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超声促进葡聚糖-酪蛋白磷酸肽接枝及其递送钙的应用 

 
修 雨，靳浩文，王紫冰，张曹雅馨，宁 新，李书红 

(天津科技大学食品科学与工程学院，天津 300457) 

 

摘  要：为了进一步完善蛋白质与多糖共聚物作为钙递送体系的应用，本研究利用超声法促进葡聚糖与酪蛋白磷酸

肽(casein phosphopeptide，CPP)间的接枝，并构建葡聚糖-酪蛋白磷酸肽-钙离子(葡聚糖-CPP-Ca2+)递送体系，以傅里

叶红外光谱(FTIR)、扫描电子显微镜(SEM)等方法表征其结构，探讨其在模拟胃肠道消化中的缓释性能．结果表明：

超声处理增加了 CPP 与葡聚糖结合点位，与水浴处理组相比，在接枝率为 50.00%时共聚物反应时间缩短 2.5 h，且在反

应 4 h 后，250 W 超声处理组的接枝率比水浴处理组提高 19.67%，葡聚糖-CPP-Ca2+在胃液和小肠液消化阶段过程中

钙离子的释放率分别为 64.48%和 89.62%，表明缓释效果良好．本研究结果为促进葡聚糖-CPP 接枝反应与递送钙的应

用提供了基础． 
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Ultrasound-Promoted Dextran-Casein Phosphopeptide Grafting  

and Its Application in Calcium Delivery 

XIU Yu，JIN Haowen，WANG Zibing，ZHANG Caoyaxin，NING Xin，LI Shuhong 

(College of Food Science and Engineering，Tianjin University of Science & Technology，Tianjin 300457，China) 

Abstract：In order to further improve the application of protein and polysaccharide copolymers as calcium delivery

systems，in this study we used ultrasound to promote the grafting process between dextran and casein phosphopeptide(CPP)

and construct dextran-casein phosphopeptide-calcium ion(referred to as dextran-CPP-Ca2+)nutrient delivery system. The 

system was further characterized by Fourier transform infrared spectroscopy(FTIR)，scanning electron microscopy(SEM)

and other methods with an intended purpose to explore its sustained-release properties in simulated gastrointestinal digestion. 

The results showed that ultrasonic treatment increased the number of binding sites between CPP and dextran. Compared with 

the water bath group，the reaction time of the copolymer was reduced by 2.5 h when the grafting rate was about 50.00% . 

Moreover，after 4 h of reaction，the grafting rate of the 250 W ultrasonic treatment group was increased by 19.67%  compared 

with the water bath group，and the calcium ion release rates of dextran-CPP-Ca2+ in the artificial gastric juice and artificial 

small intestinal juice digestion stage were 64.48%  and 89.62% ，respectively，with good sustained release effect. Therefore，

the research results has provided a basis for promoting the application of dextran-CPP grafting reaction and delivery system.

Key words：dextran；CPP；copolymer；ultrasound；grafting rate；calcium ion delivery 

 

钙及其化合物支持着机体的各种运动，从生命诞

生起就对生命活动起着极其重要的作用．人类对钙及

其化合物的认识越来越清晰，对其利用也越来越细 

化[1]. 钙离子在神经传导、细胞内代谢和骨骼结构支

持中发挥重要作用．钙缺乏会引起骨质疏松症、高血

压、佝偻病[2]. 人体对钙的吸收受到限制，是由于在

胃肠道消化过程中形成不溶性钙盐沉淀，降低了钙的

生物利用度[3]．为了提高钙的生物利用度，将钙离子
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和有机配体形成配合物，构建营养递送体系，可达到

提高钙的稳定性和生物利用度的目的[4]．肽螯合钙不

仅可以用作钙的强化，而且有利于机体氨基酸的补充. 

酪蛋白磷酸肽(casein phosphopeptide，CPP)是由

酪蛋白衍生而来的磷酸化生物活性肽，活性中心可以

螯合钙形成可溶且稳定的配合物，促进钙的吸收[3]. 

