
7

DOI: https://doi.org/现代工业与技术·第 01卷·第 04 期·2024 年 08 月 10.12349/mit.v1i4.4546

Study on the technology of ultrasonic-assisted extraction of 
heme from the blood of Tibetan pigs
Guoqing Li1   Hui Ma1   Xiangyan Zhao1   Zhen Zhang1   Mengjie Liu2

1. School of Food and Bioengineering, Henan Institute of Animal Husbandry Economics, Zhengzhou, Henan, 450046, China 
2. School of Life Sciences, Henan University, Zhengzhou, Henan, 450046, China

Abstract
Using Tibetan pig blood as the raw material, heme was extracted with the assistance of ultrasound. The extraction rate of heme 
was used as the evaluation index to investigate the effects of ultrasonic temperature, ultrasonic time, ultrasonic power, ultrasonic 
pulse ratio, and the volume ratio of red blood cells to water. Based on the results of single-factor experiments, a four-factor, three-
level orthogonal experiment was conducted to optimize the extraction process. The optimal conditions were determined as follows: 
ultrasonic temperature of 30°C, red blood cell to water volume ratio of 1:5, ultrasonic time of 6 min, ultrasonic power of 400 W/100 
mL, and ultrasonic pulse ratio of 4:3. Under these conditions, the heme yield reached (0.621 ± 0.021) g/100 mL, significantly 
higher than that obtained by conventional methods (0.320 ± 0.017) g/100 mL. The ultrasound-assisted extraction method effectively 
increased the extraction rate of heme from Tibetan pig blood.
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摘  要

以藏香猪血液为原料，采用超声波辅助提取血红素，以血红素提取率为考察指标，研究超声温度、超声时间、超声功率、
超声间歇比以及红细胞与水体积比的影响，通过单因素实验结果进行四因素三水平正交试验优化，确定最佳工艺条件。研
究表明超声温度30℃，红细胞与水体积比1:5，超声时间6 min，超声功率400 W/100mL，超声间歇比4:3，在此条件下血红
素的得率为（0.621±0.021）g/100mL，远优于常规方法得率（0.320±0.017）g/100mL。采用超声波辅助提取法能有效增加
藏香猪血液中血红素的提取率。
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1 引言

西藏小型猪因肉质细腻，香味浓郁，被当地民间习惯

称为藏香猪 [1]。但屠宰之后猪血液往往由于口感、技术等原

因被当作废物而丢弃，致使大量优质血液资源浪费，并且

造成当地环境严重污染。猪血中含有大量天然且理想补铁物

质——血红素 [2-3]，它在生物制药、功能性食品和保健品等

多个领域有广泛应用，如何利用现代生物技术从废弃的猪血

液中提取该活性物质，已然成为重要研究课题。

有多种技术用于血红素提取，但各有利弊 [3-6]。钟耀广

等 [4] 研究了冰醋酸法提取猪血液中血红素，发现冰醋酸不

仅有酸化作用，同时还具有溶解红细胞的作用。该方法目前

在实验室和工业上应用较多，制备血红素结晶体耗时少，容

易操作，但提取率较低。酸性丙酮法 [7] 花费成本较低，但

是得到的血红素产品为浓度较低的晶体，导致血红素在接下

来的应用中受到限制。采用直接晶化法 [8] 设备投资少，整

个过程容易操作，但是得到的血红素纯度较低。

超声波辅助提取 [9-13] 具有操作简单，产生污染少，提

取率高的特点，该技术应用于藏香猪血液中血红素的提取鲜

有报道。因此本文以新鲜藏香猪血液作为研究对象，通过超

声波处理进行单因素实验，再正交优化得到藏香猪血液血红
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素超声波辅助提取最佳工艺。此方法对今后大规模提取血红

