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畜禽骨蛋白水解及多肽螯合钙研究进展
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摘  要：畜禽骨骼是一种量大并且营养十分丰富的天然资源，但是我国对畜禽骨骼的深加工利用率不足1%。本文

针对国内外畜禽骨骼的开发利用现状，结合畜禽骨骼的组成与结构特点，对畜禽骨胶原蛋白水解方法和主要功能性

水解产物及其分离纯化方法展开阐述，并重点探讨了畜禽骨胶原多肽螯合钙新型补钙产品的开发研究，对其螯合工

艺的主要影响因素以及螯合物的吸收性进行了详细的介绍。最后预测了我国畜禽骨骼制品的开发前景。
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我国是畜禽消费大国，几乎达到全世界畜禽消费

总量的1/4。2013年1月20日，统计局发布农业生产数

据，全年猪牛羊禽肉产量8 373 万t，其中畜禽骨就占了

20%～30%，但是其深加工利用率不足1%，大多用来熬

汤或生产附加值低的产品，如骨粉、骨泥等。畜禽骨中

含有丰富的蛋白质以及人体必需的多种必需氨基酸。同

时骨骼中钙的含量是等量鲜肉的几十甚至上百倍，钙磷

比近似为2∶1，是适合人体吸收的最佳比例。开发并加

工废弃畜禽骨骼，不仅可以充分利用骨中丰富的营养资

源，而且还解决了骨骼腐烂造成的环境污染问题。

钙是人体含量最多的无机元素，占体质量的

1.5%～2.2%[1]，钙在细胞代谢、骨骼生长、血液凝结、

肌肉收缩、神经传导以及心脏功能中起重要作用[2]。缺

钙是我国人群中普遍存在的问题，根据“中国居民营

养与健康现状”调查报告，我国居民钙平均摄入量为

0.413 g，仅达到钙的推荐供给量的52%，90%左右的人群

钙摄入量严重不足。

现在市面上的补钙产品主要有无机钙、有机钙以

及氨基酸螯合钙，但是无机钙生物效价低、有机钙溶

解度大易溶失且价格高、氨基酸螯合钙会产生颜色反

应并引发脂肪氧化。来自畜禽骨骼水解的胶原多肽，

与钙螯合后的新型产品，可以做到胶原与钙同补，有

效防止钙流失，起到预防骨质疏松的作用。并且其

吸收性比氨基酸螯合钙好，具有广阔的市场前景。因

此，水解胶原蛋白是充分利用骨钙的前提，在此基础

上开发肽钙产品能够在很大程度上缓解我国居民的缺

钙压力，此外，骨胶原肽钙的生产可以变废为宝，原

料价格低廉但成品价格十分昂贵，大批量的投入生产
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可带动畜禽养殖业的发展，同时又可以减少环境污染，

