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摘　要：本研究以波茨坦短芽孢杆菌 S8所产蛋白酶为对象，探究其酶学性质，并构建超声波辅助酶的牦牛肉嫩化

工艺体系。通过聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）验证酶纯化效果、单因素实验探究酶学性质、响应面优化牦牛

肉嫩化工艺，并通过剪切力、保水性、肌原纤维小片化指数以及质构特性等指标表征其嫩化效果。结果表明，纯

化后的蛋白酶经 SDS-PAGE电泳呈现单一条带，分子量约为 47 kDa；酶学性质探究表明在 pH为 7.0，30~40 ℃，

以及 20 mmol/L Mg2+条件下酶活力最佳；通过响应面优化试验得到超声波辅助蛋白酶嫩化牦牛肉最佳工艺参数

为：蛋白酶浓度 2.5%、超声温度 34.6 ℃、超声时间 39.6 min，此条件下牦牛肉剪切力降低 63.3%，蒸煮损失降低

33.7%，离心损失降低 52.0%，肌原纤维小片化指数增大 47.3%，肌原纤维蛋白被降解，质构特性得到明显改善。

本研究为波茨坦短芽孢杆菌蛋白酶的开发利用提供参考，同时为牦牛肉嫩化工艺提供新的蛋白酶资源和技术支持。
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borstelensis S8 and Its Application in Yak Meat Tenderization
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Abstract：This study focused on the enzymatic properties of  the protease produced by Brevibacillus borstelensis S8,  and
constructed  an  ultrasound  assisted  enzymatic  system  for  yak  meat  tenderization.  SDS-PAGE  was  used  to  verify  the
purification effect of protease. Single factor experiments were used to explore the enzymatic properties. Response surface
experiments were used to optimize the yak meat tenderization process. Subsequently, the tenderization effect of yak meat
was characterized by shear force, water holding capacity, myofibrillar fragmentation index, and texture characteristics. The
results showed that the purified protease exhibited a single band with a molecular weight of approximately 47 kDa by SDS-
PAGE electrophoresis. The investigation of enzymatic properties showed that the enzyme activity was optimal under pH7.0,
30~40 ℃,  and  with  20  mmol/L  Mg2+  supplementation.  The  optimal  process  parameters  for  ultrasound  assisted  protease
tenderization  of  yak  meat  obtained  through  response  surface  optimization  experiments  were  as  follows:  Protease
concentration 2.5%, ultrasonic temperature 34.6 ℃, and treatment duration 39.6 min. Under the above conditions, the shear
force  of  yak  meat  decreased  by  63.3%,  steaming  loss  decreased  by  33.7%,  centrifugation  loss  decreased  by  52.0%,  
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myofibrillar  fragmentation  index  increased  by  47.3%,  myofibrillar  protein  was  degraded,  and  the  texture  characteristics
were  significantly  improved.  This  study  provides  a  reference  for  the  development  and  utilization  of  protease  from  B.
borstelensis S8, and also provides new protease resources and technical support for yak meat tenderization process.

Key words：Brevibacillus  borstelensis S8；proteinase；enzymatic  properties；ultrasonic； tenderization；yak  meat； response

