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摘要：热加工处理羊乳 α-酪蛋白（α-casein，α-CN）和 β-酪蛋白（β-casein，β-CN），通过圆二色谱、荧光光谱等方法探索不同

热加工条件下羊乳的蛋白结构变化与抗原性的关系。结果表明：随着对蛋白热处理温度的升高，会破坏羊 α-CN 和 β-CN 的天然结构，

使得分子内部发生交联或聚集，导致分子量发生改变，分子内游离羰基含量升高，在 134 ℃时，羰基含量分别增长了 134.72%、110.98%；

自由巯基含量则不断下降；疏水性探针检测最大荧光吸收强度分别增加了 50.38%和 9.61%，升温引起疏水基团或二硫键等被暴露出

来，导致蛋白疏水性随着温度的升高而增大。圆二色谱显示，二级结构中卷曲程度或弹性结构发生复杂的转化，使蛋白质空间结构发

生改变，α-螺旋呈现增加趋势，β-转角和无规则卷曲则在减少。两种蛋白的抗原性随着温度的升高而降低，经模拟胃肠消化，134 ℃

处理后抗原性分别减少了 80.63%和 84.12%。故热处理可降低羊乳酪蛋白的抗原性，且抗原性变化与蛋白的游离羰基含量变化呈反比，

还与二级结构中的无规则卷曲及 β-转角含量呈正相关关系。 
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Abstract: The heat treatment of α-casein (α-CN) and β-casein (β-CN) in goat milk was explored by circular dichroism, fluorescence 

spectroscopy and other methods to analyze the effects of their structure and antigenicity. The results showed that with the increase of the heat 

treatment temperature of the casein, the natural structure of α-CN and β-CN was destroyed, caused molecular cross-linking or aggregation, and 

changed the molecular weight. The content of free carbonyl in the molecule increased. At 134 ℃, the carbonyl content increased by 134.72% 

and 110.98%, respectively. The free sulfhydryl content decreased continuously. The maximum fluorescence absorption intensity of the 

hydrophobic probes increased by 50.38%, and 9.61%, respectively. The temperature rise caused hydrophobic groups or disulfide bonds to be 

exposed, resulting in increasing hydrophobicity of the proteins. Circular dichroism results showed that the degree of curl or elastic structure in 

the secondary structure undergoes complex transformation, which changes the spatial structure of the protein. α- spirals were increased, β- turns 

and irregular curls were decreased. The antigenicity of casein decreased with increased temperature. After simulated gastrointestinal digestion, 

the antigenicity was reduced by 80.63% and 84.12%, respectively, at 134 ℃. Therefore, heat treatment can reduce the antigenicity of goat milk 

casein. And the change of antigenicity are inversely proportional to the change of free carbonyl content of protein. In addition, it is also  
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positively correlated with the content of irregular curls and β-turns in the secondary structure. 

Key words: casein; heat treatment; secondary structure; antigenicity 

 

乳制品含有丰富的蛋白质、脂肪、维生素、矿物

质等的营养成分，是人类摄取营养的重要来源之一。

酪蛋白是乳中含量最高的蛋白质，约占乳总蛋白质的

80%，它在乳中主要以胶束形式存在，是一种高度磷

酸化钙结合蛋白[1]，酪蛋白主要有 αs1-CN，αs2-CN，

β-CN 和 κ-CN 四种类型。对于过敏人群来说，酪蛋白

则是引起人体过敏反应的主要过敏原之一，如表 1 中，

羊乳酪蛋白中β-CN含量最大，κ-CN也较牛乳含量高，

而 αs1-CN 含量低于牛乳。有研究显示了对低 αs1-CN
含量的山羊乳有较小免疫反应性[2]，故 αs-CN 对研究

羊乳抗原性等方面性质极其重要。而羊乳与牛乳酪蛋

白结构不同，受加工影响的结构和抗原性变化亦不同。 
表1 山羊乳、牛乳和人乳中酪蛋白含量差异[3] 

