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摘 要:比较了不同提取方法: 水溶法、冻融法、组织研磨法、机械搅拌法、超声波辅助法对条斑紫菜藻红蛋白提取效果

的影响。首次将超微粉碎与超声波辅助提取法结合提取藻红蛋白，以条斑紫菜中藻红蛋白的得率和纯度为指标，并优

化得到最佳的工艺条件: 超声波功率为 500W，时间为 5min，料液比为 1∶50，提取 3 次，操作参数超声时间为 3s，间隙为

3s。在此条件下藻红蛋白得率为 45.73mg /g，纯度为 0.368，提取率为 90.2%，该方法大大提高了得率并缩短操作时间，

同时荧光特性分析验证此方法获得的藻红蛋白具有较高的活性。
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藻红蛋白( phycoerythrin，PE) 在条斑紫菜中含量

较高，可达干重的 2.43%。藻红蛋白目前主要运用

于免疫荧光检测，藻红蛋白及其探针售价高达 50～
120 美元 /mg。研究表明藻红蛋白还具有降血糖、抗

肿瘤、抗氧化、抗衰老、抗炎、抗病毒及增强免疫力等

作用，但研究有待进一步深入
［1－5］。条斑紫菜中藻红

蛋白的提取方法很多，由于其具有生物活性，故大多

采用温和的水溶液浸提法保证性质和纯度。藻红蛋

白属于胞内蛋白，并且具有韧性细胞壁结构，许多现

采用的提取方法提取率较低( 如水溶胀法) 、处理时

间长、提取不完全，造成了资源的浪费; 实验操作重

复性差( 如研磨法) ，不能获得稳定均一的提取效率。
脉冲超声波得率较高，但已有报道中处理时间较长，

肖海芳
［6］

等使用脉冲超声波辅助水提取 85min，得到

藻红蛋白的得率为 3.249%，纯度为 0.365; 朱晓君
［7］

等使用上述方法提取时间为 60min，藻胆蛋白得率为

1.2%，藻红蛋白纯度为 0.356。超微粉碎是 20 世纪

80 年代迅速发展起来的一项高新技术，能够在较短

的时间内将大块物料直接粉碎成为粒度均匀的超微

粉体，形成超微粉体后比表面积增大，具有良好的溶

解性、分散性、吸附性、化学反应活性等
［8］。目前使用

超微粉碎处理条斑紫菜干粉进行藻红蛋白提取还未

见报道。研究选用超微粉碎与超声辅助提取相结合

的方法提取条斑紫菜藻红蛋白，以期获得更高的得

率及更稳定的实验结果。藻红蛋白的荧光性是衡量

藻红蛋白活性的重要指标，本文通过荧光性考察超

声波对藻红蛋白提取的效果。

1 材料与方法

1.1 材料与仪器

干条斑紫菜 南通，由南通新浪有限公司提供。
HT－500 多功能超微粉碎机 郑州华通机械厂;

JYD－900L 超声波细胞破碎仪 上海安亭科学仪器
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厂; UV2000 紫外可见分光光度计 上海尤尼柯仪器

有限公司; F－7000 荧光分光光度计 日本日立公

司; JA103 电子天平 上海精科天平厂; 5804R 台式

高速冷冻离心机 德国 eppendorf; DL－5 低速大容量

离心机 上海之信仪器有限公司

1.2 实验方法

1.2.1 原料预处理 紫菜干粉为干条斑紫菜磨碎过

60 目( 100 目) 筛，超微粉为干紫菜经超微粉碎后过

200 目筛，密封避光，储存于 4℃干燥环境内。
1.2.2 测定方法 藻红蛋白纯度的计算根据参考文

献
［7］。提取紫菜藻红蛋白上清液，记录藻红蛋白在可

见光区的最大吸收值 OD565nm 与总蛋白质的吸收值

OD280nm，用其比值即 OD565nm /OD280nm来表示纯度。
藻红蛋白得率计算方法按参考文献［8］。已知

1%的 R－藻红蛋白( 经荧光特性分析，所得提取物为

R－藻红蛋白，见 2.4) 在 565nm 处的吸光值为 8.150，

光程 长 度 为 1cm。因 此 根 据 郎 伯－ 比 耳 定 律，由

565nm 处的吸光度可以计算出藻红蛋白的浓度，再

乘以稀释倍数及体积，除以紫菜的干重，即可计算出

得率。
朗伯－比尔定律数学表达式:

