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牦牛肉成熟前后差异蛋白质组学分析

师希雄　罗天林　余群力
（甘肃农业大学食品科学与工程学院，兰州 ７３００７０）

摘要：宰后成熟是改善肉类品质的重要方法。通过测定 ｐＨ值确定牦牛肉成熟终点，研究新鲜牦牛肉与宰后成熟
牦牛肉的差异蛋白质组学，为改善牦牛肉品质提供理论依据。选取青海大通牦牛，取背最长肌采用超速离心、双向

凝胶电泳（２ＤＥ）分离蛋白，应用ＰＤＱｕｅｓｔ８０软件分析寻找差异蛋白质斑点，并经高效液相色谱串联离子阱质谱
鉴定。结果表明：从背最长肌蛋白质组２ＤＥ图谱中筛选出５４个差异表达的蛋白质斑点，质谱鉴定出１８个差异表
达的蛋白质，其中１４个蛋白质在成熟肉中表达量下降，１个只在新鲜肉中表达，３个只在成熟肉中表达，筛选出的
差异表达蛋白质包括代谢酶、结构蛋白以及应激蛋白，说明青海大通牦牛肉成熟过程中代谢酶、结构蛋白及应激蛋

白发挥了重要作用。实验结果对进一步阐明牦牛肉的成熟机制具有重要参考意义。
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　　引言

牦牛是青藏高原及其毗邻高山地区的主要牛

种［１］。我国牦牛数量１４００万头，占全世界总数的
９２％［２］。大通牦牛为世界上首个牦牛培育新品种，

具有明显的野牦牛特征，其产肉性能高于当地牦牛，



主要分布在青海省大通县海拔高度３０００ｍ以上的
高寒山区、灌丛草地和草甸地区［３］，牦牛肉蛋白质

与氨基酸含量高、脂肪含量低、农药残留少［４］。肉

在成熟过程中主要的食用品质得到改善，该过程包

含了复杂而相互依赖的生化机制，从而对肉的最终

质地和嫩度产生影响，为明确这一作用机制，可从蛋

白质组学角度研究肉的成熟过程［５］。蛋白质组学

是研究一定细胞、组织、体液、器官或有机体所表达

的全部蛋白质的科学。在肉的加工过程中，肌肉生

物化学与蛋白质丰度会发生变化，因此，采用蛋白质

组学研究肉的宰后成熟机制，对改善肉品品质具有

重要意义［６］。

牛宰后蛋白质组学的研究，已有相关报

道［７－１２］。但是，关于牦牛肉成熟前后蛋白质组学的

变化未见报道，成熟过程的生化机制尚未明确，有待

深入研究。本研究以青海大通牦牛背最长肌为材

料，用宰后ｐＨ值的变化情况确定成熟终点，研究成
熟肉与新鲜肉的差异蛋白质，确定牦牛肉成熟前后

蛋白质组学的变化，以便从蛋白质组学角度研究成

熟过程，为肉品质改善提供依据。

１　材料与方法

１１　材料与试剂
青海大通牦牛（青海省大通种牛场，３６月龄，放

牧的母牦牛）；ｐＨ值３～１０，１７ｃｍ非线性固相化ｐＨ
值梯度胶条（ＢｉｏＲａｄ，美国）；ＩＰＧＢｕｆｆｅｒ（ｐＨ值３～
１０，Ａｍｅｒｓｈａｍ 公司）；蛋白酶抑制剂 （Ｐｒｏｔｅａｓｅ
Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）、３［（３胆固醇氨丙基）二甲基氨基］１丙
磺酸（ＣＨＡＰＳ）、甘氨酸、二硫苏糖醇（ＤＴＴ）和低熔
点琼脂糖为 Ａｍｒｅｓｃｏ公司产品；苯甲基磺酰氟
（ＰＭＳＦ）、三羟甲基氨基甲烷（Ｔｒｉｓ）、四甲基乙二胺
（ＴＥＭＥＤ）、丙烯酰胺、甲叉双丙烯酰胺、过硫酸铵、
硫脲、碘乙酰胺、考马斯亮蓝Ｇ ２５０、十二烷基硫酸
钠、牛血清白蛋白、甲酸、尿素和甘油为 Ｓｉｇｍａ公司
产品。

