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日本香川地区荷斯坦牛乳与娟姗牛乳营养成分的比较
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摘’要!目的’比较日本香川地区荷斯坦和娟姗牛乳中乳清蛋白的总蛋白质含量!乳过氧化物酶%F*>&和乳铁蛋

白的一些基本性质# 方法’以荷斯坦和娟姗牛乳为对象!经酸沉淀除酪蛋白后!通过离心!4*74KZ<MQEUK离子交换

层析分离纯化得到乳过氧化物酶和乳铁蛋白!利用考马斯亮蓝定量$4T47*6c_定性$6aX4 检测乳过氧化物酶活

性$最后通过基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱%d6FTL7X>b7d4&确认分子量# 结果’娟姗牛乳中乳清蛋白的

总蛋白质和乳过氧化物酶含量均高于荷斯坦中乳清蛋白中的总蛋白质和乳过氧化物酶含量# 娟姗乳清蛋白中的

乳过氧化物酶活性%"-3&" / ?0YV&高于荷斯坦乳清蛋白中的乳过氧化物酶活性%"-&/3 ) ?0YV&# 娟姗乳清蛋白中

的乳过氧化物酶和乳铁蛋白分子量分别为 &3% $3-#/$ 和 3(# !(-/(3 [TM!荷斯坦乳清蛋白中的乳过氧化物酶和乳

铁蛋白分子量分别为 &&& %$-3$# 和 3!& %/-$)$ [TM# 结论’对于乳酪行业!当考虑养殖奶牛品种生产乳酪同时又

想最大限度利用需要处理的乳清蛋白和乳铁蛋白的时候!相比于荷斯坦奶牛!娟姗奶牛是更好的选择#
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’’荷斯坦奶牛是全世界主要乳用牛品种之一"畜牧
业发达的国家"荷斯坦牛数量占总奶牛数量的比例较
高* 中国乳用牛品种以荷斯坦及其杂交后代为主"约
占全国奶牛总头数的 3"."主要乳牛品种有三河牛’

新疆褐牛’草原红牛’西门塔尔等(#) * 近年来"中国部
分地区引进娟姗奶牛* 娟姗奶牛是原产于英国的古
老乳用牛品种之一"其最大的优点就是乳脂’乳蛋白
含量均高于普通奶牛* 娟姗奶牛与荷斯坦奶牛相比"
蛋白含量高 !".左右* 用娟姗牛奶加工奶酪时"比
普通牛奶的产量高 !". q!/."因此娟姗牛有+奶酪
王,的美誉(!) * 而且娟姗奶牛是属于体型相对较小
的奶牛"成年娟姗母牛体重为 $/$ [C"而成年荷斯坦
母牛体重为 %3" [C(() "所以娟姗奶牛饲养成本较低*

综上所述"饲养娟姗奶牛有较好的经济效益*
现有关荷斯坦奶牛的研究文章比较多"但是没

有比较荷斯坦奶牛和娟姗奶牛乳清蛋白相关性质
的文章* 乳铁蛋白 $VM:SE;KQQAB%是一种与铁结合的
蛋白分子量约 3" [TM蛋白质"主要存在于牛奶’眼
泪和胆汁中* 乳铁蛋白有广谱抗菌性"例如革兰阳
性菌’革兰阴性菌"还有些存在于抗酸抗乙醇的细
菌中* 其抗菌性已经在肉类食品安全中应用 ($) *
+EQBAU< 等 (/)发现乳铁蛋白有刺激造骨细胞"抑制破
骨细胞来促进骨骼的生长作用*

乳过氧化物酶$F*>%是含有血红素带有 %"3 个
氨基酸的糖蛋白"分子量约 &3 [TM"具有抗多种食品
病原菌的生物活性* 这种抗菌能力通常与被称为过
氧化物 F*系统结合起来"d:FMD等(%)把乳过氧化物
酶与月桂酸甘油酯结合起来抑制 M=$<&%>#/&iH&和
金黄色葡萄球菌的生长* _VESYMBA等(&)把乳过氧化
物酶与乳酸链球菌素结合起来提高沙丁鱼保存质量*