Table 1 Difference of casein content in goat milk, bovine milk 

and human milk 

蛋白质 山羊乳 牛乳 人乳

蛋白质/% 3.5 3.3 1.2 

总酪蛋白/(g/100 mL) 2.11 2.70 0.40 

αs1-酪蛋白(占总酪蛋白的百分比)/% 5.6 38.0 - 

αs2-酪蛋白(占总酪蛋白的百分比)/% 19.2 12.0 - 

β-酪蛋白(占总酪蛋白的百分比)/% 54.8 36.0 60~70.0

κ-酪蛋白(占总酪蛋白的百分比)/% 20.4 14.0 7.0 

乳品加工中，通过一定的加工处理可使蛋白质改

性，引起乳品蛋白质的分子结构及理化性质发生改变，

有可能会改变乳品的过敏性[4]。主要的处理方法有物

理法（热处理[5]、高压处理、辐照处理等）、化学法（糖

基化作用等）、酶法和生物法等。许倩[6]等利用动态高

压微射流结合加热处理浓缩乳蛋白可降低其中酪蛋白

的抗原性，增加 α-乳白蛋白的抗原性，但对 β-乳球蛋

白效果不明显；张微等[7]研究蛋白酶水解作用对牛乳

酪蛋白抗原性的影响，结果表明胰蛋白酶能够有效降

低牛乳酪蛋白的抗原性。Li[8]等研究发现，经超声处

理后的虾肉蛋白，纯化虾原肌球蛋白的 IgE 结合能力

降低了 80%。麻小娟[9]对卵白蛋白采用糖基化处理来

探索其抗原性及过敏原性，发现随着糖基化的进行，

卵白蛋白的抗原性逐渐升高，过敏原性逐渐降低。 
而热处理是乳品加工中常用的物理改性方法。在

巴氏灭菌奶、UHT 牛奶、乳奶、炼乳等乳制品的加工

过程中都有涉及加热。热处理能够使蛋白分子结构发

生变化，使得其抗原表位被破坏、掩埋、暴露等，最

终影响蛋白的抗原性。Bu[10,11]等通过不同温度加热处

理乳清分离蛋白，结果发现当加热温度在 90 ℃以下

时，α-乳白蛋白和 β-乳球蛋白的抗原性增加，当温度

高于 90 ℃时，两种蛋白的抗原性均显著下降。张银[12]

等采用热处理与动态超高压加工两种方式结合处理卵

白蛋白，结果表明卵白蛋白抗原性随着加热温度的升

高而降低，随着压力的升高先降低后回升，并且表明

了热处理对卵白蛋白抗原性的影响比超高压大。 
关于热处理改变蛋白性质，目前大多是关于蛋白

结构变化的研究，在牛乳方面较多关于乳清蛋白中

α-La 与 β-Lg 的研究，但关于对羊乳酪蛋白结构及抗

原性等的研究尚少。因此，在现有的研究基础上，采

用羊乳酪蛋白中的 α-CN 与 β-CN 作为研究对象，对其

进行不同温度处理，测定其蛋白的结构变化与抗原性

变化，并分析不同温度下蛋白的结构变化与抗原性之

间的关系，为羊乳的过敏原性研究奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  原料与试剂 

羊乳：陕西金牛乳液有限公司提供；Tris-base；
邻甲苯甲醛（DNPH）；乙酸乙酯；盐酸胍；乙二胺四

乙酸（EDTA）；5,5’-二硫代双（2-硝基苯甲酸）

（DTNB）；1-苯氨基萘-8-磺酸（ANS）；胰蛋白酶；

胃蛋白酶。 

1.2  仪器与设备 

超高温高压灭菌，上海申安医疗器械厂；电泳仪，

北京百晶生物技术有限公司；PHS-3C 型 pH 计，赛多

利斯科学仪器有限公司；高速冷冻离心机，安徽中科

中佳科学仪器有限公司；凝胶成像分析系统，南京驰

顺科技有限公司；冷冻干燥机，青岛永和创新电子科

技有限公司；全波长扫描式多功能读数仪，赛默飞世

尔科技有限公司；圆二色光谱仪，英国应用光物理公

司。 

1.3  方法 

1.3.1  羊乳酪蛋白的分离制备 
将新鲜羊乳离心脱脂，盐酸沉淀（pH=4.1）羊乳

酪蛋白。用 0.05 mol/L 的 NaOH 作为溶剂，配置 30 
mg/mL 羊乳酪蛋白溶液，在 30 ℃下调 pH 至 12.0，
加 CaCl2溶液至体系中的 Ca2+浓度为 0.09 mol/L，调

