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畜禽宰后肌肉嫩化相关酶研究进展
李晶晶，张瑞红，韩冬雪，俞龙浩*

（黑龙江八一农垦大学食品学院，黑龙江  大庆 163319）

摘  要：目前普遍认为参与宰后肌肉嫩化的相关蛋白酶主要有溶酶体组织蛋白酶、蛋白酶体、钙激活蛋白酶、钙

激活酶抑制蛋白和半胱天冬酶5 种，然而对于成熟过程中肉的嫩化程度及机理颇具有争议。大量的研究表明，上述

5 种嫩化酶在参与肉嫩化过程中其自身生理生化特性在宰后也发生变化。本文综述5 种参与宰后肉嫩化酶的分子质

量、存在部位、作用底物、作用位点、激活条件、最适pH值以及对其活性具有一定影响的抑制剂，并就其影响宰

后肉嫩度的作用机理及其自身状态的变化进行分析与阐述，旨在为后续研究嫩化酶在宰后改善肉嫩度方面的应用条

件提供参考。
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畜禽宰后肌肉在贮藏过程中发生生理生化变化，嫩度

和风味随之逐渐改善，进而将肌肉转变为肉。在所有的肉

的特性中，嫩度是与食用品质有关的最重要的因素[1]，也

是消费者对肉品质最为直接的感官评价标准。大量研究

表明，肉的最终嫩度取决于宰后肌肉结构及各类肌蛋白

变化程度[2]。总体来讲，肉的嫩化过程就是一个在内源酶

的作用下肌纤维结构和结合蛋白结构的完整性减弱的过

程。在肉的僵直成熟过程中，参与肉嫩化过程的酶系统[3-4] 

主要为钙激活蛋白酶系统和溶酶体组织蛋白酶系统，其

中在畜禽动物宰后初期，通常主要考虑钙激活蛋白酶系

统对肉嫩度的影响。然而肉的嫩化过程及程度并不仅是

由单一的蛋白水解酶系统决定的，而是由一个多酶复合

体系共同参与完成的。本文介绍溶酶体组织蛋白酶、蛋

白酶体、钙激活蛋白酶、钙激活酶抑制蛋白和半胱天冬

酶5 种嫩化酶，重点阐述这5 种嫩化酶的生理生化特性及

宰后变化，以期为探明这5 种蛋白酶是否可以进一步参与

宰后肉的嫩化过程及其影响程度提供参考依据。

1 溶酶体组织蛋白酶

溶酶体组织蛋白酶是由肽链外切酶和肽链内切酶组成

的一组酶，属于天冬氨酸和丝氨酸肽酶家族系统[5]。包括

半胱氨酸型组织蛋白酶B（cathepsin B）、天冬氨酸型组

织蛋白酶D（cathepsin D）、组织蛋白酶H（cathepsin H） 

和组织蛋白酶L（cathepsin L）4 种类型。

Cathepsin B分子质量范围为23～29 kD，大部分存在

于肝脏溶酶体中，以N-苄酯基-L-精氨酰-L-精氨酸-7-酰胺

基-4-甲基香豆素为底物进行催化。其活性的表现需要半
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胱氨酸或者2-巯基乙醇存在，后者的激活效果没有前者

