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不同水解度酪蛋白磷酸肽的理化性质和 
持钙能力比较 
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摘  要: 目的  研究不同水解度(degree of hydrolysis, DH)酪蛋白磷酸肽(casein phosphopeptide, CPP)的理化性

质和持钙能力。方法  实验室自制得到水解度分别为 4.32%~26.76%的 CPP 样品, 分别测定 CPP 含量[高效液

相色谱法(high performance liquid chromatography, HPLC)和钡-乙醇沉淀法]、等电点不溶物含量、相对分子质

量分布和持钙能力。结果  随着水解度的上升, 通过 HPLC 测定的 CPP 标志峰的峰面积随之增加, 等电点不

溶物含量随之减少, 而通过钡-乙醇沉淀法得到的 CPP 含量无明显变化, 可将等电点不溶物含量作为评价产品

质量的指标; 目前的相对分子质量分布检测方法对不同水解度的 CPP 样品检测误差较大, 需使用酸溶蛋白含

量作为校正系数进行校正后方可使用; 当 CPP 的质量浓度为 0.6~0.8 mg/mL 时, 水解度为 9.22%和 15.06%的

CPP 的持钙能力效果优于其他水解度的 CPP。结论  水解度对酪蛋白磷酸肽的理化性质和持钙能力有明显的

影响, 在实际应用时应选用合适的水解度和检测方法。 
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ABSTRACT: Objective  To study the physicochemical characteristics and calcium holding capacities of casein 

phosphopeptides (CPP) with different degrees of hydrolysis (DH). Methods  CPP was prepared by the laboratory 

with the DH of 4.32%–26.76%, the content of CPP [high performance liquid chromatography (HPLC) and 

barium-ethanol precipitation method], content of isoelectric insoluble substance, molecular mass distribution and 

calcium holding capacity were measured. Results  With the DH increased, the peak area determined by HPLC and 

the content of isoelectric insoluble substances of CPP were increased and decreased, respectively, but the content of 

CPP determined by barium-ethanol precipitation method had not significantly changed, and the content of isoelectric 

point insoluble matter could be used as an index to evaluate the quality of products; the current relative molecular 

weight distribution detection method had large detection error for CPP samples with different DH, which could be 

used after using acid soluble protein content as correction coefficient; when the concentration of CPP was 0.6–0.8 



第 5 期 王倩倩, 等: 不同水解度酪蛋白磷酸肽的理化性质和持钙能力比较 1439 
 
 
 
 
 

mg/mL, the calcium binding capacities of CPP with the DH value of 9.22% and15.06% were better than that of CPP 

with other DH. Conclusion  The degree of hydrolysis has distinct effects on physicochemical characteristics and 

calcium holding capacities, and the appropriate degree of hydrolysis and detection method should be choose in 

practical application. 

KEY WORDS: casein phosphopeptide; degree of hydrolysis; physicochemical characteristic; calcium holding 

capacity 
 
 

