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摘要：目的 以鸡蛋壳膜为原材料，采用碱盐法提取硫酸软骨素。方法 以多糖提取率为指标研究提取时

间、提取温度、碱盐比和液料比对试验的影响。在单因素实验基础上，用响应曲面法分析优化试验的各

种条件。结果 得到了提取蛋壳膜硫酸软骨素的最佳工艺参数，提取时间为 8 h，提取温度为 65 ℃，碱

盐比为 6∶1，液料比为 15∶1。在此条件下，硫酸软骨素的提取率为 74.0%。结论 通过响应曲面设计

试验及验证试验证明该最佳反应条件具有一定的可靠性与可行性。 
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ABSTRACT: The work aims to extract chondroitin sulfate in the alkali-salt method with the egg shell membrane as raw 

material. The polysaccharide extraction rate was used as index to study the effects of extraction time, extraction temperature, 

alkali-salt ratio and liquid-solid ratio on the test. On the basis of single factor test, various conditions of test were analyzed 

and optimized in the response surface method. The experiment results showed that, the best process parameters for the 

extraction of egg shell membrane were as follows: extraction time of 8 h, extraction temperature of 65 ℃, alkali-salt ratio 

of 6∶1, and liquid-to-solid ratio of 15∶1. Under these conditions, the extraction rate of chondroitin sulfate was 74.0%. 

The response surface design test and verification test show that the proposed optimal reaction condition is reliable and 

feasible. 
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蛋壳膜俗称“凤凰衣”，存在于蛋清和蛋壳之间，

由直径为 2 μm的纤维组成，呈网状结构，是一种主

要由角膜和黏多糖类相结合组成的复合蛋白质，其溶

化后可以获得乙酰氨基葡萄糖半乳糖硫酸软骨素、氨

基酸等可溶性高分子化合物混合物[1—3]。由于物种成

分蛋壳膜种类繁多、结构特点独特[4]，因此被广泛应
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用于医药、环境工程、轻工业等多个领域[5]。 

硫酸软骨素（Chondroitin Sulfate，简称 CS）是来
源于动物的软骨和鸟类卵的壳膜等组织的酸性粘多糖
即糖胺聚糖[6—9]。硫酸软骨素用途广泛，可用作药物，
随着对硫酸软骨素研究的深入，硫酸软骨素在环保、
美容、药用、食品等行业的应用越来越广泛[10—12]。我
国禽蛋行业所产生的鸡蛋壳量巨大，从鸡蛋壳膜中提
取硫酸软骨素不仅从来源上极大提高了硫酸软骨素的
产量，也增加了禽蛋行业的产业附属价值，减少了固
体废物的产生，有利于环境保护[13]。 

硫酸软骨素提取的方法有许多种，比较常见的有
高温高压法、碱提法、中性盐法等[14—16]，以上几种方
法里，使用浓碱提取时所得到的产品颜色比较深，并
且剩余的废碱液还会污染环境；使用稀碱提取时得到
的产品蛋白质与氮的含量比较高，生产的时间也比较
长。文中以剩余的鸡蛋壳膜为原材料进行蛋壳与蛋壳
膜之间的分离，使用多种方法由蛋壳膜中提取并纯化
得到硫酸软骨素，通过一系列分析方法以及试验得到
最适宜的鸡蛋壳膜硫酸软骨素的制备关键技术，让硫
酸软骨素得到更广的应用。 

