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基于非靶向代谢组学分析牛肉干法成熟 
过程代谢产物的变化

刘 梦，张顺亮，臧明伍*，赵 冰，朱 宁，李 素，吴倩蓉，刘博文，赵 燕，乔晓玲，王守伟*
（中国肉类食品综合研究中心，北京 100068）

摘  要：以不同成熟时间的牛上脑肉为研究对象，借助超高效液相色谱-质谱技术，基于非靶向代谢组学方法分析

干法成熟过程中牛肉代谢产物的变化情况，并对代谢产物进行多元统计分析和代谢通路分析。结果表明，牛肉干法

成熟过程中有41 种代谢物被鉴定为差异代谢物，包括氨基酸类物质21 种、脂肪酸类物质16 种、核苷酸类物质2 种

以及其他代谢物2 种。通过对差异代谢物的种类和相对含量进行分析，发现随着成熟时间的延长，差异代谢物的种

类和相对含量显著增加。通过对差异代谢物的代谢途径进行分析，筛选出5 条关键代谢通路，分别为嘌呤代谢，脂

肪酸降解，丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸代谢，精氨酸和脯氨酸代谢，三羧酸循环，这些代谢途径对成熟牛肉风味和

营养物质的形成具有促进作用。
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Abstract: The study aimed to investigate the dynamic changes of metabolites in beef high rib with different dry-aging periods 

by non-targeted metabolomics based on ultra-high performance liquid chromatography-mass spectrometry (UPLC-MS).  

Multivariate statistical analysis and metabolic pathway analysis were performed on the metabolites. The results showed that 

41 differential metabolites were identified in dry-aged beef, including 21 amino acids, 16 fatty acids, 2 nucleotides and 2 

other metabolites. The types and relative contents of differential metabolites increased significantly with prolonged aging 

time. Five key metabolic pathways were identified, including purine metabolism; fatty acid degradation; alanine, aspartate 

and glutamate metabolism; arginine and proline metabolism; and the tricarboxylic acid (TCA) cycle, which could promote 

the formation of flavor and nutrients in dry-aged beef.
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干法成熟是生产高品质牛肉的方法之一。成熟过程