对可持续发展具有重要意义。

1 畜禽骨骼开发利用国内外发展概况

骨骼是一种天然复杂的有机体，占动物体质量的

10%～20%，主要包括骨基质（胶原与胶原蛋白）和骨矿

物质（羟基磷灰石），骨骼的生成首先是形成胶原和基

质网，而后钙磷以羟基磷酸钙盐的形式沉积在基质网空

隙中。目前，国内外针对畜禽骨骼的综合利用主要是从

骨胶原蛋白、骨钙以及多肽的相关产品的开发展开。

20世纪70年代，丹麦等发达国家率先开发出几乎

100%利用畜骨的骨泥和骨蛋白粉等制品；20世纪80年
代，日本也开发出了食用骨粉、骨糊、骨胶等食品；随

后前苏联及美国连珠公司分别从骨中提取了食用蛋白干

品及可溶性蛋白[3]；丹麦率先运用酶来处理动物骨头，生

产食用蛋白粉和明胶[4]。相对来说，我国对畜骨的开发和

利用起步较晚，但随着国内研究力度的加大和科研工作

者的不懈努力，畜骨产品的开发也取得了一定成绩[5]。

畜禽骨产品的研发，大致可分为全骨产品和骨提取物两

大类，全骨产品主要有骨粉、骨泥等，骨提取物主要有

骨蛋白、骨素、骨明胶、骨多肽、骨油及骨钙等。近年

来，国内外众多学者主要致力于畜禽骨骼酶解技术的研

究，以期获得功能性多肽产品，并且已经颇有成效。

2 畜禽骨胶原蛋白酶解

骨骼中的蛋白质90%为胶原及软骨素（酸性黏多

糖），胶原蛋白具有独特的3 股超螺旋结构，3 条α链相

互平行，由链间氢键相连，具有十分稳定的性质，一般

的加工温度或短时间的加热都很难使其分解，因此不易

被人体吸收，利用率较低。为了开拓其市场，一般将其

进行水解制备功能活性肽。

2.1 畜禽骨胶原蛋白多肽的生理功能

自1979年日本学者确认明胶降解的多肽具有降血压[6]

