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固相萃取-高效液相色谱法分析香辛料对 

酱卤肉中β-咔啉类杂环胺形成的影响 
 

李进，李凯凯，高悦，项贤统，李春美 
（华中农业大学食品科技学院，华中农业大学环境食品学教育部重点实验室，湖北武汉 430070） 

摘要：建立了固相萃取-高效液相色谱分析卤肉中 β-咔啉类杂环胺含量的方法，并研究六种中国传统香辛料对卤鸡肉中 β-咔啉类

杂环胺形成的影响。样品经二氯甲烷萃取，离心和混合阳离子萃取小柱净化后，采用荧光检测器检测杂环胺含量。结果表明，2 种杂

环胺在线性范围内线性关系良好，相关系数 r>0.999，检出限为 0.17~0.30 ng/g。杂环胺的加标回收率为 81.92%~93.37%，相对标准偏

差(RSD)为 3.66%~7.49%。该方法操作简单，净化效果好，可满足实际样品分析的需求。在不添加香辛料的对照组中检测到 Harman

和 Norharman 两种杂环胺，6 种香辛料对杂环胺抑制能力不同，5%添加剂量下，干姜、青花椒和桂皮抑制率最强达到 42%~60%，红

花椒、陈皮和黑胡椒的抑制效果较弱。拟合了香辛料的抗氧化能力与抑制能力之间的相关性，结果表明香辛料的抑制能力与羟基自由

基的清除能力相关，为研究抑制机理提供线索。 
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Abstract: A method was established for the determination of β-Carboline heterocyclic aromatic amines (HAs) in sauce braised meat 

products by solid phase extraction-high performance liquid chromatography. The sample was extracted with dichloromethane, purified by 

centrifugation and a MCX SPE column, and then detected by a fluorescence detector. The results showed that the correlation coefficients of both 

HAs were above 0.999 and the limits of detection were in the range from 0.17~0.30 ng/g. The recoveries of the two HAs spiked in chicken 

samples were 81.92%~93.37% with the relative standard deviations (RSD) between 3.66% and 7.49%. The method is simple, sensitive and 

effective, and can meet the requirements of actual sample analysis. Only Harman and Norharman were detected in the control group, and the 

inhibition ability of the six kinds of spices to heterocyclic amines were different. Under the additive amount of 5%, the inhibition rate of dried 

ginger, green prickly ash and cinnamon reached 42% to 60%, and that of red pepper, dried tangerine peel and black pepper was relatively weak. 

Furthermore, the scavenging ability of OH radical was related to the inhibitory ability of spices, which provided clues for studying the inhibitory 

mechanism in the future. 
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杂环胺(Heterocyclic aromatic amines，HAs)是一种 
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出现在加工肉制品中具有强烈致癌、致突变毒性的多

环芳香族化合物，常发现于富含蛋白质的肉制品中[1]。

从化学结构看，杂环胺类化合物可以分为 2 类：氨基

咪唑氮杂芳烃和氨基咔啉。Harman 和 Norharman 是

两种主要的 β-咔啉类杂环胺。动物实验表明，Harman
和 Norharman 会与小鼠大脑和肝脏的不同位点结合，

从而影响动物的生理行为[2,3]。同时，作为潜在的诱变
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剂或辅助致突物，Harman 和 Norharman 会加强其他

