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高效液相色谱法测定钙片中酪蛋白磷酸肽的含量 
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摘要：采用高效液相色谱（HPLC）法测定了 5种钙片中酪蛋白磷酸肽（CPP）的含量。在流动相为水+1‰ TFA（水相）和乙腈

+1‰ TFA（有机相），检测波长 215 nm，流速 1 mL/min，进样体积 10 μL 下，通过 HPLC色谱图分析，优选了梯度洗脱条件为有机

相 5%~35%，45 min。在此条件下，CPP 分离效果良好，回收率介于 96.75%~104.07%，比较接近真实值，说明这 5种钙片中 CPP 添

加效果良好。同时，结果也表明，HPLC 法处理快速简便，准确度和灵敏度较高，检测限为 6.81 μg/mL，可作为检测钙片中 CPP 含

量的优良方法。另外，为了将 HPLC法与其他检测方法进行比较，还采用应用较普遍的钡-乙醇沉淀法对相同的 5 种钙片中的 CPP 含

量进行了测定，结果表明，5 种钙片样品中的CPP 回收率均超过了 220%，偏差较大，因而此法不宜作为钙片中CPP 的检测方法。 
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Abstract: The contents of casein phosphopeptides (CPP) from five kinds of calcium tablet were determined by high performance liquid 

chromatography (HPLC) method. Mobile phase, detection wavelength, velocity and injection volume were  the mixture of 1‰ TFA aqueous 

solution and 1‰ TFA acetonitrile solution, 215 nm, 1 mL/min, and 10 μL, respectively. The optimal condition of gradient elution was obtained 

by HPLC chromatogram analysis as organic phase of 5%~35% and elution for 45 min. Under the optimal conditions, CPP can be well seperated, 

and its recovery was between 96.75%~104.07%, which was close to the true value. This method was proved to be simple with high accuracy 

and sensitivity, and its detection limit was 6.81 μg/mL,  which could be regarded as an excellent method to determine CPP in calcium tablets. In 

order to compare this HPLC method with the other methods, Barium-ethanol precipitation was used to determine the CPP contents in the same 

five calcium tables. Result showed that the recoveries of CPP in five samples were all more than 220%, which was inappropriate to determine 

the content of CPP in calcium tablets for the great deviation. 
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酪蛋白磷酸肽（casein phosphopeptides，CPP），

是以牛乳酪蛋白为原料，经特定蛋白酶水解、分离纯

化得到的含有磷酸丝氨酰簇的天然生物活性短肽[1]，

其核心结构一般表示为：-Pse-Pse-Pse-Glu-Glu-(Pse 表

示磷酸丝氨酸残基)[2]。CPP 可在小肠中性至弱碱性环

境中通过其磷酸丝氨酰簇与钙螯合成可溶性钙盐， 
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阻止磷酸钙沉淀的生成，保持钙的溶解状态并促进钙

在小肠壁吸收，故又称为促钙吸收因子[3~4]。除钙元素

外，CPP 还能促进机体肠黏膜对铁、锌及硒元素的吸

收和利用，故又被誉为“矿物质载体”[5]。另外，CPP

还具有促进动物体外受精、增强机体免疫力、促进肿

瘤细胞凋亡及促进体内益生菌增殖等生理作用[6]。

CPP 是迄今为止发现的唯一具有促进钙吸收作用的活

性肽，日本和德国已将 CPP 列入重点推荐的功能性食

品，我国也将 CCP 作为食品添加剂广泛应用于婴幼儿

奶粉和保健食品中[1, 7]。 

据文献报道，关于产品中 CPP含量的测定方法较
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多，如钡-乙醇沉淀法 [8]、高效毛细管区带电泳法

（HPCE）[9~10]以及高效液相色谱法（HPLC）[1, 11~12]

