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高效毛细管电泳法测定牛奶和奶糖中的三聚氰胺
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(西北大学 化学与材料科学学院 ,陕西 西安　710069)

摘要 :目的　研究建立一种高效毛细管电泳分离测定痕量三聚氰胺的新方法。方法　以高度压差

进样 ,在优化的实验条件下 ,采用高效毛细管电泳对三聚氰胺进行分离检测。结果　三聚氰胺的峰

面积与其质量浓度在 1～100μg/mL范围内呈良好的线性关系 ,相关系数为 01999 04,检出限为

0127μg/mL (S /N = 3)。应用于牛奶和奶糖中三聚氰胺含量的测定 ,回收率为 81136%～93152% ,

相对标准偏差为 2182%～5189%。结论　该法可用于食品及饲料中三聚氰胺含量的测定。
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　　三聚氰胺 (C3 N6 H6 ,又称三氨三嗪 ,简称三胺 , )

是一种重要的氮杂环有机化工原料 ,用于生产塑料、

防火纤维、阻燃剂等工业品。亦在部分亚洲国家被

用来制造化肥 [ 1, 2 ]。由于三聚氰胺分子中含有大量

氮元素 ,所以不法分子在饲料以及乳制品中添加三

聚氰胺以提高蛋白质含量 ,而采用通常的“凯氏定

氮法”是难以区分样品溶液中这种“伪蛋白 ”的存

在。2007年美国宠物饲料中毒事件的发生 , 2008年

国内三鹿奶粉事件的曝光 ,均是违法添加三聚氰胺

所致 ,给人民健康和生命造成极大的危害。因之 ,研

究建立快速测定食品、乳制品中三聚氰胺含量的高

灵敏分析方法 ,具有十分重要的实际意义和应用价

值。

三聚氰胺的分析方法 ,已报道有液相色谱 -串

联质谱法 (LC2MS2MS) [ 3 - 5 ]
,气相色谱 -质谱 ( GC2

MS) [ 6 ]
,液相色谱法 [ 7, 8 ]

