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牛肉肌纤维类型差异及成熟过程中组织蛋白酶活性研究
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摘要：为考察不同部位牛肉肌纤维类型的差异、比较两种肌纤维分型方法、研究肌纤维类型对宰后成熟过程中组织

蛋白酶活性的影响，选取新疆褐牛冈下肌、菱形肌、背最长肌、背阔肌、腰大肌、股二头肌、半腱肌、腓肠肌共 ８个部

位的牛肉，分别用 ＡＴＰａｓｅ染色法和 ＲＴ ＰＣＲ法检测肌纤维类型组成和 ＭｙＨＣ基因相对表达量，用 Ｉｍａｇｅ ＰｒｏＰｌｕｓ

６０软件分析 ＡＴＰａｓｅ染色图像，计算各类型肌纤维的面积和直径，并检测各部位牛肉宰后成熟 ０、３、７、９、１１、１４ｄ时

组织蛋白酶 Ｂ、Ｌ、Ｈ活性。结果表明：新疆褐牛不同部位肉的肌纤维类型组成不同，两种肌纤维类型的分型方法在

确定Ⅰ型肌纤维数量时呈极显著相关，在 ８个部位牛肉中，均没有发现 ＭｙＨＣⅡｂ型基因的表达，ＡＴＰａｓｅ染色法确

定的ⅡＢ型肌纤维数量百分比与 ＲＴ ＰＣＲ法确定的 ＭｙＨＣⅡｘ型基因表达百分比呈显著正相关，与 ＭｙＨＣⅡａ型基

因表达百分比呈极显著负相关。两种确定肌纤维类型的方法存在一定的相关性，ＡＴＰａｓｅ染色法确定的ⅡＢ型肌纤

维可能与 ＲＴ ＰＣＲ法确定的 ＭｙＨＣⅡｘ基因相对应。在宰后成熟过程中，各部位牛肉组织蛋白酶活性基本表现为

先升高、后降低的趋势，不同部位的牛肉达到活性最大值的时间不同；组织蛋白酶 Ｈ活性非常低，相比于组织蛋白

酶 Ｂ和 Ｌ，其在宰后成熟中的作用可以忽略不计，组织蛋白酶 Ｌ活性是 Ｂ活性的２５～４倍，在宰后成熟中起更重要

的作用。Ⅰ型肌纤维数量与宰后 ９、１１ｄ组织蛋白酶 Ｂ和 Ｌ活性呈显著甚至极显著正相关关系，在新疆褐牛各部位

肉中含有的Ⅰ型肌纤维越多，组织蛋白酶活性越高，越有利于牛肉宰后成熟嫩化。
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ＲＴ ＰＣＲ

０　引言

肌纤维是组成肌肉的基本单位，其类型、直径、

密度及完整性与肉的嫩度密切相关，肌束中肌纤维

数越多，肌纤维越细，肉就越嫩
［１］
。通常按照形态

或生理功能将肌纤维分为不同的类型。早期，肉类

科学家依据肌肉颜色将骨骼肌分为红肌和白肌两种

类型
［２］
，肌肉色泽与肉品质及动物生长性能有关，

高比例的红肌纤维在一定程度上代表较好的肉品

质，而高比例的白肌纤维则更多地代表较强的生长

性能
［３］
。随着对肌纤维研究的深入，依据其收缩和

代谢特点进一步将肌纤维分为慢收缩氧化型（Ｓｌｏｗ
ｏｘｉｄａｔｉｖｅ，ＳＯ）、快收缩氧化型（Ｆａｓｔｏｘｉｄａｔｉｖｅ，ＦＯ）、
快收缩氧化酵解型（Ｆａｓｔｏｘｉｄｏｇｌｙｃｏｌｙｔｉｃ，ＦＯＧ）及快
收缩酵解型（Ｆａｓｔｇｌｙｃｏｌｙｔｉｃ，ＦＧ）［４］。目前较为广泛
应用的ＡＴＰ酶染色法将肌纤维分为Ⅰ、ⅡＡ、ⅡＢ，也
是基于肌纤维收缩特点的分型。利用现代分子生物

学方法，根据肌纤维所含肌球蛋白重链（Ｍｙｏｓｉｎ
ｈｅａｖｙｃｈａｉｎ，ＭｙＨＣ）的不同亚型，将肌纤维分为Ⅰ、
Ⅱａ、Ⅱｘ和Ⅱｂ，代谢类型从氧化到酵解过渡，收缩
速度依次增加

