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摘  要：在比较研究并确定破壁方法与溶解试剂的基础上，利用超声辅助提取方法探索不同条件

下从雨生红球藻中提取虾青素的效果，并通过响应面法进一步优化提取工艺参数。结果表明，采

用液氮研磨破壁处理，以乙酸乙酯-乙醇（v/v：1∶2）作为提取溶剂在超声时间 18 mins、超声温

度 39 ℃、液料比 9∶50（mL/mg）、超声功率 200 W 条件下进行震荡超声处理，最后于 40 ℃水浴

振荡 20 mins，虾青素提取率可达 85.1%。 
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Extraction of astaxanthin from Haematococcus pluvialis by ultrasonic  
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Abstract: Based on the determination of wall breaking method and dissolving reagent, ultrasonic-assisted 
extraction was used in this study to explore the effect of extracting astaxanthin from Haematococcus pluvialis 
under different conditions, and further optimize the test results by response surface methodology. The results 
showed that under the conditions of ultrasonic time of 18 mins, ultrasonic temperature of 39 ℃ , 
liquid-material ratio of 9∶50 (mL/mg), and ultrasonic power of 200 W, ultrasonic treatment was carried out 
under the condition of oscillating ultrasound. Finally, the treatment was carried out under the condition of 
water bath oscillation at 40 ℃ for 20 mins, the astaxanthin extraction rate can be 85.1% using Liquid 
nitrogen grinding broken wall treatment with ethyl acetate-ethanol (v/v: 1∶2) as the extraction solvent. 
Key words: Haematococcus pluvialis; astaxanthin; liquid nitrogen grinding broken wall; solubilizing reagent; 
ultrasonic-assisted extraction 

虾青素（Astaxanthin，AXT）是一种橙红色
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色素，主要存在于藻类（如雨生红球藻）和海洋

生物（如撒蒙鱼）中。其生物合成途径可分为两

个阶段，一部分是先经 MEP 途径及 MVA 途径合

成 β-胡萝卜素，然后由 β-胡萝卜素经 β-隐黄素→
金盏花黄质→玉米质途径或经 β-胡萝卜素-4-酮→
斑蝥黄质→金盏花红素途径合成 AXT[1]。由于

AXT 分子中含有亲脂性主体长链和亲水性端部，
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可使其较好的嵌入细胞膜内且不对膜造成损伤，

从而有效发挥抗氧化等生物活性。 
从天然材料中提取 AXT 的常规技术通常依

赖于使用有机溶剂的固液萃取而无较多辅助因素

的参与，导致提取率较低[2]。目前发展的一些高

效提取方法如超分子溶剂提取、磁辅助提取、离

子液体介导，由于成本太高而无法普遍应用[3]。

超声辅助提取（UAE）是一种声波辅助分离系统，

即在常规提取方法的基础上，利用超声机械作用，

使溶剂最大程度地渗透到材料组织中，从而增加

固相和液相之间的接触表面积，使溶质迅速从固

相扩散到溶剂中，提高提取率[4]。本实验以雨生

红球藻为原料，先进行破壁条件与浸提溶剂的筛

选，在此基础上利用 UAE 探索不同条件下从雨生

红球藻中提取 AXT 的效果，并通过进一步优化实

验得出最佳提取工艺参数。  

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 

AXT 标准品：美国 Sigma 公司；雨生红球藻：

云南时光印记生物科技有限公司；乙醇、乙酸乙

酯：国药集团化学试剂有限公司。 

SHZ-C 恒温水浴震荡锅：常州市国旺仪器制

造有限公司；V-5000 可见分光光度计：上海元析

仪器有限公司；KQ3200DB 数控超声波清洗器：

昆山市超声仪器有限公司；LCJ-IIB 低速大容量多

管离心机：上海安亭科学仪器厂；电子分析天平：

上海佑科仪器仪表有限公司；TGL16M 台式高速

冷冻离心机：盐城市凯特实验仪器有限公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  AXT 标准曲线的绘制 

