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摘　要：为研究牦牛乳蛋白质的过敏性，用化学方法分离牦牛乳中主要的过敏原蛋白质，采用快速蛋白纯化
系统（ＦＰＬＣ）结合凝胶层析技术对分离出的蛋白质进行纯化．在牦牛脱脂乳中添加１０％醋酸至酪蛋白的等
电点ｐＨ４６，使酪蛋白和乳清蛋白分离．根据酪蛋白在尿素溶液中的溶解度和对钙的敏感性不同，对酪蛋白
进行粗分级，得到αｓ酪蛋白和β酪蛋白．应用离子交换色谱和葡聚凝胶 ｓｅｐｈａｄｅｘＧ１００进一步纯化粗分级
得到的酪蛋白，得到αｓｃａｓｅｉｎ和β酪蛋白．以柠檬酸钠为螯合剂、在低 ｐＨ并有盐存在的条件下从酸乳清中
分离出β乳球蛋白，ＦＰＬＣ纯化后用ＲＰＨＰＬＣ检测其纯度，得到αｓｃａｓｅｉｎ和β酪蛋白纯度分别为８７１３％和
８８５８％，β乳球蛋白的纯度为８０００％．
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　　牛乳中主要的过敏原蛋白为αｓ酪蛋白、β酪
蛋白和β乳球蛋白［１］．牦牛乳蛋白质组成与牛乳
相似［２］，哺乳动物又具有交叉免疫原性，因此，牦

牛乳中的过敏原蛋白质可能与牛乳中的相似．为
了更好地研究牦牛乳的过敏机制，对牦牛乳中主

要过敏原蛋白质进行分离纯化是非常必要的．
目前能有效分离乳中αｓ酪蛋白、β酪蛋白的

方法很多，如反相高效液相色谱（ＲＰＨＰＬＣ）、毛
细管电泳、疏水层析等，β乳球蛋白的分离方法也
很多，如盐析、等电点沉淀、三氯乙酸沉淀、离子交

换层析、疏水层析等［１，３－５］．但这些方法都不能分
离出足够多的目的蛋白用于过敏原的分析［６－９］，

或成本高、工艺复杂．蛋白质快速分离纯化系统
（ＦＰＬＣ）是２０世纪中期开始应用的一种大量分离
蛋白质的技术［１０－１２］，它既可以实现对蛋白质的快



速分离，又可以对蛋白质进行富集．化学分离结合
ＦＰＬＣ方法能更有效地分离并纯化乳中的蛋白质．
因此，本实验应用化学分离结合 ＦＰＬＣ阴离子交
换层析和葡聚糖凝胶 ＳｅｐｈａｄｅｘＧ１００层析来分离
纯化和富集牦牛乳酪蛋白．

１　实　验
１１　材料与试剂

ＣｅｌｌｕｌｏｓｅＤＥ５２（Ｗｈａｔｍａｎ）；Ｎ，Ｎ’甲叉双丙
烯酰胺（Ｍｅｒｃｋ公司）；乙腈（色谱纯），上海国大
化工有限公司；丙烯酰胺，Ｓｉｇｍａ公司；Ｓｅｐｈａｄｅｘ
Ｇ１００，Ｓｉｇｍａ公司；其他所用试剂均为分析纯．
１２　仪器与设备

层析柱（Φ１６ｃｍ×１５ｃｍ），上海锦华层析设
备厂；ＦＰＬＣ蛋白纯化仪，ＡＫＴＡｐｒｉｍｅ；垂直板电泳
槽（仪），上海六一仪器有限公司；ＨＰＬＣ色谱仪，
Ａｇｉｌｅｎｔ．
１３　实验方法
１３１　样品采集

于２００９年５月在四川省麦洼地区采集牦牛
乳样品，用灭菌瓶（５００ｍＬ／瓶）封装，样品速冻后
空运回实验室．从四川到哈尔滨的运输过程中样
品一直处于冷冻状态，回实验室后放于－２０℃冰
柜保存，测定时流水解冻．
１３２　牦牛乳酪蛋白和乳清蛋白的分离

采用等电点沉淀的方法分离牦牛乳酪蛋白和

乳清蛋白．牦牛乳５００ｍＬ在２５００×ｇ，２０℃条件
下离心３０ｍｉｎ，去除上层脂肪后得牦牛脱脂乳．
１０％醋酸调脱脂乳的ｐＨ为４６，室温静置３０ｍｉｎ
后，混合液在５００×ｇ条件下离心２０ｍｉｎ，得沉淀
为酪蛋白，上清液为乳清蛋白．乳清蛋白于
－２０℃保存备用．酪蛋白用蒸馏水洗３次后再分
散到蒸馏水中，并用０５ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ调 ｐＨ７０，
酪蛋白溶解后再用１０％醋酸调 ｐＨ为４６，重新
沉淀酪蛋白．此步骤重复 ３次后，酪蛋白于
－２０℃保存备用．
１３３　化学方法分离牦牛乳酪蛋白和乳清蛋白

