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摘 要：本研究采用不同分离方法对牛乳乳清中的主要成分 α-乳白蛋白和 β-乳球蛋白进行逐级分离纯化。利用两步硫

酸铵沉淀法对乳清蛋白进行初级分离，使蛋白含量提高了 4倍；响应面法优化 PEG1500/硫酸铵双水相萃取系统的最佳工

艺参数，萃取后蛋白组分被进一步纯化，蛋白浓度提高到 815.6 mg/g，达到浓缩主要蛋白的目的；萃取蛋白经 SephadexG-
75和DEAE离子交换层析后，所获得的 α-乳白蛋白和 β-乳球蛋白样品纯度达到 85%。
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Abstract：In this study, α-lactalbumin and β-lactoglobulin, the main ingredients in whey, were separated and puri⁃
fied step by step by different methods. Two-step ammonium sulfate precipitation method was used to primarily con⁃
centrate bovine whey protein, so that the protein content was increased by 4 times. The optimal parameters of
PEG1500/(NH4)2SO4 two aqueous phase extraction system were optimized by response surface methodology, the ex⁃
tracted protein fraction was further purified, so the protein concentration was further increased to 815.6 mg/g. Fol⁃
lowed by Sephadex G-75 gel chromatography and DEAE-Sepharose Fast Flow ion-exchange column chromatogra⁃
phy, the purity of α-lactalbumin and β-lactoglobulin reached 85%.
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α-乳白蛋白和 β-乳球蛋白是牛乳乳清蛋白

的主要组成部分，而作为干酪副产物的乳清资源

非常丰富，分离纯化其中的主要成分不但可提高

乳清的利用价值还可减少环境污染。α-乳白蛋

白（α-lactalbumin，α-La）和 β-乳球蛋白（β-lacto⁃
globulin，β-Lg）因具有良好的生物学特性和营养

特性，被应用于食品、药品和保健品中，如 α-乳白

蛋白可用作药物缓释剂和抗癌药物 [1]、抗 II型糖尿

病的葡萄糖吸附剂，以及婴儿配方食品和低敏食
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品 [2]等；而 β-乳球蛋白具有凝胶、乳化等丰富的功

能特性 [3]，可用作添加剂、稳泡剂、脂肪替代物等，

且该蛋白是优质氨基酸重要来源，已被用于新型

乳清饮料等功能产品的开发 [4]。

乳清中蛋白含量低、且两种主要蛋白 α-乳白

蛋白和 β-乳球蛋白的分子量和理化性质十分接

近，很难用常规的分离纯化方法获得高纯度的乳

清蛋白产品。目前虽有多种方法用于乳清蛋白的

分离，如盐析 [5]、疏水作用/阴离子交换色谱法 [6]、超

滤 [7]等。然而这些方法都存在一定的局限性，如

色谱法成本高，超滤时残余的脂肪可能造成不可

逆的膜污染等。随着分离纯化技术的发展，一些

新技术不断应用于乳清蛋白的分离制备，例如双

水相萃取系统 [8]（Aqueous two phase systems，ATPS）
等。将这些分离新技术与传统方法相结合，开发
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操作简单、成本低廉、易于规模化生产的成套分

离制备技术，应用于乳清蛋白的分离制备，就显

得十分必要。

本研究主要以牛乳乳清为研究对象，采用硫

酸铵分级沉淀、双水相萃取、凝胶过滤层析等不

同分离技术相结合的方法，分离制备乳清中的主

要蛋白成分 α-乳白蛋白和 β-乳球蛋白，优化了

分离制备工艺，为制备高纯度 α-乳白蛋白和 β-
乳球蛋白提供了一套新的解决方案。

1 材料与方法

1.1 试验材料

脱盐乳清粉 D90（新西兰进口）；Sephadex G-
75（法玛西亚公司）；DEAE-Sepharose（法玛西亚公

司）；BCA蛋白定量试剂盒（北京鼎国生物技术有

限公司）；蛋白电泳系统（美国 Bio-rad）；Alphal⁃
mager HP凝胶成像系统（美国 Alpha Innotech公
司）；Cary 300 UV-VIS分光光度计（美国 varian公
司）；真空冷冻干燥机（美国 Labconco公司）；其他

