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摘   要：原料乳在投入生产前通常需 4 °C 冷藏，在这个过程中微生物的污染将造成冷藏原料乳

的变质。【目的】本文旨在分子水平上探究原料乳冷藏过程中微生物表达的差异蛋白质的动态变

化，为原料乳的冷藏提供理论支撑。【方法】利用 Label-free 技术研究原料乳 4 °C 冷藏 6 d 期间微

生物菌体蛋白质的物种来源、功能及参与通路，筛选差异蛋白质并对主要差异蛋白质参与的通路

进行富集，探究其变化规律。【结果】冷藏过程中共鉴定出 341 个微生物菌体蛋白质，其中冷藏 3 d
后产生的蛋白质占所有检出蛋白质的 60.12%。COG 及 KEGG 分析表明，蛋白质所体现的功能及

参与的通路随时间而变化。冷藏 4 d，参与糖酵解/糖异生、ABC 转运蛋白、氨基糖和核苷酸糖代

谢等通路的蛋白数量显著增加。随冷藏时间延长，相邻时间点差异蛋白质数目逐渐增多，且富集

在不同的通路中。【结论】冷藏过程中原料乳中的微生物所产生的蛋白质参与的通路及其所体现

的功能复杂，4 d 时的变化最为明显，或可作为原料乳质量控制的关键节点。 

关键词：原料乳；宏蛋白组学；差异蛋白 
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Metaproteomic analysis of microbial cells during cold storage 
of raw milk 
BIAN Yongxia, JU Ning*, GUO Rong, GOU Meng, WANG Yuanyuan 
College of Food and Wine, Ningxia University, Yinchuan 750021, Ningxia, China 

Abstract: Raw milk usually needs to be refrigerated at 4 °C before being put into production. In this 
process, microbial contamination will cause deterioration of the refrigerated milk. [Objective] To 
investigate the dynamic changes of differential proteins expressed by microorganisms during raw milk 
refrigeration and thereby to lay a theoretical foundation for raw milk refrigeration [Methods] 
Label-free technology was used to study the species origins and functions of microbial proteins during 
the 6-day cold storage of raw milk at 4 °C and the pathways involved, screen differential proteins, and 
explore the pathways of the main differential proteins to explore their changing laws. [Results] A total 
of 341 microbial proteins were identified during refrigeration, of which 60.12% were detected after   
3 days of freezing. The analysis of the cluster of orthologous groups (COG) of proteins and kyoto 
encyclopedia of genes and genomes (KEGG) suggested that the functions of the proteins and the 
pathways involved changed with time. The number of proteins involved in glycolysis/gluconeogenesis, 
ATP-binding cassette (ABC) transporter, amino sugar and nucleotide sugar metabolism increased 
significantly after 4 days of cold storage. The number of differential proteins at adjacent time points 
gradually increased over time, and different pathways were enriched for them. [Conclusion] The 
pathways involved in the proteins produced by microorganisms in raw milk during refrigeration and the 
functions are complex, with the most obvious changes on the 4th day, which may be a key time point 
for quality control of raw milk. 

Keywords: raw milk; metaproteomics; differential proteins 
 

原料乳在投入生产前通常需 4 °C 冷藏一段

时间(1–4 d)[1]，而冷藏无法完全抑制原料乳中微

生物的生长，其中嗜冷和适冷微生物所产生的一

系列酶对原料乳及乳制品会造成负面作用[2–5]。

近年来，研究者针对原料乳中的微生物多样性

进行了分析，发现虽受地理区域、季节、储藏

温度等因素的影响，但其中的微生物大多以假

单胞菌属、黄杆菌属、沙雷氏菌属、不动杆菌

属、明串珠菌属、乳球菌属、链球菌属、芽孢

杆菌属为主[6–9]。同时研究者针对乳中的主要致

腐微生物假单胞菌属的特性及检测方法进行了

重点研究[10–11]。然而，整个原料乳冷藏过程是

一个微生物与乳环境之间动态交互的过程，乳

中微生物的基因表达与代谢物之间相互影响密

不可分。只有了解冷藏过程中微生物与乳环境

如何相互影响，才能解释原料乳最终造成品质

劣变直至腐败的根本原因。目前关于这方面的

研究较少。宏蛋白组学是研究环境中微生物蛋

白质的集合[12]，对微生物蛋白水平的研究能够

提供宏基因组无法获取的信息[13–14]。该技术通

过质谱法采集特定环境条件下全体微生物蛋白

表达信息，探索微生物组成以及代谢方式，揭示

微生物与环境之间的相互关系。随着质谱技术的

发展及数据库信息的完善，宏蛋白组学已成为
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研究微生物群落时空表征的有效方法之一[15]。

