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摘  要：利用冰醋酸法从猪血中提纯食品级血红素．以血红素的纯度和得率为响应指标，采用单因素法和响应面法确

定冰醋酸法提纯血红素的最佳工艺为：冰醋酸体积(mL)与血球液质量(g)比 3.93、氯化钠添加量 2.09%、反应温度

98,℃、反应时间 50,min．在该条件下，样品中血红素的纯度和得率分别为 93.29%、60.98%． 
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Abstract：Acetic acid was used to purify food-grade heme from porcine blood. To get high yield of purified heme，single 

factor and response surface methods were performed to optimize the conditions. 2.09% sodium chloride was added into the 

mixture of blood and glacial acetic acid with the ratio of 3.93 at 98,℃ for 50,min. Under this conditions，the purity and yield 

of heme are 93.29% and 60.98%，respectively.  
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我国是畜牧业大国，每年肉类产品产量位居世界

第一位，每年屠宰生猪获得的血液副产品约 150～

200 万吨[1]．猪血中氨基酸含量组成均衡，是一种优

质廉价的蛋白质资源，而且含有大量天然的、理想的

补铁剂——血红素．我国对畜牧血液资源开发利用

较晚，血液加工利用率低，不仅造成了巨大的资源浪

费，同时也导致了严重的环境污染． 

据有关报道[2]，全世界有 1/5 人口患有缺铁性营

养不良，特别是妇女、孩子和老人．缺铁会导致缺铁

性贫血症(iron deficiency anemia，IDA)，伴有体力、

脑力工作能力下降等症状，IDA 严重威胁人类健 

康[3–4]．传统的无机补铁剂吸收利用率低、肠胃刺激

大；随后的有机补铁剂虽然缓解肠胃刺激，但生物吸

收利用率还是不高，达不到理想防治 IDA 的目的．血

红素铁是人体内铁的主要存在形式，是目前生物吸收

利用率最高、肠胃无刺激的生物补铁剂，是公认的

“理想补铁剂”[5]．目前市场上血红素产品大部分通

过酸性丙酮法制备，该法提纯血红素具有纯度高、成

本低等特点，但考虑到提纯工艺中丙酮的毒性问题，

亟需寻找一种更为安全可靠制备血红素的方法，用于

食品和医疗保健行业． 

冰醋酸法最早由 Schalteief 提出，至今还被用于

工业化生产．但冰醋酸法提纯血红素存在纯度低等

缺点．我国钟耀广[6]对冰醋酸法提取血红素进行研

究，但是提取的血红素纯度仅 50%左右．基于前人的

研究成果，本研究以血红素纯度和得率为指标，全面

系统地探究冰醋酸法提纯血红素的最佳工艺，为充分

开发利用我国畜血资源提供理论依据． 

1 材料与方法 

1.1 原料与试剂 

  鲜猪血由天津天农康嘉生态养殖有限公司提供；

氯化血红素标准品(纯度为 98%)，美国 Sigma 公司；
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甲醇、乙腈，分析纯，Merck KGaA 公司；吡啶，分析

