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摘 要：分别用阴离子树脂和阳离子树脂对酪蛋白磷酸肽（8+9:;<=>&9?>&?:?@;A:，简称8==）初级
品)／=（摩尔比!为2(6!）进行纯化5采用阴离子树脂纯化8==的回收率为：=-/(2#B；)
/!(2/B；高纯度8==产品的!（)／=）为6(115对阳离子树脂纯化8==做了初步探讨，研究了不同

?C对纯化效果的影响5在?C6("的最优条件下，回收率=为/#(/6B，)为6$(/"B，!（)／=）为

1(72(与阴离子树脂纯化8==的过程相比，用阳离子树脂纯化8==时，树脂在使用前无需转型处
理，洗脱条件简单，从而大大地缩短了操作时间，并且提高了产品的浓度5
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钙是骨骼和牙齿的主要成分，也是细胞和血液

中主要的生理活性物质，是现代医学所确定的人类

生命最重要的元素之一(而当今世界，缺钙已成一

大营养问题(酪蛋白磷酸肽（8==）是以牛奶酪蛋白
为原料，经单一酶或复合酶系水解，再经分离纯化

而得到的含有磷酸丝氨酰基的肽(大量研究表明，
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!""能在中性和偏碱性条件下阻止钙沉淀，促进钙
在小肠中的吸收和利用［#!$］%因为生产!""的原料
酪蛋白是天然蛋白质，所以!""作为食品添加剂使
用不存在安全性问题，很容易被人们接受%因此，

!""由于其天然性和良好的补钙效果，正越来越受
到人们关注%美国、日本的科学家和企业家正在将
它作为一种功能性食品的基料进行开发研究，而我

国对!""的研究还处于起步阶段%因此，研究开发

!""，对解决缺钙的营养问题、开发功能食品和药品
有重要的意义%
!""的!（&／"）在一定程度上反映了肽链中磷
酸丝氨酰基的密集程度%!（&／"）越低，说明!""中
所含的磷酸丝氨酰基越多%把!（&／"）在’%(!’%)
的!""制品称为初级品，!（&／"）低于$%$的!""
制品称为高纯品%有研究表明［)］，!（&／"）较小的

!""阻止磷酸钙沉淀形成的效果要好于!（&／"）较
高的!""制品，所以有必要研制!""高纯品%
由于!""含有磷酸丝氨酰基，在一定的*+条

件下!""带负电荷，而不含磷酸丝氨酰基的肽（,-,
.*/-0*/-*1*23410，以下简称&""）带正电荷，所以
可根据这一性质，用离子交换树脂去除&""，纯化

!""%国外虽有报导用阴离子树脂纯化!""［’］，但尚
未报导用阳离子树脂纯化!""%作者用阴离子交换
树脂纯化!""达到了较好的分离效果，!""的处理
量达5$6%初步探讨了用阳离子树脂纯化!""的可
能性，研究了*+对阳离子树脂纯化!""效果的影
响，最后对两种离子交换树脂纯化!""的效果进行
了比较%

! 材料与方法

!"! 材料

!""初级品!（&／"）为’%$7 无锡轻工大学食
品科学教研室自制；大孔强碱性阴离子交换树脂

南开大学化工厂生产；凝胶型强酸性阳离子交换树

脂 江阴有机化工厂生产；其他试剂均为市售分析

纯%
!"# 主要仪器设备

"$%$89:$(89层析柱 上海锦华层析设备
厂生产；+;.#型恒流泵 上海沪西仪器厂生产；

<<(7型紫外检测仪 温州孚华分析仪器厂生产；

=>?#.#((记录仪 上海自动化仪表三厂生产%
!%$ 实验方法

!%$%! 总&测定 半微量凯氏定氮法［<］%
!%$%# 总"测定 @-AA30-,快速微量定磷法［B］%

!%$%$ !（&／"）的计算 !（&／"）C!（总&）／!（总

"）:5#／#D
!"$"% 得率计算

#(C
［#］#:$#
［#］(:%(

&(C
［&］#:$#
［&］(:%(

得率#： ##C
［#］7:$7
［#］(:%(

&#C
［&］7:$7
［&］(:%(

得率7： #7C
［#］7:$7
［#］#:$#

&7C
［&］7:$7
［&］#:$#

式中：&(、#(分别为上样液溶解的氮、磷得率；&#、

##分别为洗脱液相对于进样前干!""的氮、磷得
率；&7、#7分别为洗脱液不考虑溶解损失的氮、磷
得率；［#］(为!""初级品中"质量分数（6／6）；
［&］(为!""初级品中&质量分数（6／6）；［#］#为
上样液中"质量浓度（6／9;）；［&］#为上样液中&
质量浓度（6／9;）；［#］7为洗脱液中"质量浓度（6／

