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摘  要：蛋白质作为肉类组成的重要部分，其发生改变会引起肉品质的变化，不同部位肌肉的理化特性及蛋白质组

成不同。通过非标记蛋白质组学定量技术和数据非依赖型扫描技术，对白羽肉鸡鸡腿肉和鸡胸肉进行蛋白质鉴定和

定量分析，并对其进行生物信息学分析。结果表明：鸡腿肉和鸡胸肉中共鉴定出875 个蛋白质与16 855 条肽段，且

筛选出98 个差异蛋白；对鸡腿肉中的上调差异蛋白进行基因本体论（gene ontology，GO）组分富集分析的结果显

示，在生物学过程中，其主要参与酰基辅酶A脱氢酶的脂肪酸β-氧化、三羧酸循环等过程，在细胞组分中主要富集

于线粒体内，在分子功能中主要具有氧化还原酶活性、脂肪酰基辅酶A结合、烟酰胺腺嘌呤二核苷酸结合、肌动活

动、电子载体活性、黄素腺嘌呤二核苷酸结合和催化活性等功能；鸡胸肉中上调差异蛋白的GO组分富集分析结果

显示，在生物学过程中，其主要富集在骨骼肌收缩过程，在细胞组分中富集于胞外外泌体中的蛋白质最多；鸡腿肉

中的高表达蛋白均富集于运动相关功能，而鸡胸肉中的上调蛋白多富集于肌肉收缩功能。
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Abstract: Protein is a major food component and its changes lead to changes in meat quality. Muscles from different 

carcass parts vary in terms of physicochemical properties and protein composition. In this study, protein identification and 

quantitative analysis of white feathered broilers breast and thigh muscles were carried out by data independent acquisition 

(DIA) and sequential window acquisition of all theoretical fragment-ion spectra (SWATH) techniques, and bioinformatics 

analysis was performed as well. The results showed that a total of 875 proteins and 16 855 peptide fragments were detected 

in thigh and breast meat. Out of these, 98 differentially expressed proteins were screened. Gene ontology (GO) enrichment 

analysis evidenced that the 71 up-regulated proteins found in chicken were involved in biological processes (BP) such as 

fatty acid beta-oxidation using acylcoenzyme A (CoA) dehydrogenase, the tricarboxylic acid cycle and lipid homeostasis; 

in terms of cell components, they were mainly concentrated in mitochondria; their molecular functions (MF) included 

participating in reductase activity, fatty acyl CoA binding, nicotinamide adenine dinucleotide (NAD) binding, movement, 

electron carrier activity, flavin adenine dinucleotide binding and catalytic activity. The 27 up-regulated proteins in chicken 
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breast were the most abundant in the process of skeletal muscle contraction and cardiac muscle contraction; they were 

enriched in the extracellular exosome, and none of the proteins was enriched in MF. The highly expressed proteins in chicken thigh 

meat were enriched in movement-related functions, while those in chicken breast meat were enriched in muscular contraction. 

Keywords: chicken breast; chicken thigh; differential proteins; gene ontology analysis
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白羽肉鸡别名AA鸡，具有抗病力强、肉质细嫩、饲

养周期短等特点。相比于其他肉类，鸡肉具有高蛋白、

低脂肪、低胆固醇和低热量等特点[1-2]。每100 g鸡肉中含

有接近其总质量1/5的蛋白质[3]，相比于猪肉、牛肉、羊

肉等高产量肉类，鸡肉的蛋白质含量最高。研究表明，

烘干基础上，机械去骨鸡肉与新鲜鸡胸肉蛋白质含量分

别高达90.5%和82.2%，鸡肉的氨基酸组成比例均一，蛋

白功效比和利用率均很高[4-5]，具有很高的生物价值和消

化率。随着白羽肉鸡胴体质量等级的增加，鸡胸肉与鸡

腿肉的质量与内聚性、咀嚼性呈显著负相关，与硬度呈

极显著负相关[6]。鸡胸肉是典型的白肌肌肉，鸡腿肉是

典型的红肌肌肉，红肌和白肌的化学组成和功能特性均

存在差异，鸡胸肉中含B族维生素较多，因此可以保护皮

肤，减轻疲劳，鸡腿肉中含有较多的铁质，可以改善缺

铁性贫血[7]。不同部位的鸡肉蛋白质组存在差异。鸡肉蛋

白质的氨基酸组成比例均衡，且鲜味氨基酸、支链氨基

酸和抗氧化性氨基酸含量较高，但组成蛋白质的各氨基

酸比例存在较大差异[8]。

作为肌肉的重要组成部分，蛋白质的改变会引起肌肉

品质的变化[9]。蛋白质的变化规律有其自身的特定性，通

常这些特性无法通过基因组学直接反应出来[10]，而蛋白质

组学是有效的检测工具。随着组学技术的发展，基于质谱

的蛋白质组学技术广泛应用于猪[11]、鸡[12]、牛[13]、羊[14]肉

质的研究中。Lamctsch等[15]运用质谱技术发现，宰后肌肉

组织中钙蛋白酶的含量与猪肉的嫩度相关。黄晓毅[16]研究

发现，肉品质变化可能与热休克蛋白相关。Doherty等[17] 

