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牦牛与黄牛肌肉差异蛋白质组及生物信息学分析
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摘要：为了建立和优化牦牛肌肉组织蛋白质双向电泳（２ＤＥ）体系，结合生物信息学方法进行牦牛、黄牛差异蛋白质

通路分析。以牦牛背最长肌为实验材料，对不同裂解液成分、等电聚焦程序、染色方法进行研究，在最优 ２ＤＥ体系

参数下，对比分析牦牛、黄牛差异倍数大于 ２倍且达到显著水平（Ｐ＜００５）的 １９个蛋白质，通过基质辅助激光解

吸／电离飞行时间（ＭＡＬＤＩ ＴＯＦ／ＴＯＦ）质谱进行鉴定，并对鉴定结果进行了基因本体（ＧＯ）注释、京都基因与基因

组百科全书（ＫＥＧＧ）通路分析。结果表明，裂解液 ＩＩ、渐进式快速升压程序、改良的考染法获得的蛋白点匹配率高，

牦牛、黄牛 ２ＤＥ图谱蛋白点平均个数分别为 ４７９个和 ５５３个。通过比较牦牛和黄牛背最长肌中差异蛋白质可知，

所得到的差异蛋白质按照功能可分为代谢酶、结构蛋白和应激蛋白 ３大类。通过 ＫＥＧＧ分析可知，牦牛、黄牛差异

蛋白质主要集中在细胞代谢过程、碳水化合物代谢通路、遗传信息通路和能量代谢通路中，研究结果可为解释牦牛

和黄牛肌肉生物学特性和肉品质差异提供理论依据。
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ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ

　　引言

牦牛分布在平均海拔高度 ３５００ｍ以上的高山
草原，该地区空气含氧量仅为海平面的 ７０％左
右

［１］
。牦牛长期处于低氧环境，不仅仍然保持正常

的生理活动，而且具有特有的肉质性状。蛋白质作

为牦牛肉质性状的体现者，在宰前宰后的生理生化

反应中具有重要的作用。

双向凝胶电泳（Ｔｗｏｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，
２ＤＥ）是目前蛋白质组学最常用的方法之一［２］

。不

同组织、不同细胞的结构和成分存在特异性差别，因

此，对每个研究对象进行双向电泳条件的摸索与技

术优化是非常必要的
［３］
。目前研究主要集中在牦

牛肉成熟前后蛋白质组学变化
［４］
、生鲜和冷藏牦牛

肉蛋白质组学变化
［５］
、不同品种黄牛的蛋白质组学

差异
［６］
方面。通过分析牦牛和黄牛肉中差异蛋白

质，寻找不同于普通黄牛的牦牛肉特有蛋白质亟待

研究。同时，目前结合生物信息学技术中的基因本

体（Ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ，ＧＯ）注释［７］
、京都基因与基因组

百科全书（Ｋｙｏｔｏｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆｇｅｎｅｓａｎｄｇｅｎｏｍｅｓ，
ＫＥＧＧ）通路［８］

