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摘要：建立了高效液相色谱 ,二极管阵列检测器（:;<=,>?>）及 :;<=,电喷 雾 串 联 质 谱（/@A,B@ C B@）测 定 植 物 源

性蛋白中残留的三聚氰胺的方 法。利 用 :;<=,>?> 进 行 样 品 中 三 聚 氰 胺 的 初 筛，利 用 :;<=,B@ C B@ 进 行 确 证。

采用三氯乙酸溶液沉淀样品中的蛋白，同时提取目标分析物，质谱检测时样品再经强阳离子固相萃取柱富集净化。

:;<=,>?> 的检测低限为 $" 03 C D3，:;<=,B@ C B@ 的 检 测 低 限 为 ". * 03 C D3；:;<=,>? 的 添 加 回 收 率 为 (%E &
##E，:;<=,B@ C B@ 的 添 加 回 收 率 为 (!E & #!E（ 基 质 匹 配 曲 线 校 正 ），两 种 方 法 的 添 加 回 收 率 的 相 对 标 准 偏 差

（F@>）为 +. ,E & %. ,E。
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测定植物源性蛋白中残留的三聚氰胺

" " 自 #$$% 年 & 月 中 旬 以 来，美 国 发 生 多 起 宠 物

猫、狗中毒死亡事件。美国食品药品管理局（"#$）

从江苏和山东两家公司出口美国的部分小麦蛋白粉

和大米蛋白粉中检出三聚氰胺（%&’(%)*&）成分，并

初步认为宠 物 食 品 中 含 有 的 大 量 三 聚 氰 胺 是 导 致

猫、狗中毒死亡的原因。

" " 三聚氰 胺（ 简 称 三 胺）是 一 种 重 要 的 氮 杂 环 有

机化工原料。这种化学品常被用于生产塑料、胶水

和阻燃剂，在部分亚洲国家也被用于制造化肥。三

聚氰胺也是一种名为灭蝇胺的农药的代谢产物［!］。

三聚氰胺是一种禁止用于宠物食品及动物饲料的化

学物质，动物食用含有大量三聚氰胺的饲料后可发

生肾衰竭而导致死亡［!］。

" " 目前测 定 三 聚 氰 胺 的 检 测 方 法 包 括 气 相 色 谱

法［#］、气相 色 谱!质 谱 法（+,!-.）［&，’］、高 效 液 相 色

谱!紫 外 或 二 极 管 阵 列 和 串 联 质 谱（ /01,!23，

#$#，-. 4 -.）检 测 方 法［( ) *］。+,!-. 需 要 衍 生

化，过程比较 繁 琐。/01,!23 或 #$# 由 于 其 无 需

衍生 化 是 目 前 最 为 常 用 的 检 测 方 法。/01,!-. 4
-. 灵敏度高、抗干扰能力强，在部分实验室作为确

证方法使用。由于三聚氰胺一直作为灭蝇胺的代谢

产物来测定，因此测定基质以农作物为主，国内外还

没有关于植物源性蛋白中三聚氰胺的检测方法。

" " 本文建 立 了 利 用 /01,!#$# 初 筛 及 /01,!电
喷雾串联 质 谱 法（5.6!-. 4 -.）确 证 植 物 源 性 蛋 白

中残留的 三 聚 氰 胺 方 法。 用 三 氯 乙 酸 溶 液 沉 淀 蛋

白，快速高效地提取蛋白中残留的三聚氰胺，同时三

氯乙酸 又 可 以 作 为 离 子 对 试 剂，在 普 通 ,!* 色 谱 柱

上就可以进行 /01,!-. 4 -. 分析。大量样品的分

析结果表明，该方法快速、简单，可作为进出口植物

源性蛋白商品中三聚氰胺残留的初筛和确证方法。

!" 实验部分

! ! !" 仪器、试剂与材料

" " $7)’&*8 !#$$ 高 效 液 相 色 谱 仪，配 有 二 极 管 阵

列检测器。

" " 9:&;%< ")**)7(* 9.= =>(*8>% 2’8;( $- 液

相色谱!高分辨串联四极杆质谱联用仪，配有电喷雾

电离源和大气压化学电离源。

" " 甲醇、乙腈（ 色谱纯，德国 -&;?@ 公司），三氯乙

酸、庚烷 磺 酸 钠、柠 檬 酸、氨 水（ 含 量 约 #*A）、氢 氧

化钠（ 分析 纯，南 京 化 学 试 剂 厂）、强 阳 离 子 交 换 柱

（-,B，+$ %7 4 & %1，C(8&;D 公 司 ）；水 为 重 蒸 蒸

馏水。

" " 三聚 氰 胺 标 准 品 购 买 自 .)7%(!$’E;)?: 公 司，

纯度",*A。

" " 植物源性蛋白粉（ 小麦蛋白粉、玉米蛋白粉、大

豆蛋白粉）样品为各省送检的样品。

! ! #" "#$%&’(’ 和 "#$%&)* + )* 条件

" " /01, 条件：$7)’&*8 F<;G(H .I ,’* 色谱柱（#($
%% - ’. + %%，( !%）；流动相：$. $! %<’ 4 1 庚烷磺

