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　 　 摘要:　 乳脂球膜(ＭＦＧＭ)蛋白在脂质代谢、免疫防御及泌乳调控中发挥关键作用ꎮ 本研究采用非对称轨道

无损质量分析器￣数据非依赖性采集(Ａｓｔｒａｌ￣ＤＩＡ)质谱技术对四川麻兔泌乳前期(ＭＭ１)、泌乳中期(ＭＭ２１)、泌乳后

期(ＭＭ３５)的乳脂球膜蛋白质谱进行分析ꎮ 共鉴定出２ ９３７种乳脂球膜蛋白ꎬ其中１ ９０７种在所有泌乳阶段均存在ꎮ
泌乳前期与泌乳后期之间存在１ ３３１种差异表达蛋白(ＤＥＭＰ)ꎬ泌乳中期与泌乳后期之间有 ４５８ 种差异表达蛋白ꎬ
泌乳前期与泌乳中期间有１ ３５１种差异表达蛋白ꎮ 通过 ＫＥＧＧ 通路映射、ｅｇｇＮＯＧ 分类注释、Ｐｆａｍ 结构域分析及亚

细胞定位预测进行多维功能注释ꎬ揭示了乳脂球膜蛋白功能在 ３ 个泌乳阶段呈现差异性:泌乳前期更关联生物体

免疫系统ꎻ泌乳中期与泌乳后期功能趋于稳定ꎬ主要参与营养代谢ꎮ 通过优化 Ｍｆｕｚｚ 时序聚类及关联功能注释ꎬ解
析了特征乳脂球膜蛋白的时间表达模式ꎬ同时筛选出 ８ 种代表性乳脂球膜蛋白ꎮ 本研究结果表明ꎬ四川麻兔乳脂

球膜蛋白具备脂质代谢、囊泡运输、信号调控和免疫保护的复杂功能特征ꎬ既为能量代谢提供支持ꎬ又可通过免疫

通路提高新生幼兔对病原体的防御能力ꎮ 本研究结果阐明了兔不同泌乳阶段乳汁中特异性蛋白质组学特征及其

生物学意义ꎬ为后续研究乳脂球膜蛋白在乳汁分泌和新生幼兔发育中的作用提供了重要理论基础ꎮ
关键词:　 四川麻兔ꎻ 泌乳期ꎻ 乳脂球膜蛋白
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　 　 乳汁对哺乳动物后代的生长发育具有不可替代

的重要作用ꎬ其富含蛋白质、脂肪、乳糖、维生素及矿

物质等营养成分ꎬ在调控后代免疫系统发育、大脑发

育、认知功能形成及肠道菌群定殖等方面发挥关键

作用[１￣３]ꎮ 相关研究结果表明ꎬ泌乳前期乳汁中生物

活性物质与营养物质含量较高ꎬ不仅可以为新生个

体提供必需营养ꎬ还可介导新生个体早期被动免疫

的传递[４￣５]ꎮ 随着泌乳阶段的推进ꎬ泌乳中期乳汁中

生物活性物质及免疫相关物质含量呈逐渐下降趋

势ꎬ最终趋于与泌乳后期相近的水平[４ꎬ６￣７]ꎮ 此外ꎬ
乳汁组分并非恒定不变ꎬ受物种遗传、泌乳阶段、母
体营养状况等多种因素共同调控[８]ꎮ 兔的乳汁具

有独特的营养价值与保健功能ꎬ其短链脂肪酸含量

丰富ꎬ对增强肠道免疫功能、保障仔兔健康生长具有

重要意义[９]ꎮ 兔乳汁中脂肪含量约为牛奶的 ２ 倍ꎬ
蛋白质含量约为牛奶的 ３ 倍ꎬ而乳糖含量仅为牛奶

的 １ / ３ꎮ
蛋白质是乳汁的关键成分ꎬ主要包括乳清蛋白、

酪蛋白和乳脂球膜(ＭＦＧＭ)蛋白ꎮ 乳脂球膜蛋白作

为牛奶中营养价值突出的优质蛋白ꎬ近年来受到广

泛关注ꎮ 乳脂球膜是包裹于乳脂球(ＭＦＧ)外层ꎬ由
３ 层磷脂双分子层构成的膜性结构ꎬ嵌入或附着于

该膜结构上的蛋白质统称为乳脂球膜蛋白ꎬ这类蛋

白质已被证实参与多种生物过程ꎬ包括细胞生长分

化、免疫防御及脂质代谢[１０￣１５]ꎮ 目前ꎬ关于兔乳汁

的研究非常有限ꎬ只有少数文献报道了兔泌乳前期

和泌乳后期乳汁的化学成分和形态特征[１０ꎬ１６]ꎮ 针

对兔乳汁中 ＭＦＧＭ 蛋白在不同泌乳阶段的系统性

研究十分匮乏ꎮ 为填补这一空白ꎬ本研究利用

Ａｓｔｒａｌ￣ＤＩＡ质谱组学技术ꎬ结合时序聚类与功能注释

方法ꎬ对四川麻兔泌乳前期、泌乳中期和泌乳后期的

ＭＦＧＭ 蛋白谱进行全面表征ꎬ为阐明兔乳汁成分与

功能提供理论依据ꎬ同时为创新性将兔乳汁添加至

婴幼儿乳制品提供参考ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验动物及样品采集

本试验位于四川省畜牧科学研究院肉兔科研基

地ꎮ 选取 ６ 月龄、初产且健康无遗传病史的四川麻兔

１８ 只ꎬ体重每只约 ４ ｋｇꎬ均饲养于环境控制型兔舍的

双层欧式兔笼中ꎬ每笼 １ 只母兔、５ 只仔兔ꎬ哺乳期 ３５
ｄꎮ 饲喂颗粒料ꎬ每日定时投喂 ２ 次(８:００－８:３０和
１８:００－１８:３０)ꎬ自由饮水ꎬ自然光照ꎬ定期清理笼舍ꎬ
保持环境清洁ꎮ 饲料营养水平为粗蛋白含量１６.０％~
１８􀆰 ０％、粗纤维含量１３.０％~ １８􀆰 ０％、粗脂肪含量≥
３􀆰 ０％、粗灰分含量<１０􀆰 ０％、赖氨酸含量≥０􀆰 ８％ꎮ

乳汁样品于母兔分娩后 ３ 个泌乳阶段采集:泌乳

前期(ＭＭ１)为产后 １２ ｈ 左右(第 １ ｄ)ꎬ泌乳中期

(ＭＭ２１)为产后第 ２ ｄ 至第 ２１ ｄꎬ泌乳后期(ＭＭ３５)为
产后第 ２２ ｄ 至第 ３５ ｄꎬ每个阶段采集 １８ 份乳汁样品ꎬ
共采集 ５４ 份ꎮ 各阶段乳汁样品随机分为 ３ 组ꎬ从每

组 ６ 份样品中各取 １００ μＬ 等量混合ꎬ作为 １ 个生物

学重复ꎬ每个阶段 ３ 个重复ꎬ最终获得 ９ 份混合乳样ꎬ
立即置于－８０ ℃超低温冰箱冷冻保存ꎮ 委托美吉生

物科技有限公司进行蛋白质组学检测与分析ꎮ
１.２　 主要仪器与试剂

本试验所用仪器主要有美国 Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｉｎｄｕｓｔｒｉｅｓ
公司生产的 Ｖｏｒｔｅｘ￣Ｇｅｎｉｅ ２ 涡旋混匀仪ꎬ德国 Ｅｐ￣
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ｐｅｎｄｏｒｆ 公司生产的 Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ ５４２４Ｒ 型高速冷冻离

心机ꎬ中国艾本森科学仪器有限公司生产的 ＡＢＳ￣
ＭＳ￣０７８ 型恒温混匀仪ꎬ美国 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｄｅｖｉｃｅｓ 公司

生产的 ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ ｐｌｕｓ ３８４ 型酶标仪ꎬ中国华美生

化仪器厂生产的 ＬＮＧ￣Ｔ９８ 型冷冻离心浓缩干燥器

和 ＬＮＧ￣Ｔ８８ 型台式快速离心浓缩干燥器ꎬ美国

Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司生产的 Ｖａｎｑｕｉｓｈ Ｎｅｏ 高

效液相色谱仪、ＮａｎｏＤｒｏｐ Ｏｎｅ 分光光度计和 Ｏｒｂｉ￣
ｔｒａｐ Ａｓｔｒａｌ 质谱仪ꎮ

主要试剂有美国 Ｓｉｇｍａ 公司生产的氨水、碘乙

酰胺、三乙胺碳酸氢铵(ＴＥＡＢ)缓冲液ꎬ美国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司生产的色谱纯水、ＬＣ￣ＭＳ 级水、
ＬＣ￣ＭＳ 级乙腈、ＬＣ￣ＭＳ 级甲醇、ＬＣ￣ＭＳ 级甲酸、ＬＣ￣
ＭＳ 级 异 丙 醇、 Ｂｏｎｄ￣ＢｒｅａｋｅｒＴＭ ＴＣＥＰ Ｓｏｌｕｔｉｏｎ
(ＴＣＥＰ)和二喹啉甲酸(ＢＣＡ)蛋白质定量试剂盒ꎬ
美国 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司生产的质谱级 Ｍｏｄｉｆｉｅｄ Ｔｒｙｐｓｉｎ 蛋

