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摘　 要：为寻求新型锌营养补充剂，以小米糠蛋白肽为原料，以锌离子螯合率为指标，通过单因素实验结
合响应面分析优化小米糠肽－锌螯合物的制备工艺，并运用紫外光谱、荧光光谱、扫描电镜、傅里叶变换红外
光谱对小米糠肽－锌螯合物的结构进行表征，并通过体外模拟胃肠消化评价其生物利用度。结果表明，小米
糠肽－锌螯合物的最佳制备工艺条件为肽锌比ｍ（肽）∶ ｍ（锌）为３． ５∶ １． ０、ｐＨ值７． ８，螯合温度４０ ℃、螯合时
间６０ ｍｉｎ，该条件下Ｚｎ２ ＋螯合率为５８． ９０％；小米糠蛋白肽与锌离子结合后形成新产物小米糠肽－锌螯合物，
其以条状居多，表面积较小，表面粗糙，且肽链中的羧基及羰基氧原子和氨基氮原子是小米糠蛋白肽和锌离子
发生螯合反应的主要位点；体外模拟胃肠消化结果表明，小米糠肽－锌螯合物的胃肠溶解性较硫酸锌及葡萄
糖酸锌２种补锌剂为优。
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　 　 锌是人体必需的微量元素之一，由于饮食结构
失衡以及传统膳食结构中锌吸收受限等因素，锌缺
乏情况仍普遍存在［１］。改善人体锌缺乏状况的有效
途径是摄入各种新营养补充剂，目前以硫酸锌为代
表的第一代无机盐补锌剂，和以葡萄糖酸锌为代表
的第二代有机酸锌补锌剂存在胃肠道刺激、生物利
用度低等缺点。因此，寻求安全性高、吸收性好、生
物利用度高的新型补锌剂势在必行。

肽锌螯合物是以食源性多肽为结构基础构建的
复合物，通过将锌离子络合于肽链结构中，可有效避
免食物或胃肠道中植酸、皂苷等物质对锌离子的沉
淀或拮抗作用，同时还能减少锌离子吸收过程中其
他营养元素的竞争性抑制作用，降低胃肠道刺激，并
可通过肽吸收系统被小肠细胞快速吸收，其作为第
三代补锌产品逐渐成为研究热点［２，３］。早期研究多
以动物蛋白为原料进行肽锌螯合物制备［４ － ７］，为充分
利用植物蛋白资源，其他研究以大豆［８］、银杏［９］、芝
麻［１０］、花生［１１］等为原料制备相应的肽－锌螯合物。

小米糠是谷子（Ｓｅｔａｒｉａ ｉｔａｌｉｃａ）加工后的副产物，
蛋白质质量分数为１２％ ～ １８％，本实验在前期筛选
蛋白、制备小米糠蛋白肽的基础上，优化小米糠肽－
锌螯合物制备工艺，并对其进行结构表征及体外模
拟消化分析。

１　 材料与方法
１． １　 材料与试剂

小米糠蛋白肽，实验室制备。
硫酸锌、葡萄糖酸锌，均为分析纯；猪胆盐（胆酸

质量分数≥４０％）、胃蛋白酶（３ ０００ ～３ ５００ ＮＦＵ ／ ｍｇ）、
胰蛋白酶（２５０ ＮＦＵ ／ ｍｇ）。
１． ２　 仪器与设备

ＧＬ － ２０Ｂ高速冷冻离心机、Ｒ － ２１０旋转蒸发
仪、１ － ２ＬＤ ｐｌｕｓ冷冻干燥机、ＣｈｒｉｓｔＳＨＡ － ＢＡ型水浴
恒温振荡器、Ｍ２００型酶标仪、ＪＳＭ － ７５００Ｆ扫描电子

显微镜、ＪＨ７５ＰＣ紫外全波长扫描、ＲｅａｃｔＲａｍａｎ７８５傅
里叶红外光谱仪、ＲＦ６０００荧光光谱仪。
１． ３　 实验方法
１． ３． １　 小米糠蛋白肽的制备

在质量分数为３％的小米糠谷蛋白溶液中加入
质量分数为５％的复合蛋白酶［ｍ（碱性蛋白酶）∶ ｍ
（风味蛋白酶）比例为１∶ １混合］，调至ｐＨ ８． ０，于５２
℃酶解４ ｈ，灭酶后冷却、离心，收集上清液，冷冻干
燥制得小米糠蛋白肽（水解度ＤＨ为２２． ５８％）。
１． ３． ２　 小米糠肽－锌螯合物的制备

