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摘要：饲料样品经 +1 三氯乙酸 )二甲基亚砜提取，2"34-5 6"5,5 !78 柱净化，超高效液相色谱分离，最终采用电喷

雾串联四极杆质谱进行检测。结果表明，三聚氰胺在饲料中的含量范围为 +" ( $ """ !9 : ;9 时，线性关系良好（ ! .

"/ ’’）。在 +" ( +"" !9 : ;9 的添加水平范围内的平均回收率为 #&1 ( ’)1，相对标准偏差 为 )/ !1 ( %/ $1。该 方 法

的检出限为 +" !9 : ;9。
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- - 三聚氰胺（+4&"+,?4）（ 结构式见图 +），简称三

胺，学名三氨三嗪，别名蜜胺、氰尿酰胺、三聚酰胺，

是一种重要的氮杂环有机化工原料，常被用于生产

塑料、胶水和阻燃剂，在部分亚洲国家也被用于制造

化肥。近年来，宠物饲料中发现三聚氰胺并导致宠

物死亡的 案 例 时 有 发 生。 美 国 食 品 和 药 品 管 理 局

（SR<）禁止将三聚氰胺用于宠物食品及动物饲料。

因此，建立一种快速的定性定量饲料中三聚氰胺残

留的分析方法是十分必要的。

- - 目前用于三聚氰胺的检测方法有高效液相色谱

法（TGN7）［+，!］、气 相 色 谱)质 谱 法［&］、液 相 色 谱)质
谱法［)，$］ 等。 根 据 欧 盟 委 员 会 非 强 制 执 行 法 案

图 !" 三聚氰胺的结构式

:’6; !" <$%/3$/%# *+ &#,)&’(#

!""! : %$* : *7 的规定，对禁用药 物 进 行 确 证 检 测 的

方法必须能提供结构方面的信息，且要达到该法案

规定的 ) 个确证点。而液相色谱法的灵敏度较低且

无法提供结构 信 息，不 能 满 足 这 一 要 求；气 相 色 谱)
质谱法能够进行确证分析，但样品需经过复杂的前

处理且需要衍生化；液相色谱)质谱法灵敏度高，抗
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干扰能力强，可提供待测物的结构信息，因而是理想

