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摘要：【目的】研究高温和氧化应激对体外培养肉鸡骨骼肌线粒体功能的影响，初步探讨高温影响肉鸡肌肉

品质的机制。【方法】从 16 只 2周龄 AA 肉鸡的左右小腿后侧分离腓骨长肌，使用不锈钢支架维持肌肉束的正常长

度，在 95%O2、5%CO2混合气体饱和条件下，体外孵育 2 h。分别测定升高孵育温度或在培养介质中添加邻苯三酚后，

肉鸡腓骨长肌线粒体活性氧（ROS）产量、钙泵（Ca
2＋
-ATPase）活性和乳酸含量的变化。【结果】升高培养温度显

著提高肉鸡骨骼肌线粒体 H2O2 的产生量（P＜0.0001），导致肌肉脂质过氧化（P＝0.0368），抑制线粒体钙泵活性

（P＝0.0001），增加乳酸积聚（P＜0.0001），并影响肌纤维膜的完整性，使肌酸激酶（CK）和乳酸脱氢酶（LDH）

的流失量增加（P =0.0009，P =0.0114），而培养介质中添加邻苯三酚对肉鸡腓骨长肌产生相似的影响。【结论】

高温影响线粒体功能，增加肌肉乳酸浓度，损伤肌纤维膜完整性，这些影响与高温诱导的氧化应激有关。 
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Effect of High Temperature and Oxidative Stress on Mitochondrial 
Function of Incubated Broiler Muscle 
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Abstract:【Objective】 The present study was conducted to determine the effects of high temperature and oxidative stress on 
mitochondrial function of incubated broilers muscle. 【Method】The bilateral M. fibularis longus muscle of sixteen broilers were 
incubated in vitro to evaluate the effect of high incubated temperature and pyrogallol on mitochondrial H2O2 production and Ca2＋

-ATPase activity. 【Result】The higher incubation temperature (44.5℃) significantly elevated muscle mitochondrial H2O2 production 
(24.6%) and significantly inhibited Ca2＋-ATPase activity (19.6%), and also resulted in the elevation of the lipid peroxidation and 
lactate content in incubated muscle. The loss of CK (phosphokinase) and LDH from incubated muscle was significantly elevated by 
higher temperature, which indicated that the integrity of muscle cell membrane was damaged. Pyrogallol, which can produce 
superoxide anion radicals by autoxidation, at 0.3 mmol·L-1has similar effects on incubated muscle as higher temperature. 
【Conclusion】High temperature effected the function of muscle mitochondria, increased lactate concentration, damaged the integrity 
of muscle cell membrane. The effects of high temperature were associated with oxidative stress. 
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0  引言 

【研究意义】夏季高温影响家禽的肌肉品质，表

现为肉色变白，持水力下降的类 PSE 肉特征[1,2]，成为

影响现代肉用家禽生产的一个主要问题，研究高温影

响肌肉品质的机制对于中国肉用家禽生产具有重要指

导意义。【前人研究进展】高温显著升高肉鸡骨骼肌

线粒体活性氧（ROS）产生量[3,4]，导致肉鸡氧化应激[5]。
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体外研究表明，ROS 影响上皮细胞、平滑肌细胞等膜

