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牦牛乳酪蛋白磷酸肽纯化工艺优化

及其促钙吸收作用

刘静雅1，王泽1，郑亮2，李咪咪1，陈炼红1*

（1.西南民族大学食品科学与技术学院，四川成都 610041）

（2.炉霍康巴圣德牦牛产业有限公司，四川甘孜 626500）

摘要：为了探究牦牛乳酪蛋白磷酸肽（Casein Phosphopeptide, CPP）产品性质和持钙能力，该试验以牦牛乳酪

蛋白为原料，采用胰蛋白酶酶解，静态吸附试验确定洗脱剂，同时分析上样量、上样流速、洗脱液浓度对 CPP 纯

化工艺的影响；测定纯化后 CPP 的基本成分、功能性质、体外抑制磷酸钙和亚铁离子沉淀能力；建立低钙小鼠模型，

以体质量、脏器指数、血清生化、股骨指数、骨密度和骨钙为指标，探究 CPP 在小鼠体内促钙吸收能力。结果表明：

以 0.2 mol/L 稀盐酸为洗脱液，上样流速 3 mL/min，上样量 100 mL 条件下获得的 CPP 纯化效果最优，其氮磷摩尔

比为 6.8，磷回收率为 95.5%，谷氨酸含量 18.55%，丝氨酸含量 6.01% ；体外促钙实验表明纯化后 CPP 能有效阻止

磷酸钙、亚铁离子沉淀；动物实验结果表明：经 28 d 喂养，所有小鼠内脏指数均在合理范围内，纯化后 CPP 无慢性

毒性，中高剂量组血钙、血磷含量显著高于模型组（P<0.05），碱性磷酸酶（Alkaline Phosphatase, ALP）值极显著低

于模型组（P<0.01），高剂量组股骨指数显著高于碳酸钙组（P<0.05），CPP 中、高剂量组骨钙、骨密度显著高于模

型组（P<0.05）。综上，该实验可为牦牛乳功能性食品开发提供理论依据，为后续牦牛乳生物活性肽的相关研究提供

参考。
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Optimization of the Purification Process of Yak Casein Phosphopeptide and Its 
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Abstract: To investigate the properties and calcium-holding capacity of yak casein phosphopeptide (CPP), this 

experiment was carried out using yak casein as the raw material, with trypsin being used for enzymatic hydrolysis. Static 

adsorption test was performed to determine the eluent, and the effects of sample amount, sample flow rate and eluent 

concentration on the purification process of CPP. The basic composition, functional properties, and in vitro inhibitory 
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capacity against calcium phosphate and ferrous ion precipitation of purified CPP were examined. A low-calcium mouse 

model was established, and the ability of CPP to promote calcium absorption in mice was investigated using body weight, 

organ index, serum biochemical parameters, femur index, bone density and bone calcium as the indicators. The experimental 

results showed that the best purification effect on the CPP was obtained under the following conditions: 0.2 mol/L dilute 

hydrochloric acid as the eluent, 3 mL/min as the loading flow rate, and 100 mL as the loading volume, leading to a nitrogen 

to phosphorus molar ratio of 6.8, a phosphorus recovery of 95.5%, a glutamic acid content of 18.55% and a serine content of 

6.01%. In vitro calcium promotion experiments showed that the purified CPP could effectively prevent the precipitation of 

calcium phosphate and ferrous ions. The results of animal experiments showed that after 28 d of feeding, the organ indices 

of all mice were within a reasonable range. After purification, CPP showed no chronic toxicity. The medium- and high-

dose groups had significantly higher blood calcium and phosphorus levels than those of the model group (P<0.05), and 

had extremely significantly lower alkaline phosphatase (ALP) values than those in the model group (P<0.01). The femoral 

bone index in the high-dose group was significantly higher than that in the calcium carbonate group (P<0.05). The bone 

calcium and bone density of the medium- and high-dose CPP groups were significantly higher than those of the model group 

(P<0.05). In conclusion, this experiment can provide a theoretical basis for the development of functional yak milk foods and 

a reference for the subsequent research on yak milk’s bioactive peptides.

