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茶多酚对宰后牦牛肉线粒体细胞凋亡和肌肉嫩度的影响
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摘要: 为探究茶多酚对宰后牦牛肉成熟过程中线粒体氧化应激损伤介导的线粒体细胞凋亡级联反应及对肌肉嫩度

的影响,以经茶多酚处理的牦牛背最长肌为研究对象,测定对照组和茶多酚处理组线粒体氧化应激水平、线粒体氧

化损伤程度、线粒体功能特性、线粒体细胞凋亡进程,以及肌肉嫩度的变化。 结果表明,在宰后成熟早中期,茶多酚

组线粒体活性氧(Reactive oxygen species,ROS)水平、丙二醛(Malondialdehyde,MDA)以及羰基含量整体上显著或极

显著低于对照组;成熟中后期,线粒体超氧化物歧化酶(Superoxide dismutase,SOD)活性以及线粒体膜流动性显著

或极显著高于对照组。 24 h 后,茶多酚组线粒体通透性转换孔(Mitochondrial permeability transition pore,MPTP)开
放程度显著或极显著低于对照组;6 ~ 168 h,茶多酚组线粒体 Cyt鄄c 浓度均高于对照组;72 ~ 168 h,胞浆细胞色素 c
(Cytochrome c,Cyt鄄c)浓度均显著或极显著高于对照组;在成熟早期,细胞凋亡酶鄄3(Caspase鄄3)活性以及肌原纤维

小片化指数(Myofibrillar fragmentation index,MFI)显著或极显著低于对照组。 以上研究结果说明,茶多酚通过抑制

ROS 介导的氧化应激对线粒体结构和功能的损伤,起到抑制线粒体细胞凋亡级联反应对肌肉嫩度的改善作用,表
明茶多酚在发挥抗氧化剂和保鲜剂作用、提高肌肉品质的同时,从细胞凋亡嫩化机制角度出发,对肌肉的嫩化产生

不利影响。
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Abstract: Aiming to investigate the effects of tea polyphenols on the mitochondrial apoptosis cascade
reaction mediated by mitochondrial oxidative stress and tenderness of yak meat during postmortem aging.
The longissimus dorsi muscles injected with inhibitor tea polyphenol were taken as the experiment objects.
The levels of mitochondrial oxidative stress, degree of mitochondrial oxidative damage, mitochondrial
functional characteristics, process of mitochondrial apoptosis and change of meat tenderness in the control
group and the treatment group were measured. The results showed that the level of mitochondrial ROS,
MDA and carbonyl content in the treatment group was overall significantly or extremely significantly lower
than that in the control group in the early of postmortem aging. At the middle and late of aging time, the
SOD activity and the mitochondrial membrane fluidity was significantly or extremely significantly higher
than that in the control group. After 24 h, opening of the MPTP in the treatment group was significantly
or extremely significantly lower than that in the control group. After 6 ~ 168 h, the Cyt鄄c concentration of
mitochondria in the treatment group was higher than that in the control group; during 72 ~ 168 h, the
Cyt鄄c concentration of cytoplasm in the treatment group was significantly or extremely significantly higher
than that in the control group. Meanwhile, Caspase鄄3 activity and MFI in the treatment group was
significantly or very significantly lower than that in the control group at early aging time. The research



demonstrated that tea polyphenols inhibited the role of the mitochondrial apoptosis cascade reaction on the
meat tenderization by inhibiting ROS mediated oxidative stress damage of mitochondrial structure and
function. These observations indicated that tea polyphenols acted as the antioxidants and antistaling agent
in improving the quality of meat at the same time, may have adverse effects on meat tenderization from
the angle of the mechanism of apoptosis tenderization and further confirmation was needed.
Key words: yak meat; tea polyphenols; oxidative stress; apoptosis; meat tenderness

