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双水相体系提取天然食用色素的研究进展

刘玉雅，谢章荟，高静*

（广东药科大学食品科学学院，广东中山 528405）

摘要：食品色素分为天然食用色素和人工合成色素，天然食用色素因其色彩鲜艳、副作用少和潜在的生物活性，在食

品工业中越来越受到青睐。天然食用色素种类繁多，来源丰富，可从动物、植物、微生物或微生物代谢产物中获取。天然

食用色素传统提取方法依赖有机溶剂的使用，存在溶剂残留、提取效率低和环境污染的问题，探索高效绿色的提取技术成

为天然食用色素的研究热点之一。双水相提取技术具有操作简便、作用条件温和、提取效率高等优势，近年来在天然食用

色素提取领域得到广泛关注。本文归纳了天然食用色素提取的双水相体系类型，从提取率、分配系数、选择性系数、动力学、

热力学、提取机理和调控途径等方面论述了双水相体系在提取天然食用色素方面的研究进展，展望了双水相体系在提取天

然食用色素方面的优势和局限性，旨在为双水相体系提取分离天然食用色素提供理论参考。
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Research progress on the Extraction of Natural Edible Pigments Using 

Aqueous Two-phase Systems

LIU Yuya, XIE Zhanghui, GAO Jing*
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Abstract: Food pigments are divided into natural edible pigments and artificial synthetic pigments. Natural edible pigments 

are increasingly favored in the food industry because of their bright colors, few side effects and potential biological activities. Natural 

edible pigments are known for their great diversity and rich sources, and can be obtained from animals, plants, microorganisms 

or microbial metabolites. The traditional extraction methods for natural edible pigments generally rely on the use of organic 

solvents, which would cause problems such as occurrence of solvent residue, low extraction efficiency and environmental pollution. 

Exploring efficient and green extraction technologies for natural food pigments has become one of the research hotspots.  Aqueous 

two-phase system (ATPS) extraction technology has advantages such as simple operation, mild reaction conditions, and high 

extraction efficiency. In recent years, it has received widespread attention in the field of natural food pigment extraction. This article 

summarizes the types of ATPS for extracting natural edible pigments, and discusses the research progress of ATPS in the extraction 

of natural food pigments from various aspects, including extraction rate, distribution coefficient, selectivity coefficient, kinetics, 

thermodynamics, extraction mechanisms, and regulation approaches. Furthermore, the advantages and limitations of ATPS in the 
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食品是人类赖以生存的基本物质保障，随着人民