,气相色谱法 [ 9 ]等。这些方

法具有高的分离效率和选择性 ,但所使用仪器设备

昂贵。高效毛细管电泳技术 (H igh performance cap2
illary electrophoresis, HPCE)是一种高效分离、分析

技术。具有分离效率高、分析速度快、样品用量少、

抗污染强及易自动化等特点 ,应用于三聚氰胺分析

测定有其独到之处。高效毛细管电泳分析技术应用

于三聚氰胺的测定 ,仅在本文研究过程中 ,饶钦雄等

人 [ 10 ]报道经 SPE柱分离净化牛奶和奶粉样品 ,采用

高效毛细管电泳法对其中的三聚氰胺进行分析检测

的方法 ,表明该方法可用于牛奶和奶粉样品中三聚

氰胺的初筛检测。

本文研究建立了一种毛细管电泳直接分离测定

三聚氰胺的分析方法 ,该方法样品处理过程简单 ,不

需柱分离及衍生化 ,已应用于牛奶、奶糖中三聚氰胺

的分析测定 ,结果令人满意。该方法准确、灵敏、简

单、经济 ,满足国家规定的三聚氰胺限量值的测定。

1　实验部分

1. 1　仪器及试剂

CL1030型高效毛细管电泳仪 (北京彩陆科学仪

器有限公司 ) ; 50 cm ×75μm石英毛细管 ,有效长度

42 cm (河北永年光纤厂 ) ; KQ2250B型超声波 (昆山

市超声仪器有限公司 ) ; PHS225C酸度计 (上海理达

仪器厂 ) ; UV22550紫外可见分光光度计 (日本岛津

公司 )。三聚氰胺 (北京兴福精心化工研究所 ) ;柠

檬酸 (广东汕头市西陇化工厂 ) ;乙腈 (天津市瑞金

特化学品有限公司 ) ;甲醇 (西安化学试剂厂 )。

实验所用试剂均为分析纯 ,水为二次蒸馏水。

三聚氰胺标准溶液的配制 :准确称取 01005 0 g

三聚氰胺 ,用 20%甲醇 -水溶解配制 100μg/mL的

标准储备液 ,置于 4℃下保存备用。实验中按需要



稀释为所需浓度的标准液。

112　电泳条件

缓冲液 : pH 5100, 10 mmol/L柠檬酸 -柠檬酸

钠溶液 ;分离电压 : 18 kV;检测波长 : 204 nm;进样方

式 :高度进样 (10 cm ) ;进样时间 : 10 s。

每次实验前依次用 011 mol/L HCl、二次蒸馏水

各冲洗毛细管 5 m in,然后 ,再用缓冲液冲洗 15 m in。

实验中 ,在两次进样间采用缓冲液冲洗 3 m in。

113　样品测定

牛奶的测定 :准确称取市售牛奶 2100 g于离心

管中 ,加入 2 mL乙腈 ,超声提取 10 m in后 ,离心取

其上清液 ,重复前述操作 3次 ,合并上清液。置于水

浴中蒸干 ,然后再用 2 mL 20%甲醇 -水溶解 ,经

0145μm滤膜过滤 ,在上述电泳条件下 ,进行测定。

奶糖的测定 :将市售奶糖研磨至粉状 ,准确称取

1100 g于离心管中 ,加入 2 mL乙腈 -水 (2∶1,体积

比 )溶解 ,超声提取 30 m in,离心取其上清液 ,重复

前述操作 3次 ,合并上清液。同上实验操作 ,水浴蒸

干、溶解、过滤后 ,在上述电泳条件下 ,进行测定。

2　结果与讨论

211　三聚氰胺吸收光谱

实验中进行了三聚氰胺吸收光谱的测定 ,结果

如图 1所示。由图 1可见 ,三聚氰胺分子在紫外区

λ204 nm处有一最大吸收。这是三聚氰胺分子中的 3

个氨基 (—NH2 )与三嗪母体共轭 ,产生π→π3跃迁

所致 [ 11 ]。实验选择λ204 nm吸收波长作为测定波长。

图 1　三聚氰胺吸收光谱图

Fig. 1　Absorp tion spectra of melam ine

212　毛细管电泳仪工作条件的选择

21211　缓冲溶液及其浓度的选择　三聚氰胺为一

弱碱性化合物。在酸性条件下 ,三聚氰胺分子生成

带正电荷的离子 ,其电泳流与电渗流的方向相同 ,使

得分析时间缩短。而且 ,在酸性介质中 ,石英毛细管

管壁硅羟基质化 ,从而降低电渗流 ,有利于改善毛细

管电泳分离重现性和延长了石英毛细管的使用寿

命。实验选用柠檬酸 -柠檬酸钠缓冲溶液 ,并考察

了缓冲溶液浓度 ( 5～30 mmol/L柠檬酸 -柠檬酸

钠 )对三聚氰胺分离的影响。结果表明随着缓冲液

浓度的增大 ,电渗流降低 ,致使分离分析时间延长 ,

信号增强。但是 ,随着缓冲溶液浓度的增加 ,电流变

大 ,焦耳热增加 ,电泳峰形变宽 ,基线噪音增大。综

合考虑 ,实验选择 10 mmol/L的柠檬酸 -柠檬酸钠

作为缓冲溶液。

212. 2　pH对测定的影响　pH是影响毛细管电泳

分离测定的重要因素之一。实验中考察了 pH 214

～612范围内三聚氰胺的分离行为。结果表明 ,随

着 pH增加 ,信号强度逐渐增强 ,保留时间逐渐延

长 ;但当 pH≥514时 ,信号强度降低 ,毛细管电泳峰

形发生畸变。所以 ,实验选用 pH 5100的柠檬酸 -

柠檬酸钠作为缓冲溶液。

21213　分离电压的选择 　实验考察了 15～22 kV

范围内的电压对三聚氰胺分离的影响。结果表明 ,

分离电压过高或过低均不利于三聚氰胺的分离。电

压较低 ,分离分析时间较长 ;电压升高 ,分析时间缩

短 ,但基线噪音显著增大 ,且峰形拖尾。所以 ,实验

选择 18 kV作为毛细管电泳仪的分离电压。

213　提取溶剂的选择

三聚氰胺属强极性弱碱性化合物 ,因此样品中

三聚氰胺的提取一般宜选择极性较强的有机溶剂、

缓冲溶液或有机溶剂与水的混合溶液作为提取液。

实验中分别以甲醇、甲醇 -水 (2∶8,体积比 )、乙腈、

和乙腈 -水 (2∶1,体积比 )作为提取溶液 ,比较了这

些溶剂对样品中痕量三聚氰胺的提取效果。实验结

果表明 ,乙腈去除蛋白能力优于甲醇。经乙腈处理

的牛奶样品 ,上层提取液与蛋白沉淀有明显分层 ,容

易分离。但是 ,对于奶糖而言 ,在乙腈中的溶解度较

小 ,不利于其中三聚氰胺的提取 ,回收率低 ,故实验

以乙腈 -水 (2∶1,体积比 )为提取溶剂 ,对奶糖样品

中的三聚氰胺进行提取。

214　标准曲线、线性范围与检出限

在上述优化的电泳条件下 ,进行三聚氰胺的分

离、测定。实验中配制系列三聚氰胺标准溶液进行

测定 , 以峰面积对三聚氰胺浓度绘制标准曲线。结

果表明在 1～100μg/mL范围内 ,三聚氰胺峰面积

与浓度呈良好的线性关系 ,线性方程为 y = 10 549x

- 1 94411,相关系数为 01999 04。以 S /N = 3进行

计算 ,检出限为 0127μg/mL。
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215　回收率实验

分别向牛奶和奶糖样品中加入一定体积已知浓

度的三聚氰胺标准溶液 ,静置约 30 m in,按照上述方

法进行处理 ,所得滤液采用毛细管电泳仪进行测定。

结果如表 1所示 ,其相关电泳图 ,如图 2所示。

表 1　三聚氰胺的回收率 ( N = 5)

Tab. 1　The recovery of m elam ine ( N = 5)

