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牛乳清蛋白的合成生物学研究进展
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摘要：牛乳清蛋白约占牛乳中总蛋白质质量的 20%，因其较高的营养价值和多功能性，在食品工业中被广泛

应用，市场需求巨大。但国内在牛乳清蛋白生产方面存在原料不足、缺乏高效分离技术等问题。传统生产

方式不仅复杂，而且伴随严重的“三废”污染。利用合成生物学技术，通过建立微生物细胞工厂，能够实现食

品蛋白质的大量合成。目前，这种异源蛋白质表达方法已逐渐用于牛乳清蛋白的生产。作者概述了牛源

β-乳球蛋白和 α-乳白蛋白的功能与应用，介绍了当前利用各种表达系统进行生物合成的现状，并对未来优化

底盘细胞、开发更高效的表达元件，从而实现牛乳清蛋白的工业化生产进行了展望。
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Abstract: Bovine whey protein accounts for about 20% of the total protein mass in cow’s milk. With its rich 

nutritional value and multifunctionality, it is widely applied in the food industry and has substantial market 

demand. However, domestic production of bovine whey protein faces challenges such as insufficient raw 

materials and a lack of efficient separation technologies. Traditional production methods are complex and 

generate significant "three wastes" pollution. Recent advancements in synthetic biology have enabled the 

construction of microbial cell factories for the large-scale synthesis of food proteins. Currently, this heterologous 

protein expression technology has been gradually applied to bovine whey protein production. The functions and 

applications of bovine β-lactoglobulin and α -lactalbumin are outlined, the current status of biosynthesis using 

various expression systems is described, and the future optimization of chassis cells and development of more 

efficient expression components for the industrial production of bovine whey proteins are envisioned.
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随着中国经济的发展，现代人的膳食与生活

