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丙二醛对牛肉线粒体高铁肌红蛋白还原能力的影响

陈　骋１　余群力１　韩　玲１　韩广星２　于春起３

（１．甘肃农业大学食品科学与工程学院，兰州 ７３００７０；２．山东绿润食品有限公司，临沂 ２７６０００；

３．河北福成五丰食品股份有限公司，三河 ０６５２０１）

摘要：研究了体外孵化条件下脂质氧化产物丙二醛对牛肉线粒体膜通透性、微观结构及其电子传递链调控的高铁

肌红蛋白还原能力和 ＮＡＤＨ依赖型高铁肌红蛋白还原酶活力的影响。结果表明：在 ｐＨ值 ５６（模拟贮藏条件）和

ｐＨ值 ７４（模拟生理条件）条件下，线粒体与丙二醛孵化后膜通透性、孵化液体荧光强度均比对照组显著增大（Ｐ＜

００５），线粒体微观结构出现肿胀变形、嵴消失、空泡状等现象。当 ｐＨ值为 ７４时，膜通透性、荧光强度显著高于前

者（Ｐ＜００５），说明在生理 ｐＨ值条件下丙二醛更易与线粒体膜作用进而对其结构造成破坏。琥珀酸盐能够促进

牛肉线粒体电子传递链调控的高铁肌红蛋白还原过程，在 ｐＨ值５６和 ｐＨ值７４条件下添加琥珀酸盐孵化９ｈ后，

高铁肌红蛋白相对含量分别减少了 ２１７０％和 １２８７％（Ｐ＜００５）。但是在反应体系中加入丙二醛孵化 ９ｈ后，高

铁肌红蛋白的还原量分别比未添加时降低了 １５６８％和 ３８３％（Ｐ＜００５）。丙二醛同样能够抑制牛肉线粒体

ＮＡＤＨ依赖型高铁肌红蛋白还原酶的活力，其活力在上述 ｐＨ值条件下分别降低了 ４８９７％和 ４７８０％（Ｐ＜００５）。

综上可知，丙二醛能破坏牛肉线粒体结构，抑制线粒体还原高铁肌红蛋白的能力，对新鲜牛肉保持其色泽稳定性是

不利的。因此，降低牛肉贮藏过程中脂质氧化程度、维持线粒体正常的呼吸作用，对于保护牛肉色泽稳定性具有重

要意义。
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　　引言

色泽是牛肉重要的感官指标之一，宰后贮藏过

程中肉色由肌红蛋白的氧化状态决定，随着肌红蛋

白的氧化，牛肉中高铁肌红蛋白含量逐渐升高，肉色

便随之发生褐变
［１－２］

。鲜牛肉中的线粒体在一定程

度上发挥着稳定肉色的作用，该作用主要通过线粒

体呼吸链电子传递和酶促还原反应这２条途径来实
现

［３］
。具体来说，一是在电子呼吸链中通过细胞色

素 ｃ从合物Ⅲ和 ＩＶ之间将电子转移到高铁肌红蛋
使其还原

［４］
；二是线粒体外膜中由细胞色素 ｂ５还

原酶、细胞色素 ｂ５和 ＮＡＤＨ组成的高铁肌红蛋白
酶促还原反应

［５］
。因此，影响线粒体功能的因素也

可能影响牛肉色泽的稳定性。

脂质氧化是影响线粒体功能的重要原因，线粒

体中约有５０％的脂肪酸是不饱和的，这些氧化可以
形成各种醛类化合物，４羟基壬烯醛和丙二醛是最
具代表性的２种脂质氧化产物［６］

。许多研究已经证

实４羟基壬烯醛能够影响线粒体的生理功能［７－９］
。

另一种脂质氧化的代表产物丙二醛也能与细胞中

８０％的蛋白质结合造成其结构改变，同时也会与细
胞膜结合造成其通透性改变

［７］
。但是，丙二醛对线

粒体及调控的高铁肌红蛋白还原能力的影响目前尚

未证实。

体外孵化研究可以消除肌肉组织中其他因素对

研究结果的干扰，同时也更易于控制外界条件，是目

前探究生化因子对肌肉特性影响的重要研究方法。

