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摘　要：试验旨在研究不同热处理方式对牛乳中蛋白组分及含量的影响。生鲜乳经７５℃／１５ｓ、１２５℃／４ｓ、１３５

℃／４ｓ和１４５℃／４ｓ热处理后，用双向凝胶电泳分离和质谱鉴定的方法分析了生鲜乳以及不同热处理后的乳蛋白

的变化。结果发现，与生鲜乳蛋白图谱相比，牛乳经７５℃／１５ｓ巴氏杀菌的乳蛋白点的染色密度无明显变化，经

１３５℃／４ｓ和１４５℃／４ｓ热处理后有４个蛋白点的染色密度明显下降，这些蛋白点质谱鉴定为α乳白蛋白、β酪蛋

白变异体、κ酪蛋白和免疫球蛋白γ，ＥＬＩＳＡ方法检测乳中ＩｇＧ含量的变化验证了双向电泳结合质谱的结果。这些

研究结果表明，巴氏杀菌对牛乳中的蛋白组分及含量无明显影响，高温灭菌（１３５℃／４ｓ和１４５℃／４ｓ）可造成乳中

蛋白含量的降低。
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　１１期 臧长江等：热处理牛乳中乳蛋白变化的比较蛋白质组学的研究

　　牛乳含有人体所需的全部氨基酸（ＡＡ）、丰富

的矿物质（钙、磷、铁、钠、镁、钾等）、维生素（ＶＡ、

ＶＤ、ＶＥ、ＶＢ、ＶＣ等）、乳蛋白和乳脂肪等成分，营养

丰富，是理想的天然食品，除提供营养外，还具有一

些其他的生理功能，包括防御作用（免疫球蛋白和其

他抗菌物质等）、助消化（酶或酶抑制剂，结合蛋白和

载体蛋白）及提供生长因子（激素）［１２］等。在现代乳

品工业中，为保证牛乳的食品安全，方便异地配送，

延长保质期，达到无毒、无害、无菌、天然食品的要

求，对牛乳进行不同的热处理是乳品加工中常用的

措施，乳品工业中常用的热处理工艺主要包括巴氏杀

菌（６２．８～６５℃３０ｍｉｎ或７２～７５℃１５～２０ｓ）、超巴

氏杀菌（１２５～１３８℃２～４ｓ）、超高温杀菌（１３５～

１５０℃２～４ｓ）等。一般情况下，热处理的温度与牛

乳品质密切相关，处理温度的增加不但影响牛乳的

营养成分和风味，导致品质下降，而且还影响牛乳的

储存时间［３４］。牛乳中蛋白质的含量约为３．４％，主

要有２类，其中酪蛋白（αｓ１、αｓ２、β、κ酪蛋白）的含

量最多，约占总蛋白量的８３％；乳清蛋白中α乳白

蛋白占１３％左右，β乳球蛋白和少量脂肪球蛋白约

占４％左右，其中乳白蛋白中含有营养所必需的各

种氨基酸（ＡＡ），是一种完全蛋白
［２］。

牛乳中蛋白质含量除了受奶牛品种、饲喂的日

粮、胎次、泌乳阶段等因素影响外，乳品后期的加工

方式也是影响乳中蛋白质含量的主要因素之一。目

前，常采用传统的ＥＩＬＳＡ方法检测热处理对乳中活

性蛋白含量的影响，最近有研究采用蛋白质组学方

法分析了热处理对乳蛋白化学修饰的影响，发现热

处理可造成二硫键连接的多聚体含量增加和乳糖基

化修饰位点增加。特别是蛋白质组学是一门相对较

新的、发展较快的学科，可以同时检测和鉴定多个差

异表达蛋白［５］。然而，用蛋白组学方法研究热处理

对牛乳中乳蛋白变化的研究鲜有报道，为此，本试验

将采用二维凝胶电泳结合质谱的方法研究不同热处

理温度对牛乳中蛋白表达的影响，为探索热处理影

响牛乳中乳蛋白的变化奠定基础。

１　材料与方法

１．１　仪器设备

乳品加工设备（Ａｒｍｆｉｅｌｄ，ＦＴ７４，ＵＨＴ／ＨＴＳＴ

ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇｓｙｓｔｅｍ，ＵＫ）、均质机（ＡＰＶ１０００，Ｄｅ

ｍａｒｋ）、高速低温冷冻离心机（Ｓｏｒｖａｌｌ．ｌｅｇｅｎｄ．ｍａｃｈ

１．６Ｒ．，Ｇｅｒｍａｎｙ）；无菌灌装台（ＧＶ９００Ａ），ＰＲＯ

ＴＥＡＮＩＥＦＣｅｌｌ等电聚焦系统（ＢｉｏＲａｄ，ＵＳＡ），

ＰＤＱｕｅｓｔ分析软件（ＢｉｏＲａｄ，美国），ｕｌｔｒａｆｌｅｘＴＯＦ／

ＴＯＦ质谱仪（Ｂｒｕｋｅｒ，Ｇｅｒｍａｎｙ）和光密度扫描仪ＧＳ

８００ Ｃａｌｉｂｒａｔｅｄ Ｄｅｎｓｉｔｏｍｅｔｅｒ（ＢｉｏＲａｄ，ＵＳＡ），

ＭｉｌｌｉＱ超纯水系统。

１．２　主要试剂

１７ｃｍｐＨ４～７固相化ｐＨ 梯度（ＩＰＧ）预制胶

条、矿物油为ＢｉｏＲａｄ（ＵＳＡ）公司产品；ＩＰＧ缓冲液

ｐＨ３～１０为ＡｍｅｒｓｈａｍＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ（Ｕｐｐｓａｌａ，Ｓｗｅ

