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秦川牛花纹肉剪切力值与胶原蛋白吡啶交联                  

和热溶解性的关系 

卢桂松，王复龙，朱  易，万可慧，彭增起 

（南京农业大学农业部农畜产品加工与质量控制重点开放实验室，南京 210095） 

 

摘要：【目的】通过对花纹肉剪切力值与胶原蛋白吡啶交联含量的对比研究，发掘脂肪沉积改善牛肉嫩度的

内在原因。【方法】以秦川公牛花纹肉为试验材料，研究相同年龄不同花纹等级、相同花纹等级不同年龄的牛肉样

品剪切力值、胶原蛋白热溶解性以及吡啶交联含量的变化规律。【结果】对花纹等级相同（B级）的西冷来说，随

着年龄的增长，羟赖氨酰吡啶嗡（HP）交联逐渐增加，赖氨酰吡啶嗡（LP）交联先增加后减少，胶原蛋白热溶解

性下降，牛肉剪切力值增加；对相同年龄的西冷来说（4 对永久齿），随着花纹等级的提高，HP交联含量逐渐减少，

胶原蛋白热溶解性升高，牛肉剪切力值下降。【结论】脂肪沉积过程中，胶原蛋白中 HP 交联受抑，胶原蛋白未能

形成丰富的成熟交联，加热时更容易形成明胶，使牛肉剪切力值下降，嫩度提高。 

关键词：牛肉；大理石纹；羟赖氨酰吡啶嗡；赖氨酰吡啶嗡；嫩度；吡啶啉 

 
Study on the Relationships Between Pyridinoline Cross-Links and 
Solubility of Collagen and Shear Force of Qinchuan Marbling Beef  

LU Gui-song, WANG Fu-long, ZHU Yi, WAN Ke-hui, PENG Zeng-qi 

(Key Laboratory of Agricultural and Animal Products Processing and Quality Control, Ministry of Agriculture, Nanjing Agricultural 

University, Nanjing 210095) 

 

Abstract: 【Objective】 The objective of this experiment is to study the pyridinoline cross-links of collagen and dissect its 

relevance to the shear force of beef.【Method】 Samples were divided into two groups. The first group consists of the same marbling 

with different ages. The second consists of the same age with different marblings. The shear force of beef, solubility and 

hydroxylysylpyridinium, lysylpyridinium of collagen were measured. 【Result】According to the results of the first group, as bull 

aged, HP cross-links increased, LP cross-links increased firstly, and then decreased, which was followed by the decreasing of 

collagen solubility and the increasing of shear force. According to the results of the second group, as fattening, HP cross-links 

decreased, the solubility of collagen increased, and the shear force of beef decreased. 【Conclusion】In the fattening, the 

synthesization of HP cross-link was restrained. There are shorts of mature cross-links in collagen, resulting in transition of gelatin 

more easily. So beef turns tenderer.   
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0  引言 

【研究意义】肌内脂肪沉积形成的大理石花纹是

影响牛肉品质的主要因素之一，不同花纹等级的牛肉

市场价格差别很大，最高可达几十倍。主要是因为脂

肪沉积提高了牛肉咀嚼时的风味，并且改善了牛肉嫩

度。风味的提高与脂肪沉积有较强的关系，但脂肪沉

积改善牛肉嫩度的深层原因仍不明确，对此研究具有
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重要理论意义。【前人研究进展】根据农业部行业标准