白酶ꎬ美国 Ｂｉｍａｋｅ 公司生产的蛋白酶抑制剂ꎬ中国

沃凯生物科技有限公司生产的色谱纯氯仿ꎬ上海阿

拉丁生化科技股份有限公司生产的色谱纯吡啶ꎬ中
国国药集团化学试剂有限公司生产的丙酮和十二烷

基硫酸钠(ＳＤＳ)ꎮ
１.３　 乳脂球膜蛋白的制备

将混合后的四川麻兔乳汁样品首先在 ４ ℃条件

下１０ ０００ ｇ 离心 １５ ｍｉｎꎬ随后取上层样品与 １０ ｍＬ 磷

酸盐缓冲生理盐水(ＰＢＳ)混合ꎬ８０ Ｗ 超声波处理 ３
次ꎬ每次 １５ ｓꎬ将混合液再次在 ４ ℃条件下１０ ０００ ｇ 离

心 ６０ ｍｉｎꎬ收集上清液并转移至肌纤维蛋白(ＭＰ)振
荡管中ꎬ加入适量硼砂 /聚乙烯吡咯烷酮 /苯酚(ＢＰＰ)
混合液ꎬ使用高通量组织研磨器振荡处理 ３ 次ꎬ每次

４０ ｓꎬ随后ꎬ样本在 ４ ℃条件下１２ ０００ ｇ 离心 ２０ ｍｉｎꎬ
收集上清液ꎬ加入等体积的 Ｔｒｉｓ 饱和苯酚溶液ꎬ于
４ ℃条件下涡旋混合 １０ ｍｉｎꎬ４ ℃条件下１２ ０００ ｇ 离

心 ２０ ｍｉｎ 后ꎬ分离苯酚相并加入等体积的 ＢＰＰ 溶液

混合ꎮ 混合液在 ４ ℃条件下涡旋混合 １０ ｍｉｎꎬ再次在

４ ℃条件下１３ ０００ ｇ 离心 ２０ ｍｉｎꎬ苯酚层用预冷的乙

酸铵甲醇溶液(体积为苯酚层的 ５ 倍)处理ꎬ－２０ ℃过

夜进行蛋白质沉淀ꎬ次日将混合液在 ４ ℃ 条件下

１２ ０００ ｇ 离心 ２０ ｍｉｎꎬ弃去上清液ꎬ蛋白质样品用

９０％预冷丙酮洗涤 ２ 次ꎬ每次洗涤后弃去上清液ꎬ最
后蛋白质样品用蛋白裂解缓冲液(８ ｍｏｌ / Ｌ尿素＋
１％ ＳＤＳꎬ含蛋白酶抑制剂混合物)重悬ꎬ冰浴超声

２ ｍｉｎꎬ然后 ４ ℃条件下１２ ０００ ｇ 离心 ２０ ｍｉｎꎬ收集含

乳脂球膜蛋白的上清液ꎬ并使用 ＢＣＡ 定量试剂盒测

定蛋白质浓度ꎮ
１.４　 乳脂球膜蛋白酶解

将 １００ μｇ 蛋白质样品溶于 １００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＴＥＡＢ
缓冲液ꎬ加入 ＴＣＥＰ 溶液至终浓度 １０ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ３７ ℃
孵育 ６０ ｍｉｎꎬ加入碘乙酰胺至终浓度 ４０ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ室
温避光孵育 ４０ ｍｉｎꎬ４ ℃条件下１２ ０００ ｇ 离心 ２０ ｍｉｎ
后取沉淀并用 １００ μＬ １００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＴＥＡＢ 充分溶解ꎬ
最后加入胰蛋白酶ꎬ３７ ℃过夜酶解ꎮ
１.５　 Ａｓｔｒａｌ￣ＤＩＡ 质谱检测

胰蛋白酶酶解后的肽段经真空泵抽干ꎬ使用

０􀆰 １％三氟乙酸溶液复溶ꎬ经亲水亲酯平衡(ＨＬＢ)固
相萃取小柱脱盐后再次真空干燥ꎮ 采用 ＮａｎｏＤｒｏｐ
Ｏｎｅ 超微量分光光度计对肽段进行紫外定量ꎮ 肽段

分离采用 Ｔｈｅｒｍｏ Ｖａｎｑｕｉｓｈ Ｎｅｏ 高效液相色谱系统ꎬ
上样至 ｕＰＡＣ 高通量分析柱(７５􀆰 ０ μｍ×５􀆰 ５ ｃｍꎬ美
国赛默飞世尔科技有限公司产品)ꎮ 流动相 Ａ 由

０􀆰 １％甲酸、２％乙腈和 ９７􀆰 ９％ ＬＣ￣ＭＳ 级水组成ꎬ流
动相 Ｂ 由 ０􀆰 １％甲酸、８０％乙腈和 １９􀆰 ９％ ＬＣ￣ＭＳ 级

水组成ꎬ色谱运行时间为 ８ ｍｉｎꎮ 数据通过 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｘｃａｌｉｂｕｒ ４􀆰 ７ 软件进行采集ꎮ 线性梯度设置如下:
０~ ０􀆰 １０ ｍｉｎꎬ流动相 Ｂ 由 ４􀆰 ０％线性升至 ８􀆰 ０％ꎻ
０􀆰 １１~ １􀆰 ００ ｍｉｎꎬ 流 动 相 Ｂ 由 ８􀆰 ０％ 线 性 升 至

１２􀆰 ５％ꎻ１􀆰 ０１~１􀆰 １０ ｍｉｎꎬ流动相 Ｂ 由 １２􀆰 ５％ 线性升

至 １２􀆰 ６％ꎻ１􀆰 １１~３􀆰 ６０ ｍｉｎꎬ流动相 Ｂ 由 １２􀆰 ６％ 线性

升至 ２２􀆰 ５％ꎻ３􀆰 ６１~５􀆰 ８０ ｍｉｎꎬ流动相 Ｂ 由 ２２􀆰 ５％线

性升至 ４５􀆰 ０％ꎻ５􀆰 ８１~６􀆰 ４０ ｍｉｎꎬ流动相 Ｂ 由 ４５􀆰 ０％
线性升至 ９９􀆰 ０％ꎻ６􀆰 ４１~８􀆰 ００ ｍｉｎꎬ保持流动相 Ｂ 为

９９􀆰 ０％ꎮ ＨＰＬＣ 分离的样品采用 Ｏｒｂｉｔｒａｐ Ａｓｔｒａｌ 质谱

仪进行质谱分析ꎬ运行于数据非依赖采集(ＤＩＡ)模
式ꎬ正离子检测ꎬ离子源电压为 １􀆰 ５ ｋＶꎬ一级质谱数

据在 ｍ / ｚ 为１００~１ ７００范围内采集ꎮ
１.６　 ＤＩＡ 数据分析

使用 Ｓｐｅｃｔｒｏｎａｕｔ 软件对 ＤＩＡ 原始数据进行搜

索ꎮ 每个蛋白质选择 ６ 个肽段ꎬ每个肽段选择 ３ 个

子离子进行定量分析ꎮ 参数设置如下:蛋白质错误

发现率(ＦＤＲ)≤０􀆰 ０１ꎬ肽段错误发现率(ＦＤＲ)≤
０􀆰 ０１ꎬ肽段置信度≥９９％ꎬ提取离子色谱图宽度

(ＸＩＣ)≤７.５×１０－５ [１７]ꎮ 为保证数据完整性并优化下

游统计分析ꎬ仅对至少在一个试验组中表达的蛋白

质进行表达量估算ꎮ 若某蛋白质在组内 ３ 次生物学

重复中至少 １ 次被检测到ꎬ则判定该蛋白质在该试
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验组中表达ꎮ 对于此类蛋白质ꎬ使用顺序 Ｋ 近邻插

补法估算同一组内未检测到的重复试验ꎮ 排除共享

肽段和修饰肽段ꎬ计算峰面积并相加得到定量结果ꎮ
只有具备至少 １ 个独特肽段的蛋白质才用于蛋白质

鉴定ꎮ 所有显著差异表达的 ＭＦＧＭ 蛋白(ＤＥＭＰ)均
使用 ｔ 检验进行组间成对比较鉴定ꎬ显著性定义为

Ｐ<０􀆰 ０５ 和表达倍数(ＦＣ)变化≥２􀆰 ０ 或≤０􀆰 ５ꎮ 仅

在单一组别中检测到的独特表达蛋白质也被定义为

ＤＥＭＰꎮ 对于此类蛋白质ꎬ当 ＦＣ 计算的分母为 ０
时ꎬＦＣ 值被估算为相应成对比较中所有蛋白质最大

ＦＣ 的 ２ 倍ꎮ
１.７　 生物信息学分析

利用 Ｍａｊｏｒｂｉｏ Ｃｌｏｕｄ 平台对蛋白质组数据进行

生物信息学分析[１８]ꎮ 使用 ＫＥＧＧ 通路[１９]、ｅｇｇＮＯＧ
数据库[２０]、Ｐｆａｍ 数据库[２１]及亚细胞定位预测[２２] 对

所 有 识 别 出 的 蛋 白 质 进 行 功 能 注 释ꎮ 利 用

Ｍｆｕｚｚ ２.６.０软件进行 Ｍｆｕｚｚ 时间聚类分析[２３]ꎮ 确定

最佳模糊化参数(ｍ)＝ ３.６９４ ４ꎬ聚类数为 １０ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 四川麻兔各泌乳期乳脂球膜(ＭＦＧＭ)蛋白的

