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摘　要：蛋白质组学是后基因时代的重要研究方向之一，有助于了解乳蛋白的组成、表达水平
及修饰状态等，在乳蛋白的研究中具有广泛的应用前景。而差异蛋白质组学是蛋白质组学研究

的主要内容之一，可反映蛋白质的动态本质。本文主要就差异蛋白质组学在乳蛋白含量及组

分、疾病生物学标记的鉴定及乳蛋白热处理的变化等方面的研究进行综述。
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　　乳蛋白是牛乳的重要组成成分之一，含有人
体所需的多种必需氨基酸且生物活性物质含量丰

富，具有较高的营养价值和多种潜在的生物学功

能，在维持人体健康方面具有重要作用。乳蛋白

的合成受到诸多因素的影响，致使乳蛋白的合成

及表达呈现出一定的差异。此外，蛋白质间还存

在复杂的相互作用，在执行生理功能时表现出多

样性、动态性［１］。因此，传统的对单个蛋白质进行

研究的方式已无法满足后基因时代的要求。蛋白

质组学能够直观、整体地研究蛋白质的组成与调

控的活动规律，便于全面深入地了解蛋白质的表

达信息，近年来受到了广泛关注。本文主要从差

异蛋白质组学分析的角度，探讨蛋白质组学在乳

蛋白研究方面的应用，以期为相关研究提供一定

的参考。

１　乳蛋白的组成
　　牛乳成分复杂，营养价值极高，是人们生命活
动中重要的营养源之一。乳蛋白是牛乳的主要成

分之一，也是人类膳食蛋白质的重要来源。牛乳

中乳蛋白的含量为３．０％ ～３．７％，按结构、功能及
溶解性的不同主要分为 ３大类：酪蛋白（ＣＮ）、乳

清蛋白（ＷＰ）和乳脂球膜蛋白（ＭＦＧＭ）。酪蛋白
约占牛乳蛋白的８０％，主要包括 αｓ１－酪蛋白（αｓ１
ＣＮ）、αｓ２－酪蛋白（αｓ２ＣＮ）、β－酪蛋白（βＣＮ）
和 κ－酪蛋白（κＣＮ）。乳清蛋白主要组分包括
β－乳球蛋白（βＬＧ）、α－乳白蛋白（αＬＡ）、血清
白蛋白（ＳＡ）、乳铁蛋白（Ｌｆ）、免疫球蛋白 Ｇ
（ＩｇＧ），还存在多种小分子蛋白质，如酶类、金属结
合蛋白等低丰度蛋白质［２－３］。乳脂球膜蛋白包括

黏液蛋白１、黄嘌呤氧化酶、嗜乳脂蛋白、乳凝集素
及脂肪分化相关蛋白等，在常乳乳蛋白中的含量

仅为１％ ～４％，营养价值较低，但在初乳中含量较
高，在新生儿的防御机制及细胞生长过程中具有

重要作用［４－５］。乳中蛋白质种类多样，经过大量的

遗传变异和丰富的翻译后修饰，乳蛋白的组成变

得异常复杂、庞大［６］。

２　蛋白质组学概述
　　蛋白质组学以蛋白质组为研究对象，在整体
水平上对复杂蛋白质混合物中动态变化的蛋白质

组成成分、表达水平与修饰状态进行同步、高通量

分析，以对测定成分进行检测、鉴定以及特性描

述，有助于了解蛋白质之间的相互作用与联系，从
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而认识生命活动的机理和疾病发生的分子机

