
 

ATP含量与外源酶添加对罗非鱼肌原纤维蛋白

磷酸化水平的影响
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摘要：蛋白质磷酸化修饰可影响肌肉品质，为探究外源酶添加对罗非鱼肌原纤维蛋白蛋白
质磷酸化水平的影响，在向罗非鱼肌原纤维蛋白溶液中分别加入蛋白激酶 A (protein kinase
A，PKA)和碱性磷酸酶 (alkaline phosphatase，AP)后进行体外孵育，通过十二烷基硫酸钠-
聚丙烯酰胺凝胶电泳和荧光染色测定不同时间段内的磷酸化水平变化。并通过将罗非鱼肌
肉浸泡在不同浓度 ATP 溶液中测定肌原纤维蛋白的蛋白磷酸化水平以探究 ATP对其的影
响。结果显示，在 0~72 h，PKA组磷酸化水平均显著高于对照组和 AP组，PKA组整体磷
酸化水平从 0 h的 0.35±0.01上升至 12 h的 0.37±0.01，而后下降至 72 h的 0.29±0.01，呈先
上升后下降的趋势，其中，肌球蛋白重链磷酸化水平和肌动蛋白磷酸化水平分别从 0 h的
0.73±0.01、0.86±0.01下降至 72 h的 0.58±0.02和 0.68±0.01。当孵育时间为 0、4、24和
48 h时，3组磷酸化水平均具有显著差异。在外源添加 0.3 mol/L ATP后，结果显示肌原纤
维蛋白整体磷酸化水平 (0.46±0.00)显著高于对照组 (0.42±0.01)。PKA可促进罗非鱼肌原纤
维蛋白磷酸化修饰，AP则使其去磷酸化。研究表明，宰杀后罗非鱼肌肉中的 ATP含量、
PKA及 AP活性水平是影响蛋白质磷酸化水平的关键因素。本研究可为探明罗非鱼品质变
化机制与调控策略提供理论依据。
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磷酸化是最早报道和研究最多的，同时也是

生物体内最为普遍且重要的一种蛋白质翻译后修

饰。蛋白质磷酸化通常指 ATP或 GTP上的磷酸

基团在蛋白激酶的催化作用下被转移到蛋白质氨

基酸残基上的过程，主要功能是机体内酶的活性

调节、分子间相互作用调控等 [1]。蛋白质磷酸化

会影响肉的品质参数，如嫩度、色泽和持水力[2]。

与表现出低磷酸化水平蛋白的肌肉相比，具高磷

酸化水平蛋白的肉质往往较硬，且磷酸化蛋白质

多数与羊肉的糖酵解、肌肉收缩有关[3]。彭喆等[4]
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对刺参进行研究，发现磷酸化胶原蛋白聚集体会

降低咀嚼性和粘度。但目前对蛋白质磷酸化及肉

质变化机理的研究主要集中在牛肉、羊肉等畜禽

产品上[5-7]。不同于陆生动物，水产品因其肌纤维

较短、肌肉含水量高，肉质大多鲜嫩，且肌肉中

含多种蛋白质，这也使其在储藏时更容易发生腐

败变质 [8]。按照生理功能划分，肌肉蛋白质主要

为 3大类：收缩蛋白、调节蛋白和骨架蛋白[9]。肌

球蛋白、肌动蛋白以及二者结合形成的肌动球蛋

白都属于收缩蛋白，相关研究表明，收缩蛋白的

改变与肌肉品质调控存在关联。例如，Tulli等[10]

