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发酵酒中氨基甲酸乙酯的研究进展

王　博，齐晶瑶

（哈尔滨工业大学市政与环境工程学院，哈尔滨 １５００９０）

摘　要：对发酵酒中氨基甲酸乙酯（Ｅｔｈｙｌｃａｒｂａｍａｔｅ，ＥＣ）的致癌机理、检测方法、形成机制、前驱物质及控制方法等方面进行综
述。阐述目前研究进展的同时，对存在问题进行分析并提出解决设想及应用展望。氨基甲酸乙酯可由自然反应及添加前驱

物质两种方式形成，其致癌机理是通过两种不同途径破坏ＤＮＡ结构。通常情况，主要通过减少前体物质的添加和形成抑制氨
基甲酸乙酯的生成。氨基甲酸乙酯的通用检测方法为色谱与不同检测器结合使用或色谱与质谱联用，其中，检测前的样品前

处理有液液萃取，固相萃取等不同形式。目前，我国检测控制工作虽然已经取得一定进展，但是检测方法不够经济有效，控制

方法不能够普遍应用。关于控制方法的最新研究中，基因工程技术与系统生物技术的相关应用纳入进程，后基因组研究和蛋

白质学等对基因的应用改造处于探索阶段。随着关于氨基甲酸乙酯的危害、形成机理等方面的研究不断深入，不同机制的控

制方法不断出现。ＥＣ的处理逐步进入更加完善的状态。
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　　氨基甲酸乙酯是发酵饮料和发酵食品在发酵和
贮存过程中产生的一种化学污染物，我国包括葡萄

酒在内的发酵饮料中均含有微量的 ＥＣ［１］。氨基甲
酸乙酯的研究早在 ２０世纪中期开始。２０世纪 ４０



年代，Ｎｅｔｔｌｅｓｈｉｐ实验证明了氨基甲酸乙酯（Ｅｔｈｙｌ
ｃａｒｂａｍａｔｅ；Ｅｔｈｙｌｕｒｅｔｈａｎｅ；ｃａｒｂａｍｉｃａｃｉｄｅｔｈｙｌｅｓｔｅｒ，
简称为ＥＣ）具有致癌作用［２］。其可引发肺肿瘤、淋

巴癌、皮肤癌等。２０世纪７０年代初期，Ｌｏｆｒｏｔｈ等［３］

发现发酵食品中含有氨基甲酸乙酯，７０年代末期，
Ｏｕｇｈ在酸乳酪和酒精中检测到了氨基甲酸乙酯［４］，

２００７年，国际癌症研究机构（ＩＡＲＣ）正式将ＥＣ归类
为２Ａ类致癌物（人类可能致癌物）［５］。

ＥＣ能够快速地被人体器官与皮肤吸收，经过三
种作用完成代谢过程，两种构成致癌作用：０．５％的
ＥＣ氧化为乙烯基－氨基－甲酸乙酯，进而形成环氧
化物，破坏 ＤＮＡ正常作用；二是０．１％氧化为 Ｎ－羟
基－氨基甲酸乙酯，同时生成过氧化氮，后诱导 Ｃｕ２＋

调控的ＤＮＡ碱基突变［６－７］。９０％以上 ＥＣ经肝内的
酯酶分解为乙酸、氨和碳水化合物等，此过程为无毒

途径。

鉴于此，欧美各国于２０世纪初陆续制定了 ＥＣ
的限定标准，１９８５年，加拿大对各种类型酒进行了
限定：佐餐酒３０μｇ·Ｌ－１、加强葡萄酒１００μｇ·Ｌ－１、蒸
馏酒１５０μｇ·Ｌ－１、日本清酒１００μｇ·Ｌ－１。美国限定
葡萄酒与加强葡萄酒分别不得超过 １５μｇ·Ｌ－１和
６０μｇ·Ｌ－１［２、８］。

ＥＣ主要形成在发酵、加热或蒸馏以及储存过
程［９］，国 产 酒 中，黄 酒 中 的 含 量 最 高 超 过

５００μｇ·ｋｇ－１，白酒比黄酒略低，葡萄酒中最低，一
般低于４０μｇ·ｋｇ－１［１０］。我国对黄酒中ＥＣ的研究较
早，对白酒缺乏基础研究，ＥＣ的研究是近几年才开
始的［１１］。我国的传统酒酿造有着悠久的历史，随着

