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牛肉宰后嫩化机制的研究
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(农业部农畜产品加工与质量控制重点开放实验室,南京农业大学食品科技学院,南京 210095)

摘　要: 为了阐明牛肉的成熟机理,本试验模拟尸僵后牛肉的内在环境和成熟温度,将纯化后的钙激活酶É (Λ2Calpain)、

内源性钙激活酶É专一抑制剂 (Calpastat in)、肌原纤维和钙激活酶É 外源性抑制剂抑亮酶肽 (L eupep tin)用于 6个不同的

处理组合,反应不同时间后,分别做变性聚丙烯酰胺凝胶电泳 (SD S2PA GE)和蛋白质印迹分析 (W estern2b lo t t ing)。结果表

明, Ca2+ (100 ΛM )对肌原纤维没有降解作用,而在含Ca2+ (100 ΛM )的反应体系中, Λ2Calpain 对肌间线蛋白 (D esm in)和肌

钙蛋白 T (T ropon in2T )都有明显的降解作用,且降解产物和宰后牛肉自然成熟条件下的降解产物类似; Calpastat in 不能完

全抑制 Λ2Calpain 的活性;离体反应和自然成熟的牛肉中的肌动蛋白都没有发生变化。以上结论表明Ca2+ 很可能是通过激

活 Λ2Calpain而间接发挥对肌原纤维的降解作用,而溶酶体组织蛋白酶在牛肉成熟的早期对嫩度的改善贡献不大。
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0　引　言

大量的试验调查表明,牛肉嫩度是决定牛肉食用品

质最重要的指标,在一定程度上,牛肉的嫩度决定着牛

肉的价格[ 1, 2 ] ,所以改善和提高牛肉的嫩度是提高牛肉

质量的基本途径。虽然结缔组织和大理石花纹和牛肉嫩

度都有一定相关性,但很多试验证实它们不是影响牛肉

嫩度的主要因素[ 3, 4 ]。而宰后成熟过程中,肌细胞骨架蛋

白的降解则对牛肉嫩度的提高起着主导作用[ 5 ]。所以围

绕宰后牛肉成熟过程中骨架蛋白的变化,很多学者进行

了大量研究, 并提出了各自的理论。Koohm ara ie 和

D ran sfield 等人[ 6 ]认为骨架蛋白的降解主要是 Λ2Cal2
pain 的作用; T akahash i Kou ri等人[ 7 ]则认为是单独的

Ca2+ 作用; Ca lk in s等[ 8 ]则认为溶酶体组织蛋白酶在牛

肉成熟过程中也发挥着重要作用; 而L am are 等[ 9 ]对宰

后牛肉中蛋白酶体的活性跟踪发现,在生理 pH 值, 4℃

存放 7 d 后,蛋白酶体仍保持较高活性,并认为蛋白酶

体在牛肉宰后成熟过程中会和其它内源蛋白酶一起发

挥作用。所以,澄清牛肉嫩化机制并对嫩化速度和进程

进行调控,对最终改善牛肉产品质量,提高肉牛产业的

竞争力和经济效益具有重要的理论意义和现实意义。

1　材料与方法

1. 1　试验材料

1. 1. 1　试剂

PVD F 膜、NBT öBC IP 显色剂购自 Roche 公司; 碱

性磷酸酶标记的羊抗鼠免疫球蛋白购自 P rom ega 公

司; 电泳试剂、标准蛋白 (R PN 756) 及层析材料购自

Pharm acia公司;抗肌动蛋白和肌钙蛋白 T 的单克隆抗

体购自 Sigm a 公司;其它化学试剂均为国产分析纯。

1. 1. 2　仪器

低压层析系统: Pharm acia 生产; 匀浆器 B.

