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摘要：乳清富含多种功能特性和生物活性的蛋白质，本研究利用 SDS-PAGE 电泳将牛初乳与牛乳中乳清蛋白质的组成部分进行

分离鉴定，发现牛初乳与牛乳中乳清蛋白质的组成存在较大的差异，且在牛初乳乳清中鉴定出 290 种蛋白，牛乳乳清中鉴定出 325

种蛋白。由 GO 功能注释分析发现，在生物过程中，牛初乳乳清蛋白在细胞定位建立和细胞定位中的作用略高于牛乳乳清蛋白。在分

子功能上酶抑制活性作用是牛初乳乳清蛋白和牛乳中乳清蛋白的主要分子功能。在细胞组成上牛初乳乳清蛋白参与较多的是细胞外部

分和细胞外空隙，与牛乳乳清蛋白相比参与的细胞组成大体相同。通过 KEGG 代谢通路分析可知，牛初乳和牛乳乳清蛋白均参与过

补体及凝血级联反应通路。对牛初乳乳清蛋白组成进行研究，不仅能够增加牛初乳的利用率，并且为日后以乳清蛋白作为原料生产乳

制品提供理论依据。 
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Abstract: Whey contains proteins with a variety of functional properties and biological activities. Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide 

gel electrophoresis (SDS-PAGE) was used to separate the whey proteins in bovine colostrum and bovine milk. The results showed significant 

differences in the whey protein composition between colostrum and normal milk, and 290 and 325 types of proteins were identified in whey 

from bovine colostrum and bovine milk, respectively. According to the gene ontology (GO) annotations, bovine colostrum whey proteins 

exhibited a slightly higher impact on the establishment of cellular localization and the cellular localization than normal milk whey proteins. 

Enzyme inhibition was the main molecular function of whey proteins from bovine colostrum and normal milk. Regarding cellular composition, 

bovine colostrum whey proteins were involved in the extracellular region and extracellular space, and bovine milk whey proteins showed a 

similar result. The Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) metabolic pathway analysis suggested that whey proteins from both 

bovine colostrum and normal milk were involved in the reaction pathways of coagulation and complement cascades. This study of the whey 

protein composition in bovine colostrum can not only promote the utilization of bovine colostrum, but also provide theoretical foundations for 

future production of dairy products using whey protein as a raw material. 

Key words: bovine colostrum; bovine milk; whey protein; functional analysis; Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) 
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珍贵蛋白质，以其吸收率高、纯度高、氨基酸组成最

合理等诸多优势被推为“蛋白之王”。乳清蛋白不但容

易消化，而且还具有高消化率、高蛋白质功效比、高

生物价和高利用率是蛋白质中的精品等特点，是公认

的人体优质蛋白质补充剂之一。牛奶的组成中 87%是

水，13%是乳固体。而在乳固体中 27%是乳蛋白质，
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乳蛋白质中只有 20%是乳清蛋白，其余 80%都是酪蛋

