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摘要:通过对 β－乳球蛋白酶解反应的各个关键条件进行优化ꎬ确定了还原烷基化试剂用量为 ５０ μＬ、还原温度为 ５５℃、胰
蛋白酶溶液浓度为 １ ｍｇ / ｍＬ、酶解温度为 ３７℃、酶解时间为 １６ ｈ、终止酶解试剂为 １０％甲酸溶液ꎬ在该条件下特征多肽酶解较为

完全ꎻ并对色谱检测条件进行优化ꎬ利用同位素稀释质谱法准确定量乳品中 β－乳球蛋白ꎬＲＳＤ<７％ꎬ可为乳品中过敏原准确定

量提供一定的参考ꎮ
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　 　 β－乳球蛋白是乳清中的主要蛋白质ꎬ基本存在

于所有牛类的乳汁当中ꎬ是乳品的主要过敏原ꎮ 其

水解物质或某些片段能够起到降胆固醇和抗氧化的

作用ꎬ但对于婴幼儿却是“威胁”ꎬ主要是由于婴幼

儿消化系统发育不完全ꎬβ－乳球蛋白一进入婴幼儿

体内就会被判定为病原ꎬ从而诱发免疫反应ꎮ 因此ꎬ
对 β －乳球蛋白进行准确定量是行业的迫切需

要[１－９]ꎬ更是对婴幼儿健康的保障ꎮ
β－乳球蛋白通常以二聚体的形式存在ꎬ二聚体

平均相对分子质量约为 １８ ３２０[１０]ꎬ在 ｐＨ<３ 时易解

离为单体ꎬ其单体包括 １６２ 个氨基酸残基ꎮ 目前利

用多肽可实现对蛋白质的准确定量ꎬ但前提条件是

蛋白质的定量酶解ꎮ 随着蛋白组学的不断发展ꎬ酶

解[１１－１５]也成为该领域研究的热点ꎮ 目前国内关于

β－乳球蛋白酶解条件优化的研究较少ꎬ现有的一些

优化条件不够全面ꎮ β－乳球蛋白多选用胰蛋白酶

(Ｔｒｙｐｓｉｎ)进行酶解ꎬ但胰蛋白酶[１６－１８] 属于催化剂ꎬ
只影响酶解过程的速率ꎬ无法改变反应的化学平衡

位置ꎬ为了使酶解反应尽量完全ꎬ需要对酶解反应的

各个条件进行优化ꎮ 本研究基于蛋白组学的酶解技

术ꎬ对蛋白质的酶解条件ꎬ包括还原烷基化试剂用

量、还原温度、酶解温度、酶浓度以及酶解时间等进

行优 化ꎬ 选 择 β － 乳 球 蛋 白 对 应 的 特 征 多 肽

ＩＤＡＬＮＥＮＫ(ＩＫ－８)ꎬ以稳定同位素多肽作为内标稀

释剂ꎬ开发了准确定量 β－乳球蛋白的方法ꎬ并应用

于市售乳品过敏原蛋白的检测ꎬ可为乳品中过敏原
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准确定量提供一定的方法参考ꎮ

