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内塬性蛋白酶
在宰后猪肉成熟过程中的作用

谢 婷，李 诚

(四川农业大学食品科学系，四川雅安625 01 4)

摘 要：本文分别阐述了两类内源性蛋白酶，即钙蛋白酶和溶酶体组织蛋白酶的结构、性质、

影响酶活性的因素及其在猪肉成熟过程中的作用，认为在猪肉宰后成熟过程中，钙蛋白酶发

挥的作用更显著。
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Abstract：This paper mainly reviewed tWO categories of endogeneous proteases——calpains and lysosotn记l

cathepsins，including the structures，ch&racters，influencing factors and the effect during postmortem conditioning

of pork of cathepsins and calpains，and considered that the effect of calpain during postmortem conditioning of

pork is more important．
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猪肉嫩度是评价其食用价值和经济价值的重要

指标，也是消费者除肉品安全以外最关心的问题。

猪肉的嫩度与肉中结缔组织的含量、动物的年龄、

肌束的结构和生化特性等诸多因素有关，肌间结缔

组织的结构形成猪肉的背景硬度，其在煮制前基本

上无变化，肌原纤维中主要骨架蛋白的降解才能形

成猪肉的最终嫩度，其是在猪宰后肌肉成熟过程中

形成的。猪肉中的内源性蛋白酶，即钙蛋白酶和溶酶

体组织蛋白酶，在这一过程中发挥了重要作用。

1钙蛋白酶(Calpain)

钙蛋白酶(EC3，4，22，17)是细胞内依钙中性

半胱氨基酸巯基内肽酶，其中C a l代表钙调蛋白

(Calmodulin)I Pain代表木瓜蛋白酶(Papain)。

Calpain即是由钙调蛋白和木瓜蛋白酶两者以非共

价键结合成的嵌合体，主要分布在肌原纤维的Z盘

附近。自从Busch(1972)111报道了肌肉中的钙激活

因子(CAF)以来，陆续有科学家证明了钙蛋白酶

在促进肌原纤维的削弱中占有重要地位。

1．1 钙蛋白酶的分类及结构

1．1．1 钙蛋白酶的主要同源型

根据钙蛋白酶表现最高活性所需的C a 2+浓度

的不同，将普遍存在的c alp ain分为两种，“一

Calpain(又称Calpain I)和m-Calpain(又称Calpain

II)， 激活所需Ca 2+浓度分别为微摩尔级和毫摩尔

级。Ohno等(1990)TM发现p-Calpain和m-Calpain

是异源二聚体，分享同一个分子质量为3 0 ku的小

亚基，另一个80ku大亚基只显示出大约50％的序
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列相似性，但都是不同基因的产物。KOOina raie

(1992)13|发现在有Ca 2+存在的情况下，钙蛋白酶会

开始自溶，使其被激活，但继续自溶最终使“一

Calpain和m-Calpain失活。两种Calpain都具有水

解肌原纤维蛋白的活性。

尽管¨-Calpain和m-Calpain大亚基氨基酸序

列有明显差异，但其结构是基本相同的，都由4个

结构域组成。位于氨基端的结构域I，占1 0％的氨

基酸残基数(氨基酸l一7 6)，与已知蛋白的序列都

不相同，在钙蛋白酶被激活的情况下，很容易发生

自溶，由此推测其可能起钙蛋白酶的活性调节作

用(Imajoh，1986)141；结构域Ⅱ是表现水解活性的关

键部位，它约占大亚基总氨基酸残基的3 5％左右

(氨基酸7 7—3 l 6)。此区也是两种同工酶大亚基间

氨基酸序列同源性最高区域(可达7 O％)。其活性

中心由Cysl 05，His262和Asn286三个氨基酸残基

组成，与巯基蛋白酶，如木瓜蛋白酶、组织蛋白酶

有相似性(Ohno，1984)151。结构域III占35％的氨

基酸残基数(氨基酸3 1 7—5 5 5)，此结构域很可能

与抑制蛋白或激活蛋白的结合有关，起活性调节

作用；结构域Ⅳ位于羧基端，占20％氨基酸残基(氦

基酸5 56—699)，是钙离子结合的部位，与其他钙结

合蛋白如钙调素蛋白(CaM)、肌钙蛋白(Troponin C)