1  试验 

1.1  材料、试剂与仪器 

1.1.1  主要仪器 

主要仪器：电热恒温水浴锅（HWS24），上海一

恒科学仪器有限公司；电热恒温鼓风干燥箱（DHG-

9123A），上海一恒科学仪器有限公司；低速离心机

（LD4-2A），北京医用离心机厂；紫外可见分光光度

计（UV-5100B），上海元析仪器有限公司；摇摆式高

速万能粉碎机（DFY-500），温岭市林大机械有限公

司；调温电热器，上海苏进仪器设备厂；架盘药物天

平等。 

1.1.2  试剂与材料 

原材料为市售鸡蛋。试剂主要有盐酸、氢氧化钠、

氯化钙、氯化钠、硫酸、无水碳酸钠，均为分析纯，

以及葡萄糖标准品、金属铝片、苯酚等。 

1.2  方法 

1.2.1  硫酸软骨素的制备工艺流程 

硫酸软骨素的制备工艺流程：鸡蛋壳→浓盐酸浸

泡→壳膜分离→干燥→粉碎→碱试剂→盐试剂→水

浴提取→离心→醇沉→再溶解→二次醇沉→脱水干

燥→成品。 

1.2.2  硫酸软骨素制备的最佳工艺参数 

为了获得最佳工艺参数，试验采用碱盐法基于提

取时间、液料比（粉末状蛋壳膜与蒸馏水的体积比）、

碱盐比（氯酸盐与氢氧化钠的质量比）、提取温度等 4

个因素研究对硫酸软骨素提取率的影响，进而得出最

佳工艺。 

1）提取时间对于硫酸软骨素提取效果的影响。

准确称量 2 g粉末状的蛋壳膜放入锥形瓶里，选取蛋

壳膜液料比为 10∶1、碱盐比为 3∶1，进行 3次平行

试验，随后在 40 ℃的水浴锅里分别加热 2，4，6，8，

10 h，然后将水解液离心分离，得到上层清液，通过

苯酚 H2SO4法测出各条件下多糖的平均含量。将多糖

提取率作为指标，得出最佳提取时间。 

2）液料比对于硫酸软骨素提取效果的影响。准

确称量 2 g 粉末状的蛋壳膜放入锥形瓶里，各自以

10∶1，12∶1，14∶1，16∶1，18∶1的液料比，且

碱盐比为 3∶1，进行 3次平行试验。随后在 40 ℃的

水浴锅里加热 8 h，将水解液离心分离，得到上层清

液，再通过苯酚-硫酸法测出各条件下多糖的平均含

量。将多糖提取率作为指标，得出最佳液料比。 

3）碱盐比对于硫酸软骨素提取效果的影响。准

确称量 2 g粉末状的蛋壳膜放入锥形瓶里，各液料比

为 16∶1，碱盐比为 4∶1，5∶1，6∶1，7∶1，8∶

1，进行 3次平行试验。随后在 40 ℃的水浴锅里加热

8 h，将水解液离心分离，得到上层清液，再通过苯酚

H2SO4法测出各条件下多糖的平均含量。将多糖提取

率作为指标，得出最佳碱盐比。 

4）提取温度对于硫酸软骨素提取效果的影响。

准确称量 2 g粉末状的蛋壳膜放入锥形瓶里，液料比

为 16∶1、碱盐比为 7∶1，进行 3次平行试验。随后

分别在 50，55，60，65，70 ℃水浴锅里加热 8 h，将

水解液离心分离，得到上层清液，再通过苯酚-硫酸法

测出各条件下多糖的平均含量。将多糖提取率作为指

标，得出最佳提取温度。 

5）响应面法优化以确定最佳提取条件。在单因

素试验基础上，利用响应面法中的试验设计及响应曲

面图等来优化碱盐法提取硫酸软骨素的工艺。选择提

取时间、提取温度、碱盐比和液料比作为独立变量，

每个因素的高、中、低水平分别由+1，0，−1表示，

见表 1。 

表 1  响应曲面试验因素水平与编码 
Tab.1 Response surface test factor level and coding 

因素 
A 

(提取时间)/h 
B 

(提取温度)/℃ 
C 

(碱盐比) 
D 

(液料比) 

−1 6 60 6∶1 14∶1 

0 8 65 7∶1 16∶1 

1 10 70 8∶1 18∶1 
 

1.2.3  苯酚-硫酸法检测多糖[17] 

苯酚-硫酸法测定多糖时，多糖会先在 H2SO4 作

用之下水解成单糖，同时会很快就脱水生成糖醛衍生
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物，随后多糖会和苯酚生成橙黄色化合物，最后用比