本研究利用非标记(label-free)宏蛋白组学策略，

采用 LC-MS/MS 的方法对原料乳 4 °C 冷藏 6 d
期间的微生物菌体蛋白质进行相对定量分析，

从分子水平上表征原料乳冷藏过程中品质劣变

的本质。 

1  材料与方法 
1.1  原料乳的收集及预处理 

采集宁夏银川春天然乳业乳罐原料乳。经检

测，该牧场的原料乳体细胞数<2.0×105 个/mL，

菌落总数 <1.0×105 CFU/mL，蛋白质含量 >  

3.0 g/100 mL。严格遵循无菌操作采样，采样

后装入灭菌后的样品瓶中，并立即置于放有冰

袋的隔热背包中，2 h 内运回实验室，置于 4 °C

下冷藏。依据前期 Illumina Hiseq 宏基因组测

序平台的测序结果，取门水平物种丰度有显

著转折的时间点，即冷藏 0、1、3、4、6 d

时间点的原料乳样品，并进行原料乳微生物

菌体蛋白质组学分析。每个时间点取 3 个平

行样本。 

1.2  原料乳中微生物菌体蛋白质的提取及

肽段酶解 
每次取 37 mL 原料乳样品 120 000×g 超速

离心 30 min，沉淀加入 31 mL 预冷的 PBS 缓冲

液，重悬后再次 120 000×g 超速离心 30 min，
重复洗涤 3 次，以去除牛乳蛋白，按照 100 µg
沉淀添加 200 μL 的比例加入 SDT 裂解液，以

裂解菌体释放蛋白质，SDT 裂解液由 4%十二烷

基硫酸钠(SDS)，100 mmol/L Tris/HCl (三氨基甲

烷盐酸盐，pH=7.6)，0.1 mol/L 二硫苏糖醇(DTT)
制成；裂解后的蛋白粗提取液用 ProteoMinerTM 
Protein Enrichment Small-Capacity Kit 富集低丰

