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摘　要：以红草金鱼（ｒｅｄＣａｒａｓｓｉｕｓａｕｒａｔｕｓ）为研究对象，探究不同提取工艺对其体内类胡萝卜素提取效果的
差异性。研究分别通过单因素试验和正交试验，确定不同影响因素的最佳提取条件，结果表明提取样品为红

草金鱼干样、提取料液比为１∶１５、提取时间为９０ｍｉｎ、提取次数为２次、Ｖ（乙醇）∶Ｖ（丙酮）＝１∶２、提取温度为
８０℃，类胡萝卜素提取含量质量分数最高可达１４０．５８ｍｇ／ｋｇ。筛选最优提取工艺，为今后提取与测定金鱼体
内类胡萝卜素含量及其各组分色素的研究提供重要的科学依据。
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　　类胡萝卜素是一类重要的天然色素的总称，
普遍存在于动物、高等植物、真菌和藻类的黄色、

橙红色或红色的色素之中［１］，具有保健视觉系

统［２］和皮肤组织、抵抗不良环境等功能。研究表

明，金鱼体色的形成取决于从食物中获取的色素

含量［３４］，其中，类胡萝卜素含量是最主要的因素

之一。目前从植物体内提取类胡萝卜素的工艺

研究［５８］取得长效进展，但尚缺少对鱼类体内类

胡萝卜素提取工艺的研究报道。

红草金鱼（ｒｅｄＣａｒａｓｓｉｕｓａｕｒａｔｕｓ）作为金鱼的
主要品系之一，因其具有艳丽的色彩、适应性以

及抗病力强、食性广且饲养简便等优点，深受观

赏鱼爱好者的喜爱。目前，已有关于富含类胡萝

卜素的物质影响红草金鱼体色变化的实验研究

且取得成果［９１０］，但对其体内类胡萝卜素提取工

艺的研究比较少。因此，本实验以红草金鱼为研

究对象，探究不同提取工艺对其体内类胡萝卜素

提取效果的差异性，优选出最佳的提取条件，为

今后金鱼色素提取及有关研究与应用等工作提

供理论依据。

１　材料与方法

１．１　实验材料
红草金鱼购自上海市浦东新区泥城日升花

卉水族馆，鱼龄为 ９～１０个月，体长 ５．０～８．０
ｃｍ，体质量为 ２．５～４．５ｇ，实验鱼共２００尾。实
验用鱼为经处理剪碎的红草金鱼鲜样和经 １２０
℃恒温鼓风干燥箱干燥２ｈ后的红草金鱼干样。
１．２　实验仪器

主要仪器：电热恒温鼓风干燥箱（ＤＨＧ
９０３６Ａ），电子天平（ＦＡ２００４２００ｇ），４０００ｒ／ｍｉｎ
离心机（ＴＤＬ６Ａ），紫外可见分光光度计（ＵＶ
２０００）；主要试剂：丙酮（分析纯），９５％乙醇（分析
纯）。

１．３　检测方法
以类胡萝卜素总量为指标测定红草金鱼的

色素含量，在紫外分光光度计４３６ｎｍ波长［１１１２］

处进行测定，记录各组色素萃取液的吸光度值后

计算各组金鱼总类胡萝卜素的质量分数：

Ｗ＝（Ａ×Ｋ×Ｖ）／（Ｅ×Ｇ） （１）
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式中：Ｗ为类胡萝卜素质量分数，ｍｇ／ｋｇ；Ａ为吸
光度值；Ｋ为常数（１０４）；Ｖ为提取液的体积，ｍＬ；
Ｅ为摩尔消光系数（２５００）；Ｇ为样品质量，ｇ。

采用 Ｅｘｃｅｌ软件进行数据处理，ＳＰＳＳ１７．０软
件进行差异性分析，ＰＲＩＳＭ软件进行绘图。
１．４　实验设计

以红草金鱼为实验对象，其体内类胡萝卜素

含量为测定指标，进行色素提取效果的差异性研

究，通过单因素试验和正交试验，确定不同提取

方式：提取样品、提取料液比、提取时间、提取次

数、不同混合萃取剂和提取温度等因素的最佳提

取工艺，各因素设置 ３组平行，结果取平均值。
１．４．１　提取样品

分别取 ０．４ｇ红草金鱼干样与鲜样，用体积
比为 １∶１的乙醇丙酮溶液作色素萃取剂，料（ｇ）
液（ｍＬ）比为 １∶１５，５０℃的条件下提取 ６０ｍｉｎ，
测定不同提取样品对红草金鱼体内类胡萝卜素

