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安唔文獻綜論

一串食物加熱投產生的致癌物及致突變翰

首先在食物中發現的致癌物是Lijinsky and Shubik 在

1964年由烤肉中偵測到的 pyrene 類致癌物一Benzo[a]pyrene

(B[a]P) ，按著， Masuda et al. (1966) 也在烹煮的魚類及烘培

的大麥、靜、糖中發現polycyclic aromatic hydrocarbons (P AH) , 

Nagao, et d.於 1977年又報告在菸竿濃縮物及表面燒主義的烤

魚和牛肉中偵測到致突變性，在另一方面， s可m翻 et al. 

(1977) 也由胺基段(如句ptophan) 熱解物中找到 3-amino翩 1 ，4"

dimethyl-5H-pyrido[4 ，3- 的indole (Trp-P-1) 及子缸泣恆。-l-me血yl-5ι

pyrido[4,3- b]indole (T中-P-2) 等致突變物，此時已廣泛引起學

者對於研究食物(尤其是肉類合物)加熱從產生致突變物

的興趣 p 然筱 Y組laffi(船 et d .(1978) 由L-glutamic acid 的熱解物

中分離出 2-amino-6-me由yldipy討do[1，2輛 α: 3'扎的imidazole (Glu-P趟

。和各組rinodipyrido[1 ,2- a : 3 ' ,2' -的imidazole (Glu-P-2)並確定其結

構， Yoshida et d .(1978) 也由大豆球蛋白的熱解產物中發現

另一種致突變紛前曲。"α;- carboline(A aC) 。至此 F 學者認為

肉類食物中的蛋白質、胺基敏等經由高溫(約 500 0C個

6000C) 的熱解筱 p 會產生胺基敏衍生的致突變物，而其

主要喝素則在於混度的影響(Ma臼umoto et al. ， 1977) 。

不過， Commoner et d .(1978) 用安氏檢測法測得以一般

家庭烹飪方式加熱的牛肉萃取物和煎碎牛肉(漢堡肉)中

也會產生致突變物， 1湖年Kaisai et d.也在一般家庭所食

用的烤沙7魚乾中詮實產生 IQ型的真環胺類致突變物一



2-amino-3-methylimidazo[4,5-fJquinoline (IQ)及 2-的加o-3，4-d卸跨出yl

垃拉伯zoμ，5-f]qu說oxaline 伽eIQ) ，這也是最早被發現的時型致

痞物 (Fig.1) ，此類化合物的致史變性相當高 F 甚至比

aflatoxin B1 還禹。另外， Yamaguchi et d .(1980b)和 Yamaizumi et 

d.(1980)又分別於牛肉及烤魚中發現T哼-P-1 ，為 Matsumoto

eJ d.(1981) 也在燒烤食物及香煙濃縮物內找到組C~ 到此

時 p 已經發現許多由胺基酸或蛋白質熱解級產生的致突

變物 F 但只有一例報告捉到 IQ型的真環胺類化合物的發

現，接芽， Kasai tt d. 即在煎牛肉中找到另一類的IQ 型致

突變物- 2-amino-3 ，8-dime也yl-imidazo[井，5-刃quinoxal間 (MeIQx)

(丸Fig.1) 。

至於有關中觀傳統調理"滷"的方式，是否也會產生

致突變性的研究 p 一直都無報告提出， l.æ tt d .(1 981) 及

Lin etal .(1982)首先報告長時間煮沸豬肉汁中有會進成菌種

基時結構轉移的前，驅致突變物 (fram部鷗 promutagen) ，會引

起沙門氏梓菌屬 TA98加上的混合酵索教產生泛突變

(reverse mutation) 菌落 p 品影響其形成的因素有肉汁的濃

皮、較鹼值及煮沸的時聞 F 這些促進致突變物形成的影

響條件都似乎和加逮捕涵泊反應、的進行有關 p 同時亦指

出在長時間煮沸豬肉汁中產生的致突變物和當時已知的

食物致突變物- Trp-P-1 ，Glu-P-1及到a]P等不同 o

Hargraves 和 P甜za(1982) 將市售細菌紋的牛肉萃取物、

食用的牛肉萃取物和油煎牛肉做一比較p 結果發現細菌

紋的牛肉萃取物在初步 s血問gel 管柱純化時有三個主晏波

峰盛域而吞食用的牛肉萃取物及油煎牛肉 F 則皆為二偈

波峰麗域 p 再經過扭扭管柱及高效液和/骨折NH2、 C18等
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管柱的純化緩p 再以質譜儀分析出細菌紋的牛肉萃取物

中有 h錯3匠、 h蠻和 IQ ， iI奇食用的牛肉萃取物所舍的致突

變物品 MeIQx 牙I=l Q ，至於油煎牛肉 p 則只確定出舍有

MeIQx (Hargraves 部d Pari詞，1982 ， 1983) 。還有 F 白描ky et.al. 

(1983) 忠定量出細菌紋的牛肉萃取物中所舍的IQ與卸臨Q

分別為 41-142 ng/g 與 142-527 月/g 。另外， Hayatsu et 

d .(1 983a，b) 利用具高度純化率的革棉(Blue cotton) 將細萬級

牛肉萃取物中所合致棠變物分析純化 p 並定量其令率

為 MeIQx (222-273 ng/g) , IQ ( 21-40 ng/g) 。為 Bárnes et 

d .(1983a) 以薄 j音色層分析法耳朵代前述的 s磁ca gel 管拉為純

化方式，亦由烹調的牛肉及魚肉中找到 IQ並加以定量 F

發現在每發斤高脂肪肉類中舍時為 20.1 J.lg ，而每在斤低

脂肪肉類中IQ的含量為 0.53 時，由此可見.J ，脂肪令量的

高低也會影響到致突變物的形成章。

Fe1ton 等人 (1984)在煎碎牛肉中又發現另一類新的

越型致突變物-2個扭曲的-3 ，4，8-trimethylimid銘。阱，51] qu旭ox泌的(

4,8-DiMeIQx) (Fig.1) ，且定出其在牛肉中的含量為0.06 ng/g 

p 而 Takahashi 等人(1985a) 也在細菌級牛肉萃取物中找到

4,8-DiMeIQx ，其含量為 10.0 ng/g ，比較煎碎牛肉的含量高

出的倍之多 jp 根據上述的研究結果似乎可看出 F 對

於各種已被發現的 IQ型致史變粉 (Fig.1) 而言 F 在細菌級

牛肉萃取物中的含量皆遠較一般所食用的煎牛肉含量為

高。

Takahashi et 01. (1 985b) 以"決相/寄希if結合電化學偵測

(LCEC)" 的方法 p 測定出在牛肉萃取物中所舍的致突變物

-~倒Jx含量為3.1 ng/g食品級牛肉萃取物、 58.7 ng/g 細菌級

3 



牛肉萃取物 p 由於比方浩具有較高的靈敏度p 閣成b只需

較低鞏致突變物即可測到 p 不過其相對干擾忠先起大。在

198昌年， Kikugawa 等人在以爐濕的鰻魚乾中測到 MeIQx , 

其含量為 2.0 ng/g ，由於鰻魚乾的作法是在80-1200C 的溫度

下加熱鉤-120 小時 F 囡比推測其值3臣的產生是來自魚肉本

身的加熱 F 兩並非由於木材燃燒的燒;種所造成。滿腦

et al. (1986) 所提報告也同意這種看法 F 他們檢測了以各種

方式;連失業的肉類會品(如蛙魚、鮮魚、縛魚可雞肉、火

腿、臘腸及鯨魚乾)，結果發現以較高溫 (80-1400C)烘乾作

法的鯨魚乾具有最高的致棠變性 F 另外以較低混 (50-

800C或 15鉤。。加熱和冷、熱;埋先輩製作的肉類只其極依或

無致突變性p 所以 F 不論如何加以煙燒 F 其致突變性的

高低與加熱溫度的關條 p 幾乎皆成正相時性 p 按著 F 取

最強致突變性的結魚乾予以純化分析出主要致突變紛為

MeIQx ，其含量為 0.8 月/g ，兩次要的致突變物品4 ， 8-

D品在eI(泣。

Yamaizumi et d. (1986)提出一種適用在食物中致突變物

含量約在教克(Ppb)範爵的偵測及定量方法 p 其採用穩定

的放射性標定於內直線準品上 F 再結合液相層析一質譜

分析F 為準確地分別測定由烘烤艘魚肉、表友中產生的

致突變物-IQ" MeIQ含量 F 並且與在烘烤牛肉 z 沙T 魚

中的含量相比較F 可看出同樣足以烘烤製作的肉類食物

而言，桂魚的裡肉和表皮的致突變物也3、她:IQ)含量低

於沙T魚 p 但高於牛肉 F 此意味著不同肉質對致突變物

愛的影響 F 為若鐘就娃魚來講p 其表皮的致突變性仍略

高於裡肉 F 此即表示娃魚在烘烤進程中表炭的受熱大於

4 



裡肉 F 由此也可以看出溫度對致究變物產生的影響。

在同時"Gr自治等人 (1媽的息由煎蛋中純化出至J" 不過，其

間含量(每克煎蛋中只舍的微克IQ)仍較一般肉類食物令

量為低。

Kikugawa etal. (1987) 又對一些魚類以悶。C2之鉤。C分別

加熱 4821 0.25 小時役，先測定其初步萃取物的致突變

性 F 結果若以高倍的溫度加熱時 F 只需百分之一的時

悶，即可產生相當的致突變力 F 而用電熱旅加熱(heat­

dri的方式所產生的致突變物主要為MeIQx與 4，8-DiMeIQx , 

如以致突變性最強的鰻魚為例 F 分別所偵測出的含量分

別為 52 ng MeIQxjg 與 5A ng 4,8-DiMeIQxjg" ifQ以文烤豆燒

得、狀態時 F 其所舍的致突變物則以悶、且價或 Glu-P-2 ).毛

玉。

另外 p 關於MeIQx和關部的雙甲基類構物一DiMeIQx

P 在決定其甲基鍵結位置時 F 只以紫外線光譜的v)及贊

譜師)作為分析依據，並無法完全決定出正確的其位結

構物 F 雖然以放磁共振(NMR)分析大多可以接分出其其

位結構物 F 不過所需的樣品受霄達 10毫克在本，這對於

大部分的微量純化過程而言是比較難做到的 F 因此品也e

et d. (1987)提出在較少量樣品的情況下 F 將在樣品中純化

得到之致突變物 F 分別加入二種臨fQx異構物標準品及

四種說關Qx其構物標準品中 p 再以高效液相/會折合流法

(HPLC coelution) 配合核磁共振的賀子轉移 p 即可測定出其

位結構物上甲墓園鍵結的數目及位置，結果以此法在煎

萍牛肉中找到 8-MeI你和4品DiMeIQx 等兩種致突變物。

扭扭g 等人(1988)發表研究中國大陸東北地接七種哥
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常食用的煎、烤一鼓眼淚館 (walleye pollack) ，斑點鯉魚

(variegated 阻p) ，毛是』伽關il)及羊肉等 F 廣泛分析其筒致突

變性的差異費比研究不同於多數以研究日本、美國及歐

洲等國家人民日常食用肉類的報告 p 雨欲了解中國大韓

東北居氏的主要食物和敏、美可日等地人民的日常食品

中 p 戶牙含致突變物有何異同 F 在以各稜加熱方式製成的

四種肉類食物 F 經由萃取出鹼性分層梭 F 在樣品中加入

s9混合酵崇以沙門氏 TA路菌種測定其致突變性 F 結果在

不鏽鋼平底鍋油燕的鼓眼狹館具有最弦的致史變性 F 但

在大量蔬菜油中油炸的方式使得約前法案調的七十分之

一的致突變性p 可見加熱的方式顯著影響致突變性的強

度，而若以同樣方式油煎的斑點鯉魚 F 其致突變性只為

鼓眼狹館的十六分之一，因此，推測此兩種魚類的肉質組

成可能有相當程度的差異 F 以致堆成致突變性上的不

同!再將致突變性最強的鹼性萃取分層經藍棉及高效液

和/骨折等步驟純化從 9 測定出其中所含致突變物種類反

含量 p 其中以她:lQx佔最高比倒的致突變性。4.0%) ，不過

以 2-姐姐o-l-me出yl-6-phenylimidazo阱，5- b ]pyridine (PhIP)佔最多量

(69.20 ng/g) 。

除了中霞式食品外， Becrer et d . (1 988) 研究~l:，歇地藍

的挪威傳統碎肉醬內所含致突變物 p 也有一些發現。這

種碎肉贊色括喲。小牛肉、 34%碎豬肉有指%脫賭奶 E

4.4%馮鈴薯澱粉及鹽、香特等 F 將其分成兩份p 其中一

份另外添加 42%肌駛p 兩份皆置於不鏽鋼盤上以 2150C 煎

20分鐘筱 p 再分別經過相同的步驟純化 F 來比較為者產

生致突變性的差異 F 樣品通過 XAD-2 管柱緩以為觀沖
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出，. .:j等經半製備高效液相/針布的純化 F 以 TA1538 萬種分