杂环胺的基因毒性[4]，另外，Harman 和 Norharman 与

人类一些疾病有关联，比如帕金森症、癌症等[5]。 
如何控制肉制品加工过程中杂环胺的产生是研究

人员迫切需要解决的问题。研究表明，许多天然的或

人工合成的抗氧化剂对抑制杂环胺形成有一定的抑制

效果。如 Tai 等[6]研究报道 0.01%或者 0.05%的低浓度

BHT 会促进杂环胺的形成，而 0.10%的高浓度 BHT
可抑制杂环胺的形成，但对风味有不利的影响。如何

在不影响风味的同时还能显著降低杂环胺的含量显得

尤为重要。近年来，纯天然食品配料和添加剂抑制杂

环胺形成的功效引起了食品科学家的广泛兴趣。Zeng
等[7]报道在烤牛肉饼前添加花椒，当花椒添加比例为

1.0%时，对 PhIP、IQx、MeIQx 和 4,8-DiMeIQx 的抑

制效果最好，抑制率分别高达 90%、100%、81%和

89%。Puangsombat 等[8]将五种不同提取条件的迷迭香

提取物加到牛肉饼后再烹调，结果表明不同提取条件

的迷迭香对杂环胺的生成均有不同程度的抑制作用。 
目前国内外关于杂环胺的研究多集中于煎烤、油

炸之类的高温肉制品，而对温度较低的酱卤肉制品中

的杂环胺尚缺乏系统研究，有研究报道，在卤肉中发

现大量氨基咔啉类杂环胺[9]，我国香辛料种类较多，

注重传统香辛料的研究有助于开发符合我国饮食特色

的杂环胺的抑制措施。由于肉制品的成分复杂，杂环

胺种类多、含量低，因此关于杂环胺的检测方法一直

是研究的重点和难点。目前，杂环胺的提取方法普遍

采用液-液萃取串联固相萃取法[10]，该方法需要串联多

种固相萃取小柱，步骤繁琐，且溶液在转移时易损失。

本研究改善了固相萃取方法，样品在碱性环境下用有

机溶剂离心提取，再串联混合型阳离子萃取小柱分离

杂环胺，简化提取步骤，缩短操作时间，对卤肉制品

中 β-咔啉类杂环胺含量进行测定，并研究多种香辛料

对酱卤肉中杂环胺形成的影响及抗氧化能力的相关

性，为卤煮肉制品的安全生产提供指导。 

1  材料与方法 

1.1  材料和试剂 

新鲜鸡胸肉、食盐、白砂糖、酱油、香辛料（干

姜、青花椒、红花椒、桂皮、黑胡椒和陈皮）购于武

汉市当地农贸市场。 
杂环胺标品：9H-吡啶并[4,3-b]吲哚(Norharman，

CAS No. 244-63-3)、1-甲基-9H-吡啶并[3,4-b]吲哚

(Harman ，CAS No.486-84-0)购于加拿大 Toronto 
Research Chemicals；色谱纯甲醇、乙腈购于美国 Fisher

公司；色谱纯冰醋酸购于国药集团；其余硅藻土、醋

酸胺、二氯甲烷、氨水、盐酸和氢氧化钠等皆为国产

分析纯。 

1.2  仪器和设备 

电子天平，梅特勒-托利多仪器（上海）有限公司；

电子调温万用电炉，天津泰斯特仪器有限公司；磁力

搅拌器，上海司乐仪器有限公司；Oasis MCX 固相萃

取柱（60 mg，3 mL），美国 Waters 公司；pH 计，梅

特勒-托利多仪器（上海）有限公司；Waters1525 高效

液相色谱仪，美国 Waters 公司；TSK gel ODS-80TM
色谱柱（25 cm×4.6 mm，5 μm，80 Å），日本 Tokyo
公司。 

1.3  实验方法 

1.3.1  试剂的配制 

准确称取 2 种 β-咔啉类杂环胺（Norharman、
Harman）各 5.0 mg 分别溶于甲醇溶液，并定容至 50 
mL，得到 100 μg/mL 的杂环胺标准储备液，再将

