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摘要：为研究牛肉宰后成熟过程中凋亡诱导因子（ＡＩＦ）介导细胞凋亡及溶酶体组织蛋白酶参与 ＡＩＦ活化机制，选
取６头西门塔尔杂交牛进行屠宰，取其背最长肌于 ４℃条件下成熟，在不同成熟时间点（０、６、１２、２４、７２、１２０、１６８ｈ）
进行活性氧（ＲＯＳ）相对含量、溶酶体膜稳定性、组织蛋白酶活性、线粒体膜通透性、ＡＩＦ表达及细胞核形态的测定。
结果表明，宰后成熟过程中，牛肉 ＲＯＳ相对含量呈先降低后升高的趋势（Ｐ＜００５）；溶酶体膜稳定性逐渐降低（Ｐ＜
００５）；组织蛋白酶 Ｂ、Ｄ和 Ｌ的活性逐渐升高（Ｐ＜００５）；线粒体膜通透性增大（Ｐ＜００５）；ＡＩＦ在线粒体中的表达
量于宰后 １２ｈ显著升高，在之后的成熟时间降低（Ｐ＜００５），ＡＩＦ在细胞核中的表达呈上升的趋势（Ｐ＜００５），与
线粒体中的下降趋势相一致；细胞核体积逐渐增大、部分核溶解，并伴随细胞间隙变大的现象。表明牛肉在宰后成

熟过程中生成 ＲＯＳ，ＲＯＳ的累积导致溶酶体膜稳定性失衡，使组织蛋白酶被释放，作用于线粒体，之后线粒体膜通
透性发生变化，释放 ＡＩＦ，活化的 ＡＩＦ进入细胞核内诱导凋亡发生。
关键词：牛肉；宰后成熟；溶酶体组织蛋白酶；凋亡诱导因子；细胞凋亡
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０　引言

细胞凋亡已知有 ３条发生途径：第 １条途径涉
及细胞色素 ｃ（Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｃ，Ｃｙｔｃ）的释放及半胱
氨酸蛋白酶家族（Ｃａｓｐａｓｅ）效应酶 Ｃａｓｐａｓｅ３的激
活，称为内源线粒体途径；第 ２条由 Ｃａｓｐａｓｅ８和
Ｃａｓｐａｓｅ１０的激活所介导，称为外源死亡受体途径；
第３条，即激活 Ｃａｓｐａｓｅ１２介导凋亡的发生，称为内
质网应激途径

［１］
。宰后成熟过程中肉的嫩化是一

个复杂的生化过程，而用细胞凋亡理论来解释肉类

宰后嫩化机制是当前研究的热点
［２］
。动物屠宰后，

切断了肌肉组织与外界环境的主要沟通，骨骼肌由

于缺血缺氧而迅速发生细胞凋亡，这一凋亡过程依

赖于内源线粒体途径。因此，线粒体途径的研究仍

然是肉类科学领域的热点。ＯＲＲＥＮＩＵＳ［３］表明线粒
体对细胞凋亡的调控发挥至关重要的作用，指出位

于线粒体内膜的不同促凋亡蛋白释放到胞浆中介导

凋亡发生。

目前，线粒体途径比较明确的是 Ｃｙｔｃ介导的
Ｃａｓｐａｓｅ依赖性途径，即 Ｃｙｔｃ释放到胞浆后，在
ｄＡＴＰ存在的条件下与凋亡相关因子１（Ａｐａｆ１）结
合，使其形成多聚体，并促使 Ｃａｓｐａｓｅ９与其结合形
成凋亡小体。Ｃａｓｐａｓｅ９被激活后活化下游效应酶
Ｃａｓｐａｓｅ３，诱导细胞凋亡的发生［４］