生活水平的跃升，人们的环保和健康意识也逐渐提升，

绿色食品的开发成为必然之势。食品色素作为食品研

发的关键角色，不仅美化食品外观，更助力提升品质，

满足现代人对美好生活的追求。食品色素分为天然食

用色素和人工合成色素两类，人工合成色素具有稳定

性好、着色性强和成本低等优点，但违规使用会危害

人体健康 [1,2] 。我国《食品添加剂使用卫生标准》严格

限定了在食品中的人工合成色素种类、安全使用剂量

和使用范围。与人工合成色素相比，天然食用色素因

其色彩鲜艳、副作用少和潜在的生物活性，在食品工

业中越来越受到青睐。天然食用色素可从动物、植物、

微生物或微生物代谢产物中提取，不仅具有给食品赋

色的功能，部分天然食用色素还具有抗氧化、清除自

由基以及抗菌、抗癌和预防慢性疾病的作用 [3-6] 。天然

食用色素的传统提取方法普遍采用有机溶剂，但提取

率较低，分离纯化难度大，环境污染风险高。

图 1 双水相体系提取天然食用色素的种类及其结构

Fig.1 The types and structures of natural edible pigments 

extracted by aqueous two-phase systems

近年来，双水相提取技术在提取天然食用色素方

面取得一定进展，例如异戊二烯衍生物类色素、多酚

类色素、卟啉衍生物类色素、酮类及醌类衍生物类色

素等均可以通过双水相法从不同资源中提取（图 1）。
与其他提取体系相比，双水相体系含水量高，具有操

作条件温和、生物相容性高、可规模化生产等优势，

对于原料中含量低、活性高的成分能起到较好的保护

作用 [7] 。目前，应用于天然食用色素提取的双水相体

系类型有：有机溶剂双水相、聚合物双水相、离子液

体双水相和低共熔溶剂双水相。当前关于针对不同色

素的适宜性的双水相提取体系还缺乏系统的归纳。

本文基于天然食用色素的结构和性质归纳了适合

天然食用色素提取的双水相体系类型，从提取率、分

配系数、选择性系数、动力学、热力学、提取机理和

调控途径等方面论述了双水相体系在提取天然食用色

素方面的研究进展，阐述双水相体系在提取天然食用

色素方面的优势和局限性，为天然食用色素提取理论

研究及工业化推广提供参考。

1  天然食用色素的提取效果

根据天然食用色素结构分为异戊二烯衍生物类色

素、多酚类色素、卟啉衍生物类色素、酮类及醌类衍生

物类色素。表 1 列举了双水相体系在提取天然食用色素

方面的应用研究，从提取量、提取率、分配系数和选择

性系数四个方面归纳了不同双水相体系的提取效果。

1.1 提取量和提取率

1.1.1 异戊二烯衍生物类色素

双水相提取异戊二烯衍生物类色素主要集中于 β-
胡萝卜素、叶黄素和虾青素。异戊二烯衍生物类色素

分子间含有大量 C=C 的共轭体系，动物、植物及微生

物均可通过类异戊二烯的次生代谢途径生成以异戊二

烯为单位聚合而成的共轭双键长链色素 [35] 。

1.1.1.1 β- 胡萝卜素

β- 胡萝卜素常用旋转蒸发的方式从传统溶剂提取

物中分离，但 β- 胡萝卜素在长时间暴露于光和热下时

会发生氧化降解 [36] 。采用双水相提取 β- 胡萝卜素可有

效避免在光和热长期暴露下降解的风险。李诺等 [8] 采

用乙醇和正丁醇构建有机溶剂双水相，结合超声辅助

提取黄秋葵叶中的 β- 胡萝卜素，经响应面法优化后，

β- 胡萝卜素的提取量为 9.12 mg/g，且超声温度和乙醇

质量分数是影响 β- 胡萝卜素提取量的主要因素。王音

等 [9] 采用叔丁醇和麦芽糖构建有机溶剂双水相，结合

超声辅助提取螺旋藻中的 β- 胡萝卜素，该体系与有机

溶剂和盐双水相体系提取率相当，均能达到 3 mg/g 以

上，显著高于超声辅助提取法 1.94 mg/g。

extraction of natural edible pigments are discussed, aiming to provide a theoretical reference for the extraction and separation of 

natural edible pigments utilizing the aqueous two-phase system.

Key words: aqueous two-phase system; natural edible pigments; extraction; mechanism; research progress



现代食品科技                                           Modern Food Science and Technology	                                             2025, Vol.41, No.10

 438 

表 1  双水相体系提取天然食用色素的工艺参数和提取效果

Table 1 Process parameters and extraction effects of natural edible pigment extraction using aqueous two-phase system

体系 物质组成 辅助方法 提取工艺 目标分子
提取量 /
(mg/g)

提取
率 /%

分配
系数

选择性
系数

参考
文献

有机
溶剂

乙醇 -正丁醇 超声波 料液比 1:100 (g/mL)，40 ℃超声 3 min β- 胡萝卜素 9.12 — — —  [8] 

叔丁醇 -麦芽糖 超声波 料液比 1:200 (g/g)，90 W 超声 5 min β- 胡萝卜素 3.19 — — —  [9] 

乙醇 -硫酸铵
微波
复合酶

料液比 1:45 (g/mL)，酶浓度 0.45 U/g，
45 ℃，酶解 150 min，微波功率 270 W，

持续时间为 120 s
叶黄素 7.32 99.85 — —  [10] 

乙醇 -硫酸铵 超声波
料液比 1:20 (g/mL)，提取振荡 30 s，

静置 10 min 叶黄素 1.99 — — —  [11] 

乙醇 -硫酸铵 — 料液比 1:15，25 ℃，提取时间 3 h/ 次 虾青素 — 89.09 — —  [12] 

乙醇 -硫酸钠 —
料液比 1:51.71 (g/mL)，30 ℃，

提取时间 97.71 min 花青素 15.79 — — —  [13] 

丙醇 -硫酸铵 超声波 料液比 1:37 (g/mL)，35 ℃，超声 25 min 儿茶素 — 46.01 — —  [14] 

乙醇 -硫酸铵 超声波
料液比 1:35.33 (g/mL)，pH 值 8，40 ℃，

487 W 超声 30 min 儿茶素 — 98.47 — —  [15] 

正丙醇 -柠檬酸钠 —
料液比 3:20 (g/g)，25 ℃，涡旋搅拌 10 s，黑

暗放置 1 h，11 000×g 离心 5 min 甜菜色素 — 90 — —  [16] 

乙醇 -硫酸铵 — pH 值 4~8，25~65 ℃，5 000 r/min 离心 5 min 红曲色素 — 98.13 171.91 —  [17] 

聚合
物

PEG6000- 硫酸铵 —
样品质量分数 12%，pH 值 3，室温涡旋混合

25 min，4 000 r/min 离心 10 min 花青素 — 94.17 — —  [18] 

PEG2000- 硫酸钠
超声波全
细胞催化

样品质量分数 14%，室温，40 kHz 超声
15 min；4 ℃，5 000 r/min 离心 5 min；pH 值
4.5，45 ℃，细胞质量分数 7.5%，反应 1.5 h

花青素 — 66.56 — —  [19] 

PEG1450- 磷酸钾 —
pH 值 6，搅拌约 2 h，室温（27±2 ℃）

下放置过夜
藻红蛋白 — 63.00 — —  [20] 

PEG4000- 柠檬酸钠 —
样品质量分数 2.5%，22 ℃，1 000 r/min

搅拌 10 min，黑暗静置 24 h 甜菜色素 — 92.41 — —  [21] 

PPG- 乙二醇 - [C6mim] Cl —
料液比 1:250 (g/mL)，25 ℃，0.1 MPa，

3 000 r/min 离心 15 min 姜黄色素 — 100.00 — —  [22] 

离子
液体

PPG400-Ch 
DHcit- [C2mim] Cl — 涡旋混合 2 min，3 000 r/min 离心 10 min 叶黄素 — 102.61 — —  [16] 