Norharman 和 Harman 杂环胺标准储备液稀释到 l、10、
20、50、100、200、500 μg/L 的混合标准工作液。采

用高效液相色谱分析，并据此结果建立标准曲线。 
1.3.2  卤肉的制作 

首先剔除鸡胸肉中的脂肪和筋膜，然后用刀切成

4 cm×2 cm×1 cm 约 10 g 大小的肉块，置于冰箱中备

用。 
对照组：取切好的鸡胸肉 40.0（±0.5）g，白砂糖

1.0 g，食盐 1.0 g，酱油 5 mL，蒸馏水 200 mL 置于 500 
mL 锥形瓶中，盖上预先制作好的盖子，并放在电炉

上加热，沸腾后煮制 1 h。将煮好后的样品冷却至室温，

并将肉取出称重，将处理好的卤肉置于-18 ℃下冷藏

备用。实验组中分别添加三种添加量（1%，3%，5%
肉重）的香辛料（干姜、青花椒、红花椒、桂皮、黑

胡椒和陈皮），其他操作同对照组。 
1.3.3  预处理方法 

HAs 的提取和纯化参考 Gross[11]等固相萃取方法

并适当修改。称取 3.0 g 处理好的肉样于 50 mL 离心

管中，加入 5 mL 2 mol/L 的 NaOH 溶液和 10 mL 二氯

甲烷，涡旋混合 10 min后，于 10000 r/min离心 10 min，
将二氯甲烷层转移至 50 mL 浓缩管中，再重复操作两

次，收集提取液。 
MCX固相萃取小柱首先用3 mL二氯甲烷进行活

化，将收集的洗脱液全部通过小柱后，再依次用 3mL 
0.1 mol/L HCl-甲醇(40:60，V/V)、2 mL 甲醇、2 mL 超

纯水淋洗，最后用 3 mL 氨水-甲醇(15:85，V/V)混合液
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将柱中的杂环胺洗脱下来，接着在 50 ℃下氮气吹干，

再加入 400 μL 甲醇复溶，过 0.22 μm 微孔滤膜后待

HPLC 分析。 
1.3.4  检测条件 

Waters 1525 高效液相色谱仪，配备 Waters 2475
荧光检测器。色谱柱：TSK gel ODS-80TM(250 mm×4.6 
mm，5 μm)。流动相 A：0.05 mol/L 醋酸铵-醋酸缓冲

液（pH 3.5），流动相 B：乙腈。流速为 1 mL/min。进

样量 20 μL。洗脱程序：0~15 min，95%~75% A；15~25 
min，75%~55% A；25~30 min，55%~70% A；30~35 
min，95% A。Norharman 和 Harman 可通过对荧光检

测器编程来检测，激发波长(excitation wavelength)/发
射波长(emission wavelength)程序：300 nm/440 nm。 
1.3.5  香辛料提取液制备 

将 6 种香辛料用粉碎机粉碎后，分别称取 10.0 g
香辛料粉末置于 250 mL 锥形瓶中，加入 100 mL 10%
的乙醇溶液，在 80 ℃水浴条件下提取 30 min 后超声

提取 5 min，再放入 80 ℃水浴条件下提取 30 min。将

水提物在 4000 r/min 的条件下离心 5 min，再取其上清

液，在 4 ℃下保存待用。 
1.3.6  香辛料提取液对DPPH·清除能力的测定 

根据Liu[12]等人的方法适当修改，精密称取9.7 mg 
DPPH 固体粉末，用无水乙醇充分溶解，定容至 100 
mL，混匀，避光保存备用。各取 50 μL 样品至酶标板

中，然后分别加入等体积的 DPPH 自由基溶液，混合

均匀后于避光条件下反应 30 min，采用全波长扫描仪

于 517 nm 下测定各样品的吸光值 A0。同时以等体积

的无水乙醇代替 DPPH 溶液作为空白组 A2，以等体积

的无水乙醇代替样品溶液作为对照组 A1，平行测定三

次，并按照公式来计算样品清除的能力： 
清除率=[A1-(A0-A2)]/A1×100 

1.3.7  香辛料提取液对 ABTS+·清除能力的测

定 

采用 Wojdyło[13]等人的方法，取 5 mL 的 7 mM 
ABTS溶液与 88 μL的 140 mmol/L 的过硫酸钾溶液混

合均匀后，于室温条件下避光静置过夜，以形成

ABTS+的自由基储备液。使用前将该储备液用无水乙

醇稀释成所需工作液，使其在 30 ℃、734 nm 的波长

下所测得的吸光值在 0.7±0.02 范围内。分别取样品 10 
μL 于孔板中，各加入 200 μL ABTS+溶液，振荡 30 s，
于 20 ℃的条件下测定该反应在 734 nm 波长下 6 min
内吸光值 A0。同时设置试剂空白组 A1与样品空白组

A2。清除率按照公式进行计算：清除率=[A1-(A0-A2)] 
/A1×100。 
1.3.8  香辛料提取液对 HO·清除能力测定 

参考吕英华[14]等人的方法，取若干离心管，依次

加入 1 mL 样品溶液，8.0 mmol/L 硫酸亚铁 0.3 mL，
20 mmol/L 过氧化氢 0.25 mL，3.0 mmol/L 水杨酸 1 
mL。将离心管于 37 ℃反应 30 min，流水冷却，各管