、蛋白质网络等分析方法研究差异蛋

白质组学的报道较少。

本文以牦牛背最长肌为研究对象，通过对不同

的裂解缓冲液成分、等电聚焦程序、染色方法进行优

化，寻找适合牦牛、黄牛肌肉组织蛋白提取的参数，

并结合差异蛋白质组学和生物信息学分析，对比研

究牦牛和黄牛的特有蛋白质，以期确定影响牦牛和

黄牛肉质性状的蛋白质种类及代谢通路，为解释牦

牛和黄牛肌肉生物学特性提供理论参考。

１　材料与方法

１１　材料与试剂
牦牛肉取自甘肃省武威市天祝藏族自治县，为

天祝白牦牛品种；黄牛为同一饲养环境下的本地黄

牛，品种是西秦杂交肉牛（西门塔尔公牛与本地秦

川牛杂交后代）。采用相同的屠宰条件，各采集

６头３６～３８月龄牛的背最长肌，共 １２个样本。从
屠宰场取得刚宰杀的样品，立即用磷酸盐缓冲液清

洗表面血迹后转到液氮中，带回实验室于 －８０℃条
件下保存备用。先进行肌肉双向电泳体系的构建，

然后进行比对分析。

固定化 ｐＨ梯度（ＩＰＧ）胶条（ｐＨ值 ３～１０，线
性，１７ｃｍ），载体两性电解质（Ｂｉｏ ｌｙｔｅ）（ｐＨ值 ３～
１０），美国 Ｂｉｏ ｒａｄ公司；３［（３胆酰胺丙基）二乙
胺］１丙磺酸（ＣＨＡＰＳ），二硫苏糖醇（ＤＴＴ），牛血清
白蛋白（ＢＳＡ），聚乙二醇辛基苯基醚（Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ
１００），α氰基４羟基肉桂酸（ＣＨＣＡ），乙腈（ＡＣＮ），
三氟乙酸（ＴＦＡ），美国 Ｓｉｇｍａ公司；三羟甲基氨基甲
烷（Ｔｒｉｓ）等其他生化试剂均为国产分析纯。
１２　仪器与设备

Ｐｒｏｔｅａｎｉ１２ＩＥＦ型双向电泳仪，ＰｒｏｔｅｉｎＩＩ型垂
直电泳仪，美国 Ｂｉｏ Ｒａｄ公司；ＵＶ ２５０型紫外分
光光度计，日本岛津公司；ＴＧＬ ２４ＭＣ型台式高速
冷冻离心机，长沙英泰仪器有限公司；ＣＰ２１４型电子
天平，奥豪斯仪器有限公司；ＤＨＧ９０７０Ａ型电热鼓风
干燥箱，上海越众仪器设备有限公司；５８００ＭＡＬＤＩ
ＴＯＦ／ＴＯＦ型质谱仪，ＡＢＳＣＩＥＸ公司。
１３　实验方法
１３１　Ｂｒａｄｆｏｒｄ法蛋白质浓度测定

以磷酸盐缓冲液为空白，１ｍｇ／ｍＬＢＳＡ为标准
蛋白溶液，制作标准曲线。以蛋白质质量（ｍｇ）为横
坐标，吸光度为纵坐标，对不同样本用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测
定蛋白质浓度

［９］
。

１３２　肌肉组织２ＤＥ体系的构建
（１）不同裂解液成分
参照 ＣＨＡＺＥ等［１０］

的方法并进行改进，取适量

样本组织放入灭菌且预冷的研钵中，用液氮研磨成

粉末状，加入适量样品裂解液溶解蛋白。

裂解液 Ｉ成分：７ｍｏｌ／Ｌ尿素；２ｍｏｌ／Ｌ硫脲；
２ｇ／（１００ｍＬ）ＣＨＡＰＳ；６０ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ；００７％ β巯
基乙醇；１５％ Ｂｉｏ ｌｙｔｅ两性电解质（ｐＨ值 ３～
１０）。

裂解液Ⅱ成分：８ｍｏｌ／Ｌ尿素；２ｍｏｌ／Ｌ硫脲；
２ｇ／（１００ｍＬ）ＣＨＡＰＳ；６０ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ；００７％ β巯
基乙醇；２％ Ｂｉｏ ｌｙｔｅ两性电解质（ｐＨ值 ３～１０）；
２％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ １００。

裂解液Ⅲ成分：８ｍｏｌ／Ｌ尿素；２ｍｏｌ／Ｌ硫脲；
２ｇ／（１００ｍＬ）ＣＨＡＰＳ；６０ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ；００７％ β巯
基乙醇；１５％ Ｂｉｏ ｌｙｔｅ两性电解质（ｐＨ值 ３～
１０）；４０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ。
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（２）不同等电聚焦程序
参照 ＪＩＡ等［１１］

的方法并进行改进，按以下程序

进行等电聚焦：表面温度为 １８℃；胶条最大电流
５０ｍＡ。

直接快速升压程序：５０Ｖ主动水化１４ｈ，１０００Ｖ快
速升压１ｈ，９０００Ｖ线性升压４ｈ，聚焦到８００００Ｖ·ｈ，
５００Ｖ保持。

渐进式快速升压程序：５０Ｖ主动水化１４ｈ，５００Ｖ
快速升压１ｈ，１０００Ｖ快速升压 １ｈ，２０００Ｖ快速升
压，９０００Ｖ线性升压６ｈ，聚焦到 ８００００Ｖ·ｈ，５００Ｖ
保持。

