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摘要：本研究探讨了在模拟小肠末端环境下酪蛋白磷酸肽（β-casein phosphopeptides(1-25)，简称 CPP）与不同钙盐的相互作用

情况。实验以等温滴定量热仪为方法，以热力学参数、化学计量数及亲和力常数为指标，评价不同钙盐与 CPP 的相互作用情况。结

果表明，CPP 与不同钙盐两两相互作用，且均为由熵驱动的自发反应（pH 8.0，37 ℃），该反应的主要推动力为离子相互作用力。不

同钙盐与 CPP 反应时，焓变，熵变及自由能无明显差别（p>0.05），而化学计量数和亲和力常数存在显著性差异（p<0.05）。CPP 与葡

萄糖酸钙，乳酸钙和氯化钙相互作用时，化学计量数较高（3~4 mol/mol），而与天冬氨酸钙结合的化学计量数较低（2~3 mol/mol）。

此外，相比其他钙盐，乳酸钙与 CPP 结合的亲和力常数最低。多肽与钙盐结合数高且亲和力较低时有利于小肠对钙的吸收。因此，

相对于其他钙盐，CPP 与乳酸钙结合可能更有利于小肠对钙的吸收。本研究为更好地了解 CPP 与不同钙盐溶液在模拟小肠末端环境

下的热力学变化及结合情况奠定坚实的基础。 
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Abstract: In this study, the interactions between β-casein phosphopeptides (1-25) (CPP) and different calcium salts were investigated in 

the simulated small intestine terminal environment were investigated. Isothermal titration calorimetry (ITC) was used as the analysis method, 

and thermodynamic parameters, stoichiometric number and affinity constants were used as indicators to evaluate the interactions between 

different calcium salts and CPP. The results showed that CPP could interact with different calcium salts, and both were spontaneous reactions 

driven by entropy (pH 8.0, 37 ). The main driving force of this reaction was ionic interactive forces. When different calcium sal℃ ts reacted with 

CPP, there was no obvious difference in enthalpy change, entropy change and free energy (p>0.05), but there were significant differences in 

stoichiometric number and affinity constants (p<0.05). The stoichiometric number was higher (3~4) when CPP interacted with calcium 

gluconate, calcium lactate or calcium chloride, whilst the stoichiometric number was lower (2~3) when CPP interacted with calcium aspartate. In  
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addition, compared with other calcium salts, calcium lactate had the lowest affinity constant for its binding to CPP. A higher number of calcium 

salt binding to the peptide and a lower binding affinity were beneficial to the absorption of calcium in the small intestine. Therefore, compared 

with other calcium salts, the binding of CPP with calcium lactate may be more conducive to the absorption of calcium in the small intestine. This 

study lays a solid foundation for better understanding of the thermodynamic changes and interactions of CPP with different calcium salts in the 

environment simulating that of the small intestine. 

Key words: calcium salts; casein phosphopeptides; isothermal titration calorimetry; thermodynamics 

