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摘要:目的:研究干法成熟和湿法成熟过程中牛肉嫩度的

变化.方法:以延边黄牛臀肉为材料,测定其在宰后干法

成熟与湿法成熟３０d内剪切力值、pH、水分含量、肌原纤

维小片化指数、蛋白降解情况及肌纤维组织学特性等指

标的变化.结果:随着成熟时间的延长,干法成熟和湿法

成熟牛肉样品剪切力值均显著降低,成熟３０d时剪切力

值从９１．７N分别降到５１．６N和３９．８N,肌原纤维小片化

指数、肌原纤维蛋白降解变化显著;湿法成熟牛肉样品

３０d时肌内膜降解,肌纤维排列紧密;牛肉中肌酸激酶和

醛缩酶等相对分子质量大的肌浆蛋白分解成为相对分子

质量小的蛋白,且种类增多浓度增大.结论:宰后成熟显

著提升牛肉嫩度,湿法成熟样品肌原纤维碎裂、肌浆蛋白

以及肌细胞中结缔组织降解程度相比于干法成熟更强,

对肉嫩度影响较大.

关键词:嫩度;干法成熟;湿法成熟;肌纤维特性;蛋白质

降解;黄牛

Abstract:Objective:Thisstudyaimedtoinvestigatethechanges

ofbeeftendernessduringdryandwetＧaging．Methods:Yanbian

cattlewasusedasmaterialtodeterminethechangesinshear

force,pH,moisturecontent,myofibrillarfragmentationindex,

proteindegradationandhistologicalpropertiesofmusclefibers

within３０ daysafter dry and wetＧaging．Results: With the

extensionofagingtime,theshearforceofdryandwetagingbeef

samplesdecreasedsignificantly,andtheshearforcedecreased

from９１．７ N to５１．６ N and３９．８ N at３０ daysofaging,

respectively． The myofibrillar fragmentation index and

myofibrillarproteindegradationchangedsignificantly．After３０

daysof wetaged beefsamples,the muscle membrane was

degraded,andthemusclefibersweretightlyarranged．Thehigh

molecularweightmyoplasmicproteinssuchascreatinekinaseand

aldolaseinbeefweredecomposedintosmallmolecularproteins,

and their concentrations increased with increasing variety．

Conclusion:Postmortemagingsignificantlyimprovedthetenderness

ofbeef．Thefragmentationofmyofibrillarfibers,thedegradationof

myoplasmicproteinandtheconnectivetissueinmusclecellsofwet

agingsampleswerestrongerthanthatofdryagingsamples,which

hadagreaterimpactonthetendernessofthemeat．

Keywords:tenderness; dryＧaging; wetＧaging; muscle fiber

characteristics;proteindegradation;cattle

在评价鲜肉食用质量特征时,嫩度在消费者接受程

度上起着至关重要的作用[１].动物经屠宰后肌细胞处于

无氧状态导致肌肉收缩,影响肉的嫩度.在成熟过程中

由于内源性蛋白水解酶调控细胞凋亡[２],加快肌原纤维

蛋白和结缔组织蛋白的水解,以蛋白质降解为主的生化

反应能够改善肉的质地.目前常见的宰后成熟方式有干

法成熟和湿法成熟两种[３－４],均能显著提高肉的嫩度[５].

Kim 等[６]分别将牛肉进行了２８d的湿法成熟和干法成
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熟,发现干熟样品的剪切力低于湿熟样品;也有研究[７]表

明,干法成熟至１４~３５d时,牛肉的嫩度和剪切力虽然持

续改善,但１４d之后的嫩度改善效果显著降低.张睿[８]

的研究结果也显示了干法成熟和湿法成熟均有效改善牦

牛西冷的嫩度,且成熟时间越长,改善效果越好.肌纤维

已被确定为影响肉类品质的重要因素,肉的最终嫩度也

取决于肌原纤维结构的改变和降解的程度[９－１０].因此,

为了探究宰后不同成熟过程中肉嫩度的变化,有必要深

入探究成熟过程中肌原纤维蛋白降解与结构特性改变对

宰后牛肉的影响.