纯，西陇化工股份有限公司；冰醋酸，分析纯，天津市

风船化学试剂科技有限公司；氯化钠、柠檬酸钠，分

析纯，上海生工生物工程公司． 

1.2 实验仪器 

  远红外鼓风干燥箱；DF–101Z 型集热式恒温加

热磁力搅拌器；MACH 1.6R 型台式冷冻离心机；

XS205型 Dual Range电子天平；1260型 Agilent 高效

液相色谱法仪；Venusil MP C18 色谱柱(4.6,mm×

150,mm，5,μm)． 

1.3 实验方法 

1.3.1 猪血样品预处理 

  采集新鲜猪血，加入 3.8%柠檬酸钠抗凝剂，不断

搅拌，防止凝血．5,000,r/min 离心 20,min，收集血球，

分装后运回实验室，冻存于－20,℃环境，备用． 

1.3.2 鲜血球中血红素理论含量计算 

  将冻存于－20,℃的血球置于 4,℃环境过夜解

冻，量取 200,mL 充分混匀的解冻血球，于 4,℃、

5,000,r/min 离心 20,min，除去未破碎血球和杂质，收

集上清备用．取 3 个洁净干燥的玻璃培养皿，准确称

量并记录；准确称取 20,g处理的血球液 3份，分别放

在标记好的 3个玻璃培养皿中；将 3个放有血球的培

养皿置于 105,℃的烘箱中，干燥至质量恒定后，称量

并记录；计算干物质含量及血红素理论含量． 

1.3.3 工艺流程 

  将冻存于－20,℃血球解冻破碎→离心→与氯化

钠–冰醋酸溶液共热→冷却至室温→离心收集血红素

晶体→洗涤→烘干． 

1.3.4 单因素及响应面实验设计 

  影响冰醋酸法提纯血红素的主要因素有冰醋酸

体积(mL)与血球液质量(g)比、反应温度、反应时

间、氯化钠的添加量．按照以上 4 个因素的不同设置

条件进行单因素实验． 

  根据单因素实验结果分析，采用 Design Expert 

8.0.6.1 软件中 Box-Benhnken Design(BBD)法设计 4

因素 3水平响应面实验，优化冰醋酸法提纯血红素的

工艺． 

1.3.5 样品中血红素的含量和得率的测定 

  色谱条件[7]：Venusil MP C18 色谱柱(4.6,mm×

150,mm，5,μm)；流动相为 V(甲醇)∶V(乙腈)∶

V(水)∶V(醋酸)∶V(吡啶)＝40.0∶40.0∶9.0∶

1.0∶0.6 的混合溶液，流量 1,mL/min；柱温 35,℃；检

测波长 399,nm；进样量 20,μL． 

  称取 50,mg 待测样品(或标准品)于 50,mL 容量

瓶中，用 0.1,mol/L NaOH定容；取 1.25,mL定容后溶

液于 25,mL容量瓶中，用甲醇定容． 

  样品中血红素纯度 Y1 及得率 Y2 按照式(1)、式

(2)计算. 

   Y1＝ 98%
S

S
×样

标

 (1)

 

   1

2
100%

m Y
Y

m

⋅
= ×样  (2)

 

式中：S
样

是待检测样品的峰面积；S
标

是标准样品的

峰面积；m
样

是提取样品的质量；m 是血球中血红素

的总质量． 

2 结果与分析 

2.1 鲜血球中血红素理论含量的计算 

  通过 3 次实验确定的鲜血球中干物质含量的平

均值为 26.65%．红细胞干物质主要是血红蛋白，占总

蛋白的 95%～97%[8–9]，且血红蛋白含有血红素 3.8%. 

经计算：血红素占鲜血球湿质量的 0.962%～0.982%． 

2.2 单因素实验 

2.2.1 冰醋酸体积与血球液质量比 

  冰醋酸体积(mL)与血球液质量(g)比分别是

2.0、2.5、3.0、3.5、4.0、5.0，NaCl 添加量为血球液质量

的 1.5%，在 105,℃的冰醋酸溶液中反应 40,min．结果

如图 1所示． 

 

图 1 冰醋酸体积与血球液质量比对提纯血红素的影响 

Fig. 1 Effect of glacial acetic acid to blood liquid ratio on 

the purification of heme 

  由图 1 可知：冰醋酸体积与血球液质量比对提取

血红素的纯度和得率影响较大．随着冰醋酸体积与

血球液质量比增加，样品中血红素纯度和得率迅速增

加；当冰醋酸体积与血球液质量比达到 3.5 时，样品

中血红素的纯度和得率几乎达到最大，不再随冰醋酸

体积与血球液质量比增加而快速增加．考虑到生产

过程经济效益，初步选定冰醋酸体积与血球液质量比
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为 3.5． 

2.2.2 反应温度 

  冰醋酸体积与血球液质量比为 4.5、NaCl 添加量

为血球液质量的 1.5%，分别在不同温度的冰醋酸溶

液中反应 40,min，实验结果如图 2所示． 

 