观念发生了显著转变，膳食结构从过去的粗茶淡

饭逐渐转向“低糖、低脂、高蛋白质”的膳食黄金法

则。蛋白质作为构成人体细胞组织、参与生命活

动的重要营养成分，来源广泛，包括畜肉、水产、乳

制品、蛋制品，以及用大豆、豌豆制成的植物肉［1］。

其中乳制品约占蛋白质消费总量的 10%，仅次于

谷物（40%）和肉类（18%），是第三大蛋白质来

源［2］。乳制品中不仅含有人体生长发育所需的氨

基酸，且消化率高达 98%～100%，远超植物蛋白，

因此乳制品是人类膳食结构中重要的蛋白质

来源。
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按照当前的人口增长速度，预计未来 30 年全

球粮食系统还需要增加 30%~50% 的蛋白质产量，

以满足接近 100亿人口的需求。然而，传统农牧业

方式中，家畜的生长周期通常需要数月至数年，农

作物的生长周期通常也需要数周或数月，导致蛋

白质的供给速率相对缓慢，还面临环境污染、成本

高昂、土地和水资源过度消耗等问题。因此，为了

满足不断增长的蛋白质需求，必须探索新型蛋白

质来源。

近年来，替代蛋白质逐渐受到人们的重视。

植物来源的乳蛋白替代物已取得实质性进展，质

量也在不断提升。然而，这类替代蛋白质在营养

价值上仍无法与传统动物乳蛋白相媲美，无法提

供完全一致的营养素或氨基酸特征，且口感上也

存在一定差距。随着合成生物学的发展，通过构

建细胞工厂表达乳蛋白成了应对这些问题的有效

途径。

1　牛乳清蛋白应用现状

牛乳中富含多种人体所需的蛋白质，主要分

为酪蛋白和乳清蛋白。乳清蛋白约占牛乳中总蛋

白质质量的 20%，包括 β-乳球蛋白、α-乳白蛋白、

牛血清蛋白、乳铁蛋白等。这些乳清蛋白广泛应

用于焙烤食品、酸奶、干酪、配方食品中，是重要的

食品基料［3］。

1.1　牛源 β-乳球蛋白功能及应用现状

牛源 β-乳球蛋白是乳清中含量最丰富的蛋白

质，占乳清蛋白质量的 48%~68%。其相对分子质

量约为 18 400，等电点（pI）为 5.2，主要以二聚体的

形式存在，由非共价键连接 2 个单位亚基，包含

162个氨基酸，其中包括缬氨酸、异亮氨酸、亮氨酸

等多种支链氨基酸和必需氨基酸，具有较高的营

养价值［3］。

β-乳球蛋白在食品工业中应用广泛。如在瞬

时超高温灭菌奶的贮藏过程中，胶凝现象可能会

影响奶产品的货架期，而添加 β-乳球蛋白能够延

缓胶凝的发生［4-5］。利用这一特性，变性的 β-乳球

蛋白可用于酸奶生产，能形成比普通酸奶多 6~

10 倍的凝脂，从而提升产品质量。β-乳球蛋白富

含必需氨基酸和支链氨基酸，是乳清蛋白中半胱