度蛋白，以消除牛奶中高丰度蛋白的影响。采

用 BCA 法进行蛋白质定量检测后，将富集的低

丰度蛋白采用 filter aided sample preparation 
(FASP)方法进行胰蛋白酶酶解。取 150 µg 蛋白

溶液，按照 FASP 方法进行处理后，加入 40 µL
胰蛋白酶缓冲液(Trypsin buffer) (0.665 4 µg 胰

蛋白酶 in 40 µL 100 mmol/L NH4HCO3)进行酶

解。酶解结束后，采用 C18 Cartridge 对肽段进

行脱盐，肽段冻干后加入 40 μL 0.1%甲酸溶液

复溶，利用紫外光吸收法进行肽段定量(OD280)。 

1.3  LC-MS/MS 数据采集   
样品采用纳升流速的 HPLC 液相系统 Easy 

nLC 进行分离。洗脱液 A 液为 0.1%甲酸水溶液，

B 液为 0.1%甲酸乙腈水溶液(乙腈为 84%)。色谱

柱以 95%的 A 液平衡，样品由自动进样器上样到

上样柱(Thermo Scientific Acclaim PepMap100，

100 μm×2 cm，nanoViper C18)，经过分析柱

(Thermo Science Easy column，75 μm×10 cm，

C18-A2)分离，流速为 300 nL/min。色谱分离后

用 Q-Exactive 质谱仪对样品进行质谱分析。 

1.4  原料乳微生物菌体蛋白质的鉴定和定

量分析 
获得质谱原始数据之后，采用三步法查库

策略，依照前期宏基因组实验得到的物种列表构

建的 NR 数据库进行分析，首先使用 X!Tandem 

2017.2.1.4 软件对数据库先后进行两次串联检

索，每次通过过滤的蛋白质整合成新的数据库，

作 为 下 一 轮 搜 索 用 数 据 库 ， 最 后 使 用

MaxQuant1.6.0.16 进行数据检索，设定参数：

enzyme 为 trypsin；max missed cleavage 设为 2；

固定修饰设定 Carbamidomethy C；可变修饰设

定 oxidation M。Protein FDR<0.01，peptides 

FDR<0.01，main search 设为 6 mg/L，first search

设为 20 mg/L。用无标记定量(label-free quantitative，
LFQ)值表征蛋白质丰度。 
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1.5  原料乳微生物菌体蛋白质的物种来源

分析 
利用前期宏基因组实验得到的物种列表建

成的数据库，对样本中蛋白质的物种组成进行

注释，去除非微生物蛋白。将注释到同一物种

条目下的所有唯一物种肽段的定量值之和作为

该物种的定量值，计算在各样本中该物种占所

有物种的相对丰度，以展现各时间点样本主要

的菌群及其占比和菌群结构变化。 

1.6  原料乳不同储存时间下的微生物菌体

差异蛋白质分析 
将原料乳冷藏期间微生物菌体蛋白质进行

前后两个时间节点差异蛋白变化比较，以差异

表达倍数大于 1.2 或小于 0.833，且 P<0.05 为标

准，筛选差异蛋白质，并对其进行 KEGG 代谢

通路富集。 

1.7  数据分析 
提取目标蛋白对应的 COG (cluster of 

orthologous groups of proteins)数据库 (http:// 
www.ncbi.nlm.nih.gov/COG/)注释信息，按照

COG 功能分类划分为 26 个 COG 功能类别，分

别统计每个 COG 功能类别注释到的目标蛋白

表达量强度总和，绘制堆积柱状图展示。采用

京都基因和基因组百科全书 (KEGG)数据库

(http://www.genome.jp/kegg/pathway.html) 对 所

有鉴定到的微生物蛋白及差异蛋白进行鉴定，

注释蛋白质参与的通路信息，对目标蛋白质集

合进行 KEGG 通路注释的富集分析。 

2  结果与分析 
2.1  原料乳中微生物菌体蛋白质肽段及蛋

白质的鉴定 
非标记(label-free)法是利用蛋白丰度和峰

面积或 MS/MS 质谱数的相关性来定量的一种

方法[16]，本研究利用非标记定量蛋白质组技术

从原料乳各个时间采样点获取的微生物蛋白中

共鉴定出 590 个肽段，利用这些肽段鉴定出冷

藏过程中对应的 341 个蛋白质。由 Venn 图   
(图 1)可知，5 个时间点样本中检测到的共同蛋

白质为 56 个。各时间点特有的蛋白质数量分别

为 1、7、5、21、184 个，冷藏后期微生物变化

较大，4 d (含 4 d)后样本中的蛋白质占所有检出

蛋白质的 60.12%。主成分分析图(图 2)的横纵

坐标分别表示变量与第一主成分、第二主成分

的相关系数。如图显示，样本组间差异大于组

内差异，说明实验稳定性较好。所有样本中，   
0 d 和 1 d 的样本较为接近，样本相似性较高，    
1 d 和 4 d 组间平行样本分离趋势较其他组大。 

2.2  原料乳微生物菌体蛋白质物种来源分析 
对所有样本中鉴定到的微生物菌体蛋白质

进行物种注释，结果如图 3 所示。原料乳中鉴定到

的微生物菌体蛋白质按占比高低依次来源于假单

胞菌属(Pseudomonas)、梭菌属(Clostridium)、乳 
 

 
 
图 1  冷藏期间原料乳各取样时间点微生物蛋白数

量 Venn 图 
Figure 1  Venn diagram of microbial protein quantity 
at each sampling time point of raw milk during 
refrigeration. 
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图 2  冷藏期间原料乳各取样时间点微生物蛋白样

本主成分分析图 
Figure 2  Principal component analysis of microbial 
protein samples at each sampling time point of raw 
milk during refrigeration. 

