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牦牛乳和犏牛乳的凝乳特点及乳清中蛋白质组成

康吉草ꎬ马　 煜ꎬ廖焕杰ꎬ黄　 林ꎬ金素钰ꎬ郑玉才

(西南民族大学畜牧兽医学院ꎬ四川 成都 ６１００４１)

摘　 要:为比较牦牛乳和犏牛乳的凝乳特点ꎬ并探索乳清蛋白质组成对凝乳的影响ꎬ在麦洼牦牛全乳(ｎ ＝ ５)和犏牛(ｎ
＝ ５)全乳中加入凝乳酶ꎬ观察凝乳并通过离心获得酶乳清ꎬ采用等电点沉淀法制备酸乳清ꎬ用 ＳＤＳ￣聚丙烯酰胺凝胶电

泳(ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ)分析乳清蛋白组成.结果表明ꎬ牦牛全乳具有良好的凝乳性能ꎬ全部牦牛乳及 ３ 个犏牛乳中加入凝乳酶

后均能凝乳ꎬ而犏牛乳有两个样品需要补加凝乳酶后方能凝乳ꎻ乳清蛋白组成分析表明ꎬ与酸乳清比ꎬ酶乳清中酪蛋白

(ＣＮ)相对比例极显著降低ꎬ其他组分除 α￣乳清蛋白(α￣Ｌａ)外均极显著增加(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎻ牦牛乳与犏牛乳的乳清蛋白组

成差异主要体现在残留的 ＣＮ 以及两种未知的低分子量蛋白质上ꎬ其中牦牛两种乳清中的残留 ＣＮ 和酶乳清中的未知

蛋白 １(可能为 κ￣酪蛋白巨肽ꎬＣＧＭＰ)的比例高于犏牛乳清ꎬ而酸乳清中的未知蛋白 ２ 则相反.凝乳时间长的两个犏牛

乳样ꎬ其酶乳清蛋白电泳凝胶中ꎬ在 ３１􀆰 ９ ｋＤａ 处有条带ꎬ提示乳清蛋白组成对凝乳有很大影响.研究结果初步表明ꎬ牦
牛乳的凝乳特性优于犏牛乳ꎬ牦牛乳的凝乳时间短可能与乳中更多的 κ￣酪蛋白被凝乳酶水解有关.
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　 　 牦牛(Ｙａｋ)及其杂交后代犏牛(Ｃａｔｔｌｅ￣ｙａｋ)对高