A = lg( 1 /T) = Kbc c = A /Kb
式中: A 为吸光度; T 为透射比，是透射光强度比

上入射光强度; c 为藻红蛋白的浓度 ( mg /mL) ; b 为

吸收层厚度 ( cm) ; K 为藻红蛋白在 λ = 565nm 处的

吸光系数 8.15mL /mg·cm。

藻红蛋白得率( mg /g) = A /Kb × v × n
M

式中: v 为 初 提 液 体 积 ( mL ) ; n 为 稀 释 倍 数;

M 为紫菜质量( g) 。
1.2.3 提取方法

1.2.3.1 条斑紫菜中藻红蛋白总含量的测定方法

采用减量法分别准确称取条斑紫菜干粉 0.200g，转移

到 5 支干净的预冷的 10mL 匀浆器中，分别加入 4mL
预冷蒸馏水进行匀浆 0.5、1、1.5、2、2.5h，并把提取液

及渣全部转入至 10mL 离心管中，用 6mL 蒸馏水分两

次清洗匀浆器，也转入离心管中，在 4℃以 10000r /min
冷冻离心 10min。分离出上清液分别转入对应比色

管中。取 4mL 蒸馏水对沉淀再次进行匀浆，时间为

0.5h，重复上述步骤反复匀浆两次，合并各提取液到

对应比色管，混匀后分别在 565、280nm 测定吸光度

值，计算藻红蛋白得率与纯度。比较不同匀浆时间

长短对藻红蛋白提取量的影响，匀浆过程全部在冰

浴中进行。重复操作 5 次以上，误差小于 5mg /g，实

验结果取平均值。
1.2.3.2 水溶法 4g 条斑紫菜干粉加入 200mL 预冷

蒸馏水( 料液比 1 ∶50 ) 或同体积 pH6.8 的 0.05mol /L
磷酸盐( 磷酸二氢钾－氢氧化钠) 缓冲液，搅拌均匀后

放置于 4℃避光冷藏条件下溶胀 1～6d，4000r /min 离

心 20min，弃去沉淀，得藻红蛋白初提液，测定 565、
280nm 吸光度值，计算藻红蛋白得率与纯度。
1.2.3.3 反复冻融法 4g 条斑紫菜干粉加入 200mL
预冷蒸馏水，搅拌均匀在－20℃ 冰冻 2h，再在 4℃ 溶