pH 至中性，4000 r/min 离心 15 min，收集沉淀①。将

沉淀①于 3 mol/L 的尿素溶液中完全溶解后，调 pH 为



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2021, Vol.37, No.2 

96 

4.1，离心，收集沉淀②，反复水洗沉淀，透析并冻干

得 α-CN；将沉淀①溶于水，待完全溶解后调 pH 4.1，
在 4 ℃下冷却 3 h，离心，提取上清液，在 30 ℃下调

pH 为 4.1，再离心，收集沉淀③，水洗 3 次，透析并

冻干得 β-CN。将制得酪蛋白的分离组分在冷冻干燥机

中，进行真空冻干，冻干粉末-20 ℃保存备用。 
1.3.2  羊乳酪蛋白的热处理 

将羊 α-CN、羊 β-CN 用 0.01 mol/L pH 7.4 的磷酸

盐缓冲溶液（PBS）配成 1 mg/mL 的溶液，依据常见

的处理方式温度设定如下：63 ℃（低温保持巴氏杀菌）

30 min、80 ℃（高温巴氏杀菌）15 s、100 ℃（煮沸

杀菌）300 s、134 ℃（超高温高压灭菌）4 s，不进行

热处理作为对照组。加热处理后的样品，取出后瞬间

低温冷却放置。 
1.3.3  SDS-PAGE 检测分子量[13] 

将热处理后的酪蛋白进行 SDS-PAGE（聚丙烯酰

胺凝胶电泳）分析热处理对蛋白质分子量的影响。 
1.3.4  酪蛋白的侧链基团修饰变化 
1.3.4.1  游离羰基含量的测定[14] 

采用 DNPH 比色法测定热处理后的羊 α-CN、羊

β-CN 样品溶液中游离羰基含量。以不加蛋白样品为空

白，在370 nm波长处测量上清液的吸光值，用Bradford
法测上清液中的蛋白质含量[15]。按朗伯比尔定律计算

羰基含量。 
A=ξbc 
式中：A 表示所测样品的净吸光值；ξ为 DNPH 的摩尔消

光系数，值为 22000 L/(mol·cm)；b 为比色皿的厚度；c 为游离

羰基的浓度，用 nmol/g 蛋白质表示。 

1.3.4.2  自由巯基的测定 
参照 Ellman’s DTNB 法[16]。分别取得热处理前后

的 1.0 mL 的羊 α-CN、羊 β-CN 样品溶液与 4.0 mL 
Tris-Gly 缓冲溶液（0.086 M Tris、0.09 M Gly、5 mM 
EDTA、pH 8.0）混匀，再加入 50 μL 4 mg/mL 的

Ellman’s 试剂（4.0 mg DTNB 溶于 1.0 mL 的 Tris-Gly
缓冲液），37 ℃反应 15 min，在 412 nm 处测其吸光

值。 
73.5μmol / g) A D

C
× ×

=自由巯基含量（  

式中：A 为吸光度；D 为稀释倍数；C 为样品浓度(mg/mL)。 

1.3.5  蛋白质二级结构的测定 
利用圆二色光谱仪对热处理前后的羊 α-CN、羊

β-CN样品用PBS配置成 0.02 mg/mL溶液进行色谱检

测。测定条件：扫描范围是 210~280 nm，其中石英样

品池的光程是 0.01 cm，扫描速度是 100 nm/min，扫

描带宽为 0.5 nm，步长为 1 nm。通过系统自带的分析

软件对结果进行分析。 
1.3.6  表面疏水性的测定 

采用 ANS 荧光探针法对热处理前后的羊 α-CN、

羊 β-CN 的疏水性进行测定[17]。测定条件为：激发波

长为 370 nm，扫描发射波长范围为 400~600 nm，电

压为 400 V，狭缝宽度均为 10 nm。本实验用荧光强度

来表示疏水性的大小。 
1.3.7  测定消化后酪蛋白抗原性 

模拟婴儿胃肠消化，将热处理后的羊 α-CN、羊

β-CN 调节 pH 至 3，在 37 ℃下加入 0.3%（质量体积

比）的胃蛋白酶，恒温搅拌反应 2 h，即开始进行模拟

胃液消化。反应停止后立即调节溶液 pH 至 7，加入胰

蛋白酶使其浓度为 10 mg/mL，恒温搅拌反应 4 h，即

进行模拟肠液消化。最后用 100 ℃沸水浴灭酶 5 min
停止反应，然后放置冰水冷却，将样品分装后-20 ℃
条件下保存待测[18]。 
1.3.8  抗原性评估[19] 

