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摘  要：采用蛋白质组学方法，检测了产前注射维生素 AD3E(V-AD3E)对围产期奶牛乳蛋白表达的影响．二维
凝胶电泳分离了产后第 1 天和第 21 天乳蛋白组分，凝胶经染色、酶切、图像采集和斑点比对，与对照(不注射
V-AD3E)组第 1 天乳蛋白图谱相比，注射组第 1 天乳蛋白图谱上有 5 个区域的蛋白表达上调，经高效液相色谱串
联离子阱质谱对差异表达蛋白进行鉴定，主要为免疫球蛋白 G(IgG)和白蛋白．产前注射 V-AD3E 上调了初乳中的
IgG 和白蛋白，不仅为饲喂初乳的犊牛提供了更好的免疫保护，而且提高了处于免疫抑制阶段母牛的抗病力． 
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Abstract：The effects of vitamin AD3E (V-AD3E) solution on the milk protein expression of periparturient dairy cows 
were determined using proteomic analysis. Milk Protein from d 1 and d 21 after calving were separated and identified by 
two-dimensional electrophoresis combined with high performance liquid chromatography tandem ion trap spectrometry 
(HPLC/MS/MS). IgG and albumin in colostrum from dairy cows injected with V-AD3E solution were up-regulated 
compared with not injected ones. No changes of milk protein composition were observed from d 21 postpartum between 
injection and non-injection. Injecting V-AD3E solution into the periparturient dairy cows prior to calving up-regulated 
IgG and albumin levels in colostrum,which, besides transferring higher levels immune constituents to the offspring, fed 
the colostrum, also promotes development and digestive tract protection in the neonate, and defends the cows who are in 
immune suppression period against the invasion of pathogenic bacteria,fungi and virus. 

Key words：periparturient dairy cows; immune suppression; colostrums; vitamin AD3E solution; two-dimensional 
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围产期是奶牛泌乳周期乃至一生中最为关键
的时期．由于妊娠、分娩和泌乳的应激，易使奶牛
处于免疫抑制状态[1]，进而产后发生子宫内膜炎、
乳房炎和胎衣不下等[2-4]．通过补充维生素来缓解围
产期奶牛免疫抑制，减少疾病发生，提高机体免疫
力，国内外学者对此做了大量研究．曹荣等[5]在奶

牛产前日粮中添加维生素D3(V-D3)缓解了围产期奶
牛免疫球蛋白(Ig)的下降，提高了中性粒细胞含
量．中性粒细胞是奶牛抵御乳房炎病原菌的第一道
防线，是非特异性免疫系统最重要的细胞，添加
V-D3后，中性粒细胞数量提高，表明日粮中添加
V-D3提高了机体的非特异性免疫．何文娟等[6]在围
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产期日粮中添加β-胡萝卜素(V-A前体)，不仅提高了
产乳量，而且还降低了胎衣不下、子宫炎和乳房炎
的发病率．产前一周，每毫升血清中的V-E含量每
增加1 µg，胎衣不下的发生率将降低20%，V-A的含
量每增加100 ng，临床性乳房炎的发病率将降低
60%[7]．然而，迄今尚未有关于复合V-AD3E注射液
对围产期奶牛营养调控方面的报道．为此，笔者采
用双向电泳结合高效液相色谱串联离子阱质谱的
方法，从乳蛋白整体规模探索了复合V-AD3E 对围
产期奶牛乳蛋白表达的影响，现将结果报道如下． 

1  材料与方法         

1.1  样品采集及制备 

于天津三元绿荷二牧牛场选取健康、体重接
近、预产期相近的中国荷斯坦初产奶牛24头，其中
12头在预产期前15 d注射V-AD3E 20 mL (每mL含
V-A 50 000 IU、V-D3  25 000 IU、V-E 乙酸酯4.0 mg)，
另12头为对照组(不注射)．奶牛以全混日粮(TMR)