別測定 F 發現未添加肌梭的原始碎肉贊有五個主要致突

變性區域. ，.而添加肌梭的樣品也J有相似的監域. ，.比較相

對玉昆域的總致突變性，添加肌暖的樣品較未添加肌峻

的原始樣品高約 18倍 F 由於肌酸的加入且直不會主主成其他

致突變物 F 所以可使較少量的樣品也能得到多葷的致突

變物 F 史重要的是意味著那4萬全輯有可能是致突變物生成

的前軀物!由樣品純化出來的致突變物，以 MeIQx佔最

高致突變性及合量實還有新的致突變物在隨梭的研究中

確定為 2-amino-3-me血ylimi晶zo[咐- fJquinoxaline(IQx) (Fig.1) 及 Z

個由0-1 ，6-dimethylimidazo[咐~ b]pyri的e (1 ，6-D~啞)，. IQx的致突

變性和 MeIQ相近 F 而 1 ， 6-DMIP 卻很低(約只為IQx 的

1/1ω∞) ，.是豆豆詩前為止在肉類食物發現致突變物中對

沙門氏萬兵致突變性最低的(甚至較 PhIP ).毛低)，.因此不

容易以安氏核定法制符。

二. MaiHard反應參與形成食物致突變物

食物是由詐多化學物組成的夜雜混合物 F 例如 p 胺

基竣=賠類、脂臂、維生素和礦物質等。這些化合物在

一起加熱會產生非常被雜的化學反應F 為抽油rd反應、即

是其中一種主晏的化學反應、 p 能產生一系列的抽油站反

應產物 F 此非酵索性構變反應是Maillard在 1912年所提出

F 由胺基賤的臉基和躇類的嘉定基一起加熱生成的化學反

應。 Maillar吐反應在食品加工上，具有相當重大的影響 F

例如，它會增加食品的風味、口感、質地以及色澤 p 但
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是它亦會造成食品失去原有色澤、味道p 同時亦會使蛋

白質變性 p 損耗必須胺基酸等 p 為使食物的營養價值降

低。尤其是岫幽I吐反應會產生建傳毒物 p 對人類健康進

成嚴重傷害 (Nagao et a1 .,1983; Omura et a1 .，1 983; 凹的 et a1 門

1988 ， 1989) 。

Hodge (1953) 閱始以各種轎車的胺基敏和賠類的模式

系統來模仿會品在加熱進程中的化學反應。 Spingarn 和

Grivie (1979b) 首先發現 glu∞se /NH 3模式系統的精變混合物

對 TA路和 TA1538 具有致突變性 p 他們同時發現其致突變

性和 p阿拉酷的產量主線性關緣。從此 p 就有詐多學者以

各種模式系統和食品在不同條件下進行反應F 會產生不

同程度的致突變性。例如 Yo:品ida 和做翻船(1980) 將各種

胺基暖和痛萄糖的水溶液 F 煮沸逆流入小時役，十八種

胺基敗中 p 僅有缸位白宮、加油和cystine 對 T紛紛9具有致

突變性。 Jagers臼d et d .(1983c) 在另一種模式系統測定胺基

敢對致突變性的影響，結果顯示僅有如wnme和 glycine 有

致突變性 F 其餘的幾乎都沒有反應。由以上的實驗贊我

們可知有關驗基敏在Ma幽rd 反應的簡單模式系統中 F 胺

基段對致突變性的影響已有具體的研究。其他尚有詐多

報告亦在研究不同胺基段對致突變性的影響 (Powrie et 

d .,1981; Shinohara et d .,1983 ; Gazz削 et d .，1 987) 。其他有關水

的含量和肌梭的影響也都有深入研究( OveIVÏk et d. ,1989) 

。

至於 Maillard反應物在模式系統中對致突變性的影

響 F 至今尚無完整報告 p 禹此值得深入採詩。 Shibamoto

(1983) 由模式系統和肉汁系統中分離確定 3∞多種的
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Maillard反應物。依其化學構進分為入大類 F 有furan 、

thiophene 、 thiozole 、 thiozolidine 、 pyrazme 、 迦世dazole 、

pyridine和其它真環狀化合物等 p 其中含量最多且較重惡毒

的是pyr甜的和imidazole ( Shibamoto,1982 )。在模式系統中至

少會生成九十種以上的pyr扭扭e ，例如過節mose/NH 3模式系
統可生成五十一種 pyrazme ，佮全部有機萃取物的 80% ( 

Shibamoto 和 Bemh剖，1978)0 Stich et al.(1980) 以.Arr:es test 方法研

究發現4 pyrazine 和四種 alkyl衍生物 2-methylpyrazine 、 z

ethylpyrazine 、 2.5-dime血ylpYI加兩 2，6也ne血ylpyraz自對 TA1∞可

TA1537 和 TA98 均無致突變性。另外 Shibamoto (1 980) 由

cyclo恆的創H3 模式系統中 p 純化出一種對TA98和 TAI538 兵

有致突變性的她做d反應、物一位i可Tclicpyrazine 。在倒也zole 部

份， Vcq妒 et d.(1979) 曾以組器 test 方法篩檢各種 i倒也拙和

nitroimidazole 的致突變性 p 發現有草種 nitroimidazole和兩種

imidazole具有致突變性 P 為一些 alkylimidazole ，例如 L

methylimidazole 、 1 ，2-dimethylimidazole 、乞methylimidazole 、 L

酷的ylimi鈍。le 、 4-me血ylimidazole和的-dime也ylimidazole 都沒有

致突變性。至於其它類的 Maillard反應物， Shibamoto 在

1989 年的 Review paper 中認為大多無致突變性。為

Maill制反應物在食品加工過程中形成致突變物的角色如

何?至今亦無報告。但是 Jagerstad 等人 (1983 )首次在

al扭扭e/glucose/creat扭扭及 glycine/glucose/creatinine 的模式系統

中 F 探討地胎I吐反應物在形成致突變物上的影響 F 他們

發現分別加入2-methy lpyridine 和2.5-dimethylpyrazine 可增強

50% 和 80%的致突變性。

自 1m年之筱p 我們已知之晏食物致突變物品IQ型
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和非軍3 至1 兩類 (Nagao et d .,1983; Overvik 組d Gustafsson ,1990 

)0 Jagerstad et al. (l983a) 曾提出抽血倒反應物- PYI這zme和

pyridine 參與形成 IQ型致突變物的可能化學進徑和其前軀

物 F 她認、為 pyrazlne和 pyridine是經由 strecker 裂解形成

amadori化合物 F 兩路類亦是由胺暴段經 strecker 裂解生

成 F 至於至2化合物的誼通街zole 部份 p 則可能由肌敏轉變成

肌敏軒而供給 F 由以上五類化合物就可合成 IQ型致史變

物。他所提出的時型致突變物形成的可能化學建經費如

Fig.24A 所示。按著 p 在 Nyhammar (1986b) 的博士論文中則

討論到 IQ化合物形成的另一可能路徑 p 指出 IQ化合物的

lffil也zole部份可能由肌敏脫水轉變成肌酸軒從先和酪類進

行T路轉式的凝縮作用(組dol句pe condensation) ，然從J辱和

pyrazme 或pyridine 結合而形成IQ型致突變物。在 Jones 和

Weisburger (1 989) 的報告也有類似的反應、發生 F 在無躇類

的存在下實加切的器和 a自叫dehyde在 diethylene glycol-5% H 20的

狀態下加熱會生成新的致突變物-- 2-aminoδ-ethylidene-1-

methylimidazol-4-one(AEMI) 1l 2-amino-l-methy 1-5-propylidene­

imid但ol-4-one(AMPI) ，推測其結構是由加閱白宮衍生的路類

和肌昌先軒所鍵結形成 F 此兩致突變物的一些特性如致突

變性、其驗性、抗浦化作用或紫外光吸收光譜等皆和

越近似 p 因此作者指出盤類很可能和肌故軒及另一特定

化合物共同以化學反應、形成 IQ型致突變物。 i7ii此一特定

化合物很可能是本篇報告所研究的Maillard反應、物。
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貳睡中文搞要

豬肉汁經過長時間( 12 小時)的道流煮沸( 102 OC) 

緩 F 用氯甲:境萃取的鹼層物在老鼠肝臟萬字素妙的存

在下 p 會對沙門氏菌 TA98 產生致突變性 p 史進一步將

豬肉汁的鹼層萃取物以藍棉萃取役， 再以半製備型Z之分

析型高效液相/會析儀純化收集，並利用萬種特異性J.t段

性亞鴻昌先鍋測試加以確認為IQ型致突變物 o 最緩將純化

致突變物的紫外線吸收光譜再聽合質譜分析確定分別為

MeIQx、 IQ~之 h聳聽。估計每克豬肉汁中約含有在1 微克的

MeIQx, 3.7 微克的問及 12 微克的關Q ，局所令她I你

可 IQ及孔鷗分別相當於全部致突變性的 19.飾、 27.3%

及 34.3% ，然而豬肉汁中也含有其它致突變物如問他IQx

(致突變性約佔 9.4%)等，但囡含量太少兩只能以高效液

柯/會析的滯留時間來判別。

至於將豬肉汁中可能產生致突變物的前軀物 p 如

g1ucose , ri協e 、鄉1甜、的組帥及岫涵rd反應物等分別添

加入豬肉汁模式系統中分析其對豬肉汁形成致突變物的

影響，結果顯示興∞se 、觀帥、 crea血的及椒油等能增強

豬肉汁模式系統之致突變力 2.7國6.7倍 F 抽幽吐反應物中的

2-叩.

h勾1乃可yd世ro叫thi註10叩pher叫1-吋棚刁3-0∞ne 等能促i進蓮1.2泣.♂2.9 倍致突究‘變物之形成 F 而

rrru也zole和各a自tylpyrrole反而各抑制豬肉汁模式系統之致突

變力為 02 和0.3 倍，闊此我們推測這些會促進豬肉汁模

式系統致突變力的化合物很可能參與豬肉汁模式系統形

成致突變物的過程。
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進一步將對豬肉汁模式系統之致突變力最為增強的

兩種M位llard反應物一 tetrahydrothiophen-3 -one 和 2，3-dimethyl­

pyrzine 分別添加入豬肉汁模式系統中探討其最佳反應條

件 p 結果添加 2.5 mmol 的 te偽hydro血iophen-3-one 在 pH5.0 狀

態下煮沸 20小時能產生最高致突變性 F 而添加 2.5 閱nol

的 2，3-dime出ylpyraz泊在pH 6.0 下煮沸 2小時則是 2，3品的出yl盼

你也me 的最佳反應、條件。而在以高效液相層析儀分析所

促進形成的主要致突變物亦皆為豬肉汁模式系統中的主

要IQ 型致突變物。同時我們也在添加 tetrahydrothiophen-3-

但也成 2，3-曲ne由ylpyrzi闊的豬肉汁模式系統，中 F 以氣相/晉析

儀分析其反應通程中Ma幽rd 反應物的耗用量 p 發現和致

突變勃的生成有明顯相關性。喝此我們推測鈍，兩類化合

物可能是參與豬肉汁模式系統形成致突變物的前軀物。

最4愛 F 我們再以她幽rd反應物/酪類/肌甚妥善于的簡

單的模式系統探討 Jage扭扭d et d .(l 983a)及 Ny加mmar (1 986) 所

提之可能形成IQ型致突變物路徑的可能性 F 結果在 z

methylpyridine / acetylfonn叫dehyde / creat隘的的模式系統中找

到每克肌呂定軒產生6.4微克的 IQ，喝此證實其路徑， ~:ì遷

費芸類在此模式系統的角色 p 仍待進一步的研究。
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多L申緒宮

肉類食品在加熱誠理道程會產生致突變物或致癌

物已被世界各國學者廣泛研究 F 這些研究大多以牛肉為

材料p 經過煎、炸和烤等調理方法 p 產生各種加熱食物

致突變物 p 例如 B[a]p、 TIp-P-1 、 TIp手2" Glu-P-1" Glu-P­

L 冉、 h蠅、關部、 DiMeIQx和fh[p等 (Kasai d d 吋 1980 ，

1981; Felton et d. , 1984, 1986, 1988; Becher et d. , 1988 )。這些化

合物大多已被證明為會引起許多器官產生腫瘤的多發性

致痞物 (pancarcinogen )( Ohgaki et d. , 1984, 1986, 1987; Overvik 

and Gustafsson, 1卿)。喝比採討肉類食品加工過程產生致

癌物的機轉已為近十年來熱門的研究主題之一。

多年來園外學者對加熱食物所產生致突變物的研

究 F 大多以牛肉為材料。至於有關中國傳統，調捏一 H

滷、歉"的方式 p 是否也會產生致突變性的研究 F 一直

都無報告提出 F 本研究室 L配 et d .(1981) 及 L扭 et d .(1 982)首

先報告長時問煮沸豬肉汁中有會造成菌種基囡結構轉移

的前驅致突變物 (frameshift promutagen) ，會引起沙門氏桿萄

屬 TA兜加上的混合酵素從產生反突變茵落(認ve臨的) ，而

影響其形成的喝素有肉汁的濃度、當灸鹼值2之煮沸的時間

等 p 這些促進致突變物形成的影響條件都似乎和加速

Mail站吐反應的進行有關 F 同時亦指出在長時間煮沸豬肉

汁中產生的致突變物和當時已知的食物致突變物-TIp­

P-1 、 Glu-P-1 及 B[a]p等不同 p 囡此本研究擬接蜻純化及鑑

定出長時間煮沸豬肉汁中所舍的致突變物。

另外p 詐多研究結果顯示肉類的一些主發組成份p

13 



例如帶離按基故E 庇護全乳肌段昌干和單躇會影響致突變勃

的形成。由一些簡單的模式系統的研究結果晃能明瞭驗

基酸的影響 F 會的口 Jagerstad et d .(1 984) 與愧對世 et d .(1985) 在

甘連長隊/肌舊金軒/藉萄糖的模式系統指出會產生 MeIQx

和 2租n帥-3汀，8-討me出y油甜dazo阱，5個月中詛oxaline (7,8-DiMeIQx) , 
而 M扭扭油tsu 和 Matsushima (1 985) 在為胺故/肌酸軒/葡筍