采用间接竞争ELISA 方法测定被处理的 α-CN 和

β-CN 的残余抗原性。在间接竞争 ELISA 体系中待测

抗原与包被抗原竞争结合抗体血清，因此被测抗原的

抗原性大小与吸光值成反比。羊 α-CN、羊 β-CN 稀释

包被浓度为 12.5 μg/mL，取 100 μL 包被在 96 酶标孔

板中 4 ℃过夜；隔天洗板后加入待测抗原与羊抗兔

IgG 预混液进行竞争反应，其中对照组不加待测抗原；

1 h 后洗板并加入 1:4000 稀释的羊抗兔 IgG-HRP 标记

物进行检测并显色，终止显色后检测吸光值 OD，将

梯度浓度对应的 OD 值转化为 B/B0值作为纵坐标（B0

为无抗原竞争时的 OD 值，B 为各相应浓度抗原抑制

时的 OD 值），相应浓度的对数是横坐标 lg[α-CN]（或

lg[β-CN]），绘制标准曲线，并进行线性回归拟合，由

此计算得待测抗原的浓度，来反映相应抗原性的变化。 
1.3.9  数据处理 

采用 Origin 9.0 软件作图，并用 SPSS 19 软件进

行统计学分析。 

2  结果与讨论 

2.1  分子量分析 

如图 1 为羊乳分离制备的酪蛋白组分电泳图谱，

经凝胶成像灰度值分析估算出所分离得到的羊 α-CN
和 β-CN 的纯度都在 80%以上，市售标准蛋白纯度为

70%以上，表明所分离的蛋白较纯，可用于后续研究。 
酪蛋白经过热处理、高压脉冲电场、辐射以及超

声波手段的处理后，其分子量可能会发生改变。图 2
为羊乳的α-CN和β-CN经过不同温度处理后对酪蛋白
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分子量的影响。观察各组条带颜色可知：羊乳的 α-CN
和 β-CN 在 63 ℃时灰度无明显变化，在温度升高达到

80 ℃之后有灰度变浅的现象。电泳图谱中蛋白条带的

灰度深浅可以代表进入电泳凝胶内的蛋白含量变化。

因为羊乳的酪蛋白热稳定性差，使得酪蛋白发生脱磷

酸化反应引起蛋白分子交联形成大分子物质，而无法

进入分离胶形成条带[20]，导致电泳图所示的条带灰度

变浅。这与李林强等[21]对于热处理牛羊乳酪蛋白的

SDS 电泳结果相似，蛋白经一定程度的热处理均发生

交联聚合，且羊乳较牛乳更易发生聚合。 

 
图1 羊奶酪蛋白成分的SDS-PAGE 

Fig.1 SDS-PAGE of the components of casein in goat milk 

注：1，Marker；2，羊酪蛋白；3，羊 α-CN；4，羊 β-CN。 

  

  
图2 温度对羊乳中α-CN和β-CN分子量的影响 

Fig2. Effect of temperature on the molecular weight of α-CN 

and β-CN in goat milk 

注：0 号泳道代表酪蛋白，1~5 号泳道依次代表未处理，

63 ℃、80 ℃、100 ℃和 134 ℃。 

2.2  酪蛋白的侧链修饰的变化 

2.2.1  游离羰基含量 
蛋白质的很多侧链氨基酸官能团都容易氧化形成

羰基类衍生物，如肽键的断裂、氨基酸侧链的氧化等，

因此游离羰基含量可以被用来判断蛋白质的氧化程度
[22-24]。图 2 为不同温度的处理下，羊乳 α-CN 和 β-CN
中游离羰基含量的变化。可以观察出，在温度达到