surface optimization

自然界中的蛋白酶主要源于植物、动物和微生

物，因其具有生物可降解性和常温下高活性的特点，

被广泛应用于食品加工行业[1−2]。蛋白酶作为一类高

效生物催化剂，一直是肉品嫩化领域的研究热点，通

过特异性水解肌原纤维蛋白和结缔组织胶原蛋白，

可显著改善肉品质构特性[3]。但酶的高度特异性也

给其针对不同肉类嫩化的普适性带来一定影响。目

前肉类嫩化研究主要针对禽肉、猪肉和牛肉[4−7]，常

用于肉品嫩化的蛋白酶主要为植物蛋白酶，如木瓜蛋

白酶、菠萝蛋白酶等。对于微生物酶的工业应用仍

处于发展阶段，其中，微生物源蛋白酶资源开发不足，

酶学性质及安全性不明确等因素是限制微生物酶发

展的主要原因[8]。但与动植物源相比，微生物酶存在

许多优势，微生物产蛋白酶不受季节和气候的限制，

可以通过培养快速获得[9]，还可通过基因工程手段进

一步提高产率，降低工业化大规模生产的成本。研究

证明，相较于植物蛋白酶，微生物蛋白酶作用更加温

和，可以有效避免肉的过度嫩化[10]。目前，具有产蛋

白酶能力的微生物主要有米曲霉菌、黑酵母菌、粘质

沙雷氏菌及芽孢杆菌等，又以芽孢杆菌属的微生物为

主要来源，本研究中采用的波茨坦短芽孢杆菌具有产

多种酶的能力及益生菌特性，是潜在的产酶益生菌

之一[11]。

牦牛肉具有纤维较粗、难于咀嚼、口感不佳等特

点[12]，使用单一的嫩化手段难以达到预期的嫩化效

果，存在耗时较长、嫩化效果不佳、产品失重大和色

泽劣变等现象[12−14]。相关研究表明，多种嫩化技术联

合使用可提高嫩化效果，如 Zhang等[15] 以乳酸-超声

波-木瓜蛋白酶联合处理牦牛肉，使牦牛肉剪切力显

著降低。但很少有研究报导微生物蛋白酶联合处理

对改善牦牛肉嫩度的效果。

本研究选取波茨坦短芽孢杆菌所产蛋白酶，分

离纯化后探究其酶学性质，提高酶活力，并利用响应

面法优化超声波辅助酶嫩化工艺，使牦牛肉嫩化效率

与品质控制达到平衡。一方面挖掘微生物蛋白酶新

资源，丰富了微生物酶的菌种来源；另一方面建立蛋

白酶浓度-超声温度-超声时间的响应面模型，推进了

牦牛肉肉质嫩化的基础研究，为高海拔地区特色肉制

品开发提供理论支撑。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

Brevibacillus borstelensis S8　四川农业大学邹

立扣教授赠予；牦牛肉　购于四川省成都市某清真牛

羊肉批发零售店；甘氨酸、福林试剂、KCl、KH2PO4、

ZnSO4·7H2O、琼脂、酪蛋白、牛血清白蛋白、硫酸

铵、三氯乙酸、无水乙醇、L-酪氨酸　购于上海源叶

生物科技有限公司；以上所用试剂均为分析纯；胰

蛋白胨大豆琼脂（tryptic soy agar，TSA）、胰蛋白胨大

豆肉汤（ tryptic  soy  broth，TSB）　购于青岛海博

生物公司；5×蛋白上样缓冲液（含双对氯苯基三氯

乙烷（Dichlorodiphenyltrichloroethane，DDT））、BCA

（Bicinchoninic Acid Assay，二喹啉甲酸）试剂盒、葡

聚糖凝胶 Sephadex G-75　购于北京索莱宝科技有

限公司；蛋白质 Marker（11~245 kDa）　购于北京天

根生化科技有限公司；变性丙烯酰胺凝胶（sodium
dodecyl  sulfate-polyacrylamide  gel  electrophoresis，

SDS-PAGE）快速制备试剂盒　购于上海生物工程股

份有限公司。

SB-5200DT超声波清洗机　宁波新芝生物科技

股份有限公司；MATTHAUS pH-STAR便携式 pH

测定仪　成都世纪方舟科技有限公司；TGL-1650高

速冷冻离心机　四川蜀科仪器有限公司；UV-1900
型紫外可见分光光度计　翱艺仪器（上海）有限公司；

ENS-TDV质构仪　北京怡诺威腾科技发展有限公

司；MLS-3030H高压蒸汽灭菌锅　上海拜格生物科

技发展有限公司；DYY-8C电泳仪电源　北京六一

生物科技有限公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   菌株活化与发酵　将 S8菌种先在 TSA培养