糖的模式系統發現會產生其儲3哀和 4，8-DiMeIQx 0 本研究室

先前已發現豬肉汁中 F 主要形成致突變物的前軀物可能

為胺基酸可肌麗灸奸、單酷和Maillard反應、物等。在驗基較

方面，除了可磁me 外 F 其它的種胺基酷愛和肌敏及各種單

普魯都能促進致突變翰的形成。禹鈍，即擬再深入採討主要

按基敢在煮沸豬肉汁模式系統中令堂變化對致突變物形

成的影響。

再研究她幽rd反應、在此模式系統中和致突變物形成

的相關性 F 分別將六種協油站反應物加入豬肉汁模式系

統中 F 以採討不同類之岫油站反應、物對此模式系統中致

突變物形成之影響 F 而採討抽血缸d反應、物在豬肉汁模式

系統的角色。另外 p 採討不同的反應條件對Maillard反應

物在豬肉汁模式系統中形成致突變勃的影響 p 以建立最

佳反應、條件。再以高效液相/醬析儀分析比較加和不加

Maillard反應物的豬肉汁模式系統所形成的主要致突變物

有何不同?以及時型和非 IQ型致突變物之種類與含量

。立主用氣和層析儀分析豬肉汁模式系統在加熱過程中主

要她訕rd反應、物的合蓋全變化 F 以推測何種Maillard反應物

會參與致突變翰的形成。

總之p 本研究擬由進一步純化正確定出長時間煮沸
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豬肉汁中所產生的致突變物教 F 再以各種模式系統探討

其形成之爵 F 並探討化學進經形成時型致突變物的可能

If:生。
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肆嗶材持與方法

一@材將與化學藥品

新鮮度春豬肉則由告中零售1fr場購得。果糖、按

意膏、 glucose-6-phosphate (G-6-P) 、 nicotinamide dinucleotide 

phosph的制ADP) 、 copper phthalocyanine cellulose (Blue co說on) 則

由美關 Sigma 化學藥品發司購得。斗十種按基敗中 F 除

了居者按賤、精胺敗等也由美觀 S研單化學藥品發司購得p

其餘胺暴器灸貝自由德圈E. Merck 化學藥品發司購得。肌梭

肝、葡萄糖E 有機溶劑和其它分析級化學藥品忠都由德

觀 EMerck 化學業品公司購得。各種Mail加過反應、物則貝荐自

美麗A1甜1化學藥品公司。樣準食物致突變物一各部由O喝3-

methylimidazo[ 4,5-f]quinoline (IQ)、 3-amino-l ，4-dimethyl-5 H­

pyrido[ 4 ， 3- 的indole(Trp-P-l) ， 3-amino仕-methylδH-pyrido抖，3-

b]indole(Trp-P-2) 是由日本東京 W齡化學藥廠購得。 2-，研曲研

3 ，8-dimethyl-imi往azo阱，5-刀quinoxaline (MeIQx) 、 2-缸nino-3 ，4-

dimethylimidazo阱，5-f]quinoxaline(MeIQ) 、 2-amino-3 ，4 ，心

trimethy limidazo阱，5-f] quinoxaline( 4 ，8個DiMeIQx) 、 2-amino-3几8個

trimethylimidazo[的m刀 quinoxaline(7，8位iMeIQx) 是由瑞典Swedish

大學 Griv前，S. 博士贈與。 2-amino-l ,6-dimethy limidazo阱，5-

的pyridine(DMIP) 及 2-amino-l-methyl咕-phenylimidazo阱，于

b]py拉伯e(PhIP)由美麗加州大學Fe1ton，J .S. 博士贈與。

祉

，蟬-
申
豬肉汁模式系統的建立
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依照Lee et al. (1 981) 及 Lin et al.(1 982) 的方法製作豬肉

汁。在五峰斤的新鮮豆豆脊豬肉中加入十發升的接餾水煮

沸二十分錐 F 經玻漓棉i是濾從 9 取水層放入 40C冰箱中

冷卻很 p 將凝闊的油路除去再繼續煮沸濃縮至總體積為

1250 吋 p 即每 251世的濃縮豬肉汁中相當於含有1∞ g 的豬

肉。此 25ml 的豬肉汁軍於逆流裝且是中 F 在1∞-1050C 下迫

流煮沸 12小時 F 比宮F豬肉汁模式系統。

五申致突變性之測定

致突變 4注之測定是以安氏按定法測得如扭曲 and Ames 

，1983) 。肝臟酵素上層液 (89 )是將雄性 8prague-Dawley 大白

鼠腹腔注射Aroclor 1254 的肝臟製備而得[l-':Á :n) mg峙的劑

量將Aroclor 1254 注射入雄性大白鼠 (180 - 2∞剖腹腔中 F 直

到第四天晚上開始發食F 第五天將老鼠砍頭梭本無萬狀

態下取出肝臟並依照 Maron 叫Ames (1983) 的方法與步驟

製備的上層液和的混合液]。菌種為需組織按股菌種(

histidine auxotroph )一 Salrnonella typhimuriurn strains TA982之

TAI00是由美圈加州大學柏克萊分校 Am郎，B.N. 教授贈

與 p 此菌種之基因標記依照 Maron ar過Ames (1983) 的方法

定期測定其並將其存於液態氣筒中。

四串豬肉汁樣品中致突變翰的分析
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樣品的萃取、純化可分析和鑑定之簡晏步驟如Fig. 2所

可" 0 

(一) .豬肉汁樣品的故鹼分層革取

將迫流煮沸 12 小時梭的濃縮豬肉汁樣品 p 加入 25ml

的英餾水晶稀釋成 2倍的溶浪費以 1 N HCl 調 pH 值為2.0

F 再加入(NH.J2的4，使溶液飽和以去除蛋白 F 經玻璃棉

過濾蛋白 p 然徒用三三倍體積的二氯甲:撓和甲醇射向， 2:1) 萃

取一次 p 再以為倍體系貴的二氣甲:挽萃取兩次 p 成1-平氣甲

:境層即酸j賢 (acid f民主ction)。然後再將水J費用 1CN' NaOH調俱

佳為 10.0 ，以三倍體積的平氣甲;撓和甲醇(v/v，2:1)萃取一

次 p 再以兩倍體積的二二氧甲:燒萃取兩次，此時的二二氯甲

燒層 I!p 鹼層 (basic fraction )，敏、鹼/會分別加入無水

抽2ro 4吸水J村里滅壓濃縮乾燥從稱重 F 並溶於甲醇存於

冷凍權中 F 待致突變性的測定和進一步以藍棉 (Blue

co說on)吸精萃取。

(二九鹼層以革棉吸附萃取出租致突變物

鹼程草取物經吹乾溶劑筱 F 溶於去離子水成水溶

液 F 依照、Ha辨認u etal. (1 983a，b) 的方法 p 先加入藍棉在室溫

下輕搖 30分鐘以吸附致突變性多環芳香胺類筱 p 取出藍

棉經過清潔去離子水的漫洗， -i等以濃紙吸乾水分從 F 利

用甲醇和濃氯水 (v/v，50:1) 溶劑和藍棉輕搖 30分鐘役，將

親致突變物沖堤出來。依上述步驟以新藍棉將原水溶液

重複萃取二二次，最役將三次沖堤波一起滅壓濃縮，溶於
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1-2n益的LC級甲醇中 F 再以半製備高效波特層析儀純

化 p 其所用的管柱、紫外線波長、移動相和流建如殺所

述。高效液相/暑手持每分鐘的沖洗液 F 同樣經過致突變性

測定 F 將具有致突變性的部份收集起來 F 經濃縮從溶於

甲醇中待進一步的實驗。

(五九樣品l':.t半製備型高教液相/會析儀純化

樣品的半製備高效液柏層析儀之純化是用半製備

。DS-FEC 管拉(10 阿1 particle, 1 0 x 250 mm，美國 Regis發哥)分

離。此高效液相層析儀是哥本 Hitachi D-65∞控制系統 9

萬已有L-45∞型的光二棒體陣列光譜偵測器( phoωdiode array 

de關or )及L-6XX:>扭扭扭gent pump( 日本聞組chi/~ 哥)。沖堤液系

統為æ3α/10 晶f 磷陵.氮氧化鍋棋?均以 gradient 方式沖

堤，為æ3凹的比例變化為:的血妞，10 10 25% linear gradient , 

5-10 m妞，25 的 35 % linear gradient , 10-20 m妞，35-55% linear 

gradient,20-25 凶TI，55 10 60 % linear gradient ，流連為每分鐘 25

毫升 F 偵測波長為 2∞-3ω間。收集經過高技液和色層

分析儀分離的沖洗液做致突變性測定，將有反應、的部份

收集起來濃縮從再溶於甲醇中做進一步的分析型高效液

相層析儀分析。

(田)申分析型高效液相層析儀之鈍化

將經上法純化的樣品注射入 Nucleosil C 18 管拉 ( 5 阻

particle, 4.6 x 250 mr丸 INPAC Co.)作進一步純化p 其移動相

志氣甲:境:水/二乙氯 (12: 88月.1 ， vJvJv ) ，流速為每分鐘

19 



一毫升。其沖洗波同樣的用自動收集器每分鐘J}t.集起

來 F 分別做致突、變性測定1t酸性旦楠，故鍋測試 F 以便和

標準食物致突變翰的滯留時問及對段性亞五草酸載的反應、

相互比較p 來判定為何類致突變勃興型或非IQ君主)。

(五九師eI俗、冉、臨時牙扭扭扭eIQx等其構物之分析

將上達純化好的樣品、注射入 Nucleosil CN管往( 5 /lffi 

particle, 4后 x 250 mr丸到PAC Co. )，移動賴為氣甲;脆:水/

二乙氯/躇跤 [pH6.0] ( 12 : 88/ 0.1 , v/v/v )，流速為每分鐘一

毫升(Becher et d 刊 1988) 。其沖洗液以光二三根體陣列光譜偵

測器確定主要致突變區分的純度並與蠟像、肉、蝴Q

牙切自M攝像等標準品比較其紫外線光譜觀 p 來判定這些主

委致突變失峰是否即為上這之標準品 p 同時以此盛分沖

洗液的失峰面種及對，且98菌種的致棠變力來許桔其在樣

品中之含量。

(六九臂譜之測定

EI質譜足以服LM崎1 JMS-DX 3∞ double-focusing 贊譜

儀測得。樣品採直接送入 insertion probe ，溫度保持在

夠。C o 70 eV質譜之trap curre前保持在:ro J.lA ，為 a∞elerat旭g

voltage為 3kV 。

五，豬肉汁之位學成份分析
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豬肉汁中之胺基坡、單賠1l肌昌先軒等化學成份的測

定方法分別如下:

(一).胺基暖的定量(以Waters 6∞巨型液相層析儀測得)

分析方法參考Prieto et al. (1990)所發表的方法

1.胺基數標準品以dansyl chloride de討vat垃ation:

i20種是安基故標準品混合液(各0.5 mmol) 

自溶於2∞叫 O.OIN HCl中

!取10叫胺基建灸標準品混合液

j加10ml們2叫

自力1110 ml 也nsylc馳。世de溶液 [0.5 g/25 ml (CH3)2CO] 

;煮沸 2min
i以 0.45 阻濾膜過濾

以HPLC做校正曲線

2. 非萃品以也nsyl chloride derivatization : 

取長時問煮沸前梭的豬肉汁樣品各2ml

:Jhz2 mllN K2C03 

!加2 ml dansyl chloride溶液 [0.5 g/25 剖 (CH3hCO ]

!煮沸 2min

:以 0.45 J.Ul1濾膜過濾

'以 HPLC定量

3.胺基峻的HPLC定量分析條件

Con甘oller : Waters 6∞E system 

Detector : Waters Model 441 ( absorbance at 254 nm ) 

Column: Merck 50983 LiChrospher 100 RP-18 , 5 J.lm , 
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250x4 扭扭

M'Obile phase : 12 m間 K2HP04 / CH3COO旺(pH 6.7): CH3CN 

以 gradient方式沖堤， iffJ æ3CN 的比例變

化』為: 0-的 m扭， 15 t'O 20% 臨時缸 gradient , 10幽

20m妞，20 t'O 22 % linear gradient , 20-30 m妞，22

-30 % linear gradient, 30-40 min,30 t 'O 35 % linear 

gradient , 40- 50 m妞， 35 t 'O 45 % linear gradient . 

Fl'Ow rate : 1.0 ml/min 

(二九單醋的HPLC定量分析條件

分析方法參考C'Opp'Ola (1984)所發表的報告

C'Ontr'Oller : W臨時 600E system 

Detect'Or : Waters Differential Refract'Ometer Elec甘onics Unit & R 

401 (Refractive Index ) 

C'Ol阻nn: Interacti'On Chr'Omat'Ography Inc.CHO毛20 carb'Ohydrate 

c'Olumn (cat.n 'O.25210) , 300x6.5 mm 

M'Obile phase : dei 'Onized water 

Fl'Ow rate : 0.6 ml/min 

Tempera個時:鉤。C

Sensitivi句 :16x

{丘扎眼蓋全軒(creatinine) 動力學定量

原理為 Jaffe kinetic reacti'On，分析方法參考Larsen (1972) 

的方法

22 



Absorbance wave1en關: 510nm 

Tempe扭扭路: 300 C 

Measure against water 

試劑製備:將Alkaline 時agent和picricacid等量混合為work均

reagent 

以水歸零

!取 1 ml work阿姆agent 豆豆cuve臨中( 300 C) 

加入0.05 甜的樣準品或樣品(1∞0倍稀釋)

j混令均勾 30秒役，請取510nm吸光度為Absorbance 1 

!再經30哇~'讀取510nm吸光度為Absorbance II 

'Absorbance II - Absorbance 1 = Ll A 

↓計算濃度:
Unknown concentration = 
M of unknown / M of standard x standard concentration 

六申豬肉汁模式系統，中 Maillard反應物的分析

(一). Mail扭過反應物的萃取

萃取方法參考Shibamoto (1 982)所提的萃取方法

各種反應條件所得之樣品分別以 100 n註二二氧甲;境萃

取 F 然緩離心而分/暑p 再重被萃取三次 p 取四次所得平

氣甲:境層予以減壓濃縮乾燥，溶於 2m!甲醇梭通過 0.2

μm濾膜 p 最從將樣品體系責濃縮至j)μ1，再以氣相/會析儀

分析。
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(..:::.) .以氣相層析儀分析MaillaI社反應物

分析方法參考Hong叫 Rich削(1992)所發表文獻

氣相層析儀 =v姐姐 STAR 34∞ 

Pol缸∞1磕睡1 : Chrompack WCDT fused s坦問 coating CP喃WAX

52CB capillary column (50 m x 0.32 mm i.d.) 