《NY/T676. 牛肉等级规格》，大理石花纹等级可以分

为 5（极丰富）、4（较丰富）、3（中等）、2（少量）、

1（几乎没有）五个等级[1]。众多学者研究发现[2-3]，

牛肉剪切力值随牛龄的增长逐渐升高。有趣的是

Nishimura 研究得出了看似矛盾的观点[4]，他发现年龄

增加到一定程度以后，牛肉剪切力值不再增加，嫩度

反而有所改善。Nishimura 推测是脂肪沉积破坏了肌肉

中结缔组织的结构，导致其机械强度下降，从而改善

了牛肉嫩度。此现象逐渐引起越来越多学者的关注，

可惜没有深入研究的相关报道。影响牛肉嫩度的因素

很多，其中胶原蛋白的理化特性对肉嫩度的影响较大。

胶原蛋白分子由三条多肽链组成[5]，肽链之间的连接

通过某些特殊的氨基酸形成共价交联[6-7]，胶原蛋白中

的交联种类很多，不同交联的热稳定性不同[8-9]，随着

动物年龄的增长，肽链之间的交联逐渐转变成非还原

性的成熟交联[10]，主要分为两种结构[11]：一种是羟赖

氨酰吡啶嗡（hydroxylysylpyridinium，HP）结构，另

一种是赖氨酰吡啶嗡（lysylpyridinium，LP）结构，

后者在胞外基质中含量很少，但统称为吡啶交联

（pyridinoline）。吡啶交联的形成能够提高胶原蛋白分

子的空间稳定性，但是关于吡啶交联与嫩度关系的研

究仍然存在较大争议[12-13]。【本研究切入点】本文以秦

川公牛背肌为研究对象，着重研究相同年龄，不同花

纹等级以及不同年龄，相同花纹等级下，胶原蛋白中

吡啶交联的变化与嫩度的关系，以及二者与胶原蛋白

热溶解性的关联。【拟解决的关键问题】本文通过研究

不同年龄和不同肌内脂肪沉积情况下，结缔组织中成

熟交联羟赖氨酰吡啶嗡（HP）和赖氨酰吡啶嗡（LP）

的变化，探究其与嫩度的相关性，试图从胶原蛋白成

熟交联深层角度发掘脂肪沉积改善牛肉嫩度的内在原

因。 

1  材料与方法 

本试验样品采集时间为 2011 年 10 月 20—28 日，

所有试验内容在 2011 年 11 月完成于南京农业大学农

业部农畜产品加工与质量控制重点开放实验室。 

1.1  材料与试剂 

样品取自秦宝牧业发展有限公司的未阉割公牛，

宰后冷却排酸48 h后分割获得西冷，取样后冷冻保藏。

花纹等级为 2（B 级）的样品体重在 460—600 kg 内，

选取：0 对、1 对、2 对、3 对和 4 对永久齿 5 个研究

组，每组 6 头牛。花纹等级为 3（A 级）的样品体重

在 600 kg 左右，选取 4 对永久齿的研究组，A 级试验

组 6 头牛。花纹等级为 4（S 级）的样品体重在 600 kg

左右，选取 4 对永久齿的研究组，S 级试验组 5 头牛。 

石油醚、浓硫酸、氯胺 T、对二甲氨基苯甲醛、

高氯酸、正丙醇、异丙醇，均为分析纯、国药集团；

牛赖氨酰吡啶（LP）ELISA 试剂盒，上海蓝基生物有

限公司；牛羟赖氨酸吡啶（HP）ELISA 试剂盒，上海

蓝基生物有限公司。 

1.2  仪器与设备 

BS223S 型电子分析天平，北京赛多利斯仪器系统

有限公司；HH-42 型快速恒温数显水浴锅，常州国华

电器有限公司；C-LM3B 型数显示肌肉嫩度仪，东北

农业大学；DU730 型紫外可见光分光光度计，美国

BECKMAN；UV-1601 酶标仪，日本岛津。 

1.3  试验方法 

1.3.1  剪切力测定  在半解冻状态下，将样品沿肌纤

维方向切成 1 cm×1 cm×3 cm 大小的肉样，注意避开

明显的结缔组织。避免使用取样器，在大块肉中取样

很难避开结缔组织，会增加系统误差。封口包装后放

入 80℃水浴锅中加热，至肉样中心温度达到 75℃后取

出，冷却至室温，用嫩度仪测样品的剪切力，计算平

均值。 

1.3.2  胶原蛋白热溶解性测定  参照 Krystyna Palka

的方法[14]，略有改动。分别取冷冻干燥后的样品 50 mg

于带盖试管中，加入 1.5 mL 蒸馏水，4℃下放置 12 h。

用 1 mL 蒸馏水洗好试管壁上的样品，在 77℃水浴条

件下加热 70 min。保持热状态离心（1000×g，30 min）。

将上清液倒入具塞试管中，加入 1 mL 蒸馏水，再次

离心（1000×g，30 min）。将上清液倒入同一个试管

中，加入等量的浓盐酸；沉淀放入另一个具塞试管中

加入 5—10 mL 6 mol·L-1盐酸后，在 110℃的烘箱中加

热 24 h，分解后除去盐酸。然后按国标《肉与肉制品

羟脯氨酸含量测定》中的方法[15]，分别算出上清和沉

淀中的羟脯氨酸含量，胶原蛋白热溶解性=上清羟脯

氨酸含量/（上清羟脯氨酸含量+沉淀羟脯氨酸含量）。 

1.3.3  HP和 LP测定  取出试剂盒于室温（25℃左右）

下放置 30 min，取出酶标板，按照标准品的次序分别