延边黄牛臀肉中脂肪含量低,肌纤维比例较高,推断

其在成熟过程中结构改变和降解速率较快[１１].研究拟以

臀肉作为材料,分别进行３０d的干法成熟和湿法成熟,通
过比较肉的嫩度相关品质、肌纤维结构特性和蛋白质降

解程度,分析宰后成熟过程中嫩度变化,以优化最佳的嫩

化方式为实际加工提供理论依据.

１　材料与方法

１．１　材料与仪器

雄性成年延边黄牛:龙井长白山犇福清真肉业有限

公司;

氯化钾、氯化镁、乙二胺四乙酸、甲醛、乙醇、二甲苯、

尿素、硫脲:分析纯,天津市科密欧化学试剂有限公司;

BCA蛋白浓度测定试剂盒、SDSＧPAGE凝胶制备试

剂盒、考马斯亮兰染色套装、苏木素伊红(HE)染色试剂

盒:北京索莱宝科技有限公司;

pH 计:pHＧSTAR型,北京天翔飞域科技有限公司;

高速分散均质机:DY８９ＧⅡ型,宁波新芝生物科技股

份有限公司;

质构仪:TMSＧPLUS型,北京盈盛恒泰科技有限责任

公司;

酶标仪:MultiskanFC型,德国赛默飞世尔科技公司;

组织切片机:HistoCoreBIOCUT型,德国徕卡公司.

１．２　成熟工艺

成年雄性延边黄牛屠宰后,将臀肉均匀分割成形状

统一、重量为(２．０±０．２)kg的肉块,充分混合后随机分为

２组进行３０d的干法成熟和湿法成熟,干法成熟(D):悬
挂在发酵箱中,温度２~４℃,相对湿度(RH)(８５±５)％,

风速１．２m/s;湿法成熟(W):真空包装放置于２~４℃的

环境中;每组６块,同时取２块作为０d空白对照样品,各
处理组分别在成熟１０,２０,３０d时取样.

１．３　试验方法

１．３．１　剪切力值测定　将温度计插入肉块中心,于蒸煮

袋内水浴加热至温度为７５℃后取出,充分冷却后顺肌纤

维方向切成１cm×１cm×３cm 的长条测定剪切力值,测
试速度６０mm/min,初始力０．５N.

１．３．２　水分含量测定　参照 GB５００９．３—２０１６.

１．３．３　pH　采用pH 计法.

１．３．４　肌原纤维小片化指数的测定　参考张诗泉等[１２]

的方法并修改,取２g成熟牛肉样品,加入３０mL缓冲液

(１００mmol/LKCl,１mmol/LEDTA,１mmol/L MgCl２,

pH７．０),冰浴匀浆１min.在４ ℃、１００００r/min离心

１５min,弃去上清液,在沉淀中再次加入２０mL缓冲液,

充分溶解后用BCA试剂盒测定蛋白浓度后,稀释至质量

浓度为０．５mg/mL,于５４０nm 下测溶液的吸光度,将吸

光度值乘２００后,即为肌原纤维小片化指数.

１．３．５　石蜡切片制备及染色　肉样垂直肌纤维方向切成

１cm×１cm×０．５cm 的小块后放置于体积分数４％的甲

醛溶液中固定２４h,再用自来水冲洗过夜.将组织切成

合适大小装入包埋盒,依次于体积分数为 ７０％,８０％,

９０％,９５％,１００％的酒精中脱水１h,再放置于二甲苯中

浸泡１０min透明;分别于软蜡和硬蜡中浸泡１h后包埋.

用石蜡切片机将组织切成６μm 的薄片后 HE染色.

１．３．６　肌纤维结构观察　用显微镜观察染色后的切片并

拍照,随机选取２０根肌纤维[１３],用ImageＧproplus软件

计算肌纤维横截面积S 和肌纤维直径L;肌纤维密度 D
以单位面积S１内肌纤维数量 N 计算.