有明显的相似性，都含有钙结合蛋白所特有的4个

EF-手结构(Minami，l 988)161。

小亚基有两个结构域，含2 66个氨基组成，两

结构域之间由一段富含脯氨酸的序列连接(7 1—8 0

个氨基酸残基)。结构域和大亚基结构域类似，也

有4个EF一手结构，故也具有结合钙的活性。

1．1．2 钙蛋白酶的其他同源型

此外，钙蛋白酶还有胃专一的(nCL一2)蛋白

质类型和骨骼肌专一的(rlCL一1)蛋白质类型。

骨骼肌专一的同源型又称P 9 4【71，即骨骼肌特

异性钙蛋白酶，它在半胱氨酸蛋白酶结构域中I区

的N端和I V区的C端，包含一个附加的插入序列。

p94只在骨骼肌细胞中表达，并含有大量的mRNA，

呈现高度表达特异性，但由于其自我消化能力强，体

外分离精制困难，其体内活化及调控机制仍不清

楚。目前尚未证据证明P 9 4对宰后蛋白质水解有

作用。

1．1．3钙蛋白酶抑制蛋白(Calpastatin)

钙蛋白酶抑制蛋白(Calpastatin)是钙蛋白酶

特异性拮抗蛋白，此蛋白具有特殊的直线性结构，

不形成空间立体构造【8I。钙蛋白酶抑制蛋白共有5

个结构域，其中4个是钙蛋白酶抑制蛋白的活性中

心所在，具有相似的重复单位，重复区域具有相当

保守的30个氯基酸序列，都包含有Thr—Ile—Pro

—Pro—X—Tyr—Arg，因此它可能是钙蛋白酶

抑制蛋白起作用的关键部位。

钙蛋白酶抑制蛋白可以识别钙蛋白酶与C a 2+

结合引起的构象变化并与之特异性结合，从而保

证钙蛋白酶对底物只进行局部的特定位点的水解。

Calpain-Calpastatin的相互作用是借助于钙蛋白酶

的Ca 2+结合特性的，但并不是钙蛋白酶抑制蛋白与

Ca z+直接结合或钙蛋白酶抑制蛋白能够使与钙蛋白

酶结合的Ca2+分离。Calpain—Calpastatin的结合是

可逆的，钙鳌合剂可以破坏这种结合。一分子的钙

蛋白酶抑制蛋白可以抑制四个分子的m或u型钙

蛋白酶i9i。但对骨骼肌型钙蛋白酶p94没有作用⋯1。

另外，Huang，J等(1998)I¨J发现钙蛋白酶抑制

蛋白在宰后肌肉中也会发生降解，但降解后的钙蛋

白酶抑制蛋白同样具有抑制钙蛋白酶活性的作用。

1．2影响钙蛋白酶活性的理化因素

1．2．1温度和pH值的影响

钙蛋白酶是中性蛋白酶，最适P H为7．5，最

佳作用温度为25℃。Dransfield(1 994)112I通过建立钙

蛋白酶失活的温度和PH模型后得出：在l 0～25℃

时，钙蛋白酶具有最适的活性。但即使在5℃，PH

分别为5．5和5．8的条件下，钙蛋白酶还分别具有

25℃、PH7．5时活性的24％和28％。

1．2．2 金属离子的影响

激活钙蛋白酶需要一定浓度的Ca¨，由于宰后

肌肉中C a 2+浓度有限，不能使钙蛋白酶被充分激

活，因此，在肌肉中加入外源性C a 2+，能使钙蛋白

酶最大限度的被激活。Koohmaraie(1 988)fl 3liiE明

当肌肉放在含有Ca Cl，的缓冲溶液中，则24h即可

完成宰后的成熟，而缓冲溶液中的Ca Cl，用EDTA

代替就无此效果。

此外，Na+、K+、M92+对肉也有一定的嫩化作

用，使用钠、钾盐对肉的嫩化效果为钙盐的4 3％，

而镁盐的嫩化效果为钙盐的7 3％。

Zn2+则会抑制钙蛋白酶的活性，50“M的ZnCl．

对钙蛋白酶的抑制率为1 0 0％，但该抑制反应是可

逆的，当用透析法除去Zn：+后，钙蛋白酶的活性可

以恢复。

1．2．3化学因素的影响

钙蛋白酶是一种含巯基的酶，巯基乙醇等巯

基试剂对钙蛋白酶有保护作用，碘乙酸、E一64等

则对钙蛋白酶发生不可逆的抑制作用，这些抑制

剂可以以共价键的方式与酶的某些基团牢固结合，
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而使酶失去活性。D一肾上腺素对肉的嫩化有不良