１　 主要仪器与试剂

Ｔｈｅｒｍｏ ＴＳＱ ｑｕａｎｔｕｍ 液相色谱质谱联用仪[赛
默飞世尔科技(中国)有限公司]ꎻ超纯水系统(美国

Ｍｅｒｃｋ Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司)ꎻ电子天平(瑞士梅特勒－托利

多集团ꎬ精度 ０􀆰 ０１ ｍｇ)ꎻｐＨ 计(瑞士梅特勒－托利多

集团ꎬＦｉｖｅ Ｅａｓｙ Ｐｌｕｓ)ꎻＡＬＰＨＡ １－２ ＬＤ 冷冻干燥机

(德国 ＣＨＲＩＳＴ 公司)ꎻＳＢ － ５２００ＤＴ 超声波清洗机

(上海般诺生物科技有限公司)ꎮ
甲酸(色谱纯ꎬ中国 ＣＮＷ 公司)ꎻ乙腈 (色谱

纯)、碘乙酰胺( ＩＡＭ)ꎬ中国 ＣＩＮＣ 公司ꎻ胰蛋白酶、
β－乳球蛋白(纯度>９８％)ꎬＳＩＧＭＡ 公司ꎻ盐酸、三氟

乙酸(国药集团化学试剂有限公司)ꎻ碳酸氢铵、
ＩＤＡＬＮＥＮＫ( １３Ｃ６ꎬ１５Ｎ－Ｌｅｕꎬ纯度>９８％ꎬ丰度>９８％原

子)ꎬ上海化工研究院有限公司ꎻ二硫苏糖醇(ＤＴＴꎬ
上海安谱实验科技股份有限公司)ꎻ骆驼奶粉(基
质)ꎻ样品牛奶ꎮ

２　 实验方法

２􀆰 １　 标准溶液配制

β－乳球蛋白标准品储备溶液(１ ｍｇ / ｍＬ):称取

β－乳球蛋白固体 １０ ｍｇ(精确至 ０􀆰 ０１ ｍｇ)ꎬ用超纯

水溶解后定容至 １０ ｍＬꎮ 置于－２０℃冰箱内保存ꎮ
β － 乳 球 蛋 白 特 异 多 肽 标 准 储 备 溶 液

(５００ μｍｏｌ / Ｌ):称取 β －乳球蛋白特异多肽固体

４􀆰 ５６ ｍｇ(精确至 ０􀆰 ０１ ｍｇ)ꎬ用超纯水溶解后定容至

１０ ｍＬꎮ 置于－２０℃冰箱内保存ꎮ
精密称取内标肽段 ＩＤＡＬＮＥＮＫ 适量ꎬ用水溶液

配制成 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ 的储备溶液冻存于－８０℃ꎮ 临用

前配制ꎬ４℃保存备用ꎮ
２􀆰 ２　 样品前处理

量取样品牛奶试样约 ２５ ｍＬ(内含蛋白质约

７５０ ｍｇ 左 右 )ꎬ 转 移 至 ５０ ｍＬ 的 容 量 瓶ꎬ 并 用

５０ ｍｍｏｌ / Ｌ 的碳酸氢铵定容至刻度线ꎬ置于涡旋混

合器上充分溶解后备用ꎮ
２􀆰 ３　 液相色谱的检测条件

色谱 柱 Ｓｈｉｍａｄｚｕ Ｃ１８ ( ４􀆰 ６ ｍｍ × ２５０ ｍｍꎬ
５ μｍ)ꎻ流动相 Ａ 为 ０􀆰 １％甲酸水溶液ꎻ流动相 Ｂ 为

０􀆰 １％甲酸－乙腈溶液ꎻ流速 １􀆰 ０ ｍＬ / ｍｉｎꎻ梯度洗脱

程序:０ ~ ３􀆰 ０ ｍｉｎ(１０％ Ｂ)ꎬ３􀆰 ０ ~ １３􀆰 ０ ｍｉｎ(１０％ ~
３０％ Ｂ)ꎬ１３􀆰 ０ ~ １４􀆰 ０ ｍｉｎ (３０％ ~ ９０％ Ｂ)ꎬ１４􀆰 ０ ~
１８􀆰 ０ ｍｉｎ(９０％ Ｂ)ꎬ１４􀆰 ０~１８􀆰 ０ ｍｉｎ(３０％~９０％ Ｂ)ꎮ

柱温 ３５℃ꎻ进样量 １０ μＬꎮ
２􀆰 ４　 质谱的检测条件

电喷雾模式为 ＥＳＩꎻ质谱扫描方式为多反应检

测扫描(ＭＲＭ)ꎬ特征肽段 ＩＤＡＬＮＥＮＫ 的 ｍ/ ｚ 为 ４５９~
８０３ꎬ内标肽段 ＩＤＡＬＮＥＮＫ 的 ｍ / ｚ 为 ４６２􀆰 ５ ~ ８１０ꎻ毛
细管电压 ３􀆰 ５ ｋＶꎻ鞘气流速为 １３ ｍＬ / ｍｉｎꎻ离子传输

管温度为 ２７５℃ꎮ

３　 结果与讨论

３􀆰 １　 酶解条件优化实验

对 β－乳球蛋白进行氨基酸序列分析和酶解位

点分析ꎮ 在 ＮＣＢＩ 数据库中获得 β－乳球蛋白的氨基

酸序列ꎬ经模拟得到胰酶 Ｔｒｙｐｓｉｎ 在 β－乳球蛋白上

的酶解位点ꎬ如图 １ 所示ꎮ

图 １　 β－乳球蛋白的氨基端序列和胰蛋白酶的

酶解位点图

３􀆰 １􀆰 １　 优化还原烷基化试剂用量

蛋白质结构盘绕折叠ꎬ内部容易包埋酶解位点

导致酶解试剂难以切割ꎮ 因此需要加入还原烷基化

试剂使蛋白质序列中的酶解位点完全暴露ꎬ从而使

酶能够直接作用于特定位点ꎮ 故考察了还原烷基化

试剂 ＤＴＴ 用量对酶解效率的影响ꎬ如图 ２ 所示ꎮ

图 ２　 不同 ＤＴＴ 用量下 β－乳球蛋白酶解

特征多肽 ＩＤＡＬＮＥＮＫ 峰面积

从图 ２ 可知ꎬ随着 ＤＴＴ 用量不断增加ꎬ酶解后

多肽 ＩＤＡＬＮＥＮＫ 的峰面积有上升趋势ꎬ当 ＤＴＴ 用量

为 ５０ μＬ 时峰面积达最大值ꎻ继续增加 ＤＴＴ 用量ꎬ
多肽 ＩＤＡＬＮＥＮＫ 峰面积开始呈现下降趋势ꎮ 这主
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要是由于随着 ＤＴＴ 用量的增加ꎬ蛋白质中半胱氨酸