的三聚氰胺分析方法，但国内外关于三聚氰胺的液

相色谱!质谱法报道不多，且都是采用传统的高效液

相色谱技术进行分离，比较费时。本项研究工作采

用超高效液 相 色 谱（"#$%）进 行 分 离，建 立 了 饲 料

中 三 聚 氰 胺 的 超 高 效 液 相 色 谱!电 喷 雾 串 联 质 谱

（"#$%!&’(!)’ * )’）测定方法。该方法具有快速、

准确、灵敏等优点，适合于生产过程监控和出口把关

检测的高灵敏度确证分析。

!" 实验部分

! ! !" 仪器与试剂

# # +,-./0 1%2"(34 "#$% 超 高 效 液 相 色 谱 仪；

+,-./0 )56/78,00 29,--/7 #/.85./ :& 三 重 四 极

杆质谱仪，配电喷雾离子源（&’(）；1;5<.=- 固相萃取

仪；>?"1@ )A!$ 5 离心机。

# # +,-./0 ?,050 )%: 萃取小柱（$ 8$，"% 8;）。

三氯乙酸、二甲基亚砜等均为分析纯；乙酸铵、乙腈

等均为色谱纯；其他试剂均为分析纯。水为超纯水。

! ! #" 标准工作液的配制

# # 将 三 聚 氰 胺 标 准 品（ ’5;8, 公 司，纯 度 大 于

&&B）用少量二甲基亚砜溶解，再用甲醇（ 色谱纯）配

制成质量 浓 度 为 ’ 8; * 8$ 的 标 准 储 备 液，并 根 据

需要稀释成适当质量浓度的标准工作液，于 ( C 下

保存，有效期为 ! 个月。

! ! $" 色谱条件

# # 色 谱 柱：16D95-E F&G G($(%（ !) ’ 88 * +%
88，’) , !8）。流动相：溶剂 1 为水，溶剂 F 为乙

腈；梯度洗脱程序：在 % 至 ’) + 85= 内溶剂 1 的体积

分数从 &-B 线性减少到 +%B，’) " 85= 时溶剂 1 的

体 积 分 数 增 至 &-B，平 衡 ’) + 85=；流 速 %) $
8$ * 85=。柱温 $+ C；进样量 ! !$。

! ! %" 质谱条件

# # 离 子 源：&’(（ . ）；毛 细 管 电 压：$) !% HI；离 子

源温度：’%% C；锥孔反吹气流量：(% $ * J；脱溶剂气

温度：$+% C；脱溶剂气流量：&%% $ * J。第一重四极

杆和第二重四极杆的低端分辨率及高端分辨率均为

’+ I；锥孔电 压 和 碰 撞 能 量 见 表 ’。检 测 方 式 为 多

反应监测扫描模式（)A)）。

表 !" 多反应监测扫描模式检测三聚氰胺的部分质谱参数

"#$%& !" ’()& *#+#)&,&+- (. )/%,0*%& +&#1,0(2
)(20,(+023 4&,&1,0(2 .(+ )&%#)02&

#,/.=- 57=
（! " #）

K,9;J-./ 57=
（! " #）

%7=.
L7<-,;. * .I

%7<<5057=
.=./;E * .I

A.<,-5L.
,M9=N,=6. * B

’!, O ’ # -+ O ’$ $, ’, ’%%
"- O ! $, !+ ’-

$ 3J. 57= P,0 90.N Q7/ D9,=-5Q56,-57=O

! ! &" 样品处理

# # 准确称取 +) %% ; 已粉碎好的饲料样品，置于 +%
8$ 聚丙烯离心管中，加入 !% 8$ ’B 三氯乙酸（ 含

’%B 二 甲 基 亚 砜 ），超 声 提 取 ’+ 85=，旋 涡 振 摇

+ 85=，以 " %%% / * 85= 的速率离心 + 85=。取 ’ 8$
上清液与 $ 8$ 水混合后待净化。将 +,-./0 ?,050
)%: 萃 取 小 柱 依 次 用 $ 8$ 的 甲 醇、水、%) %$
87< * $ 盐酸平 衡 后，加 入 待 净 化 的 上 清 液，依 次 用

$ 8$ %) %$ 87< * $ 盐酸、甲醇淋洗，再用 $ 8$ +B 氨

水甲醇洗脱，于 (+ C下吹氮浓缩至近干。准确加入

+ 8$ ’%B 乙腈溶解，旋涡混匀 ’+ 0，过 %) !! !8 滤

膜，滤液供液相色谱与质谱联用仪测定。

#" 结果与讨论

# ! !" 质谱条件的优化

# # 首先采用 ’ 8; * $的三聚氰胺标准溶液以手动

注射的方式 在 &’( 正 离 子 模 式 下 进 行 母 离 子 全 扫

描，确 定 三 聚 氰 胺 的 分 子 离 子［ ) . G］. 为 ! " #
’!,) ’，与文 献［$］报 道 一 致。 然 后，以 ! " # ’!,) ’
为母离 子，对 其 子 离 子 进 行 全 扫 描（ 见 图 !），在

“’) (”节 所 述 质 谱 条 件 下，主 要 产 生 ! " # ’%&) &，

-+) ’，"-) !，"%) ! 等子 离 子。其 中，! " # ’%&) & 为 脱

@G$ 峰（［) . G / @G$ ］. ），! " # -+) ’ 为三聚氰胺

开环分子重排失去 G!@%@ 的碎片离子 峰（［) . G

/ G!@%@］. ），! " # "-) ! 应为 ! " # -+) ’ 脱去 @G$

的碎片 离 子 峰（［) . G / G!@%@ / @G$ ］. ），! " #
"%) ! 应为三聚氰胺开环分子重排失去 G@%@%@ 的

碎片离子峰（［) . G / G@%@%@］. ）。选取丰度最

强的子离子 ! " # -+) ’ 和 ! " # "-) ! 作为 三 聚 氰 胺

的监测离子，最后以多反应监测正离子模式优化毛

细管电 压、锥 孔 电 压、源 温 度、脱 溶 剂 温 度、碰 撞 能

量、质 谱 分 辨 率 等 质 谱 参 数。 三 聚 氰 胺 以 子 离 子

! " # -+) ’ 和 ! " # "-) ! 及二者的相对丰度比（’%% 0
’-，见表 ’）来 定 性，以 子 离 子! " # -+) ’ 为 定 量 离

子，峰面积外标法定量。

图 #" 三聚氰胺的二级质谱图

503! #" 6’ 7 6’ -*&1,+/) (. )&%#)02&
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! ! !" 色谱条件的优化

! ! 三 聚 氰 胺 是 强 极 性 化 合 物，在 普 通 的 "#$ 柱 上

保留值很低，接近于死时间流出，很难进行分析［%］。

为了增 加 三 聚 氰 胺 在 "#$ 柱 上 的 保 留，必 须 选 用 洗

脱能力非常弱的流动相，这是因为含水量越高的流

动相其分析物与固定相之间的疏水作用越强，通常

选用的流动相有水!甲醇、水!乙腈、醋酸铵缓冲液!甲
醇、& # #$ 甲 酸 溶 液!甲 醇 等。由 于 三 聚 氰 胺 极 易 与

"#$ 柱上残余的 硅 醇 基 形 成 氢 键，使 得 峰 形 拖 尾，因

此需 要 在 流 动 相 中 加 入 辛 烷 磺 酸 钠、%&’(（ )*+,-!
./0123*34-5)/63+. /.+,）等 离 子 对 试 剂 来 改 善 峰