0  引  言 

钙是维持人类身体健康必不可少的矿物质元素, 约占

成年人体重的 1.0%~2.0%左右[1]。据报道, 钙缺乏会导致儿

童生长发育不良、骨质疏松症、佝偻病等疾病的发生[2]。营

养调查结果显示, 包括儿童、青少年、孕妇和老年人都存在

钙缺乏的现象[3-5]。因此, 作为钙物质补充剂的功能食品在

改善健康和预防疾病方面的研究得到了极大的关注。 
酪蛋白磷酸肽(casein phosphopeptide, CPP)是牛乳

酪蛋白经过酶解得到的结构片段 , 其基本结构为-SerP- 
SerP-SerP-Glu-Glu-, 分子量为 1000~5000 Da[6‒7]。研究

表明 CPP 的核心部位(磷酸丝氨酸簇)在弱碱性的条件下, 
能有效地与钙形成可溶性复合物, 抑制不溶性钙沉淀的

生成 , 从而促进小肠对钙的吸收 , 同时也以同样的方

式促进锌、铁等其他微量元素的吸收 , 被誉为“矿物质

载体”[8‒12]。随着钙强化剂的推广应用 , 国外已将 CPP
广泛应用于钙强化乳制品、营养补充剂以及防龋齿口香

糖中 [13‒14]。我国目前也已经将 CPP 作为食品营养强化剂

用于婴幼儿奶粉、营养保健食品、粮食和粮食制品以及

饮料中。 
前人研究表明, 水解程度不同时所得到的 CPP 的氨

基酸组成和相对分子质量分布是不同的, 这将直接影响其

促进钙吸收和利用的功能[15‒16]。因此, 本研究对不同水解

度的酪蛋白磷酸肽产品的酪蛋白磷酸肽含量[采用高效液

相色谱法(high performance liquid chromatography, HPLC)
和钡-乙醇法测定]、等电点不溶物含量、相对分子量分布

进行分析, 并通过模拟实验测定了其在不同添加量的持钙

能力, 以期为实际生产中 CPP 的质量评估提供一定的理论

依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

干酪素、蛋白酶(食品级, 市售)。 
乙腈(色谱纯, 美国 Sigma 公司); 无水乙醇、氯化钡、

盐酸、氢氧化钠、三氟乙酸、硝酸、氧化镧、氯化钾、三

羟甲基氨基甲烷-盐酸(Tris-HCl)缓冲液、磷酸盐缓冲液、

氯化钙(分析纯, 国药集团化学试剂有限公司)。 

1.2  仪器与设备 

BSA224S 分析天平(0.1 mg)、PB-10 pH 计(赛多利斯

科学仪器北京有限公司); HH-6 数显恒温水浴锅(常州澳华

仪器有限公司 ); Ultimate 3000 高效液相色谱仪 (美国

Thermo Fisher Scientific 公 司 ); TSK 凝 胶 色 谱 柱

(G2000SWXL, 300 mm×7.8 mm, 5 μm, 日本 TOSOH 公司); 
Welch Ultimate AQ-C18 柱(250 mm×4.6 mm, 5 μm, 上海月

旭科技有限公司); HC-3018R 高速冷冻离心机(安徽中佳科

学仪器有限公司); TAS-986 原子吸收分光光度计(北京普析

通用仪器有限责任公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  不同水解度 CPP 的制备 
称取一定量的干酪素, 调节料液的 pH 至 7.0, 添加一

定量的蛋白酶, 于 45 ℃下酶解一定时间后置于沸水浴中

灭酶 10 min, 经浓缩、冷冻干燥制备得到 CPP 粉末, 然后

根据 CUI 等[17]的方法测定样品的水解度。酶解工艺中具体

的加酶量和酶解时间如表 1 所示。 

 
表 1  CPP 酶解工艺中的加酶量和酶解时间 

Table 1  Enzyme dosage and hydrolysis time in the enzymatic 
hydrolysis process of CPP 

水解度/% 加酶量/‰ 酶解时间/h 

 4.32 2 1.0 

 9.22 2 2.0 

15.06 3 4.0 

19.21 4 4.5 

23.68 5 5.0 

26.76 6 5.5 

 
 

1.3.2  CPP 的含量和等电点不溶物的测定 
(1)钡-乙醇法测定 CPP 含量和等电点不溶物 
根据 GB 31617—2014《食品安全国家标准 食品营养

强化剂 酪蛋白磷酸肽》的钡-乙醇沉淀法测定 CPP 含量和

等电点不溶物。 
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(2)HPLC 测定 CPP 含量 
参考杜鹃等[18]的 HPLC 测定 CPP 的含量(准确度为

96.63%~101.42%; 精密度为 0.00%~0.02%)。配制样品质量

浓度为 1 mg/mL, 并采用 Ultimate 3000高效液相色谱仪(配
备 Welch Ultimate AQ-C18 柱)进行测定分析。 
1.3.3  CPP 相对分子质量分布的测定 

配制样品质量浓度为 1 mg/mL, 然后参考丁树慧等[19]