 
钙是人体中含量最多的微量元素，约占体重的

1.5%~2.0%。长期缺钙会导致骨骼和牙齿发育不全、

骨质疏松症、贫血，甚至于高血压和冠心病等[1]。酪

蛋白磷酸肽（β-casein phosphopeptides(1-25)，简称

CPP）是以牛乳酪蛋白为原料，由 as1-、as2-、β-和 K-
酪蛋白（大约为 3:0.8:3:1）组成，经单一酶或复合酶

系作用，再经分离纯化而得到的含有成簇磷酸丝氨酰

的促钙吸收肽[2]。前期研究表明[3]，酪蛋白磷酸肽通

过与钙离子结合，能防止小肠末端（回肠）中碱性 pH
下金属离子的沉淀，从而促进人体或动物对钙离子的

吸收。1950 年，Mellander 等[4]从酪蛋白的胰蛋白酶

水解物中分离得到酪蛋白磷酸肽，这些多肽与钙盐结

合形成的络合物在生理 pH 下具有非常好的溶解性。

无论正常婴儿还是佝偻病患儿，对 CPP 螯合状态下

的钙的吸收比自然状态下的钙（如碳酸钙，磷酸肽）

的吸收更好。孙圣伟等[5]通过体外实验研究，发现

CPP 具有明显延长持钙时间、有效抑制钙沉淀的作

用。Perego 等[6]通过 HT-29 肿瘤细胞模型证明了 CPP
能促进钙的吸收。Mykkanen 等[7]通过动物实验证

明，酪蛋白磷酸肽可以提高佝偻病鸡的钙吸收能力。 
目前，补钙产品分为三种，一种为无机钙，如碳

酸钙、磷酸钙、氧化钙及磷酸氢钙等。但因其溶解性

小，生物活性较差[8]，不利于被吸收利用，故目前市

场比较少用。另一种为有机钙，如葡萄糖酸钙、乳酸

钙、醋酸钙、柠檬酸钙及果糖酸钙等。相对于无机钙，

其溶解性更好且对胃肠道的刺激小。但是，它的缺点

是人体对其吸收较差，其 Ca2+易与食物中的磷酸盐和

草酸盐形成沉淀而使体内钙离子流失，从而不利于人

体对钙的吸收。随着第三代补钙产品-促钙吸收肽的出

现，越来越多的产品通过将钙盐混合促钙吸收肽使用，

促进钙离子能够最大程度地被人体吸收[1]。所以，目

前市场上的钙制剂（如钙片和奶粉等）一般会添加多

肽来提高其吸收率。将无机钙或有机钙与多肽复合，

能够克服单一钙制剂的缺点，具有高溶解性，高生物

活性等优点。但是，目前不同的钙产品的生产采用不

同的钙离子来源，如葡萄糖酸钙-多肽，氯化钙-多肽，

和乳酸钙-多肽复合物等，却较少评价不同钙盐对多肽

与钙离子相互作用的影响。目前评价蛋白或多肽与小

分子的相互作用的手段主要有等温滴定量热法

（Isothermal Titration Calorimetry，简称 ITC）[9]，超

速离心分析技术[10]，质谱技术[11]等。其中，等温滴定

量热法因具有样品用量小，反应时间短，不破坏样品，

适合研究分子间弱相互作用而成为最有效的实验手段

之一[12]。 
不同的钙盐与多肽的相互作用的热力学特性对理

解钙离子在生物系统中的作用十分关键[13]。ITC 可用

于直接表征生物分子（如蛋白和金属离子）之间相互

作用的热能变化，为多肽和钙离子结合的潜在的分子

机制提供大量的信息。目前，ITC 已应用于研究牛奶

蛋白、大豆蛋白和酪蛋白磷酸肽与钙离子之间的相互

作用，并确定其相互作用的热能参数，化学计量数，

及亲和力常数。Zidane 等[9]通过 ITC 研究不同金属离

子与多肽的相互作用的情况。Liao[14]等通过 ITC 研究

多肽单体VLPVPQK与钙离子结合的热力学变化和化

学计量数等。Hou[15]等通过 ITC 研究不同多肽与钙结

合的相互作用情况。 
本文旨在研究酪蛋白磷酸肽活性单体 CPP 与不

同钙盐的相互作用情况。实验以目前市面上常用于钙

片、奶粉等的钙盐（氯化钙，乳酸钙，葡萄糖酸钙和

天冬氨酸钙）为原料，以等温滴定量热法为手段，以

期为评价不同钙盐对 CPP 的相互作用情况奠定坚实

的理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

高纯酪蛋白磷酸肽、氯化钙（分析纯），广州绿萃

生物科技有限公司；乙腈，天津市富宇精细化有限公

司；葡萄糖酸钙（分析纯），上海阿拉丁生化科技股份

有限公司；Tris，BBI Life sciences；乳酸钙（分析纯），

天津市大茂化学试剂厂；L-天门冬氨酸钙（分析纯），

源叶生物科技有限公司。 

1.2  仪器与设备 

等温滴定量热仪 ITC200，英国马尔文仪器有限

公司；电子天平（十万分之一天平）ME204/02，梅特
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勒-托利多仪器（上海）有限公司；分析型高效液相色

