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摘要  综述了cal pai n 的结构形式及其作用的一般机制 ,并介绍了关于calpain 基因在部分畜禽品种中的遗传变异及相关的研究进展。
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  钙激活酶( calpain) 自1964 年被鉴定以来, 其称呼很不一

致,如依钙蛋白酶( Ca2 +- dependent protease) , 钙激活因子( cal-

cium-activated factor) , 钙激活酶( Ca2 +- activated enzyme) ,钙激活

中性蛋白酶( calciumactivated neutral protease) 等。calpain 是在

细胞内普遍存在的一种细胞质的巯基丙氨酸蛋白内切酶, 它

的活性完全依赖于Ca2 + 的浓度来调节[ 1] 。

1  calpain 的结构形式

到目前为止,2 种 calpain 的活性形式已经被鉴定 : 一种

可被μmol 水平的Ca2 + 激活称μ- calpain( calpain I) , 另一种可

被mmol 水平的 Ca2 + 激活称m- calpain( calpain II) ,另外在肉中

还存在一种calpain 抑制蛋白calpastatin[ 2] 。μ- 和m-calpains 被

认为是没有活性的酶原 ,当 Ca2 + 出现时, 没有活性的酶原就

会通过自体溶解产生有活性的蛋白酶。这些酶原是由隔裂

基因产生的80 kDa 大小的催化亚基和30 kDa 大小的调节亚

基组成的, 并且2 个亚基在μ- 和 m- calpains 酶中都存在[ 3] 。

这个80 kDa 的催化亚基包含4 个结构域(Ⅰ～Ⅳ) ,并且它的氨

基酸序列在μ- 和m-calpains 是不同的, 但它们具有50 % 的同

源性。这个30 kDa 的调节亚基在μ- 和m-calpains 中是一样

的, 并有由N 末端的富含甘氨酸结构( Ⅴ) 和C 末端的Ca2 + 结

合结构域组成[ 4] 。

2  calpain 的作用的一般机制

细胞内大部分蛋白质的降解是由非溶菌酶系统所引起

的, calpain 就是此系统中的一个重要成员。calpain 在所有的

哺乳动物组织中都已被鉴定并且受到了极大的关注。μ- 和

m- calpains 2 种酶都可降解肌原纤维蛋白质, 而对肌动蛋白质

和肌浆球蛋白质不起降解作用[ 5] 。calpain 系统的体外研究

表明,calpain 仅降解蛋白质有限的专一位点, 产生大的多肽

片段, 而不是分解成小肽或氨基酸。calpain 的降解作用可导

致横纹肌的肌原纤维Z 盘裂解 , 从而使肌节部位断裂。因

此,calpain 在动物宰后肌肉蛋白的水解引起肉的嫩化中起相

当重要的作用[ 6 ,7] 。

3  calpain 基因的多态性及其在部分畜禽品种中的研究进展

在动物育种中, 候选基因法已经被运用, 目的是加速符

合人类需要的基因型的个体的选择。对于肉质性状的研究

当中, 基因对于肌原纤维蛋白质水解路径的影响已经被证

实[ 8] 。而且 ,组织蛋白酶和calpain 基因已被证实是影响肉品

质的候选基因[ 9] 。自从得知 calpain 能够对肌肉蛋白质降解

以来, 更多的已经集中到对它们基因的研究。 �
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  牛的calpain 基因被定位到29 号染色体上[ 7] 。Zang 等[ 10]