配制质量分数为０． ５％的小米糠蛋白肽溶液，调
至适宜ｐＨ值，按一定比例加入ＺｎＳＯ４，在适宜温度
下螯合一定时间后离心、收集上清液，旋转蒸发浓缩
后加入３倍体积无水乙醇，醇沉１０ ｈ，收集沉淀，反
复洗涤，直至再无沉淀析出，冷冻干燥４８ ｈ，得小米
糠肽－锌螯合物［８，１２］。
１． ３． ３　 小米糠肽－锌螯合物的制备工艺优化
１． ３． ３． １　 单因素实验设计

分别称取０． ５ ｇ小米糠蛋白肽，蒸馏水定容至
１００ ｍＬ，设置不同ｍ（肽）∶ ｍ（锌）（１ ∶ １、２ ∶ １、３ ∶ １、
４∶ １、５∶ １）、不同螯合ｐＨ（６． ０、７． ０、８． ０、９． ０、１０． ０）、
不同螯合温度（３０、４０、５０、６０、７０ ℃）及不同螯合时间
（１５、３０、４５、６０、７５ ｍｉｎ），按照１． ３． ２制备小米糠肽－
锌螯合物，并计算Ｚｎ２ ＋螯合率，考察不同因素对小米
糠肽－锌螯合率的影响。

Ｚｎ２ ＋螯合率采用ＥＤＴＡ络合滴定法［１０］进行测
定。按式（１）计算Ｚｎ２ ＋螯合率。

ｙ１ ＝
Ｖ１ － Ｖ０
Ｖ２ － Ｖ０

× １００％ （１）
式中：ｙ１为Ｚｎ２ ＋螯合率／ ％；Ｖ２为测定总锌含量

时消耗的ＥＤＴＡ体积／ ｍＬ；Ｖ１为测定螯合锌含量时消
耗的ＥＤＴＡ体积／ ｍＬ；Ｖ０为用去离子水代替待测液所
需的ＥＤＴＡ体积／ ｍＬ。
１． ３． ３． ２　 响应面实验设计

结合单因素实验结果，Ｚｎ２ ＋螯合率为响应值，设
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置Ａ［ｍ（肽）∶ ｍ（锌）］、Ｂ（ｐＨ）、Ｃ（螯合温度）、Ｄ（螯
合时间）为考察因素，进行４因素３水平响应面实验
设计，方案见表１。

表１　 响应面设计实验

水平
因素

Ａ：ｍ（肽）∶ ｍ（锌） Ｂ：ｐＨ Ｃ：螯合温度／ ℃ Ｄ：螯合
时间／ ｍｉｎ

－ １ ２∶ １ ７． ０ ３０． ０ ４５． ０
０ ３∶ １ ８． ０ ４０． ０ ６０． ０
１ ４∶ １ ９． ０ ５０． ０ ７５． ０

１． ３． ４　 小米糠肽－锌螯合物结构测定
１． ３． ４． １　 扫描电镜

挑取小米糠蛋白肽和肽－锌螯合物干燥粉末，
涂至载样板上，喷金后进行扫描［１３］。
１． ３． ４． ２　 紫外光谱

配制小米糠蛋白肽和小米糠肽－锌螯合物溶液
（０． ５ ｍｇ ／ ｍＬ），离心（８ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ、１５ ｍｉｎ），取上清液，
在１９０ ～ ４００ ｎｍ波长范围内进行扫描［１４］。
１． ３． ４． ３　 傅里叶变换红外光谱

取小米糠肽－锌螯合物粉末与ＫＢｒ进行研磨、
压片，完成后置于样品槽中，选择在４ ０００ ～ ４００ ｃｍ －１
内扫描，并对参与螯合反应的小米糠蛋白肽作为对
照组进行处理［１３，１５］。
１． ３． ４． ４　 荧光光谱

配制小米糠蛋白肽与１ ｍｇ ／ ｍＬ肽－锌螯合物溶
液，８ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心２０ ｍｉｎ，取上清液用于检测，设
激发波长２８０ ｎｍ，测定２种样液在波长３２０ ～ ５２０ ｎｍ
范围内的发射光谱［１６］。
１． ３． ５　 小米糠肽－锌螯合物的体外模拟胃肠消化