。这条途径在宰

后成熟过程及细胞培养中都已得到广泛的研

究
［５－６］

。但是，在某些凋亡模型中，Ｃａｓｐａｓｅ的广谱
抑制剂并不能完全阻止细胞凋亡的发生，由此出现

了另外一条独立于 Ｃａｓｐａｓｅ的线粒体凋亡途径，即
凋亡诱导因子（ＡＩＦ）途径［７］

。ＡＩＦ能够从线粒体中
释放并进一步引发细胞核裂解。然而，在牛肉宰后

成熟过程中，ＡＩＦ是否发生了表达并介导细胞核发
生凋亡，目前尚不清楚。

除线粒体外，研究表明溶酶体与凋亡信号密切

相关
［８］
。在某些病理条件下或者细胞成熟老化过

程中，溶酶体完整性受到破坏，造成溶酶体蛋白酶如

组织蛋白酶的释放，这些蛋白酶直接或间接导致线

粒体膜通透性发生改变，使线粒体促凋亡因子释放

到胞质中，诱导细胞发生凋亡
［９］
。ＺＵＺＡＲＴＥＬＵＩＳ

等
［１０］
在研究胚胎细胞凋亡过程时发现，溶酶体组织

蛋白酶有利于线粒体凋亡因子释放到胞浆中，而组

织蛋白酶 Ｄ被认为能够诱导 ＡＩＦ的释放。但是，溶
酶体组织蛋白酶在宰后牛肉成熟期间是否被活化，

其参与 ＡＩＦ激活的机制如何，国内外未见报道。因
此，有必要研究组织蛋白酶参与牛肉宰后成熟过程

中 ＡＩＦ介导的细胞凋亡过程，为全面阐明线粒体途
径提供新机制。

因此，本文研究牛肉宰后成熟过程中活性氧

（ＲＯＳ）的生成、溶酶体膜完整性、组织蛋白酶活性、
线粒体膜通透性、ＡＩＦ的表达及细胞核形态的变化，
从而确认 ＡＩＦ是否在牛肉宰后成熟期间发生表达并
介导细胞凋亡发生，组织蛋白酶是否被活化，最终明

确组织蛋白酶参与 ＡＩＦ激活机制，以期为牛肉宰后
成熟过程中细胞凋亡线粒体途径提供更为全面的研

究机制。

１　材料与方法

１１　材料与试剂
试验材料：试验肉牛由甘肃康美现代农牧产业

集团有限公司提供。选取发育正常、健康无病、体重

均匀（（４５０±５０）ｋｇ）的 ２～３岁西门塔尔杂交牛
６头，宰前禁食１６ｈ，禁水２ｈ。

试验试剂：Ｔｒｉｓ、Ｈｅｐｅｓ、ＡｎｔｉＡＩＦ抗体、ＴｒｉｔｏｎＸ１００、
ＺＰｈｅＡｒｇＡＭＣ、 ＺＰｈｅＡｒｇＡＭＣ、 ＤＣＦＨＤＡ、
ＣＨＡＰＳ，均属色谱纯，购于 Ｓｉｇｍａ公司；蔗糖、醋酸
钠、半胱氨酸、ＮａＣｌ、ＫＣｌ、ＥＤＴＡ、甘露醇、血红蛋白、
Ｔｗｅｅｎ２０、显影粉、定影粉、十二烷基磺酸钠、酒石酸
钾钠、丙烯酰胺，均属分析纯，购于天津光复科技发

展有限公司。

１２　主要仪器设备
ＲＦ５３０１ ＰＣ型荧光分光光度计，日本岛津公

司；Ｈ２０５０Ｒ型冷冻离心机，湘仪离心机仪器有限公
司；ＳｐｅｃｔｒａｍａｘＭ２型酶标仪，日本岛津公司；ＹＤＳ
１０型恒温水浴锅，四川西亚化工有限公司；ＵＶ２５５０
型紫外可见分光光度计，日本岛津公司；ＪＪ ２型高
速组织捣碎机，江苏金坛市亿通电子有限公司；

１７０ ８２８０型化学发光成像系统，上海天能科技有
限公司。

１３　试验方法
１３１　样本采集和制备

肉牛宰后３０ｍｉｎ内取其背最长肌为试验对象，
随后从背最长肌取下约 １５ｇ样品，用锡箔纸包裹，
立即放入液氮中，作为 ０ｈ的样品。其余 ９０ｇ肉样
真空包装置于冰袋中，４５ｍｉｎ内运回实验室，于 ４℃
条件下分别成熟 ６、１２、２４、７２、１２０、１６８ｈ，作为常规
成熟样品。在每个成熟时间点，与 ０ｈ作相同的处
理。所有样本贮藏于 －８０℃待测。
１３２　ＲＯＳ含量

