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摘  要: 虾青素是一种较强的天然抗氧化剂, 能有效淬灭单线态氧和清除自由基, 减少氧化对组织细胞和

DNA 损伤的能力, 能有效防治相关的疾病, 还可用作鱼类和家禽饲料的添加剂, 改善皮肤和肌肉颜色、提高

繁殖能力、增加营养及商品价值, 在饲料、食品、医药及化妆品等领域具有广泛的应用。天然虾青素存在于

虾蟹外壳、牡蛎、鲑鱼及藻类和真菌中, 其存在形态和结构存在差异。由于虾青素有 3 种光学异构体、多种

几何异构体, 且极易与脂肪酸结合形成虾青素单酯、虾青素双酯, 导致虾青素的结构复杂多样, 对虾青素的分

析存在许多困难和挑战。本文从虾青素的结构、应用、破壁方法、提取纯化及定量检测方法等方面, 对不同

来源的虾青素进行了概述, 以期为虾青素资源的深入研究和开发利用提供参考。 
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ABSTRACT: Astaxanthin is a strong natural antioxidant that can effectively quench singlet oxygen and scavenge 

free radicals, reduce the ability of oxidation to damage tissue cells and DNA, and effectively prevent 

oxidation-related diseases. Astaxanthin also can be used as an additive for fish and poultry feed to improve their skin 

and muscle color, improve reproduction ability, increase nutrition and commercial value, and has a wide range of 

applications in the fields of feed, food, medicine and cosmetics. Natural astaxanthin is found in shrimp and crab 

shells, oysters, salmon, algae and fungi, and its existence morphology and structure are different. And astaxanthin has 

3 optical isomers, multiple geometric isomers, and is easily combined with fatty acids into astaxanthin monoesters 

and astaxanthin dieters, resulting in complex and diverse astaxanthin structures. Vulnerability analysis faces many 

difficulties and challenges. This paper summarized the astaxanthin from different sources in terms of the structure and 
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application of astaxanthin, wall breaking methods, extraction and purification, and quantitative detection methods, in 

order to provide a reference for the in-depth research and development of astaxanthin resources. 
KEY WORDS: astaxanthin; wall breaking; extraction; purification; quantitative detection 
 
 

1  引  言 

虾青素 (3,3′- 二羟基 -4,4′- 二酮基 -β,β′- 胡萝卜素 , 
astaxanthin), 又名虾黄素、虾黄质, 是一种含氧类胡萝卜素

衍生物, 分子式 C40H52O4, 分子量 596.86。在自然界中虾

青素主要存在于虾蟹外壳、牡蛎、鲑鱼及藻类和真菌中[1], 
虾青素不但具有一般类胡萝卜素的化学性质, 还具有非常

强的抗氧化活性, 虾青素的抗氧化活性是叶黄素、玉米黄

质及 β-胡萝卜素的 10 倍, 是维生素 E 的 100 倍, 因此被授

予“超级维生素 E”的称号[2]。虾青素作为一种强的抗氧化

剂不仅可以防止光老化、修复皮肤[3,4]、增强免疫力、预防

心脑血管疾病等, 还可以作为食品着色剂和抗氧化剂 [5], 
因此深受国内外食品、医药、化妆品等行业的关注。 

本文对不同来源虾青素的结构及应用、提取纯化、检

测方法进行了综述, 以期为不同来源虾青素的提取和检测

提供依据。 

2  虾青素 

2.1  虾青素的结构及存在形式 

虾青素结构中的碳骨架是由中央多聚烯链和位于两 

侧的芳香环组成, 而且每个芳香环上各有１个羟基和１个

酮基[6], 虾青素的光学异构体见图 1。在虾青素 3 和 3′位置

各有 1个手性中心, 每个手性中心能够形成S或R结构, 因
此可以形成 3 种光学异构体即 3S,3′S, 3R,3′R, 和 3S,3′R。

不同来源虾青素的光学异构体比例不同。 
虾青素结构中含有 11 个共轭双键和两个 β-紫罗兰酮

环, 其中 C=C 双键连接的基团排列方式多样, 因此具有多

种顺式异构体和旋光异构体[7]。如图 2 所示, 合成虾青素

和天然虾青素的几何异构体大多为全 E 结构[8], 也存在其

他顺式异构体: 9-Z、13-Z、15-Z。虾青素两端的羟基性质

极其活泼, 容易与脂肪酸结合形成虾青素酯。根据结合的

脂肪酸个数可以分为: 虾青素单酯、虾青素双酯。 
综上所述 , 虾青素根据其光学异构体、几何异构

体、酯化程度和酯化与否可分为很多种。不同来源虾青

素存在形式多样 , 雨生红球藻主要以 3S,3′S 结构存在 , 
其所含虾青素均以酯化的形式存在, 并以单酯占多数 [9], 
南极磷虾主要以 3R,3′R 型存在, 且大多以虾青素酯的形