牛奶和乳制品是具有良好功能活性的生物活性肽的

潜在来源[5]，但是酪蛋白磷酸肽容易受到蛋白酶、胰

酶和胃酸的影响，导致活性中枢失活，直接影响肠道

钙的吸收．因此，构建稳定可控的消化道递送材料，

用于递送肽钙螯合物，已引起越来越多的关注． 

近年来，利用蛋白质和多糖等生物大分子组装保

护性的缓释载体有较高的物理化学稳定性，可以降低

机体内各种生物活性化合物的反应速率或释放速率. 

由于葡聚糖呈电中性而阻止了静电络合物的形成，所

以它被广泛用于蛋白质糖基化结合．蛋白质-葡聚糖

共聚物在食品系统中可能具有提高最终产品质量的

潜力[6]．多糖作为屏障可以防止酶的降解，而蛋白质

用于提供亲和力来结合生物活性化合物[7]．糖接枝法

作为广泛用于提高蛋白质或多肽的特性的方法，在接

枝过程中发生了美拉德反应，然而由于反应进程慢和

接枝率较低等问题，使其在食品工业化生产中的应用

受到限制．超声处理作为一种新的绿色环保的加工

技术，其特有的空穴作用可产生巨大的压力、剪切

力、湍流和激烈的搅拌．王忠合等[8]用超声波加速反

应进程以及强化提取过程[9]，不仅可以改变蛋白质的

构象和特性，而且可以改善反应条件，加快反应速

率，提高反应产率，具有能够较好地保留食品自身特

性等优点． 

为了提高葡聚糖和 CPP 接枝反应的速率和程

度，使其更广泛地应用于钙离子递送中，本研究选择

中性多糖葡聚糖与 CPP 通过美拉德反应进行共价结

合制备葡聚糖-CPP 共聚物，通过超声控制美拉德反

应进程，促进二者接枝率的提高，并对葡聚糖-CPP

共聚物的微观结构进行分析．构建葡聚糖-CPP-Ca2+

递送体系，研究分析葡聚糖-CPP-Ca2+递送体系在不

同环境中的稳定性及其微观结构，旨在为蛋白质与多

糖共聚物作为钙递送体系的应用与完善奠定基础． 

1 材料与方法 

1.1 材料 

葡聚糖(相对分子质量 2×10
4
)，上海源叶生物

科技有限公司；CPP，上海麦克林生化科技有限公司；

氯化 钙 ，天津化 学试剂一厂；十二烷基硫酸钠

(SDS)、乙二胺四乙酸(EDTA)、胃蛋白酶、胰蛋白

酶，北京索莱宝生物科技有限公司；去离子水，实验

室自制；邻苯二甲醛(OPA)、磷酸二氢钠、磷酸氢二

钠、硼酸、β-巯基乙醇等试剂均为分析纯试剂． 

RS-232 型电子分析天平，丹纳赫传感工业控制

有限公司；TDL-5-A 型离心机，上海安亭科学仪器

厂；722 型紫外-可见分光光度计，上海光谱仪器有限

公司；JP-040ST型超声波清洗机，深圳市洁盟清洗设

备有限公司；HH 型数显恒温水浴锅，金坛市金城国

胜实验仪器厂；FD-10 型真空冷冻干燥机，北京德天

佑科技发展有限公司；透析袋(截留相对分子质量为

8×10
3～1.4×10

4、500)，上海源叶生物科技有限公

司；SU1510 型扫描电子显微镜，日本日立株式会社；

TENSOR 27 型傅里叶变换红外光谱仪，布鲁克仪器

有限公司． 

1.2 实验方法 

1.2.1 葡聚糖-CPP 共聚物的制备 

准确称量一定量 CPP 和葡聚糖，分别加入 pH 

7.0、0.2 mol/L 磷酸盐缓冲液中充分溶解，均配制成质

量浓度为 5mg/mL 的溶液． 

将配制好的溶液按 CPP与葡聚糖质量比为 1﹕4

使二者均匀混合，常温下调至 pH 7.0，取 30mL混合

物置于烧杯中，分别在功率 180W 和 250W 下超声

处理 0.5、1.0、1.5、2.0、2.5、3.0、3.5、4.0 h，温度设定

为(60±5)℃，恒温水浴槽控温．反应完毕，使用冰水

使混合液冷却至室温，将混合液 3 000 r/min 离心

10min 除去沉淀，得到上清液，流水透析 24 h(截留

相对分子质量为 8×10
3～1.4×10

4
)得到葡聚糖-CPP

共聚物，24 h 后冷冻干燥，备用．同时，按上述条件制

备 CPP 和葡聚糖的混合物，以 90℃水浴未超声处理

作为对照，此条件下处理获得的产物表示为水浴-90. 