提出肌动蛋白可作为预测鱼类品质的生物标志物。

Yang等[11] 发现肌原纤维结构蛋白降解会导致鱼肉

质地软化，同时也进一步发现相关骨架蛋白的降

解加速了鱼肉软化。

本团队前期研究发现，罗非鱼贮藏过程中硬

度与持水性等品质变化与蛋白质磷酸化水平具有

相关性，并提出肌原纤维蛋白磷酸化水平可能通

过影响肌动球蛋白解离，从而影响肉质变化 [12]。

但是关于蛋白质磷酸化修饰水平的产生机制如何，

肌球蛋白和肌动蛋白在贮藏过程中磷酸化水平如

何变化以及影响蛋白质磷酸化修饰水平的因素有

哪些，这些方面仍有待研究。贮藏过程中肌原纤

维蛋白发生磷酸化或者去磷酸化修饰都会对其结

构和功能产生影响，进而可能调控肌肉的生化特

性[13]。蛋白激酶催化磷酸化反应，磷酸酶则促进

去磷酸化反应。碱性磷酸酶 (alkaline phosphatase，
AP)是生物体内普遍存在的一种磷酸酶，可对底

物分子起到去磷酸化作用，从碱性磷酸酶诱导的

蛋白质中去除磷酸基团的过程称为去磷酸化 [14]。

相反，蛋白激酶 A (protein kinase A，PKA)具有催

化丝氨酸/苏氨酸残基磷酸化蛋白质的能力[15]。本

研究选取罗非鱼肉作为实验材料，研究蛋白激酶

A和碱性磷酸酶对罗非鱼肌原纤维蛋白磷酸化平

的影响，为后续可以从调控蛋白质磷酸化水平出

发研究调控肌肉品质提供模型参考。此外，本研

究还探索了 ATP含量对罗非肉贮藏过程中蛋白质

磷酸化的影响规律，旨在为探明罗非鱼品质变化

机制与调控策略提供理论依据。 

1    材料与方法
 

1.1    材料与试剂

本实验所选取罗非鱼每条净重 (1 000±200) g，

购自广州某超市。5 min内将其运输至实验室，击

晕宰杀，取背部肌肉，使用医用剪刀剔除鱼皮及

其筋膜后在预冷的蒸馏水中清洗，擦干水后装入

无菌密封袋置于装满冰块的泡沫箱中保藏，每隔

4 h更换冰块，在不同时间节点取出鱼肉样品，液

氮速冻后−80 °C保存。本研究严格遵守实验动物

伦理，并获得了所在单位伦理审查委员会的批准。

PKA (bs-02201p)、AP (bs-0520p)，北京博奥

森生物技术有限公司。非预染蛋白 Marker分子质

量标准品，美国赛默飞世尔。ATP，美国 Sigma-
Aldrich公司。NUPAGE 12% 预制胶、电泳缓冲

液 (X20)、Pro-Q Diamond、SYPRO Ruby 染色液，

美国 Invitrogen公司。5×SDS-PAGE (sodium dodecyl
sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)上样缓冲

液 (P0015)，上海碧云天生物技术有限公司。其他

常规试剂均为分析纯。 

1.2    仪器与设备

IKA-T25组织匀浆机，德国  IKA；FE28数

显 pH计，美国梅特勒-托利多；FM 400A型制冰

机，美国 Grant公司；3K30 台式高速冷冻离心机，

德 国 Sigma； Sunrise-basic 吸 光 酶 标 仪 ， 德 国

TECAN；HX-20恒温金属浴，上海沪析实业有限

公司；基础电泳仪，美国 BIO-RAD；MINI Space
3000 凝胶成像系统，上海天能生命科学有限公司。 

1.3    实验方法
 

肌原纤维蛋白制备　　 参考 Okitani[16] 的方

法并稍作修改，称取处理过后的新鲜罗非鱼肉 4.0
g，按照 1∶10的比例加入预冷的缓冲液  (0.01
mol/L Na2CO3、0.04 mol/L NaHCO3、pH 7.2)，将

混合液充分匀浆，随后于 10 000 r/min下低温离

心 15 min，去除水溶性蛋白 (肌浆蛋白)。沉淀加

入上述缓冲液 (含 0.6 mol/L KCl)，再次匀浆，上

清液即为所需蛋白采用 BCA试剂盒测定蛋白质

含量。 

肌原纤维蛋白的体外磷酸化处理　　参考

高星[17] 的方法，设置高、中、低 3组不同磷酸化

水平的蛋白质溶液，高水平磷酸化组按 10 U∶25
μL在肌原纤维蛋白溶液中添加 PKA；低磷酸化水

平组按 25 U∶25 μL添加 AP；未添加 PKA与 AP
的蛋白溶液设为对照组 (中磷酸化水平组)，3组

构成肌原纤维蛋白磷酸化的体外模型。将上述体

系在冰藏条件下培养 0、4、12、24、48和 72 h，
分别在每个时间点取一定量蛋白质，液氮速冻后
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于−80 ℃ 保存。 