本文采用体外孵化方法，在体外模拟牛肉贮藏和生

理 ｐＨ值条件下脂质氧化产物丙二醛对牛肉线粒体
膜通透性、微观结构及其调控的高铁肌红蛋白还原

能力的影响，以期为延缓肉色劣变、延长牛肉货架期

等相关技术的研究提供理论依据。

１　材料与方法

１１　材料与试剂
试验材料：西门塔尔杂交牛由山东绿润食品有

限公司提供。随机选取５头２～３岁、生长发育状况
良好、健康无病、体重均匀的西门塔尔杂交牛，宰前

禁食２４ｈ、禁水２ｈ。
试验试剂：丙二醛、牛血清白蛋白（ＢＳＡ）、三羟

甲基氨基甲烷（Ｔｒｉｓ）、抗霉素 Ａ购于美国 Ｓｉｇｍａ
Ａｌｄｒｉｃｈ公司；盐酸、顺丁烯二酸、２（Ｎ吗啡啉）乙磺
酸（ＭＥＳ）、磷酸氢二钾、磷酸氢二钾、铁氰化钾、亚
铁氰化钾、氯化钾、乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）、蔗糖、琥
珀酸钠、乙醇、甲醇、氯仿购于天津光复科技发展有

限公司，试验试剂均为分析纯。

１２　主要仪器设备
ＴＧＬ １６Ｍ型离心机（长沙湘仪离心机仪器有

限公司）、ＨＴ７７００型透射电子显微镜（日本日立高
新技术公司）、ＵＶ７６５ＰＣ型紫外分光光度计（上海光
谱仪器有限公司）、９３０Ａ型荧光分光光度计（上海
精科实业有限公司）、ＦＡ２００４Ｂ型电子天平（上海佑
科仪器有限公司）、ＸＨＦ Ｄ型高速分散器（宁波新
芝生物科技股份有限公司）、ＰＨＳ ３Ｃ型酸度计（上
海仪电科学仪器有限公司）、ＤＮＰ ９１６２型水浴锅
（上海精宏实验设备有限公司）。

１３　试验方法
１３１　样品采集与制备

西门塔尔杂交牛集中屠宰后，立即取背最长肌，

除去筋膜后切成质量２５０ｇ、厚度 ５ｃｍ的肉块，真空
包装后置于冰盒运送回实验室，用于线粒体的分离

和肌红蛋白的提取、纯化。

１３２　牛肉线粒体提取
参照 Ｓｕｎ等［１０］

的方法，取一定质量的背最长
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肌，用４℃生理盐水冲洗以除去残余血液，用滤纸吸
去表面水分。然后取 ５０ｇ样品，切碎后加入５００ｍＬ
分离液 （２５０ｍｍｏｌ／Ｌ蔗糖、１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ、
１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，ｐＨ值 ７４），在 １２０００ｒ／ｍｉｎ条件
下匀浆２ｍｉｎ后于 １５００ｇ、４℃离心 １５ｍｉｎ，取上清
液，在１２０００ｇ、４℃条件下离心 ２０ｍｉｎ，沉淀用分离
液清洗 ２次后溶于缓冲液 （２５０ｍｍｏｌ／Ｌ蔗糖、
１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，ｐＨ值７４）即为线粒体悬浮液。
以上过程均在 ０～４℃条件下完成。线粒体蛋白浓
度用双缩脲法测定。

１３３　线粒体膜通透性
参照王荣梅等

［１１］
的方法，稍作修改。线粒体悬

浮液（０５ｍｇ／ｍＬ）和丙二醛（０１ｍｍｏｌ／Ｌ）分别在
ｐＨ值为 ５６和 ７４的缓冲液（１００ｍｍｏｌ／ＬＭＥＳ、
２５０ｍｍｏｌ／Ｌ蔗糖）中结合，２５℃水浴孵化 ６０ｍｉｎ（以
乙醇代替丙二醛做对照）。孵化过程中，分别在 ０、
２０、４０、６０ｍｉｎ测定混合溶液在 ５２０ｎｍ波长下的吸
光度，并依据吸光度的变化来判定线粒体膜通透性

