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乳清蛋白中性蛋白酶解物对Ｃａｃｏ ２细胞铁吸收的影响
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摘要：采用体外消化与 Ｃａｃｏ ２细胞模型相结合的方法，研究了乳清蛋白浓缩物（ＷＰＣ）中性酶解产物经超滤后获

得的各组分对强化铁生物利用率的影响；采用 ＳｅｐｈａｄｅｘＧ ２５凝胶层析法对 ＷＰＣ的中性酶解产物的消化产物进

行分离，并用 Ｃａｃｏ ２细胞模型评价了分离后各组分对铁吸收的影响。结果表明，ＷＰＣ中性酶解产物的各组分中，

低分子量的组分（分子量小于 １０ｋＤａ）可以有效提高铁的生物利用率。组分３ｋＲ（分子量在３～１０ｋＤａ之间）和３ｋＦ

（分子量小于 ３ｋＤａ）与铁一起摄入时，铁的生物利用率分别达到 ２３３２％、２４２３％，显著高于 ＷＰＣ（２５８％）。铁的

吸收率和生物利用率显著相关，而渗透率与生物利用率之间没有显著相关性；ＷＰＣ中性酶解产物消化产物的各组

分中，分子量小于 １ｋＤａ的组分将铁的吸收率提高到 ９０４７％，显著高于空白（２５１３％）。而分子量为 １～５ｋＤａ的

一个组分会抑制铁的吸收。
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　　引言

铁是人体中含量最多的微量营养素，在人体中

发挥着重要的生理功能。铁缺乏又是全球，特别是

发展中国家最主要的营养问题之一。研究表明，日

常摄入不足和低生物利用率是造成铁缺乏的主要原

因。影响铁生物利用率的因素主要包括促进因子，

如维生素 Ｃ、酪蛋白磷酸肽、柠檬酸等，以及抑制因
子，如植酸、纤维素、单宁等物质

［１－５］
。如何改善人

类的铁营养状况是目前全球面临的重要问题。

乳清是乳酪生产过程中的副产物，乳清蛋白约

占牛乳蛋白质的 ２０％［６］
。乳清蛋白浓缩物（ＷＰＣ）

的主要成分有 α乳白蛋白（αＬａ）、β乳球蛋白
（βＬｇ）、乳铁蛋白（Ｌｆ）、免疫球蛋白（ＩｇＧ）、牛血清
白蛋白（ＢＳＡ）［７］，乳清蛋白的营养价值很高，是营养
最全面的天然蛋白质之一，并且是一种功能性食品

