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响应面法优化铜藻中岩藻黄素的提取工艺 

韩典峰 1, 邹荣婕 2, 宫向红 1, 李佳蔚 1, 刘小静 1, 罗晶晶 1, 徐英江 1* 

(1. 山东省海洋资源与环境研究院, 烟台  264006; 2. 烟台市福山区农业农村局, 烟台  265500) 

摘  要: 目的  采用响应面法优化铜藻中岩藻黄素的乙醇溶液提取工艺。方法  用乙醇溶液作提取溶剂, 采

用超声法提取铜藻中的岩藻黄素, 研究乙醇浓度、料液比、提取温度、提取时间对岩藻黄素提取的影响, 在单

因素试验的基础上, 用 Box-Benhnken 中心组合试验设计进行 4 因素 3 水平的响应面分析, 以岩藻黄素的提取

量为响应值, 优化提取工艺参数。结果  响应面试验得到超声提取最佳条件: 料液比 1:100、起始温度 60 ℃、

超声时间 40 min、乙醇浓度 70%。在优化的条件下, 超声提取岩藻黄素提取量为 1092 μg/g, 和预测值 1183 μg/g

基本一致。结论  通过响应面优化, 得到了乙醇溶液超声提取铜藻中岩藻黄素的最佳条件, 提高了岩藻黄素的

提取量。 
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Optimization of extraction process for fucoxanthin from Sargassum horneri 
by response surface methodology 

HAN Dian-Feng1, ZOU Rong-Jie2, GONG Xiang-Hong1, LI Jia-Wei1, LIU Xiao-Jing1, 
LUO Jing-Jing1, XU Ying-Jiang1* 

(1. Shandong Marine Resource and Environment Research Institute, Yantai 264006, China; 2. Yantai Fushan District 
Bureau of Agriculture and Rural Affairs, Yantai 265500, China) 

ABSTRACT: Objective  To optimize the extracting conditions of fucoxanthin from Sargassum horneri by response 

surface methodology (RSM). Methods  Fucoxanthin was extracted from Sargassum horneri with ethanol as solvent 

by ultrasonication. The effects of ethanol concentration, solid－liquid ratio, extraction temperature and time on the 

extraction of fucoxanthin from Sargassum horneri were studied. Based on the results of single factor experiments, 

Box-Benhnken design center combination method of 4 factors and 3 levels experimental design was applied to further 

optimize the extraction conditions using the extraction yield as response value. Results  The response surface 

interaction analysis showed that the optimum extraction conditions for ultrasonic extraction were solid-liquid ratio at 

1:100, initial temperature at 60 ℃, extraction time at 40 min and ethanol concentration at 70%. Under the optimized 

conditions, the extraction yield of fucoxanthin from Sargassum horneri by ultrasonic extraction was up to 1092 μg/g, 

which was highly consistent with the predictive value of 1183 μg/g. Conclusion  By response surface optimization, 

the optimum conditions for ultrasonic extraction of fucoxanthin from Sargassum horneri by ethanol solution were 
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obtained, which increased the extraction amount of fucoxanthin. 

KEY WORDS: Sargassum horneri; fucoxanthin; extraction process; response surface methodology 
 
 

1  引  言 

岩藻黄素, 又称岩藻黄质或褐藻素, 是胡萝卜素的含

氧衍生物, 属于类胡萝卜素中的叶黄素类, 其结构式见图

1。岩藻黄素是一种对人类十分有利的活性物质, 研究表明

其具有抗肥胖、抗肿瘤、调节血糖含量、抗氧化清除自由

基等作用, 还能抑制脂多糖诱导的炎症反应, 因此对人的

眼部、骨骼、皮肤、脑血管、肝脏等具有保护作用[1,2]。在

自然界中, 岩藻黄素广泛存在于藻类和无脊椎动物细胞中, 

尤其是褐藻纲和硅藻纲的藻类含量更为丰富, 褐藻中岩藻

黄素的含有量占自然界中类胡萝卜素总产量的 10%以上[3], 

褐藻是岩藻黄素的潜在来源[4]。 

 

 
 