人们消费水平的提高，中国传统酒类逐渐迈向国际

化。因此，对各种酒中致癌物质含量的限定势在

必行。

１　ＥＣ形成机制及前驱物

ＥＣ形成与其前驱物质、温度、光、催化剂有关。
１．１　自然反应产生氨基甲酸乙酯［８］

１．１．１　尿素与乙醇生成ＥＣ［６、８、１２－１４］

尿素普遍存在于烘焙，发酵食品中，尿素一直作

为酵母的氮源而添加到发酵液中。ＷａｎｇＤ等研究
发现尿素与乙醇能够生成ＥＣ（见式１）。
ＮＨ２ＣＯＮＨ２＋Ｃ２Ｈ５ＯＨ Ｃ２Ｈ５ＯＣＯＮＨ２＋ＮＨ３ （１）
在发酵酒酿造过程中，尿素的来源主要有两个方面：

发酵前作为酵母氮源添加到发酵液中；由酵母菌降

解精氨酸生成。精氨酸在粮食中含量较高，它为酵

母菌的生长提供丰富的氮源，是尿素产生的重要来

源。尿素浓度、乙醇含量、温度及反应时间等各个因

素都与ＥＣ生成量呈正相关关系。尤其在葡萄酒和
黄酒中，尿素是酸性条件下生成ＥＣ的主要前体。
１．１．２　氰化物与乙醇生成ＥＣ［８、１５－１７］

Ｂｒｕｎｏ经过研究发现，蒸馏酒中 ＥＣ的形成也可
能是氰化物被氧化成氰酸后，氰酸和乙醇反应产生

ＥＣ（见式２）。
尿素可能在６０℃～１００℃的乙醇水溶液中分解

成氰酸或异氰酸盐，或在准备过程中受热分解后生成

氨与氰酸（见式３），后氰酸根与乙醇反应生成ＥＣ。
ＮＣＯ－＋Ｃ２Ｈ５ＯＨ＋Ｈ

＋ Ｃ２Ｈ５ＯＣＯＮＨ２ （２）
Ｈ２ＮＣＯＮＨ２＋ＮＨ４＋ＮＣＯ

－ ＮＨ３＋ＨＣＮＯ （３）
发酵过程中存在于植物中的氰化物参与了 ＥＣ的形
成反应。反应过程中乙醇、连二碳基化合物、光线和

氧气起了作用。特别在见光后，在二价铜催化作用

下［１８］，氰化物生成氰酸盐，最终导致 ＥＣ的生成（见
式４、式５）。

ＣＮ－＋２ＯＨ－ＣＮＯ－＋Ｈ２Ｏ （４）
ＣＮ－＋２ＯＨ－＋２Ｃｕ（ＩＩ）ＣＮＯ－＋２Ｃｕ（Ｉ）＋Ｈ２Ｏ

　　　　４ＣＮ－＋２Ｃｕ（ＩＩ）２Ｃｕ（ＣＮ）２
　　　　２Ｃｕ（ＣＮ）２２ＣｕＣＮ＋Ｃ２Ｎ２
　　Ｃ２Ｎ２＋２ＯＨ

－ ＣＮＯ－＋ＣＮ－＋Ｈ２Ｏ











（５）

二价铜或三价铁能催化氰酸盐与乙醇的反应，

有利于ＥＣ形成（在蒸馏中气相形态过程同上）。生
成ＥＣ的过程与ＰＨ、光、乙醇含量、温度及催化金属
物质浓度有关。蒸馏酒中氰酸盐及其异构体是主要

的ＥＣ前体物质。
１．１．３　氨甲酰磷酸与乙醇生成ＥＣ［２、１５］

氨甲酰磷酸是形成氨基甲酸乙酯的前体物

质［１９］，２０世纪７０年代 Ｏｕｇｈ证明 ＥＣ可以由氨甲酰
磷酸和乙醇反应形成（见式６）。酵母中的ＡＴＰ、ＣＯ２
和铵在氨甲酰磷酸合成酶作用下生成氨甲酰磷酸。

Ｈ２ＮＣＯ２ＰＯ３Ｈ２＋Ｃ２Ｈ５ＯＨＨ２ＮＣＯ２Ｃ２Ｈ５＋Ｈ３ＰＯ４
（６）

成品葡萄酒中 ＥＣ绝大部分由尿素生成，由尿素形
成的ＥＣ远多于由氨甲酰磷酸形成的ＥＣ。
１．２　添加物中前驱物反应生成氨基甲酸乙酯［７］

１．２．１　瓜氨酸与乙醇生成ＥＣ［２０－２１］

瓜氨酸与乙醇形成氨基甲酸乙酯的反应式如下

（见式７）：
Ｈ２ＮＣＯＮＨ（ＣＨ２）３ＣＨ（ＮＨ２）ＣＯＯＨ＋Ｃ２Ｈ５ＯＨ
Ｈ２ＮＣＯ２Ｃ２Ｈ５＋Ｈ２Ｎ（ＣＨ２）３ＣＨＮＨ２ＣＯＯＨ （７）

有研究者发现，在葡萄酒酿造过程中，通过向新

鲜的葡萄汁中添加乙醇，经过７０℃加热４８ｈ后会
有ＥＣ产生，且这种ＥＣ的产生与新鲜葡萄汁中有无
酸性脲酶无关，这一现象表明在新鲜葡萄汁中很可
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能存在形成 ＥＣ的前体物质。经过深入研究发现，
瓜氨酸能与乙醇直接自发反应生成ＥＣ，且在葡萄汁
中均含有一定量的瓜氨酸，所以有研究者认为瓜氨

酸就是形成 ＥＣ的前体物质。但也有研究表明，葡
萄酒中 ＥＣ生成量和瓜氨酸含量并不具有线性关
系，所以这一方面还有待进一步研究。

１．２．２　焦碳酸二乙酯和氨反应形成ＥＣ［２１］

早在上世纪６０年代，焦炭酸二乙酯由于能有效
杀死葡萄酒中的酵母、细菌而被广泛应用。到１９６２
年，Ｔｈｏｕｋｉｓ等发现了葡萄酒中存在焦炭酸二乙酯与
氨的反应，最终可以形成有致癌作用的氨基甲酸乙