Detector: flame ionization detector (F.I.D.) 

Carrier gas : N2 ' 0.8 ml/min. 

Injector and Detector temp. : 2500 C 

Temp. program : 700 C (8 min)• 20 C/min• 1600 C (6臼n扭)

(五九Maillard反應物之反應條件對豬肉汁模式系統形成

致突變物的影響

在 25ml(相當於 1∞ g豬肉)的豬肉汁模式系統中 p 加

入六類Mail加注反應、物(各 5rr肺的，1) ，迫流煮沸 12小時筱 p 測

定萃取鹼/聾的致突變性p 其致突變物之萃取方法參丸四

之(一)。

為採討產生最佳致突變性的反應條件 F 擬分別研究

反應的pH值、反應時間和反應物濃度的影響。

1. pH值的影響:

將加有Maill訂d反應、物的豬肉汁模式系統以NaOH或

Hα調反應混合液之pH值分別為丸 5 、 7、武 11等在 100-
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105 'c下進流加熱 1 2小時稅費萃取每一反應、但佳樣品做

致突變性按測立在取少量樣品做禍變程度的測定。

2. 反應時間的影響:

將加有她illard反應物的豬肉汁模式系統在 1∞- 105 'c 

狀態下加熱 k 丸 4、 8 、 12 、 16 可 20 小時 F 萃取每一反

應時問樣品做致突變性檢測並取~y萱樣品做禍變程度的

測定。

3. 反應物濃度的影響:

分別取鈞、 5、 10 、 20 rrnnol 的 Maillard反應物加對話

前的豬肉汁模式系統 F 逆流加熱12 小時 F 萃取每一反應、

濃度樣品做致突變性檢測並取少萱樣品做構變程度的測

定。

一b申構變之測定

將煮沸 12 小時加有各種可能前軀物的豬肉汁樣

品 F 用恭餾水稀釋十倍緩 F 以紫外線光譜儀 (Shimadzu

UV-2100)於420nm 波長測定吸光度。

入@簡單模式系統樣品中的致突變物分析
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(一)申簡單模式系說樣品的龜鹿鹼分層革取

添加岫臨rd反應物、路類及肌麗金軒最令五己離甘醇一

水溶液(DEG圖將H 20)迫流 1小時梭的混合樣品(105 ml) ，加

入 4姆說的燕餾水晶稀釋成 5倍的溶液 F 然從通過XAD-2

∞1100血 p 分別以 2∞ ml 丙翻可甲醇沖堤之p 所得之溶劑經

滅壓濃縮乾燥役溶於班泊的去離子水中 F 其役之臨失鹼分

/會萃取參丸四之(一)。

(二九簡單模式系說，樣品之鈍，化

鹼j會以藍棉吸階萃取的步驟向前述四之(..::. )的方

法 F 由藍棉萃取所得之濃縮物再利用薄/醫色層分析法

(Thin-layer Chromatography, 1LC) ，將樣品作進一步純化。薄

層色/會分析法是.將藍棉萃取役之濃縮物和 Q， MeIQx , 

她IQ及說蛤玲等標立學品分別點於製備型 EMe她也eselge160

F 254 薄層分析片上 p 再利用甲醇牙口氣仿( methanol­

chloroforrn)(10:90, v/v)將樣品依其種性不同而拉闊 F 然級分

別在2542之 3話m等波長下觀察其層折關 F 以在 3弱m吸

收所呈現的圖形分為 131，自接或(band) ，刮下各接或分別以

甲醇牙口氣仿 (10:90， 50:鉤， 100:0, v/v)將樣品洗出援 F 各取萱

測定致突變性 F 再將有泛突變數反應的接或混合濃縮 F

按著以半製備型高效液相層析儀再進行純化。

(五九樣品以半製備去更為教液相/會析儀純化

經薄/會色層分析法純化梭的樣品再以半製備型高效

液相/醫析儀純化(向前述四之(五)的方法) ，收集與IQ
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樣準品相同滯留時闊的區域 p 濃縮之徒再以分析型高效

液相層析儀混合 Nucleos泣的管柱之分析(向前進四之(四

)的方法)。

(均九樣品中晦之分析鑑定

經過二二次 Nucleosil 的管柱純化的樣品再以 Spherisorb

pHS的Ile C 18管拉 (5 fJIl1 P啪啦， 4.6 x250 的泣， INPAC Co.) ，沖

堤液為氣中境:水/二:.t:;氯(12: 88/0.1 , v/v/v) ，流速為每

分鐘一毫升。其沖洗液以光二極體陣列光譜偵測器確定

主要致突變展分的純度並與 IQ標準品比較其紫外線光譜

圈，來判定這些主要致突變失峰是否即是 IQ，同時以此

區分沖洗液的失峰面積及對祖98菌種的致突變力來許估

其在樣品中之含量。

(.1i.).贊譜之瀾定

贊譜之測定方法與四之(六)相同。
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伍，結果與討論

一串豬肉汁革取物中主吾吾致突變輔之鑑定:

長時間煮沸豬肉汁萃耳朵梭的敏層經安氏核定法測

定 p 發現立在不具致突變性 p 而其鹼層親萃取物經過藍棉

的吸附再萃取教 F 將由中轉和濃氯水沖堤所得之濃縮物

再以高效液相層析之半製備型管拉大量分離純化樣品 p

立主測定其沖堤波之致突變性，其j會析鸝及以安氏按測法

測得之反突變數昆分倍之.eve瑚臨街ction) 圖克Fig.3 ，顯示具

有較高致突變性的區域主要落在MeIQx、肉和 b姐也等標

準品的滯留時間恨的ntion time) 附近 F 再將具有較高致突

變性的監或收集濃縮 p 進一步經分析型心管往以高效液

相結析儀分析結果如 Fig.4所示 F 其第 16分鐘在右的致突

變性最域與 L值已恆、凹的滯留時間相近 F 為第軍分鍾的區

域則和雄IQ相近 p 另外在第 215分鍾的監或其致突變性較

弱，由其滯留時間推測為目崎IQx ，按著將前i毛主要致突

變性接或分別做茵株致突變特異性及段性亞綺麗袋化反應、

之耐受性測試 p 結果 ~Jj於 Tab:e 1 ，顯示由樣品所得之致

突變藍分和 IQ型致突變物標準品的反應特性一致 p 而與

非 IQ發致突變物- Trp-P-2 的反應、特性是真較大 p 特別是

IQ型致突變紛在段性下不會被單綺麗灸錯作用晶減低致突

變力但非 IQ型致突變物貝lJ會 F 商比我們所純化的致突變

物都是屬於IQ型致突變物。

然後又將前途主要致突變性部分予以濃縮梭p 再以

分析型CN管拉配合另一種移動和 p 將C18管柱所無法完
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全分闊的致突變物一崎i.IQx和 IQ完合分閱 F 使得在層析

聞上可看出五個主要波峰F 藉由其滯留時閱(Fig. 5)分別

與標準品相互對照 F 及以光二揖體摔到偵測出紫外線吸

收光譜(Fig. 6)其最大吸收波長分別為 'lJ25 Im 、 2的1.8 Imll 

262.6 nm等都和標準品完全一致 F 最從再以質譜 (Mass

spectrum)確定其質量 F 前 J三種純化致突變物都與標準品

之三主要失峰相符， rr能分別為 213 、 1981之 212 (Fig. 7, 8，身 p

由上述結果可知長時間煮沸豬肉汁中主要致突變物品

MeIQx、 IQllMeIQ ，還有以安氏核定法測到在 h位律和IQ

之間的致突變性最或可能為DiMeIQx (Fig. 5)，以上各種致

突變物所佔致突變力及合受到於Table 2。表中分析煮沸

豬肉汁中會主主成 MeIQx，趣， MeIQ 和問她i.IQx等四種 IQ 型致

突變物 F 佑所有致突變力的 90.0% ，其中以MeIQx ~ IQ~ 

她i.IQ 等三三種共佔 80.的 p 分別為 19.飾、 'lJ.3% 和 34.3%。再

以高效波特/晉析儀定量曲，線測定 h儲立在、肉、 h聞等三種

致突變物的含量 p 每克向中分別含有 4.1 、 3.7 1之1.2徵

丸。
由 Table 3 比較各種肉類食物中所舍的時型致突變

物 p 發現我們所測定豬肉汁中的關部合量較煎碎牛肉

(Hargraves and Pariza,1983; Felton eta1 .,1984; Murray eta1.， 1988) 、;連

燒綺魚乾依ato et d .，1 986) 為高 F 但比食用的牛肉萃取物來

的低(Hargraves 副 Pari品，1983) :而凹的含量也高於煎碎牛

肉 (Barnes et al. ,1983; Felton et a1.， 1984) 、烤牛肉和桂魚

(Yamaizumi et al. ,1986) ，但比烤沙寸魚(Kasai et al ., 198 1 ; 

Yamaizumi et al. ，1 986) 為低;至於MeIQ的量則較煎碎牛肉

(Felton et al., 1984 )為高 F 為比烤沙 T 魚、烤娃魚低
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(YamaizumÎ et 瓜，1986)。

由此可見J以長時問煮沸的加熱方式所產生的致突變

物含量並不會比短時間煎、烤方式低p 且中國人向來特

別喜愛?麗、澈的食物， .1沌。與蹋人在清化進痞症的發生率

之相關性p 實在值得再做深入之探討!

另外 F 在 T位 4 將各種加熱食物所舍的致突變物或

致癌物作一整理 p 其中以豬肉為研究材料的報告很少 F

且立在未定出豬肉中致突變物的合萱 p 僅捉到煎豬肉會產

生玲、 h閥、 MeIQx 、 DiMeIQx及由即等已知致突變物(vahl

et d. , 1988) ，其結果和我們的非常近似 p 只是油煎的方式

和水煮的方式無論在溫度可加熱時間及水含量等都有些

差別 p 但仍可看出煎豬肉或長時間煮沸豬肉汁 F 都會生

成IQ、 MeIQ 、 MeIQx2之DiMeIQx 等已知IQ~盟致突變物。

五申豬肉汁之游離胺基酸、單酷和那故軒在煮沸前

梭的變化及其對致突變物形成之影響:

至三於長時間煮沸豬肉汁為何會產生致突變物之研

究?首先探討其化學組成份一游離胺基酸是否和致突變

物形成有某種程度的關條 F 閱此分析豬肉汁中游離胺基

敏在煮沸前梭的含量變化 p 結果如 Fig.10 和 Table 5顯示由

豬肉汁本身的胺基段組成來看 p 其含量變化佔胺基故總

量改變 1%以上的臉基竣依次為 Hi s 、 A la 、 P ro" Me t 

、 Asn" Tyr 、 Arg 、 Ser 、 Val 、 Gly和 Lys 等。於是以

添加可能參與反應之前軀物的方式 F 將變化較大的十二
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種按基葛免分別添加 2mmol在豬肉汁中煮沸 F 結果以安氏

檢定法分別按:別添加Al a" Ty r 、 Gly 、As n" l.e u" pr 0 

等胺基賤的混合液 F 其致突變性皆促進五倍以上(Table

6)，再將添加 Ala的豬肉汁萃取鹼層以高效液相/會析儀

分析F 發現在相同區域的致突變性皆較豬肉汁本身促進

1. 3-5. 2倍(Fig.l 1 ; TableηF 持 Ala在豬肉汁煮沸前緩變化

量又佔第二位 p 可見 Ala是煮沸豬肉汁中形成致突變物

的重要前軀胺基絞。

至於單哥海和肌竣軒在豬肉汁煮沸前梭的含量如

Fig.12 和 T鹼 8所示 p 求中就單賠中的藹筍糖、果糖Z之核

糖晶宮 F 以葡萄糖的變化較大 p 按糖次之，然從為果

糖p 另外以那4萬灸軒的減少量來看忠有玉立在路 p 此亦說明

的葡萄糖、果糖、核糖1l肌酸軒等都可能參與形成致突

變物之Maillard反應。

Table 9 中將各類可能為豬肉汁形成致突變物的前軀

物分別添加於豬肉汁中煮沸 F 以檢測其致突變力的增

減:在添加 2 rnmol 的葡萄糖及核糖會促進拼音及7倍的致

突變性 F 有趣的是添加核糖的致突變性竟較添加葡萄糖

強約2.5 倍;而添加 17.5 mmol 的肌故軒也促進致突變性 5

倍。再將核糖、為胺敏、肌峻軒llMaillard反應物 -tetra輔

hydrothiophen刁-one 同時添加在水和豬肉汁中煮沸也都促進

其致突變性 11倍和 22倍 F 間比表示這些化合物都可能是

致突變物形成的重要前軀物。

就豬肉汁煮沸前梭居委基股變化量的測定而言 F 以高

效液相/會析儀分析得 Al a" pr 0、As n、 Ty r" ~ r、 τhr 

、l.e u和 Gly等變化較大，而其炳ret d .(1964) 的報告中利用
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離子交換/會析法測定豬肉粉末加熱前從胺基酸的變化

