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蛋白质磷酸化和亚硝基化互作对宰后 
羊肉嫩度的影响

杜曼婷1,2,3，高梦丽1，游紫燕1，李  可1,2,3，白艳红1,2,3,*
（1.郑州轻工业大学食品与生物工程学院，河南 郑州 450001；2.河南省冷链食品质量安全控制重点实验室， 

河南 郑州 450001；3.食品生产与安全河南省协同创新中心，河南 郑州 450001）

摘  要：以宰后羊背最长肌为研究对象，利用磷酸酶抑制剂、激酶抑制剂、S-亚硝基谷胱甘肽和一氧化氮合成酶抑

制剂分别调控肉糜样品的磷酸化和亚硝基化修饰程度，通过分析孵育期间（4 ℃）样品的磷酸化水平、亚硝基化水

平、pH值、肌原纤维小片化指数、肌间线蛋白和肌钙蛋白-T降解程度等指标的变化，探究蛋白质磷酸化和亚硝基

化互作对宰后羊肉嫩度的影响。结果表明：在孵育前期（12 h）和后期（48～72 h），磷酸化处理组样品的磷酸化

水平显著高于磷酸化和亚硝基化共同处理组（P＜0.05），蛋白质亚硝基化会抑制磷酸化修饰反应。当磷酸化和亚

硝基化修饰共同作用时，磷酸化修饰对pH值的影响占主导作用，并且亚硝基化可能会促进磷酸化对pH值的进一步

影响；相反，蛋白质亚硝基化对宰后羊背最长肌肌原纤维内部结构的破坏起主要作用。当磷酸化和亚硝基化修饰共

同存在时，蛋白质磷酸化抑制蛋白质亚硝基化反应，而蛋白质亚硝基化可能会促进蛋白质磷酸化对肌间线蛋白降解

的抑制作用。在宰后孵育过程中，蛋白质磷酸化和蛋白质亚硝基化在不同反应时期调控作用不同，但最终均会使肌

钙蛋白-T的降解程度下降。综上所述，蛋白质磷酸化和亚硝基化修饰互作负向影响宰后羊肉嫩度。
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Effect of Interaction between Protein Phosphorylation and S-Nitrosylation on Mutton Tenderness during Postmortem Storage
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Abstract: Postmortem mutton longissimus dorsi was minced and treated separately with phosphatase inhibitor, kinase 
inhibitor, S-nitrosoglutathione and nitric oxide synthase (NOS) inhibitor to control the degrees of phosphorylation and 
S-nitrosylation. The effect of interaction between protein phosphorylation and S-nitrosylation on mutton tenderness during 
postmortem storage were investigated by analyzing the changes in the phosphorylation level, S-nitrosylation level, pH, 
myofibrillar fragmentation index (MFI), desmin and troponin-T degradation of the treated mutton samples during storage at 
4 ℃. The results indicated that phosphorylation levels were significantly higher (P < 0.05) in the phosphorylation-controlled 
group than in the phosphorylation and S-nitrosylation-controlled group in the early (0–12 h) and late (48–72 h) stages of 
storage, suggesting that protein S-nitrosylation inhibited its phosphorylation. When phosphorylation and S-nitrosylation 
modifications acted simultaneously, phosphorylation modification was dominant in affecting pH and its effect could be 
further enhanced by S-nitrosylation. On the contrary, S-nitrosylation played a major role in destroying the internal structure 
of myofibrillar proteins in mutton longissimus dorsi. When they occurred simultaneously, protein phosphorylation inhibited 
its S-nitrosylation; conversely, protein S-nitrosylation may promote the inhibitory effect of protein phosphorylation on 
desmin degradation. During postmortem storage, the interaction between protein phosphorylation and S-nitrosylation 
varied at different reaction periods, but both ultimately resulted in a decrease of troponin-T degradation. In conclusion, 
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the interaction between protein phosphorylation and S-nitrosylation negatively influences the tenderness of mutton during 
postmortem aging.
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肉嫩度是重要的肉品质之一，也是吸引消费者购买