酯（见式８）。由此，焦炭酸二乙酯禁止在葡萄酒生
产中使用。

Ｏ（ＣＯ２Ｃ２Ｈ５）２＋ＮＨ３Ｈ２ＮＣＯ２Ｃ２Ｈ５＋ＣＯ２＋Ｃ２Ｈ５ＯＨ

（８）
ＣＯ２与胺反应生成氨基甲酸和氨基甲酸盐也可

能是ＥＣ生成的一个简单的途径，这已由Ｄｉｊｋｓｔｒａ于
２００７年证实［８］。

２　ＥＣ前驱物的控制方法

目前国际上通用的思路是设法降低发酵液中

ＥＣ的主要前体物质的含量，来控制其生成。
２．１　选用优良的菌株［２２－２３］

酵母在生长繁殖和酒精发酵过程中，合成的尿素

除满足自身需求外，剩余的被分泌到细胞外，而增加

了酒醪中尿素含量，酒醪尿素进一步与乙醇反应生成

ＥＣ。巫景铭等研究表明不同菌种发酵液中ＥＣ的含
量差异很大［２４］。由于大多数乳酸球菌和乳酸杆菌都

具有分解精氨酸产生瓜氨酸的能力，所以选择纯种进

行发酵至关重要。随着当今科技的发展以及基因工

程等技术的应用，选育产尿素能力差的酵母菌和乳酸

菌进行纯种发酵，从来源上控制酒醪中的尿素，是降

低ＥＣ含量的有效方法。日本学者已经研究出用紫
外线照射的方法进行诱变育种，我国王德良等通过激

光和亚硝基胍复合诱变法筛选得到了突变型低产尿

素黄酒酵母菌株，效果证实良好。［２５］

２．２　添加酸性脲酶法［２０］

在发酵完全的酒液中添加外源酸性脲酶可使尿

素及时分解为氨和二氧化碳，从而达到减少 ＥＣ生
成的目的。此方法操作简单、方便，且不改变原酿造

酒的菌种和生产工艺。耿予欢等对黄酒中 ＥＣ进行
研究［２６］，指出使用酸性脲酶在最佳条件：酶浓度

１５０ｍｇ·Ｌ－１、处理温度为２５℃，ｐＨ值为３．５，处理时
间１０ｄ。日本的 Ｔａｋｅｄａ化学工业公司在一种发酵
乳酸杆菌细胞中发现了能有效地分解葡萄酒中的尿

素酸性脲酶；２００９年日本武田制药公司从乳酸菌中
分离出一酸性尿酶产生菌，可以达到少量高效的效

果。添加酸性脲酶是降低酒中尿素浓度的主要方

法。目前，葡萄酒和日本清酒均选用酸性脲酶处理

酒中尿素，鉴于价格较高，方法还有待探索研究。

２．３　控制发酵条件
以上两种方法均旨在通过减少发酵酒中尿素含

量控制ＥＣ的生成，适用于如黄酒，葡萄酒中，尿素
为其主要前驱物的情况。但对于白酒，白兰地等其

它发酵酒，ＥＣ前驱物主要为氰化物［２７］，因此需要其

它方法进行控制。

据意大利Ｇａｅｔａｎｏ等的研究，ＥＣ的生成量随温
度、ｐＨ值上升，而趋于升高。控制一定的发酵温度
及ｐＨ值，对于降低酒中ＥＣ含量是十分有益的［１５］。

白酒中ＥＣ含量随着贮酒时间加长而增长，适
当控制贮酒的时间有助于ＥＣ含量的减少。

