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不同等电点沉淀法和超速离心法提取牛奶 
乳清蛋白的双向电泳分析
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摘  要：为探索牛奶乳清蛋白提取的最适方法，以生鲜荷斯坦牛奶为对象，采用不同等电点（pH 4.6和pH 4.8）
沉淀法和超速离心法提取牛奶乳清蛋白样品，并对提取效果进行双向凝胶电泳（two-dimensional electrophoresis，
2-DE）图谱分析。依据凝胶图谱上蛋白斑点比较图谱质量，采用PDQuest 8.0凝胶图像分析软件进行凝胶图谱分

析。结果显示：2 种方法均能有效提取牛奶乳清蛋白，且获得的2-DE凝胶图谱背景清晰、蛋白点个体独立、无明显

的拖尾现象，且重复性强，但都存在一定的酪蛋白残留。与超速离心法相比，pH 4.6沉淀法和pH 4.8沉淀法提取乳

清蛋白的2-DE凝胶图谱可检测到较多的蛋白质斑点。pH 4.6沉淀法提取乳清蛋白制备的2-DE凝胶图谱中蛋白点的表

达丰度略高于pH 4.8沉淀法。研究表明：pH 4.6沉淀法提取乳清蛋白制备2-DE凝胶图谱略优于pH 4.8沉淀法和超速

离心法。但2 种等电点沉淀法和超速离心法都可有效去除牛奶中的高丰度酪蛋白，提高低丰度蛋白的检出敏感性。
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Abstract: The objective of this study was to investigate the effect of extraction methods on two-dimensional electrophoresis (2-
DE) maps of whey proteome in cow milk and to explore an optimal extraction method. Samples were extracted from cow milk 
by different isoelectric precipitations and ultracentrifugation methods. 2-DE maps were analyzed by PDQuest 8.0 software. The 
results of 2-DE maps showed that milk whey protein could be effectively extracted by the above methods with less background, 
no significant strips and good repeatability. However, there were still some residual caseins appearing in each map. 2-DE maps 
of whey protein refined by isoelectric precipitations were relatively informative when compared with the gel maps obtained by 
ultracentrifugation. Moreover, the richness of different whey proteins in various maps extracted by adjusting pH to 4.6 as isoelectric 
point was slightly higher than adjusting pH to 4.8. The results indicated that adjusting pH to 4.6 as isoelectric point to extract whey 
protein had some advantages than adjusting pH to 4.8 and ultracentrifugation. However, all the methods used in this study could 
effectively remove high abundant casein to improve the detection sensitivity of low abundance proteins.
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双向凝胶电泳（two-dimensional electrophoresis，
2-DE）技术以其具有高通过量、微量分析与制备等性

