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苹果与葡萄对烤牛肉饼体外消化过程 
杂环胺释放的影响

陈 阳，陈俏纯，邓 鹏，何志勇，王召君，陈秋铭，陈 洁，曾茂茂*
（江南大学 食品科学与技术国家重点实验室，江苏 无锡 214122）

摘  要：研究外源添加物在消化过程中对蛋白结合态杂环胺（heterocyclic aromatic amines，HAAs）释放的影响。

在烤牛肉饼的体外消化实验中以加入新鲜苹果和葡萄泥作为实验组，以未添加新鲜苹果和葡萄泥为对照组，消化

液中的游离HAAs和蛋白结合态HAAs分别通过乙酸乙酯和盐酸水解提取，经固相萃取后使用超高效液相色谱-质谱

联用仪测定。结果表明：苹果与葡萄的添加并未引起总HAAs含量的显著变化，但都不同程度促进了蛋白结合态

HAAs向游离态HAAs的转化，且转化效果随新鲜苹果和葡萄泥添加量增加呈增强趋势。
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Effects of Apples and Grapes on the Release of Heterocyclic Amines during in Vitro Digestion of Roast Beef Patties
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Abstract: In this study, the effect of exogenous additives on the release of protein-bound heterocyclic aromatic amines 

(HAAs) during the digestion process was investigated. Roast beef patties and those with added apple or grape puree were 

digested in vitro. The free HAAs and protein-bound HAAs in the digest were extracted by ethyl acetate and hydrochloric 

acid hydrolysis, respectively, purified by solid-phase extraction (SPE), and analyzed by ultra-high performance liquid 

chromatography-mass spectrometry (UPLC-MS). The results showed that the addition of apples or grapes did not cause 

significant changes in total HAAs content, but promoted the conversion of protein-bound HAAs to free HAAs to varying 

degrees, and the degree of conversion tended to increase with  increasing addition of fruit puree. 
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杂环胺（heterocyclic aromatic amines，HAAs）是蛋

白食品经高温加工过程产生的一类具有致畸、致癌性的

化合物，目前已经分离鉴定出30 种左右，部分HAAs在

埃姆斯测验中表现出比黄曲霉毒素B1和苯并(a)芘更强的

诱变特性[1]。在乳腺癌[2]、前列腺癌[3]和肝癌[4]等疾病形成

中，HAAs发挥的作用与其经体内转化吸收后形成的高水

平DNA加合物有关。因动物源食品相对植物基食品中存

在独有的肌酸（酐）[5]，动物源制品尤其是肉制品含有较
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多种类及含量的HAAs[6]，这是世界卫生组织将红肉及其

制品列为致癌物的原因之一。

食品中HAAs的研究多针对其在食品加工过程中的

形成[7]及抑制[8]。李雨竹等[9]发现，生姜和辣椒可以减少

卤煮牛肉中HAAs，而其特征成分6-姜酚和辣椒素的抑制

作用更强。薛超轶等[10]认为，组氨酸可以浓度依赖性地

抑制烤牛肉饼中β-咔啉类杂环胺，脯氨酸对2-氨基-3,8-

二甲基咪唑并喹喔啉（2-amino-3,8-dimethylimidazo[4,5-f]
quinoxaline，MeIQx）的抑制能力同样呈浓度依赖关系。

Li Yong等[11]研究发现，盐的加入将降低烤牛肉饼的蒸煮

损失，这增加了肉饼的适口性，但导致更多HAAs生成。

此外，由于植物油分解的复杂性和油中抗氧化剂的差

异，植物油在抑制HAAs方面仍需进一步研究[12]。除了食

品加工常用的油脂、香辛料及磷酸盐等辅料或添加剂之

外，蓝莓[13]、木瓜[14]和鳄梨[15]等富含抗氧化成分的水果

及其提取物因具有较强的自由基清除作用而常见于抑制

HAAs生成的研究中。以上研究在阻断因肉制品热加工过

程HAAs生成而引起的HAAs膳食暴露方面取得了长足进

展，但目前尚未有可以完全抑制高温加工熟肉制品中所

有HAAs的方法。因此，基于天然植物单体成分在减少膳

食摄入HAAs毒性方面的研究也有一些报道。Serap等[16] 