基中进行划线纯化，选取单菌落接种于 5 mL TSB培

养基中，37 ℃、180 r/min振荡培养 24 h，按上述条件

将在 TSB中传代 2次得到活化后的 S8，按照 10%

的（V/V）的接种量接种于 500 mL的灭菌 TSB培养

基中，37 ℃、180 r/min振荡培养 24 h，得到 S8发酵

液备用。

 1.2.2   蛋白酶的分离纯化及纯度测定　参考张智

等[16] 的方法，取 S8发酵液经 8000×g离心 10 min，

收集上清液调硫酸铵饱和度至 70%，4 ℃ 静置 12 h。

随后以 9000×g离心 10 min收集沉淀，采用磷酸盐缓

冲液 PBS（pH7.0）复溶，置于透析袋于 4 ℃ 条件下透

析 12 h。取 5 mL透析液上样于预先经 PBS（pH7.0）

平衡的 Sephadex G-75凝胶过滤层析柱，控制流速

0.5 mL/min。收集洗脱液进行变性聚丙烯酰胺凝胶

电泳（SDS-PAGE），其中分离胶浓度 12%，浓缩胶浓

度 5%，分别施加 80 V和 120 V电压，电泳结束后，

依次进行凝胶染色及脱色处理。

 1.2.3   蛋白酶活力测定　参照 GB/T 23527.1-2023
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《酶制剂质量要求》中紫外分光光度法测定蛋白酶