蛋白质磷酸化水平测定　　从冰箱中分别取

出添加 PKA、AP和不添加任何物质的蛋白质，

流水解冻后将蛋白质溶液与 SDS-PAGE上样缓冲

液按 4∶1混合，混合液在金属浴 (100 ℃) 煮沸 5
min，冷却离心后得到电泳样品。电泳时蛋白上样

量统一控制在 6 µg，电压保持恒定，为 80 V。电

泳后将凝胶固定 (50 %甲醇、10 %乙酸)、水洗后

置于摇床上依次进行 Pro-Q  Diamond和 SYPRO
Ruby染色，具体染色脱色步骤参照陈立娟[18] 的方

法。对每一次染色并洗脱干净后的凝胶于 MINI
Space 3000进行扫描。其中 Pro-Q Diamond只对磷

酸化蛋白质特异性染色，而 SYPRO Ruby可对所

有蛋白进行染色。使用 Image J 软件 (v1.54) 对蛋

白条带进行光密度值定量分析。将 (P )认作 Pro-Q
Diamond 染色后蛋白条带光密度值，(T) 为 SYPRO
Ruby 染色后蛋白条带光密度值，P 与 T 的比值即

为蛋白质的磷酸化水平[19-20]。 

ATP处理肌原纤维蛋白　　参考 Ren等 [21]

方法，取 5 g新鲜罗非鱼背部肌肉，分别添加  1
mL 0.1 mol/L ATP 溶液、0.2 mol/L ATP 溶液、0.3
mol/L ATP 溶液  (ATP 纯品溶于  0.01 mol/L MgCl2
溶液中  )作为 ATP处理组，对照组不添加 ATP，
采用溶剂做对照。将 3个处理组和对照组分别在

