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卵黄高磷蛋白磷酸肽的制备及钙结合性质研究!

江 波!， 4*5678$
（!*无锡轻工大学食品学院，江苏无锡$!#%/3；$*圭尔夫大学食品科学系，9:7:;:，+!<$=!）

摘 要：以卵黄高磷蛋白质为原料，经碱法脱磷、胰蛋白酶水解后分离制备得到一种新型的卵黄高

磷蛋白磷酸肽（>>>）*卵黄高磷蛋白质经%*!，%*$，%*/，%*#?()／@+:AB处理/C，脱磷率分别为

/#*3D，0!*3D，"$*2D，"3*/D*EFE">G<H电泳结果显示，脱磷卵黄高磷蛋白质经胰蛋白酶水解
后，产物为小分子肽*经I:9)$法和超滤法分离得到的磷酸肽的平均氨基酸残基数分别为!%个与

$%个*对>>>的钙结合能力进行了研究并同商品化酪蛋白磷酸肽（9>>）进行了比较*>>>能有效
地与钙络合，因而它在功能食品中有着较好的应用前景*
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在鸡蛋蛋黄中，卵黄高磷蛋白质是一种主要的 含磷蛋白质*其相对分子质量为/2%%%，含有!%D
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的磷及!"#$的碳水化合物"卵黄高磷蛋白质一词
意为其含有较高的磷且来自于蛋黄［%］"它由&%’个
氨基酸残基组成，其中%&!个为丝氨酸残基，占该
蛋白质总氨基酸的#("’$［&］"几乎所有的丝氨酸
残基都与磷酸基团结合，在多组分金属元素体系

中，它们起着金属螯合剂的作用［!］"
早期的实验证实，含磷蛋白质对蛋白酶有拮抗

作用，不易被蛋白酶所水解，胰蛋白酶和胃蛋白酶

对它的水解程度不如无磷或低磷蛋白质大［%］"
)*+,-.等［/］报道用胰蛋白酶水解卵黄高磷蛋白质，
得到的一个肽链片断（),0/1!234&%&）较大，说明
该蛋白质的核心部位仍不能被蛋白酶作用"其原因
或许是由于磷酸基团上的负电荷使得相邻肽键很

难被酶作用"
另一方面，鸡蛋中1#$的铁存在于蛋黄中，并

与卵黄高磷蛋白质相结合，但其相对生物学效价则

很低，仅为5678/的!9$
［#］":-;*3.<=［(］的研究表

明，铁与该蛋白质结合后，使得蛋白质难于形成适

宜被水解的"构象"该项研究的意义在于说明了卵
黄高磷蛋白质有着非常稳定的构象，铁一旦与它结

合就不易解离［’］"由于该蛋白质既不易被蛋白酶作
用，与铁结合后其效价又很低，所以通常认为卵黄

高磷蛋白质在营养学上是不利的"而与此相反，酪
蛋白质经水解后得到的磷酸肽，即酪蛋白磷酸肽

（>??），则能增加小肠对钙的吸收及其在体内的蓄
积"这种由磷酸肽诱导的钙代谢并不需要维生素

@［A，1］"此外，这些生物活性肽还能与其它微量元素
如铁、铜及硒等形成磷酸盐络合物，其在功能食品

中已得到广泛的应用［%9，%%］"现已证实，能与钙形成
可溶性络合物的主要功能团是磷酸酰丝氨酸［1，%&］"
然而，肽链中磷酸酰丝氨酸的数量及肽链长度与钙

络合能力之间的关系仍未研究透彻"
作者的研究目的是开发出一种从卵黄高磷蛋

白质制备磷酸肽的方法，并研究其结合钙能力，使

其成为一种新的增进钙吸收的功能因子"

! 材料与方法

!"! 材料
胰蛋白酶（B">"!"/"&%"/， %"%C%9’DE／

4），胰凝乳蛋白酶（B">"!"/"&%"%， /"&C%9/

DE／4），胃蛋白酶（B">"!"/"&!"%， !"1C%9(

DE／4），酸性磷酸酶（B">"!"%"!"&， %"%C%9!