上的钙转移系统如钙离子通道、钙泵等[6,7]，引起心肌

细胞、肝卵圆细胞、小肠平滑肌细胞、上皮细胞等细

胞内钙离子浓度异常升高[8~10]。细胞内钙离子浓度异

常升高可引起乳酸大量产生[11,12]。而屠宰后肌肉内乳

酸积聚导致肌肉 pH 下降速度加快，与胴体温度过高

共同导致肌肉蛋白变性，造成肉色苍白，持水力下降

的 PSE 肉特征[13,14]。由上述研究结果推测，高温可能

通过氧化应激，影响肌纤维钙转移系统功能，导致肌

肉中乳酸积聚，进而影响鸡肉品质。【本研究切入点】

为验证这一推测，本试验研究提高孵育温度对肉鸡骨

骼肌 ROS、钙泵活性及乳酸产生量的影响，同时利用

邻苯三酚自氧化产生超氧阴离子自由基的特性，模拟

氧化应激，研究氧化应激对钙泵活性及乳酸产生量的

影响。【拟解决的关键问题】探讨高温影响肉鸡肌肉

品质是否与氧化应激有关。 

1  材料与方法 

1.1  肌肉分离与孵育 

选择 16 只体重接近、健康的 2 周龄 Arbor Acres
肉用公鸡，腹腔注射戊巴比妥钠盐（100 mg·kg-1体重），

待肉鸡麻醉后，全身消毒，在洁净环境下剥开腿部皮

肤，用眼科剪钝性剥离左右小腿后侧的腓骨长肌，注

意保持肌肉束筋腱的完整性，肌肉束剥离后迅速称重，

使用手术线将完整肌肉束两端的筋腱固定在不锈钢支

架上，使肌肉束维持正常长度。 
将固定有肌肉束的不锈钢支架置于带盖离心管

内，加入 15 ml 预热的孵育介质，41.5℃预孵育，孵

育介质为含有 5.5 mmol·L-1蔗糖的 Krebs-Henseleit 缓
冲液（pH 7.4），孵育前将孵育介质用 95%O2、5%CO2

混合气体饱和，孵育过程中每 30 min 充气 1 次，预孵

育 20 min 后，将骨骼肌转移至新的离心管中，重新准

确加入 15ml 预热的孵育介质，左右两侧骨骼肌组成

配对组，其中 8 只鸡用于高温试验，左右两侧骨骼肌

分别在 41.5℃和 44.5℃条件下孵育 2 h，另外 8 只鸡用

于氧化应激的研究，左侧为对照组，右侧孵育介质中

加入 0.3 mmol·L-1邻苯三酚，41.5℃孵育 2 h，结束后

将孵育肌肉液氮冷冻保存，用于测定线粒体 H2O2产生

量、钙泵活性、肌肉乳酸和丙二醛（MDA）含量，取

10 ml 培养介质－20℃保存，用于测定肌酸激酶（CK）、

乳酸脱氢酶（LDH）酶活性。 
1.2  骨骼肌线粒体的分离 

参考 Thakar 等[15]的方法，取 0.1 g 骨骼肌，加入 

含 0.001 mol·L-1 ATP、1%BSA 和 0.1 mg·ml-1 Nagarse
酶的预冷的分离介质 1 ml，剪碎后 4℃放置 5 min，使

用 1 ml 手动玻璃匀浆管匀浆，匀浆液在冰上孵育 5 
min，轻轻搅动，再加入 1 ml 含 0.001 mol·L-1 ATP、
1%BSA 的预冷的分离介质（不含 Nagarse 酶），再次

匀浆，匀浆液经低温离心机 480×g 离心 10 min，转

移上清液，8 700×g 再次离心 10 min，弃去上清液，

在沉淀物中加入 1 ml 分离介质，使用移液器吹打均

匀，而后再经 480×g 离心 10 min，取上清液 8 700×g
离心 10 min，得到沉淀物，加入 800 µl 保存液，使用

移液器吹打均匀，即为线粒体悬浮液，4℃冰箱保存，

2 h 内测定 H2O2产量、钙泵活性，线粒体悬浮液蛋白

含量使用考马斯亮蓝法测定。 
分离液组成：0.1 mol·L-1 蔗糖，0.05 mol·L-1 

Tris-HCl，0.005 mol·L-1 MgCl2，0.01 mol·L-1 EDTA，

0.18 mol·L-1 KCl，pH 7.4；保存液组成：0.3 mol·L-1甘

露醇，0.01 mol·L-1 KCl，0.01 mol·L-1 KH2PO4，0.01 
mol·L-1 Tris-HCl，pH 7.4；其中 ATP 由 Amresco 公司

生产，Nagarse 酶和 BSA 为 Sigma 公司产品，其它常

规试剂购自北京试剂公司。 
1.3  骨骼肌线粒体 H2O2产生量的测定 

参考 Garait 等[16]测定线粒体 H2O2 的方法并作适

当修改。准确量取 2 500 µl 预冷的缓冲液至玻璃管中，

加入 100 µl 待测线粒体悬浮液或不同浓度 H2O2标准

液，100 µl 1 200 U·ml-1 的 SOD 酶溶液，100 µl 180 
U·ml-1的 HRP 酶溶液，100 µl 15 mmol·L-1 HVA，混匀