解，反复冻溶 5 次，后续处理方法同 1.2.3.2。

1.2.3.4 组织研磨法 4g 条斑紫菜干粉放入研钵中，

加入 100mL 预冷蒸馏水研磨 5min，小心倾出上清液，

4000r /min × 20min 离心，沉淀再加 100mL 蒸馏水研

磨( 5min) ，后续处理方法同 1.2.3.2。
1.2.3.5 液氮预处理研磨法 4g 条斑紫菜干粉放入

研钵中，加入少量液氮冻住藻体，再加入 100mL 蒸馏

水对冻后藻体进行研磨处理 10min，小心倾出上清

液，后续处理方法同 1.2.3.2。
1.2.3.6 机械搅拌法 4g 条斑紫菜干粉加入 200mL
预冷蒸馏水，经搅拌机处理 10min，后续处理方法同

1.2.3.2。
1.2.3.7 超声波辅助提取法 4g 条斑紫菜干粉加入

200mL 预冷蒸馏水，在冰浴条件经超声波细胞破碎

仪 处 理 10min，功 率 为 200W，后 续 处 理 方 法

同 1.2.3.2。
1.2.3.8 超微粉碎与超声波辅助结合提取法 4g 条

斑紫菜超微粉在不同的提取次数、超声功率、超声时

间、料液比因素下进行单因素实验，获得最佳的因素

水平。
1.2.4 藻红蛋白荧光特性的分析

1.2.4.1 藻红蛋白发射峰判定 对藻红蛋白初提液

进行 200 ～ 700nm 的荧光激发光谱的全扫描，选定

515nm 为激发波长，在此激发波长下，研究藻红蛋白

的发射峰情况。
1.2.4.2 超声波功率与处理时间对藻红蛋白荧光特

性的影响 取不同超声波功率以及超声时间处理得

到的藻红蛋白初提液在相同条件下进行荧光分析，

探究超声波功率和超声时间对藻红蛋白荧光性的

影响。

2 结果与讨论
2.1 不同的匀浆时间对藻红蛋白释放量的影响以及

条斑紫菜藻红蛋白含量测定

匀浆法可以用于处理少量条斑紫菜破壁提取藻

红蛋白，由图 1 可以看出，匀浆 1h 以后，藻红蛋白的

释放 量 已 几 乎 无 增 长，1.5h 藻 红 蛋 白 得 率 为

50.21mg /g，2h 处理条斑紫菜藻红蛋白释放量达到了

50.70mg /g，增加处理时间到 2.5h 也无法再提高条斑

紫菜藻红蛋白的释放量，相对随着处理时间延长，藻

红蛋白的纯度还有所下降。2h 匀浆处理后在显微镜

下观察条斑紫菜细胞，其原有的细胞结构难以看到，

则可认为条斑紫菜细胞破碎已经较完全，藻红蛋白

也已提取完全，测得此时的藻红蛋白得率和纯度分

别为 50.70mg /g 和 0.389，则可认为在上述测定方法

下此种条斑紫菜中藻红蛋白的含量为 50.70mg /g。

图 1 不同匀浆时间对条斑紫菜藻红蛋白释放量的影响
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表 1 不同提取方法对藻红蛋白得率的影响

提取方法
处理时间

( min)
得率

( mg /g)
提取率
( % )

藻红蛋白纯度
( OD565nm /OD280nm )

