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合相色谱法定量检测蔬菜中的叶绿素含量 

陈山乔 1,2, 卢超艳 3, 尚海涛 1, 章  豪 1,2, 吴银良 1,2, 范春波 3, 孙志栋 1* 

(1. 宁波市农业科学研究院, 宁波  315040; 2. 宁波市特色农产品质量安全检测与控制重点实验室,  
宁波  315040; 3. 宁波新紫云堂水产食品有限公司, 宁波  315040) 

摘  要: 目的  建立合相色谱法(convergence chromatography, CC)测定蔬菜中叶绿素 a 和叶绿素 b 的含量。

方法  采用索氏抽提法对蔬菜及其制品中的叶绿素进行高效提取, 并使用超高效合相色谱仪结合紫外-可

见检测器进行分离与检测。结果  通过对不同溶剂稳定性的对比, 选择了石油醚作为提取溶剂, 并优化了提

取条件。经验证, 检出限为 0.02 mg/kg, 定量限为 0.06 mg/kg, 线性范围为 0.06~800.00 mg/kg, 加标回收率为

99%~102%, 真实样品相对标准偏差 2.2%~14.0%。通过对真实样品, 包括羽衣甘蓝、鲜芥菜、雪菜、梅干菜、

蒸煮梅干菜、水煮梅干菜的检测精密度考察并与现行标准方法的交叉验证, 证明了该方法的可靠性和准确性。

结论  本研究建立了一种基于 CC 的检测蔬菜中叶绿素 a 和叶绿素 b 的方法, 具有较高的灵敏度、较宽的线性

范围和良好的特异性和精密度。该方法不仅适用于实验室研究, 也具备实际应用潜力。 
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Quantitative determination of chlorophyll content in vegetables by 
convergence chromatography 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of chlorophyll a and chlorophyll b content in 

vegetables by convergence chromatography (CC). Methods  The Soxhlet extraction method was used for efficient 

extraction of chlorophyll from vegetables and their products, followed by separation and detection using an 

ultra-performance convergence chromatography system coupled with a ultraviolet-visible detector. Results  Through 

comparison of the stability of different solvents, petroleum ether was selected as the extraction solvent, and the extraction 
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conditions were optimized. The method was validated with a limit of detection of 0.02 mg/kg, a limit of quantification of 

0.06 mg/kg, a linear range of 0.06–800.00 mg/kg, a spike recovery rate of 99%–102%, and a relative standard deviation of 

2.2%–14.0% for real samples. The reliability and accuracy of the method were confirmed through precision testing of real 

samples, including kale, fresh mustard greens, pickled mustard greens, dried pickled mustard greens, steamed dried 

pickled mustard greens, and boiled dried pickled mustard greens, as well as cross-validation with existing standard 

methods. Conclusion  This study establishes a CC-based method for detecting chlorophyll a and chlorophyll b in 

vegetables, demonstrating high sensitivity, a wide linear range, good specificity, and precision. The method is not only 

suitable for laboratory research but also has practical application potential. 
KEY WORDS: convergence chromatography; chlorophyll; kale; fresh mustard greens; pickled mustard; preserved 

pickled mustard 
 
 

0  引  言 

叶绿素是自然界中最常见的色素之一, 它吸收光线

中的蓝光和红光, 通过光合作用维持植物的生长[1]。此外

叶绿素还广泛存在于加工食品中[2], 尤其是腌渍蔬菜[3]和果

蔬汁[4]等。叶绿素作为功能性成分, 具有抗氧化[5]、抗炎[6]

和降低糖尿病风险[7]等潜力。而且叶绿素的含量, 往往和食

品的新鲜度存在相关性[8]。因为无论对于农业还是食品领

域的研究, 叶绿素的高效、准确测定都有着巨大的需求。

然而, 由于叶绿素在光和氧的存在下容易降解[9], 这种不

稳定性会影响测定结果的准确性; 叶绿素测定常依赖有机

溶剂提取, 其效率受提取时间、溶剂种类和样品状态的影

响[10], 如果提取不充分, 测定结果会受到影响; 此外, 植
物组织中除了叶绿素, 还有类胡萝卜素、酚类化合物等, 
可能与叶绿素的吸收峰重叠或在测定过程中相互干扰[11]。

