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乳清蛋白-低聚异麦芽糖模拟胃液消化 
过程中抗原性的变化 

李  铮, 郑  喆 , 罗永康* 
(中国农业大学食品科学与营养工程学院, 北京  100083) 

摘  要: 目的  研究乳清蛋白-低聚异麦芽糖和乳清蛋白在模拟胃液消化过程中抗原性及游离氨基酸的变化。

方法  乳清蛋白(WPI)-低聚异麦芽糖制备后, 对 WPI-低聚异麦芽糖及 WPI模拟胃液消化过程中的抗原性变化

和游离氨基酸含量进行分析。结果  糖基化后乳清蛋白中精氨酸、酪氨酸、胱氨酸和赖氨酸的含量显著降低。

经过模拟胃液消化, 乳清蛋白和乳清蛋白-低聚异麦芽糖中 α-乳白蛋白的抗原性降低到 1 μg/mL 以下, 乳清蛋

白中 β-乳球蛋白抗原性降低到 42.83 μg/mL, 乳清蛋白-低聚异麦芽糖中 β-乳球蛋白抗原性降低到 15.66 μg/mL。

结论  经过模拟胃消化, 乳清蛋白-低聚异麦芽糖中 α-乳白蛋白和 β-乳球蛋白的抗原性比乳清蛋白中 α-乳白蛋

白和 β-乳球蛋白的抗原性低; 在模拟胃液消化过程中, 乳清蛋白-低聚异麦芽糖比乳清蛋白更容易受到胃蛋白

酶酶解。 
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Changes of antigenicity of whey protein-oligoisomaltose during  
simulated gastric digestion 
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ABSTRACT: Objective  To study the changes of antigenicity and free amino acids of whey protein-oligois-

maltose and whey protein in a simulated gastric digestion. Methods  The changes of antigenicity and free 

amino acids of whey protein-oligoisomaltose and whey protein during a simulated gastric digestion were ana-

lysed after the preparation of whey protein-oligoisomaltose. Results  The contents of arginine, tyrosine, 

cystine, and lysine in whey protein decreased after the glycation. After the simulated gastric digestion, the an-

tigenicity of α-lactalbumin in whey protein and whey protein-oligoisomaltose were all less than 1 μg/mL. At the 

same time, the antigenicity of β-lactoglobulin in whey protein decreased to 42.83 μg/mL, and the antigenicity 

of β-lactoglobulin in whey protein-oligoisomaltose decreased to 15.66 μg/mL. Conclusion  After simulated 

gastric digestion, the antigenicity of α-lactalbumin and β-lactoglobulin in whey protein-oligoisomaltose were 

lower than that in whey protein. Compared with natural whey protein, whey protein-oligoisomaltose was more 

susceptible to pepsin hydrolysis during the simulated gastric digestion. 
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1  引  言 

牛乳是主要的食物过敏原之一, 乳清蛋白中的
β-乳球蛋白(β-LG)和 α-乳白蛋白(α-LA)是牛乳的主要
过敏原[1]。目前关于牛乳主要过敏原蛋白改性的研究

很多, 包括热处理、高压[2]、酶解[3]、糖基化、发酵[4]

等, 其中糖基化是一种有效地降低牛乳主要过敏原
蛋白抗原性的方法。布冠好[5,6]等将葡萄糖通过糖基

化反应结合到乳清蛋白上, 有效地降低了 β-LG 和
α-LA 的抗原性。据报道将麦芽糖通过糖基化反应引
入到乳清蛋白上, 也能有效地降低 β-LG 和 α-LA 的
抗原性[7]。 

目前关于糖基化产物在模拟胃液消化过程中抗

原性变化的研究很少, 本研究在之前的研究基础上, 
研究了糖基化对乳清蛋白氨基酸组成的影响, 分析
了乳清蛋白-低聚异麦芽糖在模拟胃液消化过程中抗
原性和游离氨基酸含量的变化。 

2  实验材料与方法 

2.1 材料与仪器 

乳清分离蛋白(Amresco); 低聚异麦芽糖(山东保
龄宝生物工程有限公司); α-乳白蛋白(sigma); β-乳球
蛋白(sigma); 胃蛋白酶(Amresco); 其他试剂均为分
析纯。 

高压液相色谱仪 (LC-10A Tseries,Shimadzu); 
Venusil-AA 氨基酸分析专用柱(100 Å, 4.6 mm×250 
mm, 5 μm, 北京吉瑞森科技有限责任公司); 酶标仪
(Thermo Multiskan MK3, Thermo Electron)。 