的主要因素[1-2]。影响宰后肉嫩度的因素最主要的是肌原

纤维蛋白和细胞骨架蛋白的降解[3-4]。钙蛋白酶系统主要

包括μ-钙蛋白酶、m-钙蛋白酶和钙蛋白酶抑制蛋白，其

中，μ-钙蛋白酶参与宰后肌肉肌原纤维蛋白和细胞骨架

蛋白的降解[5-6]，对宰后肌肉的嫩化具有重要作用。在宰

后复杂的生理生化变化过程中，蛋白质翻译后修饰如磷

酸化和亚硝基化会作用于μ-钙蛋白酶或肌原纤维蛋白，

使其结构和功能发生变化，进而影响μ-钙蛋白酶的降解

活性或肌原纤维蛋白对蛋白酶降解作用的敏感性，导致

肌原纤维蛋白和细胞骨架蛋白的降解程度发生改变，最

终影响宰后肉的嫩度。

研究表明，低嫩度组羊肉肌原纤维蛋白的整体磷酸

化水平高于高嫩度组，肌原纤维蛋白的磷酸化差异大多

数与肌肉收缩相关；磷酸化会降低μ-钙蛋白酶对肌原纤

维蛋白的降解，引起肌肉收缩，降低肉嫩度[7-10]。本团队

前期研究了肌浆蛋白磷酸化对μ-钙蛋白酶活性的影响，

发现μ-钙蛋白酶的磷酸化负向调控其活性，进一步研究

了磷酸化对纯μ-钙蛋白酶的活性调控机制，发现磷酸化

和去磷酸化均正向调控μ-钙蛋白酶活性，过高的温度和

钙离子浓度会削弱磷酸化对μ-钙蛋白酶的作用[11-12]。Hou 
Qin等[13]发现S-亚硝基谷胱甘肽（S-nitrosoglutathione，
GSNO）处理会提高蛋白质的亚硝基化水平而一氧化氮合

