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　 　 摘要:　 为了提高鸡血的产品附加值ꎬ制备易被人体消化吸收的铁补充剂ꎬ在单因素试验的基础上ꎬ采用响应

面试验对鸡血多肽和 ＦｅＣｌ２􀅰４Ｈ２Ｏ 的螯合工艺进行优化ꎬ并通过紫外光谱、荧光光谱、扫描电镜、红外光谱等表征

分析ꎬ比较鸡血多肽与 ＦｅＣｌ２􀅰４Ｈ２Ｏ 螯合前后的结构变化ꎮ 结果表明:最佳螯合参数为鸡血多肽与铁的质量比

６.３ ∶ １􀆰 ０ꎬ螯合时间 ３０ ｍｉｎꎬｐＨ 值 ５􀆰 １ꎬ在此条件下螯合率达到 ７３􀆰 ２７％ꎻ紫外光谱和荧光光谱分析结果表明ꎬ螯合反

应产生了区别于多肽的新型螯合物ꎻ氨基酸组成分析结果表明ꎬ鸡血多肽与亚铁螯合后ꎬ螯合物中天冬氨酸、组氨

酸、谷氨酸含量显著增加ꎻ扫描电镜结果显示ꎬ鸡血多肽为表面光滑的片状结构ꎬ鸡血多肽亚铁螯合物为表面粗糙

的颗粒结构ꎻ红外光谱分析结果表明ꎬ鸡血多肽中的羧基、酰胺基参与了螯合反应ꎮ
关键词:　 鸡血ꎻ 多肽ꎻ 多肽亚铁螯合物ꎻ 结构表征
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　 　 中国是世界肉鸡养殖和消费大国ꎬ随着居民消

费意识的转变ꎬ肉鸡屠宰量持续攀升ꎬ鸡血资源十分
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丰富ꎮ 鸡血中的蛋白质含量与禽肉接近ꎬ必需氨基

酸含量高ꎬ是制备活性肽等深加工产品的优质原料ꎮ
然而目前国内的鸡血主要用于制备血球蛋白粉和血

浆蛋白粉等初加工产品ꎬ对鸡血蛋白的利用还存在

一定局限ꎬ造成了鸡血中蛋白质资源的浪费ꎮ 因此ꎬ
开展畜禽血深加工研究、研发高附加值和高蛋白质

利用率的产品成为副产物研究领域的热点ꎮ
铁是一种人体必需的微量金属元素ꎬ长期缺铁

会影响红细胞代谢ꎬ降低人体免疫力ꎬ进而引发贫血

等多种缺铁性疾病ꎬ２０２０ 年«中国居民营养与慢性

病状况调查报告»显示ꎬ中国成年人贫血率为 ８.７％ꎬ
孕妇贫血率为 １３􀆰 ６％[１]ꎮ 口服补铁剂可有效改善

贫血ꎬ但硫酸亚铁、琥珀酸亚铁等目前常见补铁剂的

生物利用率较低ꎬ且长期食用会导致胃肠道不

适[２]ꎬ因此亟需开发一种新型铁补充剂来改善这一

问题ꎮ 研究发现ꎬ肽与亚铁离子形成的螯合物可以

有效防止亚铁离子在胃肠道中受到植酸等膳食成分

的影响ꎬ具有生物利用率高、稳定性好、毒副作用少

等优点[３￣４]ꎬ还具有良好的耐酸碱性、耐盐性[５]ꎬ使
其在较低的补给量下即可达到补充效果ꎮ 由此可

见ꎬ利用多肽制备多肽亚铁螯合物是当前制备铁补

充剂的一种重要方法[６]ꎮ
虽然中国鸡血资源丰富ꎬ但是利用率低ꎬ而且关

于鸡血肽亚铁的研究较少ꎮ 因此ꎬ本研究以鸡血为

原料ꎬ提取鸡血多肽ꎬ通过单因素及响应面法优化鸡

血多肽亚铁的制备工艺ꎬ并对其螯合前后的结构进

行表征ꎬ以期为新型补铁剂的开发和畜禽血的高值

化利用奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料与试剂

新鲜鸡血由江苏立华牧业有限公司提供ꎻ无水

乙醇、ＦｅＣｌ２􀅰４Ｈ２Ｏ、乙酸钠、冰乙酸等试剂为分析

纯ꎬ购自国药集团化学试剂有限公司ꎮ
１.２　 仪器与设备

荧光分光光度计(ＦＬ￣４６００)ꎬ购自日本日立技

术有限公司ꎻ 傅里叶变换红外光谱仪 ( Ｎｉｃｏｌｅｔ
ｉＳ５０)ꎬ购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司ꎻ离心

机(Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ ｜ ５８１０Ｒ)ꎬ购自德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司ꎻ扫
描电子显微镜(ＥＶＯ￣ＬＳ１０)ꎬ购自德国 ＺＥＩＳＳ 公司ꎻ
真空冷冻干燥机ꎬ购自德国 Ｃｈｒｉｓｔ 公司ꎮ

１.３　 试验方法

１.３.１　 鸡血多肽的提取　 将新鲜抗凝鸡血除杂后ꎬ
于１ ０００ ｇ 离心 １５ ｍｉｎꎬ收集沉淀并加入 ５ 倍体积的

去离子水ꎬ匀质化处理 ４０ ｍｉｎ 后ꎬ将溶液置于管式

离心机中ꎬ于３ ０００ ｇ 离心 １０ ｍｉｎꎬ收集上清ꎮ 参照

Ｙａｎｇ 等[７] 的方法进行酶解ꎬ酶解反应结束后于

３ ０００ ｇ 离心 １０ ｍｉｎꎬ收集上清液ꎬ获得鸡血多肽ꎬ冷
冻干燥后备用ꎮ
１.３.２　 鸡血多肽亚铁螯合物的制备　 工艺路线:将
多肽溶液水浴加热至需要温度→用 ０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ
ＮａＯＨ、０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ ＨＣｌ 溶液调节 ｐＨ 值→加入适量