准确称取 5 mgAXT 标品，用乙酸乙酯：乙醇

（v/v：1∶2）溶液溶解并定容至 50 mL，即得到

100 μg/mL 的 AXT 标 准 溶 液 ， 然 后 稀 释 至

10 μg/mL，经紫外可见光谱扫描[5-6]，如图 1 所示，

可得到最大吸收波长（480 nm）。在测定标准曲线

时用 10 μg/mL 的溶液分别稀释至 0.2、0.4、0.6、

0.8、1、2、3、4 μg/mL，然后在 480 nm 处测定

吸光度。 

1.2.2  破壁方法的确定 
玻璃珠振荡破壁[7]：称取 200 mg 藻粉置于棕 

 
 

图 1  AXT 标准品全波长扫描图谱 
 
色带盖锥形瓶，沿瓶壁依次放入 10 个玻璃球，加

入 10 mL 乙酸乙酯-乙醇（v/v：1∶2）混合试剂，

盖盖并用封口膜密封，将样品瓶置于恒温水浴振

荡器，40 ℃、180 r/min 振荡提取 60 min，经

10 000 r/min 离心并过滤，收集滤液然后进行定

容、稀释、比色测定。以不加玻璃球作对照。 

低温研磨法破壁[8]：称取适量藻粉经液氮研

磨两次，每次 0.5 min，准确称 200 mg 藻粉置于

棕色锥形瓶，加入 10 mL 乙酸乙酯-乙醇（v/v：1∶
2）混合试剂，将样品瓶置于恒温水浴振荡器，

40 ℃、180 r/min 振荡提取 60 min，经 10 000 r/min
离心并过滤，收集滤液然后进行定容、稀释、比

色测定。以不用液氮研磨作对照。 
1.2.3  提取溶剂的确定 

有文献已表明乙酸乙酯 -乙醇混合试剂对

AXT 的提取效果明显优于乙酸乙酯[9]，故本文选

择乙酸乙酯-乙醇混合试剂作为提取试剂，研究不

同混合比例对提取效果的影响。分别称取 200 mg
经低温研磨处理后的藻粉放入棕色三角瓶，各加

入 10 mL 乙酸乙酯-乙醇（v/v：1∶1；1∶2；1∶
3）混合试剂，将样品瓶置于恒温水浴振荡器，

40 ℃、180 r/min 振荡提取 60 min，经 10 000 r/min
离心并过滤，收集滤液然后进行定容、稀释、比

色测定。 
1.2.4  超声辅助提取雨生红球藻中 AXT 及 AXT
含量的测算 

提取步骤：称取 100 mg 处理后的藻粉→加入

适量乙酸乙酯-乙醇（v/v：1∶2）混合试剂→超声

处理→40 ℃水浴振荡 20 min→4 800 r/min 离心

20 min→收集上清液→稀释 100 倍→480 nm 下测

吸光度。 
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取 0.1 mLAXT 提取液置于 10 mL 容量瓶中，

并用乙酸乙酯-乙醇（v/v：1∶2）混合试剂定容至

刻度线，在 480 nm 处测定吸光值。根据公式（1）
计算 AXT 提取率[9]： 

 
(%)

M 5.1%
C N VY  


  

