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正交试验优化胶原多肽螯合钙的制备工艺
彭巧云1，沈菊泉2，魏东芝1，马志英2,*，沈亚领1

(1.华东理工大学生物工程学院，生物反应器工程国家重点实验室，上海 200237；2.上海市食品研究所，上海 200235)

摘  要：以胶原多肽及氯化钙为原料制备胶原多肽螯合钙并确定其最佳制备工艺，结果表明：胶原多肽螯合钙最适

的螯合条件为钙元素和胶原多肽的质量比为13:100、pH6.0、时间30min、温度30℃。在该最佳螯合条件下得到的胶

原多肽螯合钙的螯合率达到77.7mg/g。傅里叶变换红外光谱分析结果表明胶原多肽螯合钙是一种新的物质，后期的

动物实验也证明了胶原多肽螯合钙具有增加骨密度的功能。
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Abstract：This work reports the application of orthogonal array design to explore the optimum chelating conditions of 

food-grade calciumchloride with collagen polypeptide. The optimal chelating conditions were found to be reaction at 30 

℃ and an initial pH of 6.0 for 30 min with a calcium-to-collagen polypeptide mass ratio of 13:100. Under the optimized 

conditions, the calcium-chelating efficiency of collagen polypeptides was 77.7 mg/g. FTIR analysis demonstrated that we 

successfully obtained collagen polypeptide chelated calcium as a new material. Moreover, the chelated calcium was found to 

increase bone density in animal studies.
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钙是人体中含量最多的矿物质元素之一，在构成人

体的所有元素中，钙仅次于碳、氢、氮、氧位于第5位。

钙在人体中的总量为1300g，约为人体质量的1.5%～2%，

其中99%的钙存在于骨骼中，0.9%存在于软组织和细胞

内，另外0.1%存在于血液和细胞外液中[1]。钙是人体健康

不可缺少的重要元素，在人体内发挥着极其重要的生理

作用[2-8]。膳食中钙长期摄入不足，不仅影响儿童的生长

发育和骨密度，也会影响中老年人的骨骼健康。根据“中

国居民营养与健康现状”调查报告[9]，中国居民膳食钙摄

入量普遍偏低，平均摄入量仅为0.398g，为推荐摄入量的

50%左右。乳类摄入量低，且膳食结构以植物性食物为

主，是影响我国居民钙营养状况的主要因素。

骨骼是由骨细胞和骨基质构成的。骨基质由无机质

和有机质两部分组成。无机质是指以羟基磷灰石结晶形

式(Ca10(PO4)6(OH)2)存在的骨盐，有机质的主要成分是骨

胶原纤维，即通常所说的骨胶原，大约占有机质部分的

90%，主要是Ⅰ型胶原蛋白还有极少量Ⅴ型胶原蛋白。

胶原纤维具有较强的抗压性和弹性，而羟基磷灰石结晶

脆而易碎，两者结合在一起形成骨骼组织后就具有坚硬

且抗冲击的特性，从而具有很好的机械性能和生理功

能。骨骼中胶原纤维相互交联形成骨网，骨矿物质便沉

积在胶原纤维间的空隙中。骨胶原既为骨基质矿化提供

了场所，也为促进矿化及抑制矿化的物质提供了功能发

挥的空间，为骨基质的矿化奠定了基础 [10]。另外骨胶原

对防止骨质疏松、骨细胞的生长发育、分化及活性调节

等方面起着重要作用[11-17]。

一直以来补钙是人们关注的焦点，补钙制剂的发展

历经了无机钙盐、传统的有机钙盐和新型的可溶性有机

钙3个阶段。近几年来，氨基酸螯合钙得到广泛应用。

虽然氨基酸鳌合钙具有易被机体消化吸收，生物学效价

高，能达到钙与氨基酸同补等优点，但是与多肽螯合钙

相比，其螯合机制、稳定性以及转运方面还存在一定的

缺陷 [18-20]。因此，在氨基酸螯合钙的基础上，出现了多

肽螯合钙的研究。实际上，美国和日本分别从1970年和
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1985年就开始以肽铁作为微量元素添加剂添加到饲料