 [P4448] Br- 磷酸钾 —
料液比 1:20 (g/mL)，涡旋大力混合 5 s，

35 ℃，平衡 12 h 虾青素 — 93.08 23.41 —  [19] 

Ch DHp-PEG400 — 50 r/min 摇床搅拌 1 h，1 200×g 离心 10 min 叶绿素 — 51.60 — —  [33] 

 [N21(2OH)(2OH)]  Br-PPG — 料液比 1:8.33 (g/mL)，20 ℃，提取时间 70 min 叶绿素 — 92.00 — —  [34] 

 [C4mpy] DCN- 柠檬酸
缓冲液

—
料液比 1:10 (g/mL)，pH 值 6，涡旋搅拌，

2 000 r/min 离心 5 min 藻蓝蛋白 — 83.26 — —  [38] 

 [N21(2OH)(2OH)]  Br-PPG — 料液比 1:8.33 (g/mL)，20 ℃，提取时间 70 min 甜菜色素 — 95.00 — —  [34] 

 [P4444] Br- 果糖 — pH 值 2，30 ℃，静置 24 h 姜黄色素 — 99.56 >1 —  [46] 

 [Ch]  [Hex] -PluronicF68 —
料液比 3.5:6.0 (mg/g)，15 r/min 摇床混合

60 min，30 ℃，50 W 超声 45 min，
5 ℃（±0.15 ℃）下放置平衡

姜黄色素 — 92.13 — ≥ 25  [47] 

 [Bmim] Cl-Triton X-100 — pH 值 2，60 ℃孵育 12 h 红曲色素 — — — —  [49] 

 [C4MIM]  [BF4] -SDS 超声波
样品量 10 mg，pH 值 7，120 W 超声

15 min，2 000 r/min 离心 5 min 紫草素 —
90.00

~97.73 — —  [51] 

低共
熔溶
剂

 [ChCl]  [Fru] - [P4448] Cl —
料液比 1:20 (g/mL)，30 ℃，摇床转速

170 r/min，提取时间 0.5 h 虾青素 2.35 — 103.59 48.31  [32] 

 [ChCl]  [Urea] -K2HPO4 —
样品质量分数 1.0%，pH 值 7，涡旋混合，

静置 10 min 藻蓝蛋白 — 94.20 — —  [33] 

 [ChCl]  [Urea] -K2HPO4 — 样品量 0.04 mg，25 ℃，提取时间 20 min 藻红蛋白 — 69.99 — —  [34] 
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1.1.1.2 叶黄素

