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摘要：通过体外模拟实验考察酪蛋白磷酸肽（CPP）阻止磷酸钙沉淀的能力，分析了水解度、CPP 添加量、CPP 的不同等级以

及食品加工过程中的其他因素对 CPP 持钙能力的影响，为 CPP 功能特性的评价以及在食品中的应用提供了依据。 
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Abstract: The blocking calcium phosphate precipitation ability of casein phosphopeptide (CPP) was studied by in vitro simulation. The 

degree of hydrolysis, adding volume of CPP, the different levels of CPP and other factors of food processing influence to the calcium holding 

capacity of CPP were analyzed. The research results provided references for evaluation and food application of CPP. 
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酪蛋白磷酸肽（Casein Phosphopeptide，CPP）是

以牛乳酪蛋白为原料，经过酶水解、分离纯化得到的

一种生物活性肽，其特殊的簇磷酸丝氨酸结构具有螯

合钙的能力[1]。 
由于钙只有在小肠内呈可溶性的离子状态才能被

吸收，小肠上段的 pH 值较低，钙可以离子状态存在，

而小肠下段呈中性至碱性，钙离子容易与磷酸根离子

结合产生磷酸钙沉淀，导致人体对钙的吸收率大大下

降[2]。而 CPP 在动物小肠内 pH 呈中性到弱碱性的环

境中，能与钙螯合成可溶性的钙盐，阻止磷酸钙沉淀

的产生，使肠内可溶性钙的含量保持在较高水平，促

进人体对钙的吸收利用[3~5]。 
本文通过体外模拟实验考察 CPP 阻止磷酸钙沉

淀的能力，分析了影响 CPP 持钙能力的因素，为 CPP
功能特性的评价以及在食品中的应用提供了依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 
酪蛋白（食品级），广西庞博生物科技有限公司；

碱性蛋白酶 2709（酶活 20 万 U/g），广西庞博生物科

技有限公司；其他试剂如盐酸、氢氧化钠、无水氯化

钙、乙醇、淀粉、葡萄糖、苯甲酸钠、柠檬酸等均为 
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国产分析纯试剂。 
1.2  仪器与设备 

85-2 恒温磁力搅拌器，常州国华电器有限公司；

HH-S 恒温水浴锅，上海索谱仪器有限公司；PHS-25
酸度计，上海精密科学仪器有限公司；TDL-5A 台式

低速离心机，上海菲恰尔分析仪器有限公司；

VFD-2000 冷冻干燥机，北京博医康实验仪器有限公

司；yp-1002N 电子天平，上海菁海仪器有限公司；

AUY120 分析天平，岛津国际贸易（上海）有限公司。 
1.3  方法 
1.3.1  不同等级的 CPP 的制备 
1.3.1.1  CPP1 的制备 

称取一定量的酪蛋白按底物浓度 5%加入到一定

量的水中，用 1 mol/L NaOH 调节其 pH 值为 9.0，保

温至 50 ℃，搅拌使酪蛋白全部溶解。加入 9000 U/g
的碱性蛋白酶，并不断滴加 1 mol/L NaOH 维持水解

液 pH 为 9.0。酶水解 3 h 后，停止酶解。将酶解液置

于 90 ℃水浴中 30 min，使酶失活。3000 r/min 离心 10 
min，去下层沉淀，取上清液冷冻干燥，即为酪蛋白

肽（CPP1）。 
1.3.1.2  CPP2 的制备 

称取一定量的 CPP1，按底物浓度 10%溶于一定

量的水中，用 1 mol/L HCl 调节溶液 pH 值为 5.5，加

入 1.0%（w/v）无水氯化钙，再加入无水乙醇使水解
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液中乙醇浓度达到 50%，静置 2 h，取下层沉淀冷冻

