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牦牛奶中不同酪蛋白的提取及其功能特性研究 
 

王高，周薇，赵存朝，魏光强，黄艾祥 

（云南农业大学食品科学技术学院，云南昆明 650201） 

摘要：本研究以新鲜牦牛乳为原料，添加钙盐后利用其等电点分离提取牦牛奶中的不同酪蛋白，利用单因素实验筛选牦牛奶中

α-、β-、κ-酪蛋白的提取分离参数；并利用电泳（SDS-PAGE）分析牦牛乳不同酪蛋白纯度。同时对牦牛乳中 α-、β-、κ-酪蛋白的溶解

性、乳化性、发泡性进行分析比较。结果表明：牦牛奶不同酪蛋白分离的最佳 Ca2+浓度为 0.08 mol/L，最佳温度 2 ℃，此时牦牛乳中

α-、β-酪蛋白分离效果较好。牦牛乳不同酪蛋白在等电点（pI）附近时，α-、β-、κ-酪蛋白溶解性、乳化性、发泡能力最低，泡沫稳定

性最好。等电点附近酪蛋白的溶解度最低，α-、β-酪蛋白 pH 值在 2.1 时溶解度最高（分别为 60%、80%），而 k-酪蛋白在 pH 值 6.22

时最高（43%）；在 40~80 ℃范围内，κ-酪蛋白溶解度受温度影响显著；当 pH 值为 2.1 时，α-、β-、κ-酪蛋白的乳化能力和发泡能力

都最大，其乳化稳定性则是远离等电点后逐渐上升；本研究旨在为牦牛乳酪蛋白的利用和深加工提供思路，为云南特色乳制品的开发

利用提供科学依据。 
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Abstract: In this work, fresh yak milk was used as a raw material to separate and extract the different casein by adding calcium salt and 

employing its isoelectric point. Single factor experiments screened the extraction and separation parameters of α-, β-, κ-casein in yak milk. 

SDS-PAGE was applied to analyze the purity of different casein in yak milk. At the same time, the solubility, emulsification, and foamability of 

α-, β-, κ-casein in yak milk were analyzed and compared. The results showed that the optimum concentration of Ca2+ and the optimum 

temperature for casein components separation in yak milk were 0.08 mol/L and 2 ℃, respectively. At this point, the separation effect of α- and 

β-casein in yak milk was better compared to the other. When different casein in yak milk was close to isoelectric point (pI), the solubility, 

emulsification, and foaming ability were at the lowest. On the contrary, the foam stability was at its best. The solubility of the casein component 

which was close to the isoelectric point was the lowest, the solubility of α-, β-casein was at its highest at 2.1 (60%, 80%, respectively), while the 

κ-casein was at its highest at pH 6.22 (43%). In the range between 40 and 80 ℃, the solubility of κ-casein was significantly affected by 

temperature. In pH 2.1, the emulsification ability and foaming ability of α-, β-, κ-casein were at the largest, and the emulsion stability was 

gradually increased from the isoelectric point. This study aimed to provide ideas for the utilization and advanced processing of yak milk casein, 

as well as providing a scientific basis for the development and utilization of Yunnan’s unique dairy products. 
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牦牛是我国高寒地区的特有牛种，具有很强的适

应性[1]。牦牛乳是营养价值极丰富的珍稀乳品，具有

天然、纯净、绿色的特点，被视为“天然浓缩乳”，其 
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与乳品科学 

中牦牛奶蛋白质含量约为 5.05%，且不易引起过敏，

易消化吸收[2]。牦牛奶含 18 种氨基酸，种类齐全且各

种氨基酸含量较高，相比其他牛奶更优质，矿物元素

锌、铁、钙等的含量极为丰富[3]，维生素 A 和微量元

素含量也高于普通牛乳[4]。 

酪蛋白(Casein，CN)是牛乳中的主要蛋白质，约

占牛乳总蛋白 80%，含人体必需 8 种氨基酸，等电点

4.6~4.8，包括 αs1-、αs2-、β-、κ-酪蛋白四种主要单体[5]，

α-酪蛋白约占酪蛋白总量 36%，β-酪蛋白约占酪蛋白
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总量 34%。牦牛乳中酪蛋白含量为 34.28~45.79 g/L，

