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宰后牦牛肉细胞凋亡对肌肉内环境与嫩度的影响

王琳琳１　马君义２　余群力１　韩　玲１　郭宗林１　石红梅３

（１．甘肃农业大学食品科学与工程学院，兰州 ７３００７０；２．青海百德投资发展有限公司，西宁 ８１０００８；

３．甘南藏族自治州畜牧科学研究所，合作 ７４７０００）

摘要：为探究牦牛肉宰后成熟过程中细胞凋亡对肌肉内环境、细胞凋亡因子及嫩度的影响，以经环孢菌素 Ａ（ＣｓＡ）

处理的牦牛背最长肌为研究对象，测定了成熟过程中肌肉内环境指标、凋亡因子及嫩度指标的变化。结果表明，

２４～１２０ｈ时间内，ＣｓＡ组肌纤维直径和肌纤维横截面积均显著（Ｐ＜００５）或极显著（Ｐ＜００１）大于对照组；宰后

６ｈ、７２～１２０ｈ，ＣｓＡ组 ｐＨ值显著低于对照组（Ｐ＜００５），宰后 ６～１６８ｈ，ＣｓＡ组 ＡＴＰ含量均高于对照组，且在宰后

１２ｈ、７２～１６８ｈ两者之间 ＡＴＰ含量存在显著差异（Ｐ＜００５）；成熟过程中 ＣｓＡ组 ＭＰＴＰ开放程度极显著低于对照

组（Ｐ＜００１）；成熟前期 ＣｓＡ组胞浆中 Ｃｙｔｃ浓度显著或极显著低于对照组，成熟后期 ＣｓＡ组胞浆中 Ｃｙｔｃ浓度显

著或极显著高于对照组；在整个成熟过程中（除７２～１２０ｈ），ＣｓＡ组 ｃａｓｐａｓｅ３活性均显著或极显著低于对照组，ＣｓＡ

组 Ｈｓｐ２７表达量均显著或极显著低于对照组；１２～２４ｈ，ＣｓＡ组剪切力显著（Ｐ＜００５）或极显著（Ｐ＜００１）高于对

照组。表明 ＣｓＡ能够通过抑制 ＭＰＴＰ的开放而抑制细胞凋亡的发生并影响肌肉内环境、ｃａｓｐａｓｅ３活性、Ｈｓｐ２７表

达，剪切力及肌原纤维微观结构的变化，说明细胞凋亡的发生对肌肉内环境变化及宰后牦牛肉嫩化具有重要影响，

且可以通过控制宰后肌肉细胞凋亡发生进程来调节肌肉内环境变化及肌肉嫩化程度。
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ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅ

　　引言

随着国内外学者对肌肉成熟嫩化机制的不断探

究，研究的热点逐渐由组织蛋白酶系和钙激活酶系

转向细胞凋亡酶系对宰后肌肉嫩度的改善作用。细

胞凋亡是指为维持内环境稳定，由基因控制的细胞

自主、有序的细胞死亡形式
［１－２］

，分为外源死亡受体

途径及内源线粒体途径，其中线粒体途径被认为是

哺乳动物及其他细胞模型发生凋亡的主要途径，而

Ｃｙｔｃ从线粒体释放到胞浆中这一关键步骤，是线粒
体途径发生的根本原因

［３］
。线粒体通透性转换孔

（ＭＰＴＰ）是位于线粒体内外膜之间由多种蛋白质共
同组成的、具有非特异性、电压依赖性的复合物孔

道，众多研究表明其与细胞凋亡密切相关，因各种因

素导致的 ＭＰＴＰ的开放，被认为是 Ｃｙｔｃ从线粒体释
放到胞浆中的直接原因

［４］
。同时，ＭＰＴＰ的专一性

抑制剂 ＣｓＡ能够有效抑制 ＭＰＴＰ的开放及细胞凋亡
的发生

［５］
。然而，关于在牦牛肉宰后成熟过程中，

ＣｓＡ是否通过抑制 ＭＰＴＰ开放进而抑制细胞凋亡的
发生，并对肌肉内环境及牦牛肉嫩度造成影响的研究，

国内外尚未见报道。因此，有必要研究 ＣｓＡ处理对细
胞凋亡的抑制作用及对肌肉内环境和嫩度的影响，为

细胞凋亡改善牦牛肉嫩度机制提供理论依据。

细胞凋亡对肌肉的嫩化作用是近年来肉品科学

研究的热点，尤其在细胞凋亡对肌原纤维蛋白降解

方面国内外学者做了大量研究。ＳＥＮＴＡＮＤＲＥＵ
等

［６］
于２００２年首次将细胞凋亡及细胞凋亡酶引入

到宰后肌肉的蛋白水解及嫩化过程中，认为在动物

屠宰以后会发生细胞的死亡即细胞凋亡，而并非细

胞坏死，这一理论为细胞凋亡嫩化机制提供了理论

可行性及研究的必要性。ＫＥＭＰ等［７］
研究发现宰后

猪肉 ｃａｓｐａｓｅ３活性与剪切力呈显著相关性；孙志昶
等

［８］
在研究宰后不同部位牦牛肉细胞凋亡与肉嫩

度之间关系时，也发现 ｃａｓｐａｓｅ３活性与剪切力呈显
著或极显著的关系。ＣＨＥＮ等［９］

研究指出凋亡诱导

剂喜树碱、依托泊苷及 Ｃａ２＋均能提高肌原纤维的水
解；ＨＵＡＮＧ等［１０］

利用 ｃａｓｐａｓｅ３的选择性抑制剂
ＤＥＶＥ ＣＨＯ处理宰后肉类时发现，细胞内的
ｃａｓｐａｓｅ３选择性抑制剂可以抑制肌肉骨架蛋白的

降解，以上研究进一步说明细胞凋亡酶能够降解肌

细胞骨架蛋白进而改善肌肉嫩度。

近年来在细胞凋亡对肌肉的嫩化方面，国内外

学者已作了大量的研究，然而关于肌肉在宰后成熟

过程中细胞凋亡如何发生，及其与肌肉内环境的关

系，以及进而改善肌肉嫩度方面的研究报道较少。

本文以经 ＣｓＡ处理的牦牛肉为研究对象，测定成熟
过程中肌肉内环境变化指标、细胞凋亡相关指标及

嫩度相关指标，初步探索 ＣｓＡ处理对细胞凋亡的抑
制作用及对肌肉内环境与嫩度的影响，最终明确细胞

凋亡发生进程与肌肉内环境、肌肉嫩度变化的关系，以

期为牦牛肉宰后实际生产嫩化过程提供理论依据。

１　材料与方法

１１　材料与试剂
试验材料：牦牛由甘肃天玛生态食品科技股份

有限公司提供，选取在同一牧场，生长发育正常、健

康无病、体重均匀、平均年龄 ２～４岁的甘南牦牛 １０
头，宰前禁食１６～１８ｈ，禁水２ｈ。

试验试剂：环孢菌素 Ａ、蔗糖、甘露醇、ＥＤＴＡ、牛
血清白蛋白、Ｈｅｐｅｓ、二甲苯、连二亚硫酸钠、硫酸铜、
酒石酸钾钠、叠氮钠、十二烷基硫酸钠、丙烯酰胺、

ＰＶＤＦ膜、免疫印迹化学发光试剂 ＥＣＬ、显影粉、定影
粉、ＡｎｔｉＨｓｐ２７抗体；ｃａｓｐａｓｅ３活性测定试剂盒等。
１２　主要仪器设备

ＳｐｅｃｔｒａｍａｘＭ２型酶标仪，美国美谷分子仪器有
限公司；ＲＦ５３０１ ＰＣ型荧光分光光度计，日本岛津
公司；ＴＧＬ １６Ｍ型高速台式冷冻离心机，长沙湘仪
离心机仪器有限公司；Ｃ ＬＭ４型数显式肌肉嫩度
仪，上海精密科学仪器有限公司；ＸＨ Ｂ型旋涡混
合器，江苏康健医疗用品有限公司；Ｔａｎｏｎ ５２００型
全自动化学发光分析仪，上海天能科技有限公司；

ＳＨ １００型凝胶图像分析系统，上海四星生物技术
公司。

１３　试验方法
１３１　样品采集和制备

以背最长肌（Ｌｏｎｇｉｓｓｉｍｕｓｄｏｒｓｉ）为试验对象，从
胴体上取下背最长肌约 ４０ｇ，用锡箔纸包裹后立即
放入液氮中作为０ｈ样品。其余肉样迅速切成小块
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（４０ｇ／块），随机分成２组，１组不作任何处理为空白
对照样品，另１组注射 ２００ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＣｓＡ溶液（料
液比 １ｇ／ｍＬ），于 ４℃条件下，分别成熟 ６、１２、２４、
７２、１２０、１６８ｈ，并在相应时间点测定 ｐＨ值和剪切
力，对于 ｃａｓｐａｓｅ３活力、Ｃｙｔｃ含量等不便立即测定
的指标，将肉样在设计时间点采集并用液氮迅速冷

却后置于 －８０℃待测。
１３２　肌肉组织学观察

将样品切成长 ×宽 ×高为 １０ｃｍ×０５ｃｍ×
０５ｃｍ的肉块，用 １０％中性甲醛溶液浸泡 ４８ｈ，然
后将样品放入７０％、８０％、９０％、９５％（体积分数）乙
醇溶液中脱水 １ｈ，１００％乙醇Ⅰ、Ⅱ各 １０ｍｉｎ；二甲
苯各透明１５ｍｉｎ后组织包埋、修片、切片、染色，中性
树 胶 封 片 后 显 微 拍 照。然 后 用 ＭｏｔｉｃＩｍａｇｅｓ
Ａｄｖａｎｃｅｄ３２图像处理系统软件测量单根肌纤维直
径、肌细胞间距和肌纤维横截面积，同时观察细胞核

