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牦牛肉宰后成熟机理与肉用品质研究
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　　【摘要】　以 １０头青海牦牛为研究对象，对其在宰后 ８ｄ成熟期间的机理指标：ｐＨ值、糖原含量、肌原纤维小片

化指数（ＭＦＩ）、钙激活酶活性、组织蛋白酶 Ｌ活性以及肉用品质：加压损失、蒸煮损失、剪切力、色度 Ｌ、ａ、ｂ进行

了测定分析，并对剪切力、ＭＦＩ、钙激活酶活性、组织蛋白酶 Ｌ活性进行相关性分析。结果表明：成熟过程中上述指

标均发生变化，最直接的效应是改善了牦牛肉的嫩度。ＭＦＩ和钙激活酶活性相关性极显著（Ｐ＜００１）与组织蛋白

酶 Ｌ活性相关性显著（Ｐ＜００５），钙激活酶活性与组织蛋白酶 Ｌ活性呈显著负相关（Ｐ＜００５）。
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　　引言

宰后肌肉成熟（ａｇｅｉｎｇ）是指动物屠宰后由肌肉
到肉的转变过程

［１］
。该过程是通过将屠宰后的胴

体贮藏于冷藏温度下８～１１ｄ完成的［２］
。在这个过

程中伴随着一些物理和化学变化，如 ｐＨ值、离子强
度和肌原纤维结构变化等。肌肉成熟后，会获得消

费者能够满意的嫩度和风味。因此，成熟过程也称

为嫩化（ｔｅｎｄｅｒｉｚａｔｉｏｎ）［３～４］。依钙蛋白酶系（钙激活
酶）和溶酶体蛋白酶系（组织蛋白酶）被认为是这个

过程主要的贡献者。钙激活酶在肌肉中的作用已经

被广泛证明
［５～６］

，组织蛋白酶 Ｂ、Ｄ、Ｌ及 Ｈ能够引起
宰后肌肉的降解，其中组织蛋白酶 Ｌ的影响最为显
著

［７］
。Ｔａｙｌｏｒ等证明了组织蛋白酶 Ｌ能够降解兔骨



骼肌中的肌球蛋白重链、肌动蛋白、α辅肌动蛋白、
肌钙蛋白 Ｔ和 Ｉ［８］。Ｙａｍａｓｈｉｔａ等认为组织蛋白酶 Ｌ
对鲑鱼宰后肌肉软化起着主要作用

［９］
。

牦牛主要分布在我国以青藏高原为中心的高山

地区，具有肉质鲜美、低脂、高蛋白、矿物质含量丰富

的特点，是消费者青睐的天然绿色食品
［１０］
。但在目

前生产中，牦牛肉不经过成熟便直接销售，严重影响

了其品质。鉴于此，本文对牦牛肉成熟过程中肉用

品质的变化以及与成熟机理相关的 ｐＨ值、糖原含
量、ＭＦＩ、钙激活酶及组织蛋白酶 Ｌ的活性进行研
究，并分析它们之间的相关性，以期为日后牦牛肉的

加工、运输和消费提供科学依据。

１　材料与方法

１１　肉样采集
选取自然放牧状态下，健康无病的３～４岁龄青

海大通牦牛１０头，集中屠宰，现场采集背最长肌，装
入洁净保鲜袋中密封，在０～４℃条件下运往实验室
待测。

１２　仪器设备
ＲＦ５３０１ 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；ＣＲ １０型色差仪，日本美能达公司；Ｈ２０５０Ｒ型
高速冷冻离心机，湘仪离心机仪器有限公司；ＡＢ Ｓ型
电子天平，梅特勒 托利多仪器上海有限公司；

