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酪蛋白磷酸肽活性单体分离纯化、固相合成及 
结构差异研究 
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摘要：本文利用反相高效制备液相色谱对酪蛋白磷酸肽（CPPs）进行初步分离，根据色谱图峰形收集得到 4 个组分，用分析型

反相高效液相色谱进一步分离纯化组分 F2，得到亚组分 P3，低温减压浓缩回收溶剂，冷冻干燥得到 CPPs 单体 P3 粉末。通过已知

CPPs 单体 P3 的氨基酸序列人工固相化学合成 CPPs 单体 P3，经质谱和高效液相色谱鉴定，合成 CPPs 单体 P3 的分子量与天然单体

分子量一致且纯度为 98.13%。天然与合成 CPPs 单体 P3 的液相保留时间一致，相同浓度条件下合成单体的紫外吸收显著高于天然单

体，可能与空间结构差异有关。经红外光谱和圆二色光谱分析，天然与合成 CPPs 单体 P3 均含有 α-螺旋、β-转角、β-折叠和无规卷曲

特征结构，主要以 β-折叠-反平行式和无规卷曲形式存在，但不同二级结构形式比例存在差异。天然与合成 CPPs 单体 P3 的 α-螺旋、

β-转角和无规则卷曲比例存在显著差异。天然与合成 CPPs 单体 P3 浓度从 2 mg/mL 上升到 4 mg/mL 时，天然单体 P3 不同形式二级结

构变化较小，主要由 α-螺旋和无规则卷曲向 β-折叠-反平行式转变，合成单体 P3 不同形式二级结构变化显著，主要由 α-螺旋和 β-转

角向 β-折叠-反平行式和无规则卷曲转变。 
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Abstract: In this paper, the preliminary purification of casein phosphopeptides(CPPs) was investigated using preparative reverse phase 

high performance liquid chromatography. Four components were collected according to the peak shape of the chromatogram. The F2 

component was further separated and purified by analytical RP-HPLC to obtain sub-component P3 The casein phosphopeptides active 

monomers P3 powder was collected by reduced pressure distillation and lyophilization to remove the solvent. The casein phosphopeptide 

monomers P3 were synthetically synthesized based on the amino acid sequence of P3. The molecular weight of synthesized P3 was uniform 

with the natural monomer and the puritywas 98.13%, which was determined by Mass Spectrometry and High Performance Liquid 

Chromatography. The retention time of the natural and synthetic casein phosphopeptides monomer P3 was consistent, and the ultraviolet 

absorption of the synthesized monomer was much higher than that of the natural monomer, which could be related to the diversity of protein 

tertiary structure. There were α-helix, β-turn, β-sheet and random coil in the secondary structure of the natural and synthetic CPPs monomer P3 

according to the analysis of Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR) and circular dichroism. The synthesized and natural monomers 

were mainly in the form of antiparallel and random coil, but there were difference in the ratio of the α-helix, β-turn and random curl of natural  
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and synthetic CPPs monomer P3. The second structural change of natural monomer P3 changed small with the concentration of monomers from 

2 mg/mL up to 4 mg/mL, which the α-helix and random coil were transformed to the antiparallel. The second structural of synthesized monomer 

P3 had a significant variation, which mainly transformed the α-helix and β-turn to the antiparallel and random coil. 

Key words: casein phosphopeptides; purification; synthesis; FT-IR; circular dichroism 