配料。研究表明，乳清蛋白酶解产物中的某些肽类

会对铁的生物利用率产生影响。Ｏｕ等研究了 ＷＰＣ
的木瓜蛋白酶、中性蛋白酶、碱性蛋白酶酶解产物对

于铁的生物利用率的影响，结果表明，ＷＰＣ的木瓜
蛋白酶、中性蛋白酶酶解产物能够促进 Ｃａｃｏ ２细
胞对铁的吸收，而碱性蛋白酶无明显影响

［８］
。有研

究发现一种从乳清的胃蛋白酶酶解物中得到的多

肽———乳铁蛋白肽，具有铁结合能力，有利于铁的吸

收
［９－１１］

。Ｋｉｍ等用 ９种不同的蛋白酶解酶处理乳
清浓缩蛋白，研究了其酶解产物的铁结合能力，并对

碱性蛋白酶酶解产物的多肽和氨基酸进行分析，进

一步分离出了其中具有铁结合能力的多肽
［１２］
。

Ｒｅｍｏｎｄｅｔｔｏ等研究了乳清蛋白凝胶的微观结构和纤
维颗粒对铁离子吸收转运的影响，结果表明纤维状

凝胶可促进铁的吸收
［１３］
。

传统铁营养强化剂的生物利用率低下，对食品

基质的风味、色泽等感官性状会产生不利影响，且对

胃肠道有一定的刺激性，限制了铁强化剂的应用。

同时，人类在膳食过程中本身会摄入很多铁，但可能

在进入人体消化吸收系统后不能被小肠有效的吸收

利用，因此，若有一种促进剂来促进人体内铁的吸

收，将成为解决铁营养缺乏问题的有效手段。本文

对乳清蛋白酶解产物及其消化产物中不同组分对铁

吸收的影响进行研究，旨在找到对铁的生物利用率

有显著促进作用的组分，从而为开发铁营养强化剂

提供新的思路和理论基础。

１　材料与方法

１１　材料与试剂
乳清蛋白粉（蛋白质量分数 ８０１５％），北京银



河路经贸有限公司；中性蛋白酶，诺维信公司；氢氧

化钠（分析纯），七水硫酸亚铁（分析纯），北京化工

厂；胃蛋白酶，脂肪酶，胰蛋白酶，胆盐，美国 ｓｉｇｍａ
公司；Ｃａｃｏ ２细胞，美国 ＡＴＣＣ公司；ＤＭＥＭ高糖
干粉培养基，胎牛血清，Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ生命技术有限公
司；非必需氨基酸，协和基础医学细胞中心；青链霉

素混合液，Ｈａｎｋ’ｓ平衡盐溶液，Ｓｏｌａｒｂｉｏ科技有限公
司；ＳｅｐｈａｄｅｘＧ ２５，蓝色葡聚糖 －２０００，法玛西亚
公司；细胞培养板（１２孔），Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ（ＰＣ），美国
Ｃｏｒｎｉｎｇ公司。
１２　仪器与设备

中空纤维超滤膜（６０、２０、１０和 ３ｋＤａ），中国科
学院生态环境研究中心；超滤杯（ＳｔｉｒｒｅｄＣｅｌｌ８０５０
型），美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司；细胞电阻仪（ＭＥＲＳ００００１
型），美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司；倒置生物显微镜（ＡＥ３１
型），Ｍｏｔｉｃ医疗诊断系统有限公司；微波消化炉
（ＭＡＲＳ５型），美国 ＣＥＭ公司；电感耦合等离子发
射仪（Ｏｐｔｉｍａ２０００ＤＶ型），美国 ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ有限
公司。

１３　实验设计
对强化铁吸收的影响：将乳清蛋白酶解产物通

过超滤分离得到的各组分进行铁强化后的体外消化

与 Ｃａｃｏ ２细胞吸收实验。
对内源铁吸收的影响：将乳清蛋白酶解产物进

行体外消化后，通过凝胶过滤层析分离得到的各组

分进行铁强化后的 Ｃａｃｏ ２细胞吸收实验。
１４　方法
１４１　乳清蛋白酶解产物的制备

制备方法参照 Ｏｕ等的方法［６］
。将乳清蛋白浓

缩物用去离子水溶解，在 ８５℃恒温水浴中加热
１５ｍｉｎ使其水化，在室温下冷却至酶解所需温度
（５０℃），用１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液调节ｐＨ值至７０，加
入中性蛋白酶（酶活 ３０００Ｕ／ｇ），置于 ５０℃恒温振
荡水浴（１１０ｒ／ｍｉｎ）中，酶解１ｈ，在其反应过程中用
５ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液不断调节 ｐＨ值，使其保持在
７０。酶解完成后置于沸水浴中１０ｍｉｎ，对蛋白酶进
行灭活处理。冷却，冷冻干燥，干燥品保存于密封容

器中备用。

１４２　乳清蛋白酶解液的超滤分离
超滤分离方法参照 Ｏｕ等的方法［６］

。将乳清蛋

白酶解液离心处理（４０００ｒ／ｍｉｎ，１５ｍｉｎ），取上清
液，经 ６０ｋＤａ膜进行超滤，将透过液进一步经
２０ｋＤａ超滤膜超滤，透过液再按照上述方法依次经
１０ｋＤａ、３ｋＤａ膜进行超滤，分别将各级截留液置于
－２０℃保存备用，３ｋＤａ膜的透过液经冷冻干燥进
行浓缩，以达到一定蛋白含量，备用。超滤膜分离获