色法进行测定[2]。 

1）制作标准曲线。称量 20 mg标准葡聚糖放入

500 mL 容量瓶里，用蒸馏水定容到刻度。各自吸取

0.4，0.6，0.8，1.0，1.2，1.4，1.6及 1.8 mL，分别用

蒸馏水添加到 2.0 mL，同时加入 1.0 mL 体积分数为

6%的苯酚和 5.0 mL浓 H2SO4，摇匀并进行冷却。常

温静置 20 min后在 490 nm下测出光密度，用蒸馏水

作空白对照，用多糖微克数作为横坐标，用光密度值

作为纵坐标，绘制出标准曲线。 

2）测定样品含量。取 0.25 mL 的样品，用蒸馏

水添加到 2.0 mL，紧接着加入 1.0 mL 6%的苯酚和 5.0 

mL浓 H2SO4，摇匀并进行冷却。常温静置 30 min后

在 490 nm下测出光密度。每一次测定都取双样进行

对照。根据标准曲线算出多糖含量。 

1.3  多糖提取率计算 

将测定的吸光度值代入苯酚-硫酸法测总糖的标

准曲线，得出相应的多糖浓度 C。 

粗多糖得率=(C×定容体积/试样质量)×100% 

多糖的提取率 =(粗多糖质量 /蛋壳膜中糖质

量)×100% 

1.4  苯酚-硫酸法测定总糖的标准曲线 

苯 酚 - 硫 酸 法 测 多 糖 的 标 准 曲 线 方 程 是

y=0.028x−0.013，R2=0.982。 

2  结果与讨论 

2.1  单因素法研究蛋壳膜硫酸软骨素的 

工艺 

2.1.1  提取时间对多糖提取效果的影响 

提取时间对硫酸软骨素的提取效果影响见图 1。

通过图 1可以发现，在其他条件都不变的情况下，随 

 

图 1  提取时间对硫酸软骨素的提取效果影响 
Fig.1 Influence of extraction time on extraction effects of 

chondroitin sulfate 

着反应时间的增长，硫酸软骨素提取率的趋势表现为

先逐渐变大后趋于平缓。当反应时间增加到 8 h 时，

硫酸软骨素提取率最大，多糖质量是糖类的 53.8%，

这可能是因为反应开始之后伴随着提取时间增加，反

应进行的更加完全；提取时间为 8 h 时已基本完全反

应，继续增加提取时间，提取率也不会继续变大，同

时还会造成能源与时间的浪费。试验结果表明，反应

时间应该控制在 8 h 左右。 

2.1.2  液料比对多糖提取效果的影响 

液料比对硫酸软骨素提取效果的影响见图 2。通

过图 2可以发现，在其他条件不变的情况下，随着液

料比的增加，硫酸软骨素提取率呈现先升高后降低的

趋势。当液料比增加到 16∶1时，硫酸软骨素提取率

最大，这时多糖质量是糖类的 47.5%。这可能是因为

随着液料比的增大，蛋壳膜和溶剂相接触的表面积也

会逐渐增大，这样更加有利于反应的进行。液料比为

16∶1时达到最适反应条件，同时继续增加液料比对

试验的影响并不是很大，还会浪费试剂。试验结果表

明，液料比应该控制在 16∶1左右。 

 

图 2  液料比对硫酸软骨素的提取效果影响 
Fig.2 Influence of liquid-solid ratio on extraction effects of 

chondroitin sulfate 

2.1.3  碱盐比对多糖提取效果的影响 

碱盐比对硫酸软骨素提取效果的影响见图 3。通

过图 3可以发现，在其他条件都不变的情况下，随着

碱盐比的增加，硫酸软骨素提取率呈现先升高后降低

的趋势。当液料比增加到 7∶1 时，硫酸软骨素提取

率最大，这时多糖质量是糖类的 55%。这可能是因为

碱添加过多时，蛋壳膜的性质会发生一定程度改变，

进而影响了硫酸软骨素提取。试验结果表明，碱盐比

应该控制在 7∶1左右。 

2.1.4  提取温度对多糖提取效果的影响 

提取温度对多糖的提取效果影响见图 4。通过图

4可以发现，在其他条件都不变的情况下，随着反应

温度的增加，硫酸软骨素提取率呈现先升高后降低的

趋势。当反应温度增加到 65 ℃时，硫酸软骨素提取 
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图 3  碱盐比对硫酸软骨素提取效果的影响 
Fig.3 Influence of alkali-salt ratio on extraction effects of 

chondroitin sulfate 

 