中。因此对特定组成功能性的多肽螯合钙的开发具有很

好的前景。对微量元素氨基酸络合物的研究开始于60年

代。70年代后期，首次由美国Albion实验室，以铁元素

和动植物蛋白为原料合成了蛋白铁(iron proteinase)的复合

物，由此开始了蛋白或多肽螯合物的研究与开发[21-24]。

本实验研究了胶原多肽螯合钙的制备工艺，在此基

础上对制备的胶原多肽螯合钙增加骨密度进行评价。实

验所制备的胶原多肽螯合钙在补充钙的同时，又补充了

骨骼基质形成所必需的胶原多肽，更有利于骨骼健康，

也为开发补钙产品提供了新的方向。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

胶原多肽(分子质量＜10kD，纯度92.6%)；碳酸钙 

天津市化学试剂研究所；无水乙醇 上海振兴化工一

厂；氢氧化钾、钙羧酸 国药集团化学试剂有限公司；

氯化钙柠檬酸钠 上海凌峰化学试剂有限公司；乙二酸

四乙酸二钠(EDTA) 上海试剂一厂；SD大鼠 复旦大

学医学院动物中心；所有试剂均为分析纯。

1.2 仪器与设备

DELTA320型pH计 美国Mettler Toledo公司；85-2

型磁力搅拌器 金坛市顺华仪器有限公司；1661A型座

式微量滴定管 海门市台联玻璃仪器有限责任公司；

H-2050R型高速冷冻离心机 长沙湘仪离心机仪器有限

公司；Magna-IR 550傅里叶变换红外光谱仪 美国热

电力尼高(Nicolet)公司；101A-1干燥箱 上海实验仪器

厂；B-490型旋转蒸发仪 瑞士Büchi公司；P-E4000原子

吸收分光光度计 美国PerkinElmer公司；Discovery A(S/

N84425)双能X线骨密度仪 美国豪洛捷(Hologic)公司。

1.3 方法

1.3.1 胶原多肽螯合钙的制备及螯合率的测定

取自制胶原多肽溶于水中制备一定浓度的胶原多肽

溶液，调节该溶液的pH值为7.0、温度50℃，按照钙元

素与胶原多肽的质量比9:100添加氯化钙，恒温搅拌反应

30min后冷却，无水乙醇沉淀，真空冷冻干燥后得到的粉

末即为胶原多肽螯合钙。固定其他条件，分别考察钙元素

的添加比例、温度、时间、以及pH值对螯合率的影响。

利用EDTA法[25]，胶原多肽的螯合率计算公式如下：

m2

m1
 =  

式中：m1为胶原多肽的质量/g；m2为螯合钙元素的

质量/mg。

1.3.2 傅里叶变换红外光谱图的测定

测试条件：光谱分辨率2cm-1，波数范围：4000～ 

400cm-1。

测定方法：采用KBr压片法。取约2mg样品研磨，然

后与100～200mg干燥KBr粉末充分混合，并再次用球磨机

研磨1～2min，研磨时间将对最终的光谱外观有显著影响。

再转入合适的模具中，使之分布均匀，抽空下压成透明薄

片。装入压片夹以KBr空白压片作参比扫描红外光谱。

1.3.3 胶原多肽螯合钙理化指标分析

按照参考文献[26]进行测定。

1.3.4 增加骨密度功能检验方法[27]

