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羔羊皱胃酶盐析条件的研究
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　　[摘　要 ]　以羔羊皱胃为原料,研究了硫酸铵和食盐盐析法纯化羔羊皱胃酶的工艺条件,系统分析了食盐饱

和度、pH、盐析温度以及盐析时间对羔羊皱胃酶纯化效果的影响。结果表明,硫酸铵不适宜用于盐析羔羊皱胃酶,而

食盐是羔羊皱胃酶适宜的盐析剂。食盐盐析羔羊皱胃酶的适宜盐析条件为: 食盐饱和度 55%～ 65% , pH 4. 00～

4. 60,盐析温度 4 ℃,盐析时间 16 h。
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Abstract: U sing goat k id abom asum s as m ateria l, the pu rif ica t ion condit ion s of goat k id rennet by salt2
ing ou t w ith (N H 4) 2SO 4 and N aC lw ere invest iga ted. T he effects of sa lt sa tu ra t ion, sa lt ing2ou t pH , tempera2
tu re, and salt ing2ou t t im e on the pu rif ica t ion eff iciency w ere system at ica lly analyzed. T he resu lts show ed

that ammon ium su lfa te w as p roved no t to be su itab le to p recip ita te rennet. Bu t N aC l cou ld be an op t im um

salt ing2ou t agen t in the sa lt ing2ou t of goat k id rennet. T he op t im al condit ion fo r sa lt ing2ou t by N aC l w as

55% - 65% N aC l satu ra t ion, sa lt ing2ou t pH 4. 00- 4. 60, tempera tu re 4 ℃ and salt ing2ou t t im e 16 h.
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　　凝乳酶是干酪生产中主要的凝结剂。传统干酪

生产中使用的凝乳酶是从小牛皱胃中提取的小牛皱

胃酶, 因其具有较高的牛乳凝结能力, 能获得无苦

味、组织状态适宜的干酪,且产品得率较高,至今仍

是干酪生产中使用最多、质量最好的凝乳酶[1 ]。随着

干酪产量的增加,小牛皱胃酶供应短缺,价格上涨,

因此,寻求小牛皱胃酶代用品已成为目前需要解决

的主要问题[2 ]。羔羊与小牛同属反刍动物,其皱胃具

有相似的功能和特点,因此利用羔羊皱胃提取羔羊

皱胃酶可能是最适宜的小牛皱胃酶代用品。近年来,

随着羔羊肉消费量的增加,羔羊屠宰数量大幅度提

高,而其下脚料——羔羊皱胃绝大部分被作为垃圾

废弃, 不但造成资源浪费, 而且也污染环境。据报

道[324 ] ,羔羊皱胃中含有大量的羔羊皱胃酶,具有很

高的凝乳活性。若采用现代技术手段提取羔羊皱胃

中的皱胃酶并制成产品,不但可以缓解小牛皱胃酶

的供应紧张状态,避免我国因进口小牛皱胃酶造成

干酪成本的增加,而且还可以提高奶山羊业深加工

产品的附加值,变废为宝,同时解决环境污染问题。

盐析法是根据酶和杂蛋白在高浓度溶液中溶解

度的差别而建立的一种酶粗提纯方法,此法简便、安

全。目前,有关用盐析法纯化羔羊皱胃酶的系统研究
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尚未见报道。本文采用盐析法系统研究了食盐饱和