干燥即为粗制酪蛋白磷酸肽（CPP2）。 
1.3.1.3  CPP3 的制备 

称取一定量的 CPP2，按底物浓度 5%溶于一定量

的水中，用恒流泵控制流速 6 m/h，以洗脱温度 25 ℃
依次通过 001×7 强酸性阳离子交换柱、717 强碱性阴

离子交换柱，收集洗脱液，冷冻干燥即为精制酪蛋白

磷酸肽（CPP3）。 
1.3.2  水解度（DH）的测定 

采用 pH-Stat 法[6]。 
1.3.3  CPP 持钙能力的体外模拟实验原理 

由于钙离子进入人体后易于人体内的磷酸根离子

结合生成磷酸钙沉淀，不能被人体吸收，而 CPP 具有

螯合钙离子、阻止生成磷酸钙沉淀的作用。在与人体

温度 37 ℃、小肠末端 pH8.0 条件相同的反应体系中引

入磷酸根离子和 CPP，然后加入钙离子，观察 CPP 阻

止磷酸钙沉淀的效果。 
在溶液中有 CaCl2和 NaH2PO4存在的情况下，会

生成 Ca3(PO4)2沉淀。其反应过程如下[7]： 
Ca① (H2PO4)2 → CaHPO4 + 2H+ + HPO4

2－ 
3CaHPO② 4 → Ca3(PO4)2 + 2H+ +HPO4

2－ 
由于以上两步反应都释放出 H+，可采用 pH-Stat

法检测 CPP 对以上反应的影响，即加入 NaOH 溶液，

使反应体系的 pH 维持在一固定值，当加入 NaOH 溶

液的速度较慢且量较小时，即为产生磷酸钙沉淀的速

度较慢量较小，因此可认为反应体系中 CPP 阻止磷酸

钙沉淀形成的效果较好。具体操作如下： 
在 100 mL 的反应体系中加入 NaH2PO4和 CPP，

使二者在反应体系中的浓度分别为 0.008 mol/L 和 0.1 
g/L。将溶液加热至 37 ℃保温，然后加入 CaCl2，使

反应体系中 CaCl2 的浓度为 0.008 mol/L。立即加入

0.05 mol/L 的 NaOH 溶液，在 2 min 内将反应体系的

pH 值调节至 8.0，随后不断加入 0.05 mol/L NaOH，

使反应体系的 pH 维持在 8.0。从第 2 min 开始，每隔

5 min 记录一次 0.05 mol/L NaOH 的消耗量，持续 1 
h[7]。 

2  结果与讨论 

2.1  水解度对 CPP 持钙能力的影响 
向反应体系中分别加入水解度为 12%、14%、

16%、18%、20%、22%的 CPP，按 1.3.3 中所述方法

操作，以不加 CPP 的空白试验作对照。 
由图 1 可以看出，未添加 CPP 时，磷酸钙沉淀在

5 min 内迅速形成。添加 CPP 后，磷酸钙沉淀形成速

度明显减慢。随着 DH 的增加，CPP 的持钙能力随之

增强。DH 为 12~14%的 CPP，可使磷酸钙沉淀的形成

推迟 5~10 min，DH 为 16~18%的 CPP，可推迟沉淀形

成时间 10~15 min，DH 为 20~22%的 CPP，可推迟沉

淀形成时间 20 min 以上。 

 
图1 DH与 CPP持钙能力的关系 

Fig.1 The relationship between the degree of hydrolysis and the 

ability to maintain calcium of CPP 

2.2  不同 CPP 添加量的持钙能力比较 
向反应体系中分别加入 0.06 g/L、0.08 g/L、0.1 

g/L、0.2 g/L、0.5 g/L 的 CPP，按 1.3.3 中所述方法操

作，以不加 CPP 的空白试验作对照。 

 
图2 CPP添加量与持钙能力的关系 

Fig.2 The relationship between the add content of CPP and the 

ability to maintain calcium 

由图 2 可以看出，CPP 的持钙能力随着添加量的

增加而增强。CPP 添加量为 0.06~0.08 g/L 时，可使磷

酸钙沉淀的形成推迟 5~10 min，添加量为 0.1 g/L 时，

可使磷酸钙沉淀的形成推迟 10~15 min，添加量为 0.2 
g/L 时，可使沉淀形成时间推迟 20~25 min，添加量为

0.5 g/L 时，可使沉淀的形成时间推迟 30 min 以上。 
2.3  不同等级的 CPP 持钙能力的比较 

向反应体系中分别加入浓度为 0.1 g/L 的 CPP1、
CPP2、CPP3，按 1.3.3 中所述方法操作，以不加 CPP
的空白试验作对照。 

由图 3 可以看出，随着 CPP 纯度的提高，持钙能

力也随之增强。酪蛋白肽（CPP1）可使磷酸钙沉淀的

形成推迟 5~10 min，粗制 CPP（CPP2）可使沉淀的形
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成推迟 10~15 min，精制 CPP（CPP3）可使沉淀的形

