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红球藻虾青素含量测定方法的探讨 

陈晓飞，严小军*

（宁波大学 生命科学与生物工程学院，浙江 宁波 315211） 

摘要：研究比较了 4种测定雨生红球藻内虾青素含量的方法，包括Cyanotech公司的测定方法，

荆州天然虾青素有限公司的方法，氯仿－乙醇混合溶液提取测定方法与高效液相色谱测定法. 结

果表明：HPLC法测定虾青素的标准曲线 为 0.999 6，保留时间的RSD％为 1.580％，峰面积的

RSD％为 2.750％，检出限为 0.045 μg·mL

2R
-1，实测的样品虾青素含量为 1.638％. Cyanotech公司的

测定结果与HPLC法最接近，达到 1.461％，在 3 种分光光度法中测定效果最好，其他分别只达

到了 1.250％、1.317％.  
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虾青素(Astaxanthin)(3,3’-二羟基-β,β’-胡萝卜

素-4,4’-二酮)是一种非维生素A源的酮式类胡萝卜

素[1]，呈鲜红色，作为一种新型的生物材料，它具

有抗氧化、着色、抗癌及增强免疫等功能[2]，特别

是抗氧化功能超强，被誉为“超级抗氧化剂”，且

对人体绝对无毒害作用[3]. 目前作为食品和饲料的

色素添加剂有着广阔的应用前景，天然虾青素更是

具有重要的医疗保健价值. 国际市场价格高于每

公斤 3 000美元，市场前景非常广阔[4].  

雨生红球藻(Haematococcus pluvialis)是一种

单细胞微藻，隶属绿藻门、团藻目、红球藻科、红

球藻属. 由于该藻能大量累积虾青素而呈现红色，

故取名红球藻. 雨生红球藻是自然界天然虾青素

含量最高的生物，含量达到干细胞的 2％～4％[5]，

因此通过培养雨生红球藻生产虾青素长期以来一

直是藻类研究的一个热点. 

目前实验室的虾青素测定方法很多，提取时

间、提取溶剂、测定方法等都有所不同，而各生产

虾青素公司也有不同的测定方法. 目前采用的虾

青素测定方法主要有高效液相色谱测定法(HPLC)

和分光光度测定法，而我们采用实验室自己建立的

高效液相色谱法与荆州天然虾青素有限公司的方

法[6]，Cyanotech公司的测定方法[7]，欧阳琴等[8]设

计的氯仿－乙醇混合溶液提取方法来进行比较，以

此研究各种方法的优劣性. 

1 实验材料与方法 

1.1 实验材料 

藻粉为Cyanotech公司购买的雨生红球藻粉(细
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胞已破壁)，虾青素标准品购自 Sigma公司.  

1.2 仪器与设备 

UV-7504 紫外可见分光光度计(上海欣茂仪器

有限公司)；TP300 超声波清洗仪(天鹏电子新技术

有限公司)；飞鸽 TDL80-2B 型离心机(上海安亭科

学仪器厂)；XW-80A 涡旋搅拌器(上海精科实业有

限公司)；高效液相色谱仪(Waters公司). 

1.3 方法 

所有藻粉均加液氮后用研钵研磨 5 min进行细

胞破壁.  

1.3.1 荆州天然虾青素有限公司的方法[6]

(1) 实验方法 

精确称取藻粉 20 mg，置于 10 mL玻璃离心管，

加入 5 mL含 5％NaOH、30％甲醇的水溶液，70℃

水浴 5 min，保温过程中经常摇动. 3 000 rpm 离心

3 min，然后去上清液(叶绿素被抽提到上清液中，

并被强碱破坏)，藻渣备用.  

 

离心管中加入 3 mL含有少量醋酸(5滴 10 mL)

的 DMSO(二甲基亚砜)，摇匀，70℃保温 5 min，

保温过程中要不断摇动离心管 . 3 000 rpm 离心

3 min，将上清液移入 10 mL容量瓶，重复至少 3次，

使剩余离心管底部的藻渣无颜色或很浅的颜色.  