［５］
。因此，可以将 ＭｙＨＣ基因作为分

子标记，利用 ＲＴ ＰＣＲ分析方法研究肌纤维类型及
组成，相比于其他组化染色法该方法既省时又省

力
［６］
。

依据不同肌纤维类型的代谢特性以及 ＭｙＨＣ基
因亚型的不同，肌纤维的分型方法主要有：组织化学

法（ＡＴＰａｓｅ法）、免疫印迹法、免疫组化法、ＲＴ ＰＣＲ
法、单向凝胶电泳后 ＬＣ ＭＳ／ＭＳ（液相色谱 串联质

谱）法
［７－８］

。尽管 ＬＣ ＭＳ／ＭＳ法所得总肽数与免
疫组化法所得结果呈极高度正相关，但由于受个别

蛋白质和肽的限制，该法仍不能用于 ＭｙＨＣ的定量
研究

［７－８］
。尽管肌纤维因分类方法多样而命名各

异，但不同分类方法确定的肌纤维之间存在一定的

相关性，如 ＳＯ型肌纤维即为Ⅰ型，ＦＯ型肌纤维为
Ⅱａ型，ＦＧ型肌纤维为Ⅱｂ型，ＦＯＧ型肌纤维为Ⅱｘ
型

［９］
。然而，不同分类方法所确定的肌纤维类型之

间是否存在完全对应关系尚有待进一步研究
［１０］
。

近年来研究表明，肌肉中不同肌纤维类型的比

例可影响宰后肉的嫩度
［１１］
，较高的Ⅰ型肌纤维和较

低的ⅡＢ型肌纤维比例有利于降低肉的剪切力、提
高肉的嫩度

［１２］
。一般认为，宰后成熟过程是肌肉内

源蛋白质水解酶的作用所致，肉的嫩化是一个复杂

的物理化学（包括 ｐＨ值和离子强度）和生物化学
（细胞内蛋白水解酶）过程，在这个过程中，肌原纤

维结构被破坏，细胞骨架逐渐消失
［１３］
。组织蛋白酶

存在于溶酶体中，溶酶体膜在成熟过程中会遭到破

坏，使组织蛋白酶从中释放出来，与肌原纤维蛋白接

触
［１４－１６］

。因此，很多学者认为，在宰后成熟过程中，

钙激活酶对肌肉骨架蛋白进行初步降解，组织蛋白

酶在成熟后期对骨架蛋白进行进一步降解
［１７－１９］

。

更深入的研究表明，在宰后成熟过程中溶酶体膜稳

定性降低，组织蛋白酶从中释放出来后被活化，进而

诱导凋亡反应的发生
［２０］
。位于细胞溶酶体中的组

织蛋白酶大约有 １６种，依据活性位置可分为 ４类：
天冬氨酸、半胱氨酸、丝氨酸、金属蛋白酶，与肌肉成

熟有关的主要是组织蛋白酶 Ｂ（ＥＣ３．４．２２．１）、
Ｌ（ＥＣ３．４．２２．１５）、Ｈ （ＥＣ ３．４．２２．１６）和
Ｄ（ＥＣ３．４．２３．５）。Ｂ、Ｈ、Ｌ属半胱氨酸类组织蛋白
酶，在活体内由半胱氨酸蛋白酶抑制剂调节

［２１］
。关

于组织蛋白酶的提取和活性检测已有大量研究，但

肌纤维类型组成与组织蛋白酶之间的关系尚未见报

道，本文通过考察不同肌纤维类型组成的各部位牛

肉在宰后成熟过程中组织蛋白酶 Ｂ、Ｈ、Ｌ活性的变
化，研究肌纤维类型与组织蛋白酶之间的关系，进而

探讨不同类型的肌纤维通过其组织蛋白酶活性差异

影响牛肉宰后成熟过程中嫩度变化的可能性。
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１　材料与方法

１１　试验材料
牛肉样品取自新疆伊宁县伊新牛羊养殖专业合

作社。选取６头３０月龄新疆褐牛公牛，按照 ＧＢ／Ｔ
１９４７７—２００４《牛屠宰操作规程》［２２］屠宰后热剔骨分
割取左半胴体的冈下肌、菱形肌、腰大肌、背最长肌、

背阔肌、腓肠肌、半腱肌和股二头肌共 ８个部位肉，
按以下操作取样：切２ｃｍ×１５ｃｍ×１５ｃｍ大小的
肉样各３条迅速置于液氮中冷冻以固定形状，然后
用铝箔包装投入液氮中冷冻，再转入 －８０℃冰箱
（用于 ＡＴＰａｓｅ染色）；取约１００ｍｇ肉样３块，置于液
氮冷冻后转入 －８０℃冰箱（用于 ＲＴ ＰＣＲ分型）；
取约１０ｇ肉样铝箔包好后液氮冷冻，转入 －８０℃冰
箱保存，用于组织蛋白酶活性检测。另取约 １００ｇ
肉样真空包装后置于 ４℃冰箱中成熟，分别在宰后
的３、７、９、１１、１４ｄ取样，取样时切取 １０ｇ左右样品
铝箔包好后先用液氮迅速冷冻，然后转移到 －８０℃
超低温冰箱内，用于检测组织蛋白酶活性。所有样

品按照保存要求置于干冰或冰块中运回实验室。

主要试剂：７氨基４甲基香豆素 （ＡＭＣ）、Ｚ
精氨酸 精氨酸７氨基４甲基香豆素盐酸盐、Ｚ
苯丙氨酰 精氨酸７氨基４甲基香豆素盐酸盐、
Ｌ精氨酸７氨基４甲基香豆素盐酸盐，均购自
Ｓｉｇｍａ公司。ＲＮＡＰｒｅｐＰｕｒｅ动物组织总 ＲＮＡ提
取试剂盒 Ｄ４３１、ＦａｓｔＱｕａｎｔｃＤＮＡ第一链合成试剂
盒（去基因组）ＫＲ１０６、ＳｕｐｅｒＲｅａｌ荧光定量预混
试剂增强版 ＦＰ２０５，均购自天根生化科技（北京）
有限公司。引物由生工生物工程（上海）股份有

限公司合成。

１２　试验设备
ＦＪ２００ Ｓ型高速均质机（北京维欣仪奥科技有

限公司）；ＬＧ１０ ２４Ａ型高速离心机（北京京立离心
机有限公司）；ＸＳ１０５型电子天平（梅特勒 托利多

仪器有限公司）；ｌｅｉｃａＣＭ１８６０型冰冻切片机（德国
莱卡公司）；ｌｅｉｃａＤＭ６０００Ｂ型正置荧光显微镜（德
国莱卡公司）；ＨＨ ４型可调恒温数显水浴锅（江苏
省金坛市荣华仪器制造有限公司）；ＴｅｃａｎＩｎｆｉｎｉｔｅ
２００Ｐｒｏ型多功能酶标仪（Ｔｅｃａｎ集团有限公司）；
ＬｉｎｅＧｅｎｅ９６００型荧光定量 ＰＣＲ仪（杭州博日科技
有限公司）；ＯＳＥ Ｙ３０型高速组织研磨器、ＯＳＥ
ＤＢ ０１加热型金属浴、ＯＳＥ ＭＣ８微型离心机（天
根生化科技（北京）有限公司）。

