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　　目前，国内外学者对人体钙营养进行了长期研究，一致指
出钙营养缺乏属于全球性健康问题，发展中国家尤其是亚洲

国家的平均钙摄入量最低。我国大部分人都处于缺钙状态，

少数人则严重缺钙，佝偻病仍为常见，尤其在中国北部患病率

高达４４％。引发钙缺乏的原因，除了天然的遗传因素外，更
直接的原因主要有两个方面，一是钙的日常摄入量不足，二是

钙的吸收利用率低。因此，如何改善钙营养状况，是世界也是

我国迫切需要解决的问题［１－３］。

目前市场上的补钙剂主要有无机钙、有机钙和天然生物

钙３类，其消化吸收均依赖于胃酸解离出 Ｃａ２＋。但是，Ｃａ２＋

容易在碱性的小肠液中生成胶稠状的 Ｃａ（ＯＨ）２沉淀，使
Ｃａ２＋的表观吸收率仅为２５％ ～４０％，且 Ｃａ（ＯＨ）２胶稠状物
可粘附在肠壁表面，也影响其他营养元素的吸收［４－６］。因此，

寻找新的钙源和探索新的钙吸收利用途径，对开发新型的钙

螯合营养强化剂具有重要意义。

铁蛋白是天然存在于生物体细胞中的一类铁贮藏蛋白，

它由中空的蛋白质外壳和铁核组成，内、外直径分别约为８和
１１ｎｍ，这种特殊的结构，使钙进入铁蛋白内部空腔成为可能，
为活性钙源的制备提供了新的载体，其特点：一是天然蛋白外

壳可屏蔽其他食品组分、胃肠环境对钙因子的干扰和影响；二

是利用铁蛋白的独特吸收机制提高钙在体内的吸收率［７－１１］。

本研究利用植物铁蛋白独特的结构特点，对植物铁蛋白进

行改性处理，将其铁核置换为钙，形成一种蛋白－钙体系的新型
钙源，为进一步开发安全、高效、可控的补钙剂提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料、试剂与仪器

铁蛋白来源参考Ｄｅｎｇ等报道的方法，提取葵花籽粕铁蛋
白［１２］；连二亚硫酸钠（Ｓｉｇｍａ）、２，２－联吡啶（Ｓｉｇｍａ）、Ｔｒｉｓ
（Ａｍｒｅｓｃｏ）、ＨＣｌ（北京化工厂）等试剂均为分析纯；超纯水系
统（Ｍｉｌｌｉ－ＱＧｒａｎｄｉｅｎｔ，美国），紫外可见分光光度计（Ｃａｒｙ５０
ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ，美国Ｖａｒｉａｎ公司），电感耦合等离子体质谱
（ＩＣＰ－ＭＳ）（Ｈｅｗｌｅｔｔｐａｃｋａｒｄ４５００，美国），透射电镜（ＴＥＭ）
（ＨｉｔａｃｈｉＳ－５５００，Ｈｉｔａｃｈｉ公司，日本），基质辅助激光解析电
离化／飞行时间质谱仪（ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ）（ＲｅｆｌｅｘⅢ，Ｂｒｕｋ
ｅｒ公司，德国）。
１．２　试验方法
１．２．１　脱铁铁蛋白（ＡｐｏＰＳＦ）的制备　采用刘文营报道的方
法进行脱铁铁蛋白的制备［１３］。

１．２．２　蛋白质中铁含量的测定　铁含量测定按照 Ｃａｒｔｅｒ报
道的方法［１４］进行：取２０μＬ铁蛋白溶液，加入２５０μＬ３０％三
氯乙酸，用蒸馏水定容至 １ｍＬ，混合均匀后 １００００ｇ离心
１ｍｉｎ；取６５０～７５０μＬ上清液于新离心管中，依次向其中加
入１００μＬ饱和乙酸铵、６２．５μＬ０．１２ｍｏｌ／Ｌ抗坏血酸，以及
６２．５μＬ０．２５ｍｏｌ／ＬＦｅｒｒｏｚｉｎｅ，用蒸馏水定容至 １ｍＬ；反应
４ｈ后，在５６２ｎｍ下测定紫外吸光值，利用摩尔相关系数ε＝
２７９００换算可得溶液中铁浓度。
１．２．３　蛋白中结合钙含量的测定　采用３种方法进行测定
比较。①ＩＣＰ－ＭＳ法：样品用１ｍＬ硝酸消化，用２％硝酸定
容至１０．００ｍＬ上机测定，ＩＣＰ－ＭＳ测定时以４５Ｓｃ为内标物。
②ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ法：样品用０．１％三氟乙酸溶解制备，收
集数据范围为１０～１００ｋｕ。③钙离子选择性微电极法：采用
以Ｐ．Ｖ．Ｃ为载体的电极膜，磷酸酯类钙盐为电活性物质。
１．２．４　ＡｐｏＰＳＦ－Ｃａ复合物的制备　透析法：将去除铁、浓度
为２μｍｏｌ／Ｌ的 ＡｐｏＰＳＦ溶液（以 ｐＨ值７．５、５ｍｍｏｌ／ＬＭＯＰＳ
缓冲液进行配制。下同）装入处理好的透析袋中，将其置于