在本研究中"主要比较荷斯坦和娟姗牛乳清蛋
白中总蛋白含量’乳过氧化物酶和乳铁蛋白的一些
性质*

#’材料与方法
#-#’材料
#-#-#’试验对象

荷斯坦奶牛$? k#/%’娟姗奶牛$? k#/%&分为 (

批"每 / 头为一批"奶牛来自日本香川县 =MYMJM\U*
#-#-!’主要仪器与试剂

$VSQM;VKPSQKYK基质辅助激光解吸电离飞行时
间质谱$d6FTL7X>b7d4"德国 aQI[KQ%’紫外分光光
度计$日本 4<AYMJ]I%’"-/ YV离心过滤器’高速离
心机’离心浓缩仪*

%7氰基7$7羚 基 肉 桂 酸 $H++6%’ 三 氯 乙 酸
$X+6%’考马斯亮蓝 ,7!/" 均购自美国 4ACYM"!"!\7

联氮7双$(7乙基苯并噻唑啉7%7磺酸%二铵盐$6aX4"
美国 6YQKU:E%"牛血清蛋白$a46"美国 aAE7,MJ%*
#-!’方法
#-!-#’总蛋白’乳过氧化物酶和乳铁蛋白提纯

将牧场取回的新鲜牛奶 #( """ f, #" h离心
#" YAB"收集离心后的上清乳液* 用 / YEV0F的 H+V

调至上清乳液 ZHk$-% (3) * 用消毒过的纱布过滤去
除沉淀下来的酪蛋白* 将过滤后的液体装入预处
理过的透析袋"放入内有 # F的 #" YYEV0F的磷酸
缓冲液$*a%的烧杯"$ h过夜透析*

将预处理过的过夜透析样品经 4*74KZ<MQEUKbb

离子交换柱分离 ()) "洗脱步骤如下&首先用 #"" YV
*a缓冲液$含有浓度为 " q"-/ YEV0FWM+V%洗脱"
然后用 #"" YV*a缓冲液 $含有浓度为"-/ YEV0F
WM+V%洗脱#最后用 !"" YV*a缓冲液$含有浓度为
"-/ q#-" YEV0FWM+V%洗脱#将洗脱的液体收集起
来"每 / YV为一管"一共收集 3" 管* 其中收集物 #
是 " q"-/ YEV0FWM+V洗脱与用 "-/ YEV0FWM+V洗
脱后收集的溶液"收集物 ! 是先用 "-/ YEV0F洗脱
再用 "-/ q#-" YEV0F洗脱后收集的溶液* 总蛋白
质和乳过氧化物酶含量通过紫外分光光度计测定*
纯化后得到的乳过氧化物酶用十二烷基磺酸钠聚
丙烯酰氨凝胶电泳$4T47*6c_%来确认*
#-!-!’蛋白质浓度测定

用 FENQD法测定蛋白质的浓度 (#") "牛血清蛋白
$a46%作为标准蛋白$dM[KQ% (##7#!) *
#-!-(’乳过氧化物酶活性的测定

基于用过氧化氢氧化作为显色底物的 6aX4"形
成的有色化合物在 $#! BY处有吸收(&) * 将 #"" !V的
样品’/"" !V的 # YYEV0F6aX4 和"-# YEV0F醋酸缓
冲液$ZHk%-"%混合"再加入$/" !V的 "-// YYEV0F
H!>! 液体* 每 #/ U在$#! BY处测定吸光度(#() * # 个
酶活力单位定义为# YAB催化 # !YEV6aX4 的酶量"

摩尔吸光系数是每厘米 (! $"" F0YEV(#$) *
#-!-$’4T47*6c_电泳

根据 FMKYYVA方法 (#/) "将样品加到浓缩胶上"

一开始使用 #" Y6电流"当染料全部进入分离胶
后"把电流调至 #!-/ Y6"直到染料距前沿底边
#-/ :Y"停止电源* 经 "-#.亮蓝 ,7!/" 染色 "-/ <
后脱色"拍照*
#-!-/’质谱分析 (#%)