 
酪蛋白磷酸肽（Casein Phosphopeptides）简称

CPPs，以牛乳酪蛋白为原料，经单一酶或复合酶水解，

再经分离纯化而得到的含有磷酸丝氨酰基的生物活性

多肽，大量研究表明，在动物小肠内 pH 呈中性到弱

碱性的环境中，CPPs 能阻止磷酸钙沉淀的产生[1]，使

肠内溶解钙的量保持在较高水平，从而促进钙的吸收

和利用[2,3]，CPPs 还具有提高免疫力、促进体外受精

和细胞融合，以及抑制细菌等多种生理功能[4]。随着

钙强化剂的推广应用，CPPs 在日本、东南亚、欧洲和

澳大利亚等地已被广泛应用于钙强化乳制品、果汁饮

料、蛋白饮料和速溶饮品、运动食品、糖果、营养素

补充剂以及防龋齿口香糖中。我国现在已经将 CPPs
作为食品添加剂广泛用于婴幼儿奶粉和钙铁锌等矿物

质补充食品及营养保健食品中[4]。 
由于酪蛋白磷酸肽分子量大小、带电荷及亲水性

等性质的差异，可利用不同的分离纯化方法进行制备，

如盐析法、超滤法分、电泳法、反相高效液相色谱法、

凝胶色谱法、亲和层析法、离子交换色谱法和高速逆

流色谱法等方法[5]。 
多肽是构成蛋白质的片段，生物活性区别于蛋白

质又不同于游离氨基酸，具有独特的功能，多肽的分

子量、氨基酸一级结构以及构象等结构的不同决定了

其生物活性的千差万别。研究表明，CPPs 分子中均含

有相同的核心结构(-Ser(P)-Ser(P)-Ser(P)-Glu-Glu-)[6]，

CPPs 分布于 αS1-酪蛋白和 β-酪蛋白等牛乳蛋白的不

同区域，所以不同的酶作用于酪蛋白生成的 CPPs 的

分子量不同，其磷酸解离常数也不同[7]。一些学者通

过化学方法合成酪蛋白磷酸肽并对其免疫原性[8]、抗

原性[8]和防龋活性[9]进行研究，冯凤琴等人合成 6 种含

有不同数量和序列的磷酸丝氨酸基团的磷酸肽并评价

该 6 种磷酸肽的体外钙结合能力，结果表明磷酸基团

的数量及所在序列位置是影响体外钙结合能力的重要

因素，6 个合成多肽中具有 2 个不连续的磷酸丝氨酸

基团的活性最高[10]。人工合成方法很难确保合成产物

与天然产物空间结构的一致性，可能造成多肽活性上

的差异，甚至丧失[11]。赵铁华等人报道对合成的和生

物化学方法提取的棕点湍蛙抗菌肽的抗菌作用进行分

析，结果合成抗菌肽对金黄色葡萄球菌和大肠埃希菌

均有一定的杀菌作用,但活性低于生物化学方法提取

的天然产物，人工合成抗菌肽与天然多肽比较活性的

部分丧失是否与其空间构型的改变有关尚需进一步探

讨[12]。目前合成酪蛋白磷酸肽与天然酪蛋白磷酸肽的

结构差异及生物活性研究少有报道，本文旨在研究酪

蛋白磷酸肽活性单体的分离纯化、人工合成及对比天

然与合成酪蛋白磷酸肽活性单体结构差异，为酪蛋白

磷酸肽构效关系的研究打下基础。 

1  材料与方法 

1.1  原料试剂与仪器 

1.1.1  原料 
高纯酪蛋白磷酸肽，购自于广州绿萃生物科技有

限公司；合成酪蛋白磷酸肽单体，购自于广州特立生

物科技有限公司。 
1.1.2  试剂 

溴化钾光谱纯：天津天光光学仪器有限公司；三

氟乙酸：aladdin 公司；色谱级乙腈：美国 Fisher 公司。 
1.1.3  主要仪器设备 

AL104 电子天平：梅特勒-托利多公司；DF-101S
集热式恒温加热磁力搅拌器：巩义市予华仪器有限公

司；LC-10A 高效液相色谱仪：岛津（中国）有限公

司；R204B3 旋转蒸发器：上海申生科技有限公司；

岛津制备液相：岛津（中国）有限公司；Thermo 
ModulyoD 冷冻干燥机：赛默飞世尔公司；UV-1700
紫外可见分光光谱仪：岛津（中国）有限公司；VERTEX 
70 傅立叶变换红外光谱仪：德国 BRUKER 公司；