的凝胶过滤色谱法测定 CPP 的相对分子质量分布。色谱条

件: 色谱柱为 TSK 凝胶色谱柱; 流动相(A/B)为 45%乙腈

+55%水+0.1%三氟乙酸, 等度洗脱; 流速 0.5 mL/min; 柱
温 30 ℃; 进样体积 20 μL; 检测波长 220 nm。 
1.3.4  CPP 持钙能力的测定 

参照李建美等[20]的方法并作适当的修改。取 0.5 mol/L
的氯化钾溶液 1 mL、2.5 mol/L (pH 7.2)的 Tris-HCl 缓冲液

1.0 mL、CPP 系列溶液 1.0 mL(质量浓度分别为 0、1、2、
3、4、5 mg/mL)、蒸馏水 1.2 mL、0.1 mol/L 的氯化钙溶液

0.4 mL, 每加一种试剂都要充分摇匀, 置于 37 ℃水浴中, 
然后加入预先保温在 37 ℃的 0.1 mol/L (pH 7.2)的磷酸盐

缓冲溶液 0.4 mL, 摇匀, 继续在 37 ℃保温。3.5 h 后取出, 
迅速放入冰浴, 于 4 ℃、6000 r/min 条件下离心 15 min, 取
3 mL 上清液于容量瓶, 加入 3 mL 的 0.1 mol/L 的盐酸, 定
容至 10 mL。取 1.0 mL 上述溶液, 加入 1%氧化镧溶液   
1.0 mL、硝酸(1:1, V:V) 0.1 mL, 用水稀释至 10 mL, 然后用

原子吸收分光光度计测定溶液中钙的含量。CPP 的持钙能

力根据公式(1)进行计算。 

持钙能力/%= 1

2
100%

C
C

            (1) 

其中, C1 为测定溶液中的 Ca2+含量, mg/mL; C2 为加入体系

中的 Ca2+含量, mg/mL。 

1.4  数据统计 

采用 Excel 软件进行统计分析, 所有实验数据均做 3
次平行实验 , 结果以平均值±标准偏差表示 , 并采用

GraphPad Prism 8.0 软件进行绘图。 

2  结果与分析 

2.1  水解度对 CPP含量和等电点不溶物含量的影响 

通过 HPLC 和钡-乙醇沉淀法测定了不同水解度 CPP
产品的酪蛋白磷酸肽含量, 结果如图 1 所示。随着水解度

的升高, HPLC 中的峰面积随之增大, 即酪蛋白磷酸肽的

含量增加 , 而用钡 -乙醇沉淀法测得的磷酸肽含量均在

30%左右, 无明显变化。这可能是由于 HPLC 是根据磷酸

肽所在的峰面积进行定量分析 , 目标性和准确性强 , 能
够真实地反映 CPP中的磷酸肽的含量。例如, 曾凤泽等[21]

