
※生物工程 食品科学 2023, Vol.44, No.06   125

钙结合卵黄高磷蛋白磷酸肽的制备及其 
肽钙螯合物的结构表征

宋 丽，朱临娴，宋璐杉，司 凯，巩婷婷，刘会平，张晓维*
（天津科技大学食品科学与工程学院，食品营养与安全国家重点实验室，天津市食品质量与健康重点实验室，天津 300457）

摘  要：以鸡蛋蛋黄为原料制备卵黄高磷蛋白磷酸肽（phosvitin phosphopeptide，PPP），并与钙离子螯合制备肽钙

补充剂。通过高温高压处理卵黄高磷蛋白，先用胰蛋白酶酶解，以水解度和肽钙结合率为指标，进一步优化碱性

蛋白酶的酶解条件以制备PPP。PPP与钙螯合获得螯合物PPP-Ca，通过紫外光谱、红外光谱分析、圆二色谱分析、

扫描电镜和Zeta电位分析表征PPP-Ca的结构特性。结果表明最佳酶解条件为加酶量5%、酶解90 min、pH 9.0、温度

40 ℃，在此最优条件下水解度为（25.45±0.17）%，肽钙结合率为（93.41±1.10）%。结构表征发现PPP-Ca主要通

过羧基、氨基和磷酸基团相互作用结合，PPP和钙离子结合后其结构变得紧密有序，且有聚集现象。
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Preparation of Calcium-Binding Phosvitin Phosphopeptide and Structural Characterization of Its Calcium Chelate
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(State Key Laboratory of Food Nutrition and Safety, Tianjin Key Laboratory of Food Quality and Health,  
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Abstract: To prepare a calcium-binding peptide as calcium supplement, phosvitin phosphopeptide (PPP) was prepared 
from egg yolk and chelated with calcium ions. Phosvitin (PV) was treated at high temperature and high pressure, and then 
sequentially hydrolyzed with trypsin and alkaline protease. Based on hydrolysis degree and calcium binding efficiency 
of peptide, the hydrolysis conditions of alkaline protease were optimized. Phosvitin phosphopeptide-calcium chelate  
(PPP-Ca) was characterized by ultraviolet (UV) spectroscopy, infrared (IR) spectroscopy, circular dichroism (CD) 
spectroscopy, scanning electron microscopy (SEM) and zeta potential analysis. The results revealed that the optimal 
hydrolysis conditions were as follows: enzyme dosage 5%, hydrolysis time 90 min, pH 9.0 and 40 ℃. Under these 
conditions, the degree of hydrolysis was (25.45 ± 0.17)% and the calcium binding efficiency of peptide was (93.41 ± 1.10)%. 
The structural characterization showed that Ca bound to PPP mainly through interactions between carboxyl, amino and 
phosphate groups, and the structure of PPP-Ca was tightly ordered and had aggregation phenomenon.
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钙作为人类体内一种必需矿物质成分，其参与人体