酸钠（ 柠檬酸溶液调节 J/ 至 ’. (）!乙腈（ 体积比为

,$/ !$），等 度 洗 脱，流 速 为 !. $ %1 4 %)*；柱 温：室

温；进样体积：($ !1；#$# 检测波长：#’$ *%。

" " /01,!-. 4 -. 条 件：0:&*<%&*&H 1>*( ,’* 色

谱柱（!($ %% - #. ! %%，& !%）；流 动 相：水!甲 醇

（ 体 积 比 为 ,$ / !$ ），等 度 洗 脱，流 速 为 $. #$
%1 4 %)*；柱 温：室 温；进 样 体 积：#( !1。采 用 电 喷

雾电 离 源，正 离 子 方 式 检 测；源 内 诱 导 解 离 电 压

（.6#）!( 3。第一重四极杆分辨率 !! 0 $. % >。三

聚氰胺的质谱检测条件见表 !。

表 !" 三聚氰胺的质谱检测条件

,-./0 !" )* + )* 1234565237 28 90/-9530

0(;&*8
)<*（" # $）

#(>7:8&;
)<*（" # $）

,<’’)D)<*
&*&;7K 4 &3

,<*&
L<’8(7& 4 &3

!#% *(# #! &+
+* !(

# 8:& %<D8 (G>*E(*?& )<*M

! ! $" 标准工作溶液的配制

" " 将三聚氰 胺 标 准 品 用 甲 醇!水（ 体 积 比 为 # / *）

配制成 !. $ 7 4 1 的 储 备 液，避 光 冷 藏 保 存。按 实 际

检测需要，/01,!#$# 检测时用 !A 三氯乙酸 溶 液

稀释到相应的浓度，制成标准工作溶液；/01,!-. 4
-. 分析时用空白样品提取液配制相应浓度的标准

工作溶液。

! ! %" 样品提取

! ! % ! !" /01,!#$# 分析的样品提取

" " 称取（#. $$ 1 $. $(）7 样 品 于 ($ %1 具 塞 离 心

管中，准确加入 !A 三氯乙酸溶液 !$ %1，于液体混

匀器 上 快 速 混 合 &$ D，超 声 波 超 声 &$ %)*。 于

!# $$$ ; 4 %)* 速率下离心 ( %)*，取上层溶液过滤膜

到进样瓶中，供 /01,!#$# 分析。

! ! % ! #" /01,!-. 4 -. 分析的样品提取

" " 称取（!. $$ 1 $. $#）7 样 品 于 ($ %1 具 塞 离 心

管中，加入 !A 三氯乙酸溶液 !$ %1，于液体混匀器

上快速 混 合 &$ D、超 声 波 超 声 &$ %)* 后，于# ($$
; 4 %)* 速率下离心 ( %)*，将上层清液用过滤纸过滤

到干净的离 心 管 中，准 备 过 柱。依 次 用 & %1 水、&
%1 甲醇活化强阳离子交换柱（ .,B .05）后，将 滤

液上柱，分别用 & %1 水 和 & %1 甲 醇 淋 洗 该 柱，再

用 & %1 氨水!甲醇（ 体积比为 ,(/ (）洗脱，洗脱液于

($ N水浴中旋转蒸发至干。用 !. $ %1 !A 三氯乙

酸溶液溶解并定容后，用过滤膜将其过滤至进样瓶

·%·
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中，供 !"#$%&’ ( &’ 测定。

!" 结果与讨论

! ! #" 提取和净化条件的选择和优化

# # 三聚氰胺属于强极性碱性化合物，因此提取溶

剂一般都选用极性较强的有机溶剂、缓冲溶液或有

机溶剂和水的混合溶液。试验中选择甲醇、甲醇%水
（ 体积比为 $% $）、乙腈、乙腈%水（ 体积比为 $ % $）、水

和 $) 三氯乙 酸 水 溶 液 作 为 提 取 溶 剂，在 空 白 小 麦

蛋白粉、玉米蛋白粉、大豆 蛋 白 粉 中 添 加 !& *+ ( ,+
水平的三聚氰胺标准品，用 !"#$%-.- 测定其回收

率，并比较不同提取溶剂的提取效果，结果见表 !。

表 !" 不同萃取溶剂对样品中三聚氰胺的提取效果（! $ %）

"#$%& !" ’()*#+),-. &//,+,&.+0 /-* 1&%#1,.& ,. 2#13%&2 $0 4,//&*&.) 2-%5&.)2（! $ %） )