Key words: yak milk; casein phosphopeptide; purification technology; calcium absorption promotion

牦牛是青藏高原特色畜种，因其生活的地理环

境独特，赋予牦牛乳口感丰富、品质优良的特点 [1] 。

与普通牛乳相比，牦牛乳营养成分含量更高、更全

面，蛋白质含量比牛乳高约 50%，总氨基酸含量

约为牛乳两倍 [2] 。牦牛乳中酪蛋白（Casein, CN）

占总蛋白质含量 80% [3] ，其中 β-CN 比牛乳含量高

10% [4] ，β-CN 更容易被人体消化吸收 [5] 。

目前，已有诸多学者对牦牛乳及其制品中的抗

氧化肽、降血压肽和抗菌肽等生物活性肽进行研究。

吴登宇等 [6] 建立了 HEK-293 细胞氧化损伤模型，探

究 5 条牦牛乳酪蛋白抗氧化肽对损伤细胞的影响，

验证了牦牛乳抗氧化肽对氧化损伤细胞有积极的保

护作用。宋雪梅等 [7] 从牦牛乳干酪中提取出具有血

管紧张素转化酶抑制活性的水溶性多肽。Pei 等 [8] 从

加工后废弃的牦牛乳中分离出抗菌肽 RVMFKWA
和 KVISMI，其中 RVMFKW 可抑制部分革兰氏阳

性细菌生长，KVISMI 对部分细菌、真菌生长有抑

制作用。

酪蛋白磷酸肽是 αs1-CN、αs2-CN、β-CN 经过蛋

白酶酶解、分离得到的生物活性肽，由于其具有特

殊负电荷结构 [9] ，可以作为钙、镁、锌、铁等离子

的载体 [10] 。CPP 结合铁离子能力与 CPP 浓度、离子

强度、pH 和温度等因素相关 [11] ，持钙能力与水解

度、添加量、纯度成正比 [12] ，刘果 [13] 探究了 CPP 单

体 P5 对大鼠体内钙吸收的影响，结果表明 P5 有利

于骨钙的沉积和骨骼的生长，CPP 的补充能有效促

进大鼠对钙的吸收。CPP 还可以结合亚铁离子以及

螯合芬顿反应所产生的羟基自由基，达到体外抗氧

化活性的能力 [14] 。

目前，未见对于牦牛乳源 CPP 的相关研究，为

此，本研究以牦牛乳酪蛋白为原料，制备纯化 CPP，
并探究其最佳纯化工艺、体外持钙能力与体内促钙吸

收的活性，为牦牛乳功能性食品开发提供理论依据，

为后续牦牛乳生物活性肽的相关研究提供参考。

1  材料与方法

1.1 材料

1.1.1 材料与试剂

牦牛乳酪蛋白，炉霍康巴圣德牦牛产业有限公

司；胰蛋白酶，德国 BioFroxx 公司；717 强碱性阴

离子树脂，成都硕博研创有限公司；血清钙试剂盒、

血清磷试剂盒，上海酶联生物科技有限公司；血清

碱性磷酸酶试剂盒，南京建成生物工程研究所；钙

标准溶液，美国 Inorganic ventures 公司；其余所用

试剂均为分析纯。

实 验 动 物： 昆 明（KM） 小 鼠，4 周 龄 雄

性，成都达硕实验动物有限公司（许可证号：

SCXK( 川 )2020-030 通过西南民族大学动物伦理委

员会审核）；普通饲料、低钙纯化饲料（参照 AIN-
93 纯化饲料配方标准制备），南京协同生物技术有

限公司。

1.1.2 主要仪器设备

PHS-3C 型 pH 计，上海仪电科学仪器股份有
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限公司；5804R 型冷冻离心机，德国 Eppendorf
公司；UV-6100 分光光度计，上海美普达公司；