因此叶绿素的测定方法开发, 一直是此领域中的难点。 
当前已经有不同原理的检测方法被应用于叶绿素的

分析, 其中主要包括分光光度法[12]、荧光光度法[13]、色谱

法[14]、原位快速测定法[15]等。然而, 不同溶剂及其配比对

叶绿素的光谱特性影响很大, 因此先前摸索出的计算公式

对提取不同的提取溶剂并不适用[16], 甚至溶剂配制时的配

比波动也会影响检测结果。除了前述的其他色素外, 脱镁

叶绿素等叶绿素降解产物由于存在相似化学结构, 会干扰

基于荧光光谱的叶绿素检测[17]。使用高效液相色谱(high 
performance liquid chromatography, HPLC)技术对化合物进

行预分离, 是解决其他化合物干扰的可行方法, 其中又以

反相 HPLC 为最常见的固定相类型, 例如利用 C18 填料的

HPLC 分析橄榄油中的水溶性叶绿素铜着色剂过程中, 分
离到了叶绿素 a 和叶绿素 b[18]; 对胡萝卜、番茄、菠菜中

不同色素抗氧化能力的研究中, 使用了 C30 填料的 HPLC
分析了叶绿素 a 和叶绿素 b[19]。然而叶绿素分子具有强疏

水性[20], 这使其在传统反向相色谱柱上的分离效果不佳, 
容易导致拖尾和峰形不理想, 影响检测灵敏度[21], 且依然

容易受到其他脂溶性色素的干扰。为了解决这一问题, 通
常 HPLC 会与质谱检测器联用, 通过对特征性离子的二次

分离来提高定性和定量精度。例如大气压化学电离源的三重

四极杆质谱法被用于检测茶叶中的叶绿素 a 和叶绿素 b[22]; 
电喷雾离子源结合离子阱质谱法被用以分析叶绿素及其

降解产物[23]。然而质谱检测器会带来高硬件成本和更高的

运行维护成本, 使得分析方法欠缺经济性。并且叶绿素在

质谱的离子源内会发生复杂的结构转变[24], 也会对定量带

来影响。 
合相色谱(convergence chromatography, CC)技术是一

种结合了超临界流体色谱(supercritical fluid chromatography, 
SFC)和 HPLC 优势的色谱技术。CC 的关键是使用超临界

CO₂作与有机溶剂组成流动相。这种技术的核心特征是 CO₂
在超临界状态时具有较低的黏度和较高的扩散系数, 因此

能够实现更高的分离效率和更快的分离速度[25] 。合相色谱

相比传统的反向 HPLC, 由于 CO₂的低黏度和高扩散性, CC
通常比传统液相色谱在更短时间内提供更好的分离效率和

分辨率, 以及更广泛的化合物极性适用性。 
本研究拟利用索氏抽提法对蔬菜极其制品中的叶绿

素进行高效率提取, 采用超高效 CC 仪结合紫外-可见检测

器, 进行分离与检测, 并对方法进行了优化和验证。为叶

绿素的精确定量提出了一种有潜力的分析方法。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

2 种羽衣甘蓝(Brassica oleracea var. sabellica)来自浙

江湖州 , 人工光照栽培 ; 鲜芥菜 (Brassica juncea var. 
crispifolia)采收自浙江宁波, 品种为甬雪 5 号; 雪菜由前述

同品种芥菜腌制, 15%盐料比腌制时间 6 个月; 梅干菜由前

述雪菜晒干制得, 水分含量 34.7%; 豆芽为实验室在严格

避光环境下利用自动豆芽机萌发本地市场购得绿豆(Vigna 
radiata)而成[26], 萌发 5 d。 

乙醇、石油醚(沸程 30~60 ℃)、无水硫酸钠、丙酮(分
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析纯, 国药集团化学试剂有限公司); 甲醇(色谱纯, 美国