DE／4），&，/，(F三硝基苯磺酸（:GH7，#$）以及卵
黄高磷蛋白质均购自 7I4J-公司（7K"L*+I.，

M8）"新鲜鸡蛋来自圭尔夫大学（E0IN63.IK=*O

)+6,PQ）23<6,,养鸡场"由于实验需要，较大量卵黄
高磷蛋白质由作者自蛋黄中分离制备获得">??DD
由明治公司（日本东京）惠赠"除非另述，其它所用
试剂级别均为分析纯以上（美国化学会2>7标
准）"
!"# 卵黄高磷蛋白质制备
卵黄高磷蛋白制备按L*..*及G-<-I［%!］所报道

的方法稍作改进后进行"%&个蛋黄分散于%L冷水
中，于/R下搅拌(Q"收集得到的沉淀于’9999!
及%#R条件下离心(9JI0"收集沉淀并分散于

/99JL9"9#J*,／L的G->,中，搅拌/Q，然后将
上述悬浮体系再次以%%9999!及%#R条件下离
心!9JI0"沉淀中油脂部分经/99JL混合溶剂
（"正乙烷S"乙醇T!S%），在/R萃取(Q除去，然后
经滤纸过滤"所得滤饼用&99JL%"’/J*,／L的

G->,萃取，溶解的蛋白质经透析、冷冻干燥得到卵
黄高磷蛋白质固体"
!"$ 卵黄高磷蛋白质的酶解方法
取冻干卵黄高磷蛋白质&99J4，将其分散于(

JL超净水中，然后用氢氧化钠或盐酸将上述溶液
调节至PU值为A"9（胰蛋白酶或胰凝乳蛋白酶试
验组）或&"#（胃蛋白酶试验组）［/］"酶解反应在!’
R下反应至&/Q，适时滴加9"&#J*,／LG-8U以保
持PU值基本恒定"#起始酶S#底物T%S#9，最后调
节PU值至#"9中止酶反应"
在以碱法脱磷的卵黄高磷蛋白质为原料进行

酶解时，蛋白质质量浓度为&#J4／L，其它条件同
上"
!"% 卵黄高磷蛋白质酶法脱磷
将A9J4卵黄高磷蛋白质及%J4酸性磷酸酶

分散于%JL9"9#J*,／LPU/"A的醋酸缓冲液中，
于!’R下反应AQ"调节PU至’"9中止酶反应"
!"& 卵黄高磷蛋白质碱法脱磷
各取#9J4卵黄高磷蛋白质分别溶于&JL

9"%，9"&，9"!，9"/J*,／L的G-8U中，!’R下反应
至!Q或指定时间，迅速用盐酸将PU值调节至

’"9"若该脱磷蛋白质直接用于胰蛋白酶水解，可将

PU值调节至A"9"
!"’ 十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（()(!
*+,-）

7@7V?2)B按U6460-+63等［%/］报道的方法进
行"凝胶质量浓度为%&"#4／WL，电泳后用改进的考
马斯染色法（适用于含磷蛋白质）、再用普通考马斯

染色法染色"染色凝胶经混合溶剂（"醋酸S"甲醇S
"水T%SAS%&），脱色/Q后，用扫描仪记录图谱"
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!"# 磷质量分数的测定
碱法脱磷的卵黄高磷蛋白质经充填 有

!"#$%&"’(!)*+的,-!./柱脱去磷酸盐，收集起
始*0*12洗脱液0磷含量按3%456"55［.*］所报道的
方法测定，以未经碱处理的卵黄高磷蛋白质经,-!
./处理后的洗脱液作对照样0
脱磷率7
对照组中的磷含量8经碱处理后洗脱液磷含量

对照组中的磷含量

!"$ 磷酸肽的制备
脱磷卵黄高磷蛋白质经胰蛋白酶水解后，按

+%9:;9及<99%9［.=］报道的方法制备磷酸肽0酶水
解液在*>//!，./?条件下离心.*1@90在上清
液中加入./A3%B6)溶液至3%B6)终质量分数为

/0)*A，接着加入等体积的无水乙醇0再次按上述
条件离心，沉淀用*12含有=/1CD-E<的溶液
溶解，然后冷冻干燥0
用于钙结合试验的磷酸肽按下述方法制备0部

分脱磷的卵黄高磷蛋白质经胰蛋白酶水解后，按前

述方法离心0上清液先经/0F*"1微孔膜过滤，然
后用相对分子质量为.///的-@%G;超滤膜超滤，收
集截留液并冷冻干燥0
!"% 氨基酸分析
样品经)//"2*0H1;6／2的IB6于./*?下

