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糖醋排骨中羧甲基赖氨酸分析方法的建立及其
烹饪过程中动态变化
贾寒冰，申明月，谢俊华，刘玲玲，聂少平*

（南昌大学 食品科学与技术国家重点实验室，江西 南昌 330047）

摘  要：采用高效液相色谱-三重四极杆质谱联用技术建立了一种操作简单、稳定性好的检测中式菜肴糖醋排骨

中羧甲基赖氨酸（Nε-(carboxymethyl)lysine，CML）的方法。样品用正己烷去脂肪，硼氢化钠还原，盐酸水解蛋

白，Oasis MCX固相萃取小柱净化。以5 mmol/L的乙酸铵溶液和甲醇-水（80∶20，V/V）溶液作为流动相，采用

Phenomenex Synergi 4 μ Hydro-RP 80A色谱柱，在正离子模式下采用多重反应监测分析，同位素内标法定量。该方

法检出限为1.40 µg/g，加标回收率为90.94%～105.26%，相对标准偏差为5.80%～15.46%。采用该分析方法对中式

菜肴糖醋排骨加工过程中CML的含量变化进行分析，结果表明，加工温度和加热时间以及糖和油脂的添加均可以

显著影响糖醋排骨中CML的含量。
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Establishment of Analytical Method for Nε-(carboxymethyl)lysine in Sweet and Sour Pork Ribs and  

Its Dynamic Change during the Cooking Process
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Abstract: In this study, high performance liquid chromatography-triple quadrupole mass spectrometry (HPLC-MS/

MS) was used to establish a simple and stable method for the detection of advanced glycation end products (AGEs) of  

Nε-(carboxymethyl)lysine (CML) in sweet and sour pork ribs. Samples were reduced by sodium borohydride after removing 

lipid. HCl was then added to hydrolyze the protein in the samples. After hydrolysis, the target compounds were cleaned 

up by Oasis MCX SPE cartridges and then separated by Phenomenex Synergi 4 µ Hydro-RP 80A column with ammonium 

acetate aqueous solution and methanol solution as mobile phases. HPLC-MS analysis was conducted using electron spray 

ionization (ESI) in the positive ion mode (ESI+) and quantification was performed in multiple-reaction monitoring (MRM) 

mode by stable isotope dilution method. The limit of detection was 1.40 μg/g and the average recoveries of CML ranged 

from 90.94% to 105.26% with relative standard deviation (RSD) in the range of 5.80%-15.46%. The contents of CML in 

Huaiyang style sweet and sour spareribs were analyzed. The results showed that heating time, heating temperature and the 

addition of sugar and oil caused a significant increase in CML content.
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晚期糖基化末端产物（advanced glycat ion end 

products，AGEs）是糖类和蛋白质、氨基酸等大分子物质

的非酶糖基化产物，主要在美拉德反应中期阶段产生[1]。

人体内的AGEs部分来源于饮食，有研究表明饮食摄入人

体的AGEs大约1/10进入血液循环，其中只有1/3通过肾脏

排出体外，剩下的2/3通过共价键和组织结合留在体内，
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从而诱发人体各种疾病的产生[2-4]，如糖尿病、肾病（尿

