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牦牛乳脂肪球膜组成分析及蛋白热稳定性
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摘　要：为分析牦牛奶脂肪球膜（ＭＦＧＭ）的组成及探讨其蛋白的热稳定性，采用物理方法从牦牛奶脂肪中
提取分离ＭＦＧＭ．结果发现在分离过程中ＫＣｌ溶液洗涤次数较关键，洗涤３次较适宜．牦牛ＭＦＧＭ主要由蛋
白质（２６９３％）和脂类（７０３４％）两大物质组成，还含有少量的己糖、唾液酸和灰分．牦牛ＭＦＧＭ蛋白的主要
氨基酸是谷氨酸、亮氨酸、丝氨酸和赖氨酸，其中必需氨基酸占整个氨基酸的４９４８％．当加热温度达６０℃
时，ＭＦＧＭ蛋白特别是黄嘌呤氧化酶（ＸＯ）、过碘酸稀夫６（ＰＡＳ６）和过碘酸稀夫７（ＰＡＳ７）损失较大．而β－
乳球蛋白和α－乳白蛋白在此温度下与牦牛ＭＦＧＭ开始发生结合，ＭＦＧＭ蛋白属于热不稳定蛋白．
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　　乳脂肪球（ＭＦＧ）以一种微小的球状物存在于
奶中，直径约０２～１５．０μｍ［１］，外面被一层很薄的
膜包围，这层膜称为乳脂肪球膜（ＭＦＧＭ）［２］．
ＭＦＧＭ中含有２５％ ～６０％的蛋白质，这些蛋白质
在其他奶相中含量很少，ＭＦＧＭ中蛋白质占奶中
总蛋白的 １％ ～２％［３］．通过聚丙烯凝胶电泳
（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）分离牛奶ＭＦＧＭ中蛋白质，会出现

７～８条主要的蛋白带［４］，如黏蛋白（ＭＵＣ１）、黄嘌
呤脱氢酶／氧化酶（ＸＤＨ／ＸＯ）、过碘酸稀夫Ⅲ
（ＰＡＳⅢ）、过碘酸稀夫Ⅳ（ＰＡＳⅣ）、嗜乳脂蛋白
（ＢＴＮ）、过碘酸稀夫６／７（ＰＡＳ６／７）和ＧＴＰ结合蛋
白（ＧＴＰｒＳ）．近几年，ＭＦＧＭ原料作为一种有价值
的成分应用于食品加工新技术中，ＭＦＧＭ蛋白的
功能特性引起广泛兴趣，特别是有报道称 ＭＦＧＭ
蛋白有抗癌、防止幽门螺杆菌的感染和对脑脊髓

炎的自身免疫作用［５－８］．但是奶加工的一些过程，
如常见的冷却、加热和均质都会很大程度地破坏

ＭＦＧＭ蛋白的稳定性，其中加热是奶加工的一个



关键过程，因此，研究热处理对 ＭＦＧＭ蛋白的稳
定性尤其重要．我国在 ＭＦＧＭ方面的研究还处在
初级阶段，对奶ＭＦＧＭ的分离和组成及ＭＦＧＭ蛋
白的热稳定性几乎没有报道．

牦牛乳含有较高的脂肪（５％ ～８％），而且脂
肪球粒径较大（４３９μｍ），很适合分离奶油及
ＭＦＧＭ．本文主要从牦牛乳脂肪中提取分离 ＭＦ
ＧＭ，通过十二烷基磺酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳
（ＳｏｄｉｕｍＤｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅＰｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅＧｅｌＥｌｅｃｔｒｏ
ｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＳＤＳＰＡＧＥ）确定牦牛ＭＦＧＭ中的主要蛋
白、组成及其热稳定性，并对牦牛 ＭＦＧＭ蛋白的
氨基酸组成进行分析．