图 1  岩藻黄素的结构式 

Fig.1  Molecular structure of fucoxanthin 

 
铜藻(Sargassum horneri), 属褐藻门、圆子纲、墨角藻

目、马尾藻科。是中国暖温带海域浅海区海藻场的主要连片

大型褐藻物种, 生长盛期 3~5 月[5]。主要分布在北太平洋西

部海域, 不连续分布于我国沿海, 不仅可用于提取褐藻胶, 

而且因富含有益的生物活性物质而被广泛应用到医药、食

品、饲料和有机肥料方面; 同时由于生长速度快、生物量大, 

及其在浅海生态环境中的重要作用, 铜藻被列为藻床重建、

海洋生态生物修复的首选物种之一[6]。然而最近几年, 由于

气候等综合原因, 铜藻已经出现了爆发性增殖, 形成了有害

的金潮[7-9], 因此有效利用铜藻资源, 不仅是海藻综合利用

的重要课题, 对改善海洋环境也有重要意义。 

本文通过响应面法优化铜藻中岩藻黄素提取条件 , 

并采用液相色谱法测定铜藻及其提取液中的岩藻黄素, 以

期为铜藻活性产物的开发提供参考数据。 

2  材料与方法 

2.1  实验材料 

新鲜铜藻(Sargassum horneri), 2017 年 10 月购自山

东荣成俚岛。新鲜铜藻于阴凉通风处晾 1 d, 于烘箱中

60 ℃烘干, 粉碎后过 20 目筛备用。 

2.2  主要仪器与试剂 

UltiMate 3000 高效液相色谱仪(美国 Thermo Fisher

公司); Milli-Q Gradient 超纯水仪(法国 Millipore 公司); 

TGL-10C 高速离心机(上海安亭科学仪器厂); KQ-600E

超声波清洗器(昆山市超声仪器有限公司); XW-80A 漩

涡混合器(上海医科大学仪器厂)等。 

甲醇、乙腈(色谱纯, 德国 Merck 公司); 无水乙醇(分析

纯, 国药集团化学试剂有限公司); 岩藻黄素标准品(HPLC

级≥98%, 美国 Sigma 公司); 实验用水均为超纯水。 

2.3  岩藻黄素的液相色谱测定条件 

2.3.1  色谱条件 

色谱柱: Develosil C30-UG-5(日本 GL Sciences 公司, 

250 mm×4.6 mm, 5 µm); 流动相: 甲醇-乙腈溶液(49:51, 

V:V); 流速: 1.0 mL/min; 检测波长: 450 nm; 柱温: 30 ℃; 

进样体积: 20 µL。 

2.3.2  岩藻黄素标准曲线 

准确称取 0.0100 g(精确至 0.0001 g)岩藻黄素标准品, 

用甲醇溶解并定容至 100 mL, 配成浓度为 100 µg/mL 的标

准贮备液, 配制全程避光操作, 置 4 ℃冰箱保存, 保存期

不超过 3 个月。临用时用甲醇稀释成 0.020、0.100、0.400、

1.00、5.00、10.0 mg/L 的系列标准溶液, 取 20 μL 进样, 将

测得的岩藻黄素色谱峰面积与相对应的浓度进行直线回归, 

求得标准曲线回归方程。 

2.3.3  岩藻黄素提取量的计算 

岩藻黄素提取量(μg/g)=液相色谱法测得岩藻黄素质

量(μg)/铜藻粉末质量(g)。 

2.4  岩藻黄素提取溶剂的选择 

准确称取 0.4 g铜藻粉末, 加入 40 mL提取溶剂, 超声

提取 20 min, 离心, 取上清液用 0.45 μm 微孔滤膜过滤, 液

相色谱法检测岩藻黄素浓度, 每组 3 平行。 

2.5  岩藻黄素提取的单因素试验 

2.5.1  料液比对岩藻黄素提取量的影响 

准确称取 0.4 g 铜藻粉置于螺盖离心管中, 以 1:40、

1:50、1:60、1:80、1:100、1:150、1:200(g:mL)的料液比加

入 60%乙醇, 置于初始温度为 20 ℃的超声波清洗器中, 避

光超声提取 30 min。取出, 4000 r/min 离心 10 min, 上清液

转入 50 mL 容量瓶中定容, 过滤, 上机, 每组 3 平行。 

2.5.2  超声温度对岩藻黄素提取量的影响 

准确称取 0.4 g 铜藻粉置于螺盖离心管中, 加入 60%

乙醇 40 mL,分别置于初始温度为 20、30、40、50、60 ℃

的超声波清洗器中, 避光超声提取 30 min。取出, 4000 r/min
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离心 10 min, 上清液转入 50 mL 容量瓶中定容, 过滤, 上

