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猪骨蛋白酶解制取多肽钙的研究综述
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(郑州轻工业学院 食品与生物工程学院，河南 郑州 450001)

摘要:综述了猪骨的酶法处理及骨胶原多肽钙合成、结构表征、螯合机理等方面的研究成果，指出目
前有关猪骨蛋白酶解制取多肽钙的研究多集中在合成方面，对于多肽与钙的具体螯合机理研究只是

简单地通过产物表征反推配位机理，不能真正反应出螯合过程的每步变化，有待进一步深化．
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Ｒeview of preparation polypeptide
calcium from pig bones protease solution

AN Guang-jie， HU Jia-song， WANG Zhang-cun， ZHAO Xue-wei
( College of Food and Bioengineering，Zhengzhou University of Light Industry，Zhengzhou 450001，China)

Abstract: The research achievements of pig bones treatment with enzymes and collagen polypeptide calci-
um synthesis，structure characterization and calcium chelating mechanism were reviewed． At present，most
studies have focused on the synthesis of polypeptide calcium with enzymatic pig bones; the specific calcium
chelating peptide characterization process simply reverse illation the mechanism to explore more complex by
the product，but can not really reflect each process change of chelation． It needs further exploration and re-
search．
Key words: pig bone; enzymatic hydrolysis; poly peptide; poly peptide chelation calcium; chelation mecha-
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0 引言
据《2012 年国民经济和社会发展统计公报》统

计，2012 年中国年肉类总产量达 8． 384 × 1010 kg，按
比例将产生近 8 × 109 kg的动物骨骼，其中当作下脚
料丢弃的骨骼就占 1 /10． 因诸多因素限制，大多动
物食品加工副产物都未能得到有效的开发和利用．
这既浪费了具有天然营养成分的丰富资源，又会因

骨骼处理问题严重污染环境． 骨骼是一种天然复杂
的有机体，主要包括骨基质( 胶原与胶原蛋白) 和骨

矿物质( 羟基磷酸钙与羟基磷酸镁) ．猪的骨骼中有

67%是以羟基磷酸钙为主的矿物质，其余是骨胶原．
磷酸盐对钙的结合能力取决于其分子结构，而不是

磷酸盐中的有机或无机分子［1］． 骨骼的生成首先是
形成胶原( Ⅰ、Ⅱ型胶原) 和基质网，然后钙、磷以羟
基磷酸钙盐的形式沉积在基质网空隙中．
骨胶原多肽通过胶原蛋白降解可得，它不仅在

抗氧化和衰老、抗高血压方面有明显作用，而且能
够预防和治疗骨质疏松和骨关节炎、胃溃疡等疾
病，另外还能促进皮肤胶原的代谢和矿物质吸收

等．多肽的加工特性良好，营养吸收特性比氨基酸
或胶原蛋白更佳． 鲜猪骨中的骨胶原蛋白含量很
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高，若直接食用不能被很好地吸收利用，但若经酶

解处理成多肽，则具有了良好的吸收性，从而有助

于提高其营养价值［2］．
钙是人正常生理活动不可缺少的元素，参与机

体的多种生理活动． 缺钙易引起很多疾病，使得人
体进入亚健康状态［3］，所以补钙成为人们长期的热

点话题．无机型钙生物学效价低，有机钙盐溶解度
大、易溶失且价格高，为了克服这些缺点，逐渐出现
钙的氨基酸螯合物． 氨基酸螯合钙具有易被吸收、
使用安全、成本低、氨基酸和钙能同时补充的优点，
成为首选补钙产品． 研究发现多肽螯合钙具有特殊
的螯合体制和转运机制，相比氨基酸螯合钙更易被