真空水解)F$，然后用 3"JK1%9!L:5"1 (;6&
<1@9;<J@&<9%6LM"4系统测定样品中各氨基酸含
量0
!"!& 三硝基苯磺酸法（’()*）测定游离氨基含量
磷酸肽中游离伯氨基测定按N@"6&:［.H］所报道

的方法进行，并作以下修改0取适量样品，加入/0*
12/0)1;6／2，#IO0)的磷酸缓冲液，加水至体积
为.120接着，加入.12/0.A的EP3!溶液并迅
速混匀0于F/?下反应)$，加入)0/12含有.0*
11;6／2亚硫酸盐之/0.1;6／2P%I),QF溶液以中
止反应，于F)/91波长处测定吸光度，以不含样品
之空白液作对照组0称取R#.*"C赖氨酸盐酸盐，
按上述方法反应，用于作标准曲线0
!"!! 钙结合试验
钙测定按!%5;等［.O］报道的方法进行，并作以

下修改0称取适量已预先经B$"6"’8.//树脂脱盐
的磷酸肽固体样品，分别添加于*11;6／2B%B6)及

)/11;6／2#IO0/的磷酸缓冲液，))?下搅拌R/
1@9，滴加/0/*1;6／2P%QI将反应体系之#I保
持在H0O/0取少量悬浮液经/0F*"1微孔膜过滤，
在每.12滤清液中加入.12RASB6溶液并稀释
至./12，由T%4@%9!#"J54<<!R//型原子吸收光谱

测定钙含量0

+ 结果与讨论

+"! 卵黄高磷蛋白质酶解试验
将卵黄高磷蛋白分别经胃蛋白酶、胰蛋白酶及

胰凝乳蛋白酶处理，胰蛋白酶解液的!-!!,<(D结
果如图.所示0

.）原始卵黄高磷蛋白质（!@C1%产品）；)）原始卵黄高磷蛋白

质（作者制备）；R，F，*）卵黄高磷蛋白质经胰蛋白酶分别水

解.，*，)F$；=）标准蛋白质

图! 卵黄高磷蛋白质胰蛋白酶水解产物的电泳结果

,-."! */*!01234566789:;68<4=-9!>-.7=67>4?:=@-6-9

卵黄高磷蛋白质被胰蛋白酶裂解为)个较大
肽链及R个较小的片段0相对分子质量为)O///
之大肽链可能就是(;U6%:等［F］所报道的(69F>#
<4C).)、一个长度为.=F个氨基酸残基的肽链0胰
蛋白酶很难继续将该肽链水解为较小片段0利用胰
凝乳蛋白酶及胃蛋白酶水解该蛋白质得到类似的

结果0此外，还将先经磷酸酶部分脱磷的卵黄高磷
蛋白作底物进行酶解试验，也未得到小分子肽0其
原因可能是卵黄高磷蛋白质中高度磷酸化的殊结

构阻碍了蛋白酶的作用0
+"+ 卵黄高磷蛋白质碱法脱磷
卵黄高磷蛋白质的碱法脱磷结果见图)0在起

始)$内，脱磷速度非常快，此后，速度趋缓0卵黄
高磷蛋白质经/0.，/0R1;6／2P%QI处理)$后，
分别脱去R.A及OOA的磷酸基团0在试验过程中，
由于失去磷酸基团，可观察到卵黄高磷蛋白质的溶

解度逐渐降低0氢氧化钠对卵黄高磷蛋白质的进一
步试验0结果表明，在RH?下处理R$，经/0.，

/0)，/0R，/0F1;6／2P%QI处理，卵黄高磷蛋白质
分别脱去RF0=A，O.0=A，>)0*A，>=0RA的磷酸
基0图)与图R结果说明，脱磷率与碱的浓度及脱
磷时间有关0基于以上结果，可以有控制地制备所
需磷酸基含量的卵黄高磷蛋白质0
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图! "#$及"#%&’(／)*+,-处理卵黄高磷蛋
白质时，反应时间对脱磷率的影响