63 ℃时，羊乳 α-CN 和 β-CN 的游离羰基含量显著增

长，且随着温度的升高不断增多，当温度到达 134 ℃
时，羊乳的 α-CN 和 β-CN 中游离羰基含量与未处理时

相比分别增加了 134.72%和 110.98%，均有极显著增

长。这是由于蛋白中的 α-CN 和 β-CN 为无规则卷曲蛋

白，蛋白中的色氨酸、蛋氨酸、组氨酸等受高温影响

最易被氧化形成羰基[25]。羊乳热稳定性低，易在高温

条件下被氧化，且温度越高，氧化程度越剧烈。 

 
图2 温度对羊乳的α-CN和β-CN中游离羰基含量的影响 

Fig.2 Effect of temperature on free carbonyl content of α-CN 

and β-CN in goat milk 

注：*表示数据与对照组比有显著性差异（p<0.05），**表

示数据与对照组比有极显著性差异（p<0.01）。图 3、6 同。 

2.2.2  自由巯基含量 

 
图3 温度对羊乳的α-CN和β-CN中自由巯基含量的影响 

Fig.3 Effect of temperature on free sulfhydryl content of α-CN 

and β-CN in goat milk 

巯基基团时蛋白质中的重要功能性基团之一，它

可以相互交联后形成二硫键，用来稳定蛋白质的高级

结构[26,27]。图 3 是不同温度的处理下，羊乳的 α-CN
和 β-CN 中自由巯基含量的变化。由图可知，羊乳的

α-CN 中自由巯基含量低于 β-CN 中自由巯基的含量，

通过计算得出，当温度加热至 63 ℃时，羊乳 α-CN
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中的自由巯基含量有显著下降，在温度达到 100 ℃时

便有极显著降低，随后下降趋于平缓，当温度为

134 ℃时，其自由巯基含量减少了 53.03%。然而，羊

乳 β-CN 中的自由巯基含量不及 α-CN 对温度敏感，当

温度达到 80 ℃时，自由巯基的含量才开始有了显著

降低，当温度到达 134 ℃时，自由巯基含量减少了

52.65%，与未处理时相比，有了极显著差异。 

2.3  酪蛋白二级结构的变化 

 

 
图4 不同温度条件下羊乳α-CN（a）和β-CN（b）的圆二色

谱图 

Fig.4 CD chromatogram of α-CN (a) and β-CN (b) from goat 

under the different thermal processing conditions 

蛋白的二级结构中，肽键的序列都是一定的，这

些顺序决定着肽键能级会发生的跃迁情况，圆二色谱

的谱带因蛋白的二级结构不同而有所差异，因此，根

据圆二色谱可以分析蛋白的二级结构差异。如图 4 为

不同温度条件下羊乳 α-CN 和 β-CN 的圆二色谱图。由

图 4 可以看出，在 190~250 nm 范围内，在 206 nm 处

由负转正有一正谱带，这是 β-转角结构[28]；在 212 nm
处和225 nm处的两个负峰是α-螺旋特征峰；在222 nm
处还有一个负谱带，是 β-折叠特征峰，谱图可发现结