的改变。如果溶液在５２０ｎｍ处吸光度降低，表明线
粒体通透性增加，反之则表明线粒体通透性降低。

１３４　丙二醛与线粒体膜的结合能力
参照 Ｃａｔａｌá［１２］ 的 方 法。将 线 粒 体 悬 浮 液

（２５ｍｇ／ｍＬ）和丙二醛（０５ｍｍｏｌ／Ｌ）分别在 ｐＨ值
为 ５６和 ７４的 缓 冲 液 （１００ｍｍｏｌ／Ｌ ＭＥＳ，
２５０ｍｍｏｌ／Ｌ蔗糖）中结合，在 ２５℃水浴条件下孵化
６０ｍｉｎ（对照用乙醇代替丙二醛）。孵化后取 ３ｍＬ
试样与３倍体积的氯仿／甲醇（体积比１∶２）混合，然
后于６０００ｇ、４℃下离心 １５ｍｉｎ，上清液中加入 ３倍
体积的氯仿／水（体积比１∶１）混合，于６０００ｇ、４℃下
离心５ｍｉｎ，然后将样品从氯仿层移出，与等体积的
甲醇／氯仿（体积比１∶１０）混合。采用荧光分光光度
计测定样品的相对荧光强度（激发波长和发射波长

分别为３６０ｎｍ和 ４３０ｎｍ）。溶液相对荧光强度与
线粒体膜中结合的丙二醛含量呈正比。

１３５　线粒体微观结构观察
参照 Ｙａｎｇ等［１３］

的方法并稍做修改。线粒体悬

浮液（１０ｍｇ／ｍＬ）和丙二醛（１ｍｍｏｌ／Ｌ）分别在 ｐＨ
值５６（１２０ｍｍｏｌ／Ｌ氯化钾、５ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸二氢钾、
３０ｍｍｏｌ／Ｌ顺丁烯二酸）和 ｐＨ值 ７４（１２０ｍｍｏｌ／Ｌ
氯化钾、５ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸二氢钾、３０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ）
的缓冲液中结合，２５℃水浴孵化６０ｍｉｎ（对照用乙醇
代替丙二醛）。按照 Ｋｈｒａｉｗｅｓｈ等［１４］

的方法制备线

粒体电镜样品，利用透射电子显微镜观察线粒体微

观结构的变化。

１３６　牛肉高铁肌红蛋白的制备
参照 Ｎａｉｒ等［１５］

的方法纯化牛肉肌红蛋白。取

５ｍＬ纯化的肌红蛋白溶液，加入 ５０ｍｇ铁氰化钾，
缓慢搅拌至混合均匀后静置 １０ｍｉｎ，在 ３５００ｇ、４℃
条件下离心 １５ｍｉｎ，收集上清液。溶液中多余的铁
氰化钾采用１０倍体积５０ｍｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ值７０的磷酸
缓冲液透析除去（透析２４ｈ、换１０次透析液）。采用
双缩脲法

［１０］
测定溶液中蛋白质的含量。

１３７　线粒体电子传递链调控的高铁肌红蛋白还
原能力

参照 Ｔａｎｇ等［１６］
的 方 法，将 线 粒 体 悬 浮 液

（２５ｍｇ／ｍＬ）与丙二醛（０２ｍｍｏｌ／Ｌ）分别在 ｐＨ值
为 ５６和 ７４的 缓 冲 液 （１００ｍｍｏｌ／Ｌ ＭＥＳ，
２５０ｍｍｏｌ／Ｌ蔗糖）中结合，２５℃预孵化３０ｍｉｎ后，加
入高铁肌红蛋白（０１５ｍｍｏｌ／Ｌ），然后加入琥珀酸
钠（５ｍｍｏｌ／Ｌ）以启动电子呼吸链调控的高铁肌红
蛋白还原过程，继续孵化 ９ｈ（分别做琥珀酸钠和丙
二醛的空白对照），分别在０、３、６、９ｈ测定混合液在
５２５、５４５、５６５、５７２ｎｍ波长下的吸光度。混合液中
高铁肌红蛋白相对含量的计算公式为