白，因此乳清蛋白在牛奶中的含量仅为 0.7%[1]。对其

营养特点而言，首先在各种蛋白质中，乳清蛋白的营

养价值是最高的。一般而言，必需氨基酸种类和含量

齐全并能提供人体需要的蛋白质可以称为优质蛋白

质，也叫完全蛋白质。乳清蛋白属于优质的完全蛋白

质，也是动物性蛋白[2]。它含有人体必需的 8 种氨基

酸，且配比合理，接近人体的需求比例，是人体生长、

发育和抗衰老等生命活动不可缺少的精华物质[3]。第

二，乳清蛋白较易被消化吸收，此外，乳清中富含半

胱氨酸和蛋氨酸，它们能维持人体内抗氧化剂的水平

还有许多实验研究都证明，服用乳清蛋白浓缩物能促

进体液免疫和细胞免疫，刺激人体免疫系统，阻止化

学诱发性癌症的发生。所以乳清蛋白又是一种非常好

的增强免疫力的蛋白[4,5]。第三，乳清蛋白中脂肪、乳

糖含量低，但它含有 β-乳球蛋白、α-乳白蛋白、免疫

球蛋白，还有其他多种活性成分[6]。正是这些活性成

分使乳清蛋白具备了有益于人体的诸多保健功能，因

此它被认为是人体所需的优质蛋白质来源之一[7]。从

营养学的角度来看，经动物性蛋白质来源的食物中含

有对人体有害的过量饱和脂肪、胆固醇等有害物质，

过量食用易导致人体脂肪和胆固醇升高，从而导致心

血管疾病的发生[8,9]。通过服用蛋白粉可以在补充蛋白

的同时避免这些问题。再加上它服用方便，吸引利用

率高，能减少肠胃负担。 
近年来，国内外对乳清蛋白的研究实例不是很多，

而对牛初乳与牛乳在乳清蛋白质组成及功能上的差异

几乎没有报道[10,11]。本试验结合 SDS-PAGE 电泳对牛

乳清中主要蛋白进行分析，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，通过比较初乳和牛乳中乳清蛋白

含量的差异，以揭示初乳和牛乳乳清中主要蛋白含量

的变化规律。 

1  材料与方法 

1.1  原料 

采集 30 份健康奶牛的牛乳并在实验前进行混合，

由沈阳辉山乳业奶牛场提供。 
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、甲酸和乙腈，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  牛初乳和牛乳的乳清蛋白的提取 
分别取牛初乳和牛乳各 50 mL 乳样，在 4 ℃，

10000 r/min 离心 15 min，分离获得乳脂肪部分和下层

乳清、乳粒部分。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，下层的样品即乳清、

乳粒部分，将下层样品继续在 4 ℃，12000 r/min 离心

45 min，收集上清样品，沉淀即为乳粒样品的粗提物。

上清样品利用等电点法除去酪蛋白后，即为乳清部分。

加入适量预冷的丙酮沉淀，收集乳清蛋白样品，冻干

待用。 
1.3.2  乳清蛋白的SDS-PAGE电泳及定量分析 

用 5%浓缩胶和 12%分离胶，分离胶电泳 30 min，
浓缩胶电泳 1 h。初乳乳清稀释 40 倍后上样，牛乳稀

释 5 倍后上样，上样量均为 8 μL。通过 Bio-Rad 凝胶

成像系统观察 SDS-PAGE 电泳结果[12]，利用 Quantity 
One软件的Volumes Quick Guide分别对电泳条带及各

蛋白条带进行定量分析，并用 BandAnalysis 对泳道内

的蛋白条带进行分子量确定，以低分子 marker 标准为

参比，得到所需蛋白条带分子。 
1.3.3  蛋白样品酶解 

每组乳清样品取 200 μg进行酶解，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 

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 mm×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 
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peptide traps（Agilent Technologies，Wilmington，DE），
再经色谱柱分离，相关液相梯度如下：0 min~50 min，
B 液线性梯度从 4%到 50%；50 min~54 min，B 液线

性梯度从 50%到 100%；54 min~60 min，B 液维持在

100%。 
1.3.5  ESI 质谱鉴定及数据分析 

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 度，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 

Gene Ontology (GO)数据库包含了生物过程

(Biological Process)、分子功能((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 

2.1  SDS-PAGE 电泳结果分析 

 
图1 牛初乳与牛乳中乳清蛋白的SDS-PAGE电泳图 

Fig.1 SDS-PAGE patterns of whey proteins in colostrum and 

milk 

注：M 表示 marker；BC 表示牛初乳乳清蛋白；BN 表示

牛乳乳清蛋白。 

将牛初乳与牛乳中提取的乳清蛋白进行

SDS-PAGE 电泳分析，结果如图 1 所示。由牛初乳与

牛乳中乳清蛋白的电泳图可以看到，牛初乳与牛乳中

乳清蛋白在组成及含量上并不完全相同。牛乳中酪蛋

白含量较高，这可能会掩盖一些低丰度蛋白的表达。

也可以看出牛初乳与牛乳中乳清蛋白具有一些相同表

达蛋白，如果将牛初乳中乳清蛋白提取充分利用加工

成各种功能性食品和基料具有广阔前景。 

2.2  牛初乳与牛乳中乳清蛋白酶解后的鉴定

结果分析 

 
图2 Q4TZH2-LILTLTHGTAVCTR的二级质谱图 

Fig.2 MS/MS mass spectrum of the 

Q4TZH2-LILTLTHGTAVCTR 

 

图3 牛初乳与牛乳中乳清蛋白组成 

Fig.3 Composition of whey proteins in colostrum and milk 
图 2 所示是 Uniprot 登录号为 Q4TZH2（脂肪酸

结合蛋白）的二级质谱图。将牛初乳与牛乳中乳清蛋

白质酶解后的肽段进行液质联用分析，然后进入

DAVID 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。经过鉴定，牛初乳乳清蛋白中

Unique Peptides≥1 的鉴定出 290 种蛋白，牛乳乳清蛋

白中鉴定出 325 种蛋白，牛乳乳清蛋白的种类数多于

牛初乳乳清蛋白，大约是牛初乳乳清蛋白种类数的

1.12 倍。这可能是由于牛初乳中酪蛋白含量过高，导

致影响一些低丰度蛋白表达的原因。但是牛乳并不能

完全代替牛初乳添加到婴幼儿乳品的加工中，可能是

牛初乳中含有一些特异性表达蛋白并且发挥着至关重
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要的作用，但牛乳并不能代替。与此同时乳清蛋白是

