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食品中丙烯酰胺检测方法研究进展
费永乐，王丽然，李书国

（河北科技大学食品科学与工程系，河北省石家庄　 ０５００１８）

摘　 要：丙烯酰胺是一种可能的致癌物，广泛存在于各种食品中，如焙烤类食物、油炸薯条和烤肉
等。丙烯酰胺定量检测方法对于准确评估其对人体危害十分必要。综述了食品中丙烯酰胺的检测
技术与方法如液质联用技术、液相色谱法、气相色谱法、毛细管电泳法、酶联免疫分析法（ＥＬＩＳＡ）和
生物传感器法等，而酶联免疫分析法（ＥＬＩＳＡ）和生物传感器法具有快速方便、样品预处理程序简
单、可实现批量样品快速检测等优点，将逐渐代替气相色谱和液相色谱法等传统方法，成为食品中
丙烯酰胺检测的快速、便捷检测技术方法。
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　 　 动物实验学证明：丙烯酰胺具有神经、遗传和生
殖毒性，过量的丙烯酰胺为中等毒性物质，会引起动
物基因突变，损伤生物体内的ＤＮＡ，并具有致癌
性［１］。同时丙烯酰胺具有较强的组织渗透性，可通
过皮肤、口腔或呼吸道等多种途径进入生物体内，并
快速分布于全身的组织中，而经口摄入被认为是人
体吸收丙烯酰胺最迅速和最完整的途径［２］。自
２００２年瑞典国家食品局和斯德哥尔摩大学的科学
家首次公布，油炸薯条、土豆片、面包等含淀粉碳水
化合物的食物，经１２０ ℃以上高温长时间油炸的食
品中检测出丙烯酰胺以后，引起了世界各国政府和
相关国际组织的广泛关注。世界卫生组织（ＷＨＯ）

和联合国粮农组（ＦＡＯ）联合召开多次会议，就食品
中的丙烯酰胺问题展开讨论，并对食品中的丙烯酰
胺进行了系统的危险性评估。ＦＤＡ也开始研发能
提供可靠数据的食品中丙烯酰胺含量的分析方
法［３］。

丙烯酰胺分子量较低，极性较高，且缺乏明显的
发色团（共轭双键、三键、苯环）等性质，使得定量分
析丙烯酰胺很困难，以下对食品中丙烯酰胺定量检
测方法的原理、方法研究进展进行综述。
１　 食品中丙烯酰胺的检测技术与方法

丙烯酰胺为极性化合物，在水中的溶解度大，大
多数食品样品中丙烯酰胺在水中能被完全提取，因
此，水是目前应用最为广泛的提取溶剂。水与样品
的比例可根据具体样品进行调整，主要有冷提取和
热提取２种方法。冷提取一般是在室温下，将水与
样品混合进行振荡提取或在高速匀浆机中混合提
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取；热提取一般在６０ ～ ７０ ℃的热水中将样品进行振
荡提取，提取效率高于冷提取法，适用于基质较为复
杂的样品。由于丙烯酰胺在酸性溶液中也较为稳
定，故美国ＦＤＡ用０． １％的蚁酸水溶液提取样
品［４］。张文玲［５］等用０． １％的甲酸溶液作为丙烯酰
胺提取液，通过Ｃ１８固相萃取小柱对食品样品丙烯酰
胺提取液进行纯化，收集滤液用于液相色谱法分析。
结果表明，该提取液既能有效排除油炸食品中一些
非水溶性物质对丙烯酰胺提取、测定时干扰，又可以
保证丙烯酰胺稳定性。
１． １　 气相色谱一质谱（ＧＣ － ＭＳ）法