渐进式缓慢升压程序：５０Ｖ主动水化１４ｈ，５００Ｖ
线性升压０５ｈ，１０００Ｖ线性升压 ０５ｈ，２０００Ｖ快
速升压１ｈ，９０００Ｖ线性升压１０ｈ，聚焦到８００００Ｖ·ｈ，
５００Ｖ保持。

（３）不同染色方法
聚焦结束后，进行胶条平衡以及十二烷基硫酸

钠 聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ ＰＡＧＥ）处理，最后
凝胶染色。

考马斯亮蓝法（考染法）参照 ＺＵＯ等［１］
的方

法：０４５ｇ／Ｌ考马斯亮蓝 Ｒ ２５０溶于甲醇，加入相
同体积超纯水、１／３体积冰醋酸进行凝胶染色 ２４ｈ。
再用等体积甲醇与冰乙酸配成的脱色液进行凝胶脱

色，直到背景清晰为止。

改良的考染法参照饶维桥等
［１２］
的方法并改进：

０１ｇ／Ｌ考马斯亮蓝 Ｒ ２５０，５％磷酸，００５ｇ／ｍＬ硫酸
铵，１０％甲醇进行凝胶染色２４ｈ，再进行凝胶脱色。

银染法参照 ＣＨＥＶＡＬＬＥＴ等［１３］
的方法并改进：

４０％无水乙醇、１０％冰乙酸、５０％纯水静置 １２ｈ固
定凝胶，５ｇ／Ｌ五水合硫代硫酸钠（Ｎａ２Ｓ２Ｏ３·５Ｈ２Ｏ）、
１２０ｇ／Ｌ三水合乙酸钠（ＮａＡｃ·３Ｈ２Ｏ）、３０％无水乙
醇致敏 ３０ｍｉｎ，２５ｇ／Ｌ硝酸银（ＡｇＮＯ３）、０１％的
３７％甲醛银染 ２０ｍｉｎ，２５ｇ／Ｌ碳酸钠（Ｎａ２ＣＯ３）、
０１％的３７％甲醛显色５ｍｉｎ，４ｇ／Ｌ甘氨酸终止显色
２０ｍｉｎ，４９４ｇ／Ｌ铁氰化钾（Ｋ３Ｆｅ（ＣＮ）６）、１２４ｇ／Ｌ
Ｎａ２Ｓ２Ｏ３·５Ｈ２Ｏ脱色直到背景清晰为止。
１３３　凝胶成像

将凝胶放于图像扫描器上，选择透射模式，以

３００ｄｐｉ分辨率扫描１６位灰度图像，以 ｔｉｆ格式存储。
设置优化灵敏度、算符和背景噪声等参数，初步识别

凝胶图像中的点。创建参考胶，手工匹配部分蛋白

点，由 ＰＤＱｕｅｓｔ８０１软件自动匹配后进行手工校
正，所得结果进一步在参考胶中验证。

１３４　质谱鉴定
（１）胶内酶解
将胶粒切碎后转入离心管中，加入 ２００～４００μＬ

１００ｍｍｏｌ／Ｌ碳酸氢铵（ＮＨ４ＨＣＯ３）以及 ３０％ ＡＣＮ
脱色液（３０～５０μＬ，３０ｍｍｏｌ／ＬＫ３Ｆｅ（ＣＮ）６与
１００ｍｍｏｌ／ＬＮａ２Ｓ２Ｏ３体积比为 １∶１），清洗脱色至透
明，吸 弃 上 清，加 入 １００ｍｍｏｌＮＨ４ＨＣＯ３，室 温
（２０℃）孵育１５ｍｉｎ。吸弃上清冻干，之后加入 ５μＬ
２５～１０ｎｇ／μＬ测序级胰蛋白酶溶液（酶与被分析
蛋白质质量比一般为１∶１００～１∶２０），３７℃反应后静
置２０ｈ左右；吸出酶解液，转移至新离心管中，原管
加入１００μＬ６０％ ＡＣＮ与 ０１％ＴＦＡ，超声 １５ｍｉｎ，
合并酶解液冻干

［１］
。

（２）质谱分析
冻干后的酶解样品，取 ２μＬ２０％ＡＣＮ复溶。

取１μＬ溶解样品，直接点于样品靶上，让溶剂自然
干燥后，再取０５μＬ过饱和 ＣＨＣＡ基质溶液（溶剂
为５０％ ＡＣＮ和０１％ ＴＦＡ）点至对应靶位上并自然
干燥。样品靶经氮气吹净后放入仪器进靶槽并用

