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三氯乙酸沉淀蛋白法辅助提取牛奶中环腺苷酸工艺
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摘摇 要: 以牛奶为原料,通过离心去除乳中脂肪,采用不同质量分数不同用量 TCA 沉淀乳中蛋白

质,再浓缩乳糖,分离提取环腺苷酸(cAMP),选用最佳高效液相色谱条件测定牛奶中 cAMP 含量.
结果表明,不同质量分数 TCA 处理组之间比较,质量分数为 10% TCA 处理组 cAMP 含量显著高于

其他 2 组(P < 0郾 05);不同用量 TCA 处理组之间比较,8 mL 相同质量分数 TCA 处理组 cAMP 含量

较其他 2 组显著降低(P < 0郾 05) . 选用 TCA 沉淀乳蛋白方法提取 cAMP 时最佳工艺是 TCA 质量分

数为 10% ,用量为 4 mL,cAMP 质量浓度为(29郾 02 依 1郾 58) 滋g / mL. 研究通过建立牛奶中 cAMP 的

提取工艺,可从奶酪副产物、乳清、不合格原料奶中提取 cAMP,在降低 cAMP 提取成本、废物利用、
增加牛奶附加值等方面具有重要意义.
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摇 摇 环腺苷酸(cyclic adenosine鄄3忆, 5忆鄄monophospho鄄
spate,cAMP),溶于水,具有环状结构,性质稳定,对
酸、碱、热都相当稳定,存在于多数生物体内,调节着

生物体内的物质代谢,对细胞代谢及多种生理效应

具有关键作用[1 - 2] . 医学研究已经也证明至少有 40
多种重大疾病与 cAMP 的代谢有关,人体内缺乏

cAMP 会导致恶性肿瘤、癌症、失眠健忘、贫血、心血

管疾病等众多疾病的发生[3] . 目前,对于食品及食

品原料中 cAMP 的研究,仅在枣中取得了一定的进

展. 张明娟等[4] 用 HPLC 法测定了 8 种枣果中

cAMP 的含量,其最高含量为 375郾 61 滋g / g,最低为

46郾 01 滋g / g;张岩等[5] 用 HPLC 测定浓缩枣汁中

cAMP 含量为 4郾 556 mg / L. 马志科等[6] 报道了从鲜

羊奶中提取 cAMP 的方法,并利用放射免疫方法测

定了 cAMP 含量,但有关牛奶中的 cAMP 研究尚未

见有相关报道.
牛奶中的蛋白质主要由酪蛋白和乳清蛋白组

成,蛋白质含量为 3郾 0% ~ 3郾 7% ,其中约 80% 为酪

蛋白(酪蛋白至少由 10 种不同蛋白质组成,是几种

含磷蛋白质的复合体),乳清蛋白为 18% ~ 20% ,乳
中主要的乳清蛋白有 茁鄄乳球蛋白、琢鄄乳球蛋白、血
清白蛋白、免疫球蛋白和眎、胨;剩余的为一些含氮

化合物,属于非蛋白氮(如氨、游离氨基酸、尿素、尿
酸、肌酸、嘌呤碱等及少量含氮维生素中的维生素态

氮) [7] . 通过标准罗兰分离法测定,牛乳中氮分布为

76%的酪蛋白、18% 乳清蛋白和 5% 左右的非蛋白

氮[8] . 在生物化学、食品科学及其他研究领域中,人
们经常用到蛋白或多肽的沉淀剂,其中三氯乙酸

(trichloroacetic acid, TCA) 应用最为广泛[9] . TCA
对蛋白的沉淀主要归功于 3 个氯原子的独特作

用[10],TCA 作为蛋白质变性剂,使蛋白质构象发生

改变,暴露出较多的疏水基团,使之聚集沉淀[11] .
因此,本实验借鉴前人在枣、羊奶上的提取和测定方

法,首次采用 TCA 沉淀蛋白法对牛奶中的 cAMP 进

行分离提取,通过 HPLC 测定牛奶中 cAMP 含量,建
立一种牛奶中 cAMP 分离提取方法.
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1摇 材料与方法

1郾 1摇 材料与仪器

1郾 1郾 1摇 原料与试剂

新鲜牛乳,购于陕西省西安市郊农户家中,于
4 益条件下冷藏保存,至实验使用.

cAMP 标准品,色谱纯,德国 Sigma 公司;甲醇,
色谱纯,加拿大 Promptar 公司;三氯乙酸、磺基水杨

酸、乙醇、磷酸二氢钾均为分析纯.
1郾 1郾 2摇 仪器

高效液相色谱仪,美国 Waters 公司;色谱柱,HC
-C18(5 滋m,4郾 6 mm 伊250 mm),美国 Agilent 公司;
TU-2000 型紫外可见分光光度计,日本日立公司;
RE-52AA 型旋转蒸发仪,上海亚荣生化仪器厂;D5
-RZ 型离心机型,湖南湘仪集团.
1郾 2摇 实验方法

