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摘要

具有⾼⽣物价值和营养价值的⽜奶蛋⽩在应⽤于⻝品时表现出技术功能。我们开发出⼀整套解决⽅案来鉴定和定

量两类⽜奶蛋⽩，即酪蛋⽩和乳清。ProteinWorks Auto-eXpress快速酶解试剂盒是⼀款⾮常灵活且普遍适⽤的

样品制备试剂盒，其中包含经过预先称重、具有批次可溯源性的试剂，这些试剂针对⽤⼾进⾏了优化，可通过特

征性肽段分析⽅法对蛋⽩质进⾏准确、精密且稳定的LC-MS定量分析。本应⽤纪要中使⽤的ACQUITY Premier⾊

谱柱基于MaxPeak⾼性能表⾯(HPS)技术，该技术提供了⼀种⾼效表⾯屏障，可减少分析物与⾦属表⾯的不良相

互作⽤并改善酪蛋⽩中所含磷酸肽的分析。蛋⽩质组学数据分析软件Progenesis QI⼯作流程有助于发现特征标记

肽段，这⼀步对于⽜奶蛋⽩的后续UPLC-MS/MS定量必不可少。使⽤Andrew+移液机器⼈实现校准标准品⽣成⽅

法和分步酶解流程⾃动化，再结合云端OneLab软件，显著缩短了⼿动移液所需时间，使实验室分析⼈员可以同时

执⾏其他任务，⼤幅提⾼⼯作效率。 

优势

提⾼酶解速度和完成度 ‒ 使⽤RapiGest SF表⾯活性剂加快蛋⽩质的胰蛋⽩酶酶解■

不漏检任何肽 - 使⽤MaxPeak⾼性能表⾯技术增强磷酸肽检测■
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⼤幅提⾼⼯作效率 ‒ ⾃动化⽅案简单省时，并可减少重复移液■

简介

⽜奶被公认具有健康益处，并含有宝贵的营养成分，还可⽤于⽣产乳制品，例如奶酪、⻩油和酸奶。⽜奶的重要

成分包括蛋⽩质、脂质、脂肪酸和碳⽔化合物，其含量在不同动物种属来源的⽜奶中有所不同1。 对乳制品替代品

的兴趣增加受到很多因素驱动，包括避免乳制品过敏原；对清洁标签产品的需要；与素⻝、严格素⻝和弹性素⻝

⽣活⽅式的兼容性；以及对碳⾜迹、可持续性和动物福利的关注。确保此类⽜奶替代品具有所需的营养成分⾮常

重要。

研究表明，⽜奶中的蛋⽩质成分提供了主要营养物质，并可通过抗菌和免疫调节活动防⽌感染，因此受到特别关

注。它们对于乳制品的⻛味也起到⾄关重要的作⽤，会影响⽜奶的⼝感和质地，这是感官体验的⼀部分。但是

，在乳制品乳蛋⽩中发现的相同感官属性和功能在替代乳蛋⽩中仍然有限且不太理想，由此构成挑战2。 ⽬前，乳

制品替代品的开发包括细胞乳制品或分离的乳制品成分，如纯素酪蛋⽩（需要表征影响⻝品技术产品开发的新基

质和特性）。 

众多⽜奶蛋⽩研究中，现有的分析⽅法包括凝胶电泳、⽑细管电泳、液相⾊谱和免疫学技术。但是，这些⽅法可

能存在准确性不⾜、重现性较低等问题，并且样品处理程序费⼒费时。因此需要对这些蛋⽩质开发⼀种稳定可靠

的定量⽅法，使其有利于研究和⽣产应⽤3，也可应⽤于乳制品替代蛋⽩。利⽤下⽂选择的⽜奶蛋⽩证明该⽅法转

移后⽤于其他替代蛋⽩质表征的性能。 

本应⽤纪要的⽬的是测定液态⽜奶样品中五种⽬标⽜奶蛋⽩的浓度，即α-酪蛋⽩(α-CN)、β-酪蛋⽩(β-CN)、κ-酪

蛋⽩(κ-CN)、α-乳清蛋⽩(α-LA)和β-乳球蛋⽩(β-LG)。本⽂所述解决⽅案包括：(i)使⽤ProteinWorks Auto-

eXpress快速酶解试剂盒进⾏胰蛋⽩酶酶解；(ii)使⽤⾃下⽽上式蛋⽩质组学⽅法发现每种蛋⽩质的特征肽段；(iii)