ＡＢＳＣＩＥＸ５８００型串联飞行时间质谱仪进行测试分
析，激光源为３５５ｎｍ波长的（钇铝石榴石晶体）Ｎｄ∶
ＹＡＧ激光器，加速电压为 ２ｋＶ，采用正离子模式和
自动获取数据的模式采集数据，一级质谱（ＭＳ）扫描
范围为 ８００～４０００Ｄａ，选择信噪比大于 ５０的母离
子进行二级质谱分析，每个样品点上选择 ８个母离
子，累计叠加２５００次，碰撞能量２ｋＶ［１４］。
１３５　生物信息学分析

生物信息学在蛋白质组学的数据处理和分析中

起着重要作用，包括数据的获取、输入、储存、加工以

及数据库之间的联系
［１５］
。

（１）ＧＯ分析
ＧＯ分析共有 ３个本体，分别描述基因的分子

功能（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｆｕｎｃｔｉｏｎ）、所处的细胞组成（ｃｅｌｌｕｌａｒ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ）、参与的生物过程（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓ），利
用在线数据库（ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ．ｏｒｇ）进行
ＧＯ富集分析［１５］

。

（２）ＫＥＧＧ分析
利用 在 线 数 据 库 （ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｇｅｎｏｍｅ．ｊｐ／

ｋｅｇｇ／）进行 ＫＥＧＧ通路分析，在“牛属”范围内筛选
差异蛋白质对应的注释，根据 ＫＥＧＧ注释结果，对
差异蛋白进行 ＫＥＧＧ通路富集分析［１，１６］

。以所有鉴

定到的蛋白质为背景，通过费舍尔精确检验，找出差

异蛋白中显著富集的 ＫＥＧＧ通路，从而得知差异表
达蛋白质在哪些通路中呈现富集状态。

１４　数据分析
实验全部数据为重复 ４次的平均值，凝胶图像

的比对分析软件为 ＰＤＱｕｅｓｔ８０１（美国 Ｂｉｏ Ｒａｄ
公司），蛋白点丰度差异倍数为２倍以上且 Ｐ＜００５
判定为差异显著

［１７］
。质谱测试文件用 Ｍａｓｃｏｔ２２
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软件检索数据库。利用 ｂｌａｓｔ２ＧＯ２８软件（西班牙
Ｂｉｏｂａｍ公司）进行 ＧＯ富集分析，利用 ＫＥＧＧ在线
数据库进行通路富集分析。

２　结果与分析

２１　Ｂｒａｄｆｏｒｄ法标准曲线制作
本实验采用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ方法，得出标准曲线 ｙ＝

０００５８ｘ＋００３８７（Ｒ２＝０９８７７）。由标准曲线公
式可知，标准曲线线性关系良好，可以用于实验蛋白

质含量的测定。

２２　不同裂解液成分对２ＤＥ图谱的影响
本实验中裂解液Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ成分分别得到 ３２１、

４９８、３３５个点。由图 １可知，裂解液Ⅱ所得图谱背
景最清晰，分辨率最高，拖尾最少，蛋白点最多，说明

８ｍｏｌ／Ｌ尿素与 ２ｍｏｌ／Ｌ硫脲的配比更适用于牦牛
背最长肌肌肉蛋白的提取。尿素和硫脲都是应用广

泛的离液剂
［１８］
，联合使用不仅对膜蛋白有极为明显

的增溶效果，而且对核蛋白等微溶性蛋白质以及对

等电点附近蛋白质沉积都有改善。Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ １００
是一种非离子型去污剂，研究表明两性离子型去污

剂比非离子型去污剂更为有效
［１９］
。本实验中裂解

液Ⅱ既含有 Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ １００，也有两性离子型去污
剂 ＣＨＡＰＳ，图１ｂ说明 Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ １００和 ＣＨＡＰＳ联
合使用能更好地提取组织中的蛋白质，同时裂解液

中的 ＤＴＴ起到了还原作用。两性电解质 Ｂｉｏ ｌｙｔｅ
在一定程度上可以缓解盐离子浓度低的问题，具有在

聚焦过程中提供稳定电导的能力，图 １ｂ说明裂解液
Ⅱ中２％ Ｂｉｏ ｌｙｔｅ进一步增强了蛋白质的溶解性。

图 １　不同裂解液成分对 ２ＤＥ图谱的影响

Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｙｓｉｓｂｕｆｆｅｒｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｏｎ２ＤＥｐａｔｔｅｒｎｓ
　