的形态变化。

１３３　ｐＨ值测定
将便携式 ｐＨ计的探针插入肉样中，使 ｐＨ计的

电极与肌肉组织充分接触，读数稳定后记录，每个肉

样重复测定３次，取平均值。
１３４　ＡＴＰ含量测定

参照南京建成生物工程研究所的 ＡＴＰ含量测
定试剂盒说明书测定 ＡＴＰ含量（摩尔质量浓度），用
双缩脲法测定样品的蛋白含量，ＡＴＰ含量的单位为
μｍｏｌ／ｇ。
１３５　ＭＰＴＰ开放程度测定

参照 ＬＩ等［１１］
及胡志刚等

［１２］
研究方法，取牛背

最长肌，剪碎后置于 １０倍线粒体分离介质中
（２２０ｍｍｏｌ／Ｌ甘露醇、７０ｍｍｏｌ／Ｌ蔗糖和 ２０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＥＤＴＡ，５０ｍｍｏｌ／Ｌ４丙磺酸基吗啉和 ０５％牛血清
白蛋白，ｐＨ值 ７４）用匀浆机匀浆。匀浆液于 ４℃，
１０００ｇ离心 １０ｍｉｎ，取上清 １０００ｇ离心 １０ｍｉｎ，于
４℃，８０００ｇ离心２０ｍｉｎ，所得沉淀为线粒体，上清液
为胞浆。线粒体蛋白含量用双缩脲法进行检测，使

用前用 ＭＰＴＰ测试介质稀释至０３ｍｇ／ｍＬ蛋白质量
浓度。ＭＰＴＰ测 试 介 质 （２３０ｍｍｏｌ／Ｌ甘 露 醇、
７０ｍｍｏｌ／Ｌ蔗糖，３０ｍｍｏｌ／ＬＨｅｐｅｓ，ｐＨ值 ７４）。在
石英杯中加入３ｍＬＭＰＴＰ测试介质，然后根据线粒
体的蛋白浓度加入一定量的线粒体，用紫外分光光

度计检测５４０ｎｍ处的吸光度，吸光度增大，表明孔
的开放程度减小。

１３６　胞浆中 Ｃｙｔｃ浓度测定
参照辛国荣等

［１３］
研究方法，取纯化的 １５ｍＬ

胞浆，加少许连二亚硫酸钠（００２５ｇ），振摇后，在
５２０ｎｍ处测定吸光度，由标准曲线计算胞浆中 Ｃｙｔｃ

的浓度。

１３７　ｃａｓｐａｓｅ３活性测定
按照 ｃａｓｐａｓｅ３活性检测试剂盒说明书并稍作

改进对 ｃａｓｐａｓｅ３的活性进行测定。取 ９０ｍｇ组织
肉样，剪碎后加入 ５００μＬｃａｓｐａｓｅ３裂解液，用玻璃
匀浆机于４℃匀浆３０次。匀浆液于４℃，１００００ｇ离
心 １０ｍｉｎ，离心完毕后取上清液待测。取 ８５μＬ
ｃａｓｐａｓｅ３反应缓冲液，１０μＬ待测上清液，５μＬ
２ｍｍｏｌ／Ｌｃａｓｐａｓｅ３反应底物 ＤＥＶＤ ｐＮＡ，依次加
入９６孔酶标板中，对照孔加入 ９５μＬ反应缓冲液，
５μＬｃａｓｐａｓｅ３反应底物 ＤＥＶＤ ｐＮＡ，用封口膜封
住，置于３７℃恒温箱中反应 １～２ｈ，取下封口膜，用
酶标仪在４０５ｎｍ处测定吸光度。
１３８　Ｈｓｐ２７蛋白表达量测定

采用１２％的分离胶和 ５％浓缩胶，将变性蛋白
样品离心吸取上清上样，每条泳道上样 １００μｇ总蛋
白，电泳分离后用转膜仪将凝胶中的蛋白转到

ＰＶＤＦ膜上，转印后的 ＰＶＤＦ膜在含 ５％脱脂奶粉的
ＴＢＳＴ溶液中室温（２０℃）封闭 １ｈ，在 １５ｍＬ的 ＥＰ
管中加入 １ｍＬ的封闭液，再加入适量的一抗，于
４℃冰箱中放置 １２ｈ；将膜取出放入 ＴＢＳＴ洗膜盒
中，在室温条件下清洗 ３次，每次 １０ｍｉｎ；之后用
１∶４０００稀释的过氧化物标记的羊抗兔免疫球蛋白
抗体，室温条件下孵育 １ｈ，再次清洗，随后将 ＥＣＬ
发光试剂滴加到膜上，５ｍｉｎ后，用滤纸尽量吸去膜
边缘多余的 ＥＣＬ发光试剂，将膜平放到压片暗盒
中，进行压片，５ｍｉｎ后，在显影液中显影 １５ｓ，洗净
后将膜置于全自动化学发光分析仪中进行定影。使