目前应用最为广泛的乳制品原料，具有较高的利用价

值。 

2.3  牛初乳与牛乳中乳清蛋白的组成分析 

 
图4 牛初乳与牛乳中乳清蛋白的维恩图 

Fig.4 Venn diagram of whey proteins in colostrum and milk 

如图 4 所示，牛初乳与牛乳乳清蛋白中共有 199
种相同表达蛋白，牛初乳乳清中有 91 种特异性表达蛋

白，牛乳乳清中有 126 种特异性表达蛋白。牛乳中特

异性表达蛋白高于牛初乳，这也说明牛初乳与牛乳乳

清蛋白在组成上存在较大的差异。并且牛乳乳清蛋白

中存在的蛋白质种类较多，但并不能说明牛初乳在加

工利用价值不高，恰恰相反的是牛初乳中含有丰富的

营养物质，能够为机体提供均衡的营养，表明牛初乳

乳清蛋白在机体内可能发挥着重要的作用。 

2.4  GO 功能注释分析 

2.4.1  牛初乳与牛乳中乳清蛋白组成参与的生

物过程分析 

 
图5 牛初乳、牛乳中乳清蛋白的生物过程 

Fig.5 Biological process of whey protein in colostrum and milk 

如图 5 所示，通过对牛初乳和牛乳中乳清蛋白数

据库的检索，选择主要的生物过程。牛初乳和牛乳中

乳清蛋白的生物过程主要是生物调控（Biological 
regulation）、应激反应（Response to stimulus）、细胞定

位的建立（Establishment of localization）、细胞定位

（Localization）、多细胞生物过程（Multicellular 
organismal process)和免疫系统过程（Immune system 

process）。通过对生物过程的分析可知，牛乳中乳清蛋

白在生物过程中发挥的作用略要高于牛初乳乳清蛋

白，尤其体现在生物调控中的作用。而牛初乳在细胞

定位建立和细胞定位中的作用略高于牛乳。 
2.4.2  牛初乳与牛乳中乳清蛋白组成参与的分

子功能分析 

 
图6 牛初乳、牛乳中乳清蛋白的分子功能 

Fig.6 Molecular function of whey protein in colostrum and milk 

如图 6 所示，牛初乳和牛乳中乳清蛋白的分子功

能主要为酶抑制活性（Enzyme inhibitor activity）、脂

质结合（Lipid binding)、绑定模式（Pattern binding）。
其中酶抑制活性作用是牛初乳和牛乳中乳清蛋白的主

要的分子功能。 

2.4.3  牛初乳与牛乳中乳清蛋白组成参与的细

胞组成 

 
图7 牛初乳、牛乳中乳清蛋白参与的细胞组成 

Fig.7 Cellular components of whey protein in colostrum and 

milk 

如图 7 所示，牛初乳和牛乳中乳清蛋白主要参与

的细胞组成为细胞外部分（Extracellular region part）、
细胞外空隙（Extracellular space）、囊泡（Vesicle）、蛋

白质-脂类复合物（Protein-lipid complex）和血浆脂蛋

白（Plasma lipoprotein）。其中牛初乳乳清蛋白参与较

多的是细胞外部分和细胞外空隙，与牛乳的乳清蛋白

相比参与的细胞组成大体相同，这也就说明了无论是

牛初乳乳清蛋白还是牛乳乳清蛋白都具有较高的利用

价值。 
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2.5  牛初乳与牛乳中乳清蛋白不同组成部分的 KEGG 代谢通路分析 

表1 牛初乳和牛乳中乳清蛋白不同组成部分的KEGG代谢通路 

Table 1 KEGG Pathway of the different whey protein components in colostrum and milk 

代谢通路 牛初乳乳清蛋白 牛乳乳清蛋白 

KEGG Pathway Name count Percent/% count Percent/% 

Complement and coagulation cascades 11 10.2 14 13.7 
Systemic lupus erythematosus   5 4.9 