式存在[10]。红发夫酵母以酯化的 3R,3′R 结构存在, 人工

合成虾青素异构体的 3R,3′R 3R, 3∶ ′S 3S,3∶ ′S 比例为

1 2 1∶ ∶ [11]。 

 
 

图 1  虾青素的光学异构体 
Fig.1  Structure of astaxanthin stereoisomers 
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图 2  虾青素的几何异构体 
Fig.2  Structure of astaxanthin geometric isomers 

 
 

2.2  虾青素天然来源 

天然虾青素按来源可分为微生物来源、天然藻源和各

种水产动物: (1)微生物来源的虾青素主要来自红发夫酵母; 
(2)天然藻源的虾青素主要来自雨生红球藻, 它被公认为天

然虾青素的最好生物来源[12]; (3)水产甲壳类动物如各种

虾、蟹中, 三文鱼、鲑鱼等鱼类以含有虾青素的小虾等水

生生物为食, 而使鱼肉呈现橘红色或粉红色。 

2.3  虾青素的生物活性及应用 

虾青素除了可以作为食品着色剂还具有抗氧化 , 
抗癌, 抑制肾、肝等的纤维化等功能。虾青素是迄今为

止人类发现自然界最强的抗氧化剂, 可清除紫外线照射

产生的自由基 , 降低光化学对生物体造成的伤害 , 阻止

皮肤的光老化, 其抗氧化活性是维生素 E 的 100 倍, 因
此被授予“超级维生素 E”的称号。Qian 等 [13]研究发现, 
虾青素能抑制食管鳞状细胞癌; Liu 等 [14]研究发现虾青

素的立体异构体能抑制人结肠癌细胞生长[15]。Xie 等 [15]

利用虾青素来抑制人肾的纤维化; Maezawa 等 [16]研究发

现补充虾青素能抑制由氧化应激减弱固定化诱导的骨

骼肌纤维化。因此, 虾青素在食品、医药、化妆品等行

业具有广泛的应用前景。 

3  不同来源虾青素的提取方法 

虾青素的提取方法包括: 有机溶剂法、超临界 CO2 萃

取法、微波萃取法、碱提法、酶法。 
雨生红球藻和红发夫酵母是自然界中生产天然虾青

素的很好来源, 但由于它们细胞壁较厚, 不仅加大了从中

提取虾青素的难度, 而且降低了虾青素的生物利用度, 因
此在提取虾青素之前需对此进行破壁处理, 破壁效果的好

坏直接影响到虾青素提取量的多少。 

3.1  破壁方法 

常用的虾青素破壁方法有: 机械破壁、生物酶解破壁

和化学破壁等。 
3.1.1  机械破壁法 

机械破壁法包括: 研磨法、高压均质法、超声波法、

冻融温差法等, 前 2 种方法不仅在实验室被广泛采用, 由
于其操作简便 , 也比较适合在工业生产中应用 , 但在破

碎过程中易引起局部高温而导致虾青素氧化损失。周湘

池等[17]对匀浆法、冻融温差法、直接研磨法、超声波法和

低温研磨法进行了比较, 考察了破壁方法对雨生红球藻中

虾青素提取率的影响, 认为液氮低温研磨法是雨生红球藻

的较理想的破壁方法。欧阳琴等[18]考察了高压均质、超声
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波法和冻融温差法等破壁方法对破壁率和虾青素提取率的

影响, 认为高压均质法最适合雨生红球藻中虾青素的破壁

提取。欧阳琴等[18]另有研究发现超声波能有效破除溶质中

的细胞壁, 但随着超声波作用强度和作用时间的增加, 空
化作用产生的强氧化性自由基増多, 从而导致虾青素的提

取率下降, 此法在实验室规模应用较普遍, 处理少量样品

时操作简便。 
3.1.2  生物酶解破壁法 

酶解提取法具有反应温度温和、污染少等方面的优点, 
适合绿色工业化生产。但其耗时较长, 容易造成虾青素及

其他类胡萝卜素的降解。蜗牛酶为细胞破壁的常用酶, 属
于混合酶, 包括纤维素酶、果胶酶、淀粉酶、蛋白酶等 20
多种酶。张睿钦[19]采用 1%的蜗牛酶对雨生红球藻厚壁孢