0摇 引言

嫩度是评价肌肉品质的重要指标之一。 肉品科

学领域早期研究指出,肌细胞内钙激活酶和组织蛋

白酶两大内源酶系能对肌纤维骨架蛋白进行降解,
进而起到改善肌肉嫩度的作用[1]。 随着肌肉嫩化

理论的不断完善,内源性细胞凋亡酶(Caspase)被证

实也能降解肌原纤维蛋白,并成为参与宰后肌肉嫩

化过程的第三大内源酶系[2]。 细胞凋亡是细胞在

接受某种信号或某些刺激后发生的一种自主有序的

死亡过程,也称为程序性死亡,它分为内源性线粒体

凋亡途径和外源性死亡受体途径,其中线粒体凋亡

途径被认为是引起肌肉嫩度改善的主要途径[3]。
而细胞色素 c(Cyt鄄c)从线粒体释放到胞浆的过程对

线粒体细胞凋亡途径的激活具有重要意义,且此过

程与 MPTP 密切相关。 MPTP 是位于线粒体内、外膜

之间,由多种线粒体蛋白构成的非特异性复合孔道,
主要受到线粒体 Ca2 + 超载和 ROS 介导的氧化应激

调控,是近年来研究凋亡途径激活机制的主要方

向[4]。
茶多酚是茶叶中多酚类物质的总称,也是一种

复合型的天然抗氧化剂,具有抗氧化、抑菌、抗病毒、
抗肿瘤、抗辐射等功能[5]。 在细胞凋亡研究领域,
对茶多酚在凋亡发生过程中的作用存在诸多争议,
有研究者指出,茶多酚可通过对抗细胞内氧化应激

起到抑制细胞凋亡的作用,也有学者持相反观点。
文献[6]研究发现,茶多酚可抑制由高糖诱导的人

晶状体上皮细胞凋亡,同时茶多酚也能对甲基汞所

致大鼠大脑皮质神经元的氧化损伤起保护作用,并
降低细胞凋亡率[7]。 虽然茶多酚在多种细胞模型

中都被证实能够抑制细胞凋亡,但也有学者认为,茶
多酚可能通过不同的信号通路和途径在不同的细胞

模型中发挥诱导凋亡作用。 文献[8]研究发现,在
羊肉宰后成熟过程中茶多酚可通过促进 pro鄄
Caspase鄄3(Caspase鄄3 酶原)降解激活 Caspase鄄3,进
而诱导细胞凋亡的发生。 茶多酚也可能通过导致

ROS 过量积累、激发 Caspase 级联反应发生,进而诱

导细胞凋亡[9]。 茶多酚可剂量依赖地诱导卵巢癌

SKOV3 细胞发生凋亡,且这种诱导作用可能是通过

增加细胞内的 ROS 水平而实现的[10]。 同时,茶多

酚活性成分没食子儿茶素没食子酸酯(EGCG)也可

通过多种方式诱导细胞凋亡[11]。 茶多酚对细胞凋

亡途径的作用受到诸多因素影响,如细胞类型、浓
度、信号通路以及活性成分等。 目前,在肉品科学领

域茶多酚主要作为抗氧化剂和保鲜剂起到改善肌肉

品质、延长货架期的作用[12]。 而在肌肉宰后细胞凋

亡发生过程中,茶多酚起诱导凋亡作用还是抑制凋

亡作用,并对肌肉嫩度造成何种影响,尚未见相关研

究报道。
本文以茶多酚处理的牦牛背最长肌为试验对

象,测定肌肉宰后成熟过程中对照组和茶多酚组线

粒体氧化应激水平、线粒体氧化损伤程度、线粒体功

能特性、线粒体细胞凋亡进程,以及嫩度的变化,探
究茶多酚对宰后牦牛肉线粒体氧化应激水平的影响

和茶多酚在宰后肌肉成熟过程中对细胞凋亡发生的

影响作用。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 材料与试剂

试验材料:随机选取平均年龄 3郾 5 岁、生长发育

良好、体质量相近,在相同饲养环境条件下生长的牦

牛 10 头(青海百德投资发展有限公司提供),宰前

禁食 16 ~ 18 h,禁水 2 h。
试验 试 剂: 甘 露 醇、 蔗 糖、 乙 二 胺 四 乙 酸

(EDTA)、4鄄丙磺酸基吗啉、牛血清白蛋白(BSA)、硫
酸铜、2忆,7忆鄄二氯荧光黄双乙酸盐(DCFH DA)、磷
酸氢二钠、磷酸二氢钠、1鄄苯胺鄄8 萘磺酸 ( ANS)、
4鄄羟乙基哌嗪乙磺酸(Hepes)、连二亚硫酸钠、氯化