提取效果的差异。

１．４．２　提取料液比
取０．４ｇ红草金鱼干样，用体积比为１∶１的

乙醇丙酮溶液作色素萃取剂，５０℃的温度下，以
５组料（ｇ）液（ｍＬ）比分别为 １∶１０、１∶１５、１∶２０、
１∶２５和 １∶３０提取６０ｍｉｎ，测定不同料液比对红
草金鱼体内类胡萝卜素提取效果的差异。

１．４．３　提取时间
取０．４ｇ红草金鱼干样，用体积比为 １∶１的

乙醇丙酮溶液作色素萃取剂，料（ｇ）液（ｍＬ）比
１∶１５，５０℃ 的温度下，分别提取 ３０、６０和 ９０
ｍｉｎ，测定不同提取时间对红草金鱼体内类胡萝
卜素提取效果的差异。

１．４．４　提取次数
取０．４ｇ红草金鱼干样，体积比为 １∶１的乙

醇丙酮溶液作萃取剂，料（ｇ）液（ｍＬ）比 １∶１５，５０
℃的温度下提取 ３０ｍｉｎ，然后加入相同的提取溶
剂再提取 ３０ｍｉｎ，每次提取时间共６０ｍｉｎ，相同
条件下提取 ３次，测定不同提取次数对红草金鱼
体内类胡萝卜素提取效果的差异。

１．４．５　萃取剂
取 ０．４ｇ红草金鱼干样，料（ｇ）液（ｍＬ）比

１∶１５，５０℃ 的温度下提取 ６０ｍｉｎ，分别以
Ｖ（乙醇）∶Ｖ（丙酮）＝１∶０、Ｖ（乙醇）∶Ｖ（丙酮）＝
０∶１、Ｖ（乙醇）∶Ｖ（丙酮）＝１∶１、Ｖ（乙醇）∶Ｖ（丙
酮）＝２∶１、Ｖ（乙醇）∶Ｖ（丙酮）＝１∶２等 ５种混合

有机溶剂为萃取剂进行提取，测定不同提取试剂

对红草金鱼体内类胡萝卜素提取效果的差异。

１．４．６　提取温度
取０．４ｇ红草金鱼干样，体积比为 １∶１的乙

醇丙酮溶液作萃取剂，料（ｇ）液（ｍＬ）比 １∶１５，分
别在 ３０、４０、５０、６０、７０和８０℃ 的温度下提取 ６０
ｍｉｎ，测定不同提取温度对红草金鱼体内类胡萝
卜素提取效果的差异。

２　结果

２．１　提取样品对提取效率的影响
由图１可得，不同提取样品，类胡萝卜素提

取效果呈现极显著差异（Ｐ＜０．０１），干样提取的
类胡萝卜素含量（质量分数）为５６．１６ｍｇ／ｋｇ，而
鲜样提取的类胡萝卜素含量（质量分数）为 ９．６
ｍｇ／ｋｇ。综合分析可得，单因素试验中最佳提取
样品为经 １２０℃ 恒温鼓风干燥箱干燥２ｈ后的
红草金鱼干样。

图中不同字母表示处理间差异显著（Ｐ＜０．０１）

ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｆｉｇｕｒｅｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｔＰ＜

０．０１ｌｅｖｅｌ

图１　不同提取样品对提取类胡萝卜素含量的影响
Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｓａｍｐｌｅｓｏｎ

ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆｃａｒｏｔｅｎｏｉｄｓｅｘｔｒａｃｔｅｄ

２．２　提取料液比对提取效率的影响
由图２可得：料（ｇ）液（ｍＬ）比为 １∶１０时，类

胡萝卜素提取含量（质量分数）为 ５６．０４ｍｇ／ｋｇ；
料（ｇ）液（ｍＬ）比为 １∶１５时，类胡萝卜素提取含
量（质量分数）最高，为 ７８．１２ｍｇ／ｋｇ，与其余各组
呈现极显著差异（Ｐ＜０．０１）；当料（ｇ）液（ｍＬ）比
为１∶２０与 １∶２５时，类胡萝卜素提取含量（质量
分数）效果不佳，且两组差异性不明显，分别为

３２．６４ｍｇ／ｋｇ和３１．５６ｍｇ／ｋｇ；当料（ｇ）液（ｍＬ）比

０６５
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为 １∶３０时，所提取的类胡萝卜素含量（质量分
数）最低，为２３．４６ｍｇ／ｋｇ。因此，根据单因素试
验结果可得最优料（ｇ）液（ｍＬ）比为 １∶１５。