１．３．７　蛋白提取　根据 Roberto等[１４]的方法.取１g肉

样,加入１０mL５０mmol/L的 TrisＧHCl缓冲液(pH８．０)

后,在冰浴中匀浆２min,４℃１００００×g 离心２０min,取

上清液,为肌浆蛋白提取物;再次向沉淀中加入等体积缓

冲液,涡旋后离心除掉上清液中的可溶性蛋白,再向沉淀

中加 入 １０ mL 含 ６ mol/L 尿 素 和 １ mol/L 硫 脲 的

５０mmol/LTrisＧHCl涡旋５min,４ ℃ １００００×g 离心

２０min,将上清液置于活化后的透析袋中４℃透析过夜,

即得肌原纤维蛋白提取液.

１．３．８　SDSＧPAGE分析　用 BCA 蛋白定量试剂盒测量

提取的肌浆蛋白和肌原纤维蛋白的浓度,并用磷酸盐缓

冲液调至２mg/mL.以体积比３∶１加入４×蛋白上样缓

冲液,在沸水中煮５min至变性.SDSＧPAGE条件:分离

胶质量分数１２％,浓缩胶质量分数５％,上样量１０μL,先

以８０V电压电泳直到条带于浓缩胶与分离胶临界处,然
后以１４０V电压电泳直到指示条带至分离胶底端,用考

马斯亮蓝套装染色、脱色后观察.

１．４　数据统计与分析

每个试验平行重复３次,结果以“平均值±标准差”

表示;采用SPSS２７．０．１软件中单因素方差分析数据是否

具有显著性差异,P＜０．０５表示差异显著.

２　结果与讨论

２．１　剪切力值的变化

由图１可知,两种成熟方式的剪切力值均随时间延
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小写字母表示同种成熟方式不同成熟时期差异显著(P＜０．０５);

大写字母表示相同时期不同成熟方式间差异显著(P＜０．０５)

图１　延边黄牛肉宰后成熟过程中剪切力值变化

Figure１　ChangesinshearforceduringpostＧslaughter
agingofYanbiancattle

长呈显著下降趋势(P＜０．０５),这一过程是由蛋白酶的作

用或钙离子在成熟过程中引起肌原纤维间Z线降解引起

的[１５].相比于干法成熟,湿法成熟对嫩度有更好的改善

作用(P＜０．０５),是由于无氧状态下宰后肌肉发生糖酵解

等生化反应使pH 值下降[１６],变性的肌原纤维蛋白成为

组织蛋白酶B、蛋白酶体６等蛋白酶系统更容易作用的靶

点,在牛肉嫩化方面也很重要[１７－１８].

２．２　水分含量的变化

由图２可知,干法成熟过程中牛肉水分含量随成熟

时间延 长 呈 下 降 趋 势,且 显 著 低 于 湿 法 成 熟 组 (P ＜
０．０５).湿法成熟的水分含量稳定归因于真空包装,而干

法成熟由于环境湿度的影响,在牛肉解僵和成熟过程中

汁液流失过多,水分含量降低.肌肉中的水分含量一定

程度上会影响肉的嫩度,牛肉脱水使肌纤维空隙增大[１９],

因此干法成熟牛肉的嫩度低于湿法成熟样品.

小写字母表示同种成熟方式不同成熟时期差异显著(P＜０．０５);

大写字母表示相同时期不同成熟方式间差异显著(P＜０．０５)

图２　延边黄牛肉宰后成熟过程中水分含量的变化

Figure２　 Changesin moisturecontentduring postＧ

slaughteragingofYanbiancattle

２．３　pH值的变化

pH 值对宰后牛肉的嫩度和持水力等都有一定的影

响[２０].由图３可知,干法成熟牛肉的pH 值随时间延长

呈上升趋势,湿法成熟的相反.这可能是由于微生物的

作用,干法成熟牛肉表面的低水分环境有利于酵母菌的

增殖[２１],蛋白质分解产生胺类等碱性物质使得成熟期间

pH 值升高.而湿法成熟样品由于真空包装隔绝氧气,乳
酸菌增殖导致成熟期间pH 值降低[２２].有研究表明,在
湿法成熟过程中,pH 值下降增强了caspaseＧ３的激活和

线粒体功能障碍诱导的细胞凋亡[２３],或由于低pH 值改

变了质子的稳态,降低了肌原纤维蛋白之间的静电斥力,

引起肌肉纤维不可逆侧向收缩,使牛肉嫩度提升[２４].