质谱条件&波长 ((/ BY"加速电压模式 !" [e"
正离子模式"激光能量 % !O

质谱分析&# !V样品与 $ !V的含有 "-#.三氟
乙酸和 ((-(.丙烯腈的 H++6基质混合"然后与
# !V基质’# !V标准 蛋白 混合" 上样 到 不 锈钢
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d6FTL样品盘上* 将混合好的样品送到日本香川
大学的医学部测定分子质量*

!’结果与分析
!-#’荷斯坦和娟姗乳清蛋白中总蛋白质含量和分
离纯化后的乳过氧化物酶含量及活性的比较

蛋白浓度的测定采用 FENQD法"总蛋白和乳过

氧化物酶含量及活力的结果用 ( 批牛奶的平均值表
示* 结果表明"纯化前后的娟姗乳清蛋白中的总蛋
白含量大于荷斯坦清蛋白中的总蛋白含量* 同时"
纯化后的娟姗乳清蛋白中乳过氧化物酶含量大于
荷斯坦清蛋白中的乳过氧化物酶含量* 娟姗乳清
蛋白中乳过氧化物酶活力也大于荷斯坦清蛋白中
的乳过氧化物酶活力"结果见表 # 和图 #*

表 #’荷斯坦和娟姗乳清蛋白中总蛋白和乳过氧化物酶含量及乳过氧化物酶活力$$Js(%

XM̂VK#’+EYZMQAUEB S<KSESMVZQESKAB"VM:SEZKQEPAJMUK:EBSKBSMBJ M:SARASD^KSNKKB OKQUKDMBJ HEVUSKAB N<KD

品种
总蛋白质含量0$YC0YV% 乳过氧化物酶含量0$YC0YV% 乳过氧化物酶活力0$?0YV%

未纯化 纯化后 未纯化 纯化后 未纯化 纯化后
娟姗奶牛 /-(/# " s"-"$( % "-)%$ & s"-""% " ! "-(3" & "-#)$ ( "-3&" /

荷斯坦奶牛 $-)"3 $ s"-")% / "-%)# % s"-""3 # ! "-!&! ) "-#3! # "-&/3 )

注&!表示无数值

图 #’分离纯化后荷斯坦和娟姗乳清蛋白中的

乳过氧化物酶和乳铁蛋白的含量
bACIQK#’+EYZMQAUEB :EB:KBSQMSAEB E;VM:SEZKQEPAJMUKMBJ VM:SE7

;KQQAB ^KSNKKB OKQUKDMBJ HEVUSKAB N<KDM;SKQZIQA;A:MSAEB ZQE:KUU

!-!’荷斯坦和娟姗乳清蛋白的乳过氧化物酶和乳
铁蛋白测定及 4T47*6c_结果

分离净化曲线中出现了 ( 个峰* 娟姗乳清蛋白
分离纯化过程 $" q"-/ YEV0FWM+V和 "-/ YEV0F
WM+V梯度洗脱%有两个峰出现"分别是 a46和乳过
’’’’

氧化物酶"分子质量分别是 %& 和 &3 [TM" 4T47
*6c_图谱和 d6FTL7X>b7d4 结果可证明此结论*
纯化过程中"洗脱管 !3 q(3 收集的洗脱液中在吸
光度 !3" BY处检测到了一个峰"在测酶活力过程
中"相同的洗脱管收集液中内检测到一个峰"所以
测得酶活力是乳过氧化物酶的酶活力* 而对于荷
斯坦乳清蛋白"纯化过程中"洗脱管 (! q() 收集
的洗脱液中在吸光度 !3" BY处检测到的是乳过
氧化物酶*

分离纯化曲线中出现的第 ( 个峰是通过
"-/ YEV0FWM+V和 "-/ q#-" YEV0FWM+V梯度洗脱
液收集的"经过 4T47*6c_的验证是乳铁蛋白"分子
质量约为 3! [TM* 4T47*6c_电泳胶上只出现乳过
氧化物酶和乳铁蛋白条带"证明 4*74KZ<MQEUK适用
于乳 过 氧 化 物 酶 和 乳 铁 蛋 白 的 分 离 纯 化"
见图 ! q(*