传统提取叶黄素的过程中存在提取时间过长，温

度较高，导致耗能高且叶黄素等类胡萝卜素降解等问

题。Fu 等 [10] 采用微波和酶辅助，选择乙醇和硫酸铵构

建有机溶剂双水相从万寿菊中提取叶黄素，该体系提取

率略低于索氏提取法，为 7.32 mg/g。但前者抗氧化性

（IC50=12.82 μg/mL）高于后者（IC50=12.01 μg/mL），原

因是索氏提取法在高温条件下易导致叶黄素被快速降

解 [37] 。相关研究表明，乙醇在双水相中的质量分数还

与叶黄素提取率呈正相关趋势 [11] 。不仅如此，Paliwal
等 [38] 采用水基离子液体从小球藻中提取叶黄素，证明

叶黄素在离子液体中的稳定性是在传统溶剂甲醇中的

三倍。Zhang 等 [23] 比较 4 种不同胆碱基化合物和聚乙

二醇 400（PEG400）组成的离子液体双水相体系提取

性能，其中柠檬酸二氢胆碱离子液体（Ch DHcit）双

水相提取能力最佳（P ＜ 0.05），双水相顶层叶黄素含

量达到 3.83 mg/g ；还比较了 6 种咪唑类离子液体作为

湿小球藻叶黄素提取的辅助剂，少量 1- 乙基 -1- 甲基咪

唑氯化物（ [C2mim] Cl）的引入使叶黄素的提取率提高

了 9.98%。在多次提取过程中，叶黄素三次分配的

总提取率达到 102.61%。为了提升能源效率并加速

叶黄素提取过程，有必要继续探索并创新叶黄素的

提取策略，以期在短时间内实现更高的提取效率。

1.1.1.3 虾青素

虾青素由于其富含电子的共轭双键结构 [39] ，对热、

光和氧非常敏感，乙醇和硫酸铵有机溶剂双水相可使

虾青素提取液中的各类型虾青素都沉淀 [12] ，沉淀率为

89.09% ；与乙醇浸提法相比，双水相体系去除了部分

与虾青素结合的蛋白质使得虾青素浓度和品质有所提

高。Gao 等 [24] 采用三丁基辛基溴化膦（ [P4448] Br）和磷

酸钾构建离子液体双水相体系从虾废弃物中提取虾青

素，与甲醇、己烷、丙酮等有机溶剂相比，在 35 ℃
时获得更高提取率为 93.08%。但丙酮的提取率最低为

28%，可能是丙酮的极性较大，导致虾青素提取率降

低，表明溶剂的极性与虾青素的溶解度密切相关。研

究表明，离子液体可以有效地破坏红球藻的藻类残留

物，使藻类残留物中的虾青素更容易提取 [40] 。Zhang
等 [32] 采用低共熔溶剂（氯化胆碱和 D- 果糖）与氯化三

丁基辛基膦（ [P4448] Cl）构建低共熔溶剂双水相从雨生

红球藻中提取虾青素，提取量为 2.35 mg/g。双水相体

系在虾青素提取中展现出高效性，可为从生物资源中

提取疏水性生物分子及分离相似结构化合物提供理论

基础和设计指导。

1.1.2 多酚类色素

双水相提取多酚类天然食用色素的研究主要集中

于花青素和儿茶素两类，其基本碳架结构组成为 2- 苯
基苯并吡喃和多羟基 [41] 。

1.1.2.1 花青素

花青素的传统提取方法依赖于有机溶剂，但有机

溶剂废液处理不仅昂贵 [42] ，对人体健康有害，还易污

染环境。Odabaş 等 [13] 采用乙醇和硫酸铵构建有机溶

剂双水相从蔷薇果中提取花青素，其提取纯度比有机

溶剂法提高了 1.8 倍，提取量为 15.79 mg/g。李治城

等 [18] 采用 PEG6000 和硫酸铵双水相提取黑胡萝卜中的

花青素，提取率为 94.17%，研究表明硫酸铵的质量分

数对提取率的影响较大。Li 等 [19] 采用 PEG2000 和硫酸

钠构建聚合物双水相提取花青素 C3G，通过增加全细

胞催化辅助，C3G 纯度可达 83.49%。且与乙醇和硫酸

铵双水相体系相比，该体系全细胞催化 C3G 转化率从

47.11% 提高到 66.56%，五轮重复使用后，全细胞活

性保持在 50% 以上。双水相体系提取花青素，不仅得

率高、纯度高，还克服了传统提取方法杂质多、能耗高、

难以工业化等缺点。

1.1.2.2 儿茶素

儿茶素可作为抗氧化剂，防止脂质氧化 [43] ，其氧

化产物是显色化合物 [44] ，添加儿茶素可以改善食品的

色泽和风味 [45] 。传统提取儿茶素的方法，存在加工时

间长和使用有害溶剂等缺点，为了解决这一问题并提

高提取效率，郑琰等 [14] 采用丙醇和硫酸铵构建有机溶

剂双水相，结合超声辅助从普洱中提取儿茶素。研究

表明，经响应面法优化后，儿茶素提取率提高了 3.55%，

料液比是影响儿茶素提取效果的最主要因素。与单独

采用超声辅助乙醇提取法 [46] 相比，具有提取率高、提

取条件较温和等优势。Chen 等 [15] 则采用乙醇和硫酸铵

构建有机溶剂双水相，结合超声辅助从莲花中提取儿

茶素，与单独采用双水相提取和体积分数为 60% 的乙

醇提取相比，其多酚提取率最高，可达 98.47%。此外，

双水相体系结合超声辅助提取的多酚还具有良好的抗

氧化活性。

1.1.3 卟啉衍生物类色素

卟啉衍生物类色素主要由四个吡咯环构成，这些

吡咯环通过亚甲基桥相互连接，形成一个大型的平面

环状结构 [35] 。双水相提取卟啉衍生物类色素的研究主

要集中于叶绿素、藻蓝蛋白和藻红蛋白。

1.1.3.1 叶绿素

现有研究多采用离子液体双水相提取叶绿素。

Ruiz 等 [25] 采用胆碱氨基酸磷酸二氢钾（Ch DHp）和

PEG400 构建离子液体双水相对微藻蛋白质和叶绿素

进行分离，在聚合物富集相中回收了约 51.6% 的叶绿

素，且约 92.2% 的蛋白质在水相（界面）之间被回收。
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Rosa 等 [26] 采用热可逆法，选用离子液体 [N21（2OH）（2OH）] Br
和聚丙二醇构建离子液体双水相从红甜菜废弃物中提

取叶绿素，在固液比 0.12、20 ℃下提取 70 min，叶绿

素提取率可达 92%。此外，以表面活性剂为主要组分

构建双水相提取天然食用色素，如选用 Triton X-100
和磷酸盐缓冲液构建双水相体系提取迷迭香叶中的叶

绿素 [47] 。叶绿素对高温（＞ 100 ℃）敏感，较高的温

度可能会破坏叶绿素，导致叶绿素提取率降低 [48] 。双

水相体系提取叶绿素不仅提取率高，而且具有温和的

提取条件，可有效提高叶绿素的稳定性。

1.1.3.2 藻蓝蛋白

藻蓝蛋白的常见提取方法有冻融法、超声法、均

质法和脉冲电场 [49] 等，为努力解决藻蓝蛋白对 pH
值、温度和光照敏感性等问题，Choi 等 [27] 采用 1- 丁
基 -1- 甲基吡咯烷双氰胺（ [C4mpy] DCN）和柠檬酸缓

