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全脂牛乳粉中糖基化酪蛋白分析
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摘要!研究全脂牛乳粉中糖基化酪蛋白!探讨其酶解特性#

重点考察了不同
M

V

"酸及提取方法对酪蛋白提取质量百分

数的影响!并通过
PZP)WUc(

电泳分析酪蛋白!高碘酸)希

夫碱染色法及莫氏试验鉴定糖基化酪蛋白!木瓜蛋白酶水解

酪蛋白!测定其氨基酸含量#结果表明!

M

V;7$

时提取酪蛋

白的质量百分数显著高于其他组'

W

$

"7":

(%质量百分数为

!?

的乙酸'

M

V<7:5

(提取酪蛋白的质量百分数为'

;"7;:e

"Y$$

(

?

!显著高于其他组'

W

$

"7":

(%鞣酸提取酪蛋白的质

量百分数为'

;$7#<e"7;$

(

?

!显著高于其他方法'

W

$

"7":

(%

酪蛋白
PZP)WUc(

电泳结果表明!不同酸"不同方法提取的

酪蛋白均有
<

条带!其分子量均分别为
<;

!

!;

!

$"f4

%高碘

酸)希夫碱染色结果表明!分子量为
<;

!

!;f4

的酪蛋白是

糖基化酪蛋白%莫氏试验结果表明!乳粉酪蛋白中存在糖基

化酪蛋白%酶解结果表明!乳粉酪蛋白经木瓜蛋白酶水解后

游离氨基酸含量显著高于鲜乳酪蛋白'

W

$

"7":

(#说明全脂

牛乳粉中有糖基化酪蛋白!其分子量分别为
<;

!

!;f4

!易于

水解#

关键词!全脂牛乳粉%复原乳%酪蛋白%糖基化
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糖蛋白是一类由糖和多肽或蛋白质以共价键连接而成

的结合蛋白)

#

*

$是生物体内重要的生物大分子之一$广泛存

在于细胞膜+细胞间质+血浆及黏液中$细胞内超过
:"?

的蛋

白质都以糖基化形式存在$包括许多酶+激素+血浆蛋白+抗

体+转铁蛋白和受体等)

!Q<

*

%糖蛋白具有增强免疫调节+抑

制肿瘤+降血糖+降血脂+抗氧化+防衰老等作用)

;

*

%这些固

有糖蛋白的生理作用大多是有益的$比如牛乳中的转铁蛋

白+乳铁蛋白)

:

*

+高度糖基化的
!

)#)

酸性糖蛋白!

UcW

#

)

$

*

+免

疫活性因子)

9Q5

*等具有增强免疫力的作用%关于外源糖蛋

白的致敏作用甚至有害的生理作用的报道)

'Q##

*较多$结果表

明饮用牛乳产生的过敏反应是由糖蛋白引起的%引起过敏

的糖蛋白是牛乳中固有的$还是在加热过程中产生的尚未见

报道%

鲜乳经过热处理后会发生不同程度羰氨反应$已经被众

多的研究所证实%生产乳粉时鲜乳经过巴氏杀菌+长时间较

高温度的真空浓缩及
#9"@

左右的高温喷雾干燥等热处理

过程$相比较液态乳的生产$乳粉加工的温度更高+热处理时

间更长$这是否会导致羰氨反应程度更大+是否会影响酪蛋

白的水解$相关的研究尚未见报道%因此$本研究主要分析

$



全脂牛乳粉中糖基化酪蛋白是否存在及其水解特性$以期分

析乳粉中糖蛋白的来源$丰富乳粉营养功能评价理论体系$

并为乳粉生产过程中营养品质控制提供理论依据%

#

!

材料与方法

#7#

!

材料与仪器

#7#7#

!

材料与试剂

全脂牛乳粉"新西兰恒天公司(

蛋白
S+Hf

"

#5

"

';f4

$美国
DE1H*/

公司(

木瓜蛋白酶"

"

5""C

'

*

A

$美国
,̀/H1+

A

12G

公司(

干酪素"北京奥博星生物技术有限责任公司(

双歧杆菌"北京川秀科技有限公司(

三羟甲基氨基甲烷!

DH,6

#+丙烯酰胺+

%

$

%

$

%

$

%)

四甲基

乙二胺!

D(S(Z

#+十二烷基硫酸钠!

PZP

#+过硫酸铵+甘氨

酸+甘油+溴酚蓝+考马斯亮蓝
c)!:"

+冰乙酸+乙酸钠+乳酸+

盐酸+磷酸+鞣酸+氯化钠+乙酸锌+氢氧化钠+石油醚+高碘

酸+三氯乙酸+碱性品红+偏重亚硫酸钠+活性炭+

!