BRAUN 型,德国生产;高速冷冻离心机: 日本日立公司

生产 (SCR 20BC ) ; 电泳仪及电泳槽: 北京六一厂生产;

半干转印仪: 上海电泳仪器厂生产; pH 计: 上海雷磁仪

器厂生产 (PH S23C 型) ; 脱色摇床: 南京大学实验仪器

厂生产。

1. 1. 3　样品制备

1) 肌原纤维的制备

肌原纤维的提取和纯化采用 H uff2lonergan 的方

法[ 10 ]。将宰后 30 m in 内的黄牛背最长肌匀浆后,采用

差式离心法使肌原纤维逐步得到纯化,并于 50%甘油、

100 mM N aC l、1 mM 叠氮钠溶液中, - 30℃贮存。用前

用模拟尸僵后牛肉内环境的 pH 值、离子强度、氧化还

原电位及主要离子构成而配置的M SS缓冲液 (12 mM

N aC l、12. 6 mM M gSO 4. 7H 2O、70 mM KH 2PO 4、3. 4

mM N aOH、64. 2 mM KOH、11. 1 mM H 2SO 4、132 mM

C3H 6O 3 (乳酸)、100 mM T ris、1%M CE 用 1M T ris 调

节pH 值至 5. 8, 4℃)冲洗 3次后制成。蛋白浓度测定采

用双缩脲法。

2) Λ2Calpa in 和Calpasta t in 的纯化

参考 Geesink 的方法[ 11 ]并做了适当修改。即宰后

黄牛背最长肌经修整后用 3 倍体积抽提液 (100 mM

T ris2HC l, pH 8. 3, 10 mM ED TA , 0. 05% M CE, 100

m göL ovom uco id, 2 mM PM SF, 6 m göL leupep t in)离

心后,取上清液进行 0～ 45%硫酸铵沉淀分级, 将沉淀

用抽提液溶解透析后上D EA E2Sephacel离子交换柱,

将分离得到的 Λ2Calpa in 再分别过 Phenyl2sepharo se、

Bu tyl2sepharo se、D EA E2650S、Sepharycel2300柱,最后

得到纯化的 Λ2Calpa in (见图 1, 图 2)。将通过D EA E2
Sephacel 柱后得到的含 Calpasta t in 活性的溶液加热

(90℃, 15m in )离心去除杂蛋白, 上清液经聚乙二醇
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(6000)浓缩后再过 Sepharycel2300柱得到部分纯化的

Calpasta t in。

1. 上清液　2. 硫酸铵分级 (P0～ 45)　3. D EA E2sephacel　4. Phenyl2

Sepharo se　5. Butyl2Sephaaro se　6. D EA E2650S　7. Sepharycel2300

图 1　Λ2Calpain 的不同纯化步骤中样品的

SD S2PA GE 图谱 (胶浓度 12. 5% )

F ig. 1　Purificat ion of Λ2Calpain from Ch inese

yellow catt le longissim us m uscle

1. 上清液　2. 硫酸铵分级 (P0～ 45)　3、4. D EA E2sepharcel

(3为m 2Calpain, 4为 Λ2Calpain)　5. Phenyl2sepharo se

6. Butyl2sepharo se　7. D EA E2650S　8. Sepharycel2300

图 2. 牛肉样品的活性电泳图谱

F ig. 2　Casein zymography of calpain s at

differen t pu rificat ion step s

1. 2　试验方法

1. 2. 1　试验设计

本试验共设计 6个处理组合,每个试验处理总反应

体积 2. 5 mL ,反应条件为 pH 5. 8, 4℃。6 个处理组合

为:

1) 肌原纤维 (5. 8 m gömL )

2) 肌原纤维 (5. 8 m gömL ) + Ca2+ (100 ΛM )

3) 肌原纤维 (5. 8 m gömL ) + Ca2+ (100 ΛM ) + 抑

亮酶肽 (60 ΛgömL )

4) 肌原纤维 (5. 8 m gömL ) + Ca2+ (100 ΛM ) + 抑

亮酶肽 (120 ΛgömL )