中，牛肉的质地、风味等品质会发生明显的变化[1]，但

同时牛肉表面也会发生失水、氧化以及微生物附着等现

象，在食用前需将表面部分剔除，因此成熟牛肉的成本

较高，在日本及欧美等发达国家和地区较为流行。近年

来，随着国人消费水平的提高，成熟牛肉因其独特的口

感和风味深受高端消费者的青睐，国内高端西餐厅也开

始采用干法成熟技术生产高品质牛肉，以满足消费者对

高品质生活的需求。

近年来，许多学者在成熟牛肉的质构和风味方面开

展了大量研究。质构方面，有研究表明干法成熟可显著

降低肉的剪切力[2-4]，同时可以提升牛肉的多汁性，并且

与成熟时间和成熟温度有关[5-6]；风味方面，有研究表明

干法成熟牛肉具有浓厚的牛肉味、烧烤味、鲜味和较浓

的油炸味[7-9]。目前，针对干法成熟牛肉的报道集中在牛

肉的品质和风味物质检测等方面，而肉中氨基酸、脂肪

酸等代谢产物的变化直接影响了肉的品质，但针对干法

成熟过程中牛肉代谢产物变化的研究较少。

代谢组学是研究生物样品中小分子代谢产物，如有

机酸、脂肪酸、氨基酸、糖等物质在生物系统中变化的

一种方法[10]，已被广泛运用在食品研究中[11-15]。目前，

运用代谢组学方法探究干法成熟过程牛肉代谢产物的变

化研究较少。常用的代谢组学分析技术有气相色谱-质谱

（gas chromatography-mass spectrometry，GC-MS）、液

相色谱-质谱（liquid chromatography-mass spectrometry，

LC-MS）、核磁共振光谱等[16-17]。通常LC-MS用于分析

小分子质量的非挥发性化合物，如有机酸、氨基酸、核

苷酸和某些酯类等[18-19]。

本实验以不同成熟时间的牛上脑肉为研究对象，借

助超高效液相色谱-质谱（ultra-high performance liquid 

chromatography-mass spectrometry，UPLC-MS）技术，基

于非靶向代谢组学分析干法成熟过程中牛肉代谢产物，

通过主成分分析（principal component analysis，PCA）和

正交偏最小二乘判别分析（orthogonal partial least squares-

discriminant analysis，OPLS-DA）等多元统计分析进行

差异代谢物筛选，并对差异代谢物进行关键代谢通路分

析，探究干法成熟过程中牛肉代谢产物的变化，以期为

牛肉干法成熟技术的开发与应用提供一定的理论基础。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

牛上脑肉 河北福成五丰食品股份有限公司；甲

醇、乙腈、乙酸铵、甲酸、乙酸（均为色谱纯） 德国

CNW公司。

1.2 仪器与设备

牛肉干法成熟设备 中国肉类食品综合研究中心自

主研发；Sorvall LYNX 6000离心机、UHPLC Orbitrap Q 

Exactive-HX UPLC-MS仪 美国Thermo Fisher Scientific

公司；JXFSTPRP-24L 全自动样品快速研磨仪 上海

净信实业发展有限公司。

1.3 方法

1.3.1 样品制备

将经冷却排酸的冷冻牛上脑肉在 4  ℃冷库中

解冻至中心温度达到0  ℃后，将其分割成大小约为

25 cm×15 cm×15 cm均匀的肉块。放入干法成熟设备中

进行成熟，成熟条件为4 ℃、相对湿度85%，成熟时间为

21 d。具体实验条件见表1。取样时将牛肉表面剔除，选

取牛肉内部作为待测样品，每个时间点取6 个平行样品进

行测定。

表 1 实验条件

Table 1 Experimental conditions for each group

成熟时间/d 温度/℃ 相对湿度/%

0 4 85

7 4 85

14 4 85

21 4 85

1.3.2 样品水分含量测定

GB 5009.3—2016参照《食品中水分的测定》中“第

一法 直接干燥法”对成熟过程中牛肉水分含量进行测定。

1.3.3 样品前处理

精确称取50 mg组织样本到1.5 mL EP管中，加入

1 000 µL甲醇-乙腈-水（2∶2∶1，V/V）溶液；加入2 个小

钢珠，在－80 ℃冰箱中放置2 min后，放入研磨机中研磨

（60 Hz，2 min）；冰水浴中超声提取10 min；－20 ℃

静置30 min；4 ℃、13 000 r/min离心15 min，取上清液，

使用0.22 μm的有机相针孔过滤器过滤后，转移到进样小

瓶，进行LC-MS分析。质控样本（quality control，QC）

由所有样本的提取液等体积混合制备而成，每个QC的体

积与样本相同。

1.3.4 代谢组学数据采集

L C条件：A C Q U I T Y  U P L C  B E H  C 1 8色谱柱

（2.1  mm×100 mm，1.7  μm）；柱温30 ℃；流速

0.3 mL/min；进样量5 μL。正离子模式流动相：A为水

（含20 mmol/L乙酸铵），B为乙腈（含0.1%甲酸）。

正离子模式洗脱程序：0～2  min，95%～70% A，

5%～30% B；2～21 min，70%～5% A，30%～95% B；

5% A，95% B，保持3 min，然后降至95% A，5% B，

保持5  min。负离子模式流动相：A为水（含0 .05%
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乙酸），B为甲醇（含0.05%乙酸）。负离子模式洗