用 ＩｍａｇｅＪ软件进行灰度分析，目的条带的灰度与
０ｈ条带灰度之比即为 Ｈｓｐ蛋白表达量的百分数。
１３９　剪切力

取厚约４ｃｍ、质量１００ｇ左右的肉样（除去表面
脂肪和结缔组织），装入塑料薄膜袋，用夹子封口，

放入８０℃水浴锅中，加热到中心温度为 ７５℃，取出
冷却至室温，然后用 １２７ｃｍ的取样器沿肌纤维方
向钻取测定样品，用剪切力仪测定剪切力，每组重复

３次，取平均值。
１３１０　肌原纤维及线粒体超微结构观察

参照ＨＯＲＮ等［１４］
研究方法，取尺寸为０５ｃｍ×

０５ｃｍ×０５ｃｍ的肉块，用 ３％戊二醛磷酸盐缓冲
液固定，再用锇酸固定，磷酸缓冲液冲洗，乙醇梯度

脱水，环氧树脂浸透包埋，超薄切片机切片，用

ＨｉｔａｃｈｉＨ ７６５０型透射电镜进行成像观察。
１４　统计分析

试验结果均采用平均值 ±标准差表示，数据均
平行测定 ３次，用 ＳＰＳＳ１９０软件进行方差分析
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（ＡＮＯＶＡ，Ｐ＜００１，Ｐ＜００５），多重比较采用新复
极差法（Ｐ＜００５），用 Ｏｒｉｇｉｎ８５软件作图。

２　结果与分析

２１　细胞核及骨骼肌细胞形态学变化
２１１　细胞核形态学变化

如图１所示，宰后成熟过程中对照组与ＣｓＡ组牦
牛骨骼肌细胞核形态存在一定差异。宰后 ６～２４ｈ，
牦牛骨骼肌细胞核的结构完整（如箭头所示），轮

廓清晰，并且核质分布均匀；但随着成熟时间的延

长，部分骨骼肌细胞核开始向边缘迁移，同时细胞

皱缩，细胞间距逐渐增大，这是典型的细胞凋亡特

征。ＫＷＡＫ等［１５］
及孙志昶等

［８］
研究也证实细胞

核向边缘移动，发生边缘化，肌肉发生了明显的细

胞凋亡现象。同时，在整个成熟过程中，ＣｓＡ组骨
骼肌细胞核形态较对照组骨骼肌细胞核结构完

整，分布均匀，表明 ＣｓＡ组显著抑制了骨骼肌细胞
凋亡的发生程度。

图 １　ＣｓＡ处理对牦牛肉成熟过程中细胞核形态学变化的影响

Ｆｉｇ．１　ＥｆｆｅｃｔｏｆＣｓＡｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｎｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆｙａｋｓｋｅｌｅｔａｌｍｕｓｃｌｅｎｕｃｌｅｕｓｄｕｒｉｎｇｐｏｓｔｍｏｒｔｅｍａｇｉｎｇ
　

２１２　骨骼肌细胞形态学变化
成熟是肌肉宰后发生的一个复杂的生化反应过

程，机体在缺血缺氧情况下，肌肉 ｐＨ值、ＡＴＰ含量、
线粒体形态及功能、骨骼肌细胞形态等均会发生不

同程度的改变甚至破坏，同时细胞也进入了一个不

可逆的凋亡状态
［２］
。肌纤维形态是评价肌肉嫩度

的指标之一，肌纤维直径越小，嫩度越好
［１６］
。由

表１和图１可知，２组骨骼肌肌纤维直径和肌纤维
横截面积均随着成熟时间延长而减小，肌纤维间距

随时间延长而增大，且在成熟的中后期肌纤维形态

皱缩较明显，王莉
［１６］
研究结果也表明随着成熟时间

延长，骨骼肌肌纤维直径和横截面积逐渐减小且肌

纤维间距逐渐增大；同时，宰后 ６ｈ，２４～１２０ｈ，ＣｓＡ
组肌纤维直径显著或极显著大于对照组（Ｐ＜００５，
Ｐ＜００１）；１２～１２０ｈ，ＣｓＡ组横截面积显著或极显
著大于对照组（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１），宰后 １２ｈ、
１２０～１６８ｈ，ＣｓＡ组肌纤维间距显著或极显著小于
对照组（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１），说明 ＣｓＡ组肌纤维皱
缩速度较对照组慢，嫩度改善作用较弱，综合上述指

标说明，ＣｓＡ处理显著抑制了成熟过程中肌纤维的
皱缩，进一步表明抑制细胞凋亡也可抑制骨骼肌细

胞形态的改变。

表 １　ＣｓＡ处理对牦牛肉成熟过程中骨骼肌细胞形态学变化的影响

Ｔａｂ．１　ＥｆｆｅｃｔｏｆＣｓＡｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｎｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆｙａｋｓｋｅｌｅｔａｌｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ

指标 处理 ０ｈ ６ｈ １２ｈ ２４ｈ ７２ｈ １２０ｈ １６８ｈ

肌纤维直径／μｍ
对照组 ９０６８±７８０Ａ ８２７３±４６９Ｂ ７６５２±４１３Ｃ ６８２９±７６１Ｄ ６０７６±４３５Ｅ ５８６１±７２０Ｅ ５７８２±４２６Ｅ

ＣｓＡ组 ９０６８±７８０ａ ８８６４±７２５ａ ７８２１±５２５ｂ ７１２０±７１５ｃ ６８５８±７７６ｃｄ ６４７２±５４２ｄｅ ６１５７±５９５ｅ

横截面积／μｍ２
对照组

７３１６４８±

７３４８３Ａ
６７５９４５±

５５１５２Ｂ
６２８９９１±

７８９７２Ｂ
５５２０６４±

８７２１６Ｃ
４９８１０９±

４１５０３Ｄ
３４４３４７±

４２８９９Ｅ
３２３６８８±

６０００４Ｅ

ＣｓＡ组
７３１６４８±

７３４８３ａ
７１５７５１±

８５７９７ａ
６８３７７９±

５２４２８ａｂ
６４８２１１±

９２６４３ｂ
５９８７６７±

３２８７９ｃ
４００７３３±

３５３７９ｄ
３２６８２１±

４５３２５ｅ

肌纤维间距／μｍ
对照组 ７３３±１３０Ｅ ８２７±１４７Ｅ ９４０±０５１Ｄ ９９３±１５６Ｄ １２３６±１０３Ｃ １４７４±１４５Ｂ １８３６±２２１Ａ

ＣｓＡ组 ７３３±１３０ｅ ７９０±１１８ｅ ８８６±０７９ｄｅ ９８３±１５８ｄ １１２３±３０９ｃ １２８８±２３３ｂ １５９０±２２０ａ

　　注：同行不同字母表示差异显著（Ｐ＜００５），、分别表示对照组与ＣｓＡ组在不同时间点差异显著（Ｐ＜００５）、极显著（Ｐ＜００１），下同。

２２　肌肉内环境变化
２２１　ｐＨ值

宰后细胞缺血缺氧条件造成细胞内环境的酸

化，这种变化有利于凋亡现象的发生，有研究表

明，肌细胞内环境 ｐＨ值在 ７４以上时能够严重抑
制 ｃａｓｐａｓｅ３酶原的活化，从而抑制 ｃａｓｐａｓｅ３的激
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活，阻止细胞凋亡的发生
［１７］
。由表 ２可知，对照组

ｐＨ值在成熟过程中呈先下降后上升的变化，宰后
２４ｈｐＨ值显著低于 １２ｈ（Ｐ＜００５），宰后 １６８ｈ
ｐＨ值较宰后 ０ｈ显著降低 １４５８％（Ｐ＜００５）；宰
后６ｈ、７２～１２０ｈ，ＣｓＡ组 ｐＨ值显著低于对照组
（Ｐ＜００５），１２～２４ｈ时 ２组 ｐＨ值无显著差异，
此 研 究 结 果 与 贾 青

［１８］
研 究 结 果 一 致，

ＢＯＵＤＪＥＬＬＡＬ等［１９］
研究发现 ｐＨ值下降能够导致

线粒体释放 Ｃｙｔｃ到胞浆中，启动 ｃａｓｐａｓｅｓ级联反
应发生，也有研究发现 ｐＨ值下降到 ６３时，细胞
凋亡发生，本研究指出宰后 ６ｈ、７２～１２０ｈ，ＣｓＡ组
ｐＨ值显著低于对照组，说明 ＣｓＡ处理能够显著影
响肌肉内环境的变化，且随着成熟时间的延长，

ＣｓＡ抑制作用减弱，ｐＨ值下降程度降低，此研究结
果与贾青

［１８］
研究结果不同，其研究表明宰后 ２４ｈ

后，抑制剂处理组 ｐＨ值在 ７２～１２０ｈ显著高于对

照组，造成此现象的原因可能是所用凋亡抑制剂

的种类及作用机理不同。

２２２　ＡＴＰ含量
ＡＴＰ是 ｃａｓｐａｓｅｓ家族发生级联反应的必要条

件，有研究表明肝脏细胞凋亡的发生主要依赖 ＡＴＰ。
由表２可知，随着成熟时间的延长，对照组及 ＣｓＡ
组中 ＡＴＰ含量呈不同程度的下降。宰后 ６～１６８ｈ，
ＣｓＡ组 ＡＴＰ含量均高于对照组，且在宰后１２ｈ、７２～
１６８ｈ两者之间 ＡＴＰ含量存在显著差异（Ｐ＜００５），
１２ｈ时 ＣｓＡ组 ＡＴＰ含量比对照组高 ３１７１％，说明
ＣｓＡ能够抑制 ＡＴＰ含量的下降，ＡＤＲＡＩＮ等［２０］