图 ２　不同等电聚焦程序对 ２ＤＥ图谱的影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃｆｏｃｕｓｉｎｇｐｒｏｃｅｄｕｒｅｓｏｎ２ＤＥｐａｔｔｅｒｎｓ

２３　不同等电聚焦程序对２ＤＥ图谱的影响
本实验中，取 Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测定的 ２００μｇ蛋白样

品进行双向电泳，采用３种不同的等电聚焦程序，分
别得到电泳图，如图２所示。结果显示，在２组程序
都达到８００００Ｖ·ｈ时，直接快速升压中，纵向、横向
拖尾均较为明显，且蛋白点模糊，不宜进行分析；渐

进式缓慢升压由５０Ｖ起缓慢升压，延长了等电聚焦
时间，却又不能快速到达高电压，使蛋白点过少；只

有渐进式快速升压程序的图像中横纹明显减少，且

蛋白质点清晰，分辨率高。这是因为盐离子在水化

过程中容易渗入胶条，使凝胶内电流分布不均，导致

２ＤＥ图谱出现不均一背景和拖带现象［２０］
。本实验

中渐进式快速升压程序从 ５００Ｖ到 ９０００Ｖ的升压
过程中，各电压区间分段升压，便于蛋白向胶条内转

移，可使盐分清除较为完全。这是由于分段快速升

压有助于蛋白质等电聚焦，减少蛋白损失，同时低电

压条件能有效去除蛋白中的盐分并且促使大分子蛋

白质进入胶条
［１８］
。因此，选择渐进式快速升压程序

作为样本的等电聚焦程序。

２４　不同染色方法对２ＤＥ图谱的影响
考马斯亮蓝染色法和银染法是双向电泳中最常

见的染色方法，本实验在相同的等点聚焦程序下，采

用常规考染法、改良的考染法和银染法 ３种染色方
法进行比较，分别得到 ４２９、５３２、４９０个点。图 ３显
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示，常规考染法相对灵敏度低，检测出的蛋白点少。

银染法的背景较深，高丰度蛋白点较为模糊，不够清

晰，给准确判断带来一定的困难。改良的考染法与

常规考染法相比，出现的蛋白点较多；与银染法相

比，拖带少，背景较清晰。因此选择改良的考染法进

行后续质谱鉴定。

图 ３　不同染色方法对 ２ＤＥ图谱的影响

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔａｉｎｉｎｇｍｅｔｈｏｄｓｏｎ２ＤＥｐａｔｔｅｒｎｓ
　

２５　差异表达蛋白点的确定
根据点丰度分析，牦牛和黄牛背最长肌 ２ＤＥ图

谱蛋白点个数分别为４７９和５５３个。如图４所示，在牦
牛和黄牛背最长肌的２ＤＥ图谱中确定了１９个差异倍
数大于２倍且达到显著水平（Ｐ＜００５）的蛋白点。
２６　差异蛋白点质谱鉴定

本研究通过 ＭＡＬＤＩ ＴＯＦ／ＴＯＦ型质谱仪鉴定，
共成功鉴定出可信度大于 ９５％的 １９种蛋白质，点
编号、蛋白名称、检索号、数据库来源、分子量、等电

点、蛋白表达量和差异倍数如表１所示。其中 １１个
点在牦牛背最长肌中表达量较高，有 ８个点在黄牛
　　

图 ４　牦牛、黄牛背最长肌 ２ＤＥ差异蛋白点标记

Ｆｉｇ．４　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｍａｒｋｉｎｇｏｆ２ＤＥｉｎ

ｙａｋａｎｄｂｅｅｆｃａｔｔｌｅＬｏｎｇｉｓｓｉｍｕｓｄｏｒｓｉｍｕｓｃｌｅ
　

表 １　牦牛、黄牛背最长肌差异蛋白质谱鉴定结果

Ｔａｂ．１　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｂｙＭＡＬＤＩ ＴＯＦ／ＴＯＦｉｎＬｏｎｇｉｓｓｉｍｕｓｄｏｒｓｉ