发现叶绿素a和叶绿素b可以防止由MeIQx引起的DNA损

伤；Anna等 [17]证实咖啡因、己酮可可碱和茶碱可以与

HAAs形成π-π堆叠复合物，并降低HAAs的致突变性；

Bear等[18]研究发现，香叶木苷、柚皮苷、柚皮素和芦丁

等柑橘类黄酮对由细胞色素P450 1A2介导的HAAs致突变

性具有预防潜力。

Arkadiusz[19]认为，HAAs是以游离态和蛋白结合态

2 种形式存在于食品中，而体外消化实验中经消化酶解测

得显著高于常规有机溶剂萃取的HAAs含量证实了这一观

点。蛋白质在胃肠道消化阶段被广泛水解形成游离氨基

酸或肽，部分研究显示，低聚肽的吸收效率要高于游离

氨基酸[20]，这意味着HAAs的膳食暴露量要高于以往研究

中使用有机溶剂萃取所得HAAs含量，甚至可能因为肽吸

收的原因也高于消化过后的游离态HAAs含量。因此，同

时测定膳食中游离态和蛋白结合态HAAs的含量可以更好

地预估真实膳食暴露HAAs水平[21]。根据前述，针对食品

加工过程中HAAs生成抑制的研究重点是筛选有效的天然

植物及其提取物，然而目前没有明确关于这些外源添加

物对于消化过程HAAs释放影响的研究报道。基于食物基

质的复杂性及外源添加物对消化过程干预机制的不明确

性，本研究分析生活中较为常见的苹果与葡萄对烤牛肉

饼消化过程中的游离态及蛋白结合态HAAs的影响。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

新鲜牛里脊肉（2～3  岁鲁西公黄牛，体质量约

800 kg），购于无锡华润万家超市万顺路店；新鲜苹果和

葡萄购于无锡欧尚超市高浪店。

17 种HAAs标准品，包括2-氨基-9H-吡啶并[2,3-b]

吲哚（2-amino-9H-pyrido[2,3-b]indole，AαC）、2-氨

基-3甲基-9H-吡啶并[2,3-b]吲哚（2-amino-3-methyl-9H-

pyrido[2,3-b]indole，MeAαC）、1-甲基-9H-吡啶并[3,4-b] 

吲哚（1-methyl-9H-pyrido[3,4-b]indole，harman）、

9H -吡啶并 [3 ,4-b ]吲哚（9H -pyr ido[3 ,4-b ] indole，

norharman）、2-氨基-6-甲基二吡啶并[1,2-a:3’,2’-d]咪

唑、2-氨基-1-甲基-6苯基咪唑并[4,5-b]吡啶（2-amino-

1-methyl-6-phenylimidazo[4,5-b]pyridine，PhIP）、2-氨

基-1,6-二甲基咪唑并[4,5-b]吡啶、2-氨基-1,5,6-三甲基

咪唑并[4,5-b]吡啶、2-氨基-3-甲基-3H-咪唑并[4,5-f]喹啉

（2-amino-3-methyl-3H-imidazo[4,5-f]quinoline，IQ）、 

2-氨基-3,4-二甲基咪唑并[4,5- f]喹啉（2-amino-3,4-

dimethylimidazo[4,5-f]quinoline，MeIQ）、2-氨基-1-甲

基咪唑并[4,5-b]喹啉（2-amino-1-methylimidazo[4,5-b]

quinoline，IQ[4,5-b]）、2-氨基-3-甲基咪唑并[4,5-f]喹喔

啉（2-amino-3-methylimidazo[4,5-f]quinoxaline，IQx）、

MeIQx、2-氨基-3,4,8-三甲基咪唑并[4,5- f]喹喔啉、 

2-氨基-3,7,8-三甲基咪唑并[4,5-f]喹喔啉、2-氨基-3,4,7,8-

四甲基-3H-咪唑并[4,5-f]喹喔啉、2-氨基-5-苯基吡啶

（2-amino-5-phenylpyridine，Phe-P-1）（纯度＞99.9%）   

圣克鲁斯生物技术（上海）有限公司；α-淀粉酶（酶活

力12 U/mg）、胃蛋白酶（酶活力30 U/mg）、胰酶（酶

活力4 U/mg）、猪胆盐（胆酸含量≥60%） 上海源

叶生物技术有限公司；硅藻土、NaOH、HCl、乙酸乙酯   

国药集团化学试剂（上海）有限公司；甲醇、乙腈、甲

酸（色谱级） 德国Meker公司。

1.2 仪器与设备

Acquity超高效液相色谱串联三重四极杆-质谱联用

仪（ultra high performance liquid chromatography-triple 

quadrupole tandem mass spectrometry，UPLC-MS/MS），

配有电喷雾离子源（electron spray ionization，ESI）   

美国Waters公司；Fotector Plus全自动固相萃取仪、

AUTO EVA全自动浓缩仪 中国睿科仪器有限公司；

SCC61万能蒸烤箱 德国Rational公司。

1.3 方法

1.3.1 烤牛肉饼的制备

生牛里脊肉糜（40.0±0.1） g用内径6 cm的铁圈
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定型成饼状后在烤箱中225 ℃烘烤20 min（每面烘烤