冲液构建离子液体双水相从钝顶螺旋藻中提取藻蓝蛋

白。当 pH 值为 6 时，藻蓝蛋白的提取率约为 83.26%，

可能是 pH 值为 6 时柠檬酸盐缓冲液生物相容性较好，

为藻蓝蛋白提供了更好的导电环境，具有较强的盐析

效应。Zhuang 等 [33] 采用低共熔溶剂（氯化胆碱和尿

素）与磷酸氢二钾构建低共熔溶剂双水相从螺旋藻中

提取藻蓝蛋白，藻蓝蛋白的产量从 86% 提高到 90%
以上 [50] 。采用双水相提取藻蓝蛋白时，需关注 pH 值

对提取率的影响，并继续筛选温和的提取条件，以实

现低能耗、高经济效益的提取过程。

1.1.3.3 藻红蛋白

双水相提取藻红蛋白具有提取时间短、能耗低、

纯度高等优点。Xu 等 [34] 采用低共熔溶剂（氯化胆碱

和尿素）与磷酸氢钾构建低共熔溶剂双水相从海藻中

提取藻红蛋白，提取率为 69.99% ；结合硫酸铵沉淀法

对藻红蛋白进行纯化，纯度为 3.825，达到药品级纯度

（3.0）。此外，紫外 -可见光谱、荧光光谱等研究表明，

藻红蛋白的空间结构和二级结构在整个提取过程中不受

影响。Mittal 等 [20] 采用 PEG1450 和磷酸钾构建聚合物双

水相，联合集成工艺从海洋大型藻类中提取藻红蛋白，

藻红蛋白纯度提高了 9.25 倍，分步收率为 72%，总收

率为 63%。由此可知，双水相提取联合集成工艺（沉淀、

超滤等）可有效提高藻红蛋白的提取率和纯度。

1.1.4 酮类及醌类衍生物类色素

酮类衍生物类色素其化学结构主要由羰基

（C=O）与两个烃基相连而成，醌类衍生物类色素则

是一类含有环己二烯二酮或环己二烯二亚甲基结构的

有机化合物。双水相提取酮类及醌类衍生物类色素的

研究主要集中于甜菜色素、姜黄素、红曲色素及紫草素。

1.1.4.1 甜菜色素

甜菜色素是一种 L- 酪氨酸衍生的水溶性含氮生物

碱类色素，包括甜菜红素和甜菜黄素两类 [51] 。García-
Cruz 等 [16] 采用正丙醇和柠檬酸钠构建有机溶剂双水

相，采用多阶段法从火龙果中提取甜菜色素，提取率

高于 90% ；且甜菜红素（Bc）和甜菜黄素（Bx）分别

集中在下相和上相，证明该体系具有在顶相和底相之

间提取火龙果果实中甜菜红素和甜菜黄素的潜力。类

似的，采用 PEG4000 和柠檬酸钠构建聚合物双水相提

取三角梅苞片中的甜菜色素，也可部分实现 Bc 和 Bx
的分离 [21] 。Rosa 等 [26] 采用 [N21（2OH）（2OH）] Br 和聚丙二

醇热可逆双水相体系从红甜菜废弃物中提取甜菜色素，

经响应面试验优化，在中等的固液比、提取时间和温

度下，甜菜色素提取率可达到最大值为 95%。

1.1.4.2 姜黄色素

姜黄色素一般采用传统提取技术，如浸渍法、索

氏提取法和溶剂提取法，使用甲醇、乙醇、乙腈、二

甲基亚砜、丙酮和其他极性溶剂从姜黄中提取姜黄色

素。尽管其提取设备相对简单，但现有的提取方法存

在效率低下的问题。因此，学者们正致力于探索一种

既简便又绿色高效的提取方式。Ghasemzadeh 等 [28] 采

用四丁基溴化膦（ [P4444] Br）和果糖构建离子液体双

水相提取姜黄色素，姜黄色素的分配系数大于 1，更

倾向于分布在上相（富离子液体相），最大提取率为

99.558%。Kurnik 等 [29] 采用共聚物构建离子液体双水

相从姜黄粗提物中提取姜黄色素，选择性系数≥ 25。
Buarque 等 [22] 采用选择聚丙二醇和乙二醇和离子液体

（ [Cnmim] Cl）组成聚合物双水相从藏红花中提取姜

黄色素，当离子液体组分为 1- 己基 -3- 甲基咪唑氯盐

（ [C6min] Cl）时，姜黄色素提取率为 100%，分配完全。

研究表明，姜黄色素的分配行为随着离子液体烷基侧

链长度的增加而增强。

1.1.4.3 红曲色素

红曲色素作为一种微生物类色素，因其原料易得

和热稳定性好等特性而备受关注。Zhao 等 [30] 采用 1-
丁基 -3- 甲基咪唑氯化铵（ [Bmim] Cl）和 Triton X-100
构建离子液体双水相，从经发酵后味精中提取红曲色

素，可将味精残留的阴离子红曲色素从浊点提取的凝

聚相转移到富含离子液体的水相中。孔维宝等 [17] 采

用乙醇和硫酸铵构建有机溶剂双水相从紫色红曲菌

YY1-3 菌株发酵液中简单高效提取红曲色素，其最大

提取率为 98.13%。双水相体系使得从各种微生物来源

中提取各类微生物色素成为可能，不仅成本效益显著，

还极大减少了传统提取方法带来的环境影响。
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1.1.4.4 紫草素