作用以来，已有许多研究证明骨胶原多肽具有很多其他

生理功能，如预防和治疗骨质疏松、清除自由基、抗疲

劳、抑菌及抗肿瘤等多种活性[7-8]。

骨胶原蛋白水解产物能够有效地清除自由基，对抗氧

化和抗衰老有积极作用。研究表明，蛋白水解产物中的缬氨

酸、组氨酸、脯氨酸、天冬氨酸具有较高的抗氧化活性[9]。

另外，胶原多肽对纤维黏连蛋白具有很高的亲和性，因此

胶原多肽对癌细胞的转移过程具有重要作用。

含胶原多肽和明胶的一些产品一直被认为对关节是

很有益处的。Zhang He等[10]以胶原多肽饲喂去卵巢雌性

小鼠，13 周后发现骨密度显著上升，说明补充胶原多

肽可以预防和治疗骨质疏松。另外，畜禽骨骼酶解液具

有一定抑菌作用。张顺亮等[11]采用多种酶对牛骨胶原蛋

白进行水解并测定酶解液对S.aureus和S.enteria的抑制活

性。研究表明，动物复合蛋白酶和胰蛋白酶水解得到的

肽只对革兰氏阴性菌起作用，中性蛋白酶水解得到的肽

可能只对革兰氏阳性菌起作用，而风味蛋白酶水解得到

的肽可能对两种细菌都起作用。

2.2 畜禽骨骼骨胶原蛋白酶解工艺

2.2.1 畜禽骨骼胶原蛋白酶解方法

畜禽骨骼胶原蛋白的水解方式主要有酸法、碱法、

高温热解法和生物酶解法[12]。酸法主要是采用强酸在高

温下水解，反应条件强烈，连续处理时较难操作，严重

腐蚀设备，得到的多肽分子质量参差不齐，多生成氨基

酸混合物；碱法生产过程中常发生消旋现象，产生D和 

L-型的等物质的量混合物，其中D-型氨基酸不能作为有

效的氨基酸源，有些还具有毒性甚至有致癌、致畸和致

突变风险；高温热解法所得产品优点在于含盐量低，但

水解时间长，需带压操作，产物分子质量分布不均匀，

也不适合生产食品级胶原多肽；近年来报道最多的是生

物酶解法，其优点在于反应条件温和可控，反应时间

短，不造成环境污染，产品营养价值高，产物以多肽和

L-型游离氨基酸为主，易于人体消化吸收，该法有助于

提高蛋白质的质量和功能性质。

2.2.2 胶原蛋白酶解工艺中酶的选择

能使胶原蛋白水解的酶类较多，从来源上可分为植

物蛋白酶、动物蛋白酶和微生物蛋白酶；此外，较常用

于水解的蛋白酶还有风味复合酶等。一般来说，动物蛋

白酶酶解得到的胶原多肽的分子质量范围比植物蛋白酶

酶解的更广。

常用的植物蛋白酶有菠萝蛋白酶和木瓜蛋白酶。木

瓜蛋白酶属巯基蛋白酶，可水解蛋白质和多肽中精氨酸

和赖氨酸的羧基端，并能优先水解那些在肽键的N端具有

2 个羧基的氨基酸或芳香L-氨基酸的肽键。菠萝蛋白酶属

于巯基蛋白酶，其作用位点无特异性。常用的动物蛋白

酶有胰蛋白酶和胃蛋白酶。胃蛋白酶倾向于剪切氨基端

或羧基端为芳香族氨基酸（如苯丙氨酸、色氨酸和酪氨

酸）或亮氨酸的肽键；而如果往某一肽键氨基端数第3个
氨基酸为碱性氨基酸（如赖氨酸、精氨酸和组氨酸）或

者该肽键的氨基端为精氨酸时，则不能有效地对此肽键

进行剪切。胰蛋白酶作用位点在赖氨酸和精氨酸之间。

常用的微生物蛋白酶如碱性蛋白酶主要存在于细菌、放

线菌和真菌中，商业应用的碱性蛋白酶主要来源于地衣

芽孢杆菌，大部分碱性蛋白酶的最适pH值为9～11之间，

其专一性受切开点两侧氨基酸残基，尤其是羧基端第一

位氨基酸的影响。中性蛋白酶是最早发现并广泛应用于

工业化生产的蛋白酶制剂，无序列特异性。
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2.2.3 酶解条件优化

虽然酶法水解有其不可替代的优越性，但由于骨胶

原蛋白结构稳定，酶法水解的水解度一般较低，因此越

来越多的工作集中在酶解工艺的优化上。

Dong Xianbing等[13]采用热压提取鸡骨中的胶原蛋白

后，再用风味蛋白酶水解提取物，酶解8 h后小分子肽

（400～1 000 D）含量比酶解1 h时增加了74 倍。韦汉昌

等[14]以新鲜牛骨为原料，采用高压脉冲电场协同风味酶

提取牛骨蛋白，不仅能够提高骨蛋白溶出率，而且能缩

短酶解时间。Kangsanant等[15]用70 W超声波预处理以及

超声波辅助风味蛋白酶酶解，发现水解度相对于常规酶

解降低了23%～35%，但是水解产物的DPPH自由基清除

能力和还原能力分别增加了33%和45%，说明超声波辅助

酶解可以作为获取功能活性肽的全新手段。刘小红[16]采

用碱性蛋白酶、木瓜蛋白酶、风味蛋白酶分步酶解猪股

骨头，可以显著提高酶解液ACE抑制率和水解度。

以上研究的酶解方法大致可以归为两类，一是采

用物理处理联合酶解处理的方法，如加热酶解、高压酶

解以及超声波辅助酶解等，其中加热酶解和高压酶解都

可以显著提高胶原蛋白的水解度；经高压脉冲电场处理

再进行酶解，可以显著缩短酶解时间，提高酶解效率；

而超声波辅助酶解虽然降低了水解度，但是水解产物的

抗氧化性显著增强；二是采用多种蛋白酶协同酶解的研

究，利用各种酶特异酶切位点充分水解胶原蛋白。

2.2.4 酶解产物的分离纯化

酶解产物中包含不同生物活性、理化特性及分子质

量的多肽，出于不同的研究目的，所采用的分离纯化方

法也不尽相同。用于多肽分离纯化的技术及特点，如表1
所示。

表 1 多肽分离纯化方法比较[17-19]

Table 1 Comparison of separation and purification techniques for 

polypeptides[17-19]