１２　仪器与设备
ＰＨＳ ＺＦ型数字酸度计（上海雷磁公司）；

ＰＲＯＴＥＡＮＩＥＦＣｅｌｌ等电聚焦系统（Ｂｉｏ Ｒａｄ公司）；
ＰＲＯＴＥ ＡＮⅡ型凝胶电泳系统（Ｂｉｏ Ｒａｄ公司）；
ＰＤＱｕｅｓｔ８０图像分析软件系统（Ｂｉｏ Ｒａｄ公司）；
ＢＥＣＫＭＡＮＬ７型超速离心机（Ｂｅｃｋｍａｎ公司）；
Ｍｉｌｌｉ Ｑ型超纯水系统（Ｍｉｌｌｉ ｐｏｒｅ公司）；ＵＭａｘ
Ｓｃａｎｎｅｒ扫描仪系统。
１３　方法
１３１　肉样采集与处理

选取青海省大通种牛场健康无病、３６月龄的放

牧母牦牛５头，屠宰前禁水２ｈ，禁食１２ｈ，宰后立即
取背最长肌，用生理盐水清洗表面血迹后，一部分立

即转移到液氮中，带回实验室在 －８０℃条件下保存
备用，作为新鲜肉组（对照组）；另一部分始终在０～
４℃条件下运输和保存，模拟商业成熟条件，成熟结
束后取出，在 －８０℃条件下保存，直至提取蛋白质，
作为成熟肉组（实验组）。

此外，为确定成熟的结束时间，另取１５份肉样，
每份约５００ｇ，用酸度计测定ｐＨ值，这些肉样在４℃
条件下冷藏，与成熟肉组条件相同，宰后１ｈ内测定
１次ｐＨ值，之后每隔１ｄ测定１次，当这些肉样达到
最终酸度时（下降到最低点并有缓慢回升趋势）认

定为成熟完成，再将成熟肉样品在 －８０℃条件下保
存，直至提取蛋白质。

１３２　总蛋白提取
根据温文婷等［１２］、Ｌｉ等［１３］的方法稍做修改。

取１ｇ样品在液氮中研磨成粉末，称取１００ｍｇ加入
１ｍＬ裂解液（７ｍｏｌ／Ｌ尿素，２ｍｏｌ／Ｌ硫脲，４％（ｗ／ｖ）
ＣＨＡＰＳ，６５ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ，０５％ ＩＰＧＢｕｆｆｅｒ，０００２％
（ｗ／ｖ）溴酚蓝，１０μＬＰＭＳＦ），在冰浴中进行匀浆，
然后冰浴超声８次，每次１０ｓ，两次间歇１５ｓ，样品
在１４０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心１ｈ，上清液的蛋白浓度
以牛血清白蛋白（ＢＳＡ）为标准蛋白，Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测
定蛋白浓度。

１３３　双向电泳
参考温文婷等［１２］、王建锋等［１４］的方法稍作修

改。将牦牛肉蛋白样品与上样缓冲液（７ｍｏｌ／Ｌ尿
素，２ｍｏｌ／Ｌ硫脲，４％ （ｗ／ｖ）ＣＨＡＰＳ，６５ｍｍｏｌ／Ｌ
ＤＴＴ，０５％ ＩＰＧＢｕｆｆｅｒ，痕量溴酚蓝，蛋白酶抑制剂
混合物）混合，终体积为３５０μＬ。样品加入聚焦槽
中，胶条朝下按正负极覆盖在样品上，盖上矿物油，

执行等电聚焦程序：被动水化 ６ｈ，３０Ｖ主动水化
６ｈ，１００Ｖ、５００Ｖ、１０００Ｖ各主动水化１ｈ，１０００Ｖ
（梯度）、５０００Ｖ（梯度）、８０００Ｖ（梯度）各１ｈ，８０００Ｖ
聚焦６ｈ。