ｍｕｓｃｌｅｏｆｙａｋａｎｄｂｅｅｆｃａｔｔｌｅ

点编号 蛋白名称 检索号 数据库来源 分子量／等电点
蛋白表达量

（牦牛／黄牛）
差异倍数

２ 碳酸酐酶３ ｇｉ｜４４０８９８３８６ Ｂｏｓｍｕｔｕｓ ２８７０９５／７８２ ３３５７２／１６３７６ ２０５ａ

４ 乌头酸水合酶 ｇｉ｜２７８０６７６９ Ｂｏｓｔａｕｒｕｓ ８６０４５３／８０８ ９３８／２６２７ ２８０ｂ

６ ３磷酸甘油醛脱氢酶 ｇｉ｜７７４０４２７３ Ｂｏｓｔａｕｒｕｓ ３６０７３４／８５ ３３２９／１２３８３ ３７２ｂ

８ 二氢硫辛酸脱氢酶 ｇｉ｜５５５９９８５４１ Ｂｏｓｍｕｔｕｓ ５２２０５１／８０５ ８５０７３／３６５５１ ２３３ａ

９ 线粒体乌头酸酶２ ｇｉ｜９０９７０３１２ Ｂｏｓｔａｕｒｕｓ ７９１８５５／６６７ １１８１８／３４９３７ ２９６ｂ

代谢酶 １１ 丙酮酸激酶 ｇｉ｜４４０８９７５０２ Ｂｏｓｍｕｔｕｓ ６３５６６５／７２６ ２１０１３／５４６１４ ２６０ｂ

１２ 腺苷酸激酶同工酶 ｇｉ｜６１８８８８５０ Ｂｏｓｔａｕｒｕｓ ２１７６４３／８４ ６７６２３／３０７４１ ２１９ａ

１６ β烯醇化酶亚型 Ｘ１ ｇｉ｜５２８９９４８９２ Ｂｏｓｔａｕｒｕｓ ４８１３６９／８３３ ３７６２３／８６８６０ ２３１ｂ

１７ 果糖二磷酸醛缩酶 Ａ型 Ｘ１ ｇｉ｜７４１９７４４８９ Ｂｏｓｔａｕｒｕｓ ３９９２４５／８４５ ６７７９２／３１７３７ ２１４ａ

１８ Ｌ乳酸脱氢酶 Ａ链 ｇｉ｜１１９３７１３２３ Ｂｏｓｔａｕｒｕｓ ３６９４７５／８１６ ７４６１４／３７１２１ ２０１ａ

１９ 醛糖还原酶 ｇｉ｜１６２６５２ Ｂｏｓｔａｕｒｕｓ ３４３４５６／５６８ １２７５８／３３０４３ ２５９ｂ

１ 角蛋白 ｇｉ｜４４０８９６１１８ Ｂｏｓｍｕｔｕｓ ５６３６２４／８３ ２５１５４／５５１８６ ２１９ｂ

３ 肌钙蛋白 Ｉ ｇｉ｜４４０８９９４２９ Ｂｏｓｍｕｔｕｓ ２１１２７９／９３ １６３１８／７１２３ ２２９ａ

结构蛋白
１０ 肌钙蛋白 Ｔ ｇｉ｜７４１９６１２２３ Ｂｏｓｔａｕｒｕｓ ３０７９６９／６１２ ８０９２４／３８５３５ ２１０ａ

１３ 肌球蛋白１ ｇｉ｜４１３８６６９１ Ｂｏｓｔａｕｒｕｓ ２２３７６３８／５５７ ５７００６／２４４７２ ２３３ａ

１４ α骨骼肌肌动蛋白 ｇｉ｜５５５９６９４８３ Ｂｏｓｍｕｔｕｓ ３７５７５６／５２７ ２７６２３／１１００６ ２５１ａ

１５ α骨骼肌肌动蛋白前体 ｇｉ｜４０９６９４ Ｂｏｓｔａｕｒｕｓ ４２４５１１／５３１ １７７５２／３６３７６ ２０５ｂ

应激蛋白
７ 热休克蛋白 β６ ｇｉ｜２９６４７７８３８ Ｂｏｓｔａｕｒｕｓ １７５２５２／５９５ ３９１３９／１９１０７ ２０５ａ

５ 抗增殖蛋白 ｇｉ｜７７７３６０９１ Ｂｏｓｔａｕｒｕｓ ２９８４２９／５５７ ７１５７６／２１１１４ ３３９ａ

　　注：ａ表示差异倍数为牦牛与黄牛蛋白表达量之比；ｂ表示差异倍数为黄牛与牦牛蛋白表达量之比。
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背最长肌中表达量较高。这些差异蛋白质的 ｐＩ值
（等电点）大多集中在５～８之间，分子量在 ３０～１００
ｋＤａ之间。根据质谱鉴定结果，差异蛋白质主要包
括三大类：代谢酶、结构蛋白和应激蛋白。大部分的

代谢酶在２ＤＥ凝胶中性或碱性区被发现，并且在多