高于羊乳和人乳[6]。酪蛋白各组分在结构和性质上存

在显著差异，单个酪蛋白组分在某些功能上更能体现

酪蛋白的功能，而分离酪蛋白单体一直是研究关注的

焦点。Hipp
[7]首次应用沉淀法分离得到了 α-CN、β-CN

和 κ-CN，但产率较低。Thompson
[8]、Bramanti 等人[9]

实现了对 α-、β-、к-酪蛋白的分离。张艳等[10]饶维桥

等[11]用在碱性条件下利用钙盐辅助的等电点沉淀法

对 α-、β-酪蛋白组分进行分离纯化。朱晓囡[12]刘纳[5]

等利用反向高效液相色谱分离酪蛋白组分。李武祎等
[13]用尿素沉淀法从牦牛乳干酪素中分离得高纯度的

酪蛋白组分。张光地[14]用层析分离方法获得牦牛乳酪

蛋白单体得率较高，与其他方法相比，更易工业化。

牦牛乳酪蛋白有较高的营养价值和良好的功能特性，

被广泛应用在食品工业和其他行业。酪蛋白可在水中

形成胶体，具一定黏度和保湿、乳化等作用，被应用

于冰淇淋生产；又因具有良好的乳化性和发泡性，还

可将其应用在高脂类食品、肉制品、烘焙食品中[15,16]。 

牦牛乳目前市场供应的份额很少，一般是自产自

销，难以走向商品化生产，牦牛乳及其酪蛋白拥有巨

大的经济价值，未来乳及乳制品将大幅增加，生产开

发高档牦牛乳制品具有广阔的市场前景[17]。目前，关

于牦牛乳酪蛋白组分的分离提取及功能稳定性的研究

相对较少，故本研究旨在为云南特色乳制品的深度开

发和利用提供科学依据，为食品加工中酪蛋白功能性

质的研究与利用提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

牦牛奶，香格里拉高山牧场；核桃油，大理漾濞

核桃有限公司。氯化钙，天津市风船化学试剂科技有

限公司；考马斯亮蓝 G-250，美仑生物有限公司；TRSI、

SDS、Glycerol、Ammonium persulphate、Acrylamide、

TEMED、β-巯基乙醇、溴酚蓝等电泳相关试剂，北京

索莱宝科技有限公司。 

1.2  仪器与设备 

URA14M0018 紫外分光光度计，上海翱艺仪器有

限公司；TGL20M 高速冷冻离心机，湖南湘立科学仪

器有限公司；Bio-Rad Mini 电泳仪，美国伯乐；Thermo 

Multiskan™ FC 酶标仪，美国；Scientz-18N 真空冷冻

干燥机，宁波新芝。PR224ZH-E 分析天平，奥豪斯；

CS-B5A 搅拌器，上海新科仪器有限公司；TGrinder- 

H24 组织研磨均质仪，天根生化科技(北京)有限公司。 

1.3  实验方法 

牛乳中α-酪蛋白和β-酪蛋白含有的磷酸丝氨酸残

基的多少决定了两种酪蛋白对钙的敏感性。碱性条件

下，α-酪蛋白对 Ca
2+的亲和性比 β-酪蛋白高；而 β-酪

蛋白疏水性强，低温条件下易游离，在酸性条件和低

温条件下 β-酪蛋白可溶，α-酪蛋白不溶，利用此性质

对牦牛奶中 α-﹑β-、κ-酪蛋白进行分离纯化。参考张

艳等人[10]牛乳中 αs-、β-酪蛋白分离方法，利用钙盐通

过调节 pH 对牦牛乳中酪蛋白组分进行分离。 

1.3.1  α-﹑β-、κ-酪蛋白分离工艺设计 

 
图 1 α-﹑β-、κ-酪蛋白分离工艺流程 

Fig.1 Separation process of alpha-, beta-, kappa- casein 

1.3.2  α-﹑β-、κ-酪蛋白分离工艺单因素实验 

等电点是 α-﹑β-、κ-酪蛋白分离过程中的关键条

件，同时发现 Ca
2+终浓度、冷却温度对分离效果影响

较大，因此通过单因素实验确定最佳钙离子浓度及冷
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却温度，以期获得最好的结果。 

