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性能的比较

李师行1，徐洪涛2，李　笑1，孙美玲2，杨鑫焱1，项鹏宇2，杨智浩2，满朝新1，姜毓君1, *

（1.东北农业大学食品学院乳品科学教育部重点实验室，黑龙江哈尔滨 150030；
2.杭州认养一头牛生物科技有限公司，浙江杭州 311000）

摘　要：A1 β-酪蛋白和 A2 β-酪蛋白由于一级结构上的差异，消化后产生的物质也不相同。为了更全面地探究其对

人体可能产生的生物活性影响，通过分析和监测该蛋白质在消化过程中的变化情况，进一步实现对 A1/A2 β-酪蛋

白生物功能的探索。在本研究中，对采自某一牧场不同奶牛的牛奶进行等位基因特异性 PCR鉴别，并借助阴离子

交换色谱和十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳法对牛奶分离出的 β-酪蛋白进行纯化和鉴定，最后构建静态体外

消化模型比较 β-酪蛋白在消化性能上的差异。结果显示，分离纯化的 A1和 A2 β-酪蛋白的浓度分别为 0.62 mg/mL
和 0.66 mg/mL，纯度分别为 95.28%和 96.60%。两种 β-酪蛋白的最终消化率均在 90%左右，差异不显著。A2 β-
酪蛋白自肠消化阶段开始直至消化结束表现出了更高的水解度，为 25.34%。随着胃肠消化时间的增加，两种 β-酪
蛋白的粒径不断减小，电位绝对值不断增大，并且 A2 β-酪蛋白在粒径和电位上的变化程度大于 A1 β-酪蛋白。综

上所述，本研究揭示了 A1和 A2 β-酪蛋白在静态体外消化过程中的理化特性差异，并在一定程度上表明 A2 β-酪
蛋白可能具有比 A1 β-酪蛋白更好的消化性能，为进一步拓宽 A2 β-酪蛋白在乳制品中的应用提供一定科学依据。

关键词：A1 β-酪蛋白，A2 β-酪蛋白，等位基因特异性 PCR，体外模拟消化，消化性能
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Abstract：A1 β-casein and A2 β-casein produce different substances after digestion due to differences in primary structure.
To more comprehensively explore the possible biological activity effects on the human body, by analyzing and monitoring
the  changes  of  this  protein  during  the  digestion  process,  the  exploration  of  the  biological  functions  of  A1/A2 β-casein  is
further achieved. In this study, allele-specific PCR was initially performed on milk samples collected from different cows in
the  pasture  to  identify  A1  and  A2  milk  types.  Afterwards,  β-casein  isolated  from  A1  and  A2  milk  was  purified  and
characterized  with  the  help  of  anion  exchange  chromatography  and  sodium  dodecyl  sulfate  polyacrylamide  gel
electrophoresis.  Finally,  a  static  in  vitro  digestion  model  was  constructed  to  compare  A1  and  A2  β-casein  in  terms  of
digestive properties. The results showed that the concentrations of isolated and purified A1 and A2 β-casein were 0.62 mg/
mL and 0.66 mg/mL and the purities were 95.28% and 96.60%. After 5.0 h of static in vitro simulated digestion, the final  
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digestibility  of  both  β-caseins  was  around  90%,  and  the  difference  was  not  significant.  A2  β-casein  exhibited  a  higher
degree  of  hydrolysis  of  25.34% from the  beginning  of  the  intestinal  digestion  phase  until  the  end  of  digestion.  With  the
increase  of  gastrointestinal  digestion  time,  the  particle  size  of  the  two β-caseins  decreased  and  the  absolute  value  of  the
potential increased, and the degree of change in particle size and potential was greater for A2 β-casein than for A1 β-casein.
In conclusion, the present study revealed the differences in the physicochemical properties of A1 and A2 β-caseins during
static  in  vitro digestion and indicated to  some extent  that  A2 β-caseins  might  have better  digestive properties  than A1 β-
caseins, which provided a certain scientific basis for further expanding the application of A2 β-caseins in dairy products.

