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人乳与牛乳乳脂肪球膜蛋白质组的对比研究 
 

杨梅 1，彭秀明 1，武俊瑞 1，孙悦 1，乌日娜 1，刘彪 2，岳喜庆 1 
（1.沈阳农业大学食品学院，辽宁沈阳，110866）（2.内蒙古伊利实业集团股份有限公司,内蒙古呼和浩特，010050） 

摘要：人乳是婴幼儿生命初始阶段唯一能够摄入的食物，蛋白质是人乳中重要的营养成分，而牛乳作为代替人乳的常用原料已

经被广泛的应用于婴幼儿食品中。本研究利用 SDS-PAGE 电泳和 LC-MALDL-TOF 蛋白组学方法将人乳与牛乳中乳脂肪球膜蛋白进

行分离，能够发现人乳与牛乳脂肪球膜蛋白存在较大的差异。牛乳脂肪球膜中已鉴定出 488 种蛋白，人乳脂肪球膜中鉴定出的蛋白为

1545 种。牛乳脂肪球膜具有 173 种特异性蛋白，人乳脂肪球膜具有 1230 种特异性蛋白，在人乳与牛乳中存在 315 种同源蛋白。从蛋

白质的 GO（Gene Ontology）功能注释上来看，人乳脂肪球膜蛋白参与的生物过程有 37%为代谢过程；具有的分子功能 55%为结合

作用；34%为参与细胞器构成。人乳脂肪球膜中有 24 种蛋白参与免疫相关的通路，主要为抗原加工和呈递。与牛乳相比，对人乳中

乳脂肪球膜蛋白质在组成及功能上的研究，能够促进深入地了解人乳蛋白，并为以牛乳为原料的婴幼儿产品添加功能性蛋白提供参考。 
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Abstract: Human milk is the sole food source in the initial stage of an infant’s life. Protein is an important nutrient in human milk, and 

cow’s milk has been widely used in infant formula as a raw material to replace human milk. In this study, sodium dodecyl sulfate 

polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and liquid chromatography-matrix-assisted laser desorption/ionization-time of flight 

(LC-MALDI-TOF) proteomic methods were used to isolate and identify the milk fat globule membrane proteins (MFGPs) from human and 

bovine milk, and significant differences between the MFGPs in the two types of milk were found. The results showed that 488 and 1545 

different protein species were identified in milk fat globule membranes of bovine and human milk, respectively. Among these proteins, there 

were 173 unique proteins in bovine milk fat globule membranes, 1230 unique proteins in human milk fat globule membranes, and 315 proteins 

found in both human and bovine milk. According to gene ontology (GO) annotations, 37% of biological processes involving human MFGPs 

were metabolic processes, 55% of molecular functions were for combination, and 34% of human MFGPs participated in constituting cell 

organelles. Twenty-four human MFGPs were involved in the immune related pathways, mainly for antigen processing and presentation. By 

comparing with bovine milk, studying the composition and functions of human MFGPs can improve our understanding of the proteins present in 

human milk, and provide a reference for adding functional proteins to infant formula products.  
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人乳是婴幼儿生命初始阶段能够摄入的食物，人

乳中含有机体生长发育所需的全部营养成分，因此人

乳在婴幼儿生长发育过程中起着至关重要的作用。而

蛋白质是人乳中重要的营养成分，其组成、含量、功

能又是决定乳质量的重要指标[1]。人乳蛋白中的酪蛋 
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白、乳铁蛋白、免疫球蛋白、酶等在机体内作为生物

活性物质能够增强婴幼儿的免疫力、促进组织和器官

发育[2~3]。牛乳作为人们日常生活中较为理想的营养补

充品，能够为人体提供重要的蛋白质，是目前最接近

完美的食品[4~5]。牛乳主要是由水、蛋白质、脂肪、乳

糖、矿物质等组成，而乳蛋白是牛乳中最为重要的营

养成分[6]。 
乳脂肪球（Milk fat globule，MFG）主要是以一

种直径大约为 0.2~15 μm 膜包围的球状物存在于乳
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中，这层薄膜被称为乳脂肪球膜（Milk fat globule 
membranes，MFGM）[7]。MFGM 蛋白(Milk fat globule 
membrane proteins，MFGPs)是膜结合的蛋白，这些蛋