在功率 180W、250W 超声处理下获得的产物分别表

示为 MRPs-180、MRPs-250． 

1.2.2 接枝率的测定 

参考 Vigo 等 [10]的方法并进行适当调整．取

4.0 mL OPA 试剂置于试管中，加入 0.2 mL 制备的各

条件下共聚物，摇匀，水浴 2min，终止反应，整个过

程避光进行．用 0.2 mL 的超纯水替换 0.2 mL 的样品

作为空白调零，其余相同．反应结束后，冷却至室温，

在 340 nm 处测定吸光度．以 0.1～0.5 mg/mL 的赖氨

酸 溶液绘制标准曲线 ( 1.691 0.140 9= −y x ，R
2＝

0.999 1)，计算样品中游离氨基的含量．按照式(1)
[11]

计算接枝率(G)． 
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式中：
0
c 为零时刻时单一蛋白溶液中游离氨基的浓

度，mol/L；
t
c 为 t 时刻接枝物溶液中游离氨基的浓

度，mol/L．  

1.2.3 葡聚糖-CPP 共聚物微观结构分析 

傅里叶变换红外光谱(FTIR)分析：1.0 mg 样品

冻干粉末与(150±10)mg溴化钾混合，置于玛瑙研钵

内充分研磨，将混合物倒入模具进行压片．将压至透

明的薄皮放入傅里叶变换红外光谱仪中，波数范围

400～4 000 cm
-1，分辨率 4 cm

-1，扫描次数 32 次，使

用 OMNIC软件对谱图进行数据处理及基线校正． 

扫描电子显微镜(SEM)观察：将一定量样品液

滴加到 1 cm 的小玻璃板上，自然风干，将干燥的样品

均匀分布在样品盘上的导电胶表面，进行真空喷金处

理．将喷金处理后的样品盘置于扫描电子显微镜下

观察，加速电压 10 kV，放大倍数 1 000倍． 

1.2.4 葡聚糖-CPP-Ca2+递送体系的制备 

准确称取一定量在 250W 超声处理 240min 后

冻干的葡聚糖-CPP 粉末，配制成 20mg/mL 溶液，加

入与之等量的 CaCl2，调节 pH至 7.0，恒温 40℃条件

下振荡 40min．反应完成后，加入 10 倍体积的 95%

乙醇醇沉，3 000 r/min 离心 10min，弃上清液，取沉淀

物进行冷冻干燥，备用．CPP-Ca2+溶液递送体系的制

备方法与上述方法相同． 

1.2.5 Ca
2+

递送体系在体外胃(肠)道模拟体系中的

稳定性 

准确称取 0.6 g NaHCO3、1.1 g KCl 和 3.1 g 

NaCl，用超纯水将溶液定容至 1 L，配制成胃电解质

溶液，调节 pH 至 2.0，常温贮存．称取 150.0 mg 胃蛋

白酶，将其溶解于胃电解质溶液，配制成 1mg/mL 人

工胃液，4℃保存备用． 

称取 0.65 g KCl、5.4 g NaCl 用超纯水定容至

1 L，配制成肠电解质溶液，调节 pH 至 7.8．称取

4.0 g 胰 蛋 白 酶并用 超纯水定 容至 100mL，加入

100mL 肠电解质溶液均匀混合，制成人工小肠液，

pH调至 7.8，4℃保存备用． 

参考 Gao 等[12]的方法并进行适当调整．配制质

量浓度均为 100mg/mL 的 CPP-Ca2+和葡聚糖-CPP-

Ca
2+复合物溶液，采用透析袋法测定递送体系的 Ca

2+

在体外胃肠道模拟体系中的释放效果． 

取 5mL 已配制好的复合物溶液置于透析袋(截

留相对 分 子 质 量 为 500)中 ，将透析袋分别置于

100mL pH 2.0 的胃电解质溶液和人工胃液的烧杯

中，37℃水浴振荡 2 h，每隔 15min 从烧杯取 1mL

待测液；待模拟胃消化反应结束后，将透析袋移至肠

电解质溶液和人工小肠液的烧杯中，消化 4 h，每隔

30min 从烧杯取 1mL 待测液，利用 EDTA 法测定溶

液中的 Ca
2+含量．释放率(R)按照式(2)计算． 

   1

0

100%
ρ
ρ

= ×R  (2)
 