水溶胀法
1440 12.40 24.46 0.362
8640 25.54 50.37 0.365

磷酸盐缓冲液溶胀法
1440 12.87 25.38 0.388
8640 27.80 54.83 0.391

反复冻融法 120 × 5 次 14.35 28.30 0.238
组织研磨法 10 14.70 28.99 0.291

液氮预处理研磨法 10 14.20 28.01 0.314
快速机械搅拌 10 11.09 21.87 0.304

超声波细胞破碎法 200W 10 16.20 31.95 0.261

2.2 不同的提取方法对条斑紫菜藻红蛋白得率与

纯度的影响

由表 1 可知，水溶胀法与缓冲液溶胀法在 144h 提

取率与纯度最高，分别达到 25.54mg /g 和 27.80mg /g，

溶胀可以使细胞吸水胀破细胞壁，胞内物质如藻红

蛋白溶出，但是因为在低温水的传质效率低，提取效

率也低，提取时间长，同时溶出的杂质少，温和有效

地保持了藻红蛋白的活性与纯度; 反复冻融法，处理

时间为 2h，处 理 次 数 为 5 次，最 终 提 取 率 只 达 到

14.35mg /g，纯度也最低，是由于条斑紫菜细胞壁具有

韧性结构，冰晶融化时对细胞壁的破坏不完全，且在

低温条件下溶质的溶出效率较低; 组织研磨法与液

氮预处理后进行研磨，处理 10min 藻红蛋白的得率

为 14.70mg /g 和 14.20mg /g，液氮预处理后藻红蛋白

的纯度略高于直接研磨，这是由于超低温有助于保

持藻红蛋白的活性与纯度，与文献报道一致
［9］。实验

中超声波 200W 处理 10min 后得率为 16.20mg /g，纯

度为 0.261，使用超声波提取，效率高并且实验重复

性较好，但是纯度较低，可通过探讨不同的超声波提

取的影响因素如功率、时间和料液比，以及与超微粉

碎技术进行复合提取来获得较高的藻红蛋白得率，

保证较高纯度。

2.3 超微粉碎 +超声波辅助复合提取法

2.3.1 超微粉碎对条斑紫菜藻红蛋白得率与纯度的

影响 实验分别选择 60、100、200 目( 200 目条斑紫

菜干粉为超微粉碎处理后过筛，前两种为初粉碎处

理后过筛) 三种条斑紫菜干粉进行处理，处理条件为

功率 500W，时间 5min，料液比 1 ∶50，提取次数为 3
次，操作参数超声波发出时间 3s，间隙时间 3s。

由图 2 可以看出，进行超微粉碎后的条斑紫菜

干粉藻红蛋白提取率大大高于 100 目以及 60 目粒径

的普通破碎程度后的藻红蛋白提取率，此时藻红蛋

白得率为 45.72mg /g，分别为 100、60 目粒径的 2.29
和 3.44 倍，这有可能是由于超微粉碎一部分程度地

破坏了条斑紫菜细胞的细胞壁，提取时超声波的协

同作用能够迅速使胞内的藻红蛋白溶出; 条斑紫菜

干粉进行超微粉碎后藻红蛋白的提取纯度也有所增

加，这可能是由于提取系统中藻红蛋白的含量大大

增加，而其他溶于水的杂质溶出率较藻红蛋白溶出

率低，故藻红蛋白的纯度有了较明显增加。
2.3.2 提取次数对条斑紫菜藻红蛋白得率与纯度的

图 2 超微粉碎对条斑紫菜藻红蛋白得率与纯度的影响

影响 取超微粉碎后条斑紫菜干粉 4g，料液比 1∶50，

功率 500W，超声 5min，提取次数为 1～5 次，操作参数

超声波发出时间 3s，间隙时间 3s，考察不同提取次数

对条斑紫菜藻红蛋白得率以及提取率的影响，结果

见图 3。条斑紫菜藻红蛋白随提取次数的增加得率

呈上升趋势，第一次提取后，提取率为 49.85%，得率

为 27.69mg /g; 第二次提取后得率为 13.89mg /g，总提

取率为 73.12% ; 第三次得率为 9.22mg /g，三次总提

取率达到 90% 以上。随着提取次数的增加，藻红蛋

白溶出速度缓慢，效率低，因此采用 3 次提取较为

经济。

图 3 提取次数对条斑紫菜藻红蛋白得率与提取率的影响

2.3.3 功率对条斑紫菜藻红蛋白得率与纯度的影响

取超微粉碎后条斑紫菜干粉 4g，料液比 1∶50，超声

5min，提取次数为 3 次，操作参数超声波发出时间

3s，间隙时间 3s，探讨不同的超声波功率对条斑紫菜

藻红蛋白得率以及纯度的影响，根据参考文献及预

实验结果选择功率参数为 200、300、500、700、900W，

结果见图 4。在 500W 时得率与纯度较高，是由于功

率较低不利于条斑紫菜细胞的破壁以及藻红蛋白的

溶出; 选择超声功率为 700、900W 不利于藻红蛋白的

提取，是由于高强度的超声波对藻红蛋白等活性蛋

白有降解和猝灭的作用，功率选择过高，溶出的杂质

也就越多，会使藻红蛋白得率与纯度都不同程度的

下降，所以选择 500W 进行处理最优，此时的藻红蛋
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白得率为 45.73mg /g，纯度为 0.368。