Supelco Analytical Products 公司); CO₂ (4N 级, 宁波市方辛

气体有限公司); 叶绿素 a 对照品、叶绿素 b 对照品(纯度

90%, 上海源叶生物科技有限公司); 所用水均为实验室自

制去离子水。 

1.2  仪器与设备 

Soxtec2500 自动索氏抽提仪(丹麦 FOSS 公司), 配备

有 NDC 型循环水冷却器(浙江优纳特科学仪器有限公司); 
Milli-Q 去离子水发生器(美国 Millipore 公司); ACQUITY 
UPC2 PDACC 系统、Torus DEA 色谱柱(3.0 mm×100 mm, 
1.7 μm)(美国Waters公司); BlueStar B型紫外可见分光光度

计(北京莱伯泰科仪器有限公司); KS4000ic 型控温摇床(德
国 IKA 公司); R-210 型旋转蒸发仪(瑞士 BUCHI 公司); 
N-EVAP 112 型 氮 吹 仪 ( 美 国 Organomation 公 司 ); 
Quintix124 电子天平(精度 0.1 mg, 德国 Sartorius 公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  试样制备 
植物样品取叶片由高速粉碎机匀浆后, 进行后续测

试, 现用现制备。豆芽收获后切取根部, 匀浆并检测确认

无叶绿素后, 作为植物基质空白, –80 ℃下储存待用。 
1.3.2  基于分光光度计的叶绿素测定 

基于分光光度计的叶绿素含量依照 NY/T 3082—2017《水

果、蔬菜及其制品中叶绿素含量的测定 分光光度法》进行测定。 
1.3.3  标准溶液和加标样品的配制 

分别准确称取适量的叶绿素 a 和叶绿素 b 固体对照品

分别用乙醇溶解, 配制成 1 mg/mL 的单标和 1 mg/mL 的混

标储备液, 在–20 ℃下避光暂存, 配制后当日用。后续的标

准曲线由甲醇逐级稀释为 40.0、20.0、10.0、5.0、2.0、1.0、
0.5 μg/mL。提取溶剂优化实验中直接精确吸取储备液加

入。植物基质加标样品由称取解冻后的空白基质, 精确吸

取并添加计算后目标量的储备液后 0~2 ℃下搅拌 15 min制

成。标准曲线样品和加标样品现用现配。 
1.3.4  色谱分析条件 

Torus DEA色谱柱(3.0 mm×100 mm, 1.7 μm), 流动相: 
A 为 CO2, B 为甲醇, 体积比为 A:B=92:8, 等度洗脱; 流速: 
1.5 mL/min; 背压: 1800 psi; 柱温: 40 ℃; 样品室温度: 
4 ℃; 进样量: 1 μL; 分析时间 5 min。 
1.3.5  样品提取 