10 min）。冷却至室温后，将所有烤牛肉饼搅碎后充分

混匀。随后进行冷冻干燥，并在－80 ℃下保存。

1.3.2 牛肉饼的体外消化

实验组样品为体外消化前分别向2.5 g冻干牛肉饼中

加入现搅碎新鲜苹果泥和葡萄泥（添加量分别为冻干牛

肉饼质量的50%、100%和150%），再进行体外消化；

对照组样品则直接称量相同质量冻干牛肉饼进行体外消

化。体外消化参考Minekus等[22]的方法。

1.3.3 体外消化液中游离态HAAs的提取

体外消化结束后取全部消化液，加入一定量的NaOH

调节pH值至约12.0，以抑制消化酶活性并提高HAAs的

萃取效率，加入40 mL乙酸乙酯40 kHz、50 ℃超声提取

45 min，收集混合液经3 000 r/min离心10 min后得上层乙

酸乙酯相，重复提取2 次。氮吹浓缩乙酸乙酯相至20 mL

左右，固相萃取前加入100 μL 2 mol/L HCl溶液中和残留

的NaOH。提取液随后进行固相萃取。

1.3.4 体外消化液中结合态HAAs的提取

参考Chen Jing等[21]的方法，略有改动。在用乙酸乙

酯提取出游离HAAs后，剩余的下层液体浓缩至约20 mL

后转移到48 mL耐压瓶中，加入等体积的浓盐酸使盐酸浓

度约为6 mol/L，于110 ℃烘箱中水解24 h后，将水解液过

滤定容至100 mL，取10 mL进行固相萃取。

1.3.5 固相萃取

采用全自动固相萃取仪和MCX固相萃取小柱对样品

进行分离富集和纯化。分别使用6 mL色谱级甲醇、超纯

水、乙酸乙酯活化MCX固相萃取小柱，然后上样HAAs

提取液，随后依次用6 mL 0.1 mol/L HCl和甲醇淋洗小

柱，最后使用6 mL甲醇-氨溶液（19∶1，V/V）洗脱保留

在小柱中的HAAs，洗脱液经氮气吹干后用0.3 mL色谱级

甲醇复溶，经0.22 μm有机滤膜过滤后使用UPLC-MS/MS

进行分析。

1.3.6 UPLC-MS/MS检测条件

HAAs的定性及定量分析采用本课题组前期研究[23] 

中的方法，使用Waters Acquity UPLC BEH C18色谱柱分

离17 种HAAs，柱温45 ℃，以100%乙腈（A）和0.1%

甲酸（B）为流动相进行梯度洗脱：0～2 min，2%流

动相A；2～12 min，2%～20%流动相A；12～14 min，

20%～100%流动相A；14～17 min，100%～2%流动相A； 

17～20 min，2%流动相A。总运行时间为20 min，流速

0.3 mL/min，进样量2 μL。ESI-MS操作条件如下：正

离子模式（ESI＋）运行，离子源温度100 ℃，脱溶剂气

（氮气）温度400 ℃，毛细管电压3.50 kV，锥孔气（氮

气）流量50 L/h，脱溶剂气流量700 L/h，碰撞气（氩

气）流量0.15 mL/min。MS检测采用多反应监测模式。

1.4 数据处理

UPLC-MS/MS图谱采集及定性、定量分析均采用

Mass Lynx V4.1软件。数据显著性分析使用Minitab 19软

件完成，做图软件为Origin 2022b教育版，主成分分析

（principal component analysis，PCA）和聚类分析作图使

用Metaboanalyst在线网站（https://www.metaboanalyst.ca/

MetaboAnalyst/home.xhtml）完成。

2 结果与分析

2.1 苹果与葡萄对烤牛肉饼消化后游离态HAAs含量的

影响

表 1 苹果与葡萄对烤牛肉饼消化后游离态HAAs含量的影响

Table 1 Free HAAs content in digested products of roast beef patties 

affected by apple and grape

ng/g

HAAs 对照组
苹果添加量/% 葡萄添加量/%

50 100 150 50 100 150

AαC 0.11±0.05a 0.13±0.06a 0.22±0.02a 0.21±0.06a 0.14±0.01a 0.17±0.04a 0.20±0.02a

Phe-P-1 0.35±0.16b 0.69±0.04ab 0.94±0.29a 0.96±0.29a 0.70±0.12ab 0.84±0.04ab 1.00±0.09a