阐述了蛋鸡胸肌蛋白质的组成，揭示了相关蛋白质在生长

期集中表达的差异。这些研究表明，蛋白质组学技术是鉴

定肉质蛋白差异的有利工具。本研究利用非标记蛋白质

组学定量技术SWATH（sequential window acquisition of all 

theoretical fragment-ion spectra）和数据非依赖型采集（data 

independent acquisition，DIA）技术，对白羽肉鸡鸡腿肉与

鸡胸肉进行蛋白质鉴定和定量分析，以期为鸡肉肉质形成

的分子机制和品质快速鉴定提供参考。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

样本由3 只白羽肉鸡（35 日龄）作为生物重复，分

别采集3 只鸡的鸡腿肉与鸡胸肉。

蛋白裂解液、尿素、胰蛋白酶（Trypsin）、碘乙酰胺

（iodoacetamide，IAA）、二硫苏糖醇（dithiothreitol，DTT）、 

碳酸氢铵 美国赛默飞世尔公司。

1.2 仪器与设备

－80 ℃冰箱 美国赛默飞世尔公司；98-IIIN超声

波粉碎仪 宁波新芝生物科技股份有限公司；Z323K低

温离心机 德国Hermle公司；QT-901涡旋仪 海门市

其林贝尔仪器制造有限公司；Eksigent Technologies液相

色谱仪、TOF 5600质谱仪 美国AB Sciex公司。

1.3 方法

1.3.1 总蛋白提取

取适量样品置于含有液氮的研钵中研磨成粉末状，

将样本转移至1.5 mL离心管中，加入1 g/100 mL十二烷

基硫酸钠（sodium dodecyl sulfate，SDS）裂解液，每

隔1 min在涡旋仪上涡旋30 s，20 min后结束；超声破碎

2 min，4 ℃、12 000 r/min离心30 min，取上清；使用

BCA（Bioteke）试剂盒进行总蛋白质量浓度测定。

1.3.2 总蛋白酶解

取蛋白含量100 µg的样品，加入200 µL含8 mol/L 

尿素和10 mmol/L DTT的混合溶液，37 ℃变性1 h，

12 000 r/min离心40 min，加入200 µL尿素，振荡、

12 000 r/min离心30 min，重复2 次；加入200 µL 50 mmol/L  

IAA避光反应30 min，12 000 r/min离心30 min；加入

100 µL 100 mmol/L碳酸氢铵，12 000 r/min离心20 min，

重复3 次；加入适量Trypsin 37 ℃孵育过夜，12 000 r/min

离心30 min；加入50 µL 100 mmol/L碳酸氢铵，12 000 r/min 

离心30 min，重复2 次；收集滤液，冻干，备用。
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1.3.3 总蛋白鉴定