好。作用位点为肌浆中的肌球蛋白、肌动蛋白以及肌原

纤维骨架中的肌钙蛋白-T。Cathepsin B的抑制剂有碘醋

酸、氨基碘乙酰、TLCK、TPCK及E64等。Cathepsin B活

性最适pH值在5.5～6.0左右，最适的温度是37 ℃。

Cathepsin D存在于大部分肌肉溶酶体中，可以使用

ESO10（MCA-Lys-Pro-Leu-Gly-Leu-DPA-Ala-Arg-NH2）

和酸变性牛血红蛋白作为底物。作用位点有肌联蛋

白、肌球蛋白、C-蛋白、M-蛋白、肌动蛋白、肌钙蛋

白-T、肌钙蛋白-I及原肌球蛋白，另外抑肽素对组织蛋

白酶D有独特的专一性抑制作用。Cathepsin D活性在

pH值为3.0～4.5、压力520 MPa、260 s、温度为10 ℃

条件下最高。

Cathepsin H分子质量为28 kD，存在于骨骼肌溶酶体

中，底物为N-苄酯基-L-精氨酸-7-酰胺基-4-甲基香豆素。

其作用位点是肌球蛋白，当pH值为7.0，温度到达20 ℃时

有最高作用效果。

Cathepsin L分子质量为24 kD，位于骨骼肌溶酶体

中，作用底物为N-苄酯基-苯丙氨酸-精氨酸-7酰胺基-4-甲

基香豆素。作用位点有肌球蛋白重链、肌动蛋白、肌钙

蛋白-T及α-辅肌动蛋白。最适pH值在5.5左右。当以肌球

蛋白为底物，pH值为4.1时活性最高。Cathepsin L的抑制

剂有亮肽素和抗蛋白酶。

组织蛋白酶居于全身各处肌浆液的溶酶体中，在

肾、脾、肝脏中含量较高，骨骼肌中含量较少。在畜禽

肉宰后pH值小于7，因此在正常情况下cathepsin H不能降

解肌原纤维蛋白。Ouali等[6]认为cathepsin D在pH值小于5

的情况下可以对肌原纤维蛋白有降解的作用，但是在宰

后肌肉的成熟过程中所达到的pH值的极限为5.5，此条件

下cathepsin D对肌原纤维的降解能力很小。

目前研究最为广泛的是cathepsin B、cathepsin L，

也是通常被认为参与宰后肉嫩度的2 个重要的蛋白酶。

Appaiahgari[7]、Cruzen[8]和张瑞红[9]等发现在宰后成熟阶

段较高温度和较低pH值能加快溶酶体的裂解，使溶酶体

破裂，释放出cathepsin B，继而参与宰后肉的分解。但

在宰后肉的成熟过程中，所达到的pH值极限为5.5左右，

达不到溶酶体破裂所需要的pH 5的条件。Iwanowska等[10] 