脱程序：0～1 min，98%～50% A、2%～50% B；

1～10 min，50%～20% A、50%～80% B；10～14 min，

20%～2% A、80%～98% B；2% A、98% B，保持

2 min，然后降至98% A、2% B，保持2 min。

M S 条件：采用 F u l l  M S - d d - M S 2扫描模式

（70～1 050 Da），在正离子和负离子条件下采集数据；

碰撞能量20/30/40 eV；鞘气体流量40 arb；辅助气体流量

15 arb；喷雾电压3.4 kV；毛细管温度350 ℃；辅助气体

加热温度450 ℃；Full MS分辨率为120 000；dd-MS2分辨

率为15 000。

1.4 数据处理

通过Compound Discoverer 3.2软件对原始图谱进行峰

匹配与峰面积提取。使用SIMCA V16.0软件进行PCA和

OPLS-DA，通过变量投影重要度（variable importance in 

the projection，VIP）值结合Student t检验筛选差异代谢

物。通过MetaboAnalyst（https://www.metaboanalyst.ca/）

检索差异代谢物所在的代谢通路，并通过富集分析，筛

选关键代谢通路。

2 结果与分析

2.1 干法成熟过程牛肉水分含量测定

表 2 不同成熟时间牛肉的水分含量

Table 2 Moisture contents of beef at different aging times

成熟时间/d 0 7 14 21

水分质量分数/% 68.16±0.13a 61.34±0.27b 56.55±0.11c 52.78±0.20d

注：同列不同字母表示差异显著（P≤0.05）。

由表2可知，随着成熟时间的延长，牛肉水分含量显

著下降（P≤0.05）。样品的水分含量可能会对代谢产物

的测定结果造成影响，因此，以成熟0 d样品的水分含量

为基准，将成熟7、14 d和21 d的样品测得的代谢产物结

果分别乘以相应的换算系数（0.90、0.83和0.77）以消除

水分含量对代谢产物测定结果的影响。后续分析结果均

是在消除水分含量的影响下进行的分析。

2.2 牛肉干法成熟过程代谢产物的多元统计分析

2.2.1 牛肉干法成熟过程代谢产物的PCA

如图1所示，正离子和负离子模式下PC1和PC2累计

贡献率分别为89.6%和88.6%，表明PCA得分图包含了

样品的大部分信息。得分图中各样品越分散表明代谢产

物相差越明显。正离子和负离子模式下，成熟7、14 d

和21 d的样品可明显区分开，而成熟0 d和7 d的样品在

得分图上有部分重合，说明成熟7～21 d时牛肉的代谢

产物变化较明显，而成熟0～7 d时代谢产物虽存在一定

的差异，但也有部分相似，这可能是由于成熟时间的不

同造成的。随着成熟时间的延长，内源酶水解蛋白质、

脂肪等物质产生的水解产物如肽类、氨基酸、脂肪酸等

物质种类和相对含量不断增加，同时代谢产物进一步进

行其他反应，使代谢产物的种类和含量发生动态变化，

因而成熟时间越长，代谢产物差异越大。这与Kim[6]、

Dashdorj[20]、Koutsidis[21]等的研究结果一致。
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图 1 不同成熟时间牛肉代谢产物的PCA得分图 

Fig. 1 PCA score plots of beef metabolites at different aging times

2.2.2 牛肉干法成熟过程代谢产物的OPLS-DA结果
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图 2 不同成熟时间牛肉代谢产物的OPLS-DA得分图 

Fig. 2 OPLS-DA score plots of beef metabolites at different aging times

牛肉干法成熟过程中共检测到126 种代谢产物，为

准确识别牛肉成熟过程中的差异代谢产物，进一步使用

OPLS-DA模型对样品进行分析。OPLS-DA是多元统计
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分析方法中的一种常用的回归建模方法，通过偏最小二

乘法及线性判别，剔除代谢产物中与分类变量不相关的

正交变量，实现数据可视化[22]。R2
Y代表模型对变量Y的

解释性，Q2表示模型的可预测性，当R2
Y值越接近1，表明

模型的真实性越好；原模型Q2值越接近1，表明模型的

预测效果越好[22]。由图2可知，所有样品均处于95%置信

区间内，且不同成熟时间的样品能够明显区分开。正离

子模式下模型R2
Y=0.943、Q2=0.904，负离子模式下模型

R2
Y=0.967、Q2=0.918，说明本模型可以很好地解释成熟过

程中牛肉代谢产物的差异。
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图 3 不同成熟时间牛肉代谢产物的置换检验图 