模拟胃肠液的配制［１３，１７，１８］：将２ ｇ氯化钠与３． ２
ｇ胃蛋白酶溶于ｄｄＨ２Ｏ，调节ｐＨ至１． ２，定容至１ Ｌ
后制备得模拟胃液；将０． ６８ ｇ磷酸二氢钾溶于
ｄｄＨ２Ｏ，加入７． ７ ｍＬ ＮａＯＨ溶液，混匀后加入１ ｇ胰
蛋白酶和６ ｇ胆盐，调ｐＨ至７． ６，定容至１００ ｍＬ后
制备得模拟肠液。

模拟体外胃肠道消化［１３，１７，１８］：配制小米糠肽－
锌螯合物、硫酸锌及葡萄糖酸锌溶液（１０ ｍｇ ／ ｍＬ），调
至ｐＨ ２． ０，加入模拟胃液，３７ ℃水浴振荡，模拟消化
１２０ ｍｉｎ；调至ｐＨ ７． ２，加入模拟肠液，继续模拟肠消
化１２０ ｍｉｎ。

在整个消化过程中，每隔３０ ｍｉｎ测定各溶液中
Ｚｎ２ ＋溶解率。将所取各消化液分别冷却灭酶后移至
离心管，于１０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心１０ ｍｉｎ，取上清液，采用
ＥＤＴＡ螯合法［１０］分别测定所得上清液中锌含量及消

化液中的总锌含量，计算Ｚｎ２ ＋溶解率。按式（２）计算
Ｚｎ２ ＋溶解率。

ｙ２ ＝
Ｖ１
Ｖ２
× １００％ （２）

式中：ｙ２为Ｚｎ２ ＋溶解率／ １００％；Ｖ１为滴定上清液
中锌离子所需的ＥＤＴＡ溶液体积／ ｍＬ；Ｖ２为滴定等体
积溶液中锌离子所需的ＥＤＴＡ溶液体积／ ｍＬ。
１． ４　 数据分析及处理

所有实验重复３次，使用Ｄｅｓｉｇｎ Ｅｘｐｅｒｔ １０． ０． ７
进行响应面实验结果分析，采用ＳＰＳＳ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ２５进
行数据显著性分析，以Ｏｒｉｇｉｎ ２０２１软件进行绘图。

２　 结果与分析
２． １　 单因素实验结果与分析

实验分别研究了肽锌比ｍ（肽）∶ ｍ（锌）、ｐＨ值、
螯合温度、螯合时间对Ｚｎ２ ＋螯合率的影响。从图１ａ
可以看出，随着肽锌比的不断增加，Ｚｎ２ ＋螯合率先升
高后逐渐趋于稳定。肽锌比ｍ（肽）∶ ｍ（锌）在１∶ １ ～
３∶ １范围内时，随着小米糠蛋白肽质量的增加，Ｚｎ２ ＋
螯合率从３３． ７０％显著增至４７． ３０％（Ｐ ＜ ０． ０５），ｍ
（肽）∶ ｍ（锌）超过３ ∶ １后，螯合率虽有所升高，但变
化不显著，可能是因为在此条件下，肽链上与锌离子
进行螯合的位点趋于饱和，反应基本趋于平衡［５］，蛋
白肽继续增加不但会造成原料浪费，同时还可能因
过多蛋白肽存在而造成肽聚集，不利于其与锌的螯
合。由图１ｂ可见，随着ｐＨ值增大，Ｚｎ２ ＋螯合率先升
高后降低，当体系ｐＨ为６． ０时，Ｚｎ２ ＋螯合率仅为１４．
０１％，这可能是由于体系中Ｈ ＋与Ｚｎ２ ＋争夺肽链电子
而导致螯合反应较难发生；当ｐＨ为８． ０，Ｚｎ２ ＋螯合率
达到最大，且显著高于其他ｐＨ（Ｐ ＜０． ０５）；当ｐＨ超过
８ ０，Ｚｎ２ ＋容易与ＯＨ －发生反应并产生Ｚｎ（ＯＨ）２金属
盐沉淀，导致螯合率快速下降［８］。