Key words：A1 β-casein；A2 β-casein；allele-specific PCR；in vitro mock digestion；digestive properties

β-酪蛋白是牛乳酪蛋白中四种单体之一，占牛乳

酪蛋白总量的 22%以上，且其具有较高的遗传变异

性[1−2]，由于其肽链中特定位点上氨基酸的不同，已被

鉴定出 A1、A2、A3、A4、B、C、D、E、F、G、H1、H2、
I，共计 13种类型，其中最常见的是 A1和 A2型[3]。

A2型被认为是 β-酪蛋白原始基因型，A1型则是基

因突变的产物。随着自然基因突变的发生，部分 A2
型 β-酪蛋白氨基酸肽链上的第 67位氨基酸由脯氨

酸（Pro）突变为组氨酸（His），成为 A1型酪蛋白[4]。

现有研究表明，亚洲地区本土的水牛等奶牛品种生产

的牛乳大部分是 A2型，但也存在少量 A1型[5]，而欧

美及澳新地区的杂交奶牛如荷斯坦牛、娟姗牛、丹麦

红牛、爱尔夏牛等品种则普遍生产 A1牛奶。当前陆

续出现了有关 A1 β-酪蛋白经人体消化后，产生更高

含量的 β-酪啡肽-7（β-Casomorphin-7，BCM7）这种

具有类似阿片类药物活性的肽的报道，并且 BCM7
可能通过与部分阿片受体结合导致消化不良[6]、1型

糖尿病[7] 等症状，而 A2 β-酪蛋白则凭借 BCM7的低

释放量，以及对乳糖不耐症人群消化友好等优点，成

为潜在的有益活性物质。动物实验研究表明 A2 β-
酪蛋白具有改善宿主肠道微生物群失调和缓解免疫

功能下降等方面的功能[8]。为了更全面地探究 A2 β-
酪蛋白对人体可能产生的生物活性影响，有必要系统

地分析和监测该蛋白质在人体消化过程中的变化情

况，实现对 A2 β-酪蛋白生物功能的进一步探索。

BCM7作为一种在 A1和 A2 β-酪蛋白中差异

释放的具有一定促炎作用的肽段[9]，逐渐成为研究这

两种酪蛋白消化过程差异的有效切入点。Catta-
neo等 [10] 通过体外静态消化 A1和 A2牛奶，发现

A1 β-酪蛋白更容易释放 BCM7，可能会对人体消化

系统产生不良影响。同时，对 A1和 A2 β-酪蛋白在

人胃肠道转运过程中差异的研究也成为一种思路。

在一项研究中，与仅含有 A2 β-酪蛋白的牛奶相比，

含有 A1和 A2 β-酪蛋白的牛奶在胃中的转运速度更

快，被认为可能会引起人体的乳糖不耐受症状[11]。另

外，在对含有 A1 β-酪蛋白和仅含有 A2 β-酪蛋白奶

粉的消化过程中，研究人员发现两种奶粉在胃蛋白酶

分解水平上存在显著差异，表明这两种酪蛋白可能在

体内胃消化和排空中发挥重要作用[12]。最近，Meng
等[13] 还评估了仅含有 A2 β-酪蛋白的成长奶对幼儿

胃肠道耐受性的有效性，发现与食用传统牛奶相比，

食用 A2 β-酪蛋白的孩子便秘较少，能够改善幼儿的

整体消化舒适度和胃肠道相关症状。然而，大部分研

究人员只是直接获得了相应的 A2产品，并没有对产

品实际基因型进行确认，因此可能会导致结果出现一

定偏差。

本研究以牧场采集牛奶为研究对象，利用等位

基因特异性 PCR法区分样品源奶牛的基因型，将

A1和 A2牛奶分离纯化得到的 A1和 A2 β-酪蛋白，

通过比较二者在体外消化上的差异，进而探究 A2牛

奶在人体胃肠道中发挥的积极作用，旨在为 A2 β-酪
蛋白在消化特性研究、提高生物利用度、拓宽食品应

用等方面提供理论基础，为人们选择更健康的乳制品

提供科学依据。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

原料奶　河北某牧场 4岁澳洲进口纯种荷斯坦

奶牛和娟姗牛，每头奶牛取 500 mL；琼脂糖、三氟乙

酸、PBS缓冲液、磺基水杨酸、邻苯二甲醛、四硼酸

钠、十二烷基硫酸钠、考马斯亮蓝 R-250　美国 Sigma
公司；胰蛋白酶（100 U/mg）、胃蛋白酶（3000 U/mg）
　北京索莱宝科技有限公司；蛋白预染 Marker、
5×蛋白上样缓冲液　赛默飞世尔科技有限公司；