代谢、骨骼生长和酶调节等多种生理过程，钙摄入不足

会导致机体不良反应，严重时可导致某些疾病产生，如

骨质疏松、高血压和某些癌症等疾病[1]。目前，为缓解缺

钙引发的健康问题，大量钙补充剂应运而生，其主要是

以碳酸钙、葡萄糖酸钙及乳酸钙等为代表的离子钙，虽

然其钙含量满足了人体所需量，但钙离子经过小肠时容

易产生磷酸钙沉淀，使得生物利用率大大降低[2]。有研究

证实[3]，生物活性肽能与钙离子结合，形成较为稳定的肽

钙螯合物，可被肠道整体吸收，具有高吸收率和高利用

率[4-5]等特点。因此，高利用率的肽钙螯合物，成为钙补

充剂市场上的必然趋势。

我 国 是 鸡 蛋 产 量 大 国 ， 其 中 卵 黄 高 磷 蛋 白

（phosvitin，PV）是鸡蛋蛋黄中的一种高度磷酸化的糖

蛋白[6]，富含磷酸化丝氨酸残基[7]，形成了极性的酸性结

构域[8]，有利于螯合Ca2＋、Mg2＋、Zn2＋等金属离子，进

而抑制不溶性金属磷酸盐的形成[9]，使金属离子维持高度

溶解状态，从而提高生物利用率。PV是生物活性肽的极

好来源，其酶解物可制备高利用率的肽钙螯合物。早期

研究表明含有磷酸化氨基酸残基的蛋白质对蛋白酶活性

具有拮抗作用[10]，PV中的磷酸基团带负电荷从而吸引水

分子包围PV[11]，抑制了酶接近PV分子的肽键，使其不易

被蛋白酶所水解，水解度（degree of hydrolysis，DH）相

比于无磷蛋白大大降低。若将PV在酶解前进行预处理，

除去部分磷酸基团[12]或打开其结构，以帮助酶接近其酶

解位点，从而提高酶解效率。常用去磷酸化的方法有加

碱和磷酸酶处理，这些方法在去磷酸化时会导致PV大部

分磷酸基团丢失，进而在一定程度上减弱PV酶解物结合

金属离子的能力。因此，需要严格控制PV去磷酸化的程

度；且磷酸酶处理后的PV经蛋白酶酶解后得到的肽段分

子质量较大[13]。常压热处理（100 ℃，60 min）通过打开

PV的紧凑结构，从而有利于蛋白酶作用其分子内部的肽

键，但其效果远不如部分去磷酸化方法[14]。Itoh等[15]证

实PV耐热性强，其经140 ℃处理后可打开蛋白结构；且

高温高压处理（121 ℃，0.15 MPa，60 min）有助于破坏

PV的核心部分并显着改善其酶水解[16]，提高DH。因此，

本研究首先对PV进行高温高压处理（121 ℃，0.1 MPa，
15 min），打开其内部结构有助于酶解。PV的氨基酸序

列显示其多聚磷酸化丝氨酸核心区域被赖氨酸（Lys）、

精氨酸（Arg）和天冬氨酸（Asp）不规则的打断[17]。胰

蛋白酶和碱性蛋白酶都是丝氨酸酶，胰蛋白酶主要裂解

Lys和Arg的羧基，因此采用胰蛋白酶酶解可以达到解离

PV的效果。有研究表明胰蛋白酶酶解得到的肽段含磷

酸基团较高，但不足的是其小肽得率低[14]。PV序列的N
端和C端分别有9 个和3 个疏水性氨基酸残基，形成两端

疏水中间亲水的两亲性结构[17]，而碱性蛋白酶主要裂解

疏水性氨基酸的羧基，因此，可在胰蛋白酶酶解基础上

再利用碱性蛋白酶做二次水解，进一步提高酶解效率，

增加小肽的产率。本研究通过正交试验法优化双酶酶解

制备卵黄高磷蛋白磷酸肽（phosvitin phosphopeptide，
PPP），再制备得到螯合物PPP-Ca，并采用紫外吸收光

谱、红外吸收光谱和圆二色谱分析等对其结合特性进行

分析。该研究可改善PV DH值低的问题，增加小分子多

肽的产率，对PPP作为促钙吸收剂的功能因子应用具有重

要意义。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

鸡蛋采购于天津市滨海新区明耀超市；胰蛋白酶

（＞250 U/mg）、碱性蛋白酶（＞200 000 U/g）、无水

氯化钙（99.8%）、氯化钠、聚乙二醇6000、酪蛋白磷

酸肽（casein phosphopeptides，CPP）、邻苯二甲醛、 

1.4-二巯基苏糖醇（纯度99%）、无水乙醇、磷酸二氢钠

及磷酸氢二钠等所用试剂均为分析纯。

1.2 仪器与设备

D F - 1 0 1 S磁力搅拌器  杭州旌斐仪器科技有 

限公司；FE20 pH计 梅特勒-托利多仪器（上海）有

限公司；H1850R台式高速冷冻离心机 长沙高新技术

产业开发区湘仪离心机仪器有限公司；Kjeltec 8400全
自动凯氏定氮仪 丹麦FOSS公司；UV-1500紫外-可
见分光光度计 日本岛津公司；Synergy HTX酶标仪  
美国伯腾公司；IS50傅里叶变换红外光谱仪 美国尼高