采用 HPLC 测定乳粉及乳制品中酪蛋白磷酸肽的含量, 

酪蛋白磷酸肽的质量浓度与其峰面积之间具有良好的线

性关系。葛城等[22]采用 HPLC 测定婴幼儿配方乳粉中酪

蛋白磷酸肽的含量, 发现在 100~500 μg/mL 范围内线性

关系良好。钡-乙醇沉淀法则是通过计算与 Ba2+侨连产生

的大分子团形成的沉淀来计算磷酸肽的含量, 无法鉴别

出相对分子质量分布不同的 CPP 产品(如水解度较低时得

到较多相对分子质量较大的磷酸肽和非磷酸肽), 造成检

测结果准确性降低[23]。例如, 郭斌等[24]采用钡-乙醇沉淀

法测定奶粉中的 CPP 含量, 回收率高达 6436.11%。另外, 
由图 1c 可知, 随着水解度的增加, 等电点不溶物也随之

减少, 这与 HPLC 测定的峰面积增加趋势相一致。HPLC
虽然测定准确 , 但是检测所需的设备昂贵 , 而且对操作

人员的素质要求较高, 很难适应生产过程中的质量监控

和产品测定。因此, 可以通过测定其等电点不溶物的含量

来间接评价其产品质量, 从而对 CPP 的研究和生产具有

一定意义。 

2.2  水解度对 CPP 相对分子质量分布的影响 

目前 , CPP 相对分子质量分布的检测参照 GB/T 
22729—2008《海洋鱼低聚肽粉》中的方法进行, 针对的是

相对分子质量分布低于 1000 Da 的低聚肽(水解度较大)。
而当水解度较低时, 测定时用流动相溶解后的产品中含有

较多的不溶物, 过膜后被去除, 滤液用于进样检测, 所以

检测结果不能反映样品中真实的蛋白肽的分子量分布, 需
对过膜去除的大分子物质进行准确计量, 以便对测定结果

进行校正。经过分析和实验验证, 本研究推荐使用将酸溶

蛋白含量对相对分子质量的的结果进行校正, 这是由于相

对分子质量测定过程中, 溶解样品的流动相溶液的 pH 为

2.11, 因此, 进入凝胶色谱柱测定的部分为酸性条件下的

可溶蛋白。GB/T 22492—2008《大豆肽粉》中肽含量的测

定方法中, 第一步即为测定酸溶蛋白质含量, 该溶液体系

的 pH 为 1.95, 与分子量测定时流动相溶液相近。因此, 以
酸溶蛋白质含量与样品总蛋白含量的比值作为校正系数, 
校正样品的相对分子质量检测结果。对比表 2 和表 3 的数

据可以看出, 通过校正系数校正后, 不同水解度 CPP 的检

测数据能够真实反映产品中各分子量区间的所占的比例。

因此, 在测定不同水解度 CPP 的相对分子质量时需要进行

适当的校正。 
据文献 [13]报道 , CPP 的功能成分相对分子质量在

1000~3000 Da 之间。由表 3 可知, 水解度在 4.32%~15.06%
时, 分子量在 1000~3000 Da的含量随着水解度的增加而增

加; 在 15.06%~19.21%时趋于平稳; 当水解度大于 19.21%
时, 分子量在 1000~3000 Da的含量随着水解度的增加而降

低。因此, 在实际生产时选用水解度在 15%左右的 CPP 效

果较好。 
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注: a. 钡-乙醇沉淀法测定的 CPP 含量; b. HPLC 测定的 CPP 的峰面积; c. 等电点不溶物含量。 
图 1  不同水解度下的 CPP 的含量和等电点不溶物含量(n=3) 

Fig.1  Content and isoelectric point insoluble content of CPP with different degrees of hydrolysis (n=3) 
 
 

表 2  校正前不同水解度 CPP 的相对分子质量分布 
Table 2  Molecular mass distribution of CPP with different degrees of hydrolysis before correction 

分子量/Da 
水解度/% 

4.32 9.22 15.06 19.21 23.68 26.76 

>10000 30.44±1.02  5.87±0.14  1.01±0.11  0.16±0.05  0.73±0.09  0.57±0.11 

5000~10000 34.54±0.82 10.06±0.72  2.16±0.28  1.58±0.26  0.58±0.17  0.34±0.11 

3000~5000 13.37±1.00 12.06±0.09  3.49±0.24  3.16±0.15  0.52±0.12  0.25±0.09 

1000~3000 14.50±1.98 37.79±2.71 26.20±1.95 22.39±1.41  10.59±1.25  7.04±0.64 

500~1000  3.34±0.44 17.12±0.94 28.37±1.54 25.62±2.13 27.44±1.25 24.84±1.00 

<500  3.81±0.10 17.10±0.26 38.77±1.57 47.09±1.92 60.14±3.71 66.96±5.27 

 
 

表 3  校正后不同水解度 CPP 的相对分子质量分布 
Table 3  Molecular mass distribution of CPP with different degrees of hydrolysis after correction 

