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摘要 为探讨蒸煮火腿储藏期亚硝酸钠(NaN02)合量的交化对二乙基亚硝胺(NDEA)形成的影响，在麓剖过

程中添加了不同含量的NaN02，分别研究了不同储藏条件下低温蒸煮火腿中NDEA及NaN02含量的变化，研

究确定了NDEA的形成量与储藏过程中NaNOz含量的相关性。所选择的储藏条件是为了反映超市的实际保

藏情况(4℃和25℃)。结果表明：NaN02含量随着储藏时间的延长显著(P<0．05)下降，并且室温放置比冷藏

下降速率要快i随储藏时间的延长，NDEA含量先逐步上升然后下降，上升阶段，室温放置比冷藏增加速率快，下

降阶段，室温比冷藏降低速率慢；相关性分析表明，2种储藏条件下NDEA含量与储藏过程中NaNOz含量的相

关系数都比较低(P>0．05)，冷藏比室温其总体相关系数偏高，随着NaNOz添加量的升高，相关系数波动较大。

关键词蒸煮火腿，储藏，NaN02，NDEA

亚硝胺(N—nitrosamines)是指在酸性(或碱性)环

境及一定温度条件下，由NaN0。和氮氧化物或一些

含氮物质如胺类或氨基酸等反应形成，具有致畸性和

致癌性。肉制品在腌制阶段通常添加亚硝酸钠

(NaN0z)进行腌制，由于NaNO：具有抑制肉毒梭状

芽孢杆菌(Clostridium botulinum)的生长、形成腌肉

的特征粉红色和风味等重要作用，已成为肉制品加工

过程不可完全替代的添加剂。但是NaNO。过量使

用存在安全问题，会引起亚硝基化反应形成致癌物质

亚硝胺。世界各国都对NaNO：的使用量以及亚硝

胺含量制定严格限制，我国的限量是NaNO：150 mg／

kg，而产品中的二甲基亚硝胺(NDMA)和二乙基亚

硝胺(NDEA)的含量不得超过3、5弘g／kg[1]。

有关培根(Bacon)和法兰克福香肠(Frank—

furters)中亚硝胺形成的研究已多有报道[2’3]，这些研

究对于深人了解和掌握腌腊肉制品生产中亚硝胺含

量的变化及机理有着重要的帮助。大量的研究表

明[4’5]，影响肉制品中亚硝胺形成的因素主要包括温

度、时间、pH、游离氮浓度和微生物的参与。至今国

内对肉制品中亚硝胺的出现及形成的研究甚少，马俪

珍等人[6]对肉制品中亚硝胺的形成进行了初步探索，

发现经过加工的腌腊肉制品存在一定量的二乙基亚

硝胺(NDEA)。蒸煮火腿属于中低温西式肉制品，在

其生产过程中，NaNO。是最为常用的添加剂[7]。目

前肉制品中主要的挥发性亚硝胺是二甲基亚硝胺
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(NDMA)、二乙基亚硝胺(NDEA)和亚硝基吡咯烷

(NPYR)口]，本实验中检测对象为NDEA。

本研究试图通过腌制过程中添加不同含量的

NaN0：，在不同储藏条件下对蒸煮火腿中NaNOz及

NDEA含量进行分析测定，研究储藏期间NaN0z含

量与NDEA形成量的相关性。从肉制品的安全性角

度出发，对国内肉制品实际储藏过程中工艺参数的确

定提供理论依据，为进一步研究腌腊肉类制品中亚硝

胺的形成机理奠定基础。

1 材料与方法

1．1材料与试剂

原料：新鲜猪后腿精肉，购自无锡大润发超市。

二乙基亚硝胺(NDEA)，Sigma公司，色谱纯；N一

1一萘基乙二胺，Sigma公司；二氯甲烷(全玻璃仪器重

蒸)，其余试剂均为分析纯。

气相色谱一质谱联用仪(英国菲尼根质谱公司)，

旋转蒸发仪(德国IKA)，微量注射器(50“L)，电子

调温电热套(江苏常州市金坛荣华仪器制造有限公

司)，721型分光光度计(上海第三分析仪器厂)，

BS223S型电子天平(上海电子天平厂)。

1．2实验及测定方法

1．2．1腌制方法

食盐3％，复合磷酸盐0．4％，抗坏血酸钠

0．05％，NaN020～200 mg／kg，均为食品级添加剂，

水30％。

原辅料混合均匀后，置于平罐中，保持组织紧密、

表面平整，于0～4℃冰箱中腌制并计时，并隔3～5h

  