１３　试验方法
１３１　肌纤维类型、直径、面积测定

肌纤维类型分型采用 ＡＴＰ酶组织化学染色法

中的碱性染色法
［２３－２４］

：采用莱卡冰冻切片机连续切

片，制备８μｍ厚的新鲜切片，室温（２０℃）晾干后，
加入碱性 ＡＴＰ孵育液（ＡＴＰ酶工作液（００１ｍｏｌ／Ｌ
甘氨酸 氯化钠溶液 ５０ｍＬ，１ｍｏｌ／Ｌ氯化钙溶液
１０ｍＬ，０１ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠溶液３５ｍＬ，ｐＨ值为９５～
９６）１０ｍＬ加入三磷酸腺苷二钠 ０３ｇ溶解，ｐＨ值
９４５），３７℃培育２ｈ。除去 ＡＴＰ酶工作液，置于１％
氯化钙溶液 ６ｍｉｎ；除去氯化钙溶液，置于 ２％氯化
钴溶液，蒸馏水洗 ３次，每次 ５ｍｉｎ；硫化铵溶液
（１０ｍＬ蒸馏水加入８滴硫化铵）显色约 １ｍｉｎ；自来
水洗３次，乙醇脱水二甲苯透明后用树胶封片，生物
显微镜１００、４００倍下镜检并拍照。本试验中，ⅡＢ
型纤维被染成深褐色，ⅡＡ型纤维被染成浅褐色，

Ⅰ型纤维颜色最浅。
１３２　ＭｙＨＣ基因相对表达量测定

引物设计：在 ＮＣＢＩ（美国国立生物技术信息中
心）官网上查询基因序列，并采用 Ｐｒｉｍｅｒ５０引物设
计软件设计引物，具体见表１。

提取样本总 ＲＮＡ：使用天根生化科技（北京）有
限公司的动物组织总 ＲＮＡ提取试剂盒（ＤＰ４３１）提
取样本的 ＲＮＡ，试验操作按照产品说明书进行，略
有改动。提取的 ＲＮＡ浓度用酶标仪检测，后冻存于
－８０℃。
逆转录合成 ｃＤＮＡ：使用天根生化科技（北京）

有限公司的 ＦａｓｔＱｕａｎｔｃＤＮＡ第一链合成试剂盒
（ＫＲ１０６）进行 ｃＤＮＡ逆转录，试验操作按照产品说
明书进行，略有改动。逆转录 ｃＤＮＡ保存于 －２０℃
备用。

ＲＴ ＰＣＲ：使用天根生化科技（北京）有限公司
的 ＳｕｐｅｒＲｅａｌ荧光定量预混试剂增强版 ＦＰ２０５进行
扩增，试验操作按照产品说明书进行，略有改动。扩

增程序：９５℃、１５ｍｉｎ，（９５℃、１０ｓ，６０℃、３２ｓ）×４０
个循环。逆转录体系：１０μＬ２×ＳｕｐｅｒＲｅａｌ荧光定量
预混试剂增强版；０５μＬ上游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）；
０５μＬ下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）；２μＬｃＤＮＡ模板；加
入去 ＲＮＡ酶的双蒸水至２０μＬ。

引物筛选：将各样本 ｃＤＮＡ混合后进行 ５倍梯
度稀释。稀释后样品各取２μＬ作模板，分别用目的
基因引物和内参基因引物进行扩增，同时在 ６０～
９５℃进行熔解曲线分析。

样品 ＲＴ ＰＣＲ检测：将各样品 ｃＤＮＡ稀释 １０
倍后取２μＬ作模板，分别用目的基因引物和内参基
因引物进行扩增，每个样品重复检测 ３次。同时在
６０～９５℃进行熔解曲线分析。

根据 ＲＴ ＰＣＲ原始检测结果，基因相对表达量
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　　 表 １　ＲＴ ＰＣＲ分析用 ＭｙＨＣ引物序列

Ｔａｂ．１　ＰｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｆｏｒｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｏｆＭｙＨＣｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

类别 引物 产物大小／ｂｐ 基因序列

ＭｙＨＣ Ⅰ
上游：５’ＧＡＣＣＧＧＡＡＡＧＴＴＧＧＣＧＴＣＴＧ３’

下游：５’ＴＣＧＴＴＧＣＣＣＡＣＣＴＴＣＡＣＣＣ３’
４６５ ＡＢ０５９４００

ＭｙＨＣ Ⅱａ
上游：５’ＡＧＧＴＧＴＡＡＴＧＧＣＧＴＧＣＴＡ３’

下游：５’ＴＧＡＡＧＧＣＴＣＧＧＡＴＧＴＴＧＴ３’
３８５ ＡＢ０５９３９８１

ＭｙＨＣ Ⅱｂ
上游：５’ＡＧＡＡＴＣＣＴＧＴＡＴＧＣＧＧＡＣＴＴＣＡ３’

下游：５’ＧＴＧＧＴＣＡＡＴＧＴＣＡＡＴＡＧＡＣＣＣＴＡＡ３’
１２６ ＡＹ２２７９７２

ＭｙＨＣ Ⅱｘ
上游：５’ＧＣＣＣＡＣＴＴＣＴＣＣＣＴＣＡＴＴＣＡＣＴ３’

下游：５’ＡＣＣＣＴＴＣＴＴＣＴＴＧＣＣＡＣＣＴＴＴＣ３’
２０１ ＡＢ０５９３９９２

ＧＡＰＤＨ
上游：５’ＣＡＡＧＴＴＣＡＡＣＧＧＣＡＣＡＧＴＣＡ３’

下游：５’ＧＧＴＣＡＴＡＡＧＴＣＣＣＴＣＣＡＣＧＡＴ３’
３６７ ＮＭ＿００１０３４０３４２

计算公式为

Ｆ＝２－［Ａ－Ｂ－（Ｃ－Ｄ）］

式中　Ａ———待测组目的基因平均 Ｃｔ值
Ｂ———待测组管家基因平均 Ｃｔ值
Ｃ———对照组目的基因平均 Ｃｔ值
Ｄ———对照组管家基因平均 Ｃｔ值

１３３　组织蛋白酶活性测定
组织蛋白酶活性测定参照文献［２５］的方法并

加以改动。首先提取肌浆蛋白，提取方法：称取 ２ｇ
绞碎的肉样，加入１０ｍＬ缓冲液 Ａ（５０ｍｍｏｌ／Ｌ的三
羟甲基氨基甲烷 盐酸（Ｔｒｉｓ ＨＣｌ，ｐＨ值 ７５）、
１０ｍｍｏｌ／Ｌ的 β巯基乙醇、１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ），用高
速分散机均质两次，每次 ３０ｓ。置于冷冻离心机在
４℃、１００００ｇ下离心 ２０ｍｉｎ，收集上清液，用玻璃棉
过滤，滤液作为组织蛋白酶的粗提取物。