)

萘酚+浓

硫酸+葡萄糖+茚三酮+无水乙醇"均为分析纯%

#7#7!

!

主要仪器

台式离心机"

5""̀

型$上海安亭科学仪器厂(

电泳 系 统"

W/01HW+8DS C2,K1H6+-

型$美 国
,̀/)H+L

公司(

数控超声波清洗器"

&g)!:"Z̀

型$昆山市超声仪器有

限公司(

往复振荡器"

VT)!

型$金坛市富华仪器有限公司(

可见分光光度计"

9!!

型$上海光谱仪器有限公司%

#7!

!

酪蛋白的提取

#7!7#

!

乙酸&乙酸钠缓冲体系提取酪蛋白
!

奶粉与水以

#

%

9

!

A

'

*B

#的比例配制复原乳$依次取复原乳
:*B

$分别

加入不同
M

V

!

;7$

$

;75

$

:7"

$

:7;

$

:7$

$

:75

#的乙酸&乙酸钠缓

冲溶液
:*B

%

!""]

A

离心
#"*,2

$弃去脂肪层$倾出上层液

体$按式!

#

#计算酪蛋白的质量百分数%

:

V

S

#

S

W

#""?

$ !

#

#

式中"

:

&&&酪蛋白质量百分数$

?

(

S

#

&&&沉淀的酪蛋白质量$

A

(

S

&&&样液质量$

A

%

#7!7!

!

酪蛋白酸法提取
!

奶粉与水以
#

%

9

!

A

'

*B

#的比例

配制复原乳$依次取
:*B

乳样$分别加入不同质量百分数

!

"7:?

$

#?

$

!?

$

<?

$

;?

$

:?

#的乙酸+乳酸+盐酸+磷酸$混

匀后测定
M

V

值$

!""]

A

离心
#"*,2

$弃去脂肪层$倾出上层

液体$按
#7!7#

中式!

#

#计算酪蛋白的质量百分数%

#7!7<

!

不同方法提取酪蛋白
!

乳粉经索氏抽提法脱脂后配

制复原乳%依次取复原乳
:*B

$分别加入
#"*B

M

V;7$

的

乙酸&乙酸钠缓冲溶液!盐析法#+

M

V;7$

的盐酸溶液!酸沉

淀法#+

"7#?

鞣酸溶液!生物碱沉淀法#+无水乙醇!有机溶剂

法#+

:?

乙酸锌溶液!重金属离子法#$将上述溶液用滤纸过

滤$将过滤所得沉淀置于
;"@

烘箱中干燥至恒重$称重$按

#7!7#

式!

#

#计算酪蛋白的质量百分数%

#7<

!

酪蛋白的
PZP)WUc(

分析

PZP)WUc(

凝胶电泳参考文献)

#!

"

#;

*$稍作修改%取

以上方法制备的酪蛋白沉淀物于
;"@

干燥至恒重$研磨成

粉末$索氏抽提法脱脂$用蒸馏水洗涤
<

次$

!""]

A

离心

:*,2

%取酪蛋白约
!*

A

溶于
#*B

样品缓冲液中$沸水浴

处理
#"*,2

$冷却至室温$即为电泳样品%向凝胶板间灌注

#"*B#:?

的分离胶$立即覆一层蒸馏水$凝固
;"*,2

后将

上层蒸馏水倾去用滤纸吸干$灌注
;*B<?

浓缩胶$插入样

品梳子$凝固
#E

后$将电极缓冲液倒入电泳槽$直至没过短

板$拔梳子$加样
#"

&

B

$开始电泳%

5"=

恒压
;"*,2

$

#!"=

恒压
!7:E

$停止电泳%考马氏亮蓝
c)!:"

染液振荡染色约

!E

$蒸馏水冲洗$然后加入脱色液至背景透亮+条带清晰

为止%

#7;

!

糖基化酪蛋白鉴定

#7;7#

!

高碘酸&希夫碱染色
!

取制备的酪蛋白样液!乙酸+

乙酸锌+乳酸提取的酪蛋白#左右对称加样进行
PZP)WUc(

电泳$将胶从中间均匀地切成两部分$左边考马氏蓝染色$右

边对称样液进行高碘酸&希夫碱染色)

#:Q#9

*

!简称糖染#%

高碘酸&希夫碱染色步骤"将凝胶置于
#"?

三氯乙酸中

固定
#E

$蒸馏水漂洗
!

