
现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2020, Vol.36, No.9 

96 

 

两种酪蛋白磷酸肽混合物的钙结合能力及 
物化性质比较 

 

郭宝颜
1
，刘果

2,3
，梁曹雯

3
，何泽琪

3
，罗敏娜

3
，刘飞

4
，黄景晟

1
，莫锡乾

1
，曾绮莹

1
，苗建银

3
，曹庸

3
 

（1.广州广检质量检测研究院有限公司，广东广州 510000）（2.华南农业大学园艺学院，广东广州 510642） 

（3.华南农业大学食品学院，广东省功能食品活性物重点实验室，广东省天然活性物工程技术研究中心，广东广

州 510642）（4.广州绿萃生物科技有限公司，广东广州 510000） 

摘要：本研究探讨了两款市售酪蛋白磷酸肽产品在物化性质、钙离子结合能力的差异。钙乙醇法结果显示两款 CPP 产品的纯度

具有较大差异（p<0.05），CPP2 的纯度是 CPP1 的 1.36 倍。体外钙离子螯合方法结果显示 CPP1、CPP2 的钙离子结合量分别是 107.15 

mg/g 和 142.56 mg/g，CPP2 显著高于 CPP1（p<0.05）。CPP1 和 CPP2 的轻敲密度、Hausner 比值和 Carr's 指数指标结果存在显著差异

（p<0.05），CPP1 的 Hausner 比值（1.52）显著高于 CPP2（1.36）（p<0.05），CPP1 的 Carr's 指数（34.40）显著高于 CPP2（26.51）（p<0.05）。

Hausner 比值和 Carr's 指数可以用来表示粉体的可压缩性和流动性，两种指标结果分析表明 CPP2 的流动性优于 CPP1。CPP1、CPP2

的休止角均高于 40°，说明 CPP1、CPP2 都存在一定黏聚性，CPP2 的休止角数值低于 CPP1，结果表明 CPP2 的流动性略好于 CPP1，

与 Hausner 比值和 Carr's 指数结果一致。30%乙醇溶解性结果表明 CPP1（93.49%）和 CPP2（7.46%）在 30%乙醇溶解性存在极显著

差异，两款 CPP 产品两款 CPP 在物质组成上有一定差异。两种 CPP 产品的纯度和钙结合能力成正比。两者粉末都存在一定黏聚性，

流动性一般，CPP2 强于 CPP1。30%乙醇溶解性存在极显著差异，可能是影响钙片质量的主要因素。本研究为 CPP 作为食品添加剂

的应用情况提供科学依据。 
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Abstract: In this study, the differences in physicochemical properties and calcium ion-binding ability of two commercially available 

casein phosphopeptides (CPPs) were investigated. The results of the calcium ethanol method showed that the purity of two CPP products 

differed significantly (p<0.05), with the purity of CPP2 being 1.36 times as high as that of CPP1. The results of the in vitro calcium chelation  
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method showed that the calcium ion binding capacity of CPP2 (142.56 mg/g) was significantly higher than that of CPP1 (107.15 mg/g) (P 

<0.05). There were significant differences in the tapped density, Hausner ratio and Carr's index between CPP1 and CPP2 (P <0.05). The Hausner 

ratio of CPP1 (1.52) was significantly higher than that of CPP2 (1.36) (p <0.05), and the Carr's index of CPP1 (34.40) was significantly higher 

than that of CPP2 (26.51) (P <0.05). The Hausner ratio and Carr's index can be used to reflect power compressibility and fluidity. The analysis 

results of these two indices showed that CPP2 had better fluidity than CPP1. The angles of repose of CPP1 and CPP2 were both higher than 40°, 

indicating that both CPP1 and CPP2 had a certain degree of cohesion. The angle of repose of CPP2 was lower than that of CPP1, suggesting 

that the mobility of CPP2 was slightly higher than that of CPP1, which was consistent with the results of the Hausner ratio and Carr's index. The 

solubility results based on 30% ethanol showed that CPP1 (93.49%) and CPP2 (7.46%) exhibited significant solubility differences in 30% 

ethanol. There were differences in composition between the two CPP products. The purity of the two CPP products was directly proportional to 

the calcium-binding capacity. Both powders had a certain degree of cohesion with normal fluidity (CPP2 was stronger than CPP1). The 

highly different solubilities in 30% ethanol between the two CPP products, indicating that this may be the main factor affecting the quality of 

calcium tablets. This research provides a scientific basis for the application of CPP as a food additive. 