Ｃ ＬＭ４型剪切力仪，东北农业大学；ＷＷ３型应变
式立侧限压缩仪，南京土壤仪器厂；ＰＨＳ２ ２５型数
字酸度计，上海雷磁公司。

１３　测定指标与方法
将采集的牦牛背最长肌置于 ４℃条件下分别贮

藏０、１、３、５、８ｄ，进行成熟过程中各指标测定。
１３１　机理指标

（１）ｐＨ值
将酸度计电极插入打碎的肉样中，与肉样充分

接触，待 ｐＨ计读数稳定后记录，每个肉样测定３次，
每次读数精确到 ｐＨ值００１，最后求其平均值。

（２）糖原含量
采用蒽酮比色法

［１１］
。

（３）肌原纤维小片化指数（ＭＦＩ）
参考 Ｄｅｌｇａｄｏ等的方法测定［１２］

。

（４）钙激活酶活性
提取：称取５０ｇ肉样，去除脂肪和结缔组织，加

入３倍体积的抽提液（０１７ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣＩ，４ｍｍｏｌ／Ｌ
ＥＤＴＡ，ｐＨ值７９）进行匀浆。对匀浆后的肌浆离心
４０ｍｉｎ（４℃，６０００ｇ），收集上清液调 ｐＨ值至 ６１～
６２，在 ４℃下静置 ２０ｍｉｎ，离心（６０００ｇ，３０ｍｉｎ）。

调上清液 ｐＨ值至４９～５０，离心（６０００ｇ，３０ｍｉｎ），
弃 去 上 清 液，向 沉 淀 中 加 入 １０ｍＬ缓 冲 液
（０１７ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣＬ，４ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，１０ｍｍｏｌ／Ｌ
巯基乙醇，ｐＨ值８３），置于磁力搅拌器上至沉淀全
部溶解，然后用蒸馏水将溶液稀释至 ２０ｍＬ，调节
ｐＨ值至 ７０，离心６０ｍｉｎ（４℃，３００００ｇ），取上清液
进行透析，以除去小分子物质。透析完全后收集透

析袋内的液体离心过滤，得到的清液即为钙激活酶

粗酶液。（注：提取过程中 ｐＨ值调节均用 １ｍｏｌ／Ｌ
的乙酸。）

活性测定：将 ５ｍｇ／ｍＬ酪蛋白和 ０２５ｍｇ／ｍＬ
钙激活酶加入 １００ｍｍｏｌ／ＬＫＣ１、１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ缓
冲液（ｐＨ值 ７５），１００ｍｍｏｌ／Ｌ巯基乙醇、１ｍｍｏｌ／Ｌ
ＥＤＴＡ，５ｍｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２的反应体系中，２５℃恒温反
应３０ｍｉｎ后，加入２ｍＬ质量分数为 ５％三氯乙酸终
止反应，在波长 ２７８ｎｍ处测得的吸光度记为 Ａ１，然
后以１０ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ代替反应体系中的 ５ｍｍｏｌ／Ｌ
ＣａＣｌ２作为对照组进行反应，反应后测得的吸光度记

为 Ａ２
［１３］
。钙激活酶活性计算公式为

ＣＡ＝
Ａ１－Ａ２
ｍ

式中　ＣＡ———钙激活酶活性　　ｍ———样品质量
（５）组织蛋白酶 Ｌ
组织蛋白酶 Ｌ的提取参照董训江等方法［１４］

。

酶活性测定参照 Ａｒａｎｉｓｈｉ等方法［１５］
稍加改动，反应

体系为 ９８０μＬ质量分数为 ０１％ Ｂｒｉｊ３５，４００μＬ
０４ｍｏｌ／Ｌ乙酸钠缓冲液（含５ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，ｐＨ值
５５），２００μＬ１０ｍｍｏｌ／ＬＬＣｙｓ和 ２００μＬ酶液。混
合液置于 ４０℃ 水浴中 ２ｍｉｎ，然后加入 ４００μＬ
２５μｍｏｌ／Ｌ的底物 ＺＰｈｅＡｒｇＡＭＣ，在相同的温度下
反应３０ｍｉｎ后，加入３ｍＬ终止液（０１ｍｏｌ／Ｌ乙酸，
０１ｍｏｌ／Ｌ氯乙酸钠，ｐＨ值 ４３）终止反应。用荧光
分光光度计，在激发波长 ３８０ｎｍ，发射波长 ４６０ｎｍ
时测定其荧光强度。１个酶活单位（Ｕ）被定义为在
最适反应温度（４０℃）及最适 ｐＨ值（５５）条件下，每
分钟内催化１μｍｏｌＡＭＣ转化为产物所需的酶量。
１３２　肉用品质

（１）加压损失
取１ｃｍ厚的肉样用取样器截取面积为 ５０ｃｍ２

的肉样，质量为 ｍ１，将肉样置于两层医用纱布之间，
上、下各垫１８层滤纸，置于压缩仪平台上，匀速加压
至３４３Ｎ，保持５ｍｉｎ，撤除压力后立即称量记为 ｍ２，
测定３次，取其平均值。加压损失计算公式为

