响叶绿素a提取效

果的主次顺序为:冻融次数＞浸提时间＞速冻时间.
液氮冻融前处理优化测定叶绿素a的最佳参数为速

冻时间３０s、冻融次数４次、浸提时间４h.对该方

法进行验证性实验表明,液氮冻融前处理优化测定

具有较高的稳定性.

３．２　不同测定方法对叶绿素a的提取效果比较

对于室内培养的小球藻和微囊藻,液氮冻融前

处理优化测定方法对叶绿素a的提取效果优于其他

方法.其原因可能是 M２和 M５测定方法破碎细胞

过程中会导致叶绿素a发生光降解而造成测定结果

偏低,同时处理步骤繁琐,需多次转移,滤膜易溶于

丙酮并粘附研磨器,增加研磨难度,人为误差较大

(翁笑艳等,２００９;杨玉珍等,２０１１).M１、M３及

M４测定方法都是通过低温冰冻,在室温下融解,利
用在细胞内生成冰粒和增大细胞液导致溶涨,使胞

壁结构破碎引起叶绿素溶出,温度越低,细胞变形

性、质壁分离、细胞器及膜结构被破坏越严重(RenＧ
dalＧVázquezetal,２００１;孙利芹等,２００４).细胞

经液氮处理后,细胞内没有完整的细胞器或结构

(唐国冬等,２０１７).样品与液氮间形成的汽膜较

薄,热阻较小,膜态沸腾换热系数得到提高,从而增

加冷却速率,导致其细胞内的水分来不及渗透出来,
细胞内外均有冰晶形成,对细胞造成更大损伤(周顺

华等,２００２).翟洪稳(２０１７)研究发现,液氮冻融前

处理后藻体细胞有明显的细胞壁破裂、内溶物流出

的迹象,其细胞破碎程度较大.在高浓度叶绿素的

室内培养藻液和野外水体中,M１测定方法对浮游

植物叶绿素a的提取效率显著高于其他４种方法,
在低浓度叶绿素水体中,则差异不显著.测定高浓

度叶绿素的水体,在液氮速冻过程中,存在液态固体

接触面,可以快速传递能量,速冻速度加快,能够充

分形成冰晶(Lucasetal,１９９９),进而完全破碎细

胞,导致叶绿素提取效率显著高于其他４种方法.
当测定低浓度叶绿素水体时,藻细胞含量较少,均能

有效破碎细胞.
为了满足水质快速准确测定的要求,往往需要

考虑测定方法的耗时.M３和 M４测定方法的前处

理及浸提需要较长时间;而 M１测定方法前处理耗

时较少,浸提时间甚至可以缩短至１h,其提取效率

能达到９３％以上.因此,M１测定方法提取效率高、
误差小、耗时短、数据重现性好.

４　结论

(１)在５种测定叶绿素a的方法中,M１测定方

法最优,处理纯藻液时,提取效率与 M５、M３、M２和

M４测定方法相比,分别提高了８．４％、３．１％、５．２％、

３．０％;处理野外水样时,分别提高了１１．３％、１．７％、

８．０％、７．４％.M１方法测定时间较其他４种方法缩

短１/２以上,适用于野外不同水体的叶绿素测定.
(２)液氮冻融前处理过程中,冻融时间、冻融次

数和浸提时间是影响叶绿素a提取的重要因素,最
佳条件为速冻３０s、冻融４次、９０％的丙酮浸提４h;
浸提１h时,效率能达９３％以上,在需要快速出结果

时,可适当缩短浸提时间,满足快速检测的要求.
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DeterminationofPhytoplanktonChlorophyllＧaConcentrationUsing
aLiquidNitrogenFreezeＧThawPretreatment

ZHUDeＧping１,ZOUChuＧjun１,YANGJunＧyue２,LINQiuＧqi１,３,PENGLiang１,３

(１．InstituteofHydrobiology,JinanUniversity,Guangzhou　５１０６３２,P．R．China;

２．KaipingDashaheWaterSupplyCompany,Kaiping　５２９３００,P．R．China;

３．GuangdongCenterforControlandPreventionofReservoirCyanobacterialBlooms,

Guangzhou　５１０６３２,P．R．China)

Abstract:Eutrophicationofwaterbodiesisaworldwideenvironmentalproblem,andassessingeutrophicaＧ
tionstatussupportseffortstopreventandremediateeutrophication．ChlorophyllＧaisanimportantindicaＧ
torofwaterqualityandusedtoindicatethedegreeofeutrophicationandtomonitorharmfulalgalblooms
(HABs)．ExtractionofchlorophyllＧafromthealgaesampleistimeＧconsumingandoftenincomplete,andis
themostproblematicstepinchlorophyllＧaanalysis．TheobjectiveofthisstudywastoincreasethechloroＧ
phyllＧaextractionefficiencybyliquidnitrogenfreezeＧthawpretreatment．SingleＧfactorandorthogonalexＧ
perimentswerecarriedouttooptimizetheextractionefficiencyofchlorophyllＧainpureculturedChlorella
pyrenoidosaandMicrocystisaeruginosa．Eachstepwasconsidered:thequickfreezetime,thenumberof
freezeＧthawcycles,andtheextractiontime．Furthermore,wecomparedthechlorophyllＧaconcentrations
determinedinC．pyrenoidosaandM．aeruginosacultures,andinfieldsamples,usingtheliquidnitrogen
freezeＧthawmethod(M１)andotherfourmethods:twospectrophotometricmethods(M２,M３),arepeatＧ
edfreezeＧthawmethod(M４)andtheacetone/grindingmethod(M５)．TheoptimalconditionsforpretreatＧ
mentwithliquidnitrogenwerefoundtobeasfollows:quickfreezefor３０s,usefourfreezeＧthawcycles,

andextractwith９０％acetonefor４h．Undertheseconditions,therelativestandarddeviationsofchloroＧ
phyllＧaconcentrationintheC．pyrenoidosaandM．aeruginosacultureswere０􀆰５７％and２．２５％,andthe
coefficientsofvariationwere０．４６％ and１．８４％．TheliquidnitrogenfreezeＧthawpretreatmentincreased
chlorophyllＧaextractionefficiency(＞９３％),anddecreasedtherelativedeviationandanalysistime．ComＧ
paredtoM２,M３,M４andM５,respectively,pretreatmentofalgaeculturesincreasedextractionefficiency
５．２％,３􀆰１％,３􀆰０％and８．４％,andthoseoffieldsamplesby８．０％,１．７％,７􀆰４％and１１．３％．Theliquid
nitrogenfreezeＧthawpretreatmentsignificantlyincreasedtheextractionefficiencyofchlorophyllＧa,shortＧ
enedanalysistimeandcanbeusedinthedeterminationofchlorophyllＧaconcentrationindifferentwater
bodies．
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