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水牛和奶牛乳脂肪球膜蛋白组成和功能性的比较
姬晓曦，马　 莺

（哈尔滨工业大学 化工与化学学院，哈尔滨 １５００９０）

摘　 要： 为比较不同乳源的乳脂肪球膜蛋白（ＭＦＧＭＰｓ）蛋白质组成、含量和功能差异，用 ｉＴＲＡＱ 技术对水牛和奶牛 ＭＦＧＭＰｓ
进行分离、比较．采用 Ｎａｎｏ⁃ＨＰＬＣ⁃ＭＳ 联合 Ｑ⁃Ｅｘａｃｔｉｖｅ 的方法，对 ＭＦＧＭＰｓ 进行分离和鉴定，共鉴定出 ＦＤＲ≤０．０１％的蛋白质

４２４ 个，差异极显著蛋白 １４６ 个，其中 ２ 倍（水牛 ／ 奶牛）上调蛋白 ２０ 个，下调蛋白 ２５ 个．水牛 ＭＦＧＭＰｓ 差异蛋白为磷酸钠溶质

载体蛋白和 γ－谷氨酰转肽酶，这两种蛋白具有载体和催化活性，为生物体的合成、代谢提供基本组分．奶牛 ＭＦＧＭＰｓ 差异蛋白

为黄嘌呤氧化还原酶和嗜乳脂蛋白，这两种蛋白属于结合蛋白，具有抑制肿瘤细胞的功能特性．结果表明，奶牛和水牛

ＭＦＧＭＰｓ中部分功能性蛋白在含量上存在一定的差异．
关键词： 奶牛；水牛；ＭＦＧＭＰｓ；蛋白质组；功能特性；ｉＴＲＡＱ
中图分类号： ＴＳ２５２．１ 文献标志码： Ａ 文章编号： ０３６７－６２３４（２０１７）０８－０１０４－０５

Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｆｏｒ
ｂｏｖｉｎｅ ａｎｄ ｂｕｆｆａｌｏ ＭＦＧＭＰｓ

ＪＩ Ｘｉａｏｘｉ， ＭＡ Ｙｉｎｇ

（Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ａｎｄ Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ， Ｈａｒｂｉｎ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， Ｈａｒｂｉｎ １５００９０， Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｔｈｅ ｉＴＲＡＱ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｓｅｐａｒａｔｅ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｍｉｌｋ ｆａｔ ｇｌｏｂｕｌｅ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ
（ＭＦＧＭＰｓ） ｆｒｏｍ ｂｏｖｉｎｅ ａｎｄ ｂｕｆｆａｌｏ ｍｉｌｋ ｔｏ ｃｏｍｐａｒｅ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｍｏｎｇ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ， ｃｏｎｔｅｎｔｓ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ
ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅｍ． ＭＦＧＭＰｓ ｗｅｒｅ ｓｅｐａｒａｔｅｄ ａｎｄ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ Ｎａｎｏ⁃ＨＰＬＣ ｔａｎｄｅｍ ＭＳ （ＭＳ ／ ＭＳ） ａｎａｌｙｓｉｓ ｃｏｕｐｌｅｄ
ｗｉｔｈ Ｑ⁃Ｅｘａｃｔｉｖｅ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ４２４ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ （ ＦＤＲ≤０． ０１％）． Ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ １４６
ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂｅｔｗｅｅｎ ＭＦＧＭＰｓ ｂｏｖｉｎｅ ａｎｄ ｂｕｆｆａｌｏ ｉｎ ｔｈｅｓｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ． Ａｍｏｎｇ ｔｈｅｓｅ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎｓ， ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ２０ ｕｐ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ ２５ ｄｏｗｎ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｂｙ ｔｗｏ ｔｉｍｅｓ （ ｂｕｆｆａｌｏ ／
ｂｏｖｉｎｅ）． Ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｓｏｄｉｕｍ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｓｏｌｕｔｅ ｃａｒｒｉｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ γ⁃ｇｌｕｔａｍｙｌ ｔｒａｎｓｐｅｐｔｉｄａｓｅ ａｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ ｂｕｆｆａｌｏ ＭＦＧＭＰｓ ｔｈａｎ ｉｎ ｂｏｖｉｎｅ ＭＦＧＭＰｓ． Ｔｈｅ ｔｗｏ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｐｏｓｓｅｓｓ ｃａｒｒｉｅｒｓ ａｎｄ ｃａｔａｌｙｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ， ａｎｄ
ｓｅｒｖｅ ａｓ ｔｈｅ ｂａｓｉｃ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ． Ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｘａｎｔｈｉｎｅ ｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅ ａｎｄ
ｂｕｔｙｒｏｐｈｉｌｉｎ ａｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ ｂｏｖｉｎｅ ＭＦＧＭＰｓ ｔｈａｎ ｉｎ ｂｕｆｆａｌｏ ＭＦＧＭＰｓ． Ｔｈｅ ｔｗｏ ｐｒｏｔｅｉｎｓ， ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ａｓ
ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ， ｃａｎ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｏｆ ｃｏｎｔｅｎｔ
ｅｘｉｓｔｅｄ ｉｎ ｓｏｍｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ＭＦＧＭＰｓ ｏｆ ｂｕｆｆａｌｏ ａｎｄ ｂｏｖｉｎｅ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： ｃｏｗ； ｂｕｆｆａｌｏ； ＭＦＧＭＰｓ； ｐｒｏｔｅｏｍｅ； ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ； ｉＴＲＡＱ