紫草素是中药紫草中的一种紫红色萘醌类化合物，

其主要成分是紫草醌及其衍生物。Sun 等 [31] 采用 1- 丁
基 -3- 甲基咪唑四氟硼酸盐（ [C4MIM]  [BF4] ）和十二烷

基苯磺酸钠构建离子液体双水相，结合超声辅助从新

疆紫草中提取紫草素，提取率为 90.00%~97.73%，与

热回流提取法相比，操作更简便。同时，与乙醇溶剂

提取法 [52] 相比，具有提取时间短，作用条件温和提取

率相当等优势。双水相体系提取紫草素为紫草药用植

物资源的绿色、高效开发利用提供了参考依据。

1.2 分配系数和选择性系数

双水相体系在提取目标物质时，提取量和提取率

体现了其分离与富集的效率和性能。而分配系数与选

择性系数则进一步揭示了体系对目标物质的选择性分

离能力，以及在两种目标物质之间的相对选择性，共

同构成了评价体系提取效果的关键指标。

1.2.1 分配系数

双水相提取的分配系数（K）反映的是物质在双

水相体系中两个不同相之间分配情况，即物质在上相

和下相的浓度之比，其一般与双水相体系的组成和

浓度、目标物质的性质以及环境等因素相关。孔维宝

等 [17] 采用质量分数为 16% 的乙醇和质量分数为 28%
的硫酸铵构建有机溶剂双水相时，红曲色素的分配系

数可达 171.91。Gao 等 [24] 采用离子液体构建双水相提

取虾青素，温度从 25 ℃升至 35 ℃时，虾青素的分配

系数从 9.96 显著增加到 23.41 ；温度高于 35 ℃时，虾

青素提取量显著降低。研究表明，虾青素的疏水性

及其与水的相互作用可能会随着温度的升高而减弱。

Zhang 等 [32] 采用低共熔溶剂构建双水相提取虾青素时，

其分配系数为 103.59。研究表明，红曲色素和虾青素

在两者的体系上下相中已实现有效的分离。目前，双

水相提取天然食用色素使用分配系数作为指标评判的

研究较少，缺乏对目标物质上下相分配情况探究，不

利于目标物质后续的富集和纯化。

1.2.2 选择性系数

双水相提取天然食用色素的选择性是依据选择性

系数 β 判断的，反映了双水相体系对两种不同组分的

分离能力。即基于分配系数 K 计算出目标分子和其他

物质在两相中的分配情况后，通过目标分子与其他物

质的分配系数之比得出。选择性系数越大，说明该体

系对目标分子的分离效果越好，即目标分子与其他物

质之间的分离能力越强。Zhang 等 [32] 采用构建低共熔

溶剂双水相从雨生红球藻中提取虾青素，虾青素酯和

游离虾青素均可被选择性识别，选择性系数为 48.31，
且该体系在循环使用三次后仍保持出色的提取能力。

Kurnik 等 [29] 采用离子液体双水相提取姜黄色素，可与

基于蛋白质的污染物选择性分离，其选择性系数≥ 25。
Rodríguez-Herrera 等 [21] 采用聚合物双水相提取甜菜色

素，上下两相均可部分实现甜菜红素（Bc）和甜菜黄

素（Bx）的分离，在上相中选择性系数为 2.82~3.26，
下相中选择性系数为 1.26~1.45。

实际上，天然食用色素因结构、性质以及在两种

相中的亲疏性差异和分子间的疏水相互作用、氢键相

互作用、范德华力等因素影响呈现明显的选择性分

配 [53] 。但是，目前研究普遍以提取率作为单一指标评

价提取效果，缺乏深入探究天然食用色素在双水相中

的选择性分离情况。尤其是天然食用色素从天然原料

中提取，各相成分复杂，有多重目标分子共存。其主

要技术难点在于如何调节双水相各相性质差异，针对

不同目标色素的溶解性达到选择性分离。此外，还需

特别关注溶剂组成、性质和浓度等因素对选择性提取

的影响。

2  提取机理

“盐析效应”是形成双水相体系的基本原理，成相

规律遵循 Hoffman 准则，但是不同体系随成相分子结

构的差异有所区别，如离子液体与低共熔溶剂和表面

活性剂的成相则是基于“液体孔洞”理论 [54] 和胶束平

衡状态 [55] （图 2）。目前双水相体系提取天然食用色素

的研究主要集中在体系性质的研究和提取效果的比较，

对其提取机理的研究相对较少。

邵琳琳等 [56] 通过同步荧光光谱的研究，表明硫酸

钠的添加不仅能够促进分相，还可以增强藻蓝蛋白与

PEG1000 结合过程的疏水作用，与双水相提取结果相

符。Zhang 等 [32] 通过分子模拟方法，进一步研究了低

共熔溶剂双水相提取虾青素酯和游离虾青素的机理；

研究表明，离子液体 [P4448] Cl 和低共熔溶剂的所有组

分通过氢键和范德华力以及空间位阻效应与虾青素酯

和游离虾青素相互作用，导致分子相互迁移。藻蓝蛋

白的等电点（PI）在 4.6~5.2 之间，Choi 等 [27] 通过对

比藻蓝蛋白在 pH 值 6 或 7 时的提取率差异，认为表

面性质或疏水效应是对藻蓝蛋白分配行为的关键影响，

而不是静电相互作用。Xu 等 [34] 通过透射电镜观察到聚

集和包围现象是藻红蛋白提取的驱动力。此外，付玉

洁等 [57] 采用低共熔溶剂双水相提取纤维素酶，紫外光

谱和荧光光谱研究表明，低共熔溶剂与纤维素酶之间

没有形成化学键；电导率和动态光散射分析表明，低
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共熔溶剂的簇集作用是低共熔溶剂双水相体系提取纤