ＧＢ ／ Ｔ ５００９． ２０４—２００５食品中丙烯酰胺含量的
测定方法将气相色谱—质谱（ＧＣ － ＭＳ）作为检测丙
烯酰胺的标准方法［６］，该法要求被分析物必须具有
一定的热稳定性和挥发性，但丙烯酰胺属热不稳定
化合物，且一般的气相色谱检测器如电子俘获检测
器（ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｃａｐｔｕｒｅ ｄｅｔｅｃｔｏｒ，ＥＣＤ）对丙烯酰胺不响
应，因此需要在上机之前对丙烯酰胺进行衍生化处
理。各国研究者对于气相色谱检测丙烯酰胺也有大
量研究。陈旭明［７］等建立一种用气相色谱—质谱
联用法检测油炸型膨化食品中丙烯酰胺含量的方
法，通过水提取油炸型膨化食品中的丙烯酰胺、Ｃａｒ
ｒｅｚ试剂除蛋白、正己烷抽提油脂，溴化衍生后生成
２，３ －二溴丙烯酰（２，３ － ＤＢＰＡ），气相色谱—质谱
（ＧＣ － ＭＳ）特征离子定性，外标法定量，方法线性
良好，线性范围为０． １ ～ ２ μｇ ／ ｍＬ，相关系数达
０． ９９８６，检出限为０． ０２ μｇ ／ ｍＬ。美国环境保护局
（ＵＳ． ＥＰＡ）发布了关于ＧＣ测定水和其他物质中丙
烯酰胺的方法。该法采用溴化试剂将丙烯酰胺衍生
为２，３ －二溴丙酰胺，用硅酸镁柱纯化样品，经５％
ＦＦＡＰ（２ ｍ × ３ ｍｍ）色谱柱分离，电子俘获检测器
（ＥＣＤ）测定。方法线性范围０ ～ ５ μｇ ／ Ｌ，检测限
０． ０３２ μｇ ／ Ｌ，回收率８５． ２％ ±３． ３％ ［８］。
１． ２　 液相色谱—串联质谱法（ＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ）

采用液相色谱法ＬＣ方法无需对丙烯酰胺进行
衍生，可直接测定，简化了分析过程。熊杰［９］等人
建立了直接进样—高效液相色谱—串联四极杆质谱
同时分析水中丙烯酰胺、苯胺和联苯胺的分析方法。
采用ＳＨＩＭＡＤＺＵ Ｓｈｉｍ － ｐａｃｋ ＦＣ － ＯＤＳ柱（７５ ｍｍ ×
４． ６ｍｍ，３μｍ）为分离柱，甲醇和０． １％甲酸为流动
相，采用梯度洗脱，流速０． ２ ｍＬ ／ ｍｉｎ，柱温４０ ℃。
经液相色谱分离后，采用串联四极杆质谱的多反应
监测模式检测。Ｒｅｎｚｏ Ｂｏｒｔｏｌｏｍｅａｚｚｉ［１０］通过ＳＰＥ柱
对咖啡样品进行前处理，用液相色谱—串联质谱法
（ＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ）测定丙烯酰胺含量。通过氘标记的
丙烯酰胺做内标，对６种咖啡样品进行测定，其ＲＳＤ
值为５％，最低检出限（ＬＯＤ）为５ μｇ ／ ｋｇ，定量限

（ＬＯＱ）为１６ μｇ ／ ｋｇ，检测灵敏度高、精度高。
１． ３　 酶联免疫分析法（ＥＬＩＳＡ法）

ＥＬＩＳＡ是在免疫反应的基础上，对丙烯酰胺进
行定性定量分析。ＥＬＩＳＡ的基本原理是将特异的抗
原－抗体免疫学反应和酶学催化反应相结合，以酶
促反应的放大作用来显示初级免疫反应［１１］。该方
法准确、灵敏，检验成本低，具有广泛的实际应用价
值。

丙烯酰胺属于小分子物质，本身不具备抗原决
定簇，因此无法单独刺激合成抗体，但是它和一些大
分子载体蛋白偶联后能刺激机体产生抗体。由于丙
烯酰胺分子不能直接连接反应基团，因此首先要经
过３ －疏基苯甲酸衍生得到产物（Ａｄｅ － ３ － ＭＢＡ），
形成的衍生物与载体蛋白连接［１２］。常用到的载体
蛋白有甲状腺球蛋白（ＢＴＧ）和血清白蛋白（ＨＳＡ），
因其可溶性良好，分子量大小合适，有较多的官能
团，因此可以用来耦合丙烯酰胺分子。该耦合过程
符合Ｍｉｃｈａｅｌ反应原理，即不饱和化合物与亲核基
团（通常是胺基或者巯基）的相互作用。制备好的
衍生物－载体蛋白结合物定期免疫实验动物（兔子
或小白鼠）制备出多克隆抗体。