冰藏条件下培养 24 h，随后迅速收集样品，液氮

速冻并于−80 ℃ 保存备用。 

ATP处理肌原纤维蛋白磷酸化水平测定　

　肌原纤维蛋白提取以及磷酸化水平测定方法参

照上述办法进行。 

数据分析　　使用 SPSS v.22软件对数据进

行单因素方差分析，显著性差异采用邓肯多重比

较法 (P<0.05 )，各组计算数据均以平均值±标准差

(mean±SD )表示。 

2    结果
 

2.1    体外蛋白质磷酸化水平分析

在 0~72 h内，PKA组磷酸化水平均显著高于

对照组和 AP组 (P<0.05)，PKA组整体磷酸化水

平 从 0  h的 0.35±0.01下 降 至 72  h的 0.29±0.01
(P<0.05)，呈先上升后下降的趋势。孵育 72 h后

对照组的蛋白质磷酸化水平呈下降趋势，而 PKA
组的蛋白质磷酸化水平先上升后下降 (图 1)。孵

育 0、4、12、24、48和 72 h后 PKA组蛋白质的

磷酸化水平均显著高于空白对照组和 AP组

(P<0.05)，说明 PKA在培养过程中催化肌原纤维

蛋白发生磷酸化反应。PKA组蛋白质的磷酸化水

平在 12 h最高，而后随着孵育时间的延长，磷酸

化水平逐渐降低，这可能与 PKA以及 ATP的消

耗有关。孵育 0、4、24和 48 h后，AP组的蛋白

质磷酸化水平显著低于对照组 (P<0.05)，这同样

说明 AP使得肌原纤维蛋白在孵育过程中发生去

磷酸化，从而降低磷酸化水平。实验结果表明，

经过 PKA和 AP孵育后，有效改变了肌原纤维蛋

白的磷酸化状态。 

2.2    不同酶处理后肌球蛋白以及肌动蛋白磷酸

化水平变化
 

肌球蛋白重链磷酸化水平变化　　肌球蛋

白磷酸化修饰对于维持细胞骨架活性及细胞功能

发挥了重要作用 [22]。肌球蛋白重链 (myosin heavy
chain，MHC)分子质量约为 220 ku，因其在肌原

纤维蛋白中含量占比较高，故选择 MHC进行研

究。从图 2中可以看出，AP组、对照组和 PKA
组的 MHC磷酸化水平随时间呈现先上升再下降

的趋势 (0~12 h内上升，12~72 h下降)，当孵育时

间为 12和 72 h时，PKA组 MHC磷酸化水平显著

高于对照组和 AP组 (P<0.05)，对照组显著高于

AP组 (P<0.05)，这说明 PKA和 AP在肌球蛋白重

链磷酸化修饰过程中同样发挥了促进磷酸化和去

磷酸化的作用。当不添加任何酶处理时，略微不

同于肌原纤维整体蛋白磷酸化水平变化，MHC磷

酸化水平在 0~12 h呈上升趋势，说明在此过程中

MHC磷酸化修饰占主导地位，同时也可推测MHC
磷酸化修饰在肌原纤维蛋白整体磷酸化修饰中占

比较小。高星等[23] 在对羊背最长肌肌肉的肌球蛋

白重链实验中，同样发现磷酸化水平在 0~72 h内

呈先上升后下降趋势。 

肌动蛋白磷酸化水平变化　　对图 3-a中 I、
Ⅱ进行光密度值分析，不同酶处理后肌动蛋白的

磷酸化水平随时间变化的结果如图 3-b所示。对

照组肌动蛋白磷酸化水平在 0~72 h内逐渐下降，

最后趋于稳定，与“体外蛋白质磷酸化水平分析”
结果中对照组肌原纤维蛋白整体磷酸化水平变化

趋势一致。除试验初期 (0 h)外，在孵育过程中

(0~72 h)，PKA组肌动蛋白磷酸化水平均显著高

于 (P<0.05)对照组以及 AP组，且变化趋势也同

肌原纤维蛋白整体磷酸化水平一样呈先上升 (0~
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12 h)后下降 (12~72 h)趋势。类似的，AP组在孵

育过程中 (0~72 h)，肌动蛋白磷酸化水平均显著

低于 (P<0.05)对照组和 PKA组，呈先升 (0~12 h)

后降 (12~72 h)趋势。实验结果表明，PKA和 AP
可以作用于肌动蛋白，有效改变其磷酸化修饰

水平。
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图 1    AP 组、PKA 组和空白对照组在不同孵育时间下的磷酸化水平

(a) Pro-Q Diamond染色；(b) SYPRO Ruby染色；(c)磷酸化水平，不同小写字母表示组内差异显著 (P<0.05)，“*”代表横线指向的两组差异

显著 (P<0.05)，下同；(a)与 (b)右侧的序号为电泳条带编号。

Fig. 1　Phosphorylation level analysis of AP, PKA group and control group under different incubation time
(a) Pro-Q Diamond staining, (b) SYPRO Ruby staining, (c) determination of phosphorylation level in three groups, values with different lowercase let-
ters mean significant differences within groups (P<0.05), "*" denotes a significant difference between the two groups pointed to by the horizontal line
(P<0.05), the same below; the numbers on the right side of (a) and (b) are the serial numbers of electrophoretic bands.
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2.3    ATP对肌原纤维蛋白质整体磷酸化水平的