成酶抑制剂却会降低蛋白质的亚硝基化水平，并且蛋白

质的亚硝基化会降低μ-钙蛋白酶的自溶、肌原纤维蛋白

和肌间线蛋白的降解、提高剪切力，而去亚硝基化处理

后结果相反，表明蛋白质亚硝基化通过抑制μ-钙蛋白酶

自溶和肌原纤维蛋白降解降低肉嫩度。张朝阳[14]也得到

类似的研究结果。刘瑞[15]在离体条件下对肌原纤维蛋白

进行不同程度的亚硝基化修饰，研究其对μ-钙蛋白酶蛋

白水解的敏感性，结果发现，肌原纤维蛋白的亚硝基化

修饰使其对μ-钙蛋白酶的敏感性发生改变，抑制了肌钙

蛋白-T的降解，但促进肌间线蛋白的降解。

以上相关研究表明，蛋白质磷酸化和蛋白质亚硝基

化均会对宰后肉嫩度产生影响。在宰后肌肉成熟的过程

中，肌细胞会发生一系列复杂的生化变化，蛋白质磷酸

化和蛋白质亚硝基化往往会伴随这些变化同时发生，或

通过交互作用共同调控宰后肉嫩度。目前的研究主要集

中在蛋白质磷酸化、蛋白质亚硝基化等单一翻译后修饰

对宰后肉品质的影响，而对蛋白质磷酸化和蛋白质亚硝

基化如何交互调控共同作用于宰后肉品质的相关研究鲜

有报道。因此，本研究采用不同处理方式使宰后羊背最

长肌获得不同程度的磷酸化和亚硝基化修饰水平，通过

探究不同水平磷酸化和亚硝基化处理对宰后羊背最长肌

pH值、肌原纤维小片化指数（myofibrillar fragmentation 
index，MFI）、肌原纤维蛋白降解程度的影响，明确蛋白

质磷酸化和亚硝基化对宰后羊肉嫩度的交互影响作用。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

选用3 只10 月龄的小尾寒公羊购自河南郑州荥阳某

屠宰场，饲养条件、生理成熟度等条件一致，胴体质量

约为25 kg。在宰后30 min内迅速取羊背最长肌，剔除脂

肪和肉眼可见的筋膜，低温运输至实验室备用。

磷酸酶抑制剂、蛋白酶抑制剂  瑞士R o c h e 
公司；激酶抑制剂  美国Abmole公司；GSNO、一

氧化氮合成酶抑制剂（NG-nitro-L-arginine-methyl ester 
hydrochloride，L-NAME） 美国Sigma公司；三羟甲

基氨基甲烷、十二烷基硫酸钠（sodium dodecyl sulfate，
SDS）、丙烯酰胺、甲叉双丙烯酰胺、过硫酸铵、四甲

基乙二胺 上海麦克林生化科技股份有限公司。

1.2 仪器与设备

T25高速匀浆机 德国IKA公司；TGL-20KR高速冷

冻离心机 上海安亭科学仪器厂；Tecan-Spark-20M多功

能微孔板检测仪 上海迪奥生物科技有限公司；Mini-
PROTEAN Tetra电泳设备、Mini Trans-Blot转膜设备、
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ChemiDocTM XRS＋凝胶成像仪、ChemiDocTM MP凝胶成

像系统 美国Bio-Rad公司；Milli-Q® Reference超纯水 

系统 德国Merck Millipore公司。

1.3 方法

1.3.1 样品处理

将同一只羊的双侧背最长肌切块混匀绞碎后随机均

分成6 个组，每组3 次生物学重复。对照组（C）：向肉

糜中添加等体积的生理盐水；高磷酸化水平组（P＋）：

向肉糜中添加磷酸酶抑制剂（每5 g样品中1 片抑制剂）；

低磷酸化水平组（P－）：向肉糜中添加激酶抑制剂（每

5 g肉中添加0.144 μmol激酶抑制剂）；亚硝基化处理组

（S＋）：向50 g肉糜中添加50 mL 400 μmol/L的GSNO溶

液；去亚硝基化处理组（S－）：向50 g肉糜中加入50 mL  
0.1 mol /L L-NAME溶液；磷酸化和亚硝基化水平组 

（P＋＋S＋）：向50 g肉糜中添加磷酸酶抑制剂（每5 g样
品中1 片抑制剂）和50 mL 400 μmol/L GSNO溶液。并在

4 ℃环境中孵育3 d，为保证宰后肉中的能量不被完全消

耗，上述操作均在羊宰后40 min内完成。分别在宰后12、
24、48、72 h取样，液氮速冻，于－80 ℃贮藏备用。

1.3.2 肌原纤维蛋白提取

肌原纤维蛋白的提取参考Huang Honggang [16]和Li 
Chunbao[17]等的方法，并稍作修改。1 g肉样与6 mL蛋白

提取液（100 mmol/L Tris，pH 8.3）、1 片蛋白酶抑制

剂（50 mL/片）、2 片磷酸酶抑制剂（25 mL/片），在

10 000 r/min条件下冰浴均质3 次，每次30 s；然后4 ℃、

10 000×g离心30 min，弃上清液，将沉淀在8 mL体积

分数为5% SDS溶液（60 ℃）中匀浆30 s后，80 ℃加热

20 min，得到肌原纤维蛋白溶液，分装后液氮速冻，放

置于－80 ℃备用。

1.3.3 样品制备

用超纯水将肌原纤维蛋白溶液稀释20 倍，BCA法测

定肌原纤维蛋白质量浓度并用超纯水稀释至4 mg/mL。
肌原纤维蛋白分离参考Chen Lijuan等[7]的方法。制备好

的肌原纤维蛋白与上样缓冲液（100 mmol/L Tris-HCl
（pH 6.8）、10 mmol/L二硫苏糖醇、40 g/L SDS、1 g/L 
溴酚蓝、250 g /L甘油）等体积混合，混匀后沸水浴