后加入 100 µl 300 mmol·L-1的琥珀酸启动反应，立即

在激发波 315 nm，吸收波 425 nm 处测定荧光强度，

而后转移至离心管，37℃水浴 30 min，再次测定荧光

强度。每个样品测定两次，取平均值，根据反应前后

荧光强度的差值，计算每毫克线粒体蛋白每分钟 H2O2

产生量。 
测定缓冲液组成为：3 mmol·L-1 MgCl2，145 mmol·L-1 

KCl，30 mmol·L-1 Hepes，15 mmol·L-1 KH2PO4，0.1 
mmol·L-1 EGTA，pH 7.4。 
1.4  骨骼肌线粒体钙泵（Ca2＋-ATPase）活性的测定 

参考 Anand[17]的方法，分别测定线粒体 Ca2＋-Mg2＋

ATPase 和 Mg2＋-ATPase 的活性，两者之差为 Ca2＋

-ATPase 的活性。取 0.8 ml 缓冲液，加入 50 µl 线粒体

悬浮液，37℃预温 3 min，加入 30 µl 15 mmol·L-1的

ATP 启动反应，20 min 后加入 70 µl 100%的三氯乙酸

终止反应，冰浴冷却后 4℃ 3 000 r/min 离心，取上清

液 300 µl，使用钒钼酸胺法，在 420 nm 处测定上清液
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中无机磷的含量，以 µmol Pi·mg-1 protein·h-1为单位计

算酶活性。 
Ca2＋-Mg2＋ATPase 缓冲液组成：imidazole-HCl 100 

mmol·L-1，pH 7.4，KCl 100 mmol·L-1，MgCl2 0.1 
mmol·L-1，CaCl2 5 mmol·L-1，Mg2＋-ATPase 缓冲液组成：

imidazole-HCl 100 mmol·L-1，pH 7.4；KCl 100 mmol·L-1，

MgCl2 0.1 mmol·L-1，EGTA 5 mmol·L-1。 
1.5  骨骼肌中乳酸、MDA 含量，培养介质中 CK、LDH

活性的测定 

使用南京建成生物工程研究所生产的相关试剂盒

测定。 
1.6  统计与分析 

使用 SAS 软件中 univariate 程序分别对两组试验

数据进行配对 Student’s Test 检验。 

2  结果与分析 

2.1  高温及邻苯三酚对体外孵育肉鸡骨骼肌线粒体

ROS 产生及脂质氧化的影响 

由表 1 可见，升高孵育温度增加线粒体 H2O2的产

生量（P＜0.0001），提高幅度达 24.6%，导致肌肉内

的脂质过氧化，提高肌肉中丙二醛（MDA）的含量（P
＝0.0368）。邻苯三酚同样升高线粒体 H2O2的产生量

13.8%（P＝0.0005），提高肌肉中 MDA 的含量（P
＜0.0001）。

 
表 1  高温及邻苯三酚对体外孵育肉鸡骨骼肌线粒体 H2O2产生及脂质氧化的影响 

Table 1  Effect of high incubation temperature and pyrogallol on mitochondrial H2O2 production and MDA content of broiler 
muscle incubated in vitro (n=8) 

H2O2 产生量 H2O2 production (nmol·mg-1 protein·min-1) MDA 含量 MDA content (nmol·g-1 wet weight)  

样本均值 
Sample mean  

差数均值 
Difference mean 

P 值 
P value 

样本均值 
Sample mean  

差数均值 
Difference mean 

P 值 
P value 

温度 Temperature (℃) 

41.5 2.07±0.25   17.04±6.82   

44.5 2.65±0.26 0.58±0.09 ＜0.0001 19.90±6.92 2.86±3.14 0.0368 

邻苯三酚 Pyrogallol (mmol·L-1) 

