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牛乳主要过敏原 αS1-酪蛋白的纯化鉴定及其
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摘　要：目的：从牛乳酪蛋白中纯化获得 αS1-酪蛋白并对其进行综合鉴定，以及制备特异性识别 αS1-酪蛋白的兔多

克隆抗体。方法：采用 DEAE Sepharose Fast Flow 阴离子交换层析色谱对 αS1-酪蛋白进行分离纯化，利用酪蛋白的

理化性质（等电点和含量）、免疫学技术和质谱技术对纯化的 αS1-酪蛋白进行综合鉴定，然后通过透析和冷冻干

燥获得高纯度的 αS1-酪蛋白，最后免疫新西兰大白兔制备多克隆抗体，并分析其特异性。结果：在 4 种酪蛋白

中，αS1-酪蛋白在阴离子交换层析色谱中的出峰时间最晚、峰面积最大，在电泳图中的位置最高，最终获得纯度高

达 94.26% 的 αS1-酪蛋白，得率为 27.19%。免疫 5 次后，两只兔子的抗血清效价分别为 128 万和 32 万，抗血清除

了与大豆蛋白存在轻微交叉反应（<0.25%）外，与 α-乳白蛋白、β-乳球蛋白、蛋清蛋白、花生蛋白均无交叉反

应，表明特异性高。结论：本研究制备了高纯度的 αS1-酪蛋白及其高特异性的多克隆抗体，为过敏原蛋白的纯化

与综合鉴定提供了思路，为 αS1-酪蛋白免疫学检测方法的建立提供了物质基础。
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Abstract：Objective:  To purify and comprehensive identify αS1-casein from bovine caseins  and prepare rabbit  polyclonal
antibody against αS1-casein. Method: DEAE Sepharose Fast Flow anion exchange chromatography was used to separate and  
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purify αS1-casein. The physicochemical property (isoelectric point and protein content), immunological technique and mass
spectrometry  were  used  to  comprehensively  identify αS1-casein.  Then  the αS1-casein  was  obtained  by  dialysis  and
lyophilization, polyclonal antibody was prepared by immunizing New Zealand white rabbit with the purified αS1-casein, and
the specificity of polyclonal antibody was analyzed. Result: Among the four kinds of caseins, αS1-casein had the latest peak
time,  the  largest  peak  area  in  anion  exchange  chromatography  and  the  highest  position  in  the  electrophoretic  diagram.
Finally, the purity of αS1-casein was 94.26%, and the yield was 27.19%. The titers of sera from two rabbits inoculated with
purified αS1-casein for  five times reached 1280000 and 320000,  respectively.  In addition to the slight  cross  reaction with
soybean protein (<0.25%), the antiserum showed no cross reaction with α-Lactalbumin, β-Lactoglobulin, egg white protein
and peanut protein, indicating high specificity. Conclusion: This study prepared high purity αS1-casein and high specificity
polyclonal  antibody  against αS1-casein,  providing  a  new  train  of  thought  for αS1-casein  purification  and  comprehensive
identification, and also providing material basis for the development of immunologic method for detection of αS1-casein.

Key words：cow’s milk allergen；αS1-casein；purification；identification；polyclonal antibody

 