终浓度为 ５ｍｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２（ＭＯＰＳ配制）的透析液中，使
ＡｐｏＰＳＦ和Ｃａ２＋浓度比为１∶５０００，搅拌透析１ｈ，重复换透析
液３次，每次１ｈ，以保证ＡｐｏＰＳＦ和溶液中的Ｃａ２＋充分结合。
待反应充分后，将装有ＡｐｏＰＳＦ的透析袋放入没有ＣａＣｌ２的缓
冲液中去除游离的 Ｃａ２＋，同样重复换 ３次缓冲液，以确保
Ｃａ２＋的完全去除。最后，将 ＡｐｏＰＳＦ的透析袋放置于终浓度
为５ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＣＯ３（ＭＯＰＳ配制）的溶液中，同样搅拌透析

—２９２— 江苏农业科学　２０１３年第４１卷第１１期



１ｈ，重复换３次透析液，以除去游离的 ＣＯ３
２－。以上步骤为

一次完整的载钙过程，重复完整过程３次，使蛋白质最大程度
地结合Ｃａ２＋，以制备高钙量的 ＡｐｏＰＳＦ－Ｃａ－ＣＯ３

２－复合物。

同样的方法，将阴离子ＣＯ３
２－换为 ＰＯ４

３－重复上述试验步骤，

制备ＡｐｏＰＳＦ－Ｃａ－ＰＯ４
３－复合物。

超滤法：将脱除铁、浓度为２μｍｍｏｌ／Ｌ的ＡｐｏＰＳＦ溶液加
入到４０ｍＬ终浓度为５ｍｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２的 ＭＯＰＳ超滤液中，缓
慢搅拌反应１ｈ后，用１００ｋＤａ滤膜将样品超滤至５～１０ｍＬ；
接着，向样品中加入４０ｍＬＭＯＰＳ缓冲液，缓慢搅拌１ｈ，超滤
至５～１０ｍＬ，重复３次，去除游离在缓冲液中的 Ｃａ２＋；最后，
将４０ｍＬ终浓度为５ｍｍｏｌ／Ｌ的Ｎａ２ＣＯ３溶液（ＭＯＰＳ配制）加
入到样品中，缓慢搅拌反应１ｈ后，超滤，并重复加入３次，以
除去游离的ＣＯ３

２－。以上步骤为一次完整的载钙过程，重复

完整过程３次，制备高钙量的 ＡｐｏＰＳＦ－Ｃａ－ＣＯ３
２－复合物。

同样的方法，将阴离子ＣＯ３
２－换为 ＰＯ４

３－重复上述试验步骤，

制备ＡｐｏＰＳＦ－Ｃａ－ＰＯ４
３－复合物。

１．２．５　透射电镜（ＴＥＭ）方法观察　试验按照 Ｄｏｕｇｌａｓ等所
述方法［１５］并加以改进：将碳膜包被的铜网放置在干净的蜡盘

或封口膜上，用吸管将制备好的浓度为０．１μｍｏｌ／Ｌ的样品
滴加在铜网上，盖上盘，静置１０ｍｉｎ；用滤纸吸掉铜网上的样
品，待样品干燥后，再在铜网上滴加２％的醋酸铀染液，并静
置染色１０ｍｉｎ；用滤纸吸掉多余的染液，置干燥器中２４ｈ后，
透射电镜在３０ｋＶ观察样品。
１．２．６　数据分析　用 Ｏｒｉｇｉｎ７．５软件进行数据处理，并且用
ＳＡＳ９．０统计软件进行差异显著性分析（Ｐ≤０．０５）。