机, 每组 3 平行。 

2.5.3  超声时间对岩藻黄素提取量的影响 

准确称取 0.4 g 铜藻粉置于螺盖离心管中, 加入 60%

乙醇 40 mL, 置于初始温度为 20 ℃的超声波清洗器中, 避

光超声提取, 分别于 10、20、30、40、50、60、90、120、

150、180 min 取出, 4000 r/min 离心 10 min, 上清液转入 50 

mL 容量瓶中定容, 过滤, 上机, 每组 3 平行。 

2.6  响应面优化岩藻黄素提取工艺 

在单因素实验结果的基础上, 采用 Box-Behnken 中心

组合试验设计原理优化岩藻黄素的提取工艺。以岩藻黄素

提取量为响应值 Y, 以料液比、温度、提取时间、乙醇浓

度为自变量, 超声提取实验因素和水平见表 1。 

 
表 1  超声提取岩藻黄素响应面因素和水平 

Table 1  Factors and levels in response surface methodology for 
ultrasonic extraction 

水平 
因素 

料液比(X1) 温度(X2)/℃ 
提取时间
(X3)/min 

乙醇浓度
(X4)/% 

1 1:40 20 10 50 

0 1:70 40 25 65 

1 1:100 60 40 80 

 

3  结果与分析 

3.1  岩藻黄素的液相色谱法测定 

取岩藻黄素标准溶液, 对其进行紫外光谱扫描, 结果

在 450 nm 处具有较强信号, 且干扰小。在本实验条件下, 

岩藻黄素标准曲线回归方程 Y=1.7725X-0.0633, 相关系数

为 0.9995。 

3.2  提取溶剂的选择 

根据岩藻黄素的结构特点, 按照相似相容原理选择

有一定极性的溶剂作为提取剂, 分别用乙酸乙酯、乙醇、

甲醇、丙酮、80%甲醇、90%乙醇、80%乙醇、60%乙醇等

进行提取试验, 实验结果表明: 乙醇溶液的提取效果明显

优于甲醇、乙酸乙酯、丙酮和纯乙醇, 见图 2, 这与文献报

道裙带菜[10]、海带[11]、鼠尾藻[12]、铜藻[13,14]中岩藻黄素提

取溶剂一致。本实验中经液相色谱法测定 90%、80%和 60%

乙醇提取液中岩藻黄素浓度没有显著差异, 但提取的总色

素有差别, 见图 3, 图中从左到右乙醇浓度依次为 90%、

80%和 60%。由图 3 可以看出 60%乙醇提取的绿色色素较

少。虽然绿色色素对岩藻黄素的测定没有干扰, 但减少杂

质可保护分析系统, 同时对后续的岩藻黄素分离纯化有利, 

所以提取液选择较低浓度乙醇。 

 
 

图 2  不同有机溶剂对岩藻黄素提取量的影响 

Fig.2  Effects of different organic solvents on the extraction of 
fucoxanthin 

 

 

注: 从左到右乙醇浓度依次为 90%、90%、80%、80%和 60%、60%。 

图 3  不同浓度乙醇提取液提取效果 

Fig.3  Extraction effect of different ethanol concentrations 
 

3.3  岩藻黄素提取单因素试验结果与分析 

3.3.1  料液比对岩藻黄素提取量的影响 

由图 4 可见, 随着液料比的增加, 岩藻黄素提取量略

有增加的趋势, 但变化不明显。说明料液比达到 1:40 已能

充分提取铜藻中的岩藻黄素。 
 

 
 

图 4  料液比对岩藻黄素提取量的影响(n=3) 

Fig. 4  Effect of solid-liquid ratio on the extraction of fucoxanthin 
(n=3) 
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3.3.2  超声温度对岩藻黄素提取量的影响 

测定结果见图 5, 随着提取温度的升高, 岩藻黄素提

取量呈明显增加的趋势。但本实验室预实验发现超过 60 ℃

岩藻黄素不稳定, 所以本实验未设置更高的提取温度。 

 

 
 

图 5  温度对岩藻黄素提取量的影响(n=3) 

Fig. 5  Effect of temperature on the extraction of fucoxanthin (n=3) 