收稿日期： ２０１５－１１－１３
基金项目： 国家自然科学基金（３０８７１９５３）
作者简介： 姬晓曦（１９８３—），女，博士研究生；

马　 莺（１９６１—），女，教授，博士生导师
通信作者： 马　 莺，ｍａｙｉｎｇ＠ ｈｉｔ．ｅｄｕ．ｃｎ

　 　 乳脂肪球由乳腺上皮分泌细胞形成，先在细胞

内质网形成乳脂肪球前体，并从细胞质基质中穿过

形成小的脂肪液滴，然后由极性脂质和蛋白质组成

的非双分子层物质包裹起来，最终形成乳脂肪

球［１］，这层非双分子层物质， 即为乳脂肪球膜

（ＭＦＧＭ）．ＭＦＧＭ 由磷脂、鞘脂类、糖脂、胆固醇和蛋

白质组成［２］，具有抑制癌细胞［３］、治疗孤独症［４］、抗
菌［５］、抗黏附性［６］等功能．目前已分离并纯化出的奶

牛 ＭＦＧＭＰｓ 主要有黏蛋白、黄嘌呤氧化酶、嗜乳脂

蛋白、脂肪分化相关蛋白、脂肪酸结合蛋白等 ４０ 多

种蛋白质［７］ ．随着蛋白质组学技术的发展，人们对

ＭＦＧＭ 蛋白的组成和特性有了新的认识．近年来对

奶牛 ＭＦＧＭ 蛋白的研究较多，但是关于水牛 ＭＦＧＭ
蛋白的组成和特性的研究鲜有报道．

同位素相对和绝对定量标记（ｉＴＲＡＱ）技术是一

种在同位素亲和标记（ ｉＣＡＴ）技术的基础上发展起

来的，可同时标记 ８ 种蛋白质样品．该技术对样品的

氨基基团进行标记，经串联质谱分离后，通过查询数

据库对结果蛋白进行定性定量分析． ｉＴＲＡＱ 技术能

鉴定任何类型的蛋白，灵敏度高，对结果蛋白可定性

定量并分析其功能特性［８］ ．
近年来，ｉＴＲＡＱ 技术在蛋白质组学领域获得了

广泛的应用． Ｓｈｉ 等［９］ 用 ｉＴＲＡＱ 结合 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 的

方法，比较了非油性酿酒酵母和产油白色隐球酵母、



圆红冬孢酵母的不同脂质积累阶段的蛋白质组，生
长初期分离出 １３２ 个蛋白，中、后期分别分离出 １２２
个和 １１６ 个． Ｗｕ 等［１０］ 对 ＤＩＧＥ （荧光差异凝胶电

泳）、ｉＣＡＴ 和 ｉＴＲＡＱ 技术进行了比较．结果表明，
ｉＴＲＡＱ 技术可以鉴定出 ｉＣＡＴ 技术不能表达的蛋白

和超出 ＤＩＧＥ 技术使用范围的蛋白，且 ｉＴＲＡＱ 技术

具有分离鉴定的蛋白质种类更广、数量更多、灵敏度

更高、误差更小等优点［１１］ ．
本文采用 ｉＴＲＡＱ 联合液相色谱串联质谱技术

对奶牛和水牛 ＭＦＧＭ 蛋白质组进行混标、分离及精

确定量蛋白质组分，并通过数据库和分析软件，查
询、分析蛋白质组的详细信息，进一步讨论差异性蛋

白的生物学特性，目的是对奶牛和水牛 ＭＦＧＭＰｓ 组

成和特性进行深入了解，为 ＭＦＧＭＰｓ 的开发、利用

奠定基础．

１　 材料与方法

１．１　 主要仪器和试剂

仪器：ＴｒｉｐｐｌｅＴＯＦＴＭ５６００ 质谱仪（ＡＢ ＳＣＩＥＸ）、
ＡＫＴＡ Ｐｕｒｉｆｉｅｒ １００ 纯化仪（ＧＥ Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）、６００ Ｖ 电

泳仪（ＧＥ Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ ＥＰＳ６０１）．
药品：ｉＴＲＡＱ ８ 标试剂盒（ＡＢ ＳＣＩＥＸ）、ＢＣＡ 蛋