图中不同字母表示处理间差异显著（Ｐ＜０．０１）

ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｆｉｇｕｒｅｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｔＰ＜

０．０１ｌｅｖｅｌ

图２　不同料液比对提取的类胡萝卜素含量的影响
Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｏｌｉｄｌｉｑｕｉｄｒａｔｉｏｓｏｎ

ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆｃａｒｏｔｅｎｏｉｄｓｅｘｔｒａｃｔｅｄ

２．３　提取时间对提取效率的影响
由图３可得：提取时间为 ３０ｍｉｎ时，类胡萝

卜素提取含量（质量分数）为５６．２２ｍｇ／ｋｇ，与其
余两组呈显著差异（Ｐ＜０．０５）；当提取时间为６０
ｍｉｎ和９０ｍｉｎ时，类胡萝卜素提取含量（质量分
数）分别为５８．７４ｍｇ／ｋｇ和５８．９２ｍｇ／ｋｇ，９０ｍｉｎ
提取效果稍大于６０ｍｉｎ，单因素 ＡＮＯＶＡ过程进
行方差分析无显著性差异。因此，根据试验结

果，最佳提取时间为９０ｍｉｎ，如实验过程中为节
省实验时间，提取时间取６０ｍｉｎ为宜。

图中不同字母表示各处理组间差异显著（Ｐ＜０．０５）

ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｆｉｇｕｒｅｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｔＰ＜

０．０５ｌｅｖｅｌ

图３　不同提取时间对提取的类胡萝卜素含量的影响
Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｔｉｍｅｏｎ

ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆｃａｒｏｔｅｎｏｉｄｓｅｘｔｒａｃｔｅｄ

２．４　提取次数对提取效率的影响
由图４可得，第一次提取的类胡萝卜素含量

（质量分数）为５５．９８ｍｇ／ｋｇ，第二次提取的类胡
萝卜素含量（质量分数）为 ４０．９８ｍｇ／ｋｇ，第三次
提取的类胡萝卜素含量（质量分数）为２８．６９ｍｇ／
ｋｇ，随着萃取次数的增加，每次提取的类胡萝卜
素的含量均比上一次有所减少，且单因素方差分

析差异性显著，经过两次提取类胡萝卜素含量占

很大比重且综合时间等其他因素，提取次数以两

次为宜。

图中不同字母表示各处理组间差异显著（Ｐ＜０．０１）

ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｆｉｇｕｒｅｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｔＰ＜

０．０１ｌｅｖｅｌ

图４　不同提取次数对提取的类胡萝卜素含量的影响
Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｔｉｍｅｓｏｎｔｈｅ

ｃｏｎｔｅｎｔｏｆｃａｒｏｔｅｎｏｉｄｓｅｘｔｒａｃｔｅｄ

２．５　萃取剂对提取效率的影响
由图５可得：Ｖ（乙醇）∶Ｖ（丙酮）＝０∶１与

１∶１时，类胡萝卜素含量（质量分数）为 ５５～５７
ｍｇ／ｋｇ，提取效果无明显差异；Ｖ（乙醇）∶Ｖ（丙酮）＝
１∶０时，类胡萝卜素含量（质量分数）仅为３６．７２
ｍｇ／ｋｇ，提取效果最差；Ｖ（乙醇）∶Ｖ（丙酮）＝１∶２
时，类胡萝卜素含量（质量分数）为 ６１ｍｇ／ｋｇ，提
取效果最优。单因素方差分析，除Ｖ（乙醇）∶
Ｖ（丙酮）＝２∶１外，与其余各组呈现极显著差异
（Ｐ＜０．０１）。综合分析，由图５可知，选用Ｖ（乙醇）∶
Ｖ（丙酮）＝１∶２作为萃取剂提取效果最好。
２．６　提取温度对提取效率的影响

由图６可得：当提取温度为３０～６０℃ 时，类
胡萝卜素含量并无太大差异，呈平缓趋势；当提

取温度为 ６０～８０℃时，所提取的类胡萝卜素的
含量（质量分数）呈递增趋势，在 ８０℃ 时达到最
大，为 １４０．５８ｍｇ／ｋｇ。单因素方差分析，与其余
各组均呈现极显著差异（Ｐ＜０．０１），因此提取温度
以８０℃为宜。以上其他影响因素的单因素试验
中温度控制在 ５０℃，由于实验中控制单一变量，
因此对其他因素实验结果与分析并无影响。

