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不同热加工条件下植物汉堡肉中杂环胺和晚期糖

基化末端终产物的同步生成规律 

李骏函, 邓  鹏, 马斯迪, 林卓佳, 陈秋铭, 王召君, 何志勇, 陈  洁, 曾茂茂* 
 (江南大学食品学院, 无锡  214122) 

摘  要: 目的  探究植物汉堡肉在不同热加工条件下杂环胺(heterocyclic amines, HAs)和晚期糖基化末端终产

物 (advanced glycation end products, AGEs)的生成规律。方法   采用超高效液相色谱 -串联质谱仪 (ultra 

performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry, UPLC-MS/MS)分析不同处理方式(未熟制、蒸制、

烤制)、烤制温度(160、180、200 ℃)、烤制时间(4、8、12 min)对植物汉堡肉游离态 HAs 和 AGEs、结合态

HAs 和 AGEs 以及氨基酸含量的影响, 并采用主成分分析(principal component analysis, PCA)探讨不同热加工

条件下植物汉堡肉中游离态及结合态 HAs 和 AGEs 的同步生成规律。结果  PCA 结果表明, 烤制样品组中

200 ℃/12 min 烤制条件下植物汉堡肉中游离态 HAs 和 AGEs、结合态 HAs 含量最高。生汉堡肉中共检测出

游离态 HAs 总量(11.44±2.68) ng/g、结合态 HAs 总量(80.24±9.56) ng/g、游离态 AGEs 总量(1.99±0.29) μg/g、

结合态 AGEs 总量 (46.00±4.00) μg/g; 与生汉堡肉相比 , 蒸制后植物汉堡肉结合态羧乙基赖氨酸

(Nε-carboxyethyl-lysine, CEL)含量有所增加，游离态 AGEs 和 HAs 差异较小。蒸后烤制(200 ℃、12 min)危害

物总量显著增加, 相比于空白组分别增加 191.83%、164.38%、218.59%、15.70%。在烤制时, 植物汉堡肉中

游离态和结合态 HAs、游离态 AGEs 生成量随着烤制温度和时间的增加而增加。在烤制温度为 180 ℃、烤制

时间为 4~12 min 时, 游离态及结合态 HAs、游离态 AGEs 总量分别增长了 79.14%、23.38%、88.05%; 在烤

制时间为 8 min 时, 烤制温度 200 ℃较 160 ℃植物汉堡肉中危害物含量分别增长了 61.28%、34.82%、67.93%。

结论  不同处理方式及热加工条件对 HAs 和 AGEs 的生成具有显著影响, 植物汉堡肉中 HAs 和 AGEs 生成

量随着烤制温度和时间的增加而增加。该研究旨在为植物汉堡肉热加工中 HAs 和 AGEs 减控提供理论和实

验依据。 

关键词: 植物汉堡肉; 杂环胺; 晚期糖基化末端终产物; 热加工; 生成规律 
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Synchronous generation pattern of heterocyclic amines and advanced 
glycation end products in plant hamburger meat under different thermal 

processing conditions 

LI Jun-Han, DENG Peng, MA Si-Di, LIN Zhuo-Jia, CHEN Qiu-Ming,  
WANG Zhao-Jun, HE Zhi-Yong, CHEN Jie, ZENG Mao-Mao* 

(School of Food Science and Technology, Jiangnan University, Wuxi 214122, China) 

ABSTRACT: Objective  To investigate the generation pattern of heterocyclic amines (HAs) and advanced glycation 
end products (AGEs) in plant hamburger meat under different thermal processing conditions. Methods  ultra 
performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (UPLC-MS/MS) was used to analysed the effects of 
different treatments (uncooked, steamed and grilled), grilling temperatures (160, 180, 200 °C), and grilling times (4, 8, 
12 min) on the content of free HAs and AGEs, bound HAs and AGEs, and amino acids in the plant hamburger meat. 
AGEs and amino acid content of plant hamburger meat, and investigate the simultaneous generation of free and 
bound HAs and AGEs in plant hamburger meat under different thermal processing conditions using principal 
component analysis (PCA). Results  The results of PCA showed that the highest levels of free HAs and AGEs and 
bound HAs were found in plant hamburger meat under 200 °C/12 min roasting condition in the roasted sample group. 
A total of (11.44±2.68) ng/g of total free HAs, (80.24±9.56) ng/g of total bound HAs, (1.99±0.29) μg/g of total free 
AGEs and (46.00±4.00) μg/g of total bound AGEs were detected in the raw hamburger meat. Compared with raw 
plant hamburger meat, there was an increase in bound Nε-carboxyethyl-lysine (CELs) and a smaller difference in free 
AGEs and HAs in steamed plant hamburger meat. There was a significant increase in hazardous material content after 
steaming and roasting (200 °C, 12 min), which increased by 191.83%, 164.38%, 218.59% and 15.70%, respectively, 
as compared to the blank group. During roasting, the free and bound HAs, free AGEs in plant hamburger meat 
showed a increase with the increase of roasting temperature and time. The total amount of free and bound HAs and 
free AGEs increased by 79.14%, 23.38% and 88.05%, respectively, under the conditions of roasting temperature of 
180 °C and roasting time of 4–12 min; under the condition of roasting time of 8 min, the content of hazards in plant 
hamburger meat at roasting temperature of 200 °C compared with that at 160 °C increased by 61.28%, 34.82% and 
67.93%, respectively. Conclusion  Different treatments and thermal processing conditions has significant effects on 
the generation of HAs and AGEs, which increase with the increase of roasting temperature and the prolongation of 
roasting time in plant hamburger meat. This study aims to provide theoretical and experimental basis for the reduction 
and control of HAs and AGEs in thermal processing of plant hamburger meat. 