5) 肌原纤维 (5. 8 m gömL ) + Ca2+ (100 ΛM ) +

Λ2Calpa in (0. 15 U )

6) 肌原纤维 (5. 8 m gömL ) + Ca2+ (100 ΛM ) +

Λ2Calpa in (0. 15 U ) + Calpasta t in (0. 6 U )

1. 2. 2　Λ2Calpa in 及Calpasta t in 活性的测定

采用 Koohm ara ie的方法[ 12 ]。

1. 2. 3　变性聚丙酰胺凝胶电泳

将分别反应 1、14、30 d 的样品 400 ΛL 6000×gm ax

离 心 5 m in, 沉 淀 用 SD S2PBS ( 2% SD S、10 mM

N a3PO 4, pH 7. 0) 200 ΛL 溶解,然后加入 100 ΛL 样品缓

冲液 (3 mM ED TA , 3% SD S, 30%甘油, 30 mM T ris2
HC l, 0. 05%溴酚蓝, pH 8. 0)和 20 ΛL Β2巯基乙醇。上
清加入 100 ΛL 样品缓冲液和 10ΛL Β2巯基乙醇。将以上
两种处理液 50℃加热 20 m in 后进行电泳。电泳条件:

分离胶浓度 12. 5% ,浓缩胶浓度 5% ,丙烯酰胺:甲叉双

丙烯酰胺为 37. 5∶1,电压 100 V ,电泳时间 4 h。电泳后

的胶或用考马斯亮兰染色 1 h, 在脱色液中脱色过夜,

或用于蛋白质印迹分析。

1. 2. 4　蛋白质印迹分析

将电泳后的凝胶置于转移缓冲液中 (20 mM T ris,

192 mM 甘氨酸, 15%甲醇)浸泡 20 m in 后, 采用半干

法将电泳凝胶中的蛋白转印到 PVD F 膜上。转印电流

200 mA , 1. 5 h。转印后的 PVD F 膜用含 5%脱脂奶粉

的 T TBS 溶液 ( 30 mM T ris2HC l, 500 mM N aC l,

0. 05% Tw een220, pH 7. 5) 封阻过夜, 然后分别用

1∶2000稀释的抗肌动蛋白或肌钙蛋白 T 的单克隆抗

体反应两小时,在 T TBS 溶液中浸洗 3 次,每次 5 m in

后,加入 1∶4000稀释的碱性磷酸酶标记的羊抗鼠 IgG

溶液中摇动 2. 5 h,经 T TBS漂洗后在NBT öBC IP 显色

液中显色。

1. 2. 5　自然成熟条件下全肌肉蛋白电泳和肌动蛋白的

印迹分析

将宰后黄牛背最长肌约 50 g 于 0～ 4℃条件下放置

不同时间后, 按照 H uff2L onergan 的方法[ 13 ]做全肌肉

蛋白电泳。肌动蛋白的印迹分析采用 2. 2. 4的方法。

2　结果与分析

从图 3 中可以看出, 反应 1 d 后, 处理组 5 有 30

KD a 小分子产生,肌间线蛋白也有部分降解。14 d 的样

品处理组 5有更多的 30 KD a 小片段产生,处理 5, 6组

的肌间线蛋白都有一定程度的降解,以处理组 5降解最

为明显。而反应 30 d 后,处理组 5, 6的肌间线蛋白几乎

