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牛肉预煮液中肌肽含量的检测

邢子鑫，  何一航，  朱秋劲 *
(贵州大学生命科学学院食品营养与安全系，贵州 贵阳     550025)

摘   要：本实验通过对牛肉预煮液进行超滤等处理，使用高效液相色谱法对预煮液中肌肽进行了初步检测，结果

表明预煮液中肌肽的含量较高，其含量可达 382.68mg/L。通过加标实验，进一步确定了该峰就是肌肽。
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Detection of Carnosine Content in Pre-cooked Beef Liquid
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Abstract:  After ultrafiltration of pre-cooked beef liquid, the primary detection of carnisine content in it was carried out using

HPLC.The results showed that the carnosine in the pre-cooking beef  liquid has a higher content, up to 382.68 mg/L. According

to the experimental results of spiked pre-cooked beef liquid, the carnosine is further identified.
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肌肽是一种天然的二肽，它广泛存在于动物的肌肉

中，主要组成是 β - 丙氨酰 -L- 组氨酸。早在 1990 年，

肌肽最先从 Liebig 的肉浸出物中分离而得[1]，是以晶体的

形态存在。在脊椎动物骨骼肌中，肌肽的含量约为 1.6～
20.6mmol/g，在白肌纤维中的含量比红肌纤维高[2]。在

动物体内，除了肌肽外，还有各种不同的氨基乙酰 - 氨
基酸，如鹅肌肽、高肌肽(组氨酸），高鹅肌肽( γ - 氨基

丁酰 -1- 甲基组氨酸)随后亦被从动物的大脑、肌肉等组

织中获得，而含 β- 丙氨酰的二肽主要存在于骨骼肌中，

含 γ- 氨基丁酰的肽类专门出现在脑中，原因在于受动物

脑中前体物质 γ- 氨基丁酸(GABA)的限制。

肌肽作为一种主要存在于动物肌肉中的内源活性肽，

研究发现其纯品所具有的抗氧化性已被广泛认同[3]，表现

为对脂类氧化的抑制及对非脂类氧化损伤的抑制两个方

面，探究其抗氧化机理表现为本身结构含有的咪唑环、

与金属离子的螯合作用、清除自由基作用和具有供氢、

供电子能力等[4]。Decker E[5]等通过添加不同浓度的纯肌

肽于绞碎的猪肉中，并与三聚磷酸钠、α - 生育酚以及

BHT 等抗氧化剂做比较，结果发现肌肽具有比三聚磷酸

钠、α - 生育酚以及 BHT 更好的抗氧化效果，且肌肽具

有一定的护色作用。此外，肌肽对 Cu2＋的识别与 ATP 探

测胞内游离 Mg2 ＋离子的机制类似[6]，还可作为生物传感

器敏感元件的制备原料。

肉类预煮液是肉制品生产过程中的副产物，预煮液

中含有大量的可溶性蛋白、氨基酸和其他浸出物等。目

前，肉类预煮液在再利用方面还基本处于空白，在牛

肉、猪肉、羊肉、鸡肉、鸭肉、鱼等畜禽和鱼肉等

干肉制品生产过程中，经预煮或蒸煮的滤液在生产过程

中被直接作为废弃物排放。以某牛肉干厂为例，如果

每天生产牛肉干 3～5 吨，按照 1:1.5 来计算，则会产生

4.5～7.5 吨的预煮液，直接排放不仅污染环境，而且浪

费资源。因此对肉类预煮液中有效成分进行探测，是

进一步深加工利用的基础。本研究专门采用超滤、

HPLC 等方法对牛肉预煮液进行处理和分析。

1 材料与方法

1.1 试剂与仪器

甲醇(色谱纯)、乙腈(色谱纯)、双蒸水、肌肽标

品 。

Waters 600 高效液相色谱仪      Waters 公司；C18 反

相柱   江苏汉邦公司；超滤杯、针头滤膜（0.45mm）、

真空泵、磁力搅拌器、布氏漏斗、滤纸、冰箱、三
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氯乙酸。

1.2 样品处理

实验中选用的牛肉取自现场宰杀的牛，牛屠宰后，

取其牛柳部位，迅速运回实验室，分割成小块装袋密

封冷冻保存。

实验时，首先将冻肉放在冰箱的冷藏中进行低温解

冻，解冻完全后，去除表面的可见脂肪，切成小块，

按 1:1.5 的比例加水，然后进行煮制。蒸煮时，先大火

煮沸 10min，然后小火煮 20min。取汤液进行真空抽滤，

共抽滤两次，取滤液。向滤液中加入少量 1 % 三氯乙

酸，进行 4000r/min 低速离心 20min，使用针头滤膜过

滤上清液，最后分别使用 500～100000D 的滤纸超滤上清

液，取滤液备用。

1.3  标准液配制

准确称量肌肽标准品 26.50mg，加双蒸水制成 2.65
mg/ml 的标准液；准确移取标准液 0.20、0.40、0.60、
0.80、1.00ml 加水定容至 10ml，分别配成 53.00、106.00、
159.00、212.00、265.00mg/L 的对照液。