ＥＬＩＳＡ基本方法有三类，即间接法、双抗体法和
抗原竞争法。其中检测丙烯酰胺常用的是抗原竞争
法。将已知抗体包被在聚苯乙烯微量反应板的凹孔
中，洗去未结合的抗体。将待测的半抗原样品（Ａｄｅ
－ ３ － ＭＢＡ － ＨＳＡ）与相应的酶标半抗原以适当比例
混合后加到凹孔中，将缓冲液与同样比例的酶标半
抗原加到另一凹孔中作为对照。酶和抗体偶联的好
坏直接影响试剂的灵敏度［１３］。应用于ＥＬＩＳＡ的酶
主要有辣根过氧化氢酶（ＨＲＰ）和碱性磷酸酯酶
（ＡＫＰ），其中以ＨＲＰ用得最多。待测样品中如有相
应半抗原存在，必与标记半抗原竞争抗体，其竞争力
的大小与样品中半抗原的量成正比。再次洗涤，除
去标记的和未标记的游离半抗原，加底物使之显色，
经一定时间终止反应［１４］。颜色深浅与待测半抗原
的含量成反比，可用酶标仪进行定量测定，一般用酶
标仪在４５０ ｎｍ处测定吸光度，可得丙烯酰胺含量。

Ｚｈｏｕ［１５］等用其他ＥＬＩＳＡ法（ＢＩ—ＥＬＩＳＡ法）探
讨了生物素—亲和素酶联免疫法测定食品中的丙烯
酰胺。研究人员用与丙烯酰胺结构类似的Ｎ －丙烯
酰氧基琥珀酰亚胺（ＮＡＳ）作为抗原，与牛血清蛋白
（ＢＳＡ）偶联，刺激机体产生抗体。亲合素与生物素
有极强的亲合性，其亲合力为一般抗原抗体反应的
１００万倍［１６］，高的灵敏度对酶联免疫法准确性至关
重要，该法正是利用这种极强的亲合性提高了检测
的灵敏度。Ｑｕａｎ［１７］等人在Ｚｈｏｕ实验基础上，综合
运用ＥＬＩＳＡ和增强化学发光法（ＥＣＬ）检测了薯片、
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速食面条、软曲奇和蛋糕中的丙烯酰胺。实验中用
ＮＡＳ在兔子体内刺激产生的抗体与匙孔血蓝蛋白
（ＫＬＨ）结合进行丙烯酰胺定量分析，建立了化学发
光酶联免疫分析法，相较之传统的比色法，大大的提
高了反应的灵敏度，同时由于免疫反应的高度特异
性，很大程度上减少了复杂食品体系中其他物质的
干扰。测定几种食物样品中丙烯酰胺的水平分别为
薯条１２６ ｎｇ ／ ｍＬ、速食面４１ ｎｇ ／ ｍＬ、软曲奇１３７
ｎｇ ／ ｍＬ和蛋糕６９ ｎｇ ／ ｍＬ。
１． ４　 生物传感器法

生物传感器作为一种新型的生物分析手段，可
用于测定食品中的丙烯酰胺。生物传感器是将生物
识别元件和信号转换元件紧密结合，检测目标化合
物的分析装置。其基本原理为：待测物质和分子识
别元件特异性结合，发生生物化学反应，产生的生物
学信息通过信号转换器转化为可以定量处理的电、
光等信号，再经仪表放大和输出，从而达到分析检测
的目的。图１是生物传感器工作原理［１８］。

图１　 生物传感器工作原理
Ｉｇｎａｔｏｖ［１９］等人首次将生物传感器技术运用到

丙烯酰胺的定量检测中，把Ｃｌａｒｋ氧电极作为安培
电流传感器的核心部分，由于废水中痕量的丙烯酰
胺和丙烯酸对短杆细菌的呼吸速率有影响，因此随
着耗氧量的增减，电流传感器中的分析反应同时改
变，确切来说，丙烯酰胺的增加会降低体系中氧浓
度，同时降低了Ｃｌａｒｋ氧电极电流强度，该方法检测
限可达１０ ｍｇ ／ Ｌ，样品制备简单，时间较短，为传感
器技术测定丙烯酰胺含量提供了依据。