１　实　验
１１　实验材料

麦洼牦牛奶：采自四川红原县；邻苯二胺

（ＯＰＤ）：北京索莱宝科技有限公司；唾液酸（Ｎ－
乙酰神经氨酸）标准品（购自ｓｉｇｍａ）．
１２　实验设备

Ａｇｉｌｅｎｔ１１００型高效液相色谱仪，配备四元
梯度泵，１００位自动进样器，二极管阵列检测器
（ＤＡＤ），化学工作站，离心机．日立８３５－５０型氨
基酸分析仪．电泳仪：ＤＹＹ－８Ｃ，北京六一仪
器厂．
１３　实验方法
１３１　牦牛奶ＭＦＧＭ的分离提取

取新鲜牦牛乳，向每１００ｍＬ牦牛乳中加入蔗
糖５ｇ，于４２℃用小型乳脂分离机分离出奶油，将
分离出的奶油不经洗涤和用１５ｇ·Ｌ－１的ＫＣｌ于
小型乳脂分离机中洗涤３次并收集奶油，洗涤的
目的是去除附着于脂肪上的酪蛋白和乳清蛋白，

洗后和未洗的奶油于４℃冷藏１２ｈ后于４２℃溶
解，溶解后的奶油用搅拌器搅乳１０ｍｉｎ，加少量
去离子水，分离出黄油和酪乳．分离出的黄油于
６０℃加热融化，然后加入等体积的去离子水，形
成的浆液在４ｋｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，收集上清液并
与酪乳混合，用００１ｍｏｌ／Ｌ的 ＨＣｌ将上述合并
液调至 ｐＨ４８于室温（２５℃）净置 ３０ｍｉｎ使
ＭＦＧＭ蛋白沉淀，于４ｋｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ收集沉
淀物和悬浮的ＭＦＧＭ小体，向收集物中加蒸馏水
并用００１ｍｏｌ／Ｌ的 ＮａＯＨ调至 ｐＨ６８．纯化后的
ＭＦＧＭ储存于－２０℃，待分析．
１３２　牦牛ＭＦＧＭ透射电镜

将分离提纯的 ＭＦＧＭ用戊二醛在４℃固定
在２．５ｈ以上，然后用０１ｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲溶液
（ＰＢＳ）ｐＨ７２清洗３次，每次１５ｍｉｎ，洗涤后用

１％锇酸固定１５ｈ，接着用０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳｐＨ７２
再清洗３次，每次１５ｍｉｎ，洗涤后分别用体积分
数为５０％、７０％、９０％的乙醇梯度脱水１５ｍｉｎ，最
后用１００％乙醇脱水两次，每次１０ｍｉｎ．用１００％
乙醇与 １００％丙酮（体积比为 １∶１）继续脱水
１０ｍｉｎ后，再用 １００％丙酮脱水 １０ｍｉｎ，接着用
１００％丙酮与 ８１２树脂（体积比为 １∶１）包埋
３０ｍｉｎ，再用 １００％丙酮与 ８１２树脂（体积比为
１∶２）包埋２ｈ，梯度聚合３ｄ后，修块、切成厚度为
６０ｎｍ的小块，电镜双重染色后进行观察．
１３３　牦牛ＭＦＧＭ的成分分析

牦牛ＭＦＧＭ的蛋白质含量分析采用凯氏定
氮法（ＡＯＡＣ，１９７４）．总脂质含量分析采用文献
［９］方法．己糖含量采用苯酚－硫酸法，参照文献
［１０］．唾液酸含量采用高效液相色谱法，色谱条
件为：色谱柱，ＡｇｉｌｅｎｔＴＣ－Ｃ１８柱（４６ｍｍ×
２５０ｍｍ，５μｍ）；柱温，３５℃；流动相，１０％ 四氢
呋喃水溶液（含 ０２％ 磷酸）－乙腈（体积比为
９２∶８）；检测波长，２３０ｎｍ；流速，１０ｍＬ／ｍｉｎ；进
样体积，１０μＬ．