配制好平衡缓冲液（５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，ｐＨ值
８８，６ｍｏｌ／Ｌ尿素，３０％ （ｖ／ｖ）甘油，２％ （ｗ／ｖ）
ＳＤＳ，０００２％ （ｗ／ｖ）溴酚蓝），待等电聚焦结束后，
将胶条分别置于５ｍＬ平衡Ａ液（含２％ （ｗ／ｖ）ＤＴＴ
的平衡缓冲液）和５ｍＬ平衡 Ｂ液（含２５％ （ｗ／ｖ）
碘乙酰胺的平衡缓冲液）中，在水平摇床上分别平

衡１０ｍｉｎ，之后，将胶条转移至１２％ ＳＤＳ ＰＡＧＥ胶
上端进行第二向垂直电泳，电泳仪参数：１５０Ｖ电
压，４～６ｈ，直到溴酚蓝到达胶底部后结束电泳，卸
胶，考马斯亮蓝 Ｇ ２５０染色。新鲜肉与成熟肉蛋
白双向电泳分别重复３次。
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１３４　图像获取与分析
采用ＰＤＱｕｅｓｔ８０软件系统（美国伯乐公司）进

行凝胶图谱背景消除，蛋白质点匹配。以“斑点染

色强度和面积３倍量的变化”为标准确定差异蛋白
点。采用Ｅｘｃｅｌ２００３计算样品重复凝胶蛋白点平均
数，ＳＰＳＳ１９０软件分析样品重复组凝胶蛋白点偏
差。

１３５　质谱鉴定
切下目的蛋白点，按照温文婷等［１２］的方法进行

胶内消化、酶解，处理好的样品由深圳华大研究院采

用 ＭＡＬＤＩＴＯＦ ＴＯＦ质谱仪（ＵｌｔｒａｆｌｅｘＴＯＦ／ＴＯＦ，
Ｂｒｕｋｅｒ，美国）进行分析。通过 Ｍａｓｃｏｔ２３０２在
ＮＣＢＩ数据库中搜库检索，检索阈值６２分以上视为
结果可信（Ｐ＜００５），根据蛋白的登录号从ＮＣＢＩ数
据库中（ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）获得蛋白
的氨基酸序列，然后登录蛋白质分子量及等电点计

算软件（ｈｔｔｐ：∥ｕｓ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｔｏｏｌｓ／ｐｉ＿ｔｏｏｌ．ｈｔｍｌ），
输入氨基酸序列，预测蛋白等电点及分子量。

２　结果与分析

２１　牦牛肉成熟过程中ｐＨ值的变化
图１反映了大通牦牛肉成熟过程中 ｐＨ值的变

化情况，随着成熟时间的延长 ｐＨ值不断降低，其
中，宰后０～２ｄ显著降低，２ｄ后降低幅度较小，在
第６天时牦牛肉的 ｐＨ值达到最小值，从第７天开
始，牦牛肉的ｐＨ值有回升的趋势，而且 ｐＨ值的变
化差异不显著，即ｐＨ值保持稳定。因此，认定在宰
后７ｄ完成成熟过程。同时，取出肉样在 －８０℃的
条件下进行保存。牦牛肉宰后成熟过程中 ｐＨ值的
降低是由于发生无氧酵解将糖原转化为乳酸所造成

的。

图１　牦牛肉成熟过程ｐＨ值的变化
Ｆｉｇ．１　ＣｈａｎｇｅｉｎｐＨｖａｌｕｅｏｆｙａｋｍｅａｔｄｕｒｉｎｇａｇｉｎｇｐｒｏｃｅｓｓ
　
２２　牦牛肉成熟前后蛋白质２ＤＥ分析结果

从图２、３可以看出，本研究从新鲜牦牛肉与成
熟牦牛肉的双向凝胶电泳图中确定了５４个差异显
著的蛋白点。其中，蛋白点１的一级多肽质量指纹

图２　宰后成熟０ｄ的双向电泳图
Ｆｉｇ．２　２ＤＥｍａｐｆｏｒｐｏｓｔｍｏｒｔｅｍａｇｉｎｇ０ｄ

　