１）α酪蛋白和β酪蛋白的分离．酪蛋白在不
同浓度尿素溶液中的溶解度不同，本实验将全酪

蛋白１５ｇ溶于６６ｍｏｌ／Ｌ尿素中，再将溶液稀释
到尿素的终浓度为４６ｍｏｌ／Ｌ，４０００ｒ／ｍｉｎ条件下
离心１５ｍｉｎ，得 α酪蛋白沉淀．上清液稀释到尿
素终浓度为 １７ｍｏｌ／Ｌ，并调节 ｐＨ为 ４７，
４０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，得β酪蛋白沉淀［１］．

２）牦牛乳β乳球蛋白（βＬｇ）的分离．采用盐
析的方法制备 βＬｇ［４］．在乳清蛋白中加 ＮａＣ（柠

檬酸钠），并调节 ＮａＣ浓度为 ０１５ｍｏｌ／Ｌ，用
６ｍｏｌ／Ｌ柠檬酸调 ｐＨ３９，３５℃恒温 ４５ｍｉｎ后，
５０００×ｇ、４℃条件下低温离心３０ｍｉｎ．得到的上
清液用 ７％ＮａＣｌ溶液清洗 ２次，在 １００００×ｇ、
４℃条件下低温离心 ２０ｍｉｎ．沉淀废弃，上清液
４℃透析２４ｈ后，－４０℃冻干４８ｈ，得βＬｇ．
１３４　牦牛乳酪蛋白和乳清蛋白的 ＦＰＬＣＣｅｌｌｕ

ｌｏｓｅＤＥ５２层析纯化
蛋白质快速纯化系统（ＦＰＬＣ）包括 ＡＫＴＡｅｘ

ｐｏｒｅｒＡｉｒ１００、填充２０ｍＬＣｅｌｌｕｌｏｓｅＤＥ５２（Ｐｈａｒ
ｍａｃｉａ）介质的层析柱（Φ１６ｃｍ×１５ｃｍ），紫外检
测波长λ＝２８０ｎｍ．缓冲液Ａ为ｐＨ７０的咪唑盐
酸缓冲液，含００１ｍｏｌ／Ｌ咪唑、３３ｍｏｌ／Ｌ尿素、
０２％（体积分数）２巯基乙醇．缓冲液 Ｂ为在缓
冲液Ａ中加０４％（质量分数）的ＮａＣｌ．洗脱液流
速为８０ｍＬ／ｈ，线性洗脱．样品制备：粗分离得到
的酪蛋白和β乳球蛋白分别溶于起始缓冲液中，
０４５μｍ滤膜过滤后上样，上样量为 ０５ｍＬ．
ＦＰＬＣ得到的酪蛋白和乳清蛋白经超纯水透析去
盐、去尿素并经聚乙二醇２０００浓缩后备用，ＳＤＳ
ＰＡＧＥ鉴定酪蛋白和β乳球蛋白．
１３５　凝胶过滤色谱纯化牦牛乳酪蛋白

凝胶过滤层析的填料为 ＳｅｐｈａｄｅｘＧ１００凝
胶．用ｐＨ８０的００２ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐（含３３ｍｏｌ／Ｌ
的尿素）缓冲液平衡柱子（Φ１６ｃｍ×６５ｃｍ）．
５００μＬ的样品（３００μＬ由ＦＰＬＣ离子交换色谱得
到的 αｓ酪蛋白加 ２００μＬｐＨ８０的 ００２ｍｏｌ／Ｌ
磷酸盐）０４５μｍ滤膜过滤后上样．洗脱速度为
１ｍＬ／ｍｉｎ，检测器于２８０ｎｍ波长处紫外检测．得
到的目标蛋白经超纯水透析、脱盐，并经聚乙二醇

２０００浓缩后冻干，用ＲＰＨＰＬＣ检验其纯度．

２　结果与讨论
２１　化学方法分离牦牛乳 αｓ酪蛋白、β酪蛋白

和β－乳球蛋白
２１１　化学方法分离牦牛乳αｓ和β酪蛋白

等电点沉淀（ｐＨ４６）是分离乳中酪蛋白和乳
清蛋白的传统方法［１］．用１０％的醋酸调整脱脂乳
的 ｐＨ４６，在室温下静置 ３０ｍｉｎ．然后溶液在
３０００×ｇ、４℃条件下离心１５ｍｉｎ，得到酪蛋白胶
束沉淀．酪蛋白胶束主要由αｓ１酪蛋白、αｓ２酪蛋
白、β酪蛋白和 κ酪蛋白组成［１４］．在酪蛋白胶束
中，各酪蛋白间的结合非常紧密，很难分开．而尿
素作为一种蛋白质分散剂能够使酪蛋白胶束解