参照张玉林
［１１］
的研究方法。０５ｇ肌肉样本放

入３ｍＬ缓冲液（１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，１０ｍｍｏｌ／Ｌ蔗
糖，０１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ２Ｎａ，０００８ｇ／ｍＬＮａＣｌ，ｐＨ
值７４）中破碎，１２０００ｒ／ｍｉｎ匀浆 １ｍｉｎ，匀浆液于
３０００ｇ、４℃离心１５ｍｉｎ，收集上清液，双缩脲法测定
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上清液蛋白浓度。随后，取上清液 １００μＬ，与
１００μＬ反应缓冲液（１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，１０ｍｍｏｌ／Ｌ
蔗糖，０１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ２Ｎａ，０００８ｇ／ｍＬＮａＣｌ，
１０μｍｏｌ／ＬＤＣＦＨＤＡ，ｐＨ值 ７４）在酶标板内迅速
混合，酶标仪测定其荧光值。上述混合液于３７℃孵育
３０ｍｉｎ后，测定其荧光值，ＲＯＳ相对含量计算公式为

ＣＲＯＳ＝Ｗ（Ｆ２－Ｆ１）／ＦＴ
式中　ＣＲＯＳ———ＲＯＳ相对含量，ｍｇ／（Ｌ·ｍｉｎ）

Ｆ２———孵育后的荧光值
Ｆ１———孵育前的荧光值
ＦＴ———孵育时间，ｍｉｎ
Ｗ———蛋白质量浓度，ｍｇ／Ｌ

１３３　溶酶体膜稳定性
采用差速离心法分离肌肉组织溶酶体。１ｇ肌

肉样本置于预冷的０２５ｍｏｌ／Ｌ蔗糖 Ｔｒｉｓ缓冲液中
破碎，洗去残余血液，加入 ９ｍＬ蔗糖 Ｔｒｉｓ溶液匀
浆，匀浆液于１０００ｇ、４℃离心１５ｍｉｎ，取上清液再于
１００００ｇ、４℃离心 ２０ｍｉｎ，收集上清液，用于游离组
织蛋白酶 Ｄ的测定（表示溶酶体外的酶活性）。用
０１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００重新悬浮沉淀物，置 ３７℃加热
３０ｍｉｎ，再于１００００ｇ、４℃离心 ２０ｍｉｎ，取上清液用
于测定结合的组织蛋白酶 Ｄ活性（表示存在于溶酶
体内的酶活性），计算游离酶活性与结合活性两者

之间的百分比，即溶酶体膜稳定性。

１３４　组织蛋白酶活性
参照 ＴＩＡＮ等［１２］

方法，并稍作修改。５０ｇ肌肉
样本切碎后置于 ２倍体积预冷匀浆液（５０ｍｍｏｌ／Ｌ
醋酸钠，ｐＨ值５０，含７ｍｍｏｌ／Ｌ半胱氨酸，０９ｍｍｏｌ／Ｌ
苯甲基磺酰氟）中，匀浆后搅拌 ２ｈ并于 １２０００ｇ、
４℃离心３０ｍｉｎ，收集上清液贮藏于 －８０℃用于组织
蛋白酶活性测定。采用双缩脲法测定蛋白浓度。组