./0#! 1/&23’4562’7829:’69:’5;(+</’=’79:’6>/</=
?/<:"#$+=8"#%&’(／)*+,-#

反应条件：!"#处理!$
图% *+,-浓度对卵黄高磷蛋白质脱磷率的影响

./0#% @2(+</’=6:/9A2<?22=<:2820522’7829:’69:’B
5;(+</’=+=83’=32=<5+</’=’7*+,-#

!#% 脱磷卵黄高磷蛋白质的胰蛋白酶水解
经!$脱磷后再经%$胰蛋白酶处理所得到的

水解液的电泳结果见图%&

’）标准蛋白质；(，!，%及)）分别用*&’，*&(，*&!及*&%+,-／.
/012处理卵黄高磷蛋白%$，然后再经胰蛋白酶水解后产物

图C 脱磷卵黄高磷蛋白质的胰蛋白酶水解产物的电
泳结果

./0#C DED!FGHI9+<<25=’7<5;9</38/026</’=’7+(J+(/=2
829:’69:’5;(+<289:’6>/</=

与图’结果不同的是，只在分离胶的底部发现
一条蛋白（肽链）带，故可估计出该条肽链的相对分

子质量应不大于%***&已知在卵黄高磷蛋白质的

’(!个丝氨酸中，3*个位于核心部位（第)4!’)%
个残基），多达’%个相连丝氨酸残基分散于碱性氨
基酸精氨酸、赖氨酸或天门冬氨酸之间［(’］&由此可
见，在碱法脱磷过程中，卵黄高磷蛋白质原先不易

被蛋白酶作用的核心部位，在碱的作用下，结构发

生了变化，一些易受酶作用的肽键暴露在表面&
!#C 卵黄高磷磷酸肽氨基酸残基数的测定
据前述方法制得(种磷酸肽&一种是将’*5

607-(加入卵黄高磷蛋白质的胰蛋白酶水解液中沉
淀得到，该样品仅用于氨基酸分析及总氨基测定&
由于含有钡离子，不将其用于钙结合试验&另一种
样品是将卵黄高磷蛋白质的胰蛋白酶水解液通过

相对分子质量为’***的超滤膜，除去磷酸盐、金属
离子、氨基酸及小分子片断，收集截留液&
888中的总游离伯胺基含量用三硝基苯磺酸

（9/6:）方法测定，该方法利用伯胺与9/6:形成
有色物质，然后由分光光度法测定吸光值&总赖氨
酸含量用氨基酸自动分析仪测得&由于一个赖氨酸
含两个伯胺基，因而888的残基数由下法求出：

888的平均残基数;
!""

（!#"<!’）
上式中，!""（"+,-／=）为样品中总氨基酸含

量；!#"（"+,-／=）为样品总游离伯氨基含量；!’
（"+,-／=）为样品中总赖氨酸含量&
值得注意的是，尽管通常认为吸光度与#<氨

基质量分数的线性关系良好，但对于不同蛋白质而

言，标准曲线的截距与斜率仍有较大偏差［(*］&
表’结果显示，用超滤法所得的肽较用氯化钡

沉淀法所得的肽链为长，前者平均残基数为’"!
(*，而后者仅为>&4!’’&3&
表$ 胰蛋白酶解液中磷酸肽的平均氨基酸残基数

1+A#$ G>25+02K:+/=)2=0<:’7F:’69:’929</82675’&
15;9</3-;85’(;6+<26

样品 888（$） 888（%） 888（’） 888（(）

平均链长 (*&* ’"&’ >&4 ’’&3

胰蛋白酶是一种水解蛋白质中.<赖氨酸及.
<精氨酸残基位于羧基端一侧肽键的酶［(’］&在一
分子卵黄高磷蛋白质中，有(4个精氨酸及赖氨酸
残基［’>］&如果卵黄高磷蛋白质被胰蛋白酶彻底水
解，则所得肽所含的氨基酸残基数平均为3，与本实
验中氯化钡沉淀法所得结果相近&表’数据说明，
卵黄高磷蛋白质上所有能被胰蛋白酶水解的肽键，

3(! 无 锡 轻 工 大 学 学 报 第’>卷

万方数据



绝大部分已被水解!从表"结果看出，用超滤法所
得的###中，丝氨酸含量有较大幅度下降，说明产
物中一些含丝氨酸的小肽片断，如$%&’()*+%,-
等［./］，或许已通过超滤膜进入滤出液中!除丝氨
酸外，其它各氨基酸成分与文献数据差别不大!
表! 各种不同来源卵黄高磷蛋白及水解肽的氨基酸组成