注&6为吸光度曲线$吸光度 !3" BY% #a为 4T47*6c_结果"a46为牛血清白蛋白$作为 dM[KQ%

图 !’娟姗乳清蛋白纯化过程与 4T47*6c_图谱结果
bACIQK!’_VISAEB ZQE;AVKUE;OKQUKDN<KDMBJ 4T47*6c_QKUIVS

’’4T47*6c_结果表明有 $ 条带"从上到下分别
是乳过氧化物酶"a46"#S乳球蛋白 $ #7FC%和 !S乳
白蛋白$!7FM% "这 $ 条带为主要的乳清蛋白组分*
由于条带太淡"无法清楚辨别"所以将未纯化的娟

姗乳清蛋白中的蛋白质浓缩 #" 倍"未纯化的荷斯
坦乳清蛋白中的蛋白质浓缩 / 倍"再上样 4T47
*6c_"最后得到了理想的图谱结果* 由于乳过氧
化物酶和乳铁蛋白的分子量比较接近"乳过氧化
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注&6为吸光度曲线$吸光度 !3" BY% #a为 4T47*6c_结果

图 (’荷斯坦乳清蛋白纯化过程与 4T47*6c_图谱结果
bACIQK(’_VISAEB ZQE;AVKUE;HEVUSKAB N<KDMBJ 4T47*6c_QKUIVS

物酶和乳铁蛋白的条带重叠"所以将分离纯化后
的收集物 # 和收集物 ! 重新上样进行 4T47*6c_"
得到较为分开的乳过氧化物酶和乳铁蛋白的条
’’’

带* 使用 4*74KZ<MQEUK层析柱和 "-/ q#-" YEV0F
WM+V梯度洗脱是分离纯化获得乳过氧化物酶和乳
铁蛋白较好的条件"见图 $*

注&6为样品浓缩前的电泳结果"a为样品浓缩后的电泳结果##’#! 为 dM[KQ#! q( 为 " q"-/ YEV0FWM+V梯度洗脱后的样品

$/ C0F% #$ q& 为纯化后的蛋白质#3 q) 为 #" 倍浓缩的未纯化的娟姗乳清蛋白##" q## 为 / 倍浓缩的未纯化的荷斯坦乳清蛋白

图 $’4T47*6c_结果
bACIQK$’4T47*6c_QKUIVS

!-(’d6FTL7X>b7d4 结果
d6FTL7X>b7d4 结果见图 /* d6FTL7X>b7d4

结果可以看出"对于娟姗乳清蛋白"图 /a中出现了
两个峰"分别是分子量为%& !#$-/%/ [TM的 a46和
分子量为 &3 %$3-#/$ [TM的乳过氧化物酶* 图 /T
出现的是分子量为3( #!(-/(3 [TM的乳铁蛋白* 对
于荷斯坦乳清蛋白"图 /6中出现了两个峰"分别是
与娟姗乳清蛋白中分子量相同的 a46和分子量为
&& &%$-3$# [TM的乳过氧化物酶* 图 /+出现的是
分子量为3! &%/-$)$ [TM的乳铁蛋白*

娟姗和荷斯坦乳清蛋白中的乳过氧化物酶和乳
铁蛋白分子量之间的差异可能是由于蛋白质的四级
结构和氨基酸种类及数量造成的* 乳过氧化物酶结
构主要包括了 !螺旋和两个短的反平行 # 折叠"血红
素辅因子结合于蛋白质的中心(#&) * 乳铁蛋白结构类
似于球状糖蛋白"以两种形式存在&富含铁形式的

<EVE7VM:SE;KQQAB 和不含铁形式的 MZE7VM:SE;KQQAB* MZE7
VM:SE;KQQAB 的特点是有一个+开放式,的 W7环和一个
+封闭式,的 +7环"而 <EVE7VM:SE;KQQAB 两个环都是+封
闭式,的(#3) *