织蛋白酶 Ｌ、Ｂ活力测定方法如下：反应体系由
２９８μＬ反应混合液（１６μＬ００５ｇ／ｍＬＢｒｉｊ３５，６μＬ
００５ｇ／ｍＬＣＨＡＰＳ，１μＬ１４ｍｏｌ／Ｌ２巯基乙醇，
５μＬ荧光底物，７０μＬ０４ｍｍｏｌ／Ｌ乙酸，２００μＬ蛋白
提取液）组成。４０℃水浴 ２ｍｉｎ后加入荧光底物
ＺＰｈｅＡｒｇＡＭＣ（Ｌ）和 ＺＰｈｅＡｒｇＡＭＣ（Ｂ）。反应
３０ｍｉｎ后加入 ３０ｍＬ０１ｍｏｌ／Ｌ的乙酸钠终止反
应，在激发波长 ３８０ｎｍ、发射波长 ４６０ｎｍ条件下测
定荧光强度。酶活力单位（Ｕ）定义为每分钟内催化
１μｍｏｌ底物转化为产物所需的酶量。组织蛋白酶 Ｄ
活力测定方法如下：反应体系由 １０００μＬ反应混合
液（２５０μＬ００２ｇ／ｍＬ血红蛋白，２５０μＬ０２ｍｍｏｌ／Ｌ
乙酸，５００μＬ蛋白提取液）组成。３７℃反应 ３０ｍｉｎ
后加入 １２５μＬ１０％三氯乙酸终止反应，５９５ｎｍ处
测定吸光度。酶活力单位（Ｕ）用每分钟每克肉样的

吸光度来表示。

１３５　线粒体膜通透性
参照陈骋等

［１３］
的方法。１０ｇ肉样切碎后加入

１００ｍＬ分离液（２５０ｍｍｏｌ／Ｌ蔗糖、１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ
ＨＣｌ、１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，ｐＨ值７４），１２０００ｒ／ｍｉｎ转速
下匀浆２ｍｉｎ，于１５００ｇ、４℃离心１５ｍｉｎ，收集上清液再
次在１２０００ｇ、４℃条件下离心２０ｍｉｎ，所得沉淀即为线
粒体。将线粒体沉淀与５ｍＬ测试介质（２３０ｍｍｏｌ／Ｌ甘
露醇、７０ｍｍｏｌ／Ｌ蔗糖和３ｍｍｏｌ／ＬＨｅｐｅｓ，ｐＨ值７４）混
合，使用前用测试介质稀释至３ｍｇ／ｍＬ蛋白质量浓度。
迅速将稀释好的线粒体溶液３００μＬ加入到２７００μＬ
测定介质中，２５℃孵育３ｍｉｎ后，以３ｍＬ测定介质作
为对照，于５４０ｎｍ波长下测定吸光度。
１３６　ＡＩＦ蛋白表达

采用１２５％的分离胶和４％的浓缩胶。取蛋白
样品上样，每条泳道上样 １００μｇ总蛋白，电泳分离
后将凝胶中的蛋白转移到ＰＶＤＦ膜上，ＰＶＤＦ膜在含
５％脱脂奶粉的 ＴＴＢＳ（００５％ Ｔｗｅｅｎ２０，５０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＴｒｉｓＨＣｌ，１５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，５ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ，ｐＨ值
７５）溶液中室温（２０℃）下封闭 １ｈ。加入适量一
抗，于４℃下反应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，随后采用
１∶３０００稀释的辣根过氧化物酶标记的羊抗兔免疫
球蛋白抗体于室温条件下孵育 １ｈ，再次清洗 ３次，
将其放入化学发光成像系统成像。

１３７　细胞核 ＨＥ染色
不同成熟时间点的样本在 １０％的福尔马林溶

液中固定２４ｈ，脱水、石蜡包埋后切成１０μｍ的组织
切片，固定于经 ＡＰＥＳ包被的载玻片上，晾片 ５ｍｉｎ
后苏木精染色 ３ｍｉｎ，二甲苯通透，中性树胶封片。
制备好的玻片在显微镜下进行观察，并对细胞核形

态进行拍照。

１３８　统计分析
试验结果用 ＳＰＳＳ１９０软件进行方差分析（Ｐ＜

００５），Ｏｒｉｇｉｎ８０软件制图。所有结果均采用平均
值 ±标准差来表示，至少重复３次。

２　结果与分析

２１　ＲＯＳ相对含量
由图１可知，牛肉在宰后成熟过程中 ＲＯＳ相对

含量呈现先降低后上升的趋势。宰后６ｈ，ＲＯＳ相对
含量显著降低（Ｐ＜００５），随着成熟时间的延长，
ＲＯＳ相对含量呈现升高的趋势（Ｐ＜００５），直至宰
后１２０ｈ后无显著变化。

２２　溶酶体膜稳定性

由图 ２可知，宰后牛肉成熟过程中溶酶体膜稳
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图 １　牛肉宰后成熟过程中 ＲＯＳ相对含量变化