制［７－９］。蛋白质组学的研究内容主要涉及组成蛋

白质组学、相互作用蛋白质组学和差异蛋白质组

学［１０］，其中差异蛋白质组学主要通过比较分析不

同状态或近似物种间蛋白质的表达图谱，实现对

体系内代谢调控的动态监测，从而揭示机体对内

外界环境变化产生反应的本质规律，能够反映蛋

白质的动态本质［１１］。蛋白质样品的制备、蛋白质

浓度测定、蛋白质分离、质谱分析、肽质量指纹图

谱的检索和蛋白质鉴定及生物信息学分析是蛋白

质组学研究的基本步骤，其关键技术主要包括高

通量的蛋白质分离技术、大规模的蛋白质鉴定技

术和生物信息学。目前最常用的蛋白质分离技术

有二维凝胶电泳（２ＤＥ）和液相分离技术［１２－１３］。

质谱（ＭＳ）技术是蛋白质鉴定分析的主要支撑技
术［１４－１５］。生物信息学是基因组和蛋白质组研究

中必不可少的工具，生物信息学涉及的数据库有

Ｍａｓｃｏｔ、Ｅｘｐａｓｙ、ＰｅｐｔｉｄｅＳｅａｒｃｈ、ＰｒｏｔｅｉｎＰｒｏｓｐｅｃｔｏｒ
和 ＰＲＩＤＥ等［１６－１７］。

　　随着蛋白质组学的不断发展，大量灵敏度高
的研究方法，如双向荧光差异凝胶电泳（２Ｄ
ＤＩＧＥ）、多维液相色谱、相对和绝对定量同位素标
记（ｉＴＲＡＱ）、蛋白质芯片（ＰＣ）及串联亲和纯化
（ＴＡＰ）等技术得到了普遍应用［１８－２０］，促进了蛋白

质组学的成熟与完善。基因组学、转录组学、代谢

组学和生物信息学等领域与蛋白质组学相互结合

进行的系统研究也逐渐增多，促进了蛋白质组学

的迅速发展。

３　差异蛋白质组学在乳蛋白研究中的主要
应用现状

　　利用差异蛋白质组学技术可以对多种乳蛋白
含量及组分的变化进行鉴定，也可对乳蛋白的糖

基化、磷酸化等翻译后修饰的改变进行特征性描

述，差异蛋白质组学已成为乳蛋白表达差异分析

和翻译后修饰分析的重要工具，对全面揭示不同

条件下乳蛋白的动态变化具有重要意义。

３．１　乳蛋白含量及组分差异的鉴定
　　近年来，不少学者利用差异蛋白质组学的方
法对不同条件下乳蛋白的含量及组分差异进行了

鉴定，为全面了解乳蛋白的表达信息提供了参考。

３．１．１　遗传差异
　　反刍动物乳中蛋白质组成成分相似，主要由

酪蛋白（αｓ１－酪蛋白、αｓ２－酪蛋白、β－酪蛋白和
κ－酪蛋白）、β－乳球蛋白和 α－乳白蛋白组成，
但存在一定的含量差异。与反刍动物乳相比，人

乳中蛋白质种类更为丰富，但含量却低于牛乳、羊

乳。人乳、牛乳和山羊乳中酪蛋白与乳清蛋白的

比率不同，分别为３０∶７０、８５∶１５和８０∶２０［２１］。水牛
乳酪蛋白和奶牛乳酪蛋白的二维凝胶电泳图谱分

析显示有１４个差异蛋白质点，水牛乳酪蛋白和山
羊乳酪蛋白的二维凝胶电泳图谱分析显示有 １０
个差异蛋白质点。经质谱鉴定分析，得到 ４个属
于水牛乳酪蛋白的主要组分，为发现不同乳源蛋

白质中未知蛋白质提供了依据［２２］。

３．１．２　胎次及泌乳阶段差异
　　采用 ｉＴＲＡＱ技术对分娩后第７天与第１天的
乳脂肪球膜蛋白表达模式进行比较，发现嗜乳脂

蛋白、黄嘌呤脱氢酶、脂肪酸结合蛋白等 ２６种蛋
白质的表达上调，阿朴脂蛋白 Ａ１等１９种蛋白质
的表达下调，说明定量差异蛋白质组学在奶牛泌

乳机制的研究中具有较大的应用前景［２３］。对分娩

后初乳中转铁蛋白进行分析，结果显示初乳中转

铁蛋白表达丰度增加，表明初乳为新生犊牛矿物

元素的供给提供了重要保障［２４－２５］。张乐颖等［２６］

采用二维凝胶电泳结合液相色谱串联质谱的方法

研究发现，与初产奶牛第 １天的乳蛋白表达模式
相比，第３胎奶牛第 ｌ天的乳蛋白表达图谱上有４
种蛋白质表达量上调，而２个胎次第２１天的乳蛋
白表达模式无显著差异。这些差异表达的乳蛋白