鉴定与特征分析

　 　 本研究鉴定了四川麻兔泌乳前期、泌乳中期和

泌乳后期分离出的 ３ 组蛋白质ꎬ结果表明ꎬ大多数乳

脂球膜蛋白相对分子量集中在２１ ００１~ ４０ ０００区间ꎬ
其次为４１ ００１~６０ ０００区间(图 １Ａ)ꎮ 蛋白质氨基酸

序列覆盖度在２０％~ ４０％的占比最高(２６􀆰 ５９％)ꎬ其
次为１０％~２０％(２１􀆰 １４％)(图 １Ｂ)ꎮ 本研究共鉴定

出２３ ２９８条肽段、６ ９０５个蛋白质及２ ９３７个蛋白质分

组数量(图 １Ｃ)ꎮ 其中ꎬ蛋白质分组由共享肽段而无

法进一步区分的同源蛋白构成的集合ꎬ因此其数目

少于直接鉴定出的蛋白质数量ꎮ 最终被定义的

２ ９３７个乳脂球膜蛋白中１ ９０７个蛋白质在四川麻兔

３ 个泌乳时期共同表达ꎬ泌乳前期 ５１２ 个乳脂球膜

蛋白独特表达ꎬ泌乳中期与泌乳后期分别有 １ 个和

３ 个乳脂球膜蛋白独特表达(图 １Ｄ)ꎮ
　 　 样本间相关性分析结果(表 １)显示ꎬ各组内重

复样本之间的相关系数均大于 ０􀆰 ９６０ꎬ而不同泌乳

阶段之间相关性存在显著差异ꎬ说明试验重复性良

好ꎬ数据质量可靠ꎮ 主成分分析 ( ＰＣＡ) 结果 (图

２Ａ)同样表明ꎬ不同泌乳阶段 ＭＦＧＭ 蛋白存在显著

差异ꎬ这可能与四川麻兔泌乳前期、泌乳中期和泌乳

后期 ＭＦＧＭ 蛋白组成和功能不同有关ꎮ 为进一步

探索 ＭＦＧＭ 蛋白在四川麻兔乳汁中的功能ꎬ本研究

将所有鉴定出的 ＭＦＧＭ 蛋白与 ｅｇｇＮＯＧ 数据库功能

注释的蛋白质进行比对获取功能信息ꎬ结果(图 ２Ｂ)
发现其中有 ４７６ 种 ＭＦＧＭ 蛋白参与了细胞内运输、
分泌与囊泡运输ꎻ此外ꎬ４０１ 种 ＭＦＧＭ 蛋白参与翻译

后修饰、蛋白质更替、伴侣蛋白相关通路ꎮ 为明确四

川麻兔 ＭＦＧＭ 蛋白潜在的代谢通路ꎬ本研究通过

ＫＥＧＧ 通路注释分析ꎬ结果(图 ２Ｃ)发现ꎬ其主要参

与 １０ 条通路ꎬ其中以全局代谢概览蛋白质数量最

多ꎬ说明 ＭＦＧＭ 蛋白功能广泛覆盖代谢过程ꎮ 病毒

感染、细菌感染及免疫系统相关通路也有较多

ＭＦＧＭ蛋白注释ꎬ表明大量的 ＭＦＧＭ 蛋白在新生哺

乳动物建立免疫防御保护中发挥重要作用ꎮ 同时ꎬ
内分泌系统、信号转导与分解代谢相关通路中

ＭＦＧＭ蛋白也显著富集ꎬ表明 ＭＦＧＭ 蛋白不仅参与

物质合成与能量代谢ꎬ在囊泡运输与细胞信号调节

中也发挥作用ꎮ 通过与蛋白质亚细胞定位数据库比

对ꎬ本研究进一步解析了 ＭＦＧＭ 蛋白在细胞内的具

体作用位置(图 ２Ｄ):１ ３８４种 ＭＦＧＭ 蛋白在细胞质

中发挥功能ꎬ３３７ 种和 ３０５ 种 ＭＦＧＭ 蛋白在线粒体

和细胞外作用ꎬ值得关注的是ꎬ定位于质膜的蛋白质

有 ２１５ 个ꎬ这是 ＭＦＧＭ 的关键成分ꎬ直接参与乳脂

球的形成与分泌ꎮ
２.２　 四川麻兔泌乳前期与泌乳中期乳脂球膜蛋白

的特征差异

　 　 本研究对四川麻兔泌乳前期与泌乳中期 ＭＦＧＭ
蛋白组分进行了比较蛋白质组学分析ꎮ 结果(图
３Ａ)显示ꎬ两组间共鉴定出 １ ３５１ 个显著差异表达

ＭＦＧＭ 蛋白(ＤＥＭＰ)ꎬ其中１ ０２５个上调表达ꎬ３２６ 个

下调表达ꎮ 聚类分析结果表明(图 ３Ｂ)ꎬ与泌乳中期

相比ꎬ泌乳前期乳汁中的 ＤＥＭＰ 主要聚为两类:２１５
个 ＤＥＭＰ 参与细胞内运输、分泌与囊泡运输过程ꎬ
１８５ 个 ＤＥＭＰ 与蛋白质翻译后修饰、蛋白质周转及

分子伴侣功能相关ꎮ 基于 Ｐｆａｍ 数据库的蛋白质家

族与结构域分类结果(图 ３Ｃ)显示ꎬ具有 ＡＤＰ 核糖

基化因子结构域(Ａｒｆ)和 ＲＮＡ 识别基序 １(ＲＲＭ＿１)
结构域的蛋白质均有 ２５ 个ꎻ具有酪氨酸 /丝氨酸 /苏
氨酸双特异性蛋白激酶结构域(ＰＫ＿Ｔｙｒ＿Ｓｅｒ＿Ｔｈｒ)、
蛋白激酶结构域(Ｐｋｉｎａｓｅ)及 Ｓｒｃ 同源 ３ 结构域亚型

２(ＳＨ３＿２)的蛋白质均有 ２３ 个ꎮ ＫＥＧＧ 通路富集分

析结果(图３Ｄ)表明ꎬ差异表达蛋白显著富集于
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Ａ:蛋白质相对分子量分布ꎻＢ:蛋白质氨基酸序列覆盖度分布ꎻＣ:鉴定到的蛋白质信息ꎻＤ:已鉴定乳脂球膜蛋白的维恩图ꎮ ａ:１ ０００~ ２０ ０００ꎻ
ｂ:２０ ００１~４０ ０００ꎻｃ:４０ ００１ ~ ６０ ０００ꎻｄ:６０ ００１ ~ ８０ ０００ꎻｅ:８０ ００１ ~ １００ ０００ꎻｆ:１００ ００１ ~ １２０ ０００ꎻｇ:１２０ ００１ ~ １４０ ０００ꎻｈ:１４０ ００１ ~ １６０ ０００ꎻ
ｉ:１６０ ００１~１８０ ０００ꎻｊ:１８０ ００１~２００ ０００ꎻｋ:２００ ００１~２２０ ０００ꎻｌ:２２０ ００１~２４０ ０００ꎻｍ:２４０ ００１~２６０ ０００ꎻｎ:２６０ ００１~２８０ ０００ꎻｏ:２８０ ００１~３００ ０００ꎻ
ｐ:３００ ０００以上ꎮ ＭＭ１:泌乳前期(产后第 １ ｄ)ꎻＭＭ２１:泌乳中期(产后第 ２ ｄ 至第 ２１ ｄ)ꎻＭＭ３５:泌乳后期(产后第 ２２ ｄ 至第 ３５ ｄ)ꎮ

图 １　 四川麻兔乳脂球膜蛋白的质量控制分析结果

Ｆｉｇ.１　 Ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｍｉｌｋ ｆａｔ ｇｌｏｂｕｌｅ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ Ｓｉｃｈｕａｎ ｒａｂｂｉｔｓ

表 １　 四川麻兔乳汁样本间相关系数

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍｉｌｋ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ Ｓｉｃｈｕａｎ ｒａｂｂｉｔｓ

样本　 　 ＭＭ１＿１ ＭＭ１＿２ ＭＭ１＿３ ＭＭ２１＿１ ＭＭ２１＿２ ＭＭ２１＿３ ＭＭ３５＿１ ＭＭ３５＿２ ＭＭ３５＿３

ＭＭ１＿１ １.０００ ０.９６９ ０.９７１ ０.５２７ ０.５０８ ０.５２９ ０.４８４ ０.４６１ ０.４８６

ＭＭ１＿２ ０.９６９ １.０００ ０.９６２ ０.５３２ ０.５１３ ０.５３３ ０.４８０ ０.４５６ ０.４８２

ＭＭ１＿３ ０.９７１ ０.９６２ １.０００ ０.５２３ ０.５０４ ０.５２４ ０.４７３ ０.４５０ ０.４７４

ＭＭ２１＿１ ０.５２７ ０.５３２ ０.５２３ １.０００ ０.９９４ ０.９９６ ０.６３６ ０.６２２ ０.６３７

ＭＭ２１＿２ ０.５０８ ０.５１３ ０.５０４ ０.９９４ １.０００ ０.９９５ ０.６２９ ０.６１６ ０.６３０

ＭＭ２１＿３ ０.５２９ ０.５３３ ０.５２４ ０.９９６ ０.９９５ １.０００ ０.６３５ ０.６２１ ０.６３７

ＭＭ３５＿１ ０.４８４ ０.４８０ ０.４７３ ０.６３６ ０.６２９ ０.６３５ １.０００ ０.９９３ ０.９９５

ＭＭ３５＿２ ０.４６１ ０.４５６ ０.４５０ ０.６２２ ０.６１６ ０.６２１ ０.９９３ １.０００ ０.９９３

ＭＭ３５＿３ ０.４８６ ０.４８２ ０.４７４ ０.６３７ ０.６３０ ０.６３７ ０.９９５ ０.９９３ １.０００
ＭＭ１、ＭＭ２１、ＭＭ３５ 见图 １ 注ꎮ ＭＭ１＿１、ＭＭ１＿２、ＭＭ１＿３ 分别代表泌乳前期 ３ 个乳汁样品ꎬＭＭ２１＿１、ＭＭ２１＿２、ＭＭ２１＿３ 分别代表泌乳中期 ３ 个乳
汁样品ꎬＭＭ３５＿１、ＭＭ３５＿２、ＭＭ３５＿３ 分别代表泌乳后期 ３ 个乳汁样品ꎮ