谱仪 LC-10A，岛津；制备型高效液相色谱仪

LC-10AT，岛津仪器（中国）有限公司。 

1.3  酪蛋白磷酸肽单体 CPP的纯度 

CPP 是根据实验室之前的分离纯化方法[16,17]，经

过制备高效液相色谱从高纯酪蛋白磷酸肽（含量

≥90%）混合物分离纯化获得的具有高结合钙离子活性

的多肽。经过 LC-MS/MS 和氨基酸测序等确定其氨基

酸序列。其序列为 RELEELNVPGEIVEpSLpSpSpSEE 
SITR（β-酪蛋白（1-25），其中 pS 代表磷酸丝氨酸），

共 25 个氨基酸，其分子量为 3132。利用高效液相分

析型色谱（C18 色谱柱，检测波长 215 nm）测定收集

组分出峰的丰度。利用面积归一化法计算酪蛋白磷酸

肽单体的纯度。两种缓冲液体系为：0.1% TFA-乙腈

（有机相）、0.1% TFA-水（水相）。梯度程序为：

0~14 min，15%~22%有机相、14~30 min，22%~25%
有机相。经过面积归一化法计算 CPP 单体纯度高于

98%。 

1.4  溶液的配制 

1.4.1  Tris 缓冲液 
称取 212.00±0.01 g Tris 粉末，将其溶解于 100 mL

一级水，然后测定 pH，往其中滴入 HCl 溶液，直至

pH 为 8.00±0.01。将 Tris-HCl 缓冲液移入 100 mL 的烧

杯，备用。 
1.4.2  四种盐溶液的配制 

称取四种钙盐粉末，并将其溶解于已配好的

Tris-HCl 缓冲液中（葡萄糖酸钙 24.60±0.01 mg/20 mL，
氯化钙 31.80±0.01 mg/100 mL，葡萄糖酸钙 35.30±0.01 
mg/20 mL，天冬氨酸钙 17.40±0.01 mg/20 mL），配成

溶液浓度为 2.86 mM，备用。 
1.4.3  酪蛋白磷酸肽溶液 

称取 0.90±0.01 mg 的 CPP 粉末，将其溶解于 10 
mL 的已配好的 Tris-HCl 缓冲液中，配成溶液浓度为

0.05 mM，备用。 

1.5  等温滴定量热法 

等温滴定量热法是通过测定两个物质相互作用后

释放/吸收的热量，计算两者相互作用的热力学参数、

化学计量数及亲和力常数。本实验是在 Zidane 等的实

验方法[9]基础上做稍微的修改。首先，配置 pH 为 8.0
的 Tris-Hcl 缓冲液。然后，用该缓冲液配置 0.05 mM
的CPP溶液和2.86 mM的金属离子溶液浓度。紧接着，

用迪康 90 将样品池洗干净后，进行空白试验，即用水

滴缓冲液和用钙盐溶液滴缓冲液，试验结束后将实验

数据扣除该空白实验数据即为 CPP 和钙盐溶液之间

的热能变化。在滴定管中加入金属离子溶液，在样品

池中加入多肽溶液。样品池温度 37 ℃（模拟小肠的

温度）。每次进样 2 μL，滴定 20 针。滴定结束后，运

用仪器配备的 Origin 软件分析以获得结合等温线。实

验数据通过非线性最小二乘法拟合，得到反应的结合

位点数 N、亲和力常数 K、焓变 ΔH，熵变 ΔS。此外，

吉布斯自由能 ΔG 的计算方式如下： 
G= H-T SΔ Δ Δ  

其中，T 表示实验温度，即为 310 K。 

1.6  统计学方法 

采用 OriginPro 9 软件进行实验数据处理，以平均

值±标准差的形式表示。利用 SPSS 16.0 软件进行数据

差异性分析，p<0.05 认为差异显著。 

2  结果与讨论 

2.1  CPP与不同钙盐的相互作用情况 

 

 
图1 等温滴定法测定CPP和葡萄糖酸钙的相互作用情况 

Fig.1 The interaction between CPP and calcium gluconate 

detected by ITC 

为了确定 CPP 与不同钙盐是否能反应及其相互

作用情况，我们采用 ITC 进行测定。结果如图 1~4 所

示，葡萄糖酸钙，氯化钙，乳酸钙和天冬氨酸钙在模

拟小肠环境（pH 8.0，37 ℃）条件下与 CPP 结合，存

在热量变化且热量逐渐减少，说明不同的钙盐与CPP
结合，两两相互作用并逐渐达到饱和状态。相同地，
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很多研究也表明多肽与钙离子能发生相互作用[14,18]。