适宜的温度会加强分子运动并增加小米糠蛋白
肽与Ｚｎ２ ＋的碰撞概率，从而有利于螯合反应的进行。
由图１ｃ可知，随着温度从３０ ℃升至７０ ℃，小米糠蛋
白肽与Ｚｎ２ ＋的螯合率先上升后下降，其中４０ ℃时螯
合率最大，为３５ ９１％，并显著优于其他温度（Ｐ ＜
０ ０５）；当温度超过４０ ℃后，螯合率显著下降，这可
能是因为过高温度会使蛋白肽变性，不利于与Ｚｎ２ ＋
螯合［７］。螯合时间对Ｚｎ２ ＋螯合率的影响如图１ｄ所
示，随螯合时间的延长，Ｚｎ２ ＋螯合率显著增加（１５ ～
６０ ｍｉｎ）后趋于平缓（６０ ～ ８０ ｍｉｎ）。反应６０ ｍｉｎ时，
螯合率为３６． ０７％，此时，小米糠蛋白肽与Ｚｎ２ ＋的结
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　 　 注：不同小写字母表示处理间差异显著（Ｐ ＜ ０． ０５）。余同。
图１　 不同因素对Ｚｎ２ ＋螯合率的影响

合基本达到平衡。
２． ２　 响应面实验结果与分析

以Ｚｎ２ ＋螯合率为指标，利用Ｄｅｓｉｇｎ Ｅｘｐｅｒｔ软件，
经二次多项回归拟合分析，建立回归模型，响应面实
验结果如表２所示，得到Ｚｎ２ ＋螯合率回归方程：Ｙ ＝
５７ ７７ ＋ ４ ０２Ａ － ０ ９１Ｂ ＋ ２ ０１Ｃ ＋ １ ０４Ｄ － ２ ３０ＡＢ －

０ ３２ＡＣ － ０ ３６ＡＤ － ２ ８３ＢＣ ＋ ２ ３１ＢＤ ＋ ０ ２６ＣＤ －
４ ０８Ａ２ － ６ ９９Ｂ２ － ６ １５Ｃ２ － ３ ２７Ｄ２。

表２　 响应面实验结果
实验号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ 螯合率／ ％
１ － １ － １ ０ ０ ４１． ９０ ± ０． ３６
２ １ － １ ０ ０ ５７． ００ ± ０． ６１
３ － １ １ ０ ０ ４０． ２９ ± ０． ９２
４ １ １ ０ ０ ４６． １９ ± １． ０２
５ ０ ０ － １ － １ ４３． ５６ ± ０． ７５
６ ０ ０ １ － １ ４６． ８９ ± ０． ２６
７ ０ ０ － １ １ ４８． ６０ ± ０． ５５
８ ０ ０ １ １ ５２． ９６ ± ０． ３１
９ － １ ０ ０ － １ ４８． ６０ ± ０． ８６
１０ １ ０ ０ － １ ５３． ６９ ± ０． ４４
１１ － １ ０ ０ １ ４９． ２０ ± ０． ７０
１２ １ ０ ０ １ ５２． ８５ ± ０． ８２
１３ ０ － １ － １ ０ ４１． ５６ ± ０． ０２
１４ ０ １ － １ ０ ４５． ６９ ± ０． ５２
１５ ０ － １ １ ０ ５０． ５６ ± ０． ３６
１６ ０ １ １ ０ ４３． ３５ ± ０． ９７
１７ － １ ０ － １ ０ ３９． ８５ ± ０． ０２
１８ １ ０ － １ ０ ４９． ７５ ± ０． ２４
１９ － １ ０ １ ０ ４５． ３５ ± ０． ４６
２０ １ ０ １ ０ ５３． ９８ ± １． ０１
２１ ０ － １ ０ － １ ４７． ９６ ± ０． ８６
２２ ０ １ ０ － １ ４５． ６３ ± ０． １１
２３ ０ － １ ０ １ ４４． １５ ± ０． ８５
２４ ０ １ ０ １ ５１． ０６ ± ０． １５
２５ ０ ０ ０ ０ ５５． ８０ ± ０． ６６
２６ ０ ０ ０ ０ ５７． ９５ ± ０． ２４
２７ ０ ０ ０ ０ ５７． ３６ ± ０． １６
２８ ０ ０ ０ ０ ５８． ４９ ± ０． ５１
２９ ０ ０ ０ ０ ５９． ２５ ± ０． ２６