钠(KCl)、磷酸钾(K3PO4)、氯化镁(MgCl2)、叠氮化

钠(NaN3),以上试剂均为分析纯;SOD(线粒体超氧

化物歧化酶)活性检测试剂盒、MDA(丙二醛)含量

检测试剂盒、羰基含量检测试剂盒均购自南京建成

生物工程研究所;Caspase鄄3 活性检测试剂盒购自北

京普利莱基因技术有限公司。
1郾 2摇 仪器与设备

XH B 型旋涡混合器,江苏康健医疗用品有限

公司;HH 4 型恒温水浴锅,北京科伟永兴有限公

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;XHF D 型高速分散内切式匀

浆仪, 浙江宁波新芝生物科技股份有限公司;
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RF 5301 PC 型荧光分光光度计,日本岛津公司;
UV2550 型紫外可见分光光度计,日本岛津公司;
Spectramax M2 型酶标仪,美国美谷分子仪器有限公

司;BX61 型正置万能显微镜,日本 Olympus 公司。
1郾 3摇 试验方法

1郾 3郾 1摇 样品采集和处理

宰后从胴体上取背最长肌( Longissimus dorsi,
LD),并迅速将其切成大小相同质量在 60 g 左右的

肉样,取 3 块放入液氮中作为 0 h 样品,并将其余肉

样随机分成两组,第 1 组均匀注射质量分数为

0郾 3%的茶多酚溶液(料液比 10 g / mL),未经任何处

理的肉样作为空白对照样品,将上述样品置于 0 ~
4益条件下,自然成熟 0、6、12、24、72、120、168 h,并
在相应时间点取样后放入 - 80益 超低温冰箱中

待测。
1郾 3郾 2摇 线粒体提取

参照文献[13]的方法,将牦牛背最长肌肉样剪

碎后置于 10 倍体积的线粒体分离介质(220 mmol / L
甘露 醇、 70 mmol / L 蔗 糖 和 2郾 0 mmol / L EDTA,
5郾 0 mmol / L 4鄄丙磺酸基吗啉和 0郾 5% BSA,pH 值