1.6 cm×50 cm 离子交换层析柱，AKTA 低压层析系

统，上海闪谱专业有限公司；多功能电子蠕动泵，

阿尔维勒（上海）流体有限公司；集热式恒温加热

磁力搅拌器，上海梅颖浦仪仪器仪表制造有限公司；

ReadMax1900 型光吸收全波长酶标仪，上海闪谱生

物科技有限公司；PARAMETER 双能 X 射线骨密度

仪，美国 kubtec 公司。

1.2 实验方法

1.2.1 粗酪蛋白磷酸肽制备方法

称取 110 g 牦牛乳酪蛋白，溶于 1 L 去离子水，

用 1 mol/L NaOH 将溶液 pH 值调至 8.0，再加入

4 000 U/g 胰蛋白酶，将其搅拌均匀，在 55 ℃下酶

解 4 h 得到酶解液，再置于 90 ℃灭酶 10 min。参照

GB 31617-2014 钡 - 乙醇法  [15] 得到含 CPP 沉淀，

在 -55 ℃ 0.08 MPa 条件下冷冻干燥 12 h，得到粗 CPP。

1.2.2 CPP纯化及其工艺条件优化

1.2.2.1 离子交换树脂的预处理

参考解冠华 [16] 的方法并加以修改，采用 2 mol/L
的 NaOH 和 HCl 处理，顺序为 NaOH →去离子水

→ HCl →去离子水。

1.2.2.2 静态吸附解吸法确定最佳洗脱剂

参考朱樱 [17] 的方法并加以修改，取 1 g 预处理

的树脂 2 份，加入 20 mL 质量分数为 5% 的粗 CPP
溶液，25 ℃、250 r/min 条件下用磁力搅拌器搅拌混

合，每 5 min 吸取一次清液，在 280 nm 处对其进行

吸光值测定，吸光值达到稳定后，将树脂过滤后分

别倒入锥形瓶，加入 0.2 mol/L 的 NaOH 和 HCl 两
种洗脱液，250 r/min 恒温解吸 10 h 后，对吸附液和

解吸液中的 N 和 P 的质量分数进行测量，得到最佳

洗脱剂。

1.2.2.3 动态吸附解吸法确定纯化工艺

在层析柱中装入 20 g 预处理的树脂，参考郑越

萍 [18] 的方法进行湿法装柱。

上样量对吸附效果的影响：分别配制质量分数

为 5% 的肽液 75、100、125、150 mL，上样至 717
强碱性阴离子树脂，固定流量 1.0 mL/min，盐酸洗

脱液浓度 0.2 mol/L，回收样液，分别测定其中磷的

回收率和氮磷摩尔比，考察不同上样量对 CPP 纯化

的影响。

样液流速对吸附效果的影响：固定上样浓度

为 5%，洗脱酸浓度 0.2 mol/L，以最佳上样量上

样至 717 强碱性阴离子树脂，分别以 1.0、2.0、3.0、
4.0 mL/min 的流量通过树脂，收集洗脱液，分别

测定其中磷的回收率和氮磷摩尔比，考察不同上样

流速对 CPP 纯化的影响。

洗脱液浓度对解吸效果的影响：以最佳上样量、

上样流速上样，当树脂吸附完全后，用一倍体积蒸

馏水通柱洗去酪蛋白非磷酸肽和无机盐等未吸附的

杂质，再分别用 0.15、0.20、0.25、0.30 mol/L 的

HCI 溶液作为洗脱剂通过树脂，收集洗脱液，分别

测定其中磷的回收率和氮磷摩尔比，考察不同洗脱

液浓度对 CPP 纯化的影响。

1.2.2.4 CPP基本成分的测定

对最优纯化工艺制备的 CPP 进行基本成分测

定，水分含量采用水分测定仪进行测定；灰分采

用燃烧法
 [19] 进行测定；蛋白质含量采用凯氏定氮

法 [20] 进行测定；磷含量采用钼蓝分光光度法 [21] 进行

测定；氨基酸组成及含量采用氨基酸自动分析仪进

行测定。

1.2.2.5 CPP抑制磷酸钙沉淀的测定

pH-STAT 法 [22] 测定 CPP 对磷酸钙沉淀的抑制作

用，固定反应体系 100 mL，温度维持在 37 ℃，分

别加入 0.1 g/L 的 CPP 溶液，8 mmol/L 的 NaH2PO4，

8 mmol/L 的 CaCl2，在反应环境中 Ca:P=1:1,（磷是

由 NaH2PO4 提供的具有不同离解状态的磷酸根中

的磷），立即加入浓度为 0.05 mol/L 的 NaOH 溶液，

将溶液 pH 值调节到 8.0，每 5 min 记录一次 NaOH
消耗量，使溶液 pH 值保持在 8.0，以不加 CPP 的

溶液体系为空白，观察沉淀出现时间，以时间为横

坐标，NaOH 消耗量为纵坐标制图。

1.2.2.6 CPP阻止亚铁离子沉淀的测定

方法同 1.2.2.5，反应体系环境固定 100 mL，
37 ℃恒温，分别加入 0.1 g/L 的 CPP 溶液，8 mmol/L
的 FeSO4，8 mmol/L 的 CaCl2， 使 反 应 环 境 中

Ca:Fe=1:1，立刻加入浓度为 0.05 mol/L 的 NaOH 溶

液将溶液 pH 值调至 8.0，每 5 min 记录一次 NaOH
消耗量，以观测到的沉淀析出时间为横坐标，以

NaOH 的消耗量作为纵坐标绘制曲线。

1.2.3 CPP促进钙吸收的体内活性实验

1.2.3.1 动物试验分组

KM 小鼠 7 d 适应性喂养结束后称重，按体质

量随机分为 6 组，每组 7 只，自由摄食饲料，按照

表1饲喂方式连续灌胃42 d，灌胃体积为1 mL/100 g，
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空白组、模型组保证相同的外界刺激，其余四组在

饲喂低钙饲料的基础上，参考 60 kg 成人每日需摄

入 800 mg 钙，即 13.3 mg/(kg bw·d)，剂量为 1.5 倍

灌胃碳酸钙。试验期间每 7 d 称重 2 次，记录体质量

增长及饲料摄入情况，饲养笼定期清洗，消毒，12 h
明暗交替。

表 1  试验小鼠分组

Table1 Experimental mice were grouped

组号 分组 饲喂方式
灌胃质量 /(mg/kg)