ＦｅＣｌ２􀅰４Ｈ２Ｏ→搅拌加热→用旋转蒸发仪于５０~ ５５
℃浓缩→用 ９ 倍体积的无水乙醇处理(为了使多肽

亚铁螯合物在溶液中形成沉淀ꎬ便于后续通过离心

使其和多肽、盐溶液分离)后静置 ２ ｈ→离心(１０ ０００
ｇꎬ１０ ｍｉｎ)→冷冻干燥→鸡血多肽铁螯合物ꎮ
１.３.２.１　 单因素试验　 为了考察不同因素的最适条

件ꎬ以亚铁螯合率为指标ꎬ在其他条件相同的情况

下ꎬ分别研究不同肽铁质量比(２ ∶ １、４ ∶ １、６ ∶ １、８ ∶
１、１０ ∶ １)、ｐＨ 值(３、４、５、６、７)、温度(２０ ℃、３０ ℃、
４０ ℃、５０ ℃、６０ ℃)、螯合时间(１０ ｍｉｎ、２０ ｍｉｎ、３０
ｍｉｎ、４０ ｍｉｎ、５０ ｍｉｎ、６０ ｍｉｎ)对鸡血多肽亚铁螯合率

的影响ꎮ
１.３.２.２　 响应曲面法优化鸡血多肽亚铁螯合物工艺

　 用 ＳＰＳＳ 软件对单因素试验结果进行分析ꎬ用 Ｄｅ￣
ｓｉｇｎ ｅｘｐｅｒｔ １２ Ｂｏｘ￣Ｂｅｈｎｋｅｎ 中心组合试验方法选择

对鸡血多肽亚铁螯合率影响较大的 ３ 个因素进行试

验ꎬ对鸡血多肽亚铁的螯合工艺进行优化、验证ꎮ
１.３.３　 亚铁螯合率的测定 　 采用改进的乙醇沉淀

法测定鸡血多肽亚铁螯合率[８￣９]ꎬ样品中总铁含量的

测定采用火焰原子吸收光谱法[５]ꎮ 鸡血多肽亚铁

螯合率计算公式如下:

螯合率＝
Ｍ１－Ｍ２

Ｍ１

式中:Ｍ１为待测样品中的总铁含量ꎻＭ２为待测

样品上清液中的铁离子含量ꎮ
１.３.４　 氨基酸组成分析　 取适量冻干样品ꎬ首先用

盐酸真空水解ꎬ并在样品上样前用 ０􀆰 ４５ μｍ 滤膜过

滤除杂ꎬ再用氨基酸自动分析仪进行测定ꎮ
１.３.５　 表征分析

１.３.５.１　 鸡血多肽和鸡血多肽亚铁螯合物的紫外光

谱分析　 鸡血多肽及其亚铁螯合物用超纯水溶解并
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进行梯度稀释至 ５０ μｇ / ｍｌ后过 ０􀆰 ４５ μｍ 水系滤膜ꎬ
在波长范围１９０~ ４００ ｎｍ、扫描间隔 １ ｎｍ 的条件下

采用紫外分光光度计进行扫描ꎮ
１.３.５.２ 　 荧光光谱分析 　 利用荧光分光光度计

ＦＬ￣４６００ 在发射波长２９５ ~ ５００ ｎｍ、激发波长 ２８０
ｎｍ 的条件下ꎬ按照扫描速度 ３００ ｎｍ / ｍｉｎ、步长 ２
ｎｍ、狭缝宽度 １０ ｎｍ 测定样品的荧光性能ꎬ获得荧

光光谱ꎮ
１.３.５.３　 傅里叶变换红外光谱(ＦＴＩＲ)扫描 　 分别

将鸡血多肽及其亚铁螯合物样品放入红外光谱仪测

定台上进行扫描ꎬ扫描条件: 波数为 ４ ０００~ ５２５
ｃｍ－１ꎬ次数为 ３２ 次ꎬ分辨率为 ４ ｃｍ－１ꎬ获得样品的

ＦＴＩＲ 谱图ꎮ
１.３.５.４　 扫描电镜分析　 取适量样品冻干粉ꎬ均匀

地涂抹于样盘双面胶上ꎬ经喷金镀膜处理后ꎬ在加速

电压为 １５ ｋＶ 的扫描电镜下观察样品放大１ ５００倍、
１０ ０００倍后的微观结构ꎬ获取样品表面的扫描图像ꎮ
１.４　 统计分析

响应面设计和分析用软件 Ｄｅｓｉｇｎ Ｅｘｐｅｒｔ 进行ꎬ
其他试验结果用软件 ＳＰＳＳ １６ 进行统计分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 鸡血多肽亚铁螯合物制备的单因素试验结果