7郾 4)中,用高速匀浆机匀浆。 匀浆液于 4益、1 000 g
离心 10 min,相同条件下两次离心后,取上清液再

8 000 g 离心 20 min,所得沉淀为线粒体,上清液为

胞浆。 用双缩脲法测定蛋白质量浓度。
1郾 3郾 3摇 线粒体 ROS 水平测定

参照文献[14]的方法并稍作修改。 纯化的线

粒体悬浮液 (蛋白质量浓度 0郾 1 mg / mL) 与含有

5 滋mol / L DCFH DA 荧光试剂的 50 mmol / L 磷酸

盐缓冲液(pH 值 7郾 4)混合均匀后,将上述混合溶液

迅速转入 37益 水浴锅中避光孵育 15 min,随后于

4益、12 000 g 条件下离心 8 min,立即用荧光分光光

度计测定线粒体荧光强度(激发波长、发射波长分

别为 488、525 nm),并将测定荧光强度后的样品置

于荧光显微镜下,观察线粒体荧光水平。
1郾 3郾 4摇 SOD 活性、MDA 含量以及羰基含量测定

参照试剂盒说明书的方法测定线粒体 SOD 活

性、线粒体 MDA 含量及线粒体羰基含量。
1郾 3郾 5摇 线粒体膜流动性测定

参照文献 [15] 的方法,取 0郾 3 mol / L 甘露醇

5郾 65 mL、5 mmol / L ANS 溶液 60 滋L 加入到 0郾 3 mL
纯化的线粒体悬浮液中,并混合均匀。 1 min 后用荧

光分光光度计测定混合液的荧光强度(激发波长、
发射波长分别为 400、480 nm),狭缝宽度 5 nm。
1郾 3郾 6摇 MPTP 开放程度测定

参照文献[4]的方法,用 3 mL MPTP 测试介质

(230 mmol / L 甘露醇、70 mmol / L 蔗糖,3郾 0 mmol / L

Hepes,pH 值 7郾 4)将纯化的线粒体蛋白质量浓度调

至 0郾 3 mg / mL,取 1 mL 定量好的线粒体悬液与 3 mL
MPTP 测试介质混匀后, 用紫外分光光度计在

540 nm 处测定吸光度。
1郾 3郾 7摇 线粒体和胞浆中 Cyt鄄c 浓度测定

参照文献[16]的方法,用超声波仪在冰浴下破

碎纯化的线粒体,然后取破碎后的线粒体悬浮液和

胞浆各 1郾 5 mL,向其中分别加入 0郾 025 g 连二亚硫

酸钠并摇匀,最后在 520 nm 处测定吸光度,并由标

准曲线计算线粒体和胞浆中 Cyt鄄c 浓度。
1郾 3郾 8摇 Caspase鄄3 活性测定

Caspase鄄3 活性参照试剂盒说明书的方法进行

测定。
1郾 3郾 9摇 MFI 测定

参照文献[17]的方法,取 2 g 肌肉样品,加入 10
倍体 积 MFI ( 肌 原 纤 维 小 片 化 指 数 ) 缓 冲 液

(100 mmol / L KCl、 20 mmol / L K3 PO4、 1 mmol / L
EDTA、 1 mmol / L MgCl2、 1 mmol / L NaN3, pH 值

7郾 1),用匀浆机进行匀浆。 匀浆液于 4益、1 000 g 离

心 15 min。 沉淀用 20 mL MFI 缓冲液溶解,并于相

同条件下离心 15 min,弃上清液。 向沉淀中加入

10 mL MFI 缓冲液,混匀后用 200 目尼龙筛网过滤

以除去结缔组织碎片。 用双缩脲法测定肌原纤维蛋

白悬液的蛋白浓度,并用 MFI 缓冲液将肌原纤维蛋

白质量浓度稀释至 0郾 5 mg / mL,然后在 540 nm 处测

定吸光度,吸光度乘以 200 即为 MFI。
1郾 4摇 数据处理

试验结果均采用平均值 依 标准差表示,数据平

行测定 3 次。 用 SPSS 19郾 0 软件进行方差分析

(ANOVA),用新复极差法(Duncan)进行多重比较,
用 Origin 8郾 5 软件进行图形绘制。

2摇 结果与分析

2郾 1摇 线粒体氧化应激水平

ROS 是由线粒体产生的重要信号分子,生理状

态下一定水平的 ROS 对于细胞增殖和信号传导具

有重要作用,但 ROS 的过多积累会造成脂质过氧化

和蛋白质氧化,细胞内酶的失活以及 DNA 的氧化损

伤,进而引发细胞内部一系列氧化应激损伤,且其被

证明是诱导细胞凋亡发生的主要原因之一[18]。 目

前,主要采用 DCFH DA 荧光探针检测细胞内 ROS
水平,DCFH DA 可以自由穿过细胞膜并被细胞内

的酯酶水解生成 DCFH(2,7鄄双氯荧光素蛋白),而
ROS 能将无荧光的 DCFH 氧化成有荧光的 DCF(二
氯荧光素),且绿色荧光越多,说明 ROS 水平越

高[19]。 由图 1 可知,对照组和茶多酚组线粒体 ROS
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荧光强度均随着成熟时间延长呈先下降后上升再下

降的变化趋势;成熟过程中,茶多酚组发绿色荧光的

线粒体数量明显少于对照组,说明茶多酚组线粒体

摇 摇

ROS 水平低于对照组,表明茶多酚处理能在一定程

度上降低线粒体 ROS 水平。
氧化应激是当细胞内 ROS 的过多积累超过内

摇 摇

图 1摇 茶多酚处理对宰后牦牛肉成熟过程中线粒体 ROS 荧光强度的影响

Fig. 1摇 Effects of tea polyphenol on fluorescence intensity of ROS of yak LD muscle during postmortem aging
摇

图 2摇 茶多酚处理对宰后牦牛肉线粒体 ROS 水平和 SOD 活性的影响

Fig. 2摇 Effects of tea polyphenol on level of ROS and SOD activity of yak LD muscle during postmortem aging