得不同分子量的 ７个组分：ＷＰＣ（乳清蛋白溶液）、
ＷＨ（乳清蛋白酶解液）、６０ｋＲ（分子量大于６０ｋＤａ）、
２０ｋＲ（分子量 ２０～６０ｋＤａ）、１０ｋＲ（分子量 １０～
２０ｋＤａ）、３ｋＲ（分子量３～１０ｋＤａ）、３ｋＦ（分子量小于
３ｋＤａ）。
１４３　各组分的铁强化

配制０２ｍｇ／ｍＬ的 ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ溶液，按每千
克蛋白添加 ５７１４ｇＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ的添加量对 ＷＰＣ
酶解产物各组分溶液进行铁的添加，并按每千克蛋

白添加４ｇＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ的添加量对 ＷＰＣ酶解产物
消化液各组分溶液进行铁的添加。

１４４　体外消化
参照 Ｏｕ［６］、Ｇｌａｈｎ［５］等的方法。将乳清蛋白酶

解产物及强化铁后的各组分，用 ４ｍｏｌ／ＬＨＣｌ调节
ｐＨ值至４０，加入胃酶，置于 ３７℃恒温振荡水浴中
１ｈ，然后用固体 ＮａＨＣＯ３调节 ｐＨ值至 ６０，加入胰
液，在 ３７℃恒温振荡水浴中继续消化 ３０ｍｉｎ，取出
迅速冷却，离心（４８００ｒ／ｍｉｎ，２５ｍｉｎ），用 ０４５μｍ
（强化铁后的各组分）或 ０２２μｍ微孔滤膜过滤，滤
液于 －２０℃冷冻保存备用。
１４５　凝胶过滤层析

乳清蛋白酶解液经体外消化后，进行凝胶过滤

层析。凝胶柱规格：长 １ｍ，内径 ２ｃｍ。洗脱液：超
纯水，流速０７８ｍＬ／ｍｉｎ，上样量 ５ｍＬ，样品质量浓
度００３ｇ／ｍＬ。将洗脱出的各峰分别收集，多次层
析并将得到的相同洗脱体积的洗脱峰收集在一起，

进行冷冻干燥浓缩。经过凝胶层析分离后，乳清蛋

白中性蛋白酶１ｈ酶解液的体外消化产物大致可洗
脱出４个组分。第Ⅰ组分，分子量大于５ｋＤａ；第Ⅱ、
Ⅲ组分，分子量在１～５ｋＤａ之间；第Ⅳ组分，分子量
小于１ｋＤａ。
１４６　Ｃａｃｏ ２细胞的培养、吸收实验

Ｃａｃｏ ２细胞的培养、吸收实验参照 Ｏｕ［６］、
Ｇｌａｈｎ［５］等的方法。Ｃａｃｏ ２细胞传代至 ２０～５０代
时使用。培养基为 ＤＭＥＭ （Ｄｕｌｂｅｃｃｏ’ｓＭｏｄｉｆｉｅｄ
Ｅａｇｌｅ’ｓｍｅｄｉｕｍ；含有 ４５ｇ／ＬＤ葡萄糖，２０ｇ／Ｌ
ＮａＨＣＯ３），其中加入１０％胎牛血清、１％非必需氨基
酸、１００Ｕ／ｍＬ青霉素和 １００Ｕ／ｍＬ链霉素。细胞培
养环境为５％ ＣＯ２、３７℃。细胞以 １０

５
个／ｃｍ２的密度

接种于 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ板上进行培养，当 Ｃａｃｏ ２细胞在
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ板上培养到１４～２１ｄ时，测定其跨单层细
胞电阻值，如果大于５００Ω／ｃｍ２，表明其已具有足够
的紧密性和完整性，可用来进行吸收实验。

在 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ板上层加入 ０５ｍＬ待吸收的样品
溶液，下层加入 １５ｍＬＨａｎｋ’ｓ液，将 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ板
置于培养箱中，１５ｈ后取出，吸出上层和下层的液
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体，分别收集，最后用 ０５ｍＬ１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ清洗细
胞层 ２次，单独收集。各孔所收集的上、中、下 ３层
液体分别于 －２０℃冷冻保存，进行铁含量的检测。
１４７　铁含量的测定