方式饲喂，日喂2次，挤奶3次，自由饮水．分别在
产后第1天和第21天收集奶样，按早、中、晚4∶3∶3

比例混合后，取120 mL制备乳蛋白样品．乳样在
4 ℃、3 000 g离心15 min，弃上层乳脂，收集清液
即为牛乳蛋白．经考马斯亮蓝G250进行蛋白定量
后，－80 ℃保存备用． 

1.2  2-DE 

第一向等电聚焦(Isoelectric focusing，IEF)电
泳：采用胶内溶胀法，将300 µg的乳蛋白样品与 

350 µL水化上样缓冲液(7 mol/L尿素，2 mol/L硫
脲，4% CHAPS，65 mmol/L DTT，0.2 % IPG 

Buffer(pH3-10)，0.001%溴酚蓝)混匀(漩涡振荡5 

min)，10 000 g离心2 min，吸取上清，均匀加入至
聚焦盘中，进行等电聚焦．结束后，将胶条用2.0% 

DTT平衡缓冲液还原，2.5%碘乙酰胺平衡缓冲液
烷基化[8]，然后进行12%SDS-PAGE垂直电泳，循
环水浴温度为12 ℃，程序设置为：1 W、30 min；
2 W、1 h，最后48 W直到溴酚蓝指示剂到达胶的
底部． 

1.3  凝胶染色和图像分析 

凝胶用考马斯亮蓝染色(0.12% G-250，10% 

(NH4)2SO4，10% H3PO4，20% Methanol)[9]．Umax

扫描仪采集图像，Image Master 6.0 软件进行背景消
减、斑点检测、自动匹配．试验重复 3 次．将注射
组与不注射组凝胶图谱以斑点染色强度和面积 2 倍
量的变化为标准进行差异分析，检测差异表达的蛋
白斑点． 

1.4  蛋白质酶解 

切去枪头尖端，使其直径约 2 mm，选取差异
表达的区域，分离后置于 1.5 mL 离心管中．先用超
纯水清洗 2 次，每次 15 min，再向每管加入 150 µL

脱色液(50%乙腈＋50% 25 mmol/L 碳酸氢铵)，室温
放置 30 min，重复 1 次．抽真空离心干燥(Savant, 

Speed Vac Concentrator)30 min ，然后向干燥凝胶颗
粒中加入 10 µL 20 ng/µL 测序级胰蛋白酶，37 ℃过
夜．吸出酶解液，加入 8 µL 2.5%三氟乙酸＋50%乙
腈，30 ℃放置 1 h，吸出的液体与前一次的合并，
重复 1 次． 

1.5  离子阱质谱检测 

酶解肽混合物采用液相色谱串联离子阱质谱
系统(LCQ Deca XP plus，Thermo Finnigan)分析．上
样前，先用流动相 A(超纯水＋0.1%甲酸)平衡色谱
柱(C18, Milford, MA, USA)，再用流动相B(乙氰＋
0.1%甲酸)线性梯度洗脱 120 min．样品上样量 20 

µL，流速 110 µL/min．质谱全扫描范围：m/z 400～
2 000，MS/MS 数据依赖扫描 5次(喷雾电压 3.2 

kV，温度160 ℃)，数据采集在正离子模式下运行．所
获 数 据 用 整 合 在 质 谱 仪 上 的 Bioworks 中 的
SEQUEST搜索NCBI非冗余蛋白质数据库．检索结
果输出后，采用Single threshold参数对数据库结果
进行筛选，当 Xcorr 分数为1.9、2.2、3.75时，相
应电荷为＋1、＋2、＋3． 

2  结果与分析 

2.1  乳蛋白的差异表达检测 

由图 1 可见，与不注射组第 1 天的凝胶图谱相
比，注射组第 1 天的乳蛋白图谱上有 5 个蛋白点表
达量上调(图 1-A、B)；在第 21 天，注射组与对照
组在蛋白表达上差异不明显(图 1-C、D)． 
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A、B分别为为注射组、对照组第1天图谱；C、D 分别为为注射组、对照组第21天图谱．  