KEY WORDS: plant hamburger meats; heterocyclic amines; advanced glycation end products; thermal processing; 

generation pattern 
 
 

0  引  言 

近年来, 由于人口的增长和饮食结构的改变, 人们对

蛋白质的需求日益增加, 随之带来的是畜牧过度生产以及

温室气体过度排放导致的全球变暖等问题的严重恶化[1–2]。

因此, 能有效解决人们对蛋白质需求问题和减缓资源消耗

的植物肉(plant-based meat alternatives, PBMAs)受到了广

泛的关注, 用植物蛋白制造植物基人造肉以替代动物源肉

类食品正成为目前食品工业的研究热点之一[3]。 
PBMAs 以植物蛋白为主要原料, 通过 3D 打印、纺丝、

蛋白质和亲水胶体混合、剪切、高水分挤压、冷冻排列等

加工工艺使蛋白质降解、重组形成与动物肉相似的纤维结

构[4–6]。大豆和豌豆由于其蛋白含量高、容易获取且成本较

低, 已成为 PBMAs 最常见的植物原料[7–8]。一些已具有与

肉类相似的产品特性和感官属性的汉堡肉、油炸肉丸等植

物肉产品在市场中的销量不断增加。PBMAs 的市场规模迅

速扩大, 从 2018 年的 46 亿美元预计增至 2030 年的 850 亿

美元[9]。目前, PBMAs 的研究重点仍然是如何改善产品口

味和提升营养价值, 对于 PBMAs 在加工生产过程中相关

安全性研究及危害物减控方面研究较少。PBMAs 通常使用

水、油、蛋白质、碳水化合物、香精、色素和黏合剂等成

分加工而成[8]。由于 PBMAs 富含脂质和蛋白质, 烹饪等热

处理过程会促进这些成分之间的相互作用, 从而产生杂环

胺 (heterocyclic amines, HAs)和晚期糖基化末端终产物 
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(advanced glycation end products, AGEs)等一些危害物[10]。 
Ames 试验和长期动物研究证实, HAs 是一大类致癌

和致突变化合物, 长期摄入 HAs 会增加人类罹患胃癌、结

肠癌等癌症的风险[11–13]。AGEs 是一类在美拉德反应的最

后阶段中形成的结构复杂、化学性质稳定的美拉德反应有

害产物[14]。研究表明, AGEs 可以通过食物摄入并在人体内

累积, 导致人体氧化应激, 进而引发血管疾病、糖尿病并发

症、尿毒症等慢性疾病, 在日常饮食中减少 AGEs 的摄入对

伤口愈合、心血管疾病有一定的积极影响[15–17]。HAs 和

AGEs 有共同的前体和中间体, 可以在富含蛋白质食品的高

温加工过程中同时生成。动物源肉制品中 HAs 和 AGEs 的

研究较多, 但在植物基肉制品中特别是HAs和AGEs的同步

生成研究很少。 
本研究采用超高效液相色谱 - 串联质谱法 (ultra 

performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry, 
UPLC-MS/MS)分析了植物汉堡肉在不同热加工条件下 HAs
和 AGEs 以及前体氨基酸的含量变化, 以探究 HAs 和

AGEs 的同步生成规律。本研究对植物基肉制品加工过程

危害物的控制具有一定的理论和实际应用价值。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

颗粒状大豆组织蛋白(台湾弘阳食品股份有限公司); 
片状大豆组织蛋白(烟台双塔食品股份有限公司); 17 种 HAs
标 准 品 : 2- 氨 基 -3- 甲 基 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)、2-氨基-3,8-二甲基咪唑并[4,5-f]喹喔

啉(2-amino-3,8-dimethylimidazo[4,5-ƒ]quinoxaline, MeIQx)、
2- 氨 基 -3,4,8- 三 甲 基 咪 唑 并 [4,5-f] 喹 喔 啉 (2-amino- 
3,4,8-trimethyl-imidazo[4,5-f]quinoxaline, 4,8-DiMeIQx)、2-
氨 基 -1,5,6- 三 甲 基 咪 唑 并 [4,5-b] 吡 啶 (2-amino- 
1,5,6-trimethylimidazole and [4,5-b]pyridine, 1,5,6-TMIP)、2-
氨基 -3,7,8- 三甲基咪唑并 [4,5-f] 喹喔啉 (2-amino-3,7,8- 
trimethyl-imidazo [4,5-f]quinoxaline, 7,8-DiMeIQx)、2-氨基

-3,4,7,8- 四 甲 基 咪 唑 并 [4,5-f] 喹 喔 啉 (2-amino-3,4,7,8- 
tetramethyl-imidazo [4,5-f]quinoxaline, 4,7,8-TriMeIQx)、2-
氨 基 -1- 甲 基 -6- 苯 基 咪 唑 并 [4,5-b] 吡 啶 (2-amino-1- 
methyl-6-phenyl-imidazo[4,5-b]pyridine, PhIP)、2-氨基-1,6-
二甲基咪唑并[4,5-b]吡啶(2-amino-1,6-dimethyl imidazole 
and [4,5-b]pyridine, DMIP)、2-氨基-9H-吡啶并[2,3-b]吲哚

(2-amino-9Hpyrido[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[4,3-b]吲哚(1-methyl-9H-pyrido 
[2,3-b]indole, Harman) 、 9H- 吡 啶 并 [4,3-b] 吲 哚

(9H-pyrido[2,3-b]indole, Norharman)、2-氨基 -5-苯基吡啶

(2-amino-5-phenylpyridine, Phe-P-1)和 2-氨基-6-甲基二吡

啶并 [1,2-a:3’,2’-d] 咪唑 (2-amino-6-methyldipyrido [1,2-a:3’,2’-d] 
imidazole, Glu-P-1)(纯度>99%, 上海圣克鲁斯生物技术有

限 公 司 ); 2 种 AGEs 标 准 品 : 羧 甲 基 赖 氨 酸

(Nε-carboxymethyl-lysine, CML) 、 羧 乙 基 赖 氨 酸

(Nε-carboxyethyl-lysine, CEL)及同位素标准品 d4-CML、

d4-CEL(纯度>98%, 美国 Santa Cruz Biotechnology 公司); 
17 种氨基酸标准品: 天冬氨酸(aspartic acid, Asp)、精氨酸