表2 参与KEGG代谢通路的乳清蛋白 

Table 2 Whey proteins involved in KEGG pathway 

Uniprot 登录号 蛋白名称 蛋白质的

氨基酸数
分子量

/ku 
等电点

/PI 牛初乳 牛乳 

A8DC37 Fc 片段免疫球蛋白 278 31.1 8.72  √ 

Q5E9E3 补体结合成分 244 25.8 8.94  √ 

Q0VCX1 补体物质 1 698 76.6 5.08  √ 

Q2UVX4 补体物质 3 1661 187.1 6.84 √ √ 

Q3MHN2 补体物质 9 548 62 5.90 √ √ 

Q7SIH1 α2-巨球蛋白 1510 167.5 6.02 √ √ 

P00735 血凝酶 625 70.5 6.33 √ √ 

P00741 凝血因子 ix 416 46.8 5.66  √ 

P81187 补体因子 B 761 85.3 7.68 √ √ 

Q3SZZ9 纤维蛋白原 Y 链 435 49.1 5.87 √ √ 

Q28085 补体因子 H 1236 140.3 6.81 √ √ 

P23955 Serpin 肽酶抑制剂，进化枝 A 416 46.1 6.52 √ √ 

A6QPP2 Serpin 肽酶抑制剂，进化枝 D 496 55.2 6.86 √ √ 

P50448 Serpin 肽酶抑制剂，进化枝 G 468 51.7 6.67 √ √ 

Q28065 补体物质 4 结合蛋白 α 610 68.8 6.38 √ √ 

注：“√”表示含有。 

 
图8 补体及凝血级联反应KEGG通路 

Fig.8 KEGG pathway analysis for the coagulation and 

complement cascades 

如表 1 和表 2 所示，牛初乳中乳清蛋白的不同组

成部分中有 11 种蛋白参与 KEGG 代谢通路中的补体

及凝血级联反应。牛乳中乳清蛋白的不同组成部分中

有 15 种蛋白参与 KEGG 代谢通路。如图 8 所示，牛

初乳乳清蛋白主要参与的是外源途径、内源途径、交

替途径、经典途径和凝集素途径。补体系统的组成包

括 30 多中活性成分，按其性质和功能可以分为三类，

本文所述为以可溶性形式或膜结合形式存在的各种补

体调节蛋白。其中经典途径是指主要由 C1q 与激活物

结合后顺序活化 C1r、C1s、C2、C4 和 C3，形成 C3
转化酶与 C5 转化酶的级联酶促反应过程[13]。其他途

径与之类似。牛初乳中大大包含这些补体调节蛋白，

因此牛初乳将更具有潜在的资源和市场。 

3  结论 

3.1  利用 SDS-PAGE 电泳将牛初乳与牛乳中乳清蛋

白进行分离，能够发现牛初乳与牛乳乳清蛋白存在一

定的差异。并在牛初乳乳清蛋白中鉴定出 290 种蛋白，

牛乳乳清蛋白中鉴定出 325 种蛋白。其中有 199 种相

同的蛋白，说明牛初乳和牛乳乳清蛋白中蛋白组成存

在一定的差异。通过分别对牛初乳和牛乳中乳清蛋白
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的 GO 功能注释及 KEGG 代谢通路分析表明，牛初乳

和牛乳中乳清蛋白在生物学过程、分子功能、细胞组

成及代谢通路上同样存在一定的差异。通过对生物过

程的分析可知，牛乳中乳清蛋白在生物过程中发挥的

作用略要高于牛初乳乳清蛋白，尤其体现在生物调控

中的作用。而牛初乳在细胞定位建立和细胞定位中的

作用略高于牛乳。酶抑制活性作用是牛初乳和牛乳中

乳清蛋白的主要的分子功能。对细胞组成而言牛初乳

乳清蛋白参与较多的是细胞外部分和细胞外空隙，与

牛乳的乳清蛋白相比参与的细胞组成大体相同，这也

就说明了无论是牛初乳乳清蛋白还是牛乳乳清蛋白都

具有较高的利用价值。 
3.2  目前，母乳并不能完全满足婴幼儿的需求，市场

上以牛乳作为其替代品，也主要是由于牛乳中乳蛋白

的价值较高。而通过本文研究表明，牛初乳的的利用

价值要高与牛乳。牛初乳中含有丰富的营养物质，能

够为机体提供均衡的营养。本文主要讨论牛乳中乳清

蛋白的组成及功能的分析，牛初乳乳清含有广泛的生

物活性蛋白质，完整的乳清蛋白质具有一定的免疫刺

激作用。因此乳清蛋白质在免疫低下患者人群中以及

预防食物引起的癌症中具有潜在应用前景。目前开发

成产品的有乳铁蛋白、乳过氧化物酶和抗体，这些蛋

白质具有抗菌功能，是体内抵抗微生物侵染的主要非

细胞防御因素，应用领域主要包括动物饲养、食品保

藏、预防和治疗人体或家畜多种疾病侵染。牛初乳乳

清抗体及衍生的生物活性多肽等具有潜在的资源及市

场。除了常规乳清蛋白质以外，牛初乳是一种亟待开

发的新资源。牛初乳在蛋白质的含量和组成上与正常

牛乳存在区别。其中乳清蛋白中含有大量免疫因子、

酶等活性组分，受到广泛关注。乳清蛋白质水解物中

的主要应用在低过敏性婴儿配方奶粉。从而可以更好

的配合我国大力发展乳品工业，跟随世界保健潮流。 
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