球菌属(Lactococcus)、不动杆菌属(Acinetobacter)、

分 枝 杆 菌 属 (Mycobacterium) 、 乳 杆 菌 属

(Lactobacillus)、黄杆菌属(Flavobacterium)、肠

球菌属(Enterococcus)、链球菌属(Streptococcus)、

环丝菌属(Brochothrix)和无浆体属(Anaplasma)。 

随时间变化来源于不同菌属的蛋白质相对丰

度的变化如图 4 所示。整个冷藏过程中相对丰度较

高的蛋白质主要来源于假单胞菌属(Pseudomonas)、

梭菌属(Clostridium)、黄杆菌属(Flavobacterium)

以及环丝菌属(Brochothrix)。假单胞菌属蛋白质

相对丰度在整个过程中始终占据主要地位

(38.39%–42.41%)，冷藏储存 4 d 时达到最高，为

42.41%。来源于梭菌属的蛋白质相对丰度在冷藏

过程中占比幅度为 19.61%–27.57%，其中冷藏 1 d 

 

 
 
图 3  冷藏期间原料乳各取样时间点微生物菌体蛋白注释结果图 
Figure 3  Graph of microbial protein annotation results for each sampling time point of raw milk during 
refrigeration. 
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图 4  各时间点样本中主要的蛋白质物种菌群及其占比图 
Figure 4  Main protein species and their proportion in the samples at each time point. 
 
时相对丰度最低为 19.61%。黄杆菌属和环丝菌

属表达的蛋白质相对丰度总体呈下降趋势，分

别从冷藏初期的 15.91%和 9.20%降至冷藏末期

的 10.98%和 6.15%，特别是，黄杆菌属表达的

蛋白质在 4 d 时有明显的下降，从 16.07%降至

11.32%。另外，初始阶段含量极少的乳球菌属

与链球菌属表达的蛋白质在冷藏末期(6 d)有一定

幅度的提升，分别从 0.02%和 0.64%升至 3.22%
和 2.74%。 
2.3  原料乳微生物菌体蛋白质的 COG 分析 

将鉴定得到的蛋白质和 COG 数据库进行

比对分析，如图 5 所示。所有样本共注释到 22 个

条目，其中，对应着未知功能(function unknown)
的 S 条目蛋白质数目最多，5 个时间点分别有：

35、36、32、42 和 38 种蛋白质，这意味着原

料乳中大部分微生物菌体蛋白质的功能是未知

的。除此之外，蛋白质数目前五名的功能条目

为 L、G、K、J、E，分别对应着复制(replication)，
重 组 和 修 复 (replication ， recombination and 
repair)、碳水化合物的运输和代谢(carbohydrate 
transport and metabolism)、转录(transcription)、

翻 译 ， 核 糖 体 结 构 和 生 物 发 生 (translation, 
ribosomal structure and biogenesis)、氨基酸转运

和代谢(amino acid transport and metabolism)，即

冷藏过程中的微生物蛋白主要执行着信息存储

与处理和代谢相关的功能。大多数条目下的蛋

白质在冷藏过程中变化不大，而执行氨基酸转

运和代谢功能、翻译，核糖体结构和生物发生

这两种功能的蛋白质数量分别从 3 d 的 13、14 个

增加至 4 d 的 21、25 个，上升幅度较大，说明

冷藏 4 d 乳体系中微生物的基因表达发生了较大

改变。 
参与不同功能条目的蛋白质相对丰度如 

图 6 所示，在原料乳整个冷藏过程中，执行 M、

P、K、S、E 这些功能的微生物蛋白质始终保持

较高的相对丰度。这些条目分别对应着细胞壁/
膜/包膜生物发生(cell wall/membrane/envelope 
biogenesis)、无机离子的运输与代谢(inorganic ion 
transport and metabolism)、转录(transcription)、未