SDS-PAGE试剂盒　上海雅酶生物医药科技有限公

司；BCA蛋白浓度试剂盒　安徽白鲨生物科技有限

公司；其他化学试剂均为分析纯。

CF 1542 R小型台式高速冷冻离心机　德国

Sigma有限公司；PILOT 10-15 M制备型冷冻干燥机

　北京博医康实验仪器有限公司/中国；PP-1105电

泳仪、MP-8120转移电泳仪槽、MP-3030垂直电泳

槽　北京凯元信瑞仪器有限公司；NANO TRAC
WAVE II纳米粒度及 Zeta电位分析仪　美国 MI-
CROTRAC（麦奇可）公司；DU800紫外可见分光光

度计　美国贝克曼库尔特有限公司；ID 3全自动酶

标仪　美谷分子仪器（上海）有限公司；LAS 500凝胶

成像仪、Pure M蛋白纯化分析系统　美国 GE公司；

GM-05 PCR基因扩增仪　力新仪器（上海）有限公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   基因型的鉴定与分型　参考张园园[14] 的方

法，并在此基础上进行修改，利用等位基因特异性

PCR法对采集牛奶进行基因型鉴定。10组原料奶进

行编号，设置两个单独的反应引物，CSNA1F和

CSNAR用于扩增 244 bp A1变体（CCA-组氨酸），
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CSNA2F和 CSNAR用于扩增 244 bp A2变体，正向

引物：CSNAR（5’-GCCCAGATGAGAGAAGTGAG
G-3’），反向引物：CSNA1F（5’-GATGTTTTGTGGGA
GGCTGTTAT-3’），CSNA2F（5’-GATGTTTTGTGG
GAGGCTGTTAG-3’），反应体系 20 μL：50 mg DNA
模板，10 μL Premix TaqTM，正向和反向引物各 0.8 μL，
ddH2O至 20  μL，程序如下：95 ℃ 预变性 5  min，
95 ℃ 变性 15 s，58 ℃ 退火 15 s，72 ℃ 延伸 60 s，35
个循环后 72 ℃ 延伸 5 min。扩增后的 PCR产物用

2%，120 V琼脂糖凝胶电泳检测 40 min并进行基因

分型，以备后续实验使用。 

1.2.2   A1和 A2 β-酪蛋白的分离纯化 

1.2.2.1   β-酪蛋白的粗提取　分别取 A1和 A2各

100 mL乳样，4 ℃ 下 5000 r/min离心 25 min，除去

牛乳中大部分乳脂，利用 1  mol/L盐酸将牛乳的

pH调至 4.6，静置 35 min，将获取的酪蛋白进行中性

洗涤处理后，选用截留分子量范围在 8000~14000 Da
的透析袋，在 2~5 ℃ 的低温环境下透析 48 h。期间

每隔 7~8 h及时更换新鲜的透析液。待透析步骤全

部完成后，采用冻干机对酪蛋白溶液进行冷冻干燥处

理，最后将其储存在−20 ℃ 的低温环境中以确保其

稳定性。 

1.2.2.2   β-酪蛋白的离子交换色谱分离　在刘纳[15]

的基础上，对 β-酪蛋白的阴离子交换色谱法进行改

进。流动相 B由 1 mol/L氯化钠溶于流动相 A组

成。将粗提取得到的酪蛋白溶解在流动相 A中，调

至浓度为 10 mg/mL的样品溶液。0.22 μm滤膜过

滤以实现除菌处理，最后完成上样步骤。梯度洗脱条

件参照鲁杏茹[16] 的方法。 

1.2.2.3   SDS-PAGE鉴定色谱分离峰　参照赵烜影[17]

的方法，运用十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳

（Sodium  Dodecyl  Sulfate  Polyacrylamide  Gel  Elec-
tropheresis，SDS-PAGE）技术手段，按照 SDS-PAGE
试剂盒说明书制胶，配制浓度为 15%的分离胶和

