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复配香辛料提取物体外阻断
生成的效果
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N一二甲基亚硝胺
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摘 要：在确定桂皮、柚子皮、八角和花椒4种香辛料中活性物质最佳提取条件的基础上，利用所

提取的活性物质在不同浓度下进行阻断N一二甲基亚硝胺生成的体外试验，并以不同比例进行复

配，根据阻断率选出最佳复配比。结果显示：当桂皮、柚子皮、八角、花椒提取液四者达最佳复配比

时，复配液具有较好的阻断效果。
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The Study on the Blocking Effect of the Compound of Spice Extraction on

the Formation of N—Nitrosodimethylamine

MA Li—zhen， WANG Rui，XIONG Yong， ZHEN Run—ying

(Department of Food Science，Tianjin Agricultural College，Tianjin 300384，China)

Abstract：Based on the optimum conditions of the cutive substrate from cassia，pomelo—hull，

aniseed，pricklyash，The blocking vitro tests to N-nitrosamine formation was performed with the

different concentrations of the extraction．Then prepare the solution with the best concentration

of all those materials，and the blocking rate was tested．The best meditation effect was achieved

when the concentration ratio of cassia，pomelo—hull，aniseed and pricklyash was 2：1：4：3．
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亚硝胺类化合物对人类健康危害极大。食品

中天然亚硝胺类化合物含量虽很少，但形成该类化

合物的前体物质——亚硝酸盐和仲胺却广泛存在，

当条件适宜时，它们可形成亚硝胺类物质[1'3]。

植物提取物防癌活性表现在消除亚硝酸

盐——亚硝化反应的前体物质，从而阻断N一亚硝胺

的合成，即表现在对亚硝化反应的抑制作用上，有

关这方面的研究已有报道。已证明，维生素C能同

时在体内外阻断N一亚硝胺的合成‘“。此外，人们又

发现除维生素C外，维生素E、酚类化合物等也能

抑制N一亚硝胺在体内外的合成。宋圃菊等n 3研究

证明了中华猕猴桃汁、刺梨等能阻断N一亚硝胺的合

成。另外，已有人从体外实验和体内实验中研究了

大蒜阻断N一亚硝胺合成作用及阻断合成的有效成
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分[51；也有人从体外试验研究了竹叶提取物对亚硝