加入 100 μL 的标准品溶液于空白微孔中（做标准曲线

用）。另选空白微孔加入 100 μL 样品，空白对照加入

100 μL 蒸馏水，样品孔再加入 10 μL 的缓冲液。然后

在各孔中加入 50 μL 的酶标记溶液（不含空白对照

孔），将酶标板用封口胶密封后，于 37℃孵育反应 1 h。

充分清洗酶标板 5 次（浓缩洗涤液以 1﹕100 的比例与
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蒸馏水稀释），之后用吸水纸彻底拍干。各孔分别加入

显色剂 A、B 50 μL，在 25℃条件下反应 15 min，最

后各孔加入 50 μL 终止液，迅速于波长 450 nm 下读取

各孔吸光值，根据标准曲线计算各吸光值对应的样品

浓度。 

1.4  数据处理和统计分析 

试验数据采用 SAS 9.0 统计软件进行统计分析。

处理组之间差异显著性分析采用邓肯氏多重比较

（Duncan’s 检验）法，数据采用“平均值±标准差”的

表示方法。相关性分析采用 Spearman 相关系数分析法。    

2  结果 

2.1  HP和 LP试验方法建立 

本试验采用 ELISA 免疫反应首次测定了牛肉中

HP、LP 的含量，根据牛肉中特异性的 HP、LP 抗原

与试验制备的 HP、LP 抗体发生专一性结合，反应体

系中的催化酶被固定在一种底物上，这种底物可以和

HP、LP 抗体竞争性结合 HP、LP 抗原。利用标准 HP、

LP 抗原与抗体反应制作的标准曲线如图 1、2 所示。 

2.2  剪切力与胶原蛋白热溶解性的关系 

牛的牙齿有乳齿和永久齿之分，随着年龄的增长

乳齿逐渐换成永久齿。永久齿共有 4 对，一旦长出不

再变换。因年龄的不同，牙齿表面形成不同程度的磨

损，根据永久齿的数量以及其磨损程度可以判断牛的

年龄大小。牙齿的变化情况与年龄的关系如下[16]：全

乳齿（0 对永久齿）牛龄为 1—1.5 岁，1 对永久齿形

成牛龄为 1.5—2 岁，2 对永久齿形成牛龄为 2.5 岁左

右，3 对永久齿形成牛龄为 3.5 岁左右，4 对永久齿形 
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图 1  利用抗原抗体酶联免疫法制作羟赖氨酰吡啶嗡标准

曲线 

Fig. 1  Standard curve of HP made by ELISA 
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图 2  利用抗原抗体酶联免疫法制作赖氨酰吡啶嗡标准  

曲线 

Fig. 2  Standard curve of LP made by ELISA 

 

成牛龄为 4.5 岁左右。 

由图 3 可知，花纹等级相同，随着年龄逐渐增长，

牛背最长肌剪切力值总体呈增加趋势，牛肉嫩度逐渐

降低。其中，1 对永久齿形成之前的牛肉剪切力差异

不显著。1 对永久齿形成到 3 对永久齿形成期间，牛

肉剪切力值显著增加，嫩度显著降低（P＜0.05）。3

对永久齿形成以后，牛肉剪切力值虽有增加，但增幅

较小。另外，年龄不断增长，牛背最长肌胶原蛋白热

溶解性逐渐降低，差异显著（P＜0.05）。 
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数据用平均数±标准差的形式表示 
Data were shown as mean ± standard error of the mean 

 

图 3  年龄对牛肉剪切力值和胶原蛋白热溶解性的影响 

(n=6)   

Fig. 3  Effect of age on shear force and collagen solubility of 

beef  
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图 4 横坐标中 B、A、S 分别代表大理石花纹等级

的区别，B 级大理石花纹最少，S 级大理石花纹最多。

从图 4 可以看出，年龄相同（4 对永久齿），随着花纹

等级的提高，牛背最长肌剪切力值显著降低（P＜

0.05），对应的胶原蛋白热溶解性显著增加（P＜0.05），

牛肉嫩度明显提高。 
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数据用平均数±标准差的形式表示  

Data were shown as mean± standard error of the mean 

 

图 4  花纹等级对牛肉剪切力值和胶原蛋白热溶解性的影

响 (n=5)    

Fig. 4  Effect of marbling on shear force and collagen 

solubility of beef  

 