白定量试剂盒（Ｐｉｅｒｃｅ）、乙腈（Ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ），丙烯腈

（默克）、Ｃ１８ Ｃａｒｔｒｉｄｇｅ（６６８７２－Ｕ ｓｉｇｍａ）．
１．２　 样品采集

奶牛乳取自黑龙江省哈尔滨市牧场，水牛乳取

自广西壮族自治区水牛研究所．本实验奶样为 ５０ ～
８０ 头不同泌乳期的牛乳混合样．样品取出后 １２ ｈ 内

送入实验室进行分离实验．
１．３　 ＭＦＧＭＰｓ 的分离和蛋白含量的测定

参照 Ｐｉｓａｎｕ 等［１２］ 方法用酸沉将酪乳中的

ＭＦＧＭＰｓ 沉淀，高速离心分离出来，冻干备用． 用
ＢＣＡ 蛋白质定量试剂盒测定样品中的蛋白质浓度．
１．４　 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳分离 ＭＦＧＭ 样品

取过滤后的样品，加入上样缓冲液（样品 ∶ 缓

冲液＝ ５ ∶ １ （ｖ ／ ｖ）），沸水浴后高速短时离心，取上

清进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳分离（１４ ｍＡ×９０ ｍｉｎ），分离

胶片进行考马斯亮蓝染色．
１．５　 联合纳升液相色谱和串联质谱分析

１．５．１　 酶解、肽段定量及标记

样品加入 ＤＴＴ，沸水浴．冷却后依次加入尿素缓

冲液、ＵＡ 缓冲液和 ＩＡＡ 溶液，离心．依次加入尿素缓

冲液和溶解缓冲液，离心后振荡．静置过夜后离心，
ＯＤ２８０ 肽段定量［１３］ ．根据 ｉＴＲＡＱ ８ 标试剂盒说明书

对样品进行标记，奶牛和水牛样品分别被标记为

１１３ 和 １１５．

１．５．２　 毛细管高效液相色谱和质谱分析

采用纳升流速 ＨＰＬＣ 液相系统 Ｅａｓｙ Ｎａｎｏ⁃ＬＣ
分离．色谱柱以 ９５％的缓冲液 Ａ（０．１％甲酸水溶液）
平衡，样品富集到上样柱 （２ ｃｍ × １００ μｍ，５ μｍ⁃
Ｃ１８），再经过分析柱（７５ μｍ×１００ ｍｍ，３ μｍ⁃Ｃ１８）分
离肽段．在质荷比为 ３００～１８００ ｍ ／ ｚ 进行 １ 次全扫描

的质谱分析，检测正离子，时长 ２４０ ｍｉｎ．
１．５．３　 数据分析

采用 Ｐｒｏｔｅｏｍｅ Ｄｉｓｃｏｖｅｒｅｒ １．４ 和 Ｍａｓｃｏｔ ２．２ 对肽

段报告离子峰强度值进行定量分析． 用数据库

ｕｎｉｐｒｏｔ＿ｃｅｔａｒｔｉｏｄａｃｔｙｌａ．ｆａｓｔａ 查询蛋白质组的信息．

２　 结果与讨论

２．１　 蛋白质定量及 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳分离

采用 ＢＣＡ 试剂盒测定奶牛和水牛 ＭＦＧＭＰｓ 浓

度分别为 １０．８ μｇ ／ μＬ 和 ３．１３ μｇ ／ μＬ．ＭＦＧＭＰｓ 样品

的 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分离如图 １ 所示．图 １ 中 Ａ 为奶牛

ＭＦＧＭ 蛋白，Ｂ 为水牛 ＭＦＧＭ 蛋白．
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图 １　 奶牛和水牛 ＭＦＧＭ 蛋白样品的 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分离

Ｆｉｇ．１　 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ ｏｆ ＭＦＧＭＰｓ ｆｒｏｍ ｂｏｖｉｎｅ ａｎｄ ｂｕｆｆａｌｏ

由 图 １ 可 见， 奶 牛 和 水 牛 ＭＦＧＭＰｓ 在

９７．４－６６．２ ｋＤａ和 ３５．０－２０．１ ｋＤａ 两个区段条带数目

有明显的差异，在 ６６．２－４３．０ ｋＤａ 和 １５．０－１４．４ ｋＤａ
两个区段条带深浅有明显差异．说明两组样品的蛋

白质在种类和含量上均存在差异，在进一步研究中，
采用二维色谱和质谱联用技术对 ＭＦＧＭＰｓ 的组成

及相对含量进行分离和鉴定的进一步分析．
２．２　 奶牛和水牛乳脂肪球膜蛋白质组的生物信息

奶牛和水牛 ＭＦＧＭＰｓ 经质谱分析和数据分析

共定量鉴定出奶牛 ＭＦＧＭＰｓ 为 ４２４ 个，水牛为 ４２２
个．Ｍａ［１４］采用无标记法定量测定出奶牛 ＭＦＧＭＰｓ
为 ４６０ 个，水牛为 ３３０ 个．本研究测定出的蛋白质有

４０７ 个具有功能性．对于蛋白质功能性的分类参照基

因本体（ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ，ＧＯ）的方法进行［１５］（图 ２），涵
盖生物学的 ３ 个方面：即分子功能、细胞组分和生物