1.3.2.1  CaCl2浓度对 α-﹑β-、κ-酪蛋白分离的影响 

本实验将Ca
2+终浓度设置 5 个梯度，分别为 0.06、

0.08、0.10、0.15、0.20 mol/L。按 1.3.1 节工艺流程进

行操作，分离 α-﹑β-、κ-酪蛋白，冷冻（-50 ℃，5~10 

Pa）干燥 4 d，然后称重记为酪蛋白各组分含量。 

1.3.2.2  冷却温度对 α-﹑β-酪蛋白分离的影响 

温度主要是通过酪蛋白胶束内部或胶束之间的相

互作用力影响其结构，温度升高时，分子运动更加剧

烈，分子间的作用加强。按上述工艺流程进行操作，

分别在 0、2、4、6、8 ℃的低温条件下进行冷却。分

离 α-﹑β-酪蛋白，冷冻（-50 ℃，5~10 Pa）干燥 4 d，

然后称重记为酪蛋白各组分含量。 

1.4  SDS-PAGE 电泳测定牦牛奶 α-﹑β-、κ-酪

蛋白纯度 

1.4.1  样品制备 

称取 2 mg 待分析的样品于 1.5 mL 的离心管中，

以 1:4 的比例加入纯水，待其溶解后取 20 μL 于另一

离心管中，然后添加 20 μL 的 β-巯基乙醇(β-ME)和 15 

μL 的饱和溴酚蓝溶液，充分混合均匀，95 ℃金属浴

反应 10 min，备用。 

1.4.2  电泳分析牦牛奶酪蛋白组分纯度 

通过 SDS-PAGE 凝胶电泳分析测定 α-﹑β-、κ-酪

蛋白纯度。利用 4%的浓缩胶，12%的分离胶进行

SDS-PAGE 电泳，冻干粉浓度为 2 mg/mL，上样量 10 

μL。电泳结束后，对电泳胶片进行固定（30%乙醇固

定 30 min），染色（0.1%考马斯亮蓝 G-250、5%磷酸、

5%硫酸铵、10%甲醇摇床染色 5 h），脱色（冰乙酸：

甲醇=7:5 脱色至底色基本脱除），扫描分析[18]。 

1.5  牦牛奶酪蛋白组分的功能特性测定 

参考牛欣等[19]人酪蛋白分离方法，略作修改。采

用高速离心法对牦牛奶酪蛋白进行分离。将鲜乳

76000 g 高速离心 1 h，使脂肪、乳清、乳清蛋白、酪

蛋白分离，于-50 ℃ 3~6 MPa条件下冷冻干燥，-80 ℃

储存备用。 

1.5.1  溶解性 

采用考马斯亮蓝法[20]测定溶解性。 

1.5.2  乳化性 

参照蔡立志等[21]人的方法，测定乳化能力和乳化

稳定性。 

1.5.3  发泡性 

采用发泡能力和泡沫稳定性衡量酪蛋白组分发泡

性，参考蔡慧农[22]等人的方法。 

1.5.4  数据处理 

采用 Excel 2010 和 SPASS.21 对实验数据进行处

理和分析。 

2  结果与分析 

2.1  牦牛奶 α-﹑β-、κ-酪蛋白提取分离 

2.1.1  钙离子浓度确定 

在天然乳中，酪蛋白组分以胶束形式存在，钙以

一定的方式与酪蛋白胶粒结合，形成胶体[14]。Ca
2+转

移能够促进 β-酪蛋白的可逆性解离，进而使酪蛋白胶

束解离，Ca
2+的增加也会导致酪蛋白聚集[23]。不同 Ca

2+

浓度对 α-﹑β-、κ-酪蛋白分离效果的影响如图 2 所示。 

由图可知，钙离子浓度为 0.08 mol/L 时，分离出

的 α-CN和 β-CN 含量较高，分别为 14.50 g 和 17.00 g，

而 κ-酪蛋白为 4.60 g。可能是 α-CN 比 β-CN 有更多磷

酸丝氨酸基团，在碱性条件下带有更多的负电荷，与

钙离子结合的能力更强。Ca
2+浓度越高，它和 αs -酪蛋

白的亲和性也越高，就越容易打破酪蛋白胶束，从而

使 αs-酪蛋白发生沉淀。但是在低温条件下，β-酪蛋白

往往是游离态的，温度越低也就越易分离到β-酪蛋白。 

 
图 2 不同钙离子浓度对不同酪蛋白分离的影响 

Fig.2 Effects of different calcium ion concentrations on the 

separation of different casein 

2.1.2  冷却温度确定 

温度对酪蛋白结构的影响主要是通过酪蛋白胶束

之间的相互作用力，冷却温度影响酪蛋白的分离效果，

温度降低时，分子运动减弱，分子间的作用也减小。

不同冷却温度对 α-﹑β-酪蛋白分离效果的影响如图 3

所示。 

β-CN 在低温下可呈游离状态。实验结果表明，温

度在 2 ℃得到的 β-CN 含量较高为 16.90 g。随着温度

的升高，α-CN 和 β-CN 的含量均有所降低，而在 0 ℃

时 α-CN 和 β-CN 的含量低于 2 ℃时的含量，故选取

2 ℃作为不同酪蛋白分离温度。张艳等[10]研究表明：
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温度 2 ℃，CaCl2溶液浓度 0.065 mol/L 时也可分离得