5%的浓缩胶，待浓缩胶凝固后，拔去梳子准备加

样。收集液和 β-酪蛋白标准溶液各取 10 μL并分别

与 5×蛋白上样缓冲液等体积混合，沸水浴加热 3~
5 min，在 4 ℃，12000 r/min条件下离心 2 min后上

样，上样体积为 10 μL，电泳初始电压为 80 V，约 1 h
溴酚蓝指示线到达分离胶后调节至 120 V。电泳结

束后，染色 50 min，并根据凝胶本身的脱色情况决定

脱色时间。之后进行分析与鉴定工作，以准确辨识蛋

白质的类别及其纯度水平。 

1.2.2.4   分离产物的脱盐及浓度测定　添加相当于

样品溶液体积 4倍的超纯水，以置换并去除收集液

中的盐离子成分，随后将溶液浓缩至 20 mL，并将该

溶液冷冻干燥处理，于−20 ℃ 下保存。将 A1和 A2
β-酪蛋白分别溶解在 PBS缓冲液之中，配制成终浓

度为 1 mg/mL的溶液。用 BCA蛋白浓度测定试剂

盒对溶解后的 β-酪蛋白溶液进行蛋白浓度的测定。 

1.2.3   A1和 A2 β-酪蛋白消化产物特性 

1.2.3.1   消化产物的制备　参照 Egger等[18] 的方法

并进行调整，静态体外消化 A1和 A2 β-酪蛋白。将

10 mL 4%的 A1和 A2 β-酪蛋白溶液与 10 mL含有

胃蛋白酶（3000 U/mL）的模拟胃液等体积混合，置于

培养箱（37 ℃，130 r/min）中，分别在消化的 30、60、
90和 120 min取出，最大胃期终点为 120 min。完成

胃期后，从胃相取 20 mL消化液与 20 mL含有胰蛋

白酶（100 U/mL）和胆盐（10 mmol/L）的模拟肠液混

合，并在消化的 150、180、210、240和 300 min取

出。通过添加 NaOH抑制胃期收集样品中的胃蛋白

酶活性，直到 pH调至 7.0，煮沸冷却后放置在−20 ℃
冻存备用。肠期样品收集方式与胃期相同。 

1.2.3.2   消化率的测定　取出已进行消化反应的消

化液，通过加入 0.1 mol/L盐酸溶液调节 pH至 4.6，
在 1400 r/min下离心 2 min，将上清液弃去。使用

PBS缓冲液将离心后得到的沉淀物重新溶解。利用

BCA蛋白浓度测定试剂盒来测定溶解后溶液中总蛋

白质的质量浓度（μg/mL）。按照下式计算 β-酪蛋白

体外消化率：

β-酪蛋白体外消化率(%) =
P0 −P1

P0

×100 式（1）

式中：P0 是模拟消化前状态下蛋白质样品中的

初始蛋白质浓度，μg/mL；P1 是经过消化处理后蛋白

质样品中剩余的蛋白质浓度，μg/mL。 

1.2.3.3   水解度的测定　静态体外消化后，使用邻苯

二甲醛（OPA）方法定量上清液中的游离氨基，确定蛋

白质水解的程度，参照鲁杏茹[16] 的方法并按照下式

计算水解度：

水解度(%) =
Serine NH2 −β
α×htot

×100 式（2）

Serine NH2 =
OD2 −OD0

OD1 −OD0

×0.9516× N×V
X×P

式（3）

式中：Serine NH2 是每克蛋白质中丝氨酸氨基

的含量，mmol/g；β 和 α 分别是常数 0.4和 1.0；htot 是
酪蛋白肽键总数，为 8.2；OD0、OD1 和 OD2 分别是

空白组（去离子水）、标准品和样品的吸光度；

0.9516是丝氨酸标准溶液浓度，meqv/L；N是稀释倍

数；V是上清液体积，L；X是样品质量，g；P是样品中

蛋白质含量，%。 

1.2.3.4   粒径与电位的测定　采用 Nano ZS马尔文

纳米粒度电位分析仪，对 β-酪蛋白静态体外消化后

的粒径和电位变化情况进行分析。粒径测定中参照

何思宇[19] 的方法并稍作调整，将 1 mL的消化液以

50倍的比例用超纯水稀释，取出 1 mL稀释后的液

体注入到比色皿中，静置 2 min。采用动态光散射模

式对其进行测量，设置的参数条件如下：采用光源功