寒、低氧和牧草贫瘠等恶劣生态环境有很好适应能

力ꎬ是青藏高原及毗邻地区的主要牛种.牦牛乳以其

高蛋白、高脂肪ꎬ绿色和污染少等特点ꎬ成为当地牧民

经济收入的重要来源[１]ꎬ但牦牛产乳期短、产乳量低ꎬ
不能满足当地乳业发展需求ꎬ因此ꎬ犏牛乳成为了重

要的牦牛乳替代乳源[２] .牦牛乳具有不同于普通牛乳

的凝乳性能[３]ꎬ有研究表明ꎬ在牦牛全乳中加入凝乳

酶后ꎬ所有试验样品(ｎ＝ ３８)均能凝乳ꎬ且个体间凝乳

时间差异小ꎬ而普通的中国荷斯坦牛乳约有 ３０％以上

的乳样无法正常凝乳[４]ꎬ普通牛乳凝乳的巨大个体差

异ꎬ国外也有报道[５] .这些研究揭示牦牛乳加工性能

不同于普通牛乳ꎬ更适合乳酪生产.
目前有关凝乳的机制ꎬ尚不完全清楚ꎬ但已有研

究表明ꎬ有很多因素如温度、ｐＨ 值、乳蛋白质含量及

盐类成分等能显著影响凝乳效果[６￣７] .不同动物的乳

具有不同的蛋白质组成和物理化学特性ꎬ导致它们在

凝乳性能上存在显著差异[８] .有关牛乳的凝乳机制研

究得最多ꎬ其凝乳主要通过凝乳酶水解酪蛋白ꎬ使酪

蛋白分子聚集形成凝块[９] .羊乳和牛乳在蛋白质组成

上相似ꎬ但羊乳凝乳速度更快[１０￣１１] .相比之下ꎬ骆驼乳

的酪蛋白以 β￣酪蛋白(β￣ＣＮ)为主ꎬκ￣酪蛋白(κ￣ＣＮ)
含量低ꎬ具有较高的稳定性和抗凝固特性[１２] .而与普

通牛乳相比ꎬ牦牛酪蛋白微团的大小、微团中 κ￣酪蛋

白和磷酸钙含量有所不同[９￣１３]ꎬ这或许与其优良的凝

乳特性有关.另外ꎬ有关犏牛乳的凝乳研究还未见报

道ꎬ目前还不清楚犏牛乳凝乳与牦牛乳类似ꎬ还是具

有其亲本普通牛的特点ꎬ如果其存在凝乳差异ꎬ则牦

牛乳和犏牛乳是探索凝乳差异机制的理想材料.
本研究初步比较了牦牛乳和犏牛乳的凝乳特点ꎬ

并通过乳清蛋白电泳比较了二者凝乳后乳清中的蛋

白质组成和含量差异ꎬ进而分析它们对凝乳可能产生

的影响ꎬ以探索凝乳机制ꎬ为牦牛乳和犏牛乳的加工

提供参考.

１　 材料与方法

１􀆰 １　 乳样采集与处理

于 ６ 月青草季节在四川省红原县采集当年分娩

的泌乳麦洼牦牛(ｎ＝ ５)和犏牛(ｎ＝ ５)的乳样ꎬ每头各

约 ２００ ｍＬꎬ冷冻后带回实验室ꎬ－８０ ℃保存备用 􀆰 试

验牦牛或犏牛年龄 ８~ ９ 岁ꎬ胎次 ６ ~ ８.乳样按当地管

理模式采用清晨手工挤乳的方式采集ꎬ所有实验过程

符合动物福利和动物保护的相关要求.
全乳室温解冻后ꎬ取 ２ ｍＬ 乳样装入离心管内ꎬ以

１０ ０００×ｇ的离心力于 ４ ℃离心 １０ ｍｉｎꎬ获得下层脱脂

乳ꎬ再用等电点沉淀法制备乳清[１４]ꎬ该乳清为酸乳

清ꎬ－８０ ℃保存备用.
１􀆰 ２　 主要试剂和仪器方法

主要试剂:凝乳酶(来源于在米黑毛霉菌中克隆

表达的皱胃酶)购自 Ｓｉｇｍａ￣Ａｌｄｒｉｃｈ 公司ꎻ十二烷基硫

酸钠(ＳＤＳ)、四乙基乙二胺(ＴＥＭＥＤ)、丙烯酰胺等购

自 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司ꎻ过硫酸铵(ＡＰＳ) 购自 ＢＯＳＴＥＲ 公

司ꎻ其余试剂为国产分析纯或生化规格.
主要仪器: Ｓｏｒｖａｌｌ ＳＴ８Ｒ 小型台式冷冻离心机

(Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ)ꎻＳＰ￣７５６Ｐ 分光光度计(上海

光谱 有 限 公 司)ꎻ Ｂｉｏ￣Ｒａｄ ＭＰ３ 电 泳 槽、 ＰＯＷＥＲ /
ＰＡＣ３０００ 电泳仪和 ＣｈｅｍｉＤｏｃ 凝胶成像仪(Ｂｉｏ￣Ｒａｄ)等.
１􀆰 ３　 分析方法

１􀆰 ３􀆰 １　 凝乳实验

取 ２ ｍＬ 全乳样品于塑料离心管中ꎬ加入新鲜配

制的 １ ｍｇ / ｍＬ 凝乳酶(Ｓｉｇｍａ)４０ μＬꎬ于 ３７ ℃水浴保

温ꎬ观察 ３０ ｍｉｎ 内的凝乳情况.凝乳后用玻璃棒捣碎

凝固乳ꎬ再以１０ ０００×ｇ的离心力于 ４ ℃离心 ２０ ｍｉｎꎬ
获得上层乳清ꎬ该乳清为酶乳清ꎬ－８０ ℃保存备用ꎻ对
于无法凝乳的样品ꎬ保温 ３０ ｍｉｎ 结束后继续补加凝

乳酶ꎬ同上保温、观察和处理.
１􀆰 ３􀆰 ２　 乳清中蛋白质含量的测定

采用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ 染料结合法测定酶乳清、酸乳清中

的蛋白质含量[１５]ꎬ以牛血清白蛋白(ＢＳＡ)为标准品.
１􀆰 ３􀆰 ３　 乳清蛋白的电泳分析

采用分离胶浓度为 １２􀆰 ５％的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 在还原

条件下分离酶乳清和酸乳清中的蛋白质ꎬ每孔蛋白质

上样量为 ５ μｇ􀆰 电泳后凝胶用考马斯亮蓝 Ｒ￣２５０ 染

色ꎬ脱色后用凝胶成像系统拍照ꎬ并用相应软件计算

乳清蛋白组分的相对含量.
１􀆰 ４　 数据处理

实验数据均用 Ｘ
－
±Ｓｅ 表示.用 ｉｍａｇｅ Ｊ 软件确定电

泳凝胶上主要蛋白条带的灰度值ꎬ并用 ＳＰＳＳ(２６􀆰 ０)
对蛋白组分的相对含量进行统计分析ꎬＦ 检验比较酶

乳清与酸乳清、牦牛乳与犏牛乳相同乳清之间的蛋白

８２１
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组分差异性.

