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小球藻多糖提取工艺优化及抗氧化活性研究

王 华  张鹏娟  薛晓东  刘子钰

（河北环境工程学院，河北  秦皇岛   066102）

摘要：［目的］利用响应面优化小球藻多糖的提取工艺并对其抗氧化活性进行研究。［方法］以小球藻多糖提取率为指

标，利用单因素试验筛选出对多糖提取率影响最大的因素，通过 Box-Behnken 中心组合设计优化小球藻多糖的提取工

艺；通过测定 DPPH 自由基清除率、羟自由基清除率和总还原力评价小球藻多糖的抗氧化能力。［结果］最佳提取工艺条

件为氢氧化钠质量浓度 1.70 g/100 mL、提取温度 72 ℃、提取时间 3.25 h，该条件下小球藻多糖提取率达 4.771%。小球

藻多糖对 DPPH 自由基与羟自由基均有显著的清除作用，其半抑制质量浓度（IC50）分别为 470，850 μg/mL；小球藻多糖

的总还原力随着样本质量浓度增大而逐渐提高，质量浓度为 100 μg/mL 时小球藻多糖的总还原能力为 0.508。［结论］采

用响应面分析法优化得到的小球藻多糖提取最佳条件具有实际可操作性。小球藻多糖具有一定的抗氧化能力，可应

用于食品、药品、美妆品等领域。
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Optimization of polysaccharide extraction process from 

Chlorella vulgaris and their antioxidant activity
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Abstract: ［［Objective］］ To optimize the extraction process of Chlorella vulgaris polysaccharides using response surface methodology and 

analyze their antioxidant activity. ［［Methods］］ The extraction rate of C. vulgaris polysaccharides is used as an evaluation index, and the 

single factor method is used to select the three factors with the greatest impact on the polysaccharide extraction rate. Box-Behnken design is 

used to optimize the extraction process. The antioxidant capacity of C. vulgaris polysaccharides is evaluated by DPPH scavenging rate, 

hydroxyl radical scavenging rate and total reducing power. ［［Results］］ The optimal extraction conditions are determined as follows: sodium 

hydroxide mass concentration of 1.70 g/100 mL, extraction temperature of 72 ℃ , and extraction time of 3.25 h. Under these conditions, the 

extraction rate of polysaccharides reaches 4.771%. The polysaccharides exhibited significant scavenging effects on both DPPH radicals and 

hydroxyl radicals, with their half maximal inhibitory concentrations (IC50) being 470 and 850 μg/mL, respectively. Additionally, the total 

reducing power gradually increases with rising sample concentration, reaching 0.508 when the mass concentration was 100 μg/mL. 

［［Conclusion］］ The optimal conditions for extracting polysaccharides from C. vulgaris, optimized by response surface analysis, have 

practical operability. C. vulgaris polysaccharides have certain antioxidant capacity and hold potential applications in various fields such as 

food, medicine, and cosmetics.
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小球藻（Chlorella vulgaris），是一种球形单细胞原生

淡水微藻，隶属于绿藻门绿球藻目小球藻科小球藻属，最

适生长温度为 25 ℃左右、最适生长 pH 为 6~8［1-2］。小球

藻营养丰富，符合大食物观全方位多途径开发食物资源
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的要求［2］，目前其在食品行业中的应用有多种形式，但以