ｃＧＭＰ￣ＰＫＧ 信号通路、蛋白质消化与吸收通路及细

胞周期等通路ꎮ
２.３　 四川麻兔泌乳中期与泌乳后期乳脂球膜蛋白

的特征差异

　 　 对四川麻兔泌乳中期与泌乳后期 ＭＦＧＭ 蛋白

组分进行比较蛋白质组学分析ꎬ结果(图 ４Ａ)发

现ꎬ泌乳中期与泌乳后期相比ꎬ泌乳中期中存在

４５８ 种 ＤＥＭＰꎬ其中 １５６ 种上调表达ꎬ３０２ 种下调表

达ꎮ 聚类分析结果(图 ４Ｂ)表明ꎬ与泌乳后期相

比ꎬ泌乳中期乳汁中的 ＤＥＭＰ 主要聚为两类ꎬ其中
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Ａ:主成分分析(ＰＣＡ)ꎻＢ:ＭＦＧＭ 蛋白的 ｅｇｇＮＯＧ 功能分类ꎻＣ:ＭＦＧＭ 蛋白的 ＫＥＧＧ 通路注释ꎻＤ:ＭＦＧＭ 蛋白的亚细胞定位分布ꎮ ａ:ＲＮＡ 加

工与修饰ꎻｂ:染色质结构与动力学ꎻｃ:能量产生与转换ꎻｄ:细胞周期控制、细胞分裂、染色体分配ꎻｅ:氨基酸运输与代谢ꎻｆ:核苷酸运输与代

谢ꎻｇ:碳水化合物运输与代谢ꎻｈ:辅酶运输与代谢ꎻｉ:脂质运输与代谢ꎻｊ:翻译、核糖体结构与生物合成ꎻｋ:转录ꎻｌ:复制、重组与修复ꎻｍ:细胞

壁、细胞膜、细胞包膜生物合成ꎻｎ:细胞运动性ꎻｏ:翻译后修饰、蛋白质周转、分子伴侣ꎻｐ:无机离子运输与代谢ꎻｑ:次生代谢产物的生物合

成、运输与分解ꎻｔ:信号传导机制ꎻｕ:细胞内运输、分泌与囊泡运输ꎻｖ:防御机制ꎻｚ:细胞骨架ꎮ ＭＭ１、ＭＭ２１、ＭＭ３５ 见图 １ 注ꎮ ＭＭ１＿１、ＭＭ１＿
２、ＭＭ１＿３、ＭＭ２１＿１、ＭＭ２１＿２、ＭＭ２１＿３、ＭＭ３５＿１、ＭＭ３５＿２、ＭＭ３５＿３ 见表 １ 注ꎮ

图 ２　 四川麻兔乳脂球膜蛋白的功能注释与分类结果

Ｆｉｇ.２　 Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｍｉｌｋ ｆａｔ ｇｌｏｂｕｌｅ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ Ｓｉｃｈｕａｎ ｒａｂｂｉｔｓ

６５ 种 ＤＥＭＰ 参与细胞内运输、分泌及囊泡运输ꎻ６０
种 ＤＥＭＰ 与蛋白质翻译后修饰、蛋白质周转、分子

伴侣相关ꎮ 基于 Ｐｆａｍ 数据库的蛋白质家族与结

构域分类结果(图 ４Ｃ)显示ꎬ具有酪氨酸 /丝氨酸 /
苏氨酸双特异性蛋白激酶结构域 ( ＰＫ＿Ｔｙｒ ＿Ｓｅｒ￣
Ｔｈｒ)、蛋白激酶结构域( Ｐｋｉｎａｓｅ)及 Ｓｒｃ 同源 ３ 结

构域亚型 ２(ＳＨ３＿２)的蛋白质均有 １１ 个ꎮ 在泌乳

中期与泌乳后期的比较组中ꎬ免疫球蛋白样结构

域没有出现在 Ｐｆａｍ 域前 １０ꎬ说明两组间的免疫相

关蛋白质差异小ꎮ ＫＥＧＧ 富集分析结果(图 ４Ｄ)显
示ꎬＭＡＰＫ 信号通路、ＴＧＦ￣β 信号通路和癌症通路

等通路富集显著ꎮ

２.４　 四川麻兔泌乳前期与泌乳后期乳脂球膜蛋白

的特征差异

　 　 对四川麻兔泌乳前期与泌乳后期 ＭＦＧＭ 蛋白

组分进行比较蛋白质组学分析ꎬ结果(图 ５Ａ)发

现ꎬ泌 乳 前 期 与 泌 乳 后 期 相 比ꎬ 存 在 １ ３３１ 种

ＤＥＭＰꎬ包括 ９０１ 种上调表达ꎬ４３０ 种下调表达ꎮ 这

些发育阶段特异性蛋白质被推测参与关键代谢通

路并发挥重要生物学功能ꎬ故需进一步进行功能

鉴定ꎮ ｅｇｇＮＯＧ 功能分类结果(图 ５Ｂ)显示 ＤＥＭＰ
主要聚为两类ꎬ其中 ２１７ 种 ＤＥＭＰ 参与细胞内运

输、分泌及囊泡运输ꎻ１８７ 种 ＤＥＭＰ 与蛋白质翻译

后修饰、蛋白质周转、分子伴侣相关ꎮ 值得注意的
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Ａ:泌乳前期与泌乳中期差异表达 ＭＦＧＭ 蛋白(ＤＥＭＰ)的火山图ꎬ黑色圆点表示相对于泌乳中期ꎬ在泌乳前期上调表达的蛋白质ꎬ深灰色圆

点表示下调表达的蛋白质ꎬ浅灰色圆点表示无显著差异表达的蛋白质ꎻＢ:差异表达蛋白质的 ｅｇｇＮＯＧ 功能分类ꎻＣ:差异表达蛋白质的 Ｐｆａｍ
结构域注释ꎻＤ:差异表达蛋白质的 ＫＥＧＧ 通路富集分析ꎮ ａ、ｂ、ｃ、ｄ、ｅ、ｆ、ｇ、ｈ、ｉ、ｊ、ｋ、ｌ、ｍ、ｎ、ｏ、ｐ、ｑ、ｔ、ｕ、ｖ、ｚ 见图 ２ 注ꎮ ＳＨ３＿９ / ＳＨ３＿１ / ＳＨ３＿２:
Ｓｒｃ 同源 ３ 结构域ꎬ第 ９、第 １、第 ２ 个重复ꎻＲｏｃ:复合物蛋白 Ｒａｓ 结构域ꎻＲａｓ:小 ＧＴＰ 酶结构域ꎻＥＦ￣ｈａｎｄ＿７:ＥＦ 手型结构域ꎬ第 ７ 重复ꎻＰｋｉ￣
ｎａｓｅ:蛋白激酶结构域ꎻＰＫ＿Ｔｙｒ＿Ｓｅｒ＿Ｔｈｒ:酪氨酸 / 丝氨酸 / 苏氨酸双特异性蛋白激酶结构域ꎻＲＲＭ＿１:ＲＮＡ 识别基序 １ꎻＡｒｆ:ＡＤＰ 核糖基化因

子结构域ꎮ ＦＣ 表示表达量倍数ꎬ反映基因或蛋白质表达水平的变化幅度ꎻＰ 表示差异显著性水平ꎬ筛选标准:ＦＣ≥２􀆰 ０ 或≤０􀆰 ５ꎬ且Ｐ≤
０􀆰 ０５ꎮ
图 ３　 四川麻兔泌乳前期与泌乳中期乳脂球膜(ＭＦＧＭ)蛋白的差异特征分析结果

Ｆｉｇ.３　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍｉｌｋ ｆａｔ ｇｌｏｂｕｌｅ ｍｅｍｂｒａｎｅ (ＭＦＧＭ) ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｅａｒｌｙ ｌａｃｔａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｄ￣ｌａｃｔａｔｉｏｎ ｉｎ Ｓｉｃｈｕａｎ ｒａｂｂｉｔｓ

是ꎬ免疫与防御功能类别在泌乳前期和泌乳后期

的比较组中被注释ꎬ但在泌乳中期和泌乳后期的

比较组中没有被注释ꎬ表明母源免疫功能主要集

中在泌乳前期乳汁中ꎮ 在泌乳前期与泌乳后期的

比较中ꎬＤＥＭＰ 更多被注释于翻译与核糖体组装ꎻ
而在泌乳中期与泌乳后期的比较组中ꎬＤＥＭＰ 主要

富集于脂质转运与代谢ꎮ 基于 Ｐｆａｍ 数据库的蛋

白质家族与结构域分类结果(图 ５Ｃ) 显示ꎬ具有

ＡＤＰ 核糖基化因子结构域( Ａｒｆ) 的蛋白质有 ２８
个ꎬ具有小 ＧＴＰ 酶结构域(Ｒａｓ)的蛋白质有 ２３ 个ꎬ
具有免疫球蛋白样结构域( Ｉｇ＿３)的蛋白质有 １９
个ꎮ ＫＥＧＧ 富集分析结果(图 ５Ｄ)表明ꎬ泌乳前期