到 αs-CN 和 β-CN 组分。 

 
图 3 冷却温度对不同酪蛋白分离的影响 

Fig.3 Effect of cooling temperature on separation of different 

casein 

2.1.3  电泳测定牦牛奶酪蛋白组分纯度 

将提取出的牦牛奶 α-、β-、κ-酪蛋白进行

SDS-PAGE 电泳，结果如图 4 所示。 

 
图 4 牦牛奶α-、β-、κ-酪蛋白分离效果 

Fig.4 Separation effect of alpha-, beta-, kappa-casein from yak 

milk 

注：α-CN、β-CN、κ-CN 表示 α-、β-、κ-酪蛋白。 

酪蛋白不是单一的蛋白质，而是由一类在结构和

性质上相近的蛋白质组成[6]。研究表明：α-CN 分子量

27.1 ku，β-CN 分子量 24.9 ku，κ-CN 分子量 19.0 ku。

从图 4 可知，两次分离的酪蛋白组分主要为 α-CN、

β-CN、κ-CN，但是纯度低，α-CN、β-CN 的纯度高于

κ-CN。κ-CN 的纯度和含量都较低可能是因为 κ-CN 中

含有乳清蛋白成分，且在牦牛乳酪蛋白组分分离过程

中，当 pH 7.0 时，Ca
2+在上清液中的含量最低，胶束

结构较为稳定，尽管调节降低了上清液的 pH，酪蛋白

单体的含量都有所增加，但是其变化并不显著[24]。 

2.2  牦牛奶 α-、β-、κ-酪蛋白功能特性分析 

蛋白质的水溶性、乳化性、发泡性和其他功能特

性与食品稳定性、风味等密切相关。 

2.2.1  不同 pH 值对酪蛋白组分溶解性的影响 

溶解性是蛋白质最基础的功能特性，表示蛋白质

在溶液中溶解的性能[25]。牦牛奶 α-、β-、κ-酪蛋白溶

解度随 pH 值变化关系如图 5 所示。 

 
图 5 牦牛奶α-、β-、κ-酪蛋白随 pH变化溶解度曲线 

Fig.5 Changes of alpha-, beta-, kappa-casein in yak milk with 

ph solubility curve 

由图 5 可知，随着 pH 增大，牦牛奶 α-、β-、κ-

酪蛋白溶解度呈现先降低后增加，然后趋于平缓的趋

势；等电点附近酪蛋白组分的溶解度最低，α-、β-酪

蛋白 pH 值在 2.1 时溶解度最高，溶解度分别为 60%、

80%，而κ-酪蛋白在pH值6.22时最高，溶解度为43%。

曹灿[26]发现核桃分离蛋白 pH 值在等电点附近时，蛋

白质溶解性较低，偏离等电点越远，溶解性越好，与

本实验研究结果类似。原因可能是随着 pH 值的变化，

蛋白质变性，分子内的大部分疏水基团外露，肽键的

特定结构遭到破坏，影响水分子与蛋白质间的相互结

合，水化作用减小，从而降低了蛋白质的溶解度。牦

牛奶 α-、β-、κ-酪蛋白溶解度随温度变化关系如图 6

所示。 

 
图 6 牦牛奶α-、β-、κ-酪蛋白随温度变化溶解度曲线 

Fig.6 Solubility curve of alpha-, beta-, kappa-casein in yak milk 

with temperature 

由图 6 可知，在 40~80 ℃范围内，牦牛奶 α-、β-、

κ-酪蛋白溶解度逐渐降低，而在 40 ℃时溶解度最高，

分别为：68%、77%、53%，其中 κ-酪蛋白受温度影

响显著，溶解度从 53%降至 32%；原因可能是加热使

蛋白质分子内部的非极性基团暴露，蛋白分子极化，
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蛋白质空间构象发生改变，内部的疏水基团外露，蛋