聚［１５］．将酪蛋白沉淀分散到 ６ｍｏｌ／Ｌ尿素溶液
中，４℃条件下静置１ｈ．用去离子水稀释溶液，使
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尿素的最终浓度为４６３ｍｏｌ／Ｌ，再将其置于４℃
条件下静置１ｈ．然后溶液在３０００×ｇ、４℃条件
下离心１５ｍｉｎ，得到 α酪蛋白沉淀（主要含有
αｓ１酪蛋白、αｓ２酪蛋白、κ酪蛋白和 λ酪蛋白）．
继续用去离子水稀释上清液，使尿素的终浓度为

１７ｍｏｌ／Ｌ，并调整其ｐＨ为４７，即得到β酪蛋白
沉淀，将其透析浓缩后，在 －７０℃条件下保存备
用．

在酪蛋白胶束中αｓ１酪蛋白、αｓ２酪蛋白、β
酪蛋白是钙敏感性蛋白，而 κ酪蛋白是钙不敏性
蛋白并对维持酪蛋白胶束的稳定性起重要作

用［１６－１７］．不同的酪蛋白对钙的敏感性不同，其在
钙溶液中的溶解度也不同，将 α酪蛋白分散到
０４ｍｏｌ／ＬｐＨ７的ＣａＣｌ２溶液中，在４℃下放置过
夜得到 αｓ酪蛋白沉淀（主要包含 αｓ１酪蛋白、
αｓ２酪蛋白）．得到的 αｓ酪蛋白沉淀透析浓缩后
－７０℃保存备用．化学分离方法得到的 αｓ酪蛋
白和 β酪蛋白仍是混合蛋白，还需要对其进行
纯化．
２１２　化学方法分离β乳球蛋白

将酸乳清作为分离 β乳球蛋白的原料．酸乳
清经螯合剂柠檬酸钠处理后其 ＳＤＳＰＡＧＥ如图１
所示．可以看出，样品中主要含有 β乳球蛋白，但
还有少量的ＢＳＡ．乳清中的Ｃａ２＋对α乳白蛋白和
β乳球蛋白的稳定性起着重要的作用［１８－２１］．α乳
白蛋白是钙结合蛋白，每摩尔 α乳白蛋白中含有
１ｍｏｌ的Ｃａ２＋，Ｃａ２＋对稳定α乳白蛋白的空间结
构起着重要的作用［２２－２３］．但是当溶液的 ｐＨ低于
３９，在有盐存在的条件下会降低钙与 α乳白蛋
白的结合能力，使用钙螯合剂柠檬酸钠很容易使

钙螯合，并生成 α乳白蛋白沉淀，从而使 α乳白
蛋白和β乳球蛋白分离［４］．从图１可以看出，在
ｐＨ３９、柠檬酸钠为螯合剂的条件下 α乳白蛋白
和β乳球蛋白得到了很好的分离．
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图１　柠檬酸钠螯合剂沉淀酸乳清中的
β乳球蛋白ＳＤＳＰＡＧＥ电泳图

２２　牦牛乳αｓ酪蛋白纯化
２２１　ＦＰＬＣ纯化牦牛乳αｓ酪蛋白

在不同的ｐＨ条件下 αｓ酪蛋白和 β酪蛋白
的等电点和所携带的静电荷是不同的［２４］，根据该

特点可应用离子交换层析的方法分离 αｓ酪蛋白
和β酪蛋白．采用阴离子交换色谱、ＣｅｌｌｕｌｏｓｅＤＥ
５２为填料、含有尿素的咪唑盐酸缓冲液在线性条
件下进行洗脱、纯化经化学分离得到的 αｓ酪蛋
白．αｓ酪蛋白在快速蛋白纯化系统中被 Ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ
ＤＥ５２介质吸附，经含有 ＮａＣｌ（０～０４％）的洗脱
液线性洗脱分两个组分（图２），洗脱峰Ａ和Ｂ．由
于洗脱峰Ａ中含有的蛋白质的量较少，没有收集
其洗脱峰．ＳＤＳＰＡＧＥ检测洗脱峰Ｂ如图２所示，
洗脱峰 Ｂ的主要成分为 αｓ酪蛋白，并含一部分
β酪蛋白 （图３）．收集洗脱峰Ｂ，冻干后备用．
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图２　ＣｅｌｌｕｌｏｓｅＤＥ５２阴离子交换色谱快速
纯化牦牛乳αｓ酪蛋白结果
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图３　ＦＰＬＣ纯化得到的αｓ酪蛋白ＳＤＳＰＡＧＥ电泳图