如图 １ａ 所示ꎬ当溶液 ｐＨ 值为３~ ７ 时ꎬ随着反

应溶液 ｐＨ 值的升高ꎬ鸡血多肽亚铁螯合率呈先上

升后下降的趋势ꎬ在 ｐＨ 值为 ５ 时出现拐点ꎬ这是由

于当溶液的 ｐＨ 值较低时ꎬＨ＋含量高ꎬ与 Ｆｅ２＋形成竞

争ꎬ导致多肽与 Ｆｅ２＋的螯合能力降低[１０]ꎮ 当反应溶

液的 ｐＨ 值高于 ５ 时ꎬ反应体系中的 ＯＨ－ 可以与

Ｆｅ２＋结合形成沉淀[１１]ꎬ致使溶液中 Ｆｅ２＋浓度降低ꎬ不
利于螯合反应的进行ꎬ因此选取 ｐＨ 值＝ ５ 作为响应

面试验的中心点ꎮ
由图 １ｂ 可以看出ꎬ在２０~ ６０ ℃ꎬ鸡血多肽亚铁

的螯合率先升高后降低ꎬ螯合率最高时的温度为 ４０
℃ꎬ这可能是由于温度升高能够加快 Ｆｅ２＋与多肽分

子间的碰撞ꎬ使螯合率提高ꎮ 当温度继续升高时ꎬ螯
合率逐渐下降ꎬ温度为 ４０ ℃时的螯合率与温度为

５０ ℃时的螯合率差异不显著ꎬ但与温度为 ６０ ℃时

的螯合率差异显著ꎮ 这可能是由于螯合反应为放热

反应ꎬ当反应温度超过其适宜温度时ꎬ会在一定程度

上阻止放热反应的进行ꎬ从而使螯合率降低[１２]ꎮ 因

此ꎬ选择 ４０ ℃进行后续试验ꎮ

由图 １ｃ 可以看出ꎬ随反应时间的延长ꎬ鸡血多

肽亚铁螯合率呈提高的趋势ꎬ当螯合时间不超过

３０ ｍｉｎ 时ꎬ鸡血多肽与亚铁离子的螯合率快速提

高ꎻ当螯合时间超过 ３０ ｍｉｎ 后ꎬ螯合率持续提高ꎬ
但差异不显著ꎮ 因此ꎬ为了提高螯合效率ꎬ选择螯

合时间为 ３０ ｍｉｎ 作为进行后续响应面试验的中心

点ꎮ
由图 １ｄ 可以看出ꎬ随着肽铁质量比的提高ꎬ鸡

血多肽与亚铁离子的螯合率也随之升高ꎬ当肽铁质

量比提高至６ ∶ １ 以上时ꎬ螯合率虽继续升高但差异

不显著ꎬ出现该现象的原因可能是由于当肽铁质量

比较低时ꎬ肽量不足导致 Ｆｅ２＋过剩ꎬ因此螯合率随着

肽含量的增加而提高ꎬ当肽铁质量比过大时多肽易

形成聚集ꎬ使多肽利用率降低[１３]ꎮ 因此ꎬ选择肽铁

质量比６ ∶ １ 用于后续工艺优化ꎮ
２.２　 响应面试验结果

２.２.１　 响应面试验设计及结果 　 根据单因素试验

结果ꎬ按照中心组合设计原理选取肽铁质量比、螯合

时间、ｐＨ 值为自变量进行响应面分析ꎬ试验设计及

结果见表 １ꎮ
　 　 根据试验结果进行多项回归分析ꎬ建立多肽亚

铁螯合率(Ｙ)对肽铁质量比(Ａ)、时间(Ｂ)和 ｐＨ 值

(Ｃ)的二次回归模拟方程:
Ｙ＝ ７２.２５０ ０＋ ４.１１０ ０Ａ＋ １.７７０ ０Ｂ＋ １.２８０ ０Ｃ＋

１.０００ ０ＡＢ＋ ０.４３３ ８ＡＣ＋ ０.２１９ ５ＢＣ－ ６.５３０ ０Ａ２－
４.２００ ０Ｂ２－３.６７０ ０Ｃ２

为了验证上述模拟方程的有效性及准确性ꎬ
对其进行方差分析ꎮ 由表 ２ 可以看出ꎬ该模型的 Ｆ
值为５７􀆰 ９９０ ０ꎬＰ 值<０.０００ １ꎬ说明该模型极显著ꎮ
失拟项的 Ｐ 值 ＝ ０.３２０ ５>０.０５０ ０ꎬ无显著差异ꎬ因
此该模型可靠ꎮ 此外ꎬ该模型的Ｒ２ ＝ ０.９９２ ０ꎬ说明

各因 素 之 间 的 相 关 性 很 高ꎬ 校 正 拟 合 度 Ｒ２
Ｐｒｅｄ

(０.９８１ ７)与展望拟合度 Ｒ２
Ａｄｊ(０.９２４ ３)相差不大ꎬ

说明模型的拟合度高ꎬ因此该模型可以较好地描

述 ３ 个变量对螯合反应的影响规律ꎮ
　 　 由表 ２ 可知ꎬ模型的一次项均对多肽亚铁螯合

率具有极显著影响ꎮ 分析各因子之间的交互作用

可知ꎬ在试验设计的因素范围内ꎬ对鸡血多肽亚铁

螯合率影响最大的交互作用因素是因素 Ａ(肽铁

质量比)和因素 Ｂ(螯合时间)ꎮ 图 ２ 的响应面等

高线接近椭圆ꎬ表示交互作用显著ꎬ图 ２ 与表 ２ 结

果一致ꎮ
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ａ:ｐＨ 值的影响ꎻｂ:温度的影响ꎻｃ:时间的影响ꎻｄ:肽铁比的影响ꎮ 不同处理间标有不同小写字母表示差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ
图 １　 单因素对多肽亚铁螯合率的影响

Ｆｉｇ.１　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｆａｃｔｏｒｓ ｏｎ ｔｈｅ ｃｈｅｌａｔｉｎｇ ｒａｔｅ ｏｆ ｉｒｏｎ￣ｐｅｐｔｉｄｅ

表 １　 响应面试验设计及结果

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｄｅｓｉｇｎ ａｎｄ ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ａｎａｌｙ￣
ｓｉｓ

试验
编号

肽铁质量比
螯合时间
(ｍｉｎ) ｐＨ 值

多肽亚铁螯合率
(％)

１ ７ ∶ １ ３０ ５.５ ６８.３７０ ０

２ ５ ∶ １ ２０ ５.０ ５６.４１９ ０

３ ７ ∶ １ ４０ ５.０ ６８.６２６ ３

４ ５ ∶ １ ４０ ５.０ ５８.３９２ ０

５ ６ ∶ １ ３０ ５.０ ７３.３１７ ３

６ ６ ∶ １ ２０ ４.５ ６２.２６１ ０

７ ６ ∶ １ ３０ ５.０ ７２.３１１ ６

８ ５ ∶ １ ３０ ５.５ ５９.２８４ ０

９ ６ ∶ １ ４０ ５.５ ６６.９４０ ０

１０ ７ ∶ １ ３０ ４.５ ６３.９６２ ０

１１ ６ ∶ １ ２０ ５.５ ６３.４０７ ０

１２ ６ ∶ １ ４０ ４.５ ６４.９１６ ０

１３ ６ ∶ １ ３０ ５.０ ７１.６９７ ０

１４ ６ ∶ １ ３０ ５.０ ７１.５７９ ０

１５ ６ ∶ １ ３０ ５.０ ７２.３４０ ０

１６ ５ ∶ １ ３０ ４.５ ５６.６１１ ０

１７ ７ ∶ １ ２０ ５.０ ６２.６４２ ０

表 ２　 二次回归模型的方差分析结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｑｕａｄｒａｔｉｃ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｍｏｄｅｌ

项目　 　 平方和 自由度 方差 Ｆ 值 Ｐ 值

模型 ５２１.９００ ０ ９ ５７.９９０ ０ ９６.４１０ ０ <０.０００ １

Ａ １３５.２５０ ０ １ １３５.２５０ ０ ２２４.８７０ ０ <０.０００ １

Ｂ １３５.２５０ ０ １ １３５.２５０ ０ ２２４.８７０ ０ <０.０００ １

Ｃ ２５.０１０ ０ １ ２５.０１０ ０ ４１.５８０ ０ ０.０００ ４

ＡＢ １３.１４０ ０ １ １３.１４０ ０ ２１.８４０ ０ ０.００２ ３

ＡＣ ４.０２０ ０ １ ４.０２０ ０ ６.６９０ ０ ０.０３６ ２

ＢＣ ０.７５２ ６ １ ０.７５２ ６ １.２５０ ０ ０.３００ ２

Ａ２ ０.１９２ ７ １ ０.１９２ ７ ０.３２０ ４ ０.５８９ ０

Ｂ２ １７９.３６０ ０ １ １７９.３６０ ０ ２９８.１９０ ０ <０.０００ １

Ｃ２ ７４.３６０ ０ １ ７４.３６０ ０ １２３.６３０ ０ <０.０００ １

残差 ４.２１０ ０ ７ ０.６０１ ５

失拟项 ２.３００ ０ ３ ０.７６７ ８ １.６１０ ０ ０.３２０ ５

误差 １.９１０ ０ ４ ０.４７６ ８

总体 ５２６.１１０ ０ １６

Ａ:肽铁质量比ꎻＢ:螯合时间ꎻＣ:ｐＨ 值ꎮ 模型的决定系数(Ｒ２ ) 为
０.９９２ ０ꎬ校正拟合度(Ｒ２

ｐｒｅｄ)为０.９８１ ７ꎬ展望拟合度(Ｒ２
Ａｄｊ)为０.９２４ ３ꎮ

２.２.２　 响应面试验优化及验证　 根据预测模型ꎬ对
响应曲面结果进行最优化分析ꎬ预测的最佳螯合工

艺条件:肽铁质量比６􀆰 ３４ ∶ １􀆰 ００ꎬ螯合时间 ３２􀆰 ５７
ｍｉｎꎬｐＨ 值 ５􀆰 １ꎬ此时鸡血多肽亚铁螯合率的理论值
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图 ２　 反应时间和肽铁质量比交互作用对鸡血多肽亚铁螯合率

的影响

Ｆｉｇ.２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ａｎｄ ｐｅｐｔｉｄｅ￣
ｉｒｏｎ ｍａｓｓ ｒａｔｉｏ ｏｎ ｃｈｅｌａｔｉｎｇ ｒａｔｅ

为 ７３􀆰 ０３％ꎮ 为了便于操作ꎬ将螯合条件修正为肽

铁质量比６􀆰 ３ ∶ １􀆰 ０、螯合时间 ３０ ｍｉｎ、ｐＨ 值 ５􀆰 １ 进

行 ３ 次验证试验ꎬ实际多肽亚铁螯合率为７３􀆰 ２７％±
２􀆰 ５４％ꎮ 通过统计分析发现ꎬ预测值与试验值之间

的差异不显著ꎬ说明本试验采用的鸡血多肽亚铁制

备工艺可靠ꎮ

２.３　 氨基酸组成分析

表 ３ 结果显示ꎬ鸡血多肽、鸡血多肽亚铁螯合物

中的必需氨基酸含量分别为 ３７􀆰 ２４％、２９􀆰 ４３％ꎬ均具

有较高的营养价值ꎬ但在鸡血多肽螯合前后ꎬ氨基酸

组成有明显差异ꎬ螯合反应后的氨基酸总量由螯合

前的 ８７􀆰 １５％降至 ６５􀆰 ４３％ꎬ这与 Ｌｅｅ 等[１４￣１５] 的研究

结果相似ꎮ 鸡血多肽和鸡血多肽亚铁螯合物中均富

含谷氨酸、赖氨酸和天冬氨酸ꎬ其中天冬氨酸、谷氨

酸为带负电荷的极性氨基酸ꎬ鸡血多肽亚铁螯合物

中这 ２ 种氨基酸的含量接近 ３０％ꎮ 对比分析鸡血多

肽和鸡血多肽亚铁螯合物中的氨基酸含量发现ꎬ鸡
血多肽亚铁螯合物中谷氨酸、组氨酸及天冬氨酸含

量明显提高ꎬ说明这 ３ 种氨基酸与 Ｆｅ２＋的螯合能力

较强ꎮ 已有研究发现ꎬ这可能是由于谷氨酸的羧基、
组氨酸的咪唑氮、巯基及天冬氨酸的羧基等官能团

和残基有助于促进肽和 Ｆｅ２＋的螯合[１６￣１８]ꎮ 此外ꎬ螯
合物中的半胱氨酸、丝氨酸含量也有所提高ꎬ这可能

是由于半胱氨酸的硫醇基[１９] 及丝氨酸中的羟基和

巯基残基也能够提供与 Ｆｅ２＋结合的螯合位点[２０]ꎮ

表 ３　 多肽与螯合物的氨基酸组成

Ｔａｂｌｅ ３　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｐｅｐｔｉｄｅ ａｎｄ ｃｈｅｌａｔｉｎｇ ｉｒｏｎ

氨基酸　 　 鸡血多肽中的含量
(％)

鸡血多肽亚铁螯合物中
的含量(％) 氨基酸　 　 鸡血多肽中的含量

(％)
鸡血多肽亚铁螯合物中

的含量(％)