初级的藻粉和藻片为主，未来仍需要探索开发利用其功

能性成分［3-6］。

小球藻含有多种微量元素与活性物质［7-8］，多糖就是

其中之一［9-10］。小球藻多糖种类众多，结构复杂，功能广

泛，具有抗氧化性、抑菌性、免疫调节等功能［11-12］。研

究［6，10，13］表明，生物体内的大分子会受到活性氧的攻击破

坏，导致体内的组织细胞损伤、老化，甚至神经性疾病、癌

症等病症发生。减缓或消除活性氧对生物机体的损伤，

需要选择可以有效清除活性氧等自由基的抗氧化剂。研

究证明，微藻多糖在 DPPH 自由基［14-15］、羟自由基［14，16］、

ABTS 自由基［15-16］和过氧化物［17］的清除试验中展现出较

好的抗氧化活性。多糖研究是热门话题，但国内外相关

研究中关于小球藻多糖的研究较少，其中关于小球藻多

糖的提取方法多以传统热水浸提为主［3，9-11］，该方法耗时

较长，且胞内多糖难以充分析出［18-21］。研究拟采用 Box-

Benhnken 中心组合设计优化小球藻多糖提取工艺条件，

并分析小球藻多糖的体外抗氧化活性，旨在为下一步检

测其功能和开发相关的功能性食品提供参考。

1　材料和方法

1.1　材料与试剂

小球藻粉：实验室培养及制备；

浓硫酸、苯酚、氢氧化钠：分析纯，天津市科密欧化学

试剂有限公司；

邻菲罗啉：分析纯，丹东昇源化工有限责任公司；

1，1-二苯基 -2-三硝基苯肼（DPPH）：分析纯，福州飞

净生物科技有限公司；

铁氰化钾、硫酸亚铁、三氯化铁：分析纯，天津金汇太

亚化学试剂有限公司；

抗坏血酸、葡萄糖、乙醇：分析纯，国药集团化学试剂

有限公司。

1.2　主要仪器与设备

酶标检测仪：Biotek Synergy HTX 型，美国伯腾仪器

有限公司；

电子分析天平：FA2204 型，普睿斯特（安徽）测空技术

有限公司；

精密酸度计：PHS-3C 型，杭州齐威仪器有限公司；

低温冷冻离心机：TGL27A 型，上海高致精密仪器有

限公司；

恒温水浴锅：HH-6G 型，上海佑科仪器仪表有限

公司；

分光光度计：HD-UV90 型，上海佑科仪器仪表有限

公司。

1.3　方法

1.3.1　小球藻多糖制备及多糖含量测定　精确称量一定

量的小球藻粉，与一定质量浓度的氢氧化钠溶液按照设

定的料液比混合，在不同温度的水浴条件下进行定时提

取，10 000 r/min 离心 8 min，在上清液中加入 3 倍体积体

积分数 95% 的乙醇，置于 4 ℃环境下过夜，过滤后滤渣干

燥，取沉淀称量记录数值。

小球藻多糖利用 Sevage 法脱蛋白处理后，采用苯酚

硫酸法测定多糖含量［22-23］，在浓硫酸作用下小球藻多糖

水解并脱水，苯酚与其生成的糖醛衍生物作用，生成橙黄

色化合物，在 490 nm 处具有特定吸光性。配制不同质量

浓度（0，20，40，60，80，100 μg/mL）的葡萄糖溶液，加入

5 mL 浓硫酸，静置 30 min 后在 490 nm 处测定吸光度值，

以葡萄糖质量浓度为横坐标、吸光值为纵坐标，绘制标准

曲线，得回归方程为 y=0.007x-0.036 5（R2=0.991）。根

据回归方程计算小球藻多糖含量。

1.3.2　单因素试验　固定条件：提取温度 80 ℃、氢氧化钠

质量浓度 1.5 g/100 mL、料液比 1∶20 （g/mL）、提取时间

3 h、醇沉比（V 上清液∶V 乙醇）1∶3 （mL/mL）。单因素设计：提

取温度 50，60，70，80，90，100 ℃；氢氧化钠质量浓度 0.5，

1.0，1.5，2.0，2.5，3.0 g/100 mL；料液比 1∶10，1∶15，1∶20，

1∶25，1∶30，1∶35 （g/mL）；提取时间 1，2，3，4，5，6 h；醇沉

比 1∶1，1∶2，1∶3，1∶4，1∶5 （mL/mL）。研究提取温度、氢

氧化钠质量浓度、料液比、提取时间以及醇沉比对小球藻

多糖提取率（小球藻多糖与原料的质量比值）的影响。每

个处理重复 3 次，取其平均值。

1.3.3　响应面试验　在单因素试验基础上，根据 Box-

Behnken 中心组合设计原则，选取氢氧化钠质量浓度、提

取温度、提取时间为自变量，小球藻多糖提取率为响应

值，进行响应面分析。

1.3.4　小球藻多糖抗氧化活性　

（1） DPPH 自由基清除能力：根据 Espín 等［24］的方法

修改如下，称取 0.004 g DPPH 粉末溶于 100 mL 无水乙醇