化反应的抑制作用L6]。此外，胡道道等还报道，生

姜汁对N一亚硝胺的合成也存在阻断作用[7]。也有

报道，香辛料精油对N一二甲基亚硝胺(NDMA)体

外合成的阻断作用较明显，有些阻断效果还明显优

于等剂量的抗坏血酸[8]。复配香辛料提取物对亚

硝胺生成的试验目前还未见报道。

试验中选择具有抗氧化作用的桂皮、花椒、八

角和柚子皮4种天然香辛料，在优化的提取条件下

制得提取液，在试管模拟胃液环境中进行阻断亚硝

胺生成试验，利用比色法[9]及紫外光解法[10]测定抑

制亚硝化反应的阻断率，进而筛选出几种天然物质

阻断N一亚硝胺合成的最佳提取条件，然后将在最佳

浸提条件下得到的浸提液进行4因素4水平正交试

验，优选出对N一亚硝胺合成阻断效果比较好的复配

比例。

1材料与方法

1．1 材料

1．1．1 原料在市场上选购优质干燥桂皮、八角、

花椒3种香辛料，烘干后用粉碎机磨粉后待用；将

市购新鲜柚皮的黄皮层和白皮层剥离开，留黄皮层

干燥后磨粉待用。

1．1．2仪器DHG-9240A型电热恒温鼓风干燥

机，上海精密实验设备有限公司制造；752型紫外可

见分光光度计，上海菁华科技仪器有限公司制造；

WHY一2型恒温水浴振荡器，江苏金坛金城国胜实

验仪器厂制造；CTF一200型高速粉碎机，天津中药

机械厂制造；R50型旋转蒸发器，上海申生科技有

限公司制造；SHB-III型循环式多用真空泵，郑州长

城科贸有限公司制造；sw-cj一1FD型超净工作台，

苏州净化设备有限公司制造；KQ-50E型超声波清

洗器，昆山超声仪器有限公司制造；1 000弘L的移

液枪，上海雷勃分析仪器有限公司制造。

1．1．3试剂无水乙醇，丙酮，冰乙酸，柠檬酸钠，

盐酸，a一萘胺，亚硝酸钠，二甲胺盐酸盐，碳酸钠，抗

坏血酸钠，以上均为分析纯，购白天津市永大化学

试剂开发中心。无水对氨基苯磺酸，工作基准试

剂，购白天津市北方化玻购销中心。

1．2试验方法

1．2．1提取条件

在体外模拟胃液环境下，通过提取物对N一二甲

基亚硝胺的阻断率作测定试验，优选出各香辛料中

阻断亚硝胺合成的活性物质最佳提取条件。

桂皮、柚子皮、八角和花椒4种香辛料中活性

物质最佳提取条件见表1。

表1最佳提取条件

Tab．1 Optimum extraction conditions

分别取各香辛料5 g，以每克料15 mL溶剂于

常温下用溶剂浸泡17 h后水浴振荡，提取液经抽滤

后用旋转蒸发仪挥发干溶剂，浓缩液用少量热水溶

解，定容至25 mL得到样液，备用；以水作溶剂的提

取液经抽滤后真空浓缩，直接定容至25 mL，此为最

初提取液，4℃冷藏备用。

1．2．2 阻断试验

1)阻断N一亚硝胺合成原理

在模拟人体胃液的条件，二甲基胺与亚硝酸钠

在37℃条件下可生成二甲基亚硝胺[4]，反应式如

下：

(CH3)2NH+NaN02——(CH3)2N-N—o+

N乒Cl+H20

实质是：

(CH3)2NH+HONO——(CH3)2N—N—o+

H20

当往香辛料的浸提液中依次加入二甲胺与亚

硝酸钠时，提取物优先同亚硝酸钠作用，使得二甲

胺不能与亚硝酸钠反应，达到阻止N一二甲基亚硝胺

生成的目的。据此可以比较相同条件下生成N---

甲基亚硝胺量的多少来反映提取物阻断能力的强

弱，生成N一二甲基亚硝胺量少，提取物的阻断能力

就强，反之则弱。

2)显色原理

在紫外光照射下，二甲基亚硝胺可分解成二甲

基仲胺和亚硝酸根，反应式如下：

H20+(CH。)2 N-N—o j墼(cH3)2 NH2++
N02。

亚硝酸根与对氨基苯磺酸重氮化后，再与Q一萘

胺偶合生成红色化合物。用分光光度计测出该化

合物的吸光度值，根据吸光度的大小即可比较N一亚

硝胺含量的多少。

3)操作步骤

取0．5 mol／L pH 3．0的柠檬酸钠一盐酸缓冲液

5．0 mL，加入1 mmol／L的亚硝酸钠0．5 mL，加入
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各个提取样液1．0 mL，再加1 mmol／L的二甲胺

0．5 mL，然后将反应体系定容到10 mL，37℃保温

反应l h。取1．0 mL经反应的溶液至底面约7 cm2

的玻皿中，加入0．5 mL质量分数0．5％的碳酸钠溶

液，于15 W紫外灯照射15 rain，液面距灯高为

15 cm，取出后加入质量分数1％的对氨基苯磺酸和

质量分数0．1％的a一萘胺各1．5 mL，加水至溶液体

积精确为5．0 mL，放置15 rain显色后在波长

525 am比色测定其吸光度。

同时在不加浸提剂的情况下做空白实验，测量

其吸光度，并计算阻断率。

阻断率一((A。一A，)／A。)×100％

A。为加入对应浓度浸提剂的空白样的吸光度

值；A。为加入各组提取液时的吸光度值。

1．2．3单因素阻断试验 首先进行不同体积的提

取液对N一二甲基亚硝胺的阻断试验。加入各提取

液时，添加剂量为0、0．05、0．1、0．2、0．4、0．6、0．8、

1．0、1．5、2．0 mL。按上述方法进行测定，同时做阳

性对照(添加VC)和空白对照(不加阻断剂)，计算

每一体积时的阻断率，并进行分析。

1．2．4最佳复配比的优选 为系统考察桂皮、柚

子皮、八角、花椒最佳提取条件提取物的最佳复配

比例，根据已有资料和单因素试验‘6|，设计试验如

下：选用桂皮、柚皮、八角、花椒的最佳提取条件提

取物的体积为考察因素，以测得的提取样品对N一二

甲基亚硝胺合成的阻断率为考察指标，选用L。。(44)