Key words: casein phosphopeptides; physicochemical properties; calcium binding ability 

 
目前，矿物质的缺乏是一个重大的公共健康问题。

饮食中矿物质的不足会对人体器官造成很大的影响，

并且导致大量的疾病[1]。钙的摄入不足显著增加骨质

疏松症的风险[2]。镁摄入的不足则增加骨钙的流失。

因此，作为矿物质补充剂的功能食品和营养食品在改

善健康和预防疾病方面的研究得到了极大的关注。在

过去多年的研究中，离子型钙源一直被认为是人类主

要的钙补充剂形式[3]。钙在体内的吸收量取决于十二

指肠和空肠近端可溶性钙的数量，以及在碱性条件下

以钙肽结合物的可溶性形式存在的数量。 
酪蛋白磷酸肽（Casein Phosphopeptides，简称

CPP）是酪蛋白被消化道蛋白水解酶降解后，在体内

形成的不同分子量且具有促进钙离子吸收的肽混合

物，商业上CPP 多采用胰蛋白酶酶解获得[4]。CPP 被

认为是具有提高矿物元素吸收潜力的优良载体。研究

发现，许多已报到的 CPP 一级结构中均含有三个磷

酸丝氨酸和两个谷氨酸残基[4]。目前，国内外针对促

钙吸收肽促进钙吸收活性的研究比较多，按实验对象

从体外到体内划分，大致可将促进钙吸收活性评价分

为：体外化学模型评价；体外细胞模型评价方法；体

内动物模型评价；体内人体模型评价。Zidane 等学者

利用等温滴定量热技术研究 1-25 β-caseinphos- 
phopeptide 与钙、镁、锌、铜二价金属阳离子结合关

系，实验结果发现，在 pH 值为 8，37 ℃条件下，1
摩尔1-25 β-caseinphosphopeptide能够与两摩尔的钙、

镁、锌例子结合[5]。Hou 等学者利用Caco-2 细胞单层

模型评价脱盐鸭蛋清多肽的钙转运活性，结果显示脱

盐鸭蛋清多肽能够显著提高 Caco-2 细胞单层模型的

钙转运量，可能由于脱盐鸭蛋清多肽起到钙离子载体

的作用，也可能脱盐鸭蛋清多肽与细胞膜相互作用形

成一个特殊的钙离子通道[6]。Daniela 等利用老鼠小肠

末端研究钙离子被动运输，实验结果认为，当

CPP:Ca（质量比）为 0.37 时，在该模型中促进钙运输

的效果最好。目前，CPP的促钙吸收活性研究已有不

同层次活性模型评价报道，但是，关于 CPP 物化性

质的报道较少[7]。 
前期实验发现，添加 CPP1 钙片的理化性质复合

相关标准，但是添加 CPP2 钙片出现不同程度的裂片

的现象。因此，本文旨在研究两种 CPP 的物化性质

及钙离子结合能力，以期为 CPP 作为食品添加剂的

应用提供理论指导。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

两种规格酪蛋白磷酸肽混合物（CPP1，CPP2），
广州绿萃生物科技有限公司；氯化钙、磷酸氢二钠、

磷酸二氢钠、氢氧化钠，广州化学试剂厂；乙醇，天

津市富宇精细化工有限公司；硝酸、盐酸，天津市科

密欧化学试剂有限公司。 

1.2  实验设备 

电感耦合等离子原子发射光谱，日本岛津 ICPE 
9820；万分之一电子天平，梅特勒-托利多仪器（上海）

有限公司 AL104；烘箱，上海齐欣仪器有限公司；pH
计，上海梅特勒-托利多仪器有限公司 DELTA320。 

1.3  酪蛋白磷酸肽纯度 

两种市售 CPP 产品纯度测定参考国标钡乙醇法

GB 31617-2014《食品安全国家标准 食品营养强化剂 
酪蛋白磷酸肽》。主要步骤如下：精确称取 0.5~1.5 g
的 CPP1、CPP2 至于 50 mL 离心管中，加入 15 mL 去
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离子水涡旋振荡使其完全溶解；用盐酸将 pH 值调至