２．４　肌原纤维小片化指数变化

由图４可知,两种成熟方式的肌原纤维小片化指数

小写字母表示同种成熟方式不同成熟时期差异显著(P＜０．０５);
大写字母表示相同时期不同成熟方式间差异显著(P＜０．０５)

图３　延边黄牛肉宰后成熟过程中pH 值变化

Figure３　ChangesinpHvaluesduringpostＧslaughter
agingofYanbiancattle

小写字母表示同种成熟方式不同成熟时期差异显著(P＜０．０５);
大写字母表示相同时期不同成熟方式间差异显著(P＜０．０５)

图４　延边黄牛肉成熟过程中牛肉肌原纤维

小片化指数变化

Figure４　Changesofmyofibrillarfragmentationindexof

Yanbiancattleduringtheagingprocess
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均随时间延长呈上升趋势,且湿法成熟显著高于干法成熟

组(P＜０．０５),分别达到３３９．８±１６．６和２３１．６±１９．０.肌原

纤维小片化指数在一定程度上能够间接预测肉的嫩度,变
化趋势反映出牛肉结构蛋白水解程度随成熟时间的延长

而升高,并被降解为片段[２５].肌纤维间I带断裂、肌联蛋白

降解等变化降低肌原纤维结构强度,使肉的嫩度提高[１２].

２．５　肌纤维特性变化

延边黄牛肉干法成熟和湿法成熟过程中肌纤维结构

特性如图５和表１所示.干法成熟组肌纤维特性随时间

延长均无显著差异(P＞０．０５),湿法成熟组肌纤维面积和

直径均随时间延长呈降低的趋势,肌纤维密度显著升高

(P＜０．０５).湿法成熟组的肌内膜边缘降解,逐渐模糊、

厚度变小,肌纤维之间排列紧密,几乎没有间隙,这可能

是导致湿法成熟样品嫩度提升的原因之一.推测肌内膜

和肌束膜等结缔组织的变化对肉的嫩度一样起着关键作

用[２６].宰后成熟是改善肉品质的重要途径,控制细胞凋

亡能够调控肉品嫩化的进程,或通过调节蛋白酶活性及

产生作用的持续时间来控制[２７].

图５　延边黄牛肉宰后成熟过程中肌纤维切片

Figure５　MusclefibersectionsduringpostＧslaughteragingofYanbiancattle(×４００)

表１　延边黄牛肉宰后成熟过程中肌纤维组织学特性†

Table１　HistologicalcharacteristicsofmusclefibersduringpostＧslaughteragingofYanbiancattle

成熟时

间/d

肌纤维面积/μm２

干法成熟 湿法成熟

肌纤维直径/μm

干法成熟 湿法成熟

密度/mm－２

干法成熟 湿法成熟

０ ３４３．０９±１４１．５６b ３４４．４３±１３８．１０a ２１．０２±６．２２b ２１．１３±４．２０a １５６５．００±７３．６０ １５９１．６７±９２．０４c

１０ ４３４．５１±１６２．９７Aa ３２２．６７±１０４．４４Bab ２３．４７±４．２７Aa ２０．１４±２．４３Bab １４９１．６７±３１．１８B １６５０．００±５４．０１Ac

２０ ４３０．７５±１５７．９９Aa ２８２．４７±９４．１２Bb ２３．１４±３．６１Aa １９．０８±２．８９Bb １４０６．００±４０．８２B １８５０．００±７３．６０Ab

３０ ４１１．６６±１３７．５２Aa １７６．８０±１５０．５９Bc ２２．８９±２．８４Aa １４．１６±３．４３Bc １４６６．６７±３１．１８B ２１３３．３３±４２．４９Aa

　　†　小写字母表示同种成熟方式不同成熟时期差异显著(P＜０．０５);大写字母表示相同时期不同成熟方式间差异显著(P＜０．０５).