出生 4 周左右的 S D 雄性断乳大鼠，体质量约

60～75g，每组8～12只。

实验设一个剂量组，其剂量为人体推荐量的30倍，

同时设一个低钙对照组(150mg/100g饲料)和与相应剂量受

试物钙水平相同的碳酸钙对照组。每组每天喂食低钙基

础饲料(150mg/100g饲料)，除了低钙对照组外每组每天灌

胃剂量如下：功能人体每天推荐摄入量400mg，对于大

鼠摄入量为20mg Ca2+/100g大鼠(根据老鼠体质量每周调

整一次灌胃剂量)。受试样品给予时间为3个月。

出生4周的断乳SD雄性大鼠经适应期1周后，禁食

12h，称体质量，按体质量随机分组，分笼饲养。饮用去

离子水以避免从饮水中获得钙。

1.3.5 指标的测定

1.3.5.1 体质量测定

禁食12h后，测定体质量。每周一次。

1.3.5.2 钙吸收率的测定

大鼠喂养30d后，测定钙的吸收率，连续灌胃3d，记

录灌胃量及进食饲料的量，收集粪便，测定粪便中钙的

含量。根据下式计算钙吸收率：

m1  m2

m1
100/% =  

式中：m1为摄入钙总量/mg；m2为粪便中排泄钙的量/mg。

1.3.5.3 股骨质量测定

大鼠喂养3个月后处死，剥离出右侧股骨，于105℃

烤箱中烤至恒质量，称量骨干质量。

1.3.5.4 股骨骨密度测定

用双能X线骨密度仪测量股骨的骨密度。

1.3.5.5 骨钙含量及饲料含钙量测定

依据原子吸收法测量。饲料样品经均匀混合并过

20目筛，在烘箱中烘干，置干燥器中冷却后称质量，磨

细。取大鼠一侧股骨在105℃烘箱中烘干至恒质量后置于

干燥器中冷却后称量。处理好的饲料及股骨分别置于三

角瓶中进行消化。消化好的样品按照原子吸收分光光度

计仪器说明书的步骤进行测定。测定样品溶液、标准溶

液和空白均用0.5%的氧化镧溶液稀释，定容。

1.3.6 数据处理

实验数据采用方差分析，首先需要按照方差分

析的程序进行方差齐次性检验，若方差齐，则计算F
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值，F＜F0.05，得出结论：各组均数间差异无显著性；

F≥F0.05，P≤0.05，则采用多个实验组和一个对照组间均

数的两两比较的方法进行统计；对非正态或方差不齐的

数据进行适当的变量转换，待满足正态或方差齐的要求

后，用转换后的数据进行统计；若变量转换后仍未达到

正态或方差齐的目的，改用秩和检验进行统计。

结果判定：骨钙含量或骨密度显著高于低钙对照组

且不低于相应剂量碳酸钙对照组，钙的吸收率不低于碳酸

钙对照组，可以判定受试物具有增加骨密度功能的作用。

2 结果与分析

2.1 胶原多肽钙螯合工艺单因素试验

2.1.1 无水乙醇用量的选择

因为胶原多肽螯合钙是一种水溶性螯合物，用无水

乙醇进行沉淀时，无水乙醇的用量会直接影响胶原多肽

螯合钙的浓度，从而影响其得率。无水乙醇加入量少的

话，乙醇被溶液中的水稀释，就会有一部分胶原多肽螯

合钙溶解到水与乙醇的混合相中，降低了胶原多肽螯合

钙的得率；若无水乙醇的加入量过多的话，又会造成试

剂的浪费。

取螯合(反应条件：pH6.5、温度50℃、时间20min)结

束后的溶液1mL，分别加入3、4、5、6、7、8、9、10、

11倍于溶液体积的无水乙醇，离心、真空冷冻干燥，测

定螯合钙的量。

1

2

3

4

5

3:1 4:1 5:1 6:1 7:1 8:1 9:1 10:1 11:1

:水(V/V)

/ m
g

图 1 无水乙醇对产品得率的影响

Fig.1 Effect of the amount of absolute ethanol added to the final 

reaction solution on the yield of chelated calcium

从图1可知，开始随着无水乙醇用量的增加，产品中

胶原多肽螯合钙的含量也随之增加。当无水乙醇与水的

体积比达到8:1时，再提高无水乙醇的用量，胶原多肽螯

合钙的含量基本不会变化，因此综合考虑胶原多肽螯合

钙的得率以及经济效益最后确定无水乙醇与水的体积比

为8:1。

2.1.2 钙元素添加比例对螯合率的影响

由图2可知，钙元素的添加比例从1:100增加到9:100

时，螯合率一直增加，而再提高钙元素的添加比例时，螯

合率变化很小，说明钙元素的添加比例大于9:100后，胶原

多肽已处于饱和状态，再增加钙的量螯合率也不会增加。

所以添加比例选择9:100、11:100、13:100进行正交试验。
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图 2 钙元素添加比例对螯合率的影响