牛乳具有丰富的营养物质，深受人们喜爱，但作

为“八大过敏性食物”之一，由于摄入牛乳蛋白而引

起的食物过敏现象也引起了国内外的广泛关注[1−4]。

牛乳中有 30 多种蛋白质可能会导致过敏，其中 αS1-

酪蛋白不仅含量最高，其致敏性也更强[5−7]。因此，

αS1-酪蛋白被认为是牛乳中最重要的过敏原之一，可

作为检测食品中是否含牛乳蛋白的一个重要标志

物。而 αS1-酪蛋白的纯化及其特异性多克隆抗体的

制备是建立 αS1-酪蛋白检测方法的物质基础。

αS1-酪蛋白、αS2-酪蛋白、β-酪蛋白和 κ-酪蛋白

在牛乳中含量分别为 12~15、3~4、9~11 和 3~4 mg/mL，

分子量分别为 23.6、25.2、24.0 和 19.0 kDa，等电点

分别为 4.9~5.0、5.2~5.4、5.1~5.4 和 5.4~5.6[7]。这

些理化性质为各种酪蛋白的分离纯化和鉴定提供了

重要依据。例如，DEAE  Sepharose  Fast  Flow、Q-

Sepharose 等阴离子交换层析（pH=7.0）是分离纯化

酪蛋白的常用方法[8−12]，根据 αS1-酪蛋白的等电点最

低及蛋白含量最高，可大致判断 αS1-酪蛋白的出峰时

间最晚，且峰面积较大。另外，由于十二烷基硫酸钠-

聚丙烯酰胺凝胶电泳（sodium dodecyl sulfate-polya-

crylamide gel electrophoresis，SDS-PAGE）通常能较

准确地指示蛋白质的分子量，因此是鉴定蛋白质最常

用的方法[13−15]。然而，研究发现酪蛋白在 SDS-PAGE

中的迁移速度要比理论值更慢，尤其是由于 αS1-酪蛋

白的水合粒径较大，导致其在 SDS-PAGE 中位于

34.5 kDa，远高于其实际分子量 [16]。Treweek 等 [17]

通过质谱技术证明 αS1-酪蛋白在 SDS-PAGE 中的位

置高于 αS2-酪蛋白。但目前有些研究仅根据各酪蛋

白的分子量及其在 SDS-PAGE 中的理论分布来判断

纯化结果，导致各研究结果存在较大差异[8−11]。另

外，虽然有少数研究通过质谱、标准品对照等方法对

纯化的 αS1-酪蛋白进行鉴定，但未给出纯化样品的

SDS-PAGE 图[12, 17−18]，从而无法给相关的纯化研究

提供准确、直观的参考。因此，有必要在充分利用各

酪蛋白理化性质的基础上，结合其他技术方法对分离

纯化的 αS1-酪蛋白进行综合准确鉴定，以确保纯化获

得的 αS1-酪蛋白的可靠性，并提供分离纯化的色谱图

和 SDS-PAGE 图，为相关研究提供科学、直观的参考。

除了利用目标蛋白的理化性质对其进行鉴定

外，免疫学方法、质谱方法等技术可进一步为蛋白质

的鉴定提供有力保障。其中，免疫学技术是利用抗原

与抗体特异性结合的特性来鉴别抗原蛋白，具有特异

性强、灵敏度高、操作简单、经济、快速等优点[19−21]。

抗体是免疫学鉴定抗原蛋白的关键，在未获得目标蛋

白质而无法制备相应抗体时，可以通过化学合成或原

核表达等方法制备含目标蛋白质某些序列或全部序

列的多肽或蛋白质，并制备相应的抗体[22−25]，再利用

这些抗体对纯化的目标蛋白质进行免疫学鉴定。另

外，将质谱技术与酶解和液相色谱等方法联合，得到

蛋白质谱图后，通过检索数据库，可以灵敏、准确、高

通量地鉴定蛋白质，是蛋白质鉴定的“金标准”，广泛

用于蛋白质等物质的鉴定与检测[26−28]。

本研究将通过 DEAE Sepharose Fast Flow 阴离

子交换层析对牛乳酪蛋白的各蛋白质组分进行分离，

基于 4 种酪蛋白的理化性质，结合 SDS-PAGE、免疫

学方法和质谱技术等方法对纯化的 αS1-酪蛋白进行

综合鉴定，并制备特异性识别 αS1-酪蛋白的兔多克隆

抗体（polyclonal antibody against αS1-casein，pAb-αS1-
CN），为 αS1-酪蛋白免疫学检测方法的建立提供物质

基础，也为其他过敏原蛋白的纯化与鉴定提供参考。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

8 周龄的雄性新西兰大白兔　赣州蓉江新区潭

东镇天予养殖场；牛乳酪蛋白、α-酪蛋白、α-乳白蛋

白、β-乳球蛋白、弗氏完全佐剂、弗氏不完全佐剂、

HRP 标记羊抗兔 IgG（HRP-IgG）二抗　美国 Sigma
公司；DEAE Sepharose Fast Flow 阴离子柱材　美

国 GE 公司；TMB 底物试剂盒、预染蛋白 Markers　
美国 Thermo Fisher Scientific 公司；三羟甲基氨基甲

烷（Tris）、甘氨酸、透析袋（分子截留量 3500 Da）　
北京索莱宝科技有限公司；40% 的丙烯酰胺/甲叉双

丙烯酰胺溶液（29:1）　上海生工生物工程股份有限

公司；96 孔酶标板　无锡耐思生命科技股份有限公司。

ST16R 高速冷冻离心机、Varioskan LUX 多功

能酶标仪　美国 Thermo Fisher Scientific 公司；TH-
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500 梯度混合仪、BT-100 恒流泵、HD-3 紫外检测