4.6；4 ℃、6000 r/min 离心 30 min，上清液转移至另

一50 mL离心管，氢氧化钠调节pH值6.8；加入1.5 mL 
100 g/mL 的氯化钙溶液和，无水乙醇定容至 50 mL，
4 ℃放置过夜；4 ℃、6000 r/min 离心 30 min 得沉淀

物，沉淀烘干至恒重。沉淀物重量除以试样重量得到

CPP 纯度。 

1.4  酪蛋白磷酸肽钙结合能力 

钙结合能力定义为 CPP（g）与钙离子结合形成

肽钙螯合物时的钙量（mg）。钙结合能力的测定参考

已发表的方法[8]，根据实验情况做少量修改。主要步

骤如下，将 CPP 溶解在 0.02 M 磷酸钠缓冲液（pH 7.8）
中，然后加入 5 mM CaCl2混合，37 ℃下搅拌 30 min，
室温下 4000 r/min 离心 20 min。采用电感耦合等离子

体光学发射光谱仪（ICPE 9820，Shimadzu，Japan）
测定上清钙含量。 

1.5  酪蛋白磷酸肽物化性质 

1.5.1  松密度、轻敲密度、Hausner 比值、

Carr’s 指数 

松密度、轻敲密度、Hausner 比值、Carr’s 指数

的测定参考已发表的方法[9]。 
精确称取适量的 CPP1 或 CPP2 样品，用漏斗将

记录重量的 CPP1 或 CPP2 粉末匀速注入 100 mL 量

筒，准确记录样品体积，重复操作 6 次，根据重量和

体积计算松密度（ρb）。随后将装有 CPP 样品的量筒

（测完松密度的样品）从距离实验台高度 2 cm 处自由

落体，重复 300 次，记录粉末体积，重复测定 6 次，

计算轻敲密度(ρt)。 
利用松密度(ρb)和轻敲密度(ρt)结果根据公式计算

Hausner 比值和 Carr’s 指数。 

t

b

ρHausner =
ρ

比值                         （1） 

t b

t

ρ -ρCarr's 100%
ρ

= ×指数                   （2） 

1.5.2  休止角 

休止角的测定参考国标 GB/T 11986-1989《表面

活性剂 粉体和颗粒休止角的测量》。组装休止角测量

装置，在一块完全平的水平板上方固定专用漏斗，将

已知体积的粉末样品通过此漏斗降落形成锥形体，自

由表面与水平面间的夹角即为休止角。测量锥形体高

度，计算休止角。 
1.5.3  溶解指数 

根据制作钙片的工艺，考察两种 CPP 在 30%乙醇

水溶液中的溶解指数。 

1.6  统计学方法 

采用 SPSS 软件整理并分析数据，以平均值±标准

差的形式表示，不同的字母代表显著差异（p<0.05）。
Excel 2013 软件进行做图。 

2  结果与讨论 

2.1  两种市售 CPP 纯度 

钙乙醇法是 CPP 有效含量检测以及 CPP 分离纯

化最常见的方法之一。样品水解液中加入钙离子，在

钙离子存在的情况下，CPP 分子之间可通过钙离子相

互作用形成钙桥，形成 CPP-Ca 螯合物。然后加入乙

醇改变溶液的介电常数，使 CPP-Ca 螯合物沉淀，离

心或过滤收集沉淀得到 CPP 粗品，计算含量。两种市

售 CPP 产品的纯度对比见图 1，CPP2 的纯度为

25.12%，显著高于 CPP1 的纯度（18.37%）。据报道，

日本明治企业标准采用钙乙醇法生产 CPP，经酶解、

灭酶、喷雾干燥得到明治 CPP-Ⅰ，明治 CPP-Ⅱ则是

在 CPP-Ⅰ基础上进一步加入脱苦等工艺制备而得。明

治 CPP-Ⅰ和明治 CPP-Ⅱ的纯度均高于 12%，明治

CPP-Ⅲ在 CPP-Ⅰ的基础上进一步处理使纯度大于

85%[10]。CPP1 和 CPP2 的纯度均高于 12%，达到日本

明治乳业低纯度 CPP 产品要求，CPP2 纯度显著高于

CPP1，说明 CPP2 可能是在 CPP1 的基础上增加脱苦

等其它工艺制备而得。 

 
图1 钙乙醇法测定CPP纯度 

