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摘　要　建立了高效液相色谱法同时测定烤肉中丙烯酰胺和杂环胺的新方法。选择适宜的样品前处

理方法提取和净化样品, 经 TSK-gel ODS-80T M 柱分离并以配备二极管阵列和紫外检测器的 HPLC 对丙

烯酰胺和杂环胺进行测定。结果表明,该方法的线性范围为0. 02—32. 0�g/ mL ,检出限为 0. 2—0. 4ng / g ;回

收率为 67. 3%—95. 8% , 相对标准偏差为 1. 62%—5. 33%。该方法简便、快速, 准确度高,易推广应用。

关键词　高效液相色谱法; 烧烤食品;丙烯酰胺; 杂环胺

中图分类号: O657. 7+ 2　　　文献标识码: A　　　文章编号: 1004-8138( 2011) 05-2399-04

1　引言
上世纪 70年代末,人们发现含氮(主要是蛋白质)食物经高温加热后会产生致突变性和致癌性

很强的杂环胺类( HAAs)物质,现已从各种烹调食品中检出 20多种此类物质[ 1]。2002年 4月,瑞典

国家食品管理局和斯得哥尔摩大学的研究人员首次报道在油炸、高温烘焙的淀粉类食品(如油炸薯

片、烤面包等)中检测出高含量的丙烯酰胺( AA)
[ 2]
,随后美国、英国、日本等相关的研究机构证实了

该报道。由于丙烯酰胺和杂环胺对人类均具有潜在的致癌性, 而人们的日常食品经高温烹调后常常

会同时产生这些有毒的化合物 [ 3] ,也就意味着人们在持续不断的摄入这些有毒物质, 因此,同时检

测高温烹调食品中丙烯酰胺和杂环胺的含量具有重要意义。2-氨基-3-甲基咪唑[ 4, 5-f]喹啉( IQ)、

2-氨基-3, 8-二甲基咪唑[ 4, 5-f ]喹喔啉( MeIQx )和 2-氨基-1-甲基-6-苯基咪唑[ 4, 5-b]嘧啶( PhIP )

是食品中最常见的三类杂环胺[ 4] ,它们与丙烯酰胺一样, 主要是食物中的已糖和氨基酸通过美拉德

反应形成的[ 5, 6] ,且均被国际癌症研究协会( IARC)列为人类可疑或潜在致癌物( IQ和 AA 列为 2A

类, MeIQx 和PhIP 列为 2B类
[ 7]
)。迄今,尚无同时检测上述 4种化合物的相关报道,本文首次采用

高效液相色谱-紫外检测器法同时测定烤肉中的丙烯酰胺和杂环胺,取得了满意的结果。

2　实验部分

2. 1　仪器和试剂

Waters e2695高效液相色谱仪(美国 Waters公司) , 配置四元泵、真空在线脱气机、自动进样

器、二极管阵列检测器和双波长紫外检测器; AutoTrace 280 全自动固相萃取仪(美国戴安公司) ;

SK 3300LHC 超声波清洗仪(上海科导超声仪器有限公司) ; AG 245万分之一电子分析天平(瑞士

梅特勒-托利多公司) ; ETS-2高速匀浆机(江苏金坛市亿通电子有限公司) ; Delta 320型 pH 计(瑞



士梅特勒-托利多公司) ; 85-2型磁力搅拌器(江苏金坛市恒丰仪器厂) ; Ex trelut-20NT 液液萃取柱

(美国Welch M aterials公司) ; P-SCX 固相萃取小柱( 60mg / 3mL,美国Welch Materials公司)。

AA、IQ、MeIQx、PhIP 标准品(纯度均为 99. 5% )均购自加拿大 T oronto 公司;甲醇、乙腈、二氯

甲烷均为色谱纯; 其他试剂均为分析纯。实验用水为二次蒸馏水。

2. 2　色谱条件

色谱柱为 TSK-gel ODS-80TM ( 25cm×4. 6mm , 5�m, 日本 Tosoh 公司) ; 流动相: 乙腈和

0. 01mol/ L三乙胺(用 0. 1mol·L
- 1磷酸调 pH3. 2) , 其梯度洗脱程序如下: 0min, 5%乙腈∶95%三

乙胺; 2min, 25%乙腈∶75%三乙胺; 8m in, 45%乙腈∶55%三乙胺; 14. 01—15min, 5%乙腈∶95%

三乙胺。检测波长: 210nm ;流速: 1. 0mL/ min; 柱温: 30℃;进样量: 20�L。

3　结果与讨论

图 1　紫外光谱图

1—AA; 2—IQ ;3—MeIQx ; 4—PhIP。

3. 1　检测波长的选择

用二极管阵列检测器在 190—400nm 范围内

对各组分分别进行全扫描, 其紫外光谱图见图 1。

由图 1可见, AA、IQ、MeIQx 及 PhIP 4种物质在

200—220nm 波长范围内均有较强吸收峰,综合考

虑杂质干扰、检测灵敏度等因素确定检测波长为

210nm。

3. 2　流动相的选择

分别试验了甲醇-乙酸铵、乙腈-乙酸铵、

乙腈-三乙铵等多种流动相,结果表明: 用乙腈-三

乙铵(用磷酸调 pH)溶液进行梯度洗脱, 各组分分

离效果较好, 且灵敏度较高。

3. 3　校准曲线、线性关系与检出限

用甲醇配制浓度分别为 0. 05、0. 5、1. 0、2. 0、4. 0、8. 0、16. 0�g/ mL 的混合标准溶液, 在确定的

色谱条件下进样, 以峰面积 y ( mAU)对浓度 C(�g/ mL)进行线性回归, 得各组分的线性回归方程、

线性范围、相关系数,并依据信噪比 S/ N = 3测得各组分的检出限,结果见表 1。

表 1　线性回归方程与相关系数

化合物
保留时间

( min)
线性回归方程

线性范围

( �g/ mL)
相关系数

检出限

( ng/ g)