样品提取以索氏抽提法进行。在烧杯中精确秤取 5~10 g
样品匀浆, 并加入大致等量的无水硫酸钠, 使用玻璃棒充分

搅拌均匀后, 放入索氏抽提仪滤纸杯中, 并用 10 mL 提取

溶剂将烧杯和玻璃棒中的样品洗入滤纸杯(使用萃取铝杯

接收滴出的溶剂)。将滤纸杯和萃取杯加载入抽提仪后, 加
入 70 mL 萃取溶剂, 开始萃取。抽提完成后不进行溶剂回

收, 不进行溶剂回收和干燥, 冷却至室温, 将抽提液旋转

蒸发浓缩, 并转移至氮吹仪吹干, 最终以甲醇复溶并定溶

至约 1 mL, 若浓度过大可适当稀释, 过 0.45 μm 滤膜后上

机待测。结果由标准曲线外标法定量。 
1.3.6  提取条件优化 

提取溶剂的选择, 通过考察将 1.3.3 种所描述的加标

提取溶剂种叶绿素的稳定性进行, 具体为甲醇、乙醇、石

油醚各 80 mL 分别加入萃取铝杯中, 不加载样品在索氏抽

提仪中进行回流, 调整加热板温度至回流液体速率约为 2
滴/s, 到达回流时间后冷却至室温, 直接吸取铝杯中的溶

剂上机检测。 
1.3.7  检出限和定量限的确定 

参考国家认证认可监督管理委员会颁布的《食品化妆

品专业化学分析方法验证程序》, 根据预实验中了解到的

方法的初步灵敏度情况 , 以该浓度水平作为参考检出限

(limit of detection, LOD)独立检测 6 个标准添加样品, 统计

检测结果 , 计算出标准偏差(standard deviation, SD)。以

LOD-3SD、LOD、LOD+3SD 3 个浓度水平分别检测 20 个

标准添加样品, 有 19 个样品能被有效检出的浓度即为方

法的检出限。定量限(limit of quantitation, LOQ)则定为 3 倍

LOD, 待后续方法学验证。 

1.4  数据处理 

实验中相对偏差、相对标准偏差等计算和数据处理使用

R-Studio (Version 1.3.1093)[27]软件, 基于 R (version 3.6.1)[28]进

行。制表、绘图基于 ggplot2 软件包(version 3.3.3)[29]。除 LOD
设定实验重复次数为 20 外, 其他实验重复次数为 6。 

2  结果与分析 

2.1  色谱条件选择 

叶绿素 a 和叶绿素 b 在全波长扫描下其在流动相溶剂

中的紫外-可见光谱如图 1 所示。如图 1 所示, 叶绿素 a 和

叶绿素 b 分别在 665.5 nm 和 655.6 nm 处有特征性的吸收, 
且两者的特征吸收波长差异仅为 9.9 nm, 为了使检测方法

能够适配仅配备单波长紫外-可见检测器的色谱仪, 故将

检测波长设置为两者的平均数, 既为 660.5 nm。叶绿素 a
和叶绿素 b 的特征吸收波长分别为 665.5 nm 和 655.6 nm, 
正好与它们在植物体中典型的吸收行为相似[30], 但这与单

纯甲醇中它们的的吸收波长(叶绿素 a: 665 nm; 叶绿素 b: 
650 nm)[31]略有差异, 这可能与 CC 流动相中的超临界二氧

化碳(supercritical carbon dioxide, scCO2)有关, scCO2 的低极

性可能导致叶绿素分子周围的溶剂化壳发生变化, 导致电

子跃迁的能量略微不同[32], 此外高压力下溶剂密度的变化

会进一步影响叶绿素的吸收特性[33]。在 660.5 nm 下的典型

色谱图如图 2 所示, 从图 2 上可以看出叶绿素 a 和叶绿素 b
已经达到基线分离, 因此使用等度流动相即可满足分离需

求, 同时能够缩短批量分析时间。 
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图 1  叶绿素 a 和叶绿素 b 的紫外-可见吸收光谱 
Fig.1  UV-Vis absorption spectra of chlorophyll a and chlorophyll b 

 

 
 