利公司；SU1510扫描电子显微镜 日本日立公司；New 
MOS-450圆二色谱仪 法国Biologic公司；90 PLUS/BI
激光粒度仪 美国布鲁克公司。

1.3 方法

1.3.1 PV的制备

参照张晓维 [17]的方法，采用聚乙二醇沉淀法提取

PV。从鸡蛋中分离得到蛋黄，加入等质量去离子水在

4 ℃搅拌1 h，随后4 ℃、10 000×g离心10 min。保留沉

淀，并加入与其等质量0.17 mol/L NaCl溶液，搅拌和离心

的条件同上，离心得到黄色沉淀，再按1∶10（g/mL）加

入1.74 mol/L NaCl溶液搅拌至沉淀溶解完全，调pH 4.0，
搅拌和离心条件同上，离心得到上清液，用去离子水透

析4 d，最后冻干即得PV。

1.3.2 蛋白质含量测定

参考GB 5009.5—2010《食品中蛋白质的测定》，

取适量PV进行消解，采用全自动凯氏定氮仪测定其含氮

量，蛋白质质量分数按式（1）计算：

P/% m1 F 100 （1）
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式中：P为样品中蛋白质质量分数/%；m1为PV中含

氮量/（mg/g）；F为氮与蛋白质转换系数（6.25）。

1.3.3 PPP的制备

1.3.3.1 酶解前预处理

参照Huang Xi等[16]的方法并稍作修改，称取适量的

PV溶解于超纯水中制备10 mg/mL底物溶液，调pH 6.5，
在121 ℃、0.1 MPa处理15 min，此预处理为高温高压

组。沿用本实验室方法，称取适量的PV溶解于0.1 mol/L  
NaOH溶液中制备10 mg/mL底物溶液，37 ℃恒温磁力搅

拌孵育3 h，将PV进行部分脱磷酸化处理，此预处理为碱

处理组。10 mg/mL底物溶液不作任何处理，定义为未处

理组。

1.3.3.2 胰蛋白酶酶解

沿用本实验室方法并稍作调整[18]，取适量经过预处

理的PV溶液，调pH 8.0，加入胰蛋白酶（酶与底物质量

比1∶50），置于摇床中50 ℃酶解反应4 h。酶解完成后，

95 ℃灭酶10 min。
1.3.3.3 碱性蛋白酶酶解优化

待高温灭酶后的胰蛋白酶酶解物冷却至室温，调至

适宜的pH值，加入适量碱性蛋白酶进行二次酶解[19]，待

酶解结束后95 ℃灭酶10 min，随后4 ℃、10 000×g离心

15 min，上清液过0.45 μm微滤膜后冻干，得到PPP。
单因素试验：考虑到酶解pH值、加酶量、酶解温

度和时间对酶解效果均有一定影响，因此，以DH及钙

结合率为指标，对上述进行单因素试验。以底物质量分

数1%、加酶量5%、酶解时间90 min、酶解温度40 ℃、

pH 9为固定酶解条件[20]，考察单因素条件对酶解效果的

影响：加酶量为1%、3%、5%、7%和9%；酶解时间[21]为

30、60、90、120 min和150 min；酶解温度20、30、40、
50 ℃和60 ℃；pH 7、8、9、10和11[22]。

正交试验优化：基于单因素试验结果分析，选用pH
值、加酶量、反应温度为自变量，以DH及钙结合率为考

察指标，研究碱性蛋白酶酶解的优化工艺，设计3因素3
水平正交试验见表1。

表 1 正交试验因素与水平

Table 1 Levels of each variable used in orthogonal array design

水平
因素

A pH B 反应温度/℃ C 加酶量/%

1 8 30 3
2 9 40 5
3 10 50 7

1.3.4 DH测定

参照邻苯二甲醛（o-phthalaldehyde，OPA）法[23]。

准确配制0.1 mg /mL丝氨酸标准液，配制0、0.025、
0.05、0.075、0.1 mg/mL的标准溶液。各取400 μL梯度标

准液加入3 mL OPA试剂充分混匀5 s，计时反应2 min，