２２．２　ＳｅｐｈａｄｅｘＧ１００纯化牦牛乳αｓ酪蛋白
相对 αｓ酪蛋白经 ＦＰＬＣ系统得到了很好的

分离，但其组分中仍含有一部分 β酪蛋白．根据
酪蛋白之间相对分子质量上的差别，应用葡聚糖

凝胶ＳｅｐｈａｄｅｘＧ１００对αｓ酪蛋白进一步纯化．由
上步纯化得到的组分Ｂ用ＳｅｐｈａｄｅｘＧ１００进一步
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纯化，色谱图如图４所示．收集洗脱峰 Ｃ，并应用
ＲＰＨＰＬＣ检测，结果如图５所示．根据色谱峰面
积比计算αｓ酪蛋白的纯度为８７１３％．
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图４　ＳｅｐｈａｄｅｘＧ１００纯化ＦＰＬＣ得到的
αｓ酪蛋白色谱图
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图５　ＲＰＨＰＬＣ分离αｓ酪蛋白结果

２３　牦牛乳β酪蛋白的纯化
２３１　ＦＰＬＣ纯化牦牛乳β酪蛋白

采用ＦＰＬＣ对化学分离方法得到的β酪蛋白
进一步纯化．β酪蛋白在快速蛋白纯化系统中被
ＣｅｌｌｕｌｏｓｅＤＥ５２介质吸附并经线性洗脱后分离出
来（图６）．接收 β酪蛋白洗脱峰的中间段，并用
ＳＤＳＰＡＧＥ检测，结果如图７所示．洗脱峰 Ｂ的主
要成分为 β酪蛋白，并含一部分 αｓ酪蛋白（图
３）．收集β酪蛋白洗脱峰，冻干后备用．
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图６　ＣｅｌｌｕｌｏｓｅＤＥ５２阴离子交换色谱快速纯化

牦牛乳β酪蛋白结果
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图７　ＦＰＬＣ得到的β酪蛋白ＳＤＳＰＡＧＥ电泳图

２３２　ＳｅｐｈａｄｅｘＧ１００纯化牦牛乳β酪蛋白
由上步纯化得到的 β酪蛋白用 Ｓｅｐｈａｄｅｘ

Ｇ１００进一步纯化，色谱图如图８所示．收集 β酪
蛋白洗脱峰，并应用 ＲＰＨＰＬＣ鉴定，结果如图９
所示．根据色谱峰面积比计算 β酪蛋白的纯度为
８８５８％．
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图８　ＳｅｐｈａｄｅｘＧ１００纯化ＦＰＬＣ得到的
β酪蛋白色谱图
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图９　ＲＰＨＰＬＣ分离β酪蛋白结果

２４　ＦＰＬＣ纯化牦牛乳β乳球蛋白
采用ＦＰＬＣ对化学分离方法得到的β乳球蛋

白进一步纯化．β乳球蛋白在快速蛋白纯化系统
中分出３个峰，其中洗脱峰 Ａ为 ＢＳＡ，洗脱峰 Ｂ
和Ｃ为β乳球蛋白（图１０）．因为 β乳球蛋白为
二聚体，在ＦＰＬＣ系统中被分成了两个峰．接收β
乳球蛋白洗脱峰 Ｂ和 Ｃ，并用 ＲＰＨＰＬＣ检测，如
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图１１所示，其纯度为８０００％．收集 β乳球蛋白
洗脱峰，冻干后备用．
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图１０　ＣｅｌｌｕｌｏｓｅＤＥ５２阴离子交换色谱快速
纯化牦牛乳β乳球蛋白结果
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图１１　ＲＰＨＰＬＣ分离β乳球蛋白结果

３　结　语
根据酪蛋白对钙的敏感性不同和不同 ｐＨ条

件下酪蛋白在不同浓度尿素溶液中的溶解度不

同，将酪蛋白粗分级为 α酪蛋白和 β酪蛋白．又
利用 ＦＰＬＣ阴离子交换层析技术和 Ｓｅｐｈａｄｅｘ
Ｇ１００凝胶层析技术对粗分级的α酪蛋白和 β酪
蛋白进行纯化，得到纯度分别为 ８７１３％和
８８５８％的α酪蛋白和 β酪蛋白．以柠檬酸钠为
螯合剂，在低 ｐＨ３９条件下分离出了 β乳球蛋
白，并经ＦＰＬＣ纯化后得到纯度为８０００％的β乳
球蛋白．
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