方差分析结果表３表明，Ａ、Ｃ、ＢＣ、Ａ２、Ｂ２、Ｃ２、Ｄ２
均达到显著（Ｐ ＜ ０ ０５）或极显著水平（Ｐ ＜ ０ ０１），由
一次项系数可知各因素对响应值影响的主次顺序
为：ｍ（肽）∶ ｍ（锌）＞螯合温度＞螯合时间＞ ｐＨ；失
拟项Ｐ ＝ ０ ０７０ ９ ＞ ０ ０５，表明使用该模型时其他因
素对实验结果的干扰较小，所选模型构建合理；此模
型的Ｐ ＜ ０ ０００ １，表明该模型能很好地预测小米糠
肽－锌螯合物的制备情况。

根据响应面分析，得到小米糠肽－锌螯合物的最
佳制备工艺为肽锌比ｍ（肽）∶ ｍ（锌）为３． ５３∶ １． ００、ｐＨ
值７． ８２、螯合温度４０． １９ ℃、螯合时间为６０． ０７ ｍｉｎ，此
条件下，Ｚｎ２ ＋理论螯合率为５９． １５％。结合实际情况，
将其调整为：肽锌比ｍ（肽）∶ ｍ（锌）为３． ５ ∶ １． ０、ｐＨ
值为７． ８、螯合温度为４０ ℃、螯合时间为６０ ｍｉｎ，经
实验验证，在此条件下Ｚｎ２ ＋平均螯合率为５８． ９０％，
与理论预测值接近，表明所得回归模型可以较好拟
合Ｚｎ２ ＋螯合情况。
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表３　 方差分析及显著性实验结果

来源 平方和 均方 Ｆ值 Ｐ值 显著性
回归模型 ８４８． １７ ６０． ５８ ９． ５２ ＜ ０． ０００ １ 
Ａ １９４． １７ １９４． １７ ３０． ５２ ＜ ０． ０００ １ 
Ｂ ９． ９４ ９． ９４ １． ５６ ０． ２３１ ９
Ｃ ４８． ３２ ４８． ３２ ７． ６０ ０． ０１５ ５ 
Ｄ １３． ００ １３． ００ ２． ０４ ０． １７４ ８
ＡＢ ２１． １６ ２１． １６ ３． ３３ ０． ０８９ ６
ＡＣ ０． ４０ ０． ４０ ０． ０６３ ０． ８０４ ９
ＡＤ ０． ５２ ０． ５２ ０． ０８１ ０． ７７９ ５
ＢＣ ３２． １５ ３２． １５ ５． ０５ ０． ０４１ ２ 
ＢＤ ２１． ３４ ２１． ３４ ３． ３６ ０． ０８８ ４
ＣＤ ０． ２７ ０． ２７ ０． ０４２ ０． ８４１ １

Ａ２ １０７． ９５ １０７． ９５ １６． ９７ ０． ００１ ０ 
Ｂ２ ３１７． ２３ ３１７． ２３ ４９． ８７ ＜ ０． ０００ １ 
Ｃ２ ２４５． ２０ ２４５． ２０ ３８． ５４ ＜ ０． ０００ １ 
Ｄ２ ６９． ２４ ６９． ２４ １０． ８８ ０． ００５ ３ 
残差 ８９． ０６ ６． ３６
失拟项 ８２． ２７ ８． ２３ ４． ８５ ０． ０７０ ９
纯误性 ６． ７９ １． ７０
总差 ９３７． ２４

　 　 注：为Ｐ ＜ ０． ０１，为极显著；为Ｐ ＜ ０． ０５，为显著。

２． ３　 小米糠肽－锌螯合物的结构解析
２． ３． １　 扫描电镜分析

由图２可见，小米糠蛋白肽的微观形态结构（图
２ａ）与肽－锌螯合物（图２ｂ）明显不同。小米糠蛋白
肽表面比较光滑、呈片状结构，表面积较大；肽－锌
螯合物呈碎片状或条状结构，表面积明显变小，同时
表面存在大量凹陷和褶皱以及白色晶体，比较粗糙。
微观形态的改变主要是由于多肽与Ｚｎ２ ＋发生螯合反
应，形成肽－锌螯合物，同时，分子间相互作用使锌
晶体吸附在蛋白肽表面［１３］。