"#$%! &’()*#+(,+*’-*.(/(*)*0-1*.2(/()#),-1*.-1*-3-4
/(,3. 0

氨基酸 *1%%1.） 2+345"） 2678"沉淀法9
） 超滤法(）

$%: ;!-; ’!// /!’- .-!,;

<=3 "!., .!>( "!.; "!’;
?53 ’.!." ’,!,> (-!>( 9"!9/
@8: ,!/- ’!-; ;!9; /!"-
#31 .!’; .!9> -!’( (!.9
@8+ 9!-; "!9- 9!,( 9!>(
$86 (!., 9!"9 (!9> (!>;
A68 .!/- .!9> .!’; "!>9
B5C -!,’ -!(, -!(> -!/(
D85 .!-9 -!/" -!(’ .!;"
*5E .!/. .!9> .!.. 9!/"
<+3 -!’> -!(, -!’> -!/,
#=5 .!-; -!(, .!., .!(,
*+% ,!;9 ,!/. ."!’( >!/;
FG% (!’9 ’!// ,!,, ,!.>
$3H ’!./ ’!-; ;!-. ’!9,
<3& - -!(, ! !’）

注：.）根据文献［.9］得到；"）根据文献［".］得到；9）2678"
沉淀法得到的磷酸肽；(）超滤法得到的磷酸肽；’）! 色氨
酸未测定!

!%5 钙络合能力试验
将7##与含有不同磷酸基含量（磷酸基占总氨

基酸残基）的卵黄高磷蛋白磷酸肽###!D（,’0）、

###!DD（9’0）及###!DDD（.;!’0），分别与磷酸钙混
合，然后测定可溶性钙含量!###显示出具有抑制
钙与磷酸结合形成沉淀的能力!加入磷酸肽后，体
系中&F值下降，说明体系中的钙离子与磷酸肽形
成了络合物，释放出FI!由于低&F值能增加磷酸
钙的溶解度，因而在试验中采用加入-!-’J18／*的

K6LF溶液将酸度保持恒定!图’结果说明了含有
不同磷酸基含量###与7##对钙络合能力的影
响!###!DD、###!DDD及7##对钙有较强的络合作
用，其中，###!DD对磷酸钙有最大的溶解能力，"--
JH／*的样品可使磷酸钙中溶解出的76达9,!9
JH／*，因而证明###具有促钙溶解作用［."，""］!
###中所含的磷酸基含量对钙溶解能力有较大影

响，说明磷酸肽中磷酸基含量与肽链长度（氮磷比）

对溶解钙能力至关重要（见图,）!

图5 不同来源的磷酸肽对溶解磷酸钙沉淀的影响

6(7%5 8)1($(/(*)*0+#9+(:’-1*.-1#/3-;3+(-(/#/(*)
<(/1-1*.-1*-3-/(,3.%

图= 体系中钙离子与>>>结合反应式

6(7%= "13.+13’3*0?#!@+*’-93A3,<(/1>>>%

需要说明的是，商品化的7##通常已达钙离子
饱和，脱钙的7##具有从磷酸钙中结合钙的能力；
钙饱和的7##还具有抑制磷酸钙沉淀的能力［./］!
而###是否具备该能力以及它对体内钙吸收的影
响仍有待进一步实验的证实!
本试验结果表明，将卵黄高磷蛋白质经部分脱

磷后再经胰蛋白酶水解，可得到小分子磷酸肽!
?M?!#$@N电泳结果显示，###相对分子质量小于

(---!说明由于碱处理，卵黄高磷蛋白质分子结构
已被改变，大多数赖氨酸及精氨酸残基侧肽键可被

水解!因此，作者认为，在蛋白酶水解前进行合适的
碱处理，可制备出含有.-""-个氨基酸残基的磷
酸肽!本实验证明了含有9’0磷酸基的###对抑
制不溶性磷酸钙沉淀、促进钙溶解非常有效!作者
提出的碱脱磷方法可以卵黄高磷蛋白质为原料，制

备得到.-""-个氨基酸残基的磷酸肽，从而使

###成为一种潜在的可用于促钙吸收的保健食品
功能因子!
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