天冬氨酸 ８.２８±０.１３ １０.２８±０.４９ 异亮氨酸∗ ３.１７±０.０８ ３.４５±０.０５

苏氨酸∗ ４.９４±０.０８ ４.３９±０.１１ 亮氨酸∗ ８.５５±０.１５ ５.５８±０.１４

丝氨酸 ３.５９±０.１６ ３.６６±０.０３ 酪氨酸 ３.０８±０.０１ ２.８７±１.３７

谷氨酸 １０.５８±０.１５ １９.０２±１.７２ 苯丙氨酸∗ ４.４４±０.６３ ３.７５±０.３６

甘氨酸 ３.７２±０.１４ ４.５９±０.１１ 赖氨酸∗ ８.９１±０.０８ ７.２８±０.０３

丙氨酸 ７.７８±０.５９ ６.９０±０.１０ 组氨酸 ４.７９±０.０４ ７.０１±０.１８

半胱氨酸 １.０８±０.３４ １.９４±０.１４ 精氨酸 ４.２９±０.５７ ２.１０±１.２８

缬氨酸∗ ５.７６±０.２１ ４.０４±０.２１ 脯氨酸 ２.２５±０.０８ ０.７０±０.２７

甲硫氨酸∗ １.４７±０.２４ ０.９４±０.１６ 总氨基酸 ８７.１５±１.３８ ６５.４３±２.４１
∗表示必需氨基酸ꎮ

２.４　 结构表征

２.４.１　 紫外光谱分析　 多肽与金属元素螯合时ꎬ多
肽中的某些生色基或助色基与金属离子发生键合ꎬ
导致出现新的紫外吸收峰ꎬ或原有特征峰移动以及

消失[２１]ꎬ因此可以通过对比紫外吸收光谱的出峰位

置、强度来判断鸡血多肽和亚铁之间是否发生了螯

合反应ꎮ 由图 ３ 可以看出ꎬ鸡血多肽及其亚铁螯合

物的紫外吸收光谱明显不同ꎬ鸡血多肽的最大吸收

峰在 １９５ ｎｍ 处ꎬ其与亚铁螯合后的最大吸收峰蓝移

至 １９１ ｎｍ 处ꎬ且螯合物的紫外吸收强度显著低于多

肽ꎬ表现为减色效应ꎬ表明多肽中的酰胺键参与了螯

合反应ꎬ使多肽中的发色或助色基团发生了偏

振[２２]ꎮ 多肽及其亚铁螯合物均在 ２６０ ｎｍ 附近出现

的 １ 个弱吸收峰是芳香族氨基酸的特征紫外吸收
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峰ꎻ鸡血多肽亚铁螯合物在此处的紫外吸收强度高

于多肽ꎬ可能是由于多肽和铁离子结合造成电子跃

迁引起的ꎬ因此推测鸡血多肽与 Ｆｅ２＋发生了螯合反

应ꎮ 对猪骨胶原肽￣钙[２３] 和海参卵肽￣亚铁[２４] 的研

究也呈现了相似的紫外光谱ꎮ

图 ３　 鸡血多肽及鸡血多肽亚铁螯合物的紫外扫描结果

Ｆｉｇ.３　 Ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ ｃｈｉｃｋｅｎ ｐｅｐｔｉｄｅ ａｎｄ
ｐｅｐｔｉｄｅ￣ｉｒｏｎ ｃｈｅｌａｔｅ

２.４.２　 荧光光谱分析 　 荧光光谱可以反映有机物

的分子结构变化[２５]ꎬＣａｉ 等[２２] 研究发现ꎬ当多肽结

构发生变化时ꎬ其荧光性能也会随之发生改变ꎮ 如

图 ４ 所示ꎬ当鸡血多肽与 Ｆｅ２＋螯合后ꎬ吸收峰由 ３５８
ｎｍ 移动至 ３５３ ｎｍꎬ荧光强度也显著下降ꎬ出现明显

的荧光淬灭ꎮ 可能由于加入 Ｆｅ２＋后ꎬ多肽中的芳香

氨基酸与 Ｆｅ２＋发生螯合反应ꎬ使多肽的分子结构发

生变化ꎬ导致暴露的荧光残基减少ꎬ进而降低荧光强

度ꎮ 因此从荧光光谱结果看出ꎬ鸡血多肽与 Ｆｅ２＋结

合形成了新物质ꎮ

图 ４　 鸡血多肽及鸡血多肽亚铁螯合物的荧光光谱

Ｆｉｇ.４　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ｃｈｉｃｋｅｎ ｐｅｐｔｉｄｅ ａｎｄ ｐｅｐｔｉｄｅ￣ｉｒｏｎ
ｃｈｅｌａｔｅ

２.４.３　 红外光谱分析　 ＦＴＩＲ 特征吸收峰的变化可

以反映多肽中某些特征官能团的改变[２６]ꎬ由图 ５ 可

以看出ꎬ多肽的特征吸收峰位于３ ０８０ ｃｍ－１附近ꎬ鸡

血多肽及其亚铁螯合物分别在 ２ ９５６.８３ ｃｍ－１、
２ ９７０.５６ ｃｍ－１处有明显吸收峰ꎬ说明二者均具有一

般多肽的特征官能团ꎻ鸡血多肽中的 Ｃ ＝Ｏ、Ｃ－Ｎ 吸

收峰分别位于１ ６４０ ｃｍ－１、１ ５１５ ｃｍ－１ꎬ鸡血多肽与亚

铁螯合后ꎬＣ ＝ Ｏ、Ｃ－Ｎ 的吸收峰分别位移到１ ６４６
ｃｍ－１、１ ５４１ ｃｍ－１ꎮ 鸡血多肽在１ ３８９.６８ ｃｍ－１ 处出

现－ＣＯＯＨ的伸缩振动ꎬ从而出现特征吸收峰ꎬ与

Ｆｅ２＋螯合后ꎬ螯合物的吸收峰发生明显位移ꎬ蓝移至

１ ４０５.２１ ｃｍ－１ꎬ在指纹区ꎬ对比多肽及其亚铁螯合物

可以发现多个吸收峰发生了变化ꎬ这些变化可能是

由 Ｃ－Ｈ、Ｎ－Ｈ 键的弯曲振动引起的ꎮ 通过红外光谱

分析ꎬ推测鸡血多肽中的－ＣＯＯＨ、Ｃ＝Ｏ、Ｃ－Ｎ 参与了

螯合反应ꎮ

图 ５　 鸡血多肽及鸡血多肽亚铁螯合物的红外光谱结果

Ｆｉｇ.５　 Ｉｎｆｒａｒｅｄ ｓｐｅｃｔｒａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｈｉｃｋｅｎ ｐｅｐｔｉｄｅ ａｎｄ ｐｅｐｔｉｄｅ￣
ｉｒｏｎ ｃｈｅｌａｔｅ