对牛肉嫩度的研究表明，在宰后成熟8 h，cathepsin B和

cathepsin L参与宰后牛的嫩化，cathepsin L降解肌联蛋白、

原肌球蛋白、伴肌动蛋白、以及肌钙蛋白-T、C以及I， 

这些符合宰后成熟时发生的肌原纤维降解模式。而且与

Mikami等[11]对兔肉、鸡肉以及牛肉的背最长肌的组织蛋

白酶L是否参与宰后肉的嫩化过程的研究结果相一致。

通过宰后肌肉生理生化水平，根据研究数据分析，

由于宰后pH值的极限为5.5，宰后肌肉中的cathepsin B是

否能从溶酶体中破裂出来，作用于肌原纤维，目前尚存

在争议[12]。另外，从肌肉宰后的作用底物来看，肌浆中

没有大规模的cathepsin B的作用底物分解，因而不能立即

得出cathepsin B是否参与宰后肌肉的嫩化的结论。目前大

多数研究者宰后肌肉生理变化水平上的研究结果表明，

cathepsin L有可能参与宰后肌肉嫩化，同时也得出结论：

cathepsin L的活性程度与肉的种类无关。鉴于目前对于组

织蛋白酶是否参与宰后肉的嫩化过程还是不确定的，需

要进一步的研究和探讨。

2 蛋白酶体

蛋白酶体是所有真核生物中负责清除细胞内垃圾，

除了溶酶体以外的一种水解体系，对蛋白质的降解通过

泛素进行传递，又称为泛素降解途径。泛素是由76 个氨

基酸组成的小肽，它的作用主要是识别要被降解的蛋白

质，然后将这种蛋白质送入蛋白酶体中心进行降解。蛋

白酶体对蛋白质的降解分为两个过程：一是对被送入到

蛋白酶体中心的蛋白质进行标记，由泛素完成；二是蛋

白酶解作用，又叫做蛋白酶体催化[13]。

蛋白酶体的组分形式通常根据蔗糖梯度离心法测定

的斯维德伯格沉降系数（以“S”来标记）来命名，最普

遍的蛋白酶体的组分形式是26S蛋白酶体，其分子质量约

为2 000 kD，包括1 个20S核心颗粒和2 个19S调节亚基颗

粒。已知20S是一种多催化蛋白酶复合体，分子质量为

750 kD，是这些蛋白酶体复合物的催化核心，具有催化

蛋白质水解酶活性。19S调节亚基中含有多个ATP酶活性

位点和泛素结合位点，用来识别多泛素化的蛋白质，并

将它们传送到核心颗粒中，进行催化降解。

蛋白酶体在体内普遍存在，并且大量存在于骨骼肌

中。蛋白酶体中包含糜蛋白酶、胰蛋白酶、谷氨酰肽水

解酶、支链氨基酸以及小中性的氨基酸。由于在20S核心

颗粒中主要包含3 个活性位点β-1、β-2和β-5，而这3 个活

性位点分别对应负责糜蛋白酶、胰蛋白酶与谷氨酰肽水

解酶的活性，因此在宰后畜禽肌肉中研究应用最为广泛

的为糜蛋白酶、胰蛋白酶和谷氨酰肽水解酶。这3 种蛋白

酶的3 种特异性水解底物都具有细胞通透性，当它们进入

细胞后，对底物的特异氨基链进行识别，并可以进一步

对底物的特异氨基酸链进行切割，被切割后的底物释放

出游离的发光基团，可以通过荧光进行监测这些蛋白酶

是否参与畜禽肌肉宰后的变化。

在生理条件下，蛋白酶体在细胞内主要负责降解各

种结构异常、短生命周期的蛋白质，是非溶酶体蛋白质

降解途径中的重要蛋白酶。多数学者认为蛋白酶体能够

参与牛[14-17]、猪等大型物种的宰后肉嫩化过程，而对于

较小的物种，如羊[18]、小鼠[19]等，许多学者对此提出质

疑。目前对于蛋白酶体是否参与宰后肉的嫩化过程及其
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是否与物种相关尚未定论，仍需进一步研究，但是并不