2.2  实验方法 

2.2.1  WPI-低聚异麦芽糖的制备 
根据之前的研究[8], 以β-LG 的抗原性为响应值, 

通过三因素五水平正交组合设计优化 WPI 和低聚异
麦芽糖糖基化的反应条件, 优化出的制备低抗原性
糖蛋白的最优反应条件为: 低聚异麦芽糖和 WPI 的
质量比为 4.7, 反应温度为 68.4 , ℃ 反应时间为 29.0 
h。将低聚异麦芽糖和WPI按照质量比 4.7溶解于去
离子水中, 溶液最终浓度为 100 g/L。将溶液于−60 ℃
中预冻 6 h后, 在真空冷冻干燥机中冷冻干燥 24 h左
右。将冷冻干燥制得的冻干粉放入底部盛有饱和

KBr(相对湿度 79%)的干燥器中, 68.4 ℃反应 29.0 h, 
所得 WPI-低聚异麦芽糖复合物溶解于去离子水中, 

溶液最终浓度为 100 g/L, 再次冷冻干燥, 得到的冻
干粉于−20 ℃冰箱中贮存。 

2.2.2  乳清蛋白-低聚异麦芽糖抗原性的测定 
参照布冠好[9]建立的间接竞争 ELISA 的方法并

做部分调整。建立的实验条件为: α-LA的包被浓度为
0.5 μg/ mL, 抗α-LA血清稀释倍数为256000倍。β-LG
的包被浓度为 1 μg/mL, 抗 β-LG 血清稀释倍数为
128000倍。 

2.2.3  氨基酸分析 
采用酸水解法水解样品, 将水解液全部转移到

50 mL容量瓶内, 用超纯水定容, 混匀, 供衍生使用。
量取样品溶液 200 μL衍生, 加入 20 μL正亮氨酸内标
溶液, 用氮吹仪吹干后, 加入 220 μL 0.1 mol/L 盐酸
溶解, 加入三乙胺乙腈溶液 100 μL, 异硫氰酸苯酯乙
腈溶液 100μL, 混匀, 室温放置 1 小时, 然后加入正
己烷 400 μL, 振摇后放置 10 min, 取下层溶液, 用
0.45 μm滤膜过滤。另准确量取混合氨基酸标准溶液
200 μL, 按样品衍生方法衍生。在以下 HPLC条件下
分析: 色谱柱: Venusil-AA氨基酸分析专用柱(100 Å, 
4.6 mm×250 mm, 5 μm); 检测波长: 254 nm; 柱温: 40 

; ℃ 流动相 A: 称取 15.2 g 无水醋酸钠, 加水 1850 
mL, 溶解后用冰醋酸调 pH 至 6.5, 然后加乙腈 140 
mL, 混匀, 用 0.45 μm滤膜过滤; 流动相 B: 80%(V/V)
乙腈溶液; 进样量: 2 μL; 流速: 1 mL/min, 梯度洗脱。 

样品溶液中各种氨基酸浓度(μg/mL) =f1/f2×C 
其中 : f1=样品溶液中各氨基酸峰面积 /内标峰  

面积 
f2=混合氨基酸标准溶液中各氨基酸峰面积/内标

峰面积 
C=氨基酸对照品浓度(μg/mL) 
样品中总氨基酸含量(%)=样品溶液中所有氨基

酸浓度总和(μg/mL)×V×10−6×100/W 
其中:  V=样品溶液的定容体积(mL) 
W=样品质量(g) 

2.2.4  模拟胃液消化 
模拟胃液消化参照 Moreno[10]的方法并作一些改

动。模拟胃液含 0.15 mol/L NaCl, 用 1 mol/L 的 HCl
调 pH 值至 2.5。将 WPI 及 WPI-低聚异麦芽糖以 3 
mg/mL浓度溶解于模拟胃液中, 保温 15 min, 按酶与
底物的质量比 1∶20加入酶, 首先将酶以 0.32%的浓
度溶解于模拟胃液中。模拟胃液消化在 37 ℃进行, 
在 0、2.5、5、10、20、30、60、120 min取样进行进
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一步分析。 