Fig.2 Effect of calcium-to-collagen polypeptide mass ratio on the 

chelating rate of calcium

2.1.3 pH值对螯合率的影响

pH值条件是影响胶原多肽螯合钙元素形成螯合物的

重要因素。在pH值较低的酸性条件下，H+将与金属离子

竞争供电子基团，不利于胶原多肽螯合钙元素形成螯合

物；在pH值较高的碱性条件下，羟基与供电子基团争夺

金属离子而形成氢氧化物沉淀。因此选取pH4～8之间，

研究其对螯合率的影响程度。

58
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72
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pH
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图 3 pH值对螯合率的影响

Fig.3 Effect of pH on the chelating rate of calcium

由图3可知，在一定pH值范围内，随pH值升高螯合

率提高，这是由于随着pH值升高，－NH2和－COOH配

位能力增强。当pH＞7时螯合率降低，说明溶液中开始有

沉淀生成，不利于胶原多肽螯合物的生成，所以选择pH

值为6.0、6.5、7.0进行正交试验。

2.1.4 时间对螯合率的影响

66
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72
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图 4 时间对螯合率的影响

Fig.4 Effect of time on the chelating rate of calcium
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胶原多肽与钙元素的络合反应属于快速反应，理论

上时间对螯合率的影响不是很大。从图4可知，随着螯合

时间的延长，螯合率逐渐增加，20min时螯合已基本完

成，所以选择20、30、40min进行正交试验。

2.1.5 温度对螯合率的影响

69

70

71

10 20 30 40 50

/
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图 5 温度对螯合率的影响

Fig.5 Effect of temperature on the chelating rate of calcium

理论上温度对螯合反应的影响不是很大，由图5可

知，随着温度提高，螯合率逐渐增加，温度高于20℃时螯

合率增加很少。所以选择10、20、30℃进行正交试验。

2.2 胶原多肽螯合钙的制备工艺优化

2.2.1 胶原多肽螯合钙制备的正交试验

为了优化胶原多肽螯合钙制备的工艺条件，在以上

单因素试验的基础上进行四因素(pH值、钙元素添加比

例、时间、温度)三水平正交试验，以确定最佳螯合工艺

条件。试验结果采用均值和极差分析各因素影响程度高

低(表1)，生成效应曲线图来直观地得到各水平的最佳值

(图6)。

表 1 螯合正交试验设计及结果

Table 1 Orthogonal array design and results

试验号 pH 钙元素的添加比例 时间/min 温度/℃ 螯合率/(mg/g)

1 1(6.0) 1(9:100) 1(20) 1(10) 71.3

2 1 2(11:100) 2(30) 2(20) 75.3

3 1 3(13:100) 3(40) 3(30) 77.7

4 2(6.5) 1 2 3 68.4

5 2 2 3 1 69

6 2 3 1 2 71.9

7 3(7.0) 1 3 2 69.5

8 3 2 1 3 70.7

9 3 3 2 1 74.2

k1 74.767 69.733 71.300 71.500

k2 69.767 71.667 72.633 72.233

k3 71.467 74.600 72.067 72.267

极差 5.000 4.867 1.333 0.767

通过表1螯合正交试验结果可知，各因素对螯合率

的影响大小顺序为pH值＞钙元素的添加比例＞时间＞

温度。从螯合正交试验的效应曲线图中可以看出，最佳

螯合工艺条件为pH6.0、钙元素的添加比例13:100、时间

30min、温度30℃。
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图 6 螯合正交试验效应曲线图