组织蛋白酶 Ｌ、Ｂ、Ｈ 活力的测定：反应在
２１８μＬ的混合液中进行，反应混合液包括 ９８μＬ
０１％ Ｂｒｉｊ３５（月桂醇聚氧乙烯醚）、４０μＬ０４ｍｏｌ／Ｌ
含５ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ的缓冲液（Ｌ＋Ｂ、Ｂ及 Ｈ缓冲体
系的 ｐＨ值分别为 ５５、６０、６８）、２０μＬ１０ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｌ Ｃｙｓ（Ｌ半胱氨酸）和２０μＬ酶的粗提取液。将反
应混合液置于 ４０℃水浴中 ２ｍｉｎ后分别加入底物
（Ｚ苯丙氨酰 精氨酸７氨基４甲基香豆素盐酸盐
（Ｂ＋Ｌ）、Ｚ精氨酸 精氨酸７氨基４甲基香豆素盐
酸盐（Ｂ）和 Ｌ精氨酸７氨基４甲基香豆素盐酸盐
（Ｈ））４０μＬ，继续在４０℃水浴中反应 ３０ｍｉｎ后加入
３００μＬ终止液（０１ｍｏｌ／Ｌ乙酸钠和０１ｍｏｌ／Ｌ氯乙
酸钠，ｐＨ值４３）终止反应。在激发波长为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 １μｍｏｌＡＭＣ转化为产
物所需的酶量。

１４　数据处理与统计分析
以 ＩｍａｇｅＪ图像分析软件分析Ⅰ型、ⅡＡ型和

ⅡＢ型肌纤维数量百分比。计数时每个切片至少取

５个区域，每个样品需 ５００个以上肌纤维。用
Ｉｍａｇｅ ＰｒｏＰｌｕｓ６０分析软件分析Ⅰ型、ⅡＡ型和
ⅡＢ型肌纤维的面积和直径，每个切片至少取 ５个
区域。

采用 ＳＰＳＳ２００及 ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ２０１０软件对
试验数据进行统计分析，结果以平均值 ±标准差表
示；对各项指标进行 Ｄｕｎｃａｎ’ｓ分析，采用 ＳＰＳＳ皮尔
逊（Ｐｅａｒｓｏｎ）法进行相关性分析。

２　结果与分析

２１　各部位牛肉肌纤维类型组成
２１１　ＡＴＰ酶法分析各部位牛肉肌纤维类型组成

典型的 ＡＴＰ酶组织化学法碱染色 （ｐＨ 值
９４５）照片见图 １，除腰大肌放大倍数为 １０×４０倍
外，其他均为 １０×１０倍，图中标尺为 ２５μｍ。图中
ⅡＢ型肌纤维、ⅡＡ型肌纤维、Ⅰ型肌纤维的颜色由
深到浅。从图中可以看出，各部位肉的肌纤维类型

组成差别较大，大部分部位牛肌肉由 ３种肌纤维类
型组成，但组成比例及面积和直径有差异；而冈下肌

没有ⅡＡ型肌纤维，菱形肌几乎没有ⅡＢ型肌纤维，
腰大肌的肌纤维面积和直径明显小于其他部位肉的

肌纤维面积和直径，且从照片看腰大肌的肌纤维之

间间隙较大，说明其结构较松散。通常认为肌纤维

总数在动物出生后基本保持不变，但肌纤维类型在

生长过程中持续相互转化，且其转化是环境等外界

因素和机体内部因子协同调控的结果。动物出生时

主要以氧化型肌纤维为主，一些肌纤维在生长过程

中具有由氧化型向酵解型转化的能力，一些后天因

素会导致肌纤维类型整体由氧化型向酵解型转化，

且早期生长阶段是肌纤维类型转变的重要阶段
［２６］
。

总体来说，在动物的成长过程中，肌纤维遵循以下路

径发生类型的转化：ⅠⅡＡⅡＸⅡＢ［２７－２８］。而低甲
状腺激素水平和长期耐力训练可能会导致肌纤维类

型由快肌向慢肌转化，即按照ⅡＢⅡＸⅡＡⅠ的方向
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图 １　各部位肉 ＡＴＰ酶染色照片

Ｆｉｇ．１　ＰｉｃｔｕｒｅｓｏｆｖａｒｉｏｕｓｂｅｅｆｃｕｔｓｓｔａｉｎｅｄｆｏｒＡＴＰａｓｅｒｅａｃｔｉｖｉｔｙ
　

转化
［２９－３０］

。本研究的结果也表明，新疆褐牛的不同

部位肉肌纤维类型组成存在较大的差异，这与学者

对其他动物的研究结果相一致
［２３，３１－３２］

。

对新疆褐牛不同部位肉的各肌纤维类型数量进

图 ２　各部位牛肉肌纤维类型数量比

Ｆｉｇ．２　Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｕｓｃｌｅｆｉｂｅｒｔｙｐｅｓｉｎ

ｖａｒｉｏｕｓｂｅｅｆｃｕｔｓ

行分析，结果见图 ２。可以看出不同部位肌肉间肌
纤维类型的组成显著不同（ｐ＜００５），最为典型的
是冈下肌和菱形肌，冈下肌由Ⅰ型肌纤维和ⅡＢ型
肌纤维组成，且数量比与其他部位肉差异显著（ｐ＜
００５）；菱形肌基本上由ⅡＡ型肌纤维和Ⅰ型肌纤维
组成，ⅡＢ型肌纤维仅占到２１２％，ⅡＢ和ⅡＡ型肌
纤维的数量比均与其他部位肉差异显著 （ｐ＜
００５）。从各部位肉的主要肌纤维类型来分析，半
腱肌和背最长肌均以ⅡＢ型肌纤维为主要类型，分
别占４７８７％和４０８５％，而冈下肌、腰大肌、背阔肌
和股二头肌以Ⅰ型肌纤维为主，分别占到 ７９６９％、
４３０６％、４２６３％和３９７５％，菱形肌和腓肠肌则以
ⅡＡ型肌纤维为主，分别占到 ６１４３％和 ４２１０％。
其中半腱肌、背最长肌和腰大肌的肌纤维类型组成