子进行了破壁研究, 37 ℃酶解 5 h 后破壁率几乎为 0, 认为

是由于其孢子壁厚且结构紧密, 难被蜗牛酶分解。此外, 
酶法破壁后还会增加后续分离的难度。周锦珂等[20]利用纤

维素酶催化分解破坏雨生红球藻细胞壁结构, 然后采用乙

醇萃取虾青素。结果表明, 酶解提取法的最佳工艺条件为: 
pH 值设为 4.5、酶解温度为 45 ℃、酶的添加量为 1.5%、

酶解时间为 15 h。该条件下虾青素的提取率为 94.6%, 比
直接采用乙醇提取的方法高 61.5%。Zhao 等[21]比较了经纤

维素酶和果胶酶预处理后的雨生红球藻的虾青素分离产

率。研究发现, 果胶酶预处理后的雨生红球藻中虾青素的

释放率显著高于纤维素酶(P<0.05), 酶水解时间也较短。在

溶酶系统中, 产物抑制是一个不容忽视的问题, 比如甘露

糖对蛋白酶有抑制作用, 葡萄糖抑制葡聚糖酶。产物抑制

可能是导致胞内物质释放率低的一个重要因素, 所以今后

的研究中, 解决这一问题也将是使酶法破壁提取虾青素运

用于工业生产的关键之一。 
3.1.3  化学破壁法 

酸解和碱解也用于雨生红球藻的破壁处理, 破壁效

果较好且成本低廉, 但会存在溶剂残留毒性, 且在一定程

度上引起类胡萝卜素的降解。任晓丽等[22]探讨了不同破壁

方法对雨生红球藻中虾青素提取的影响, 结果表明, 酸解

和酶解处理能够显著提高类胡萝卜素的提取效率, 且碱解

处理能水解酯化虾青素, 使得游离虾青素含量显著提高, 
同时细胞内的甘油三酯也发生明显降解。倪辉等[23]从酸的

种类、酸的浓度、液料比、破壁温度及时间等方面来评价

酸法破壁在红发夫酵母虾青素提取中的应用价值, 结果表

明, 乳酸比盐酸和醋酸更适合用于红发夫酵母的破壁处理; 
酸的浓度、破壁温度等因素对虾青素的提取得率影响较大, 
而酸处理时间和液料比对虾青素的提取得率影响不大。卢宝

驹等[24]研究在高温湿热条件下, 低浓度盐酸对红发夫酵母

破壁而提取其胞内虾青素的工艺, 研究发现在饱和蒸汽压

0.1 MPa (121 ℃), 盐酸浓度 0.5 mol/L, 液料比(V/W)30 mL/g, 
破壁时间 2 min 条件下, 虾青素的提取率为(84.8±3.2)%。 

二甲基亚砜是一种既溶于水又溶于有机溶剂的极性

溶剂, 是一种良好的渗透增强剂, 也常用于红发夫酵母的

破壁处理。由于红发夫酵母的细胞壁由糖蛋白等成分组成, 
且有研究发现二甲基亚砜可以进入细胞使溶于其中的蛋白

变性[25], 因此二甲基亚砜可以使红发夫酵母的细胞壁结构

遭到破坏, 将虾青素很好地溶解出来。另外, 二甲基亚砜

破壁对虾青素的结构破坏极小[26]。黄莹等和张琇等都利用

二甲基亚砜对红酵母破壁实验, 结果表明, 其破壁效果好, 
对虾青素本身的破坏作用较小[26,27]。化学破壁法由于存在

溶剂残留问题, 提取出来的虾青素很难应用于食品及医药

工业中。 
3.1.4  破壁新技术 

目前, 已经开发了各种现代提取方法用于提取活性

组分, 例如脉冲电场(pulsed electric field, PEF)、高压微流

化(high-pressure microfluidisation, HPMF)、离子液体(ionic 
liquids, ILs)等新兴技术。PEF 的应用可能通过细胞膜的瞬

