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　　摘要：从粗提重组凝乳酶的得率、保存活性２个方面比较了乙醇沉淀法和硫酸铵沉淀法的差别。结果表明，相对
于硫酸铵沉淀法，乙醇沉淀法获得蛋白的量相差不是很大，但是乙醇沉淀法所获得蛋白的单位效价是硫酸铵沉淀法的

１．２７倍，且乙醇沉淀法所得产物的比活性提高了１６．７８％。综合考虑重组凝乳酶的得率与活性，用乙醇沉淀的效果
较好。
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作者简介：邓培渊（１９８１—），男，河南登封人，博士，讲师，主要从事动
物分子生物学研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｚｈｚｄ２０１＠ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ。

　　凝乳酶原一般存在于反刍动物的第４胃中，在酸性条件
下经自我剪切形成有活性的凝乳酶。凝乳酶属于酸性蛋白

酶，主要功能是水解Κ－酪蛋白的Ｐｈｅ１０５－Ｍｅｔ１０６键，在室
温以上并有Ｃａ２＋存在时，可使蛋白质凝聚成乳块，因而在奶
酪生产和改良中有重要的应用价值［１］。目前，凝乳酶的替代

品主要来源于动物凝乳酶、植物凝乳酶、微生物凝乳酶以及重

组凝乳酶。常见的动物胃蛋白酶主要存在于幼猪［２］、小鸡、

金枪鱼以及鲨鱼中［３－５］，但是这些动物的胃蛋白酶与小牛凝

乳酶仍有所不同。在多种植物的不同部位中可以分离到使乳

凝固的蛋白酶，即植物凝乳酶［６］。在合欢树、无花果、新鲜木

瓜中提取出的蛋白酶以及姜汁、柠檬汁等植物非蛋白酶均有

较好的凝乳作用，因此具有广阔的商业价值［７－１０］。

微生物凝乳酶主要来源于细菌、放线菌和真菌，由于微生

物凝乳酶具有耐热性强、不易失活的特点，在实际生产中需要

进一步调整工艺促使凝乳酶失活。研究发现，基因工程凝乳

酶同天然凝乳酶的性质基本相同，利用基因工程生产的凝乳

酶不仅纯度高、产出的奶酪品质好，而且易于工业化生产，因

此重组凝乳酶具有重要的实际应用价值［１１］。

要对外源表达的凝乳酶进行分离纯化，获取有活性的目

的产物，纯化的第１步就是对发酵液进行浓缩，在去除杂质的
同时，可以获取高活性的凝乳酶。目前粗提外源表达凝乳酶

常用硫酸铵沉淀法或乙醇沉淀法，不同的粗提方法直接影响

凝乳酶的活性和纯化效果。本研究对外源表达重组凝乳酶的

初步浓缩方法进行比较分析，以期为工业化生产提供一定的

理论基础。
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１　材料与方法

１．１　试验材料
试验材料为重组菌株 ｋｍ２，由笔者所在实验室构建并

保存。

１．２　培养基
１００ｍＬＹＥＰＤ培养基配方：１ｇ酵母提取物，２ｇ葡萄糖，

２ｇ蛋白胨，加去离子水至１００ｍＬ，于１２０℃灭菌３０ｍｉｎ（固
体培养基在此基础上添加１．５％～２．０％ 琼脂）。
１．３　试验方法
１．３．１　粗酶液制备　挑取单菌落转接于 ＹＥＰＤ固体培养基
上，于２８℃培养２８ｈ后，挑取单菌落接种于５０ｍＬ种子培养
基中，于２８℃、２５０ｒ／ｍｉｎ条件下培养２０ｈ，以５％的接种量接
种于９５ｍＬ发酵培养基中，再于２８℃、１８０ｒ／ｍｉｎ条件下培养
约９６ｈ，冷冻离心（４℃、８０００ｒ／ｍｉｎ、１５ｍｉｎ）后取上清，４℃
冰箱保存备用。

１．３．２　硫酸铵沉淀法　取６组５００ｍＬ粗酶液，分别加入硫
酸铵至饱和度分别为１０％、２０％、４０％、６０％、８０％、１００％，混
匀后于４℃过夜，４℃、８０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，弃上清，将沉
淀溶于０．０５ｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ值为６．２的磷酸盐缓冲液中，即得粗
酶液。测定重组凝乳酶活力及蛋白含量，计算回收率。