测定方法参照 Ｏｕ等的方法［６］
。将乳清蛋白溶

液、酶解液、各组分溶液、体外消化后的渗透液和

Ｃａｃｏ ２细胞吸收后的溶液采用湿法微波消化，再
用电感耦合等离子体原子发射光谱（ＩＣＰ ＡＥＳ）检
测各液体中铁的含量。铁的生物利用率、渗透率和

吸收率公式分别为

Ｂ＝Ｒ
Ｔ
×１００％

Ｄ＝Ｉ
Ｔ
×１００％

Ａ＝Ｒ
Ｉ
×１００％

式中　Ｂ———铁的生物利用率
Ｄ———铁的渗透率
Ａ———铁的吸收率
Ｒ———细胞吸收后透过到下层及保留在细胞

中的铁量

Ｔ———总强化铁量
Ｉ———体外消化后滤出液中的铁量

１４８　数据分析
实验数据采用 ＳＰＳＳ１６０进行单因素方差分

析，显著性水平为 ００５，采用 ＬＳＤ法对不同组分进
行两两比较，并采用 Ｂｉｖａｒｉｔａｔｅ进行相关性分析。

２　结果与分析

２１　ＷＰＣ酶解产物对强化铁吸收及利用的影响

本研究中，铁的渗透率反映了经消化酶消化后

可溶出的铁的比例，吸收率反映了经小肠上皮细胞

吸收的铁的比例，生物利用率则反映最终被人体吸

收利用的铁占最初摄入的比例。

２１１　铁渗透率
铁的可溶性和可渗透性是其得以被小肠吸收的

前提
［１４－１５］

，即铁与其他食物成分一起摄入时，经胃

肠消化后，只有可以溶出和渗析的部分才是可能被

小肠吸收的部分
［１６］
，这部分也就是本研究中经过体

外消化后可渗透出的部分。不同分子量分布的

ＷＰＣ酶解产物对铁渗透率的影响如图１所示。
由图１可知，乳清蛋白经中性蛋白酶 １ｈ酶解

后，铁的渗透率并没有显著变化，均为 ６５％左右，而
不同组分的铁渗透率有所不同。分子量大于６０ｋＤａ
和２０～６０ｋＤａ的部分铁渗透率有显著提高（ｐ＜
００５），分别为 ９９８５％和 ９１９２％；分子量为 １０～

图 １　不同分子量分布的 ＷＰＣ酶解产物对铁渗透率、

吸收率和生物利用率的影响

Ｆｉｇ．１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｏｆＷＰＣｎｅｕｔｒａｓｅ

ｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅｓｏｎｉｒｏｎｄｉａｌｙｚａｂｉｌｉｔｙ，ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ

ａｎｄｂｉｏａｖａｉｌａｂｉｌｉｔｙ
　

２０ｋＤａ、３～１０ｋＤａ和小于３ｋＤａ的组分与原酶解液
和乳清蛋白相比没有显著性差异。由此可以推测，

在乳清蛋白（ＷＰＣ）及其中性蛋白酶 １ｈ酶解产物
（ＷＨ）中存在某种蛋白或多肽组分，可与铁形成复
合物，不能被消化酶分解，从而降低了其渗透率，不

能透过小肠粘膜进一步被吸收。

２１２　铁吸收率
不同分子量分布的 ＷＰＣ酶解产物对铁吸收率

的影响如图１所示。
由图１可以看出，乳清蛋白经过中性蛋白酶１ｈ

酶解后，酶解产物中铁的吸收率比乳清蛋白中铁的

吸收率略有提高，分别为 ６７５％和 ４５６％，但差异
不显著（ｐ＞００５）。酶解产物各组分中，分子量大
于 ６０ｋＤａ、２０～６０ｋＤａ和１０～２０ｋＤａ的３个组分铁
的利用率与原酶解产物相比有所降低，其中分子量