氨酸和甲硫氨酸的主要来源，因此可添加到蛋白

质强化饮料中。β-乳球蛋白的疏水结构使其可结

合脂溶性维生素和脂肪酸，从而提高这些分子的

转运效率，促进机体的吸收［6］。

1.2　牛源 α-乳白蛋白功能及应用现状

牛源 α -乳白蛋白占乳清蛋白质量的 20%~

25％，占牛乳总蛋白质质量的 2%~3%。作为一种

钙结合球蛋白，α -乳白蛋白结构紧密，前体肽由

142 个氨基酸残基组成，其中前 19 个氨基酸为信

号肽。成熟的 α-乳白蛋白包含 123个氨基酸残基，

含有 8 个半胱氨酸，通过 4 个二硫键连接，相对分

子质量约为 14 000，pI 为 4~5［7］。不同哺乳动物的

α-乳白蛋白氨基酸序列存在差异，物种亲缘性越

低，差异越大。而牛源 α-乳白蛋白与人乳中 α-乳

白蛋白的氨基酸序列相似性高达 76%。牛源 α-乳

白蛋白富含色氨酸和半胱氨酸等必需氨基酸，具

有极高的营养价值。

α-乳白蛋白是多种必需氨基酸（如色氨酸、赖

氨酸、半胱氨酸）及支链氨基酸（如亮氨酸、异亮氨

酸、缬氨酸）的重要来源。色氨酸能够提高机体免

疫能力，促进 5-羟色胺和褪黑素的合成，从而调节

神经系统的中枢安定效应［8-9］。研究表明，增加

α-乳白蛋白的摄入可明显改善婴儿的安静睡眠期

和睡眠潜伏期［8］。同时，α-乳白蛋白还可以提供血

管紧张素转换酶 -I 抑制剂、抗菌肽等生物活性

肽［10］。在乳清蛋白中，α-乳白蛋白作为 Ca2+结合载

体，还能够与 Zn2+等其他金属离子结合，促进微量

元素的吸收，增强机体及细胞的免疫功能及吞噬

细胞的吞噬能力。研究显示，α-乳白蛋白具有改

善肠道菌群的潜力，对婴儿肠道中的双歧杆菌具

有促进增殖作用，表现出类似益生元的功能；且添

加 α-乳白蛋白的配方乳粉可有效降低婴儿肠道不

适 的 发 生 率 ，使 喂 养 效 果 更 加 接 近 母 乳 喂

养［8，11-13］。此外，在运动饮料中添加 α-乳白蛋白能

够有效维持血红蛋白的水平，提高体能、缓解疲

劳，在维持肌肉微结构方面也展现出一定效果［14］。

2　牛乳清蛋白分离制备及存在的问题

尽管 β -乳球蛋白和 α -乳白蛋白应用前景广

阔，市场需求量大，但我国在乳清蛋白分离和生产

方面几乎处于空白状态，极度依赖进口［15］。产生

这一现状的原因主要在于国外在生产干酪的同时

产生大量副产物乳清，进而通过多级膜、色谱和萃

取等集成技术分离 α-乳白蛋白，成本低且技术成
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熟［6］。相比之下，国内缺少乳清蛋白原料，如果从