(arginine, Arg)、酪氨酸(tyrosine, Tyr)、半胱氨酸(cysteine, 
Cys)、缬氨酸(valine, Val)、蛋氨酸(methionine, Met)、苯丙

氨酸(phenylalanine, Phe)、异亮氨酸(isoleucine, Ile)、亮氨

酸(leucine, Leu)、赖氨酸(lysine, Lys)、脯氨酸(proline, Pro)、
甘氨酸(glycine, Gly)、丙氨酸(alanine, Ala)、丝氨酸(serine, 
Ser)、苏氨酸 (threonine, Thr)、组氨酸(histidine, His)和谷

氨酸(glutamic acid, Glu)(纯度>99%, 美国 Sigma-Aldrich 公

司); 甲醇、乙腈(色谱级, 美国赛默飞公司); 盐酸、氢氧化

钠、正己烷、乙酸乙酯、硼氢化钠、硼酸、三氯乙酸、1-
辛醇、氨水(分析级, 国药集团化学试剂有限公司)。 

1.2  仪器与设备 

莱欣诺®全新 iCombi Pro 膳酷盛®智能厨房烹饪系统

(德国 Rational 公司); Acquity UPLC TQD 超高效液相色谱

串联三重四极杆质谱联用仪、配有 2998 二极管阵列检测器

的 Waters e2695 高效液相色谱仪、Waters Acquity UPLC 
BEH C18 色谱柱(2.1 mm×100 mm, 1.7 μm)、X-Bridge C18 柱

(250 mm×4.6 mm, 5 μm)(美国 Waters 公司 ); Agilent 
Hypersil OSD 色谱柱(250 mm×4.0 mm, 5 μm)(美国 Agilent 
Tchnologies 公司); Fotector Plus 高通量全自动固相萃取仪

和 Auto EVA-60 全自动平行浓缩仪[睿科集团(厦门)股份有

限公司]; AL104 电子天平[精度 0.1 mg, 梅特勒-托利多仪

器(上海)有限公司]; SB-4200 DTD 超声波清洗机(宁波新芝

生物科技股份有限公司); DHG-9140A 电热恒温鼓风干燥

箱(江苏盛蓝仪器制造有限公司); GT10-1 离心机(上海安亭

科学仪器厂); Oasis MCX 固相萃取小柱(60 mg/3 cc)(上海

沃特世科技有限公司); 厚壁耐压瓶(48 mL, 北京欣维尔玻

璃仪器有限公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  植物汉堡肉的制作和烹饪 
将市售植物蛋白(颗粒状大豆组织蛋白+片状大豆组

织蛋白)复水, 洗涤至水无色, 将洗好的蛋白脱水, 拆丝, 
加入魔芋胶和碳酸钠、盐、味精、酱油和预制棕榈油、酵

母提取物混合均匀, 取 40 g 于直径 6 cm 培养皿中压紧实, 
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制成肉饼, 放入烤箱中 100 ℃蒸 1 h成型, 蒸好的肉饼冷却

后采用不同温度(160、180、200 ℃)和时间(2、4、6 min/
面)条件烤制。 
1.3.2  HAs 的定性定量分析 

参考 DENG 等[18]的方法稍作修改, 进行游离态和结

合态 HAs 的提取。游离态 HAs 提取: 称取 4 g 待测样品, 加
入 20 mL 正己烷, 振荡, 以 4 ℃, 8000 r/min 离心 15 min, 

除去正己烷层, 重复 3 次。挥干剩余样品中的正己烷后, 加

入 30 mL 1 mol/L 氢氧化钠溶液均质 1 min, 转移至盛有

14 g 硅藻土的三角瓶中, 加入 50 mL 乙酸乙酯混合, 混
匀后 40 kHz, 50 ℃超声提取 60 min。将超声提取后的样

品以 3000 r/min 离心 10 min, 收集上清液, 继续向剩余的

下层样品加入 50 mL 乙酸乙酯溶液, 重复上述步骤 3 次, 

确保提取完全。将收集到的上清乙酸乙酯提取液汇总并氮

吹浓缩至 20 mL 左右后, 加入 1 mL 2 mol/L 盐酸溶液中和

残留的氢氧化钠溶液, 随后进行固相萃取。 

游离态 HAs 固相萃取: 对 Oasis MCX 固相萃取小柱

活化后(色谱级甲醇、超纯水、乙酸乙酯各 6 mL), 上样

乙酸乙酯提取液, 随后淋洗(0.1 mol/L 盐酸溶液、甲醇各

6 mL), 最后, 用甲醇-氨溶液(19:1, V:V)洗脱保留在小柱

中的 HAs, 得到 6 mL 洗脱液。洗脱液用氮气吹干, 再用

0.3 mL 甲醇复溶, 涡旋 30 s, 再用 0.22 μm 滤膜过滤后进

行 UPLC-MS/MS 分析。 
结合态 HAs 提取: 将上述采用乙酸乙酯提取游离态

HAs 的剩余滤渣转移到耐压瓶中, 然后加入 40 mL 6 mol/L
盐酸, 氮吹 2 min 后, 于 110 °C 水解 24 h。水解后过滤并

定容至 100 mL, 取 10 mL 定容后的水解液进行固相萃取。 
结合态 HAs 固相萃取: 分别各用 6 mL 色谱级甲醇、

超纯水、0.1 mol/L 盐酸溶液对 Oasis MCX 固相萃取小柱

活化后 , 上样水解液 , 后续淋洗、洗脱等步骤与游离态

HAs 固相萃取步骤相同。最终, 洗脱液用氮气吹干, 再用

0.3 mL 甲醇复溶, 涡旋 30 s, 再用 0.22 μm 滤膜过滤后进

行 UPLC-MS/MS 分析。色谱条件: Waters Acquity UPLC 
BEH C18 柱(2.1 mm×100 mm, 1.7 μm); 柱温: 45 ℃; 流动相: 
A 相为 100%乙腈, B 相为 0.1%甲酸(pH=4.75); 洗脱梯度: 
0~2 min 为 2% A, 2~12 min 为 2%~20% A, 12~14 min 为