能仍是目前蛋白质组学研究中的核心技术之一 [1-3]。分

离获得全面、高分辨率的蛋白图谱是提高2-DE蛋白质

组学研究信息完整性的重要步骤。其中蛋白质样品的

制备是2-DE技术中的关键步骤，是蛋白质分离与鉴定

的基础[4-5]。由于蛋白质样品的多样性及2-DE操作的复杂

性，需要不断的摸索以寻求不同蛋白样品2-DE的最适实

验技术。

乳清蛋白是牛奶乳清中的主要成分，其功能性蛋白

含量高、必需氨基酸种类齐全且生物利用效价高 [6-7]。

但乳清蛋白经复杂的遗传变异和丰富的翻译修饰后变得

非常复杂，且与酪蛋白相比，其相对含量较低且稳定性

较差[8-9]。因此，可采用蛋白质组学技术研究牛奶乳清蛋

白，以从蛋白质组整体水平研究不同的生理、病理及环

境因素等对乳清蛋白的影响。近年来，有关乳清蛋白质

作为奶牛乳房炎、不同泌乳阶段和不同物种间等表征性物

质的蛋白质组学研究报道日益增多[10-12]。然而，由于牛奶

中存在多种高丰度蛋白（如酪蛋白）以及脂类、乳糖、灰

分等[13]，会干扰周围低丰度蛋白的表达与鉴别[14-15]，同时

会降低电泳结果的重复性和分辨率。如何尽量减少或避

免高丰度蛋白及其他成分对乳清蛋白表达的影响成为牛

奶乳清蛋白质组学研究的关键步骤之一。

选择合适的、操作步骤简便的蛋白质样品制备方法

是获得较多有效蛋白点、原有组分变化小、重复性高

2-DE凝胶图谱的关键。但目前尚没有一种方法适用于各

种蛋白样品的制备。用于动植物的体液、组织、细胞等

蛋白质样品制备的沉淀方法多样，有丙酮沉淀法、三氟

乙酸沉淀法、三氟乙酸-丙酮沉淀法、Trizol试剂沉淀法

等[16]，其中提取牛奶乳清蛋白样品常用且较为简便的方

法主要有pH 4.6和pH 4.8 2 种不同等电点沉淀法及超速离

心法[17-20]。

因此，本实验采用不同等电点沉淀酪蛋白（pH 4.6
和pH 4.8）和超速离心2 种常用方法对牛奶中乳清蛋白

进行提取，并对其2-DE凝胶图谱效果进行分析，拟对

不同牛奶乳清蛋白常用提取方法的提取效果进行比较分

析，以期为今后乳清蛋白质组学的研究提供简便、有效

的技术手段。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

样品采集于北京市周边牧场，奶牛采用全混合日粮

方式饲喂，每天饲喂2 次，自由饮水，早晚挤奶2 次。奶

样为采自于4 ℃奶罐中的健康奶牛的混合乳样，冷藏带回

实验室，立即进行乳清蛋白样品提取处理。

17 cm固相非线性IPG预制胶条（pH 4～7）、IPG 
Buffer pH 3～10 美国Bio-Rad公司；3-3-胆酰胺丙基-
二甲氨基-1-丙磺酸（3-[(3-cholamidopropyl)dimethyl-
ammonio]-1-propanesulfonate，CHAPS）和矿物油、甘

油、尿素、二硫苏糖醇（dithiothreitol，DTT）、甲叉双

丙烯酰胺、丙烯酰胺、甘氨酸、考马斯亮蓝G-250、十二

烷基硫酸钠（sodium dodecyl sulfate，SDS）、过硫酸铵

（ammonium persulfate，AP）和低熔点琼脂糖 美国

Amresco公司；碘乙酰胺 美国Sigma公司；其他试剂均

为国产分析纯。

1.2 仪器与设备

TEAN IEF Cell等电聚焦系统、PROTEAN®ⅡXi 
Cell、光密度扫描仪GS-800 Calibrated Densitometer、
PDQuest 8.0凝胶图像分析软件 美国Bio-Rad公司；

高速低温冷冻离心机 美国Sigma公司；超速离心机  
日本Hitachi公司；酶标仪  瑞士Tecan公司；pH酸 

度计 德国Sartorius公司；Milli-Q超纯水系统 美国

MilliPore公司；P0012BCA蛋白浓度测定试剂盒 碧云

天生物技术研究所。

1.3 方法

1.3.1 乳清蛋白样品的制备

为尽量减少样品蛋白的损失和修饰，同时提高

2-DE凝胶图谱的重复性，采用以简单为原则的乳清蛋

白样品制备方法。选用2 种较常用、较简单的乳清蛋白

提取方法。

2 种提取方法均先将鲜牛奶于3 000×g、4 ℃、离心

15 min，弃去上层脂肪，制得脱脂牛奶。

不同等电点法是分别用1 mol /L盐酸调脱脂牛奶

pH值至4.6与4.8，调节pH值过程中不断搅拌，之后于

5 000×g、4 ℃、离心20 min。分别收集pH值至4.6与
4.8处理后脱脂牛奶上清液，即为不同等电点（pH 4.6和
pH 4.8）沉淀酪蛋白后的乳清蛋白样品。

超速离心法即将脱脂牛奶于100 000×g、4 ℃、离心

1 h，弃去上层脂肪后吸取上清液，即为超速离心所得乳

清蛋白样品。

1.3.2 蛋白质含量测定

提取乳清蛋白后，直接采用BCA蛋白浓度测定试剂

盒进行测定。以质量分数0.9% NaCl为空白，1.0 mg/mL
的牛血清白蛋白标准蛋白为标准，参照试剂盒说明书，

在酶标仪上测A560 nm值，用于获得不同方法制备的牛奶乳

清蛋白的含量。分装乳清蛋白，于－80 ℃保存备用。

1.3.3 2-DE分析

室温溶解保存的乳清蛋白样品。取上样量为250 μg
的乳清蛋白样品与终体积300  mL的水化上样缓冲液

（8 mol/L尿素、质量分数4% CHAPS、65 mmol/L DTT
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及质量分数0.5% IPG缓冲液和痕量溴酚蓝）涡旋混匀，

加入等电聚焦盘的聚焦槽内。提前取出固相化pH值梯度

IPG预制胶条（17 cm，pH 4～7），室温放置10 min，弃

去保护膜、对应正负极后使胶条覆盖于聚焦槽的样品上

并与电极紧密接触。确保无气泡后置于胶条上覆盖3 mL
矿物油。最后将等电聚焦盘置于等电聚焦电泳仪内进行

第一向等电聚焦。聚焦环境为20 ℃，程序如表1所示。

表 1 等电聚焦程序与参数设置

Table 1 Isoelectric focusing procedures and parameters

步骤 电压/V 模式 时间 性能

S1 50 12 h 水化 

S2 250 线性  30 min 除盐 

S3 1 000 快速  1 h 除盐

S4 9 000 线性 5 h 升压

S5 9 000 快速 99 000 Vh 聚焦

等电聚焦结束后进行第二向十二烷基硫酸钠聚丙烯

酰胺凝胶电泳（sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 
electrophoresis，SDS-PAGE），分离胶为质量分数12%。