２　 结果

２􀆰 １　 牦牛乳和犏牛乳的凝乳

全部试验牦牛全乳(ｎ ＝ ５)和 ３ 头犏牛全乳中加

入凝乳酶后 ３０ ｍｉｎ 内均凝乳ꎬ但其余两头犏牛乳在

该时间内无法凝乳ꎬ继续分别补加 １０ μＬ 和 ２０ μＬ 凝

乳酶ꎬ保温约 ４０ ｍｉｎ 方凝乳.该结果初步表明ꎬ牦牛乳

比犏牛乳更容易凝乳.
２􀆰 ２　 酶乳清与酸乳清中蛋白质含量的比较

使用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ 染料结合法检测酶乳清和酸乳清

中的蛋白质含量(图 １)ꎬ结果表明ꎬ酶乳清中蛋白质

含量无论是牦牛乳还是犏牛乳ꎬ均显著高于酸乳清

(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ牦牛乳与犏牛乳相比ꎬ酶乳清或酸乳清中

的蛋白质含量均无显著差异.
２􀆰 ３　 乳清蛋白电泳

牦牛乳和犏牛乳的乳清蛋白电泳均显示 α￣乳清

蛋白(α￣Ｌａ)、β￣乳球蛋白(β￣Ｌｇ)、酪蛋白(ＣＮ)、免疫

球蛋白重链( ＩｇＧ￣Ｈ)、血清白蛋白( ＳＡ)、乳铁蛋白

(Ｌｆ)等区带(图 ２).两种乳清相比ꎬ牦牛乳和犏牛乳

的酶乳清在分子量 ２２ ｋＤａ ~ ２６ ｋＤａ 之间均有一组明

显的条带(标注为 ＵＮＰ １)ꎬ而酸乳清中ꎬ在 α￣Ｌａ 与 β￣
Ｌｇ 之间有一明显的未知条带(标注为 ＵＮＰ ２ꎬ分子量

约为 １６ ｋＤａ)ꎬ另外在 １４􀆰 ４ ｋＤａ 之下也可见一些低分

子量蛋白质.值得注意的是ꎬ与本研究中的牦牛乳和

其他 ３ 头犏牛乳相比ꎬ凝乳时间长的 ２ 号、４ 号犏牛乳

样在 ３１􀆰 ９ ｋＤａ 有条带ꎬ其酶乳清中该条带含量差异

不明显(图 ２ＢꎬＰ２ 和 Ｐ４ 泳道)ꎬ但其他正常凝乳的犏

牛样品中该位置没有蛋白条带出现ꎻ而其酸乳清蛋白

电泳图谱中ꎬ凝乳时间长的样品在该条带的相对含量

更高(图 ２ＤꎬＰ２ 和 Ｐ４ 泳道).

图 １　 牦牛乳和犏牛乳清蛋白含量

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｙａｋ ａｎｄ ｃａｔｔｌｅ￣ｙａｋ ｗｈｅｙ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔ
注:∗表示牦牛乳或犏牛乳的酶乳清与酸乳清相比ꎬ

差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５).

图 ２　 牦牛乳和犏牛乳的乳清蛋白电泳图

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ｗｈｅｙ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｙａｋ ａｎｄ ｃａｔｔｌｅ￣ｙａｋ ｍｉｌｋ
Ａ:牦牛酶乳清ꎻＢ:犏牛酶乳清ꎻＣ:牦牛酸乳清ꎻＤ:犏牛酸乳清

Ｍ:蛋白分子量标准ꎻＹ１￣Ｙ５ 和 Ｐ１￣Ｐ５:分别为 ５ 个牦牛乳清和犏牛乳清ꎻＬｆ:乳铁蛋白ꎻＢＳＡ:牛血清白蛋白ꎻ
ＩｇＧ￣Ｈ:免疫球蛋白重链ꎻＣＮ:酪蛋白ꎻＵＮＰ １ / ＵＮＰ ２:未知蛋白 １ /未知蛋白 ２ꎻβ￣Ｌｇ:β￣乳球蛋白ꎻα￣Ｌａ:α￣乳清蛋白