ｄｅｎ）公司产品；尿素、３（３胆酰胺丙基）二甲氨基

１丙磺酸（ＣＨＡＰＳ）、二硫苏糖醇（ＤＴＴ）、碘乙酰胺、

十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ）、甘氨酸和低熔点琼脂糖为

Ａｍｒｅｓｃｏ（Ｓｏｌｏｎ，Ｏｈ，ＵＳＡ）公司分装；三氨基甲烷、

丙烯酰胺、甲叉双丙稀酰胺、过硫酸胺、乙腈（色谱

纯）、考马斯亮蓝Ｇ２５０和甘油为Ｓｉｇｍａ（Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，

ＭＯ，ＵＳＡ）公司分装；无水乙醇（国产分析纯）；测序

级胰蛋白酶为Ｐｒｏｍｅｇａ（Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩ，ＵＳＡ）公司产

品；过硫酸铵、磷酸等药品为国产分析纯。

１．３　方法

１．３．１　牛乳样品的采集　　牛乳样品从中国农业

科学院北京畜牧兽医研究所昌平试验基地牧场采

集。奶牛采用全混合日粮方式饲喂，每天饲喂２次

（０７：００和１６：００），自由饮水，挤奶２次。于４℃奶

罐中采集２０头奶牛的全天混合乳样５０ｋｇ，带回实

验室牛奶加工间，生鲜乳用４种热处理（７５℃／１５ｓ、

１２５℃／４ｓ、１３５℃／４ｓ和１４５℃／４ｓ）方式进行３次

独立试验处理，采集４种热处理方式下的牛奶样品。

１．３．２　牛乳的热处理方式　　试验参考目前乳品

工业中常用的热处理方法（表１）
［３］，选用７５℃／１５ｓ、

１２５℃／４ｓ、１３５℃／４ｓ、１４５℃／４ｓ共４种温度与时间

的处理组合。本试验中，液态乳的加工工艺流程为：

生鲜乳的采集→预热→均质→杀菌，所有技术规范

按照中国奶业标准“无公害食品牛乳加工技术规范

（标准号：ＮＹ／Ｔ５０５０２００１）”
［６］进行。均质机压力

为２０Ｍｐａ。每种温度与时间处理组合的乳品样品

在无菌灌装台中采集５个，每个样品取２ｍＬ，并

１００００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ收集乳蛋白，用于后续

蛋白样品的制备。

１．３．３　蛋白样品制备　　室温溶解乳蛋白，加入蛋白

裂解液 （８ｍｏｌ·Ｌ－１尿素、４％ＣＨＡＰＳ、６５ｍｍｏｌ·Ｌ－１

二硫苏糖醇及０．５％ＩＰＧ 缓冲液）周期性涡旋１０

ｍｉｎ，并１００００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，收集上清液即

为二维凝胶电泳乳蛋白样品，采用考马斯亮蓝法测

５５７１
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定蛋白浓度。

表１　乳品工业中常用的热处理方法

犜犪犫犾犲１　犜犺犲犮狅犿犿狅狀犿犲狋犺狅犱狊狅犳犺犲犪狋狋狉犲犪狋犿犲狀狋犻狀犿犻犾犽

狆狉狅犱狌犮狋犻狀犱狌狊狋狉狔

工艺名称

Ｍｅｔｈｏｄ

温度／℃

Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

时间／ｓ

Ｔｉｍｅ

初次杀菌

Ｐｒｉｍａｒｙｓｔｅｒｉｌｉｚａｔｉｏｎ
６３～６５ １５

高温短时巴氏杀菌（牛乳）

Ｈｉｇｈｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅａｎｄｓｈｏｒｔ

ｔｉｍｅｐａｓｔｅｕｒｉｚａｔｉｏｎ（ｍｉｌｋ）

７２～７５ １５～２０

高温短时巴氏杀菌（稀奶油）

Ｈｉｇｈｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅａｎｄｓｈｏｒｔ

ｔｉｍｅｐａｓｔｅｕｒｉｚａｔｉｏｎ（ｃｒｅａｍ）

＞８０ １～５

超巴氏杀菌

Ｓｕｐｅｒｐａｓｔｅｕｒｉｚａｔｉｏｎ
１２５～１３８ ２～４

超高温杀菌（连续式）

Ｓｕｐｅｒｈｉｇｈｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

ｓｔｅｒｉｌｉｚａｔｉｏｎ

１３５～１４０ ４～７

保持杀菌

Ｋｅｅｐｓｔｅｒｉｌｉｚａｔｉｏｎ
１１５～１２１ １２００～１８００

资料来源于郭本恒的研究［３］

ＴｈｅｄａｔａｉｓｆｒｏｍＧｕｏ
［３］

１．４　双向电泳分离蛋白

１．４．１　上样　　根据已测的蛋白浓度，取３００μｇ乳

蛋白样品的上样量（１７ｃｍ胶条），与终体积３５０μＬ的

水化上样缓冲液（８ｍｏｌ·Ｌ－１尿素、４％ ＣＨＡＰＳ、６５

ｍｍｏｌ·Ｌ－１二硫苏糖醇及０．５％ＩＰＧ缓冲液和痕量

溴酚蓝）混合，周期性涡旋５ｍｉｎ。混合均匀后将乳

蛋白样品均匀加入聚焦盘的聚焦槽内。胶条室温放

置１０ｍｉｎ左右，撕开胶条的保护膜，分清正负极，轻

轻地将１７ｃｍｐＨ４～７ＩＰＧ胶条胶面朝下置于聚焦盘

或水化盘中样品溶液上，确保胶条与电极紧密接触。

胶条上方加一层矿物油防止样品蒸发。滴加矿物油

后置于等电聚焦电泳仪中进行第一向等电聚焦。

１．４．２　水化　　先被动水化２ｈ，使小分子蛋白进

入胶条，然后主动水化１２ｈ。

１．４．３　聚焦　　聚焦的程序为：２５０Ｖ快速１ｈ，

１０００Ｖ线性１ｈ、９０００Ｖ线性５ｈ及９０００Ｖ聚焦

８００００Ｖｈ，所有程序都在２０℃下运行。

１．４．４　平衡　　聚焦结束后，将胶条依次置入含

２．０％二硫苏糖醇和２．５％碘乙酰胺的平衡缓冲液

（６ｍｏｌ·Ｌ－１尿素、２％ＳＤＳ、０．３７５ｍｏｌ·Ｌ－１Ｔｒｉｓ

ＨＣｌｐＨ８．８及２０％甘油）中，分别缓慢振荡１２ｍｉｎ。

１．４．５　ＳＤＳＰＡＧＥ电泳　　制备１２％的分离胶，

把平衡后的胶条用电泳液浸湿，然后用镊子放到分

离胶的上方，用低熔点琼脂糖固定，封后进行第二向

电泳分离，注意胶条和分离胶之间不能有气泡。循

环水浴温度为１２℃，起始电压５０Ｖ电泳０．５ｈ，等

溴酚蓝跑出胶条形成一条线，然后调电压至２００Ｖ，

电泳约５ｈ时停止电泳，切角标记。

１．５　胶的染色、脱色

电泳结束后，胶用考马斯亮蓝Ｇ２５０染色液染

色１６ｈ以上
［７］，然后脱色，直至底色脱掉。

１．６　图像分析

凝胶用４０％甲醇和１０％乙酸的固定液固定３ｈ，

考马斯亮蓝Ｇ２５０溶液染色，用蒸馏水漂洗至无明

显背景色时，用 ＧＳ８００ＣａｌｉｂｒａｔｅｄＤｅｎｓｉｔｏｍｅｔｅｒ

（ＢｉｏＲａｄ，ＵＳＡ）扫描采集图像。用ＰＤＱｕｅｓｔ图像

软件检测、匹配分析表达变化的蛋白点。

１．７　蛋白酶解和质谱检测

以蛋白点染色密度１．５倍变化选择凝胶中的差

异蛋白点，手工切割后移至１．５ｍＬ离心管中。ＭｉｌｌＱ