白质主要是吸附在 MFG 的表面。MFGPs 主要是由黄

嘌呤氧化还原酶（XOR）、嗜乳脂蛋白（butyrophilin，
Btn）、乳脂肪球表面生长因子 8（MFG-E8）这 3 种膜

蛋白构成[8]。由于 MFGPs 具有抗癌、防止幽门螺杆菌

感染以及提高自身免疫的作用，已经作为原料被应用

于食品加工中[9∼11]。MFGM 蛋白作为乳蛋白中的一部

分，在机体能发挥着重要的生物学作用。 
近年来，国内外对 MFGPs 的研究刚刚起步，而

对人乳与牛乳中 MFGPs 在蛋白质组成及功能上的差

异几乎没有报道。本研究利用 SDS-PAGE 电泳将人乳

与牛乳中的 MFGPs 进行分离，将酶解后的蛋白进行

质谱鉴定，将鉴定后的结果通过 GO 功能注释以及

KEGG 代谢通路进行分析，为日后生产婴幼儿乳粉及

功能性食品提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  原料 

采集 30 份健康奶牛的牛乳低温运回实验室，并

在实验前进行混合，由沈阳辉山乳业奶牛场提供。 
采集 30 份泌乳期为 1~3 个月健康母亲的人乳温

运回实验室，并在实验前进行混合，沈阳市妇婴医院。 
牛血清蛋白，北京索莱宝科技有限公司；测序级

胰蛋白酶，上海雅心生物有限公司；丙酮、Na2HPO4、

NaH2PO4、冰醋酸、考马斯亮蓝 G-250、DTT、碳酸

氢铵、甲酸、乙腈，北京鼎国生物试剂有限公司。 

1.2  仪器与设备 

高速冷冻离心机，上海翼悾机电有限公司；超声

波清洗器，北京佳源兴业科技有限公司；真空冷冻干

燥机，上海比朗仪器制造有限公司；小型垂直电泳槽：

美国 Bio-Rad 公司；毛细管高效液相色谱，美国

Agilent；LTQ VELOS 质谱仪-赛默飞世尔科技。 

1.3  实验方法 

1.3.1  人乳与牛乳中不同部分蛋白质提取 
分别取人乳与牛乳各 50 mL 样品分离乳脂肪球

膜蛋白（MFGPs）[12]
，在 4 ℃，10000 r/min 离心 15 

min，分离获得乳脂肪部分。将上层的乳脂肪用 PBS
清洗三次，每次清洗时 80 W 超声 15 min。将清洗后

的乳脂部分在 4 ℃，12000 r/min 离心 30 min，收集上

层样品，即为乳脂肪球膜(MFGM)样品，然后加入适

量预冷的丙酮沉淀，收集沉淀为 MFGPs 样品，冻干

待用。 
1.3.2  人乳与牛乳中不同部分蛋白质的 SDS- 
PAGE 电泳分析[13,14] 

将提取的 MFGPs 分别加入裂解液并置于冰盒上

裂解，裂解后的蛋白利用 Bradford 法进行定量，牛血

清蛋白为标准蛋白。分别取 10 μL 上样，采用 5%的浓

缩胶、12%的分离胶进行 SDS-PAGE 电泳。 
1.3.3  蛋白样品酶解 

每组样品中的粗蛋白取 200 μg 进行酶解
[15,16]

，使

用 HU buffer 调整样品体积为 40 μL。加入 DTT 至终

浓度为 10 mM，37 ℃孵育 1.5 h 后加入 IAA 至终浓度

50 mM，600 r/min 振荡 1 min，避光室温 30 min。每

个样本加入 100 μL 25 mM 碳酸氢铵溶液，混匀后加

入 2 μg 的 Lysyl C，室温反应 3 h。再向反应体系中加

入 250 μL 25 mM 碳酸氢铵溶液，加入 10 μL Trypsin
（20 μg Trypsin in 50 μL Dissolution buffer），600 r/min
振荡 1 min，37 ℃ 16 h，使用 C18 柱进行脱盐，脱盐

样本取 1 μL 进行 MALDL TOF 质谱分析。样本脱盐

冻干之后使用 0.1%的 FA 复溶，OD280肽段定量，取 3 
μg 样本进行后续 ESI 质谱鉴定实验。 
1.3.4  毛细管高效液相色谱[17] 