　 　 利用 ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析电泳图谱中蛋白质组分的

比例(图 ３)ꎬ与酸乳清相比ꎬ酶乳清中 ＣＮ 相对比例极

显著降低(表 １)ꎬ其他组分除 α￣Ｌａ 外均极显著增加

(Ｐ<０􀆰 ０１).犏牛乳清与牦牛乳清之间的差异蛋白主

９２１
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要是 ＣＮ 和两类未知蛋白ꎬ其中酶乳清或酸乳清中

ＣＮ 的相对含量ꎬ牦牛乳均极显著高于犏牛乳 (Ｐ <
０􀆰 ０１)ꎻ只存在于酶乳清中未知蛋白 １ꎬ牦牛乳亦极显

著高于犏牛乳(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎻ而仅存在于酸乳清中未知

蛋白 ２ꎬ牦牛乳则极显著低于犏牛乳(Ｐ<０􀆰 ０１).

表 １　 乳清中各蛋白相对含量

Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ｉｎ ｗｈｅｙ

乳清种类 Ｌｆ ＢＳＡ ＩｇＧ￣Ｈ ＣＮ ＵＮＰ １ β￣Ｌｇ ＵＮＰ ２ α￣Ｌａ

牦牛酶乳清 ６􀆰 ２５±０􀆰 ８９∗∗ ６􀆰 ９３±０􀆰 ５９∗∗ ９􀆰 ４３±１􀆰 ３５∗∗ １３􀆰 ０６±３􀆰 ５１∗∗ ９􀆰 ２３±０􀆰 ４４ ２７􀆰 ６１±２􀆰 ９４∗∗ １３􀆰 ３８±２􀆰 ３３

酸乳清 ４􀆰 ３４±０􀆰 ５５ ３􀆰 ４２±０􀆰 ４０ ６􀆰 １８±０􀆰 ７４ ２４􀆰 ３３±０􀆰 ５７ ２３􀆰 ６８±０􀆰 ４５ ３􀆰 ６７±０􀆰 ３８ １０􀆰 ５４±０􀆰 ６３

犏牛酶乳清 ９􀆰 ８０±３􀆰 ３４∗∗ ８􀆰 ３９±１􀆰 ５０∗∗ １１􀆰 ９５±３􀆰 ０６∗∗ １１􀆰 ６２±３􀆰 ５５∗∗ ７􀆰 ６７±０􀆰 ８０ ２７􀆰 ００±５􀆰 １９∗∗ １１􀆰 ６１±２􀆰 ９４

酸乳清 ５􀆰 ５３±１􀆰 ８４ ４􀆰 ３３±１􀆰 ２０ ７􀆰 ９６±１􀆰 ４０ ２１􀆰 ６４±０􀆰 ４０ ２２􀆰 ３５±５􀆰 １０ ５􀆰 ６９±０􀆰 ５４ １１􀆰 ５７±３􀆰 ４３
注:∗∗表示牦牛乳或犏牛乳中ꎬ酸乳清与酶乳清间差异极显著(Ｐ< ０􀆰 ０１) .ＵＮＰ １ 只存在于酶乳清ꎬＵＮＰ ２ 只存在于酸乳清ꎬ因此其比例无法在两
种乳清中进行统计比较.

酶乳清 　 酸乳清

图 ３　 牦牛乳与犏牛乳的乳清中蛋白质比例显著差异的组分

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｓ ｗｉｔｈ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｙａｋ ａｎｄ ｃａｔｔｌｅ￣ｙａｋ ｍｉｌｋ ｗｈｅｙ
注:∗∗表示牦牛乳与犏牛乳比较ꎬ差异极显著(Ｐ< ０􀆰 ０１).