正交试验，因素水平见表2。

表2最佳复配比因素水平

Tab．2 The factor level of the best compound ratio

注：各个最佳条件提取液按表2及表4的要求复配后，定

容到10 mL待用。

2结果与分析

2．1单因素试验

不同质量浓度的提取液及VC对亚硝胺的阻断

率见表3。

表3不同质量浓度的提取液及VC对N一二甲基亚硝胺的阻断率

Tab．3 Different concentrations of the extract and the VC for inhibitory rate on N-dimethylnitrosamine 0A

由表3可知，桂皮最佳条件提取物质量浓度在

O～30 mg／mI。时，对亚硝胺合成的阻断率在0～

82．61％，当质量浓度继续升高时，阻断作用有趋于

平缓的趋势，同时当质量浓度达到4 mg／mL时，阻

断率就可逾60％；同样，柚皮最佳条件提取物质量

浓度在40 mg／mI，、八角最佳条件提取物质量浓度

在30 mg／mL、花椒最佳条件提取物质量浓度在

30 mg／mL左右时阻断作用最佳。为了更直观地看

出，下面将以曲线图的形式表现出来，见图1。

从图1可以看出，桂皮的阻断率始终要高于其

它3种物质，特别是明显高于VC阳性对照组，说明

桂皮浸提液对亚硝基化反应的阻断效果非常明显。
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图1 4种阻断剂和VC不同质量浓度下的阻断率变化

趋势

Fig．4 Inhibitory rate trends oil N—dimethylnitrosamine

of different concentrations of four kinds of

blockers and VE

但在浸提液质量浓度高于30 mg／mL时，4组植物
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浸提液和VC组的阻断率差异不显著，并且有下降

的趋势。柚皮浸提液当质量浓度在1～8 mg／mL

范围内时，其对亚硝基化反应的阻断效果要明显好

于VC组。花椒和八角浸提液对N一二甲基亚硝胺

的阻断率无论浓度高低始终低于VC阳性对照组。

2．2最佳复配比的选择

按因素水平表2，最佳复配正交试验结果见

表4。

表4最佳复配比正交试验设计及结果

Tab．4 The design and the results of the orthogonal experi-

ment

由表4中的R值可以看出A因素即桂皮最佳

条件提取物的体积为最重要的因素，其次为C因

素，即八角最佳条件提取物的体积。但根据表5的

方差分析结果，各因素的F值均不显著，这是由于

误差自由度过小，分析的灵敏度不高的缘故，使因

素的效应达不到显著水平。因此，下面将按正交试

验设计再设置几个重复，以增加分析的灵敏度。根

据表5的方差分析，A、C因素相对为重要因素，B

因素和D因素为次要因素。对A、C因素进行多重

比较，见表6和表7。

表5正交试验方差分析

Tab．5 Varianae analysis of orthogonal experiment

表6多重比较用SSR及LSR值

Tab．6 Multiple comparisons with SSR and LSR values

LSR=SSRo．05*S；

S-一厕一棚蕊了百万一8．9
表7 A因素水平均值多重比较

Tab．7 Multiple comparisons of A factor level mean

多重比较的结果以A。为最好，另外A，也可以

考虑，可作为分析其他指标后综合平衡选择之用。

由表4可直观看出最佳组合为：A：B。c4D。。

3 结 语

桂皮、花椒、八角和柚皮4种物质最佳复配条

件为：桂皮提取液10 mL，花椒提取液20 mL，八角

提取液20 mL，柚皮提取液15 mL。复配后的混合

提取物对N一二甲基亚硝胺合成的阻断率最高可达
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到87．23％，比单因素试验中最高阻断率85．48％略

高，对N一二甲基亚硝胺生成具有较理想的阻断效

果。复配混合提取物应用到肉类产品的生产中不
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