知功能(function unknown)和氨基酸转运和代谢

(amino acid transport and metabolism)。其中，参

与细胞壁/膜/包膜生物发生、氨基酸转运和代谢 
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图 5  原料乳微生物菌体蛋白质 COG 功能分类图 
Figure 5  Functional classification map of raw milk microbial protein COG. B: chromatin structure and 
dynamics; C: energy production and conversion; D: cell cycle control, cell division, chromosome partitioning; 
E: amino acid transport and metabolism; F: nucleotide transport and metabolism; G: carbohydrate transport 
and metabolism; H: coenzyme transport and metabolism; I: lipid transport and metabolism; J: translation, 
ribosomal structure and biogenesis; K: transcription; L: replication, recombination and repair; M: cell 
wall/membrane/envelope biogenesis; N: cell motility; O: posttranslational modification, protein turnover, 
chaperones; P: inorganic ion transport and metabolism; Q: secondary metabolites biosynthesis, transport and 
catabolism; S: function unknown; T: signal transduction mechanisms; U: intracellular trafficking, secretion, 
and vesicular transport; V: defense mechanisms; W: extracellular structures; Z: cytoskeleton. 

 

 
 

图 6  原料乳微生物菌体蛋白质 COG 分布比例图 
Figure 6  Distribution ratio of raw milk microbial protein COG. Note is the same as Figure 5. 
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及功能未知的微生物蛋白质在冷藏中始终保持

着较多数目和较高丰度。这说明，乳环境中微

生物群落的抗逆性能在不断增加快速适应变换

的环境[17]。值得关注的是，冷藏 4 d，参与细胞

壁/膜/包膜生物发生功能的蛋白质相对丰度有

明显的降低(30.48%–24.61%)；参与未知功能的

蛋白质相对丰度总体保持上升趋势，在冷藏 4 d
有明显的跃增(10.18%–14.05%)。 
2.4  原料乳微生物菌体蛋白质 KEGG通路

分析 
为了探究微生物基因表达对原料乳的影

响，对所检测到的微生物菌体蛋白质进行

KEGG 通路注释。这些微生物蛋白质参与的通

路主要有核糖体 (ribosome)、糖酵解 /糖异生

(glycolysis/gluconeogenesis)、群体感应 (quorum 
sensing)、双组分系统(two-component system)、
HIF-1 信号通路 (HIF-1 signaling pathway)和
ABC 转运蛋白(ABC transporters)等，在冷藏各

阶段蛋白质数目变化如图 7 所示，许多代谢通

路在冷藏 4 d 时，参与的微生物蛋白数目有明

显上升，与群体感应(quorum sensing)通路相关

的蛋白质在冷藏 4 d 出现，数目从 4 d 时的    
7 个最终上升至 6 d 时的 15 个。ABC 转运体代

谢通路与 HIF-1 信号通路的蛋白质数目也呈

上升趋势，在 4 d 时上升幅度较大，分别从      
3 d 的 3 个、2 个升至 4 d 的 8 个、10 个。参与

这些通路的蛋白质数目的明显变化说明冷藏 4 d
有可能是原料乳中微生物作用的一个关键时间

节点。 
对所有定量到的微生物蛋白质相对丰度进

行 KEGG 注释分析如图 8 所示，相对丰度排名

前三的代谢通路为氨基糖和核苷酸糖代谢、

ABC 转运蛋白和双组分系统。其中参与氨基糖

和核苷酸糖代谢通路的蛋白质相对丰度前 3 天

变化并不显著，第四天出现大幅度下降(30.04%
降至 23.89%)；参与 ABC 转运蛋白通路的蛋白

质相对丰度在第三天有小幅度的增加(7.89%升

至 8.58%)；参与双组分系统代谢通路的蛋白质 
 

 
 
图 7  原料乳冷藏过程中微生物菌体蛋白质参与 KEGG 通路数目变化分析图 
Figure 7  Analysis of changes in the number of microbial proteins involved in the KEGG pathway during the 
cold storage of raw milk. 
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图 8  原料乳冷藏过程中微生物菌体蛋白质 KEGG Pathway 分布比例图 
Figure 8  Distribution ratio of microbial protein KEGG Pathway during raw milk refrigeration. 
 