研究

指出 ＡＴＰ含量的降低会直接抑制 ｃａｓｐａｓｅｓ级联反
应，使 ｃａｓｐａｓｅｓ降解蛋白的作用减弱，且抑制细胞凋
亡的发生也会抑制 ＡＴＰ含量的下降，与本研究的结
果相似，说明宰后成熟过程中细胞凋亡的发生与

ＡＴＰ含量的变化密不可分。

表 ２　ＣｓＡ处理对牦牛肉成熟过程中肌肉内环境变化的影响

Ｔａｂ．２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＣｓＡｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｎｉｎｔｅｒｎａｌｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｃｈａｎｇｅｓｏｆｙａｋｓｋｅｌｅｔａｌｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ

指标 处理 ０ｈ ６ｈ １２ｈ ２４ｈ ７２ｈ １２０ｈ １６８ｈ

ｐＨ值
对照组 ６６６±０１５Ａ ６３２±０１０Ｂ ５７６±０１７Ｃ ５６２±００６ＤＥ ５５５±００４Ｅ ５６８±００６ＣＤ ５６９±００６ＣＤ

ＣｓＡ组 ６６６±０１５ａ ６２４±００５ｂ ５７９±０１４ｃ ５６１±００８ｄ ５３９±００９ｅ ５５４±０１３ｄ ５５９±０１６ｄ

ＡＴＰ含量／ 对照组 ４１６３２±６９９Ａ ３７７５２±４２１Ｂ ２７１８４±１２４２Ｃ ２４１６６±２１６６Ｄ １８３００±１４７９Ｅ １７８６８±４０７Ｅ １３５７９±１２６７Ｆ

（μｍｏｌ·ｇ－１） ＣｓＡ组 ４１６３２±６９９ａ ３９９６６±２９９５ａ ３５８０４±２３９４ａ ２７９６９±１１９２ｂ ２６６２７±３１０４ｂ ２３２０４±２３４４ｂ ２４１３３±５３４４ｂ

２３　ＭＰＴＰ开放程度及胞浆中 Ｃｙｔｃ浓度变化
２３１　ＭＰＴＰ开放程度

目前，关于线粒体凋亡途径中 Ｃｙｔｃ的释放机
制主要有２种解释：通过 Ｂｃｌ ２家族蛋白的调控；
线粒体内、外膜之间的通透性转换孔外膜特异性断

裂，导致 Ｃｙｔｃ的释放，在多种细胞模型中都表明
Ｃｙｔｃ通过 ＭＰＴＰ释放［２１］

。在牦牛肉宰后成熟过程

中关于 Ｃｙｔｃ的释放机制相关研究不足，ＨＵＡＮＧ
等

［１］
研究表明在牛肉宰后成熟过程中，抗凋亡因子

Ｂｃｌ２表达量没有显著变化，而促凋亡因子 Ｂａｘ表达
量显著增加。由表 ３可知，对照组 ＭＰＴＰ的开放程

度呈先增大后减小的变化且随着成熟时间的延长

ＭＰＴＰ呈不可逆的开放状态。在整个成熟过程中，
ＣｓＡ组 ＭＰＴＰ开放程度极显著低于对照组（Ｐ＜
００１），说明 ＣｓＡ处理确实抑制了 ＭＰＴＰ的开放，
ＶＡＬＥＲＹ等［２２］

的研究也证实 ＣｓＡ能够抑制血细胞
ＭＰＴＰ的开放，间接抑制 Ｃｙｔｃ的释放并影响细胞凋
亡的发生。同时，在诸如肿瘤细胞等多种细胞模型

中也证明 ＣｓＡ能够抑制 ＭＰＴＰ的开放，进而影响细
胞凋亡级联反应的发生，然而也有部分研究表明

Ｃｙｔｃ的释放与 ＭＰＴＰ无关，原因可能与所用细胞模
型、ＭＰＴＰ的结构组成及功能有关。

表 ３　ＣｓＡ处理对牦牛肉成熟过程中 ＭＰＴＰ开放程度及胞浆中 Ｃｙｔｃ浓度的影响

Ｔａｂ．３　ＥｆｆｅｃｔｏｆＣｓＡｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｎＭＰＴＰｏｐｅｎｉｎｇａｎｄＣｙｔｃｃｏｎｔｅｎｔ