仪、HD-A 层析图谱采集分析仪、BS-100 自动部分

收集器、层析柱（1.6 cm×50 cm）　上海沪西分析仪

器厂有限公司；PB-30 pH 计　德国 Sartorius 公司；

Mini-PROTEAN Tetra 小型垂直电泳仪　美国 Bio-
Rad 公司；Amersham Imager 600 超灵敏多功能成像

仪　美国 GE 公司；FreeZone 2.5 L 立式冷冻干燥机

　美国 Labconco 公司；PL9620G 全自动洗板机　北

京普朗新技术有限公司；MT60-4 恒温微孔板振荡器

　深圳市优米仪器设备有限公司；MS-H-ProT 磁力搅

拌器　大龙兴创实验仪器（北京）股份公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   阴离子交换层析分离纯化牛乳 αS1-酪蛋白　称

取 1 g 牛乳酪蛋白溶于 50 mL 平衡缓冲液（50 mmol/L
Tris-HCl，含有 3.3  mol/L 尿素、20  mmol/L  NaCl、
10 mmol/L EDTA、0.12% [V/V] β-巯基乙醇，pH7.0），
调 pH 至 7.0。采用 DEAE  Sepharose  Fast  Flow 阴

离子交换层析分离纯化 αS1-酪蛋白。先用平衡缓

冲液平衡离子交换柱，然后加入 10  mL 酪蛋白

（20 mg/mL）。采用平衡缓冲液洗脱未被吸附的杂

质，流速为 2 mL/min；然后用含 0.02~0.5 mol/L NaCl
的平衡缓冲液进行连续洗脱，流速为 1.5 mL/min。
收集洗脱样品，6 mL/管。 