CaCO3 CPP

1 空白组 正常钙饲料 — —

2 模型组 低钙饲料 — —

3 CaCO3 组 低钙饲料 19.95 0.00

4 CPP 低剂量组 低钙饲料 19.95 19.95

5 CPP 中剂量组 低钙饲料 19.95 39.90

6 CPP 高剂量组 低钙饲料 19.95 79.80

1.2.3.2 体质量测定

每 7 d 称重并记录，称重前禁食 12 h，12 h 后

天平秤量体质量，计算增重率。

1.2.3.3 脏器指数测定

42 d 喂养结束后各组小鼠禁食 12 h，摘眼球取

血后断头处死。解剖小鼠摘取脏器计算脏器指数。

脏器指数计算公式为：

D =
m1

m2
×100%                                                （1）

式中：

D——脏器指数，% ；

m1——小鼠内脏质量，g ；

m2——小鼠体质量，g。

1.2.3.4 小鼠血清中钙、磷、碱性磷酸酶含量测定

试验结束前禁食 12 h，收集小鼠眼球血，在室

温下静置 30 min，4 ℃ 3 500 r/min 离心 15 min，获

得血清，严格按照试剂盒说明书进行测定。

1.2.3.5 小鼠股骨指数、骨密度及骨钙含量的测定

去除小鼠双侧股骨周围的肌肉、软骨、结缔组

织，测量股骨长度，称量股骨质量，计算股骨指数。

骨密度采用双能 X 射线骨密度仪测定。骨钙含量采

用火焰原子吸收法测定 [23] 。

1.3 数据分析

采用 Origin 2021 绘图，SPSS 27 分析数据，

试验结果用“平均值 ± 标准差”表示，显著水平

P＜0.05，极显著水平 P＜0.01。

2  结果与讨论

2.1 静态吸附解吸法最佳洗脱剂确定

图 1 洗脱剂对 CPP N/P 的影响

Fig.1 Effect of the eluent on CPP N/P

CPP 的纯度与 N/P 摩尔比有关，较小的 N/P
值表示较高的纯度 [24] 。为获得更低 N/P 摩尔比的

CPP，首先要确定离子交换树脂的洗脱剂。为了不

引入更多杂质，试验选用 HCl 溶液和 NaOH 溶液

作为洗脱剂 [25] 。洗脱效果如图 1 所示，使用 NaOH
洗脱时，N/P 摩尔比值高达 85.19，洗脱效果不好，

可能是由于吸附在树脂上的蛋白含量较多，而碱性

条件下，多肽与离子树脂间有更强的静电作用，使

CPP 难以被洗脱，而用 0.2 mol/L HCl 作为洗脱剂时，

N/P 摩尔比相对于 NaOH 洗脱时显著降低，有更多含

磷蛋白被解吸下来，所以试验选择 HCl 作为洗脱剂。

2.2 动态吸附解吸法确定纯化工艺

2.2.1 上样量对纯化CPP的影响

图 2 上样量对 CPP 纯化的影响

Fig.2 Effect of sample volume on the purification of CPP

注：图中不同字母表示差异显著（P＜0.05），下同。

上样量对 CPP 的影响如图 2 所示，上样量为

75 mL 时，CPP 的 N/P 较高，为 13.6，随着上样量
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的增加，P 的回收率逐渐降低，但 N/P 逐渐降低，