构中含有大量无规则卷曲结构[29]。 
表2和表3是关于羊乳中α-CN和β-CN的二级结

构含量变化。计算发现羊乳 α-CN 与 β-CN 与的二级结

构含量变化，其中，羊 β-CN 的 α-螺旋结构的初始含

量高于 α-CN 的该结构含量，这或许是由于羊乳本身

α-CN 的含量就远低于 β-CN[30]。且由表格可知，随着

温度变化，两种酪蛋白的无规则卷曲结构和 β-转角的

含量变化均随着温度的升高而减少，当温度达到

134 ℃时 α-CN 的 β-转角结构含量减少了 85.38%，无

规则卷曲减少了 51.71%，β-CN 的两类结构的含量分

别减少了 56.14%和 94.38%，这表明了随着温度升高

羊乳 α-CN 的结构弹性增加，这或将与它更易被水解

有关。α-螺旋结构的含量变化则与上述两种结构变化

相反，随着温度的升高而增加，当温度达到 134 ℃时

两种蛋白分别增加了 53.11%和 85.50%。该二级结构

变化与章宇斌[31]对酪蛋白进行不同温度处理后的 CD
测定的部分研究结果相似，加热导致 αs-及 β-CN 的螺

旋含量逐渐增加。然而，两种酪蛋白的 β-折叠结构的

含量却随着温度的升高分别在 26.52%~28.56%和

13.79%~ 21.88%的区间内有着小幅度的无规则的变

化，这表明了温度的改变不会对羊乳的该蛋白结构有

明显的影响。吴相佚[26]等对浓缩乳蛋白 70 进行热处

理，其蛋白二级结构中 α-螺旋和 β-转角的含量下降，

β-折叠和无规则卷曲含量上升。蛋白的不同可能导致

结构的差异，且乳蛋白自身还存在着酪蛋白与清蛋白

的交联与聚集，可能导致结果的差异。 
表2 温度对羊α-CN二级结构各组分含量的影响 

Table 2 Effect of temperature on the content of goat α-CN secondary structure (%) 

加热条件/℃ 
二级结构组成/% 

α-螺旋 β-转角 β-折叠 无规则卷曲 

control 39.33±0.22a 12.11±0.51a 27.33±0.18a 23.01±0.88a 

63 ℃ 40.82±0.32a 10.26±0.22b 28.56±0.03a 20.23±0.17b 

80 ℃ 44.36±0.47c 7.97±0.32c 27.96±0.56a 18.88±0.19c 

100 ℃ 58.78±0.13d 2.32±0.33d 26.52±0.27a 12.98±0.34d 

134 ℃ 60.22±0.09e 1.77±0.26e 27.65±0.09a 11.11±0.28e 

注：每列不同的字母表示数据与对照组比有极显著性差异（p<0.05），下表同。 
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表3 温度对羊β-CN二级结构各组分含量的影响 

Table 3 Effect of temperature on the content of goat β-CN secondary structure (%) 

加热条件/℃ 
二级结构组成/% 

α-螺旋 β-转角 β-折叠 无规则卷曲 

control 41.72±0.33a 14.41±1.01a 21.88±0.33a 22.79±0.72a 

63 ℃ 50.68±0.29b 13.22±0.29a 14.42±0.67b 10.22±0.67b 

80 ℃ 58.61±0.32c 12.14±0.87c 16.93±0.45c 8.28±0.09c 

100 ℃ 69.18±0.07 d 11.29±0.23d 13.79±0.74d 3.44±0.23d 

134 ℃ 77.39±0.17e 6.32±0.18e 15.82±0.21e 1.28±0.46e 

表4 温度对样品荧光光谱分析时最大荧光强度的影响 

Table 4 Effect of temperature on maximum fluorescence intensity in fluorescence spectrum analysis of samples 

温度/℃ Control 63 ℃ 80 ℃ 100 ℃ 134 ℃ 

荧光强度（×106）
羊 α-CN 6.51±0.25a 7.13±0.06a 8.91±0.10c 9.22±0.03d 9.79±0.42e 
羊 β-CN 12.69±0.22a 12.36±0.09a 14.95±0.17c 13.91±0.07d 13.91±0.16e 

2.4  酪蛋白疏水性分析 

 