吸收且吸收速度更快［4］，所以有一定生物功能性的

多肽螯合钙发展空间更广．
猪骨中存在大量的胶原蛋白和钙，若将骨中的

胶原蛋白与钙都利用起来制备特殊的补钙试

剂———多肽螯合钙，既可提供人体每天所必需的氨
基酸，又能补充机体所需要的钙离子，同时过多骨

资源造成的环境污染问题也会得到相应解决． 本文
拟对猪骨蛋白酶解制取多肽钙进行综述，以期有助

于进一步的科学研究及产品开发．

1 猪骨蛋白的酶解
猪骨中胶原蛋白的降解主要采用化学法和酶

法．化学法反应条件剧烈，对生成的氨基酸破坏性
较大，且可能生成有毒物质，越来越多的降解选择

较温和的降解技术———酶法水解骨胶原蛋白． 胶原
蛋白酶法水解反应条件温和、用时短、无污染、产品
的营养价值高，产物以胶原多肽和左旋型游离氨基

酸为主，易被人体消化吸收，因而利用酶处理胶原

蛋白逐渐受到了人们的重视［5］．
1． 1 猪骨蛋白酶解的常用酶
蛋白酶主要有 3 种: 动物蛋白酶 ( 如胰蛋白

酶) 、植物蛋白酶 ( 如木瓜蛋白酶、菠萝蛋白酶) 和
微生物蛋白酶( 如碱性和中性蛋白酶) ．在酶法水解
胶原蛋白研究中以碱性蛋白酶居多［6］． 木瓜蛋白酶
用于降解大分子的胶原蛋白时只会切掉原端肽而

保留三股螺旋区域． 从胶原蛋白肽分子量来看，动
物蛋白酶酶解得到的胶原蛋白肽的分子量范围比

植物型蛋白酶酶解的更广，原因有可能是这 2 种蛋
白酶的酶切位点不同造成的［7］．
1． 2 骨骼酶解研究现状
大多酶解骨骼的工艺是，鲜骨经捣碎、脱脂后

进行酶解，然后灭酶干燥得到产品，最后进行指标

检测［8］．李彦春等［9］用分步酶解法处理牛皮边角废
料制备多肽，发现水解方式及酶种类对水解产物分

子量的分布影响较大，分子量分布呈间断状态集中

在某些分子量处．张根生等［10］用碱性蛋白酶和风味
蛋白酶分别酶解火鸡骨制备胶原蛋白液，确定碱性

蛋白酶水解的条件更优．李帆等［11］以水解度并参照
固形物溶出率为指标水解牦牛骨蛋白，比较 3 种酶
处理效果，结果表明木瓜蛋白酶最适宜． 付刚［12］对
比木瓜蛋白酶和中性蛋白酶的酶解效果，确定后者

酶解猪骨效果最佳，制得的产品具有比谷胱甘肽略

好的羟基自由基清除能力，且表现出抗氧化性功

能．安广杰等［13］用 Neatrase 蛋白酶制备水解明胶，
产物的主要分子量为 5 ～ 20 kDa，这也充分说明酶
处理得到的产物主要集中在某些分子量处． 杜云建
等［14］使用复合蛋白酶处理草鱼鱼鳞，得到产物的羟

自由基清除率最高为 99． 24%最佳酶解工艺． 付文
雯等［15］用新鲜牛骨为原料，首先用胃蛋白酶酶解得

到骨胶原蛋白，继续加入中性蛋白酶，水解得到较

小分子量的胶原多肽．孟欢等［16］采用木瓜蛋白酶降
解明胶制备多肽，得到的产物分子量低，非常符合

护发调理剂的分子量要求．洪惠等［17］使用碱性蛋白
酶制备骨胶原多肽，发现产物具有良好的溶解性、
热稳定性和乳化性．

2 多肽螯合钙的研究
多肽螯合钙是一种多肽和钙离子通过配位离

子键结合或者吸附作用形成的络合物［5］，其稳定常

数大于氨基酸钙，这既有利于微量元素以螯合物形

式完整地被运转吸收，又可在需要时随时将 Ca2 +释
放．多肽与金属离子的螯合过程中，多肽的氮端氨
基和碳端羧基及氨基酸侧链的部分基团会参与配

位，同时在肽链中的—CO—和—NH—亦可能参与
配位，故和氨基酸与微量元素螯合效果相比，多肽

与微量元素在配合率及稳定性方面可能会更高．
多肽螯合钙的吸收依靠人体的小肽转运系统，

它具有快速转换、低耗能、不易饱和等较多优点，人
体大部分氨基酸获得都靠此系统． 完整的多肽与矿
物质配位后通过转运机制进入黏膜细胞，不但提升

了多肽利用率，还促使金属离子在消化道、胃及小
肠中离解［18］．
2． 1 多肽钙的合成研究
大多的多肽螯合钙都是以胶原多肽为原料，选
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用一定的钙源进行螯合制备产物．杨燊等［19］通过木
瓜蛋白酶和风味蛋白酶水解南海低价值鱼蛋白制