与郎玉苗
［３３］
对西门塔尔牛这 ３个部位肌肉的研究

基本一致。

２１２　各部位牛肉肌纤维面积和直径
由图３（图中不同字母表示同一肌纤维类型不

同部位间差异显著，ｐ＜００５，下同）可以看出，在各
部位肉中，大部分以ⅡＢ型肌纤维面积最大，Ⅰ型肌

图 ３　各部位牛肉肌纤维面积

Ｆｉｇ．３　Ｃｒｏｓｓｓｅｃｔｉｏｎａｌａｒｅａｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｕｓｃｌｅｆｉｂｅｒ

ｔｙｐｅｓｉｎｖａｒｉｏｕｓｂｅｅｆｃｕｔｓ

纤维面积最小，ⅡＡ型肌纤维面积居中。８个部位
相比较，菱形肌的ⅡＡ型肌纤维面积显著大于其他
部位；菱形肌的Ⅰ型肌纤维面积最大，但与背最长肌
和股二头肌没有显著差异；ⅡＢ型肌纤维面积最大
的是背最长肌，但与半腱肌、背阔肌和股二头肌的

ⅡＢ型肌纤维面积差异不显著；冈下肌的ⅡＢ型肌
纤维面积显著小于其他部位；腰大肌的ⅡＡ型肌纤
维显著小于其他部位；腰大肌的Ⅰ型肌纤维面积最
小，但与腓肠肌和冈下肌的Ⅰ型肌纤维面积差异不
显著。其中，股二头肌、菱形肌的肌纤维面积标准差

较小，说明不同个体间的股二头肌肌纤维面积差异

和不同个体间的菱形肌肌纤维面积差异均较小，而

腰大肌、背最长肌的肌纤维面积标准差较大，说明不

同个体间的腰大肌肌纤维面积差异和不同个体间的

背最长肌肌纤维面积差异均较大。
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结合各肌纤维类型单个肌纤维的面积和数量

比，计算各部位肉不同肌纤维类型占整个部位肉横

截面的面积百分比，结果见图 ４。冈下肌的Ⅰ型肌
纤维占有绝对优势，菱形肌依然是ⅡＡ型肌纤维占
据优势。半腱肌、腰大肌、背最长肌、背阔肌的ⅡＢ
型肌纤维占到一半左右。而股二头肌的３种肌纤维
类型面积百分比基本均分。腓肠肌的ⅡＡ型和ⅡＢ
型面积百分比相当（约３６％），略大于Ⅰ型面积比。

图 ４　各部位牛肉不同肌纤维类型的面积百分比

Ｆｉｇ．４　Ａｒｅａｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｕｓｃｌｅｆｉｂｅｒ

ｔｙｐｅｓｉｎｖａｒｉｏｕｓｂｅｅｆｃｕｔｓ
　
各部位肉肌纤维直径见图 ５，与肌纤维面积的

规律相类似。肌纤维直径最大的为菱形肌，其次为

股二头肌、背最长肌、背阔肌、半腱肌，然后为腓肠

肌、冈下肌、腰大肌。腰大肌的标准差较大，说明不

同个体牛之间的腰大肌直径差异较大。

图 ５　各部位牛肉肌纤维直径

Ｆｉｇ．５　Ｄｉａｍｅｔｅｒｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｕｓｃｌｅｆｉｂｅｒｔｙｐｅｓｉｎ

ｖａｒｉｏｕｓｂｅｅｆｃｕｔｓ
　
２１３　ＭｙＨＣ基因表达量

图６表明，冈下肌的Ⅰ型 ＭｙＨＣ基因表达量显
著高于其他部位，而菱形肌的Ⅱａ型 ＭｙＨＣ基因表
达量显著高于其他部位，Ⅱｘ型 ＭｙＨＣ基因在半腱
肌、腓肠肌和腰大肌中有比较突出的表达。Ⅱｂ型
ＭｙＨＣ基因在８个部位肉中均没有表达，这与早期
对牛骨骼肌的研究结果相一致

［３４－３５］
。

文献［３６］对 １８～２４月龄公牛的背最长肌、咬
肌、膈、眼外肌等１０个部位进行研究，仅在眼外肌中
发现了 ＭｙＨＣⅡｂ型基因的表达，而 ＰＩＣＡＲＤ等［７］

对

２２头公牛的半腱肌和背最长肌进行研究，仅在 ５头

图 ６　各部位牛肉 ＭｙＨＣ基因相对表达量

Ｆｉｇ．６　ＭｙＨＣｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｖａｒｉｏｕｓｂｅｅｆｃｕｔｓ
　
中发现 ＭｙＨＣⅡｂ型基因的表达。国内研究者对西
杂牛背最长肌、半腱肌和比目鱼肌的研究

［３７］
以及文

献［８］利用 ＬＣ ＭＳ／ＭＳ和免疫组化两种方法对牛
背最长肌的研究均没有发现 ＭｙＨＣⅡｂ型基因的表
达。文献［３８］在马的臀中肌中也未发现 ＭｙＨＣⅡｂ
亚型的表达。因此研究者曾假设Ⅱｂ型作为 ＭｙＨＣ
的最快同型仅在小型哺乳动物中表达的原因是其相

对于大型哺乳动物具有较快的肌肉收缩
［３０］
，而牛和

马科动物更适于慢氧化条件
［３９］
。对比本研究与其

他文献的结果进一步说明，不同品种不同年龄不同

部位牛肉的肌球蛋白重链亚型表达存在差异。

图 ７　各部位牛肉 ＭｙＨＣ基因相对表达百分比

Ｆｉｇ．７　ＰｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆＭｙＨＣｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｖａｒｉｏｕｓｂｅｅｆｃｕｔｓ