中制备 1.0 mmol/L 的 DPPH 乙醇溶液，再取 10.0 μL 加入

到 1.0 mL 无水乙醇溶液混匀。取 2.0 mL 0.1 mmol/L 的

DPPH 无水乙醇溶液和不同质量浓度的小球藻多糖溶液

于具有胶塞的比色管中，于避光阴暗处静置 30 min，测定

517 nm 处吸光值。以抗坏血酸（VC）溶液作为阳性对照，

蒸馏水作为空白对照。按式（1）计算 DPPH 自由基清

除率。

c= ( )1 - X 1 - X 2

X 0
× 100%， （1）

式中：

C——DPPH 自由基清除率，%；

X0——2 mL 蒸馏水与无水乙醇混合液的吸光度值；

X1——2.0 mL DPPH 和 2.0 mL 试样溶液混合液的吸

光度值；

X2——2.0 mL 试样溶液与 2.0 mL 无水乙醇的混合溶
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液的吸光度值。

（2） 羟自由基清除能力：根据 Smirnoff 等［25］的方法修

改如下，取 1 mL 1.5 mmol/L 邻菲啰啉乙醇溶液，加入

1.0 mL 50.0 mmol/L 磷酸缓冲液，1.0 mL 1.5 mmol/L 硫酸

亚铁溶液，以及 1.0 mL 不同质量浓度的多糖溶液，1.0 mL

体积分数 0.1% 双氧水溶液，用去离子水定容至 10.0 mL，

充分混合，于 37 ℃水浴 30 min 后，测定 593 nm 处吸光度

值。以抗坏血酸（VC）溶液作为阳性对照，蒸馏水作为空

白对照。按式（2）计算羟自由基清除率。

c= X 1 - X 0

X 2 - X 0
× 100%， （2）

式中：

c——羟自由基清除率，%；

X0——不含有试样的空白对照组的吸光度值；

X1——含有 1.0 mL 样品溶液的试验组的吸光度值；

X2——含有样品溶液但不添加双氧水的对照组的吸

光度值。

（3） 总还原能力：采用铁氰化钾还原法。称取 1.0 mL

不同质量浓度的小球藻多糖溶液，加入 2.5 mL 磷酸缓冲

液，2.5 mL 铁氰化钾溶液，充分搅拌，置于 50 ℃水浴锅中

加热 30 min，静止冷却后，加入 1.0 mL 三氯乙酸溶液终止

反应，静置 10 min 后取上清液 2.5 mL 加入等量去离子水，

再加入 0.5 mL 三氯化铁溶液充分混合，静置 10 min，用分

光光度计于 700 nm 处测定吸光值。以抗坏血酸（VC）溶液

作为对照组。

2　结果与分析

2.1　单因素试验

2.1.1　提取温度对小球藻多糖提取率的影响　如图 1（a）

所示，提取温度为 50~70 ℃时，随着提取温度的提高小球

藻多糖提取率逐渐提高；提取温度为 70~90 ℃时，随着提

取温度的提高小球藻多糖提取率逐渐降低，是由于提取

温度过高导致小球藻多糖在 pH 较高的环境下被分解导

致提取率低；提取温度为 90~100 ℃时，提取率又折返提

高，可能是由于提取温度过高致使细胞壁、细胞膜破裂完

全，部分耐高温的小球藻多糖完全析出所致。因此，选取

提取温度 70 ℃。

2.1.2　氢氧化钠质量浓度对小球藻多糖提取率的影响　

如图 1（b）所示，小球藻多糖提取率随着氢氧化钠质量浓

度逐渐升高而提高，当氢氧化钠质量浓度为 2.00 g/100 mL时

小球藻多糖提取率达到最高点；之后，随着氢氧化钠质量

浓度逐渐提高小球藻多糖提取率逐渐降低，可能是碱液

浓度过高，pH 过大，使小球藻多糖不稳定所致［4］。综合考

量，选取氢氧化钠质量浓度最高点 2.00 g/100 mL。

2.1.3　料液比对小球藻多糖提取率的影响　如图 1（c）所

示，随着溶剂量增加小球藻多糖提取率逐渐提高，当料液

比达到 1∶25 （g/mL）之后趋于稳定状态。因此，料液比固

定在 1∶25 （g/mL）。

（a） 提取温度

（d） 提取时间

（b） 氢氧化钠质量浓度

（e） 醇沉比

（c） 料液比

图 1　单因素对小球藻多糖提取率的影响

Figure 1　Effects of single factor on extraction rate of C. vulgaris polysaccharides
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2.1.4　提取时间对小球藻多糖提取率的影响　如图 1（d）