Fig. 3 Permutation test plots of beef metabolites at different aging times

为避免模型出现过度拟合，对模型进行了200 次

置换检验，结果如图3所示。正离子模式下置换检验模

型R2
Y=0.239、Q2=－0.216，负离子模式下模型R2

Y=0.23、

Q2=－0.202，置换检验随机模型的Q2值均小于原模型的

Q2值，且Q2回归线的截距为负，说明原模型不存在过拟

合现象[22]。

2.3 牛肉干法成熟过程中差异代谢物的筛选与分析

2.3.1 牛肉干法成熟过程差异代谢物的筛选

基于OPLS-DA模型分析结果，将VIP值大于1.2且P值
小于0.05的代谢产物作为牛肉干法成熟过程中的差异代谢

物，结果如表3所示。

由表3可知，牛肉干法成熟过程中共筛选出41 种差

异代谢物，分别为氨基酸类代谢物21 种、脂肪酸类代谢

物16 种、核苷酸类代谢物2 种以及其他代谢物2 种。其

中，氨基酸类物质具有呈味特性，如L-天冬氨酸、酪氨

酸、L-谷氨酸、L-丙氨酸、苯丙氨酸等呈鲜味，L-丝氨

酸、羟脯氨酸、L-丙氨酸等呈甜味，L-组氨酸呈苦味，

这些呈味氨基酸有助于成熟牛肉滋味的形成；筛选出的

差异代谢物中还包括必需氨基酸和必需脂肪酸，如L-甲

硫氨酸、苯丙氨酸、L-亮氨酸、花生四烯酸、亚油酸、

二十碳五烯酸、二十二碳六烯酸等都是人体必需的营养

物质，说明成熟有助于氨基酸、脂肪酸等小分子营养物

质的生成；同时，氨基酸、脂肪酸、核苷酸等代谢产物

也是重要的风味前体物质，可参与滋味形成、脂质降解

或美拉德反应，对后续加工过程中成熟牛肉风味的形成

有促进作用[23-24]。

表 3 成熟过程中牛肉的差异代谢物

Table 3 Differential metabolites in beef during the dry-aging process

序号
保留

时间/min m/z 差异代谢物
离子
模式

VIP值 P值 类别

1 0.779 176.048 N-乙酰-L-天冬氨酸 ＋ 1.231 0.047 

氨基
酸类

2 0.783 274.096 精氨基琥珀酸 ＋ 1.673 0.000 

3 0.785 88.032 脱氢丙氨酸 ＋ 1.393 0.000 

4 0.787 162.069 N-乙酰-L-谷氨酸 ＋ 1.699 0.000 

5 0.793 134.038 L-天冬氨酸 ＋ 1.303 0.000 

6 0.802 198.080 N-甲基-L-组氨酸 ＋ 1.240 0.037 

7 0.804 227.107 肌肽 ＋ 1.510 0.045 

8 0.805 106.043 D-丝氨酸 ＋ 1.421 0.000 

9 0.887 150.051 L-甲硫氨酸 ＋ 1.415 0.000 

10 0.975 182.074 酪氨酸 ＋ 1.245 0.000 

11 1.017 217.090 羟脯氨酸 － 1.554 0.000 