图 4  提取温度对多糖提取效果的影响 
Fig.4 Influence of extraction temperature on extraction 

effects of polysaccharide 

率最大，这时多糖质量是糖类的 55.5%，这可能是因

为当反应温度太高时，蛋壳膜性质发生很大改变，极

大地影响了硫酸软骨素的提取。试验结果表明，反应

温度应该控制在 65 ℃左右。 

2.2  响应曲面法优化蛋壳膜硫酸软骨素的

提取工艺[18] 

2.2.1  设计响应曲面试验 

为了优化蛋壳膜硫酸软骨素的提取工艺，采用

Box-Behnken设计试验方案，对影响蛋壳膜硫酸软骨

素提取的 4 个主要因素进行优化试验。选择提取时

间、提取温度、液料比和碱盐比作为独立变量制作显

著水平表，试验结果见表 2。 

2.2.2  建立模型方程及显著性检验 

使用 Design-Expert7.0.0 统计软件进行响应面分

析表 2所得的试验数据，得到回归模型方差分析，见

表 3。 

根据 Design-Expert 7.0.0软件，对通过在单因素

试验基础上确定的 4 因素 4 水平组成的 29 组试验方

案试验数据进行多元二次拟合，可以获得多糖提取率

（Y）的回归模型为： 

多糖提取率=72.30−1.96A+2.29B−8.42C−2.42D+ 
5.50AB−1.50AC−3.13AD+2.25BC+3.88BD−1.00CD− 
4.80A2−4.67B2−10.36C2−3.11D2 

由表 3可知，模型 P˂0.0001，表示该模型回归显

著；失拟项 P值为 0.0945，表示失拟项为不显著；模

型复相关系数是 0.9851，表明这个模型可以解释

98.51%的响应值变化，即这个模型和实际的试验拟合

良好，试验误差小，证明应用响应曲面法优化的蛋壳

膜硫酸软骨素提取工艺是可行的。各因素之间交互作 

表 2  蛋壳膜硫酸软骨素的提取工艺 4 因素 3 水平 Box-

Behnken 试验结果 
Tab.2 4-factor 3-level Box-Behnken test results of 
chondroitin sulfate extraction process of egg shell 

membrane 

因素 A/h B/℃ C D 
多糖提

取率/% 

1 0 −1 1 0 44.5 

2 −1 0 0 −1 68.0 

3 −1 0 1 0 51.0 

4 −1 1 0 0 61.0 

5 1 0 0 1 56.5 

6 −1 0 0 1 68.5 

7 0 0 1 1 46.5 

8 1 0 0 −1 68.5 

9 −1 −1 0 0 67.5 

10 0 0 0 0 72.5 

11 0 −1 −1 0 66.0 

12 0 −1 0 −1 69.0 

13 0 0 0 0 73.5 

14 0 0 −1 1 65.5 

15 0 1 0 −1 64.5 

16 0 1 0 1 67.5 

17 1 −1 0 0 52.0 

18 0 −1 0 1 56.5 

19 0 0 0 0 71.5 

20 0 0 −1 −1 67.5 

21 0 0 1 −1 52.5 

22 0 0 0 0 71.5 

23 1 0 −1 0 66.0 

24 0 0 0 0 72.5 

25 1 1 0 0 67.5 

26 ﹣1 0 −1 0 64.5 

27 0 1 −1 0 67.5 

28 1 0 1 0 46.5 

29 0 1 1 0 55.0 
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表 3  蛋壳膜硫酸软骨素的提取工艺 Box-Behnken 试验方差的分析结果 
Tab.3 Analysis results of Box-Behnken test variance for chondroitin sulfate extraction process of egg shell membrane 