20%~100% A, 14~17 min 为 100%~2% A, 17~20 min 为 2% A。 
质谱条件 : 多反应监测模式 ; 电喷雾正离子模式 ; 

离子源温度: 100 ℃; 脱溶剂气温度: 400 ℃; 脱溶剂气流

速: 700 L/h; 毛细管电压: 3.5 kV; 锥孔气体(氮气)流速: 
50 L/h; 碰撞气(氩气)流速: 0.15 mL/min; HAs 的质谱参数

如表 1 所示。 
1.3.3  AGEs 的定性定量分析 

AGEs 的测定参考 DENG 等[18]方法并稍作修改。游离

态 AGEs: 称取 50 mg 样品, 加入 5 mL 正己烷, 振荡, 离 

表 1  17 种 HAs UPLC-MS/MS 分析的多反应监测模式参数 
Table 1  Multiple reaction monitoring model parameters for 

UPLC-MS/MS analysis of 17 kinds of HAs 

HAs 保留时间
/min 

前体离子
[M+H]
(m/z) 

子离子 
(m/z) 

锥孔 
电压/V 

碰撞

电压/eV
驻留

时间/s

IQ  3.97 199 130 30 40 0.15

DMIP  4.63 163 148 30 25 0.15

MeIQ  4.75 213 198 30 25 0.15

IQx  5.79 200 185 30 25 0.15

1,5,6-TMIP  6.21 177 162 30 25 0.15

Glu-P-1  6.37 199 145 30 30 0.15

MeIQx  7.35 214 131 30 40 0.15

IQ[4,5-b]  7.81 199 115 30 40 0.15

7,8-DiMeIQx  8.77 228 213 30 25 0.15

Norharman  8.90 169 115 30 30 0.15

4,8-DiMeIQx  8.97 228 212 30 30 0.15

Phe-P-1  9.80 171 127 30 30 0.15

Harman  9.96 183 115 30 30 0.15
4,7,8-TriMeI

Qx 10.34 242 227 30 30 0.15

PhIP 11.41 225 210 30 30 0.15

AαC 11.84 183 140 30 30 0.15

MeAαC 13.34 198 181 30 25 0.15

 
心 15 min, 除去正己烷层, 重复 3 次。挥干剩余样品中的

正己烷。加入硼酸盐缓冲液(1.5 mL 0.2 mol/L), 加入硼氢

化钠溶液(1 mL), 加入适量的 1-辛醇, 在室温下静置 4 h。
向还原后的样品液加入 2.5 mL 20%的三氯乙酸溶液, 使得

最后样品液中的三氯乙酸浓度为 10%, 充分混合后静置, 
然后在 10000 g/min 下离心 10 min, 沉淀备用。吸取 500 μL
上清液, 氮气吹干, 用 3 mL 5 mmol/L 的九氟戊酸水溶液

复溶, 并加入 150 μL 0.1 μg/mL 的 d4-CML 和 d4-CEL 混合

内标溶液, 涡旋振荡 30 s 充分混匀。结合态 AGEs 提取: 
取剩余沉淀 5 mL 6 mol/L 的盐酸溶液, 氮吹 30 s, 于
110 ℃烘箱水解 24 h。水解完成后, 过滤, 定容至 25 mL。

吸 500 μL 水解液, 60 ℃下吹干, 同样复溶后加入 150 μL
含有 0.0891 μg d4-CML 和 0.0825 μg d4-CEL 的内标溶液。 

游离态和结合态提取液随后进行固相萃取: 对 Oasis 
MCX 固相萃取小柱进行活化(甲醇、超纯水各 3 mL), 润洗

(3 mL 0.1 mol/L HCl 溶液), 上样, 淋洗(0.1 mol/L HCl、超

纯水各 3 mL), 洗脱[3 mL 甲醇-氨溶液(19:1, V:V)]。将洗脱

液用氮气吹干, 用 600 μL 超纯水复溶, 涡旋 30 s, 再用

0.22 μm 水系滤膜过滤, 进行高效液相色谱-串联质谱法

(high performance liquid chromatography-tandem mass 
spectrometry, HPLC-MS/MS)分析。 
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HPLC-MS/MS 分析条件: X-Bridge C18 柱(250 mm× 
4.6 mm, 5 μm); 流动相 A: 5 mmol/L NPFA, B: 乙腈; 柱温: 
35 ℃; 进样量: 5 μL; 洗脱梯度: 0~0.1 min, 5% A; 0.1~5.0 min, 
60% A; 5.0~9.0 min, 100% A; 9.0~10.0 min, 5% A。 

电离方式: 电喷雾正离子模式; 检测方式: 多反应监

测模式; 毛细管电压: 3.55 kV; 离子源温度: 110 ℃; 脱溶

剂气温度: 350 ℃; 锥孔气流量: 50 L/h; 脱溶剂气流量: 
500 L/h; 碰撞气流量: 0.15 mL/min。AGEs 的质谱参数如表

2 所示。 
 

表 2  AGEs 的 HPLC-MS/MS 多反应监测模式的质谱参数 
Table 2  Mass spectrometry parameters of multiple reaction 

detection mode for HPLC-MS/MS analysis of AGEs 

目标物 母离子 
(m/z) 

子离子
(m/z) 

锥孔

电压/V
碰撞 

能量/eV 
驻留 

时间/ms 
中性碎片损失

CML 205 84 20 14 20 NH2CH2CO2H, 
H2CO2 

d4-CML 209 88 20 15 20 NH2CH2CO2H, 
H2CO2 

CEL 219 84 20 16 20 NH2CH(CH3)CO2
H, H2CO2 

d4-CEL 223 88 20 13 20 NH2CH(CH3)CO2
H, H2CO2 

 