图２　 小米糠蛋白肽及肽－锌螯合物的扫描电镜图
２． ３． ２　 紫外光谱分析

紫外光谱可检测物质发生的变化以及对是否产
生新物质进行测定。由图３可见，与小米糠蛋白肽
相比，肽－锌螯合物的紫外吸收光谱发生明显变化，
小米糠蛋白肽在波长２０４ ｎｍ处具有最大吸收峰，属
于羰基与肽键的特征吸收峰，是—ＮＨ—Ｃ Ｏ上的—

Ｃ Ｏ电子跃迁的结果；与Ｚｎ２ ＋螯合后，吸收峰偏移
至２００ ｎｍ处，且强度变弱，这可能是因为Ｚｎ２ ＋自身以
及新形成的螯合物会吸收紫外波长，形成电子跃迁，同
时，螯合物内部Ｚｎ２ ＋与Ｎ、Ｏ原子发生配位结合，使肽
键上的—Ｃ Ｏ电子跃迁受到影响。这与胡香莲
等［１２］对薏米肽－锌螯合物、富天昕等［１７］对绿豆
肽－锌螯合物的研究结果一致。因此，小米糠蛋白肽
与Ｚｎ２ ＋发生了相互作用形成了一种新的化合物。

图３　 小米糠蛋白肽及肽－锌螯合物紫外光谱图
２． ３． ３　 荧光光谱分析

色氨酸、酪氨酸及苯丙氨酸在激发光下可产生
荧光，形成不同的荧光光谱。小米糠蛋白肽与Ｚｎ２ ＋
结合后，其结构发生改变，荧光强度也相应改变，由
此可判断二者是否发生螯合反应。由图４可知，当
激发波长为２８０ ｎｍ时，小米糠蛋白肽在３５９ ｎｍ处出
现明显吸收峰且强度较高；当加入Ｚｎ２ ＋后，吸收峰由
３５９ ｎｍ偏移至３６６ ｎｍ处，且荧光强度显著下降，这
可能是由于Ｚｎ２ ＋与—ＣＯＯ及—ＮＨ结合后，多肽结
构发生折叠所致［１９］。Ｌｉ等［１５］研究发现，花生肽螯合
锌后，其荧光吸收峰也会发生红移且强度减弱。由
此认为，小米糠蛋白肽与Ｚｎ２ ＋发生螯合作用，并产生
新的显色基团，从而导致激发态能量改变。

图４　 小米糠蛋白肽及肽－锌螯合物荧光光谱
２． ３． ４　 傅里叶红外光谱分析

由图５可见，小米糠蛋白肽与Ｚｎ２ ＋螯合后，其红
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外光谱图发生显著变化，说明螯合反应的发生，并生
成新的化合物，从而使氨基酸振动频率发生改变，引
起吸收峰的变化。小米糠肽－锌螯合物在３ ３５５、
１ ６５７、１ ５６１、１ ４５８ ｃｍ －１与１ ４０５ ｃｍ －１等处出现明显
的特征吸收峰，分别代表了—ＮＨ、—Ｃ Ｏ、—Ｃ Ｎ
和—ＣＯＯ的伸缩振动，说明小米糠肽－锌螯合物中
含有—ＮＨ２、—Ｃ Ｏ、—ＣＯＯＨ等典型多肽结构。
３ ０００ ～ ３ ７５０ ｃｍ －１的高频吸收与水合作用

的—ＮＨ和—ＯＨ键有关［２０］。小米糠蛋白肽与Ｚｎ２ ＋
配位结合后，Ｎ － Ｚｎ替代Ｎ － Ｈ，吸收峰由３ ３３７
ｃｍ －１迁移到３ ３５５ ｃｍ －１；小米糠蛋白肽在１ ６５２ ｃｍ －１
处的吸收峰由酰胺Ⅰ带—Ｃ Ｏ拉伸振动引起，与
Ｚｎ２ ＋螯合后偏移至较高频峰１ ６５７ ｃｍ －１；酰胺Ⅱ带
Ｎ—Ｈ变形振动及Ｃ—Ｎ的拉伸构成了小米糠蛋白
肽在１ ５５９ ｃｍ －１处的吸收峰，发生螯合后，吸收峰移
至１ ５６１ ｃｍ －１；肽－锌螯合物在酰胺Ⅰ带与酰胺Ⅱ带
处的反应变化共同说明了蛋白肽与Ｚｎ２ ＋在进行结合
反应时均包含—Ｃ Ｏ键，Ｎ—Ｈ键被Ｎ—Ｚｎ键所替
代。肽－锌螯合物形成后，１ ４０３ ｃｍ －１处—ＣＯＯ的对
称拉伸振动迁移至高频峰１ ４５８ ｃｍ －１与１ ４０５ ｃｍ －１，
由此可判断出—ＣＯＯ—Ｚｎ形成。