0  1.96±0.12   16.17±5.53   

0.3  2.25±0.19 0.29±0.14 0.0005 26.49±6.34 10.33±3.02 ＜0.0001 

 
2.2  高温及邻苯三酚对体外孵育肉鸡骨骼肌线粒体

钙泵及乳酸含量的影响 

由表 2 可见，升高体外孵育温度抑制线粒体钙泵

活性（P＝0.0001），使钙泵活性下降 19.60%，并显

著升高肌肉中乳酸含量（P＜0.0001）。邻苯三酚同样

抑制钙泵活性（P＜0.0001），使钙泵活性降低 13.70%，

并显著增加肌肉中乳酸含量（P＜0.0001）。 

2.3  高温及邻苯三酚对体外孵育肉鸡骨骼肌中 LDH

和 CK 流失量的影响 

由表 3 可见，升高体外孵育温度增加孵育介质中

LDH 和 CK 酶活性（P=0.0009，P=0.0114），邻苯三

酚同样增加孵育介质中LDH和CK酶活性（P=0.0459，
P=0.0232），邻苯三酚升高孵育介质中 LDH 和 CK 酶

活性的幅度小于孵育温度的影响。 
 

表 2  高温及邻苯三酚对体外孵育肉鸡骨骼肌线粒体钙泵活性及乳酸含量的影响 

Table 2  Effect of high incubation temperature and pyrogallol on mitochondrial Ca2＋-ATPase activity and lactate content of broiler 
muscle incubated in vitro (n=8) 

钙泵活性 Ca2+-ATPase activity (µmol Pi·mg-1 protein·h-1) 乳酸含量 Lactate content (mmol·g-1 wet weight)  

样本均值 
Sample mean  

差数均值 
Difference mean 

P 值 
P value 

样本均值 
Sample mean  

差数均值 
Difference mean 

P 值 
P value 

温度 Temperature (℃) 

41.5 12.38±2.01   17.49±5.71   

44.5 10.17±1.92 2.20±0.80 0.0001 23.26±4.60 5.81±1.03 ＜0.0001 

邻苯三酚 Pyrogallol (mmol·L-1) 

0 11.83±1.41   17.03±5.51   

0.3 8.98±1.90 2.85±1.00 ＜0.0001 19.62±2.64 2.59±0.80 ＜0.0001 
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表 3  高温及邻苯三酚对体外孵育肉鸡骨骼肌中 LDH 和 CK 流失量的影响 

Table 3  Effect of high incubation temperature and pyrogallol on loss LDH and CK from broiler muscle incubated in vitro (n=8) 

乳酸脱氢酶(LDH activity)  IU·g-1 wet weight 肌酸激酶(CK activity)  IU·g-1 wet weight  

样本均值 
Sample mean  

差数均值 
Difference mean 

P 值 
P value 

样本均值 
Sample mean  

差数均值 
Difference mean 

P 值 
P value 

温度 Temperature (℃) 

41.5 15.01±5.41   19.90±13.98    

44.5 28.17±8.13 13.2±6.75 0.0009 45.96±25.11  26.06±21.67 0.0114 

邻苯三酚 Pyrogallol (mmol·L-1) 

0  16.14±6.34   18.64±14.54    

0.3 19.43±7.56 3.29±3.84 0.0459 36.08±23.44 17.45±17.05 0.0232 

 

3  讨论 

3.1  高温及邻苯三酚对体外孵育肉鸡骨骼肌线粒体

ROS 产生的影响 

本试验测定线粒体 H2O2 产生量的缓冲液体系中

含有 SOD 酶，可将骨骼肌线粒体产生的超氧阴离子自

由基歧化为 H2O2。Iqbal 等[18]研究发现，测定缓冲液

中加入 SOD 酶，可使 H2O2的产生量增加 10%左右，

推测是由超氧阴离子自由基歧化为 H2O2所致。因此本

试验测定的线粒体 H2O2产生量反映了线粒体 ROS 产

生量的变化。邻苯三酚很易发生自氧化作用，在自氧

化过程中可产生超氧阴离子自由基、半醌自由基等中

间产物[19]，因此广泛用于超氧化物歧化酶（SOD）活

力测定和药物抗氧化活性研究[20,21]。预试验发现，0.3 
mmol·L-1邻苯三酚在骨骼肌孵育的 2 h 内可持续产生

超氧阴离子自由基。 
急性高温应激显著升高肉鸡骨骼肌线粒体活性氧

（ROS）产生量[3,4]，导致肉鸡氧化应激[5]。Zuo 等[22]