率为 4 mW的 He-Ne激光器，分散介质的折射率为

1.330，实验温度恒定在 25 ℃，样本测试容器选用

 · 162 · 食品工业科技 2025年  3 月



10 mm光程长度的石英材质比色皿。电位测定中参

照田浩[20] 的方法并稍作调整，取 100 µL的消化液，

然后用 0.01 mol/L、pH为 7.3的磷酸盐缓冲液对其

作 1000倍的稀释处理，充分混匀后，使用一次性移

液器将样品溶液缓慢且平稳地注入样品池内。为了

防止因气泡形成而引入实验误差，务必在注入样品后

用盖子严密封闭样品池，确保无气泡产生。 

1.2.3.5   分子量的测定　利用 SDS-PAGE凝胶电

泳法对 A1和 A2 β-酪蛋白在 0、30、60、90、120、
150、180、210、240和 300 min的消化液进行分析，

并对二者在体外消化性能上的差异进行比较。电泳

操作步骤同 1.2.2.3。 

1.3　数据处理

研究中采用了 SPSS 27.0.1版本软件实施单变

量方差分析（ANOVA），同时运用 PeakFit  v4.12、
Microsoft  Excel  2018以及 GraphPad  Prism  8.02软

件进行深入的统计处理及可视化图表制作。实验设

计中，所有测试均执行了三个平行重复，以“平均

值±标准差（mean±SD）”的形式表示测定结果。P<
0.05表示结果具有显著差异。 

2　结果与分析 

2.1　原料奶的基因分型

Kulibaba等 [21] 对 A1和 A2β-酪蛋白采用等位

基因特异性 PCR法进行检测，获得了相应 244 bp
的 DNA扩增片段，本实验也获得了对应分子量的条

带，β-酪蛋白基因部分 PCR产物的琼脂糖凝胶电泳

图谱如图 1所示，在 A1特异性引物扩增结果中，

7与 10泳道出现清晰条带，17与 20泳道并未出现

条带，故鉴定 7和 10泳道的样品为 A1基因型，如

图 1中蓝框所示，且 7泳道条带相比 10泳道更为清

晰，故选为后续 A1的实验样品；在 A2特异性引物

扩增结果中，12、13、14、15、16、18、19、21泳道出

现清晰条带，2、3、4、5、6、8、9、11泳道并未出现条

带，故鉴定 12、13、14、15、16、18、19、21泳道的样

品为 A2基因型，如图 1中黄框所示，且其中 18泳道

条带最为清晰，故选为后续 A2的实验样品。Rahimi

等[22] 在研究 β-酪蛋白基因分型时也采用了此种方

法，并初步获得了其所调查地区牛群的基因频率情

况，发现该地区 β-酪蛋白 A1等位基因的频率相对较

高，但因本研究调查样本较小，所以暂时无法体现出

采样地区牛群的基因频率情况。 

2.2　A1和 A2 β-酪蛋白的分离纯化 

2.2.1   β-酪蛋白的离子交换色谱分离　以 A2牛奶

为例，通过等电点沉淀法对酪蛋白进行粗提，并对其

进行了分离纯化，结果如图 2所示。利用阴离子交

换色谱柱进行蛋白梯度洗脱。酪蛋白可分为 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[23]。鉴于 α-酪

蛋白在酪蛋白组分中具有最低的等电点范围

（4.9~5.4），同时其含量相对较高，所以相比其他酪蛋

白，α-酪蛋白在缓冲液中表现出更大的净电荷量。基

于此特性，在离子强度较低的情况下，α-酪蛋白不易

从体系中分离出来，因此最后出峰。同理，最先出峰

的为 κ-酪蛋白，中间峰为 β-酪蛋白，这与 β-酪蛋白标

准品的出峰时间类似，与 Thekkilaveedu等 [24] 和

Li等[25] 的研究结果相符。为进一步鉴定 β-酪蛋白

并提高实验精确度，对收集的中间峰的洗脱液进行

SDS-PAGE鉴定。 
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图 1    244 bp β-酪蛋白基因型 AS-PCR产物的琼脂糖凝胶
电泳图谱