1郾 2郾 1摇 样品去乳脂

将 300 mL 鲜乳使用医用纱布过滤,分装至 20
个离心管,预热至 35 ~ 40 益,然后 5 000 r / min,离心

10 min,取下层去脂后的牛奶,混合.
1郾 2郾 2摇 样品去乳蛋白

将去脂后的牛奶,装在 27 个 15 mL 离心管中,
每管 10 mL. 分别用质量分数为 10% ,15% ,20%的

TCA 溶液处理,每个离心管中分别加不同质量分数

TCA 4,6,8 mL,35 益沉淀 10 min 后,1 000 r / min,离
心 10 min,取上清液 1 滴,放入黑色比色板孔中,加 1
滴质量分数为 20%磺基水杨酸检测,如出现白色沉

淀,证明还有蛋白质存在,继续沉淀、离心,直到无白

色沉淀为止,过滤,取无色上清液分别至 27 个离心

管中.
1郾 2郾 3摇 样品去乳糖

将 27 个离心管中去蛋白后的滤液的分别置于

旋转蒸发仪中,75 益浓缩,将提取液浓缩到占初滤

液体积 1 / 10 ~ 1 / 15 时,冷却浓缩液至 20 益,保持数

小时,然后放入 4 益的冰箱过夜,形成乳糖结晶于容

器底部. 取上清液于 1郾 5 mL 的离心管中,离心

5 min,取上层液体,即为 cAMP 溶液,并称重液体

质量.
1郾 2郾 4摇 cAMP 的 HPLC 测定

取 cAMP 标准品溶液,对其进行紫外全波长扫

描,根据最大吸收率,确定其检测波长为 259 nm. 本

研究流动相的选择参考张倩等[12] 采用的方法,对
cAMP 进行定性. HPLC 测定牛奶中 cAMP 含量的色

谱条件为流动相采用 V(甲醇)颐 V(双蒸水) =10颐 90,其

中双蒸水中磷酸二氢钾的浓度为 0郾 05 moL / L. 检测波

长为 259 nm,色谱柱为 HC-C18 柱,流速 1郾 0 mL / min,
检测温度为室温,进样量为 20 滋L;采用保留时间法

定性[13],出峰时间为 3郾 4 min.
1郾 2郾 5摇 样品中 cAMP 含量的测定及统计分析

实验共设置 3 个 TCA 质量分数水平和 3 个

TCA 用量水平,共 9 个处理,每个处理 3 次重复. 每

个样品溶液分别过 0郾 45 滋m 滤膜,进样进行 HPLC
测定.

根据式(1),计算出每个样品中 cAMP 的质量

浓度.
籽(cAMP) = cv / v1 . (1)

式(1)中 v 为制备样品溶液浓缩后的体积,mL;
c 为 HPLC 测定样品溶液中 cAMP 质量浓度,滋g / mL;
v1为制备样品溶液所用牛奶的体积 mL.

每个样品中 cAMP 质量浓度在不同处理下分别

计算,所有数据采用 SPSS18郾 0 软件进行单因素 9 水

平方差分析,并进行多重比较.

2摇 结果与分析

2郾 1摇 样品中 cAMP 的色谱图

样品 cAMP 的色谱图与标准品色谱图分别为图

1 和图 2. 图 1 表明,样品中 cAMP 保留时间为

3郾 374 min,而图2 中标准品的保留时间为3郾 389 min,所
有样品中 cAMP 保留时间均与 cAMP 标准品的保留

时间一致,并且样品中的目标峰与其他峰分离效果

都较好. 推测其他峰有可能是环鸟苷酸、明胶等

物质.

图 1摇 样品溶液中 cAMP 的色谱图

Fig. 1摇 Chromatogram of cAMP in sample solution

2郾 2摇 样品中 cAMP 质量浓度的测定

TCA 处理牛奶样品溶液中 cAMP 质量浓度的测

定结果见表 1 和图 3. 可知,不同质量分数 TCA 处

理组之间比较,质量分数为 10% TCA 处理组 cAMP
质量浓度显著高于其他 2 个组(P < 0郾 05). 不同用
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图 2摇 cAMP 标准品溶液的色谱图

Fig. 2摇 Chromatogram of cAMP in standard solution

量相同质量分数 TCA 处理组之间比较,8 mL TCA
处理组 cAMP 质量浓度较其他两组显著降低(P <
0郾 05),而 4 mL 和 6 mL 处理组之间的 cAMP 质量浓