翻拌1次。

1．2．2 工艺流程

后腿精肉和修整一腌制(O～4℃，48h)一翻拌挤

压一装模压制并蒸煮(80℃，60 min)一冷却并包装。

1．2．3亚硝胺和NaN02的测定原理

亚硝胺的测定原理：样品中的N一亚硝胺类化合

物经水蒸气蒸馏和有机溶剂萃取后，浓缩至一定量，

采用气相色谱一质谱联用仪的高分辨峰匹配法进行确

认和定量。

NaNO：的测定原理：样品经沉淀蛋白质、除去脂

肪后，在弱酸条件下亚硝酸盐与对氨基苯磺酸重氮化

后，再与N-1一萘基乙二胺偶合形成紫红色染料，与标

准比较定量。

1．2．4 亚硝胺和NaN02的测定方法

亚硝胺形成量的测定：根据GB／T 5009．26—

1996第二法气相色谱一质谱仪法[8]，测定条件为色谱

条件：汽化室温度190℃，色谱柱温度145℃(--乙基

亚硝胺)，色谱柱内径1．8～3．0 mm、长2 m玻璃柱、

内装涂以15％PEG20固定液和KOH溶液(10 g／L)

的80,---,100目Chromosorb W AW～DMCS，载气氦

气、流速为40 mL／min；质谱仪条件：分辨率≥7 000，

离子化电压70 V，离子化电流300弘A，离子源温度

180℃，离子源真空度1．33×10～Pa，界面温度

180℃。每个样品均重复3次测定。测定中添]Ju---丙

基亚硝胺作为内标以测定回收率，其平均回收率为

83％。经过检测样品中不含二丙基亚硝胺。

NaN02含量的测定根据GB／T 5009．33—1996

第一法并稍加改进[9’1引，每个样品均重复3次测定。

1．2．5 实验设计

分为两组实验组进行，腌制过程中均添加不同水

平的NaN02分别为：0、50、100、150、200 mg／kg，其

中200 mg／kg NaNOz为国家标准的适当外延，

0 mg／kg NaNO。组为对照组，按照相同的工艺流程

加工制作蒸煮火腿。在真空包装之后立即将成品分

别在4℃和25℃条件下放置28 d，每批样品中均包含

各添加量水平的火腿，储藏期间从第0天开始每4 d

取样，分析火腿中NaN02和NDEA的变化。

1．2．6统计分析

应用DPS For Windows(V．3．1)统计软件，计

算NaNO。和NDEA含量的平均值，应用Fisher’S

LSD方法进行多重比较。采用SPSS数据处理软件

计算上述测定平均值的Pearson相关系数，分析储藏

过程中NaNO。含量和NDEA形成量的相关性。

因亚硝胺具有潜在的强烈致癌性，操作中需谨

慎，必须在通风中操作并佩戴护罩。

2 结果与分析

2．1储藏过程中蒸煮火腿中NaNO：含量的变化

不同储藏条件下蒸煮火腿中NaNO。含量的变

化情况如表1、表2所示。

蒸煮火腿在4℃条件下储藏NaNO。含量的变化

图2蒸煮火腿在25℃条件下储藏NaNO：含量的变化

由图1和2可以看出，不同储藏条件下放置，蒸

煮火腿中NaNO。含量随着储藏时间发生明显变化。

低温(4"C)下冷藏及室温(25℃)下放置，不添加

NaN02(对照组)时火腿中也含有一定量的NaNO。，

但是含量较少，分别为1．29～2．74和1．20～2．98

mg／kg。这与Wesley等人[11’121报道相符。这主要

是由于储藏过程中微生物生长繁殖造成污染或与其

他化合物结合转化为NaN02。另外，肉中的L一精氨

酸降解也可以产生NaNOz。当添加50 mg／kg

NaNO。或更多时，2种储藏环境下，随着储藏时间的

延长，NaN02含量均显著(P<0．05)下降。NaN02

下降速率主要依赖储藏温度，室温比冷藏放置下降速

率要快。冷藏条件下0～16 d内，NaNO：含量随时

间的增加逐步下降，但在16 d之后，NaNO。含量随

时间下降的趋势明显趋缓。28 d之后，最高添加量

(200 mg／kg NaNOz)组中只剩下9．01 mg／kg。在室

温下放置，前4d NaNO。损失率最高。12 d之后，各

添加组的NaNO：含量都在10 mg／kg以下。当放置
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时间达28 d时，NaNOz含量分别减少至4．64、5．44、