利用PCR- RFLP 的方法发现了安哥斯( Angus) 等牛的m- cal-

pain 30 kDa 大小的调节亚基的基因具有多态性, 并检测了3

种基因型。

鸡μ-calpain 由2 个亚基组成 ,其中80 kDa 的大亚基含有

钙离子结合位点和催化蛋白水解的活性域[ 11] 。μ-calpain 基

因是非常有潜力的鸡肉嫩度性状的候选基因。美国肉用动

物研究中心对牛的μ-calpain 基因和嫩度 QTL 定位的研究结

果也证实了这一点。

1997 年日本东京大学的Jeong 等[ 12] 首次克隆了完整的

鸡μ-calpain 基因的c DNA 序列, 并于1999 年进行了修订( 在

GenBank 上提交了 mRNA 全序列, 登录号为 AB007775) , 这为

进一步研究μ-calpain 基因奠定了较好的基础。

4  结束语

总之, 虽然现在关于 calpain 及其基因的研究还很少, 但

关于calpain 及其基因多态性作用的研究将会大幅度增加。

尽管如此, 在肉质性状的育种工作中, 对肉质性状的度量和

评价, 必须在屠宰后才能进行, 经济上的原因使得此项研究

更加困难, 因此有关肉质性状的度量, 争取突破必须屠宰后

才能度量这一条件的限制, 减少资金的投入, 并且使之更加

客观而准确,帮助人们认识和分割遗传与环境的效应。评定

分析方法应该进一步发展,使之最大限度地反应各个体间肉

质性状的总体差异, 并且应该具有所需样本小 ,方法简便, 信

息量大等特点。在肉质基因研究方面, 随着分子生物学和统

计学的发展 ,以及较高密度猪基因图谱的构建 ,除了上述一

些研究比较成熟的肉质基因外, 近年来 ,科学家对一些猪肉

质候选基因进行了广泛深入的研究, 如肥胖基因、leptin 基

因、黑素皮质受体基因、脂蛋白脂酶基因、激素敏感脂酶基因

等[ 13] ,并将它们定位于相应的染色体上。有关影响肉质的

嫩度、多汁性、失水率、pH 值及肉色的 QTL 定位, 各国也都有

相应的报道[ 14] 。肉质性状基因或 QTL 的研究对肉质的改良

与选育有着重要意义, 特别是其主基因的检出与分离, 将为

动物肉质的遗传育种带来一些新的手段,在实践中全面促进

肉质的改良。对主基因的利用可以从以下几方面考虑: 首

先, 主基因分离时 ,通过有利基因型的固定, 以及标记辅助选

择( marker assisted selection) , 可获得大大超过常规选择的进

展; 其次, 主基因的分离和固定可打破某些性状间的遗传拮

抗, 使育种目标尽快得以实现; 第三, 主基因的克隆和分离使

转基因技术应用于数量性状成为可能, 从而产生巨大的经济

效益; 第四 ,当有利的主基因在某一品种中被检测出来时, 可

以通过标记辅助渗入( marker assisted introgression) 的方法, 将
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化学变化。其中肌肉的组织结构主要由肌原纤维和肌纤维

的粗细、构成肌肉的纤维数、纤维的长短决定[ 2] 。

  肌纤维密度是指单位面积内的肌纤维根数, 肌纤维密

度影响肌肉的嫩度( 剪切力) 。在被测定的4 个品种中, 莲

花白鹅的肌纤维密度最高, 其次是广丰白银鹅 , 最小的是丰

城灰鹅。这一结果与肌肉嫩度的测定结果相一致。肌肉剪

切力从大到小依次是: 莲花白鹅( 2 .1 kg) 、广丰白银鹅( 2 .1

kg) 、兴国灰鹅( 2 .01 kg) 和丰城灰鹅( 1 .95 kg) 。由此可见 , 从

嫩度来看 , 丰城灰鹅最好, 莲花白鹅和广丰白银鹅较差。

从研究结果来看, 肌纤维密度最小的丰城灰鹅其肌纤

维直径最大, 两者呈负相关 ,其嫩度也最好。肌纤维密度较

大的莲花白鹅、广丰白银鹅和丰城灰鹅, 其肌纤维直径也相

应的较小 ,其嫩度也相应的要差些, 这与前面分析结果基本

是一致的。

到目前为止, 有关肌纤维密度、肌纤维直径与肌肉嫩度

的关系已有大量报道[ 3 ,4] 。通常认为, 肌纤维密度越大, 肌

纤维直径越小, 肌肉剪切力越小, 肌肉嫩度越好 , 笔者的研

究结果与此结论不同。但综合分析前人的研究结果, 也可

以看到肌纤维密度与肌肉剪切力( 嫩度) 的关系同样存在不

确定性, 不同品种的表现不完全一致。这些结果提示影响

肌肉嫩度的因素是多种多样的 , 除了肌纤维密度这个重要

因素以外 ,还受到其他因素的影响, 例如随着肌纤维密度的

变化, 有可能会导致肌纤维之间、肌束之间的填充物质( 如

脂肪、结缔组织) 发生变化, 进而影响肌肉嫩度 ; 另外也可能

存在种属之间、品种之间的差异。从上述试验结果来看, 公

鹅的肌纤维密度极显著大于母鹅 , 这与公鹅的肌肉剪切力

通常高于母鹅 ,母鹅的嫩度好于公鹅是相符的。

3 .2  肌肉组织学特性与系水力的关系  肌肉结构中脂肪

和结缔组织含量及分布与肉品品质关系密切。研究表明,

结缔组织在肌肉中较厚的中膈及较薄的肌束膜形成, 在肌

纤维间和肌束周围形成致密的膜鞘 , 这种膜鞘结构在一定

程度上可防止肌肉水分蒸发和汁液的外渗损失[ 5] 。即肌纤

维间距、束间距、肌大束间距大 , 系水力大, 失水率低。在所

测定的4 个鹅种中 , 肌纤维间距以丰城灰鹅最大, 其次是莲

花白鹅、兴国灰鹅, 广丰白银鹅最小; 肌束间距以广丰白银

鹅最大, 其次是莲花白鹅、丰城灰鹅 , 兴国灰鹅最小 ; 肌大束

间距以丰城灰鹅最大, 其次是广丰白银鹅、兴国灰鹅, 莲花

白鹅最小。这一结果与系水力的测定结果相关联, 系水力

从大到小依次是: 丰城灰鹅、兴国灰鹅、莲花白鹅、广丰白银

鹅, 当然也存在不完全一致的地方, 需要进一步研究分析。

除此以外, 有研究表明肌肉的组织学特性与肉色、pH

值也密切相关 ,肌纤维密度越大 ,肉色越深,pH 值越大[ 1] 。
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主基因引入到另一群体。
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