液相 A 液为 0.1%甲酸水溶液，B 液为 0.1%甲酸

乙腈水溶液（乙腈为 84%）。色谱柱 0.15×150 mm 
(RP-C18)（Column Technology Inc.）以 95%的 A 液平

衡。样品由自动进样器上样到 Zorbax 300SB-C18 
peptide traps（Agilent Technologies, Wilmington, DE），
再经色谱柱分离，相关液相梯度如下：0~50min，B
液线性梯度从 4%到 50%；50~54 min，B 液线性梯度

从 50%到 100%；54~60 min，B 液维持在 100%。 
1.3.5  ESI 质谱鉴定及数据分析[18] 

酶解产物经毛细管高效液相色谱脱盐及分离后用

LTQ VELOS 质谱仪（Thermo Finnigan, San Jose, CA）

进行质谱分析。进样方式：Microspray，毛细管温度：

200 ℃，检测方式：正离子。多肽和多肽的碎片的质

量电荷比按照下列方法采集：每次全扫描（full scan）
后采集 20 个碎片图谱（MS2 scan）。 

利用 Proteme Discoverer 1.4 和 Sequest 软件搜索

相应的数据库，最后得到鉴定的蛋白质结果。搜索使

用的数据库为 uniprot，结果过滤参数为：charge=1，
XCorr≥1.5 ； charge=2 ， XCorr≥2.0 ； charge=3 ，

XCorr≥2.25，Delta cn<0.1。 
1.3.6  GO 功能注释及 KEGG 代谢通路分析 

MFGPs的注释按Gene Ontology (GO)数据库方法

进行
[19,20]

，其中包括生物过程(Biological Process)、分
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子功能 ((Molecular Function) 和细胞组成 (Cellular 
Component) 三方面的功能信息。利用 DAVID 
Bioinformatics Resources 在线工具进行数据库查询及