可能是因为更多的酪蛋白非磷酸肽（CNPP）也相

继竞争吸附到树脂上，使 N 含量增加，降低分离效

果 [25] ，随着上样质量浓度逐渐增加，N/P 逐渐平稳，

此时可能树脂已吸附饱和，未被吸附的 CPP 随着

CNPP 一同流出，导致 CPP 损失，因此上样量选择

为 100 mL，既能减少 CPP 的损失又能获得纯度较

高的 CPP。

2.2.2 上样流速对纯化CPP的影响

上样流速对纯化 CPP 的影响如图 3 所示，随着

上样流速提高，CPP 的 N/P 摩尔比先降低后升高。

当流量达到 3 mL/min 时，P 的回收率达到最大为

94.35%，N/P 摩尔比最低为 8.1，CPP 有较好的纯度，

上样流速与分离效果密切相关，流速慢时，离子柱

内会出现一定的反混现象，CNPP 也会竞争吸附到

树脂上，而流速过快，CPP 还未来得及与树脂结合，

就流出离子柱，树脂吸附量和吸附性能均下降，导

致分离效果不理想。

图 3 上样流速对 CPP 纯化的影响

Fig.3 Effect of loading flow rate on the purification of CPP

2.2.3 洗脱酸浓度对纯化CPP的影响

图 4 洗脱酸浓度对 CPP 纯化的影响

Fig.4 Effect of elution acid concentration on the 

purification of CPP

HCl 浓度对 CPP 分离纯化效果如图 4 所示，随

着酸浓度提高，P 含量先升高后下降，这说明随着

HCl 浓度的提高对 CPP 解吸的能力先增大后减小。

当浓度为 0.2 mol/L 时，解吸效果最佳，P 的回收率

达到 95.5%，吸附与解吸平衡取决于样品溶液与离

子交换树脂之间的静电相互作用力 [25] 。当 HCl 浓度

为 0.2 mol/L时，P含量达到最大值，纯化后CPP的N/P
摩尔比最低，此时 CPP 与树脂间静电相互作用力较弱，

洗脱效果最好，同时低浓度 HCl 洗脱引入的盐分量更

少，所以选择 0.2 mol/L HCl 溶液作为洗脱液。

2.2.4 阴离子树脂动态解吸曲线

图 5 阴离子树脂动态解吸曲线

Fig.5 Dynamic desorption curve of anionic resin

图 5 为最优条件下的动态洗脱 CPP 色谱图，洗

脱剂为 0.2 mol/L HCl，粗 CPP 溶液通过阴离子树脂，

由于 CPP 含有较多 PO4
3-，有较强电负性，会竞争

吸附在树脂上 [25] ，故第一个峰是未被吸附的 CNPP，
没有含磷蛋白，当第一峰结束，用洗脱剂将吸附在树

脂上的 CPP 洗脱下来，形成第二个含有所需目标肽的

酸洗峰。收集酸洗组分，得到纯化的酪蛋白磷酸肽。

2.2.5 CPP基本成分结果  
钙的主要结合位点是谷氨酸的羧基和羰基 [26] ，

而 CPP 的活性中心是磷酸丝氨酸和谷氨酸残基簇

[-Ser(P)-Ser(P)-Ser(P)-Glu-Glu-](Sp Sp Sp EE)，可

以有效地与 Ca2+ 结合 [27,28] ，因此谷氨酸、丝氨酸含

量越高 CPP 结合 Ca2+ 能力越强。由表 2 可知，经

测定含有的 16 种氨基酸中，谷氨酸含量最高，其

次为丙氨酸、亮氨酸、赖氨酸和丝氨酸，其中含 7
种必需氨基酸，占总测定氨基酸的 33.1%，与姜春

秀 [29] 等测定的 7 种商业用 CPP 氨基酸含量相比，均

高于商业用 CPP，说明本实验纯化的 CPP 中氨基酸

含量较为丰富；N/P 摩尔比为 6.81（见表 3）显著低

于商业用 CPP。
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表 2  CPP氨基酸成分及含量

Table 2 The amino acid composition and content of CPP

氨基酸种类 含量 /(g/100 g) 氨基酸种类 含量 /(g/100 g)