取100 µg冻干粉，50 µL 2%乙腈水溶液复溶，利用

DIA与SWATH方法上机鉴定总蛋白与差异蛋白。离子

源：DIA扫描模式：正离子模式；喷雾电压2.3 kV；离

子源温度150 ℃。蛋白鉴定模式：一级扫描模式：全扫

描；一级扫描范围：150～1 200 m/z；质谱分辨率设为

30 000；选择窗口：0.4 Da；碎裂模式：诱导碰撞解离

（collision-induced dissociation，CID）；碎裂能量：动

态碎裂；二级扫描范围：100～1 500 m/z；循环模式：动

态排除扫描；动态排除时间18 s；SWATH定量模式：一

级扫描模式：全扫描；一级扫描范围：150～1 200 m/z； 

质谱分辨率设为30 000；间隔窗口25 u（如400～425

（m/z）、424～449、448～473,…,1 175～1 200）；碎

裂模式：CID；碎裂能量：动态碎裂；二级扫描范围：

100～1 500 m/z；循环模式：依次均匀扫描。

1.4 数据处理

1.4.1 蛋白鉴定

将液相色谱-质谱连用采集的鸡腿肉与鸡胸肉DIA数

据利用Protien Pilot 4.5软件进行搜库，蛋白数据库来源于

UniProt/Swiss-Prot。

保留时间校准：利用PeakView软件，对鸡腿肉和鸡

胸肉的SWATH数据与DIA数据进行比对，进行保留时间

校准，做定量分析。

1.4.2 差异蛋白的筛选

通过LOG2（Fold Change）与－LOG10（P value）值

绘制火山图，应用Marker View软件，以P value＜0.05、

差异倍数（Fold Change）＞2或＜0.5作为阈值，选取鸡

腿肉和鸡胸肉的差异蛋白。

1.4.3 基因本体论（gene ontology，GO）富集分析

GO富集分析使用DAVID Bioinformatics Resources 6.8软件

的功能注释一栏对筛选出的差异蛋白按照细胞学组分、分子

功能及生物学过程进行分类，使用默认设置进行。

2 结果与分析

2.1 鸡胸肉与鸡腿肉总蛋白的提取

采用BCA（Bioteke）试剂盒对总蛋白质量浓度

进行测定，得到的总蛋白质量浓度标准曲线方程为 

y=0.012 5x＋0.092 4（R2=0.991 3），说明标准曲线比较

理想，可以用于样品蛋白质量浓度的计算。根据蛋白在

595 nm波长处的吸光度（A595 nm）及标准曲线方程，计算

不同部位肌肉样品的蛋白质量浓度，结果如表1所示。

表 1 不同部位肌肉的蛋白质量浓度

Table 1 Protein concentration of different carcass parts

样品编号 A1 A2 A3 B1 B2 B3

蛋白质量浓度/（µg/µL） 24.250 17.298 24.660 23.080 16.245 21.170

注：A. 鸡胸肉；B. 鸡腿肉；1～3. 生物重复。图1同。

取蛋白含量30 µg的样品进行蛋白均一化，并进行

十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（sodium dodecyl 

sulfate polyacrylamide gel electropheresis，SDS-PAGE）检

测。由图1可知，蛋白质提取效果较好，条带均一，说明

蛋白质量浓度测定准确，可用于后期实验。
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图 1 总蛋白电泳图

Fig. 1 Electrophoresis of total proteins

2.2 鸡胸肉与鸡腿肉总蛋白的鉴定
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图 2 1%假阳性条件下的搜库结果

Fig. 2 Results of database search under 1% FDR

以UniProt/Swiss-Prot数据库为背景，对鸡腿肉和鸡胸

肉蛋白质进行鉴定，初步建立鸡腿肉和鸡胸肉的蛋白质表

达谱。由图2可知，1%假阳性（false discovery rate，FDR）

条件下检测到875 个蛋白质及16 855 条肽段。
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腺嘌呤二核苷酸磷酸盐（nicotinamide adenine dinucleotide phosphate）。

图 3 GO富集分析

Fig. 3 GO enrichment analysis
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对总蛋白进行GO组分富集分析，由图3可知，在生

物学进程中参与生物学转化过程的蛋白质最多，其次为

蛋白质稳定化功能；在细胞组分中，富集于胞外外泌体

中的蛋白质最多，其次富集于细胞质内；在分子功能

中，参与分子功能的多聚核糖核酸结合功能的蛋白质最

多，其次为ATP结合功能。

2.3 鸡胸肉与鸡腿肉的主成分分析

主成分分析是基于原有变量建立两两不相关的反应

差异蛋白质组数据原有信息的新变量信息[11]。通过主成

分分析构建反映鸡胸肉与鸡腿肉差异蛋白质组信息的分

析图，直观显示鸡腿肉和鸡胸肉的蛋白质组成差异。
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图 4 鸡胸肉与鸡腿肉的主成分分析

Fig. 4 Principal component analysis of differentially expressed proteins 

in chicken breast and thigh meat

由图4可知，技术重复性均较好，表明仪器状态良

好，数据可信，并且2 组分布在不同区间，说明鸡腿肉与

鸡胸肉的蛋白质组有较大差异。

2.4 鸡胸肉与鸡腿肉差异蛋白的筛选与鉴定
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图 5 鸡腿肉和鸡胸肉差异表达蛋白火山图

Fig. 5 Volcano map of differentially expressed proteins in chicken 

breast and thigh meat

由图5可知，以P value＜0.05、Fold Change＞2或＜0.5 

作 为 阈 值 ， 筛 选 出 鸡 腿 肉 和 鸡 胸 肉 的 差 异 蛋 白 

98 个。其中鸡腿肉中上调蛋白71 个，鸡腿肉中下调蛋

白，即鸡胸肉中上调蛋白27 个。

对鸡腿肉中的上调蛋白进行GO组分富集分析，由 

图6可知，这些蛋白参与酰基辅酶A脱氢酶催化的脂肪酸

β-氧化、三羧酸循环及脂质体内平衡等生物学过程；在

细胞组分中，主要富集于线粒体；在分子功能中，参与

氧化还原酶活性功能、脂肪酰基辅酶A结合功能、NAD

结合功能、肌动活动功能、电子载体活性、黄素腺嘌呤

二核苷酸结合功能及催化活性等。
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图 6 鸡腿肉中上调蛋白的GO富集分析