分子量/Da 
水解度/% 

4.32 9.22 15.06 19.21 23.68 26.76 

>10000 97.75±0.03 72.54±0.04 38.13±0.07 29.06±0.07 21.01±0.07 12.60±0.09 

5000~10000  1.12±0.03  2.94±0.21  1.35±0.17  1.12±0.18  0.46±0.14  0.30±0.09 

3000~5000  0.43±0.03  3.52±0.02  2.18±0.15  2.25±0.10  0.41±0.09  0.22±0.08 

1000~3000  0.47±0.05  11.03±0.82 16.37±1.51 15.92±1.04  8.43±0.97  6.19±0.56 

500~1000  0.11±0.01  5.00±0.27 17.73±0.96 18.20±1.52 21.84±0.99 21.83±0.88 

<500  0.12±0.01  4.99±0.08 24.23±0.98 33.46±1.36 47.86±2.95 58.86±4.63 
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2.3  水解度对 CPP 持钙能力的影响 

LUO 等[25]通过体外表征和分子动力学模拟相结合的

方法发现, 钙与 CPP 的结合位点主要位于 Glu-2 的羰基和

磷酸化的 Ser-15、Ser-18 和 Ser-18 的磷酸基处, 同时还发

现疏水相互作用是钙离子结合的主要驱动力。酪蛋白磷酸

肽促钙吸收的活性不仅受丝氨酸上磷酸基、氨基酸组成以

及分子结构的影响[26‒27], 而且两者的比值对钙的吸收也有

相当大的影响。例如, TSUCHITA 等[28]的研究表明, CPP 对

钙的吸收依赖于小肠内 CPP 和钙的相对数量, 当二者质量

比为 0.37 时对提高矿物元素运输是最有效的。类似地, 与
对照组相比, 当大鼠饲料中二者比例为 0.2 时, 小肠中钙

的表观吸收率、储留率和可溶性钙含量均显著提高[29]。因

此, 本研究探究了在不同水解度和不同添加量下的 CPP 的

持钙能力, 结果如图 2 所示。由图 2 可知, 在 0~0.4 mg/mL
时, 不同水解度 CPP 的持钙能力逐渐增加, 但增加不明显, 
此后随着添加量的增加, 持钙能力明显增加, 当 CPP 质量

浓度为 0.6 和 0.8 mg/mL 时, 水解度在 4.32%~26.76%的

CPP 的持钙能力分别为(40.23±1.27)%、(52.24±0.03)%、

(43.56±1.38)%、 (25.63±0.35)%、 (18.43±2.84)%、 (24.16± 
1.72)%和(59.96±3.93)%、(63.36±3.50)%、(65.99±0.22)%、

(48.15±2.30)%、(29.86±1.09)%、(39.66±2.08)%。结果表明, 
当 CPP 的质量浓度为 0.8 mg/mL 时(此时 CPP 与钙的比值

为 2.5), 钙的结合率达到最大, 这和孟妍等[30]的研究结果

相一致。当 CPP 的质量浓度为 0.6~0.8 mg/mL 时, 水解度

为 9.22%和 15.06%的 CPP 的持钙能力优于其他水解度的

CPP。 
 

 
 

图 2  不同水解度 CPP 的持钙能力(n=3) 
Fig.2  Calcium holding capacities of CPP with different degrees of 

hydrolysis (n=3) 
 
 

3  结论与讨论 

本研究探究了水解度对 CPP 含量、等电点不溶物含

量、相对分子质量分布和持钙能力的影响, 主要结论如下:  
(1)随着水解度的增加, HPLC 测定的磷酸肽的峰面积

随之增加, 等电点不溶物含量也随之增加, 而采用钡-乙醇

沉淀法测定的酪蛋白磷酸肽含量均在 30%左右, 可将等电

点不溶物含量作为评价产品质量的一个指标。 
(2)目前常用标准 GB/T 22729—2008 中 CPP 相对分子

质量分布的检测方法对水解度较低的 CPP 样品误差较大, 
经分析验证后得出, 通过将样品中的酸溶蛋白含量作为校

正系数校正后, 不同水解度 CPP 的检测数据能够真实反映

产品中各分子量区间的分布。 
(3) 当 CPP 的质量浓度为 0~0.8 mg/mL 时 , 在

4.32%~15.06%范围内, CPP 的持钙能力随水解度的增加而

增强; 水解度大于 15.06%后, 其持钙能力随水解度的增加

有减弱趋势, 水解度为 9.22%和 15.06%时的 CPP 持钙能力

优于其他水解度的 CPP。 
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