图７为各部位肉中不同类型 ＭｙＨＣ基因表达所
占的百分比，其中菱形肌、冈下肌和背阔肌３个部位
的Ⅱｘ型只有少量表达，而菱形肌的Ⅱａ型占到
８４２０％，冈下肌和背阔肌的Ⅰ型和Ⅱａ型基本呈均
分模式。腰大肌和半腱肌的 ＭｙＨＣ基因表达以Ⅱｘ
为主，分别占到 ６０９５％和 ６３０７％；腓肠肌的整体
表达模式与腰大肌和半腱肌类似，Ⅱ型 ＭｙＨＣ基因
占到９０％。背最长肌和股二头肌的 ３种基因表达
百分比分配类似，Ⅱｘ和Ⅱａ占到 ３０％ ～４０％，Ⅰ型
所占百分比低于 ３０％。所取 ８个部位肉在牛胴体
的位置从前躯到后躯分别按照以下顺序排列：前躯

的菱形肌和冈下肌；中躯的背阔肌、背最长肌和腰

大肌；后躯的股二头肌、半腱肌和腓肠肌。可以推

测在新疆褐牛中，ＭｙＨＣ基因表达模式可能与部位
肉所处的躯体位置存在极大相关性，如作为前躯

的菱形肌和冈下肌，以Ⅰ型和Ⅱａ型为主，Ⅱｘ型的
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表达比例极少；后躯的股二头肌、半腱肌和腓肠

肌，Ⅰ型的表达比很少，以Ⅱ型为主。这可能与前
中后躯不同部位肌肉的生理功能不同相关，ＭｙＨＣ
基因表达模式与部位肉所处躯体位置的具体关系

有待更深入的研究。

２２　两种方法肌纤维类型的相关性
对新疆褐牛各部位肉肌纤维类型组成和 ＭｙＨＣ

基因型的相对表达量做相关性分析，结果列于表 ２。
ＭｙＨＣⅠ型基因的表达量与Ⅰ型肌纤维的数量百分
比和面积百分比均呈极显著正相关关系。ＭｙＨＣⅡａ
型基因的表达量与ⅡＢ型肌纤维的数量百分比和面
积百分比均呈极显著负相关关系；与ⅡＡ型肌纤维
的数量百分比和面积百分比均呈正相关关系，但相

关性不显著。

表 ２　两种分型方法肌纤维类型的相关性

Ｔａｂ．２　ＲｅｌａｔｉｖｉｔｙｂｅｔｗｅｅｎｍｕｓｃｌｅｆｉｂｅｒｔｙｐｅｓａｎｄＭｙＨＣｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

参数
ＭｙＨＣ基因表达量 ＭｙＨＣ基因表达百分比

Ⅰ Ⅱａ Ⅱｘ Ⅰ Ⅱａ Ⅱｘ

Ⅰ ０８０２ ０２７２ －０５３６ ０７０９ ０１２２ －０５６９

肌纤维数量百分比 ⅡＡ －０５６８ ０４１８ ００９５ －０６１２ ０５５３ ００３８

ⅡＢ －０３３５ －０８０５ ０５４５ －０１７２ －０７７５ ０６５０

Ⅰ ０８３７ ０２８５ －０４５８ ０６６５ ００７２ －０５０４

肌纤维面积百分比 ⅡＡ －０４２８ ０５４４ －００７０ －０４６６ ０６６２ －０１３７

ⅡＢ －０４７６ －０８３６ ０５５８ －０２５５ －０７２５ ０６７３

　　注：表示相关性显著（ｐ＜００５），表示相关性极显著（ｐ＜００１），下同。

　　Ⅰ型 ＭｙＨＣ基因的表达百分比与Ⅰ型肌纤维的
数量百分比和面积百分比均呈显著正相关关系。

Ⅱａ型 ＭｙＨＣ基因的表达百分比与ⅡＢ型肌纤维的
数量百分比和面积百分比呈极显著和显著负相关关

系；与ⅡＡ型肌纤维的面积百分比均呈显著正相关
关系。Ⅱｘ型 ＭｙＨＣ基因的表达百分比与ⅡＢ型肌
纤维的数量百分比和面积百分比均呈显著正相关关

系。这说明Ⅰ型 ＭｙＨＣ基因与Ⅰ型肌纤维存在对应
关系，而 ＲＴ ＰＣＲ法确定的Ⅱｘ型 ＭｙＨＣ基因极有
可能与 ＡＴＰａｓｅ法确定的ⅡＢ型肌纤维相对应。

综上结果表明，在新疆褐牛中 ＭｙＨＣ基因型表
达与 ＡＴＰａｓｅ法确定的肌纤维类型之间存在一定的
相关性，在确定 ＭｙＨＣⅠ型基因与Ⅰ型肌纤维时两
种方法所得结果一致，而在确定Ⅱ型肌纤维和
ＭｙＨＣⅡ型基因时两种方法所得结果并不完全一致。

２３　组织蛋白酶 Ｂ、Ｌ、Ｈ活性的变化

图８～１０分别为新疆褐牛各部位肉宰后成熟过
程中组织蛋白酶 Ｂ、Ｈ、Ｌ活性的变化。从图中可以
看出，３种组织蛋白酶活性基本遵循随着宰后成熟
时间的延长先增大，然后又降低的规律。这是因为

组织蛋白酶存在于溶酶体中，在活体组织中并不呈

现活性，机体死亡后，溶酶体遭到破坏，组织蛋白酶

逐渐释放到细胞溶质中，表现为活性的逐渐升高，而

在接触到底物进而发挥作用后活性又呈现出逐渐降

低的趋势。文献［４０］对青海牦牛宰后成熟 ８ｄ内的
组织蛋白酶活性变化研究结果表明，组织蛋白酶 Ｂ、
Ｈ、Ｌ活性在８ｄ内呈现持续上升趋势，与本文对新
疆褐牛的研究结果基本一致。