式中：
1

ρ 和
0

ρ 分别为滴定钙质量浓度和总钙质量浓

度，mg/mL． 

1.2.6 葡聚糖-CPP-Ca2+递送体系微观结构分析 

葡聚糖-CPP-Ca2+递送体系微观结构采用傅里

叶变换红外光谱分析与扫描电子显微镜观察，具体操

作步骤与参数设置参照 1.2.3节． 

1.3 数据处理 

所有实验重复测定 3 次，计算结果均以“平均 

值±标准差”表示．采用 SPSS 25.0 软件进行一维方

差分析，差异显著性采用邓肯检验，不同字母表示差

异性显著(P＜0.05)． 

2 结果与讨论 

2.1 超声处理对葡聚糖-CPP共聚物的影响 

2.1.1 接枝率 

OPA 法是一种有效检测氨基酸的方法．美拉德

反应中残余的游离氨基一般用来评价多糖的反应水

平．CPP 与葡聚糖的接枝反应主要是在游离氨基和

还原性醛基之间发生，还原糖的羰基会使 CPP 中游

离氨基含量降低．采用 OPA 法测定 340 nm 处的氨基

含量，对共聚物的接枝率进行了测定．超声处理对接

枝率的影响如图 1 所示． 

 

图 1 超声处理对接枝率的影响 

Fig. 1 Effects of ultrasonic treatment on grafting rates 

  从图 1 中可以看出，CPP 和葡聚糖的接枝率与超

声功率和反应时间呈正相关；超声波处理后，游离氨

基含量呈递减趋势，接枝强度也随之增加，且在超声

功率为 180W 和 250W 下的接枝率差异显著(P＜
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0.05)；250W 超声处理 4 h 接枝率最高，为 62.30% . 

这是由于超声波产生的空化效应和机械效应促进了

CPP 与葡聚糖间的接枝反应[11]．超声处理加速分子

的运动，使葡聚糖与 CPP 之间的碰撞概率增加，促进

游离氨基和还原性醛基之间发生接枝反应，且防止

CPP 分子间聚集，有利于氨的羰基化． 

反应时间是影响美拉德反应[13]过程中褐变程度

和中间产物形成的重要因素．在水浴温度 90℃、控

制 CPP 和葡聚糖的比例为 1∶4 时，随着反应时间的

延长，接枝率先升高后降低，在 4 h 时接枝率最高；与

水浴法相比，超声处理组达到与之相同接枝率时的处

理时间明显缩短，即 1 h 后，水浴组接枝率明显低于

相同处理时间下超声处理组的接枝率(P＜0.05)，4 h

后，250W 超声处理组的接枝率比水浴组高 19.67% ． 

2.1.2 葡聚糖-CPP 共聚物的表征 

  (1)FTIR 分析 

傅里叶变换红外光谱分析可用于分析多糖和多

肽的结构变化以及共聚物的相互作用，是分析美拉德

反应产物结构的有力手段，其在红外谱区都有若干特

征吸收带[14]．不同样品的傅里叶变换红外光谱图如

图 2 所示．与葡聚糖和 CPP 对比，共聚物的吸收峰在

3 400 cm
-1 附近发生变化，这表明在美拉德反应后引

入葡聚糖导致 O—H 在 3 200～3 700 cm
-1 处产生了

伸缩振动；C—H 在 2 800～3 000 cm
-1 处产生了伸缩

振动，与 Pirestani 等[15]的研究一致． 

在 1 650 cm
-1波数附近的吸收峰对应于羧基中的

C＝O，这是酰胺Ⅰ带(1 600～1 700 cm
-1
)的特征吸收

峰．与 CPP相比，水浴处理组共聚物在这里的吸收峰

强度稍有减弱，是由于羰基含量减少而逐渐聚合成大

分子；与水浴处理组相比，超声处理组的最大吸收波

长有所降低．超声处理组在 1 651 cm
-1酰胺Ⅰ带吸收

峰变化明显，说明超声会影响 CPP 的二级结构[16]. 