过程．
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从图 ２ 的结果可以看出，具有催化活性和蛋白

质结合功能的蛋白最多，其次为核苷酸结合域；
４６．４６％的蛋白质参与了生物代谢过程，其次是应激

反应和生物过程调节；分别有 ４３．４０％和 ４２．６９％的

蛋白质处在细胞膜和细胞质中．
在水牛 ＭＦＧＭＰｓ 中未检出开创性核糖核酸酶

和 Ｕｎｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ（ＡＣ：Ｆ１ＭＬ８３）．前者处在

胞外基质，具有酶催化活性，参与生物体代谢过程；
后者在细胞膜上．核糖核酸酶作为一种核酸水解酶

模型蛋白常被应用在分子生物学中［１６］，与生物的器

官生成、宿主防御机制、控制肿瘤血管生成、杀灭肿

瘤细胞和抑制病毒复制等［１７］ 有关．牛乳开创性核糖

核酸酶是 ＲＮａｓｅＡ 的同系物，具有特异性抗肿瘤、无
精子生成和免疫抑制力活性［１８］ ．
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图 ２　 奶牛和水牛 ＭＦＧＭＰｓ 的 ＧＯ 功能分类

Ｆｉｇ．２　 Ｔｈｅ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＧＯ ｆｏｒ ＭＦＧＭＰｓ ｏｆ ｂｏｖｉｎｅ ａｎｄ ｂｕｆｆａｌｏ

２．３　 奶牛和水牛乳脂肪球膜蛋白质显著差异蛋白

功能活性分析

　 　 对奶牛和水牛 ＭＦＧＭ 蛋白质组中 １４６ 个蛋白

含量差异极显著蛋白质的 ＧＯ 功能进行分析归类，
结果如图 ３ 所示．

具有蛋白质结合和催化活性的蛋白质最多；大
部分的蛋白质处在膜上；参与的生物过程最多为代

谢过程．图 ３ 的结果与图 ２ 几乎完全一致，说明差异

显著性蛋白表现出的功能特性和生物功能可以代表

已鉴定蛋白的功能特性．
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图 ３　 奶牛和水牛 ＭＦＧＭ 差异显著蛋白 ＧＯ 功能分类

Ｆｉｇ．３　 Ｔｈｅ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＧＯ ｆｏｒ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ＭＦＧＭＰｓ ｏｆ ｂｏｖｉｎｅ ａｎｄ ｂｕｆｆａｌｏ

２．４　 奶牛和水牛乳脂肪球膜蛋白显著差异蛋白的比较

为表征奶牛和水牛 ＭＦＧＭＰｓ 之间的差异表达，
以奶牛 ＭＦＧＭＰｓ 为内参对鉴定出的蛋白质分析比

对，得到差异极显著（ｐ≤０．０１）蛋白 １４６ 个．在这些

蛋白中以 ２ 倍（水牛 ／奶牛）蛋白质相对含量的比值

为限定标准，确定上调和下调蛋白质的组成，统计结

果见表 １．
由表 １ 可见，在 １４７ 个差异蛋白中共得出上调

蛋白 ２０ 个，下调蛋白 ２５ 个．在上调蛋白中，水牛

ＭＦＧＭＰｓ 中的磷酸钠溶质载体和 γ－谷氨酰转肽酶
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（ＧＧＴ）显著地高于牛乳．上调蛋白中有 ７ 个蛋白属

于结合蛋白；处在膜上的蛋白有 １４ 个；参与生物体

转运、代谢过程和应激反应作用的蛋白各有 ７ 个．和

奶牛相比，水牛 ＭＦＧＭＰｓ 具有更多的载体活性和催

化活性，参与生物体的转运过程，为生物体内的合

成、代谢供应必要的成分．

表 １　 奶牛和水牛 ＭＦＧＭＰｓ 中的差异蛋白

Ｔａｂ．１　 Ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ ＭＦＧＭＰｓ ｆｒｏｍ ｂｏｖｉｎｅ ａｎｄ ｂｕｆｆａｌｏ

上调蛋白 下调蛋白

蛋白质名称 水牛 ／ 奶牛 ｐ 值 蛋白质名称 水牛 ／ 奶牛 ｐ 值

磷酸钠溶质载体家族 ３４ 成员 ２ ８．３７ ０ 黄嘌呤氧化还原酶 ０．０３ ０
γ－谷氨酰转肽酶 ８．１６ ０．００２ ８ 糖蛋白 ２ ０．１０ ０

黄嘌呤脱氢酶 ／ 氧化酶 ５．９２ ０ 糖基化依赖性细胞黏附分子 ０．１２ ０．０００ ３
嗜乳脂蛋白 ４．９６ ０．０００ ９ Ｕｎｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ０．１３ ０

磷脂促翻转酶 ４．１４ ０．０００ ５ Ｕｎｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ０．１４ ０
Ｕｎｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ３．９５ ０．００４ ３ 多聚酶免疫球蛋白受体蛋白 ０．１７ ０