于340  nm波长处测定吸光度，得到丝氨酸标准曲线

（y=0.798 7x＋0.246 7，R2=0.999 9）。将酶解液样品稀释

至标准曲线内浓度测定吸光度，根据标准曲线计算得到单

位蛋白含有的丝氨酸游离氨基浓度Cserin-NH2
（mmol/L）。 

根据下式[24]计算样品DH：

X P
V N

W/ mmol/g Cserin-NH2
 （2）

α
Wserin-NH2

β
h/ mmol/g  （3）

h
Wserin-NH2

DH/% 100 （4）

式中：Wserin-NH2
为每克蛋白质中含有丝氨酸游离氨基

的量/（mmol/g）；X为样品质量/g；P为PV中蛋白质质量

分数/%（测定值（8.50±2.50）%）；V为酶解液样品体

积/L；N为酶解液样品稀释倍数；h为水解每克PV被断裂

的肽键数/（mmol/g）（α=1，β=0.4）。

1.3.5 钙结合率的测定

采用邻甲酚酞比色法 [25]。使用钙含量检测试剂盒

（碧云天生物技术有限公司），按其要求配制钙标准

品，在96 孔板每孔加入50 µL钙标准样品，再加150 μL
显色液，摇匀孵育6 min后于575 nm波长处测吸光度，制

得标准曲线（y=0.191 8x＋0.304 8，R2=0.995 1）。测定

样品时，将5 mmol/L CaCl2溶液和0.2 mol/L pH 7.0磷酸

钠缓冲液以体积比1∶2充分混合[26-27]。然后加入500 μL的
1 mg/mL PPP溶液在40 ℃反应50 min，9 000×g、4 ℃离

心15 min，收集上清液，同上步骤测定上清液中的钙含

量。钙结合率（w1）按式（5）进行计算：

M1

M0
w1/% 100 （5）

式中：M1为上清液中钙含量/μg；M0为总钙添加量/μg。
1.3.6 十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（sodium 

dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis，SDS-

PAGE）法确定酶解物的分子质量 

SDS-PAGE胶采用12%、18%[28]（添加尿素）的分离

胶和5%的浓缩胶。12%分离胶：将提取PV制备成1 mg/mL 
的溶液，吸取20 μL溶液后加入80 μL上样缓冲液，混

匀置于沸水浴中煮沸10  min，取出冷却至室温后，

10 000×g离心3 min，取15 μL上清液上样，预染色蛋白

质Marker分子质量范围选用10～180 kDa。18%分离胶：

将处理PV（高温高压处理蛋白）、多肽1（单酶酶解）

和多肽2（双酶酶解）使用30 kDa超滤管进行超滤去除

大分子蛋白，再用6 000～8 000 Da透析袋进行透析除

盐，最后冻干。再将冻干后的样品分别制备成10、60、
60 mg/mL的溶液，处理PV（高温高压处理蛋白）上样量

5 μL，多肽上样量10 μL，预染色蛋白质Marker分子质量

范围选用5～245 kDa。浓缩胶电压为80 V，分离胶电压
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为120 V。电泳结束后，染色参照Cutting等[29]染色方法并

调整。凝胶在固定液中固定40 min，然后在45 ℃染色液1
中染色40 min；随即放入染色液2中染色40 min，最后在

7%乙酸脱色液中脱色至条带清晰。

1.3.7 PPP-Ca的制备

PPP用0.02 mol/L Tris-HCl缓冲液（pH 7.0）配制

为5 mg /mL溶液 [18]，按肽钙质量比为5∶1的比例加入

50 mmol/L的CaCl2进行混合，40 ℃搅拌反应50 min。
反应结束加入9  倍体积无水乙醇，摇匀后静置1  h，
13 000×g离心30 min，用无水乙醇洗涤沉淀两次，用超