ＣＭＭｂ＝（－２５１４Ａ５７２ｎｍ／Ａ５２５ｎｍ ＋０７７７Ａ５６５ｎｍ／Ａ５２５ｎｍ ＋
０８００Ａ５４５ｎｍ／Ａ５２５ｎｍ ＋１０９８）×１００％

式中　ＣＭＭｂ———高铁肌红蛋白相对含量，％
Ａλ———波长 λ下的吸光度

１３８　线粒体 ＮＡＤＨ依赖型高铁肌红蛋白还原酶
活性

参照 Ｅｌｒｏｙ等［１７］
的 方法，将线粒体悬浮液

（２５ｍｇ／ｍＬ）与丙二醛（０２ｍｍｏｌ／Ｌ）分别在 ｐＨ值
为 ５６和 ７４的 缓 冲 液 （１００ｍｍｏｌ／Ｌ ＭＥＳ，
２５０ｍｍｏｌ／Ｌ蔗糖）中结合，为抑制线粒体电子呼吸
链调控的高铁肌红蛋白还原，加入 ００２ｍｍｏｌ／Ｌ抗
霉素Ａ（电子呼吸链抑制剂），２５℃预孵化３０ｍｉｎ（以
乙醇代替丙二醛做对照）。然后加入高铁肌红蛋白

（０１５ｍｍｏｌ／Ｌ）、亚铁氰化钾（３ｍｍｏｌ／Ｌ）和 ＥＤＴＡ
（５ｍｍｏｌ／Ｌ），加入００２ｍｍｏｌ／ＬＮＡＤＨ（烟酰胺腺嘌
呤二核甘酸 （还原态））以启动反应，２５℃ 反应
２ｍｉｎ。高铁肌红蛋白和氧合肌红蛋白在 ５８０ｎｍ处
差异最大，摩尔消光系数为 １２×１０４Ｌ／（ｍｏｌ·ｃｍ），
通过比较反应前、后该波长下溶液吸光度的变化来

计算高铁肌红蛋白还原酶的活力。高铁肌红蛋白还

原酶的活力单位定义为：１Ｕ表示每分钟还原１ｎｍｏｌ
高铁肌红蛋白，其活性表示为每毫克线粒体中高铁

肌红蛋白还原酶的活力单位数（Ｕ／ｍｇ）。
１４　数据处理与统计分析

试验中所有测定均做 ３次重复，试验结果表示
为平均值 ±标准差。采用 ＳＰＳＳ１９０统计分析软件
（美国 ＩＢＭ公司）进行试验数据处理，平均数之间的
显著性差异（Ｐ＜００５）通过 ＬＳＤ法进行比较分析，
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用Ｏｒｉｇｉｎ８０软件（美国ＯｒｉｇｉｎＬａｂ公司）制图。

２　结果与分析

２１　丙二醛对牛肉线粒体膜通透性的影响
由图 １可知，线粒体和丙二醛在不同 ｐＨ值条

件下体外孵化过程中，线粒体悬浮液吸光度均比

对照组有显著降低（Ｐ＜００５），说明丙二醛在体外

孵化过程中使线粒体膜通透性增大、使其发生肿

胀，对线粒体结构造成了损伤。在 ｐＨ值 ５６（贮
藏条件）条件下线粒体悬浮液吸光度显著高于 ｐＨ
值 ７４（生理条件），并且 ２种 ｐＨ值条件下吸光度
分别降低了 ３９５％和 ５７５％（Ｐ＜００５），说明丙
二醛在不同 ｐＨ值条件下对线粒体膜通透性的影
响存在一定差异。

图 １　丙二醛对牛肉线粒体膜通透性的影响

Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅｏｎｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｍｅｍｂｒａｎｅｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｏｆｂｏｖｉｎｅｍｕｓｃｌｅ
（ａ）ｐＨ值５６　（ｂ）ｐＨ值７４

　
２２　丙二醛与牛肉线粒体膜的结合能力

由图 ２可以看出，牛肉线粒体在不同的 ｐＨ值
条件下与丙二醛进行体外孵化后，线粒体悬浮液的

荧光强度均显著升高（Ｐ＜００５），说明丙二醛能够
结合到线粒体膜中。并且在 ｐＨ值 ７４条件下孵
化，反应液产生的荧光强度明显较高，说明该条件下

丙二醛结合到线粒体膜的能力更强，但是有关 ｐＨ
值对丙二醛细胞毒性影响的研究未见报道。

图 ３　丙二醛对牛肉线粒体微观结构的影响（放大倍数为 １０４）

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅｏｎｍｉｃｒｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｂｏｖｉｎｅｍｕｓｃｌｅｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ（ｍａｇｎｉｆｉｅｄｆｏｒ１０４ｔｉｍｅｓ）
（ａ）对照，ｐＨ值５６　（ｂ）线粒体 ＋丙二醛，ｐＨ值５６　（ｃ）对照，ｐＨ值７４　（ｄ）线粒体 ＋丙二醛，ｐＨ值７４