ＭＦＧＭ 蛋白突显 ｃＧＭＰ￣ＰＫＧ 信号通路、细胞因子￣
受体相互作用、氨基糖与核苷酸糖代谢等通路ꎮ
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Ａ:泌乳中期与泌乳后期差异表达 ＭＦＧＭ 蛋白(ＤＥＭＰ)的火山图ꎬ黑色圆点表示相对于泌乳后期ꎬ在泌乳中期上调表达的蛋白质ꎬ深灰色圆

点表示下调表达的蛋白质ꎬ浅灰色圆点表示无显著差异表达的蛋白质ꎻＢ:差异表达蛋白质的 ｅｇｇＮＯＧ 功能分类ꎻＣ:差异表达蛋白质的 Ｐｆａｍ
结构域注释ꎻＤ:差异表达蛋白质的 ＫＥＧＧ 通路富集分析ꎮ ａ、ｂ、ｃ、ｄ、ｅ、ｆ、ｇ、ｈ、ｉ、ｊ、ｋ、ｌ、ｍ、ｏ、ｐ、ｑ、ｔ、ｕ、ｚ 见图 ２ 注ꎮ Ｔｒｙｐｓｉｎ:胰蛋白酶样丝氨酸

蛋白酶结构域ꎻＲＲＭ＿１:ＲＮＡ 识别基序ꎻＥＦ－ｈａｎｄ＿１、ＥＦ￣ｈａｎｄ＿７:ＥＦ 手型钙结合基序第 １ 重复、第 ７ 重复ꎻＷＤ４０:ＷＤ４０ 重复结构域ꎻＳＨ３＿９、
ＳＨ３＿１、ＳＨ３＿２:Ｓｒｃ 同源 ３ 结构域第 ９ 重复、第 １ 重复、第 ２ 重复ꎻＰｋｉｎａｓｅ:蛋白激酶结构域ꎻＰＫ＿Ｔｙｒ＿Ｓｅｒ＿Ｔｈｒ:酪氨酸 / 丝氨酸 / 苏氨酸双特异

性蛋白激酶结构域ꎮ ＦＣ 和 Ｐ 见图 ３ 注ꎮ
图 ４　 四川麻兔泌乳中期与泌乳后期乳脂球膜(ＭＦＧＭ)蛋白的差异特征分析结果

Ｆｉｇ.４　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍｉｌｋ ｆａｔ ｇｌｏｂｕｌｅ ｍｅｍｂｒａｎｅ (ＭＦＧＭ) ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍｉｄ￣ｌａｃｔａｔｉｏｎ ａｎｄ ｌａｔｅ ｌａｃｔａｔｉｏｎ ｉｎ Ｓｉｃｈｕａｎ ｒａｂｂｉｔｓ

２.５　 四川麻兔不同泌乳时期乳脂球膜蛋白差异表

达的时间序列特征分析

　 　 为系统表征四川麻兔泌乳前期、泌乳中期及泌

乳后期 ＭＦＧＭ 蛋白表达时空动态ꎬ对 ＭＦＧＭ 蛋白进

行 Ｍｆｕｚｚ 时序聚类分析ꎮ 选取其中 ３ 个显著共表达

蛋白簇簇 １(ｃｌｕｓｔｅｒ １)、簇 ２(ｃｌｕｓｔｅｒ ２)和簇 ３(ｃｌｕｓｔｅｒ
３)进行描绘ꎮ 结果显示ꎬ簇 １ (ｎ＝ ９３)呈现从泌乳

前期高表达ꎬ泌乳中期明显下降ꎬ泌乳后期进一步降

低但斜率趋缓ꎻ簇 ２ (ｎ＝ １６)则呈现从泌乳前期至泌

乳中期再至泌乳后期逐渐上调表达ꎻ簇 ３ (ｎ＝ １４９)
呈现从泌乳前期升高至泌乳中期趋于平稳ꎬ并在泌

乳后期维持稳定ꎮ 从图 ６Ａ 可见ꎬ簇 １ 中 ＭＦＧＭ 蛋

白的 ＫＥＧＧ 富集通路分析结果显示ꎬ其显著富集于

蛋白酶体、细胞黏附分子、脊髓小脑共济失调、Ｈｉｐｐｏ
信号通路、糖尿病中的 ＡＧＥ￣ＲＡＧＥ 信号通路、ｐ５３
信号通路等通路ꎮ 这些在泌乳前期高表达的 ＭＦＧＭ
蛋白ꎬ功能主要集中于蛋白质稳态调控 (蛋白酶

体)、细胞黏附与信号转导(细胞黏附分子、Ｈｉｐｐｏ 信

号通路、ｐ５３ 信号通路、ＡＧＥ￣ＲＡＧＥ 信号通路)、免疫

与应激响应等方面ꎮ 其共性特征表现为:在泌乳前

期被高度激活ꎬ以协同支持乳腺上皮细胞快速建立

分泌功能、维持细胞内稳态及母源免疫物质的传递ꎻ
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Ａ:泌乳前期与泌乳后期差异表达 ＭＦＧＭ 蛋白(ＤＥＭＰ)的火山图ꎮ 黑色圆点表示相对于泌乳后期ꎬ在泌乳前期上调表达的蛋白质ꎬ深灰色圆

点表示下调表达的蛋白质ꎬ浅灰色圆点表示无显著差异表达的蛋白质ꎻＢ:差异表达蛋白质的 ｅｇｇＮＯＧ 功能分类ꎻＣ:差异表达蛋白质的 Ｐｆａｍ
结构域注释ꎻＤ:差异表达蛋白质的 ＫＥＧＧ 通路富集分析(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ ａ、ｂ、ｃ、ｄ、ｅ、ｆ、ｇ、ｈ、ｉ、ｊ、ｋ、ｌ、ｍ、ｎ、ｏ、ｐ、ｑ、ｔ、ｕ、ｖ、ｚ 见图 ２ 注ꎮ Ｔｒｙｐｓｉｎ:胰蛋

白酶样丝氨酸蛋白酶结构域ꎻＩｇ＿３:免疫球蛋白样结构域ꎬ３ 型ꎻＥＦ￣ｈａｎｄ＿１、ＥＦ￣ｈａｎｄ＿７:ＥＦ 手型钙结合基序ꎬ第 １ 重复、第 ７ 重复ꎻＲＲＭ＿１:
ＲＮＡ 识别基序ꎬ１ 型ꎻＰｋｉｎａｓｅ:蛋白激酶结构域ꎻＰＫ＿Ｔｙｒ＿Ｓｅｒ￣Ｔｈｒ:酪氨酸 / 丝氨酸 / 苏氨酸双特异性蛋白激酶结构域ꎻＲｏｃ:复合蛋白 Ｒｏｃ 结构

域ꎻＲａｓ:小 ＧＴＰ 酶结构域ꎻＡｒｆ:ＡＤＰ 核糖基化因子结构域ꎮ ＦＣ 和 Ｐ 见图 ３ 注ꎮ
图 ５　 四川麻兔泌乳前期与泌乳后期乳脂球膜(ＭＦＧＭ)蛋白的差异特征分析结果

Ｆｉｇ.５　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍｉｌｋ ｆａｔ ｇｌｏｂｕｌｅ ｍｅｍｂｒａｎｅ (ＭＦＧＭ) ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｅａｒｌｙ ｌａｃｔａｔｉｏｎ ａｎｄ ｌａｔｅ ｌａｃｔａｔｉｏｎ ｉｎ Ｓｉｃｈｕａｎ ｒａｂｂｉｔｓ

随着泌乳进程的推进ꎬ相关功能活性逐步下调ꎬ乳腺

组织转向以稳定泌乳供给为核心的生理状态ꎮ 从图

６Ｂ 可见ꎬ簇 ２ 中ＭＦＧＭ 蛋白的 ＫＥＧＧ 富集通路分析

结果显示ꎬ其显著富集于代谢通路、核苷酸糖的生物

合成、丙酮酸代谢、氨基糖与核苷酸糖代谢以及果糖

与甘露糖代谢等通路ꎮ 簇 ２ 的 ＭＦＧＭ 蛋白功能主

要集中于代谢相关通路ꎬ呈现代谢稳态和长期供给

模式ꎮ 从图 ６Ｃ 可见ꎬ簇 ３ 中 ＭＦＧＭ 蛋白的 ＫＥＧＧ
富集通路分析结果显示ꎬ其显著富集于鞘糖脂生物

合成(球系列、神经节系列)、鞘脂代谢、溶酶体、半

乳糖代谢等通路ꎮ 这一结果提示ꎬ在泌乳进程推进

过程中ꎬＭＦＧＭ 蛋白的功能重心逐步由早期的细胞

稳态与免疫防御ꎬ向脂质代谢重塑、碳水化合物高效

利用及细胞代谢调控转变ꎬ从而保障泌乳后期持续、
稳定的营养供给与代谢稳态ꎬ以满足新生哺乳动物

生长发育的需求ꎮ
进一步从簇 １、簇 ２、簇 ３ 中筛选出 ８ 种核心乳

脂肪球膜蛋白ꎬ其中 ＸＤＨ、ＴＧＦＢ２、ＴＡＰＢＰ 归属于簇

１ꎬＭＤＨ１、ＧＹＧ１、ＡＣＡＴ２ 归属于簇 ２ꎬＡＰＯＡ１、ＣＹＢ５
归属于簇 ３ꎮ ＸＤＨ 是介导乳脂球释放与 ＭＦＧＭ 组
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装的关键蛋白ꎻＴＧＦＢ２ 被推测参与免疫调节、组织