作用，EDTA、EGTA等螯合剂由于结合了Ca2+对

钙蛋白酶也有抑制作用。

1．2．4物理因素的影响

高压有利于肌质网和线粒体中Ca 2+的释放，可

瞬间提高肌浆中的Ca 2+浓度，使钙蛋白酶的活性提

高，加速肉的成熟。但压力过大会导致酶变性以及

在细胞液中C a：+浓度的短暂升高期间酶的自身降

解，反而降低酶活性。

1．3 钙蛋白酶的在宰后猪肉成熟过程中的作用

钙蛋白酶系统不仅在细胞内参与机体生长与

代谢过程，在肌原纤维更新和宰后嫩化中也扮演

了重要角色。Suzuki等(1988)114]发现钙蛋白酶表

达量的减少以及钙蛋白酶抑制蛋白表达量的增加，

都会导致肌肉蛋白水解率的增加及宰后肉嫩度的

下降，这表明钙蛋白酶水解作用是导致肉嫩化的

主要因素。并且，在宰后成熟的过程中“一Calpain

的活性显著下降，而m—Calpain的活性几乎不变。

因此“一Calpain被认为是降解肌原纤维蛋白引起

肌肉嫩化的主要酶。

研究表明，钙蛋白酶参与肌原纤维蛋白质降

解的第一步，使完整的肌原纤维解装配成肌丝或

多肽片段，从而引发占横纹肌大部分的肌原纤维

蛋白质的降解，这一过程同时也是肌原纤维蛋白

质水解过程中的限速步骤。钙蛋白酶对肌肉的嫩

化作用主要表现在下面几种蛋白被降解：

(1)连接蛋白(Titin)的降解。Titin是一种

高分子量(3X103KD左右)的蛋白质，间跨了半个

肌节的长度，并在骨骼肌中联系着Z线和M线，起

着牢固连接粗丝、细丝和Z盘的作用。在肌肉成熟

过程中，titin的降解使Z盘弱化，容易断裂，促进

肌原纤维小片化，提高肉的嫩度。

(2)半肌动蛋白(Nebulin)的降解。Nebulin

也是一种高分子量蛋白质(6X102-gx l 02KD)。其多

肽链分别从Z盘延伸到细丝的游离端并与细丝紧

密结合，其C末端与Z盘联结，对细丝结构的稳定

性起一定作用。在成熟过程中，Nebulin很容易被

降解。

(3)Dystrophin的降解。Dystrophin是由两个

亚基构成(分子量约为4X105Da)。它是C ostameres

的一部分。而COstameres联接肌纤维膜和肌原纤

维蛋白，起着稳定肌细胞结构的功能。Dystrophin

对宰后钙蛋白酶很敏感，宰后7 d以后，绝大部

分发生降解。COStame res是钙蛋白酶的良好底

物，也很容易被降解。C ostameres的降解致使肌

细胞结构易被破坏，肌肉嫩度增加，同时还有可

能造成肌膜通透性增加和C a 2+的大量内流，从而

激活m-Calpain。

(4)结蛋白(Desmin)的降解。结蛋白分子量约

为55000Da，位于Z盘周围，连结邻近的细丝，排列

成高精确的构造。在肌肉成熟过程中，结蛋白降解，

使肌原纤维间的横桥交联断裂，从而使Z盘弱化。

(5)肌原蛋白(Troponin)的分解。肌原蛋白

又名肌钙蛋白，分子量约为3．5X 1 0 4Da，有三个亚

基，钙结合亚基(TnC)、抑制亚基(TnI)和原肌

球蛋白结合亚基(TnT)组成。其中Troponin—T，

是骨骼肌细丝的一部分，其亚基同时又构成肌钙蛋

白的延长部分，能结合原肌球蛋白(Fropomyosin)，

在肌原纤维起联接的作用，且保持一定张力，帮助

调节肌原纤维收缩过程中的细丝。尸僵过程中

troponin-T消失，产生30-32KD的降解产物，此

现象与肉的嫩度有着密切的关系。P e 12 n Y和

Ferguson—Pryce(1979)[151最早提出用SDS-PAGE

电泳观察肌钙蛋白T的损失和分子质量为30KD成

分的相伴增加来作为评估肉的嫩度的指标。

Tomoyuki，Ryoji等(2003)1161研究真空包装的猪肉

也发现，于4℃储藏20天后由Troponin-T水解产

生的32KDa片断的量明显增加。

(6)钙激活蛋白酶不能降解肌球蛋白(Myosin)、