等，此外庞广昌等[13]还采用 SDS-PAGE、IEF 和测定

产品中的磷酸含量等方法对产品中 CPP 进行了定量

测定，但迄今国内尚无权威的、统一的检测方法。目

前，随着仪器分析技术的发展，HPLC 法因其具有方

便、快捷、准确度和灵敏度高等其他方法无法比拟的

优点，已逐渐成为测定产品中 CPP 含量的主要方法。

钙片是一种常用的补钙保健品，钙片在加工过程中常

添加一定量的 CPP，用于促进钙的吸收，但添加效果

即产品钙片中的 CPP 实际含量有待确定。本研究采用

HPLC法和钡-乙醇沉淀法首次对保健品钙片中的CPP

含量进行了测定，并对检测结果进行了分析和对比，

不仅为钙片中 CPP 的含量测定提供了一条便捷可行

的有效方法，而且对于指导同类产品中 CPP含量的检

测具有一定参考价值。 

1  材料与方法 

1.1  材料、试剂与仪器设备料 

1.1.1  原料与试剂 

钙片，共 5 种（1#，批号 20121201；2#，批号

20121202；3#，批号 20121203；4#，巧克力味；5#，

橘子味），各种钙片在生产过程中均添加了一定量的

CPP，将钙片碾成粉末后作为待测样品装袋密封后备

用；酪蛋白磷酸肽（CPP），广州绿萃生物科技有限公

司，纯度为 95%；实验用水均为超纯水，乙腈和三氟

乙酸（TFA）为色谱纯，其他试剂均为分析纯。 

1.1.2  主要仪器设备 

日本岛津 LC-10AT 高效液相色谱仪，配有

SPD-10A 紫外检测器，岛津公司；迪马 C18反相硅胶

液相色谱柱（5μm，4.6×250 mm），迪马公司；KQ-250

台式超声波清洗器，苏州江东精密仪器有限公司；

TDL-16C 型高速台式离心机，上海安亨科学仪器厂；

DHG-9030A型电热鼓风干燥箱，上海一恒科学仪器有

限公司；G5 砂芯漏斗。 

1.2  实验方法 

1.2.1  HPLC 法 

高效液相色谱（HPLC），根据使用的固定相和流

动相极性不同，分为正相液相色谱（NP-HPLC）和反

相液相色谱（RP-HPLC）。NP-HPLC 是指以亲水性（极

性）填料作为固定相，以疏水性溶剂（非极性）作为

流动相的液相色谱；RP-HPLC 是指以疏水性（非极性）

填料作为固定相，以亲水性（极性）溶剂作为流动相

的液相色谱[14]。RP-HPLC 目前多以硅胶基质键合 C18

或 C8 烷基作为固定相，是 HPLC 最重要和最普遍的一

种模式。小分子物质 CPP即是利用 RP-HPLC 法测定，

以 CPP 标准品保留时间定性，外标法定量。 

1.2.1.1  酪蛋白磷酸肽（CPP）标准母液的配制 

准确称取 CPP 标准品 100 mg，加适量超纯水使

其完全溶解，定容至 100 mL棕色容量瓶中，浓度为 1 

mg/mL。标准液须当天配置，72 h 内有效，冰箱4 ℃

保存，临用时稀释至不同浓度。 

1.2.1.2  样品液的配制 

准确称取 1.00 g 样品，超纯水溶解并定容至 10 

mL棕色容量瓶中，过 0.3 μm 有机微孔滤膜后待测。 

1.2.1.3  色谱条件的选择 

SPD-10A 紫外检测器，CBM-10A 控制器，流动

相为水+1‰ TFA（水相）和乙腈+1‰ TFA（有机相），

检测波长 215 nm，室温下，流速 1 mL/min，进样体积

10 μL。采用二元高压梯度洗脱，依据前期的预实验和

经验积累设置梯度洗脱条件并进行优选。 

1.2.1.4  标准曲线的制作 

取 CPP 标准母液，分别配制成浓度为 0.05 

mg/mL、0.10 mg/mL、0.20 mg/mL、0.30 mg/mL及 0.40 

mg/mL 的 CPP 标准液，在最优梯度洗脱条件下进行

HPLC 检测，以各浓度 CPP 标准液色谱图的峰面积为

纵坐标，以相应浓度为横坐标，制作 CPP 的 HPLC 检

测标准曲线。 

1.2.2  钡-乙醇沉淀法 

采用应用较普遍的钡-乙醇沉淀法测定钙片中

CPP 含量，并与 HPLC 法进行对比分析。钡-乙醇沉淀

法是指在一定浓度的 CPP 溶液中加入 Ba2+离子，使