在体外孵育大鼠横隔肌研究中发现，提高孵育温度可

显著增加横隔肌细胞内外 ROS 的产生。Abele 等[23]

报道，泥蛤线粒体随孵育温度升高，ROS 产生量呈显

著上升趋势。本试验发现升高孵育温度，肉鸡骨骼肌

线粒体 H2O2产生量升高，与上述文献报道一致。ROS
同样影响线粒体的功能，导致线粒体 ROS 产生量进一

步升高，Tonkonogi 等[24]报道，人骨骼肌线粒体暴露

于 ROS 可降低 3 态耗氧量，升高 4 态耗氧量，P/O 显

著降低。Jou 等[25]利用聚焦显微镜荧光成像技术，发

现培养介质中加入 H2O2使鼠脑星细胞线粒体 ROS 产

生量显著升高，表明氧化应激影响线粒体的功能，进

一步加重线粒体 ROS 的产生量。 
3.2  高温及邻苯三酚对体外孵育肉鸡骨骼肌线粒体

钙泵及乳酸含量的影响 

体外研究证实，ROS 可抑制膜上钙泵的活性[26,27]。

Ahuja 等[7]认为 ROS 抑制钙泵活性可能存在以下 4 种

机制：（1）ROS 直接氧化酶蛋白的巯基；（2）ROS
通过膜脂质过氧化间接氧化酶蛋白；（3）ROS 通过

膜脂质过氧化影响膜结构，间接影响酶的活性；（4）
ROS 氧化酶蛋白，导致蛋白肽链断裂，抑制酶的活性。

本试验发现高温和邻苯三酚显著抑制线粒体钙泵活

性，与增加肉鸡骨骼肌线粒体 ROS 产生量的结果相一

致。 
体外研究表明，ROS 除抑制钙泵活性外，还可通 

过影响膜上离子通道导致细胞内钙离子超载[28,29]。Wang
等[30]报道，H2O2促进胞外钙离子通过细胞膜上的钠通

道和钙通道进入胞内，导致神经细胞内钙离子浓度升

高。而细胞内钙离子浓度升高将激活 ATP 酶，使

AMP/ATP 比值升高，从而激活 AMP 依赖性蛋白激酶

（AMPK），启动骨骼肌糖原酵解[31]，导致糖酵解产

物乳酸在肌肉中积累[11,12,32]。本试验发现升高孵育温

度及邻苯三酚均提高肌肉中乳酸含量，表明高温影响

骨骼肌乳酸产生量与高温诱导氧化应激有关。 
3.3  高温及邻苯三酚对体外孵育肉鸡骨骼肌中 LDH

和 CK 流失量的影响 

LDH 和 CK 主要存在于骨骼肌中，血液和孵育液

中 LDH 和 CK 酶活性升高表明肌纤维膜完整性受   
损[33,34]。本试验发现高温及邻苯三酚均显著升高孵育

液中该酶的活性，表明高温损伤肌纤维膜的完整性与

氧化应激有关。Sandercick 等[35]的研究表明，体外孵

育肉鸡骨骼肌，在孵育液中添加特异性钙离子载体

A23187，显著升高肌浆中钙离子浓度，使肌肉中 CK
的流失速度提高 7.6 倍。其它研究也证明了肌纤维膜

完整性受损与肌纤维内钙离子浓度异常升高有关[33,34]。

由此推测高温可能通过提高 ROS 产生量，调控肌纤维

钙信号，影响肌纤维膜的完整性。高温和邻苯三酚抑
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制线粒体钙泵活性、提高肌肉乳酸含量的研究结果也

支持这一推测。 

4  结论 

高温增加肉鸡骨骼肌线粒体 ROS 产量，抑制钙泵

活性，增加骨骼肌中乳酸含量，并损伤肌纤维膜完整

性，模拟氧化应激产生相似影响。表明高温影响线粒

体钙离子转移系统功能、增加乳酸浓度、损伤肌纤维

膜完整性与氧化应激有关。 
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