ＰＬ＝
ｍ１－ｍ２
ｍ１

×１００％

式中　ＰＬ———加压损失，％
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（２）蒸煮损失
修整去除肉块表面的脂肪和结缔组织，称量记

为 ｍａ，８０℃恒温水浴加热，用数显温度计记录加热
过程中肉块的中心温度。当中心温度达到 ７５℃时，
恒温保持５ｍｉｎ后取出流水冷却至室温，再次称量
记为 ｍｂ，蒸煮损失计算公式为

ＣＬ＝
ｍａ－ｍｂ
ｍｂ

×１００％

式中　ＣＬ———蒸煮损失，％
（３）剪切力
将测定蒸煮损失后的肉样沿肌纤维方向取３个

直径为 １２７ｃｍ肉柱，用 Ｃ ＬＭ４型嫩度仪垂直肌
纤维方向剪切肉柱，记录每个肉柱的剪切力，计算平

均值。

（４）色度
用色差仪测定肉样的 Ｌ（亮度）、ａ（红度）、

ｂ（黄度），平行测定３次，求其平均值。
１４　数据处理和统计分析

试验结果均采用平均数 ±标准差，用 ＳＰＳＳ１９０
软件对数据进行方差分析，并用Ｄｕｎｃａｎ法进行多重
比较。

２　结果与分析

２１　机理指标的变化
ｐＨ值、糖原含量、ＭＦＩ、钙激活酶和组织蛋白酶

Ｌ被认为与宰后肌肉的成熟机理有直接的联系。牦
牛肉宰后成熟过程中各机理指标随时间变化如表 １
所示。

表 １　牦牛肉宰后成熟过程中机理指标的变化

Ｔａｂ．１　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆａｇｅｉｎｇｍｅｃｈａｎｉｓｍｉｎｄｉｃａｔｏｒｓｄｕｒｉｎｇｙａｋｍｅａｔａｇｅｉｎｇ

指标
成熟天数／ｄ

０ １ ３ ５ ８

ｐＨ值 ６８４±００６ａ，Ａ ６３２±００５ｂ，Ｂ ５５４±００６ｃ，Ｃ ５５１±００４ｃ，Ｃ ５６８±００７ｃ，Ｃ

糖原／ｍｇ·ｇ－１ ２４１±００４ａ，Ａ １９７±００１ｂ，Ａ １２１±０１３ｃ，Ｂ １０５±００１ｃ，Ｂ ０９３±００４ｃ，Ｂ

ＭＦＩ ２９７±６０６ｅ，Ｅ ５２１±２５３ｄ，Ｄ １２８４±９９８ｃ，Ｃ １４６９±５０５ｂ，Ｂ １５７７±７２９ａ，Ａ

钙激活酶／Ｕ ２７６±０１９ａ，Ａ １９４±００８ｂ，Ｂ １２８±００８ｃ，Ｃ ０９４±０１７ｄ，Ｄ ０７５±００６ｄ，Ｄ

组织蛋白酶 Ｌ／Ｕ １２８１９３±８５０４ｃ，Ｃ １４８０１９±２５１９ｂ，ＢＣ １６４４３７±７７４３ｂ，ＡＢ １６７９０１±５４７９ｂ，ＡＢ １９１７６３±１２６２ａ，Ａ

　　注：上标 ａ、ｂ、ｃ代表差异显著性 Ｐ＜００５；上标 Ａ、Ｂ、Ｃ代表差异显著性 Ｐ＜００１，表２同。

　　在宰后０～３ｄｐＨ值迅速下降，在３ｄ时达到最
小值随后缓慢上升趋于稳定。本研究结果与Ｃｈａｓｃｏ
等报道的牛肉在宰后 ２４ｈ达到最小值相比，ｐＨ值
下降速率较慢，这可能受到电刺激、冷却处理的影