使⽤UPLC-MS/MS⽅法在多重反应监测(MRM)模式下定量分析五种⽜奶蛋⽩；(iv)使⽤Andrew+移液机器⼈⾃动

化⽅案来简化流程。 

实验

样品前处理
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⽤ProteinWorks Auto-eXpress Low快速酶解试剂盒（部件号：176004078 <

https://www.waters.com/nextgen/us/en/shop/application-kits/176004078-proteinworks-auto-express-

low-5-digest-kit.html> ）获得的酶解缓冲液溶解标准品，分别制得α-CN、β-CN、κ-CN、α-LA和β-LG浓度为10 

mg/mL的五种储备液。各储备液取适当体积等分合并得到混标溶液，其中α-CN和β-CN的初始浓度为3,500 µ

g/mL、κ-CN和β-LG的初始浓度为1,000 µg/mL、α-LA的初始浓度为500 µg/mL。然后利⽤Andrew+移液机器⼈

进⾏连续稀释，得到⼀系列校准标准品。处理酶解流程前先⽤酶解缓冲液将五个市售⽜奶样品稀释10倍。按照

ProteinWorks Auto-eXpress Low快速酶解试剂盒的5步酶解流程处理28 µL校准标准品或稀释后⽜奶样品。校准

系列配制和酶解流程完全由Andrew+移液机器⼈执⾏。

液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： ACQUITY UPLC I-Class PLUS FTN

⾊谱柱： ACQUITY Premier CSH C18⾊谱柱, 1.7 µm, 

2.1 × 100 mm（部件号：186009461）

柱温： 55 °C

样品温度： 4 °C

进样体积： 1 µL

流速： 0.15 mL/min

流动相A： 0.1%甲酸⽔溶液

流动相B： 0.1%甲酸的⼄腈溶液

初始⾄1 min：1%流动相B；

1~15 min：流动相B从1%增加⾄40%；

15~15.5 min：流动相B从40%增加⾄90%；

15.5~17 min：90%流动相B；

梯度：

(UPLC-QTof-MSE)
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17~17.1 min：流动相B从90%减少⾄1%；

17.1~20 min：1%流动相B

梯度：

(UPLC-MS/MS)

初始⾄1 min：5%流动相B；

1~7.5 min：流动相B从5%减少⾄50%；

7.5~8 min：流动相B从50%增加⾄90%；

8~9 min：90%流动相B；

9~9.1 min：流动相B从90%减少⾄5%；

9.1~11 min：5%流动相B

UPLC-QTof-MSE的质谱条件

质谱系统： Xevo G2-XS QTof

电离模式： ESI+

采集模式： Tof MSE

采集范围： 50‒2000 Da

⽑细管电压： 2.5 kV

碰撞能量范围： 15‒40 eV

锥孔电压： 40 V

实时质量校正标样： Glu⾎纤维蛋⽩肽B (2+, m/z 785.8426)

UPLC-MS/MS的质谱条件
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质谱系统： Xevo TQ-S micro

电离模式： ESI+

⽑细管电压： 2.2 kV

锥孔电压： 30 V

离⼦源温度： 120 °C

脱溶剂⽓温度： 600 °C

脱溶剂⽓流速： 1000 L/h

锥孔⽓流速： 50 L/h

数据管理

⾊谱软件： MassLynx 4.2版

质谱软件： MassLynx 4.2版

信息学软件： TargetLynx v4.2

Progenesis QI for Proteomics v4.0

EZInfo v3.0

OneLab

结果与讨论
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利⽤RapiGest SF表⾯活性剂（部件号：720003102 <

https://www.waters.com/nextgen/us/en/library/application-notes/2009/in-solution-enzymatic-protein-