素提供理论依据以及技术参考，对藏香猪血资源的深加工具

有重要意义。

2 材料与方法

2.1 试剂和设备
藏香猪血液（西藏天益牲畜屠宰有限公司提供）；氢

氧化钠，无水乙醇，丙酮，柠檬酸，柠檬酸钠（分析纯，国

药试剂公司）；碱性蛋白酶（20 万 U/g，岳阳杰沐生物科技

有限公司）；血红素标准品（纯度 98%，湖北双盟联合药

品有限公司）；所有试剂均使用超纯水进行配制。可见光分

光光度计（UV759，青岛聚创华业分析仪器有限公司）；液

相色谱仪（LC-210，杭州市柏乐科学器材有限公司）。 

2.2 原料预处理
将新鲜的藏香猪血液加入 0.8%（W/V）柠檬酸钠以防

止血液凝固，抗凝剂与血液比为7:1，过滤后放入0 ~4℃冰柜，

待用。

2.3 离心处理
将抗凝处理后的血液置于离心机内，以 4000 r/min 的

速度离心 10 min，弃去上清液，收集下层红细胞。将收集

到的红细胞用 0.9% 的生理盐水洗涤 3 次，洗去杂质。

2.4 超声波破碎
洗涤后的红细胞加入相应去离子水，再加入亚硫酸氢

钠，放入超声波细胞粉碎机中超声破碎 3 分钟。

2.5 旋转蒸发
将超声处理的血红素溶液进行冷冻干燥，称重，待用。

得到血红素粗品。

2.6 血红素鉴定
通过紫红外光谱法进行血红素鉴定。

2.7 血红素标准曲线
准确称取血红素标品 0.014 0g，用 0.1mol/L NaOH 定溶

至 100 mL。取上述溶液 1、3、5、7、9mL，再分别用 0.1 

mol/L NaOH 定溶至 100 mL，并以 0.1 mol/L NaOH 溶液为

空白对照组，在波长（386±0.5）nm 处测定其吸光度，重

复测定 3 次 [14]。以吸光度为 Y 纵坐标，质量 X 为横坐标，

绘制标准曲线为 Y=0.0845X+0.0088，相关系数 R2=0.9986。

提取到的血红素经干燥后，用 0.1 mol/L NaOH 溶解并

配制成一定质量浓度的溶解，在波长（385±0.5）nm 处测

其吸光度，根据上述标准曲线计算其质量浓度。并根据质量

浓度计算其纯度和提取总含量，进而计算出其得率。计算公

式如下：

血红素纯度（%）= 100
gM

VC
×

××
）（

稀释倍数

血红素总含量（g）= 提取样品总质量 x 样品中血红素纯度

血红素得率（g/100 mL）= 血红素总含量 /100 mL 血液

式中：C 为样品质量浓度；M 为样品质量；V 为样品

液体积。

2.8 常规方法提取藏香猪血液中血红素
参照钟耀广 [4] 等研究内容，检测并计算得率为（0.320± 

0.017）g/100mL。

2.9 单因素实验设计
研究超声处理时间，超声功率，超声间歇时间比，红

细胞与水体积比 4 个因素对血红素得率的影响。

2.9.1 超声处理时间对血红素提取率的影响
取 20 mL 藏香猪红细胞，加入 80 mL 的水，平均放

入五个烧杯中，超声功率设定在 400 W，超声处理温度

30℃，超声间歇时间为超声时间 40 s，停顿时间 30 s，超声

处理时间分别为 3 min、6 min、9 min、12 min、15 min，检

测并计算血红素提取率。

2.9.2 超声处理功率对血红素提取率的影响
取 20 mL 藏香猪红细胞，加入 80 mL 的水，平均放入

五个烧杯中，超声处理温度 30℃，超声处理时间 10 min，

超声间歇时间为超声时间 40 s，停顿时间 30 s，超声处理功

率分别为 250 W、300 W、350 W、400 W、450 W，检测并

计算血红素提取率。

2.9.3 超声处理间歇时间比对血红素提取率的影响
取 20 mL 藏香猪红细胞，加入 80 mL 的水，平均放入

五个烧杯中，超声处理温度 30℃，超声处理时间 10 min，

超声处理功率 400 W，超声间歇时间比分别为 1:6、2:5、3:4、

4:3、5 :2，检测并计算血红素提取率。

2.9.4 红细胞与水体积比对血红素提取率的影响
取 20 mL 藏香猪红细胞，红细胞与水的体积比为 1:1、

1:3、1:5、1:7、1:9，混合均匀，放入五个烧杯中，超声处

理温度 30℃，超声处理时间 10 min，超声处理功率 400 W，

超声间歇时间为超声时间 40 s，停顿时间为 30 s，检测并计

算血红素提取率。

2.10 正交分析法的优化

分析单因素实验结果，选取超声处理时间、超声功率、

超声间歇时间比、红细胞与水的体积比四个因素三水平对血

红素得率的影响，见表 1。利用正交实验，对超声辅助提取

藏香猪血红素的工艺进行优化试验。

表 1 正交试验水平表

A 超声时间

（min）
B 超声功率

（W）

C 超声 
间歇比

D  红细胞与水

体积比

1 6 350 2:5 1:3

2 9 400 4:3 1:5

3 12 450 5:2 1:7

3 结果与分析

3.1 单因素实验结果及分析

3.1.1 超声时间对血红素提取率的影响
如图 2 所示，当超声时间为 3~9 min 时藏香猪血红素的

得率逐渐升高，前期超声时间越长对红细胞的破碎越充分，