Chirascan 圆二色光谱仪：英国应用光物理公司。 

1.2  方法 

1.2.1  酪蛋白磷酸肽单体分离纯化 
本实验利用制备液相分离酪蛋白磷酸肽单体，反

相 C18 色谱柱（20 mm×450 mm），填料（10 μm，300 
Å，Macherey Nagel，France），紫外检测波长 215 nm，

高纯酪蛋白磷酸肽样品浓度：250 mg/mL，进样量：1 
mL（过 0.22 μm 微孔滤膜），流动相 A 水（0.1%三氟

乙酸），B 乙腈（0.1%三氟乙酸），流速 10 mL/min，
5%~18.5%流动相 B 为 22.5 min，18.5%~30%流动相 B
为 62.5 min。 

按制备液相谱图中的峰形收集酪蛋白磷酸肽各个

组分，50 ℃真空浓缩收集组分，回收乙腈，将每个组
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分冻干，利用高效液相分析型色谱分析每个组分的组

成成分[13]，利用面积归一化法计算酪蛋白磷酸肽单体

纯度。液相条件：AQ-C18(200 mm×4.6 mm，5 μm)，
流动相 A 水（0.1%三氟乙酸），B 乙腈（0.1%三氟乙

酸），检测波长 215 nm，室温，流速 1 mL/min，样品

浓度 2 mg/mL 进样体积 20 μL，洗脱程序见下表。 

表1 酪蛋白磷酸肽分析型液相洗脱程序 

Table 1 Analytical HPLC gradient of CPPs 
时间/min 流动相 B 浓度/% 

0.01 10 

15.00 20 

50.00 27 

50.01 95 

60.00 95 

60.01 10 
72.00 10 

1.2.2  酪蛋白磷酸肽活性单体人工固相合成 
根据酪蛋白磷酸肽活性单体氨基酸序列体外化学

合成活性多肽单体 P3，合成方法如下：多肽从 C 端到

Ｎ端方向合成，先在树脂上挂第一个氨基酸，称取 1 g 
2-Cl 树脂于洁净干燥的反应管中，加入适量 DMF，活
化 30 min 左右，然后称取第一个氨基酸 Fmoc-Lys 
(Boc)-OH 0.2 mmol，DIEA 0.5 mL 加入到反应管中，

DMF 做溶剂反应 5 h。反应完毕用 DMF 洗 4~6 次，

加入适量 DCM:甲醇，体积比为 1:1，反应 1 h。反应

完毕用 DMF 洗 4~6 次。然后用哌啶溶液脱掉氨基酸

的 Fmoc，脱两次共 30 min，20 min+10 min。再用 DMF
洗 4 次，甲醇洗 2 次，取出少量树脂用茚三酮检测试

剂检测，检测为紫褐色，即可进行下一步反应。 
称取第二个氨基酸 Fmoc-Asp(tBu)-OH 0.6 mmol，

HBTU 0.6 mmol 于反应管中，加入 DIEA 0.5 mL，反

应 1 h，用 DMF 洗 4~6 次，取少量树脂用茚三酮检测

试剂检测，显无色，然后加入哌啶溶液脱 Fmoc，20 
min+10 min，然后用 DMF 洗 4 次，甲醇洗两次，取

出少量树脂用茚三酮检测试剂检测，检测为蓝色，以

下氨基酸合成方法同此段。最后用三氟乙酸切割液切

割 2.5 h，反应液抽滤，得多肽的三氟乙酸溶液，用乙

醚沉淀，离心，然后再用乙醚洗 3~5 次，得白色固体，

经高效液相色谱仪 HPLC 纯化，冻干，取少量使用

HPLC 和质谱仪分析。 
HPLC 分析条件：反相 C18 色谱柱（Kromasil 

100-5C18，4.6 mm×250 mm，5 micron），洗脱时间 20 
min，检测波长 220 nm，流速 1 mL/min，进样体积 10 
μL，流动相 A 水（0.1%三氟乙酸），B 乙腈（0.1%三