活力。

 1.2.4   蛋白酶酶学性质　蛋白酶的酶学性质参照文

献 [17]所述方法进行测定。

 1.2.4.1   pH对酶活力的影响及其 pH稳定性　测定

不同 pH（4.0、5.0、6.0、7.0、8.0、9.0、10.0）条件下蛋

白酶的酶活力。将酶液于 40 ℃ 下保温 3.0 h，每隔

30 min测定酶活力。以最高酶活为 100%，分析蛋白

酶最适反应 pH及 pH稳定性。

 1.2.4.2   温度和对酶活力的影响及热稳定性　在

pH7条件下，将酶液分别于 20、30、40、50、60、
70 ℃ 中保温 3.0 h，每 30 min测一次酶活，以最高值

为 100%，测定不同温度下的蛋白酶活力，并分析蛋

白酶热稳定性。

 1.2.4.3   金属离子对酶活力的影响　配制终浓度为

20 mmo/L的 Zn2＋、Mg2＋、Na＋、Ca2＋、Fe2＋、Cu2＋、
Mn2＋酶液，于 4 ℃ 保温 24 h后测定蛋白酶活力，并

以不含金属离子的蛋白酶活力为 100%，计算各金属

离子条件下蛋白酶的相对酶活力。

 1.2.5   牦牛肉准备　牦牛肉背肌去除脂肪、表面筋

膜和结缔组织，切分成若干 50×30×30 mm肉块，吸

干水分备用。

 1.2.6   不同因素对牦牛肉嫩度的影响

 1.2.6.1   蛋白酶浓度对牦牛肉嫩度的影响　分别用

质量浓度为 0、0.5%、1.0%、1.5%、2.0%、2.5%、3.0%
的酶溶液以 5 g/mL添加量对牦牛肉进行 30 min嫩

化处理。

 1.2.6.2   超声温度对牦牛肉嫩度的影响　恒定超声

频率（40 kHz）和功率（240 W），以 2.5%蛋白酶溶液

处理牦牛肉样品，随后分别于 20、25、30、35、40、
45 ℃ 条件下进行 30 min超声处理。

 1.2.6.3   超声时间对牦牛肉嫩度的影响　恒定超声

频率（40 kHz）和功率（240 W），以 2.5%蛋白酶溶液

处理牦牛肉样品，同时控制超声温度为 35 ℃，分别对

牦牛肉进行 10、20、30、40、50、60 min的超声处理。

 1.2.7   响应面优化试验　以牦牛肉剪切力为响应值，

设计三因素三水平 Box-Behnken（BB）响应面试验，

建立多元二次回归数学方程拟合自变量与响应值之

间的函数关系，预测嫩化牦牛肉的最适工艺参数及牦

牛肉的剪切力理论最小值，响应面试验因素水平设计

如表 1所示。

 1.2.8   剪切力测定　依据 Ji等[18] 的方法改进。以未

经嫩化处理的同部位牦牛肉为对照组，采用 TA-XT
Plus质构仪配备 LPBS-1S探头，设置测试前速度

2 mm/s，测试速度 2.0 mm/s，测试后速度 10.0 mm/s，
压缩距离 30.0 mm，初始触发力 10.0 g，每组样品平

行测定 3次并取平均值。

 1.2.9   质构特性测定　参考张诗琦等 [19] 的方法，

采用 TA-XT Plus质构仪配备 PP75A探头，以 TPA
模式中二次挤压的方式进行测定。设定测前速度

2.0 mm/s，测试速度 1.0 mm/s，测后速度为 2.0 mm/s，
下压距离 10.0 mm，间隔时间 5.0 s，解析力量感应曲

线，并计算硬度、弹性、内聚性、胶粘性及咀嚼性等

参数，每组样品平行测定 3次并取平均值。

 1.2.10   保水性测定

 1.2.10.1   蒸煮损失率　准确称取一定质量（m0）的肉

样放入蒸煮袋中加热至 70 ℃，拿出肉样冷却至室

温，吸干表面水分再次称重（m1）。根据公式（1）计算

样品蒸煮损失率：

蒸煮损失率(%) =
m0 −m1

m0
×100 式（1）

 1.2.10.2   离心损失率　参考 Zhang等[20] 的方法，准

确称取一定质量（m0）的肉样，吸干表面水分并用吸

水纸包裹，5000×g离心 10 min后再次称重，记为

m1。离心损失率根据公式（2）计算：

离心损失率(%) =
m0 −m1

m0
×100 式（2）

 1.2.11   肌原纤维蛋白（Myofibrillar proteins，MP）的

提取与含量测定　称取 3.00 g肉样，加入 30 mL
浓度为 20 mmol/L的 PBS Ⅰ缓冲液（含 0.1 mol/L
NaCl，1 mmol/L EDTA，pH7.0）[21]，机械均质后，4 ℃、

6000×g离心 15 min，弃去上清液，重复洗涤两次，得

到沉淀复溶于 30 mL浓度为 25 mmol/L的 PBS Ⅱ
缓冲液（含 0.6  mol/L  NaCl，pH7.0）溶解，经 4 ℃、

9000×g离心 20 min，收集上清，即得 MP溶液，采用

BCA试剂盒测定样品浓度，于 48 h内使用。肌原纤

维蛋白降解情况，是将肌原纤维蛋白的浓度调整至

1 μg/μL，采用 SDS-PAGE进行电泳观察。

 1.2.12   肌原纤维小片化指数（Myofibrillar Fragmen-

tation Index，MFI）测定　参考郑娇等[22] 的方法并改

进，称取 3.00 g肉样并加入 20 mL预冷的 MFI缓冲

液 （KCl  3.7  g、KH2PO4  0.60  g、K2HPO4  1.28  g、
EDTA 0.15 g、MgCl2 0.1 g，定容至 500 mL），充分研

磨均质后于 4 ℃、1000×g离心 15 min，重复洗涤两

次。沉淀经 10 mL MFI缓冲液重悬后过滤，调整滤

液浓度至 0.5 mg/mL，于 540 nm下测定吸光度，将

结果乘以 200得到肌原纤维小片化指数。

 1.3　数据处理

所有实验均进行 3次重复，所得数据经过 IBM
SPSS Statistics邓肯检验进行多重比较分析，Origin

 

表 1    响应面试验因素水平设计

Table 1    Factor-level designs for response surface experiments

因素
水平

−1 0 1

A：蛋白酶浓度（%） 2 2.5 3
B：超声温度（℃） 30 35 40
C：超声时间（min） 30 40 50
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2022软件绘图，Design-Expert 13用于响应面试验的

设计及分析。

 2　结果与分析

 2.1　蛋白酶分离纯化结果

将所提取的蛋白酶经葡聚糖凝胶 Sephadex G-

75层析柱洗脱，收集洗脱液，最终得到纯化倍数为

5.03、得率 17.60%、比酶活 10711 U/mg的波茨坦短

芽孢杆菌蛋白酶（表 2）。将纯化后的蛋白酶上样于

SDS-PAGE凝胶体系，如图 1中泳道 2所示，该蛋白

酶在 SDS-PAGE凝胶体系中仅出现单一条带，表明

硫酸铵沉淀-透析-凝胶层析有效去除了杂蛋白，使蛋

白酶接近电泳纯度[23]。通过蛋白的相对迁移率与

分子量的比例关系计算，初步确定酶的分子量约

为 47 kDa。
 
 

1kDa
245.0

100.0
75.0

48.0

35.0

17.0

25.0

20.0

2 3

图 1    纯化的 S8蛋白酶的 SDS-PAGE凝胶电泳
Fig.1    Gel electrophoresis of SDS-PAGE for purified S8

protease
注：1：蛋白分子量Marker；2：纯化的蛋白酶；3：牛血清白蛋白。
 
 