分别加入0.45 mL蒸馏水，使体系终体积为3 mL，2000 
r/min 离心 10 min，取上清液于波长 510 nm 处比色测

定吸光度 A0，同时设置试剂空白组 A1与样品空白组

A2。清除率按照公式进行计算： 
清除率=[A1-(A0-A2)]/A1×100。 

1.3.9  香辛料提取液 T-AOC 测定 

购买南京建成生物工程研究所的 T-AOC 测试盒，

采用 FRAP 法测定总抗氧化能力，测定方法如下： 
空白组：5 μL 蒸馏水+180 μL FRAP 工作液 
标准孔：5 μL 不同浓度的标准品溶液+180 μL 

FRAP 工作液 
测定孔：5 μL 样液+180 μL FRAP 工作液 
取适量 100 mM FeSO4-7H2O 溶液稀释至 0.15、

0.3、0.6、0.9、1.2、1.5 mM，绘制标准曲线，把样本

测定的 OD 代入，求得香辛料提取液的总抗氧化能力。 
1.3.10  数据统计分析 

实验数据采用 SPSS 22.0 软件进行分析，以平均

值±标准差表示，同时利用单因素方差分析组间数据，

以 p<0.05 判定为有统计学意义。 

2  结果与讨论 

2.1  样品预处理条件的选择 

肉样的成分复杂，在 HPLC 分析之前需要进行必

要的预处理，过去的研究中，研究者们多采用硅藻土

填充层析柱，经有机试剂洗脱得到粗提液，再串联多

种固相萃取小柱來分离杂环胺[15,16]。柱层析法得到粗

提液操作繁琐，需要用大量有机试剂洗脱杂环胺，存

在洗脱不完全、硅藻土填充柱容易堵塞和操作困难等

缺点，且在随后的固相微萃取的操作中，需要经过 PRS
柱（丙基磺酸柱）和 C18 柱多次萃取，实验耗时长，

极易造成杂环胺的损失。本文根据在碱性条件下，杂

环胺易溶于有机溶剂的原理，先采用离心得到粗提液。

在固相微萃取步骤中，采用混合阳离子固相萃取小柱

Oasis MCX 进行净化和分离，能够同时提取不同极性

的杂环胺，简化操作程序，显著缩短操作时间，且方

法回收率高。对于杂环胺的提取溶剂，本实验考察了

二氯甲烷和乙酸乙酯对杂环胺的提取效果，从操作过

程来看，二氯甲烷和肉样混合非常均匀，由于二氯甲

烷密度大，与肉样涡旋混合离心后分层明显，提取液

澄清透明，在 MCX 小柱中流动速度较快；而乙酸乙
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酯提取时溶剂位于上层，易悬浮油脂，在 MCX 小柱

中流动速度慢。从色谱图来看（图 1），离心-MCX 法

所得的两种杂环胺色谱图基线平稳，分离度高，响应

值高，杂质对目标化合物的干扰较弱，满足定量要求。

从回收率结果来看（图 2），二氯甲烷提取 2 种杂环胺

的回收率达到 90%，高于乙酸乙酯提取回收率，综合

比较采用二氯甲烷作为提取试剂。邵[17]等人采用乙酸

乙酯离心提取杂环胺，添加氨水和三乙胺营造碱性环

境，粗提液在小柱中流动速度较慢，此外，邵等人认

为二氯甲烷密度大，与肉样涡旋混合离心后分层效果

差，并没有比较回收率，这与我们的研究结果不一致，

正是利用二氯甲烷的密度大，油脂层和肉样在上层紧

密吸附，便于分离且二氯甲烷层杂质干扰小，回收率

的结果也验证了二氯甲烷的优越性。 

 
图1 β-咔啉类HAs标准溶液的色谱图 

Fig.1 HPLC chromatograms of β-Carboline HAs standards 

注：峰 1：Norharman，峰 2：Harman。 

 
图2 不同提取溶剂对β-咔啉类HAs回收率的影响 

Fig.2 Effects of extraction solvents on recoveries of HAs 
注：不同字母表示组内显著性差异，显著水平 p<0.05。 