毒症）、动脉粥样硬化、衰老、心血管疾病和阿茨海默

尔等疾病[5-7]。目前在生物和医药领域已经分离鉴定出多

种AGEs，其中羧甲基赖氨酸（Nε-(carboxymethyl)lysine，

CML）是AGEs的主要成员之一，由于CML在食品中广

泛存在且对人体潜在危害性大，因此将CML作为AGEs的

研究代表具有重要意义[8]。

目前用于检测CML的技术主要有酶联免疫（enzyme-

linked immunosorbent assay，ELISA）法 [9-10]、高效

液相色谱（high performance liquid chromatography，

HPLC）[10-11]、气相色谱-质谱（gas chromatography-mass 

spectrometer，GC-MS）法[12]、LC-MS[13]等。不同检测

方法都有自身的优越性，同时也会存在不足的地方，或

者会受到检测限制[14]。如ELISA法对抗体特异性要求较

高，对测定不同生物样品差异性大；对于HPLC、GC-MS

检测方法而言，往往需要通过对CML进行柱前衍生，步

骤相对繁琐，且会降低检测灵敏度[15-18]。因此，检测不

同样品选择相适应的检测方法显得尤为重要。HPLC-MS

法检测CML不需要进行柱前衍生化处理，预处理步骤简

单，而且保留时间稳定，重复性好[14]。

中华美食色香味俱全，闻名中外，中式菜肴烹饪技

术种类繁多，包括炒、炸、炖、煎等[19]。传统中式菜肴

菜色丰富，菜品都是通过主料、辅料的搭配再加以调味

而成的，正所谓是“一菜一味，百菜百味”[20]。中式菜

肴独特的制作方法为CML的生成提供依据。目前我国没

有研究报道中式菜肴加工过程对CML生成的影响。淮扬

菜在国内享有盛誉，是招待国际政要的首选菜系[21]。糖

醋排骨是经典淮扬菜之一，其选用新鲜仔排为主料，肉

质鲜嫩，口味酸甜适中，色泽红亮油润，是江南一带的

大众流行菜[22]。因此，本实验选择以CML为检测目标，

建立HPLC-MS/MS法研究探讨糖醋排骨加工过程对CML

含量变化的影响。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

排骨、米醋、镇江香醋、白醋、料酒、白糖、老

抽、葱、姜 市购；压榨花生油 山东鲁花集团有限

公司；超纯水 屈臣氏集团（香港）有限公司；CML

标品、d4-CML内标（纯度均大于98%） 加拿大TRC公

司；甲醇、甲酸、乙酸铵（均为色谱级） 上海Aladdin

试剂有限公司。

1.2 仪器与设备

1290/6460A LC-MS/MS仪 美国Agilent公司；

Synergi 4 μ Hydro-RP 80A色谱柱（2 mm×250 mm，

4 μm） 美国Phenomenex公司；3K15冷冻高速离心机 

美国Sigma公司；KQ-50B/KQ 3200E超声波清洗器 昆山 

市超声仪器有限公司；BCD-179K超低温冰箱 青岛海

尔电冰箱股份有限公司；DHG-9023A电热恒温干燥箱  

上海一恒科技有限公司；XS-105电子分析天平 瑞士

梅特勒-托利多集团；MD 200氮吹仪 上海摩亿科贸有

限公司；HGC-8固相萃取仪 广州智真生物科技有限公

司；12L Freeze Dry System冷冻干燥机 美国Labconco

公司；OASIS系列MCX固相萃取柱（6 mL，150 mg） 

美国Waters公司；JYL-D051料理机 九阳股份有限公

司；C21-SK011电磁灶 杭州九阳生活电器有限公司。

1.3 方法

1.3.1 糖醋排骨加工过程及取样

按照经典淮扬菜糖醋排骨的制作方法 [22]，将400 g

排骨剁成长约3 cm的段，加100 g葱、100 g姜、40 g料

酒腌制30 min；在沸水中煮3 min，焯去葱姜等杂质，

捞出沥干；投入到热油（120 ℃）中油炸6 min，此时

肋排表面呈金黄色，大约八成熟，两端露出尖尖的骨

头；炒糖色，加入15 g油，30 g糖，150 ℃ 2 min，快速

升温至180 ℃ 1 min，炒至糖色状态，倒入50 mL水，

120 ℃ 1 min熬成红亮的糖色，此时放入炸好的排骨，

加入老抽20 g，米醋40 g，倒入清水没过排骨，150 ℃烧

至沸腾，然后90 ℃加盖焖40 min，开盖后加入镇江香醋

20 g，180 ℃大火收干汤汁，淋入白醋10 g，出锅即成。

分别取未处理、腌制后、沸水煮后、炸至金黄色、

炒糖色、大火烧沸、出锅后的排骨适量，粉碎机绞碎，

冷冻干燥，再次粉碎后低温保存。

1.3.2 样品前处理

参考Assar等[23]的研究进行样品前处理。称取60 mg

样品，加入2 mL正己烷，摇匀后以4 000 r /min离心

3 min，弃上清液，重复3 次以彻底除去脂肪。加入

1.5 mL硼酸钠缓冲液（0.2 mol /L、pH 9.4）和1 mL硼氢

化钠溶液（1 mol/L含0.01 mol/L氢氧化钠），混匀后在

4 ℃冰箱中还原6 h。根据Folch等[24]的方法，加入4 mL

三氯甲烷-甲醇（2∶1，V/V）溶液除去样品中的油脂，

同时使蛋白质沉淀。5 000 r/min离心10 min后，在沉淀

物中加入4 mL盐酸溶液（6 mol/L），于烘箱中110 ℃

酸水解24 h。用氮气将酸解液吹干，于2 mL甲醇-水 

（80∶20，V/V）溶液中复溶，加入20 μL内标（50 ng/mL）。 

分别用3 mL甲醇和3 mL水洗净和活化MCX小柱，取上述

样品溶液过柱，依次用3 mL水和3 mL甲醇洗净杂质后，

用5 mL体积分数5%氨水的甲醇溶液洗脱，收集的洗脱液

经氮吹浓缩后，复溶于1 mL甲醇-水（80∶20，V/V）溶液

中，过0.22 μm水系滤膜后，用于HPLC-MS分析。

1.3.3 HPLC-MS检测条件

Phenomenex Synergi 4 µ Hydro-RP 80A色谱柱

（250 mm×2 mm，4 μm）；流动相：A为5 mmol/L的乙
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酸铵溶液，甲酸调节pH 4.0；B为甲醇；进样量10 μL；
流动相速率0.2 mL/min；柱温35 ℃。