所示，提取时间为 1~3 h 时，随着提取时间的延长小球藻

多糖提取率逐渐提高，其中 2~3 h 时的提升趋势尤为显

著；提取时间为 3~5 h 时，随着提取时间的延长小球藻多

糖提取率逐渐下降，可能是较长时间的提取导致多糖有

效成分被分解，致使提取率降低［17］。提取时间为 5~6 h 时

提取效率有所回升，可能是提取时间过长导致细胞壁完

全破裂，细胞质基质内耐高温多糖析出。因此，提取时间

选择不低于 3 h。

2.1.5　醇沉比对小球藻多糖提取率的影响　如图 1（e）所

示，醇沉比为 1∶1~1∶3 （mL/mL）时，随着乙醇所占比率的提

高小球藻多糖提取率逐渐提高，醇沉比达到 1∶3 （mL/mL）

后趋于稳定。因此，醇沉比固定在 1∶3 （mL/mL）。

2.2　响应面试验

2.2.1　响应面多元回归方程建立　根据单因素试验结

果，以提取温度、氢氧化钠质量浓度、提取时间为自变量设

计响应面试验。试验因素水平见表 1，试验结果见表 2。

利用 Design Expert 12 对表 2 中的数据进行处理得到

回归方程：

Y=4.62+0.40A+0.86B-9.375E-003C-0.23AB-
0.32AC- 0.87BC- 0.89A2 - 1.42B2 - 0.69C 2。 （3）

表 3 结果显示，模型极显著且失拟项不显著（P＞
0.05），该模型可以充分体现小球藻多糖提取工艺的试验

情况。模型的相关系数 R 2=0.975 9、R 2
Adj=0.944 9，表明

小球藻多糖提取工艺的试验结果与模型预测理论结果具

有良好的相关性，试验误差小，并且可以重复［26］。基于以

上结果分析，该模型能够用于预测在一定提取工艺条件

下提取小球藻多糖的试验结果。模型中 A、B、BC、A2、B2、

C2 对其具有极显著影响，各因素对小球藻多糖提取率的

影响从大到小排序依次为氢氧化钠质量浓度、提取温度、

提取时间。

2.2.2　各因素间的交互作用　由图 2 可知，氢氧化钠质量

浓度和提取温度、提取温度和提取时间之间交互作用的

响应曲面较陡峭，说明其交互作用对小球藻多糖提取率

的影响显著；氢氧化钠质量浓度和提取时间的响应曲面

较平缓，说明其交互作用对小球藻多糖提取率的影响不

显著，其中提取温度对多糖提取率的影响较大。这与表 3

回归模型方差分析结果一致。

2.2.3　最佳工艺条件验证实验　经 Design Expert 12 分析

得出，最佳提取工艺条件：氢氧化钠质量浓度 1.71 g/100 mL，

提取温度 72.25 ℃，提取时间 3.25 h，小球藻多糖提取率达

表 1　响应面试验因素与水平

Table 1　Factors and levels of response surface test

水平

-1

0

1

A 氢氧化钠质量浓度/

（10-2 g·mL-1）

1.0

1.5

2.0

B 提取温

度/℃
65

70

75

C 提取时

间/h

3.0

3.5

4.0

表 2　响应面试验设计与结果

Table 2　Experimental design and results of response 

surface test

试验编号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

A

-1

1

-1

1

-1

1

-1

1

0

0

0

0

0

0

0

0

0

B

-1

-1

1

1

0

0

0

0

-1

1

-1

1

0

0

0

0

0

C

0

0

0

0

-1

-1

1

1

-1

-1

1

1

0

0

0

0

0

小球藻多糖提取率/%

0.921

1.903

3.184

3.258

1.987

3.701

3.042

3.458

1.042

4.436

2.346

2.245

4.724

4.731

4.761

4.342

4.542

表 3　回归模拟方差分析†

Table 3　Analysis of variance for regression simulation

方差来源

模型

A

B

C

AB

AC

BC

A2

B2

C2

残差

失拟项

纯误差

总和

平方和

26.08

1.27

5.79

0.00

0.21

0.42

3.05

3.31

8.45

1.98

0.64

0.52

0.13

26.73

自由度

9

1

1

1

1

1

1

1

1

1

7

3

4

16

均方

2.90

1.27

5.97

0.00

0.21

0.42

3.05

3.31

8.45

1.98

0.09

0.17

0.03

F 值

31.47

13.78

64.83

0.01

2.24

4.57

33.16

35.96

91.76

21.53

5.47

P 值

<0.000 1**

0.007 5**

<0.000 1**

0.932 8

0.178 3

0.069 8

0.000 7**

0.000 5**

<0.000 1**

0.002 4**

0.070 0

† *表示差异显著（P＜0.05）；**表示差异极显著（P＜0.01）；

R2=0.975 9；R2
Adj=0.944 9。
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到 4.787 18%。为方便操作，将最佳提取工艺条件调整