响
［１６］
。肌糖原是糖酵解过程中产生乳酸的底物，

ｐＨ值表明了机体生成酸性物质（主要是乳酸）的含
量

［１７］
。在屠宰刚刚完成时，牦牛肉中的糖原含量最

高。在宰后 ０～３ｄ糖原被大量消耗，３ｄ后糖原下
降趋于缓慢。主要原因可能是 ｐＨ值降低到一定程
度后，Ｈ＋

浓度大幅升高使得与糖酵解有关的酶相继

失活，随着时间延长，糖原含量逐渐降低，酵解速度

和程度逐渐减小。

ＭＦＩ代表了肌原纤维蛋白被降解及肌原纤维结
构破坏的程度，也可以说这一指标直接反映了成熟

进行的程度
［１７］
。ＭＦＩ的上升主要发生在成熟前３ｄ，

而在接下来的成熟过程中 ＭＦＩ的上升速率和幅度
都较之减弱。这与 Ｖｅｉｓｅｔｈ等对绵羊背最长肌的研
究结果一致，ＭＦＩ的增加被视为 μ钙激活酶作用的
结果

［１８］
。

钙激活酶在成熟早期表现出较高的活性，随着

成熟时间的延长活性逐渐下降，当牦牛肉成熟 ８ｄ

时钙激活酶的活性仅为刚屠宰时活性的 ２７％。这
说明钙激活酶在水解肌原纤维蛋白的同时也发生了

自身的降解，可以将钙激活酶活性的下降视为其参

与了蛋白水解
［１９］
。

组织蛋白酶被视为与宰后肌肉成熟嫩化相关的

另一大酶系，其中组织蛋白酶 Ｌ发挥的作用最为显
著。随着成熟时间的延长该酶的活性逐渐增大。主

要的原因可能是在成熟 ３ｄ以后肌肉的 ｐＨ值基本
保持在 ５５～５７，这与组织蛋白酶 Ｌ的最适 ｐＨ值
接近，使得其能够发挥最大活力

［１５］
。也有报道证

明：在宰后成熟初期组织蛋白酶 Ｌ的活性较低，因
为它们没有完全从溶酶体中释放出来，随着成熟时

间的延长组织蛋白酶 Ｌ逐渐从溶酶体中释放出来，
活性逐渐增大，直到成熟１４ｄ后溶酶体才能彻底破
裂

［２０］
。

２２　肉用品质的变化
牦牛肉宰后成熟过程中肉用品质随时间变化如

表２所示。
加压损失和蒸煮损失反映了肌肉的持水力。在

牦牛肉成熟过程中加压损失和蒸煮损失都是呈先上

升后下降的趋势，这在很大程度上受到 ｐＨ值的影
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　　 表 ２　宰后成熟过程中牦牛肉的肉用品质变化

Ｔａｂ．２　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｍｅａｔｑｕａｌｉｔｙｄｕｒｉｎｇｙａｋｍｅａｔａｇｅｉｎｇ