单核细胞分化抗原蛋白 ＣＤ１４ ３．７１ ０ 免疫球蛋白轻链 Ｋ 基因蛋白 ０．１９ ０．０００ ２
钠 ／ 葡萄糖协同转运蛋白 ３．３８ ０．００１ ６ 嗜乳脂蛋白 ０．２０ ０

乳凝集素 ２．８４ ０ 钙离子结合蛋白 ０．２０ ０．０００ ４
Ｌ 乳酸脱氢酶 ２．７９ ０．０００ ８ 假定的非典型蛋白 ０．２０ ０

突触相关膜蛋白 ２．５２ ０ ＣＤ９ 抗原 ０．２１ ０．０００ １
心肌型脂肪酸结合蛋白 ２．３５ ０ 主过敏原 β－乳球蛋白 ０．２２ ０．００６ ３

突出融合蛋白 ２．２６ ０．００１ ９ Ｕｎｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ０．２２ ０
ＬＯＣ１００５２２２１４ ２．２１ ０ 免疫球蛋白类 λ－多肽 １ ０．２５ ０
上皮细胞黏蛋白 ２．２１ ０．０００ ３ 组蛋白 Ｈ３ ０．２５ ０

Ｕｎｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ２．１６ ０．００３ ８ β－２－微球蛋白 ０．２８ ０．００５ ７
囊泡相关膜蛋白 ２．１５ ０ 乳铁蛋白 ０．２９ ０．００１ ５
基础免疫球蛋白 ２．１５ ０．００３ ０ 抗菌肽－１ ０．３３ ０．０００ ４

鸟嘌呤核苷酸结合蛋白 ２．０７ ０．０００ １ 组蛋白 Ｈ２Ａ，２Ｃ 型 ０．３３ ０．００２ ４
脂肪细胞分化相关蛋白 ２．０４ ０．００５ ６ 组蛋白 Ｈ４ 抗体 ０．３４ ０．０００ １

载脂蛋白 Ｅ ０．４１ ０．０００ １
Ｃ３ 补体蛋白 ０．４２ ０

组蛋白 Ｈ２Ｂ 抗体 ０．４５ ０
丛生蛋白 ０．４７ ０．００２ ６

类 ＡＴＰ 合成酶蛋白脂质 Ｐ２ ０．５０ ０

　 　 在下调蛋白中，黄嘌呤氧化还原酶（ＸＯＲ）、糖
蛋白 ２ （ ＧＰ － ２）、糖基化依赖性细胞黏附分子 １
（ＧｌｙＣＡＭ－１）在奶牛 ＭＦＧＭＰｓ 中的含量显著地高于

水牛乳，其中 ＸＯＲ 含量是水牛乳的 ３５ 倍；奶牛

ＭＦＧＭＰｓ 中有 １５ 种蛋白的含量超过水牛的 ４ 倍．下
调蛋白中主要是结合蛋白；处在膜上的蛋白有 １２
个，在胞外基质中的有 １１ 个；参与代谢过程的蛋白

有 １１ 个具有细胞识别、信号传导、抑制肿瘤细胞的

功能特性．
磷酸钠溶质载体蛋白是载体蛋白中专一性转运

磷酸钠溶质的一种蛋白．载体蛋白可以高特异性的

结合水溶性小分子，渗透并穿过细胞膜的脂质层，将
承载物质转移到细胞当中［１９］ ．ＧＧＴ 是生物体内参与

谷胱甘肽代谢的关键酶之一，是催化转移 Ｌ－γ－谷
氨酰基的特异性酶，与脂代谢紊乱、糖代谢异常、高
血压和肥胖等呈正相关［２０］ ．

ＸＯＲ 是一种在细胞质基质内普遍存在的复合

体黄素钼蛋白，可以控制将黄嘌呤转化为尿酸的嘌

呤分解代谢的速率，在 ＤＮＡ 降解、核酸合成和能量

需求反应中发挥重要的作用［２１］ ． Ｌｉｎｄｅｒ 等［２２］ 发现

ＸＯＲ 与低分化肿瘤和 ｐ５３ 异常表达有关，与浆液性

卵巢癌患者的预后不良有关是分泌选择素 Ｌ 的配

体，可以刺激 β２ 黏合素通路与 ＧｌｙＣＡＭ－１ 结合，具
有参与细胞识别、信号传导、诱导白细胞黏附等生物

学功能，并参与到生物体免疫反应、炎症应激等过程

中［２３］ ．ＧＰ－２ 是通过糖苷键链接羟基或酰胺基形成

共价键而成的一种结合蛋白，其中 Ｎ－糖苷键蛋白具

备多种生物功能，并参与到很多细胞与细胞、细胞与

基质之间相互作用的生物过程中［２４］ ．由于细菌、病
毒对宿主细胞膜上某种特殊的糖链有专一识别和结

合作用，因此糖蛋白中的糖链起到了阻挡和防御微

生物入侵细胞的作用［２５］ ．

３　 结　 论

１）利用 ｉＴＲＡＱ 技术比较奶牛和水牛 ＭＦＧＭＰｓ
的成分、含量及功能特性．将奶牛和水牛 ＭＦＧＭＰｓ 样
品分别标记为 １１３ 和 １１５，采用 Ｎａｎｏ⁃ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ
系统对样品进行分离、鉴定，通过数据库查询蛋白质