Ｆｉｇ．１　ＣｈａｎｇｅｓｉｎＲＯＳｃｏｎｔｅｎｔｏｆｂｏｖｉｎｅｍｕｓｃｌｅ

ｄｕｒｉｎｇｐｏｓｔｍｏｒｔｅｍａｇｉｎｇ
　
定性呈现逐渐降低的趋势。宰后 ０～６ｈ，溶酶体膜
稳定性没有显著差异，随着宰后成熟时间的增加，溶

酶体膜稳定性显著降低（Ｐ＜００５）。

２３　组织蛋白酶活性

由图３可知，牛肉宰后成熟过程中组织蛋白酶
Ｂ、Ｄ和 Ｌ的活力呈上升的趋势。宰后０～６ｈ，组织蛋
　　

图 ２　牛肉宰后成熟过程中溶酶体膜稳定性变化

Ｆｉｇ．２　Ｃｈａｎｇｅｓｉｎｌｙｓｏｓｏｍａｌｍｅｍｂｒａｎｅｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｂｏｖｉｎｅ

ｍｕｓｃｌｅｄｕｒｉｎｇｐｏｓｔｍｏｒｔｅｍａｇｉｎｇ
　
白酶活力均无显著性变化，随着成熟时间的延长，三

者的活力均显著升高 （Ｐ＜００５）。组织蛋白酶 Ｂ活力
从宰后０ｈ的１３４７５Ｕ上升至宰后１６８ｈ的２１９２８Ｕ，
组织蛋白酶 Ｄ活力从宰后 ０ｈ的０１７３Ｕ上升至宰
后１６８ｈ的 ０８２９Ｕ，组织蛋白酶 Ｌ活力从宰后 ０ｈ
的１４８４１３Ｕ上升至宰后１６８ｈ的１９２３３９Ｕ。

图 ３　牛肉宰后成熟过程中组织蛋白酶 Ｂ、组织蛋白酶 Ｄ和组织蛋白酶 Ｌ活力变化

Ｆｉｇ．３　ＣｈａｎｇｅｓｉｎｃａｔｈｅｐｓｉｎｓＢ，ＤａｎｄＬａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆｂｏｖｉｎｅｍｕｓｃｌｅｄｕｒｉｎｇｐｏｓｔｍｏｒｔｅｍａｇｉｎｇ
　

图 ４　牛肉宰后成熟过程中线粒体膜通透性变化

Ｆｉｇ．４　Ｃｈａｎｇｅｓｉｎｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｍｅｍｂｒａｎｅｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ

ｏｆｂｏｖｉｎｅｍｕｓｃｌｅｄｕｒｉｎｇｐｏｓｔｍｏｒｔｅｍａｇｉｎｇ

２４　线粒体膜通透性
由图４可知，线粒体悬浮液在５２０ｎｍ处的吸光

度呈现降低的趋势，说明牛肉宰后成熟过程中线粒

体膜通透性逐渐增大。宰后 ０～６ｈ，线粒体膜通透
性变化不显著，６～１２ｈ线粒体膜通透性显著升高
（Ｐ＜００５），之后随着成熟时间的延长，线粒体膜通
透性呈增大的趋势，但变化并不显著。

２５　凋亡诱导因子蛋白表达

由图５可知，宰后 ０～１２ｈ牛肉中 ＡＩＦ（凋亡诱
导因子）在线粒体中的表达量显著增加（Ｐ＜００５），
而在宰后１２～１６８ｈ的成熟时间中，ＡＩＦ的表达量显
著降低。宰后牛肉成熟过程中ＡＩＦ在细胞核中的表达
量呈上升的趋势。宰后６ｈ没有显著变化，６～１２ｈ显
著增加（Ｐ＜００５），在随后的成熟时间里基本没有
显著变化。