表 2    S8蛋白酶的分离纯化结果
Table 2    Separation and purification results for S8 protease

纯化步骤 比酶活（U/mg） 得率（%） 纯化倍数

发酵上清液 2130 100.00 −
70%硫酸铵沉淀 4280 59.77 2.01

脱盐 8060 38.11 3.78
凝胶层析 10711 17.60 5.03

注：“−”表示无数据。
 

 2.2　酶学性质

pH是影响酶活力的关键因素[24]，强酸或强碱条

件极易破坏酶的空间结构并导致失活。如图 2A所

示，在一定 pH范围内，蛋白酶活力随 pH的增大而

增大，当 pH=7时酶活力达到峰值，且显著高于其他

实验组（P<0.05）；当 pH>7时，酶活力逐渐下降；由此

推测该酶的最适 pH约为 7，这可能与活性中心关键

氨基酸残基的质子化状态直接相关。进一步分析蛋

白酶 pH稳定性，如图 2B，pH7时酶液稳定性优异，

3 h后相对酶活力仍保持在 80%以上，显著高于蜡样

芽孢杆菌（Bacillus cereus）S46蛋白酶在最适 pH=8

下保温 3 h后的残留活性（55.06%）[25]。

在一定温度范围内，温度升高，酶促反应加快，

但过高的温度会导致酶分子构象发生改变，使酶变性

失活[26]。如图 3所示，在 pH为 7.0的环境下，将蛋

白酶在 20~70 ℃ 保温 3 h，结果显示，60~70 ℃ 时酶

活下降趋势明显，而在 30~40 ℃ 下保温 1.5 h相对

酶活力维持在 60%~80%，3.0 h后仍能检测到 40%~
60%的酶活力。这表明波茨坦短芽孢杆菌蛋白酶在

30~40 ℃ 范围内稳定性良好，这与嗜盐性古细菌

（Halococcus  salifodinae）PRR34有相似的特性 [27]。
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图 3    不同温度条件下酶活随时间的变化
Fig.3    Changes in enzyme activity over time under different

temperature conditions
 

不同金属离子对酶活力的影响存在显著差异。

金属离子可以作为酶的辅助因子或激活剂提高酶活

力，另一方面又能和酶活性中心的必需基团结合使酶
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图 2    pH对蛋白酶活性的影响（A）及不同 pH条件下酶活随
时间的变化（B）

Fig.2    Effect of pH on protease activity (A) and the changes
of protease activity over time under different pH conditions (B)
注：不同字母表示存在显著差异（P<0.05），图 4~图 5、图 7、
图 9同。
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活力被抑制[28]。由图 4可以看出，以不加金属离子

的酶活力为对照组（酶活设为 100%），Mn2+、Fe2+、

Na+、Mg2+对波茨坦短芽孢杆菌蛋白酶活力均有显著

增强作用（P<0.05），其中 Mg2+作用最为突出，相对酶

活力达到 141%；而 Ca2+、Cu2+、Zn2+则表现出酶活抑

制性，导致酶活力有不同程度下降。不同蛋白酶对金

属离子的响应亦存在差异，正如 Majeed等[29] 的研究

中 Ca2+和  Fe2+可 增 强 枯 草 芽 孢 杆 菌 （ Bacillus
subtilis）BSP 蛋白酶活性，金属离子结合位点是造成

这一现象的原因之一。
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图 4    金属离子对酶活力的影响
Fig.4    Influence of different metal ions on protease activity

 