维素酶的主要驱动力。综上所述，双水相体系的提取

机理是基于其成相机理的强化，通过优化双水相体系

提取条件参数、同步荧光光谱分析、分子模拟和透射

电镜观察等多种方法可揭示天然食用色素提取机理，

进而实现高效、高选择性的提取。

3  提取动力学和热力学

3.1 动力学

双水相提取天然食用色素所需时间相对于溶剂提

取、离子交换等其他方法较少，双水相体系达到平衡

态的速度快，因此其动力学研究具有一定难度 [58] 。李

诺等 [11] 采用超声辅助乙醇和硫酸铵双水相提取黄秋葵

叶中的叶黄素，当反应级数 n=2 时，动力学曲线最接

近直线，符合二级动力学方程。Chang 等 [59] 研究了离

子液体双水相对藻蓝蛋白（CPC）的提取过程，发现

CPC 进入离子液体相是一个决定速率的步骤，且离子

液体的烷基链长度对 CPC 提取能力的影响不显著。推

测 CPC 从离子液体双水相中的提取是通过水 - 离子液

体界面的分子扩散控制的，可能涉及多种结合相互作

用（如疏水性、离子电荷和特定的相互作用）。双水相

提取天然食用色素动力学受时间、温度、疏水相互作

用、体系组分及浓度等多种因素影响，这些因素共同

决定了提取效率和过程动力学。因此，对双水相提取

天然食用色素进行动力学研究，有助于优化提取条件，

提高天然食用色素的提取率。

3.2 热力学

温度会改变溶剂的物理化学性质，影响天然食用

色素在两相中的分配；也可能增加分子热运动，加快

传质速率，但温度过高可能导致天然食用色素的降解

以致失活。因此，对提取过程的热力学研究尤为重

要。热力学参数 ΔG（吉布斯自由能变）、ΔH（焓变）

和 ΔS（熵变）常被用来判断一个反应或过程是否自

发进行。Gao 等 [24] 研究四种离子液体双水相体系在温

度 35 ℃下提取虾青素的 ΔG 和 ΔH 均为负值，表明虾

青素在富离子液体相中自发且优先分配；虾青素在传

质过程中为放热转移，即低温更有利于提取。Gomes
等 [47] 通过调控温度促进两相的形成。Chang 等 [59] 利用

基于离子液体双水相提取藻蓝蛋白的热力学参数显示

ΔG 值均为负值，ΔH 和 ΔS 为正值，表明在提取过程

中是自发进行的吸热反应且为整体无序性。ΔG 的负

向变化表明，ΔS 值是提取过程的主导因素。因此，

尽管带负电的藻蓝蛋白和带正电的离子液体之间存

在静电相互作用，但疏水相互作用在提取过程中占主

导地位。双水相提取过程的热力学研究，有助于明确

温度对提取体系相行为的影响规律和提取效果之间

的平衡。

4  提取调控途径

4.1 提取体系组成及其比例

双水相体系由两种溶剂组分在适宜浓度或在一个

特定温度下相互混合形成。李治城等 [18] 采用 PEG6000
和硫酸铵双水相提取花青素，硫酸铵质量分数的增

加，花青素的选择性系数和提取率呈现先升高后降低

的现象。可能是硫酸铵质量分数的增加，导致其下相

水合能力增强，加强了上下两相物质的分离效果 [60] ，

但过量加入的硫酸铵会分布于上相中，不利于色素的

提取 [61] 。Zhuang 等 [33] 采用低共熔溶剂（氯化胆碱和尿

素）与磷酸氢二钾双水相提取藻蓝蛋白。研究表明，

尿素含量增加，低共熔溶剂摩尔比为 1:2 时，提取率

达到最大值 61.49% ；氯化胆碱含量降低，提取效率虽

然略有下降，但仍能保持在 93.34% 以上。可能是尿

素含量的增加增强了低共熔溶剂的流动性，从而缓解

了因高黏度而阻碍产物在顶相中分布的空间位阻现象。

Rashid 等 [62] 研究也表明，低共熔溶剂黏度的降低可以

提高提取介质在生物质中的扩散速率。因此，适当调

整双水相组分的质量分数和溶剂摩尔比，可有效调节

双水相的分配比例，从而更好地实现目标物质的选择

性分离。

4.2 提取时间

从动力学角度分析，提取时间是双水相提取天然

食用色素重要影响因素之一。王音等  [9] 对螺旋藻粉

末加入量、超声功率和超声时间三个因素进行正交

试验设计，确定提取 β- 胡萝卜素的最佳提取时间为

5 min。Rosa 等  [26] 通过响应面优化固液比、温度和提

取时间对提取率的影响，得出 70 min 为提取甜菜色

素和叶绿素的最佳提取时间。一般来看，提取率随着

提取时间的延长而增大，直至达到平衡状态，但天然

食用色素可能因过长的提取时间导致不稳定甚至失

活，提取率下降  [63] 。
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图 2 双水相提取体系的成相机理和提取机理