9;）；［&］7为洗脱液中&质量浓度（6／9;）；$7为
洗脱液体积（9;）；$#为上样液体积（9;）；%(为

!""上样量（6）%
!%$%& 阴离子树脂纯化!""

!""在一定*+下带负电，而&""带正电%将
一定浓度的!""进样，带负电的!""被吸附于阴
离子树脂上，用清水将未被吸附的&""洗出，然后
再用一定浓度的+!E洗脱，得到!""洗脱液%
离子交换树脂对带同种电荷的不同离子选择

性不同，在使用时必须使被分离组分的离子选择性

大于缓冲液中平衡离子的选择性%由于!E.、F8.、

"G5.D 的选择性大小顺序为!E.!"G5.D !F8.，所
以在使用前需将离子交换树脂的出厂型!E.型转为

F8.型［7，)］%
分离条件为柱"$%$89:$(89，进样浓度为

)H，进样量为5$6，进样速度为5$(9;／/，洗脱速
度为D((9;／/，进样*+为$%$，洗脱液为(%79-E／

;+!E，检测波长为77(,9%
取5$6!""初级品，加入$((9;水充分搅

拌，调节*+至$%$，加水至溶液体积为$<5%59;，
搅拌(%$/，得*+$%$、质量浓度为)6／4;的!""
悬浮液，5(((A／93,离心#$93,，取上清液以5$(
9;／/的体积流量进样，同时测定上清液总氮、总磷
含量，计算上清液的得率和!（&／"）%进样结束后继
续按同样的流速用清水进行洗脱，收集洗脱液，至

第一峰完全洗出，得洗脱液F%然后洗脱速率增大为

D((9;／/，换用(%79-E／;+!E继续进行洗脱，收
集至第二峰完全洗出，得洗脱液I%测定洗脱液F、I
的总氮、总磷含量，分别计算得率和&／"%
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!!"!# 阳离子树脂纯化"##
"##在一定$%下带负电，而&##带正电!将
一定浓度的"##进样，带正电的&##被吸附于阳
离子树脂上，用清水将未被吸附的"##洗出，得到

"##洗脱液!
阳离子树脂直接使用%’型式的阳离子交换树

脂!
分离条件为柱!为(!()*+(,)*，进样质量

浓度为-.／/0，进样量为1(.，进样速度为1(,
*0／2，洗脱速度为1(,*0／2，进样$%分别为3!,，

(!,，-!,，检测波长为44,5*!
"##进样液的配制同6!1!(并调节$%!进样
结束后换用清水进行洗脱，收集洗脱液至第一峰完

全洗出，测定洗脱液总氮、总磷含量，计算氮、磷得

率和"（&／#）!

$ 实验结果

$%! 阴离子树脂纯化&’’
$%!%! 洗脱曲线 在44,5*波长下连续测定和
记录洗脱液的消光值，得洗脱曲线，见图6!

图! 阴离子树脂纯化&’’的洗脱曲线

()*%! +,-.)/01-234/5&’’6-2)5)4789-:)0*;0)/0<4=<
1>;0*424:)0

$%!%$ 分析测试结果 分别测定上清液、洗脱液

7、洗脱液8的总氮、总磷含量，计算得率和&／#，结
果见表6!

表! 阴离子树脂纯化&’’测试结果

?;8%! @4:-,./5&’’6-2)5)4789-:)0*;0)/0<4=1>;0*424:)0

项目
样 品

上清液 7液 8液
得率#6 93!9-: 64!66: -6!;<:
得率#4 6-!4,: ;4!9;:
得率$6 ;-!96: ,!-4: ;(!(<:
得率$4 ,!94: <;!96:
"（&／#） -!3; 639!31 (!33

注：7液为用清水洗出的&##洗脱液，8液为用,!4
*=>／0%">洗出的"##洗脱液!