 2.3　不同因素对牦牛肉剪切力的影响

 2.3.1   蛋白酶浓度对牦牛肉剪切力的影响　剪切力

作为衡量肉类嫩度的关键指标，反映了切割肌肉纤维

所需力的大小，剪切力越低表明肉品嫩度越高[30]。由

图 5A可知，随着蛋白酶浓度增大，牦牛肉剪切力呈

递减趋势，在浓度为 2.5%时剪切力达到最低值

99.743±0.554 N，较空白组降低 32.7%（P<0.05）。蛋

白酶可以降解肉类中的大分子蛋白质，从而降低切割

时的剪切阻力[31]。当蛋白酶浓度处于较低水平，其在

牦牛肉中的渗透效率受限，嫩化效果不佳；随着浓度

增加，蛋白酶分子数量与渗透效率同步提升，牦牛肉

剪切力随之降低。当蛋白酶浓度升至 3%，牦牛肉剪

切力出现回升，推测是过度的水解作用使肉的超微网

状结构损伤，导致剪切力升高，这与孙树远等[32] 的研

究结果一致。

 2.3.2   超声温度对牦牛肉剪切力的影响　超声波作

为一种安全、无电离、对环境友好的机械波，其产生

的作用力，不仅能直接作用于肌纤维，还能增强酶-底

物传质效率[33]。如图 5B所示，在最适酶浓度下，牦

牛肉剪切力随超声温度升高呈现先降低后升高的趋

势，在 35 ℃ 降至最低为 67.330±2.286 N，较 20 ℃ 时

降低 32.323%（P<0.05）。这归因于超声波通过空化

效应、机械效应以及热效应提高牦牛肉嫩度，同时促

进蛋白酶渗透，使其更高效、均匀地发挥嫩化作用[34]。

然而温度过高会导致蛋白酶活性降低，嫩化效果受

损，同时使牦牛肉蛋白变性造成肉剪切力回升。

 2.3.3   超声时间对牦牛肉剪切力的影响　如图 5C

所示，在 35 ℃ 及 2.5%酶浓度条件下，牦牛肉剪切

力随着超声时间的延长先降低后增加。当处理时间

较短，酶的催化作用与超声效应无法充分协同，致使

嫩化效果受限。随着超声时间延长，牦牛肉剪切力逐

步下降，40 min达到最低 52.483±1.06 N，较未超声

组降低 47.475%（P<0.05）。然而超时处理（>40 min）
剪切力回升，与 Liu等[35] 在研究中观察到的鱿鱼经

超过 20 min的超声处理后剪切力升高现象一致，这

可能与长时间的超声导致蛋白酶活性下降，同时牦牛

肉肌原纤维过度降解，影响肌肉收缩，肌肉失去原有

弹性相关[36]。

 2.4　响应面优化试验

响应面试验可以得到各因素对响应值的影响规

律及交互作用，以牦牛肉剪切力为响应值设计并进行

响应面试验，结果如表 3所示。

利用 Design Expert 13分析得到牦牛肉剪切力

（Y）对蛋白酶浓度（A）、超声温度（B）、超声时间（C）
的二次多项回归方程：Y=53.64+0.1563A+5.15B+
1.82C+0.889AB+0.7115AC+0.091BC+10.04A2+
30.03B2+24.25C2。

 

a

a

a

c
d e

c
b

b
c c

b

d

160
A

B

C

140
120
100

剪
切

力
 (N

)

蛋白酶浓度 (%)

超声温度 (℃)

超声时间 (min)

80
60
40
20
0

0 0.5 1.0 1.5

20 25

10 20 30 40 50 60

30 35 40 45

2.0 2.5 3.0

160
140
120
100

剪
切

力
 (N

)

80
60
40
20
0

160
140
120
100

剪
切

力
 (N

)

80
60
40
20
0

b c
d

e
f

e

图 5    不同因素对牦牛肉剪切力的影响

Fig.5    Effects of different factors on shear force for yak meat
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回归模型方差分析如表 4所示，该模型的 F=
116.76，P<0.01，表明模型极显著，失拟项 F=0.8147，
P>0.05，即失拟项不显著。此外，模型 R2=0.9934，表
明模型可信度较好；矫正决定系数为 0.9849，与
R2 极为接近，说明模型拟合度高，可用于预测牦牛肉

嫩化最佳工艺。根据 F 值将影响因素由大到小排列

为超声温度>超声时间>蛋白酶浓度。
  

表 4    模型方差分析
Table 4    Analysis of variance for the model

来源 平方和 自由度 均方 F值 P值 显著性

模型 7582.07 9 842.45 116.76 <0.0001 **
A：蛋白酶浓度 0.1953 1 0.1953 0.0271 0.8740
B：超声温度 212.34 1 212.34 29.43 0.0010 **
C：超声时间 26.62 1 26.62 3.69 0.0962

AB 3.16 1 3.16 0.4381 0.5292
AC 2.02 1 2.02 0.2806 0.6127
BC 0.0331 1 0.0331 0.0046 0.9479
A2 424.80 1 424.80 58.88 0.0001 **
B2 3798.03 1 3798.03 526.39 <0.0001 **
C2 2476.12 1 2476.12 343.18 <0.0001 **