近十年来，国内外研究在应用生物传感器技术
测定各种食品体系中痕量的丙烯酰胺有了进一步发
展。张文玲［２０］等研究了丙烯酰胺在铂电极上的电
化学反应过程，利用电化学生物传感器测定油炸食
品中的丙烯酰胺的含量。Ｓｉｌｖａ［２１］等人运用电位生
物传感器和离子选择电极，先使绿脓杆菌细胞与戊
二醛交联，再固定在聚合物表面，制备成铵离子选择
电极，由于该细菌体内的酰胺酶可以催化丙烯酰胺
向丙烯酸和铵离子转变，因此酰胺酶的酶活作为检
测丙烯酰胺含量的指标。另外国外也有用某些特殊
生物传感器用于测定食品中丙烯酰胺含量的报道，
如细胞生物传感器。这种传感器可以测量细胞由于
丙烯酰胺的刺激而发生的物理学或者生理学的改

变，因此可以定量检测丙烯酰胺。Ｈａｓｅｇａｗａ等人利
用细胞生物传感器对丙烯酰胺定量分析且提出了一
些抑制食品中丙烯酰胺形成的方法。实验人员对线
虫基因进行改造，使谷胱甘肽转移酶（ＧＳＴ）和绿色
荧光蛋白（ＧＦＰ）进行基因融合（ＧＳＴ，ＧＦＰ分别来自
于启动子ＧＳＴ －４和报道基因），由于丙烯酰胺能刺
激报道基因的翻译，从而启动ＧＦＰ的合成，测得
ＧＦＰ含量即可。ＧＦＰ含量方便易得，因此该法可行
且准确度高。除此以外，有研究者将丙烯酰胺和四
内酰胺交联物作为传感器的活性成分测定丙烯酰
胺［２２］。Ｋｌｅｅｆｉｓｃｈ［２３］等人将四内酰胺包被在石英表
面，当丙烯酰胺蒸汽蒸发到石英表面，就会与表面包
被的四内酰胺结合，从而增加重力感应元件的质量，
质量增加值可以用石英晶体微天平技术（ＱＣＭ）测
量。实验表明，四内酰胺性质稳定，对丙烯酰胺表现
出相当强的结合力，四内酰胺包被的压电式传感器
对丙烯酰胺有较高灵敏度和较低检测限（１０ μｇ ／
ｋｇ），可以检测到痕量的丙烯酰胺，也不受相对湿度
影响，但是仅适用于有限种类食品中丙烯酰胺的检
测。

除了以上方法，现在一部分研究集中于用血红
蛋白（Ｈｂ）修饰的电极测定食品中的丙烯酰胺。大
量实验表明，丙烯酰胺可以和红血蛋白结构中缬氨
酸的α － ＮＨ２发生Ｍｉｃｈａｅｌ亲核加成反应，最终生成
聚合物，因此可作为感应器检测丙烯酰胺的含量。
Ｓｔｏｂｉｅｃｋａ等人［２４］在此基础上改进了方法，在醋酸盐
缓冲液中分散的血红蛋白和表面活性剂（ＤＤＡＢ）
形成脂质体ＤＤＡＢ － Ｈｂ，将ＤＤＡＢ － Ｈｂ混合物涂
布在碳糊电极（ＣＰＥ）表面形成膜，检测时，溶液中
的丙烯酰胺与血红蛋白反应，其产物会改变电极
表面血红蛋白的结构和电化学活性，伴随着电极
表面ＡＡ － Ｈｂ聚合物的增多，血红素中铁离子在
电极表面的氧化还原反应也会受到抑制，此时用
循环伏安法可以准确测得发生电极表面铁离子的
氧化还原反应，从而可对检测液中丙烯酰胺定性
定量分析。实验中检测薯条中丙烯酰胺含量，检
测限为１． ２ × １０ － １０ｍｏｌ ／ Ｌ。