1.2.2   SDS-PAGE 分析蛋白质纯度　SDS-PAGE 用

来分析离子交换层析所得蛋白质的组分与纯度。

SDS-PAGE 电泳采用 4% 的浓缩胶和 12% 的分离

胶，凝胶厚度为 1.0  mm，样品上样量为 18  μL，
Markers 上样量为 3 μL。电泳采用恒流模式，浓缩胶

电泳条件为 10 mA、30 min，分离胶电流为 20 mA，

直至溴酚蓝跑至分离胶底端。电泳结束后，进行剥

胶、考马斯亮蓝染色、甲醇乙酸溶液脱色等程序。脱

色完全后，利用 Amersham Imager 600 进行凝胶成

像，通过 ImageJ 软件分析蛋白纯度。 

1.2.3   牛乳 αS1-酪蛋白的鉴定　首先，按照课题组前

期报道的方法 [24]，制备了特异性识别 αS1-酪蛋白

9 个 IgE 表位的多克隆抗体，然后以该多克隆抗体为

一抗，通过间接酶联免疫吸附实验（enzyme-linked
immuno sorbent assay，ELISA）分析各峰样品的免疫

学反应性。用包被液将各峰尖样品进行梯度稀释（不

稀释、10 倍、100 倍、1000 倍），以包被液作为空白对

照，每孔 100 μL，3 个平行，4 ℃ 包被过夜。用 PBST
（PBS，含 0.05% Tween-20）洗涤 3 次后，每孔依次加

入 250 μL 3% 的明胶、100 μL 一抗（稀释 2 万倍）、

100 μL HRP-IgG（稀释 1 万倍），均于 37 ℃、400 r/min
振荡孵育 1 h（若无特殊说明，ELISA 的孵育条件均

为 37 ℃、400 r/min 振荡孵育），每次孵育完后均用

PBST 洗涤 3 次。然后每孔加入 100 μL TMB 工作

试剂，孵育 15 min 后，每孔加入 50 μL 2 mol/L 的

H2SO4 终止反应。最后，450 nm 测吸光值（optical
density at 450 nm，OD450 nm）。

另外，进一步通过质谱技术对 αS1-酪蛋白进行鉴

定。将间接 ELISA 确定为 αS1-酪蛋白的样品进行

SDS-PAGE，染色、脱色后，将最粗的条带切下，送上

海生工生物工程股份有限公司（武汉）进行 MALDI-
TOF-TOF 质谱鉴定。 

1.2.4   牛乳 αS1-酪蛋白的冷冻干燥　对综合鉴定为

αS1-酪蛋白的样品进行透析和冷冻干燥。首先，按照

说明书处理透析袋：剪取合适长度的透析袋，先用

2%（W/V）NaHCO3 和 1 mmol/L EDTA（pH8.0）煮沸

10 min，再用 1 mmol/L 的 EDTA（pH8.0）煮沸 10 min，
每次煮完后均用超纯水彻底清洗透析袋。接着将

αS1-酪蛋白样品倒入透析袋中，用流动的自来水透析

过夜除盐，然后在磁力搅拌下用超纯水透析 2 次，每

次 3 h。然后，通过离心收集透析所析出的沉淀，并

放入−80 ℃ 进行冷冻。将 αS1-酪蛋白样品进行冷冻

干燥。最后，通过 SDS-PAGE 分析冻干样品的纯度，

其余样品保存于−80 ℃ 备用。 

1.2.5   兔抗牛乳 αS1-酪蛋白多克隆抗体的制备与特

异性分析　按照课题组前期报道的方法 [24]，制备

pAb-αS1-CN 并分析其特异性。选取 2 只 8 周龄的

新西兰大白兔，雄性，分别标记为兔 A 和兔 B，饲养

于动物房。喂养不含牛乳蛋白的食物，喂养一周无异

常后，开始免疫，每次免疫前，耳缘静脉取血，用于监

测抗体效价变化。用 PBS 将 αS1-酪蛋白配成 2 mg/mL
的溶液，将等体积的 αS1-酪蛋白溶液和弗氏佐剂混合

进行乳化，初次免疫用弗氏完全佐剂，加强免疫用弗

氏不完全佐剂。采用背部皮下多点注射，每只兔子每

次免疫 1 mL（1 mg αS1-酪蛋白）。每两周免疫一次。

免疫过程中，通过间接 ELISA 监测血清效价变化，当

效价不变或出现下降时结束免疫。免疫结束后，通过

颈动脉采血，先将血液置于室温 1 h，然后置于 4 ℃
过夜，最后 4500 g 离心 5 min，收集上清液（血清），于

−80 ℃ 保存备用。

通过竞争抑制 ELISA 法分析 pAb-αS1-CN 的特

异性。在 A 板中包被合适浓度的 αS1-酪蛋白，4 ℃
过夜。PBST 洗涤 3 次后，用 3% 的明胶封阻，同时

取一块新板 B 进行封阻，孵育 1 h。对 A 板和 B 板

进行洗涤后，B 板每孔加入 70 μL 的 αS1-酪蛋白或其

他过敏原蛋白（牛乳 α-乳白蛋白、β-乳球蛋白、蛋清

蛋白、花生蛋白、大豆蛋白），以及 70 μL pAb-αS1-
CN，3 平行，孵育 1 h。然后，从 B 板每孔中取 100 μL
加到 A 板中，A 板孵育 1 h。洗涤后，每孔加 100 μL
HRP-IgG 二抗，孵育 1 h。其余步骤同 1.2.3。 

1.3　数据处理

采用 Origin 8 绘制图形，通过 SPSS 17 对数据

进行单因素方差分析（ANOVA） ，P<0.05（ *）和
P<0.01（**）表示数据间差异显著。 

2　结果与分析 

2.1　牛乳 αS1-酪蛋白的分离纯化

牛乳酪蛋白的 DEAE Sepharose Fast Flow 阴离
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子交换层析图谱如图 1 所示，共有 4 个峰（A、B、

C 和 D）。由于 αS1-酪蛋白在酪蛋白中的等电点最低

（4.9~5.0）、含量最高[7]，因此 αS1-酪蛋白在 pH=7 的

缓冲液中所带电荷最大，需要更高的离子浓度才能将

其洗脱下来，将是最后出峰，且峰面积最大。因此，结

合酪蛋白的理化性质，可以初步推断 D 峰为 αS1-酪
蛋白（图 1）。
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图 1    牛乳酪蛋白的 DEAE Sepharose Fast Flow 阴离子交换
层析图谱

Fig.1    Chromatogram of bovine casein using DEAE Sepharose
Fast Flow anion-exchange chromatography