时透化和细胞区室之间带电物质的电泳运动而对细胞造成

致命性损伤或诱导亚致死应激。已有一些学者研究利用

PEF 从微藻中提取不同有价值化合物。HPMF 是一种新兴

技术, 用于乳状液的高速冲击、强剪切、瞬时压降、高频

振动、气蚀和超高压(高达 200 Mpa), 大分子的改性和生物

活性成分的提取[28]。与传统的高压均质相比, HPMF 具有

不同的阀, 腔室设计和更高的工作压力。ILs 由松散保持的

阳离子和阴离子组成, 其特征在于可忽略的蒸气压、低熔

融温度、优异的热稳定性和化学稳定性。此外, 由于其溶

解纤维素的高容量, Choi 等[29]研究了离子液体混合物对小

球藻脂质提取的影响, 结果表明, ILs 是一种可用于回收小

球藻中脂质和蛋白质的新型细胞破碎技术。Aadil 等[30]比

较了从雨生红球藻中提取虾青素的细胞壁破坏的各种技术

PEF, 超声(ultrasound, US)、HPMF、HCl 和 ILs 的效率。

结果表明, ILs、HCl 和 HPMF 处理对细胞破坏最有效, 虾
青素提取率超过 80%, PEF 和 US 对细胞壁的破坏效率较

低。与传统破壁技术相比, PEF、HPMF 和 ILs 等新兴破壁

技术, 对虾青素影响较小, 实验过程中所用溶剂较少, 耗
时短、节能环保。 

3.2  虾青素的提取方法 

3.2.1  溶剂提取 
虾青素为脂溶性色素, 溶剂的选择既要考虑到虾青

素的溶解度, 又要考虑它的极性, 极性太弱不利于溶剂向

细胞内渗透。常用的有机溶剂有二氯甲烷、氯仿、二甲基

亚砜、甲醇、丙酮等。当单一溶剂提取效果不理想时, 几
种溶剂联合使用可以增大提取效率。邢涛等[31]从雨生红球

藻中提取虾青素, 最佳工艺为: 以乙酸乙酯作为提取溶剂, 
料液比为 1 10∶ , 在 45 ℃下提取 180 min, 虾青素得率为

98.51%。华晓曼等[32]从红发夫酵母中提取虾青素, 以二甲

基亚砜为提取溶剂, 在浸提温度 40 ℃条件下, 浸提 30 min, 



1418 食 品 安 全 质 量 检 测 学 报 第 11 卷 
 
 
 
 
 

虾青素提取量最大。张晓燕等[33]以二氯甲烷为提取溶剂提

取南极磷虾壳中的虾青素 , 最佳工艺条件是料液比为

1:5(g /mL)、提取温度为 30 ℃、提取时间为 7 h, 提取级数

为 2 级。溶剂直接萃取的效果较好, 但提取时间长, 需要

加以辅助技术, 常与超声波萃取、超高压萃取、微波萃取

等方法联用以提高萃取效率。然而丙酮和其他有机溶剂具

有较低的沸点, 挥发性和中等毒性, 这可能在食品加工过

程中同时引起安全和健康问题。 
除了采用有机溶剂提取之外, 近来有学者利用可切

换的溶剂来从雨生红球藻中提取虾青素。可切换的溶剂是

可以转换亲水亲油特性的一种特殊液体, 在通入或者去除

二氧化碳(即用低热量、惰性气体鼓泡)的情况下可逆地从

一种形式切换到另一种形式 , 包括可转换亲水性溶剂

(switchable hydrophilicity solvents, SHS)和可转换极性溶剂

(switchable polar solvents, SPS), 它们不挥发且不易燃, 从
而避免溶剂回收过程中的挥发或蒸馏。SHS 与水的混溶性

是完全可逆的。Huang 等[34]通过利用一种 SHS: 二甲基氨

基环己烷, 建立了从湿雨生红球藻中提取虾青素的新方法, 
提取效率达到 87.2%。史博文等[35]采用单因素以及正交试

验优化了利用 SHS: 二甲基氨基环己烷, 从雨生红球藻中

提取虾青素的工艺, 在提取温度 35 ℃, 提取时间 24 h, 提
取料液比 1:20 g/mL条件下, 虾青素提取率最高, 达到氯仿

-甲醇提取的总虾青素含量的 85.48%。采用可切换的溶剂

提取虾青素无需使用其他破坏细胞的试剂或高能耗设备, 
且溶剂系统通过除去 CO2 进行再循环利用, 节能环保。 

超分子溶剂萃取最近也被开发应用于雨生红球藻中

虾青素的提取工艺中。超分子溶剂(supramolecular solvent, 
SUPRAS)由两亲性的纳米结构液体(例如, 羧酸, 烷醇, 烷
基硫酸盐和烷基酚)制成。其作为虾青素转移液相载体, 具
有多种功能, 即提取、封装和稳定化。最近有研究表明与

超临界流体萃取(supercritical fluid extraction, SFE)相比 , 
采用 SUPRAS 和纳米结构脂质载体(nanostructured lipid 
carriers, NLC)组合(称为 SUPRAS-NLC)从雨生红球藻中提