源性抗氧化防御系统对其的消除能力时过剩的

ROS 就会参与氧化生物大分子,从而造成细胞毒性

或者线粒体损伤的生物学过程[20]。 由图 2a(图中

小写字母表示对照组指标在成熟过程中变化差异显

著(P < 0郾 05),大写字母表示茶多酚组指标在成熟

过程中变化差异显著(P < 0郾 05);对照组和茶多酚

组指标在同一成熟时间点变化差异显著用 “*冶
(P < 0郾 05)表示,差异极显著用“**冶(P < 0郾 01)表
示,下同)可看出,宰后成熟过程中,对照组和茶多

酚组线粒体 ROS 水平呈先下降后上升再下降的变

化趋势(P < 0郾 05),与图 1 基本吻合,原因可能是宰

后缺氧缺血环境致使线粒体 ROS 不断增多,但因线

粒体基质和线粒体膜中存在的 SOD、过氧化氢酶等

内源抗氧化酶和非酶抗氧化因子的作用有效清除了

部分 ROS,但随着线粒体自身抗氧化能力的减弱,
在成熟后期两组肉样线粒体 ROS 水平又呈现上升

趋势,文献[21]研究发现,在鹅肉成熟早期肌肉中

ROS 的相对含量也是呈先下降后上升的变化,与本

研究结果一致。 0 ~ 72 h,茶多酚组线粒体 ROS 水平

均极显著低于对照组(P < 0郾 01),说明茶多酚通过

抑制自由基的链式反应显著降低了线粒体 ROS 水

平进而减弱线粒体的氧化应激强度,并可能进一步

对细胞凋亡进程造成影响。 SOD 是细胞内重要的

抗氧化酶之一,可以专一性地清除细胞内的 ROS,
是线粒体氧化损伤的重要评价指标。 如图 2b 所示,
两组肉样线粒体 SOD 活性整体呈先上升后下降的

变化趋势。 24 h 后,茶多酚组 SOD 活性显著(P <
0郾 05)或极显著(P < 0郾 01)高于对照组,说明茶多酚

能够通过提高线粒体抗氧化酶 SOD 活性而对 ROS
进行清除,起到有效降低线粒体氧化应激水平的

作用。
2郾 2摇 线粒体氧化应激损伤程度

过量产生的 ROS 主要通过攻击生物膜上的不

饱和脂肪酸进而引起膜的脂质过氧化。 MDA 可直

553第 10 期摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 王琳琳 等: 茶多酚对宰后牦牛肉线粒体细胞凋亡和肌肉嫩度的影响



接反映细胞的脂质过氧化程度,也可间接反映细胞

损伤程度,进而可表征细胞的氧化应激损伤的程

度[22]。 如图 3a 所示,宰后 6 ~ 120 h,茶多酚组 MDA
含量均显著(P < 0郾 05)或极显著(P < 0郾 01)低于对

照组,说明茶多酚通过提高肌细胞线粒体 SOD 活性

清除 ROS 的同时,有效降低了线粒体脂质过氧化程

度,有研究证实茶多酚处理确实通过抑制细胞脂质

摇 摇

过氧化而降低了由 ROS 造成的氧化应激损伤[23];
茶多酚也可通过降低 MDA 含量,增强 SOD 活性而

影响凋亡,起到抵抗乳腺上皮细胞氧化应激损伤的

作用[24];但也有研究指出,茶多酚并未通过降低细

胞内 ROS 水平降低细胞的氧化应激水平,与本研究

结果不一致,反而起相反作用[25]。
细胞内过量产生的 ROS 不只攻击线粒体膜上

摇 摇

图 3摇 茶多酚处理对宰后牦牛肉线粒体氧化损伤程度的影响

Fig. 3摇 Effects of tea polyphenol on degree of oxidative damage to mitochondria of yak LD muscle during postmortem aging
摇