12 1.304 268.081 肌苷 ＋ 1.221 0.013 

13 1.057 146.053 L-谷氨酸 － 1.342 0.000 

14 1.110 132.090 L-鸟氨酸 － 1.310 0.000 

15 1.113 154.069 L-组氨酸 － 1.210 0.006 

16 1.125 104.043 L-丝氨酸 － 1.544 0.000 

17 1.125 130.069 肌氨酸 － 1.406 0.026 

18 1.134 114.063 L-脯氨酸 － 1.290 0.000 

19 1.140 164.079 苯丙氨酸 － 1.298 0.000 

20 1.941 130.095 L-亮氨酸 － 1.264 0.040 

21 1.955 88.048 L-丙氨酸 － 1.488 0.046 

22 1.024 115.011 延胡索酸 － 1.639 0.041 

脂肪
酸类

23 1.030 87.016 丙酮酸 － 1.529 0.036 

24 1.166 329.240 油酸 － 1.530 0.000 

25 1.413 271.235 棕榈酸 － 1.613 0.000 

26 1.431 145.058 α-酮戊二酸 － 1.489 0.004 

27 1.475 303.240 花生四烯酸 － 1.269 0.047 

28 1.567 305.255 顺-8,11,14-二十碳三烯酸 － 1.378 0.004 

29 1.715 301.224 二十碳五烯酸 － 1.382 0.000 

30 1.763 299.266 硬脂酸 － 1.409 0.000 

31 1.847 327.240 二十二碳六烯酸 － 1.354 0.000 

32 1.863 227.209 肉豆蔻酸 － 1.731 0.000 

33 1.909 253.224 棕榈油酸 － 1.956 0.026 

34 1.927 311.303 花生酸 － 1.317 0.000 

35 1.963 241.224 十五烷酸 － 1.495 0.000 

36 2.002 279.240 亚油酸 － 1.318 0.000 

37 2.122 267.240 反-10-十七碳烯酸 － 1.221 0.000 

38 1.011 347.047 肌苷酸 － 1.245 0.000 核苷
酸类39 2.408 347.063 单磷酸腺苷 － 1.276 0.002 

40 0.867 61.032 尿素 ＋ 1.495 0.017 
其他

41 1.020 101.032 琥珀酸半醛 － 1.231 0.007 
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2.3.2 牛肉干法成熟过程差异代谢物变化分析
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图 4 成熟过程中牛肉差异代谢物相对含量变化热图和聚类图