样品处理：准确称取１ｇ牦牛奶 ＭＦＧＭ，用浓
度为０１ｍｏｌ／Ｌ的硫酸溶液８ｍＬ水解，在水浴锅
中８０℃条件下水解 ２ｈ，取出后冷却，于
４ｋｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，取上清液调ｐＨ值至４～６，
将滤液定容至１０ｍＬ，用移液管准确移取２ｍＬ滤
液，加 入 １０ ｇ／Ｌ邻 苯 二 氨 盐 酸 盐 溶 液
（用０２ｍｏｌ／Ｌ硫酸氢钠溶液溶解）１ｍＬ，再置于
８０℃水浴锅中加热 ３０ｍｉｎ，取出后冷却，经
０４５μｍ膜过滤后精密吸取上述溶液１０μＬ注入
液相色谱仪，记录峰面积．以唾液酸标准品作标准
曲线，计算出唾液酸的含量；牦牛 ＭＦＧＭ灰分含
量的测定通过用马福炉于５５０℃灼烧完全后质量
的变化来计算．
１３４　牦牛ＭＦＧＭ蛋白的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析

将分离的牦牛 ＭＦＧＭ用上样液稀释后，取
１０μＬ上样于１５％的ＳＤＳＰＡＧＥ，电泳槽开始电压
稳定在８５Ｖ，进入分离胶后电压稳定在１２０Ｖ，分
离的蛋白用考马斯亮兰染色１ｈ，然后用脱色液
（Ｖ（冰乙酸）∶Ｖ（无水乙醇）∶Ｖ（水）＝１００∶５０∶８５０）
进行脱色，最后经凝胶成像获得 ＭＦＧＭ蛋白分
离图．
１３５　牦牛ＭＦＧＭ蛋白的热稳定性

新鲜的牦牛奶脂肪经ＫＣｌ洗涤１次后分别在
４０、５０、６０、７０和８０℃加热１５ｍｉｎ，冷却至室温后
按照１３１的方法提取分离牦牛 ＭＦＧＭ，在提取
过程中不再需要用 ＫＣｌ洗涤脂肪，目的是观察牦
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牛ＭＦＧＭ蛋白和牦牛乳中酪蛋白和乳清蛋白的
相互作用．以不加热为对照组．分离的 ＭＦＧＭ蛋
白进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ（质量分数分别为１５％的浓
缩胶和５％的分离胶）分析．
１３６　牦牛乳ＭＦＧＭ的氨基酸分析

应用日立８３５－５０型氨基酸分析仪附可见光
检测器进行氨基酸的测定．色谱条件：分析柱为
１５０ｍｍ，Φ４０不锈钢柱（２１６９＃树脂）；去氨柱，
１２０ｍｍ，Φ４０不锈钢柱（２１５０＃树脂）．泵１流速
为０５５ｍＬ／ｍｉｎ（压力为９０～１４０ｋｇ／ｃｍ２）；柱温
５８℃，反应盘温度１００℃．采用外标法进行定量．
样品制备采取蛋白质保护性氧化酸水解法．

２　结果与讨论
２１　牦牛ＭＦＧＭ的分离及透射电镜

ＭＦＧＭ的分离主要有物理和化学分离两种方
法，物理方法主要是分离的乳脂肪经过 ＫＣｌ洗涤
后，通过反复的冷冻和溶解，最后通过搅打使

ＭＦＧＭ从ＭＦＧ上脱落并释放出来进入水相，再通
过沉淀和高速离心收集 ＭＦＧＭ．化学方法是通过
利用极性对质子惰性溶剂、胆汁盐或非离子型洗

涤剂使ＭＦＧＭ直接释放出来．但是直接提取可导
致ＭＦＧＭ得率偏低，另外应用化学物质的浓度、
提取的时间和温度也可以造成 ＭＦＧＭ组分在一
定程度上发生变化．

图１是牦牛乳脂肪洗涤前和洗涤后分离的
ＭＦＧＭ蛋白的 ＳＤＳＰＡＧＥ图．可以看出，牦牛
ＭＦＧＭ蛋白主要由一些分子质量较大的蛋白
（４７８～２２５６ｋｕ）组成，主要有 ５种：黏蛋白
（ＭＵＣ１），分子质量为２２５６ｋｕ，该蛋白的分子质
量在牛奶、羊奶和牦牛奶中存在一些差别，不同品