（1） 

Y：AXT 提取率；C：AXT 浓度；N：稀释倍数；

V：提取液定容体积；M：藻粉质量。 
1.2.5  紫外吸收光谱的检测 

取适量 AXT 提取液，以乙酸乙酯-乙醇（v/v：
1∶2）混合试剂作空白对照，在 200~1 000 nm 波

长范围内进行紫外可见分光光度扫描，检测提取

液性质[10]。 
1.2.6  超声处理单因素实验 
1.2.6.1  超声时间对提取率的影响  选择超声时

间为 0、5、10、15、20、25、30、40 min，在超

声功率为 200 W，超声温度 40 ℃，添加试剂 20 mL

（100 mg 藻粉）的条件下进行震荡超声处理，以

提取率作为衡量指标，确定最佳超声时间。 

1.2.6.2  超声温度对提取率的影响  选择超声温

度为 0、30、35、40、45、50 ℃，在超声功率为

200 W，超声时间 15 min，添加试剂 20 mL（100 mg

藻粉）的条件下进行震荡超声处理，以提取率作

为衡量指标，确定最佳超声温度。 

1.2.6.3  超声功率对提取率的影响  选择超声功

率为 80、120、160、200 W，在超声温度 40 ℃，

超声时间 15 min，添加试剂 20 mL（100 mg 藻粉）

的条件下进行震荡超声处理，以提取率作为衡量

指标，确定最佳超声功率。 

1.2.6.4  液料比对提取率的影响  选择添加试剂

为 5、10、15、20、25、30、40 mL（100 mg 藻

粉），在超声温度 40 ℃，超声时间 15 min，超声

功率 200 W 的条件下进行震荡超声处理，以提取

率作为衡量指标，确定最佳液料比。 
1.2.6.5  震荡超声对提取率的影响  在超声温度

40 ℃，超声时间 15 min，超声功率 200 W，添加

试剂 20 mL（100 mg 藻粉）的条件下，一份选择

震荡超声处理，一份选择则静置超声处理，以提

取率作为衡量指标，确定震荡超声处理效果。 
1.2.7  响应面优化实验   

利用 Design-Expert.V8. 0.6 软件[11]，以 AXT

提取率为响应值（Y），选择 A 液料比（100 mg 藻

粉）、B 超声时间、C 超声温度为变量进行响应面

设计。实验参数安排如表 1。 
 

表 1  因素水平表 

因素 
水平 

A 液料比/mL B 超声温度/℃ C 超声时间/min

–1 15 30 10 

0 20 40 20 

1 25 50 30 

 

2  结果与分析 

2.1  AXT 标准曲线的绘制 

根据方法 1.2.1 得出 AXT 浓度与吸光值的关

系并绘制 AXT 标准曲线，如图 2。可得回归方程

y = 0.281 8x + 0.028 4，R² = 0.998 7，其中 x 为 AXT
浓度，y 为吸光值。 

 

 
 

图 2  AXT 标准曲线 
 

2.2  破壁方法的确定 

以不经任何处理样品作为对照，选择不同破

壁方法处理藻粉结果如图 3。以吸光值作为衡量

标准，可以看出，与对照组（0.767）相比，藻粉

经液氮研磨破壁处理后，AXT 的提取效果（0.778） 
 

 
 

图 3  不同破壁方法对 AXT 提取效果的影响 
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增强，而加入玻璃球震荡辅助提取（0.768）的作

用效果无变化。故该实验选择破壁方法为液氮研

磨破壁。  

2.3  提取溶剂的确定 

选择被批准用于食品加工工艺的有机溶剂[12]：

乙醇和乙酸乙酯，并进行提取试剂的筛选，结果

如图 4。以吸光值作为衡量标准，从图中可以看

出，混合试剂的提取效果顺序为乙酸乙酯-乙醇混

合试剂 v/v：1∶2>v/v：1∶1>v/v：1∶3，且 v/v：
1∶1 与 v/v：1∶3，提取效果无明显变化。本实

验选择提取试剂为乙酸乙酯-乙醇（v/v：1∶2）混

合试剂。 
 

 
 

图 4  不同提取溶剂对 AXT 提取效果的影响 
 

2.4  紫外吸收光谱的检测 

图 5 为 AXT 提取液全波长扫描图谱，可以看

出，AXT 提取液在波长为 480 nm 处有最大吸收

峰，其测定结果与 AXT 标准品一致，可以说明提

取液中 AXT 作为主要成分存在。 
 

 
 

图 5  AXT 提取液全波长扫描图谱 
 

2.5  超声处理单因素实验 

2.5.1  超声时间对提取率的影响 
以提取率及提取量作为比较参数，实验结果

如图 6 所示。可以看出，AXT 提取率的变化趋势

随超声时间的延长先升后降，且在超声时间为

20 min 时达到最大，提取效果可达 85.8%，AXT
含量为 17.16 μg/mg。而在超声 20 min 之后，AXT
的提取效果呈明显下降，其原因是超声的穿透作