依次用胶条平衡缓冲母液Ⅰ（6 mol/L尿素、质量分数2% 
SDS、1.5 mol/L pH 8.8的Tris-HCl、质量分数20%甘油和

质量分数2% DTT）和胶条平衡缓冲母液Ⅱ（6 mol/L尿
素、质量分数2% SDS、1.5 mol/L pH 8.8的Tris-HCl、质

量分数20%甘油和2.5%碘乙酰胺）对等电聚焦后的胶条

进行平衡处理，平衡时间分别为12 min，之后将胶条置

于分离胶上方，用低熔点琼脂糖封胶进行固定，确保胶

条底部与分离胶之间无气泡存在。待封胶凝固后，将凝

胶置于电泳槽内进行第二向电泳，程序为：12 ℃循环水

浴，50 V电泳30 min，200 V电泳至溴酚蓝指示剂到达凝

胶底部边缘时即可停止电泳。取出凝胶，切角标记，随

后进行固定、染色，最后脱色至背景清晰。

1.3.4 图像分析 

用光密度扫描仪GS-800 Calibrated Densitometer对
2-DE凝胶进行扫描，光学分辨率为600 dpi。采用Quentity 
One v4.62和PDQuest 8.0凝胶图像软件进行2-DE图谱分

析。使用SAS 9.2和Excel软件进行统计分析。

2 结果与分析

2.1 蛋白质定量

根据测定样品的OD值于标准曲线中得出相应的蛋白

质质量浓度。pH 4.6提取法获得样品的蛋白质质量浓度为

（11.36±1.1）mg/mL，pH 4.8提取法制备的样品蛋白质质

量浓度为（11.78±1.5）mg/mL，超速离心法提取的样品

质量浓度为（12.88±1.5）mg/mL。
2.2 2-DE凝胶图谱分析

2.2.1 2-DE凝胶图谱中蛋白质点数量

为进一步分析不同乳清蛋白提取方法的差异，实验

将不同方法提取的牛奶乳清蛋白样品按2-DE的操作程

序分别重复操作3 次，以获得蛋白质双向电泳图谱（图

2）。由图2可知，3 种方法均有效提取出牛奶中的乳清

蛋白，大部分酪蛋白得以去除。利用PDQuest 8.0凝胶图

像分析软件进行凝胶位点检测及统计分析，pH 4.6提取法

获得的2-DE凝胶中分离得到的蛋白质点数为124 个，匹

配率为97%；pH 4.8提取法获得的2-DE凝胶中蛋白点数为

127 个，匹配率为100%；超速离心法获得的蛋白点数为

82 个，匹配率为100%。pH 4.6与pH 4.8提取乳清蛋白获

得的总蛋白点数目较为接近，均多于超速离心获得的总

蛋白点数目。

pH 4
A

SD
S-

PA
G

E

pH 7
-IPG 4～7

a b

c

d
e

B
SD

S-
PA

G
E

a b

c

d
e

pH 4 pH 7
-IPG 4～7

C

SD
S-

PA
G

E

a b

c

d
e

pH 4 pH 7
-IPG 4～7

A. pH 4.6乳清蛋白凝胶图谱；B. pH 4.8乳清蛋白凝胶图

谱；C.超速离心法乳清蛋白凝胶图谱；a、b、c、d、e分
别代表主要的不同分子质量范围内蛋白数目及分离区域，

整体分子质量范围是10～200 kD，从上至下依次减小。

图 2 不同提取方法制备的乳清蛋白的2-DE图谱

Fig.2 2-DE maps of whey protein extracted by different methods

2.2.2 2-DE凝胶图谱中蛋白质点分布

3 种方法提取的乳清蛋白制备的2-DE凝胶图谱中乳

清蛋白在pI 4～7范围得到较为完整的体现，蛋白质分子
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质量在10～200 kD范围，蛋白质斑点个体独立、形态清

晰、点数多且没有明显的横竖条纹。不同方法制备的凝

胶图谱中均存在一定的残留酪蛋白（图2c区）；pH 4.6
提取法制备的凝胶中主要蛋白点的染色密度略高于其他

2 种方法（图2b、d、e区、图3）；与超速离心法相比，

pH 4.6提取法与pH 4.8提取法凝胶图谱中蛋白质位点分布

较为接近，而pH 4.8提取法较pH 4.6提取法凝胶中蛋白点略

有纵向拖尾现象（图2Bd区）；2 种等电点沉淀提取方法凝

胶图谱中高分子质量区域乳清蛋白质斑点分离较多（图

2Aa、Ba区）。由此可见，3 种方法制备的乳清蛋白样品

的2-DE图谱中蛋白斑点分布基本相同，乳清蛋白点均较

为全面地体现。结合图谱中蛋白质斑点的独立性、背景

清晰度、杂蛋白量及蛋白点染色密度等综合考虑，得出

采用pH 4.6提取法制备的乳清蛋白样品获得的2-DE图谱

整体效果略优于pH 4.8提取法与超速离心法。
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1. β-乳球蛋白A；2. β-乳球蛋白B；3. α-乳白蛋白；4.白蛋白。