２６　细胞核形态
由图６可知，采用 ＨＥ染色法对宰后成熟过程

中的牛肉细胞核进行检测，ＤＡＰＩ染料将细胞核标记
为蓝色荧光。宰后０～１６８ｈ成熟过程中，细胞核体
积逐渐增大，部分核溶解，并伴随着细胞皱缩、细胞

间隙变大的现象。

３　讨论

近年来，由于线粒体 Ｃａｓｐａｓｅ依赖性途径与宰
后肉类嫩化密切相关，因此成为研究的热点。尽管
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图 ５　牛肉宰后成熟过程中凋亡诱导因子表达分析

Ｆｉｇ．５　ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒｅｌａｔｉｖｅｃｈａｎｇｅｓｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＩＦｏｆｂｏｖｉｎｅｍｕｓｃｌｅｄｕｒｉｎｇｐｏｓｔｍｏｒｔｅｍａｇｉｎｇ
　

图 ６　牛肉宰后成熟过程中细胞核形态变化

Ｆｉｇ．６　Ｃｈａｎｇｅｓｉｎｎｕｃｌｅａｒｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｂｏｖｉｎｅｍｕｓｃｌｅｄｕｒｉｎｇｐｏｓｔｍｏｒｔｅｍａｇｉｎｇ
　

之前有研究报道了宰后成熟过程中 Ｃｙｔｃ介导的
Ｃａｓｐａｓｅ依赖性线粒体途径［１４－１５］

，但是线粒体凋亡

途径是极其复杂的，因此宰后成熟过程中牛肉骨骼

肌的凋亡途径及机制仍存在争议。线粒体除释放

Ｃｙｔｃ外，还能释放其它蛋白（如 ＡＩＦ）诱导凋亡的发
生。那么，牛肉在宰后成熟过程中，线粒体 ＡＩＦ蛋白
是否被激活从而介导凋亡的发生，组织蛋白酶是否

被活化，其参与 ＡＩＦ激活的机制如何，目前并不清
楚。因此本文旨在研究牛肉宰后成熟过程中组织蛋

白酶参与 ＡＩＦ释放及线粒体 ＡＩＦ激活并介导细胞凋
亡发生的机制。

ＲＯＳ的产生是不可避免的，宰后成熟过程引起
细胞内 ＲＯＳ的增加，使细胞处于氧化应激状态。本
试验中，宰后６ｈＲＯＳ相对含量降低，可能与肌细胞
中抗氧化酶的存在有关。宰后初期，细胞液中的谷

胱甘肽还原系统及超氧化物歧化酶会清除部分

ＲＯＳ，而随着成熟时间的延长，细胞内环境逐渐恶
化，抗氧化酶活性降低甚至完全失活，还原系统也遭

到破坏，导致后期 ＲＯＳ在细胞的大量堆积［１６］
。此

外，ＲＯＳ在概念上类似于其他信号物质，如 Ｃａ２＋。
Ｃａ２＋能够作用于线粒体，影响其通透性的改变，从而
引发细胞凋亡。同样，ＲＯＳ的大量累积，造成组织

器官失常，诱导凋亡发生
［１７］
。ＷＡＮＧ等［１８］

在研究

线粒体凋亡因子对宰后成熟过程中牦牛肉嫩度影响

时表明，宰后成熟过程中 ＲＯＳ的含量显著增加，改
变了线粒体电子呼吸链，加速了细胞凋亡的发生。

ＣＡＩ等［１９］
指出在多种细胞凋亡因素的刺激下，细胞

内 ＲＯＳ的增加导致溶酶体膜通透和细胞死亡。因
此，宰后成熟过程中牛肉细胞 ＲＯＳ含量增加，可能
刺激溶酶体膜稳定性发生变化。

研究发现，溶酶体在细胞凋亡中起着重要作用。

在氧化应激条件下，溶酶体酶能够激活细胞凋亡酶，

预示着溶酶体参与细胞凋亡的调控，至此，溶酶体在

细胞凋亡过程中的重要作用才得到广泛的关注
［２０］
。

溶酶体诱导凋亡的关键步骤是溶酶体膜失稳，导致

溶酶体蛋白酶释放到胞浆中启动凋亡的发生。本文

研究结果表明，宰后牛肉成熟过程中，溶酶体膜的稳

定性逐渐降低。ＲＥＰＮＩＫ等［２１］
研究表明造成溶酶体

膜稳定性失衡的因素有很多，其中研究最广泛的就

是 ＲＯＳ。组织蛋白酶存在于溶酶体细胞器中，帮助
维持细胞新陈代谢。当溶酶体膜失稳后，组织蛋白

酶释放到胞浆中，启动溶酶体凋亡通路。本试验结

果表明，组织蛋白酶 Ｂ、Ｄ和 Ｌ的活力随着宰后成熟
时间的延长显著增大。这可能是由于组织蛋白酶是
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一种存在于溶酶体中的酶。宰后初期，因为其没有