度、pH、盐析温度以及盐析时间等因素对羔羊皱胃

酶纯化效果的影响,以为羔羊皱胃酶的深入研究和

粗酶的工业化生产提供参考依据。

1　材料与方法

1. 1　试验材料

　　选用出生后 2～ 3周龄的哺乳羔羊,屠宰后取出

皱胃,清除内容物,剥去皱胃外脂肪及结缔组织,在

- 20 ℃下冷冻保存。

脱脂乳:俄罗斯生产。

1. 2　羔羊皱胃酶的提取

将冷冻的羔羊皱胃在 0～ 5 ℃下解冻后,用手术

刀刮下皱胃黏膜,混合均匀,然后与 8% N aC l溶液

以 1∶15混合。用超声波发生器 (陕西翔达超声技术

工程部生产)在 20 kH z、30 W öcm 2 超声强度下提取

20 m in,然后在 3 000 röm in 下离心 15 m in,除去杂

质。取上清液,即得羔羊皱胃酶原溶液。

1. 3　硫酸铵盐析羔羊皱胃酶的研究

用 0. 1 mo löL HC l溶液将羔羊皱胃酶原溶液

pH 调整至4. 60,室温下激活 12 h 后,分别取 7份 20

mL 酶液, 各添加已研碎的硫酸铵至 10% , 20% ,

30% , 40% , 50% , 60%和 100%饱和度,再校正酶液

pH 至 4. 60, 0～ 5 ℃下放置过夜,冷冻离心后,用与

上清液等量的 8% N aC l溶液溶解沉淀,分别测定上

清液和沉淀中羔羊皱胃酶的凝乳活性。

1. 4　食盐盐析羔羊皱胃酶的研究

1. 4. 1　pH 对羔羊皱胃酶纯化效果的影响　用 0. 1

mo löL HC l 溶液将羔羊皱胃酶原溶液 pH 调至

4. 60, 在室温下激活 12 h 后, 加入体积分数 4%

A l2 (SO 4) 3溶液,沉淀后立即离心,取上清液,添加食

盐至 80%饱和度。取 6 份 20 mL 酶液, 用 0. 1

mo löL HC l和 0. 1 mo löL N aOH 溶液调 pH 分别为

4. 00, 4. 60, 5. 00, 5. 50, 6. 00 和 6. 50, 0～ 5 ℃下放

置过夜,冷冻离心后,分别测定沉淀中羔羊皱胃酶的

凝乳活性和蛋白质含量。

1. 4. 2　盐析温度对羔羊皱胃酶纯化效果的影响　

已激活的酶液经A l2 (SO 4) 3 溶液处理后, 向上清液

中添加食盐至 80%饱和度,调 pH 至 4. 60。取 4份

20 mL 酶液,分别在 4, 10, 20, 30 ℃下放置过夜,冷

冻离心后,分别测定沉淀中羔羊皱胃酶的凝乳活性

和蛋白质含量。

1. 4. 3　食盐饱和度对羔羊皱胃酶纯化效果的影响

　已激活的酶液经A l2 (SO 4) 3 溶液处理后, 取 7 份

20 mL 上清液, 分别添加食盐至 25% , 35% , 45% ,

55% , 65% , 75%和 85%饱和度,调 pH 至 4. 60, 0～

5 ℃下放置过夜,冷冻离心后,分别测定沉淀中羔羊

皱胃酶的凝乳活性和蛋白质含量。

1. 4. 4　盐析时间对羔羊皱胃酶纯化效果的影响　

已激活的酶液经A l2 (SO 4) 3 溶液处理后,取 6 份 20

mL 上清液,分别添加食盐至 65%饱和度,调 pH 至

4. 60, 0～ 5 ℃下分别放置 10, 12, 16, 21, 24, 34 h,冷

冻离心后,分别测定沉淀中羔羊皱胃酶的凝乳活性

和蛋白质含量。

1. 5　测定方法

1. 5. 1　羔羊皱胃酶凝乳活性的测定　采用A rim a

等[5 ]的方法。取 10 mL 100 göL 脱脂乳,在 35 ℃下

保温 10 m in,然后加入 0. 5 mL 羔羊皱胃酶原溶液,

迅速混合均匀,准确记录从酶液加入到脱脂乳凝固

时间 (s) ,以 40 m in 凝结 1 mL 100 göL 脱脂乳的酶

量为 1个索氏单位 (Soxh let U n it, SU ) [6 ]。每个样品

重复 3次。

SU =
2 400

T
× 10

0. 5
×D ,

式中: T 为凝乳时间 (s) ; D 为酶液稀释倍数。

1. 5. 2　蛋白质含量的测定　采用 Fo lin2酚试剂

法[7 ] (L ow ry 法)。以蛋白质含量为横坐标, 760 nm

处测定的吸光度值为纵坐标绘制标准曲线。回归得

方程 y = 0. 002x + 0. 045 9 ( r= 0. 999 3)。将羔羊皱

胃酶原溶液稀释 10倍后测定其吸光度值,查标准曲

线得到的蛋白质含量乘以 10 即为原酶液的蛋白质

含量。每个样品重复 3次。

2　结果与分析

2. 1　硫酸铵盐析羔羊皱胃酶的研究

　　由表 1可见,随着硫酸铵饱和度的增加,上清液

中羔羊皱胃酶的活性回收率逐渐降低。硫酸铵饱和

度为 10%～ 40%时,沉淀中羔羊皱胃酶的活性回收

率差异显著 (P < 0. 05) ,且随硫酸铵饱和度的增加,

活性回收率逐渐提高; 当硫酸铵饱和度大于 40%

时,沉淀中活性回收率逐渐趋于稳定。硫酸铵饱和度

为 40%～ 100%时, 沉淀中羔羊皱胃酶的活性回收

率相对较高,但最高只有 58. 59%。可见,硫酸铵用

于盐析羔羊皱胃酶可能具有其局限性。
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表 1　硫酸铵对羔羊皱胃酶盐析效果的影响