残差 50.51 7 7.22
失拟项 19.16 3 6.39 0.8147 0.5489
纯误差 31.35 4 7.84
总合 7632.58 16

注：*表示显著（P<0.05）；**表示极显著（P<0.01）。
 

基于所得模型回归方程及实验结果，绘制各因

素间响应面图（图 6）。可以看到，随着各因素数值升

高，牦牛肉剪切力均呈现先减小后增大的趋势。蛋白

酶浓度与超声温度之间的交互作用（AB）对牦牛肉剪

切力的影响最大，其次是蛋白酶浓度与超声时间的交

互作用（AC），超声时间与超声温度的交互作用（BC）
对牦牛肉剪切力的影响最小，与方差分析结果各因素

交互作用 AB>AC>BC一致。

验证实验：模型预测当蛋白酶浓度为 2.498%、

超声温度为 34.571 ℃、超声时间为 39.624 min时，

牦牛肉剪切力为 53.389 N。为进一步验证其可靠

性，将牦牛肉用 2.5%的蛋白酶处理后在 34.6 ℃ 下

超声 39.6 min，进行三次重复验证实验测定剪切力。

得到剪切力的平均值为 54.389±1.058 N，较预测值偏

差 1.87%，证明该模型能较准确预测牦牛肉嫩化效

果，该工艺参数使牦牛肉剪切力降低 63.3%。

 

表 3    Box-Behnken试验设计及结果

Table 3    Box-Behnken experimental design and results

实验号A：蛋白酶浓度（%）B：超声温度（℃）C：超声时间（h）Y：剪切力（N）

1 2.5 30 50 104.79
2 2.5 35 40 50.88
3 2.5 35 40 50.79
4 3 40 40 98.53
5 2 35 50 88.65
6 2.5 40 30 110.88
7 2.5 35 40 53.69
8 2.5 35 40 56.28
9 2 35 30 83.85
10 3 30 40 86.16
11 2.5 30 30 101.05
12 2 40 40 99.51
13 2.5 35 40 56.58
14 2 30 40 90.59
15 2.5 40 50 114.99
16 3 35 50 90.60
17 3 35 30 88.65
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图 6    各因素间相互作用对牦牛肉剪切力的影响

Fig.6    Influence of various factors interaction on shear force
of yak meat

注：A. 蛋白酶浓度与超声温度；B. 蛋白酶浓度与超声时间；C.
超声温度与超声时间。
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 2.5　嫩化前后牦牛肉质构变化

以最佳工艺条件嫩化牦牛肉，其质构特性如表 5
所示。与嫩化前相比，嫩化后硬度由 99.67±2.59 N
降至 45.72±2.65 N，弹性、内聚性、胶粘性及咀嚼性

分别下降 35.5%、21.3%、64.3%和 77.3%（P<0.05）。
这与 Yoon等[37] 报道的超声辅助木瓜蛋白酶和碳酸

氢钠使肉的硬度降低 68.19%，同样证明了超声辅助

酶解技术对改善肉品质构特性的能力。蛋白酶能通

过降解肌原纤维蛋白、肌浆蛋白及结缔组织蛋白等

大分子物质，破坏肌肉纤维的交联结构，改善牦牛肉

的质构特性[38]，同时，超声波的空化效应，增加了底物

与酶的相互作用[39]，这种协同效应降低了肌原纤维的

完整性，最终实现硬度、咀嚼性等质构参数的系统性

优化。
 
 