Fig.2 The phase formation mechanism and extraction mechanism of aqueous two-phase extraction system

可控的方式发生构象变化 [64-66] 。聚合物通常使用具有

高密度酸性和碱性基团的聚电解质制备，可以分别发

生去质子化和质子化，从而形成对 pH 值变化响应的

高电荷基团 [67-69] 。Cai 等 [70] 采用聚低共熔溶剂和磷酸钾

构建聚合物双水相提取芳香族氨基酸。聚低共熔溶剂

中的聚丙烯酸链含有高密度的羧酸基团，这些羧基在

不同的 pH 值下发生 pH 值依赖的质子化和去质子化。

通过调控 pH 值和温度，不仅能够调节目标分子的提

取效果，而且可实现溶剂的回收和循环利用。此外，

需注意 pH 值和温度调节范围对天然食用色素稳定性

的影响。

4.5 辅助手段

超声、微波和酶法等辅助手段与双水相提取技术

的优势相结合，可实现更高效的分离提取。例如，Fu   
等 [10] 在有机溶剂双水相的基础上，同时采用微波和酶

辅助提取叶黄素，其提取率均高于微波辅助双水相提

取和酶辅助两相提取。Huang 等 [63] 采用超声波和纤维

素酶辅助低共熔溶剂双水相提取南瓜皮中 β- 胡萝卜素

等天然食用色素，调控超声功率为 300 W 和酶添加量

质量分数为 2.10% 时达到最大提取率。但双水相体系

在提取天然食用色素时因其高效性而较少需要辅助手

段，且超声波和微波等辅助手段由于成本问题及难以

在工业中大规模应用，使其推广受到限制。

5  结论与展望

目前，根据天然食用色素原料、用途及剂型的不

同，双水相体系提取天然食用色素分别采用溶剂蒸发、

结晶、膜过滤、色谱分离等方法进行回收和纯化，但

4.3 提取温度

双水相提取体系可根据高临界共熔温度（UCST）
和低临界共熔温度（LCST）分为两种截然相反的热可

逆相转变行为的提取体系。Rosa 等 [26] 提取色素采用离

子液体和 PPG 的单相水溶液进行，通过温度开关实现

相分离，使叶绿素和甜菜色素同时分离成相反的相。

其温度开关是根据离子液体聚合物对的不同，所构建

的双水相可表现出类似 UCST 或 LCST 的行为。在这

种情况下，给定离子液体的所有相图都显示出随着温

度的升高，两相区的范围也在增加的趋势，表明所研

究的双水相遵循 LCST 型行为，这是聚丙二醇和水二

元体系 LCST 型行为的直接结果。由于聚丙二醇是一

种温度依赖性聚合物，随着温度的升高其疏水性增加，

因此它更容易从聚合物中置换出来。Zhang 等 [32] 研究

低共熔溶剂和离子液体双水相在 25 ℃至 65 ℃不同温

度下的相行为，得出双水相体系表现出两阶段行为。

同时，研究表明 LCST 型离子液体比 UCST 型离子

液体具有更强的形成双水相和提取虾青素的能力，并

且含有 [P4448] Br 和 [P4448] Cl 的双水相体系比含有 1- 丁
基 -3- 甲基咪唑四氟硼酸盐（ [C4mim] BF4）、四丁基溴

化膦（ [P4444] Br）和四丁基氯化膦（ [P4444] Cl）的双水

相体系具有更高的提取率。因此，在提取条件的选择

方面需要平衡目标分子的热敏特性和提取率两个参

数，以实现经济效益的最大化。

4.4 各相pH值

pH 值响应型双水相体系应用于天然食用色素提取

鲜有报道，但 pH 值响应型聚合物双水相已被应用于

其他天然活性分子提取。当 pH 值改变时，聚合物以
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关于体系中溶剂的回收循环利用鲜有报道。在实际工

业生产中，天然食用色素的提取一般采用传统有机溶

剂提取法，与之相比，双水相体系提取天然食用色素

具有对环境友好的优势，而且操作设备简单，时间短，

作用条件温和，易连续化操作。不仅如此，双水相体

系的理化性质和提取条件具有高度可设计性，可通过

改变体系组分，调控温度或 pH 值，采用辅助方法等

进一步提高提取效果。同时，因各相性质差异可实现

不同色素的选择性分离，有利于天然食用色素提取后

的分离纯化。

但是，双水相体系提取天然食用色素并未大规模

应用于工业化生产，可能是其提取机理、动力学的研

究比较缺乏；大部分试验结果仍停留于小规模试验阶

段，工程放大及设备参数等方面的研究缺乏；且天然

产物体系复杂，能够实现选择性分离的色素种类十分

有限，尚有许多基础科学问题未得到研究。因此，双

水相提取天然食用色素的研究应在以下几个方面进一

步提升：探索更加高效、绿色环保和智能的双水相体

系，促进工业化生产发展；结合分子模拟等计算机技

术深入研究双水相提取天然食用色素的机理，为天然

食用色素的选择性提取提供普适性的策略；加强对体

系溶剂的回收再利用，降低生产成本。
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