用导致 AXT 的空间结构发生改变[13]，体现在吸

光值的降低。本实验选择超声提取时间为 20 min。 
 

 
 

图 6  超声时间对 AXT 提取效果的影响 
 

2.5.2  超声温度对提取率的影响 
以提取率及提取量作为比较参数，实验结果

如图 7 所示。在 40 ℃之前，AXT 提取率随温度

的升高而升高，达到 40 ℃时，提取率达到最大

82.6%，AXT 含量为 16.52 μg/mg。继续升高温度，

提取率不增反降，其原因可能是在于 AXT 经超声

波作用后，其结构中 C==C、—OH、—CHO 等基

团更易受到热力作用而降解 [14]，从而影响提取

量。考虑到 AXT 本身是一种不耐热分子，本实验

避免出现 40 ℃以上的温度。 
 

 
 

图 7  超声温度对 AXT 提取效果的影响 
 

2.5.3  超声功率对提取率的影响 
以提取率及提取量作为比较参数，实验结果

如图 8 所示。AXT 提取率随超声功率的增强而上

升，当超声功率达到最大时，AXT 提取率可达
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80.9%，此时 AXT 含量为 16.17 μg/mg。从提升效

果角度可以看出，在超声功率 160 W 以后，AXT
的提取效果趋于平缓，其原因是在超声波机械力

的作用下，固液两相接触接近饱和[15]，所以提取

趋势增幅减缓。本实验选择超声功率 200 W。 
 

 
 

图 8  超声功率对 AXT 提取效果的影响 
 

2.5.4  液料比对提取率的影响 
以提取率及提取量作为比较参数，实验结果

如图 9 所示。从总体变化趋势可以看出，随着提

取试剂的加入，AXT 提取率呈先升高后下降趋

势，AXT 最大提取率在料液比为 1∶5 时，此时

AXT 提取量可达 16.86 μg/mg。在液料比 1∶20
至 1∶5 之间，AXT 提取率的变化平缓，而当液

料比大于 1∶5 后，AXT 的提取呈明显降低趋势，

其原因是由于溶剂量的增大，超声波带来的空化

作用增强[16]，即进入溶液中气泡的数量增多而带

入过多的氧气，AXT 与氧气的接触导致其结构的

破坏呈现提取率的下降。本实验选择超声料液比

为 1∶5。 
 

 
 

图 9  料液比对 AXT 提取效果的影响 
 

2.5.5  震荡超声对提取率的影响 
以提取率及提取量作为比较参数，实验结果

图 10 所示。与静置超声处理藻粉相比，在震荡超

声条件下，AXT 提取效果有明显上升的趋势，提

取量可从 14 μg/mg 增加到 16.4 μg/mg。在震荡条

件下，AXT 分子可以从粉体细胞中快速游离出来

而充分溶解于提取溶剂，本实验选择震荡超声。 
 

 
 

图 10  震荡超声对 AXT 提取效果的影响 
 

2.6  响应面优化实验 

2.6.1  回归模型的建立 
通过方法 1.2.7 得出响应值如表 2 所示，利用

表 2 响应面结果进一步做出方差分析如表 3，得

到液料比 A、超声温度 B、超声时间 C 对提取率 Y

的影响模型 Y（%）=85.00–2.25A–3.14B–1.89C– 
1.45AB–1.75AC–0.075BC–2.51A2–9.59B2–4.39C2，

R2=0.993 7。由表 3 可知，P<0.000 1，显著水平

极其明显，且失拟相 p=0.110 9，则该模型成立。

通过 p 值可知，除 BC 项交互作用对 Y 的影响不 
 

表 2  响应面实验设计和结果 

实验编号 A B C Y 提取率/%

1 1 0 1 71.4 

2 –1 1 0 73.3 

3 0 0 0 84.4 

4 1 –1 0 75.4 

5 0 0 0 85.8 

6 0 –1 –1 75.9 

7 1 0 –1 79.4 

8 0 –1 1 73.0 

9 0 0 0 84.7 

10 –1 0 1 80.3 

11 0 1 1 66.0 

12 0 0 0 85.2 

13 0 0 0 84.9 

14 0 1 –1 69.2 

15 –1 0 –1 81.3 

16 1 1 0 66.8 

17 –1 –1 0 76.1 
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表 3  回归方程方差分析表 