影响
 

ATP对肌原纤维蛋白质整体磷酸化水平的

影响　　结果显示，在外源添加 0.3 mol/L ATP后，

肌原纤维蛋白整体磷酸化水平 (46.00±0.00)显著高

于 (P<0.05)空白对照组 (0.42±0.01) (图 4)，说明由

于该浓度 ATP的加入，肌原纤维蛋白的磷酸化水

平提高，在体外适量浓度的 ATP可能改变蛋白质

修饰状态。此外，试验还发现 0.1 mol/L ATP溶液

与 0.3 mol/L ATP溶液分别与罗非鱼肉混合后，二

者的蛋白磷酸化水平也存在显著差异，0.3 mol/L
ATP处理过后的磷酸化水平显著高于后者 (P<
0.05)，这说明蛋白质磷酸化修饰水平对于 ATP存

在一定的浓度依赖性。有学者发现，加大 ATP的

含量会抑制肌肉中钙离子的释放，而 Ca2+会对 μ-
钙蛋白酶活性产生影响，μ-钙蛋白酶活性降低后，

肌肉中的结构蛋白如肌钙蛋白 T等的降解必然会

减少 [24-25]。此外，糖酵解以及蛋白激酶均会影响

肌肉中 ATP的含量，这意味着蛋白质的磷酸化水

平也可能受到影响[26]。
 

ATP处理对 MHC和肌动蛋白磷酸化水平

的影响　　如图 5所示，(a) Ⅰ、(a) Ⅱ、(c)分别

代表 MHC的 Pro-Q染色、Ruby染色图和磷酸化

水平；(b)Ⅰ、(b)Ⅱ、(d)分别代表肌动蛋白 Pro-Q
染色、Ruby染色图和磷酸化水平。从 (c)中可看

出，当 ATP的浓度为 0.1、0.2 mol/L时，MHC和

肌动蛋白磷酸化水平虽高于对照组，但效果并不

显著，ATP浓度的大小对磷酸化有一定影响。当

ATP浓度为 0.3 mol/L时，MHC和肌动蛋白的磷

酸 化 水 平 均 显 著 高 于 对 照 组 (未 添 加 ATP)
(P<0.05)，说明该浓度下，ATP可以促进 MHC和

肌动蛋白磷酸化，ATP成为影响蛋白质磷酸化修

饰的一个重要因素。无论是肌原纤维蛋白整体磷

酸化水平还是 MHC和肌动蛋白等单个蛋白条带

分析，都验证了 ATP在磷酸化修饰过程中具有重

要作用。 

3    讨论

大多数研究表明，蛋白质磷酸化修饰通过调

节糖酵解与肌原纤维蛋白降解速率、调节肌球蛋

白解离程度及肌红蛋白氧化还原氧化性等方式造
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图 2    不同酶孵育过程中肌球蛋白重链的磷酸化水平

(a) I. Pro-Q Diamond染色，II. SYPRO Ruby染色图，(b)不同孵育时间点肌球蛋白重链的磷酸化水平。

Fig. 2　Phosphorylation level of myosin heavy chain during different enzyme incubations
(a) I. Pro-Q Diamond staining, (a) II. SYPRO Ruby staining graph, (b) phosphorylation level of myosin heavy chain at different incubation time points.
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成水产品质构、色差及持水性等品质的变化。

Sun等[27] 研究了虾夷扇贝 (Patinopecten yessoensis)
横纹肌和平滑肌间磷酸化蛋白质差异，确定了横

纹肌糖酵解相关的特异磷酸化位点，解析了磷酸

化修饰调节 PYGM、GPI与 PFK等糖酵解酶活性

介导的扇贝肌肉品质形成的分子机制。Chen等[28]