’/*012 &234/561
&234/561%7/328
（$% $，9 ( 9）

.:2365;38;12
.:2365;38;12%7/328

（$% $，9 ( 9）
</328

$) =8;:41686/:23;:
/:;> ?61@3;65

$685 08632;5 067>28 ’" (! !’ )) ($ (*
’6AB2/5 08632;5 067>28 ’’ )" ’$ )’ )+ (&
<42/3 08632;5 067>28 ’! (( !) (! (, ("

=42 *21/*;52 7/? ?0;,2> ;5 342 ?/*012? /3 !& *+ ( ,+，/5> 342 82:6928A 6C *21/*;52 7/? >2328*;5/32> BA !"#$%-.-D

# # 从表 ! 的结果可以看出纯有机溶剂的提取回收

率低，其余溶剂的提取效率接近。在大量的实际样

品分析中发现，有一些蛋白粉样品在使用水或有机

溶剂和水的混合溶剂提取后十分粘稠，定容后高速

离心亦无法过滤或过滤困难，且某些定容样品溶液

在放置 ! 4 后出现沉淀，极易造成色 谱 分 析 柱 或 预

柱堵塞。用 $) 三 氯 乙 酸 溶 液 沉 淀 样 品 中 的 蛋 白，

可避免该类 现 象 的 出 现。在 试 验 中，也 曾 经 以 ,)
和 $&) 的三氯乙酸作为提取溶剂，三氯乙酸含量高

的溶液沉淀蛋白的效果更加明显，但是提取溶剂中

三氯乙酸浓度的增加，对色谱分析中的峰形产生较

大的影响，甚至有不出峰的现象。综合考虑各种影

响，本文最终选 择 以 $) 三 氯 乙 酸 溶 液 作 为 植 物 源

性蛋白样品中三聚氰胺的提取溶剂。

# # 由于出口蛋白粉样品成分复杂，用三氯乙酸提

取后直接采用 高 效 液 相 色 谱%串 联 质 谱 对 大 量 样 品

进行确证时，容易出现离子源喷口污染比较严重的

现象导致灵 敏 度 下 降，因 而 需 要 对 样 品 进 行 净 化。

三聚氰胺化学结构中含有 ’ 个伯胺基团，属于碱性

化合物，在酸性条件下会形成正离子，因而可以采用

强阳离子固相萃取柱对样品进行净化。通过水和甲

醇的清洗可以除去样品中水溶性的杂质、无机盐和

非离子化 的 脂 溶 性 杂 质［+］。 实 验 中 发 现 利 用 强 阳

离子交换柱对样品进行净化后再进行分析，分析大

量样品后质谱喷雾口仍然保持清洁。

! ! !" 色谱和质谱条件的优化

# # 由 于 三 聚 氰 胺 属 于 强 极 性 化 合 物，因 此 其 在

$$( 色谱柱上几乎无保留。为了增加三聚氰胺在 $$(

色谱柱上的保留，!"#$%-.- 分析中一般都在流动

相中 加 入 反 离 子 对 试 剂，如 辛 烷 磺 酸 钠［(］；在

!"#$%&’ ( &’ 测定中，在流动相中使用挥发性的离

子对 试 剂，如 七 氟 正 丁 酸［"］。 试 验 中 发 现 采 用

!"#$%-.- 分析，在 流 动 相 中 加 入 辛 烷 磺 酸 钠、庚

烷磺酸钠或己烷磺酸钠均可以使三聚氰胺产生很好

的保留。但是在 !"#$%&’ ( &’ 测定中如果在流动

相中加入具有强电负性的七氟正丁酸，尽管可以使

三聚氰 胺 在 普 通 $$( 分 析 柱 上 有 很 好 的 保 留，但 这

将导致负离子无法正常测定，因而一般不建议使用，

通常还是直接采用体积比为 +& % $& 的水%甲醇作为

流动相。在实验 中 发 现，使 用 $) 三 氯 乙 酸 溶 液 定

容样品和配制标准溶液，不仅可以使三聚氰胺在普

通 $$( 分析柱上有良好的保留，保留时间从 $- , *;5
以内推 迟 到 * *;5 左 右，而 且 灵 敏 度 上 升 了 , . "
倍。这可能是由于三氯乙酸也具有一定的离子对功