5 min，冷却至室温，于12 000 r/min离心2 min，取上清

液分装，于－20 ℃贮存备用。

1.3.4 磷酸化水平测定

采用体积分数4%浓缩胶和体积分数12%分离胶进

行电泳，浓缩胶电压70 V，当条带到达分离胶时将电压

调至110 V，并且当溴酚蓝指示条带到达距离凝胶底部

0.5 cm时停止电泳。电泳结束后，参照Chen Lijuan等[7] 

的染色方法，采用Pro-Q Diamond对磷酸化蛋白进行染

色，SYPRO Ruby对全蛋白进行染色。先使用固定液

（体积分数10%乙酸溶液，体积分数50%甲醇溶液）

固定凝胶1 h（30 min，2 次）后水洗30 min（10 min， 

3 次），Pro-Q Diamond染色液避光孵育染色70 min，用

Pro-Q脱色液（体积分数20%乙腈溶液，50 mmol/L乙酸

钠，pH 4.0）避光脱色1 h（30 min，2 次）后水洗15 min
（5 min，3 次），采用凝胶成像仪扫描磷酸化蛋白染

色条带。而后将凝胶用SYPRO Ruby染色液避光过夜染

色，SYPRO Ruby脱色液（体积分数7%乙酸溶液，体积

分数10%乙醇溶液）避光脱色1 h（30 min，2 次）后水洗

15 min（5 min，3 次），采用凝胶成像仪扫描全蛋白染

色条带。使用Quantity One软件分析蛋白质磷酸化水平。

蛋白质磷酸化水平为整体磷酸化蛋白光密度值（P）与全

蛋白光密度值（T）的比值。

1.3.5 亚硝基化水平测定

参考Zhang Chaoyang等 [18]的方法略作修改，将羊

背最长肌切碎并加入提取缓冲液（50 mmol/L NaCl和
50 mmol/L NH4HCO3，pH 7.8），12 000 r/min匀浆2 次，

每次30 s，8 000×g冷冻离心匀浆10 min，吸取上清液，

用BCA试剂盒测上清液蛋白质量浓度，并用缓冲液将

蛋白质量浓度稀释至1 mg/mL，然后进行亚硝基硫醇

（S-nitrosothiol，SNO）含量测定。取50 μL蛋白溶液分

别与溶液A（含1 g/100 mL磺胺的0.5 mol/L盐酸）和溶液

B（含0.2 g/100 mL氯化汞的溶液A）等体积混合，室温

避光反应5 min；然后加入100 μL溶液C（含0.02 g/100 mL  
N-(1-萘基)乙二胺二盐酸盐的0.5 mol/L盐酸），室温

（25 ℃）避光反应5 min。用酶标仪测定混合物在540 nm
波长处的吸光度。使用200 μmol/L的GSNO溶液倍比稀

释至1.56 μmol/L，测得吸光度，绘制标准曲线。根据标

准曲线方程，由溶液B和溶液A的吸光度差值计算SNO含

量，单位为nmol/mg（以蛋白质量计）。

1.3.6 pH值测定

参考GB 5009.237—2016《食品pH值的测定》[19]，略

作修改。取0.5 g肉糜，加入5 mL 0.1 mol/L KCl溶液，于

12 000 r/min冰浴均质，测定均质液的pH值，每组样液测

定3 次平行。

1.3.7 MFI测定

参考Culler等 [20]的方法并略作修改。约0.5 g肌肉

加入5 mL预冷缓冲液（100 mmol/L KCl、20 mmol/L 
K2HPO4、1 mmol/L乙二胺四乙酸、1 mmol/L MgCl2，

pH 7.1），匀浆2 次，每次30 s，中间间隔1 min。匀浆

液在4 ℃、3 000×g条件下离心15 min，弃去上清液，用

5 mL预冷缓冲液重悬，再次离心。再使用1.25 mL缓冲液

将沉淀重悬，使用双缩脲法测定蛋白质量浓度。用缓冲液

将蛋白质量浓度调至（0.50±0.05）mg/mL，使用紫外分

光度计测定540 nm波长处的吸光度。MFI按下式计算：

MFI＝A540 nm×200
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1.3.8 肌原纤维蛋白降解测定