水漂洗多次，用５０％ 乙氰和５０％（５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１）碳

酸氢铵溶液脱色过夜，乙氰干燥至凝胶颗粒变白；然

后，干燥凝胶颗粒加１０μＬ（２０ｎｇ·μＬ
－１）胰蛋白酶，

３７℃酶解过夜，加入１％ＴＦＡ终止反应。最后，样品

用ｕｌｔｒａｆｌｅｘＴＯＦ／ＴＯＦ质谱仪（Ｂｒｕｋｅｒ，Ｇｅｒｍａｎｙ）分

析。氮气激光为３３７ｎｍ，反射模式分析肽指纹图谱，

质谱数据用 ＭＡＳＣＯＴ软件搜索 ＮＣＢＩ非冗余（ｈｔ

ｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ）数据库，搜索参数设置

为允许漏切１个酶切位点，一级质谱的质量误差小于

１００ｐｐｍ，串联质谱的质量误差小于５０ｐｐｍ，固定修

饰为半胱氨酸的脲甲基化，可变修饰为甲硫氨酸的

氧化。

１．８　犈犔犐犛犃测定

用免疫球蛋白Ｇ（ＩｇＧ）ＥＬＩＳＡ试剂盒（Ｂｅｔｈｙｌ

Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｉｎｃ．．ＵＳＡ）检测生乳和３次独立热

处理的牛乳中ＩｇＧ含量。首先用试剂盒中亲和纯

化的绵羊抗牛ＩｇＧ抗体包被酶标板，４℃孵育过夜

后用ＰＢＳＴ封闭液（含０．２％的鸡血清）封闭，之后

加入被检样品孵育，然后用辣根过氧化物酶标记的

二抗孵育，最后经ＤＡＢ显色后酶标仪读数，最低检

测限为６．２５μｇ·μＬ
－１。依据ＥＬＩＳＡ试剂盒说明

书进行操作，记录数据，并用ＳＰＳＳ１６．０和 Ｅｘｃｅｌ
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２００７软件统计分析。

２　结　果

２．１　热加工影响乳蛋白变化分析

用双向凝胶电泳分离生乳和３次独立热处理后

的乳蛋白，并重复２次。这些凝胶图谱用ＰＤＱｕｅｓｔ

图像软件分析，以蛋白点染色密度１．５倍变化选择

凝胶中的差异蛋白点。检测结果表明，生鲜乳蛋白

凝胶图谱和牛乳经７５℃／１５ｓ巴氏杀菌的乳蛋白凝

胶图谱中蛋白点染色密度无变化，牛乳经１２５℃／４

ｓ、１３５℃／４ｓ和１４５℃／４ｓ热处理的乳蛋白点的染

色密度呈现变化，特别是生鲜乳凝胶图谱中存在４

个蛋白点的染色密度明显高于１３５℃／４ｓ和１４５

℃／４ｓ热处理的蛋白点，其在凝胶中的位置如图１

所示。这些表达变化的蛋白点经 ＭＡＬＤＩＴＯＦ／

ＴＯＦ质谱仪分析后，用检索软件 Ｍａｓｃｏｔ搜索

ＮＣＢＩｎｒ蛋白质数据库，发现４个蛋白点对应于４种

蛋白质—α乳白蛋白、β酪蛋白变异体、κ酪蛋白和

免疫球蛋白γ链，这些鉴定蛋白点如表２所示。

Ａ为生乳乳蛋白凝胶图谱，Ｂ为牛乳７５℃加热１５ｓ乳蛋白凝胶图谱，Ｃ为牛乳１２５℃加热４ｓ乳蛋白凝胶图谱，Ｄ为牛

乳１３５℃加热４ｓ乳蛋白凝胶图谱，Ｅ为牛乳１４５℃加热４ｓ乳蛋白凝胶图谱，蛋白点１～４表示质谱鉴定的蛋白点

Ａｓｈｏｗｓｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｍａｐｏｆｒａｗｍｉｌｋ，Ｂｓｈｏｗｓｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｆｉｌｅｏｆｔｈｅｒｍａｌｔｒｅａｔｅｄｍｉｌｋａｔ７５℃／１５ｓ，Ｃｓｈｏｗｓｔｈｅ

ｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｆｉｌｅｏｆｔｈｅｒｍａｌｔｒｅａｔｅｄｍｉｌｋａｔ１２５℃／４ｓ，Ｄｓｈｏｗｓｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｆｉｌｅｏｆｔｈｅｒｍａｌｔｒｅａｔｅｄｍｉｌｋａｔ１３５℃／４

ｓ，Ｅｓｈｏｗｓｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｆｉｌｅｏｆｔｈｅｒｍａｌｔｒｅａｔｅｄｍｉｌｋａｔ１４５ ℃／４ｓ，ｐｒｏｔｅｉｎｓｐｏｔｓ１ｔｏ４ｗｅｒｅｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｂｙ

ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ
图１　热加工牛乳蛋白２犇犈图谱

犉犻犵．１　２犇犈犿犪狆狊狅犳犿犻犾犽狆狉狅狋犲犻狀犱狌狉犻狀犵狋犺犲狉犿犪犾狋狉犲犪狋犿犲狀狋

２．２　犈犔犐犛犃检测结果分析

生鲜乳和生鲜乳经７５℃／１５ｓ、１２５℃／４ｓ、１３５

℃／４ｓ和１４５℃／４ｓ热处理后，用ＥＬＩＳＡ方法检测

乳中ＩｇＧ含量，检测结果如图２所示，由此可见，生

鲜乳和７５℃／１５ｓ热处理的乳中ＩｇＧ含量显著高于

１２５℃／４ｓ、１３５℃／４ｓ和１４５℃／４ｓ热处理牛乳，
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此结果与双向电泳结合质谱结果一致。

表２　凝胶中表达变化蛋白点的质谱鉴定

犜犪犫犾犲２　犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犮犺犪狀犵犲狊狅犳狆狉狅狋犲犻狀狊狆狅狋狊犻狀犵犲犾狊犫狔犿犪狊狊狊狆犲犮狋狉狅犿犲狋犲狉

蛋白点

Ｓｐｏｔ

蛋白名称

Ｐｒｏｔｅｉｎｎａｍｅ

登录号

ＡｃｃｅｓｓｉｏｎＮｏ．

分子质量／ｋｕ

Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔ

等电点

Ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃｐｏｉｎｔ

得分

Ｓｃｏｒｅ

１
α乳白蛋白

αｌａｃｔｏａｌｂｕｍｉｎ
ｇｉ：６８ １４．６０３ ４．８ ２１０

２
β酪蛋白变异体

ｂｅｔａｃａｓｅｉｎＡ２ｖａｒｉａｎｔ
ｇｉ：２４８１４７ ５．５１２ ９．５２ ６０

３
κ酪蛋白

κｃａｓｅｉｎ
ｇｉ：２７８８１４１２ ２１．２６９ ６．２９ １６９

４
免疫球蛋白γ链

Ｉｇｇａｍｍａ２ｃｈａｉｎＣｒｅｇｉｏｎ
ｇｉ：８９６１１ ３６．５９０ ８．０４ １２８

上标不同字母表示差异显著（犘＜０．０５）
ａ，ｂ．Ｖａｌｕｅｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓａｒｅｓｉｇｎｉｆｉ

ｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｔ犘＜０．０５ｌｅｖｅｌ
图２　生鲜乳及热处理后乳中犐犵犌含量的犈犔犐犛犃检测

结果

犉犻犵．２　犜犺犲狉犲狊狌犾狋狊狅犳犈犔犐犛犃犱犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳犐犵犌犾犲狏犲犾犻狀狉犪狑