鲜奶中直接分离 β-乳球蛋白和 α-乳白蛋白，缺少

牛乳蛋白全组分分离技术，同时存在干扰成分多、

副产物浪费、成本过高等问题。例如，牛乳中部分

蛋白质的 pI、相对分子质量相近，蛋白质之间易相

互交联，难以获得高纯度的蛋白质基料；此外，如

果无法同时有效分离和纯化牛乳中的酪蛋白、乳

糖、矿物盐等成分，必然导致资源浪费；牛乳蛋白

质量分数受奶牛营养摄入、肠道微生物组成、血液

中氨基酸浓度等较难直接调控的因素影响［16］；同

时，从传统畜牧业获得的牛乳中提取乳清蛋白，会

产生大量温室气体，对环境造成负担。因此，直接

从牛乳中提取乳清蛋白存在诸多难题，难以应用

一种成熟的技术进行工业化生产。为解决这些问

题，人们尝试通过微生物细胞工厂生产乳清蛋白，

作为一种潜在的替代方案解决当前技术的局

限性。

3　牛乳清蛋白的合成生物学研究现状

合成生物学遵循“自下而上”的理念，结合工

程与计算科学的原理，重新设计并优化生命系统，

通过“设计-构建-检测-分析”这一科学闭环过程，

实现高效合成。通过合成生物学制备牛乳清蛋

白，不仅可以减少传统畜牧业对资源的过度消耗，

减轻对环境的压力，同时可缓解因过量摄入动物

蛋白带来的健康问题［2］。目前，已有研究者以牛

乳铁蛋白基因为模板 ，经过密码子优化后 ，以

pPIC9K 为表达载体，构建重组表达载体转入毕赤

酵母中，成功实现了牛乳铁蛋白的异源高效表

达［17］。因此，作者对 β-乳球蛋白和 α-乳白蛋白的

异源表达研究进展进行了综述。

3.1　β-乳球蛋白异源生物合成现状

3.1.1　利用原核表达系统合成 β-乳球蛋白　

大肠杆菌作为使用最广泛的蛋白质表达系

统，具有繁殖周期较短、培养过程简单、遗传背景

清晰、基因表达易于控制的特点，可通过大量试验

进行单个蛋白质的低成本、大规模表达［18-19］。

目前已有许多研究者成功利用大肠杆菌表达

β-乳球蛋白，技术也较为成熟。大肠杆菌 DH5α 是

一种免疫缺陷型诱变菌株，无法在外源 DNA 入侵

时利用限制性内切酶将其剪切，是常用的基因工

程宿主菌，目前也常用于质粒的克隆等。早在

1996 年 ，Chatel 等［20］就 利 用 IPTG 诱 导 pTTQl

8βlac.7.7.1 质粒，在大肠杆菌 DH5α 中成功表达了

β-乳球蛋白，表达量为 5~10 mg/L。3 年后，Chatel

等［21］又利用 2 种寡聚核苷酸在 BLG 的 N 端和 C 端

分别添加 BamH 1 和 Xho 1 位点，将 β-乳球蛋白基

因扩增到 pET26 质粒中，在大肠杆菌 BL21 中成功

表达 β -乳球蛋白并表征了其结构 ，表达量为

670 ng/μg（以总蛋白质质量计）。Ariyaratne 等［22］

将 β-乳球蛋白基因克隆到 pTrxFus载体中，转化至

E.coli G1724 感受态细胞，以融合蛋白形式成功表

达，表达量为 15 mg/L。有研究者利用 pET21a 载

体在 E. coli DE3 菌株中表达 β-乳球蛋白，表达量

为 109 mg/g（以湿菌质量计），并探究了位于 121位

的半胱氨酸对 β -乳球蛋白结构的影响［23］。Loch

等［24］利用 pETDuet-1载体在 E. coli Origami B 菌株

中表达 β-乳球蛋白，产生 30~40 mg/L 的功能性重

组 β-乳球蛋白。该研究将 L1A/I2S 突变引入蛋白

质序列，从而获得了可溶性蛋白质。此外，李建杰

等［25］提取牛乳腺细胞 RNA 后，首先进行 RT-PCR

得到 β-乳球蛋白片段，再利用 pET-32a载体构建重

组表达质粒，转化至 E.coli Origami，经 IPTG 诱导

后，采用 Western blot确定 β-乳球蛋白的表达量可

以达到 350 mg/L。

乳酸菌广泛应用于食品加工和保存，同时也

可以作为蛋白质异源表达的宿主。Hazebrouck

等［26］在干酪乳杆菌中利用乳杆菌素诱导质粒系

统，在 β-乳球蛋白 N 端融合乳球菌信号肽 SPUSP45，

构建 pCYT 质粒和 pSCE 质粒，并转化至干酪乳杆

菌 BL23，最终 β-乳球蛋白的表达量达到 27 μg/L。

虽然大肠杆菌等原核表达系统能够用于 β-乳

球蛋白的生物合成，但其产量较低，仅够支撑科学

研究用途，尚无法满足食品生产的需求。由于大

肠杆菌是原核生物，一般缺乏成熟的翻译后修饰

系统，蛋白质的加工修饰体系不完善，会导致表达

的真核蛋白质不能正确折叠或生物活性降低；异

源蛋白质表达产物，尤其是相对分子质量较大的

蛋白质，难以进行正确的折叠。大肠杆菌表达的

目的蛋白质常以包涵体形式存在，较难分离纯化。

因此大肠杆菌表达系统仍存在一定缺陷。

3.1.2　利用真核表达系统合成 β-乳球蛋白　

酵母是一种常用于异源重组蛋白表达的宿主

系统。其培养简单、成本低、蛋白质表达量高且具
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有多种细胞器，能够通过翻译后的加工修饰来提升