纯水复溶后冻干，得到PPP-Ca。
1.3.8 PPP-Ca的结构表征

1.3.8.1 紫外-可见吸收光谱

参照Fang Shunxiang等[30]方法稍作修改，PPP和PPP-
Ca分别用超纯水配制为1 mg/mL，紫外扫描波长范围为

200～400 nm。

1.3.8.2 红外吸收光谱

分别取1 mg的PPP和PPP-Ca样品，加入160 mg干燥

KBr研磨均匀，压片成透明样品，采用红外吸收光谱设备

以分辨率为4.0 cm－1在400～4 000 cm－1扫描16 次[31]，每

次扫描前需扣除KBr背景。

1.3.8.3 圆二色谱

PPP和PPP-Ca分别溶解于超纯水中，质量浓度为 

1 mg/mL。收集远紫外区（190～260 nm）的圆二色谱，

比色池光径为0.1 cm，扫描速率为200 nm/min，超纯水作

空白校正，测定3 次取均值[18]。PPP和PPP-Ca的二级结构

组成使用杨氏算法计算。

1.3.8.4 扫描电镜

沿用本实验室方法[18]，取适量PPP和PPP-Ca样品均

匀涂在附有导电胶的载物台上喷金，随后在电压10 kV、

束流6.9×10－2 mA以及工作距离6.7 mm条件下进行观

察，采集放大倍数1 000 倍的图片。

1.3.8.5 Zeta电位分析

参考王俊强 [32]的方法进行适当修改，PPP、PPP-
Ca、CPP和酪蛋白磷酸肽钙螯合物（CPP-Ca，制备方法

同PPP-Ca）用超纯水配成1 mg/mL溶液，进行Zeta电位的

测定。

1.4 数据分析

所有测定重复3 次，所有实验结果均表示为 ±s。
采用SPSS 13.0分析数据，P＜0.05，差异显著，采用

Origin 2018软件进行绘图。

2 结果与分析

2.1 酶解前预处理方式对PPP制备的影响

以DH和钙结合率为指标，考察酶解前处理方式对

PPP制备的影响，图1显示，在单一胰蛋白酶、胰蛋白酶

和碱性蛋白酶双酶水解时，DH和钙结合率效果均依次

为高温高压组＞碱处理组＞未处理组，表明无论是单一

酶酶解还是双酶酶解，高温高压处理均有助于PV进一

步被水解，且在双酶酶解中影响最大，得到更多的小分

子肽，进而增加肽钙结合的机率。在高温高压处理组中

单酶处理的DH达到（12.65±0.48）%，高于已有的研究

（10.25%）[33]；双酶处理的DH高达（24.82±0.66）%，

相比Huang Xi等[16]报道的结果（19.04±0.55）%较高，这

说明高温高压处理可以在一定程度上打开PV内部多聚磷

酸化丝氨酸区域和肽键的随机断裂，使得胰蛋白酶和碱

性蛋白酶作用位点暴露，降低了磷酸基团对蛋白酶的拮

抗作用，提升了酶解效率。单酶和双酶处理的钙结合率分

别达到（89.88±0.36）%和（95.88±0.51）%，其变化趋

势与DH呈正相关。这可能是因为高温高压处理后的PV在

经胰蛋白酶和碱性蛋白酶酶解后产生更多含磷量较高的肽

段和小分子质量多肽，进而使更多的PPP与Ca2＋结合。
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图 1 酶解前处理方式对胰蛋白酶和双酶（胰蛋白酶＋碱性蛋白酶） 