鞏 F 其中上這是安基賤的變化量息較大 F 此與我們的結果

相當接近。另外費在單轄的變化上F 豬肉汁煮沸前殺以

竊喜5糖的變化較大F 放糖次之p 然從為果糖，而 h蚵ret

d .(1 964)測定單轄的變化量大小依次亦為葡萄糖、核糖和

果糖 p 又與我們的測定相吻合F 可丸我們對胺基酸及早

酷的定暈方法應屬準雄。

有關胺基敗影響致突變物形成的影響， Y oshida and 

Okamoto (1980 )將各種胺基敗和菊萄糖溶於水中煮沸八小

時役，以二氯甲:境萃取其鹼/會做致突變性測定 F 結果發

蹺，只有Ar g 和 Lys 對祖98加上的會產生致突變性。Qnna

et al. (1 983) 也以同樣的模式系統做致突變物形成的實

驗p 結果顯示除了Ar g , L y s之外 p 還增加了 Gly 和 1 le 

具有致突變性 o 峙的話d d d. (1 983) 以另一種模式系統研

究胺基敢對形成致突變物的影響 F 他們將胺基賤、肌敬

和藹萄糖溶於含 14%水的二乙麗逢甘露事溶液(DEG-14%H 2。中
迫流兩小時從 F 直接以反應混合液做致突變性測定 F 貝lJ

僅有Th r 和 Gly 具有較強的致突變性 p 由上述實驗可知

肌梭的加入與否可能會影響是真基敗在簡單模式系統產生

致突變性。

由 Table 10可看 ~al組鷗在簡單模式系統中詮明會產

生關偉、 MeIQ及物品iMeIQx等致突變物 (Grivas d al, 1985; 

Muramatsu et al. ,1985; Grivas et al, 1986; Overvik et al, 1989)" 

proline 會產生1 Q (Yoshida et a1. ,1984) ，而 tyrosine 別產生關@

(Overvik et a1, 1989)" serire會生成MeIQx及 IQ(OveIVik et al, 1989; 

Knize et al, 1988a) ，還有 glycine 也會在模式系統中生成
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MeIQx、 IQ及 7，8-DiMeIQx (Jagerstad et d .,1984; Grivas et al, 1986; 

Negishi et al, 1984 )，這些胺基較正是錯肉汁中變化較大

的 F 萬鈍。認為這些胺基段可能是豬肉汁煮沸時形成致突

變物的重要前軀物。

以上實驗都是在簡單的模式系統中得到的結果p 是幸

在夜雜的肉汁系統中 F 胺基敢對致突變物形成的影響如

何? OveIVik et al. (1989) 分別以十五種按基敏和肌酸混合在

路豬肉中乾煎的模式系統來採討胺基酸對致突變物形成

的影響。其結果亦指出外加居委基梭的種類對碎豬肉產生

致究變物的種類和含章有密切的關餘，結果顯示Th r 會

增強其致突變性的倍 p 其中有五種胺基麗覓一Ser 、 Al a 

和 Tyr會生成她IQx ，局在豬肉汁模式系統中 F 我們發現

加入到扭扭e 忠會促進IQ型致突變物的生成。不過 p 由

Taylor et d . (1986) 的牛肉汁模式系統之實驗結果發現和我

們的煮沸豬肉汁模式系統仍有些差異 F 周為他們發現，外

加驗基喜愛於牛肉汁中 p 僅有 Tr p, C ys 和卦。會增強牛肉

汁兩倍以上的致突變性 p 而 Al a , T y rl之 Gl Y並無比反

應，可凡牛肉汁與豬肉汁模式系統就胺基酸來看還是不

盡相同 9 以致其形成的致突變物會有些差異。

綜合以上的研究結果p 我們可歸納出有關驗基段及

革時等致突變物前軀物的結論為:豬肉汁在煮沸前從以

Al a, pr 0 , Ty r 、 ~r和 Gly等變化較大.il都會形成IQ 型

致突變物;而單賠中則以葡萄糖、放糖、果糖等變化較

大。聽此這些化合物都可能成為豬肉汁形成 IQ型致突變

物的重要前軀物。
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玉帶豬肉汁中閑話llard 反應、物在煮沸前梭的變化和其

添加於豬肉汁形成致突變翰的最佳反應條件之

研究:

28種 Maillard 反應物標準品之氣相層析圖如 Fig.13 所

示 p 而豬肉汁煮沸過程中所生成之Ma盟副反應物的?有長

變化與致突變物形成之相關性 F 以氣相層析儀測到豬肉

汁模式系統本身在未開始長時筒煮沸時己生成 2，3-di­

me血ylpyr扭扭e和 tetrahydrothiophen-3-one (Fig.14 B) ，為隨著加熱

時間的增加可看出兩種協蜘吋反應、物含量的變化 (Fig.14

C, D，巨， F, G，缸，芳。分別在煮沸0 、 1、丸 4、 8、 2、巴Z之
20小時予以測定 F 顯示 2，3也ne也ylpyrazine在各持悶的含量

變化與其致突、變性的高低無負相關性(r= -0.31 , P > 0.05) , 

而 tetrahydrothiophen-3-one 的含量變化與其致突變性的高低

到旦發微負相關性命話 -0.82 ， P < 0. 1) ，是將2，3-dimethyl­

P阿拉器和 te伽hydro吐llOp隘的-one 的變化登一起計算時 p 則和

致突變性也主些微負相關性h “0.71 ， P < O.1 )(Table 11) ，表

示 2，3-d血的ylpyrazine 和 tetrahydrothiophen品。ne 的變化量和煮

沸豬肉汁致突變性的形成有相鵑性。再分析添加有 2，3-

dime血ylpyrazine 或 tetrahydrothiophen刁-one 的豬肉汁模式系統

中 F 此兩種Maill倒反應物的?有長變化與致突變物形成之

相關性， Tal::è 12 結果顯示添加 5mmol 的 2，3-d加抽ylpyrazine

之豬肉汁模式系統中 F 該地涵泊反應物的含量會隨著煮

沸時闊的延長馮主遞減 p 品和致突變性的增高有顯著負

相關性( r = -0.85 , P < 0.01) ，即當致突變性增高持 2，3-di­

methy lpyrazine 的令章就會減少;而添加 5 mmol 的 te叫lydrO-
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thioph妞，弘one 其會董忠會隨著煮沸時間的延長亦旦進減 F

是J有顯著負相關性命== -0.83 , P < 0.02)(Table13) ，由此是可推

測 2，3-dime由ylpy扭扭e 和 te甘ahy齒。出ophen-3-one 確實參與煮沸

豬肉汁模式系統中形成致突變物。

再將豬肉汁中測到有含量變化的 2，3-dimethylpyrazine

以反 te臨hydrothiophen-3-one" 再選擇其他類MaillaI吐反應物如

3-聞出ylpy討dine 、各me血yl出iophene 、 2-ace可lpyrrole 1t倒也zole 等

(Fig.15) ，分別加入豬肉汁中煮沸 12 小時從 F 測定其鹼層

萃取液的致突變性 F 由 Table14 的結果顯示 Maillard反應物

中的吐liophene 、 pyrazme 和 pyridine 類較其他類化合物較能

促進致突變物的形成 p 其中以 thiophene 類化合物之

tetrahydro-thioph個小one 最能增強豬肉汁模式系統之致突變

力 2.90 倍，其次分別為 2，3-dime也ylpyr紹帥、 3-me由ylpyridine

2-methylthiophene 等 p 能增強 1.64-1.23 倍，海比我們推測

這些化合物可能會參與豬肉汁模式系統形成致突變物。

而 2-acet)句yrrole 和 imidazole 反而拚命j致突變性為 0.34 和

0.20 倍 F 則推測此兩種Ma迦倒反應物可能產生對致突變

物形成的抑制化合物或改變致突變物形成的化學反應路

徑 p 至於其確實抑制機轉則有待進一步的研究。

為了揉討 M必ard反應、物是否確實參與豬肉汁模式系

統形成致突變物 F 我們進一步以高投液相/會析儀純化分

析豬肉汁和添加不同她伽吐反應物之萃取物中 IQ 型致史

變物的含量(Fig. 16，的 p 結果如 Table 15 所示 F 顯示添加

不同抽油rd反應物之高效液相層析屬和豬肉汁的鹼層萃

取物之層析園大體上相似。但是其每一致突變區分的致

突變性強弱變化 p 只lj 隨油油站反應、物種類不同而異。添
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加 te甘油ydro也iophen-3-one 所生成的 IQ型致突變物含量增加

最多 p 其次為 2，3-dimeth)句yrazlne , 為 2個acet)句yrrole 和

imidazole 都不會增加IQ型致突變翰的含量 F 反兩會?鼠于武

其令萱 p 喝比我們可推測 tetI油ydrothiophen刁棚one 和 2，于

品ne血ylpyrazine 可能是煮沸豬肉汁模式系統形成致突變物

的前軀物。

由上進的結果可知 tetrahydrothiophen-3 -one 和 2 ， 3-di­

methylpyrazine較能增強豬肉汁模式系統之致突變力 F 喝比

擬採用上述兩種協油rd反應物進一步探討不同MaillaI吐反

應物在豬肉汁模式系統的股鹼佳、Ma扭扭吐反應物濃度.bl

煮沸時間等反應條件下的影響 P 並找出對豬肉汁形成致

突變勃的最佳反應條件 p 以便純化分析其中之微量致突

變物。由 Table16 可知添加 2 ， 3-dimeth)句yrazine 和 tetra­

hydrothiophen-3-one 到豬肉汁模式系統中 F 在 pH 3.0, 5.0, 6.0 , 

7.0 ， 9.0 和 1 1.0 的狀態下 F 以添加 tetrahydrothiophen-3-one 在

pH 5.0 和幼時最好， ifij 添加 2，3-dimethylpyrazine 則以 pH6.0

和 9.0 時最能增強其致突變性 p 比現象和沒有添加

抽油站反應、物的豬肉汁模式系統之最住戶使相似 F 因此

可推測添加 2，3-dim的ylpyr這zme 式 te凶hydro吐吐ophen-3-one 到豬

肉汁模式系統中並不會改變其形成致突變物之化學反應、

條件。可是在伊 9.0 時禍變強度(brown阿姐tensity) 佳卻偏

低 p 此結果或詐可解釋為揭變反應在各種 pH值的豬肉

汁模式系統中立主持形成致突變物之主要化學反應途徑 p

此乃可能由於調整但佳時引起豬肉汁中蛋白贊成其他合

氣物的變性所致。

Table 17 顯示添加 2，3-dimethylpyrazine 和 tetrahydro-
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thiophen-3-one 到豬肉汁模式系統中產生最強致突變性的煮

沸時悶並不相同 F 殺者和沒有添加Ma到別反應物的豬肉

汁模式系統產生最強致突變性的煮沸時鬧一致都是 20

小時 F 而前者則僅須 12小時即達到最高的致突變性。由

添加 tetrahydro吐吐op隘的-one 的實驗可知僅需煮沸 1小時即閱

始生成致突變物 p 而豬肉汁本身和添加 2，3-dimethyl­

pyrazine 的模式系統都必須煮沸圳、時才產生致突變物。

有趣的是添加 2，3-dimethylpyrazine 煮沸時間延長到 20小

時 F 其致突、變性非但沒有增加反而減低 p i這顯示 2，3-

dime血ylpyrazine 煮沸封殺期則會抑制豬肉汁模式系統形成

致突變物。而研究其致突變性和精變強度闊的關條上 F

發現對豬肉汁本身呈現明顯之相鵑性電= 0.82, P < 0.05) , 

而對豬肉汁添加 2，3-din1etl1y~yrazine 的模式系統也有明顯之

相關性命= O.豹 ， P < 0.05) ，豆豆於對豬肉汁添加 tetrahydro­

thiophen-3-o闊的模式系統是有顯著之相關性命=0.肘 ， P < 

0.02) ，可見構變反應的確參與以上模式系統的致突變物

形成。

至於添加到豬肉汁模式系統中的抽油站反應物濃度

對致突變物形成之影響如 Table18 所示 p 無論 2，3-d恆的yl­

P阿拉le 或 tetrahydrothiophe:帥-3-one 都以添加 2.5 rrmol 特產生

最強的致突變性。而添加不同濃度 tetrahydrothiophen-3-

但也對豬肉汁模式系統致突變物之形成比添加 2，3-dimethyl­

pyrazme 具有較明顯的影響。再研究其致突變性和精變強

度闊的關條上 p 發現嘴豬肉汁添加各種濃度2，3-dimethyl-

pyrazine 的模式系統並無相關性加 0.21 ， P >0.05) ，豆豆於對豬

肉汁添加 tetrahydrothiophen-3-o闊的模式系統則有明顯相關
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性 t= 0.91 , P < 0.05) ，可見在反應的濃度條件上 F 橋、變反

應、只參與添加 te廿ahydrothiophe叫-one 的模式系統之致突變

物形成。雖然至今尚無其他文獻報告實驗證明協幽rd反

應物可做為形成 IQ型致突變物的前軀物 p 不 i是由我們的

各種結果顯示 te甘ahydro也iophen-3-one或詐是形成I也型致突

變物之前軀物。

而關於兩種協詣rd反應物添加葷的?有長變化與致突

變物的形成之比較F 雖然由 Table 11看不出其變化愛與致

突變物形成的相關性 F 但在 Table 13lt Table 14 顯示添加較

大量Maillard反應、物時 F 其變化量與致突變物形成則有顯

著相關性 F 所以 Table 口的結果是由於豬肉汁本身的

Maillard反應物合受不高所以導致變化不明顯。另外在

Table 13 及 Table 14還可看出在相同添加量下， te位油ydro­

thiophen-3-one 的清耗量明顯要比 2，3-d泊的ylpyr扭扭e 為大 F 此

亦濃于庭、前面所提到 tetrahydrothiophen-3-one 的濃度對豬肉汁

模式系統致突變物之形成比添加 2，3-dimethylpyrazine 具有

較明顯影響的結果 o

至於將豬肉汁及豬肉汁分別添加 2，3-dimethylpyrazine

和 tetrahydrothiophen-3 -one等三種模式系統調成六種pH位來

煮沸時 p 豬肉汁本身的致突變性以在 pH 9.0 最高 F 此與

Lin et d. (1982)及 Taylor et d. (1986) 的報告都i!i1泣。而添加2，3-

dimet句句yrazme 和 tetrahydrothiophen關于one 的模式系統 p 在pH

9.0 時的致突變性也有較高反應性 p 乃由於傾鹼性狀態

會促進Maillard反應之進行，囡此將 2，3-dimethylpyrazine 和

t飾品ydro血iophen-3-one在伊9.0 時添加入豬肉汁中煮沸會促

進其致突變物的生成 F 即表示抽油站反應物可能參與豬
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肉汁產生致突變物的部份化學路徑。