点鉴定出亚型。

３类差异蛋白均与肉品食用品质及加工品质形
成有关。代谢类蛋白在糖酵解、三羧酸循环等生化

反应中发挥重要作用。３磷酸甘油醛脱氢酶等代谢
酶是参与糖酵解的关键酶，３磷酸甘油醛脱氢酶通
过催化３磷酸甘油醛的氧化磷酸化，影响糖酵解代
谢过程

［１］
。烯醇化酶是糖酵解系统和三羧酸循环

的一种关键酶，不仅参与催化 ２磷酸甘油酸失水生
成磷酸烯醇丙酮酸的反应，也可在糖原合成过程中

图 ５　差异表达蛋白质的 ＧＯ分析结果

Ｆｉｇ．５　ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｂｙＧＯｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ

催化逆向反应，即作为磷酸丙酮酸水合酶
［２１］
。糖酵

解酶的活性是影响宰后肌肉 ｐＨ值下降速率的主要
因素，进而影响着宰后僵直的进程，对肉质具有决定

性作用。结构蛋白与构成细胞和生物体有关，是宰

后肌肉收缩、能量代谢的基础
［２２］
。肌球蛋白、肌动

蛋白、肌钙蛋白等都与肌肉收缩有关，结构蛋白直接

影响宰后肉品质，如嫩度、保水性、肉色等。应激蛋

白被认为是维持肌原纤维蛋白的稳定、防止微丝等

细胞骨架蛋白降解的重要调节蛋白，热休克蛋白因

其具有高度保守和可以作为分子伴侣的特性，也是

影响肉质的重要蛋白质
［２３］
。

２７　生物信息学分析
蛋白质组学三大核心技术包括双向电泳技术、

生物质谱技术和生物信息学技术
［２４］
。蛋白质组学

与生物信息学的结合使在整体、动态、网络的水平上

研究蛋白质成为可能。同时，生物信息学作为一门

生物学、数学和计算机相互交叉融合而产生的新兴

学科，近年来随着基因组学和蛋白质组学的兴起而

迅速发展起来
［８］
。与生命科学其他学科相比，生物

信息学的高速发展并不主要依赖于理论上的重大突

破，生物实验和衍生数据的大量储存以及基于这些

数据建立的生物信息数据库在一定程度上是生物信

息学发展的动力
［８］
。

２７１　ＧＯ分析结果
Ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ提供了一套动态更新的标准词汇

表来全面描述生物体中基因和基因产物的属性
［１５］
。

利用 ＧＯ数据库和 Ｕｎｉｐｒｏｔ数据库对目的蛋白质进
行 ＧＯ功能分类和鉴定，并对鉴定到的条目进行 ＧＯ
条目注释，基于参与的细胞组成对１９种蛋白质进行
功能分类和鉴定，共得到 １５６个注释，见图５ａ（图中
括号内为注释个数，下同）。基于参与的分子功能

对差异蛋白质进行功能分类和鉴定，共鉴定到７０个
注释，见图５ｂ。基于参与的生物过程进行功能分类
和鉴定，共鉴定到２３０个注释，见图５ｃ。

ＧＯ分析结果与表 １中鉴定所得差异蛋白质一
致。ＧＯ分析显示，代谢过程是造成牦牛、黄牛肉用
品质差异的重要生物过程。牦牛肉与黄牛肉相比，

糖酵解酶强度增加，可能是因为牦牛为适应高原环

境而产生高原习服现象，通过增加糖酵解来支持和

维持 ＡＴＰ的产生，这可能是牦牛、黄牛肉 ２个品种
之间食用品质及加工品质差异的原因之一

［２５］
。本

实验中牦牛、黄牛虽采自同一饲养环境，但牦牛长期
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生活在高海拔地区，已具有充分利用氧气的能力，而

