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摘 要: 为明确不同体细胞数( Somatic Cell Count，SCC) 数量的原料乳蛋白质组成的变化规律。本研究首先建立了乳

蛋白的毛细管电泳分析方法，并采集了不同 SCC 数量原料乳，分析其乳蛋白成分及含量的差异。结果表明，随着 SCC
数量的增加，原料乳中酪蛋白的占比显著降低( p ＜ 0.05) ，乳清蛋白比率相对增加; 酪蛋白中 β－酪蛋白 B 和 β A1－酪蛋

白的含量显著下降( p ＜ 0.05) ，水解为新的小片段。毛细管电泳技术能够更准确的分析原料乳蛋白质的组成及变化规

律，有利于乳品企业在原料乳收购时进行更深一层的品质分析。
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原料乳中含有少量体细胞，包括巨噬细胞( 35%
～79% ) ，淋巴细胞( 16% ～28% ) ，多形核中性白细胞

( 3% ～ 26% ) 和 乳 腺 组 织 脱 落 的 上 皮 细 胞 ( 2% ～
15% ) ［1－2］。体细胞数即每毫升乳中所含的体细胞总

数，是衡量奶牛乳房健康状况和原料乳品质的一项

重要指标。
体细胞数量( Somatic Cell Count，SCC) 的高低对

原料乳蛋白质组成和含量有明显影响。由于来自血

液中的白细胞中包含了多种蛋白水解酶，如组织蛋

白酶 B、C、D 及 L 等［3］，直接导致乳中乳清蛋白和酪

蛋白含量的剧烈变化。而蛋白质组分的变化也直接

影响到原料乳的加工特性。研究表明，原料乳中 SSC
的增加会导致干酪产量的降低，延长凝乳时间，降低

凝乳稳定性; 原料乳的 SSC 的增加引发的酪蛋白水

解反应会使得液态奶产生苦味［1］。因此，明确原料乳

SCC 数量与蛋白质含量组成之间的相互关系，对指
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导企业原料乳的收购至关重要［4－5］。然而，电泳法、
高效液相色谱法等传统蛋白分析方法普遍存在，但

存在分离效率差、分辨率低等问题，无法对原料乳主

要的蛋白质进行有效的分离和定量测定。
毛细管电泳是一类以毛细管为分离通道、以高

压直流电场为驱动力的新型液相分离技术。牛乳中

主要的蛋白组成［6］，甚至乳清蛋白、乳球蛋白、酪蛋白

及其重要降解产物 para－κ－酪蛋白［7－9］均可经由毛细

管区带电泳方法鉴别。本研究首先建立了乳蛋白的

毛细管电泳分析方法; 并采集了不同 SCC 数量原料

乳，分析不同 SCC 数量的原料乳蛋白质含量、组成的

变化规律。

1 材料与方法
1.1 材料与仪器

原料乳 来自北京三元集团绿荷渠头牧场的 32
头荷斯坦乳牛; α－乳白蛋白( α－ La) 、β－乳球蛋白

( β－Lg) 、α－酪蛋白( α－ CN) 、β－酪蛋白( β－ CN) 和

κ－酪蛋 白 ( κ － CN ) 标 准 品 及 二 硫 苏 糖 醇 美 国

Sigma 公司; 尿素 纯度大于 99.5%，美国 Amresco 公

司; 大豆分离蛋白( 纯度大于 90% ) 河南正兴食品添

加剂有限公司; 水解胶原蛋白( 纯度大于 95% ) 郑州

蓝天生物科技有限公司。
FossMatic 5000 体细胞分析测定仪 丹麦 Foss

公司; P /ACE MDQ 毛细管电泳仪及未涂层毛细管

柱 美国 Beckman 公司; 低温离心机 美国 Thermo
Scientific 公司; 超纯水仪 ELGA Lab Water 公司;