图３　宰后成熟７ｄ的双向电泳图
Ｆｉｇ．３　２ＤＥｍａｐｆｏｒｐｏｓｔｍｏｒｔｅｍａｇｉｎｇ７ｄ

　
图谱和二级质谱图分别如图４、５所示。
２３　差异蛋白斑点质谱分析结果

从表１可以看出，用质谱共鉴定出了１８种蛋白
质，其中，牦牛肉成熟后表达低的蛋白有：角蛋白，类

型Ⅱ细胞骨架１、线粒体琥珀酸脱氢酶［辅酶］黄素
蛋白亚基、肌钙蛋白 Ｔ、肌球蛋白结合蛋白 Ｈ、α晶
体蛋白Ｂ链、葡萄糖磷酸变位酶１、磷酸甘油酸变位
酶２、热休克蛋白２７、肌酸激酶 Ｍ、３磷酸甘油醛脱
氢酶、二磷酸甘油酸变位酶、热休克蛋白２０、果糖二
磷酸醛缩酶 Ａ亚型、磷酸丙糖异构酶；只在新鲜肉
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图４　蛋白点１的肽质量指纹图谱
Ｆｉｇ．４　Ｐｅｐｔｉｄｅｍａｓｓｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔ（ＰＭＦ）ｏｆｓｐｏｔ１

图５　蛋白点１的二级质谱图
Ｆｉｇ．５　ＭＳ／ＭＳｓｐｅｃｔｒａｏｆｓｐｏｔ１

　
表１　成熟后牦牛肉中差异蛋白质的表达

Ｔａｂ．１　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｐｒｏｔｅｉｎｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎａｇｅｄｙａｋｍｅａｔ