 
3.3.3  超声时间对岩藻黄素提取量的影响 

由图 6 可见, 超声 20~40 min 提取量最高, 继续延长

超声时间, 岩藻黄素提取量略有下降, 可能与超声后水温

升高, 岩藻黄素不稳定有关。 

 

 
 

图 6  提取时间对岩藻黄素提取量的影响(n=3) 

Fig. 6  Effect of time on the extraction of fucoxanthin(n=3) 
 

3.4  响应面优化岩藻黄素提取工艺的结果 

在单因素实验的基础上, 以液料比、超声起始温度、

超声时间、乙醇浓度为考察因素, 以岩藻黄素提取量为实

验指标, 根据 Box-Behnken 组合试验设计原理, 设计 4 因

素 3 水平响应面实验, 结果如表 2 所示。 

应用 Design Expert 8.0.6.1 软件对表 2 中实验结果进行

多元回归拟合分析, 建立二次响应模型, 以岩藻黄素提取量

为优化指标 ,  得到多元二次回归模型:  Y=130.27778+ 

2.25102A+31.89417B34.37870C4.32796D9.87500E003A
B+0.16000AC0.12500AD+0.039167BC0.010833BD+ 
0.61556CD+0.011102A20.14908B20.20765C2+0.027352D2。 

为检测超声提取工艺的回归方程有效性, 对回归方

程进行方差分析和显著性检测, 结果见表 3。 

 
表 2  超声提取岩藻黄素的响应面设计及试验结果 

Table 2  Response surface design and experimental results of 
ultrasonic extraction of fucoxanthin 

试验号

因素水平 
岩藻黄素

/(μg/g)料液比
(A) 

温度(B)
/℃ 

提取时间
(C)/min 

乙醇浓度
(D)/% 

1 1:100 20 25 65 79.7 

2 1:70 40 25 65 579 

3 1:40 20 25 65 155 

4 1:100 40 25 50 651 

5 1:70 40 10 50 682 

6 1:100 40 40 65 790 

7 1:100 40 10 65 312 

8 1:70 60 40 65 1056 

9 1:100 40 25 80 802 

10 1:70 40 40 50 494 

11 1:70 20 25 50 144 

12 1:70 40 40 80 829 

13 1:70 40 10 80 463 

14 1:100 60 25 65 1049 

15 1:70 40 25 65 810 

16 1:70 20 25 80 318 

17 1:70 60 25 50 866 

18 1:70 60 10 65 734 

19 1:40 40 25 50 471 

20 1:70 40 25 65 617 

21 1:40 40 25 80 847 

22 1:70 20 40 65 383 

23 1:40 40 10 65 565 

24 1:70 60 25 80 1027 

25 1:70 40 25 65 488 

26 1:40 40 40 65 755 

27 1:70 20 10 65 108 

28 1:70 40 25 65 800 

29 1:40 60 25 65 1148 
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表 3  超声提取方差分析结果 
Table 3  Variance analysis for ultrasonic extraction 