度差异不显著(P > 0郾 05). 不同质量分数且不同用

量的 TCA 处理组之间比较,发现 4 mL 和 6 mL 10%
质量分数 TCA 处理样品时,cAMP 质量浓度为最高

(P < 0郾 05),如图 4;其次是 4 mL 和 6 mL 20% 质量

分数 TCA 处理样品时 cAMP 质量浓度;8 mL 15%质

量分数 TCA 处理样品时 cAMP 质量浓度最低(P <
0郾 05). 因此,牛奶中 cAMP 分离提取时,若选用

TCA 沉淀乳蛋白方法,最佳 TCA 处理质量分数为

10% ,选择用量为 4 ~ 6 mL,尽量避免选用 8 mL
的 TCA用量 . 选用10% 质量分数TCA溶液处理优

表 1摇 牛奶样品中 cAMP 质量浓度的测定结果

Tab. 1摇 Determination results of cAMP contents
in milk samples 滋g / mL

TCA 质量分数 / % 4 mL TCA 溶液 6 mL TCA 溶液 8 mL TCA 溶液

10 29郾 02 依 1郾 58a 30郾 35 依 2郾 19a 8郾 13 依 0郾 10cd

15 10郾 24 依 0郾 65c 8郾 13 依 0郾 51d 4郾 58 依 0郾 05e

20 19郾 57 依 1郾 04b 21郾 03 依 1郾 33b 8郾 79 依 0郾 87cd

摇 注:表中标准差肩上不同字母 a、b、c、d、e 表示差异显著( P <
0郾 05)

图 3摇 牛奶样品中 cAMP 质量浓度测定结果

Fig. 3摇 Determination results of cAMP contents
in milk samples

于 15% 和 20% 质量分数,可能是因为浓度过高

会破坏 cAMP 的生物学结构,造成 cAMP 含量减

少 . 因此,综合考虑,应选择 4 mL 10% 的三氯乙

酸处理 .

图 4摇 最佳 TCA 处理组合的样品溶液色谱图之一

Fig. 4摇 One chromatogram of sample solution obtained from
processing combination of TCA

3摇 讨论与结论

本研究通过离心去除乳中脂肪,采用不同质量
分数不同用量 TCA 沉淀乳中蛋白质,再浓缩乳糖,
分离提取 cAMP,选用 HPLC 测定了牛奶中 cAMP 质
量浓度. 不同质量分数 TCA 处理组之间比较,10%
TCA 处理组 cAMP 质量浓度显著高于其他 2 个组
(P < 0郾 05);不同用量相同质量分数 TCA 处理组之
间比较,8 mL TCA 处理组 cAMP 质量浓度较其他两

组显著降低(P < 0郾 05);不同质量分数且不同用量
的 TCA 处理组之间比较,4 mL 和 6 mL 10% 质量分
数 TCA 处理样品时,cAMP 质量浓度为最高(P <
0郾 05). 选用 TCA 沉淀乳蛋白方法提取牛奶中
cAMP 时,4 mL 10%质量分数的 TCA 最佳处理工艺
测定 cAMP 质量浓度为(29郾 02 依 1郾 58) 滋g / mL.

本研究工艺同样适用于乳清、乳酪副产物、不合

格原料牛奶. 乳清是在制造奶酪时,从牛奶中分离
出来的液体部分,最主要成分就是乳蛋白. 目前生
产 1 t 干奶酪排放 9 t 乳清,每年世界上有上亿 t 的
乳清等待利用和处理,数量相当大. 而 cAMP 的获
得,一般采用人工合成方法,国内仅有的几家公司采
用核糖核酸为原料生产 cAMP,成本在 12 万元 / kg
以上,国外厂家如 Sigma 公司 cAMP 生产成本高达
178郾 5 万元 / kg. 本实验通过研究牛奶中 cAMP 的分
离提取工艺,最终将建立一套 cAMP 提取工艺;该工

艺的建立,为从乳清、乳酪副产物、不合格牛奶中提
取 cAMP 提供了理论基础,从而将大大降低 cAMP
生产成本,变废为宝,增加产品的附加值.
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Trichloroacetic Acid Protein Precipitation Assisted
Extraction of cAMP in Milk

LIU Yong鄄feng,摇 GAO Jun鄄ling,摇 XU Yang,摇 RAN Ren鄄sen
(College of Food Engineering and Nutritional Science,Shaanxi Normal University, Xi爷an 710062,China)

Abstract: With milk as raw material, fat in milk was removed by centrifugation and protein was precipi鄄
tated using different concentrations and dosages TCA. Afterward, the lactose was concentrated and cAMP
was extracted. The best conditions of high鄄performance liquid chromatography (HPLC) were obtained to
determine the content of cAMP in milk. The results showed that the cAMP content in the 10% TCA treat鄄
ment group was significantly(P < 0郾 05) higher than the other two groups with different TCA concentra鄄
tions. The cAMP content in the highest鄄dosage (8 mL) TCA treatment group was significantly lower
(P < 0郾 05) than that in the other two TCA treatment groups with the same concentration and different
dosages. The highest cAMP content ((29郾 02 依 1郾 58) 滋g / mL) was obtained under the condition of 4 mL
of 10% TCA. In this study, the extraction method of cAMP from milk was established and could be used
to extract cAMP from by鄄product of cheese, whey, and unqualified raw milk, which had great signifi鄄
cance in reducing the extraction cost of cAMP, utilizing waste materials, and increasing the additional
value of milk.

Key words: milk; cAMP; trichloroacetic acid; high performance liquid chromatography
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