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摘　要：为了评估鸡血用于膳食铁补充剂的潜力，本文以鸡血和氯化亚铁为原料制备了鸡血球肽螯合铁，采用扫描

电镜及差示扫描量热对其结构进行表征，分析了其在不同温度（30~80 ℃）及 pH（2~9）下的稳定性，并对其体

外稳定性进行了探讨。结果表明鸡血球肽和铁结合生成一种新的肽铁螯合物。该螯合物具有良好的热稳定性（铁

保留率 73.76% 以上）并耐酸碱。经体外模拟消化发现，鸡血球肽螯合铁的消化稳定性（铁保留率为 86.01%）优

于硫酸亚铁和葡萄糖酸亚铁。此外，在 1% 植酸、1% 草酸和 8% 膳食纤维这三种膳食因素的影响下，鸡血球肽螯

合铁显示出比硫酸亚铁和葡萄糖酸亚铁更好的生物可及性。
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Abstract：To evaluate the potential of chicken blood for dietary iron supplementation, chicken blood and ferrous chloride
were  used  as  raw  materials  to  prepare  iron-chelating  peptides  from  chicken  blood  in  this  paper.  The  structure  of  iron-
chelating  peptides  from  chicken  blood  was  characterized  by  scanning  electron  microscopy  and  differential  scanning
calorimetry. The stability of iron-chelating peptides from chicken blood was analyzed at different temperatures (30~80 ℃)
and  pH  (2~9),  and  its in  vitro stability  was  also  discussed.  The  study  confirmed  that  it  had  good  thermal  stability  (iron
retention rate above 73.76%) and acid and alkali resistance. The digestive stability of iron-chelating peptides from chicken
blood  (iron  retention  of  86.01%)  was  found  to  be  better  than  that  of  ferrous  sulfate  and  ferrous  gluconate  by  simulated
digestion in vitro. In addition, under the influence of three dietary factors, namely 1% phytic acid, 1% oxalic acid, and 8%  
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dietary  fiber,  iron-chelating  peptides  from  chicken  blood  showed  better  bioaccessibility  than  ferrous  sulfate  and  ferrous
gluconate.
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我国是世界上畜禽资源最丰富的国家之一。近

年来，我国鸡肉生产保持持续增长，鸡肉产量仅次于

美国，位居世界第二位[1]。鸡肉消费大大促进了鸡肉

生产的增长。但与此同时，鸡屠宰的过程中也会产生

大量的副产品，如皮、骨、血等。鸡血通常用于动物

饲料[2]，其附加值很低。但是其血球中富含蛋白质和

血红蛋白铁[3]，具有很高的营养价值，也是生产多肽

的良好来源[4]，可以应用于食品、医药等行业。

铁是一种重要的微量营养元素，在许多生理过

程中发挥作用，如红细胞生成，循环系统的氧气输送

和转移以及各种器官的抗氧化能力[5]。膳食铁的吸

收受到多种因素的限制，如膳食纤维，谷物和豆类中

的植酸，以及茶叶和红酒中的多酚类物质（如单宁

酸）[6]，这些饮食成分会与铁离子形成沉淀物，从而影

响铁的吸收[7]。强化食品中的铁，是解决长期缺铁问

题的一个富有成本效益的方法[8]，目前首选的治疗方

法是口服铁。硫酸亚铁、葡萄糖酸亚铁及其他铁盐

作为营养强化剂[9]，已广泛用于治疗铁缺乏。但是它

们易对胃肠造成刺激，生物利用率较低[10]。肽铁螯合

物以多肽中的共价键、氢键等作为铁结合配体，与亚

铁离子契合形成。它因其稳定性高、能弥补铁盐普

遍生物利用度较低的缺点等而引起广泛关注[11]。

目前已有研究利用桃仁[12]、羊骨[13]、鳕鱼皮[14]