图 2 反应温度对提纯血红素的影响 

Fig. 2  Effect of reaction temperature on the purification 

of heme 

由图 2 可知：反应温度对提纯血红素影响也较

大．随着温度的升高，样品中血红素纯度和得率迅速

增加；当达到 95,℃时，血红素的纯度达最高，血红素

的得率几乎达到最高；当温度继续升高时，血红素纯

度反而下降，血红素得率比较稳定．基于生产能耗的

考虑，初步选定反应温度 95,℃． 

2.2.3 反应时间 

  冰醋酸体积与血球液质量比 4.5、NaCl 添加量为

血球液质量的 1.5%，在 105,℃的冰醋酸溶液中反应

不同时间，实验结果如图 3 所示．由图 3 可知：随着

反应时间的延长，血红素纯度和得率明显提高；当反

应时间为 30,min 时，血红素纯度达到 83.83%，但血

红素得率仅 52.07%；继续延长反应时间，血红素纯度

增高缓慢，但血红素得率增高较快；当反应 45,min

时，血红素纯度和得率分别达 89.01%、61.32%；继续

延长反应时间，血红素纯度和得率趋于稳定．综合考

虑提取血红素的纯度和得率、生产周期、生产能耗

等，反应时间初步定为 45,min． 

 

图 3 反应时间对提纯血红素的影响 

Fig. 3 Effect of reaction time on the purification of heme 

2.2.4 氯化钠添加量 

冰醋酸体积与血球液质量比为 4.5、添加不同质

量的 NaCl，在 105,℃的冰醋酸溶液中反应 40,min，结

果如图 4所示． 

 

图 4 氯化钠添加量对提纯血红素的影响 

Fig. 4 Sodium chloride and the purification of heme 

  由图 4 可知：氯化钠添加量对提取血红素的得率

和纯度影响相对较小．随着氯化钠添加量增加至

1.0%，血红素的纯度和得率增加较快；之后，当氯化

钠添加量增加时，血红素的纯度和得率相对稳定；其

中氯化钠添加量达到 2.0%时，血红素纯度和得率达

到最大．所以，氯化钠添加量初步确定为 2.0%． 

2.3 响应面优化 

  根据单因素实验分析，以血红素纯度和得率为响

应，采用 Design Expert 8.0.6.1 软件中 Box-Behnken 

Design 中心组合实验设计原理，进行 4 因素 3 水平

实验，确定冰醋酸法提纯血红素的最佳工艺．令：x1

为冰醋酸体积(mL)与血球液质量(g)比；x2 为氯化钠

添加量；x3 为反应时间；x4 为反应温度．因素水平表

见表 1，方案设计及实验结果见表 2． 

  将所得的实验数据采用 Design Expert 8.0.6.1软

件进行多元回归拟合，得到分别以血红素纯度和得率

为响应的二次回归方程为 

   Y1＝91.64＋4.5,X1＋0.053,X2＋0.55,X3＋ 

     2.77,X4＋1.31,X1,X2＋1.04,X1,X3＋ 

     0.53,X1,X4－0.58,X2,X3－0.09,X2,X4－ 

     0.067X3 X4－3.28,X1
2－2.15,X2

2－ 

     0.93X3
2－3.29,X4

2 (3)
 

   Y2＝50.17＋6.61,X1＋0.28,X2＋6.27,X3＋ 

     2.29,X4＋0.013 X1,X2＋1.30,X1,X3＋ 

     0.36,X1,X4－0.55,X2,X3－0.34,X2,X4－ 

     0.21X3,X4－2.16,X1
2－0.66,X2

2－2.36,X3
2－ 

     1.93X4
2 (4)

 

式中：X1＝(x1－3.5)/0.5，X2＝(x2－2.0)/0.5，X3＝ 

(x3－45)/5，X4＝(x4－95)/5；其中 x1、x2、x3、x4 为非
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编码值，X1、X2、X3、X4 为编码值． 

表 1 4因素 3水平表 

Tab. 1 Table of four factors and three levels 

因素 
水平 

x1 x2/% x3/min x4/℃ 

1 3.0 1.5 40 90 

2 3.5 2.0 45 95 

3 4.0 2.5 50 100 
 

表 2 Box-Benhnken设计方案及结果 

Tab. 2  Box-Behnken design matrix and the experimental

results 

 