３　 讨论

　 　 本研究探讨了牦牛乳和犏牛乳的凝乳特性及其

乳清蛋白组成ꎬ初步获得了两种乳凝乳特点的差异.
凝乳是通过处理使乳中蛋白质凝结的过程ꎬ是乳酪生

产的重要环节之一ꎬ一般通过在乳中添加凝乳酶来实

现ꎬ凝乳产生的乳清蛋白中ꎬ有 ２０％ ~ ２５％是 κ￣酪蛋

白巨肽(Ｃａｓｅｉｎ ｇｌｙｃｏｍａｃｒｏｐｅｐｔｉｄｅꎬＣＧＭＰ)ꎬ它是由凝

乳酶降解 κ￣酪蛋白(κ￣ＣＮ)产生的一类含量仅次于 β￣
Ｌｇ 和 α￣Ｌａ[１６]的含有糖链的多肽[１７]ꎬ在中性条件下ꎬ

分子量大约为 ２３ ｋＤａ ~３３ ｋＤａ[１８] .这与本试验中在酶

乳清中观察到未知蛋白 １ 条带的分子量一致.其比例

在牦牛酶乳清中仅次于 β￣Ｌｇ 和 α￣Ｌａꎬ因此ꎬ推测未知

蛋白 １ 为 ＣＧＭＰ.未知蛋白 ２ 分子量约为 １６ ｋＤａꎬ位于

β￣Ｌｇ 与 α￣Ｌａ 之间ꎬ其属性还需研究确定.本试验由于

样品数量有限ꎬ没有对牦牛乳和犏牛乳的凝乳时间进

行仔细的比较ꎬ但 ２ 号、４ 号犏牛乳样凝乳时间明显

较长ꎬ在相同条件下需要更多的凝乳酶和更长的时间

才能凝乳ꎬ且二者的乳清蛋白电泳图谱不同于其他个

体(图 ２Ｄ)ꎬ提示乳的蛋白质组成可能与凝乳有很大

关联.
目前有关凝乳的机制尚不完全清楚.当前主流观

点认为ꎬ凝乳是凝乳酶通过水解 κ￣ＣＮ 中的 Ｐｈｅ１０５￣
Ｍｅｔ１０６肽键ꎬ生成 κ￣酪蛋白巨肽和副 κ￣ＣＮꎬ进而促进

副 κ￣ＣＮ 聚集形成三维凝胶的过程ꎬ这一过程受到多

种因素的影响[１９] .凝乳的关键是凝乳酶对 κ￣ＣＮ 的水

解作用[１７]ꎬ并受 β￣Ｌｇ 含量和不同基因型的影响[２０￣２１] .
牦牛 β￣Ｌｇ 遗传变异体不同于犏牛[１５]ꎬ牦牛的 β￣Ｌｇ 为

ＥＥ 型ꎬ而犏牛为杂合型(ＡＥ 或 ＢＥ)ꎬ但本试验中牦牛

与犏牛 β￣Ｌｇ 的相对蛋白含量没有显著差异.此外ꎬ牦
牛 κ￣ＣＮ 遗传变异体也不同于普通牛ꎬ部分个体存在

４ 个氨基酸的重复序列[２２]ꎬ可能与其凝乳特性有关ꎬ
但 κ￣ＣＮ 的差异无法解释全部试验牦牛乳均容易凝乳

的事实[４]ꎬ可能涉及更多其他的因素.牦牛乳中脂肪、

０３１
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蛋白质和钙等成分含量显著高于普通牛乳ꎬ且其乳酪

产量高出普通牛 １􀆰 ６７ 倍ꎬ且具有良好的凝乳性能ꎬ而
普通牛乳的凝乳时间差异很大ꎬ郑玉才等人研究了

２０ 个普通牛乳样ꎬ其中有 ７ 个无法凝乳[４]ꎬ这可能与

牦牛乳中的酪蛋白含量高且酪蛋白微团尺寸较大有

关[２３] .犏牛作为牦牛与黄牛的杂交后代ꎬ其乳产量显

著高于牦牛ꎬ但乳蛋白和乳脂肪含量低于牦牛[２] .通
过乳清蛋白电泳ꎬ有助于发现牦牛乳与犏牛乳的组成

差异ꎬ以探究其凝乳机制.
本试验通过对牦牛乳和犏牛乳的凝乳特性及乳

清中蛋白质组成的比较ꎬ得出牦牛乳在凝乳特性和蛋

白质组成上与犏牛乳存在显著差异ꎬ牦牛乳更易凝

乳ꎬ并且乳清中残留 ＣＮ 和 ＵＮＰ １(可能为 ＣＧＭＰ)的
含量更高ꎬＵＮＰ １ 极显著高于犏牛酶乳清(图 ２Ａ)ꎬ提
示有更多的 κ￣ＣＮ 被水解ꎬ促进了凝乳.但牦牛乳与犏

牛乳中 κ￣ＣＮ 含量以及组成结构是否存在差异ꎬ仍需

要进一步研究.这些结果为后续研究犏牛乳的凝乳特

性、机制及利用提供了重要参考.
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