蛋白质生物活性。且不含毒素，无须加入抗生素等

不利于蛋白质表达的物质。与昆虫或哺乳动物细

胞相比，更易于大规模培养，因此常被用于异源重

组蛋白的表达［27］。此外，酵母菌能在较高的细胞密

度下持续发酵，这使其适于工业化生产。在众多酵

母种类中，酿酒酵母和毕赤酵母是最常用的菌株。

毕赤酵母相比于酿酒酵母的表达产物活性更高，更

适用于高等真核生物基因的表达［28］。

酿酒酵母是最早用于异源蛋白质表达的真

核细胞，目前已成为重要的模式生物，并已完成

全基因组测序，常用于表达在大肠杆菌中不能很

好生产、具有折叠问题或需要翻译后修饰的重组

蛋白。已有利用酿酒酵母制成的胰岛素、乙型肝

炎表面抗原等产品。如表 1 所示，Totsuka 等［29］将

编码 β -乳球蛋白的 cDNA 全编码区插入酵母表

达 载 体 pYG100 的 酵 母 甘 油 醛 -3- 磷 酸 脱

氢酶启动子和终止子之间，转化酿酒酵母 AH22，

在培养基中成功表达了 β -乳球蛋白，表达量为

1.1 mg/L。

毕赤酵母是甲醇酵母的一种，也是常用的异

源蛋白质表达宿主之一［30］。Kim 等［31］构建了具备

来自酿酒酵母的醇氧化酶 Ⅰ启动子、His 标签、α-交

配型因子分泌信号和 β-乳球蛋白基因的 pPIC9 质

粒，电转化毕赤酵母 GS115，成功表达了 β-乳球蛋

白，表达量为 1 g/L。Wilson 等［32］利用毕赤酵母

X33 表达了野生型重组 β -乳球蛋白，表达量为

150 mg/L。 Invernizzi 等［33］利用 pPICZαB 载体对

毕赤酵母 X33 表达系统进行了优化，使用组成型

启动子，优化编码基因并提高培养时的透气量，将

表达量提高到 200 mg/L。甲醇是毕赤酵母的唯一

碳源和能量来源，也是诱导毕赤酵母外源蛋白质

表达的常用诱导物，但甲醇本身对宿主也会产生

胁迫效应。因此，若要在工业应用中获得甲醇诱

导外源蛋白质的高水平表达，甲醇的胁迫效应是

一个需要考虑的重要因素。

里氏木霉是木霉的一种，培养简单、培养基价

格低廉易得，适合大规模工业发酵。其工程菌株在

优化发酵条件下可分泌最高 100 g/L 的纤维素酶。

里氏木霉本身无毒，被美国食品药品监督管理局认

定为安全菌株，其生产的蛋白质可用于食品行业。

里氏木霉是异源蛋白质表达中一种非常有潜力的

菌株，已有了初步的表达元件体系，并已成功表达

了多种酶类。Aro等［34］通过 Geneart软件对里氏木

霉进行了密码子优化 ，将其构建至表达载体

pTTv248 上，进一步将含有强诱导 cbh1 启动子和

β-乳球蛋白基因的表达盒转入敲除了 11种蛋白酶

基因的里氏木霉 M124 菌株，之后得到重组菌株

M1908。经过发酵条件优化后，β-乳球蛋白的表达

量达到 1 g/L。

表 1　β-乳球蛋白异源表达案例

Table 1　Example of the heterologous expression of β-lactoglobulin

表达系统

细菌

真菌

动物细胞系

转基因动物

E. coli DH5ɑ

E. coli BL21

E. coli G1724

E. coli DE3

E. coli Origami B

E. coli Origami

干酪乳杆菌 BL23

酿酒酵母  AH22

毕赤酵母 GS115

毕赤酵母 X33

毕赤酵母 X33

里氏木霉 M1908

草地贪夜蛾 Sf9细胞

转基因小鼠

表达方式

将 rBLG 基因构建至 pTTQl8βlac.7.7.1载体上进行表达

将 rBLG 基因构建至 pET26载体上进行表达

将 rBLG 基因构建至 pTrxFus载体上进行表达

将 rBLG 基因构建至 pET21a载体上进行表达

将 rBLG 基因构建至 pETDuet-1载体上进行表达

将 rBLG 基因构建至 pET-32A 载体上进行表达

将 rBLG 基因构建至 pCYT、pSCE载体上进行表达

将 rBLG 基因构建至 pYGl00载体上进行表达

将 rBLG 基因构建至 pPIC9载体上进行表达

将 rBLG 基因构建至 pPICZαA 载体上进行表达

将 rBLG 基因构建至 pPICZαB 载体上进行表达

将 rBLG 基因构建至 pTTv248载体上进行表达

将 rBLG 基因构建至 pVL1392载体上进行表达

显微注射 β-乳球蛋白基因片段

表达量

5~10 mg/L

670 ng/mg（以总蛋白质质量计）

15 mg/L

109 mg/g（以湿菌质量计）

30~40 mg/L

350 mg/L

27 μg/L

1.1 mg/L

1 g/L

150 mg/L

200 mg/L

1 g/L

5 mg/L

2 g/L

参考文献

［20］

［21］

［22］

［23］

［24］

［25］

［26］

［29］

［31］

［32］

［33］

［34］

［35］

［36］

注：转基因小鼠的 β-乳球蛋白异源表达方式与其他有所不同，是在克隆 β-乳球蛋白基因后双酶切，利用同源重组的原理对 DNA 片段直接

进行显微注射获得。
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3.1.3　利用转基因细胞或动物合成 β-乳球蛋白　