方法 原理 优点 缺点

电泳 高效毛细管电泳 分子形状、分子质量
高效、快速、仪器简单和分析

样品用量少
进样量少

层析

大孔树脂吸附层析 疏水性的大小
吸热过程，提高温度

有利于吸附
专一性差，疏水性无显著差异

的肽不能起到分离作用

凝胶过滤层析 分子质量
操作条件温和，可在相当广的
温度范围下进行，不需要

有机溶剂

对分子质量相近，尤其分子质
量＜1 000 D的肽分离效果差

离子交换层析 阴离子和阳离子的电荷强弱 交换容量大，回收率高
电荷相同或相近的组分的分离

效果不明显

亲和层析法 配基与配体间的特异亲合性
具有高选择性、高分离性及

较大的载量

载体昂贵，机械强度低，配基
制备困难，配基与载体耦联条

件激烈

色谱 反相高效液相色谱
非极性键和固定相及
溶质的疏水作用

＜1 000 D的非极性小分子
多肽的分析和纯化，具有

十分高的分辨力

很少单独使用，一般用在
分离纯化的最后，用于
分离组分的分析和再分离

膜分
离

微滤 水解液分离纯化的第一步

超滤 根据超滤膜的孔径大小对大分子物质进行分级分离

纳滤 介于反渗透和超滤之间的一种压力驱动型膜分离技术，截留分子质量为150～1 000

实际应用中，单一的分离方法很难达到预期的

分离效果，往往需要将多种方法联合使用，不仅能实

现生物活性肽多级分离，还能达到提高产品质量的目

的。例如现在多使用连续色谱法纯化金属螯合肽，

主要包括固定化金属亲和层析（ immobi l ized meta l 
affinity chromatography，IMAC）、反向高效液相色谱

（reversed phase high performance liquid chromatography，
RP-HPLC）、离子交换层析（ ion-exchange column 
chromatography，IEC)、凝胶过滤层析（gel filtration 
chromatography，GFC），由于IMAC具有杰出的捕捉

螯合肽的能力，因此，常常作为纯化的第一步，其次是

GFC、IEC和RP-HPLC[20]。

3 骨降解功能性多肽螯合钙

在多肽促钙吸收理论成熟以后，为了充分利用畜禽

骨中两大丰富资源——骨蛋白和骨钙，一些学者致力于

胶原蛋白功能性多肽螯合钙产品的研发，一方面补充

胶原多肽，另一方面在多肽促进下加强钙在体内的生

物利用率。

3.1 具有金属螯合功能的多肽

多肽不仅在两端存在未缩合的－NH2和－COOH，

在多肽侧链上也有，如Ly s的－N H 2和A s p和G l u的 

－COOH、－NH2与Ca2+配位结合，－COOH与Ca2+通过

离子键结合。Jamalian等[21]在研究中发现谷氨酸和天冬

氨酸残基负责一级结合中金属的配位，苏氨酸和丝氨

酸－OH中的氧原子可以提供额外的配位点，同时－OH
与邻位氨基之间的质子转移可以加强肽的配位能力，此

外天冬氨酸和酪氨酸可以增加潜在的结合位点，这些结

果对钙与多肽的结合以及钙载体物质的设计提供了丰富

的理论支持。

Huang Guangrong等[22]分别用风味蛋白酶、复合蛋

白酶、碱性蛋白酶、胃蛋白酶和胰蛋白酶酶解虾加工副

产物时发现，所有酶解液中，胰蛋白酶酶解液与钙的结

合能力最强。结合胰蛋白酶的作用位点在精氨酸和赖氨

酸之间，可以推测钙结合能力可能与这两种氨基酸含量

有关。Liu Fengru等[23]通过研究各种麦胚蛋白酶解物结

合钙的能力，证实螯合物中钙的含量在很大程度上取决

于水解物所用酶的种类、水解度、氨基酸组成以及分子

质量分布，当用碱性蛋白酶水解时，水解度达21.5%，

多肽分子质量低于2 000 D，并且螯合物中钙含量达到 

67.5 mg/g，钙结合肽主要由谷氨酸、精氨酸、天冬氨酸

和甘氨酸组成。Charoenphun等[24]发现用碱性蛋白酶2.4 L
水解罗非鱼蛋白，其水解度为27.7%时，水解产物螯合钙

的能力最强，达65 mg/g，经分离鉴定，该结合态的分子质

量为1.2 kD，氨基酸组成为Trp-Glu-Trp-Leu-His-Tyr-Trp，
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并认为Glu中的羧基和His中的咪唑基对钙结合活性是必