但是不同钙盐与CPP反应，吸收的热量及 ITC图形不

一致，说明不同盐溶液对 CPP 与钙离子的结合存在

影响。因此我们通过分析 CPP 与不同钙盐的热力学

变化，钙肽结合的化学计量数及亲和力常数具体分析

不同钙盐对 CPP 的影响。 

 

 
图2 等温滴定法测定CPP和氯化钙的相互作用情况 

Fig.2 The interaction between CPP and calcium chloride 

detected by ITC 

 

 
图3 等温滴定法测定CPP和乳酸钙的相互作用情况 

Fig.3 The interaction between CPP and Calcium lactate 

detected by ITC 

 

 
图4 等温滴定法测定CPP和天冬氨酸钙的相互作用情况 

Fig.4 The interaction between CPP and aspartate calcium 

detected by ITC 
注：图 1~图 4 中，（上层）多肽与钙盐反应的吸热反应的

原始 ITC 数据；（下层）通过采用 one set of sites 模式对原始数

据进行非线性拟合获得。 

2.2  CPP 与不同钙盐溶液相互作用的热力学

变化 

 
图5 CPP与不同钙盐溶液相互作用的热力学常数(ΔH) 

Fig.5 The thermodynamic parameters of CPP when binds with 

different calcium salts 

为了分析不同的钙盐滴定 CPP 后的热力学变化，

本研究展示了四种钙盐滴定 CPP 后的焓变（ΔH），熵

变（ΔS）和吉布斯自由能（ΔG）。如图 5 所示，不同

的钙盐滴定 CPP 后的焓变，熵变及自由能均无显著性

差异（p>0.05）。此外，不同钙盐与 CPP 结合的焓变

均大于 0，为吸热反应。这与之前的研究一致。金等[19]

通过 ITC 分析蛋清肽与锌离子的结合反应，得到焓变 
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亦大于 0。同样地，Zidane 等[9]通过 ITC 研究表明酪

蛋白磷酸肽与钙离子结合为吸热反应。此外，吉布斯

自由能 ΔG (kcal/mol)均小于 0，表示模拟小肠末端环

境下，CPP 与四种钙盐均自发进行反应。并且，由于

-TΔS 均大于 ΔH，导致 ΔG 小于 0，表明熵变克服了

焓变[9]，因此该反应是由熵驱动的[20]，离子相互作用

力是该过程的主要推动力[21]。 

2.3  CPP与不同钙盐溶液的化学计量数的对比 

  
图6 CPP与不同钙盐溶液的化学计量数的比较 

Fig.6 The stoichiometry of CPP when interacts with different 

calcium salts 

为了研究不同钙盐对 CPP 的钙结合能力的影响，

我们分析了不同钙盐与 CPP 结合的化学计量数，结果

如图 6 所示。CPP 的结合位点数的大小与钙离子在小

肠末端被吸收的程度有关。结合位点数越大表示越多

钙离子能与 CPP 络合成可溶状态，从而有利于小肠对

钙离子吸收[22]。在小肠末端环境下（pH 8.0，37 ℃），

葡萄糖，乳酸钙和氯化钙与 CPP 结合的结合数无显著

性差异（p>0.05），而这三种钙盐与天冬氨酸钙的肽结

合化学计量数存在明显差异（p<0.05）。其中，葡萄糖

酸钙，乳酸钙和氯化钙与 CPP 的结合位点数约为 3~4
个。而天冬氨酸钙与 CPP 的结合数较小，约为 2~3 个。

这说明天冬氨酸钙与 CPP 的结合与其他钙盐存在差

异。表明相比于其他钙盐，天冬氨酸盐的添加可能会

使 CPP 的钙结合能力变弱。此外，从总体而言，不同

钙盐与 CPP 的化学计量数在 2~4 之间。说明每摩尔

CPP 可结合 2~4 摩尔的钙离子。前人研究中，Zidane
等[9]在同样实验条件下测得多肽的化学计量数约为 2，
这与本实验结果相似。另外，有研究表明[23]，在 pH=8
时，CPP 含有 16 个负电荷（四个磷酸基残基，七个