Asp 5.84 Pro 3.56

Glu 18.55 Tyr 4.84

Ser 6.01 Val 5.13

Gly 1.72 Met 1.62

His 2.55 Ile 2.24

Arg 2.91 Leu 8.80

Thr 3.48 Phe 4.16

Ala 9.63 Lys 7.67

表 3  CPP基本成分

Table 3 Basic components of crude CPP

指标 水分 /% 灰分 /% N 含量 /% P 含量 /% N/P
摩尔比

含量 4.98±0.11 4.80±0.08 4.99±0.07 1.62±0.16 6.81

2.2.6 CPP阻止磷酸钙沉淀的效果

图 6 CPP 阻止磷酸钙沉淀的效果

Fig.6 The effect of CPP in preventing calcium phosphate

 precipitation

注：CPP1 为粗 CPP，CPP2 纯化后 CPP，下同。

如图 6 所示，空白组在 0~10 min 时，NaOH 消

耗量迅速上升，说明反应开始 10 min 内有大量沉淀

生成；CPP1 的 N/P 较高，添加使沉淀生成推迟至

15 min，CPP2 具有较低的 N/P，沉淀大量生成的时

间较空白组推迟了 26 min，在 CPP1 阻钙沉淀的基

础上又延迟了 20 min，可见其有更好的阻钙沉淀活

性。根据焦宇知等 [30] 的结论，磷酸基密度显著影响

CPP 结合钙能力，钙结合能力与多肽链上负电荷密

度成正比，也有研究表明，肽链较短时，磷酸丝氨

酸基团多的 CPP 会展现出更强的持钙能力 [31] ，不同

工艺制的 CPP 均符合该规律，所以可以推测出本研

究纯化过的 CPP 磷酸基密度较高。

2.2.7 CPP阻止亚铁离子沉淀的效果

如图 7 所示，添加 CPP1 的试验组沉淀出现时间

约在 25 min 左右，CPP2 试验组沉淀出现时间在 35 min
后，较 CPP1 推迟了 5~10 min，该结果进一步表明了

N/P 摩尔比低的 CPP 功能性基团磷酸丝氨酰基密度越

高，其阻止二价金属离子形成沉淀的效果越好 [32] 。

图 7 CPP 阻止亚铁离子沉淀的效果

Fig.7 Effect of CPP in preventing the precipitation of 

ferrous iron ions

2.3 CPP体内活性试验

2.3.1 CPP对小鼠体质量的影响

图 8 小鼠体质量变化率

Fig.8 Rate of body weight change in mice

在整个试验期间，所有组别小鼠摄食排泄等行

为均正常，未发现腹泻及异常死亡现象，自由摄食

低钙饲料组别出现一定暴躁情绪，出现打斗现象，

对小鼠体质量出现一定程度的影响。由图 8 可知随

着饲养天数的增长，小鼠体质量增长率逐渐降低，

最后趋于平缓，这可能是由于小鼠最初处于发育较

快的幼鼠期，体质量增长较快，成长后期体质量增

长减缓。图 9 为小鼠体质量增长率，经 42 d 灌胃结

束后，模型组小鼠体质量较之前增长 40.36%，小

鼠体质量在整个试验期间均为最低水平。碳酸钙组

增长 52.32%，低、中、高剂量组依次增长 45.86%、

55.85% 和 52.93%，说明低钙饲料对小鼠体质量有

一定影响。
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图 9 小鼠体质量增长率

Fig.9 Body weight growth rate of mice