序号 x1 x2/% x3/min x4/℃ 纯度/% 得率/%

1 3.5 1.5 45.0 100.00 90.23 58.06 

2 4.0 2.0 50.0 95.0 94.68 62.18 

3 3.0 2.0 45.0 100.00 83.31 52.04 

4 4.0 1.5 45.0 95.0 87.94 56.14 

5 3.0 2.0 45.0 90.0 78.21 47.21 

6 3.5 2.0 50.0 100.00 89.23 60.33 

7 4.0 2.0 45.0 100.00 93.03 60.52 

8 3.0 2.0 50.0 95.0 84.04 54.39 

9 3.5 2.0 40.0 90.0 83.84 49.51 

10 4.0 2.0 45.0 90.0 85.79 54.27 

11 3.5 2.0 45.0 95.0 91.72 58.01 

12 3.5 2.0 50.0 90.0 84.21 54.43 

13 3.0 2.0 40.0 95.0 83.81 50.23 

14 3.5 1.5 50.0 95.0 89.91 59.32 

15 3.0 1.5 45.0 95.0 80.79 52.77 

16 3.5 1.5 40.0 95.0 87.97 53.32 

17 3.5 2.5 50.0 95.0 88.02 58.82 

18 3.5 2.5 40.0 95.0 88.39 53.92 

19 4.0 2.5 45.0 95.0 92.63 56.71 

20 3.5 2.0 45.0 95.0 90.85 58.57 

21 3.0 2.5 45.0 95.0 80.23 53.29 

22 4.0 2.0 40.0 95.0 89.31 55.42 

23 3.5 2.5 45.0 90.0 83.92 54.02 

24 3.5 2.0 45.0 95.0 92.34 56.87 

25 3.5 1.5 45.0 90.0 84.75 53.81 

26 3.5 2.5 45.0 100.00 89.04 56.93 

27 3.5 2.0 40.0 100.00 89.13 55.83 

 