形［’，(，)］，也有研究报道在样品液或流动相中加酸可

以增加 "#$ 柱对三聚氰胺的保留和改善峰形［$］。本

研究发现三聚氰胺在 "#$ 柱上的保留时间变化比较

大，可能是流动相含水比例太高（ * +&$）使 得 样 品

溶液中有机相比例的细微变化就能对保留时间造成

比较大影响的缘故；同时发现，在流动相中加入离子

对试剂或高浓度盐后离子抑制现象非常明显，这些

因素都对三聚氰胺的定量和定性分析造成一定的干

扰。因此本 研 究 选 择 对 极 性 化 合 物 有 很 好 保 留 的

("789%: ;<’ ’9=9" 色 谱 柱 进 行 分 离，获 得 了 稳

定的保留时间；采用纯水与乙腈作为流动相梯度洗

脱，获得了理想的峰形（ 见图 "）。研究结果表明，采

用纯水与乙腈作为流动相时质谱信号最强，若在流

动相中添加甲酸、乙酸或醋酸铵都会使信号降低，这

可能是三聚氰胺极易电离，离子源中离子浓度过高

会抑制三聚氰胺的电离，从而导致离子化效率下降

的缘故。与 传 统 的 ’>=" 分 离 方 法 比 较，8>=" 的

分离使得分析时间大大缩短。

! ! #" 样品处理条件的选择

! ! 三聚氰胺是极性化合物，不溶于水，微溶于弱酸

或弱碱、甲醇、乙醇等，在二甲基亚砜中有很好的溶

解性［+］。 常 见 的 提 取 方 法 有：磷 酸 盐 缓 冲 溶 液

（5’ ,）提取、稀盐酸提取、,&$ 二乙胺提取、甲醇提

取等，本研究工作中以 #$ 三氯乙酸作为提取溶剂，

能有效地沉淀蛋白，同时加入 #&$ 二甲基亚砜来提

高提取回收率。由于三聚氰胺溶解性很弱，提取时

间对回收率影响很大，因此比较了不同时间的提取

效率，最终确定超声提取 #( ?+6 效果最佳。三聚氰

胺是碱性化合物，在 @/)-*A B/A+A C"D 固相萃取小

柱上净化效果最好。在酸性条件下上样，使待测物

保持正离子态而被吸附在固相萃取柱上，依次 用 "
?= &- &" ?31 E = 盐酸、甲醇淋洗，再用 " ?= ($ 氨水

甲醇洗脱能有效去除基质干扰，可获得较高的回收

率和较好的重现性。

图 #" （"）三聚氰胺标准溶液、（#）空白饲料及（ $）加标饲料

（ 加标水平为 $% !% & ’%）的总离子流色谱图

()%! #" *+,"- )+. $/001., $20+3",+%0"34 +5（"）31-"3).1
4,".6"06 4+-/,)+.，（ #）" #-".’ 5116 4"37-1 ".6

（ $） " 5116 4"37-1 47)’16 8),2 $% !% & ’% +5 ,21
4,".6"06

! ! &" 方法的检出限、线性范围及重现性

! ! 按“#- ,”节所述方法分别配制质量浓度为 &- (，

#，(，#&，(&，,(& !F E = 的三聚氰胺标准溶液，按照上

述实验方法在 &- ( . ,(& !F E = 质量浓度范围（ 相当

于饲 料 样 品 中 三 聚 氰 胺 的 残 留 量 为 #& . ( &&&
!F E GF）内 得 到 三 聚 氰 胺 的 线 性 回 归 方 程 为 ! /
)&&- "" 0 ",，# / &- +++ % 。式中 " 表示相应的三聚

氰胺的质量 浓 度（!F E =），! 表 示 质 谱 响 应 值，# 表

示相关系数。在空白饲料样品中添加三聚氰胺标准

溶液，按信噪比（$ % &）大于 #& 计算，本方法的检出

限为#& !F E GF。

! ! 取经检验不含三聚氰胺的样品，分别按样品中

#&，(&，#&& !F E GF 含量水平添加一定量的三聚氰胺

标准溶液，每一添加浓度重复 #& 份样品，按上述实

验方法测定，得到 #& . #&& !F E GF 添加水平范围的

回收率见表 ,。

·#’"·
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表 !" 三聚氰胺的回收率和重现性（! # $%）

!"#$% !" &%’()%*+ ",- *%.%"/"#0$0/+ (1 2%$"20,%（! # $%）

!"#$%& ’（!( ’ $(） )%*+,%-. ’ / )!0 ’ /
#$ %& " 1 ’
’$ %( ’ 1 !