图1  乳蛋白表达图谱 

Fig.1  Analysis of expression protein patterns of bovine milk 
 

2.2  差异表达蛋白的鉴定 

经高效液相色谱串联离子阱质谱分析肽质量，
并用整合在质谱仪上的Bioworks 软件中的检索软

件 SEQUEST搜索NCBI非冗余蛋白质数据库，差异
表达蛋白主要对应于2种蛋白——免疫球蛋白G (IgG)

和白蛋白，如表1所示． 

表1  液相色谱串联质谱鉴定初乳和常乳差异表达蛋白 

Table 1  Identification of differential expression protein from colostrum and milk by LC/MS/MS 

蛋白点 蛋白名称 登录号 氨基酸序列 覆盖率/% 

1 抗睾酮抗体 gi:432627 SKGSYSCEVTHEGSTVTK 
YAASSYLSLTSSDWK 
SPPSVTLFPPSTEELNGNK 

22.13 

2、3 Ig 重链前体 gi:108750 VHNEGLPAPIVR 
IQHQDWTGGKEFK 
FSWFVDDVEVNTATTKPR 

19.15 

4 白蛋白 gi:30794280 DAFLGSFLYEYSR 
KVPQVSTPTLVEVSR 
HLVDEPQNLIK 
RHPEYAVSVLLR 
SLHTLFGDELCK 
VHKECCHGDLLECADDRADLAK 
LCVLHEKTPVSEKVTK 
LFTFHADICTLPDTEK 
LSQKFPKAEFVEVTK 
LKECCDKPLLEK 
HLVDEPQNLIKQNCDQFEK 

30.00 

5 免疫球蛋白 λ 轻链可变区 gi: 86438072 GSYSCEVTHDGSTVTK 
SKGSYSCEVTHDGSTVTK 

14.41 

pI4 pI7

A B 

C D 

116

66.2

45.0

35.0

25.0

18.4

14.4

pI4 pI7

pI4 pI7 pI4 pI7
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3  小结与讨论 

牛初乳中的IgG和白蛋白绝大部分来自血液[10]，
分娩前几周由于乳房的膨胀、血管渗透性增加，使
得血液中IgG 和白蛋白等进入乳腺[8,11]．新出生的
犊牛血清中几乎没有抗体[12]，因此犊牛对病原菌的
抵抗主要依靠初乳提供的被动免疫．及时地让犊牛
吃上初乳很重要，因为反刍动物胎盘不允许母源抗
体通过，而且犊牛的自身免疫系统需要数周甚至数
月才能成熟[13]． 

有关维生素对机体的作用，前人作了很多研
究．产前一个月，每周给奶牛注射 V-AD3E 1次(每
次注射量：V-A 80 000 IU、V-D3 40 000 IU，V-E 20 

mg)，可显著降低胎衣不下的发生率，而且还可缩
短分娩后再次妊娠的时间[14]．Waller 等给瑞典东南
部21个牛群中的围产期奶牛每天补充V-E 乙酸盐 

1 610 mg(从产前 4 周到产后2周)，显著降低了犊
牛出生后 24 h内的死亡率[15]．此外，给断奶前小母
牛补充V-ADE，显著降低了腹泻率[16]．体外试验表
明，补充V-A 促进了幼龄动物脐带血合成IgM的量
和成年动物外周血单核细胞合成IgG的量[16]．V-A

及其代谢产物作为免疫增强剂，使抗体对依赖抗原
的T细胞做出应答反应，促进淋巴细胞增值、抑制
细胞凋亡[18]．本试验结果表明，V-AD3E联合作用，
上调了初乳中IgG和白蛋白等蛋白的表达，这不仅
为饲喂初乳的犊牛提供了更好的免疫保护，也为犊
牛肠道的正常发育和母牛乳房功能的正常发挥提
供了必要保障．此外，还提高了处于免疫抑制阶段
母牛对疾病的抵抗力． 
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