的不饱和脂肪酸,同时也会引起蛋白质的羰基化和

蛋白质之间的交联和聚集,造成蛋白质氧化进而影

响正常蛋白质的活性与功能[21]。 如图 3b 所示,宰
后 6 ~ 72 h,茶多酚组线粒体羰基含量均极显著低于

对照组(P < 0郾 01),原因是茶多酚显著抑制了线粒

体蛋白质的氧化,降低了线粒体的氧化应激损伤程

度。 氧化应激引起的线粒体膜脂质和蛋白质的过氧

化,会不同程度地降低线粒体膜的流动性,其也可用

来评判线粒体膜的氧化损伤情况[26]。 由图 3c 可

知,宰后 6 ~ 24 h 和 120 h,茶多酚组线粒体膜流动

性均显著(P < 0郾 05)或极显著(P < 0郾 01)高于对照

组,也进一步证实茶多酚通过降低线粒体氧化应激

水平,降低了线粒体氧化应激损伤,提高线粒体膜流

动性,对线粒体起到保护作用。

2郾 3摇 线粒体功能

线粒体被认为是细胞凋亡发生的中枢调控者,
对凋亡过程起着极其重要的调控作用,而作为线粒

体进行内外信息传递的枢纽,MPTP 的开放状态是

线粒体调控细胞凋亡发生的重要环节,MPTP 的开

放程度直接关系到线粒体 Cyt鄄c 的释放情况以及凋

亡的发生进程[27]。 有研究指出,肌细胞在严重缺氧

的应激状态下时,线粒体 ROS 大量产生,促使线粒

体内外膜间的 MPTP 构象改变,形成孔道后使线粒

体内外膜间的各种促凋亡因子大量释放,最终引发

细胞凋亡级联反应[28]。 由图 4 可知,6 ~ 12 h,两组

MPTP 开放程度无显著差异,而在成熟 24 h 后,茶多

酚组 MPTP 开放程度显著(P < 0郾 05)或极显著(P <
0郾 01)低于对照组,说明茶多酚通过降低线粒体氧

化应激损伤对线粒体结构和功能起到一定的保护作

用,也可在一定程度上抑制 MPTP 介导线粒体 Cyt鄄c
的释放,可能对线粒体细胞凋亡进程起到阻碍作用。
文献[29]研究指出,H2O2处理后的牦牛肉在宰后成

熟过程中 MPTP 的开放程度均强于对照组和抗氧化

剂 N鄄乙酰半胱氨酸(NAC)处理组,且 NAC 处理组

MPTP 的开放程度最弱,与本研究类似,均表明抗氧

化剂起到保护线粒体功能的作用,降低了 MPTP 的

开放程度,进一步对细胞凋亡级联反应起抑制作用。

图 4摇 茶多酚处理对宰后牦牛肉成熟过程中 MPTP 开放

程度的影响

Fig. 4摇 Effect of tea polyphenol on MPTP opening of yak
LD muscle during postmortem aging

摇
2郾 4摇 成熟过程中细胞凋亡进程

2郾 4郾 1摇 线粒体 Cyt鄄c 释放程度

Cyt鄄c 作为线粒体呼吸传递链中的基本成分,在
氧化还原和能量代谢过程中发挥重要作用,同时

Cyt鄄c 在线粒体细胞凋亡途径的激活中也起到重要

的调控作用。 当 MPTP 开放并伴随线粒体膜电位下

降时,Cyt鄄c 从线粒体释放到胞浆中后,与胞浆中
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Apaf鄄1(凋亡蛋白活性因子鄄1)和 Caspase鄄9 前体结

合形成凋亡小体, 激活下游 Caspase鄄3, 并引发

Caspase 级联反应信号逐级放大最终诱导凋亡发生,
Cyt鄄c 的释放程度对线粒体凋亡的发生具有非常重

要的介导作用[30]。 由表 1 分析可知,宰后成熟过程

中(6 ~ 168 h),茶多酚组线粒体 Cyt鄄c 浓度均高于对

照组,并在 12 h 和 72 h 存在显著差异,说明茶多酚

通过防护线粒体氧化损伤以及对其功能的保护作

用,减弱了 MPTP 对 Cyt鄄c 的释放。 宰后 6 ~ 12 h,茶
多酚组胞浆 Cyt鄄c 浓度显著低于对照组,说明茶多

酚在成熟早期显著抑制了线粒体 Cyt鄄c 的释放;同
时,成熟 72 h 后,茶多酚组胞浆 Cyt鄄c 浓度均显著

(P < 0郾 05)或极显著(P < 0郾 01)高于对照组,表明

随着茶多酚抗氧化能力的减弱,线粒体在成熟后期

受到 ROS 介导的氧化应激损伤,使其大量释放 Cyt鄄c
而导致胞浆 Cyt鄄c 增多。

表 1摇 茶多酚处理对宰后牦牛肉成熟过程中 Cyt鄄c 释放程度的影响

Tab. 1摇 Effect of tea polyphenol on release of Cyt鄄c of yak LD muscle during postmortem aging