图 4 提取功率对条斑紫菜藻红蛋白得率和纯度的影响

2.3.4 处理时间对条斑紫菜藻红蛋白得率与纯度的

影响 取超微粉碎后条斑紫菜干粉 4g，料液比 1∶50，

超声功率为 500W，提取次数为 3 次，操作参数超声

波发出时间 3s，间隙时间 3s，探讨不同的超声波时间

对条斑紫菜藻红蛋白得率以及纯度的影响，选择超

声时间为 1、3、5、7、9min，结果见图 5。在 5min 时得

率与纯度较高，随超声时间增加后会导致藻红蛋白

的活性部分丧失，是由于超声波对大分子有降解作

用，长时间超声作用会导致大分子内部局部温度过

高，受热不均使其变性，合理的提取时间有利于保证

最大程度获得藻红蛋白及保证其活性。

图 5 提取时间对条斑紫菜藻红蛋白得率和纯度的影响

2.3.5 料液比对条斑紫菜藻红蛋白得率与纯度的影

响 取超微粉碎后条斑紫菜干粉 4g，超声功率为

500W，处理时间 5min，提取次数为 3 次，操作参数超

声波发出时间 3s，间隙时间 3s，探讨不同的料液比对

条斑紫菜藻红蛋白得率以及纯度的影响，选择料液

比为 1∶60、1∶50、1∶40、1∶30、1∶20，结果见图 6。料液

比在 1∶60、1∶50 时得率为 44.17mg /g 和 43.15mg /g，选

择合适的料液比有助于目标产物的溶出，料液比较

小时，每次溶出的量有限，必须通过增加提取次数来

获得高得率; 料液比增大时，无疑增加了每次提取的

经济成本; 料液比过大时，也会抑制藻红蛋白的提

取，故选择料液比为 1∶50。

图 6 料液比对条斑紫菜藻红蛋白得率和纯度的影响

2.4 藻红蛋白的荧光特性分析

对藻红蛋白进行 200～700nm 的荧光激发光谱的

全扫描，选定 515nm 为激发波长，在此激发波长下，

研究藻红蛋白的发射峰情况，波峰位于 578nm 左右，

与 文 献 报 道 的 关 于 R － 藻 红 蛋 白 的 研 究 结 果

一致
［11－12］。

2.4.1 超声波提取对藻红蛋白荧光强度的影响 图

7 表明随着功率的升高，检测出的相对荧光强度随着

功率的增加而呈上升趋势，在 500W 达到了最佳值。
这是由于藻红蛋白的溶出量增加使提取液浓度上

升，荧光强度加剧; 而随功率继续上升，相对荧光强

度未继续增加反而呈现下降趋势，表明高强度超声

波对藻红蛋白的构象有破坏作用，超声波的空化效

应对大分子物质有降解作用。而图 8 表明随时间的

增加，相对荧光强度有降低－升高－再降低的趋势，是

由于超声波对藻红蛋白的猝灭作用导致荧光强度下

降，但是藻红蛋白的溶出率迅速上升使得之间达到

一个平衡，在本实验操作条件下 5min，达到最优平衡

点，随着操作时间的增加，溶出效率已达到极值，而

超声波对大分子的猝灭作用使得荧光强度呈最终下

降趋势。在上述实验条件下，超声时间对荧光强度

的影响效果小于超声波功率的影响。

图 7 超声波功率对藻红蛋白荧光强度的影响

图 8 超声波时间对藻红蛋白荧光强度的影响

荧光性是衡量藻红蛋白活性的重要指标，超声

波功率过大对荧光蛋白有猝灭的作用，而超声时间

的长短对藻红蛋白荧光性有一定的影响，任何引起

藻红蛋白原本构象变化的加热或者化学变化都会使

原有的光学特性改变，如荧光性丧失。上述藻红蛋

白的荧光性在超声波强功率及长时间作用下产生了

一定的猝灭现象，荧光强度减弱，即说明藻红蛋白原

有的发色团构象发生了改变，其结构的变化情况有

待进一步鉴定。超声波的空化作用产生的瞬时压差

有强大的破坏作用，因此应采用短时间处理来保证