　　指标 处理 ０ｈ ６ｈ １２ｈ ２４ｈ ７２ｈ １２０ｈ １６８ｈ

ＭＰＴＰ开放程度
对照组

００５４８±

０００５６Ｂ
００４３７±

０００４９Ｄ
００５７９±

０００４９Ａ
００５０６±

０００９５Ｃ
００４３５±

０００５４Ｄ
００３５０±

０００５３Ｅ
００３２４±

０００６２Ｆ

ＣｓＡ组
００５４８±

０００５６ｄ
００５８６±

０００４７ｃ
００７５１±

０００４９ａ
００６１５±

０００５５ｂ
００５７２±

０００５０ｅ
００５３８±

０００５６ｆ
００５０２±

０００３５ｇ

胞浆中 Ｃｙｔｃ浓度／

（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

对照组
０５６０±

００６６Ｂ
０８０±

００７１Ａ
０６１６±

００７１Ｂ
０４６０±

００６５Ｃ
０４３４±

０１０８ＣＤ
０４８５±

００４０Ｃ
０３７０±

０１０２Ｄ

ＣｓＡ组
０５６０±

００６６ｂ
０６９０±

０１１８ａ
０５０４±

００２７ｂ
０３９４±

００４９ｃ
０６２４±

００８６ａ
０６６６±

００８８ａ
０４８０±

００８４ｂ
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２３２　胞浆中 Ｃｙｔｃ浓度
Ｃｙｔｃ在多种细胞的凋亡过程中起着关键的凋

亡信号放大作用，Ｃｙｔｃ从线粒体释放到胞浆是细胞
凋亡发生的关键步骤

［７］
。由表 ３可知，成熟前期

ＣｓＡ组胞浆中 Ｃｙｔｃ浓度显著或极显著低于对照组，
而在成熟后期 ＣｓＡ组胞浆中 Ｃｙｔｃ浓度显著或极显
著高于对照组，由此说明 ＣｓＡ处理抑制了线粒体中
Ｃｙｔｃ向胞浆中的释放，但随着 ＣｓＡ抑制作用的减
弱，Ｃｙｔｃ被抑制的程度也相应减弱，导致在成熟后
期 ＣｓＡ组中 Ｃｙｔｃ被大量释放到胞浆中，由此证明
ＣｓＡ通过抑制 ＭＰＴＰ的开放间接抑制了 Ｃｙｔｃ的释
放及细胞凋亡的发生。ＨＵＡＮＧ等［１］

研究表明，胞

浆中 Ｃｙｔｃ呈先上升后下降的变化，与本研究对照
组 Ｃｙｔｃ浓度变化趋势一致，同时本研究结果与
ＰＥＴＲＯＮＩＬＬＩ等［２３］

及 ＫＵＭＡＲＳＷＡＭＹ等［２４］
的研究

结果也一致，说明抑制 ＭＰＴＰ开放能够抑制线粒体
Ｃｙｔｃ释放及细胞凋亡的发生。

２４　细胞凋亡因子变化

ｃａｓｐａｓｅｓ在细胞凋亡过程中的生物化学和形态
学变化中起着至关重要的作用，有研究表明活化的

ｃａｓｐａｓｅ３能介导多种细胞模型中蛋白的水解过程，
也有研究表明宰后成熟过程中细胞骨架蛋白的降解

主要由 ｃａｓｐａｓｅ３来完成，具有不可替代的地位［２５］
。

由图２可知，在整个成熟过程中（除 ７２～１２０ｈ），
ＣｓＡ组 ｃａｓｐａｓｅ３活性均显著或极显著低于对照组
（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１），表明 ＣｓＡ通过抑制 Ｃｙｔｃ的
释放进而抑制下游 ｃａｓｐａｓｅ３的激活，ＣＨＥＮ等［９］

研

究表明抑制细胞凋亡能够显著影响 ｃａｓｐａｓｅ３的活
性。ＰＡＮＤＥＹ等［２６］

及 ＦＵ等［２７］
研究表明 ｃａｓｐａｓｅ９

能够激活下游的 ｃａｓｐａｓｅ３发生细胞凋亡，也有研究
指出在 ｃａｓｐａｓｅｓ蛋白酶水解的级联放大反应中，细
胞内的 ｃａｓｐａｓｅ３酶原裂解成２种亚基，随后这 ２种
亚基异构聚合，使 ｃａｓｐａｓｅ３活化［２８］

。

图 ２　ＣｓＡ处理对 ｃａｓｐａｓｅ３活性的影响

Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＣｓＡｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｎｃａｓｐａｓｅ３ａｃｔｉｖｉｔｙ

Ｈｓｐ２７是机体中细胞维持和修复的重要成分，

能特异性抑制应激诱导的细胞凋亡，有研究者通过

免疫共沉淀试验证明，Ｈｓｐ２７可与 Ｃｙｔｃ和 ｃａｓｐａｓｅ３
的酶原结合，从而抑制细胞凋亡的发生

［２９］
。图 ３表

明，对照组中 Ｈｓｐ２７蛋白表达量随着成熟时间的延
长而显著降低（Ｐ＜００５），７２ｈ时达到最小值后又
呈上升趋势，此结果与李婕等

［３０］
研究结果相一致；

ＣｓＡ组中，０～２４ｈ时间内的 Ｈｓｐ２７蛋白表达量显著
下降（Ｐ＜００５），说明在成熟过程中 Ｈｓｐ２７蛋白表
达量会受到成熟时间及 ＣｓＡ处理的影响，同时 ＣｓＡ
组 Ｈｓｐ２７蛋白表达量在整个成熟过程中均显著或
极显著低于对照组（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１），表明细胞
凋亡发生程度降低时，Ｈｓｐ２７蛋白表达量也会下降，
说明 ＣｓＡ通过抑制细胞凋亡可以间接影响机体的
某些应激反应。