氟乙酸），18%~38%流动相 B 洗脱 20 min。 

质谱分析条件如下：流速 0.2 mL/min，分析时间

1 min，流动相 A 水（0.1%甲酸），B 乙腈（0.1%甲酸）。 
1.2.3  天然和合成酪蛋白磷酸肽单体 HPLC 分

析方法 
酪蛋白磷酸肽单体 HPLC 分析参考方法[13]，方法

步骤如下，准确称量 1 mg 酪蛋白磷酸肽活性单体 P3，
用去离子水配制成浓度为 2 mg/mL 的水溶液，震荡直

至酪蛋白磷酸肽单体完全溶解，过 0.22 μm 滤头，色

谱柱 AQ-C18(200 mm×4.6 mm，5 μm)，流动相 A 水

（0.1%三氟乙酸），B 乙腈（0.1%三氟乙酸），检测波

长 215 nm，室温，流速 1 mL/min，样品浓度 2 mg/mL
进样体积 20 μL，洗脱程序同表 1。 
1.2.4  天然和合成酪蛋白磷酸肽单体红外吸收

光谱检测方法 
红外光谱测定参考方法[14]并做适当修改，步骤简

要描述如下，准确称量酪蛋白磷酸肽单体P3粉末1 mg
与干燥的 KBr 粉末 100 mg（预先放置于马弗炉中

200 ℃干燥 10 h）混合后置于玛瑙研钵中研磨过筛，

过筛后的粉末在红外灯下压片，采用 KBr 压片，波数

范围 400~4000 cm-1，扫描方式采用透过率测定活性肽

的红外光谱。 
1.2.5  天然和合成酪蛋白磷酸肽单体圆二色检

测方法 
圆二色光谱测定参考方法[15]并做适当修改，用去

离子水配制 2 mg/L 和 4 mg/L 的酪蛋白磷酸肽单体 P3
溶液，涡旋振荡，石英样品池厚度为 0.2 mm，波长范

围设置为 190~260 nm，检测温度为 25 ℃，扫描速度

100 nm/min，每个样品重复扫描 3 次并以去离子水为

空白样品进行对照，测定结果经平滑处理，系统

Chirascan 软件计算出二级结构含量。 
1.2.6  数据统计与分析 

采用 SPSS 17.0 软件进行显著性分析，实验数据

以平均值±标准偏差表示，不同的字母代表显著差异

(p<0.05)。 

2  结果与讨论 

2.1  酪蛋白磷酸肽活性单体分离纯化 

目前，已报道许多酪蛋白磷酸肽分离方法，冯凤

琴等学者以酪蛋白为原料，通过有控制的酶解以及离

子交换和凝胶过滤技术制得 N/P（摩尔比）不同的酪

蛋白磷酸肽[16]，焦宇知等采用纳滤工艺生产所得

CPPs，氨基酸分析、Sephadex-G15 凝胶层析和 HPLC
分析结果表明纳滤能透过部分的氨基酸和短肽，从而

改善 CPPs 产品质量[17]。学者 Muhammad Ali Naqvi 利
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图1 酪蛋白磷酸肽制备液相色谱图（a），酪蛋白磷酸肽单体P3

液相色谱图(b) 

Fig.1 Preparative liquid chromatogram of CPPs (a), liquid 

chromatogram of CPPs monomer P3 (b) 