备多肽，然后再与氯化钙进行螯合反应制取多肽

钙．张晓霞等［20］采用碱法水解黑鱼鱼鳞制备多肽，
然后对钙螯合进行修饰得到螯合的最佳制备条件，

发现螯合产物在 pH = 1． 0 时的溶解度最大． 郑炯
等［21］用猪血多肽与铁盐反应制备多肽螯合铁，结果

表明最适合作为螯合反应的铁源是氯化亚铁．
赵妍嫣等［22］利用乳酸菌酶解猪骨粉，得到的发

酵浓缩液与胶原多肽液螯合，通过单因素和响应面

试验确定螯合的最佳条件．洪惠等［17］以鲽鱼骨为原
料采用碱性蛋白酶制备胶原多肽螯合钙． 桑亚新
等［23］采用扇贝壳为原料，使用 95%乙醇进行沉淀
得到胶原螯合钙产物． X． L． Bao 等［24］通过透析凝胶
色谱和傅里叶红外色谱 FT-IＲ分析大豆多肽钙的结
构，发现在不同条件下所得的多肽分子量大小不

同，与钙结合能力有明显差异，与钙结合最好的多

肽液分子量为 14． 4 ku，并且其结合效果与羧基含量
呈线性关系，结合位点最可能位于天冬氨酸和谷氨

酸的羧基上． 许多研究表明［13，25 － 26］，螯合性能较好
的多肽都具备特殊的氨基酸组成特征，甘氨酸、谷
氨酸、丙氨酸、天冬氨酸和羟脯氨酸含量较高． W．
K． Jung等［27］在醋酸中直接用胃蛋白酶处理长尾鳕
的废弃物，所得多肽钙易溶解，结构与肌动蛋白很

相似．
不同分子量为主的胶原多肽与金属的结合能

力也不同．刘丽莉［28］发现发酵液经超滤膜逐步分离
得到的不同分子量的多肽液，在鳌合骨钙的能力上

相差很大． ＞ 10 kDa的高分子量多肽液鳌合钙的能
力低，而 2 ～ 4 kDa范围分子量的胶原多肽鳌合率高
达 41． 23%，明显高于其他分子量的多肽液，易卓林
等［29］利用噬菌体随机十二肽库和金属亲和层析对

4 种重金属进行结合肽筛选，发现多肽与 Ni2 +的结
合能力较强，结合力最强的多肽序列为 HASNＲVH-
HHHLV．此方法可寻找出与钙结合能力较好的胶原
多肽链．进而提高多肽的利用率．
2． 2 多肽螯合钙的结构表征
多肽螯合钙是二价钙离子与多肽形成具有环

状结构的螯合物．祝德义等［30］对多肽的氨基和羧基
进行修饰，发现经过乙酰化的胶原多肽与钙的结合

量变大，而酯化后恰巧相反，表明在胶原多肽与钙

的结合中羧基起主要作用． 多肽钙的结构较复杂，
既有钙与氨基及羧基的配位作用，也有钙离子与多

肽中羧基的离子作用，另外胶原多肽对钙还具有吸

附作用．
对氨基酸和钙配位反应的研究［31 － 32］认为:属于

硬酸的 Ca2 +易与氨基酸的羧基和氨基发生配位作
用，不易和氮原子作用．但 pH ＞ 6． 5 时，因质子化后
氨基解离作用可与钙离子形成五元配合物，其中包

括氧、氮等参与配位的原子．胶原多肽在波长 200 ～
230 nm之间有较强的吸收，这是胶原多肽的肽键和
羰基的特征峰，而与钙结合后因内部电子的跃迁变

化使得所吸收光的波长也相应发生变化，其整体吸

收峰正移，且在 203 nm处出现了新吸收峰［28］．多肽
与钙具备螯合能力，主要因为与氨基、羧基、羟基或
其他基团作用［33 － 34］，可使用 X 射线光电子能谱分
析 XPS［35 － 36］测定氧和氮元素的电子能变化来确定
是否发生这些作用．
在胶原多肽液中大量存在氨基酸残基之间的

酰胺键，也有少量的末端或侧链氨基和羧基，因此

在红外光谱中必然有氨基的伸缩振动、变角振动和
羧基的伸缩振动等吸收峰，与 Ca2 +结合后必然引起
其吸收峰位的变化［5］．当 Ca2 +加入后氨基的伸缩振
动吸收峰正移，且变强变宽，酰胺 I 带负移且吸收峰
变强变尖;同时 C O 面内的摇摆吸收峰和 N—H
的收缩振动峰消失，也证明胶原多肽的氨基和羧基

都与 Ca2 +进行了配位作用［37］．
2． 3 多肽与钙的螯合机理
2． 3． 1 吸附反应机理 蛋白质是一种含多肽的大
分子，在酸性介质中肽键结合氢离子成为亲水基