谷氨酰残基和末端羧基），它们均可与二价金属离子结

合。而本实验 CPP 仅结合 2~4 个钙离子，这可能是由

于同一个钙离子会与多个负电荷基团结合，导致结合

数较少[15]。此外，有作者报道[20]，每 1 摩尔酪蛋白分

子可结合 4~10 摩尔的钙离子。而本实验中只结合 2~4
摩尔的钙离子，这可能是由于酪蛋白分子中的结合位

点比 CPP（注：CPP 是酪蛋白分子中的一个片段）多，

从而结合钙的个数相对较多。 

2.4  CPP与不同钙盐溶液的亲和力常数的对比 

  
图7 CPP与不同钙盐溶液的亲和力常数 

Fig.7 The binding affinities of CPP when binds with different 

calcium salts 

为了评价不同钙盐与 CPP 结合的亲和力常数 K，

我们研究了四种常见钙盐对 CPP 结合的亲和力常数

的影响，结果如图 7 所示。多肽与钙离子反应的亲和

力大小与 CPP 的钙释放能力相关。亲和力越小，越有

利于钙在小肠中的释放[9,24]。由图 7 可知，在小肠末

端环境下（pH 8.0，37 ℃），CPP 与不同的钙盐反应

的亲和力不同。其中，葡萄糖酸钙，氯化钙和天冬氨

酸钙与 CPP 的亲和力常数较高，而乳酸钙与 CPP 结

合的亲和力常数较低。这说明相比于其他钙盐，乳酸

钙与 CPP 结合可能更有利于肠道对钙的吸收。这可能

是因为不同钙盐对 CPP 的结构的不同影响所致。前人

的研究结果中，傅里叶红外光谱结果表明钙离子会影

响 CPP 的构象[25]。核磁共振实验研究表明钙离子的添

加对 CPP 的化学位移会产生影响，尤其是对磷酸化区

域[26]。而磷酸化区域（pSer-pSer-pSer-Glu-Glu）是钙

离子结合的主要区域，影响该区域构象会影响其钙结

合能力及亲和力。此外，总体而言，相比于 EDTA[15]，

这四种钙盐与 CPP 的亲和力都较低。此亲和力常数与

前人报道的结果一致，均相对较低。其中，Mekmene
等[27]的实验表明酪蛋白磷酸肽和 β-酪蛋白与钙结合

的亲和力常数分别是 3701±608 M-1和 5106±635 M-1。

Zidane 等[9]实验结果表明CPP 与钙结合的亲和力常数

是 4900±0.5 M-1，这说明 CPP 和钙离子结合时的亲和

力都相对较低，印证了多肽螯合钙更有利于小肠吸收

的说法。 

3  结论 

本研究通过等温滴定量热法评价不同钙盐和多肽

的相互作用情况，结果表明，酪蛋白磷酸肽（CPP）
与不同钙盐结合时，均能两两相互作用。不同钙盐与
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CPP 结合后其焓变，熵变和自由能无显著性差异

（p>0.05），而化学计量数和亲和力常数存在差异

（p<0.05）。其中，CPP 与葡萄糖酸钙，乳酸钙和氯化

钙相互作用，结合位点数较高（3~4 个），与天冬氨酸

钙的结合位点数较低（2~3 个）。此外，乳酸钙相比于

其他的钙盐，与 CPP 结合可能更有利于肠道对钙离子

的吸收，原因是葡萄糖酸钙，氯化钙和天冬氨酸钙与

CPP 的亲和力常数较高，而乳酸钙与 CPP 结合的亲和

力常数较低。此外，从总体而言，在小肠末端条件下

（pH 8.0，37 ℃）不同钙盐与钙离子结合均为由熵驱

动吸热反应，且该实验自发发生，离子相互作用力是

该反应的主要推动力。此外，在此条件下，CPP 可结

合为 2~4 个钙离子，且与钙离子的亲和力都较低。说

明 CPP 与钙离子的结合有利于肠道的吸收。本实验为

更好地了解 CPP 与不同钙盐溶液的热力学变化及其

结合情况奠定坚实的基础。 
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