犿犻犾犽犪狀犱犺犲犪狋犲犱犿犻犾犽

３　讨　论

蛋白质组学是应用各种技术手段分析蛋白质种

类、数量、局部存在的时间与空间上的变化，其目的

是从整体的角度分析细胞内动态变化的蛋白质组

成、表达水平与修饰状态，了解蛋白质之间的相互作

用与联系，揭示蛋白质功能与细胞生命活动规律的

科学［８９］。Ｌａｒｓｅｎ等
［１０］以生鲜奶和巴氏杀菌 （７２℃，

１５ｓ）脱脂乳为原料制备甜乳清和酶凝酪蛋白，采用

蛋白质组学方法研究了上述组分的蛋白质组表达

谱。采用改进的传统二维凝胶电泳 （２ＤＧＥ）方法，

在非还原条件下分析蛋白质；该方法可以呈现出由

于杀菌过程中形成的以二硫键连接的蛋白复合物。

将分离获得的蛋白质采用考马斯亮蓝进行染色，比

较了源于鲜奶和巴氏杀菌脱脂乳的不同蛋白质组分

在２ＤＧＥ上的相对量。甜乳清和酶凝酪蛋白组分

对杀菌的反应不同，产生了大量的差异蛋白斑点。

在酶凝酪蛋白组分中，较高分子量复合物的含量增

加。经过质谱检测，这些复合物中含有αＳ１酪蛋白。

巴氏杀菌的乳清中αＳ１酪蛋白的某些片段含量增

加，这些片段可能是由于凝乳酶切割的结果；而且在

这种乳清中ＰＰ３（Ｐｒｏｔｅｏｓｅｐｅｐｔｏｎｅｃｏｍｐｏｎｅｎｔ３）和

乳多肽的含量降低。这表明杀菌后，ＰＰ３与脂肪球

膜的结合增加了。Ｐｉｎｔｏ等
［１１］用基质辅助激光解吸

电离飞行时间质谱鉴定少量不同强度热处理牛乳中

酪蛋白磷酸肽（Ｃａｓｅｉｎｐｈｏｓｐｈｏｐｅｐｔｉｄｅｓ，ＣＰＰ），结

果表明，不同的热处理方式对乳中ＣＰＰ的影响较

大，因此，热处理牛乳中乳糖基化酪蛋白磷酸肽可作

为乳热处理强度特殊的检测指标指标之一。Ｃｈｅ

ｖａｌｉｅｒ等
［１２１３］运用蛋白质组学方法定量了鲜牛奶和

热加工牛乳中蛋白的二硫键聚合物，结果发现，

９０℃３０ｍｉｎ处理后牛奶中白蛋白、β乳球蛋白和

κ酪蛋白分别降低了８５％、７５％和７５％，同时，二硫

键连接的多聚体含量增加。Ａｒｅｎａ等
［１４］运用蛋白

质组学方法研究了不同热处理条件下牛奶蛋白的乳

糖化修饰，在３５个蛋白鉴定了１５７非冗余修饰位

点。Ｃａｖａｌｅｔｔｏ等
［１５］采用蛋白质组学方法分析了乳

脂肪球膜蛋白在热处理条件下的变化。

加热处理不仅影响牛乳的加工性能，同时对乳

及乳制品的物理化学等性质也产生影响，加热产生

的这些变化可能导致蛋白质的凝固、ｐＨ下降、磷酸

钙沉淀、乳清蛋白的变性及其与酪蛋白的反应、美拉

德褐变、酪蛋白变性等，热处理中所发生的化学变化

有利也有弊，而高温条件下的化学变化则大多数是

不利的。研究结果表明，乳清蛋白的热稳定性总体
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而言低于酪蛋白，相对来说，免疫球蛋白最低。加热