酶解PV效果的影响 

Fig. 1 Effects of pretreatment methods on the enzymatic hydrolysis of 

PV by trypsin alone and in combination with alkaline protease

2.2 碱性蛋白酶酶解条件对PPP制备的影响

以DH和钙结合率为指标，采用单因素试验考察碱

性蛋白酶酶解条件对PPP制备的影响。由图2A可知，当

碱性蛋白酶加酶量小于5%时，DH呈近似线性增加，在

5%加酶量时DH高达（24.50±0.61）%；继续增加加酶

量其DH变化趋于平缓，这说明底物达到饱和，过量的

加酶量对水解效率无显著影响[26]。PPP钙结合率变化趋

势与DH变化趋势相似，这说明多肽产量与钙结合率有
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一定的相关性，在5%加酶量时PPP钙结合率最大，为

（93.29±0.34）%。图2B显示，当反应时间从30 min延
长至90 min时，DH和钙结合率分别从（12.78±1.23）%

和（9 2 . 2 9±0 . 5 0）%增加到（2 2 . 7 0±0 . 6 8）%和

（94.18±0.47）%，当继续延长反应时间时，钙结合率

和DH变化不显著，整体趋势相对比较平缓[34]，这表明酶

解反应90 min后基本结束。反应温度在20～60 ℃，DH和

钙结合率先增大后减少，且在40 ℃时达到最大值，分别

高达（23.37±0.55）%和（94.42±0.49）%；当反应温

度继续增加时，钙结合率和DH均明显降低（图2C），

这是由于在酶适宜温度下酶解反应速率随温度升高而升

高，超出酶适宜温度后酶会发生不同程度的变性[35]，酶

活丧失，从而降低了PV的水解效率，导致小分子肽产

量低，进而使得钙结合率降低。当pH值从7.0增加到9.0
时，DH和钙结合率逐渐递增，在pH 9.0时达到最大，分

别为（23.74±0.17）%和（94.19±0.45）%；继续提高

pH值，过量的碱会使酶的空间结构被破坏，导致酶活力

的降低，使得多肽产率降低。以上结果还显示改变酶解

条件，肽钙结合率没有DH变化那么显著，可能是因为

PPP所携带的磷酸基团分布不均匀导致[36]。综上所述，反

应时间对PPP的制备影响最小，后续实验考虑反应时间

90 min，以加酶量5%、反应温度40 min和pH 9为中位数

进行酶解正交试验优化。
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图 2 碱性蛋白酶酶解条件单因素试验结果

Fig. 2 Results of one-factor-at-a-time experiments on hydrolysis 

conditions of alkaline protease

2.3 碱性蛋白酶酶解正交试验优化

单因素分析虽分别确定了各因素酶解的最佳条件，

但考虑到因素与因素之间可能存在交互作用，因此设计

3因素3水平正交试验，研究因素之间对碱性蛋白酶酶解

作用的影响，正交试验和极差（R）分析结果见表2。由

R值可知，影响DH和钙结合率的因素顺序为B＞A＞C。

由K值可知，碱性蛋白酶酶解最优工艺条件为A2B2C2，即

酶解pH 9.0、反应温度40 ℃、加酶量5%。在该条件下进

行实验验证求得，DH为（25.45±0.17）%，钙结合率为

（93.41±1.10）%。

表 2 正交试验设计及结果

Table 2 Orthogonal array design with response variables

试验号 A pH B反应温度 C加酶量 DH/% 钙结合率/%

1 1 1 1 6.62 87.02

2 1 2 2 18.53 91.14

3 1 3 3 18.26 90.04

4 2 1 2 16.48 89.65

5 2 2 3 25.02 93.41

6 2 3 1 19.58 92.35

7 3 1 3 12.15 89.02

8 3 2 1 18.44 91.44

9 3 3 2 20.57 92.16

DH

K1 43.41 35.25 44.64

K2 61.08 61.99 55.58

K3 51.16 55.58 55.43

k1 14.47 11.75 14.88

k2 20.36 20.66 18.53

k3 17.05 18.53 18.48

R 5.89 8.91 3.65

钙结
合率

K1 268.2 265.69 272.62

K2 275.41 275.99 274.55

K3 272.62 272.95 272.47

k1 89.40 88.56 90.82
k2 91.80 92.00 91.52

k3 90.87 90.98 90.87

R 2.40 3.43 0.64

2.4 酶解物的分子质量分布情况

从图3得知，未处理的PV分子质量＞35 kDa，这

与现有研究一致 [17]。处理PV的分子质量主要分布在
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11～35 kDa，少量分布在5 kDa处。相对于未处理PV，经