Mizumachi 等［35］将 β -lg 基因插入转移载体

pVL1392 中，并将其导入苜蓿银纹夜蛾核型多角

体病毒（AcNPV）的基因组，随后转染草地贪夜蛾

Sf9 细胞。通过悬浮培养，获得的 β-乳球蛋白表达

量达到 5 mg/L。Hyttinen 等［36］从公牛精子基因组

库中分离出 β-乳球蛋白基因，克隆后通过标准显

微注射技术将其注入小鼠受精卵的原核中。在成

功构建的转基因小鼠乳汁中 β-乳球蛋白的质量浓

度最高可达 2 g/L。乳腺生物反应器是一种高潜

力的表达体系，具有不干扰生物体代谢、产量高且

易于提纯等优点，目前已在乳铁蛋白的表达中获

得成熟应用［37］。

3.2　α-乳白蛋白异源生物合成现状

3.2.1　利用原核表达系统合成 α-乳白蛋白　

闫浩等［38］从牛肝脏细胞中克隆了 α -乳白蛋

白基因，并将其构建至 pET28a 表达载体上，但未

报道 α -乳白蛋白的表达情况。庞雨［2］将经过密

码子优化的牛源 α -乳白蛋白成熟编码序列与戈

壁异常球菌 S8 家族蛋白酶的前肽序列 PEP 进行

融合表达，通过 Western blot 分析表明，牛源 α -乳

白蛋白能够在大肠杆菌中成功表达。由此可

见，通过融合表达策略能够实现 α -乳白蛋白在

大肠杆菌中的表达，但目前表达量较低。

3.2.2　利用真核表达系统合成 α-乳白蛋白　

如表 2 所示，林敏等［39］将经过密码子优化后

的牛源 α-乳白蛋白基因序列整合到 pPIC9K 表达

载体上，在毕赤酵母 GS115 中表达，α -乳白蛋白

的表达量为 4.32 mg/L。通过优化质粒，构建了

多基因串联表达单元，组建 α -乳白蛋白表达功

能模块 ，使表达量提高到 13.76 mg/L。刘延峰

等［40］利用分子伴侣蛋白共表达技术 ，将编码

α-factor 信号肽的基因和 α-乳白蛋白基因在毕赤

酵母中融合表达。α -乳白蛋白的摇瓶发酵表达

量 为 6.0 mg/L，3 L 发 酵 罐 中 最 高 表 达 量 为

56.3 mg/L。

3.2.3　利用转基因植物合成 α-乳白蛋白　

转基因植物一般应用于农产品的性状改进或

营养成分提升，而利用转基因植物作为生物反应

器是一种新型蛋白质表达方式，其优势如下：具有

较高等的蛋白质合成途径，产物结构完整、活性

高；稳定、高效、成本低；安全性高，不是对人类和

动物造成危害的病原体的天然宿主。

番茄生物反应器因来源广泛、制备技术成熟，

已成为一种有潜力的植物表达系统。李文明［41］构

建了 α-乳白蛋白的植物表达载体 pBRALA，通过

农杆菌介导转化至番茄中，再利用双元载体系统

成功培养出转基因番茄，成功率为 66.7%，但未检

测 α-乳白蛋白是否表达。番茄生物反应器已成功

用于多种物质的表达，包括黄色素［42］、乙酰胆碱酯

酶［43］和 Monellin 甜蛋白［44］等，展现了其在生产多

种功能性物质方面的广泛应用前景。

3.2.4　利用动物细胞表达系统合成 α-乳白蛋白　

哺乳动物细胞系已广泛应用于分子生物学、

生物医学等领域，细胞系的应用具有降低试验动

物使用量、降低科研费用等优点［45］。哺乳动物细

表 2　α-乳白蛋白异源表达案例

Table 1　Example of the heterologous expression of α-lactalbumin

表达系统

细菌

真菌

转基因植物

细胞系

转基因动物

大肠杆菌

毕赤酵母 GS115

毕赤酵母 K. phaffii

番茄

人乳腺上皮细胞

奶山羊胎儿成纤维细胞

转基因小鼠

转基因小鼠

转基因猪

表达方式

将 bALA基因构建至 pET28a载体上进行表达

将 ALA基因构建至 pPIC9K 载体上进行表达

将 ALA基因构建至 pPICZαA 载体上进行表达

将 hALA基因构建至 pBRALA 载体上进行表达

将 hALA基因构建至 PSV 载体上进行表达

pCEP4载体上进行表达

α-乳白蛋白基因等位替代

pcDNA4La

显微注射 α-乳球蛋白的 DNA 构建物

产量

未报道

4.32 mg/L

摇瓶发酵：6.0 mg/L

3 L发酵罐：56.3 mg/L

未报道

0.64 g/L

未报道

1.38 g/L

0.3 g/L

0.9 g/L

文献

   ［2］

［39］

［40］

［41］

［47］

［48］

［49］

［50］

［51］

注：转基因猪的表达方式与其他有所不同，是利用包含 2.0 kb的 5′侧翼区、2.0 kb的 α-乳白蛋白编码区和 329 bp的 3′侧翼区的 DNA 构建物

直接进行显微注射获得 α-乳白蛋白。
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胞表达系统的构建，使得异源表达的蛋白质在结