３０ｍｉｎ时，免疫球蛋白的变性温度为７０℃，血清白

蛋白的变性温度为７４℃，而β乳球蛋白和α乳白蛋

白的变性温度相对较高，分别为９０和９６℃；由此可

见，免 疫球蛋白相对于其它乳清蛋 白 更 易 变

性［１６１７］。程金波等［１８］研究乳品工业中常用的１２种

温度和时间组合的热处理方式对牛乳中活性物质免

疫球蛋白（ＩｇＧ）和乳铁蛋白（Ｌｆ）的影响。结果表

明，把杀菌时间定为１５ｓ，将均质后的牛乳进行７０、

７５、８０、８５、９０、９５℃ 条件下加热，乳中ＩｇＧ 含量发

生显著变化，其中在７５℃条件下，其含量最高为

（０．３１５±０．０３６）ｍｇ·ｍＬ
－１，９５℃时其含量最低为

（０．０３０±０．００１）ｍｇ·ｍＬ
－１。１２０～１３９℃，４ｓ加

工条件下，牛乳中ＩｇＧ 含量为（０．００８±０．０００３）

ｍｇ·ｍＬ
－１，仅为生鲜牛乳中的２．４０％。在１５ｓ加

热时间下，不同加工温度同样对Ｌｆ含量影响较大，

其浓度随温度的升高呈下降的趋势；１２０～１３９℃，

４ｓ加工条件下，乳中 Ｌｆ含量为（０．００８±０．００１）

ｍｇ·ｍＬ
－１，仅为生鲜牛乳中的４．６２％。Ｄｕｐｏｎｔ

等［１９］利用ＥＬＩＳＡ方法测定巴氏杀菌乳中乳铁蛋白

的含量，结果发现其含量没有太大变化。

４　结　论

经７５℃／１５ｓ巴氏杀菌，牛乳中蛋白质含量及组

成无明显变化，高温灭菌（１３５℃／４ｓ和１４５℃／４ｓ）

可造成乳中α乳白蛋白、β酪蛋白变异体、κ酪蛋白

和免疫球蛋白含量的降低，因此，鲜牛奶经巴氏杀菌

能够最大程度的保留乳中蛋白组分和含量。

参考文献：

［１］　罗金斯基 Ｈ，富卡ＪＷ，福克斯ＰＦ．乳品科学百科全

书［Ｍ］．第３卷．赵新淮，刘　宁主译，李庆章主审．

北京：科学出版社，２００９：２３１０．

［２］　肖陆飞．牛奶与营养化学［Ｊ］．安徽卫生职业技术学

院学报，２００４，３（３）：９１９３．

［３］　郭本恒．现代乳品加工技术丛书：液态奶［Ｍ］．北京：

化学工业出版社，２００３：１４４．

［４］　ＳＭＩＴＧ．现代乳品加工与质量控制［Ｍ］．任发政，韩

北忠，罗永康，等主译．北京：中国农业大学出版

社，２００６．

［５］　ＤＥＢＯＲＡＨＰ．Ｔｗｏｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

ａｎｄｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙｆｏｒｂｉｏｍａｒｋｅｒｄｉｓｃｏｖｅｒｙ［Ｊ］．

犘狉狅狋犲狅犿犆犾犻狀犃狆狆犾，２００９，３（２）：１５５１７２．

［６］　王金华，张宗城．ＮＹ／Ｔ５０５０２００１，无公害食品牛奶

加工技术规范［Ｓ］．北京：中国农业出版社，２００１．

［７］　ＣＡＮＤＩＡＮＯＧ，ＢＲＵＳＣＨＩＭ，ＭＵＳＡＮＴＥＬ，ｅｔ

ａｌ．Ｂｌｕｅｓｉｌｖｅｒ：ａｖｅｒｙｓｅｎｓｉｔｉｖｅｃｏｌｌｏｉｄａｌｃｏｏｍａｓｓｉｅＧ

２５０ｓｔａｉｎｉｎｇｆｏｒｐｒｏｔｅｏｍｅａｎａｌｙｓｉｓ［Ｊ］．犈犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲

狊犻狊，２００４，２５（９）：１３２７１３３３．

［８］　ＡＮＤＥＲＳＯＮＮＬ，ＡＮＤＥＲＳＯＮＮＧ．Ｐｒｏｔｅｏｍｅａｎｄ

ｐｒｏｔｅｏｍｉｃ：ｎｅｗｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，ｎｅｗｃｏｎｃｅｐｔｓ，ａｎｄｎｅｗ

ｗｏｒｄｓ ［Ｊ］． 犈犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狊犻狊，１９９８，１９ （１１）：

１８５３１８６１．

［９］　ＰＥＴＲＩＣＯＩＮＥＦ，ＺＯＯＮＫＣ，ＫＯＨＮＥＣ，ｅｔａｌ．

Ｃｌｉｎｉｃａｌｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ：ｔｒａｎｓｌａｔｉｎｇｂｅｎｃｈｓｉｄｅｐｒｏｍｉｓｅｉｎ

ｔｏｂｅｄｓｉｄｅｒｅａｌｉｔｙ［Ｊ］．犖犪狋犚犲狏犇狉狌犵犇犻狊犮狅狏，２００２，１

（９）：６８３６９５．

［１０］　ＬＡＲＳＥＮ ＬＯＴＴＥ Ｂ， ＷＥＤＨＯＬＭＰＡＬＬＡＳ Ａ，

ＬＩＮＤＭＡＲＫＭ?ＳＳＯＮＨ，ｅｔａｌ．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｒｏｔｅｏｍｉｃ

ｐｒｏｆｉｌｅｓｏｆｓｗｅｅｔｗｈｅｙａｎｄｒｅｎｎｅｔｃａｓｅｉｎｏｂｔａｉｎｅｄａｆ

ｔｅｒｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｆｒｏｍｒａｗｖｅｒｓｕｓｈｅａｔｔｒｅａｔｅｄｓｋｉｍｍｅｄ