变异来源 平方和 自由度 均方 F值 P值 

模型 2068.97 14 147.78 66.23 ﹤0.0001 ** 

A 46.02 1 46.02 20.63 0.0005 ** 

B 63.02 1 63.02 28.24 0.0001 ** 

C 850.08 1 850.08 380.99 ﹤0.0001 ** 

D 70.08 1 70.08 31.41 ﹤0.0001 ** 

AB 121.00 1 121.00 54.23 ﹤0.0001 ** 

AC 9.00 1 9.00 4.03 0.0643 

AD 39.06 1 39.06 17.51 0.0009 ** 

BC 20.25 1 20.25 9.08 0.0093 ** 

BD 60.06 1 60.06 26.92 0.0001 ** 

CD 4.00 1 4.00 1.79 0.2019 

A2 149.19 1 149.19 66.86 ﹤0.0001 ** 

B2 141.51 1 141.51 63.42 ﹤0.0001 ** 

C2 695.97 1 695.97 311.92 ﹤0.0001 ** 

D2 62.67 1 62.67 28.09 0.0001 ** 

残差 31.24 14 2.23   

失拟项 28.44 10 2.84 4.06 0.0945 

纯误差 2.80 4 0.70   

总和 2100.21 28    

标准差 1.49     

均值 62.81     

变异系数 2.38     

R2 0.9851     

注：**表示差异极显著（P˂0.01）；上角标 2表示二次项的交互作用 

 
用对蛋壳膜硫酸软骨素提取率的影响主次顺序是：

AB>BD>AD>BC>AC>CD，其中 AB，BD，AD，BC之

间的交互作用影响为极显著水平；AC，CD之间交互

的作用没有达到显著水平，因此不进行详细分析。 

2.2.3  响应曲面分析 

AB，AD，BD，BC即提取时间与提取温度、提取

时间与液料比、提取温度与液料比、提取温度与碱盐

比之间交互作用得出的响应面和等高线见图 5—8。 

 

图 5  提取温度与提取时间 2 个因素的交互作用对硫酸软骨素提取效果影响 
Fig.5 Influence of interaction between extraction temperature and extraction time on the extraction effect of chondroitin sulfate 
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图 6  提取温度与碱盐比之间的交互作用对硫酸软骨素提取效果影响 
Fig.6 Influence of interaction between extraction temperature and alkali-salt ratio on the extraction effect of chondroitin sulfate 

 

图 7  提取温度与液料比之间的交互作用对硫酸软骨素提取效果影响 
Fig.7 Influence of interaction between extraction temperature and liquid-solid ratio on extraction effect of chondroitin sulfate 

 

图 8  液料比与提取时间之间的交互作用对硫酸软骨素提取效果影响 
Fig.8 Influence of interaction between liquid-solid ratio and extraction time on extraction effect of chondroitin sulfate 

等高线的形状可以表示出交互效应的大小和强弱，椭

圆度代表两因素的交互作用越显著。 

分析了优化二次回归模型的数据，获得了使用蛋

壳膜提取硫酸软骨素的最佳条件：提取时间为 7.91 h、

提取温度为 65 ℃、碱盐比为 6.31∶1、液料比为

15.39∶1。根据实际情况对其修正，提取时间为 8 h、

提取温度为 65 ℃、碱盐比为 6∶1、液料比为 15∶1。

按照得到的最佳提取工艺参数，对蛋壳膜硫酸软骨素

提取率进行计算，并进行 3次平行验证试验，得到蛋

壳膜硫酸软骨素提取率分别为 74.5%，72.5%，75.0%，

平均值是 74.0%，与预测值（74.35%）基本相同。这

表明通过响应曲面方法预测得出的优化工艺参数是
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非常准确可靠、可行且行之有效的。 

3  结语 

使用废弃的蛋壳作为原材料，通过壳膜分离的方

式得到蛋壳膜，同时用碱盐法对蛋壳膜进行水解提取

硫酸软骨素。经单因素试验确定各因素的水平范围，

随后通过响应曲面法分析并优化，最终确定蛋壳膜硫

酸软骨素提取最佳工艺参数：提取时间为 8 h、提取

温度为 65 ℃、碱盐比为 6∶1、液料比为 15∶1。在

此条件下，硫酸软骨素提取率为 74.0%。通过响应曲

面设计试验及验证试验证明该最佳反应条件具有一

定的可靠性与可行性。 

此试验所采用的方法与其他方法比较，虽具有生

产成本低，提取效率高，且适合工业化生产的优点，

但试剂消耗量大，同时所提取得到的硫酸软骨素含有

很多杂质，还需在更好的试验条件下进一步对所得硫

酸软骨素进行分离纯化，才可得到更加纯品的硫酸软

骨素。 
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