注：A~D 代表 4 个峰；1~9 分别为第 21、23、42、48、50、65、
67、76、78 管样品的位置，用于后续 SDS-PAGE 分析。
 

通过 SDS-PAGE 对 DEAE Sepharose Fast Flow
阴离子交换层析的样品（图 1，1~9）及牛乳蛋白进行

组分分析，结果如图 2 所示。从图 2A 可知，A 峰样

品（泳道 1 和 2）和 B 峰样品（泳道 4 和 5）及泳道

3 的条带位于 25~30 kDa，C 峰（泳道 6 和 7）和 D 峰

（泳道 8 和 9）样品在 35 kDa 左右，且 C 峰样品的位

置略低于 D 峰，B 峰和 D 峰样品的条带较粗。在牛

乳蛋白中，αS1-酪蛋白不仅含量最高，其水合粒径也

较大，在 SDS-PAGE 中的移动速度较慢，导致 αS1-酪
蛋白在 SDS-PAGE 中的实际位置（34.5 kDa）高于其

实际分子量（23.6 kDa），也高于 αS2-酪蛋白和 β-酪蛋

白的位置[7, 16−17]。因此，结合文献报道和 αS1-酪蛋白

的理化性质，可以推测 D 峰为 αS1-酪蛋白，与阴离子

交换层析图谱的分析结果一致。另外，脱脂牛乳、牛

乳酪蛋白和牛乳 α-酪蛋白（Sigma 标品）的电泳结果

如图 2B 所示，根据牛乳（泳道 1）、酪蛋白（泳道 2）

和 α-酪蛋白（泳道 3）中的主要蛋白成分及其含量与

分子量[7]，可以初步推断 a~f 分别为 α-乳白蛋白、β-

乳球蛋白、κ-酪蛋白、β-酪蛋白、αS2-酪蛋白和 αS1-酪

蛋白。由此可知，图 2B 中的 αS1-酪蛋白（f 条带）和

αS2-酪蛋白（e 条带）的位置分别与图 2A 泳道 9

（D 峰）和泳道 7（C 峰）的条带位置一致。综上，通过

综合分析牛乳各蛋白的理化性质（等电点和含量）及

其在电泳图中的位置并结合文献报道，可以判断

D 峰为 αS1-酪蛋白。 

2.2　牛乳 αS1-酪蛋白的免疫学方法鉴定

结合牛乳酪蛋白的理化性质和标准品对照，已

初步判断 D 峰为 αS1-酪蛋白。为了进一步从免疫学

角度确定 αS1-酪蛋白的出峰位置，以 αS1-酪蛋白的

IgE 表位多克隆抗体为一抗，通过间接 ELISA 分析

了第 22、49、66 和 77 管样品（图 1，A~D 的峰尖样

品）与一抗的免疫反应性，结果如图 3 所示。由于所

用的一抗能特异性识别 αS1-酪蛋白的多个 IgE 表位，

因此能与该抗体反应的样品则含有 αS1-酪蛋白。从

图 3 可知，A 峰样品基本未与一抗反应，表明 A 峰不

含 αS1-酪蛋白。未稀释的 B 峰样品与一抗有明显反

应，但稀释 10 倍后没有反应，表明 B 峰含有微量

αS1-酪蛋白。C 峰样品在低稀释度时，有较强烈的反

应，但稀释 1000 倍时只有极轻微的反应，表明 C 峰

样品中含有少量 αS1-酪蛋白。而不同稀释度的 D 峰

样品均与一抗有强烈反应，表明 D 峰含有大量 αS1-

酪蛋白。另外，C 峰和 D 峰样品与一抗的反应强度

随样品稀释度的增加呈先增强后减弱趋势，产生该现

象的原因可能是：a.高浓度的 NaCl 和尿素会抑制抗

原的包被效果[29]，NaCl 和尿素的浓度随样品稀释度

的增加而降低，因此这种抑制作用也会随样品稀释度

的增加而减弱；b.样品中 αS1-酪蛋白的浓度也随样品
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图 2    DEAE Sepharose Fast Flow 阴离子交换层析分离牛乳
酪蛋白和牛乳蛋白的 SDS-PAGE 图

Fig.2    SDS-PAGE profile of bovine casein purified by DEAE
Sepharose Fast Flow and milk proteins