相对丰度在冷藏过程中持续波动，在冷藏 4 d
时最高占 8.58%。淀粉和蔗糖代谢(starch and 
sucrose metabolism)、碳水化合物的消化吸收代

谢通路(carbohydrate digestion and absorption)在
原料乳冷藏过程中也占有重要作用，且这  两
条代谢通路相对丰度总体呈下降趋势，从冷藏

初期的 4.95%和 4.96%降至冷藏末期的 3.64%和

3.62%。 
2.5  原料乳冷藏过程中微生物差异表达蛋

白质功能的通路富集 
为探究原料乳冷藏过程中差异蛋白质的动

态变化，将原料乳冷藏时间进行前后 2 个时间

节点差异蛋白变化比较，以差异表达倍数大于

1.2 或小于 0.833，且 P<0.05 为标准，筛选差异

蛋白质。结果如表 1 所示，随着冷藏时间延长，

与前一时间点相比，各时间点差异蛋白质数目

逐渐增多，差异蛋白质富集在不同的通路中。 

对原料乳冷藏过程中 4 个比较组的差异表

达蛋白进行了综合分析，结果表明，根据筛选标

准，共产生了 21 个差异蛋白质，大部分差异蛋

白质在冷藏 4 d 后产生，变化多样且大多数功能

未知。已知的差异蛋白富集在氨酰基-tRNA 生物

合成、群体感应、半乳糖代谢、病毒致癌作用和

酒精中毒等通路。其中，冷藏 0–1 d 的差异蛋白

富集在氨基酰 -tRNA 的生物合成通路，氨基    
酰-tRNA 是蛋白质生物合成的中间转运产物，

为蛋白质生物合成提供原料[18]；冷藏 3–4 d 时差

异蛋白通路富集在群体感应和半乳糖代谢上；

冷藏 6 d 后原料乳的差异蛋白检出最多，这些

蛋白富集通路集中在一些与人类疾病相关的微

生物蛋白，如病毒致癌作用和酒精中毒。值得注

意的是，所检出的 21 个差异蛋白中有 9 个未检

测到 KEGG 富集通路，这说明这些蛋白所参与

的具体通路尚不清晰，有待进一步研究。 
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表 1  冷藏过程中不同时间差异表达蛋白质鉴定结果 
Table 1  Identification results of differentially expressed protein during cold storage 
Comparison 
group 

Protein IDs Difference protein description Change Species origin of protein 
KEGG enrichment 
pathway 

1 d/0 d WP_058790836.1 Tyrosine-tRNA ligase Up Pseudomonas 
psychrotolerans 

Aminoacyl-tRNA 
biosynthesis 

WP_133442427.1 Septum formation initiator 
family protein 

Up Lactobacillus sp. HSLZ-75  

3 d/1 d WP_026727825.1 Pyridoxal phosphate-dependent 
aminotransferase 

Up Flavobacterium 
denitrificans  

 

WP_080062998.1 Chemotaxis protein CheA Up Clostridium hungatei  
WP_087674308.1 Translation elongation factor 

EF-1 subunit alpha 
Up Pseudomonas syringae  

4 d/3 d WP_079505296.1 Elongation factor Tu Up Lactococcus piscium Quorum sensing 
WP_053579372.1 MULTISPECIES: 50S 

ribosomal protein L7/L12 
Up Acinetobacter Galactose 

metabolism 
WP_103230885.1 actin, cytoplasmic 2 Down Clostridium sp. chh4-2  

6 d/4 d WP_003138831.1 MULTISPECIES: cold-shock 
protein 

Up Lactococcus Viral 
carcinogenesis 

WP_103230885.1 Actin, cytoplasmic 2 Up Clostridium sp. chh4-2 Alcoholism 
WP_079864572.1 Hypothetical protein Up Acinetobacter baumannii  
WP_019781240.1 Galactose-6-phosphate 

isomerase subunit LacB, partial 
Down Streptococcus sobrinus  

WP_129751688.1 Hypothetical protein Down Flavobacterium beibuense  
WP_133442427.1 Septum formation initiator 

family protein 
Down Lactobacillus sp. HSLZ-75  

WP_029161742.1 Transporter Down Clostridium scatologenes  
WP_058790836.1 Tyrosine-tRNA ligase Down Pseudomonas psychrotolerans  
PZQ37592.1 RNA polymerase subunit sigma Down Pseudomonas putida  
EUJ34615.1 Monovalent cation/H+ 

antiporter subunit A 
Down Brochothrix thermosphacta   

WP_109833933.1 TypeⅠglyceraldehyde- 
3-phosphate dehydrogenase 

Down Lactococcus piscium  

WP_057740323.1 Glyoxalase Down Lactobacillus alimentarius  
WP_079505296.1 Elongation factor Tu Down Lactococcus piscium  