digestions-with-rapiGest.html> ）提⾼酶解速度和完成度，酶解后⼏乎不需要样品前处理，由此简化前处理流

程。五个⽜奶蛋⽩标准品先单独酶解⼀式三份，再进⾏UPLC-QTof-MSE分析。然后将混合QC样品的原始数据导⼊

蛋⽩质组学数据分析软件Progenesis QI，执⾏⾊谱对⻬、数据归⼀化和峰提取。使⽤Ion Accounting鉴定⼯作流

程总共鉴定出1050种肽，该⼯作流程设置如下：FDR⼩于1%、固定修饰（C的脲甲基化）和可变修饰（M的氧化

和STY的磷酰基化）。加载的UniProt FASTA⽂件包含经筛选后仅含经审查⽜序列的数据库。 

主成分分析(PCA)是蛋⽩质组学数据分析软件Progenesis QI的关键功能之⼀，有助于清晰显⽰数据，以确定是否

存在任何异常值，还能了解样品的分组情况。图1中的⽆监督PCA得分图显⽰了五种蛋⽩的清晰聚集。所有混合QC

样品都紧紧聚集在PCA得分图中⼼附近，证明该⽅法的重现性良好并且数据处理过程未引⼊任何偏差。β-CN和κ-

CN紧密聚集在⼀起，表明两种酪蛋⽩之间的差异很⼩。   

图1.蛋⽩质组学数据分析软件Progenesis QI所得五种⽜奶蛋⽩的PCA得分图

将肽数据导出⾄EZInfo，使⽤正交偏最⼩⼆乘法判别分析(OPLS-DA)进⾏监督式多变量分析。OPLS-DA是⼀种有

⽤的统计⼯具，有助于鉴定特征标记肽段。图2A显⽰了β-CN与其他四种蛋⽩的代表性OPLS-DA得分图。绘制S图

（图2B）以突出显⽰导致β-CN与其他四种蛋⽩差异的特征。选择置信度和重要程度最⾼的特征（⽤蓝⾊突出显⽰

）导回蛋⽩质组学数据分析软件Progenesis QI，以验证并进⼀步评价鉴定结果（图2C）。本例中选择的肽段为β-

CN的独特肽段序列，这些序列在其他四种蛋⽩中均未发现。对五种⽜奶蛋⽩重复该过程，筛选出特征标记肽段列

表。然后对每种蛋⽩选择⼀种肽段进⾏定量，并再监测⾄少⼀种肽段⽤于确认（表1）。肽段的选择标准包括良好

的⾊谱分离度、信号强度和信噪⽐。 
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图2.A. OPLS-DA得分图；B. β-CN与其他四种蛋⽩的S-plot；C.肽段EMPFPK的鉴定⽰例
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表1.各⽜奶蛋⽩特征肽段的MRM条件。a选择⽤于定量的肽段。

8在⽜奶蛋⽩的UPLC-MSE鉴定和UPLC-MS/MS定量中使⽤Andrew+移液机器⼈进⾏⾃动化样品前处理



所选特征肽段的MRM条件汇总于表1中。对于待检肽段，所有MRM通道的信噪⽐不得低于3，同时必须确定⾄少两

种肽段⽤于蛋⽩归属4。 之前报告的应⽤纪要（部件号：720007025ZH <

https://www.waters.com/nextgen/us/en/library/application-notes/2020/maximizing-phosphopeptide-

recovery-in-lc-ms-studies-with-maxpeak-high-performance-surfaces-technology.html> ）描述了使⽤

MaxPeak⾼性能表⾯(HPS)技术分析磷酸肽的优势以及对肽段YKVPQLEIVPNSAEER检测的改善。

制备校准标准品是所有定量分析的必要条件，但这些步骤重复、耗时且容易发⽣⼈为错误；同样，蛋⽩质酶解流

程也需要重复添加试剂多次；因此，这两种任务成为⾃动化的理想对象。在OneLab中⽣成校准曲线制备⽅案和

ProteinWorks 5步酶解⽅案，该软件是在Andrew+移液机器⼈上设计和执⾏⽅案所使⽤的云端软件（图3）。 

图3.使⽤Andrew+移液器和Domino模块制备标准品和样品的Andrew+⼯作台布局：1.吸头盒（10~300 µL Optifit

吸头）；2.吸头盒（0.1~10 µL Optifit吸头）；3.微孔板；4.储存板；5.微量离⼼管；6.8通道移液器溶剂瓶；7.96-

PCR板Peltier+。

⽐较Andrew+移液机器⼈与普通实验室分析⼈员所需的移液时间（不包括酶解过程中的加热时间）发现，

Andrew+完成移液任务的速度是⼈⼯的5.5倍以上（图4）。流程⾃动化还能让实验室分析⼈员同时执⾏其他任务
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，简化样品前处理程序，减少⼈为误差可能性，确保整个过程中分析⽅法性能的⼀致性。

图4.Andrew+与⼿动移液所需移液时间⽐较 

利⽤Andrew+移液机器⼈创建的标准品校准曲线表现出优异的线性相关系数，r2 >0.99，使⽤简单的1/x加权并涵

盖⼀系列浓度（表2）。 

表2.五种蛋⽩各⾃对应的校准曲线 

为提供代表性样品组，使⽤开发的半⾃动⽅法分析了多种市售乳制品，包括全脂、低脂、巧克⼒味和草莓味⽜奶

。图5展⽰了在各种⽜奶样品中鉴定的不同浓度⽜奶蛋⽩，所得结果与先前报道的⽂献⾼度吻合5。 在五种⽬标蛋

⽩中，我们观察到β-CN在所有⽜奶样品中浓度最⾼(41~49%)，其次为α-CN (27~34%)、κ-CN (11~15%)、β-LG 

(10~12%)和α-LA (3%)。绝对定量分析应引⼊同位素标记的肽段作为内标。还建议进⼀步开展⽅法验证，例如测
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试基质效应和回收率。

图5.市售乳制品中五种⽬标蛋⽩的浓度；A图⽤µg/mL表⽰，B图⽤百分⽐表⽰。

结论

⾃下⽽上式蛋⽩质组学分析是⼀种发现特征肽段的有⽤⽅法，已被证明适⽤于分析⽜奶蛋⽩。蛋⽩质组学数据分

析软件Progenesis QI与EZInfo中的统计⼯具相结合，可将复杂⼯作流程化繁为简。发现的特征标记肽段已成功开

发⽤于定量分析，并分析了多种市售乳制品以证明该⽅法的性能和有效性。使⽤OneLab创建并在Andrew+移液机

器⼈上执⾏的⾃动化⽅法将移液时间⼤⼤缩短5.5倍以上，同时确保⼀致性。本应⽤纪要展⽰了⼀整套解决⽅案

，同样的⼯作流程还可⽤于分析替代⽜奶蛋⽩。
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