Fig.1 The purity of CPP detected by calcium ethanol method 

2.2  两种市售 CPP 钙离子结合能力 

体外钙离子结合法常用于评价 CPP 的钙离子结

合能力，已应用在多种不同来源促钙吸收肽的活性评

价[11]。CPP1 和 CPP2 的钙结合能力结果见图 2，CPP1
和 CPP2 的钙结合量分别是 107.15 mg/g 和 142.56 
mg/g。研究报道从乳清蛋白酶解物中分离筛选出的新

型促钙吸收多肽的钙结合量为 75.38 μg/mg[11]，从罗非
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鱼蛋白酶解物中分离的促钙吸收多肽的钙结合能力为

40.00 mg/g[12]。结果表明，与其它来源的促钙吸收肽

相比，CPP1 和 CPP2 均具有较高的钙离子结合能力。

CPP2 与钙离子结合的量是 CPP1 结合量的 1.33 倍，

具有显著差异（p<0.05），该结果说明 CPP2 结合钙离

子的能力显著高于 CPP1。钙结合能力的差异主要是

由于 CPP 纯度的差异，钙结合能力与 CPP 纯度呈正

相关。CPP 的核心结构为磷酸丝氨酸集团，文献报道

氮磷比也能反映 CPP 钙离子结合能力，CPP 的氮磷比

越低，CPP 钙离子结合能力越高。 

 
图2 体外钙结合法测定两种CPP和钙离子的结合能力 

Fig.2 The binding ability of two CPP with calcium ions 

determined by calcium binding method in vitro 

2.3  两种市售 CPP 物化性质 

由表 1可知，CPP1、CPP2的Hausner比值和Carr's
指数存在明显差异，CPP1 的 Hausner 比值 1.52 显著

高于 CPP2 的 1.36，CPP1 的 Carr's 指数 34.40 显著高

于 CPP2 的 26.51。Hausner 比值用来表示粉体的可压

缩性和流动性，可压缩性反映了粉体的可压缩程度、

团聚性及流动性[13]。一般认为 Hausner 比值小于 1.2
时粉体具有良好的流动性和填充性，可用于生产，而

Hausner 比值大于 1.5 时粉体的流动性和填充性较差，

当 Hausner 比值接近 1.6 时，粉体很难从容器自由流

出[14]。当 Hausner 比值接近 2.0 时，粉体不流动[13]。

研究发现Carr's指数在18%~21%之间时粉末的流动性

处于中间水平，Carr's 指数大于 21%则表明粉末的流

动性逐渐变差，Carr's 指数小于 18%则表明粉末的流

动性逐渐变好，当 Carr's 指数处于 5%~10%时粉末的

流动性极好[9]。由此可知，与 CPP1 相比，CPP2 的流

动性较好。 
休止角是粉体在自由落体运动形成的角，虽然堆

积尺寸随粉体的增加而增加，但堆积角不会变化。休

止角可以反映粉体之间摩擦系数，休止角越大，那么

粉体之间摩擦系数越大，粉体的流动性越差，通过休

止角大小来描述粉体流动性的方法叫做休止角法。通

常认为，休止角在 30 °~45 °之间时有一定黏聚性，流

动性一般；休止角小于 30 °时，流动性较好；休止角

在 45 °~55 °之间时黏聚性较大，流动性较差；休止角

大于 55 °则粉体几乎不流动[15]。由表 1 可知，CPP1、
CPP2 的休止角均高于 40 °，说明 CPP1、CPP2 都存

在一定黏聚性，流动性一般。尽管 CPP1、CPP2 之间

没有显著差异，但 CPP2 的休止角数值低于 CPP1，结

果表明 CPP2 的流动性略好于 CPP1。 
表1 市售两种CPP粉体流动性和填充性评价结果 

Table 1 Evaluation results of commercial CPP powder fluidity and filling properties 