注：A：泳道 1~9 与阴离子交换层析图谱（图 1）中所标注
的“1~9”相对应；B：泳道 1~3 分别为脱脂牛乳、牛乳酪蛋白
和牛乳 α-酪蛋白，a~f 分别指示牛乳中不同蛋白质的条带
位置。
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稀释度的增加而降低。由于样品中 αS1-酪蛋白浓度

和 NaCl 与尿素浓度的降低对 αS1-酪蛋白的包被效

果具有相反作用，这可能导致 C 峰和 D 峰样品中

αS1-酪蛋白的包被量随样品稀释度的增加呈先增加

后降低的趋势，从而产生此现象。总之，从免疫学角

度进一步证明 D 峰为 αS1-酪蛋白。 

2.3　牛乳 αS1-酪蛋白的质谱鉴定

虽然免疫学方法鉴定 D 峰为 αS1-酪蛋白，但为

了确证图 2A 泳道 9 中含量最高的条带是否为 αS1-

酪蛋白，进一步对该条带进行质谱鉴定，结果如图 4

所示。根据质谱结果，在 uniprot 数据库中共搜索到

7 个蛋白，其中 αS1-酪蛋白的分值最高（4395），而其

他 6 种蛋白质只有 16~42 分，分值越高说明匹配度

越高。二级质谱共鉴定出 αS1-酪蛋白的 7 条多肽

（图 4A~G），覆盖 αS1-酪蛋白 43.22% 的氨基酸序列

（图 4H）。而从文献报道[30] 和 BLAST 序列对比分

析可知，αS1-酪蛋白只与大豆蛋白（如 Gly m5、P34）

存在少量相似的氨基酸序列。因此，质谱结果可以确
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定图 2A 泳道 9 为 αS1-酪蛋白。 

2.4　牛乳 αS1-酪蛋白的冻干样品纯度分析

虽然综合 αS1-酪蛋白的理化性质、免疫学反应

性、质谱技术等方法的结果确定 D 峰为 αS1-酪蛋白，

但 D 峰左侧样品中仍然含有少量 αS2-酪蛋白（图 2，

泳道 8）。因此，为了提高 αS1-酪蛋白的纯度，通过

SDS-PAGE 分析第 75~83 管样品（D 峰，297~332 min）

中 αS1-酪蛋白的纯度，结果如图 5A 所示。D 峰样品

中 αS1-酪蛋白的纯度随出峰时间推移，纯度先升高后

下降，泳道 1~3 中含有少量 αS2-酪蛋白，而泳道 8 和

9 的 αS1-酪蛋白含量较少。因此，收集 78~81 管样品

（泳道 4~7）进行透析。另外，由于酪蛋白的水溶性较

差[31]，当透析除去尿素后，大部分 αS1-酪蛋白会析出

形成沉淀，只有少量 αS1-酪蛋白和 αS2-酪蛋白会溶解

在水中。因此，为了进一步除去 αS2-酪蛋白，提高

αS1-酪蛋白的纯度，对透析后的样品进行离心，并收

集沉淀进行冷冻干燥。最终，200 mg 酪蛋白可分离

获得 21.75 mg αS1-酪蛋白，按 αS1-酪蛋白占酪蛋白

的 40% 计算，αS1-酪蛋白的纯化得率为 27.19%。冻

干样品的纯度如图 5B 所示，泳道 1 基本是 αS1-酪蛋

白，几乎不含 αS2-酪蛋白和其他牛乳蛋白，ImageJ 软

件灰度分析显示 αS1-酪蛋白的纯度高达 94.26%。
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图 4    泳道 9（图 2A）的二级质谱图及其在 αS1-酪蛋白氨基酸序列中的覆盖区域

Fig.4    Mass spectra and amino acid sequences in αS1-casein of lane 9 （Fig.2A）

注：A~G 为蛋白二级质谱图；H 为氨基酸序列覆盖区域（红色）。
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国内外分离纯化 αS1-酪蛋白的部分研究结果如

