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脱铁乳铁蛋白铬络合物制备方法的研究

吴 扬，胡志和 *，杨柏标

(天津市食品生物技术重点实验室，天津商业大学生物技术与食品科学学院，天津      300134)

摘   要：以乳铁蛋白(lactoferrin，LF)和六水三氯化铬为主要原料制备脱铁乳铁蛋白铬，确定脱铁乳铁蛋白与 Cr3+ 络

合的条件，并对络合物采用红外吸收光谱进行表征。结果表明：乳铁蛋白经醋酸调 pH 值到 2.25 或经柠檬酸调 pH 值

到 2.50 后，均能使 Fe3+ 游离出来；脱铁乳铁蛋白与 Cr3+ 络合的条件为：温度 60～70℃，pH7.0～7.6，脱铁乳铁

蛋白与六水三氯化铬物质的量的浓度比 1:2，搅拌时间 2h 以上。
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Abstract ：Apotransferrin was prepared from lactoferrin using acetic acid or citric acid, and the apotransferrin prepared using

acetic acid was employed to prepare apotransferrin-chromium complex. The effects of acetic acid and citric acid on the

apotransferrin preparation were compared by determining product yield and analyzing chemical structure by means of UV and

IR absorption spectroscopy. The preparation conditions of apotransferrin-chromium complex were investigated by one-factor-

at-a-time experiments, and the product was characterized. Fe3+ could be effectively dissociated from lactoferrin by adjusting pH

to 2.25 using acetic acid or to 2.50 using citric acid. Compared to citric acid, the use of acetic acid yielded more apotransferrin,

but the apotransferrin products prepared using the two reagents had the same functional groups. The optimal complex condi-

tions of apotransferrin with Cr3+ were as follows: 60－70 ℃, pH 7.0－7.6, molar ratio of apolactoferrin to chromium trichloride

1:2, and stirring duration more than 2 h.
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铬(Cr)是人体必需微量元素，Cr3+ 作为葡萄糖耐受

因子(GTF)的活性成分协同胰岛素发挥作用，对糖、脂

肪、蛋白质和核酸的代谢起着重要作用[1]。许多研究发

现，人体缺铬会导致糖代谢紊乱，胰岛素靶细胞的敏

感性减弱、胰岛素受体数目减少、亲和力降低，从而

导致糖尿病的发生，而补铬后会改善这些相关表现 [ 2 ]。

铬又是人体组织中随年龄增长而含量下降的唯一金属元

素，且与糖尿病关系密切[3]，这就要求人在整个生长过

程中进行铬的补充。目前已有研究报道[4]：铬的吸收与

其化学形式密切相关，无机铬难以被吸收，吸收率仅

为 1 %～3 %；有机铬较易被吸收，其吸收率为 1 0 %～

2 5 %，可见有机铬是一种有应用前景的铬补充剂。

乳铁蛋白(lactoferrin，LF)是一种铁结合性糖蛋白，

现已证实 LF 具有许多独特的生物学功能[5-6]，如：增强

铁的传递和吸收、广谱的抗菌性、免疫作用、抗氧化

作用、促进肠道菌群的平衡以及作为生长因子具有抗炎

症、抗病毒、抗癌症作用等。长期食用添加乳铁蛋白

的食品有助于维持健康的肠道微生物菌群，增强免疫

力。乳铁蛋白铬作为一种新型的营养强化剂，把具有

多种生物学功能的乳铁蛋白和微量元素铬(Cr3+)有机的结

合起来，增强了二者的协同作用。因此，乳铁蛋白铬

可用于开发新型的保健食品，在食品、生化、医药、

化妆品等行业中，具有广阔的应用和开发前景。本实

验拟就脱铁乳铁蛋白铬的制备方法和络合情况进行研
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究，以确定脱铁乳铁蛋白铬的络合条件和络合后物质结

构的变化。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

乳铁蛋白   Tatua 乳制品合作有限公司。

冰醋酸、柠檬酸、醋酸钠、柠檬酸钠、5 - 磺基

水杨酸、六水三氯化铬、氢氧化钠以及碳酸氢钠均为

分析纯；水为去离子水。

1.2 仪器与设备

HWS24 型恒温水浴锅    上海一恒科学仪器有限公

司；S-3C 型精密 pH 计    天津盛邦科仪器；LGJ-10 型冷

冻干燥机    北京四环科学仪器厂；2100 型紫外分光光度

计    上海尤尼柯仪器有限公司；2501PC 紫外光谱仪    日
本岛津公司；983G 红外光谱仪    美国 PE 公司；FA1104N
电子天平；透析带(截留分子量范围 6000～8000u)    北京