来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 

模型 2.244E+006 14 1.603E+005 10.14 ＜0.0001 

A 5516.94 1 5516.94 0.35 0.5640 

B 1.835E+006 1 1.835E+006 116.13 < 0.0001 

C 1.735E+005 1 1.735E+005 10.98 0.0051 

D 79707.00 1 79707.00 5.04 0.0414 

AB 140.42 1 140.42 8.888E-003 0.9262 

AC 20736.00 1 20736.00 1.31 0.2712 

AD 12656.25 1 12656.25 0.80 0.3859 

BC 552.25 1 552.25 0.035 0.8544 

BD 42.25 1 42.25 2.674E-003 0.9595 

CD 76729.00 1 76729.00 4.86 0.0448 

A2 647.57 1 647.57 0.041 0.8425 

B2 23066.82 1 23066.82 1.46 0.2469 

C2 14158.94 1 14158.94 0.90 0.3599 

D2 245.67 1 245.67 0.016 0.9025 

残差 2.212E+005 14 15799.30   

失拟项 1.411E+005 10 14110.35 0.70 0.7031 

纯误差 80086.80 4 20021.70   

总和 2.465E+006 28    

注: P<0.0100 表示该指标极显著; P<0.0500 表示该指标显著; P>0.0500 表示该指标不显著。 

 
由表 3 可知, 该回归模型高度显著(P＜0.01)、失拟项

不显著(P=0.7031＞0.05)、模型相关系数较高(r2=91.03%)、

r2
Adj=82.05%。表明该回归模型拟合程度良好, 实验误差小, 

可据此预测提取岩藻黄素提取量。由表 4 可知, B、C、D 影

响显著(P＜0.05) , 其中 B、C 影响极显著(P＜0.01)。这表明, 

3 个因素与岩藻黄素提取量有直接的关系, 是主要的限制因

素, 其较小变化都会引起提取量显著的变化。由 P 值的大小

比较可得提取的影响因素的顺序为: 温度>超声时间>乙醇

浓度>液料比。 

通过 Design-Expert 8.0.6.1 软件得到两因素间交互

效应的响应面和等高线图(图 7~12)。根据响应面实验的设

计原理及分析 , 三维响应面图弯曲度越大 , 表示两因素

间的交互效应越显著, 由此能有效反映出各因素之间的

交互作用对岩藻黄素提取量的影响。比较图 7~12 可知, 

超声时间和乙醇浓度之间的交互作用对岩藻黄素提取的

影响显著, 其余两两因素之间的交互作用对岩藻黄素提

取的影响不显著。 

 

 
 

图 7  料液比和超声起始温度对岩藻黄素提取量交互影响的响应

面图 

Fig. 7  Response surface plot of the interaction between 
material-liquid ratio and initial temperature of ultrasonic extraction 
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图 8  料液比和超声时间对岩藻黄素提取量交互影响的响应面图 

Fig. 8  Response surface plot of the interaction between 
material-liquid ratio and time of ultrasonic extraction 

 

 
 

图 9  料液比和乙醇浓度对岩藻黄素提取量交互影响的响应面图 

Fig. 9  Response surface plot of the interaction between 
material-liquid ratio and ethanol concentration 

 

 
 

图 10  超声起始温度和时间对岩藻黄素提取量交互影响的响应

面图 

Fig. 10  Response surface plot of the interaction between initial 
temperature and time of ultrasonic  extraction 

 
 

图 11  超声起始温度和乙醇浓度对岩藻黄素提取量交互影响的

响应面图 

Fig. 11  Response surface plot of the interaction between initial 
temperature and ethanol concentration on ultrasonic extraction 

 

 
 

图 12  超声时间和乙醇浓度对岩藻黄素提取量交互影响的响应

面图 

Fig. 12  Response surface plot of the interaction between time and 
ethanol concentration on ultrasonic extraction 

 
在所选实验范围内, 对响应面实验设计结果进行优

化分析, 计算得到最佳超声提取条件: 料液比 1:98.90、起

始温度 60 ℃、超声时间 40 min、乙醇浓度 70%时, 岩藻黄

素取得最大值 1183 μg/g。在料液比 1:100、起始温度 60 ℃、

超声时间 40 min、乙醇浓度 70%的条件下进行验证性实验, 

得到的岩藻黄素为 1092 μg/g, 和预测值 1183 μg/g 吻合良

好, 相对偏差为 4.0%。表明该模型工艺参数准确可靠, 能

够较好的预测实际情况。 

本文验证实验得到岩藻黄素的提取量 1092 μg/g, 高

于胡永东等[13]报道的 70%乙醇以料液比 1:68.3, 于 70 ℃

超声提取 127 min, 得到的 720 μg/g, 可能与提取条件不

同有关, 也可能与所用铜藻的产地、季节等有关, 日本有

研究报道, 铜藻的岩藻黄素含量会随着空间和季节的变

化而不同[15]。本实验所用铜藻与李红艳等[14]报道为相同

产地、不同季节, 本身岩藻黄素含量可能有差异, 另一方

面 , 铜藻的干燥方法对其岩藻黄素含量也有影响 , 这在
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李红艳的文章中亦有讨论。 

4  结  论 

通过对响应面实验设计结果进行优化分析, 计算得

最佳条件: 液料比 98.90:1、起始温度 60 ℃、超声时间    

40 min、乙醇浓度 70%时, 岩藻黄素取得最大值 1183 μg/g。

在液料比 100:1、起始温度 60 ℃、超声时间 40 min、乙醇

浓度 70%的条件下进行验证性实验, 得到的岩藻黄素提取

量为 1092 μg/g, 和预测值 1183 μg/g 吻合良好, 相对偏差

为 4.0%。表明该模型工艺参数准确可靠, 能够较好地预测

实际情况。 
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