Fig. 4 Cluster heatmap of differential metabolites in beef during the 

dry-aging process

如图4所示，红色越深代表该代谢物相对含量越高，

蓝色越深代表该代谢物相对含量越低。干法成熟0 d和

7 d的牛肉中差异代谢物数量相对较少，但随着成熟时间

的延长，差异代谢物数量增加。从聚类分析结果可以看

出，成熟0 d和7 d的差异代谢物聚为一类，主要由图中I

区和II区的代谢物主导；成熟14 d和21 d的差异代谢物聚

为一类，主要由III区、IV区和V区的代谢物主导。

成熟0 d的牛肉主要受I区代谢物影响。由图4可知，I

区有6 种代谢物，分别为2 种核苷酸类代谢物和4 种氨基

酸类代谢物。在成熟过程中共筛选出2 种核苷酸类差异

代谢物：单磷酸腺苷（adenosine monophosphate，AMP）

和肌苷酸（inosincacid，IMP），均在成熟0 d时相对含量

最高。IMP是衡量肉鲜味的重要指标之一[25-26]，有研究表

明IMP是肉味形成的必要条件[27]。AMP可在AMP脱氨酶

的作用下生成IMP，AMP和IMP的相对含量在成熟7 d时

下降，而成熟7 d时肌苷含量增加，表明在成熟0～7 d的

过程中AMP生成了IMP，同时IMP被降解生成肌苷，而在

成熟14 d时，IMP未被检测到，说明IMP对成熟牛肉鲜味

形成的促进作用主要体现在成熟前期（成熟0～7 d）。

I区中氨基酸类代谢物为N-乙酰-L-谷氨酸、L-鸟氨酸、 

D-丝氨酸和L-丙氨酸。D-丝氨酸是一种重要的神经递

质，在脂肪和脂肪酸的代谢中发挥重要作用；L-丙氨酸

呈鲜味，可促进成熟前期牛肉鲜味的形成。由图4可知，

N-乙酰-L-谷氨酸、L-鸟氨酸和D-丝氨酸的相对含量呈

下降-上升-下降的变化趋势，L-丙氨酸的相对含量呈下 

降-上升的变化趋势，相对含量的波动变化可能是由于

在成熟过程中氨基酸类物质发生代谢与合成的动态过程导

致。如L-鸟氨酸可与CO2和氨结合生成瓜氨酸，瓜氨酸与氨

结合生成精氨酸，精氨酸在精氨酸水解酶作用下水解生成

尿素和鸟氨酸，实现了鸟氨酸的代谢与生成的动态变化。

成熟7 d的牛肉主要受II区代谢物影响。由图4可知，

II区有5 种代谢物，均为氨基酸类代谢物，且这5 种代谢

物在成熟0 d的牛肉中相对含量也较高。其中，肌氨酸在

肌肉中以磷酸肌酸的形式存在，可促进ATP的合成，并

可与L-丙氨酸参与氨基酸代谢，对成熟后期牛肉的品质

形成具有促进作用。

成熟14 d的牛肉主要受III区代谢物影响。由图4可

知，III区有9 种代谢物，分别为5 种脂肪酸类代谢物和

4 种氨基酸类代谢物。脂肪酸类代谢物主要由脂肪经脂肪

水解酶作用水解而成[20]，其中棕榈油酸为单不饱和脂肪

酸，对多种血糖代谢关键酶有重要影响。脂肪酸是加工

过程中肉制品风味形成的重要前体物质[28]，在后续加工

过程中会被氧化，生成挥发性脂肪氧化物，如醛类、酮

类等物质，这些物质还可进一步参与美拉德反应产生挥

发性杂环化合物，可使成熟牛肉的风味更加浓郁。II区中

氨基酸类代谢物有酪氨酸、精氨基琥珀酸、羟脯氨酸和

L-丝氨酸。其中，酪氨酸呈鲜味，羟脯氨酸和L-丝氨酸

呈甜味，对成熟牛肉滋味的形成有促进作用；精氨基琥

珀酸是尿素循环的中间产物，可经精氨酸基琥珀酸裂解

酶作用裂解成精氨酸和延胡索酸。

成熟21 d的牛肉主要受V区代谢物影响。由图4可

知，V区有11 种代谢物，分别为7 种脂肪酸类代谢物、

3 种氨基酸类代谢物和琥珀酸半醛。与成熟14 d的牛肉相

比，成熟21 d的牛肉中脂肪酸种类和相对含量显著增加，

说明随着成熟的进行，脂肪水解程度加剧。V区中脂肪酸

类代谢物多为不饱和脂肪酸，在后续加工过程中易被氧

化生成挥发性风味物质，有助于成熟牛肉风味的形成。

其中，油酸是n-9不饱和脂肪酸，是人体良好的营养物质

来源[29]；花生四烯酸、亚油酸、二十碳五烯酸和二十二

碳六烯酸是人体不能合成的必需脂肪酸，具有降低血
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脂、促进大脑发育等作用；二十碳五烯酸还可提升肉