鼎国生物技术有限责任公司。

1.3 方法

1.3.1 脱铁乳铁蛋白的制备和表征

使用醋酸和柠檬酸，分别使乳铁蛋白中结合的铁离

子游离出来。

制备脱铁乳铁蛋白的方法：称取 10g 乳铁蛋白，用

去离子水溶解；加入 25% 醋酸溶液，乳铁蛋白 - 醋酸溶

液由砖红色变成淡黄色，用 pH 计检测乳铁蛋白 - 醋酸溶

液的 pH 值，并配制此 pH 值下的醋酸透析液。把调节

好 pH 值的乳铁蛋白 - 醋酸溶液在搅拌的条件下透析，直

到透析液中检测不到 Fe3+，脱铁后的乳铁蛋白溶液变得

澄清；继续用去离子水透析，直到除去溶液中的醋酸根

离子。然后冷冻干燥，得到淡白色粉末。称其质量，

计算出产品的得率，分别用红外光谱仪和紫外光谱仪对

产品进行表征。

                           
脱铁乳铁蛋白质量

产品得率(%)= —————————× 100
　　　　　　　  乳铁蛋白质量

透析液中 Fe3+ 的检测方法：磺基水杨酸法。取 5ml
醋酸透析液于 50ml 容量瓶内，加入 10% 磺基水杨酸溶

液 2.5ml，用 pH5 的醋酸 - 醋酸钠缓冲溶液稀释到刻度，

摇匀，反应 10min。用 25% 的醋酸溶液 5ml 做空白，测

定 A 46 0 值，如果透析液中不存在 Fe 3+，则 A 4 60 值为零。

按上述步骤用柠檬酸游离乳铁蛋白中的 Fe3+。比较

两种酸制备脱铁乳铁蛋白的 pH 值、产率、红外吸收光

谱图和紫外吸收光谱图。

1.3.2 络合条件的确定

铬与脱铁乳铁蛋白的络合情况受 pH 值、温度、浓

度比三个因素的影响，下面通过改变单一因素的方法，

找出适宜络合的 p H 值、温度和物质的量浓度比。

1.3.2.1 温度对脱铁乳铁蛋白铬络合物的影响

称取 5 份脱铁乳铁蛋白，各 0 . 5 g，用去离子水溶

解；分别加入过量的六水三氯化铬 0.02g，用 NaHCO3

调节溶液 pH 值到 7.0 后，在温度为 70、65、60、55、
50℃的恒温水浴锅内(考虑到脱铁乳铁蛋白的变性温度 72
℃)，搅拌络合 2 h，观察溶液颜色变化。同法，用六

