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摘  要: 目的  研究食品包装材料中丙烯酰胺(acrylamide)的体外代谢情况, 并确证其代谢产物。方法  采用

肝微粒体及肝 S9 体外温孵法, 优化代谢条件, 对丙烯酰胺进行了体外代谢研究, 并用液相色谱-串联质谱法

(liquid chromatography-tandem mass spectrometry, LC-MS/MS)检测并确证丙烯酰胺的代谢物。结果  通过检

测结果发现, 丙烯酰胺分别在肝 S9和肝微粒体作用下发生显著的代谢反应, 其代谢产物之一为环氧丙酰胺。

结论  丙烯酰胺能通过代谢转化成毒性更强的环氧丙酰胺, 因此, 监控食品、饮水和周围环境中的丙烯酰胺

的含量对于维护人们的健康具有重要的意义。 
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Metabolism of acrylamide by rat liver microsomes and S9 in vitro 
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ABSTRACT: Objective  To investigate the metabolism and the metabolin of acrylamide in rat liver 

microsomes and S9 in vitro. Methods  The metabolism was researched in rat liver microsomal and S9 

incubation systems in vitro. Liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) method was 

developed to determine acrylamide and its metabolin. Results  Acrylamide was evidently metabolized by rat 

liver microsomes and S9, and one of the metabolins was found to be glycidamide. Conclusion  Acrylamide 

can be metabolized to more toxic compound, glycidamide. Therefore, it is of great significance to monitor 

acrylamide in food, drinking water and the surrounding environment, for the maintenance of people's health. 
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1  引  言 

丙烯酰胺(acrylamide)是一种水溶性极强的不饱

和羰基化合物, 是一种用途广泛的重要有机化工原

料, 以它为单体合成的产品不下百种, 其中以聚丙烯

酰胺用途最为广泛。同时丙烯酰胺也在食物中广泛存
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在 , 2002 年瑞典斯德哥尔摩大学的 Margareta 