种的奶ＭＦＧＭ，该蛋白的分子质量可能不一样，但
其范围在１７０～２２５ｋｕ；黄嘌呤脱氢酶（ＸＯ），分子
质量为１５７４ｋｕ，该物质有较强的抑菌作用；过碘
酸稀夫 ＩＩＩ／ＩＶ的分子质量为７８～９８ｋｕ，模糊的
ＰＡＳＩＩＩ／ＩＶ蛋白条带显示了较低的浓度，主要是
ＰＡＳＩＩＩ／ＩＶ蛋白与 ＭＦＧＭ 结合较松，而且是
ＭＦＧＭ的外围蛋白，很容易被 ＫＣｌ溶液洗涤下来
而损失掉；嗜乳脂蛋白（ＢＵＴ），分子质量为
６７５ｋｕ、类似的蛋白在母乳中也被分离和发现，
分子质量在６７～７０ｋｕ．过碘酸稀夫６（ＰＡＳ６）和
过碘酸稀夫７（ＰＡＳ７），分子质量分别为５０２ｋｕ
和４７８ｋｕ．

本实验对牦牛 ＭＦＧＭ的分离采用物理分离
法，图１（ａ），（ｂ）是ＭＦＧＭ在分离之前未经过ＫＣｌ
洗涤脂肪和经过 ＫＣｌ洗涤脂肪 ３次后的 ＭＦＧＭ

蛋白的 ＳＤＳＰＡＧＥ图．可以看出，未经过 ＫＣｌ洗
涤脂肪分离的ＭＦＧＭ含有大量的酪蛋白，而经过
ＫＣｌ洗涤３次后的 ＭＦＧＭ的酪蛋白含量明显减
少．但是与ＭＦＧＭ结合较松的过碘酸稀夫Ⅲ（ＰＡＳ
Ⅲ）和过碘酸稀夫Ⅳ（ＰＡＳⅣ）经过 ＫＣｌ洗涤后含
量有所下降．因此，ＫＣｌ溶液洗涤３次比较合适．

图２是牦牛ＭＦＧＭ的透射电镜图（ＴＥＭ），可
以看出，ＭＦＧＭ片段是折叠的和无规则的，在
ＭＦＧＭ上还是结合了一部分酪蛋白胶束，虽然这
种结合看起来是简单的物理结合，但酪蛋白也有

可能与ＭＦＧＭ通过化学方法相互结合在一起．
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分离胶质量分数１５％，浓缩胶质量分数５％，ＭＦＧＭ蛋白分子质