次!共
"7:E

#$然后置于
#?

高碘酸水

溶液氧化
#E

$用水漂洗
!

次!共
"7:E

#$再用
P8E,JJ

试剂染色

#E

!

P8E,JJ

试剂配制"碱性品红
#

A

溶于蒸馏水
;""*B

$加

#!*/-

'

BVX-;7!*B

+偏重亚硫酸钠
<7!

A

$

;@

搅匀过夜$

加活性炭
!

A

$振荡
#*,2

过滤#$最后用脱色液!

"7:?

偏重亚

硫酸钠及
9?

乙酸水溶液按体积
#

%

#

混合#脱色$

;@

过夜$

若是糖蛋白则呈红色谱带%

#7;7!

!

莫氏试验
!

参考文献)

#5

*$修改如下"取
!

支编号试

管$分别加入
#*B

的
#?

葡萄糖溶液+

#?

的乳粉酪蛋白溶

液!溶于
"7#?

的
%+X-

溶液中#$然后加入莫氏试剂!

:?

的

!

)

萘酚溶液$溶于
':?

的乙醇$现配现用#

!

滴$摇匀%将试

管倾斜$沿管壁慢慢加入浓硫酸
#7:*B

%硫酸层沉淀于试管

底部与糖溶液分成
!

层$观察液面交界处有无紫红色环

出现%

#7:

!

糖基化酪蛋白水解及氨基酸含量测定

#7:7#

!

糖基化酪蛋白水解
!

取
M

V;7$

乙酸&乙酸钠缓冲液

提取的乳粉酪蛋白和鲜乳酪蛋白$均配制为
"7#?

的样品液

!溶于
"7#? %+X-

溶液中#$各取样品溶液
#"*B

$均加入

#*B

的
"7#?

木瓜蛋白酶液!溶于
"7#?

的
%+X-

溶液$现配

现用#$置于
<9@

水浴中酶解
$E

%

#7:7!

!

氨基酸含量测定
!

采用茚三酮比色法)

#'Q!"

*

%取系列

标准溶液!

"7"

$

#7"

$

!7"

$

:7"

$

#"

$

#:

$

!"

&

A

'

*B

#各
#7"*B

于

9

支
!:*B

试管中$均加入
!*B

M

V:7:

乙酸&乙酸钠缓冲

液$摇匀$再加
!?

茚三酮溶液!

!

A

溶于
#""*B

无水乙醇

中$现配现用#

! *B

%置沸水浴
#: *,2

$冷却至室温$于

:9"2*

波长处测定吸光值$得回归方程!

+

["7"<#'T\

"Y""!:

$

P

!

["7''':

#%将酶解后的样品用上述同种方法测

定蛋白溶液的吸光值$计算其氨基酸含量%

9
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#7$

!

数据处理

所有试验均平行重复
<

次$试验数据均运用
PWPP#'7"

软件进行单因素方差分析$结果以1平均值
e

标准偏差2表

示$采用
BPZ

法
:?

水平检验组间差异显著性%

!

!

结果与分析
!7#

!

乙酸"乙酸钠缓冲体系提取酪蛋白

乙酸&乙酸钠溶液在
M

V

为
;7$

时$酪蛋白提取质量百

分数为!

!57<5e!7;'

#

?

$显著高于其他组!

W

$

"7":

#$与文献

)

!#Q!!

*中酪蛋白等电点
M

V;7$

一致%乙酸&乙酸钠缓冲

体系为盐溶液$是否会导致部分酪蛋白溶解$影响酪蛋白提

取质量百分数$还需进一步分析%

不同小写字母表示差异显著!

W

$

"7":

#

图
#

!

乙酸)乙酸钠缓冲体系对酪蛋白提取率的影响

a,

A

4H1#

!

b2J-41281/J+81G,8+8,L)6/L,4*+81G+G1F4JJ1H

6/-4G,/2/2

M

H/G1,21.GH+8G,/2H+G1

!7!

!

酪蛋白酸法提取条件的筛选

由图
!

"

:

可知$乙酸添加量为
!?

时$酪蛋白质量百分

数为!

;"7;:e"7$$

#

?

$显著高于其他组!

W

$

"7":

#(乳酸添加

量
!?

时$酪蛋白质量百分数为!

<'7<#e!79$

#

?

$显著高于

其他组!

W

$

"7":

#(盐酸添加量
<?

时$酪蛋白质量百分数为

!

<97;;e#7";

#

?

$显著高于其他组!

W

$

"7":

#(磷酸添加量

;?

时$酪蛋白质量百分数为!