序号 检索结果 表达情况　　 序号 检索结果 表达情况　　
１ 角蛋白，类型Ⅱ细胞骨架１ 成熟肉中表达低 ２８ ３磷酸甘油醛脱氢酶 成熟肉中表达低

２ 角蛋白，类型Ⅱ细胞骨架１ 成熟肉中表达低 ２９ ３磷酸甘油醛脱氢酶 成熟肉中表达低

３
线粒体琥珀酸脱氢酶［辅酶］黄素蛋白

亚基
成熟肉中表达低 ３０ ３磷酸甘油醛脱氢酶 成熟肉中表达低

４ 角蛋白，类型Ⅱ细胞骨架１ 成熟肉中表达低 ３１ 磷酸甘油酸变位酶２ 成熟肉中表达低

５ 肌钙蛋白Ｔ 成熟肉中表达低 ３２ 热休克蛋白２０ 成熟肉中表达低

６ 肌钙蛋白Ｔ 成熟肉中表达低 ３３ 磷酸甘油酸变位酶２ 成熟肉中表达低

７ 肌球蛋白结合蛋白Ｈ 成熟肉中表达低 ３４ 磷酸甘油酸变位酶２ 成熟肉中表达低

８ 肌球蛋白结合蛋白Ｈ 成熟肉中表达低 ３５ 热休克蛋白２０ 成熟肉中表达低

９ 肌球蛋白结合蛋白Ｈ 成熟肉中表达低 ３６ ３磷酸甘油醛脱氢酶 成熟肉中表达低

１０ α晶体蛋白Ｂ链 成熟肉中表达低 ３７ 二磷酸甘油酸变位酶 成熟肉中表达低

１１ 葡萄糖磷酸变位酶１ 成熟肉中表达低 ３８ 二磷酸甘油酸变位酶 成熟肉中表达低

１２ 葡萄糖磷酸变位酶１ 成熟肉中表达低 ３９ 热休克蛋白２０ 成熟肉中表达低

１３ 葡萄糖磷酸变位酶１ 成熟肉中表达低 ４０ 二磷酸甘油酸变位酶 成熟肉中表达低

１４ 葡萄糖磷酸变位酶１ 成熟肉中表达低 ４１ 果糖二磷酸醛缩酶Ａ亚型 成熟肉中表达低

１５ 葡萄糖磷酸变位酶１ 成熟肉中表达低 ４２ 果糖二磷酸醛缩酶Ａ亚型 成熟肉中表达低

１６ 磷酸甘油酸变位酶２ 成熟肉中表达低 ４３ 果糖二磷酸醛缩酶Ａ亚型 成熟肉中表达低

１７ 磷酸甘油酸变位酶２ 成熟肉中表达低 ４４ 果糖二磷酸醛缩酶Ａ亚型 成熟肉中表达低

１８ 磷酸甘油酸变位酶２ 成熟肉中表达低 ４５ 肌球蛋白轻链２ 只在新鲜肉中表达

１９ 热休克蛋白２７ 成熟肉中表达低 ４６ 肌球蛋白轻链２ 只在新鲜肉中表达

２０ 热休克蛋白２７ 成熟肉中表达低 ４７ 肌球蛋白轻链２ 只在新鲜肉中表达

２１ 热休克蛋白２７ 成熟肉中表达低 ４８ 肌钙蛋白Ｔ（预测片段） 只在成熟肉中表达

２２ 热休克蛋白２７ 成熟肉中表达低 ４９ α血影蛋白（预测片段） 只在成熟肉中表达

２３ 热休克蛋白２７ 成熟肉中表达低 ５０ 肌钙蛋白Ｔ（预测片段） 只在成熟肉中表达

２４ 肌酸激酶Ｍ 成熟肉中表达低 ５１ 磷酸丙糖异构酶 成熟肉中表达低

２５ 肌酸激酶Ｍ 成熟肉中表达低 ５２ 磷酸丙糖异构酶 成熟肉中表达低

２６ 肌酸激酶Ｍ 成熟肉中表达低 ５３ 磷酸丙糖异构酶 成熟肉中表达低

２７ 肌酸激酶Ｍ 成熟肉中表达低 ５４ 肌酸激酶Ｍ（片段） 只在成熟肉中表达

４５２ 农　业　机　械　学　报　　　　　　　　　　　　　　　　　２０１５年



中表达的为肌球蛋白轻链２；只在成熟后肉中表达
的有：肌钙蛋白Ｔ（预测片段）、α血影蛋白（预测片
段）、肌酸激酶Ｍ（片段）。由此可见，牦牛肉成熟过
程中热休克蛋白、细胞代谢酶及结构蛋白的表达量

发生了变化。

３　讨论

３１　代谢酶的变化
线粒体琥珀酸脱氢酶黄素蛋白亚基通过组成复

合体ＩＩ参与电子传递过程，影响电子从琥珀酸转移
到辅酶Ｑ，刚刚宰后肌肉中有氧呼吸仍然在进行，之
后随着血液循环及供氧的中断，组织呼吸转变为无

氧的糖酵解途径［１５］，导致组成呼吸链的黄素蛋白表

达量下降。葡萄糖磷酸变位酶１在糖原分解代谢中
将１磷酸 葡萄糖转化为６磷酸 葡萄糖［１５］，成熟肉

中表达量下降可能因为成熟过程中糖原转化为乳

酸，引起 ｐＨ值不断降低从而抑制了该酶的活性。
肌酸激酶Ｍ能够催化ＡＴＰ与ＡＤＰ间磷酸基团的可
逆转移［１０］，在肉成熟过程中肌酸激酶 Ｍ可能发生
了降解，所以成熟牦牛肉中产生该酶的降解片段。