MeIQx 0.52±0.14a 0.55±0.05a 0.87±0.30a 0.79±0.16a 0.65±0.20a 0.68±0.12a 0.70±0.16a

IQ[4,5-b] 0.69±0.12bc 0.31±0.02c 1.33±0.03a 0.83±0.23abc 1.12±0.21ab 0.84±0.15abc 1.27±0.44ab

MeAαC 0.85±0.26c 0.94±0.39bc 1.29±0.04abc 1.02±0.45abc 1.74±0.13ab 1.29±0.30abc 1.84±0.38a

PhIP 1.46±0.37a 1.23±0.30a 1.25±0.25a 1.35±0.07a 1.66±0.12a 1.73±0.51a 1.32±0.13a

Harman 20.02±4.12d 21.44±5.85d 29.70±2.89bcd 38.14±2.97ab 25.08±1.00cd 32.77±4.95abc 41.65±2.76a

Norharman 88.41±9.33c 93.30±23.10c 144.46±9.78ab 184.42±4.27a 120.35±4.97bc 153.10±18.30ab 188.30±32.20a

总游离HAAs 112.41±13.33c 118.50±28.90c 180.07±12.75ab 227.73±7.56a 151.43±6.31bc 191.40±23.60ab 236.30±34.80a

注：同行小写字母不同，表示差异显著（P＜0.05）。表2同。

由表1可知，烤牛肉饼中存在8 种游离态HAAs，含

量从低到高依次为AαC、Phe-P-1、MeIQx、IQ[4,5-b]、

MeAαC、PhIP、Harman、Norha rman，对照组总

游离态HAAs含量达到112.41 ng/g，各HAAs含量为

0.11～88.41 ng/g。PhIP、Harman和Norharman占据总

游离HAAs的98%，食品组分的差异和各HAAs的生成所

需前体物的不同是各HAAs在烹饪过程含量差异变化的

最主要原因[7]。添加水果泥的烤牛肉饼消化液中含有更

多含量的游离态HAAs，最高达到236.30 ng/g，相对提

高110%。除添加苹果泥的烤牛肉饼PhIP含量略有下降

外，其余各HAAs都有所增加，相对增加5%～183%。

苹果泥与葡萄泥加入后，消化液中Phe-P-1、Harman、

Norharman和总游离HAAs呈现含量依赖性显著增加 

（P＜0.05）；游离态AαC和MeIQx的含量同样表现出

含量依赖性增加，但不具有显著性差异；IQ[4,5-b]、

MeAαC和PhIP的含量变化则未与水果泥的添加量呈现出

良好规律性。
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2.2 苹果与葡萄对烤牛肉饼消化后蛋白结合态HAAs 

含量的影响

表 2 苹果与葡萄对烤牛肉饼消化后蛋白结合态HAAs含量的影响

Table 2 Protein-bound HAAs content in digested products of roast 

beef patties affected by apple and grape

ng/g

HAAs 对照组
苹果添加量/% 葡萄添加量/%

50 100 150 50 100 150

Harman 42.50±6.20a 22.83±8.26b 23.92±4.25b 7.72±0.92d 13.50±1.17bcd 20.83±3.00bc 9.61±2.71cd

MeAαC 57.33±5.17a 53.67±10.26a 41.06±3.04ab 23.72±4.18b 40.00±7.98ab 47.50±11.09a 40.89±5.54ab

Norharman 76.96±12.80a 56.60±24.20abc 37.06±14.51bcd 20.22±6.24d 40.08±3.08bcd 66.75±8.42ab 30.00±9.55cd

总结合态HAAs 176.80±23.50a 133.10±42.10ab 102.00±19.70bc 51.67±3.24c 93.58±6.08bc 135.10±18.50ab 80.50±16.27bc