AA 4. 496 y= 117501C- 11966 0. 03—24. 0 0. 9991 0. 3

IQ 8. 623 y= 265107C- 388. 3 0. 02—32. 0 0. 9998 0. 2

M eIQx 10. 298 y= 207980C- 3422. 9 0. 02—32. 0 0. 9997 0. 2

PhIP 13. 630 y= 113267C- 39798 0. 04—24. 0 0. 9990 0. 4

3. 4　方法的回收率、精密度

准确称取同一烧烤肉样 3份,每份 4g,其中 2份分别加入浓度为 10�g / mL 的混合标准溶液 5、

20�L, 添加水平分别为 12. 5、50. 0ng/ g, 另 1 份不加, 然后进行样品处理和高效液相色谱分析

( n= 6) ,计算回收率和精密度,结果见表 2。由表 2可见,各组分的回收率在 67. 3%—95. 8% ,相对

标准偏差在 1. 62%—5. 33%。各组分的回收率不同,主要是由于 P-SCX柱对各组分的选择性吸附

不同所致。
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表 2　方法的回收率和精密度 ( n= 6)

化合物

添加水平( ng/ g)

12. 5

回收率( % ) RSD( % )

50

回收率( % ) RSD( % )

AA 94. 4 1. 92 95. 8 1. 62

IQ 92. 7 3. 25 93. 6 2. 81

MeIQx 89. 3 3. 87 91. 5 4. 05

PhIP 71. 2 5. 33 67. 3 5. 17

3. 5　样品处理及测定

自某超市购买肉样 5份,经炭烤 10min后按下述方法处理:称取碾细混匀的烤肉 4g 与 12mL

1mol/ L NaOH 混合, 置于磁力搅拌器上搅拌 1h,加入 12g 硅藻土并混匀后填充入 Extrelut-20 NT

空柱中,用 50mL 正已烷淋洗脱油脂, 弃去淋洗液,再用60 mL 二氯甲烷将杂环胺从Ex trelut-20NT

柱中洗脱, 洗脱液通过 P-SCX 固相萃取小柱用全自动固相萃取仪萃取, 并用 5mL 甲醇∶氨水

( 28%)混合溶液(体积比为 19∶1)洗脱至浓缩管中。将最后的洗脱液在 40℃经氮气吹干,再用甲醇

定容至 1mL, 过 0. 45�m 滤膜后吸取 20�L 注入 HPLC 分析, 以校准曲线法分别测定样本中 AA、

IQ、MeIQx、PhIP 的含量, 每个样本平行测定两次。混合标准及样品色谱图见图 2。

图 2　混合标准( A )及样品(B )色谱图

由表 3可知,在 5种传统烤肉中均检测出 PhIP 含量在0. 8—4. 1ng/ g。在烤鸡肉和烤猪肉中均

检出 AA 和 3种杂环胺,烤牛肉和烤鱼肉中均只检出 AA 和 PhIP ,而烤羊肉中仅检出了微量的 3

种杂环胺。出现上述结果可能与各类肉样中所含氨基酸种类及含量不同有关。

表 3　样品测定结果 ( n= 2)

样品名称 AA( ng/ g) IQ( ng/ g) MeIQx (ng/ g) PhIP( ng/ g)

烤鸡肉 10. 6 0. 92 1. 3 3. 2

烤羊肉 — 1. 9 1. 6 0. 8

烤牛肉 3. 7 — — 4. 1

烤猪肉 6. 6 0. 57 1. 3 2. 5

烤鱼肉 4. 5 — — 1. 3

　　注:表中“—”代表未检出。

4　结论
本文采用高效液相色谱-紫外检测器法同时测定烤肉中的丙烯酰胺和杂环胺,操作简便、快速、

准确、灵敏,易推广应用。
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Simultaneous Determination of Acrylamide and Heterocyclic

Amines in Roast Meat by HPLC

OUYANG Yun-Fu　TANG Hong-Bing　WU Ying　ZHAO Li-Fan　L I Gui-Ying
( Chang zhou Center f or Disease Contr ol and P rev ention, Changz hou, Jiangsu 213022, P .R . China)

Abstract 　 A novel method for the simultaneous determination of acry lamide ( AA ) and

heterocyclic amines ( HHAs ) in roast meat w as established by high performance liquid

chromatography ( HPLC) . Af ter the sample was ex tracted and purif ied by the suitable pret reatment

method, AA and HAAS were separated by T SK-gel ODS-80T M column and determ ined by HPLC

system w ith diode array detector ( DAD) and ult raviolet detector. The linear range w as betw een

0. 02—32. 0�g/ mL, and the detect ion limit w as 0. 2—0. 4ng/ g , and the recoveries w ere in the range of

67. 3%—95. 8%, while RSD was from 1. 62%—5. 33%. T he method is simple and rapid w ith a good

accuracy , which can be easily popularized to applicat ion.

Key words　HPLC; Roast M eat ; Acrylam ide; Heterocyclic Amine
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