水三氯化铬溶液作为对照，观察其颜色变化。

1.3.2.2 pH 值对脱铁乳铁蛋白铬络合物的影响

称取 9 份脱铁乳铁蛋白，各 0 . 5 g，用去离子水溶

解；分别加入过量的六水三氯化铬 0.02g，用 NaHCO3

调节各溶液 pH 值为 7 .6、7 .4、7 .2、7 .0、6 .8、6 .6、
6.4、6.2、6.0。在 60～70℃的恒温水浴锅内搅拌络合

2 h，观察溶液颜色变化。同法，用六水三氯化铬溶液

作为对照，观察其颜色变化。

1.3.2.3 铬与脱铁乳铁蛋白物质的量的浓度比对络合物

的影响

称取 4 份脱铁乳铁蛋白，各 0.5g，用去离子水溶解；

按脱铁乳铁蛋白与铬物质的量的浓度比 1:1、1:2、1:3、
1:4 分别加入 0.004、0.008、0.012、0.016g 六水三氯化

铬。用 NaOH 调节溶液 pH 值到 7.0，在 60～70℃恒温水

浴锅内搅拌络合 2 h，观察溶液颜色的变化；并通过红

外吸收光谱图进一步确定其络合情况。

1.3.2.4 NaOH、NaHCO3 对脱铁乳铁蛋白铬络合物的

影响

称取 2 份脱铁乳铁蛋白，各 0 . 5 g，用去离子水溶

解；分别加入过量的六水三氯化铬 0 . 0 2 g 。分别用

NaOH、NaHCO3 调节溶液 pH 值到 7.0，在 60～70℃恒

温水浴锅内搅拌络合 2h，观察溶液颜色的变化。同法，

用六水三氯化铬溶液作为对照，观察其颜色变化。

1.3.3 脱铁乳铁蛋白铬络合物的制备与表征

称取 2 g 脱铁乳铁蛋白，用去离子水溶解；加入

0.08g 六水三氯化铬；用 NaHCO3 调节溶液 pH 值到 7.0，
在 60～70℃恒温水浴锅内搅拌络合 2h。透析，以去离

子水为透析液把过量的氯化铬透析出去；冷冻干燥，得

到纯的脱铁乳铁蛋白铬粉末。分别用红外光谱仪和紫外

光谱仪对络合后的物质进行表征。

比较乳铁蛋白、脱铁乳铁蛋白、脱铁乳铁蛋白铬

的红外和紫外吸收光谱图，分析物质结构的变化。

2 结果与分析

2.1 不同酸对乳铁蛋白脱铁的影响

按照 1.3.1 节的方法，比较两种酸对乳铁蛋白脱铁

的 pH 值和产品得率、红外吸收光谱图和紫外吸收光谱
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图，并与乳铁蛋白的红外吸收光谱图和紫外吸收光谱图

比较，结果如表 1 所示。

图 1 、 2 相比较，两个图谱基本一致，在波

长 2 9 5 n m 和 2 4 5 n m 处都有强吸收；图 1 、2 与图

3 相比较，三个图谱基本一致，最大吸收峰一样，

可能是因为金属离子的结合不能引起乳铁蛋白分子

内官能团中电子的跃迁，因此金属离子的结合不能

引起吸收峰的偏移，这与 S u n 、L i [ 7 - 8 ]研究的金属

离子与运铁蛋白类蛋白结合的特征吸收峰相一致。

因此，不能用紫外吸收光谱图作为乳铁蛋白脱铁与

否的判断标准。但从溶液的颜色变化可以初步判断

F e 3 + 已经游离出来。

图1   醋酸脱铁后的乳铁蛋白紫外吸收光谱图

Fig.1   UV absorption spectrum of apotransferrin prepared using
acetic acid
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图2   柠檬酸脱铁后的乳铁蛋白紫外吸收光谱图

Fig.2   UV absorption spectrum of apotransferrin prepared using
citric acid
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图3   乳铁蛋白紫外吸收光谱图

Fig.3   UV absorption spectrum of lactoferrin
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图4   醋酸脱铁后的乳铁蛋白红外吸收光谱图

Fig.4   IR absorption spectrum of apotransferrin prepared using
acetic acid
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图5   柠檬酸脱铁后的乳铁蛋白红外吸收光谱图

Fig.5   IR absorption spectrum of apotransferrin prepared using
citric acid
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酸的种类 调节的 pH值 产品得率(%)
醋酸 2.25 73.9

柠檬酸 2.50 60.8

表1   不同酸脱铁所需的pH值和产品产率

Table 1   pH adjustment for apotransferrin preparation using acetic
acid or citric acid and yield of product

从表 1 可知，要使乳铁蛋白中的 F e 3 + 游离出来，

需要用 25% 醋酸调 pH 值到 2.25，需要用 25% 柠檬酸

调 pH 值到 2 .50，柠檬酸对乳铁蛋白敏感性较高，但

目前并没有这方面的相关研究。用醋酸脱铁得到产

品得率为 73.9%，用柠檬酸脱铁得到产品得率为 60.8%，

醋酸脱铁较柠檬酸脱铁产品得率稍高。但两种酸脱

铁所得产品得率均不高，究其原因可能是乳铁蛋白

长期处于低酸性条件下，引起蛋白质部分水解，使

得氨基酸肽链水解为小分子的短肽，从透析袋中透

析 出来。

两种产品的紫外吸收光谱图分别如图 1、2 所示，

并与乳铁蛋白紫外吸收光谱图(图 3)比较。
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比较两种产品的红外吸收光谱图，分别如图 4、5
所示，并与乳铁蛋白的红外吸收光谱图(图 6 )比较。

分别比较图 4 和图 6、图 5 和图 6，图谱基本一致；

但图 4 在 3000cm-1 处和 1680～1620cm-1 处与图 4、图 5 存

在差异。在 3000cm-1 处，图 4 比图 4、5 多了 10cm-1 单

位的偏移，经查找有关文献证明，此区域为基团－ NH
－特征吸收峰；在 1680～1620cm-1 范围内，图 6 比图 4、
5 多了 1671cm-1 和 1631cm-1 两个特征吸收峰，有关文献证