样　品 添加量 (μg/g) 回收率 /% 平均回收率 /% RSD /%

215 88116

纯牛奶 I 215 89153 87127 2182

215 84111

215 86167

纯牛奶 II 215 93152 88105 4193

215 86195

510 81136

奶糖 510 91135 88115 5189

510 91175

图 2　A, B分别为牛奶和奶糖的空白电泳图 ; C, D分别为牛奶和奶糖添加三聚氰胺后的电泳图

Fig. 2　A and B were respectively the CE of m ilk and toffee. C and D were the CE of m ilk and toffee sp iked with melam ine, re2
spectively

　　本文研究建立了一种毛细管电泳分离、测定三

聚氰胺的新方法 ,样品不需柱净化或衍生化处理 ,简

单、快速 ,已成功用于奶糖和牛奶中三聚氰胺的测

定 ,得到满意结果。本方法将为食品及饲料中痕量

三聚氰胺的测定提供一种有效方法。
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Determ ination of melam ine in m ilk and toffee
by capillary electrophoresis

WANG Cai2xia, YAN Hong2tao, ZHANG Quan2cai
(College of Chem istry and Material, Northwest University, Xi′an 710069, China)

Abstract: A im　To p ropose a new method for determ ination melam ine by cap illary electrophoresis. M ethods　The

determ ination samp les were p ressure2injected at the inlet side of the cap illary. The melam ine was separated and de2
tected by cap illary electrophoresis under the op tim ized experiment conditions. Results　The linearity between peak

area and concentration was established over the range 1～100μg/mL with the correlation coefficient 01999 04. The

lim it of detection was 0127μg/mL (S /N = 3). The method has been successfully app lied to determ ination of mela2
m ine in m ilk and toffee. The recoveries were 81136%～93152% and the relative standard deviations were 2182%

～ 5189%. Conclusion　The method can be used to determ ine melam ine in food and feed samp les.

Key words: cap illary electrophoresis; separation and determ ination; melam ine; m ilk; toffee
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Preparation of immobilized metal ion aff in ity adsorbent for recombinant
human2like collagen adsorption

WANG Xiao2jun1, 2 , FAN Dai2di1 , REN Yan2jun2

(1. Department of Environmental and Chem ical Engineering, Xi′an Polytechnic University, Xi′an 710048, China; 2. College of Chem ical

Engineering, Northwest University, Xi′an 710069, China)

Abstract: A im　To study the p reparation conditions of the metal chelate gel with chitosan as support. M ethods　

Chitosan was crosslinked with glutaraldehyde. Crosslinking support was activated with ep ichlorohydrin. Then the

gel was p repared with im inodiacetic acid ( IDA) as chelating ligand and Cu2 + as chelating metal ion. Results　The

adsorbents (0122 mL /g ( chitosan) mass fraction of glutaraldehyde) had good stability and mechanical strength.

The epoxy density was the most with 1∶1 NaOH (014 mol/L ) and 50% DMSO as activating accelerator for 3 h.

The study on the linkaging of IDA demonstrates that the adsorbents synthesized with 4126 g/g ( chitosan) IDA, at

65℃ for 18 h could chelate copper ion the most. Conclusion　The metal chelate affinity adsorbent p repared with

op tim ized conditions could well chelate Cu2 + and could be used in immobilized metal ion affinity chromatography as

stationary phase.

Key words: chitosan; metal chelate affinity adsorbent; crosslinking; chelate
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