量根据蛋白标准品 Ｍａｒｋｅｒ确定，根据 Ｍａｔｈｅｒ（２０００）报道的

ＭＦＧＭ蛋白名称来命名．１．黏蛋白；２．黄嘌呤脱氢酶；３．过碘酸

稀夫Ⅲ／Ⅳ；４．嗜乳脂蛋白；５．过碘酸稀夫６；６．过碘酸稀夫７．

图１　牦牛乳脂肪洗涤前后分离的ＭＦＧＭ
聚丙烯酰胺凝胶电泳图

图２　牦牛ＭＦＧＭ的透射电镜

２２　牦牛乳ＭＦＧＭ的基本组成
牦牛ＭＦＧＭ的基本化学组成见表１，主要由

蛋白质和脂类两大物质组成，其 ＭＦＧＭ（干基）蛋
白质质量分数为（０２７±００１）ｇ／ｇ，脂质为（０７０
±００５）ｇ／ｇ，这两种物质占 ＭＦＧＭ总质量分数的
９７２７％，这一结果与 Ｋａｎｎｏ和 Ｋｉｍ报道的牛奶
ＭＦＧＭ中的蛋白（２８％）和脂质（６４％）的质量分
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数基本一致［１１］．另外，牦牛奶 ＭＦＧＭ（干基）还含
有（０１０±００３）ｍｇ／ｇ的己糖、（０００５±００１０）
ｇ／ｇ的唾液酸和（０００６±００１０）ｇ／ｇ的灰分，其中
唾液酸是一族神经氨酸（ｎｅｕｒａｍｉｎｉｃａｃｉｄ）的衍生
物，在脑的发育和维护细胞膜、膜受体以及亚细胞

器的正常生理功能中起到重要作用［１２］．它参与细
胞表面的多种生理功能，促进婴儿的记忆力和智

力发育．大量的唾液酸存在于脑神经节苷酯中，也
有一些存在于外神经系组织和体液中．记忆形成
研究表明脑神经节苷酯中的唾液酸在信息的传递

和储藏方面起着关键的作用［１３］．另外，唾液酸是
构成细胞膜黏液素、糖蛋白和糖脂的主要成分．

表１　牦牛ＭＦＧＭ的基本化学组成

蛋白质

ｇ·ｇ－１
脂类

ｇ·ｇ－１
己糖

ｍｇ·ｇ－１
唾液酸

ｇ·ｇ－１
灰分

ｇ·ｇ－１

０２７±００１ ０７０±００５ ０１０±００３ ０００５±００１００００６±００１０

２３　牦牛ＭＦＧＭ蛋白的热稳定性
加热是奶加工过程中的一个很重要的环节，

有必要研究热对牦牛 ＭＦＧＭ蛋白稳定性的影响．
牦牛奶脂肪经ＫＣｌ洗涤１次后经不同温度加热后
分离的 ＭＦＧＭ蛋白的 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ见图３．可以
看出，当加热温度达６０℃时，ＭＦＧＭ蛋白特别是
黄嘌呤氧化酶（ＸＯ）、过碘酸稀夫６（ＰＡＳ６）和过
碘酸稀夫 ７（ＰＡＳ７）损失较大．过碘酸稀夫 ６
（ＰＡＳ６）和过碘酸稀夫７（ＰＡＳ７）似乎迁移进入乳清
中，但这种迁移机制至今不很清楚．可能是β－乳

球蛋白和牦牛ＭＦＧＭ的复杂性改变了膜的结构和
环境，导致 ＰＡＳ６和 ＰＡＳ７的迁移和损失［１４］．这种
相对较温和的温度导致牦牛ＭＦＧＭ蛋白的损失还
有待研究，然而，这种作用在４０℃就能发生，原因
可能是脂质相的熔点在大于４０℃后导致脂肪球表
面结构发生变化，使得ＭＦＧＭ蛋白损失［１５］．

从图３还可以看出，β－乳球蛋白在６０℃没
有损失，浓度反而有所增加，这主要是 β乳球蛋
白与ＭＦＧＭ发生了结合．该结合温度低于 β－乳
球蛋白的解链温度（７８℃），β－乳球蛋白与牦牛
奶ＭＦＧＭ结合的机制还不很清楚，但这里似乎存
在一些可能的途径．据牛奶 β－乳球蛋白与
ＭＦＧＭ结合的文献可以推断出牦牛奶 β－乳球蛋
白与牦牛 ＭＦＧＭ的结合可能通过巯基与二硫键
的相互结合，或许是通过直接竞争或 ＭＦＧＭ在加
热过程中被破坏，留下了空隙使乳清蛋白吸附到