2.3  成熟性交联 

2.3.1  吡啶交联与花纹等级的关系  从表 1 可以看

出，相同年龄段（4 对永久齿），随着花纹等级的提

高，牛背最长肌胶原蛋白成熟性交联 HP 含量显著降

低（P＜0.05），LP 含量逐渐下降，但降幅不明显（P

＞0.05），对应的牛肉剪切力值显著降低，牛肉嫩度明

显提高。 

2.3.2  吡啶交联与年龄的关系  由表 2 可知，花纹等 

表 1  吡啶交联与花纹等级的关系 

Table 1  Relationships between marbling and pyridinoline 

(n=5) 

花纹等级 Marbling B A S 

羟赖氨酰吡啶嗡 HP (nmol·g-1) 26.59±1.18a 14.56±0.59b 10.80±0.37c 

赖氨酰吡啶嗡 LP (nmol·g-1) 34.92±2.81a 34.50±1.04a 29.88±1.16a 

剪切力 Shear force (kg) 14.86±0.57a 10.27±0.93b 7.77±0.70c 

同行字母不同者差异显著（P＜0.05） 

Values within a row with different letters (a, b, c) differ significantly (P＜
0.05) 

 

级相同，随着年龄逐渐增长，牛背最长肌胶原蛋白成

熟性交联 HP 含量总体上逐渐增高，特别是在 2 对永

久齿形成以后，HP 含量升高幅度尤其明显（P＜0.05）。

LP含量变化较为复杂，2对永久齿形成之前显著升高，

随后显著下降（P＜0.05）。在此过程中，牛肉剪切力

值逐渐升高，嫩度逐渐降低。不难发现 2 对永久齿形

成之前，牛肉剪切力值随 LP 的增加而增加，2 对永久

齿形成以后剪切力值随 HP 的增加而增加。 

2.4  相关性分析 

2.4.1  相同花纹等级不同年龄牛肉剪切力和胶原蛋

白热溶解性与吡啶交联的相关性分析  从表 3 可以看

出，对于花纹等级相同的牛肉来说（B 级），HP 交联

与年龄及剪切力之间极显著正相关，相关性系数分别

为 0.829 和 0.758，而与胶原蛋白热溶解性之间极显著

负相关，相关性系数为-0.821。LP 交联与年龄、剪切

力及胶原蛋白热溶解性之间均无显著相关性，说明 LP

交联跟它们之间不存在线性关系，这与 LP 交联含量

在 3 对永久齿形成以后下降有关。 

2.4.2  相同年龄不同花纹等级牛肉剪切力和胶原蛋

白热溶解性与吡啶交联的相关性分析  由表 4 可得，

对于年龄相同的牛肉来说（4 对永久齿），HP 交联与

剪切力之间极显著正相关，相关性系数为 0.883，而

与花纹等级及胶原蛋白热溶解性之间极显著负相

关，相关性系数分别为-0.949 和-0.883。LP 交联与 

 

表 2  吡啶交联与年龄的关系 

Table 2  Relationships between pyridinoline and age (n=6) 

永久齿 Teeth 0 1 2 3 4 

羟赖氨酰吡啶嗡 HP (nmol·g-1) 12.96±0.38c 15.07±0.71c 13.76±1.47c 17.80±0.84b 21.59±1.18a 

赖氨酰吡啶嗡 LP (nmol·g-1) 42.54±2.59c 49.84±2.65b 58.11±5.17a 42.95±4.73c 34.92±2.81d 

剪切力 Shear force (kg) 8.47±0.64c 9.47±1.04c 12.03±0.45b 13.73±0.65a 14.86±0.57a 

同行字母不同者差异显著（P＜0.05）Values within a row with different letters (a, b, c) differ significantly (P＜0.05) 
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表 3  相同花纹等级不同年龄牛肉剪切力和胶原蛋白热溶

解性与吡啶交联的相关性分析 

Table 3  Spearman correlation of shear force, collagen solubility 

and pyridinoline in the same marbling but different 

age（n=6） 

 年龄 

Age 

剪切力 

Shear force 

热溶解性 

Solubility 

羟赖氨酰吡啶嗡 HP 0.829** 0.758** -0.821** 

赖氨酰吡啶嗡 LP 0.436ns 0.434ns 0.429ns 

*在置信度（双测）为 0.05 时，相关性显著；**在置信度（双测）为 0.01 

时，相关性极显著；n：相关性不显著。下同 

* The correlation is significant when the confidence level (measurement) is 

0.05. ** The correlation is extremely significant when the confidence level 

(measurement) is 0.01. ns: The correlation is not significant. The same as 

below 

 