取虾青素更高效。使用 SUPRAS-NLC 回收的虾青素产量

为(71±4)%。此外, 这些 SUPRAS-NLCs 溶剂能够保持虾青

素的抗氧化活性, 并在 4 ℃下稳定长达 180 d[36]。 
3.2.2  超临界 CO2 辅助提取 

把气体压缩到临界点以上, 使之成为超临界状态, 此
流体对溶质的溶解能力就会大大增强。超临界萃取

(supercritical fluid extraction, SCF)技术就是利用超临界状

态下的 CO2 具有气体和液体的双重特性, 通过改变温度和

压力来调整流体的性质, 从而对样品中的目标物质进行萃

取的方法。有学者发现在研究液体或固体物质在超临界流

体中的溶解度时发现, 如果向纯溶质和超临界 CO2 所组成

的二元体系中加入第 3 组分即夹带剂, 结果可以改变原来

溶质的溶解度, 从而获得更好的提取效果。 

邹书慧[37]探究了超临界 CO2 流体萃取中夹带剂、萃

取温度、萃取压力、分离温度及分离压力几个因素对雨生

红球藻中虾青素萃取的影响, 并通过单因素实验确定了虾

青素最佳提取工艺条件: 萃取压力为 35 MPa, 萃取温度为

35 ℃, 夹带剂为等体积混合的甲醇与丙酮溶液, 分离釜的

压力为 5 MPa, 温度为 25 ℃。翁婷等[38]从萃取温度、萃取

压力和夹带剂用量优化了超临界 CO2萃取南极磷虾中虾青

素的工艺条件。Krichnavaruk 等 [39], 以 70 ℃, 40 MPa,     
3 mL/min, 在无夹带剂的条件下提取雨生红球藻中的虾青

素, 提取率为(25.40±0.79)%, 而在 10%大豆油做夹带剂, 
最高提取率达到(36.36±0.79)%。此外, 选用了橄榄油、大

豆油和乙醇 3 种不同的夹带剂进行实验, 结果显示添加

10%橄榄油作夹带剂的提取率最高。Cheng 等[40]在微流体反

应器中用低压超临界 CO2 法提取破碎的雨生红球藻中的虾

青素, 并通过光学通道实时监控萃取过程, 发现使用橄榄油

和乙醇助溶剂, 在8 MPa下以30 s的速度可以完成近乎完全

(约 98%)的虾青素的提取比未使用助溶剂要快 1800 倍。 
3.2.3  负压空化法 

采用负压手段产生气流形成气泡, 在气液固三相中

强化传质的方法叫负压空化法。其原理是利用负压空化气

泡产生强烈的空化效应和机械振动, 造成目标物颗粒细胞

壁快速破裂, 胞内物质被释放; 同时负压空化效应使细胞

膜和细胞壁的通透性加大, 提取溶剂得以瞬间进入, 大大

促进胞内物质向介质释放、扩散和溶解过程, 从而使提取

过程在极短时间内完成, 是一种全新的提取方法, 可在不

破碎细胞的前提下, 一部完成虾青素的提取。 
刘莉娜[41]首次运用负压空化提取法成功解决了红发

夫酵母鲜物料在不破碎细胞壁的前提下进行提取的难题, 
大大降低了生产成本, 简化了生产工艺。徐竞等[42]通过正

交试验确定了负压空化法提取虾壳中虾青素的最佳工艺参

数: 提取溶剂是浓度 80%的乙醇溶液, 提取时间为 35 min, 
料液比为 1:20, 通气量为 0.2 m3·h-1。 
3.2.4  微波辅助提取法 

微波辅助提取法是利用微波能进行物质萃取的一种

新发展起来的技术, 是使用适合的溶剂在微波反应器中从

天然植物、矿物或动物组织中提取各种化学成分的技术和

方法。微波可以使强极性分子溶剂产生瞬间极化, 并以一

定的频率做极性变换运动, 使细胞破裂, 从而使虾青素快

速溶解出来。该方法快速高效、工艺简单、节省投资, 可
用于工业化生产。肖小华等[43]以水产品中的虾为原料, 研
究不同微波辅助萃取(microwave-assisted extraction, MAE)
条件对虾青素萃取率的影响, 结果表明, 萃取温度、萃取

时间和萃取溶剂对萃取效果影响较大; 萃取温度既影响虾

青素的萃取速率, 也对其分解速率有明显影响。赵晓燕等
[44]用变频微波法辅助萃取雨生红球藻中虾青素, 实验最优

条件为以混合有机溶剂为提取剂, 液料比为 200:1、提取温



第 5 期 高  岩, 等: 不同来源虾青素提取、纯化及定量检测方法的研究进展 1419 
 
 
 
 
 

度为 45 ℃, 提取 20 min, 在此条件下, 虾青素提取率为

36.88%。 
3.2.5  超声波辅助提取法 

超声波辅助提取的基本原理是利用超声波产生的空

化、振动、粉碎、搅拌等综合效应, 造成细胞壁快速破裂, 
达到提取细胞内容物的过程。该方法可以缩短提取时间和

有效提高效率。齐计英等[45]采用响应面法优化雨生红球藻

虾青素的超声提取工艺 , 最佳工艺条件为超声功率 200 
W、时间 30 min、超声提取温度 25 ℃, 在此条件下提取率

可达 1.045%, 与预测值 1.05%相近。徐煜等[46]优化了雨生

红球藻中虾青素萃取工艺条件, 确定了超声波辅助提取虾

青素的最佳工艺参数: 料液比 1:377, 超声时间 5.19 min, 
超声波功率为 145 W, 虾青素含量实际测定值为 2.896%, 
与预测值为 2.931%相近, 在该条件下, 雨生红球藻虾青素