成推迟 25~30 min。 

 
图3 CPP的等级与持钙能力的关系 

Fig.3 The relationship between the level of CPP and the ability 

to maintain calcium 

2.4  食品加工过程中的其他因素对 CPP 持钙能力的

影响 
2.4.1  高温加工对 CPP 持钙能力的影响 

将 CPP 在 100 ℃条件下加热 30 min，然后按 1.3.3
中所述方法操作，以未加热的 CPP 作对照。 

 
图4 高温加工与CPP持钙能力的关系 

Fig.4 The relationship between the high-temperature 

processing and the ability to maintain calcium of CPP 

由图4可以看出，经 100 ℃加热30 min后的CPP，
持钙能力并未发生明显变化。由此可见，食品加工过

程中的短时高温加热不会对 CPP 的持钙能力造成太

大影响。 
2.4.2  葡萄糖对 CPP 持钙能力的影响 

分别向反应体系中添加 20 g/L、40 g/L、60 g/L、
80 g/L、100 g/L 的葡萄糖，然后按 1.3.3 中所述方法操

作，以未加葡萄糖的反应体系作对照。 
由图 5 可以看出，添加葡萄糖有加速磷酸钙沉淀

的作用。葡萄糖浓度与加速沉淀的关系总体趋势表现

为先减小后增大，葡萄糖浓度在 20 g/L 和 100 g/L 时

加速磷酸钙沉淀的效果最明显，葡萄糖浓度为 60 g/L
时加速磷酸钙沉淀的效果最不明显。因此，在食品加

工中，要注意葡萄糖对 CPP 持钙能力的影响。 

 
图5 葡萄糖与CPP持钙能力的关系 

Fig.5 The relationship between the glucose and the ability to 

maintain calcium of CPP 
2.4.3  淀粉对 CPP 持钙能力的影响 

分别向反应体系中添加 20 g/L、40 g/L、60 g/L、
80 g/L、100 g/L 的淀粉，然后按 1.3.3 中所述方法操作，

以未加淀粉的反应体系作对照。 

 
图6 淀粉与CPP持钙能力的关系 

Fig.6 The relationship between the starch and the ability to 

maintain calcium of CPP 

由图 6 可以看出，与不加淀粉相比，加入淀粉后

可使磷酸钙沉淀形成的时间推迟 5~10 min，不加淀粉

时，磷酸钙沉淀的形成时间为 10~15 min，加入淀粉

后，沉淀的形成时间为 20~25 min。淀粉浓度与 CPP
持钙能力的大致关系为：淀粉浓度越低，CPP 的持钙

能力越好。 
2.4.4  苯甲酸钠对 CPP 持钙能力的影响 

苯甲酸钠是常用的防腐剂之一，在食品中的应用

十分广泛。分别向反应体系中添加 0.2 g/kg、0.4 g/kg、
0.6 g/kg、0.8 g/kg、1.0 g/kg 的苯甲酸钠，然后按 1.3.3
中所述方法操作，以未加苯甲酸钠的反应体系作对照。 

由图 7 可以看出，与不添加苯甲酸钠相比，添加

苯甲酸钠可使磷酸钙沉淀时间推迟 10 min 左右。不加

苯甲酸钠时，磷酸钙沉淀的形成时间为 10~15 min，
加入苯甲酸钠后，沉淀的形成时间为 25~30 min。苯

甲酸钠浓度为 0.6 g/kg 时，推迟沉淀形成的时间最长，

苯甲酸钠浓度为 1.0 g/kg 时，推迟沉淀形成的时间最

280 



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2012, Vol.28, No.3 

短。 
3  结论 

 

3.1  对 CPP 的持钙能力进行了分析，考察了水解度、

CPP添加量、CPP的不同等级对CPP持钙能力的影响，

得出结论如下：CPP 的持钙能力随水解度的上升而增

强；同时也随 CPP 添加量的增加和 CPP 纯度的提高

而增强，精制 CPP（CPP3）可是磷酸钙沉淀的形成推

迟 25~30 min。 
3.2  食品加工过程中的短时高温加热未对 CPP 的持

钙能力造成太大影响；葡萄糖有加速磷酸钙沉淀的作

用，葡萄糖浓度与加速沉淀的关系总体趋势为先减小

后增大；添加淀粉可使磷酸钙沉淀形成的时间推迟

5~10 min；添加苯甲酸钠可使磷酸钙沉淀时间推迟 10 
min 左右；添加柠檬酸可使磷酸钙沉淀的时间大大推

迟。 

图7 苯甲酸钠与CPP持钙能力的关系 

Fig.7 The relationship between the sodium benzoate and the 

ability to maintain calcium of CPP 

2.4.5  柠檬酸对 CPP 持钙能力的影响 
分别向反应体系中添加 2 g/L、4 g/L、6 g/L、8 g/L、

10 g/L 的柠檬酸，然后按 1.3.3 中所述方法操作，以未

加柠檬酸的反应体系作对照。 
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