图 ３　ＣｓＡ处理对 Ｈｓｐ２７蛋白表达量的影响

Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｏｆＣｓＡｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｎＨｓｐ２７ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｍｏｕｎｔ
　

图 ４　ＣｓＡ处理对牦牛肉成熟过程中剪切力变化的影响

Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｏｆＣｓＡｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｎｓｈｅａｒｆｏｒｃｅ

２５　剪切力变化
嫩度是在成熟过程中评价肉质成熟程度的重要

指标，主要决定于成熟过程中肌肉组织各组分及肌

肉内部的生物化学变化对各组分特性的改变
［２］
。

而剪切力是目前肉品研究中评价成熟过程中肌肉嫩

度的代表性指标。由图 ４可知，２组肉样在成熟过
程中剪切力都呈先上升后下降的变化，且因蛋白凝

固、肌纤维硬化，肌肉进入僵直期，导致剪切力达到

最大值，此研究结果与李婕等
［３０］
的研究报道相一
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致；同时，在 １２～２４ｈ时间内，ＣｓＡ组剪切力显著或
极显著高于对照组（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１），而在成熟
７２ｈ后，ＣｓＡ组剪切力均显著或极显著低于对照组；
以上研究结果表明，ＣｓＡ通过抑制骨骼肌细胞凋亡
级联反应，间接抑制了凋亡效应酶对肌细胞骨架蛋

白的降解，且随着 ＣｓＡ抑制作用的减弱，肌肉嫩度
得到改善，进一步证明细胞凋亡对宰后肌肉的嫩化

起到非常重要的作用，ＣＨＥＮ等［９］
的研究结果也支

持此结论。

２６　肌原纤维及线粒体超微结构
从图５可以看出，２组牦牛肉肌原纤维超微结构

在形态上基本一致，明带中间的 Ｚ线清晰，每一条肌
原纤维都呈现规则的明带和暗带。对照组牦牛肉在

成熟过程中肌原纤维超微结构发生了明显变化，宰后

２４ｈ，肌原纤维连接紧密，肌原纤维框架结构清晰，肌
节完整且排列有序，同时，线粒体结构完整，轮廓清

晰，线粒体的脊突明显，随着时间的延长，肌纤维的正

常排列被破坏，肌间距离变宽，肌纤维发生皱缩，线粒

体体积增大并发生肿胀，呈气泡状，宰后 １６８ｈ，肌原
纤维大面积断裂、溶解，出现大量肌原纤维小片，Ｚ线
断裂程度加重且部分线粒体溶解消失；ＣｓＡ组中，宰
后１２０～１６８ｈ，肌原纤维结构均较对照组完整，依然
能够看到肌原纤维超微结构变化不大，但是部分线粒

体也呈空泡状，脊突消失并发生了溶解；ＣｓＡ组肌原
纤维及线粒体超微结构破坏程度小于对照组，说明

ＣｓＡ通过抑制 Ｃｙｔｃ的释放，间接抑制了成熟过程中
细胞凋亡的发生，进而降低了细胞凋亡对嫩度的改善

作用，降低了超微结构的破坏程度。

图 ５　ＣｓＡ处理对牦牛肉成熟过程中肌原纤维及线粒体超微结构的影响

Ｆｉｇ．５　ＥｆｆｅｃｔｏｆＣｓＡｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｎｍｙｏｆｉｂｒｉｌｓａｎｄｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅ
　

３　结论

（１）ＣｓＡ显著抑制了牦牛肉宰后成熟过程中骨
骼肌肌纤维的皱缩，影响肌肉内环境变化，抑制

ＭＰＴＰ的开放程度、胞浆中 Ｃｙｔｃ的浓度及 ｃａｓｐａｓｅ３
活性变化，同时也抑制了成熟过程中 Ｈｓｐ２７的表
达、肌原纤维及线粒体微观结构变化，且随着成熟时

间的延长，ＣｓＡ的抑制作用减弱，细胞凋亡反应进程
加快。

（２）ＣｓＡ通过抑制 ＭＰＴＰ开放程度间接抑制细
胞凋亡的发生，并抑制凋亡效应酶对肌细胞骨架蛋

白的降解，且随着 ＭＰＴＰ被抑制作用的降低，肌肉嫩
度得到改善，说明细胞凋亡对牦牛肉宰后内环境变

化及肌肉嫩化具有重要作用。
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