2.2  方法学评价 

2.2.1  标准曲线、检出限及定量限 

分别测定浓度为 l、10、20、50、100、200、500 
μg/L 的 Norharman 和 Harman 混合标准工作液，以各

组分的峰面积 Y 为纵坐标，质量浓度 X(μg/L)为横坐

标绘制标准曲线。方法的检出限(LOD)定义为产生 3
倍信噪比(S/N=3)的化合物的质量浓度，定量限(LOQ)
定义为产生 10 倍信噪比(S/N=10)的化合物的质量浓

度。结果表明，结果如表 1 所示，Norharman 和 Harman
在 1~500 μg/L 范围内线性关系较好，而实际肉样中单

种杂环胺化合物的含量一般在 0~100 μg/kg 之间，因

此该方法的线性范围可满足实际样品的检测要求。 

表1 2种 HAs线性方程、相关系数及线性范围 

Table 1 Two HAs standard curves 

杂环胺 线性方程 R2 线性范围/(μg/L) LOD/(ng/g) LOQ/(ng/g) 

Norharman y=469097.19x+5275464.36 0.9995 1~500 0.30 0.83 

Harman y=1088689.18x+1266303.38 0.9991 1~500 0.17 0.33 

2.2.2  回收率和精密度 
表2 空白肉样中2种杂环胺加标回收率和精密度 

Table 2 Recoveries and precisions of 2 HAs in blank samples 

(n=3) 

Compound Add/(μg/kg) Recovery/% RSD/%

Norharman 

10 81.92 3.81 

50 86.33 3.66 

100 93.37 7.49 

Harman 
10 83.63 5.43 

50 90.91 5.27 
100 90.65 7.05 

选取生鸡肉于 70 ℃水浴加热至蛋白变性，取出

后绞碎制成肉糜，作为空白样品，分别添加

Norharman、Harman 为 10、50、100 μg/kg 各 3 个水

平的标准品，按 1.3.3 节和 1.3.4 节所述方法进行加标

回收率测定，每个加标水平平行测定 3 次。结果如表

2 所示，两种杂环胺的回收率在 81.92%~93.37%，相

对标准偏差控制在 7.5%以内，稳定性较高，精密度满

足定量需求。 

2.3  香辛料对酱卤鸡肉中杂环胺形成的影响 

在本实验中，研究了 6 种中国传统香辛料对杂环

胺形成的影响，结果表明，在不添加香辛料的对照组

中检测到了 Harman 和 Norharman，卤肉中 Norharman
和Harman的平均含量分别为21.43 ng/g和14.82 ng/g，
有文献报道指出，酱油中含有大量的氨基酸，而氨基

酸是杂环胺形成的重要前体物，糖可以促进杂环胺的

生成，这可能是酱卤肉制品中 β-咔啉类杂环胺产生的
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重要来源[18]。 
从图 3 可以看出，6 种香辛料对卤肉中 β-咔啉类