2.3.2 CPP对小鼠脏器指数的影响

通过脏器指数可以判断药物是否具有慢性毒

性。若内脏病变肿胀，脏器指数会超过合理范围，

说明药物具有慢性毒性 [33] 。本试验经 42 d 喂养内脏

指数如表 4 所示，所有小鼠内脏指数均在合理范围

内，无显著差异（P＞0.05），因此可以证明 CPP 确

无慢性毒性，不会引起脏器病变肿大。

2.3.3 CPP对小鼠血清生化指标的影响

稳定的血钙、血磷含量是维持机体正常生命体

征的必要条件。血清钙含量与肠道钙吸收、骨钙融

出、降钙素等激素相关，有效补充钙可以维持血钙

正常水平，抑制甲状旁腺激素水平增加，血钙水平

降低则代表机体对钙的吸收较差，血液缓冲体系中

磷酸盐是极其重要的组分，参与多种酶促反应，血

清磷过高或过低会对骨骼系统造成损害  [34,35] 。由

图 10 可知，与空白组相比，模型组小鼠血钙浓度、

血磷浓度都具有显著差异（P＜0.05），说明低钙小

鼠模型造模成功，其血钙、磷含量分别为 2.13 mmol/L、
2.18 mmol/L，CPP 中剂量、高剂量组血钙含量与空

白组相比无显著差异（P＞0.05），说明中、高剂量

CPP 可以有效避免因钙摄入不足而导致的机体钙

失衡。

血清碱性磷酸酶（ALP）是一种含 Zn 的糖蛋

白，主要由骨细胞释放，骨形成加强，成骨细胞会

分泌较多 ALP，一部分参与骨钙化，一部分进入血

液，血液 ALP 的含量及活性与成骨细胞的活动成

正比，所以 ALP 是反应骨代谢的重要指标  [36,37] 。

如图 11 所示，CPP 低中高剂量组 ALP 含量分别为

108.4、100.3、97.4 U/L，极显著低于模型组（P＜0.01），
与碳酸钙组 ALP 值相比，中、高剂量组含量显著

降低（P＜0.05），模型组 ALP 值极显著高于其余各

组（P＜0.01），说明小鼠 ALP 分泌量增大，小鼠骨

代谢出现异常，成骨细胞活跃，这与黄志杰 [38] 、朱

必洋 [39] 研究结果一致，当机体摄入钙不足时，骨细

胞受甲状旁腺激素影响，成骨细胞表现异常活跃，

ALP 会出现代偿性增长，说明 CPP 的摄入使小鼠有

较好的调节 ALP 的能力，高剂量的 CPP 更能有效

抑制骨代谢，增强骨稳定。

图 10 CPP 对小鼠血钙、血磷的影响

Fig.10 Effect of CPP on blood calcium and blood 

phosphorus in mice

表 4  小鼠内脏指数

Table 4 Mouse visceral index

分组
内脏指数 /%

心脏 肝脏 脾脏 肺 肾脏

空白组 0.303±0.049a 1.715±0.153a 0.104±0.024a 0.252±0.029a 0.660±0.081a

模型组 0.305±0.058a 1.640±0.100a 0.093±0.012a 0.264±0.028a 0.628±0.054a

碳酸钙组 0.314±0.052a 1.731±0.219a 0.093±0.015a 0.242±0.025a 0.639±0.097a

CPP 低剂量 0.309±0.070a 1.715±0.191a 0.105±0.028a 0.259±0.044a 0.634±0.056a

CPP 中剂量 0.306±0.062a 1.584±0.225a 0.089±0.019a 0.242±0.036a 0.666±0.137a

CPP 高剂量 0.306±0.053a 1.518±0.188a 0.083±0.018a 0.229±0.039a 0.564±0.070a