注: A. 空白基质; B. 定量限水平加标样品; C. 实测样品(鲜芥菜)。 
图 2  660.5 nm 的典型色谱图 

Fig.2  Typical chromatogram at 660.5 nm 
 

2.2  提取条件的选择 

经调整, 甲醇、乙醇和石油醚在索氏抽提仪中的回流

速率约为 2 滴/s 时, 对应加热板温度分别为 70、135 和

175 ℃。而相对的, 其在萃取杯中的降解曲线如图 3 所示。

如图 3 所示, 甲醇和乙醇中, 无论叶绿素 a 还是叶绿素 b 都

无法维持稳定。这主要是由于溶剂的沸点要求了更高的溶剂

温度, 而高温导致了叶绿素的分解[34], 此外溶剂本身的性

质也有可能影响了叶绿素的热稳定性[35]。而从所获得的降 

解曲线可得, 石油醚中叶绿素含量能够在 12 h 内维持稳定, 
没有降解, 因此适合于叶绿素的萃取。NY/T 3082—2017 中

所述叶绿素提取溶剂为乙醇-丙酮溶液, 其中丙酮以其更强

的渗透性能够有助于叶绿素从植物细胞中溶出, 但是由于

丙酮在当前作为易制毒试剂进行管理, 在可得性和便利性

上相比本方法的提取溶剂, 存在劣势。考虑到冗余, 本研究

设定样品提取条件设定为以下。提取溶剂: 石油醚(沸程

30~60 ℃); 提取时间: 8 h; 加热板温度: 70 ℃。 
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图 3  叶绿素 a 和叶绿素 b 在不同溶剂(甲醇、乙醇、石油醚)萃取中的稳定性(n=6) 
Fig.3  Stability of chlorophyll a and chlorophyll b in methanol, ethanol, and petroleum ether under different solvent extractions (n=6) 

 

2.3  方法学验证 

2.3.1  标准曲线相关性验证 
参考 GB/T 27417—2017《合格评定 化学分析方法确

认和验证指南》要求验证了 6 组平行的标准曲线样品的相

关系数(r2)均大于 0.99。其中典型叶绿素 a 标准曲线公式为

Y=2.565×104X+1.005×103, r2=0.9999; 叶绿素 b 标准曲线公

式为 Y=2.480×104X–1.992×103, r2=0.9993。式中 Y 为上样液

质量浓度, μg/mL, X 为目标分析物的峰面积, 无量纲。 
2.3.2  检出限和定量限验证 

经过 6平行 LOD为 0.02 mg/kg水平加标样品检测, 计
算得到叶绿素 a 和叶绿素 b 对应的 SD 分别为 5.7 μg/kg 和

6.4 μg/kg。LOD-3SD、LOD、LOD+3SD 3 个水平的加标样

品检测结果如表 1 所示, 经过计算, 叶绿素 a 和叶绿素 b
的 LOD 均为 0.02 mg/kg。LOQ 则定为 3 倍 LOD, 并且在

标准曲线的范围内, 为 0.06 mg/kg。有研究使用高效液相

色谱-串联质谱法检测叶绿素, 叶绿素 a 的 LOD 可以达到

0.24 ng/mL[36], 以水的密度进行换算 , 比本研究更灵敏 , 
但这更可能归因于质谱检测器相比紫外-可见更加灵敏。但

是本研究的 LOD 和 LOQ 相较 NY/T 4357—2023《植物源

性食品中叶绿素的测定  高效液相色谱法》和 NY/T 
3082—2017《水果、蔬菜及其制品中叶绿素含量的测定 分
光光度法》灵敏度更高。因此虽然 LOD 和 LOQ 不如某些

高灵敏度技术低, 但在常规检测中已足够有效, 适用于较

为常见的检测场景, 可以进行后续的方法学验证。 
2.3.3  正确性验证 

正确度通过测定空白样品基质中加入已知量分析物

的回收率获得。可接受的回收率范围与分析目的和分析物

在样品中的浓度有关, 参考《食品化妆品专业化学分析方

法验证程序》中表 C.3。 

表 1  LOD-3SD、LOD、LOD+3SD 水平加标的 
基质样品叶绿素 a 和叶绿素 b 的测定结果(n=20) 

Table 1  Determination of chlorophyll a and chlorophyll b in 
matrix samples spiked at LOD-3SD, LOD, and LOD+3SD  

levels (n=20) 

目标物 浓度水平/ 
(μg/kg) 

检测结果 
/(μg/kg) 