高温高压处理后的处理PV其分子质量有所下降，这说明

高温高压处理导致PV的空间构像被改变或破坏，使得部

分结构可能发生降解。多肽1和多肽2的分子质量主要集

中在＜11 kDa处；且相较于多肽1，多肽2在此处的条带

颜色灰度更深，说明多肽2中含＜11 kDa的肽段含量高于

多肽1。此外，图3B条带不清晰且存在明显拖尾现象，这

可能是因为高温高压处理后PV中的肽链发生不同程度解

离，且经过内切酶作用，导致产生的肽段比较复杂，且

多肽分子质量越小越复杂，这些多肽小分子在电泳胶里

运动不规则、电泳时间长或染色时间过长，其可能会降

解或部分从凝胶上脱离[37-38]。

A Marker

180 kDa
135 kDa

75 kDa
63 kDa

48 kDa

35 kDa

25 kDa

17 kDa

11 kDa

48 kDa
35 kDa
25 kDa
17 kDa

11 kDa

5 kDa

100 kDa

PV B Marker 1 2 PV

A. Marker为11～180 kDa；PV为未处理。B.多肽1为单一胰蛋

白酶的酶解产物；多肽2为胰蛋白酶和碱性蛋白酶的复合酶解

产物；处理PV为高温高压处理后PV；Marker为5～245 kDa。
图 3 酶解物SDS-PAGE结果

Fig. 3 SDS-PAGE results of hydrolysates

2.5 PPP和PPP-Ca结构表征

2.5.1 紫外-可见吸收光谱分析
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图 4 PPP和PPP-Ca的紫外光谱图

Fig. 4 UV spectra of PPP and PPP-Ca

如图4所示，PPP和PPP-Ca的紫外吸收光谱有明显差

异，PPP在207 nm左右出现最大吸收峰，通常对应PPP中
特定的羰基、羧基和酰胺键[39]。相较于PPP，PPP-Ca的
紫外吸收峰出现吸收强度增强和红移现象，在216 nm处

达到最大，这可能由于Ca2＋与发色基团和助色基团相互

作用[40]，影响电子跃迁，导致吸收峰红移和强度增强，

与之前报道一致[41-42]，此外还有一种原因可能是过渡金

属离子可以吸收紫外线区域的光，进而导致吸收峰强度

增加。上述结果表明，PPP与Ca2＋相互作用形成了不同于

PPP的新化合物。

2.5.2 红外吸收光谱分析

如图5所示，P P P与C a 2＋结合后，相较于P P P红
外光谱发生了显著变化。在3 434.59  cm－1处特征吸

收峰是—NH伸缩振动的变化引起，在结合钙后其红

移至3 389.7  cm－1，表明酰胺中—NH可能与钙离子

发生反应，N—Ca键取代氢键导致N—H键延伸 [41]。

1 700～1 600 cm－1内的特征吸收峰是酰胺I带，主要

来源于C＝O的伸缩振动 [42]，肽钙螯合后其由原来的

1 654.1 cm－1移动到1 652.2 cm－1处，这表明C＝O参与了

肽钙的结合，这与文献[43]的报道类似。位于酰胺II带的

1 543.73 cm－1处吸收峰红移至1 545.1 cm－1处，这可能因

为氮原子和钙离子的公共电子相互作用，使碳原子的偶

极性增强[44]。在1 541.8 cm－1处吸收峰是由C—N键伸缩

振动引起，但在结合钙后该吸收峰消失。1 467 cm－1是

COO—的特征吸收峰，在结合钙离子后此吸收峰消失，

这表明羧基氧的非键合自由电子转移到钙离子上[45-46]，

羧基氧参与了钙结合反应。1 280.5 cm－1处特征吸收峰

是O—H变形振动引起，在PPP与Ca2＋结合后此吸收峰消

失。在1 112.4 cm－1处的吸收峰是P＝O伸缩振动，在与 

Ca2＋结合后蓝移至1 092.9 cm－1处且波峰变宽，这可能因

为磷酸基团参与了钙螯合反应[47]。基于以上结果分析可

推测，PPP与Ca2＋结合位点主要是在氨基氮原子、羧基氧

原子和磷酸基团上。
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图 5 PPP和PPP-Ca的红外光谱图