由图 1a 可知，酪蛋白磷酸肽经过制备液相色谱仪

分离得到 F1、F2、F3 和 F4 共 4 个组分，组分 F2 经

过分析型液相色谱仪进一步分离，从图 1b 发现 F2 有

较多的亚组分，但亚组分 P3 含量最高，利用分析型

液相收集亚组分 P3，经质谱分析 P3 氨基酸序列为

DIG(pS)E(pS)TEDQAMEDIK，包括两个磷酸丝氨酸

结构，由 16 氨基酸组成，分子量 1927.53，在酪蛋白

上的肽段 αs1（58~73），该结果与实验室前期研究制

备的酪蛋白磷酸肽单体结构一致，且在 Caco-2 细胞评

价模型中 P3 具有较高的钙转运活性[13]。低温减压浓

缩回收乙腈，冷冻干燥得到酪蛋白磷酸肽活性单体

P3。利用高效分析型液相色谱仪检测并用面积归一化

法计算 CPPs 单体 P3 纯度均高于 90%，-20 ℃冷冻保

藏直到分析。 

2.2  酪蛋白磷酸肽活性单体人工固相合成 

人工合成法主要有化学合成法和基因工程法，这

两种方法都需建立在已知多肽氨基酸序列的基础上，

本实验选择固相合成方法得到合成酪蛋白磷酸肽单体

P3。 
由图 2b 可知合成酪蛋白磷酸肽单体 P3 经质谱仪

检测分子量与天然酪蛋白磷酸肽单体的分子量一致，

说明合成的酪蛋白磷酸肽 P3 氨基酸序列与天然 P3 氨

基酸序列一致。由图 2a 通过高效液相色谱图面积归一

化法计算得出合成酪蛋白磷酸肽单体 P3 纯度为

98.13%。 

 
图2 合成酪蛋白磷酸肽单体P3液相色谱图(a)，合成酪蛋白磷

酸肽单体P3质谱图(b)，天然与合成酪蛋白磷酸肽单体P3液相

色谱图(c) 

Fig.2 Liquid chromatogram of synthetic CPPs monomer P3(a), 

mass spectrum of synthetic of CPPs monomer P3(b), liquid 

chromatogram of natural and synthetic of CPPs monomer 

P3(c) 

注：c 图中红色表示天然，黑色表示合成。 

2.3  天然和合成酪蛋白磷酸肽单体 HPLC 分

析 

从图 2c 得知，把天然酪蛋白磷酸肽单体 P3 做为
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内标添加在合成单体充分混匀后的液相图谱只出现一

个峰，说明天然与合成酪蛋白磷酸肽单体具有相同的

保留时间，佐证了合成酪蛋白磷酸肽单体 P3 与天然

酪蛋白磷酸肽单体 P3 具有相同的一级结构。有意思

的是，图 2c 可见相同浓度的 2 mg/mL 合成单体 P3 的

峰面积为 5142713 mV，而天然单体 P3 的峰面积

1046798 mV，合成P3的峰面积接近于天然P3的5倍，

两者的紫外吸收呈显著差异，可能的原因是合成与天

然酪蛋白磷酸肽 P3 的空间结构存在差异，具有紫外

吸收的基团暴露程度不同，导致合成和天然单体的紫

外吸收差异。 
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2.4  天然和合成酪蛋白磷酸肽单体红外光谱 

 
图3 天然酪蛋白磷酸肽单体P3红外光谱图（a），合成酪蛋白

磷酸肽单体P3红外光谱图（b） 

Fig.3 FT-IR spectra of natural CPPs monomer P3 (a) and 

synthetic CPPs monomer P3 (b) 