２.４.４　 扫描电镜分析　 图 ６ 显示ꎬ鸡血多肽及其亚

铁螯合物在扫描电子显微镜下分别放大１ ５００倍、
１０ ０００倍后ꎬ二者的表面结构明显不同ꎬ鸡血多肽表

面为光滑的片状结构ꎬ与 Ｃｈｅｎ 等[２７] 制备的罗非鱼

肽结构相似ꎬ而鸡血多肽与 Ｆｅ２＋螯合后ꎬ呈现聚集状

态ꎬ表面粗糙并形成了排列紧密的团状颗粒结构ꎮ
太平洋鳕鱼骨多肽与钙离子螯合后ꎬ结构也由片状

变为紧密排列的球形颗粒状[２８]ꎮ 由扫描电镜结果

的差异看出ꎬ螯合反应改变了鸡血多肽原有的结构ꎬ
使多肽和 Ｆｅ２＋发生交联聚集ꎬ表面形成紧密的颗粒

结构ꎮ

３　 讨 论

缺铁性贫血是比较常见的营养性疾病之一ꎬ有
研究发现ꎬ多肽螯合铁作为一种新型的食源性补铁

剂能有效增加铁元素的摄入ꎬ具有稳定性好、安全性

高等优点[４￣５]ꎮ 鸡血是禽类加工常见的副产物ꎬ可以
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图 ６　 鸡血多肽及其亚铁螯合物的扫描电镜结果

Ｆｉｇ.６　 Ｓｃａｎｎｉｎｇ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｇｒａｐｈ ｏｆ ｃｈｉｃｋｅｎ ｐｅｐｔｉｄｅ ａｎｄ ｐｅｐｔｉｄｅ￣ｉｒｏｎ ｃｈｅｌａｔｅ

通过水解提取其中的多肽ꎮ 鸡血肽与 Ｆｅ２＋螯合后ꎬ
不仅提高了鸡血的附加值和利用率ꎬ还使鸡血具有

多种生理功能ꎮ 鸡血原料价格低廉且易于获取ꎬ螯
合反应技术路线易于实现鸡血产品的工业化生产ꎮ

本研究通过对鸡血多肽及其亚铁螯合物氨基酸

成分进行对比分析ꎬ推测了氨基酸种类与鸡血多肽

亚铁螯合活性间的关系ꎬ但是不能明确ꎬ需通过进一

步试验加以验证ꎮ 通过紫外、荧光、红外等表征光谱

分析ꎬ鸡血多肽与 Ｆｅ２＋可通过羧基、酰胺基和氨基等

多种方式进行结合ꎬ扫描电镜结果表明ꎬ鸡血多肽及

其亚铁螯合物的结构不同ꎬ但鸡血多肽与 Ｆｅ２＋具体

结合模式及鸡血多肽亚铁螯合物在人体内的吸收效

率需要进一步研究ꎮ

４　 结 论

本研究通过酶解从鸡血中提取多肽ꎬ以鸡血多

肽、ＦｅＣｌ２􀅰４Ｈ２Ｏ 作为原料ꎬ将二者结合得到鸡血多

肽亚铁螯合物ꎮ 通过分析不同因素对鸡血多肽亚铁

螯合率的影响ꎬ明确影响其螯合率的主要因素ꎬ并优

化了鸡血多肽亚铁螯合物的制备条件ꎬ通过单因素

和响应面试验确定制备鸡血多肽亚铁螯合物的最佳

工艺参数:螯合时间为 ３０ ｍｉｎꎬ反应 ｐＨ 值为 ５􀆰 １ꎬ鸡
血多肽与 ＦｅＣｌ２􀅰４Ｈ２Ｏ 的质量比为６􀆰 ３ ∶ １􀆰 ０ꎬ在此

条件下的螯合率为 ７３􀆰 ２７％ꎮ
进一步对螯合前后的氨基酸成分和表征进行分

析发现ꎬ鸡血多肽中的谷氨酸、组氨酸、天冬氨酸、半
胱氨酸和丝氨酸可能有助于促进鸡血多肽和 Ｆｅ２＋的

螯合反应ꎮ 紫外光谱和荧光光谱分析结果说明ꎬ螯
合反应产生了鸡血多肽螯合物ꎻ红外光谱分析结果

表明ꎬ鸡血多肽中的羧基、酰胺基和氨基可能以配位

键结合的形式参与了螯合反应ꎬ形成新型的鸡血多

肽亚铁螯合物ꎮ 扫描电镜结果发现ꎬ鸡血多肽螯合

Ｆｅ２＋后ꎬ其结构发生了明显变化ꎬ鸡血多肽为表面光

滑的片状结构ꎬ与 Ｆｅ２＋螯合后发生交联聚集ꎬ形成表

面粗糙且排列紧密的颗粒结构ꎮ 通过对制备鸡血多

肽亚铁螯合物的工艺优化和鸡血多肽亚铁螯合物的

表征分析ꎬ为畜禽血的综合利用和补铁原料的开发

提供了理论基础ꎬ后续可开展对该螯合物的补铁功

效及安全性评价研究ꎮ
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[９] 　 肖怀秋ꎬ李玉珍ꎬ刘　 军ꎬ等. 花生肽亚铁金属配位螯合物结构
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解析及稳态性研究[Ｊ] . 中国酿造ꎬ ２０１９ꎬ ３８(５): １１９￣１２２.
[１０] ＬＩＮ Ｊ Ｐꎬ ＣＡＩ Ｘ Ｘꎬ ＴＡＮＧ Ｍ Ｒꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ

ｏｆ ｔｈｅ ｃｈｅｌａｔｉｎｇ ｎａｎｏｃｏｍｐｏｓｉｔｅ ｆａｂｒｉｃａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｍａｒｉｎｅ ａｌｇａｅ
Ｓｃｈｉｚｏｃｈｙｔｒｉｕｍ ｓｐ. ｐｒｏｔｅｉｎ ｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅ ａｎｄ ｃａｌｃｉｕｍ[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ ａｎｄ Ｆｏｏｄ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ ２０１５ꎬ ６３(４４): ９７０４￣９７１４.