完全降解,除处理组 5 的 30 KD a 降解产物明显外, 处

理组 6也出现 30 KD a 降解产物。处理组 1与 2, 3, 4组

间在反应的各时间段均无差异。这说明单独的Ca2+ 和

抑亮酶肽对肌原纤维的降解无作用,自然成熟条件下,

不同成熟时间的牛肉的电泳图谱也显示随着成熟时间

的延长,肌间线蛋白也发生降解,并且有 30 KD a 亚分

子片段产生。

肌钙蛋白 T 的印迹分析 (图 4)表明反应 1 d 处理

组 5 中的肌钙蛋白 T 就有明显降解,而其它几个处理

组肌钙蛋白 T 几乎没有变化。反应 14 d 处理组 5肌钙

蛋白 T 大部分发生降解,处理组 6也出现部分降解,而

反应 30 d 后处理组 5 降解更为充分,同时有更小降解

片段 (10～ 20 KD a)的产生,处理组 6的降解也较明显,

其它处理组虽然也有降解片段产生,但它们之间没有明

显差异,说明这种降解可能是非酶因素引起。
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1、2、3、4、5、6泳道分别代表 6个不同反应混合液沉淀样品; 7、8、9、10、11、12分别为其上清液。D 为全肌

肉蛋白的 SD S2PA GE (12. 5% )图谱。1、2、3、4、5、6分别指成熟 0、1、3、7、14、30 d后的样品。M :肌球蛋白

Α:肌动蛋白素D: D esm in A :肌动蛋白 Std:标准蛋白泳道

图 3　6个不同处理分别反应 1 d (A )、14 d (B )、30 d (C)后的 SD S2PA GE (12. 5% )图谱

F ig. 3　SD S2PA GE (12. 5% ) from six react ion m ix tu res, A ,B and C indicate th ree

incubation periods (1, 14, 30 days respect ively)

1、2、3、4、5、6分别代表不同的处理组合沉淀组分样品; 7、8、9、10、11、12分别为其上清液

图 4　6个不同处理分别反应 1 d (A )、14 d (B )、30 d (C)后的肌钙蛋白 T 的印迹分析图谱

F ig. 4　W estern b lo t t ing (12. 5% ) of T ropo rn in2T degradation p roducts. A , B and C

indicate th ree differen t incubation periods (1, 14, 30 days)

　　肌动蛋白的印迹分析图谱 (图 5a)表明在反应的不

同时间 (1～ 30 d)肌动蛋白都没有发生降解变化,这说

明 Λ2Calpa in、Ca2+、抑亮酶肽对肌动蛋白没有作用。自

然成熟条件下不同成熟阶段 (0～ 30 d)的肌动蛋白印迹

图谱 (图 5b)也显示肌动蛋白无降解。
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图 5　肌动蛋白印迹图谱