一些生物分子如Ｈｂ吸附在裸电极上通常会导
致失活或者钝化，所以生物传感器关键问题在于生
物成分的固定化。使用传感器测丙烯酰胺含量，如
何确定生物分子的最优固定化条件是制备生物传感
器的关键。Ｋｒａｊｅｗｓｋａ［２５］等人采用循环伏安传感器，
将Ｈｂ固定在用单壁碳纳米管（ＳＷＣＮＴ）修饰的玻
碳电极上（ＧＣＥ）测定马铃薯片中丙烯酰胺含量。
实验证明，电极的灵敏度不会受到食品体系中其他
成分的影响。在此基础上，有人提出用奥斯特方波
法取代循环伏安法测定丙烯酰胺含量，结果表明，前
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者具有更高的灵敏度，检测限可达１ × １０ －１０ｍｏｌ ／ Ｌ。
生物传感技术具有高灵敏度和选择性，基本不

受食品体系中其他成分的干扰等特点，很适合测定
食品丙烯酰胺含量。因此近几年来，用生物传感技
术定量分析食品中丙烯酰胺的方法得到越来越多的
重视。
１． ５　 毛细管电泳法

毛细管电泳法对被分析成分的提取、纯化及衍
生等预处理没有严格的要求，虽灵敏度没有ＨＰＬＣ
和ＧＣ高，但还是有不少研究者将毛细管电泳与质
谱、核磁共振及串联质谱等结合应用到丙烯酰胺的
检测中。Ｔｅｚｃａｎ［２６］将非水毛细管电泳引入二极管
阵列检测中，进一步提高了２１０ ｎｍ处在线紫外检测
丙烯酰胺的灵敏度。周等用胶束电动毛细管色谱检
测土豆中的丙烯酰胺，所测值与ＦＤＡ所规定薯片中
含丙烯酰胺的限量范围一致（０． ６９３ ～ ２． ５１０ ｍｇ ／
ｋｇ）。
２　 结语

目前国际上已研究开发了多种丙烯酰胺的检测
方法，其中色谱法最为成熟，灵敏度高且准确可靠，
但是色谱法往往需要较昂贵的仪器设备及专业操作
人员，且样品前处理通常比较复杂，检测费用高，因
此难以进行大范围的样品监测。

随着世界各国对食品中丙烯酰胺的暴露水平的
重视，研究具有简便、灵敏、准确、成本低的快速检测
方法十分必要。免疫检测技术被认为是２１世纪最
具竞争性和挑战性的微量及痕量快速检测技术之
一，具有良好的应用前景。但是，由于丙烯酰胺分子
量小，难以获得特异性高、灵敏度好的抗体，因此目
前尚未能进行实际应用。解决的途径之一可以通过
对丙烯酰胺进行衍生化处理，使其分子量增大而提
高特异性抗体制备机率［１９］。生物传感技术基本不
受食品体系中其他成分的干扰，具有高灵敏度和选
择性，很适合测定食品丙烯酰胺含量。用生物传感
技术定量分析食品中丙烯酰胺的研究表现出巨大的
发展潜力。
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ｍｅｔｒｉｃ Ｂｉｏｓｅｎｓｏｒ Ｂａｓｅｄ ｏｎ Ｇｌａｓｓｙ Ｃａｒｂｏｎ Ｅｌｅｃｔｒｏｄｅｓ Ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｗｉｔｈ
Ｓｉｎｇｌｅ － Ｗａｌｌｅｄ Ｃａｒｂｏｎ Ｎａｎｏｔｕｂｅｓ ／ Ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ ｆｏｒ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ａｃ
ｒｙｌａｍｉｄｅ ｉｎ Ｗａｔｅｒ Ｅｘｔｒａｃｔｓ ｆｒｏｍ Ｐｏｔａｔｏ Ｃｒｉｓｐｓ［Ｊ］． Ｓｅｎｓｏｒｓ，２００８，
（８），５８３２ － ５８４４．

［２６］Ｔｅｚｃａｎ Ｆ，Ｅｒｉｍ Ｆ Ｂ． Ｏｎ － ｌｉｎｅ ｓｔａｃｋｉｎｇ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｎｏｎａ
ｑｕｅｏｕｓ ｃａｐｉｌｌａｒｙ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ａｃｒｙｌａｍｉｄｅ ｉｎ ｐｒｏ
ｃｅｓｓｅｄ ｆｏｏｄ［Ｊ］． Ａｎａｌｙｔｉｃａ Ｃｈｉｍｉｃａ Ａｃｔａ，２００８，６１７（１ － ２）：
１９６ － １９９．●完