团，其侧链的疏水基团聚集成为疏水核，形成类似

于阳离子表面活性剂的带电胶束，其正电荷均匀分

布在表面，容易吸引大量负电核的酸性染料，对金

属的络合产生增敏作用［38］．这是因为胶原多肽是胶
原蛋白的水解产物，具有一定的乳化性［39］，而且多

肽的等电点大多在 4． 8 ～ 5． 0 左右的缘故［9］，其对金
属离子的吸附形式主要有离子交换、表面配位、静
电吸附、无机微沉、淀孔道吸附和氧化还原等［40］．
2． 3． 2 配位反应机理 卢业玉等［41］研究发现，因
为 Zn( Ⅱ) 的配位不饱和，在 pH = 2． 8 时蛋白质容
易带电，易与锌试剂中的磺酸基相互作用，同样锌

试剂可与蛋白质肽键的氮和氧产生配位键作用，形

成类似五元环结构的多元型络合物． 因二价锌离子
存在，改变锌试剂与蛋白质的电荷相互作用机制，

继续进行混配络合反应，使产物更加稳定，吸光度

明显提高，最终得到蛋白质的肽键氮和氧带电胶粒
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及由其形成的亲水外相和疏水内相微胶囊，它们是

络合反应的主要部位．张朝平等［42］在中性条件下研
究 Ag +和 Cu2 +与血清蛋白和血红蛋白的作用，证明

胱氨酸残基以及肽键端基氮和氧与 Ag +和 Cu2 +络

合显色;在偏碱性条件下( pH = 11． 40 ) 溴邻苯三酚
红与血清白蛋白作用时，试剂与产物都不稳定而且

慢慢氧化变色．祝德义等［30］通过对胶原多肽进行化
学修饰，发现胶原多肽与钙的结合反应中—COO—
起到至关重要的作用． COO—基团与金属离子的结
合有 4 种模型［43 － 44］: 单齿、多齿、桥接双齿、虚桥接
双齿，如图 1 所示．当金属离子仅仅与羧基一侧的氧
原子结合，结构就是如图 1a) 的单齿模型．在双齿模
型中金属离子与羧基的 2 个氧原子平行结合． 桥接
双齿模型中，每一个金属离子分别与羧基一侧的氧

原子进行结合．在另外一种非常特殊的虚桥接双齿
结合模型中，羧基的 2 个氧原子一侧与金属离子结
合另一侧与一个水分子结合［43，45］．胶原多肽结合钙
前后的紫外光谱分析发现，羰基和肽键的特征吸收

峰整体发生了红移，而且在 203 nm 处出现了一个新
的吸收峰，证明发生了配合反应．另外，通过红外的酰
胺带波数的变化比较可推测出胶原多肽的氨基和羧

基参与了与钙离子的配位反应的结论．

图 1 羧基基团与金属离子结合的 4 种模型

2． 3． 3 微相分散机理 分散机理认为，某种试剂分
子分散进入蛋白质微相中，达到某一临界浓度以上

后便产生新的吸收峰． 例如 pH = 2． 0 时，蛋白质的
亚胺基与四苯基卟啉四磺酸的—SO3 相互作用，在

422 nm 处有更多的四苯基卟啉四磺酸分子进入蛋

白质的微相中，当超过临界限度后，便在 488 nm 处
产生一个新吸收峰［46］．采用扫描电镜( SEM) 对胶原
多肽钙表面进行观察，可清晰地看到有氯化钙分子

的结晶吸附在胶原多肽分子表面［12，28，30］．

3 结论与展望
猪骨酶解制备出的多肽属于多种肽的混合物，

促使目前对于多肽与钙的合成工艺研究较多，而对

具体的螯合机理研究不够深入． 对于多肽与钙的螯
合机理，由于多肽本身所具备的特殊性导致研究具

有极大困难，目前也有很多学者使用红外色谱、紫
外色谱、扫描电镜、原子能量色谱等仪器分析方法
研究，总结表征结果反向推理出 3 大螯合机理:吸附
反应机理、配位反应机理和微相分散机理，没有学
者像有机反应一样使用如元素示踪法等一些可直

接判断分析反应过程的方法，这与猪骨胶原水解后

产物的天然混合物存在形式有关． 多肽对钙有很大
吸附，具体吸附和微相分散的程度和过程研究较

少，需要对这方面加大研究． 另外猪骨胶原多肽螯
合钙的功能性及应用性也有待研究开发．
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