含铜物质可作为 ＥＣ生成的催化剂（前文已
述），在传统的制酒工艺中，采用铜制容器作为蒸馏

器。对于此种情况，有两种初步解决方法：

将铜制容器改成不锈钢容器进行蒸馏［７］

向容器内加入阳离子交换树脂或不溶性螯合

物，与铜离子生成不溶配合物［２８］。

树脂的再生可能有气味，碳酸钙或碳酸镁可供

选作交换树脂，但是相关研究较少，需要进一步研究

确认应用效果。

３　ＥＣ的分离及检测

３．１　气相色谱／火焰离子化检测器（ＧＣ／ＦＩＤ）［８］

ＧＣ／ＦＩＤ目前为最普遍的ＥＣ测定方法。ＧＣ采
用极性柱，取丙氨基甲酸酯（ＰＣ）或丁氨基甲酸酯
（ＢＣ）作为内标。为达到准确量化的目的，一般采用
Ｃ１３或Ｎ１５作为同位素标记。当ＥＣ浓度较低时，采用
不同的萃取和浓缩预处理方法减少干扰，从而提高

检测的准确度和灵敏度。

３．２　气相色谱／热离子检测器（ＧＣ／ＴＳＤ）［８、１５］

对于吸附有 ＥＣ的固体物质可用 ＧＣ／ＴＳＤ方法
测定。采用不同极性的耦合毛细管柱ＧＣ与ＴＳＤ联
用可鉴定出不同发酵酒精液体中的 ＥＣ。样品溶液
使用６ｍｏｌＮａＯＨ溶液与饱和 ＫＣＬ溶液调至 ＰＨ＝
１０，而后采用二氯甲烷进行液液萃取，同时加入无
水Ｎａ２ＳＯ４干燥，随后进行低压浓缩。残渣转移至浓
缩管后缓慢通入氮气流，直至提取物体积减少至

０．５ｍＬ。本法前处理简便，分析速度快，灵敏度高，
分析线性范围宽，选择性很强，干扰性小，适合于粮

食中氨基甲酸乙酯的分析，样品回收率高。最低检
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测量为５μｇ·ｋｇ－１。
３．３　气相色谱／质谱（ＧＣ／ＭＳ）［２９－３０］

ＧＣ／ＭＳ可采用选择离子检测（ＳＩＭ）方式定性
及定量，能减少杂质的干扰，灵敏度较高。该法已

被列入 ＡＯＡＣ（９９４．０７）检测酒精饮料及酱油中 ＥＣ
的标准方法［６］。预处理过程对于检测至关重要，目

前比较广泛的预处理方法有：液液萃取（ＬＬＥ）、固相
萃取（ＳＰＥ）、固相微萃取（ＳＰＭＥ）［３１］。
３．３．１　液液萃取（ＬＬＥ）

液液萃取是传统的预处理方法。梁新红通过实

验得出液液萃取法萃取葡萄酒样品中 ＥＣ时的最佳
参数为：酒样溶液的ｐＨ为自然ｐＨ，ＫＣｌ用量为１６ｇ
（４０％），二氯甲烷用量为 ３×１００ｍＬ［３２］。方法的检
出限为８．０μｇ·Ｌ－１，回收率在 ７６．５６％～８０．３９％，相
对标准偏差在 ４．４２％～９．８２％。液液萃取法用于葡
萄酒中ＥＣ含量的定量检测，操作简便，但乳化现象
严重，操作系统误差较大，方法的精密度及准确度均