指标 处理
成熟时间 / h

0 6 12 24 72 120 168

线粒体 Cyt鄄c 浓度 / (mmol·L - 1)
对照组

(11郾 233 依

0郾 516) b

(12郾 934 依

0郾 437) a

(11郾 500 依

1郾 053) ab

(8郾 886 依

1郾 045) c

(7郾 453 依

0郾 877) d

(6郾 662 依

1郾 139) d

(6郾 683 依

0郾 491) d

茶多酚组
(11郾 233 依

0郾 516) B

(13郾 262 依

0郾 254) A

(13郾 893 依

0郾 409) A*

(9郾 397 依

0郾 325) CD

(10郾 099 依

0郾 628) C*

(8郾 529 依

1郾 169) DE

(7郾 595 依

0郾 480) E

胞浆 Cyt鄄c 浓度 / (mmol·L - 1)
对照组

(0郾 681 依

0郾 071) b

(0郾 920 依

0郾 077) a

(0郾 797 依

0郾 059) b

(0郾 510 依

0郾 043) de

(0郾 614 依

0郾 059) cd

(0郾 480 依

0郾 072) e

(0郾 406 依

0郾 083) e

茶多酚组
(0郾 681 依

0郾 071) C

(0郾 787 依

0郾 048) B*

(0郾 653 依

0郾 034) C*

(0郾 531 依

0郾 010) D

(0郾 915 依

0郾 048) A**

(0郾 688 依

0郾 072) C*

(0郾 550 依

0郾 047) D*

2郾 4郾 2摇 Caspase鄄3 活性

细胞凋亡的发生受到诸多因素影响,其中 ROS
介导的氧化应激被认为是诱导凋亡发生的主要因素

之一,也是近年来的研究热点。 上述结果表征了茶

多酚对线粒体氧化应激的影响,进而推测茶多酚可

能会因对 ROS 的清除作用而影响其对细胞凋亡的

介导作用。 如图 5 所示,宰后 6 ~ 12 h,茶多酚组

Caspase鄄3 活性显著(P < 0郾 05)或极显著(P < 0郾 01)
低于对照组,说明与对照组相比,茶多酚确实在成熟

早期 通 过 抑 制 线 粒 体 Cyt鄄c 的 释 放 而 抑 制 了

Caspase鄄3 的激活,进而抑制了凋亡信号的逐级放

大。 而 24 ~ 72 h,茶多酚组 Caspase鄄3 活性显著

(P < 0郾 05)或极显著(P < 0郾 01)高于对照组,说明

随着茶多酚抗氧化作用的减弱,对线粒体的保护作

用相应下降而导致胞浆中不断增加的 Cyt鄄c 起到介

导线粒体凋亡发生的作用;然而也有研究指出,羊肉

经茶多酚处理后反而促进了线粒体 Cyt鄄c 的释放和

Caspase鄄3 的激活,与本研究结果相反,原因可能是

所选骨骼肌类型和所探讨的分子机制不同[8]。 而

在成熟后期(120 ~ 168 h),茶多酚组 Caspase鄄3 活性

低于对照组,原因可能是茶多酚通过影响 Bcl鄄2 家

族蛋白表达而对凋亡过程进行调控[31]。
Bcl鄄2 家族蛋白是线粒体凋亡途径的主要调控

者,Bcl鄄2(抗凋亡蛋白)和 Bax(促凋亡蛋白)二者比

例的变化对凋亡发生具有重要调控作用,当 Bax /
Bcl鄄2 比例下降时会进一步抑制凋亡发生[32]。 ROS

图 5摇 茶多酚处理对宰后牦牛肉成熟过程中

Caspase鄄3 活性变化的影响

Fig. 5摇 Effect of tea polyphenol on changes in Caspase鄄3
activity of yak LD muscle during postmortem aging