CPP 分子间通过 Ba2+离子形成桥连，然后再加入一定

浓度的乙醇, 使桥连状的 CPP沉淀，再将 CPP 沉淀分

离、干燥并称重，便可计算产品中 CPP 含量[1]。参照

陈雪香[15]等的方法并加以改进：准确称取 2.00 g样品

并充分溶于 20 mL水中，盐酸调 pH值至 4.6，于8000 

r/min 离心 15 min，取上清液，NaOH溶液调pH值至

6.8，然后移入50 mL比色管中，加入4.5 mL 10%氯

化钡溶液，水定容至 25 mL，再以无水乙醇定容至 50 

mL。4 ℃下静置 24 h 后用已干燥恒重的 G5砂芯漏斗

抽滤，用 20 mL 50%乙醇洗涤比色管及沉淀物 3次，

继续抽滤至滤液澄清。将装有沉淀物的 G5 砂芯漏斗

于 105 ℃干燥至恒重。 

2  结果与讨论 

2.1  HPLC 法测定结果 
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2.1.1  最优梯度洗脱条件 

 
图 1 条件 1 下 CPP 标准液的 HPLC 色谱图 

Fig.1 HPLC chromatogram of CPP standard liquid under 

condition 1 

 
图 2 条件 2 下 CPP 标准液的 HPLC 色谱图 

Fig.2 HPLC chromatogram of CPP standard liquid under 

condition 2 

 

图 3 条件 3 下 CPP 标准液的 HPLC 色谱图 

Fig.3 HPLC chromatogram of CPP standard liquid under 

condition 3 

配制 5 mg/mL的 CPP 标准液待测。设置 HPLC

梯度洗脱条件分别为：有机相10%~50%，20 min（条

件 1）；有机相 5%~35%，45 min（条件 2）；有机相

5%~35%，60 min（条件 3）；有机相 5%~35%，75 min

（条件 4）；有机相 10%~40%，45min（条件 5）。上

述梯度洗脱条件下，所得 CPP标准液 HPLC 检测色谱

图分别见图 1~图 5。 

 

图 4 条件 4 下 CPP 标准液的 HPLC 色谱图 

Fig.4 HPLC chromatogram of CPP standard liquid under 

condition 4 

 
图 5 条件 5 下 CPP 标准液的 HPLC 色谱图 

Fig.5 HPLC chromatogram of CPP standard liquid under 

condition 5 

由以上色谱图可以看出，条件 1 下的 CPP 分离效

果较差（色谱峰密集），未达到分离的目的，影响结果

分析；条件 5 下的 CPP 分离效果比条件 1 下的 CPP

分离效果好，与条件 2 下的 CPP 分离效果接近，但条

件 5 下有毒溶剂乙腈的用量多于条件 2；条件 2 下的

CPP分离效果与条件 3和条件4 下的 CPP 分离效果相

差不大，但后两种条件下分离时间较长，工作效率低。

因此，综合考虑 CPP分离效果、分离时间及乙腈用量

三个因素，确定条件2，即有机相 5%到 35%，45 min，

为最优梯度洗脱条件。 

2.1.2  标准曲线 

在最优梯度洗脱条件即有机相 5%~35%，45 min

（条件 2）下，分别对 CPP不同浓度标准液进行 HPLC

测定，色谱图见图 6，建立的标准曲线见图 7。曲线回

归方程为 y=6.84193e+5x-0.50573，决定系数

R2=0.99937，表明该曲线拟合良好。 

2.1.3  回收率 
5 种钙片样品经碾碎处理后，配制成一定浓度的

溶液，在最优梯度洗脱条件下测定各样品液中 CPP 含

量。HPLC 色谱图见图 8。根据标准曲线回归方程， 
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可由峰面积计算出各样品液中的 CPP 检测浓度，从而