为：氧化钠质量浓度 1.70 g/100 mL，提取温度 72 ℃，提取

时间 3.25 h，按该条件进行 3 组平行验证实验，实测小球藻

多糖提取率为（4.771±0.002）%，与理论值的标准偏差为

0.001%，表明优化小球藻多糖的提取工艺条件较为可信，

具有实际应用价值。

2.3　小球藻多糖抗氧化活性

氧化应激可能导致细胞和组织损伤，而抗氧化剂在

保护身体免受氧化应激方面起着至关重要的作用［6-8，22］。

如图 3（a）所示，对照组（抗坏血酸）和试验组（小球藻多

糖）随着样品质量浓度的变大，对 DPPH 自由基清除能力

变强。小球藻多糖质量浓度为 200~400 μg/mL 时，DPPH

自由基清除率增长明显；质量浓度＞400 μg/mL时，DPPH自

由基清除率增长较为显著。小球藻多糖半抑制质量浓度

（IC50）为 470 μg/mL。抗坏血酸质量浓度为 200~300 μg/mL

时 DPPH 自由基清除率增长显著，质量浓度＞300 μg/mL

时增长趋于平缓，其 IC50值为 251.18 μg/mL。如图 3（b）所

示，羟自由基清除作用与样品质量浓度呈正相关，试验组

（小球藻多糖）与对照组（抗坏血酸）的增长趋势大体同

步，随着样品质量浓度的增大而提高。但是对照组整体

（a） AB 响应面

（d） AB 等高线

（b） AC 响应面

（e） AC 等高线

（c） BC 响应面

（f） BC 等高线

图 2　各交互因素对小球藻多糖提取率影响的响应面图和等高线图

Figure 2　Response surface and contour for the influence of interaction factors on C. vulgaris polysaccharide extraction rate

（a） DPPH 自由基清除能力 （b） 羟自由基清除能力 （c） 总还原力

图 3　小球藻多糖的抗氧化能力

Figure 3　Antioxidant capacity of C. vulgaris polysaccharides
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的羟自由基清除率高于试验组。抗坏血酸质量浓度为

350~550 μg/mL 时，羟自由基清除率增长跨度尤为明显，

其 IC50 值 为 532.57 μg/mL。 小 球 藻 多 糖 质 量 浓

度＜550 μg/mL 时，羟自由基清除率增长平稳，质量浓度

为 550~750 μg/mL 时增长加快，之后又趋于平缓，其 IC50

值为 850 μg/mL。如图 3（c）所示，试验组（小球藻多糖）与

对照组（抗坏血酸）的增长趋势大体相同，对照组整体的

总还原力高于试验组，100 μg/mL 抗坏血酸的总还原力为

0.984，小球藻多糖的总还原力为 0.508。随着小球藻多糖

质量浓度的增高，其总还原力随之提高，即总还原能力与

样品质量浓度呈正相关。

3　结论

采用响应面分析法优化小球藻多糖提取的最佳条

件，得到最佳条件为：氢氧化钠质量浓度 1.70 g/100 mL，

提取温度 72 ℃，提取时间 3.25 h。在此条件下得小球藻多

糖具有较好的抗氧化活性，且呈现出一定的量效关系，其

对 DPPH 自由基和羟自由基的半抑制质量浓度分别为

470，850 μg/mL；小球藻多糖质量浓度为 100 μg/mL 时总

还原力为 0.508。小球藻多糖的抗氧化能力虽弱于抗坏血

酸，但作为天然产物的活性多糖，其毒副作用极小。由此

可知，采用响应面分析法优化得到的小球藻多糖提取工

艺最佳条件参数准确，具有实际可操作性。小球藻多糖

具有一定的清除 DPPH 自由基、羟自由基能力和一定的总

还原力，可见小球藻多糖可以作为天然抗氧化剂应用到

食品、药品、美妆品等诸多领域。
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