能排除蛋白酶体参与宰后蛋白质降解的可能。

3 钙激活蛋白酶系统

钙激活蛋白酶也叫钙激活中性蛋白酶，简称钙激

活酶，是目前肉类科学中可能研究最为广泛的蛋白酶

家族。并且大多数人都接受钙激活酶系统参与肉嫩化的

学说[3]。钙激活酶是细胞内半胱氨酸蛋白酶的一个大家

族。在骨骼肌中，钙激活酶分为μ-calpain，m-calpain和

calpastatin 3 种。

钙激活酶（calpain）是一种钙催化蛋白酶，需要

Ca 2+激活。当Ca 2+浓度为微摩尔级别时，μ-calpain被激

活，当Ca 2+浓度为毫摩尔级别时，m-calpain被激活。

其中μ-calpain和m-calpain位于骨骼肌内部，肌原纤维的 

Z线连接处，具有一个28 kD的小亚基和一个80 kD的大

亚基，作用位点有肌钙蛋白-T、肌联蛋白、肌间线蛋白

（Z线）、连接蛋白、原肌球蛋白以及伴肌动蛋白[10]。

当μ-calpain达到半数活性时，Ca 2+浓度约为5～50 μmol/L， 

m - c a l p a i n达到半数活性时，C a  2 +浓度约为 2 5 0～ 

1 000 μmol/L。m-calpain最适的pH值范围为6.1～7.5。由

于细胞内Ca 2+的波动在微摩尔浓度水平以下，所以认为

μ-calpain可能在正常生理条件下发挥功能，而m-calpain则

可能在细胞内钙超载等病理条件下被激活[20-22]。

Huff等[23]用calpain体外培养肌原纤维，降解了主要

肌纤维蛋白，包括伴肌动蛋白、肌联蛋白、肌钙蛋白-T

以及结蛋白，这与体内肌原纤维降解模式相同。另外，

Boehm等[24]研究发现宰后牛肉中激活μ-calpain所需要的

Ca 2+浓度比m-calpain活化所需要的浓度低，因此宰后牛肉

中μ-calpain先被激活。然而Geesink等[25]将小鼠基因中的

μ-calpain基因敲除后，观测到蛋白质的水解程度大幅度下

降，但是，也观测到还有大部分的蛋白质降解，这表明

可能是由于其他蛋白酶对蛋白质分解起到了作用。

钙激活酶抑制蛋白（calpastatin）是与calpain相关

的特异性内源性抑制剂，位于骨骼肌内部 [26]，肌原纤

维的Z线连接处，分子质量为130 kD。当Ca 2+浓度小于

5～50 μmol/L时，能够与calpain结合，抑制calpain活性，

同时本身可降解分裂成100 kD和70 kD的片段。其最适pH

值为6.1左右，当pH＜5.5时，抑制作用减弱。Calpastatin

对μ-calpain及m-calpain活性的抑制作用依赖于Ca2+浓

度，激活calpastatin所需要的Ca2+浓度接近或低于激活

μ-calpain所需要活化的浓度。如果被激活的calpain附近

有calpastatin存在，calpastatin将迅速与calpain结合来抑制

calpain的活性[27]。此外，calpastatin与calpain的这种结合

是可逆的，Ca2+浓度不足时两者会自动发生分离。与嫩度

相关性最高的是calpastatin与μ-calpain的活性比值，比值

越小肉的嫩化效果越好[28-29]。

畜禽屠宰后，机体正常生理条件遭到破坏，温度和

pH值下降会造成calpain系统的酶活性下降。但是，肌肉

内ATP能量逐渐消失和pH值下降又会使内质网破裂，升

高细胞中Ca2+浓度，这又会大幅度地激活calpain系统中

蛋白酶的活性。本研究团队通过酪蛋白酶谱法测定宰

后肌肉不同处理对calpain活性的变化发现，μ-calpain在

处理组之间没有差异，这可能是由于calpastatin抑制了

μ-calpain的活性结果。从而推测引起两种不同处理组之

间产生的显著嫩化差异可能是μ-calpain以外的某种酶引

起的结果（此研究结果待发表）。至于那些酶引起宰后

肌肉不同处理组之间的嫩化差异以及其作用机理还有待

进一步研究。

4 半胱天冬酶家族系统

尽管有相当多的证据表明在宰后早期calpain系统的

活性影响肉最终嫩度，同时也表明这不是肉品质蛋白水

解唯一的决定因子[30]。近年来有研究学者提出半胱天冬

蛋白酶（Caspase）可能对畜禽动物宰后肉的嫩化具有

一定的作用。Caspase是半胱氨酸天冬氨酸特异蛋白酶

族。迄今为止，半胱天冬酶家族的14 名成员（1～12以及

mICH 3和mICH 4）已经被鉴定出来。

Caspase-1，作用位点YVAD，作用底物为pro-IL-I、

pro-caspase-3、pro-caspase-4。醛化的YVAD（AC-

YVAD-CHO）是Caspase-1的特异可逆抑制剂，酰酮化

YVAD（Ac-YVAD-CMK）是特异性不可逆抑制剂。当

Caspase-1的天冬氨酸位点的2 个亚基连接区被切割后，

产生异二聚体，Caspase-1才具有活性。Caspase-2的分

子质量为48 kD，能使作用底物PARP（116 kD）分解成

31 kD和85 kD；Caspase-3的分子质量为32 kD，作用底

物为PARP、DNA-pk、SRE、BP、rho-GDI、kc，作用

位点是DEAD；Caspase-6作用底物为LaminA，作用位

点是VEID；Caspase-7的分子质量为35 kD，作用底物为

PARP、pro-caspase-6，作用位点是DEVD；Caspase-8的

分子质量55 kD，作用底物为pro-caspase 3、4、7、9、

10，作用位点是DEVD；Caspase-9的分子质量为46 kD，

作用底物为PARP；Caspase-10的分子质量为55 kD，作用

位点是YVAD；Caspase-11的分子质量为42 kD。

目前只有以上7 个Caspase酶被确定参与细胞凋亡途

径，这些酶在最初都是以无活性酶原形式存在，因此需

要通过水解其氨基端一段序列而进一步激活。

Caspase家族成员大多数是细胞凋亡的启动子或效

应子，在细胞凋亡过程中发挥重要作用。Earnshaw等[31] 