计算出各样品中 CPP 的回收率（见表 1）。回收率计

算公式：回收率/%=CPP 检测浓度/CPP 理论浓度×100，

其中 CPP理论浓度是指样品配制成一定浓度后，根据

每种样品中 CPP 的质量百分含量（生产过程中添加）

而计算出的 CPP 浓度。 

 
图 6 不同浓度 CPP 标准液的 HPLC 色谱图 

Fig.6 HPLC chromatogram of CPP standard liquids with 

different concentrations 

 
图 7 CPP 标准液的 HPLC 测定标准曲线 

Fig.7 HPLC determination standard curve of CPP standard 

liquids 

由表 1 可看出，样品中 CPP 的检测浓度与其理论

浓度非常接近，回收率在96.75%~104.07%之间。HPLC

法针对 CPP 纯度进行测定，目标性较强，几乎不受其

他组分干扰，因此测得的 CPP含量能较好的反映真实

值。可见，HPLC 法是一种检测产品中 CPP含量的高

准确度和灵敏度的优良方法，同时也说明这 5 种钙片

在生产过程中，CPP 的添加效果良好。 

 
图 8 5 种样品中 CPP 的 HPLC 检测色谱图 

Fig.8 HPLC chromatogram of CPP in five samples 

2.1.4  精密度 

对5 种钙片样品中的 CPP 分别进行3 次平行测定

试验，计算其精密度。相对标准偏差（RSD）分别为

2.32%、1.65%、3.06%、1.88%及 2.25%。 

2.1.5  检测限 

参照 GB/T 5009.1-2003[16]，检测限=S/b，S 为仪

器噪音的 3 倍，即仪器能辨认的最小的物质信号；b

为标准曲线回归方程中的斜率。本实验中，S 为 4656，

b 为 6841937，故计算得检测限为 6.81 μg/mL。 

2.2  钡-乙醇沉淀法测定结果 

钡-乙醇沉淀法测定的 5 中钙片样品中 CPP 含量

结果见图 9。 

 

表 1 5 种样品中 CPP 的回收率 

Table 1 Recovery of CPP in five samples 

样品 
样品质量

/mg 

样品中 CPP 质 

量百分含量/% 

样品配制浓 

度/(mg/mL) 

CPP 检测浓 

度/(mg/mL) 

CPP 理论浓 

度/(mg/mL) 

回收率 

/% 

1# 500.80 1.50 99.75 1.45 1.49 96.75 

2# 500.60 1.50 100.09 1.51 1.50 100.25 

3# 500.30 1.50 98.79 1.34 1.48 91.69 

4# 401.10 3.80 79.64 3.15 3.03 104.07 

5# 402.10 3.80 81.76 3.04 3.11 97.72 

图 9 显示，5个样品中 CPP回收率均高于 220%，

其中 2#钙片中测得的 CPP回收率最高，达 238.75%。

由于钡-乙醇沉淀法原理是沉淀可以和 Ba2+离子形成

络合物的组分，因而样品中其他可以和 Ba2+离子络合 

 

的组分对结果可能会产生较大影响，导致回收率有较

大偏高。因此，相比于 HPLC 法，钡-乙醇沉淀法检测

结果偏差较大，一般仅适用于单一 CPP产品的含量测

定，不适用于添加 CPP 的含有多种组分的保健品或 
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食品中的 CPP 测定。 

 
图 9 钡-乙醇沉淀法测定的 5种样品中 CPP 含量 

Fig.9 CPP content in five samples determined by 

Barium-ethanol precipitation method 

注：1#、2#及3#样品添加的CPP 质量百分含量均为 1.50%；

4#和 5#样品添加的 CPP 质量百分含量均为 3.80%（见表 1）。 

3  结论 

钙片生产过程中，添加一定量 CPP对于发挥促进

钙吸收这一生理作用至关重要，而 CPP添加效果如何

可以通过测定钙片中 CPP 的回收率进行评价。本研究

建立了一条通过 HPLC 法检测钙片中 CPP 含量的方

法，在色谱条件为流动相为水+1‰ TFA（水相）和乙

腈+1‰ TFA（有机相），检测波长 215 nm，流速 1 

mL/min，进样体积10 μL下，优选了梯度洗脱条件为

有机相 5%~35%，45 min。在此条件下进行 HPLC 检

测，5 中钙片样品中 CPP 分离效果好，回收率介于

96.75%~104.07%，比较接近真实值，说明这 5 种钙片

中 CPP 添加效果良好，同时也表明，HPLC 法是一种

适合检测钙片中 CPP 含量的快速、准确、方便的优良

方法。同时，还采用钡-乙醇沉淀法对钙片中的 CPP

进行了测定，结果表明，测得的 5 种钙片样品中 CPP

回收率均超过了 220%，偏差较大，因而不宜作为钙

片这类添加 CPP 的保健品中 CPP 含量的测定方法。 
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