KH5200DB 型超声波清洗器 昆山禾创超声仪器有

限公司; 精密酸度计 北京哈纳科仪科技有限公司。
样品 缓 冲 液: 40 mmol /L 磷 酸 二 氢 钠，0.1%

DTT，6 mol /L 尿素，用 NaOH 溶液调节 pH 至 8.0，定

容。用 0.45 μm 水系滤膜对配制好的溶液进行过滤，

20 kHz 超声 10 min，备用。
电泳缓冲液: 20 mmol /L 磷酸二氢钠，0.05% 羟

丙基甲基纤维素，6 mol /L 尿素，用磷酸溶液调节 pH
至 2.75，定容。用 0.45 μm 水系滤膜对配制好的溶液

进行过滤，20 kHz 超声 10 min，备用。

1.2 实验方法
1.2.1 原料乳样品的采集及制备 将待测牛乳样品

在 4 ℃条件下 4000 r /min 离心 20 min 除去脂肪，取一

定体积的下层脱脂乳，与样品缓冲液按体积比 1∶ 4混

合，室温放置1 h 后用0.45 μm 的水系滤膜过滤，备用。
1.2.2 原料乳的分类 利用体细胞分析测定仪测定

每头牛所产牛乳的体细胞数。根据测定结果，将原

料乳按照体细胞数含量分为四组: 小于 3 万个 /mL、
20 ～ 25 万 个 /mL、55 ～ 60 万 个 /mL 及 100 ～ 130 万

个 /mL。
1.2.3 毛细管区带电泳分离条件 参照文献［10］，

非涂层毛细管( 60 cm ×50 μm，有效长度: 50 cm) ，羟

丙基甲基纤维素为添加物，设置柱温为 35 ℃，紫外

检测波长为 214 nm，选择 pH2.75 的磷酸盐缓冲液为

样品缓冲液及上样缓冲液，压力进样方式为1.0 psi、
10 s，分离电压设为 25 kV。
1.2.4 牛乳样品及标准品的毛细管电泳测定 取处

理好的牛乳样品 1 mL 于进样瓶中，按照优化好的电泳

条件进行测定，每个样品重复测定两次。毛细管使用

前的活化以及实验过程中毛细管的清洗程序如下［8］。
毛细管使用前的活化程序: 调节压力至20 psi，

先后用 0.1 mol /L NaOH 溶液、0.1 mol /L HCI 溶液和

超纯水冲洗 10、5 和 2 min。
样品测定开始前，毛细管的冲洗程序为: 调节压

力至 70 psi，先后用超纯水、0.1 mol /L NaOH 溶液、超
纯水、电泳缓冲液分别冲洗 1、2、2 和 5 min。

样品测定结束后，毛细管的冲洗程序: 调节压力

至 70 psi，用 0.1 mol /L NaOH 溶液冲洗 10 min，再调

节压力至 50 psi，先后用 0.1 mol /L HCI 溶液和超纯

水冲洗 10 和 2 min。
1.2.5 牛乳蛋白毛细管区带电泳图谱的建立 将实

验样品按照优化好的电泳条件进行测定，得到各自

的电泳图谱，并按以下步骤对电泳图谱进行处理: 对

获得的一系列电泳图谱进行评价并得到牛乳蛋白毛

细管区带电泳对照图谱; 选择各谱图中峰共有率不

低于 70%的作为确定指纹峰的依据; 采用牛乳蛋白

标准品对电泳图谱中的主要乳清蛋白( α－乳白蛋白

和 β－乳球蛋白) 和酪蛋白( α－、β－和 κ－酪蛋白) 进行

标定; 并结合已有的文献报道［1，8］，确定出这几种蛋白

峰之外的电泳峰所代表的乳蛋白种类。

2 结果与讨论
2.1 牛乳蛋白标准曲线及方法评价

各牛乳蛋白标准品的毛细管电泳图谱如图 1 所

示，五 种 牛 乳 的 主 要 蛋 白 组 分 中，α － La、β － Lg 和

κ－CN纯度较高，呈现单一主峰; 而 α－CN 主要包含

三个组分 αs2 －CN、αs1 －CN 及 αs0 －CN，根据产品标准

品说明书及 三 种 蛋 白 的 性 质 分 析，确 定 迁 移 时 间

15.6 min 的成分为 αs2－CN、迁移时间 16.8 min 的成分

为 αs1 － CN，迁移时间 17.5 min 的 成 分 为 αs0 － CN;