完全从溶酶体中释放出来，所以活性较低。随着成

熟时间的延长，溶酶体膜稳定性被破坏，组织蛋白酶

随之从溶酶体中释放出来，活性升高。这与田甲

春
［２２］
研究结果相一致。此外，溶酶体膜的损伤会选

择性释放一些组织蛋白酶，进而导致细胞发生凋亡。

因此，宰后成熟过程中牛肉溶酶体膜稳定性降低，导

致组织蛋白酶从溶酶体释放出来从而被活化，进而

诱导凋亡反应的发生。

溶酶体组织蛋白酶凋亡途径，被认为是通过线

粒体进行的
［２３］
。而线粒体膜通透性是线粒体释放

相关蛋白的关键步骤。本文研究结果表明，随着宰

后成熟时间的延长，线粒体膜通透性逐渐增大。这

一结果与 ＨＯＦＥＲ等［２４］
在研究动物宰后成熟时期线

粒体膜通透性变化结果相一致。宰后６～１２ｈ，线粒
体膜通透性变化显著，可能与这一时间段是凋亡相

关蛋白释放的主要时期有关。ＺＨＡＮＧ等［２５］
在研究

牛肉宰后成熟过程 Ｃｙｔｃ介导凋亡发生时也认为，
线粒体膜通透性随着成熟时间的延长而增大，这与

Ｃｙｔｃ的释放密切相关。同时，ＳＵＮ等［２６］
研究认为

组织蛋白在细胞中诱导凋亡发生是通过线粒体膜的

通透和 ＡＩＦ的核转位来实现的。
对于凋亡组织而言，线粒体膜发生通透，ＡＩＦ从

线粒体移位到细胞核中，诱导细胞核发生凋亡。

ＡＩＦ在多种死亡过程中作为一种重要的诱导因
子

［２７］
。与这一理论相一致，本文研究结果表明，宰

后成熟过程中牛肉 ＡＩＦ从线粒体释放到细胞核中，
活化的 ＡＩＦ诱导细胞核发生凋亡。宰后 ０～１２ｈ，
ＡＩＦ在线粒体中的表达量增加，可能是线粒体 ＡＩＦ
的生成速度大于释放速度。宰后 １２～１６８ｈ，ＡＩＦ在
线粒体中的表达量减少，这与其在细胞核中的表达

量增加相一致。ＴＥＲＭＡＮ等［２８］
研究表明溶酶体组

织蛋白酶有利于线粒体 ＡＩＦ释放到胞浆中，继而进
入核内，诱发细胞核发生变化，这一过程甚至发生在

细胞凋亡酶未被激活的情况下。ＪＯＨＡＮＳＳＯＮ等［２９］

研究也表明释放到胞质中的组织蛋白酶又能够促进

线粒体中 ＡＩＦ及 Ｃｙｔｃ的释放，进而诱导凋亡。

４　结束语

牛肉宰后成熟过程中 ＲＯＳ相对含量先降低后
升高，溶酶体膜稳定性降低，组织蛋白酶 Ｂ、Ｄ和 Ｌ
的活力逐渐增大，线粒体膜通透性增大，ＡＩＦ从线粒
体释放到细胞核中，细胞核体积增大，部分核溶解，

并伴随着细胞间隙变大的现象。说明牛肉在宰后成

熟过程中生成 ＲＯＳ，ＲＯＳ的累积导致溶酶体膜稳定
性失衡，使组织蛋白酶被释放，作用于线粒体，随后

线粒体膜通透性发生变化，释放 ＡＩＦ，活化的 ＡＩＦ进
入细胞核内诱导凋亡发生。
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