Fig.1    Agarose gel electrophoresis pattern of AS-PCR products
of β-casein genotypes with 244 bp

注：泳道 1为标准分子量 Marker（100~2000  bp）；泳道 2~
11为 A1特异性引物扩增结果；泳道 12~21为 A2特异性引
物扩增结果。

 

2800
2400
2000
1600
1200
800
400

0
0 20 40 60 80 10

0
12

0
14

0
16

0
18

0
20

0
22

0
24

0

λ 1
 (2

80
 n

m
) (

m
A

U
)

体积 (mL)

2400

2000

1600

1200

800

400

0
0 20 40 60 80 10

0
12

0
14

0
16

0
18

0
20

0
22

0
24

0

λ 1
 (2

80
 n

m
) (

m
A

U
)

体积 (mL)

κ-CN

κ-CN

β-CN

β-CN

α-CN

α-CN

λ1 (280 nm)
流动相B比例 (%)

λ1 (280 nm)

流动相B比例 (%)
电导率

400

300

200

100

0

电
导

率
 (m

s/
cm

)

400

300

200

100

0

电
导

率
 (m

s/
cm

)

(a)

(b)

图 2    阴离子交换色谱柱分离 A1（a）和 A2（b）酪蛋白层析图

Fig.2    Separation of A1 (a) and A2 (b) casein chromatograms
on an anion-exchange column

注：α-CN、β-CN、κ-CN分别表示 α-酪蛋白、β-酪蛋白、κ-酪蛋白。
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2.2.2   色谱分离峰的 SDS-PAGE鉴定　取中间峰的

洗脱液进行 SDS-PAGE电泳验证，采用考马斯亮蓝

进行染色，结果如图 3所示，将泳道 3、4条带所处位

置与泳道 1进行对比可以得出，样品的分子量约在

22~25 kDa，而 β-酪蛋白的平均分子量在 23.6 kDa[26]，
因此，可以推测 3、4泳道样品为 β-酪蛋白，这与阴离

子交换层析图谱的分析结果一致，也与 Okawara
等[27] 的电泳实验结果相符。图中可见洗脱出来的蛋

白质较为单一，且纯度较高，说明洗脱效果较好，能够

满足实验要求，但由于 A1、A2 β-酪蛋白分子量差距

较小，两种酪蛋白的质量分数相差不到千分之二，所

以在鉴定时发现二者泳道条带无明显差别。
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图 3    A1与 A2 β-酪蛋白分离峰的洗脱液 SDS-PAGE图谱
Fig.3    SDS-PAGE spectrum of eluates from A1 and A2 casein

separated peaks
注：泳道 1：标准分子量 Marker；泳道 2：β-酪蛋白标准品；泳
道 3：A1 β-酪蛋白样品；泳道 4：A2 β-酪蛋白样品。
  