明，此区域为基团－ C ＝ O 特征吸收峰。并通过颜色

的变化，可以初步断定两种蛋白质中 F e 3 + 已经游离出

来。经过反复的实验证明，图谱的重现性较好，因此

可以用红外吸收光谱图作为乳铁蛋白脱铁与否的判断标

准；并且两种酸都可以使乳铁蛋白中结合的 Fe3+ 游离出

来。再比较图 4 和图 5 ，两个图谱基本一致，最大特

征吸收峰基本相同，证明两种物质含有相同的官能团；

但两种物质是否同一种物质，还需进一步研究证明。本

实验采用醋酸脱铁后的脱铁乳铁蛋白进行后续实验。

2.2 络合温度的选择

由表 2 可知，脱铁乳铁蛋白与铬络合需要在一定温

度条件下进行，当温度低于 5 0℃时，脱铁乳铁蛋白始

终不能与铬络合。只有当温度高于 6 5℃时，脱铁乳铁

蛋白才能与铬特异性结合，生成脱铁乳铁蛋白铬络合

物。进一步通过三氯化铬溶液做对照，证明脱铁乳铁

蛋白铬在络合过程中颜色的变化不是由三氯化铬引起

的，而是脱铁乳铁蛋白铬络合过程中所特有的。

温度(℃) 6 5 6 0 5 5 5 0 4 5 4 0
脱铁乳铁蛋白和三氯化铬溶液 青绿→蓝绿浑浊→墨绿 青绿→蓝绿浑浊→墨绿 青绿→蓝绿浑浊→墨绿 青绿→蓝绿浑浊→墨绿 青绿→深绿浑浊→青绿澄清 青绿→绿色浑浊→绿色澄清

三氯化铬溶液
深绿→青绿→浅蓝→ 深绿→青绿→浅蓝→蓝色浑浊→ 深绿→青绿→浅蓝→蓝色浑浊→ 深绿→青绿→浅蓝→ 深绿→草绿→蓝色→ 深绿→草绿→蓝色→

蓝色浑浊→静置后沉淀 静置后沉淀 静置后沉淀 蓝色浑浊→静置后沉淀 蓝色浑浊→静置后沉淀 蓝色浑浊→静置后沉淀

表2   温度对脱铁乳铁蛋白铬络合的影响

Table 2   Effects of temperature on complexation of apotransferrin with Cr3+

pH 7.6 7.4 7.2 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5

脱铁乳铁蛋白和三氯化铬溶液
青绿→蓝绿 青绿→蓝绿浑浊 青绿→蓝绿浑浊 青绿→蓝绿浑浊 青绿→蓝绿浑浊 青绿→蓝绿浑浊 青绿→淡蓝绿 青绿→淡蓝绿→ 青绿→淡蓝绿

浑浊→墨绿 →墨绿 →墨绿 →墨绿 →墨绿 →墨绿 →绿色澄清 绿色澄清 →绿色澄清

三氯化铬溶液
深绿→青绿→浅蓝→ 深绿→青绿→浅蓝→ 深绿→青绿→浅蓝→ 深绿→青绿→浅蓝→ 深绿→浅蓝→蓝色絮 深绿→浅蓝→蓝色絮 深绿→浅蓝→蓝色絮 深绿→ 深绿→

蓝色浑浊→静置后沉淀 蓝色浑浊→静置后沉淀 蓝色浑浊→静置后沉淀 蓝色浑浊→静置后沉淀 状浑浊→静置后沉淀 状浑浊→静置后沉淀 状浑浊→静置后沉淀 青绿澄清 草绿澄清

表3   不同pH值对脱铁乳铁蛋白铬络合的影响

Table 3   Effects of medium pH on complexation of apotransferrin with Cr3+

图6   乳铁蛋白红外吸收光谱图

Fig.6   IR absorption spectrum of lactoferrin
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2.3 络合 pH 值的选择

由表 3 可知，当脱铁乳铁蛋白溶液 pH 值小于 6.0时，

虽然溶液能变成蓝绿色，但脱铁乳铁蛋白并不能与铬稳

定地结合。只有当溶液环境 pH 值大于 6.0 时，Cr 3+ 才

能与脱铁乳铁蛋白牢固结合，形成稳定的络合物。通

过对照实验证明，三氯化铬溶液在不同 pH 值下颜色和

脱铁乳铁蛋白铬溶液颜色均不同，脱铁乳铁蛋白铬形成

络合物过程中颜色的变化不是由三氯化铬引起的，而是

脱铁乳铁蛋白络合过程所特有的。

2.4 物质的量的浓度比的选择
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比较图 7A 和图 7B 可知，在 3000cm-1 处二者特征吸