含量明显提高。 
3.2.6  其他方法 

尽管有机溶剂提取、超临界 CO2 辅助提取、负压空化

等方法提取虾青素具有较高的提取率, 但由于酸碱、有机

溶剂的残留, 限制了虾青素在食品, 添加剂和药物等领域

中的应用。因此, 开发使用无毒溶剂有效提取虾青素是有

必要的。最近有学者利用液体双相浮选 (liquid biphase 
flotation, LBF)系统从雨生红球藻中提取虾青素。LBF 是一

种气泡辅助分离系统, 结合了溶剂升华和液体双相系统的

工作原理。液体双相系统由 2 个水相组成, 通过将目标化

合物选择性吸附在气泡(例如氮气或氧气)上, 从而将目标

化合物由一个相(例如, 富盐底部相)提取到另一相(例如, 
有机溶剂相)中[47]。其中, 目标化合物在气泡上的吸附是基

于化合物的表面活性和气泡的界面特性。Khooa 等[48]选用

食品级的 2-丙醇和(NH4)2SO4 组成 LBF 系统, 从雨生红球

藻中提取虾青素, 提取效率为(99.84±0.05)%。该方法经济

有效、具有大规模提取天然虾青素的可行性且采用食品级

原料, 可提高环境安全性及其在食品、制药和化妆品行业

中的应用。 

3.3  虾青素的分离纯化方法 

经初步提取后的虾青素提取物含有低极性脂质、糖

脂、有机酸碱或无机盐等多种杂质, 这些杂质不仅会影响

虾青素的稳定性和色度, 也会对虾青素的分析检测造成干

扰。纯化的目的就是将这些杂质去除, 使目标产物纯度最

大化。目前常用的纯化方法有: 薄层层析法、柱层析法及

高效液相色谱法。 
3.3.1  薄层层析法 

薄层层析法是以涂布于支持板上的支持物作为固定

相, 以合适的溶剂为流动相, 对混合样品进行定性与定量

分析、分离和鉴定的一种层析分离技术。在分析虾青素类

化合物的过程中, 通常以硅胶和氧化铝作为固定相, 以石

油醚、正己烷及丙酮等作为展开剂, 可快速实现游离虾青

素和虾青素单、双酯间的分离。丛心缘等[49]通过考察 11
种展开剂体系对不同形态虾青素的分离效果, 发现 V(正己

烷):V(丙酮):V(乙酸)=8:2:0.2 作为展开剂时, 分离的虾青素

双酯、单酯及游离虾青素比移值(retention factor value, Rf)
值分别为: 0.86、0.70、0.47。 
3.3.2  柱层析法 

柱层析技术又称为柱色谱技术, 主要原理是根据样

品混合物中各组分在固定相和流动相中分配系数不同, 经
多次反复分配将组分分离开来。与其他纯化方法相比, 该
方法操作简单、设备成本低廉, 分离纯化程度高。由于虾

青素属于弱极性化合物, 与脂肪酸结合后的虾青素酯极性

更小, 因此多采用硅胶为固定相, 以石油醚-乙酸乙酯或石

油醚-丙酮作为洗脱体系, 分离极性存在差异的游离虾青

素、虾青素单酯和虾青素双酯。杨磊等[50]采用连续中压硅

胶柱层析纯化虾青素含量高于 20%的红发夫酵母, 分离工

艺条件为: 不锈钢中压层析柱装填 120~160 μm 层析硅胶, 
以石油醚:1,2-二氯乙烷:丙酮(体积比)为 5:2.5:1 作洗脱剂, 
负载量为 1:7, 可以得到纯度大于 97%的虾青素产品, 平均

回收率大于 60%。连续中压硅胶柱层析法与传统常压硅胶

柱层析法相比, 有以下优点: 溶剂用量少、层析填料价格

低、生产周期短、分离效果好宜于实现连续工业化生产。 
3.3.3  高效液相色谱法 

高效液相色谱法是用高压输液泵将具有不同极性的

单一溶剂或不同比例的混合溶剂、缓冲液等流动相泵入装

有固定相的色谱柱, 经进样阀注入待测样品, 由流动相带

入柱内, 在柱内各成分被分离后, 依次进入检测器进行检

测, 从而实现对试样的分析。反相-高效液相色谱法目前已

经成为虾青素类化合物和类胡萝卜素分离必须使用的方法

之一。其常以 C18 柱或 C30 柱作为固定相, 由于虾青素和虾

青素酯是一系列极性相近的疏水性化合物, 因此疏水性较

强的 C30 柱更能与虾青素类化合物有较强的相互作用, 分
离虾青素酯效果更好。流动相常为甲醇-乙腈体系、甲醇-
叔丁基甲醚体系等, 需要时常常加少量的酸或碱来改善峰