<#79;e;7!"

#

?

$显著高于其他

组!

W

$

"7":

#%综上结果表明$不同的酸提取酪蛋白时$酪蛋

白质量百分数由大到小依次为乙酸
#

乳酸
#

盐酸
#

磷酸%

不同酸的添加量对
M

V

值的改变程度的影响由大到小

依次为盐酸
#

乳酸
#

磷酸
#

乙酸$乙酸添加量对
M

V

的影响

较为缓慢$易于接近等电点$酪蛋白沉淀较多$所以提取率最

高%文献)

!<

*等电点法提取蛋白质也有类似的结果$且乙酸

不同小写字母表示差异显著!

W

$

"7":

#

图
!

!

乙酸添加量对酪蛋白提取率及溶液
M

V

值的影响

a,

A

4H1!

!

b2J-41281/J+81G,8+8,LL,JJ1H12G+LL,G,/26/21.)

GH+8G,/2H+G1/J

M

H/G1,2+2L

M

VK+-41/J6/-4G,/2

不同小写字母表示差异显著!

W

$

"7":

#

图
<

!

乳酸添加量对酪蛋白提取率及溶液
M

V

值的影响

a,

A

4H1<

!

b2J-41281/J-+8G,8+8,LL,JJ1H12G+LL,G,/26/21.)

GH+8G,/2H+G1/J

M

H/G1,2+2L

M

VK+-41/J6/-4G,/2

不同小写字母表示差异显著!

W

$

"7":

#

图
;

!

盐酸添加量对酪蛋白提取率及溶液
M

V

值的影响

a,

A

4H1;

!

b2J-41281/JELH/8E-/H,8+8,LL,JJ1H12G+LL,G,/26/2

1.GH+8G,/2H+G1/J

M

H/G1,2+2L

M

VK+-41/J6/-4G,/2

不同小写字母表示差异显著!

W

$

"7":

#

图
:

!

磷酸添加量对酪蛋白提取率及溶液
M

V

值的影响

a,

A

4H1:

!

b2J-41281/J

M

E/6

M

E+G1+8,LL,JJ1H12G+LL,G,/26/2

1.GH+8G,/2H+G1/J

M

H/G1,2+2L

M

VK+-41/J6/-4G,/2

作为食用酸$更利于在食品工业中的应用%

!7<

!

不同方法对酪蛋白提取率的影响

由图
$

可知$鞣酸提取的酪蛋白质量百分数为!

;$7#<e

"7<$

#

?

$显著高于其他组!

W

$

"7":

#$乙酸锌提取的酪蛋白质

量百分数显著高于无水乙醇+乙酸&乙酸钠和盐酸组!

W

$

"Y":

#)这
<

组对酪蛋白的提取质量百分数无显著性差异

!

W

#

"7":

#*%结果表明$鞣酸是提取酪蛋白的一种理想生物

碱试剂%文献)

!;

"

!:

*研究结果也表明鞣酸生物碱沉淀法

比等电点法+盐析法提取蛋白质的纯度高$提取率也高%鞣

酸作为一种活性物质$具有抗氧化+抗衰老$预防心血管疾病

等功效$而且具有凝乳的作用$但对其在乳中的应用尚需进

一步研究确认%
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不同小写字母表示差异显著!

W

$

"7":

#

图
$

!

不同方法对酪蛋白提取率的影响

a,

A

4H1$

!

b2J-41281/JL,JJ1H12G*1GE/L6/2

M

H/G1,2

1.GH+8G,/2H+G1

!7;

!

酪蛋白的
PZP)WUc(

电泳结果

由图
9

可知$不同酸提取的酪蛋白均有
<

条带$与标准

蛋白
S+Hf

条带比对$其分子质量分别为
!;

$

<;

$

$"f4

$与文

献)

!$

"

!5

*对酪蛋白分子量的分析结果一致%不同酸提取

的酪蛋白条带之间位置基本相同$表明不同酸处理对复原乳

酪蛋白分子大小影响不大%由图
5

可知$不同方法提取的酪

蛋白均有
<

条带$与标准蛋白
S+Hf

条带比对$其分子质量分

别为
!;

$

<;

$

$"f4

$且不同方法提取的酪蛋白条带位置基本

相同$表明不同方法处理对复原乳酪蛋白分子大小影响

不大%

!7:

!

酪蛋白高碘酸"希夫碱染色结果

酪蛋白
PZP)WUc(

考马氏亮蓝染色和高碘酸&希夫碱

染色结果见图
'

%考马氏亮蓝染色有
<

条带!图
'+

#$其分子

#

"

;7

依次为乙酸+乳酸+盐酸+磷酸提取的酪蛋白

图
9

!