Tä油.ble 1詬6 顯示豬肉汁在較佐2瓦乏應醉佳(pH肘5.幼仿分別添加

2幻，3-dim帥e血均y1勒pyr做紹扭臨e及 t帥e甜甘a站hy拘dI街的r拘.芯呦O

最高致突變性F 而 Taylor eJ d. (1986) ~在牛肉汁次住反應

pH 佳(PH 4.0) 分別添加pyrazlne 、 2乞幽血帥et血hy向l坤pyrazi忱ne唸e .2及之 2，5

di加me抽註也ly洶1掙py抑r闊.注祖咄a缸組Zl閏n的e 等五稜Maill加a缸rdl反之J應蓮、物 F 結果都無致突變性

產生 F 此與我們在豬肉汁中添加 2，3也nethylpyr那間的結果

近似 p 但與添加 tetrahydrothiophen-3-o凹的反應則差異極

大 F 顯示不問種類的抽油站反應物在相同 pH值下會促進

或拚命j致突變性的產生。豆豆於豬肉汁和牛肉汁的致突變

性與煮沸時間曲線比較p 由 Table 17a和出 et al. (1 982) 及

Taylor et al. (1986)的報告都顯示一致的鵡勢。

總持上述實驗的結果， teträhydrothiophen刁闡明姆和 2，3-di­

me血ylpyraz由是豬肉汁煮沸過程中偵測到變化最明顯的兩

種抽油站反應物 F 以添加的方式研究在故鹼佳， Ma也別

反應物濃度.bl煮沸時肉等反應條件下的影響 p 其反應趨

勢都和豬肉汁的反應~llt似 P 尤其以 tetrahydrothiophen-3-one 

最為接近p 即當豬肉汁中添加 25 個別的 teträhydrothiophen-

3-one 在 pH 5.0 狀態下煮沸20小時能產生最高致突變性 F

同時亦會生成最大量的 1 Q型致突變物。為添加 2. 5 

mmol 的 2，3-dimetl神yrazme 在 pH 6.0 下煮沸 1 2小時則是 2，于

dime血ylpyrazine 的最佳反應條件。

四. 2-阻ethylpyridine / acetylfor阻aldehJ啦/ creatinine模

式系統形成IQ致突變輔之研究
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將 2晶晶ylpyridine / acetylfonn品dehyde/ 的組臨模式系統

之反應混合液逼迫X妞-2 管拉 p 所得之沖堤決經較鹼分

層萃取得其鹼/會實再經過藍棉的吸附筱 p 將所得之濃縮

物以TLC展關如Fig. 18 ，以甲醇/氯仿之混合液洗下有

致突變性反應、的區域，再以高效液相層析之-f製備型管

往大量分離純化祖樣品 F 立主測定其沖堤波之致突變性 F

其層析鸝及以安氏檢測法測得之反突變數最域圈丸

Fig.19 ，顯示在肉和 MeIQ 等標準品的滯留時間附近有致

突變性的罷域，，另外在其梭的滯留時肉還有史高的致突

變性盛域沒有標準品可以對照而為未知化合物 F 由於本

實驗目的主要為詮萌 IQ型致突變物的形成路徑 F 闊 ifi1 將

可能為 IQ型致突變物的滯留區域收集濃縮 F 進一步經分

析型CN管拉以高效液相/晉析儀分析結果如 Fig.2 0 所示

F 其第 21分鐘左右的致突變性區域和IQ的滯留時肉相

近 F 另外在第 33分鐘的區域其致突變性較弱 p 可能為

她~Q ，再將前i毛主晏致突變性區域予以濃縮從 F 再以分

析型 CN管柱純化一次 F 使得在樣品的母析圖上可看到

凹的波峰(Fig.21) ，再把此波峰鐘或收集濃縮梭以再S臨ble

C 18 管柱作最教分析p 其滯留時閱 (Fig. 22)分別與IQ標準

品相互一致 p 及以光J二極體陣列偵測出紫外線吸收光譜

(Fig. 23) ，樣品和 IQ標準品的最大吸收波長分別為261.7

nm2之 26 1.3 nm ，最後以質譜確定純化致突變物的拉拉為

198 ，其他裂解物之m/z也都與標準品之叫 z相符 (Fig. 24) 

F 兩分析出此模式系統會生成 IQ，經計算在每毫英耳肌

置瓷器千所產生的 IQ量約為 6 .4微丸。

Jagerstad et d. (1 983) 最先添加 2-methylpyridine 和 2，5-di幽
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methy lpyridine 到 glycine/glucose/ creatinine 及 alanine/glucose

/creatinine 模式系統中分別會增強其致突變力約 50%及

柳川喝為提出 pyridine 類化合物形成加idazolqu泊oline ( I!也〉

類致究變翰的可能化學建經 F 路經中其環胺的插曲zo1e部

分可能由的atin扭e構成 F 而其他兩芳香環部分則可能由

協幽rd反應物經由 S能做裂解形成Arr臨腦化合物教 p 再與

白氯基故裂解所得的路類結合形成 (Jagerstad et al. ,1983 , 

Nyhammar, 1986) 。至此 F 我們已經詮明在 2-methylpy吐吐白/

acetylformaldeh)咐/ creatinine模式系統會形成IQ型致突變

物 F 也就是詮明峙的臨.d et d ." (1 983a)及 Nyhammar (1986) 所提

形成IQ型致突變物的路徑(參見 Fig. 25 A，B) 和可能性 F 不

i是以本實驗的結果顯示以路徑 B的可能性較大 p 因為在

初步純化時(Fig. 時， 19) 所呈現較大致突變性的部分 F 推

測可能是Jones et al. (凹1凹98紗納9仍)戶所身發親現d 的致突變物一 2乞鞠a翻I紅m扭ino-5-. 

e仗thylid缸en即l時e岱e-翻↓.

pr仰rop削y抖rli均d侮en蚓1揖別e剖lml剖id品az叫O叫1-4.嘲叫∞O叫∞ne晦e(泓AM蹄PI) ，其在無躇類的存在下 F 曲

曲reonme 牙Pace位ùdehyde在 diethylene glycol扮 H 20的狀態下加熱
生成 F 禹此推測其結構是由吐rreonme 衍生的盤類和肌酸

富于所結合形成，此兩致突變物的一些特性如致突變性、

具鹼性可抗五角，化作用或紫外光吸收光譜等皆和 IQ j在

似 F 囡此作者指出路類很可能和肌眩軒，及另一特定化合

物共同以化學反應形成IQ~致突變物。而此一特定化合

物很可能是本篇報告所研究的地幽rd反應物。於是我們

推測只當協臨rd反應物和AEMI或 AMPI相結合教才會生

成IQ型致突變物。

另外，我們又試著採用其他接類化合物加入反應以
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比較其影響 F 在 T社記凹的結果中顯示致突變力的形成與

建華類的種類有著種大的關條 F 再參考 Fig. 詣的路類結構

麗可看出路類的碟數越多 F 其所產生的致突變性也越

高 p 只是不同 M甜甜反應物的影響 F 則有待史進一步的

研究。至1於本沒有酪類存在時 p 倒如 tetrahydrothiophen-3-

。ne和 crea也即反應也會形成致突變物 F 經i是藍棉的萃取

以及高效液持母析之卒製備型管柱分離純化緩 F 顯示未

加酪類的反應就無法形成 IQ型致突變物(Fig.27) ，而兩種

反應、形成致突變物的確實結構以及連接類在此模式系統的

角色 F 仍待進一步的研究。另外F 由於上這模式系統所

形成的 IQ量較低且純化步驟繁複鷗難 F 在從纜的實驗將

採用放射性標定化合物以利研究之進行。
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Boiled pork extract (100g!25臨時 refluxed for 12 h 

Acid輛base partition against CH2CI2/CH30日

Blue cotton adsorption 

Semi-preparative HPLC purifiction 

Analytical HPLC analysis 

(with photodiode array detection) 

Mass spectrum identifiction 

Fig. 2 The scheme of extraction and purifi個tion of heterocyclic amines 

from boiled pork extracts. 
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TabIe 1 The strain specificity and nitrÏte treatment of mutagens in boiled 

pork extracts fractionated by HPLC. 

S甘ain specificity Ni甘ite 甘eaunent*

Test samp1es TA98 TA100 Before After 

HPLC mutagenic 
fraction 16 187111 9417 (2.7) 198113 19519 (98.5) 
frac位on 31 178110 9816 (5.8) 17119 16218 (94.7) 

Posi垃ve con甘01

Trp-p-2 2663士122 117110 (1.0) 2621士136 436士19 (16.6) 
MeIQx 738128 107i: 8 (2 .4) 733124 723125 (98.6) 
MeIQ 4511士255 342129 (5.6) 44761113 4295士 133 (96.0) 
Nega位ve control 

( -S9) 26士 3 7118 
(+S9) 40土 4 90士10

有The procedure used for ni甘ite 廿ea吐nent is the same as that described by 
Tsuda eι a1. (1985). The doses of test compounds used were about 0.35 g 
/plate boiled pork juice extract and 10 月/plate standard. Values 紅e

expressed as 1τleans1SD. 
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Table 2 Distribution of mutagenic activity and amounts of IQ-type mutagens 

in boHed pork extracts. 

% of Total Amount (ng/g) C 

Mutagen Net revertants a I gE b mutagemc activlty 

MeIQx 303 19.0 4.1 

IQ 437 27.3 3.7 

MeIQ 548 34.3 1.2 

DiMeIQx 151 9 .4 

a 訂le net revertants detennined from the mutagenicity deduc紀d 2-fold spon阻neous revertants 

inHPLC 企actiona世on.

b gE: equivalent amount of 1 g wet meat 

C The amount of IQ-type mutagen is determined by HPLC. 
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Table 3 Comparision of amount and source of mutagens identified in heated 

foods and food extracts. 

Compound Food Amounts (ng/g) Reference 

MeIQx Fried ground beef 0.45 Hargraves and Pariza(1983) 

Fried ground beef 0.1 Felton et al. (1984) 

Fried ground beef 1.3 -2.4 Murray et al札988)

Smoked dried mackerel 0.8 Kato et al. (1986) 

Canned roasted eel 1.1 Lee and Tsai (1991) 

Food grade beef extract 28 Hargraves and Pariza(1983) 

Food grade beef extract 3.1 Takahashi et al. (1985b) 

Boiled pork extract 4.1 計esentda個

IQ Broiled s缸dine 20 Kasai et al. (1981) 

Fried ground beef 0.6 Barnes et al. (1983) 

. Fried ground beef 0.02 Felton et al. (1984) 

30輛h boiled 悅ef extract 0.5 Taylor et al.(1985) 

Broiled beef 0.5 Yamaizumi et al. (1986) 

Broiled sardine 4.9 Yamaizumi et al.(1986) 

Broiled s叫mon (skin) 1.1 -1.7 Yamaizumi et al.(1986) 

Broiled salmon (flesh) 0.3個1. 8 Y紅naizurr註 et al.(1986) 

Boiled pork ex甘act 3.7 Present data 

MeIQ Fried ground beef <0.1 Felton et al. (1986) 
Broiled sardine 16.6 Yamaizumi et al. (1986) 

Broiled salmon (skin) 1.5 -3.1 Yamaizumi et al. (1986) 
Broiled salmon (flesh) 0.6 -2.8 Yamaizumi et al.(1986) 

Boiled pork ex甘act 1.2 Presentda協
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Table 4. Occurrence of heterocyclic amines identified in heat-processed foods 

and food extracts. 

Heated product Compound iden世fied Reference 

Cu位lefish Glu-P-2 Y街naguchi et al. (1980a) 

Sardines Trp-P-1 , Trp-P-2 Y敏n組zumi et al. (1980) 

IQ，扎在eIQ Kasai et al. (1980c) 

IQ Kasai et al. (1981a) 

Salmon IQ, MeIQ Y紅n泣n對lÎ et al. (1986) 

Mackerel MeIQx， 4，各DiMeIQx Kato et al. (1986) 

Fish products MeIQx Kikugawa et al. (1 986) 

MeIQx, 4,8-DiMeIQx Kikugawa and Kato (1987) 

Eggpatties IQ Grose et al. (1 986) 

Beef, chicken AαC， MeAαC Matsumoto et al. (1981) 

Beef Trp-P-1 Y缸na郎lchi et al. (1980b) 

MeIQx Kasai et al. (1981 b) 

MeIQx Hargraves and Pariza (1983) 

MeIQx Felton et al. (1984) 

PhIP Felton et al. (1986a) 

MeIQx, IQ, MeIQ, D迅1eIQx， Felton et al. (1986b) 

TMIP, PhIP 

MeIQx, DiMeIQx Murray et al. (1988) 

IQ, MeIQ, MeIQx, 4，8-D品在eIQx Knize et al. (1 987) 

IQ, MeIQx, 4,8-DiMeIQx Turesky et al. (1988) 

B臼:f extract IQ, MeIQx Turesky et al. (1983) 

IQ，孔1eIQx Hayatsu et al. (1 983a) 

IQ, MeIQ, MeIQx Hargraves and Pariza (1983) 

4,8-DiMeIQx Tak祉lashi et al.(1985a) 

IQ， 1在eIQx Takahashi et al.(1985b) 

Fried pork MeIQx, IQ, MeIQ, D品在eIQx， Vah1 et al. (1988) (abs凹的

PhIP 

Boiled pork extract MeIQx, IQ, MeIQ, DiMeIQx 研esentda怯
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Table 5 Comparision of free amino acids concentration in pork extracts 

before and after 12h-boHing process. 