新暴露的脂肪球表面而使得β－乳球蛋白的浓度
不断增加［１６－１７］．

同样，图３也显示了α－乳白蛋白在６０℃也与
牦牛ＭＦＧＭ发生了结合．也有一些关于牛奶中α－
乳白蛋白与ＭＦＧＭ结合的报道，这种结合的发生同
样可以用来推断牦牛奶α－乳白蛋白与牦牛ＭＦＧＭ
的结合也可能是通过巯基二硫键的相互作用，该结

合方式与β－乳球蛋白相似，但是牦牛奶中的酪蛋
白在整个加热过程中几乎没有发生变化［１８］．
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道１，２：对照组（未加热）；道３，４：加热温度４０℃；道５，６：加热温度５０℃；道７，８：加热温度６０℃；道９，１０：加热温度７０℃；

道１１，１２：加热温度８０℃．

图３　牦牛奶脂肪在不同加热温度下分离的ＭＦＧＭ的ＳＤＳＰＡＧＥ图

２４　牦牛ＭＦＧＭ的氨基酸组成
牦牛ＭＦＧＭ的氨基酸组成见表２，列出了牦

牛ＭＦＧＭ的１５种氨基酸质量分数．其中蛋白质
量分数最高的氨基酸是谷氨酸（２００１ｍｇ／ｇ），其
次是亮氨酸（１１０８ｍｇ／ｇ），紧接着是丝氨酸

（９６７ｍｇ／ｇ）、赖氨酸 （８２６ｍｇ／ｇ）等，牦牛
ＭＦＧＭ中 的 必 需 氨 基 酸 占 整 个 氨 基 酸 的
４９４８％．非必需氨基酸占 ５０５２％，两者之比接
近于１０，说明牦牛乳 ＭＦＧＭ蛋白氨基酸组成比
例较合理．
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表２　牦牛ＭＦＧＭ蛋白的氨基酸组成

氨基酸 ｗ／（ｍｇ·ｇ－１）

Ｔｈｒ ６６２
Ｓｅｒ ９６７
Ｇｌｕ ２００１
Ｇｌｙ ６２７
Ａｌａ ６５１
Ｃｙｓ ６３
Ｖａｌ ７１０
Ｉｌｅ ５０５
Ｌｅｕ １１０８
Ｔｙｒ ３８９
Ｐｈｅ ４４２
Ｌｙｓ ８２６
Ｈｉｓ ２７４
Ａｒｇ ４１０
Ｍｅｔ ３０６

３　结　论
１）采用物理方法对牦牛 ＭＦＧＭ进行分离，

ＫＣｌ溶液洗涤３次效果较好．透射电镜（ＴＥＭ）分
析表明，ＭＦＧＭ片段是折叠的和无规则的，在
ＭＦＧＭ上还是结合了一部分的酪蛋白胶束．
２）牦牛奶ＭＦＧＭ主要由蛋白质和脂类物质组

成，其ＭＦＧＭ蛋白质质量分数为（０２７±００１）ｇ／ｇ，
脂质为（０７０±００４）ｇ／ｇ，另外，牦牛ＭＦＧＭ还含有
（００９±００２）ｍｇ／ｇ的己糖、（０００５±００１０）ｇ／ｇ的
唾液酸和０００６±００１０ｇ／ｇ的灰分．
３）牦牛 ＭＦＧＭ 蛋白中的黄嘌呤氧化酶

（ＸＯ）、过碘酸稀夫 ６（ＰＡＳ６）和过碘酸稀夫 ７
（ＰＡＳ７）加热到６０℃损失较大．另外，β－乳球蛋
白和α－乳白蛋白在６０℃开始与牦牛 ＭＦＧＭ结
合，随着温度升高，结合量不断增加．
４）牦牛奶中主要的氨基酸是谷氨酸、亮氨

酸、丝氨酸、赖氨酸等，其中必需氨基酸占整个氨

基酸的４９４８％．
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