等作为肽源制备并表征了许多食源性肽铁螯合物，发

现其可以提高铁的生物利用度。多肽铁螯合物作为

营养补充剂，亟需研究其在胃肠消化及饮食成分共存

情况下的生物利用率。因此本文旨在利用鸡血水解

产物，制备鸡血球肽螯合铁，并对其稳定性和生物可

及性进行研究。该研究对于鸡血资源利用及鸡血肽

螯合铁营养强化剂的开发提供理论支持。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

鸡血球肽　本实验室自制；胃蛋白酶（100 U/mg）、
胰蛋白酶（250 U/mg）　上海源叶生物技术有限公

司；无水乙醇　国药集团化学试剂有限公司；DMEM
高糖培养基　美国 Hyclone 公司；胎牛血清　美国

Gibco 公司；MTT　美国 Sigma 公司；Caco-2 细胞　南

京凯基生物科技有限公司；其他所用试剂均为分

析纯。

PTX-FA210S 型电子天平　福州华志科学仪器

有限公司；DF-101S 型数显集热式磁力搅拌器　上

海易友仪器有限公司；TG16-WS 型台式高速离心

机　湖南湘仪实验室仪器开发有限公司；PILot2-
4LD 真空冷冻干燥机　北京博医康实验仪器有限公

司；EVO-LS 10 扫描电子显微镜　德国蔡司公司；

NexIon2000 电感耦合等离子体质谱仪　美国珀金埃

尔默股份有限公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   鸡血球肽螯合铁的制备　将新鲜抗凝鸡血除

杂后，于 3000 r/min 离心 15 min，收集沉淀并加入 5
倍体积的去离子水，均质化处理 40 min 后，3000 r/min
离心 10 min，获得沉淀血细胞。参照 Yang 等[15] 的

方法并稍作修改，对沉淀血细胞进行酶解，酶解反应

结束后于 3000 r/min 离心 10 min，收集上清液，获得

鸡血球多肽，冷冻干燥后收集鸡血球肽（CBP）粉末。

根据杨静等[16] 的方法，将鸡血球肽粉末溶解在去离

子水中（终浓度为 20 mg/mL），置于 30 ℃ 的水浴中

并调节 pH 至 5.1，按质量比（5:1）加入 FeCl2·4H2O
水浴搅拌反应 33 min。反应结束立即加入 9 倍体积

的无水乙醇中静置 4 h。随后，4 ℃ 下以 10000 r/min
离心 10 min，收集沉淀冻干得到鸡血球肽螯合铁

（CBP-Fe），其螯合率为 72.17%。

 1.2.2   表征分析　

 1.2.2.1   扫描电镜　取适量的 CBP 和 CBP-Fe 样品，

经真空喷金处理后，在扫描电镜下观察样品的微观结

构。具体条件参数为放大倍率 1000，电压 15 kV，工

作距离 6.5 mm。

 1.2.2.2   差示扫描量热分析　用差示扫描量热仪对

CBP 和 CBP-Fe 进行差示扫描量热分析。将 3 mg
的冻干样品放在铝锅中。然后用压片机将铝制锅

密封。在干燥氮气环境（N2 流速 50 mL/min）下，按

10 ℃/min 从 25 ℃ 升温到 300 ℃ 对样品进行加热

扫描[17]。

 1.2.3   稳定性分析　

 1.2.3.1   热稳定性试验　将 CBP-Fe 溶解于超纯水

中至浓度为 2 mg/mL，在不同温度（30、40、50、60、
70、80 ℃）下分别加热 1 h 后加入乙醇静置 4 h，随后

反应液在 8000 r/min 下离心 10 min，取上清液[18]。

CBP-Fe 的热稳定性以铁保留率表示，计算方法

如下：

铁保留率(%)=A−A0

A
×100

式中：A 代表样品中的总铁含量（mg）；A0 代表

上清液中的铁含量（mg）。

 1.2.3.2   酸碱稳定性试验　将 CBP-Fe 溶解在超纯

水中至浓度为 2 mg/mL，在 37 ℃ 下不同 pH（2、3、
4、5、6、7、8、9）中反应 1 h，接着加入乙醇静置 4 h 并

将反应液在 8000 r/min 下离心 10 min，取上清液[18]