2.2.3   A1和 A2 β-酪蛋白纯度及浓度分析　按照

BCA蛋白浓度试剂盒的方法得出蛋白浓度标准曲

线 y=0.4988x+0.1148，R2=0.9999，可以计算 A1 β-酪
蛋白的浓度为 0.62 mg/mL，A2 β-酪蛋白的浓度为

0.66 mg/mL，由 Quantity One软件推算 A1和 A2 β-
酪蛋白的纯度分别为 95.28%和 96.60%，这说明采

用透析法对蛋白质进行离子置换和浓缩，可以对从离

子交换层析中得到的酪蛋白进行高效的脱盐提纯。 

2.3　A1和 A2 β-酪蛋白消化产物特性 

2.3.1   体外消化率测定　消化率是反映蛋白质在胃

肠中消化水平的直观指标。本研究通过静态体外消

化 A1和 A2 β-酪蛋白，分析两种 β-酪蛋白的消化特

性。两种 β-酪蛋白的消化情况如图 4所示，随着

A1和 A2 β-酪蛋白在胃肠模拟消化液中孵育时间的

增加，消化率显著上升（P<0.05），表明这两种酪蛋白

在胃蛋白酶和胰蛋白酶的作用下发生水解，形成小分

子肽和游离氨基酸等。徐一宁等[28] 在研究肌原纤维

蛋白体外消化特性的过程中也得到了相似的结论。

此外，从消化开始直至结束，A2 β-酪蛋白的消化率一

直高于 A1 β-酪蛋白，在消化结束时，A2 β-酪蛋白消

化率为 92.82%，A1 β-酪蛋白消化率为 89.62%。两

种 β-酪蛋白的最终消化率均在 90%左右，表明 β-酪
蛋白基本在肠中被完全消化，且无显著差异（P>0.05）。 

2.3.2   水解度变化　水解度作为评价蛋白体外消化

的重要指标之一，其原理是通过测定消化液中的游离

氨基量反映出消化过程中肽键的水解情况[28]。结果

如图 5所示。A1和 A2 β-酪蛋白的水解度随着消化

时间的增加而显著增加（P<0.05），但 A1 β-酪蛋白在

胃消化阶段（0~2 h）水解度变化不大，进入肠消化阶

段（2~5 h）后水解度显著增加（P<0.05），有研究表明

在胰蛋白酶水解过程中，β-酪蛋白多肽链的疏水区域

不会被强烈水解[29]，这可能意味着 A1 β-酪蛋白多肽

链具有更多的疏水区域从而导致了其相对 A2 β-酪
蛋白低的水解度。结合 2.3.1的测定结果，两种 β-酪
蛋白在肠期基本完成水解，但即使 A2 β-酪蛋白表现

出较高的水解度，也仅为 25.34%，说明依旧存在许多

长肽链未被水解，这些长肽链将延缓人体肠道的吸收

速率，这也表明单一的消化率不足以说明蛋白质的消

化特性。同时，两种酪蛋白在水解度上的差异要稍大

于消化率，这可能意味着 A2 β-酪蛋白会产生更多小

分子肽，这些肽可能发挥一定的有益作用。此外，

Vorob’ev等[30] 还发现不同基因型的 β-酪蛋白经体

外消化后衍生的同种肽在丰度上存在显著差异，这也
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图 4    A1和 A2 β-酪蛋白体外消化率

Fig.4    In vitro digestibility of A1 and A2 β-casein
注：字母不同表示不同消化时间差异显著（P<0.05），大写字母
表示 A1 β-酪蛋白组间差异，小写字母表示 A2 β-酪蛋白组间
差异；*代表相同消化时间不同样品间差异显著（P<0.05）；图 5、
图 7同。
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图 5    A1和 A2 β-酪蛋白体外水解度变化

Fig.5    Changes of in vitro hydrolysis degree of A1
and A2 β-casein
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可能是导致 A1和 A2 β-酪蛋白在人体中表现出功能