Fig. 6 GO enrichment analysis of up-regulated proteins in chicken 

thigh meat
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图 7 鸡胸肉中上调蛋白的GO富集分析

Fig. 7 GO enrichment analysis of up-regulated proteins in chicken 

breast meat

对鸡胸肉中的上调蛋白进行GO组分富集分析，由图

7可知，在生物学进程中，骨骼肌收缩与心肌收缩过程中

富集的蛋白质最多；在细胞组分中富集于胞外外泌体中

的蛋白质最多，且没有蛋白质富集于分子功能中。

3 讨 论

蛋白质是生理功能的执行者，利用蛋白质组学方

法可以从全新的角度来分析与肉质相关的问题，有望运
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用蛋白质组学技术对肌肉品质进行有效控制[18-20]。研究

表明，蛋白质组成的变化可能引起与肌肉嫩度相关的 

变化[21]。目前，蛋白质组学多用于筛选多组样品之间关

键的有意义差异蛋白[22-23]。本研究利用DIA技术鉴定鸡胸

肉与鸡腿肉的总蛋白，再利用SWATH技术对鸡胸肉与鸡

腿肉进行定量分析，筛选差异蛋白，并通过GO富集分析

差异蛋白肉的功能特性，为不同类型鸡肉形成的分子机

制研究提供参考。

对鸡肉进行分类发现，鸡腿肉是红肌肌肉，而鸡胸

肉是白肌肌肉，红肌肌肉和白肌肌肉在化学组成和执行

功能上存在一定差异[24]。Lesiow等[25]研究发现，鸡腿肉

蛋白形成的凝胶比鸡胸肉蛋白凝胶硬度小。Fretheim等[26]

研究表明，鸡胸肉蛋白的保水性显著大于鸡腿肉蛋白。

廖国周等[27]运用双向电泳技术筛选云南腾冲雪鸡腿肌与

胸肌的差异蛋白，结果表明，腿肌含有高表达蛋白点

56 个，经鉴定，对应9 种蛋白质；胸肌中含有高表达蛋

白点54 个，对应10 种蛋白质。本研究筛选出鸡腿肉中的

高表达蛋白71 个，鸡胸肉中27 个，鉴定数量较多。鸡腿

肉中的上调蛋白主要参与酰基辅酶A脱氢酶催化的脂肪

酸β-氧化、三羧酸循环等生物学过程；在分子功能中，

其主要参与氧化还原酶活性、脂肪酰基辅酶A结合等功

能；并且主要富集于细胞组分线粒体内。三羧酸循环是

化学合成和能量代谢的核心，氧化还原酶可以催化底物发

生氧化还原反应，而线粒体则是进行氧化代谢的重要细 

胞器[28-29]。由GO富集分析可知，鸡腿肉中的高表达蛋白均

富集于运动相关功能中，可能与腿肌具有负重与行走等功

能、需参与有氧与无氧运动有关。对韩国土鸡腿肉运用双

向电泳分析蛋白差异发现，高表达的蛋白质主要为磷酸葡

萄糖变位酶1、肌钙蛋白、热休克蛋白B1、细胞色素C还

原酶、乙醛酸酶1和DNA甲基转移酶3b，其中磷酸葡萄糖

变位酶1、肌钙蛋白和乙醛酸酶1等均与腿肌运动相关，此

结果与本研究对鸡腿肉的功能推测相符[30]。对鸡胸肉中的

上调蛋白进行GO组分富集分析，结果表明，在生物学过

程中，在骨骼肌收缩与心肌收缩过程富集的蛋白质较多，

在细胞组分中富集于胞外外泌体中的蛋白质最多，且没有

蛋白质富集于分子功能中。鸡胸部肌肉的主要功能有使

肱骨内收、协助肱骨内旋、辅助深呼吸肌及上提肋骨等，

因此可能导致鸡胸肉中富集于肌肉收缩功能的上调蛋白

较多。Cai等[31]研究木质鸡胸肉和普通鸡胸肉，运用双向

电泳技术筛选出8 个差异蛋白点，分别为与肌肉收缩、蛋

白衔接、血浆中蛋白、糖酵解、ATP再生功能相关的蛋白

质，而肌肉收缩、ATP再生功能与本研究鸡胸肉所参与的

功能基本相符。2 组数据的GO富集分析结果表明，鸡腿肉

和鸡胸肉中的高表达蛋白均富集于完全不同的功能中，这

与鸡腿肉与鸡胸肉的肉质差异有关。

4 结 论

鸡腿肉和鸡胸肉中共有875 个蛋白质与16 855 条肽

段，共筛选出98 个差异蛋白，其中包括鸡腿肉中的上调

差异蛋白71 个。GO功能分析结果表明，鸡腿肉中的高表

达蛋白均富集于运动相关功能中，而鸡胸肉中的上调蛋

白多富集于肌肉收缩功能。
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