β－CN主要 包 含 三 个 组 分 β － CN B、β A1 － CN 和

β A2－CN，根据产品标准品说明书及三种蛋白的性

质分析，确定迁移时间 18.5 min 的成分为 β－CN、迁

移时间 19.3 min 的成分为 β A1－CN，迁移时间 20.3
min 的成分为 β A2－CN。随后，原料乳的检测也能够

清晰分辨以上 9 个主要的蛋白组分( 图 1) 。
将不同浓度的乳蛋白标准品建立特征峰面积与

浓度间的回归方程，并进行重现性和回收率实验，结

果见表 1。五种牛乳中主要蛋白组分的相对迁移时

间及峰面积的相对标准偏差均小于 5%，加标回收率

均在 88% ～102% 之间，表明方法的精密度和准确度

较好。

2.2 不同 SSC 原料乳的蛋白组成分析
2.2.1 不 同 SSC 数 量 的 原 料 乳 的 毛 细 管 电 泳 分

析 采集得到的不同 SSC 数量的原料乳的毛细管电

泳谱图见图 2。从图 2 中可以看出，随着 SSC 数量的

增加，1～9 号样品峰的大小有不同程度的变化，尤其

是 β－CN( 7 号峰) 和 β A1－CN( 8 号峰) 出现了显著

的下降; 而且随着 SCC 的提升，也有新电泳峰的出

现，主要集中在 3 个迁移时间，分别为 10～12 min( 组

分 A) 、15～16 min( 组分 B) 和 23～27 min( 组分 C) ，这
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表 1 各蛋白标准品的回归方程、相关系数、线性范围及对应的重复性和回收率

Table 1 The regression equation，correlation coefficient，linear range，repeatability and recovery of each protein standard

蛋白种类
回归方程
( mg /mL)

相关系数
Ｒ2

线性范围
( mg /mL)

检测限
( S /N = 3)

重复性( n = 6)

迁移时间( % ) 峰面积( % )
加标回收率
( %，n = 3)

α－La y = 29557x + 1659.1 0.9982 0.03～3.00 0.011 1.59 3.03 91.66
β－Lg y = 88448x + 234.81 0.9986 0.06～6.00 0.022 1.68 2.38 101.33
α－CN y = 51874x + 87927 0.9980 0.30～14.00 0.025 2.01 2.10 100.67
κ－CN y = 108195x－70701 0.9991 0.10～5.00 0.018 2.18 1.46 88.07
β－CN y = 28735x－2402.3 0.9988 0.10～12.00 0.020 2.26 1.83 102.00

图 1 牛乳蛋白标准品与原料乳的电泳图谱

Fig.1 Electrophoregrams of bovine
protein standards and raw milk

注: 1: α－La; 2: β－Lg; 3: αs2 －CN; 4: αs1 －CN; 5: αs0 －CN;

6: κ－CN; 7: β－CN B; 8: β A1－CN; 9: β A2－CN，图 2 同。

些组分可能是由 SSC 所携带的 plasmin 等蛋白酶的

水解作用生成［11］。
2.2.2 不同 SSC 数量的原料乳总蛋白含量变化 不

同 SSC 的原料乳中总蛋白含量变化如图 3 所示，分

别用 Foss 乳成分及体细胞分析仪和毛细管区带电泳

谱图中的峰面积来表征。常用的 Foss 乳成分及体细

胞分析仪测定得到的总蛋白含量结果表明，不同 SSC
的原料乳间总蛋白含量并无显著变化( p ＞ 0.05) 。然

而，用本文建立的毛细管区带电泳法的结果表明，乳

中总蛋白含量随着 SSC 的增加有上升趋势，当 SSC
增加到 100 万 个 /mL 以 上 时，开 始 有 显 著 性 差 异

( p ＜ 0.05) ，这一结果与 Santos 等［1］的报道一致。
2.2.3 不同 SSC 数量的原料乳蛋白组成变化 不同

SSC 的原料乳的毛细管电泳谱图中各特征峰对应的

峰面积变化如表 2 所示。结合表 2 可知，随着体细胞

数的增加，β－CN B 和 β A1－CN 两种蛋白的相对含

图 2 不同体细胞数原料乳样品的电泳图

Fig.2 Electrophoregrams of raw milk
with different somatic cell count

图 3 不同体细胞数的原料乳中总蛋白含量

Fig.3 Total protein contents of raw milk
with different somatic cell count

量显著降低( p ＜ 0.05) ; α－La、αs2－CN 和 β A2－CN 的

相对含量没有显著性变化( p ＞ 0.05 ) ; β－Lg、αs1－CN、
αs0－CN、κ－CN 的相对含量显著增加( p ＜ 0.05) 。
2.2.4 不同 SSC 数量的原料乳乳清蛋白和酪蛋白的

比例的变化 乳清蛋白和酪蛋白的比例是决定原料

乳加工方式的重要依据。根据图 2 中各个蛋白组分

的含量结果，分析了不同 SCC 数量的原料乳中乳清

蛋白和酪蛋白的变化规律，结果如表 3 所示。随着
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表 2 电泳图中各组分峰占总峰面积的比例