来源 平方和 自由度 均方 F 值 Prob>F 显著性

模型 702.33 9 78.04 122.14 <0.000 1 ** 

A 40.5 1 40.5 63.39 <0.000 1 ** 

B 78.75 1 78.75 123.26 <0.000 1 ** 

C 28.5 1 28.5 44.61 0.000 3 ** 

AB 8.41 1 8.41 13.16 0.008 4 ** 

AC 12.25 1 12.25 19.17 0.003 2 ** 

BC 0.023 1 0.023 0.035 0.856 5  

A2 26.58 1 26.58 41.6 0.000 4 ** 

B2 387.03 1 387.03 605.75 <0.000 1 ** 

C2 81.05 1 81.05 126.86 <0.000 1 ** 

残差 4.47 7 0.64      

失拟相 3.33 3 1.11 3.9 0.110 9  

净误差 1.14 4 0.28      

总误差 706.8 16        

注：**代表极显著水平 P<0.01。 

 

显著外，A、B、C、AB、AC、A2、B2、C2 各项对

Y 均有显著影响。该模型 R2
adj=0.985 5，表明 AXT

提取效果的变化有 98.55%来自于本实验设定  
因素，可利用该模型对 AXT 的提取条件进行优化

选择。 
2.6.2  各因素的交互作用 

设定因素交互作用对 AXT 提取率的影响如

图 11~13 所示。通过曲面弧度及等高线陡度反应

设定因素交互作用强度，可以看出，AB、AC 项

等高线图均呈现椭圆形，且 3D 响应曲面弧度呈

现先升后降趋势，说明 AB、AC 项对 AXT 得率影

响较大；而 BC 项等高线几乎为圆形，说明 BC
项对 AXT 的得率几乎无影响，与 2.5.1 结论对应。

通过 Design-Expert 8.0.6 可得设定单元提取 AXT  

 
 

图 11  AB 响应面 3D 图及等高线 
 

 
 

图 12  AC 响应面 3D 图及等高线 
 

 
 

图 13  BC 响应面 3D 图及等高线 
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最优配比：液料比 18.21 mL，超声时间 18.57 min，
超声温度 38.67 ℃，此配比下 AXT 提取率高达

85.75%。从实际操作角度考虑，现把设定单元分

别改成 18 mL、18 min、39 ℃，以此作为新设定

单元并进行验证，最终提取结果为 85.1%，与统

计软件预测分析值相比，几乎无明显差异。说明

该数据模型可用于实际操作当中。 

3  结论 

本研究利用 UAE 方法对破壁后的雨生红球

藻进行 AXT 提取工艺参数的优化及确定。首先进

行原料预处理以初步减少提取阻力，然后通过对

比选择溶解度最佳的提取试剂，以此为基础筛选

出最佳超声处理条件并得出优化数据。本研究实

验结果为：采用低温研磨对藻粉进行破壁，进而

以乙酸乙酯-乙醇（v/v：1∶2）作为提取溶剂在超

声时间 18 min、超声温度 39 ℃、液料比 9∶50
（mL/mg）、超声功率 200 W 条件下进行震荡超声

处理，最后于 40 ℃水浴振荡 20 min，提取效果高

达 85.1%。 
本实验通过机械方法对藻粉两次破壁处理

（低温研磨初次破壁，震荡超声二次破壁），大大

提高 AXT 的提取效率。随着 AXT 功能价值进一

步挖掘，其相应价值也必然进一步提升，目前天

然 AXT 在全球市场上的价格高达 2.5~7 $/g，而

AXT 纯品价值更是高达 3 200 $/g[17-18]，可见对原

材料中 AXT 的有效提取是获得 AXT 来源的有效

保障。 
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