较低。萃取剂多有毒且消耗量大，可能造成环境

污染。

３．３．２　固相萃取（ＳＰＥ）
我国进出口商品检验行业标准 ＳＮ０２８５－９３

中［３３］，出口酒类中ＥＣ残留量检测采用二氯甲烷提
取，然后进行ＧＣ／ＭＳ分析，国外多采用固相萃取技
术，准确度高、重现性好。１９９８年，国际葡萄与葡萄
酒组织（ＯＩＶ）推荐 Ｄｅｎｎｉｓ首先提出的用 ＳＰＥ柱进
行ＥＣ提取前处理，后续程序加上二氯甲烷洗脱的
方法为标准的前处理方法［３４］。刘丽红等以氘代同

位素为内标，采用硅藻土固相萃取柱进行萃取，乙醚

洗脱，ＧＣ－ＭＳ选择离子法测定［３５－３６］。检出限为

２．０μｇ·Ｌ－１，回收率 ９１．０％～１０２．０％，ＲＳＤ为 １．８％，
精密度和准确度高，且简便快捷。谭文渊，袁东等采

用ＧＣ／ＭＳ测定白酒中氨基甲酸甲酯与氨基甲酸乙
酯含量，样品采用氨基固相柱萃取净化、氮吹浓缩定

容［３７］。结果表明氨基甲酸甲酯和氨基甲酸乙酯在

２～３０μｇ·ｍＬ－１范围内线性关系良好，相关系数为
０．９９２３、０．９８１１，平均回收率７６．１０％、７５．４３％，ＲＳＤ
为４．４８％、４．００％。该方法可应用于白酒检测。
３．３．３　固相微萃取（ＳＰＭＥ）［３８］

ＳＰＭＥ方法是样品前处理的新方法，其在缩短
萃取时间，无需萃取溶剂方面的优点将是样品前处

理方法发展的方向，在萃取头涂层材料的热稳定性

及涂渍性能方面继续改进，将具有其它萃取方法无

可比拟的优点［３２］。方法简便、快速且不需萃取溶

剂，环保，但精密度和准确度较低。Ｌａｃｈｅｎｍｅｉｅｒ报
道了ＳＰＭＥ用于萃取核果饮料中 ＥＣ含量分析的方
法［３９］。王利平等用固相微萃取气质联用分析黄酒

中氨基甲酸乙酯，萃取头使用 ５０／３０μｍＤＶＢ／
ＣＡＲ／ＰＤＭＳ，萃取温度 ６０℃，萃取时间 ２５ｍｉｎ，选
择离子采用ｍ／ｚ６２和７４，采用外标定量法，检出限
为１．２１μｇ·Ｌ－１（ｓ／ｎ＝３），ＲＳＤ为 ２．４８％，回收率为
９４％～１０７％［４０］。史斌斌，徐岩等用顶空固相微萃取
（ＨＳＳＰＭＥ）技术与ＧＣ／ＭＳ联用，测定蒸馏酒中 ＥＣ
含量［４１］。样品蒸馏后旋转蒸发浓缩，以氨基甲酸丙

酯（ＰＣ）为内标，设计了三因素三水平正交实验。实
验发现，最佳条件是采用 ＰＡ萃取头，７０℃下萃取
４５ｍｉｎ。该方法简便快速、灵敏，自动化程度高，能
够对蒸馏酒中ＥＣ进行简捷、快速地定量。
３．４　高效液相色谱结合荧光检测器（ＨＰＬＣＦＬＤ）［４２］