2.2.5  游离氨基含量测定 
游离氨基含量 : 采用三硝基苯磺酸 (Trinitro-

benzene sulfonic acid, TNBS)法[11]。 

3  结果与讨论 

3.1  乳清蛋白-低聚异麦芽糖氨基酸组成分析 

根据 2.2.1的方法制备WPI-低聚异麦芽糖, WPI
及 WPI-低聚异麦芽糖复合物的氨基酸图谱如图 1、
图 2 所示。其中天门冬氨酸(Asp)、谷氨酸(Glu)、丝
氨酸(Ser)、甘氨酸(Gly)、组氨酸(His)、精氨酸(Arg)、
苏氨酸(Thr)、丙氨酸(Ala)、脯氨酸(Pro)、酪氨酸(Tyr)、
缬氨酸(Val)、蛋氨酸(Met)、胱氨酸(Cy2)、异亮氨酸
(Ile)、亮氨酸(Leu)、苯丙氨酸(Phe)、赖氨酸(Lys)的
含量如表 1所示。WPI中精氨酸、酪氨酸、胱氨酸及
赖氨酸含量分别为 2.55%、2.56%、7.65%、9.06%, WPI
与低聚异麦芽糖反应后, WPI中精氨酸、酪氨酸、胱
氨酸、赖氨酸含量分别减少为 1.74%、1.95%、2.02%、
4.80%。在糖基化反应过程中, 主要是精氨酸、酪氨
酸、胱氨酸和赖氨酸与低聚异麦芽糖发生了反应。其

中胱氨酸和赖氨酸含量变化最大。 
 

 
 

图 1  WPI氨基酸含量图谱 
Fig. 1  Amino acids contents of WPI 

 

 
 

图 2  WPI-低聚异麦芽糖氨基酸含量图谱 
Fig. 2  Amino acids contents of WPI-oligoisomaltose 

表 1  WPI 及 WPI-低聚异麦芽糖复合物中各氨基酸含量 
Table 1  Contents of amino acids in WPI and 

WPI-oligoisomaltose 

氨基酸含量(%)* 
氨基酸

WPI WPI-低聚异麦芽糖 

Asp 13.14 14.65 

Glu 22.81 25.00 

Ser 4.76 5.15 

Gly 1.12 1.22 

His 1.48 1.39 

Arg 2.55 1.74 

Thr 8.34 8.53 

Ala 6.20 6.65 

Pro 4.32 4.67 

Tyr 2.56 1.95 

Val 5.38 5.40 

Met 2.26 4.92 

Cy2 7.65 2.02 

Ile 5.27 5.69 

Leu 10.50 10.87 

Phe 2.42 2.40 

Lys 9.06 4.80 
*图 1、图 2氨基酸图谱对应的氨基酸含量 
 

3.2  模拟胃液消化过程中 WPI-低聚异麦芽糖

及 WPI 游离氨基酸含量分析 

在模拟胃液消化过程中, 由于胃蛋白酶的酶解
作用, WPI及WPI糖蛋白的游离氨基酸含量会发生变
化。如表 2 所示, 游离氨基酸含量在 0~20 min 呈上
升趋势, 在 20~120 min变化缓慢。经过 120 min模拟
胃液消化, WPI的游离氨基酸含量从 1.568 mmol/L增
加到 1.942 mmol/L, 增加了 0.374 mmol/L; WPI-低聚
异麦芽糖的游离氨基酸从 0.573 mmol/L增加到 0.996 
mmol/L, 增加了 0.423 mmol/L。这说明WPI-低聚异
麦芽糖更容易受到胃蛋白酶酶解。但是 Chevalier[12]

的研究表明, 在模拟消化过程中, 未糖基化的 β-LG
比糖基化修饰的 β-LG 容易被消化, 这与本研究的结
果不一致。Marciniak-Darmochwal[13]的研究表明, 大
豆蛋白提取物被胃蛋白酶酶解的程度会受到糖基化

反应的影响, 大豆蛋白被胃蛋白酶酶解的程度低于
大豆蛋白-果糖, 但是高于大豆蛋白-葡萄糖和大豆蛋
白-乳糖, 这表明还原糖的种类影响糖基化产物被胃
蛋白酶酶解的程度。本研究表明乳清蛋白与低聚异麦

芽糖结合形成的糖蛋白比乳清蛋白更容易受到胃蛋

白酶的酶解。 
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表 2  WPI 及 WPI-低聚异麦芽糖模拟胃液消化过程中游