F ig. 5　M ap of w estern2b lo t t ing of m yofib rils

4　讨　论

牛肉成熟过程中嫩度的增加主要是由肌原纤维骨

架蛋白的降解造成的[ 14 ]。很多试验证实,肌间线蛋白和

肌钙蛋白 T 的降解产物和牛肉嫩度呈很好的相关

性[ 15, 16 ]。肌钙蛋白 T 的分子量约为 35 KD a,它能够和

肌动蛋白结合。成熟过程中肌钙蛋白 T 降解成 27～ 32

KD a 的降解产物,这些降解片段的生成速度和数量可

作为牛肉嫩度改善的标志[ 17, 18 ]。肌间线蛋白的分子量

约为 212 KD a,由四个亚基组成,它的两端沿相邻的肌

原纤维 Z盘环绕,属肌原纤维间的丝状蛋白。宰后牛肉

成熟过程中肌间线蛋白和肌钙蛋白 T 的降解是成熟过

程中肌原纤维构成蛋白变化的典型特征,牛肉成熟过程

中必然伴随着这两种蛋白的降解和嫩度的改善。本试验

利用了纯化后的 Λ2Calpa in 并模拟牛肉尸僵后的内在

环境,结果表明单独的 Ca2+ 并没有引起肌间线蛋白和

肌钙蛋白 T 的降解,而添加了 Λ2Calpa in 的反应体系肌

间线蛋白和肌钙蛋白 T 都发生了明显的降解,且降解

片段和自然成熟牛肉的降解片段相似, 这说明单独的

Ca2+ 在牛肉成熟的过程中贡献不大,其作用的发挥很可

能是通过激活 Λ2Calpa in 实现的。另外, Ca lpasta t in 虽

对 Λ2Calpa in 有抑制作用, 但在本试验条件下 Calpas2
ta t in 并没有完全抑制 Λ2Calpa in 的活性,这可能是因为

以酪蛋白为底物时测出的 Λ2Calpa in 活性低于以肌原

纤维蛋白为底物时的活性[ 19 ]。

溶酶体组织蛋白酶位于单层膜的溶酶体内,它们包

括B、D、H、L、N 等多种类型,离体试验发现溶酶体组织

蛋白酶对肌钙蛋白 T、肌球蛋白、肌动蛋白都具有降解

活性[ 20 ]。Calk in s等人[ 8 ]认为溶酶体组织蛋白酶在成熟

过程中发挥着重要作用,而肌动蛋白的印迹分析并没有

发现肌动蛋白的降解,说明溶酶体组织蛋白酶至少在牛

肉成熟的早期作用不大。Go ll等人[ 5 ]认为内源酶对牛肉

成熟发挥作用必须具备三个条件: 1)存在于肌细胞中;

2)能够和肌原纤维骨架蛋白接触; 3)离体试验能够模拟

自然成熟条件下骨架蛋白的降解变化。溶酶体组织蛋白

酶对牛肉骨架蛋白的降解是否起作用的关键很可能是

它能否从溶酶体膜中释放出来。

5　结　论

成熟是改善牛肉质量的有效途径,成熟过程中肌浆

钙离子浓度的增加可以激活 Λ2Calpa in,该酶可以降解

肌原纤维中的骨架蛋白,从而引起肌纤维结构的破坏和

肉嫩度的增加; 单独的钙离子可能对肉的嫩度贡献不

大; 另外,溶酶体组织蛋白酶在成熟的早期可能由于不

能从溶酶体中释放而不能发挥作用。所以,更多的工作

应集中于对 Λ2Calpa in 的表达及活性调控研究并通过

牛肉生产和加工工艺的改进,最终提高牛肉质量。
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M echan ism of postm ortem tender iza tion of beef
Hua ng M ing , Zhou G ua nghong , Xu Xing lia n , W a ng J un

(K ey L abora tory of A g ricu ltu ra l and A n im a l P rod ucts P rocessing and Q ua lity Con trol,

M in istry of A g ricu ltu re, N anj ing A g ricu ltu ra l U n iversity , N anj ing 210095, Ch ina)

Abstract: T he ob ject ive of th is study w as to elucida te the m echan ism of beef tenderiza t ion. Pu rif ied Λ2Calpa in,

ca lpasta t in, m yofib rils and leupep t in w ere u sed in six d ifferen t react ion m ix tu res. M yofib rilla r SD S2PA GE and

w estern b lo t t ing analysis w ere conducted after being incubated fo r a period of t im e in m ixed sa lt so lu t ion (M SS)

fo rm u la ted on the basis of the po st rigo r condit ion. T he resu lts show ed tha t desm in and tropon inT w ere degraded

by Λ2Calpa in in to sm aller fragm en ts w h ich w ere sim ila r to the po lypet ides degraded by aged beef, w h ile ca lcium

(100 ΛM ) alone had no effects on m yofib rils. It w as a lso found tha t Calpasta t in w as no t capab le of com p letely in2
h ib it ing Λ2Calpa in act ivity and no degrada t ion occu rred fo r act in. It is concluded tha t cyto skeleta l p ro tein s w ere

degraded by Λ2Calpa in du ring aging p rocess, w h ich m igh t be the m ajo r reason fo r im p roving beef tenderness.

N evertheless, there w as lit t le con tribu t ion of L yso som al ca thep sin s to beef tenderness a t early period of ag ing.

Key words: beef; tenderiza t ion; m echan ism ; ca lcium ; Λ2Calpa in
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