２３　丙二醛对牛肉线粒体微观结构的影响

由图 ３可以看出，未添加丙二醛的对照组
（图３ａ、３ｃ）线粒体形态正常，网络结构明显、线粒体
膜完整、嵴较为明显，而添加丙二醛并在 ２５℃条件
下孵化６０ｍｉｎ后（图３ｂ、３ｄ），线粒体微观结构发生
了不同程度的变化。对比２种 ｐＨ值条件下线粒体
与丙二醛孵化后的形态，表明在 ｐＨ值 ５６条件下，
线粒体发生轻微肿胀、部分嵴消失、出现空泡状，但

结构较完整、膜相对清晰。而在 ｐＨ值 ７４条件下，

图 ２　丙二醛与牛肉线粒体膜反应产物的荧光强度

Ｆｉｇ．２　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆｐｒｏｄｕｃｔｓｆｏｒｍｅｄｂｙ

ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅａｎｄｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｍｅｍｂｒａｎｅｏｆ

ｂｏｖｉｎｅｍｕｓｃｌｅ
　
线粒体微观结构破坏较前者严重，整体形态呈不规

则状、发生凸起或凹陷、线粒体膜和特有的网络结构

变得模糊。本结果表明，丙二醛对线粒体微观结构

具有一定破坏作用，其破坏程度随孵化体系 ｐＨ值
的不同而有所差异。通过对线粒体形态的研究，验

证了２１、２２节关于丙二醛对线粒体膜通透性及与
其结合能力的研究结果。
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２４　丙二醛对线粒体电子传递链调控的高铁肌红
蛋白还原能力的影响

由图４可知，在 ｐＨ值 ５６和 ７４条件下，琥珀
酸盐能促进高铁肌红蛋白的还原，丙二醛对线粒体

电子传递链调控的高铁肌红蛋白还原能力有显著的

抑制作用。当孵化体系中未添加琥珀酸盐时，丙二

醛对高铁肌红蛋白还原的影响与对照组无差异。在

孵化体系中加入琥珀酸盐，在 ｐＨ值 ５６条件下，高
铁肌红蛋白相对含量在 ９ｈ后降低了 ２１７０％（Ｐ＜
００５），当孵化体系中存在丙二醛时，孵化 ９ｈ后高
铁肌红蛋白相对含量仅降低了 ６０２％，高铁肌红蛋

白还原量较前者低 １５６８％（Ｐ＜００５）。而在 ｐＨ
值７４条件下高铁肌红蛋白相对含量在 ９ｈ后降低
了１２８７％（Ｐ＜００５），当孵化体系中存在丙二醛
时，孵化 ９ｈ后高铁肌红蛋白相对含量仅降低了
６２６％，高铁肌红蛋白还原量较前者低 ３８３％（Ｐ＜
００５）。结果表明，琥珀酸盐能够促进线粒体电子
呼吸链调控的高铁肌红蛋白还原过程，并且当 ｐＨ
值为５６时，其高铁肌红蛋白还原能力更强，而丙二
醛能通过抑制线粒体电力呼吸链降低其还原高铁肌

红蛋白的能力。

图 ４　丙二醛对牛肉线粒体电子传递链调控的高铁肌红蛋白还原能力的影响

Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｄｃｈａｉｎｍｅｄｉａｔｅｄｍｅｔｍｙｏｇｌｏｂｉｎｒｅｄｕｃｔｉｏｎｏｆｂｏｖｉｎｅｍｕｓｃｌｅｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ
（ａ）ｐＨ值５６　（ｂ）ｐＨ值７４

　
２５　丙二醛对线粒体 ＮＡＤＨ依赖型高铁肌红蛋白

还原酶活力的影响

图 ５　丙二醛对牛肉线粒体 ＮＡＤＨ依赖的高铁肌

红蛋白还原酶活力的影响

Ｆｉｇ．５　ＥｆｆｅｃｔｏｆｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅｏｎＮＡＤＨｄｅｐｅｎｄｅｎｔ

ｒｅｄｕｃｔａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｂｏｖｉｎｅｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ

由图５可知，当 ｐＨ值 ５６和 ７４时，牛肉线粒
体与丙二醛孵化后其 ＮＡＤＨ依赖型高铁肌红蛋白
还原酶的活力明显降低（Ｐ＜００５）。对照组中（未
与丙二醛孵化）ＮＡＤＨ依赖型高铁肌红蛋白还原酶
活力在 ｐＨ值 ５６时（３６９８Ｕ／ｍｇ）显著低于 ｐＨ值
７４（８６５０Ｕ／ｍｇ）（Ｐ＜００５），当线粒体孵化３０ｍｉｎ后，
２种 ｐＨ值条件下该酶的活力分别降低 ４８９７％和
４７８０％（Ｐ＜００５）。结果表明丙二醛在不同条件
下均能够抑制 ＮＡＤＨ依赖型高铁肌红蛋白还原酶
的活力，导致高铁肌红蛋白因无法及时还原而不断

积累，如果这种作用在新鲜的牛肉中发生，会对其色

泽稳定性产生不利的影响。

３　讨论

线粒体膜通透性的变化是衡量线粒体结构甚至

是功能损伤的重要指标，相关研究中以线粒体悬浮

液在５２０ｎｍ波长下吸光度的变化来判断其通透性
变化。如果在该波长下吸光度下降，表明线粒体膜

发生肿胀、通透性增大，反之则说明线粒体发生收

缩、通透性降低
［１１］
。Ｃａｔａｌá［１２］指出脂质过氧化产物

会改变线粒体膜的“流动镶嵌模型”，使线粒体膜的

非均相体系发生改变，导致其结构以及功能的变化。

Ｋｒｉｓｔａｌ等［１８］
认为脂质氧化产生的不饱和醛会通过

刺激线粒体膜通透性转换孔使其膜孔变大，造成膜

通透性增大。王荣梅等
［１１］
研究发现铜可以促进鸡

肝线粒体膜脂质过氧化，产生的自由基和过氧化物

可导致鸡肝线粒体通透性增大。本研究发现丙二醛

能够使牛肉线粒体膜通透性增大，与上述研究结果

相吻合，说明脂质过氧化产物可以造成线粒体结构

的破坏，而多数研究将醛类物质的这种能力归因于

其与线粒体膜的结合能力。

脂质氧化产生的醛类物质可以与生物膜磷脂中

的端胺基（如磷脂酰乙醇胺、磷脂酰丝氨酸）以及蛋

白质残基（如组氨酸残基）结合产生荧光团，可以通

过测定其荧光强度衡量脂质氧化产物与生物膜结合

能力
［１９］
。Ｋｒｉｓｔａｌ等［１８］

证实了脂质氧化产生的醛类

物质结合到小鼠线粒体膜使其通透性增加进而导致
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线粒体生理功能丧失，这与本研究的结果相吻合。