6．33、7．23 mg／kg。储藏期间，2种储藏条件下不同

添加量的处理组中，NaNOz含量都呈下降趋势，由此

可以推断出NaNO。在火腿中参与了多种反应。Cas-

sens等人[131研究证明，肉制品储藏过程中NaNO：的

减少是由于No。一与肌红蛋白、巯基、脂类和蛋白质

等多种组织成分发生反应并且经过氧化反应可以转

变为NaNO。。低温下这些反应会有所抑制；在室温

条件下，各种反应加快。因此，室温放置比冷藏下的

NaNOz含量下降程度要明显。

实验中采用0、50、100、150和200 mg／kg

NaNO。添加到火腿中，国内目前对肉制品中添加的

NaNOz含量限制在150 mg／kg，而在实验室条件下

加工制作蒸煮火腿并进行储藏，添加量150 mg／kg

时火腿中的NaNO。残留量未超过卫生标准的30

mg／kg。虽然国标规定NaNOz添加量必须限制在

150 mg／kg，但实际生产中由于腌制时肉体系与腌制

液混合的不均匀性以及蒸煮时肉块内外的加热温度

不同会导致局部NaNO。含量过高，因此本实验中

NaNOz添加量200 mg／kg这种极限条件反映了实际

生产中出现的腌制液混合的不均匀情况。实验结果

表明，当NaNO。添加量为200 mg／kg时产品中

NaNO：残留量超过国家标准，随着储藏期的延长，

NaNOz含量逐渐降低至30 mg／kg以下，并且室温条

件下放置比冷藏的NaNo。含量下降更快。

2．2储藏过程中蒸煮火腿中NDEA含量的变化

不同储藏条件下蒸煮火腿中NDEA含量的变化

情况如表1、表2所示。

由表1和表2可见，储藏期的温度和时间显著影

响NDEA形成量的变化。4℃冷藏和25℃下放置，

对照组(0 mg／kg NaNO：)中储藏前期未检测出

NDEA，12一-．16d之后形成微量的NDEA(4℃0．57～

0．68／ag／kg，25℃0．54～O．73pg／kg)。腌制时添加50

mg／kg或更高浓度的NaNO：时，随储藏时间的延

长，2种储藏环境下蒸煮火腿的NDEA含量均呈现

先逐步上升后下降趋势。NDEA形成量的变化同样

依赖储藏温度，在上升阶段，室温放置比冷藏增加快；

下降阶段室温比冷藏降低慢。室温放置初期，NDEA

含量显著(P<0．05)增加，16 d时基本达到最大值，

分别增加到1．48、2．02、4．18和4．37弘g／kg；之后逐

渐减少，28 d时NDEA含量分别为0．90、1．58、

2．37、3．13}tg／kg。冷藏时NDEA含量变化与室温

相似，16 d之后，最高添加量(200 mg／kg)组中

∞I 2—008 V01．34 No—．10(Total 250)

NDEA含量显著(P<0．05)增加到4．08pg／kg；冷藏

28 d后，NDEA含量分别减少至0．8、1-26、1．89、

2．39弘g／kg。Yurchenko等人[143研究了罐头肉制品

储藏期间亚硝胺的变化，结果表明，低温下保藏5d，

随着时间的积累亚硝胺含量逐渐升高。Domaflska

等人[1明将肉制品先置于4℃冷藏然后室温放置，二甲

基亚硝胺(NDMA)含量明显升高。虽然NDEA和

NDMA是2种不同的亚硝胺，但从理化性质上看，2

种亚硝胺具有相似之处，本研究所揭示的储藏初期

NDEA随NaN02的变化趋势与Domaflska等人研

究的NDMA的变化趋势相似。

裹1 蒸煮火腿在4℃条件下储藏NDEA含量的变化

NaNOz添加量／mg·kg-1

4"C储藏时间／d 0 50 100 150 200

蒸煮火腿中NDEA含量／弘g-kg一
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28

注：(1)每组所测结果均是利用回收率换算出来，ND表示未检测

出，每组为测定结果的平均值。(2)同列中数据后面的角标不同者为

差异显著(P<0．05)，表2同。

表2蒸煮火腿在25℃条件下储藏NDEA含量的变化

NaNOa添加量／mg·kg一1

25℃储藏时间／d 0 50 100 150 200

蒸煮火腿中NDEA含量／且g·kg-1
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3．25‘

3．65I'