1.4  HPLC 检测条件

色谱柱选用 C18 反相柱（250mm × 4.6mm）；流动

相: V 乙腈:V 水＝ 20:80，并向其中添加 6mmol/L 盐酸；流

速：1 m l / m i n；进样量：1 0 m l；柱温：2 0℃。

2 结果与分析

2.1 肌肽鉴定

肌肽标品和预煮液按上述色谱条件进行实验，色谱

图如图 1～3 所示：预煮液色谱中相应峰与肌肽标准品色

谱峰保留时间相同，肌肽出峰时间为 5.545～5.894min 之

间，初步判断该峰为肌肽，图 1 和图 2 中标品浓度分别

为 53mg/L 和 106mg/L。
2.2 色谱分析条件选择

流动相的优选：在实验过程中比较甲醇 - 水、乙腈 - 水
两个流动相体系对供试品分离效果的影响，结果表明二者均

能使供试品中肌肽与其他物质分离，但乙腈 - 水分离效果

好，实验中还比较了流动相中乙腈 - 水的 pH 值、乙腈和水

比例等因素对分离效果的影响，结果表明：添加 0.6mmol/L
盐酸有利于分离；未添加盐酸时，肌肽峰出现拖尾；当乙

腈和水比例低于V乙腈:V水＝ 20:80时，肌肽峰拖尾现象严重。

从图 1～3 可以看出在本实验色谱条件下，待测物质色谱峰

分离良好，色谱峰较为对称，可以准确测定其峰面积，进

行定量分析。

测定波长确定：通过查阅文献以及使用紫外线检测

器进行检测扫描，2 1 0 n m 处紫外吸收最大，灵敏度最

高，故选择 2 1 0 n m 为测定波长。

2.3 标准曲线

取图 1～3 中不同浓度系列肌肽对照品溶液各 10μl ，
分别注入高效液相色谱仪测定，以对照品质量浓度(mg/L)
为横坐标，以相应的吸收峰面积为纵坐标，进行回归分

析，曲线的回归方程为：y=2 × 106x+33286，对照品浓

度在 13～416mg/L 范围内与吸收峰面积呈良好的线形关

系，线性相关系数 r=0.9987。通过计算，得出样品中的

肌肽含量为 382.68mg/L。
2.4       加标实验

为了确定该峰是肌肽，进行加标实验(图 4)，向预

图1   肌肽标准品(53mg/L)
Fig.1    HPLC of carnosine standard (53 mg/L)
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图2  肌肽标准品(106mg/L)

Fig.2    HPLC of carnosine standard (106 mg/L)
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图3  原液经4倍稀释的样品液HPLC分析图谱

Fig.3     HPLC analysis of 4-times water diluent of pre-cooked  beef liquid
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煮液中准确添加浓度为 106mg/L 肌肽标准品溶液，进行

测定，测定结果带入回归方程，计算结果与实际添加

量进行比较分析，基本可以确定保留时间为 5.709min 的

峰就是肌肽。

3 讨  论

国内已有 L- 肌肽的合成工艺，技术原理为：β-Ala
→ Z-β-Ala → Z-β-Ala.Osu → Z-β-Ala-His → β-Ala-His，
其纯度可达 99%。合成的肌肽已被广泛用来研究肌肽的

生理功能和潜在的应用。但存在合成肌肽与醛类脂肪氧

化产物的相互作用生成一种强还原剂肼。在不同来源的

商用肌肽中肼含量范围为 0.01%～0.20%(W/W)。肼会对

挥发性醛、丙醛和硫代巴比妥酸反应产物形成干扰。因

此，肼能潜在的干扰脂类的氧化反应以及脂类氧化反应

产物的检测。因此，采用商业合成肌肽必须进行纯化，

而且，它的生理功效和化学特性有待重新评价。另外，

合成肌肽要耗费化学试剂，易导致环境污染。

HPLC 因其具有快速、高效和高回收的特点，近年

来应用越来越广泛，尤其是其在分离和制备多肽及蛋白

质上具有独特的优越性。本实验采用 Waters 600 高效液

相色谱系统，使用 C 1 8 色谱柱，对流动相、洗脱方式、

洗脱时间、色谱条件以及数据处理方面的因素进行了反

复实验和改进。采用乙腈:H2O 的流动相对牛肉预煮液中

肌肽的含量进行分析测定，实验结果重现性好。

牛肉预煮液是牛肉加工过程中产生的副产品，过去

一直作为废液被倒掉而没有引起相关厂家的重视。这不

仅可能导致污染环境，而且也是一种资源的浪费。通过

本实验，对预煮液中肌肽进行了初步检测，发现预煮液

中肌肽含量较高，样品中的肌肽含量为 382.68mg/L，具

有较高的利用价值，为后续工作的开展提供理论依据。
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图4  在样品液中添加肌肽标准品的HPLC图谱

Fig.4    HPLC analysis of pre-cooked beef liquid spiked with
carnosine standard