红外光谱分析中，常用酰胺Ⅰ带和酰胺 Ш 带评

价肽的空间结构信息。酰胺谱带Ⅰ带主要是 C=O 的伸

缩振动（1600~1700 cm-1），对于研究二级结构最有价

值；而酰胺谱带Ш带主要是 C-N 和 C-O 的伸缩振动

（1200~1330 cm-1），在这一波数范围内存在 α-螺旋、

β-折叠和无规卷曲等吸收峰重叠。酰胺谱带Ⅰ带

（1600~1700 cm-1）的振动频率取决于 C=O 和 N-H 之

间的氢键性质，1612、1621、1631 和 1641 cm-1为 β-
折叠的特征吸收峰；1650 和 1659 cm-1为 α-螺旋的特

征吸收峰；1659 和 1668 cm-1为无规卷曲的特征吸收

峰；1678 和 1688 cm-1为 β-转角的特征吸收峰。酰胺

谱带 Ш 带（1200~1330 cm-1）中 1238、1250、1262
和1274 cm-1为β-折叠的特征吸收峰；1274和1287 cm-1

为 β-转角的特征吸收峰；1299 和 1311 cm-1为 α-螺旋

的特征吸收峰；1311、1323 和 1336 cm-1为无规卷曲

的特征吸收峰[19,20]。 
从图 3a 和 3b 可以发现，天然与合成酪蛋白磷酸

肽单体 P3 在 2800~3500 cm-1均有较强的吸收峰，通

过数据分析发现该波数范围主要为 N-H 和 O-H 的伸

缩振动。图 3b 表明天然酪蛋白磷酸肽单体 P3 红外光

谱在1262 cm-1强吸收峰证明存在β-折叠结构，在1678
和 1688 cm-1强吸收峰证明存在 β-转角结构，在 1659 
cm-1 吸收峰证明存在 α-螺旋特征结构，在 1668 cm-1

吸收峰证明存在无规则卷曲特征结构。合成酪蛋白磷

酸肽单体 P3 红外光谱在 1632 cm-1强吸收峰证明存在

β-折叠结构，在 1688 cm-1强吸收峰证明存在 β-转角结

构，在 1659 cm-1吸收峰证明存在 α-螺旋特征结构，

在 1668 cm-1强吸收峰证明存在无规则卷曲特征结构。

天然与和合成酪蛋白磷酸肽单体 P3 均具有 α-螺旋、β-
转角、β-折叠和无规卷曲特征蛋白质二级结构。 

2.5  天然和合成酪蛋白磷酸肽单体圆二色光

谱 

圆二色性是研究溶液中蛋白质分子构象的一种方

便而且广泛使用的方法。表 2 圆二色谱分析表明，天

然与合成酪蛋白磷酸肽单体 P3 二级结构由 α-螺旋、β-
转角、β-折叠和无规卷曲组成，该结果与 FT-IR 分析

的结构基本一致。二级结构中 α-螺旋、β-转角、β-折
叠-平行式成分比例较低，主要以无规卷曲和 β-折叠-
反平行式形式存在。 

天然与合成酪蛋白磷酸肽单体 P3 为低浓度 2 
mg/mL 时，合成酪蛋白磷酸肽单体 P3 中 α-螺旋和 β-
折叠-反平行式比例显著高于天然酪蛋白磷酸肽单体

P3 中的比例，合成酪蛋白磷酸肽单体 P3 中无规卷曲

比例显著低于天然酪蛋白磷酸肽单体 P3 中的比例，

而 β-转角和 β-折叠比例无显著差异。 
天然与合成酪蛋白磷酸肽单体 P3 为高浓度 4 

mg/mL 时，合成酪蛋白磷酸肽单体 P3 中 β-折叠-反平

行式和 β-折叠-平行式比例显著高于天然酪蛋白磷酸

肽单体 P3 中的比例，合成酪蛋白磷酸肽单体 P3 中 α-
螺旋和 β-转角比例显著低于天然酪蛋白磷酸肽单体

P3 中的比例，而无规卷曲比例无显著差异。 
天然酪蛋白磷酸肽单体 P3 浓度从 2 mg/mL 上升

到 4 mg/mL 时，可以发现天然酪蛋白磷酸肽 P3 中不 
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表2 天然与合成酪蛋白磷酸肽P3单体圆二色光谱结果 

Table 2 Secondary composition of natural and synthetic of CPPs monomer P3 derived from circular dichroism spectra 
来源 浓度/(mg/mL) α-螺旋/% β-折叠-反平行式/% β-折叠-平行式/% β-转角/% 无规则卷曲/% 