$%$ 阳离子树脂纯化&’’
$%$%! 洗脱曲线 在44,5*波长下连续测定和
记录洗脱液的消光值，得洗脱曲线，见图4!

图$ 阳离子树脂纯化&’’的洗脱曲线

()*%$ +,-.)/01-234/5&’’6-2)5)4789-:)0*1;.)/0A
4=1>;0*424:)0

$%$%$ 分析测试结果 进样$%为3!,，(!,，-!,
时，分别得到洗脱液4;1,，49<(，4<-(*0，分别测
定上清液、洗脱液的总氮、总磷含量，计算得率和"
（&／#），结果见表4!

表$ 阳离子树脂纯化&’’测试结果

?;8%$ @4:-,.:/5&’’6-2)5)4789-:)0*1;.)/0A4=1>;0*424:)0

项目
$%3!,

#得率／: &得率／: "（&／#）
$%(!,

#得率／: &得率／: "（&／#）
$%-!,

#得率／: &得率／: "（&／#）
上清液 <6!6; 9;!33 -!3; ;4!4; 99!;6 9!66 9;!96 <(!69 <!,<
得率6 -1!,6 16!(3 1!9- -9!1( 36!;- 3!-9 -1!43 33!-6 (!16
得率4 -<!66 3,!46 1!9- ;6!;( (1!;, 3!-9 ;,!1( 3-!<1 (!16

" 讨 论

"##是含有磷酸丝氨酰基的肽!根据有关报
导，"##的等电点（?@=A>A)BCD)$=D5B，$?）在$%4!3
之间!当"##溶液的$%!$?时，"##带负电荷，而

&##带正电，此溶液流经阴离子树脂时，"##被交

换吸附于柱上，而&##则被清水洗出!在&##被洗
尽后，改变洗脱液的$%和离子强度进行洗脱，即可
得到较纯的"##溶液!
根据有关研究，"##的相对分子质量在1,,,

!(,,,之间［-］，普通的离子交换树脂不适合分离
这种分子质量为几千的多肽!本实验选用的阴离子
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树脂是大孔强碱性阴离子交换树脂!大孔树脂是近

"#年来在一般凝胶型树脂的基础上发展起来的一
类新型树脂!与一般凝胶型树脂相比，大孔树脂孔
道大、表面积大，在交换过程中，离子容易迁移扩

散，交换速度较快，工作效率较高［$$］!对于%&&这
种相对分子质量较大的多肽，大孔树脂较适用!从
图$和表$可以看到，在现有的柱条件下，%&&与

’&&达到了较理想的分离，&几乎没有损失，!（’／

&）大幅降低，所去除的均为’&&!用阴离子树脂纯
化%&&，虽然达到了较好的分离效果，但从工业化
规模生产%&&高纯品的角度来看，采用该法也有不
足之处：

$）树脂在使用前和再生时需转型处理，能耗费
用较大，生产效率降低!
(）总的分离时间较长，且操作分为两步，不利
于扩大生产!
"）洗脱时使用的是一定浓度的)%*，使最终产
品带入了一定的盐分!
+）从柱中洗脱下来的%&&溶液浓度很低，后
期浓缩干燥能耗费用较大!
基于这些问题，作者试验了用阳离子树脂纯化

%&&!
与阴离子树脂纯化%&&的过程相反，在用阳离

子树脂纯化%&&的过程中，被吸附的是’&&，%&&
直接被清水洗脱下来，得到较纯的%&&溶液!通过
酶解法得到的%&&初级品，是由长短不一的短肽链
组成的混合物，它们所含磷酸丝氨酰基数量不同，