磷酸丙糖异构酶、果糖二磷酸醛缩酶 Ａ、３磷酸甘油
醛脱氢酶、二磷酸甘油酸变位酶、磷酸甘油酸变位

酶２参与肌糖原的无氧酵解过程，属于糖酵解酶，
成熟肉中表达量下降，可能由于成熟过程中糖原无

氧酵解产生乳酸及ＡＴＰ分解产生磷酸根离子使 ｐＨ
值降低，这些酶受到抑制而失活［１６］。

３２　结构蛋白的变化
嫩度是影响牛肉消费最重要的因素之一，结构

蛋白质的降解在牛肉的成熟嫩化过程中发挥重要的

作用［１０］。肌球蛋白结合蛋白Ｈ，其功能为调节肌球
蛋白与肌动蛋白间的相互作用，肌球蛋白头部是

ＡＴＰ酶，需要 Ｃａ２＋激活［１１］，由于宰后发生无氧酵解

使ＡＴＰ水平下降、乳酸浓度提高，肌浆网中钙离子
被释放，激活了 ＡＴＰ酶，从而使肌球蛋白结合蛋白
Ｈ发生降解，因此，成熟肉中表达量降低。肌钙蛋白
Ｔ是横纹肌特定的蛋白质，它在肌肉的收缩中发挥
重要作用，在牛肉中，肌钙蛋白 Ｔ的亚型分为快型
与慢型［１０］，成熟肉中产生肌钙蛋白Ｔ的片段可能是
成熟过程中钙激活酶降解所产生的。肌球蛋白２是

肌肉收缩蛋白，包括 ２个重链和 ４个轻链。
Ｌａｍｅｔｓｃｈ等［１７］研究表明，猪肉成熟过程中肌球蛋白

轻链２的降解与肉的嫩度显著正相关。本研究仅在
新鲜肉中发现肌球蛋白轻链２，可能在成熟过程中
该蛋白发生了降解。α血影蛋白是肌动蛋白四聚交
联的结合蛋白，在宰后成熟过程中，ｃａｓｐａｓｅｓ与
ｃａｌｐａｉｎ分解α血影蛋白分别产生１２０、１５０ｋＤａ的多
肽片段［１８］，本实验在成熟牦牛肉中发现１２０ｋＤ的
α血影蛋白降解片段可能是 ｃａｓｐａｓｅ３分解 α血影
蛋白产生的。角蛋白，类型Ⅱ细胞骨架 １是细胞骨
架蛋白之一，具有维持细胞形状，参与动物细胞运动

的功能［１９］。Ｐｏｌａｔｉ等［１０］研究表明，牛肉在成熟１２ｄ
的过程中，角蛋白１的降解片段增加了。成熟牦牛
肉中角蛋白１的表达量降低，可能是成熟过程中发
生降解造成的。

３３　应激蛋白的变化
ＨＳＰ２７与α晶状体蛋白 Ｂ链能阻止由肌肉细

胞凋亡引起蛋白质的降解和结构损坏，保护肌动蛋

白微丝与其他细胞骨架蛋白免于应激导致碎片

化［２０］。ＨＳＰ２０表达量的变化可能导致肌动蛋白纤
维稳定性的降低，从而导致嫩度增加［２１－２２］。

ＨＳＰ２７、α晶状体蛋白 Ｂ链及 ＨＳＰ２０都属于小分子
热休克蛋白，是一类应激蛋白，Ｐｕｌｆｏｒｄ等［２３］研究表

明，安格斯牛肉宰后成熟过程中该３种蛋白表达量
降低可能由于发生了等电点沉淀。牦牛肉成熟过程

中表达量降低可能由于 ｐＨ值的降低，发生等电点
沉淀所造成。

目前，牦牛肉成熟前后差异蛋白组学的研究未

见报道，本实验以大通牦牛肉为研究对象，初步研究

了成熟前后蛋白质组学变化，关于牦牛肉成熟前后

蛋白质组学的变化有待进一步深入研究。

４　结束语

通过测定大通牦牛肉成熟过程中 ｐＨ值的变化
确定成熟终点，筛选出成熟肉与新鲜肉的差异表达

蛋白质涉及细胞代谢酶、应激蛋白、结构蛋白。这说

明青海大通牦牛肉成熟过程中细胞代谢酶、结构蛋

白及应激蛋白发挥了重要作用。实验结果有助于进

一步阐明牦牛肉的成熟机制。
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