T able 1　R esu lts of salt ing2out w ith (N H 4) 2SO 4 %

硫酸铵饱和度ö%
(N H 4) 2SO 4

satu ration

活性回收率
Recovered m ilk2clo tt ing activity

上清液
Supernatan t

沉淀
P recip itate

10 79. 909±1. 237 b 18. 267±0. 737 e
20 48. 561±1. 981 c 46. 878±1. 643 d
30 41. 529±1. 805 d 51. 684±1. 193 c
40 35. 781±1. 121 e 56. 242±1. 431 b
50 34. 550±0. 854 ef 56. 074±1. 035 b
60 31. 825±0. 505 fg 58. 590±0. 900 b

100 29. 498±0. 749 g 56. 121±0. 767 b
皱胃酶原溶液
C rude rennet

so lu tion
100±1. 804 a 100±1. 804 a

注:表中数据为 3次测定的平均值±标准差。不同小写字母表示差异
显著 (P < 0. 05) ,不同大写字母表示差异极显著 (P < 0. 01)。下表同。
N o te: V alues w ere m eans±SD fo r th ree rep licates. T he sam e co lum n
w ith differen t sm all letters and cap ital letters w ere differen t (P <
0. 05) and sign ifican tly differen t (P < 0. 01) , respectively. T he fo l2
low ing tab les w ere the sam e.

2. 2　食盐盐析羔羊皱胃酶的研究

2. 2. 1　pH 对羔羊皱胃酶纯化效果的影响　由表 2

可以看出,各处理沉淀的总蛋白质含量均无显著差

异; 在pH 4. 00和 4. 60时,羔羊皱胃酶的比活、活性

回收率和纯化倍数均无显著差异,且高于其他处理

组。pH 大于 4. 60时,其活性回收率和纯化倍数均随

pH 的增加而降低。因此,羔羊皱胃酶的盐析 pH 以

4. 00～ 4. 60为宜。

2. 2. 2　盐析温度对羔羊皱胃酶纯化效果的影响　

由表 3可见,温度对羔羊皱胃酶的纯化效果有一定

影响。随着盐析温度的升高,沉淀中羔羊皱胃酶的比

活、活性回收率和纯化倍数逐渐下降,而总蛋白质含

量变化不大。因此,要取得较好的盐析效果,羔羊皱

胃酶的盐析温度以 4 ℃为宜,温度过高会使羔羊皱

胃酶活性损失而影响纯化效果。

表 2　pH 对羔羊皱胃酶纯化效果的影响

T able 2　Effect of pH on the purificat ion efficiency of goat k id rennet

pH
总蛋白质含量öm g

To tal p ro tein

酶比活ö(SU·m g- 1)
Specific m ilk2clo tt ing

activity

活性回收率ö%
Recovered m ilk2clo tt ing

activity

纯化倍数
Facto r purification

4. 00 25. 782±0. 726 b 160. 238±3. 141 ab 57. 530±1. 128 bc 1. 120±0. 022 ab

4. 60 25. 727±0. 819 b 171. 708±3. 752 a 62. 240±1. 360 b 1. 201±0. 026 a

5. 00 25. 442±0. 910 b 159. 422±2. 353 ab 57. 147±0. 844 bc 1. 115±0. 017 ab

5. 50 25. 381±0. 853 b 156. 843±2. 588 bc 56. 087±0. 926 cd 1. 097±0. 018 bc

6. 00 25. 429±0. 867 b 147. 387±4. 709 bcd 52. 806±1. 687 cd 1. 031±0. 033 bcd

6. 50 25. 373±0. 924 b 143. 941±3. 982 cd 51. 457±1. 423 d 1. 006±0. 028 cd

皱胃酶原溶液
C rude rennet so lu tion

48. 624±1. 654 a 143. 026±2. 393 d 100. 000±1. 673 a 1. 000±0. 017 d

表 3　盐析温度对羔羊皱胃酶纯化效果的影响

T able 3　Effect of temperatu re on the purificat ion efficiency of goat k id rennet