3．89。

4．15d

4．37e

4．48。

3．82‘

3．13‘

储藏期间对照组中低含量亚硝胺的出现并非是

火腿中存在的NaNO。和胺类等前体物反应形成，因

为对照组中虽然出现一定的NaNOz但是含量太低

不足以产生可检测(检测限为0．5 og／kg)的NDEA

(见图1和图2)，而可能是由于储藏期过程中微生物

的作用或某些酶的参与形成NDEA。

NDEA含量的变化反映了不同的储藏过程，其

增加和减少取决于NDEA的形成和减少量的比率。

蒸煮火腿在煮制阶段温度为80℃时间为60 min，这

一加工因温度较低，导致成品中含有一定数量的微生

物。根据Ayanaba等人n印大量的研究表明，微生物
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参与亚硝胺形成的方式包括：(1)促使NaNO。还原为

NaNO。；(2)蛋白质降解为胺类和氨基酸；(3)产生利

于亚硝基化反应的有关酶；(4)形成有利于亚硝基化

反应的pH环境。室温下储藏初期NDEA含量的增

加可能是细菌(如梭菌属)的活性导致的。冷藏初期，

通过微生物的作用胺类物质(如乙胺和L一丙胺酸)等

形成NDEA的主要前体物不断积累[1 7。，与NaNO：

经过亚硝基化反应形成NDEA。随着储藏过程的进

行，室温条件下虽然微生物能够创造较好的亚硝基化

反应环境，但是NaNO。含量持续降低，28 d时

NaN02含量远<10 mg／kg，不能提供足够的前体物

(NaNO。)以继续形成NDEA，同时由于NDEA发生

分解反应[1阳以及一些腌制荆如抗坏血酸钠的抑制作

用[19‘，NDEA的降低速率超过形成速率，NDEA含

量逐渐下降，冷藏后期NDEA含量的变化与室温相

似。储藏期间NDEA含量的变化是火腿中存在的或

形成的前体物发生亚硝基化反应以及微生物的参与

共同造成的结果。室温储藏NDEA的变化更多的是

由于微生物的作用导致的；冷藏下NDEA的变化则

更多是亚硝基化反应的结果。

实验中将不同水平NaNO。添加到火腿进行加

工制作，冷藏和室温放置期间NDEA的变化趋势有

所差别，储藏初期，室温下NDEA形成量比冷藏要

快；而后期室温比冷藏降低速度慢。室温储藏28d时

添加量150 mg／kg和200 mg／kg时火腿中的NDEA

含量分别降低至2．37和3．13ttg／kg，而冷藏下

NDEA含量分别减少为1．89和2．39pg／kg。虽然含

量都在国家标准范围内，但是更长的储藏期NDEA

的变化仍需要进行进一步的研究。

2．3不同储藏条件下(4℃和25℃)NDEA含量与储

藏过程中NaNO：含量变化的相关性

储藏时间和温度对NDEA形成量影响的程度与

储藏过程中NaNO。含量的变化有关，蒸煮火腿中

NaNO。含量越少，NDEA形成量也就越少。进一步

研究储藏期蒸煮火腿NaNO：含量的变化与NDEA

含量的关系，运用软件对数据进行分析。由于0 mg／

kg NaNO：的火腿中NDEA含量变化在ND(未检测

到或在检测限以下)～0．73弘g／kg，与NaNO：的变化

之间无明显相关性，因此不考虑这一处理组。运用

SPSS软件对以上不同水平的NaNO。添加量的处理

组储藏中的NaNO：含量与NDEA形成量进行相关

分析，得到NDEA含量与储藏过程中NaNO：含量的

Pearson相关系数，见表3。

表3储藏条件下NDEA含量与储藏过程中NAN02含量的Pearson相关系数

由表3可以看出，2种储藏条件下，不同NaN02

添加量的蒸煮火腿中NDEA含量与储藏过程中

NaNO。含量的相关系数都比较低。说明了在冷藏和

室温条件下，储藏期间(O～28 d)蒸煮火腿NaNO：的

含量并不是影响NDEA变化的关键因素。大量研究

表明[zo,2z]，肉制品生产过程中NaNO。含量与亚硝胺

的形成量具有显著正相关性。该结论与本实验结果

的差异主要是研究对象不同，前者是研究加工过程，

而本实验是对储藏期进行研究。储藏过程没有腌制

和热加工的处理，亚硝胺的形成较为缓慢。

由表3还可以看出，冷藏比室温其总体相关系数

偏高，说明了储藏期间NaNO。对NDEA形成量的影

响与储藏温度有关，冷藏条件下NaNO：对NDEA的

形成的影响比室温要明显。随着NaNO：添加量的

升高，相关系数变化无规律，并且波动较大，说明蒸煮

过程中NaNo：添加量对NDEA形成的影响不明显。

肉制品中亚硝胺的形成是一个复杂的过程，依赖

于多种因素如亚硝基化的催化剂或抑制剂的存在以

及微生物的参与。储藏期NDEA的变化是多种因素

共同作用的结果。

3 结 论

(1)不同的储藏环境下，NaNO。下降速率与储藏

温度和时间有关。随储藏时间的延长，NaNO。含量

均显著(P<o．05)下降；室温比冷藏放置下降速率要

快。

(2)2种储藏条件下，随着储藏过程的进行，

NDEA形成量都经历先逐步上升后下降的变化趋

势。储藏初期，室温放置比冷藏上升速率快；后期室

温比冷藏降低速率慢。较长储藏阶段NDEA含量的
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变化仍需要进行进一步的研究。

(3)相关性分析表明，2种储藏条件下不同

NaNO：添加量的蒸煮火腿中，NDEA含量与储藏过

程中NaNO。含量的相关系数都比较低(P>0．05)。

说明在冷藏和室温条件下，储藏期间(O～28 d)蒸煮

火腿NaNO：的含量并不是影响NDEA变化的重要

因素。冷藏比室温NDEA总体相关系数偏高，说明

了冷藏条件下NaN02含量对NDEA的形成的影响

比室温要明显。随着NaNO。添加量的升高，相关系

数波动较大，说明蒸煮过程中NaN02添加量对

NDEA含量变化的影响不明显。
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Changes of N—nitrosamine and Sodium Nitrite Contents in Cooked Ham During

Storage and Study on the Corresponding Correlations

Sun Jing，Huan Yanjun，Zhan Wenyuan，Lu Ruiqi，Yu Peng

(The State Key Laboratory of Storage and processing of agricultural products，

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