１６５
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图中不同字母表示处理间差异显著（Ｐ＜０．０１）

ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｆｉｇｕｒｅｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｔＰ＜

０．０１ｌｅｖｅｌ

图５　不同有机溶剂对提取的类胡萝卜素含量的影响
Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｏｒｇａｎｉｃｓｏｌｖｅｎｔｓｏｎｔｈｅ

ｃｏｎｔｅｎｔｏｆｃａｒｏｔｅｎｏｉｄｓｅｘｔｒａｃｔｅｄ

２．７　红草金鱼类胡萝卜素提取工艺的正交试验
由于单因素试验［１３１４］存在单一性与偶然性，

为避免实验结果出现较大误差，在单因素试验的

基础上进行多因素正交试验。以红草金鱼干样

为实验材料，全面考察提取温度、提取时间、混合

有机溶剂比及料（ｇ）液（ｍＬ）比等 ４个影响参数
的作用大小和优化组合，设计 ４因素 ３水平的正

交试验，其结果见表 １。

图中不同字母表示处理间差异显著（Ｐ＜０．０１）

ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｆｉｇｕｒｅｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｔＰ＜

０．０１ｌｅｖｅｌ

图６　不同提取温度对提取的类胡萝卜素含量的影响
Ｆｉｇ．６　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

ｏｎｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆｃａｒｏｔｅｎｏｉｄｓｅｘｔｒａｃｔｅｄ

　　根据单因素试验，当提取温度为 ５０～８０℃
时，所提取的类胡萝卜素含量呈递增趋势，因此

正交试验中结合实际的实验条件，最高温度设为

７０℃，取３组等梯度温度作为实验提取温度，即
３０、５０、７０℃。

表１　红草金鱼类胡萝卜素提取工艺的Ｌ９（３４）正交试验结果及其极差分析
Ｔａｂ．１　Ｌ９（３４）Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓａｎｄａｎａｌｙｓｉｓ

序号

Ｓｅｒｉａｌ
ｎｕｍｂｅｒ

Ａ
提取温度

Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ／℃

Ｂ
提取时间

Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｔｉｍｅ／ｍｉｎ

Ｃ
Ｖ（乙醇）∶Ｖ（丙酮）

Ｖ（Ｅｔｈａｎｏｌ）∶Ｖ（Ａｃｅｔｏｎｅ）

Ｄ
料液比

Ｒａｔｉｏｏｆｓｏｌｉｄ
ｔｏｌｉｑｕｉｄ

类胡萝卜素质量分数

Ｃａｒｏｔｅｎｏｉｄｓ
ｍａｓｓｆｒａｃｔｉｏｎ／（ｍｇ／ｋｇ）

１ １（３０） １（３０） １（１∶０） １（１∶１０） ４７．５８
２ １（３０） ２（６０） ２（１∶１） ２（１∶１５） ５７．７８
３ １（３０） ３（９０） ３（１∶２） ３（１∶２０） ６０．１８
４ ２（５０） １（３０） ２（１∶１） ３（１∶２０） ５５．９２
５ ２（５０） ２（６０） ３（１∶２） １（１∶１０） ５７．０６
６ ２（５０） ３（９０） １（１∶０） ２（１∶１５） ５８．８０
７ ３（７０） １（３０） ３（１∶２） ２（１∶１５） ８７．５４
８ ３（７０） ２（６０） １（１∶０） ３（１∶２０） ５９．５８
９ ３（７０） ３（９０） ２（１∶１） １（１∶１０） ８２．５６
Ｋ１ ５５．１８ ６３．６８ ５５．３２ ６２．４０
Ｋ２ ５７．２６ ５８．１５ ６５．４２ ６８．０４
Ｋ３ ７６．５６ ６７．１８ ６８．２６ ５８．５６
Ｒ ７．１３ ３．０１ ４．３１ ３．１６

　　从正交试验结果 Ｒ分析得出，４个因素对红
草金鱼体内类胡萝卜素提取效果的影响程度从

大到小依次为 Ａ、Ｃ、Ｄ、Ｂ，即：提取温度对红草金
鱼色素提取的影响最大，其中 Ｋ３最大，表明水平
试验结果 Ａ３最优；其次对提取效果影响较大的
因素为有机溶液比，其中 Ｋ３最大，表明水平试验