摇
介导的氧化应激也会通过提高 Bax / Bcl鄄2 的比例而

诱导凋亡发生,抗氧化剂则可通过降低 Bax / Bcl鄄2
的比例抑制线粒体 Cyt鄄c 的释放,进而抑制凋亡级

联反应扩大[33 - 34]。 同时,茶多酚可抑制在 H2O2 介

导下牙周膜细胞的活性降低、凋亡程度升高,MDA
含量增加伴随 SOD 活性降低,Caspases 和 Bax 的表

达升高以及 Bcl鄄2 的表达降低,说明茶多酚通过减

轻细胞氧化应激损伤,抑制线粒体细胞凋亡进程而

对牙周膜细胞起保护作用[35],与本研究结果类似。
然而,也有研究指出茶多酚通过提高细胞内 ROS 水

平,加剧线粒体损伤诱导卵巢癌细胞凋亡[10],与本

研究结果不一致,原因可能是所用细胞类型以及参

与机制不同,相关具体机制有待进一步研究。
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2郾 5摇 成熟过程中肌肉嫩化

肌肉宰后成熟过程中,肌原纤维蛋白如伴肌动

蛋白、伴肌球蛋白、肌间线蛋白以及肌钙蛋白鄄T 等

骨架蛋白的降解促使肌原纤维 M 线消失、I 带和 Z
线断裂,进一步导致肌原纤维有序排列遭到破坏,细
丝结构弱化进而增加 MFI,最终达到嫩化目的[34]。
同时,MFI 常被用来作为肌肉嫩化程度的评价指标。
如图 6 所示,随着成熟时间的延长,两组肉样 MFI
均呈显著上升变化规律(P < 0郾 05),说明宰后成熟

过程中肌肉嫩化过程不断进行,肌肉嫩化程度不断

增强,肌肉嫩度不断得到提高,文献[17]研究也证

实在牦牛肉宰后成熟过程中 MFI 呈显著上升趋势,
与 本 研 究 结 果 一 致。 同 时, 成 熟 早 期 (6 ~
24 h),茶多酚组MFI均极显著低于对照组 (P <

图 6摇 茶多酚处理对宰后牦牛肉成熟过程中 MFI 变化

的影响

Fig. 6摇 Effect of tea polyphenol on changes in MFI of yak
LD muscle during postmortem aging

摇

0郾 01),说明茶多酚通过抑制线粒体细胞凋亡进程

进一步抑制了其对肌肉嫩度的改善作用。 宰后

72 h,随着茶多酚抑制凋亡级联反应作用的减弱,
Caspases 继续起到降解下游肌原纤维蛋白的作用,
从而使肌肉嫩化程度得到增强,但在成熟后期

(120 ~ 168 h),可能因茶多酚通过其他方式抑制了

凋亡进而对肌肉嫩化起到一定阻碍作用。 以上研究

说明,茶多酚不仅通过抗氧化作用对肌肉色泽、货架

期等起保护作用,同时也可能通过其他方式或途径

影响肌肉嫩度,具体机制有待进一步研究。

3摇 结论

(1)茶多酚通过降低线粒体 ROS 水平和提高线

粒体 SOD 活性,减弱了牦牛肉宰后成熟过程中线粒

体氧化应激水平,并进一步抑制了氧化应激对线粒

体脂质过氧化和蛋白质的氧化损伤,对线粒体结构

和功能均起到一定保护作用。 同时,茶多酚通过对

线粒体结构和功能的保护,进一步抑制了线粒体

Cyt鄄c 的释放以及 Caspase鄄3 的活化,从而抑制了线

粒体细胞凋亡级联反应进程,并最终阻碍了肌肉嫩

化过程。
(2)宰后牦牛肉成熟过程中,茶多酚可通过抑

制 ROS 介导的氧化应激对线粒体结构和功能的损

伤,起到抑制线粒体细胞凋亡级联反应改善肌肉嫩

度的作用,表明茶多酚在发挥抗氧化剂和保鲜剂作

用、提高肌肉品质的同时,通过抑制线粒体细胞凋亡

途径对肌肉嫩化产生不利影响。
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