修复及环境应激适应过程ꎻＴＡＰＢＰ 为抗原加工与呈

递通路中的核心枢纽蛋白ꎻＭＤＨ１ 负责细胞质与线

粒体间还原当量的穿梭转运ꎬ且推测其与脂质合成

密切相关ꎻＧＹＧ１ 为糖原合成的起始酶ꎬ可能参与能

量代谢调控ꎻＡＣＡＴ２ 为乙酰辅酶 Ａ 乙酰转移酶ꎬ可

催化脂肪酸合成相关反应ꎻＡＰＯＡ１ 是机体内关键的

脂质转运蛋白ꎻＣＹＢ５ 为脂质代谢通路中不可或缺

的功能蛋白ꎮ 这 ８ 种核心 ＭＦＧＭ 蛋白在泌乳时期

的动态表达调控模式见图 ６Ｄꎮ 综上ꎬ本研究筛选得

到 ８ 种与免疫调控、能量代谢及脂质合成密切相关

的核心 ＭＦＧＭ 蛋白ꎮ

Ａ~Ｃ 分别表示簇 １ 、簇 ２、簇 ３ 中ＭＦＧＭ 蛋白位列前 １０ 的显著富集通路(Ｐ<０.０５)ꎻＤ:簇 １、簇 ２、簇 ３ 中代表性高丰度ＭＦＧＭ 蛋白表达模式ꎮ
ＭＭ１、ＭＭ２１、ＭＭ３５ 见图 １ 注ꎮ Ｐ 见图 ３ 注ꎮ
图 ６　 四川麻兔乳脂球膜(ＭＦＧＭ)蛋白在不同泌乳阶段的动态表达模式与功能特性

Ｆｉｇ.６　 Ｄｙｎａｍｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｍｉｌｋ ｆａｔ ｇｌｏｂｕｌｅ ｍｅｍｂｒａｎｅ (ＭＦＧＭ) ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ Ｓｉｃｈｕａｎ ｒａｂｂｉｔｓ ａｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌａｃｔａｔｉｏｎ ｓｔａｇｅｓ
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３　 讨 论

本研究采用 Ａｓｔｒａｌ￣ＤＩＡ 蛋白质组学技术ꎬ对四

川麻兔泌乳前期、泌乳中期和泌乳后期 ３ 个泌乳阶

段的乳脂球膜(ＭＦＧＭ)蛋白进行分析ꎬ分别在泌乳

前期、泌乳中期和泌乳后期鉴定出２ ９２８种、２ ０５１种
和２ ２８６种 ＭＦＧＭ 蛋白ꎮ 主成分分析(ＰＣＡ)与层次

聚类结果共同证实ꎬ泌乳时期存在显著的阶段依赖

性蛋白质组重塑ꎬ３ 个泌乳阶段各自呈现出独特的

蛋白质表达特征ꎮ 值得注意的是ꎬｅｇｇＮＯＧ 功能注释

结果显示ꎬ四川麻兔乳汁中 ＭＦＧＭ 蛋白主要富集于

细胞内运输、分泌与囊泡运输及翻译与核糖体组装、
蛋白质周转、分子伴侣等相关通路ꎮ 其中ꎬ翻译与核

糖体组装主要参与蛋白质合成的起始过程ꎻ蛋白质

翻译后修饰、降解及分子伴侣相关通路则负责蛋白

质合成后的质量控制与功能多样化ꎬ介导蛋白质的

正确折叠并清除错误折叠或受损蛋白质以维持蛋白

质稳态ꎮ 上述功能模块协同作用保障了泌乳过程中

蛋白质的高效合成与持续稳态ꎬ相关功能在已有研

究[２４￣２５]中已得到验证ꎮ
泌乳前期虽仅为母兔产仔后１ ｄꎬ此阶段分泌的

乳汁却对仔兔健康至关重要ꎬ前人针对骆驼、牛、猪、
绵羊及驴等的相关研究结果均已证实该阶段分泌的

乳汁的重要性[２６￣２９]ꎮ 本研究采用蛋白质组学技术ꎬ
解析了四川麻兔泌乳前期与泌乳后期乳脂球膜蛋白

的差异表达特征ꎬ共鉴定出１ ３３１种差异表达蛋白

(ＤＥＭＰ)ꎮ 泌乳前期差异表达蛋白在蛋白质翻译与

免疫防御功能上更具优势ꎮ 此外ꎬ这些差异表达蛋

白质显著富集于代谢途径及免疫系统相关通路ꎬ与
Ｚｈａｏ 等[２９] 的研究结果一致ꎮ Ｐｆａｍ 结构域分析发

现ꎬ差异表达蛋白质中主要具有免疫球蛋白样结构

域(Ｉｇ＿３)ꎬ该结构域与免疫功能密切相关ꎮ 综上ꎬ泌
乳前期乳汁中的差异表达蛋白主要参与代谢及免疫

相关通路ꎬ提示其在提升仔兔免疫力方面具有重要

潜力ꎮ
泌乳中期是 ＭＦＧＭ 蛋白由泌乳前期形态向泌

乳后期形态转变的阶段ꎬ其蛋白质组成与功能特性

与泌乳前期相比均发生显著变化ꎮ 本研究通过蛋白

质组学分析发现ꎬ四川麻兔泌乳中期与泌乳后期相

比乳汁中存在 ４５８ 种 ＤＥＭＰꎮ 这些差异表达蛋白质

主要参与脂质转运与代谢过程ꎬ提示乳腺功能由前

期的免疫防御为主逐渐转向营养供给为主ꎬ乳汁成

分逐步接近泌乳后期ꎬ整体仍处于功能过渡状态ꎮ
Ｗａｎｇ 等[３０] 针对牦牛乳汁的研究结果表明ꎬ随着泌

乳进程推进ꎬ脂质代谢相关蛋白质丰度上升ꎬ尤其在

泌乳中期ꎬ与甘油三酯合成及脂肪酸去饱和相关的

代谢通路被显著激活ꎮ 泌乳中期 ＭＦＧＭ 中仍保留

部分免疫相关蛋白ꎬ不过此类蛋白质在泌乳后期会

逐步降低ꎮ 总体而言ꎬＭＦＧＭ 蛋白的功能优势从泌

乳前期以免疫防御为主ꎬ逐步过渡至泌乳中期以信

号调控与内环境稳态维持为主ꎮ
本研究通过定量蛋白质组分析ꎬ在四川麻兔泌

乳前期与泌乳中期的乳汁中共鉴定出 １ ３５１ 种

ＤＥＭＰꎮ 泌乳前期与泌乳中期、泌乳前期与泌乳后

期的差异表达蛋白质在 ｅｇｇＮＯＧ 功能分类上分布高

度一致ꎮ 据此推测ꎬ与泌乳维持阶段相比ꎬ泌乳起始

阶段发生了系统性重编程ꎬ主要表现为能量代谢、蛋
白质合成及质量控制相关通路的增强ꎬ随后在泌乳

中期至后期逐步趋于稳态ꎮ ＫＥＧＧ 富集到免疫与防

御相关通路ꎬ说明泌乳前期承担更强的免疫保护与

母源抗体传递功能ꎮ 已有研究结果证实ꎬ奶牛泌乳

前期乳汁中多种免疫相关蛋白的含量同样高于其他

泌乳阶段[７]ꎮ 此外ꎬ泌乳前期乳汁中 ＫＥＧＧ 富集到

多条与人类疾病相关的通路ꎮ 这类疾病相关通路在

人、猪、山羊、骆驼等多种哺乳动物的 ＭＦＧＭ 蛋白中

同样显著富集ꎬ其次为代谢及其他过程[２９ꎬ３１￣３３]ꎮ 因

此ꎬ泌乳前期乳汁中大量 ＭＦＧＭ 蛋白与疾病的关联

性很可能通过被动免疫发挥作用ꎬ从而保护幼崽免

受感染[３]ꎮ
随着泌乳时期的推进ꎬ乳汁中 ＭＦＧＭ 蛋白的特

性也逐渐发生变化ꎮ 本研究通过 Ｍｆｕｚｚ 时序聚类分

析挖掘在不同泌乳时期表达丰度一致的 ＭＦＧＭ 蛋

白ꎮ 簇 １ 中 ＭＦＧＭ 蛋白主要集中在蛋白质稳态控

制和免疫与应激响应方面ꎮ 此外ꎬ蛋白酶体通路在

簇 １ 中被显著富集ꎮ 蛋白质水解是指蛋白质被各类

蛋白酶水解ꎬ导致底物分解为肽或氨基酸ꎬ而蛋白酶

体可确保底物的正确降解[３４]ꎮ 已有研究结果证实ꎬ
蛋白质水解与乳蛋白消化密切相关ꎬ而乳蛋白消化

又直接影响新生儿发育[３５]ꎮ 簇 ２ 中的 ＭＦＧＭ 蛋白

主要富集于代谢相关通路ꎬ包括糖酵解 /糖异生、丙
酮酸代谢、戊糖磷酸途径和核苷酸糖代谢等ꎮ 这表

明ꎬ随着泌乳进程推进ꎬＭＦＧＭ 蛋白功能由早期的免

疫与质量控制逐步转向高效营养代谢与稳定的抗氧

化防御ꎬ以满足泌乳后期持续供给仔兔生长所需的
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营养与能量ꎮ 其中ꎬ新生哺乳动物在度过产后早期