2.3.1 回归方程的方差分析 

  利用 Design Expert 软件分别对拟合的回归方程

进行方差分析，分析结果见表 3、表 4．表 3、表 4 中

两个模型回归的 P 都小于 0.000,1，说明回归模拟建

立的模型极其显著；两模型的失拟 P 分别为 0.240,6

和 0.339,5，均大于 0.05，说明模型失拟不显著，即模

型与实验数据拟合度良好．该模型回归高度显著及

失拟不显著，说明拟合模型有效[10]． 

表 3 纯度响应回归模型的方差分析 

Tab. 3 ANOVA of regression model for purity 

来源 自由度 平方和 均方 F P 

模型回归 14 444.84  31.77 18.22 ＜0.000,1 

x1 1 242.91 242.91 139.32 ＜0.000,1 

x2 1 0.034 0.034   0.020  0.891,0

x 3 1  3.67  3.67  2.11 0.172,2

x 4 1 92.13 92.13 52.84 ＜0.000,1 

x 1,x 2 1  6.89  6.89  3.95 0.070,1

x 1,x 3 1  4.28  4.28  2.46 0.142,9

x 1,x 4 1  1.14  1.14  0.66 0.433,5

x 2,x 3 1  1.33  1.33  0.77 0.398,9

x 2,x 4 1 0.032 0.032   0.019 0.893,8

x 3,x 4 1 0.018 0.018   0.010 0.920,3

x 1
2
 1 57.41 57.41 32.93 ＜0.000,1 

x 2
2
 1 24.64 24.64 14.13 0.002,7

x 3
2
 1  4.66  4.66  2.67 0.128,1

x 4
2
 1 57.76 57.76 33.13 ＜0.000,1 

残差 12  1.74    

失拟 10 19.80  1.98 3.53 0.240,6 

纯误差 2  1.12  0.56   

总变异 26 465.76    
 

表 4 得率响应回归模型的方差分析 

Tab. 4 ANOVA of regression model for yield 

来源 自由度 平方和 均方 F P 

模型回归 14 300.88 21.49 13.68 ＜0.000,1

x1 1 103.90 103.90 66.12 ＜0.000,1

x2 1 0.006,08 0.006,08  0.003,87 0.951,4

x 3 1 81.33 81.33 51.76 ＜0.000,1

x 4 1 77.32 77.32 49.20 ＜0.000,1

x 1,x 2 1 0.000,63 0.000,63  0.000,40 0.984,4

x 1,x 3 1 1.69 1.69 1.08 0.320,1

x 1,x 4 1 0.50 0.50 0.32 0.581,6

x 2,x 3 1 0.30 0.30 0.19 0.668,6

x 2,x 4 1 0.45 0.45 0.29 0.602,8

x 3,x 4 1 0.044 0.044 0.028 0.869,7

x 1
2
 1 24.81 24.81 15.79 0.001,8

x 2
2
 1 2.35 2.35 1.5 0.244,6

x 3
2
 1 1.86 1.86 1.18 0.298,1

x 4
2
 1 19.93 19.93 12.68 0.003,9

残差 12 1.57    

失拟 10 17.35 1.74 2.31 0.339,5

纯误差 2 1.50 0.75   

总变异 26 319.73    
 

2.3.2 响应曲面图分析及最佳工艺预测 

根据回归方程，利用 Design Expert 分别绘制以

血红素纯度和得率为响应的响应曲面图(图5、图 6)． 

分析各影响因素对提取血红素纯度和得率的影响及

各因素间的交互作 用 ．采用 Design Expert 中

Numerical Optimization 对提取血红素的纯度和得率

进行最优化设计．得到提取血红素的得率及纯度最

佳的提取工艺条件：冰醋酸体积与血球液质量比
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3.93、氯化钠添加量为 2.09%、反应温度 97.66,℃、反

应时间 50,min，预测提取样品中血红素的纯度和得

率分别约为 94.26%和 62.11%． 

   

(a) x1与 x2 (b) x1与 x3 (c) x1与 x4 

 
 

 

(d) x2与 x3 (e) x2与 x4 (f) x3与 x4 

图 5 各因素间交互作用对提取血红素纯度的影响 

Fig. 5 Effect of the interaction amony experimental factors on the purification of heme 

  
 

(a) x1与 x2 (b) x1与 x3 (c) x1与 x4 

 
 

 

(d) x2与 x3 (e) x2与 x4 (f) x3与 x4 

图 6 各因素间交互作用对提取血红素得率的影响 

Fig. 6 Effect of the interaction among experimental factors on the yield of heme 

 

2.3.3 最佳工艺验证实验 

  在优化的最佳实验条件下，即反应温度 98,℃(与

最优值最近的整数值)、冰醋酸体积与血球液质量比

3.93、NaCl 添加量为 2.09%、反应时间 50,min，提纯

血红素，实验重复 5 次．在上述条件下，提纯样品中

血 红 素 纯 度 和 得 率 的实验值分 别 为 93.29% 和

60.98%．与预测的理论值相接近，说明模型有效且能

够较好地反映出血红素的提取条件，同时也说明了用

响应面法优化冰醋酸法提取血红素的提取工艺是可

行的． 
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  提取样品和标准品的 HPLC 色谱图如图 7 所

示．由图 7 可知：提取样品和标准品在该条件下主峰

的保留时间和峰面积一致，说明实验提取样品的主要

成分为血红素． 

 

(a) 样品 

 

(b) 标准品 

图 7 高效液相色谱分析图 

Fig. 7  High performance liquid chromatography analysis

3 结 语 

  在单因素实验设计的基础上，对冰醋酸法从猪血

中提取血红素的提取工艺进行了 4 因素 3 水平的响

应面设计，建立了响应值和各个因素之间的数学模

型，依据此数学模型确定的最佳提取工艺为：冰醋酸

体积与血球液质量比 3.93、NaCl 添加量为血球液质

量的 2.09%、反应温度 98,℃、反应时间 50,min．在该

条件下，提纯样品中血红素纯度和得率的实验值分别 

为 93.29%和 60.98%，与预测值吻合． 
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