在探讨草鱼 (Ctenopharyngodon idella)肉硬度差异

形成的机制中发现，烯醇化酶与果糖二磷酸酯醛

缩酶的磷酸化修饰对草鱼硬度的提升发挥作用，

肌原纤维蛋白及紧密连接点的磷酸化修饰提高了

草鱼肉的硬度。Zhang等[29] 研究了大西洋鳕 (Gadus
morhua)抽吸导致的宰前应激与宰后贮藏时间影

响下的鱼肉蛋白质磷酸化水平变化情况，结果表

明肌原纤维蛋白的磷酸化水平要高于肌浆蛋白，

宰前应激影响了热休克蛋白和糖酵解途径相关代

谢酶类磷酸化状态。Zhang等 [30] 探讨了不同磷酸

化修饰水平对缢蛏 (Sinonovacula constricta)肌原

纤维蛋白功能特性和胶凝特性的作用机制时发现，

磷酸盐介导肌原纤维蛋白发生的不同水平的磷酸

化能够通过离子相互作用和静电作用改善蛋白质

的交联，从而最终改善缢蛏蛋白质的胶凝特性。

Yu等[12] 研究发现，罗非鱼肌原纤维蛋白磷酸化与

其内聚力和持水性呈负相关、与硬度和 Ca2+-ATP
酶活性呈正相关，磷酸化修饰通过调节肌动蛋白

的解离速率而影响罗非鱼的品质。

本研究中，肌原纤维蛋白和 PKA、AP孵育

的结果表明，PKA可促进肌原纤维蛋白磷酸化修

饰，而 AP使其去磷酸化。早前，Li等[31] 发现 μ-
钙蛋白酶对经过 AP处理的肌原纤维蛋白的降解

程度大于未经任何处理的蛋白质，提出去磷酸化

促进蛋白水解，并可能在调节 μ钙蛋白酶活性方

面发挥积极作用。进一步的研究表明，AP去磷酸

化的肌浆蛋白的 μ-钙蛋白酶活性更高。Du等 [32]

通过研究 PKA和 AP对 μ-钙蛋白酶的影响，发现

PKA的磷酸化和 AP的去磷酸化都正向调节钙蛋

白酶 μ活性，PKA对 μ钙蛋白酶的磷酸化改善了

其降解并导致活化，而 AP则诱导蛋白质中除磷

酸基团，降低磷酸化水平。实验过程中所构建的

高磷酸化水平组 (PKA组)、中磷酸化水平组 (对
照组)和低磷酸化水平组 (AP组)在磷酸化水平上

具有显著差异，可为后续从蛋白质磷酸化水平出
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图 3    不同酶孵育过程中肌动蛋白的磷酸化水平

(a) I.Pro-Q Diamond染色，II. SYPRO Ruby 染色图，(b)肌动蛋白的磷酸化水平。

Fig. 3　Phosphorylation levels of actin during different enzyme incubations
(a) I. Pro-Q Diamond staining, II. SYPRO Ruby staining graph, (b) phosphorylation level of actin at different incubation time points.
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图 4    不同 ATP含量处理后罗非鱼肉肌原纤维蛋白的磷酸化水平

(a) Pro-Q Diamond染色，(b) SYPRO Ruby染色，(c)不同 ATP含量处理后蛋白质磷酸化水平，(a)与 (b)右侧的序号为电泳条带编号。

Fig. 4　Phosphorylation levels of tilapia meat myofibrillar proteins after treatment with different ATP levels
(a) Pro-Q Diamond staining, (b) SYPRO Ruby staining, (c) protein phosphorylation levels after treatment with different ATP contents; the numbers on
the right side of (a) and (b) are the serial numbers of electrophoretic bands.
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发研究调控肌肉品质提供模型参考。此外，该研

究还分别分析了 MHC和肌动蛋白在孵育过程中

的磷酸化水平变化，同样发现 PKA和 AP可有效

改变其磷酸化状态。

ATP是一种重要的能量来源，在磷酸化翻译

后修饰中作为关键底物，为蛋白质提供磷酸化基

团[33]。死后肌肉中的 ATP含量是影响蛋白质磷酸

化水平的关键因素。有研究报道 ATP在体外的代

谢过程中参与肉质的形成，此外还发现肌肉的持

水性与 ATP之间存在联系[34]。在外源添加 ATP后，

结果显示肌原纤维蛋白整体磷酸化水平显著高于

空白对照组，且分别对 MHC和肌动蛋白所属条

带分析，发现 ATP可以促进 MHC和肌动蛋白磷

酸化。此外，发现蛋白质磷酸化修饰水平对于

ATP存在浓度依赖性。Ren等[21] 通过实验也发现，

ATP在绵羊死后肌肉蛋白质磷酸化过程中发挥了

重要作用。有研究提出，肌原纤维蛋白发生磷酸

化修饰后可能会减少内源性蛋白酶对它的降解程

度，例如，μ-钙蛋白酶对磷酸化的肌原纤维蛋白

的敏感性降低[31]。故可认为 ATP通过调控蛋白质

磷酸化修饰的水平，进而影响蛋白质的降解，从

而影响肉质变化。近年来，磷酸化修饰引起的水

产品品质变化已逐渐被研究人员重视，开展外源

因素对水产品肌原纤维蛋白磷酸化水平的影响方

面的研究，可为探明水产品品质变化机制与新的

调控策略建立提供新的思路。

（作者声明本文无实际或潜在的利益冲突）
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图 5    ATP处理对MHC和肌动蛋白磷酸化水平的影响