包括免疫球蛋白 Ｇ、免疫球蛋白 Ｍ、乳铁蛋白及具
有运输功能的白蛋白。这些发现为揭示胎次及泌

乳阶段对泌乳奶牛乳蛋白表达的影响机制奠定了

基础。

３．１．３　饲粮差异
　　Ｙａｎｇ等［２７］采用二维凝胶电泳结合质谱

（２ＤＥＭＳ）技术研究十二指肠灌注 α－亚麻酸对
泌乳奶牛乳蛋白组成的影响，结果发现当灌注量

为０、１００、２００ｇ／ｄ时乳蛋白组成未发生变化，灌注
量为４００ｇ／ｄ时，β－酪蛋白 Ａ２、αｓ１－酪蛋白变异
体和白蛋白含量增加，说明用十二指肠瘘管灌注

高剂量的 α－亚麻酸可引起奶牛小肠代谢应激而
改变乳蛋白组成。用二维凝胶电泳结合高效液相

色谱串联质谱对产前补充维生素 ＡＤ３Ｅ（ＶＡＤ３Ｅ）
的奶牛乳蛋白组成进行分析，结果发现 ＶＡＤ３Ｅ
参与了乳蛋白的合成，提高了初乳中免疫球蛋白
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Ｇ和白蛋白的含量，上调了产后第 １天乳中免疫
球蛋白 Ｇ和白蛋白含量，对产后第２１天的乳蛋白
表达没有影响，为饲粮因素对乳蛋白表达的影响

机制研究提供了一定的参考［２８］。

３．２　疾病生物学标记的检测
　　在疾病发生过程中，与疾病相关的遗传信息
的变化常常会导致蛋白质的种类和数量发生改

变。乳房炎是奶牛养殖过程中最常见的一种疾

病，会导致乳汁中乳脂、乳蛋白的组成发生较大的

变化，使牛乳产量及品质降低［２９］。通常用于奶牛

乳房炎鉴定的方法有牛奶导电性、体细胞数和乳

酸脱氢酶活力等的测定［３０－３２］。近年来，差异蛋白

质组学在奶牛疾病生物学标记检测中展示了其广

阔的应用前景。

　　Ｗｅｄｈｏｌｍ等［３３］对不同体细胞数牛乳多肽进

行了反相高效液相色谱串联质谱的测定分析，结

果表明酪蛋白降解产物的增加与体细胞数的增加

相关。杨永新等［３４］采用二维凝胶电泳结合液相色

谱串联质谱技术分析了不同体细胞数牛乳中乳蛋

白的表达变化，结果发现在体细胞数增高时乳中

酪蛋白水解产物和白蛋白含量增加，在临床乳房

炎牛乳中 α－酪蛋白、β－酪蛋白和 κ－酪蛋白几
乎全部水解，而白蛋白、转铁蛋白、纤维蛋白原 β
链和结合珠蛋白等乳清蛋白表达量增加。沈维军

等［３５］采用二维凝胶电泳结合质谱技术分析了高体

细胞数低乳糖牛乳和正常牛乳，研究表明高体细

胞数低乳糖牛乳中酪蛋白含量降低，而白蛋白、结

合珠蛋白、乳铁蛋白、转铁蛋白和抗菌肽１等乳清
蛋白表达量增加，表明随着牛乳中乳糖含量的降

低，乳清蛋白组分表达量增加，这可能是奶牛乳腺

在乳糖合成降低时乳腺上皮细胞完整性破坏引起

的防御应答。Ｂｏｅｈｍｅｒ等［３６］采用液相色谱串联质

谱以及定量蛋白质组学方法对大肠杆菌诱导乳房

炎奶牛感染前后的乳清蛋白进行了分析，发现感

染后奶牛乳清蛋白中白蛋白含量增加。众多研究

采用二维凝胶电泳结合质谱技术也发现了感染大

肠杆菌后奶牛乳清蛋白表达发生了变化［３７－３９］。

　　蛋白质组学在寻找和分析乳房炎标志蛋白质
分子及病理过程引起的相关蛋白质修饰方面具有

一定的优势［４０］。利用差异蛋白质组学分析患病奶

牛和健康奶牛表达存在差异的蛋白质点，可为进

一步监测疾病的分子诊断及深入开展疾病抗性的

分子机理研究提供理论基础，有助于疾病的早期

诊断与治疗。

３．３　乳蛋白热处理变化的研究
３．３．１　热处理后乳蛋白含量及组分的鉴定
　　超高温处理可能导致乳蛋白发生变性。超高
温灭菌（ＵＨＴ）乳与巴氏杀菌乳的毛细管区带电泳
图谱相比更为杂乱，表明热处理使乳蛋白发生变