检出概率 
/% 

叶绿素 a 
20.0–3×5.7 3.84±4.0 65 

20.0 18.0±6.4 95 
20.0+3×5.7 39.3±5.3 100 

叶绿素 b 
20.0–3×6.4 2.20±2.8 45 

20.0 20.2±5.5 95 
20.0+3×6.4 38.1±4.3 100 

 
分别以本研究所开发的 CC 方法和基于分光光度法两

种分析原理不同的方法, 检测真实新鲜蔬菜样品的叶绿素

含量, 并额外对腌制后的雪菜和晒干后的梅干菜中叶绿素

进行测定, 其结果如表 2 所示。对比两种方法的结果, 可
见其相对相差在 3 种样品中均小于 10%(标准要求的的相

对相差), 可见本研究所述方法在多种可能存在的共存物

质干扰下, 依然保持与标准方法相似的检测结果, 这表明

其对叶绿素的特异性较高。 
2.3.4  LOQ、线性范围和方法正确度验证 

参考《食品化妆品专业化学分析方法验证程序》, 由
于没有有证标准物质(certified reference material, CRM), 
正确度通过测定空白样品基质中加入已知量分析物的回收

率获得。设置了 LOQ、2 倍 LOQ、10 倍 LOQ 的加标样品

进行了正确度的验证, 此外还设置了低水平(8 mg/kg)、中

水平(80 mg/kg)以及线性范围内的最高检测含量 800 mg/kg
含量水平的基质加标样品并标记为高水平, 其检测结果如

表 3 所示。对比验证程序中的回收率要求, 本研究所述方 
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表 2  真实样品的分光光度计检测叶绿素结果及与 CC 检测结果的相对相差(n=6) 
Table 2  Spectrophotometric chlorophyll results of real samples and relative differences with CC results (n=6) 

样品 
叶绿素 a 叶绿素 b 

分光光度计测得含量
/(mg/kg) 

CC 测得含量 
/(mg/kg) 

相对 
相差/%

分光光度计测得含量/
(mg/kg) 

CC 测得含量 
/(mg/kg) 

相对 
相差/%

羽衣甘蓝 1 (2.09±0.13)×102 (2.14±0.06)×102 1.90 (3.04±0.22)×102 (3.19±0.12)×102 1.30 
羽衣甘蓝 2 (1.92±0.13)×102 (1.89±0.05)×102 1.60 (2.67±0.24)×102 (2.71±0.08)×102 1.50 

鲜芥菜 (5.05±0.36)×10 (5.01±0.24)×10  0.65 (6.10±0.53)×102 (6.09±0.13)×102 0.09 
 

表 3  基质加标样品的检测结果和回收率(n=6) 
Table 3  Results and recoveries of matrix spiked samples (n=6) 

样品 
叶绿素 a 叶绿素 b 

含量/(mg/kg) 回收率/% 回收率要求/% 含量/(mg/kg) 回收率/% 回收率要求/% 

LOQ (6.04±0.40)×10–2 101  70~110 (5.98±0.30)×10–2 100  70~110 
2 LOQ 0.119±0.003 99   80~110 0.120±0.006 100   80~110 

10 LOQ 0.604±0.012 101   80~110 0.610±0.022 102   80~110 
低水平 8.09±0.16 101   80~110 7.95±0.21 99   80~110 
中水平 80.7±1.6 101  80~110 80.5±1.0 100   80~110 
高水平 (7.97±0.06)×102 100   90~100 (8.00±0.08)×102 100   90~100 