9

现代工业与技术·第 01卷·第 04 期·2024 年 08 月

有利于提取溶剂的作用，血红素提取率相对较高。随着时间

延长，热效应的影响会导致蛋白结构发生变化，不利于血红

素提取 [14]。因此选取超声时间 6 min、9 min、12 min 为三

水平进行正交实验的优化。

图 2 超声时间对血红素提取率影响曲线

3.1.2 超声功率对血红素提取率的影响
如图 3 所示，随着超声功率的升高血红素提取率增加，

超声产生的空化作用剧烈，细胞破碎效果好，超声功率超过

300 W/100 mL 时得率增加明显。但超声功率过大，产生的

热作用会引起蛋白质变性以及化学结构的破坏，导致得率下

降 [15]。因此选取 350 W、400 W、450 W 为三水平条件进行

正交实验的优化。

图 3超声功率对血红素提取率影响曲线

3.1.3 超声间歇比对血红素提取率的影响
如图 4 所示，随着超声间歇比增加，藏香猪的血红素

得率逐渐增加，当间歇比超过 2:5 时血红素得率呈下降趋势，

血红素先增加后减少的原因可能是超声波工作产生的热量

导致蛋白质变形。因此选取超声间歇比为 2:5、4:3、5:2 时

为三水平条件比值进行正交实验的优化。

图 4超声间歇比对血红素提取率影响曲线

3.1.4 红细胞与水体积比对血红素提取率的影响
血红素提取率随着水的增加而升高，同时血液中的红

细胞与水混合后，降低了细胞外渗透压 [16]。在 1:3，1:5，1:7

时得率较高（图略），因此选取红细胞与水的体积比为 1:3，

1:5，1:7 时进行三水平条件的正交实验优化。  

3.2 正交优化试验结果及分析

表 2 正交试验结果及极差分析表

试验

编号

A 超声

时间

B 超声

功率

C 超声

间歇比

D 红细胞与

水体积比
提取率 %

1 1 1 1 1 58.06

2 1 2 2 2 62.18

3 1 3 3 3 47.21

4 2 1 2 3 49.51

5 2 2 3 1 50.32

6 2 3 1 2 51.01

7 3 1 3 2 58.82

8 3 2 1 3 54.39

9 3 3 2 1 53.32

K1 167.45 166.39 163.43 161.07

K2 150.48 166.89 165.01 172.01

K3 166.53 151.54 156.35 151.11

k1 55.81 55.46 54.48 53.90

k2 50.28 55.63 55.01 57.33

k3 55.51 50.51 52.11 50.37

极差 R 5.53 5.11 2.88 6.96

因素主次 D ＞ A ＞ B ＞ C

最优方案 D2A1B2C2

正交试验优化超声波辅助提取藏香猪血红素提取率

分布见表 2，由不同组合进行血红素提取可得知，不同因

素对藏香猪血红素提取率的影响大小为超声温度＞超声时

间＞超声功率＞超声间歇比，即 D ＞ A ＞ B ＞ C，通过

对 K 值和极差分析得出藏香猪血红素提取率的最佳组合是

D2A1B2C2，即红细胞与水体积比为 1:5，超声时间 6 min，超

声功率 400 W/100mL，超声间歇比 4:3，在此条件下得出的

藏香猪血红素提取率为 62.18%，相较于优化前的方案提高

了 13.39%。与常规提取方法比较，提取率提升近一倍，说

明超声辅助提取效果显著。

3.3 产物的鉴定

3.3.1 直观对比
试验得到的血红素粗品和血红素的标准品进行对比，

外观形态及颗粒结晶状态相似，颜色较标准品偏浅，为褐色，

初步可以确定该产物为血红素。

3.3.2 可见光谱鉴定 
称取得到的血红素样品 20.0 mg，用提前配备好的 0.1 mol/L

的 NaOH 溶液标准品进行稀释，配制到 100 mL 的容量瓶。

吸取取备好的血红素标准试液 l mL，用 0.1 mol/L 的 NaOH

溶液定容到 100 mL，摇匀后静置一段时间，然后将两份样
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品放置在液相色谱仪中，进行色谱分析。由图 7 可知：提取

样品和标准品的色谱图基本一致，说明实验提取到的样品主

要成分为血红素。

   

图 6 高效液相色谱图分析图

4 结论

本文研究超声波方法提取藏香猪血液中血红素，考

察了超声温度、超声时间、超声比功率、超声间歇比及

红细胞与水体积比对血红素提取率的影响。结果显示，因

素影响大小为红细胞与水体积比＞超声比功率＞超声时

间＞超声间歇比，提取血红素的最佳提取工艺条件是：

红细胞与水体积比 1:5，超声时间 6 min，超声功率 400 

W/100mL，超声间歇比 4:3，在此条件下血红素的得率为

（0.621±0.021）g/100mL，明显优于常规冰醋酸提取方法

的得率（0.320±0.017）g/100mL。该实验结果说明采用超

声波辅助方法对提取藏香猪血液中血红素的优越性能。
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