1.3.8.1 肌间线蛋白降解

采用体积分数4%的浓缩胶和体积分数12%的分离胶

进行电泳，浓缩胶电压70 V，当指示条带到达分离胶时

将电压调至110 V，并且当溴酚蓝指示条带到达距离凝

胶底部0.5 cm时停止电泳。电泳结束后，去除浓缩胶并

取下凝胶，于预冷的转膜缓冲液中平衡凝胶和PVDF膜
20 min，平衡前将PVDF膜放在无水甲醇中活化15 s，按

照黑板、黑海绵、滤纸、凝胶、PVDF膜、滤纸、黑海

绵的顺序放置于预冷转膜缓冲液中，100 V冰浴60 min，
结束后用Tris缓冲盐溶液（Tris buffered saline，TBS）
（10 mmol/L Tris、150 mmol/L氯化钠，pH 7.5）清洗

PVDF膜上的转膜缓冲液（3 次，每次2 min），封闭液

（含0.05%吐温-20、3%牛血清白蛋白的TBS）室温封

闭2 h，一抗使用鼠抗-肌间线蛋白抗体（D1033，稀释

比为1∶1 000），在4 ℃孵育过夜（14 h）后用含0.1%吐

温-20的TBS（TBS with 0.1% Tween-20，TBST1）洗涤 

（3 次，每次20 min），然后与二抗（辣根过氧化酶标记

的羊抗鼠免疫球蛋白G，稀释比为1∶2 500）在室温孵育2 h 
后用TBST2（50 mmol/L Tris、150 mmol/L氯化钠、0.1%

吐温-20，pH 7.5）洗涤（3 次，每次10 min），与电化学

发光显色液避光孵育后用凝胶成像仪曝光成像。

1.3.8.2 肌钙蛋白-T降解

肌钙蛋白-T的降解测定方法同1.3.8.1节，但是其采

用体积分数15%的分离胶，一抗是鼠抗-肌钙蛋白-T抗体

（ab13003，稀释比为1∶1 000）。

1.4 数据分析

实验均3 次重复，每个样品3 次平行，用SPSS 26.0和
Origin 21.0软件对实验结果进行处理，采用单因素方差分

析法对数据进行分析，利用Duncan方法对数据进行多重

比较，其中P＜0.05为差异显著。

2 结果与分析

2.1 蛋白质磷酸化水平分析

不同处理组在不同孵育时间下的相对磷酸化水平变

化如图1和图2所示，各处理组相对磷酸化水平随孵育时

间的改变无显著变化。在孵育过程中，磷酸化处理组的

相对磷酸化水平高于对照组，其他处理组的相对磷酸化

水平则低于对照组，并且在宰后孵育前期（12 h）和后期

（48～72 h），磷酸化处理组的磷酸化水平显著高于磷酸

化和亚硝基化共同处理组（P＜0.05），表明蛋白质亚硝

基化会抑制磷酸化修饰反应。细胞外调节蛋白激酶的亚硝

基化会抑制其磷酸化并导致细胞凋亡[21]。但Guequen等[22] 

研究结果相反，可能是不同的研究对象具有不一样的作

用效果。

12 h 24 h 48 h
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72 h 12 h 24 h 48 h 72 h 12 h 24 h 48 h 72 h St
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12 h 24 h 48 h 72 h 12 h 24 h 48 h 72 h 12 h 48 h24 h 72 h St
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C
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图 1 Pro-Q磷酸化蛋白（A）和Ruby全蛋白（B）荧光染色图

Fig. 1 Fluorescent staining gel images of phosphorylated myofibrillar 

protein with Pro-Q diamond (A) and total protein with SYPRO Ruby (B)
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不同小写字母表示相同时间各组间差异显著（P＜0.05），不同大