能，使三聚氰胺在普通 $$( 分析柱产生保留，同时三

氯乙酸的加入促使三聚氰胺在流动相中预形成正离

子，导致灵敏度上升。

# # 实验 中 发 现，采 用 !"#$%&’ ( &’ 测 定 时 有 基

质抑制效应存在。用空白小麦蛋白粉、玉米蛋白粉、

大豆蛋白粉经 过 提 取 及 ’"E 净 化 定 容 后 的 溶 液 配

制的标准溶液和 用 甲 醇%水（ 体 积 比 为 ! % (）配 制 的

同浓度的标准溶液相比，信号下降了 ,&) . )&) 左

右，从而直接导致回收率偏低。为了补偿由于基质

抑制效应而导致的测定数值偏差问题，采用基质匹

配曲线（*/38;F */3:42> :/1;B8/3;65 :@892）来校正

最终结果。

! ! &" 线性范围和检测低限

# # 用 $) 三氯乙酸和空白基质溶液配制相应质量

浓度的系列标准溶液，以峰面积为纵坐标，待测物的

质量 浓 度 为 横 坐 标 进 行 线 性 回 归。 结 果 表 明，

!"#$%-.- 方法在质量浓度为 &- , . $&& !+ ( *# 时

相关系数（ !）为&- +++ ’；!"#$%&’ ( &’ 方法在质量

浓度为 &- $ . , !+ ( *# 时 ! 为 &- ++$ &，线 性 良 好。

在空白小麦蛋白粉、玉米蛋白粉和大豆蛋白粉中添

·(·
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测定植物源性蛋白中残留的三聚氰胺

加三聚氰胺 标 准 溶 液，"#$%!&’& 方 法（ 添 加 水 平

为 !# () * +)）和 "#$%!,- * ,- 方 法（ 添 加 水 平 为

#$ % () * +)）的 检 测 低 限 分 别 为 !# () * +) 和 #$ %
() * +)（ 按信噪比（! " #）大于 !# 计算）。

! ! "# 回收率和精密度

" " 在空白小麦蛋白粉、玉米蛋白粉和大豆蛋白粉

中添加三聚氰胺标准溶液，"#$%!&’& 方法的添加

水平 为 !#，&# 和 %# () * +)；"#$%!,- * ,- 方 法 添

加的水平为 #$ %，! 和 & () * +)；重复测定 ’ 次，计算

其回收率和精密度，结果见表 (，"#$%!&’& 分析谱

图见图 !，"#$%!,- * ,- 分析的选择离子流色谱图

及质谱图见图 &。

图 $# 小麦蛋白粉中添加三聚氰胺（ 添加水平 $% "# $ %#）的

&’()*+,+ 图谱

-.#! $# )/01"231#02" 14 "562".75 89.%5: .7 ;/523
90135.7 91;:50 23 $% "# $ %# <= &’()*+,+

图 !# （2）小麦蛋白粉中添加三聚氰胺（ 添加水平 % ! & "# $ %#）的选择离子流色谱图和（<，>）质谱图

-.#! !# （2）?565>35: .17 "17.310.7#（?@A）>/01"231#02" 27:（<，>）?@A "288 895>302
14 "562".75 89.%5: .7 ;/523 90135.7 91;:508 23 % ! & "# $ %# <= &’()*A? $ A?

表 ’# 添加在空白植物蛋白粉中的三聚氰胺的回收率和精密度试验结果（! ( )）

B2<65 ’# C5>1D50= 27: 905>.8.17 14 "562".75 89.%5: .7 <627% 96273 10.#.7 90135.7 91;:508（! ( )）

,./012
’22.2 *

（() * +)）

%134 531/.64 5172.3

81942 *
（() * +)）

3.:1;.3< *
=

>-& *
=

-1<?.@4 531/.64 5172.3

81942 *
（() * +)）

3.:1;.3< *
=

>-& *
=

A0.@/ 531/.64 5172.3

81942 *
（() * +)）

3.:1;.3< *
=

>-& *
=

"#$%!&’& !# ) B % )% * B ) ’ B + ’+ % B ( ) B & )& ( B )
&# !+ B * )& * B ! !% B ) ’, % B * !’ B & )+ ( B *
%# ** B & )) ( B , *# B % )! * B ) *& B % )% ( B +

"#$%!,- * ,- # B % # B () ’% + B * # B (+ ’& % B ( # B (, ’) * B )
! # B ’, ’, % B % # B ’’ ’’ % B ) # B )& )& * B (
& ! B %* ’’ % B & ! B +# )# * B ’ ! B %) ’, * B +

’# 结论

" " 建立了 "#$%!&’& 和 "#$%!,- * ,- 初筛查和

确证植物源性蛋白中残留的三聚氰胺方法。利用三

氯乙酸溶液沉淀样品中的蛋白并提取三聚氰胺，阳

离子交换柱净化去除基质干扰，方法简单快速。经

大量样品实际检测证明，该方法适合目前国内外监

控和检测的要求。
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