１．３．３　乙醇沉淀法　取５００ｍＬ粗酶液，按不同体积比分别
缓慢加入预冷乙醇中，４℃沉淀过夜，８０００ｒ／ｍｉｎ离心
１５ｍｉｎ，弃上清，将沉淀溶于０．０５ｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ值为６．２的磷酸
盐缓冲液中，得到粗酶液；４℃沉淀 ２ｈ，８０００ｒ／ｍｉｎ离心
１５ｍｉｎ，弃上清，将沉淀溶于０．０５ｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ值为６．２的磷酸
盐缓冲液中，得到粗酶液。测定重组凝乳酶活力及蛋白含量，

计算回收率。

１．３．４　重组凝乳酶原十二烷基磺酸钠 －聚丙烯酰胺凝胶
（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）电泳分析表达产物　以发酵培养基作为参照
物，将硫酸铵沉淀、乙醇沉淀所得的粗酶液通过 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
（１２％）电泳检测表达产物［１２］。

１．３．５　凝乳酶活性测定方法　用１ｍｏｌ／ＬＨ２ＳＯ４将粗酶液
的ｐＨ值调整至２．０，室温条件下放置２ｈ，然后用２ｍｏｌ／Ｌ三
羟甲基氨基甲烷（Ｔｒｉｓ）调上清液的ｐＨ值至６．０。采用Ａｒｉｍａ
等的方法［１２］进行凝乳酶活力的测定，用０．０１ｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２液
配制１０％脱脂乳，该溶液配制后在室温放置４０ｍｉｎ后使用，
取２ｍＬ１０％脱脂奶粉液于３５℃保温１０ｍｉｎ。加１ｍＬ稀释

的酶液（酶液于３５℃保温），摇匀并计时，观察到管壁上开始
出现凝乳颗粒为终点，记录凝乳时间。在上述条件下，４０ｍｉｎ
凝结１ｍＬ１０％脱脂奶粉的酶量定义为 １个 Ｓｏｘｈｌｅｔ单位
（ＳＵ）。

酶活力＝供试乳数量÷凝乳酶量×Ｄ×２４００÷Ｔ。
式中：Ｄ为酶液稀释倍数；Ｔ为反应时间，ｓ。

凝乳酶回收率 ＝沉淀液凝乳酶活性／粗酶液凝乳酶活
性×１００％。　
１．３．６　凝乳酶蛋白含量测定方法　运用ＢＣＡ蛋白浓度测定
试剂盒测定目的蛋白质浓度。在碱性条件下，蛋白质将Ｃｕ２＋

还原为Ｃｕ＋，Ｃｕ＋与 ＢＣＡ试剂形成紫色的络合物，测定其在
５６２ｎｍ处的吸光度值Ｄ５６２ｎｍ，并与标准曲线对比，即可计算待
测蛋白的浓度。具体操作按照ＴａＫａＲａＢＣＡＰｒｏｔｅｉｎＡｓｓａｙＫｉｔ
说明书进行。