写字母表示同一组在不同时间下差异显著（P＜0.05），下同。

图 2 宰后各组在不同孵育时间下的相对磷酸化水平

Fig. 2 Relative phosphorylation level of each group at different  

times of postmortem storage

2.2 蛋白质亚硝基化水平分析

SNO含量越高，表明其蛋白质亚硝基化程度越大。

由图3可知，不同处理组的SNO含量随孵育时间的延长

发生显著改变（P＜0.05）。在孵育过程中，不同处理

组间SNO含量差异显著（P＜0.05），对照组、亚硝基

化处理组和去亚硝基化处理组的亚硝基化水平显著升高 

（P＜0.05），而磷酸化处理组的亚硝基化水平却显著降

低（P＜0.05），亚硝基化处理组的SNO含量显著高于

对照组，磷酸化与亚硝基化共同处理组的SNO含量显著

低于对照组（P＜0.05），磷酸化处理组则在孵育中后期

（24～72 h）低于对照组，磷酸化与亚硝基化共同处理组

的SNO含量在反应前期和中期（12～48 h）均显著低于

磷酸化处理组，孵育后期（72 h）则显著高于磷酸化处理

组（P＜0.05），表明蛋白质磷酸化能够抑制蛋白质亚硝

基化反应。Chen Yong等[23]研究发现磷酸化Dexras1导致铁

流量减少，是因为Dexras1的磷酸化抑制了其亚硝基化水

平，与本研究的结果一致。
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图 3 宰后各组在不同孵育时间下的相对亚硝基水平

Fig. 3 Relative S-nitrosylation level of each group at different times of 

postmortem storage

2.3 pH值分析

pH值是反映宰后肉成熟进程的重要指标[24]。由图4
可知，在孵育过程中，去亚硝基化处理组的pH值随着孵

育时间的延长显著降低（P＜0.05），直至趋于稳定，一

氧化氮合酶抑制剂通过减少肌肉细胞中NO含量、加速

糖酵解的进程，促进pH值下降[25]。磷酸化处理组样品的

pH值先显著升高后显著降低直至趋于稳定，可能是磷酸

酶抑制剂促使磷酸基团进入磷酸化修饰位点导致溶液体

系pH值减小，而后由于磷酸化水平的升高加速了糖酵解

进程[26]。对照组、去磷酸化处理组、亚硝基化处理组和 

磷酸化与亚硝基化共同处理组的pH值则是先降低后升高

直到趋于稳定，这是无氧糖酵解产生的乳酸、蛋白质被

降解产生的碱性物质以及NO含量共同调控的结果[27]。当

磷酸化和亚硝基化修饰共同作用时，磷酸化修饰对pH值

的影响占主导作用，并且亚硝基化可能会促进磷酸化对

pH值的进一步影响。
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图 4 宰后各组在不同孵育时间下的pH值

Fig. 4 pH of each group at different times of postmortem storage

2.4 MFI分析

MFI是表征宰后肉嫩度的重要指标[28-29]。MFI越大，

肌原纤维结构被破坏得越严重，肌原纤维蛋白降解程

度越大，肉嫩度越好 [30-31]。由图5可知，在整个孵育过

程中，亚硝基化处理组、磷酸化与亚硝基化共同处理

组的MFI均小于对照组，并且从孵育24 h起，磷酸化处

理组的MFI也低于对照组。在孵育前期（12 h）和后期

（48～72 h），磷酸化处理组的MFI显著大于磷酸化与亚

硝基化共同处理组（P＜0.05），且亚硝基化处理组与磷

酸化和亚硝基化共同处理组差异不显著，表明与蛋白质

磷酸化相比，亚硝基化对宰后羊背最长肌肌原纤维内部

结构的破坏起主要作用。
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图 5 宰后各组在不同孵育时间下的MFI

Fig. 5 MFI of each group at different times of postmortem storage 

2.5 肌原纤维蛋白降解分析

2.5.1 肌间线蛋白降解

肌间线蛋白可作为宰后蛋白降解的标志蛋白[32]。如
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图6B所示，在整个孵育过程中，去磷酸化处理组和亚硝