 
法均在可接受范围内, 并且在较高浓度下其回收率能够非

常接近 100%, 说明本方法结果的偏倚度符合分析方法开

发的要求。其中 LOQ 水平下, 回收率符合要求, 证明本方

法对于 LOQ 水平的样品能够准确定量。同样, 对于线性范

围内最高浓度水平(HQC)的正确性考察表明, 本方法在线

性范围为 0.06~800.00 mg/kg 下, 能够准确定量。虽然回收

率接近 100%是正面的, 但是由于加标样品并不能完全代

表真实样品的性质, 会使验证结果存在一定局限性。特别

是使用固液提取方法进行叶绿素提取时, 往往由于溶剂穿

透性差异而导致提取效率相对加标样品存在差异[37]。因此, 
必须综合考虑准确性和利用其他不同原理检测方法进行交

叉验证。而对比和表 2 来看, 本方法的正确性能够满足实

际检测的需求。 

2.4  真实样品实际应用 

本研究中 , 对于相对标准偏差 (relative standard 
deviation, RSD)的要求受到其具体含量的影响 , 可接受

RSD (RSDr)与样品中含量有关, 通过 Horwitz 方程[38]的 2/3
水平进行计算, 计算方法见公式(1)。Horwitz 方程以一种简

单的数学表达式呈现, 便于快速估算测量不确定性和再现

性标准差, 特别是跨实验室研究中, 能够快速评估结果的

可靠性和一致性, 并且适用于广泛的浓度范围, 从百分级

到痕量级, 为不同浓度下的分析方法提供了可靠的精度评

估[39]。根据计算结果(表 4), 在 5 种真实样品中, 本研究所

述方法的精密度均符合方法开发程序要求。此结果的 RSD
即为重复性精密度, 是指在相同的条件下, 对同一样本进

行多次测量或实验时, 所得到结果的一致性或接近程度, 
是误差的一种度量方式 , 用于评价多次测量之间的变异

性。重复性精密度越高, 说明多次测量结果之间的差异越

小, 测量结果越稳定。此外通过对梅干菜、蒸煮梅干菜、

水煮梅干菜中叶绿素的检测结果可见, 如文献报道所述, 
叶绿素在高温烹调的情况下会逐渐降解[40]。并且在长时间

加热下本方法依然能检测到残留的叶绿素, 表明本方法的

低检出限对于食品加工领域研究的价值。 

 RSDr=
2
3
×2(1–0.5)log10C2     (1) 

式中: RSDr 为可接受 RSD, %; C 为试样中叶绿素 a 或

叶绿素 b 的质量分数, 无量纲。 
 

表 4  真实样品的 CC 检测结果(n=6) 
Table 4  CC test results of real samples (n=6) 

样品 
叶绿素 a 叶绿素 b 

含量/(mg/kg) RSDs/% RSD 要求/% 含量/(mg/kg) RSDs/% RSD 要求/% 

羽衣甘蓝 1 (2.14±0.06)×102  2.6  11  (3.19±0.12)×102  3.7  10  
羽衣甘蓝 2 (1.89±0.05)×102  2.8  11  (2.71±0.08)×102  3.1  10  

鲜芥菜 50.1±2.4  4.7  13  (6.09±0.13)×102  2.2  9.1  
雪菜 17.3±0.8  4.4  16  25.7±0.9  3.4  15  

梅干菜 2.69±0.14  5.0  21  11.6±0.7  5.7  17  
蒸煮梅干菜 0.389±0.036  9.4 28 1.13±0.08  7.0 24 
水煮梅干菜 (6.53±0.70)×10–2 10.7 36 0.187±0.026 14.0 31 
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3  结  论 

本研究建立了一种基于 CC 检测蔬菜中叶绿素 a 和叶

绿素 b 的方法。其优化后的前处理方法为利用石油醚(沸程

30~60 ℃)在加热板温度 70 ℃下对匀浆后并用无水硫酸钠

脱水的样品进行 8 h 的索氏抽提, 抽提液浓缩吹干后以甲

醇复溶上机 CC检测。色谱柱为 Torus DEA色谱柱(3.0 mm× 
100 mm, 1.7 μm), 流动相: A: CO2, B: 甲醇, A:B=92:8 
(V:V); 流速: 1.5 mL/min; 背压: 1800 psi; 柱温: 40 ℃; 样
品室温度: 4 ℃; 进样量: 1 μL; 分析时间 5 min; 检测波长

660.5 nm。经过验证, 本研究的 LOD 为 0.02 mg/kg, LOQ 为

0.06 mg/kg, 线性范围为 0.06~800.00 mg/kg, 经过真实样品

和加标基质样品考察结合与基于现行标准分光光度法的交

叉验证, 其特异性、精密度、正确度均满足实际应用要求。

但是由于条件所限, 本研究仅进行了重复性精密度考察, 
后续研究中需要进行在不同的实验室, 由不同的操作人员

使用不同设备, 按相同的测试方法, 对同一被测对象相互

独立进行的测试的再现性精密度考察。 
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