大于６０ｋＤａ和 １０～２０ｋＤａ的 ２个组分差异显著
（ｐ＜００５），而分子量小于１０ｋＤａ的 ２个组分（３ｋＲ
和３ｋＦ）铁的吸收率有显著提高（ｐ＜００５），分别为
３５３６％和 ６７９５％。由此可以推断，分子量小于
１０ｋＤａ的组分经体外消化后的产物含有可以促进铁
吸收的物质。这与 Ａｒｇｙｒｉ等的研究结果一致，他们
将牛奶经体外消化后的产物用 ＳｅｐｈａｄｅｘＧ ２５凝
胶色谱进行分离，得到分子量在 １～５ｋＤａ之间的 ２
个组分对 Ｃａｃｏ ２细胞的铁吸收有明显的促进效
果

［１７］
。Ｓｗａｉｎ等的研究也表明，牛肉经胃肠消化后

得到的多肽中１～７ｋＤａ的组分对非血红素铁的吸
收会有促进作用

［１８］
。而促进铁吸收的原因可能是

这种低分子量的多肽物质可以与铁形成可溶性的复

合物，使其在小肠碱性环境中不会形成沉淀，从而有

助于被小肠吸收；另一个可能的原因是该组分中的

某种物质具有还原性，可以使铁保持在二价铁的状

７２２增刊　　　　　　　　　　　　高茜 等：乳清蛋白中性蛋白酶解物对 Ｃａｃｏ ２细胞铁吸收的影响



态，有利于其吸收。

２１３　铁生物利用率
不同分子量分布的 ＷＰＣ酶解产物对铁生物利

用率的影响如图１所示。
由图 １可知，乳清蛋白浓缩产物与铁一起摄入

时，铁的生物利用率约为 ２５８％，而经中性蛋白酶
１ｈ酶解后，生物利用率略有提高，达到４３１％，但差
异不显著（ｐ＞００５）。将酶解产物按分子量分级
后，其中 ６０ｋＲ、２０ｋＲ、１０ｋＲ组分，即分子量大于
１０ｋＤａ的部分，其铁的生物利用率与酶解产物相比
略有降低，尤其 １０ｋＲ组分，其与铁一起摄入时，铁
的生物利用率只有０５３％左右。分子量小于１０ｋＤａ
的组分３ｋＲ和３ｋＦ与铁一起摄入时，铁的生物利用
率显 著 高 于 其 他 组 分，分 别 达 到 ２３３２％ 和
２４２３％。由此可见，ＷＰＣ酶解产物中，高分子量的
组分对铁的利用无明显影响，而低分子量组分

（３ｋＲ、３ｋＦ）对铁的生物利用起到促进作用。这与
Ｅｔｃｈｅｖｅｒｒｙ等的研究结果一致，他们的研究表明，细
胞中铁蛋白的形成与低分子量乳清蛋白组分有关，

而与高分子量乳清蛋白组分无关
［１７，１９］

。

对各组分铁的渗透率、吸收率和生物利用率进

行相关性分析，结果表明，渗透率与生物利用率之间

没有显著相关性（ｒ＝－０４７４，ｐ＞００５），而吸收率
和生物利用率显著相关（ｒ＝０９３５，ｐ＜００１）。这说
明小肠上皮细胞的吸收是对铁生物利用率起主要作

用的阶段，而之前经胃肠消化酶消化及溶出对铁的

生物利用率影响不大。Ｍｉｌｌｅｒ等的研究证明，仅根
据在模拟胃肠道条件下得到的铁溶出率不能准确预

测所有情况下铁的利用率
［２０］
；Ｐｅｒａｌｅｓ等的研究也表

明，尽管铁的溶出率和渗透率可以代表能提供给小

肠吸收的铁的量（又称为生物可给性），但这 ２个值
与铁经 Ｃａｃｏ ２细胞吸收的吸收率的相关系数很
低，所以强调了将 Ｃａｃｏ ２细胞吸收模型结合进铁
的生物利用率评价的重要性