ABSTRACT In order to study the effect of nitrite contents during storage on the formation of N-。nitrosodi--

ethylamine(NDEA)in cooked ham，the changes of concentrations of NDEA as well as nitrite in cooked ham

containing various levels of initial nitrite under different storage conditions were determined respectively．

The NDEA concentrations and its correlation with nitrite contents during storage were studied in cooked

ham．The chosen storage conditions(e．g．4"C and 25℃)were intended to reflect these ones which could OC-

cur in the routine storage management in the Supermarket．With the increase of storage time，the concentra—

tions of nitrite significantly decreased under P<O．05．Nitrite reduction at room temperature was more rapid

than under refrigeration．The levels of NDEA gradually increased with the increase of storage time，after

which it decreased．The rate of the increase of NDEA at room temperature was more rapid than under refrig—

eration，however，it decreased slowly at room temperature than at lower temperature．The correlation analy—

sis showed that both the correlative coefficients with the respect of different storage conditions were relatively

lower under P>O．05，however，the total correlative coefficient with the respect of refrigeration was slightly

higher than that of room temperature．In addition，the correlative coefficient varied 1argely with the increase

of added nitrite contents．

Key words cooked ham，storage，sodium nitrite，N—nitrosodiethylamine
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Gene Synthesis and Expression of Thermoacidophili

a-amylase in Escherichia coli

Ke Ta01，Xiong Lan2，Shi Qingfan92，Ma Xiangdon92

1(College of Life Science and Technology，Nanyang Normal University，Nanyang 473061，China)

2(College of Life Science，Hubei University，Wuhan 430062，China)

ABSTRACT a-Amylase BD5088 is a thermostable and acid—resistance n—amylase from Thermococcus sp．In

this research，the BD5088 gene with optimal codon usage was synthesized by two-step synthesis method．

This synthesized amylase gene encodes a protein of 436 amino acids，without the nature signal peptide
se—

quence．It was cloned into expression vector pET30a，and the reconstructed vector was designed as pET-

BD5088 and transformed into BL2 1(DE3)．Positive transformant was cultivated and IPTG was added into

culture to induce expression of the a—amylase．The recombinant enzyme BD5088 had a molecular mass of 48

ku which was analyzed by SDS-PAGE．The optimum reaction temperature and pH scope of the recombinant

a-amylase were 70～85。C and 5．6～6．0 respectively．The half life of the enzymatic activity at 100。C was 30

min，and the activity of BD5088 was not depended on the addition of Ca2+．

Key words thermoacidophili a-amylase，gene synthesis，expression，enzyme characterization
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