基化处理组的肌间线蛋白相对降解率始终高于对照组，

但在孵育72 h时，去磷酸化处理组肌间线蛋白的降解程

度低于对照组，而在孵育过程中肌间线蛋白相对降解率

一直低于对照组的去亚硝基化处理组却在此刻略高于对

照组；磷酸化处理组和磷酸化与亚硝基化共同处理组的

肌间线蛋白相对降解率在宰后羊背最长肌孵育成熟过程

中均低于对照组，且在孵育中后期（24～72 h），磷酸

化与亚硝基化共同处理组肌间线蛋白的降解程度从显著

低于磷酸化处理组（P＜0.05）最终变化至差异不显著 

（P＞0.05）。这表明蛋白质亚硝基化会促进肌间线蛋白

的降解，而蛋白质磷酸化抑制肌间线蛋白的降解，且当

二者共同存在时，蛋白质磷酸化抑制蛋白质亚硝基化修

饰进程，而蛋白质亚硝基化相反可能会促进蛋白质磷酸

化对肌间线蛋白降解的抑制作用。
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图 6 宰后各组在不同孵育时间下的肌间线蛋白免疫印迹图（A）和 

相对降解率（B）

Fig. 6 Western blot image (A) and relative degradation rate (B) of 

desmin in each group at different times of postmortem storage

2.5.2 肌钙蛋白-T降解

肌钙蛋白-T降解是宰后肉嫩化和成熟的标志 [33]。

由图7可知，在整个孵育过程中，磷酸化与亚硝基化共

同处理组的肌钙蛋白-T降解程度始终显著低于对照组 

（P＜0.05），亚硝基化处理组也低于对照组，但在孵育

72 h显著高于对照组。在宰后孵育的12 h内，各处理组

肌钙蛋白-T的相对降解率均低于对照组，但在24～72 h
孵育过程中，磷酸化处理组、去磷酸化处理组以及去

亚硝基化处理组肌钙蛋白-T的降解程度显著高于对照

组（P＜0.05），磷酸化与亚硝基化共同处理组的肌钙

蛋白-T相对降解率则始终低于亚硝基化处理组。表明在

宰后孵育前期（12 h），蛋白质磷酸化和蛋白质亚硝基

化修饰相互促进，抑制肌钙蛋白-T的降解。在孵育中期 

（24～48 h），蛋白质亚硝基化抑制磷酸化反应进程，

而磷酸化促进亚硝基化修饰对肌钙蛋白-T降解的抑制作

用。在孵育后期（72 h），蛋白质磷酸化和蛋白质亚硝基

化相互抑制，导致肌钙蛋白-T的降解程度明显降低。
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图 7 宰后各组在不同孵育时间下的肌钙蛋白-T免疫印迹图（A）和 

相对降解率（B）

Fig. 7 Western blot image (A) and relative degradation rate (B) of 

troponin-T in each group at different times of postmortem storage

3 结 论

采用不同处理方式调控宰后羊背最长肌的磷酸化和

亚硝基化修饰水平，结果表明，蛋白质磷酸化和亚硝基

化修饰反应可能相互抑制；当磷酸化和亚硝基化修饰共

同作用时，磷酸化修饰主要影响pH值的变化，并且亚硝

基化会促进磷酸化对pH值的进一步影响；与蛋白质磷酸

化相比，蛋白质亚硝基化对宰后羊背最长肌肌原纤维内

部结构的破坏起主要作用；当磷酸化和亚硝基化修饰共

同存在时，蛋白质磷酸化抑制蛋白质亚硝基化反应，而

蛋白质亚硝基化相反可能会促进蛋白质磷酸化对肌间线

蛋白降解的抑制作用；在宰后孵育前期（12 h），蛋白

质磷酸化和蛋白质亚硝基化修饰相互促进，在孵育中期

（24～48 h），蛋白质磷酸化促进亚硝基化反应进程，而

亚硝基化抑制磷酸化反应进程，在孵育后期（72 h），蛋

白质磷酸化和蛋白质亚硝基化相互抑制，最终导致肌钙

蛋白-T的降解程度明显降低。蛋白质磷酸化和亚硝基化

修饰互作不利于宰后羊肉嫩度。
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