信息，并进行分析、比较．
２） 在水牛和奶牛 ＭＦＧＭＰｓ 中共鉴定鉴定出

４２４ 个蛋白质，其中差异极显著蛋白有 １４６ 个，２ 倍

上调蛋白和下调蛋白分别有 ２０ 个和 ２５ 个（水牛 ／奶
牛）．显著差异蛋白大部分在细胞膜上，具备催化活

性和蛋白质结合功能，参与生物体的代谢过程．
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３）水牛 ＭＦＧＭＰｓ 具有更多的载体活性和催化活

性为生物体内的合成、代谢供应必要的成分．奶牛

ＭＦＧＭＰｓ 主要表现为蛋白质结合特性，具有细胞识

别、信号传导、抑制肿瘤细胞的功能特性．奶牛和水牛

ＭＦＧＭＰｓ 具备的功能特性大部分有益于生物体的代

谢调节和免疫功能，并可在一定程度上抑制肿瘤细胞

的生长繁殖，具有一定的生物利用价值和药用前景．
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ｍｏｄｕｌａｔｅｄ ｂｙ ｌａｃｔａｔｉｏｎ ｓｔａｇｅ［Ｊ］ ． Ｆｏｏｄ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ， ２０１４， １４５（４）：
５６２－５７０． ＤＯＩ： １０．１０１６ ／ ｊ．ｆｏｏｄｃｈｅｍ．２０１３．０８．０７７．

［３］ ＳＰＩＴＳＢＥＲＧ Ｖ Ｌ． Ｉｎｖｉｔｅｄ ｒｅｖｉｅｗ： Ｂｏｖｉｎｅ ｍｉｌｋ ｆａｔ ｇｌｏｂｕｌｅ ｍｅｍｂｒａｎｅ
ａｓ ａ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｎｕｔｒａｃｅｕｔｉｃａｌ ［ Ｊ］． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｄａｉｒｙ Ｓｃｉｅｎｃｅ， ２００５，
８８（７）： ２２８９－２２９４． ＤＯＩ： １０．３１６８ ／ ｊｄｓ．Ｓ００２２－０３０２（０５）７２９０６－４．

［４］ ＰＡＲＤＯ Ｃ Ａ， ＶＡＲＧＡＳ Ｄ Ｌ， ＺＩＭＭＥＲＭＡＮ Ａ Ｗ． Ｉｍｍｕｎｉｔｙ，
ｎｅｕｒｏｇｌｉａ ａｎｄ ｎｅｕｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎ ａｕｔｉｓｍ ［ Ｊ ］ ． Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ
Ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ Ｐｓｙｃｈｉａｔｒｙ， ２００９， １７（６）： ４８５－ ４９５． ＤＯＩ： １０． １０８０ ／
０２６４６８３０５００３８１９３０．

［５］ ＨＡＲＲＩＳＯＮ Ｒ． Ｍｉｌｋ ｘａｎｔｈｉｎｅ ｏｘｉｄａｓｅ： ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ａｎｄ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｒｏｌｅｓ ［Ｊ］ ． Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｄａｉｒｙ Ｊｏｕｒｎａｌ， ２００６， １６（６）： ５４６ － ５５４．
ＤＯＩ： １０．１０１６ ／ ｊ．ｉｄａｉｒｙｊ．２００５．０８．０１６．

［６］ ＭＡＲＴＩＮ Ｈ Ｍ， ＨＡＮＣＯＣＫ Ｊ Ｔ， ＳＡＬＩＳＢＵＲＹ Ｖ， ｅｔ ａｌ． Ｒｏｌｅ ｏｆ
ｘａｎｔｈｉｎｅ ｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅ ａｓ ａｎ ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ａｇｅｎｔ ［ Ｊ］ ． Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ＆
Ｉｍｍｕｎｉｔｙ， ２００４， ７２（９）： ４９３３－ ４９３９． ＤＯＩ： １０． １１２８ ／ ＩＡＩ． ７２． ９．
４９３３－４９３９．２００４．

［７］ ＭＡＴＨＥＲ Ｉ Ｈ． Ａ ｒｅｖｉｅｗ ａｎｄ ｐｒｏｐｏｓｅｄ ｎｏｍｅｎｃｌａｔｕｒｅ ｆｏｒ ｍａｊｏｒ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｌｋ⁃ｆａｔ ｇｌｏｂｕｌｅ ｍｅｍｂｒａｎｅ ［ Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｄａｉｒｙ
Ｓｃｉｅｎｃｅ， ２０００， ８３（２）： ２０３－２４７． ＤＯＩ： １０．３１６８ ／ ｊｄｓ．Ｓ００２２－０３０２
（００）７４８７０－３．