 
图5 不同温度条件下羊α-CN（a）和β-CN（b）的荧光光谱 

Fig.5 Fluorescence spectra of α-CN (a) and β-CN (b) from goat 

at different temperatures 

图 5 是由 ANS 荧光探针检测法得到的两种酪蛋

白不同温度条件下的荧光光谱图。应用荧光探针法来

研究蛋白质的构象，在一定范围内，最大荧光强度与

蛋白表面的疏水性呈线性关系[32]。 
观察谱图可以看出，未经过热处理时，羊乳的

α-CN疏水性均小于β-CN的疏水性，这说明羊乳α-CN
的疏水性结合位点低于 β-CN。结合表 4 可以看出，随

着温度升高，羊乳 α-CN 的最大荧光强度随之增强，

到 134 ℃时增加了约 50.38%，这是由于温度的升高

导致二硫键介导的聚合反应隐藏了部分含有荧光色基

团的氨基酸，导致荧光强度增强，同时，蛋白二级构

象发生改变，一些集中在 α-螺旋、β-折叠等转角处的

亲水区域因结构的变化而减少，从而使得蛋白分子内

的疏水基团暴露，也可导致荧光强度增强。上述现象

可以证明随着温度的升高，酪蛋白结构表面疏水基团

会增加，而疏水性的增强或将导致蛋白的解离程度有

所增大。又因羊乳酪蛋白的热稳定性弱，且 β-CN 在

羊乳酪蛋白中占有很大比例，所以羊乳 β-CN 的胶束

与 ANS 结合的亲和力与紧密度相对不稳定，使得最

大荧光强度与其他蛋白相比在温度的升高过程中有着

摆动性的无规则变化。 

2.5  抗原性的变化 

通过模拟婴儿的胃肠水解消化，并采用间接竞争

ELISA 法检测热处理对牛羊乳 α-CN 和 β-CN 的抗原

浓度变化，来反应其抗原性的变化。图 6 表示消化前

后的抗原性变化。观察发现：在未经过热处理时，羊

乳中的 β-CN 含量高于 α-CN，因此图示羊乳 α-CN 的

抗原性低于 β-CN 的抗原性[33]。在未经过胃肠模拟消

化时，羊乳中 α-CN 和 β-CN 的抗原性均随着温度的升

高而持续性降低，当加热温度为 80 ℃时，抗原性有

显著性变化，当温度为 134 ℃时抗原性有了极显著的

降低，α-CN 和 β-CN 的抗原性分别降低了 61.80%和

69.02%。羊乳的 α-CN 在模拟胃肠消化之后，其抗原

性与相同温度下未消化时的抗原性相比约下降了50%
左右，且仅当温度达到 63 ℃时抗原性就有显著降低，

而羊乳 β-CN 的抗原性却直至温度达到 80 ℃时才有

显著性减少。当温度在 134 ℃时，两种蛋白的抗原性

浓度相似，仅剩 7.86~8.54 μg/mL，与未经温度处理的
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消化前后相比，都有着极显著的降低。这就与前人所

得出的羊乳酪蛋白较牛乳在体内来说更易被人体消化

吸收的结论相呼应。结合羊乳的 α-CN 和 β-CN 的侧链

修饰变化、二级结构和疏水性的变化可推断，随着温

度升高，羊乳酪蛋白抗原性的减少，除了与其氧化程

度（游离羰基含量的增多）、疏水性增加有关，或与二

级结构中的 β-转角含量和无规则卷曲含量的减少有

关，它们随着温度的升高几近消失，这种现象或导致

部分抗原结合位点的消失而减少了免疫反应的进行。 

 

 
图6 不同温度对羊α-CN和β-CN抗原性的影响 

Fig6. Effects of different temperatures on the antigenicity of 

goat α-CN (a) and β-CN (b) 

3  结论 

热处理羊乳酪蛋白会发生蛋白的交联，导致部分

沉降或聚集成大分子物质。同时，样品蛋白被高温所

氧化，导致游离羰基含量升高、自由巯基含量减少。

且随着温度的不断升高，羊乳的 α-CN 和 β-CN 的二级

结构中，α-螺旋呈现增加趋势，β-转角和无规则卷曲

则减少至几近消失。此外，羊乳 α-CN 的荧光强度均

随着温度升高而增强，而羊乳 β-CN 的胶束与 ANS 结

合的亲和力与紧密度相对不稳定，故羊乳 β-CN 的荧

光强度呈现无规则变化。温度的升高会引起蛋白的卷

曲程度及弹性结构发生改变，导致分子内的疏水基团，

二硫键等暴露，蛋白结构发生聚合或交联，部分分子

表面的抗原表位被掩埋或被氧化分解，最终导致了被

测蛋白抗原性均有所降低。故温度的升高，能够使羊

乳 α-CN 和 β-CN 的抗原性减弱，且与蛋白的游离羰基

含量呈负相关关系，其二级结构中 β-转角和无规则卷

曲与抗原性变化呈一定正相关，而 α-CN 的抗原性与

疏水性呈反比关系。此外，羊乳 α-CN 和 β-CN 经过不

同条件的热处理后再经胃肠消化，抗原性再度明显降

低。但仅依据单体蛋白研究还不能十分准确的探究其

具体规律性改变，在实际加工过程中，蛋白的分子间

也存在交联与聚合现象，这还需进一步探究其中的潜

在规律。 
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