脂质氧化产生的丙二醛和 ４羟基壬烯醛能够造成
小鼠肝细胞发生硬化、纤维化并引发肝脏病变，这是

由于醛类物质共价结合到小鼠肝细胞膜蛋白及磷脂

分子中造成的
［２０］
。牛肉线粒体不仅在宰后一定时

间内对牛肉色泽稳定性具有调控作用，还能通过能

量代谢途径促进牛肉的成熟及嫩化，对牛肉品质有

重要影响
［２１］
。本研究发现丙二醛会与线粒体膜结

合进而破坏其结构，这一结果通过线粒体微观结构

的观察得到了印证。丙二醛这种细胞毒性作用可能

会引起线粒体功能退化进而对牛肉的品质造成不利

的影响。但是，ｐＨ值是否影响丙二醛的细胞毒性作
用还有待进一步研究，有报道指出生物膜本身就容

易受到所处环境酸碱性的影响，酸性条件会引起脂

肪酸比例、蛋白质溶解性等的变化，从而影响线细胞

膜的通透性
［２２］
。

鲜牛肉贮藏过程中由于氧化作用引起的高铁肌

红蛋白的积累是导致肉色发生劣变的主要原因，线

粒体呼吸链电子传递过程能够将高铁肌红蛋白还

原，对维持肉色稳定性有重要作用
［２］
。琥珀酸盐是

三羧酸循环中间产物，也是线粒体呼吸链的电子来

源，与线粒体膜中的复合物Ⅱ（琥珀酸 泛醌还原

酶）作用后脱下的 Ｈ＋
传递给辅酶 Ｑ，后者将 Ｈ＋

释

放与介质中，而将电子经复合体Ⅲ（泛醌 细胞色素

ｃ还原酶）、细胞色素 ｃ和复合体 ＩＶ（细胞色素 ｃ氧
化酶）传递给高铁肌红蛋白进而将其还原

［２３］
，这可

能是本研究孵化体系中添加琥珀酸盐后高铁肌红蛋

白还原能力明显增强的原因。然而，有研究表明脂

质氧化产物可以抑制线粒体呼吸链电子传递，Ｌｏｎｇ
等

［６］
研究指出丙二醛能钝化线粒体中复合物 Ｉ、复

合物Ⅱ及酮戊二酸脱氢酶，造成线粒体电子呼吸链
生物氧化功能紊乱。Ｅｌｒｏｙ等［１７］

和 Ｉｓｏｍ等［２４］
利用

质谱技术证实了 ４羟基壬烯醛能与线粒体中的电
子传递体（如细胞色素 ｃ）共价结合，阻断其向高铁
肌红蛋白血红素辅基传递电子的过程。Ｅｌｒｏｙ等［１７］

还发现低的 ｐＨ值更有利于线粒体调控的高铁肌红
蛋白还原过程，与本研究的结果相吻合，这可能也与

丙二醛在低 ｐＨ值条件下对线粒体损伤作用相对较
小有关。

高铁肌红蛋白酶促还原系统主要由酶（细胞色

素 ｂ５还原酶）、中间电子传递体（细胞色素 ｂ５）和氢
供体（ＮＡＤＨ）组成［１７］

。该系统还原高铁肌红蛋白

的途径为：细胞色素 ｂ５还原酶首先将 ＮＡＤＨ中的
电子转移给细胞色素 ｂ５，被还原的细胞色素 ｂ５再
将电子传递到高铁肌红蛋白的血红素辅基中，从而

使三价态的铁离子还原为二价态
［２５］
。目前还没有

关于丙二醛对 ＮＡＤＨ依赖型高铁肌红蛋白还原酶
活力影响的研究，本研究中与丙二醛孵化后导致线

粒体 ＮＡＤＨ依赖型高铁肌红蛋白还原酶活力降低，
其原因可能是醛类物质能共价结合到高铁肌红蛋白

中，导致其构型改变，从而抑制高铁肌红蛋白的酶促

还原过程
［２６］
。此外，本研究中不同条件下线粒体

ＮＡＤＨ依赖型高铁肌红蛋白还原酶活力可能也受到
孵化体系 ｐＨ值的影响，Ｒｏｄｒíｇｕｅｚ等［２７］

在相似的体

外孵化研究中表明该酶的活力与 ｐＨ值关系密切，
随着孵化体系 ｐＨ值的降低，酶活力呈显著减小趋
势。综上所述，丙二醛对线粒体调控的高铁肌红蛋

白还原能力的影响可分为 ２个方面：一是结合于线
粒体膜，引起线粒体结构损伤而导致其生物功能紊

乱；二是直接作用于线粒体 ２种还原高铁肌红蛋白
的生化途径，抑制高铁肌红蛋白的还原过程。

４　结论

（１）丙二醛能结合于牛肉线粒体膜中，导致线
粒体发生肿胀、变形、膜通透性增大、嵴消失等不可

逆损伤。并且其损伤程度在模拟生理 ｐＨ值条件
（ｐＨ值７４）下明显更高。

（２）丙二醛能抑制牛肉线粒体呼吸链电子传递
作用，导致线粒体电子呼吸链调控的高铁肌红蛋白

还原能力下降。而线粒体中 ＮＡＤＨ型高铁肌红蛋
白还原酶活力同样受到丙二醛的抑制，这些作用会

对鲜牛肉色泽稳定性造成不利的影响。

（３）线粒体对高铁肌红蛋白不同的还原途径还
与 ｐＨ值有密切的关系，较低的 ｐＨ值有利于线粒体
电子呼吸链调控的高铁肌红蛋白还原过程，但是会

抑制 ＮＡＤＨ依赖型高铁肌红蛋白还原酶的活力。
（４）鲜牛肉在贮藏过程中脂质氧化是丙二醛等

物质的主要来源。因此，在鲜牛肉贮藏过程中，延缓

脂质氧化进程以及维持线粒体正常的呼吸作用，对

于维持牛肉色泽稳定性有重要的意义。
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