的甜味和鲜味，对酸味和苦味具有一定的掩蔽作用[30]。 

α-酮戊二酸是三羧酸循环的重要中间产物之一，也是重

要的有机合成中间体，参与氨基酸、蛋白质及脂肪代谢

等重要生理过程。V区中还有3 种氨基酸类代谢物：L-甲

硫氨酸、苯丙氨酸和脱氢丙氨酸。L-甲硫氨酸和苯丙氨

酸是人体必需氨基酸，同时苯丙氨酸也是鲜味氨基酸之

一，说明随着成熟的进行，小分子营养物质不断生成，

成熟牛肉的风味物质不断增加，成熟牛肉品质越好。

由图 4 可知， I V 区代谢物对成熟后期（成熟

14～21 d）的牛肉均有较明显的影响。IV区中有10 种代

谢物，分别为5 种氨基酸类代谢物、4 种脂肪酸类代谢物

和尿素。氨基酸类代谢物中，L-天冬氨酸和L-谷氨酸呈

鲜味，L-脯氨酸呈甜味，L-组氨酸呈苦味；同时L-脯氨酸

在加工过程中可通过Strecker降解形成吡咯等含氮杂环化

合物，促进成熟牛肉风味的形成；L-亮氨酸是人体必需

氨基酸，具有调节血糖的作用。脂肪酸类代谢物中，丙

酮酸可由丝氨酸、丙氨酸等氨基酸代谢生成，经氧化生

成乙酰辅酶A，与延胡索酸共同参与三羧酸循环，进一步

促进成熟牛肉风味和营养物质的形成。而尿素则是蛋白

质代谢分解的主要含氮终产物。

由图4可知，不同成熟时间的牛肉检测到的差异性

代谢物不同，主要为氨基酸类代谢物、脂肪酸类代谢

物和核苷酸类代谢物，且大部分风味前体物质及营养

物质在成熟后期（成熟14～21 d）相对含量显著增加

（P≤0.05）。氨基酸类代谢物主要来源于蛋白质降解，

成熟前期蛋白质在内源蛋白酶的作用下降解，随着成熟

时间的延长，牛肉表面霉菌、酵母等微生物的增长也可

导致氨基酸类代谢物增加[20,28,31]；脂肪酸类代谢物主要来

源于脂肪水解，随着成熟时间的延长，脂肪水解程度加

剧。成熟前期（成熟0～7 d）主要为核苷酸类代谢物和氨

基酸类代谢物。其中，核苷酸类代谢物AMP和IMP只在

成熟前期被检测到。而L-丙氨酸、L-鸟氨酸、肌氨酸等

氨基酸类物质在成熟前期含量最高，在整个成熟过程中

含量呈动态变化，这些物质不仅可以促进成熟前期牛肉

品质的形成，还可作为底物参与到后期的代谢过程中。

成熟后期（成熟14～21 d）较成熟前期差异性代谢物的

种类和相对含量显著增加（P≤0.05）。其中，脂肪酸类

代谢物集中在成熟后期被检测到，尤其是多不饱和脂肪

酸，如花生四烯酸、亚油酸、二十碳五烯酸和二十二碳

六烯酸等在成熟14 d时被检测到，在成熟21 d时相对含量

显著增加（P≤0.05），在成熟过程中，蛋白质降解与脂

肪水解同步进行，但由于牛肉中脂肪含量相对较少，因

此成熟前期产生的脂肪酸含量较少，随着成熟的进行，

脂肪水解加剧，脂肪酸含量增加，导致大部分脂肪酸类

物质集中在成熟后期被检出；氨基酸类代谢物在成熟过

程中不断被检出，且随着成熟时间的延长，氨基酸种类

和相对含量增加，但也有部分氨基酸在成熟过程中呈动

态变化，这可能是因为成熟过程中，氨基酸类物质作为

关键代谢物进行着代谢与合成的动态过程导致。在成熟

牛肉后续的加工中，脂肪酸类物质与氨基酸类物质可作

为美拉德反应的重要底物，促进牛肉风味的形成；同时

L-亮氨酸、L-甲硫氨酸、苯丙氨酸等必需氨基酸以及花

生四烯酸、亚油酸、二十碳五烯酸、二十二碳六烯酸等

必需脂肪酸的生成提升了成熟牛肉的营养价值，而且这

些代谢物在成熟后期相对含量较高，因此，干法成熟时

间越长，成熟牛肉品质越高。目前已有研究表明，干法

成熟牛肉品质的形成主要集中在14～30 d，并且不同部位

的牛肉其品质形成的最佳成熟时间不同[4]。而成熟时间不

断延长，脂肪过氧化及微生物的增长会对成熟牛肉品质

带来不良影响[4,32-33]。

2.4 牛肉干法成熟过程中代谢通路分析
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图 5 牛肉成熟过程中差异代谢物通路富集分析