不同酸
M

V;7$

条件下提取的复原乳酪蛋白

PZP)WUc(

分析

a,

A

4H19

!

U2+-

I

6,6/JPZP)WUc(/28+61,2JH/*H18/26G,G4G1L

*,-fGH1+G1LF

I

L,JJ1H12G+8,L6+G

M

V;7$

#

"

:7

依次乙酸
Q

乙酸钠+无水乙醇+鞣酸+盐酸+乙酸锌提取的酪蛋白

图
5

!

不同方法提取的复原乳酪蛋白
PZP)WUc(

分析

a,

A

4H15

!

U2+-

I

6,6/JPZP)WUc(/28+61,2JH/*H18/26G,G4)

G1L*,-fGH1+G1LF

I

L,JJ1H12G1.GH+8G,/2*1GE/L6

+7

考马氏亮蓝
c)!:"

染色
!

F7

高碘酸&希夫碱染色

#

"

<7

依次为乙酸+乙酸锌+乳酸提取的酪蛋白

图
'

!

复原乳酪蛋白的不同染色方法
PZP)WUc(

分析

a,

A

4H1'

!

U2+-

I

6,6/JPZP)WUc(/28+61,2JH/*H18/26G,G4)

G1L*,-fGH1+G1LF

I

L,JJ1H12GL

I

1,2

A

*1GE/L6

量分别为
!;

$

<;

$

$"f4

%高碘酸&希夫碱染色有
!

条带

!图
'F

#$其分子量分别为
!;

$

<;f4

$结果表明$二者为糖基

化的酪蛋白%结合图
'+

条带分析结果$分子量
$"f4

的酪

蛋白非糖基化酪蛋白$文献)

!'

"

<!

*也有相同的研究结果%

!7$

!

莫氏试验糖基化酪蛋白鉴定结果

糖基化酪蛋白莫氏试验结果见图
#"

%葡萄糖标准溶液

莫氏试验有很明显的紫色环$乳粉提取的酪蛋白莫氏试验也

呈现明显的紫色环%结果表明$乳粉提取的酪蛋白中有糖基

化酪蛋白$与
!7:

电泳的糖染结果一致$进一步证明乳粉中

存在一定量的糖基化酪蛋白%

图
#"

!

酪蛋白莫氏试验

a,

A

4H1#"

!

S/H611.

M

1H,*12G/J8+61,2

!79

!

酪蛋白酶解结果

酪蛋白酶解结果表明$乳粉提取的酪蛋白水解后氨基酸

!茚三酮反应颜色呈深紫色#含量显著高于鲜乳水解后的

!

W

$

"7":

#%结合酪蛋白
PZP)WUc(

高碘酸&希夫碱染色结

果和莫氏试验鉴定结果表明$乳粉提取的酪蛋白中有糖基化

酪蛋白$易于水解$表明这
!

种糖基化酪蛋白可能不是致敏

因子%文献)

<<

"

<$

*报道牛乳中的乳铁蛋白或免疫活性因

子可能是过敏因子$且为牛乳本身所固有$特别是在初乳中

含量较高)

<9Q<5

*

$相比较本文的研究结果$表明糖蛋白是否易

于水解可能是其是否具有致敏性的重要原因之一$因此白乳

不同小写字母表示差异显著!

W

$

"7":

#

图
##

!

酪蛋白糖基化对其水解程度的影响

a,

A

4H1##

!

b2J-41281/J

A

-

I

8/6

I

-+G,/2/2E

I

LH/-

I

6,6L1

A

H11

/J8+61,2

'
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粉的各类产品中加入对致敏性糖蛋白专一性的水解酶$可能

是降低或消除其致敏性的一条有效途径%

<

!

结论
糖蛋白具有致敏作用$牛乳经过热处理后$是否会使蛋

白糖基化$难于水解$加重牛乳蛋白的致敏作用$值得探究%

本试验分析了全脂牛乳粉中糖基化酪蛋白$结果表明全脂牛

乳粉中有
<

种酪蛋白$经过鉴定其中
!

种为糖基化酪蛋白$

其分子量较小$分别为
<;

$

!;f4

%蛋白酶水解试验表明全脂

牛乳粉中糖基化的酪蛋白相比鲜牛乳中酪蛋白更易于水解$

至于为什么小分子酪蛋白糖基化后更易于水解$是否是由于

蛋白结构的变化更易于酶的作用$尚需进一步研究%
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