表 1 所示，本文和 Treweek 等[17] 均采取了质谱技术

等方法从多方面综合确证了所纯化的蛋白质为 αS1-
酪蛋白，也有些研究以标准品或有证标准物质作为参

考来鉴定所纯化的 αS1-酪蛋白[12, 18]，但它们均未提

供 αS1-酪蛋白的电泳图，未能给相关研究提供更直观

的参考。虽然大部分报道均认为 αS1-酪蛋白在 SDS-
PAGE 中的位置高于 αS2-酪蛋白，但 αS1-酪蛋白的具

体位置却存在一定差异，结果如表 1 所示。然而，也

有部分研究仅根据酪蛋白分子量来判断 αS1-酪蛋白

在 SDS-PAGE 中的理论位置，并认为 αS1-酪蛋白

（23.6 kDa）的位置低于 αS2-酪蛋白（25.2 kDa）[9] 或

β-酪蛋白（24.0 kDa）[10]，结果均与其他研究报道的不

一致（表 1），表明仅依据分子量是难以准确判断 αS1-
酪蛋白的纯化结果。此外，本研究所纯化的 αS1-酪蛋

白的纯度也高于大部分报道的纯度（表 1），并对其进

行了综合鉴定（图 2~4），也展示了 αS1-酪蛋白的阴离

子交换层析图谱（图 1）及其电泳图（图 2 与图 5），可
为相关研究提供直观的参考。 

2.5　兔抗牛乳 αS1-酪蛋白多克隆抗体的免疫学性质分析

首先，通过方正滴定法确定最佳抗原包被浓度

和二抗稀释倍数，αS1-CN 的包被浓度梯度为 4、2、
1、0.5 μg/mL；A 兔的二免血清稀释梯度为 5000 倍、

1 万倍、2 万倍、4 万倍、8 万倍和 16 万倍，同时以

A 兔的阴性血清作为阴性对照；二抗的稀释梯度为

5000 倍和 1 万倍，选取 OD450 nm 值为 1.0 左右的抗

原浓度和二抗稀释倍数为后续实验的工作浓度。根

据表 2 结果可知，当 αS1-酪蛋白的被浓度为 0.5 μg/mL，
一抗稀释 2 万倍，二抗稀释 5000 倍时，OD450 nm 值为

1.003。因此，αS1-酪蛋白的最佳包被浓度为 0.5 μg/mL，
二抗的最佳稀释度为 5000 倍。

 

A
kDa

M 1 2 6 4 5 6 7 8 9

70
55
40
35
25

15

10

kDa
M 1

70
55
40
35
25

15

10

B

图 5    αS1-酪蛋白透析前后的 SDS-PAGE 图

Fig.5    SDS-PAGE profile of αS1-casein before and after dialysis

注：A：泳道 1~9 依次是第 75~83 管样品；B：泳道 1 是第 78~81
管样品冻干后的 αS1-酪蛋白。
 

 

表 1    αS1-酪蛋白不同分离纯化方法的对比

Table 1    Comparison of different methods for purifying αS1-casein

纯化方法 在酪蛋白SDS-PAGE图中的位置 鉴定依据/方法 纯度 参考文献

DEAE Sepharose Fast Flow
阴离子交换层析

最高，位于35 kDa左右
理化性质、免疫学技术、

质谱技术
94.26%（αS1-酪蛋白） 本研究

DEAE Sepharose Fast Flow
阴离子交换层析

第二高（低于αS2-酪蛋白），
略低于35 kDa SDS-PAGE（分子量） － [9]

DEAE Sepharose Fast Flow
阴离子交换层析

第二高（低于β-酪蛋白），
略低于26 kDa SDS-PAGE（分子量） － [10]

等电点沉淀法+HiPrep 16/10
DEAE-FF阴离子交换层析

αS1-酪蛋白高于αS2-酪蛋白，
位于20~31 kDa之间

理化性质 － [8]

Q-Sepharose阴离子交换层析 αS1-酪蛋白高于αS2-酪蛋白 质谱技术、分子排阻色谱法、
远紫外光谱

－ [17]

TSK-Gel Ether-5PW疏水作用层析 － 有证标准物质 － [18]
Q-Sepharose FF阴离子交换层析 － 标准品 66.84%（αS-酪蛋白） [12]

尿素沉淀+Q-Sepharose FF
阴离子交换层析

－ 标准品 75.4%（αS-酪蛋白） [12]

膜分离+选择性沉淀法 － － 61%（αS-酪蛋白） [32]

注：“－”表示无相关数据。

 

表 2    间接 ELISA 确定 αS1-酪蛋白最佳抗原包被浓度和二抗稀释倍数

Table 2    Determination of the best antigen coating concentration of αS1-casein and dilution multiple of HRP-IgG by indirect ELISA