MS条件：电离方式：电喷雾离子源正模式；检测方

式：多反应监测驻留时间500 ms；毛细管电压3.00 kV；

离子源温度100 ℃；脱溶剂气温度300 ℃；锥孔气流量

50 L/h；进样锥电压20 V；脱溶剂气和锥孔气为氮气，碰

撞气体为氩气。

2 结果与分析

2.1 流动相的选择

选择CML标准溶液（1 μg/mL）进样，通过实验首先

比较了乙腈-水溶液和甲醇-水溶液对CML的洗脱效果，

结果表明乙腈作为流动相时出现倒峰，而甲醇作为流动

相时不会出现倒峰，但是峰形不佳；接着在水相中加入

5 mmol/L乙酸铵溶液，用甲酸调pH值分别为4.0、5.0、

6.0，结果表明，当pH 4.0时，峰形显著改善，如图1所
示。同时实验还优化了不同的流动相比例对CML保留时

间和峰形的影响，分别选取了体积分数50%、70%、80%

甲醇溶液作为流动相。结果在确保色谱柱对CML的保留

效果的同时，体积分数80%甲醇溶液得到的CML峰形最

优，对称性最好，如图2所示。
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Fig.1 Effects of pH on CML peak shape
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图 2 不同流动相比例对CML峰形的影响

Fig.2 Effect of mobile phase composition on CML peak shape

2.2 质谱条件的优化

表 1 各物质的质谱参数设置

Table 1 Mass parameters in multiple-reaction monitoring (MRM) 

mode for CML and d4-CML

化合物
母离子
（m/z）

子离子Ⅰ
（定性）（m/z）

子离子Ⅱ
（定量）（m/z）

最佳锥孔
电压/V

最佳碰
撞能/eV

CML 205 130 84 100 9（Ⅰ）11（Ⅱ）

d4-CML 209 134 88 100 9（Ⅰ）11（Ⅱ）

在全扫描模式下，确定母离子及其分子质量，见表1；

选择离子监测模式下，在100～200 V每隔10 V分别对

CML进行监测，从而确定各个单标的最佳锥孔电压；在

子离子扫描模式下，确定最佳碰撞能、定性子离子和定

量子离子；最后，在多重反应监测模式下，应用并检验

以上确定的MS条件，见图3。
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图 3 CML的二级质谱图

Fig.3 MS-MS fragments of CML

2.3 样品前处理时硼氢化钠还原时间的选择
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图 4 不同反应时间对CML含量的影响

Fig.4 Effect of reaction time on the content of CML

有文献[12,13,18]报道，部分阿玛多利重排产物，例

如果糖基赖氨酸在酸水解时会转化成CML，为了提高检
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测的准确性，通常采用硼氢化钠将果糖基赖氨酸等物质

进行还原。因此实验按照1.3.2节方法分别取糖醋排骨成

品6 份进行样品前处理，还原时间分别为0、2、4、6、

8、10 h。实验结果表明，还原时间在6 h左右时，CML的

含量基本稳定如图4所示，与He Jialiang等[13]研究报道结

果一致。因此实验最终选择1 mol/L硼氢化钠还原6 h。

2.4 净化样品时固相萃取柱的选择
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图 5 不同类型固相萃取柱对CML含量的影响

Fig.5 Effect of solid phase extraction columns on CML content

根据CML的结构，选取Sep-Pak C18、Oasis HLB、

Oasis MCX 3 种固相萃取小柱对糖醋排骨成品进行净化

处理，然后测定CML含量。如图5所示，MCX柱净化富

集效果明显比C18柱和HLB柱好。根据相关文献[25-26]