性聚集或分解，对其形态结构有较大的影响［４１］。

乳蛋白含量及组分因热处理的不同而发生一定程

度的变化。Ｃｈｅｖａｌｉｅｒ等［４２］研究指出经９０℃处理
３０ｍｉｎ后，牛乳中血清白蛋白、β－乳球蛋白和κ－
酪蛋白含量分别减少 ８５％、７５％和 ７５％，随着加
热时间的增加单分子的 κ－酪蛋白位点也逐渐减
少。臧长江等［４３］采用比较蛋白质组学方法研究发

现经７５℃、１５ｓ巴氏杀菌，牛乳中蛋白质含量及
组成无显著变化。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降低。因
此，鲜牛乳经巴氏杀菌能够最大程度地保留乳中

蛋白质组分和含量。利用基质辅助激光解吸电离

飞行时间质谱（ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ）对少量不同强度
热处理牛乳中酪蛋白磷酸肽（ＣＰＰ）进行鉴定，发
现不同的热处理方式对乳中酪蛋白磷酸肽的影响

较大，可将糖基化酪蛋白磷酸肽作为牛乳热处理

强度特殊的检测指标之一［４４］。利用蛋白质组学分

析不同热处理条件下乳蛋白的表达情况，可使我

们在分子水平对不同热处理条件下牛乳的营养特

性有更为深入的了解。

３．３．２　乳蛋白热敏感性的分析
　　经过不同时间的热处理，首先观察到 β－乳球
蛋白二聚体减少，随后 α－乳白蛋白减少，但整个
热处理阶段没有发现酪蛋白发生聚合［４５］，说明与

酪蛋白相比，乳清蛋白更易受热处理影响而变

性［４６］，其中血清白蛋白对热最敏感，８５℃加热
５ｍｉｎ几乎全部消失，而 α－乳白蛋白的耐热性较
强。脱脂牛乳经５５和６５℃热处理后，β－乳球蛋
白 Ａ和 β－乳球蛋白 Ｂ的变性率均低于 １０％，
９５℃处理５ｍｉｎ后 β－乳球蛋白 Ａ和 β－乳球蛋
白 Ｂ均消失［４７］。牛乳经热处理引起乳清蛋白发

生变性后，经质谱鉴定 β－乳球蛋白水解产生的２
种多肽 ４１ＶａｌＬｙｓ６０和 １５ＶａｌＡｒｇ４０，在热处理过
程中保持稳定状态，可作为定量分析乳制品中未

降解乳清蛋白含量的目标蛋白［４８］。因此，应选取

适当的加热温度及时间，提高乳蛋白的热稳定性
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以降低其营养损失。

３．３．３　储存条件对乳蛋白的影响
　　已有学者对不同储存条件下乳蛋白的变化进
行了研究。Ｈｏｌｌａｎｄ等［４９］研究发现热处理后由于

基因的多态性及磷酸化变异使 αｓ１－酪蛋白在凝
胶上呈现出 ５个以上位点，超高温灭菌乳在储存
过程中随着温度的提高，凝胶上酸性 αｓ１－酪蛋白
增多且分辨率降低。对保存于４、２８、４０℃条件下
的超高温灭菌乳进行二维凝胶电泳结合 ＭＡＬＤＩ
ＴＯＦＭＳ分析，结果发现随着储存温度的升高，热
处理引起蛋白质的变性程度增加，α－酪蛋白、β－
酪蛋白发生非二硫键结合，脱酰氨基作用使 αｓ１－
酪蛋白等酸性蛋白增多，乳清蛋白发生糖基化，应

结合质谱分析对这些变化进行进一步分析［５０］。

４　小　结
　　差异蛋白质组学技术为乳蛋白的研究提供了
新的思路和手段。目前，差异蛋白质组学已在不

同条件下乳蛋白差异分析检测等研究中取得了一

定的进展，但仍有很大的发展空间。相信随着蛋

白质组学研究技术的逐步发展与完善，乳蛋白的

合成、分泌、翻译后修饰及蛋白质之间的相互作用

等生命活动规律的研究将会有所突破，乳蛋白表

达的影响机制将获得更好的揭示。差异蛋白质组

学将为完善不同条件下乳蛋白表达图谱、寻找疾

病分子标记及疾病的临床诊断和治疗、乳品加工

保存条件的优选等方面提供新的理论依据。
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