注：表中上标字母不同表示同列差异显著（P＜0.05），下表同。
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图 11 CPP 对小鼠 ALP 活力的影响

Fig.11 Effect of CPP on ALP activity in mice

2.3.4 CPP对小鼠骨指标的影响

2.3.4.1 小鼠股骨指数及长度

股骨能间接反应小鼠骨骼生长发育状态，通过

对小鼠股骨指数、股骨长度等骨常规指标检测可以

反应 CPP 对小鼠骨骼生长的促进作用。如表 5 所示，

空白组、碳酸钙组、CPP 各剂量组股骨指数和长度

均显著高于模型组（P＜0.05），说明 CPP 可有效促

进钙吸收和小鼠骨骼生长。CPP 各剂量组与碳酸钙

组的股骨长度无显著差异（P＞0.05），Chen 等 [40] 研

究表示，碳酸钙、罗非鱼鱼鳞蛋白水解物钙复合物

和 CPP-Ca 复合物均能使股骨长度增加，但各组无

显著差异，本研究结果与其基本一致。

表 5  小鼠股骨指标

Table 5 Metrics of femur in mice

组别 股骨长度
 /mm

股骨质量
 /mg

股骨指数
 /(mg/g)

空白组 16.68±0.25a 108.07±15.66a 4.62±0.43b

模型组 16.03±0.49b 89.54±8.37b 4.21±0.17c

碳酸钙组 16.55±0.33a 104.67±8.79ab 4.63±0.19b

CPP 低剂量 16.56±0.34a 102.83±16.64ab 4.71±0.42ab

CPP 中剂量 16.56±0.43a 116.64±18.22a 4.90±0.26ab

CPP 高剂量 16.58±0.50a 114.63±14.75a 4.99±0.24a

2.3.4.2 小鼠骨密度与骨钙含量

骨密度又称骨矿物质密度，与骨骼强度和内部

结构密切相关，同时钙摄入不足会导致骨钙流失。

本试验对小鼠骨密度与骨钙含量测定结果如图 12，
与模型组和碳酸钙组相比，CPP 中、高剂量组小鼠

的骨密度和骨钙含量均显著提高（P＜0.05），CPP
低剂量组骨密度差异不显著（P＞0.05），模型组小

鼠长期食用低钙饲料，钙营养严重缺乏 [41]，中、高

剂量 CPP 组小鼠骨密度和骨钙含量显著高于碳酸钙

组，说明中、高剂量 CPP 可以促进小鼠对钙的吸收

利用，有利于钙在骨骼中沉积。

图 12 CPP 对小鼠骨密度和骨钙含量的影响

Fig.12 Effect of CPP on bone mineral density and bone 

calcium content in mice

3  结论

本实验以牦牛乳酪蛋白磷酸肽为研究对象，对

其进行纯化工艺优化，并在体外和体内探究其促进钙

吸收的作用。纯化工艺优化结果显示，用 0.2 mol/L 稀

盐酸作为洗脱液，上样流速为 3 mL/min，上样量

为 100 mL 的条件下，洗脱制得的 CPP 的 N/P 比较

低，其中谷氨酸和丝氨酸的含量也较高。促钙吸收

作用的研究结果显示，纯化后的 CPP 拥有良好的体

外持钙能力，且能够螯合金属离子。在体内试验中，

CPP中高剂量组可以明显地提高小鼠的钙吸收能力，

并对骨骼的生长起到一定的促进作用。因此牦牛乳

CPP 可作为较好的促钙吸收剂。以上结果可为牦牛

乳 CPP 的开发提供理论依据。
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