Table 2 The peak area proportions of each component in electrophoregrams

峰编号 乳蛋白组分
占总峰面积的比例( % )

SCC 低于 3 万个 /mL SCC 20～25 万个 /mL SCC 55～60 万个 /mL SCC 100～130 万个 /mL
1 α－La 2.18 ± 0.19a 2.16 ± 0.15a 2.16 ± 0.30a 2.42 ± 0.14a

2 β－Lg 7.24 ± 0.55a 7.83 ± 0.45a 8.69 ± 0.69b 8.78 ± 0.76b

3 αs2－CN 2.18 ± 0.25a 2.40 ± 0.26a 2.33 ± 0.17a 2.41 ± 0.09a

4 αs1－CN 7.24 ± 0.43a 7.83 ± 0.76a 8.79 ± 0.53b 7.84 ± 2.02a

5 αs0－CN 10.83 ± 0.36a 10.53 ± 0.41a 10.74 ± 0.49a 11.30 ± 0.19b

6 κ－CN 1.80 ± 0.10a 2.94 ± 0.34b 3.16 ± 0.45b 3.27 ± 0.78b

7 β－CN B 10.10 ± 1.97a 8.64 ± 1.20ab 8.07 ± 0.46b 7.91 ± 1.54b

8 β A1－CN 12.85 ± 1.21a 13.81 ± 1.78a 0.72 ± 2.26b 0.69 ± 1.81b

9 β A2－CN 23.88 ± 4.35a 19.50 ± 1.68a 21.02 ± 3.66a 23.91 ± 3.80a

注: 同行内不同字母代表具有差异显著( p ＜ 0.05) 。

表 3 主要乳清蛋白和总酪蛋白占总蛋白的比例

Table 3 The proportions of the main whey protein and casein

体细胞数组别 主要乳清蛋白 /总蛋白( % ) 酪蛋白 /总蛋白( % ) 总酪蛋白 /乳清蛋白

低于 3 万个 /mL 9.43 ± 0.41c 79.97 ± 0.63a 8.52 ± 0.66a

20～25 万个 /mL 9.78 ± 0.52bc 75.73 ± 0.47b 7.59 ± 0.35b

55～60 万个 /mL 10.95 ± 0.61a 72.06 ± 0.22c 6.61 ± 0.57c

100～130 万个 /mL 10.26 ± 0.42ab 72.14 ± 0.43c 7.08 ± 0.79bc

注: 同列内不同字母代表具有差异显著( p ＜ 0.05) 。

SSC 的增加，主要乳清蛋白的含量呈上升趋势，这与

已有研究结果一致［3］。同时，酪蛋白占总蛋白的比例

随牛乳体细胞数的增加显著降低，这是因为在高体

细胞数牛乳中存在相应的蛋白水解酶，能将酪蛋白

水解［1］。酪蛋白的水解及乳清蛋白的增加导致总酪

蛋白与乳清蛋白的比例逐渐降低( 表 3) ，这一比值的

改变不仅影响乳蛋白的结构，还会影响乳制品的宏

观物性如酸奶的凝胶质量等。研究指出，随着酪蛋

白与乳清蛋白比例的升高，酸奶凝胶的硬度和黏度

均有所降低，酸奶的颗粒变粗糙。相同固形物含量

的酸奶，随着酪蛋白与乳清蛋白比例的降低，酸奶的

硬度和持水力均有所增加［12］。

3 结论
本文利用毛细管电泳法测定了不同 SSC 的原料

乳的蛋白组成及含量，结果表明: 当 SSC 增加到 100
万个 /mL 以上时，总蛋白的含量才会显著增加( p ＜
0.05) ，但不同体细胞数的原料乳中，蛋白组分及含量

均不同。随着 SSC 的增加，α－乳白蛋白、αs2－酪蛋白和

β A2－酪蛋白的含量无显著差异( p ＞0.05) ，β－CN B 和

β A1－CN 两种蛋白的相对含量显著降低( p ＜ 0.05 ) ，

β－乳球蛋白、αs1－酪蛋白、αs0－酪蛋白、κ－酪蛋白含量

均显著增加( p ＜ 0.05) 。鉴于蛋白质种类及含量的变

化均会引起后续加工环节的品质差异，本文建立的

毛细管区带电泳方法可以作为牛乳蛋白品质测定的

一种快速、可靠的检测方法，为后续加工环节的原料

选择提供依据。
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