一抗稀释倍数 5000 1万 2万 4万 8万 16万 5000 1万 2万 4万 8万 16万

αS1-CN包被浓度（μg/mL） 血清类型 二抗稀释5000倍 二抗稀释1万倍

4 P 2.744 2.164 1.441 0.793 0.403 0.205 1.794 1.293 0.753 0.452 0.232 0.148
4 N 0.075 0.059 0.054 0.048 0.049 0.049 0.056 0.052 0.049 0.051 0.059 0.074
2 P 2.759 2.085 1.331 0.722 0.397 0.203 1.743 1.276 0.773 0.445 0.245 0.165
2 N 0.072 0.060 0.053 0.050 0.047 0.048 0.057 0.056 0.065 0.062 0.067 0.078
1 P 2.609 1.885 1.194 0.682 0.312 0.180 1.627 1.168 0.729 0.416 0.243 0.136
1 N 0.069 0.060 0.054 0.051 0.049 0.051 0.061 0.064 0.064 0.069 0.070 0.075

0.5 P 2.285 1.476 1.003 0.468 0.277 0.154 1.367 0.894 0.527 0.332 0.177 0.127
0.5 N 0.072 0.068 0.058 0.053 0.052 0.061 0.070 0.073 0.063 0.071 0.064 0.079

注：P为A兔的二免阳性血清，N为A兔的阴性血清。
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根据方正滴定法确定的 αS1-酪蛋白包被浓度和

二抗稀释度，利用间接 ELISA 监测 A 兔和 B 兔在免

疫过程中抗血清效价的变化，结果如图 6 所示。经

过 5 次免疫后，A 兔和 B 兔的最终效价分别为 128 万

和 32 万。A 兔的效价更高，用于后续实验。
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图 6    A 兔和 B 兔的血清效价
Fig.6    The serum titre of rabbit A and rabbit B

 

以 αS1-酪蛋白为包被抗原，以 αS1-酪蛋白、α-乳
白蛋白、β-乳球蛋白、蛋清蛋白、花生蛋白、大豆蛋

白为竞争蛋白，通过竞争抑制 ELISA 分析 pAb-αS1-CN
的特异性，结果如图 7 所示。αS1-酪蛋白半抑制浓度

（50%  inhibition  concentration，IC50）为 2.38  μg/mL，
除了与大豆蛋白有轻微交叉反应外，与其他 4 种竞

争蛋白均无交叉反应。国内外研究从氨基酸序列对

比、动物实验、过敏患者血清实验等方面也证实

αS1-酪蛋白与大豆蛋白（如 Gly m 5、P34 等）存在交

叉反应 [30, 33−35]。在本研究中，当大豆蛋白浓度为

100 μg/mL 时的抑制率为 14.41%，低于 αS1-酪蛋白

浓度为 0.25 μg/mL 时的 17.52%。由此可推测 pAb-
αS1-CN 与大豆蛋白的交叉反应率低于 0.25%。因

此，所制备的 pAb-αS1-CN 具有高特异性。
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图 7    pAb-αS1-CN 与食物过敏原蛋白的交叉反应（n=3）
Fig.7    Cross-reactivity of pAb-αS1-CN with food

allergen proteins (n=3)
  

3　结论
本研究采用 DEAE Sepharose Fast Flow 阴离子

交换层析对牛乳 αS1-酪蛋白进行了分离纯化，结合酪

蛋白的理化性质、SDS-PAGE、免疫学技术和质谱技

术对纯化的 αS1-酪蛋白进行了综合鉴定，结果表明

在 4 种酪蛋白中，αS1-酪蛋白的出峰时间最晚、峰面

积最大，在 SDS-PAGE 中的位置最高。利用酪蛋白

不易溶于水的特点，进一步通过透析除去样品中的微

量 αS2-酪蛋白，最终获得了纯度高达 94.26% 的 αS1-
酪蛋白，纯化得率为 27.19%。所制备的兔抗 αS1-酪
蛋白多克隆抗体除了与大豆蛋白存在轻微交叉反应

（<0.25%）外，与其他过敏原蛋白没有交叉反应，表明

具有高特异性。本研究对纯化的 αS1-酪蛋白进行了

综合确证，并获得了高纯度的 αS1-酪蛋白及其高特异

性多克隆抗体，将为 αS1-酪蛋白免疫学检测方法的建

立提供物质基础，也为其他过敏原蛋白的分离纯化与

鉴定提供参考方法。
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