的对称性。孙伟红等[51]将南极磷虾及其制品提取液皂化后, 
采用 YMC-Carotenoid C30 色谱柱(250 mm×4.6 mm, 5 μm,)
分离, 经甲醇、叔丁基甲基醚和 1%磷酸水溶液为流动相进

行高效液相色谱法分析。 
制备高效液相色谱法分离纯化虾青素是在传统的分

析型高效液相色谱法的基础上发展起来的一种高效分离纯

化技术, 该方法因简单易行、经济快速及纯度高等优势, 
是制备天然产物的重要手段, 广泛应用于多种物质单体标

准品的制备。杨成等[7]采用 Kinetex C18 半制备柱(5 μm,  
250 mm × 10 mm), 以水-甲酸和乙腈-甲酸为流动相, 通过

半制备高效液相色谱仪来分离纯化不同虾青素异构体, 纯
化所得全反式虾青素的纯度为 92.9%, 9 顺-虾青素的纯度

达 95.3%, 而 13 顺-虾青素的纯度达 91.8%。Yuan 和 Chen
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等[52]采用半制备高效液相色谱法从 1 g 干的雨生红球藻细

胞中得到 32.2 mg 反式-虾青素。 

4  虾青素的定量检测方法 

目前虾青素的检测方法有紫外-可见光分光光度法

(ultraviolet-visible spectrophotometry, UV)、薄层色谱法(thin 
layer chromatography, TLC) 、 高 效 液 相 色 谱 法 (high 
performance liquid chromatography, HPLC)及高效液相色谱

-质谱法 (high performance liquid chromatography-tandem 
mass spectrometry, LC-MS)。 

4.1  紫外-可见分光光度法 

紫外-可见分光光度法是在 190~800 nm波长范围内测

定物质的吸光度, 用于鉴别、杂质检查和定量测定的方法。

定量时, 在最大吸收波长处测量一定浓度样品溶液的吸光

度, 并与一定浓度的标准品溶液的吸光度进行比较或采用

吸收系数法求算出样品溶液的浓度。由于虾青素类化合物

在可见光区域内具有特征吸收, 因此可采用 UV 法定量。

该方法简单快速、适用范围广、成本低, 但也存在一定的

缺点。用分光光度法测定的虾青素含量要比高效液相色谱

法偏高, 原因是: 除了虾青素之外, 其他类胡萝卜素如叶

黄素、角黄素和 ß-胡萝卜素也可能被认为是虾青素。甚至, 
叶绿素和一些没有任何健康益处的虾青素降解产物也被误

包含在虾青素中, 有学者发现通过分光光度法测定的虾青

素含量可夸大 20%~30%[53]。Li 等[54]测定雨生红球藻粗提

物中虾青素的最佳工作波长, 研究发现在 530 nm 处的吸

光度和虾青素含量之间存在良好的线性关系, 且在此工作

波长下, 可以避免叶绿素和其他类胡萝卜素的影响, 也可

以避免其他未知的干扰。因此, 在 530 nm 处时的测量值更

接近样品中真实虾青素的含量。 

4.2  薄层色谱法 

薄层色谱法不仅可以用来分离纯化虾青素类化合物, 
还可以结合扫描分析来对虾青素进行定量。Huang 等[55]采

用 高 效 薄 层 色 谱 法 (high performance thin layer 
chromatography, HPTLC), 来测定南极磷虾油中虾青素含

量。本研究以正己烷:丙酮(7:2, V:V)为流动相, 高性能硅胶

为固定相, 该硅胶可在 10 min内完成HPTLC分离, 并结合

TLC 扫描仪进行光密度分析, 虾青素回收率为 98.53%。 

4.3  高效液相色谱法 

目前, 采用高效液相色谱法对虾青素定量研究较多, 
大多数通过将样品的虾青素及虾青素酯提取液皂化后, 采
用 C18 或 C30 柱及以甲醇/水或甲醇/乙腈体系为流动相进行

液相分析, 并通过外标法对虾青素定量计算。孙伟红等[51]