 
3  讨论 

原料乳在加工前的冷藏期间其中的微生物

多样性是使乳中代谢物和蛋白组成变化的重要

原因，这些变化影响着原料乳的理化性质。微

生物产生的蛋白质(酶)在原料乳冷藏过程中发

挥重要作用，因此，明确原料乳微生物结构，

了解冷藏过程中涉及的微生物群和蛋白质的作 

用，对乳制品的生产具有重要的指导意义。本

实验室前期针对冷藏过程中的原料乳微生物多

样性进行了研究，然而这些微生物在冷藏各个

阶段的基因表达情况及所发挥的作用尚不明

晰。宏基因组学研究能够发现微生物群落中潜

在基因的功能[19]，宏转录组学可对基因表达和

活性的程度进行较为深入的了解[20]，但其细胞定

位与活动调节是发生在蛋白质水平上的，因而，
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转录组与蛋白质组得到的信息往往大不相同[21]。 
本研究采用的非标记(label-free)定量法测

定了原料乳冷藏过程中乳环境的微生物菌体蛋

白质，在微生物的蛋白提取方法上，首先对原

料乳样品进行了超速离心，且对裂解后的蛋白

粗提取液用 ProteoMinerTM Protein Enrichment 
Small-Capacity Kit 富集低丰度蛋白(ProteoMinerTM

技术是一种样品制备工具，通过使用一个高度

多样化的基于珠子的组合肽配体文库来完成，

当复杂的生物样品应用到珠上时，高丰度的蛋

白质饱和其高亲和力的配体，多余的蛋白质被

冲走)，在后期数据分析时，以宏基因实验结果

为参考，针对已测定微生物的基因组数据进行

检索，这种操作方法基本保证所分析的蛋白是

来自原料乳中的微生物蛋白。研究结果表明，

原料乳在 4 °C 冷藏 6 d 的过程中，60.12%微生

物细胞的菌体蛋白在冷藏的 4 d 及 4 d 后产生；

COG 分析发现，与氨基酸转运和代谢功能、翻

译，核糖体结构和生物发生功能相关的蛋白质

在 4 d 时数量显著增加；在 KEGG 分析中发现，

参与糖酵解/糖异生、ABC 转运蛋白、氨基糖和

核苷酸糖代谢等通路的蛋白数量在冷藏 4 d 后

均出现了显著变化，因此，4 d 或可作为原料乳

冷藏的关键时间点。 
本实验前期进行的宏基因组研究结果表

明，原料乳在 4 °C 冷藏期间，其中的优势微生

物为不动杆菌属、链球菌属、无浆体属、假单胞

菌属等[22]，然而，通过对在整个原料乳冷藏过

程中作为这些微生物活动的主要体现者——蛋

白质(酶)的分析显示，除假单胞菌属外，其余优

势微生物却始终保持较低丰度(<3%)，这也从侧

面反映了微生物群落中虽然某些种类的微生物

占据数量优势，但其参与代谢活动的基因表达

量并不一定占据优势，该结果与吴重德等的[23]