本地黄牛与牦牛相比，糖酵解酶强度较低，表明其机

体内仍存在缺氧状况，继续承受着高原环境的选

择
［２６］
。ＧＯ分析显示，组织过程也是造成牦牛、黄牛

肉用品质差异的重要生物过程。肌球蛋白、肌动蛋

白是构成肌动球蛋白复合体的蛋白，对肉的结构和

抗拉强度产生重要影响。ＭＡＲＩＮＯ等［２２］
研究证实

肌球蛋白轻链在波多利安牛中表现出更高的丰度，

肌球蛋白轻链的增加表明在内源酶的作用下，肌动

球蛋白横桥发生断裂，因此肌球蛋白轻链可作为预

测肉嫩度指标的重要蛋白。ＧＯ分析显示，应激过
程也是影响牦牛与黄牛肉用品质差异的重要生物过

程。热休克蛋白可保护微丝等细胞骨架蛋白，防止

结构破坏和由于肌肉细胞凋亡引起的蛋白的降解，

维持肌原纤维蛋白的稳定性。热休克蛋白 β６属于
小热休克蛋白家族，据推测，ＨＳＰβ６丰度的改变可
能导致肌动蛋白丝的稳定性降低，这可能与嫩度增

加相关
［２３］
。由表 １可知，热休克蛋白在牦牛肌肉组

织中丰度较高，表明牦牛为适应高原环境，产生更为

强烈的应激反应。

２７２　ＫＥＧＧ通路分析结果
在生物体内，不同蛋白相互协调行使其生物

学行为，基于通路的分析有助于更进一步了解其

生物学功能。ＫＥＧＧ是有关代谢通路的公共数据
库，通过通路分析能确定蛋白质参与的最主要生

化代谢途径和信号转导途径
［１６］
。利用 ＫＥＧＧ数据

库信息和分类体系，分析牦牛、黄牛差异表达蛋白

所处的相关代谢通路，共聚集得到 ７类代谢通路，
结果如图 ６所示。

结合表１和图６的实验结果，说明造成牦牛、黄
牛不同物种间肌肉生物学特性差异的主要蛋白质包

括代谢酶、结构蛋白和应激蛋白，这些蛋白质主要涉

及到的代谢通路包括细胞代谢通路、碳水化合物代

谢通路、遗传信息通路、能量代谢通路、氨基酸代谢

通路等，涉及这些代谢通路的生理生化反应最终造

　　

图 ６　差异表达蛋白质的 ＫＥＧＧ通路富集分析图

Ｆｉｇ．６　Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ

ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｂｙＫＥＧＧｐａｔｈｗａｙｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ
　

成了牦牛、黄牛肉用品质的差异。生物体中，蛋白质

通过蛋白质相互作用、修饰和调节，构建复杂的网络

来实现生理生化功能
［２７］
。由图 ６可知，细胞代谢

（３８％）、碳水化合物代谢（３１％）和能量代谢（８％）
相关的蛋白质在代谢通路分类中约占 ７７％，从而进
一步确定蛋白质代谢过程在不同种类肉质形成过程

中的重要性。蛋白质在遗传信息系统（１５％）中的
参与表明蛋白质与基因表达状态之间的相关性，为

进一步遗传分析提供了重要的目标基因，为通过遗

传育种和饲料改良提高肉品质提供理论参考。

３　结束语

通过２ＤＥ体系的优化，显示裂解液Ⅱ、渐进式
快速升压程序、改良的考染法获得的蛋白点匹配率

高。通过差异蛋白质组学分析，鉴定出１９个牦牛与
黄牛背最长肌之间的差异蛋白，所得到的蛋白主要

分为代谢酶类、结构蛋白和应激蛋白。通过生物信

息学分析，表明差异蛋白质主要富集在细胞代谢通

路、碳水化合物代谢通路、遗传信息通路和能量代谢

通路。通过对比研究黄牛和牦牛的蛋白质组差异，

旨在解释牦牛适应高原低氧环境的分子生物学基

础，为研究牦牛和黄牛肌肉生物学特性和肉品质差

异提供理论依据。
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