测铁离子含量。CBP-Fe 的酸碱稳定性以铁保留率

表示，计算方法同 1.2.3.1 中的公式。

 1.2.4   Caco-2 细胞活力试验　将 Caco-2 细胞置于
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DMEM 培养基（含有 10% 胎牛血、1% 非必需氨基

酸及 1% 双抗），在 37 ℃、5%CO2 恒温培养箱中培

养。在细胞覆盖率达 80% 时，用胰蛋白酶-EDTA 消

化液分散细胞，进行传代。参考 Cai 等[19] 的方法，选

取第 23 代对数生长期细胞，将其以每孔 5×104 个细

胞的密度接种在 96 孔板中，并在 37 ℃、5% CO2 恒

温培养箱中继续培养。24 h 后，分别加入不同浓度

的 CBP-Fe 溶液继续培养 24 h。接着向每个孔注入

20 μL MTT 培养 2 h，随后加入 150 μL 的二甲基亚

砜立即振荡 10 min 后，使用酶标仪检测其在 490 nm
波长下的吸光值，按照如下公式计算细胞的相对活

力（%）：

细胞的相对活力(%) =
As −Ab

Ac −Ab

×100

式中：As 代表样品处理的吸光度值，Ab 代表无

细胞的吸光度值，Ac 代表无样品处理的吸光度值。

 1.2.5   体外模拟消化　参考 Wu 等[20] 的方法，模拟

CBP-Fe 分别在胃、肠及胃肠的消化，并计算其在消

化过程中的稳定性，计算公式同 1.2.3.1。同时该试

验以硫酸亚铁和葡萄糖酸亚铁作为对照。

 1.2.5.1   体外模拟胃消化　将样品溶液（2.5 mg/mL）
的 pH 调至 2，加入 2%（w/w）胃蛋白酶，在 37 ℃ 下

水浴反应 2 h 后，立即于 100 ℃ 加热 10 min。接着

加入乙醇静置 2 h 后离心，测定上清液中的铁含量。

 1.2.5.2   体外模拟肠消化　样品溶液（2.5 mg/mL）的
pH 调至 7.6，并加入 2%（w/w）胰蛋白酶。37 ℃ 下

水浴反应 2 h 后，反应液在 100 ℃ 加热 10 min。然

后加入乙醇静置 2 h 并将其离心，测定上清液中的铁

含量。

 1.2.5.3   体外模拟肠道消化　将样品溶液（2.5 mg/mL）
的 pH 调至 2，并加入 2%（w/w）胃蛋白酶，然后在 37 ℃
下水浴反应 2 h。随后将反应液 pH 调至 7.6，加入

2%（w/w）的胰蛋白酶继续水浴反应 2 h。100 ℃ 下

加热 10 min，终止反应[21]。加入乙醇静置 2 h 后将

反应液离心，测定其上清液中的铁含量。

 1.2.6   模拟消化过程中不同膳食成分对鸡血球肽螯

合铁的影响　分别称取一定量 CBP-Fe、葡萄糖酸亚铁

和硫酸亚铁溶解在超纯水中（Fe2+含量为 1.2 mg/mL）。
溶液在 37 ℃ 水浴中预热后，pH 调至 2，加入 1% 草

酸溶液。接着加入 3% 的胃蛋白酶（w/w）反应 2 h，
用 1.0 mol/L NaOH 将溶液的 pH 调整到 7.6，加入

3% 的胰蛋白酶（w/w）继续反应 2 h。然后于 100 ℃
下加热 10 min，在 4500 r/min 下离心 10 min，测定上

清液中的铁含量[22]。此外，各加入 1% 植酸溶液和

8% 膳食纤维，重复上述操作进行。可溶性铁含量用

以下公式计算：

可溶性铁含量(%) =
S
C
×100

式中：S 是上清液中的铁含量（mg）；C 是样品中

的总铁含量（mg）。

 1.3　数据处理

所有实验均重复三次。采用 SPSS 25.0 版的方

差分析（Analysis of Variance）对数据进行分析，并进

行独立样本 T 检验和 Duncan’s 多重范围检验以确定

统计学意义（P<0.05）。

 2　结果与分析

 2.1　鸡血球肽及其铁螯合物的微观结构

利用 SEM 对鸡血球肽及其铁螯合物的微观结

构进行了研究。从图 1 可以看到，图 1A 中鸡血球肽

呈现出表面较为平滑、疏松的板状结构。图 1B 中鸡

血球肽螯合铁的表面则呈现出较为绵密的状态，并聚

集了一些突起的颗粒。陈嘉琪等[13] 也发现了类似的

结果，其制备的羊骨多肽亚铁螯合物在微观结构下，

表面松散粗糙，同时附有大密度颗粒。

  
A B

50 μm×1000 ×1000 50 μm

图 1    鸡血球肽（A）与鸡血球肽螯合铁（B）的扫描电镜图
Fig.1    Scanning electron micrographs of chicken blood peptide

(A) and iron chelated chicken blood peptide (B)
 

SEM 结果表明多肽与亚铁在螯合反应后结构发

生了变化。它们之间存在差异的主要原因可能是多

肽与亚铁离子通过离子键和配位键发生了相互作

用[18]。此外，鸡血球肽螯合铁表面附着的小颗粒聚集

体，可能是吸附在上面的亚铁晶体[23]。因此，多肽与

亚铁离子之间可能还存在着一定的吸附作用。

 2.2　差示扫描量热分析

差示扫描量热法是一种热分析技术，可以测量

物质在受热过程中其能量差与温度的关系，已广泛应

用于分析蛋白质的热稳定性和构象上。图 2 为鸡血

球肽（CBP）和鸡血球肽螯合铁（CBP-Fe）的差示扫描

量热分析图谱，表 1 总结了 CBP 和 CBP-Fe 的峰值变

性温度及熔融焓（△H）。图中结果所示 CBP 和 CBP-
Fe 都为吸热转变。CBP 的吸热峰出现在 81.97 ℃
和 135.34 ℃，键能为 15.13 J/g 和 45.37 J/g，CBP-Fe
的吸热峰右移，依次出现在 100.16 ℃ 和 217.49 ℃，