［８］ ＭＥＲＴＩＮＳ Ｐ， ＵＤＥＳＨＩ Ｎ Ｄ， ＣＬＡＵＳＥＲ Ｋ Ｒ， ｅｔ ａｌ． ｉＴＲＡＱ ｌａｂｅｌｉｎｇ
ｉｓ ｓｕｐｅｒｉｏｒ ｔｏ ｍＴＲＡＱ ｆｏｒ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｇｌｏｂａｌ ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ ａｎｄ
ｐｈｏｓｐｈｏｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ ［ Ｊ ］ ． Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ， ２０１２， １１ （ ６ ）：
１３７７－１３９１． ＤＯＩ： １０．１０７４ ／ ｍｃｐ．Ｍ１１１．０１４４２３．

［９］ ＳＨＩ Ｊｉａｈｕａ， ＦＥＮＧ Ｈｕｉｘｉｎｇ， ＬＥＥ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ
ｐｒｏｆｉｌｅ ｏｆ ｌｉｐｉｄ⁃ｃｕｍｕｌａｔｉｎｇ ｏｌｅａｇｉｎｏｕｓ ｙｅａｓｔ： ａｎ ｉＴＲＡＱ⁃ｃｏｕｐｌｅｄ ２－Ｄ
ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ ａｎａｌｙｓｉｓ ［Ｊ］ ． ＰＬｏＳ Ｏｎｅ， ２０１３， ８（１２）： ｅ８５５３２． ＤＯＩ：
１０．１３７１ ／ ｊｏｕｒｎａｌ．ｐｏｎｅ．００８５５３２．

［１０］ＷＵ Ｗ Ｗ， ＷＡＮＧ Ｇ Ｈ， ＢＡＥＫ Ｓ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ｓｔｕｄｙ ｏｆ
ｔｈｒｅｅ ｐｒｏｔｅｏｍｉｃ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｍｅｔｈｏｄｓ， ＤＩＧＥ， ｃＩＣＡＴ， ａｎｄ ｉＴＲＡＱ，
ｕｓｉｎｇ ２Ｄ ｇｅｌ⁃ｏｒ ＬＣ⁃ＭＡＬＤＩ ＴＯＦ ／ ＴＯＦ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｐｒｏｔｅｏｍｅ Ｒｅｓ， ２００６，
５（３）： ６５１－６５８． ＤＯＩ： １０．１０２１ ／ ｐｒ０５０４０５ｏ．

［１１］ＭＥＲＴＩＮＳ Ｐ， ＵＤＥＳＨＩ Ｎ Ｄ， ＣＬＡＵＳＥＲ Ｋ Ｒ， ｅｔ ａｌ． ｉＴＲＡＱ ｌａｂｅｌｉｎｇ
ｉｓ ｓｕｐｅｒｉｏｒ ｔｏ ｍＴＲＡＱ ｆｏｒ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｇｌｏｂａｌ ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ ａｎｄ
ｐｈｏｓｐｈｏｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ ［ Ｊ ］． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ＆ Ｃｅｌｌｕｌａｒ Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ Ｍｃｐ，
２０１２， １１（６）： １３７７－１３９１． ＤＯＩ： １０．１０７４ ／ ｍｃｐ．Ｍ１１１．０１４４２３．

［１２］ＰＩＳＡＮＵ Ｓ， ＧＨＩＳＡＵＲＡ Ｓ， ＰＡＧＮＯＺＺＩ Ｄ， ｅｔ ａｌ． Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ
ｏｆ ｓｈｅｅｐ ｍｉｌｋ ｆａｔ ｇｌｏｂｕｌｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｂｙ ｔｗｏ⁃ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ
ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ／ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ａｎｄ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ
ｍａｐ［Ｊ］ ． Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｄａｉｒｙ Ｊｏｕｒｎａｌ， ２０１２， ２４（２）： ７８－８６． ＤＯＩ：
１０．１０１６ ／ ｊ．ｉｄａｉｒｙｊ．２０１１．０５．００９．

［１３］ ＷＩＳＮＩＥＷＳＫＩ Ｊ， ＺＯＵＧＭＡＮ Ａ， ＮＡＧＡＲＡＪ Ｎ， ｅｔ ａｌ． Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ
ｓａｍｐｌｅ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｐｒｏｔｅｏｍｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ［ Ｊ ］ ． Ｎａｔｕｒｅ
Ｍｅｔｈｏｄｓ， ２００９， ６（５）： ３５９－３６２． ＤＯＩ： １０．１０３８ ／ ｎｍｅｔｈ．１３２２．

［１４］ＭＡ Ｌｕ． Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ｉｎ ｍｉｌｋ ｆｒｏｍ
Ｈｏｌｓｔｅｉｎ ｃｏｗ，ｂｕｆｆａｌｏ，ｙａｋ，Ｊｅｒｓｅｙ ｃａｔｔｌｅ，ｇｏａｔ，ｃａｍｅｌ ａｎｄ ｈｏｒｓｅ［Ｄ］．
Ｈｏｈｈｏｔ： Ｉｎｎｅｒ Ｍｏｎｇｏｌｉａ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔ， ２０１４．

［１５］ ＣＯＮＳＯＲＴＩＵＭ Ｇ Ｏ． Ｃｒｅａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ ｒｅｓｏｕｒｃｅ： ｄｅｓｉｇｎ
ａｎｄ ｉｍｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｇｅｎｏｍｅ Ｒｅｓｅａｒｃｈ， ２００１， １１（８）： １４２５－
１４３３．ＤＯＩ： １０．１１０１ ／ ｇｒ．１８０８０１．

［１６］ＱＩＡＮ Ｍｉｎ， ＬＩ Ｇｕａｎｒｏｎｇ， ＬＵ Ｃｈｅｎｇ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｎ
ｒｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅｓ［Ｊ］ ． Ａｃｔａ Ｓｅｒｉｃｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａ， ２００４， ３０（２）： １８５－
１９０． ＤＯＩ： １０．３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．０２５７－４７９９．２００４．０２．０１４．

［１７］ ＬＩＵ Ｊｕｎ， ＸＵＥ Ｃａｉｆａｎｇ． Ａｄｖａｎｃｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｆ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ
ｒｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅｓ ［ Ｊ ］ ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｂｕｌｌｅｔｉｎ ｏｆ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ， ２００２，
１４（３）： １３９－１４０． ＤＯＩ：１０．３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１００４－０３７４．２００２．０３．００３．

［１８］ＫＩＭ Ｊ Ｓ， ＳＯＵＣＥＫ Ｊ， ＭＡＴＯＵＳＥＫ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｔｈｅ
ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｍｉｎａｌ ｒｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅ ［ Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ， １９９５， ２７０（ １８）： １０５２５－ １０５３０． ＤＯＩ： １０．
１０７４ ／ ｊｂｃ．２７０．１８．１０５２５．

［１９］ＰＡＬＭＩＥＲＩ Ｆ． Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ ｃａｒｒｉｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆａｍｉｌｙ［ Ｊ］ ．
Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ， ２０１３， １４９－ １５８． ＤＯＩ： １０．
１０１６ ／ Ｂ９７８－０－１２－３７８６３０－２．００１４９－３．

［２０］ＳＡＥＬＹ Ｃ Ｈ， ＶＯＮＢＡＮＫ Ａ， ＲＥＩＮ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ａｌａｎｉｎｅ ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ
ａｎｄ ｇａｍｍａ⁃ｇｌｕｔａｍｙｌ ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ａｒｅ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ
ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｂｕｔ ｎｏｔ ｗｉｔｈ ａｎｇｉｏｇｒａｐｈｉｃａｌｌｙ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｃｏｒｏｎａｒｙ
ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ［Ｊ］． Ｃｌｉｎｉｃａ Ｃｈｉｍｉｃａ Ａｃｔａ， ２００８， ３９７（１／ ２）： ８２－８６．
ＤＯＩ： １０．１０１６／ ｊ．ｃｃａ．２００８．０７．０２４．

［２１］ＡＧＡＲＷＡＬ Ａ， ＢＡＮＥＲＪＥＥ Ａ， ＢＡＮＥＲＪＥＥ Ｕ Ｃ． Ｘａｎｔｈｉｎｅ
ｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅ： ａ ｊｏｕｒｎｅｙ ｆｒｏｍ ｐｕｒｉｎｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｔｏ ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ
ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ⁃ｃｏｎｔｒａｃｔｉｏｎ ｃｏｕｐｌｉｎｇ ［ Ｊ ］ ． Ｃｒｉｔｉｃａｌ Ｒｅｖｉｅｗｓ ｉｎ
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， ２０１１， ３１（３）： ２６４－８０． ＤＯＩ： １０．３１０９ ／ ０７３８８５５１．
２０１０．５２７８２３．

［２２］ ＬＩＮＤＥＲ Ｎ， Ｂ ＴＺＯＷ Ｒ， ＬＡＳＳＵＳ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｘａｎｔｈｉｎｅ
ｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅ （ ＸＯＲ） ｉｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ａ ｗｏｒｓｅ ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ ｉｎ
ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｓｅｒｏｕｓ ｏｖａｒｉａｎ ｃａｒｃｉｎｏｍａ［ Ｊ］ ． Ｇｙｎｅｃｏｌｏｇｉｃ Ｏｎｃｏｌｏｇｙ，
２０１２， １２４（２）： ３１１－３１８． ＤＯＩ：１０．１０１６ ／ ｊ．ｙｇｙｎｏ．２０１１．１０．０２６．

［２３］ＬＩ Ｊｉｎｇ， ＷＡＮＧ Ｈｏｎｇｍｅｉ， ＷＡＮＧ Ｃｈａｎｇｆａ， ｅｔ ａｌ． Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
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