1.3.4  氨基酸的测定 
参考 DENG 等[18]的方法, 采用 6 mol/L 盐酸 120 ℃水解

22 h, 加入 10 mol/L NaOH 进行中和后定容, 过滤, 得到总氨

基酸提取液。采用 Agilent Hypersil OSD 色谱柱(250 mm× 
4.0 mm, 5 μm)进行高效液相色谱法分析。流动相为 29.3 mmol/L 
乙酸钠-三乙胺-四氢呋喃(A, 500:0.09:2.5, V:V:V, pH=7.2)和 
49.0 mmol/L 乙酸钠-乙腈-甲醇(B, 1:2:2, V:V:V, pH=7.2)。洗脱

梯度: 0~27.0 min, 92%~50% A, 1.0 mL/min; 27.0~31.0 min, 
50%~0% A, 1.0 mL/min; 31.0~31.5 min, 0% A, 1.5 mL/min; 
31.5~33.5 min, 0%~100% A, 1.5 mL/min; 33.5~35.0 min, 100% 
A, 1.0 mL/min。进样量 1 μL, 柱温 40 ℃, 检测波长: 338 nm, 
脯氨酸为 262 nm。 

1.4  数据处理 

实验样品设置 3 组平行, 测定数据采用平均值±标准

偏差的形式表示; 用 Masslynx V4.1 软件进行液相色谱质

谱数据分析; 用 Statistix 9.0 软件进行显著性差异分析; 用
SIMCA 绘制 PCA 图; 用 Origin 9.0 软件绘图。 

2  结果与分析 

2.1  不同热加工条件下植物汉堡肉中 HAs 含量的

变化 

不同热加工条件下植物汉堡肉中游离态 HAs 含量如

表 3 所示。共检测到 4 种游离态 HAs: PhIP、Harman、
Norharman、AαC, 主要为咔啉类 HAs。根据化合物结构及

极 性 不 同 , HAs 可 分 为 氨 基 咪 唑 氮 杂 芳 烃

(aminoi-midazoazaren, AIA), 即极性 HAs; 氨基咔啉类

(amino-carbolin congener), 即非极性 HAs 两类。检测到的

4种游离态HAs中, PhIP属于极性HAs, Harman、Norharman
及 AαC 属于非极性 HAs。生植物汉堡肉中 4 种游离态 HAs
含量分别为 PhIP (0.13±0.02 ng/g)、Harman (5.48±0.70 
ng/g)、Norharman (5.46±2.96 ng/g)、AαC (0.37±0.02 ng/g), 
总量(11.44±2.68) ng/g, 4 种游离态 HAs 含量及总量在 11 个

样品组中数值最低。在未经熟制的生植物汉堡肉中即可检

测到危害物存在, 这可能是生植物汉堡肉的原料组织蛋白

在高温挤压过程中所产生的, 在挤压过程中环境温度升高, 
生植物汉堡肉原料组织蛋白发生热解, 其所含氨基酸部分

经斯特勒克降解生成苯乙醛进而和肌酸酐发生缩合反应生

成危害物; 部分氨基酸同葡萄糖发生反应其重排产物进一

步环化、氧化形成危害物[19]。此外植物汉堡肉制作过程中

所添加的盐、味精、酱油等调味料本身也存在一定量的危

害物[18,20]。有研究表明酱油中存在大量的非极性 HAs, 以
Harman、Norharman为主, 这也可能是生汉堡肉中Harman、
Norharman 较另两种 HAs 含量较高的原因[21]。 

 
表 3  不同热加工条件下植物汉堡肉中游离态 HAs 含量(ng/g) 

Table 3  Free HAs content in plant hamburger meats under different thermal processing conditions (ng/g) 

加工方式(条件) PhIP Harman Norharman AαC 总量 

生植物汉堡肉 0.13±0.02ab 5.48±0.70f 5.46±2.96c 0.37±0.02f 11.44±2.68f 
蒸制(100 ℃/1 h) 0.11±0.03b 6.53±0.82ef 6.21±0.16bc 0.76±0.23e 13.56±0.45ef 

100 ℃/1 h 蒸制后 
烤制 

160 ℃/4 min 0.15±0.02a 6.87±0.75ef 6.96±0.45bc 1.16±0.25d 15.13±0.65def 
160 ℃/8 min 0.13±0.03ab 8.56±0.53de 8.46±2.44abc 1.29±0.12cd 18.44±2.14bcd

160 ℃/12 min 0.15±0.02a 9.97±1.30cd 9.21±1.00abc 1.39±0.28bcd 20.72±0.58bc 
180 ℃/4 min 0.15±0.02a 7.07±0.67ef 7.41±1.06bc 1.34±0.13cd 15.96±0.65cdef

180 ℃/8 min 0.15±0.01a 11.91±2.73c 8.85±5.05abc 1.52±0.16bc 22.43±1.93b 
180 ℃/12 min 0.15±0.02ab 14.75±2.89b 12.09±2.20a 1.61±0.07abc 28.59±4.14a 
200 ℃/4 min 0.14±0.02ab 10.79±0.46cd 5.90±1.38bc 1.44±0.35bcd 18.27±1.56bcde

200 ℃/8 min 0.14±0.03ab 18.14±0.84a 9.78±1.58ab 1.68±0.17ab 29.74±1.98a 
200 ℃/12 min 0.15±0.01a 19.31±2.77a 12.04±2.59a 1.88±0.02a 33.38±4.33a 

注: 同一列中不同小写字母表示 95%置信水平下的值存在显著差异(P<0.05), 下同。 
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在 10 种不同热加工条件下, 植物汉堡肉中检测到游

离态 HAs 含量分别为 PhIP 0.11~0.15 ng/g, Harman 
6.53~19.31 ng/g 、 Norharman 5.90~12.09 ng/g 、 AαC 
0.76~1.88 ng/g, 总量 13.56~33.38 ng/g。对比不同热加工条