键能则为 224.69 J/g 和 29.58 J/g。两者之间的明显
 

表 1    鸡血球肽和鸡血球肽螯合铁的熔融焓和变性温度

Table 1    Enthalpy of fusion and denaturation temperature and
of chicken blood peptide and iron chelated chicken blood peptide

样品
峰1 峰2

变性温度（℃） △H（J/g） 变性温度（℃） △H（J/g）

CBP 81.97±5.674a 15.13±9.016a 135.34±1.802a 45.37±5.011b

CBP-Fe 100.16±7.342b 224.69±8.823b 217.49±6.184b 29.58±5.945b

注：表中数据表示为平均值±标准差，同一列中上标不同字母表示差异显
著性（P<0.05）。
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差异可能是源于鸡血球肽与铁离子之间发生了螯

合[24]，螯合物具有更加紧密的的结构，比鸡血球肽更

加稳定。因此化学键断裂所需的能量更大，断裂温度

也升高。

 2.3　CBP-Fe 的热稳定性分析

由图 3 可知，鸡血球肽螯合铁在 30 ℃ 时具有最

高的铁保留率（84.01%）。随着温度的升高，铁的保

留率逐渐下降。这可能是由于铁离子和肽之间的配

位键在高温下断裂导致 CBP-Fe 分解。当温度升高

至 80 ℃ 时，铁保留率为 73.76%。温度从 30 ℃ 升

至 80 ℃，CBP-Fe 稳定性变化相对稳定。这一趋势

与之前 Shilpashree 等[25] 制备铁结合的浓缩乳清蛋

白复合物中得到的结果一致。总的来说，铁的保留率

可以保持在 70% 到 85% 之间，表明当鸡血球肽螯合

铁在 30~80 ℃ 温度范围内热加工处理时，具有良好

的热稳定性。

 2.4　CBP-Fe 的酸碱稳定性分析

图 4 所示为鸡血球肽螯合铁在不同 pH 下的铁

保留率。由图 4 可以看出，CBP-Fe 在 pH 为 2 时铁

保留率最低，为 79.18%。当 pH 从 3 到 5 时，铁的保留

率从 82.89% 增加到 86.41%。在 pH 为 5 时，铁保留

率最高。随着 pH 的继续增加，保留率开始下降，但

下降不明显。当 pH 为 9 时，铁保留率为 81.17%。从

总体变化上看，CBP-Fe 的铁保留率在碱性环境中更

高。这一研究结果与汪卓[26] 提出的蛋黄蛋白亚铁螯

合肽酸碱稳定性结论一致。这可能是因为当环境

pH 为酸性时，H+会与 Fe2+竞争与肽的螯合位点，导

致部分 Fe2+无法与肽结合[23]。因此 CBP-Fe 在碱性

环境中要比在酸性环境中更加稳定。
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图 4    CBP-Fe 在不同 pH 下的铁保留率
Fig.4    Iron retention rate of CBP-Fe at different pH

 

 2.5　Caco-2 细胞毒性试验分析

选用不同浓度（0.125、0.25、0.5、1、2、4 mg/mL）
的 CBP-Fe 通过 MTT 法来测定其对于 Caco-2 细胞

活力的影响，结果如图 5 所示。结果表明，当浓度在

0.125~0.1 mg/mL 时，细胞活力降低不显著（P>0.05）。
而浓度升至 2 mg/mL 时，细胞活力显著下降（P<0.05）。
当 CBP-Fe 溶液浓度升至 4 mg/mL 时，作用后的细

胞活力仍高于 80%。Caetano-silva 等[27] 提出经乳清

肽铁复合物处理后的 Caco-2 细胞活力大于 87%，表

明复合物不会损害细胞生长。这为后续试验提供了

一定的参考。
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图 5    CBP-Fe 对 Caco-2 细胞活力的影响
Fig.5    Effect of CBP-Fe on the cell viability of Caco-2 cells

 

 2.6　CBP-Fe 体外模拟消化

铁补充剂进入胃肠道后，受周围环境中 pH 的变

化和胃胰腺分泌蛋白酶等因素影响，会形成不溶性化
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图 2    鸡血球肽（A）与鸡血球肽螯合铁（B）的差示扫描量热图