不可少的。此外，Zhao Lina等[25]从乳清蛋白水解产物

中分离出一种具有钙螯合能力的肽，经鉴定，该肽为甘

氨酸-酪氨酸二肽，分子质量为237.99 D，钙螯合能力达

75.38 μg/mg，比蛋白水解复合物提高了122%，通过对

螯合模式的研究，发现主要的结合位点为羰基中的氧原

子和氨基及亚氨基中的氮原子，热重量分析-差动扫描

量热法显示甘氨酸-酪氨酸-钙在酸性和碱性条件下均具

有很好的热稳定性及溶解性，有利于钙在人体胃肠道中

的吸收。

通过以上研究结果，可以初步判断赖氨酸、精氨

酸、谷氨酸、组氨酸、甘氨酸、天冬氨酸等可能是跟螯

合活性有关的氨基酸，并且具有金属螯合功能的肽一般

是寡肽，分子质量低于1 000 D。

3.2 多肽螯合钙的优势与特点

钙制剂的发展经过了无机钙盐到传统的有机钙盐再

到新型可溶性有机钙的历程。无机型钙生物学效价低，

有机钙盐溶解度大易溶失，为了克服这些缺点，便出现

了钙的氨基酸螯合物。氨基酸螯合钙（如His和Met）具

有易被吸收的特点，一度成为补钙的首选产品，不只是

会产生不期望的颜色反应并可能引发脂肪氧化[26]。多肽

螯合钙是通过多肽的N-端氨基、C-端羧基、氨基酸侧链

以及肽链中的羰基和亚氨基与Ca2+配位形成，此外，多肽

对钙还有吸附作用[27]，比氨基酸螯合钙具有更高的配合

率和稳定性。刘闪等[28]以白鲢鱼骨和氯化钙为原料制备

胶原多肽螯合钙，通过红外光谱和电镜发现钙离子与胶

原多肽确实发生了螯合反应，结合方式有离子结合、配

位结合及吸附作用。有研究通过傅里叶变换红外光谱证

明胶原多肽螯合钙是一种新的物质[29]，也说明多肽与钙

之间形成了新的化学键。多肽螯合钙具有生物效价高、

吸收快、营养高等优点，具有抗氧化、抗菌、免疫调

节、降血脂和降血糖等活性，有很高的开发价值和应用

前景，日益成为国内外研究的热点[30-32]。

3.3 多肽螯合钙制备的螯合工艺研究

胶原多肽螯合钙目前存在的最大的问题是螯合率不

高以及螯合物中钙的含量不高，而研究发现，影响螯合

率的因素主要有螯合时间、螯合温度、螯合pH值以及多

肽与钙的比例。

3.3.1 螯合时间对螯合率的影响

随着螯合时间的延长，螯合率是增加的，但是关于

时间过长，螯合率降低的说法并没有统一的结论。如范

鸿冰等[33]以风味蛋白酶酶解鲢鱼骨制备多肽，再经乳酸

提取骨钙，多肽液与钙液体积比为1∶1，在pH 8、40 ℃
反应条件下，螯合率随反应时间的延长不断增加，到

20 min后基本趋于平稳，但是并没有出现下降的趋势。

赵妍嫣等[34]采用碱性蛋白酶酶解猪骨粉后再以乳酸菌发

酵酶解上清液，从而活化骨钙，最后与胶原多肽溶液进

行螯合，在研究螯合时间对螯合率的影响时发现，随着

螯合时间的延长，螯合率变化不大，但在50 min后螯合

率显著下降。螯合率下降的原因可能是螯合物不稳定而

分解。因此，一般可选择螯合时间为40 min左右为宜。

3.3.2 温度对螯合率的影响	
随着温度的升高，螯合率一般先增加后下降。夏光

华等[35]研究发现50 ℃时螯合率最大。螯合反应属于放热

反应，温度过高不利于螯合物的生成。此外，也可能与

温度变化影响胶原多肽的性质有关。再者，温度过高也

可能使肽钙螯合物发生部分分解。因此，一般螯合反应

的温度选用50 ℃左右。

3.3.3 pH值对螯合率的影响

随着pH值的增加，螯合率一般先增加后减少。丁利

君等[36]用多肽和无水CaCl2进行螯合反应，比较不同pH值

对螯合效果的影响，结果显示在pH 4.0～7.0的范围内，

随着pH值的升高，螯合率逐渐增加；当pH值超过7.0时，

螯合率急剧下降。因为在酸性条件下，H+与Ca2+争夺供

电子基团，不利于螯合物等的生成；随着pH值的升高，

胶原多肽的－NH2和－COOH的配位能力逐渐增大，但

pH值过高，溶液中OH－增多，争夺体系中Ca2+而优先生

成氢氧化钙沉淀。说明过酸或过碱条件都不利于螯合物

的生成，因此螯合反应的pH值是6.5～9.0为最佳。