(Ｃｙｓ)形成的 Ｓ—Ｓ 被不断还原ꎬ使其产生单一的酶

解多肽ꎬ进而增强作用效果ꎬ当用量继续增加时ꎬ还
原状态的 Ｓ—Ｓ 量突增ꎬ 还未能发生烷基化反

应[１９－２０]便又重新形成 Ｓ—Ｓꎬ作用效果下降ꎮ 故确定

本研究 ＤＴＴ 试剂的用量为 ５０ μＬꎮ
３􀆰 １􀆰 ２　 还原温度与酶解温度的优化

温度是影响蛋白质酶解效率的一个关键因素ꎮ
ＤＴＴ 作为还原剂的最佳还原反应温度通常为 ４５、５０
及 ６０℃ꎬ胰蛋白酶的最佳作用温度为 ３７℃左右ꎮ 为

进一步优化最佳温度条件ꎬ分别取 ４０、４５、５０、５５、
６０、６５℃作为还原反应温度ꎬ分别以 ３１、３４、３７、４０、
４３℃作为酶解温度ꎬ结果如图 ３ 所示ꎮ

１—４０℃ꎻ２—４５℃ꎻ３—５０℃ꎻ４—５５℃ꎻ５—６０℃ꎻ６—６５℃

图 ３　 还原温度与酶解温度的优化实验

从图 ３ 可以发现ꎬ随着酶解温度的提高ꎬ酶解的

多肽含量呈现先上升后降低的趋势ꎬ３７℃时多肽含

量达到最大值ꎮ 这主要是由于温度较低时随着温度

的升高ꎬ胰蛋白酶的活性不断增加ꎻ当温度过高时ꎬ
胰蛋白酶逐渐失活ꎬ酶解的多肽含量有所降低ꎮ 故

最佳的酶解温度为 ３７℃ꎮ 此外还发现ꎬ随着还原温

度的上升ꎬ酶解的多肽含量不断上升ꎬ在 ５５℃下作

用效果最佳ꎬ随着还原温度进一步提高ꎬ多肽含量开

始下降ꎮ 这主要是由于过低的温度难以使还原剂充

分作用ꎻ温度过高使反应向反方向进行ꎮ 因此ꎬ选择

还原反应温度为 ５５℃ꎮ
３􀆰 １􀆰 ３　 酶浓度与酶解时间的优化

影响酶解效果的另一重要因素是胰酶浓度和胰

酶的酶解时间ꎮ 无论是酶浓度的选择ꎬ还是时间的

确定ꎬ均对酶解效率、离子化效率有一定的影响ꎬ进
而影响检测方法的重复性ꎮ 故为了进一步保证方法

具有良好的重现性ꎬ特针对 β－乳球蛋白的酶浓度与

酶解时间进行相关考察ꎬ分别选取酶浓度 ０􀆰 ２、０􀆰 ５、
０􀆰 ８、１􀆰 ０、１􀆰 ２、１􀆰 ５ ｍｇ / ｍＬꎬ酶解时间 ４、８、１２、１６、２０、
２４、３２、４８ ｈ 进行考察ꎬ结果如图 ４ 所示ꎮ