离氨基酸含量的变化(n=3) 
Table 2  Changes of free amino acids in WPI and 

WPI-oligoisomaltose during simulated gastric digestion 
(n=3) 
游离氨基酸 (mmol/L)* 

时间(min) 
WPI WPI-低聚异麦芽糖

0 1.568±0.136c 0.573±0.032f 

2.5 1.569±0.016c 0.707±0.010e 

5 1.618±0.017bc 0.780±0.029d 

10 1.667±0.014b 0.857±0.039c 

20 1.859±0.027a 0.933±0.024b 

30 1.874±0.008a 0.943±0.022b 

60 1.904±0.002a 0.970±0.005ab 

120 1.943±0.038a 0.996±0.014a 

*注: a-f表示同一列有相同字母者差异不显著 
 

3.3  模拟胃液消化过程中 α-乳白蛋白和 β-乳球

蛋白抗原性的变化 

在模拟胃液消化过程中, WPI 及 WPI-低聚异麦 

芽糖中 α-LA 及 β-LG 抗原性变化如表 3 所示, WPI

中 α-LA 抗原性从 26.73 μg/mL 降低到 0.78 μg/mL, 

WPI-低聚异麦芽糖中 α-LA抗原性几乎降低到零。经

过模拟胃液消化, WPI 中 β-LG 抗原性显著降低, 但

是抗原性仍然有 42.83 μg /mL, WPI-低聚异麦芽糖中

β-LG抗原性降低到 15.66 μg /mL。糖基化能使WPI

中 α-LA 和 β-LG 的抗原性在模拟胃液消化过程中降

到一个更低的值, 这说明 WPI 与低聚异麦芽糖糖基

化是有效降低 WPI 致敏性的方法。在模拟胃液消化

的前 20 min内, 抗原性显著降低, 20～120 min内, 抗

原性变化不大, 这与游离氨基酸的变化规律相似, 说

明在模拟胃液消化过程中, 蛋白被胃蛋白酶酶解, 使

某些抗原表位被分解, 从而使抗原性降低。Maier[14]

研究表明, 发酵后的乳制品更容易被胃蛋白酶酶解, 

且经过模拟胃液消化, 发酵后的乳制品的免疫原性

显著低于未发酵的乳制品, 说明降低乳制品的胃蛋

白酶耐受能力可能是一个有效降低其致敏力的方法。

此结果与本文的研究结果相似。
 

表 3  WPI 及 WPI-低聚异麦芽糖模拟胃液消化过程中 α-乳白蛋白和 β-乳球蛋白抗原性的变化(n=3) 
Table 3  Changes of antigenicity of α-LA and β-LG in WPI and WPI-oligoisomaltose during simulated gastric digestion (n=3) 

β-LG抗原性 (μg/mL)* α-LA抗原性 (μg/mL)* 
时间(min) 

WPI WPI-低聚异麦芽糖 WPI WPI-低聚异麦芽糖 

0 241.68±6.83a 36.55±0.04a 26.73±1.54a 4.71±0.9a 

2.5 106.88±1.85b 33.84±0.20b 25.37±0.07b 2.22±0.25b 

5 82.28±3.95c 25.49±1.85c 23.83±0.31c 1.92±0.14b 

10 61.77±1.15d 20.84±1.42d 14.29±0.91d 0.72±0.09c 

20 52.61±2.82e 19.68±0.05d 2.87±0.04e 0.16±0.04cd 

30 51.00±0.08e 19.73±0.95d 2.63±0.05e 0.14±0.04cd 

60 49.85±1.70e 17.08±1.17e 2.30±0.09e 0.14±0.03cd 

120 42.83±4.40f 15.66±1.68e 0.78±0.07f 0.03±0.02d 

*注: a-f表示同一列有相同字母者差异不显著 
 

4  结  论 

乳清蛋白中精氨酸、酪氨酸、胱氨酸和赖氨酸是

与低聚异麦芽糖发生美拉德反应的主要氨基酸。经过

模拟胃液消化 , 乳清蛋白中 α-乳白蛋白抗原性从
26.73 μg/mL降低到 0.78 μg/mL, 乳清蛋白-低聚异麦
芽糖中 α-乳白蛋白抗原性几乎降低到零, 乳清蛋白
和乳清蛋白-低聚异麦芽糖中 β-乳球蛋白抗原性分别
降低为 42.83 μg /mL和 15.66 μg /mL。在模拟胃液消
化过程中, 乳清蛋白-低聚异麦芽糖比乳清蛋白更容
易受到胃蛋白酶酶解。 
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