将 1 次或几次收集的上清液用 DMSO 精确定

容至 10 mL，取 1 mL放入另 1个 10 mL容量瓶中，

用 DMSO精确定容至 10 mL.  

将待测溶液放入1 cm光径比色皿中，在492 nm

波长下测定吸光值 A，DMSO作空白对照.  

(2) 计算公式 

溶液中虾青素的浓度(mg·mL-1)： 
1492

1 1 cm1
1 cm

1 000
2200.

100
A

C A
A

×
= =

×
%

%
，  

藻粉中虾青素的含量： 

2 1( 100 / 20) 100C C= × × %. 

1.3.2 美国Cyanotech公司的测定方法[7]

(1) 实验方法 

称取 25 mg干燥藻粉，放入 10 mL离心管中，

加 3 g石英砂. 在离心管中加入 5 mL DMSO，45～ 

50℃水浴 30 min，每 10 min 涡旋振荡 15 s(共计 3

次). 3 000 rpm离心 5 min使细胞物质沉淀，将上清

液转入 25 mL容量瓶中.  

再往离心管中加入 5 mL丙酮，涡旋振荡 30 s，

3 000 rpm离心 5 min使细胞物质沉淀，将上清液转

入 25 mL容量瓶中，丙酮抽提至少 3次，直至上清

液基本无色(吸光值小于 0.05).  

用丙酮定容至 25 mL，盖上容量瓶，轻微振荡

混合，吸取 5～7 mL 放入离心管，再次 3 000 rpm

离心以除去前面步骤中带入的颗粒物.  

在 474 nm 波长下测定最大吸光值，丙酮作空

白对照. 如果吸光值大于 1.25，则必须对样品用丙

酮稀释后再测，稀释倍数一般为 1:7.  

(2) 计算公式 

类胡萝卜素质量 (mg) 
250

= ×  最大吸光值 A

25 mL (丙酮)×稀释倍数. 

虾青素(％) 80= × ％. 类胡萝卜质量(mg) 
样品质量(mg) 

虾青素(μg·mL-1) 80
25 mL 8

×
=

×
. 类胡萝卜质量(mg) %

1.3.3 氯仿－乙醇混合溶液提取方法[8]

(1) 实验方法 

取10 mg干燥的藻粉，加入到10 mL离心管中，

再在离心管中加入 5 mL 的 5％KOH、30％甲醇的

混合溶液，50℃下处理 15 min，以去除叶绿素. 用

蒸馏水洗2次，3 000 rpm离心，然后去除上清液. 在

去除上清液后的藻渣中加 5 mL氯仿:乙醇(v/v =1:1)

的混合溶液，40℃下水浴 45 min，保温过程中要

经常振荡. 然后3 000 rpm离心5 min，取上清液. 再

用氯仿:乙醇的混合溶液定容至10 mL容量瓶中. 轻

微振荡混匀，再在 487 nm下测定最大吸光值. 如果

吸光值过高，可适当稀释 5倍后再测.  

(2) 计算公式 

虾青素含量 (mg·mLC -1)   =

吸光值 /A 消光系数α .  

虾青素含量(％) 10 mL 5 100
10 mg

C × ×
= × ％. 
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1.3.4 高效液相色谱分析测定 

图 1  标准虾青素 HPLC图谱 

图 2  藻粉中提取的虾青素 HPLC图谱 

Nova-Pak C18色谱柱(150 mm×3.9 mm，5 μm，

美国Waters公司)；流动相A为水，流动相B为甲醇；

洗脱梯度：10％A，90％B(0 min)；10％A，90％

B(1 min)；0％A，100％B(10 min)；0％A，100％B 

(20 min). 流速 1 mL·min-1；检测器为Waters 996光

电二极管阵列检测器；光谱扫描波长范围 300～

700 nm，检测波长为 476 nm；进样量为 10 μL.  

(1) 检测波长的选择. 雨生红球藻中含有多种

色素，其各种组分的吸收峰在 300～670 nm之间，

游离虾青素和虾青素酯的吸收峰在 470～480 nm

之间，因此分析选用检测波长为 476 nm.  