不同部位肉的组织蛋白酶活性存在差异，宰后

不同成熟时间的变化也有所不同，但变化规律基本

一致。冈下肌的组织蛋白酶 Ｂ活性最高，且与其他
部位肉的活性存在显著差异，其活性在第 ９天时达
到最大值，然后逐渐降低；绝大部分部位肉的组织蛋

白酶 Ｂ活性在宰后成熟第 ９天或第 １１天时达到最
大值，除背最长肌外，其他部位肉在第 ９天和第 １１
天时无显著差异。而背阔肌的组织蛋白酶 Ｂ活性
在第３天时即达到最大值，从第７天到第１１天无显
著性变化，第 １４天时又上升到第 ３天的活性水平。
腰大肌的组织蛋白酶 Ｂ活性处于持续上升趋势，在
第１４天时达到最大值。这说明不同部位肉溶酶体
膜破裂、组织蛋白酶释放出来的速度不同，而 １４ｄ
后组织蛋白酶的变化情况还有待进一步研究。

新疆褐牛各部位肉的组织蛋白酶 Ｈ活性较低，
说明组织蛋白酶 Ｈ在牛肉宰后成熟过程中所起的
作用可能很小，可以忽略不计

［２１］
。

宰后成熟过程中组织蛋白酶 Ｌ活性变化规律
与 Ｂ相似，除腰大肌外其他各部位肉在第 ９天或第
１１天时达到最大值，而腰大肌的组织蛋白酶 Ｌ活性
则呈持续上升趋势，在第１４天时达到最大。冈下肌
的组织蛋白酶 Ｌ活性也显著高于其他部位肉。新
疆褐牛肉中，组织蛋白酶 Ｌ活性明显高于 Ｂ和 Ｈ，
以各部位的活性最大值计算，组织蛋白酶 Ｌ活性是
Ｂ的 ２５～４倍，是 Ｈ的 １０倍多甚至 ２０倍，文
献［２５］对牦牛肉的研究表明组织蛋白酶 Ｌ降解肌
球蛋白的能力是组织蛋白酶Ｂ的１０倍，在牛肉的宰
后成熟过程中发挥着重要作用。这可能是由于组织
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图 ８　牛肉宰后成熟过程中组织蛋白酶 Ｂ活性的变化

Ｆｉｇ．８　ＣｈａｎｇｅｏｆｃａｔｈｅｐｓｉｎＢ’ｓａｃｔｉｖｉｔｙｄｕｒｉｎｇｐｏｓｔｍｏｒｔｅｍ
　

图 ９　牛肉宰后成熟过程中组织蛋白酶 Ｈ活性的变化

Ｆｉｇ．９　ＣｈａｎｇｅｏｆｃａｔｈｅｐｓｉｎＨ’ｓａｃｔｉｖｉｔｙｄｕｒｉｎｇｐｏｓｔｍｏｒｔｅｍ

ａｇｉｎｇｏｆｂｅｅｆａｇｉｎｇｏｆｂｅｅｆ
　
蛋白酶 Ｂ和 Ｈ会因水洗处理受到损失，而 Ｌ相对稳
定，不易损失，所以组织蛋白酶 Ｌ在降解肌球蛋白
　　

图 １０　牛肉宰后成熟过程中组织蛋白酶 Ｌ活性的变化

Ｆｉｇ．１０　ＣｈａｎｇｅｏｆｃａｔｈｅｐｓｉｎＬ’ｓａｃｔｉｖｉｔｙｄｕｒｉｎｇｐｏｓｔｍｏｒｔｅｍ

ａｇｉｎｇｏｆｂｅｅｆ
　
重链方面起更大的作用

［４１］
，它能快速降解肌钙蛋白

Ｔ和 Ｉ，也能缓慢分解肌联蛋白、伴肌动蛋白、α辅肌
动蛋白、原肌球蛋白、肌动蛋白、重酶解肌球蛋白和

轻酶解肌球蛋白
［４２］
。同时牛肉成熟３ｄ以后肌肉的

ｐＨ值基本保持在 ５５～５７，与组织蛋白酶 Ｌ的最
适 ｐＨ值接近，从而使其能够达到最大活力［４３］

。

２４　肌纤维类型数量比和面积比与组织蛋白酶活
性的相关性分析

肌纤维类型的数量比和面积比分别与组织蛋白

酶活性及活性变化率做相关性分析，结果如表３～５所
示。组织蛋白酶活性变化率以活性最大值与初始值

相比较来计算。

表 ３　各类型肌纤维与组织蛋白酶 Ｂ活性相关性

Ｔａｂ．３　ＲｅｌａｔｉｖｉｔｙｂｅｔｗｅｅｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｕｓｃｌｅｆｉｂｅｒｔｙｐｅｓａｎｄｃａｔｈｅｐｓｉｎＢ’ｓａｃｔｉｖｉｔｙ

参数 ０ｄ活性 ３ｄ活性 ７ｄ活性 ９ｄ活性 １１ｄ活性 １４ｄ活性 活性变化率

ⅡＢ型
肌纤维类型数量比 －０４２１ －０４２７ －０４９９ －０５３２ －０４６９ －０４４２ －０２７４

肌纤维面积比 －０４５４ －０６７５ －０７２９ －０８９６ －０８５６ －０６３０ －０７８５

ⅡＡ型
肌纤维类型数量比 －０１６７ －０３９２ －０４１７ －０５０９ －０５４０ －０３４５ －０７１７

肌纤维面积比 ０３１５ ０３６２ ０５１０ ０８０４ ０４９７ ０２７０ －０１５５

Ⅰ型
肌纤维类型数量比 ０４９５ ０７２１ ０８０３ ０９１８ ０９００ ０６８６ ０９２０

肌纤维面积比 ０４５４ ０６９７ ０７８７ ０９２１ ０８９３ ０６４８ ０９１５

表 ４　各类型肌纤维与组织蛋白酶 Ｌ活性相关性

Ｔａｂ．４　ＲｅｌａｔｉｖｉｔｙｂｅｔｗｅｅｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｕｓｃｌｅｆｉｂｅｒｔｙｐｅｓａｎｄｃａｔｈｅｐｓｉｎＬ’ｓａｃｔｉｖｉｔｙ