#$$ )* * 1 !

&" 结论

+ + 实验结果表明，本文建立的 234567!869! ’ 9!
方法具有特异性强、前处理简单、重复性好等特点，

与传统的 :345 分离方法比较，分析时间大大缩短，

定量下限为 #$ !( ’ $(。该 方 法 非 常 适 合 饲 料 中 三

聚氰胺的快速检测。

参考文献：

［#］+ ;<&%+ = 4，!<>*?%@6A-B>%C% 5，3%-%@ ) D，%C <E1 = 5?-+F<6

+ + C+(- D，!$$$，%%!（# ’ !）：#(’
［!］+ !B(#C< ;，8G?#H<C< :，I+G?#?#-< J，%C <E1 ABEE 7>,#-+> 5+>C6

<F ;+K#*+E，#))$，**：’"(
［&］+ L0D ’ M)D L+-%>G#* 5?%F#GC-. 5%>C%-1 N569! G*-%%> O+-

C?% "-%G%>*% +O F%E<F#>% <>& *.<>B-#* <*#&1［!$$( 6$* 6#$］1
?CC"：’ ’ HHH1 O&<1 (+, ’ *,F ’ 9%E<F#>%3-%G%>*%1 ?CF

［*］+ !<>*?+ = P，8Q<>%@ 9，N-#F<EC !，%C <E1 D><E 5?#F D*C<，

!$$’，’&$：!&(
［’］+ !<>*?+ = P，3+@+ M =，R<F+-< ;，%C <E1 = D(-#* L++&

5?%F，!$$&，’#（#’）：* !$!
［"］+ S# T I1 LBU#<> D><E.G#G V ;%GC#>(（ 倪沁颜 1 福建分析测试），

!$$%，#(（#）：’(
［(］+ I+$E%. ) D，9<.%- 4 5，)%@<<#.<> )，%C <E1 = D(-#* L++&

5?%F，!$$$，*%：& &’!
［%］+ 0#>( ;，WB = R，4# = R，%C <E1 5?#>%G% =+B-><E +O 5?-+F<6

C+(-<"?.（ 丁涛，徐锦忠，李健忠，等 1 色谱），!$$%，!"（#）：

"
［)］+ )%> A R，4# 5，IB<> W 4，%C <E1 =+B-><E +O 5?%F#*<E 8>&BG6

C-. <>& 7>(#>%%-#>(（5?#><）（ 任 保 增，李 晨，袁 晓 亮，等 1
化工学报），!$$&，’*（(）：

%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%

# $$#

%%%%%
%%%%%

&

&&

&

+ 书 + 讯

液相色谱溶剂系统的选择与优化

+ + 由沈阳药科大学孙毓庆教授与中国药科大学胡育筑教授主编、华夏英才基金（ 第十一批）资助

的《 液相色谱溶剂系统的选择与优化》已于 !$$% 年 # 月由化学工业出版社出版。

+ + 液相色谱法中溶剂系统（ 或背景电解质溶液）常是分离成败的关键。本书是国内第一本阐述

液相色谱溶剂系统的权威论著，其中详细论述了如何根据样品性质与分析要求，按照分子间作用力

的关系，正确地选择溶剂并组成溶剂系统并进行优化，选出最佳溶剂系统，以获得事半功倍的分析

效果。本书共三篇 #! 章。第一篇“ 各类液相色谱法的基础理论与溶剂系统”，主要介绍液相色谱

法分离基础，各类高效液相色谱法、薄层色谱法及液相色谱6质谱法（4569!）的溶剂系统，溶剂的基

本性质与应用，以及溶剂的性质对色谱法分析结果的影响等；第二篇“ 溶剂系统的优化方法”，介绍

溶剂系统的分类、选择、优化方法及色谱方法的标准化与验证；第三篇“ 电动微分析法的基本原理

与溶剂系统”，简介毛细管电泳法（57）及毛细管电色谱法（575）的溶剂系统的选择与优化方法。

各章中还包括大量分析样品的色谱分析条件，如《 中华人民共和国药典》与《 美国药典》品种的法定

高效液相色谱分析方法以及某些应用实例。本书涵盖了各种色谱法常用溶剂的物理性质与色谱性

质、溶剂系统的组成原则及最常用的优化方法等。可供广大液相色谱及药物分析工作者学习参考。

+ + 本书 A’ 开本，*&! 页；书号 )(% 6( 6#!! 6$$$(’ 6$，定价 ’) 元，由化学工业出版社出版（#$$$##，北

京东城区青年 湖 南 街 #& 号）。详 情 可 登 录 HHH1 *#"1 *+F1 *> 查 询。 联 系 电 话：$#$ 6"*’#%%%%，

"*’#%%))。
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