[１１] ＺＨＡＮＧ Ｚ Ｒꎬ ＺＨＯＵ Ｆ Ｂꎬ ＬＩＵ Ｘ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐａｒｔｉｃｕｌａｔｅ ｎａｎｏｃｏｍ￣
ｐｏｓｉｔｅ ｆｒｏｍ ｏｙｓｔｅｒ (Ｃｒａｓｓｏｓｔｒｅａ ｒｉｖｕｌａｒｉｓ) ｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅｓ ｖｉａ ｚｉｎｃ ｃｈｅ￣
ｌａｔｉｏｎ ｉｍｐｒｏｖｅｓ ｚｉｎｃ ｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｐｅｐｔｉｄｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ [ Ｊ ] . Ｆｏｏｄ
Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ ２０１８ꎬ ２５８: ２６９￣２７７.

[１２] 龙　 芳. 汉麻肽钙螯合物的制备及其结构表征和稳定性[ Ｊ] .
中国油脂ꎬ ２０２１ꎬ ４６(９): ３３￣３９.

[１３] ＶＯ Ｔ Ｄ Ｌꎬ ＰＨＡＭ Ｋ Ｔꎬ ＬＥ Ｖ Ｍ Ｖꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｒｏｎ￣
ｂｉｎｄｉｎｇ ｃａｐａｃｉｔｙꎬ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎꎬ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ
Ａｃｅｔｅｓ ｊａｐｏｎｉｃａｓ ｐｒｏｔｅｏｌｙｓａｔｅ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｒｏｎ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｅｐ￣
ｔｉｄｅｓ[Ｊ] . Ｐｒｏｃｅｓｓ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ ２０２０ꎬ ９１: ３７４￣３８６.

[１４] ＬＥＥ Ｓ Ｈꎬ ＳＯＮＧ Ｋ Ｂ. Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎ ｉｒｏｎ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｎｏｎａ￣ｐｅｐｔｉｄｅ
ｆｒｏｍ ｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅｓ ｏｆ ｐｒｏｃｉｎｅ ｂｌｏｏｄ ｐｌａｓｍａ ｐｒｏｔｅｉｎ[Ｊ] . Ｐｒｏｃｅｓｓ Ｂｉｏ￣
ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ ２００９ꎬ ４４(３): ３７８￣３８１.

[１５] 唐顺博ꎬ涂宗财ꎬ沙小梅ꎬ等. 罗非鱼鳞胶原肽亚铁螯合物制备

工艺优化及结构表征[ Ｊ] . 食品与机械ꎬ ２０２０ꎬ ３６(７): １５５￣
１６０.

[１６] ＴＯＲＲＥＳ￣ＦＵＥＮＴＥＳ Ｃꎬ ＡＬＡＩＺ Ｍꎬ ＶＩＯＱＵＥ Ｊ. Ｉｒｏｎ￣ｃｈｅｌａｔｉｎｇ ａｃ￣
ｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｃｈｉｃｋｐｅａ ｐｒｏｔｅｉｎ ｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅ ｐｅｐｔｉｄｅｓ[ Ｊ] . Ｆｏｏｄ Ｃｈｅｍｉｓ￣
ｔｒｙꎬ ２０１２ꎬ １３４: １５８５￣１５８８.

[１７] ＧＵＯ Ｌ Ｄꎬ ＨＡＲＮＥＤＹ Ｐ Ａꎬ ＬＩ Ｂ Ｆꎬ ｅｔ ａｌ. Ｆｏｏｄ ｐｒｏｔｅｉｎ￣ｄｅｒｉｖｅｄ
ｃｈｅｌａｔｉｎｇ ｐｅｐｔｉｄｅｓ: ｂｉｏｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ ｆｏｒ ｄｉｅｔａｒｙ ｍｉｎｅｒａｌ
ｂｉｏａｖａｉｌａｂｉｌｉｔｙ ｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ[Ｊ] . Ｔｒｅｎｄｓ ｉｎ Ｆｏｏｄ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈ￣
ｎｏｌｏｇｙꎬ ２０１４ꎬ ３７(２): ９２￣１０５.

[１８] ＳＵＮ Ｎꎬ ＣＵＩ Ｐ Ｂꎬ ＪＩＮ Ｚ Ｑꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓ ｏｆ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｓｉｚｅꎬ
ｃｈａｒｇｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｔｏ ｔｈｅ ｉｒｏｎ￣ｂｉｎｄｉｎｇ
ｃａｐａｃｉｔｙ ｏｆ ｓｅａ ｃｕｃｕｍｂｅｒ (Ｓｔｉｃｈｏｐｕｓ ｊａｐｏｎｉｃｕｓ) ｏｖｕｍ ｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅｓ
[Ｊ] . Ｆｏｏｄ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ ２０１７ꎬ ２３０:６２７￣６３６.