参数 ０ｄ活性 ３ｄ活性 ７ｄ活性 ９ｄ活性 １１ｄ活性 １４ｄ活性 活性变化率

ⅡＢ型
肌纤维类型数量比 －００６０ ００３４ －０２９０ －０７３４ －０２９８ －０２７１ －０４７２

肌纤维面积比 －０３０８ －０１２０ －０３６４ －０８５６ －０７９９ －０５５７ －０２７９

ⅡＡ型
肌纤维类型数量比 －００７１ －０１８３ －０１５８ －０１８４ －０６８８ －０４８６ ００２４

肌纤维面积比 ０２０２ －０００２ ０２９７ ０８８１ －０１１４ －００９８ ０２４７

Ⅰ型
肌纤维类型数量比 ０２００ ０１５３ ０３８４ ０７５８ ０９１０ ０６９１ ０３４８

肌纤维面积比 ０１８８ ０１３５ ０３５０ ０７３４ ０９０２ ０６４１ ０３２３

　　由表３可以看出，ⅡＢ型肌纤维与组织蛋白酶
Ｂ活性呈负相关关系，而ⅡＢ型肌纤维面积比与宰
后９、１１ｄ组织蛋白酶 Ｂ活性以及组织蛋白酶 Ｂ活
性的变化率极显著或显著负相关。ⅡＡ型肌纤维数
量比与组织蛋白酶 Ｂ活性变化率呈显著负相关。
ⅡＡ型肌纤维的面积比与宰后 ９ｄ时组织蛋白酶 Ｂ

活性呈显著正相关关系。Ⅰ型肌纤维数量比与组织
蛋白酶 Ｂ活性呈显著甚至极显著正相关关系，Ⅰ型
肌纤维面积比也与宰后７～１１ｄ组织蛋白酶 Ｂ活性
呈显著甚至极显著正相关关系。这说明，在新疆褐

牛各部位肉中含有的Ⅰ型肌纤维越多、ⅡＢ型肌纤
维越少，组织蛋白酶 Ｂ活性就越高，越有助于宰后
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成熟过程中肉的嫩化。

肌纤维类型和组织蛋白酶 Ｌ活性的相关性与
肌纤维类型和组织蛋白酶 Ｂ活性的相关性相类
似，即ⅡＢ型肌纤维面积比与组织蛋白酶 Ｌ活性呈
负相关，而Ⅰ型肌纤维与宰后 ９、１１ｄ组织蛋白酶
Ｌ活性呈显著甚至极显著正相关。由于组织蛋白

酶 Ｌ活性是 Ｂ活性的 ２５～４倍，更有助于解释肌
纤维类型与宰后成熟的关系。由此可推断在Ⅰ型
肌纤维含量较高的牛肉中，由组织蛋白酶 Ｌ参与
降解的骨架蛋白在宰后成熟 ９ｄ以后的降解速度
比ⅡＢ型肌纤维含量高的牛肉快。这一推断需要
进一步试验验证。

表 ５　各类型肌纤维与组织蛋白酶 Ｈ活性相关性

Ｔａｂ．５　ＲｅｌａｔｉｖｉｔｙｂｅｔｗｅｅｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｕｓｃｌｅｆｉｂｅｒｔｙｐｅｓａｎｄｃａｔｈｅｐｓｉｎＨ’ｓａｃｔｉｖｉｔｙ

参数 ０ｄ活性 ３ｄ活性 ７ｄ活性 ９ｄ活性 １１ｄ活性 １４ｄ活性 活性变化率

ⅡＢ型
肌纤维类型数量比 －００４２ －００７２ －０７２８ －０２０２ －０１２２ －０００９ ００３９

肌纤维面积比 －０２６４ ００１７ －０５０３ －０２０２ －０５４９ －０３５９ －０１８４

ⅡＡ型
肌纤维类型数量比 ００８６ ０１５９ ０２４７ －００８６ －０４３９ －０１８３ －０２９７

肌纤维面积比 ０２１０ ０２０５ ０７２３ ００９６ ００５７ －００６０ －０４４５

Ⅰ型
肌纤维类型数量比 －００５２ －０１００ ０３３１ ０２４３ ０５２７ ０１８６ ０２６１

肌纤维面积比 －００２２ －０１４４ ０２６８ ０１８６ ０５２７ ０１７９ ０２３３

　　由于组织蛋白酶 Ｈ活性非常低，在进行与肌纤
维类型的相关性分析时，除了与ⅡＢ型肌纤维数量
比在宰后 ７ｄ时呈显著负相关关系外，与其他指标
没有显著相关性，不具有参考价值。

３　结论

（１）新疆褐牛不同部位肉的肌纤维类型组成
存在较大差异，最为典型的是冈下肌和菱形肌，冈

下肌没有ⅡＡ型肌纤维，菱形肌则几乎没有ⅡＢ型
肌纤维。对大部分部位的牛肉来说，ⅡＢ型肌纤维
的横截面积和直径最大，Ⅰ型肌纤维的横截面积
和直径最小。不同个体的腰大肌肌纤维横截面积

和直径相差较大，说明相对于其他部位牛肉而言，

在牛的生长过程中，腰大肌的肌纤维更易于受各

种因素的影响。

（２）在新疆褐牛８个部位肉中，均未发现 ＭｙＨＣ

Ⅱｂ型基因的表达。ＭｙＨＣ基因的表达与各部位肉
所处躯体的位置关系密切。两种分型方法在确定

Ⅰ型肌纤维时所得结果一致，而 ＡＴＰａｓｅ法确定的Ⅱ
Ｂ型肌纤维可能与 ＲＴ ＰＣＲ法确定的 ＭｙＨＣⅡｘ型
相对应。

（３）组织蛋白酶 Ｌ活性高，在宰后成熟中起重
要作用。组织蛋白酶 Ｈ活性非常低，在牛肉宰后成
熟中的作用可以忽略。在宰后成熟过程中，３种组
织蛋白酶活性基本呈现先增大、后减小的趋势，在宰

后９～１１ｄ时达到最大值。腰大肌的组织蛋白酶活
性呈持续上升趋势，在宰后 １４ｄ后的变化仍需进一
步研究。

（４）肌纤维类型与组织蛋白酶活性的相关性表
明，各部位牛肉中Ⅰ型肌纤维比例越高，ⅡＢ型肌纤
维比例越低，组织蛋白酶活性就越高，越有益于牛肉

宰后成熟嫩化。
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