件下植物汉堡肉中游离态 HAs 总量发现, 蒸制后游离态

HAs 总量与生汉堡肉中总量没有明显差异; 蒸后烤制的植

物汉堡肉所生成的游离态 HAs 总量均高于生汉堡肉和蒸

制汉堡肉，在烤制温度 200 ℃,烤制时间 12 min 条件下游

离态 HAs 总量较生植物汉堡肉增加了 191.83%。此外，植

物汉堡肉中的游离态 HAs 含量随烤制温度增加、时间延长

呈现持续增长的趋势,在烤制温度为 180 ℃、烤制时间为

4~12 min 时, 游离态 HAs 总量增长了 79.14%; 在烤制时间

为 8 min 时, 烤制温度 200 ℃较 160 ℃植物汉堡肉中游离

态 HAs 总量增长了 61.28%。LIAO 等[22]测定蒸煮、微波烹

煮、烤制、油炸等不同烹饪条件下鸭肉的 HAs 含量, 发现

一样的增长趋势, 即蒸煮<微波烹煮<烤制。在不同热加工条

件下, 植物汉堡肉中 PhIP 含量相对较低在 0.11~0.15 ng/g 范

围内浮动, 差异性较小, 通过研究结果不能看出 PhIP 的生

成规律, 这可能是因为目前的加工条件(100~200 ℃)没有

达到 PhIP 大量生成的条件。有研究表明, 高温更有利于

PhIP的形成, 当温度高于 200 ℃时 PhIP生成速度会显著增

快, 含量发生显著变化[23–25]。蒸后烤制条件下, Harman、
Norharman、AαC 3 种游离态 HAs 含量均随烤制温度增加、

时间延长而增加且温度影响较大, 这可能是因为随着温度

升高、时间延长, 由美拉德反应等途径生成 HAs 的反应逐

渐加剧, 累计的 HAs 含量也逐渐增多[26]。 
由表 4 可知, 不同热加工条件下植物汉堡肉中共检测

出 4 种结合态 HAs, 包括 MeAαC、Harman、Norharman 和

AαC。生植物汉堡肉中 4 种结合态 HAs 含量分别为 MeAαC 
(23.85±2.90 ng/g)、Harman (20.53±4.60 ng/g)、Norharman 
(25.75±1.88 ng/g) 和 AαC (10.12±3.18 ng/g), 总 量 为

(80.24±9.56) ng/g。蒸制处理后的植物汉堡肉中 4 种结合态

HAs 含量及总量与生植物汉堡肉差异较小。蒸后烤制加工

的 9 个样品组 4 种结合态 HAs 含量均有所升高, 分别为

MeAαC (39.80~65.25) ng/g, Harman (26.77~69.83) ng/g、

Norharman (36.00~65.13) ng/g、AαC (10.89~15.99) ng/g。同

一体系下, Harman、Norharman 和 AαC 3 种结合态 HAs 的

含量都比对应的游离态 HAs 高 3~10 倍, 这可能是因为结

合态 HAs 的生成途径有多种, 除蛋白质总氨基酸残基与

HAs 前体发生反应生成外, 游离态 HAs 中氨基与蛋白质或

氨基酸中羧基也可以反应形成酰胺键生成 HAs, 游离态

HAs 本身也可有选择性地吸附在蛋白质表面生成结合态

HAs 所致[27]。 
对比不同热加工条件下植物汉堡肉中结合态 HAs 含

量发现, 结合态 MeAαC、Harman 及 HAs 总量随烤制温度

增加、烤制时间延长呈增加的趋势。蒸后烤制的植物汉堡

肉中结合态 MeAαC、Harman 及 HAs 总量较生植物汉堡肉

增 加 了 66.88%~173.58% 、 30.39%~240.14% 、 44.89%~ 
164.38%。在烤制温度确定为 180 ℃、烤制时间为 4~12 min
时,结合态 HAs 总量增长了 23.38%; 在烤制时间为 8 min
时, 烤制温度 200 ℃较 160 ℃植物汉堡肉中危害物含量分

别增长了 34.82%。结合态 Norharman 随烤制温度变化明显, 
温度增加含量随之增加, 但烤制时间对其含量的影响仅表

现在烤制温度为 200 ℃条件下。在烤制温度 160 ℃及

180 ℃条件下其含量随时间变化没有显著差异及明显规律; 
在烤制温度 200 ℃时含量随烤制时间延长增加, 这可能是

因为结合态 Norharman 在较低温度条件下生成的含量是

有限的, 不足以观察到明显的变化规律[23]。结合态 AαC
在烤制温度 160 ℃及 180 ℃条件下随烤制温度增加、烤

制时间延长而随之增加, 但烤制温度为 200 ℃时, 其含量

随时间延长而有所下降, 这可能是因为结合态 AαC 在≥

200 ℃条件下会向游离态转变所致[28]。与传统肉类如烤猪

肉、烤羊肉、烤牛肉等肉类制品中 HAs 含量相比, 植物

汉堡肉中的 HAs 种类更少、含量更低, 这可能是由于传

统肉类制品相较植物汉堡肉营养价值更高、氨基酸种类

及含量更丰富, 由此氨基酸进一步反应所生成的危害物

种类更多, 含量更高[19]。 
 

表 4  不同热加工条件下植物汉堡肉中结合态 HAs 含量(ng/g) 
Table 4  Content of bound HAs in plant hamburger meats under different thermal processing conditions (ng/g) 

加工方式(条件) MeAαC Harman Norharman AαC 总量 

生植物汉堡肉 23.85±2.90f 20.53±4.60g 25.75±1.88de 10.12±3.18d 80.24±9.56g 
蒸制(100 ℃/1 h) 26.84±1.73f 15.66±2.87g 32.50±1.58e 6.33±1.82e 81.33±2.97g 