２．６　肌浆蛋白和肌原纤维蛋白SDSＧPAGE分析

如图６可知,两种成熟方式在成熟 ３０d时,Ⅰ肌浆

(１８０kDa蛋白条带)处出现新的条带,可能是大分子肌浆

蛋白降解的结果;肌浆蛋白是水溶性蛋白,包括糖酵解途

径的许多酶[２８],其中肌酸激酶和醛缩酶(３５~４８kDa范

围内两条蛋白条带)随成熟时间延长逐渐降解;干法成熟

组Ⅱ肌浆 (２５kDa蛋白条带)和Ⅲ肌浆 (１１kDa以下蛋白条

带)明显深于湿法成熟.以上条带的变化说明干法成熟

更容易使牛肉中相对分子质量高的肌浆蛋白分解成为相

对分子质量低的蛋白,且种类增多,浓度增大.

　　如图７可知,肌球蛋白和肌动蛋白变化不明显,但随

着成熟时间的延长,原肌球蛋白(３５~４５kDa处蛋白条

带)和肌钙蛋白(１７kDa蛋白条带)出现,肌球蛋白轻链

(２５kDa蛋白条带)逐渐加深,由以上蛋白条带变化可知,

图６　延边黄牛肉宰后成熟过程中肌浆蛋白的降解

Figure６　 Degradationof myoplasmicproteinsduring

postＧslaughteragingofYanbiancattle
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图７　延边黄牛肉宰后成熟过程中肌原纤维蛋白的降解

Figure７　Degradationofmyogenicfibronectinproteins

duringpostＧslaughteragingofYanbiancattle

肌原纤维蛋白的降解主要发生在１７~４８kDa范围内,湿

法成熟样品由于内源酶作用蛋白水解更强烈[１８],出现的

新条带可能是肌动蛋白和肌球蛋白的降解产物[２９],肌原

纤维是肌肉结构蛋白,牛肉成熟过程中肌原纤维蛋白降

解和肌原纤维小片化指数增加显示出肌原纤维结构被

破坏.

３　结论

干法成熟和湿法成熟均能够提升延边黄牛肉的嫩

度,剪切力值、肌原纤维小片化指数以及蛋白降解等嫩度

相关指标随时间延长存在显著变化(P＜０．０５).由于湿

法成熟组牛肉蛋白降解快,肌原纤维破裂指数显著高于

干法成熟组,并且从肌纤维结构可以观察到湿法成熟组

肌纤维内膜边缘降解,肌纤维排列紧密,肉质更嫩(P＜

０．０５).干法成熟组在１１~２５kDa范围内的肌浆蛋白条

带明显加深,说明延边黄牛肉在成熟过程中肌浆蛋白降

解为相对分子质量小的蛋白,改善肉的嫩度.研究宰后

成熟过程中蛋白质降解、肌纤维结构变化对牛肉嫩度的

影响有利于延边黄牛肉高档产品的加工贮藏,在后续的

试验中应更加深入研究湿法成熟过程中内源性蛋白酶如

半胱氨酸蛋白酶和钙蛋白酶等对肌肉细胞凋亡、结缔组

织降解的影响.
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信 息 窗

瑞士修订食品条例

　　２０２４年１月９日,瑞士联邦委员会发布 AS２０２４９
号公告,修订食品条例,自２０２４年２月１日实施.主要

内容:

(１)修订新食品定义.

(２)干香草和香料辐照处理原则.

(３)预包装食品标识信息.烘焙食品要标识含有

可能引起过敏或其他不良反应的成分;不建议患有过

敏或不耐受的人食用这些烘焙食品;标注原产地.

(４)需边界控制的进口食品在检查站需提供官方

证书原件,每批货物必须标有识别码,每个单独包装都

必须标有代码;官方证书的要求:由原产国主管当局签

发,使用瑞士官方语言或英语,有效期为自签发之日起

４个月或自实验室分析结果之日起６个月.

(５)过渡期规定.２０２５年１月３１日之前可按照原

法规生产加工和进口食品,直至保质期内销售完毕.

(来源:http://news．foodmate．net)
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