观点一致，即使是同一生物因受环境等因素的

影响，其所表达的蛋白质也可能有所不同。在通

常情况下，生物的基因组是少量表达的，而且因

受到生物生存环境及内在状态变化的影响，表达

的基因类型及表达程度会表现出较大的差别，并

且这种差别存在着严格调控的时空特异性[24–25]。 
对原料乳冷藏过程中的微生物菌体蛋白质

进行 COG 功能分析发现，冷藏 4 d 时，执行氨基

酸转运和代谢的微生物蛋白数量从 3 d的 13个增

加至 21 个。结合宏基因检测结果分析[26]，此时乳

球菌属的相对丰度从 3 d 的 4.54%增加至 10.67%，

成为优势菌属。有研究表明乳球菌属可参与蛋

白质水解，将氨基酸转化为风味化合物[27]，因

此，氨基酸转运和代谢功能的提升可能是乳球

菌属适应乳环境并在原料乳中分泌了一些蛋白

质，参与分解代谢乳中蛋白质的表现。宏基因

组分析结果显示从 4 d 起，假单胞菌属不再是

优势菌属(从 3 d 的 13.57%降至 3.97%)，但冷藏

整个阶段所检测到的假单胞菌属的蛋白质占比

却一直很高(图 4)，说明这类嗜冷微生物在冷藏

过程中其代谢活动一直表现活跃。除此之外，

分析显示与细菌细胞壁/膜/包膜生物发生、转录

等微生物生存所必需功能相关的蛋白质在冷藏

过程数目也相对较多，相对丰度也较高。有研

究表明，微生物细胞壁、膜的产生与变化能够

感知冷刺激，使微生物更好的适应环境[28–29]。

这说明原料乳中的微生物在储存器的低温环境

下也在不断努力适应着低温的环境。 
对冷藏过程中的微生物菌体蛋白质进行

KEGG 通路分析显示，参与群体感应通路的蛋

白数量在 4 d 时显著增加。群体感应是细菌细

胞间通过对自诱导物浓度的感知，调节细菌行

为和基因表达的一种现象[30]，并在调控细菌生

物被膜的形成过程中起重要作用。而在有关原

料乳嗜冷菌致腐潜力的研究中发现细胞生物被

膜的形成是菌群数量增加的主要原因[6,31]，因此
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可以推断群体感应调控生物被膜形成对此阶段

嗜冷微生物的迅速增长发挥了重要作用。此外，

本研究中发现，原料乳冷藏 4 d 时参与 ABC 转

运蛋白数目增加。ABC 转运蛋白是一类跨膜运

输蛋白家族，在生物体内参与多种物质的转运

积累、有害物质解毒等生理活动[32]。有研究指

出 ABC 转运蛋白能够促进氨基酸、糖类等营养

物质的跨膜运输，同时也可将不利于细胞生长

的物质排出胞外，进而减轻细胞生长负荷，促

进细胞生长 [33]。因此，冷藏原料乳中微生物

ABC 转运蛋白的增加有助于调节细胞膜的通透

性，提高微生物对原料乳底物的利用程度，增

强对乳环境的适应性。另外，在原料乳冷藏的

整个过程中，与双组分系统相关的蛋白数量保

持稳定且具有较高的相对丰度。双组分系统是

细菌中广泛存在的信号转导途径，并能与组氨

酸激酶协同以调控细菌生物被膜的形成，其在

适应环境变化方面起着重要作用[34]。总体来看，

虽然冷藏过程中微生物种类和数量发生着变

化，但通过群体感应、ABC 转运蛋白及双组分

系统来适应乳环境的变化，增强其抗逆性，是

造成冷藏原料乳复杂体系中微生物存在并不断

演替的重要原因。  
宏蛋白组学技术已经应用于多种环境微生

物群落的研究中，如人体肠道 [35]、发酵食     
品[36–37]、土壤[38]、海洋[39]中微生物区系变化。

在宏蛋白质组学研究中一个相当大的挑战是蛋

白质推断，它直接影响分类和功能注释，最好

是通过彻底的宏基因组测序和注释获得的参考

蛋白质组来分析和解释所获得的质谱数据。本

研究虽然是在前期宏基因组学的研究基础上开

展[22,26]，但无论是对所检测到的蛋白质还是各

阶段差异蛋白质所参与的 KEGG 通路的富集，

仍有相当大部分信息是未知的。这与宏蛋白组

学应用于乳制品加工的研究缺乏，数据库中可

参考信息有限有关，本实验采用的 label-free 定

量方法通常依赖于每个蛋白质光谱匹配的数

量，肽检测的缺乏也确实影响了定量工作，这

也是检测方法的局限性对实验结果的影响。另

外，受到微生物样本的异质性和复杂性以及缺

乏标准化蛋白质样本的影响，使微生物样本中

细微变化的量化变得复杂[40–41]。本文只是对原

料乳中微生物菌体细胞的蛋白质组进行了分

析，但对于原料乳在储存期间原料乳中的微生

物所分泌的蛋白的宏蛋白质组的分析，目前还

缺少有效的方法，还难以进行分析，这也为探

索原料乳这种高丰度蛋白存在下的低丰度微生

物蛋白提供了相关研究思路。 
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