 

=

(2) 用外标峰面积法测定线性关系. 准确吸取

一定体积的虾青素标准储备液，配制成 6份质量浓

度不同的标准样品，分别取 10 μL进样. 由色谱工

作站处理数据，以虾青素质量浓度为横坐标，相应

峰面积为纵坐标，绘制虾青素含量的标准曲线.  

(3) 精密度实验. 将一标准溶液平行测定 6

次，计算各组分的峰面积和保留时间的相对标准偏

差.  

(4) 雨生红球藻中虾青素的提取. 取 10 mg 藻

粉，加液氮后用研钵研磨 5 min进行细胞破壁，加

入 3 mL丙酮，涡旋震荡 15 s，置 50℃水浴 30 min，

每隔 10 min 震荡 15 s，3 500 rpm 离心 10 min，取

上清液，再加入 2 mL丙酮，涡旋震荡 15 s后再次

离心，重复以上操作直到藻体变白色. 将虾青素丙

酮提取液用氮气吹干，用 25 mL甲醇定容后贮存于

-20℃冰箱备用.  

2 结果与讨论 

2.1 HPLC分析方法的建立   

用外标峰面积法测定结果，标准虾青素 HPLC

图谱如图 1 所示，实验样品提取得到的虾青素的

HPLC图谱如图 2所示.  

由色谱工作站处理数据，以虾青素的质量浓度

为横坐标，相应的峰面积为纵坐标，得到虾青素的

标准曲线，如图 3所示，

. 以标准品的峰高等于 2倍基线噪音时虾青

素的量作为检出限，则虾青素的检出限为 0.045  

μg·mL

232 202 12122y x R= + ，  

0.999 6

-1.  

 

图 3  标准虾青素 HPLC分析的浓度与峰面积工作曲线图 

精密度实验结果：将一标准溶液平行测定 6

次，计算各组分的峰面积、保留时间及它们的相对

标准偏差，结果见表 1. 

表 1  虾青素 HPLC分析方法的精密度指标(n=6) 

保留时间  峰面积 
化合物

Rt/min RSD/％  (A ±s) / 105 μV RSD/％

虾青素 6.619±0.07 1.58  6.547 2±0.18 2.75 

2.2 分光光度法与 HPLC方法的参数比较   

从提取试剂、破壁方法、测定波长和摩尔吸光

系数 4 个方面进行方法的参数比较，见表 2. 可看
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出：提取试剂都不同，测定波长略有差别，而破壁

方法除 Cyanotech公司多加石英砂研磨，其他一样.  
表 2  4种方法的参数比较 

方法 提取试剂 
破壁 
方法 

测定波

长/nm
摩尔吸

光系数

荆州天然虾青素 
有限公司的方法 

DMSO+ 
醋酸 

液氮 
研磨 

492 220 

美国 Cyanotech 
公司的测定方法 

DMSO+ 
丙酮 

液氮研磨+ 
石英砂 

474 242 

氯仿－乙醇混合 
溶液提取方法 

氯仿:乙醇 
液氮 
研磨 

487 228 

高效液相色谱 
分析测定方法 

丙酮 
液氮 
研磨 

476 242 

2.3 红球藻虾青素含量实测结果比较   

表 3是采用 4种方法得到的最终虾青素的百分

含量，可以看出，如果以 HPLC定量分析的虾青素

含量作为标准参照，采用美国 Cyanotech 公司的分

析方法得到的含量值为 HPLC法的 89％，而其他 2

种方法约为 HPLC法的 80％.  
表 3  4种方法得到的虾青素含量 

测定方法 
藻粉质量 

/mg 
虾青素 
含量/％ 

与 HPLC 
比较/％ 

荆州天然虾青素 
有限公司的方法 

20 1.250 76.3 

美国 Cyanotech 
公司的测定方法 

25 1.461 89.2 

氯仿－乙醇混合 
溶液提取方法 

10 1.317 80.4 

高效液相色谱 
分析测定方法 

10 1.638 100 

2.4 讨论 

从表 3中可以看到，在 3种分光光度法中，美

国Cyanotech公司的方法得到的虾青素含量比其他

2种要高，达到 HPLC测得的 89.2％，其他 2种分

别只达到了 76.3％和 80.4％. 造成测定的虾青素含

量差异的原因主要是： 

(1) 提取溶剂 

溶剂的选择对于虾青素的提取是非常重要的. 