认为Caspase-2、8、9、10作为Caspase酶的启动子，
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Caspase-3、6和7是Caspase效应子，在细胞死亡途径上

起作用。Boatright等[32]报道激活Caspase主要通过3 个方

式：1）细胞死亡途径，也称外部途径，当细胞表面受

体受到激发，与此同时Caspase-8和Caspase-10启动子启

动，两者通过这个方式活化，随后激活下游的Caspase-3

效应子，最终使肉达到嫩化。2）内在途径，当在缺氧

和甲磺双氢麦角胺应激的条件下Caspase-9启动子受到活

化，随后激活下游Caspase-3效应子，使肉被嫩化，这与

Earnshaw等[31]研究的相近。3）内质网介导途径，也叫

ER介导路径。内质网中有特异性蛋白酶Caspase-12，当

内质网受到外界刺激时，被激活的Caspase-12能直接激活

Caspase-9，进而诱导细胞凋亡，参与肉嫩化过程[33-35]。

Kemp等[36]证实了Caspase在体外能模拟畜禽动物体

内原位置蛋白酶分解肌原纤维蛋白，促使宰后肌原纤维

的分解作用的增加，通过分析鉴定这些蛋白水解物，

发现分别为肌动蛋白、肌钙蛋白-T和肌球蛋白轻链。

当用Caspase-3的人工合成抑制剂（Ac-DEVD-CHO）与

Caspase家族一起体外培养肌原纤维蛋白时，则观察不到

结蛋白和肌钙蛋白-T的明显降解作用，说明Caspase参与

宰后肉嫩度变化。随后在宰后早期用Caspase-3抑制剂培

养calpastatin时，抑制calpastatin本身分解，表明Caspase-3

促进了calpastatin分解，也可以在某种程度上说明在宰后

早期calpastatin分解的越多，Caspase激活程度越大[37]。因

此，如果Caspase家族酶在畜禽宰后成熟期有活性，则可

以通过将calpastatin水解来影响肉的嫩度，同时可能增加

calpain的活性，从而提高肉的嫩度。

5 结 语

Sentandreu等[5]认为畜禽肉最终嫩度是由宰后蛋白质

的变化程度和肌纤维断裂程度所决定，已有很多研究证

实calpain酶系统参与宰后蛋白质水解过程。同时有不少

研究表明calpastatin在肉嫩化过程中起到了重要的作用。

并且畜禽物种之间以及宰后肌肉不同处理之间，参与宰

后嫩化过程的主要贡献酶可能有所不同。根据前人研究

牛、羊、小鼠物种间的蛋白酶体活性研究发现，不同物

种间存在着蛋白酶体活性差异。另外，本研究团队进行

了畜禽动物宰后成熟过程肌肉不同处理，发现calpain以

及Caspase之间存在着很大的差异，相关机理有待于进一步

研究和发表成果。因此，对于畜禽动物相关的蛋白酶，除

了从这些相关酶的内部生理生化性状考虑是否可以参与宰

后肌肉嫩化过程之外，还可以从改变外部条件是否可以进

一步促进宰后肌肉的嫩化过程这一方面考虑。

在考虑蛋白酶体参与宰后肉嫩化过程同时，考虑从

畜禽物种以及体积方面做深入的研究，像Caspase系统这

样的其他特异性蛋白水解体系，可以从内部本身溶酶体

破裂的条件、底物的分解程度、以及Caspase与calpain、

calpastatin之间的关系进行探讨。
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