HAs 具有不同的影响，干姜、青花椒和桂皮的抑制效

果最佳，且随着添加量增加，β-咔啉类 HAs 含量越低。

在 5%添加量下，干姜实验组中 Norharman 和 Harman
含量分别降低 62.34%和 58.60%，这可能是因为干姜

中抗氧化活性成分相对其他香辛料更加丰富，5%青花

椒能够显著抑制卤肉中 Norharman 和 Harman 达

42.04%和 41.77%，桂皮的抑制效果与青花椒相当，5%
桂皮添加剂量下，卤肉中 β-咔啉类杂环胺总量降低

42.55%；陈皮和黑胡椒的抑制效果相对较弱，5%添加

量下，β-咔啉类 HAs 含量分别降低 32.40%和 30.96%，

3%红花椒表现出最强的抑制效果，抑制率达到

27.71%。由于不同杂环胺的形成机制不同，不同的香

辛料中抗氧化成分也有所区别[19]，因此对杂环胺的形

成产生不同的影响。我们的结果与过去的研究成果相

似，Yao 等人[20]研究了丁香、肉桂、生姜、红花椒和

肉豆蔻对不同类型 HAs 含量的影响，结果表明，五种

调味料均能显著降低 Harman 和 Norharman 的含量

（p<0.05）。然而 Zeng 等人[21]采用超高效液相色谱和

三重四极质谱联用技术，研究了六种香料对烤牛肉饼

中 17 种 HAs 的影响，八角、茴香、孜然和黑胡椒均

能促进 HAs 的形成，这与我们的结果有部分不同，这

可能是因为烤肉的温度达到 230 ℃，黑胡椒中的活性

成分在高温状态下可能会发生，生成的新物质促进了

β-咔啉类 HAs 的产生。 

 
图3 6种香辛料对卤肉中β咔啉类杂环胺形成的影响 

Fig.3 The effects of six spices on the β-carbolines HAs profiles 

of braised chicken 

注：不同字母表示组内显著性差异，显著水平 p<0.05。 

由于杂环胺形成机制非常复杂，目前对香辛料抑

制杂环胺形成的机理尚没有定论，过去的研究也多停

留在植物提取物对杂环胺的抑制效果上，特别是对 β-
咔啉类 HAs 的抑制机理少有研究。一般认为，香辛料 
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中抗氧化成分通过清除杂环胺反应链中产生的自由

基，或是通过结合中间产物，从而抑制杂环胺形成[22]。

本文测定了香辛料的多种抗氧化能力，并拟合了香辛

料对 β-咔啉类 HAs 的抑制率与抗氧化能力的相关性

（表 3），分析结果表明，香辛料提取液对 HO·的清除

率与香辛料对 β-咔啉类 HAs 的抑制能力相关

（R2=0.752），这与过去的研究有所不同[23,24]，这可能

是因为过去的研究多集中在极性杂环胺，特别是

PhIP，而β-咔啉类HAs的形成机制与极性杂环胺不同，

β-咔啉类 HAs 的形成需要羰基化合物的参与，其可能

来源于美拉德反应或其他自由基链反应[25]。此外，国

内外多研究人工合成的ABTS和DPPH等自由基的清

除，对于食品中常见的 HO·与杂环胺抑制能力之间关

系的研究鲜有报道，因此可推测，香辛料中活性成分

可能是通过清除 HO·来抑制 β-咔啉杂环胺的形成。香

辛料中除了多酚化合物以外，还包括挥发性精油和其

它成分（酰胺类、不饱和脂肪酸和生物碱类等），成分

复杂，本文的结果可能是酚类物质与其它多种未知混

合成分共同作用的结果，具体的抑制机制有待进一步

系统性的研究。 
表3 六种香辛料中的抗氧化能力 

Table 3 Antioxidant capacity of 6 kind of spices (n=3) 

抗氧化指标 干姜 红花椒 青花椒 陈皮 桂皮 黑胡椒 与杂环胺抑制能力

的相关性(R2) 

T-AOC/mM 1.74±0.15 2.77±0.39 2.70±0.13 1.21±0.17 2.33±0.43 1.29±0.07 0.002 

DPPH 清除率/% 6.14±0.17 9.15±0.43 34.08±1.01 5.72±0.32 38.37±2.87 19.52±0.63 0.019 

ABTS 清除率/% 36.64±1.61 49.98±2.87 44.77±3.34 29.46±1.54 33.70±0.97 32.19±1.99 0.060 

HO·清除率/% 96.74±2.82 48.89±1.46 83.50±2.05 56.66±2.98 72.48±3.02 69.23±1.07 0.752 

3  结论 

本文应用SPE-HPLC检测卤肉中β-咔啉类杂环胺

的方法，以二氯甲烷作为洗脱剂，利用离心法和 Oasis 
MCX 小柱对杂环胺同时进行净化和富集，优化了样

品预处理方法，本方法操作简单、方法稳定、准确度

高。卤肉制品中检测到大量 β-咔啉类 HAs，六种香料

对 β-咔啉类 HAs 具有不同的抑制效果，其中干姜，青

花椒和桂皮的抑制作用最强，5%添加量下三种香辛料

对 β-咔啉类 HAs 的抑制率达到 40%以上。香辛料对 β-
咔啉类 HAs 的抑制能力与 HO·的清除能力相关，这为

进一步的研究香料提取物对 HAs 形成的抑制机制提

供线索，为未来控制食品加工中杂环胺类化合物的生

成量、提升食品安全性提供新思路。 
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