Tornqvist 教授在油炸及焙烤的马铃薯和谷物类食品

中发现了丙烯酰胺, 而且在薯条中检出的浓度超过

500 μg/kg[1], 引起了包括世界卫生组织等国际机构

的重视[2]。丙烯酰胺也是一种神经毒素, 很容易经消

化道、皮肤、肌肉或其他途径吸收, 可导致细胞遗传

物质 DNA的损伤,对人类有潜在的致癌性[3]。国际癌

症机构也把它定为“人类可能的致癌物”[4]。因此研究

丙烯酰胺的代谢行为, 对评估丙烯酰胺的生物毒性, 

维护公众的安全十分必要。 

药物代谢是指药物进入体内后, 在机体作用下

发 生 化 学 结 构 转 化 , 也 就 是 生 物 转 化 (drug 

biotransformation)。因此, 研究药物的生物转化, 明确

代谢行为, 对研究药物的生物毒性具有重要意义。体

内代谢是研究药物代谢的理想方式, 但是由于生物

体的体内代谢研究周期长, 需要消耗大量的样品和

实验动物, 同时代谢重复性也很难保证。因此, 体外

代谢是研究药物代谢的最常用的方法。肝脏是药物代

谢的主要器官, 是药物转化的主要场所, 含有参与药

物代谢的重要酶系(细胞色素 P450 酶, CYP450), 这

些酶系参与药物及各种内源性和外源性化合物在体

内的代谢过程, 大多数药物代谢的Ⅰ相和Ⅱ相代谢

都在肝药酶系统的参与下发生的, 因此药物的体外

代谢模型主要是以肝脏为基础的。与体内代谢研究相

比, 体外代谢研究具有快速简便的特点, 不需消耗大

量的样品和实验动物, 研究费用相对较低, 适合于大

批量化合物的药代筛选, 同时可以排除体内诸多的

干扰因素, 直接观察到代谢酶对底物的选择性代谢, 

为体内代谢研究提供重要的线索和依据, 对于体内

代谢转化率低, 且缺少高灵敏检测手段的药物来说, 

体外代谢更是一种优秀的研究手段[5]。以肝脏为基础

的体外代谢系统主要包括肝微粒体体外温孵法、基因

重组 CYP450酶系法、肝细胞体外温孵法、肝组织切

片法及离体肝灌流等方法, 其中以肝微粒体体外温

孵法应用最广泛[6,7]。相对于其他几种体外代谢方法, 

肝微粒体体外温孵法具有酶制备技术简单、代谢过程

快、结果重现性好、易于大批量操作等优点。 

丙烯酰胺的检测方法通常为高效液相色谱法

(high performance liquid chromatography, HPLC)[8]和

液相色谱串联质谱法(LC-MS/MS)[9,10]。本研究采用肝

微粒体及肝 S9 体外温孵法, 对丙烯酰胺进行体外代

谢研究, 并用 LC-MS/MS 检测和确证丙烯酰胺的代

谢物。 

2  材料与方法 

2.1  仪器、试剂与材料 

API 4000三重四级杆质谱仪(美国应用生物系统

公司), 配有岛津高效液相色谱仪; 高速离心机(德国

Sigma 公司); 电子分析天平(瑞士梅特勒-托利多公

司); 涡旋混匀器(Vortex Genie3, 美国 SI 公司); 超

声波振荡器(KQ-250E, 美国舒美公司); 水浴锅(德

国 Memmert公司); -80 ℃深低温冰箱(美国 Thermo

公司)。 

甲醇、乙腈均为色谱纯(德国 Merck公司); PBS

缓冲液; 水为超纯水(美国Millipore超纯水仪制备)。

丙烯酰胺(纯度>99.9%, 美国 Sigma 公司), 环丙氧

酰胺(纯度>99.9%, 美国 Sigma 公司)。肝 S9、肝微

粒体、NADHP 再生系统(溶液 A、溶液 B)(北京汇

智泰康公司)。 

2.2  方  法 

2.2.1  标准溶液配制 

分别准确称取 100.0 mg丙烯酰胺和环丙氧酰胺

标准品, 用甲醇溶解定容至 10 mL, 配成 10.0 mg/mL

的标准储备溶液, 4 ℃冷藏保存; 取上述标准储备液, 

用甲醇稀释成 100 μg/mL的中间标准溶液, 4 ℃冷藏

储存; 取适量储备液, 用甲醇稀释定容, 配成浓度为

1.0 μg/mL的标准工作液。 

2.2.2  体外代谢实验 

肝微粒体体外温孵实验, 是采用从肝脏中提取

的肝微粒体或 S9, 和还原型辅酶Ⅱ(NADPH)再生系

统, 在模拟生理环境下进行代谢反应。 

将 50 μL 溶液 A, 10 μL 溶液 B, 440 μL 0.1 

mol/L 磷酸钾缓冲液混匀, 配成代谢所需要的孵育体

系。加入 1.0 mg/mL丙烯酰胺 5 μL, 37 ℃水浴中预热

5 min, 分别加入肝 S9、肝微粒体(浓度为 0.5 mg/mL)。

轻轻混匀后, 37 ℃水浴中反应 60 min。加入等体积

4 ℃预冷的甲醇终止反应, 14 000 r/min离心 5 min, 

取上清液过 0.45 μm滤膜, 进行 LC-MS/MS检测。丙

烯酰胺实验分为 3 组: 空白对照组(不加代谢试剂)、

肝 S9组、肝微粒体组。 

2.2.3  色谱条件和质谱条件 

色谱柱: Agilent eclipse C18 (4.6 mm×150 mm, 2.5 μm); 

柱温 30 ℃; 进样量: 10 μL; 流动相: 甲醇(A)和 0.1%甲酸
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溶液(B), 流速: 0.50 mL/min; 梯度洗脱程序: 0~3 min, 

90%B~5%B; 3~6 min, 5%B~90%B; 6~8 min 90%。 

质谱离子源: 电喷雾离子源(ESI); 扫描方式: 正

离子扫描; 雾化气(Gas1): 413 kPa(60.00 psi); 辅助气

(Gas2): 448 kPa(65.00 psi); 离子喷雾电压(IS): 5000.00 

V; 气帘气(Cur): 137 kPa(20.00 psi); 离子化温度(TEM): 

500 ℃; 检测方式: 多反应监测扫描模式(MRM)。 

3  结果与讨论 

3.1  检测方法的优化 

流动相选择甲醇-水, 其中水相中添加 0.1%甲酸

提高离子化效率, 增加目标离子的信号响应值。 

将标准储备液稀释制备成合适的浓度, 根据目

标物的性质和分子结构, 选择正电离模式, 通过全扫

描方式观察总离子流图。找到精确分子离子, 根据分

子离子选择适合的子离子, 作为定量定性离子。再通

过优化碰撞能量、去簇电压等参数, 使离子的响应达

到最佳。优化后的丙烯酰胺和环氧丙酰胺的质谱条件

见表 1。 

 
表 1  多反应监测质谱参数 

Table 1  Parameters of multiple reaction monitoring detection 

化合物 
母离子
(m/z) 

子离子 
(m/z) 

去簇电压 
(v) 

碰撞能量
(e/v) 