结果Ｃ３效果最好；料（ｇ）液（ｍＬ）比以 Ｋ２最大，
因此水平试验 Ｄ２最优；影响最小的因素为提取
时间，以Ｋ３最大，因此水平试验 Ｂ３最优。从正
交试验结果得出的最佳提取条件为：Ａ３Ｂ３Ｃ３Ｄ２，
即最佳提取温度７０℃、最佳提取时间 ９０ｍｉｎ、最
佳有机溶液比１∶２、最佳料液比１∶１５，与单因素试
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验结果相符合。

３　讨论

３．１　提取温度对红草金鱼类胡萝卜素含量的影
响

在单因素试验中，提取温度设置的最高温度

为８０℃，且根据 ＳＰＳＳ单因素差异性分析，为最
佳提取温度，由于实验条件限制未设置更高温

度，因此对于类胡萝卜素含量提取的最佳温度是

否会更高，将在后续实验中做进一步研究。在正

交试验中，由于控制实验变量，因此最高温度设

置为７０℃对实验所得结论并无影响。
单因素试验中，提取温度为８０℃时提取效

果明显大于７０℃，且正交试验结果表明，在一定
温度范围内，提取效果随提取温度呈上升趋势，

因此综合考虑两项试验结果，最佳提取温度为８０
℃。
３．２　不同提取条件下的类胡萝卜素含量有较大
差别

ＳＰＳＳ单因素分析中，提取样品、料液比、提取
次数、萃取剂、提取温度均采用显著性水平０．０１，
且均小于该值，呈极显著水平，表明各最佳提取

条件下均可取得最大提取效率。提取时间采用

显著性水平０．０５且小于该值，呈显著水平，相比
其他提取因素显著性差异较低。单因素试验结

果表明，提取时间为９０ｍｉｎ时类胡萝卜素含量提
取效果最佳为 ５８．９２ｍｇ／ｋｇ，与提取时间为 ６０
ｍｉｎ所提取的类胡萝卜素含量无较大差异，如实
验时间有限，提取时间可取６０ｍｉｎ；正交试验表
明，最佳提取时间为９０ｍｉｎ，与提取时间３０ｍｉｎ
以及６０ｍｉｎ相比，提取效果明显。因此，综合考
虑单因素试验和正交试验结果，最佳提取时间应

为９０ｍｉｎ。由于单因素试验中控制变量，而正交
试验中４个因素相互影响，因此两项试验结果存
在差异。

由本实验结果可知，不同提取条件下的类胡

萝卜素含量有很大差别，实验中类胡萝卜素含量

（质量分数）提取最高可达１４０．５８ｍｇ／ｋｇ，但此数
据并不是在所有条件均为最佳状态下提取，因此

红草金鱼类胡萝卜素可提取的最高含量有待深

入研究。本文只对类胡萝卜素的提取进行了研

究，因此，最佳提取条件是否同样适用于其他色

素提取需进一步实验证明。

３．３　红草金鱼色素以及类胡萝卜素含量及利用
情况

红草金鱼是重要的观赏鱼类，由于其自身的

生活习性以及饲养简单，因此多作为重要的实验

材料，黄斌等［９］利用红色草金鱼探究日粮添加芜

萍对其生长及体色的影响，结果表明随着饲料中

芜萍含量的增加，皮肤中类胡萝卜素含量逐渐上

升，红色草金鱼体色更加艳丽。程云生等［１０］利用

红草金鱼作为实验材料探究饲料中组合色素对

其体色的影响，结果表明不同的色素组合对其体

色变化有很大差别。但鲜有关于红草金鱼色素、

类胡萝卜素含量以及利用情况的相关报道，且由

于饲养情况、个体大小以及鱼体部位不同，其色

素和类胡萝卜素含量也有较大差异。因此，通过

对其体内色素以及类胡萝卜素含量深入研究，可

为今后红草金鱼的资源化利用提供科学参考。

４　结论与展望

单因素试验和正交试验结果得出，在红草金

鱼类胡萝卜素提取工艺中各因素存在相互作用，

因此需要综合考虑各因素对实验的影响，从而筛

选出最佳提取工艺与效果。综合分析两项试验

结果，红草金鱼类胡萝卜素提取工艺的最佳条

件：提取样品为红草金鱼干样、料（ｇ）液（ｍＬ）比
１∶１５、提取时间 ９０ｍｉｎ、提取次数２次、Ｖ（乙醇）∶
Ｖ（丙酮）＝１∶２、提取温度 ８０℃。根据此试验结
果进行金鱼类胡萝卜素的提取工作，为之后提取

与测定金鱼体内类胡萝卜素含量及其各色素组

分的研究提供了重要的参考依据。
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