ｍｉｌｋ［Ｊ］．犇犪犻狉狔犛犮犻犜犲犮犺狀狅犾，２０１０，９０：６４１６５６．

［１１］　ＰＩＮＴＯＧ，ＣＵＯＬＬＯＭ，ＮＩＣＯＬＡＩＭＡ，ｅｔａｌ．Ｌａｃ

ｔｏｓｙｌａｔｅｄｃａｓｅｉｎｐｈｏｓｐｈｏｐｅｐｔｉｄｅｓａｓｓｐｅｃｉｆｉｃｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ

ｏｆｈｅａｔｅｄｍｉｌｋｓ［Ｊ］．犃狀犪犾犅犻狅犪狀犪犾犆犺犲犿 ，２０１２，４０２：

１９６１１９７２．

［１２］　ＣＨＥＶＡＬＩＥＲＦ，ＫＥＬＬＹＡＬ．Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｑｕａｎｔｉｆｉ

ｃａｔｉｏｎｏｆｄｉｓｕｌｆｉｄｅｌｉｎｋｅｄｐｏｌｙｍｅｒｓｉｎｒａｗａｎｄｈｅａｔｅｄ

ｂｏｖｉｎｅｍｉｌｋ［Ｊ］．犑犃犵狉犻犮犉狅狅犱犆犺犲犿，２０１０，５８（１２）：

７４３７７４４４．

［１３］　ＣＨＥＶＡＬＩＥＲ Ｆ，ＨＩＲＴＺＣ，ＳＯＭＭＥＲＥＲＮ，ｅｔａｌ．

Ｕｓｅｏｆｒｅｄｕｃｉｎｇ／ｎｏｎｒｅｄｕｃｉｎｇｔｗｏｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｅｌｅｃｔｒｏ

ｐｈｏｒｅｓｉｓｆｏｒｔｈｅｓｔｕｄｙｏｆｄｉｓｕｌｆｉｄｅｍｅｄｉａｔｅｄｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ

ｂｅｔｗｅｅｎｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｒａｗａｎｄｈｅａｔｅｄｂｏｖｉｎｅｍｉｌｋ［Ｊ］．犑

犃犵狉犻犮犉狅狅犱犆犺犲犿，２００９，５７（１３）：５９４８５９５５．

［１４］　ＡＲＥＮＡＳ，ＲＥＮＺＯＮＥＧ，ＮＯＶＩＧ，ｅｔａｌ．Ｒｅｄｏｘ

ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓｏｆｆａｔｇｌｏｂｕｌｅｓｕｎｖｅｉｌｓｂｒｏａｄｐｒｏｔｅｉｎｌａｃｔｏ

ｓｙｌａｔｉｏｎａｎｄｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎａｌｃｈａｎｇｅｓｉｎｍｉｌｋｓａｍｐｌｅｓ

ｓｕｂｊｅｃｔｅｄｔｏｖａｒｉｏｕｓｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｄｕｒｅｓ［Ｊ］．犑

犘狉狅狋犲狅犿犻犮狊，２０１１，７４（１１）：２４５３２４７５．

［１５］　ＣＡＶＡＬＥＴＴＯ Ｍ，ＧＩＵＦＦＲＩＤＡＭＧ，ＣＯＮＴＩＡ．Ｍｉｌｋ

ｆａｔｇｌｏｂｕｌｅｍｅｍｂｒａｎｅｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓａｐｒｏｔｅｏｍｉｃａｐｐｒｏａｃｈ

［Ｊ］．犃犱狏犈狓狆犕犲犱犅犻狅犾，２００８，６０６：１２９１４１．

［１６］　张春刚，王加启，刘光磊，等．乳品加工技术对乳中免

疫球蛋白的影响［Ｊ］．中国畜牧兽医，２００７，３４（９）：

６４６６．

［１７］　周洁瑾，张列兵，梁建芬．热处理对牛乳蛋白质品质

的影响［Ｊ］．食品科技，２０１０，３５（６）：７４７７．

［１８］　程金波，王加启，李珊珊，等．不同热处理方式对牛奶

中ＩｇＧ和乳铁蛋白的影响［Ｊ］．华北农学报，２０１０，２５

（增刊）：１７０１７４．

［１９］　ＤＵＰＯＮＴ Ｄ，ＡＲＮＯＵＬＤ Ｃ，ＲＰＬＥＴＲＥＰＥＣＡＵＤ

Ｏ．Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｂｏｖｉｎｅｌａｃｔｏｆｅｒｒｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

ｉｎｃｈｅｅｓｅｗｉｔｈｓｐｅｃｉｆｉｃｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ［Ｊ］．犐狀狋

犇犪犻狉狔犑，２００６，１６：１０８１１０８７．

（编辑　郭云雁）

９５７１