２　结果与分析

２．１　ＡｐｏＰＳＦ中铁残留的检测
在蛋白浓度相同的情况下，将脱铁前后的铁蛋白样品进

行铁含量检测，结果发现，脱铁前后铁蛋白铁含量分别为

２３８９．３４和２．３６μｍｏｌ／Ｌ，铁蛋白的铁脱除率为９９．９％，达到
了铁离子脱除的目的，可以保证后续试验的顺利进行。

２．２　载钙蛋白中钙离子的检测
由表１可见，３种方法检测蛋白中钙离子含量，试验结果

相互之间没有显著性差异；ＩＣＰ－ＭＳ和钙离子选择性微电极
法直接可以从样品中检测出钙离子的含量，而 ＭＡＬＤＩ－
ＴＯＦ－ＭＳ法则是间接（先测定载钙蛋白的分子量，然后测载
钙蛋白与钙形成螯合物的分子量，最后两者相减就可以计算

出样品中钙离子的含量）来获得样品中钙离子的含量，

ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ法测定较繁琐。另外，在实际操作过程中
发现，钙离子选择性微电极法受电压影响过大，往往需要重复

许多次数才能得到较好的结果。因此，ＩＣＰ－ＭＳ法是检测载
钙蛋白中钙离子含量的最适方法，在后续试验中被采用。

表１　不同检测方法检测ＡｐｏＰＳＦ－Ｃａ中的钙离子含量

制备方法
Ｃａ

（ｍｇ／Ｌ）
ＡｐｏＰＳＦ
（μｍｏｌ／Ｌ）

Ｃａ／ＡｐｏＰＳＦ
（ｍｏｌ／ｍｏｌ）

ＩＣＰ－ＭＳ法 １４．６１±０．６２ ３．５７±０．１１ １４２．２４±２．０２ａ
ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ法 — ３．４２±０．０８ １４０．７２±２．５７ａ
钙离子选择性微电极法 １４．１５±０．３８ ３．３９±０．０２ １４１．３２±２．３９ａ

２．３　ＡｐｏＰＳＦ－Ｃａ复合物的制备
依据铁蛋白独特的结构性质，分别采用了透析法和超滤

法制备了ＡｐｏＰＳＦ－Ｃａ－ＣＯ３
２－和ＡｐｏＰＳＦ－Ｃａ－ＰＯ４

３－２种蛋
白钙复合物，通过ＩＣＰ－ＭＳ方法测定结合钙的含量来比较各
自的载钙效果，进一步比较２种制备方法及２种复合物的优
缺点。由试验结果（表 ２）可见，不同的操作方法会影响
ＡｐｏＰＳＦ载钙能力的大小，不论是 ＡｐｏＰＳＦ－Ｃａ－ＣＯ３

２－还是

ＡｐｏＰＳＦ－Ｃａ－ＰＯ４
３－复合物，采用透析法制备的复合物，其载

钙能力是超滤法的近３倍；超滤法制备的２种复合物中１分
子ＡｐｏＰＳＦ可结合钙分别为４２．２４和５３．７２个，透析法制备的
复合物结合比例则分别是１３７．５７和１４２．１４，无论是采用哪
种阴离子，只要是采用同一种方法制备，其复合物载钙量之间

没有显著性差异，不同的阴离子不会影响 ＡｐｏＰＳＦ的载钙能
力。因此，采用透析法来制备蛋白钙复合物是一个最适合的

方法。

表２　ＡｐｏＰＳＦ－Ｃａ中结合钙的含量

制备方法 样品
Ｃａ

（ｍｇ／Ｌ）
ＡｐｏＰＳＦ
（μｍｏｌ／Ｌ）

Ｃａ／ＡｐｏＰＳＦ
（ｍｏｌ／ｍｏｌ）

超滤法 ＡｐｏＰＳＦ－Ｃａ－ＣＯ３２－ ３．４１±０．５２ ２．０２±０．０２ ４２．２４±１．３７
ＡｐｏＰＳＦ－Ｃａ－ＰＯ４３－ ５．４４±０．２１ ２．５３±０．０６ ５３．７２±０．８１