通过峰位的转移、消失、增加可知，Ｚｎ２ ＋能与蛋
白肽上的活性基团进行螯合，螯合位点主要为氨基、
羰基和羧基，其中氧原子和氮原子为主要配位原子，
此结果与紫外光谱的研究结果一致，也与富天昕
等［１７］、Ｊｉａｎｇ等［２１］的研究结果相似。

图５　 小米糠蛋白肽及肽－锌螯合物红外光谱
２． ４　 体外模拟胃肠消化分析

以Ｚｎ２ ＋溶解率为指标，硫酸锌和葡萄糖酸锌为
对照，通过体外模拟胃肠消化评估小米糠肽－锌螯
合物在人体内的消化吸收特性，其结果如图６所示。

在胃消化阶段（０ ～ １２０ ｍｉｎ），胃部独特的强酸
性环境使３种补锌剂的溶解率均超过８０％，但各样
品间差异不显著，其中肽－锌螯合物的溶解率最高，

消化９０ ｍｉｎ后其溶解率增至８８． ３６％，说明螯合物会
改善Ｚｎ２ ＋在胃环境中的溶解率，更有利于其向肠道
中转运。

进入肠消化阶段（１２０ ～ ２４０ ｍｉｎ）后，随着ｐＨ值
迅速增大，３种补锌剂的Ｚｎ２ ＋溶解率均显著下降，
螯合物溶解率从（８４ ６０ ± １ ３６）％下降至（３３ ２６
± ２ ３５）％，其他２ 种补锌剂也从约８２％降至
２７％，且在整个肠消化阶段，螯合物中Ｚｎ２ ＋的溶解
率均显著高于其他２种补锌剂（Ｐ ＜ ０ ０５），这表明
Ｚｎ２ ＋与小米糠蛋白肽的配位结合，可防止产生
Ｚｎ（ＯＨ）２沉淀［２２］，从而提高Ｚｎ２ ＋在肠道的溶解率，
并进而促进其肠道吸收。此外，由于肽锌螯合物具
有一定缓冲作用，在食用过程中，能有效避免与饮
食中植酸形成不溶性复合物，从而提高锌元素的生
物利用率［１８，２３］。

　 　 注：不同小写字母表示同一样品在不同处理下差异显著；不
同大写字母表示同一处理不同样品间差异显著（Ｐ ＜ ０ ０５）。
图６　 小米糠肽－锌螯合物的体外模拟胃肠消化实验结果

３　 结论
实验以小米糠蛋白肽为原料，锌离子螯合率为

指标，通过响应面设计分析，得出制备小米糠肽－锌
螯合物的最佳工艺条件为肽锌比ｍ（肽）∶ ｍ（锌）
３ ５∶ １ ０、ｐＨ ７． ８，螯合温度４０ ℃、螯合时间６０ ｍｉｎ，
该条件下Ｚｎ２ ＋螯合率为５８． ９０％。紫外、荧光光谱分
析结果表明，小米糠蛋白肽与Ｚｎ２ ＋结合形成新产
物—小米糠肽－锌螯合物；微观结构分析结果表明，
与小米糠蛋白肽相比，肽－锌螯合物以碎片或条状
居多，表面积变小，且表面更为粗糙；傅里叶红外光
谱显示，肽链中的羧基及羰基氧原子和氨基氮原子
是发生螯合反应的主要配位原子。体外模拟胃肠道
消化结果表明，小米糠肽－锌螯合物在胃肠消化阶
段的Ｚｎ２ ＋溶解率均高于其他２种补锌剂，表明肽－
锌螯合物可以更好地被消化吸收，从而增加了锌的
生物利用度。
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