Fig. 5 Pathway enrichment analysis of differential metabolite pathways 

in beef during the dry-aging process

为探索牛肉干法成熟过程代谢物的代谢途径，对得

到的差异代谢物的代谢途径进行分析。由图5可知，共获

得37 条代谢通路，以影响值大于0.2作为筛选依据[34]，得

到5 条关键代谢通路，分别为嘌呤代谢，脂肪酸降解，丙

氨酸、天冬氨酸和谷氨酸代谢，精氨酸和脯氨酸代谢，

三羧酸循环。
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图 6 牛肉成熟过程中差异代谢物途径分析

Fig. 6 Metabolic pathway analysis of differential metabolite in beef 

during the dry-aging process
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如图6所示，将关键代谢通路中主要参与的差异代

谢物与代谢路径进行整合，图中红色表示差异代谢物。

主要参与的差异代谢物有13 种，分别为AMP、IMP、肌

苷、棕榈酸、L-丙氨酸、丙酮酸、L-天冬氨酸、延胡索

酸、L-谷氨酸、L-鸟氨酸、L-脯氨酸、羟脯氨酸和α-酮戊

二酸。牛肉干法成熟过程中，ATP在腺苷酸激酶的作用

下生成AMP，AMP在AMP脱氨酶的作用下，生成IMP，

IMP在肌苷激酶的作用下进一步降解成肌苷。在成熟过

程中，牛肉中的脂肪在脂肪水解酶的作用下降解为脂肪

酸，在筛选出的脂肪酸降解关键代谢通路中，棕榈酸在

脂酰辅酶A合成酶的催化下生成棕榈酰辅酶A，棕榈酰辅

酶A在脂肪酸β氧化酶的催化下，可生成乙酰辅酶A进入

三羧酸循环。同时成熟过程中筛选出了2 条关键氨基酸代

谢通路，分别为丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸代谢以及精

氨酸和脯氨酸代谢，L-丙氨酸、丙酮酸、L-天冬氨酸和

延胡索酸可在丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸代谢途径中生

成，L-谷氨酸、L-鸟氨酸、L-脯氨酸、羟脯氨酸和α-酮戊

二酸可在精氨酸和脯氨酸代谢途径中生成，最终进入三

羧酸循环。三羧酸循环是糖类、脂类和蛋白质的最终代

谢通路，此循环有助于氨基酸、有机酸、糖类等物质的

生成，促进了成熟牛肉的风味形成及营养价值提升。

3 结 论

借助UPLC技术，基于非靶向代谢组学方法研究干

法成熟过程中牛肉代谢产物的变化情况。通过多元统计

分析，鉴定出41 种差异代谢物，包括氨基酸类代谢物

21 种、脂肪酸类代谢物16 种、核苷酸类代谢物2 种及其

他代谢物2 种。对差异代谢物的种类和相对含量进行分

析，发现随着成熟时间的延长，差异代谢物的种类和相

对含量显著增加。其中，核苷酸类代谢物只在成熟前期

被检测到；大部分风味前体物质及必需脂肪酸和必需氨

基酸在成熟后期相对含量显著增加，说明干法成熟有利

于牛肉的风味形成及营养品质的提升。通过对差异代谢

物的代谢途径进行分析，筛选出5 条关键代谢通路，分别

为嘌呤代谢，脂肪酸降解，丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸

代谢，精氨酸和脯氨酸代谢，三羧酸循环，这些代谢途

径有利于氨基酸、有机酸、糖类等物质的生成，对成熟

牛肉风味和营养物质的形成具有促进作用。

综上，通过对干法成熟过程牛肉代谢产物的变化进

行了分析，明确了不同成熟时间牛肉中的差异代谢物，

并且构建了干法成熟过程差异代谢物的代谢途径，为牛

肉干法成熟技术的开发与应用提供一定的理论基础。
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