透析法 ＡｐｏＰＳＦ－Ｃａ－ＣＯ３２－ １３．１５±０．３８ ２．３９±０．０２ １３７．５７±２．３９
ＡｐｏＰＳＦ－Ｃａ－ＰＯ４３－ １４．６１±０．６２ ２．５７±０．１１ １４２．１４±２．０２

２．４　ＴＥＭ观察分析
为更直观地了解 Ｃａ２＋与 ＡｐｏＰＳＦ的相互作用机制，采用

ＴＥＭ方法对其进行观察研究。由图１可知，在没有Ｃａ２＋的情
况下（图１－Ａ、Ｃ），白色圆圈即为ＡｐｏＰＳＦ的蛋白质外壳外直
径约为１１ｎｍ，内直径约为８ｎｍ，厚度约为３ｎｍ，蛋白外壳内
部是和背景相似的暗色，这是醋酸铀负染色剂进入到蛋白质

外壳 内 部 的 染 色；向 ＡｐｏＰＳＦ中 依 次 添 加 Ｃａ２＋，使
Ｃａ２＋／ＡｐｏＰＳＦ比例分别为５０∶１、１００∶１、１０００∶１（图１－Ｂ、
Ｄ、Ｅ、Ｆ），随着钙量的增加，外直径仍然为 １１ｎｍ，而白色的
ＡｐｏＰＳＦ壳内部黑色的染色区域不断减少；在Ｃａ２＋／ＡｐｏＰＳＦ为

５０∶１时，蛋白质壳内部染色区域直径缩小约为５ｎｍ，且有少
量蛋白质外壳中不存在黑色区域，Ｃａ２＋的加入导致了醋酸铀
不能很好地进入到蛋白质外壳中染色（图 １－Ｄ），在
Ｃａ２＋／ＡｐｏＰＳＦ为１００∶１时，更多的蛋白质外壳内部没有了黑
色区域，随着 ＡｐｏＰＳＦ内部结合钙数量的增多，Ｃａ２＋占据了
ＡｐｏＰＳＦ内部空腔，导致醋酸铀几乎无法进入到 ＡｐｏＰＳＦ空腔
内部（图１－Ｅ）；当Ｃａ２＋／ＡｐｏＰＳＦ为１０００∶１时，蛋白质几乎
全部为白色颗粒而无黑核，意味着 Ｃａ２＋已经完全占据
ＡｐｏＰＳＦ内部空腔，醋酸铀无法进入到 ＡｐｏＰＳＦ内部进行
染色。
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３　小结与讨论

使用透析法制备出的蛋白钙复合物的载钙能力要显著高

于超滤法，每１００ｇ复合物中含有约１ｇ的钙元素，这可能是
由于超滤过程中的高压操作阻止了体系中蛋白质与 Ｃａ２＋的
结合，从而降低了蛋白质结合钙的能力。Ｍａｓｕｄａ对大豆铁蛋
白晶体结构解析可知其钙结合位点为１３６个［１６］，本试验透析

法测得１分子ＡｐｏＰＳＦ可结合约１４０个Ｃａ２＋，结果基本一致。
ＴＥＭ技术是材料科学研究的重要手段，能够提供极微细

材料的组织结构、晶体结构等方面的信息，还可以进行原位的

成分分析（能谱仪 ＥＤＳ）。研究以蛋白质为主要成分的颗粒
状材料最常用的处理方法是将样品负染色，通过增强其反差，

即呈现暗的背景和亮的颗粒形态，来观察蛋白质的形态细节，

常用的负染色剂有醋酸铀、磷钨酸、硅钨酸及酮酸铵等。本试

验选用醋酸铀作为负染色剂，利用液滴法将蛋白质材料加在

载网的支持膜上，然后滴加负染色剂，干燥，进行电镜观察，其

动态过程形象地展示了 Ｃａ２＋与 ＡｐｏＰＳＦ的相互作用过程，
ＡｐｏＰＳＦ－Ｃａ复合物中的Ｃａ２＋结合在ＡｐｏＰＳＦ内部空腔，且整
个过程中蛋白质的外部形态不会发生大的变化。因此，蛋白

质外壳可以隔绝内部Ｃａ２＋与外界环境相接触，有效地保护了

Ｃａ２＋使其维持较好的溶解状态，而不易受体系中其他组分干
扰而形成沉淀。
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