报道，因此推断，由于CML属于两性电离物质，较强极

性，C18固相萃取柱对CML吸附能力弱，容易与杂质一起

被洗脱；HLB固相萃取柱对极性和非极性物质有一个平

衡的吸附效果，对酸性、中性和碱性物质都可以简单地

吸附在材料表面，因此物质不同的极性和pH值对吸附效

率影响较大；MCX混合型固相萃取柱可以同时通过反相

机制保留干扰物和离子交换选择性保留CML，最后通过

离子置换将CML洗脱。

2.5 线性关系与检出限

甲醇 -水（80∶20，V /V）溶液梯度稀释标准液，

以不同质量浓度CML标品峰面积与一定质量浓度内标 

d4-CML峰面积比值为横坐标，CML质量浓度为纵坐标，

制作标准曲线，以3 倍信噪比为检出限。由表2可知，

在线性范围内，峰面积与质量浓度有良好的线性关系 

（R2＞0.999），检出限为1.40 μg/g，与已报道[27]的方法

相比，本方法具有较高的灵敏度。

表 2 CML的线性范围、线性方程、相关系数及检出限

Table 2 Linear equations, correlation coefficients, limits of detection 

(LODs) and limits of quantification (LOQs) for CML

化合物
线性范围/
（μg/L） 线性方程

相关
系数R2

检出限/
（μg/g）

CML 10～800 Y=0.311 7X－0.340 8 0.999 3 1.40

2.6 精密度与回收率结果

取制作完成的糖醋排骨为原料，添加3 个不同质量

浓度的混合标准溶液进行回收率和精密度实验。未加标

准品的糖醋排骨和加标糖醋排骨肉样按照优化后的方

法进行测定，每个水平重复测定6 次。结果显示，原料

的加标回收率在90.94%～105.26%之间，相对标准偏差

（relative standard deviation，RSD）在5.80%～15.46%之

间。以上结果表明，该方法准确可靠，可用于实际样品

的测定，见表3。

表 3 添加回收率及RSD结果（n=6）

Table 3 Results of recovery and relative standard deviation (n=6)

化合物
本底值/

（μg/mg）
加标量/
（μg/g）

测定值/
（μg/g）

加标
回收率/% RSD/%

CML 134.28

50 179.75 90.94 15.46

100 238.94 104.66 10.24

500 660.59 105.26 5.80

2.7 糖醋排骨各加工阶段样品CML的含量

表 4 糖醋排骨各加工阶段CML检测结果

Table 4 CML contents of sweet and sour pork ribs during  

different processing stages

μg/g

加工阶段 未处理 腌制后 沸水煮后 炸至金黄色 炒糖色 大火烧沸 出锅后

CML含量 24.72±2.75 17.46±1.64 38.76±3.90 68.40±7.11 85.65±8.82 126.24±13.49 136.37±14.06

取适量上述糖醋排骨各加工阶段样品进行CML检测

（n=3），如表4所示。实验结果表明，随着加热强度、时

间和原料的不同直接影响CML含量的变化，沸水煮后较

腌制后增加21.3 μg/g，油炸后较沸水煮后增加29.64 μg/g； 

在加入白糖后，大火烧沸较炒糖色急剧增加40.59 μg/g。

结合相关文献[28]，推断由于肉在热加工前，由机体本

身和贮藏过程中生成的主要是游离态CML，而肉在漂洗

和腌制过程时，部分游离态CML溶解在水和料酒中，导

致CML含量在腌制后含量有所降低。CML产生途径包

括美拉德反应、葡萄糖的自氧化降解和脂质的自氧化降

解等[14]，因此糖醋排骨在加入油和糖后CML含量显著增

加。房红娟[29]研究结果也表明，加工温度和加热时间以

及糖和油脂的添加均可以显著影响糖醋排骨中CML的含

量。如低乳糖牛奶CML含量为5.47 μg/mL比牛奶CML含

量（4.26 μg/mL）高，而脱脂牛奶CML含量为3.64 μg/mL 

低于牛奶CML含量，由于低乳糖牛奶中还原糖增加促进

了CML的产生而脱脂牛奶减少了由脂质过氧化物生成

CML。在发酵食品中，由于蛋白质水解为游离氨基酸、

多糖水解为寡糖和单糖，CML含量相对更高，如腐乳中

达124.92 μg/g；富含赖氨酸的豆奶五谷粉生产中加入大

量糖且为粉末状态，因此在喷雾干燥或长期贮存过程产

生的CML达到67.49 μg/g[28]。一些经过中温条件加工且蛋

白含量低的面食制品如挂面、水饺皮等CML含量相对更

少，分别为4.13、8.34 μg/g；而经过油炸的食品如方便

面、油条的CML含量分别高达38.77、32.69 μg/g[28]；另外

经过高温烘烤的食品如小麦面包皮、硬质饼干中CML含

量分别为94.29、117.53 μg/g[13]。
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3 结 论

本研究采用高效液相色谱-三重四极杆质谱联用技

术建立了一种操作简单、稳定性好、回收率高的检测中

式菜肴糖醋排骨中CML的方法。该方法中样品经正己烷

去脂肪，硼氢化钠还原，酸水解蛋白，Oasis MCX固相

萃取小柱净化。该方法检出限为1.40 μg/g，加标回收率

为90.94%～105.26%，RSD为5.80%～15.46%。采用该分

析方法对中式菜肴糖醋排骨加工过程中CML的含量变化

进行了分析，结果表明，加工温度和加热时间以及糖和

油脂的添加均可以显著影响糖醋排骨中CML的含量。因

此，如何改善糖醋排骨的加工工艺也是控制CML生成的

一个重要途径。
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