松密度/(g/mL) 轻敲密度/(g/mL) Hausner 比值 Carr's 指数 休止角/° 

CPP1 0.60±0.01a 0.92±0.01b 1.52±0.03b 34.40±1.31b 42.06±2.50a 

CPP2 0.63±0.01a 0.86±0.01a 1.36±0.02a 26.51±1.06a 40.30±1.96a 

注：平均值±相对标准偏差（n=3）；不同小写字母表示不同组之间具有显著差异（p<0.05）。 

2.4  溶解指数 

溶解性是蛋白质的重要性质之一，直接影响蛋白

质的应用价值。添加 CPP 作为补钙食品添加剂，湿法

造粒制作钙片，结果发现含 CPP1 的钙片达到相关质

量标准，但添加 CPP2 的钙片出现裂片和松片的现象，

由于钙片制作时使用 30%乙醇水（体积比）作为溶剂，

故本论文考察两种 CPP 在 30%乙醇水溶剂中的溶解

性质。 
由图 3 可知，CPP1 极显著高于 CPP2，CPP1、

CPP2 在 30%乙醇水溶液下的溶解指数分别是

93.49%、7.46%。实验结果表明在此条件下，CPP1 基

本能够完全溶解，而 CPP2 只有很少的一部分溶解，

CPP1 在溶剂（30%乙醇水溶液）中的溶解度极显著大

于 CPP2。 

 
图3 溶解指数 

Fig.3 Solubility index 
湿法制粒过程中，液体添加量是关键点之一，液
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体量添加适量则颗粒保持松散，液体量添加量过少则

颗粒之间结合力太弱，液体量添加量过多则颗粒粘性

过强。制作钙片时 30%乙醇不仅起到润滑作用，还具

有诱发制粒物料粘性的作用。CPP1 在 30%乙醇溶液

中溶解度高，溶解的部分起到增加颗粒粘性的作用。

相比而言，CPP2 在 30%乙醇溶液中溶解度低，只有

小部分溶解，大部分的 CPP2 仍然以固态形式存在，

并没有起到增加颗粒粘性的作用。从而导致出现松片、

裂片现象。 

3  结论 

3.1  本文对两种市售 CPP 产品的钙离子结合能力及

物化性质进行对比研究。采用国标法-钙乙醇法测定两

种 CPP 纯度，结果显示 CPP2（25.12%）的含量显著

高于 CPP1（18.37%）。体外钙离子结合实验结果表明

CPP2 142.56 mg/g 的钙离子结合量显著高于 CPP1 
107.15 mg/g，这是由于 CPP2 的纯度显著高于 CPP1。
通过测定两款 CPP 产品的多种物化指标，发现两种

CPP 的轻敲密度、Hausner 比值、Carr's 指数指标均具

有显著差异。CPP1 的轻敲密度显著高于 CPP2，CPP1
的 Hausner 比值、Carr's 指数均显著大于 CPP2。物化

指标揭示 CPP2 的流动性比 CPP1 好。流动性还与粉

末的形状、大小等因素有关。干燥工艺直接影响粉末

的物理状态。通常情况下喷雾干燥的粉末大小均匀，

流动性好，而真空干燥和冷冻干燥后的物料流动性相

对喷雾干燥较差，干燥方式对流动性的影响需要进一

步探索。CPP1 在 30%乙醇中的溶解度极显著高于

CPP2，说明 CPP1 和 CPP2 由于制备工艺不同导致在

物质组成的极性上有极大的差异，具体的物质组成需

要后续进一步研究。 
3.2  综上，本实验通过对比分析两款 CPP 产品的纯

度、物化性质、溶解性及钙离子结合活性，为 CPP 的

应用提供理论支撑。 
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