由表 2可知，烤牛肉饼中存在 3  种蛋白结合态

H A A s，含量从低到高依次为H a r m a n、M e AαC和

N o r h a r m a n，对照组总蛋白结合态H A A s含量达到

176.80 ng/g，各HAAs含量为42.50～76.96 ng/g。蛋白结

合态HAAs的来源可以分为蛋白对游离态HAAs的选择性

物理吸附；游离HAAs与蛋白通过形成稳定的酰胺键结

合；蛋白质氨基酸侧链反应直接生成结合态HAAs。添

加苹果泥的烤牛肉饼消化液中除Harman外的各蛋白结

合态HAAs和总结合态HAAs含量都含量依赖性显著下降 

（P＜0.05），结合态MeAαC、Norharman和Harman含量

分别最高减少59%、74%和82%。葡萄泥的加入量与蛋白

结合态HAAs之间没有明显的规律，100%葡萄泥添加量

消化液中蛋白结合态HAAs含量高于其他添加量组，最高

分别减少30%、61%和77%的结合态MeAαC、Norharman

和Harman。

2.3 相关性分析

由图1A可知，对照组与水果泥添加组消化液中的

HAAs总含量没有显著性差异，表明水果泥的引入并未

引起HAAs总量的变化。由图1B可知，结合态HAAs与

游离态HAAs之间呈现负相关，其中蛋白结合态Harman

与游离态Harman相关系数为－0.66（P＜0.01），蛋白

结合态Norharman与游离态Norharman相关系数为－0.53 

（P＜0.05），表明水果泥的确促进了蛋白结合态HAAs

在消化过程向游离态HAAs的转化。Chen Jing等[21]发现，

蛋白结合态HAAs与游离态HAAs的种类并不会完全一

致，而食品基质对蛋白结合态HAAs释放的种类及含量存

在显著影响[24]。Xue Chaoyi等[25-26]研究发现，正常消化酶

的剂量对水溶性肌浆蛋白和盐溶性肌原纤维蛋白上结合

的HAAs具有有限的释放能力，随着消化酶剂量的增加，

游离态HAAs的含量也会增加，并且关键消化酶为肠消化

阶段的胰蛋白酶，在相同消化酶剂量下，辣椒和洋葱等

香辛料及苹果等均促进了蛋白结合态HAAs的释放，这与

外源添加物对消化酶活性的影响[27]、促进消化底物的暴

露与消化酶的有效结合有关[28]。
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图 1 消化液中总HAAs含量（A）及游离态与蛋白结合态 

HAAs相关性分析（B）

Fig. 1 Total HAAs in digested products of roast beef patties (A), and 

correlation analysis between free and protein-bound HAAs (B)

2.4 PCA与聚类分析

由图2A可知，第1和第2主成分可以解释原始数据集

68.7%的特征，对照组与水果泥添加组在第1主成分方向

可以较好地分离，根据PCA得分图可以确定，对消化过

程HAAs释放综合影响程度从低到高依次为50%苹果、

100%葡萄、100%苹果、50%葡萄、150%葡萄和150%苹

果。由图2B可知，样本分类主要聚为3 类。100%葡萄与

50%苹果与对照组为聚为一类，表明100%葡萄与50%苹

果与对照组的组成更为接近；其次，可以看出50%葡萄

与100%苹果组影响效果接近，聚为一类；最后，150%

苹果与150%葡萄组合聚为一类。PCA与聚类热图相互印

证，表明数据分析结果可靠。聚类热图中还显示，在测

试指标中，蛋白结合态HAAs归为一簇，与游离态HAAs
具有较大差异，符合实际测定。
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图 2 各组消化液的PCA得分图（A）及聚类分析图（B）

Fig. 2 PCA score plot (A) and cluster heatmap (B) of digested products 

of roast beef patties with different amounts of added apple or grape puree

3 结 论

烤牛肉饼消化后存在8 种游离态HAAs和3 种蛋白结

合态HAAs，水果的摄入会造成蛋白结合态HAAs的释

放，并且有随着水果摄入量增加蛋白结合态HAAs释放增

强的趋势。以往研究大多专注于肉制品熟制过程中游离

态HAAs的生成抑制，忽视了食品中蛋白结合态HAAs在

消化过程会因蛋白水解造成释放的事实，未来应加强外

源添加物对蛋白结合态HAAs影响的监测和减控，以避免

低估膳食暴露HAAs含量。
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