Amounts (JlIIlo1!g pork) 

Amino acid Dec闊的ed

Boiled before Boiled after Decreased a %b 

Ala (A) 24.54 17.83 .6.71 20.13 

His (H) 15.81 2.88 12.93 38.79 

Pro (P) 5.64 2.06 3.58 10.74 

Met 色。 2.58 0.02 2.56 7.68 

Asn (N) 2.39 0.87 1.52 4.56 

Tyr 仔) 1.79 0 .30 1.49 4.47 

Arg (R) 1.64 0.81 0.83 2.49 

Ser (S) 1.10 0.19 0.91 2.73 

Val 叭。 1.09 0.34 0.75 2.25 

它甘行7 0.71 0.69 0.02 , 0.06 

Leu (L) 0.69 0.36 0.33 0.99 

Gly (G) 0.55 拉ace 0.55 1.65 

Lys (K) 0.48 0.13 0.35 1.05 

Il e (I) 0.47 0.27 。.20 0.60 

Phe (F) 0.30 0.19 0.11 0.33 

T中仰句 0.20 0.08 0.12 0.36 

Glu (E) 0.11 0.29 -0.18 0.54 

Asp (D) 。.08 0.22 -0.14 0.42 

Gln (!。 0.03 位-ace 0.03 0.09 

Cys (C) 0.02 世ace 0.02 0.06 

Total 60.22 27.53 32.69 

心的eased =前le amount of amino acid boiled before - the amount of amino acid boiled after. 

b Decreased % = each amino acid decreased / total amino acid decreased. 
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Table 6 Effects of single a朋ino acid on the mutagenicity of boHed pork 

extracts with Salmonellα typhimurium T A98 in the presence of S9 甜ix.

Amino acid addi註on Mutagenic ratio of crude 

(2.0 mmol) reaction mixture * 

Ala 14.7 

Tyr 13.4 

Gly 8.9 

Asn 6.7 

Leu 3.4 

Pro 2.7 

Val 1.7 

Lys 1.7 

His 1.4 

Ser 1.4 

Arg 1.0 

Met 0.8 

Da阻 was abstracted from previous study ( Lee et al. unpublished da恤， 1991). 

*To阻1 revertants of BPE adding amino acid / to阻1 revertants of BPE alone. 
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Fig. 11 The mutagenic profiles of analytic HPLC fractionation of boiled 

pork extracts (A) and with the addition of 2.0 mmoI alanine (B). 
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Table 7 Effects of the addition of alanine on the mutagen formation 

of boiled pork extracts by HPLC fractionation. The mutagenicity of 

HPLC elutions was tested with S. 車'phimurium T A98 in the presence of 

S9 mix. 

Model Net revertants I 企action (ratio to BPE) 

Unknown MeIQx , IQ DiMeIQx 

BPE 75 677 86 

BPE+alanine 97 (1.29) 891 (1.32) 449 (5.22) 

BPE: boiled pork ex臨的.

2.0 mmol alanine w倡“ded to the boiled pork model system. 

ND: not detec兒d.

MeIQ 

606 

1945 (3.21) 

前le mutagenicity was tested with Salmonella typhimu.吋的ηTA98 in the presence of 

S9 mix and 13 percent of to阻1 basic extracts were used 扭曲e mutagenicity testing. 
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Table 8 The amounts of chemical components in pork extracts before and after 

12h-boiling process. 

Amounts (JlmoVg pork) 

Component 

Boiled before Boiled after 

Glucose a 0.89 0.41 

Fructose a 0.85 0.64 

Ribose a 0.54 0.30 

Total amino acid a 60.22 27.53 

Cri開白白le b 18 .42 7.37 

a Calculated from the calibration curve of HPLC quantification. 

b Calculated by Jaffe kinetic me出od.

Decreased ratio C 

Decreased d (% ) 

。.48 53.93 

。.21 24.71 

0.24 44.44 

32.69 54.28 

11.05 59.99 

C Decreased ra泣。早 component decreased amount / component boiled before amount 

dDe訂閱sed = The amount of component boiled before - the amount of component boiled after. 
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Table 9 Effects of some components added to the boiled pork extracts 

model systems on the mutagenicity in Salmonella typhimurium TA98 

with 89 mix. 

Models Total net revertants 

(x105) 

BPE a 

BPE+glucose (2.0mmol) 

BPE+ribose (2.0mmol) 

BPE+al紅白le (2.0mmol) 

BPE+crea自由le (17.5mmol) 

BPE+tetrahydrothiophen-3-one 

(5.0mmol) 

~Ob+4cpdsc 

BPE +4cpds 

1.58 

4.28 

10.63 

4.78 

7.91 

6.43 

17.18 

35.45 

Mutagenic ratio 

of basic extract 

2.71 

6.73 

3.03 

5.01 

4.07 

10.87 

22.44 

All revertants represent total counts, corrected for spon個neous mutants. Spontaneous 

revertants of S. typhimuriwηT A98 were 24::t3( -S9) and 45土5(+S9) respectively. 

百le amount of a BPE ( boiled pork extracts )訊社 bH20 were equal to 25rnl pork juice / 

100g pork an吐 25rnl H20 , respectively. 

c 4cpds : ribose (2.0mmol) + al紅娃的 (2.0mmol) + creatinine (17.5mmol) + tetrahydro­
自iophen-3-one (5.0mmol) 

All model systems were boiled under reflux for 12 h at ca. 1020 C. 
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Table 10. Food mutagens isolated from model system of creatin(in)e and amino 

acids with 0 1' without sugar. 

Mutagen Precursors 日扭曲19

Amino acid/ Crea出(扭扭:/ Sugar conditions 

MeIQx Glycine/ Creatinine / Glucose DEG-~oa 

Al缸也le/ Creatinine / Glucose DEG-H20b 

Al位世紀:/Crea自由e/ Ribose DEG-H20b 

Lysine/Cr問自由e/ Ribose DEG-H.,Ob 2 

Glycine/ Crea世nine / Fructose DEG-~oa 

Threonine/Crea出lÍne/Glucose DEG吧。 a

Tyrosine/ 位的也lÍne/ 個 說yC

Al扭曲le /Crea由ine/- 自yC

Se自le / Creatinine / - Dry C 

IQ Proline / Cre拋給/ Dry d 

Glycine/ Crea由rine / Fructose DEG-~oa 

Serine / Creatinine / 由yC

Phenyl 

-alarrine/Creatinine/ Glucose Dry C 

Phenyl 
-al缸由le/'α扭曲rine/ - Dry C 

MeIQ Al倒也le/ Crea自由e/Fructose ﹒ DEG-~oa 

4，8-D弘1eIQx A抽血e/ Crea自由le / Fructose DEG咀同oa

Alar血泊/Crea也lÍne / Glucose DEG-H20b 

Threonine/Crea出ine/Glucose DEG-~oa 

7，8-D也1eIQx Glycine/ 。它a丘nine / Glucose DEG-H20a 

a Diethylene glycol/Water 口ùxture hea能d for 2 h at 1280 C. 

b Diethylene glycol/Water mixture heated for 3 h at 125"C. 

C Dry heated for 1 h at 200o C. 

b Drγheated for 1 h at 180o C. 
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TabIe 11 Effect* of the amount of 2,3-dimethylpyrazine and tetra­

hydrothiophen-3-one on the mutagenicity of pork extracts during the 

boiIing period. The residue of 2,3-dimethylpyrazine and tetrahydrothio國

phen-3-one at each boHing time was analyzed by GC. 

Boiling Amount (Jlffiol) [Ratio] * Revertants / plate d 

time 

(hour) DMPa 在汀 b DMP+THT C 

。 20.72 2.45 23.17 43 士 5

22.29 [1.08] 4.37 [1.78] 26.66 [1.15] 53 :t 6 

2 16.54 [0.80] 19.46 [7.94] 36.00 [1.55] 55 :t 6 

4 9.19 [0.44] 12.08 [4.93] 21.27 [0.92] 61 土 8

8 7.82 [0.38] 5.19 [2.12] 13.01 [0.56] 346 :t 31 

12 20.85 [1.01] 7.78 [3.18] 28.63 [1.24] 281 士 32

16 -9.42 [0.45] 2.25 [0.92] 11.67 [0.50] 866 :t 66 

20 18.56 [0.90] 2.44 [1.00] 21.00 [0.91] 2419 :t 219 

DMP: 2，3-dime出ylpyrazine; THT: tetrahydrothiophen-3叫le.

它le mutagenicity was tested wi也 Sαlmonella typhimurium T A98 扭曲e presence of 

S9 mix and one percent of total basic extracts was ùsed 扭曲e mutagenicity testing per 

plate. 

* Ratio : the amount of DMP or 甘ITd盯ing boil區g time / the amount of DMP or THT 

before boiling. 

a No sigr話icant correlation between a and d: 1- -0.31, P > 0.05 

b Correlation between b and d: r= -0.82, P < 0.1 

C Correlation between c and d: r= -0.71 , P < 0.1 
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Table 12 Effect* of the addition of 2,3-dimethylpyrazine on the 

mutagenicity of pork extracts during the boiling period. The residue of 

2，3咀dimethylpyrazine at each boHing time was analyzed by GC. 

Boilir草也ne Residue of DMP No. of revertants I plate 

(hour) (mmol) 

。 4.962 40 :t 5 

4.684 36 土 4

2 4.495 43 :t 3 

4 3.852 47 土 4

8 3.373 280 :t 26 

12 2.128 488 :t 38 

16 2.089 338 :t 27 

20 1.686 248 :t 34 

BPE: boiled pork extracts ; DMP: 2，3-dimethylpyr姐的.

5.0 mmol 2,3-dimethylpyrazine was added to boi1ed pork model systems at pH 6.0 

condition. 

甘le mutagenicity was tested with Salmonella typhimurium T A98 in the presence of 

S9 mix and one percent of tota1 basic extracts was used扭曲e mutagenicity testing per 

plate. 

* Significant correlation :戶 -0.鈣， P < 0.01 
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Table 13 Effect* of the addition of tetrahydrothiophen-3-one on the 

mutagenicity of pork extracts during the boHing period and the residue 

of tetrahy誼rothiophen-3-one at each boHing ti臨e was anaiyzed by GC. 

Boiling time Residue of THT No. of revertants / plate 

也our) (mmol) 

。 4.809 4416 

1 3.912 418 土 35

2 2.123 1077 士 129

4 1.376 413 士 32

8 0.391 1171 土 90

12 0.107 1925 土 221

16 0.056 15371222 

20 0.030 2381 土 322

THT: tetrahydrothiophen-3-one 

5.0 mmol tetrahydrothiophen-3-one was added to boiled pork model systems at pH 

5.0 condition. 

它le mutagenicity was tested wi也 Salmonella typhimurium T A98 in the presence of 

S9 mix and one percent of to凶 basic extracts was used in the mutagenicity tes也19 per 

plate. 

* Significant correlation :戶 -0.83 ， P < 0.02 
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Table 14 Effects of the addition of 服aillard reaction products to boiled 

pork extracts model system on the mutagenicity of basic' extract with S. 

typhimurium T A98 in the presence of 89 臨ix.

官le addition of Maillard No. of revertants / p1ate ( ratio to BPE ) 

reÇl.ction product 

BPE 704 士 109

BPE + tetrahydrothiophen-3叫le 2041 土 232 (2.90) 

BPE + 2，3-dimethylpyr甜的 1152 土 95 (1.64) 

BPE+3-me血y1pyridine 1076:!: 99 (1.52) 

BPE + 2-methylthiophene 866 士 58 (1.23) 

BPE +2-ace句rlpyrr01e 236:!: 16 (0.34) 

BPE + imidazole 142:!:: 34 (0.20) 

BPE: boiled pork extracts. 

5.0mmol M位詛缸d reaction product was added to boiled pork model systems at pH 

6.0 condition. 

The mutagenicity was tested with Salmonella typhimurium T A98 in the presence of 

S9 mix and 2 percent of to阻1 basic extracts were used 扭曲e mutagenicity testing per 

plate. 
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Table 15 Effects of the addition of Maillard reaction product on the 

mutagen formation of boiled pork extracts by HPLC fractionation.The 

mutagenicity of HPLC elutions was tested with S. typhimurium T A98 

in the presence of 89 mix. 

扎在ode1 Net 問vertants /企action (ratio to BPE ) 

Unknown MeIQx, IQ 4,8-DiMeIQx 7，品DiMeIQx MeIQ 

BPE 75 677 ND 86 606 

BPE+τ'HT 97(1.29) 981 (1.45) 375 886 (10.30) 3206 (5.29) 

BPE+DMP ND 715 (1.06) 310 521 (6.06) 1230 (2.03) 

BPE+AP 27(0.36) 115 (0.17) ND 10 (0.12) 288 (0.48) 

BPE+Imidazole 102(1.36) 27 (0.04) ND 45 (0.52) 14 (0.02) 

M.R.P. : THT: 能住址lydrothiophen刁-one; DMP: 2,3-dimethylpyrazine; AP: 2-acetyl­

py汀ole.

5.0 mmol Maillard reaction product was added to boiled pork model sys記ms.

ND: not detected. 

The mutagenicity was tested wi由 Salmonella typhimuriwηT A98 in the presence of 

S9 mix and 13 percent of total basic ex甘acts were used in the mutagenicity testing. 
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Table 16 Mutagenicity and browning intensity of boiIed pork extracts 

with 0 1' without MaiHard reaction product at various pH conditions. 

pH BPEa BPE+DMpb BPE+THT C 

value 

Revertants Browning Revertants Browning Revertants Browning 

Ipla記 intenslty I plate m記nSl句r Iplate m肥nSlty

3.0 112 士 9 3.704 188 :t 18 3.272 668 土 50 3.641 

5.0 393 士 35 1.336 140 :t 7 0.836 1569 :t 119 0.792 

6.0 192 :t 18 0.408 335 土 10 0.680 1019 :t 105 1.121 

7.0 153 士 14 0.439 286 士 14 0.399 1144 士 108 0.730 

9.0 489 :t 50 0.376 298 士 19 0.361 1397 士 130 2.215 

11.0 450 土 42 。.296 268 士 12 0.283 1284 土 64 2.214 

a BPE: boiled pork extracts. 

b BPE + DMP: boiled pork ex甘acts model system wi出 2，3-dimethylpyr扭曲e.