1 070 cm
-1 附近超声处理组相较于水浴处理组峰强度

增加，本研究结果与 Wang 等 [17]的研究结果相似. 

FTIR谱图变化证明了共价连接的形成，同时，不同处

理条件下的共聚物表现出了结构上的差异． 

  (2)SEM 分析 

  利用 SEM 观察不同样品表面微观结构变化．如

图 3 所示，CPP 为球状，表面粗糙，部分有粘连；葡聚

糖，形态以片状为主，其表面平整光滑．水浴处理下

的葡聚糖-CPP 共聚物，从图 3 中可以看出两种形态

的物质交替覆盖，这是由于 CPP 与葡聚糖之间的分

子间相互作用导致，表明两种物质通过阿马道里重排

和共价键紧密地结合在一起[18]．通过美拉德反应，葡

聚糖分子中的羰基与 CPP 分子中的氨基相结合发生

分子间的交联或桥联现象．同时，葡聚糖可以对 CPP

起到一定的保护作用，提高 CPP 的稳定性． 

 

图 2 不同样品的傅里叶变换红外光谱图 

Fig. 2 FTIR spectra of different samples 

超声处理下的葡聚糖-CPP 共聚物，CPP 附着在

葡聚糖上的结合形态相较水浴处理下的共聚物发生

变化．这是由于超声可以使蛋白质的结构和表面性

质产生变化从而影响共聚过程[17]，即超声波可以使

酪蛋白发生去折叠现象，改变蛋白质的二级结构，这

会导致游离氨基的增加，同时影响活化能[9]，还可以

通过展开 CPP 的空间构象增加糖基化点位，这也验

证了测得的接枝率有所提高的原因． 

 

(a) CPP                    (b) 葡聚糖 

 

(c) 水浴处理葡聚糖-CPP共聚物 (d) 超声处理葡聚糖-CPP共聚物 

图 3 CPP、葡聚糖、水浴处理葡聚糖-CPP 共聚物、超声

处理葡聚糖-CPP共聚物的扫描电子显微镜图 

Fig. 3 SEM images of CPP ，dextran ，dextran-CPP co-
polymer under water bath treatment and dextran-
CPP copolymer under ultrasonic treatment 

2.2 葡聚糖-CPP-Ca
2+

递送体系的构建 

2.2.1 葡聚糖-CPP-Ca2+结构表征 

  (1) FTIR 分析 

Jiang 等[19]研究发现，可用接枝率反映不同条件
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下葡聚糖-CPP 吸附 Ca
2+的能力，故对上述超声处理

接枝率最高条件下和水浴处理下得到的共聚物进行

Ca
2+的递送，并进行葡聚糖-CPP-Ca2+结构表征. 葡

聚糖-CPP-Ca2+的傅里叶变换红外光谱图如图4所示. 

CPP 中 3 409 cm
-1 处的吸收峰为—NH2 的伸缩振动

峰，与钙离子螯合后发生了红移，移动至 3 428 cm
-1，

由此可知钙离子与氨基氮发生反应． 

 