天然 
2.00 7.50±0.01b 44.30±0.05a 3.90±0.02a 16.90±0.04c 30.70±0.04d 

4.00 6.10±0.03a 49.00±0.02c 3.70±0.05b 16.60±0.06b 29.00±0.07c 

合成 
2.00 13.00±0.04d 45.00±0.07b 5.10±0.03b 17.40±0.03d 25.60±0.02a 
4.00 8.70±0.05c 55.40±0.02d 5.40±0.05c 12.20±0.01a 28.00±0.04b 

注：不同的字母代表显著差异(p<0.05)。 

同形式的二级结构比例变化不大，α-螺旋比例由

7.50%下降到 6.10%，β-转角比例由 16.90%下降至

16.60%，β-折叠-反平行式比例由 44.30%上升到

49.00%，主要由 α-螺旋和无规则卷曲向 β-折叠-反平

行式转变。合成酪蛋白磷酸肽 P3 中不同形式的二级

结构比例变化显著，α-螺旋比例由 13.00%下降到

8.70%，β-转角比例由 17.40%下降至 12.20%，β-折叠-
反平行式比例由 45.00%上升到 55.40%，无规则卷曲

比例由 25.60%上升到 28.00%。结果说明合成单体 P3
浓度从 2 mg/mL 上升到 4 mg/mL 时，其二级结构主要

由 α-螺旋和 β-转角向 β-折叠-反平行式和无规则卷曲

转变。 

3  结论 

3.1  酪蛋白磷酸肽单体分离纯化 

酪蛋白磷酸肽经过反相高效制备液相色谱进行初

步分离，根据液相色谱图洗脱峰形收集得到 4 个组分

（F1、F2、F3 和 F4），用反相高效分析型液相进一步

分离纯化组分 F2，收集亚组分 P3，低温真空浓缩回

收溶剂，冷冻干燥得到 CPPs 单体 P3 粉末，面积归一

化法计算 CPPs 单体 P3 纯度高于 90%。 

3.2  酪蛋白磷酸肽活性单体化学合成 

根据 CPPs 单体 P3 的氨基酸序列。利用已知 P3
的氨基酸序列人工化学合成 CPPs 单体 P3，经质谱检

测合成 CPPs 单体 P3 的分子量与天然单体分子量一

致，进一步经 HPLC 分析，按照面积归一化法计算得

知合成 CPPs 单体 P3 纯度为 98.13%，说明根据已知

氨基酸序列合成的 CPPs 单体 P3 无误。 

3.3  天然和合成酪蛋白磷酸肽单体结构分析 

相同浓度的天然与合成 CPPs 单体 P3，合成单体

的紫外吸收显著高于天然单体，可能与单体 P3 的空

间结构差异有关，红外光谱及圆二色光谱结果均说明

天然与合成 CPPs 单体 P3 均含有 α-螺旋、β-转角、β-
折叠和无规卷曲特征结构，α-螺旋、β-转角、β-折叠-

平行式形式比例较低，主要以 β-折叠-反平行式和无规

卷曲形式存在，天然与合成 CPPs 单体 P3 在不同浓度

条件下的不同形式的二级结构比例也存在显著差异。

浓度从 2 mg/mL 上升到 4 mg/mL 的 α-螺旋和 β-转角

比例较低，主要以 β-折叠和无规卷曲形式存在，天然

与合成CPPs单体P3浓度从 2 mg/mL上升到 4 mg/mL
时，天然单体 P3 不同形式二级结构变化较小，主要

由 α-螺旋和无规则卷曲向 β-折叠-反平行式转变，合成

单体 P3 不同形式二级结构变化显著，主要由 α-螺旋

和 β-转角向 β-折叠-反平行式和无规则卷曲转变。天然

与合成CPPs单体P3的促钙吸收活性以及结构与生物

活性之间的关系需要进一步的研究。 
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