阶段后ꎬ营养需求成为首要任务ꎮ 因此泌乳中期和

泌乳后期乳汁中的 ＭＦＧＭ 蛋白更侧重营养代谢[３]ꎮ
通过挖掘具有时间表达特征的 ＭＦＧＭ 蛋白ꎬ本

研究筛选到 ８ 种重要的 ＭＦＧＭ 蛋白ꎮ 研究结果表

明ꎬ不同泌乳阶段的时序表达变化可揭示乳汁功能

的演进[３６]ꎮ 本研究发现ꎬ四川麻兔从泌乳前期向泌

乳后期转变过程中ꎬ乳汁中若干蛋白质含量呈下降

趋势ꎬ包括 ＸＤＨ、 ＴＧＦＢ２、 ＴＡＰＢＰ 和 ＣＹＢ５ 蛋白ꎮ
ＸＤＨ(黄嘌呤脱氢酶)是乳脂球形成与分泌的关键

蛋白ꎬ可促进脂滴在细胞质中的封装及其向细胞外

的运输ꎬ最终形成乳脂球 (ＭＦＧ) 并分泌至乳汁

中[３７]ꎮ ＴＧＦＢ２ 可促进肠道屏障修复与免疫耐

受[３８￣３９]ꎬ并在乳腺发育及免疫保护中发挥重要作

用ꎬ其浓度在泌乳前期最高ꎬ并随泌乳进程逐渐下

降[４０￣４１]ꎮ 母乳中的 ＴＧＦＢ２ 是转化生长因子的重要

外源性来源ꎮ ＴＡＰＢＰ 参与将抗原肽高效加载至

ＭＨＣ￣Ｉ 分子并维持其稳定表达ꎬ是适应性免疫的重

要组成部分[４２]ꎮ ＣＹＢ５ 蛋白可为多种膜结合氧化还

原酶提供电子ꎬ包括脂肪酸去饱和酶 ( ＳＣＤ１)ꎬ而
ＳＣＤ１ 是乳脂合成中催化脂肪酸引入双键的关键限

速酶[４３]ꎮ 部分 ＭＦＧＭ 蛋白在乳汁中的丰度随泌乳

期的推进持续升高ꎬ并在泌乳后期达到峰值ꎬ包括

ＡＣＡＴ２、ＭＤＨ１ 和 ＧＹＧ１ 蛋白ꎮ ＡＣＡＴ２ 蛋白负责催

化乙酰￣ＣｏＡ 生成乙酰乙酰￣ＣｏＡꎬ是胆固醇合成、脂
肪酸合成及酮体生成的关键步骤[４４]ꎮ ＭＤＨ１ 蛋白

可参与苹果酸与草酰乙酸的相互转化ꎬ是三羧酸循

环( ＴＣＡ 循环)、糖异生及 ＮＡＤＰＨ 生成的关键蛋

白[４５]ꎮ ＧＹＧ１ 为糖原合成的起始酶ꎬ可维持葡萄糖

储备稳定[４６]ꎮ 此外ꎬ少数 ＭＦＧＭ 蛋白在泌乳中期

达到峰值后于泌乳后期趋于稳定ꎬ 如 ＡＰＯＡ１ꎬ
ＡＰＯＡ１ 参与胆固醇从外周组织向肝脏的逆向转运ꎬ
并作为卵磷脂胆固醇酰基转移酶(ＬＣＡＴ)的辅因子

促进胆固醇酯化[４７￣４８]ꎮ
本研究虽然分析了四川麻兔泌乳前期、泌乳中

期、泌乳后期 ＭＦＧＭ 蛋白特性的变化ꎬ但未验证单

个蛋白质特性的变化ꎬ后续可进一步研究ꎮ 此外ꎬ本
研究仅聚焦 ３ 个阶段的 ＭＦＧＭ 蛋白谱ꎬ乳汁中其他

重要功能物质也值得深入探索ꎮ

４　 结 论

本研究揭示了四川麻兔 ３ 个泌乳阶段(泌乳前

期、泌乳中期、泌乳后期)乳汁中乳脂球膜(ＭＦＧＭ)
蛋白的特征ꎬ深入探索了各阶段差异表达蛋白

(ＤＥＭＰ)的功能ꎮ 此外ꎬ还分析了 ３ 个泌乳阶段

ＭＦＧＭ 蛋白的时序表达ꎬ筛选出 ８ 种与免疫调控、能
量代谢及脂质合成密切相关的核心 ＭＦＧＭ 蛋白ꎮ
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[ Ｊ] . Ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ Ｒｅｖｉｅｗｓ ｉｎ Ｆｏｏｄ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｆｏｏｄ Ｓａｆｅｔｙꎬ
２０１９ꎬ１８(４):１０９７￣１１１０.

[１６] ＨＵＡＮＧ Ｄꎬ ＷＡＮＧ Ｙꎬ ＤＩＮＧ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
Ａｎｇｏｒａ Ｒａｂｂｉｔ ｃｏｌｏｓｔｒｕｍ ａｎｄ ｍａｔｕｒｅ ｍｉｌｋ ｕｓｉｎｇ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｐｒｏ￣
ｔｅｏｍｉｃｓ[Ｊ] . Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ２０２４ꎬ１３(８):６３４.

[１７] ＬＯＵ Ｒ Ｈꎬ ＳＨＵＩ Ｗ Ｑ. Ａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＤＩＡ￣ｂａｓｅｄ ｐｒｏ￣
ｔｅｏｍｉｃ ｄａｔａ: ａ ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ ｓｕｒｖｅｙ ｉｎ ２０２３ [ Ｊ] . Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ＆
Ｃｅｌｌｕｌａｒ Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓꎬ２０２４ꎬ２３(２):１００７１２.

[１８] ＨＡＮ Ｃꎬ ＳＨＩ Ｃ Ｐꎬ ＬＩＵ Ｌ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍａｊｏｒｂｉｏ ｃｌｏｕｄ ２０２４:ｕｐｄａｔｅ
ｓｉｎｇｌｅ￣ｃｅｌｌ ａｎｄ ｍｕｌｔｉｏｍｉｃｓ ｗｏｒｋｆｌｏｗｓ[Ｊ] . ｉＭｅｔａꎬ２０２４ꎬ３(４):２１７.

[１９] ＫＡＮＥＨＩＳＡ Ｍꎬ ＧＯＴＯ Ｓ. ＫＥＧＧ: ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ
ｇｅｎｏｍｅｓ[Ｊ] . Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ２０００ꎬ２８(１):２７￣３０.

[２０] ＣＡＮＴＡＬＡＰＩＥＤＲＡ Ｃ Ｐꎬ ＨＥＲＮÁＮＤＥＺ￣ＰＬＡＺＡ Ａꎬ ＬＥＴＵＮＩＣ Ｉꎬ
ｅｔ ａｌ. ＥｇｇＮＯＧ￣ｍａｐｐｅｒ ｖ２:ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎꎬｏｒｔｈｏｌｏｇｙ ａｓｓｉｇｎ￣
ｍｅｎｔｓꎬ ａｎｄ ｄｏｍａｉｎ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ａｔ ｔｈｅ ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃ ｓｃａｌｅ [ Ｊ ] .
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎꎬ２０２１ꎬ３８(１２):５８２５￣５８２９.

[２１] ＦＩＮＮ Ｒ Ｄꎬ ＴＡＴＥ Ｊꎬ ＭＩＳＴＲＹ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ Ｐｆａｍ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆａｍｉｌｉｅｓ
ｄａｔａｂａｓｅ[Ｊ] . Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ２００８ꎬ３６:２８１￣２８８.

[２２] ＢＬＵＭ Ｔꎬ ＢＲＩＥＳＥＭＥＩＳＴＥＲ Ｓꎬ ＫＯＨＬＢＡＣＨＥＲ Ｏ. ＭｕｌｔｉＬｏｃ２:
ｉｎｔｅｇｒａｔｉｎｇ ｐｈｙｌｏｇｅｎｙ ａｎｄ Ｇｅｎｅ Ｏｎｔｏｌｏｇｙ ｔｅｒｍｓ ｉｍｐｒｏｖｅｓ ｓｕｂｃｅｌｌｕ￣
ｌａｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ[ Ｊ] . ＢＭＣ Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓꎬ２００９ꎬ
１０(１):２７４.

[２３] ＦＵＴＳＣＨＩＫ Ｍ Ｅꎬ ＣＡＲＬＩＳＬＥ Ｂ. Ｎｏｉｓｅ￣ｒｏｂｕｓｔ ｓｏｆｔ ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ ｏｆ
ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｔｉｍｅ￣ｃｏｕｒｓｅ ｄａｔａ[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎｄ
Ｃｏｍｐｕｔａｔｉｏｎａｌ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ２００５ꎬ３(４):９６５￣９８８.