化学试剂均为分析纯。

1.2 试验方法

1.2.1 蛋白含量的测定

采用 BCA法测定蛋白含量，具体操作参考

BCA蛋白定量试剂盒的说明书。

1.2.2 硫酸铵分级沉淀乳清蛋白

向 10%的脱盐乳清溶液中缓慢加入硫酸铵，

磁力搅拌下充分溶解，使溶液中硫酸铵的含量依

次为 20%、30%、40%、50%、60%、70%、80%，4℃静

置 30 min后，6 000 r/min离心 30 min，收集蛋白沉

淀物透析除盐，冻干。将各分级沉淀的乳清蛋白

冻干样品经 SDS-PAGE电泳检测样品的组成，电

泳条件：分离胶 15%，浓缩胶 5%，上样量 15μL，预
电泳电压 100 V，待样品进入分离胶后，电压调至

120 V恒压电泳，考马斯亮蓝 R250染色，脱色后凝

胶成像系统拍照、分析。

1.2.3 PEG/硫酸铵双水相萃取

采用浊点法绘制 PEG/硫酸铵双水相系统的

相图，参照张儒等 [9]方法进行绘图。分别取不同

分子量的 PEG（1500、4000、8000）与硫酸铵形成双

水相，计算双水相体系的相比（R）和蛋白回收率

（Y），确定最优的双水相体系。

相比计算公式如下：

R = Vt Vb
其中，Vt、Vb分别是上下相体积（mL）。
乳清蛋白回收率（Y）计算公式如下：

Y = Mt

M × 100%
其中，Mt为下相蛋白质的总质量，M为体系中

蛋白的总质量。

收集形成双水相系统的各相，除盐后冻干，利

用 SDS-PAGE电泳检测形成双水相各相的组成。

1.2.4 响应面优化双水相萃取条件

以单因素试验结果（结果未列出）为基础，应

用响应面中心组合设计优化 PEG1500质量分数、

NaCl质量分数和反应温度 3个因素对蛋白回收率

的影响，并利用 Design-Expert 8.0.6软件对数据进

行统计分析。影响因素水平编码见表 1。

1.2.5 离子交换和凝胶层析

称取萃取蛋白样品 500 mg，加入 5 mL水使其

溶解，上到平衡后的 Sephadex G-75凝胶柱上，以

20 mmol/L磷酸盐缓冲液洗脱，流速为 0.2 mL/min，
根据紫外检测图谱收集各部分样品，透析，冻干，

利用 SDS-PAGE电泳进行分析，确定 α-乳白蛋白

和 β-乳球蛋白的目标洗脱峰。取经凝胶层析初

分离的各目标洗脱峰经 DEAE-Sepharose弱离子

柱层析进一步纯化，以含 0～0.5 mol/L NaCl的磷

酸盐连续梯度洗脱液将目的蛋白分别进行洗脱，

利用 SDS-PAGE电泳检测目的蛋白的纯度。

2 试验结果

2.1 硫酸铵分级沉淀法初步提取 α-乳白蛋白和

β-乳球蛋白

乳清经分级沉淀后所获得的粗蛋白重量结果

如图 1所示，经 80%硫酸铵盐析所获得的粗提乳

清蛋白最多，约占粗提蛋白总数的 50%。将各级

冻干样品溶解（1 mg/mL）后，SDS-PAGE电泳检测

（图 2）发现当硫酸铵饱和度高于 60%时析出的蛋

白质为 α-La、β-Lg及 BSA，所以本研究采用两步

硫酸铵沉淀法提纯乳清蛋白，即首先调整硫酸铵

饱和度为 60%，去除样品中的杂蛋白后调整硫酸

铵饱和度至 80%。

表1 双水相萃取影响因素水平编码表

编码

-1
0
1

因 素

PEG1500质量分数

（%）
16
18
20

NaCl质量分数

（%）
2
3
4

反应温度

（℃）
20
30
40
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2.2 PEG/硫酸铵双水相萃取

2.2.1 双水相体系相图的绘制

由图 3可以看出，不同分子量的 PEG与硫酸

铵在较大质量分数范围内都可以形成双水相，分

相能力随着 PEG分子量的增大而减弱，PEG相对

分子质量越大，所形成的双节线越趋向原点，成

相临界点浓度越低。

2.2.2 双水相萃取能力的确定

由表 2可以看出，利用 PEG/硫酸铵双水相萃

取乳清蛋白时，随着 PEG分子量的增大，形成双

水相的时间变长，且相比增加，而样品中的蛋白

回收率却呈现下降趋势，PEG1500/硫酸铵双水相

体系中乳清蛋白的回收率最高，达到 77.1%。
将形成双水相的各相经 SDS-PAGE电泳检测

结果如图 4所示，乳清蛋白经过 PEG/硫酸铵双水

相系统萃取后，α-La和 β-Lg集中在下相，且 PEG
相对分子质量越大，蛋白浓度越低。BSA可能由

于萃取后浓度降低，在双水相上相和下相中均没

有检出。因此本研究采用 PEG1500/硫酸铵双水

相系统对乳清蛋白进行分离。

表2 PEG/硫酸铵双水相呈相结果

PEG相对分子质量

PEG1500
PEG4000
PEG8000

PEG质量分数（%）
16.6
4.52
7.45

硫酸铵质量分数（%）
10.38
12.91
9.81

相比（R）
0.429
1.181
1.378

蛋白回收率（%）
77.1
73.4
69.3
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图1 硫酸铵分级沉淀获得粗蛋白重量