Fig.2    DSC of chicken blood peptide (A) and iron chelated
chicken blood peptide (B)
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图 3    CBP-Fe 在不同温度下的铁保留率

Fig.3    Iron retention rate of CBP-Fe at different temperatures
注：图中不同字母表示差异显著性（P<0.05），图 4~图 5 同。
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合物，从而导致铁的生物利用度降低[28]。因此，铁补

充剂在胃肠道环境中的稳定性是其被充分利用，提高

铁生物利用度的关键因素。CBP-Fe、硫酸亚铁和葡

萄糖酸亚铁在胃肠道中的稳定性结果见图 6。
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图 6    三种铁补充剂在胃肠消化过程中的铁保留率
Fig.6    Iron retention of three iron supplements during

gastrointestinal digestion
 

CBP-Fe 经胃消化后的铁保留率为 77.08%，肠

消化后为 82.94%，肠消化的铁保留率要高于胃消化

部分，这可能是因为模拟胃消化时，H+浓度高，与铁

离子竞争给电子基团，不利于肽和铁离子的结合[29]。

而肠道为碱性环境，CBP-Fe 本身在碱性环境中要比

在酸性环境中更加稳定，并且铁离子可能会在肠道中

与肽重新螯合生成新的肽螯合铁[26]。CBP-Fe 经完

整的胃肠消化后，铁保留率为 82.94%。这表明 CBP-
Fe 在体外模拟胃肠消化时，可以保持良好的稳定性。

此外，CBP-Fe 的铁保留率仍然要优于硫酸亚铁

和葡萄糖酸亚铁。这说明 CBP-Fe 相比于其他膳食

铁补充剂，具有更好的生物利用度。Hu 等[29] 也提出

了南极磷虾衍生的七肽铁络合物铁螯合肽对铁吸收

的促进作用要比 FeSO4 更好。这些结果表明 CBP-
Fe 具有一定的抗消化性，有望作为功能性食品缓解

铁缺乏。

 2.7　不同膳食成分对 CBP-Fe 的影响分析

在日常饮食中如谷物、茶叶等通常含有植酸、草

酸、多酚、膳食纤维等成分，这些膳食成分具有金属

螯合能力，会与铁离子结合形成沉淀，从而影响人体

对铁的吸收，降低铁的生物利用度[30]。因此研究膳食

成分对不同铁补充剂的影响，对分析其生物利用度具

有重要意义。

从图 7 可以看出，植酸、草酸、膳食纤维分别存

在的条件下，三种铁补充剂的可溶性铁含量大小依次

为：CBP-Fe 最高，葡萄糖酸亚铁次之，硫酸亚铁最

低。表明 CBP-Fe 在膳食成分中比葡萄糖酸亚铁和

硫酸亚铁稳定性更好。膳食成分的添加降低了金属

离子的吸收，而 CBP-Fe 由于 CBP 对铁离子有更强

的螯合能力，阻止了铁离子的沉淀。其他研究也表明

铁肽复合物可以保护铁离子免受膳食成分的影响[31]。

此外，图 7 也显示三种膳食成分中，植酸对 CBP-
Fe 的影响最大（可溶性铁含量为 70.28%），其次是草

酸（可溶性铁含量为 73.96%），膳食纤维的影响最小

（可溶性铁含量为 76.11%）。这可能是因为植酸的磷

酸基团与铁离子的结合能力更强 [32]。总体来说，

CBP-Fe 能更好地抵抗植酸等膳食成分对铁吸收的

抑制作用，提高铁在人体内的生物利用度。
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图 7    不同铁吸收抑制剂对三种铁补充剂
可溶性铁含量的影响

Fig.7    Effect of different iron inhibitors on the soluble iron
content of three iron supplements

 

 3　结论
本文利用鸡血球肽制备了鸡血球肽螯合铁，并

通过试验表明它能够经受热处理和酸碱处理。在体

外模拟胃肠消化试验中，鸡血球肽螯合铁的稳定性优

于葡萄糖酸亚铁和硫酸亚铁。此外，鸡血球肽螯合铁

相比于葡萄糖酸亚铁和硫酸亚铁，能有效抵抗植酸、

草酸和膳食纤维对铁吸收的抑制作用。本研究结果

表明鸡血球肽螯合铁可以用作膳食补铁剂。此外，未

来还需对鸡血球肽与铁的具体结合方式以及吸收机

制进行更多研究，以便更好地提高铁在人体中的生物

利用度。
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