白分子与共价键作用形成新的分子聚集体，从而导致

了溶解度的下降[27]。 

2.2.2  不同 pH 值对酪蛋白组分乳化性的影响 

 
图 7 牦牛奶α-、β-、κ-酪蛋白随 pH变化乳化能力变化曲线 

Fig.7 Changes of emulsifying capacity of yak milk alpha-, beta-, 

kappa-casein with pH 

乳化能力是指乳状液破裂时单位质量的蛋白质所

能乳化的油的体积；乳化稳定性是指蛋白质维持油水

混合不分离的乳化特性对外界条件的抗应变能力[28]。

蛋白质的乳化活性能够提高食品(如冰淇淋、香肠、巧

克力)的质构、外观，改变食品的口感，掩盖不期望有

的风味。乳化性和乳化稳定性是评价蛋白质保持乳化

体系油水界面的能力的重要指标。牦牛酪蛋白组分的

乳化能力(EC)及乳化稳定性结果如图 7、8 所示。 

 
图 8 牦牛奶α-、β-、κ-酪蛋白随 pH变化乳化稳定性变化曲

线 

Fig.8 The emulsification stability curve of domestic yak milk 

alpha-, beta-, kappa-casein with pH change 

由图 7 可知，随着 pH 值逐渐升高，牦牛乳 α-、β-、

κ-酪蛋白的乳化能力呈现先下降后上升最后变化平缓

的趋势；在 pH 值 2.1 时 α-、β-、κ-酪蛋白的乳化能力

达到最高，分别为 87.5%、92.5%、96.25%。Luciano 

Fachin 研究发现[29]，pH 可以使蛋白质轻微变性，使

静电斥力增加，暴露出更多的疏水基团，从而促进乳

化特性的提高。肖连东、程爽[30]等发现大豆分离蛋白

pH 值在等电点 4.5 时，乳化性最小，与本实验研究结

果类似。蛋白质的乳化能力取决于其在水中的溶解度
[31]，而酪蛋白具有亲水和亲油基团，蛋白溶解导致分

子内部疏水性基团的暴露，疏水部分趋向油相，亲水

部分趋向水相，有效提高蛋白在油-水界面的吸附，乳

化性得到改善。 

由图 7、8 可知，pH 值在 4~5 时，α-、β-、κ-酪

蛋白的乳化能力及乳化稳定性最低，其中 pH 值在 2.1

时 α-、β-酪蛋白和 pH 值在 6.15 时 κ-酪蛋白的乳化稳

定性达到最佳。因为分子间的静电排斥作用，导致可

溶性蛋白减少，进而导致乳化稳定性降低；当 pH 偏

离等电点时，蛋白质具有了一定的电荷力，乳化液滴

间的相互作用增强，防止或减缓液滴絮凝和聚结，且

参与乳化的蛋白分子增多，油水界面张力降低，并形

成薄膜，乳化能力及乳化稳定性逐渐上升[32-35]。 

2.2.3  不同 pH 值对酪蛋白组分发泡性的影响 

发泡性是指在搅打过程中，蛋白质降低气-液界面

张力形成气泡的能力。泡沫稳定性指在外力作用下，

泡沫保持液体不被析出的能力[36]。牦牛乳酪蛋白组分

发泡能力及泡沫稳定性如图 9、10 所示。 

 