3.3.4 多肽与钙的比例

多肽和Ca2+的比例是影响螯合反应的重要条件，随着

其比例的增加，螯合率一般先增加后下降。刘永等[37]优

化罗非鱼鳞胶原蛋白肽钙螯合物的制备工艺时发现，螯

合率随肽与氯化钙质量比的增加而迅速增加，在3∶1时达

到最高，继续升高二者比例，螯合率降低。胶原多肽与

Ca2+通常以2∶1的比例螯合，过高或过低会导致多肽或钙

的利用率有所下降。多肽液与钙液体积比过小，反应体

系中过多的游离钙导致螯合率的下降；体积比过大，螯

合率基本保持稳定，但会导致多肽利用率的下降，并且

螯合物中钙的含量较低。因此，一般螯合反应的质量比

是1∶1～4∶1为最佳。

3.4 多肽螯合钙吸收机理研究

一般认为，通过饮食摄入的钙，被消化分解为游离

的可溶解的Ca2+状态，才能被肠道吸收。1986年，Harvey
等[38]发现肠道里的钙是与肠道分泌的短肽结合后，以分

子状态被肠道整体吸收的，进入细胞后，螯合键自动断

开，分解成肽和Ca2+分别被利用。当肠腔内的Ca2+浓度较

低时，在VD作用下使细胞膜上Ca2+通道开放，进入细胞

液并在钙结合蛋白参与下，可被线粒体摄取，也可由基

底侧面膜泵入血浆；当肠腔内的Ca2+浓度较高时，Ca2+通

过细胞旁路弥散进入血液循环[39]，此外还可经由肠上皮

细胞吞饮及钙泵主动转运到血液循环中。
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螯合钙结构稳定，可避免Ca2+在肠道吸收时受到其他

养分（如植酸）对矿物元素的沉淀或吸附，Hansen等[40]

早在1996年已经通过研究摄入高植酸含量膳食的幼鼠模

型证明了多肽可以提高钙的生物利用率；Ca2+在螯合状态

下是通过肽的吸收通道被吸收而不是金属离子的吸收通

道，从而避免与利用同一通道吸收的其他金属离子拮抗

竞争，提高吸收效率；肽- Ca2+螯合物吸收速度快且可以

减少很多生化过程，节约机体能量消耗[41]。总而言之，

肽-Ca2+螯合物可以利用机体对肽的吸收而使Ca2+在消化

道中更容易被吸收。

梁春辉等 [ 4 2 ]在小鼠基础日粮中添加胶原多肽螯

合钙、葡萄糖酸钙和CaCO3等补钙制剂，通过对比小

鼠股骨骨质、血钙和血磷含量的变化发现，胶原多肽

螯合钙在股骨长度、质量、骨钙、骨磷以及有机质含

量方面均显著高于其他补钙制剂。成静等 [43]分别用胶

原多肽螯合钙、CaCO3饲喂缺钙模型小鼠，通过检测

受试动物的血清钙、股骨钙含量及股骨指数，比较多

肽螯合钙和CaCO3的补钙效果，结果显示，胶原多肽

螯合钙组血清钙含量及股骨钙含量均著性高于模型组 

（P＜0.01），胶原多肽螯合钙高剂量组股骨指数显著

高于模型组及CaCO3组（P＜0.01），说明胶原多肽螯合

钙具有一定的补充钙质的功能，并优于无机型CaCO3。

Lü等[44]则使用结肠腺癌细胞通过体外实验判断不同分子

质量（1～3 kD、3～10 kD、10～30 kD）大豆水解蛋白-
钙复合物在促进钙吸收上的作用，结果表明分子质量为

3～10 kD复合物促进钙吸收效果最好。

4 结 语

骨食品营养价值很高，能防治各种营养缺乏症，

被营养学家誉为“21世纪新型食品”、“21世纪功能性

食品”。特别是在当今世界普遍缺钙的大前提下，迫切

需要开发一种安全有效的补钙产品，而畜禽骨富含蛋白

质和活性钙，因此无论从资源利用还是环境保护角度出

发，畜禽骨产品的开发都具有巨大的经济效益和社会效

益。我国对畜禽骨骼及其蛋白质资源的研究已进行了十

多年，但是产品开发面临几大问题：胶原蛋白超螺旋结

构，导致其水解度较低，但是可以通过物理处理联合酶

解或多种酶共同酶解得以改善；螯合物的螯合率不高以

及螯合物中钙含量不高，是否可以从骨胶原蛋白水解液

中分离纯化得到一种特定氨基酸序列的钙螯合肽还有待

进一步实验进行研究。
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