指标
成熟时间／ｄ

０ １ ３ ５ ８

加压损失／％ ５５０±０３１ｄ，Ｄ １６８３±０９９ｂ，Ｂ ２４３１±０８０ａ，Ａ １５４６±１３０ｂ，Ｂ １０４４±１３８ｃ，Ｃ

蒸煮损失／％ ２８０６±１３１ｅ，Ｃ ３４８３±１３８ｃ，Ｂ ３９６３±２９４ａ，Ａ ３５０７±３９２ｂ，Ａ ３３０６±３６４ｄ，Ｂ

剪切力／Ｎ ４９８１±３３７ｃｄ，ＣＤ ６４０２±５８２ｂ，Ｂ ８９７０±３９８ｂ，Ａ ５６１７±１１３ｃ，ＢＣ ４２６７±１６７ｄ，Ｄ

Ｌ ３３３０±１５７ｂ，Ｃ ３４４５±１６３ｂ，ＢＣ ３９４５±１３３ａ，Ａ ３７５８±２１３ａ，ＡＢ ３５０４±１２７ｂ，ＢＣ

ａ ２６９０±１９６ａ，Ａ ２５８０±１４５ｂ，Ｂ ２４１３±１７７ｂ，Ｂ ２４１２±２３５ｂ，Ｂ ２５６３±２５１ｂ，Ｂ

ｂ １３６３±１３５ｂｃ，ＢＣ １４２５±１３３ｂ，Ｂ １６７０±０９７ａ，Ａ １１４７±０９８ｄ，Ｄ １２４６±１４３ｃｄ，ＣＤ

响。由于 ｐＨ值对肌肉持水力影响的实质是蛋白质
分子的静电荷效应，当 ｐＨ值下降到或接近等电点
时，肌肉蛋白的净电荷减少，蛋白质分子之间的静电

斥力减小，使其网状处于紧缩状态，所容纳的水就

少，所以持水力就小
［２１］
。

剪切力是肌肉成熟过程中嫩度变化的直接反

映，宰后牦牛肉的剪切力呈先上升后下降的变化趋

势。因为肌肉在成熟早期会进入僵直状态，主要是

肌节的收缩引起的，当达到最大僵直以后，在一系列

内源性蛋白酶的作用下将肌肉结构破坏，使得肌肉

的嫩度增大
［２２］
。

牦牛肉宰后成熟过程中 Ｌ及 ｂ均呈先升高后
降低的趋势，ａ呈先降低后升高的趋势。这与吴菊
清对冷却牛肉和猪肉中色泽的研究结果相似

［２３］
。

Ｌ增加主要是肌肉内部水分渗出，堆积在肉块表
面，从而增强光的反射。ａ下降是由于随着成熟时
间的延长，肌红蛋白与氧气充分接触，被氧化生成高

铁肌红蛋白。肌肉与氧气充分接触后，肌肉中的脂

肪被氧化，从而使 ｂ增加［２４］
。

２３　剪切力与 ＭＦＩ、钙激活酶、组织蛋白酶 Ｌ相关
性分析

剪切力直接反映嫩度，而 ＭＦＩ、钙激活酶、组织
蛋白酶是嫩度改变的内在因素，所以对这几个指标

进行相关性分析。由表 ３可以看出，ＭＦＩ和钙激活
酶活性相关性极显著（Ｐ＜００１），这说明牦牛肉成
熟过程中，钙激活酶被大量的 Ｃａ２＋激活，作用于 Ｚ
线后使之受到持续的张力，导致其断裂、崩解，因此

ＭＦＩ随之增大［２５］
。ＭＦＩ和组织蛋白酶 Ｌ活性相关

性显著（Ｐ＜００５），可能是因为在成熟后期组织蛋
白酶 Ｌ开始从溶酶体中释放出来，作用于肌原纤
维，导致 ＭＦＩ增大。钙激活酶活性和组织蛋白酶活

性呈显著负相关（Ｐ＜００５），随着成熟时间的延长
钙激活酶的活性越来越弱，组织蛋白酶从溶酶体中

逐渐释放，其活性越来越大。Ｂａｒｏｎ等研究发现，钙
激活酶首先破坏肉中的肌间线蛋白的多肽结构，然

后组织蛋白酶再将其进一步降解为更小的肽类物

质
［２６］
。

表 ３　剪切力与 ＭＦＩ、钙激活酶、组织蛋白酶相

关性分析

Ｔａｂ．３　Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｓａｎａｌｙｓｉｓｂｅｔｗｅｅｎｓｈｅａｒｆｏｒｃｅａｎｄ

ＭＦＩ，ｃａｌｐａｉｎｓａｎｄｃａｔｈｅｐｓｉｎＬ

指标 剪切力 ＭＦＩ 钙激活酶 组织蛋白酶 Ｌ

剪切力 １ ００４５ －００４３ －０１０１

ＭＦＩ ００４５ １ －０９７３ ０９３１

钙激活酶 －００４３ －０９７３ １ －０９５８

组织蛋白酶 Ｌ －０１０１ ０９３１ －０９５８ １

　　注：表示 Ｐ＜００５时相关性显著；表示 Ｐ＜００１时相关

性极显著。

３　结论

（１）牦牛肉宰后成熟过程中，ｐＨ值、糖原、ＭＦＩ，
钙激活酶活性及组织蛋白酶 Ｌ活性都发生了变化。
且 ｐＨ值、糖原、ＭＦＩ和钙激活酶活性的变化主要集
中在宰后０～３ｄ，而组织蛋白酶 Ｌ的活性在这一时
期相对较低。

（２）成熟对肌肉的加压损失、蒸煮损失、剪切力
及色度都有影响，而对肉质最直接的影响是改善了

其嫩度。

（３）在整个成熟过程中，ＭＦＩ与钙激活酶活性
相关性极显著，与组织蛋白酶 Ｌ活性相关性显著，
钙激活酶活性与组织蛋白酶 Ｌ活性呈显著负相关。
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