经过 d6FTL7X>b7d4 分析"娟姗乳清蛋白中的
乳过氧化物酶和乳铁蛋白的分子质量要大于荷斯
坦乳清蛋白中的乳过氧化物酶和乳铁蛋白分子量*

(’小结
本研究主要是比较荷斯坦和娟姗牛乳中乳清

蛋白中蛋白质的性质"结果表明日本香川地区娟姗
乳清蛋白中的总蛋白和乳过氧化物酶的含量大于
荷斯坦乳清蛋白中的总蛋白和乳过氧化物酶的含
量"娟姗乳清蛋白中的乳过氧化物酶的活力大于荷
斯坦乳清蛋白中的乳过氧化物酶活力* 娟姗乳清
蛋白中的乳过氧化物酶和乳铁蛋白的分子量大于
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注&6为荷斯坦乳清蛋白中分离纯化的 a46和乳过氧化物酶#a为娟姗乳清蛋白中分离纯化 a46和乳过氧化物酶#

+为荷斯坦乳清蛋白中分离纯化的乳铁蛋白#T为娟姗乳清蛋白中分离纯化的乳铁蛋白

图 /’d6FTL7X>b7d4 结果
bACIQK/’d6FTL7X>b7d4 QKUIVS

荷斯坦乳清蛋白中的乳过氧化物酶和乳铁蛋白的
分子质量* 由于本试验样品量比较小"且奶牛均为
日本香川地区养殖"对于其他地区养殖或者不同地
区养殖的两种奶牛是否会有同样的结果还需要进
一步研究*

乳过氧化物酶和乳铁蛋白是有效的抗菌物质"

已经运用于食品医药饲料’化妆品领域及作为纯天
然功能因子被开发利用 (#)7!") * 由于乳过氧化物酶
和乳铁蛋白是属于天然"有无毒害’易处理等优点"

乳过氧化物酶和乳铁蛋白的抗菌作用在食品安全
邻域里尤其重要* 乳制品行业处理剩下的乳清蛋
白是乳过氧化物酶和乳铁蛋白的生产来源* 对于
乳酪行业"当考虑养殖奶牛品种生产乳酪同时又想
最大限度利用需要处理的乳清蛋白和乳铁蛋白的
时候"相比于荷斯坦奶牛"娟姗奶牛是更好的选择*
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调查研究
杭州市流动人口急性腹泻危险因素的病例对照研究

陈树昶#!王玲莉#!盛金芳!!沈利明(!王海英$!朱晓霞#!刘辉#!黄利明#

!#9杭州市疾病预防控制中心"浙江 杭州’(#""!#$ !9富阳市疾病预防控制中心"浙江 富阳’(##$""$
(9西湖区疾病预防控制中心"浙江 西湖’(#""#($ $9余杭区疾病预防控制中心"浙江 余杭’(###""#

摘’要!目的’了解杭州市流动人口发生急性腹泻的危险因素# 方法’以杭州市流动人口聚集地作为调查点!采

用配对病例对照研究方法和入户调查的方式!收集流动人口急性腹泻病例和对照人群在餐厨环境$食品采购$食品

加工$饮食习惯$食品储存等 / 部分共 (3 个指标的情况!并对数据进行 VECAUSA:回归模型多因素统计学分析# 结果

’购买新鲜的食物 %BCk"-#%/!)/.0.("-"/# q"-/(& &$处理食物前清洁双手 %BCk"-#)!!)/.0.("-"(3 q

"-)3#&$剩余食物再次食用前充分加热%BCk"-!(3!)/.0.("-"/& q"-))"&是急性腹泻的保护因素# 烹调的食物

有血水 %BCk$-!33!)/.0.(#-#$( q#%-"3" &!在小摊$路边店$大排档用早餐 %BCk(#-(!(!)/.0.(#-(!( q

&$#-/&"&!食用外购熟食%BCk$-%$"!)/.0.(#-/(3 q#$-"""&是主要的危险因素# 结论’良好的个人卫生和烹调

习惯以及坚持在家用餐是减少流动人口急性腹泻的主要措施#

关键词!流动人口’ 腹泻’ 危险因素’ 病例对照’ 食源性疾病’ 杭州
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