图2 SDS-PAGE电泳检测分级沉淀的组分

 
图4 SDS-PAGE检测各双水相萃取蛋白的组分

图3 常温下PEG与硫酸铵相图

2.3 蛋白含量测定

不同样品中蛋白含量结果如表 3所示。通过

对乳清粉的处理，样品中的蛋白组分被逐步纯

化，且蛋白的浓度逐步提高。样品经硫酸铵盐析

后蛋白浓度为 733.6 mg/g，是乳清粉的 5.32倍；经

PEG1500/硫酸铵双水相萃取进一步纯化了蛋白组

分，蛋白浓度达到 815.6 mg/g，是乳清粉的 5.92倍，

达到了对乳清粉中主要蛋白（α-La和 β-Lg）进行

浓缩的目的。

2.4 响应面优化萃取条件

2.4.1 Box-Behnken 中心设计优化萃取条件

应用响应面中心组合设计分析优化 PEG1500
质量分数、NaCl质量分数和反应温度 3个因素对

蛋白回收率的影响，结果如表 4所示。

 

0

0.2

0.4

0.6

0.8

20% 30% 40% 50% 60% 70% 80%

粗
蛋
白
重
量
（
g
）

硫酸铵质量分数



56 东 北 农 业 科 学 42卷

试验数据经 Design-Expert 8.0.6软件中 ANO⁃
VO程序的分析，得到了 PEG1500质量分数、NaCl
质量分数和反应温度对双水相萃取蛋白回收率的

回归方程：

Y=85.08-0.51×A-0.075×B-0.84×C+0.025×AB-
0.1×AC-0.025×BC-1.79×A2-0.42×B2-3.69×C2

从表 5中可以看出，回归方程模型极显著（P
＜0.01），模型的失拟项不显著（P>0.05），方差数

据表明响应面模型合理，可以用来表示各个因素与

响应值之间的关系。3个因素中对蛋白萃取结果

的影响顺序为：反应温度>PEG1500质量分数>NaCl
质量分数。

表3 各样品蛋白含量

蛋白样品

乳清粉

80%硫酸铵盐析粗提物

PEG1500/硫酸铵双水相粗提物

蛋白含量（mg/g）
137.8±10.5
733.6±57.8
815.6±64.3

浓缩倍数

-
5.32±0.05
5.92±0.07

表4 Box-Behnken试验条件及结果

试验号

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17

PEG1500质量分数

A
-1
1
-1
1
-1
1
-1
1
0
0
0
0
0
0
0
0
0

NaCl质量分数

B
-1
-1
1
1
0
0
0
0
-1
1
-1
1
0
0
0
0
0

反应温度

C
0
0
0
0
-1
-1
1
1
-1
-1
1
1
0
0
0
0
0

蛋白回收率

Y（%）
80.3
81.6
82.9
81.9
78.6
81.3
78.2
76.4
80.2
80.1
79.3
78.9
83.7
84.2
84.9
84.2
83.2

表5 Box-Behnken试验方差分析

方差来源

模型

A PEG1500质量分数

B NaCl质量分数

C反应温度

AB
AC
BC
A2
B2
C2
残差

失拟项

纯误差

总变异

注：P＜0.01为极显著，P＜0.05为显著

自由度

9
1
1
1
1
1
1
1
1
1
7
3
4
16

均方

10.2
0.18
0.72
6.85
1.32
5.06
0.023
11.92
1.96
58.66
0.63
0.92
0.40

F值
16.3
0.39
1.15
10.93
2.11
8.09
0.036
19.04
3.13
93.70

2.29

P值
0.0007
0.6084
0.3191
0.0130
0.1894
0.0249
0.8550
0.0033
0.1200
<0.0001

0.2201

显著性

极显著

显著

显著

极显著

极显著

不显著
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2.4.2 验证性试验

响应面试验优化得出的最优工艺参数为：

PEG1500 质量分数为 18.11%，NaCl 质量分数为

3.2%，反应温度为 28.66℃，在此优化条件下，双水

相萃取蛋白的回收率为 84.13%。验证性试验进

行 3次，在优化条件下对乳清蛋白的回收率为

85.12%，预测值与实际值接近，说明二项式优化

的区域与设计的目标相符。本研究结果与成希

飞 [10]的研究结果一致，他利用响应面法对乙醇/碳
酸钠萃取体系进行优化，模型预测乳清蛋白回收

率为 88.23%，验证试验表明蛋白回收率达到

87.89%。
2.5 α-乳白蛋白和 β-乳球蛋白的进一步分离纯

化

2.5.1 Sephadex G-75 凝胶层析

双水相萃取的粗蛋白经 Sephadex G-75分离

后出现 3个不同的洗脱峰，结果如图 5所示，SDS-
PAGE电泳检测发现 3个峰的蛋白组成不同。a峰
为混合蛋白，包含 α-La和 β-Lg，且 α-La占优势；

b峰主要是 β-Lg；可能由于分子量太小，c峰未检

测出蛋白。
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图5 SephadexG-75分离层析曲线及SDS-PAGE检测结果