Fig.6 Effect of four reaction conditions on the chelating rate of calcium

2.2.2 优化结果验证

根据正交试验优化结果，将胶原多肽和氯化钙最优

条件下进行螯合反应，正交试验优化条件为：钙元素添

加比例为13:100、pH6.0、温度30℃、恒温反应30min，

此条件下，螯合率77.7mg/g。

2.2.3 胶原多肽螯合钙的结构分析
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图 7 3种不同物质傅里叶变换红外光谱图

Fig.7 FTIR spectra of collagen polypeptide and its physical mixture 

and chelate complex with calcium  

胶原多肽、胶原多肽和氯化钙的混合物及胶原多

肽螯合钙的傅里叶变换红外光谱图见图7。3332.6cm-1

属于胶原多肽的酰胺A带，是由N－H的伸缩振动引起

的；1651cm-1属于酰胺Ⅰ带，由C=O的伸缩振动引起；

655.2cm-1是由C=O得面外弯曲引起。通过比较胶原多

肽、胶原多肽和氯化钙的混合物和胶原多肽螯合钙的傅

里叶变换红外光谱图可知，胶原多肽螯合后，其酰胺A带

向高波数方向移动，其峰宽和吸收强度也明显增强；酰

胺Ⅰ带向低波方向移动，其吸收强度增加；655.2cm-1处

的吸收峰向向低波方向移动，其吸收强度变强。这些变

化说明胶原多肽中的N－H和C=O与Ca2+发生配位作用，

生成新的物质胶原多肽螯合钙。

2.2.4 胶原多肽螯合钙理化指标分析

由表2可知，本实验制备的胶原多肽螯合钙样品的技

术指标均已达到中华人民共和国轻工行业标准[26]。
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表 2 胶原多肽螯合钙样品技术指标

Table 2 Quality indicators of collagen polypeptide chelating calcium

g

项目 指标要求 样品检测结果

蛋白质含量/%(以干基计算) ≥50 57.6

砷含量/(以AS计，mg/kg) ≤0.3 0.19

重金属含量/(以Pb计，mg/kg) ≤0.5 0.114

菌落总数/(CFU/g) ≤30000 420

大肠菌群数/(MPN/100g) ≤90 ＜30

致病菌/(沙门氏菌、金黄色葡萄球菌) 不得检出 未检出

2.3 功能性动物评价试验

2.3.1 胶原多肽螯合钙对大鼠体质量的影响

表 3 胶原多肽螯合钙对大鼠体质量的影响(n=10)

Table 3 Effect of collagen peptide chelated calcium on body weight of rats 

(n=10)

g

组别
饲养时间/周

0 3 6 9 12

胶原多肽螯合钙组 96.5±4.99 226.2±12.26 324.2±27.55 396.60±31.65 426.40±31.02

碳酸钙组 96.8±10.55 217.7±10.3 320.00±22.19 381.20±41.93 422.70±30.38

低钙对照组 98.8±8.57 221.2±12.6 326.4±16.89 414.40±27.03 454.40±33.71

由表3可知，各组大鼠的体质量均有不同程度的增

长，但各组大鼠体质量间无显著差异性。

2.3.2 胶原多肽螯合钙对大鼠钙吸收率的影响

表 4 胶原多肽螯合钙对大鼠钙吸收率的影响(n＝8)

Table 4 Effect of collagen peptide chelate calcium on the absortivity of 

calcium in rats (n＝8)

组别 摄入的钙/g 排泄的钙/g 钙的吸收率/%

胶原多肽螯合钙组 2.73 0.193 92.93*△

碳酸钙组 3.45 0.905 73.77**

低钙对照组 1.05 0.030 97.14

注：*、**.与低钙对照组比较，P＜ 0.05 和 P＜ 0.01 ；Δ. 与相同剂量的

碳酸钙对照组比较，P＜ 0.01。

由表4可知，低钙对照组钙吸收率明显高于胶原多肽

螯合钙组(P＜0.05)和碳酸钙对照组(P＜0.01)，这与机体

钙缺乏时钙吸收率增加有关。胶原多肽螯合钙组的钙吸

收率明显高于碳酸钙对照组(P＜0.01)。

2.3.3 胶原多肽螯合钙对大鼠股骨长度及骨干质量的影响

表 5 胶原多肽钙对大鼠股骨长度及骨干质量的影响(n＝8)