图 4 葡聚糖-CPP-Ca2+的傅里叶变换红外光谱图 

Fig. 4 FTIR spectrum of dextran-CPP-Ca2+ 

与钙离子螯合后葡聚糖-CPP 共聚物的-NH2 吸

收峰也出现蓝移，这是因为 CPP 或葡聚糖-CPP 共聚

物中的氨基分别形成 C—N 共价键和 N—Ca 离子键

的不同也会导致吸收峰的蓝移，且超声处理比水浴处

理条件下的波数有所降低，是因为钙离子的加入会增

加螯合物中的电子云密度，使得频率升高，电场效应

发生改变．1 650 cm
-1 附近处为 C＝O 伸缩振动的特

征峰[20]，螯合反应后该处特征峰均发生了蓝移，表明

C＝O参与到了钙离子结合中． 

共聚物在 1 000～1 200 cm
-1 处的特征峰为磷酸

P—O—C 基团的伸缩振动，在与钙离子发生结合后，

此处吸收峰强度发生了明显的变化，这表明 CPP 中

的磷酸基团在钙配位中发挥着重要作用，磷酸化丝氨

酸残基具有钙结合能力，证明了磷酸基团也参与了钙

离子的结合过程． 

  (2) SEM 分析 

水浴处理、超声处理后的葡聚糖-CPP-Ca2+递送

体系在不同放大倍数下的扫描电子显微镜图如图 5

所示．葡聚糖-CPP 共聚物表面均呈现出凹凸不平的

形态，主要为片状．共聚物与钙离子结合后的葡聚

糖-CPP-Ca2+递送体系呈现出相互交织、疏松多孔的

无定形状态．这是因为钙离子的加入破坏了葡聚糖-

CPP 共聚物的原有结构[21]，诱导共聚物中 CPP 的结

构向外展开；同时，多肽之间通过钙离子连接发生交

联，形成较大颗粒，钙离子与 CPP 分子中的氨基端和

羧基端作用也会使其表面微观结构发生变化．由图 5

可以看出，超声处理下的葡聚糖-CPP-Ca2+递送体系

的孔隙状态比水浴处理下更加疏松． 

 

(a) 水浴处理 

 

(b) 超声处理 

图 5 水浴处理、超声处理后的葡聚糖-CPP-Ca2+递送体

系在不同放大倍数下的扫描电子显微镜图 

Fig. 5 SEM images under different magnification of 

dextran-CPP-Ca2+ delivery system under water 

bath treatment and ultrasonic treatment 

2.2.2 Ca
2+

递送体系的模拟体外消化 

通过配制与人体胃肠道的内环境相似的溶液来

模拟人体消化，图 6 为 CPP-Ca2+和超声处理下葡聚

糖-CPP-Ca2+两种 Ca
2+递送体系的消化过程． 

 

图 6 不同 Ca
2+递送体系的模拟体外消化 

Fig. 6 Artificial simulation of in vitro digestion with dif-
ferent Ca2+ delivery systems 

  在体外模拟胃消化阶段中，CPP-Ca2+在胃电解

质溶液和胃消化阶段过程中的钙离子释放率分别达

到 68.73% 和 77.78% ，葡聚糖-CPP-Ca2+在胃电解质

溶液和胃消化阶段过程中的钙离子释放率分别为

61.32% 和 64.48% ．对于葡聚糖-CPP-Ca2+递送体系

而言，在胃消化结束阶段并没有表现出显著性差异

(P＜0.05)．在肠消化阶段中，CPP-Ca2+在电解质溶
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液和 人 工模拟液中 的 释 放 率 分别为 98.31% 和

97.40% ，葡聚糖-CPP-Ca2+在人工模拟液中的释放率

达到 89.62% ，在电解质溶液中为 84.86% ，这表明葡

聚糖-CPP-Ca2+具有更好的抗消化性． 

CPP-Ca2+在整个消化阶段表现出的 Ca
2+释放率

均高于葡聚糖-CPP-Ca2+，这可能是因为 CPP-Ca2+

递送体系中的 CPP 直接与外界环境接触，更容易受

到酶和环境 pH 的影响，致使钙离子释放得更快． 

3 结 论 

接枝率测定及共聚物表征研究表明，CPP与葡聚

糖共聚物在 250W 超声处理 2 h 条件下的反应程度

与 90℃水浴处理 4 h 条件下相当；在反应 4 h 后，超

声处理组的接枝率比水浴处理组提高 19.67% ，且在

螯 合 钙 离 子后模拟胃 肠 道 消 化 过 程 缓 释效果较

好．超声处理通过展开 CPP 的空间构象增加糖基化

点位，使得 CPP 与葡聚糖结合点位明显增多，改善了

接枝能力，提高了共聚物的反应速度和反应程度，在

递送钙离子的应用中呈现出明显的优势，为葡聚糖-

CPP 作为钙递送体系在后续食品工业化生产中的应

用奠定了基础． 
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