100 ℃/1 h 蒸制后 
烤制 

160 ℃/4 min 39.80±4.17e 26.77±2.12f 38.80±3.88cd 10.89±2.98cd 116.26±3.22f 
160 ℃/8 min 47.80±2.39cde 29.55±2.06ef 40.08±1.13cd 12.98±2.67abcd 130.40±5.79ef 
160 ℃/12 min 43.91±4.14de 35.83±2.47d 43.50±4.02cd 14.65±0.28ab 137.88±2.47de 
180 ℃/4 min 46.00±9.33de 33.78±1.58de 36.00±7.60cde 13.85±0.50abc 129.63±0.65ef 
180 ℃/8 min 56.20±9.03abc 42.45±3.26c 47.28±5.77bc 12.28±0.33bcd 158.20±6.51c 
180 ℃/12 min 60.45±9.95ab 39.38±2.83cd 44.13±4.10cd 15.99±1.59a 159.94±8.91bc 
200 ℃/4 min 45.65±6.55de 52.08±7.02b 38.28±15.95cd 13.11±2.58abcd 149.11±16.49cd 
200 ℃/8 min 52.95±3.13bcd 54.70±3.90b 57.05±3.82ab 11.10±1.40cd 175.80±5.43b 
200 ℃/12 min 65.25±4.06a 69.83±2.61a 65.13±11.96a 11.94±1.39bcd 212.14±10.29a 
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2.2  不同热加工条件下植物汉堡肉中 AGEs 的含量

变化 

由于化学结构不同, AGEs 主要可分为具有荧光性(戊
糖素等)和不具有荧光性(CML、CEL 等)两类 [29]。本研究分

别检测游离态和结合态的 CML 和 CEL 含量变化来表征

AGEs 在不同热加工条件下的生成规律。不同热加工条件下

植物汉堡肉中游离态 AGEs 含量变化如图 1 所示, 在生植物

汉堡肉中检测到游离态 CML 含量(0.85±0.20) μg/g、CEL 含量

(1.15±0.18) μg/g,游离态 AGEs 总量(1.99±0.29) μg/g。生植物

汉堡肉中AGEs的来源可能源于植物汉堡肉中加入的酱油调味

品, CHAO 等[30]测定酱油中 CML 含量为(224±43) μg/100 mL。
蒸制后的植物汉堡肉所测游离态 CML 和 CEL 含量与生植物

汉堡肉差异较小; 蒸后烤制处理下的植物汉堡肉中游离态

CML 和 CEL 含量大多增加。蒸后烤制的游离态 AGEs 总

量随烤制温度增加、烤制时间延长有所增加，在烤制温度

为 180 ℃、烤制时间为 4~12 min 时,游离态 AGEs 总量

88.05%; 在烤制时间为 8 min时, 烤制温度 200 ℃较 160 ℃
增长了 67.93%。在烤制热处理方式下, 随烤制温度增加植

物汉堡肉中游离态 CML 含量没有明显变化趋势, 当烤制

温度确定、烤制时间延长游离态 CML 含量呈现显著增加

的趋势, LIU 等[31]曾报道过类似的结果, 即在 140、150、
160 ℃不同油炸条件下面糊肉制品 CML 含量并无显著变

化, 这表明相对而言烤制温度可能对游离态 CML 的生成

影响较小, 烤制时间影响较大。随烤制温度增加、烤制时

间延长, 植物汉堡肉中游离态 CEL 含量显著增加。当烤制

时间确定为 12 min, 200 ℃烤制条件下的植物汉堡肉中游

离态 CEL 含量较 160、180 ℃分别提高了 33.33%、39.58%; 
当烤制温度确定为 200 ℃时, 烤制 12 min 的植物汉堡肉中

游离态 CEL 含量较 4、8 min 提高了 48.05%、26.90%。 
 

 
 

注: 不同字母表示组间具有显著差异性(P<0.05), 图 2 同。 
图 1  不同热加工条件下植物汉堡肉中游离态 AGEs 含量变化 
Fig.1  Changes of free AGEs content in plant hamburger meats 

under different thermal processing conditions 
 
不同热加工条件下植物汉堡肉中结合态 AGEs含量变

化如图 2 所示。在生植物汉堡肉中检测到结合态 CML 含

量(21.14±2.74) μg/g、CEL 含量(24.86±4.06) μg/g、结合态

AGEs 总量(46.00±4.00) μg/g。不同热处理方式、不同烤

制温度、时间下, 植物汉堡肉中结合态 CML 没有明显变

化规律。结合态 CEL 含量变化规律明显, 蒸制及蒸后烤

制处理后植物汉堡肉中结合态 CEL 含量明显高于生植物

汉堡肉, 分别达(27.68±4.27) μg/g、29.34~43.38 μg/g。经

过蒸后烤制加工的植物汉堡肉所生成的结合态 CEL 随烤

制温度增加呈现增加的趋势, 随时间延长呈现先增加后

降低的趋势, 这可能是反应到后期 CEL 从结合态向游离

态转变导致的[32]。 
 

 
 

图 2  不同热加工条件下植物汉堡肉中结合态 AGEs 含量变化 
Fig.2  Changes in the content of bound AGEs in plant hamburger 

meats under different thermal processing conditions 
 

2.3  不同热加工条件下植物汉堡肉中氨基酸的含量

变化 

美拉德反应是危害物形成过程中的关键环节, 研究

报道反应中还原糖和氨基酸发生斯特勒克降解生成的吡啶

和吡嗪等物质会同肌酸酐与醛类脱水生成的氨基咪唑发生

缩合反应进一步生成咪唑喹啉、咪唑喹喔啉及咪唑吡啶等

物质[33]。因此, 氨基酸是反应生成 HAs 和 AGEs 的重要前

体物质[34]。不同热加工条件下植物汉堡肉中氨基酸组成及

含量如图 3 所示, 加工处理后植物汉堡肉中均可检测出 17
种氨基酸: Asp、Arg、Tyr、Cys、Val、Met、Phe、Ile、Leu、
Lys、Pro、Gly、Ala、Ser、Thr、His、Glu。所有处理组的