建立一种准确测定南极磷虾及其制品中虾青素含量的高效

液相色谱方法。首先将样品经无水 MgSO4 去除水分, 以丙

酮作为提取溶剂, 在虾青素类化合物提取液中加 N-丙基乙

二胺填料分散固相萃取净化, 经 NaOH-甲醇溶液皂化后, 
以 YMC-Carotenoid C30 为色谱柱, 经甲醇、叔丁基甲基醚

和 1%磷酸水溶液的流动相进行梯度洗脱, 紫外检测器测

定。该方法操作简便、准确度高。高洁等[56]建立了一种应

用 Asta-E-H 脂肪酶定量检测雨生红球藻萃取物中虾青素

的方法。首先将样品提取物经新型脂肪酶 Asta-E-H 催化水

解后, 再采用外标法在 C30-HPLC 上对游离态虾青素进行

定量。该方法重复性好、灵敏度和回收率高、反应副产物(如
虾红素和顺式异构体)少。陈伟珠等[57]建立虾青素含量测定

的高效液相色谱-光电二极管阵列法。以 Purospher STAR 
RP 18 (4.6 mm×250 mm, 5 μm)为色谱柱, 甲醇–水( 体积比

为 95 5) ∶ 为流动相, 光电二级管阵列检测器鉴定。 

4.4  高效液相色谱-质谱联用法 

LC-MS 是在高效液相色谱的基础上连接一个质谱的

检测方法。该技术结合了液相色谱的分离能力和质谱的高

特异性检测的优点。质谱是一种测量离子质荷比的仪器, 
其基本原理是各组分在离子源中生成不同质荷比的带正电

荷或者负电荷的离子。经电场的加速作用, 形成离子束, 
在质量分析器中将生成的离子按照不同的质荷比分开测定

其质量, 从而确定物质组成。 
自然界中虾青素更多以酯的形式存在, 液相色谱法

不能完全分辨虾青素酯的分子种组成, 进而无法深入了解

不同物种的虾青素酯的异同。Grynbaum 和 Takaichi 等[58,59]

利用 LC-MS 技术鉴定了虾和微藻中的虾青素酯, 但由于

仪器的局限性, 仅能检测出几种含量较高的虾青素酯。随

着检测技术的进步 , 质谱的精密度更高 , 发现的虾青素

酯的种类越来越多。Holtin 等[60]利用 LC-MS 技术从雨生

红球藻中鉴定出 8 种虾青素单酯和 3 种虾青素双酯。丛

心缘等 [49]建立了南极磷虾中游离虾青素及虾青素酯的高

效液相色谱-高分辨质谱分析方法, 从南极磷虾鉴定出 9 种

虾青素单酯和 18 种虾青素双酯, 比前人研究的南极磷虾

中虾青素酯种类更丰富, 并利用峰面积对虾青素单酯及虾

青素双酯进行相对百分含量定量。 

5  结  论 

虾青素在食品、医药及化妆品行业具有广泛的应用前

景, 优化和改进虾青素的提取和定量检测方法十分必要。

目前在虾青素提取和检测方面还存在很多困难与挑战, 比
如在破壁方面, 传统破壁方法——机械破壁法简单易行, 
高压均质法和低温研磨法对雨生红球藻的破壁率和提取率

较高, 但耗时长、 耗能多; 酶解法反应温和、污染少, 适
用于绿色化工业生产, 但其存在产物抑制问题; 酸解和碱

解成本低廉、破壁效果好但存在溶剂残留且在一定程度上

会引起虾青素及其他类胡萝卜素的降解。然而新兴的几种
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破壁新技术: PEF、HPMF 和 ILs 耗时短、 节能环保、 对
虾青素影响小。在提取时, 常常用有机溶剂提取法, 该方

法存在溶剂残留问题, 限制了其在食品和医药行业的应用; 
超临界 CO2 提取法具有环保节能、高效等优势, 但主要适

用于实验室研究, 在工业应用方面的研究有待改进。然而, 
近来有学者开发利用可切换的溶剂、超分子溶剂等多功能

绿色溶剂来从雨生红球藻中提取虾青素, 无需使用高能设

备, 节能环保; 另有学者利用液体双相浮选系统从雨生红

球藻中提取虾青素, 该方法经济有效、可大规模使用且采

用食品级原料, 可提高环境安全性及其在食品, 制药和化

妆品行业中的应用。在纯化方面, 薄层色谱法和高效液相

色谱法仅适用于实验室的少量制备; 而连续中压硅胶柱层

析法溶剂用量少、分离效果好宜于实现连续工业化生产, 
但纯度较低, 因此进一步开发大批量制备纯化纯度较高的

虾青素的方法是有重大意义的。在检测方面, UV 法和薄层

色谱法定量不准, LC-MS 法对人员和设备要求比较高, 而
HPLC-UV 法是目前常用的检测方法, 其能分离虾青素的

多种几何异构体 , 可以比较准确的对虾青素进行定量分

析。随着虾青素提取和检测技术的成熟, 关于虾青素结构

的分析会越来越多, 可以更加全面地了解虾青素使其更好

地应用于生产和生活中。 
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