C BPE + THT : boiled pork extracts model system with tetrahydrothiophen-3-one. 

5.0 mmol Maillard reaction product was added to boiled pork model systems. 

Browning intensity : absorbance at 420 nm. ( lO-fold dilution with distilled water ) 

The mutagenicity was 紀sted wi血 Salmonella 砂'PhimuriwηTA98 旭 the presence of 

S9 mix and one percent of tota1 basic ex甘acts was used in 血e mutagenicity tes泣ngper

plate. 
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Table 17 Mutagenicity and browning intensity of boiIed pork extracts 

with and without 2,3-dimethylpyrazine or tetrahydrothiophen-3-one 

during various boHing times. 

Time from BPE a BPE+DMpb BPE+THT C 

boiled 

be訴m誼ng Revertants Browning Revertants Browning Revertants Browning 

。10ur) /plate mtensIty / plate mtenslty / plate mtenslty 

53:t6 0.152 36土4 0.157 418土35 0.243 

2 55:t6 0.191 43:t3 0.187 1077:t129 0.342 

4 61:t8 0.380 47土4 0.293 413土32 0.346 

8 346土31 0.578 280土26 0.490 1171:t90 0.734 

12 281土32 0.625 488:t38 0 .440 1925:t221 0.686 

16 866:t66 0.698 338:t27 0.455 1537:t222 0.474 

20 2419:t219 0.926 248士34 0.466 2381士322 0.912 

BPE: boiled pork ex甘acts.

5.0mmol M位11缸d記action pro也lct was added to boiled pork model systems. 

Browning intensity : absorbance at 420 nm. ( lO-fold dilution with dis世led water) 

a Significant correlation :但 0.82， P < 0.05 

b Significant correlation :但 0.83 ， P < 0.05 

C Significant correla泣。n : r= 0.85, P < 0.02 
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Table 18 Mutagenicity and browning intensity of boiled pork extracts 

with 2，3幽dimethylpyrazine or tetrahydrothiophen-3-one at various 

concentrations. 

Added concentration BPE+DMPa BPE+THTb 

of Maillard reaction 

product Reve口紅1tS Browning Revert缸lts Browning 

(mmol) f plate rntenslty fplate 血峙的lty

。 309 士 17 0.547 294 土 30 0.547 

2.5 486 :t 51 0.541 2737 :t 256 0.942 

5.0 425 土 42 0.586 1404 土 162 0.686 

10.0 335 :t 21 0.547 716 土 40 0.702 

20.0 420 :t 39 0.566 523 :t 36 0.706 

a BPE + DMP: boiled pork extracts model system with 2,3-dimethylpyrazine. 

bBPE +'TI汀: boiled pork extracts model system wi由 te叫lydrO出iophen騙子one.

它le pH value in a BPE+DMP model was 6.0. 

訂le pH value in b BPE+ THT model was 5.0. 

Browning in紀nsity : absorbance at 420 nm. ( lO-fold dilution wi出 distilled water) 

前le mutagenicity was tested with Salmonella 砂phimuriwηTA98 in the presence of 

S9 mix and one percent of tota1 basic extracts was used 扭曲e mutagenici可 testing per 

plate. 

a No significant correlation : r= O.泣 ， P>O.的

b Significant correlation : r= 0.91 , P < 0.05 

94 



700 

DiMeIQx 

MeIQx 600 

Rf=0.50 MeIQ 

IQ 500 

泣
。
…
抖
。
何
扛

400 
Rf=0.19 

300 

\
ω但C
M
N
H
』
@
〉
心
底

200 

100 

12 10 8 

ongm 

6 

number from 

4 

Fraction 

2 。

2-methyI-

2 x Back-

of 

acetylformaldehyde and creatinine model system. 
revertant level was indicated with a line. 

95 

extracts The profile of TLC fractionations from Fig. 18 

pyridine, 
ground 



r-: 2 , E E 2 , a 
' 

' ‘ ' , ' , ' , ‘ ' 自

' , ' , g a t E 
a 
' , r-: 

! i , i 
! , , i ...... 

a 
a 
g 
a 

' , 
' , 
' , r-, 

I , 
I , 

LmJ 」~~"且----一
--…一 一一-向--

」
f mJ 

"
」

」
「.• 「

B
叫

Faat4 

J -f 
"
'
，gg
」

c
o
3。
由
』
』
~
的F
F』
咱
自
』
也
〉
O
M峙
，
z
e
e
s

1200 

1000 

800 

MelO 
10 

0.120 

0.090 

600 

400 

200 

0.060 

0.030 

E
Z
O
ω
N
 ... 
咱

也
U
Z

咱
們
品hO
明

a
d
i
-
-

0.000 

with S. 

40 

The elution profile of the extracts of 2-methylpyridine, acetylform­

creatinine heated model system by semipreparative HPLC 

of l-min fraction 

96 

tested was 

30 

(ml n) time 

Fig. 19 

aldehyde 

on an ODS column. The mutagenicity 

typhimurium TA98 in the presence S9 mix. 

20 

Retention 

10 

and 

O 



IQ 

C
O
Z
U帽
』
恥
亢
的F
C咱
自
』
也
〉
且
也

2400 

2000 

1600 

1200 

800 

400 

J 「zf 、L

m
g
a
a
'
，
'
，
呵
，
」

-saiga-sissies-iiiiL\ 
「
B
B
e
g
s
'
s
a
s
s
e
t
g
g
g
a
s
s
'
a
'

，
5
，
s
g
$
8
3
8
s
g
g
d
z

"J 

r
'

，
司

-.. 
」

,
3" 

」
rm f" -r f 

0.032 
EZOCN 

0.024 

0..016 

0.008 

-帽
申

U
C

唱

A
h
O的
a
d『
t
l
i

。
一--一咽

0.000 

The elution profile of the extracts of 2-methylpyridine, acetylform­

creatinine heated model system by HPLC 

mutagenicity of l-min 

typhimurium T A98 with 89 mix. 

40 30 

(ml n) time 

20 

Retention 

10 O 

Fig. 20 

aldehyde 

NucIeosil 

analytical an on and 

tested was fraction 

97 

The column. 5 CN 

using S. 



c-4 

0.024 

0.012 

0.006 

0.018 

戶
口

Z
O
C
N

-呵
申

U
C

咱
們
兩
峙
。
的
A
J
H
I
-
-
- 0.000 

40 

2-methylpyridine, acetyl-

2nd analytical HPLC 

30 

by 

m 

system 

(mln) 

QM n 
自
』

ob a 
前
心
間

m
M
叫

em 
俑
，
。

e &
冒•• 
a bLV LU 

column. 

time 

20 

Retention 

Fig. 21 The elution profile of 

formaldehyde and creatinine 

NucleosH 

98 

10 

5 CN 

O 

a on 



A 
10 

0.048 

8 

1 l 1 l 

0.036 

0.024 

0.012 

0.000 

0.024 

0.012 

ε
z
o
h
N
 

呵

呵

申
U
C
咽
A
』
0
的

A
d『
i
t
i

-nu 
nu nu nu nu 

50 

2-methylpyridine, acetylform­

system (A) and authentic heterocycIic 
analytical Spherisorb pH Stable 5 C18 column. 

3=IQ; .4=7，8.Di問eIQx; 5=4，8個DiMeIQx; 6=悶eIQ.

99 

40 30 

(m1n) lime 

Fig. 22 Elution profiIes of the mutagens in 

aldehyde and creatinine heated model 
amines (B) by 

1= DMIP; 

20 

Retenlion 

on an 

10 

HPLC 

2=MeIQx; 



A 

0.064 

0.048 
e
o
c
m
w
A
』
。
m
A《

261.7 0.032 

0.016 

8 

0.000 

261.3 0.064 

0.048 

0.032 

0.016 

O
O
C
倚
門
起
』
。
m
w
a《

360 340 320 300 280 260 240 220 

0.000 

Wavelength (nm) 

2-of fraction purified 

creatinine 

of spectra 

acetyIformaldehyde 

authentic 1也 (B)

absorbance Ultraviolet Fig. 23 

methylpyridine , 
(A) and 

model 

array 
heated 

photodiode from 

and 

obtained 

100 

HPLC. by 

system 

detector 



100 

ω
υ
c
m
w

啊M
C
3
A
m
w
。
〉
一
…v
m
w
-
G
N
峙

250 200 

Fig. 24 Mass spectra of authentic IQ (A) and 1也 isolated from 2-methyl­

pyridine, acetylformaldehyde and creatinine heated for 1 h at ca. 1500C 

m/z 

150 

occurred at less than mlz 100 were not shown. 

101 

Fragments (B). 



1、

Table 19 Comparison of 悶aillard reaction pro曲ct and creatinine with 

0 1' without aldehyde model systems on the mutagenicity of basic extract 

with S. typhimurium T A98 in the presence of 89 mix. 

Model No. of revertants / pla但*

時咽泣的 +a，臼taldehyde+ 臼eati.nine

2-Me由ylpyridine + acetaldehyde + crea自由le

2品在e出ylpyridine + acetylfonnaldehyde +訂閱當泣的

2-M的ylpyridine + diacetyl + crea自由le

Tetr也ydro也iophen-3-one + acetylfonnaldehyde + creatinine 

Te甘甜lydrO出iophen-3個one + creatinine 

930土:74

230土29

922土46

1448::!:154 

491土50

262位5

The mutagenicity was tested with Salmonella typhimurium TA98 in the presence of 

S9 mi.x and l/45Oth of total basic ex甘acts were used 抽出e mutagenicity 記S也19per

plate. 

Samples were refluxed for 1 h at ca. 150.C in diethylene glycol containing 5% water 

(DEG -H20) 如d basic extracts were obtained by XAD-2 fractionation and acid / base 

partitioning wi也 dichloromethane . 
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辦@英文摘要

The boiled porkjuice was refluxed at 1020 C for 12 hr and then basic extrac給

of the rnixture was found to be mutagenic 的war吐 Salmonella typhimurium T A98 with 

S9 位敢.訂閱 mutagenic fractions were purified by blue cotton ex佐action and high 

performance liquid chromatography (HPLC). 官le HPLC 企actionation followed by 

mutagenicity tes也19 yiel吐ed mutagenici句， profiles with peaks in areas where the 

heterocyclic amines s臨nd缸ds appe訂'ed. 前le mutagenic 企actions were collected and 

confmned by the comparison of UV absorption spectra，甜ain specificity, and acid 

nitri能 treatment. Finally, mutagens were i吐entified as MeIQx, IQ and MeIQ by mass 

spectrome的r 拉在S). One gram of boiled pork juice was estimated to contain 4.1 ng of 

MeIQx, 3.7 ng of 時， and 1.2 ng of MeIQ, which accounted for 19.0%, 27.3%組d

34.3%, respectively, of the total mutagenicity. 官le remaining mutagenic fraction 

might be DiMeIQx isomer which will be further confmned by MS. 

訂閱 possible mutagenic precursors in boiled pork extracts, such as glucose, 

ribose, al缸註帥， creatinine, and some Maillard reaction products. They were added to 

boiled pork juice model system seperatel y to examine the effect of these compounds on 

血e mutagen formation in boiled pork extracts. The results showed 血at the addition of 

glucose, alanine, creatinine, and ribose to the boile丘 porkjuice enhanced 2.7-6.7 folds 

mutagenicity of boiled pork extracts. The four T\在位立ard reaction products, 2-methyl­

thiophene, 3-methylpyridine, 2，3-dimethylpyr位肘， and t凹的ydrothiophen-3-one, 

also increased the formation of mutagens about 1立-2.9 folds. However, imidazole 

and 2-acetylpyrrole significant1y inhibited the mutagenicity of boiled pork ex甘acts (0.2 

and 0.3 folds). Thus, we suggested that glucose，討bo鈍， alanine, creatinir詣，2-methyl­

thiophen丸子methylpyridine， 2,3-dimethylpyrazine, and tetrahydro血iophen-3-one

could be the possible chemical compone的 which participated the mutagen formation 
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in the boiled pork juice model system. 

Then, two active Maillard reaction products, tetrahydrothiophen-3-one and 

2,3-dirnethylpyrazine, were added to bo立ed pork j剖ce and estimated 血e optimal 

reaction conditions to enhance the mutagenicity. Data showed that 2.5 mmol tetra­

hydrothiophen帽子one was added to boiled pork juice boiled for 20 hr at pH 5.0 had the 

most highly mutagenicity. However, 2.5 mmol 2，3輛品nethylpyr位ine boiled for 12 hr 

at pH 6.0 was the optimal condition for 2，3-dimethylpyrazine. 甘le f王PLC mutagenic 

profiles of basic extracts of the addition of Maillard reaction products were similar to 

也at of boiled pork ex甘acts. We also evaluated the correlation of the variation of tetra­

hydrothiophen-3-one and 2，3-也me也ylpyrazine in boiled pork juice models during the 

boiling period with their mutagenicity. Our data showed 出at the residue of tetrahydro輸

出iophen-3-one and 2,3-dimethylpyrazine during 由e boil泊g period were significant1y 

correlated to their mutagenicity, respectively (r=-0.83 , p<0.02; r=-O.豹， p<O.OI).

These findings suggested 血at te拉拉ydro血iophen-3-one and 2，3-dime血ylpyr徊的

could p訂ticipate 出e chemical pathway of the mutagens formation in boiled pork juice 

model systems. 

Fur吐lermore， the possible pathway of IQ-type mutagen formation proposed by 

Jagerstad group was studied using a Maillard reaction product / aldehyde / creatinine 

model. The prel扭曲的 da阻 showed 伽 2-methylpyridine / acetylformaldehyde / 

creatinine model can produce IQ mutagen indeed. But the optimal reaction conditions 

and the role of a1dehyde 扭曲is model system for mutagens formation will be inves也

gated in future. 
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