１—０􀆰 ２ ｍｇ / ｍＬꎻ２—０􀆰 ５ ｍｇ / ｍＬꎻ３—０􀆰 ８ ｍｇ / ｍＬꎻ４—１􀆰 ０ ｍｇ / ｍＬꎻ

５—１􀆰 ２ ｍｇ / ｍＬꎻ６—１􀆰 ５ ｍｇ / ｍＬ

图 ４　 酶的浓度及酶解时间优化实验

由图 ４ 可以发现ꎬ随着酶浓度的增加ꎬ酶解效果

越来越好ꎬ但是当酶浓度过高时ꎬ作用效果开始下

降ꎬ当酶浓度为 １ 和 １􀆰 ２ ｍｇ / ｍＬ 时ꎬ作用效果最好ꎮ
这主要是由于胰蛋白酶浓度过低会导致蛋白质难以

充分酶解ꎬ进而影响作用效果ꎻ而胰酶浓度过高时ꎬ
其产生的自溶产物多ꎬ影响后端质谱的离子化效率ꎮ
基于实验的检测周期及节约成本的考量ꎬ确定胰蛋

白酶的浓度为 １ ｍｇ / ｍＬꎮ 而随着酶解时间的增加ꎬ
作用效果也是先增加后下降ꎮ 主要是由于在酶浓度

适宜的条件下酶解时间过短ꎬ酶解反应不充分ꎻ而酶

解时间过长胰蛋白酶的自溶物又会不断增多ꎬ与待

测物离子在离子化时形成竞争进而影响离子化效

率ꎮ 故确定酶解时间 １６ ｈ 作为本方法的样品处理

条件ꎮ
３􀆰 １􀆰 ４　 终止酶解试剂的选择

终止酶解反应的原理是在过酸条件下胰蛋白酶

失活ꎬ反应停止ꎮ 分别考察了盐酸、甲酸和三氟乙酸

３ 种试剂的作用效果ꎮ 发现 ３ 种试剂均能有效终止

酶解反应ꎬ但通过结合色谱分离流动相以及色谱柱

保护效果考虑ꎬ确定以甲酸作为终止酶解的试剂ꎮ
虽然盐酸溶液是常用的终止酶解试剂ꎬ能显著调节

溶液的 ｐＨꎬ但其酸性极强ꎬ对色谱柱的使用寿命有

较大影响ꎬ且盐酸对质谱的离子源也有一定损害ꎮ
本研究将以 １０％甲酸溶液作为终止剂ꎬ将酶解

溶液 ｐＨ 调至酸性 ( ｐＨ 约为 ２)ꎬ以此终止酶解

反应ꎮ
３􀆰 ２　 以 ＩＤＡＬＮＥＮＫ( １３Ｃ６ꎬ １５Ｎ－Ｌｅｕ)为内标定量

乳品中的 β－乳球蛋白

将市面上采购的 ５ 种样品牛奶进行内标法定

量ꎮ 各称取样品 ６ 份ꎬ分别加入 ５０ μＬ ＤＴＴ 溶液ꎬ还
原温度为 ５５℃ꎬ胰蛋白酶溶液的浓度为 １ ｍｇ / ｍＬꎬ
在 ３７℃下过夜反应 １６ ｈꎬ终止酶解试剂为 １０％甲酸

溶液ꎮ

􀅰５０４􀅰
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按上述酶解条件进行处理后上机分析ꎬ用内标

法计算ꎬ定量结果见表 １ꎮ
表 １　 内标法定量 ５ 种奶品中 β－乳球蛋白含量 ｇ / Ｌ

序号 １ 号奶品 ２ 号奶品 ３ 号奶品 ４ 号奶品 ５ 号奶品

１ ２􀆰 ７３ ３􀆰 ２１ ２􀆰 ９９ ３􀆰 ２２ ３􀆰 ５３

２ ２􀆰 ９８ ３􀆰 １５ ２􀆰 ５６ ３􀆰 ２１ ３􀆰 ６４

３ ２􀆰 ５３ ３􀆰 ２７ ２􀆰 ９３ ３􀆰 ３３ ３􀆰 ４５

４ ２􀆰 ９９ ３􀆰 ５４ ２􀆰 ７９ ３􀆰 ４１ ３􀆰 ２９

５ ２􀆰 ７２ ３􀆰 ４１ ２􀆰 ７７ ３􀆰 １２ ３􀆰 ５５

６ ２􀆰 ８３ ３􀆰 ２２ ２􀆰 ８４ ３􀆰 ２７ ３􀆰 ４３

平均值 ２􀆰 ８０ ３􀆰 ３０ ２􀆰 ８１ ３􀆰 ２６ ３􀆰 ４８

ＲＳＤ / ％ ６􀆰 ２６ ４􀆰 ４５ ５􀆰 ３２ ３􀆰 １０ ３􀆰 ４６

通过建立的同位素稀释质谱法定量 ５ 种样品牛

奶中的 β－乳球蛋白含量ꎬ该方法的 ＲＳＤ<７％ꎬ可实

现对市面上乳品过敏原的准确定量ꎮ

４　 结论

(１)开发优化了 β－乳球蛋白酶解条件ꎬ最佳条

件为:０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ 还原剂(ＤＴＴ 溶液 ５０ μＬ)ꎬ在 ５５℃
下反应 ６０ ｍｉｎ 后加入 １００ μＬ ＩＡＭ 溶液(０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ)ꎬ
３０℃避光反应 ３０ ｍｉｎꎬ然后加入 １００ μＬ 的胰蛋白酶

溶液(１ ｇ / Ｌ)ꎬ在 ３７℃下过夜反应 １６ ｈꎮ
(２)采用同位素稀释质谱法对市售 ５ 种奶品进

行 β－乳球蛋白的定量分析ꎬ该方法准确度好、精密

度高ꎬＲＳＤ<７％ꎬ可为市面上乳品过敏原的准确定量

提供技术支撑ꎮ
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