［１６］
。本研究的结果也

证实了这一观点，表明了体外消化和 Ｃａｃｏ ２细胞
吸收相结合的模型是评价铁的生物利用率的重要手

段。

２２　ＷＰＣ酶解产物的消化产物对内源铁吸收的
影响

将 ＷＰＣ酶解产物的消化产物分离得到的 ４个
组分分别进行铁强化后的 Ｃａｃｏ ２细胞吸收实验，
以模拟乳清蛋白酶解产物经人体消化后的不同组分

对人体内的铁在小肠中吸收的影响，所得吸收率分

别为：组分Ⅰ，（５７５２±２３０）％；组分Ⅱ，（８５３±
４３１）％；组分 Ⅲ，（３５０２±１３３０）％；组分 Ⅳ，
（９０４７±１５４８）％；ＤＷＰＣ，（３９０５±１２２７）％；

ＤＷＨ，（８０２３±２１５１）％；空白，（２５１３±１７０）％。
空白组以水为介质，不含任何多肽组分。乳清

蛋白的消化产物（ＤＷＰＣ）中铁的吸收率与空白相比
没有 显 著 提 高 （ｐ＞００５），分 别 为 ３９０５％ 和
２５１３％，而乳清蛋白中性蛋白酶酶解物的体外消化
产物（ＤＷＨ）中铁的吸收率比空白组的铁吸收率有
了显著提高（ｐ＜００５），达到 ８０２３％，与乳清蛋白
的消化产物（ＤＷＰＣ）相比也有显著提高（ｐ＜００５），
说明乳清蛋白酶解物的消化产物中含有可促进铁吸

收的成分。

由于体外消化得到的产物是一个混合体系，为

了研究其中起作用的主要成分，将其分为了分子量

不同的 ４个组分，可以看出，组分Ⅰ（分子量大于
５ｋＤａ）、组分Ⅳ（分子量小于 １ｋＤａ）的铁吸收率与
空白组相比都有显著提高，分别为 ５７５２％ 和
９０４７％，但组分Ⅰ与乳清蛋白消化产物相比没有显
著差异，组分Ⅳ中的铁吸收率最高。组分Ⅱ（分子
量在１～５ｋＤａ之间）中铁的吸收率只有 ８５３％，显
著低于空白组的吸收率，说明该组分会抑制铁的吸

收。由上述结果可知，在人体对铁利用的第二步，小

肠上皮细胞对铁的吸收中，小于１ｋＤａ的组分（组分
ＩＶ）对于铁吸收的促进作用最为明显。这与 Ｌｅｅ等
的研究结果有相似性，他们从猪血浆蛋白中分离得

到了一种铁结合肽，并通过质谱和氨基酸测序鉴定

其为九肽，分子量为 １０５５Ｄａ［２１］。由此可以推断分
子量在１ｋＤａ左右或小于１ｋＤａ的小肽可能会促进
铁的吸收。由此可见，虽然乳清蛋白酶解物的体外

消化产物对铁的吸收有促进作用，但并不是其中的

任何成分都会发挥促进作用，有些成分甚至会起到

抑制作用，如果能分别找出其中起促进作用和抑制

作用的组分，将有促进作用的组分分离出来，或将有

抑制作用的组分去除，将有效提高铁的吸收率。

３　结束语

对 ＷＰＣ酶解产物及其消化产物进行了有效的
分离，分别确定了其对强化铁和内源铁的生物利用

有显著促进作用的组分。

ＷＰＣ中性酶解产物的各组分中，低分子量的组
分（分子量小于 １０ｋＤａ）可以有效提高铁的生物利
用率。组分３ｋＲ（分子量在 ３～１０ｋＤａ之间）和 ３ｋＦ
（分子量小于 ３ｋＤａ）与铁一起摄入时，铁的生物利
用率分别达到 ２３３２％、２４２３％，显著高于 ＷＰＣ
（２５８％），具有作为强化铁助剂的可能性。铁的吸
收率和生物利用率显著相关，而渗透率与生物利用

率之间没有显著相关性，表明小肠上皮细胞的吸收

是对铁的生物利用率起主要作用的阶段。
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ＷＰＣ中性酶解产物的消化产物的各组分中，分
子量小于 １ｋＤａ的组分将铁的吸收率提高到
９０４７％，显著高于空白（２５１３％），具有开发为铁

营养改善助剂的可能性；而分子量为１～５ｋＤａ的一
个组分会抑制铁的吸收。
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