构和功能上都更加接近天然蛋白质［29］。乳腺上皮

细胞是制备乳腺生物反应器的靶细胞，可通过体

外培养合成并分泌乳蛋白，能够更方便且较为贴

合地体现重组表达载体在乳腺生物反应器中的表

达水平［46］。张莉等［47］人工合成 α-乳白蛋白基因，

将牛 αS1-酪蛋白 5′调控序列作为启动子，连接到含

β-半乳糖苷酶基因（lacZ）的 PSV 载体上，并将重组

表达载体转染至牛乳腺上皮细胞，α-乳白蛋白表

达量为 0.64 g/L。苏磊等［48］将 α-乳白蛋白基因克

隆至真核表达载体 pCEP4 上，构建了表达载体

pCLA。用脂质体法将 pCLA 转染至奶山羊胎儿成

纤维细胞中，用 Western blot法检测到培养上清液

中含有 α-乳白蛋白，表明所克隆的 α-乳白蛋白基

因能够在奶山羊胎儿成纤维细胞中成功转录和

翻译。

3.2.5　利用转基因动物合成 α-乳白蛋白　

转基因动物作为表达异源蛋白质的生物反应

器具有以下优点：转基因动物可进行繁殖从而扩

大生产规模；表达产物能进行翻译后加工且具有

生物活性；产物易提纯，能够避免化学及生物毒素

的污染。Stacey 等［49］利用胚胎干细胞的基因靶向

技术替换小鼠的乳白蛋白基因，通过 Western blot

检测发现乳白蛋白表达量为 1.38 mg/mL。刘思国

等［50］培育了乳腺特异表达 α-乳白蛋白的转基因小

鼠，用 Western blot 检测 G0 代转基因母鼠的乳汁

中 α-乳白蛋白表达量为 0.3 g/L。Bleck 等［51］培育

了表达 α-乳白蛋白的半合子母猪，饲养后在泌乳

期 0~5 d 中 α-乳白蛋白分泌量最高，可达 0.9 g/L，

较对照组提高了 50%。

4　展望

牛乳清蛋白中的 β-乳球蛋白和 α-乳白蛋白具

有较高的营养价值和广泛的应用前景，在食品工业

中作为重要的基料蛋白质具有巨大的国内市场需

求。然而，国内通过分离乳清获取牛乳蛋白存在原

料成本高、分离技术不成熟和分离效率低等问题。

利用微生物细胞工厂合成牛乳蛋白成为解决这些

问题的可行途径。目前，已有一些对牛乳清蛋白异

源表达的研究取得初步进展。如利用大肠杆菌等

原核生物或真核生物进行表达并成功合成了部分

牛乳清蛋白。然而，原核表达系统的 β-乳球蛋白和

α-乳白蛋白的合成量较低，且无法进行翻译后修

饰。相比之下，真核表达系统的产量有明显提升。

特别是一些丝状真菌，如里氏木霉等，凭借其培养

成本低廉、蛋白质分泌表达量高、可进行翻译后修

饰等优势，有望成为乳蛋白表达的优选底盘细胞。

但目前 α-乳白蛋白和 β-乳球蛋白的合成量尚未达

到工业化生产的要求。主要原因在于异源表达系

统仍然存在缺少高效的启动子、信号肽等表达元

件，以及宿主的蛋白酶会降解异源蛋白质等亟待解

决的问题。针对这些问题，未来需要从以下 3个方

面进行突破：1）分子生物学技术优化，包括密码子

优化、使用强启动子、添加保护肽序列等［52］；2）菌株

优化，通过筛菌或基因敲除等技术，从蛋白质的加

工及分泌等途径进行优化［53］；3）发酵条件优化，包

括培养基优化、诱导策略优化、高密度培养等方面。

综上所述，牛乳清蛋白的微生物合成技术尚不成

熟，需要进一步开发合成生物学元件并优化底盘细

胞以获得更高效的表达系统。
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