其等电点（,-）也有所差异!由于磷酸根带净负电荷，
所以含磷酸丝氨酰基越多的肽，其,-也就越低!随
着,)的提高，一方面使得,-较低的%&&净负电荷
密度增加，另一方面使得,-较高的肽净正电荷密度
减小或转为不带电!因此在用阳离子树脂纯化%&&
的过程中，%&&溶液,)的增加是有利于清水洗脱
液中&、’得率的增加和!（’／&）的提高的!但由于
溶液的,)同时改变了&.+"/带电状态，而且%&&
初级品中含有%0(1，所以,)的改变就必然会影响

%&&/%0(1之间的相互作用，导致了%&&在不同

,)下的溶解性有所差异，使得前面所提到的,)改
变对于!（’／&）、’、&得率的变化规律受到了影响!
在表$，(中列出了进样前溶解%&&初级品时因溶
解度受,)影响而造成的损失及得率$和得率(!得
率$是相对于进样前干%&&的得率，得率(是不考

虑溶解损失的得率!从图(可以看出，随着,)的升
高，出峰速度加快!这是因为随着,)的升高，%&&
负电荷密度增加，使得更易被洗脱出来!从表(中
可以看出，当从,)+!#变为,)2!#的过程中，&得
率、’得率、!（’／&）都是上升的，与上面所描述的
规律相吻合!当从,)2!#变为,)3!#的过程中，
上清液中&得率下降，’得率上升，这就引起了得
率(中’、&得率下降，而!（’／&）上升!另外离子交
换色谱的复杂性（例如交换过程中的分子排阻效

应、各种扩散作用、配位效应等）也是影响得率和!
（’／&）的变化的因素!综合’、&得率和!（’／&）来
看，,)2!#时纯化效果较好!
比较阴离子树脂和阳离子树脂纯化%&&的效

果可以看出，使用阳离子树脂纯化%&&有如下优
点：

$）阳离子树脂使用前无需转型处理!
(）用阳树离子树脂纯化洗脱%&&只需一步，
总操作时间只有采用阴离子树脂时的一半!
"）用阳离子树脂纯化时洗脱用的是清水，未带
入盐分!
+）从交换容量的角度来看，在确保!（’／&）!

2!2的前提下，还可通过提高进样浓度来进一步提
高得率，这样洗脱液中%&&的浓度就可以提高，减
少了后面浓缩和干燥的费用!
可以看到，通过进一步完善纯化条件，不断优

化阳离子树脂纯化%&&的过程，阳离子树脂完全可
以取代阴离子树脂，成为纯化%&&的最佳工业手段
之一!

! 展 望

对于采用阳离子树脂纯化%&&，作者只研究了
不同,)对纯化效果的影响!比较表$，(，可以看到，
在这样的条件下阳离子树脂纯化%&&的!（’／&）和
得率都较低!如果控制%&&的!（’／&）!2!2的前
提条件下，要进一步提高’、&的得率，可考虑以下
几个方面：

$）提高进样浓度!
(）提高进样和洗脱速度!
"）在%&&中添加一些柠檬酸，螯合一部分钙
离子，以提高%&&的溶解性，同时改变%&&的带电
的状况，使其利于被洗脱!

（下转第$($页）
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医药、保健等作用效能亦不尽相同，尤其是其中有

几对互为同分异构体，如!"#"和"#"，!#"和

#"，以及$#和!#%因此掌握其转化规律，控制其
转化，以满足不同用途需要，具有重要意义%应尽量
防止它们在分离纯化和分析过程中的转化，以保证

研究方法的稳定性和可靠性%
在本研究中，"#"与#"的相对含量比较高，

高于其在天然茶叶中儿茶素组成比例%但这不是由
于分离、制备和分析方法引起的%原因如下：

&）所用茶多酚原料是由工业化生产获得的，其
中!"#"／"#"’&%&()，!#"／#"’&%(*；而分离制

备后的产物中，!"#"／!#"’&%&+)，!#"／#"’
)%,-.%两者的比值基本一致，少许的差别是由实验
误差引起的%
)）根据有机化学理论及生产实践证明，茶多酚
的生产过程条件可引起儿茶素结构的变化，尤其是

受热过程%在生产中已探索出控制加工条件从而控
制儿茶素结构变化的条件%
/）作者研究了分离纯化条件和效果，选用

"#"、#"相对含量较高的茶多酚样品，是为了得到
更多的单体纯品，是可行的%
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