收峰不同，图 7A 最大吸收峰为 3291cm-1，图 7B 最大吸

收峰为 3306cm-1，说明铬与脱铁乳铁蛋白物质的量的浓

度比不同时会影响产物的红外吸收光谱图，但具体的影

响机理尚不清楚。比较图 7 B、7 C、7 D 可知，三个红

外吸收光谱图基本一致，说明一个脱铁乳铁蛋白分子结

合两个 Cr3+ 后达到饱和状态，饱和的脱铁乳铁蛋白不会

再与过量的 Cr3+ 结合，且脱铁乳铁蛋白与 Cr3+ 结合稳定。

2.5 调节 pH 值所用碱的选择

按照 1.3.2.4 节的方法，分别用 NaOH 和 NaHCO3 调

节溶液 p H 值，溶液都从青绿→蓝绿沉淀→墨绿澄清，

但用碱调节三氯化铬溶液，却从青绿→草绿→颜色变淡

→青绿浑浊→浑浊增多→静置后分层，说明其颜色变化

是脱铁乳铁蛋白铬络合过程中所特有的。由此，证明

脱铁乳铁蛋白与 Cr3+ 络合只与其所在的 pH 环境有关，而

与选择的碱无关。

2.6 脱铁乳铁蛋白铬络合物的表征

比较脱铁乳铁蛋白、乳铁蛋白、脱铁乳铁蛋白铬

的红外吸收光谱图，如图 4 、6 、7 D 所示。

脱铁乳铁蛋白、乳铁蛋白、脱铁乳铁蛋白铬的红

外吸收光谱图基本一致，但在 3300cm-1 波数范围内的特

征吸收峰却存在差别，脱铁乳铁蛋白的最大吸收峰为

3302cm-1，脱铁乳铁蛋白的最大吸收峰为 3291cm-1，乳

铁蛋白铬的最大吸收峰则为 3306cm-1，经查找有关文献

[9]、[10]证实，此区域为基团－ NH －的特征吸收频率。

因为金属离子络合的缘故，引起了基团－ NH －电子重

新排布，影响了基团内电子伸缩振动，从而影响了该

基团的特征吸收峰。实验同时证明了，Fe3+ 和 Cr3+ 对基

团的影响是一致的。

进一步分析比较三种物质在1800～1400cm-1波数范围

内的谱图。可知，乳铁蛋白和脱铁乳铁蛋白铬在此区域

吸收光谱图一致，但与脱铁后的乳铁蛋白吸收光谱图却

有所不同。乳铁蛋白和脱铁乳铁蛋白铬在 1671cm -1 和

1631cm-1 有强吸收峰，但脱铁乳铁蛋白没有，经查找有

文献[9]～[11]证实，此区域为－ C ＝ O 基团的特征吸收

频率。Fe3+ 和 Cr3+ 与乳铁蛋白的结合，引起了该基团内

电子的伸缩振动，从而引起了吸收峰频率的改变。

经反复实验证明，乳铁蛋白、脱铁乳铁蛋白、脱

铁乳铁蛋白铬红外吸收光谱图的重现性较好，其特征吸

收峰的产生和特征吸收峰的偏移并不是偶然，因此可以

把红外吸收光谱图作为乳铁蛋白脱铁及铬与脱铁乳铁蛋

白络合与否的一个判断依据。

3 结  论

3.1 醋酸调节溶液 pH 值为 2.25，柠檬酸调节溶液 pH
值为 2.50 后，Fe3+ 可从乳铁蛋白中游离出来，脱铁后的

乳铁蛋白溶液变得澄清。

3.2 脱铁乳铁蛋白与铬离子络合的最佳条件为：

pH7.0～7.6，温度为 60～70℃，脱铁乳铁蛋白与六水三

氯化铬物质的量的浓度比 1:2，搅拌时间在 2h 以上，络

合过程中溶液颜色先由青绿色变成蓝绿色，最后变成墨

绿色而达到稳定。

3.3 Cr3+ 和脱铁乳铁蛋白络合机制与 Fe3+ 不同，络合中

并不需要 HCO 3 的参与，只与络合时的 pH 值有关；一

个乳铁蛋白分子可以结合两个 Cr3+。

3.4 通过比较产物的红外吸收光谱图不仅可以判断乳铁

蛋白是否已经脱铁，还可以判断脱铁乳铁蛋白与铬的络

合情况。
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A、B、C、D 中脱铁乳铁蛋白与铬的物质

的量的浓度比分别为 1:1、1:2、1:3、1 :4。
图7   脱铁乳化铁蛋白铬红外吸收光谱图

Fig.7   IR absorption spectrum of apotransferrin-chromium complex
with the molar ratio of 1:1, 1:2, 1:3 and 1:4
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