丙烯酰胺 71.9 
55.1 42 15 

71.9 42 5 

环氧丙酰胺 88.0 
45.2 46 15 

71.2 46 15 

 

3.2  代谢反应条件的优化 

体外代谢是模拟肝细胞代谢环境, 代谢反应体

系中有机试剂的含量控制在 1%以内, 以免影响代谢

反应的进行, 因此在配制代谢孵育体系时, 标样的浓

度要适当。代谢反应的主要影响因素是体外代谢试剂

浓度以及代谢反应时间。因此, 从试剂浓度、反应时

间两方面对代谢条件进行优化。首先, 固定代谢试剂

浓度为 0.5 mg/mL, 水浴温度 37 ℃, 考察了代谢时间

对代谢量的影响。从图 1 A可以看出, 丙烯酰胺的代

谢量随代谢时间的增加而增加, 但当代谢时间超过

60 min后, 代谢量基本无变化。因此, 代谢反应时间

选择 60 min。然后, 固定反应时间为 60 min, 水浴温

度 37 ℃, 考察了代谢试剂的浓度对代谢量的影响。

结果发现(图 1B), 当浓度小于 0.5 mg/mL时, 丙烯酰

胺的代谢量随代谢试剂浓度的增加而迅速增加, 当

代谢试剂浓度大于 0.5 mg/mL时, 丙烯酰胺代谢量没

有显著增加。因此, 将代谢反应中代谢试剂 S9 和微

粒体的浓度设定为 0.5 mg/mL。 

 

 
 

图 1  体外代谢反应条件的优化 

Fig. 1  Optimization of in vitro metabolic reaction conditions 
A: 反应时间与丙烯酰胺峰面积变化图; B: 代谢试剂浓度与丙烯

酰胺峰面积变化图 

A: Effect of the reaction time on the peak area of acrylamide, B: 
Effect of the concentration of reagents on the peak area of acrylamide 

 

3.3  丙烯酰胺代谢情况 

采用液相色谱-质谱分析方法检测经肝 S9、肝微

粒体代谢后的丙烯酰胺。图 2显示, 同浓度标样丙烯

酰胺峰面积为 5.95×107, 对照组丙烯酰胺峰面积为

6.00×107, 肝 S9、肝微粒体组峰面积分别为 : 

1.59×107、1.51×107。可见, 经两种代谢试剂代谢后, 

丙烯酰胺的浓度显著降低(分别降低了约73%和75%), 

说明在肝 S9 及肝微粒体的作用下, 丙烯酰胺产生了

很大程度的代谢。 

A 

B 
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3.4  丙烯酰胺代谢产物 

根据相关文献[11,12], 丙烯酰胺在大鼠体内通过细胞

色素 P4502E1(CYP2E1)代谢为环氧丙酰胺。本实验采用

前文所述分析条件, 通过对环氧丙酰胺标准溶液、肝 S9

代谢组、肝微粒体代谢组和对照组的HPLC-MS分析, 发

现在对照组中未检测到环氧丙酰胺, 而在肝 S9 组和肝

微粒体组中均检测到环氧丙酰胺(见图 3)。可见, 经两种

代谢试剂代谢后, 丙烯酰胺的确能代谢为环氧丙酰胺。 
 

 

 
 

图 2  丙烯酰胺代谢后各样品(A: 标样; B: S9组; C: 微粒体组; D: 对照组)中丙烯酰胺相应强度 

Fig. 2  The corresponding strength of acrylamide in samples (A: standard solution, B: S9 group, C: microsomes group, D: 
control group) after metabolism 

 

 
 

图 3  代谢反应后各样品(A: S9组; B: 微粒体组; C: 对照组)中丙烯酰胺代谢物环氧丙酰胺峰面积 

Fig. 3  Peak area of glycidamide, which produced by each solution (A: S9 group, B: microsomes group, C: control group) after 
metabolic reaction 

A B 

C 
D 
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环氧丙酰胺比丙烯酰胺更容易与 DNA 结合, 导

致遗传物质损伤和基因突变, 是丙烯酰胺主要的致

癌活性代谢产物。环氧丙酰胺还是一种神经毒素, 对

神经系统中肌酸激酶活性有很大影响。 

4  结  论 

本文利用液相色谱-质谱法检测技术, 通过优化

代谢条件, 研究了丙烯酰胺的体外代谢情况。实验结

果表明, 丙烯酰胺能在肝 S9 和肝微粒体的作用下, 

发生显著的代谢反应, 并代谢为毒性更强的环氧丙

酰胺。因此, 监控食品、饮水和周围环境中的丙烯酰

胺的含量对于维护人们的健康具有重要的意义。 
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