荆州天然虾青素有限公司的方法的提取试剂是二

甲基桠枫(带醋酸). 二甲基亚砜能溶于乙醇，丙醇，

苯和氯仿等大多数有机物，被誉为“万能溶剂”，

广泛用作溶剂和反应试剂[9]. 醋酸能迅速渗入细胞

组织，会使组织膨胀，有助于二甲基亚砜的渗入. 

因此能有效提取虾青素.  

Cyanotech 公司采用的是先用二甲基桠枫后丙

酮提取，丙酮是许多物质的良好溶剂. 丙酮的极性

较高，虾青素的溶解度虽然较差，但是由于是亲水

性溶剂，易于渗透进入细胞中，加上配合二甲基亚

砜提取，有较高的提取效率.  

欧阳琴等[8]采用的氯仿－乙醇混合溶液提取

方法是用 1:1 的氯仿和乙醇混合试剂提取. 但他们

的方法中没有进行二甲基桠枫的测试，因此和上述

2种方法没有进行直接的比较.  

由于氯仿等溶剂亲水性很差，溶剂不容易进入

细胞中，因此提取率不高[10]. 而丙酮的极性较高，

属亲水性溶剂，易于渗透进入细胞中，因此提取率

比氯仿高. 而二甲基桠枫属于高极性溶剂，虾青素

溶解度小，但属于亲水性溶剂，提取率还可以，但

在本次实验中采用二甲基桠枫提取得到的虾青素

含量最低，证明其实际提取能力弱于丙酮和氯仿.  

(2) 有机溶剂 

各种有机溶剂从雨生红球藻细胞萃取虾青素

的原理是溶剂通过细胞壁进入细胞，使得色素溶解

在有机溶剂中从而通过扩散作用进入溶液，这是一

种固－液萃取过程[8]. 含有很高的虾青素的藻细胞

的细胞壁很厚，在没破壁或破壁不完全的条件下虾

青素很难提取出来，因此在提取前必须进行破壁处

理，且破壁效果的好坏对于提取虾青素的效果有着

直接的影响. Cyanotech公司的测定方法在提取过

程中放入石英砂不断地振荡细胞，起一定的破壁作

用，因此在破壁效果上优于其他 2种分光光度法，

提取效果也就相对较好，这是最重要的原因.  

经过以上分析，我们认为最精确测定虾青素含

量的方法是 HPLC法，但由于比较费时，仪器要求

也较高，因此如果想要快速而较精确测定虾青素

时，可以采用 Cyanotech公司的测定方法.  
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Comparative Analysis of Quantitation of Astaxanthin in Haematococcus pluvialis 

CHEN Xiao-fei, YAN Xiao-jun*

( Faculty of Life Science and Biotechnology, Ningbo University, Ningbo 315211, China ) 

Abstract: The four methods of quantization of astaxanthin content in Haematococcus pluvialis are investigated 

and compared. The four methods are that proposed by Cyanotech company, the one used by Jingzhou natural 

Astaxanthin Inc, the one of mixture solution of chloroform and ethanol, and the one from high performance 

liquid chromatography (HPLC). The results show that the R2 of graph standard of astaxanthin content is 0.9996, 

the RSD％ of Rt is 1.58％, the RSD％ of peak area is 2.75％, the detective limit is 0.045 μg·mL-1, and the 

sample’s astaxanthin content is found to be 1.638％, as detected by HPLC. The result of 1.4611％ is found to be 

the closest to that reported by the method of Cyanotech company, and the other two reach only 1.25％ and 

1.317％. In conclusion, the method of Cyanotech company is best among three methods using spectrophotometer. 
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