盐析温度ö℃
T emperatu re

总蛋白质含量öm g
To tal p ro tein

酶比活ö(SU·m g- 1)
Specific m ilk2clo tt ing

activity

活性回收率ö%
Recovered m ilk2clo tt ing

activity

纯化倍数
Facto r purification

4 26. 812±0. 975 B 361. 247±12. 798 a 74. 343±2. 634 b 1. 277±0. 045 a

10 26. 973±0. 897 B 308. 863±14. 535 b 63. 332±2. 980 c 1. 092±0. 052 b

20 26. 832±0. 917 B 279. 566±9. 801 b 57. 408±2. 013 cd 0. 988±0. 035 b

30 26. 891±1. 307 B 232. 080±7. 632 c 47. 622±1. 566 d 0. 821±0. 029 c

皱胃酶原溶液
C rude rennet so lu tion 47. 380±1. 760 A 282. 856±8. 164 b 100. 000±2. 886 a 1. 000±0. 029 b

2. 2. 3　食盐饱和度对羔羊皱胃酶纯化效果的影响

　由表 4可见,随着食盐饱和度的增加,沉淀中总蛋

白质含量逐渐增大,羔羊皱胃酶的活性回收率、纯化

倍数和比活在 55%～ 65%食盐饱和度时均较高,再

增加食盐饱和度时,活性回收率趋于稳定,而酶比活

和纯化倍数显著下降,这可能是由于蛋白质含量增

加较凝乳活性快,使得单位质量中羔羊皱胃酶的活

性降低,从而影响其纯化效果。由此可知,羔羊皱胃

酶适宜的盐析范围为食盐饱和度 55%～ 65%。
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表 4　食盐饱和度对羔羊皱胃酶纯化效果的影响

T able 4　Effect of N aC l satu rat ion on the purificat ion efficiency of goat k id rennet

食盐饱和度ö%
N aC l satu ration

总蛋白质含量öm g
To tal p ro tein

酶比活ö(SU·m g- 1)
Specific m ilk2clo tt ing

activity

活性回收率ö%
Recovered m ilk2clo tt ing

activity

纯化倍数
Facto r purification

25 16. 086±0. 609 E 261. 951±9. 200 ab 61. 327±2. 154 e 1. 403±0. 049 ab

35 17. 450±0. 305 D E 270. 568±5. 244 ab 68. 715±1. 332 d 1. 449±0. 028 ab

45 18. 616±0. 343 CD E 273. 240±4. 791 ab 74. 028±1. 298 cd 1. 464±0. 026 ab

55 19. 555±0. 331 CD 276. 649±5. 274 a 78. 733±1. 501 bc 1. 482±0. 028 a

65 20. 591±0. 567 CD 276. 393±4. 034 a 82. 827±1. 209 b 1. 480±0. 022 a

75 21. 571±0. 277 BC 253. 872±4. 454 b 79. 700±1. 398 bc 1. 360±0. 024 b

85 23. 883±0. 273 B 223. 767±5. 815 c 77. 777±2. 021 bc 1. 199±0. 031 c

皱胃酶原溶液
C rude rennet so lu tion 36. 802±1. 313 A 186. 705±3. 023 d 100. 000±1. 619 a 1. 000±0. 016 d

2. 2. 4　盐析时间对羔羊皱胃酶纯化效果的影响　

由表 5可见,当盐析时间由 10 h 延长至 16 h 时,沉

淀中总蛋白质含量、活性回收率、比活和纯化倍数均

无显著性变化。盐析 16 h 后,虽然沉淀中总蛋白质

含量逐渐增加,但羔羊皱胃酶的比活、活性回收率和

纯化倍数均随盐析时间的延长而显著降低,这表明

盐析时间过长时,沉淀中的蛋白质主要是无酶活性

的杂蛋白。因此,食盐盐析羔羊皱胃酶以 16 h 为宜。
表 5　盐析时间对羔羊皱胃酶纯化效果的影响

T able 5　Effect of salt ing2out t im e on the purificat ion efficiency of goat k id rennet