[２４] ＺＨＡＯ Ｈ Ｗꎬ ＬＩＵ Ｘ Ｙꎬ ＡＭＡＮＴＡＩ Ｘꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍｉｌｋ ｆａｔ ｇｌｏｂｕｌｅ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｂｅｔｗｅｅｎ
ｈｕｍａｎ ａｎｄ ｐｏｒｃｉｎｅ ｍｉｌｋ [ Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ ａｎｄ Ｆｏｏｄ
Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ２０２４ꎬ７２(６):３２１０￣３２１７.

[２５] ＨＥ Ｊꎬ ＳＩ Ｒꎬ ＷＡＮＧ Ｙ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ｌｉｐｉｄｏｍｉｃ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｏｍｉｃ ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ
ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｓ ｔｈｅ ｍｉｌｋ ｆａｔ ｇｌｏｂｕｌｅ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｌｋ ｆｒｏｍ
ｃｏｗｓ ａｎｄ ｃａｍｅｌｓ [ Ｊ] . Ｆｏｏｄ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌꎬ ２０２４ꎬ １７９:
１１３８１６.

[２６] ＨＡＮ Ｂ Ｓꎬ ＺＨＡＮＧ Ｌ Ｎꎬ ＬＵＯ Ｂ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｍｉｌｋ ｆａｔ
ｇｌｏｂｕｌｅ ｍｅｍｂｒａｎｅ ａｎｄ ｗｈｅｙ ｐｒｏｔｅｏｍｅ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｄｒｏｍｅｄａｒｙ ａｎｄ
Ｂａｃｔｒｉａｎ ｃａｍｅｌ[Ｊ] . Ｆｏｏｄ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ２０２２ꎬ３６７:１３０６５８.

[２７] ＬＵ Ｊꎬ ＬＩＵ Ｌꎬ ＰＡＮＧ Ｘ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ ｏｆ ｍｉｌｋ
ｆａｔ ｇｌｏｂｕｌｅ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｉｎ ｇｏａｔ ｃｏｌｏｓｔｒｕｍ ａｎｄ ｍａｔｕｒｅ ｍｉｌｋ[Ｊ] . Ｆｏｏｄ

Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ２０１６ꎬ２０９:１０￣１６.
[２８] ＬＩ Ｗ Ｘꎬ ＬＩ Ｍ Ｈꎬ ＣＡＯ Ｘ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｏｍｉｃ ａｎａｌｙ￣

ｓｉｓ ｏｆ ｍｉｌｋ ｆａｔ ｇｌｏｂｕｌｅ ｍｅｍｂｒａｎｅ (ＭＦＧＭ) ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ ｄｏｎｋｅｙ
ｃｏｌｏｓｔｒｕｍ ａｎｄ ｍａｔｕｒｅ ｍｉｌｋ[ Ｊ] . Ｆｏｏｄ ＆ Ｆｕｎｃｔｉｏｎꎬ２０１９ꎬ１０(７):
４２５６￣４２６８.

[２９] ＺＨＡＯ Ｈ Ｗꎬ ＬＩ Ｍ Ｈꎬ ＺＨＵ Ｑꎬ ｅｔ ａｌ. Ｌａｂｅｌ￣ｆｒｅｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｐｒｏ￣
ｔｅｏｍｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍｉｌｋ ｆａｔ ｇｌｏｂｕｌｅ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｐｏｒｃｉｎｅ
ｃｏｌｏｓｔｒｕｍ ａｎｄ ｍａｔｕｒｅ ｍｉｌｋ [ Ｊ ] . Ｆｏｏｄ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ ２０２３ꎬ ４２６:
１３６４４７.

[３０] ＷＡＮＧ Ｙ Ｄꎬ ＬＡＮ Ｄ Ｌꎬ ＬＩＵ Ｓ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｓｔｒａｌ￣ｄａｔａ￣ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎ ｄｅｐｉｃｔｓ ｔｈｅ ｄｙｎａｍｉｃ ｌａｎｄｓｃａｐｅ ｏｆ ｍｉｌｋ ｆａｔ ｇｌｏｂｕｌｅ ｍｅｍ￣
ｂｒａｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｙａｋ ｃｏｌｏｓｔｒｕｍꎬｔｒａｎｓｉｔｉｏｎａｌ ｍｉｌｋꎬａｎｄ ｍａｔｕｒｅ ｍｉｌｋ
[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｄａｉｒｙ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ２０２５ꎬ１０８(９):９０９５￣９１１２.

[３１] ＣＡＯ Ｘ Ｙꎬ ＫＡＮＧ Ｓ Ｍꎬ ＹＡＮＧ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ Ｎ￣ｇｌｙｃｏｐｒｏ￣
ｔｅｏｍｉｃｓ ｏｆ ｍｉｌｋ ｆａｔ ｇｌｏｂｕｌｅ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｃｏｌｏｓｔｒｕｍ ａｎｄ ｍａ￣
ｔｕｒｅ ｍｉｌｋ ｒｅｖｅａｌｓ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ ｄｕｒｉｎｇ ｌａｃｔａｔｉｏｎ
[Ｊ] . Ｆｏｏｄ ＆ Ｆｕｎｃｔｉｏｎꎬ２０１８ꎬ９(２):１１６３￣１１７２.

[３２] ＨＡＮ Ｂ Ｓꎬ ＺＨＡＮＧ Ｌ Ｎꎬ ＺＨＯＵ Ｐ. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｍｉｌｋ ｆａｔ ｇｌｏｂｕｌｅ
ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｒｏｆｉｌｅ ａｍｏｎｇ ｂｏｖｉｎｅꎬｇｏａｔ ａｎｄ ｃａｍｅｌ ｍｉｌｋ ｂａｓｅｄ
ｏｎ ｌａｂｅｌ ｆｒｅｅ ｐｒｏｔｅｏｍｉｃ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ[Ｊ] . Ｆｏｏｄ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎ￣
ａｌꎬ２０２２ꎬ１６２:１１２０９７.

[３３] ＳＵＮ Ｙ Ｘꎬ ＷＡＮＧ Ｃ Ｎꎬ ＳＵＮ Ｘ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
ｍｉｌｋ ｆａｔ ｇｌｏｂｕｌｅ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｏｔｅｏｍｅ ｉｎ ｃｏｌｏｓｔｒｕｍ ａｎｄ ｍａｔｕｒｅ ｍｉｌｋ
ｏｆ Ｘｉｎｏｎｇ Ｓａａｎｅｎ ｇｏａｔｓ[ Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｄａｉｒｙ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ２０２０ꎬ１０３
(４):３０１７￣３０２４.

[３４] ＫＩＭ Ｊꎬ ＢＹＵＮ Ｉꎬ ＫＩＭ Ｄ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔａｒｇｅｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｄｉ￣
ｒｅｃｔｌｙ ｅｎｇａｇｉｎｇ ｌｙｓｏｓｏｍｅｓ ｏｒ ｐｒｏｔｅａｓｏｍｅｓ [ Ｊ] . Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｓｏｃｉｅｔｙ
Ｒｅｖｉｅｗｓꎬ２０２４ꎬ５３(７):３２５３￣３２７２.

[３５] ＰＩＥＲＯＮＩ Ｍꎬ ＭＯＯＮ Ｊ Ｃꎬ ＡＲＢＵＳＴＩＮＩ Ｅꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃａｒｄｉａｃ ｉｎｖｏｌｖｅ￣
ｍｅｎｔ ｉｎ ｆａｂｒｙ ｄｉｓｅａｓｅ ＪＡＣＣ ｒｅｖｉｅｗ ｔｏｐｉｃ ｏｆ ｔｈｅ ｗｅｅｋ[ Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ
ｏｆ ｔｈｅ Ａｍｅｒｉｃａｎ Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｃａｒｄｉｏｌｏｇｙꎬ２０２１ꎬ７７(７):９２２￣９３６.

[３６] ＧＡＯ Ｘ Ｌꎬ ＭＣＭＡＨＯＮ Ｒ Ｊꎬ ＷＯＯ Ｊ Ｇꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｅｍｐｏｒａｌ ｃｈａｎｇｅｓ
ｉｎ ｍｉｌｋ ｐｒｏｔｅｏｍｅｓ ｒｅｖｅａｌ ｄｅｖｅｌｏｐｉｎｇ ｍｉｌｋ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ[ Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ｐｒｏｔｅｏｍｅ Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ２０１２ꎬ１１(７):３８９７￣３９０７.

[３７] ＪＥＯＮＧ Ｊꎬ ＫＡＤＥＧＯＷＤＡ Ａ Ｋ Ｇꎬ ＭＥＹＥＲ Ｔ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｂｕｔｙ￣
ｒｏｐｈｉｌｉｎ １ａ１ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｍｏｕｓｅ ｒｅｖｉｓｉｔｅｄ:ａｂｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ｂｔｎ１ａ１ ｌｅａｄｓ ｔｏ
ｃｏｎｃｕｒｒｅｎｔ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ ａｎｄ ｒｅｎｅｗａｌ ｉｎ ｔｈｅ ｍａｍｍａｒｙ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ ｄｕｒ￣
ｉｎｇ ｌａｃｔａｔｉｏｎ[Ｊ] . ＦＡＳＥＢ ＢｉｏＡｄｖａｎｃｅｓꎬ２０２１ꎬ３(１２):９７１￣９９７.

[３８] ＬＩ Ｍ Ｏꎬ ＷＡＮ Ｙ Ｙꎬ ＳＡＮＪＡＢＩ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ￣ｂｅｔａ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｍｍｕｎｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ[ Ｊ] . Ａｎｎｕａｌ Ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ
Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙꎬ２００６ꎬ２４:９９￣１４６.
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