Table 5 Effect of collagen peptide chelated calcium on bone length and 

femur weight in rats (n＝8)

组别 骨长度/cm 骨干质量/g

胶原多肽螯合钙组 3.317±0.649 0.718±0.0408

碳酸钙组 3.251±0.104 0.686±0.793

低钙对照组 3.259±0.545 0.697±0.703

由表5可知，各组大鼠之间的股骨长度、股骨干质量

均无显著差异性。

2.3.4 胶原多肽螯合钙对大鼠骨钙含量的影响

由表6可知，胶原多肽螯合钙组股骨钙含量明显高于

低钙对照组，差异极具显著性(P＜0.01)，与相同剂量的

碳酸钙比较，差异也极具显著性(P＜0.01)。以上结果表

明，胶原多肽螯合钙具有增加大鼠股骨钙含量的作用。

表 6 胶原多肽钙对大鼠骨钙含量的影响(n＝8)

Table 6 Effect of collagen peptide chelated calcium on bone calcium 

content of femur in rats (n＝8)

组别 骨钙含量/%
胶原多肽螯合钙组 20.91±0.951**

碳酸钙组 19.32±0.857
低钙对照组 18.83±0.778

注：**. 与低钙对照组和相同剂量的碳酸钙对照组比较，P＜ 0.01。

2.3.5 胶原多肽螯合钙对大鼠股骨骨密度的影响

表 7 胶原多肽螯合钙对大鼠股骨骨密度的影响(n＝8)

Table 7 Effect of collagen peptide chelated calcium on bone mineral 

density of femur in rats (n＝8)

组别 骨密度/(g/cm2)
胶原多肽螯合钙组 0.2191±0.00538**△

碳酸钙组 0.2074±0.01162
低钙对照组 0.2031±0.01083

注：**. 与低钙对照组比较 P＜ 0.01；△. 和相同剂量的碳酸钙对照组比较，

P＜ 0.05。

由表7可知，胶原多肽螯合钙组股骨(整骨Gobal)骨密

度与低钙对照组比较，差异极具显著性(P＜0.01)；和相同

剂量的碳酸钙对照组比较，差异具有显著性(P＜0.05)。

根据保健食品增加骨密度功能的结果判定方法，骨

钙含量或骨密度显著高于低钙对照组，且不低于相同剂

量碳酸钙对照组，钙的吸收率不低于碳酸钙对照组，即

可判定受试物具有增加骨密度功能的作用。本次功能实

验结果表明，胶原多肽螯合钙具有增加骨密度的功能。

表现为：胶原多肽螯合钙组大鼠的钙吸收率，骨钙含量

以及骨密度与低钙对照组和相同剂量的碳酸钙对照组比

较，都具有显著差异性(P＜0.05)。

3 结 论

将胶原多肽和氯化钙进行螯合反应，通过正交试

验，确定了最佳螯合工艺条件为：pH6.0、钙元素的添加

比例13:100、时间30min、温度30℃。在该最佳螯合条件

下得到的胶原多肽螯合钙的螯合率达到77.7mg/g。从胶

原多肽、胶原多肽和氯化钙的混合物和胶原多肽螯合钙

的傅里叶变换红外光谱图可知，胶原多肽螯合钙是不同

于胶原多肽和氯化钙的物质，是一种新的物质。

后期的动物实验结果也说明了胶原多肽螯合钙具有

增加骨密度的功能。该研究开辟了补钙产品的新方向，

补钙的同时也补充了胶原多肽，满足了人口老龄化中骨

质疏松人群日益增加对低抗原、安全性高的保健食品的

需求。因此，本实验研究成果具有良好的经济效益和社
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会效益，有着较好的产业化前景。
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