盐析时间öh
T im e

总蛋白质含量öm g
To tal p ro tein

酶比活ö(SU·m g- 1)
Specific m ilk2clo tt ing

activity

活性回收率ö%
Recovered m ilk2clo tt ing

activity

纯化倍数
Facto r purification

34 30. 814±0. 466 C 216. 592±9. 639 d 47. 252±2. 103 E 0. 751±0. 033 d

24 29. 309±0. 466 C 258. 035±3. 026 c 53. 544±0. 628 D E 0. 895±0. 011 c

21 22. 302±0. 798 D 397. 283±14. 183 b 62. 729±2. 239 C 1. 377±0. 049 b

16 21. 784±0. 732 D 472. 811±16. 603 a 72. 923±2. 561 B 1. 639±0. 058 a

12 20. 326±0. 399 D 456. 290±14. 497 a 65. 664±2. 086 BC 1. 582±0. 050 a

10 19. 245±0. 333 D 445. 400±2. 368 a 60. 687±0. 323 CD 1. 544±0. 008 a

皱胃酶原溶液
C rude rennet so lu tion

51. 545±0. 210 A 288. 443±8. 840 c 100. 000±3. 065 A 1. 000±0. 031 c

3　讨　论

3. 1　硫酸铵对羔羊皱胃酶盐析效果的影响

　　硫酸铵是盐析中应用最广泛的中性盐,但是硫

酸铵沉淀的蛋白质中含有大量的N H +
4 离子, 影响

蛋白质的定量分析,因此盐析沉淀物须进行脱盐处

理。本研究采用硫酸铵盐析羔羊皱胃酶时,沉淀中的

酶最多只能回收 58%的凝乳活性, 且透析结束后,

凝乳活性损失很大。一些具有凝乳活性的小分子物

质在透析过程中流失,从而导致透析后酶活性的损

失[4 ]。因此,采用透析法脱盐不利于羔羊皱胃酶的纯

化,硫酸铵不适宜作为羔羊皱胃酶的盐析剂。

3. 2　食盐对羔羊皱胃酶盐析效果的影响

酶的本质是蛋白质,在不同的 pH 下有不同的

溶解度,当溶液 pH 远离酶蛋白等电点时,酶蛋白所

带的静电荷增多,溶解度增大,不易析出。当溶液的

pH 在酶的等电点时,酶蛋白静电荷为零,最易沉淀

析出。因此,盐析时常选择溶液的pH 在酶的等电点

附近,以有利于提高盐析效果。羔羊皱胃酶的等电点

为 4. 6[4 ] ,在此 pH 下酶的溶解度最低,有利于盐析

沉淀。

温度是影响酶活性和溶解度的重要因素。在高

离子强度溶液中,温度升高,酶的溶解度提高。然而

酶是具活性的蛋白质,当温度较高时,酶蛋白质会发

生变性而损失活性。盐析羔羊皱胃酶时,温度显著影

响酶的活性,在较高的温度下盐析时酶会发生热变

性而失活。因此,选择适应的盐析温度对酶的纯化至

关重要。

食盐饱和度对酶的溶解度有重要影响。通常盐

浓度越高,蛋白质的溶解度越低,越有利于酶的盐析

沉淀。本研究中,当食盐饱和度大于 55%时,羔羊皱

胃酶的活性回收率不再提高,在此饱和度下具有活

性的酶几乎完全沉淀析出。然而当食盐饱和度大于

75%时,酶的纯化倍数显著下降,这时在沉淀酶的同

时也有一部分杂质同时沉淀析出。

酶的盐析沉淀需要一定的时间才能形成,盐析

时间较短,酶不能完全析出。但盐析时间过长,可能

沉淀出更多的杂蛋白,引起纯化倍数减小。本研究中
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盐析沉淀羔羊皱胃酶 16 h 即可达到理想的效果。

4　结　论
对超声提取羔羊皱胃酶的盐析条件研究表明,

采用硫酸铵盐析羔羊皱胃酶,沉淀中最多只能回收

58%的凝乳活性,且在透析过程中酶活性有损失。因

此,硫酸铵不适宜用于盐析羔羊皱胃酶;而食盐在皱

胃酶制品中大量存在,利用食盐盐析可最大限度地

回收酶活性,且形成的沉淀无需脱盐。其适宜的盐析

条件为: 食盐饱和度 55%～ 65% , 盐析 pH 4. 00～

4. 60,盐析温度 4 ℃,盐析时间 16 h。
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