检索，得到 GO 功能信息及 KEGG 代谢通路结果。 

2  结果与讨论 

2.1  SDS-PAGE电泳结果分析 

将人乳与牛乳混合样品中提取的 MFGM 蛋白进

行 SDS-PAGE 电泳分析，结果如图 1 所示。 

 
图1 人乳与牛乳中MFGM蛋白的SDS-PAGE电泳图 

Fig.1 SDS-PAGE patterns of MFGM proteins in the bovine and 

human milk 

注：BM：牛乳脂肪球膜蛋白质；HM：人乳脂肪球膜蛋

白质。 

由人乳与牛乳中 MFGPs 的电泳图可以看到，人

乳与牛乳中MFGPs在组成及含量上存在较大的差异。

其中牛乳 MFGPs 中酪蛋白含量明显高于人乳，而牛

乳 MFGM 蛋白中酪蛋白含量较高，可能会掩盖了一

些低丰度蛋白的表达。 

2.2  人乳与牛乳中蛋白质酶解后的鉴定结果

分析 

 
图2 Q4TZH2-LILTLTHGTAVCTR的二级质谱图 

Fig.2 Two-stage mass spectrogram of the 

Q4TZH2-LILTLTHGTAVCTR 

图 2 所示是 Uniprot 登录号为 Q4TZH2（脂肪酸

结合蛋白）的二级质谱图。将人乳与牛乳中蛋白质酶

解后的肽段进行液质联用分析，然后进入数据库进行

比对，鉴定结果如图 3 所示。研究表明，具有 Unique 
Peptides 完整肽段的蛋白质鉴定结果具有极高的可信

度。 

 
图3 人乳与牛乳中MFGM蛋白组成 

Fig.3 Composition of MFGM proteins in bovine and human 

milk 

经过鉴定，人乳 MFGM 中 Unique Peptides≥1 的

鉴定出 1545 种蛋白，牛乳 MFGM 中鉴定出 488 种蛋

白，人乳 MFGM 蛋白的种类高于牛乳 MFGM 蛋白，

大约是牛乳 MFGM 蛋白种类数的 3.17 倍。这可能是

由于牛乳中酪蛋白含量过高，导致影响一些低丰度蛋

白的表达的原因。牛乳并不能完全代替人乳，可能是

人乳中含有一些特异性表达蛋白，而这些蛋白在人体

内发挥着至关重要的作用。 

2.3  人乳与牛乳中MFGM蛋白质的组成分析 

如图 4 所示，人乳中有 1230 种特异性蛋白，牛乳

中有 173 种特异性蛋白，人乳与牛乳 MFGM 中共有

315 种相同蛋白。人乳中特异性蛋白种类远远高于牛

乳。一方面说明人乳与牛乳 MFGM 在蛋白质组成上

存在较大的差异。另一方面也说明人乳 MFGM 蛋白

在机体内可能发挥着更重要的作用。 

 
图4 人乳与牛乳中MFGM蛋白的维恩图 

Fig.4 Venn diagram of MFGM proteins found in bovine and 

human milk 

2.4  GO功能注释分析 
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2.4.1  牛乳中蛋白质不同组成部分参与的生物

过程分析 
以牛乳 MFGPs 作为参照，将人乳中 MFGPs 特异

性的 1230 种蛋白通过 ID 进行在线 DAVID 数据库检

索。将匹配的蛋白进行 GO 功能注释分析，并将注释

结果进行分类。 

 
 

图5 以牛乳为参照，人乳MFGM特异性蛋白参与的生物过程 

Fig.5 Biological processes involving proteins specific to human 

MFGM 

通过 GO 注释中的生物过程分析，可得到如图 5
所示的结果。与牛乳 MFGM 蛋白相比，人乳 MFGM
特异性表达蛋白在生物过程中主要参与的是代谢过

程、应激反应、定位、定位的建立、免疫系统过程以

及多生物过程，分别占总生物过程的 37%、18%、17%、

15%、8%、5%。其中人乳 MFGM 特异性蛋白参与最

多的为代谢过程，而代谢是生物体内维持生命的有序

的化学反应。说明与牛乳 MFGM 相比，人乳 MFGM
蛋白对与维持生命活动具有更为重要的作用。 
2.4.2  人乳中特异性蛋白参与的分子功能分析 

 
图6 以牛乳为参照，人乳MFGM特异性蛋白具有的分子功能 

Fig.6 Molecular functions of proteins specific to human MFGPs 

通过 GO 注释中的分子功能分析，可得到如图 6
所示的结果。与牛乳 MFGM 相比人乳 MFGM 特异性

表达蛋白具有的分子功能为结合作用、催化活性、转

运活性、结构分子活性。电子载体活性、抗氧化活性，

分别占总的分子功能的 55%、30%、7%、5%、2%、 

1%。其中，人乳 MFGM 特异性表达蛋白主要具有结

合作用，蛋白质的结合作用可以将单纯蛋白质与其他

物质相结合形成结合蛋白，在生命过程中发挥重要作

用。 
2.4.3  人乳中特异性蛋白参与的细胞组成分析 

 
图7 以牛乳为参照，人乳MFGM特异性表达蛋白参与的细胞组

成 

Fig.7 Cellular components of proteins specific to human 

MFGPs 

通过 GO 注释中的细胞组成分析，可得到如图 7
所示的结果。与牛乳 MFGM 相比人乳 MFGM 特异性

表达蛋白参与形成的细胞组成有细胞器、细胞器部分、

分子复合物、胞外区、膜封闭腔、细胞外区域部分、

膜，分别占细胞组成的 34%、20%、15%、10%、9%、

7%、5%。 

2.5  参与免疫相关的蛋白及KEGG通路分析 

由于新生儿的免疫系统尚未成熟，不具备完善的

免疫能力，而通过摄入母乳来获得一些与免疫相关的

蛋白来提高自身的免疫力[21]，因此人乳中与免疫相关

的蛋白质对婴幼儿来讲尤为重要。通过在线 KEGG 通

路检索，如表 1 所示人乳 MFGM 特异性表达蛋白中

有 24 种蛋白参与免疫相关的途径-抗原加工和呈递。

抗原加工和呈递是指抗原呈递细胞摄取抗原并加工成

肽分子，而 MHC-肽复合物在 T 细胞表面识别表达的

过程。而这些蛋白主要是 MHC I 类抗原和 MHC II 类
抗原。 

如图 8 所示，人乳 MFGM 特异性蛋白主要参与

的是 MHC I 类和 MHC II 类途径，这两条途径又是抗

原加工和呈递的经典途径。抗原加工和呈递能够实现

免疫系统对非己抗原的免疫监视，从而达到免疫调节

的作用[22]。在这两个途径中起到识别、加工、合成、

递呈等作用，是抗原加工和呈递过程中不可缺失部分。

因此人乳 MFGM 特异性蛋白在婴幼儿的免疫调节中

起着非常重要的作用，是牛乳蛋白不可替代的部分。 
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图8 人乳特异性MFGPs在抗原加工和呈递（Antigen processing and presentation）KEGG通路中得分布 