0【一Jl『恸蛋白(仅一A血)和0【一薪朝几动匿自(0【一Ad瓶咄

2溶酶体组织蛋白酶

肌肉中除了含有钙蛋白酶外，另一种主要蛋

白酶就是溶酶体组织蛋白酶，其主要包括组织蛋

白酶B、D、L和H。

2．1 溶酶体组织蛋白酶的分类及结构

2．1．1 组织蛋白酶B、L和H

组织蛋白酶B、L和H都是半胱氨酸蛋白酶。

组织蛋白酶B、L的最适PH值均为3．0～6．0，组

织蛋白酶H的最适pH值为5．0-7．0。成熟的组织

蛋白酶B分子质量为24～29KU，它可以降解肌球

蛋白，肌钙蛋白和肌动蛋白t组织蛋白酶L分子质

量为25～29Ku，对肌球蛋白重链，肌动蛋白、Ⅸ一

肌动蛋白素、肌钙蛋白T和I都有较强的水解活性；

组织蛋白酶H具有内切酶和外切酶特性，分子量

为26～28KU，Ouali等(1987)1171曾报道，组织蛋白

酶H几乎不能降解任何肌原纤维蛋白。

2．1．2组织蛋白酶D

组织蛋白酶D是一种天冬门氨酸蛋白酶，分子

量为43～5 3Ku，可以降解肌球蛋白重链、肌动蛋

白、o【一肌动素等。组织蛋白酶D的最适PH值为

3．0～4．5，但它以肌肉蛋白为底物时表现出较宽的
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活性范围(pH3．0～6．0)。

2．2 溶酶体组织蛋白酶在宰后成熟过程中的作用

溶酶体组织蛋白酶对宰后猪肉成熟初期的蛋

白降解作用不大，因为：(1)溶酶体组织蛋白酶位

于单层膜的溶酶体内，无法直接与肌原纤维接触，

研究证明肌肉宰后贮存过程中溶酶体的破损是有限

的，Dueastasing(1985)[1sl指出，即使经过电刺激的

肉贮藏在4℃下，28天后溶酶体组织蛋白酶仍位于溶

酶体内。(2)骨骼肌肌原纤维呈圆柱状，直径1～3 u m，

长1～40mm，而溶酶体组织蛋白酶的直径约16nm，

长约ll rfl m，因此肌原纤维不能进入溶酶体组织蛋

白酶。所以溶酶体组织蛋白酶在宰后成熟初期的肌

原纤维降解中不能发挥作用。(3)组织蛋白酶的催

化底物是肌球蛋白和肌动蛋白，但在肌肉的成熟过

程中这两种蛋白并没有被降解。(4)从溶酶体组织

蛋白酶作用的PH值和温度要求来看，组织蛋白酶

在宰后肉成熟后期甚至成熟以后开始发挥作用。溶

酶体的一个特殊性质是它们在酸性条件下为细胞内

的水解提供定位位点。

3结论与展望

综上所述，溶酶体组织蛋白酶可以将肌原纤

维经钙蛋白酶作用释放的肌丝，进一步降解为氨基

酸，和降解钙激活蛋白酶不能降解肌球蛋白、0【一

肌动蛋白及ot一辅肌动蛋白等蛋白质。但溶酶体组

织蛋白酶对肌原纤维蛋白的降解作用不是使肌肉嫩

化的主要原因，只有钙蛋白酶满足能够对宰后肌肉

的嫩化起作用的酶三个条件，即：(1)存在于骨骼

肌细胞中；(2)肌原纤维蛋白为反应底物，(3)在

离体试验中对在宰后贮存中发生降解的蛋白质有水

解作用。因此，大量研究表明钙蛋白酶才是猪肉宰

后成熟过程中嫩化的主要作用酶。

因此，通过对钙蛋白酶的进一步研究，为从蛋

白质和分子水平探讨猪肉嫩化机制提供了理论基

础，使能更好的调控猪肉成熟过程，提高肉品嫩

度。同时，钙蛋白酶基因作为提高猪肉嫩度的候选

基因，通过辅助标记选择育种等技术的运用，将有

利于快速培育高嫩度的动物品种，实现从基因水平

控制肉品嫩度。
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题，如只限于中低温的处理的食品上、影响风

味物质的释放等方面，许多研究工作者已经在

努力通过各种方法减少这些缺点，并且这种脂

肪替代品具有和脂肪相似的细腻的质构和I：1感

特性，可以显著降低能量的摄取量，而且蛋白

质本身的营养价值没有改变，对人们的健康非

常有好处。
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