表 5    嫩化前后牦牛肉质构特性分析
Table 5    Effects of tenderizing on textures of yak meat

样品 硬度（N） 弹性 内聚性 胶粘性 咀嚼性（N）

嫩化前 99.67±2.59a 0.62±0.03a 0.61±0.01a 61.20±2.06a 38.14±1.91a

嫩化后 45.72±2.65b 0.40±0.01b 0.48±0.02b 21.85±0.48b 8.67±0.40b

注：同列不同字母表示存在差异（P<0.05）。
 

 2.6　嫩化前后牦牛肉保水性变化

保水性与肉品色泽、风味、嫩度等食用品质密切

相关，是衡量肉品经济价值的重要指标[40]。如图 7所

示，在最佳嫩化工艺处理后，牦牛肉的蒸煮损失和离

心损失变化得到了显著改善，与对照组相比，嫩化组

蒸煮损失降低了 33.7%，离心损失降低了 52.0%（P<

0.05）。相较于王文艳等[41] 报道的菠萝蛋白酶和超

声处理使牛肉后系水力提升 23.1%，本研究中对保水

性的改善效果更好。推测这一现象与嫩化过程中蛋

白质降解及结构改变密切相关，蛋白酶的水解促使肌

肉组织间隙增大，形成更疏松的网状结构，提高了其

纳水的能力[42]。

 2.7　嫩化前后牦牛肉肌原纤维蛋白降解情况

肌原纤维蛋白的化学结构状态是影响肉嫩度的

关键因素[43]。通过 SDS-PAGE凝胶电泳分析最佳

嫩化条件下牦牛肉肌原纤维蛋白的降解情况，结果如

图 8所示。可以看出，嫩化后肌原纤维蛋白在副肌

球蛋白处（100  kDa）的条带强度明显减弱，而在

48~75 kDa区间有微弱条带产生，推测为副肌球蛋白

的降解产物。并且肌动蛋白（43 kDa）处条带和肌球

蛋白轻链（16~25 kDa）处条带灰度值降低。基于此，

可以推测嫩化工艺是通过促进副肌球蛋白、肌动蛋

白及肌球蛋白轻链降解，破坏肌原纤维的空间结构完

整性，从而降低肌肉剪切阻力。
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图 8    嫩化前后牦牛肉肌原纤维蛋白 SDS-PAGE电泳
Fig.8    SDS-PAGE electrophoresis of myofibrillar protein in yak

meat before and after tenderization
注：1：蛋白分子Marker；2：牛血清白蛋白；3：嫩化前；4：嫩化后。
 

 2.8　嫩化前后牦牛肉肌原纤维小片化指数变化

肌原纤维小片化指数（MFI）是指长度为 1~4个
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图 7    嫩化前后牦牛肉蒸煮损失和离心损失

Fig.7    Steaming losses and centrifugation losses of yak meat
before and after tenderization

注：A为嫩化前后牦牛肉蒸煮损失；B为嫩化前后牦牛肉离心
损失。
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图 9    嫩化前后牦牛肉肌原纤维小片化指数（MFI）变化

Fig.9    Changes in myofibrillar fragmentation index (MFI)
of yak meat before and after tenderization
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肌节的肌原纤维占肌原纤维碎片总数的比例，MFI
越大则代表肌纤维断裂程度越大[44]，与肉的嫩度有

关。如图 9所示，嫩化前牦牛肉 MFI=46.1±2.08，嫩
化后则达到 87.5±2.65，增大 47.29%，有显著变化

（P<0.05），即在蛋白酶和超声波的协同作用下牦牛肉

的肌纤维受损。研究表明超声波的空化作用使肌原

纤维蛋白解离，聚集体颗粒分散，能直接增大 MFI
值[45]。除此之外，蛋白酶破坏了肌原纤维蛋白结构，

导致肌纤维断裂，使牦牛肉嫩度得到改善，这进一步

验证了剪切力的探究结果，与 Zhang等[15] 的研究

一致。

 3　结论
本研究中，波茨坦短芽孢杆菌产生的 S8蛋白酶

在 pH7.0、30 ℃ 左右和 20 mmo/L Mg2+条件下酶活

力最高，相对酶活力达 141%；响应面优化得到最

佳牦牛肉嫩化工艺为蛋白酶浓度 2.5%、超声温度

34.6 ℃、超声时间 39.6 min，在此条件下牦牛肉剪切

力最低 54.389±1.058 N，较嫩化前降低 63.3%；在该

最佳工艺条件下，牦牛肉硬度、弹性、内聚性、胶粘

性和咀嚼性均有显著降低（P<0.05），保水性提高，其

中蒸煮损失降低 33.7%，离心损失降低 52.0%；嫩化

后牦牛肉肌原纤维降解，MFI增大了 47.29%。在超

声波的辅助下 S8蛋白酶使牦牛肉肌肉剪切力降低、

质构特性和保水性得到改善、肌肉纤维断裂，嫩化效

果好。本研究得到一种新的微生物来源的肉类嫩化

剂，同时为牦牛肉精深加工产业提供技术支持。
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