植物汉堡肉中 Cys、Met 含量均较低, 这可能是由于植物汉

堡肉原料特殊性所致, 大豆蛋白和豌豆蛋白自身含硫氨基

酸(Cys、Met)较少[35]。PhIP 的前体物质已被证实为 Phe [36]。

CHEN 等[37]报道选用 Phe、葡萄糖和肌酐模拟体系进行加

热可以生成 MeAαC、Harman、Norharman 和 AαC 4 种 HAs。
因此, Phe 是生成 HAs 的重要前体物质之一。在不同热加

工条件下的植物汉堡肉中, 蒸后烤制处理组的 Phe 含量显

著低于生植物汉堡肉及蒸制处理组, 但其随烤制温度及时

间没有明显变化规律, Phe 含量与 HAs 生成含量不存在显

著相关性, 这与廖国周等[38]研究结果一致。Lys 是 CML 和



52 食 品 安 全 质 量 检 测 学 报 第 16 卷 
 
 
 
 
 

 

CEL 的前体氨基酸, 有研究报道 Lys 与二羰基的结合是形

成 CML 和 CEL 的主要反应之一[39]。本研究中, 蒸后烤制

处理后植物汉堡肉中 Lys 含量显著低于生植物汉堡肉与蒸

制处理组, 而其 CML 及 CEL 含量显著高于生植物汉堡肉与

蒸制处理组, 二者可能存在较强的相关性。 
 

 
 

图 3  不同热加工条件下植物汉堡肉中氨基酸组成及含量 
Fig.3  Amino acid composition and content in plant hamburger 

meats under different thermal processing conditions 

 
2.4  HAs 和 AGEs 主成分分析 

采用 PCA 主成分分析表明不同热加工条件下植物汉

堡肉中游离态 HAs 和 AGEs 水平的差异, 如图 4 所示。主

成分分析模型中 PC1 和 PC2 累积贡献率为 76.2%, 大于

60%, 可以充分反映不同热加工条件对植物汉堡肉中生成

游离态 HAs 和 AGEs 的影响。图中 PC1 方向来看, 生植物

汉堡肉组和蒸制组位于最左侧, 偏离游离态 HAs 和 AGEs
的位置, 烤制组均位于蒸制组右侧, 这表明游离态 HAs 和

AGEs 生成含量与加工条件密切相关, 生植物汉堡肉和蒸

制组游离态 HAs 和 AGEs 生成含量最少。随着温度升高, 

样本点向 PC1 方向向右迁移, 逐渐靠近 HAs 和 AGEs 位置, 
这说明温度越高, AGEs 和 HAs 的生成量越高。从烤制加热

时间角度分析, 在每一烤制温度组别内, 烤制 12 min 均在

最右侧, 这表明烤制加热时间延长可增加植物汉堡肉游离

态 HAs 和 AGEs 的生成。从 PC2 方向可以发现, 不同热加

工条件下的样品组集中在中间区域, 上下并没有明显分离

且与 PhIP 距离较远 , 这表明本研究中的热加工条件

(100~200 ℃)对游离态 PhIP 的生成没有产生较大的影响, 可能

并没有达到 PhIP 显著变化的条件, 研究表明当温度高于

200 ℃时 PhIP 生成速度会显著增快, 含量发生显著变化[25]。 
不同热加工条件对植物汉堡肉中结合态 HAs和 AGEs

生成的影响如图 5 所示。两个主成分方差累计贡献率为

71.3% (>60%), 可以反映不同热加工条件对植物汉堡肉中

生成结合态 HAs 和 AGEs 的影响。不同样本点在 PC1 方向

出现明显分离, 3 种不同处理方式(生植物汉堡肉、蒸制组、

蒸后烤制组)下, 生植物汉堡肉与蒸制组组位于最左侧, 蒸
后烤制组分布在中间和右侧区域, 这说明不同处理方式对

植物汉堡肉生成结合态 HAs 和 AGEs 具有显著影响, 蒸后

烤制组会使植物汉堡肉生成更多的结合态 HAs 和 AGEs。
160、180、200 ℃ 3 个不同加热温度样品点在 PC1 方向上

有明显的分离, 这表明烤制温度对结合态危害物的生成具

有显著的影响。这是因为烤制温度越高, 越接近危害物的

最佳生成温度, 危害物越易生成 [40–41]。随着烤制温度从

160 ℃升高至 200 ℃, 同一温度下不同烤制时间的样本

点呈现越来越分散的趋势, 这说明烤制温度越高的样品

中危害物的生成受烤制时间影响越大。AαC 接近于

200 ℃/12 min 的位置, CEL 位于 200 ℃/8 min 的位置, 这
些危害物可能是导致这些样品点之间存在差异的因素。 

 

 
 

图 4  不同热加工条件下植物汉堡肉中游离态 HAs 和 AGEs PCA 图 
Fig.4  PCA of free HAs and AGEs in plant hamburger meats under different thermal processing conditions 
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图 5  不同热加工条件下植物汉堡肉中结合态 HAs 和 AGEs PCA 图 
Fig.5  PCA of bound HAs and AGEs in plant hamburger meats under different thermal processing conditions 

 

3  结  论 

本研究探讨了在不同热加工条件下植物汉堡肉中

HAs 和 AGEs 的生成规律, 比较了不同处理方式(未熟制、

蒸制、蒸后烤制)、不同烤制温度(160、180、200 ℃)、烤

制时间(4、8、12 min)下植物汉堡肉中游离态 HAs 和 AGEs、
结合态 HAs 和 AGEs、氨基酸含量的影响。与生植物汉堡

肉、蒸制组相比, 蒸后烤制处理后的植物汉堡肉中 HAs 和

AGEs 含量最高, 氨基酸总量较低。PCA 结果表明, 烤制样

品组中 200 ℃/12 min 烤制条件下植物汉堡肉中游离态

HAs 和 AGEs、结合态 HAs 含量最高，与生汉堡肉相比

200 ℃/12 min 烤制条件下植物汉堡肉中游离态 HAs、结合

态 HAs、游离态 AGEs 及结合态 AGEs 总量分别增加了

191.83%、164.38%、218.59%、15.70%。综上所述, 植物

汉堡肉中 HAs 和 AGEs 生成规律为随烤制温度增加、烤制

时间延长, HAs和 AGEs整体上也随之增加, 本研究旨在为

PBMA 的安全生产提供理论参考。 
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