Fig.8 Human-specific MFGPs involved in antigen processing and presentation 

表1 参与抗原加工和呈递（Antigen processing and 

presentation）KEGG通路的蛋白 

Table 1 Specific proteins involved in the antigen processing and 

presentation KEGG pathway in human MFGPs compared 

with bovine MFGPs 

Uniprot 

登录号 
蛋白名称 

蛋白质 

评分 

分子量 

/ku 

等电点

/PI 

P04233 
HLA 类 II 组织相 

容性抗原 γ链 
115.52 33.5 8.44 

Q6P1N7 TAPBP 蛋白 52.71 16.4 8.84 

P61769 β-2 微球蛋白 136.26 13.7 6.52 

P27824 钙联接蛋白 450.41 67.5 4.60 

P25774 组织蛋白酶 S 52.11 37.5 8.34 

Q860B3 MHC I 类抗原 80.29 21.2 6.60 

Q4W6C4 MHC I 类抗原 49.10 31.6 6.30 

Q29700 HLA-B 蛋白 49.10 40.4 6.30 

Q5NTB0 MHC I 类抗原 49.10 31.6 5.82 

Q4F7G6 MHC I 类抗原 49.10 31.7 6.09 

Q8MGZ8 MHC I 类抗原 49.10 31.6 5.94 
Q1XG70 MHC I 类抗原 49.10 31.6 5.97 

P01903 
HLA 类 II 组织 

相容性抗原 
152.62 28.6 5.00 

Q3LAA4 MHC II 类抗原 50.11 21.2 5.39 

Q9TQD9 MHC II 类抗原 92.50 27.2 6.95 

Q3LAB5 MHC II 类抗原 84.59 21.3 5.78 

Q5Y7G6 MHC II 类抗原 55.16 30.2 7.18 

Q9BCQ0 MHC II 类抗原 67.67 10.2 6.15 

Q3LAA8 MHC II 类抗原 90.91 21.2 5.94 

Q3LAA7 MHC II 类抗原 50.11 21.3 6.33 

Q3LAB6 MHC II 类抗原 132.60 25.6 6.55 

Q000J6 MHC II 类抗原 92.69 10.8 8.03 

Q06323
蛋白酶激活剂 

复合物亚基 1 
85.84 28.7 6.02 

Q9H4M2 TAP2 蛋白 63.44 12.5 5.91 

3  结论 

3.1  利用 SDS-PAGE 电泳将人乳与牛乳中 MFGM 蛋

白进行分离，发现人乳与牛乳 MFGM 蛋白存在较大

的差异。在牛乳 MFGM 中鉴定出 488 种蛋白，人乳

MFGM 中鉴定出 1545 种蛋白。以牛乳 MFGM 蛋白作

为参照，将人乳 MFGM 特异性蛋白进行数据库检索。

从 GO 功能注释上发现，人乳 MFGM 特异性蛋白在

生物过程中主要参与代谢过程；在分子功能上主要具

有结合作用；在细胞组成上主要参与细胞器的组成。

在这些蛋白中有 24 种蛋白与免疫相关，主要参与免疫

通路为抗原加工和呈递。牛乳 MFGM 与人乳 MFGM
在蛋白质组成上存在较大的差异，这也说明牛乳虽然

与人乳较为相似却并不能完全代替人乳。通过人乳

MFGM 特异性蛋白的 GO 功能注释分析可知，人乳

MFGM 特异性蛋白在生物过程、分子功能、细胞组成

上具有特殊的功能，并且在免疫过程中同样存在特定

的作用。 
3.2  目前，婴幼儿乳品的种类繁多，但是真正能够称

得上完全接近人乳的产品少之又少。因此，对人乳

MFGM 在蛋白质组成及功能上以及与牛乳 MFGM 蛋

白对比寻找差异蛋白进行深入研究，不但能够增加牛
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乳的利用率及利用价值，还能够为以牛乳为原料的婴

幼儿产品添加功能性蛋白提供理论依据。 
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