图 3 不同提取方法制备的乳清蛋白的2-DE图谱中主要蛋白点的表达量

Fig.3 Expressional changes of major whey proteins in 2-DE maps 

obtained by different methods

3 讨论与结论

蛋白质是两性化合物，当调节牛奶的pH值达到酪

蛋白的等电点时，蛋白质所带正、负电荷相等，呈电

中性。此时酪蛋白的溶解度最小，酪蛋白及其夹杂物

就会从牛奶中沉淀出来，上清液中所含蛋白即为乳清

蛋白 [21]。因此，常采用等电点沉淀法从牛奶中分离酪

蛋白。然而有关酪蛋白等电点的报道不一，一般处于

pH 4.6～4.8。邵锦震等[22]研究不同温度和不同pH值条

件下牛奶酪蛋白产率，发现利用等电点沉淀分离酪蛋白

的最适温度为55 ℃，最适pH值为4.8，与原龙等[23]报道

的酪蛋白分离的最佳pH值为4.8的结果一致。然而，王

秀娟等[24]采用等电点沉淀法来提取牛奶中的主要过敏原

酪蛋白组分，通过SDS-PAGE检测发现，酪蛋白分离最

佳条件为：pH 4.6、温度55 ℃。然而，本研究通过分析

2-DE凝胶图谱发现，pH 4.6与pH 4.8 2 种不同等电点沉淀

方法均能较好地沉淀酪蛋白获得较为全面的乳清蛋白信

息，且2 种等电点沉淀方法制备的乳清蛋白凝胶图谱结果

较为相似、差异较小。

超速离心技术是生物化学、分子生物学中分离、提

纯、鉴别生物大分子物质的重要研究手段，广泛的应用于

细胞器、病毒、核酸、蛋白质等生物样品的分离提纯[15]。

与其他分离技术如电泳技术结合，可用于蛋白质的定性

或定量分析。杨永新等[25]研究指出，采用超速离心方法

纯化乳腺组织蛋白质样品，可获得相对较多的蛋白质斑

点2-DE凝胶图谱，且该方法能够尽可能地除去多糖、脂

类等物质的干扰，最大限度地保持组织蛋白质成分，是

一种高效的蛋白质样品制备方法。Jiang等[26]报道，三氯

乙酸-丙酮沉淀法和超速离心技术均可以有效地用于血清

蛋白样品的提取，并除去样品中的盐类等干扰物质，获

得较好的凝胶图谱样品。本实验研究结果表明，超速离

心法提取牛奶乳清蛋白的2-DE图谱背景清晰、蛋白斑点

独立、高丰度蛋白残留量较少，用于牛奶乳清蛋白的分

离提取效果较好，但获得的蛋白点数略少于等电点沉淀

法。Rood等[27]采用纳米膜超滤法、超速离心法和超速离

心结合凝胶排阻法制备肾病患者尿蛋白样品，经MALDI-
TOF-TOF质谱检测结果表明，相对于单独采用纳米膜超

滤法、超速离心法制备的尿蛋白样品，超速离心结合凝

胶排阻法制备的蛋白样品中能检测到更多的低丰度标志

蛋白。Thongboonkerd等[28]研究表明，丙酮沉淀法获得的

健康人尿蛋白质样品凝胶图谱中存在较多的酸性、亲水

性蛋白，而超速离心法制备的蛋白样品凝胶中碱性、疏

水性和膜蛋白含量较多。上述研究结果表明，超速离心

法用于不同蛋白样品的提取效果不一。在蛋白样品制备

时应根据样品自身特点和研究目的来进行提取方法的选

择与优化。

本研究在比较分析前人研究方法的技术上，选取

2 种不同的牛奶乳清蛋白的提取方法进行研究。对牛奶

乳清蛋白2-DE图谱效果进行比较分析。结果表明，2 种
方法均可有效提取牛奶乳清蛋白。结合牛奶乳清蛋白组

2-DE图谱清晰度、蛋白质得率和蛋白质斑点分离效果

等方面综合考虑，发现pH 4.6等电点沉淀提取法略优于

pH 4.8等电点沉淀提取法和超速离心法，更适用于乳清蛋

白组2-DE凝胶电泳过程中蛋白样品的制备。
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