[１９] ＺＩＴＫＡ Ｏꎬ ＲＹＢＯＬＯＶＡ Ｍꎬ ＨＵＢＡＬＥＫ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｆｒｏｍ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ
ｔｏ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｓ ｔａｒｇｅｔｓ ｆｏｒ ｍｅｔａｌ￣ｂａｓｅｄ ｄｒｕｇｓ[ Ｊ] . Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｄｒｕｇ Ｍｅ￣

ｔａｂｏｌｉｓｍꎬ ２０１２ꎬ １３(３): ３０６￣３２０.
[２０] ＷＵ Ｗ Ｆꎬ ＹＡＮＧ Ｙ Ｙꎬ ＳＵＮ Ｎꎬ ｅｔ ａｌ. Ｆｏｏｄ ｐｒｏｔｅｉｎ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｉｒｏｎ￣

ｃｈｅｌａｔｉｎｇ ｐｅｐｔｉｄｅｓ: ｔｈｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｍｏｄｅ ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｒｏｎ
ｂｉｏａｖａｉｌａｂｉｌｉｔｙ [ Ｊ ] . Ｆｏｏｄ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌꎬ ２０２０ꎬ １３１:
１０８９７６.

[２１] ＢＥＹＥＲ Ｒ Ｌꎬ ＨＯＡＮＧ Ｈ Ｎꎬ ＡＰＰＬＥＴＯＮ Ｔ Ｇꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｅｔａｌ ｃｌｉｐｓ
ｉｎｄｕｃｅ ｆｏｌｄｉｎｇ ｏｆ ａ ｓｈｏｒｔ ｕｎｓｔｒｕｃｔｕｒｅｄ ｐｅｐｔｉｄｅ ｉｎｔｏ ａｎ α￣ｈｅｌｉｘ ｖｉａ
ｔｕｒｎ ｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｗａｔｅｒ. Ｋｉｎｅｔｉｃ ｖｅｒｓｕｓ ｔｈｅｒｍｏｄｙｎａｍｉｃ ｐｒｏｄ￣
ｕｃｔｓ[ Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ ｔｈｅ Ａｍｅｒｉｃａｎ Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｓｏｃｉｅｔｙꎬ ２００４ꎬ １２６
(４６): １５０９６￣１５１０５.

[２２] ＣＡＩ Ｘ Ｘꎬ ＬＩＮ Ｊ Ｐꎬ ＷＡＮＧ Ｓ Ｙ. Ｎｏｖｅｌ ｐｅｐｔｉｄｅ ｗｉｔｈ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｃａｌｃｉ￣
ｕｍ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｃａｐａｃｉｔｙ ｆｒｏｍ Ｓｃｈｉｚｏｃｈｙｔｒｉｕｍ ｓｐ. Ｐｒｏｔｅｉｎ ｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅｓ
ａｎｄ ｃａｌｃｉｕｍ ｂｉｏａｖａｉｌａｂｉｌｉｔｙ ｉｎ Ｃａｃｏ￣２ ｃｅｌｌｓ [ Ｊ] . Ｍａｒｉｎｅ Ｄｒｕｇｓꎬ
２０１７ꎬ １５(１): ３.

[２３] ＷＵ Ｗ Ｍꎬ ＨＥ Ｌ Ｃꎬ ＬＩＡＮＧ Ｙ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｐｔｉ￣
ｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｉｇ ｂｏｎｅ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｐｅｐｔｉｄｅ￣ｃａｌｃｉｕｍ ｃｈｅｌａｔｅ ｕｓｉｎｇ ｒｅ￣
ｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｉｔｓ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ[Ｊ] . Ｆｏｏｄ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ ２０１９ꎬ ２８４: ８０￣８９.

[２４] ＷＡＮＧ Ｘꎬ ＧＡＯ Ａꎬ ＣＨＥＮ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｕｃｕｍｂｅｒ ｓｅｅｄ
ｐｅｐｔｉｄｅ￣ｃａｌｃｉｕｍ ｃｈｅｌａｔｅ ｂｙ ｌｉｑｕｉｄ ｓｔａｔｅ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｔｓ ｃｈａｒａｃ￣
ｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ[Ｊ] . Ｆｏｏｄ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ ２０１７ꎬ ２２９: ４８７￣４９４.

[２５] ＺＨＯＵ Ｊꎬ ＷＡＮＧ Ｘꎬ ＡＩ Ｔꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ａｎ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ
ｏｆ β￣ｌａｃｔｏｇｌｏｂｕｌｉｎ ｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅ￣ｉｒｏｎ ｃｏｍｐｌｅｘｅｓ[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｄａｉｒｙ
Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２０１２ꎬ ９５(８): ４２３０￣４２３６.

[２６] ＷＡＮＧ Ｘꎬ ＧＡＯ Ａꎬ ＣＨＥＮ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｕｃｕｍｂｅｒ ｓｅｅｄ
ｐｅｐｔｉｄｅ￣ｃａｌｃｉｕｍ ｃｈｅｌａｔｅ ｂｙ ｌｉｑｕｉｄ ｓｔａｔｅ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｔｓ ｃｈａｒａｃ￣
ｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ[Ｊ] . Ｆｏｏｄ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ ２０１７ꎬ ２２９: ４８７￣４９４.

[２７] ＣＨＥＮ Ｄꎬ ＭＵ Ｘ Ｍꎬ ＨＵＡＮＧ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｃａｌｃｉｕｍ￣
ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｅｐｔｉｄｅ ｆｒｏｍ ｔｉｌａｐｉａ ｓｃａｌｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅ ａｎｄ ｉｔｓ ｃａｌｃｉ￣
ｕｍ ｂｉｏａｖａｉｌａｂｉｌｉｔｙ ｉｎ ｒａｔｓ[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ Ｆｏｏｄｓꎬ ２０１４ꎬ
６: ５７５￣５８４.

[２８] ＰＥＮＧ Ｚꎬ ＨＯＵ Ｈꎬ ＺＨＡＮＧ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃａｌｃｉｕｍ￣ｂｉｎｄｉｎｇ
ｐｅｐｔｉｄｅ ｆｒｏｍ Ｐａｃｉｆｉｃ ｃｏｄ (Ｇａｄｕｓ ｍａｃｒｏｃｅｐｈａｌｕｓ) ｂｏｎｅ ｏｎ ｃａｌｃｉｕｍ
ｂｉｏａｖａｉｌａｂｉｌｉｔｙ ｉｎ ｒａｔｓ[Ｊ] . Ｆｏｏｄ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ ２０１７ꎬ ２２１: ３７３￣３７８.
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