图 9 牦牛奶α-、β-、κ-酪蛋白随 pH变化发泡能力变化曲线 

Fig.9 The foaming capacity curve of yak milk alpha-, beta-, 

kappa-casein with the change of pH 

 
图 10 牦牛奶α-、β-、κ-酪蛋白随 pH变化泡沫稳定性变化

曲线 

Fig.10 The foam stability curve of yak milk alpha-, beta-, 

kappa-casein with pH change 

由图 9、10 可知，pH 值在 2~11 之间，α-、β-、κ-
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酪蛋白组分的起泡性大致呈“U”型，pH 值在 2.1 时发

泡能力最好，分别为 1.3 cm、2 cm、2.17 cm，而 pH

值在 4.26时泡沫稳定性最好，分别为 61.18%、71.50%、

79.72%。因为蛋白质是两性电解质，处于等电点时，

所带电荷为零，牦牛乳酪蛋白组分的溶解性下降。此

外，由于在界面和吸附分子之间的排斥作用小，有助

于蛋白质吸附在气-液界面处，从而使起泡性降低[37]；

当偏离等电点时，蛋白质的溶解性提高，分子间的自

由度增加，蛋白质在气-液界面快速排列展开并捕获空

气分子，起泡性呈上升趋势[38,39]。赵唯高等[40]研究表

明：多数蛋白质在等电点处只有部分溶解蛋白参与发

泡性，表现为发泡性最差，而泡沫稳定性最好。钟芹

等[38]对打瓜籽蛋白功能特性的分析中发现当 pH 值为

2 时起泡性最差，pH 值为 10 时泡沫稳定性最差。 

3  结论 

本研究对牦牛奶中不同酪蛋白分离及功能特性进

行了初步的研究，得出：牦牛奶不同酪蛋白分离的最

佳 Ca
2+浓度为 0.08 mol/L，最佳温度 2 ℃，在此条件

下分离效果较好。通过对不同酪蛋白的功能特性研究

得出如下结论：牦牛乳酪蛋白在 pI 附近时，溶解度、

乳化能力、乳化稳定性和发泡能力最低；pH 值在 2.1

时 α-、β-酪蛋白的溶解度最高为 60%和 80%，pH 值

6.22 时 k-酪蛋白溶解度最高为 43%；pH 值 2.1 时 α-、

β-、κ-酪蛋白的乳化能力（87.5%、92.5%、96.25%）

和发泡能力（1.3 cm、2 cm、2.17 cm）达到最高，而

κ-酪蛋白则在 pH 为 6.15 时乳化稳定性达到最佳；在

一定范围内，随着温度的升高溶解度逐渐降低，其中

κ-酪蛋白受温度影响显著，溶解度低于 α-、β-酪蛋白；

牦牛乳不同酪蛋白在 pI 附近时起泡性最差，而在 pH

值为 4.26时泡沫稳定性最好，分别为 61.18%、71.50%、

79.72%。 
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