(a)Ⅰ.肌球蛋白重链 Pro-Q Diamond染色，II. SYPRO Ruby染色图；(b) I.肌动蛋白 Pro-Q Diamond染色，II. SYPRO Ruby染色图，(c)不同含

量 ATP处理下肌球蛋白重链的磷酸化水平；(d)不同含量 ATP处理下肌动蛋白的磷酸化水平。

Fig. 5　Effects of ATP treatment on the phosphorylation levels of MHC and actin
(a)Ⅰ. MHC Pro-Q Diamond staining, Ⅱ. SYPRO Ruby staining graphs; (b)Ⅰ. actin Pro-Q Diamond staining, Ⅱ. SYPRO Ruby staining graphs; (c) the
phosphorylation levels of MHC under the treatment of different contents of ATP; (d) the phosphorylation levels of actin under the treatment of different
contents of ATP.
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Effects of ATP content and exogenous enzyme addition on the
phosphorylation level of myofibrillar protein in tilapia

YU Ye 1,2,     WEI Ya 1,3,     CHEN Shengjun 1,3,     HUANG Hui 1,3,     CEN Jianwei 1,3,     PAN Chuang 1,3,    
LI Chunsheng 1,3,     WANG Di 1,3,     WANG Yueqi 1,3,     FENG Yang 1,3,     ZHAO Yongqiang 1,3*

(1. Key Laboratory of Aquatic Product Processing, Ministry of Agriculture and Rural Affairs,
South China Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Guangzhou　510300, China;

2. College of Food Sciences and Technology, Shanghai Ocean University, Shanghai　201306, China;
3. Key Laboratory of Efficient Utilization and Processing of Marine Fishery Resources of Hainan Province,

Sanya Tropical Fisheries Research Institute, Sanya　572000, China)

Abstract: Protein phosphorylation modification can affect muscle quality. In order to investigate the effect of exo-
genous  enzyme  addition  on  the  protein  phosphorylation  level  of  tilapia  myofibrillar  protein,  tilapia  myofibrillar
protein solution was incubated in vitro by adding protein kinase A (PKA) and alkaline phosphatase (AP), respect-
ively, and changes in phosphorylation level were determined by dodecyl sodium sulfate-polyacrylamide gel elec-
trophoresis  and fluorescence staining at  different  time intervals.  In addition,  the effect  of  adenosine triphosphate
(ATP) on tilapia muscle was investigated by immersing the muscle in different concentrations of ATP solution to
determine the level  of  myofibrillar  fibrillar  protein phosphorylation.  The results  showed that  from 0 to 72 h,  the
phosphorylation  level  of  PKA group  was  significantly  higher  than  that  of  control  group  and  AP  group,  and  the
overall  phosphorylation  level  of  PKA  group  increased  from  0.35±0.01  at  0  h  to  0.37±0.01  at  12  h,  and  then
decreased to  0.29±0.01  at  72  h,  with  a  general  trend  of  increasing  and  then  decreasing.  In  addition,  the   phos-
phorylation level of myosin heavy chain and actin phosphorylation level decreased from 0.73±0.01 and 0.86±0.01
at 0 h to 0.58±0.02 and 0.68±0.01 at 72 h, respectively (P<0.05). Phosphorylation levels were significantly differ-
ent in all three groups when incubation time was 0, 4, 24 and 48 h. After addition of 0.3 mol/L exogenous ATP, the
results showed that the overall phosphorylation level of myofibrillar proteins (0.46±0.001) was significantly higher
than that of the control group (0.42±0.01). PKA promotes phosphorylation modification of myofibrillar proteins in
tilapia, while alkaline phosphatase dephosphorylates them. It was shown that ATP content, PKA and AP activity
levels  in  the  muscle  of  slaughtered  tilapia  were  key  factors  affecting  the  level  of  protein  phosphorylation.  This
study may provide a theoretical basis for exploring the mechanism of quality change and regulatory strategies in
tilapia.
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