剪切力之间显著正相关，相关性系数为 0.717，而与

花纹等级及胶原蛋白热溶解性之间显著负相关，相

关性系数分别为-0.791 和-0.717。总体来说，HP 交

联与花纹等级、胶原蛋白热溶解性及剪切力的相关

性均强于 LP 交联。另外，比较表 3 和表 4 可以看

出，LP 交联对 B 级牛肉剪切力的影响力不如对花纹

肉的影响力强。 

 

表 4  相同年龄不同花纹等级牛肉剪切力和胶原蛋白热溶

解性与吡啶交联的相关性分析 

Table 4  Spearman correlation of shear force, collagen solubility 

and pyridinoline in the same age but different 

marblings (n=5) 

 花纹等级 

Marbling 

剪切力 

Shear force 

热溶解性 

Solubility 

羟赖氨酰吡啶嗡 HP -0.949** 0.883** -0.883** 

赖氨酰吡啶嗡 LP -0.791* 0.717* -0.717* 

 

3  讨论 

本研究发现，花纹等级高的牛肉剪切力值有所下

降，嫩度得到改善。嫩度是评价牛肉品质的重要标准，

影响牛肉嫩度的因素有很多，包括品种、年龄、部位、

性别、成熟条件等，诸多宏观因素对牛肉嫩度本质上

的影响来自肌原纤维蛋白和胶原蛋白特性的不同。越

来越多的学者研究表明，胶原蛋白对嫩度的影响作用

高于肌原纤维蛋白[17-18]，本文着重从胶原蛋白交联特

性角度探讨脂肪沉积对牛肉嫩度的影响。 

胶原蛋白是肌束膜和肌内膜的主要构成成分，胶 

原蛋白在肌肉中扮演着类似骨架的作用，它能够缓解

肌肉运动产生的压力[19]。随着年龄的增长，胶原蛋白

的热稳定性越来越高，其热溶解性逐渐降低，在加热

过程中不宜被降解，收缩强烈，使肉的剪切力值升高，

嫩度降低。本研究发现，随着脂肪的沉积，胶原蛋白

的热溶解性得到提高。众多学者在研究由年龄引起的

嫩度变化时指出[20-22]，胶原蛋白的“质量”比数量对

嫩度的影响更大。胶原蛋白的“质量”是由其自身结

构所决定的，据此可以推测，脂肪沉积可能引起胶原

蛋白的某些结构特性发生改变。 

Eyre 等研究发现[23]，随着动物年龄的增加，胶原

蛋白还原性共价交联逐渐转变成稳定的非还原性交

联。Lepetit[10]和 Bosselmann 等[24]在研究不同品种、不

同部位时发现，胶原蛋白中 HP、LP 交联含量存在显

著差异，不过他们未把这种差异和嫩度之间建立关系。

Slatter 等研究发现[25]，稳定性交联越多，胶原蛋白的

热不溶解性越强，其机械强度越大，肉的嫩度越差。

非还原性的成熟交联是三共价键的，连结 3 个胶原蛋

白分子，使胶原纤维网状结构更加稳定[26-27]。本文研

究发现，随着脂肪沉积量增加，花纹等级提高，HP

交联含量显著降低（P＜0.05），两者之间呈极显著负

相关关系。LP 含量逐渐下降，但降幅较低（P＞0.05）。

说明脂肪的沉积过程中，主要抑制了 HP 交联的生成，

使胶原蛋白未能形成丰富的成熟交联，其热稳定性降

低，进而改善了牛肉嫩度。这可能与催化交联生成的

酶有关，van der Slot 等研究发现[28]，成熟交联的生成

与赖氨酰氧化酶以及赖氨酰羟化酶的表达量有密切关

联。脂肪的沉积可能影响这两种酶的活性，进而阻碍

了成熟性交联的增加。 

4  结论 

随着花纹等级的提高，胶原蛋白中 HP 交联含量逐

渐减少，使胶原蛋白未能形成丰富的成熟交联，提高

了胶原蛋白的热溶解性，在加热过程中胶原蛋白更易

明胶化，进而使牛肉嫩度得到改善。随着年龄的增长，

HP 交联逐渐增加，牛肉剪切力值逐渐升高，嫩度逐渐

降低。 
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