藻红蛋白不被破坏。首先采用超微粉碎均匀物料

的粒度，同时超微粉碎的强大冲击力破坏细胞的细

胞壁，再通过短时间适度功率下超声波的作用能促

进目标物藻红蛋白的溶出，达到高效提取的同时保

证其活性。超微粉碎与超声波辅助提取相结合的

方法能有效地提高条斑紫菜藻红蛋白得率和提取

效率。
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3 结论
本实验比较了多种不同的条斑紫菜藻红蛋白的

提取方法，如溶胀法、冻融法、研磨法、机械搅拌法以

及超声波辅助提取法，选择了超声波辅助提取法进

行条斑紫菜藻红蛋白的提取，并运用超微粉碎技术

与超声波辅助提取法相结合的方法大大缩短了提取

时间，获得了较高的得率，保证了藻红蛋白的纯度与

活性。同时研究了超声波对条斑紫菜藻红蛋白得率影

响的四个因素: 超声功率，超声时间，料液比以及提取

次数，获 得 最 佳 工 艺 条 件 为 功 率 500W，超 声 时 间

5min，料液比 1∶50，提取 3 次，操作参数超声时间 3s，间

隙 3s，藻红蛋白得率为 45.73mg /g，纯度为 0.368，提取

率为 90.2%，在上述最佳工艺条件下对条斑紫菜藻红

蛋白的得率纯度实验结果稳定均一。对于难以破壁的

活性物质的提取，超微粉碎与超声波辅助结合提取是

一种行之有效并且值得推广的提取方法。
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的顺序依次为润滑剂硬脂酸镁的用量( B) 、黏合剂聚

维酮 K30 的添加量( C) 以及填充剂可压性淀粉的用

量( D) ，崩解时限的最优水平组合为 A3B1C2D2。
综合上述的分析，因素 A、D 的水平分别选取

A3、D2 时对硬度和崩解时限最为有利; 对因素 B 而

言，其对硬度的影响排在第三位，对崩解时限的影响

排在第二位，因此应以崩解时限这一指标考虑，故 B
选择水平 B1 ; 对因素 D 而言，其对崩解时限的影响排

在第四位，属次要因素，充分考虑该因素对硬度的影

响，选择水平 D2 为宜。因此，本实验的较优条件为

A3B1C2D2，即 CMS－Na 用量为 8%，硬脂酸镁用量为

0.3%，聚 维 酮 K30 用 量 为 3%，可 压 性 淀 粉 用 量

为 30%。

2.4 验证实验

为验证实验结果的正确性，对最优配方制得片剂

进行硬度、片重差异、崩解时间的测定，结果见表 5。
表 5 魔芋粉片剂质量验证结果

组别 硬度( kg) 片重差异( % ) 崩解时间( min)
1 3.98 ± 0.41 13.44
2 3.87 ± 0.38 13.12
3 4.04 ± 0.38 12.98
《中国药典》规定，平均片重大于或等于 300mg

的片剂，片重差异限度须在 ± 0.50% 范围内; 压制片

的崩解时间不得超过 30min［9］，由表 5 可知，用最优

配方制得片剂的各项指标均符合相关规定。

3 结论

利用湿法制粒压片技术制备魔芋粉片剂的工艺

是可行的。配方为 8% 羧甲基淀粉钠、0.3% 硬脂酸

镁、3% 聚维酮 K30，30% 可压性淀粉; 工艺参数为干

燥温度 60℃，干燥时间 25～30min。
魔芋粉片剂的各项指标均符合《中国药典》规

定，能够大批量、连续化生产，提高企业的生产率; 服

用方便，崩解性能优良，方便使用人群。
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