差异性的原因之一。 

2.3.3   消化物粒径和电位的变化　粒径的大小及分

布反映了蛋白质在消化过程中被分解的程度。

A1和 A2 β-酪蛋白在静态体外消化过程中粒径的大

小及分布如图 6所示。β-酪蛋白粒径主要集中在

150~850 nm之间，随着消化过程的进行，β-酪蛋白在

胃蛋白酶和胰蛋白酶的作用下粒径不断减小，发生不

同程度的水解，产生许多具有 ACE抑制活性[31]、抗

菌活性[32]、抗癌活性[33] 等生物活性的肽以及游离氨

基酸。在胃消化期间，A2 β-酪蛋白粒径峰值（由

350 nm变为 225 nm）的变化程度要大于 A1 β-酪蛋

白（400 nm变为 350 nm）。进入肠消化阶段，A1和

A2 β-酪蛋白粒径分布曲线均出现了两个峰值，但 A2

β-酪蛋白更为明显，分别在 50 nm和 150 nm附近，

随着时间的延长，峰值不断向左移动。相比之下，A1

β-酪蛋白的峰值最终停留的位置要相对 A2 β-酪蛋

白右移，这说明 A1 β-酪蛋白的水解程度要弱于 A2

β-酪蛋白，这也印证了 2.3.2的结论。电位绝对值的

大小反映出乳液体系的稳定性[34]，如图 7所示，随着

消化的进行，A1和 A2 β-酪蛋白电位绝对值不断增

大，表明其粒子表面负电荷不断增多，粒子之间排

斥增大，形成的乳液体系趋于稳定，且最终 A2 β-酪

蛋白电位绝对值显著大于 A1 β-酪蛋白（P<0.05），说

明 A2 β-酪蛋白产生了相对多的带电荷氨基酸，即发

生水解程度更大一些，这与粒径实验获得的结果相

一致。 

2.3.4   分子量的变化　通过对 SDS-PAGE图谱的结

果分析，随着消化时间的延长，大分子的 β-酪蛋白分

子量逐渐消失，而低分子量多肽带数增加，分解为分

子量<10 kDa小分子量的肽段。由图 8可知，A2 β-
酪蛋白在 1.5 h后就无明显条带，但 A1 β-酪蛋白在

1.5 h后依然存在少量小分子物质，这可能是因为 A2
β-酪蛋白更易暴露出活性位点与胃蛋白酶结合发生

更大程度的水解，这与 Daniloski等[12] 得出了相反的

结论，他们发现 A2 β-酪蛋白通过形成更致密的蛋白

网络延缓了其分解速度，这可能是因为其使用了体外

半动态胃消化，与本研究体外静态消化存在差异。目

前关于 A2 β-酪蛋白的实验可能存在样本规模较小

的问题，因此，对于 A1和 A2 β-酪蛋白在胃消化阶段

的具体情况仍需进一步研究。
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图 8    A1 （a）和 A2 （b） β-酪蛋白静态体外消化 SDS-PAGE
图谱

Fig.8    SDS-PAGE spectrum of A1 (a) and A2 (b) β-casein
in static in vitro digestion

注：M为标准分子量 Marker；B为 β-酪蛋白标准品；0、0.5、
1、1.5、2、2.5、3、3.5、4、5为 A1和 A2 β-酪蛋白经模拟胃肠
消化后不同时间段的产物。
  

3　结论
本研究对来自同一牧场的不同奶牛的原料奶进
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图 6    A1（a）和 A2（b）β-酪蛋白静态体外消化粒径分布

Fig.6    Particle size distribution of A1 (a) and A2 (b) β-casein
in static in vitro digestion

 

0

−10

−20

−30

Ze
ta
电

位
 (m

V
)

0 h 0.5 h
1 h 1.5 h
2 h 2.5 h
3 h

5 h
3.5 h

4 h

E e D
E de C
D

C
Dcd cd C

B b
A

B

A
B

A
B A aab ab ab*

* *

c

A1A2 A1A2 A1A2 A1A2 A1A2 A1A2 A1A2 A1A2 A1A2 A1A2

图 7    A1和 A2 β-酪蛋白静态体外消化 Zeta电位图

Fig.7    Zeta potential of A1 and A2 β-casein in static
in vitro digestion
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行鉴定，分别得到 A1牛奶和 A2牛奶，并通过分离

纯化获得 A1和 A2 β-酪蛋白，其浓度分别为 0.62 mg/
mL和 0.66 mg/mL，纯度分别为 95.28%和 96.60%。

此外，在整个消化期间，随着时间的增加，A1和 A2
β-酪蛋白的消化率显著增加（P<0.05），并在 5.0 h基

本被完全消化，且两种 β-酪蛋白的最终消化率均在

90%左右，并无显著差异（P>0.05）。同时随着酶解

的进行，A1和 A2  β-酪蛋白水解度也显著增加

（P<0.05），然而，A1 β-酪蛋白最终水解度低于 A2 β-
酪蛋白。消化结束后，A1 β-酪蛋白水解产物的粒径

大于 A2 β-酪蛋白，并且 A2 β-酪蛋白消化后的电位

绝对值也大于 A1 β-酪蛋白，这些结果表明 A2 β-酪
蛋白的水解程度要更高一些，形成的粒径更小一些，

更利于人体消化吸收。本项研究揭示了 A1和 A2 β-
酪蛋白在静态体外消化过程中表现出的理化特性差

异，在一定程度上表明 A2 β-酪蛋白可能具有较高的

生物利用度，为后续食品工业对 A2 β-酪蛋白衍生产

品的开发提供了一定参考依据。

© The Author(s)  2025.  This  is  an  Open  Access  article
distributed  under  the  terms  of  the  Creative  Commons  Attribution
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