Fig. 5 FTIR spectra of PPP and PPP-Ca

2.5.3 圆二色谱分析

由图6可知，PPP与钙离子结合后，吸收峰由202 nm

偏移至205 nm，α-螺旋增加至25%，β-折叠增加至34%，

β-转角和无规卷曲结构分别减少至0.3%和40.8%，这可能

由于之前带负电荷的肽链引入了带正电荷的钙离子，在

一定程度上降低了电荷之间的斥力，使得α-螺旋能够稳
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定存在，同时也有助于肽链的折叠[29]，β-转角和部分无

规卷曲结构转变为β-折叠，进一步形成排列紧凑的二级

结构[48-49]。
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图 6 PPP和PPP-Ca的圆二光谱图

Fig. 6 CD spectra of PPP and PPP-Ca

2.5.4 扫描电镜分析

图7显示，PPP表面较为光滑，多为片状、少部分为

球状。PPP-Ca表面粗糙呈絮状，有许多颗粒状和晶体状

聚集体，分布更致密，与已有研究结果相似[44,49]。这可能

是由于肽与钙离子之间的配位键导致内部结构发生变化，

此外钙离子可以促进肽链聚集折叠[43,50]，导致形成了更紧

密的颗粒，也说明PPP与钙离子结合后形成了新的物质。

a b

a. PPP；b. PPP-Ca。
图 7 PPP和PPP-Ca的扫描电镜图（×1 000）

Fig. 7 SEM images of PPP and PPP-Ca (× 1 000)

2.5.5 Zeta电位分析

Zeta电位值可表征多肽溶液的稳定性，有研究证实

钙离子主要是与多肽中的游离氨基和羧基结合，在结

合过程中可能导致多肽表面电荷性质的改变[51-53]，故可

通过分析Zeta电位，探究钙离子与多肽的结合情况。由 

图8可知，PPP和CPP电位分别为（－28.39±0.34）mV
和（－28.22±1.23）mV，这是因为PPP和CPP均含有大

量的磷酸基团，自身带有大量负电荷。在与钙离子结合

后，PPP-Ca和CPP-Ca的电位绝对值有显著下降，分别为

（－13.19±0.39）mV和（－17.96±0.81）mV。由于PPP
和CPP与钙离子相互作用，多肽中带负电荷的磷酸基团

和羧基基团与带正电荷的钙离子相结合，导致多肽表面

所带负电荷被中和，整体电位发生明显变化。且相较于

CPP-Ca，PPP-Ca的电位值变化更明显，这说明PPP与钙

离子的结合能力更强。
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图 8 Ca2＋对PPP和CPP的Zeta电位的影响

Fig. 8 Effect of Ca2+ on zeta potential of PPP and CPP 

3 结 论

碱性蛋白酶的最佳酶解条件为 p H  9 . 0 、温度

40 ℃、加酶量5%、酶解90 min，在此条件下DH为

（25.45±0.17）%，钙结合率为（93.41±1.10）%。基

于紫外-可见吸收光谱、红外吸收光谱、圆二色谱和扫描

电镜分析，可证实PPP和Ca2＋主要通过羧基氧原子、氨基

氮原子和磷酸基团相互作用，无规卷曲结构含量降低且

转变成β-折叠结构，PPP和钙离子结合后结构变得更加有

序，形成致密的聚集体。同时，Zeta电位结果也表明与

PPP相比，PPP与Ca2＋相互作用后所带负电荷明显减少，

进而证实PPP-Ca是不同于PPP的新化合物。本研究表明

PPP-Ca有潜力作为一种新型肽钙补充剂。
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