2.5.2 DEAE 阴离子交换层析

将经 Sephadex G-75凝胶层析收集的 a峰和 b
峰样品利用 DEAE-Sepharose Fast Flow 离子交换

层析进一步分离纯化，具体结果如图 6所示。利

用含 0～0.5 mol/L NaCl的磷酸盐连续梯度洗脱液

进行洗脱，α-乳白蛋白、β-乳球蛋白各获得 2个
峰。
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图6 α-乳白蛋白和 β-乳球蛋白的DEAE层析洗脱曲线

SDS-PAGE电泳检测分离蛋白的纯度结果如

图 7所示。α-乳白蛋白洗脱 a峰蛋白的分子量为

14 kDa，与 α-La相一致，β-乳球蛋白洗脱得到二

个峰的蛋白分子量均为 18 kDa，与 β-Lg相一致，

且电泳结果显示 α-La和 β-Lg样品均为单一条

带，样品纯度达到 85%以上。
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3 结论与讨论

本研究主要以牛乳乳清蛋白为研究对象，采

用先进的技术手段对其中的主要成分 α-乳白蛋

白和 β-乳球蛋白进行逐级浓缩、分离，以期建立

高效、稳定、适合工业化生产的工艺流程。硫酸

铵逐级盐析结果表明，当硫酸铵饱和度低于 60%
析出的蛋白质主要是酪蛋白等杂蛋白质，而硫酸

铵饱和度高于 60%时析出的蛋白质为 α-乳白蛋

白、β-乳球蛋白及 BSA，因此本研究确定采用两

步硫酸铵沉淀法对乳清蛋白进行初级分离，使得

乳清蛋白的含量提高了 4倍。在双水相萃取系统

分离蛋白时，人们考察较多的是聚合物/聚合物、

聚合物/盐等双水相体系 [11]，但是聚合物/盐的分离

效果更佳，更适合于工业化生产，如 Anandhara⁃
makrishnan[12]和 Capezio[13]等利用 PEG/磷酸盐对牛

乳乳清中的蛋白进行分离，发现蛋白浓度和 pH是
影响萃取效果的关键因素。Kalaivani等 [14]在进行

分离 β-Lg时首先将乳清蛋白进行酸处理后，再进

行双水相萃取蛋白，β-Lg的回收率和纯度分别为

96%和 76%。谭志坚 [15]在利用双水相分离纯化芦

荟活性成分时发现，向反应体系中添加 0.6 g氯化

钠，使得分配系数和萃取效率达到了最大值，说

明无机盐能通过改变两相间的电荷差来调节目标

物质在两相间的分配。本研究综合考虑各种因素

对 α-La和 β-Lg萃取效果的影响，在单因素试验

中分别研究了 PEG1500、硫酸铵、无机盐的质量百

分数，体系 pH和反应温度等因素对萃取效果的影

响，发现 PEG1500和 NaCl的质量分数、反应温度

是关键因素，随后利用响应面中心组合设计分析

优化萃取条件，获得最佳的蛋白萃取条件为：

PEG1500质量分数为 18.11%，硫酸铵质量分数为

10.38%，NaCl 质 量 分 数 为 3.2%，反 应 温 度 为

28.66℃，蛋白的回收率为 84.13%。验证性试验中

乳清蛋白的回收率为 85.12%，说明试验设计和数

学模型具有可靠性和重现性。经过双水相萃取后

乳清蛋白组分被进一步纯化，萃取后的蛋白主要

包括 α-乳白蛋白和 β-乳球蛋白，且蛋白含量提

高达到 815.6 mg/g，是乳清粉蛋白含量的 5.92倍，

达到了我们预期的对乳清粉中关键蛋白进行浓缩

的目的。SephadexG-75凝胶层析和 DEAE离子交

换层析对萃取粗蛋白进行二次纯化，所获得的洗

脱样品经 SDS-PAGE电泳检测，α-La和 β-Lg样品

均为单一条带，样品纯度达到 85%以上。本研究

为 α-乳白蛋白和 β-乳球蛋白的分离提取提供了

一套高效、稳定的工艺流程。
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