２　结果与分析

确定合适的沉淀方法是提高外源表达凝乳酶得率的关键

步骤，为此本研究比较了乙醇和硫酸铵沉淀法对重组菌株外

源表达凝乳酶的粗提效果。

２．１　硫酸铵沉淀和乙醇沉淀所得粗产物的比较
由表１可以看出，乙醇沉淀法与硫酸铵沉淀法相比，获得

的蛋白总量相差不是很大，乙醇沉淀法的得率为４０．３１％，高
于硫酸铵沉淀法的得率 ３６．９３％，是 １种更加有效的沉淀
方法。

表１　２种沉淀法所得重组凝乳酶中的蛋白含量

方法 样品
蛋白浓度

（ｍｇ／ｍＬ）
总体积

（ｍＬ）
蛋白总量

（ｍｇ）

硫酸铵沉淀 上清液（处理前） ０．８７ ４５０ ３９１．５
沉淀物 ４．８２ ３０ １４４．６

乙醇沉淀 上清液 ０．８７ ４５０ ３９１．５
沉淀物（处理前） ５．２６ ３０ １５７．８

　　注：蛋白得率＝沉淀物中蛋白总量／上清液蛋白总量×１００％。

２．２　硫酸铵沉淀法和乙醇沉淀法粗产物活性的比较
活性评价是纯化方法的１个重要评价指标。采用 Ａｒｉｍａ

等的方法进行凝乳酶活的测定，重复３次并取３次重复的平
均值，结果如表２所示。

表２　２种沉淀方法的重组凝乳酶活性比较

样品
蛋白浓度

（ｍｇ／ｍＬ）
蛋白总量

（ｍｇ）
酶活性

（ＡＵ）
比活性

（ＡＵ／ｍｇ）
效价

（ＡＵ／ｍＬ）

硫酸铵沉淀物 ４．８２ １４４．６ ５２３．６ １０８．６３０７０５４ ５２３．６
乙醇沉淀物 ５．２６ １５７．８ ６６７．３ １２６．８６３１１７９ ６６７．３

　　表２结果表明，乙醇沉淀法所得粗产物的单位效价是硫
酸铵沉淀法的１．２７倍，且乙醇沉淀法所得产物的比活性提高
了１６．７８％。可以看出，利用乙醇沉淀法可以避免硫酸铵沉
淀法所带来的盐离子浓度高的影响，减少后续的纯化工艺，是

１种针对外源表达凝乳酶较理想的沉淀方法。
２．３　不同饱和度硫酸铵及乙醇对重组凝乳酶分离效果的
影响

重组凝乳酶在胞外分泌表达中有许多蛋白分泌到胞外。

去除杂蛋白是确定酶活性稳定的要素。选用不同饱和度硫酸

铵盐析或乙醇沉淀发酵液，考察它们对重组凝乳酶回收率的

影响，结果如图１所示。
　　图１表明，不同饱和度硫酸铵对重组凝乳酶回收率影响
较大。硫酸铵饱和度在２０％～３０％范围内时，回收率变化不
大；随着硫酸铵饱和度增加，酶活回收率呈增大趋势，在８０％
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时重组凝乳酶活性回收率最高，达到８６％；饱和度大于８０％
时，酶活回收率迅速降低。

　　由图２可知，在发酵液中乙醇含量在２０％以内时，回收
率变化不大；在２０％～５０％范围内，随着乙醇含量增加，回收
率逐渐提高；在５０％时，回收率约为８４％；超过５０％时，酶活
回收率下降。

２．４　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳分析比较硫酸铵和乙醇沉淀法
将重组菌株ｋｍ２在发酵培养基中培养９６ｈ后所得上清

液用硫酸铵和乙醇沉淀并稀释后，得到蛋白质溶液，用 ｐＨ值
为２．０的ＨＣｌ进行酸化处理，通过 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳检测，结
果如图３所示。

　　图３表明，经过酸化处理后，重组凝乳酶的蛋白分子量约
３６ｋｕ。与发酵上清液相比，乙醇法沉淀物和硫酸铵法沉淀物
均得到一定的浓缩，乙醇法沉淀后所得的蛋白含量略高于硫

酸铵法沉淀。

３　结论

硫酸铵沉淀法是利用在高离子强度的溶液中，通过增加

蛋白质的疏水作用，使得蛋白质趋于聚集，达到溶解极限使蛋

白沉淀析出的目的。硫酸铵的性质比较温和，不容易引起蛋

白的失活，能够较大程度地保持蛋白的活性，是运用最广泛的

沉淀方法［１３］。利用基因重组法获得总蛋白沉淀后需要经纯

化才能得到目的蛋白，硫酸铵法沉淀过程中引入盐离子，盐析

次数多［１４］，导致后续蛋白纯化时增加了去盐步骤，从而加大

了目的蛋白的损失率，因此，乙醇沉淀法更适合基因工程产物

的沉淀。

本研究利用乙醇沉淀法提取重组凝乳酶胞外表达产物，

相对于硫酸铵沉淀法能够更加有效地从发酵液中沉淀蛋白。

以５００ｍＬ发酵液为例，利用乙醇沉淀法比硫酸铵沉淀法的得
率提高了３．３８百分点，得到的重组凝乳酶粗产物的比活性提
高了１６．７８％。可见乙醇沉淀法简便高效，是１种针对重组
凝乳酶粗提的合适、有效的沉淀方法。
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