Ｍｅｌｏ等首次报道了用 ＨＰＬＣＦＬＤ检测酒精饮
料中的ＥＣ，这种方法不需要对样品进行预处理，但
方法的准确度和精确度较低［４３］。但为了提高方法

的灵敏度，加大取样量即衍生试剂的量也随之增加，

或者对酒类样品进行浓缩［４４］。高年发、宝菊花等用

ＨＰＬＣＦＬＤ方法测定了白兰地中的 ＥＣ［４５］。经过实
验得到最优的检测条件是：荧光检测入射光波长为

２３４ ｎｍ，发 射 光 波 长 为 ６００ ｎｍ；流 速 为
０．８ｍＬ·ｍｉｎ－１；流动相梯度（０～１０ｍｉｎ，Ａ相为５５％，
Ｂ相为４５％；１０～３５ｍｉｎ，Ａ相为５０％，Ｂ相为５０％；
３５～４０ｍｉｎ，Ａ相为０％，Ｂ相为１００％）；荧光反应时
间为５ｍｉｎ。陈达炜、苗虹等采用该方法进行白酒中
ＥＣ含量研究，发现在一定酒精度范围内，酒精度与
ＥＣ含量具有良好的线性关系［４６］。该方法在 １０～
５００μｇ·Ｌ－１范围内呈良好的线性关系，定量限为
１０μｇ·Ｌ－１加标回收率为９８．９％～１０８．２％，相对标准
偏差为０．６％～４．９％。ＨＰＬＣ－ＦＩＤ方法可快速测定
白酒中ＥＣ，适用于大量实验筛选，简单、灵敏、准确，
但不适用于精确定量。与ＧＣ－ＭＳ相比，ＨＰＬＣ方法
偏差更大一些，但是测定同等浓度的 ＥＣ时，ＨＰＬＣ
更加简单，ＧＣ－ＭＳ更耗时［７］。

３．５　傅立叶变换红外光谱仪（ＦＴＩＲ）
Ｌａｃｈｅｎｍｅｉｅｒ用傅立叶变换红外光谱仪，选择性

波段，结合最小二乘法对核果酒精饮料中的 ＥＣ含
量进行快速检测，标准偏差在０．２９～０．４ｍｇ·Ｌ－１，加
标回收率为 ７７％～９１％［４７］。该方法不需要进行前
处理，检测每个样品只需要两分钟，因此与 ＧＣ／ＭＳ
相比它的处理量更大。此外，一些 ＥＣ形成期间储
存的前驱物等也可以从傅立叶变换红外光谱仪光谱

中得到。但定量检测缺少准确度，仅适用于半定量

检测，需要对大量参考样品进行分析校核。

４　结论与展望

目前，食品行业暴露的问题不胜枚举，氨基甲酸
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乙酯的安全问题也已经引起了世界各国的普遍关

注，关于ＥＣ的分析检测工作还需要不断深入。我
国关于白酒中ＥＣ含量的报道较少，应当通过研究，
提供数据资料，尽早制定我国酒类中氨基甲酸乙酯

的检测标准和限量标准，进一步开拓国际市场。

我国的相关研究、检测及控制工作已经取得一

定进展，但是没有一种 ＥＣ含量控制方法能够适用
于所有发酵酒。简捷、有效、价格低廉的检测方法还

有待于开发；适用性广，操作性强，价格适中的 ＥＣ
控制方法还需要科技人员继续研究。

我国科技发展迅速，继基因工程技术和代谢工

程的系统生物技术等现代技术的发现，能够更加充

分发挥现有工业微生物菌种潜力，创新工业生物技

术的生产流程。随着后基因组研究和蛋白质组学的

提出，基于微生物系统生物技术的研究，将不断发现

重要的关键基因，明确关键的代谢机制，尤其是相关

酶基因及其蛋白产物，利用该技术进行基因改造，完

成传统技术的现代化改造［４８］。
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ｔｒｏｍｅｔｒｙ［Ｊ］．ＪＩｎｓｔＢｒｅｗ，２０１２，（１１８）：２１７－２２２．
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ｔｙ，２００７．
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方法［Ｓ］．北京：中华人民共和国国家进出口商品检验
局，１９９４．
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品中氨基甲酸乙酯因素的研究［Ｊ］．食品工业科技，
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ＧＡＯＮｉａｎｆａ，ＢＡＯＪｕｈｕａ，ＳＵＮＸｉａｏｗｅｎ，ｅｔａｌ．Ｄｅｔｅｒｍｉｎａ
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光法分析白酒中氨基甲酸乙酯含量的影响［Ｊ］．色谱，
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